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摘要: 通过挖掘控制重要农艺性状的基因以提高农作物产量是育种学家一直关注的问题。然而由于农作物遗传背景复杂

且基因组庞大, 该过程往往步骤繁琐, 耗时长且成本较高。Mapping-by-sequencing (利用高通量测序进行基因定位, MBS)利
用二代测序技术和遗传分离群体混池建库分析的方法成功解决了上述问题, 加快了农作物重要农艺性状的基因定位同时

也降低了研究成本。该方法已经成功应用于重要农艺性状相关联的突变位点鉴别和基因定位。本文综述了Mapping-by-se-
quencing的实验原理, 并总结了该方法在水稻、大麦、小麦及玉米等农作物中与目标农艺性状相关基因定位的应用。

关键词: Mapping-by-sequencing; Bulked segregant analysis; 基因定位; 作物

综　述  Reviews

为了应对人口增长给粮食生产带来的巨大压

力, 科学家们致力于利用多种新兴、高效的育种

方法如: 分子标记技术、细胞工程技术、转基因技

术、自然和人为诱发的遗传变异等, 来提高作物

的产量及质量。运用正向遗传学筛选定位出具有

优良农艺性状的候选基因是研究遗传变异育种的

重要手段之一。然而, 对于基因组庞大且复杂的

农作物来说, 尽管传统方法已经广泛应用于农作

物的目标基因定位, 但仍存在局限性: 传统图位克

隆基因定位步骤繁琐, 定位区间宽泛且精确度低, 
而且不同农作物中开发的分子标记数量具有显著

差别(Fazio等2003; Bernardo 2008; Ishihara等2014)。
随着第二代高通量测序技术的迅猛发展, 基

因组从头测序、重测序和转录组测序能够快速而

准确地为研究者提供相应作物的基因组、转录组

信息, 加快了农作物相关农艺性状的基因定位研

究(Xu等2013; Ogura和Busch 2014)。目前, 许多作

物已经获得全基因组序列信息草图可供后续功能

基因组学研究, 各类种质资源群体也完成了全基因

组重测序(whole genome resequencing, WGR), 这都

为农作物重要农艺性状的基因定位研究奠定了良

好的基础(崔晓峰2013)。虽然高通量测序加快了

突变位点的筛选过程, 但是面对农作物的庞大定

位群体, 对每个个体逐一进行全基因组重测序, 需
要构建多个DNA文库, 仍存在实验周期长、人力

耗费量大、资金花费多和数据分析复杂等难题。

近几年, 一种名为Mapping-by-sequencing 
(MBS)的策略可以解决以上诸多难题, 从而快速鉴

定出目标基因。Mapping-by-sequencing是一种将

群体分离分析法与全基因组重测序、外显子测序

及RNA测序等第二代高通量测序技术相结合进

行基因定位分析的方法 ,  其中包括SHOREMap 
(Schneeberger等2009)以及MutMap (Abe等2012)等
方法。MBS利用一对目标性状存在相对差异的亲

本所产生的分离群体, 将分离群体按照目标性状

表型混合成DNA池(DNA pool), 随后运用二代测序

技术对DNA池进行全基因组重测序, 将测序结果

比对到亲本之一的参考序列上, 分析差异SNP, 筛
选与目标性状紧密连锁的SNPs (单核苷酸多态性, 
single nucleotide polymorphism)。它可以同时定位

突变位点和鉴定候选突变基因, 能够精细定位到

点突变, 极大地提高了定位候选基因的效率, 缩短

了从建立作图群体到精细定位目标基因的步骤和

时间。该方法已经成功应用于模式生物拟南芥和

其他动植物中(Bigelow等2009; Nijman等2010; 
Zuryn等2010; Austin等2011; Uchida等2011)。在农

作物中, MBS方法目前已经应用于水稻、大麦、

小麦、玉米等重要作物的农艺性状的基因定位

(Abe等2012; Liu等2012; Mascher等2014; Ramirez- 
Gonzalez等2015)。本文总结了近年来MBS在农作

物的农艺性状基因定位中的应用, 以期为相关研

究者提供参考。
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1  Mapping-by-sequencing技术原理及分类

