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摘要：随着高通量测序技术的不断进步带来的 SNP 标记成本的持续下降，可用于种质资源分群和分子育种应用中基因型

鉴定的 SNP 位点数越来越多，亟需系统地比较不同分群方法以便找到最合适的分群法和最可靠的分群功效评估指标。 本研

究比较了 4 个分群方法（包括目前常用的邻接算法（NJ 法）、SNPhylo 法、ADMIXTURE + SNPs 和在 ADMIXTURE +SNPs 基

础上开发的 ADMIXTURE+TagSNPs 分群法），以及 4 个分群功效评估指标（PCA 散点图、群体遗传指标 GD 和 PIC 及贝叶斯

统计指标 BIC）在利用 GBS 简化基因组测序产生的 525141 个 SNPs 位点数据将 490 份玉米自交系划分成 3 个和 6 个亚群时

的表现。结果表明：4 个评估指标中的 PCA 散点图和 BIC 指标（BICBW，SBIC）探测亚群间变异的能力强，是评估不同分群方

法分群功效的可靠指标，而 GD 和 PIC 探测亚群间变异的能力差，不适合用作分群功效的评估。结果还表明，4 个分群法均为

有效分群法，所以都可用于种质资源分群，但 ADMIXTURE+TagSNPs 分群法划分的亚群边界清晰，亚群间个体混杂少，相对

群间变异度大，综合表现最好，而 SNPhylo 法的综合表现最差。考虑到 ADMIXTURE+TagSNPs 需要输入的 SNP 标记数显著

少于其他 3 种分群法，因而实际应用中基因型鉴定的成本最低，所以建议在遗传资源研究和分子育种应用中首选该分群法。
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Abstract：Grouping germplasm lines and assisting plant breeding using large number of SNP marker 
have become well accepted due to constant price drops of SNP markers brought about by the advance at high-
throughput sequencing technology. How to handle the large SNP datasets becomes an increasing interest，and the 
user-friendly statistical methodologies are in demand. In this study，four grouping procedures （NJ，SNPhylo，
ADMIXTURE + SNPs，and the ADMIXTURE + TagSNPs which we modified from ADMIXTURE + SNPs），

were deployed to group 490 corn inbreds into 3 and 6 subgroups using 525141 SNP markers and their performance 
were evaluated with four criteria （PCA Scatter Plot，GD，PIC and BIC）. The result showed that PCA Scatter 
Plot and BIC （BICBW，SBIC）among the four criteria are more powerful in revealing between-subgroup variation，
whereas GD and PIC showed less powerful. All four grouping procedures were effective and could be adopted in 
grouping germplasm. Particularly，ADMIXTURE+TagSNPs was the most effective in delineating subgroups with 
clear boundary and very little between-group mixing，while SNPhylo was the least effective. ADMIXTURE + 
TagSNPs required fewer SNP markers thus would cost less than other three procedures，and therefore was highly 
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recommended for germplasm study and marker-assisted breeding.
Key words： maize；clustering analysis；tagSNP；principal component analysis；genetic diversity；

