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为什么要组装基因组？

o 了解遗传信息的全貌
基因组测序可以获得生物体全部的遗传信息，是理解生物遗传特征的基础。
o 揭示基因结构与功能
通过组装后的完整基因组，可以定位基因、预测其功能，研究基因表达调控机制。
o 解析进化关系
对不同物种的基因组进行比较，可揭示物种起源、进化分化与系统发育关系。
o 发现新基因与非编码序列
高质量组装能发现未知基因、转座子、重复序列等，完善对基因组结构的理解。
。。。
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Reads

为什么会产生不连续的contig？ 重复序列



2. 利用三代长读长 (Long Reads)
PacBio 或 Oxford Nanopore 产生的长读长（可达几十 kb 甚至上 Mb）为 Scaffolding 提供了极其强大的信息。
•原理: 一条足够长的三代读长可能自身就跨越了多个 Contigs。
•过程: 将这些长读长比对回 Contigs 上。如果一条长读长的前半段比对上了 Contig A，后半段比对上了 Contig B，
那么它就直接提供了 A 和 B 的顺序、方向和它们之间的序列信息。
•优势: 不仅能完成 Scaffolding（确定顺序和方向），还能在很大程度上填补 (Gap Filling) Contigs 之间的缺口，因
为长读长直接测通了原来的未知区域。用长读长完成 Scaffolding 和补洞的过程通常被称为“基因组Polish（润
色）”。

1. 利用配对末端测序 (Paired-end / Mate-pair Reads)
这是最经典、最基础的 Scaffolding 方法，主要用于二代测序（如 Illumina）。
•Mate-pair Reads原理类似，但它们的 Insert Size 更大（通常在 2 kb 到 40 kb），因此能跨越更长的距离，连接更远的
Contigs，对于构建高质量的 Scaffold 非常重要。

怎么获得更长的Scaffold？



3. 利用染色体构象捕获技术 (Hi-C)
这是一种用于构建染色体级别组装的“终极武器”。
•过程:
• 通过 Hi-C 实验，获得海量的“染色质交互”读长对。
• 将这些读长对比对回已有的 Con6gs 或 Scaffolds 上。
• 统计任意两个 Con6g 之间存在交互读长对的数量。
• 算法会根据交互频率矩阵，将 Con6gs 进行聚类、排序和定向，最终将它们锚
定到代表染色体的不同组中。

•优势: Hi-C 提供了超长距离的连接信息（可达整条染色体的尺度），是目前将基因组
组装从 Scaffold 提升到染色体 (Chromosome) 级别的最主要技术。



Hi-C技术

在同一条染色体上线性距离越近的DNA片段，在三维空间中相互接触的频率就越高。
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优点:
•不需要任何先验知识，可
以发现全新的、独有的基因。
•对于没有近缘物种或转录
组数据的基因组是唯一的方
法。
缺点:
•准确率相对较低，容易产
生假阳性（将非基因预测为
基因）和假阴性（错过真实
基因）。
•对于非典型的基因结构
（如不遵循GT-AG法则的剪
接）识别能力差。





2. Homology-based / Evidence-based (同源或证据依赖预测法)
这种方法的原理是：利用已知的生物学证据来定位基因。

A. 同源序列比对 (Homology)
将目标基因组序列与公共数据库中已有的、来自其他物种（通常
是近缘物种）的已知基因或蛋白质序列进行比对。

B. 转录组数据比对 (Transcriptomic Evidence)
通过对特定组织或条件下的细胞进行RNA测序 (RNA-Seq)，可以获
得该物种在当下所有被激活和转录的基因序列。

将RNA-Seq产生的读长（reads）比对回基因组，可以直接“看”
到哪些区域被转录了。

跨越内含子的reads（spliced reads）可以极其精确地确定外显子-
内含子的边界。

代表软件: Exonerate, GenomeThreader (用于比对), StringTie, 
Cufflinks (用于基于RNA-Seq的转录本组装)。

优点:
准确率非常高，因为有直接的生物学
证据支持。

能够精确确定基因的结构，特别是可
变剪接产生的不同转录本。
缺点:
严重依赖外部数据库的完整性和相关
性。如果一个基因是该物种特有的，
或者在测序的组织/条件下不表达，
这种方法就无法找到它。
无法发现新基因。



3. 整合/混合预测法 (Integrated/Hybrid Approach)

证据收集: 首先，将所有可用的证据（同源蛋白、ESTs、RNA-Seq数据）
比对到基因组上，得到一组高可信度的基因模型。

模型训练: 使用这组高可信度的基因作为“训练集”，来优化和训练 ab 
initio 模型的参数（例如，特定物种的密码子偏好性、剪接位点信号
等）。

全基因组预测: 用训练好的模型对整个基因组进行扫描，预测所有的基
因，包括那些没有直接证据支持的新基因。

代表软件: MAKER, BRAKER。这类软件本质上是自动化的流程，它内部集
成了多种预测和比对工具，并负责训练、预测和整合的全过程。



Tool: Eggnog



Tool: Eggnog



同源基因



基因的水平转移（horizontal gene transfer， HGT）



Tool: Antismash



实验课教程网址：

https://genomics.sschmeier.com/ngs-assembly/


