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摘要 基因组是指一个生物体内遗传物质的总和, 是生物学研究的关键之一. 自2000年拟南芥基因组被测序发表

以来, 已有超过800个植物基因组相继被破解, 极大促进了植物分子生物学、遗传学等领域的发展. 即便如此, 植
物基因组学研究仍然面临一系列挑战, 包括高杂合、高重复度、高倍性等复杂基因组的组装和泛基因组的构建

等. 本文从植物基因组学的发展概况、基因组测序技术、组装算法等三个方面, 全面展示了植物基因组的快速发

展.其中,介绍了简单基因组装和复杂基因组装的相关策略,总结了“端粒到端粒”(telomere-to-telomere或称T2T)的
组装和泛基因组构建方法以及其重要性. 最后, 对未来植物基因组的发展进行了展望, 认为随着技术的不断进步,
基因组解析技术和方法将会更加完善, 为植物基因组的深入研究提供更多支持. 本文为植物T2T、复杂基因组组

装和泛基因组的构建方法研究提供了参考依据.
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植物基因组研究不仅是对植物遗传信息的解码,
它涉及生态、进化、农业、分子育种等多个领域, 为

人们提供了前所未有的理解与应用机会. 然而, 在遗

传学和基因组学的研究历程中, 植物复杂基因组的解

读与分析始终是一个颇具挑战性的领域. 与其他生物

体相比, 植物拥有相对较大且结构复杂的基因组. 随

着测序技术、组装算法的飞速发展, 研究者正逐步揭

示植物基因的奥秘. 在此背景下, 本文综述了植物复

杂基因组研究的进展, 介绍了简单基因组装和复杂基

因组装的相关策略, 总结了“端粒到端粒”(telomere-to-
telomere或称T2T)的组装和泛基因组(pan-genome)构

建方法以及其重要性.

1 植物基因组发展概况

1.1 组学技术发展意义

基因组是指一个生物体内遗传物质的总和, 其中

蕴含着生命体丰富的遗传信息
[1], 是生物学研究中至

关重要的基础. 2000年12月拟南芥
[2]
基因组在Nature

期刊上的发表正式叩开了植物基因组研究的大门. 近

20多年来随着测序技术、组装算法、遗传学、生物信

息学的飞速进步
[3], 截至2022年12月底已有825个植物
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物种(统计数据来自于NCBI以及GWH)基因组相继发

表(图1). 近年来, 植物基因组迎来了快速发展期. 在

2000~2010年期间受限于测序技术与成本以及组装算

法, 只发表了26个植物物种的参考基因组, 但近三年已

有超过500个植物物种的基因组被发表
[4,5]. 这其中以

被子植物居多约占比88%, 并主要在禾本科、十字花

科、豆科这三大科, 大小从64 Mb到31 Gb跨度三个数

量级
[6~8]. 参考基因组的公布极大地推动了对植物中丰

富的基因遗传资源的挖掘, 对关键性状候选基因的筛

选, 以及植物基础生物学、遗传学、功能基因组学、

植物育种学等相关领域的快速发展.

1.2 测序技术发展概况

推动植物基因组快速发展的主要动力之一是测序

技术的巨大进步. 测序技术的进步主要体现在读长提

升、测序质量提高、通量提升, 同时带来测序成本的

显著下降. 起初在拟南芥
[2]
、水稻

[9]
、玉米

[10]
等最先

公布的植物基因组中所采用的技术为Sanger的双脱氧

终止法
[11], 被称为第一代测序方法. 该方法准确度高,

但耗时长、成本高、通量低, 因此当时的基因组项目

往往需要消耗大量的时间以及科研成本. 二代测序技

术(next-generation sequencing, NGS)[12]极大地缓解了

这一困境, 二代测序技术因其具有高通量、成本低、

准确度高等特点, 直到目前在基因组分析中都占据着

十分重要的地位
[13~15]. 但二代测序存在读长短的弊端,

因此在面对如高重复基因组等复杂组装时仅使用二代

测序会引入较多的错误.
随着测序技术的飞速进步, 三代测序正式踏入了

基因组学. 三代测序主要分为两类: 第一类是美国Pa-
cific Bioscience公司研发的单分子实时测序技术, 其

CCS模式产生的HiFi读数准确度可以达到99%, 长度

可以达到15 kb[16,17]. 第二类是Oxford Nanopore Tech-
nologies公司的纳米孔测序技术, 在测序精度上略低于

HiFi reads(读长,指的是测序仪单次测序所得到的碱基

序列), 但长度可以达到10~100 kb. 目前三代测序是基

因组组装中所用的主流测序手段, 如马铃薯
[18]

