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基于全基因组测序构建水稻

RIL 群体遗传图谱

王朝欢，宋博文，余思佳，肖武名，黄　明
(华南农业大学 农学院/国家植物航天育种工程技术研究中心，广东 广州 510642)

摘要: 【目的】以籼稻品种‘MDS’和‘R315’为亲本，构建一张高密度的遗传图谱，挖掘水稻 Oryza sativa L.重
要农艺性状相关基因并加快水稻品种选育。【方法】对两亲本及其 192 个重组自交系 (RILs) 群体进行全基因组

测序，筛选高质量单核苷酸多态性 (SNPs)，划分 bin 标记，针对每个连锁群使用 JoinMap4.0 对 bin 标记进行排

序，用 perl SVG模块绘制连锁图，并对标记在基因组和遗传图谱上的位置进行共线性分析。【结果】两亲本间共

筛选出 221 494个高质量 SNPs，构建了一张高密度遗传图谱，包含 1 612个 bin标记，总图距为 1 327.82 cM，相

邻标记间平均遗传图距为 0.82 cM。共线性分析显示各连锁群上的大部分标记顺序与基因组保持一致，共线性

较好，图谱质量高。【结论】本研究构建的高密度遗传图谱质量较高，为后续功能基因的鉴定提供了基础。
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Construction of a genetic map of rice RILs based on
whole genome sequencing

WANG Chaohuan, SONG Bowen, YU Sijia, XIAO Wuming, HUANG Ming
(College of Agriculture, South China Agricultural University/National Plant

Breeding Engineering Technology Research center, Guangzhou 510642, China)

Abstract: 【Objective】The indica cultivar ‘MDS’ and ‘R315’ were used as parents to construct a high-density

genetic  map,  explore  the  important  agronomic  traits  related  genes  of  rice  (Oryza  sativa L.)  and  accelerate  the

breeding  of  rice  cultivars.【Method】Whole  genome sequencing  of  parents  and  their  192  recombinant  inbred

lines (RILs ) were performed to screen high-quality single nucleotide polymorphisms (SNPs) and construct bin

markers. The bin markers were sorted using JoinMap4.0 for each linkage group, and perl SVG was used to draw

the linkage map. Collinearity analysis was conducted according to the position of the markers on the genome and

genetic  map.【Result】A  total  of  221  494  high-quality  SNPs  were  screened  between  the  two  parents.  The

constructed  high-density  genetic  map  contained  1 612  bin  markers.  The  total  map  distance  was

1  327.82  cM,  and  the  average  genetic  map  distance  between  adjacent  markers  was  0.82  cM.  The  collinearity

analysis showed that the order of most markers on each linkage group was consistent with that on the genome.

The collinearity was good and the map was of high quality.【Conclusion】The constructed high-density genetic
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map is of high quality, providing a preliminary basis for the subsequent identification of functional genes.

Key words:  Oryza sativa L.; recombinant inbred line; whole genome sequencing; genetic map
  

