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新一代测序的拷贝数变异检测算法研究与设计
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摘　 要：基于不同的测序技术，基因拷贝数变异的检测方法有多种，但时间复杂度较高，而新一代测序技术的发展为基因拷贝

数变异检测的研究开辟了新领域。 通过仿真实验、置换检验设计出一种新的基于新一代测序的拷贝数变异检测算法。 不同

于其它算法，本算法无需参考样本，通过直接研究比对后的序列以及 ｒｅａｄｓ 与拷贝数的关系，来研究检测拷贝数变异，实验结

果表明在时间复杂度上能提高 ５０％以上的运算速度，这对今后拷贝数与疾病的研究具有重要意义。
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　 　 新一代测序（Ｎｅｗ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ＮＧＳ）
技术的发展越来越成熟，各测序平台层出不穷，基因

序列的测序成本大幅度地下降，测序的速度越来越

高，这使得测序产生的 ＤＮＡ 序列数据非常庞大，怎
样理解数据成为当务之急。

伴随 着 人 类 基 因 组 计 划 及 １ ０００ ｇｅｎｏｍｅｓ
ｐｒｏｊｅｃｔ 的实施与发展，蛋白质、ＤＮＡ、ＲＮＡ 的序列数

据的规模日趋增加，仅仅依靠生物实验来研究生物

基因变异及疾病产生早已不能满足现实需要，因此

必须借助计算机、数学等学科的理论及思想方法从

海量数据中来研究和阐明生物学问题。 拷贝数变异

（Ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ， ＣＮＡｓ）检测是生物信息学

中研究生物基因结构改变的有效方法之一。
迄今为止，在 ＨａｐＭａｐ 计划的样本研究基础上，

已经基本构建成人类第一代基因组 ＣＮＶ 图谱［１］。
随着测序技术的发展，新一代测序技术更成熟，从
ＮＧＳ 数据出发，更多的拷贝数变异可能被检测，这
也为研究 ＣＮＶ 检测算法开辟了新领域。

新一代测序技术在对数据的处理过程中，会产

生许多数据格式： ＦＡＳＴＱ 文件、 ＳＡＭ 文件、 ＶＣＦ
（Ｖａｒｉａｎｔ ｃａｌｌ ｆｏｒｍａｔ） 文件、ＴＸＴ 文件和 ＢＥＤ 文件

等［２］。 本文算法的重点研究对象是 ｔｘｔ 文件，当利



用 ｓａｍｔｏｏｌｓ 工具中 ｍｐｉｌｅｕｐ 命令处理数据时，无“ －
ｇ”或“－ｕ”参数时会输出类似“． ｔｘｔ”文本文件，此文

本文件统计了参考序列上每一碱基位点的比对结

果，每一行表示 ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ 中某一碱基位点的比对情

况［３，１４］。

１　 拷贝数变异概述

１．１　 拷贝数变异含义

诱发基因变异的因素有多个方面，基因的遗传

变异的方式也多种多样［４］。 大部分研究都表明，
ＣＮＶ 指 大 小 从 Ｋｂ 到 Ｍｂ 范 围 内 的 亚 微 观

（Ｓｕｂｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ，指的是在普通电子显微镜下能分

辨的范围）片段发生了拷贝数突变，这些拷贝数的

复制、缺失、倒置等变异，统称为拷贝数变异（Ｃｏｐｙ
ｎｕｍｂｅｒ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ，ＣＮＡｓ），但不包括转座子的插入

和缺失引起的基因变异［５－７］（见图 １）。

图 １　 基因组中的拷贝数变异

Ｆｉｇ．１　 Ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｇｅｎｏｍｅ

１．２　 目前检测方法

目前拷贝数变异的检测方法主要分为三大类：
一是定量 ＰＣＲ 技术；二是 基于芯片的 ａｒｒａｙ⁃ｂａｓｅｄ
ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｇｅｎｏｍｉｃ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ 和 ＳＮＰｓ 芯片；三是

