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中国大豆(Glycine max)核心种质构建

工.取样方法研究

邱丽娟’，曹永生‘，常汝镇‘，周新安2，一王国勋21」孙建英‘I,

谢 华‘，张 博’，李向华’，许占有‘，刘立宏‘
(，中国农业科学院作物品种资源研究所/农业部作物种质资源与生物技术重点开放实验室，北京 100081

2中国农业科学院油料作物研究所，武汉 500082)

    摘要:以23 587份中国栽培大豆为试脸材料，根据农艺性状，用20种方法构建了大豆初级核心种质，对3种分

层法、3种确定取样数法和2种个体选择法进行了比较，明确了栽培大豆核心种质构建的适宜取样方法和取样比

例。不同取样方法与总体都进行了品种分类数、各性状符合度、数量性状平均数、各性状多样性指数方差和平均品

种距离共5个指标的比较分析，结果表明，三层次取样方法(品种分类法)对总体的代表性优于二层次或一层次取

样法，按比例和平方根确定取样数方法对总体的代表性优于多样性指数法，聚类选择的方法对总体的代表性优于

随机选择方法。在20种方法不同取样比例条件下，方法17的平均品种距离降低幅度大于方法巧。因此 利用品种

分类法进行分层，用比例法确定取样数目，根据聚类结果进行个体选择的方法15是构建大豆初级核心种质的最佳

方法。用最佳方法构建的初级核心种质，比较不同取样比例的品种平均距离，确定品种平均距离由缓慢降低到明

显降低点(9。%)为适当的取样比例

    关盆词:中国;大豆:核心种质;取样方法
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Establishment of Chinese Soybean(G.max) Core Collection

I.Sampling Strategy
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    AbStraCt: In this paper, 23 587 cultivated soybeans were analyzed by using agronomic characteristics in order to

find out optimal sampling strategy and sample size for developing soybean core collection in China. The 20 sampling

strategies were used, 18 of them consisted of 3 stratifications, 3 determinations of sampling number and 2 selections of in-

dividuals methods, and the rest 2 were checks. The criteria against whole collection include variety classification, coinci-

dence of 14 characters, mean of 5 quantitative characters, variance of genetic diversity, mean of variety distance. The

results indicated that variety classification was better than methods of one or two stratifications, the proportional sample

determination was better than methods of square root or genetic diversity, and clustering selection of sample was better

than random selection. Therefore, method 15 would be optimal strategy for developing primary Chinese soybean core col-

lection. By using this method, various samples with different proportions of whole collection were compared for mean vari-

ety distance, and the sample size of 9% were taken as the best proportion for construction primary core collection because
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it could keep the variation with山e least varieties
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    大豆起源于中国，据记载己有5 000多年的栽

