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杂杂交一代作图群体大小对茶树 QTL 效应估计的影响
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摇 摇 摘要:利用杂交一代(F1)作图群体进行遗传定位是研究茶树数量性状的重要手段,然而 F1群体大小对定位有显著影响。

本研究以 327 份龙井 43 伊 白毫早 F1群体及它们的春季发芽期、新梢颜色和叶形指数 3 个性状的田间观测数据为基础,采用随

机抽样的方法生成 60 个不同大小的作图群体(n = 50,100,150,200,250,300),并利用基于 SSR 分子标记的连锁图谱进行 QTL
定位分析,以探讨 F1群体大小对茶树 QTL 定位结果的影响。 结果表明 QTL 效应估计受群体大小的影响显著;当群体达 150 份

时可基本保证检出效应在 10%以上的 QTL,但并不能实现对 QTL 效应值的准确估计,且最高与最低估计值相差可达 2郾 83 倍。
因此在研究和育种工作中,建议在条件允许的情况下应尽量扩大作图群体,对于从较小 F1 群体中得到的 QTL 效应值应谨慎

对待。
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Abstract:Using F1 population for QTL mapping is an important strategy to study quantitative traits of tea
plants. However the results are largely influenced by the size of population. In this study,sixty F1populations with
different sizes (n = 50,100,150,200,250,300) were generated by randomly sampling from an original population
(N =327),which was derived from a cross of ‘Longjing43爷 伊 ‘Baihaozao爷. By integrating a SSR鄄based genetic
map and phenotype data of three traits ( timing of spring bud flush,young shoot color and leaf shape index),QTL
mapping was performed in all populations. The results showed that the size of population results in a significant
influence on estimation of phenotypic variation explained (PVE). When more than 150 F1 individuals were ap鄄
plied,QTLs with an effect of > 10% were found. Notably,the estimation of QTL effect value remained un鄄precise,
since 2郾 83鄄fold difference on estimated effect was observed between the highest and lowest values. Therefore,a lar鄄
ger size of population is suggested for precisely effect estimation,and QTLs identified from a small F1 population can
be employed with caution in the marker鄄assisted breeding.
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茶树(Camellia sinensis ( L. ) Kuntze)是全球最

