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利用 RFL P和 SSR标记划分玉米自交系杂种优势群的研究
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提　要　利用R FL P 和 SSR 标记对 29个玉米自交系进行杂种优势群划分, 筛选出 56个多态性R FL P

探针酶组合, 66对多态性 SSR 引物, 分别在供试材料中检测到 187个和 232个等位基因变异。两种方

法比较表明, SSR 标记的平均多态性信息量 (P IC, 0. 54)高于R FL P (0. 42) ; 但对供试材料的遗传多样

性评价基本一致, 平均遗传相似系数 (GS)分别为 0. 64和 0. 62。综合R FL P 和 SSR 分析结果进行聚类

分析, 将供试材料划分为四平头, 旅大红骨, L SC, BSSS 和 PA 五个类群, 划分结果与系谱分析基本

一致, 并把系谱来源不清的种质划分到相应的杂种优势群。其中 PN 群的确认, 进一步完善了我国玉

米种质杂种优势群的基本框架, 为育种实践提供了有价值的信息。
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Abstract　　F ive hetero t ic group s w ere determ ined am ong 29 m aize inb red lines u sing R FL P

and SSR m arkers. A to ta l of 56 po lym o rph ic p robe enzym e com b ina t ion s and 66 po lym o rph ic

SSR p rim ers w ere iden t if ied am ong the inb red lines, w h ich p roduced 187 and 232 alleles

respect ively. M ean po lym o rph ism info rm at ion con ten t (P IC ) fo r R FL P s (0. 42) w as low er

than tha t fo r SSR s (0. 54) , bu t m ean genet ic sim ila rity (GS) w ere sim ila r (0. 62 & 0. 64).

T he five hetero t ic group s based on bo th R FL P s and SSR s w ere Sip ing tou, L uda R ed cob,

L SC, BSSS, and PA group s. T hey w ere con sisten t w ith the group ing based on the ava ilab le

ped igree da ta. M o reover, inb reds w ith unknow n pedigree w ere assigned to the estab lished

hetero t ic group s. T he iden t if ica t ion of PA group p rovided a valuab le gu idance fo r m aize

hyb rid b reed ing.
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合理准确地划分玉米杂种优势群, 建立相应的杂种优势模式, 才能有的放矢地改良自交

