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摘  要 

随着高通量测序技术的成熟和成本的降低，转录组数据呈现爆发式增长。转录组数据中除了包含寄主马

铃薯自身的转录本以外，还可能包含寄主受到RNA病毒侵染而带来的病毒序列信息，因此可以低成本地

从转录组数据中进行病毒基因组挖掘。本研究通过比较SOAPdenovo、IDBA-UD、Trinity 三种主流软

件对RNA-seq数据的组装效果，发现Trinity软件组装得到的结果中序列信息最丰富，且长序列最多，但

组装过程耗时较长；相对而言，SOAPdenovo和IDBA-UD耗时较短，但组装结果中序列信息较少且长序

列较少，所以推荐使用Trinity软件进行基于转录组数据的病毒基因组组装。 
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Abstract 
With the continuous maturity of high-throughput sequencing technology and the reduction of cost, 
transcriptome data show explosive growth. The potato transcriptome data not only contains the 
transcripts of the potato itself, but also contains the viral sequence information caused by the infec-
tion of viruses in the sample, so the virus genome mining can be carried out from the transcriptome 
data. In this study, the assembly results of three mainstream software (SOAPdenovo, IDBA-UD and 
Trinity3) were compared based on the same RNA-seq data, it was found that Trinity software re-
sulted the most abundant sequence information and the longest sequences, but the assembly 
process took a long time; meanwhile, SOAPdenovo and IDBA-UD cost a relatively short time, but 
generated less sequence information and shorter sequences in the assembly results. Thus, it is rec-
ommended to use Trinity software to assemble virus genome based on transcriptome data. 
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1. 引言 

马铃薯(Solanum tuberosum L.)属茄科茄属作物，具有良好的适应性和均衡的营养，已经在世界约 160
个国家和地区广泛种植，是世界第四大粮食作物[1]。我国马铃薯种植面积和产量均居世界第一，但单产量

远不及世界发达国家水平，而病毒侵染引起的种薯退化是导致减产的重要原因之一[2]。马铃薯病毒病会导

致其块茎产量和品质的下降，长期以来给广大马铃薯产业工作者造成了巨大损失，也制约了我国产业发展。 
病毒在细胞水平侵染马铃薯，因此一旦感病，很难用药物进行治疗，只能主要采取预防的办法，而

预防病毒病的关键是对各种马铃薯病毒的快速检测。然而，侵染马铃薯的病毒多达 40 种以上，而且均为

RNA 病毒，用传统的酶联免疫(ELISA)和反转录聚合酶链式反应(RT-PCR)等方法需要投入大量的人力和

时间，而且上述方法只能检测数十种主要病毒。 
近年来，高通量测序发展迅速，已经被广泛应用于包括植物病毒生物学研究的众多领域[3] [4] [5]。

2011 年，马铃薯基因组测序已基本完成，给许多马铃薯科研工作者带来了新的机遇。转录组(transcriptome)
是指某种生理条件下细胞中产生的全部转录物(包括 mRNA 和非编码 RNA)的总和[6]。转录水平调控是生

物体最重要的调控方式之一。近几年，转录组学研究是科学家研究的热门领域。通过高通量测序对样品

的基因表达水平进行分析被称为 RNA-seq，而在所测得的数据中不仅包含着样品的转录本，也含有那些

感染寄主的 RNA 病毒序列信息，因此利用植物转录组测序数据，过滤掉寄主的序列，可以对病毒资源进

行挖掘[7]。本实验室在进行马铃薯低温糖化以及结薯机制的相关研究中已经进行了大量的转录组测序[8] 
[9] [10]，利用这些现有的数据，可以快速而低成本的获得潜在的马铃薯病毒序列信息，从而“变废为宝”，

为这些马铃薯病毒病的检测和防治工作奠定了重要的基础。 
RNA-seq 测序得到非常多很短的读段(reads)，想要获得病毒基因组序列，最核心的问题是将这些短

的 reads 拼接组装成长的转录本，因此需要对 RNA-seq 数据进行从头组装(de novo assembly)。从头组装，
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是指没有参考基因组的帮助下，将 reads 拼接组装成真实 DNA 序列的过程。目前，基因组的从头组装主

