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玉米低密度育种芯片开发及在种质资源评价中的应用

郭子锋 1，王山荭 1，刘　蓓 2，李文学 1，王红武 1，2

（1 中国农业科学院作物科学研究所，北京 100081；2 中玉金标记生物（北京）技术股份有限公司，北京 102206）

摘要：SNP 基因分型芯片是分子育种的重要工具，高密度 SNP 芯片往往存在标记冗余、价格高、目标性不强等问题，是分

子育种走向常规化、规模化的主要限制因素之一。本研究介绍了一款新开发的低密度育种芯片，并就芯片在种质资源评价中

的价值进行了分析。首先，对 37 份玉米自交系进行 10× 重测序，获得了 18.2 Mb 的 SNP 标记，从中挑选 2080 个 SNPs；再

从已开发 55 K 芯片中挑选 3390 个缺失率低、多态性高、标记类型为高多态分辨率的标记；最后从 HapMap3 中挑选 586 个标

记，设计的育种芯片共包含 6056 个 SNPs，采用靶向测序基因型检测（GBTS，genotyping by target sequencing）技术对标记进

行检测。通过自然群体、双亲群体和多亲本重组自交系（MAGIC，multiparent advanced generation inter-cross）群体验证表明，

育种芯片检测到的原始设计位点数为 4773~5967 个，自然群体中最小等位基因频率（MAF，minor allele frequency）>0.4 和多

态性信息含量（PIC，polymorphism information content）>0.4 的标记比例分别为 57.6% 和 88.6%，MAGIC 群体平均捕获率为

70.6%。用该芯片对 226 份玉米种质资源进行评价，主成分分析可以将其划分为温带和热带两大类群，UPGMA 聚类分析进

一步将其划分为 6 个已知类群，分别是瑞德、兰卡斯特、PB、旅大红骨、四平头和热带类群，利用 Structure 软件进行群体结构分

析，没有出现最佳 K 值，但热带材料都独立成群；类群内和类群间的遗传距离平均值分别为 0.394 和 0.471，其中 PB 群内的遗

传距离最小（0.316），热带类群内的遗传距离最大（0.424）；类群间，瑞德与热带之间的遗传距离最大（0.493）；类群间的遗传

分化系数（FST）表明，PB 类群与其他类群间的 FST 均较大。
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Its Application in Germplasm Resources Evaluation
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Abstract：Single nucleotide polymorphism （SNP） genotyping chip is an important tool for molecular 
breeding. High density SNP chip often has some problems such as marker redundancy，high price，and poor 
target，limiting its use in the normalization and scale of molecular breeding. Here we developed a low density 
breeding chip. The panel of 6056 markers were assembled using three resources，consisting of：（1） 2080 key 
SNPs of 18.2 Mb SNPs which were identified from 10×sequencing of 37 maize inbred lines；（2） 3390 qualified 
markers with low missing rate，high polymorphism and Conversion Type being as Poly High Resolution within 
55 K SNP array；（3） 586 markers that were selected from HapMap3. Genotyping by target sequencing （GBTS） 
technology was used to detect the markers. Through the verification of natural population，bi-parent population 
and multiparent advanced generation inter-cross （MAGIC） population，the original design markers were detected 
ranged from 4773-5967，and 57.6% and 88.6% markers were found by applying minor allele frequency （MAF）> 
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0.4 and polymorphic information content （PIC）>0.4 in natural population，respectively. The average capture rate 
of the breeding chip was 70.6% in MAGIC population. We evaluated 226 inbred lines with this breeding chip. 
Within this collection two groups （temperate vs. tropical） had been classified by principal component analysis 

（PCA），and six known groups （Reid，Lancaster，PB，LRC，SPT and tropical） were proposed using cluster 
analysis. Structure analysis has not revealed the best K value. The mean genetic distance within and among groups 
were 0.394 and 0.471，respectively. The genetic distance within PB group was the smallest （0.316），and the 
genetic distance within tropical group was the largest （0.424）. The largest genetic distance （0.493） was observed 
between group Reid and tropical. The genetic differentiation coefficient （FST） among the groups indicated that the 
FST  of PB group was larger than that of other groups.

Key words：maize；SNP；breeding chip；germplasm resource

分子育种技术的大规模推广应用依赖于分子

标记成本的降低［1］。相比其他遗传标记，单核苷

酸 多 态 性（SNP，single nucleotide polymorphisms）
标记在基因组中含量丰富、稳定性强、鉴定效率 
高［2-3］。在玉米基因组中，每 44~75 bp 就会出现 1
个 SNP［3-5］。此外，SNP 一般为二等位基因标记，易

