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基因结构变异检测方法综述 *
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摘要：在人类基因组中结构变异（SVs），拷贝数变化（CNVs），单核苷酸多态性（SNP）是非常普遍的，而且和人类健康与疾病密切相

关，因此检测这些结构变异对于人类生命健康非常重要。基于第二代基因测序平台，目前已经有很多结构变异检测算法，这些算

法主要分为五大类：微阵列方法、读对方法、读深方法、分裂读取方法、序列组装方法。本文系统地阐述了这五类方法的基本原理、
优缺点以及使用范围，并简要介绍了每一种方法的经典检测算法及应用范围、检测性能等，并对未来检测算法的研究提出了展

望。
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1 引言

大量研究表明 [1-5] 基因组中结构变异 (Structure Variants
(SVs))、拷贝数变化(Copy Number Variants(CNVs))、单核苷酸多

态性(Single-Nucleotide Polymorphism(SNP))是非常普遍的。基

因结构变异从单个碱基变异到大段染色体的结构变化[6,7]，这些

结构变异最初是指长度大于 1kb 的基因片段的插入、删除或者

倒置等，基于第二代测序的短读取的大量出现[8]，使得基因结构

变异也包含小的结构变化（比如 <1kb）。精确地检测 SVs 是非

常困难的，原因在于：第一 SVs 往往存在于 DNA 的重复或复

制区域；第二 SVs 的种类很多，包含：插入，删除，倒置，移位，重

复等，这些都增加了检测的难度。目前结构变异检测算法所面

临的最大挑战就是如何精确而快速的检测出包含小结构变化

在内的所有基因组结构的变化，从而加速人类对疾病和生命进

化过程的理解。而在过去的几年里，由于第二代基因测序平台

的问世，使得大量的检测算法纷纷出现，而每一种算法大多都

只是针对于一类特定的变异，对其他种类的变异检测效果不理

想。基于此本文系统的综述了目前检测基因变异的主要方法：

基于微阵列技术方法和基于测序技术。基于微阵列技术的方法

主要包括两类：CGH 阵列技术和 SNP 阵列技术；基因测序技术

的方法主要包括：读对技术，读深技术，分裂读取以及序列组装

方法。阐述了它们的主要原理、各自的优缺点以及适用范围，并

分析现有算法的局限性，对未来检测算法的研究进行了探讨和

展望。

2 微阵列测序方法

微阵列方法[9](Micro arrays)已经被广泛应用于 CNV 的发

现[10]和基因分型[11,12]（gene typing）。微阵列方法主要有两类：基

因组杂交阵列比较 （Array Comparative Genomic hybridization
(array CGH)）和 SNP 微阵列(SNP micro arrays)。
2.1 基因组杂交阵列比较(array CGH)

Array CGH 平台是基于参考基因和测试基因杂交比较的

理念[9]，它的原理是：将测试基因和参考基因之间的信号比率

ratio 标准化然后转换为以 2 为底的对数函数 log2ratio，将此对

数函数作为基因拷贝数变化的度量依据，对数函数 log2ratio 的

增加表示拷贝数的增加，相反它的减少表示拷贝数的减少。目

前全基因组 CGH 阵列平台的主要供应者是 Roche NimbleGen
和 Agilent 科技，它们的每一个微阵列可以分别产生多达 2.1M
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和 1M 的低核苷酸（oligonucleotides）阵列，每一个 CNV 的检测

要求至少 3-10 个连续探头的信号。因此 SNP 和 CGH 微阵列

可以检测出每一个基因组中的几十个到几百个结构变化。文

献[13,14] 中的研究就使用了基于 CGH 阵列的 SV 检测的高分辨

阵列技术，能够检测出 500bp 的 CNVs，然而代价却相对较高。
CGH 阵列的另外一个重要优点就是由两个核心制造商提供的

高密度阵列探头，这也使得了 CGH 阵列取代了染色体组型分

析（karyotype analysis）而被广泛应用于临床诊断 [4]；然而 CGH
阵列技术对于 CNV 的变化敏感度较差，检测参考样本的拷贝

数变化效果不理想。比如，当只有一个样本被检测出时，就很难

区分这个样本究竟是参考样本中的一个丢失(loss)还是测试样

本中的一个获得(gain)。
2.2 SNP 阵列

SNP 阵列也是基于杂交技术的理念，它通过比较测试样本

信号密度产生一个和 CGH 阵列相似的度量函数 log2ratio。但是

SNP 阵列的度量函数 log2ratio 表明：虽然 SNP 阵列比 Array
CGH 有更低的信噪比，但是 SNP 阵列技术通过采用等位特别

探头而增加了 CNV 的敏感性，能提供出更多的拷贝数的综合

信息[9]。SNP 阵列也广泛的应用于 CNV 的检测，早期的 SNP 阵

列显示在 CNV 区域的低覆盖，但是最近的阵列（Affymetrix6.
0SNP, IIIumina 1M 平台）融合了更好的 SNP 选择标准[11-15]，在

