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四种常用的生物序列比对软件比较
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摘　 要：随着高通量测序技术的快速发展，下一代测序技术也迅速发展为生物领域中的主流技术，而理解下一代测序数据最

重要的一步是比对。 比对是进行后续生物信息分析的基石，也因此催生了很多比对软件。 本文主要选取了四种常用的比对

软件 Ｂｏｗｔｉｅ２、ＢＷＡ、ＭＡＱ 和 ＳＯＡＰ２，对这四种软件及算法进行综述，并通过实际测序数据对四种软件进行比较和评估，为生物

学研究者选择最佳的短序列比对软件提供理论和实践依据。
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１　 引言

随着新一代测序 （ Ｎｅｘｔ⁃ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，
ＮＧＳ）的蓬勃发展，核酸测序成本已大大降低，高通

量测序方法已被广泛应用到 ＤＮＡ 测序［１］、ＲＮＡ 测

序［２］、表观遗传测序［３－４］等研究。 然而，无论使用何

种生物测序技术和研究方法，理解这些数据的最重

要的一步是序列比对分析。 序列比对是将已有基因

组序列作为参考基因序列（Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ），将短序列与

参考基因序列进行序列比对， 并在参考基因序列上

进行精确定位。 通过序列比对可以发现生物序列中

的功能、结构和进化的信息。 目前已有上百种序列

比对工具，面对如此多的比对工具，很多生物信息分

析人员通常自由的选择比对工具，而没有考虑到比

对工具的特点，准确性等。 然而，不同的比对软件，
对同一个数据集都有可能得出大相径庭的结果［５］；
同一算法设置不同的参数，其结果也相差很巨大。
如果选择了一个不合适的工具，将导致结果偏差甚

至是错误，可能得到错误的研究结论。 因而选择合

适的比对工具，对于生物研究而言显得特别重要。
在 Ｎｕｎｏ Ａ． Ｆｏｎｓｅｃａ 等人［６］的对 ６０ 多种比对软

件比 较 统 计 分 析 中， 发 现 Ｂｏｗｔｉｅ２［７］、 ＢＷＡ［８］、
ＭＡＱ［９］和 ＳＯＡＰ２［１０］被引用的次数相对其他几十种

软件较多，其中 Ｂｏｗｔｉｅ２ 引用率（Ｃｉｔａｔｉｏｎｓ ／ Ｙｅａｒｓ）为

３６３．４２，ＢＷＡ 为 ２２４．２０，ＭＡＱ 为 ２５１．６６，而 ＳＯＡＰ２



为 ９９．３８，ＳＯＡＰ２ 的前版本 ＳＯＡＰ 为 １０４．４１。 因而在

本研究中，主要选取了这四种常见的比对工具进行

评估比较。 根据比较结果分析，Ｂｏｗｔｉｅ２、ＢＷＡ 和

ＳＯＡＰ２ 处理高通量短序列数据比对问题时，计算速

度快，内存使用量低，具有高效的实用性；在同等条

件下，ＭＡＱ 的运行速度较慢。 Ｂｏｗｔｉｅ２、ＢＷＡ 的比对

率相比于 ＳＯＡＰ２ 和 ＭＡＱ 高。 ＢＷＡ 软件与 Ｂｏｗｔｉｅ２
软件比对的重复率较高，ＭＡＱ 较低。

２　 四种比对软件及算法

２．１　 四种比对软件介绍

Ｂｏｗｔｉｅ２ 是一个超高速的，节约内存且灵活与成

熟的短序列比对软件，比较适合下一代测序技术。
通常使用全文分索引 （ ＦＭ⁃ｉｎｄｅｘ） 以及 Ｂｕｒｒｏｗｓ⁃
Ｗｈｅｅｌｅｒ 变换（ＢＷＴ）索引基因组使得比对非常快速

