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现代作物遗传育种的重要任务是决定性状的

基因/数量性状位点(quantitative trait locus, QTL)的
定位及功能的解析。其中, 对基因/QTL进行精细

定位是关键环节之一。目前, 这种精细定位多利用

与基因/QTL连锁的分子标记建立的连锁图谱进

行。自1980年Botstein等(1980)首次利用限制性片

段长度多态性标记构建遗传连锁图谱后, 大量研究

利用分子标记进行遗传定位, 也进行了大量的基因/ 
QTL的定位(Bernardo 2008; Fazio等2003)。由于受

到分辨率的影响, 这种基于传统遗传连锁图谱的定

位方法往往耗时长、费用高, 且难以精细定位(Ber-
nardo 2008; Fazio等2003)。因此, 如何结合现代分

子生物学技术开发新的定位方法显得尤为重要。
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摘要: 在作物重要性状数量性状位点(quantitative trait locus, QTL)定位和突变体研究中, 利用传统的遗传标记对目标基因或

QTL进行定位, 往往工作量大、周期长, 难以精确定位。近年来, 全基因组重测序(whole genome resequencing, WGR)为从基

因组水平开发单核苷酸多态性(single nucleotide polymorphysim, SNP)标记提供了新的技术条件。利用基于WGR的SNP识
别、验证和基因型分析与传统分子标记相结合的方法, 能很快挖掘到候选基因和获得导致表型的SNP位点。目前, 通过基

于WGR的群体驯化和全基因组关联分析以及对杂交后代进行全基因组SNP基因型分析, 已经成功定位了若干作物的QTL
及突变基因。本文就利用基于WGR的SNP分析方法定位作物重要性状QTL和突变基因的研究概况进行综述, 并就该方法

在基因/QTL定位上的应用前景进行了探讨和分析。
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Abstract:  In qualitative trait locus (QTL) mapping of important traits and mutant studies, target genes or fine 
mapped QTLs are sometimes hard to be obtained with traditional approaches, which are laborious and 
time-consuming. in the past few years, the discovery of single nucleotide polymorphism (SNP) markers at the 
genome level is enabled by new techniques based on whole genome resequencing (WGR). Combined with SNP 
discovery, validation and genotyping, the WGR-based QTL mapping approach has the potential to rapidly dis-
cover candidate genes and causative SNPs. By WGR-based domestication study and genome-wide association 
analysis of a collection of individuals, and SNP genotyping in hybrid progeny, many QTLs or mutation sites 
were successfully mapped in crops. This article reviewed the current advances in QTLs mapping or causative 
mutations detection of important traits in crops based on WGR and SNP analysis, the prospect of the approach 
in gene/QTL mapping was discussed and analyzed.
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基因组测序及相关分析技术的快速发展为快

速精确的基因/QTL定位提供了数据及技术基础。

自2000年模式植物拟南芥的基因组被解析以来, 
越来越多种作物的全基因组被测序(崔晓峰2013), 
对含野生、栽培亚种等的种质资源群体进行全基

因组重测序(whole genome resequencing, WGR), 利
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用单核苷酸多态性(single nucleotide polymorphism, 
SNP)等现代分子标记构建基因组遗传变异图谱, 
已成为研究基因组多样性、获得驯化选择区域并

筛选重要性状关键基因的一个重要的研究内容

(Huang等2012b; Jiao等2012; Lin等2014; Qi等2013)。
而且, 通过WGR结合混合分组分析法(bulked seg-
regate analysis, BSa)可高效检测通过双亲杂交建