文献 16 中通过结合 CGH 阵列和 SNP 平台来提供 CNV 检测

的更高的可信度。
阵列技术已经被广泛应用于结构变异的检测，它在通量和

费用上都有很多优点。在整个人类基因组中大 CNV 是很少的，

研究表明在人类基因组中 CNVs>500kbp 的仅仅占 8%。由于

CGH 阵列和 SNP 平台的低费用以及大量的公共 SNP 数据的

可用性，微阵列数据已经成为为分析大数据集的 CNV 的有效

方法。另外微阵列技术自身也有一些缺点：(1)微阵列技术只局

限于检测序列拷贝数的不同，不能提供拷贝数变化的具体位置，

比如断点信息等；(2)阵列技术对于单拷贝数的增加不敏感[11,17]；

(3)在多重复和复制区域使用杂交试验，CGH 阵列和 SNP 平台

都是假定参考基因的每一个位置都是二倍体的，但是在重复序

列里这个假设是不成立的，因为 CNVs 和重复片段有很强烈的

正相关而且很多断点都坐落在重复区域[9,11,13,18]。

3 基于测序的检测方法

下 一 代 基 因 测 序 技 术 [19-21]（Next Neneration Sequencing
Technologies(NGS)）的出现为基因结构变化的研究带来了革命

性的变化，已经取代微阵列技术作为 SVs 发现和分型的一个平

台。这类方法主要包括读对、读深、分裂读取、序列组装等，这些

方法都是将读取映射到参考基因然后进行比对从而发现不同

的结构变异及其类型。
3.1 读对技术（Read-pair Technologies）

读对技术就是通过评价配对跨度以及读取方向，并且将配

对跨度和读取方向与参考基因比对，将不一致的读对聚类。这

种方法可以检测出大多数的变异，因此已经得到了广泛的应

用，基于读对的算法有很多，比较经典的有：PEM[22]，PEMer[23]，
HYDRA[24,25]等。

配对末端映射 PEM(Paired-end Mapping): 主要涉及到长度

等于或大于 3kb 的末端配对的隔离、准备以及基于 454 平台的

大规模测序数据等。首先将大量的配对读取映射到人类基因组

上，然后确定出由末端配对读取与对应的参考基因不一致的区

域，从而预测基因结构变异。预测过程需要 5 个标签：删除、简
单插入、配对插入、倒置、无配对插入。为了消除由于连接反应

过程中形成的畸形结构所导致的误判，因此对于每一个结构变

异类型都要求至少两个配对读取来支持。这种方法能够检测到

大于 3 kb 的删除、倒置、配对插入、无配对插入以及 2 kb-3 kb
的简单插入。

PEMer: 通过比较映射读对和基因组中平均插入大小的距

离来检测插入和删除。主要算法步骤为：(1) 构建预处理(con-
struct pre-processing)：将 PEM 数据设计成合理的结构；(2)读取

排列(read-alignment)：排列读取的两个末端到参考基因上；(3)
最优配对位置(optimal paired-end placement)：将映射配对末端