于估计群体中等位基因频率。随着分子生物学的发

展，不同通量的 SNP 基因分型平台得到了广泛的应

用，对于少数 SNP，主要的技术平台是竞争性等位

基因特异性 PCR（KASP，kompetitive allele specific 
PCR）和 Taqman 技术，而高密度 SNP 标记的鉴定

主要通过全基因组重测序、简化基因组测序（GBS，
genotyping by sequencing）、固相芯片和靶向测序基

因型检测（GBTS，genotyping by target sequencing）
（液相芯片）。全基因组重测序或者简化基因组测

序可以获得大量的 SNP，适合用于群体遗传研究，

但需要配备相应的服务器并建立生物信息学分析

平台。固相芯片的理论基础是杂交测序，具有特

定的物理载体，目前的两种主要平台是 Affymetrix 
Axiom 和 Illumina Infinium，分 别 使 用 显 微 光 蚀

刻和微珠技术。利用固相芯片已经在水稻［6］、小 
麦［7-8］、大豆［9］等作物上开发了一系列芯片。液相

芯片因具有灵活性、广适性、高效性等特点，在动植

物中已经开发了 50 余套标记集［10］。目前，玉米中

已经开发了多款芯片［11-13］，在种质资源鉴定和分子

标记辅助选择（MAS，marker-assisted selection）中

发挥了一定的作用。然而，高密度的芯片在育种中

往往存在标记冗余、价格高、目标性不强等问题，是

分子育种走向常规化、规模化的主要限制因素之一，

开发低密度的育种芯片，不但可以降低成本，还可

以提高检测效率。因此，本研究根据遗传多样性丰

富的 37 份玉米自交系的基因组重测序数据，并结合

55 K 芯片中的优良 SNP 标记，开发出一款高质量、

高性价比，适合在育种中应用的低密度育种芯片，并

利用该育种芯片对国内外常见的玉米自交系进行了 
评价。

1　材料与方法

1.1　试验材料

试验材料共包括 2 个部分，第 1 部分材料包含

37 份自交系，进行 10× 重测序，用于芯片的标记

开发，材料名称详见表 1；第 2 部分材料，包含 1 个

自然群体、1 个双单倍体（DH，doubled haploid）群

体和 1 个多亲本重组自交系（MAGIC，multiparent  
advanced generation inter-cross）群体，用于芯片的验

证。其中自然群体包含了 226 份玉米自交系，材料

名称详见表 2，编号 1~10 引自美国，编号 11~147 为

国内常用自交系，包括 B73、铁 7922、丹 598 等，编

号 148~226 引自国际玉米小麦改良中心（CIMMYT，
The International Maize and Wheat Improvement 
Center），包含 36 份 CML 自交系和 43 份 CML 衍生

系。DH 群体包含了 171 份自交系，亲本分别为 B73
和 CXS161，其中 CXS161 是掖 478 与旱 23 的回交

改 良 系，系 谱 为（掖 478×旱 23）BC2F8。 MAGIC
群体是 16 份亲本（其中 8 份热带材料，分别为

CML290、CML411、CML426、CML432、CML496、
TR0401、TR0505 和 DTMA238，8 份温带材料，分别

为 Mo17、Lx9801、旱 21、吉 419、铁 7922、81565、郑

58 和昌 7-2）通过两两杂交，再经过自交产生的，目

前已经自交了 7 代，共包含 297 份自交系，编号分别

为 M1-M297，加上亲本共 313 份。DH 群体的亲本

B73 和 CX161 进行了两次生物学重复。
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表 1　37 份重测序自交系清单
Table 1　List of 37 re-sequenced inbred lines

