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基因序列的真实 EST匹配识别与外显子区鉴定 
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摘要  在对部分已知基因序列与 EST 数据库比对搜索的匹配结果进行深入分析的基础上, 总结出了匹
配程度检验、Gap 检验、包含性检验、长度检验等多种措施对 EST 匹配结果的真假进行判别, 并研制
出了相应的分析软件 EDSAc1.0, 用于从基因序列的众多 EST 匹配中尽可能地筛选出真正相关的匹配. 
在此基础上, 该软件可进一步鉴定出基因序列中的外显子区域. 用标准测试数据集 HMR195 中的人类
基因序列对其性能进行测试时, EDSAc1.0 鉴定出的蛋白编码区在核苷酸水平上的专一性 Sp 达到了
0.997, 敏感度 Sn 达到了 0.88, 优于对国际同类软件 TAP 的对比测试结果. EDSAc1.0 已提供网上服务
(http://infosci.hust.edu.cn).  

关键词  基因序列  EST  序列比对  真实匹配  外显子识别 

EST是从随机选择的cDNA克隆中进行 5′或 3′端
一次测序获得的 cDNA序列片段 , 长度一般在
400~600 bp左右, 代表了一个完整基因的一部分. 从
1991 年EST的概念被提出以来[1], EST序列数据的积
累异常迅速[2]. 截至 2004年 6月 25日, NCBI的dbEST
数据库中已收录EST序列 22165266 条 , 其中人类
(Homo sapiens)的有 5643076 条 (http://www.ncbi. 
nlm.nih.gov/dbEST/dbEST_summary.html).  

巨量积累的EST序列是一种宝贵的生物信息资
源, 在寻找新基因[1,3,4]、疾病相关基因[5]、药物靶点[6]

以及识别选择性剪接 [7,8]与SNP位点 [9]等方面均具有

重要应用价值 , 而正确确定与基因序列真正相关的
EST是有效开展这些应用研究的基础. 然而, EST序
列的“错误倾向”性 [10]以及基因组序列的复杂性 [11]等

使得基因序列相关与无关的EST难以有效区分, 从而
制约了巨量EST数据潜力的充分发挥. 例如, 在基因
注释方面, 利用EST帮助识别基因结构得到了广泛的
研究 [12~14] . 然而, 迄今的研究报道表明, 利用EST辅
助识别基因的效果尚不理想, 主要表现在:  (ⅰ) 对
于将EST信息与从头预测(ab initio)方法等结合起来
进行基因结构预测的软件, 加入EST后的预测效果并
不理想, 往往表现为预测敏感度(Sn)有所提高, 但预
测专一性(Sp)则降低很多 [14~18] ; (ⅱ) 对于仅利用
DNA序列与EST数据库的比对搜索结果进行基因结
构预测的软件, 其典型代表为EbEST[19], TAP[20]以及

ESTGenes[21], 其中, EbEST同样存在预测专一性Sp低
的问题 [19] , 而TAP和ESTGenes通过对EST匹配进行
较 严 格 的 筛 选 而 获 得 了 较 高 的 预 测 专 一 性 

Sp. 然而, 严格的筛选措施又容易导致预测敏感度Sn
的下降[20,21], 同样难以充分发挥EST数据应有的潜力. 
造成上述结果的主要因素有EST序列的“错误倾向”
性、基因组序列的复杂性、以及高度冗余的EST序列
可能代表的基因选择性剪接表达情况. 在EST序列的
“错误倾向”性方面, 除了EST一次测序带来的约 3%
的错误率[3]外, 还有由于在构建cDNA文库过程中可
能引入的种种污染而产生的非正常转录序列 , 如载
体序列、接头序列、嵌合基因序列、基因间隔区序列、