水稻 Oryza sativa L.是世界上超过一半人口的

主要粮食作物，深入挖掘重要的功能基因对水稻主

要农艺性状的遗传改良具有重要意义。高密度遗传

图谱的构建为基因的精准定位和克隆创造了必要

条件。

本研究使用的重组自交系 (Recombinant inbred
l i n e s，R IL s ) 群体是由籼稻‘MDS’和籼稻

‘R315’构建的高代重组自交系，具有稳定的表型

性状，是一个良好的永久性遗传群体。自 1988 年

McCouch 等 [ 1 ] 利用籼稻‘IR34583’与爪哇稻

‘Bulu Dalam’衍生的 F2 群体构建了第 1 张含

135 个限制性内切酶片段长度多态性 (Restriction
fragment length polymorphism，RFLP)标记的水稻分

子连锁图谱以来，水稻的遗传图谱相继诞生。传统

的图谱构建通常利用 RFLP、简单重复序列 (Simple
sequence repeat，SSR) 标记和随机扩增多态性

DNA(Random ampl i f ied  polymorphic  DNA，

RAPD) 标记。结合多种分子标记技术进行遗传图

谱构建可进一步增加标记的密度。徐建龙等[2] 利用

272 个均匀分布的标记 (141 个 RFLP 标记、99 个

SSR 标记、29 个 RAPD 标记和 3 个形态标记) 构建

了连锁图用于 QTL 分析，该连锁图总共覆盖基因

组 2 777.7 cM，相邻标记间平均距离为 10.2 cM。早

期的分子标记，作图距离通常较大，后期精细定

位工作需要大量分离的 F2 代个体。随着 DNA测序

技术的快速发展，基于高通量测序的新型分子标记

越来越多地应用于高密度遗传图谱的构建 [ 3 - 4 ]。

Chen 等[5] 利用 148 个子代组成的 RIL 群体构建了

1 680.9 cM 的遗传图谱，平均遗传距离为 1.16 cM，

共定位到 23 个耐盐相关 QTLs，其中，位于第 1、4、
12号染色体上的 3个 QTLs表现出累加效应。单核

苷酸多态性 (Single nucleotide polymorphism，

SNP)标记作为第 3代新型分子标记技术，具有数量

多、遗传稳定性高以及易于自动化分析等优点[6]，已

成为近年来水稻高密度遗传图谱构建的优先选择。

本研究利用全基因组测序 (Whole genome
sequencing，WGS) 技术对籼稻‘MDS’和籼稻

‘R315’构建的 1 个 RIL 群体进行全基因组测序，

先鉴定出两亲本间的 SNP，再利用 SNP构建 bin标
记，最后构建 1 张高密度遗传图谱，以期为进一步

深入挖掘和研究重要农艺性状基因奠定有利基础。

1   材料与方法

1.1    试验材料

本研究使用的材料为国家植物航天育种工程

技术研究中心前期收集的籼稻地方品种‘MDS’
和‘R315’。父本‘MDS’是大穗、抗倒、高产型

的地方籼稻品种，具有高光效、高养分利用率等特

点。母本‘R315’是在‘象牙香占’基础上改良

的籼稻恢复系，具有抗病、优质、配合力好等特点，父

母本杂交，F2 代通过单粒传法繁殖获得高世代 RILs。
1.2    CTAB 法提取植物叶片 DNA

2019年晚季在华南农业大学校内教学科研试

验基地的试验田中种植水稻亲本和 RILs 群体 (含
192 个株系)，每个材料按 6 行×6 株的规模种成小

区，株行距均为 20 cm，单苗插植，常规栽培管理。

F5 代单株收种。亲本及其 RILs(F6 代 ) 群体取

20粒饱满种子萌发，取各个株系的幼嫩叶片 (每个

株系随机取 5株混样)，按 CTAB法[7] 提取 DNA后

送至北京诺禾致源生物信息科技有限公司进行测

序分析。

1.3    DNA 文库构建及测序

检测合格的 DNA 样品通过酶切、加测序接头、

纯化、PCR 扩增等步骤完成整个文库制备。构建好

的文库通过 Illumina(测序仪)进行测序。

1.4    测序数据质量评估及分析

检测合格的 DNA 文库进行 HiSeq 测序，产出

Raw reads，结果以 fastq 文件格式存储。经过过滤，

得到高质量的 Clean reads。对 192个子代及亲本测

序数据进行统计，包括测序 reads 数量、数据产量、

测序错误率、Q20、Q30、GC含量等。另外，将 Clean
data 与 NCBI 的核苷酸数据库进行比对，以评估是

否有其他来源的 DNA 污染。将 2 个亲本及 192 个

子代测序数据与参考基因组 (http://www.mbkbase.
org/R498/) 进行比对，反映测序数据与参考基因组

的相似性，覆盖深度和覆盖度能够反映测序数据的

均一性及与参考序列的相似性。

1.5    单核苷酸多态性检测与标记开发

SNP 主要是指在基因组水平上由单个核苷酸

的变异所引起的 DNA 序列多态性，包含单个碱基

的转换、颠换等。基于 Burrows-Wheeler aligner
(BWA) 比对结果，利用群体检测 SNP 的方式对亲

本和 192 个子代进行 SNP 检测。对 BWA 比对结
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果进行过滤：将比对到水稻参考基因组上唯一位置

