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水稻种质资源全基因组 DNA 指纹鉴定方法研究
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摘要：开展水稻种质资源 DNA 指纹鉴定可以赋予每份种质统一的身份信息，对于查清我国资源家底、评估资源遗传基础、

提高资源利用效率和保护种业知识产权等具有重要意义。本研究利用已完成全基因组 DNA 重测序的 5374 份水稻种质资源为研

究材料，通过参考样本资源的选择、高质量 SNP 位点分析以及最优 SNP 数量和 SNP 组合的挑选，建立了 2套水稻种质资源全

基因组 DNA 指纹标准。通过主成分分析和系统进化树分析，指纹标准 1 和 2 选择的 SNP 可以代表 94,197 个高质量群体共有

SNP 进行群体遗传多样性检测；群体遗传相似度分析验证了指纹标准 1和 2对于开展水稻种质资源遗传相似性鉴定的有效性。

本研究有望为水稻种质资源保护与利用以及种业知识产权保护等提供技术支撑，并为其它作物制定全基因 DNA 指纹鉴定标准

提供参考。
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Abstract: DNA fingerprinting analysis that enables assigning uniform identity information for each rice germplasm is of great

significance for identifying the genetic basis of rice germplasm resources, improving their utilization efficiency and protecting the

intellectual property rights of the seed industry in China. In this study, using 5374 rice accessions that have been genotyped by the

whole-genome resequencing, two sets of genome-wide DNA fingerprinting standards were established through the selection of

reference sample resources, analysis of high-quality SNP loci, and selection of the optimal number of SNPs and SNP combinations.

Through principal component analysis and phylogenetic tree analysis, SNPs in the collection of fingerprinting standards 1 and 2 could

represent 94,197 high-quality population common SNPs applicable for the population genetic diversity. In addition, population genetic

similarity analysis verified the effectiveness of fingerprinting standards 1 and 2 to uncover the genetic similarity identification of rice

germplasm resources. This study is expected to provide technical support for the conservation and utilization of rice germplasm

resources and the protection of intellectual property rights in the seed industry, and to provide reference for the development of DNA

fingerprinting standards for other crops.
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“DNA 指纹”概念最早由英国科学家 Alec Jeffreys于 1985年提出[1]，用于表示人类基因组 DNA经酶切

