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摘　要：自国际千人基因组计划实施以来，伴随着测序技术的发展和成本的下降，几乎所有重要的动植物

都拥有了参考基因组以及全基因组重测序数据。针对二代和三代测序技术产生的海量数据，准确和高效的

组装是获得高质量基因组的关键。对于重复序列较多、杂合性较高的复杂基因组的组装尤其具有挑战性，

基因组从头组装算法不断被更新，联合组装策略正在发挥强大优势。高质量的基因组不仅能提高精细定位

效率，还能提高全基因组关联分析的准确性和精度，为动植物复杂性状的遗传机制解析奠定基础。同时，

高质量的基因组对于比较基因组以及泛基因组的研究都具有重要的推动作用。
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Acquisition of high quality genomes of animals and plants and 
their main applications
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Abstract: Since the implementation of the International Thousand Human Genome Project, almost all important 
plants and animals have attained reference genomes and genome-wide resequencing data with the development of 
sequencing technology and the decrease in sequencing costs. Accurate and efficient assembly of the vast amounts of 
data generated by second- and third-generation sequencing technologies is the key to acquire high-quality genomes. 
The assembly of complex genomes with more repeats and higher heterozygosity rate is particularly challenging. 
The genome de novo assembly algorithm is constantly being updated, and the joint assembly strategy is showing 
strong advantages. High-quality genomes not only improve the efficiency of fine mapping, but also improve the 
accuracy and precision of genome-wide association analysis, thus laying the foundation for the genetic dissection of 
complex traits of plants and animals. Meanwhile, high-quality genomes would promote the study of comparative 
genomics and pan-genomics.
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高质量的参考基因组在动植物遗传学和基因组

