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Ｕｎｉｘ 文本比对分析高通量 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 测序基因表达
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摘　 要：从 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 高通量测序短序列进行比对及拼接获得较长转录本并确定基因表达量的方法随着转录组测序的广泛开

展仍在不断改进，本文利用类 Ｕｎｉｘ 系统的文本处理命令组合对山茶花开花期叶片及花瓣的转录组序列进行比对、序列拼接及

其表达量分析。 首先对测序序列进行每 １ 万条准随机排序，选取 １０ 万条序列分别与 １００ 万条序列进行比对，从每个查询序列

随机选取 ９ 组２０ ｍｅｒ比对 １００ 万条序列去重后获得该序列的转录数量。 利用查询序列首尾２０ ｍｅｒ从匹配的比对重叠群进行拼

接，初次拼接最长为４１０ ｍｅｒ，超过两个及以上拼接序列的再次进行相互比对及再拼接，最长１ １７４ ｍｅｒ。 用查询序列的比对匹

配数表示其拼接前后的表达量，与用互补链进行比对得到的负链表达量相当。 用拼接序列进行 ＮＣＢＩ 联网 ｂｌａｓｔ 比对获得了其

基因注释。 本文得到的结果表明，利用类 Ｕｎｉｘ 系统文本比对可以有效用于高通量测序基因表达量及进行序列从头组装等

分析。
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　 　 植物生长发育过程基因表达调控研究近年来随

着二代测序的迅速发展得到广泛深入开展，ＲＮＡ⁃
Ｓｅｑ 高通量测序给获得植物组织器官甚至单细胞全

基因组转录信息带来了革命性突破［１－２］，随着测序

成本的下降，测序数据量剧增，截至 ２０１７ 年 ８ 月，
ＮＣＢＩ 收录的 ＳＲＡ ／ ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 测序数量达到了 ６５ 万



条以 上， 其 中 人 （ Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ ） 与 小 鼠 （ Ｍｕｓ
ｍｕｓｃｕｌｕｓ）均已接近 ２０ 万条，拟南芥 １．３５ 万条，玉米

６．７ 千条，水稻 ３．８ 千条，很多数据目前可能并没有

递交到 ＮＣＢＩ ＳＲＡ 数据库。 从高通量 ＲＮＡ 测序结

果中进行基因表达等分析近年来开发了很多工

具［３－６］，包括没有参考基因组的序列从头组装工

具［７－９］。 很多工具算法复杂，完成多项分析任务，运
行时间较长，研究者可能无法完全得知返回数据的

运算细节，这对于从结果分析中发现基因表达的更

多信息有一定难度［１０－１３］。
高通量测序序列较短而量大，利用序列本身直接

从测序序列群体进行匹配会更有效找到比对序列，由
于测序错误率引起匹配误差则可考虑不使用全长查

询序列而使用局部序列进行匹配。 为了加快 ＲＮＡ 高

通量测序获得基因表达量及进行从头组装，本文探讨

利用开放源代码操作系统的文本过滤命令组合脚本

进行 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 测序序列比对及拼接分析，分析过程

清晰、简捷，不需要复杂的代码，可广泛用于进行快速

ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 基因从头组装及表达量等分析。

１　 材料与方法

１．１　 植物材料

　 　 山茶花品种克瑞默大牡丹和银凯旋的开花期花

枝成熟全展叶片和未打开花苞的花瓣，采于佛山市

植物园，由佛山市林业科学研究所提供。 样品采集

后马上液氮速冻并通过干冰运输。
１．２　 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 测序

　 　 由北京奥维森基因科技有限公司提供测序服

务，包括总 ＲＮＡ 提取及建库， 双端测序 （ Ｐａｉｒｅｄ⁃
Ｅｎｄ， Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ ４ ０００）。 序列格式 ｆａｓｔｑ，提交

６Ｇ 高质量数据（Ｃｌｅａｎ ｄａｔａ）及 ７Ｇ 未处理原始测序

数据（Ｒａｗ ｄａｔａ），每条序列长度１５０ ｍｅｒ，合并双端

得到每个样品测序序列约５ ０００ 万条。
１．３　 操作系统

　 　 ＦｒｅｅＢＳＤ １１． ０ （ ａｍｄ６４） （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｆｒｅｅｂｓｄ．
ｏｒｇ），计算机内存 ８Ｇ， 硬盘 １Ｔ，ＣＰＵ 为 Ｉｎｔｅｌ （ Ｒ）
Ｘｅｏｎ（Ｒ） ＣＰＵ Ｅ３－１２３０ ｖ５ ＠ ３．４０ＧＨｚ。
１．４　 Ｕｎｉｘ 文本处理命令