受欢迎的非酒精饮料作物之一[1鄄3] ,从 20 世纪 80
年代就被列入我国作物种质资源区域性考察内

容[4] ,提高其产量和改良品质一直是茶树育种的

首要目标之一。 茶树的大部分经济性状(如产量、
品质成分含量、抗逆性等的农艺性状)均属于数量

性状,受到环境和多个基因位点的共同影响,存在

育种改良难度大、周期长等问题。 数量性状位点

(QTL,quantitative traits loci)定位是对数量性状研究

和改良的重要方法之一[5鄄6],是在构建遗传连锁图

谱的基础上,分析分子标记与性状之间的连锁关系,
确定 QTL 位点的数量、位置和效应[7]。 定位得到的

QTL 可用于分子标记辅助选择(MAS,marker鄄assis鄄
ted selection),以提前茶树育种选择的时间并提高

选择效率[8]。
群体大小和性状遗传力是影响 QTL 检测的

2 个主要因素[9]。 Sch觟n 等[10] 利用玉米杂交二代

(F2)群体的试验数据进行抽样分析,证明群体太小

会低估目标性状 QTL 的数目、降低 QTL 位置的准确

性、高估部分 QTL 的遗传效应,在林木、小麦、水稻

的 F2、RIL 等群体的研究中也证实这一点[11鄄16]。 对

于茶树等木本植物而言,较难获得 F2或者更高级的

作图群体,因此绝大部分研究都是基于 F1 群体和

“双假侧交冶作图策略来进行 QTL 定位研究,且使用

的群体规模都较小。 目前虽然已对茶树产量、抗病

性、芽叶形态、咖啡碱、儿茶素、茶氨酸等重要性状

进行了 QTL 定位研究[17鄄22] ,但涉及的 F1作图群体

均不超过 200 份,有的甚至不足 50 份[17鄄18] 。 目前

尚未见基于真实试验数据分析 F1 群体大小对于

QTL 定位结果的影响的研究,且环境和遗传背景

的影响也会导致表型和 QTL 位点发生偏离[23] ,因
此就已发现 QTL 的可信度及效应估计的准确程度

都有待检验。
在前期工作中,本课题组以茶树无性系品种龙

井 43 为母本、白毫早为父本人工杂交得到 327 份 F1

作图群体,并利用其中 170 份进行了 QTL 定位分

析,鉴定得到与茶树春季发芽期、新梢颜色、叶片大

小等性状相关的 10 个 QTL[22]。 本研究是在前期工

作的基础上,在检出 QTL 的连锁区域,对剩余 157
个单株进行基因型和性状表型分析,将作图群体扩

大至 327 株,以期能更准确地估计这些 QTL 的效

应,并重点采用随机抽样的方法研究 F1群体大小对

QTL 效应估计的影响。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 试验材料

本研究的作图群体是龙井 43 伊 白毫早的 F1群

体(简称 L 伊 B 群体,共 327 份),在 2012 年春季播

种,发芽之后移栽至中国农业科学院茶叶研究所

实验基地,种植行距为 1 m,株距为 0郾 5 m。 采用

常规幼龄茶园的管理方法进行修剪、施肥和病虫

害管理。
1郾 2摇 群体性状数据

分别于 2014 年和 2015 年观测 L 伊 B 群体 327
份材料的春季发芽期 ( TBF, timing of spring bud
flush)、叶形指数(LSI,leaf shape index )和新梢颜色

(YSC,young shoot color)的表型性状,取 2 年平均值

进行本研究的 QTL 分析。 3 个表型性状的观测方法

以及其中 170 份材料的观测数据已在 Tan 等[22] 中

详细描述,本研究将纳入剩余 157 份材料的表型数

据进行分析。
1郾 3摇 基因型分析

本研究中使用的 SSR 标记、连锁图谱和 L 伊 B
群体 170 株单株的基因型数据均来自于 Tan 等[22]。
从 LG01、LG08 和 LG13 三个连锁群上筛选出 42 个

SSR 标记,分析剩余 157 株单株的基因型。 本研究

所得基因型数据与已发表的 170 株单株的基因型合

并,重新计算标记间的遗传距离,采用 JoinMap 4郾 0
软件进行连锁分析。 本研究中所选用的 SSR 分子

标记引物序列信息以及 DNA 提取、PCR 反应、电泳

及染色方法见 Tan 等[22]。
1郾 4摇 随机抽样及 QTL 分析

为研究 F1群体大小对 QTL 分析的影响,从 327
份 L 伊 B 的 F1群体中抽取容量为 N 的样本(N = 50,
100,150,200,250,300),用随机不放回抽样策略,用
Excel 软件辅助进行,每次抽样前为每一个样本赋一

个随机数,以随机数排序,取前 N 个样本进行 QTL
分析。 每种样本量抽取 10 次,每抽取 1 次进行 1 次

QTL 分析,用 MapQTL 5郾 0 软件[24] 进行复合区间作

图(MQM,multiple QTL model)分析,参数设置和辅

助因子 ( cofactor) 选择见 Tan 等[22]。 表型数据为

2014 年和 2015 年 2 年观测的平均值。 根据所得结

果计算每次抽样的似然比对数值(LOD,logarithm of
adds)和解释表型变异的百分比 ( PVE,phenotypic
variation explained),及 10 次抽样的平均值和标准差

(SD,standard deviation)。
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2摇 结果与分析

2郾 1摇 基因型分析和新旧连锁群对比

根据在 170 份材料中的定位结果[22],从三段已

检测到 QTL 的连锁片段上(LG01、LG08 和 LG13)筛
选出 42 个 SSR 标记,对剩余 157 份 L 伊 B 杂交后代

进行基因型分析。 结果新增 6594 位点的基因型数

据,其中只有 85 个位点缺失,缺失率为 1郾 3% 。 将

这 157 份和已发表 170 份材料的基因型数据进行合

并,得到 327 份群体在 42 个标记位点的基因型数据

后,通过 JoinMap 连锁作图,得到双亲本整合图谱中

的 3 个 连 锁 片 段, 分 别 命 名 LG01p、 LG08p 和

LG13p,分别包含 16 个、14 个和 12 个 SSR 标记

(图 1)。 将基于 170 份 L 伊 B 的 F1 群体和 327 份

L 伊 B 的F1群体构建的新旧连锁群进行比对,发现除

LG08 上 CsFM1946 位点的位置有明显变动外,其他

标记的位置基本一致(图 1)。 一般作图群体越大,
所得标记顺序和遗传距离估计就越准确,因此本研

究中主要采用基于 327 份群体绘制的图谱进行 QTL
分析。

图 1摇 基于 170 份(左)和 327 份(右)L 伊 B 的 F1群体绘制的连锁群比对

Fig郾 1摇 Alignments of linkage groups based on the genotype data of 170 ( left) and 327 (right) L 伊 B F1 individuals

2郾 2摇 比较不同群体的 QTL 效应值

本研究主要针对 327 份 L 伊 B 的 F1群体在 2014
年和 2015 年观测的春季发芽期( TBF)、叶形指数

(LSI)和新梢颜色(YSC)的表型数据。 在前期工作

中已利用其中 170 份的性状数据分别在 LG01、LG08
和 LG13 上定位到 2 个 TBF 相关的 QTL( qTBF1鄄1
和 qTBF1鄄2)、1 个与 YSC 相关的 QTL( qYSC8) 和