1.1  MBS技术原理

首先, 通过正向遗传学技术筛选所得的目标

性状突变体要与非突变亲本进行杂交获得分离群

体。分离群体的构建方法通常分为两种: 第一种

是将纯合的目标突变体与其远缘亲本品系杂交

(Schneeberger等2009); 第二种就是纯合的目标突

变体与野生型亲本杂交(Abe等2012)。然后, 通过

第二代高通量测序技术对野生型亲本及突变体池

进行全基因组重测序, 将突变体池的序列比对到

野生型亲本的参考基因组上, 分析它们之间的单

核苷酸多态性(SNP)和删除或者插入(Indel)序列, 
随后利用SAMTools (Li等2009)、GATK (DePristo
等2011)、MAQ (Bigelow等2009)、BamBam (Page
等2014)及Sliding Window Analysis等SNP分析软件

计算SNP频率(SNP-Index), 就可以将候选突变位点

定位于染色体上一定区域内。SNP频率即为与野

生型相比, 突变池中的某一位点发生突变的reads
数量占定位到该位点全部reads个数的比值。根据

基因的连锁互换定律, 目标突变位点附近的SNP频
率会形成一个峰值区域, 通常位于峰值区域中间

且突变的SNP频率接近于1的SNP就是真正的候选

突变位点。具体过程如图1所示。

MBS技术解决了农作物群体数量庞大及研究

成本高的问题。通常只需要对20~50株F2代个体进

行混池测序就可以筛选出目标SNP位点进行后续

定位分析。与传统的基因定位方法相比, MBS不
需要开发新的分子标记, 而是直接分析突变体池

与野生型亲本的SNP差异就能够完成目标基因的

精细定位, 缩短了筛选候选突变位点的时间, 便于

快速鉴定出候选突变基因。

1.2  MBS分类

1.2.1  SHOREMap
SHOREMap主要适用于目标性状突变体与远

缘亲本的杂交分离群体分析。该方法将F2代群体

中突变表型个体提取DNA后混池, 建立测序文库进

行全基因组重测序, 利用一种名为SHOREMap的软

件分析突变亲本与远缘亲本等位基因频率的偏差, 
最终确定突变基因的位置(Schneeberger等2009)。
1.2.2  MutMap

MutMap是将目标性状突变体与未诱变的野

生型亲本杂交, 再自交构建F2代定位群体(n>100), 

图1  MBS技术分析目标基因定位流程

Fig.1  The flowchart of MBS
参照James等(2013)文献进行修改。

在F2代中至少筛选出具有极端突变表型的20株个

体进行DNA混池(Birkeland等2010; Abe等2012; Zhu
等2012; Nordström等2013)。利用全基因组测序方

法对突变体池测序并筛选候选SNP位点, 根据与野

生型的差异位点将目标基因定位到染色体上。该

方法减少了遗传背景的差异, 群体构建数量较小。

2  基于Mapping-by-sequencing技术的改进及其

应用

2.1  MutMap特殊突变类型

自然界中, 部分农作物存在生长早期致死或

杂交不育的问题, 无法通过杂交来构建定位群体, 
以至于难以进行基因定位研究。Fekih等(2013)针
对这一现象, 设计出一种基于MutMap改进的方法, 
名为MutMap+。与MutMap相比, 该方法无需将成

年突变纯合体与野生型亲本杂交, 能够应对一些

致病、致死基因或不育变异株的研究。它利用
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EMS诱变野生型亲本获得含有突变位点的杂合M1

