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摘　 要　 高质量的参考基因组是基因组学研究的基础。 目前， 大多数的参考基因组仍然是不完整的。 随着长读长测序技术的

不断发展， 完成端粒到端粒（ ｔｅｌｏｍｅｒｅ⁃ｔｏ⁃ｔｅｌｏｍｅｒｅ， Ｔ２Ｔ）基因组组装的物种越来越多。 Ｔ２Ｔ 基因组为深入研究着丝粒等复杂区

域奠定了基础， 对功能基因的挖掘和重要生物机制的研究具有重要意义。 本文概述了植物 Ｔ２Ｔ 基因组的研究进展， 结合实例

介绍了相应的组装策略， 讨论了 Ｔ２Ｔ 基因组的意义和面临的挑战， 并对未来的发展前景进行了展望。
关键词 　 Ｔ２Ｔ 基因组； 测序技术； 基因组组装； 植物基因组
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本世纪初， 被誉为生命科学“登月计划”的人类

基因组序列的第一版草图问世， 尽管并不完整， 却

在生物医学领域产生了深远的影响， 同时也极大推

动了基因组学的发展。 随后， 拟南芥 （ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｈａｌｉａｎａ）、 小鼠 （Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ）、 水稻 （Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉ⁃
ｖａ）、 玉米（Ｚｅａ ｍａｙｓ）等几百个物种的参考基因组序

列草图被相继公布。 由于基因组的复杂性， 特别是大

量重复序列的存在， 使得参考基因组存在大量的“缺

口（ ｇａｐ）” 区域。 端粒到端粒 （ ｔｅｌｏｍｅｒｅ⁃ｔｏ⁃ｔｅｌｏｍｅｒｅ，
Ｔ２Ｔ）基因组是利用多种测序策略， 完成一条或多条

染色体端粒到端粒无缺口组装的基因组。 长期以来，
Ｔ２Ｔ 基因组组装一直是基因组学研究人员的梦想。

近年来， 经过近百名科学家组成的大型团队

“Ｔ２Ｔ 联盟”的共同努力， 完成了最新的人类参考基因

组（Ｔ２Ｔ⁃ＣＨＭ１３）。 该基因组包括了所有 ２２ 条常染色

体和 Ｘ 染色体的无缺口组装， 标志着人类 Ｔ２Ｔ 基因
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组构建成功 （Ｎｕｒｋ ｅｔ ａｌ．， ２０２２）。 相较于动物基因组，
植物基因组的组装通常更具挑战性， 因为其往往会经

历多倍化事件， 并且含有更高比例的重复序列。 随着

三代测序技术的发展， 基因组组装已经进入新时代，
特别是高准确性的 ＰａｃＢｉｏ ＨｉＦｉ 和高连续性 ＯＮＴ Ｕｌ⁃
ｔｒａ⁃ｌｏｎｇ 三代测序技术的应用， 为破解 Ｔ２Ｔ 基因组提

供了强有力的技术支持。 在植物基因组学领域， 陆续

发表了多个重要的模式物种如拟南芥、 水稻等的 Ｔ２Ｔ
基因组（图 １）（Ｎａｉｓｈ ｅｔ ａｌ．， ２０２１； Ｓｏｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０２１）。
迄今为止， 已发表的有关植物 Ｔ２Ｔ 基因组的文章已有

几十篇， 并且仍在迅速增长（图 ２，表 １）， Ｔ２Ｔ 基因组

已经成为基因组学研究的重要基础。

图 １　 代表性植物 Ｔ２Ｔ 基因组及应用

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｐｌａｎｔ Ｔ２Ｔ
ｇｅｎｏｍｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ

　 　 　

图 ２　 近年来植物 Ｔ２Ｔ 基因组文章发表数量

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｐｌａｎｔ Ｔ２Ｔ
ｇｅｎｏｍｅ ｉｎ ｒｅｃｅｎｔ ｙｅａｒｓ

表 １　 一些代表性植物 Ｔ２Ｔ 基因组信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔ２Ｔ ｇｅｎｏｍｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｍｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｐｌａｎｔｓ
物种

Ｓｐｅｃｉｅｓ
拉丁名

Ｌａｔｉｎ ｎａｍｅ
基因组大小 ／ Ｍｂ
Ｇｅｎｏｍｅ ｓｉｚｅ ／ Ｍｂ

测序策略
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文献出处
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水稻 Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ ３９１. ００ ／ ３９５. ００ ＨｉＦｉ＋ＣＬＲ＋Ｈｉ⁃Ｃ Ｓｏｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０２１
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大豆（Ｗｉｌｌｉａｍｓ ８２） Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ １ ０１１. ００ ＨｉＦｉ＋ＯＮＴ＋Ｈｉ⁃Ｃ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０２３ａ
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１　 基因组测序技术的发展

　 　 以 Ｓａｎｇｅｒ 法为代表的第一代测序技术具有读长

较长、 测序准确度极高等优势， 使得其至今仍在单

基因测序、 克隆验证等领域发挥重要作用。 然而，
其高耗时、 高成本、 低通量的特点限制了其进一步

发展。 相比之下， 第二代测序技术， 通常被称为下

一代测序技术（ｎｅｘｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ＮＧＳ）， 具

有通量高、 速度快、 成本低等显著优势。 二代测序

技术克服了 Ｓａｎｇｅｒ 测序的一些限制， 但仍存在读长

较短、 ＧＣ 偏好性以及难以跨越复杂重复区域等缺

点， 目前被广泛应用于基因组校正等辅助组装。
第三代测序技术也被称为长读长测序， 它的出

现使植物基因组的测序组装进入了一个新的阶段。
Ｐａｃｉｆｉｃ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ（ＰａｃＢｉｏ）公司的 ＳＭＲＴ（ｓｉｎｇｌｅ ｍｏ⁃
ｌｅｃｕｌｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ）测序技术和 Ｏｘｆｏｒｄ Ｎａｎｏｐｏｒｅ Ｔｅｃｈｎｏ⁃
ｌｏｇｉｅｓ（ＯＮＴ）公司的纳米孔测序技术是目前主流的两

