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摘　要　转录组拼接是基因组测序与功能注解问题的一个重要组成部分.为了提高转录组拼接的精度和效率,文中

提出了一种新的转录组从头拼接算法 StepLink.该算法的主要创新点是提出了最左 kＧmer(长度为k的短序)和右

kＧmer的概念,并运用双重哈希表来存储相邻的每对kＧmer,使得拼接更加迅速、准确.应用该算法对SRA 数据库中

人、狗和老鼠的测序数据分别进行拼接,结果表明该算法比其他已有算法更高效.
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DeNovoTranscriptomeAssemblyAlgorithmBasedonRNAＧSeqDatasets
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(CollegeofComputerandInformationEngineering,TianjinNormalUniversity,Tianjin３００３８７,China)

　
Abstract　Transcriptomeassemblyisanimportantpartofgenomesequencingandfunctionannotations．Toimprovethe

precisionandefficiencyoftranscriptomeassembly,thispaperpresentedanewdenovotranscriptomeassemblyalgoＧ
rithmcalledStepLink．Themaininnovationsofthisalgorithmarepresentingtwoconcepts,namelyleftmostkＧmer
(shortsequenceoflengthk)andrightkＧmer,andusingthehashofhashestabletostorethekＧmerpairs,whichmakes
theassemblymorequicklyandaccurately．Thisalgorithmwasusedtoassemblethedatasetsofhuman,dogandmousein
theSRAdatabasesrespectively．Theexperimentalresultssuggestthattheproposedalgorithmhashigherefficiencythan
otherexistingalgorithms．
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１　引言

转录本是由一条基因通过转录形成的一种或多种可供编

码蛋白质的成熟的 mRNA,转录组是某个物种或者特定细胞

类型产生的所有转录本的集合.随着第二代测序技术的不断

发展,特别是 RNAＧSeq技术[１]越来越成熟,RNAＧSeq实验提

供了大量的转录组短读序(reads),其拼接成的转录组[２]被广

泛用于比较样品基因表达水平的差异.转录本预测工作可以

给疾病发病机理、药物开发等方面的研究提供巨大帮助,因此

对转录组的研究具有非常现实且重要的意义.
目前,针对转录组拼接的算法主要分为两种:基于参考基

因组的拼接算法和从头开始(denovo)的拼接算法[３].基于

参考基因组的拼接算法主要有 Cufflinks[４],Scallop[５],TransＧ
Comb[６],StringTie[７],Bayesember[８]等,这类算法要求所要拼

接的转录组存在对应的参考基因组.这类算法一般分为３
步:１)将 RNAＧSeq数据以短读序的方式映射到相应的参考基

因组上(称之为 Mapping);２)以短读序在参考基因组上的映

射信息为依据构造图;３)对所得图进行遍历获得所有的转录

本.基于参考基因组的拼接算法表现很好,但是由于很多物

种的基因组序列尚未被完整测序,因此需要对从头开始的拼

接算法进行研究.当前已有的从头拼接算法主要包括 OaＧ
ses[９],SOAPdenovoＧTrans[１０],IDBAＧTran[１１],Trinity[１２],

Bridger[１３Ｇ１４]等.其中大部分转录本从头拼接算法基于基因

组拼接算法的思想,这类算法对于低等生物有很好的拼接效

果,但是对于高等生物效果不佳.此外,已有的从头拼接算法

大都需要构造复杂的debruijn图,该图的规模非常大,导致

算法的时间复杂度非常高.本研究放弃debruijn图,针对缺

少参考基因组的生物体第二代高通量测序 RNAＧSeq实验数

据,设计了一种全新的转录组从头拼接算法 StepLink１).将

该算法与其他同类算法进行对比分析,结果表明:StepLink针

对不同的数据均有更好的鲁棒性,并且在时间复杂度与准确

性等方面比已有算法更优.本文第２节介绍数据的收集整

理;第３节介绍算法及其流程;第４节对结果进行分析;最后

总结全文.