要基于以下两种算法：Overlap-Layout-Consensun (OLC)算法[11]和 De Bruijn 图算法[12]。且后者更加适

合 reads 较短、数据量较大的二代测序数据进行拼接组装[13]。基于此算法开发的软件有：Trinity、
SOAPdenovo、IDBA-UD 等。因此，本研究利用一系列实验室相关研究获得的测序数据，在通过比对过

滤掉马铃薯基因组数据后，用上述 3 种软件进行了病毒序列数据的组装，通过比较组装效果，确定从

RNA-seq 测序数据中发掘病毒序列的最佳分析软件。 

2. 材料与方法 

2.1. 数据收集 

研究用到的相关测序数据来自本实验室其它研究积累的转录组测序数据，分别随机选择了 6个 PE125
数据样本(chang-1, chang-2, CW2-1, CW2-2, duan-1, duan-2)和 6个 PE150数据样本(AC142, PVS, E20, E108, 
Ri-1, Ri-2)。 

本研究使用的马铃薯参考基因组序列由国际马铃薯基因组测序协会(International Potato Genome Se-
quencing Consortium, PGSC)公布的对 DM1-3 (S. phureja)进行全基因组测序的基因组序列及其注释文件，

版本号为 6.1 (http://solanaceae.plantbiology.msu.edu/pgsc_download.shtml)。相关病毒序列来自 NCBI 公共

数据库下载的病毒标准序列数据库(ftp://ftp.ncbi.nih.gov/refseq/release/viral/) [14]。 

2.2. 生物信息数据分析方法 

2.2.1. 组装前数据预处理 
在进行数据组装前，首先使用 FastQC (v0.11.3)对数据进行质量评估，使用 Trimmomatic [15]进行质

控，得到 clean_data；接着，将 clean_data 数据比对到马铃薯参考基因组，以区分来源于马铃薯转录本的

reads 和非来源于马铃薯转录本的 reads，即 unmapped reads，作为进行组装方法比较的核心数据。 

2.2.2. 使用 Trinity 软件进行组装 
对于上一步得到的 unmapped reads，即非来源于马铃薯转录本的数据，用 Trinity (v2.1.0)软件进行重

头组装：首先，对于未匹配到马铃薯基因组的数据，即上步得到的 unmapped.bam 文件，使用 samtools 
(v0.1.18)根据bam文件的 flag标签，提取双端 reads，得到 unmapped_reads1.fastq和 unmapped_reads2.fastq。
本研究所使用的命令如下： 

samtools view unmapped.bam|awk '{if ($2~/69/) print ">"$1"\n"$10"\n+\n"$NF}' > unmapped_reads1.fastq 
samtools view unmapped.bam|awk '{if ($2~/133/) print ">"$1"\n"$10"\n+\n"$NF}' > unmapped_reads2.fastq 
得到双端 reads 后，使用 Trinity (v2.1.0)进行重头组装。本研究所使用的命令如下：Trinity --seqType fq 

--max_memory 10G --left unmapped_reads1.fastq --right unmapped_reads2.fastq --CPU 10 

2.2.3. 使用 SOAPdenovo 软件进行组装 
使用 SOAPdenovo (v2.04)进行组装，输入文件不能用上一步 samtools 提取的双端数据，因为 samtools

提取的双端 reads 是全部未匹配的 reads，没有考虑 reads 的配对情况，会出现只有某一端，没有另一端而无

法配对的情况。因此使用 bam2fastq (v1.1.0)软件提取双端 reads，该软件默认会去掉无法配对的 reads；另外，

SOAPdenovo 组装需要建立一个配置文件，配置文件指定了输入文件的路径、数据特征和程序运行的参数。

此处由于会设置 average insert size 参数，所以需要先用 Picard (v1.119)计算 average insert size，命令如下：

java-jar/home/software/picard-tools-1.119/CollectInsertSizeMetrics.jar I = accepted_hits.bam O = insertsize.txt H 
= insertsize.pdf。最后，建好配置文件以后，可以运行 SOAPdenovo 的主程序。本研究使用命令如下(以 k-mer

https://doi.org/10.12677/hjcb.2022.123006
http://solanaceae.plantbiology.msu.edu/pgsc_download.shtml
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/refseq/release/viral/


