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基于 ＥＳＴ 数据的水稻基因表达大规模初步分析

宋东光
（佛山科学技术学院园艺系，广东 佛山 ５２８２３１）

摘　 要：ＥＳＴ 序列代表了组织基因表达的转录信号，本研究尝试开发简单高效的大规模 ＥＳＴ 分析方法，从 ＮＣＢＩ 下载水稻（Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ）
的所有 ＥＳＴ 序列并进行分析以获取水稻发育过程基因表达的重要信息。 通过进行 ｂｌａｓｔ 比对和 ｐｈｒａｐ 拼接分析，及利用 Ｕｎｉｘ 文本过滤方

法，从 ＥＳＴ 序列拼接获得了 ３万多个重叠群序列。 进一步将重叠群序列与ＮＣＢＩ 核酸数据库进行比对获得了各个序列的注释信息。 从重

叠群的组织表达初步挖掘中发现花药的表达数量最多，为下一步探讨水稻发育器官特异表达基因调控打下了重要基础。
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　 　 随着功能基因组学研究的广泛开展，阐明基因

表达调控网络的分子机理成为了近年来分子生物学

研究的主要领域之一。 获得基因活动信息的方法如

ＥＳＴ，ＳＡＧＥ 分析，表达芯片分析等可以提供大量的

基因活动信号，并进一步从获得的各种表达数据分

析构建基因调控网络。 其中，ＥＳＴ 分析获得的基因

表达信息真实反映了细胞内基因活动的情况，包括

基因的组织特异表达情况。 大量的 ＥＳＴ 序列可以

从 ＮＣＢＩ Ｇｅｎｂａｎｋ 数据库获取，研究者也能够从

ｃＤＮＡ 文库进行克隆快速测序获得，面对海量的序

列数据需要有效的高通量分析工具才能提取出更多

的基因表达谱信息并用于构建基因调控网络［１－３］。
ＥＳＴ 序列预处理如如去除载体序列、ｐｏｌｙ（Ａ）尾

巴等对于后续分析是很必要的，涉及 ＥＳＴ 的各种分析

包括转录组、重叠群拼接，基因注释，ＳＳＲ 及 ＳＮＰ 多态

性， ＯＲＦ 确定，选择性剪接，ｍｉｃｒｏＲＮＡ 及非编码 ＲＮＡ
分析，ＲＮＡ 编辑，ＧＯ 查询，组织特异性表达谱分析以

及构建基因调控网络等并取得了许多重要进展［４－１０］。
本文开发了简单有效的工具以来自 ＮＣＢＩ 的水

稻 ＥＳＴ 序列为材料进行大规模初步分析，包括进行

ｂｌａｓｔ 比对，ｐｈｒａｐ 重叠群拼接与注释，及组织特异表

达分析，为水稻生长发育过程基因表达调控网络的

构建奠定重要基础。

１　 材料与方法

１．１　 操作系统和文本过滤工具

操作系统为 ＦｒｅｅＢＳＤ １０． ０， 由 Ｔｈｅ ＦｒｅｅＢＳＤ
Ｐｒｏｊｅｃｔ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｆｒｅｅｂｓｄ．ｏｒｇ ／ ）开发， 利用其内嵌