新一代测序技术。
对于目标基因 ＣＮＶ 检测常常采取基于定量

ＰＣＲ 技术和杂交技术的方法。 其中荧光定量 ＰＣＲ
技术应用比较广泛，它的一个反应只测得一个拷贝，
通过将检测样本的目标基因与参照基因定量后的检

测值的比值相比较来估计此样本基因的拷贝数［６］。
基于芯片技术的 ＣＮＶ 检测方法主要有：比较基

因组杂交（Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｇｅｎｏｍｉｃ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＣＧＨ）
技术、ａＣＧＨ 技术、ｏａＣＧＨ 技术和 ＳＮＰＳ 芯片技术。
其中，ａＣＧＨ 是基于微阵列的 ＣＧＨ 技术，其芯片探

针可以覆盖整个基因组，因此这种高通量分析法的

准确度、敏感度和分辨度更高，结果更加准确［８］。
ＳＮＰｓ 芯片技术不同于 ＣＧＨ 技术，仅仅使用单杂交

就可实现检测。 它是通过被测试的样本信号强度跟

其他样本个体的强度作比较来确定每一位点对应的

基因拷贝数［９］。 这些方法都比较适合在全基因组

范围内寻找 ＣＮＶ。
目前基于新一代测序数据的 ＣＮＶ 方法主要有：

分解读段（Ｓｐｌｉｔ ｒｅａｄ）、读段深度（Ｒｅａｄ ｄｅｐｔｈ，ＲＤ）、
末端 配 对 法 （ Ｐａｉｒ⁃ｅｎｄ ｍａｐｐｉｎｇ， ＰＥＭ ） 和 重 组

（Ａｓｓｅｍｂｌｙ）等。 由于新一代测序技术具有高通量、
门槛低、简单等特点，因此基于 ＮＧＳ 的 ＣＮＶ 检测方

法克服了杂交固有的某些缺点，即不需要太多特别

复杂的设计工作，可以直接处理比对后数据，无需参

考样本并可应用自身测序鉴定基因变化，而且费用

相对低于 ａＣＧＨ 技术。 所以基于新一代测序的拷贝

数检测方法具有良好的发展前景，这也为本次论文

的研究内容提供了方向。

２　 算法介绍

本文算法的目的是检测基于新一代测序的拷贝

数变异，无需参考样本，这既减少了实验样本数量，
还降低实验成本与时间。 实验分为两大部分：
（１）算法的设计及仿真实验；（２）真实数据的应用。
２．１　 仿真实验

２．１．１　 检验标准

在新一代测序时，高通量测序仪器一个反应得

到的测序序列片段称为 ｒｅａｄｓ［１０］。 不同的测序仪器

产生的 ｒｅａｄｓ 数长度也不同，ｒｅａｄｓ 数的长度大小在

３６～２００ ｂｐ 不等。 正常在没有发生拷贝数变异时，
当测序 ｄｅｐｔｈ 和 ｃｏｖｅｒａｇｅ 一定时，同一测序仪器测序

得到的一条染色体上的碱基序列上的 ｒｅａｄｓ 数是基

本相同的，若该序列上的 ｒｅａｄｓ 数有一段区域不同

于其他大部分区域，则可能说明这段 ｒｅａｄｓ 数异常

区域可能发生了拷贝数变化［１１，１５］。 Ｒｅａｄｓ 数的异常

主要表现在拷贝数的缺失、扩增等。 因此本实验选

取 ｒｅａｄｓ 数作为衡量是否发生拷贝数的标准［１５］。 为

了产生模拟数据这里自行定义 ｒｅａｄｓ 数 Ｓ＝ ４０ ｂｐ，为
测得正常序列的 ｒｅａｄｓ。 若测序区域＜４０ 或＞４０，我
们都认为其发生了拷贝数变异。
２．１．２　 仿真数据

由于受到目前测序仪器和水平的限制，测序所

得碱基序列的 ｒｅａｄｓ 数会不一致，ｒｅａｄｓ 数可能会上

下波动，但仍然处于相同水平。 这里选 ｒｅａｄｓ∈［３９，
４０，４１］来模拟实验数据。
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Ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ 的过程：
（１）随机构建一个染色体位点数为 ２ ０００ 的样