、野苹

果
[19]

、西番莲
[20]

等. 长读长测序技术极大地提高了组

装的连续性, 平均contig N50水平(contig N50是一种用

于衡量基因组组装质量的指标, 它是指所有contig的长

度从小到大排序后, 加起来达到基因组总长度的50%

图 1 2000~2022年发表基因组情况(数据来自于NCBI以及GWH)
Figure 1 Genomes published from 2000 to 2022 (data from NCBI and GWH)
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对应contig的长度)从2010年(99.5±48.1) kb增加到了

2020年的(3395.2±735.4) kb[5]. 与此同时, Hi-C[21]
、

BioNano光学图谱
[22]

以及Pore-C[23]
等技术的推出, 可

以呈现染色体内部互作信号, 将线性的测序数据提升

到立体空间水平, 从而应用于染色体水平辅助组装.
由此可见, 测序技术是组装基因组的根基, 测序技术

的发展使得测序成本日趋下降, 读长持续升高, 测序

质量逐步提升, 极大地推动着植物基因组学的发展.

1.3 组装算法发展概况

一个高质量完整基因组不仅依托测序技术, 组装

算法对其也至关重要. 无论是一代Sanger测序、二代

NGS测序乃至三代长读长测序, 相比于基因组的长度

仍是有限的. 测序结果犹如一块块拼图碎片而基因组

是最后的图案, 组装算法的目的就是将众多的测序片

段, 找到其中正确的前后关系并将其拼接起来. 目前

主要的算法可以分为三大类.
第一类贪婪算法. 贪婪算法首先选择满足一定要

求的读长序列作为contig的种子, 然后寻找和读长序

列的两端含有重叠区域的读长序列, 对选作种子的读

长序列进行扩展, 直到当前拼接的序列两端无法继续

扩展. 采用贪婪算法的软件主要有: SHARCGS[24],
SSAKE[25]

和VCAKE[26]. 若存在两个及以上的读长序

列与当前拼接的序列的某一段含有重叠区域时, 算法

无法确定应该选择哪一条读长序列进行扩展, 因此当

遇到这种情况时贪婪算法所拼接的contig的长度往往

较短, 所以目前组装工具大多基于下述两种方法(图2).
第二类OLC(overlap-layout-consensus)算法. 该方法

主要应用于一代测序数据以及三代数据的长读长组装.
其主要原理是通过reads之间两两比较找到相互重叠的

部分, 以此找到局部拼接最优解, 随后构建区域图从而

将reads拼接至contig以及scaffolds(图2). 采用OLC算法

的组装软件有Canu[27], MECAT[28], NECAT[29].
第三类DBG(de Bruijn graph, 德布鲁因图)算法.

OLC主要针对读长较长的片段 , 对于二代长度为

100~150 bp的序列而言, 因其信息过于碎片化并不是

十分适用, 因此需要DBG等算法进行优化. DBG算法

首先将序列k-mer化, 所谓k-mer即长度为k步长为1的
子序列. 根据k-mer的交叠关系, 将有k−1碱基重叠的k-
mer连接起来构建德布鲁因图,消除由测序引起的错误

后, 拼接至contig水平. 采用DBG算法的软件有Vel-
vet[30], ABySS[31], SOAPdenovo[32].

图 2 OLC组装算法以及DBG组装算法流程. A: 基于OLC算法, 通过比对找到片段间的重叠信息后寻找一条质量最高的序列
路径, 并获得与路径对应的序列, 即contig; B: 基于DBG算法, 通过k-mer化后构建德布鲁因图, 随后寻找最佳路径构建contig
Figure 2 Overview of OLC assembly algorithm and DBG assembly algorithm. A: Based on the OLC algorithm, the highest quality sequence path is
identified by finding overlapping information between fragments, and the corresponding sequence, known as a contig, is obtained; B: using the DBG
algorithm, the contig is constructed by building a de Bruijn graph after k-merization and subsequently searching for the optimal path
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由于PacBio CCS和Nanopore在长度上的优势, 三

代长读长测序已成为应用最广泛的组装测序手段. 目

前已有针对HiFi数据的组装软件, 比如Hifiasm[33]
以及

HiCanu[34], Hifiasm可以在单个机器上多线程运行, 在

较少的资源消耗下快速完成基因组组装. HiCanu也是

组装PacBio CCS数据的常用软件之一, 其组装流程可

以分为三个阶段: 校正、修整和装配. 由此可见, 有效

的组装算法将会在已有测序数据的基础上助力基因组

装, 提高组装连续性, 节约组装时间与计算资源, 加快

复杂基因组的组装.

