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摘　要: 主流的二代测序序列找全比对算法采用种子扩展的方法, 由于长种子索引存在空间开销大或检索时间长的

问题, 这类算法大多使用短种子而导致候选位置过多, 增加了比对的时间成本. 为此, 提出一种基于长种子的找全比

对算法, 设计了一种空间开销低和检索时间适度的长种子哈希索引, 其通过模运算限制哈希空间并使用布隆过滤器

识别同一存储位置上的不同种子. 长种子显著减少候选位置数量, 从而降低验证阶段的时间开销. 实验结果表明, 在
人类基因序列测序数据集上, 该算法维持同等精度的同时比现有主流算法时间效率更高.
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Abstract: The mainstream all-mappers of next-generation sequencing mostly use the seed-and-extend method. Due to
high storage costs or long retrieval time of the long-seed index, most of these algorithms use short seeds, which results in
redundant candidate positions and increases the time cost of alignment. We, therefore, propose an all-mapper based on
long seeds, and a long-seed hash index with low storage costs and moderate retrieval time is designed. The long-seed hash
index limits the hash space through modular operation and uses the Bloom filter to identify different seeds at the same
storage location. Long seeds significantly reduce the number of candidate locations and thus lower the time cost in the
verification phase. The experiments on human gene sequencing datasets reveal that the proposed all-mapper has higher
time efficiency than the existing mainstream all-mappers while maintaining the same accuracy.
Key words: next-generation sequencing; all-mapper; seed-and-extend; Bloom filter; long seed

 
 

第二代测序技术 (NGS)[1] 的出现使生物学家能够

以较低的成本快速确定 DNA 分子的核苷酸排列. 如
今, NGS平台每天均会产生海量的长度为 75至 300个
碱基对 (bp)的测序片段 (reads, 也称之为读段)需要进

行序列比对分析, 这是下游生物学应用的基础步骤. 序
列比对分析结果可以解释人类种群之间的基因多样性,
对研究物种进化过程和引发遗传病的基因变异有着深

远意义[2].
一般地, 序列比对算法可以分为找最佳比对算法

(best-mapper)和找全比对算法 (all-mapper)两类, 前者

用于找到每条读段在参考基因组上匹配概率最高的一

个或几个位置, 而后者则用于找到满足误差的全部匹

配位置. 这两类算法应用场景不同, 如全转录组测序分

析以及 DNA和蛋白质之间的作用关系分析, 利用找最
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佳比对算法找出读段的一个或几个最佳匹配位置已

能达到要求 .  而对于结构变异探测以及拷贝数变异

(CNV)分析这类需要找出所有基因组重复区域信息的

应用, 找全比对算法是必不可少的. 由于找全比对算法

需要枚举所有可能的匹配位置, 故而其计算成本更高,
更迫切需要研究高性能的算法. 目前主流的找全比对

算法存在验证阶段时间开销过大的问题, 提高验证阶

段的时间效率, 成为了测序序列找全比对算法中的重

要优化环节.
主流的测序序列找全比对算法普遍采用种子扩展

(seed-and-extend)方法, 该方法分为过滤和验证两个阶

段. 在过滤阶段, 首先从读段中选取多个长度固定的碱

基序列片段作为种子 (seeds), 然后在参考基因组索引

中检索种子的出现位置并过滤出合适的候选位置; 在
验证阶段, 需要利用动态规划算法验证候选位置是否

是读段匹配参考基因组的实际位置. 该方法过滤阶段

使用的参考基因组索引主要包括哈希索引和 FM索引[3]