本，并对每个位点编号。
（２）任取多个区域如 １００－１４９，５００－５２９，９００－

９１９，１ ６００－１ ６５０，对其进行信号加强 ／减弱处理，模
拟成这几段标记区域发生 ｒｅａｄｓ 数变化（即拷贝数

改变） ［１２－１３］。
为了使实验数据更逼近实际测得序列，减少误

差，需要对仿真数据进行加噪声处理。 这里主要是

利用高斯噪声处理，并对随机其他位点噪声处理。
经过上述步骤，产生了一个包含 ２ ０００ 个位点

的样本。 而在统计实验中一个样本不能证明任何实

验问题，需要大量的样本才能减少误差，得出结论。
因此我们重复上述步骤，产生了 ５０ 个样本用于

实验。
２．２　 置换检验

２．２．１　 置换检验概述

通常显著性检验可以确定一个观测值是否有

效［１６］，如假设检验中检测两组样本的均值是否有相

等（或者检测哪一均值更大）。 本次实验仿真出一些

小样 本 结 果 （这 里 是 ５０ 个 小 样 本）， 借 助 于

Ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ 置换检验来分析小样本的总体分布。
Ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ 是 ２０ 世纪 ３０ 年 Ｆｉｓｈｅｒ 提出的

基于大量计算，根据对样本中的数据随机（或全）排
列，统计并推断的一种方法。 算法公布之初，由于它

的运算量没能得到重视与应用。 近年来随着计算机

的性能提高，我们可以借助计算机的计算能力来实

现置换检验来解决问题。 它是基于样本本身的，对
样本的总体分布要求自由，因此应用相对较广泛，尤
其适合用于对总体分布未知的小样本数据分析，以
及一些用常规方法难以分析的假设检验问题。 置换

检验的过程一般是：首先对样本内的数据进行顺序

置换，然后重新计算检验统计量，并构造出经验分

布，最后求出 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ 来推断结果。
２．２．２　 算法设计与实现

假设设计一个实验来验证仿真实验中样本位点

数 １００－１４９，５００－５２９，９００－９１９，１ ６００－１ ６５０ 的区域

发生了拷贝数改变。 （实验数据被保存在 ｍｅｒｇｅ１．ｔｘｔ
中。）

用假设检验的方法完成验证，选取样本位点对

应的 ｒｅａｄｓ 数构造为检验统计量。 零假设为：样本

碱基对应的 ｒｅａｄｓ 数没有发生改变（即碱基序列对

应的 ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ 未发生改变，是正常的）。 在这个

检验中，最终计算出 ２ ０００ 个位点对应的 ｐ⁃ｖａｌｕｅ 值

若＜０．０５ 的区域，则表明小概率事件发生，而原假设

是正常的，因此原假设错误，此区域（位点）发生了

拷贝数变异。
采用置换实验，计算每个位点对应的 ｐ⁃ｖａｌｕｅ（Ｐ

［ ｊ］，ｊ＝ １，２，…，２ ０００）：
Ｐ［ ｊ］ ＝ ｆ［ ｊ］ ／ １ ０００

其中，ｆ［ ｊ］ 为每个位点对应的频数。
观察每个位点对应的 ｐ⁃ｖａｌｕｅ，并绘制见图 ２。

10

8

6

4

2

0
500 1000 1500 2000

染色体位点或探针(Thechromosomalsitesorprobes)

P
值
(P
-v
al
ue
)

染色体位点或探针的P值（1-2000）
TheP-valueofeverychromosomalsiteorprobe(1-2000)

图 ２　 各位点对应 Ｐ 值

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｐ⁃ｖａｌｕｅ ｏｆ ｅｖｅｒｙ ｓｉｔｅ

２．２．３　 实验结论

由图 １ 放大可以直观看出在 １００ － １４９， ５００ －
５２９， ９００－９１９， １ ６００－１ ６５０ 区域的 ｐ⁃ｖａｌｕｅ 值大小

明显＜０．０１，说明在这些区域小概率事件发生，原假

设错误，而是在这些区域发生了拷贝数变异。 这与

仿真数据时的变异区域相同，因此本算法可以检测

拷贝数变异。

３　 真实数据 ＣＮＶ 检测

３．１　 数据来源与处理

为检测上述方法的适用性， 本文从 １ ０００
ｇｅｎｏｍｅｓ ｐｒｏｊｅｃｔ 数据库中获得真实数据，为了保证

数据可用性，下载真实数据要确保控制单一变量
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ｒｅａｄｓ 数变化，其他如 ｒｅａｄ ｄｅｐｔｈ、ｒｅａｄ ｃｏｖｅｒａｇｅ、测序