涂振 等 
 

 

DOI: 10.12677/hjcb.2022.123006 43 计算生物学 
 

取 105 为例)：SOAPdenovo-127mer all-s config.txt-o out_K105-K 105-p 10-R & > soapdenovo.log。 

2.2.4. 使用 IDBA-UD 软件进行组装 
IDBA-UD 与 SOAPdenovo 都需要使用 bam2fastq 软件提取的双端数据；组装前，要先对双端数据进行

合并，合并成一个文件：fq2fa--merge--filter unmapped_reads1.fastq unmapped_reads2.fastq unmapped_reads.fa；
本研究使用命令如下(以 125 bp reads 为例)：idba_ud -r unmapped_reads.fa--mink 69--maxk 107--step 2 
-o./denovo--num_threads 10。 

2.2.5. 本地 blast 进行同源性比对 
使用本地化 blast+ (v2.2.31)将组装得到的 contig 与所构建的数据库 III 进行比对，研究组装结果中的

病毒多样性，这些 contig 中可能会有已报道的对马铃薯有侵染能力的病毒，也可能会发现未报道的对马

铃薯有侵染能力的病毒；再使用本地化 blast+将组装得到的 contig 与所构建的数据库 II 进行比对，研究

组装结果中 contig 具体与马铃薯病毒的哪个亚型或分离物同源性最高。 

3. 结果与分析 

3.1. 不同 k-mer 下软件的组装效果比较 

本研究选择了 contig N50 和最长 contig 两个指标，作为衡量组装效果的指标，同时也作为选择最适

k-mer 的评判标准。N50 反映的是一个组装结果整体的序列长度，N50 越大，说明组装得到长序列越多，

组装效果越好。另外，由于本研究进行的是病毒基因组组装，希望得到最长 contig 越长越好，因此本研

究还选择最长 contig 作为最适 k-mer 选择的另一个指标。 
本研究对 SOAPdenovo 和 IDBA-UD 两种软件在不同 k-mer 大小下，N50 和 max contig 进行统计。如

图 1A 和 B 所示，对于 PE125 的数据(Chang-1 和 CW2-1)，随 k-mer 从 69 增加到 87-91 左右，contig N50
逐渐增大，k-mer 值在 91-95 左右急剧下降，随后逐渐增大，因此 Chang-1 和 CW2-1 分别选择 87 和 91
为最佳的 k-mer。而对于 PE150 的数据(AC142 和 PVS) (图 1C 和图 1D)，随着 k-mer 逐渐增大，contig N50
逐渐增大，在 k-mer 取 127 时达到最大值，因此最佳 k-mer 为 127。但是，对于 max contig 这一指标，无

论是 PE125 和 PE150 数据，其变化规律不明显(图 1A-D)。 
使用 IDBA-UD 软件进行从头组装，支持的最大 k-mer 值是 123。无论是 PE125 还是 PE150 的数据，

conitg N50、max contig 与 k-mer 之间存在着相似的规律：对于 PE125 数据(Chang-1 和 CW2-1)，Contig N50
在 k-mer 达到 71 时有一个明显上升，随后保存缓慢线性增长，k-mer 达到 105 后达到最大值，随后有所

回落。而 max contig 的长度也随 k-mer 值增大呈现一定的增长态势，以 CW2-1 为例(图 1F)，k-mer 值从

93 增加到 95 时，max contig 长度增加 300 bp 左右，而 Chang-1 (图 1E)在 k-mer 值处于 75~107 之间，max 
contig 保存不变。因此，为了获得最佳组装效果，该软件对 PE125 数据，k-mer 选择 105 为宜。对于 PE150
数据(AC142 和 PVS) (图 1G 和图 1H)，contig N50 随 k-mer 的变化规律与 PE125 数据相似，只是一般在

k-mer 值 121 左右达到最大值。而 max contig 长度在 contig N50 极值范围内变不大。因此，对于 PE150
的 reads 推荐使用 115~121 作为最优 k-mer 的选择范围。 