2 植物复杂基因组组装策略

植物基因组的组装一般可以分成如下步骤(图3).
(ⅰ) 基因组特征评估: 在组装前首先需要对待组装的

物种进行基因组调查(survey)从而评估基因组大小、

杂合度、GC含量、重复序列等重要的基因组特征, 这
几点决定了物种组装的难度以及成本

[35]. (ⅱ) 基因组

初步组装: 通过短reads之间的交叠关系构建成无缝隙

(gap)的contig(重叠群, 通过reads的交叠关系拼接而成

的长片段). 随后根据大片段文库以及双端测序调整

contig的排序以及方向, 将contig进一步组装成更长的

片段scaffold. (ⅲ) 使用Hi-C数据或者近缘种信息将

contig或scaffold挂载至染色体. (ⅳ) 基因组质量评估:
初步组装好的基因组需要通过BUSCO、HiC热图、近

缘种共线性等方式评估组装质量.
随着测序技术和组装算法的不断改进, 大部分的

简单基因组(基因组大小不超过1 Gb, 杂合度小于

0.5%, 重复序列低于50%, GC含量在35%~65%之

间
[36])可通过多种测序技术结合组装算法有效解决. 在

10年前, 多国合作耗费许多人力和时间才完成了马铃

薯基因组
[37]. 如今, 单个团队使用HiFi结合Hi-C图谱

构建的染色体水平基因组, 可以将contig N50提高500
倍以上(从32 kb到17.3 Mb).

在植物基因组中, 相当大一部分的基因组属于复

杂基因组. 复杂基因组指的是一类无法直接使用常规

的测序和组装方法进行解析的基因组, 通常包括以下

特点: 基因组杂合率大于0.8%、重复序列占比高于

60%、GC含量高于65%或低于35%、高倍性以及难以

去除异源DNA污染等
[38]. 中国农业科学院深圳农业基

因组研究所唐蝶和周倩
[39 ]2021年在《生物技术通

报》上发表的名为“植物基因组组装技术研究进展”的

图 3 一般基因组组装流程. A: 基因组调查; B: 构建contig; C: 构建scaffold; D: 挂载至染色体水平
Figure 3 Workflow of genome assembly process: A: An example of genome survey; B: workflow of contig assembly; C: genome scaffolding; D:
chromosomal-scale genome assembly based on Hi-C heatmap
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综述文章, 已详细地阐述了复杂基因组组装的进展以

及策略, 因此本文只做简单介绍.

2.1 长读长测序是解决高重复基因组组装的关键

重复序列一直是基因组装过程中一个难题, 主要

原因是由于重复序列含量高并且分布在基因组的不同

位置, 往往造成组装的基因组小于实际的基因组大小.
在自然界中重复序列在各物种的比例从病毒(小于

1%)、细菌(3%左右)、人(47%)、玉米(77%~85%)逐步

升高. 在一个44种植物和68种脊椎动物全基因组重复

水平和基因组大小的关系研究中发现, 植物基因组的

重复序列明显高于脊椎动物
[40]. 但同时重复序列在物

种进化和功能调控中扮演着重要的角色.
目前发表了如火炬松(22 Gb, 重复序列82%)[41]、

银杏(10 Gb, 重复序列80%)[42]、大蒜(16.9 Gb, 重复序

列91.3%)[43]的基因组数据. 二代数据因为其读长较短

往往无法跨过重复序列, 因此在overlap构建contig的
过程中可能会丢失掉许多片段, 三代数据更可能跨过

重复区段, 因此极大地提高了重复序列的区分度, 组

装的完整性以及准确性. 例如, 银杏基因组采用了Pac-
Bio数据重新组装过后对比二代组装contig N50从
48 kb[42]提升至1.58 Mb[44], 由此可见, 高精度的长读

长测序将显著改善高重复基因组组装.

2.2 去冗余算法实现高杂合二倍体单套基因组
组装

因远缘杂交、自交不亲和以及无性繁殖等特性,
许多植物基因组高度杂合, 含有频繁的等位基因变异,
如自交不亲和茶树基因组杂合度高达2.8%[45]. 这种高

度的杂合性导致同源片段的一致性较小, 使得基因组

组装时出现许多分支结构, 更容易引起错误, 破坏组

装的准确性和连续性.