和探针杂交后形成的DNA条带。在人类基因组中存在的多态性极高的区域，该区域DNA经酶切形成的DNA

条带可区分不同的个体，像人的指纹一样，因此称为 DNA指纹。多个 DNA指纹组合在一起，形成了某个

个体的指纹图谱。

近年来，随着 DNA指纹鉴定技术的快速发展与种质资源的有效保护和高效利用的迫切需求，水稻等重

要农作物种质资源的 DNA指纹鉴定工作越来越受到重视。目前在我国国家作物种质库保存水稻种质资源达

9万余份，包括野生稻、地方品种、选育品种、品系和遗传材料以及国外引进资源等，对这些水稻种质资源

构建 DNA指纹图谱是当务之急[2,3]。首先，通过构建 DNA指纹图谱，可以克服依赖形态特征鉴定种质资源

的局限性，且为优异基因发掘和种质资源的有效利用提供 DNA指纹信息，将显著提高种质资源的利用效率；

其次，可以为水稻品种知识产权保护提供 DNA指纹鉴定技术支撑。新《种子法》大幅提升了针对种业创新

的相关知识产权保护，尤其是涉及国家粮食安全及老百姓饭碗的种业知识产权保护。DNA指纹鉴定赋予品

种统一的身份信息，可以明晰知识产权归属、保护产权人权益和打击假冒伪劣套牌侵权违法行为。此外，

通过 DNA指纹鉴定，可以鉴别和剔除种质库保存的重复资源，节省宝贵的库存空间，减少鉴定评价的工作

量，提高种质资源的保存质量与利用效率。

水稻是我国最重要的粮食作物之一，对保障国家粮食安全具有举足轻重的地位[4]，因此水稻 DNA指纹

鉴定一直备受关注。水稻品种 DNA 指纹鉴定方法的研究起始于 2007年，主要是利用 24 个 SSR 分子标记

扩增产物的电泳图谱对不同水稻品种进行鉴别。到目前为止，水稻 DNA 指纹鉴定的分子标记类型经历了

SSR、SNP 和MNP 等，检测位点的数量由 24个增加到几千个，基因分型方法包括银染、荧光扫描和 SNP



芯片扫描等[5-8]。已建立的水稻 DNA指纹鉴定方法主要是针对水稻选育品种，而针对野生稻、地方品种、

国外引进资源和遗传材料等类型的种质资源鉴定方法还鲜有报道。另外，现有 DNA鉴定平台间的指纹数据

相对独立，不同种质资源相同检测平台的鉴定数据统一性也不完全一致，这些问题将为后续水稻种质资源

的相似度比较、特别是实质性派生品种的鉴别增加了难度。

本研究利用来自全国不同省份和不同国家的 5374份水稻种质资源为基本分析群体，包括选育品种（品

系）、地方品种、国外引进资源以及杂草稻和野生稻等种质资源，结合深度（15×）全基因组重测序数据，

全面分析 SNP在染色体上的均匀分布、样本多样性和两两样本间遗传相似度等指标，通过迭代计算明确了

构建全基因组 DNA指纹所包括的最优 SNP 数量和 SNP 组合，提出了水稻种质资源全基因组 DNA 指纹鉴

定方法（图 1），期望为水稻种质资源的保护与利用、种业知识产权的保护等提供技术支撑。

1 材料与方法

1.1 实验材料

实验材料共 5374份，包括选育品种（品系）3749份、地方品种 1203份、国外引进资源 297份以及杂

草稻 104份和野生稻 21份。

1.2 研究方法

1.2.1 基因组重测序

DNA提取与质检：使用 DNAsecure Plant Kit（TIANGEN）进行 DNA 提取，使用 NanoDrop 2000 分

光光度计（Thermo Fischer Scientific）、琼脂糖凝胶电泳和 Qubit荧光计（Invitrogen）三种方法对提取的 DNA

进行定量和质检。

文库构建：检验合格的 DNA 样品通过 Covaris 破碎仪随机打断成长度为 350bp 的片段。采用 TruSeq

Library Construction Kit 进行建库，严格使用说明书推荐的试剂和耗材。DNA 片段经末端修复、加 ployA

尾、加测序接头、纯化、PCR 扩增等步骤完成整个文库制备。

文库库检：文库构建完成后，先使用 Qubit2.0 进行初步定量，稀释文库至 1ng/µl，随后使用 Agilent 2100

对文库的插入片段大小进行检测。插入片段大小符合预期后，使用 qPCR方法对文库的有效浓度进行准确定

量（文库有效浓度＞2 nM），以保证文库质量。

上机测序：库检合格后，把不同文库按照有效浓度及目标下机数据量的需求 pooling后，利用 Illumina

NovaSeq6000测序平台进行 PE150 模式测序。

1.2.2参考基因组比对和变异检测

