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摘要：基于玉米油分的花粉直感效应，采用核磁共振鉴别单倍体，快速、准确、低成本地确定单倍体与二倍体之间的

含油率阈值，是实现大批量自动鉴别的前提和关键。提出一种基于最小平方误差的单倍体和二倍体分类方法，通

过少量籽粒确定含油率阈值的研究，对单倍体和二倍体进行识别。以 １０个玉米组合为研究对象，利用核磁共振分

析仪测定各组合一定数量单倍体和二倍体籽粒的含油率，依据最小平方误差方法确定各组合油分阈值，并通过逐

级递增训练集样本数量的方法，确定油分阈值所需训练集规模，获得含油率阈值，能够满足单倍体正确识别率及对

二倍体正确拒识率的均值达到 ９０％以上的要求，为核磁共振全自动单倍体鉴别系统的后期大规模分类提供参数指

导，提高分选效率。同时因单倍体生产效率低，运用最小平方误差的方法，通过少量的单倍体及二倍体籽粒来构建

油分鉴别单倍体模型，以较小的投入获得更优的分类效果在玉米单倍体自动化分选中具有非常重要的现实意义，

将该分类方法应用到全自动核磁分选单倍体系统中，可以达到较好的效果，为加快单倍体工程化育种提供保障。
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　　引言

单倍体育种技术是一种生物技术与常规育种方

法相结合的快速、高效育种新途径，在该技术中获取

足量的单倍体籽粒至关重要。自然条件下，玉米产

生单倍体的概率极低（００５％ ～０１％），即使利用
玉米单倍体诱导系进行生物诱导也不足 １０％［１－４］

。

工程化育种需要从大量单倍体、二倍体混合籽粒中

快速、准确地鉴定出少量的单倍体籽粒。目前国内

外对玉米单倍体常规鉴定的方法有：形态学鉴定、细

胞学和解剖学鉴定、分子生物学鉴定、射线照射、遗

传标记法等
［５－７］

，但以上方法存在耗时、耗力、成本

高等缺陷，且多为有损检测，无法实现玉米单倍体籽

粒的快速、无损检测。

宋同明和陈绍江教授于 ２００３年率先提出利用
高油玉米的花粉直感效应鉴别单倍体，为油分鉴别

单倍体提供了理论依据，这种方法相比上述常规方

法具有无损、快速、准确的特点。利用高油诱导系作

为父本对普通玉米自交系杂交诱导时，单倍体籽粒

的胚由母本雌配子单独发育而来
［８－９］

，不存在花粉

直感效应，因此单倍体籽粒含油率（下文亦称“油

分”）明显低于杂交二倍体籽粒，若通过核磁共振仪

器检测各玉米籽粒含油率，并确定单倍体及二倍体

的含油率阈值就可以对两类籽粒进行区分。

利用玉米含油率鉴别单倍体的前提和关键是确

定含油率阈值。ＭＥＬＣＨＩＮＧＥＲ等［１０－１１］
采用贝叶斯

分类方法，在假设单倍体和二倍体籽粒含油率分布

是高斯分布的基础上，使用基于概率统计的贝叶斯

分类器计算误选率（Ｆａｌｓｅｄｉｓｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ，ＦＤＲ）、漏选
率（Ｆａｌｓｅｎｅｇａｔｉｖｅｒａｔｅ，ＦＮＲ）、Ｆｓｃｏｒｅ，并指出单倍体
鉴别的阈值 ｔ应当由以上 ３个因素来综合确定。
２０１５年 ＭＥＬＣＨＩＮＧＥＲ等［１２］