的 Ｕｎｉｘ 命令如 ａｗｋ、ｓｅｄ、ｔｒ、ｕｎｉｑ、ｓｐｌｉｔ、 ｃｏｍｍ、ｐａｓｔｅ、



ｊｏｉｎ 及 ｓｏｒｔ 等进行 ＥＳＴ 序列预处理［１１］ 及其他文本

挖掘工作。
１．２　 ＥＳＴ 序列及格式转换

“ｇｚ”压缩格式的 ＥＳＴ 序列数据从 ＮＣＢＩ 下载，
提取其中的重要信息并转换为一行，每个字段由制

表符隔开。 抽取每个 ＥＳＴ 序列及其 ｉｄ 并转换为

ＦＡＳＴＡ 格式，序列开始及末尾的长于 １０ｎｔ 的 ｐｏｌｙ
（Ａ ／ Ｃ ／ Ｇ ／ Ｔ）通过前面的过滤命令进行去除。
１．３　 Ｂｌａｓｔ 比对分析

ＮＣＢＩ 开发的 ｂｌａｓｔ 程序 ｂｌａｓｔ － ２． ２． ２２ － ｉａ３２ －
ｆｒｅｅｂｓｄ 用于 ＥＳＴ 序列的本地 ｂｌａｓｔ 比对分析， 每个

ＥＳＴ 序列彼此间进行相似性比对找出得分大于 １００
的去除重复后合并其 ｉｄ 于一行。
１．４　 重叠群拼接分析

ｐｈｒａｐ 程序（由 Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ 大学的 Ｐｈｉｌ Ｇｒｅｅｎ 开

发， ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｐｈｒａｐ． ｏｒｇ） 用于将相似性较高的

ＥＳＴ 序列重叠拼接获得重叠群（ｃｏｎｔｉｇ）。
１．５　 重叠群注释

将以上的拼接重叠群进行远程 ＮＣＢＩ 网络 ｂｌａｓｔ
比对以获得重叠群的注释，每次可以进行 ２００ 个重

叠群（ＦＡＳＴＡ 格式）， 返回结果保存为“． ｔｘｔ”格式并

只提取注释信息。
１．６　 组织特异表达谱分析

不同组织表达的 ＥＳＴ 可以通过比较组织表达

的 ＥＳＴ ｉｄ 及拼接注释后的重叠群 ｉｄ 得到。

２　 结　 果

２．１　 大规模 ＥＳＴ 分析通路

本文的 ＥＳＴ 大规模分析流程图参照图 １。
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图 １　 本文 ＥＳＴ 大规模分析流程图（具体过程见方法）
Ｆｉｇ．１　 Ｆｌｏｗ⁃ｃｈａｒｔ ｆｏｒ ＥＳＴ ｌａｒｇｅ⁃ｓｃａｌｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ（ｄｅｔａｉｌｓ ｉｎ Ｍｅｔｈｏｄｓ）

　 　 ＥＳＴ 序列下载后将其从“ｇｚ”格式解压缩，提取

必要信息并将转换为由制表符隔开的一行数据库录

入格式，含 ６ 个字段即 ＧＩ⁃ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中的唯一

标识号， ＤＥＦＩＮＩＴＩＯＮ⁃ＥＳＴ 数据定义信息，ＴＩＴＬＥ－测

序记录号， ／ ｏｒｇａｎｉｓｍ ／ －物种名， ＦＥＡＴＵＲＥＳ⁃ＥＳＴ 序

列简单介绍， ＯＲＩＧＩＮ⁃ＥＳＴ 核苷酸序列。 典型的一

个 ＥＳＴ 序列见图 ２。

88908526 CI713085Oryzasativa(japonicacultivar_group)1nucleistageantherOryzasativaJaponicaGroupcDNA clone
J08B0009E04T35′,mRNAsequence. Collectionandmappingofover30000transcriptionunitsbythericefull�lengthcDNAprojectfrom
japonicarice OryzasativaJaponicaGroup "mRNA"/cultivar="Nipponbare"/db_xref="taxon:39947"/clone="J08B0009E04T3"/tis�
sue_type="1nucleistageanther"/clone_lib="LIBEST_019097Oryzasativa(japonicacultivar_group)1nucleistageanther
accggcgtgttcgggccaccggcggtggacgccaaggcggcggcggccgttggcgcggcgaaggccggcgcgaatggtggcgcctccgtgctcgaccagaaggtttggttccgccccctcgaggacgttga
gaagcctcccgtcgcctgatcgacaggcctaatacgagccttggctctgtgccacctaccattctcttcagctggggctccttgattattattactgtactagtagtgtggttctgctaatatagtatcagcagatcga
catggcgtgcatcggtagttacagtgaggcgatgctgatgcctaaaataagaacaagcaaaagacgtgtgctcatgttgcttgtggctgtaatgtacttct