　 　 包括 ａｗｋ， ｓｅｄ， ｃａｔ， ｃｕｔ， ｃｏｍｍ， ｓｐｌｉｔ， ｕｎｉｑ，
ｓｏｒｔ， ｔｒ 等。 所有序列处理与分析由 ＦｒｅｅＢＳＤ 操作

系统的文本过滤命令及运行命令组合脚本完成。
１．５　 序列处理

　 　 提取序列（选用 ６Ｇ ｃｌｅａｎ ｄａｔａ）， 仅保留序列，
每条序列加上编号，然后逐级按照每 １０→１００→５ 万

条（“ｓｐｌｉｔ”命令）进行随机排序并按随机方式合并

序列。 其中，每个 １００ 万分成若干个目录单独进行

每 １ 万条的随机排序，再随机组合合并所有序列。
１．６　 表达量分析

　 　 随机选取上述准随机排序后的 １００ 万条进行比

对后统计表达量。 １）比对：按照每 １０ 万条分割，选
取其中任何一个 １０ 万条序列，每隔 ５ 个核苷酸取

２０ 个连续的核苷酸短序列（２０ ｍｅｒ，共 ２７ 个），随机

选取 ９ 个２０ ｍｅｒ短序列进行与 １００ 万条的序列匹配

比对，统计序列编号去除重复编号获得每条序列与

１００ 万条匹配后的数量。 同时，获得 ９ 个２０ ｍｅｒ序列

的互补链亦进行与 １００ 万条序列匹配比对。 ２）计

算表达量：分别计算两次（正链与互补链）比对的统

计数即可初步获得每个查询序列与 １００ 万条序列比

对的匹配序列，即匹配该条序列的正链与互补链的

表达量（每 １００ 万条序列转录物数量）。
１．７　 重叠群（基因）序列拼接

　 　 将 １０ 万条序列与 １００ 万条序列比对得到的序

列进行重叠群拼接，利用１５０ ｍｅｒ查询序列的 ５′和 ３′
两端２０ ｍｅｒ序列进行匹配，切除原始序列后找出剩

下最长的序列进行连接。 然后，将近 １０ 万条重叠群

（部分可能没有获得）相互比对即可以去除重复的

重叠群，即将重叠群序列再次进行９ｘ２０ ｍｅｒ随机片

段选取并与其它重叠群序列比对，按照第一个序列

号合并重叠群。 并再次进行首尾 ２０ ｍｅｒ 拼接。
１．８　 重叠群序列注释

　 　 将组装拼接得到的序列与 ＮＣＢＩ 远程服务器核

酸（ｎｒ ／ ｎｔ）数据库进行比对（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｂｌａｓｔ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ．
ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ？ ＰＲＯＧＲＡＭ ＝ ｂｌａｓｔｎ＆ＰＡＧＥ＿ＴＹＰＥ
＝ＢｌａｓｔＳｅａｒｃｈ＆ＬＩＮＫ＿ＬＯＣ＝ｂｌａｓｔｈｏｍｅ）获得该序列的

比对及注释信息。 每次上传 ５００ 条进行比对，保存

比对结果进行注释提取。

２　 结　 果

２．１　 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 测序基因表达分析流程

　 　 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 测序数据量大，选取较合适的序列数

据大小来反映基因表达情况很必要，由于计算机运

行内存的局限大多数程序都将序列数据进行切割，
利用 １００ 万条进行比对及组装，获得重叠群拼接序

列的表达量。 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 测序分析流程如图 １。
２．２　 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 测序 １０ 万条及其序列比对分析

　 　 山茶花叶片与花瓣 ＲＮＡ 测序返回数据每个样

品近５ ０００万条（双端测序合并，６Ｇ 高质量数据， 即

ｃｌｅａｎ ｄａｔａ），进行每 １ 万条准随机排序（见方法介

绍）后如何选择适合的数据大小进行表达分析是很

必要的，为此，分析过程进行了多个 １００ 万条及一个
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３００ 万条的比对比较分析。 另外，如果利用全部选

取的 １００ 万条与 １００ 万条比对将耗尽计算机资源运

行会非常慢甚至停止。 因此，分析中从其中的 １００
万条序列中选取了 １０ 万条叶片（银凯旋）、１０ 万条

花瓣（克瑞默）分别与多个不同的 １００ 万条序列进

行比对，每个比对得到 １０ 万条比对结果，每条找到

与其序列匹配的序列首先合并其序列号，后面分析

再提取其序列进行拼接得到重叠序列。 考虑到测序

过程是 ｃＤＮＡ 正负链都可能被测序，所以也将 １０ 万

条序列的互补链与 １００ 万条序列进行了比对。 两次

比对结果可以合并用于计算每个重叠序列的表达

量。 由于本文主要介绍文本过滤分析得到基因表达

量，测序的质控分析结果在此不列出，下面分别介绍

各个比对结果。

图 １　 开源系统文本比对分析高通量 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 测序流程图

Ｆｉｇ．１　 Ｆｌｏｗｃｈａｒｔ ｆｏｒ ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｂｙ ｔｅｘｔ⁃ｆｉｌｔｅｒｉｎｇ ｉｎ ｏｐｅｎ⁃ｓｏｕｒｃｅ ｓｙｓｔｅｍ

２．２．１　 １０ 万条序列与多个 １００ 万条序列比对

　 　 选取多长的序列进行比对合适也是很关键的，
如果选取全长１５０ ｍｅｒ序列进行比对计算机运行会

很艰难，因此，考虑用２０ ｍｅｒ的长度，要尽可能从

１５０ ｍｅｒ长度的序列找到其他匹配序列，故考虑将

１５０ ｍｅｒ隔５ ｍｅｒ分割将产生 ２７ 个２０ ｍｅｒ短序列，下
面比较了 ２４ 条序列（银凯旋叶片测序）用其全部的

２７ 个２０ ｍｅｒ及分开的 ３ 个 ９ 个２０ ｍｅｒ、随机的 ９ 个

２０ ｍｅｒ的比对结果，见表 １。
　 　 从表 １ 可以看出，用 ９ 个随机的２０ ｍｅｒ短序列

与 ２７ 个所有的 ２０ ｍｅｒ 序列比对得到的比对匹配数

量很一致（Ａ， Ｅ～ Ｉ），而不进行随机选取的 ３ 个 ９ 个

２０ ｍｅｒ的匹配数量与 ２７ 个２０ ｍｅｒ的差异较明显（Ａ，
Ｂ～Ｄ）。 因此，为了加快比对进程，后面的比对结果

全部选取了１５０ ｍｅｒ序列中随机选取 ９ 个２０ ｍｅｒ进
行比对。

表 ２ 用同样的银凯旋叶片测序的 ２４ 条序列与

银凯旋叶片测序的 ３ 个 １００ 万条（Ａ ／ Ｂ ／ Ｃ）、１ 个 ３００
万条（Ｄ）和克瑞默的 １ 个叶片 １００ 万条（Ｇ）， 及 ２

个银凯旋花瓣的 １００ 万条（Ｆ⁃双端读 １ ／ Ｇ⁃读 ２）进行

比对，每个 １００ 万条是随机选取的，３００ 万条序列里

包含了 Ａ 和 Ｂ 及另外的 １００ 万条（不在列表）。 从

表 ２ 可以看到，３ 个银凯旋叶片的匹配数量也是很

一致的，较高表达的 ２４ 条序列与 ３００ 万条的匹配数

量也成倍增加，也说明基因表达并不是简单的线性

增加。 初步也可以看到两个品种的叶片表达数量是

相似的，有些序列与花瓣则有明显的差异。 从表 １
和表 ２ 结果可以看出，用 １００ 万条序列进行比对是

可以反映高通量测序基因表达水平的。
２．２．２　 １０ 万条序列重叠群拼接分析

利用 １０ 万条序列与多个 １００ 万条序列比对得

到的匹配结果能否反映基因的表达情况，需要进一

步对其进行拼接后才能确定其表达量。 另外，１０ 万

条序列是否包含了所有表达的基因序列亦需要进一

步分析。 利用银凯旋叶片 １０ 万条序列分别与多个

１００ 万条（两个品种及其叶片、花瓣）序列进行了比

对，下面主要列出了其中部分结果。
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表 １　 银凯旋叶片 ２４ 条序列的２０ ｍｅｒ与 １ 个叶片 １００ 万条序列比对的匹配序列数量

