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摘  要: 百粒重是影响大豆产量的重要农艺性状, 揭示其分子基础发掘关键候选基因对大豆改良具有重要意义。本

研究通过对 12个大豆品种籽粒发育 3个时期共 36个样本的转录组数据进行加权基因共表达网络分析(weighted gene 

co-expression network analysis, WGCNA), 得到 20个基因共表达模块, 与百粒重及 4个粒形性状关联后发现 green模

块与表型最为相关, 之后根据 Gene Significance (GS)值和 Eigengene Connectivity (kME)值筛选出 13个 green模块内

的核心基因(hub gene); 然后对 2组百粒重存在极显著差异的大豆品种的籽粒发育 3个时期分别进行基因差异表达分

析发现大豆在籽粒发育前中期可能通过 MAPK 信号通路调节百粒重大小; 之后对其进行 SNPs/InDels 挖掘并根据

Gene Ontology (GO)注释发现 green模块内的 Glyma.14G043900和 Glyma.15G217400由于 SNP变异造成同义以及非

同义突变, 且存在调控基因表达相关的 GO Terms以及锌指结构域, 表明它们可能通过调控 hub基因和差异表达基因

调控大豆百粒重及粒形性状。Glyma.15G217400位于已报道的 4个百粒重 QTL中, 而 Glyma.14G043900位于已报道

的一个籽粒蛋白含量及一个油脂含量 QTL中。通过比对大豆公共数据库发现这 2个基因的百粒重增效等位变异受到

人工选择, 其频率从野生大豆到地方品种再到育成品种的过程中逐渐升高。这些结果为进一步发掘大豆百粒重候选

基因及其表达调控机制提供了新思路。 

关键词: 大豆; 百粒重; 转录组学; WGCNA; 候选基因 

Utilization of dynamic transcriptomics analysis for candidate gene mining of 
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Abstract: 100-seed weight of soybean is an important agronomic trait that affects yield, and it is of great significance to reveal its 
molecular basis and discover key candidate genes for soybean improvement breeding. In this study, weighted gene co-expression 
network analysis (WGCNA) was performed on the transcriptome data of 36 samples from 12 soybean varieties at three stages of 
seed development, and 20 gene co-expression modules were obtained. After correlating with 100-seed weight and four-seed shape 
traits, the green module was found to be most correlated with the phenotypes. Then 13 hub genes of green module were screened 
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based on the Gene Significance (GS) and Eigengene Connectivity (kME) value. Gene differential expression of two groups of 
soybean varieties with extremely significant differences in 100-seed weight showed that the MAPK signaling pathway in the early 
and mid-term of seed development might regulate the 100-seed weight in soybean. According to SNPs/InDels calling and Gene 
Ontology (GO) annotation, Glyma.14G043900 and Glyma.15G217400 in the green module caused synonymous and 
non-synonymous coding mutations due to SNP mutations, and there were GO Terms and zinc finger domains related to gene ex-
pression regulation. These results suggested that they might regulate the 100-seed weight and seed shape of soybeans by regulat-
ing the hub gene and differentially expressed genes. Furthermore, Glyma.15G217400 was located in four reported QTLs of 
100-seed weight, while Glyma.14G043900 was located in a reported seed protein content QTL and an oil content QTL. Compared 
with soybean public database, the increasing 100-seed weight alleles of the two genes were artificially selected and their fre-
quency was gradually increased from wild accessions to landraces, resulting in the improved cultivars. These results provide new 
ideas for further discovering 100-seed weight candidate gene in soybean and its expression regulation mechanism. 
Keywords: soybean; 100-seed weight; transcriptomics; WGCNA; candidate gene 

百粒重是影响大豆产量的重要性状, 遗传育种

家常利用连锁定位和关联定位的方法从基因组水平

解析大豆百粒重的遗传机制, 如 Lu 等[1]利用栽培大

豆和野生大豆构建的重组自交系群体进行全基因组

重测序及数量性状位点(quantitative trait locus, QTL)

