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生物信息学

第十章 测序读段回贴
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高通量DNA测序：生物信息
学的挑战
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Pyrosquencing

Roche 454
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Sequencing by synthesis

Illumina Genome Analyzer



Bioinformatics, 2025, HUST

全基因组测序



Bioinformatics, 2025, HUST

从头测序

De novo sequencing
新的物种/品系

短读段组装中的挑战：重复片段

突发事件的基因组学（Emergency Genomics）
SARS病毒、禽流感、猪流感、新冠病毒…

古代DNA（Ancient DNA）

楼兰女尸，罗马军团，长沙马王堆，曹操墓…
猛犸，乳齿象，恐龙
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重要动植物

大豆 黄瓜

家蚕 大熊猫
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宏基因组（Metagenomics）

发现环境中，或者疾病样本中所有的物种

人类微生物组（Human Microbiome）
口腔、肠道、皮肤的疾病 vs. 健康微生物的群落

全基因组测序

多物种转录本的完全检测

微生物群落中遗传变异的深度采样
耐药

毒素生成
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读段如何拼装成基因组？
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重测序（Resequencing）

基因型和突变的发现

当前测序工作很大一部分主要是针对已有基因组物种
的重测序
单个人的基因组（1000 Genomes Project）
模式生物：寻找遗传突变（Genetic variation）和拷贝数

变异（Copy number variation）等

挑战：
将数百万个短片段（Reads）快速的回贴到参考基因组上，

并估算错误率

准确的发现SNPs和indels
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1000 Genomes Project

 四个种群的179个人的全基因组测序

 两组母亲-父亲-孩子的高覆盖度基因组测序

 七个种群的697个人的外显子测序
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深度测序（Deep Sequencing）

发现或者定量罕见的序列变异
单个患者体内的HIV突变多样性

肿瘤样本中的突变

物种的单核甘酸多样性
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生物信息学挑战

Base calling: 根据图像识别碱基

序列读段回贴到参考序列上

全基因组的组装

基因型（Genotype）和SNP的识别

RNA-Seq数据分析：检测基因表达、可变剪接异构
体等

Chip-Seq数据中的Peak finding，以及受调控基因
的回贴
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碱基识别

 Base calling: 从图像中识别碱基，组成序列
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数据格式：FASTQ

 FASTQ格式的序列一般包含四行
 第一行由‘@’开始，后面跟着序列的

描述信息

 第二行是序列

 第三行由‘+’开始，后面也可以跟着

序列的描述信息

 第四行是第二行序列的测序质量分值
（quality values）
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Quality values

 质量评价分值Q
 p: 该位置碱基不正确的可能性

 p=0.05时，Q=13
 p=0.001，Q=30
 编码：ASCII码

p=0.05

Sanger

Solexa
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ASCII标准表
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读段回贴