代, 通过M1代自交获得M2代。而在M2代中, 当目

标性状由隐性单基因控制时, 野生型与突变型的

分离比为3:1, 其中突变型由于基因功能缺失无法

得到后代, 而杂合的M2代野生型个体可以获得子

代。因此通常选取10株野生型表型的M2代个体进

行自交获得大量M3代个体, M3发生性状分离, 挑选

M2代杂合的野生型亲本和M3代中野生型和突变型

各20~40株个体, 混池测序。通过与亲本基因组进

行比对, 筛选出野生型池和突变型池中含有差异

SNP频率接近于1的位点, 将这些位点进行二次筛

选, 将仅存在于突变型池中的SNP位点作为候选突

变位点。

2.2  MutMap-Gap
当栽培变种的重测序结果与参考序列比对时, 

有时部分测序reads无法比对到参考序列上, 可能

导致该变种基因组序列拼接结果中出现一个间隙

(gaps)。由于参考基因组中并不包含这段序列因

此无法通过简单的比对鉴别出这些区域。根据以

上的问题, Takagi等(2013b)提出MutMap-Gap这一

方法。它是一种结合了MutMap和de novo组装的

基因定位方法。首先, 运用MutMap定位出含有候

选突变位点的区域, 随后将定位到该区域附近的

序列与未定位到目标基因组上的序列进行组合拼

接, 获得目标突变区域的基因组序列, 定位出拼接

序列中的候选突变位点。

该方法适用于发掘出某些农作物品系中特有

的, 但在该作物的参考基因组中不存在的且与性

状相关联的突变基因。因此, 当研究者利用Mut-
Map或MutMap+无法鉴别出突变基因时, 可以尝试

用MutMap-Gap进一步挖掘可能存在于某些品系

特有区域中的候选基因。

2.3  Cloud-Map
Cloud-Map是一种建立于MBS基础上, 充分地

利用云计算技术分析突变基因组序列的方法, 其
网址为http://wiki.g2.bx.psu.edu/ (Minevich等
2012)。它将MutMap技术与Galaxy可视化平台结

合, 使用者仅需点击网页上传数据并设定相应参

数, 就可以精确地确认目标基因的定位区间, 并且

可以快速检索候选突变位点, 为许多不具备高性

能服务器的实验室提供了便利。

Cloud-Map利用BWA、Bowtie等不同类型的

比对工具将上传到服务器的原始数据装配到参考

基因组上, 通过GATK和SAMTools等SNP筛选工具

将突变体序列与野生型序列进行比对, 筛选出野

生型亲本与突变体之间的差异SNP位点。除此之

外, 用户可以在Cloud-Map中的候选基因列表里检

索到由氨基酸变异导致性状发生变化的候选基因

和尚未注释的区域。

该方法简化了基因定位数据分析的过程并成

功解决部分没有生物信息背景的研究者不能够熟

练运用计算机语言处理二代测序数据的难题。

2.4  QTL-seq
农作物中重要的农艺性状大多数以数量性状

(quantitative trait loci, QTL)为主, 因此研究作物数

量性状遗传对农作物育种具有十分重要的意义。

传统QTL定位存在大量的数量性状, 逐个筛选非常

费时, 需要通过多次与野生型亲本杂交来纯化遗

传背景并不断开发新的分子标记才能够精细定位

出QTLs。Takagi等(2013a)结合第二代高通量测序

技术, 基于MBS的原理, 开发了一种快速完成QTL
定位的方法, 被称为QTL-Seq。QTL-seq一般采用

一对相对性状存在差异的亲本杂交F2群体或重组

自交系作为定位群体, 筛选群体中目标性状存在

相对差异的极端表型的个体并分为两个极端DNA
池。利用全基因组重测序对两个极端池测序并将

结果比对到亲本的序列上进行分析, 筛选出与性

状相关联的SNP位点并计算SNP在不同表型亲本

中出现的频率, 通过分析SNP频率就可以定位候选

的变异位点, 获得候选目的基因。

QTL-Seq只需要通过分析杂交后代表型并分

别混池测序分析即可快速鉴定出与表型相关联的

QTLs, 提高了QTLs定位的精确性, 甚至可以找到

真正调控目的性状的候选基因。

3  高复杂度基因组作物的MBS分析策略

农作物基因组庞大、遗传背景复杂, 如大麦

(Hordeum vulgare L.)本身具有相对较大的基因组

(约5 Gb)和约有80%重复DNA序列, 而小麦(Triti-
cum aestivum L.)是天然的六倍体植株, 基因组更加

庞大约有17 Gb。对这些农作物进行全基因组重测

序, 会产生基因组测序成本高以及后期数据计算

难度大等问题。
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为了解决这一难题, 部分研究者基于MBS的
原理, 利用二代测序技术的延展性提出简化基因

组的方法来完成基因定位, 如: 全外显子组捕获测

序BSA (Bulked segregant analysis) (Hodges等2007; 
Mascher等2013b, 2014; Pankin等2014)、BSR-Seq 
(Bulked Segregant RNA-Seq) (Liu等2012)等。全外