的 reads挑选出来，采用 GATK(The genome analysis
toolkit)[8] 对过滤后的 bam文件进行群体 SNP的检测。

为减少测序错误造成的假阳性 SNP，要求亲本 SNP
碱基支持数不少于 5，子代 SNP碱基支持数不少于

3，统计杂合 SNP数、纯合 SNP数和杂合 SNP比例

（杂合 SNP数/总 SNP数）。

基于亲本基因型检测结果，进行亲本间多态

性标记开发，并选择 RIL 群体的可用标记类型

(“aa×bb”型)，即 2 个亲本的某个 SNP 基因型都

为纯合且不相同。完成标记开发后，提取 192 个子

代在亲本多态性标记位点的基因型，对分型后的标

记进行筛选。首先进行异常碱基检查，子代分型结

果中，可能会出现少数亲本中没有出现的碱基型，

则认为该碱基是异常碱基，碱基缺失用“—”表

示；基于上述结果继续进行异常基因型检查，本研

究群体类型为 RILs，在子代分离群体中，主要以纯

合为主，杂合类型占比很低，杂合标记也视为异常

基因型，转化为缺失。

1.6    高密度图谱构建及质量评估

利用最终获得的高质量 SNP标记，对每个个体

使用 15 个 SNP 滑动窗口、步移长度为 1 的策略检

测 RILs 间的重组断点，得到群体重组断点分布图。

针对每个连锁群使用 JoinMap4.0 对每个连锁群的

bin标记进行排序 (连锁群使用回归算法排序，采用

Kosambi函数计算遗传距离)。根据获得的 bin标记

的遗传距离，使用 perl SVG 模块绘制连锁图，并依

据文献 [9]对标记在基因组上的位置和遗传图谱进

行共线性分析。

2   结果与分析

2.1    亲本性状差异及测序数据信息分析

通过对两亲本的农艺性状数据进行差异显

著性分析，发现两亲本在每穗颖花数、粒长、每穗

实粒数、叶宽、株高和二级枝梗数上具有极显著

差异 (P<0.01)(图 1)，每穗颖花数、粒长、每穗实粒
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“**”表示亲本间差异极显著 (P<0.01，t 检验)

“**” indicates highly significant difference between parents (P < 0.01, t test)

图 1    亲本农艺性状分析

Fig. 1    Agronomic character analysis between parents
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数、叶宽、株高、二级枝梗数是后续研究重点关注

性状。

通过对两亲本和 RILs 群体 192 个子代检测合

格的 DNA 文库进行 H i S e q 测序，总共获得

549 496 399 500 bp 测序量。亲本‘MDS’得到

4 140 981 000 bp Raw reads，过滤后得到 Clean reads
4 134 873 600 bp，平均测序深度为 9.33×；亲本

‘R315’ 共得到 4 395 794 100 bp Raw reads，过滤

后得到 4 390 405 500 bp Clean reads，平均测序深

度 9.66×。RILs群体 192个子代中平均每个个体的

Raw reads 约 2 817 557 919 bp，平均测序深度

6.33×。亲本总体测序质量高，Q20≥95%，Q30≥89%，

GC 分布正常，‘MDS’和‘R315’中 GC 含量分

别为 43.73%和 44.12%。

将 2 个亲本及 192 个子代的测序数据与参考

基因组比对。参考基因组大小为 390 983 850 bp，
192 个子代样本比对率均在 91% 以上，1×覆盖度

(至少有 1个碱基的覆盖)平均为 92.45%，对参考基

因组捕获区域的平均覆盖深度为 6.30×；比对结果

可用于后续的变异检测及相关分析。

2.2    SNP 识别与基因分型

基于 2 个亲本的基因型分析结果，开发的标记

类型及数量如图 2 所示，父母亲本间共鉴定出具有

多态性的位点 470 833个，可用标记类型为“aa×bb”
型，共计 221 494个。

  