数据质控：利用 fastp[9]的默认参数进行质控，过滤不合格 reads，得到的 clean reads用于后续分析。reads



过滤标准如下：(1) 修整带接头序列的 reads；(2)当单端测序 read 中含有 N 的碱基数大于 5，去除此对

paired-end reads；(3)当单端测序 read中含有的低质量（Q ≤15）碱基数超过该条 read长度比例的 40%时，

需要去除此对 paired-end reads。

比对参考基因组：基于 clean reads，使用 BWA软件[10]（参数“bwa mem -k 32 -M -R”）进行参考基因组

比对分析，使用 Samtools[11]对比对结果进行排序和去重，参考基因组选择水稻日本晴基因组MSU v.7.0版。

SNP 检测与过滤：使用 GATK软件[12]进行 SNP变异检测。

1.2.3 SNP位点筛选

为获得高质量的 SNP 标记，按照如下标准进行过滤：(1)SNP 的 reads支持数不低于 8；(2)位点比对的

质量值(RMS Mapping Quality, MQ)不低于 40；(3)基因型的质量值(Genotype Qualit, GQ)不低于 5；(4)每个位

点的样品缺失率为 0；(5)每个位点的最小等位基因频率MAF ＞ 0.2；(6)每个位点的杂合度 ＜ 0.05；(7)

独立标记位点的连锁强度(r2) ＜ 0.8。

1.2.4 主成分分析

使用 GCTA软件[13]进行主成分降维聚类，取遗传解释率最高的前三个主成分对 5374份水稻种质材料进

行聚类。

1.2.5 系统进化树分析

使用 TreeBest (v1.9.2)[14]软件对 5374份水稻种质材料进行系统进化树分析，并进行 1000次迭代检验。

1.2.6 遗传相似度计算

GSij= nij/Nij×100%

式中 GSij表示样品 i与指定资源 j的遗传相似度；nij表示样品 i与指定资源 j中均检测出、而且基因型

相同的 SNP位点数目；Nij 表示样品 i与指定资源 j中均检测出的 SNP 位点数目。



图 1指纹图谱构建流程

Fig. 1 Fingerprint construction workflow

2 结果与分析

2.1 群体共有 SNP 位点分析

前期，实验室利用重测序技术对 5374 份水稻种质资源进行了基因型精准鉴定[15-16]，测序平均深度约

15.2×，与参考基因组比对后，共获得了覆盖全基因组的 28,683,046个初始 SNP；然后，根据测序深度、比

对质量值、基因型质量值、位点缺失率、最小等位基因频率、杂合率等参数过滤后获得 94,197个高质量的

群体共有 SNP；最后，根据 LD连锁强度 (r2)过滤掉连锁紧密的 SNP，最终获得 6,819个高质量的独立 SNP。

2.2 SNP 位点筛选

根据 5374份种质资源的地理来源与种质类型，从中选取了 3960份资源用于 SNP位点筛选的参考群体。

以 6,819个高质量的独立 SNP 为基础，根据标记在染色体上的均匀分布度、标记在群体中的多样性表现和

两两样本间遗传相似度 （≤92%[8]）等指标，通过迭代计算确定构建全基因组 DNA指纹所包括的最优 SNP

数量和 SNP组合。为了使鉴定结果更可靠，构建了 2套 DNA指纹标准。

2.2.1 指纹标准 1

为了提高种质资源指纹鉴定效率，我们首先构建了指纹 1标准，每条染色体包括 20个 SNP，共 240个

位点；较少的位点数以提高后续指纹数据库比对运算速度。为了明确最有效的 SNP，以染色体分布均匀性

为基础，每次抽取 240个 SNP，随机抽取 20次，计算两两样本间的遗传相似度，以遗传相似度 ≤ 92%为

标准统计可区分的样本数。其中，第 11次抽样的 SNP 组合可区分的样本数最多，为 2907个样本（图 2），



占总样本数的 73.4%，并且染色体分布也比较均匀（图 3）。因此，将第 11次抽样得到的 240个 SNP 标记定

为指纹图谱 1标准，具体信息见附表 1。

图 2 20次随机抽样的 SNP组合可区分的样本数量

Fig.2 Number of samples distinguishable by 20 randomly sampled SNPs

图 3 指纹 1 SNP标记在染色体上的分布

Fig.3 Distribution of SNP markers on chromosomes in fingerprint standard1.