种测序技术。 ＳＭＲＴ 测序技术可以产生两种不同的
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ｒｅａｄｓ， ＣＬＲ 模式是为了尽可能地提高读长的长度而

研发的， 能够测序长度大于 ３０ ｋｂ 的 ＤＮＡ 片段， 但

错误率较高； ＣＣＳ 模式下的 ＨｉＦｉ ｒｅａｄｓ 的读长较短

但是准确度能够达到 ９９. ９％ 。 纳米孔测序技术的读

长理论上不受设备限制， 这使得它能够产生具有超

长读长的 ＯＮＴ ｕｌｔｒａｌ⁃ｌｏｎｇ ｒｅａｄｓ， 最高读长可以达到

１００～ ２００ ｋｂ。 ＨｉＦｉ 测序保障了基因组的高质量碱

基， 而 ＯＮＴ 测序能够穿越一些较长、 复杂的区域，
这两者的优势互为补充， 使它们在 Ｔ２Ｔ 基因组组装

领域变得不可或缺。
测序 ｒｅａｄｓ 使用组装软件组装到 ｃｏｎｔｉｇ 水平后，

需要使用一些辅助方法来得到更连续的染色体水平

的组装。 相较于传统的遗传图谱、 物理图谱、 Ｂｉｏ⁃
ｎａｎｏ 等方法， 现在应用更广泛的是 Ｈｉ⁃Ｃ （ ｈｉｇｈ⁃
ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｃａｐｔｕｒｅ） 测序技

术。 Ｈｉ⁃Ｃ 技术能够捕获全基因组染色质之间的互作

信息， 进而构建全基因组范围的高分辨率染色质互

作图谱。 它常被用于与 ＨｉＦｉ、 ＯＮＴ 数据结合生成

Ｔ２Ｔ 基因组； 除此之外， Ｈｉ⁃Ｃ 在杂合二倍体、 多倍

体的组装中也表现良好。

２　 基因组组装软件的介绍

　 　 随着测序技术的进步， 各种组装软件也迅速发

展。 其中， 基于三代测序数据的组装软件包括 Ｃａｎｕ
（Ｋｏｒｅｎ ｅｔ ａｌ．， ２０１７）、 ＮＥＣＡＴ （Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ．， ２０２１）、
ＦＡＬＣＯＮ （ Ｃｈｉｎ ｅｔ ａｌ．， ２０１６ ）、 Ｆｌｙｅ （ Ｋｏｌｍｏｇｏｒｏｖ
ｅｔ ａｌ．， ２０１９）等都得到了广泛应用。 表现较好的组装

软件 Ｃａｎｕ 将这一步骤划分为三步： 校正、 修剪和组

装。 Ｃａｎｕ 在校正阶段可以提高碱基准确性， 修剪阶

段则能够去除一些冗余 ｒｅａｄｓ， 保留高质量序列， 并

最终完成 ｃｏｎｔｉｇ 的组装。 随后， Ｃａｎｕ 开始支持 ＨｉＦｉ
数据的读取， 极大地提升了组装速度和质量。 Ｎｅｘｔ⁃
ｄｅｎｏｖｏ是一款基于超长 ＯＮＴ 数据开发的组装工具，
已经成为 ＯＮＴ 数据组装的常用工具， 它能够生成高

度连续的 ｃｏｎｔｉｇ， 能够跨越基因组中大部分难以组

装的区域。 李恒团队提出了一种全新的针对 ＰａｃＢｉｏ
ＨｉＦｉ 数据的单倍型组装算法 Ｈｉｆｉａｓｍ （Ｃｈｅｎｇ ｅｔ ａｌ．，
２０２１）， 使得在组装的过程中能够无损地保留单倍

