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摘  要：MNP（multiple nucleotide polymorphism, MNP）是随着分子标记技术的发展而产生的一种新型分子标记技术。

靶向测序基因型技术（genotyping by target sequencing, GBTS）在一个扩增子内仅扩增一个 SNP 位点，MNP 基于 GBTS

可在一个扩增子内同时扩增多个 SNP 位点。该技术具有成本低、检测效率高、应用灵活、适应性广等特点，MNP 标记

可用于育种过程的鉴定。为了建立快速、精准、高效的木薯品种鉴定方法，筛选适用于木薯品种鉴定的 MNP 分子标记，

本研究在全基因组范围内筛选高多态性区域并设计引物，最终在全基因范围内获得 623 个木薯 MNP 标记位点，并利用

28 个木薯品种对木薯 MNP 标记进行评价。结果表明，MNP 标记分型重现性高达 100%。MNP 标记位点在 28 个木薯品

种中检出（4.07±1.68）种等位基因型，最多具有 12 种等位基因型。对所有木薯品种进行两两比较时，99.47%（376/378）

的品种对间的差异大于 46%，比例在 0.3%~81.0%之间，均值为 71.78%。相较于 SNP，MNP 具有更好的品种区分能力。

综上所述，本研究所开发的木薯 MNP 分子标记具有较高的重现性、多态性和品种区分能力，可广泛用于木薯的种质资

源多样性、新品种培育及品种鉴定等研究。 
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Abstract: MNP (multiple nucleotide polymorphism, MNP) is a new molecular marker technology emerged with the 

development of molecular marker technology. While genotyping by target sequencing (GBTS) amplifies only one SNP 
site in one amplicon, MNP can amplify multiple SNP sites simultaneously in one amplicon based on GBTS. This tech-

nology has the features of low cost, high detection efficiency, flexible application and wide adaptability, Compared with 
SNP, MNP has better ability to differentiate varieties. In order to establish a rapid, accurate and efficient method for 

cassava variety identification and to screen MNP molecular markers suitable for cassava variety identification, this 
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study screened highly polymorphic regions and designed primers in the whole genome range, and finally obtained 623 

cassava MNP marker loci in the whole genome range, the cassava MNP markers were evaluated using 28 cassava varie-
ties. The results showed that the MNP marker typing reproducibility was up to 100%. 4.07±1.68 alleles were detected in 

28 cassava varieties, with a maximum of 12 alleles. When all cassava varieties were compared one by a one, 99.47% 
(376/378) of the differences between pairs were greater than 46%, with the proportion ranging from 0.3% to 81.0%, with 

a mean value of 71.78%. Meanwhile, MNP markers can be used for identification in the breeding process. In conclusion, 
the cassava MNP molecular markers developed in this study have high reproducibility, polymorphism and variety dif-

ferentiation ability, and could be widely used for research on germplasm diversity, new variety breeding and variety 
identification of cassava. 
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木薯（Manihot esculenta Crantz）又名树薯，为

大戟科（Euphorbiaceae）木薯属（Manihot），在热

带、亚热带地区广泛栽植。木薯是全球三大薯类作

物之一，也是第六大粮食作物，享有“淀粉之王”