Ｔａｂｌｅ １　 Ｍａｔｃｈｉｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ２０ ｍｅｒｓ ｆｒｏｍ ２４ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｙａｎｇｋａｉｘｕａｎ ｂｌａｄｅｓ
ａｌｉｇｎｅｄ ｔｏ １ ｍｉｌｌｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ １ ｂｌａｄｅ

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ Ｆ Ｇ Ｈ Ｉ
１００ ５４ ６８ ８３ １００ １００ ９０ ９０ ９０
９ ９ ７ ６ ８ ８ ８ ８ ８
５ ３ ３ ３ ５ ５ ５ ５ ５
２０ １２ ７ １４ １２ １８ ２０ １３ ２０
６ ３ ６ ６ ６ ６ ６ ６ ６
２２ １７ １７ １４ ２２ ２２ ２２ ２１ ２２
１２ ５ ６ １１ ８ １０ １０ ７ ７
５３ ３３ ３８ ２５ ４７ ３５ ４３ ４１ ４５
１６ １３ ７ ６ １５ ７ １５ ７ ６
３９ ２４ ２９ ２７ ３０ ３０ ３９ ３０ ３６
１４ ９ ８ ９ １３ １４ １３ １４ １１
９ ６ ８ ６ ８ ８ ９ ９ ９
６９ ２８ ３８ ４５ ６９ ６６ ６３ ５４ ６４
２９ ２７ ２７ ２７ ２９ ２９ ２８ ２８ ２９

２ ３３３ １ ８２４ １ ６５５ ９０９ ２ ３３１ ２ ３２２ ２ ３１３ ２ ３２６ ２ ３２８
３ ３ ２ ２ ３ ３ ３ ３ ３
２３ １０ １４ １４ １９ ２２ ２２ １３ ２１
３ １ ２ ３ ３ ３ ３ ３ ３
５０ ３１ ２１ ２０ ２６ ３６ ２８ ４５ ２６
１０ ９ ７ ４ １０ １０ １０ １０ １０
１３ ８ ７ １１ １０ １１ １２ １２ １２
２９３ １７３ ２４０ ２４１ ２４４ ２８１ ２４０ ２７１ ２８５
６ １ ６ １ １ ６ ６ １ ６
３ ２ ２ ３ ３ ３ ３ ３ ３

注：Ａ： ２７ 个２０ ｍｅｒ；Ｂ～Ｄ： ２７ 个２０ ｍｅｒ序列从左至右的 ９ 个２０ ｍｅｒ；Ｅ～ Ｉ： ２７ 个２０ ｍｅｒ分 ５ 次随机选取 ９ 个２０ ｍｅｒ

表 ２　 ２４ 条序列 ９ 个随机２０ ｍｅｒ与多个 １００ 万条及一个 ３００ 万条序列比对的匹配序列数量

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍａｔｃｈｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ９ ｓｅｔｓ ｏｆ ｒａｎｄｏｍｌｙ⁃ｓｅｌｅｃｔｅｄ ２０ ｍｅｒｓ ｆｒｏｍ ２４ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
ａｌｉｇｎｅｄ ｔｏ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｔｓ ｏｆ １ ｍｉｌｌｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ １ ｓｅｔ ｏｆ ３ ｍｉｌｌｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ Ｆ Ｇ
９２ ７４ ９２ ２６８ ８３ ３３ ２９
７ ２ ３ １３ ４ ０ ０
５ ０ ０ ６ １ ０ ０
１０ １１ １０ ３２ ６ ２ １
６ ３ ３ １２ ２ １ ０
２２ ２４ １９ ５８ ７ ０ １
８ ５ ３ １８ ６ ０ １
４６ ５５ ４４ １３６ ４４ １ ０
１４ ２５ ２５ ５８ ６ ０ ０
３９ ４９ ４０ １４１ ５２ ５２ ２８
１３ １５ １３ ５０ ７ ７ １０
９ ８ ６ １８ ２ ２ ２
６１ ６７ ５５ １７１ ５２ ５２ ５５
２７ ２０ ２０ ６０ ２５ ３９ ４６

２ ３２６ ２ ２８０ ２ １７４ ６ ８０５ １ ７０６ ０ ３
３ １ ０ ４ ０ １ ０
１５ １７ １１ ４０ ８ １７ １５
３ ３ ０ ９ ４ ０ ０
２６ ２３ ２３ ７０ ２９ ４４ ３３
１０ ５ ４ １７ ５ １ １
１１ ９ １４ ３５ ９ ０ １
２４６ ２３７ ２４７ ７３０ ２３７ １７９ １９２
１ ０ １ ２ ２ １ ６
３ ４ ３ ７ ２ ２ １

注：ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 序列，Ａ～Ｃ： １００ 万条银凯旋叶片；Ｄ～３００ 万条银凯旋叶片（包含了 Ａ 和 Ｂ）；Ｅ：克瑞默叶片 １００ 万条； Ｆ、Ｇ：银凯旋花瓣 １００ 万条

（Ｆ⁃双端读 １ ／ Ｇ⁃读 ２）。
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　 　 银凯旋叶片 １０ 万条序列与包含自身序列的叶