 Genotyping

 RNA-seq, ChIP-seq, Methyl-seq
…CCATAGGCTATATGCGCCCTATCGGTAATTTGCGGGTATAC…

GCGCCCTA
GCCCTATCG
GCCCTATCG

CCTATCGGA
CTATCGGAAA

AAATTTGC
AAATTTGC

TTTGCGGT
TTGCGGTA

GCGGTATA

GTATAC…

TCGGAAATT
CGGAAATTT

CGGTATAC

TAGGCTATA

GCCCTATCG
GCCCTATCG

CCTATCGGA
CTATCGGAAA

AAATTTGC
AAATTTGC

TTTGCGGT

TCGGAAATT
CGGAAATTT
CGGAAATTT

AGGCTATAT
AGGCTATAT
AGGCTATAT

GGCTATATG
CTATATGCG

…CC
…CC
…CCA
…CCA
…CCAT

ATAC…
C…
C…

…CCAT
…CCATAG TATGCGCCC

GGTATAC…
CGGTATAC

GGAAATTTG

…CCATAGGCTATATGCGCCCTATCGGCAATTTGCGGTATAC…
ATAC……CC

GAAATTTGC

目标：发现变异

目标：发现显著的peaks
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读段映射

…CCATAGGCTATATGCGCCCTATCGGCAATTTGCGGTATAC…
GCGCCCTA

GCCCTATCG
GCCCTATCG

CCTATCGGA
CTATCGGAAA

AAATTTGC
AAATTTGC

TTTGCGGT
TTGCGGTA

GCGGTATA

GTATAC…

TCGGAAATT
CGGAAATTT

CGGTATAC

TAGGCTATA

GCCCTATCG
GCCCTATCG

CCTATCGGA
CTATCGGAAA

AAATTTGC
AAATTTGC

TTTGCGGT

TCGGAAATT
CGGAAATTT
CGGAAATTT

AGGCTATAT
AGGCTATAT
AGGCTATAT

GGCTATATG
CTATATGCG

…CC
…CC
…CCA
…CCA
…CCAT

ATAC…
C…
C…

…CCAT
…CCATAG TATGCGCCC

GGTATAC…
CGGTATAC

GGAAATTTG

…CCATAGGCTATATGCGCCCTATCGGCAATTTGCGGTATAC…
ATAC……CC

GAAATTTGC

 瓶颈：“最优的”比对结果？
准确性 vs. 速度 vs. 运算空间
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读段比对

 Short Read Alignment
给定参考序列和一系列读段

每个读段：发现至少一个“好的”局部比对

 “好的”比对
错配越少越好

质量低的碱基错配率高

质量高的碱基错配率低

…TGATCATA…
GATCAA

…TGATCATA…
GAGAAT

better than

…TGATATTA…
GATcaT

…TGATcaTA…
GTACAT

better than
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索引（Indexing）

 基因组和读段数据规模太大：不能直接用动态规
划算法

 索引是必须的: BANANA$

后缀树 (Suffix tree) 后缀数组 (Suffix array) 种子哈希表 (Seed 
hash tables
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索引（Indexing）

人类基因组的索引规模

合适的索引大小对计算性能很重要

大的索引：需要更多的内存空间

> 35 GBs > 12 GBs > 12 GBs
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SOAP 
 2008年，华大基因

 Short oligonucleotide alignment program
 “Seed and hash look-up table”

先搜索种子序列：完全匹配

再根据索引匹配剩余序列

允许最多两个错配或空位 (gap)
 种子序列（seed）：

酵母：L=12Mb，S=10bp, 200 Mb RAM
人类：L=3Gb，S=12 bp, 14Gb RAM 
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Burrows-Wheeler Transform (BWT)

 1994年，Michael Burrows和David Wheeler发明

 数据压缩算法（bzip2）
 聚类相似的字符：输出能够更容易压缩

 每一轮将最后一列的字符移到第一列

 输出：矩阵的最后一列

矩阵 最后一列

BWT(T)T

a c a a c g $

$ a c a a c g
g $ a c a a c
c g $ a c a a
a c g $ a c a
a a c g $ a c
c a a c g $ a
a c a a c g $

$ a c a a c g
a a c g $ a c
a c a a c g $
a c g $ a c a
c a a c g $ a
c g $ a c a a
g $ a c a a c

g c $ a a a c

$ a c a a c g
a a c g $ a c
a c a a c g $
a c g $ a c a
c a a c g $ a
c g $ a c a a
g $ a c a a c

排序
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Burrows-Wheeler Transform

$ a c a a c g
a a c g $ a c
a c a a c g $
a c g $ a c a
c a a c g $ a
c g $ a c a a
g $ a c a a c

BWM(T)

 BWT vs. 后缀数组（Suffix array, SA）

$
a a c g $ 
a c a a c g $
a c g $ 
c a a c g $ 
c g $
g $ 

6
2
0
3
1
4
5

SA(T)
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Burrows-Wheeler Transform

 T-ranking: 给T中每一个字符赋秩（Rank）

a0 c0 a1 a2 c1 g0 $

$ a0 c0 a1 a2 c1 g0
a1 a2 c2 g0 $ a0 c0
a0 c0 a1 a2 c1 g0 $
a2 c1 g0 $ a0 c0 a1
c0 a1 a2 c1 g0 $ a0
c1 g0 $ a0 c0 a1 a2
g0 $ a0 c0 a1 a2 c1
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Burrows-Wheeler Transform