综上所述，对于 SOAPdenovo 软件，组装效果随着 K-mer 变化无明显变化规律，需要视实际组装情况

选择合适 K-mer。而对于 IDBA-UD 软件组装效果与 k-mer 取值的变化规律非常明显，即 K-mer 越大，组

装效果越好。因此，IDBA-UD 软件因此更容易选择最合适的 k-mer 值，而且组装效果更加容易让人信服。 

3.2. 不同组装软件效果比较 

本研究分别使用 Trinity、SOAPdenovo、IDBA-UD 软件对随机选择的 PE125、PE150 各 6 组数据进 
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Figure 1. Effect of the k-mer on the de novo assembly quality using SOAPdenovo and IDBA-UD 
图 1. SOAPdenovo 和 IDBA-UD 软件 k-mer 值对组装质量的影响 
 

行组装，比较组装效果，选择最适合作为病毒基因组组装的软件。为了衡量软件组装效果，选择了

contig N50、contig 平均长度、contig 中位数长度、最长 contig、大于 1000 的 contig 的数量、组装结果总

contig 数目以及大于 1000 bp 的 contig 数目占总 contig 数目的百分比作为指标，其中前 3 个指标都反映的

是组装得到的序列的整体长度，这 3 个指标数值越大，表示组装结果中长序列越多，组装效果越好。对

三个组装软件的组装结果如表 1 所示。 
以前 3 个指标进行考查，对于 PE125 的数据，这 3 个指标都是 IDBA-UD 的最大，Trinity 次之，

SOAPdenovo 最小，以 CW2-1 数据样本为例，IDBA-UD 软件的 3 个指标的值分别是 425 bp、422 bp、387 
bp，Trinity 对应的分别是 321 bp、325 bp、277 bp，SOAPdenovo 对应的分别是 276 bp、179 bp、138 bp。
对于 PE150 的数据来说，3 个软件对应的 3 个指标的值相差不大，以 AC142 数据样本为例，IDBA-UD
的 3 个指标分别是 540 bp、543 bp、470 bp，Trinity 对应的分别是 444 bp、424 bp、341 bp，SOAPdenovo
对应的分别是 454 bp、459 bp、431 bp。对于最长 contig 这一指标，3 个软件组装结果相差比较大，但是
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Trinity 软件的该指标都是最优的，以 CW2-1 数据样本为例，使用 Trinity 软件进行组装最长 contig 达到

8469 bp，而 IDBA-UD 和 SOAPdenovo 软件分别只有 3661 bp 和 1484 bp，远远小于 Trinity 软件。对于大

于 1000 的 contig 的数量、组装结果总 contig 数目以及大于 1000 bp 的 contig 数目占总 contig 数目的百分

比这 3 个指标进行比较，Trinity 软件优势非常明显，使用该软件组装得到的大于 1000 bp 的 contig 数量

以及组装得到的总 contig 数量都是最多的，且远远高于另外 2 个软件，以 CW2-1 数据样本为例，Trinity
软件组装结果中共有 23,571 条序列，其中大于 1000 bp 的有 198 条，对于 IDBA-UD 这 2 个值分别是 1737
和 26，SOAPdenovo 这 2 个值分别是 2882 和 2。这反映了 Trinity 软件的组装结果中包含了丰富的序列信

息且长序列最多，这为后续进行序列信息挖掘提供了基础。 
 
Table 1. Comparison of the assembly quality for SOAPdenovo, IDBA-UD and Trinity 
表 1. SOAPdenovo、IDBA-UD 和 Trinity 3 个软件组装结果比较 

samples software contig 
N50 (bp) 

mean of 
contig 
length 
(bp) 

median 
of contig 

length 
(bp) 

max 
contig 
length 
(bp) 

contig 
number 
of over 
1000 bp 

total 
contig 

number 

ratio of 
contig over 
1000 bp to 
total contig 

CW2-1 (PE125) 