对控制单倍体和二倍

体籽粒误识率进行了分析，并对高斯分布中的均值

和 方 差 的 具 体 确 定 方 法 进 行 了 研 究。

ＭＥＬＣＨＩＮＧＥＲ等［１３］
分析了含油率、籽粒质量、单籽

粒油分质量，在单倍体和二倍体籽粒的分类中起到

不同比重的作用，得出含油率具有最优分类效果的

结论。ＭＥＬＣＨＩＮＧＥＲ等［１０］
采集了大量的单倍体和

二倍体玉米籽粒，为确定４个组合玉米的油分阈值，
采集种子数量分别为 ２１３、２１８、９１９、１３１０粒，并逐
个测量其油分，进而估算单倍体和二倍体概率密度

函数中的均值和方差，最终确定各组合的玉米油分

阈值，由此可见，通过基于贝叶斯分类器的方法来确

定油分阈值需花费大量时间与精力。

本文以中国农业大学国家玉米改良中心提供的

１０份玉米杂交组合（不同杂种优势群内杂交组合）
的玉米籽粒为研究对象，提出一种基于最小平方误

差的单倍体和二倍体分类方法，研究利用少量籽粒

对单倍体和二倍体进行两类样本判别区分，以较小

的代价获取最优的识别分类效果，避免利用基于概

率统计的贝叶斯分类器确定单倍体与二倍体油分阈

值时所需的大批量测试工作，并利用１０份玉米杂交
组合的全部数据，采用逐级递增训练集所含样本的

方法，确定能够获得理想分类效果的训练集籽粒规

模，并将所获模型应用到全自动核磁分选单倍体系

统中，达到实际应用的效果，为核磁共振全自动单倍

体鉴别系统提供参数指导，同时也为开发基于油分

花粉直感效应的玉米单倍体核磁共振全自动分选仪

提供理论基础，为加快单倍体工程化育种的实现提

供保障。

１　材料与方法

１１　材料获取与选择
选择１０份不同杂交组合优势群群内杂交组合

作为母本，杂交组合父本为中国农业大学选育的高

油诱导系 ＣＡＵＨＯＩ，具有 Ｒ１－ｎｊ标记和茎秆深紫色
性状，诱导率为３％ ～６％。该批群内杂交组合种植
于 ２０１３年春季北京（ＶＣ１３），每份材料种植 ３行。
所有参试材料均采用随机排列种植，行长 ２５０ｍ，
株距０２５ｍ，行距 ０６０ｍ，每 ２５０ｍ行长前后设置
０５０ｍ的过道。母本雌穗花丝抽齐后，用高油诱导
系 ＣＡＵＨＯＩ授粉进行单倍体诱导。实验时对单倍
体诱导系杂交诱导产生的玉米穗，经干燥、脱粒后进

行粗筛，去除其中的杂质及不规则籽粒，以获取所需

实验样本。对于该１０份杂交优势群群内杂交组合，
每份先通过 Ｒ１－ｎｊ颜色识别方法人工肉眼挑选出
６０粒单倍体、６０粒二倍体，为保证实验结果的可靠
性，挑选颜色标记清楚、容易辨认的籽粒，对于颜色

表达不清、肉眼难于判定的籽粒不予采用，另外，在

单倍体挑选过程中直接舍弃败育的籽粒。

将所有按 Ｒ１－ｎｊ颜色标记方法人工挑选出来
的玉米籽粒依次按序存放，并进行含油率单粒测试，
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籽粒含油率测定采用 ｍｉｎｉｓｐｅｃｍｑ２０型（布鲁克，德
国）核磁共振分析仪

［１４－１６］
。

１２　最小平方误差方法确定油分阈值的原理
基于玉米油分的花粉直感效应鉴别单倍体，即

要利用单倍体与杂交二倍体籽粒的含油率差异，将

这两类籽粒正确识别区分，实际中，对于大多数组合

而言，单倍体与二倍体籽粒的含油率分布存在交叉，

不能线性可分，因此在设计分类器时，应把握以下原

则：搜寻最优油分阈值 ｔ，使分类器能够尽可能多地
识别单倍体、二倍体混合籽粒中的单倍体，同时能够

对混合籽粒中的二倍体具有足够的拒识能力
［１７－２１］

。

评价分类器对单倍体与二倍体分类性能的指标

有：正确识别率（Ｃｏｒｒｅｃｔａｃｃｅｐｔａｎｃｅｒａｔｅ，Ｒｃａ）、正确
拒识率（Ｃｏｒｒｅｃｔｒｅｊｅｃｔｉｏｎｒａｔｅ，Ｒｃｒ），即

Ｒｃａ＝
Ｎｈｃａ
Ｎｈ
×１００％ （１）

Ｒｃｒ＝
Ｎｄｃｒ
Ｎｄ
×１００％ （２）

式中　Ｎｈｃａ———正确识别的单倍体数
Ｎｈ———总的单倍体数
Ｎｄｃｒ———正确拒识的二倍体数
Ｎｄ———总的二倍体数

Ｒｃａ说明分类器将单倍体从混合群体中识别出
来的能力，而 Ｒｃｒ说明分类器将二倍体排除出单倍体
这一类的能力。对于一个分类器来说，希望 Ｒｃａ和
Ｒｃｒ越高越好，但这又是一对相互矛盾的指标，所以
一个完善的分类器，应根据要求权衡考虑这两个指