与配对末端相结合；(4)孤立子确定(outlier-identification)：确定

孤立子配对末端，孤立子就是指读取末端映射到参考基因时由

于有一定的距离而导致了和期望读对末端的偏离或者读取末

端匹配到不同的染色体上。(5)孤立子聚类(outlier clustering)：如

果一个含有 N 个独立配对末端的集类与一个单一 SV 一致的

话，那么孤立子被分类为 SVs。PEMer 评价了在一个集类中是

否所有的配对末端都表示同一个变异类型。(6)聚类整合(clus-
ter merging): 有相同结构变异的集类被整合到一个单一集类

中，当 SVs 在不同的的截断值以及不同的集类大小的情况下被

并行搜索时，集类整合是非常必要的。PEMer 算法能敏感的检

测出小于 1kb 的删除并且确定小片段的断点，但是不能确定多

重复复杂区域的 SVs，同时当插入长度大于平均插入时算法也

会失效。
HYDRA 也是一种基于读对的 SV 检测算法。它的原理就

是在一个或者多个映射中使用启发式方法 (heuristic approach)
确定 SVs。HYDRA 通过比较相互之间不一致的映射并且确定

配对集类，这些确定变异类型的映射集类都是来自于一个独立

的 DNA 片段。当两个映射跨越相同的基因区域并且有相同的

读取方向时，就认为彼此相互 " 支持 "。因此对于每一个预测的

变异类型，HYDRA 都检查支持的映射数目并且选择被大多数

其他映射支持的单映射。为了减少和单映射的重叠，其余映射

都被整合到变异呼叫中。这个过程能使得定义变异类型的相互

支持的映射数目最大化。每一个配对仅支持一个单变异类型，

当多个变异存在时，HYDRA 就选择最多映射支持的那个作为

变异类型。HYDRA 减少了对结构变异的假设，增加了算法敏

感度。因此不仅能检测出删除、重复、倒置、任意长度的插入以

及移位等，而且还能检测一个或者多个重复序列的断点。
3.2 读深方法（Read-depth Methods）

读深的方法通过假定映射深度是一个随机分布（泊松分布

或者矫正泊松分布），然后利用映射深度的随机分布来检测序

列样本的重复和删除。基本思想是利用映射深度和参考基因进

行比对，重复区域显示高的读取深度，而删除区域则显示出低

的读取深度。基于读深的算法也有很多，比较经典的有 EWT[26]

算法，CNVnator[27,28]算法。
EWT 算法是基于读取深度加窗的显著性测试算法。基本
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思想是：确定连续窗口内读取深度的增加和减少，以此作为基

因拷贝数的定量测量，首先在 100bp 窗口内使用 GC 矫正读取

深度，多个连续窗口的覆盖的增加和减少就表明拷贝数的增多

和减少。EWT 算法能够检测出 99.9%的删除（>1000bp），并且

整体误测率被显著性测试控制并随多测试而调整的。和 PEM
算法相比，EWT 算法检测的变异类型在重复片段是非常丰富

的，而且在重复片段的复杂区域很难使用 PEM 算法确定

CNV，因为这些区域的很多读取不是唯一的映射到参考基因

中。EWT 算法和 PEM 算法是互补的，因此两种算法结合将会

增强基于下一代基因测序数据的 SVs 检测精度。
CNVnator 也是基于读取深度的 CNV 检测算法。为了计算

读深信号，它将整个基因组分成大小不等且不重叠的区域并且

使用每一个小区域内映射数目作为读取深度信号。然后利用移

均值技术[29](mean-shift technique)把这些信号分区成包含潜在

CNVs 的小片段，最后在每个小片段上应用统计显著性测试来

预测 CNVs。这种方法具有很高的敏感度（86%-96%），低误测

率(false-discovery rate)（3 %-20 %），高精确分型率(high geno-
typing accuracy)（93 %-95 %）以及高断点分辨率(high resolution
in breakpoint discovery)（90 %）的特点。而且 CNVnator 是对分

裂读深取方法和读对方法的一个直接补充，它能检测出半数以

上分裂读取和读对方法不能检测到的 CNVs[28]。
3.3 分裂读取方法（Split-read Methods）

分裂读取方法能够检测删除与小的插入而被首次应用到

长 Sanger 序列读取中[27]。分裂读取的目标就是要定义出结构变

异的断点，而且只要读取足够长(>400bp)的话这种方法还可以

检测出移动插入[27](Mobile-Element Insertions(MEIs))。但是基于

下一代基因测序（NGS）的大量短读取，大大增加了排列的难度

从而限制在分裂读取方法的应用。而 Pindel[30]算法运用末端配

对读取技术减少了分裂读取的搜索空间，从而减少了排列短序

列到参考基因的复杂度。
Pindel: 就是利用模式增长算法搜索最大 - 最小子串的

方法来确定大删除（1 bp-10 kb）与中等长度的插入（1-20 bp），

并计算出精确的断点。模式增长算法举例：比如定义一个基因

序列数据为 S=ATCAAGTATGCTTACGC 以及模式 P=ATG-
CA，利用模式增长算法搜索出的最大最小子串分别为：ATGC
和 ATG。Pindel 的主要思想就是首先应用 SSAHA2[31]方法把所

有读取映射到参考基因，然后检查映射结果确保这些配对读取

只有一端能被映射。对于每一个读对，映射端必须唯一精确的

映射到基因中，而另一端在给定阈值 s 的条件下不能被映射到

基因中的其他位置。Pindel 使用映射端来确定参考基因上的锚

点以及无映射读取的的搜索方向。锚点和无映射读取搜索方向

确定之后，用户就可以定义最大删除参数（Max_D_Size），从而

参考基因中的一个子区域就可以被确定下来，Pindel 将无映射

读取打断为 2 个删除或者 3 个插入，然后分别映射这些片段的

两个终端。该算法能够精确有效的检测出大删除和中等插入的

断点信息。
3.4 序列组装方法（Sequence Assembly）

理论上如果可以 de novo 组装的话，所有形式的结构变异

都能够精确的被检测出来。然而序列组装的方法刚刚起步，并

且下一代测序技术产生了大量的短读取序列(30bp)，这对于整

个基因组的 de novo 组装是个严峻挑战。应用传统组装方法需

要找出所有重叠增加了组装难度。另外，理论上配对读取更容

易组装，但实际上配对读取组装比无配对读取组装更加复杂。
目前有很多结合 de novo 组装和局部组装的算法。比如：

ABYSS[32]，ALLPATHS[33,34]等。
ABYSS:是一种并行的序列组装算法。它最大的创新就是

利用 de Bruijn 图，从而允许组装算法在多台计算机上并行计

算。ABYSS 算法过程的两个阶段：(1)初始化重叠群(contigs):从
序列读取中产生所有可能的长度为 k 的子串，消除 k-mer 数据

集的读取误差从而构建初始化重叠群(contigs)。(2)扩展重叠群：

应用配对信息通过消除重叠群区域的重叠模糊性来扩展重叠

群。这个算法能够精确快速的组装大量的短读取序列，文献[32]