型信息， 同时也提升了对基因组高重复和复杂区域

的解析能力。 最新版本的 Ｈｉｆｉａｓｍ 还能够利用超长的

ＯＮＴ 数据支持 Ｔ２Ｔ 基因组的组装。 Ｒａｕｔｉａｉｎｅｎ 等

（２０２３）通过集成 ＨｉＦｉ 和超长 ＯＮＴ 数据， 开发了用

于 Ｔ２Ｔ 组装的混合基因组组装管道（Ｖｅｒｋｋｏ）， 展示

了其组装人类 Ｔ２Ｔ 基因组的能力。

３　 Ｔ２Ｔ 基因组的构建

３. １　 常规基因组组装策略

　 　 常规的基因组组装过程可以分为以下步骤：
（１）基因组特征评估： 基于 ｋ⁃ｍｅｒ 的原理， 利用高准

确性的二代数据预估目标物种基因组的大小、 杂合

度、 重复序列的含量等特征。 基因组越小、 杂合度

越低、 重复序列含量越少， 则组装难度越低。 （２）对
测序 ｒｅａｄｓ 进行校正， 提高碱基的准确性。 （３）将

ｒｅａｄｓ 拼接成 ｃｏｎｔｉｇ。 （４）利用遗传图谱、 Ｂｉｏｎａｎｏ 光

学图谱、 Ｈｉ⁃Ｃ 等构建染色体水平的组装。

３. ２　 构建 Ｔ２Ｔ 基因组

３. ２. １　 Ｔ２Ｔ 基因组组装策略

　 　 Ｔ２Ｔ 基因组的组装策略大致可以分为 ３ 种

（图 ３）： （１）将 ＨｉＦｉ 数据组装成 ｃｏｎｔｉｇ， 借助高质量

的近缘物种基因组或 Ｈｉ⁃Ｃ 数据将 ｃｏｎｔｉｇ 提升至染色

体水平， 生成带有缺口的基因组。 同时， 对 ＯＮＴ 数

据进行组装校正， 然后用 ＯＮＴ 组装填补 ＨｉＦｉ 组装

的缺口。 这种方法生成的基因组碱基质量较高， 适

用于基因组较小的简单物种， 西瓜（Ｃｉｔｒｕｌｌｕｓ ｌａｎａ⁃
ｔｕｓ）、 草莓（Ｆｒａｇａｒｉａ ｖｅｓｃａ）、 桑树（Ｍｏｒｕｓ ｎｏｔａｂｉｌｉｓ）等
物种的 Ｔ２Ｔ 组装都采用这种策略（Ｄｅｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０２２；
Ｍａ ｅｔ ａｌ．， ２０２３； Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌ．， ２０２３）。 在某些物种中，
只通过 ＨｉＦｉ 数据就可以完成一条或者多条染色体的

Ｔ２Ｔ 组装， 如蔗茅（Ｅｒｉａｎｔｈｕｓ ｒｕｆｐｉｌｕｓ）、 猕猴桃（Ａｃ⁃
ｔｉｎｉｄｉａ ｌａｔｉｆｏｌｉａ ） （ Ｈａｎ ｅｔ ａｌ．， ２０２３； Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ．，
２０２３ｂ）。 （２）将 ＯＮＴ 数据组装成 ｃｏｎｔｉｇ， 然后进行碱

基质量的校正、 染色体的挂载， 最后用 ＨｉＦｉ 组装补

缺口。 由于 ＯＮＴ 的 ｒｅａｄｓ 更长， 能够跨越基因组中

的高度重复区域， 从而生成更为连续的序列。 所以

对于一些基因组较大、 较为复杂的物种， 通常需要

使用 ＯＮＴ 的组装结果作为骨架。 利用这种方法， 研

究人员成功完成了大尺寸的玉米（Ｚｅａ ｍａｙｓ） Ｔ２Ｔ
组装（Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ．， ２０２３）。 （３）Ｖｅｒｋｋｏ 和 Ｈｉｆｉａｓｍ 等

软件目前支持同时将 ＨｉＦｉ 数据和 ＯＮＴ 数据作为输

入， 以生成 Ｔ２Ｔ 级别的组装。 这种混合组装策略已

成功应用于水稻（日本晴）和大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ）的

基因组组装中 （ Ｓｈａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０２３； Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ．，
２０２３ａ）。 另外， 还可以通过直接将 ｒｅａｄｓ 比对到基

因组的缺口区域来填补缺口， 然后再对缺口区域

进行碱基的校正。
总之， Ｔ２Ｔ 基因组的组装策略不是固定的， 要

通过物种的特异性、 测序数据的类型以及不同软件
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的组装效果来选择合适的组装策略。 同时， 在完全

没有人工干预的情况下完成 Ｔ２Ｔ 的组装仍然具有挑

战性， 因此需要进行手动的检查来完成复杂基因组

区域的组装， 如端粒和着丝粒区域。

图 ３　 Ｔ２Ｔ 基因组组装策略

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｔｈｅ ａｓｓｅｍｂｌｙ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｏｆ Ｔ２Ｔ ｇｅｎｏｍｅ

３. ２. ２　 端粒与着丝粒的鉴定

　 　 在生物中端粒结构比较保守， 一般分成几个部

分： 串联重复的端粒区域、 亚端粒区域和中间的连

接部分。 在植物基因组中， 通常使用七碱基端粒重

复序列（５′端的 ＣＣＣＴＡＡＡ 或 ３′端的 ＴＴＴＡＧＧＧ）与基

因组进行比对来确定端粒区域。
着丝粒在植物细胞分裂过程中发挥着保障染色

体正确分离的重要作用。 由于着丝粒由高度重复的

序列和少量的基因构成 （Ｎａｇａｋｉ ｅｔ ａｌ．， ２００４）， 因此

可通过重复序列密度和基因密度进行着丝粒位置的

预测。 西瓜 Ｔ２Ｔ 组装中， 通过对连续串联重复序列

的注释， 预测出了着丝粒位置 （Ｄｅｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０２２）。
猕猴桃 Ｔ２Ｔ 组装中， 通过将串联重复序列、 基因密

度和 Ｈｉ⁃Ｃ 交互信息结合来确定着丝粒位置 （Ｈａｎ
ｅｔ ａｌ．， ２０２３）。 更多的物种基于着丝粒区域的序列特

征完成了着丝粒位置的预测工作， 如香蕉 （Ｍｕｓａ
ｓｐｐ．）、 木薯（Ｍａｎｉｈｏｔ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ）、 葡萄（Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ）
等（Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０２３； Ｓｈｉ ｅｔ ａｌ．， ２０２３； Ｘｕ ｅｔ ａｌ．，
２０２３）。 近期发表的 ｑｕａｒｔｅｔ 工具中的 ＣｅｎｔｒｏＭｉｎｅｒ 功
能可将基因组与重复序列注释文件作为输入， 直接

输出着丝粒位置的预测结果（Ｌｉｎ ｅｔ ａｌ．， ２０２３）。 除此

之外， 还可以通过将 ＣＥＮＨ３（着丝粒特异性组蛋白

变体）结合 ＣｈＩＰ⁃ｓｅｑ 测序与基因组进行比对， 完成

对着丝粒位置的更精确定位。 拟南芥、 大麦（Ｈｏｒ⁃
ｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ）等物种使用 ＣｈＩＰ⁃ｓｅｑ 等多种技术完成

