
书书书

!""#$%%&'(%)*

!

+,-.#"+/+.&

012345617-5859:

;

2<=<8<1454>?31:@==<4

A

B16C)%

!

#1CD

!

"@

E

CF%$D

!

EE

C$%FG'$%)D

-,!

"

$%C$H))*

#

I

C$%%&'(%)*CF%$DC%DC%$)

!

F%$DJ

K

012345617-5859:

;

2<=<8<1454>?31:@==<4

A

L88

E

"##

=

I

:

I

C4255C@>2C:4

.'M5<6

"

=

I

:

I"

4255C@>2C:4

N@6

#

O5P

"

QGH'%FD'G&G(F*&F

!

改进的
!"#$%&

'

数据转录组表达分析研究

石新新
!

刘学军
!

张
!

礼

$南京航空航天大学计算机科学与技术学院!南京!

F$%%$H

%

摘
!

要!基于高通量测序的
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"是用于转录组研究的一种新技术#针对该技术

在转录组表达分析研究中存在的读段多源映射和读段非均匀分布等难点#提出一个改进的转录组表达

研究方法
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"$模型利用剪接异构

体结构信息对参数进行约束并进行外显子读段数目归一化处理#解决了读段非均匀分布下的多源映射

问题$通过引入%伪外显子&和%伪转录本&分别处理接合区读段和噪声读段$将模型应用到真实数据集

上#并与原
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"方法进行对比$结果显示#改进方法获得了更为准确的

转录本及基因表达水平计算结果$
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引
!!

言

R#9'"@
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$

R#9=@

;

2@4:<4

A

%是基于高通量测序技术对转录组进行研究的一种新方法!具有信噪比

高)分辨率高和所需样本少等优势!可以用来检测和量化任何物种的转录片段*

$'F

+

!近年来在转录组研究

中得到大量应用(

R#9'"@

;

数据处理过程主要分为
)

个方面"$

$

%将读段映射到参考基因组或转录组

上&$

F

%利用匹配到的读段对基因或转录组进行构建&$

)

%通过计数匹配到基因或转录本上的读段数目

来计算基因或转录本表达值*

)

+

(本文主要针对最后一个步骤进行研究!即给定转录组构建)计算基因以

及异构体的表达水平(

R#9'"@

;

通过计数匹配到基因元件上读段数目来表示相关基因的转录水平*

&

+

!为了保持对不同基

因和不同实验间估计的基因表达值的可比性!必须对基因长度和测序深度进行归一化(最常用的归一

化方法是
V1385W5T<

等人提出
R?̂ V

$

R@5>=

E

@3U<61J5=@=

E

@3M<66<143@5>=

%方法!即每百万读段中来自

该基因的读段数*

D

+

(基因在转录过程中会形成一个或多个转录本!这些转录本共享基因的部分外显

子*

H

+

!造成读段到异构体的多源映射!故只有一少部分比例的读段能够唯一确定其来源转录本*

*

+

(因

此!

R?̂ V

方法不能直接应用于转录本表达值计算(一种解决思路为可以根据已知外显子组成和各外

显子长度对转录本建立数学模型!利用基因外显子上读段数求解转录本表达值(文献*

G

+提出的转录本

表达值计算方法和文献*

(

+设计的
+2776<4U=

模型都采用了这种思路来实现剪接异构体的表达推断(此

外!还有文献*

$%'$$

+提出的
R".V

$

R#9'"@
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K

@P

E

@:858<14M5P<M<W58<14

%方法!文献*
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+提出的
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%方法!都采取了一定手段来解决读段的多

源映射问题(

R#9'"@

;

数据的另外一个特点是读段在参考序列上的分布有着自身的一些模式!呈现出

不均匀性*

$)'$H

+

(

+2776<4U=

方法把位置偏差和序列偏差融入到计算中!模拟了读段非均匀采样的随机性

质*

(

+

(

R".V

方法通过一个产生式概率模型模拟读段产生过程的经验分布等信息!在一定程度上消除

了均匀分布的假设*

$%

+

(

针对
R#9'"@

;

读段的异构体多源映射与分布不均匀两个难点!文献*

$*

+提出了
S-9"@

;

$

S58@48

-<3<:L<6@85661:58<14713=@
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A

%模型来计算异构体表达水平(

S-9"@

;

模型通过引入隐含变量!较好

模拟了读段的非均匀分布和多源映射现象(后续工作中发现!该模型存在以下缺点"首先忽视了两类重

要读段!即接合区读段和噪声读段对结果的重要影响(同时!对小外显子没有采取读段数目归一化且由

于外显子分割成探针而带来外显子尾部不足一个探针部分信息丢失!并且没有考虑由于噪声和未知转

录本的存在对已知转录本表达值的推断产生影响(针对
S-9"@

;

模型存在的这些问题!本文对

S-9"@

;

方法进行改进(改进的方法舍弃,伪探针-直接对外显子进行长度归一化!减小了探针引入所

带来的信息丢失!并且增加了对接合区读段和噪声读段的处理(本文通过采用两个真实数据集对所提

出的改进方法在基因和异构体表达水平计算精度上进行了验证(

?

