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Abstract:We developed an EST(expressed sequence tag)clustering method , ESTClustering , to generate high-quality unique ex-

pressed sequence based on large-scale EST sequencing.The method uses consensus sequences to sequence analyze with megablast

and assemble each cluster with phrap in clustering process.The clustering strategy can efficiently identify gene family and alternate

splicing forms of expressed sequences.It can also reduce the adverse effects caused by sequence errors.The ESTClustering method

tends to provide more expressed gene forms comparing with the UniGene clustering method of the National Center for Biotechnology

Information.Analysis of the 112 256 ESTs of Arabidopsis with ESTClustering produced 23 581 EST clusters.Among these Arabi-

dopsis EST clusters , 13 597 have corresponding genome coding sequences and this number is close to the number of genes predicted

with Arabidopsis ESTs.Using this clustering method , a total of 147 191 rice ESTs were clustered into 33 896 groups.
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一种新的 EST聚类方法
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摘　要:该研究发展了一种 EST(expressed sequence tag)聚类方法(ESTClustering),用于分析大规模 EST测序中所产

生的大量数据 ,以获得高质量 、非重复表达序列。该方法在聚类过程中采用M EGABLAST工具对一致序列进行序列

同源比较 ,并用 phrap程序对每一 EST簇进行拼接检验。这一聚类策略能降低测序错误带来的影响 , 有效识别基因

家族成员 ,并避免选择性剪接的干扰。与 NCBI(National Center for Biotechnology Information)的 UniGene clustering方法

相比 , ESTClustering的聚类结果可以更好地反映表达序列的多样性。用 ESTClustering 对112 256 条拟南芥 EST 聚类测

试 ,产生 23 581 个 EST簇 , 其中 13 597个 EST 簇有对应拟南芥基因组编码序列 , 与该基因组中有 EST作为依据的预

测基因数目接近。应用该方法对收集的 147 191 条水稻 EST序列进行聚类 , 形成 33 896 个 EST簇。
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　　表达序列标签(expressed sequence tag , EST)是对

随机挑取的 cDNA克隆的外源插入片段的一端或两

端进行一次性测序产生的 DNA序列
[ 1]
。每一个 EST

代表一个表达基因的部分转录片段。通过对 EST

序列的分析 ,从中可以获得大量的基因表达信息 。

为此 ,EST 被广泛应用于大规模基因鉴定
[ 2]
、图谱构

建
[ 3]
、基因预测

[ 4～ 6]
、多态性分析

[ 7, 8]
和表达差异

[ 9]

等研究 ,为基因组研究提供了一条快速 、便捷的途

径 。由于 EST 是经一次测序产生的 ,序列质量相对

较低 ,包含较多的测序错误
[ 10]
,并且大部分 EST 都

未经编辑 ,不能提供高质量的一致序列(consensus

sequence),因而不能直接用来精确推断蛋白序列进



行蛋白质功能分析 ,也不能用来进行高质量的基因

注释 。

EST聚类(clustering)分析通过序列同源比较或

其他注释信息 ,把属于同一基因的 EST 聚合成一

簇 ,以减少数据冗余程度 ,提高表达序列的数据质

量
[ 11]
。目前 ,根据不同的研究目的发展了多种 EST

聚类分析方法 ,其中被广泛使用的有美国基因组研

究所(The Institute for Genomic Research ,TIGR)发展而

来的 TIGR ASSEMBLER方法
[ 12]
(http:∥www.tigr.