 BWT(T)的可逆性

最后一列第ith个出现的字符，是第一列第ith个出现的

字符

$ a0 c0 a1 a2 c1 g0
a1 a2 c2 g0 $ a0 c0
a0 c0 a1 a2 c1 g0 $
a2 c1 g0 $ a0 c0 a1
c0 a1 a2 c1 g0 $ a0
c1 g0 $ a0 c0 a1 a2
g0 $ a0 c0 a1 a2 c1

$ a0 c0 a1 a2 c1 g0
a1 a2 c2 g0 $ a0 c0
a0 c0 a1 a2 c1 g0 $
a2 c1 g0 $ a0 c0 a1
c0 a1 a2 c1 g0 $ a0
c1 g0 $ a0 c0 a1 a2
g0 $ a0 c0 a1 a2 c1
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Burrows-Wheeler Transform

 便于压缩：相同的字符在一起

 怎样可逆？

 怎样做索引？

BWT(T)T

a c a a c g $ g c $ a a a c

$ a c a a c g
a a c g $ a c
a c a a c g $
a c g $ a c a
c a a c g $ a
c g $ a c a a
g $ a c a a c
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Run-length encoding

 可逆的数据压缩算法
 WWWWWWWWWWWWBWWWWWWWWWWWWBBB

WWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWBWWW
WWWWWWWWWWW

 -> 12W1B12W3B24W1B14W
 a c a a c g -> 1a1c2a1cg
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Move-to-front transform

 数据编码的方式

 字符->数字

 “Recently used symbols”
 可逆转换：从后往前

a c a a c g 1 (abcdefghijklmnopqrstuvwxyz)
a c a a c g 1,3 (cabdefghijklmnopqrstuvwxyz)
a c a a c g 1,3,2 (acbdefghijklmnopqrstuvwxyz)
a c a a c g 1,3,2,1 (acbdefghijklmnopqrstuvwxyz)
a c a a c g 1,3,2,1,2 (cabdefghijklmnopqrstuvwxyz)
a c a a c g 1,3,2,1,2,7 (gcabdefhijklmnopqrstuvwxyz)
Final 1,3,2,1,2,7 (gcabdefhijklmnopqrstuvwxyz)
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Burrows-Wheeler Transform

 “Last first mapping”：BWT(T)的可逆性

最后一列第ith个出现的字符，是第一列第ith个出现的

字符

T

Rank 2

Rank 2

a0 c0 a1 a2 c1 g0 $

$ a0 c0 a1 a2 c1 g0
a1 a2 c2 g0 $ a0 c0
a0 c0 a1 a2 c1 g0 $
a2 c1 g0 $ a0 c0 a1
c0 a1 a2 c1 g0 $ a0
c1 g0 $ a0 c0 a1 a2
g0 $ a0 c0 a1 a2 c1
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BWT(T) -> T

$ 
a1
a0
a2
c0
c1
g0

g0
c0
$
a1
a0
a2
c1

从第一行开始： $ -> g0
1

2

a0 -> c1

3

c0 -> a2

4a2 -> a1

5

a1 -> c0 6

c0 -> a0

7

a0  ->  $

T: a0 c0 a1 a2 c1 g0 $
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BWT(T) -> T

$ 
a1
a0
a2
c0
c1
g0

g0
c0
$
a1
a0
a2
c1

$ 
a1
a0
a2
c0
c1
g0

g0
c0
$
a1
a0
a2
c1

$ 
a1
a0
a2
c0
c1
g0

g0
c0
$
a1
a0
a2
c1

$ 
a1
a0
a2
c0
c1
g0

g0
c0
$
a1
a0
a2
c1

$
a1
a0
a2
c0
c1
g0

g0
c0
$
a1
a0
a2
c1

$ 
a1
a0
a2
c0
c1
g0

g0
c0
$
a1
a0
a2
c1

$ 
a1
a0
a2
c0
c1
g0

g0
c0
$
a1
a0
a2
c1

F L

T: a0 c0 a1 a2 c1 g0 $

F L F L F L F L F L F L
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BWT(T) -> T