长读长测序的出现同样驱动了高杂合基因组组装

领域的进步. 在通过reads重叠构建初步的组装图后,
长逾10 kb的三代测序reads(表1)能够横跨数个单核苷

酸多态性(single nucleotide polymorphisms, SNPs)位
点, 为临近的SNPs位点提供相位信息, 进而帮助解开

杂合区域的分支结构, 拓展组装局部的连续性, 产生高

度连续的contig组装. 然而, 高度杂合的基因组区域会

在局部形成复杂的组装图. 尽管上述方法能够大幅提

升contig的连续性, 但在拆解复杂的局部组装图时仍

会产生错误组装, 将两套不同单倍型的基因序列混在

一起, 形成遗传信息的冗杂, 对下游分析造成困扰. 因
此初始contig通常需要去除冗余序列, 才能获得准确的

单套基因组组装.
目前组装高杂合单套基因组主要有以下几个思

路. (ⅰ) 基于全基因组测序深度(reads depth, RD)的策

略. 将全基因组测序数据比对到contig组装中, 由于杂

合contig存在两份冗余拷贝, 其测序深度通常会呈现为

平均测序深度的一半. 利用Purge_haplotigs[46]等软件

基于测序深度的原理, 识别并去除冗余的杂合contig,
从而获得有代表性的单套contig水平基因组, 进一步

将其挂载到染色体基因组. 目前, 金荞麦
[47]

基因组已

经成功根据该策略组装完成. (ⅱ) 基于全基因组比对

(whole genome alignment comparison, WGAC)的方法.
通过全基因组的自身contig比对能够发现具有高度相

似性的contig对, 将长度较短的冗余片段删除后, 最终

获得单套基因组. 然而, 由于上述两种方法执行全基因

组水平的序列比对, 其对算力的要求非常高. (ⅲ) 基于

k-mer的方法检测基因组中的冗余contig. 该策略首先

对contig组装进行k-mer计数, 排除高频出现的k-mer,
随后将contig之间的共有k-mer转换为contig的相似度,
具有高相似性的contig即为冗余contig. 因为该方法不

需要广泛的全基因组比对, 因此极大了提高了计算效

表 1 不同测序技术特点

Table 1 Characteristics of different sequencing technologies

Sanger NGS Pacbio CCS Oxford Nanopore

测序长度 600~1000 bp 100~150 bp 10~20 kb 10~100 kb

错误率 <0.001% <0.1% <0.1% <5%

检测方法 荧光/光学 荧光/光学 荧光/光学 电流

优点 准确度高 通量大, 准确度高 长读长且准确度高 长读长

缺点 通量低, 成本高 读长短 成本高 错误率高, 成本高
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率, 并且降低了成本, 在大基因组中具有较好的应用前

景
[48]. 例如, Khaper(https://github.com/tangerzhang/kha-

per)成功利用该策略组装了茶树铁观音单倍体
[49]

基

因组.
以上的三种做法主要目的是组装出单倍体基因组

(monoploid genome). 单套基因组主要思路是将杂合的

区域整合在一起. 虽然目前可以依靠上述策略解析杂

合二倍体的单倍体基因组, 但依然面临着大量遗传信

息的丢失, 无法获得全面的遗传信息.

2.3 分型算法助力单倍型分型基因组破译

随着基因组学的发展, 在研究中遇到高杂合或多

倍体基因组时, 越来越多研究者会选择组装其单倍型

分型基因组(haplotype-resolved genome). 单倍型分型

基因组是将高度相似的同源染色体序列(即单倍型)拆
分出来, 最大程度保留等位序列, 提高了组装的准确性

和完整性. 这种方法在一些高杂合和多倍体的植物基

因组中如二倍体马铃薯
[18]

、四倍体紫花苜蓿
[50]

等的

研究中已经得到了广泛的应用. 单倍型分型基因组保

有同源染色体之间的遗传差异, 在挖掘优异等位基因

以及探索杂种优势等方面具有单套基因组所不能比拟

的优势.
根据输出的contig基因组的不同, 单倍型分型基因

组的组装方法主要分为以下三类. (ⅰ) 基于一致性序

列的基因组分型. 该方法首先从头组装出单倍体基因

组, 随后将reads比对到单倍体基因组, 利用杂合的

SNPs位点进行定相. HapCUT2[51]及WhatsHap[52]是采

用该方法的经典工具. 该方法无法处理大尺度的结构

变异. (ⅱ) 混合单倍型基因组组装. 在早期的单倍型

分型基因组中, 只能在组装图的分支结构局部进行定

相, 缺乏临近分型区块之间的相位信息, 因此会采用

单倍体基因组加杂合区域单倍型基因组的方式展示,
例如Falcon-unzip[53]. (ⅲ) 完整的单倍型基因组装, 得
益于高精度的HiFi reads, hifiasm[33], HiCanu[34]等工具

能够极大地提升分型区块的连续性, 再辅以额外的连

接信息, 例如ONT超长读长序列, Hi-C等, 便能够将相

邻的分型区块联系起来, 输出兼具完整性和精确性的

单倍型分型基因组. 此外, 对于已知亲本的物种, 可以

对双亲本分别进行二代测序后, 利用双亲的特异k-mer
对分型区块添加标记, 区分来自不同亲本的单倍型, 例
如Trio binning[54]等.