org tdb tgi.html)。该方法借助 FASTA 程序
[ 13]
对序

列进行两两比较 ,再根据同源比较结果用 TIGR-AS-

SEMBLER工具对相关序列进行拼接 ,把重叠区超过

40个碱基 ,且该区域的碱基同源性大于 95%的序列

合并成一簇 。TIGR利用这个方法对来源 21个物种

的5 358 611条 EST进行了聚类分析 ,分别建立了各

个物种的基因索引(TIGR Gene Indices)
[ 14]
。UniGene

Clustering 方法由美国国家生物技术信息中心(Na-

tional Center for Biotechnology Information , NCBI)发展

而来 。该方法使用MEGABLAST 程序
[ 15]
对序列进行

同源比较 ,采用的聚类阈值为序列间至少有 100 个

碱基的重叠区 ,并且占 70%以上的重叠区域的碱基

同源性大于 96%,依据该阈值先对已注释的基因聚

类成簇 ,再根据 EST与 EST 及 EST 与初始基因簇之

间的序列同源性进一步进行聚类 ,由此产生的基因

簇包括同一基因的不同剪接形式 。NCBI 利用该方

法建立的 UniGene 数据库 ,主要用于发展转录图谱 ,

以确定基因组中的全部编码序列(http:∥www.ncbi.

nlm.nih.gov UniGene )
[ 16 , 17]

;南非国家生物信息研究

院(South African National Bioinformatics Institute , SAN-

BI)的 STACK-PACK 方法(http:∥www.sanbi.ac.za 

Dbases.html),其主要特点是根据不同的组织来源先

把EST 分类 ,再根据重叠区超过 150个碱基 ,且重叠

区域的碱基同源性大于 96%的聚类阈值 , 用 d2-

2cluster程序
[ 18]
对各类 EST 分别聚类 。用 STACK-

PACK分析结果建立的 STACK 数据库可用来进行

SNPs检测和基因特异性表达的研究
[ 19]
。

参考上述聚类分析方法 ,我们发展了一个新的

EST 聚类方法———ESTClustering , 用于分析大规模

EST 测序中所产生的数据 ,以获取高质量 、非重复表

达序列(unique expressed sequence)。该聚类方法的

主要特点是:在聚类过程中采用一致序列作为基因

标准序列进行同源比较 ,并利用 phrap 程序
[ 20]
对符

合聚类阈值的 EST 进行序列拼接 ,以此分离相近的

EST 簇。同上述其他聚类分析方法相比 ,该聚类机

制可以在一定程度上降低测序错误带来的影响 ,有

效区分同一基因家族的不同成员及同一基因的不同

剪接形式的产物。

1　聚类策略和方法评价

1.1　序列预处理

在大规模测序中 , EST 数据中难免含有污染序

列 。如细菌基因组和核糖体的序列污染;另外 ,部分

EST 序列内部带有载体 、接头和 poly(A T)序列的污

染 。因此 ,在聚类分析之前需要对污染序列进行处

理 。我们收集了核糖体序列(ftp:∥ftp.ebi.ac.uk 

pub databases embl )、细菌基因组序列(ftp:∥ftp.ebi.

ac.uk pub databases embl )、载体序列(ftp:∥ftp.nc-

bi.nih.gov pub UniVec ),以此构建了污染序列数据

库 。利用Cross-Match分析工具
[ 21]
,以污染数据库中

的序列为对照 ,对所有待聚类分析的 EST 序列进行

扫描并去除污染序列。对去除污染后的 EST 进一

步筛选 ,舍弃序列长度小于 100个碱基的 EST。

1.2　EST聚类

EST 数据的测序错误率平均在 3%左右
[ 22]
。如

果对同一片段分别进行 2次测序 ,产生的 2条序列

之间的相似程度大约为 94%(97%×97%)。经调

试 ,我们设定的聚类阈值为:2条 EST 序列的重叠区

超过40个碱基 ,且该区域的碱基同源性大于 94%。

具体聚类过程如下:

取 1条待分析 EST 作为检索序列 ,对其进行延

伸 。具体做法是利用MEGABLAST 工具使其与数据

库中的其余 EST 序列进行局部对齐 ,收集符合聚类

条件的 EST;然后用 phrap软件(默认参数)将这些

EST 拼接成一致序列。如拼接后的一致序列的有效

延伸长度大于20个碱基 ,则该一致序列代替上述检

索序列进行重新检索 、拼接 ,直至获得的序列长度不

能用此法继续延伸为止 。将这些 EST 合并成一簇 ,

并将它们从待分析序列的数据库中删除。另取 1条

待分析 EST ,进入新的聚类循环 ,直至所有 EST 聚类

成簇。在整个聚类分析过程中 ,与其他 EST 不匹配

的 EST 序列单独成簇(singleton cluster)。按照匹配

阈值对生成的所有 EST 簇再进行聚类 ,符合聚类条

件的若干个簇重新合并成一簇 ,直至没有新簇产生

(完整的聚类流程见图 1)。
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图1　EST聚类流程

Fig.1　The process of EST clustering

1.3　EST簇的连接

对于属于同一个基因但相互间无重叠区的 EST

簇 ,则借助 mRNA 、预测的基因组完整编码序列(cod-

ing sequence ,CDS)及 cDNA克隆信息进行连接 。当

多个 EST 簇与同一基因的完整编码序列具有同源

性(图 2),且同源区长度覆盖由 EST 簇拼接成的一

致序列的 80%以上 、碱基同源性大于 97%,则将这

些EST 簇合并成一簇 ,并将相对应的基因完整编码

序列作为这个 EST 簇的表达序列。对于含有 cDNA

克隆信息(克隆的 5′和 或 3′末端序列已知)的 EST

簇 ,聚类分析时以此为媒介 ,将与同一 cDNA克隆同

源的独立 EST 簇合并成一簇 ,相应各簇的一致序列

通过 20个“N”的接头按5′※3′方向重新连接成表达

序列
[ 23]
(图 3)。

1.4　测试结果分析

1.4.1　测序错误对一致序列质量的影响

我们首先用计算机程序模拟测序错误和序列覆

图2　利用因组编码序列连接属于同一个

基因而无重叠区的 EST簇

A 和 B分别代表两个 EST簇和 EST簇的一致序列。

Fig.2　Link of non-overlapping EST clusters

by coding sequence

A and B, EST clusters A and B and the consensus sequences

of the clusters.

盖倍数对一致序列的准确性所带来的影响 。以水稻

抗病基因 Xa21(GenBank 注册号 U37133 ,序列长度

3 078 bp)为测试序列 ,用计算机程序对序列随机打
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图 3　利用 cDNA克隆信息连接属于同一个基因

而无重叠区的 EST簇

A 和 B分别代表同一 cDNA 克隆的两端序列;C和 D分别代表

序列 A和 B所在的两个 EST簇和 EST簇的一致序列。

Fig.3　Link of non-overlapping EST clusters

by cDNA clone

A and B , 5′and 3′sequences of the same cDNA clone;C and D ,

EST clusters C and D and the consensus sequences of the clusters.

断 ,分别产生相对于 Xa21 基因全序列覆盖倍数为 5

倍 、10倍 、15倍和30倍的不同长度的片段(300 ～ 500

bp),并对产生的片段按替换 、插入 、缺失比为 3∶1∶1

的频率进行随机突变
[ 24]
,模拟错误率在1%～ 8%

[ 24]

的测序错误。分别用 phrap(默认参数)软件对不同

覆盖倍数的序列进行拼接 。测试结果表明 ,拼接成

的一致序列随着覆盖倍数的增加而更接近基因的真

实序列 ,但覆盖倍数超过一定程度后(覆盖倍数 >

15),一致序列会因为插入突变的积累反而影响一致

序列的质量(表 1)。水稻 EST 序列的覆盖倍数远没

有达到15 , 为此在EST聚类分析过程中借助一致序

列作为标准序列来进行相似性检索 ,可以减小由测

序错误而引起的错误聚类 。

表 1　用 phrap软件对 Xa21 基因序列不同覆盖

倍数的序列片段拼接结果

Table 1　Assembly of Xa21 sequence fragments with

different coverage by phrap program

覆盖倍数

Coverage
5 10 15 30

一致序列(bp)

Consensus sequence(bp)
2 974 3 084 3 102 3 149

相似性(%)