polymorphism information content；Bayesian information criterion

农作物种质材料的聚类分群在作物育种研究和

种质资源研究中有非常重要的作用。例如利用分

群技术发现种质材料之间的亲缘关系，根据分群结

果发现重要性状的基因来源和遗传材料来源，在玉

米育种中参考玉米自交系的分群结果划分自交系

的杂种优势群，选择合适的自交、回交亲本和测定

配合力用的测验系等［1-4］。以前研究者使用形态特

征、亲本的遗传系谱记录和大量实际田间测交结果

来完成上述工作，工作量大且不准确，特别是对于系

谱来源复杂但缺少准确系谱记录的种质资源。利

用 DNA 分子标记的遗传多态信息研究种质资源和

育种群体的遗传多样性，划分种质类群，开发利用

新种质一直是近年来植物遗传资源研究的一个重

要方向［5-8］。目前，DNA 分子标记经历了从 RFLP、 
SSR 到 SNP 的 3 个发展阶段，分子标记的数目也

由限制性片段长度多态性标记（RFLPs，restriction 
fragment length polymorphism）的数十个，到简单

重复序列标记（SSRs，simple sequence repeat）的

数百个，再到目前的单核苷酸多态性标记 （SNP，
single nucleotide polymorphism）的数十万到数百万

个 ［9-13］。随着高通量 DNA 测序技术进步带来的测

序成本的降低，各种简化基因组测序技术如 GBS、
GBTS、SLAF-seq、SNP 芯片技术，和全基因组重测

序技术（Whole Genome Resequencing）［14-16］产生数

量巨大的 SNP 数据。适用于 SNP 大数据的聚类和

分群的数学模型、分群流程、计算机算法和分群软

件，如 STRUCTURE［17］和 ADMIXTURE［18］不断被

开发出来，一些过去常用的经典分群方法如邻接法

（NJ，Neighbor-Joining）［19］仍在广泛使用。科研工

作者对采用哪种分群方法和分群软件通常感到困

惑，采用何种指标评估众多分群方法和分群软件的

分群功效的系统研究尚不多见，对正确地选用合适

的分群方法和解释分群结果造成困难。亟需系统地

比较不同分群方法以便找到最合适的分群法和最可

靠的分群功效评估指标。

本研究将邻接法、SNPhylo、ADMIXTURE+SNPs
和 ADMIXTURE+TagSNPs 4 种分群方法用于分析

高通量 GBS 测序产生的 525141 个 SNP 位点的多

态性数据，把 490 份玉米自交系分为 3 个和 6 个亚

群，利用 4 个评估指标比较评估每种分群方法的分

群功效。同时，利用实际分群结果比较了 4 个评估

指标的适用性，以期为研究者在选择合适的植物遗

传资源分群方法和分群功效的评估指标方面提供参

考依据。

1　材料与方法

1.1　试验材料和 SNP 数据

490 个玉米自交系均来自联创种业种质资源

库，包括近年黄淮海地区育种用的骨干种质，重要的

中国地方种质和 1970-2010 年多次从北美、欧洲、南

美和东南亚引进的国外种质。利用 CTAB 方法提

取 490 份玉米自交系幼苗的 DNA，SNP 数据来自

简化基因组测序［14］：用限制性内切酶 ApeKI 处理

DNA，构建 DNA 文库，利用 Illumina HiSeq2000 进

行测序，测序深度为 5X，以玉米自交系 B73-V3.0 作

为参考基因组，利用 Tassel-GBS 流程得到 876305
个 SNP 位点多态性变异［14-16］。本研究用 Tassel 
V5.2 软件将最小等位基因频率（MAF，minimum 
allele frequency）小 于 5% 的 SNP 过 滤 掉 后 得 到

525141 个 SNP 位点数据，这些 SNP 数据被用作输

入分群软件的原始数据。

1.2　分群方法

本试验利用 NJ、SNPhylo、ADMIXTURE+SNPs
和 ADMIXTURE+TagSNPs 4 种分群方法对 490 份

玉米自交系进行亚群划分。

1.2.1 NJ 分群法　NJ 分群法以构造聚类树状图

时采用的计算机算法“邻接算法（Neighbor Joining 
Algorithm）”命名；本研究采用 TASSEL V5.2.3 软件

中的 NJ 分群法，首先将 490 个自交系的 525141 个

SNP 位点数据导入到 TASSEL V5.2 软件中，软件根

据 SNP 数据计算任意 2 个自交系之间的修正欧几

里德距离（Modified Euclidean Distance），然后从产

生的距离矩阵用邻接算法产生自交系的树状图［19］。 
1.2.2 SNPhylo 分 群 法　 采 用 Lee 等［20］2014 年

开发的适用于处理大型 SNP 数据的系统树构建

和分群软件 SNPhylo，该软件整合了系统学和进

化生物学中多个常用软件的功能，包括用 PHYLIP
软件包［21］中的最大似然法子程序 DNAML 进行

树构建和分群，用 PHANGORN 中的自助重抽样

法（bootstrapping resampling）估算进化树上遗传
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材料之间的进化距离和最优进化关系树的置信

度［22-23］，该软件根据 SNP 位点的多态信息和连

锁不平衡度删除信息量低的 SNP 位点，实际使用

8249 个 SNP 位点数据，极大地减少了软件运行 
时间。

1.2.3 ADMIXTURE+SNPs 分群法　本研究利用

Kenneth 等［24］开发的软件 ADMIXTURE V1.3.0 对

490 份玉米自交系进行分群和群体结构分析。与分

群软件 STRUCTURE［12］相比，ADMIXTURE 也是

基于模型分群（Model-based Clustering），具有相似的

推断模型，但使用速度更快的数值优化算法“拟牛

顿加速度算法”，更适合处理 SNP 大数据［17-18，24-25］。

ADMIXTURE 软件根据群体遗传学的群体混合原

理（admixture theory）汰选 SNP，实际使用了 511 个

SNP 位点数据。

1.2.4 ADMIXTURE+TagSNPs 分群法　该方法

是本试验室开发的分群流程。它利用 Haploview 
V4.2 软件先对 525141 个 SNP 位点进行单倍型块

（haplotype block）分析和单倍型提取，在每个单倍

型块中寻找标签 SNPs［26-28］，即可以代表该单倍型

块的行为的 SNPs，将标签 SNP 作为 ADMIXTURE 
软件的输入数据。用 Haploview V4.2 软件对 10 条

染色体上的 SNPs 进行单倍型块分析的结果见表

1。从 3618 个单倍型块中挑选出 4849 个 TagSNP
位点，将其多态性信息输入 ADMIXTURE V1.3.0
软件中，该软件根据群体遗传学中的群体混合原