pre-mRNA序列等[10]. 而基因组序列的复杂性主要是
指由于基因组中广泛存在的转座成分、repeats[11]以及

基因家族之间的motifs等, 导致基因组序列间的局部
相似. EST的“错误倾向”性和基因组序列间的局部相
似性使得常用的序列比对技术难以将某基因序列相

关与无关的EST有效区分开来, 即基因序列容易被匹
配上一些非其产生的假阳性EST序列, 从而造成在推
断外显子和基因结构时的预测专一性Sp的显著下降. 
此外, 由于基因组中可能广泛存在着选择性剪接, 而
高度冗余的EST数据可能在较大程度上反映了这种
选择性剪接情况, 从而使得利用EST数据识别外显子
和基因结构这一问题变得更加复杂[20]. 显然, 如何利
用EST数据有效鉴别基因的选择性剪接也首先有赖
于能否将基因序列真正相关与无关的EST匹配有效
区分开. 因此, 为了更好地利用EST数据, 迫切需要
解决如何有效识别与基因序列真正相关的EST数据.  

本研究在对部分已知基因序列与EST数据库的
Blastn比对搜索结果进行深入分析的基础上, 总结出
了匹配程度检验、Gap检验、包含性检验、长度检验
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等多种措施对EST匹配结果的真假进行判别, 并研制
出了相应的分析软件EDSAc1.0, 用于从基因序列的
众多EST匹配中尽可能地筛选出真正相关的匹配. 在
此基础上 , 该软件可进一步鉴定出基因序列中的外
显子区域. 用标准测试数据集HMR195[22]中的人类基

因序列对其性能进行测试时, EDSAc1.0 鉴定出的蛋
白编码区在核苷酸水平上的专一性Sp达到了 0.997, 
敏感度Sn达到了 0.88, 优于对国际同类软件TAP的对
比测试结果.  

1  判别基因序列的真实 EST匹配的措施 
为分析基因序列与公共数据库中 EST 序列的匹

配情况, 以提炼用于判别基因序列的真实 EST 匹配
的措施, 本研究首先从 Kulp 和 Reese 所收集并被广
泛用于分析人类基因结构特征的数据集中 (http:// 
www.fruitfly.org/seq_tools/datasets/Human/)随机挑选
出 50 条人类基因序列 , 然后利用序列比对软件
Blastn搜索 NCBI的 dbEST数据库. 比对搜索的结果
表明, 数据库中的 EST 序列与这些已知基因序列的
匹配情况可分为“真匹配”、“假匹配”、“多段匹配”、 
“单段匹配”、以及“冲突”等多种类型(图1). 其中, “真
匹配”是指与某一 DNA 序列匹配的 EST 确实来源于
该序列; 否则, 则为“假匹配”. “多段匹配”是指某一
EST与 DNA序列的匹配结果由多个分离的片段组成
(当 EST跨越基因内含子区域时将出现这种情况); 否
则, 则称为“单段匹配”. “冲突”是指对于与某一基因
序列匹配的多条 EST, 其匹配结果显示的基因外显子-
内含子结构不一致(选择性剪接或假匹配均可能导致
“冲突”). 

 
图1  DNA序列与 EST序列的部分匹配情况 

 
本研究在对上述比对搜索结果进行深入分析的

基础上, 提炼总结出了下述匹配程度检验、Gap检验、
包含性检验、长度检验等判别基因序列的真实 EST
匹配的措施.  

(ⅰ) 匹配程度检验.  EST序列与DNA序列的匹
配程度(identity)高低是判断一段EST序列是否为“真

匹配”的重要依据. 理论上, “真匹配”EST的匹配程度
应该为 100%, 但由于EST序列中平均存在约 3%的测
序错误 [3], 因此, “真匹配”EST的匹配程度容易降至
97%左右. 而且, 由于DNA序列中存在的低复杂度区
域(low-complexity sequence)以及数据库中存在的部
分测序质量较低的EST序列等因素的影响, 某些“真
匹配”EST的匹配程度可能更低 . 因此 , 若选取较高
的匹配程度阈值(如 97%)作为判别“真匹配”EST的标
准, 势必会丢失部分“真匹配”EST而使其无法发挥作
用 . 但选取太低的阈值又难以将“真匹配”与“假匹
配”EST有效区分开 . 为解决这一矛盾 , 本研究提出
了一种基于缓冲机制的匹配程度检验方法 . 该方法
通过设置主匹配程度阈值(比如 98%)和辅匹配程度阈
值(比如 85%), 将低于主匹配程度阈值但又高于辅匹
配程度阈值的EST匹配先保留起来, 待匹配程度高于
主匹配程度阈值的EST片段“搭成”基因外显子区的
基本骨架之后 , 再将这些保留的EST片段插入进来 , 
并配合后续措施进一步分析这些保留的EST片段是
否为“真匹配”.  