植物基因组存在复杂的倍性, 其形成原因包括杂

交和基因组加倍等. 多倍化有利于增加物种变异, 改

良作物品质. 常见的重要作物如小麦、甘蔗、棉花、

马铃薯等都是多倍体植物. 多倍体可以分为两类: 一

类称为异源多倍体, 由已经产生生殖隔离的不同物种

间杂交加倍产生. 因为杂交产生所以每套染色体之间

有明显差异, 因此可以采用纯合染色体组装后通过祖

先种与近祖先种拆分出亚基因组, 相对组装难度较小.
例如, 四倍体油菜

[55]
基因组借助二倍体祖先成功分出

了两个亚基因组. 另一类称为同源多倍体, 即所有染

色体组来源于个体内的染色体组自我复制或同个物种

内不同个体间的杂交与多倍化. 这样形成的同源染色

体相似度高, 在组装过程中易产生错误的信号, 因此

同源多倍体基因组的难度明显大于异源多倍体. Hi-C
分型工具结合三代长读长数据为同源多倍体解析提供

了巨大的推动力. 例如, 同源多倍体甘蔗基因组这一世

界技术难题在2018年被本团队
[56]

成功破解, 也是全球

首个组装到染色体水平的同源多倍体基因组. 其解析

方法是首先通过BAC文库以及三代测序克服序列相

似性组装出全部contig, 随后使用自主开发的ALLHiC
Prune[57]算法有效实现了同源染色体的拆分, 并利用遗

传算法解决了多倍体染色体内短序列之间的排序和定

向. 随着基因组学研究的不断发展, 目前通过多技术整

合成功解析了越来越多同源多倍体物种的基因组, 并

且在这些基因组的组装连续性方面也有了明显的提

升. 例如, 最近发表的同源四倍体马铃薯
[58], 该研究引

入了一种基于遗传图谱和遗传计量评分的方法(poly-
ploid graph binning), 并结合HiFi读长序列的分组信息

进行单倍型分型.

3 基因组测序技术的最新进展

基因组学发展日新月异, 本文归纳总结了近年间

测序技术的最新进展.

3.1 PacBio Revio平台

PacBio是行业里较早成功的商业化单分子测序平

台. 其在2019推出的sequel II HiFi reads因其高精度长

读长的特点极大地促进了基因组学的发展. 在一段时

间内, HiFi reads是市场上唯一在准确度和读长两个维

度上保持平衡的技术. 然而, HiFi测序平台存在一个致
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命的缺点: 其测序通量较低, 从而导致测序价格高, 无
法大规模普及.

2022年10月, PacBio宣布推出Revio长读长测序系

统. 该系统在HiFi测序的基础上显著的提高了测序通

量. 相比于Sequel II测序平台, Revio单张测序芯片测

序通量提高313%, 单次测序量从原来的20 Gb提高至

90 Gb. 并且其可同时支持四张独立操作芯片, 四张芯

片测序量可达360 Gb, 测序时间由原来的30小时降低

到24小时. 结合计算方面的重大进步, Revio可将HiFi
数据通量增加15倍. Revio平台的推出将强力助推基因

组快速组装、降低高精度长读长测序成本、加快基因

组变异检测等.

3.2 高精度长读长ONT测序

截至目前, 牛津纳米孔测序技术(Oxford Nanopore
Technology, ONT)是测序读长最长的一种技术,其超长

建库方法可以使read N50达到50~100 kb, 最长读长可

达Mb级别. 因此ONT超长读长可以轻松跨越重复区

域, 显著提升组装连续性. 然而, 测序准确率在一段时

间内限制着Nanopore在植物基因组学的应用. 其上一

代R9.4芯片准确率约为92%[59], 相比HiFi reads 99%以

上的准确率存在明显差距. 所以截至目前在大多基因

组项目中读长更长的Nanopore往往不是首选.
2022年Oxford Nanopore Technologies发布了新

R10.4.测序芯片. 该芯片与kit 14试剂盒相结合. 在标

准的400碱基/秒(bp/s)的条件下, 使测序质量在单链模

式下达到Q20(测序准确度大于99%), 双链模式下达到

Q30(测序准确度大于99.9%), 既保证了准确度, 同时实

现了高产出. ONT reads有着显著的长度优势, 在保证

长度的同时提升精度, 将极大地推动T2T基因组等高

连续性组装的进展.