培历史，在中国各地都有种植。目前中国国家作物

种质资源库己收集保存栽培大豆品种资源2万余

份，居世界各国大豆品种资源之首。这些资源是大

豆品种改良的物质基础，如何深人地对其进行评价

和利用是现今的研究焦点。核心种质(core collec-

tion)概念的提出和发展[t .23为资源研究提供了一条

新的思路。到目前为止，国内外已先后构建了小

麦[3;、大麦川、高粱「，;、花生r6)、多花菜豆比、甘蔗[81

等作物的核心种质。13.w.1-〕认为，根据等位基因
频率有两种取样策略 一是在没有遗传材料的任何

资料的情况下，采用完全随机取样法;再者是根据研

究物种的资料情况，选用恒数、比例或对数取样法的

分层取样策略构建核心种质。然而，已构建的核心

种质，多采取的是分层取样策略。其共同点是根据

物种的基本数据，如来源地、物种分类、生态类型等

对整个收集品进行分组，在分组的基础上采用聚类

和主成分分析取样。究竟哪种取样方法更合理，因

不同物种的考虑因素不同，结论不一。

    笔者以中国收集保存的大豆种质资源为基础材

料，利用3种不同分层方法、3种确定取样数法和2

种样本选择方法，组合成18种不同的构建大豆初选

核心种质的方法，另外，以完全随机法和人工取样法

作对照，通过对20种不同方法进行比较，确定构建

大豆初级核心种质的最佳取样方法，目的是为建立

中国大豆核心种质以及大豆资源的深人研究和利用

等提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

    中国国家种质资源库中已保存栽培大豆种质资

源23 587份。根据国家作物种质资源数据库中的

农艺性状数据对这些品种资源进行取样方法研究。

1.2 方法

    初级核心种质的组成方法采用了分层一聚类法。

聚类分析所用的15个性状包括类型、种皮色、茸毛

色、花色、结荚习性、叶形、生育习性、粒形、子叶色、

脐色、百粒重、生育日数、株高、蛋白质含量和油分含

量。首先对质量性状数据进行规范化(表1)，对数

值型性状以0.5个标准差为间距分为10个等级，利

用S-PLUS开发的大方法聚类分析软件GEBEI进行

混合聚类分析。样品间距离采用欧氏距离(Eu-

clidean distances)，类间距离采用改进的离差平方和

法(Ward's method).

表I 大豆非数值型性状峨值

Table I Coden designed for quantative traits in soybean

性状 Character 肤值 Codes of qummive lr ita

类型

种皮色

子叶色

脐色

粒形

生长习性

结荚习性

茸毛色

花色

叶形

Pt.毗 IYV

Seed coat wlor

Cotyledon wlor

Hilum wlnr

Seed shape

Gmwth h山a

Pudding hehh
Pub.-, color

flower Mm

1..f shape

0二1,Y=2,#=3  Spring=l, Summer二2, Autumn二3
x二I,fg二2,M二3,40二4,5t二，Yellow二1, G， 二2, Black二3, B.-二4, Bicolor =5

黄二l绿=2 Yellow二1, G， 二2

A二1,1114二2A二3AN二4, $<二5,a二6,M二7  Yellow二l, Light b.-=2, Bm，二3, Uark b- 二4, Gre7二5, Blue=6, Black=7

圆二1，扁圆二2,椭圆二3,扁椭圈二4,长拓圆二5,肾形二6 Round二」，Oblate=2, EBipx--3, Flat-ehlipo二4, Long.ellipae二5, Kinder二6

直立二1、半直二3、半获二5,主生二7 Erect=I, S,.--l =3, Semi-mil 二5, Treil二7

有限=3,亚有限二5.无限二7

灰毛!I,棕毛二2 Grey二l,

白花二1,紫花二2 White二1

He-i..=3. Semi-detwrmnere二5, Indeterminate二7

Hrmm=Purple
披针二1椭图二2卵圆二〕，目二4

二2

laacedete二1, Ellipse二2, Ovate=3, Rnmd=4

    将每个方法都与总体进行不同指标的比较，根

据代表总体程度的高低排列秩序。检测的指标包括

品种分类数、性状平均数和方差、性状遗传多样性指

数和方差、性状符合度、平均品种距离。

    有关计算公式如下:

1.2.1 多样性指数取样 百

(H',xm)

客百’1
(1)

H，二

其中

:第 k

一(忍尽P;yln P;i)/n
，N,:第k个类别取样数;N:总品种数;

个类别的平均多样性指数;H':第i个类
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别的平均多样性指数;。:类别总数;n:性状总数;

1:代码总数;P;1:某一类别中第I个性状第1个代码
出现的频率。

1.2.2 平方根法取样

N二T-L、
    >'而一

(2)

    其中，Ni:第1个类别取样数;nj:第1个类别品
种总数;n:类别数;n:第i个类别品种数;N:总品

种数。

1.2.3 显著性测验 多样性指数t测验

    H’二一EP; In P;;