图 ２　 提取转换格式后的一条典型 ＥＳＴ 序列，含 ６ 个字段由制表符分隔，即 ＧＩ， ＤＥＦＩＮＩＴＩＯＮ， ＴＩＴＬＥ，
ｏｒｇａｎｉｓｍ， ＦＥＡＴＵＲＥＳ， ＯＲＩＧＩＮ， 分别与 ＮＣＢＩ 的 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库的内容对应

Ｆｉｇ．２　 Ａ ｔｙｐｉｃａｌ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ＥＳＴ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄａｔａ ｃｏｎｔａｉｎｓ ６ Ｔａｂ⁃ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｆｉｅｌｄｓ ｏｆ ＧＩ， ＤＥＦＩＮＩＴＩＯＮ， ＴＩＴＬＥ， ｏｒｇａｎｉｓｍ，
ＦＥＡＴＵＲＥＳ， ＯＲＩＧＩＮ， ｗｈｉｃｈ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｓ ｔｏ ＧｅｎＢａｎｋ ｄａｔａ ｆｒｏｍ ＮＣＢＩ
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２．２　 ＮＣＢＩ 记录的不同物种 ＥＳＴ 序列统计

截止 ２０１４ 年 ２ 月 １４ 日从 ＮＣＢＩ 下载的所有

“ｇｚ”格式的 ＥＳＴ 序列提取其 ＧＩ 及 ｏｒｇａｎｉｓｍ 后统计

了各个物种的 ＥＳＴ 总数。 １１９ 个物种 ＥＳＴ 记录数超

过 １０ 万条，但其中只有 ６３ 个物种数量超过了 ２０ 万

条（见表 １，只列出了部分物种）。 这其中，人（Ｈｏｍｏ
ｓａｐｉｅｎｓ） 和 家鼠（Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ） 记录数最多，分别

达到了 ８ 千 ７ 百万和 ４ 千 ８ 百多万条，排在第三位

的是玉米（Ｚｅａ ｍａｙｓ）有 ２ 百多万条，水稻 （Ｏｒｙｚａ
ｓａｔｉｖａ）为 １ 百多万条，包括了籼稻和粳稻（见表 １）。

表 １　 截止 ２０１４ 年 ２ 月 １４ 日从 ＮＣＢＩ 下载的所有物种记录数

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｏｔａｌ ＥＳＴ ｒｅｃｏｒｄｓ ｄｏｗｎｌｏａｄｅｄ ｆｒｏｍ ＮＣＢＩ ｄａｔｅｄ Ｆｅｂ．１４ ２０１４

物种 数量 物种 数量 物种 数量

Ａｃｙｒｔｈｏｓｉｐｈｏｎ ｐｉｓｕｍ ２１４ ８３３ Ｇａｌｌｕｓ ｇａｌｌｕｓ ６００ ４３４ Ｏｖｉｓ ａｒｉｅｓ ３３８ ５５１

Ａｅｄｅｓ ａｅｇｙｐｔｉ ３０１ ５９５ Ｇａｓｔｅｒｏｓｔｅｕｓ ａｃｕｌｅａｔｕｓ ２７７ ０５１ Ｐａｎｉｃｕｍ ｖｉｒｇａｔｕｍ ７２０ ５９０

Ａｌｖｉｎｅｌｌａ ｐｏｍｐｅｊａｎａ ２１８ ４５４ Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ １ ４６１ ７２３ Ｐｈａｓｅｏｌｕｓ ｃｏｃｃｉｎｅｕｓ ３９１ １５０

Ａｐｌｙｓｉａ ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ ２５５ ６０４ Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ ２９７ ５４０ Ｐｈｙｓｃｏｍｉｔｒｅｌｌａ ｐａｔｅｎｓ ３８２ ５８７

Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ １ ５２９ ７００ Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ ８ ７０４ ８８０ Ｐｉｃｅａ ｇｌａｕｃａ ３１３ １０９

Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ ５６８ ８２５ Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ ４１５ ５９９ Ｐｉｍｅｐｈａｌｅｓ ｐｒｏｍｅｌａｓ ２５８ ５０４

Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ １ ５５９ ４９６ Ｉｃｔａｌｕｒｕｓ ｐｕｎｃｔａｔｕｓ ３５４ ５１６ Ｐｉｎｕｓ ｔａｅｄａ ３２８ ６６１

Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍ ｄｉｓｔａｃｈｙｏｎ ２０６ ２５５ Ｌｉｎｕｍ ｕｓｉｔａｔｉｓｓｉｍｕｍ ２８６ ８５６ Ｐｏｒｐｈｙｒｉｄｉｕｍ ｐｕｒｐｕｒｅｕｍ ３８６ ９０３

Ｂｒａｎｃｈｉｏｓｔｏｍａ ｆｌｏｒｉｄａｅ ３３４ ５０２ Ｌｏｔｔｉａ ｇｉｇａｎｔｅａ ２５２ ０９１ Ｒａｔｔｕｓ ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ １ １０３ ５７６

Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ ６４３ ８８１ Ｌｏｔｕｓ ｊａｐｏｎｉｃｕｓ ２４２ ４３２ Ｓａｃｃｏｇｌｏｓｓｕｓ ｋｏｗａｌｅｖｓｋｉｉ ２０２ １９０

Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ ｅｌｅｇａｎｓ ３９６ ６８７ Ｍａｃｒｏｐｕｓ ｅｕｇｅｎｉｉ ２８０ ７１３ Ｓａｌｍｏ ｓａｌａｒ ４９８ ２４５

Ｃａｌｌｉｔｈｒｉｘ ｊａｃｃｈｕｓ ２９２ ９９２ Ｍａｌｕｓ ｄｏｍｅｓｔｉｃａ ３２５ ０２０ Ｓｃｈｉｓｔｏｓｏｍａ ｍａｎｓｏｎｉ ２０８ ５５７

Ｃａｎｉｓ ｌｕｐｕｓ ｆａｍｉｌｉａｒｉｓ ３８２ ６３６ Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｔｒｕｎｃａｔｕｌａ ２６９ ４９８ Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ ２９９ １９９

Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓ ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ ２０４ ０７５ Ｍｉｍｕｌｕｓ ｇｕｔｔａｔｕｓ ２３１ ０９５ Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ ２４９ ９６９

Ｃｉｏｎａ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｉｓ １ ２０５ ６７３ Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ ４ ８５３ ４９７ Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ ２０９ ８３５

Ｃｉｔｒｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ２１４ ５９８ Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａ ｃｒａｓｓａ ２７７ １４７ Ｓｕｓ ｓｃｒｏｆａ １ ６６９ ３４７

Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ ｇｉｇａｓ ２０６ ３８８ Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ ３３５ ０８２ Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ １ ２８６ ９９６

Ｃｕｌｅｘ ｑｕｉｎｑｕｅｆａｓｃｉａｔｕｓ ２０５ ２７５ Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ ｍｙｋｉｓｓ ２８７ ５６５ Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ ４４６ ６６４

Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ １ ４８８ ３３９ Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａＩｎｄｉｃａ Ｇｒｏｕｐ ２０４ ０２２ Ｘｅｎｏｐｕｓ ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ １ ２７１ ４８０

Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ ８２１ ００５ Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａＪａｐｏｎｉｃａ Ｇｒｏｕｐ ９８７ ３２７ Ｘｅｎｏｐｕｓ ｌａｅｖｉｓ ６７７ ９１１

Ｇａｄｕｓ ｍｏｒｈｕａ ２５７ ２１８ Ｏｒｙｚｉａｓ ｌａｔｉｐｅｓ ６６６ ８９１ Ｚｅａ ｍａｙｓ ２ ０１９ ５２２

２．３　 水稻 ＥＳＴ 序列彼此间的 ｂｌａｓｔ 比对

水稻的 １２５ 万条 ＥＳＴ 序列（截止 ２０１０ 年 ３ 月 ２４
日，包括籼稻和粳稻）经过预处理去除了 ｐｏｌｙ（Ａ ／ Ｔ ／
Ｇ ／ Ｃ）后利用本地的 ｂｌａｓｔ 程序进行了比对，比对工作