定位, 从野生大豆中克隆了 1 个控制大豆百粒重的

基因 PP2C-1; Li 等[2]通过对大豆籽粒百粒重、粒长

和粒宽的全基因组关联分析(genome-wide associa-

tion study, GWAS)发现了 1 个新的控制籽粒大小的

位点 SW9-1。由于大豆百粒重性状具有复杂的遗传

基础, 由多位点控制, 且在不同种植条件下表型变

异大, 使得挖掘百粒重相关的基因比较困难。 

随着测序技术的发展与测序成本的降低 , 越

来越多的基因组学、转录组学以及代谢组学方法

被用来进行复杂生物学问题的研究 , 其中以转录

过程作为研究对象是最先发展且应用最广的组学

技术 , 如物种鉴定、种质资源挖掘、遗传多样性分

析以及植物系统分类等方面 [3]。然而 , 随着越来越

多的 RNA 测序(RNA sequencing, RNA-seq)数据被

公布 , 如何处理如此海量的数据 , 挖掘出有用的

信息成为了研究人员新的研究目标。RNA-seq 最

常 用 于 分 析 2 组 样 本 间 的 差 异 表 达 基 因

(differential expression gene, DEG), 但是传统的成

对比较不能有效反映所有样本的整体动态特性 [4]。

面对这个问题 , 网络研究的方法脱颖而出 , 如基

因调控网络、蛋白调控网络和代谢网络等 [5]。在基

因调控网络中 , 应用比较广泛的是加权基因共表

达 网 络 (weighted gene co-expression network 

analysis, WGCNA) [5]。加权基因共表达网络分析可

以有效地利用大量转录组数据将全基因组的基因

分类为不同的基因共表达模块 , 然后进一步研究

共表达模块与性状之间的相关性。该方法特别适

合研究处于不同发育阶段的多个样品 [6-7], 是研究

多样本、大数据的高效方法。例如 , Yang 等 [8]利用

5 个时期的大豆转录组数据构建加权基因共表达

网络 , 成功鉴定出一批与大豆油脂合成相关的基

因。Lu 等 [9]利用栽培及野生大豆共 40 个转录组数

据进行WGCNA, 鉴定出了 1个限制赤霉素合成的

基因 GmGA20OX, 它调控大豆籽粒重量及大小。 

通过 RNA-seq 数据不仅能检测基因表达量, 还

可以检测基因的等位变异。等位变异常被用做分子

标记研究复杂生物学问题。例如传统的 GWAS基于

全基因组重测序技术获取数以百万计位点的等位变

异作为分子标记, 将其与表型关联从而鉴定与表型

相关的基因座。GWAS 是研究复杂表型遗传基础的

有效手段, 但其总成本十分昂贵[10]。因而之后出现

了简化测序技术, 如基因组测序之前用限制酶处理

以及外显子组测序等[11]。RNA-seq 也是降低基因组

复杂性的一种经济有效的方法[11]。虽然基于 RNA- 

seq的 SNPs/InDels挖掘只能检测来自转录区域的变

异信息, 但是大多数的来自转录区域的 SNPs/InDels

才是直接影响功能的变异[10-11]。并且基于 RNA-seq

挖掘特定区域(如转录区域)的 SNPs/InDels能提供非

常高深度的变异信息, 还能检测到高表达基因中低

频的变异[10-11]。 

随着大豆泛基因组公布[12], 为大豆育种提供了

许多新的生物信息学资源。本研究利用泛基因组中

公布的籽粒发育转录组数据, 结合品种间百粒重存

在极显著差异的 12个大豆品种的百粒重以及粒形

数据 , 通过转录组数据从 WGCNA、基因差异表达

分析以及 SNPs/InDels挖掘 3个方面分析这些品种不

同时期的基因表达差异及其序列差异, 探索大豆百

粒重基因表达调控机制, 以期挖掘出大豆百粒重特

异相关模块、候选基因及其等位变异, 为进一步研

究大豆百粒重及其他重要农艺性状分子机制提供新

的思路。 
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1  材料与方法 

1.1  供试材料及表型数据获取 

供试大豆材料为晋豆 23、邯豆 5号、克山 1号、

齐黄 34、丰地黄、铜山天鹅蛋、莒选 23、Amsoy、

东农 50、十胜长叶、豫豆 22 和铁丰 18, 以上材料

由中国农业科学院作物科学研究所提供。试验于

2018 年 6 月 15 日和 2019 年 6 月 17 日在安徽省马

鞍山市当涂县南京农业大学皖江基地(118°37′22″E, 

31°33′4″N)进行, 行播, 每个品种 2 行, 行距 50 cm, 

行长 2 m, 试验地四周种 3行保护行。常规田间管理, 

这 12份品种在当涂县夏播都能正常成熟, 且熟期差

异不太大, 2年分别为 83~101 d和 94~112 d。 

大豆品种成熟后, 每个品种随机选 10 个单株, 

单株收获, 脱粒, 分单株测量籽粒性状。采用籽粒图

像采集和计算机软件处理的方法[13]对籽粒粒形进行

测定并计数粒数。丁琦等[13]使用良田高拍仪在 LED

背光板上对大豆籽粒图像进行采集, 基于分水岭和

统计矩开发了测量大豆籽粒粒形的软件, 可获得粒

数、粒长、粒宽、粒周长和粒面积等数据。用电子

天平称其重量, 精确到千分之一, 用公式百粒重=粒

重/粒数100计算出百粒重。运用 Excel 2010对获取

的数据进行整理, 用 SAS 9.4软件对 2年数据进行联

合方差分析和 Duncan’s多重比较。 

1.2  转录组数据的获取与加权基因共表达网络

分析 

大豆不同时期籽粒组织转录组数据来自

Biological Project Library (BioProject, https://bigd. 

