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摘要：【目的】开发基于模式识别方法的二倍体片段测序中单核苷酸多态性（Ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）自
动检测系统，提高检测的准确性。【方法】采用 ＬａｂＷｉｎｄｏｗｓ／ＣＶＩ９０开发平台，结合 Ｍａｔｌａｂ函数库编程，以二倍体
ＰＣＲ片段测序的．ａｂ１或．ｓｃｆ格式文件作为源数据，首先分离出碱基Ｇ、Ａ、Ｔ和Ｃ，进行一维离散小波滤波，再对各碱
基处的波形进行典型特征提取，最后运用基于反向传播神经网络的分类器完成 ＳＮＰ识别和判断。【结果】系统界
面友好、运行稳定。ＳＮＰ等级分为６级，允许用户对可疑的ＳＮＰ进行人工修正，对尾叶桉 Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓｕｒｏｐｈｙｌｌａ的２６
个测序序列１４３个ＳＮＰ的测试中检测准确率、假阳性率和假阴性率均明显优于之前的类似软件。【结论】本文所构
建的ＳＮＰ自动检测系统准确性高，不需参考序列，可用于二倍体ＰＣＲ片段测序中ＳＮＰ的高效检测。
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　　单核苷酸多态性（Ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒ
ｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）是指生物体基因组中单个碱基的颠换或
转换导致的ＤＮＡ变异，是最普遍和最广泛的基因组
变异形式，如拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ３个品系间
存在超过 ８２万个 ＳＮＰ，平均约 １４ｋｂ就存在 １个
ＳＮＰ［１］。ＳＮＰ目前已广泛应用于生物、医学和农学等
研究领域［２３］。

传统的ＰＣＲ片段测序中，测序厂家所提供的软
件只能识别各波峰位置的单个碱基，而对二倍体个

体内存在ＳＮＰ的双峰处的低峰碱基不能有效检测。
已有一些第三方软件可用于二倍体物种ＰＣＲ片段测
序的 ＳＮＰ自动检测，如 ＭｕｔａｔｉｏｎＳｕｒｖｅｙｏｒ（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｓｏｆｔｇｅｎｅｔｉｃｓ．ｃｏｍ／ＭｕｔａｔｉｏｎＳｕｒｖｅｙｏｒ．ｈｔｍｌ）、ｎｏｖｏＳ
ＮＰ［４］和ＰｏｌｙＰｈｒｅｄ［５］等。但是，这些软件均需参考序
列，具有局限性，不能有效用于一些序列的分析，如

表达序列标签（Ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｔａｇ，ＥＳＴ）和候选
基因的测序中的内含子区域，而且操作上较为繁琐。

这些软件的检测准确性均偏低［６］。此外，Ｐｏｌｙ
Ｐｈｒｅｄ［５］还需要至少８个测序文件以保证足够的准确
性，不利于少量样品的检测。针对二倍体 ＰＣＲ片段
测序中如何进行ＳＮＰ的自动、有效检测，本文基于模
式识别的方法构建了无需参考序列进行ＳＮＰ自动检
测的计算机系统，并验证了系统的准确性。

１　材料与方法
１．１　系统开发平台

本研究基于 ＬａｂＷｉｎｄｏｗｓ／ＣＶＩ（以下简称 ＣＶＩ）
平台，以ＣＶＩ９０作为系统前台进行主界面的设计和
基本功能菜单的实现。ＣＶＩ是基于 Ｃ语言的虚拟仪
器软件开发平台，其功能强大，具有灵活的交互式编

程方法和丰富的用户接口资源［７８］，且运行速度快、

界面控件丰富。

采用ＭＡＴＬＡＢ２０１２函数库编程实现模式识别
的分类器构建。ＭＡＴＬＡＢ具有编程简单、仿真能力
强和易于扩展移植等优点［９］，提供内部神经网络工

具箱，且可外接用户自行开发的模式识别算法或软

件包，有利于用户进行各种模式识别算法的测试与

建模。本文主要通过ＭＡＴＬＡＢ实现模式识别的分类
器结构的建立，利用反向传播神经网络（Ｂａｃｋｐｒｏｐａ
ｇａｔｉｏｎｎｅｕｒａｌｎｅｔｗｏｒｋ，ＢＰＮＮ）进行权值和阈值的训
练，再将训练好的 ＢＰＮＮ结构移植至 ＣＶＩ环境用作
ＳＮＰ分类器。