0

50 000

100 000

150 000

200 000

250 000

ab×aa ab×ab aa×bb aa×ab

标
记

数
量

/个
M

ar
ke

r q
ua

nt
ity

标记类型
Marker type 

“a”、“b”代表不同的碱基类型

“a” and “b” represent different base types

图 2    开发的单核苷酸多态性标记的类型及数量

Fig. 2    Type and quantity of developed single nucleotide
polymorphism markers

 
对分型后的遗传标记进行筛选，未发现异常

碱基，说明基因分型准确性较好。基于筛选的结

果对子代分型结果进行异常基因型检查，未发现

杂合类型，说明 RILs子代群体中，杂合类型占比

较低。最终获得 221 494个有效标记用于连锁性

分析。

2.3    高密度遗传图谱构建及质量评估

基于获得的 221 494 个 SNP 标记，对每个个

体使用 15 个 SNP 滑动窗口、步移长度为 1 的策

略 [9] 检测 RILs间的重组断点，得到群体重组断点

图 (图 3)。利用图 2的标记信息，可追踪到 192个
子代中每个子代的每条染色体的重组事件发生

的位置。

 
 

Chr 1 Chr 2 Chr 3 Chr 4 Chr 5 Chr 6 Chr 7 Chr 8 Chr 9 Chr 10 Chr 11 Chr 12

 
Chr 1~12：染色体编号；红色表示与亲本‘R315’一致的区域，蓝色表

示与亲本‘MDS’一致的区域

Chr 1−12: Chromosome number; Red area is consistent with parent
‘R315’, blue area is consistent with parent ‘MDS’

图 3    群体重组断点图

Fig. 3    Group recombination breakpoint diagram

 
使用 JoinMap4.0 对每个连锁群的 bin 标记

进行排序 (连锁群使用回归算法排序，使用

Kosambi 函数计算遗传距离)，最终获得 bin 标记

1 612个，均匀分布在各染色体上 (图 4)。用 perl SVG
模块绘制连锁图，总图距 1 327.82 cM，覆盖了

12 个连锁群 (分布在水稻的 12 条染色体上)，标
记间的平均图距为 0.82 cM。各个连锁群 bin标记

数量、总图距、平均图距等基本信息如表 1 所

示。其中第 1 号染色体 (Chr 1) 连锁群图距最长，

为 170.19 cM，包含 bin标记最多，为 194个，标记

间平均图距是 0.88 cM；第 11 号染色体 (Chr 11)
连锁群图距最短，为 60.18 cM，包含 bin 标记最

少，为 68 个，标记间的平均图距是 0.89 cM；连锁

群中最大间隔 (Maximum gap) 长度小于 5 cM 的

比例高达 98.2%。
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表 1   遗传连锁群信息

Table 1    Characteristics of genetic linkage group
 

染色体编号

Chromosome number
标记数量

Marker number
总图距/cM

Total map distance
平均图距/cM

Average map distance
最大间隔/cM
Maximum gap

1 194 170.19 0.88 9.73

2 137 100.75 0.74 5.39

3 164 139.83 0.85 18.29

4 174 125.12 0.72 18.53

5 144 114.72 0.80 14.73

6 125 114.46 0.92 7.75

7 151 128.06 0.85 11.96

8 132 113.11 0.86 19.60

9 116 94.48 0.81 7.68

10 95 68.13 0.72 5.23

11 68 60.18 0.89 5.24

12 112 98.79 0.88 6.07

合计 Total 1 612 1 327.82 0.82 19.60
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图 4    连锁群标记分布图

Fig. 4    Distribution map of linkage group marker
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共线性分析结果 (图 5) 显示，各个连锁群上大

部分标记与在基因组上保持一致，共线性较好，图

谱质量高。

 