仪器 等 要 控 制 一 致［１７］。 这 里 采 用 ＨＧ０００９６．
ｍａｐｐｅｄ．ＩＬＬＵＭＩＮＡ．ｂｗａ．ＧＢＲ．ｌｏｗ＿ｃｏｖｅｒａｇｅ．２０１２０５２２．
ｂａｍ．中 ｃｈｒｏｍ２０ 的数据作为数据应用上述检测方

法。 同时为了证明在 ｈｉｇｈ ｃｏｖｅｒａｇｅ 数据同样适用，
还处理了 ＨＧ０００９６． ｍａｐｐｅｄ． ＩＬＬＵＭＩＮＡ． ｂｗａ． ｈｉｇｈ ＿
ｃｏｖｅｒａｇｅ．ｂａｍ 数据。

利用 Ｓａｍｔｏｏｌｓ 软件对真实数据进行处理，ＣＢＳ
方法去除噪声，提取 ｒｅａｄｓ 数，统计频数最多的 ｒｅａｄｓ
值。 考虑真实数据噪声和测量误差，可确定实验数

据区域正常情况下 ｒｅａｄｓ 数在［３９，４３］，并以此为基准

检测该区域内是否发生了拷贝数变异。 若区域内位

点对应的 ｒｅａｄｓ 值小于或大于这个区间，认为对应

位点发生了拷贝数变异。
３．２　 ＣＮＶ 值计算

正常情况下，人类基因拷贝数变异的值为 ２。
研究表明，某一位点拷贝数变异的数目与对应的

ｒｅａｄｓ 值成如下的关系［１９］：
２ ／ Ｒ０ ＝ ｘ ／ Ｒ１

其中 Ｒ０ 为测序深度、覆盖度一致时正常情况下区域

或位点对应的 ｒｅａｄｓ 值，Ｒ１ 为待测区域或位点对应

的 ｒｅａｄｓ 值，ｘ 即为待测区域或位点的拷贝数的值。
因此可以计算任意位点的拷贝数。
３．３　 数据结果分析

本实验 ＨＧ０００９６．ｍａｐｐｅｄ． ＩＬＬＵＭＩＮＡ．ｂｗａ．ＧＢＲ．
ｌｏｗ＿ｃｏｖｅｒａｇｅ． ２０１２０５２２． ｂａｍ．中 ｃｈｒｏｍ２０ 上的 ｓｅｑ１：
１－１ ５６９位点和 ｓｅｑ２：３７－１ ５６７ 位点上的 ｒｅａｄｓ 数据

应用上述算法，并绘制如下图 ３。 图 ３ 为 ｃｈｒｏｍ２０ 的

ｓｅｑ１：１－１ ５６９ 和 ｓｅｑ２：３７－１ ５６７ 位点对应的 ｒｅａｄｓ
数分布情况，图 ４ 和图 ５ 分别为 ｓｅｑ１ 和 ｓｅｑ２ 相应位

点 ｒｅａｄｓ 数分布图，其中红线部分表示被测区域内

ｒｅａｄｓ 数出现最多的数值。 大多数位点都在红线附

近上下波动，当位点对应的 ｒｅａｄｓ 数距离红线越远

时，我们认为该位点可能发生了拷贝数变异。 如

图 ５中 ｓｅｑ１：１－２２０ 点附近，图 ５ 中 ｓｅｑ２：１９０－２５０ 位

点附近等，我们可以很直观地推测这些区域可能发

生了拷贝数变异。 还可根据数据确定变异边界，利
用公式计算各位点对应的拷贝数值。

染色体或探针的reads(seql:1-1569和seq2:37-1567)
Thereadsofererychromosomalsiteorprobe(seql:1-1569,seq2:37-1567)
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图 ３　 Ｃｈｒｏｍ２０ ｓｅｑ１：１－１ ５６９ 和 ｓｅｑ２：３７－１ ５６７ 上位点对应的 ｒｅａｄｓ 数分布图

