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摘　要：以瓯江彩鲤（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏｖａｒ．ｃｏｌｏｒ）为研究对象，探讨了目前两种常用的转录组拼接方法在鲤的
不同品种／品系转录组研究上的适用性。结果表明，在转录组拼接和注释方面，基于序列比对优先策略
（Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ软件）拼接的转录组序列平均长度为１５４５ｂｐ，注释７７６０１个转录本；基于从头拼接策略（Ｔｒｉｎｉｔｙ软
件）拼接的转录组序列平均长度为９７９ｂｐ，注释转录本数为６９４０６个。在基因结构和选择性剪切预测方面，
Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ软件所拼接的转录组，每个基因平均含有３个转录本数目，而对于Ｔｒｉｎｉｔｙ版本转录组，每个基因平均
含有４个转录本（Ｐ＜０．００１）。经比较发现Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ版本转录组预测的基因结构较Ｔｒｉｎｉｔｙ版本更加准确。因
此，与从头拼接策略相比，序列比对优先策略所拼接的瓯江彩鲤转录本序列长度更长、注释的基因数目更多，

且在基因结构和选择性剪切预测方面更为准确，适用于后续与功能基因表达相关的功能研究；相反，从头拼接

策略拼接的转录组更易得到瓯江彩鲤的特异基因序列，对于后续需要利用瓯江彩鲤特异基因序列进行分子

进化相关的研究非常重要。本文的研究结果为根据不同的实验目的合理地选用相应的转录组拼接方法提供

了依据，也为其他鱼类转录组学研究提供了借鉴。
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　 　 二代高通量测序技术 （Ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）的产生，加速了后基因组学的发展，
基因组学、转录组学、蛋白质组学和代谢组学等

“组学”研究在这１０多年间快速发展，在生物学
的各个研究领域都取得了巨大成果［１］。其中，随

着高通量测序成本的逐年降低和可视化生物信

息学软件的大量开发，转录组测序已成为进行相

关物种功能基因组学研究的不二选择［２１１］。当

前，转录组测序已成为商业化的产品，各生物测

序公司均采取模式化的方式进行测序，相对而

言，参考转录组的拼接具备一定的灵活性，需各

实验室独立进行。目前转录组的拼接方法主要

包含两种策略，第一种为序列比对优先策略，相

应开发的软件有 Ｓｃｒｉｐｔｕｒｅ，Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ等［１２１３］，主要

是基于有完整参考基因组的物种，将测序的原始

数据比对到参考基因组上，然后根据比对的重叠

区域拼接序列，获得参考转录组。另一种策略为

从头拼接策略，主要的相关软件有 ＡＢｙＳＳ［１４］、

ＳＯＡＰｄｅｎｏｖｏ［１５］、Ｖｅｌｖｅｔ［１６］、Ｔｒｉｎｉｔｙ［１７］等，主要是根
据ｄｅＢｒｕｉｊｎ图的算法，利用测序获得的序列进行
直接组装，无需参考基因组序列。

鲤（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ）是全世界分布最为广泛
的鱼类之一，也是世界重要的水产养殖对象。鲤

在长期的自然选择和人工选择过程中，形成了许

多不同的品种／品系，不同的鲤鱼品种／品系产生
了明显的表型和遗传差异［１８２１］。如作为食用鱼

和观赏鱼在全世界范围内广泛养殖的镜鲤、黄河

鲤、建鲤、松浦鲤、兴国红鲤、荷包红鲤、玻璃红鲤

和瓯江彩鲤［１８，２２２７］。鲤的基因组序列已经发表，

相关的基因组序列可以在生物数据库中下载，为

鲤的功能基因组学研究、进化研究奠定了基础，

为不同品种／品系鲤鱼的“组学”研究提供了参考
基因组序列。近年来，在很多不同品种／品系的
鲤中广泛开展的转录组研究主要采用的是从头

拼接的策略［８，１０，２８］。由于不同鲤品种／品系间显
著的表型和遗传差异，基于松浦鲤的鲤参考基因
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组序列是否适合于每个鲤品种／品系的转录组拼
接尚不得而知。

瓯江彩鲤（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏｖａｒ．ｃｏｌｏｒ）是浙江
省西南部龙泉、青田等县市广泛养殖的地方性鲤