的盛誉[1]。木薯的用途非常广泛，一方面木薯可作

为优质杂粮，世界上有近 8 亿人以木薯为粮食[2]；

另一方面，木薯还可以被加工成不同的工业产品，

例如淀粉和酒精[3]，是发展潜力巨大的能源植物。 

木薯为异花授粉植物，基因型高度杂合[4]，

倍性复杂，制约了传统分子标记的开发和应用。

在以往的研究中，应用于木薯的分子标记技术主

要有相关序列扩增多态性（sequence-related am-

plified polymorphism, SRAP）[5-6]、简单重复序列

（simple sequence repeat, SSR）[7-11]、扩增片段长

度多态性（amplified fragment length polymorphism, 

AFLP）[12-13]、目标起始密码子多态性（start codon 

targeted polymorphism, SCoT）[14]、单核苷酸多态

性（single nucleotide polymorphism, SNP）[8,15-16]。

这些分子标记技术在分子标记的多态性、检测的

标记数量以及检测效率等一个或多个方面存在不

足。如凝胶电泳是 AFLP 和 SSR 最常用的检测方

法，这种方法难以大规模、高通量地应用于大量

样品的检测和分型；虽然最近也有将高通量测序

技术用于 SSR 的高通量检测和分型的报道，但是

受到 DNA 聚合酶滑脱的影响，SSR 在杂交种和

多倍体物种的准确分型仍然是一个难点[17]。SNP

是另一个目前最常用的分子标记之一，由于 SNP

多是二态性的，因此单个标记位点多态性不高，

需要检测大量 SNP 位点弥补这一缺陷。目前主要

检测手段有高通量测序和芯片法 2 种，这 2 种方

法在检测成本和检测结果的重现性和准确性上尚

有待提高。一段基因组区域内由多个 SNP 位点共

同组合为一个标记的新型分子标记技术，即 MNP

标记技术，提高了单分子标记的多态性；利用扩

增子测序方法在提高测序深度的同时又降低测序

成本，实现了准确性和效益的双赢。该技术已形

成国标并用于水稻、玉米、棉花等 16 种作物的品

种鉴定。目前尚没有 MNP 标记技术在木薯中的

研究和报道。本研究在木薯全基因组范围内筛选

MNP 分子标记位点，并利用收集到的 28 个木薯

品种对开发的木薯 MNP 标记进行评价。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

供试的 28 份木薯栽培品种均来自中国热带

农业科学院热带作物品种资源研究所，品种名称

以及编号见表 1。 

1.2  方法 

1.2.1  MNP 位点开发  基于前期收集的 241份木

薯材料的 SNP 信息，在全基因组范围内筛选 MNP

标记位点。首先通过 Bowite 2 软件将 241 份木薯

的全基因组数据比对到木薯的参考基因组 Mes-

culenta_305_v6（下载地址为 ftp://cassavabase.org/ 

Manihot_v6.1/）上，比对参数全部采用默认值。

比对完成后，采用 samtools sort 软件对比对结果

排序并转存为 bam 格式文件，通过“-@ 6-m 2G”

参数设定排序时使用 6 个线程，内存指定用 2 Gb。

利用 samtools mpile 软件鉴定出所有的 SNP 位点，

参数设置为默认数值。获得全部的 SNP 位点后，

通过窗口平移的方式在全基因组范围内寻找候选

的标记位点。具体操作为：选定一个 125 bp 的基

因组区域，统计该区域内的 SNP 的数量，以及该

区域对 241 份木薯的区分度（discriminative 

power，DP）。区分度的计算方法为 DP=n/N，n

指所有材料两两比较时可以区分的样品对数，N

指的是比较的总样品对数。若该区域含有≥3 个 
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表 1  28 份木薯品种编号及名称 
Tab. 1  Number and name of 28 cassava varieties 

编号 No. 名称 Name 编号 No. 名称 Name 编号 No. 名称 Name 

P1 SC5 P11 新选 048 P21 马来 4 号 

P2 SC6 P12 桂热 4 号 P22 印尼种 

P3 SC11 P13 桂热 5 号 P23 贵州 1 号 

P4 SC12 P14 SC101(面包) P24 瑞士 N13 

P5 SC13 P15 泰国种 P25 巴西 5 号(无叶柄) 