    Var(H')二〔Z(P;I. P; )2一(ZP;I0;)Z]/N+(n-
1)/(2 x N x N)                                                        (3)

    t二(H'】一H'2)/[Var(H',)+Var(H'2) ]'}';

    rn二L 'Var(H',)+V.r(H',) ]'/[V.,(H', )IN,+

Var2 (H'2)/N2 J

    其中，H'、 H',,H'2:某性状的多样性指数;P:某
性状第I个代码出现的频率;n:某性状的代码数;

N , N�N2:品种数;。:自由度;Var(H'), Var(H' ,) , Var

(H'2):方差;;t:实测t值。

    扩测验和F测验用SAS软件完成。
1.2.4 平均品种距离(D)

n N一 胜 产 m

D二6E 丫那xk= I、一、:k)，
Nx(N一1)/2

    其中，Xik:第i个品种第k个性状的值;

数;N:品种数。

    (4)

m:性状

Z 结果与分析

2.1 用加种取样方法组成的样本

    笔者共用20种方法构建了初级核心种质。首

先分三个层次:第一层是根据中国大豆的耕作栽培

制度将全国大豆产区分为北方、黄淮和南方3个栽

培区(简称栽培区);第二层是在栽培区内根据播种

期分为北方春大豆型、黄淮春大豆型、黄淮夏大豆

型、长江春大豆型、南方春大豆型、南方夏大豆型和

秋大豆型(简称种植型)，或者按行政省进行分区;第

三层是按种皮色(黄、绿、黑、褐、双)、生育期(极早

熟、早熟、中早熟、中熟、晚熟、迟熟和极迟熟)、百粒

重(大粒 }18 g;中粒:12一17.9 g;小粒:-<11.9
g) 3个性状对品种分群(简称性状群)C9;。通过不同
分层，将品种分组，在此基础上，样本数的确定包括

比例法，平方根法和多样性指数法 3种方法。确定

出取样数后，分别采用随机或聚类的方法选择个体

这样总共有 18种取样方法。此外，设完全随机法

〔方法 1)和人工选择法(方法20)为对照。用20种

方法共建立了20个样本(表2)，每个样本占总体的

15%左右，变化范围为15.8%(方法 17)一16.2%

(方法7)0

2.2 不同取样方法的比较

2.2.1 不同取样方法的品种分类代表性比较 中

国栽培大豆的生态区划与影响大豆分布的热量、降

水量和光周期这3个主要气候条件因素有着密切的

关系。按照品种分类系统，可将中国23 587份大豆

品种分成490群。将20种方法构建的初级核心种

质的品种分类数与总体品种分类比较(表3)看出，

方法14,15,16,17,18,19的分类均为490，对总体分

类的代表性为100%;而其它方法的品种分类仅占

总体的65.7%一89.8%，以方法7的代表性最低为

65.7%,完全随机取样方法与总体的代表性不是最

低，而人工取样方法对总体的代表性也不是最高，这

两个对照方法(1和20)的代表性分别为75.7%和

87.6%a。对与总体有差别的一层和二层的其它 12

个方法比较，在相同个体选择法前提下，比较3种确

定样本数确定法对总体的代表性，以平方根法>比

例法>多样性指数法。而在相同确定样本数法条件

下，1对以随机(方法6)选择法的代表性比聚类(方

法7)选择略高(4.1%)，其余5对对总体的代表性均

以聚类方法比随机法略高2.0%一11.0%0

2.2.2 不同取样方法各性状符合度分析 根据14

个性状的代码进行符合度分析，除方法8的株高符

合度为90.9%外，不同方法的平均符合度差异均来

自种皮色的差异，与总体完全符合的方法为14,15,

11,7,16，工7,18和19。方法8的性状符合度最低，为
98.1%，其余样本的符合度为98.6%.

