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基于基因组重测序信息构建玉米
第5染色体的片段代换系

林 峰，葛 敏，宝华宾，赵 涵
(江苏省农业科学院农业生物技术研究所/江苏省农业生物学重点实验室，江苏 南京 210014)

摘 要：利用玉米自交系齐319与郑58杂交衍生的重组自交系群体，通过筛选剩余杂合体(RHL)以达到快速构

建CSSLs的目的。在接近纯合的重组自交系群体中，结合基因组重测序信息扫描玉米第5染色体上的 InDel位点，

定点开发分子标记，筛选剩余杂合体进行自交快速获得了多个位点的染色体片段代换系。在玉米 5号染色体的

19 130 718 bp～214 379 898 bp区间内，共获得 41个染色体片段代换系。两个染色体片段代换系位点间的间距为

0.2～26.4 Mb，平均为2.5 Mb。其中8个染色体片段代换系群体中只含有1个多态位点，为单片段代换系。本研究所

建立的CSSLs可为玉米第5染色体上QTL的精细定位及功能分析提供支撑，并为玉米育种提供中间材料。
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Chromosome Segment Substitution Lines Construction on Maize
Chromosome 5 Based on Next-generation Sequencing
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Abstract: By a method of discovering residual heterozygous line(RHL) in the recombinant, inbred lines and

CSSLs were produced after self-pollination. Based on re-sequenced data of maize genome through next generation
sequencing, InDel markers were developed throughout chromosome 5 and 41 CSSLs were selected at average space
of 2.5 Mb from the 19 130 718 bp to 214 379 898 bp. The minimal space between adjacent CSSLs was 0.2 Mb while
the max was 26.4 Mb. Eight single segment substitution lines were produced containing only one polymorphic site.
These CSSLs will be benefit for fine-mapping of QTLs located on chromosome 5 and also can achieve the develop⁃
ment of plant molecular breeding from utilizing single gene to synthetically exploiting genome.
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玉米作为我国第一大作物，是不可或缺的重要

粮食及饲料来源。玉米中大多数重要的农艺性状如

产量、品质、生育期及抗逆性等均为数量性状，受数

量性状位点(Quantitative trait loci, QTL)控制。由于

QTL的检测受环境和实验误差影响较大，初级定位
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一般只能将其置信区间限定在 10～30 cM的范围

内 [1]，在这较长的染色体区域存在着大量与目标性

状无关的基因，利用与之连锁的标记进行辅助育种

尚存在许多缺陷。为了鉴定并克隆真正控制目标性

状的候选基因，一般通过培育次级定位群体来精细

定位QTL。
染色体片段代换系(Chromosome segment substi⁃

tution lines，CSSLs)是产生次级群体的首选材料，它

与受体亲本只有 1个或几个代换片段不同，其他遗

传背景一致。只含1个染色体片段与受体亲本不同

时，称单片段代换系(Single segment substitution line，
SSSL)，理论上与其受体亲本在遗传背景间只有单个

代换片段的差异，消除了其他背景的干扰，提高了



22 玉 米 科 学 23卷
QTL定位的精确度；同时能降低效应较大QTL对效

应较小QTL的遮盖作用，减少QTL之间的互作，从

而使微效QTL被检测出来 [2～4]。Alpert[5]利用由近等

基因系构建的包含 3472个单株的次级F2群体精细

定位了控制番茄果实重量的 fw2.2，进而克隆到了该

QTL，证实该基因是控制细胞伸长的负调控因子[6]。

目前，该类群体已被广泛用于QTL的精细定位及图

位克隆[7～10]。迄今为止，构建 SSSL及类似群体的作

物包括番茄、水稻、小麦、大麦和玉米等，并以之检测

到许多控制重要农艺性状的QTL[11，12]。Salvi等 [13]以

B73和Gaspe Flint为亲本构建了75个SSSLs，利用此

群体定位了与玉米花期、节数、节间长、穗数、茎干长

度、穗上节数以及穗下节数等性状相关的QTL。
构建CSSLs的常规方法至少需要 3～4代回交，

到 BC3F1后自交得到 BC3F2，并且从 BC1代开始须结

合分子标记进行导入片段的正向选择和轮回亲本的

背景选择，需要投入较大的人力物力。Yamanaka等[14]