立的后代群体(以下简称双亲群体)中导致表型变

异的QTL和突变位点(abe等2012; Takagi等2013)。
在过去的几年中, 基于WGR进行QTL和突变基因

定位的许多研究方法被开发出来, 以更好地挖掘

重测序数据中蕴含的信息。SNP是基因组DNa序

列上广泛存在的最基本的变异形式。植物基因组

中平均每数百bp存在一个SNP (Huang等2010; Qi
等2013; Schmid等2003)。基于WGR策略可获得目

的个体全基因组的基因型信息, 识别大量的SNP分
子标记, 有利于全基因组遗传标记的开发、基因

型鉴定和基因/QTL定位, 对于作物分子辅助育种

和基因组学研究具有重要的作用。本综述讨论了

近几年基于WGR和SNP分析对候选突变基因的挖

掘和作物重要性状QTL的定位的影响。

1  SNP为基因精细定位和分子辅助育种提供了有

力工具

高密度的遗传图谱有利于进行基因/QTL的精

细定位。SNP为基于测序的高密度遗传图谱的构

建提供了有力工具(Huang等2009; Stange等2013; 
Xie等2010)。在一些参考基因组序列已经公布的

重要作物中, SNP分子标记得到了较好的开发。在

水稻和黄瓜中, 基于WGR获得了全基因组水平上

数百万个SNP标记(Huang等2009, 2010; Qi等 
2013), 构建了全基因组遗传变异图谱, 一些重要性

状基因/QTL陆续被定位或克隆, 如水稻产量相关

的43个QTL (Gao等2013)、黄瓜果实长度和苦味基

因(Qi等2013; Shang等2014)。Yu等(2011)对241个
重组自交系株系进行了约0.06倍的重测序, 完成了

粒长和粒宽的两个主效QTL及一个着色相关的

QTL的精确定位。他们利用多年的田间试验数据, 
发现基于SNP的遗传图谱可检测到更多的QTL, 特
别是有关粒重的QTL, 且定位位置更精确。

将SNP和传统分子标记相结合用于分子辅助

育种, 由于相较于以前分辨率大大提高, 有助于更

有效的利用遗传资源(Cabezas等2011)。作物基因

组DNa序列携带了作物全部的遗传信息 ,  通过

WGR将测序数据与参考基因组进行序列比对, 可
在基因组水平上分析作物最基本的SNP遗传变异

信息, 在此基础上开发的分子标记数量丰富。如

果其中某一分子标记和目标表型相连锁, 将该分

子标记用于辅助育种, 有助于从大的育种群体中

选择出想要的株系。在谷类作物中, 基于基因组

DNa序列开发的SNP分子标记提高了得到期望获

得的基因型的准确性, 节约了时间和成本, 促进了

育种的效率(Paux等2012; Varshney等2006, 2007)。
2  WGR促进了驯化基因定位及全基因组关联分析

基于SNP等海量的变异, 获得栽培品种与野

生祖先种或野生近缘种间基因组水平上的DNa多

态性信息, 促进了群体结构分类及遗传多样性研

究, 有利于分析群体的分化特点及驯化受选择区

域(Huang等2012a; Jiao等2012; Lin等2014; Qi等 
2013)。通过分析作物驯化的遗传瓶颈、人工选择

对“驯化基因”核苷酸多态性的选择性清除作用等

可以确定栽培品种基因组内受选择的驯化区域, 
并发现栽培品种间具有差异的分化区域。这些区

域可作为栽培品种重要性状基因的候选区域(Qi等 
2013), 有助于发现和挖掘候选基因, 以及开发与目

标基因紧密连锁的分子标记, 为分子辅助育种提

供强有力的帮助。通过WGR分析群体的分类结构

和遗传多样性(Huang等2012a; Jiao等2012; Lin等 
2014; Qi等2013), 从亚群内鉴定出连锁不平衡(link-
age disequilibrium, LD)区域, 挑选合适的标签SNP, 
可进行全基因组关联分析(genome-wide association 
study, GWaS)。这种以WGR为基础的群体遗传学

研究已在作物中得到广泛应用(Huang等2012a; Jiao
等2012; Lin等2014; Qi等2013)。

GWaS旨在分析自然群体中全基因组水平上

的高密度分布位点的基因型(通常是单个SNP或者

SNP单倍型)与表型统计意义上关联性。利用群体

确定某一表型的候选基因时, 以往方法通常涉及

选择一些遗传标记与表型进行关联分析, 在对相

对简单路径中的候选基因或者明显影响表型的候

选基因进行群体定位时有着成功的应用(Myles等 
2009)。但因所选候选基因和遗传标记常带有猜测

性质, 难以深入了解表型的遗传基础。基于全基

因组水平开发的大量遗传标记(典型的如SNP)作
为标记资源为GWaS分析奠定了基础。首先, 在全
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基因组水平上, 对群体中具有遗传多样性的个体