系和选配杂交组合, 提高育种效率。近几十年来, 形态差异、地理来源、系谱追综、配合力表

现以及同功酶标记等方法相继被用于杂种优势群划分, 但都表现出局限性[ 1, 2 ]。分子标记技

术为玉米杂种优势群划分提供了新的工具。M umm 等 (1994) [ 3 ]利用 46个R FL P 探针酶组合

将美国玉米生产上常用的 148个自交系划分为L SC 和BSSS两大群, 11个亚群。D ub reu il等

(1996) [ 4 ]利用 63个R FL P 探针酶组合将欧洲和北美的 116个自交系划分为马齿和硬粒两大

群, 12个亚群。Sm ith 等 (1997) [ 5 ]报道了利用 131对 SSR 引物对 58个玉米自交系的划分结

果, 并与R FL P 标记进行比较, 表明两种划分结果高度相关 ( r= 0. 85) , 并与系谱分析基本吻

合。众多研究表明, 应用分子标记划分玉米杂种优势群可行有效, 结果与系谱分析基本一致,

并且可以将系谱来源不清的种质划分到相应的杂种优势群[ 6 ]。我国玉米种质日趋复杂, 对现

有种质进行杂种优势群划分将对当前和今后的玉米育种工作有重要指导意义。国内虽有相关

工作开展, 但鉴于实验方法的局限而难以得到合理的结论[ 7～ 11 ]。本研究旨在利用分子标记技

术对我国主要玉米自交系进行杂种优势群划分, 构建当前玉米种质杂种优势群的基本框架,

进一步提高杂种优势利用水平。

1　材料和方法

1. 1　供试材料

所选 29个供试自交系中大部分为我国玉米生产及育种上广泛应用的骨干自交系, 少量

为本单位近年来选育的优良自交系, 均经多年自交, 遗传稳定。其中包括 1997年郑州会议所

确定的B 73、丹 340、M o17和黄早四这 4个标准测验种。自交系名称及系谱来源见表 1。

1. 2　分子标记分析

1. 2. 1　DNA 提取　　玉米植株于温室生长 8～ 10周后, 每个自交系取 10～ 12株混合收获

叶片。按 Saghai2M aroof (1984)CTAB 方法抽提并纯化DNA [ 12 ]。

1. 2. 2　R FL P 分析　　采用地高辛标记的非放射性R FL P 分析。限制性酶切, 琼脂糖凝胶电

泳, Sou thern 吸印, 探针标记及分子杂交与检测等操作均参考C IMM YT 应用生物技术中心

的实验流程[ 13 ]。H ind Ë 酶切的 ΚDNA 为分子量标准。每个样品泳道加入 24. 5 kb 和 1. 5 kb

的DNA 片段作为中间分子量标准, 用于判断样品在凝胶中的迁移质量。研究采用 70 个

UM C 和BNL 探针和两种限制性内切酶 (E coR É和H indË )进行分析, 从中选择杂交带清晰

且有多态性的探针酶组合统计数据。

1. 2. 3　SSR 分析　　采用20 Λl PCR 反应体系, 包括10 mm o löL T ris2HC l, 50 mm o löL KC l,

0. 001% Gela t in, 2. 5 mm o löL M gC l2, 150 Λm o löL dN T P, 10%甘油, 0. 3 Λm o löL SSR 引物,

1单位 T aq 酶, 50 ng DNA 模板。扩增程序为 94℃预变性 1 分钟; 再按 94℃1 分钟, 60℃2 分

钟, 72℃ 2 分钟扩增 25个循环; 最后 72℃延伸 5 分钟。PCR 扩增在 PTC2225 型 PCR 仪 (M J

R esearch )上完成。SSR 扩增产物在 16%非变性聚丙烯酰胺胶上分离, 银染检测。H aeË 酶切

5 X174DNA 为分子量标准, 每个样品泳道加入 523 bp 的DNA 片段作为中间分子量标准。研究

采用 100对 SSR 引物进行分析, 从中选择扩增条带清晰且有多态性的 SSR 引物统计数据。
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表 1　　玉米自交系及系谱来源
Table 1　　M a ize inbred l ines and the ir pedigrees

编号N o. 自交系　 Inbred line 来源　Source

1 D 黄 212 (DH uang212) D 729×黄早四 (D 729×H uangzao4)

2 黄早四 (H uangzao4) 塘四平头杂株 (T angsip ingtou open po llination)

3 汶黄 (W enhuang) 黄早四×汶青 1331抗 (H uangzao4×W enqing1331 R )

4 中黄 204 (Zhonghuang204) M o17二环系 (M o17 recycling line)

5 关 17 (Guan17) M o17×关 73 (M o17×Guan73)

6 M o17 C103×18722

7 B37 BSSSC0

8 B73 BSSSC5

9 B84 BSSSC7

10 旅 9 (L u9) 旅大红骨 (LüD a Red Cob)

11 E28 旅 9×A 619 (Lü9×A 619)

12 丹 340 (D an340) 白骨旅 9×有稃玉米 (Baigu L u9×Pod co rn)

13 自 330 (Zi330) 可利 67×O h43 (Keli67×O h43)

14 5003 美 3147 (M ei 3147)

15 掖 478 (Ye478) U 8112×5003

16 吉 853 (J i853) 黄早四×自 330 (H uangzao4×Zi330)

17 鲁原 133 (L uyuan133) 原齐 721×黄早四 (Yuanqi721×H uangzao4)

18 吉 846 (J i846) M o17×吉 63 (M o17×J i63)

19 掖 107 (Ye107) 美国单交种XL 80 (U. S. XL 80 Recycling line)

20 冀 53 (J i53) 冀群 2C022 (J i group 2C022)

21 丹黄 02 (D anhuang02) 旅大红骨系统综合种 (LüD a Red Cob Group)

22 中自 01 (Zhongzi01) PA 78641

23 中自 03 (Zhongzi03) PA 78599

24 品 1 P6C0 (P in 1 P6C0) PA 综合种 (PA germp lasm )

25 沈 118 (Shen 118) 朝 23×超甜 (Chao23×Super sw eet)

26 4822 综合种 (Synthetic)

27 3H 22 (咸大 202×自 330)×H 84 (X ianda203×Zi330)×H 84

28 77 (黄小 162×美 1865)× (18722×南 55)

(H uangxiao162×M ei1865)× (18722×N an55)

