




清 华 大 学

综 合 论 文 训 练

题目：通过 RNA-Seq 估计转录本长

度和辨识剪切异构体的研究

系 别 ：自动化系

专 业 ：自动化

姓 名 ：李天阳

指导教师 ：张学工教授

辅导教师 ：江瑞副教授

2013年 7月1日



关于学位论文使用授权的说明

本人完全了解清华大学有关保留、使用学位论文的规定，即：学校有权保

留学位论文的复印件，允许该论文被查阅和借阅；学校可以公布该论文的全部

或部分内容，可以采用影印、缩印或其他复制手段保存该论文。

(涉密的学位论文在解密后应遵守此规定)

签 名： 导师签名： 日 期：



中文摘要

RNA-Seq是最近几年发展起来的通过高通量测序对转录组中的序列进行测

序的一种技术。 RNA-Seq技术的发展使得人们在最近几年中对于生物中的基因

表达的规律,以及基因组上的功能模块有了更为深入的了解。在通过 RNA-Seq

数据确定基因的表达量时,我们需要知道基因序列的长度。但是在没有基因注释

或者没有基因组参考序列时,我们需要一种得知基因的长度的方法。本文提出了

一个通过 RNA-Seq数据对转录本的长度进行估计的统计方法。通过该方法,我

们可以在基因组参考序列没有基因注释信息,以及没有基因组参考序列,的情况

下使用 RNA-Seq数据估计出转录本的长度。同时,在 RNA-Seq数据中我们发现

读段的分布位置不均匀。此处我们对 RNA-Seq数据中读段分布的不均匀性做了

初步的分析。此外,真核生物的基因在有多个外显子的情况下会有选择性剪切的

现象发生,同一个基因可能会产生多个剪切异构体。通过 RNA-Seq数据我们可

以辨别一个基因的不同的剪切异构体。本文证明了用最大似然的方法通过真核

生物 RNA-Seq数据辨识基因的剪切异构体是一个 NP难问题。

关键词：RNA-Seq；转录组；转录本
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ABSTRACT

RNA-Seq is a technology developed in the last few years for sequencing the tran-

scriptome using high throughput sequencing. Using RNA-Seq, people have gained

much deeper understanding of gene expression patterns, and functional modules in

genomes. When estimating a transcript’s expression level with RNA-Seq, we need to

know the length of the transcript’s sequence. However, when no annotations or refer-

ence genome sequences are available, we need another method to know the transcript’s

length. Here, we present a statistical method to estimate transcript length using RNA-

Seq. Using this method, we can estimate a transcript’s length when no annotations

are available for the reference genome sequences, or when the reference genome se-

quences are not available. We also observed that RNA-Seq reads are non-uniformly

distributed. Here, we present a preliminary analysis on the non-uniform distribution of

RNA-Seq reads. Furthermore, an eukaryotic gene with multiple exons can correspond

to multiple isoforms due to alternative splicing. RNA-Seq enables us to determine a

gene’s isoroms with RNA-Seq data. Here, we prove that using eukaryotic RNA-Seq

data to identify a gene’s isoforms by maximum likelihood is NP-hard.

Keywords: RNA-Seq; transcriptome; transcript
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第 1章 引言

1.1 RNA-Seq

RNA-Seq 是对 RNA 序列进行测量的一种技术, 它是近几年来发展起来的

通过深度测序用于研究转录组的一种技术。与其他的方法相比起来, RNA-Seq

揭露了生物的转录组中更多的复杂性。同时, RNA-Seq能够更好地研究生物的

转录组中各转录本的表达量。通过了解细胞中在某种特定条件下转录组中的

转录本的组成, 以及每一个转录本的表达量, 我们可以了解基因组上的不同的

功能模块, 进而了解生物的发育过程, 以及疾病与人体之间的关系。通过使用

RNA-Seq,我们已经对编码蛋白质的基因以及它们的剪切异构体 (isoform)有了

更为深入的了解。此外, RNA-Seq也帮助我们对于基因上的非编码区域有了更

为深入的认识, 例如 lncRNA (long non-coding RNA)。并且我们对 sRNA (small

RNA), microRNA等也有了更全面的了解。 [4–15,15–35]

在 RNA-Seq技术出现之前,人们主要通过微阵列 (microarray)对转录组进行

定量分析和研究 [36]。但是与 RNA-Seq相比,微阵列存在若干问题 [1],例如微阵列

只能在序列已知的情况下使用,微阵列的结果会受交叉杂交 (cross-hybridization)

影响 [37,38],以及微阵列测量的表达量范围有限等。另外,在 RNA-Seq技术出现

之前,人们主要通过 Sanger测序法对互补 DNA (cDNA)序列或者表达序列标签

库 (EST libraries)进行测序来研究转录组的序列 [39,40]。但是 Sanger测序价格昂

贵,同时测序通量与新的测序技术 (例如 Illumina的测序技术)相比偏低,无法对

转录组进行定量分析和研究。高通量测序技术的发展使得我们能够在较短的时

间内用较少的成本对大量序列进行测序,几乎完整地测量转录组的序列,同时建

立测序数量和实际被测序分子的数量间的关系 [41]。这些是 RNA-Seq在当今被

广泛应用的一个主要原因。
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图 1.1 一般的 RNA-Seq实验流程 [1]: 长的 RNA首先被打断成为 cDNA库,然后通过测
序得到短的读段。然后这些读段被比对到基因组参考序列上。

1.2 RNA-Seq数据分析方法简介

RNA-Seq通常直接用于发现新的剪切异构体 [45–48], 研究 RNA序列的对于

生物的调控作用 [49] 以及比较不同条件下转录组不同的构成 [44] 等生物问题的研

究。同时, RNA-Seq数据还未研究其他生物问题提供了宝贵的原始数据,例如对

于生物系统中的网络的研究 [23,50]。
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图 1.2 一般的通过 TopHat [42] 和 Cufflinks [43] 分析 RNA-Seq数据的流程 [44]: 在一个有
两种不同的条件的实验中,读段首先被 TopHat比对到基因组参考序列上,然后 Cufflinks
根据 TopHat的比对结果组装转录本,并且估计每一个转录本的表达量,最后对两个不同
的条件做基因差异表达分析。
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为了能够通过 RNA-Seq数据研究生物问题,我们通常会对 RNA-Seq数据用

这些方法进行处理:

• 序列比对 (sequence alignment): 将 RNA-Seq 读段找到其在基因组中的位

置。

• 序列拼装:直接将 RNA-Seq读段拼装成原转录组的各转录本。若拼装时不

依赖已知的参考序列,则成为 de novo拼装 (de novo assembly)。

• 转录本的表达量估计: 用一定的单位表示每个被测样本中转录组里每个转

录本的含量,用于在不同的样本之间进行比较。

• 辨识同一个基因的剪切异构体 (真核生物 RNA-Seq数据): 真核生物中由于

选择性剪切同一个基因会产生多个剪切异构体,通过 RNA-Seq数据在一定

条件下可以辨识出一个基因的不同的剪切异构体。

1.2.1 序列比对

经典的序列比对算法包括 Smith-Waterman算法 [51]和 Needleman-Wunsch算

法 [52]。但是由于 Smith-Waterman 算法和 Needleman-Wunsch 算法复杂度偏高,

它们不适用于大规模的数据。目前人们一般采用一些启发式的方法进行序列比

对 [53]。对于将 RNA-Seq读段比对到其在基因组中的位置,目前比较常用的工具

是 BLAT [54]和 TopHat [42]。

1.2.2 序列拼装

序列拼装是生物信息学和计算生物学中一个经典的问题, 其目的是通过

测序的读段恢复出原始的生物序列。对于序列拼装, 目前人们主要采用 OLC

(overlap-layout-consensus) [55–59]和 de Bruijn图 [60]这两种常用的策略。

目前对于 RNA-Seq数据的拼装主常用的工具是 Cufflinks [43] 和 Trinity [61]。

其中 Cufflinks拼装序列时使用的是 OLC策略 (图 1.5),而 Trinity [61] 拼装序列时

使用的是 de Bruijn图策略 (图 1.3)。

1.2.3 转录本的表达量估计

通过量化转录组中各转录本, 从实验数据中估计其表达量, 我们可以对生

物系统中的结构和过程有更好的量化的认识。 RNA-Seq技术的发展对于转录

本表达量的估计有很大的帮助。在 RNA-Seq实验中,通常使用 RPKM (reads per
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图 1.3 Trinity拼装策略 [61]: Trinity拼装序列时使用的是 de Bruijn图策略,通过链接有
k − 1 bp重叠的 k-mer将短序列拼接成更长的序列。

kilobase per million reads sequenced) [9] 作为一个转录本表达量的单位。目前在

RNA-Seq实验中通常使用的转录本表达量估计的工具是 Cufflinks [43] (图 1.4)和

RSEM [62]。
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图 1.4 Cufflinks对转录本的表达量的估计 [43]: Cufflinks使用一个多项式模型通过最大
似然对转录本的表达量进行估计。