系统的运行环境为 ＷｉｎｄｏｗｓＸＰＰｒｏｆｅｓｓｉｏｎａｌ、

Ｗｉｎｄｏｗｓ７或Ｗｉｎｄｏｗ８。
１．２　系统功能模块和界面的设计

系统主要包括测序数据导入、碱基分离、噪声处

理、ＳＮＰ识别、数据显示与存储、人工校正等功能模
块。测序数据导入可打开扩展名为．ａｂ１或．ｓｃｆ的测
序文件。碱基分离是根据测序数据中Ｇ、Ａ、Ｔ和Ｃ４
种碱基的不同荧光颜色而将它们分别提取出来。噪

声处理通过一维离散小波变换滤除噪声，便于后续

的数据特征提取。ＳＮＰ识别主要根据测序峰图的波
形特征，结合二倍体内ＳＮＰ表现为双峰的现象，提取
各碱基位置的典型波形特征作为 ＢＰＮＮ的输入向
量，输出ＳＮＰ属性分数，再参照判别标准给出ＳＮＰ等
级。数据显示可在运行窗口直观显示测序峰图和序

列以及ＳＮＰ的位置、双峰碱基、属性分数和等级，识
别结果可存为．ｔｘｔ文件。人工校正允许用户对误判
和漏判的ＳＮＰ进行删除、添加和更改碱基等手动操
作。系统的工作流程见图１。

图１　ＳＮＰ检测流程图

Ｆｉｇ．１　ＡｆｌｏｗｃｈａｒｔｏｆｔｈｅＳＮＰｄｅｔｅｃｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓ

　　系统界面包括主操作区、原始峰图显示区、ＳＮＰ
识别结果区和人工校正区等４个功能区域（图２）。

主操作区位于系统界面的上部，如图２所示，包
含面板选项卡、菜单栏、快捷键和信息提示栏。面板

选项卡可提供多个检测面板，各检测面板的序列分

析数据相互独立，以便进行多个测序文件的检测。

菜单栏包括文件、编辑、滤波选择、识别方法和帮助

等一级菜单，各一级菜单可下拉显示二级菜单。文

件的二级菜单包括原始测序文件导入、ＳＮＰ检测结
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果保存等。编辑的二级菜单包括Ｘ轴和Ｙ轴缩放以
及隐藏／显示碱基 Ｇ、Ａ、Ｔ和 Ｃ。滤波选择的二级菜
单包括小波变换等方法。识别方法的二级菜单包括

ＢＰＮＮ等多种方法。快捷键工具栏列出常用功能，包
括文件打开、ＳＮＰ检测（按默认的滤波和模式识别方
法）、增加面板、关闭当前面板、峰图和结果显示窗口

Ｘ轴和Ｙ轴缩放等。信息提示栏显示文件路径等。
原始峰图显示区位于界面右中区域，见图２，不

同颜色代表碱基Ｇ、Ａ、Ｔ和Ｃ显示测序的峰图，可通

过主操作区的快捷按钮选择性地显示一种或几种碱

基类型，也可进行Ｘ轴和Ｙ轴的缩放。
ＳＮＰ识别结果区位于界面下部区域，见图２，界

面右下区域显示ＳＮＰ识别结果，包括碱基位置、碱基
类型、双峰ＳＮＰ、ＳＮＰ分数和ＳＮＰ等级等。界面左下
区域列表总结 ＳＮＰ检测的结果，点击某一行可与右
下窗口相应位置的ＳＮＰ进行快速定位。

人工校正区位于界面左中区域（图２），允许用
户对任一位置碱基进行更改、删除和增加等操作。

图２　ＳＮＰ检测系统的界面
Ｆｉｇ．２　ＡｔｙｐｉｃａｌｉｎｔｅｒｆａｃｅｏｆｔｈｅＳＮＰｄｅｔｅｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ

１．３　系统主要功能的实现
１．３．１　测序数据的导入和碱基分离　本系统可导
入．ａｂ１或．ｓｃｆ格式的测序文件，根据文件内容分离
出各种碱基。以 ．ａｂ１文件为例说明。按照美国Ａｐ
ｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司的ａｂ１ｆ文件格式，．ａｂ１文件是
由一个指定的文件夹存储文件信息，包括文件名称、