29 多 29 (D uo29) PA 78599

1. 3　数据分析

根据分子杂交和 PCR 扩增结果, 在相同迁移位置有带记为 1, 无带记为 0, 建立数据库。

标记位点的多态性信息量 (Po lym o rph ism info rm at ion con ten t, P IC)按公式 P IC= 1- ∑f2
i 计

算, f2
i 表示 i位点的基因频率[ 5 ]。遗传相似系数 (Genet ic sim ila rity, GS)按公式 GS= m ö(m +

n)计算, 其中m 表示基因型间共有带数目, n 表示基因型间差异带数目[ 14 ]。聚类分析按

U PGM A (unw eighed pair group m ethod arithm et ic averages)方法进行。对R FL P 和 SSR 标

记得到的遗传相似系数矩阵进行简单相关分析。所有数据统计均由N T SYS 软件 (V ersion1.

8)完成[ 15 ]。

2　结果与分析

2. 1　分子标记分析

R FL P 分析中选取 34个探针, 共 56个探针酶组合用于数据统计, 涉及 61 个 R FL P 位
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点, 其中 93%的探针酶组合表现为单拷贝形式。在供试材料中共检测到 187 个等位基因变

异, 平均每个位点的等位基因数为 3. 06个, 其变化范围为 2～ 7 个。SSR 分析中选取 66对

SSR 引物用于数据统计, 涉及 66个 SSR 位点, 共检测到 232个等位基因变异, 平均每个位

点的等位基因数为 3. 52个, 其变化范围为 2～ 7个。R FL P 和 SSR 分析共检测到 419个等位

基因变异, 涉及 127个位点, 平均每个位点的等位基因数为 3. 30个。所用 34个R FL P 探针

和 66个 SSR 位点均已定位在玉米遗传图谱上, 较好地覆盖了所有 10条染色体, 平均每条染

色体有 10个标记位点 (图 1)。

图 1　　所用RFL P 和 SSR 标记及其在玉米染色体上的位置 (参考M aize DB, 1999)

F ig. 1　　RFL P & SSR m arkers used and their location on m aize ch romo som es (M aize DB, 1999)

图 2　　利用RFL P 探针酶组合 um c68öH indË对 29个自交系的分析结果 1～ 29为供试自交系 (表 1)

M : 分子量标准 (ΚDNA öH indË )　 IM : 中间分子量标准 (24. 5 kb 和 1. 5 kb)

F ig. 2　　RFL P analysis fo r 29 inbred lines using um c68öH indË N um ber of m aize inbred lines are show n in tab le 1

M : M o lecu lar w eigh t m arker (ΚDNA öH indË )　 IM : In ternal mo lecu lar w eigh t m arker (24. 5 kb & 1. 5 kb)

R FL P 分析位点的平均多态性信息量 (P IC)为 0. 42, 变化范围为 0. 05 (um c54öH indË )
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至 0. 77 (bn l13. 05öH indË ) ; SSR 分析位点的 P IC 在 0. 13 (ph i035)至 0. 83 (ph i126)之间, 平

均为 0. 54, 高于R FL P 标记 0. 12, 说明 SSR 比R FL P 标记有较高的多态性。

图 3　　利用 SSR 引物 bng1589对 29个自交系的分析结果 1～ 29为供试自交系 (表 1)

M : 分子量标准 (5 174öH aeË )　IM : 中间分子量标准 (523 bp)

F ig. 3　　SSR analysis fo r 29 inbred lines using p rim er bng1589 N um ber of m aize inbred lines are show n in tab le 1

M : M o lecu lar w eigh t m arker (5 174öH aeË )　 IM : In ternal mo lecu lar w eigh t m arker (523 bp)

2. 2　遗传多样性分析

根据R FL P 分析结果计算 29个自交系间的遗传相似系数 (GS) , 其范围在 0. 53～ 0. 91之

间, 平均 0. 62。其中自交系汶黄和旅 9间的遗传相似性最小 (GS= 0. 53) , E28和旅 9间的遗

传相似性最大 (GS= 0. 91)。根据 SSR 分析结果得到的遗传相似系数在 0. 53 (4822和中自 03)

至 0. 99 (黄早四和汶黄)之间, 平均 0. 64。综合R FL P 和 SSR 标记分析得到的遗传相似系数

位于 0. 59 (沈 118和汶黄)到 0. 96 (E28和旅 9)之间, 平均 0. 62。

R FL P 分析所得平均遗传相似系数 (GS= 0. 62)与 SSR 分析结果 (GS= 0. 64)基本一致,

反映两种标记方法对供试自交系的遗传多样性水平有较一致的评价。此外, GS2R FL P 与GS2
SSR 简单相关分析表明两者呈极显著相关 (P < 0. 001) , 相关系数为 0. 51。相关系数不高表