理汰选 SNP，最终实际使用 929 个 TagSNP 位点 
信息。

表 1　10 条玉米染色体的单倍型块数目以及标签 SNPs 数目
Table 1　Number of haplotype blocks and number of TagSNPs on 10 maize chromosomes

染色体

Chromosome

单倍型块数目

No. of haplotype 
blocks

　
标签 SNP 数目

No. of TagSNPs
染色体

Chromosome

单倍型块数目

No. of haplotype 
blocks

　
标签 SNP 数目

No. of TagSNPs　 　

1 533 708 7 291 397

2 448 594 8 304 405

3 411 554 9 260 356

4 478 644 10 293 383

5 321 427 总计 Total 3618 4849

6 279 　 381 　 　 　 　

1.3　分群功效评估指标

1.3.1 PCA 散点图法　主成分分析（PCA，principal 
component analysis）是考察多个个体或变量间相关

关系，并将它们的相关关系在降维（通常是二维）几

何空间表达出来的一种多元统计方法。用线性代数

学的术语，就是通过正交变换将原始的 n 维数据集

变换到一个新的被称作主成分的降维数据集中。变

换后的结果中，第一个主成分具有最大的方差值，每

个后续的主成分在满足与前述主成分正交的限制条

件下具有最大方差。降维时仅保存前 m（m<n）个

主成分即可保持最大的数据信息量。PCA 散点图

利用第一和第二主成分值作为 X 和 Y 坐标值，把待

分类的个体之间的距离和相关关系表达在二维平面

图上（m=2）。图上相距较近的个体可以被归为一

个亚群，从图中亚群内个体的相对集中度和亚群间

边缘的清晰度可以直观地判断一个分群方法的分群

功效的高低。PCA 分析利用 R 软件包 SNPRelate 
V2.14.0 中的 PCA 分析和可视化工具［29-31］。

1.3.2 亚群间／亚群内相对变异度指标　评估分

群或聚类方法分群功效高低的各种不同方法的基

本原理为：用该分群或聚类方法把一群未分类个

体分为 K 个亚群，比较亚群间变异度与亚群内变

异度的相对大小，即亚群间相对变异度（E）= 亚

群间变异度 / 亚群内变异度，亚群间相对变异度越

大，说明该分群方法的分群功效越高。本研究采

用 3 个度量亚群间和亚群内变异度的指标：2 个是

群体遗传学中通常用来度量遗传多态性的指标：

遗传多样性（GD，genetic diversity）和多态信息

量（PIC，polymorphism information content），1 个

是来自贝叶斯统计的信息度指标：贝叶斯信息量

（BIC，Bayesian information criterion）［32-35］。 以 上

3 个指标值可以通过 Excel、Tassel、PowerMarker、
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SAS 等软件计算获得。以下是 3 个指标的计算 
公式：

 （1）

 （2）

 （3）

GD 值可以由公式（1）计算得到。u 表示标记

位点，i、j 表示等位基因，k 表示标记位点 u 的等位基

因数目，f 表示近交系数，由于所用材料均为纯合自

交系，故 f=1，n 表示被分类的个体数，Pi 是标记位点

u 的第 i 个等位基因的频率。PIC 值可以由公式（2）
计算得到，Pi 和 Pj 是标记位点 u 的第 i 个和第 j 个
等位基因的频率；BIC 值可以由公式（3）计算得到， 
L 是似然函数，n 是总样本数，k 是亚群数目。

GD、PIC、BIC 亚群间相对变异度（亚群间变异

度 / 亚群内变异度）计算公式见（6）、（9）和（12），
其计算过程见公式（4）~（12），其中 Wi 是第 i 个
亚群的权重，GDi、PICi、BICi 是第 i 个亚群的 GD、