(ⅱ) Gap检验.  对于“多段匹配”EST, 各匹配片
段在 EST序列上的编号必须前后连续才可能是“真匹
配”(图2(a)). 因为, 如果一条 EST横跨了一个或多个 

 
图2  多段匹配的几种情况 

每幅子图代表一条 EST 与 DNA 序列的匹配结果, 每一行代表一个匹
配片段, “EST”表示该匹配片段在 EST序列上的位置, “DNA”表示该片
段匹配在 DNA序列上的位置. (a) 各匹配片段在 EST序列上的编号前
后连续(考虑到 Blastn 并不能准确地界定出段与段之间的边界, 允许
相邻片段之间有几个碱基的重叠或间隔); (b) 匹配片段在 EST序列上
的编号前后不连续; (c) 某些参与匹配的 EST 片段恰好是其他匹配片 

段的子序列 
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内含子区域, 那么当其与来源 DNA 序列相匹配时, 
EST 的前一匹配片段与后一匹配片段应该是连续的, 
且这些匹配片段显示的也就是一个一个的外显子区

域. 若“多段匹配”EST 的前后匹配片段之间不连续, 
则该 EST很可能是由于序列的局部相似而导致的“假
匹配”(图2(b)). 这种利用匹配片段间的连续性判别
“真匹配”EST的措施称为“Gap检验”. 

(ⅲ) 包含性检验.  上述假“多段匹配”情况一般
是完完全全的假, 即参与匹配的 EST 并非来源于与
之匹配的 DNA 序列, 这样的假“多段匹配”片段很容
易用“Gap 检验”舍去. 但还有一些特殊的“多段匹配”
则是半“真”半“假”, 即在 EST的多个匹配片段中, 一
些 EST匹配片段的确来源于所匹配的局部 DNA序列, 
但另外一些 EST 匹配片段又不是来源于所匹配的局
部 DNA 序列, 后者的匹配长度一般较前者短得多, 
且往往恰好是前者的子序列(图2(c)). 这种现象很可
能是由于序列的局部相似性引起的 , 即参与匹配的
EST 确实来自于与之匹配的 DNA 序列, 但其部分碱
基由于序列相似而匹配到了这段 DNA 的其他区域. 
有时, 这样的“假匹配”的匹配程度还可能比较高, 用
“匹配程度检验 ”无法将其舍去 . 由于这些 “假匹
配”EST 片段往往是“真匹配”EST 片段的子序列, 本
研究采用“包含性检验”方法对其进行处理, 即若 2个
EST 匹配片段之间呈现包含关系, 则舍去短匹配片
段而保留长匹配片段.  

(ⅳ) 长度检验.  对已知基因序列与EST数据库
的比对搜索结果的分析显示, “单段匹配”是“假匹配”
的可能性要比“多段匹配”大 . 这可能与基因组序列
的特性有关, 如广泛存在的逆转录转座成份[11]、局部

相似序列等都可能导致假的“单段匹配”; 同时, EST
序列中的一些错误也可能导致假的“单段匹配”的发
生, 如pre-mRNA、基因间隔序列的掺入 [10]等等. 由
于“Gap检验”对“单段匹配”无能为力, 因此本研究对
“单段匹配”情况设置了长度检验措施, 即“单段匹配”
为“真匹配”的匹配长度应不低于EST测序总长度的
某一比例.  