big.ac.cn/bioproject/), 获取码为 PRJCA002030[12]。

种子开始结荚记为第 1 天, 转录组测序取样时间分

别为在大豆籽粒发育的前期(G, 种子发育第 4 周

前)、中期(H, 种子发育第 6 周)和后期(I, 种子发育

第 8 周)进行取样, 共 3 个不同时期。大豆参考基因

组和注释基因组 Williams 82 v2.0 都来自 SoyBase 

(https://www.soybase.org/)。选择东农 50、Amsoy、

莒选 23、十胜长叶、豫豆 22、铁丰 18、丰地黄、

铜山天鹅蛋、齐黄 34、邯豆 5号、晋豆 23和克山 1

号共 12个品种的籽粒发育 3个时期转录组数据, 共

36个样本进行加权基因共表达网络构建。首先使用

HISAT2 v2.0.5 将 reads 比对到参考基因组, 然后用

StringTie v2.1.1定量转录本[14], 最后用R v4.0.2中的

DESeq2 包[15]的 varianceStabilizingTransformation函

数对 36个样本进行标准化后得到基因表达矩阵, 去

除在所有样本中表达量均为 0的基因。使用 R v4.0.2

中 WGCNA 包的 biweight mid-correlation 计算基因

相关性, pickSoftThreshold函数计算软阈值, 确定阈

值 β为 5 (图 1), 并且模块内基因数最少为 30, 一步

法构建 Signed Networks[16]。根据模块内基因与性状

相关性指标 Gene Significance (GS)值以及模块内基

因与模块相关性指标 Eigengene Connectivity (kME)

值筛选核心基因 (hub gene), 拓扑重叠性 (weight)

值代表模块内两基因间相关性。使用 R 语言中的

pheatmap 包进行基因表达量可视化。GO 注释 v2.0

来自 SoyBase, clusterProfiler 包[17]计算 Gene Onto-

logy (GO)富集以及结果可视化(p<0.01, q<0.05)。

Cytoscape v3.7.1[18]可视化共表达网络。 

 

图 1  软阈值 β的确定 
Fig. 1  Determination of soft threshold β 
A图纵坐标是无尺度网络模型指数, 红线代表 R2=0.85。B图纵坐标每一个软阈值对应的平均连接度。图 A和图 B的横坐标均代表软
阈值 β。 
The ordinate represents the index of scale free network model in figure A, the red line represents that R2 is equal to 0.85. The ordinate repre-
sents the average link degree of each soft threshold in figure B. The abscissa in both figures A and B represent the soft threshold β. 
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1.3  基因差异表达分析 

根据 Duncan’s 多重比较结果, 选择百粒重存在

极显著差异的 2 组大豆品种, 分别对籽粒发育 3 个

时期进行基因差异表达分析, 其中 2 年平均百粒重

小于 12 g的小粒品种组包括东农 50、Amsoy和莒选

23, 2年平均百粒重大于 18 g的大粒品种组包括邯豆

5 号、晋豆 23 和克山 1 号。经 HISAT2、StringTie

和 DESeq2 处理得到 DEGs, Padj<0.05, |log2 (Fold 

Change)| >1 , Fold Change代表基因差异表达倍数。

使用R中的 clusterProfiler包计算Kyoto Encyclopedia 

of Genes and Genomes (KEGG)富集及结果可视化。 

1.4  SNPs/InDels挖掘 

选择百粒重存在极显著差异的小粒品种东农

50、Amsoy、莒选 23与大粒品种邯豆 5号、晋豆 23、

克山 1号进行 SNPs/InDels挖掘。参考 Engström等[19]

的建议, 首先使用 STAR v2.5.3a[20]将 reads比对到参

考基因组 Williams 82 v2.0上。SAMtools v1.6[21]软件

构建索引, Picard Toolkit v2.22.0 (http://broadinstitute. 

github.io/picard/)对序列排序、标记并去除重复。再

使用 Genome Analysis Toolkit (GATK, v4.1.0.0)进行

SNPs/InDels检测[22], 保留满足表 1中所有条件的等

位变异, 同时去除杂合等位变异, 然后使用 vcfTools 

v0.1.15[23]去除含缺失的等位变异, 从而获得高质量

的 SNPs/InDels。最后使用 snpEff[24]进行 SNPs/InDels

注释。使用 Circos v0.69-9[25]绘制 SNPs/InDels以及

DEGs染色体分布图。 

 
表 1  SNPs/InDels 过滤标准 
Table 1  SNPs/InDels filter standards 

SNPs过滤标准 

SNPs filter standards 

InDels过滤标准 

InDels filter standards 

QualByDepth (QD) > 2.0 QualByDepth (QD) > 2.0 

RMSMappingQuality (MQ) > 40.0 — 

FisherStrand (FS) < 60.0 FisherStrand (FS) < 200.0 

StrandOddsRatio (SOR) < 3.0 StrandOddsRatio (SOR) < 10.0 

MappingQualityRankSumTest (MQRankSum) > 12.5 MappingQualityRankSumTest (MQRankSum) > 12.5 

ReadPosRankSumTest (ReadPosRankSum) > 8.0 ReadPosRankSumTest (ReadPosRankSum) > 8.0 

满足以上所有条件的等位变异被保留。Alleles satisfying all the above conditions are retained. 

