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摘!要!美国国家生物信息技术中心!?*+T"提供了具 有 生 物 意 义 上 的 非 冗 余 的 基 因 和 蛋 白 质 序 列 的C<M6<S参 考

序列数据库*然而$由于基因普遍存在的多态性以及不 同 实 验 室 对 于 序 列 测 定 的 质 量 控 制 存 在 差 异 等 原 因$已 发

现C<M6<S数据库可能存在部分质量问题*文章基于+中 心 法 则,提 出+标 准 转 录 数 据 集,的 概 念$以 人 类 基 因 和 基

因组序列为例$利用+O,J%60G-和 自 行 设 计 的PT824A<4等 基 因 结 构 解 析 程 序 分 析 了C<M6<S人 类 基 因 转 录 数 据

!!%%’:-:(""与目前所公布的人类标准基因组!!%%’:-:!%"的对应关系*对于有实验证据支持的 标 记 为?U-和?C-

的记录$多种程序分析结果表明$其与标准基因组完全相对应的记录为$))(个’符合多个程序修订标准的记录有

(%$-#个’而与标准基因组有较大差异的记录为!%#个$多种程序分析结果不一致的记录为!&)&个$提示研究人

员在使用此非标准转录组数据时$必须 考 虑 到 其 存 在 非 标 准 转 录 的 原 因 甚 至 存 在 错 误 的 可 能 性*此 文 为 基 于 标

准%高质量转录数据集的生物信息学数据分析%分子生物学实验设计%基因多样性和遗传变异分析等提供了重要的

参考标准*相关结果可通过/;;8#..=09B9G87;<H=G0H2BHB1.;421AB408;9G<.015<RH/;G访问*

关键词!C<M6<S数据库’转录组’质量控制’人类标准转录数据集
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!!人类基因组计划的完成意味着人类第一次对自

身在基因组水平有了全面的认识$但是人类基因转

录组的研究却并未同步完成$这是因为基因组相对

是稳定的$而转录组则是动态变化的*为此$美国国

家生物信息技术中心!?*+T"所发行的C<M6<S数据

库综合了3<1+21_数据库中基因原始数据的信息$
意图准确链接染色体定位%转录形式和蛋白质产物

等信息$将多 物 种 的 大 量 数 据 整 合 到 包 括 序 列%遗

传%表达%功能信息的单一%一致的框架体系中&(($以
期对生物信息学理论分析与生物医学实验研究提供

重要参考*但在具体应用时发现$C<M6<S并不能代

表标准的转录组数据集$而是存在一定的缺陷$如张

德礼等曾报道的错误类型&!($包括单个碱基或片段

的缺失%插入等$对于直接利用该数据集进行实验设

计%基因预测%基因表达调控元件的挖掘%剪接位点

分析等均会 带 来 一 定 误 差$但 是 并 未 见 到?*+T发

布能 够 和 基 因 组 数 据 完 全 一 致 的C<M6<S数 据 集*
当前转录组研究与基因可变剪接的研究迫切呼唤能

够代表标准基因组序列的基因转录数据集$因此从

+中心法则,出发$我们提出并定义+标准转录数据集

!A;215245;421AB408;09152;2A<;",的 概 念$是 指 和 标

准基因组序列相一致%能够代表其转录信息的基因

转录数据的集合*由于标准的转录数据集对于理论

分析和实验 研 究 均 十 分 重 要$因 此$本 文 拟 以 人 类

C<M6<S数据库为出发点进行详细分析$在此基础上

提供基于人类C<M6<S数据库的标准转录数据集*

(!材料和方法

=>=!数据来源

本研究所采用的基因组数据来源于?*+T!%%’
年-月!%日发布的测序完成并拼接好的人类基因

组数 据 !M;8#..M;8H1B=0H10/HF9L.=@2A;.5=.N,6J,.