学研究中有着极为重要的作用。解析复杂性状的遗

传机制，首先需要在全基因组范围挖掘与该性状紧

密相关的关键变异，在尚未实现群体基因组组装的

物种中，变异的检测都是基于该物种的参考基因组。

因此，参考基因组质量的高低决定了变异基因型鉴



生命科学 第31卷740

定的准确性，进而影响对复杂性状遗传机制的解析。

高质量参考基因组的获得需要高深度的测序结果以

及合适的组装算法。相应地，使用准确率高的二代

高通量测序数据和读长超长的三代测序数据进行联

合组装，可提升基因组组装的完整性和重复序列组

装的准确性。获得高质量参考基因组后，针对种内

的其他个体，只需进行低深度测序就能准确鉴定相

对于参考基因组的变异类型，为数量遗传学研究提

供大量分子标记，并可提高性状变异位点的定位精

度，同时提高了鉴定基因组上结构变异的准确性。

目前针对二代测序技术的重测序数据检测基因组结

构变异的算法不断被开发出来，通过收集测序片段

比对回参考基因组上的错配和不恰当比对的信息，

就能在一定程度上判断测序目标相对于参考基因组

的插入和缺失的结构变异。随着基因组学的发展，

获得一个高质量的基因组难度不断降低，直接在多

个基因组上进行比对，发现关键变异尤其是集中分

布的关键变异的方法开始被更多地使用。在此过程

中，基因组学的研究范畴不断延伸。泛基因组成为

真正意义上能够代表整个物种遗传物质多样性的 
“参考基因组”，因此基于群体水平的泛基因组也被

越来越多地关注。本文回顾了基因组组装算法的发

展，重点讨论了对于重复序列较多、杂合度较高的

基因组组装新算法，分享了近 5 年来高质量基因组

在动植物遗传机制解析中的成果，以及在比较基因

组和泛基因组研究中的应用。

1　基因组的从头组装(de novo)算法

随着测序技术的发展，不论从技术还是成本上

获得高质量的基因组测序数据都变得具有较高的可

行性，对于富集了大量重复序列和高度杂合的玉

米 [1] 和小麦 [2] 基因组而言，对基因组从头组装算

法的研究早已是新的挑战和研究焦点。

针对最早的 Sanger 测序数据，早期开发的是

OLC (overlap-layout-consensus) 算法，即寻找两条

Sanger 序列之间的重叠区域并进行拼接。随着高通

量测序技术的出现，这样的算法则不再适用，原因

是二代测序通量更高但片段更短 ( 通常双端测序片

段长度只有 150 bp)，不能记录下所有重叠区域的

信息，而且对于复杂基因组而言，寻找短测序片段

(read) 之间的重叠区域也更困难和不可靠 [3]。在这

样的背景下，针对二代测序数据进行基因组组装的

DBG graph(de-bruijn-graph) 算法应运而生 [4]。DBG
算法的核心是 k-mer，即将所有的短 reads 打断为更

短的长度为 k 的序列，两个相邻的 k-mer 相差一个

碱基，将一组相邻 k-mer 的最后一个碱基 (edges)
相连即成为一条组装结果 ( 图 1)。K-mer 组装解决

了基因组测序覆盖深度带来的数据冗余问题，并且

从理论上，要获得组装结果只需要记录 k-mer 之间

相连的信息 (read path)。DBG 算法相较于 OLC 不

仅能更充分地利用高通量二代测序结果，还极大地

减少了运算时间和成本。

Soap denovo[5-6] 是利用 DBG graph 算法开发的

典型基因组组装软件，其组装过程分为以下四步。(1) 
二代测序数据自纠错，相较于三代数据高达

15%~40% 的错误率，二代数据的准确性仍然具有

强大优势 [7]。虽然二代数据的错误率只有 1%~2%，

但是对于大型基因组组装而言，为了达到更准确的

组装效果，正式组装前需要进行自纠错。(2) 选取

合适的 k-mer，组装 contig。K-mer 的选取非常重要，

k-mer 的值过小，不利于构建更长的 contig 以及利

用 reads 本身的长度跨越一些小片段的重复区域，

但如果 k-mer 的值过大，则会造成运算时间和消耗

内存指数级别的上升。同时，需要指出的是，为了

避免回文序列造成的组装错误，一般不选取偶数

k-mer。初步组装完成的 DBG graph 非常粗糙，包

含了大量的错误和不确定信息，首先要去除一些连

接着两个独立 contig 的过短或者覆盖度过低的中间

序列，其次由于基因组本身高度杂合的特性产生的

一些相似度很高的中间序列 (bubble)，将由 soap 
denovo 选择覆盖度更高的一条作为代表序列。(3) 
组装 scaffold。scaffold 的实质是一条更长的，连续

的 contig，要达到这样的组装级别，只有二代数据

图1　DBG算法原理示意图[4]
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是不够的，还需要插入片段大小 (insert size) 更大的