群体，因具有全红、大花、麻花、粉玉、粉花等多种

体色，色彩绚丽鲜艳，是一种兼具食用和观赏价

值的经济鱼类［２９］。由于长期的自然和人工选择，

瓯江彩鲤已产生了明显的适应性进化，在表型和

基因型上均与其它鲤群体存在较大差异［３０］。本

实验室在瓯江彩鲤的人工选育和体色进化研究

过程中，已积累了大量的转录组数据，为序列的

拼接和组装提供了多样化素材。本文以瓯江彩

鲤为研究对象，研究两种转录组拼接方法的适用

性，同时为其它鱼类的转录组研究提供参考和依

据。

１　材料与方法

１．１　实验材料
本文进行瓯江彩鲤转录组拼接所用到的原

始测序数据来自于本实验室前期进行的 “全红”

（ＷＲ）和“粉玉”（ＷＷ）两种体色瓯江彩鲤的皮
肤转录组测序研究，基于ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ２５００测序
平台，进行２×１５０ｂｐ的双末端测序，获得“全红”
９．７×１０９ｂｐ和 “粉玉”１．２７×１０１０ｂｐ的测序数据
（数据未显示），为本文进行转录组拼接的原始数

据。

１．２　转录组拼接
原始测序数据利用 Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ过滤后，获

得无污染的、高质量的测序数据，然后将过滤后

的“全红”和“粉玉”测序数据合并，用于瓯江彩鲤

转录组拼接的输入数据［３１］。本文采用了两种常

规的拼接策略进行瓯江彩鲤的转录组拼接。第

一种方法采用了 ＴｏｐｈａｔＣｕｆｆｌｉｎｋｓ流程（比对优先
策略），基于序列比对的原理进行拼接，利用已发

表的鲤全基因组序列为参考序列。其步骤是首

先利用Ｔｏｐｈａｔ软件将过滤后的“全红”和“粉玉”
的测序序列分别比对到鲤鱼的基因组上，采用

Ｔｏｐｈａｔ软件默认的最佳参数设置，获得“全红”和
“粉玉”转录组测序序列在基因组上的比对信息，

储存于ＢＡＭ文件中［１３］；其次将生成的包含比对

信息的 ＢＡＭ文件导入 Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ软件，基于比对
信息中的基因组位置信息进行拼接，分别获得

“全红”和 “粉玉”的转录组序列［１３］；最后，利用

Ｃｕｆｆｍｅｒｇｅ软件将上一步完成的 “全红”和 “粉
玉”的转录组序列进行合并，获得完整的瓯江彩

鲤的参考转录组序列［１３］。第二种方法采用了基

于ｄｅＢｒｕｉｊｎ图算法的 ｄｅｎｏｖｏ拼接（从头拼接策
略），此方法不需要用到鲤鱼的基因组序列，完全

依赖于测序获得的瓯江彩鲤的序列信息。其步

骤是首先将“全红”和“粉玉”过滤后的序列全部

合并，然后利用Ｔｒｉｎｉｔｙ软件基于双末端的模式进
行拼接，设置的参数如下：１６线程的 ＣＰＵ，１２０Ｇｂ
的内存，过滤掉拼接长度小于３００ｂｐ的转录本序
列［１７］。

１．３　转录组的功能注释
采用两种方法拼接获得的转录组后，利用

ＮＣＢＩＢｌａｓｔｘ软件进行拼接转录本的功能注释，将
拼接所获得的转录本与蛋白序列的公共数据库

ＮＣＢＩＮＲ（非冗余蛋白数据库），Ｕｎｉｐｒｏｔ蛋白数据
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｕｎｉｐｒｏｔ．ｏｒｇ／ｄｏｗｎｌｏａｄｓ），斑马鱼蛋
白数据（ｆｔｐ：／／ｆｔｐ．ｅｎｓｅｍｂｌ．ｏｒｇ／ｐｕｂ／ｒｅｌｅａｓｅ８７／
ｆａｓｔａ／ｄａｎｉｏ＿ｒｅｒｉｏ／ｐｅｐ／）以及鲤蛋白数据（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｃａｒｐｂａｓｅ．ｏｒｇ／ｄｏｗｎｌｏａｄ＿ｈｏｍｅ．ｐｈｐ）［３２］作比
对，Ｅ 值 的 阈 值 设 置 为 ＜１ｅ－５。利 用
ＢＬＡＳＴ２ＧＯ软件进行 ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ和 ＫＥＧＧ代
谢通路的注释。利用ＴｒａｎｓＤｅｃｏｄｅｒ软件进行蛋白
编码序列（ＣＤＳ）的预测。