了着丝粒位置的准确预测 （ Ｎａｉｓｈ ｅｔ ａｌ．， ２０２１；
Ｎａｖｒáｔｉｌｏｖá ｅｔ ａｌ．， ２０２２）。

３. ３　 代表性植物 Ｔ２Ｔ 基因组

３. ３. １　 水稻

　 　 水稻是世界各地的主要粮食作物， 也是植物基

因组学和育种的重要模型系统。 ２００５ 年， 国际水稻

基因组测序计划（ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｒｉｃｅ Ｇｅｎｏｍｅ Ｓｅｑｕｅｎ⁃
ｃｉｎｇ Ｐｒｏｊｅｃｔ）发布了全球首个水稻基因组草图（Ｉｎｔｅｒ⁃
ｎａｔｉｏｎａｌ Ｒｉｃｅ Ｇｅｎｏｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ Ｐｒｏｊｅｃｔ ａｎｄ Ｓａｓａｋｉ，
２００５）， 使具有数千年历史的水稻相关研究正式跨

入基因组学时代。 近年来， 一些高质量的水稻基因

组陆续被报道， 为水稻功能基因组学工作提供了重

要的遗传资源。
Ｓｏｎｇ 等（２０２１）率先报道了两种主要亚洲栽培稻

ＭＨ６３ 和 ＺＳ９７ 的无缺口参考基因组序列的组装和分

析。 该研究使用多个软件， 包括 Ｃａｎｕ、 ＦＡＬＣＯＮ、
ＭＥＣＡＴ２ 等， 对 ＨｉＦｉ 和 ＣＬＲ 的测序数据进行联合组

装。 随后使用其他组装程序的结果来填补 Ｃａｎｕ 组装

结果中的缺口。 生成的基因组大小分别为 ３９１. ５６ Ｍｂ
和 ３９５. ７７ Ｍｂ， 有 ７ 条和 １０ 条染色体达到了 Ｔ２Ｔ 水

平。 这是植物中首次报道的无缺口参考基因组。 同

年研究人员使用 Ｈｉｆｉａｓｍ 软件进行 ｃｏｎｔｉｇ 组装和缺口

填补， 成功完成了 ＭＨ６３ 的无缺口基因组的组装

（Ｌｉ ｅｔ ａｌ．， ２０２１）。 利用 ＨＩＦｉ ＋ＯＮＴ 数据， Ｚｈａｎｇ 等

（２０２２）在 ２０２２ 年 ６ 月发表了 ４ 个杂交水稻骨干亲本

的 Ｔ２Ｔ 基因组， 这标志着水稻杂种优势与杂交育种研

究已进入 Ｔ２Ｔ 时代。 Ｓｈａｎｇ 等（２０２３）发表了水稻（日
本晴）所有染色体 Ｔ２Ｔ 完整无缺口的组装结果。 该研

究以日本晴为材料， 利用超长 ＯＮＴ 和 Ｐａｃｂｉｏ ＨｉＦｉ 测
序数据， 使用 Ｈｉｆｉａｓｍ 进行初步组装。 随后， 使用 ３Ｄ⁃
ＤＮＡ 将 ｃｏｎｔｉｇ 进行挂载 （Ｄｕｄｃｈｅｎｋｏ ｅｔ ａｌ．， ２０１７）。 最

后， 通过局部组装和手工校正的方式填补了基因组中

的 ７ 个缺口区域和 １ 个端粒区域。 该基因组中的每条

染色体均由一条完整连续的序列组成， 同时检测到了

１２ 条染色体两端的端粒区域。

３. ３. ２　 拟南芥

　 　 拟南芥作为被广泛应用的模式植物， 其基因组序

列极大地加快了植物分子生物学研究。 拟南芥 Ｃｏｌ⁃０
基因组序列于 ２０ 世纪初发布 （Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ Ｇｅｎｏｍｅ
Ｉｎｉｔｉａｔｉｖｅ， ２０００）， 但在之后的 ２０ 多年里， 仍然存在大
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量未填补的缺口。 ２０２１ 年以来， 研究学者们接连发布

了 ３ 篇高质量的有关拟南芥 Ｔ２Ｔ 基因组的文章。
Ｗａｎｇ 等（２０２２）使用 ＮｅｘｔＤｅｎｏｖｏ 对 ＯＮＴ 数据进

行组装， 得到了 １４ 条 ｃｏｎｔｉｇ （Ｎ５０ ＝ １５. ３９ Ｍｂ）。 随

后， 使用 Ｈｉ⁃Ｃ 数对 ｃｏｎｔｉｇ 序列进行排序， 获得了 ５
条存在 ７ 个缺口的 ｓｃａｆｆｏｌｄｓ。 整个 ＯＮＴ⁃Ｈｉ⁃Ｃ 组装被

替换为基于 ＢＡＣ 锚定的 ＨｉＦｉ 序列组装， 最终获得

了仅有 ２ 个缺口的高质量 Ｃｏｌ⁃０ 基因组组装（命名为

Ｃｏｌ⁃ＸＪＴＵ）。 这也是第一篇高质量的有关拟南芥的

Ｔ２Ｔ 基因组报道。 ２０２１ 年 １１ 月， Ｎａｉｓｈ 等（２０２１）使
用 Ｆｌｙｅ 对 ＯＮＴ ｒｅａｄｓ 进行组装， 随后使用 ｒａｇｔａｇ 软

件（Ａｌｏｎｇｅ ｅｔ ａｌ．， ２０２２）将 ＯＮＴ 组装与与 ＴＡＩＲ１０ 参

考基因组对齐， 最终通过人工校正等方式， 获得了

完整的拟南芥 Ｃｏｌ⁃０ 的基因组序列， 并将其命名为

Ｃｏｌ⁃ＣＥＮ。 焦雨铃团队利用 Ｎｅｘｔｄｅｎｏｖｏ 对 ＯＮＴ 数据

进行组装， 并使用 ＨｉＦｉ 的初始组装结果填补缺口，
最终得到了拟南芥 Ｃｏｌ⁃ＰＥＫ Ｔ２Ｔ 基因组的组装

（Ｈｏｕ ｅｔ ａｌ．， ２０２２）。 Ｃｏｌ⁃ＰＥＫ 为目前最为完整的拟南

芥基因组组装， 完成了 １ 号、 ３ 号、 ５ 号染色体 Ｔ２Ｔ
的完整组装， 仅 ２ 号和 ４ 号染色体的多拷贝核仁组织

区（ｎｕｃｌｅｏｌａｒ ｏｒｇａｎｉｚｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ， ＮＯＲ）尚不完整。