PIC 和 BIC 值，首先得到亚群内和亚群间 GD、PIC、

BIC，进而计算出 GD、PIC、BIC 亚群间相对变异度。

 （4）

 （5）

 （6）

 （7）

 （8）

 （9）

 （10）

 （11）

 （12）

公式（4）~（12）中，GD、PIC、BIC 的下标 T、
W、B、BW 分别表示总体、亚群内、亚群间和亚群间

相对变异度。

同时，本研究采用灵敏度（S，sensitivity）来比

较每种分群方法在分群数目增加时，亚群间变异的

增加和亚群内变异减少的相对速度。在本研究中，

其定义为当亚群数增加时（在这里即由 K=3 增加

到 K=6），亚群间相对变异度值的增加幅度，其计算

方法为 K=6 时 GDBW、PICBW 和 BICBW 与 K=3 时

GDBW、PICBW 和 BICBW 的比值。例如，用 BIC 度量

NJ 法的灵敏度可以表示为 SBIC = BICBW.6/ BICBW.3，

同理，SGD 和 SPIC 简化表达为 S=K6/K3。

1.4 　不同分群方法功效比较

N J、S N P h y l o、A D M I X T U R E + S N P s 和

ADMIXTURE+TagSNPs 分群法划分亚群时实际

利用的 SNP 位点数目分别是 525141 个、8249 个、

511 个和 929 个。由于所用的 SNP 位点数不同，无

法直接比较 4 种分群方法的分群功效，但可以通过

把 3 种基于最大似然法的分群方法的每一种和经

典分群方法 NJ 法做两两比较，间接发现它们在分

群功效方面的表现。在比较 SNPhylo 法与 NJ 法

时，使用了二者共有的 8249 个 SNPs 位点，由此计

算出将 490 份自交系分为 3 个亚群（K=3）和 6 个

亚群（K=6）时各个亚群的玉米自交系数目、GD 
值和 PIC 值（详见 http：//doi.org/10.13430/j.cnki.jpgr. 
20190618003，附表 1、附表 2）以及 BIC 值（详见 http：
//doi.org/10.13430/j.cnki.jpgr.20190618003，附表 3）；在比

较 ADMIXTURE+SNPs 法和 NJ 法时使用了 511 个共

有 SNPs，在比较 ADMIXTURE+TagSNPs 法与 NJ 法
时使用 929 个共有 SNPs（附表 1、附表 2、附表 3）。

2　结果与分析

2.1　不同分群方法分群功效的主成分分析评估

深入的分群研究结果表明将 490 个自交系分为 3
个和 6 个亚群最接近真实情况［36］，所以在评估分群方

法时仅研究将 490 份玉米自交系分成 K=3 和 K=6 个

亚群时这些分群方法的表现。通过 PCA 图上个体的

相对集中度和亚群间边缘的清晰度（两个亚群的空间

重叠程度）对 4 种分群方法进行评估。利用 NJ 法划

分为 3 个亚群的 PCA 展示，亚群 1 有 3 个玉米自交系

延伸到亚群 2 的边界内，有 2 个玉米自交系延伸到亚

群 3 的边界内，亚群 2 有 6 个玉米自交系延伸到亚群

1 的边界内，有 3 个玉米自交系延伸到亚群 3 的边界

内；亚群 3 有 3 个玉米自交系延伸到亚群 1 的边界内，

有 1 个玉米自交系延伸到亚群 2 的边界内（图 1a）；由
SNPhylo 法可知，亚群 2 被亚群 1 隔开，被分成了两部

分，且相距较远（图 1b）；由 ADMIXTURE+SNPs 法可

知，亚群 2 和亚群 3 有较多个体几乎混合在一起，无

法清晰分开（图 1c）；由 ADMIXTURE+TagSNPs 法可

知，可以看到各亚群之间边界清晰没有明显的重叠现

象（图 1d）。从 PCA 分析结果可以看出在分为 3 个亚

群时，ADMIXTURE+TagSNPs 法和 NJ 法的分群功效

相对较高。

NJ 法、SNPhylo 法和 ADMIXTURE+SNPs 法划分 
的 6 个亚群间有少量混合，各个亚群之间边界有重叠

现 象（图 2a、2b、2c）。 而 ADMIXTURE+TagSNPs 法
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a：NJ 法；b：SNPhylo 法；c：ADMIXTURE+SNPs 法；d：ADMIXTURE+TagSNPs 法。下同

 a：NJ，b：SNPhylo，c：ADMIXTURE+SNPs，d：ADMIXTURE+TagSNPs.The same as below

图 1 　4 种分群方法划分群体结构的主成分分析图（3 个亚群）
Fig.1 　Population structure PCA plots by four grouping procedures（3 populations）

图 2　4 种分群方法划分群体结构的主成分分析图（6 个亚群）
Fig. 2 　Population structure PCA plots  by four grouping procedures（6 populations）
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划分的 6 个亚群边界较清晰，只有第 6 亚群有个别个

体混入第 1 和第 3 亚群（图 2d）。从主成分分析结果

可以看出在分为 6 个亚群时，ADMIXTURE+TagSNPs
法的分群功效相对较高。

2.2　评估不同分群方法分群功效的群体遗传指标

将 490 份玉米自交系划分为 3 个亚群时，根

据 NJ 法和 SNPhylo 法（8249 个 SNP）、NJ 法和 
ADMIXTURE+SNPs 法（511 个 SNP）以及 NJ 法 
和 ADMIXTURE+TagSNPs 法（929 个 SNP）的分群