２　结果

２．１　转录组拼接比较
基于 ＴｏｐｈａｔＣｕｆｆｌｉｎｋｓ软件和 Ｔｒｉｎｉｔｙ软件拼

接的两个瓯江彩鲤转录组分别获得了９８９０６和
１５３２９１条转录本序列（表１）。利用 Ｔｏｐｈａｔ软件
将近６０％的“全红”和“粉玉”的转录组序列比对
到鲤鱼的基因组上（表 ２，图 １）。利用Ｔｒｉｎｉｔｙ软
件拼接获得的转录本的平均长度和 Ｎ５０长度较
利用Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ软件拼接过的转录本长度短（表１，
图２ａ）。虽然两种方法拼接的转录本数目不同，
但拼接的转录组大小是基本一致的（约１．５×１０８

ｂｐ，表１）。

７６６
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表１　两种转录组拼接方法的比较
Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｗｏｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ
ａｓｓｅｍｂｌｉｅｓ（ＴｒｉｎｉｔｙａｎｄＣｕｆｆｌｉｎｋｓ）

Ｔｒｉｎｉｔｙ Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ

组装 Ａｓｓｅｍｂｌｙ

转录本数目 Ｎｏ．ｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ １５３２９１ ９８９０６

Ｎ５０转录本数目 Ｎｏ．ｏｆＮ５０
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ ２６１０７ ２３６１１

Ｎ５０长度 ／ｂｐＮ５０ｌｅｎｇｔｈ １７８８ ２１１４

转录本平均长度／ｂｐＭｅａｎ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓｌｅｎｇｔｈ ９７９ １５４５

最 大 转 录 本／ｂｐ Ｌａｒｇｅｓｔ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ １８３９７ １３３９３

预 测 ＣＤＳ数 目 Ｎｏ． ｏｆ
ｐｒｅｄｉｃｔｅｄＣＤＳ ６２００６ ８０６３２

总组装转录本大小／ｂｐ
Ｔｏｔａｌａｓｓｅｍｂｌｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｓｉｚｅ １．５×１０８ １．５２×１０８

注释 Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ
ＮＣＢＩＮｒ ６９４０６（４５．３％）７７６０１（７８．５％）
ＵｎｉＰｒｏｔ ６２３７２（４０．６％）７０７２８（７１．５％）
斑马鱼 Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ６９２１６（４５．１％）７５０４５（７５．８％）
鲤 Ｃｏｍｍｏｎｃａｒｐ ７６９８９（５０．２％）７７４１６（７８．２％）
ＧＯ ３２５８１ ３６４７６
ＫＥＧＧ ２６８２２ ２９８５４

２．２　转录组功能注释比较
利用不同的蛋白数据库对拼接完成的两个

转录组进行注释，注释结果表明，在 Ｔｒｉｎｉｔｙ版本
的转录组中能注释的转录本数目在 ６２３７２到
７６９８９之间。而Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ版本的转录组中能注释
的转录本数目在７０７２８到７７６０１之间。以鲤的
蛋白数据库为参照，Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ和 Ｔｒｉｎｉｔｙ版本的转
录组分别注释了７７４１６和７６９８９个转录本，分别
对应了 ２７１６９和 ２２４５０个鲤的蛋白编码基因
（表１）。其中１８８８６个基因在两个转录组中共
有，Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ版本转录组中拼接获得了８２８３个
特异的基因序列，而 Ｔｒｉｎｉｔｙ版本转录组中拼接获
得了３５６４个特异的基因序列。利用 ＧＯ数据

库，Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ和Ｔｒｉｎｉｔｙ版本转录组中分别注释了
３６４７６和３２５８１个转录本序列。基于 ＫＥＧＧ蛋
白数据库，Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ和 Ｔｒｉｎｉｔｙ版本转录组中
２９８５４和２６８２２条转录本序列分别被注释。整
体而言，Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ版本中能注释的转录本数目大
于Ｔｒｉｎｉｔｙ版本中能注释的转录本数目（表１，图
２ｂ）。
２．３　基因结构预测和比较

基于１８８８６个在两个版本转录组中共同注
释的功能基因，统计两个版本转录组中每个基因

对应的平均选择性剪切的转录本数目。对于

Ｔｒｉｎｉｔｙ转录组，每个基因平均含有４个转录本数
目，而对于 Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ版本转录组，每个基因平均
含有３个转录本（Ｐ＜０．００１，ｔｔｅｓｔ）。尽管Ｔｒｉｎｉｔｙ
版本的转录组预测了更多的选择性剪切的转录