4 植物端粒到端粒T2T基因组进展

4.1 开展T2T基因组学的意义

T2T基因组指的是具有端粒到端粒高质量、高准

确性和高连续性的完整基因组. 三代测序技术的发展,
特别是高连续性的ONT超长测序和高准确性的HiFi测
序强强联合, 克服了着丝粒和高重复区域的组装难题.
端粒以及着丝粒在生命活动中发挥着重要的作用, 因

此进行高标准基因组组装对探索这些区域的功能和结

构至关重要. 如探索染色体的起源, 驯化以及鉴定性别

关键基因, 解析着丝粒和端粒等复杂结构的变异特

征等.
自从2021年6月首个籼稻T2T基因组

[60]
发布以来,

截至2023年3月已发布了14个植物T2T植物基因组(表
2). 如北京大学现代农学院张兴平团队

[61]
基于西瓜

T2T基因组利用重测序数据快速鉴定了2个显性突变

体(长果和雄性不育果), 在T2T基因组水平上发现均由

典型的EMS诱变碱基突变类型G>A导致的. 中国农业

科学院蔬菜花卉研究所分子育种创新团队
[62]

通过白

菜T2T基因组发现, 着丝粒区域主要富集ALE和CRM
类型的LTRs. 通过比较不同白菜亚种间的着丝粒序列,
发现白菜亚种间着丝粒分化显著. 进一步研究发现, 着
丝粒与泛着丝粒区域分别富集Copia以及Gypsy类型的

LTRs, 而且发现着丝粒区域的LTRs插入时间要显著晚

于泛着丝粒区域. 这些结果暗示, 白菜LTRs的插入导

致着丝粒区域经历着快速进化.

4.2 T2T基因组构建策略

目前T2T组装方法主要有以下两种. (ⅰ) 使用HiFi
数据组装到contig水平, 随后使用Hi-C数据将contig挂
载至染色体, 最后使用ONT超长读长填补gap. 该策略

适合于基因组小于500 Mb, 且HiFi数据组装后contig数
目较小的基因组. 该策略的优势是组装比较简单, 计算

资源消耗少, 并且组装后准确性高. (ⅱ) 使用ONT超长

读长直接进行组装, 随后使用二代纠错. 这种方法凭借

ONT数据长度, 可以得到较大片段的contig, 矫正过后

使用HiC挂载至染色体水平, 最后再次使用N50大于

100 kb的ONT数据填补gap. 这种做法理论上比较普适

但准确性略低.

4.3 高精度基因组组装算法的开发

一般来说, T2T基因组组装采用多种长读长测序

技术联用的策略. 美国国立卫生研究院于2022年在

Nature Biotechnology发表了一篇用于T2T高精度基因

组装的新方法——Verkko[74]. 该方法首先通过HiFi
reads构建德布鲁因图, 再将ONT reads对齐到图上, 逐
步解决循环和缠结区域, 最终借用Canu的consensus板
块得到组装结果. 该方法能够在较短的时间内, 完成多

种物种真正完整的T2T基因组工具. 在人类HG002基
因组测试中, Verkko可以将46条染色体中的20条组装
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至99.997%的准确率, 并且具有较高的自动化.
2022年3月加利福尼亚大学Anton Bankevich教授

团队在Nature Biotechnology发表了一款用于高精度基

因组组装的软件La Jolla Assembler (LJA)[75]. 该方法基

于HiFi reads, 使用Bloom过滤, 随后在不同k-mer大小

下, 构建多路德布鲁因图进行组装. 该团队通过近期发

表的人类T2T基因组的长读长reads进行自动化组装,
以此来展示LJA的效果. 与Hifiasm[33]

和HiCanu[34]相比,
结果显示LJA生成了更为连续的组装结果, 其中包括6
条没有任何装配错误的完整染色体, 并且整个人类基

因组组装中仅存在10个装配错误, 组装错误的数量减

少了80%. 由此可见,新的组装工具在长读长测序的加

持下, 将会使高精度基因组的组装变得更加简便与

快捷.