结果计算 GD 值和 PIC 值，获得 GD 值总分分别为

0.215、0.185 和 0.344，PIC 值总分分别为 0.185、0.164
和 0.277（附表 1）。根据公式（4）、公式（7），当 NJ
法和 SNPhylo 法比较时，NJ 法的亚群内 GD（GDW）

为（80×0.176+228×0.221+182×0.202）/490=0.207，
亚群内 PIC（PICW）为 0.176，根据公式（5）、公式

（8），计算出亚群间合并 GD（GDB）和亚群间合并

PIC（PICB）分别是 0.009 和 0.009；其他计算结果见

附表 1。利用公式（6）和公式（9）得到 GD 相对变异

度（GDBW）和 PIC 相对变异度（PICBW）详见附表 1。
同理计算将 490 份玉米自交系划分为 6 个亚

群时的 GD 和 PIC 值，获得 GD 总分分别为 0.215、
0.185 和 0.344，PIC 总分分别为 0.185、0.164 和 
0.277。与计算附表１亚群内和亚群间合并变异的

方式相同，根据公式（4）、公式（5）、公式（7）、公式

（8），计算出 NJ 和 SNPhylo、ADMIXTURE+SNPs、
ADMIXTURE+TagSNPs 分群法进行两两比较时的

亚群内和亚群间合并 GD 和 PIC 值详见附表 2，利
用公式（6）和公式（9）得出 GD 相对变异度和 PIC
相对变异度详见附表 2。从附表 1 和附表 2 可以看

出亚群间合并 GD 和 PIC 值均很小，亚群间 / 亚群

内的比值（GDB/GDW、 PICW/PICB）均接近于 0，表明

用 GD 和 PIC 这 2 个指标探测群间变异效果不好。

2.3　评估不同分群方法分群功效的统计指标

将 490 个玉米自交系分别划分 3 个亚群和 6 个

亚群时，根据 NJ 法和 SNPhylo 法（8249 个 SNP）、 
NJ 法和 ADMIXTURE+SNPs 法（511 个 SNP）以及

NJ 法和 ADMIXTURE+TagSNPs 法（929 个 SNP）的

分群结果，根据公式（10）、公式（11）计算亚群内和

亚群间合并变异的 BIC 值（表 2，附表 3）。利用公式

（12）计算 BIC 相对变异度（表 2，附表 3）。从表 2
可以看出亚群间 / 亚群内的比值（BICB/BICW）显著

大于 1，表明用 BIC 指标探测群间变异是有效的。

2.4　不同评估指标探测亚群间变异的能力比较

从表 2、附表 1、附表 2、附表 3 中给出的 GD、

PIC 和 BIC 3 个评估指标的亚群内和亚群间变异

估计值，根据公式（6）、公式（9）和公式（12）计

算出每个分群方法将 490 个自交系分成 3 个亚群

（K=3）和 6 个亚群（K=6）时，3 个评估指标度量

的亚群间相对变异度值 GDBW、PICBW、BICBW（表

3）。可以看到使用 NJ 分群法（8249 个 SNP），K=6
时，由 PIC 估计的亚群内和亚群间相对变异度值为

0.168 和 0.017（附表 2），此时由 PIC 估计出的亚群

间相对变异度 PICBW = 0.017/0.168 =10.2%（表 3）。
同理，可以看到使用 NJ 分群法（8249 个 SNP），在
K=3 时，由 BIC 估计出的亚群内和亚群间变异度

值 为 -270.835 和 -325.171（附 表 3），此 时 由 BIC
估计出的亚群间相对变异度 BICBW =（-325.171）/

（-270.835）=120.1%（表 3）。
从表 3 给出的 3 个评估指标估算出的亚群间相

对变异度值 GDBW、PICBW、BICBW，可以看出当 K=3
和 K=6 时，从 NJ 分群结果中得到的平均 GD 亚群

间相对变异度（GDBW）分别为 3.4% 和 6.3%，即 GD
提取的亚群间变异分别相当于亚群内变异的 3.4%
和 6.3%；同理，PIC 提取的亚群间变异相当于亚群