Ｆｉｇ．３　 Ｒｅａｄｓ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｍａｐ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｔｅｃｈｒｏｍ２０ ｓｅｑ１：１－１ ５６９ ａｎｄ ｓｅｑ２：３７－１ ５６７

染色体位点或探针(Thechromosomalsitesorprobes)

染色体或探针的reads(seql:1-1569和seq2:37-1567)
Thereadsofererychromosomalsiteorprobe(seql:1-1569,seq2:37-1567)70
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图 ４　 Ｃｈｒｏｍ２０　 ｓｅｑ１：１－１ ５６９ 上位点对应的 ｒｅａｄｓ 数分布图

Ｆｉｇ．４　 Ｒｅａｄｓ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｍａｐ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｔｅｃｈｒｏｍ２０ ｓｅｑ１：１－１ ５６９
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图 ５　 Ｃｈｒｏｍ２０ ｓｅｑ２：３７－１ ５６７ 上位点对应的 ｒｅａｄｓ 数分布图

Ｆｉｇ．５　 Ｒｅａｄｓ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｍａｐ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｔｅ ｃｈｒｏｍ２０ ｓｅｑ２：３７－１ ５６７

３．５　 算法的性能与评价

３．５．１　 仿真代码实现上

本算法程序代码基于 Ｒ 语言相对容易实现，对
于涉及的数据预先分配空间，大大降低了时空复杂

度。 但是在 ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ、ｍｅｒｇｅ ｄａｔａ 以及做 ｔｅｓｔ 时会

涉及到双层 ｆｏｒ 循环，再加之数据样本自身很大，因
此增加了时间复杂度。 为了减少时间消耗，提升速

度，在编写代码时除采用了向量化避免 ｆｏｒ 循环，加
入并行运算方法。
３．５．２　 算法应用上

算法基于新一代测序技术测序数据，与基于芯

片的检测技术相比，本算法无需参考样本，数据来源

更真实，使得检测的拷贝数也更真实，大大减少了误

差，同时也最大的降低了检测费用。
本算法在双核 ｘ８６ ３２ ｂｉｔ 的处理器中执行，经检

验，在内存占有量相差无几时，时间复杂度降低明显

（本算法样本计算时间 １２０．２ ｓ，ＣＮＶ－ｓｅｑ 计算时间

２５１．５ ｓ，，ＦＲＥＥＣ 计算时间 ３１９．６ ｓ），如图 ６ 所示。
同时在检测边界也具有相当高的灵敏度，直接从比

对后的数据处理，也降低了从 ｒａｗ ｄａｔａ 到 ｍａｐｐｅｄ
ｄａｔａ 中产生的各种误差。

本算法能够检测出拷贝数变异，但是对拷贝数

变异的类型不能很清晰的界定，这一方面有待改善。
它对测序数据的格式等要求比较严格，要保证实验

数据序列的 ｒｅａｄ ｃｏｖｅｒａｇｅ，ｒｅａｄ ｄｅｐｔｈ 等一致，还要

保证数据是基于同一测序技术测得的。 同时，它只

对新一代测序的数据有效，随着第三代测序技术的

萌芽，在检测拷贝数变异时可能会出现瑕疵，但可以

借鉴思想，在未来很长时间仍然受用无穷。
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图 ６　 算法时间复杂度对比

Ｆｉｇ．６　 Ａｌｇｏｒｉｔｈｍ ｔｉｍｅ ｃｏｍｐｌｅｘｉｔｙ ｃｏｎｔｒａｓｔ

４　 结束语

ＣＮＶ 作为基因结构变异的一种重要形式，对人

类遗传进化、疾病和药物研究等具有重要的意

义［２０］。 在众多检测方法中，目前急需效率高和准确

性高算法。 本文提出了一种基于新一代测序数据的

ＣＮＡｓ 检测算法，无需额外的参考样本序列，利用置

换检验的方法检验，降低假阳性率，增强结论的真实

性，提高了准确度。 实验表明，这种基于新一代测序
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的拷贝数变异检测算法，可快捷方便地找出由新一

代测序技术测得的染色体上可能发生拷贝数变异的

位点，大大降低了时间复杂度。 这对今后拷贝数与

疾病的研究具有重要意义。
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