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DNA 片段拼接中基于定长特征子串的重复序列信息屏蔽方法!

张博锋，王正华

（国防科技大学并行与分布处理国家重点实验室，湖南 长沙 410073）

摘 要：包含重复序列（repeats）的 DNA 序列的重构是大规模 DNA 片段拼接所面临的实际困难之一。在

考虑片段数据所隐含的位置信息的基础上，提出了一种基于定长特征子串的屏蔽片段数据中重复序列信息

的方法，即在进行序列相互比对前利用独特子串标识大多数片段，从而减少可能的错误重叠，讨论了方法中几

个参数的确定问题并用计算结果说明了方法的有效性。
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Definite-sized Characteristic Substrings Based Method for the
Masking-off of Repeats in DNA Fragment Assembly

ZHANG Bo-feng，WANG Zheng-hua
（NationaI Laboratory for ParaIIeI & Distributed Processing，NationaI Univ . of Defense TechnoIogy，Changsha 410073，China）

Abstract：One of the practicaI difficuIties that remains in Iarge-scaIe DNA fragment assembIy is the correct reconstruction
of DNA seguences incIuding repeats. An approach based on the definite-sized characteristic substring for the masking-off of re-
peats is proposed after considering the reIative position information contained in fragment data. Before pair-wise aIignment the
approach chose unigue substrings to mark fragments for the sake of decrease in possibIe incorrect overIaps. We aIso concreteIy
describes the determination of some parameters and finaIIy presents the computationaI resuIt to prove the effectiveness of the
method.
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在 DNA 片段拼接中，包含重复序列信息的片段（简称重复片段）的正确匹配是拼接 shotgun 序列的

实质性困难之一。在人类基因组中有 50%以上是重复序列［1］，由这样的基因组产生的片段数据若不经

过重复序列信息的屏蔽的话，将会产生大量错误的重叠，最终导致结果的严重偏差。目前已经出现的很

多用于 shotgun 片段拼接的工具（比较流行的有 Phrap、CAP3、TIGER、CeIera assembIer 等［3，5，6］），在处

理重复片段时，都是采用对大量的片段数据进行反复叠代的方法，此间还需要加入很多人工的经验分析

和干预［3，7］，一定程度上增加了拼接所花费的时间，降低了机器的使用效率。

本文针对上述问题，提出了一种基于定长特征子串的屏蔽重复序列信息的方法，在进行拼接前利用

片段数据中隐含的位置标识性信息一次性屏蔽大多数重复片段间可能的错误的重叠，以减少拼接时可

能出现的错误和反复处理的次数。

1 基于特征子串的重复片段屏蔽方法

DNA 序列和每一个片段序列都可以看做是字符集｛A，C，T，G｝上的字符串，每个长为 ! 的字符串

称为 k - 串；若它是某个片段（或序列）的一部分，则称它为此片段（或序列）的 k - 子串；当指定它为某个

片段的标识性信息时，就是文中所说的特征子串。为了便于讨论，文中定义下列符号：! 为特征子串的

定长，" 为要拼接片段的总数，# 为认定某一 k - 子串是 repeat 的阈值，$ 为 DNA 原序列的长。另外我
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们称 1g L 为测序规模。