 

1.5  驯化与选择 

从 SoyBase下载 Davoud等[26]发布的 1007份大

豆(包含育成品种 895 份和地方品种 112 份)的重测

序等位变异数据 , 以及 45 份野生豆重测序数据

(https://sobase.org/data/public/Glycine_max/Wm82.gn
m2.div.G787), 分析 green 模块的 Glyma.14G043900

和 Glyma.15G217400 内等位变异频率从野生大豆到

地方品种再到育成品种过程中的变化。 

2  结果与分析 

2.1  大豆品种间百粒重的变异 

根据 12个大豆品种百粒重的箱型图(图 2)发现, 

东农 50、Amsoy、莒选 23、十胜长叶、豫豆 22 和

铁丰 18为百粒重较小的品种; 丰地黄、铜山天鹅蛋、

齐黄 34、邯豆 5 号、晋豆 23 和克山 1 号为百粒重

较大的品种。通过 Duncan’s 多重比较发现 , 当

P=0.01时, 东农 50、Amsoy、莒选 23和邯豆 5号、

晋豆 23、克山 1 号的百粒重间存在极显著差异, 可

分成小籽粒和大籽粒 2组大豆品种。 

 

图 2  12 个大豆品种百粒重的箱型图 
Fig. 2  Box diagram of 100-seed weight of 12 soybean varieties 
横坐标代表 12 个大豆品种, 纵坐标表示百粒重。一个点代表一
次观察值。品种间不同大写字母说明百粒重基于 Duncan氏新复
极差法在 P = 0.01水平的差异显著性。 
The abscissa represents 12 soybean varieties, and the ordinate 
represents the 100-seed weight. One point represents one observa-
tion. Soybean varieties with different uppercase letters are signifi-
cantly different in 100-seed weight at P = 0.01 by Duncan’s new 
multiple-range test. 
 

2.2  大豆籽粒发育的加权基因共表达网络分析 

基于 12 个大豆品种 3 个籽粒发育时期共 36 个
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样本的转录组数据进行表达量分析, 获得 50,595 个

基因的标准化表达矩阵。构建加权基因共表达网络

后获得 20 个模块 (图 3), 模块内基因数量为 33 

(lightyellow)到 13,680 (grey)个, 其中 grey模块代表

未分配到任何其他模块的基因。该模块内可能包含

大量调控植物基本生命活动所必需的管家基因, 不

随着时间和品种变化, 因而未能分配到其他共表达

模块。 

通过百粒重及粒形相关性状与模块的关联发现, 

green模块与 5个籽粒性状均有显著关联(P<0.05) (图

4-A)。根据聚类热图, green模块内 2904个基因可以

分为 2类, 当第一类的基因在大豆发育过程中高表达

时 , 另一类别则显示出较低的表达 , 反之亦然 (图

4-B), 这可能暗示 green模块内基因的正负调节关系。 

 

图 3  模块内基因数目柱状图 
Fig. 3  Histogram of the number of genes in modules 
横轴代表模块, 纵轴代表模块内基因数目。 
The abscissa represents the module and the ordinate represents the number of genes in the module. 
 

 

图 4  模块与性状关联热图(A)及 green 模块内 2904 个基因的表达量热图(B) 
Fig. 4  Heat map of module-trait relationships (A) and gene expression count of 2904 genes in green module (B) 
A 图中横轴表示百粒重及粒形性状, 纵轴表示每一个模块的特征向量; 红色的格子代表性状与模块具有正相关性, 蓝色的格子代表性
状与模块具有负相关性。B: green模块内 2904个基因在 12个大豆品种 3个时期表达量行标准化后绘制。G、H和 I分别为籽粒发育
前期、中期和后期。 
The horizontal axis represents 100-seed weight and seed shape traits, and each column represents the co-expression module in the figure A; 
red color of each box represents the positive correlation between module and trait, blue color of each box represents the negative relationships 
between module and trait. B: 2904 genes in the green module are mapped after normalization of the expression levels by row of 12 soybean 
varieties in three stages. G, H, and I represent the early stage, the middle stage, and the later stage of seed development, respectively.  
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GO 富集结果显示, green 模块内显著富集到与