显子组捕获测序BSA是一种利用全外显子组捕获

测序技术进行候选突变位点定位的方法。该方法

将外显子捕获芯片与片段化的DNA进行杂交, 对
富集到芯片上的DNA片段进行洗脱扩增, 最后通

过高通量测序并筛选SNP。全外显子组捕获测序

BSA能够降低测序成本, 简化数据分析过程。而

BSR-Seq技术则是将RNA-Seq与BSA相结合, 分析

F2中突变表型池与野生表型池之间的转录本SNP
来筛选候选突变SNP。通常仅出现于突变池中, 而
野生池中不存在的SNP即为候选SNP。BSR-Seq不
仅可以用于候选突变基因定位还可以明确突变体

的基因表达模式, 更快速地鉴定出与目标性状相

关联的基因。

除此之外, 在水稻研究中, 一种新颖的方法

NIKS (needle in the k-stack)也可以在参考序列缺失

的条件下对重要的农艺性状进行基因定位。NIKS
利用亲本及突变体的全基因组测序数据, 将两者

分别拼接成长度为k的序列, 利用Jellyfish软件分别

计算出亲本及突变体的k长度序列出现于全基因组

序列的频率。由于突变位点只存在于突变体中, 
而其他位点亲本和突变体都有, 因此当利用突变

体与亲本比较时, 突变体中k-mer值相对较低的区

域极可能为突变位点所在区域。若野生型与突变

体相比较, 某区域k-mer差值小且位置相同就可以

确定是突变区域(Marçais和Kingsford 2011)。
对于高复杂度基因组的农作物来说, 单个个

体分析是不现实的。因此NIKS需要利用分离群体

进行分析。在水稻亚种‘Hitomebore’中, 利用NIKS
对突变体池12~17倍覆盖度的测序结果分析, 成功

鉴定出3~11个候选突变位点(Nordström等2013)。
4  Mapping-by-sequencing技术在不同作物中的

应用

4.1  MBS技术在水稻中的应用

水稻(Oryza sativa L)是世界主要粮食作物之

一, 为世界近一半人口提供了充足的食物资源。

Abe等(2012)利用MutMap的方法, EMS诱变1 200
株水稻, 自交纯合3~4代后(M3~M4), 获得叶绿素显

著减少的突变体。突变体与野生型杂交获得F2代

(>200株), 选取F2代中20株突变型个体混池, 以12
倍水稻基因组的覆盖度进行测序, 鉴定出7个位于

10号染色体的SNP位点, 5个位于1号染色体上的

SNP位点, 最终通过实验验证候选SNP定位在Os-
CAO1基因上; 该研究者同时还利用该方法鉴定出

几个水稻重要的农艺性状, 如半矮生、雄性不育

等。陈竹锋等(2014)利用MutMap以20~30倍的覆

盖度对osms55雄性不育突变体F2群体中的331株极

端突变个体进行混池测序, 成功鉴定并克隆出与雄

性不育突变表型相关联的基因LOC_Os02g40450, 
其突变位于第4个内含子的剪切识别位点GT-AG
上, 其中AG的G突变为A, 导致突变体蛋白比野生

型少5个氨基酸, 引起减数分裂染色体交叉(Cross-
Over, CO)数目显著下降, 而存在的少数CO也为随机

分布, 从而导致水稻产生雄性不育。Yang等(2016)
利用MutMap的方法, 从砷酸盐敏感的野生型粳稻

Osphf1-7的EMS诱变群体中筛选出具有砷酸盐耐

受性的突变体OsPHF1, 其在含有30 μmol·L-1的砷

酸盐土壤中存活率高于野生稻。对OsPHF1突变

体F2代群体中具有砷酸盐耐受能力的52株突变型

子代以30倍基因组的覆盖度进行测序, 将SNP位点

定位在LOC_Os01g72570基因的第4个外显子内成

功鉴别出候选突变基因OsCLT1。
Fekih等(2013)采用Mut-Map+对一个早期生

长发育不良的水稻突变体Hit9188进行研究, 该突

变体呈现出植株矮小, 叶色变浅的表型且在发芽3
周后死亡。通过从M3中选取40株野生型和40株
突变型植株分别混合建池并进行测序比对, 将突

变位点定位于1号染色体上的1.0~5.23 Mb处。进

一步分析发现在该区域内的OsNAP6基因编码区

存在1个SNP位点, 导致其编码的蛋白质第378位
的丙氨酸突变为苏氨酸, 使该基因功能丧失表

现为植株矮小的表型。Mut-Map+还被用于研究

具有白化致死突变表型的Hit11440水稻中, 研究

者从M3代中选取20株突变体和20株野生型个体

混合建池后以基因组12倍的覆盖度进行全基因组

重测序, 最终成功筛选出突变基因LOC_Os08g- 
0139100, 该基因位于8号染色体的0.32~4.66 Mb
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处。Takagi等(2013b)利用MutMap-Gap成功鉴定出