Identity (%)
95.3 98.4 98.5 97.2

1.4.2　ESTClustering对基因家族的识别测试

EST 聚类分析的一个重要方面就是对基因家族

不同成员的识别分离 。仍以水稻抗病基因 Xa21 为

测试序列 。用计算机程序对 Xa21 序列进行随机替

换突变 , 产生出与 Xa21 序列相似程度为 98%、

97%、96%、95%和 90%的 5个计算机模拟的基因家

族成员 。再用计算机程序分别将 Xa21 序列和这 5

个家族成员序列随机打断成 300 ～ 500 bp 不同长度

的片段 ,覆盖率都为 10倍。用 ESTClustering 对所有

随机打断生成的片段一起进行聚类分析。测试结果

表明 ,由相似程度 97%、96%、95%和 90%的 4个计

算机模拟的家族成员而产生的片段被各自聚合成

簇;由相似程度 98%的家族成员而产生的片段不能

被聚类程序所分离 ,与未突变的 Xa21 序列生成的

片段聚到同一簇 。可见 ,在没有测序错误的理想情

况下 ,ESTClustering 能很好地区分两两之间相似程

度小于 98%的家族成员 ,而且拼接成的一致序列能

很好地反映各家族成员的本来面目。

1.4.3　ESTClustering 与 NCBI 的 UniGene clustering

方法比较

从 NCBI(ftp:∥ftp.ncbi.nlm.nih.gov repository 

UniGene )下载水稻 UniGene 数据库(UniGene Release

Oryza sativa #12 ,2002-03-28),该数据库有18 344个水

稻单一基因簇 ,共包括 84 114个水稻基因片段 , 其中

最大的一个基因簇的编号为Os.15824 ,具有 1 273个

序列片段。用 ESTClustering对所有 84 114个基因片

段进行重新聚类 ,生成 20 350 个基因簇 ,其中最大

的基因簇共包含 429 个序列片段 。与 UniGene 相

比 ,单一序列数增加了 7%(从 10 287增至 11 010),

总簇数则增加了 10.9%(从 18 344增至 20 350),并

通过序列对齐的方法对这些新增基因簇进行了确

认 。两种方法的聚类结果的比较如图 4所示 , EST-

Clustering 所采用的聚类机制与 NCBI 的 UniGene

clustering 相比可以更好地反映表达序列的多样性 ,

相应地使聚类结果中簇的总数增加 ,大簇数目减少。

1.4.4　ESTClustering 对拟南芥 EST的聚类分析结果

从 EBML(European Molecular Biology Laboratory)

核苷酸数据库分离获得 112 256条符合分析条件的

拟南芥 EST。拟南芥所有 26 182 个基因(hypotheti-

cal ,predicted and experimentally verified)的完整编码序

列则来自国际拟南芥组织(ftp:∥tairpub:tairpub@

ftp.arabidopsis.org home tair Sequences blast_datasets 

ATH1.cds.01072002 , 2002-01-07)。用 ESTClustering

对 112 256条拟南芥 EST 进行分析 ,聚合成 23 581

个 EST 簇 ,其中 13 597个 EST 簇有对应拟南芥基因

完整编码序列 ,这与拟南芥基因组中有 15 349个预

测基因有 EST 作为依据
[ 25]
的数据较为接近。
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图 4　用 NCBI的 UniGene clustering与 ESTClustering 对 84 114个水稻基因片段聚类结果比较

Fig.4　EST Clusters produced by NCBI' s UniGene clustering and ESTClustering using 84 114 rice gene fragments