名称

Name
类群

Groups
Clean_Reads Clean_Base

Q20
（%）

Q30
（%）

GC 含量（%）

GC content

1538 瑞德 92835438 27807565006 96.79 91.71 46.18

CR1HT 兰卡斯特 79968771 23955500672 96.46 91.26 46.31

LH220Ht 瑞德 89945383 26948949996 96.73 91.68 46.32

NL001 瑞德 70279504 21055094098 96.82 91.87 45.88

PHW30 瑞德 95098271 28490853030 97.05 92.28 46.60

PHW43 PB 85754934 25690524148 97.17 92.56 45.90

GR1HT 兰卡斯特 83409266 24987564928 97.28 92.73 46.12

8107 旅大红骨 75474550 22608503290 96.88 91.89 46.33

B73 瑞德 73039343 21882696630 97.17 92.47 45.96

B84 瑞德 78723531 23585538274 96.52 91.32 46.10

K12 四平头 83874495 25128388128 96.61 91.45 46.04

PHN47 四平头 81362735 24377004684 97.30 92.80 45.98

PI143 瑞德 73441386 22003113246 96.85 91.90 46.36

PI36 四平头 82246831 24637540616 97.39 93.06 46.44

Q1261 四平头 79552113 23826969660 96.89 92.14 45.88

独 321 Du 321 瑞德 89899708 26929202788 97.11 92.34 46.41

多黄 29 Duohuang 29 PB 88818134 26608395508 95.68 89.58 46.41

吉 046 Ji 046 瑞德 76795925 23007439138 96.81 91.81 45.95

吉 A-034 Ji A-034 PB 83735850 25087741192 97.25 92.71 46.26

金黄 55 Jinhuang 55 PB 75055688 22486943616 97.07 92.34 46.13

辽 526 Liao 526 旅大红骨 79676323 23870076556 96.71 91.55 46.39

辽白 371 Liaobai 371 热带 80924668 24242259934 96.70 91.68 46.19

四 273 Si 273 旅大红骨 75788362 22703522746 96.77 91.66 45.95

四 -279 Si-279 四平头 85631695 25654237216 96.94 92.07 46.05

绥系 605 Suixi 605 瑞德 78939259 23646359204 96.51 91.14 46.25

早 8-3 Zao 8-3 unknown 83335153 24964472608 96.44 91.04 46.22

中黄 204 R2040 Zhonghuang 204 R2040 四平头 80546170 24131219900 96.20 90.40 46.28

综 31 Zong31 旅大红骨 76465200 22908665376 96.75 91.63 46.01

CXS62 四平头 75557001 22634887126 96.78 91.76 45.90

CXS109 四平头 72883759 21836184634 97.07 92.29 45.94

CXS161 瑞德 73317868 21964107868 96.87 91.86 45.89

TR0509 热带 71905300 21531347726 96.45 91.06 46.12

DTMA165 热带 71973704 21557206180 96.82 91.73 45.94

Mo17 兰卡斯特 80658999 24162633284 96.74 91.58 45.94

444 unknown 82168214 24615130404 96.20 90.75 46.26

旱 21 Han 21 unknown 81881214 24532176054 97.00 92.15 46.23

黄早四 Huangzaosi 四平头 72449175 21698233168 97.06 92.30 45.99



1 期 郭子锋等：玉米低密度育种芯片开发及在种质资源评价中的应用 293
表

2　
自
然
群
体
包
含
的
玉
米
种
质

Ta
bl

e 
2　

M
ai

ze
 g

er
m

pl
as

m
s i

n 
th

e 
na

tu
ra

l p
op

ul
at

io
n

编
号

ID
名

称

N
am

e
类

型

Ty
pe

类
群

G
ro

up
s

编
号

ID
名

称

N
am

e
类

型

Ty
pe

类
群

G
ro

up
s

编
号

ID
名

称

N
am

e
类

型

Ty
pe

类
群

G
ro

up
s

编
号

ID
名

称

N
am

e
类

型

Ty
pe

类
群

G
ro

up
s

1
80

7
温

带
瑞

德
28

81
07

温
带

旅
大

红
骨

55
C

N
96

2
温

带
四

平
头

82
PI

36
温

带
四

平
头

2
78

00
4

温
带

瑞
德

29
89

-1
温

带
四

平
头

56
C

P6
19

F
热

带
热

带
83

R
09

温
带

PB

3
B

47
温

带
瑞

德
30

75
37

-1
温

带
瑞

德
57

C
W

F
温

带
瑞

德
84

S3
7

温
带

旅
大

红
骨

4
LH

14
6H

t
温

带
瑞

德
31

75
95

-2
温

带
瑞

德
58

C
W

M
热

带
热

带
85

S7
91

3
温

带
瑞

德

5
LH

19
0

温
带

瑞
德

32
20

02
F2

2
温

带
四

平
头

59
D

18
5

温
带

兰
卡

斯
特

86
铁

90
10

温
带

旅
大

红
骨

6
PH

G
47

温
带

兰
卡

斯
特

33
20

0B
温

带
四

平
头

60
D

38
7

温
带

兰
卡

斯
特

87
Va

35
温

带
兰

卡
斯