水稻品种‘Hitomebore’的抗病基因Pii。
Takagi等(2013a)以水稻‘Nortai’和‘Hitome-

bore’的241个重组体为材料, 利用QTL-seq的方法

筛选20个抗稻瘟病与20个易感染的RIL, 以大于6
倍基因组覆盖度的测序深度测序, 将候选位点定

位于6号染色体的2.39~4.39 Mb处。Yang等(2013)
利用QTL-seq, 以水稻‘Nipponbare’与耐冷品种

‘LPBG’的10 800个F3杂交后代个体为材料, 根据耐

寒性筛选出430株极端不耐寒个体和385株极端耐

寒个体分别混池测序。利用统计学算法对450 000
个SNP位点进行过滤并定位到水稻‘Nipponbare’的
参考序列上, 最终获得6个QTLs位点与水稻耐寒性

相关, 分别位于第1、2、5、8和10号染色体上。

MBS方法应用于水稻功能基因定位时, 一般

以突变体与野生型亲本杂交的后代群体作为定位

群体(>200株), 选取20~50株的目标性状突变体混

池测序即可(James等2013)。大多数研究表明以10
倍左右的基因组覆盖度对突变体池测序就可以筛

选出候选突变位点, 然而由于品种差异, 有时测序

深度需要提高到30倍以上才能获得精确的候选基

因定位信息。

4.2  MBS技术在大麦中的应用

大麦(Hordeum vulgare L.)是继玉米、水稻、小

麦之后排名世界第4的重要粮食类作物。大麦是自

花授粉作物, 受到天然筛选及人工育种的影响, 其
群体结构非常复杂而且基因组复杂(约5 Gb), 约有

80%为重复DNA序列, 这使得测序的成本增高。

Mascher等(2014)对通过X-ray诱变得到的一

种茎节点增多且矮化的突变体mnd进行突变位点

筛选, 分别对F2代中18株突变表型个体及30株野生

型个体混池, 利用外显子组测序的方法, 将测序结

果与野生型品种‘Barke’的基因组序列进行比对, 
筛选SNP位点发现在染色体5H处有一个明显的

SNP频率峰值。随后在该峰值相邻的80~100 Mb
区域内, 利用pop-seq (Mascher等2013a)筛选出含有

由X-ray引起部分缺失的突变位点, 并最终定位于

染色体5H的96 cM处, 从而鉴定出突变基因Mnd, 
该基因属于细胞色素P450中的CRP78A家族, 可以

缩短叶原基间隔期 ,  加速叶片萌发。Pankin等
(2014)以春大麦早花突变体eam5与野生型亲本

‘Bowman’的864株F2群体为研究对象, 对其中204
株表现出早花表型个体及突变亲本、野生亲本进

行全外显子组捕获测序, 分别从‘Bowman’、eam5
及突变池中获得93、80和211 Mb的序列信息并比

对到大麦参考序列(IBSC 2012)上, 定位出候选突

变位点位于染色体5H的122.6~129.9 cM处, 鉴定出

与早花表型相关联的候选基因HvPHYC。
与水稻不同, 由于大麦自身庞大的基因组和复

杂的遗传背景, 无法利用全基因组重测序进行突变

基因筛选, 因此采用全外显子组捕获测序来鉴定

突变位点。早期研究者Mascher等(2013b)成功构

建了61.6 Mb的大麦外显子芯片, 并利用该芯片鉴

别出了许多与重要农艺性状相关联的候选基因。

4.3  MBS技术在小麦中的应用

小麦是单子叶多倍体植物, 四倍体小麦(Triticum 
turgidum ssp. durum)和六倍体小麦(T. aestivum)为
两大主要食用小麦品种, 其单倍体基因组大小为