片 １００ 万条进行比对获得的 ９ 个比对结果如图 ２，比
对过程大约一周（每天约 １．５ 万条，可同时运行 ６ 个

相同任务计算机运行其他程序不受影响），对比对结

果进行排序去重复（剩下９２ ０２５条）， 及去除没有匹

配的（９ ７０１条），得到 ９０ ２９８ 条匹配（见图 ３），最高

匹配序列 ６ ６１５个， 大于 １ ０００个的 ２ ３７１个，小于

１ ０００的８７ ９２７个。

图 ２　 银凯旋叶片 １０ 万条序列与 １ 个 １００ 万条序列（包含自身 １０ 万条）部分序列比对匹配数

Ｆｉｇ．２　 Ｐａｒｔｉａｌ ｍａｔｃｈｉｎｇ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ １００ ０００ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｌｉｇｎｅｄ ｔｏ １ ｓｅｔ ｏｆ １ ｍｉｌｌｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｉｔｓ ｏｗｎ
１００ ０００ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ） ｏｆ Ｙｉｎｋａｉｘｕａｎ ｂｌａｄｅ

图 ３　 银凯旋叶片 １０ 万条序列与 １ 个 １００ 万条序列比对结果排序去重复后匹配序列

Ｆｉｇ．３　 Ｍａｔｃｈｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｆｔｅｒ ｓｏｒｔｉｎｇ ａｎｄ ｒｅｍｏｖｉｎｇ ｄｕｐｌｉｃａｔｅｄ ｏｎｅｓ ｏｆ １００ ０００ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｌｉｇｎｅｄ ｔｏ
ｏｎｅ ｓｅｔ ｏｆ １ ｍｉｌｌｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｙｉｎｋａｉｘｕａｎ ｂｌａｄｅ
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　 　 利用得到的９０ ２９８条比对结果的序列号从序列

文件找出各自１５０ ｍｅｒ的序列，利用这些序列将其首

尾２０ ｍｅｒ序列作为匹配序列与找到的每一行内各自

的匹配序列进行拼接，连接后得到加长的拼接序列，
得到９０ ２９８条拼接序列，拼接过程运行时间较长约

１０ 天（按照每个窗口 １ 万条分别进行拼接时间只需

要 ３ ｄ）。 为了进一步合并拼接序列，去除了含有 １０
个连续 ｐｏｌｙＡ ／ Ｃ ／ Ｇ ／ Ｔ 的拼接序列，其中没有得到重

叠群的序列有７ ９１２条，序列超过１５０ ｍｅｒ的７７ ９５４条
（重叠群序列见图 ４）， 拼接长度最长４１０ ｍｅｒ。

图 ４　 叶片 １０ 万条序列与 １００ 万条序列比对匹配序列第一次拼接部分序列

Ｆｉｇ．４　 Ｐａｒｔｉａｌ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｆｉｒｓｔ⁃ｔｉｍｅ ａｓｓｅｍｂｌｙ ｏｆ ｔｈｅ ｂｌａｄｅ􀆳ｓ ａｌｉｇｎｅｄ ｍａｔｃｈｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ １００ ０００ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
ａｎｄ １ ｍｉｌｌｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

　 　 将获得的重叠群序列（７７ ９５４ 条）进行再次相

互比对（按照第一次比对的方法），没有得到匹配的

序列有 １６ ４７８ 条，得到超过 １ 条以上重叠群的有

３７ ２５６条，合并第一个序列号后为１６ ７５４条，将这些

序列选取第一个序列头尾２０ ｍｅｒ进行拼接得到新的

重叠群，长度最长为１ １７４ ｍｅｒ （部分序列截图见

图 ５）， 长度超过５００ ｍｅｒ的有９ ７２９条。 因为是按照

第一个序列号组合的，新的１６ ５７４条重叠群仍然有

匹配的序列群，所以需要进一步拼接，按照初次拼接

的方法用第一个序列的１５０ ｍｅｒ进行２０ ｍｅｒ分割随

机选取 ９ 个去找到匹配的重叠群，再次拼接后得到

６ １２５个具有一个以上的匹配群序列，１０ ６２９个不再

出现匹配，而且最多匹配序列号只有 ２１８ 个。 进一

步可以对 ６ １２５ 条序列进行 ｃｌｕｓｔａｌｗ 多重比对后可

以获得单一的重叠群序列（本文没有列出）。
２．２．３　 叶片 １０ 万条序列拼接重叠群的表达量分析

上面的拼接中，得到的单一拼接序列包括再次

拼接得到的１６ ４７８条及将含有 ２ 个以上的１６ ７５４条
合并第一个序列号再比对匹配拼接后得到的１０ ６２９
条，仍有 ６ １２５ 条序列含有 ２ 条及以上的匹配序列，
如果进一步合并可以去除重复的匹配序列。 因此，

从 １０ 万条序列与 １００ 万条序列的比对匹配后拼接

可以大致获得 ３ 万条左右的拼接序列。 利用这些拼

接序列的匹配序列按照拼接过程合并其表达数量，
就得到它们的表达量计数。 由于测序不排除正负

链，所以计算表达量应该将正负链的表达进行计数。
下面介绍得到的所有拼接序列的表达量。

第二次拼接得到的１６ ４７８条单一拼接序列正负

链的表达量相当，最高３ ３６９条，大于 １００ 的有 ５３
条，而大于１ ０００的只有 １６ 条（即千分之一），小于等

于 １０ 的最多有 １４ ７６２ 条。 限于篇幅，图 ６ 列出了

大于 １００ 的所有序列正负链表达量。
　 　 第二次拼接得到的含有 ２ 条以上匹配序列的

１６ ７５４条序列作为拼接序列合并其表达量，正负链

也是相当的，而表达量普遍较高，大于１ ０００的有 ５４７
条，大于等于１０ ０００有 ２０ 条，大于 １００ 的有 ３ ０４０，
小于等于 １００ 的有１３ ７３９条，小于等于 １０ 的４ ２０４
条。 图 ７ 也列出了 ５０ 条序列的表达量。 表达量较

高是因为合并了多个匹配序列组，如图 ７ 的第一个

序列（正链表达量为２５ ５２０）拼接合并了 ８６ 组首序

列号相同的序列组，其中单组表达序列数大于 ５００
的就有 ５８ 组（最高为 ７５８ 个）。
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图 ５　 叶片 １０ 万条序列与 １００ 万条序列比对匹配序列第二次拼接部分序列