３. ３. ３　 大豆

　 　 大豆是世界上最重要的作物之一， 是人类和牲

畜不可或缺的食用油和蛋白质来源。 ２０１０ 年， 大豆

品种 Ｗｉｌｌｉａｍｓ ８２ 的基因组被破译 （ Ｓｃｈｍｕｔｚ ｅｔ ａｌ．，
２０１０）， 成为首个大豆参考基因组。 除了第一个参考

基因组之外， 最近已经应用长读长测序技术发布了

数十种栽培大豆种质的从头基因组组装， 然而这些

基因组仍存在数千个缺口。
宋庆鑫团队完成了大豆品种（Ｗｉｌｌｉａｍｓ ８２）首次

Ｔ２Ｔ 基因组的组装 （Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０２３ａ）。 研究团队

首先使用 Ｈｉｆｉａｓｍ 将 ＨｉＦｉ ｒｅａｄｓ 进行初始组装。 随

后， 使用 ３Ｄ⁃ＤＮＡ 软件生成带有缺口的染色体级别

的基因组。 同时使用 ｍｉｎｉｍａｐ 和 ｍｉｎｉａｓｍ 软件将

ＯＮＴ ｒｅａｄｓ 组装成 ｃｏｎｔｉｇ （Ｌｉ， ２０１６； Ｌｉ， ２０１８）。 最后

利用校正后的 ＯＮＴ 组装填补染色体上的缺口， 获得

了 Ｔ２Ｔ 级别的参考基因组 Ｗｍ８２⁃ＮＪＡＵ。 中国大豆栽

培品种“中黄 １３（ＺＨ １３）”因其高产和抗逆性而在中

国广泛使用， 代表了亚洲大豆的遗传标记。 Ｚｈａｎｇ 等

（２０２３ａ）近期完成了第一个 ＺＨ１３⁃Ｔ２Ｔ 的组装， 使用

Ｈｉｆｉａｓｍ 将 ＯＮＴ 和 ＨｉＦｉ 数据进行混合组装生成初始

的组装结果， 进一步利用 ＡＬＬ⁃ＨＩＣ、 ３Ｄ⁃ＤＮＡ软件将

ｃｏｎｔｉｇ 序列挂载到染色体上 （Ｄｕｄｃｈｅｎｋｏ ｅｔ ａｌ．， ２０１７；
Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０１９）， 利用 ＨｉＦｉ ｒｅａｄｓ 和 ＯＮＴ ｒｅａｄｓ 填

补染色体上的缺口区域。 为了进一步提升基因组质

量， 使用多款软件包括 Ｍｅｒｙｌ、 Ｗｉｎｎｏｗｍａｐ２、 Ｒａｃｏｎ、
Ｍｅｒｆｉｎ 等进行了校正（Ｖａｓｅｒ ｅｔ ａｌ．， ２０１７； Ｒｈｉｅ ｅｔ ａｌ．，
２０２０； Ｊａｉｎ ｅｔ ａｌ．， ２０２２）。 最终成功完成了 ＺＨ１３⁃Ｔ２Ｔ
的组装， 为进一步研究大豆的功能基因组提供了坚

实的数据基础。

４　 基因组质量评估

　 　 随着长读长组装技术的迅速发展， 基因组的质

量和完整性有了显著提升， 对于 Ｔ２Ｔ 基因组的组装

结果进行多方面评估变得尤为关键。 基因组评估可

分为连续性、 完整性和准确性三个方面， 本研究总

结了用于评估基因组质量的常见指标和工具。

４. １　 Ｎ５０

　 　 Ｎ５０ 是评价基因组连续性的指标。 得到 ｃｏｎｔｉｇ
级别的组装之后， 根据 ｃｏｎｔｉｇ 的长度从大到小进行

排序， 然后逐步开始累加， 当加和长度超过总长一

半时， 加入的序列长度即为 Ｎ５０ 长度。 Ｎ５０ 越长，
代表基因组组装的连续性越好。

４. ２　 ＢＵＳＣＯ 完整性评估

　 　 Ｂｕｓｃｏ （ Ｂｅｎｃｈｍａｒｋｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｓｉｎｇｌｅ⁃Ｃｏｐｙ Ｏｒ⁃
ｔｈｏｌｏｇｓ）是一种用于评估基因组完整性的工具（Ｓｉｍãｏ
ｅｔ ａｌ．， ２０１５）。 Ｂｕｓｃｏ 首先建立了一个包含多个物种

的基准数据库， 其中包括已知的单拷贝基因。 这些

单拷贝基因在不同物种中都有相似的功能， 并且相

对保守， 因此被用作评估基因组完整性的指标。 其

结果中包括单拷贝比对基因、 多拷贝比对基因、 部

分比对基因和丢失基因， 比对成功的基因越多， 代

表基因组完整度越好。 Ｂｕｓｃｏ 的优势在于其基于普

遍存在的基因集， 使其能够适用于不同物种， 为基

因组学研究提供了一个广泛应用的评估工具。

４. ３　 测序数据的比对率与覆盖深度

　 　 数据比对率是指成功将原始的测序数据比对到

组装结果的比例， 它反映了组装结果与原始测序数

据的一致性。 覆盖深度指某一基因组区域内测序覆

盖的深度。 通过将原始数据比对回基因组， 并手动

检查 ｒｅａｄｓ 覆盖深度分布， 可以判断基因组中是否存

在局部的组装错误。

４. ４　 基于 ｋ⁃ｍｅｒ 的评估

　 　 ｋ⁃ｍｅｒ 提供了一种无需参考基因组即可用于评
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估组装质量的途径。 Ｍｅｒｑｕｒｙ 是一种较新的用于评估