特

7
PH

J8
9

温
带

兰
卡

斯
特

34
3H

-2
温

带
四

平
头

61
D

H
34

温
带

旅
大

红
骨

88
本

M
13

0
温

带
兰

卡
斯

特

8
IC

I1
93

温
带

瑞
德

35
50

22
（

B
）

温
带

瑞
德

62
东

46
温

带
PB

89
川

29
温

带
PB

9
O

S6
02

温
带

瑞
德

36
53

选
3

温
带

兰
卡

斯
特

63
D

黄
21

2
温

带
四

平
头

90
川

32
1

温
带

瑞
德

10
IR

F3
10

温
带

兰
卡

斯
特

37
69

8-
1

温
带

瑞
德

64
H

10
温

带
瑞

德
91

丹
13

24
温

带
兰

卡
斯

特

11
32

温
带

瑞
德

38
69

8-
3

温
带

瑞
德

65
H

15
2

温
带

四
平

头
92

丹
31

30
温

带
PB

12
14

1
温

带
PB

39
70

6
辐

温
带

兰
卡

斯
特

66
H

20
1

温
带

瑞
德

93
丹

59
8

温
带

四
平

头

13
19

6
温

带
四

平
头

40
88

8-
9

温
带

兰
卡

斯
特

67
H

3
温

带
瑞

德
94

丹
98

8
温

带
PB

14
41

2
温

带
兰

卡
斯

特
41

B
23

4
温

带
瑞

德
68

H
Z8

5
温

带
瑞

德
95

东
15

6
温

带
四

平
头

15
48

5
温

带
兰

卡
斯

特
42

B
73

温
带

瑞
德

69
J0

01
温

带
兰

卡
斯

特
96

冬
10

温
带

四
平

头

16
49

5
温

带
兰

卡
斯

特
43

B
84

温
带

瑞
德

70
K

10
温

带
兰

卡
斯

特
97

关
花

温
带

四
平

头

17
50

1
温

带
PB

44
B

J0
05

温
带

瑞
德

71
M

01
13

温
带

瑞
德

98
海

01
4

温
带

四
平

头

18
西

50
2

温
带

四
平

头
45

B
И

P4
4

温
带

旅
大

红
骨

72
M

B
N

A
温

带
瑞

德
99

海
9-

21
温

带
PB

19
65

3
温

带
瑞

德
46

C
41

6
温

带
兰

卡
斯

特
73

N
52

8-
1（

12
84

）
温

带
兰

卡
斯

特
10

0
黄

C
温

带
瑞

德

20
80

3
温

带
旅

大
红

骨
47

C
64

9
温

带
兰

卡
斯

特
74

P1
38

温
带

PB
10

1
获

唐
黄

温
带

兰
卡

斯
特

21
81

2
温

带
瑞

德
48

C
86

05
-2

温
带

瑞
德

75
PA

27
6

温
带

瑞
德

10
2

获
唐

黄
17

温
带

兰
卡

斯
特

22
83

5
温

带
四

平
头

49
C

A
11

2
温

带
旅

大
红

骨
76

PA
28

1
温

带
瑞

德
10

3
吉

41
2

温
带

兰
卡

斯
特

23
31

89
温

带
瑞

德
50

C
A

15
6

温
带

瑞
德

77
PA

31
1

温
带

瑞
德

10
4

吉
A

-0
34

温
带

PB

24
52

13
温

带
四

平
头

51
C

A
33

9
温

带
旅

大
红

骨
78

PH
6W

C
温

带
瑞

德
10

5
冀

35
温

带
四

平
头

25
53

11
温

带
瑞

德
52

C
A

37
5

温
带

旅
大

红
骨

79
PH

N
47

温
带

四
平

头
10

6
金

黄
63

温
带

四
平

头

26
61

03
温

带
瑞

德
53

C
A

L7
0

温
带

旅
大

红
骨

80
PI

10
温

带
瑞

德
10

7
金

黄
73

温
带

旅
大

红
骨

27
65

23
温

带
瑞

德
54

C
N

16
5

热
带

热
带

81
PI

14
3

温
带

四
平

头
10

8
金

黄
76

温
带

四
平

头



294 植　物　遗　传　资　源　学　报 23 卷

编
号

ID
名

称

N
am

e
类

型

Ty
pe

类
群

G
ro

up
s

编
号

ID
名

称

N
am

e
类

型

Ty
pe

类
群

G
ro

up
s

编
号

ID
名

称

N
am

e
类

型

Ty
pe

类
群

G
ro

up
s

编
号

ID
名

称

N
am

e
类

型

Ty
pe

类
群

G
ro

up
s

10
9

金
黄

96
B

温
带

PB
13

9
C

X
S7

7
温

带
四

平
头

16
9

C
M

L3
26

热
带

热
带

19
9

IM
A

S1
30

A
热

带
热

带

11
0

京
7
黄

温
带

四
平

头
14

0
C

X
S1

37
温

带
瑞

德
17

0
C

M
L3

30
热

带
热

带
20

0
TR

03
95

热
带

热
带

11
1

辽
13

8
温

带
旅

大
红

骨
14

1
C

X
S1

81
温

带
瑞

德
17

1
C

M
L3

60
热

带
热

带
20

1
TR

03
96

温
带

PB

11
2

辽
18

4
温

带
旅

大
红

骨
14

2
X

ZY
35

7-
1

温
带

旅
大

红
骨

17
2

C
M

L3
61

热
带

热
带

20
2

TR
04

12
热

带
热

带

11
3

辽
23

45
温

带
瑞

德
14

3
X

ZY
45

4-
1

温
带

PB
17

3
C

M
L4

08
热

带
热

带
20

3
TR

04
15

热
带

热
带

11
4

辽
30

53
温

带
瑞

德
14

4
X

ZY
34

2-
1

温
带

PB
17

4
C

M
L4

11
热

带
热

带
20

4
TR

04
18

热
带

热
带

11
5

辽
51

14
温

带
瑞

德
14

5
Q

-9
-1

88
温

带
PB

17
5

C
M

L4
15

热