/7G21-F<19G0BHFQ"$其中包括!-条标记为?*-的

完整 基 因 组 序 列*转 录 数 据 采 用?*+TC<M6<S中

!%%’年 - 月 (" 日 发 布 的 人 类 基 因 转 录 数 据$
!M;8#..M;8H1B=0H10/HF9L.4<MA<S.I-A280<1A.GC?,-

D49;./7G21H412HM12HFQ"$记录的数量为!$()&个$
其中有实验数据支持的?U-和?C-记录个数分别为

!##"$和!%-*

=>?!策略与流程

通常用来进行BK?,与基因组序列比对以预测

基因结构的程序是60G-&#(和+O,J&-(*但由于现有

程序难以满足方便读取表达序列相比于标准基因组

的差异以及判定剪接边界是否合理的要求$因此我

们根据剪接 比 对 的 原 理 设 计 了 新 的 剪 接 比 对 程 序

PT824A<4!可通过P:G20@索 取"$可 详 细 地 显 示 全 部

比对信息$同时提供在内含子.外显子边界处延伸了

基因组的序列情况$可了解剪接位点处的匹配情况$
尽量满足3J:,3等常见剪接规则$但不强制边界类

型以避免破坏最优匹配$也可以动态调节字长$但不

!"" 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-."!%%&!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



允许小于’=8的匹配且严格要求短外显子的剪接边

界$同时可产生根据比对情况获得修订序列$报告不

匹配的情况$并对不匹配%缺失或插入发生在剪接边

界的’=8以 内 的 情 况 进 行 标 记*由 于 大 多 数C<M:
6<S记录 来 源 于 实 验$因 此 先 用PU+Z66软 件 包 中

的;40G<A;程序去除所有C<M6<S记录的#‘末端多腺

苷序列&’(*为了加速计算过程$首先利用+O,J的服

务器.客户端方式快速比对获得基因组定位信息$输

出选用8A@格 式&-$&($并 选 取 匹 配 分 值 最 高 的 比 对 去

除+O,J获得的 很 多 短 的 匹 配*往 定 位 边 界 两 端 分

别延伸(%_=获得定位的基因 组 序 列$再 利 用+O,J
命令行方式%60G-和PT824A<4分 别 进 行 分 析*根 据

PT824A<4的 比 对 结 果 进 行 分 类$同 时 考 察 与60G-%

+O,J比对结果的差别*对于与基因组不完全匹配的

编码基因 记 录$根 据 差 异 报 告 序 列 和C<M6<S标 注 的

*K6位置$考察C<M6<S与标准基因组的差异是否会影

响C<M6<S序 列 关 联 的 蛋 白 产 物*同 时$由 于C<M6<S
数据量庞大!将近#万个记录"$因此我们采用万亿次

超级计算机通过并行计算方式实现该任务&)(*

!!结!果

?>=!剪接比对#分类与比较

根据+O,J客户端.服务器方式的比对结果获得

定位信息$截取相应的基因组片段$利用+O,J命 令

行方式%60G-和PT824A<4分 别 对 有 实 验 证 据 支 持 的

?U-和?C-类数据进行分析$结果见表(*

表=!@A1,&$3&$4B90和+)/C对?DEFD个

53*$36GH%和G5%记录的分类结果

0,8I3=!0;13$"*?DEFD53*+36&3("&-$

I,83I3-<)%J&GH%’,#-&G5%’(I,$$)*)3-

8;@A1,&$3&$4B90,#-+)/C

类型J>8<A PT824A<4 +O,J 60G- ZL<4@28
类型##完全匹配

J>8<##D<4M<B;G2;B/
(%&($ (%’&) $"(" $))(

类型$#可修订匹配

J>8<$#C<L0A2=@<G2;B/
((#&" (!&"" (!"&# (%$-#

类型%#不可修订匹配

J>8<%#]14<L0A2=@<G2;B/
(’$& #!" $%! !%#

!!注#J>8<# !完全匹配"对PT824A<4$+@2;和60G-而言均指(%%a
匹配*PT824A<4的J>8<$ !可修订匹配"指整体匹配率大 于$’a$且