Ｆｉｇ．５　 Ｐａｒｔｉａｌ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｓｅｃｏｎｄ⁃ｔｉｍｅ ａｓｓｅｍｂｌｙ ｏｆ ｔｈｅ ｂｌａｄｅ􀆳ｓ ａｌｉｇｎｅｄ ｍａｔｃｈｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ １００ ０００
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ １ ｍｉｌｌｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

图 ６　 第二次拼接得到的单一序列表达量大于等于 １００ 的正负链表达量柱状图

Ｆｉｇ．６　 Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｐｌｕｓ ａｎｄ ｍｉｎｕｓ ｓｔｒａｎｄｓ ｗｉｔｈ ｓｉｎｇｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ ｏｒ
ｅｑｕａｌ ｔｏ １００ ｉｎ ｓｅｃｏｎｄ⁃ｔｉｍｅ ａｓｓｅｍｂｌｙ

图 ７　 第二次拼接得到含有 ２ 个几以上匹配序列组合并后最高表达的 ５０ 个序列的正负链表达量柱状图

Ｆｉｇ．７　 Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｐｌｕｓ ａｎｄ ｍｉｎｕｓ ｓｔｒａｎｄｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ５０ ｈｉｇｈｅｓｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｗｉｔｈ ｍｏｒｅ
ｔｈａｎ ２ ｍａｔｃｈｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｆｔｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｉｎ ｓｅｃｏｎｄ ｔｉｍｅ ａｓｓｅｍｂｌｙ

５２１第 ２ 期 宋东光，等：Ｕｎｉｘ 文本比对分析高通量 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 测序基因表达



　 　 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 测序过程首先对 ＲＮＡ 进行了片段化，
所以测序得到的序列是随机选取任何 ＲＮＡ 片段获

得的。 由于一些序列比对没有找到匹配，部分序列

进行第二次拼接没有找到匹配，因此，表达量的表示

直接用第一次比对的 １５０ｍｅｒ 查询序列得到的匹配

比对序列数作为该序列的表达量。
２．３　 重叠群拼接序列注释初步分析

　 　 单一拼接序列与含有 ２ 个以上拼接序列组的拼

接序列其是否真实反映了某个基因，需要进一步利

用该序列与 ＮＣＢＩ 核酸数据库进行 ｂｌａｓｔ 比对，从返

回比对序列及其注释可以初步推知。
每次用 ５００ 条序列（ｆａｓｔａ 格式）与 ＮＣＢＩ 的 ｂｌａｓｔｎ

服务器进行比对，保存 ｔｅｘｔ 格式的比对结果，提取得

到了所有拼接序列的 ｂｌａｓｔ 比对及其注释，完成所有 ３
万条拼接序列的远程 ｂｌａｌｓｔｎ 比对只需要半天。 Ｂｌａｓｔｎ
程序只是返回比对打分大于 ７０％以上的比对，前面的

两组拼接序列中再次拼接得到的１６ ４７８条单一序列

ｂｌａｓｔｎ 比对返回８ ８８９条相似打分（ Ｉｄｅｎｔｉｔｉｅｓ） 高于

７０％的结果，而再次拼接大于多于两条拼接序列的

１６ ７５４条序列进行 ｂｌａｓｔｎ 比对返回１２ ２５５条，说明较

长的序列可以得到更多匹配的 ｂｌａｓｔｎ 比对。 对从 １６
４７８ 条单一拼接序列进行 ｂｌａｓｔｎ 比对返回的８ ８８９条
注释进行第一条注释提取去重复后得到７ ５１１条不同

注释，其中一组 ５３ 条为叶绿体全基因组序列注释，其
他的均小于 １０ 条，出现 ２ 条及以上相同注释的有

１ ０３４条，只有 １ 条注释的６ ４７６条，注释中出现山茶属

（Ｃａｍｅｌｌｉａ）植物的有 ９０６ 条。 多于两条拼接序列的

１６ ７５４条序列进行 ｂｌａｓｔｎ 比对返回１２ ２５５条进行注释

提取去除重复后得到８ ４１８条注释， 其中两组（１６２＋
３６）为两个不同植物叶绿体全基因组序列注释，只有

１ 条注释的６ ４６２条，２ 条及以上的１ ９５４条，出现山茶

属（Ｃａｍｅｌｌｉａ ）植物的有１ ９６２条。 因此，两组拼接序

列合并的有用基因注释只有１５ ６７８条，即是用 １０ 万条

叶片测序得到的序列与 １００ 万条序列比对后拼接得

到的 ３．３ 万条拼接序列得到的基因注释，没有得到有

效注释的拼接序列为 １７ ５５４ 条。 表达量超过１０ ０００
的有 ２０ 条，其中 １６ 条得到有效注释，结果见表 ３，注
释中仍然有相同基因名的。 本文的注释分析是初步的