1.2.4 辨识同一个基因的剪切异构体 (真核生物 RNA-Seq数据)

经过多年的研究, 人们认识到真核生物的同一个基因会有多个剪切异构

体 [63–67]。 RNA-Seq技术的发展大大促进了人们对于真核生物中选择性剪切的

认识,因为 RNA-Seq数据中的经过剪切位点的读段可以直接反应真核生物中的

选择性剪切的现象。目前在真核生物相关的 RNA-Seq实验中通常使用的用于辨

识同一个基因的剪切异构体的工具是 Cufflinks [43] (图 1.5)。

1.3 现有基于 RNA-Seq 数据的转录本表达量估计和剪切异构体辨
识方法 (真核生物 RNA-Seq数据)

1.3.1 RNA-Seq数据定量分析的一般模型

Pachter在 [68]中对 RNA-Seq数据定量分析建立了一个一般的模型,用统计

的方法对 RNA-Seq数据进行定量分析。在这里我们对这个模型进行介绍。
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图 1.5 Cufflinks序列拼装策略和对同一个基因的剪切异构体的辨识 [43]: Cufflinks拼装
序列时使用的是 OLC策略。另外，Cufflinks通过在读段位置关系构成的图中寻找一个
最小路径覆盖辨识一个基因的剪切异构体。

下面是为了描述该模型所使用的一些符号,以及一些假设:

• G表示转录组中所有包含的基因所组成的集合。

• 所有读段构成的集合表示为 R,同时所有的读段都是单端测序得到的等长

读段。 (对于双端测序数据以及不等长读段的数据的处理与这里的模型相

似,此处为了叙述简便不再赘述,有兴趣的读者可参考 [43]和 [68]。)

• Ig, g ∈ G表示基因 g在转录组中所有的剪切异构体组成的集合, I =
⋃

g∈G Ig

是所有的剪切异构体所构成的集合。此处为了方便描述,我们也将无选择

性剪切的基因所对应的转录本称作是它的剪切异构体。

• θi ≥ 0, i ∈ I 是剪切异构体 i的表达量,它们满足
∑

i∈I θi = 1。记 θI = {θi|i ∈

I}。在该模型下, 此处定义的表达量和实际中 RPKM 表达的表达量成正

比 [43]。

• q(p, i)表示对于一个剪切异构体 i ∈ I,来自 i的一个读段的起始位置 (5’段)
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是 p的概率。对于给定的一个剪切异构体 i,
∑

p∈{所有读段起始位置} q(p, i) = 1。

对于处理实际 RNA-Seq数据中遇到的读段分布不均匀的问题我们可以通

过调整 q(p, i)以改进该方法的准确性 [69]。

• 当给定一个剪切异构体 i和它上面一个读段的起始位置 p时, q(p, i)是已知

的。

• 一个读段 r ∈ R可以是来自多个 I 中的剪切异构体,但是给定一个剪切异构

体 i,用序列比对的方法将 r 比对到 i上的所有位置是唯一的。 (对于基因

序列的分析表明这样一个假设是合理的 [70]。)

• 对于一个读段 r和一个剪切异构体 i,定义 ari:

ari =


0 当 r不能比对到 i上时

q(r比对到 i上的起始位置, i) 当 r能比对到 i上时

• 对于每一个读段 r ∈ R,都存在一个剪切异构体 i ∈ I 使得 r是可以由 i产生

的一个读段。

• 所有的读段都是独立的。

由以上我们给出到观察到所有读段 R的似然函数 [68]:

L(R) =
∏
r∈R

(
∑
i∈I

ariθi) (1-1)

1.3.2 转录本表达量估计和剪切异构体辨识

在已知所有剪切异构体的集合 I 时,通过式 (1-1)中的似然函数,我们可以对

各剪切异构体的表达量进行估计。

当我们不知道剪切异构体的集合 I 时, 我们可以通过过优化通过式 (1-1)

中的似然函数, 或者其他的目标函数, 在进行剪切异构体集合 I 的辨识的同时

对各转录本的表达量进行估计 [71]。已发表的方法包括 NSMAP [72], IsoLasso [73],

CEM [74], iReckon [75], SLIDE [76],和Montebello [77]。

下面我们对若干已发表的通过 RNA-Seq数据进行转录本表达量估计和剪切

异构体辨识的工具进行介绍。

1.3.2.1 Cufflinks

Cufflinks对于剪切异构体的辨识和转录本表达量的估计如图 1.5和图 1.4所

示。 Cufflinks是分开处理剪切异构体的辨识和转录本表达量的估计这两个流程
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的。对于剪切异构体的辨识, Cufflinks在读段所构成的剪切图 (splicing graph) [78]

寻找一个最小的路径覆盖,但是 Cufflinks并不是直接在剪切图上进行操作的。

Cufflinks 通过在读段之间定义一个序, 并且在这个序构成的二分图上计算最

小花费最大匹配来构成所求的最小路径覆盖。在定义该二分图各边的权重时,

Cufflinks采用了Wang et al. 在 [10]中的方法启发式地定义权重。

1.3.2.2 NSMAP, CEM, iReckon,和 Montebello

NSMAP, CEM, iReckon,和Montebello这 4个工具是同时进行剪切异构体的

辨识和转录本表达量的估计的。由于一个基因可能的剪切异构体的个数是随它

的外显子的个数的增长按指数规律增长的,一个基因有大量可能的剪切异构体,

NSMAP, CEM, iReckon,和Montebello采用了带惩罚项的似然函数进行剪切异构

体的辨识和转录本表达量的估计。其具体做法是对式 (1-1)中的似然函数增加一

个惩罚项,变为求剪切异构体的集合 I 和它们的表达量 θI 使得

e−ΦL(R) = e−Φ
∏
r∈R

(
∑
i∈I

ariθi) (1-2)

最大化,其中Φ ≥ 0是一个惩罚项,可以使用 BIC (Bayesian information criterio) [79]

(Φ =
∑

i∈I,θi,0 1
2 log |R|)等方法。

NSMAP和 iReckon均使用的是 Lasso,而 CEM则使用了一个 Dirichlet分布

作为先验概率。 NSMAP, CEM,和 iReckon在计算时采用的策略均是枚举所有

剪切异构体集合 I 中的可能的剪切异构体。由于一个基因可能的剪切异构体

的个数是随它的外显子的个数的增长按指数规律增长的, 所以 NSMAP, CEM,

和 iReckon 在计算时无法处理外显子较多的基因。 Montebello 则是采用一个

MCMC (Markov chian Monte Carlo) [80] 的策略,在计算的过程中避免了枚举一个

基因所有可能的剪切异构体。

1.3.2.3 IsoLasso和 SLIDE

IsoLasso 和 SLIDE 也是同时进行剪切异构体的辨识和转录本表达量的估

计的。 IsoLasso 和 SLIDE 采用的策略与 1.3.2.2 中提到的若干工具相似, 但是

IsoLasso和 SLIDE并不是对式 (1-1)中的似然函数进行最大化。这两个工具均通

过将一个基因按该基因的每个外显子分为若干个区域,对每个区域计算读段的覆

盖 (coverage),并根据此通过线性回归同时进行剪切异构体的辨识和转录本表达
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量的估计。这里对 IsoLasso和 SLIDE中所用的数学模型进行简单的介绍。通过

RNA-Seq数据我们可以计算得每一个基因中的每一个外显子的覆盖 c, IsoLasso

和 SLIDE均假设该外显子的覆盖 c是所有包含该外显子的剪切异构体的表达量

之和,即在理想情况下应有

c = ε +
∑

i∈所有包含该外显子的剪切异构体

ei (1-3)

