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基因组装配中存在重复序列叠加时重叠群
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摘　要：针对基因组组装算法理论进行了改进，该研究对于经典的Ｌａｎｄｅｒ－Ｗａｔｅｒｍａｎ定理在ｒｅｐｅａｔ
ｃｏｌｌａｐｓｅ存在的情况下进行了推广，对于判断基因组组装的ｃｏｎｔｉｇ的个数是否合理，组装质量是否
可靠有重要的参考价值。
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　　第二代测序技术为人们提供了基因组测序的新思路。从数学上说，就是通过把基因组打成多重的小片
段，然后用算法把它们组装在一起来得到全基因组序列。但是由于重复序列和杂合现象的存在，使得生成的

ｄｅ－Ｂｒｕｊｉｎ图巨大复杂，难以压成一条序列［１－２］。更严重的是，重复序列会使ｃｏｎｔｉｇ的数量虚高，以至于无法
估计真正的ｃｏｎｔｉｇ数量是多少［３－４］。

１　存在ｒｅｐｅａｔ叠加时重叠群个数的数学期望

基于２０００年Ｓｃｉｅｎｃｅ的刊文［３］中关于Ａ－ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ的论述，笔者假设建立的某个生物的全基因组测序片
段库中共有Ｆ个片段需要组装，基因组的大小已被事先用ｋ－ｍｅｒ方法估计为Ｇ个ＡＧＣＴ字符。通过组装，
得到若干个无法再通过重叠操作来加长的大片段，这些大片段叫做重叠群（ｃｏｎｔｉｇ）。设一个由ｋ个片段组
成的ｃｏｎｔｉｇ长为ｒ个ＡＧＣＴ字符，即从这个ｃｏｎｔｉｇ的第一个组装片段的第一个字符到最后一个组装片段的
最后一个字符之间的距离是ｒ个字符。假设这个ｃｏｎｔｉｇ没有被重复取样（可按ｂｌａｓｔ去冗余来保证这一点），



则按照概率论的知识，在长为ｒ的序列中发现ｋ－１个片段起点的概率为［（ｒＦ／Ｇ）ｋ／ｋ！］ｅ－ｒＦ／Ｇ。
但是，如图１所示，当２个片段Ｒ１，Ｒ２为重复片段时，这２个重复片段将被所有的算法（ｓｏａｐｄｅｎｏｖｏ算

法也一样）当成同一段序列的不同拷贝而被以高分组装成一个片段，而他们之间原来的片段会因为ｂｌａｓｔ分
值较低被挤走，成为单独的一个ｃｏｎｔｉｇ。这样，由于ｒｅｐｅａｔ的存在会使得组装之后的ｃｏｎｔｉｇ的个数与原来公
式估计的不一样了。依据文献［３］中的结果，如果某个ｃｏｎｔｉｇ是２个ｒｅｐｅａｔ叠加的结果，则在长为ｒ的序列
中发现ｋ－１个片段起点的概率为［（２ｒＦ／Ｇ）ｋ／ｋ！］ｅ－２ｒＦ／Ｇ。按这样计算，如果这个ｃｏｎｔｉｇ是ｘ个ｒｅｐｅａｔ片段
叠加的结果，则这个概率应该是［（ｘｒＦ／Ｇ）ｋ／ｋ！］ｅ－ｘｒＦ／Ｇ。同时，每次ｒｅｐｅａｔ的叠加都可以挤出一个ｃｏｎｔｉｇ［４］，
则ｘ个不可区分的重复片段将产生ｘ－１个多余的ｃｏｎｔｉｇ。笔者所在研究组的飞蝗基因组的重复片段占整
个基因组的１／２以上，ｒｅｐｅａｔ对于ｃｏｎｔｉｇ计数的影响是巨大的和不可忽视的。

图１　在组装时，重复片段Ｒ１与Ｒ２的叠加会引起ｃｏｎｔｉｇ个数的增加
Ｆｉｇ．１　Ｒｅｐｅａｔ　ｃｏｌｌａｐｓｅ　ｏｆ　Ｒ１ａｎｄ　Ｒ２ｉｎｃｒｅａｓｅｓ　ａ　ｃｏｎｔｉｇ　ｉｎ　ａｓｓｅｍｂｌｙ

显然，有ｘ个ｒｅｐｅａｔ片段进行叠加的情况下，组装结果中ｃｏｎｔｉｇ增加的个数的数学期望为［（ｘｒＦ／Ｇ）ｋ／

ｋ！］ｅ－ｘｒＦ／Ｇ×（ｘ－１）。基于Ａ－Ｂｒｕｊｉｎ图的组装算法中对ｒｅｐｅａｔ的分类原则［５］，总可以把一个基因组中全部
的ｒｅｐｅａｔ分成共ｚ个类，每个类中含有的ｒｅｐｅａｔ片段不可辨别，因为这个相似性的阈值是可控的。这ｚ个