内变异的 3.4% 和 7.2%；而 BIC 提取的亚群间变

异相当于亚群内变异的 142.5% 和 432.5%，远大于

GD 和 PIC。以上结果表明 3 个评估指标中 BIC 探

测亚群间变异的能力强，是评估不同分群方法分群

功效的有效指标，而 GD 和 PIC 探测亚群间变异的

能力差，不适合用作分群功效的评估。

2.5　不同分群方法的灵敏度

当亚群数由 K=3 增加到 K=6 时，用 NJ 分群

法（8249 个 SNP），用 BIC 估计的亚群间相对变异

度 BICBW 由 120.1% 增加到 389.3%，增加为 3.241
倍；用 SNPhylo 分群法（8249 个 SNP），亚群间相

对变异度 BICBW 由 160.7% 增加到 345.8%，增加

为 2.152 倍（表 3），表明 NJ 分群法比 SNPhylo 分

群法对由亚群数增加引起的亚群间相对变异度的

增加的反应更灵敏。同理可以算出由 BIC 估算的

ADMIXTURE+TagSNPs 分 群 法（929 个 SNP）的

灵敏度为 2.963，ADMIXTURE+SNPs 分群法（511
个 SNP）的灵敏度为 2.682。1 个分群方法的灵敏

度因输入数据的不同而不同，如 NJ 法在输入 SNP
数目为 8249 个、511 个和 929 个时，灵敏度的估

值 为 3.241、2.757、3.181，由 BIC 估 算 出 的 NJ 分

群法的平均灵敏度为 3.060（表 3）。结果表明 NJ
法和 ADMIXTURE+TagSNPs 的灵敏度明显高于

ADMIXTURE+SNPs 和 SNPhylo。
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表 2　NJ 法和其他 3 种分群法两两比较的 BIC 值（6 个亚群）
Table 2　The BIC values of pair-wise comparison between NJ and other three grouping methods （K=6） 

群组

Group
参数

Parameter

比较Ⅰ

Comparison Ⅰ
（8249 SNPs）

比较Ⅱ

Comparison Ⅱ 
（511 SNPs）

比较Ⅲ

Comparison Ⅲ 
（929 SNPs）

邻接法       
NJ

SNPhylo 法 
SNPhylo

邻接法      
NJ

ADMIXTURE+SNPs 法

ADMIXTURE+SNPs
邻接法      

NJ
ADMIXTURE+TagSNPs 法  

ADMIXTURE+TagSNPs

全部自交系 
Entire panel

自交系个数 490 490 490 490 490 490

BICT -614.464 -614.464 -607.951 -607.951 -759.961 -759.961

亚群 1 
Pop1

自交系个数 80 61 80 76 80 76

BIC1 -107.001 -87.851 -102.441 -97.820 -132.804 -125.010

亚群 2 
Pop2

自交系个数 96 147 96 83 96 74

BIC2 136.566 -214.758 -115.768 -97.806 -159.513 -120.510

亚群 3 
Pop3

自交系个数 117 89 117 61 117 67

BIC3 171.722 -128.770 -148.134 -78.715 -180.715 -97.329

亚群 4 
Pop4

自交系个数 65 70 65 63 65 91

BIC4 -87.675 -94.294 -79.069 -75.183 -89.860 -128.204

亚群 5 
Pop5

自交系个数 78 47 78 102 78 63

BIC5 -123.822 -71.151 -107.265 -107.340 -121.515 -99.316

亚群 6 
Pop6

自交系个数 54 76 54 105 54 119

BIC6 -81.7727 -121.128 -69.460 -162.396 -85.769 -195.501

群内 
Within-Group

BICW -125.581 -137.835 -109.995 -497.956 -136.800 -134.956

群间 
Between-Group 

BICB -488.883 -476.629 -162.396 -499.603 -623.161 -625.005

BICT、BICW、BICB、BIC1~BIC6 分别表示全体材料、亚群内、亚群间、亚群 1~ 亚群 6 的贝叶斯信息量

BICT，BICW，BICB and BIC1-BIC6 represent Bayesian information criterion of entire panel，within- and between-group and Pop1-Pop6

表 3　4 个分群方法的群间相对变异度（GDBW、PICBW、BICBW）和灵敏度比较
Table 3　The effectiveness（GDBW，PICBW，BICBW）and sensitivity of four grouping procedures

SNP
数目

No.of 
SNPs

方法

Methods

GDBW（%） GDBW 灵敏度 
Sensitivity of 

GDBW

（S=K6/K3）

PICBW（%） PICBW 灵敏度 
Sensitivity of  

PICBW 
（S=K6/K3）

　 BICBW（%） BICBW 灵敏度 
Sensitivity
of  BICBW

（S=K6/K3）K=3 K=6 K=3 K=6 　 K=3 K=6

8249 NJ 5.1 8.7 1.706 4.2 10.2 2.429 120.1 389.3 3.241 

SNPhylo 4.0 8.2 2.050 5.0 9.7 1.940 160.7 345.8 2.152 

511 NJ 1.4 2.8 2.000 2.0 3.8 1.900 164.2 452.7 2.757 

ADMIXTURE+SNPs 3.3 3.9 1.182 4.2 5.1 1.214 171.9 461.1 2.682 

929 NJ 3.8 7.5 1.974 3.9 7.6 1.949 143.2 455.5 3.181 

ADMIXTURE+
TagSNPs

4.1 7.7 1.878 4.0 7.7 1.925 156.3 463.1 2.963 

NJ 平均 3.4 6.3 1.893 　 3.4 7.2 2.092 　 142.5 432.5 3.060 
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3　讨论