其中 ei 是剪切异构体 i的表达量 (这里的 ei 与之前所描述的 θi 不同), ε 是一个

期望 [ E] = 0的噪声。 IsoLasso和 SLIDE对目前转录组中所有的基因所包含的

外显子进行类似式 (1-3)中的处理,通过线性回归估计每一个剪切异构体的表达

量。注意到通过该方法计算得的表达量值和用 RPKM单位表达的表达量是成

正比的。由于一个基因可能的剪切异构体的个数是随它的外显子的个数的增长

按指数规律增长的,一个基因有大量可能的剪切异构体,在线性回归时 IsoLasso

和 SLIDE均采用了 Lasso [81]用于正则化。与 1.3.2.2中介绍的 NSMAP, CEM,和

iReckon类似, IsoLasso和 SLIDE在计算时采用的策略均是枚举所有剪切异构体

集合 I 中的可能的剪切异构体。由于一个基因可能的剪切异构体的个数是随它

的外显子的个数的增长按指数规律增长的,所以 IsoLasso和 SLIDE在计算时无

法处理外显子较多的基因。

1.4 本文内容介绍

本文提出了一个通过 RNA-Seq数据估计转录本长度的统计方法 (第 2章)。

同时, 本文对于 RNA-Seq数据中读段分布的不均匀性进行了初步的分析 (第 3

章)。此外,本文证明了使用真核生物 RNA-Seq数据通过最大似然辨识基因的剪

切异构体是一个 NP难问题 (第 4章)。

1.4.1 通过 RNA-Seq数据估计转录本的长度

在通过 RNA-Seq数据估计估计转录本的表达量时,我们需要通过每个转录

本的长度对该转录本上的读段个数进行归一化 [9,43,82]。在没有基因组参考序列

的情况下,我们需要一种方法从 RNA-Seq数据中得知转录本的长度。此处我们

提出一个通过 RNA-Seq数据估计转录本长度的统计方法。当我们假设 RNA-Seq
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读段在转录本上的位置的分布是均匀时,我们的方法给出的转录本长度的估计是

无偏的。

1.4.2 使用真核生物 RNA-Seq 数据通过最大似然辨识基因的剪切异构体是一

个 NP难问题

在真核生物中一个基因会有多个外显子,这些外显子不同的组合会产生多个

不同的剪切异构体。通过 RNA-Seq数据可以对每个基因的不同的剪切异构体进

行辨识。现有的方法 (IsoLasso, CEM,和 SLIDE等)都注意到辨识剪切异构体时

会需要大量的计算资源。此处我们证明使用真核生物 RNA-Seq数据通过最大似

然辨识基因的剪切异构体是一个 NP难问题。
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第 2章 通过 RNA-Seq数据估计转录本的长度

2.1 介绍

在这里我们给出一个能够通过 RNA-Seq数据在没有已知基因注释的情况下

估计一个转录本的长度的统计方法。

对于目前大部分现有的 RNA-Seq数据,我们都无法直接从数据中直接获得

其所包含的转录本在基因组上的 5’ 段和 3’ 段的位置。但是在 RNA-Seq 实验

中为了能够测量每一个转录本的表达量,我们在计算其表达量时均需要使用到

该转录本的长度 [9,43,82]。在使用基因组及其所对应的基因注释的情况下 (例如

RefSeq [83]),在分析时可以直接采用注释中的基因位置得出各转录本的长度。在

没有基因注释,或者在没有基因组参考序列的情况下,如果不采用更加复杂的技

术,如 RNA-PET [84] 技术,则需要通过 RNA-Seq数据估计出转录本的长度。对于

现有的大部分 RNA-Seq数据,仍然没有对应的 RNA-PET数据用语确定各转录

本的 5’和 3’段。我们此处给出的方法可以通过现有的 RNA-Seq数据估计转录

本的长度。

2.2 理论分析

在通过 RNA-Seq数据估计转录本的时候我们对 RNA-Seq数据做如下的假

设以简化模型:

• 所有的读段在原转录本上的位置的分布都是独立的。

• 读段的 5’段位置 (以下称之为起始位置)在原转录本上的分布是均匀的。

同样的,读段的 3’段位置 (以下称之为终止位置)在原转录本上的分布也是

均匀的。

此处为了方便我们的讨论,我们还假设:

• 所有的读段的长度都是相同的,为 R bp长。

为了在基因组参考序列没有基因注释,甚至于没有基因组参考序列,的情况

下能够通过 RNA-Seq数据估计出转录本的长度,我们在这里给出定理 1和定理
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2及其证明。通过定理 1和定理 2我们可以通过 RNA-Seq数据估计出转录本的

长度。

定理 1： 假设 X1, X2, . . . , XN 是来自定义在 1, 2, . . . , L, L ∈ Z+的

均匀分布,即

P(X = i) =


1
L 当 1 ≤ i ≤ L

0 其余情况

则对于 L的最小方差无偏估计 L̂为

L̂ =
X(N)

N+1 − (X(N) − 1)N+1

X(N)
N − (X(N) − 1)N

(2-1)

其中 X(N) = max1≤i≤N Xi。

通过定理 1我们可以在已知转录本上一个固定的位点 (例如通过读段得到

的剪切位点),根据读段的起始位置 (或者终止位置),估计出着一个位于转录本上

的固定的位点到转录本的一端的序列的长度,从而能够估计出转录本的长度。

下面我们给出定理 1的证明。

证明 我们首先说明

X(N) = max
1≤i≤N

Xi

在定理中的假设下是一个充分统计量。

由于在这里考虑的是一个离散的均匀分布,我们容易注意到

P(X1, X2, . . . , XN |X(N)) =
1

X(N)
N − (X(N) − 1)N

与该分布的参数 L无关,所以 X(N)是一个充分统计量。

另外,根据离散的均匀分布的性质我们可以得到

P(X(N) = i) =
iN − (i − 1)N

LN

对于定理 1中给出的估计 L̂ (式 (2-1)),我们可以进一步计算 E[L̂]得

E[L̂] =

L∑
i=1

P(X(N) = i)
iN+1 − (i − 1)N+1

iN − (i − 1)N−1
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= L

从而我们可以知道定理 1中给出的估计 L̂ (式 (2-1))是无偏的。

下面我们说明 X(N) 是一个完全统计量。即对于所有的 L ∈ Z+,若有一个函

数 g(x), x ∈ Z+使得

E[g(X(N))] = 0

则 g(x) = 0对所有 x ∈ Z+成立。

注意到

E[g(X(N))] = 0

对所有的 L ∈ Z+成立意味着

1N − 0N

1N g(1) = 0

1N − 0N

2N g(1) +
2N − 1N

2N g(2) = 0

1N − 0N

3N g(1) +
2N − 1N

3N g(2) +
3N − 2N

3N g(3) = 0

. . .

所以根据数学归纳法,我们容易得出 g(x) = 0对所有 x ∈ Z+成立。进而我们可以

知道 X(N)是一个完全统计量。

由以上的分析我们知道:

• X(N)是一个充分统计量。

• X(N)是一个完全统计量。

• 定理 1中给出的估计 L̂ (式 (2-1))对于此处的分布的参数 L的估计是无偏

的。

从而根据 Lehmann-Scheffé定理 [86,87] 我们可以得出定理 1中给出的估计 L̂ (式

(2-1))是对该分布的参数 L的最小方差无偏估计。

�
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定理 2： 假 设X1, X2, . . . , XN 是 来 自 定 义 在

p + 1, p + 2, . . . , p + L, p ∈ Z, L ∈ Z+的均匀分布,即

P(X = i) =


1
L 当 p + 1 ≤ i ≤ p + L

0 其余情况

则对于 L的一个无偏估计 L̂为

L̂ =
DN+1 − 2(D − 1)N+1 + (max(D − 2, 0))N+1

DN − 2(D − 1)N + (max(D − 2, 0))N (2-2)

其中 D = max1≤i≤N Xi −min1≤i≤N Xi + 1。

通过定理 2我们可以在转录本上无法找到一个固定的位点时,通过 RNA-Seq

数据对转录本的长度进行估计。这种情况适用于在一个基因没有出现选择性剪

切的现象时估计该转录本的长度,例如真核生物中只有一个外显子的基因或者是

原核生物中的单个操纵子。

下面我们给出定理 2的证明。

证明 根据均匀分布的性质,我们容易得到

P(D = i) = (L − D + 1)
DN − 2(D − 1)N + (max(D − 2, 0))N

LN

从而我们可以知道 L̂是无偏的

E[L̂] =

L∑
i=1

P(D = i)
iN+1 − 2(i − 1)N+1 + (max(i − 2, 0))N+1

iN − 2(i − 1)N + (max(i − 2, 0))N

=
1

LN

L∑
i=1

(L − i + 1)(iN+1 − 2(i − 1)N+1 + (max(i − 2, 0))N+1)

= L

�

2.2.1 无参考基因组序列的情况

在没有参考基因组序列的情况下,我们希望从拼装的所有连续段 (contig)中

挑选出覆盖原先转录本部分较多 (例如该连续段是该转录本唯一的一个连续段)

的连续段。因为在没有参考基因组序列的情况下,若要认为一个连续段代表原基
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因,则必须要求该连续段覆盖了原转录本的大部分的区域。如果一个转录本的测