碱基类型和碱基数量等。文件 ７ ～３４字节是
‘ＤｉｒＥｎｔｒｙ’结构体，指向文件夹所在的位置，其结构
为：

ＳｔｒｕｃｔＤｉｒＥｎｔｒｙ｛ｓＩｎｔ３２ｎａｍｅ；　ｓＩｎｔ３２ｎｕｍｂｅｒ；
ｓＩｎｔ１６ｅｌｅｍｅｎｔｔｙｐｅ；　ｓＩｎｔ１６ｅｌｅｍｅｎｔｓｉｚｅ；　ｓＩｎｔ３２ｎｕ
ｍｅｌｅｍｅｎｔｓ；　 ｓＩｎｔ３２ｄａｔａｓｉｚｅ；ｓＩｎｔ３２ｄａｔａｏｆｆｓｅｔ；　
ｓＩｎｔ３２ｄａｔａｈａｎｄｌｅ；｝，
其中，ｎｕｍｂｅｒ显示通道编号（对应 ４种碱基），ｅｌｅ
ｍｅｎｔｓｉｚｅ显示碱基所占空间大小，ｎｕｍｅｌｅｍｅｎｔｓ显示
碱基数量，ｄａｔａｏｆｆｓｅｔ显示碱基位置的偏移量。根据
这些信息即可将各通道的碱基和荧光数据提取出

来。

１．３．２　滤波的实现　分离出的碱基荧光信号通常
含有噪声，影响ＳＮＰ分析的准确性，可通过小波分解
进行噪声滤除。小波分解具有良好的时频分析特

性，在时域和频域内都具有突显信号局部特征的能

力，并且能够在多种分辨率下观测数据，是噪声滤除

的有效方法［１０１１］。

本系统调用了 ＣＶＩ中 ＳｉｇｎａｌＰｒｏｃｅｓｓｉｎｇＴｏｏｌｋｉｔ
７０２工具箱所含的小波工具包的函数，一维离散小
波的滤波过程如下：分离４个通道的碱基数据；读取
各通道的碱基数据长度，获得滤波参数；调用 ＳｐｔＡｌ
ｌｏｃＣｏｅｆｆＷＦＢＤ函数，分配小波滤波工具包的滤波参
数结构；调用 ＳｐｔＲｅａｄＣｏｅｆｆＷＦＢＤ函数，读取小波工
具包参数；调用 ＳｐｔＤｉｓｃｒｅｔｅＷａｖｅｌｅｔＴｒａｎｓｆｏｒｍ（ｆｉｌｔｅｒ
Ｄａｔａ， ｄａｔａＬｅｎｇｈｔ， ａｎａｌｙｓｉｓＦｉｌｔｅｒ， ＳｐｔＳｙｍｍｅｔｒｉｃ，
ＮＵＬＬ， ＮＵＬＬ， ｓｃａｌｅｓ， ｓｈｉｆｔ， ｄｗｔ， ＆ｏｕｔｐｕｔＳｉｚｅ，
ｌｅｎｇｔｈｓ）函数，进行一维离散小波分解，滤除后的数
据存储于变量ｄｗｔ中，用于后续分析。
１．３．３　ＳＮＰ识别分类器的构建　利用 ＢＰＮＮ构建
ＳＮＰ识别分类器。ＢＰＮＮ是一种反向传播且能修正
误差的多层映射模式，由输入层、隐含层和输出层及

各层神经元之间连接组成［１２］。ＳＮＰ识别可以视作从
波形特征输入到ＳＮＰ类型输出的非线性映射问题。

基于文献［１３］，选择了ＳＮＰ处双峰的波峰距离、
高度比值和起伏度比值作为特征参数，归一化处理
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后作为 ＢＰＮＮ输入层的特征向量，即输入层的神经
元数为３。ＢＰＮＮ输出层为ＳＮＰ类别的诊断结果，可
能是双峰ＳＮＰ位点或单峰非 ＳＮＰ位点，即输出层神
经元为１；输出层中设定范围０～１００为１个位点的
属性分数，并结合属性分数和周边杂峰将 ＳＮＰ可能
性分为６个等级，等级越小越可能为ＳＮＰ。