1 个与 LSI 相关的 QTL(qLSI13) [22]。 为更准确地估

计其遗传效应,本研究将另外 157 份 L 伊 B 的 F1杂

交后代纳入分析,使群体大小扩大至 327 份,对应的

QTL 分析结果(表 1)。 当作图群体从 170 份扩大至

327 份后,QTL 贡献率(PVE 值)变化幅度较大,其中

qTBF1鄄1、qTBF1鄄2 和 qLSI13 的 PVE 值降低幅度达

4郾 5% ~8郾 0% ,而 qYSC8 的 PVE 值从原来的 38郾 9%
增加到 45郾 9% 。

表 1摇 不同大小群体中 QTL 效应值的结果比较

Table 1摇 The QTL effects based on 170 and 327 F1 individ鄄
uals

群体数量

Population size

PVE 峰值(% )摇 PVE peak

qTBF1鄄1 qTBF1鄄2 qYSC8 qLSI13

170 21郾 2 11郾 8 38郾 9 20郾 6

327 14郾 8 7郾 3 45郾 9 12郾 6
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2郾 3摇 F1群体大小对 QTL 检出的影响

为了探究 F1群体大小对 QTL 定位的影响,从上

述 327 株 L 伊 B 的 F1群体中随机抽取不同样本容量

进行 QTL 分析。 在 60 个抽样群体中 4 个 QTL 位点

的分析结果(图 2)。 如统一取 LOD逸3 作为 QTL 检

出的阈值,则只有 qYSC8 在所有样本中均可以检出,
而 qTBF1鄄1 和 qLSI13 在样本容量 逸 150 时才能确保

检出,而 qTBF1鄄2 只有在样本容量 逸 200 时才能确

保检出。 为了保证能检出某个 QTL 位点,其效应

(PVE 值)越低,所需的最小群体的样本容量越大。

虚线为 LOD =3 的检出阈值;4 个 QTL 真实效应的参考值由 327 份材料分析得到的 PVE 值表示

The dotted line is the detection threshold of QTL(LOD =3),The reference value of the real effect of each QTL and was obtained from 327 material analyses

图 2摇 不同样本容量 10 次抽样分析的 LOD 值分布

Fig郾 2摇 The distribution of LOD values in 10 times of sampling

2郾 4摇 估计 F1群体大小对 QTL 效应的影响

基于上述在不同大小群体中的 QTL 分析结果,
绘制每次抽样 PVE 值的分布图和取值范围,并计算

10 次抽样的平均值和标准差(图 3,表 2)。 如果以

327 份材料得出的 PVE 值代表这 4 个 QTL 的实际

效应(图 3 中的水平直线),则不同次抽样对 PVE 值

的估计可能出现数倍的偏差。 总体来看,样本越小

其 PVE 值的分布越离散,偏离的可能性和程度越

高。 例如对于效应为 7郾 3%的 qTBF1鄄2,当样本容量

为 50 时,PVE 值最高可达 25郾 4% ,是实际效应的

3郾 48 倍;当样本容量为 150 时, PVE 值最高可达

15郾 2% ,是实际效应的 2郾 08 倍(表 2)。 当比较 10
次抽样得到的最高 PVE 值和最低 PVE 值,则差异

更为显著,如对于效应为 12郾 6% 的 qLSI13,当样本

容量为 150 时,最高 PVE 值和最低 PVE 值分别为

6郾 5%和 18郾 4% ,后者是前者的 2郾 83 倍(表 2)。 然

而,对于 4 个 QTL 位点,当样本容量为 100 以上时,
利用 10 次抽样所得平均 PVE 值虽然会高于或低于

实际效应,但与实际效应差异不大;而样本容量为

50 时,10 次抽样的平均 PVE 值均略高于实际效应。

图中实线为每个 QTL 真实效应的参考值,用 327 份材料分析所得的 PVE 值表示

The solid line in the figure is the reference value of the real effect of each QTL and was obtained from 327 material analyses

图 3摇 不同样本容量 10 次抽样分析的 PVE 值分布

Fig郾 3摇 The distribution of PVE values in 10 times of sampling
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表 2摇 不同样本容量 10 次抽样分析的 PVE 值的偏离程度

Table 2摇 The deviation of PVE values in 10 times of sampling (% )

样本量

Population size
qTBF1鄄2 qLSI13 qTBF1鄄1 qYSC8

327 7郾 3 12郾 6 14郾 8 45郾 9

50 3郾 7 ~ 25郾 4 1郾 2 ~ 30郾 2 5郾 8 ~ 23郾 2 41郾 2 ~ 73郾 9

(13郾 5 依 6郾 8) (14郾 8 依 8郾 5) (16郾 7 依 5郾 6) (52郾 6 依 10郾 3)