通过精确组装由 NA18507 的整个基因序列产生的 35 亿个短

读取序列证实了该算法的组装能力。
ALLPATHS：算法利用图论中全通路理论进行组装。全通

路方法保留了由于数据集限制以及二倍体基因多态性而产生

的内在相关信息，从而实现了对短读取的良好组装。ALL-
PATHS 算法的两个核心概念：(1) 找出跨越一个给定读对的所

有通路，即从一个读取到另一个读取的所有序列都被其他序列

所覆盖；(2)采用配对将基因组分成小区域然后利用分别组装的

方法来确定位点。因此，ALLPATHS 组装算法能够获取基因数

据的精确信息，这种方法不仅对短读取有效，对其他类型的

DNA 序列也同样有效。随着第三代基因测序技术高通量、长读

取特点的出现，将会减少重叠从而降低组装算法的复杂度，使

得组装更加容易和准确。另外，利用高深度覆盖的杂交组装技

术也能够很有效地提高组装的连续性，从而解决重复区域的问

题。
3.5 基于测序算法的普遍局限性

基于第二代基因测序 SVs 检测算法的最大问题就是基因

数据本身，因为第二代基因测序平台产生大量的短读取序列

(30 bp 左右)，这会导致更多的重复和复制出现，因此需要长读

取和长插入通过增加读取映射的特异性来矫正偏差。另外一个

缺点是：对这些短读取数据的分析和存储需要大量的投资和资

源，因此提高短读取数据的分析和存储的效率也迫在眉睫。这

四种基于测序的方法没有一种方法是万能的，每一种方法都有

不同的侧重点，它们都依赖于变异的类型或者序列的特性。尽

管读深的方法是唯一能够精确预测拷贝数的方法[35]，但是不能

提供详细的断点信息。读对方法虽然可以检测出多种结构变异

但是很难解决重复区域的模糊映射分配问题，而且 SV 断点的

精确预测依赖于片段大小分布。分裂读取方法能够检测多种结

构变异并且有很高的分辨率，但是目前分裂读取方法仅仅在基

因组特定区域内可靠。序列组装方法通过实施成对基因组比较

技术被认为是最有效的方法，但是在重复和复制区域由于组装

失败而导致算法对于重复和复制严重偏离[36]。基于这样一种现

实，目前已经有一些算法通过整合多种方法来提高敏感性和特

异性。比如：SVMERGE[37]，SPANNER[27]，CNVer[38]等它们是通

过结合读对和读深方法来提高 CNV 检测可靠性的。

4 总结与展望

基因结构变异(SVs)，拷贝数变化(CNVs)以及单核苷酸多
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态性(SNPs)在人类基因组中非常普遍，已经成为生物医学领域

研究的热点，因此精确地发现和检测这些变异能够加速人类对

于生命过程以及重大疾病的理解。第二代基因测序平台的问世

和大规模应用为这些检测算法提供了极大的发展空间。目前检

测基因变异的方法大致有五类：微阵列技术、读对技术、读深技

术、分裂读取技术、序列组装等。这些方法每一种都又包含很多

经典的算法，每一种算法都有各自的优缺点和应用范围，使用

相同的 DNA 样本，不同的实验方法和数据分析方法检测出的

结构却有很低的重叠，因此目前最严重的挑战就是缺少一个评

价这些算法的黄金标准。这些问题都要寄希望于基因测序技术

的不断发展。
我们预测第三代基因测序技术将会体现出高通量、长读

取、低费用的特点，读取长度将会是大于 1kb，这些优点不仅使

得小结构变异检测更加容易，而且能更好的确定结构变异断点

的信息，同时也改善了断点分辨率、拷贝数精度等。但是检测基

因结构变异不是一蹴而就的，目前基于基因测序技术的检测方

法在重复区域显示低敏感度，然而在这些区域却显示出更多的

变异类型[39,40]。随着测序技术的不断成熟，新的方法将会被不断

的提出改进结构变异的预测效果。特别地，未来更有效的检测

算法必将融合多种方法于一体，这些方法应该将会有更好的检

测效果，能够提供更多的断点分辨率，因此这个领域依然有很

大的发展空间。
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