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摘要：为加快玉米萌发期耐冷性遗传育种研究，在对玉米重组自交系群体进行萌发期耐冷性鉴定的基础上，

采用分离群体混合分析（ＢｕｌｋｅｄＳｅｇｒｅｇａｎｔＡｎａｌｙｓｉｓ，ＢＳＡ）方法，对２亲本和２混池进行特异位点扩增片段测

序（ＳｐｅｃｉｆｉｃｌｏｃｕｓＡｍｐｌｉｆｉｅｄＦｒａｇｍｅｎｔｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＳＬＡＦ），初步定位了玉米萌发期耐冷性相关的染色体区段，

并对关联区域内的基因进行初步富集分析。结果表明：研究获得了２８２５６３个ＳＬＡＦ标签，每个ＳＬＡＦ标签

平均父本测序深度为２７．０６×，母本平均测序深度为３１．８５×，耐冷池和冷敏感池的测序深度分别为３６．７２×

和３４．１７×。获得多态性ＳＬＡＦ标签４７６２４个，多态性比例为１６．８５％。通过ＢＳＡ关联分析在玉米第９号染

色体上定位到了一个９１．０６Ｍｂ大小的玉米萌发期耐冷性关联区域，区域内共关联到３１７０个基因。
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　　萌发期冷害导致玉米萌发及出苗缓慢，易造

成种子霉变腐烂，给玉米生产带来严重损失。多

数研究表明，玉米萌发期耐冷性属于多基因控制

的数量性状。研究表明低温下玉米发芽能力的上

位性、加性和显性基因效应显著［１］。马延华［２］利

用１５６个ＤＨ 系和１０５个ＳＳＲ标记构建玉米遗

传连锁图，共检测到５个与玉米发芽期耐冷性有

关的ＱＴＬ，分别位于玉米第２，４，６及１０染色体

上，这些 ＱＴＬ可以解释表型变异的５．４５％～

１２．８５％。Ｓｔｒｉｇｅｎｓ等
［３］采用全基因组关联分析

的方法，定位了１９个与耐冷相关的分子标记，可

以解释玉米苗期生长阶段和叶绿素荧光参数

５．７％～５２．５％的表型遗传变异，同时发现了多个

耐冷相关候选基因。玉米萌发期耐冷性不仅遗传

基础复杂，还受到表型鉴定方法、遗传分析方法等

因素影响，研究结果不尽相同。基于简化测序的

ＳｕｐｅｒＢＳＡ技术，将二代测序（ＮｅｘｔＧｅｎｅｒａｔｉｏｎ

Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）的高通量和分离混池分析（Ｂｕｌｋｅｄ

ＳｅｇｒｅｇａｎｔＡｎａｌｙｓｉｓ，ＢＳＡ）的简化样本数的优势

相结合，近年来，在玉米果皮纤维素含量相关基因

定位［４］、大豆酸性磷酸酶含量候选基因定位及相

关分子标记开发［５］等方面得到了广泛的应用。本

研究在玉米萌发期耐冷性鉴定的基础上，采用特

异位点扩增片段测序（ＳｐｅｃｉｆｉｃｌｏｃｕｓＡｍｐｌｉｆｉｅｄ

Ｆｒａｇｍｅｎｔｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＳＬＡＦ）的 分 离 混 池 分

析（ＢｕｌｋｅｄＳｅｇｒｅｇａｎｔＡｎａｌｙｓｉｓ，ＢＳＡ）方法，定位

玉米萌发期耐冷性相关的染色体关联区域，并初

步对关联区域内的基因进行富集分析，期望为玉

米萌发期耐冷性遗传育种研究提供一定的理论依

据和技术参考。

１　材料与方法

１．１　材料

试验材料为来自于玉米自交系Ｂ７３和 Ｍｏ１７

杂交后代的重组自交系，通过对这些重组自交系

进行萌发期耐冷性鉴定，采用５℃低温处理４ｄ

后转入２５℃培养３ｄ的试验条件，筛选出耐冷和

冷敏感极端材料各３０份。

１．２　方法

１．２．１　ＳＡＬＦ文库构建及高通量测序　对玉米

重组自交系耐冷性存在差异的极端表型单株分别

取等量的叶片，混合得到耐冷混池（３０份）和冷敏

感混池（３０份），提取亲本自交系Ｂ７３、Ｍｏ１７和两

个混池的ＤＮＡ。选择限制性内切酶 犎犪犲Ⅲ对样

品进行酶切，分别回收４１４～４４４ｂｐ和４６４～
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４９４ｂｐ大小的酶切片段构建测序文库，文库质检