没有匹配中断$以及剪接’=8内没有不匹配’+O,J的J>8<$ !可 修

订匹配"指整体匹配率大于$’a$且没有大于((=8的连续插入’60G-
的J>8<$ !可修订匹配"指每个外显子匹配率大于$%a$且没有匹配

中断$头尾缺失的序列长度不 超 过 全 长 的’a*非 各 自 的J>8<# 和

J>8<$的记录则属于相应的J>8<% !不可修订匹配"*

?9;<#,C<M6<S4<B9459MJ>8<#!8<4M<B;G2;B/"M94<2B/9MPT824A<4$

+@2;21560G-G7A;/2L<219L<42@@G2;B/01F42;099M(%%aH,C<M6<S4<B945
9MJ>8<$!4<L0A2=@<G2;B/"M94PT824A<4G7A;/2L<219L<42@@G2;B/01F42;092:
=9L<$’a 0̂;/97;F28A=<;̂<<1<R91A215 0̂;/97;G0AG2;B/21501A<4;091.5<:
@<;091@<AA;/21’=82̂2>M49G21>A8@0B01FA0;<AH,C<M6<S4<B9459MJ>8<$
!4<L0A2=@<G2;B/"M94+@2;G7A;/2L<219L<42@@G2;B/01F42;092=9L<$’a 0̂;/
19B91;01797A01A<4;091A9L<4((=8H,C<M6<S4<B9459MJ>8<$!4<L0A2=@<
G2;B/"M9460G-G7A;/2L<;/<G2;B/01F42;092=9L<$%aM94<L<4><R912@@9:
0̂1F19F28A=<;̂<<1<R91A215G0AA01F19/<2594;20@̂ 0;/G94<;/21’a9M
0;A /̂9@<@<1F;/HN9421>C<M6<S4<B945;/2;B97@519;=<B91A05<4<52A2G<G:

=<49MJ>8<#94J>8<$$0;0AB@2AA0M0<501;9J>8<%!714<L0A2=@<G2;B/"H

表?!@A1,&$3&$4B90和+)/C对53*$36GH%记录分类结果的交叉比较

0,8I3?!!&"$$("/1,&)$"#"*-)**3&3#%%;13$"*53*+36&3("&-$I,83I3-<)%J
&GH%’8;’$)#K@A1,&$3&$4B90,#-+)/C

程序D49F42G

完全匹配

D<4M<B;G2;B/!J>8<#"

PT824A<4 +@2; 60G-

可修订匹配

C<L0A2=@<G2;B/!J>8<$"

PT824A<4 +@2; 60G-

不可修订匹配

]14<L0A2=@<G2;B/!J>8<%"

PT824A<4 +@2; 60G-
完全匹配

D<4M<B;G2;B/
!J>8<#"

PT824A<4 (%-)) (%-%! $&)# )# &#$ ! (&’
+@2; (%-%! (%-!- $&#" (% &!’ (! (&(
60G- $&)# $&#" $&"% - -! # #

可修订匹配

C<L0A2=@<G2;B/
!J>8<$"

PT824A<4 (% - ((#(& ((!)# (%$#( ## #"(
+@2; )# -! ((!)# (!&#! (!%&# (!"& ’!)
60G- &#$ &!’ (%$#( (!%&# (!"%! (!#! ((-

不可修订匹配

]14<L0A2=@<G2;B/
!J>8<%"

PT824A<4 (! # (!"& (!#! (’"& !"" #’(
+@2; ! % ## ((- !"" #!# !%$
60G- (&’ (&( #"( ’!) #’( !%$ "$)