提出，在重组自交系群体中筛选剩余杂合体的方法，

能大大节省时间，由剩余杂合体衍生的群体已被广

泛用于作物主要性状的精细定位及图位克隆[15～17]。但

由于鉴定剩余杂合体需要更多的分子标记分析基因

型，传统开发分子标记的方法通量较低，大大限制了

其应用。随着基因组测序技术和计算生物学的发

展，基于生物信息学的方法大规模挖掘基因组特异

分子标记已成为可能。本研究利用玉米基因组重测

序信息，定点开发第 5染色体上的 InDel分子标记，

在接近纯合的重组自交系群体中筛选剩余杂合体，

快速得到覆盖整条染色体的片段代换系，大大加快

了构建染色体片段代换系的进程，为玉米第 5染色

体上基因的定位及克隆奠定基础。

1 材料与方法

1.1 供试材料

试验所用材料为玉米自交系齐319与郑58杂交

衍生的 F7代重组自交系群体及其亲本，共 50个株

系，2014年种植于江苏省农科院实验田，每株系种

植1行，行长2 m，行宽40 cm，每行播种10粒。

1.2 玉米重测序序列清理及全基因组组装

玉米自交系齐 319与郑 58基因组测序数据由

NCBI 网站下载 (http://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/
sra/sra.cgi?study=SRP001425)，利用 SolexaQA软件包

对原始测序数据进行质量(Q20，Phred-Score≥20即

1%的错误率)和测序长度(L20，长度≥20 bp)过滤。

随后利用 SOAPdenovo2[18]组装软件对清理后的序列

进行全基因组组装。

1.3 玉米第5染色体 InDel的发掘与标记开发

与玉米B73基因组序列(v3)比对，筛选出两亲本

第 5染色体的序列。利用Primer3[19]设计引物，使得

PCR产物都够覆盖整条染色体。通过电子 PCR的

策略在两个亲本间进行模拟PCR扩增，进一步通过

cPCR软件(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/e-pcr/)
分析标记位点的多态性，模拟中碱基错配值Mis⁃
match≤3 bp。电子多态性筛选的候选多态性位点即

可能存在 1个 InDel。利用该引物即可作为 InDel标
记用于该位点的基因型检测。

1.4 基因型检测

将群体所有单株及亲本取样，植物叶片用低温

真空干燥仪干燥后，采用Karroten植物基因组DNA
提取试剂盒抽提 DNA，具体步骤详见试剂盒说明

书。DNA加适量TE溶解后，4℃或-20℃贮藏待用。

PCR反应体系为25 μL，包含5 pmol两侧引物，2.5 μL
10 x buffer，1.25 nmol dNTP，1 U Taq聚合酶和 40 ng
模板DNA。扩增程序为 94℃ 3 min预变性，然后进

入扩增循环，94℃ 30 s，55℃或 60℃ 30 s，72℃ 40 s，
35个循环后，72℃反应 5 min。扩增产物在 2%琼脂

糖凝胶上电泳分离，溴化乙啶显色，凝胶成像仪上观

察、照相并记录。

1.5 染色体片段代换系群体的构建

通过对群体所有单株第 5染色体的基因型分

析，筛选出所有位点为杂合的单株，套袋自交，后代

在该位点发生分离，利用相同标记筛选出该位点为

纯合的两类单株 (与亲本齐 319相同或与郑 58相

同)，该两类单株全基因组基本相同，只在检测位点

不同，即构成该位点的染色体片段代换系群体。

2 结果与分析

2.1 InDel的发掘及多态性分子标记的开发

玉米第 5染色体约含 217 959 525个碱基，扫描

整条染色体序列，共开发413对引物，从4 200 779 bp
起始，到 214 538 822 bp 止，覆盖了该染色体的

96.5%。所有引物在齐319和郑58间进行了多态性

筛选，其中揭示亲本间多态的标记有244个，多态率

为 59%，平均 805 kb有 1个多态位点。有多态标记

间的最小间距为1.6 kb，最大间距为11.6 Mb(图1)。
2.2 第5染色体中剩余杂合体的筛选

齐319与郑58杂交衍生的重组自交系群体共存

活 354个单株，利用亲本间有多态的引物检测所有

单株的基因型。共有89对引物检测到杂合位点，如

图2箭头所示。平均每隔2.2 Mb检测到1个多态位

点，两位点最小间距为20 kb，最大间距为26.4 Mb。



2.3 染色体片段代换系群体的获得与鉴定

选取剩余杂合体单株进行套袋自交，共收获62

个单株。自交后代中随机选取6粒种子进行基因型

鉴定，利用上述检测到杂合位点的引物分析，结果表

明，41个株系基因型发生分离，12个株系未检测到

分离，剩余株系未扩增出清晰条带。发生分离株系

包括 3种基因型，两种与亲本相同的纯合带型及杂

合带型。含有不同纯合带型的单株整个遗传背景基

本一致，只在检测位点处有差异，一起构成染色体片

段代换系群体(图3)。
2.4 染色体片段代换系差异位点的分析

共有 78对引物检测到上述 41个基因型发生分

离的株系，这些引物从5号染色体的第19 130 718 bp
起始，到 214 379 898 bp为止，平均 2.5 Mb获得 1个

染色体片段代换系。两个染色体片段代换系位点间

图1 基于基因组重测序信息开发的多态性标记在第5染色体上的分布

Fig.1 Distribution of the polymorphic markers on chromosome 5 developed based on next-generation sequencing