mate pair reads，以提供锚定的信息，将在物理距离

上相隔较远的数条 contig 连接在一起，mate pair 
read 的 insert size 越大，最后能得到的组装效果也

越好。(4) 缩小组装漏洞。在 scaffold 组装完全后，

程序会收集一端落在 scaffold 内部，另一端没有被

锚定的 reads，作为修补组装漏洞的数据。从原则

上来讲，这样的操作仍然是在延伸 scaffold 的长度，

以期达到更好的组装效果。

由于 Soap denovo 在对亚洲和非洲人基因组组

装中的优异表现，这款软件的核心算法 DBG 及其

运算流程已经成为了组装大型基因组的代表。除

此之外，还有专门针对高杂合基因组组装的软件

Platnus[8]，其算法重点考虑了杂合基因组本身对基

因组组装带来的影响，在构建 contig 的过程中不仅

保留了所有相似度高的连接两个 contig 的中间序列

(bubble)，还将这些 bubble 重新锚定回 scaffold 上，

保留与 bubble 相连的 contig 信息作为杂合区段。

从这些软件的算法和运算流程我们可以看出，

完善在复杂基因组中占有相当比例的重复序列的组

装几乎是所有算法面临的问题和挑战 [9]。而三代测

序技术 (single-molecule, real-time sequencing) 的超

长读长，旨在从源头上解决复杂基因组组装面对的

各种难题。平均 10 k 以上的读长所带来的显著优势

是原始 reads 可以轻易跨越一些中等长度的重复序

列区段，甚至不需要组装即可获得完整的基因组序

列 ( 这一点已经在转录组转录本的测序中得到了证

明 )。也正因为如此，适用于二代测序数据的 DBG
算法不再适合于三代测序数据，因此 OLC 算法也

再次回到人们的视野中。早期针对三代组装开发的

软件致力于寻找长 reads 之间的重叠区段，从而将

两条 reads 相连。但对于三代测序超长读长，并且

本身携带了较高测序错误的 reads 而言，OLC 算法

的使用面临两个挑战：一是用于组装的 reads 自纠

错，即使是像 HGAP 这样成功的三代组装软件也不

能回避 reads 纠错所带来的运算时间和内存消耗问

题
[10] ；二是由于寻找重叠区段必须进行多重比对，

三代测序的超长读长带来的运算负担相较于一代数

据而言早已呈指数级别的增长。为解决上述问题，

出现了 DBG 和 OLC 算法联合组装的策略 [11]。同时

对复杂基因组进行二代和三代测序，不仅能在 OLC
正式组装前，利用二代数据对三代数据进行高效率

的校正，还能在由计算三代 reads 最佳重叠区域而

得的组装骨架基础上，联合二代数据进行 scaffold

的延伸和补洞。

联合组装的策略由于兼具了二代数据的准确性

和三代数据的读长优势，已经被广泛运用到各类复

杂的基因组，尤其是高度重复序列的基因组组装案

例中
[1,12]。即使各类算法和软件开发飞速发展，仍

然没有一个大型基因组是完全没有瑕疵的。虽然现

有的高通量测序技术极大地推动了人类对基因组的

研究与理解，但对基因组复杂区域的组装与研究仍

困难重重。

2　高质量参考基因组在寻找功能基因和重要

变异位点中的重要作用

由于测序技术和组装算法的改进，出现了越来

越多高质量的参考基因组。一些长久以来因为基因

区段或者序列的复杂性而没有办法解释的现象逐步

得到了理解，如抗病基因簇 [13-14] 或者某些具有功能

的转座子 [15-16]。一个高质量的参考基因组不仅是了

解自然群体变异形式的开端，更是解析功能基因和

重要变异位点的前提。

2.1　高质量参考基因组提高传统基因克隆手段——

精细定位的效率

精细定位是克隆基因的传统遗传学手段之一，

通过设计定位标记，筛选重组，将功能基因锁定在

基因组的某一个区段内。在这个过程中，如果能同

时得到定位群体两个亲本的高质量基因组，则能在

很大程度上缩短定位的年限并加深对功能基因变异

形式的理解。例如在对玉米单向杂交不亲和基因的

精细定位中 [17]，借助参考基因组和组装另一亲本相

应区段的 BAC 序列，确定了功能基因在其中一个

亲本中发生了提前中止；而此前由于定位区段在两

个亲本基因组中发生了重大变异，其中一个基因组

在该区段完全未知而导致无法进一步缩小区段 [18-19]。

2.2　高质量参考基因组对GWAS(genome-wide 
association study)结果的影响

近十年来，得益于 GWAS 方法的迅猛发展，

传统的寻找功能基因或者功能变异的遗传学方法中

所体现出的缺点，如耗时长、工作量大及无法充分

挖掘自然群体中的等位变异等都得到了明显的改

善，但很少有人强调高质量基因组在获得准确的

GWAS 结果中所起到的作用。一方面，早期的

GWAS 多产生于芯片测序的结果；另一方面，人们

对稀有变异的理解也没有今时今日那么深刻 [20]。

GWAS 虽然成功地在人类 [21]、玉米 [22-25]、棉

花 [26-27]、大豆 [28-29]、水稻 [30-31] 等具有复杂基因组的
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物种中解析了多种多样的复杂性状，但其局限性也