本，但Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ版本转录组预测的基因结构较
Ｔｒｉｎｉｔｙ 版 本 更 加 准 确。 例 如，ｓｌｃ９ａ３ｒ１
（ＥＮＳＤＡＲＧ０００００００００６８）基因在两个版本的转
录组中均预测获得了３条转录本序列，在 Ｔｒｉｎｉｔｙ
版本转录组中 ３条 ｓｌｃ９ａ３ｒ１转录本序列为
ＴＲ１８３８２６｜ｃ７＿ｇ１＿ｉ１、ＴＲ１８３８２６｜ｃ７＿ｇ１＿ｉ２和
ＴＲ１８３８２６｜ｃ７＿ｇ１＿ｉ３，基因结构预测表明该３条序
列为ｓｌｃ９ａ３ｒ１基因的３条选择性剪切的转录本，
属于同一个基因。而在Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ版本转录组中３
条 ｓｌｃ９ａ３ｒ１转录本序列为 ＴＣＯＮＳ＿００００４２９８、
ＴＣＯＮＳ＿００００４２９９和 ＴＣＯＮＳ＿００００４８６７，基因结构
预测的结构表明３条序列来自于两条旁系同源
的ｓｌｃ９ａ３ｒ１基因，ＴＣＯＮＳ＿００００４２９８和 ＴＣＯＮＳ＿
００００４２９９是鲤鱼基因组 ｓｃａｆｆｏｌｄ００００００２６８上
ｓｌｃ９ａ３ｒ１基因的 ２条选择性剪切的转录本。而
ＴＣＯＮＳ＿００００４８６７与 ＴＲ１８３８２６｜ｃ７＿ｇ１＿ｉ３序列的
相似度很高（＞９５％），来自于鲤鱼基因组ｓｃａｆｆｏｌｄ
００００００３０６上的另一个 ｓｌｃ９ａ３ｒ１旁系同源基因
（图３）。

表２　全红（ＷＲ）和粉玉 （ＷＷ）两种体色瓯江彩鲤ＲＮＡ测序数据Ｔｏｐｈａｔ软件比对信息
Ｔａｂ．２　ＭａｐｐｉｎｇｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｏｆＲＮＡＳｅｑｒｅａｄｓｆｒｏｍＷＲａｎｄＷＷ ｃｏｌｏｒｃｏｍｍｏｎｃａｒｐｂｙＴｏｐｈａｔｓｏｆｔｗａｒｅ

样本

Ｓａｍｐｌｅ
总序列数目

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

总比对数目（百分比）

Ｔｏｔａｌｎｕｍｂｅｒｏｆ
ｍａｐｐｅｄｒｅａｄｓ

多定位的测序序列数目（百分比）

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｍｕｌｔｉｐｌｅｍａｐｐｅｄ
ｒｅａｄｓ

单定位的测序序列数目（百分比）

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｓｉｎｇｌｅｍａｐｐｅｄ
ｒｅａｄｓ

ＷＷ１ ３３１５８０７８ ２１２６４８２１（６４．１％） ４３９７３７７（１３．３％） １６８６７４４４（５０．９％）
ＷＷ２ ２１６４３２２８ １３０９５９６７（６０．６％） ２６１４１１２（１２．１％） １０４８１８５５（４８．４％）
ＷＷ３ ３０２３９４３０ １９３５５８２５（６４．０％） ４０８０６４６（１３．５％） １５２７５１７９（５０．５％）
ＷＲ１ １７９５８９３８ １１７７６６０８（６５．５％） ２３２６０９８（１３．０％） ９４５０５１０（５２．６％）
ＷＲ２ １９３４３９３２ １２３１５２３７（６３．７％） ２５０４５９２（１２．９％） ９８１０６４５（５０．７％）
ＷＲ３ ２７２８５７５５ １６８８２６４４（６１．９％） ３４９５２５４（１２．８％） １３３８７３９０（４９．１％）
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图１　瓯江彩鲤转录组数据在鲤基因组上的分布情况
Ｆｉｇ．１　Ｒｅａｄｓｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｎｔｈｅｓｃａｆｆｏｌｄ（ＬＧ）ｏｆｃｏｍｍｏｎｃａｒｐｇｅｎｏｍｅ

３　讨论

基于序列比对优先策略的 Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ软件和
基于从头拼接策略的 Ｔｒｉｎｉｔｙ软件都是目前转录
组拼接常用的两个软件［１３，１７］。基于序列比对优