2  EDSAc1.0软件的处理流程 
基于上述判别“真匹配”EST的各种措施, 研制出

了相应的分析软件 EDSAc1.0, 用于从基因序列的众
多 EST匹配中筛选出真正相关的匹配, 而且, 该软件
还可在此基础上进一步鉴定出基因序列中的外显子

区域. EDSAc1.0软件的处理流程如图3所示.  

 
图3  EDSAc1.0软件的处理流程 

 
(ⅰ) 相似比对搜索 .  采用核酸序列比对工具

Blastn对所提交的 DNA序列在 dbEST数据库中进行
相似比对搜索(Blastn和 dbEST下载到本地运行).  

(ⅱ) 判断 EST 匹配片段的正负链归属.  利用
EST 的测序端(5′或 3′)以及 Blastn 输出匹配结果的
“Strand”项, 可以判断该 EST匹配片段是匹配在DNA
的正链还是负链, 方法如下: 对于 5′EST, 若“Strand 
= Plus/Plus”, 则匹配在 DNA 的正链 , 若“Strand = 
Plus/Minus”, 则匹配在 DNA的负链; 对于 3′EST, 若
“Strand = Plus/Plus”, 则匹配在 DNA 的负链 , 若
“Strand = Plus/Minus”, 则匹配在 DNA的正链.  

(ⅲ) 匹配程度检验.  EDSAc1.0 中, 主匹配程 
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度阈值的默认值为 98%, 而辅匹配程度阈值为 85%. 
之所以主匹配程度阈值取得比较高 , 是为了保证较
高的专一性 Sp, 而辅匹配程度阈值取得比较低, 则
是为了尽可能获得比较高的敏感度 Sn. 对于高于主
匹配程度阈值的 EST 片段, 进一步进行下一步的包
含性检验与外显子区骨架搭建; 对于低于主匹配程
度阈值但高于辅匹配程度阈值的 EST 匹配片段, 则
先保留; 而对于低于辅匹配程度阈值的 EST 匹配片
段, 则舍去.  

(ⅳ) 包含性检验与外显子区骨架搭建.  对于高
于主匹配程度阈值的 EST 片段, 由“包含性检验”进
一步剔除一些由序列相似性等引起的短的“假匹配”
片段后, 搭建出外显子区的基本骨架轮廓.  

(ⅴ) 处理保留的匹配片段.  对于上述匹配程度
介于主、辅匹配程度阈值之间的保留匹配片段, 将其
插入到上一步搭建成的外显子区骨架之中 , 并舍去
在插入时与已有外显子区骨架结构矛盾的 EST 片段, 
从而兼顾敏感度 Sn与专一性 Sp. 

至此, EDSAc1.0完成了对一条 EST所有匹配片
段的筛拣工作, 形成了一条由 EST 匹配片段顺序连
接构成的“链”. 对这条“链”还要进一步进行下述检验
以判别其是否为“真匹配”.  

(ⅵ) 长度检验或 Gap检验.  对于上述由 EST片
段构成的“链”, 若“链”是单段的, 则进一步进行“长
度检验”. 理论上, 真的“单段匹配”的匹配长度应该
等于相应 EST 测序的总长度, 但考虑到 EST 序列的
两端测序质量相对偏低, 比对过程中容易被舍去, 因
此, 实际中这一比例要低于 1. 本研究中取经验值 0.8
为长度检验阈值; 若“链”是多段的, 则进行Gap检验. 
在进行 Gap检验时, 有多种“Gap”情况需要分别考虑, 
总体上可以分为等长Gap和不等长Gap两类. 顾名思
义, 等长 Gap就是 EST上的缺口与 DNA上的缺口大
致等长. 一般来说, 这可能是由于 Blastn对低复杂度
序列的过滤引起的, 对于这样的 Gap, 可以连同其两
端的片段合成为更长的一段. 而不等长Gap则是 EST
上的缺口长度与 DNA 上的缺口长度相差很大, 这又
可以分为两类, 第 1类是 EST上的缺口比 DNA上的
短; 第 2 类则正好相反, 是 DNA 上的缺口比 EST 上
的短. 前一类情况比较普遍, 很可能意味着这个匹配
是假的 , 但也可能是低复杂度序列出现在某个外显
子的边缘区域 , 或者是低复杂度序列占据了一个较
短外显子的整个区域, 导致 Blastn将其过滤掉了; 而