带

热
带

20
5

D
TM

A
14

4A
热

带
热

带

11
6

南
23

-3
2

温
带

旅
大

红
骨

14
6

Y-
9-

14
1

热
带

热
带

17
6

C
M

L4
23

热
带

热
带

20
6

TR
04

23
热

带
热

带

11
7

南
五

温
带

兰
卡

斯
特

14
7

C
5 

R
IL

 3
热

带
热

带
17

7
C

M
L4

26
热

带
热

带
20

7
62

20
16

温
带

四
平

头

11
8

品
1P

6C
o

温
带

旅
大

红
骨

14
8

C
M

L3
1

热
带

热
带

17
8

C
M

L4
30

热
带

热
带

20
8

D
TM

A
11

A
热

带
热

带

11
9

齐
20

5
温

带
兰

卡
斯

特
14

9
C

M
L6

8
热

带
热

带
17

9
C

M
L4

54
热

带
热

带
20

9
C

K
L0

50
18

热
带

热
带

12
0

齐
20

6
温

带
兰

卡
斯

特
15

0
C

M
L8

5
热

带
热

带
18

0
C

M
L4

65
热

带
热

带
21

0
C

LA
16

1
热

带
热

带

12
1

沈
13

6
温

带
PB

15
1

C
M

L9
4

热
带

热
带

18
1

C
M

L4
68

热
带

热
带

21
1

C
L-

G
18

39
A

热
带

热
带

12
2

沈
33

36
温

带
瑞

德
15

2
C

M
L9

9
热

带
热

带
18

2
C

M
L4

70
热

带
热

带
21

2
C

LQ
R

C
Y

Q
14

热
带

热
带

12
3

双
M

9
温

带
四

平
头

15
3

C
M

L1
03

热
带

热
带

18
3

C
M

L4
93

热
带

热
带

21
3

C
LY

N
23

1
热

带
热

带

12
4

四
-2

79
温

带
四

平
头

15
4

C
M

L1
18

热
带

热
带

18
4

TR
01

43
热

带
热

带
21

4
TR

04
65

热
带

热
带

12
5

四
F1

温
带

兰
卡

斯
特

15
5

C
M

L1
22

热
带

热
带

18
5

TR
04

00
热

带
热

带
21

5
C

Y
91

69
温

带
旅

大
红

骨

12
6

四
川

地
方

种
质

温
带

四
平

头
15

6
C

M
L1

27
热

带
热

带
18

6
TR

04
01

热
带

热
带

21
6

C
ZL

06
8

热
带

热
带

12
7

特
70

温
带

兰
卡

斯
特

15
7

C
M

L1
30

热
带

热
带

18
7

TR
04

03
热

带
热

带
21

7
D

O
62

0Y
温

带
旅

大
红

骨

12
8

铁
79

22
温

带
瑞

德
15

8
C

M
L1

33
热

带
热

带
18

8
TR

03
90

热
带

热
带

21
8

TR
04

67
热

带
热

带

12
9

文
黄

31
41

3
温

带
四

平
头

15
9

C
M

L1
54

热
带

热
带

18
9

TR
04

04
热

带
热

带
21

9
D

TM
A

26
9A

热
带

热
带

13
0

系
14

温
带

兰
卡

斯
特

16
0

C
M

L1
66

热
带

热
带

19
0

TR
04

06
热

带
热

带
22

0
D

TM
A

24
1

热
带

热
带

13
1

豫
自

87
-1

温
带

PB
16

1
C

M
L1

71
热

带
热

带
19

1
D

TM
A

25
A

热
带

热
带

22
1

D
TM

A
23

1
热

带
热

带

13
2

早
8-

3
温

带
瑞

德
16

2
C

M
L1

91
热

带
热

带
19

2
TR

04
48

热
带

热
带

22
2

D
TM

A
23

3A
热

带
热

带

13
3

郑
28

温
带

瑞
德

16
3

C
M

L2
82

热
带

热
带

19
3

TR
04

52
热

带
热

带
22

3
TR

04
73

热
带

热
带

13
4

C
X

S3
4

温
带

PB
16

4
C

M
L2

87
热

带
热

带
19

4
TR

04
53

热
带

热
带

22
4

TR
04

79
热

带
热

带

13
5

C
X

S3
6

温
带

PB
16

5
C

M
L2

92
热

带
热

带
19

5
TR

04
56

热
带

热
带

22
5

TR
04

80
热

带
热

带

13
6

C
X

S4
1

温
带

PB
16

6
C

M
L3

04
热

带
热

带
19

6
TR

04
57

热
带

热
带

22
6

H
-1

6
热

带
热

带

13
7

C
X

S4
6

温
带

PB
16

7
C

M
L3

23
热

带
热

带
19

7
TR

04
61

热
带

热
带

13
8

C
X

S5
4

温
带

PB
16

8
C

M
L3

25
热

带
热

带
19

8
TR

02
48

A
热

带
热

带

表
2（

续
）



1 期 郭子锋等：玉米低密度育种芯片开发及在种质资源评价中的应用 295

1.2　芯片设计与开发

芯片原始设计 6056 个 SNP 标记（图 1，详见

http：//doi.org/10.13430/j.cnki.jpgr.20210712001， 附

表 1），SNP 标记共有 3 个来源：（1）对 37 份玉米自

交系进行 10× 重测序，共获得 2963.4 Mb 的 Clean 
Reads，与 B73 RefGen_v4 参考基因组（ftp：//ftp.
ensemblgenomes.org/pub/plants/release-40/fasta/zea_
mays/dna/Zea_mays.AGPv4.dna.toplevel.fa.gz）比对 
后检测到 18.2 Mb 的 SNPs，过滤后的 SNP 数为 2.8 
Mb，根据最小等位基因频率（MAF，Minor allele 
frequency）和标记的分布挑选了高质量的 SNP 共