且内存高效，但是这种方法不适合于找到较长的、带
缺口的序列比对。

ＢＷＡ 主要应用二代测序后的大量短小片段与

参考基因组之间的定位比对。 需要先对参考序列建

建立索引，ＢＷＡ 也是基于 ＢＷＴ 和 ＦＭ⁃Ｉｎｄｅｘ 理论来

对参考基因组做索引。 根据测序方法的不同，有单

末端序列（Ｓｉｎｇｌｅ⁃ｅｎｄ，ＳＥ）比对和双末端序列（Ｐａｉｒ⁃
ｅｎｄ，ＰＥ）比对。

ＭＡＱ 是使用质量分数推导序列和比对序列的

一致性的短序列比对工具，并且 ＭＡＱ 充分利用配对

信息，估计每个比对 ｒｅａｄ 的错误的概率，同时也使用

贝叶斯统计模型来评估最后的基因型错误概率。
ＳＯＡＰ２ 是 短 寡 核 苷 酸 比 对 程 序 （ Ｓｈｏｒｔ

Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ Ｐｒｏｇｒａｍ）的一个显著改进

版本，它减少了计算机内存使用，并极大地提高了比

对 速 度。 ＳＯＡＰ２ 使 用 一 个 Ｂｕｒｒｏｗｓ Ｗｈｅｅｌｅｒ
Ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ＢＷＴ）压缩索引替代种子策略在主