连续进行约用时 １ 个多月，之后将彼此比对打分达

到 １００ 以上的序列 ｉｄｓ（即 ＧＩ 号）合为一行，得到 １
２３７ ４１１ 行 ｉｄ 组，部分示例列于图 ３。

101197391639208414715115891779728826675186850863296296828918989588263899865060064467492958609385
884458568687070888846158883849428896074588252014
1106561521848896286601392885369758840861988560924883284588842394988467385883977058854051588526571
8854639788903804
1106561629617906296178704715718586628042961827810423644870074008653871388215996586746818626082886260807
889622146692212333381288864955683338136088541471885245638854292886540422885362878854604188525981
885603438853520288552618885331878852274588533840885605528853976188558894885576332351394530226736
2966900511725164188728629886932063379437429682747296823792966765729618608
110656172184793251010913011723056116392024610423610865944346691294727545704865455768652446688200457
6692643486522341882979878876254688526867
13895815865330638702398586594565385685588868964388459057

图 ３　 相似性比对（打分 １００ 及以上的）ＥＳＴ 序列其 ｉｄ 合为一行

Ｆｉｇ．３　 Ｓｉｍｉｌａｒ ａｌｉｇｎｅｄ（ｓｃｏｒｅｄ ａｂｏｖｅ １００） ＥＳＴ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｊｏｉｎｅｄ ｉｎ ｏｎｅ⁃ｌｉｎｅ ｂｙ ｉｄｓ
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　 　 ｂｌａｓｔ 比对是用水稻的每个 ＥＳＴ 序列与所有的

ＥＳＴ 进行两两比对得到的结果，上述结果需要去除

重复的相同行，并合并不同行中的相同 ｉｄｓ。 去除重

复行得到 ５４３ ４６０ 行，然后每行内的 ｉｄ 排序后将每

行第一个 ｉｄ 相同的行进行合并，得到 ７６ ３３７ 行，再
次进行每行第一个 ｉｄ 排序合并后得到 ３９ ５７２ 行。
然后可以将每行内 ｉｄ 代表的各个序列下一步用

ｐｈｒａｐ 获得重叠群，结果见表 ２．

表 ２　 Ｂｌａｓｔ 比对水稻所有的 ＥＳＴ 两两序列并合并序列相似性打分达到 １００ 以上序列 ｉｄｓ
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂｌａｓｔ ｔｏｔａｌ ｒｉｃｅ ＥＳＴ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ｅａｃｈ ｏｔｈｅｒ ａｎｄ ｊｏｉｎｅｄ ｔｏｇｅｔｈｅｒ ｓｃｏｒｅｄ ａｂｏｖｅ １００