 从BWT(T)重建T, 重复利用下列规则:
T = BWT[ LF(i) ] + T; i = LF(i)
 LF(i) 根据第i行找到第一个字符与第i行匹配的行

Final T
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FM索引

 “FM Index”: 
 “FM”: Ferragina & Manzini
 Full-text index in Minute space（极小空间里的全

文索引）

基于BWT转换前后的字符建立的矩阵

 索引的核心部分: F, L $ a c a a c g
a a c g $ a c
a c a a c g $
a c g $ a c a
c a a c g $ a
c g $ a c a a
g $ a c a a c

F L

不保存

F可以用数字来代替，例如300, 400, 500, 600，
可以表示A300, C400, G500, T600

L可以被压缩

因此占用的空间较小
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基于FM索引的精确匹配

 重复利用规则：用BWT(T)在T中匹配字符串Q
top = LF(top, qc); bot = LF(bot, qc)
 qc是Q (从右到左) 的下一个字符

 LF(i, qc) 将第i行映射到其最后一个字符与qc 相同的行

$ a c a a c g
a a c g $ a c
a c a a c g $
a c g $ a c a
c a a c g $ a
c g $ a c a a
g $ a c a a c

a a c
$ a c a a c g
a a c g $ a c
a c a a c g $
a c g $ a c a
c a a c g $ a
c g $ a c a a
g $ a c a a c

$ a c a a c g
a a c g $ a c
a c a a c g $
a c g $ a c a
c a a c g $ a
c g $ a c a a
g $ a c a a c

$ a c a a c g
a a c g $ a c
a c a a c g $
a c g $ a c a
c a a c g $ a
c g $ a c a a
g $ a c a a c

a a c a a c a a c
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 “渐进顺序”, top & bot 限制搜索的范围

基于FM索引的精确匹配
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 当可选范围为空值 (top = bot)，则表明不能匹配

基于FM索引的精确匹配
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读段在参考序列的位置

 当比对结束后，如何确定读段在参考序列上的位
置？

在哪里？
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读段在参考序列的位置

 方案1：从当前位置一直回读到文本的起始

 步数 = 起始位置

 时间复杂度~O(N)，与文本长度线性相关 - 太慢

2步, 起始位置 = 2
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 方案2：将全部的后缀数组载入到内存，直接从数
组中找到参考序列上的起始位置

 人类基因组的后缀数组约为12Gb – 太大

读段在参考序列的位置

起始位置 = 2
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 混合方案：保留部分后缀数组的内容 – “Sample”
 仅需要回读到sample位置

 Bowtie: 每32行设置一个sample位置值

 内存开销：12Gb/32 =~ 400Mb

读段在参考序列的位置

1步

Sample位置 = 1

起始位置 = 1 + 1 = 2
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 算法确定: “aac”在“acaacg”参考序列上的起始
位置为2

合并
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FM索引的检查点

 LF(i, qc)：需要确定第i行qc的次序

 计数：先数top, qc的次序，再数bot, qc的次序，
求差值

 LF(i, qc)的时间复杂度~O(N)，与文本长度线性
相关 - 太慢

分别计数求差值
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FM索引的检查点

 方案：预先算好累积的A/C/G/T个数

 Bowtie: 每128行设置一个检查点
（checkpoint）

 LF(i, qc) 的运算时间接近常数

Rank: 309

Rank: 242
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FM索引需要的空间较小

 人类基因组 ：3*109字符
 First column (F)：4 * 4 integer = 16 bytes
 Last column (L)/BWT：2 bits * 3*109 = 1/4 bytes 

3*109 = 750 Mb
 SA sample： 4 bytes * 3*109 * 1/32  = ~400Mb
 Checkpoints：4 bytes * 3*109 * 1/128  = ~100Mb

 Total: ~1.65x the size of T (~ 1.25Gb)