2080 个；（2）根据已有 8 盘共 3072 个样品的 55 K
芯片数据，从中挑选缺失率（Missing rate）<5.0%、

MAF>0.35、标记类型为高多态分辨率的标记，考虑

性状相关标记和标记在染色体上的均匀分布，共挑

选了 3390 个标记，其中包含与抗穗腐病、耐渍和耐

低磷相关的标记 393 个［14-16］；（3）最后从 HapMap3
中挑选 586 个标记，用于填补前两个步骤中标记间

隔比较大的区间。标记的检测采用 GBTS 技术，在

中玉金标记生物（北京）技术股份有限公司进行检

测。GBTS 主要包括以下 5 个步骤［1］：A 利用超声

波将基因组 DNA 进行片段化并加上测序接头；B
将带有生物素标记的 RNA 探针与已经带有接头序

列的 DNA 片段结合；C 链霉亲和素包裹的磁珠与

上一步的双链复合物相结合（探针过量）；D 清洗得

到目标区域的 DNA，目的是去除非特异性杂交，提

高捕获效率；E 对洗脱下来的 DNA 产物进行 PCR
扩增，构建 Illumina 测序文库。测序数据下机后使

用 GATK 的 HC 模型进行变异检测，用 vcftools 进

行标记过滤。

染色体 Chromosome

图 1　SNP 标记在玉米 10 条染色体上的分布
Fig.1　Distribution of single nucleotide polymorphism （SNP） on 10 chromosomes of maize

1.3　数据分析

对自然群体检测的标记，在 Excel 2019 中计算

缺失率、MAF 和多态性信息含量（PIC，Polymorphic 
information content），其 中 PIC 根 据 Botstein 等［17］

的描述进行计算，公式如下：

其中，Pi 和 Pj 是第 i 个和第 j 个等位基因的频

率。系统发育树在 TASSEL5.0 软件中构建，聚类

方法采用非加权组平均法（UPGMA，unweighted 
pair-group method with arithmetic mean），聚类结果

以 *.tree 格式导出后在 FigTreev1.4.3 软件中进一

步作图优化。群体结构划分采用 Structure 软件，

亚群数 K 设置为 2~10，Length of burn-in period 和 
Number of MCMC Reps after Burn-in 都设置为 10000。

最 佳 K 值 估 算 参 照 Evanno 等［18］的 方 法。 在

TASSEL5.0 中计算两两自交系之间的遗传距离矩

阵，用不同类群间自交系之间的平均值代表类群

之间的遗传距离。类群间的遗传分化系数（FST ，
Genetic differentiation coefficient）根据如下公式在

Excel 2019 中计算。

其中，HT 表示群体总的杂合性，HS 表示亚群

的平均杂合性，FST 越大，表示亲缘关系越远；FST 越

小，表示亲缘关系越近。

2　结果与分析

2.1　标记统计分析

将 226 个玉米自交系构成的自然群体和 171
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个 DH 系的靶向测序数据分别比对到玉米 B73 
RefGen_v4 参考基因组上，使用 GATK 软件进行变

异检测。自交系群体比对获得 SNP 标记 358135
个，过滤后剩余 283343 个，以个体 GQ10 miss0.2 
maf 0.05 过 滤 后 获 得 SNP 标 记 35589 个，其 中

32217 个 SNPs 在原始设计位点上或者上下游 100 
bp 内；以 个 体 GQ20 miss0.1 maf 0.05 过 滤 获 得

24521 个 SNPs，标记均在目标位点或上下游 150 bp
内，其中原始设计位点 4773 个。从 SNP 在基因组

中的分布情况看，外显子中 SNP 分布最多，占 25%，

其次为基因上游，占 19%（图 2A）；每个目标区段平

均检测到 5.1 个 SNP（图 2B）。DH 群体使用相同

的软件及参数进行分析，在个体符合 GQ10 miss0.2
的过滤条件下，上述 24521 个 SNPs 在 DH 家系中

有 22192 个被检测到，比例为 90.5%。对 MAGIC
群体及亲本的 313 份材料目标区域测序后进行比

对，GATK 检测获得 SNP 标记 199154 个，过滤后剩

余 145646 个，以 GQ10 miss0.2 maf 0.05 过滤后获

得 55586 个 SNPs，其中 5967 个 SNPs 是最初设计

的原始标记，以 GQ10 miss0.1 maf 0.05 过滤后获得

50130 个 SNPs，其中 5767 个 SNPs 是最初设计的原

始位点。其中，自然群体和 DH 群体检测的 SNP 与

MAGIC 群体检测的 SNP 相比，共同检测到的原始

设计位点数为 4560 个。

图 2　SNP 在基因组上的位置及标记的表征
Fig.2　Location of SNP and marker characterization

DH 群体 2 个亲本 B73 和 CXS161 生物学重复

的一致性均为 99.2%，不考虑缺失基因型时一致性

均为 99.9%。以 MAGIC 群体检测为例，平均比对

率为 99.1%，捕获效率在 56.0%~77.5% 之间，平均

值为 70.6%。目标区域测序深度在 99.3~391.1×，

平均测序深度为 184.8×，表 3 为随机选择 10 个家

系所得的捕获效率和目标区段测序深度。原始设计

位点具有较高的多态性，以自然群体为例，MAF 和

PIC 的平均值分别为 0.39 和 0.46，其中 MAF>0.4
和 PIC>0.4 的标记比例分别为 57.6% 和 88.6%，而

MAF<0.2 和 PIC<0.2 的比例分别为 6.7% 和 2.2%，

标记具有较高的多态性（图 2C、D）。
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表 3　10 个 MAGIC 群体家系捕获效率与目标区段测序深度
Table 3　Target ratio and sequencing depth of target section for 10 multiparent advanced generation inter-Cross （MAGIC） 