100 7郾 0 ~ 12郾 5 6郾 8 ~ 24郾 6 10郾 1 ~ 18郾 8 27郾 2 ~ 57郾 0

(9郾 1 依 1郾 7) (12郾 2 依 5郾 1) (14郾 6 依 2郾 3) (43郾 5 依 8郾 2)

150 6郾 0 ~ 15郾 2 6郾 5 ~ 18郾 4 9郾 7 ~ 20郾 0 41郾 9 ~ 58郾 1

(10郾 0 依 2郾 6) (12郾 9 依 3郾 0) (14郾 1 依 3郾 5) (48郾 3 依 4郾 0)

200 5郾 8 ~ 13郾 0 10郾 8 ~ 22郾 3 11郾 5 ~ 17郾 8 42郾 7 ~ 53郾 0

(8郾 7 依 1郾 9) (15郾 7 依 3郾 4) (15郾 4 依 2郾 3) (47郾 5 依 3郾 6)

250 6郾 0 ~ 9郾 7 9郾 8 ~ 17郾 9 12郾 5 ~ 19郾 1 43郾 7 ~ 48郾 8

(7郾 9 依 1郾 0) (13郾 3 依 2郾 5) (14郾 9 依 2郾 0) (46郾 7 依 1郾 7)

300 6郾 1 ~ 7郾 5 11郾 4 ~ 16郾 5 14郾 4 ~ 17郾 0 43郾 5 ~ 47郾 3

(6郾 7 依 0郾 5) (13郾 6 依 1郾 2) (15郾 8 依 0郾 7) (45郾 5 依 1郾 3)

括号内为 10 次抽样 PVE 值的平均值 依 标准差

The number in the brackets represents the PVE value range of the 10 sampling,PVE value for 10 samples = Mean 依 SD

3摇 讨论

QTL 定位是研究数量性状的重要手段,其研究

结果的可靠性极大地依赖于分离群体的大小,许多

研究证明群体过小会低估 QTL 数目和高估其效

应[25鄄31]。 本研究主要意义在于通过扩大 F1群体,提
高了茶树 4 个 QTL 效应估计的准确度。 将群体从

170 份扩大到 327 份时,4 个 QTL 位点的 PVE 值均

有明显变化(表 1),证实了在这个尺度上 F1群体大

小的变化能明显影响 QTL 的效应估计。 其次,本研

究通过随机抽样分析证实在茶树 F1群体中,即便样

本量达到 150 时,可基本保证能检出 PVE 值在 10%
以上的 QTL(图 2),但并不能实现对 PVE 值的准确

估计,最高估计值可能是最低估计值的 2郾 83 倍

(表 2)。 对于主效 QTL(如 qYSC8),由于基数较大,
效应估计的相对偏差会小一些,然而绝对偏差仍然

明显。
理想情况下,为能定位到微效 QTL 并准确地估

计其 QTL 效应,作图群体应该在 300 ~ 500 份及以

上[9,32鄄33]。 但由于成本、土地空间等的限制,尤其是

茶树这样的多年生木本植物,实际研究用的作图群

体通常低于 200 份[18鄄22]。 以往研究群体大小对 QTL
定位的影响主要针对 F2、NIL、DH 等作图群体或者

采用理论模拟数据进行分析的[12,34鄄35]。 但由于分离

重组的次数不同,不同群体类型可能存在差异,而且

理论模拟数据分析很难考虑性状的遗传力和表型数

据的观测误差等因素的影响。 本研究以茶树 F1 群

体的田间试验数据为基础,针对多个性状的表型数

据,通过扩大 F1群体规模,采用随机抽样策略评估

群体大小对茶树数量性状定位分析的影响。 本研究

中涉及的 4 个 QTL 的 PVE 值估计值范围为7郾 3% ~
45郾 9% ,包含了微效、中等效应以及主效 QTL,因此

分析结果具有较好的代表性,对于茶树以及其他木

本植物 QTL 定位研究的策略以及结果的解读具有

一定指导意义。 另外,本研究主要采取先在小群体

中初定位,随后在较大群体、局部连锁区域进行深入

分析的策略。 随着群体扩大,对 QTL 的检测能力增

强,如果采用全基因组分析策略则其他连锁区域有

可能会出现新的 QTL 位点。
最后,虽然 327 份 F1作图群体是目前茶树遗传

作图研究中所采用的最大群体,对 QTL 效应的估计

也只是相对准确。 随机抽样中样本容量较大时,不
同次抽样存在较多重复样本,如果是在更大的群体

中进行随机抽样,QTL 效应估计的偏差可能会更大。
目前使用的茶树作图群体一般不超过 200 份,因此

在标记辅助育种应用或其他研究中,对于已定位到

的茶树相关经济性状 QTL 的效应估值应谨慎对待。
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