P6 SC205 P16 琼中 1 号 P26 巴西 10 号 

P7 SC124 P17 南植 188 P27 18R 

P8 SC60608 P18 南植 199 P28 BRA183 

P9 SC8013 P19 花叶木薯   

P10 SC8002 P20 广西 2 号   

 
SNP 位点，且区分度>0.2，则该区域作为候选 MNP

标记位点。然后向前滑动 20 bp，重新计算上述指

标。对所有获得候选 MNP 标记位点进行物种特

异性检查，保留物种特异性最好的作为最终的

MNP 标记位点。MNP 引物由石家庄博瑞迪生物

技术有限公司合成。 

1.2.2  基因组 DNA 的提取与纯化  将每个品种

进行至少 10 个单株叶片混合取样并用液氮充分

研磨成粉末后采用 CTAB 法抽提基因组 DNA。利

用核酸定量仪 Qubit 检测 DNA 浓度，琼脂糖凝胶

电泳检测 DNA 质量。 

1.2.3  多重 PCR 扩增与文库构建   通过两轮

PCR 扩增的方法构建高通量测序文库。第一轮为

多重 PCR 扩增，目的是富集目标片段，其扩增体

系为：引物混合物 4 μL（10 μmol/L），DNA 模板（20~ 

200 ng）x μL，GenoPlexs 3×T Master Mix 10 μL，

ddH2O (16–x)μL。PCR 反应程序：95 ℃预变性

5 min；95 ℃变性 20 s，60 ℃退火延伸 4 min，循

环 15 次；72 ℃最后延伸 10 min，10 ℃保温结束

反应。使用磁珠对 PCR 产物进行纯化，方法参照

说明书。第二轮 PCR 目的对 PCR 产物添加测序接

头，其扩增体系为：接头引物 F（5 μmol/L）2 μL，

接头引物 R（5 μmol/L）2 μL，DNA 模板（第一

轮 PCR 纯化产物）16 μL，GenoPlexs 3×T Master 

Mix 10 μL。PCR 反应程序：95 ℃预变性 3 min；

95 ℃ 15 s，58 ℃ 15 s，70 ℃ 30 s，循环 8 次；

72 ℃最后延伸 5 min，10 ℃保温结束反应。用

Qubit 检测文库浓度，用琼脂糖凝胶检测文库质

量。正常文库浓度在 10 ng/μL 以上，且电泳条带

单一，大小在 300 bp 左右。采用 NovaSeq 6000

进行双末端测序，单端读长为 150 bp，测序由诺禾

致源生物信息科技有限公司完成。 

1.2.4  测序片段比对与 MNP 标记分型  测序片

段比对、MNP 标记分型与样品间比较参见 FANG

等[18]的方法，其具体流程简述如下：对于每一个样

品的测序数据，首先利用 Bowtie 2（version 2.1.0）

软件将测序片段比对到参考基因组上。对于每个

MNP 位点，统计该位点上检测到的所有等位基因

型以及支持该等位基因型的测序片段数目，即该

等位基因型的丰度。丰度最高的等位基因型是该

位点的主等位基因型。若主等位基因型的丰度大

于 20，则认为该位点成功检出。与主等位基因型

的丰度比值大于 0.2 的其他等位基因型均记为可

信等位基因型。对于每一个 MNP 位点，若 2 个

样品间的等位基因型相同，则认为这 2 个样品在

该 MNP 标记位点无差异。若同一 MNP 标记位点

在 2 次重复中的分型结果无差异，则认为该位点

分型结果可重现。重现率 R=m/M，m 指不可重现

的 MNP 标记位点总数，M 指重复间比较的 MNP

的标记位点总数。准确性 A=1–(1–R)/2。采用 perl

脚本统计每个 MNP 位点的等位基因型数、群体

内杂合子所占比率（observed heterozygosity, Ho）

以及区分度。为了全面与 SNP 技术进行比较，利

用 bcftools（Version 1.5）工具从测序数据中获取

每个样品的 SNP 标记分型结果。分别基于 MNP

和 SNP 分型结果，两两比较样品间，统计共同检出

位点以及差异位点数（基因型存在差异的位点）。 

2  结果与分析 

2.1  木薯 MNP 位点筛选 

利用已公布的 241 份木薯的 SNP 信息，成功

设计出 623 个 MNP 标记位点。如图 1A 所示，所
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设计的位点均匀分布在 18 个染色体上（图 1A）。