先策略开发的 Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ软件承诺序列比对时最
大程度的灵敏性，但是需要利用物种特异的或者

近缘的基因组序列［１３］。通常情况下，对于模式动

植物或具有完整基因组序列的物种，转录组拼接

往往采用的是 ＴｏｐｈａｔＣｕｆｆｌｉｎｋｓ的拼接流程。然
而在本实验中，“全红”和“粉玉”的转录组序列中

仅有约６０％左右的序列比对到基因组上（表２），
低于Ｔｏｐｈａｔ软件要求的７０％ 以上，一般情况下，

若序列比对的比例低于７０％，往往会造成一定程
度的转录组组装的错误［１３］。对本实验而言，低比

例的序列比对率可能由以下原因造成：（１）目前
拼接的鲤鱼的基因组序列仍不完善，拼接的基因

组框架序列存在一定的缺口［３２］；（２）由于瓯江彩
鲤是我国主要分布于浙江瓯江流域的特色鲤鱼

品系，长期的自然选择和适应性进化造成了其与

普通鲤鱼产生了一定的遗传变异，进而造成低比

例的序列比对率［３０，３３３４］；（３）鲤鱼一直以来被认
为是古老的异源四倍体鱼类，基因组复制，多拷

贝基因的现象也会造成序列比对率下降，进而影

响转录组的拼接［３２，３５］。而基于从头拼接策略的

Ｔｒｉｎｉｔｙ软件在转录组拼接过程中不需要依靠鲤鱼
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的基因组序列，完全依赖于瓯江彩鲤自身的测序

序列，拼接的转录组序列将是瓯江彩鲤特异的基

因序列，而且可能会拼接出普通鲤鱼中不存在的

新基因序列［１７］。但基于 Ｔｒｉｎｉｔｙ软件拼接的转录

组序列由于没有基因组序列作为参考，往往会出

现序列长度短，片段化严重，基因序列不完整的

现象，在多个物种中都有类似的报道［３６］，本文的

研究结果也能很好地证明这一点。

图２　两种转录组拼接方法所拼接转录本的长度（ａ）和注释信息（ｂ）
Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｌｅｎｇｔｈｏｆｔｗｏｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅａｓｓｅｍｂｌｉｅｓ（ＴｒｉｎｉｔｙａｎｄＣｕｆｆｌｉｎｋｓ）（ａ）ａｎｄｔｈｅｉｒａｎｎｏｔａｔｉｏｎ（ｂ）

图３　ｓｌｃ９ａ３ｒ１基因结构预测（ａ）和两种拼接方法的序列比对（ｂ）
Ｆｉｇ．３　Ｇｅｎｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｓｌｃ９ａ３ｒ１ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｂｙＣｕｆｆｌｉｎｋｓ（ａ）ａｎｄａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆｓｌｃ９ａ３ｒ１

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｓｓｅｍｂｌｅｄｂｙＴｒｉｎｉｔｙａｎｄＣｕｆｆｌｉｎｋｓ（ｂ）

　　由于鲤一直以来被认为是异源四倍体鱼类，
基因复制的现象在鲤中非常常见，因而会造成大

量的旁系同源基因的出现，这对于准确地预测基

因的结构是个挑战［３２］。本研究利用两种方法拼

接的转录组结果表明利用 Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ软件拼接的
转录组能够更加准确地预测瓯江彩鲤基因结构

和选择性剪切情况［３７］。本研究中，利用 Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ
拼接的转录组序列长度更长，注释地基因数目更
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多，基因结构和选择性剪切预测得更加准确，更

加适用于进行后续的瓯江彩鲤基因表达量和差

异基因表达的研究。相反，基于 Ｔｒｉｎｉｔｙ软件拼接
的转录组序列为瓯江彩鲤特异的转录本序列，对

瓯江彩鲤的研究也具有重要的意义，对后续需要

利用特异的瓯江彩鲤基因序列的分子进化相关

研究是非常有必要的。

本研究以瓯江彩鲤为研究对象，探讨了两种

常见的转录组拼接方法在瓯江彩鲤转录组学研

究上的适用性。就目前而言，两种拼接方法均对

瓯江彩鲤的转录组学研究具有重要意义，需要根

据不同的研究目的，选用合理的拼接方法。同时

本研究也为其他鱼类的转录组学研究提供了参

考和方向。
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