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摘　 要：尽管二代基因组测序技术日渐流行，Ｓａｎｇｅｒ 测序依旧是 ＳＮＰ 识别和分析的金标准。 传统对于 Ｓａｎｇｅｒ 测序结果的分析

多依赖 ＳｅｑＭａｎ 等软件进行。 然而这类软件大多依靠人工操作来识别和记录测序结果中的 ＳＮＰ 位点，效率低下且容易发生错

误。 此外，当对多个个体进行序列测定时，这类软件无法完成对群体数据的管理和输出，给研究人员造成了一定的不便。
Ｐｈｒｅｄ ／ Ｐｈｒａｐ ／ Ｃｏｎｓｅｄ ／ Ｐｏｌｙｐｈｒｅｄ 是华盛顿大学开发的基于类 Ｕｎｉｘ 平台的软件包，在大规模测序数据的管理和 ＳＮＰ 自动识别、
标记与输出方面具有强大的功能。 然而，由于其安装和使用较为复杂，在国内较少使用。 本研究对该软件包的功能、使用流

程、特点等进行了介绍，并将其安装于 Ｕｂｕｎｔｕ１２．０４ 操作系统并置于 ＶＭｗａｒｅ 虚拟机中，方便遗传学者的下载和使用。
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ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）技术日渐流行，Ｓａｎｇｅｒ 测序依旧是 ＳＮＰ
识别和分析的金标准。 一般对 Ｓａｎｇｅｒ 测序结果的

分析多依赖于 Ｗｉｎｄｏｗｓ 平台的 ＳｅｑＭａｎ （ＤＮＡＳＴＡＲ
Ｉｎｃ．）等软件进行。 然而这类软件大多在测序数据

与参考序列拼接后依靠肉眼观察来识别和记录测序

结果中的 ＳＮＰ （ ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ） 位

点，效率低下且容易发生错误。 更为重要的是，当对

多个个体进行序列测定时，这类软件无法完成对群

体数据的自动比较、管理和输出，给研究人员带来了



一定的不便。
Ｐｈｒｅｄ ／ Ｐｈｒａｐ ／ Ｃｏｎｓｅｄ ／ Ｐｏｌｙｐｈｒｅｄ 是华盛顿大学

（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ）开发的基于类 Ｕｎｉｘ 平台

（包括 Ｕｎｉｘ、Ｌｉｎｕｘ、ＢＳＤ、Ｓｏｌａｒｉｓ、Ｍａｃ ＯＳ Ｘ 等）的软

件包［１－８］，在群体测序数据的管理和 ＳＮＰ 自动识别、
标记与输出等方面具有强大的功能。 然而，由于其

安装、设置和使用较为复杂，在国内较少使用。 鉴于

此，本文对该软件包的组成、功能、使用和特点等进

行了总结和介绍。

１　 软件包主要组分

　 　 该软件包由多个可执行文件和 Ｐｅｒｌ 脚本组成，
主要组分及其功能见表 １。 这些组分中，Ｐｈｒｅｄ［１－２］、
Ｐｈｒａｐ、Ｃｏｎｓｅｄ［３－５］、Ｐｏｌｙｐｈｒｅｄ［６－８］ 是作为软件包核心

的可执行程序，其余均为调用这些可执行程序完成

特定功能的 ｐｅｒｌ 脚本。

表 １　 软件包主要组分和功能

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｍａｉｎ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｐａｃｋａｇｅ

程序名称 功能

Ｐｈｒｅｄ 测序胶图文件读取、碱基判断和测序质量评估的可执行文件

Ｐｈｒａｐ 拼接测序数据的可执行文件

Ｃｏｎｓｅｄ 查看、编辑拼接测序数据的图形化工具

Ｐｏｌｙｐｈｒｅｄ ＳＮＰ 搜索和显示的可执行文件

ｓｅｔｕｐ＿ｓｔｄ＿ｄｉｒ．ｐｌ 在当前目录内建立多个工作文件夹

ｍｏｖｅＣｈｒｏｍａｔｓ 调用 Ｐｈｒｅｄ 对 ｎｅｗｃｈｒｏｍａｔｓ 目录内的新测序数据进行质量判断，并转移入相应文件夹

ｆａｓｔａ２Ｐｈｄ．ｐｅｒｌ 将 ｆａｓｔａ 格式的参考序列转为 ｐｈｄ 格式

ｐｈｒｅｄＰｈｒａｐ 调用 Ｐｈｒａｐ，对测序数据和参考序列进行初次拼接，一般仅在项目初始时使用一次

２ｆｏｆ．ｐｌ 对 ｃｈｒｏｍａｔ＿ｄｉｒ 目录中的测序文件和特定 ａｃｅ 文件进行比对，列出新的测序文件

ｃｒｅａｔｐｏｌｙ．ｐｌ 对 ２ｆｏｆ．ｐｌ 列出的每个新测序文件，生成 ｐｏｌｙ 文件

ｐｏｌｙｐｈｒｅｄｒｅｆ２ｐｂ．ｐｌ 对于指定的个体，根据指定的 ａｃｅ．ｏｕｔ 文件，输出 ｐｒｅｔｔｙｂａｓｅ 格式文件

２　 使用流程

　 　 使用流程如图 １ 所示，具体说明如下。

图 １　 软件包的使用流程

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｗｏｒｋｉｎｇ ｆｌｏｗ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｐａｃｋａｇｅ

２．１　 建立工作目录

　 　 在任意目录内，运行 ｓｅｔｕｐ＿ｓｔｄ＿ｄｉｒ．ｐｌ 脚本，即可

自动在该目录下建立工作目录，各个文件夹的名称

和功能见表 ２。
２．２　 参考序列建立

　 　 人工生成 ｆａｓｔａ 格式的参考序列并置于 ｆａｓｔａ＿ｄｉｒ
目录中，使用 ｆａｓｔａ２Ｐｈｄ．ｐｅｒｌ 脚本转化为 ｐｈｄ 格式，并
将其移入 ｐｈｄ＿ｄｉｒ 目录。
２．３　 测序数据文件命名、质量判断和转移