（只是对 ｂｌａｓｔｎ 返回注释的第一个进行了提取），而且

其中出现 Ｃａｍｅｌｌｉａ 的注释仍有重复，需要进一步分析。

３　 讨　 论

３．１　 １００ 万条序列作为分析 ＲＮＡ 测序基因表达量

的可行性

　 　 本文利用开源系统文本过滤命令组合脚本对高

通量 ＲＮＡ 测序（ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ）的单次测序结果（６Ｇ 高质

量序列，约 ２ ５００ 万条）进行基因序列拼接及表达量

分析，用 １０ 万条对任意 １００ 万条（按照每 １ 万条进行

了随机重排序）序列进行比对（利用随机 ９ 组２０ ｍｅｒ
长度寻找匹配序列）得到的匹配序列中拼接得到了重

叠拼接序列，并获得了正负链的表达量。 序列拼接长

度最长达到１ １７４ ｂｐ， １０ 万条序列只有 ８ 千条没有得

到匹配序列，拼接后得到单一拼接序列为１６ ４７８条，
多于 １ 条的有１６ ７５４条，为此这些序列再次进行了拼

接，去除重复后得到１０ ６２９条单一拼接序列，而仍然

有６ １２５条出现多于 １ 条的匹配序列。
利用随机 ９ 组２０ ｍｅｒ长度寻找匹配序列（测序长

度１５０ ｍｅｒ，进行每隔 ５ｍｅｒ 切割可以得到 ２７ 组 ２０ｍｅｒ
长度序列），得到的表达量与用 ２７ 组２０ ｍｅｒ序列进行

比对得到的表达量很一致（见表 １），因而为了加快运

行速度只是选用随机 ９ 组２０ ｍｅｒ进行比对就够了。
利用叶片 １０ 万条随机 ９ 组２０ ｍｅｒ对多个叶片或花瓣

的 １００ 万条及 ３００ 万条进行的比对也可以看到表达

量很一致（见表 ２）。 从叶片 １０ 万条比对结果进行拼

接得到的单一（１６ ４７８ 条）和多于 １ 条（１６ ７５４ 条）的
拼接序列进行了表达量分析，正负链的表达量一致

（见图 ６、图 ７）。 因此，从以上结果分析可以看到，对
高通量测序进行拼接和表达量只随机选取 １００ 万条

及分析正链就可以了。 表示表达量的方法很多，如使

用 ＴＰＭ （Ｔｒａｎ⁃ｓｃｒｉｐｔｓ ｐｅｒ ｍｉｌｌｉｏｎ）来表示高通量测序

基因表达量［３］。 本文对 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 测序的数据进行了

随机打散（如图 １），用每个１５０ ｍｅｒ查询序列对 １００ 万

条序列进行比对并对比对匹配序列进行了重叠群序

列拼接，第一次拼接可以获得最长４１０ ｍｅｒ序列，其表

达量直接用查询序列进行比对获得的匹配序列数表

示（见图 ６）。 我们进行了克瑞默的花瓣和叶片的各

自 １０ 万条序列分别比对花瓣和叶片的 ３ 组 １００ 万条

序列，对所有序列的匹配数进行了方差分析，差异不

显著，比对匹配数高达 ５ 千的其标准差不超过 １２５
（结果未附）。 因此，考虑到测序时 ＲＮＡ 片段选取随

机性及对测序序列进行了随机打散，表达量的表示用

每个１５０ ｍｅｒ查询序列与单个 １００ 万条序列比对获得

的比对匹配数是合适的。
３．２　 开放源代码操作系统用于分析高通量基因表

达量及从头拼接的优势

　 　 开源系统（本文使用 ＦｒｅｅｅＢＳＤ 系统）的文本过

滤功能非常强大，组合命令行脚本可以完成很多分

析工作。 本文将测序序列作为文本进行处理，从上

面结果可以看出使用文本过滤命令用于分析高通量

测序序列完全可行的，不少序列分析平台也借助开

源系统完成特定任务［６，１１］。
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表 ３　 最高表达的 １６ 条重叠拼接序列 Ｇｅｎｂａｎｋ 注释、ｂｌａｓｔｎ 比对打分及表达量（每 １００ 万）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｇｅｎｂａｎｋ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎｓ， ｂｌａｓｔｎ ａｌｉｇｎｅｄ ｓｃｏｒｅｓ， ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ （ｐｅｒ ｍｉｌｌｉｏｎ）

ｏｆ １６ ｃｏｎｔｉｇ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈｅｓｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

拼接序列号

＃长度（ｂｐ）
Ｇｅｎｂａｎｋ 号

／ 注释＃长度（ｂｐ）
打分，Ｅ－ｖａｌｕｅ 相似度（％），空格（％）

表达量

（正 ／ 负链）

１３７９００６３＃５６６
ＡＢ６２３９３７．１

Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ＤＮＡ，
ＳＳＲ ｍａｒｋｅｒ， ＭＳＥ０２５０＃８２５

５８６ ｂｉｔｓ （３１７）， ４×１０－１６３ ３２９ ／ ３３５ （９８） ０ ／ ３３５ （０） ２５ ５２０ ／ ２４ ０８６

１３７９１０７６＃５５５
ＸＭ＿０１８９６９５６５．１

Ｊｕｇｌａｎｓ ｒｅｇｉａ ３０Ｓ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ
ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓ１０， ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｉｃ ＃１０８０

１４５ ｂｉｔｓ （７８）， ２×１０－３０ １５８ ／ １９６ （８１）， ７ ／ １９６ （４） ２５ １６５ ／ １９ ２１３

１３７９００１５＃７６８
ＥＦ０１１０７５．１

Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｒｉｂｕｌｏｓｅ⁃１，５⁃ｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ ／ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ ＃７６９

６６９ ｂｉｔｓ （３６２）， ０ ３７８ ／ ３８６ （９８）， ０ ／ ３８６ （０） ２４ ８９４ ／ ２１ ８１３

１３７９００８４＃１１００
ＤＱ４４４２９２．２

Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｍｅｔａｌｌｏｔｈｉｏｎｅｉｎ⁃ｌｉｋｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｍＲＮＡ， ｃｏｍｐｌｅｔｅ ＃５３１

５７３ ｂｉｔｓ （３１０）， ３×１０－１５９ ３９８ ／ ４４０ （９０）， ８ ／ ４４０ （２） ２３ ２０１ ／ ２０ １７５

１３７９００２２＃６８７
ＸＭ＿０２２１７３６６４．１

Ｈｅｌｉａｎｔｈｕｓ ａｎｎｕｕｓ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ⁃ｃｏｎｊｕｇａｔｉｎｇ
ｅｎｚｙｍｅ Ｅ２ ＃７９０

４４６ ｂｉｔｓ （２４１）， ７×１０－１２１ ３０５ ／ ３３７ （９１）， ０ ／ ３３７ （０） ２２ ６８２ ／ ２１ ９８１

１３７９０７３７＃８７６
ＸＭ＿０１２６２８７００．１

Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｒａｉｍｏｎｄｉｉ ｓｔｅｍ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｐｒｏｔｅｉｎ ＴＳＪＴ１⁃ｌｉｋｅ ＃９８６