进行基因型分析。然后, 根据在依次排列的基因

座位上具有相同SNP单倍型(halotype)或者单个

SNP的情况对基因型进行分类。最后, 比较每个单

倍型(或等位基因)的表型值分布情况, 并利用统计

方法进行LD检验, 从而最终获得导致目标性状的

功能性变异或者数量性状核苷酸(Myles等2009; 
Rafalski 2010)。

GWaS利用基因组上足够的遗传标记对群体

进行基因分型, 容易选择到一个或多个与功能性

变异处于强LD的遗传标记。基于WGR, 对含950
个品种的水稻群体进行GWaS分析, 发现了数十个新

的与开花和籽粒性状关联的位点(Huang等2012b)。
在黄瓜中, 对115份黄瓜核心种质资源进行WGR, 
通过GWaS分析迅速发现了黄瓜苦味物质葫芦素

C合成基因簇(Shang等2014)。GWaS不需要人工构

建群体, 相较而言是更“自然”的实验。广泛的遗传

材料可同时考察多个性状大多数QTL的关联位点

及其等位变异, 不受传统的“双亲本”范围的限制。

GWaS定位基因/QTL定位的分辨率取决于LD随物

理距离衰减的程度。自然群体在其形成历史中, 经
历了许多轮重组, LD衰减存在于很短的距离内, 因
而保证了GWaS定位更高的准确性(Myles等2009)。
3  基于WGR获取基因型用于双亲群体QTL定位

有效性高

经典的方法利用“双亲”构建作图群体, 并借

助分子标记对后代个体进行基因型分类, 分析表

型与基因型的关系, 从而预测目标性状的QTL位点

与分子标记的遗传连锁关系及遗传距离(席章营等 
2005)。自2008年以来, 测序成本降低了100倍以上

(Niedringhaus等2011), 使基于基因组测序直接获

得目标个体的基因型成为可能。Huang等(2009) 
在对150份水稻重组自交系利用基于PCR的分子标

记和WGR两种策略获取水稻基因型比较中发现, 
在基因型获取速度上, WGR比基于PCR的分子标

记快约20 倍, 确定重组断点精确30多倍。

为更好挖掘WGR数据蕴含的可用于定位QTL
的大量信息, 利用SNP分析目的个体基因型的研究

方法得到了较快的发展(Huang等2009; Takagi等 
2013; Xie等2010)。Huang等(2009)对水稻重组自

交系进行了0.02倍的全基因组重测序, 由于得到的

序列稀疏且容易错误, 他们引入了bin (将相邻的未

发生重组的多个SNP归并为一个bin)作为基因分型

的单位, 构建了bin遗传图谱, 并将一个株高主效

QTL定位在100 kb区域, 该区域含水稻“绿色革命”
基因。Xie等(2010)利用一种不依赖亲本的基因型

分型方法, 通过对238个株系进行约0.055倍的低覆

盖度测序, 将水稻粒宽QTL定位在200 kb范围内。

Takagi等(2013)开发了QTL-seq方法, 成功定位了

抗稻瘟病基因和种子活力基因等重要性状基因。

利用该方法, 在黄瓜中迅速将与开花时间相关的

QTL定位在890 kb的区间, 分析发现Csa1G651710很
可能为其候选基因(Lu等2014)。
4  WGR的应用推动了突变位点的鉴别

在用于诱变的亲本株系全基因组序列已知的

情况下, WGR方法快速鉴别出了导致自然突变体

和人工诱变突变体中的突变基因(Cuperus等2010; 
Schneeberger等2009)。然而, 现已证实用于突变位

点筛选鉴定的材料并非必须源于全基因组序列已

知的株系(uchida等2011)。通过与哥伦比亚型拟

南芥参考基因组进行比对, Laitinen等(2010)利用深

度WGR成功地在野生拟南芥自然诱发突变体中筛

选到功能性单碱基变异位点。研究发现同时出现

的其它突变或者背景多态性会使人们难以鉴别突

变位点, 这种现象在不易自交的物种中易出现(Sa-
rin等2008)。因此建议对用于诱变的亲本个体也进

行测序。

结合SNP分析对有限的个体进行低倍WGR也
能获得高分辨率的遗传图谱, 有助于快速、准确

定位突变基因, 大大节约时间和成本(Schneeberger
等2009; Schneeberger和Weigel 2011)。基于WGR
的分析方法由于组合临近标记的信息, 有效地整