lines

样本

Sample

干净读长
（Mb）

Clean reads

比对读长
（Mb）

Mapped reads 

目标读长（Mb）
Target reads

比对率（%）
Mapping

rate

捕获效率（%）
Target ratio

目标区段测序深度
（×）

Sequencing depth 
of target section

M078 2.22 2.20 1.66 99.23 75.28 152.81

M083 2.37 2.35 1.63 99.11 69.35 143.79

M118 2.93 2.90 2.15 98.92 74.22 191.32

M128 2.78 2.75 2.06 98.99 74.91 180.91

M169 3.49 3.46 2.49 98.93 71.95 216.22

M185 4.50 4.45 3.23 98.94 72.63 281.86

M219 3.53 3.50 2.44 99.18 69.84 221.22

M226 3.41 3.39 2.30 99.26 67.95 209.23

M231 3.03 3.01 2.18 99.26 72.51 197.54

M287 3.88 3.85 2.53 99.20 65.56 232.76

划分为一个类群，而温带材料则被划分为国内种质

和国外种质两个类群。以 K=6 时的划分结果为例，

群体结构与聚类结果一致（图 3D，详见 http：//doi.
org/10.13430/j.cnki.jpgr.20210712001，附表 2）。
2.3　遗传距离和遗传分化系数

利用低密度育种芯片计算不同类群间的遗传距

离，结果见表 4，类群间遗传距离大于类群内遗传距

离，其平均值分别为 0.471 和 0.394。类群内遗传距

离范围为 0.316~0.424，其中 PB 类群内的遗传距离

最小，热带类群内的遗传距离最大，证明热带材料具

有更丰富的遗传多样性。类群间遗传距离范围为

0.456~0.493，兰卡斯特与瑞德和旅大红骨之间的遗

传距离均最小，瑞德与热带类群之间的遗传距离最

大，热带类群与其他几个类群之间具有较大的遗传

距离，此外，PB 与四平头之间具有较大的遗传距离，

说明 PB 与四平头之间可能存在较强的杂种优势。

利用新开发的低密度育种芯片计算的遗传距离高于

55 K 芯片和 20 K 芯片计算的结果［1，12］。

类群间的 FST 范围为 0.069~0.149（表 4），热带

类群与旅大红骨之间的 FST 最小（0.069），四平头

与 PB 之间的 FST 最大（0.149），这与它们之间的遗

传距离大小一致，进一步证明这两个类群之间可能

存在较强的杂种优势；总体上，PB 类群与其他类群

间的 FST 均较大。国内类群四平头与旅大红骨之间

的 FST 为 0.070，低于旅大红骨与瑞德和兰卡斯特之

间的 FST，其值分别为 0.078 和 0.076，瑞德与兰卡

2.2　类群划分

主成分分析结果显示，当主成分（PC，Principal 
component）设置为 2 时，自然群体可以明显地划分

为 2 个类群，分别是热带类群和温带类群，热带类

群不同自交系的前两个主成分比较聚集，而温带类

群则比较分散（图 3A）。UPGMA 聚类分析可以将

226 个自交系分为 6 个类群，依据骨干自交系，这 6
个类群分别是热带、瑞德、兰卡斯特、PB、四平头和

旅大红骨（图 3B）。热带材料共有 80 份，包括 36
份 CML 自交系以及 CML 衍生的自交系，一些含

有热带血缘的自交系如 CN165 也被划分为热带类

群；瑞德类群包含了 49 份自交系，骨干自交系 B73、
B84、黄 C 及先玉 335 的母本系 PH6WC 都被划分

为瑞德类群，本次类群划分与之前我们用 55 K 芯片

和 20 K 系列芯片划分的类群略有不同［1，12］，区别是

将 PA、Iodent 类群统一为瑞德，如铁 7922、辽 3053、
辽 5114 等传统上属于 PA 群，由于 PA 群与瑞德的

关系较近，本次我们将其归为瑞德类群；兰卡斯特、

PB、四平头和旅大红骨则分别包含了 28、22、29 和

18 份自交系（表 2），与之前的划分结果一致［1，12］，

总体上，对 226 份种质资源的评价结果与已知的中

国玉米材料类群划分是一致的［19-20］。

用 Structure 软 件 将 K 值 设 置 为 2~10，与 Lu 
等［19］的 研 究 结 果 一 样，没 有 出 现 最 佳 K 值 

（图 3C），当 K=2 时，自然群体可以被明显地划分为

热带和温带两个类群，当 K=3 时，热带材料被单独
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斯特之间的 FST 为 0.075，同样低于其与四平头和