ＭＡＴＬＡＢ神经网络工具箱中调用 ＢＰＮＮ构建
ＳＮＰ分类器的过程具体如下：调用ｎｅｔ＝ｎｅｗｆｆ［ｉｎｐｕｔ，
ｏｕｔｐｕｔ，１０，（ｔａｎｓｉｇ，ｐｕｒｅｌｉｎ），ｔｒａｉｎｌｍ］，初始建立适
于ＳＮＰ识别的 ＢＰＮＮ分类器；调用 ｎｅｔ．ｔｒａｉｎＰａｒａｍ．
ｇｏａｌ＝００１，设置误差，当网络精度达到误差则停止
训练，训练好的权值和阈值存于 ＭＡＴＬＡＢ中 ｎｅｔ结
构体的 ｎｅｔ．ＩＷ、ｎｅｔ．ＬＷ和 ｎｅｔ．ｂ元素；调用 ｎｅｔ＝
ｔｒａｉｎ（ｎｅｔ，ｉｎｐｕｔ，ｏｕｔｐｕｔ），ＣＶＩ中重新塑造 ＢＰＮＮ即
可用于ＳＮＰ检测。
１．４　数据处理

因ＳＮＰ检测可能存在假阳性和假阴性，人工校
正的碱基删除、添加和更改的结果可直接显示在当

前面板。ＳＮＰ检测结果的保存格式为．ｔｘｔ文件。
利用尾叶桉Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓｕｒｏｐｈｙｌｌａ２６个测序文件

的１４３个ＳＮＰ进行系统测试，并与 ＭｕｔａｔｉｏｎＳｕｒｖｅｙｏｒ
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｏｆｔｇｅｎｅｔｉｃｓ．ｃｏｍ／ＭｕｔａｔｉｏｎＳｕｒｖｅｙｏｒ．ｈｔ
ｍｌ）、ｎｏｖｏＳＮＰ［４］和 ＰｏｌｙＰｈｒｅｄ［５］的结果进行比较，分
析软件的有效性。所用 ２６个测序文件为尾叶桉
ＳＮＰ开发的ＥＳＴ重测序文件［１４］。

２　结果与分析
２．１　系统主要功能的实现

系统导入测序文件后能正确地进行碱基判读，

判读结果与测序结果较为一致。图３显示了本系统
对１个序列的判读与测序结果一致。但对测序质量
较差或者杂峰较多的区域，测序结果亦不准确，与本

系统的判读结果可能有异。图３Ｂ表明本系统能可
靠地识别双峰碱基位置的 ＳＮＰ，１５５ｂｐ处的 ＳＮＰ判
读为Ｔ／Ａ，分值为８７，等级为１。并且，其他较低的杂
峰被有效排除，未被误判为ＳＮＰ。

ｂ：本系统判读的序列，１５５ｂｐ处双峰、ＳＮＰ为Ｔ／Ａ

图３　本系统导入测序文件后的判读序列与测序比较
Ｆｉｇ．３　Ｂａｓｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｂｔａｉｎｅｄｉｎｏｕｒｓｙｓｔｅｍｂｅｉｎｇｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈａｔｏｆｓｅｑｕｅｎｃｅｒ

　　人工校正可对特定位置的第１和／或第２碱基
进行修改、删除和添加操作。图４显示了对１７４ｂｐ
处误读的‘Ｔ’修改为‘Ｇ’，表明系统可有效地进行人
工校正。

　　数据存储的．ｔｘｔ文件见图５，第１行为文件名，
数字代表显示碱基位置，识别序列上面一行为碱基

序列，下面一行显示识别的 ＳＮＰ的第２碱基。测序
前２０个碱基一般是较杂乱的峰，ＳＮＰ可靠性低。
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ｂ：校正后１７４ｂｐ处更正为‘Ｇ’

图４　人工校正的有效性
Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｉｃｉｅｎｔｍａｎｕａｌｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｏｆａｍｉｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂａｓｅ

图５　ＳＮＰ检测结果存为．ｔｘｔ文件
Ｆｉｇ．５　ＳＮＰｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓａｖｅｄａｓａ．ｔｘｔｆｉｌｅ

２．２　ＳＮＰ检测的有效性
对于测试的尾叶桉２６个测序文件，对比另外３

个软件，本系统具有较高的准确性和误检率。表１
显示了不同软件在高和低的标准下对 １４３个 ＳＮＰ
的识别准确率、漏判（假阴性）率和误判（假阳性）

率，不管是在高还是低的标准下，本文所开发的系

统均有最高的 ＳＮＰ判读准确率以及最低的假阴性
率和假阳性率，ＰｏｌｙＰｈｒｅｄ除外，因其未检测到任何
ＳＮＰ。

表１　不同软件识别ＳＮＰ的结果对比１）

Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｏｆｔｗａｒｅｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｉｎＳＮＰｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