２　数据来源与预处理

２．１　获取序列数据

为了验证所提算法的灵敏性与准确性,方便与其他同类算



法进行比较,本研究选取了SRA数据库[１５]中的人、狗和老鼠

的RNAＧSeq测序数据作为实验数据,对应数据编号分别是:人
(SRX０１１５４５ 和 SRX０１１５４６)、狗 (SRX２９５０５６)、老 鼠

(SRX０６２２８０).美国国家生物技术信息中心(NCBI)创建了

SRA来帮助用户管理测序数据的数据库,并将数据免费提供

给科研学者使用.

２．２　数据预处理

本研究在实验过程中使用的数据格式是 FASTQ 格式,
因此需要对从 SRA 数据库中下载的测序数据进行预处理.
在数据预处理的过程中主要用到两个工具:prefetch和fastqＧ
dump.首先,通过prefetch命令下载SRA 格式数据,之后使

用fastqＧdump将数据格式转换为所需的FASTQ格式.

３　方法和步骤

本算法的主体设计思路是:首先,使用双重哈希表存储

RNAＧSeq读序;然后,找到最左kＧmer集合,分别从每个最左

kＧmer开始扩展延伸序列,得到所有叠连群(contig);接着,基
于叠连群序列生成粘贴群(affix)集合;最后,通过拼接叠连群

和粘贴群,得到最终的转录组.该算法的基本处理流程如图

１所示.

图１　算法设计流程图

Fig．１　Flowchartofalgorithmdesign

３．１　构建双重哈希表

首先,将测得的每条读序(长度一般为５０~２００个碱基)
划分为更短的k长度片段(k一般取２５~３０),称这些k长度

片段为kＧmer.为了高效地存储所有的kＧmer,本研究使用了

一种特殊的数据存储结构———双重哈希表(hashofhashestaＧ
ble).在使用双重哈希表存储kＧmer时,以相邻的一对kＧmer
(称为邻接kＧmer对)作为双键,以该邻接kＧmer对出现的次

数作为键值进行存储.在存储完毕后,首先找出转录本起始

的kＧmer,再在双重哈希表中快速找到它的邻接kＧmer,然后

以获取的邻接kＧmer为基准,继续寻找它的邻接kＧmer,重复

这个过程直到找不到邻接kＧmer,这样就可以基于双重哈希

表直接将读序拼接成一条更长的序列.理论上以这种拼接方

法取代debrujin图能够大幅缩短拼接时间.
在构建双重哈希表时,需要依次遍历给定的 RNAＧSeq的

所有读序,并逐次将出现过的邻接kＧmer对全部记录到双重

哈希表中.具体步骤是:对于每一条读序,以２k个碱基长度

为窗口,从左到右以步长为１进行遍历滑动.在每个滑动窗

口内,称前k个碱基序列为左kＧmer,称后k个碱基序列为右

kＧmer,左kＧmer和右kＧmer共同构成邻接kＧmer对,并以键

对的形式放入双重哈希表中,同时累计每对邻接kＧmer对的

出现次数,并将之作为哈希表的键值.与此同时,将每个读序

的第一个kＧmer(称为首kＧmer)和它所有的右kＧmer分别用

两个哈希表记录下来(记为first_kmer_hash和right_kmer_

hash).图２的示例显示了双重哈希表的构造过程.

图２　双重哈希表的构造过程示例

Fig．２　Exampleofconstructionofhashofhashestable

３．２　寻找最左kＧmer集合

在拼接之前需要寻找每条转录本的拼接起点,为此,本文

提出了最左kＧmer的概念,即在双重哈希表中不以右kＧmer
的形式存在的首kＧmer.所有读序的首kＧmer和右kＧmer已

经分别用两个哈希表进行了记录,找出存在于first_kmer_

hash且不存在于right_kmer_hash的kＧmer集合,就是所有

的最左kＧmer集合.