序深度偏低、覆盖低,则通过测序的结果我们可能看到这个转录本会拥有多个连

续段。在没有参考序列时的情况下由于无法知道来自同一个转录本的多个连续

段之间的关系,这样的连续段几乎是无法分析的。

下面我们给出我们对于选择 “覆盖原转录本较多”的连续段的一种思路。

首先,我们在这里介绍一个用来描述测序过程的 Poisson模型 [89]。

我们定义测序的覆盖 (coverage) c

c =
NR
L

(2-3)

其中 R是测序读段的长度, N 是转录本上测序时得到的读段的个数, L是转录本

的有效长度 (转录本实际长度 − R + 1)。

这里假设我们有一个无限长的序列,每一个位置上起始的读段个数都是一个

参数为 λ的 Poisson分布。并且所有位置的起始的读段个数均是独立的。在这

里测序的覆盖和 λ的在理想的情况下满足如下的关系

λ = cR

当两个读段至少有一个碱基对重合时,我们认为这两个读段能够连接到一起

组成一个更长的连续段。通过这样的过程,我们将若干读段连接在一起构成连续

段。

为了挑选覆 “覆盖原转录本较多”的连续段,我们在上面所述的测序模型下

对每一个连续段考虑如下的一个概率

P(观察到一个连续段其长度 ≤目前的连续段 |目前的连续段的覆盖) (2-4)

这里的想法是,如果对于一个给定的连续段,式 (2-4)中的概率较大,则在这个连

续段 “变长”的过程中就已经 “碰到了转录本的一端”无法 “变得更长”。

为了更深入地了解式 (2-4)中的概率,我们在这里分析

P(连续段长度 = l |目前的连续段的覆盖λ) (2-5)

即给定覆盖,连续段的长度的分布。下面为方便讨论我们记

pn =
P(连续段长度 = n + R − 1|目前的连续段的覆盖λ)

e−(R−1)λ (2-6)
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则

pn = 0 n ≤ 0 (2-7)

p1 = 1 (2-8)

pn+R =

R−1∑
i=1

(1 − e−λ)e−(R−1−i)λpn+i n ≥ 2 − R (2-9)

为了估计式 (2-4)中的概率,在这里我们先介绍一个改进的 Lander-Waterman

公式 (定理 3),原先的 Lander-Waterman公式 [90] 在推导中使用了一些近似,在这

里我们不使用 Lander和Waterman在 [90]中所使用的近似。

定理 3 (改进的 Lander-Waterman公式)： 在上述的 Poisson模型

下,一个连续段的期望的长度

E[一个连续段的长度] =
eRλ − 1
eλ − 1

(2-10)

下面我们给出定理 3的证明。

证明 这里为了描述的1简便,我们记

q = 1 − e−λ

1 − q = e−λ

为了证明定理 3 中的式 (2-10), 我们考虑相邻的读段起始位置的个数 ND

(即两个位置是相邻的两个读段起始位置, 同时这两个位置上的读段连接在

了一起), 以及两个相邻的有读段的位置间的差值 Di, i = 1, 2, . . . ,ND (即用

X1 = 1, X2, . . . , XND , XND+1 表示若干个相邻的读段起始位置时, Di = Xi+1 − Xi,

i = 1, 2, . . . ,ND)。根据这里所使用的模型,我们容易知道 Di, i = 1, 2, . . . ,ND 是

i.i.d.。

所以我们容易看出来

E[一个连续段的长度] = E[XND+1] + R − 1

= E[
ND∑
i=1

Di] + R

17



= E[E[
ND∑
i=1

Di|ND]] + R

= E[D] E[ND] + R

下面我们分别计算

E[D]

E[ND]

根据这里所使用的模型,我们可以知道

P(D = i) ∝


(1 − q)i−1q i = 1, 2, . . . ,R − 1

0 其余情况

所以可以计算得

E[D] =
1

1 − (1 − q)R−1

R−1∑
i=1

i(1 − q)i−1q

=
(q(R − 1) + 1)(1 − q)R − (1 − q)
−(1 − q)q(1 − (1 − q)R−1)

同时,我们根据模型可知

P(ND = j) = (1 − q)R−1(1 − (1 − q)R−1) j, j = 0, 1, . . .

根据几何分布的性质我们可知

E[ND] =
1 − (1 − q)R−1

(1 − q)R−1

综上所述,进一步化简我们可得

E[D] E[ND] =
eRλ − 1
eλ − 1

− R

故定理得证。

�

为了估计式 (2-4)中在给定覆盖 λ的情况下,在无穷长的序列上观察到长度

为 l的概率,我们将该分布近用一个期望是 E[一个连续段的长度] − R + 1的几何

18



分布,从而估计出式 2-4中在无穷长的序列上给定覆盖 λ观察到一个连续段其长

度小于等于目前的连续段的概率

P(观察到一个连续段其长度 ≤目前的连续段l|目前的连续段的覆盖λ)

≈
l − R + 1

eRλ−1
eλ−1 − R + 1

(2-11)

在有了式 (2-11)中的近似估计之后,我们可以在没有参考基因组序列的情况

下挑选出来拼装结果中那些可能是 “大部分覆盖原转录本”的那些连续段,对这

些连续段的长度通过前面定理 1和定理 2中所述的方法进行估计,从而进一步估

计得这些连续段所对应的转录本的表达量。

2.3 实际 RNA-Seq数据分析

我们对来自 ENCODE [5] 的 RNA-Seq数据 1© 进行了分析,用来在真实 RNA-

Seq数据上测试前面所叙述的估计转录本长度的方法。在分析中,我们只对只有

一个外显子的基因进行了分析。

图 2.1 给出了我们估计的转录本的长度和真实的转录本的长度的

比较。转录本实际长度和真实长度的 Pearson 相关系数 95% 置信区间为

[0.8749423, 0.8948220]。

图 2.2给出了估计的转录本长度和真实的转录本长度之比 (估计的转录本长度
真实的转录本长度

)

和测序 λ之间的关系。通过图 2.2中无法看出估计的转录本长度和真实的转录

本长度之比和测序 λ之间有明显的关系。

图 2.3给出了估计的转录本长度和真实的转录本长度之比 (估计的转录本长度
真实的转录本长度

)

和第 3章中计算得的检验均匀分布经过 FDR调整的 p-value之间的关系。通过

图 2.3中无法看出估计的转录本长度和真实的转录本长度之比和和第 3章中计

算得的检验均匀分布经过 FDR调整的 p-value之间有明显的关系。

1© http://hgdownload.cse.ucsc.edu/goldenPath/hg19/encodeDCC/wgEncodeCaltechRnaSeq/

wgEncodeCaltechRnaSeqGm12878R1x75dAlignsRep2V2.bam
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图 2.1 实际的转录本长度和估计的转录本长度的比较:每一个点代表一个转录本。
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图 2.2 估计的转录本长度和真实的转录本长度之比 (估计的转录本长度
真实的转录本长度

)和测序 λ之间的关

系: 每一个点代表一个转录本。从该图中无法看出二者之间有明显的关系。
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图 2.3 估计的转录本长度和真实的转录本长度之比 (估计的转录本长度
真实的转录本长度

)和和第 3章中计算
得的检验均匀分布经过 FDR调整的 p-value之间的关系: 每一个点代表一个转录本。从
该图中无法看出二者之间有明显的关系。
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第 3章 RNA-Seq数据分布的不均匀性

3.1 介绍

根据 2.3中对于实际 RNA-Seq数据的分析,我们发现 RNA-Seq数据并不符

合理想的均匀分布。已有的工作 [69,91–95] 也对 RNA-Seq实验数据分布的不均匀

性进行了研究和讨论 (图 3.1)。

3.2 数据分析

我们对来自 ENCODE [5] 的 RNA-Seq 数据 1© 进行了分析, 试图发现 RNA-

Seq数据读段分布的一些规律。在分析中,我们只对只有一个外显子的基因进行

了分析。

3.2.1 方法

3.2.1.1 检验均匀分布的 p-value的计算

给定一个转录本, 在计算检验均匀分布的 p-value时, 我们将转录本划分成

若干段, 在统计出每一段中的读段起始书目后, 使用 χ2 统计量,通过 parametric

bootrstrap [96]计算 p-value。

对于一个转录本,其长度为 l bp,读段的长度为 r bp,每个位置 p = 1, 2, . . . , l−

r + 1上的读段个数为 np,该转录本上所有的读段个数 n =
∑l−r+1

p=1 np,我们所用的

统计量为

l−r+1∑
p=1

(np −
n

l−r+1)2

n
l−r+1

(3-1)