　 　 将所有测序文件按照“基因名＿个体名＿引物名”
的格式进行重命名，并保持大小写和长度一致，以方

便后续 ＳＮＰ 输出；将测序文件置于 ｎｅｗｃｈｒｏｍａｔｓ 目录

中，运行 ｍｏｖｅＣｈｒｏｍａｔｓ 脚本，质量较好的数据移入

ｃｈｒｏｍａｔ＿ｄｉｒ 文件夹，低质量数据移入 ｂａｄ＿ｃｈｒｏｍａｔｓ
文件夹。
２．４　 初次拼接

　 　 进入 ｅｄｉｔ ＿ ｄｉｒ 目录，使用 ｐｈｒｅｄＰｈｒａｐ 脚本，对
ｃｈｒｏｍａｔ＿ｄｉｒ 目录中的测序数据和 ｐｈｄ＿ｄｉｒ 目录中的

参考序列的进行初次拼接。
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表 ２　 各个工作目录功能

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅａｃｈ ｗｏｒｋｉｎｇ ｄｉｒｅｃｔｏｒｙ

目录名称 功能

ｅｄｉｔ＿ｄｉｒ 最重要工作目录，存放 ａｃｅ 文件、拼接信息、临时工作文件等，主要命令均应在此目录下执行

ｃｈｒｏｍａｔ＿ｄｉｒ 存放高质量测序文件

ｐｈｄ＿ｄｉｒ 存放 ｐｈｄ 格式文件

ｐｏｌｙ＿ｄｉｒ 存放 ｐｏｌｙ 格式文件

ｂａｄ＿ｃｈｒｏｍａｔｓ 存放低质量测序文件，该目录内文件不进入分析

ｆａｓｔａ＿ｄｉｒ 存放 ｆａｓｔａ 格式参考序列

ｎｅｗｃｈｒｏｍａｔｓ 存放新测序文件，ｍｏｖｅＣｈｒｏｍａｔｓ 脚本运行后，该目录自动清空

２．５　 人工拼接

　 　 由于算法的限制，初次拼接的结果往往为多个

临近序列的集合（ｃｏｎｔｉｇ）。 在这种情况下，在 ｅｄｉｔ＿
ｄｉｒ 目录中打开 Ｃｏｎｓｅｄ 界面，利用各个集合中可能

重合的部分进行比对，将其拼接成一个完成的集合。
具体方法见《使用说明》。
２．６　 ＳＮＰ 搜索

　 　 在 ｅｄｉｔ＿ｄｉｒ 目录中运行 Ｐｏｌｙｐｈｒｅｄ 程序对每条序

列进行等位基因确定，并对拼接的单个集合进行序

列间比对，以确定潜在 ＳＮＰ 位点。 这些潜在的 ＳＮＰ
位点，可在 Ｃｏｎｓｅｄ 界面中以高亮显示。
２．７　 ＳＮＰ 人工确定

　 　 在 ｅｄｉｔ＿ｄｉｒ 目 录 中 打 开 Ｃｏｎｓｅｄ 界 面， 对 于

Ｐｏｌｙｐｈｒｅｄ 搜索结果进行人工检视、修订和确认，以
确定各条序列在该位置的基因型和 ＳＮＰ 的真实性。
这是整个数据处理过程中耗时最多的部分，具体方

法见《使用说明》。
２．８　 ＳＮＰ 导出

　 　 生成包含需要导出个体名的文本文件。 利用

ｐｏｌｙｐｈｒｅｄｒｅｆ２ｐｂ．ｐｌ 脚本，指定其在测序文件名中的起

始位置和长度，导出 ｐｒｅｔｔｙｂａｓｅ 格式的群体变异文件，
用于后续制图、计算或分析，具体方法见《使用说明》。
２．９　 新数据加入

　 　 对于新加入的测序数据，经测序数据文件命名、
质量判断和转移步骤后， 使用 ２ｆｏｆ． ｐｌ 脚本， 对

ｃｈｒｏｍａｔ＿ｄｉｒ 目录中的测序数据和指定 ａｃｅ 文件进行

比对，生成新测序文件的列表（ ｆｏｆ 格式），并使用

ｃｒｅａｔｐｏｌｙ．ｐｌ 脚本对该列表中的新测序文件生成相关

ｐｏｌｙ 文件。 在 Ｃｏｎｓｅｄ 界面中，将新测序数据加入集

合，并重复人工拼接、ＳＮＰ 搜索、ＳＮＰ 人工确定、ＳＮＰ
导出步骤，对新增数据进行分析。

３　 软件包特点

３．１　 基于类 Ｕｎｉｘ 平台、命令行式操作方式

　 　 该软件包主要可执行程序均只有类 Ｕｎｉｘ 操作系

统版本，无 Ｗｉｎｄｏｗｓ 版本。 除人工拼接、ＳＮＰ 搜索部

分在 Ｃｏｎｓｅｄ 界面中以图形化方式操作外，其他主要

工作均以命令的方式进行。 这给初学者，尤其是不熟

悉类 Ｕｎｉｘ 操作系统的学者，带来了一定的困难和麻

烦。 但是，由于需要掌握的命令不多，且类 Ｕｎｉｘ 操作

系统多具有命令补齐和自动记录的功能，经一段时间

练习后，大多使用者均可熟练使用该软件包。
３．２　 标签式管理方式

　 　 常见 Ｗｉｎｄｏｗｓ 平台的 ＳｅｑＭａｎ 等软件在遇到测

序数据基因型判断失误、新发现 ＳＮＰ 位点时，只能通

过人工记录来保存数据分析过程和结果，极其不便且

效率低下。 与此不同的是，本软件包在序列处理过程

中，Ｐｈｒｅｄ 生成的质量评估结果、Ｐｏｌｙｐｈｒｅｄ 生成的基

因型判断、Ｃｏｎｓｅｄ 界面中基因型的人工确认等各种处

理分析结果，均以文本标签的形式，自动保存于 ａｃｅ
或 ａｃｅ．ｏｕｔ 文件中。 这些标签，由 Ｃｏｎｓｅｄ 读取，在界面

中以不同颜色显示于序列相应位置上。 所有标签，均
可以手动在 Ｃｏｎｓｅｄ 界面中删除，或使用特定命令直

接删除。 在 Ｐｏｌｙｐｈｒｅｄ 自动生成的基因型与人工判断

不一致时，优先输出人工标签。 这种管理方式，在不

改变原始测序文件的基础上，保存了数据处理过程的

所有细节，同时方便了结果的输出。
３．３　 数据管理、ＳＮＰ 数据输出的自动化

　 　 常见 Ｓｅｑｍａｎ 等软件，在 ＳＮＰ 识别、数据管理和

输出方面，只能依赖操作者手动进行，效率低下且容

易发生错误。 本软件包在数据管理等方面具有较高

程度的自动化，主要表现在：１）相同个体、引物多次测

序数据的自动整理。 在研究过程中，由于各种原因，
有时需对同一个体应用同一引物进行多次测序，对于

这种情况，软件会自动在测序文件名后加入“．１”、
“．２”等后缀，分别代表第 １、２ 次测序结果，并在后续

分析中整合判断位点基因型；２）多态位点和质量的自

动判断。 对于测序结果，软件包会对每个个体进行比

对，任何一个个体出现突变的位点，均视为潜在多态

性位点，用特殊颜色标记以待人工检视；对于测序数
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据的低质量部分，会自动使用黄色背景表示，从分析