MNP 标记长度范围在 186~274 bp 之间（图 1B），

绝大多数位点（427 个）的长度位于 270~274 bp

之间。每个 MNP 位点包含 2~26 个高频 SNP

（MAF>5%，平均 9.06 个，图 1C）。 
 

 
 

图 1  木薯 MNP 的基本特征 
Fig. 1  Characteristics cassava MNP markers 

 

2.2  木薯 MNP 位点的准确性和重现性分析 

28 个样品的 56 个文库共获得 11.5 Gb 测序数

据，获得 31 422 个 MNP 标记分型结果，平均每

个 MNP 标记有 900.68 倍的覆盖深度。为了评估

MNP 标记法在木薯中的准确性和重现性，分别比

较了每份木薯样品的重复实验检测结果（表 2）。

共 15 644 个 MNP 标记位点在 2 次重复中均检出，

其中可重现的位点 15 644 个，重现性为 100%，

分型准确性为 100%。 

2.3  木薯 MNP 位点的多态性和品种区分能力 

在 28 份木薯品种中，每个 MNP 标记位点检

出的等位基因型数目在 1~12 之间，平均检出

(4.07±1.68)种等位基因型，其中 237 个位点含有 5

种以上等位基因型（图 2）。在本研究中，MNP

位点的观测杂合率（Ho）在 0~96.43%之间，平均

值为 50.61%，较高的杂合率显示本次检测样本的

遗传背景较为广泛。 

为了评估 MNP 标记对木薯样品的区分能力，

将样品进行两两比较，统计两两样品间分型结果

有差异的 MNP 标记位点比例，如图 3 所示。在

本次供试的 28 个品种中，任意 2 个品种间的差异

位点比例在 0.3%~81.0%之间（均值为 71.78%），

99.47%（376/378）的品种对间的差异大于 46%；

单个 MNP 标记的平均区分度为 0.68，其中 5 个

位点（MSH0091、MSH0338、MSH0470、MSH0498

和 MSH0557）具有极高区分度，能将 95%以上的

样本区分开。 

2.4  MNP 标记用于木薯育种过程鉴定 

我国的木薯品种主要通过引进国外品种或地

方资源进行杂交选育获得。如木薯品种 SC5 是通

过 SC8013 和 ZM8625 的杂交后代选育而成[19]。比

较两样品的 MNP 分型结果发现，SC5 和 SC8013

共同检出 534 个位点，其中 532 个位点（99.63%）

具有相同的等位基因型，这与已知的品种培育过

程一致。 

2.5  基于 SNP 标记的重现性和品种区分能力 

为了比较 SNP 技术在本次供试木薯品种间的

区分能力，从扩增子测序数据中获取每个样品的

SNP 标记分型结果，28 个木薯品种共检出 6189

个 SNP 位点；基于这些 SNP 位点比较重复实验

中同一样品分型结果的一致性，以及不同样品间

的差异位点比例。如图 4 所示，相同样品 2 次重

复之间的差异可达 2.23%~5.34%，整体分子标记

的重现率为 96.53%；不同样品的 SNP 差异位点

比例在 2.72%~50.05%之间，平均值为 43.19%。 

3  讨论 

本研究首次在木薯中进行 MNP 分子标记技

术的开发，获得了 623 个 MNP 标记位点。这些

位点均匀分布在木薯的 18 条染色体上，因而理论

上可以用于表征全基因组水平上的遗传特征。基

于 28 个木薯品种的评价结果表明，这批分子标记 
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表 2  28 份木薯样品 MNP 标记方法的准确性和重现性 
Tab. 2  Accuracy and reproducibility of MNP method in 28 cassava samples 

编号 
No. 