３．３　构造叠连群(contig)
根据最左kＧmer的定义和其获取过程可知,最左 kＧmer

一定是转录本序列的起始短序.对于每一个最左kＧmer,在
双重哈希表中选择其出现频率最高的邻接右kＧmer进行序列

扩展,之后将该右kＧmer作为新的左kＧmer,继续选择其出现

频率最高的邻接右kＧmer进行序列扩展.重复上述过程直到

无法扩展.
上述扩展过程的结束并不代表叠连群拼接工作结束,而

是需要调整kＧmer以继续拼接.下面的拼接工作采用一种回

溯试探的方案,该方案的具体操作是:在找不到邻接右kＧmer
时,在当前kＧmer的基础上倒退一个碱基得到新的kＧmer,检
查此kＧmer是否有对应的邻接右kＧmer.若有,则继续拼接;
若没有,则继续倒退一个碱基.重复上述过程,直到无法找到

对应的邻接右kＧmer,结束回溯(注意:最多倒退k－１步).回

溯方案的示例如图３所示.以每个最左kＧmer为起点,通过反

复的扩展和回溯构造出最终的叠连群集合.构造结束后从双

重哈希表中删除叠连群集合所包含的所有邻接kＧmer对.

图３　叠连群的回溯方案

Fig．３　Backtrackingschemeofcontigs

３．４　寻找粘贴群(affix)
若此时双重哈希表非空,则继续对双重哈希表剩余的邻

接kＧmer对进行拼接,得到能够附加到叠连群上的序列,并称

其为粘贴群(affix).粘贴群的寻找过程是:以k个碱基长度

为窗口,依次滑动遍历之前得到的每个叠连群,判断滑动窗口

所对应的kＧmer在当前双重哈希表中是否存在,若存在,则以

该kＧmer为起点,使用构建叠连群的方法寻找粘贴群.在寻
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找过程中,每得到一个粘贴群,都从双重哈希表中删除粘贴群

所包含的所有邻接kＧmer对.在遍历完所有叠连群之后,得
到第一批粘贴群.将得到的粘贴群作为基准,继续寻找粘贴

群的粘贴群.重复这一过程,直到双重哈希表为空.将得到

的粘贴群按照产生的先后次序排序.至此,所有kＧmer全部

拼接成了叠连群和粘贴群.图４展示了粘贴群的查找过程.

图４　粘贴群的查找过程

Fig．４　Discoveryprocessofaffixes

３．５　叠连群和粘贴群的拼接

算法最后:按照排好序的粘贴群次序,依次将每个粘贴群

粘贴到不断更新的叠连群上.若某个粘贴群的第一个kＧmer
在某叠连群或粘贴群中存在,其最后一个kＧmer在该叠连群/

粘帖群中不存在,则称这种情况为仅首可粘贴;若某个粘贴群

的第一个kＧmer在某叠连群或粘贴群中存在,同时其最后一

个kＧmer在该叠连群或粘贴群中也存在,则称这种情况为首

尾可粘贴.

对于每一个初始叠连群,从头到尾依次按粘贴群次序将

首尾可粘贴的粘贴群粘贴到叠连群(要求粘贴群不能交叉粘

贴),直到遇到第一个仅首可粘贴或者无任何可粘贴为止,形
成一个新的叠连群.每个粘贴群在使用后,都从当前的粘贴

群集合中删除.以新的叠连群为基准,依次把剩余的粘贴群

粘贴到叠连群并更新叠连群集合.重复上述过程,直到粘贴

群集合为空,最终得到的每个叠连群即为一个转录本,所有的

叠连群形成最终的转录组.拼接示意图如图５所示.

图５　拼接示意图

Fig．５　Diagramofassembly

４　数据结果分析

目前,对转录组拼接结果的评价还没有一个系统的方法

与标准,但可以根据现有的转录组拼接算法对拼接所得的转

录组给出合理的评价.在此,称拼接所得的转录本为候选转

录本,已知的转录本为参考转录本.若所得的候选转录本有

９５％以上与参考转录本匹配,则认为此次拼接是成功的.

本研究从敏感度(sensitivity)和准确度(specificity)这两

个方面对算法的拼接效果进行评价分析.S 代表敏感度,A
代表准确度.

敏感度可表示为S＝m
M

,准确度可表示为A＝m
N

.其中,

m 代表拼接所得的真阳性转录本数量,M 代表真实转录组所

有的转录本数量,N 代表拼接所得的转录本数量.

４．１　不同算法的参数设置

为了证明StepLink的高效性,本文将StepLink与其他从

头拼接算法进行了比对分析.Cufflinks是基于参考基因组

的拼接算法,在此作为一个评价从头开始的拼接算法的基准,

也列入比对范围.不同算法使用不同参数会影响最终的拼接

效果,在此kＧmer长度的选取对结果的影响较大.各个算法

的k 值设 置 如 表 １ 所 列,未 指 名 的 SOAPdenovoＧTrans和

Cufflinks的参数采用默认值.