中剔除；３）数据输出自动化。 对于群体的测序数据，
可输出每个个体的基因型，用于后续分析。

４　 需要说明的问题

４．１　 序列删除

　 　 当需要去除特定序列时，可使用操作系统自带

的文本编辑工具（如 ｖｉ、Ｅｍａｃｓ、ｇｅｄｉｔ 等），建立一个

含有需要去除测序文件名列表的文本文件，以回车

键分隔（与下述 ｆｏｆ 后缀文本文件格式相同），并保

存于 ｅｄｉｔ ＿ｄｉｒ 文件夹中。 打开 Ｃｏｎｓｅｄ 界面，点击

“Ｒｅｍｏｖｅ ｒｅａｄｓ”，选择生成的文本文件，即可从集合

中去除指定的测序数据。 进而从 ｃｈｒｏｍａｔ＿ｄｉｒ 文件

夹中删除这些测序文件，以避免其在下一次加入新

测序数据时被软件自动加入测序集合。
４．２　 质量判断失误

　 　 一般而言，该软件包对测序质量的判断较为准

确。 但当测序后纯化处理不当时，测序数据前端经

常出现一个巨大的、横跨多个碱基的非特异峰形

（俗称“酒精峰”），从而导致其下的碱基无法识别、
后续的碱基峰图高度相对较低，因此 Ｐｈｒｅｄ 软件经

常将其错误地标为低质量数据，而无法用于分析。
对于这种情况，可在 Ｃｏｎｓｅｄ 中手动将其标为高质量

数据，进入后续分析流程。
４．３　 ＳＮＰ 自动识别的失效

　 　 根据使用经验，Ｐｏｌｙｐｈｒｅｄ 的 ＳＮＰ 自动搜索算法

阈值较低，因此有一定的假阳性（即实际并非多态

性位点、而被软件标识）率，而假阴性（即实际为多

态性位点但软件未能标识）发生的概率极低。 本文

使用该软件包分析了长达 ７５．５ ｋｂ 的测序数据、多
达至 ８００ 个 ＳＮＰ 位点［９］ ，仅发现了 ２ 个软件未识

别的多态性位点，表明其假阴性率约在 ０． ２５％。
假阴性的出现，多源于杂合子个体中两个等位基

因的峰型高度差异过大、且稀有等位基因在群体

中频率过低 （导致无个体携带纯合稀有等位基

因）。 对于可能出现的假阴性，目前尚无良好、快
速的解决办法，只能通过肉眼观察和比较测序胶

图予以确定。
４．４　 插入缺失（ ｉｎｄｅｌ）的确定

　 　 Ｐｏｌｙｐｈｒｅｄ 软件具有自动识别 ｉｎｄｅｌ 的功能，但根

据本文经验，其错误率较高、且无法识别 ｉｎｄｅｌ 的两个

具体等位基因，因此建议对 ｉｎｄｅｌ 进行人工识别和标

注（软件只允许标注为＋＋、＋－、－－，不能标注具体序

列）。 对于两个等位基因都有纯合子个体的情况，可
通过比对直接获得具体基因型。 对于未发现稀有等

位基因纯合子的情况，可通过分析杂合子个体序列胶

图获得基因型信息。 如图 ２ 上部所示，从白色箭头所

指的位置开始的 １５ 个碱基，每个位置的基因型为

（Ａ ／ Ｔ） （Ａ ／ Ｇ） （Ａ ／ Ｔ） （ Ｔ ／ Ｇ） （ Ｔ ／ Ｔ） （ Ｔ ／ Ｇ） （ Ｔ ／ Ｔ）
（Ａ／ Ｇ）（Ｔ／ Ｔ）（Ａ／ Ｔ）（Ａ／ Ｔ）（Ａ／ Ｇ）（Ｔ／ Ｔ）（Ａ／ Ａ）（Ａ／ Ｇ）。
已知其中参考等位基因序列为 ＴＧＴＧＴＴＴＡＴＡＡＧＴＡＧ
（图 ２ 下 部 ）， 则 另 一 等 位 基 因 序 列 为