很明显，即受限于群体大小和芯片测序质量，很多

关键性的变异位点不一定能被检测到，这也是为什

么当使用一般芯片的数据时，GWAS 的效果往往不

够好 [20]。由于不能够精确和全面地覆盖群体变异，

GWAS 的优势逐渐丧失。

解决这一问题的有效方法是提高基因组质量。

基于一个高质量的参考基因组，只需要对群体进行

中等甚至低覆盖率的重测序 (1~30×) 就可以实现在

群体水平上对全基因组的 SNP 进行分析和鉴定。

二代测序技术的高通量优势是实现大批量样本

全基因组测序的基础。在获得低倍覆盖短 reads 的
基础上，将 reads 回帖到序列准确和注释完整的参

考基因组上，不仅可以挖掘更多稀有变异，更能宏

观且准确地了解这些稀有变异在全基因组上所处的

物理位置及其附近的基因信息。

2018 年，Du 等 [32] 基于一个 de novo 组装的高

质量棉花 A 基因组和 243 份平均测序深度为 6× 的

棉花材料，共获得了 17 883 108 个 SNP 和 2 470 515 
个 InDel，成功构建了棉花高密度遗传图谱，基于

该图谱鉴定了 98 个与 11 个农艺性状紧密关联的位

点。Huang 等 [33] 基于 517 份水稻 landrace 种质资源，

在只进行了一倍测序的前提下，与高质量参考基因

组比对后鉴定到了 3 625 200 个非同义突变 SNP，
且在已被报道证实的和农艺性状相关基因附近至少

发现了 6 个显著 SNP。综上，我们不难得出高密度

遗传图谱的构建是 GWAS 成功的关键因素，而高

质量的参考基因组则是在群体水平上鉴定准确基因

型的首要条件。

2.3　基于高参考质量基因组鉴定影响复杂性状的基

因组结构变异

随着国际千人基因组计划的实现，人们对基因

组变异的了解也越来越深入，一些从前未能被发现

和认识到的大型变异开始逐渐被人们研究 [34]，基因

组结构变异 (structure variation) 一般是指大小超过

1 kb 的插入、缺失或者倒位。鉴定结构变异不同于

鉴定一般的 SNP，主要原因是由于在二代测序技术

被用于群体水平高通量测序时，其 read 读长过短，

不足以跨越或者组装出基因组上一些较大的结构变

异。因此，越来越多针对检测大型结构变异，包括

拷贝数变异 (copy number variation) 的算法和实验平

台被开发出来，通过将实验对象的测序 reads 直接

比对回参考基因组上，保留下比对结果中错配与不

恰当比对的结果，鉴定不同个体中不同于参考基因

组的结构变异。基于这样的原理，一个高质量的参

考基因组几乎成为了所有检测结构变异算法的基础，

参考基因组只有在保证组装正确的前提下才能正确

鉴定出其他材料或者样本的结构变异。在此，我们

讨论几种常见的鉴定结构变异 (structure variation) 的
方法 [35]，虽然这些算法基于不同的原理发展而来，

但都必须依赖于一个高质量的参考基因组。

2.3.1　利用二代双端reads鉴定基因组结构变异

将全基因组打断为固定长度的短片段进行建库

是二代正式建库测序的步骤，因此一对双端 reads
之间的距离往往是固定且可控的。如果在双端 reads
比对回参考基因组时相隔距离过大，则可能是由于

研究对象相对于参考基因组插入了一段序列；如果

相隔距离过小，则可能是由于研究对象相对于参考

基因组丢失了一段序列。依据这样的算法原理，理

论上可以检测所有的插入和缺失变异，且不受变异

大小的影响 [36-37]。

2.3.2　利用测序reads比对参考基因组鉴定结构变异

断点

对于一些需要明确知道断点的变异而言，如果

测序覆盖度够高，总能够找到位于变异附近，且一

部分能够比对到参考基因组上另一部分为未知序列

的 reads。一些较小的插入和缺失甚至能直接被长

reads 跨越。这样在比对中产生的不能完整比对到

参考基因组上的 reads 被称为 split reads，split reads
在检测基因组结构变异中最明显的优势就是能够提

供明确的断点信息 [38-39]。

2.3.3　利用测序reads覆盖基因组深度的差异鉴定结

构变异

为避免扩增不均匀， PCR-free方法被开发出来，

全基因组的每一个区段都能保证被均匀覆盖，得到

测序深度基本一致的结果。因此，大多数测序深度

陡增或者陡降的基因组区域都有结构变异的可能

性，尤其是基因拷贝数变异 (copy number variation)。
人们最早认识到拷贝数变异的重要性是源于一些与

人类疾病显著相关的区段只包含很少的 SNP。研究

表明，每个人都携带着 8% 左右的大小超过 500 kb
的拷贝数变异 [35]，拷贝数变异通过剂量效应直接造

成基因表达量的变化，一些严重的疾病，如艾滋病、

肾炎等都和基因拷贝数变异紧密相关 [40]。但要检测

这样的变异则不容易，因为拷贝数变异从本质上来

说并不是基因组序列的变化，不存在测序 reads 错
配或者不恰当匹配的问题。可行的方法是通过将测

序 reads 比对到参考基因组上发现覆盖深度变异的
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部分，判断拷贝数变异的发生。如果比对深度相对