SOAPdenovo 276 179 138 1484 2 2882 0.07% 

Trinity 321 325 277 8469 198 23,571 0.84% 

IDBA-UD 425 422 387 3661 26 1737 1.50% 

CW2-2 (PE125) 

SOAPdenovo 277 178 135 1702 3 3082 0.10% 

Trinity 322 324 278 8160 1138 47,198 2.41% 

IDBA-UD 426 425 389 3101 23 1811 1.27% 

Chang-1 (PE125) 

SOAPdenovo 264 166 118 6169 7 6128 0.11% 

Trinity 321 325 279 9695 173 29,916 0.58% 

IDBA-UD 408 391 364 8541 28 2366 1.18% 

Chang-2 (PE125) 

SOAPdenovo 263 166 116 8469 6 5829 0.10% 

Trinity 338 339 289 9699 306 31,574 0.97% 

IDBA-UD 456 423 389 8446 46 2584 1.78% 

duan-1 (PE125) 

SOAPdenovo 281 189 135 4966 11 3688 0.30% 

Trinity 329 331 284 9694 260 34,340 0.76% 

IDBA-UD 431 418 379 8533 49 2722 1.80% 

duan-2 (PE125) 

SOAPdenovo 285 194 141 7173 11 3660 0.30% 

Trinity 323 326 280 9696 220 33,831 0.65% 

IDBA-UD 407 399 363 8489 32 2748 1.16% 

AC142 (PE150) 

SOAPdenovo 454 459 431 1114 4 262 1.53% 

Trinity 444 424 341 4534 2501 61,707 4.05% 

IDBA-UD 540 543 470 4297 277 5237 5.29% 

PVS (PE150) 

SOAPdenovo 427 367 392 3034 19 2071 0.92% 

Trinity 509 466 369 9727 6561 112,067 5.85% 

IDBA-UD 543 515 460 5618 733 15,540 4.72% 
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Continued 

Ri-1 (PE150) 

SOAPdenovo 446 408 423 910 0 285 0.00% 

Trinity 446 425 343 4945 2341 60,717 3.86% 

IDBA-UD 523 530 464 4319 231 5325 4.34% 

Ri-2 (PE150) 

SOAPdenovo 440 401 410 1108 3 370 0.81% 

Trinity 445 424 341 4481 2599 65,451 3.97% 

IDBA-UD 548 551 476 3897 309 5601 5.52% 

E108 (PE150) 

SOAPdenovo 453 458 426 2708 9 999 0.90% 

Trinity 454 430 345 8496 3551 84,627 4.20% 

IDBA-UD 434 342 245 4651 315 16,785 1.88% 

E20 (PE150) 

SOAPdenovo 452 467 432 2062 12 706 1.70% 

Trinity 463 435 349 8471 3997 93,936 4.26% 

IDBA-UD 497 491 440 8435 324 10,235 3.17% 

3.3. 组装得到病毒序列 

使用 Trinity 软件对处理后的数据进行组装，比对病毒数据库后对结果进行整理分析。在收集的数据

中共找到了 10 种植物病毒，9 种 RNA 病毒和 1 种 DNA 病毒，总计 2129 条植物病毒序列，其中 314 条

比对长度超过 1000 bp，大部分序列比对结果的一致性都在 95%以上，其中 114条覆盖 90%以上的基因组，

接近数据库中的病毒全长序列。 

4. 讨论 

4.1. 不同软件的 k-mer 选择 

使用 SOAPdenovo 对序列进行组装，k-mer 的取值对基因组组装结果影响较大。本研究参考了其他生

物信息领域科研人员的建议，k-mer 设置范围取 reads 长度的 55%~85%，且为奇数。因此，对于 PE125
的数据，k-mer 选择 69~107，对于 PE150 的数据，k-mer 选择 83~127。 

使用 IDBA-UD (v1.2.0)进行组装不需要设置不同大小的 k-mer 分步运行，该软件可以从小的 k-mer
开始到大的 k-mer 进行递增计算，多个 k-mer 一次就可运行完成。合并后的数据再进行组装，设置最大、