判别

标准

ＳＮＰ
准确性

ＤｉＳＮＰｉｎｄｅｌ ｎｏｖｏＳＮＰ ＭｕｔａｔｉｏｎＳｕｒｖｅｙｏｒ ＰｏｌｙＰｈｒｅｄ
ＳＮＰ数量 判别率／％ ＳＮＰ数量 判别率／％ ＳＮＰ数量 判别率／％ ＳＮＰ数量 判别率／％

高 准确 １３８ ９６．５ １２ ８．４ ３０ ２１．０ ０ ０
漏判 ５ ３．５ １３１ ９１．６ １１３ ７９．０ １４３ １００
误判 ４５ ２４．６ １７ ５８．６ ３１ ５０．８ ０ ０

低 准确 １４１ ９８．６ ３４ ２３．８ ３１ ２１．７ ０ ０
漏判 ２ １．４ １０９ ７６．２ １１４ ７８．３ １４３ １００
误判 ７５ ４２．９ ８９ ７２．４ ３１ ５０．０ ０ ０

　１）ＤｉＳＮＰｉｎｄｅｌ、ｎｏｖｏＳＮＰ、ＭｕｔａｔｉｏｎＳｕｒｖｅｙｏｒ和ＰｏｌｙＰｈｒｅｄ高的标准分别为等级２、分值１３、中敏感性和等级２［６］，低的标准分别
为等级４、分值６、高敏感性和等级４准确 ＳＮＰ的判别率 ＝准确 ＳＮＰ数量／（准确 ＳＮＰ数量 ＋漏判 ＳＮＰ数量）／×１００％，漏判
ＳＮＰ的百分比＝漏判ＳＮＰ数量／（准确ＳＮＰ数量＋漏判ＳＮＰ数量）／×１００％，误判 ＳＮＰ的百分比 ＝误判 ＳＮＰ数量／（误判 ＳＮＰ
数量＋准确ＳＮＰ数量）×１００％。
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３　结论与讨论
本文基于 ＣＶＩ９．０开发平台，结合 ＭＡＴＬＡＢ函

数库，运用特征提取和模式识别等技术构建了二倍

体片段测序的ＳＮＰ自动检测系统。本系统开发中结
合了 ＣＶＩ运行速度快和用户接口资源丰富以及
ＭＡＴＬＡＢ函数库多样和用户可自行扩充函数等优
点，降低了系统开发的难度，并且检测系统界面友

好、易于扩充。系统各模块功能的完整实现和测试

的有效性也证明相关技术的合理运用。

　　高通量的新一代测序技术已经兴起，但传统的
ＰＣＲ片段测序仍非常重要［１５］。测序厂家提供的软

件只能识别各序列位置的最高峰所对应的碱基，因

此双峰位置的低峰碱基的识别需要第三方软件。另

外，测序也常出现杂峰，且杂峰可能高于碱基峰而导

致测序厂家的软件不能正确读序。本文针对这一问

题研发了ＳＮＰ自动检测系统，可以有效实现双峰判
读和杂峰滤除等功能，为二倍体 ＰＣＲ片段测序的
ＳＮＰ判读提供了有力工具。

与功能类似的软件 ＭｕｔａｔｉｏｎＳｕｒｖｅｙｏｒ（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｓｏｆｔｇｅｎｅｔｉｃｓ．ｃｏｍ／ＭｕｔａｔｉｏｎＳｕｒｖｅｙｏｒ．ｈｔｍｌ）、ｎｏｖｏＳ
ＮＰ［４］和ＰｏｌｙＰｈｒｅｄ［５］相比，本系统不需参考序列，既为
ＥＳＴ和候选基因的测序中内含子无参考序列的 ＳＮＰ
检测提供了便利，也减少了输入参考序列的繁琐操作；

并且，本文所开发的检测系统具有最高的ＳＮＰ判读准
确率以及最低的假阴性率和假阳性率，可用于二倍体

ＰＣＲ片段测序中ＳＮＰ的高效检测。
实际应用中，ＭｕｔａｔｉｏｎＳｕｒｖｅｙｏｒ和 ｎｏｖｏＳＮＰ可能

假阳性率极高，如对１５个基因１７１个ＳＮＰ的检测中的
假阳性ＳＮＰ分别为３７２８和５０５个，显著多于正确判
读的ＳＮＰ［１６］。另一方面，任何检测系统的准确率都严
重依赖于测序质量，实际应用时需要优化测序体

系［４］。
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