!

;#%&

'

!

方法设计

?@?

!

A;#%&

'

模型

!!

基于
R#9'"@

;

数据和文本数据在结构上的相似性!文献*

$*

+提出了
S-9"@

;

模型(

S-9"@

;

是基

于
S-9

$

S58@48-<3<:L6@85661:58<14

%模型*

$G

+的一个
)

层贝叶斯网络模型!如图
$

所示(

S-9"@

;

模型引

入固定长度的探针!将探针和单词概念对应!探针上读段的匹配个数看作单词在文档中出现的频数(单

个通道下一个基因的
!

个探针上的读段对应一篇文档!若干个异构体看作文档的隐含主题!

!

是一个超

参数!模型中引入隐含变量
!

!

!

是一个向量!符合参数为
!

的狄利克雷分布!

!

的各个分量反映了异构体

表达的相对强弱(模型中
"

是
"_#

矩阵!其中
"

表示该基因形成的剪切异构体个数!

#

表示该基因含

有的探针个数!第
$

$

$

"

$

"

"

%行第
%

$

$

"

%

"

#

%个分量表示第
$

个剪切异构体是否含有第
%

个探针!因此

(F%$!

石新新 等'改进的
R#9'"@

;

数据转录组表达分析研究



每个基因对应一个
"

矩阵(将
"

矩阵进行归一化作为模型的输入!文献*

$*

+中描述了
"

矩阵的产生

过程(

S-9"@

;

模型对每个基因模拟
R#9'"@

;

数据的产生过程如下"$

$

%根据狄利克雷分布为每个通道

产生
"

& #
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$
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%&$
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%对 于 通 道
&

!根 据 多 项 分 布 产 生 异 构 体
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V268<41M<56
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%在 异 构 体
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条 件 下!根 据 多 项 分 布 产 生 探 针
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图
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图模型表示
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文献*
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+对该模型使用变分最大期望算法$

.P

E
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!

.V

%来计算(模型求解得到

参数
!

$

!

#

-<3<:L6@8

$

!

%%!每个分量代表着一个异构体表达比重!然后将基因每个探针上映射的读段计

数按这个比重分配给对应的异构体(采用文献*

D

+中的
R?̂ V

异构体表达式计算每个异构体表达值!

将一个基因所对应的所有异构体表达值求和即可得到该基因表达值*

(

+

(

?@B

!

A;#%&

'

!

模型

针对
S-9"@

;

模型存在的一些缺点!本文对其进行了改进!将改进后的方法记为
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;#
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%!改进后模型如图
F

所示(与原有模型相

比"$

$

%舍弃原模型探针概念!将外显子与单词对应(为了减小不同外显子长度对读段数目的偏好!改

进方法中将读段数目按照外显子长度归一化!即单位外显子长度上读段个数作为单词出现次数($

F

%

为了处理由未知转录本和测序错误等产生的噪声读段和带有重要剪切信息的接合区读段!对每个基因

所属异构体结构进行扩展!增加伪异构体和伪外显子(

图
F

!
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;#

图模型表示
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!

伪外显子的设计

图
)

以基因
(

为例说明伪外显子构造过程(首先!扩充该基因的外显子集合(对于基因
(

!原有外

显子集合记为
)a

.

*

$

!

*

F

!

*

)

!

*

&

/!由图
)

结构关系可知!该基因发生了选择性剪接形成两个转录本(

%)%$

数据采集与处理
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由转录本
$

可知!基因外显子
*

$

与外显子
*

)

之间发生选择性剪接!因此在
*

$

与
*

)

之间构造一个接合区

记为
*

$

'*

)

!作为伪外显子加入集合
)

!这样基因
(

外显子集合
)a

.

*

$

!

*

F

!

*

)

!

*

&

!