1© http://hgdownload.cse.ucsc.edu/goldenPath/hg19/encodeDCC/wgEncodeCaltechRnaSeq/

wgEncodeCaltechRnaSeqGm12878R1x75dAlignsRep2V2.bam
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图 3.1 实际 RNA-Seq数据中读段的位置分布 [1]: 在 RNA-Seq实验中,使用 cDNA打断
方式时读段的位置更靠近 3’端,使用 RNA打断方式时读段的位置更多地集中在转录本
的中间。
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Histogram of adjusted p−values
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图 3.2 FDR调整 [97] 后的检验均匀分布的 p-value: 对于大部分的转录本,读段的分布都
是较不均匀的。

3.2.2 结果

3.2.2.1 检验均匀分布的 p-value

我们对于只有一个外显子的基因中读段的分布计算了检验均匀分布的

p-value,做过 FDR调整 [97] 的 p-value的柱状图如图 3.2所示。从图 3.2中我们可

以看出,对于我们分析中考虑的大部分基因,读段分布都是较不均匀的
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第 4章 使用真核生物 RNA-Seq数据通过最大似然辨识基因的
剪切异构体是一个 NP难问题

4.1 问题描述

在真核生物 RNA-Seq数据处理过程当中,重要的一步是通过 RNA-Seq数据

识基因的不同的剪切异构体。由于在真核生物的转录过程当中会有选择性剪切

的现象发生,一个基因可能转录出多个剪切异构体。在这种情况下,我们需要通

过 RNA-Seq数据辨识出基因的不同的剪切异构体。

在 RNA-Seq实验中得到的读段数据在比对到参考基因组序列上如图 4.1所

示. 对于 RNA-Seq数据,我们可以通过序列拼装工具 (例如 Trinity [61] 等)进行拼

装。得到每一个基因的外显子的序列以及这些外显子之间是如何连接在一起的

关系,从而得到每一个基因的剪切图 [78]。在有基因的参考序列以及基因注释的

情况下,也可以直接通过基因注释获得每一个基因的剪切图。对于图 4.1中所示

的基因和 RNA-Seq数据,通过 Trinity拼装获得的剪切图如图 4.2所示。

4.1.1 模型

为了能够通过 RNA-Seq数据辨识每个基因的剪切异构体,我们在这里介绍

一个 Poisson模型用来描述 RNA-Seq数据 [82]。该模型与 1.3.1中所介绍的多项

式模型在数学上是等价的 [68]。在这里采用 RNA-Seq数据的 Poisson模型是为了

简化问题的描述。

另外,为了叙述的方便,我们在这里纸考虑辨识一个基因的剪切异构体。

对于真核生物中的一个基因,根据剪切图的定义,我们将其表示为一个有向

无环图 G = (V, E),其中 G中的一个节点代表一个外显子,节点 vi 到 v j 有一条边

当且仅当在这个基因当中有一个剪切异构体同时包含 vi 和 v j 所代表的外显子,

同时在这个剪切异构体中 vi 和 v j 所代表的外显子是相邻的,并且 vi 代表的外显

子在 v j代表的外显子的 5’上端。

该基因的一个剪切异构体是图 G中的一个路径 v1 → v2 → . . . → vk,其中 vi,

i = 1, 2, . . . , k是构成该剪切异构体的外显子。我们用 I 表示这个基因的剪切异

26



图 4.1 一个基因的比对到基因组参考序列上的 RNA-Seq数据: 根据每一个读段比对到
基因组参考序列上的位置可以确定其所对应的剪切异构体。

构体构成的集合, λi ≥ 0, i ∈ I 是剪切异构体 i的表达量。

在这里,我们假设所有的 RNA-Seq数据均是单端读段,且长度均为 k。 (对

于长度不均的读段或者双端测序的读段我们可以采用与这里类似的方法进行处

理,此处不再赘述,感兴趣的读者可以参看 [43]。 )一个读段对应到剪切图中时,

该读段对应到原转录本上的每一个外显子在剪切图中所对应的节点,同时在读段

经过多个外显子时该读段也会经过剪切图中所对应的边。为了描述的方便,我们

把每一个读段对应在原转录本上的 5’端的位置称之为该读段的起始位置,对应

在原转录本上的 3’端的位置称之为该读段的终止位置。

我们假设每一个读段可以在该基因中的位置是已知的并且是唯一的 (对于

基因序列的分析表明这样一个假设是合理的 [70])。

同时, 我们把该基因在 RNA-Seq 实验中所有对应的读段构成的集合记为

R。
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图 4.2 图 4.1中所示的基因和 RNA-Seq数据通过 Trinity [61] 拼装得到的剪切图: 该基
因的一个剪切异构体是这个图中的一条路径。

在用来描述 RNA-Seq数据的 Poisson模型中,我们假设对于基因中的每一个

位置 p,在这个位置起始的读段的个数满足参数为

λp =
∑

剪切异构体 i ∈ I 经过位置 p

apiλi (4-1)

的 Poisson分布。 (此处可以参考图 4.1进行理解。 )这里 api ≥ 0是与目前该位

置 p有关的一个采样率 [98]。我们假设在给定基因中的一个位置 p之后,以及一

个剪切异构体 i ∈ I, api 是已知的。对于理想的情况我们认为对于所有的基因中

的位置 p和剪切异构体 i ∈ I,我们均有 api = 1。通过设定不同的位置和不同的

剪切异构体 i ∈ I 的 api,我们可以对 RNA-Seq实验中存在的不均匀性进行建模。

为了方便下面的陈述,我们记基因中所有可以有读段起始的位置的集合记作 P。
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(例如,对于一个只有一个外显子的基因,其长度为 L, P由该基因上的前 L − k + 1

个位置组成。)

同时,我们假设对于该基因中不同的位置,在这些位置起始的读段的个数的

分布是独立的。

根据上面的描述,我们得出观察到 RNA-Seq读段的似然函数

L(R) =
∏
p∈P

λp
N(p)e−λp

N(p)!
(4-2)

其中 N(p)是在位置 p ∈ P所管查到的在该位置起始的读段的数目, λp 如式 (4-1)

中所定义。注意到 |R| =
∑

p∈P Np。

根据式 (4-2)中所给出来的似然函数,我们可以通过最大化该似然函数确定

该基因的剪切异构体的集合 I,辨识该基因的剪切异构体 [71]。但是由于一个基因

可能的剪切异构体的个数是随着该基因中外显子的个数增长按指数规律增长的,

所以我们可以使用一个带惩罚项的似然函数进行最大化

L̃(R) = e−ΦL(R)

= e−Φ
∏
p∈P

λp
N(p)e−λp

N(p)!
(4-3)

其中 Φ ≥ 0是一个惩罚函数。

对于这里的乘法函数 Φ我们可以选取:

• L0正则化:

Φ = Λ
∑

i∈I,λi,0

1

其中 Λ ≥ 0是一个常数。

当我们取

Λ =
log |R|

2

此时相当于使用 BIC (Bayesian information criterion) [79]。

• Lasso [81]:

Φ = Λ
∑
i∈I

|λi|

其中 Λ ≥ 0是一个常数。
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该方法是 NSMAP [72]所使用的方法。

• Lq (0 < q < 1)正则化:

Φ = Λ
∑
i∈I

|λi|
q

其中 Λ ≥ 0, 0 < q < 1为两个常数。

该方法是Montebello [77]所使用的方法。

4.1.2 M-ISOFORM判定问题

为了说明通过真核生物 RNA-Seq数据估计基因的转录组的问题,也即辨识

基因的剪切异构体的问题,我们在这里定义一个判定问题M-ISOFORM。

根据 [99]我们可以知道,当我们使用 L0 正则化作为式 (4-3)中的惩罚函数

最大化带惩罚项的似然函数时,此时等价于

max L(R) =
∏
p∈P

λp
N(p)e−λp

N(p)!

s.t.
∑

i∈I,λi>0

1 , t (4-4)

其中 t ≥ 0是一个常数。

同时我们对剪切异构体的集合 I 也有要求:对于每一个属于 R的读段 r,我

们均要求至少存在一个剪切异构体 i ∈ I 使得读段 r是可以来自剪切异构体 i的。

这对于式 4-4中的优化问题又增加了一项组合约束。

给出了这些观察之后,我们可以将此处通过 RNA-Seq数据估计转录组中转

录本的问题,也即基因的剪切异构体的辨识的问题,转换为一个判定问题:

给定一个阈值,能不能找到一个剪切异构体的集合以及这些转录

本的表达量使得似然函数的值大于该阈值?