合了多个重组染色体的信息, 而不是仅分析单个

标记位点。因此, 在对水稻重组自交系WGR的研

究中, 虽然覆盖率低(约0.02倍), 但重组断点的分辨

率可达40 kb (Huang等2009)。在已建立了分离群

体的情况下, 定位基因或QTL的过程(共约8 d)包括

DNa提取(1 d)、文库制备和验证(4 d)、测序(2 d)
以及数据分析(2 d), 相较之前的方法几乎快了一个

数量级(Schneeberger和Weigel 2011)。利用基因组数

据, 结合参考基因组和基因型分析工具, 定位克隆

一个基因从之前一年需要5个人降低到一年只需要

1个人(Jander等2002; Schneeberger和Weigel 2011)。
传统的方法作图群体越大, 重组个体数分析
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得越多, 对突变位点的定位越精确。然而, 基于

WGR的方法用于基因型分析的样本数显著减少。

利用SHoREmap法仅需分析数十个植株(Schnee-
berger等2009)。并且, 在abe等(2012)开发的名为

MutMap的方法中, 利用BSa方法结合WGR的策略

不需要分析后代每个个体的全基因组基因型, 只
需对野生型或突变表型个体的混合基因池进行分

析。该方法不需要构建高级作图群体, 而是利用

易于构建的F2分离群体构建混合基因池, 在分析

S N P变异获得混合池基因型的基础上 ,  通过

SNP-index这一参数的峰值位置来获得突变位点所

在区域。而且, 大多数突变位点或影响阅读框, 或
影响剪切位点, 这有利于在后期确认突变位点时

对位点进行筛选。BSa方法结合WGR策略在突变

基因定位中的成功应用(abe等2012; Fekih等2013; 
Takagi等2015; Zhou等2015), 促进了对突变基因和

导致表型的序列变异的鉴别, 有助于深入了解表

型变异的遗传基础。

5  结语

第二代测序技术的WGR已经对基因/QTL定
位产生了显著的影响。GWaS减少了通过杂交方

法产生大量后代的必要, 可迅速定位在自然群体

中普遍存在的等位基因。虽然几乎所有的主要作

物的基因组序列已经完成测序或在计划测序之中, 
但是并非所有育种家感兴趣的基因或等位基因在

栽培物种的基因池中均能发现。例如参与重要代

谢产物合成通路的基因(Graham等2010; Shang等 
2014)或抗病基因(Cai等1997)。倍性的阻碍常常限

制这些等位基因通过常规的方法从邻近亲缘种渐

渗过来, 虽然利用广泛的杂交可能达到目的, 但它

却是一个复杂的策略。然而, 由于关联定位的检

测能力依赖于QTL效应的大小和等位基因频率的

分布情况, GWaS对稀有基因的检测可信度低(Ra-
falski 2010)。在稀有基因定位和上位性互作的研

究中, 目前还没有方法替代利用双亲群体进行的

连锁定位。

传统的遗传定位方法将双亲群体作为作图群

体, 利用高分辨率的遗传标记构建连锁遗传图谱, 
有利于基因 /QTL的定位。基于基因组测序和

WGR促进了SNP等更高分辨率的分子标记的开发

(Huang等2010; Qi等2013), 为建立完整、高密度的

分子遗传图谱提供了契机。GWaS方法利用“自然

群体”进行研究, 传统方法利用双亲群体进行连锁

分析, 两者具有互补性, 在基因/QTL定位应用中具有

广泛的应用前景(Huang等2010)。而且, 基于WGR可
获目的个体全基因组水平上的基因型(Huang等
2009), WGR结合BSa策略不但在突变基因定位中

成功应用(abe等2012; Schneeberger等2009), 也延伸

到QTL在双亲群体的定位, 加快了水稻和黄瓜一些

重要性状QTL的定位进程(Lu等2014; Takagi等
2013)。将基因组学方法与传统的遗传定位方法相

结合将促进基因/QTL的定位和克隆。

在作物中, 基于WGR的一些突变基因定位方

法如SHoREmap (Schneeberger等2009)、MutMap 
(abe等2012)、MutMap+ (Fekih等2013)较传统方

法更直接更高效, 且易于延伸至自然变异种。最

近, Takagi等(2015)利用MutMap技术快速鉴别出了

导致突变体hst1耐盐性的功能缺失性变异, 在此基

础上利用hst1仅用两年时间就选育出了新的耐盐

株系资源。由此可见, 未来在具有足够多变异性

状个体杂交的基础上, 基于WGR的SNP分析将更

有利于突变基因/QTL的定位, 也将更有利于新型

种质资源的选育。
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