明两种标记得到一定差别的遗传多样性分析, 这可能是由于两种标记位点分布于玉米基因组

上不同的区域造成的; 因而将两种标记结果综合起来将对供试材料作出更合理的遗传多样性

分析。

2. 3　聚类分析

综合R FL P 和 SSR 标记结果对 29个供试自交系进行聚类分析, 结果如图 4。供试自交系

被划分为五个类群: ① 四平头群: 包括黄早四、D 黄 212、汶黄、吉 853、鲁原 133、3H 22、

4822、77; ②旅大红骨群: 包括旅 9、E28、丹黄 02、丹 340、自 330、沈 118; ③L SC 群: 包括

M o17、中黄 204、关 17、吉 846、掖 107、冀 53; ④BSSS群: 包括B 37、B 73、B 84; ⑤ PA 群:

包括 5003、掖 478、中自 01、中自 03、品 1P 6C0、多 29。

黄早四选自四平头杂株, 而D 黄 212, 汶黄, 吉 853, 鲁原 133均含有黄早四血缘, 因此

都划分到四平头群。旅 9, E28, 丹 340, 丹黄 02均来自旅大红骨种质, 故划分至旅大红骨群。

本研究把自330划分到旅大红骨群, 这与传统上将自330归于L SC群的结论不符。M o 17选

3512期　　　　　　袁力行等: 利用R FL P 和 SSR 标记划分玉米自交系杂种优势群的研究　　　　　　　　

© 1995-2005 Tsinghua Tongfang Optical Disc Co., Ltd.   All rights reserved.



图 4　　29个自交系的RFL P 和 SSR 标记综合聚类结果

F ig. 4　　C lustering analysis of 29 inbred lines using RFL P s and SSR s

自C103×18722, 属于L SC 系统, 关 17, 中黄 204, 吉 846均有M o17血缘, 因此划在一群。

B 37, B 73, B 84都选自BSSS系统, 属于瑞德群。对于划分到 PA 群的 5003, 掖 478, 中自 01,

中自 03, 品 1P 6C 0, 多 29均来源于 PN 种质, 因而暂时划分到同一类群。以上结果说明, 利用

分子标记划分玉米杂种优势群行之有效, 划分结果与系谱来源基本一致, 并且还可以将系谱

来源不清或者血缘不直接相关的种质划分到相应的杂种优势群。
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3　讨论