*

$

:*

)

/(由转录本
F

可知!基因在外显子
*

$

与外显子
*

F

之间)外显子
*

F

与外显子
*

&

之间发生选择性剪接!因此分别在
*

$

与

*

F

之间)

*

F

与
*

&

之间构造接合区
*

$

:*

F

!

*

F

:*

&

!集合
)

中不含有元素
*

$

:*

F

和
*

F

:*

&

!因此将这两个元素作

为伪外显子加入集合
)

!这样集合
)

变为.
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图
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外显子和读段之间关系
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接下来构造新的转录本与外显子映射关系(扩增后的基因外显子集合
)a

.
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/(根据注释信息可知!转录本
$

包含外显子子集记为
0

$

a

.

*

$

!

*

)

!

*

$
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)

/!转录本

F

包含外显子子集记为
0

F

a

.

*
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!

*

F

!

*
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!

*

$

:*

F

!

*

F

:*

&

/(这样!改造后的基因
(

和转录本参考结构

如图
&

所示(当统计外显子读段时!比如读段
$

!完全落在外显子
*

)

上!那么将
*

)

上读段数目加
$

&

而对于读段
F

!落在外显子
*

$

与外显子
*

F

接合处!因此!将伪外显子
*

$

:*

F

上读段数加
$

!其他读段

作类似统计(

图
&

!

增加伪外显子)伪异构体后的基因结构图
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伪转录本的引入

由于现有基因注释信息的不全面!没有包含那些尚未发现但已经存在的的转录本!另外!

R#9'"@

;

数据中还存在由于测序错误等产生的其他噪声读段(考虑到这两类噪声读段对于已知转录本表达水平

的影响!试图在建模中加以矫正(通过改变每个基因所对应的
"

的初始值!即对于每个基因!尝试增加

一条特殊的转录本参与优化!将那些噪声读段看作这条特殊转录本所产生(对于图
)

中的基因
(

!模型

中尝试引入了一条伪异构体带表这条基因尚未发现的剪切异构体!图
&

中即为基因
(

引入了伪异构体(

这条异构体含有基因外显子集合
)

中所有的外显子(文章*

$*

+描述了
"

矩阵产生规则(在对基因结构

进行扩增即增加了伪外显子和伪转录本后!

"

产生规则不变(图
&

所示扩增结构后基因对应的
"

矩阵初

始值的产生过程

$)%$!

石新新 等'改进的
R#9'"@

;
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$ % $ % $ % %

$ $ % $ % $ $

$ $ $ $ $ $ $

#$$$

归一化
$

#

) % $

#

) % $

#

) % %

$

#

D $

#

D % $

#

D % $

#

D $

#

D

$

#

* $

#

* $

#

* $

#

* $

#

* $

#

* $

#

*

$

$

%

$CFC)

!

归一化的改进

对于图
&

中扩增结构后的基因
(b

!该基因含有的
*

个外显子对应
*

个单词(为了减小由于外显子

长度不同导致外显子上读段数目的偏好!将每个外显子上读段数目除以该外显子长度!取单位长度上的

读段个数作为单词出现频数(对于基因
(b

原有的真实外显子!即.

*

$

!

*

F

!

*

)

!

*

&

/!归一化长度取真实长

度
'

读段长度!对于个别读段小于读段长度的小外显子!将上面的读段统计到相邻的接合区!无需归一

化&对于新构造的伪外显子.

*

$

:*

)

!

*

$

:*

F

!

*

F

:*

&

/!归一化长度取读段长度(对于双末端读段数据!由于

读段片段长度不定!实验中取其平均长度(

B

!

实验过程及结果

B@?

!

数据处理流程

!!

由于增加了对接合区读段)噪声读段的处理!改进后方法的的数据处理过程与
S-9"@

;

方法*

$*

+有

所不同!整个处理过程如图
D

所示(

图
D

!

S-9"@

;#

处理流程

O<

A

CD

!

?31:@==<4

A

17S-9"@

;#

处理过程为"第
$

步!用序列比对软件将读段比对到转录组上&第
F

步!根据注释信息!扩充基因外

显子集合)转录本集合&第
)

步!根据扩充后的基因结构!写出基因对应的
"

矩阵并归一化&第
&

步!统计

基因各个外显子以及伪外显子上面的读段数&第
D

步!将第
)

步和第
&

步的数据作为模型输入!计算转

录本和基因表达值(

B@B

!

实验数据集

本文使用两个真实数据集对
S-9"@

;

!!