３３７ ｂｉｔｓ （１８２）， ４×１０－８８ ３０９ ／ ３７１ （８３）， ６ ／ ３７１ （２） １９ ８７２ ／ １４ ９２２

１３７９０７５３＃８１５
ＸＭ＿００６３８０３４２．１

Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ
（ＰＯＰＴＲ＿０００７ｓ０５０５０ｇ） ＃８２３

４９２ ｂｉｔｓ （２６６）， ９×１０－１３５ ３３４ ／ ３６８ （９１）， ０ ／ ３６８ （０） １９ ３３９ ／ １４ ４２２

１３７９０５２１＃８２４
ＨＱ６６０３７２．１

Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｆｅｒｒｅｄｏｘｉｎ
Ｉ ｍＲＮＡ，ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｃｄｓ； ＃５８３

９６８ ｂｉｔｓ （５２４），０ ５４１ ／ ５４９ （９９）， １ ／ ５４９ （０） １７ ９１７ ／ １３ ７１７

１３７９００４６＃１１４６
ＸＭ＿０１０６６０２３６．２

Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ ｒｉｂｕｌｏｓｅ ｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ ／ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ ＃１６８５

７８７ ｂｉｔｓ （４２６），０ ６０５ ／ ６９４ （８７）， ２ ／ ６９４ （０） １４ ２４７ ／ １４ ０６４

１３７９０７９２＃１０８２
ＫＦ４７２１３３．１

Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｃｕｌｔｉｖａｒ Ｌｏｎｇｊｉｎ ４３
ｇａｌａｃｔｉｎｏｌ ｓｙｎｔｈａｓｅ １ （ＧＳ１） ＃１４３５

６４１ ｂｉｔｓ （３４７）， ８×１０－１８０ ３６７ ／ ３７６ （９８）， ３ ／ ３７６ （１） １１ ８１０ ／ １２ １０３

１３７９１９２４＃５８３
ＸＭ＿００２２８３１７３．３

Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ Ｓ⁃ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
Ｆ９ （ＬＯＣ１００２３３０４３）， ＃１０４０

２５７ ｂｉｔｓ （１３９）， ２×１０－６４ ２１７ ／ ２５５ （８５）， ４ ／ ２５５ （２） １１ ３９７ ／ ９ ４８１

１３７９１１６２＃６４３
ＸＭ＿０１６０３１４５６．１

Ｚｉｚｉｐｈｕｓ ｊｕｊｕｂａ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｉｍｐｏｒｔ
ｉｎｎｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ＃１３８４

１７１ ｂｉｔｓ （９２）， ３×１０－３８ １１４ ／ １２５ （９１）， ０ ／ １２５ （０） １１ ３３７ ／ １１ ００６

１３７９０６２０＃１０８９
ＥＦ０１１０７５．１

Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｒｉｂｕｌｏｓｅ⁃１，
５⁃ｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ ／ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ ＃７６９

７０１ ｂｉｔｓ （３７９）， ０ ３９９ ／ ４０９ （９８）， ０ ／ ４０９ （０） １０ ３９８ ／ １０ ３２３

１３７９１８７１＃４３５
ＸＭ＿００２２６３９０２．４

Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ ４０Ｓ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓ２９
（ＬＯＣ１００２４１３１１）， ＃６３６

２３１ ｂｉｔｓ （１２５）， １×１０－５６ １６２ ／ １８０ （９０）， １ ／ １８０ （１） １０ ３７９ ／ １０ ０３７

１３７９１８５３＃９３１
ＫＦ４７２１３３．１

Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｃｕｌｔｉｖａｒ Ｌｏｎｇｊｉｎ ４３
ｇａｌａｃｔｉｎｏｌ ｓｙｎｔｈａｓｅ １ （ＧＳ１） ＃１４３５

６８８ ｂｉｔｓ （３７２）， ０ ３７２ ／ ３７２ （１００）， ０ ／ ３７２ （０） １０ １４６ ／ ９ ３３５

１３７９１６９４＃３２４
ＸＭ＿００６３６０９７３．２

Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ ｓｐｈｉｎｇｏｌｉｐｉｄ
ｄｅｌｔａ（４）⁃ｄｅｓａｔｕｒａｓｅ ＃１３０５

１５６ ｂｉｔｓ （８４）， ８×１０－３４ １４５ ／ １７５ （８３）， １ ／ １７５ （１） １０ ０７１ ／ ６ ９２０

７２１第 ２ 期 宋东光，等：Ｕｎｉｘ 文本比对分析高通量 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 测序基因表达