共同检出位点数 
Number of com-

mon detected 
MNPs of both 

replicates 

等位基因型差异位点数 
Number of MNPs with 
different genotypes be-

tween replicates 

等位基因 

型重现性 
Reproducibil-

ity/% 

编号
No.

共同检出位点数
Number of common 
detected MNPs of 

both replicates 

等位基因型差异位点数 
Number of MNPs with 

different genotypes 
between replicates 

等位基因 

型重现性 
Reproducibil-

ity/% 

P1 573 0 100 P15 573 0 100 

P2 581 0 100 P16 568 0 100 

P3 573 0 100 P17 583 0 100 

P4 573 0 100 P18 566 0 100 

P5 592 0 100 P19 581 0 100 

P6 582 0 100 P20 577 0 100 

P7 582 0 100 P21 576 0 100 

P8 570 0 100 P22 566 0 100 

P9 476 0 100 P23 576 0 100 

P10 570 0 100 P24 590 0 100 

P11 588 0 100 P25 575 0 100 

P12 568 0 100 P26 573 0 100 

P13 590 0 100 P27 575 0 100 

P14 174 0 100 P28 573 0 100 

 

 
 

A：位点名称；B：等位基因型数目，红色代表 5 以上； 

C：杂合率；D：区分度。 
A: MNP ID; B: Number of alleles (Na) per MNP, red indicates 

Na>5; C: Heterozygosity; D: Discriminative power (DP). 

图 2  木薯 MNP 位点在 28 个木薯样本上的遗传特性 
Fig. 2  Genetic characteristics of cassava MNP  

markers in 28 cultivars 
 

位点具有较高的多态性和品种区分能力，且分型

结果达到了 100%重现，是非常理想的分子标记技

术。从多态性来看，单个 MNP 标记最高有 12 种

等位基因型，平均 4.07 个，这与目前已经报道的

小麦的单个 SSR 的等位基因型数量相当[19-20]。从 

 
 

图 3  MNP 位点在 28 个木薯样品中的遗传差异分布 
Fig. 3  Distribution of genetic distance between  

28 cassava samples 
 

区分度看，平均每个 MNP 标记位点可以区分 68%

的品种对，5 个潜在的核心位点可以区分 95%的

品种对；整体来看，任意 2 个木薯品种间平均有

71.78%的位点分型结果有差异，实现了品种间高

度区分。相较而言，基于 SNP 标记的分型，任意

2 个木薯品种间平均差异仅为 43.19%。从重现性

来看，MNP 分子标记技术的重现性达到了 100%，

远高于 SSR 和 SNP 的重现性[21-22]。由此可见，

相较于传统分子标记技术，MNP 标记技术在分子

标记的多态性、分型结果重现性以及品种区分能

力等指标表现出了良好的综合性能。同时，采用

多重 PCR 扩增和高通量测序相结合的方法实现

MNP 标记分型，提高了 MNP 标记技术高通量、

大规模的快速、准确分型的能力，在提高测序深 
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图 4  基于 SNP 分型差异比例分布 
Fig. 4  Distribution of discordant SNP ratio 

 
度的同时又降低测序成本，实现了准确性和效益

的双赢。 

除了基础理论研究外，遗传分子标记技术在

生产实践中也有大量的应用场景，如对不同种质

资源和栽培品种的区分、对冒牌种子和侵权品种、

实质性派生品种的判定等。这些应用场景往往与

品种的管理和执法相关，因此要求分子标记技术

必须具有极高的分型准确性和重现性以及检测位

点多、品种区分能力强。然而，对于木薯这种倍

性复杂以及高度杂合的物种，传统的分子标记开

发难度大，可用的标记位点数量少，检测的准确

性难以满足应用需求。本研究中开发的 MNP 分

子标记技术有效解决了上述问题，具备用于木薯

品种真实性鉴定和实质性派生品种鉴定的能力，

可为木薯品种选育、打假与维权以及品种权保护

提供重要技术支撑。 
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