基因组质量的工具， 其仅利用 ｋ⁃ｍｅｒ 生成组装评估

指标（Ｒｈｉｅ ｅｔ ａｌ．， ２０２０）。 Ｍｅｒｑｕｒｙ 通过将未组装的高

精度测序 ｒｅａｄｓ 的 ｋ⁃ｍｅｒ 集与基因组组装进行比较，
可揭示组装中的拷贝数错误， 并准确计算一致性质

量（ＱＶ） 和 ｋ⁃ｍｅｒ 完整性。 当亲本 ｋ⁃ｍｅｒ 可用时，
Ｍｅｒｑｕｒｙ 还能够检测分型的准确性和单倍型的完整

性。 与传统的组装指标相比， Ｍｅｒｑｕｒｙ 提供了更全面

的组装质量评估， 在报道植物 Ｔ２Ｔ 基因组中， 这一

方法已得到广泛应用。 以拟南芥 Ｃｏｌ⁃ＸＪＴＵ 为例， 该

组装的 ５ 条染色体的 ＱＶ 值均超过 ６０ （Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ．，
２０２２）。 与之前的版本相比， 西瓜基因组的 ＱＶ 值显

著提升， 从 ３５. ２２ 增至 ７６. ９７， 证明了基因组的可靠

性和碱基的高准确性（Ｄｅｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０２２）。

４. ５　 ＬＡＩ 值

　 　 ＬＴＲ 组装指数（ＬＴＲ Ａｓｓｅｍｂｌｙ Ｉｎｄｅｘ， ＬＡＩ）是用

完整 ＬＴＲ⁃ＲＴｓ 转座子在所有 ＬＴＲ⁃ＲＴｓ 的占比来评估

基因组组装连贯性的一个指数。 ＬＡＩ 独立于基因组

大小、 ＬＴＲ⁃ＲＴ 含量以及基因完整性评估指标（如
ＢＵＳＣＯ）等。 根据基因组的质量， ＬＡＩ 值一般可以分

为三个类别： Ｄｒａｆｔ 级别（０≤ＬＡＩ＜１０）， Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ 级

别（１０≤ＬＡＩ＜２０）， Ｇｏｌｄ 级别（２０≤ＬＡＩ）。 蔗茅 Ｔ２Ｔ
的 ＬＡＩ 值是 ２０. ８７ （Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０２３ｂ）， 达到了黄

金标准， 表明重复区域的高度完整性。

４. ６　 ＳＮＶｓ 评估碱基准确性

　 　 单核苷酸变异（ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ， ＳＮＶｓ）
被用于评估碱基的准确性。 可以使用 ｂｗａ 软件将二

代数据比对到参考基因组， 随后使用 ＧＡＴＫ 等工具

进行 ＳＮＰ ｃａｌｌｉｎｇ 并 进 行 过 滤 （ ＭｃＫｅｎｎａ ｅｔ ａｌ．，
２０１０）， 最终统计纯合和杂合 ＳＮＶｓ 的数量。 纯合

ＳＮＶｓ 代表着可能的错误碱基， 其占整个基因组长度

的比例即为碱基的错误率。 基因组的质量越高， 碱

基的错误率越小。

５　 Ｔ２Ｔ 基因组的意义与应用

５. １　 正确地识别结构变异

　 　 结构变异（ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ， ＳＶｓ）是个体与个

体基因组序列中存在的差异， 长度一般大于５０ ｂｐ，
包括倒位、 插入、 缺失等变异类型 （ Ｒｏｓｅｓ ｅｔ ａｌ．，
２０１６）， 它们在个体间的存在对于理解基因组的功