的计算性能进行验证!分别为人类大脑双末端数据集*

$(

+和

人类乳腺癌数据集$

c2M54J3@5=8:54:@3

!

c\+

%

*

F%

+

(人类大脑数据集来自美国食品药品管理局联合

全球多家研究机构举办的基因芯片质量控制$

V<:315335

K;

256<8

K

:148316

!

V9d+

%项目*

$(

+

(该数据集

包含
$%%%

个经过定量反转录聚合酶链式反应$

d2548<7<:58<14563@56

'

8<M@

E

16

K

M@35=@:L5<43@5:8<14

!

;

RN'?+R

%实验验证的基因!这些结果可以作为基因表达水平计算结果的判别标准(人类乳腺癌数据

F)%$

数据采集与处理
+,-.'/&,

0

1/2/34

5

-$6$2$,'/'78.,4*66$'

9

B16C)%

#

#1CD

#

F%$D



集*

F%

+包含两个实验条件!即乳腺癌细胞$

c2M54J3@5=8:54:@3:@666<4@

!

V+O'*

%和正常乳腺细胞

$

#13M56:@666<4@

!

cV.

%(文献*

F$

+也采用了该数据集!并提供了经过验证的
&

个多异构体基因共

G

个转录本在不同条件下的表达调控值(这些结果可以作为验证转录本表达计算性能的一个

标准(

B@C

!

基因水平上的验证结果

在人类大脑双末端数据集上!

S-9"@

;#

共计算出
*&%

个多异构体基因的表达值!并求出了表达值

与
;

RN'?+R

结果的相关系数!将结果与改进前的
S-9"@

;

!

+2776<4U=

和
R".V

这
)

种方法求出的相关

系数作比较!各种方法的相关性如表
$

所示(从表中可以看出!

S-9"@

;#

相比其他
)

种方法获得了最

高相关系数!基因表达水平获得了较准确的计算结果(

表
?

!

不同方法在
D#

E

F

数据集上的处理结果对比

/0<8&?

!

!&7G847,:088)&4H,.7G731

I

D#

E

F.0407&4

方法 与
;

RN'?+R

结果相关系数

S-9"@

;#

%CG)F$

+2776<4U= %CG$%G

R".V %CGF($

S-9"@

;

%CGF*G

B@J

!

转录本水平上的验证结果

在人类乳腺癌数据集上!

S-9=@

;#

!

+2776<4U=

!

R".V

和
S-9"@

;

这
&

种方法分别计算!经过
;

RN'

?+R

实验验证的
G

个转录本在
cV.

和
V+O'*

两个条件下的表达水平和表达值变化方向调控值!将结

果与
;

RN'?+R

结果进行对比!如表
F

所示(

表
B

!

人类乳腺癌数据集各方法计算结果

/0<8&B

!

!&7G847,:088)&4H,.7G731

I

KLF.0407&4

比较分组
;

RN'?+R +2776<4U= R".V S-9"@

;

S-9"@

;#

NR9?$ 2:%%F:T8CF cV.T=CV+O'* e

$

%C&

%

e

$

%CH

%

e

$

%C&

%

e

$

%C(

%

e%C(

NR9?$ 2:%%F:T=C$ cV.T=CV+O'* e

$

%CD

%

e

$

$C$

%

e

$

%CG

%

e

$

%CH

%

e%CH

NR9?$ cV. 2:%%F:T8CFT=C2:%%F:T=C$ e

$

%C(

%

Q

$

&CG

%

Q

$

&C(

%

e

$

%CG

%

e%C)

NR9?$ V+O'* 2:%%F:T8CFT=C2:%%F:T=C$ e

$

$C%

%

Q

$

&C)

%

Q

$

&C&

%

e

$

%CH

%

e%C%&

Y#ODG$

#

% 2:%%F

;

6

;

C$ cV.T=CV+O'* e

$

%C)

%

e

$

$CF

%

e

$

%C(

%

e

$

$C&

%

eFC&

Y#ODG$

#

% 2:%%F

;

6

E

C$ cV.T=CV+O'* e

$

$C%

%

e

$

$CF

%

e

$

%C*

%

e

$

$C&

%

e$C&

Y#ODG$

#

% cV. 2:%%F

;

6

;

C$T=C2:%%F

;

6

E

C$ Q

$

$CF

%

Q

$

$C(

%

Q

$

$C)

%

Q

$

%C*

%

Q%C)*

Y#ODG$

#

% V+O'* 2:%%F

;

6

;

C$T=C2:%%F

;