两类. 哈希索引的优势是种子定位速度快, 而问题是空

间开销大, 像人类基因组的哈希索引超过 11 GB, 并且

种子越长其空间开销会指数级地增长. FM索引优势是

空间开销要小得多, 人类基因组的索引仅需要大约 3
GB, 其缺陷是定位操作时间相对前者要大得多, 并且

种子越长时间开销越大. 受这些因素的限制, 现有找全

比对算法通常选取较短的种子来处理读段 ,  一般为

11 至 14 bp. 由于短种子在参考基因组上的出现频率

高, 导致过滤和验证的位置数量过多, 而验证阶段时间

开销占比更大, 是提升比对算法时间性能的关键.
为此, 本文提出了一种基于长种子的二代测序序列

找全比对算法. 该算法中的参考基因组索引是结合普通

哈希索引与布隆过滤器 (Bloom filter, BF)[4] 构建的面向

长种子的哈希索引. 该索引方法通过模运算缩减哈希空

间, 避免了哈希索引在长种子情况下空间开销过大, 并应

用布隆过滤器识别同一存储位置上的不同种子. 对于

31 亿碱基位点的人类基因组, 本文的索引方法可以在

约 8 GB 空间上索引长度达 30 bp 的种子, 我们的找全

比对算法相比于已有最好的找全比对算法时间减少 26%.

 1   相关研究

 1.1   基因组索引技术

(1) 经典索引方法

参考基因组索引是大部分序列比对算法中的基本

数据结构, 索引的空间开销和检索效率都是影响序列

比对算法性能的重要因素. 依据索引结构不同, 可将基

因组索引分为后缀数组、FM索引和哈希索引 3类.
后缀数组的思路是对给定文本串 S 的所有后缀按

照字典序进行排序, 并将所有后缀在 S 中的起始位置

存在数组 SA 中. 对于一个待检索的模式串 P, 所有以

P 为前缀的文本串在 S 上的位置就存储在后缀数组的

一个连续区间之中. 虽然后缀数组支持定位非固定长

度的种子, 但是其空间开销相比于哈希索引没有优势

并且检索速度要慢得多. 因此, 目前只有少数序列比对

算法采用后缀数组来索引参考基因组, 这类算法包括

Vmatch[5] 和 Segemehl[6] 等.
Ferragina 和 Manzini 将后缀数组与 BWT 变换

(Burrows-Wheeler transform) 结合, 提出了 FM 索引[3].
该索引方法对后缀数组中的特定位置进行采样, 并利

用 BWT 变换来求解非采样位置. FM 索引的定位速度

相比于后缀数组进一步下降, 但通过仅存储采样位置

使所需存储空间大大减少, 是目前空间消耗最小的参

考基因组索引. 由于 FM索引定位种子速度较慢, 目前

常用于找最佳的序列比对算法, 如 BWA[7]、SOAP2[8]、
Bowtie2[9] 等 BLAST[10] 算法首次提出用哈希表构建基

因组索引. 哈希索引保存了参考基因组上每条 q-gram
(长度为 q 的连续子序列) 的位置信息, 将 q-gram 作为

哈希表的 key, 并把此 q-gram 在基因组上出现的位置

保存为 value. 由于哈希索引仅需一次哈希函数运算即

可定位种子, 非常适合需要频繁定位种子的找全比对

问题, 因此大部分找全比对算法都采用哈希索引方法

来构建参考基因组索引, 包括 mrFAST[11]、Hobbes2[12]、
FEM[13]、BitMapper[14] 等. 哈希索引结构如图 1所示.
 

提取所有 q-gram 作为哈希表的 key

GCTACT
CTACTG

TACTGG
ACTGGC

CTGGCT
…

A: 00

C: 01

G: 10

T: 11

Key

CTACTG
011100011110

…二进制转换

…

GCTACT
100111000111

…

Value

…

1

178

1 063
…

0

79
…

GCTACTGGCTACAGGCTAACGTTCCGGACTCAGTTCGG …

参考基因组

 
图 1    哈希索引结构

 

(2) 索引技术新发展

基因组索引技术的改进是提升序列比对算法性能
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的重要一环. 目前针对 FM 索引的改进主要集中在种