　 　 高通量测序由于数据量大，使用开源系统分析

就具有明显优势。 本文首先对测序序列按照每 １ 万

条进行随机排序合并（主要为 ｓｐｌｉｔ 和 ｓｏｒｔ 命令），从
表达量分析结果可以看到随机排序是很有效的。 比

对选取全长测序序列（１５０ ｍｅｒ）显然会减慢比对进

程，而较短序列也会得到太多非特异性匹配比对，而
简单选取某些区段又会减少比对的匹配数量，为此，
本文进行了每隔开 ５ 个碱基选取２０ ｍｅｒ序列作为查

询序列，１５０ ｍｅｒ测序序列可以得到 ２７ 组２０ ｍｅｒ序
列组，全部用于比对对运算显然也不利，从表 １ 中看

到，用 ２７ 组２０ ｍｅｒ与用随机 ９ 组２０ ｍｅｒ进行比对得

到的表达量是一致的，对运算速度影响不大，可以每

次同时分析 ６ 组比对计算机运行速度不受影响，平
均速度每天完成 １．５ 万条比对（单组），一周就可以

同时得到 ６ 组 １０ 万条序列与 １００ 万条的比对。 如

果将每 １０ 万条比对 １００ 万条分成 １０ 个窗口只需要

２ 天就可以。
　 　 本文也利用文本过滤命令组合脚本进行了从比

对匹配序列中分析获得重叠序列并进行拼接，银凯

旋叶片 １０ 万条比对匹配序列约 ９ 万多条很有多于

１ 条匹配序列的，利用头尾２０ ｍｅｒ进行对接也实现

了重叠群序列的拼接，拼接长度最长１ １７４ ｂｐ（见图

４、图 ５）。拼接过程比比对较耗时，约每天每个窗口

完成７ ０００～１ 万条，完成 ９ 万条比对的拼接约需要

１０ ｄ 左右，得到７７ ９５４条拼接序列（先行去除含有连

续 １０ 个以上的 ｐｏｌｙＡ ／ Ｃ ／ Ｇ ／ Ｔ），７ ９１２ 条没有得到拼

接。 第二次拼接用得到的拼接序列再次进行首尾

２０ ｍｅｒ拼接，得到单一的序列１６ ４７８条，多于 １ 条的

按照 第 一 个 序 列 号 相 同 的 进 行 合 并 后 得 到

１６ ７５４ 条，１６ ７５４ 条序列组的序列利用１５０ ｍｅｒ测序

序列按照随机 ９ 组２０ ｍｅｒ再次进行比对及首尾拼接

后得到１０ ６２９条单一序列，６ １２５条仍然含有多于

１ 条以上的序列。 初步对得到的拼接序列进行

ｂｌａｓｔｎ 比对（ＮＣＢＩ）获得了其注释（最高表达的１６ 条

序列的注释见表 ４），超过半数拼接序列可以得到有

效注释。
本地比对用 ｂｌａｓｔ２（本文使用的系统亦安装了

ＮＣＢＩ 的 ｂｌａｓｔ⁃２．２．２６⁃ｉａ３２⁃ｆｒｅｅｂｓｄ）也可以进行，利用

ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 测序全长１５０ ｍｅｒ进行其比对速度仍然很

快（结果未附）。 由于 ｂｌａｓｔ 对双链进行查找比对，不
能对正负链的表达量进行分开，与本文利用文本比

对得到的匹配转录本数量因而不能直接相比较，也
不利于利用本文的拼接方法进行拼接。 另外，部分

序列利用 ｂｌａｓｔ 无法比对而相同序列用文本比对可

以得到匹配序列，且得到的拼接序列进行远程 ｂｌａｓｔ
比对可以获得基因注释（结果未附）。 进一步对两

者得到的匹配序列是否一致，用银凯旋叶片 １０ 万条

序列查找 １００ 万条叶片序列中９ ７０１条未得到任何

正链匹配的序列（结果 ２．２．２），用 ｂｌａｓｔ 去进行比对，
发现其中６ ２４７条亦找不到匹配序列，找到一个匹配

序列的１ ５４７条，只有 ２ 个序列多于 １００ 条（１７４ 和

１９７），其他匹配介于 ２～６０ 条（结果未附），这些匹配

很可能来自同时 ｂｌａｓｔ 查找互补链，符合正常情况下

正链匹配少负链也是相对少的情形。 上面的比较分

析也进一步说明本文的文本比对得到的比对匹配转

录数能够确切反映组织内基因的表达水平。

４　 结　 论

　 　 综合以上分析表明，本文建立的利用开源系统

文本过滤命令组合脚本对高通量 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 测序进

行序列比对及拼接，可以快速获得基因的表达信息。
分析方法简捷、高效，用于进行 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 测序分析

是完全可行的。
１）本文进行的序列比对前提是序列在 ＲＮＡ⁃

Ｓｅｑ 测序中被重复测序，直接用序列本身进行文本

匹配即可；
２）本文通过将短序列进行每隔 ５ 个核苷酸取

连续 ２０ 个核苷酸序列并进行随机取其中 ９ 个

２０ ｍｅｒ与 １００ 万条目标序列比对，较好反映匹配目

标相似序列数；
３）本文方法可同时进行正链与其互补链分别

与目标序列匹配查找，获得两者的表达量相当，表达

量用每个查询序列与 １００ 万条序列比对匹配的序列

数表示；
４）本文利用查询序列两端２０ ｍｅｒ进行重叠群组

内拼接，进行两次拼接可获得大于 １ Ｋｂ 重叠序列，
因此，进行转录组从头组装是完全可行的；

５）根据从 ＮＣＢＩ 远程 ＢＬＡＳＴ 比对分析可提取

重叠序列的注释，结合重叠群表达量可得到组织转

录组信息。
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０１７－１２８４－１．
［１１］ＳＲＥＥＤＨＡＲＡＮ Ｖ Ｔ， ＳＣＨＵＬＴＨＥＩＳＳ Ｓ Ｊ， ＪＥＡＮ Ｇ， ｅｔ ａｌ．

Ｏｑｔａｎｓ： ｔｈｅ ＲＮＡ⁃ｓｅｑ ｗｏｒｋｂｅｎｃｈ ｉｎ ｔｈｅ ｃｌｏｕｄ ｆｏｒ ｃｏｍｐｌｅｔｅ
ａｎｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ［ Ｊ］．
Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ， ２０１４， ３０（９）：１３００ － １． ＤＯＩ： １０． １０９３ ／
ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ／ ｂｔｔ７３１．

［１２］ ＩＣＡＹ Ｋ， ＣＨＥＮ Ｐ， ＣＥＲＶＥＲＡ Ａ， ｅｔ ａｌ． ＳｅＰＩＡ： ＲＮＡ
ａｎｄ ｓｍａｌｌ ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ， ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ
ａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］． ＢｉｏＤａｔａ Ｍｉｎｉｎｇ， ２０１６， ９（１） １ － １８． ＤＯＩ：
１０．１１８６ ／ ｓ１３０４０－０１６－００９９－ｚ．

［１３］ＰＥＲＴＥＡ Ｍ， ＫＩＭ Ｄ， ＰＥＲＴＥＡ Ｇ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ⁃
ｌｅｖｅｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗｉｔｈ
ＨＩＳＡＴ， ＳｔｒｉｎｇＴｉｅ ａｎｄ Ｂａｌｌｇｏｗｎ ［ Ｊ ］． Ｎａｔｕｒｅ Ｐｒｏｔｏｃｏｌ，
２０１６，１１（９）：１６５０－６７． ＤＯＩ： １０．１０３８ ／ ｎｐｒｏｔ．２０１６．０９５．

９２１第 ２ 期 宋东光，等：Ｕｎｉｘ 文本比对分析高通量 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 测序基因表达