6

E

C$ Q

$

$C%

%

Q

$

$C(

%

Q

$

$CD

%

Q

$

%CG

%

Q$C)%

f!"?F 2:%%FPM4C$ cV.T=CV+O'* e

$

DCH

%

e

$

HC(

%

e

$

DC&

%

e

$

GC)

%

e*CG%

f!"?F 2:%%FPM1C$ cV.T=CV+O'* e

$

&CD

%

e

$

DC&

%

e

$

&C*

%

e

$

HC%

%

eDCH%

f!"?F cV. 2:%%FPM4C$T=C2:%%FPM1C$ Q

$

%C&

% $

%C%

% $

%C%

%

e

$

%C&

%

Q%CFH

f!"?F V+O'* 2:%%FPM4C$T=C2:%%FPM1C$ Q

$

$CD

%

Q

$

$CD

%

Q

$

%CG

%

Q

$

$C(

%

QFC&%

c!"N$cF\- 2:%%)4

A

3C$ cV.T=CV+O'* e

$

&C*

%

e

$

)C*

%

e

$

FC(

%

e

$

FC&

%

e$C$%

c!"N$cF\- 2:%%)4

A

=C$ cV.T=CV+O'* e

$

DCF

%

e

$

&CF

%

e

$

&CD

%

e

$

)C(

%

e&C)%

c!"N$cF\- cV. 2:%%)4

A

3C$T=C2:%%)4

A

=C$ e

$

DC&

%

Q

$

FC&

%

Q

$

$CG

%

e

$

FC&

%

e%CF%

c!"N$cF\- V+O'* 2:%%)4

A

3C$T=C2:%%)4

A

=C$ e

$

DC(

%

Q

$

$CG

%

Q

$

%CF

%

e

$

)C(

%

e)C)%

调控方向错误数
& D $ %

与
;

RN'?+R

结果的相关系数
%C&G(( %CDF*( %CGD(H %C*))G

))%$!

石新新 等'改进的
R#9'"@

;
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表
F

显示了同一转录本在不同实验条件)同一基因的不同转录本在同一实验条件下表达值的变化

方向!共
$H

种表达调控关系(,

Q

-表示在相应的比较条件中转录本表达上调!,

e

-表示下调!括号中的

数字表示调控的对数倍数(表
F

的最后两行显示了各种计算方法得到的调控方向与
;

RN'?+R

结果不

一致的比较次数!以及
$H

个对数倍数与
;

RN'?+R

结果的相关系数(调控方向反映模型在定性计算上

与
;

RN'?+R

结果的一致性!从表中可以看出!只有
S-9"@

;#

计算出的
$H

个调控方向和
;

RN'?+R

计

算出的方向完全一致!而
+2776<4U=

!

R".V

和
S-9"@

;

方法的调控方向错误个数分别为
&

!

D

和
$

(

S-9"@

;#

方法在保持调控方向与
;

RN'?+R

结果一致的情况下!相关系数达到
%C*))G

(由此可以看

出!改进后的方法即
S-9=@

;#

!在人类乳腺癌数据集上获得了相比其他方法更为准确的转录本表达水

平计算结果(

C

!

结束语

本文针对已有的
S-9"@

;

模型存在的一些缺点进行改进!提出了
S-9"@

;#

方法来计算基因及转

录本表达值(模型打破了读段在参考序列上均匀分布这一常用假设!通过统计基因外显子和接合区上

读段数目!利用转录本的结构信息构造初始化
"

矩阵对模型参数进行约束!优化不同转录本下各个外显

子表达强弱!最终估计每个转录本的表达比重!较好地解决了转录本表达的计算问题(

S-9"@

;#

方法

在
S-9"@

;

的基础上!改进了读段数目归一化方法!增加了对接合区读段)噪声读段的处理!实验表明!

改进后的模型获得了较优的计算性能(相比其他大多数计算转录本表达值方法的创新之处在于模型中

通过尝试引入未知异构体!减小了噪声读段对已知异构体表达结果的影响!可以作为提高转录本表达研

究性能的一个借鉴(本文在构造特殊外显子时!假设它含有基因的所有外显子!在后续工作中!可以尝

试随机分配外显子或者根据基因已知的选择性剪接信息!让模型自学习未知的转录本结构(另外!接合

区读段包含选择性剪切的重要信息!通过对该区域读段的处理!可以提高异构体表达水平的计算准确

性!本文方法对接合区读段单独处理!充分保留了该区域读段带有的选择性剪接信息(对于接合区长

度!实验中采用一个读段长度!也可以根据接合区两端的外显子长度按比例设定接合区的长度!在后续

工作中会进一步验证该方法的实际效果(
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