ＡＡＡＴＴＧＴＧＴＴＴＡＴＡＡ，即为一个 ＡＡＡＴ 的插入。

∗白色箭头代表 ｉｎｄｅｌ 起始的位置。

图 ２　 Ｃｏｎｓｅｄ 中杂合和纯合的 ｉｎｄｅｌ 示例

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｅｘａｍｐｌｅ ｆｏｒ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ａｎｄ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ ｉｎｄｅｌ ｉｎ Ｃｏｎｓｅｄ
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４．５　 相关主要文件格式说明

　 　 整个软件包处理过程中生成多种格式文件，大
多为文本格式，主要文件格式说明如下。

ｐｈｄ：Ｐｈｒｅｄ 对每个测序胶图文件均生成一个对

应的同名 ｐｈｄ 格式文件，存放该测序胶图的碱基、质
量、位置等信息［１０］。

ｐｏｌｙ：Ｐｈｒｅｄ 对每个测序胶图文件均生成一个对

应的同名 ｐｏｌｙ 格式文件，存放该测序胶图的碱基、
位置、峰面积等信息，用于后续突变检测。

ａｃｅ：Ｃｏｎｓｅｄ 读取、保存文件格式，保存有该

ｃｏｎｔｉｇ 中所有序列名称、碱基等信息。
ｗｒｋ： Ｃｏｎｓｅｄ 生成的临时文件， 用于存储在

Ｃｏｎｓｅｄ 软件上的工作过程。 当 Ｃｏｎｓｅｄ 意外停止运

行时，可从 ｗｒｋ 文件恢复之前的未保存修改。
ａｃｅ． ｏｕｔ： Ｐｏｌｙｐｈｒｅｄ 输 出 格 式 文 件， 包 含

Ｐｏｌｙｐｈｒｅｄ 运行时间、参数、结果，以及每条测序胶图

在特定位点的基因型等信息。
ｐｒｅｔｔｙｂａｓｅ：群体遗传学中常用的基因型数据文

件格式，可用 ｐｏｌｙｐｈｒｅｄｒｅｆ２ｐｂ．ｐｌ 脚本从 ａｃｅ．ｏｕｔ 文件

中导出。 一般由 ４ 列组成，第 １ 列为位置，第 ２ 列为

个体名，第 ３、４ 列为两个等位基因的基因型，其中

Ａ ／ Ｃ ／ Ｔ ／ Ｇ、＋ ／ －、Ｎ 分别代表 ４ 种碱基、ｉｎｄｅｌ、未确定

碱基，Ｘ 代表该个体不同测序数据存在矛盾，应人工

检视以消除。
ｆｏｆ：２ｆｏｆ．ｐｌ 脚本生成的新测序文件的列表，每行

为一个新的测序文件名，以回车键分隔。

５　 下载方法

　 　 研究者可通过电子邮件向华盛顿大学各个软件

负责人免费申请该软件包的非商业许可，联系方式

见 如 下 网 页： ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｐｈｒａｐ． ｏｒｇ ／ ｉｎｄｅｘ． ｈｔｍｌ
（Ｐｈｒｅｄ ／ Ｐｈｒａｐ ／ Ｃｏｎｓｅｄ） 和 ｈｔｔｐ：／ ／ ｄｒｏｏｇ．ｇｓ．ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ．
ｅｄｕ ／ ｐｏｌｙｐｈｒｅｄ ／ （Ｐｏｌｙｐｈｒｅｄ）。 经包括本文通信作者

在内的多名研究者安装测试表明，该软件包的 Ｌｉｎｕｘ
版本，可在 Ｒｅｄｈａｔ ８．０、Ｕｂｕｎｔｕ ８．０４ ／ １２．０４ ／ １４．０４ 等

不同 ＧＮＵ ／ Ｌｉｎｕｘ 版本中正常运行和使用，表明该软

件包具有较好的可移植性。
为方便研究者使用，本文将该软件包安装于

Ｕｂｕｎｔｕ １２． ０４ 操作系统中，下载链接 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｐａｎ．
ｂａｉｄｕ． ｃｏｍ ／ ｓ ／ １ｓｌａｎｙＡＬ。 研究者只需下载并导入

ＶＭｗａｒｅ 虚拟机，即可直接使用。 详细使用说明见该

压缩包中《使用说明》文件。
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