于参考基因组的其他区段有明显上升，则可能是拷

贝数增加造成的；如果比对深度相对于参考基因组

的其他区段有显著下降，则可能是基因拷贝数减少

造成的。

综合以上所有在群体水平上鉴定基因型和结构

变异的方法，不难看出参考基因组在其中所起的作

用几乎是决定性的。在基因组尚未实现的物种中，

其变异都是相对于参考基因组而言的，一个高质量

的参考基因组是建立群体遗传学的基础，更是挖掘

功能基因变异形式，寻找功能位点的前提。

3　基因组组装质量在比较基因组学研究中所

起的作用

基因组学发展至今，人们对变异的挖掘和理

解已经不再局限于一个基因或一种性状。从全基

因组的角度出发，探究某一个物种在整个进化历

史上所处的位置或某一类影响重要性状的基因在多

个物种中的作用，更有利于我们理解每一个生命个

体的由来和进化。基于这样的理念，比较基因组学

应运而生。

比较基因组学是基因组学发展到一定程度的产

物，在比较基因组学的应用中，并不存在参考基因

组概念。所进行比较的物种都有自身完整的基因组

序列，通过最直接的序列比对，理论上可以检测到

存在于多个基因组上所有的变异信息。因此，保证

多个基因组组装的正确性往往决定了比较结果的可

靠性。坚持使用同一套组装标准，让所有基因组重

测序数据基于同样的参数进行组装则是组装质量保

持一致的前提。

比较基因组学基于多个基因组之间的相互比

较，最后讨论的问题往往离不开基因组之间一致且

保守的区域以及各自特有的部分。利用这样的结论

不仅可以构建更清晰的物种进化树，还可以发现那

些在进化中至关重要的基因。

Zhang 等
[41] 收集了 48 套已公布的鸟类基因组

重测序数据，并且进行了统一的基因组组装与注释，

随后在它们之间进行了相互比较，构建了一个清晰

完整的鸟类进化树。同时，他们还发现鸟类虽然是

最古老的哺乳动物之一，但相较于其他哺乳动物，

鸟类的基因组大小却在相当程度上缩减了。通过进

一步研究比较结果之后，作者发现鸟类，尤其是现

代鸟类，与其他哺乳动物 ( 海龟、鳄鱼 ) 相比，经

历了更多的染色体小片段丢失事件，但这样的丢失

却没有对鸟类的生存造成重大的影响，其中关键的

原因是由于这些经历了丢失的片段内所包含的基因

大部分在基因组上都有同源基因，可以在一定程度

上对丢失的基因进行功能互补。Stein 等 [14] 通过选

取 13 个具有代表性的水稻品种，同时组装全基因

组序列，并且在比较后发现，虽然水稻各品种间的

差异已经很小，但是仍然有一些染色体重排事件只

存在于某些品种内，这导致了转座子和一些新的非

编码区序列的诞生。同时，作者还比较了 13 个基

因组之间抗病基因家族的一致性，发现虽然抗病基

因由于偏向于形成基因簇而很难被研究清楚，但是

基因的排布却有一定的规律可循，两个相邻的抗病

基因更倾向于首对首 (head-to-head) 地分布，这可

能是为了更好地形成抗病复合体。

比较基因组学着眼于全基因组，在一定程度上

为人们解释更宏观的科学问题提供了方法。不同基

因组之间的比较往往适用于解释不同的问题。自

2017 年 PGA 会议发展“重测序项目”以来，比较

基因组学由于信息来源的广泛性和几乎覆盖所有重

要动植物基因组的众多重测序项目而进入了一个黄

金时代，但基因组和基因组之间参差不齐的质量仍

然值得关注和改善。在比较基因组学探究具体的生

物学话题和意义之前，保证基因组的质量和正确性，

甚至保证由组装误差造成的错误都尽可能地一致，

将所有基因组放在同样的水平上进行比较是比较的

前提。

4　基于高质量参考基因组获得涵盖物种内更

多变异信息的泛基因组

随着基因组学的发展，更多的参考基因组被组

装出来。在芯片测序和短序列比对的过程中发现了

大量变异。人们开始思考，一个参考基因组是否真

的能代表整个物种？一个基因组上的一种变异是否