下面我们采用前面 4.1.1中所使用的符号来描述判定问题M-ISOFORM。
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M-ISOFORM：

实例:一个基因的剪切图 G,以及对应到该剪切图中的读段集合

R (这里我们保证剪切图 G中的所有定点所对应的外显子和边所

表示的外显子的连接关系均能由 R中的读段解释)。常数 q ∈ R,

m ∈ Z+。

问题:是否存在该基因的一个剪切异构体的集合 I, |I| ≤ m,以及

这些转录本的表达量 θi > 0使得式 (4-2)中的似然函数 L(R) ≥ q,

并且对每一个读段 r ∈ R均存在至少一个该基因的剪切异构体

i ∈ I 让读段 r来自剪切异构体 i?

在实数 RAM模型 [100] 下,我们下面的定理说明了 M-ISOFORM是一个 NP

完全问题。

定理 4： M-ISOFORM是一个 NP完全问题。

4.2 证明

下面我们给出定理 4, 说明 M-ISOFORM 是一个 NP 完全问题。定理 4 的

证明主要受到了 Tomescu et al. 在 [101] 的工作的启发, 将通过 RNA-Seq 数据

辨识基因的剪切异构体的问题看作是一个网络流问题。证明中我们采用了一

个类似 Vatinlen et al. 在 [102]中所使用的方法,将 3-PARTITION [103,104] 规约到

M-ISOFORM。

证明 首先注意到在实数 RAM模型 [100] 下,在给定该基因的一个剪切异构体的

集合 I 的情况下,及个转录本的表达量 θi, i ∈ I,我们可以在多项式时间内验证是

否式 (4-2)中的似然函数 L(R) ≥ q,并且对所有的读段 r ∈ R,是否存在一个剪切

异构体 i ∈ I让读段 r可以来自剪切异构体 i。所以我们可以看出来M-ISOFORM

∈ NP。

下面处我们介绍判定问题 3-PARTITION [103,104], 并给出一个方法在多项式

时间内规将其约到M-ISOFORM。
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3-PARTITION：

实例: 一个包含 3w 个元素的集合 X, 一个界 Y ∈ Z+, 和一个量

u(x) ∈ Z+ 使得对每个 x ∈ X 都有 Y
4 < u(x) < Y

2 ,并且
∑

x∈X u(x) =

wY。

问题: X能否被划分为 w个不相交的集合 X1, X2, . . . , Xw使得,对

所有的 1 ≤ i ≤ w,
∑

x∈Xi
u(x) = Y (注意到每个 Xi 必须包含恰好 3

个来自 X的元素)?

根据 Garey和 Johnson在 [103]中以及 Garey和 Johnson在 [104]的工作,我

们可以知道 3-PARTITION是强 NP完全的,即 3-PARTITION的输入用 unary表

示时 3-PARTITON仍然是 NP完全的。

我们下面将用 unary输入的一个 3-PARTITION实例在多项式时间内规约到

一个M-ISOFORM实例。

给定一个 unary输入的 3-PARTITION的实例,我们构造一个基因如图 4.3所

示,这里每一个外显子的长度均为 k − 1 bp (k ≥ 2是一个固定的常数)。同时我们

构造一个读段的集合 R,其中共包含 4wY(k − 1)个长度为 k bp的读段。在这里为

了方便描述,我们不妨设 X = {1, 2, . . . , 3w}。

对于外显子 A,在其中的 k − 1个位置中的每一个位置共有 wY 个读段将该

位置作为起始位置,其中对于 1 ≤ i ≤ 3w,这 wY 个读段中有 u(i)个读段是从外显

子 A连接到到外显子 Bi的。

对于 1 ≤ i ≤ 3w,外显子 Bi 的 k − 1个位置的每个位置均有 u(i)个读段将该

位置作为起始位置,连接到外显子 C中。

对于外显子 C,其中的 k − 1个位置的每个位置均有 wY 个读段将该位置作

为起始位置,其中对于 1 ≤ i ≤ w,这 wY 个读段中有 Y 个读段是从外显子 C 连接

到外显子 Di的。

对于 1 ≤ i ≤ w,外显子 Di 的 k − 1个位置的每个位置均有 Y 个读段将该位

置作为起始位置,连接到外显子 E中。

注意到,由于所有的外显子的长度均为 k − 1 bp,而读段的长度为 k bp,所以

D的所有位置中都没有是任何读段的起始位置。

同时,我们对于该 3-PARTITION实例,对于图 4.3中的所有的读段起始位置,

采样率均为 1。
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...

...

3w exons

w exons

A

B1 B2
B3w

C

D1
D2

Dw

E

图 4.3 一个 3-PARTITION实例对应的M-ISOFORM实例的构造的基因: 这里每一个外
显子的长度均为 k − 1 bp (k ≥ 2是一个固定的常数)。

在此我们有了对应该 3-PARTITION的实例的一个 M-ISOFORM实例,并且

我们有一个如下的问题:
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是否存在一个剪切异构体的集合 I, |I| ≤ 3w,以及这些转录本的

表达量 λi ≥ 0, i ∈ I,使得式 (4-2)中的似然函数

L(R) =
∏
p∈P

λp
N(p)e−λp

N(p)!

≥
∏
p∈P

N(p)N(p)e−N(p)

N(p)!
(4-5)

(这里所使用的阈值是
∏

p∈P
N(p)N(p)e−N(p)

N(p)! 。)

注意到,前面对于给定的 3-PARTITION实例构造这一个 M-ISOFORM实例

是在多项式时间之内完成的。下面我们说明给出的 3-PARTITION有解当且仅当

我们构造的着一个M-ISOFORM实例是有解的。

首先我们容易看出来,对于下面的函数

f (x) =


0 x < 0

xNe−x x ≥ 0

其中 N ∈ Z+。该函数取得最大值当且仅当 x = N。

所以,式 (4-5)成立当且仅当

λp = N(p) (4-6)

对所有的 p ∈ P成立。

我们首先说明在这里的 3-PARTITION 的实例有解时, 我们所构造的 M-

ISOFORM的实例也有解。当该 3-PARTITION的实例有解时,假设 i ∈ X 所属于

的集合是 X j,则我们给剪切异构体的集合 I 中添加剪切异构体

A→ Bi → C → D j → E

同时将该剪切异构体的表达量定为

u(i)

此时 I 中恰好有 3w 个剪切异构体, 并且根据式 (4-1) 我们知道式 (4-6) 此时也

是满足的。另外这里容易看出来对于每个读段 r ∈ R, 均存在一个剪切异构体

i ∈ I 让读段 r 是可以来自剪切异构体 i 的。所以我们知道对应的我们构造的

M-ISOFORM实例也有解。
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下面我们说明当我们所构造的 M-ISOFORM 的实例有解时, 这里的 3-

PARTITION问题也是有解的。我们容易注意到,若存在满足要求的剪切异构体

的集合 I 时,其中一定包含恰好 3w个剪切异构体,因为图 4.3所示的基因结构意

味着至少有 3w个剪切异构体,这样才能保证对于每个读段 r ∈ R至少存在一个

剪切异构体 i ∈ I 让读段 r是可以来自剪切异构体 i的。同时根据图 4.3所示的

基因结构,我们可以知道每个剪切异构体必须是

A→ Bi → C → D j → E

对于某 1 ≤ i ≤ 3w和 1 ≤ j ≤ w,否则为了保证保证对于每个读段 r ∈ R至少存在

一个剪切异构体 i ∈ I 让读段 r是可以来自剪切异构体 i的,我们需要 I 中有多于

3w个剪切异构体。再注意到,此时由于还有式 (4-1)和式 (4-6)的约束,对于前面

的剪切异构体 A→ Bi → C → D j → E,它的表达量应该是

u(i)