!!利用?U-类 的 数 据 进 行 程 序 的 交 叉 比 较 的 结

果见表!*PT824A<4与+O,J的差异主要在于+O,J
会找到一些过短的匹配同时又丢失一些短匹配$这

和+O,J内 在 的 装 配 策 略 有 关*PT824A<4与60G-

#""!#期!!!!!!!!!!!!李稚锋等#基于C<M6<S数据库的人类标准转录数据集的构建



的主要差别在于60G-过于强调剪接边界而不能良

好匹配$以及它内在对于内含子和外显子长度的限

定使得它会 丢 失 一 些 匹 配$PT824A<4在 保 证 最 大 匹

配 率 的 同 时 优 先 考 虑 常 用 剪 接 规 则$而 且 由 于

PT824A<4能够显示 更 多 的 基 因 组 序 列$便 于 人 工 判

读合理的剪接边界*对于+O,J和60G-$剪接边界

附近是否存在不匹配或缺失或插入的信息都不易获

得$因此无法将剪接边界受影响的数据排除出第二

类*而PT824A<4将发生匹配中断$不匹 配 或 缺 失 或

插入的位置在剪接边界’=8以内的 比 对 归 为 第 三

类$认为这种情况对基因结构存在重要影响$不宜进

行标准化修订$因此PT824A<4的第三类记录偏多$但
根据表(三类程序同样归类的记录达到!%$()$只

有((b#a的记录有不同的分类结果$因此可以采用

PT824A<4的分类结果$同时对照其他程序的情况$对

C<M6<S转录数据进行标准化修订*
?>?!非标准转录数据的特征

根据PT824A<4的分类标准$第三类C<M6<S记录

与基因组差异较大或者基因结构存在疑问*详细分

析发现少数是因为相应的基因组尚未测序完全$如

?U-%%(’"’’还有 少 数 记 录 是 因 为 序 列 基 因 组 跨 度

太长$未能被+O,J完整定位$如?U-%%(%$-$改 成

向两侧各延伸!U=后PT824A<4能够完全匹配’一些

记录存在较长的缺失或插入的$一种原因是因为多

样性$如?U-%%!#($具有!%个连续的J3重复$而

标准基因组只有"个$另一种原因可能是特殊转录

方式或序列污染$如?U-(’#"!)和基因组相比多出

近!’%=8$单 独 分 析 这 一 段 仍 找 不 到 合 适 的 匹 配$
?U-%%%!!!和基因组比较多出(%%=8左右$单独分

析这一段发现和其上游的转录序列重复*还有一大

部分记录与 基 因 组 差 异 较 小 但 是 有 较 短 的 匹 配 中

断$或者不匹配%缺失%插入发生在剪接边界’=8以

内$这些差异很可能对剪接机制造成影响$对确定基

因结构带来问题*因此$对于第三类数据的使用尤

其要采取审慎的态度*

每 个 C<M6<S 记 录 用 C<L0<̂ <5$c2@052;<5$
D49L0A0912@$D4<50B;<5等 标 明 该 记 录 的 可 信 程 度$
其中C<L0<̂ <5是通过专家组校对审核确信而且有

实验数据 支 持 的 记 录*当 前 版 本 中 含 有C<L0<̂ <5
标记的 记 录 有(%’"&个$而 属 于 第 一 类 的 只 有&
($’个$特别是 属 于 第 三 类 的 有’(!个*这 一 结 果

说明C<M6<S经过专家组校对审查确信的序列并非

都是标准转录$如C<M6<S4<@<2A<)!!%%-年$月(!
日"版 本 的 人 类 转 录 数 据 中 ?U-%%%%)-和 ?U-
%%%’#-都是带有 具 有C<L0<̂ <5标 记$它 们 各 自 的