后一类情况则较少见, 可能是由于 DNA 序列的多态
性或者 cDNA 文库的污染造成的. 在 EDSAc1.0 中, 
这两种不等长的情况都被舍去.  

至此, EDSAc1.0完成了对一条 EST是否为“真匹
配”的判别. 重复上述过程对所有经 Blastn 比对搜索
得到的 EST匹配进行处理后, 输出所提交 DNA序列
的所有“真匹配”EST, 并进一步进行下面的外显子区
域鉴定.  

(ⅶ) 外显子区域鉴定.  由于 EST只是 cDNA序
列的一部分, 所以, 需要将相互重叠的多条“真匹配” 
EST 拼接起来并鉴定出基因序列的外显子区域. 然
而, 由于选择性剪接的广泛存在以及来源于 genomic 
DNA或 pre-mRNA的错误 EST和部分未能去除的“假
匹配”EST等的影响, 经上述处理过程得到的各“真匹
配”EST 所显示的基因外显子-内含子结构可能在某
些区域发生“冲突”(图1), 如何处理这种“冲突”是外
显子区域鉴定过程中的关键问题. EDSAc1.0 中采用
了一种“分段-赋分”的机制, 可在“冲突”情况下鉴定
出表达丰度(或可能性)相对较高的外显子区域, 而将
表达丰度(或可能性)相对较低的情况作为潜在的选
择性剪接区域给出.  

基于“分段-赋分”机制的外显子区域鉴定过程包
括: (1) 取各“真匹配”EST在 DNA序列上的覆盖区域
(包括匹配区域和所跨越的内含子区域)的并集, 得到
DNA序列上的所有 EST覆盖区域; (2) 根据全部 EST
匹配显示的所有外显子-内含子边界, 将 DNA 上的
EST 覆盖区域划分成一系列小区段; (3) 根据每条
EST 的匹配情况对各小区段赋分, 即对于任一 EST, 
在其覆盖范围内, 若与某一小区段匹配, 则增加该小
区段的 match分值, 否则, 增加该小区段的 mismatch
分值(各小区段的 match 与 mismatch 的初值均为零; 
对于“多段匹配”EST, match 与 mismatch 的增加值设
为 1, 而“单段匹配”情况下则经验性地取为 0.4. 这是
由于受局部相似性、逆转录转座成份以及序列污染等

的影响, “单段匹配”的可信度相对而言没有“多段匹
配”的高); (4) 根据各小区段的 match和 mismatch分
值来推断其类型: 若 match > 0且 mismatch = 0, 则该
小区段为外显子区; 若 match = 0且 mismatch > 0, 则
该小区段为内含子区; 若 match > mismatch > 0, 则
该小区段为“冲突”区域 , 且其作为外显子区的表达
丰度(或可能性)相对较高; 若 mismatch > match > 0, 
则该小区段也为“冲突”区域 , 且其作为内含子区的 
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表达丰度(或可能性)相对较高. 这种处理方法是基于
基因的表达丰度高低与对应存在的EST数量正相关
的思想 , 虽然均一化 (normalization)和消减扣除
(subtraction)等实验技术 [23]使得EST的数量与基因的
表达丰度不再成比例, 但对EST的简单计数还是能够
用来粗略地估计一个基因的不同剪接变体表达量的

相对多少[20,24,25]. 
需要说明的是, 由于Blastn在比对时并不能非常

准确地界定出外显子的边界, 因此, EDSAc1.0 中利
用外显子边界的 GT-AG 双核苷酸规则对外显子边界
进行了校正. 此外, EDSAc1.0 尚未对基因翻译起止
位点进行确定 , 所得到的基因外显子区域既包括编
码(CDS)区, 也包含两侧的 UTR区.  