ｒｅｐｅａｔ类分别含有ｗ１，ｗ２，…，ｗｚ 个ｒｅｐｅａｔ。因此，打断之后再组装，由于ｒｅｐｅａｔ的叠加而生成的多出的

ｃｏｎｔｉｇ的个数的数学期望是 ∑
ｚ

ｉ＝１

［（ｗｉｒＦ／Ｇ）ｋ／ｋ！］ｅ－ｗｉｒＦ／Ｇ（ｗｉ －１）。利用这个 结 果 来 推 广 经 典 的

Ｌａｎｄｅｒ－Ｗａｔｅｒｍａｎ公式。

２　Ｌａｎｄｅｒ－Ｗａｔｅｒｍａｎ的原定理

１９８８年，ＬＡＮＤＥＲ和 ＷＡＴＥＲＭＡＮ给出了基因组组装时ｃｏｎｔｉｇ的分布定理［６］。他们假设２个片段之
间至少要有全长的θ比例的片段重叠才能连接在一起，而且这个标准要足够严格以保证较小的假阳性出现。
另外，假设基因组被打断后形成的片段集是完备的，覆盖整个基因组的。定理中所用的变量如下：

Ｇ为基因组的总长字符数；

Ｌ为片段平均长度；

Ｎ 为全部克隆片段的个数，对应着Ａ－ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ［３］中的Ｆ；

α＝Ｎ／Ｇ为一个碱基是一个片段的起始点的概率，对应着Ａ－ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ［３］中的Ｆ／Ｇ；

Ｔ为２个片段被确定相连接并且可以组装在一起时，需要的最小重叠长度；

θ＝Ｔ／Ｌ；

ｃ＝ＬＮ／Ｇ是覆盖的冗余度，对应于Ａ－ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ中的ＬＦ／Ｇ；

ｒ为ｃｏｎｔｉｇ的长度的期望。

Ｌａｎｄｅｒ－Ｗａｔｅｒｍａｎ的原定理１：ｃｏｎｔｉｇ个数的数学期望值为Ｎｅ－ｃ（１－θ）。

３　笔者推广的Ｌａｎｄｅｒ－Ｗａｔｅｒｍａｎ定理１

设有ｚ个ｒｅｐｅａｔ类，ｃｏｎｔｉｇ的个数的数学期望为

Ｆｅ－
ＬＦ
Ｇ （１－θ）＋∑

ｚ

ｉ＝１

［（ｗｉｒＦ／Ｇ）ｋ／ｋ！］ｅ－ｗｉｒＦ／Ｇ（ｗｉ－１）。 （１）
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确定最优培养条件为Ａ１Ｂ２Ｃ２Ｄ２，即培养时间为２８
ｈ，初始ｐＨ 值为７．３，装液量为１２０ｍＬ，接种量为

１．５％（体积分数）。根据表中极差值大小，排列出影
响试验的因素的主次顺序：Ｃ（装液量）＞ Ｄ（接种
量）＞Ｂ（初始ｐＨ值）＞Ａ（培养时间）。
正交试验的方差分析如表３所示。
通过表３的方差分析再次证明，装液量对结果

影响最大，其他影响因素与之相比影响较小。
综上所述，确定了门多萨假单胞菌ＤＳ０４－Ｔ菌株

表３　正交试验方差分析
Ｔａｂ．３　Ｖａｒｉａｎｃｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｔｅｓｔ

因素 平方和 自由度 方差 Ｆ临界值

Ａ　 ０．１０７　 ２　 ０．１００

Ｂ　 ０．２４７　 ２　 ０．２３１
４．４６０

Ｃ　 ３．６８７　 ２　 ３．４４５

Ｄ　 ０．２４０　 ２　 ０．２２４

误差 ４．２８　 ８

对Ｐｏｌｙ（３ＨＢ－ｃｏ－４ＨＢ）的最佳产酶条件：培养温度为３０℃，培养时间为２８ｈ，培养基初始ｐＨ值为７．３，摇床
转速为１５０ｒ／ｍｉｎ，培养基装液量为１２０ｍＬ（２５０ｍＬ三角瓶），接种量为１．５％（体积分数）。在此优化条件
下菌株产生的Ｐｏｌｙ（３ＨＢ－ｃｏ－４ＨＢ）降解酶活力可达（２６．２±０．７）Ｕ·ｍＬ－１。
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　　实际上，Ａ－ｓｔａｔｉｓｔｉｃ［３］中的ｒ是与Ｌａｎｄｅｒ－Ｗａｔｅｒｍａｎ定理［６］中的Ｔ，Ｌ和θ相关的，ｒ＝（ｋ－１）（１－θ）Ｌ，
因此ｃｏｎｔｉｇ的个数也可以写成

Ｆｅ－
ＬＦ
Ｇ （１－θ）＋∑

ｚ

ｉ＝１

［（ｗｉ（ｋ－１）（１－θ）ＬＦ／Ｇ）ｋ／ｋ！］ｅ－ｗｉ（ｋ－１）（１－θ）ＬＦ／Ｇ（ｗｉ－１）。 （２）

在Ｌａｎｄｅｒ－Ｗａｔｅｒｍａｎ定理［６］中有几个公式，其他的几个公式都可以据此推广到有重复片段叠加的一般
情况，由于篇幅限制，本文只给出第一个公式的推广。

４　在基因组中的应用说明

基于给出的式（１）和式（２），可以计算出正确的ｃｏｎｔｉｇ的个数，可与实际组装生成的ｃｏｎｔｉｇ的个数相比
较，来评价组装的质量以及受ｒｅｐｅａｔ叠加影响的严重程度。
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