子定位速度方面. Chacón等人提出了 n-step FM索引[15],
该索引方法利用二维的 BWT 结构使得 FM 索引中的

向后搜索算法 (backward search algorithm)能一次向后

搜索 n 个字符, 较大程度地提升了定位速度. Fernandes
等人将采样后的最长公共前缀数组应用到 FM 索引方

法中[16], 提升了定位速度并节省了空间. Cheng等人提

出了 FMtree种子定位算法[17], 将 FM索引定位操作的

搜索空间组织成多叉树, 使多个采样位置能被同时计

算出, 极大地提升了定位速度.
对于哈希索引, 其种子定位操作的时间复杂度已

经是常数级. 因此, 改进策略主要集中于减少空间消耗.
稀疏化的哈希索引[13,18] 是降低哈希索引空间开销的有

效方法. 文献 [18]中按照特定规则采样出部分 q-gram,
并将它们的位置保存在哈希表中, 后续再计算出未采

样 q-gram 的位置. 该方法以较小的时间复杂度代价大

大降低了哈希索引的空间消耗. 文献 [13] 同样是基于

采样 q-gram 的思路, 与前者不同的是, 该方法在选取

种子时采用分组选种策略尽量选择已被采样的 q -
gram作为种子, 避免了计算未采样 q-gram的位置的时

间消耗.
 1.2   主流的过滤阶段方法

早期的找全比对算法, 如 BLAST 算法, 采用连续

种子方法, 将读段的每一个 q-gram 当作种子在索引中

检索, 之后扩展并合并这些种子的位置. 这种方法需要

定位大量种子, 时间开销大, 尤其对于大型基因组, 其
种子出现频率较高, 导致需要验证的候选位置过多, 极
大增加了后续验证阶段的计算量. 另外, 连续种子方法

也无法正确匹配包含插入删除错误的读段.
MAQ[19] 和 SOAP[20] 等方法采用了填充种子方法

(spaced seed), 其利用多个填充种子模板来覆盖一条读

段. 每个模板由特定长度的 0和 1组成, 忽略掉 0对应

的碱基字符. 这类方法一般会设计多个 0 位位置不同

的种子模板, 可以保证当读段有少量置换错误时至少

有一个模板可以命中. 填充种子方法时间开销比连续

种子方法小, 但同样无法正确匹配包含插入删除错误

的读段.
目前性能最好的几种找全比对算法普遍采用基于

鸽巢原理的过滤方法. 这类方法不仅降低了过滤阶段

的时间开销, 还能正确匹配包含插入删除错误的读段.
mrFAST是采用这类方法的经典算法之一, 其假定每条

读段最多允许 e 个误配, 并在读段上不重叠地划分出

e+2 个种子, 由鸽巢原理可知, 至少存在 2 个种子不包

含误配. 这表示对于一个读段与参考基因组匹配的位

置, 该位置至少是两个或两个以上的种子的出现位置.
mrFAST将只出现一次的种子位置过滤掉, 从而减少候

选位置数量. Hobbes2 的过滤阶段方法目前效果最好,
其在 mrFAST的基础上采用动态规划算法选取种子出

现频次和最小的组合, 进一步减少了候选位置数量.

 2   问题定义及相关数据结构

 2.1   找全序列比对问题定义

MS A = (Σ,S ,A,F)

Σ = {A,C,G,T }
S = {S 1,S 2, · · · ,S n}

S i = (bi1,bi2, · · · ,biLi ) bik ∈ Σ Li S i

A = (Aik)N×M (M ⩾max(L1,L2, · · · ,LN)) Aik

S i

F(A)

F(A)

测序序列找全比对问题本质上是求解海量短字符

串在长文本串中的全部匹配位置. 从数学的角度上可

以定义为四元组 .  对于 DNA 序列 ,
分别表示 4种碱基不同的脱氧核糖核酸;

表示测序平台产生的读段集合, 其
中 ,   ,   ,   是读段 的长度 ;