3  EDSAc1.0软件的测试结果及其分析 
为评价EDSAc1.0 软件识别“真匹配”EST和鉴定

基因外显子区域的效果, 本研究采用HMR195数据集
[22](http://www.cs.ubc.ca/~rogic/evaluation/dataset.html)
对其进行测试. 该数据集由Rogic等人[22]于 2001年仔
细挑选出的 195条基因序列(其中 103条属于人类, 92
条属于鼠类)组成, 用于对基因结构预测系统的性能
进行测试与评价 . 该数据集在构建时已尽可能地排
除了存在选择性剪接的基因序列, 因此, 采用该数据
集可尽量避开目前还难以有效测试与评价的选择性

剪接问题. 
用HMR195 数据集中的人类基因序列作为测试

数据 ,  用NCBI的dbEST库中的人类EST(re lease 
022004, 共 5472005 条人类EST)作为EST数据源, 采
用评价基因结构预测性能的标准指标 [20,26,27] (包括核
苷酸水平上的敏感度Sn和专一性Sp, 外显子水平上
的敏感度Sn, 专一性Sp, 完全丢失外显子比率ME和
完全预测错误外显子比率WE)对EDSAc1.0 软件进行
测试, 其结果如表1所示. 值得指出的是, 由于该测
试数据集中没有UTR区外显子的注释信息而只有
CDS区的注释信息, 故表1中给出的是CDS区的预测
效果. 此外, 为便于比较分析, 表1中同时给出了对 

国际同类软件中预测精度较高的TAP进行对比测试
的结果以及直接用Blastn得到的判别结果(即对Blastn
的输出结果仅仅进行正负链归属判断而不经过

EDSAc1.0 处理). 其中, 对TAP的测试结果是通过将
测试数据提交到其网络服务站点 (http://sapiens. 
wustl.edu/~zkan/TAP/)得到的 . 对于上述测试数据 , 
EDSAc1.0 和Blastn均可对其所有 103 条人类基因序
列进行分析, 但TAP只能得到其中 101 条的分析结果
(AF082802 和U96846 因故无法预测). 为便于比较, 
表 1中给出的均是对这 101条基因序列进行测试的结
果(其中Sn, Sp, ME和WE的计算是按照文献[26]中提
到的“by gene”方式进行的, 也可参见文献[20]. 为了
衡量各个程序对不同基因序列预测时的精度稳定性, 
表1中还给出了Sn及Sp相应的标准差). 对于Blastn, 
因其在比对时并不考虑外显子边界的具体特征而难

以准确确定外显子边界 , 故在外显子水平上对其进
行评价的意义不大.  

由表 1可知, 对上述 101条基因序列采用 Blastn
对 dbEST 数据库进行序列比对搜索, 共得到 362976
个 EST匹配片段(“−b”参数取 2500). 当根据这些 EST
匹配片段识别基因序列中的编码区域时 , 核苷酸水
平上的敏感度 Sn 可达到 0.926, 但专一性 Sp 只有
0.579. 比较高的预测敏感度在一定程度上表明 , 目
前积累的 EST 数据已覆盖了人类基因的绝大部分编
码区域, 因而其有效利用非常重要. 另一方面, 如果
上述 101 条基因序列的选择性剪接情况确实很少(因
HMR195 在构建时已尽可能地排除了存在选择性剪
接的基因序列), 那么, 不足 0.6的预测专一性则表明, 
上述众多 EST 匹配片段中存在大量的假阳性匹配, 
也就是说 , 常用的序列比对技术难以将基因序列相
关与无关的 EST有效区分开来. 