同时,根据式 (4-1)和式 (4-6)的约束,以及 Y
4 < u(x) < Y

2 ,我们可以知道对于每个

q ≤ j ≤ w,外显子 D j中恰好有 3个剪切异构体通过,并且这 3个剪切异构体的表

达量之和是 Y。所以在这个时候我们根据每个外显子 D j, 1 ≤ j ≤ w中所经过的

剪切异构体的情况,可以把 X 分为不相交的 w个集合 X1, X2, . . . , Xw 使得对所有

的 1 ≤ i ≤ w,
∑

x∈Xi
u(x) = Y ,并且每个 X j, 1 ≤ j ≤ w中恰好有 X中的 3个元素。

所以该定理得证,我们知道M-ISOFORM是一个 NP完全问题。

�
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第 5章 讨论

前面我们分别描述了现有的 RNA-Seq数据分析方法 (第 1章)。此外,我们

提出了一个通过 RNA-Seq数据估计转录本的长度的方法 (第 2章)。同时,我们

初步分析了 RNA-Seq数据分布的不均匀性 (第 3章)。另外,我们证明了通过真

核生物 RNA-Seq数据辨识基因的转录组问题是一个 NP难问题 (第 4章)。在这

一章中我们对前面的内容和 RNA-Seq数据分析方法的未来的发展方向进行讨

论,并且对本文进行总结。

5.1 通过 RNA-Seq数据估计转录本的长度

在第 2章的分析中我们只对单端等长读段测序数据进行了考虑,对于双端数

据或者长度不均的读段均未作具体分析。在实际应用中可以只对双端数据考虑

等长的在原转录本的 5’ (或者 3’)端,或者长度不均的读段考虑等长的在原转录

本的 5’ (或者 3’)端,从而可以用第 2章中的方法进行分析。

此外,第 2章中所介绍的方法并没有考虑 RNA-Seq数据中读段分布受转录

本序列以及转录本长度等因素造成的分布不均匀性。另外,第 2章中所介绍的方

法也未考虑读段分布的非独立性。这些问题需要进一步的研究来解决。

5.2 通过真核生物 RNA-Seq数据估计基因的转录组

根据第 4章中的讨论,我们知道通过目前的 RNA-Seq技术从 RNA-Seq数据

中直接估计转录组中转录本的组成在计算上是比较困难的。同样的问题在通过

测序数据估计单体型 (haplotype) [105,106]时也是同样存在的 [107]。

随着测序技术的发展, RNA-PET [84]技术可以对直接用来确定转录本的 5’端

和 3’端,另外更长的测序读段 (例如 PacBio研发的单分子测序技术 [108])可以帮

助我们在测序数据得到后不需要使用类似第 4章给出的复杂的方法就能简单地

直接从数据中辨识基因的剪切异构体。
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图 5.1 人的基因组中出现的一个转录本的一端位于另一个转录本的中间的现象: 图中
可见若干个基因的 5’端位于另外的基因的中间。

5.3 现有 RNA-Seq数据处理方法中存在的一些问题

目前已有的用于 RNA-Seq数据辨识基因的剪切异构体和估计表达量的方法

(1.3)仍然存在不足。对于真核生物 RNA-Seq数据,辨识基因的剪切异构体复杂

度高。此外,当有两个转录本其中一个转录本的一端位于另一个转录本的中间时

(图 5.1),目前没有有效的方法通过 RNA-Seq数据对这两个转录本进行区分。另

外,对于原核生物,尤其是原核生物中的操纵子,的分析方法仍然没有较规范的分

析方法 [109] (图 5.2)。同时,估计转录本表达量时仍无系统的方法处理 RNA-Seq

数据中读段分布的不均性,以及转录本序列的组成带来的误差 [91,110]。

5.4 未来 RNA-Seq数据的定量分析方法的工作

5.4.1 RNA-PET测序技术

Fullwood et al. 在 [84]中介绍了 RNA-PET技术。通过 RNA-PET技术我们

可以对转录本的 5’端和 3’端的序列进行测序。这样我们就可以较为准确地确

定转录本的 5’端和 3’端。为了处理 RNA-PET数据,我们需要实开发新的生物
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图 5.2 Giannoukos et al. 在 [111]中提供的细菌的 RNA-Seq数据: 其中可以看见多个基
因构成的操纵子

信息工具能够有效地将 RNA-PET数据中的读段比对到参考基因序列上。此外,

我们还需要开发新的生物信息工具能够有效地将 RNA-PET数据中的读段融合

到序列拼装中,提高转录组序列拼装的质量。

5.4.2 更长的测序读段

目前大部分 RNA-Seq都是使用 Illumina的平台进行测序的,这使得大部分

的 RNA-Seq数据都是长度小于 100 bp的读段。虽然 454的平台能够测量长度

为数百 bp的读段,但是 454的平台的测序通量与 Illumina的平台的测序通量相

比较低,不适合通过测序的放啊对转录组进行研究。

新的测序技术, 例如 PacBio开发的单分子测序技术, 能够提供更长的测序

读段。但是由于其中测序错误较多, 并且测序通量和 Illumina的平台的测序通

量相比较低,所以目前的做法是将 PacBio的单分子测序技术得到的少量的长读

段和 Illumina的平台上通过高通量测序得到的大量的短读段结合在一起进行分
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析 [108]。

我们需要开发出新的生物信息工具能够针对新的测序技术提供的更长的读

段进行处理,其中主要包括针对新的测序技术的序列比对工具和针对新的测序技

术的序列拼装工具

5.4.3 原核生物

原核生物的 RNA-Seq数据分析对于对于我们研究微生物中的基因表达是十

分有意义的。此外,近几年来兴起的宏转录组 (metatranscriptome)的研究也帮助

了我们对于微生物群落有了更为深入的了解 [112–118]。

与真核生物不同,原核生物中多个基因会被同时翻译到一个转录本中形成一

个操纵子 (图 5.3)。最近几年的研究表明 [120,121],原核生物在不同的环境条件下

在基因组的同一段区域可能产生不同的操纵子。通过 RNA-Seq数据辨识原核生

物操纵子也将可能成为原核生物 RNA-Seq数据分析中重要的一步。

另外,在原核生物的转录组中有大量的 rRNA (ribosomal RNA)。在 RNA-Seq

实验中, rRNA和其他种类的 RNA (例如 mRNA)相比起来 rRNA含量可能超过

90% [111]。此时, rRNA 的含量会对于研究其他种类的 RNA 产生较大的负面影

响。目前 Giannoukos et al. 在 [111]中使用了一种新的实验技术,可以在测序前

减少样本中 rRNA的含量。

5.5 总结

本文的主要贡献在于本文提出了一个能够在没有基因注释信息的情况下

通过 RNA-Seq数据估计转录本长度的方法,同时证明了使用真核生物 RNA-Seq

数据通过最大似然辨识基因的剪切异构体是一个 NP 难问题。我们期待测序

技术的发展能够缓解 RNA-Seq数据中读段分布不均匀的现象。此外,我们期待

新的测序技术的的发展能够降低测序数据计算处理的要求,同时方便我们通过

RNA-Seq技术对生物问题进行研究。
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图 5.3 E. coli中的乳糖操纵子 [122]: 基因 lacZ, lacY,和 lacA被转录到同一个 mRNA中
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附录 A 文献翻译

A.1 文献索引

Garber, Manuel, et al. “Computational methods for transcriptome annotation and

quantification using RNA-seq.” Nature Methods 8.6 (2011): 469-477.

A.2 翻译

高通量 RNA测序（RNA-Seq）帮助我们对转录有一个全面的了解，从而完

整的注释和定量的样本之间的基因。实现这一目标，需要越来越复杂的计算方

法。这些计算的挑战可分为三大类：（一）读段比对，（二）转录重建及（三）

表达量化。在这里，我们解释的主要概念和实践的挑战，和为每个类别一般类

的解决方案。最后，我们强调这些类之间的相互依存和讨论不同生物应用的好

处。

定义的精确地研究所有基因在不同的细胞类型和表达是理解生物学的关

键。直到最近，这样的数据是非常昂贵的生产和实验费力。注释转录的主要方

法，需要缓慢而昂贵的过程中克隆的 cDNA或表达序列标签（EST）库，然后

由毛细管测序。

DNA测序技术的最新进展使人们有可能来自细胞的 RNA序列的 cDNA的

大规模并行测序技术，这一过程被称为 RNA-Seq。

在这里，我们重点介绍 RNA-Seq分析面临的核心挑战和需要解决的计算方

法。首先，我们描述对齐的方法直接读段到一个参考转录或基因组（’读段比

对’）。第二，我们讨论的方法来确定表达的基因和亚型（’转录重建’）。第三，

我们提出了基因及变异体丰度估计的方法，以及用于分析样品（’表达定量’）

之间的差异表达的方法。

由于 RNA-Seq的数据生成的持续改善，有不同的成熟可用的计算工具。在

某些领域，如读段比对，丰富的算法存在，但在其他方面，如差异表达分析，

解决方案才刚刚开始出现。我们并不较全面地描述每一种方法，而是突出重点

的共同原则以及相关 RNA-Seq分析中每种方法及其应用的关键差异。我们还
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讨论了这些不同的方法如何可能会影响数据的结果和解释。虽然我们讨论每三