2.2.3 不同取样方法各性状遗传多样性方差分析

  不同方法各性状多样性指数方差都大于总体方

差，差异极显著。根据核心种质的方差与总体差异

越大越有代表性的标准，按照方差，从大到小进行排

序。方法3和11对总体的代表性最好，都排在第1

位;其次为方法5，而方法12对总体的代表性最差。

这4种方法的排序号分别为1,1,2和18。在相同分

层及确定取样数条件下，聚类选择好于随机选择。

2.2.4 不同取样方法数量性状平均值的代表性分

析 各方法的数量性状平均值与总体性状平均值进

行显著性 t测验，发现方法 1,8和14的5个性状与

总体差异均不显著、表明这3个方法对总体的代表
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熟2
大豆初级核心种质构魔的20种不同方法

The methods used to construct 20 primary wre collections
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衰3  20种不同初级核心种质方法的品种分类总傲及其占总体分类的百分傲，〕

Table 3  Number, of variety classification and percentage of the total collection in 20 methods of primary core collections in soybean

蕊
品种分类

T州d number

Variety cl-ific.ion

Toral collection 然 赢
品种分类

Tood num恤r

variety elaesiecation

Told collection
    1肠)

溉
，
J

，
沙

，了

6

87
咒
84
加
00
00
00
00
00
87

栩
邓
415
朔
柳
柳
柳
490
柳
429

11
抢
招
14
15
16
17
扭
玲
加

12

”

5

7

2

13

14

10

5

8

塑
脚
侧
川
814
898
708
山
865
845
794

371

372

416

401

月4

347

322

375

416

3四

1
2
3
礴
5
6
7
5
9
10

‘》根据品种分类占总体百分数的高低从小到大排序
  Ranking from small to large based oa the0 Imifiwion number Gom high w low percentage of the total collection
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性最好。与总体只有1个性状存在显著差异的有方

法6,15,16,17和18，这5个方法的代表性较好。与
总体有2个性状存在差异的有方法4,7和12。方法

13有3个性状与总体存在差异;而5,9,10,20这4

个方法与总体有4个性状存在差异。在随机选择的

条件下，不同分层的3种样本数设定法对总体的代

表性均为比例法>多样性>平方根法;而在聚类选

择条件下，一次分层和二次分层的3种样本数设定

法比较，以多样性指数法为最好，三次分层的品种分

类以比例法二平方根法>多样性法。在相同分层和

样本数设定条件下，对有差别的随机选择和聚类选

择进行比较，均以随机选择法与总体差异小，而聚类

选择法对总体的代表性差。

2.2.5 不同方法品种间平均距离的比较 方法内

品种之间的平均距离是衡量品种相似性高低的重要

指标之一。通过对 20种方法比较，可以看出(表

4)，方法17的品种间平均距离最大为6.17，居20种

方法之首。品种之间平均距离在6.00以上的方法

有10个，从大到小排列的顺序依次为方法16>6>8

>20,7>3>9>15,5>19，其余7个方法按品种平
均距离从大到小依次为1>14>11>18>8>2>4,
以方法10的品种间平均距离最小，为5.89。平均品