版本为?U-%%%%)-H(和?U-%%%’#-b!*根据本 文

的流程分析以及PT824A<4的分类标准$它们是属于

的第三类记录的$其中?U-%%%%)-有#!个连续 的

,*重复$而标 准 基 因 组 只 有!&个’?U-%%%’#-和

基因组比较多出’%=8以上 的 一 段 序 列$进 一 步 分

析提 示 是 自 身 重 复$在 本 文 分 析 的 版 本!C<M6<S
!%%’:-:(""中$?*+TC<M6<S已对这两个记录进行了

相应的修订$为?U-%%%%)-H!和?U-%%%’#-b#$比

对结果 分 别 为 第 二 类 和 第 一 类$而 归 为 第 二 类 的

?U-%%%%)-和 基 因 组 只 有 末 端 一 个 碱 基 的 差 别*
因此这一结果说明C<M6<S经过专家组校对审查确

信的序列也并非都是标准转录$基于此类记录进行

的各类分析也存在潜在问题$同时也说明我们的分

析流程是合理有效的*
遗传变异以及疾病造成的转录差异会通过蛋白

产物的差异表现出来$从而导致非标准转录序列相

关的蛋白产物可能也是非标准的*我们进一步分析

C<M6<S的?U-类记录与标准 基 因 组 的 差 异 是 否 会

对开放阅读框架产生影响$以判断C<M6<S序列关联

的蛋白产物的标准性*根据PT824A<4程序报告的差

异序 列 对 照C<M6<S对*K6的 标 注 分 析 差 异 对 于

*K6区域和阅读框相位的影响$统计结果见表#*!#
#"$个?U-记录中有)’-%个与基因组的差异可能影

响其蛋白产物*该分析表明与标准转录对应的蛋白

序列也有其修订的必要性*该工作目前正在进行中*
表D!与基因组的差异影响编码区的53*+36记录数量统计

0,8I3D!G’/83&"*53*+36&3("&-$I,83I3-<)%J&GH%’<J"$3!2+<,$/"-)*)3-8;-)**3&3#(3

("/1,&)$"#<)%J%J3&$%,#-,&-’K3#"/3

C<M6<S?U-类型记录

C<M6<S?U-C<B945
总数,@@

阅读框相位移动

N42G<A/0M;

阅读框相位内插入或删除

N42G<015<@

不匹配

]1G2;B/

差异在编码区外

Z7;*K6

类型$#可修订匹配

J>8<$#C<L0A2=@<G2;B/
((#(& ##! "# ’$!) -$)-

类型%#不可修订匹配

J>8<%#]14<L0A2=@<G2;B/
(’"& #!’ &! "(( #""

$"" 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-."!%%&!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



#!讨!论

?*+T的C<M6<S数据库对于转录组的研究有着

极大的促进作用$但其中存在的质量问题%非普遍的

多样性问题以及可能是疾病导致的异常状态$严重

影响了其作为正常转录机理研究的参考标准性*因

此我们提出标准转录的概念$即与基因组完全匹配

的转录$并基于人类C<M6<S数据库构建了人类标准

转录数据集$为分子生物学实验设计以及对标准数

据集比较依赖的生物信息学研究提供了像标准基因

组一样的统一参考标准$这个标准将对基因组学%转
录组学%剪接组学乃至蛋白质组学的研究具有重要

的促进意义*
根据+中心法则,$转录后序列应与基因组有很

好的匹配*实际情况下$基因所发生的突变可包括

点突变%插入%删除或插入转座重复元件$以及微卫

星的扩展或收缩$这些突变可能严重影响基因的表

达调控或者 功 能*通 过 剪 接 比 对 全 面 考 察C<M6<S
与基因组的 对 应 关 系$PT824A<4比 对 结 果 能 够 给 出

详细的比对情况$尽可能避免不符合生物学意义的

短外显子$以及可能影响表达调控的变异$同时产生

与标准基 因 组 数 据 对 应 的 标 准 转 录 数 据 集*根 据

PT824A<4的分类几 乎 一 半 的C<M6<S记 录 还 是 和 标

准基因组吻合的$另一半的大部分与基因组的差异

很小$可以归结为多样性或突变的原因$但该类记录

其多样性或突变可能改变相应蛋白产物$因此基于

C<M6<S数据库进 行 基 因 结 构 与 功 能 研 究 时 应 考 虑

这些差别*对于另外(%%%多个与基因组匹配情况

较差的C<M6<S记录$在排除基因组没有测序完全的

原因外$有些基因表现出微卫星的扩展或收缩$有些

存在较长的插入但该片段无法在目前的基因组中找

到或者是自身重复的片段$推测其可能是发生变异

或者病理条件下所得到的结果$或者可能是不常见

的转录加工方式甚至测序错误$应考虑采用实验方

法进一步验 证*目 前 有 很 多 的 方 法 利 用P6J与 基

因组比对构建转录图谱以及鉴定可变剪接$本文的

分析也可以揭示这类方法要考虑的数据质量问题*
所有基于C<M6<S的研究应根据本文研究结果进行

重新分析以修正以前的结论*对于强烈依赖于训练

数据集的准确性的理论分析研究例如基因结构的识

别%剪接边界的特征分析等而言$本研究也为此提供

了很 好 的 参 考 数 据*详 情 可 访 问/;;8#..=09B9G:

87;<H=G0H2BHB1.;421AB408;9G<.015<RH/;G*
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