个类别作为独立的单位，RNA-Seq的数据分析往往需要从所有三个类别使用方

法。这里描述的方法在很大程度上是独立选择库建设协议，同时我们介绍双端

测序（读从两端的一个片段），它提供了有价值的信息，在 RNA-Seq的分析各

个阶段有显着的应用。

A.2.1 比对短 RNA-Seq读段

RNA-Seq分析中最基本的任务之一是将读段比对到基因组参考序列上。序

列是生物信息学中的一个经典问题,并且有多种解决方案为 EST进行比对。

比对没有剪切的读段到基因组参考序列对于定量分析有十分重要的作用。

没有剪切的读段仅限于识别已知的外显子和剪切位点，不允许涉及新外显

子的剪接事件的识别。另外，读段可以对齐到整个基因组，其中包括内含跨

越读段，可能会有很大的差距，需要妥善安置。有几种方法，统称为“拼接对

准’，落入两大类：’第一外显子’和’种子和延长。第一外显子也支持配对末端读

比对，从而增加了对准特异性。

第一外显子的方法更快，需要更少的计算资源相比，种子扩展方法。例如，

种子扩展方法 (GSNAP)需要更长的时间 8x ( 340个CPU小时)比第一个外显子

的方法（TopHat） 1.5x拼接读段。然而，这些额外的剪接点的生物学意义还没

有被证实。

第一外显子的方法可能发生基因有重组的错误从而错过拼接路线。与此相

反，种子扩展方法评价剪接和未拼接的路线在同一步骤中，这降低偏向未拼接

的路线，得到每次读操作的最佳位置。种子扩展方法比第一外显子的方法比对

读段时多态性物种时有更好的表现。

A.2.2 转录组重建

精确地比对并且通过一个特定样本组装读段成转录单位。总的来说，我们

这个过程称为转录重建。转录组重建是一项困难的计算任务，主要有三个原因。

首先，基因表达跨越几个数量级，表示仅由少数读段某些基因。其次，读段源

于成熟的 mRNA（外显子），以及来自不完全剪接的前体 RNA（包含内含子序

列），使得难以识别的成熟转录本。第三，读段很短，基因可以有许多亚型，它

具有挑战性，以确定哪些亚型产生每个读。
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有几种方法来重建转录，它们分为两大类：“基因组引导’和’基因组独立’。

基因引导的方法依赖于一个参考基因组首先比对所有读段的基因组，然后组装

重叠读入笔录。相比之下，独立于基因组的方法组装成的转录本，而无需使用

参考基因组直接读段。

基因引导重建。现有基因制导方法可分为两大类：’外显子鉴定“和”基因

制导组装“的方法。

外显子识别早期开发时，读段短（36个碱基）和几个外显子 -外显子路口

对齐。他们首先定义假定外显子覆盖的岛屿，然后使用拼接读段这些覆盖岛屿

定义跨越外显子边界和外显子之间建立连接。外显子识别方法提供转录本重建

问题最合适的短读段第一个办法来解决，但他们是动力不足，以确定低表达，

长和选择性剪接基因的全长结构。

要利用更长的读长，基因组制导组件方法，如 Cufflinks。

Scripture和 Cufflinks也有类似的计算要求，可以在个人计算机上运行。组

装类似的转录本，在高表达水平，但显着差异表达的转录袖扣报告 3x 更多

的位点（70,000 vs 25,000），其中大部分不及格Scripture所使用的统计学意义

阈值较低。在最极端的情况下，超过300个亚型为一个单一的轨迹，而袖扣

的Scripture报告报告相同基因的11种亚型。

基因无关重建。而非比对读段参考序列，基因组独立的转录重建算法如

transABySS。重叠的 k - 1之间的碱基通过k个聚体构成的曲线图中，可以构造

所有可能的序列。接下来，在图中遍历路径，指导阅读和配对末端覆盖水平，

消除虚假的分支点引入 k-mer所共享的不同转录，由读段和配对两端的，但不

支持。所有剩余的路径，然后通过图形报告作为一个单独的转录本。

虽然基因组独立重建的概念很简单，有两个主要的并发症：区别序列变异

的错误，并找到灵敏度和图形的复杂性之间的最佳平衡。比对的策略不同，测

序错误介绍分支点在图中，增加其复杂性。要消除这些影响，基因组独立的方

法在不同的路径图中的覆盖面和覆盖截止申请来决定何时遵循的路径，或将其

删除时。

为了配合转录丰度的变化，内在的表达谱数据的几种方法，如 transABySS，

使用变 k-mer 的战略来获得权力，表达水平之间组装的转录本，尽管在耗费

CPU和需要并行执行。

相比重建战略。基因组引导和基因组独立的算法已上报准确地重建数千转

55



录本和许多替代剪接形式，对上述问题的答案变得不那么清晰，取决于分析

目标上。在许多情况下，一种混合的方法结合了基因组独立和基因组制导的

战略可能最适合捕捉已知信息，以及把握新的变化。在实践中，基因组独立的

方法需要相当大的计算资源（650的CPU小时和16千兆字节的随机存取存储器

（RAM））相比，基因组的引导方法（4的CPU时间和<4千兆字节RAM）。

A.2.3 估计转录本表达量

表达定量一直是一个重要的应用。在过去的十年中，DNA微阵列技术高通

量转录组分析的首选技术。当使用 RNA-Seq的估计基因表达，阅读计数需要得

到适当的标准化提取有意义的表达估计。

考虑到这些问题，读段每碱基每百万比对读段（RPKM）度量的转录本，

转录本的读段计数正常化它的长度和总数的比对读段样品中。

由于许多基因有多种亚型，其中许多股票外显子，和许多基因家族有密切

的旁系，一些读段不能被明确分配的转录本。

我们注意到，一些潜在的亚型极大地影响结果，引入不确定性与不正确或

拼接错误的异构体。因此，工作时，产生最大的异构体集的方法，它是必要的

预过滤转录之前，某些基因的表达估计。这适用于两个基因组的引导下，以及

基因组独立的算法。

通常情况下，目标是要估计每个基因的表达，而不是为每个异构体或转录

本，并且，如下面所讨论的交点，可以降低功耗的差异表达分析。

A.2.4 RNA-Seq的差异表达分析

量化和规范化的表达式的值，一个重要的问题是要了解如何将这些表达水

平的不同而不同的条件。过去的十年中看到了发展广泛的方法表达差异进行统

计分析，使用微阵列。

为了适应基于计数性质的 RNA-Seq的数据，最初的方法为蓝本所观察到的

读段使用计数型分布，如泊松分布。

重要的是要注意，虽然这些方法可以分配差异表达的意义，生物的结论，

必须小心诠释。例如，虽然在测序过程的可变性比较低的微阵列杂交和最重要

的，因为在生物样品中的内在变异。至于与任何生物测量，生物复制提供内在
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的，非技术性的转录表达变异的唯一衡量和因而是有史以来差异表达分析的关

键。

对基因的差异表达分析的量化策略。当执行差异表达分析，大多数方法采

取输入归一读的计数每个基因在每个条件。使用简化基因定量模型，如外显子

交会法或外显子工会法，可能会导致意想不到的结论。当一个基因有多个异构

体，基因的表达的变化可能不会导致相应的变化，原始的基因水平计数。

A.2.5 结论和未来发展的预期

随着测序技术的成熟，现有的计算工具将需要发展以满足新的要求，新的

工具，会出现使新的应用。例如，读段长度的不断增加，新的比对方法将需要

有效地使数以百万计的长读段一个艰巨的任务。更长的读段经常跨越多个外显

子 -外显子剪切位点，转录本重建和定量分析方法，将有利于纳入更完整的异

构信息编码较长读段。标准 RNA-Seq的方法不适合注释5’起始位点和3’端的转

录本通过使用专门的 RNA-Seq的库，确定两端转录重建方法，将改善转录本注

解。从 RNA-Seq的数据估算表达方法需要改进，以更好地处理日益普及生物

复制实验和理想模式（自动减去）系统的误差来源所引入实验室方法（如3’-端

偏见）。提供的序列表达的转录，RNA-Seq的编码信息等位基因变异和 RNA加

工，所以重建方法应适应这种变异并且报告这些变异。计算技术的改进，既可

以在实验室以及不断循环，将继续扩大的 RNA-Seq的可能性，使得这项技术适

用于更多种类的生物学问题。
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附录 B 源代码

• https://github.com/tianyang-li/de-novo-rna-seq-quant-1

• https://github.com/tianyang-li/thu-undegrad-thesis-code

• https://github.com/tianyang-li/aarsa

• https://github.com/tianyang-li/rna-seq-len-est-0

• https://github.com/tianyang-li/misc-bioinfo-0

• https://github.com/tianyang-li/de-novo-metatranscriptome-analysis--the-uniform-model

• https://github.com/tianyang-li/human-rna-seq-analysis-0

• https://github.com/tianyang-li/de-novo-rna-seq-quant-with-contigs-py-0

• https://github.com/tianyang-li/bi-misc

• https://code.google.com/p/meta-transcriptome/
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