2　聚类方法在水稻 EST 中的应用

2.1　数据来源

用于分析的 150 620条水稻 EST 序列的数据来

源:本实验室和中科院国家基因研究中心对本室 7

个不同 cDNA文库部分克隆进行 5′端测序获得的

EST 约 29 670条 ,中国科学院遗传与发育所及国家

基因研究中心提供的20 240条 EST以及从 EMBL 数

据库中分离获得的水稻 EST 序列近 100 710条 。用

于EST 簇连接的 7 164条水稻基因完整编码序列也

从 EMBL数据库中获取。

2.2　聚类分析结果

通过预处理后 ,获得147 191条待分析 EST 序列 ,

其中包括来自本实验室 cDNA文库的 28 384条 EST。

被剔除的水稻核糖体序列和细菌基因组污染序列等

不合格序列共3 429条 ,占序列总数的近 2.3%。

通过聚类分析初步合并成40 006个 EST 簇 ,再以

7 164条水稻基因完整编码序列和 cDNA 克隆为媒介

最终合并成 33 896个EST簇 ,其中单一序列簇占总簇

数的55.9%。簇的大小分布情况具体见图 5。

图 5　ESTClustering 对水稻 EST聚类结果

Fig.5　Summary of rice EST clusters analyzed

by ESTClustering

聚类分析使表达序列总数由 147 191 条降至

33 896条 ,重复信息减少了近 4 5 ,大大降低了 EST

数据的冗余程度 ,拼接成的非重复表达序列的质量

得到了提高 。在聚类分析中 ,通过 EST 簇连接 ,合

并了6 110个 EST 簇 ,减少了 15.2%的重复簇 ,说明

水稻 EST 测序的覆盖率还没达到拼接成完整表达

序列的水平 ,部分相互不重叠的簇是同一表达序列

的不同片段 ,预计这一百分比将随着 EST 数据的增

加而逐渐降低。

根据聚类的最终结果 , 确定了包含本实验室

EST 的 EST 簇共 11 566个;再从原始文库中挑取每

个簇的特征克隆 ,重新整理成无冗余的水稻 cDNA

文库。

3　讨　论

3.1　EST聚类分析的注意点

ESTClustering方法的主要特点是在聚类过程中

采用一致序列作为基因标准序列进行同源比较 ,可

以降低测序错误带来的影响;对符合聚类阈值的

EST 再进行序列拼接可以更好地区分基因家族的不

同成员和基因不同剪接形式的产物。采取这种聚类

机制保证了聚类分析后的 EST 数据在有效地减小

冗余性的同时 ,最大限度地保留表达序列的多样性。

聚类后 EST 簇连接可以减少不重叠的非独立 EST

簇的数量 ,但在连接时要注意以下两点 ,一是用编码

序列作桥梁 ,匹配条件不能太宽松 ,EST簇间不要出
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现较大的缺口(一般小于 10个碱基),否则聚类结果

会丧失一些相似程度较高的基因家族成员或因选择

性剪接而产生的不同剪接形式 。第二个注意点是

cDNA文库中大约含有 1%左右的嵌合体克隆
[ 26]
,因

此 ,以克隆为媒介合并的 EST 簇 ,会产生一定的错

误连接 ,最好的解决办法就是用基因组序列进行验

证区分。

聚类分析采用的条件可视具体情况进行适当调

整 ,严紧的聚类条件可以有效区分基因家族的不同

成员和基因选择性剪接的不同产物 ,分析结果会产

生更多 、更小的 EST 簇 ,拼接成的一致序列质量较

高 ,但长度较短 。在分析序列覆盖倍数较小 、质量不

高的 EST 数据时 ,可以适当放宽聚类条件 ,以免测

序错误给聚类结果带来较大干扰。

3.2　根据 EST聚类结果重建无冗余 cDNA文库

常规方法构建的 cDNA文库含有大量的冗余克

隆 ,采用平衡化和差减技术也只能在一定程度上减

小文库的冗余程度
[ 27]
。在水稻 cDNA文库构建过程

中 ,我们首先用平衡化或差减技术尽量减小原始

cDNA文库的冗余信息 ,再对文库进行大规模测序 ,

并把测序产生的 EST 序列进行聚类分析 ,并根据聚

类结果重新整理 cDNA文库。采用这种反向消除方

法不仅可以彻底解决 cDNA 文库所出现的冗余问

题 ,而且还清除了核糖体和外来基因组污染的克隆 。

整理后 cDNA所包含的克隆只占原克隆数的2 5 ,这

为 cDNA文库的保存以及后期的利用 、分析提供了

极大的便利 ,尤其有利于用以制作 cDNA芯片的研

究。
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