最小的 k-mer 参数，与上一步选择相同的 k-mer，但是由于 IDBA-UD 软件支持的最大 k-mer 是 123，因

此对于 150 bp 的 reads 最大 k-mer 只能选择到 123。 
对于 Trinity 软件，由于该软件不需要手动设置 k-mer 大小，该软件可以自动计算最优 k-mer，因此

本研究并未对 Trinity 软件进行上述研究。 

4.2. 病毒基因组装 

在本研究中利用 SOAPdenovo、IDBA-UD、Trinity 三种软件对测序数据进行组装，通过对组装效果

的衡量对比，我们发现 Trinity 软件运行病毒序列组装，信息最为丰富，长序列最多，但运行时间长；而

SOAPdenovo 和 IDBA-UD 这两款软件耗时都比较短，但是组装效果不佳，序列信息少且长序列少，所以

在追求组装质量的前提下，本研究建议选择 Trinity 进行全部 RNA-seq 数据的组装。但从在耗时以及消耗

资源的角度看，SOAPdenovo 和 IDBA-UD 有非常明显的优势，相同线程、内存资源条件下，组装同一个

样本，Trinity 所消耗的时间是 SOAPdenovo 和 IDBA-UD 的几十倍。综上所述，Trinity 软件组装效果最
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好，Smith 等人和 Sparks 等人分别对艺神袖蝶和茶翅蝽进行转录组测序，使用 Trinity 进行数据拼接组装，

都发现和鉴定了新病毒[16] [17]。因此推荐使用 Trinity 软件进行基于转录组数据的病毒基因组组装。本

研究中，利用 Trinity 软件对未匹配到马铃薯参考基因组的数据进行组装，组装结果比对病毒数据库，共

发现 9 种 RNA 病毒和 1 种 DNA 病毒。其中有常见的 6 种马铃薯病毒，所占比例最大且为 90.94%。此外

还发现了 TuMV 等几种目前尚未报道对马铃薯有侵染能力的病毒，表明了使用 Trinity 组装马铃薯病毒序

列的可靠性。但是，如果考虑到时间成本的话推荐使用 IDBA-UD 软件。而 SOAPdenovo 组装“碎片”

较多，不适合病毒基因组组装。 
利用生物学分析软件构建基于 RNA-seq 数据的马铃薯病毒基因组挖掘平台，分析 RNA-seq 数据中病

毒多样性，研究病毒变异、进化，发现和鉴定可能存在的新病毒或者尚未报道的对马铃薯有侵染能力的

病毒，为马铃薯与病毒互作研究、马铃薯抗性材料筛选奠定了基础，对马铃薯抗病毒育种具有重要意义。 

4.3. 测序数据深度挖掘 

高通量测序技术由于其快速、准确、低成本的特点，已经被广泛应用于生物学研究中。近年来，越

来越多的植物基因组测序完成，与马铃薯相关的转录组数据快速增长。同时测序技术也在不断创新，二

代测序技术由于其通量高、精度高、信息丰富、成本低的特点已经广泛应用于生命科学研究的各个领域，

产生了大量的转录组测序数据。但是，大量的测序数据在满足了特定的生物意义分析之后，就被闲置起

来，十分可惜。但是，我们可以从其它角度进行深度挖掘，从这些闲置的数据中发现潜藏的有价值信息。 
基于以上理论和技术基础，在本研究中收集了实验室数据库中的转录组数据，进行深度挖掘，挖掘

其中的病毒序列，分析能够侵染马铃薯的病毒类型、病毒多样性。但由于测序最初的目的是针对宿主马

铃薯进行研究，所以大部分数据是宿主序列，病毒序列丰度不足，因此导致组装到完整病毒序列的数量

有限。本研究针对转录组数据构建了基于 RNA-seq 数据的病毒组装平台，该平台能够用于分析 RNA-seq
数据中病毒序列多样性，能发现一些新的、有研究价值的病毒序列，具有良好的应用前景。 
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