3.1　不同评估指标的特点和适用性

本研究采用 3 类不同指标：空间可视化指标

PCA，群体变异度指标 GD、PIC 和统计学指标 BIC
评估不同分群方法的分群功效。一个良好的分群

功效评估指标应该满足以下 3 点：（1）显示亚群边

界清晰度和亚群间成员的混杂程度；（2）有效地定

量表达亚群间变异度的相对大小；（3）灵敏地反映

由不同分群方法或亚群个数变化带来的亚群间和

亚群内变异的变化。从 PCA 图上可以清楚看出

ADMIXTURE + TagSNPs 分群法产生的亚群间的边

界清晰度比 SNPHylo 分群法高，亚群成员间的混杂

度比 SNPHylo 分群法低。本研究结果表明 PCA 图

可以清楚地表达不同分群方法所产生的亚群在边界

清晰度和亚群间成员混杂度方面的差异，是评估不

同分群方法分群功效的有效指标。PCA 作为表达

一个分群方法分群功效的直观图示工具在种质资源

遗传研究中已经有多年应用并且至今仍在广泛应

用［31，37］，它的直观性和准确性在本研究再次得到验

证。但 PCA 并不能有效地定量表达亚群间变异度

的相对大小，因此本研究评估了 GD、PIC 和 BIC 作

为定量指标的有效性。如果分群方法是有效的，一

个有效的定量表达亚群间变异度的相对大小的指

标所探测到的亚群间相对变异度的预期值应该大

于 1，本研究结果表明 BICBW 均显著大于 1 而 GDBW

和 PICBW 实际值远小于 1，所以 BIC 是评价分群方

法相对分群功效高低的有效定量指标，而 GD 和

PIC 是无效指标。本研究结果还表明 BIC 度量值

和 PCA 图上显示的群间群内变异的相对大小一致。

贝叶斯信息指数（BIC）作为度量处理间、处理内变

异相对大小的显著性测验的统计指标已被广泛应 
用［32，35］，它也被用作评估不同 RNA 基因表达谱数

据分群方法的分群功效的指标，表现较好［32］。GD
和 PIC 作为度量基因位点内等位基因多态性的指

标在度量群体遗传多样性和筛选分子标记方面得到

广泛应用［7-8，38-39］，但作为度量亚群间、亚群内相对

变异方面尚未见报道。本研究结果表明 GD 和 PIC
显著地低估了亚群间相对变异，不能有效度量亚群

间、亚群内变异，不是评估分群方法的分群功效的合

适定量指标。

3.2　不同分群方法分群功效的综合评估

本研究结果表明 PCA 是评估一个分群方法

分群功效的直观指标，BICBW 和灵敏度是评估分

群功效的定量指标，建议将三者结合，作为评价

一个分群方法的分群功效的综合指标。PCA 图

显 示 ADMIXTURE+TagSNPs 分 群 法 产 生 的 亚

群边界清晰，群间混杂少，优于其他 3 个分群方

法，从 BICBW 指标值可以看出，当分为 3 个亚群

时（K=3），ADMIXTURE+SNPs 分 群 法 BICBW

值 最 高，为 1.719；当 分 为 6 个 亚 群 时（K=6），
ADMIXTURE+TagSNPs 分 群 法 BICBW 值 最 高，

为 4.631。 从 亚 群 个 数 由 K=3 到 K=6 时 不 同

分群方法对群间相对变异的变化的灵敏度看，

ADMIXTURE+TagSNPs 分 群 法 灵 敏 度 最 高，

SNPhylo 法最低。利用 PCA 散点图，BICBW 指标

估值和灵敏度估值综合评估 4 个分群方法得出：

ADMIXTURE+TagSNPs 分群法产生的亚群边界清

晰，亚群间个体混杂少，相对群间异度大，对分群数

变化的灵敏度高，总体表现最好，SNPhylo 法总体表

现最差。本研究需要指出一个分群方法的表现受

众多因素的影响，包括输入的 SNP 个数、软件内部

使用的 SNP 筛选标准和方法，分群方法计算个体间

遗传距离的方法和分群（或构图）用的计算机算法

等。本研究在比较 2 种不同分群方法时，考虑到不

同软件内部 SNP 筛选标准和筛选方法的不同，确保

2 种方法实际被采取的 SNP 标记相同，有效避免了

因输入数据的不同对分群结果的影响。分群软件通

常允许使用者选择不同的遗传距离，比如邻接法，允

许使用者选择内置的多种不同遗传距离计算方法的

一种，不同遗传距离计算方法产生不同的距离矩阵，

进而输出不同的分群结果。所以在使用 NJ 分群法

时，一定要了解软件实际使用的是何种遗传距离，确

保选用的遗传距离与所输入的标记类型匹配，这样

利用 NJ 法才可以得出功效最好的分群结果。Nei
等［40］的研究表明修正欧几里德距离是与离散型数