合格后采用ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑＴＭ２５００进行测序。

以水稻（犗狉狔狕犪狊犪狋犻狏犪）测序数据为对照，评估监

控试验过程是否正常，确定酶切方案的有效性。

１．２．２　ＳＬＡＦ标签及ＳＮＰ标记开发　对不同亲

本及抗感池材料进行测序，根据产生ｒｅａｄｓ的相

似性进行聚类，聚类到一起的ｒｅａｄｓ被称为一个

ＳＬＡＦ片段（ＳＬＡＦ标签）。不同样本间存在差异

的ＳＬＡＦ标签被定义为多态性ＳＬＡＦ标签。接

下来对玉米各染色体上ＳＬＡＦ标签及其分布进

行分析。采用ＧＡＴＫ软件和ｓａｍｔｏｏｌｓ软件进行

ＳＮＰ的检测。为了保证ＳＮＰ检测的准确性，取

两个软件检测的交集得到最终的ＳＮＰ位点集。

１．２．３　ＢＡＳ关联分析　ＢＡＳ关联分析参考杜龙

岗等［４］的研究。利用获得的高质量ＳＮＰ分子标

记识别萌发期耐冷性混池间存在差异的位点。再

根据欧氏距离（ＥｕｃｌｉｄｅａｎＤｉｓｔａｎｃｅ，ＥＤ）确定染色

体上与目标性状相关的区域。其原理是利用混池

间差异ＳＮＰ频率的差异，计算两混池间ＳＮＰ的

ＥＤ值
［６］，如果标记与目标性状存在较大关联，关

联区域附近的ＳＮＰ位点会倾向于在两混池间存

在较大的差异，因此目标区域内的ＥＤ值较大，可

通过作图在目标关联区域附近会出现较明显的

峰。对获得的原始ＥＤ值采用５次方处理以消除

背景噪音干扰。采用 ＬＯＥＳＳ算法拟合回归曲

线［６］，并确定最终关联区域。

１．２．４　关联基因注释　使用ＢＬＡＳＴ软件将关

联区域内的基因分别与ＧＯ、ＣＯＧ、ＫＥＧＧ数据库

比对，获得区域内基因的注释信息。

２　结果与分析
２．１　ＲＩＬｓ分离群体的耐冷性混池的建立与

ＤＮＡ准备

　　采用５℃低温处理４ｄ后转入２５℃培养３ｄ

的试验条件对２８０份Ｂ７３×Ｍｏ１７群体和两个亲

本进行了室内萌发耐冷性鉴定，耐冷性材料Ｂ７３

的发芽率为９２．５％，冷敏感自交系 Ｍｏ１７的发芽

率为４．５％，３０份抗池材料平均发芽率为９３．５％，

３０份冷敏感材料平均发芽率为６．７５％，确定玉米

萌发期耐冷性存在差异的两个混池。

２．２　ＳＬＡＦ文库的构建及评价与标记开发

２．２．１　ＳＬＡＦ文库的构建及评价　对玉米参考

基因组序列进行电子酶切预测，确定限制性内切

酶为犎犪犲Ⅲ，酶切片段长度在４１４～４４４ｂｐ及

４６４～４９４ｂｐ的序列定义为ＳＬＡＦ标签，分别预

测可得到１００５７３和１０８１３０个 ＳＬＡＦ 标签，

ＳＬＡＦ标签基本均匀分布在基因组上，两种酶酶

切后，分别由１２．６３％和１４．４９％的ＳＬＡＦ标签位

于重复序列区域内，大部分落在非重复区域。能

满足基因定位和进一步开发分子标记的要求。本

研究中，用于质控的对照为水稻（犗狉狔狕犪狊犪狋犻狏犪），

其基因组大小为３７４．３１Ｍｂ，下载地址：ｈｔｔｐ：／／

ｒｉｃｅ．ｐｌａｎｔｂｉｏｌｏｇｙ．ｍｓｕ．ｅｄｕ。对照的测序ｒｅａｄｓ

与其参考基因组比对结果显示比对效率基本正

常，双端比对效率为８３．９４％，且对照的酶切效率

为９５．８５％，表明酶切反应也比较正常。

对亲本Ｂ７３和 Ｍｏ１７、耐冷性极端混池共４个

样品进行酶切和测序。共获得４５．０１Ｍｂｒｅａｄｓ

数据，测序平均Ｑ３０为８４．２２％，平均ＧＣ含量为

４７．０２％。亲本和２个混池的ｒｅａｄ数和数据质量

如表１所示。结果表明，所获得的玉米测序数据

符合要求，可以进一步应用于ＳＬＡＦ标记开发和

关联分析。

表１　各样品测序数据统计

样品名称 总Ｒｅａｄｓ数 Ｑ３０百分数／％ ＧＣ含量／％

Ｍｏ１７ ８９７５６４４．００ ８４．４７ ４７．０６

Ｂ７３ ９１９２３１０．００ ８４．４３ ４７．０２

耐冷池 １３８２１３２１．００ ８４．２１ ４６．９３

冷敏感池 １３０２２７９８．００ ８３．７５ ４７．０７

平均 １１２５３０１８．２５ ８４．２２ ４７．０２

建库对照（水稻） ４１７１３０．００ ８０．２２ ４３．５３

２．２．２　ＳＬＡＦ标签的确定及其在玉米染色体上

的分布　通过ＳＯＡＰ软件将ＳＬＡＦ序列定位到玉

米（Ｂ７３）参考基因组（下载地址：ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃ

ｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ａｓｓｅｍｂｌｙ／ＧＣＦ＿０００００５００５．１／）上，