标，选择合适的分类阈值，避免采用单一指标评价的

片面性。综合考虑 Ｒｃａ及 Ｒｃｒ，结合工程化育种的实
际需求，以二者平均值达到９０％为宜。

具体算法实现考虑以下 ２种情况，第 １种是单
倍体和二倍体通过油分线性可分，如图１所示，图中
圆圈表示二倍体，五角星表示单倍体，为了直观地表

示单倍体及二倍体的在油分上的分布，在画图时将

每粒种子的质量作为第２维变量。图中横坐标表示
单粒种子质量，纵坐标表示玉米种子油分，该情况

下，单倍体（五角星）与二倍体（圆圈）之间可通过一

个分类阈值分开，即单倍体与二倍体分布没有交错

部分。通过搜索距离最近的两个单倍体及二倍体油

分值，假设分别为 ｘｈ、ｘｄ，则分类阈值为

ｔ＝１
２
（ｘｈ＋ｘｄ） （３）

通过式（３）可获得最优的分类阈值 ｔ，且具有一
定的泛化能力

［１７］
。

第 ２种情形下，单倍体和二倍体通过油分线性
不可分，如图２所示，单倍体与二倍体分布存在交错

部分。若以图中横线对应的油分作为分类阈值，图

中黑色实心圆圈和五角星分别表示错分到对方区域

的二倍体和单倍体，此时最小平方误差方法的目标

是使分错的单倍体和二倍体到分类阈值之间的距离

平方和最小，以保证分类器对训练集的分类能力，且

具有一定的泛化推广能力。

图 １　单倍体和二倍体分布图（线性可分）

Ｆｉｇ．１　Ｈａｐｌｏｉｄａｎｄｄｉｐｌｏｉｄｓｃａｔｔｅｒｐｌｏｔ（ｌｉｎｅａｒｌｙｓｅｐａｒａｂｌｅ）
　

图 ２　单倍体和二倍体分布图（线性不可分）

Ｆｉｇ．２　Ｈａｐｌｏｉｄａｎｄｄｉｐｌｏｉｄｓｃａｔｔｅｒｐｌｏｔ（ｌｉｎｅａｒｌｙｉｎｓｅｐａｒａｂｌｅ）
　
以某组合的单倍体、二倍体识别为例，说明基于

平方误差分类方法的原理。①假设有 ｎ粒已知类别
的单倍体及二倍体玉米籽粒，其油分分别为 ｘ１，ｘ２，
ｘ３，…，ｘｎ－２，ｘｎ－１，ｘｎ，所有玉米籽粒标明类别标签：
单倍体为 １，二倍体为 ２。②搜索所有某组合单倍
体、二倍体籽粒油分最小值 ｍｉｎ（ｘｉ）与最大值
ｍａｘ（ｘｉ）。③阈值 ｔ从最小值 ｍｉｎ（ｘｉ）逐次增加至最
大值 ｍａｘ（ｘｉ），并进行迭代循环，迭代步长为 ００２，
在每一步循环中，查找用当前阈值 ｔ对已知分类标
签的单倍体及二倍体进行分类时，分错的单倍体及

二倍体籽粒。④在每一步循环中，计算平方误差函
数 ｃｏｓｔ（ｔ），ｃｏｓｔ（ｔ）是一个关于分类阈值 ｔ的函数，用
来表示被分错的籽粒油分 ｘｉ与油分分类阈值 ｔ差值
的平方和，即

ｃｏｓｔ（ｔ）＝∑
ｍ

ｉ＝１
（ｘｉ－ｔ）

２
（４）

ｓ．ｔ．ｍｉｎ（ｘｉ）≤ｔ≤ｍａｘ（ｘｉ）　（ｉ＝１，２，…，ｍ）
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⑤搜索所有循环步骤中平方误差函数的最小值，并
求出平方误差函数最小值所对应的阈值，并将该最

小值所对应的油分确定为最优分类阈值。

２　实验结果与分析

选定１０个组合的群内杂交组合２０１３年北京的
数据为研究对象，并在通过颜色标记方法挑选出的

单倍体和二倍体籽粒中各随机抽取 ６０粒作为实验
样本集。实验中使用 Ｋｅｎｎａｒｄ Ｓｔｏｎｅ算法［２２］

从

６０个样本中选择３０个作为训练集，建立预测模型，
计算单倍体和二倍体籽粒含油率分类阈值，剩余的

３０个样本作为测试集，测试所选阈值对未训练样本
的预测能力

［２３－２５］
。

从训练集中每次递增 ５粒抽样，分别随机抽取
５粒、１０粒、１５粒、２０粒、２５粒、３０粒来构成训练集，
共进行６次抽样，直到训练集最终的样本量为 ３０粒
时为止，并计算不同杂交组合的油分分类阈值。所