据（如 RFLP、SSR、SNP 等 DNA 分子标记数据）最

匹配的遗传距离算法［40-41］。如果分群用的输入数

据类型是连续性数据（例如转录组和多数代谢组数

据），应该采用不同的遗传距离。

3.3　SNP、标签 SNP、试验成本和数据质量

最近几年随着高通量 DNA 测序技术的进步带

来的测序成本的快速下降，SNP 分子标记越来越广

泛地被用于种质资源研究和种质材料分群［9，12-13］。

利用重测序和各种简化基因组测序，很容易获得几

十万至几百万 SNP 分子标记位点数据，由于其中不

少 SNP 位点之间存在高度的连锁不平衡或相关性

和冗余重复，直接利用大量 SNP 数据对分群和关联
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分析软件构成巨大挑战。分子标记的优点是能够用

有限的试验室鉴定成本的增加换来田间大量土地、

人力成本和时间成本的节省，如果在后续种质材料

鉴定或分子标记辅助育种过程中需要对大量 SNP
位点进行 DNA 鉴定，导致试验室成本的大量增加，

分子标记将难以被育种家接受。在实践中研究者通

常需根据有限知识挑选使用一小部分 SNP 标记，因

此标签 SNP 受到重视。在人类遗传学中，已经开发

出标签 SNP 筛选软件，用计算机软件辅助挑选少量

的可以代表整个样本主要的遗传信息的 SNP，即标

签 SNP（tagSNP） ，并利用这些标签 SNP 进行类群

划分和亲缘关系研究［26-28］，但在农作物中，尚未见

到利用标签 SNP 进行种质材料分群的报道。尽管

4 个分群方法所用数据均来源于同一套 525141 个

SNP 位点数据，不同分群方法对原始 SNP 数据的接

受和过滤利用方式不同，实际需要输入软件的 SNP
个数和软件实际采用的 SNP 个数可以有显著不同。

考虑到使用 SNP 标记的试验室成本（主要包括产

生 SNP 的 DNA 测序成本和分子标记使用过程中基

因型鉴定的成本），评估一个分群方法不仅要看分群

效果也要考虑使用成本特别是试验室成本。

ADMIXTURE+SNPs 分群法、NJ 法和 SNPhylo 
分群法需要输入全部 525141 个 SNP 数据，尽管

实际上仅使用部分 SNP 位点。本研究开发的

ADMIXTURE+tagSNPs 分群法是 ADMIXTURE+SNPs
分群法的改进，实际输入软件的是通过 Haploview 
V4.2 软 件 挑 选 出 的 4849 个 TagSNP 位 点，比

ADMIXTURE+SNPs 分群法输入数据少很多，所以

试验室成本更低。

影响分群方法的分群效果的一个重要因素

是分子标记数据的质量，分子标记数据应该有足

够大的遗传变异多态性。多态性信息含量（PIC）

是评估分子标记数据变异多态性的一个有效指 
标［21-22］，尽管本研究的结果表明 PIC 不是评估分

群方法分群功效的合适指标。在比较不同分群方

法时，本研究采用同一套 SNP 数据，并对数据进

行相同的前处理，用 Tassel V5.2 软件以最小等位

基因频率（MAF，minimum allele frequency）不小

于 5% 作为筛选条件，将分布在 10 条染色体上的

876305 个 SNPs 过滤后得到 525141 个 SNP。本项

目数据的最小等位基因频率均值为 0.217，PIC 均

值为 0.304。赵久然等［9］报道在 344 份自交系中，

3072 个 SNP 标记所检测到的多态信息含量（PIC）

为 0.028~0.570，平均 PIC 值为 0.344。吴金凤等［12］

利用 1041 个 SNP 位点对 51 份玉米自交系进行基

因型分析，最小等位基因频率平均值为 0.359，多
态性信息含量（PIC）的变化范围为 0.186~0.375，
平 均 值 为 0.345。Yang 等［42］利 用 926 个 SNP 对

527 份玉米自交系进行遗传多样性分析，发现平

均 MAF 是 0.3，平 均 PIC 值 是 0.31。Wu 等［43］利

用 GBS 测 序 对 538 份 CIMMYT 玉 米 自 交 系 的

362008 个 SNP 的分子特征进行分析，发现平均

MAF 值是 0.22，平均 PIC 值是 0.25。可见与发表

的研究相比，本研究使用的分子标记数据的质量 
较好。
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