足够解释物种内所有表型变异？虽然有很多方法可

以挖掘物种间变异，例如前文介绍的鉴定结构变异

(structure variation) 的算法等，但是对于较为复杂的

基因组而言，从头组装一个高质量基因组是最直接

和简便的研究全新变异的办法。

在微生物中首次提出泛基因组的概念。随着二

代测序的普及，已经可以针对某个物种分别组装单

个基因组，即使是在具有复杂基因组的真核生物中

也能实现 [42-43]。泛基因组包含了两个部分，一个是

必需基因组，即指在该物种的所有个体中都存在的

基因组片段；另一个是非必需基因组，指仅在个别
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个体基因组上出现的基因组片段 [44]。鉴定非必需基

因组是所有泛基因组研究的初衷，因为这类片段代

表了物种内基因资源的多样性。非必需基因组是基

因组结构变异的一部分，但又不同于一般的结构变

异，因为它必需在群体水平上展示极端的有和无的

分布差异。

虽然泛基因组最终是以一个基因组的形式出

现，但这其实是一个群体的概念。首先，一段非必

须基因组片段的鉴定需要以物种内多个个体基因组

组装为前提条件 ；其次，每一个个体的组装质量都

有可能成为鉴定非必需基因组的变量，群体水平上

单个基因组的组装不一定要上升到染色体级别，但

覆盖度和尽量高的完整性是非常关键的因素；之后，

单个基因组分别与参考基因组比对，鉴定出不属于

参考基因组的片段作为候选的新基因组片段，此时

的新基因组片段不一定是非必需基因组，有可能是

因为污染而错误引入的其他物种基因组片段。因此，

接下来最重要的部分是比对回 NCBI 的非冗余数据

库中，排除所有其他微生物、动植物等基因组污染

的影响。早期的人类泛基因组研究中，对非必需基

因组的要求是只需要在一个个体中出现即可，后来

更正为两个或两个以上。之后还需要再经历测序

深度、局部组装以及侧翼序列比对验证的检验，

最终才能确定一段没有出现在参考基因组中的新

基因组片段能否成为代表该物种非必需基因组的

片段
[44-45]。在这些鉴定过程中，泛基因组借鉴了比

较基因组的方法与思路，被比对的参考基因组必须

保证相当的质量和尽量少的组装 gap，才能准确鉴

定出真实存在于物种间某些个体上的新基因组片

段。事实上，在一些非必需基因组鉴定的例子中，

确实是因为个体基因组组装片段比对到了参考基因

组的 gap 区而 “不得已”归类为了非必需基因组 [46]。

泛基因组的发展让人们得以在群体水平上认识

基因组真实的变异和包含在这些变异中的基因。

Maretty 等 [47] 通过组装 150 个丹麦人的高质量基因

组序列，成功鉴定了 7 个与组织相容性相关的单倍

型，发现了两个此前从未被发现的 kb 级别的变异

位点。同时，联合千人计划基因组与丹麦人泛基因

组重新矫正了一组用于鉴定青少年肥胖的基因型数

据，发现了 5 个与该性状紧密连锁的新结构变异。

泛基因组来源于对同一物种内不同个体基因组

的组装与比较。由于人们对复杂基因组的认知有限，

还没有任何一个大型物种基因组能够做到完全没有

组装漏洞，也没有任何一个物种泛基因组的组装能

涵盖所有的变异类型。个体基因组的组装为了最大

程度地保留变异信息，往往采取从头组装的方式。

参考基因组是泛基因组提供非必需基因组的 “底

线”，只有参考基因组的组装漏洞较少才能准确鉴

定不存在于参考基因组上的新序列；新组装个体基

因组则是在此基础上建成的 “大厦”，由一系列全新

变异的 “砖石”堆叠而成。在检测新序列的算法中，

侧翼序列比对参考基因组的准确和质量也将成为新

序列存在的重要证据之一，所以要尽可能地保证其

连续与完整。

5　基于高质量基因组解析生物复杂性状的遗

传机制(case study)