3. 1　RFL P和 SSR标记在种质类群划分中的应用

利用R FL P 和 SSR 标记有效地研究种质的遗传多样性已被众多研究所证实[ 3～ 5, 16 ]; 作者

在R FL P、SSR、A FL P 和RA PD 四种分子标记比较研究中也得出R FL P 和 SSR 标记适用于

玉米种质的遗传多样性分析的结论[ 19 ]。前人研究表明 SSR 的多态性高于R FL P 标记[ 5, 16～ 17 ] ,

与本研究一致。GS2R FL P 与 GS2SSR 的相关性显著, 相关系数 ( r)有时高达 0. 85[ 5 ]; 在本研

究中两种标记方法所得 GS的相关性不高 ( r= 0. 51) , 这说明两种分子标记分析了基因组上不

同区域的遗传变异, A jm one2M arsan (1998) [ 18 ]在R FL P 与A FL P 的比较分析中也得到类似

的结论。要获得对种质遗传变异的精确评价, 所选标记位点在染色体上的均匀覆盖程度是一

个重要因素。R FL P 和 SSR 标记在遗传图谱上的位置可知, 能够很好地反映这种覆盖程度。

本研究综合R FL P 和 SSR 标记结果进行统一分析, 增强了标记位点在染色体上的覆盖程度,

从而获得更为准确的遗传多样性分析。

3. 2　自交系自 330和丹 340的关系

根据育种者的资料 (私人通讯, 1999) , 自 330选自O h43×可利 67, 因而传统的系谱分析

法将其划分到兰卡斯特群。本研究发现自 330与旅大红骨群的代表系丹 340遗传关系紧密,

并归为一类。袁力行等 (2000) [ 19 ]用另外两种分子标记A FL P 和RA PD 所进行的研究也得到

了一致的结论。根据遗传相似性分析, 自 330与旅大红骨群遗传关系较近, 但是否将自 330

划入旅大红骨群还有待进一步确认。自 330和丹 340及其衍生系已在育种生产上广泛应用,

两者关系的确认对育种实践有重要意义。对此, 在今后划分杂种优势群研究中, 使用自 330

的亲本O h43和可利 67以及一定数量的自 330衍生系, 其结果可能会有助于明确这一种质的

归属。

3. 3　我国玉米种质的杂种优势群

我国学者在中国玉米种质的杂种优势群划分方面已经做了一些初步探索。曾三省

(1990) [ 8 ]将我国玉米种质划分为国内系和国外系两大类。陈彦惠等 (1995) [ 9 ]根据杂种优势和

配合力表现将我国玉米种质划分为四平头、旅大红骨、兰卡斯特、瑞德和其它共 5类。王懿

波等 (1997) [ 10 ]根据系谱来源, 杂种优势和配合力表现把我国主要玉米自交系分为 5大群和 9

个亚群。这些划分都是依据育种经验, 杂种优势表现或不完善的系谱追踪, 因而在方法上有

一定的局限性。本研究采用分子标记技术, 将供试材料划分为五类, 其中四平头群、旅大红

骨群、L SC 群和BSSS群四大类与前人工作是一致的。对于 PA 群的提出, 主要是基于分子标

记划分的结果。从聚类图上分析, PA 群与BSSS群遗传关系最近, 它们之间的遗传相似值为

0. 67。但如果放在五大类群的背景下分析, 它们之间还是存在一定的遗传差异, 所以独立划

分为 PA 群。有报告表明, PN 育种材料总体上含有 50%左右的瑞德种质, 因而来源于 PN 材

料的 PA 群与BSSS群遗传关系较近是合理的; 但是育种家在利用 PN 材料选育二环系时, 没

有用双测验种定向筛选, 获得的二环系已经融合了不同优势群的遗传基础, 与BSSS 代表的

瑞德群会有明显的遗传变异。我们曾经在以往的研究报告中把选自 PN 材料的自交系类群冠

名为 PN 群[ 19, 20 ] , 但考虑到利用 PN 材料选出的二环系可能向两个方向分离, 因此在本文将

研究得到的与BSSS 群遗传关系近的这类 PN 种质进一步命名为 PA 群。此外, 五群中以

BSSS 为基础的瑞德群在我国玉米生产上并未大量使用, 考虑到今后深入研究杂种优势的需
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要以及与国际研究资料的可比性, 仍有必要将其作为一个模式群用于理论研究。掖 478、

5003及衍生系在当前生产上已有大量组合, 所以 PA 群的建立初步完善了我国玉米杂种优势

群的基本框架, 对当前玉米育种有重要指导意义。我国玉米育种家已经在 1997年郑州会议上

把黄早四、丹 340、B 73和M o17这四个自交系定为当前使用的标准测验种; 本研究结果证明

这四个标准测验种具有充分的代表性, 在今后的一段时间内仍可继续使用。作者同时建议以

掖 478作为 PA 群的代表加入标准测验种。依据本研究结果得到了五个类群, 在此基础上结

合育种实践经验进一步分析表明: 四平头群与旅大红骨群遗传关系较近, 可以合并为一个杂

种优势群, 暂时冠名为DOM。而BSSS与 PA 两个群则合属于R eid 杂种优势群。因此, 这五

个类群可以进一步概括为三个杂种优势群 (DOM , R eid, L SC) , 为顺利构建我国玉米杂种优

势群模式奠定了基础。

3. 4　进一步划分我国玉米种质杂种优势群的必要性

我国作为玉米生产大国, 有着丰富的种质资源, 既有从国外引入的外来种质, 又有类型

各异的农家品种, 人工改良种等; 随着近年来多元复合种质的应用以及育种过程中发生的种

质交流与渗透, 我国玉米种质日趋复杂; 因此对当前玉米种质进行系统研究已迫在眉睫。今

后应利用分子标记技术对玉米主产区骨干自交系和应用前景较好的新系进行系统的杂种优势

群划分, 再根据育种经验总结和归纳我国常用的杂种优势模式, 这对我国玉米育种有重要的

指导意义, 将使我国玉米育种研究水平和效率得到明显提高。本项研究构建了我国玉米杂种

优势群的基本框架, 筛选出合适的分子标记体系, 为进一步研究打下较好的基础。
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