, 其中 ,  表示读

段 的第 k 个碱基经过验证后的比对结果, F 是打分函

数,  表示读段最终的比对结果. 找全比对的目的是

找到 分值满足一定阈值的全部位置.
 2.2   布隆过滤器

布隆过滤器能够查询一个数据是否包含于此过滤

器对应的数据集合, 它由 k 个哈希函数和 1 个二进制

位向量组成, 位向量的初始值全为 0. 插入新数据时,
k 个哈希函数会将该数据映射到位向量上的 k 个不同

位置, 并将相应位置的值置 1. 查询时, 用相同的 k 个哈

希函数进行映射 ,  检查映射的位置上的值是否全为

1即可确定集合中是否包含该元素. 布隆过滤器的结构

如图 2所示.
 

0 11 0 1 00 0 0 10 0 0 11 0

a b

hash1

hash1

hash2
hash2

hash3 hash3

 
图 2    布隆过滤器结构

 

布隆过滤器是一种时间和空间效率都比较高的数

据结构, 其时间复杂度仅与哈希函数个数有关, 空间复

杂度为 , 其中 m 是位向量的长度. 当两个数据元素的

k 个哈希函数映射的位置均相同时, 布隆过滤器会产生

假阳性结果, 将原本不存在于集合中的数据报告为存
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在. 为降低假阳性率, 在实际使用中需权衡 k、m 和数

据集合大小 n 之间的关系, 一般先考虑好 m 的大小, 然
后即可求得假阳性概率最小时的哈希函数个数 k, 根据

已有研究工作[21], 其计算式可表示为:

k = |(m/n) ln2| (1)

假阳性概率 p 与 k、m、n 相关, 根据文献 [21], 其
计算式如式 (2):

p =
(
1− (1− (1/m))kn

)k ≈ (1− e−(kn/m)
)k

(2)

 3   比对算法设计

本文首先利用 Jellyfish软件[22] 统计种子的长度与

出现频率的关系, 进而确定合适的种子长度. 随后设计

并实现了面向长种子的哈希索引, 该索引结构的优势

在于支持长种子的同时定位速度快, 能够得到较少的

候选位置. 然后固定间隔选取 q-gram 作为种子, 并在

长种子哈希索引中定位. 最后利用目前效率最高的位

并行算法来验证候选位置. 该算法流程可分为 4 个步

骤: (1) 构建索引; (2) 选取种子; (3) 定位及过滤; (3) 验
证候选位置.
 3.1   构建索引

在构建长种子索引之前, 首先需要确定种子的长

度. 由 Jellyfish 软件得到的统计结果可知, 对于包含

31 亿个字符的人类基因组 hg19, 30 bp 长度的种子中

出现频率在 10次以内的占比达 90%, 如图 3所示.
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图 3    种子出现频率与其长度变化关系曲线

 

由图 3 可知, 种子长度达到 30 bp 时, 出现频率小

于 10 的种子占比趋于稳定. 另一方面, 二代测序平台

产生的读段长度较短, 过长的种子容易包含测序错误.
因此, 本文将种子长度设定为 30 bp.

长种子哈希索引主要包括一张哈希表以及多个布

隆过滤器. 其中, 每个布隆过滤器对应参考基因组的一

个区域. 采用这种结构的根本目的是缩减哈希索引存

储长种子的空间开销. 以种子长度取 30 bp 为例, 普通

哈希索引中需要存储 430 个不同 key的信息. 而在实现

索引结构时每个 key 对应一个 4 B 大小的指针, 仅指

针信息的空间开销就达到 430×4 B=222 TB. 这样的存储

代价过大, 显然无法投入实际应用. 为此, 本文通过模

运算将哈希空间限制为固定值 M, 极大减小了长种子

情况下哈希索引的空间开销, 以 M 取 225 为例 (实际实

现时, 为减少哈希碰撞, M 应取质数), 存储全部指针信

息仅需 225×4 B=128 MB. 索引构建过程如图 4所示, 首
先用长度为 30 的滑动窗口在参考基因组上逐位选取

q-gram. 将每个 q-gram 转换成 64 位无符号整型数值

后, 再模 M 转换为对应的 key 值, 然后将 q-gram 在基

因组上的位置记录在哈希表中该 key对应的表项中.
 