2.2.2 指纹标准 2

在指纹 1的基础上，我们构建了指纹 2标准，目的是以最少的 SNP 标记区分最多种质资源。以指纹 1

的 240个 SNP 为基础，每轮增加 12个 SNP（每条染色体 1个 SNP），考虑 SNP的染色体分布均匀性，随机

抽取 20次，每次抽样都进行 2000次迭代计算，然后基于增加后的 SNP 计算两两样本间的遗传相似度，以

遗传相似度 ≤ 92%为标准统计可区分的样本数量。在标记增加到第 313轮（924个 SNP）的第 11次抽样



时可区分的样本数最多，为 3730个样本（图 4），占总样本数的 94.2%，并且染色体分布也比较均匀（图 5）。

将迭代到 313轮、第 11次抽样得到的 924个 SNP 标记定为指纹 2标准，具体信息见附表 2。

图 4 随机抽样和迭代计算的 SNP 组合可区分的样本数量

Fig.4 Number of samples distinguishable by the randomly sampled and iterative calculated SNPs

图 5 指纹 2 SNP标记在染色体上的分布

Fig.5 Distribution of SNP markers on chromosomes in fingerprint standard 2.

2.3 SNP 位点评估

为了评估建立的指纹标准 1和 2能否有效检测群体的遗传多样性，针对 5374份水稻种质资源，分别利

用 94,197个高质量的群体共有 SNP、指纹 1的 240个 SNP和指纹 2的 924个 SNP进行系统进化关系和 PCA



主成分聚类分析。

根据系统进化树分析，基于 94,197个高质量群体共有 SNP 将 5374份水稻种质资源划分为籼、粳稻两

个主要类群，每个类群内部又划分为选育品种、地方品种、杂草稻和野生稻等（图 6A），种质类型相同的

资源基本聚合在一起；基于指纹 1的 240个 SNP标记和指纹 2的 924个 SNP标记进行系统进化关系分析，

其聚类效果与 9,4197个 SNP的结果一致（图 6B, 6C）。

根据主成分分析，基于 94,197个高质量的群体共有 SNP 将 5374份水稻种质资源划分为粳、籼稻两个

主要类群，每个类群内部又分为若干小类群（图 7A），种质类型相同的资源基本聚合在一起；基于指纹 1

和指纹 2的 SNP标记进行主成分聚类分析，其聚类效果与 9,4197个 SNP的结果一致（图 7B, 7C）。因此，

本研究建立的指纹标准 1和 2所选取的 SNP可以有效代表 94,197个高质量的群体共有 SNP的进行群体遗传

多样性检测。

图6 基于94,197个SNP (A)、指纹1的240个SNP (B)和指纹2的924个SNP (C) 分析5374份水稻种质资源的系统进化关系

Fig. 6 Phylogenetic relationship of 5374 rice accessions built from 1,000 randomly selected 94,197 SNPs(A), 240 SNPs (B) and 924 SNPs (C).



图 7 基于 94,197个 SNP (A)、指纹 1的 240 个 SNP (B)和指纹 2的 924个 SNP (C) 分析 5374份水稻种质资源的主成分聚类图

Fig.7 PCA plots of 5374 rice accessions built by 94,197 SNPs(A), 240 SNPs (B) and 924 SNPs (C).