5 植物泛基因组进展

5.1 开展泛基因组学研究的意义

近年来, 随着多种植物参考基因组的不断公布以

及同种不同个体植物基因组的相互比较, 人们逐渐认

识到单一个体的参考基因组无法全面代表整个物种的

遗传多样性, 会遗漏大量的物种间遗传变异信息. “泛
基因组”(Pangenome)的概念在微生物学领域中首次被

提出, 并逐渐在各种生物体中得到应用,指某一物种的

全部基因组信息的集合
[76]. 随着测序成本下降、技术

提升, 2014年玉米
[77]

、野生大豆
[78]

、水稻
[79]

泛基因组

的发表正式打开了植物泛基因组的大门. 迄今已在20
余种植物开展了泛基因组研究. 植物泛基因组的发展

有助于揭示丰富的遗传变异, 挖掘新的功能基因, 解

析品种形成的分子基础, 深化对物种遗传多样性的

认识.

5.2 泛基因组构建策略

在泛基因组样本选择时, 主要考虑样本数量与样

本特性, 应尽可能的选择更全面、具有代表性的样本,
同时包括野生种与近代栽培种等. 这样构建的泛基因

组可以提供更丰富的遗传变异信息以及更全面揭示基

因组动态变化的过程.
泛基因组的构建方式主要分为三种(图4). (ⅰ) 迭

代组装(lterative): 基于物种的参考基因组, 将其他个体

的基因组逐个与参考基因组比对, 将未比对上的reads
组装成新的contig, 并添加至原始的参考基因组中, 通

过多个物种不断迭代从而构建出一个泛基因组. 该策

略具有成本低、构建速度快等优点. 早期的甘蓝
[80]

、

油菜
[81]

等泛基因组通过该方法构建. (ⅱ) 从头组装(de
novo): 该策略通过对同一个物种的多个样本进行完整

表 2 已发表植物T2T基因组

Table 2 Published plant T2T genomes

发表时间 物种 基因组大小(Mb) 组装策略

2021 籼稻
[60] 397 CCS+Bionano+Hi-C

2021 香蕉
[63] 484 ONT+Bionano

2021 澳洲胡桃
[64] 826 HiFi+Hi-C

2021 番茄
[65] 799 HiFi+ONT+Hi-C

2022 拟南芥
[66] 133 HiFi+ONT+Hi-C

2023 猕猴桃
[67] 640 HiFi+ONT+Hi-C

2023 草莓
[68] 784 HiFi+ONT

2022 水稻
[69] 398 HiFi+ONT

2022 西瓜
[61] 369 HiFi+ONT+Bionano

2022 大麦
[70] 4700 HiFi+Hi-C

2022 苦瓜
[71] 286 HiFi+Hi-C

2023 白菜
[62] 425 ONT+Hi-C

2023 柠檬
[72] 633 HiFi+ONT+Hi-C

2023 桃金娘
[73] 450 HiFi+Hi-C
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的从头组装, 再通过全基因组的比对分析鉴定出核心

基因组(存在于所有样本中的基因组)与非核心基因组

(存在于一个或多个样本中的基因组), 从而得到物种

泛基因组. 该策略虽花费成本较高且需要较多计算资

源, 但结果更为准确, 可以全面解析物种内的差异, 是
目前主流的构建策略. 水稻

[82]
、芝麻

[83]
、大麦

[84]
、小

麦
[85]

、拟南芥
[86]

等皆采用该策略构建泛基因组. (ⅲ)
图形泛基因组(graph-based pan-genome): 以上两种做

法所构建的泛基因组都为线性结构, 无法有效地储存

和描述基因组变异. 图形结构泛基因组基于基因组从

头组装, 或迭代组装的基础上, 将基因组及变异位点

以图形的结构表示. 该策略除了考虑泛基因组的序列

信息, 还能提供变异信息的空间位置. 与线性泛基因

组相比, 图形结构泛基因组可以在群体中检测到更全

面的变异信息, 与此同时也给基因组储存和计算带来

了新的挑战. 目前大豆
[87]

、水稻
[88]

、高粱
[89]

、狼尾

草
[90]

、番茄
[91]

等构建了图形泛基因组.

6 总结与展望

自拟南芥基因组发表的22年以来, 目前植物组学

领域已经破译了800多个基因组, 范围从非维管植物

到开花植物, 涵盖了植物进化历程上的主要进化分支.