发育相关的生物功能 , 如脱落酸介导的信号通路

(GO:0002679)、器官形态发生(GO:0010089)以及发

育性生长(GO:0007346)等。并且发现 green模块内显

著富集的基因大多与基因沉默、转录和转录调控(包

括依赖 DNA的转录调控、mRNA加工、DNA结合、

胞质 mRNA 加工体和 RNA 聚合酶 II 转录辅因子活

性等)以及细胞蛋白的降解修饰等相关(图 5), 这可

能暗示这些 GO Terms 在大豆籽粒生长发育过程中

发挥了重要作用。 

 

图 5  green 模块内 2904 个基因的 GO 富集 
Fig. 5  GO enrichment of 2904 genes in green module 
横坐标(每列)代表富集基因占输入基因比例, 纵坐标(每行)代表 GO Terms。点的大小代表富集的基因个数, 点的颜色代表经费舍尔精
确测验矫正后的 Padjust值。 
The abscissa (each column) represents the proportion of enriched genes to input genes, and the ordinate (each row) corresponds to GO Terms. 
The size of the dot represents the number of enriched genes, and the color of the dot represents the corrected Padjust value by the Fisher exact test. 

 
2.3  不同百粒重大豆品种组间籽粒发育时期的

基因差异表达 

通过对 2 组百粒重存在极显著差异的大豆品种

分 3 个时期进行基因差异表达分析发现, 差异表达

基因集中在籽粒发育前期和中期, 籽粒发育后期基

因差异表达数目明显减少。其中前期 G有 533个基

因差异表达, 相比大百粒重组品种, 小百粒重品种

组中 442个基因上调, 91个基因下调; 中期 H有 709

个基因差异表达, 小百粒重组中 534 个基因上调, 

175个基因下调; 后期 I有 53个基因差异表达, 小百

粒重组中 21个基因上调, 32个基因下调(图 6-A)。3

个时期中上调基因共 961个, 下调基因共 284个, 上

调基因没有显著富集到任何 KEGG 通路, 而下调基

因仅显著富集到植物 MAPK信号通路(图 6-B)。 

2.4  与大豆百粒重相关的核心基因和差异表达

基因 

根据基因与 5 个性状的 GS 值(大于 0.2)和与

green模块的 kME值(大于 0.8), 共筛选到 green模块

内的 13个 hub基因(图 7-A)。同时, green模块内存

在 22 个 DEGs, 通过聚类热图发现, 这 22 个 DEGs

在百粒重存在极显著差异的 2 组大豆品种中的表达

模式分为 2种。第 1种包含 7个 DEGs, 其在小粒品
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种籽粒发育中期显著上调表达(图 7-B)。第 2种包含

15 个 DEGs, 它们在大粒品种籽粒发育的前中期显

著上调表达(图 7-B)。其中 Glyma.16G103400同时属

于 hub基因和 DEGs。 

2.5  不同百粒重大豆品种组间 SNPs/InDels挖掘 

为进一步揭示 green 模块内基因表达调控机制, 

用百粒重差异极显著的 2 组大豆品种进行 SNPs/ 

InDels 挖掘, 共检测到 52,395 个 SNPs 和 6713 个

InDels, 且发现 DEGs 与 SNPs/InDels 大致位于染色

体相同区域(图 8)。其中 SNPs 主要分布于基因外显

子区域, 但大多造成同义突变, InDels主要分布于基

因上下游区域(表 2)。在大粒和小粒 2组大豆品种的

组间共发现 10 个非同义突变 SNPs 位于 green 模块

的 10个基因内(表 3)。 

 

图 6  百粒重存在极显著差异的 2组大豆品种籽粒发育不同时期基因的表达差异(A)及小粒品种下调基因的MAPK信号通路富集图(B) 
Fig. 6  Gene expression differences in different stages of seed development between two panels of soybean varieties with extremely 
significant differences in 100-seed weight (A) and KEGG pathway enrichment map of down-regulated genes in small 100-seed weight 
varieties (B) 
G、H和 I分别代表籽粒发育前期、中期和后期。Down-regulated genes代表小粒品种中下调的基因, Up-regulated genes代表小粒品种
中上调的基因。 
G, H, and I represent the early stage, the middle stage, and the later stage of seed development, respectively. Down-regulated genes represent 
down-regulated genes in small 100-seed weight varieties, and up-regulated genes represent up-regulated genes in small 100-seed weight 
varieties. 