>45x >15x >15x~1.65x
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读段比对

 FM索引：快速获得精确的序列匹配，占用内存小

 读段比对还需要：
 允许错配

 考虑质量分值（Quality value）
 Smith-Waterman算法？

 比BLAST慢
 BLAST思想：“seed-and-extend”

 快一点儿

 Bowtie的解决方案
 考虑质量分值的回溯（backtracking）搜索
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不精确匹配：回溯

 例如在T = “acaacg” 中搜索Q = “agc”
 “回溯”到之前的位置，并尝试不同的碱基

“gc” 在文本中不存在

“g”

“c”
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回溯

比对结果:

acaacg

agc

“g”

“a” “a”

“c”

“c”

 回溯尝试：Q = “agc”, T = “acaacg”:

“替代”

“gc” 在文本中不存在
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回溯

 可能需要多次的回溯尝试

“g”

“t”

“c”

“a” “a”
最终的比对结果:

acaacg

agc
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回溯

 可能存在多个比对结果
 E.g., Q = “aaa”, T = “acaacg”

acaacg
aaa

“a” “a”

acaacg
aaa

acaacg
aaa

“a” “c”“c” “a”

“a”

“a”
“c”

“a” “a”

“a”
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额外回溯

 Bowtie：回溯后希望获得top ≠ bot
越靠近右端的位置，后缀越短，匹配的潜在空间越大

 当允许 >1 错配时，回溯的速度慢

G C C A T A C G G A T T A G C C

后缀短，潜在匹配多后缀长，潜在匹配少
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额外回溯

 解决方案：双索引

既考虑从右到左的匹配，也考虑从左到右的匹配

G C C A T A C G G A T T A G C C

G C C A T A C G G A T T A G C C

前缀长，潜在匹配少前缀短，潜在匹配多

后缀短，潜在匹配多后缀长，潜在匹配少
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额外回溯

 限制红色区域的回溯
每一个方向最多允许一个错配

最红色的区域不允许回溯

G C C A T A C G G A T T A G C C

G C C A T A C G G A T T A G C C

不允许回溯

不允许回溯
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额外回溯

 如何匹配left-to-right？
 双索引:

反转读段，利用“镜像索引”：参考序列反转的索引

G C C A T A C G G A T T A G C C

C C G A T T A G G C A T A C C G

不允许回溯

正向索引

镜像索引

不允许回溯
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质量分值

 若需要回溯：Bowtie从最靠近左边的、质量分值
最低的位置开始

Sequence:
Phred Quals:

(higher number = 
higher confidence)

G C C A T A C G G A T T A G C C
40 40 35 40 40 40 40 30 30 20 15 15 40 40 40 40

G C C A T A C G G A C T A G C C
40 40 35 40 40 40 40 30 30 20 15 15 40 40 40 40

G C C A T A C G G G C T A G C C
40 40 35 40 40 40 40 30 30 20 15 15 40 40 40 40
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质量分值

 Bowtie的比对原则
允许错配 ≤ N 个
在左端 ≤  L个碱基中

错配分值之和 ≤ E：尽量让错配发生在质量分值低的区域

 N, L, E: -n, -l, -e

 Bowtie的缺省模式 (N=2, L=28, E=70)

G C C A T A C G G G C T A G C C
40 40 35 40 40 40 40 30 30 20 15 15 40 25 5 5

L=12 E=50, N=2

If N < 2
If E < 45
If L < 9 and N < 2
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http://bowtie-bio.sourceforge.net/index.shtml

 使用SeqAn* 库（http://www.seqan.de）
 利用POSIX 实现并行化
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Burrows-Wheeler Aligner (BWA)

 http://bio-bwa.sourceforge.net
 BWT + 后缀矩阵

 最多3个错配
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Short Oligonucleotide Analysis Package (SOAP3)

 利用GPU实现并行化计算

 最多4个错配

 BWT + FM索引
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性能比较

 读段的Mapping率SOAP3最高

 运算时间：
 3/4个错配：SOAP3比BWA快 >6倍，Bowtie最慢

 0/2个错配：Bowtie比BWA快，SOAP3比Bowtie快