有计算程序均基于 Ｍａｔｌａｂ（ＴｈｅＭａｔｈｗｏｒｋｓ，美国）平
台编写。

图３和图 ４分别是 １０个组合玉米籽粒的单倍
体正确识别率和二倍体正确拒识率随抽样粒数变化

的趋势曲线。由图３、４可以看出，对于铁 ７９２２／Ｂ７３
等１０个组合的玉米籽粒，随着训练集样本所含粒数
由５粒增加至３０粒，所建模型对单倍体正确识别率
有上升且稳定的趋势，图 ４中只能观察到 ４条曲
线，因其中有 ７个组合的二倍体正确拒识率一直
保持在 １００％，导致该 ７个组合在图 ４中相互重
叠；而铁 ７９２２／Ｂ７３等 ３个组合二倍体的正确拒识
率曲线未发生重叠，抽样粒数变化过程中识别率

略有波动，但也保持在 ９０％左右。当训练集抽样
粒数达到 ２０粒以上时，单倍体正确识别率与二倍
体正确拒识率基本稳定，正确识别率均保持在

９０％以上，而正确拒识率也稳定且保持在 ９０％左
右或以上。由上可见，当训练集数量达到 ２０粒
时，对测试集的未学习过的 ３０颗籽粒进行识别，
能够达到一个较好的效果，除个别组合外，最小平

方误差方法获得的分类阈值对未训练样本具有较

好的推广能力。

　　表１为各组合平方误差函数最小值，将表１与
图 ３、４对照可知，对于 Ｒｃａ较低的 Ｂ７３／８１１２及 Ｒｃｒ
较低的铁 ７９２２／Ｂ７３及丹 ３１３０／豫 ８７ １的 ３个组
合来说，其平方误差函数最小值相对于其余 ７个
组合较大，说明在获得最优的分类阈值时，上述

４个组合分错的籽粒数目较多，这种现象与各组合
的单倍体及二倍体含油率分布发生交错密切相

关。

图 ３　单倍体正确识别率随抽样粒数的变化曲线

Ｆｉｇ．３　Ｃｈａｎｇｉｎｇｃｕｒｖｅｓｏｆｃｏｒｒｅｃｔａｃｃｅｐｔａｎｃｅｒａｔｅｆｏｒ

ｈａｐｌｏｉｄｗｉｔｈｓａｍｐｌｅｄｎｕｍｂｅｒｓ
　

图 ４　二倍体正确拒识率随抽样粒数的变化曲线

Ｆｉｇ．４　Ｃｈａｎｇｉｎｇｃｕｒｖｅｓｏｆｃｏｒｒｅｃｔｒｅｊｅｃｔｉｏｎｒａｔｅｆｏｒ

ｄｉｐｌｏｉｄｗｉｔｈｓａｍｐｌｅｄｎｕｍｂｅｒｓ
　
表 １　各杂交组合平方误差函数最小值（采样粒数 ３０粒）

Ｔａｂ．１　Ｍｉｎｉｍｕｍｖａｌｕｅｏｆｓｑｕａｒｅｅｒｒｏｒｃｏｓｔｆｕｎｃｔｉｏｎ

ｏｆｅａｃｈｖａｒｉｅｔｙ（３０ｓｅｅｄｓｓａｍｐｌｅｄ）

杂交组合 平方误差函数最小值

铁７９２２／Ｂ７３ ０１０

铁７９２２／Ａ６３２ ００２

Ｂ７３／８１１２ ０１５

Ａ６３２／黄 Ｃ ００６

丹３１３０／豫 ８７ １ ０２０

丹３１３０／沈１３７ ００１

豫８７ １／Ｘ１７８ ００５

丹３４０／Ｅ２８ ００２

ＬＸ９８０１／吉８５３ ０

昌７ ２／吉８５３ ００１

　　因篇幅所限，挑选含油率分布具有代表性的丹
３１３０／豫 ８７ １及 ＬＸ９８０１／吉 ８５３２个组合，并绘制
其含油率分布如图 ５所示。其中丹 ３１３０／豫 ８７ １
具有明显的线性不可分现象，而 ＬＸ９８０１／吉 ８５３属
于线性可分的情况，丹 ３１３０／豫 ８７ １组合的单倍
体及二倍体在含油率分布上出现了交错，若以单一