种距离越大，表明初选核心种质对总体的代表性越

好。因此方法17的取样代表性最好，方法10的代

表性最差。

    在相同个体选择条件下，一次分层和二次分层

法构成的初级核心种质的品种平均距离从大到小的

排列顺序为多样性指数法>比例法>平方根法，而

在三次分层中，方法品种的平均距离从大到小的排

列顺序为平方根法)比例法>多样性指数法。在相

同分层及样本数设定条件下，均以聚类选择的平均

品种间距离大于随机选择的平均品种距离。

2.26 不同取样方法的综合比较 根据分类数、性

状符合度、性状多样性指数方差、平均品种平均距离

这5个指标对总体的代表性高低从小到大分别排序

(表5)。可以看出，方法17的总体代表性最好，其

次为方法 15和14，再次为方法3,16和19。而方法

8和12的代表性最差，对照方法1和20的总体代表

性居中，分别排在第11位和第7位。

    利用排序结果对不同分层法、取样数确定法和

个体选择法进行综合分析。无论是3种确定取样数

方法还是二种选择方法，对总体的代表性从高到低

的趋势为三层法(品种分类)>一层法(栽培区)>二

层法(栽培区+省)，但只有用多样性指数确定样本

时，三层法(品种分类)>二层法(栽培区十省))一

层法(栽培区)。比较3种取样数确定方法对总体的

代表性，总的变化规律是比例法>平方根法>多样

性指数法。与分层和取样数不同，比较2种个体选

择法时，在3种不同分层法和3种不同样本数确定

法中，均表现为聚类选择对总体的代表性优于随机

选择。

    根据5个指标的综合分析，方法巧是构建核心

方法比较好的方法，但从总的排序结果看，方法17

排在第1位，方法15排在第2位。将这2种方法进

行不同取样比较，2种方法都表现为随着样本数减

少，品种间平均距离下降，当取样比例在7%左右品

种平均距离降至最低;当取样数继续减少时，品种平

均距离则呈上升趋势，当取样数与品种分类数相等

时，品种平均距离达到最大。然而，当取样比例从

16%降至，%的过程中，方法17的品种平均距离减

少大于方法15，这是由于个体数多的类别内有差别

品种锐减所造成的。因此，按方法巧构建核心种质

时，能在减少样本同时保持品种间的最大距离。

23 不同取样.的比较

    用方法15构建的核心种质，在取样比例从10%

降到7%时，品种平均距离大幅度降低。为此，在这

2个取样比例中间又增加了2个取样比例9.20%和

8 .86%，分析表明其品种平均距离分别为6.00和

表4 加种方法的品种间平均距离及排序，)

Table 4  The mean value of variety distances (MVDD) for 20 methd.

一“态ICA      flp*hod    *lt$ffx RarkMVDD {M nMethod   W-147offAl      ReekMVDD ’tea燃    0PIMethod "KA      RankMVDD
，7        1C

「1        15

3 6

0        16

1        8

一{ 6.116.05 :
1 8       5.92         14

{

11        5.95          12

12        5.96 ]]

13        6.08           4

14        5.96          11

15        6.01           8

一:6.136.175.936.00;
，)根据平均距离的远近从小到大排序

  R-ki} from larw m am目t based nn menu vane匀dis场川兄
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表5  20种方法不同指标的综合比较。

Table 5  Comprehensive rank of different criteria for 20 methods in soybean

蕊
品种分类
  Vadery

  符合度
Coivaid- e

数量性状平均数
Mean of gsamitive

品种平均距离
Mean of - ;etv

多样性指数方差
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14
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15
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9
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7
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朋
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飞
︸

气

1

，
.

~凡

Q

4

子C

，
1

飞

飞

八j

，
﹄

.q

nn

1

飞

，
‘

2

11

5

7

2

均

14

10

5

8

月

9

6

1

1

1

1

1

:{

::

{:

:)

15

  6

16

8

  3

  5

14

  7

17

12

11

  4

11

  8

  2

  1

13

  9

  5

13

  3

12

  1

16

  8

15

6

  5

  2

17

14

10

  8

14

  4

10

  9

  7

18

19

20

，)根据累计和低高排出从小到大的位次
  Raokfog from low to large based on the t.W number

表‘ 按方法15(最佳方法)不同取样比例的平均品种距离

Table 6  Mean value of variety distance for different samples based on method 15

}41,41,No.     品种数
Number试vanety

  占总体百分数
T.W co11xtioo(%)