当经过 EDSAc1.0 的分析处理后, 共得到 61238
个“真匹配”EST 片段, 其数量仅为相同参数下 Blastn
所得结果的 1/6. 当根据这些“真匹配”EST 片段识别
基因序列中表达丰度(或可能性)相对较高的编码区 

表 1  对 HMR195数据集中的 101条人类基因序列进行测试的结果 
核苷酸水平精度 外显子水平精度 

软件名称 
认定为真匹配的 

EST片段总数 Sn Sp Sn Sp ME WE 

EDSAc1.0 61238 0.880±0.268 0.997±0.016 0.779±0.338 0.858±0.265 0.096 0.003 

TAP − 0.795±0.348 0.984±0.075 0.714±0.402 0.825±0.316 0.163 0.005 

Blastn (“−b”取 2500) 362976 0.926±0.169 0.579±0.323 − − − − 
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域时, 在得到预测敏感度 Sn 为 0.88 的同时, 预测专
一性 Sp高达 0.997. 

相对于直接使用 Blastn 时的结果, EDSAc1.0 的
预测敏感度有一定的下降(从 0.926 下降到 0.88). 导
致这一结果的原因可能来自 3 方面: (ⅰ) EDSAc1.0
在排除假阳性 EST 匹配的同时, 可能丢失了一些“真
匹配”EST, 这是 EDSAc1.0需要进一步研究解决的一
个问题; (ⅱ) 上述 101条基因序列中仍然存在选择性
剪接情况, 由于 EDSAc1.0 对其鉴定的结果与注释结
果不一致而导致预测敏感度“下降”(后面的分析结果
确实证实了这种情况的存在); (ⅲ) 由于 Blastn 比对
搜索结果中存在大量的假阳性 EST 匹配, 其中有些
假阳性 EST 可能恰好匹配在基因序列的外显子区, 
从而导致预测敏感度的“非正常”提高, 也就是说, 与
所测试的基因序列真正相关的 EST 所覆盖的基因编
码区域实际上不到 92.6%, 因而 EDSAc1.0丢失“真匹
配”EST的实际程度比表1所示结果要低.  

从表1还可以看出, 对于基因外显子区域的鉴定, 
EDSAc1.0 的各项测试指标均优于 TAP. 在预测敏感
度 Sn 方面 , 无论在核苷酸水平还是外显子水平 , 
EDSAc1.0相对 TAP均有较显著提高, 分别为 0.88︰
0.795 和 0.779︰0.714; 而在预测专一性 Sp 方面, 尽
管 TAP已达到了较高的精度, 但 EDSAc1.0在核苷酸
水平和外显子水平上相对 TAP 仍有一定的提高, 分
别为 0.997︰0.984和 0.858︰0.825; 在完全丢失外显
子比率 ME 和完全预测错误外显子比率 WE 方面, 
EDSAc1.0的性能相对 TAP也有一定的改善, 分别为
0.096︰0.163 和 0.003︰0.005. 此外, 从 Sn 和 Sp 的
标准差可以看出 EDSAc1.0对不同基因序列预测时的
精度稳定性也要好于 TAP.  

在运行效率方面, EDSAc1.0 主要取决于 Blastn
对 EST数据库进行比对搜索的快慢, 相比而言, 其后
续处理过程只占用很少的时间. 在 PC 机上运行时
(CPU: P4 1.8 GHz, 内存: 256 M), EDSAc1.0分析一
条 8000 bp的人类 DNA序列约耗时 5 min(其中 99%
以上为 Blastn的运行时间). 目前 EDSAc1.0正在向高
性能服务器平台移植, 届时其处理速度将可加快 30
倍以上. 

以上测试结果及其分析表明, EDSAc1.0 能有效
排除与基因序列无关的假阳性 EST 匹配并鉴定出基
因序列中的外显子区域. 然而, EDSAc1.0 仍然存在
以下需要进一步研究解决的问题.  