表１　参数设置

Table１　Settingofparameter

人类 狗 老鼠

Abyss ２５ ２５ ３３
Oases ２５ ２５ ３１
Trinity ２５ ２５ ２５
Bridger ２５ ２５ ３１
StepLink ２５ ２５ ３１

IDBAＧTran ２１,２６,３３,３７,４３ ２１,２６,３３,３７,４３ ２５,３１,３７,４３,４９
TransＧAbyss ２１,２６,３３,３７,４３ ２１,２５,３３,３７,４３ ２５,３１,３７,４３,４９

OasesＧM ２１,２６,３３,３７,４３ ２１,２５,３３,３７,４３ ２５,３１,３７,４３,４９
BridgerＧM ２１,２３,２５,２７,２９ ２１,２３,２６,２７,２９ ２３,２５,２７,２９,３１
StepLinkＧM ２１,２６,３３,３７,４３ ２１,２５,３３,３７,４３ ２５,３１,３７,４３,４９

４．２　敏感度和精确度分析

在敏感 度 方 面,StepLink 的 表 现 很 好 (见 图 ６),优 于

Trinity和Bridger.尤其是在人和老鼠的 RNA 测试数据方

面,StepLink的表现比 Cufflinks更好.在人的 RNA 测序数

据上,StepLinkＧM 的效果有很大的提升,说明针对人的 RNA
数据,k值的选择至关重要.

(a)人类的测序数据 (b)狗的测序数据

(c)老鼠的测序数据

图６　对３种 RNA测序数据采用不同算法所得的敏感度对比

Fig．６　Sensitivitycomparisonofdifferentalgorithmsfor
threeRNAsequencingdatasets

在精确度方面,StepLink的表现同样很好(见图７).从

图７可以看出,StepLink在精确度方面基本不输于其他算法,
尤其是在人的 RNA 测序数据方面,StepLink的表现比 BridＧ
ger更好,且远胜于Cufflinks.
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(a)人类的测序数据 (b)狗的测序数据

(c)老鼠的测序数据

图７　对３种 RNA测序数据采用不同算法所得的精确度对比

Fig．７　Accuracycomparisonofdifferentalgorithmsfor
threeRNAsequencingdatasets

４．３　算法复杂度分析

在时间方面,StepLink的运算速度比其他所有算法都快.
本研究使用了相同的平台,测试 CPU 为Intel至强处理器

(２．４GHz).对于不同物种,６个单k值算法的比对结果如图

８所示.特别说明,由于 Cufflinks是基于参考基因组的转录

组拼接算法,在拼接时需要用到映射软件 TopHat,其运行时

间较长,与从头拼接算法所用时间没有可比性,因此本文不对

其进行比对;各算法的 M 值、TransＧAbyss和IDBAＧTran都

使用了多个k值,需要不断运行程序以达到最好的效果,这个

过程会消耗大量时间,与图８中的６个单k值算法所用时间

没有可比性,因此本文也不对其进行比对.从比对情况可知,

StepLink在运行速度上具有明显的优势.相比于 Trinity,

StepLink的运行时间大幅缩短.即使与最新的Bridger相比,

StepLink的效率也有所提升.

　　(a)人类的测序数据　 (b)狗的测序数据　 (c)老鼠的测序数据

图８　不同算法使用３种 RNA测序数据的CPU时间对比

Fig．８　CPUtimecomparisonofdifferentalgorithmsusingthree
RNAsequencingdatasets

结束语　本研究针对转录组拼接提出了一种新的转录组

从头拼接算法StepLink,该算法不仅在敏感度方面优于其他

算法,而 且 保 证 了 很 高 的 准 确 度,同 时 提 升 了 运 行 速 度.

StepLink针对不同物种的数据均有很好的鲁棒性,尤其是针

对低表达的基因数据.本文的研究思路可为转录组的研究提

供帮助,也为项目组下一步对基于参考基因组的转录组拼接

算法的研究奠定了基础.
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