图 l 基于特征子串的 PL 条件示意图

Fig . l PL condition based on characteristic substrings

! .! 基本思想和算法概要

实际上在很长的 DNA 原始序列中包含了许多分

布较均匀的子串，它们往往只出现过一次或出现的频

率很小，这种独特的子串是包含它的片段的标志性信

息，往往可以在某种程度上暗示片段在整个 DNA 序

列中的相互位置关系［3］，只要考虑这种信息，对所有

片段数据所含的所有长度为 k 的定长子串的出现次

数进行统计，再利用统计结果，为每个片段指定它的

若干子串（子串出现次数很小）作为其特征信息。那

么两片段可能相邻的条件就是它们含有至少一个公

共的特征子串，称之为可能相邻（PL）条件。只有满足

了 PL 条件的片段才可能考虑去对它们进行比对，以

根据它们的重叠结果确定它们是否真的相邻，描述如

图 l。

在上述方法下，即使两个本不相邻的片段因为重

复片段的原因存在很长的重叠，但只要它们的特征子

串均不相同，处理时就不会对它们进行比对，也就不会认为它们是相邻的。这样就达到了“屏蔽”重复片

段干扰的目的，也为后续的拼接产生了有用的依据。

基于特征子串的复片段屏蔽方法的算法概要如下：

stepl：对所有的片段数据进行扫描，计算每一 k - 串 i 在所有片段中出现的次数 ti，如果 ti 大于某

一阈值 T，则此子串标记为 repeat；
step2：对每一片段，根据其包含的每个 k - 子串 i 的出现总数和 repeat 信息为此片段挑选特征子

串，选取原则是要求 i 未被记为 repeat，ti!2 且在一定范围最小；

step3：对每一片段，如果其某个 k - 子串被挑选为其它片段的特征子串，则此 k - 子串也被挑选为

自己的特征子串。

step4：根据 PL 条件执行拼接算法。

对算法有几点需要说明：

（l）对于在原始序列中只出现一次的 k - 子串，它在片段数据中最多应出现 d 次，考虑到那些原序

列中出现次数大于 l 但出现频率也很低的 k - 子串，我们取 T 为 d 的 l . 5 倍。此参数可以根据实际情

况进行调整。

（2）实际测定出的片段数据总是有一定的差错，这样 m 过小可能会导致我们错过某些重叠信息，

过大又会增加计算负担，为了平衡这一矛盾，适当增加 m 以保证一定的冗余度，取 m = 3。根据 m 的

值，在 step2 中我们将片段平均分为三段，选取特征子串时要使 k - 子串尽量接近首段的首部、中段的中

部、尾段的尾部。例如对首部的特征子串选取，它是首段中第一个出现次数最少且未被标定为 repeat 的

k - 子串。对其它段可以类似选取。

（3）为了使 PL 条件最大限度保留正确的相邻信息，我们在 step3 中对片段数据进行了第三次扫

描，以使更多的重叠关系反映在特征子串中。

! !" 对特征子串定长 " 的讨论

很明显，k 值越大，那么每个 k - 子串就越独特，但 k 也受到片段长度以及相邻片段间重叠区域的

约束。由于 DNA 的序列中只由 A、C、G、T 四个字母组成，则长度为 k 的所有不同串就有 4k 种，考虑到

选取的特征 k - 子串的总数 s 不会超过这个数目，经过数学推导认为 k 要满足：

k!1og4 n （l）
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从（1）式可以看出，特征子串的长度 k 是片段数目 n 的函数，片段数目越多，特征子串应取得越长。

另一方面如果考虑到一个 k - 子串在一个 DNA 序列中最多出现一两次的概率 P，我们就可以用

Poisson 分布估计出实际工程中 k 的一个上界。任意一个 k - 子串在长度为 L 的序列中出现 u 次的概

率可以用下式估计［4］：

P（ u）=!
ue -!
u！

这里!= L
4( )k

则 P = P（1）+ P（2）

在实际的测序中 DNA 序列的全长总是有限的，取 L 的长度为现在人类基因组全长的 10 倍（3 X
1010），我们计算了不同 k 值下 P 的值，见图 2。

图 2 L = 3 X 1010时 P 与 k 的关系

Fig . 2 Reiation between P and k when L = 3 X 1010
图 3 不同测序规模下 k 的上界

Fig . 3 The upper bounds of k in different seguencing scaie

从图 2 中可以看出，即使测序规模很大，当 k = 17 时子串低次数出现的概率达到峰值，此时 k - 子

串的特征最明显，区分能力最强。我们认为 17 就是此测序规模下 k 的上界。另外我们计算了在不同

测序规模下 k 值的上界，发现它和测序规模有近似的线性关系，如图 3。这样，k 的选取只要满足（1）式

且不大于图 3 中相应测序规模下相应的上界。

! ." 方法的计算复杂性

方法的主要过 程 是 对 所 有 片 段 和 k - 子 串 进 行 扫 描 或 查 找，经 过 估 算 可 以 得 到 其 复 杂 性 为

 （ n·l·4k），但考虑到最终 l 和 k 均有上界，故复杂性进一步简化为  （ n），我们在后续的实验中也验

证了这个结果。而引言中提到的工具的总复杂性均在  （ n iog n）以上［1，5 ~ 7］，大部分是  （ n2），因而可

考虑将此方法作为拼接程序对数据进行预处理和提供拼接依据的辅助手段，这里不具体展开讨论。

# 实验结果及分析

首先，对三条长度均在 200kbps 之上的人类基因序列（来自 EMBL 序列数据库，索取号分别为：EM-
BL：AL390202、EMBL：AL359456、EMBL：AB019439），利用模拟的方法产生片段数据，然后用我们的方

法进行处理（没有进行拼接），处理结果的统计见表 1。可以看到，有大量的子串被标记为 repeat，重复序

列信息也就随着这些子串在 step2 中的“落选”而被屏蔽，从而避免了包含它们的片段间的比对。另外

在最坏的情形下，只有 8 条片段的信息被丢失，我们认为这些片段是重复序列的可能性很大，对拼接的

结果可能会没有影响；只有 9 . 42%的特征子串（无效特征子串）标识了不同位置上的片段，可能会产生

错误重叠，但我们要求拼接时对具有相同标识的片段还要进行再比对以确认它们的相邻关系，所以，这

部分错误在拼接时顺便可以排除。表 1 还表明每个片段上平均都有 5 个以上特征子串，这说明特征子

串的标识能力很强。
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表 1 处理结果的统计

Tab. 1 Statistic of the processing resuIt

序列长 片段数
子串

定长

特征

子串数

标记为 repeat
的子串数

丢失

片段

无效特征子

串数（百分比）

每个片段的平

均特征子串数

988 176 9512 10 19 269 224 124 1 1343（6 . 97%） 5 . 6

593 964 5737 9 10 357 117 776 1 809（7 . 80%） 5 . 4

200 000 1925 8 3024 34 959 8 285（9 . 42%） 5 . 6

图 4 处理时间与片段数目的关系

Fig . 4 ReIation between processing
time and fragments number

其次，我们统计了不同片段数目下我们的方法处理数据所

用的时间，结果见图 4。处理时间与片段数目有很好的线性关

系，这正说明了 1 . 3 节的结论，即我们的方法的时间复杂性为

!（ "）。

! 结论

利用 DNA 片段的定长特征子串，可以以较少的处理代价很

好地屏蔽片段数据中的重复序列信息，减少拼接时无谓的序列

比对和重叠，提拼接算法的效率和准确性。

本文进一步的工作是研究基于特征子串的片段拼接算法及

海量片段数据的大规模并行处理技术。
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