GCT…ACGTGCATAA…ACTTGCGA…CGGGGTCA…

参考基因组

…

…

…

1

0

Mod M

key0

keyj

keyi
Mod Mq-gram1

q-gram0

 
图 4    索引构建过程

 

利用模运算限制哈希空间大小的做法会引起新的

问题: 若两个不同的 q-gram 模 M 后的 key 值相同, 则
它们在基因组上的位置会记录在哈希表中同一个

key 对应的 value 中, 导致定位种子时产生大量错误的

候选位置. 本文利用布隆过滤器来筛选掉错误候选位

置, 首先将整个参考基因组均匀划分为多个不重叠区

域, 为每个区域建立一个对应的布隆过滤器, 具体过程

如图 5所示.
 

AGC…TGCCACGGAG…TCGAATAA … GTACGTAA …

参考基因组

q-gram 集合 q-gram 集合 q-gram 集合

BF0 BF1 BF2

 
图 5    索引构建过程
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每个布隆过滤器存储的元素为其对应的基因组区

域内所有 q-gram. 其作用是验证某个 q-gram是否属于

该布隆过滤器对应的基因组区域. 对于某个待定位种

子, 检索哈希表得到其位置集合后, 需利用布隆过滤器

验证每个位置所在的基因组区域是否包含该种子. 这
样可判断此位置是否为待定位种子的实际出现位置,
从而筛选掉错误的候选位置.
 3.2   选取种子

由于二代测序产生的读段长度短, 基于鸽巢原理

的种子选取方法不再适用于基于长种子的算法. 本文

采用滑动窗口方法: 设定步长 l-step, 并用长度 30的滑

动窗口在读段上每次右移 l-step位选取种子, 具体过程

如图 6所示.
 

ACG…CCGA…TAAG…CTAC…CCTAAATTG…
读段

seed0 seed1
seed2

seed3

在索引中定位种子

l-step

 
图 6    种子的生成

 

采用滑动窗口方法是为了尽可能选出不包含测序

错误的种子, 能有效避免定位得到的位置集合中不包

含读段与基因组实际匹配位置的情况. 参数 l-step会影

响比对结果, 过大会使部分读段无法匹配到参考基因

组上或漏掉部分匹配位置; 过小会提升比对精度, 但需

要定位的种子数量会成倍增多, 导致定位过程的时间

开销增大. 本文经过多次实验比较后发现, 将 l-step 设

定为 10时, 我们的比对算法能达到与现有找全比对算

法同等的精度.
 3.3   定位及过滤

将选取的种子转换为 key, 在哈希表中检索. 对于

检索出的每个位置, 利用该位置所在基因组区域的布

隆过滤器验证此位置是否为对应种子实际的出现位置,
验证通过则保留下来作为候选位置. 种子定位及过滤

过程如图 7所示.
 3.4   验证候选位置

候选位置是读段与参考基因组最有可能匹配上的

位置, 但其中仍包含部分非实际匹配的位置, 需要在验

证阶段将这些错误位置筛选掉. 本文采用“带状”Myers
算法[23] 的一种高效版本[14] 来校验每个候选位置, 此版

本的算法通过位并行提高了计算速度, 并利用 CPU上

的 128 位寄存器和 SSE 指令集来加速验证过程, 实现

了同一时间验证多个候选位置的操作, 极大降低了验

证阶段的时间开销.
 