 

图 7  green 模块内 hub 基因 GS 值和 kME 值的柱形图(A)及不同百粒重大豆品种组间差异表达基因的表达量聚类热图(B) 
Fig. 7  Histogram of GS and kME value of hub gene in green module (A) and cluster heat map of differentially expressed genes 
among soybean varieties with different 100-seed weight (B) 
100-SW: 百粒重; SA: 籽粒面积; SL: 籽粒长度; SP: 籽粒周长; SW: 籽粒宽度。G、H和 I分别代表籽粒发育前期、中期和后期。Large
和 Small分别代表 P = 0.01差异极显著的大粒大豆和小粒大豆品种组。图 B中加粗的基因代表第 1种表达模式的基因。 
100-SW: 100-seed weight; SA: seed area; SL: seed length; SP: seed perimeter; SW: seed width. G, H, and I represent the early stage, the 
middle stage, and the later stage of seed development, respectively. Large and Small represent large soybean varieties and small soybean 
varieties panel at P = 0.01, respectively. Gene in bold represents the first expression pattern in figure B. 
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图 8  SNPs/InDels 及 DEGs 在大豆染色体的分布图 
Fig. 8  Distribution map of SNPs/InDels and DEGs on soybean chromosomes 
A: SNPs密度; B: InDels密度; C: log2 (Fold Change) of DEGs, 内圈为在小粒品种组中显著上调基因, 外圈为下调基因。 
A: SNPs density; B: InDels density; C: log2 (Fold Change) of DEGs. The inner circle represents significantly up-regulated genes in small 
100-seed weight varieties, and the outer circle represents significantly down-regulated genes in small 100-seed weight varieties. 

 
表 2  SNPs/InDels 分布区域 
Table 2  SNPs/InDels distributed region 

SNPs InDels 
变异位置 

Variation region 数目 

Count 

比例 

Percentage (%) 

数目 

Count 

比例 

Percentage (%) 

DOWNSTREAM 41,636 23.67 5788 26.22 

EXON 72,950 41.48 3028 13.72 

INTERGENIC 2100 1.19 424 1.92 

INTRON 8576 4.88 1625 7.36 

SPLICE_SITE_ACCEPTOR 31 0.02 11 0.05 

SPLICE_SITE_DONOR 31 0.02 12 0.05 

SPLICE_SITE_REGION 334 0.19 69 0.31 

TRANSCRIPT — — 1 0.01 

UPSTREAM 29,780 16.93 4128 18.70 

UTR_3_PRIME 14,683 8.35 4400 19.94 

UTR_5_PRIME 5749 3.27 2586 11.72 

加粗代表变异位置中 SNP或 InDel最大的数目以及其所占百分比。 

Values in bold represent the largest count and percent of SNP or InDel in variation region. 
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表 3  Green 模块内在大粒和小粒品种组间存在非同义 SNP 突变的 10 个基因 
Table 3  Ten genes with non-synonymous_coding SNP mutants between the large and small 100-seed weight varieties panels in green 
module 

基因 

Gene 

染色体 

Chromosome 

位置 

Position 

小粒品种组等位变异 

Allele of small 100-SW  

大粒品种组等位变异 

Allele of large 100-SW 

Glyma.02G139500 Gm02 14480344 G A 

Glyma.02G140100 Gm02 14531600 T C 

Glyma.06G179600 Gm06 15246959 A G 

Glyma.07G018200 Gm07 1456246 A G 

Glyma.12G057100 Gm12 4156207 T C 

Glyma.14G043900 Gm14 3335050 T C 

Glyma.15G217400 Gm15 35930038 A T 

Glyma.17G071400 Gm17 5580413 A G 

Glyma.17G076400 Gm17 5974992 C T 

Glyma.18G237000 Gm18 52573168 T C 

加粗基因代表候选基因及其相关变异信息。100-SW代表百粒重。 

Values in bold represent candidate genes and related variation information. 100-SW represents 100-seed weight. 

 
根据 GO 注释发现, 其中 Glyma.14G043900 与

转录调控相关, Glyma.15G217400 与 3UTR 介导的

mRNA稳定调控相关(表 4), 并且 Glyma.14G043900

和 Glyma.15G217400 内均存在锌指结构域。

Glyma.14G043900 内非同义突变发生在锌指结构域

外部 , 可能会影响该基因的转录 , 而 Glyma. 

15G217400 内非同义突变发生在锌指结构域内部 , 

可能对该基因功能造成影响。基于基因共表达网络

关系发现, green 模块内的 13 个 hub 基因和 22 个

DEGs与这 2个基因存在共表达关系(图 9)。其中, 13

个 hub 基因及在大粒品种籽粒发育前中期显著上调

表达的 15个 DEGs与这 2个基因间 weight大于 0.1, 

而在小粒品种籽粒发育中期显著上调表达的 7 个

DEGs与这 2个基因的weight值小于 0.1但大于 0.01。

基于 Glyma.14G043900 和 Glyma.15G217400 的 GO

注释, 及其在 2 组大豆品种间的非同义突变, 及其

与 hub基因和DEGs的共表达关系, 推测其可能是控

制大豆百粒重的候选基因。 

2.6  候选基因的驯化和人工选择 

通过比对公共数据库的 1052 份大豆 SNP 变异

信息发现 , green 模块中的 Glyma.14G043900 内

Gm14:3335050 和 Glyma.15G217400 内 Gm15: 

35930038 存在非同义 SNP 变异(表 3), 其中 Gm14: 