能和个体间的遗传差异至关重要。 通过 Ｔ２Ｔ 基因

组， 可以更加准确地识别结构变异， 尤其是那些涉

及到染色体着丝粒或者端粒区域的复杂变异。 Ｚｈａｎｇ
等（２０２２）基于对 ４ 个杂交水稻骨干亲本以及已发表

的其余６ 个水稻的基因组， 与日本晴基因组进行比

对， 鉴定出不同水稻亲本之间的结构变异。 在日本晴

和 １０ 个籼稻基因组之间鉴定出４２２ ８５８～ ５２６ ４８１ 个

ＩｎＤｅｌｓ 和 ５６ ８１７ 个非冗余的 ＳＶｓ， 包括 ５２ ９４３ 个

ＰＡＶｓ。 Ｓｏｎｇ 等（２０２１）在比较了两个无缺口水稻组装

ＭＨ６３ 和 ＺＳ９７ 每条染色体上的 ＰＡＶ 分布后， 发现了

１１ 号染色体长臂末端附近存在大量结构变异。 在

ＭＨ６３ 中独特地检测到了一个扩张区域（ＭＨ⁃Ｅ）和一

个插入区域 ＭＨ⁃Ｉ， 与 ＺＳ９７ 的相应区域相比， ＭＨ６３
包含了更多抗性相关基因。

５. ２　 挖掘新的基因

　 　 Ｔ２Ｔ 基因组为新基因的鉴定提供了重要资源。
通过对新基因的研究， 能够更深入地了解植物的生

物学过程， 如生长发育、 抗逆性等， 为植物生物学

的基础研究提供重要信息。 在 Ｔ２Ｔ 香蕉基因组中，
研究者新发现了 １ ７００ 个基因， 这些新基因主要是

串联重复基因， 多以基因簇的形式存在于染色体重

组区域。 这些基因簇包含一些重要的基因家族， 如

萜类合酶基因家族， 它们负责萜类化合物的合成，
而这些化合物在植物风味和环境的适应性中发挥着

关键作用 （Ｂｅｌｓｅｒ ｅｔ ａｌ．， ２０２１）。

５. ３　 解析着丝粒等复杂基因组区域

　 　 着丝粒等复杂基因组区域是植物基因组组装的
难点， Ｔ２Ｔ 基因组为着丝粒等复杂区域的研究提供

了强大的工具， 促使我们更全面、 更深入地理解这

些复杂区域的结构、 功能和调控机制， 推动对植物

基因组结构和进化的理解迈向一个新的阶段。 通过

鉴定拟南芥着丝粒上的 ＣＥＮ１８０ 序列， 研究者发现

不同染色体上 ＣＥＮ１８０ 序列存在显著差异。 同时，
同一条染色体内的 ＣＥＮ１８０ 序列呈现均质化趋势，
但是逆转录转座子 ＡＴＨＩＬＡ 的入侵造成了 ＣＥＮ１８０
序列的多样化， 进而影响了染色体内 ＣＥＮ１８０ 序列

的均质化过程， 二者共同推动了其着丝粒结构和功

能的进化过程（Ｎａｉｓｈ ｅｔ ａｌ．， ２０２１）。 基于从头预测，
研究人员鉴定到大豆 １３ 号染色体着丝粒特异的未

发表过的重复序列 ＧｍＣｅｎｔ⁃３， 相比于已知的 Ｇｍ⁃
Ｃｅｎｔ⁃１ 和 ＧｍＣｅｎｔ⁃２， ＧｍＣｅｎｔ⁃３ 序列间变异更小， 这

意味着 １３ 号染色体的着丝粒形成可能晚于其他染

色体（Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０２３ａ）。

５. ４　 深入研究重复序列

　 　 重复序列在基因组进化中发挥着重要作用。 例
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如， 转座子（ＴＥ）参与塑造基因表达模式和基因组结

构的形成。 对于长末端重复反转录转座子（ＬＴＲ⁃ＲＴ）
来说尤其如此， 它是植物基因组中最常见的重复，
它的增殖可能导致基因组扩张。 高质量的基因组为

系统地研究重复序列提供了良好的资源。 研究人员

通过对高质量的水稻 Ｔ２Ｔ 基因组 ＭＨ６３ 的深入分

析， 发现籼稻基因组比粳稻基因组具有更多的转座

子（ＴＥ）和片段重复（ｓｅｇｍｅｎｔａｌ ｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ， ＳＤ）（Ｌｉ
ｅｔ ａｌ．， ２０２１）。 ＳＤ 产生大量的重复基因， 并通过剂量

效应或新 ／亚功能化影响植物性状。 研究发现 ＴＥ 的

插入不仅影响了重复基因的表达， 还加速了这些重

复基因的进化， 这揭示了 ＴＥ 和 ＳＤ 对水稻基因组进

化的协同作用。 玉米 Ｍｏ１７ 的 Ｔ２Ｔ 基因组鉴定到了

约 ８８. ３７％的重复序列， 包括 ７５. ５２％ 的逆转录转座

子和 ９. ７８％ 的 ＤＮＡ 转座子（Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ．， ２０２３）。 同

时， Ｍｏ１７ 基因组富含卫星序列， 其中Ｋｎｏｂ１８０、 ＣｅｎｔＣ
和 ＴＲ⁃１ 重复是最丰富的卫星序列， 占已确定卫星长

度的 ９０. ３２％。 另外， 研究人员还发现玉米基因组内存

在主要由 ＴＡＧ 三核苷酸重复组成的超长简单序列富集

区， 其长度可达 １. ５６ Ｍｂ， 包含近 ３０ 万个 ＴＡＧ 拷贝。

６　 Ｔ２Ｔ 基因组的挑战

６. １　 高重复序列

　 　 在植物基因组中， 重复序列的比例远高于其他

生物， 如病毒、 细菌和动物， 因而成为植物基因组

中的重要组成部分。 在黄杨（Ｂｕｘｕｓ ｓｉｎｉｃａ）和水青树

（Ｔｅｔｒａｃｅｎｔｒｏｎ ｓｉｎｅｎｓｅ）基因组中， 重复序列的含量分

别占据 ７６. ４％ 和 ７８. ５％ （Ｃｈａｎｄｅｒｂａｌｉ ｅｔ ａｌ．， ２０２２）。
而在蕨类植物基因组中， 重复序列的含量更是高达

８５. ２％ ， 其中 ＬＴＲ⁃ＲＴｓ 约占 ６７. ０％ （Ｍａｒｃｈａｎｔ ｅｔ ａｌ．，
２０２２）。 这些富含重复序列的区域通常涉及到许多

关键的遗传功能区域， 包括端粒、 着丝粒、 多拷贝

基因以及非重组和高度异染色质的染色体， 精确组

装它们成为 Ｔ２Ｔ 基因组的一个难题。 在以二代测序

为基础的组装中， 重复序列的组装通常不够完整。
相较于二代测序技术， 三代长读长测序能够越过重

复序列区域， 显著改善组装的连续性以及重复序列

组装的完整性和准确性。 然而， 对于碱基准确度较

低的 ＯＮＴ 测序而言， 测序错误给准确区分重复序列

中的微小变异和测序错误带来了挑战。 一方面， 低

于测序错误率的低频遗传变异可能会被错误地视为

测序错误； 另一方面， 如果不进行测序错误的纠正，
测序错误可能被错误地解释为遗传变异 （ Ｋｏｎｇ

ｅｔ ａｌ．， ２０２３）。

６. ２　 高杂合度

　 　 由于远缘杂交和自交不亲和性， 许多植物基因

组具有较高的杂合度。 在组装高杂合基因组时， 存

在无法准确识别和合并高杂合区域的问题， 通常会

导致这些区域被组装为两个独立的 ｃｏｎｔｉｇ， 使得组

装基因组的大小超过实际单倍型基因组的大小。 在

这种情况下， 可以采取去除冗余的方法来尽可能地

保留一套单倍型。 例如， 研究人员使用 ＨａｐｌｏＭｅｒｇｅｒ２
软件分离了荔枝（Ｌｉｔｃｈｉ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｓｏｎｎ）的两套单倍型