合并 ｂｌａｓｔ 行
项目

两两比对，打分 １００ 排序去除重复行 首位 ｉｄ 排序，合并 首位 ｉｄ 再次排序

返回的行数 １ ２５７ ００３， １ ２３７ ４１１ ５４３ ４６０ ７６ ３３７ ３９ ５７２

２．４　 用 ｐｈｒａｐ 拼接获得 ＥＳＴ 重叠群

根据前述方法用 ｐｈｒａｐ 程序从前面的 ｂｌａｓｔ 比对

结果进行重叠群拼接，获得只有一个重叠序列的重

叠群为 ２７ ５５６ 个，两个以上超过一个重叠序列的为

７ ４１３ 个，所有重叠群序列总数达到 １７１ ６９８ 个（见

图 ４）。 为了找出更合适的比对重叠群，将获得的重

叠群两两进行了 ｂｌａｓｔ 但打分大于 ２５０，这样获得了

３４ ９６９ 个比对结果，其中 １６ ９００ 个为单一序列（见
图 ５），这样为下一步进行 ｃｌｕｓｔａｌｗ 比对分析很有帮

助（本文未附）。

>10109107.Cotig1
CACCCGCCGCGCTTAATCCCCCGCTTACAGGGCGCNTCCCATTCGCCATTTCAGCTCCGCAACTGTTGGGAAGGCCNATCGGTGCGGC
CCTCTTCGCTATTACCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACG
TTGTAAAACGACGGCCNGTGAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGGTCGACCCACG
CGTCCGCTAGGGTTTCGCCGCCGCCTCTTCGTCCCCGCCGCGACGATGCCGTCCCACAAGACCTTCCGCATCAAGAAGAAGCTGGCG
AAGAAGATGCGCCAGAACCGCCCCATCCCCTACTGGATCCGCATGCGGACCGACAACACCATCAGGTATAACGCGAAGCGCAGGCA
CTGGCGCCGCACCAAGCTTGGGTTCTGAGCAGGAGGTGGCACCGGCTGCTGCCTGCGGATTTTGTTTTATGGATGTTTCAGTGTTTAT
GCAAGCTTAGGATGTGATTCCATGATGCTTTTTATTAAGGTTTTCTGAAATGTTAAGGGTAGTAGTACTCTGGTTTACTGAGGATACC
ATGCTATGCTGTGCTGAGTAAAAGAACCATTCTAATATATCTGCCTTGTTGAAGTTAAAAAAAAAAAAAAAAA
>10109107.Contig2
GGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTTCACTGCGCGTAACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTCCCATTCGCC
ATTCAGNTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGG
CGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAG
GGCGAATTGGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGGTCGACCCACGCGTNCCGCGCGAAGCGCAGGCACTGGCGCCGCACCAAGCTTGGGTT
CTGAGCAGGAGGTAGCACCGGTTGCTGCCTGCGGAGGCTAGGGTTACTGAGTTATCTGCATCATTTTGTTTTATGGATGTTTCAGTGT
TTATGCAAGCTTAGGATGTGATTCCAGGATGCTTTTTATTAAGGTTTTCTGAAATGTTAAGTGTAGTTGTACTCTGGTTTACTGAGGAT
ACCATGCTATGCTGTGCTGAGTAAAGGAACCATTCCAATATATGTCTTTTGANGTTATTTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

图 ４　 Ｂｌａｓｔ 结果用 ｐｈｒａｐ 进行重叠群拼接

Ｆｉｇ．４　 Ｃｏｎｔｉｇｓ ｂｕｉｌｔ ｆｒｏｍ ｐｈｒａｐ ｊｏｉｎｉｎｇ ｏｆ ｂｌａｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

1036898.Contig111025574.Contig1117239431.Contig2117227446.Contig112405249.Contig2218499895.Contig115857617.Contig4
117234368.Contig3109713088.Contig1226698423.Contig1117252578.Contig1163918222.Contig415847190.Contig186522348.Con�
tig2163927916.Contig2117247626.Contig2117222284.Contig311171554.Contig129677590.Contig211610391.Contig1117228922.
Contig112623322.Contig1117251684.Contig1117231274.Contig116577643.Contig111025496.Contig3117249884.Contig1
1036902.Contig110611525.Contig1
1036912.Contig1

图 ５　 Ｐｈｒａｐ 得到的重叠群进行 ｂｌａｓｔ 比对，显示了 ３ 行，每行超过一个重叠群的彼此相似性打分超过 ２５０
Ｆｉｇ．５　 Ｂｌａｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｒｏｍ ｐｈｒａｐ ｊｏｉｎｅｄ ｃｏｎｔｉｇｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ３ ｌｉｎｅｓ， ｌｉｎｅｓ ｗｉｔｈ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ｏｎｅ ｃｏｎｔｉｇｓ ｈａｄ ｓｃｏｒｅｄ ｖａｌｕｅ ａｂｏｖｅ ２５０

２．５　 重叠群与 ＮＣＢＩ ｎｔ 数据库比对进行注释

获取重叠群的注释尤为重要，将重叠群与 ＮＣＢＩ
ｎｔ 核酸数据库进行比对后从返回的信息中挖掘各个

重叠群的注释。 全部的 ３４ ９６９ 个重叠群与 ＮＣＢＩ ｎｔ
数据库进行 ｂｌａｓｔ 比对后，１ ９７１ 个没有返回比对结

果，注释内容提取合为一行如图 ６ 所示。 去除重复行

后注释行总数为 ２１１ ３５１，但其中还有相当部分为未

注释的行，如在含有 ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ， ｃｕｌｔｉｖａｒ：， ｇｅｎｏｍｉｃ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ， ｃｌｏｎｅ， ｍＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ， ｕｎｋｎｏｗｎ，
ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＤＮＡ， Ｃｏｓｍｉｄ， ｖｅｃｔｏｒ， ｃＤＮＡ，
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ＢＡＣ ｃｌｏｎｅ， ｍａｒｋｅｒ 等的比对结果中大部分没有有用