3335050 位点的百粒重增效等位变异(C)频率从野生

大豆 42%到地方品种 57%再到育成品种 67%的过程

中明显上升(图 10)。Gm15:35930038 位点的百粒重

增效等位变异(T)频率从野生大豆 30%到地方品种

38%再到育成品种 45%的过程中也持续上升。 

 
表 4  候选基因 Glyma.14G043900 和 Glyma.15G217400 的 GO 注释 
Table 4  GO annotations of candidate genes Glyma.14G043900 and Glyma.15G217400 

基因 

Gene 

GO编号 

GO ID 

GO类型 

GO type 

注释描述 

Annotation description 

Glyma.14G043900 GO:0006355 生物过程  

Biological process

以 DNA为模板的转录调控  

Regulation of transcription, DNA-templated 

 GO:0008270 分子功能  

Molecular function

锌离子结合  

Zinc ion binding 

Glyma.15G217400 GO:0061158 生物过程  

Biological process

3'端非翻译区介导的 mRNA失稳  

3'-UTR-mediated mRNA destabilization 

 GO:0005829 细胞组分  

Cellular component

胞质溶胶  

Cytosol 

 GO:0003730 分子功能  

Molecular function

mRNA 3'端非翻译区结合  

mRNA 3'-UTR binding 

 GO:0046872 分子功能  

Molecular function

金属离子结合  

Metal ion binding 
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图 9  green 模块内候选基因、hub 基因以及差异表达基因的共表达网络 
Fig. 9  Co-expression network of candidate genes, hub genes, and differentially expressed genes in the green module 
红色点代表候选基因, 黄色点代表 hub 基因, 绿色点代表 DEGs, 蓝色点代表既是 DEGs 同时又是 hub 基因。线的颜色深浅代表基因
间的 weight值大小。黑色的线代表基因间的 weight大于 0.1, 灰色线代表基因间的 weight小于 0.1但大于 0.01。 
Red dots represent candidate genes, yellow dots represent hub genes, green dots represent DEGs, and blue dot represents both DEG and hub 
gene. The color of the line represents the weight value between genes. Black line represents the weight between genes greater than 0.1, and 
gray line represents the weight less than 0.1 but greater than 0.01. 

 

图 10  不同大豆类型中 Glyma.14G043900 和 Glyma.15G217400 非同义 SNP 突变等位变异的频率变化 
Fig. 10  Allele percentage line chart of two non-synonymous_coding SNP mutant of Glyma.14G043900 and Glyma.15G217400 in dif-
ferent soybean types 
圆点代表百粒重的增效等位变异, 而三角形代表百粒重的减效等位变异。 
The dots represent the positive effect alleles of 100-seed weight, and the triangles represent the negative effect alleles of 100-seed weight. 
 

并且 Glyma.14G043900 内 Gm14:3335660 还存在同

义突变, 其对应的百粒重增效等位变异(T)频率从野

生大豆 45%增加到地方品种 100%和育成品种 99%。

Glyma.15G217400 内 Gm15:35914738 、 Gm15: 

35914891及Gm15:35920369三个位点也存在同义突

变, 其中 Gm15:35914738 信息在野生大豆中未查询

到, 但其增效等位变异(C)频率从地方品种的 10%增

加到育成品种 20%, Gm15:35914891 位点的百粒重

增效等位变异(T)频率从野生大豆 10%增加到地方品

种 14%和育成品种 19%, Gm15:35920369 位点的百

粒重增效等位变异(T)频率从野生大豆 10%增加到地

方品种 15%和育成品种 22%。从野生大豆到地方品

种再到育成品种的非同义和同义 SNP等位变异频率

变化都说明这 2 个基因受到了明显的驯化和人工选



第 11期 曾健等: 利用动态转录组学挖掘大豆百粒重候选基因 2131 

 

 

择, 特别是 Glyma.14G043900。 

3  讨论 

3.1  大豆百粒重及籽粒性状的加权基因共表达

网络分析 

通过构建加权基因共表达网络获得了 20个基

因共表达模块, 将百粒重及粒形性状与共表达模块

关联 , 发现 green 模块与这 5 个性状都显著相关

(P<0.05)。由于 green模块内基因的共表达且与 5个

籽粒性状密切相关, 因此 green 模块内显著富集的

GO Terms可能与粒重及粒形密切相关。在这些 GO 

Terms 中 , 脱落酸信号通路(GO:0002679)介导种子

成熟过程, 成熟后期休眠诱导取决于强脱落酸信号, 

且在拟南芥中脱落酸信号通路还通过 HAIKU 途径

调节胚乳发育来控制种子大小[27-28]。此外, 几种转

录调节因子已被确定为植物种子大小控制的重要因

素, 包括转录因子、转录共激活因子和参与染色质修

饰的调控因子[27], 如 APETALA2 型转录因子 SMALL 

ORGAN SIZE1 (SMOS1)调控水稻籽粒大小 [27,29]; 