ＳＬＡＦ标签开发亲本平均测序深度为２９．４６×，混

池平均测序深度为３５．４５×（表２）。

表２　ＳＬＡＦ标签统计

样品名称 ＳＬＡＦ数目 总深度 平均深度

Ｍｏ１７ ２５７４５４．００ ６９６６７０５．００ ２７．０６×

Ｂ７３ ２００３３９．００ ６３８０７９７．００ ３１．８５×

耐冷池 ２７９４８０．００ １０２６２５０６．００ ３６．７２×

冷敏感池 ２７９１４０．００ ９５３８２１４．００ ３４．１７×

　　将ＳＬＡＦ标签定位到参考基因组上，统计不

同染色体上的ＳＬＡＦ标签和多态性ＳＬＡＦ标签，

共获得２８２５６３．００个ＳＬＡＦ标签，多态性标签

４７６２４．００个，详见表３。

２



２期 　　曹士亮等：基于ＳＬＡＦＳｕｐｅｒＢＳＡ技术的玉米萌发期耐冷性定位的初步研究　　　　　　

表３　ＳＬＡＦ标签和多态性ＳＬＡＦ标签染色体分布统计

染色体ＩＤ ＳＬＡＦ标签数 多态性ＳＬＡＦ标签数

ｃｈｒ１ ４０９１３．００ ６７９６．００

ｃｈｒ２ ３３０７８．００ ５５０５．００

ｃｈｒ３ ３１４５４．００ ５５１６．００

ｃｈｒ４ ３４３１５．００ ５９５５．００

ｃｈｒ５ ２９２０６．００ ４２５１．００

ｃｈｒ６ ２２２３３．００ ３７８５．００

ｃｈｒ７ ２４６３４．００ ４６２２．００

ｃｈｒ８ ２３３６６．００ ４０１１．００

ｃｈｒ９ ２１１５２．００ ３３７７．００

ｃｈｒ１０ ２０３５３．００ ３６３２．００

其他 １８５９．００ １７４．００

总计 ２８２５６３．００ ４７６２４．００

　　根据ＳＬＡＦ在染色体上的分布，将ＳＬＡＦ标

签和多态性ＳＬＡＦ标签绘制成图，由图１和图２

可知，每一个黄色条带代表一条染色体，按照

１Ｍｂ的大小对基因组进行了划分，每个 ｗｉｎｄｏｗ

内的ＳＬＡＦ标签数越多，颜色越深，ＳＬＡＦ标签数

越少，颜色越浅；图中颜色越深的区域即ＳＬＡＦ

标签集中分布的区域，多态性ＳＬＡＦ标签在玉米

１０条染色体上分布较为均匀。

２．２．３　ＳＮＰ信息统计　将获得的亲本及耐冷和

冷敏感池ＳＮＰ统计信息绘制成表，由表４可以看

出，试验获得总ＳＮＰ为５１５００８．００个。耐冷池

和冷敏感池ＳＮＰ数目比较接近，为４３万个以上，

并且杂合率分别为４６．４２％和４７．０２％，说明混池

中出现了较明显的分离。

图１　ＳＬＡＦ标签的分布

图２　多态性ＳＬＡＦ标签的分布

３
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表４　样品ＳＮＰ信息统计

样品名称 总ＳＮＰ 对应样品ＳＮＰ数目 杂合率／％

Ｍｏ１７ ５１５００８．００ ２８４４３７．００ ３．１８

Ｂ７３ ５１５００８．００ ４２５５６５．００ ８．９６

耐冷池 ５１５００８．００ ４３３２３３．００ ４６．４２

冷敏感池 ５１５００８．００ ４３０５０９．００ ４７．０２

２．３　关联分析

在关联分析前，首先对任一混池中ｒｅａｄｓ支

持度小于３的ＳＮＰ进行过滤，然后过滤与相应亲

本的ＳＮＰ类型差异的位点，最终得到高质量的可

信ＳＮＰ位点，并在此基础上识别两混池间差异的

位点。过滤统计及结果见表５，使用ＥＤ算法
［６］计

算与目的基因连锁的区域，并通过拟合曲线确定

最终关联区域（图３和图４）。由图可知，其中９

号染色体出现了显著的差异峰。该染色体的结果

放大如图４，取所有位点拟合值的中值加上３倍的

标准差得到的阈值为０．０８３，可得到定位区域为