5.3 Gb左右, 包含近85%~90%的重复序列且没有完

整的基因组序列信息。Ramirez-Gonzalez等(2015)
通过将抗黄锈病的小麦突变体Yr15与‘AVS’小麦

杂交获得F2分离群体, 对232个F2代植株中抗病和

易感病表型个体分别混池。利用RNA-Seq以20倍
覆盖度分别对其和亲本进行测序, 将结果比对到

单基因簇(Unigenes)和UCW基因模型上(Katoh和
Standley 2013)。同时以‘中国春’小麦基因组为参

考, 筛选出只存在于野生型亲本中的1 582个SNP
位点, 其中23个SNPs与Yr15性状相关联, 并将Yr15
定位于1号染色体上的0.26~0.51 cM间隔处。Trick
等(2012)利用BSR-Seq, 以粮食蛋白浓度存在相对差

异的2种小麦品种‘LDN’和‘RSL65’为材料, 将候选

SNP定位于染色体组6BS上, 鉴定出控制粮食蛋白

浓度的基因GPC (Grain Protein Content)。
MBS技术在小麦基因定位研究中, 常用BSR-

seq来筛选与表型性状相关联的候选突变位点, 并
分析突变型与野生型转录组中差异表达基因群, 高
效地定位出候选突变基因, 该方法不仅解决了小麦

高度复杂性的基因组问题, 还节约了测序的成本。

4.4  MBS技术在玉米中的应用

在玉米的研究中, Liu等(2012)构建一个非

‘B73’玉米背景下叶片表皮粗糙的突变体与叶片表

面光滑‘B37’玉米的F2群体, 从中各选30株突变表
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型个体与野生表型个体分别混池。利用转录组测

序的方法, 将结果比对到亲本之一的‘B37’玉米参

考基因组序列上, 成功将突变位点定位于4号染色

体183.5~185.2 Mb的间隔中, 鉴定突变基因为GL3, 
该基因控制叶片表皮蜡质积累。Haase等(2014)将
早花矮株‘B73’与晚花高株‘Mo17’的杂交群体以及

两者的重组自交系作为研究群体, 利用QTL-seq将
控制玉米株高的2个QTLs定位于3号和9号染色体

上, 并定位出控制玉米开花时间的6个QILs, 分别

位于1、4、5、8和9号染色体上。Chen等(2014)以
‘Chang7-2’与‘787’杂交获得的F2群体为材料, 鉴定

出位于第10号染色体上控制玉米须颜色的基因r1
及第3号染色体上控制穗分支数量的基因ba1。
4.5  MBS技术在其他作物中的应用

除以上作物之外, MBS技术也被应用于其他

作物中。Thyssen等(2015)选取野生型陆地棉品

种‘DP5690’与无絮陆地棉突变体Ligon (Li1)为试

验材料, 将杂交获得2 567株F2分离群体中的100株
突变型个体和100株野生型个体分别进行混池测

序, 利用BSA-seq将Li1位点定位于12号染色体的

255 kb间隔中。在黄瓜中, 以早花系‘Muromskij’ 
(CGN23617)和晚花系‘9930’ (P1)的F2群体为试验材

料, 利用QTL-seq筛选出控制黄瓜早花性状的基因

Ef1.1 (Lu等2014)。在番茄中, 利用QTL-Seq成功筛

选出3个与果实重量相关联的QTLs, 分别定位于

1、3和11号染色体上(Illa-Berenguer等2015)。Das
等(2015)以鹰嘴豆F4群体(cv. CC7184×cv. ICC15061)
中的221株个体为材料, 利用SNP和SSR分子标记