    平均品种距离
Mean of variety distance

3 741

3仪 令

2 397

2 170

2041

1 944

1 728

1 102

  738

15.86

12.99

10.16

9.20

8.68

7.33

4.67

3.13

0.82

6.01

6.01

石_00

6.00

5.98

5.95

5.%

597

6.02

1

2

3

4

5

6

7

8

9

5.98。比较不同取样比例的样本，随着取样比例从

15.86%下降到3.83%a，平均品种距离一直呈下降趋
势，但降到0.82%时，平均品种距离又迅速提高，超

过6.00而达到最大。因此，笔者确定初级核心种质

的取样比例为9.2%，此时样本容量为2 170份。

3 讨论

3.1 大豆分层的依据

    中国大豆栽培区划已有近60年的历史，期间由

于农业耕作制度的变革进行了补充和修订。早在

1943年，王金陵Flo]根据“中国土地利用调查”等统计

资料，将全国大豆栽培划分为5大区域，包括春作大

豆区，夏作大豆冬闲区，夏作大豆区，秋作大豆区和

大豆两获区，为大豆的栽培区划奠定了基础。解放

后，卜慕华和潘铁夫[fill将中国大豆栽培区域分为北

方春作大豆、黄淮流域二作大豆区和南方多作大豆

区。研究表明，大豆栽培区划与影响我国大豆分布

的热量、降水量和光周期这3个主要气候条件因素

有着密切的关系。因此，在构建栽培大豆核心种质

时首先考虑的分层因素就是大豆栽培区划。这与其

它植物构建核心种质所考虑的土壤、纬度等因素是

相似的。
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    栽培大豆是由野生大豆驯化而来的，诸多性状

都存在差异，在大豆分类中，王金陵[121提出以种皮
色、开花期、种粒大小对大豆进行分类。然而，与大

豆开花期相比，大豆的生育期生态类型特点在大豆

育种、引种及生产中具有更重要意义〔13'。王金陵

等!14〕用来自全国的24个品种进行光照反应，试验

结果表明，同一地区不同播种期的大豆品种，光照阶

段存在差异。笔者在卜慕华和潘铁夫[”}划分的3
个大豆栽培区基础上，按播种期类型分为北方春大

豆，东北春大豆，黄淮春大豆，黄淮夏大豆，南方春大

豆，南方秋大豆，南方夏大豆7个型，在区和型内按

种皮色、生育期、百粒重分群，共分为490群。这种

分类是品种对光温反应的特点不同所产生的〔9〕。笔
者在比较不同比例方法时发现，当按品种分类数从

每类中选择1份品种时，品种之间的平均距离最大，

这也证明品种分类能够反映品种之间的差异。

3.2 核心种质取样方法

    Yongezawa等[151比较5种构建核心种质的取样
策略，认为一般情况下按比例法是最佳方法。他们

认为，如果在已知多样性的前提下，根据遗传多样性

范围按比例进行分层是最好的方法。笔者对20种

方法的综合比较分析也表明，用比例法确定取样数

目是最佳的方法，且随着方法分层的增加，比例法对

总体的代表性越好。值得注意的是，在分层少(一

层)时，用比例法确定方法数构建核心种质没有平方

根法和多样性指数法好，对总体的代表性从高到低

的排列顺序平方根法>多样性指数法》比例法。通

过对3种分层方法进行比较可以看出，利用栽培生

态区(一层)和品种分类(三层)这些与大豆相关特性

进行分层法构建核心种质，比用行政区划(二层)法

构建核心方法更能代表总体。虽然，在综合排序时，

由方法17构建的方法列在方法15之前，居第一位，

但二者同时按不同取样比例构建方法时可以发现，

前者平均品种距离随方法数减少而较后者显著下

降，这表明按平方发根法确定取样数，对分层后组内

样本数尤其是遗传差异大的种质进行锐减，在删除

相似品种的同时也删除了差别大的品种。相比之

下，按比例法取样则能在缩减种质的同时较好地保

持品种间的平均差异。然而，从育种者选择亲本考

虑，方法17以保持品种分类间的变异为优先，能最

大的删除类内的变异，如果从中选择亲本进行育种，

可有效地拓宽新品种的遗传基础。另外，排序较高

的方法〔2,4,6,7,8,10,12)对育种者选用差异大的

亲本，也具有指导作用。

    尽管已建立不同作物的核心种质，但构建核心

种质的方法因资源总体已知数据的多寡、作物的特

性差异不同而不同〔161。本研究利用多个指标构建

大豆初选核心种质，正在利用筛选[[17和验证「is,的

SSR核心位点进行分析。
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