１９２３１５２．００～９２９８０４１３．００ｂｐ（９１０５７２６２．００ｂｐ）。

表５　ＳＮＰ过滤及最终位点数统计

Ｒｅａｄ支持度

小于３的位点

亲本ＳＮＰ类型

差异的位点

混池间一

致的位点

混池间差

异的位点

１０３３８８．００ ６５７６９．００ １６８３７４．００ ３５０５７．００

图３　ＥＤ值经５次方以后得到的点以及拟合曲线的分布

图４　ＢＳＡ分析结果

２．４　关联区域的基因富集分析

通过对关联区域内的基因进行查找，共发现

３１７０．００个基因，对这些基因分别进行 ＫＥＧＧ、

ＧＯ和 ＣＯＧ 功能注释分析，关联区域内共有

３６７．００个基因注释到ＫＥＧＧ通路，１５２９．００个基

因注释到 ＧＯＴｅｒｍ，６７９．００个基因注释到ＣＯＧ

Ｃｌａｓｓ。

３　结论与讨论
基因组测序技术的快速发展大大地降低了分

子标记开发成本。ＳＬＡＦｓｅｑ技术是在利用酶切

进行染色体片段选择（ＳＬＡＦ标签）的基础上进行

的基因组测序，属于简化基因组测序技术的一种，

具有有效ｒｅａｄｓ长、通量高、方案设计灵活等优

势。近年来，ＳＬＡＦｓｅｑ技术被广泛地应用于种

质遗传多样性分析［７］、作物性状相关基因定位［８］

和分子标记开发［９］等方面。本研究选取了 犎犪犲

Ⅲ酶进行酶切，片段长度选择在４１４～４４４ｂｐ及

４６４～４９４ｂｐ的ＳＬＡＦ标签进行建库测序，ＳＬＡＦ

标签开发亲本平均测序深度为２９．４６×，混池平

均测序深度为３５．４５×，共获得２８２５６３．００个

ＳＬＡＦ标签，多态性标签４７６２４．００个。质量控

４
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制分析表明Ｑ３０值均大于建库对照的值，说明试

验较好地实现了质量控制，充分地展现出ＳＬＡＦ

ｓｅｑ技术的灵活性和准确性。从获得ＳＮＰ标记来

看，耐冷池和冷敏感池ＳＮＰ数目比较接近，为

４３万个以上，但混池的杂合率分别为４６．４２％和

４７．０２％，说明混池中出现了较明显的分离，较高

的杂合率可能对性状的定位造成一定影响。

分离群体混合分析（ＢｕｌｋｅｄＳｅｇｒｅｇａｎｔＡｎａｌ

ｙｓｉｓ，ＢＳＡ）方法是一种简化的定位与目标性状连

锁分子标记的方法，由于混池一般来自具有相对

性状的两个亲本并经过了向性状的两个方向的选

择，因此认为混池间基因型的差异是造成表现型

差异的重要原因，即这种基因型的差异就是与目

标性状紧密连锁的区域甚至是基因本身。ＳＬＡＦ

ｓｅｑ技术与ＢＳＡ相结合，可以充分发挥两者的优

势，降低成本，缩短周期，实现快速对目标性状的

定位［１０１２］。玉米萌发期耐冷性属于多基因控制

的数量性状，遗传基础比较复杂。本研究采用

ＥＤ（ＥｕｃｌｉｄｅａｎＤｉｓｔａｎｃｅ，欧氏距离）算法计算与目

的基因连锁的区域。最终在玉米第９号染色体上定

位了一个位置为１９２３１５２．００～９２９８０４１３．００ｂｐ

（９１０５７２６２．００ｂｐ）区域。从定位的结果来看，定

位的区域还比较大，超过了９１Ｍｂ。从关联区域

的基因富集分析来看所富集的基因也比较多，共

计３１７０个基因被注释到不同的通路当中。后续

可以针对这９１Ｍｂ区域开展和筛选到的基因进

行进一步研究，同时本研究所发的标记可以扩展

到其他玉米材料，在更广泛的遗传材料背景下开

展玉米萌发期耐冷性的遗传研究。
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