将控制种子重量的QTL定位于1号染色体。

本文对MBS成功应用于以上几种重要农作物

的农艺性状的基因定位进行总结(表1)。由于农作

物的不同, 构建群体和测序的策略也不同, 我们需

要考虑诸多因素, 例如群体构建的大小、测序方

法的选择等, 具体情况具体分析。

表1  作物中Mapping-by-sequencing技术的应用

Table 1  Application of Mapping-by-sequencing in crops

 构建定位 突变体建池
作物

 群体方法  群体数/个
 测序深度/倍 MBS应用方法             基因             参考文献

水稻 F2	   20	 12×	 MutMap	 OsCAO1	 Abe等2012
 M3	   40	 12×	 MutMap+	 OsNAP6	 Fekih等2013
 M3	   20	 12×	 MutMap+	 LOC_Os08g0139100	 Fekih等2013
 F2	   24	 8×	 MutMap-Gap	 Pii	 Takagi等2013b
 F2	 331	 20~30×	 MutMap	 LOC_Os02g40450	 陈竹锋等2014
 F2	   52	 30×	 MutMap	 OsCLT1	 Yang等2016
 RIL	   20	 >6×	 QTL-seq	 qCTSS-1、qCTSS-2、	 Takagi等2013a
     qCTSS-5、qCTSS-8和
					     qCTSS-10
大麦 F2	   18	 –	 全外显子捕获	 Mnd	 Mascher等2014
				    测序BSA
 F2	 204	 –	 全外显子捕获	 HvPHYC	 Pankin等2014
				    测序BSA
小麦 F2	   20	 20×	 BSR-seq	 Yr15	 Ramirez-Gonzalez等2015
 F2	   20	 20×	 BSR-seq	 GPC-B1	 Trick等2012
玉米 F2	   30	 –	 BSR-seq	 GL3	 Liu等2012
 F2	   30	 –	 BSR-seq	 r1、ba1	 Chen等2014

 

5  注意事项及展望

Mapping-by-sequencing是一种崭新、快速有

效地完成遗传作图及候选突变位点鉴别的方法。

MBS灵活运用分离群体分析法和二代测序技术, 

从而大幅度降低了测序成本, 缩短构建群体时间, 
成功发掘出许多与重要农艺性状相关联的基因。

然而MBS应用于农作物时 ,  应该注意以下这些

问题: 
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对于遗传背景复杂的农作物来说, 群体构建

尤为重要。MBS采用分离群体分析法, 将野生型

亲本与突变体杂交构建F2代群体, 并筛选突变表型

个体混池建库进行测序分析。其中应选取多代自

交的纯合野生型作为亲本进行诱变处理, 同时值

得注意的是, 选择目标突变体建池时, 一定要关注

极端表型, 尽量避免混入野生型或不清晰的表型, 
否则将对后续SNP-index的计算产生很大的干扰。

另外, 候选突变SNP定位时可能会存在假阳性, 而
群体建池的大小和基因组测序的平均覆盖率将会

影响SNP假阳性的比率。一般情况下, 杂交群体应

大于200株, 突变体建池至少30株。基因组测序时, 
建议测序覆盖度要达到30倍以上。

MBS目前主要致力于隐性遗传突变的研究, 
显性突变的研究结果尚未取得显著成果。而且针

对农作物的数量性状研究, 利用MBS只可以定位

出其主效的QTL, 微效QTL则无能为力。但是随着

高通量测序技术的日趋成熟, 测序成本的降低, 相
信MBS可以克服这些弊端, 替代传统遗传图谱, 广
泛地应用于高复杂度基因组的农作物研究。MBS
将为农作物基因组学研究提供强有力的工具, 推
动作物育种快速发展, 带领作物科学研究跨入新

的时代。
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The application of Mapping-by-sequencing applies in crops
YANG Lin, YANG Jian-Fei, WANG Huan-Huan, WANG Yu*, LI Yu-Hua*

College of Life Science, Northeast Forestry University, Harbin 150040, China

Abstract: In order to design better crops, forward genetic approach was usually used to screen loss-of-function 
genes related to important agronomic traits. With the repetitive DNA, multiple gene copies, chromosomal rear-
rangements and large complex polyploidy crop genomes can considerably complicate to discover mutated gene 
by conventional forward genetics approaches. With the next-generation sequencing platforms, MBS technology 
(Mapping-by-sequencing) is a powerful tools for rapid identification of causal mutations in plants. MBS tech-
nology achieves this by sequencing genomic DNA of plants pooled from an F2 population based on Bulked seg-
regant analysis (BSA). In this review we summarized the principle of Mapping-by-sequencing and the applica-
tions in rice, barley, wheat and maize for gene screening.
Key words: Mapping-by-sequencing (MBS); Bulked segregant analysis (BSA); genetic mapping; crops

Received 2016-11-21  Accepted 2017-02-22
This work was supported by the National Natural Science Foundation of China (Grant Nos. 31471911, 31272200 and 31401907) and Natural Sci-
ence Foundation of Heilongjiang Province of China (Grant No. C2015052).
*Co-corresponding authors (E-mail: vonov@sina.com; lyhshen@126.com).