高质量的基因组究竟能对研究结果产生多大的

影响？野生的葫芦科植物具有强烈的苦味 ( 葫芦

素 )，在自然界中可以保护植物。虽然葫芦素可以

提高人体免疫力以及抑制癌细胞生长，但就适口度

而言却是一种不利性状 [48]。黄瓜作为一种被人类驯

化的葫芦科植物，在基因组上仍存在着两个控制葫

芦素合成的位点，其中 Bi 导致整个植株都带有苦

味 [49]，而 Bt 只让植株果实带有苦味 [50]。Shang 等 [51]

通过对 155 个黄瓜重测序构建了一个高密度的黄瓜

遗传图谱，检测到一个位于 6 号染色体上与苦味显

著相关的位点，并且在该位点附近发现由于携带了

一个非同义突变而导致葫芦素不能合成的基因，即

为 Bi 基因。同时，研究人员对一个带有苦味的黄

瓜品种 (XY-2) 和一个不带苦味的黄瓜 (XY-3) 进行

全基因组重测序后，比较了两个基因组上携带的变

异位点，发现一个位于 loop-helix 转录因子上的变

异可以显著影响 Bi 的表达量；并在蛋白质互作实

验中验证了 Bi 与该转录因子结合的真实性，并推

断这个在黄瓜叶片中特异表达的转录因子通过与 Bi
基因的结合间接地影响葫芦素的含量。进一步分析

GWAS 显著位点附近的基因在两个基因组上的差

异，研究人员惊奇地发现 Bi 附近、1 号以及 3 号染

色体上分别存在 4 个、1 个和 3 个被注释为酰基转

移酶的基因与它享有相同的表达谱，且在两个重测

序的黄瓜基因组上也呈现一致的表达趋势。而酰基

转移酶是在葫芦素合成途径下游中起到关键氧化和

乙酰化作用的酶，进一步的 RNAi 实验显示在降低

了任何一个酰基转移酶表达量之后，葫芦素的含量

都有明显下降。因此，研究人员大胆推测，8 个酰

基转移酶与 Bi 基因共同作用，调控黄瓜中葫芦素

的合成 ( 图 2)。
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在对控制黄瓜苦味的葫芦素基因的研究中，两

个高质量的黄瓜基因组无疑起到了关键性的作用。

基因簇的形成往往伴随着重复片段的富集，很容易

造成组装的漏洞和组装错误，如果缺少真实和正确

的组装结果就可能造成对基因结构变异 ( 例如 copy 
number variation)的误判。正是由于基因组学的发展，

使得在该研究中，不仅可以完整地收集所有在基因

组上被注释为酰基转移酶的基因，还可以比较出它

们在不同品种间的基因结构变异与表达变异，从而

完善研究结论。

基因簇的组装因为基因位置的集中和基因序列

的高相似性不仅考验基因组组装流程，更考验注释

流程。这也是抗病基因解析较为复杂的主要原因。

抗病基因相互之间的高相似性使得通过重测序某一

区段分离单个抗病基因变得几乎不可能，因此得到

一段覆盖抗病基因簇的基因组序列是最可行和最有

效的克隆抗病基因的方法。

Deng 等 [13] 正是通过对不同遗传背景下、性状

分离的水稻品种进行 BAC 序列的筛选和测序，得

到了一系列不同的控制稻瘟病基因组片段，随后通

过两两比对，最终在分布着众多抗病基因的复杂

区域内确定了唯一一个提供抗病效应的 Pigm 基因

( 图 3)。

6　前景展望

基因组学的发展不仅依赖于生物信息学的发

展，更得益于测序技术的发展。自二代高通量测

序平台投入使用以来，几乎所有重要的动植物基

因组都有了重测序数据。本文虽然只着重于回顾

基因组组装的方法及组装质量对解析动植物复杂

性状所起到的作用，但高质量基因组的内涵并不

仅止于此，还包括了基因结构与功能注释、转座

子注释，甚至于染色体交互信息注释。但这一切

都需要基于基因组序列的正确性。迄今为止，还

没有一个大型基因组可以完全做到没有组装漏洞。

而在这其中复杂区域、转座子和重复序列的作用

与影响也许远超过我们的想象，很多尚未得到解

释的生物学现象也许就隐藏在我们无法获得的基

因组漏洞背后，要获得这部分序列的正确组装结

果仍然任重道远。

图2　黄瓜基因组上9个表达模式一致且共同负责调控葫芦素合成的酰基转移酶基因[51]
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