首先是潜在选择性剪接情况的进一步研究 . 对
于 HMR195 中的 103 条人类基因序列 , 尽管
EDSAc1.0 鉴定出的表达丰度(或可能性)较大的基因
外显子区域与注释结果吻合得很好, 但EDSAc1.0 也
同时输出了为数不少的潜在选择性剪接区域(“冲突”
区域). 在所有 103 条基因序列中, 共有 75 条基因的
590 个局部区域被判定为潜在选择性剪接区域(未考
虑UTR), 这似乎与HMR195 在构建时已尽可能排除
了存在选择性剪接的基因序列存在一定的矛盾 . 为
了搞清楚这么多的“冲突”到底意味着选择性剪接的
广泛存在还是由EDSAc1.0 未能排除的假阳性EST匹
配所引起, 我们进行了以下的初步分析. 在上述 590
个“冲突”区域中, 仅有 6 个区域的EDSAc1.0 鉴定结
果与注释结果不一致. 对于这 6 个“冲突”区域中的 3
个 , 我们已在GenBank找到了相应的mRNA支持
EDSAc1.0 的鉴定结果(这 3 个区域分别是AF049259
的 4312～ 4337, AF068624 的 17468～ 17578 和
AF071596 的 596～706). 这充分说明, 尽管HMR195
在构建时试图排除存在选择性剪接的基因序列 , 但
实际上HMR195 中的基因序列仍然存在甚至可能广
泛存在选择性剪接情况(包括不正常的剪接变体). 相
关研究已表明 , 人类基因中存在的选择性剪接情况
相当普遍 [7,8,11], 而且不少错误的剪接会引发人类疾
病包括癌症[28,29], 由于dbEST中有超过 50%的EST来
自于癌症或肿瘤组织及细胞系 [30], 因而选择性剪接
变体在dbEST中应该是比较普遍的. 因此, 可以推测, 
EDSAc1.0 鉴定出的“冲突”区域很可能有相当部分是
由选择性剪接(包括不正常的剪接情况)引起的, 但由
于问题的复杂性 , 更深入的分析还有待进一步的研
究.  

EDSAc1.0 有待进一步研究解决的另 1 个问题是
如何有效确定基因边界并区分基因编码区外显子与

UTR 区外显子. 为解决这一问题, 需要进一步研究
UTR 区与编码区的特征差异、以及综合考虑基因转
录与翻译起止位点信号等其他信息.  

另外, 需要研究如何有效利用相关物种的 EST
数据以进一步改善 EDSAc1.0的性能. 从表1中 Blastn
的测试结果可推知, 对于 dbEST 中数据量最多的物
种—人类 , 其 EST 序列也只覆盖了基因序列的约
90%左右. 虽然EST测序技术的进步和EST数据量的
继续增大将会使覆盖率进一步提高 , 但利用其他物
种尤其是近源关系物种已有的 EST 数据可能是目前
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弥补 EST 覆盖率不足的一个途径. 为此, 本研究以
HMR195 中的 92 条鼠类基因为测试数据, 对利用
dbEST 库中的人类 EST 数据识别鼠类基因的效果进
行了初步测试, 共识别出其中的 11 条基因序列(数据
未列出), 在核苷酸水平上的敏感度 Sn 达到了 0.586, 
而专一性 Sp则高达 0.998. 这在一定程度说明, 利用
相关物种 EST 对于提高 EST 覆盖率、从而进一步改
善 EDSAc1.0的性能是可行的.  

4  结论 
由于 EST 的“错误倾向”性以及基因组序列的复

杂性等 , 常用的序列比对技术难以将基因序列相关
与无关的 EST 匹配有效区分开来, 导致巨量 EST 数
据的潜力难以充分发挥 . 本研究提出的判别“真匹
配”EST的措施和研制出的EDSAc1.0软件, 能有效识
别与基因序列相关的 EST 匹配序列, 可为利用 EST
数据进行基因注释以及开展其他方面的应用研究(包
括寻找疾病相关基因、识别选择性剪接与 SNP 位点
等)提供帮助.  

本研究的进一步工作主要包括: 真假 EST 特征
的进一步分析; 基因选择性剪接的有效识别; 基因边
界的有效确定; 基因编码区与 UTR 区的有效区分以
及相关物种 EST的有效利用.  
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