2.4 群体遗传相似度分析

为了验证建立的指纹标准的检测效果，针对筛选的 3960 份参考群体，分别利用指纹标准 1 和 2 的 SNP

计算了两两样本间的遗传相似度。基于指纹标准1的SNP位点，3960份水稻资源的两两遗传相似度在11.67%-

99.58%之间，均值为 55.34%，中位数为 51.67%。小于 92%的样本对有 7832535 对，占总样本对的 99.920%；

大于 92%且小于 97%的样本对有 6190 对，占总样本对的 0.079%；大于 97%的有 95 对，占总样本对的 0.001%

（图 8A）。

基于指纹标准2的SNP位点，5374份水稻资源的两两遗传相似度在18.29%- 96.75%之间，均值为54.90%，

中位数为 50.43%。小于 92%的样本对有 7838504 对，占总样本对的 99.996%；大于 92%且小于 97%的样本对

有 316 对，占总样本对的 0.004%；没有大于 97%的样本对（图 8B）。从结果可以看出，两套指纹标准相似度

分布有差异；在相似度阈值为 92%时，指纹标准 2 鉴定的样本对数更多。因此，通过 2 套标准进行综合分析，

鉴定结果可以相互验证，说明建立 2套指纹标准是非常必要的。



图 8 基于指纹 1 的 240 个 SNP (A)和指纹 2的 924个 SNP (B) 分析 3960 份水稻种质资源两两间遗传相似度

Fig.8 Pairwise genetic similarity 3960 rice accessions calculated by 240 SNPs (A) and 924 SNPs (B)

3 讨论

本研究利用水稻种质资源 DNA第二代重测序数据，以群体共有的 6819个独立 SNP 为基础，根据 SNP

在染色体上的均匀分布、多样性表现和两两样品遗传相似度等三个方面分析，构建了 2套 DNA指纹标准。

第 1 套 DNA指纹标准包括 240个 SNP，第 2套 DNA指纹包括 924个 SNP。在最优 SNP 数量和 SNP 组合

筛选时，根据 92%的相似度阈值，指纹标准 2可鉴别的资源份数多于指纹标准 1的，可鉴别样本总数的 94%，

但是仍然没有达到 100%。可能的原因是，虽然从地理来源和种质类型上，在一定程度上规避了参考样本的

同质性，但是不能避免有些资源通过不同区域相互引种而产生的高遗传相似性。利用指纹标准 1、2选择的

SNP位点，对 5374份种质资源进行系统进化树和主成分分析，结果显示指纹 1和指纹 2的 SNP 的聚类效果

与利用 94,197个高质量的群体共有 SNP标记聚类结果一致，说明本研究 SNP位点选择的有效性。

本研究构建的 2套 DNA指纹标准具有广泛的应用前景。开展水稻种质资源 DNA指纹鉴定，不仅能赋

予每份种质资源独一无二的身份信息，而且还可以将拟入库资源与库存资源进行比对，提高种质资源收集

保护效率。目前，利用 2套 DNA指纹标准，我们已经构建了超过 10,000份水稻种质资源的指纹图谱数据库，

并开发了查询和相似度比对系统（即将上线）。通过标准的 DNA指纹鉴定，可以方便、快速、准确的查询

和比对两两样本或者样本与数据库种质的遗传相似度，特别适合《新种子法》的实质性派生品种的界定。

与现有方法比较，本研究构建的 DNA指纹鉴定方法具有三方面优势：一是本指纹标准适用的范围更广。

在构建参考样本群体时，我们增加了地方品种、国外品种、野生稻和杂草稻等特殊资源类型，确保选择的

SNP 位点多样性可以覆盖这些类型的水稻资源。利用本研究的标准，可以很明确的将不同类型资源进行进

化树分析和群体结构分析，充分说明了本标准的广适用性。而目前其它鉴定方法，仅针对水稻育成品种[6-9]，



而对其它类型的水稻种质鉴定效果未知。二是鉴定结果更可靠。为了鉴定结果的准确性，我们构建了 2 套

指纹标准，当鉴定两两样本是否为同一材料时，如果指纹 1鉴定的相似度≤92%，可以确定两两样本不是同

一材料；当指纹 1鉴定的相似度＞92%时，可以利用指纹 2的标准再分析，如果相似度≤92%，可以确定两

两样本不是同一材料，如果相似度＞92%时，可以确定一个样本是另一个样本的实质性派生品种或者两两疑

似为同一品种。三是可以低成本、高通量开展鉴定。水稻基因组很小，第二代测序成本越来越低，而且本

方法是一次性投入，即可进行全面分析。后续我们将构建从测序下机到 DNA指纹自动输出的一站式分析系

统，使每位研究人员都可以快速判断自己研究材料的独特性和新颖性。
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