阈值进行分类，势必会出现若干籽粒分错的情形，因

此在图４中，丹 ３１３０／豫 ８７ １出现正确拒识率贴
近９０％的现象。而Ｒｃａ及Ｒｃｒ的高低取决于含油率分
布交错的程度，此时误识在所难免，分类器应着力于

降低误识率，综合考虑 Ｒｃａ及 Ｒｃｒ，若二者平均值达到
９０％，则所设计分类器适用于该组合。图 ５中
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ＬＸ９８０１／吉８５３组合单倍体及二倍体含油率分布具
有一定的间隔，若按前述方法将阈值设置在间隔中

点，理论上该组合 Ｒｃａ及 Ｒｃｒ可达 １００％，而图 ３、图 ４
中，ＬＸ９８０１／吉 ８５３的 Ｒｃａ及 Ｒｃｒ始终保持在 １００％，
且表１中该组合最小平方误差值为零，验证了前述
推论。

图 ５　典型组合单倍体和二倍体分布图

Ｆｉｇ．５　Ｈａｐｌｏｉｄａｎｄｄｉｐｌｏｉｄｓｃａｔｔｅｒｐｌｏｔｓｏｆｔｗｏ

ｔｙｐｉｃａｌｖａｒｉｅｔｉｅｓ
　
图６是逐级递增训练集样本规模所获得的油分

阈值随抽样粒数变化的曲线。从图 ６可以看出，各
组合玉米阈值分布在 ４１％ ～５１％之间。当抽样
粒数增至２０粒时以上时，油分阈值基本固定，均未
发现大幅变动，说明抽样粒数大于２０粒时得到的阈
值具有一定的群体代表性，能够对未学习的３０个样
本具有稳定的识别效果，无需像贝叶斯方法

［１０－１３］
那

图 ６　油分阈值随抽样粒数的变化曲线

Ｆｉｇ．６　Ｃｈａｎｇｉｎｇｃｕｒｖｅｓｏｆｏｉｌｃｏｎｔｅｎｔｔｈｒｅｓｈｏｌｄ

ｗｉｔｈｓａｍｐｌｅｄｎｕｍｂｅｒｓ
　

样采集大量的籽粒油分。且其中有５个组合的油分
阈值集中在 ４５％ ～４８％之间，而 ＬＸ９８０１／吉 ８５３
与丹３１３０／沈 １３７组合的油分阈值比较接近且在
４３％左右，若对油分阈值接近的若干组合采用同一
阈值，可进一步提高效率。在分选时，将依据本文所

提方法获得的各组合最优分类阈值作为参数输入核

磁共振全自动单倍体鉴别系统，可为后期大批量分

选单倍体提供参数依据，提高分选的效率。

３　结论

（１）采用更加广泛遗传背景的种质资源作为被
诱导母本，高油诱导系 ＣＡＵＨＯＩ作父本，获得 １０个
组合的若干玉米单倍体二倍体混合籽粒，通过核磁

共振分析仪测定经过类别标定的各籽粒油分。利用

最小平方误差的方法，通过少量籽粒确定单倍体和

二倍体的油分阈值，对单倍体和二倍体进行了两类

样本的判别区分，并通过逐级递增训练集所含样本

的方法，推算确定某玉米组合的单倍体识别的阈值

所需训练集规模。实验表明：利用少量的单倍体二

倍体籽粒构建油分鉴别单倍体模型，具有较强的泛

化能力，对未训练样本也具有较好的分类效果，避免

了利用贝叶斯分类方法确定玉米单倍体及二倍体油

分的分类阈值时所需大量测试工作。根据实验结果

可以得到推论：在生产实践中，每个玉米组合各挑选

颜色标记清楚的 ３０粒单倍体及 ３０粒二倍体，并测
定其油分，利用最小平方误差方法，即可迅速确定该

组合区分单倍体和二倍体的油分阈值，并使 Ｒｃｒ及
Ｒｃａ均值达到９０％以上。

（２）在玉米单倍体挑选工作中，采用模式识别
中的最小平方误差方法，通过少量单倍体和二倍体

建立油分鉴别单倍体的判别模型，可以快速精准地

确定单倍体和二倍体分类阈值，获得理想的分类效

果。该方法为核磁共振全自动单倍体鉴别系统提供

参数指导；同时也为开发基于油分花粉直感效应的

玉米单倍体核磁共振全自动分选仪提供理论基础。

借此可以极大地减少测试工作量，加快鉴别速度，为

加快单倍体工程化育种的实现提供技术保障。
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