旅大红骨之间的 FST，这反映出国内外种质的遗传

分化规律，国外种质与国内种质之间较易产生杂种 
优势。

3　讨论

利用育种芯片进行选择，一般能够缩短世代间

隔，提高选择的准确度，加快遗传进展。中国育种

图 3　自然群体主成分分析（A）、邻接进化树（B）、LnP（D）值随 K 值变化曲线（C）与群体结构（D）
Fig.3　Principal coordinate analysis （A），adjacent phylogenetic tree （B），the LnP（D） statistic for each given K （C），and 

population structure （D） for the natural population

表 4　不同类群遗传距离及遗传分化系数（FST）
Table 4　Genetic distances and pairwise FST comparisons among different groups

类群

Group
瑞德

Reid
兰卡斯特

Lancaster
PB

四平头

SPT
旅大红骨

LRC
热带类群

Tropical

瑞德 Reid 0.406 0.075 0.129 0.088 0.078 0.094 

兰卡斯特 Lancaster 0.456 0.389 0.145 0.090 0.076 0.099 

PB 0.459 0.468 0.316 0.149 0.136 0.137 

四平头 SPT 0.471 0.466 0.482 0.405 0.070 0.072 

旅大红骨 LRC 0.464 0.456 0.472 0.459 0.422 0.069 

热带类群 Tropical 0.493 0.489 0.483 0.472 0.475 0.424 

对角线和对角线下方分别表示类群内和类群间遗传距离，对角线上方表示遗传分化系数

The diagonal cell and lower diagonal represent the genetic distance as measured by pairwise differences within and among groups respectively，the 
upper diagonal represent pairwise FST comparisons
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芯片研究始于 1997-1998 年，尽管起步晚，但是发展

很快，在玉米、水稻、小麦、大豆等主要农作物上开

发了不同密度的育种芯片或者微阵列。由于玉米

基因组大、结构复杂、重组率高、材料类型丰富，开

发高质量、高密度 SNP 阵列存在很多障碍［21］。目

前，玉米中开发的芯片包括基于 Affymetrix 平台的 
600 K 芯片［11］、55 K 芯片［12］和 6H-60K 芯片［13］，基

于 Illumina 平台的 50 K 芯片［22］和 3 K 芯片［23］，基

于 GoldenGate 平台的 1536 微阵列［24］和 3072 微阵

列［25］，基于 GenoBaits 的 20 K 系列液相芯片［1］等。

这些芯片的开发为玉米遗传研究提供了重要的支

撑。传统的固相芯片的理论基础是 DNA 双螺旋的

互补配对。虽然固相芯片鉴定的准确度比较高，但

存在的问题是价格高、鉴定周期受样品量的限制。

以我们开发的 55 K 芯片为例，定制规格为 384×55 
K，5 个样本的生物学重复一致率在 97.1%~98.9%，

缺失率平均值为 1.83%［12］，虽然略低于目前开发的

低密度育种芯片，但相比其他芯片已经具有较高的

质量。然而，在实际应用的时候，往往需要几个科研

机构或者育种公司凑足 384 个样本才能上机，基因

型鉴定的周期从 15 d 延长到平均 2 个月甚至更长，

大大限制了其在分子标记辅助选择中的应用。我

们开发的 20 K 系列液相芯片解决了 55 K 芯片的上

述限制［1］，20 K 系列液相芯片适合用于种质资源鉴

定、遗传图谱构建和全基因组选择等。利用 20 K 系

列液相芯片进行种质资源鉴定和类群划分时，我们

发现 20 K 与 10 K、5 K、1 K 标记的划分结果完全一

致，说明玉米育种中类群的划分使用更低密度的芯

片即可，而降低密度可以进一步降低成本。例如，当

标记密度降低到原来的 1/2 时，成本降低为原来的

2/3，而当标记密度降低为原来的 1/4 时，成本约为

原来的 1/2［1］，因此，有必要开发精准高效的低密度

育种芯片。我们利用新开发的低密度育种芯片对国

内外常用的自交系进行群体结构和杂种优势群的划

分，当 PC=2 时，首先将 226 份自交系划分为温带与

热带 2 个类群（图 3），其中来自于 CIMMYT 的自

交系大多属于热带材料，部分含有热带血缘的材料

如 CN165 和 CWM（中糯父 S9）也被划分为热带类

群，这与前人的研究结果和育种实际相一致［12，26］。 
进一步利用 UPGMA 聚类分析将 226 份自交系划

分为 6 个类群，除热带类群外，温带类群包括瑞德、

兰卡斯特、PB、四平头和旅大红骨 5 个亚群，这与中

国玉米主要类群相一致［27-31］，与应用高密度芯片相

比，低密度育种芯片能够简化类群划分，如应用 55 

K 芯片将 OS602 划分为 Iodent 类群，将 653、BJ005
和 CA156 等划分为 PA 类群［12，15］，此次统一划分为

瑞德类群。因此，新开发的低密度育种芯片能够在

降低成本的同时优化玉米类群划分。
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