WRKY 家族转录因子 WRKY15a 的表达水平与野生

大豆和栽培大豆的种子大小变化相关[27,30]。加权基

因共表达网络模块中, 代表基因和性状相关性的 GS

值以及基因和模块相关性的 kME 值可以有效筛选

hub基因[8]。本研究根据 GS值和 kME值确定了与 5

个籽粒性状高度相关的 13个 hub基因, 它们大多与

转录、调控、蛋白质结合、氧化还原酶活性和生长

素激活的信号通路等GO Terms相关, 并且已有研究

表明这些 GO Terms 在调控种子大小过程起到重要

作用[27,31-32]。由于材料的遗传背景不同以及种植条

件等因素 , 影响大豆百粒重的基因 PP2C-1[1]和

GmGA20OX[9]未分类到 green模块。 

3.2  不同百粒重大豆品种组间基因差异表达分析 

3 个不同熟期大豆品种的干物质积累都呈 S 型

曲线变化, 籽粒形成期干物质始终是增长的, 都是

在前期增长速率较快, 大部分干物质是在发育初期

所积累[33]。本研究选取种子发育阶段的 3 个不同时

期包含了影响大豆百粒重的关键时期, 百粒重存在

极显著差异的大豆品种组间籽粒的差异表达基因主

要集中在籽粒发育前中期, 说明前中期是大豆籽粒

发育积累营养物质的主要时期。在 KEGG 富集中, 

小百粒重品种组中的上调基因没有富集到显著的

KEGG 通路, 下调基因仅在植物中 MAPK 信号通路

显著富集。有研究表明 MAPK信号通路在拟南芥和

水稻种子形成过程对种子大小中起重要作用[27,31]。

例如在水稻中, OsMKKK10、OsMKK4和 OsMAPK6

充当级联调节谷物大小 [34]。KEGG 富集结果表明, 

MAPK 信号通路可能也在大豆籽粒发育中调控籽粒

大小。 

3.3  大豆百粒重的候选基因 

本研究基于 2 组百粒重存在极显著差异的大豆

品种发现, 10 个 green 模块中存在非同义突变的基

因。根据 GO注释, 10个基因中, Glyma.14G043900

存在依赖 DNA的转录调控 GO Term (GO:0006355), 

说明该基因发生的非同义突变可能造成转录调控功

能受到影响; Glyma.15G217400 存在 3UTR 介导使

mRNA不稳定的 GO Term (GO:0061158), 说明该基

因可能与 UTR介导的基因表达调控过程相关[35]。且

Glyma.15G217400 位于已经报道的控制粒重的 4 个

QTL 中(SoyBase 编号为 Seed weight 2-3[36]、Seed 

weight 6-1[37]、Seed weight 32-2[38]和 Seed weight 49- 

11[39]), 而 Glyma.14G043900虽然没有位于粒重及粒

形性状 QTL 中, 但它位于一个籽粒油脂含量 QTL 

(SoyBase编号为 Seed oil 45-6[40])以及蛋白含量 QTL 

(SoyBase 编号为 Seed protein 45-1[40])中。在 green

模块的共表达网络中, Glyma.14G043900 和 Glyma. 

15G217400与 13个 hub基因及 green模块中第 2种

表达模式的 15 个 DEGs (即在大粒品种组中显著上

调表达的 DEGs)存在强共表达, 这暗示了它们之间

的表达调控关系。并且根据已公布的 1052 份大豆

SNP 变异数据发现 , Glyma.14G043900 和 Glyma. 

15G217400 对应的非同义突变位点 Gm14:3335050

和 Gm15:35930038 以及同义突变位点 Gm14: 

3335660、Gm15:35914891和 Gm15: 35920369中, 百

粒重增效等位变异从野生大豆到地方品种, 再到育

成品种的过程中整体呈现上升趋势, 可能暗示这 2

个位点的等位变异频率受到了人为的驯化和人工改

良选择。百粒重是影响大豆产量的重要性状, 本研

究发掘出的百粒重候选基因可用于预测大豆百粒重, 

SNP 可用于开发 KASP 标记, 从而为选育适合不同

用途的大豆品种如小粒豆芽专用品种和大粒菜用大

豆品种提供依据与标记。 

4  结论 

利用 WGCNA、基因差异表达分析及 SNPs/ 

InDels挖掘, 共发现 36个基因可能参与调控大豆百

粒重。其中 Glyma.14G043900 和 Glyma.15G217400
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在大粒和小粒品种组间存在同义及非同义突变, 可

能通过调控 hub 基因以及 DEGs 调控大豆百粒重及

粒形相关性状, 且这 2 个基因受到了驯化和人工改

良选择, 因而可能是大豆百粒重的重要候选基因。本

研究结果可为后续解析大豆百粒重发育及调控机制

提供重要的试验数据和理论基础。 
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