存储器中索引参考序列。 ＳＯＡＰ２ 适合于单末端片

段和双末端片段。 此外，该工具也支持多种文本和

压缩文件格式。
２．２　 四种比对软件算法

对于成千上万条的短序列的比对分析，目前，大
多数算法是通过建立索引来加快比对的速度。 常用

的数据结构有哈希表法和基于 ＢＷＴ （ Ｂｕｒｒｏｗｓ⁃
ｗｈｅｅｌｅｒ ｔｒａｎｓｆｏｒｍ） 的后缀树两种。

哈希表法的算法核心思想是采用种子序列定位

及延伸算法（Ｓｅｅｄ⁃ａｎｄ⁃ｅｘｔｅｎｄ ａｌｇｏｒｉｔｈｍ） ［１１］，通过扫

描参考基因组序列，对参考基因组序列建立哈希表，
将序列分成一定长度的小片段，这种小片段也被称

之为种子。 然后，在目标序列中查找和种子序列相

同的片段并标记，以这些标记点为锚点向左右按一

定规律延伸比对，将不合条件的舍弃，符合条件的结

果将输出保存。 采用基于哈希表数据结构的比对算

法的软件包括 ＭＡＱ。
后缀树法是一种 ｎ 叉树，ｎ 为字母表大小。 每

个节点表示从根节点到此节点所经过的所有字符组

成的字符串，它的根结点不包含任何信息，是一种以

牺牲存储空间来降低序列查询时间的字符串预处理

方式。 为了提高空间利用率，Ｆｅｒｒａｇｉｎａ 和 Ｍａｎｚｉｎｉ 提

出了 ＦＭ （Ｆｕｌｌ⁃ｔｅｘｔ ｍｉｎｕｔｅ⁃ｓｐａｃｅ）⁃ｉｎｄｅｘ 算法，ＦＭ 是

一种基于 ＢＷＴ （Ｂｕｒｒｏｗｓ⁃ｗｈｅｅｌｅｒ ｔｒａｎｓｆｏｒｍ）的全文本

压缩索引结构， ＢＷＴ 算法是通过统计基因组序列中

各个碱基出现次数，将相同碱基尽量排列在一起，压
缩基因组序列的索引数据结构，将基因组序列的索引

数据结构重排列，实现短序列在基因组中候选位点的

快速搜索，减少内存占用率。 例如人类基因组约

３ＧＢ，若不使用 ＦＭ⁃ｉｎｄｅｘ 将要用 １２ＧＢ 内存存储，超
过了计算机内存使用限度，而如果使用 ＦＭ⁃ｉｎｄｅｘ， 每

隔数行建立一个索引，人类基因组占用的内存可缩小

到约 １．３ＧＢ，这样普通的计算机就可以进行分析。 采

用 ＢＷＴ 转换的软件有 Ｂｏｗｔｉｅ２ 和 ＳＯＡＰ２，ＢＷＡ。
虽然 Ｂｏｗｔｉｅ２、ＳＯＡＰ２ 和 ＢＷＡ 都采用了 ＢＷＴ

算法，然而三种软件还有差别。 其中 Ｂｏｗｔｉｅ２ 采用

Ｆｅｒｒａｇｉｎａ 和 Ｍａｎｚｉｎｉ 提出的 ＦＭ （ Ｆｕｌｌ⁃ｔｅｘｔ ｍｉｎｕｔｅ⁃
ｓｐａｃｅ）⁃ｉｎｄｅｘ 算法，为基因组序列创建具有后缀矩阵

特性的 ＦＭ 索引数据结构，实现短序列的快速搜索；
ＳＯＡＰ２ 则采用的是 ＢＷＴ 算法压缩基因组序列哈希

表索引数据结构进行精确匹配，采用“分割短序列策

略”（Ｓｐｌｉｔ⁃ｒｅａｄ ｓｔｒａｔｅｇｙ）进行不精确匹配，比对速度显

著提高且内存使用量显著地降低。 最后，ＢＷＡ 软件

是采用 ＢＷＴ 算法压缩来构建基因组序列前缀树

（Ｐｒｅｆｉｘ ｔｒｅｅ）数据结构，通过对压缩数据结构自顶向

下遍历进行反向搜索，其比对计算过程中内存覆盖区

域相对较小，计算时间并不随基因组的大小而变化。
基于哈希表法和基于 ＢＷＴ 的后缀数法数据结

构的算法都有利于提高比对效率，区别在于哈希表

法占用的内存空间大，产生的种子匹配多，然而哈希

表法具有较高的匹配敏感性和准确性。 有利于发现

ＳＮＰｓ 和突变。 可用于局部匹配或从大量数据中搜

索匹配点以及跨物种序列间的比对。 而后缀树法可

以有效减少不精确匹配，并可避免比对过程中做无

用功，这个特点适用于相同物种之间相似性高的序

列比对和寻找保守区。
２．３　 四种比对软件比较

选择合适的软件要根据软件适用的数据类型，
适宜测序平台，数据格式，适宜的 ｒｅａｄｓ 长度等进行
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全面考虑，做出选择。 表 １ 中对四种比对软件分析

的序列类型，可用于分析的测序平台，输入和输出数

据格式，最小和最大 ｒｅａｄｓ 长度及软件是否开源进

行了详细的分析和比较。 从表中可以看出在适宜测

序平台方面，ＳＯＡＰ２ 就受到限制，只适用于 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
平台，ＢＷＡ 适用的平台最广。 在适宜的 ｒｅａｄｓ 长度

方面，ＢＷＡ、ＭＡＱ 适用的范围较窄。 最后，根据软件

的输入输出格式，ＭＡＱ 的适用范围更广。

表 １　 四种比对软件比较

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｆｏｕｒ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｔｏｏｌｓ

软件 测序平台
输入数据

格式

输出数据

格式

是否

开源

最小 ｒｅａｄｓ
长度

最大 ｒｅａｄｓ
长度（Ｋ）

处理插入、删除

错误 ／ 处理 ＳＮＰ
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ＭＡＱ⁃０．７．１ Ｉｌｌｕｍｉｎａ，ＡＢＩ Ｓｏｌｉｄ （Ｃ）ＦＡＳＴＡ ／ Ｑ ＴＳＶ 是 ８ ６３ 是 １８７１４０９１
ＳＯＡＰ２．２１ Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＦＡＳＴＡ ／ Ｑ ＳＡＭ ＴＳＶ 是 ２７ １ 是 １９４９７９３３

３　 软件评估实验

３．１　 实验数据

本文截取了 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 平台测序的 １２９１２６３２８ 条

ＨＰＶ 全基因组测序数据。 表 ２ 中记录了 ＨＰＶ 全基

因组测序数据情况及截取的实验数据情况。

３．２　 软件运行环境

３２Ｇ 内存，１６ 核处理器，ｌｉｎｕｘ 操作系统服务器。
３．３　 结果评估

四种软件的比对率和时间消耗如表 ３。 从表 ３
可以看出 ＢＷＡ 和 Ｂｏｗｔｉｅ２ 的比对率较高，而 ＳＯＡＰ２
的时间更高效，ＭＡＱ 相对来说较慢。

表 ２　 实验数据

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄａｔａ

样本编号 读长 碱基 过滤后碱基 比率 截取数据量 截取比例

１００７２１ １４２ ７０７ ２５６ １４ ２７０ ７２５ ６００ １２ ２６８ ７８４ ５８７ ８５．９７％ １２９ １２６ ３２８ １．０％

表 ３　 四种比对软件比对率和比对时间

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｒａｔｅ ａｎｄ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｔｉｍｅ ｏｆ ｆｏｕｒ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｔｏｏｌｓ

软件 比对上 总共 比对率 时间

Ｂｏｗｔｉｅ２ １１８ ９２７ ８０７ １２ ９１２ ６３２８ ９２．１０ ６：３３：０４
ＢＷＡ １１８ １１７ ６４６ １２９ １２６ ３２８ ９１．４７ １１：４６：１４
ＭＡＱ ９０ １９４ ３８２ １２９ １２６ ３２８ ６９．８５ ２２２：１７：０６

ＳＯＡＰ２
９８ ９５２ １１５

ｓｏａｐ：８０６５９６８４ ｓｉｎｇｌｅ： １８２９２４３１
１２９ １２６ ３２８ ７６．６３ １：０１：１８

　 　 从四种软件比对的 ｒｅａｄｓ 重复数两两比较可以

看出，Ｂｏｗｔｉｅ２ 和 ＢＷＡ 比对上的 ｒｅａｄｓ 重复数较高，
Ｍａｑ 和其他三种软件比对上的 ｒｅａｄｓ 重复数较低，如
图 １。 将四种软件同时比较时，发现 ＢＷＡ 比对软件

和其他三种软件不重复的 ｒｅａｄｓ 数最少，只有６２ １３４
条，Ｂｏｗｔｉｅ２ 和其他三种软件不重复的 ｒｅａｄｓ 数最多，
为４６６ ７９２条，如图 ２。

从实验结果看出 Ｂｏｗｔｉｅ２ 和 ＢＷＡ 的比对率相比

于 ＳＯＡＰ２ 和 ＭＡＱ 高。 ＢＷＡ 软件与 Ｂｏｗｔｉｅ２ 软件比

对的重复率较高，ＭＡＱ 较低，可能与选取的实验数

据相关，本实验选取的是高覆盖度的 ＨＰＶ 全基因组

测序数据，ＢＷＡ 比对工具比较适合全基因组测序数

据的比对分析。

４　 讨论

通过比较和实验研究发现，Ｂｏｗｔｉｅ２、ＢＷＡ、ＭＡＱ
和 ＳＯＡＰ２ 四种软件在处理高通量短序列数据比对

问题时，计算速度较快，内存使用量较低，具有高效

的实用性。 但是，这四种常用的分析软件都只对短

序列分析较为适合，然而，第三代测序技术正在快速

的发展，必将成为未来的主流技术。 第三代测序技
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术相比于第二代测序技术特点之一是读长长。 因而

开发高准确性的适合第三代测序数据的长序列比对

工具是未来研究的主题。
对于比对分析一个常见的问题是，哪一个分析

工具是本研究最适合的。 一个最好最适合的比对工

具不光要考虑数据的类型，一个重要的方面包含比

对工具是否和比对下游的分析和分析工具结合紧

密，更包含比对的工具的速度和准确性。 但是目前，
评估一个比对工具的准确性和速度仍然很难，主要

的困难是缺乏不同测序技术和研究方法的金标准数

据集，因为不同的比对软件，不同的数据集，数据类

型，数据大小等都有可能导致比对准确度和时间偏

差。 因而创建适合的金标准数据集对于比对工具的

评估和研究特别重要。

图 １　 四种比对软件比对上的读长两两比较

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｃｏｍｐｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｐｐｅｄ ｒｅａｄｓ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｓｏｆｔｗａｒｅ

图 ２　 四种软件比对上的读长比较

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｃｏｍｐｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｐｐｅｄ ｒｅａｄｓ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｓｏｆｔｗａｒｅ

９５第 １ 期 陈凤珍，等：四种常用的生物序列比对软件比较



５　 结论

对二代测序的四种常用比对软件的算法进行了

总结，并对四种软件的适用性和性能等方面进行了

对比，同时利用实际的基因组数据进行测试分析，归
纳总结，给出软件选择的参考建议，为研究人员选择

适合的比对分析工具提供参考。
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