（Ｈｕ ｅｔ ａｌ．， ２０２２）。 随着 Ｈｉｆｉａｓｍ 等可以进行分型的

软件开发出来， 可以直接生成两套单倍型的组装结

果， 这对于高度杂合物种的组装具有突破性的意义。
然而， 要同时实现单倍型分离和 Ｔ２Ｔ 的组装， 还是

一项十分具有挑战性的任务。

６. ３　 高倍性

　 　 多倍体， 定义为拥有三组或更多组同源染色体，
在陆生植物中十分常见。 两种普遍认可的多倍体形

式是同源多倍体和异源多倍体。 同源多倍体起源于

单个物种的全基因组复制事件， 异源多倍体则是两

个或更多不同物种之间的杂交形成的。 对于异源多

倍体来说， 区分源自不同祖先物种的亚基因组相对

容易， 因为它们在漫长的进化历史中保持了较大的

遗传变异， 如花生（Ａｒａｃｈｉｓ ｈｙｐｏｇａｅａ）、 艾蒿（Ａｒｔｅｍｉ⁃
ｓｉａ ａｒｇｙｉ）（Ｚｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０１９； Ｍｉａｏ ｅｔ ａｌ．， ２０２２）。 对

于同源多倍体来说， 由于同源染色体之间的高度相

似性， 不同单倍型之间几乎相同的同源序列无法准

确区分， 这可能会产生许多折叠的 ｃｏｎｔｉｇ， 为同源多

倍体的组装带来了巨大的挑战。

６. ４　 超大基因组

　 　 在已经测序的植物基因组中， 基因组大小通常可

以跨越几个数量级， 从十几Ｍｂ 到几十Ｇｂ 不等。 超大

基因组的组装面临的主要问题之一是数据处理的复

杂性。 由于基因组的庞大尺寸， 传统的组装算法可能

在处理这些超大基因组时效率低下。 另一方面， 超大

基因组的组装也受到数据生成和存储的挑战， 生成足

够的长读长数据需要昂贵的测序成本， 而存储和处理

庞大的数据集也需要更大的计算资源。

７　 讨论与展望

　 　 植物基因组一直是基因组学关注的重点， 近年
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来 Ｔ２Ｔ 基因组已经成为植物基因组领域的新趋势。
Ｔ２Ｔ 基因组在识别结构变异、 挖掘新基因、 探索着

丝粒区域、 研究重复序列等方面具有重要的意义。
通过与其他组学数据如转录组、 蛋白组、 代谢组等

的联合分析， 可以深入挖掘物种内的有效遗传信息，
从而解决重要的生物学问题。

随着测序技术和组装算法的进步， 二倍体的

Ｔ２Ｔ 基因组组装已经取得了一定进展。 同时， 在复

杂基因的组装中也出现了很多成功的案例， 比如具

有高重复序列含量的玉米和异源四倍体辣根（Ａｒ⁃
ｍｏｒａｃｉａ ｒｕｓｔｉｃａｎａ） （ Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ．， ２０２３； Ｓｈｅｎ ｅｔ ａｌ．，
２０２３）。 然而， 对于具有高重复序列含量、 高杂合、
高倍性、 大尺寸的复杂物种， 组装过程中仍然存在

极大的挑战性。 例如， 在同源多倍体的组装中， 在

多条同源染色体的某个区域的序列高度相似， 这个

区域有可能只生成一套单倍型组装， 并且难以通过

Ｈｉ⁃Ｃ 数据等信息准确地将这些 ｃｏｎｔｉｇ 分配给特定的

单倍型。 此外， 超大基因组通常含有大量的重复序

列， 会显著降低组装的连续性， 这对测序数据的长

度提出了更高的要求。 即使是在简单基因组中， 不

通过手动干预完成全部染色体的 Ｔ２Ｔ 组装仍然十分

困难。
ＰａｃＢｉｏ 公司近期推出的 Ｒｅｖｉｏ 测序平台采用全

新的 ＳＭＲＴ Ｃｅｌｌ 芯片， 将 ＨｉＦｉ 数据通量增加了 １５
倍， 从而显著降低了 ＨｉＦｉ 测序成本。 ＯＮＴ 最新芯片

Ｒ１０. ４. １ 在保证读长的前提下， 可以将碱基的准确

性提升至 ９９％ 。 这将为未来更高质量的 Ｔ２Ｔ 基因组

的组装奠定基础。 毫无疑问， 随着测序技术和组装

软件的不断改进， 获取高质量 Ｔ２Ｔ 基因组的时间和

费用将逐渐降低， 使更多的物种能够获得高质量的

基因组序列及其他组学数据信息。 除了构建高质量

基因组， 基因组注释包括重复序列注释、 基因结构

注释和基因功能注释等， 也是基因组分析的重要内

容之一， 但目前基因组精准注释仍然存在很大问题。
后续需要进一步开发基因组精准注释及下游分析工

具， 并加强组学领域之间以及遗传育种学的交叉研

究和整合应用， 为重要植物优良性状的遗传改良提

供更宝贵的资源。
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