…

…

…

BF0

BFm

BFn

…

…

…

哈希表

Positioni0

Positionin

Positionim

Seed:

ACT… CGGTA

000111… 0110101100

Mod M

key0

keyi

keyj

验证结果

√

×

√

 
图 7    种子定位及过滤

 

 4   实验分析

本文所有实验均在同一机器的相同配置环境下运

行. 实验平台为: Intel Xeon Gold 5120 CPU (14 核心

28线程, 2.20 GHz), 503 GB DDR4 RAM, Ubuntu 18.04
64位操作系统.

实验所用数据均下载自 NCBI 数据库. 其中参考

基因组为千人基因组项目中的 Genome Reference
Consortium GRCh37参考序列, 版本号为 hg19. 测序数

据集说明如下:
(1) R1: 千人基因组项目中第 NA17871 号测序序

列 SRR007347, 包含 30万条长度 100 bp的读段.
(2) R2: 千人基因组项目中第 NA11840 号测序序

列 ERR012100, 包含 10万条长度 100 bp的读段.
 4.1   候选位置数量对比实验

为验证本文所采用的长种子方法能得到更少量的

候选位置, 选择 mrFAST 和 Hobbes2 来进行读段平均

候选位置数量的对比实验 ,  所用数据集为 R1. 其中

Hobbes2的过滤方法是目前效果最好的方法. 实验结果

如表 1所示.
  

表 1     各算法的读段平均候选位置数量结果
 

算法 mrFAST Hobbes2 本文算法

平均候选位置数 5 968 2 501 785
 
 

由表 1 可知, 本文算法得到的读段平均候选位置

数比 mrFAST少约 87%, 比 Hobbes2少约 69%. 采用长

种子定位的方法在候选位置数量上有明显的优势.
 4.2   算法性能对比实验

在找全比对算法的整体流程中, 验证阶段的时间
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占比最大. 以目前速度最快的 BitMapper 为例, 其验证

阶段的时间占比在 70% 以上. 因此, 相比于定位长种

子的额外时间消耗, 本文方法在验证阶段带来的时间

性能提升更为显著. 为验证此观点, 选择目前速度最快

的几种找全比对算法与本文算法做对比, 实验结果如

表 2所示.
  

表 2     各算法性能测试结果
 

算法
匹配上的读

段比例 (%)
召回率 (%)

内存开销

(GB)
运行时间 (s)

mrFAST 92.56 99.24 4.9 1 762
Hobbes2 92.27 99.55 14.2 971
FEM 92.25 99.97 6.4 327

BitMapper 92.27 99.99 14.9 289
本文 92.25 99.59 10.1 214

 
 

本文利用匹配上的读段比例和召回率来衡量找全

比对算法的精度, 其中, 匹配上的读段比例表示成功匹

配到参考基因组上的读段占比; 召回率表示读段的正

确匹配位置被算法报告出来的比例. 由表 2可知, 对于

匹配上的读段比例, mrFAST 的结果最好, 其他 4 个算

法相差不大. 对于召回率, FEM和 BitMapper的结果较

好, 本文算法则略优于 Hobbes2和 mrFAST. 在内存开

销上, mrFAST 表现最好, FEM 次之, 本文算法优于

Hobbes2 和 BitMapper. 在时间性能方面, 本文算法比

目前速度最快的 BitMapper快了约 26%.

 5   结论与展望

本文提出一种二代测序序列找全比对算法, 在算

法中采用哈希索引与布隆过滤器结合的方法实现了长

种子的定位. 利用长种子的低频特性可得到更少量的

候选位置, 从而提升算法的运行速度. 实验结果表明,
本文算法相比于其他主流的找全比对算法, 候选位置

数量更少, 在维持相同水平精度的同时速度更快. 由于

定位长种子带来的额外时间开销, 我们的算法在过滤

阶段比其他算法需要更长的运行时间, 如何优化布隆

过滤器筛选位置的策略从而提高长种子的定位速度将

是下一步的工作重点.
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