的注释信息，还需要进一步去除约只有一半为有用的

注释行，见图 ７ 示例．这些注释内容需要与前面的重

叠群进行匹配后进一步进行挖掘。

Query=10109112.Contig1
>ref|NM_001054196.1|OryzasativaJaponicaGroupOs02g0664300(Os02g0664300)mRNA,Score=2627bits(1422),Expect=0.0
Identities=1466/1484(99%),Gaps=15/1484(1%)
>dbj|AK067099.1|OryzasativaJaponicaGroupcDNAclone:J013096M07,fullinsertScore=2621bits(1419),Expect=0.0Identities=1
465/1484(99%),Gaps=15/1484(1%)
>dbj|AK103515.1|OryzasativaJaponicaGroupcDNAclone:J033131G16,fullinsertScore=2132bits(1154),Expect=0.0Identities=1
198/1216(99%),Gaps=15/1216(1%)
>ref|XM_006647584.1|PREDICTED:Oryzabrachyanthatripeptidyl�peptidase2�like(LOC102701235),Score=1531bits(829),Expect=
0.0Identities=1120/1250(90%),Gaps=62/1250(5%)

图 ６　 重叠群与 ＮＣＢＩ ｎｔ 数据库进行 ｂｌａｓｔ 比对后提取的注释行示例

Ｆｉｇ．６　 Ｓａｍｐｌｅ ａｎｎｏｔａｔｅｄ ｌｉｎｅｓ ｔａｋｅｎ ｏｕｔ ｆｒｏｍ ｂｌａｓｔ ａｌｉｇｎｍｅｎｔｓ ａｇａｉｎｓｔ ＮＣＢＩ ｎｔ ｄａｔａｂａｓｅｓ

． AF014663HumanT�celllymphotropicvirustype1isolateBRASP31,5′long
AF015302OryzasativaRbohAOspmRNA,partialcds
AF015522ZeamaysribsomalproteinS4(rps4)mRNA,completecds
AF015771Magnaporthegriseaputativetranscriptionalregulator(CON7)
AF015784PhaseolusvulgarisTATA�boxbindingprotein(PVTBP1)mRNA,complete
AF015785PhaseolusvulgarisTATA�boxbindingprotein(PVTBP2)mRNA,complete
AF016404ChloroplasttransformationvectorpEZC2040.2forEuglenagracilis,
AF016889CloningvectorpWSK29,completesequence
AF016896OryzasativaGDPdissociationinhibitorproteinOsGDI1(OsGDI1)
AF016897OryzasativaGDPdissociationinhibitorproteinOsGDI2(OsGDI2)
AF016899Schistosomamansonialpha�(1,3)�fucosyltransferaseVII(SmFuct)
AF017063CloningvectorpMECA,completesequence
AF017356Oryzasativalowmolecularearlylight�inducibleproteinmRNA,
AF017357Oryzasativalowmolecularearlylight�inducibleproteinmRNA,
AF017360OryzasativalipidtransferproteinLPTIIImRNA,completecds
AF017362OryzasativaaldolasemRNA,completecds

图 ７　 从注释行中去除非注释行获得的注释行示例，参见上下文分析

Ｆｉｇ．７　 Ｓａｍｐｌｅ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎｓ ａｆｔｅｒ ｒｅｍｏｖｉｎｇ ｕｎａｎｎｏｔａｔｅｄ ｏｎｅｓ ａｓ ｄｅｓｃｒｉｂｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｘｔ

　 　 物种关联的注释可提供一些有意义的信息，尤其

是对于比较基因组学分析。 从比对结果中找出了 ９３９
个物种与水稻重叠群有关联，只有 ８２ 个物种出现的注

释超过 １００ 条，而其中仅仅 １０ 个超过了１ ０００ 条。 玉米

与水稻的比对注释最多达到了３６ ８０４ 条，大多数为

ｍＲＮＡ／ ｃＤＮＡ／ ｐｒｏｔｅｉｎ 的注释也许可以提供与基因功能

相关的有用信息。 剩下的 ９ 个中只有 Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍ
ｄｉｓｔａｃｈｙｏｎ 超过 １ 万条，为 １１ ６１０ 条，见图 ８。
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图 ８　 不同物种与水稻重叠群比对返回超过 １ ０００ 条的注释数

Ｆｉｇ．８　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎｓ ａｂｏｖｅ １ ０００ ｃｏｕｎｔｅｄ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｓ ｔｏ Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ ｃｏｎｔｉｇｓ

　 　 每个重叠群比对结果出现推测基因功能的注释

对于进一步的功能基因组学分析特别是构建基因调

控网络是很有帮助的，这将是我们下一步的研究

目标。
２．６　 水稻发育过程组织特异表达

确定组织特异转录谱对于分析基因表达模式及
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构建基因调控网络是很重要的。 所有的 ＥＳＴ 记录

中见图 ９，其中花药的记录数最多。 从比对的３９ ５７２
个 ＥＳＴ ｉｄ（见图 ２）组找出了各个组织的表达重叠

群，结果见图 １０，虽然表达重叠群中可能含有相似

的重叠群，如图 ５ 所示。 从图 １０ 可以清楚看出，花
药的表达重叠群最多达到了最高重叠群数。 这并奇

怪，因为从花药的 ＥＳＴ 总数 ９７７ １４１（见图 ９）可以预

见（分析的 ＥＳＴ 序列总数只有 １２５ 万条），其他的组

织都少于 ２０ 万条。 从以上结果尚不能完全的获得

组织特异表达谱（见图 １０），但是很显然组织特异表

达谱对于构建水稻发育过程基因调控网络是很重要

的，我们将在今后继续进行探讨。
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图 ９　 本文引用的 ＮＣＢＩ 来源水稻不同组织 ＥＳＴ 序列数
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图 １０　 从比对后 ＥＳＴ ｉｄ 组（见图 ２）获取的不同组织表达重叠群计数

Ｆｉｇ．１０　 Ｃｏｕｎｔｅｄ ｔｉｓｓｕｅ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｃｏｎｔｉｇｓ ｆｒｏｍ ａｌｉｇｎｅｄ ＥＳＴ ｉｄ ｓｅｔｓ ｄｅｓｃｒｉｂｅｄ ｉｎ Ｆｉｇ．２

３　 讨　 论

ＥＳＴ 大数据包含了大量基因表达信息，ＥＳＴ 数

据大规模分析有助于发现基因调控的活动情况，并
可以用于构建基因调控网络。 本文从 ＮＣＢＩ 下载了

水稻的 １２５ 万条 ＥＳＴ 序列并进行了基因表达分析。
所有的分析工作都是通过 ＦｒｅｅＢＳＤ 操作系统完成

的，主要工具包括 Ｕｎｉｘ 命令，及本地 ｂｌａｓｔ，ｐｈｒａｐ 及

远程 ｂｌａｓｔ 程序（见方法）。 经过 ｂｌａｓｔ 比对，ｐｈｒａｐ 重

叠群拼接及再比对，获得了 ３４ ９６９ 重叠群，其中约

一半只有一个重叠群序列（见图 ５）。 进一步我们将

重叠群序列与 ＮＣＢＩ 全长 ｃＤＮＡ 获取的单一基因进

行比对以获得水稻的完整转录组。 以上结果表明，
我们进行的大规模 ＥＳＴ 分析是有效且快捷，与其他

方法相比并不需要复杂的算法［３，１０］。
本文初步分析了水稻的组织特异表达谱，发现

花药表达的 ＥＳＴ 重叠群数量最多，其他组织较少

些，原因尚未进一步分析（见图 １０）。 通过与 ＮＣＢＩ
核酸数据库进行远程比对，从返回结果中提取了每

个重叠群的注释信息（见图 ６～图 ８），今后我们将着

重挖掘特异表达基因并进一步构建水稻发育过程的

基因调控网络。
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