3   讨论与结论

高通量测序技术的迅速发展加速了水稻重要

基因的挖掘和应用，在育种上也可以应用相关分子

标记提高材料选育的准确性，加快品种选育。运用

高通量测序获得高质量 SNPs并构建遗传图谱进行

QTL鉴定是目前的研究热点。

亲本的选择是获得高质量图谱的第一步，对后

续的 QTL定位也至关重要。亲本间的 DNA具有多

态性是选材的首要条件，在某一表型或者多个表型

具有极端差异的 2个材料是理想的选择。在研究产

量[10-12]、粒形[13-14] 等性状时，亲本的目的性状要存在

极端差异。前期观察分析发现籼稻‘MDS’和

‘R315’在多个农艺性状上均存在明显差异，包括

株高、叶色、叶长、叶宽、粒形、穗粒数等。进一步的

分析发现双亲在每穗粒数、叶宽、每穗实粒数、粒

长、二次枝梗数、株高等性状上均存在极显著差异，

预示着双亲中可能存在多个控制水稻产量的基因

或者 QTLs。接下来我们将对群体的多个表型数据

进行分析，结合构建的高密度遗传图谱开展深入的

研究。

基于重测序获得高质量的 SNPs，再划分 bin标
记能大幅度提高作图的精度与效率，Huang 等[9] 对

150 个子代的 RIL 群体在 F8 代使用 287 个分子标

记进行基因分型，构建的遗传图谱标记间平均遗传

距离为 5 cM，平均物理距离为 1.4 Mb，需要 3个人

通过 1 年的工作完成；而在 F11 代使用重测序，每

40 kb 就获得 1 个 SNP，将重组断点的分辨率提高

了 35 倍，仅花费 2 周时间，将每 15 个 SNPs 划分

为 1个 bin标记，标记间平均遗传距离为 2.3 cM，平

均物理距离为 600 kb。本研究在前人基础上构建的

图谱标记间平均遗传距离为 0.82 cM，平均物理距

离为 242 kb，平均每 16 kb就能产生 1个 SNP，进一

步提高了重组断点的分辨率。

标记的数量也是遗传图谱的一个重要指标，籼

粳杂交能获得丰富的多态性位点[1]，但会定位到大

量的 QTLs，使得后续的研究难以进行。所以进一步

精细定位高级的作图群体，主要指近等基因系类

群体，其通过连续重复回交获得，特征是群体中个

体间遗传背景相似，仅带有少数供体片断，从而消

除背景的干扰和主效基因对微效 QTLs 的掩盖作
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图 5    遗传图谱和物理图谱的共线性分析

Fig. 5    Collinearity analysis between genetic map and physical map
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用，如导入系 (Introgression lines，ILs) 和替换系

(Substitution lines，SLs)[15-16]，其目的为在保证遗传背

景更加相似的情况下得到准确的结果。本研究选择

了在表型上具有较大差异的 2 个籼稻品种作为亲

本，以期在去除相同的遗传背景后得到一定的多态

性遗传标记，准确关联到差异表型的 QTLs。
QTL 及基因鉴定的终极目的是应用于育种。

针对水稻的重要性状，当前已经定位和克隆了一些

重要基因，但大部分的 QTLs 或基因都只停留在试

验阶段，没能与育种实践结合起来。其中主要的

1 个原因就是部分 QTLs 受遗传背景影响很大，很

难在不同群体中检测到相同的 QTL 位点，这很可

能是因为 QTL 的上位性占据了主导地位[17]。主效

QTL或基因的定位，通常会选择遗传背景有较大差

异的亲本构建群体，例如常用的籼粳杂交群体，对

于群体中发现的有价值的 QTL 想用于选育出好的

品种进行推广，还需要进行多次回交、自交，严重影

响育种进程。与此同时，得到的结果会因为材料或

者鉴定的环境改变而无法在育种中展开，最终导致

定位到的 QTL或基因与育种实践相脱节[18-19]。本研

究选择的 2 个籼稻品种，在遗传背景相对相似的情

况下，获得的 QTL 或基因能更加稳定地表达，而且

选择双亲时要注重在性状上互补，在高世代的

RILs 群体中才可以直接筛选到能稳定遗传的目标

株系用于水稻品种选育，从而达到使 QTL 鉴定与

育种同步进行、互相验证的目的。
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