伴随着测序技术、组装算法的快速发展, 植物复杂基

因组、T2T基因组、泛基因组等前沿领域也取得了令

人瞩目的进步. 丰富的组学遗传信息加深了人们对植

物多样性遗传基础的理解, 并推动优良基因挖掘、植

物育种等科学和技术进步.
然而全球约有45万至50万种植物物种

[92], 尽管目

前公布的基因组数量已呈现指数式的增长, 但目前破

译的物种仅代表绿色植物多样性的一小部分. 例如,
在拥有1000多个物种的裸子植物门, 仅有其中13个物

种的基因组得到了测序解析
[93]. 另一方面, 高复杂的

基因组, 如具有高重复性、高杂合性、同源多倍化的

物种, 在组装质量上仍有较大的进步空间. 以目前发

表的最大的植物基因组——糖松为例, 在高达31 Gb
的基因组大小中, contigN50仅为4.5 kb[94], 在连续性

上有待提升. 此外, 一些重要的经济作物如现代栽培种

甘蔗, 因其为同源多倍体, 并具有复杂的染色体倍性关

系, 至今都无法得到有效的破译. 在测序方面, 应当在

保证准确性的前提下提升读长, 更准确地反馈染色体

内的互作信号; 在组装算法方面, 应当提高组装的准

确性和计算效率.
同时, 植物基因组的前沿领域方兴未艾, 仍需进

一步探索 . 高精度 (精确度≥99 .9%)、长读长 (长
度≥100 kb)的测序技术的出现, 使得构建T2T基因组

图 4 三种泛基因组构建方法. A: 迭代组装, 通过全基因组比对后, 将未比对到参考基因组的片段添加至参考基因组; B: 从头
组装, 从头组装多个个体基因组后, 鉴定核心基因组与非核心基因组; C: 图形泛基因组, 用图的形式标注变异位点
Figure 4 Three pan-genome construction approaches. A: Iterative assembly. After whole genome alignment, fragments that are absent in the
reference genome are added to the pan-genome; B: de novo assembly. Integration of multiple de novo assembled individual genomes leads to
identification of core and dispensable genomes; C: graph-based pan-genome. The structural variations across the multiple individuals are represented in
a graphical form
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成为可能, 但现今破译的植物T2T基因组大多为简单

基因组. 因为部分复杂的着丝粒区域需要大量的手工

校准, 并且ONT超长等数据中长读长得率并不稳定,
仅少数读长能够达到100 kb乃至1 Mb的长度, 无法

跨越一些片段重复区域及着丝粒区域中长达数Mb的
串联重复阵列.

在泛基因组研究中, 也存在着一系列挑战. 首先,
构建策略不够完善;其次,泛基因组包含了大量的遗传

信息, 在定位遗传变异,关联位点的过程需要消耗大量

的时间和计算资源; 最后, 为了更好地应用泛基因组,
规范的泛基因组可视化工具、群体遗传和比较基因组

工具也亟需开发.
统而言之, 随着粮食安全问题、植物的环境适应

性、多态性问题逐渐受到重视, 人们开始认识到基因

组学是21世纪植物科学发展的核心之一. 植物基因组

学研究的深入, 催化了更广泛的植物学领域的突破.
现如今, 植物基因组学研究正处于快速发展的阶段,
测序技术和组装算法的进步能够帮助研究人员克服组

装难题. 基因组学带来的洞见可以为植物的生长发育

调控、环境适应性、植物系统进化以及资源植物利用

等研究提供宝贵的信息, 进而在农业和环境科学等领

域提供潜在的应用.
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Research status and prospect of plant complex genomes and
pan-genomes

WANG YingHao1, YU JiaXin2, TANG HaiBao1 & ZHANG XingTan2

1 College of Life Sciences, Fujian Agriculture and Forestry University, Fuzhou 350000, China;
2 Shenzhen Key Laboratory of Agricultural Genomics, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Shenzhen 518124, China

The genome refers to the sum of genetic materials within an organism and is one of the key areas of study in biology. Since the
publication of the Arabidopsis genome sequence in 2000, more than 800 plant genomes have been published, which greatly promotes
the development of plant molecular biology, genetics, and other fields. However, plant genomics research still faces a series of
challenges, including the assembly of complex genomes with high heterozygosity, high repetitiveness, and high ploidy, as well as the
construction of pan-genomes. This article comprehensively demonstrates the rapid development of plant genomics from three aspects:
an overview of the development of plant genomics, genome sequencing technologies, and assembly algorithms. This review describes
relevant strategies for assembling simple and complex genomes, and summarizes the assembly of “Telomere-to-Telomere” (T2T) and
pan-genome construction methods, as well as their importance. Finally, the future development of plant genomics was discussed, and
it was suggested that with the continuous advancement of technology, genome analysis techniques and methods will become more
sophisticated, providing more support for further research on plant genomics. This review provides an important reference for
research on the T2T assembly, assembly of complex genomes, and construction of pan-genomes in plants.
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