图2 在重组自交系群体中筛选到的部分剩余杂合体

Fig.2 Residual heterozygous lines screened from the RILs population

图3 利用分子标记鉴定染色体片段代换系

Fig.3 Determination of the chromosome segment substitution
lines(CSSLs) by using molecular markers
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3 结论与讨论

染色体片段代换系群体多是通过F1代与轮回亲

本进行多代回交，然后对供体亲本的染色体片段进

行选择得到的高代回交群体。通常需要至少 3～4
次回交后所得的染色体片段代换系的遗传背景才能

与轮回亲本接近一致。虽然分子标记能够加快背景

选择的速度，但仍然需要多代回交，而且利用分子标

记进行背景选择很难覆盖整个基因组。另外，如果

想构建多个位点的染色体片段代换系，需要分别进

行回交，然后进行选择，工作量大。剩余杂合体

(RHL)是从高代重组自交系群体中获得的在目标区

间呈杂合而背景基本纯合一致的单株，只需利用目

标区间的分子标记在高代重组自交系群体中进行筛

选即可获得RHL，其自交后得到的遗传分离群体整

体遗传背景基本一致，只在目标区间发生分离，即得

到该区间的染色体片段代换系群体。本研究利用已

接近纯合的F7代重组自交系群体，筛选目标区段的

剩余杂合体，其自交后即得到该位点纯合的染色体

片段代换系群体，并且同时检测了多个位点，大大加

快了获得染色体片段代换系群体的进程。

鉴定出重组位点的基础是具有足够数量的分子

标记。在很多研究中，虽然通过加大遗传群体或通

过交互杂交等方法增加了重组率，但由于缺乏能够

检测出重组的分子标记而限制了研究的进一步开

展。目前，在玉米中广泛应用的分子标记主要包括

RFLP、SSR、InDel、SNP标记等 [21～26]。利用玉米 B73
及Mo17杂交构建的重组自交系 IBM群体，已将上千

个 SSR分子标记定位在玉米的 10条染色体上。但

由于SSR分子标记在不同亲本间的多态率相对来较

低 [27, 28]，在遗传图谱上留下较大的间隙。当针对某

一区段进行分行时，很难找到更多合适的多态性标

记，上述开发分子标记的方法通量偏低，限制了

RHL筛选的效率。近年来，随着基因组测序技术的

快速发展，第二代测序已被广泛应用于动植物全基

因组测序、重测序、转录组以及表观基因组等方面的

研究[29～31]。通过重测序比较发现，玉米不同基因型

间存在着大量 InDel变异。Lai等[32]估算中国 6个玉

米优良自交系的非重复区大约存在30 178个 InDel，
其中约有571个 InDel位于功能基因内，这些变异直

接导致了玉米表现型的多样性，提供了更多的标记

位点。利用玉米基因组重测序信息，建立了大规模

开发分子标记，并对其进行电子多态性筛选的流

程 [33]，利用该流程在玉米第5染色体上开发出了413
对 InDel标记引物，覆盖了该染色体的96.5%，其中，

揭示亲本间多态的标记有244个，多态率达59%；平

均805 kb有1个多态位点，提高了玉米第5染色体上

RHL的鉴定效率。

的最小间距为0.2 Mb，最大间距为26.4 Mb(图4)。平

均每组染色体片段代换系含有4.9个多态位点，8组
染色体片段代换系只含有 1个多态位点，为单片段

代换系。多态位点最多的一组染色体片段代换系含

有34个多态位点。

图4 染色体片段代换系在第5染色体上的分布

Fig.4 The physical map of the chromosome segment substitution lines(CSSLs) on chromosome 5
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使用上述标记对重组自交系群体中剩余杂合体

的筛选，获得了 41个位点的染色体片段代换系群

体，几乎覆盖了玉米第5染色体，两个位点间的最小

距离为0.2 Mb，但其中尚存在几个比较大的间隙，最

大的位于染色体中部，两个位点的间隔为 26.4 Mb，
位于着丝粒位置。两位点间距离超过10 Mb的区段

共有4个，可以针对该区段开发新的分子标记，还可

增加重组自交系群体株系的数目进行筛选。未检测

到分离的株系可能是因为样本量太少，在选择的种

子中没有分离。通过筛选剩余杂合体构建的染色体

片段代换系群体中可能含有影响相同性状的其他

QTL位点，会对该群体的应用产生影响。可以在剩

余杂合体中同时鉴定其他QTL位点，从而获得只含

有特定QTL的染色体片段代换系群体。玉米第5染
色体上已经定位了多个重要性状的QTL，如抗粗缩

病 QTL、株高 QTL、穗位高 QTL以及铝耐受性 QTL
等[34～36]。利用构建的染色体片段代换系可以对上述

QTL进行精细定位并将已知有益位点应用到玉米育

种中。
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