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TransgeneR:基于测序数据发现基因组整合重组事件的一站式工具
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［摘要］ 目的：构建一个测序数据分析工具，发现在转基因动物构建、病毒感染等过程中发生的基因组重

组事件。方法：创建一站式 R 分析工具 TransgeneR，基于转基因动物或者病毒感染样本的测序数据，通过两

轮序列切割、组装等分析过程，结合位置、方向、切割位点等信息，发现外源 DNA 的整合重组事件。在人工

模拟的 MAPT 转基因小鼠基因组以及人源 tau （MAPT， 0N4R）转基因小鼠动物模型上，评价整合重组事件

发现的准确性。结果：利用模拟动物，TransgeneR 成功发现所有的整合和重组位点，而且重组位点的数量与

切割序列的数量呈线性相关。利用真实转基因动物全基因组测序（whole genome sequencing， WGS）数据，

TransgeneR 发现 4 号染色体上有一个单一的转基因整合位点［chr4：129387127（左侧）和 chr4：129387416（右

侧）］。结论：系统性评价表明，TransgeneR 是一个鉴定和研究外源 DNA 整合重组事件的有效工具。
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View from specialist: It is creative, and of certain scientific and educational value.
［Abstract］ Objective： To build a sequencing data analysis tool to discover genome integration and rearrangement events that 

occur during the construction of transgenic animals， virus infection. Methods： A one‑stop R analysis tool， TransgeneR was built， 
which uses sequencing data from transgenic animals or virus‑infected samples to discover the integrated rearrangement events of ex‑
ogenous DNA through two rounds of sequence cleavage， as well as assembly and other analytical processes， incorporating infor‑
mation on position， orientation and cleavage site. The accuracy of integrated rearrangement event discovery was assessed in artifi‑
cially simulated genomes of MAPT transgenic mice as well as human tau （MAPT， 0N4R） transgenic mice. Results： TransgeneR 
showed that it successfully discovered all the integration sites and rearrangement sites by using simulated animals， and that the 
number of rearrangement sites appeared to be related linearly with the cutting sequences number. TransgeneR discovered a single 
transgene integration site on chromosome 4 ［chr4：129387127（left side） and chr4：129387416（right side）］ by using whole genome 
sequencing data from real transgenic animals. Conclusion： The systematic evaluation shows that TransgeneR is an effective tool to 
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identify and study exogenous DNA integration and rearrangements events.
［Key words］ Whole genome sequencing； Genetic recombination； Transgene integration sites； DNA sequences

转基因动物，特别是转基因小鼠在药物发现和开

发中具有重要的作用［1，2］。但是，在选择药理学相关

实验动物的研究模型解释结果时，通常没有考虑到转

基因对动物基因组的影响［3］。根据国际小鼠品系资

源数据库的收集信息，人们已经产生了超过 40 000个

小鼠品系（截至 2022 年 6 月）［4］，但其中绝大多数缺

乏对转基因插入事件的描述，尤其是通过前核显微

注射产生的转基因动物。转基因的随机整合可能

会破坏内源基因，导致部分或完全无法解释的表型

（例如，当转基因被培育成纯合子时，胚胎致死）［5，6］。

同时在病毒感染过程中，病毒将其遗传物质整

合到宿主细胞的脱氧核糖核酸（deoxyribo nucleic 
acid， DNA）中，从而对宿主细胞造成严重后果，包

括基因破坏、插入诱变和细胞死亡［7，8］。如乙型肝炎

（hepatitis B virus， HBV）病毒是肝肿瘤发生的主要

诱因，超过一半的肝细胞癌患者都存在 HBV 感染，

其原因包括乙肝基因整合、突变引起的基因组不稳

定性、促癌信号通路的激活等［9，10］。在临床样本中

检测 HBV 感染事件、评估 HBV 感染对宿主基因组

潜在影响具有重要的临床应用价值［11，12］。

目前已经开发了多种实验依赖的方法来研究

基因组整合重组事件，包括利用荧光原位杂交定

位 ，聚 合 酶 链 式 反 应（polymerase chain reaction， 
PCR）等［13‑15］。然而，这些方法都有其自身的局限性

和缺点。下一代测序（next‑generation sequencing， 
NGS）分析技术已经开始应用于基因组整合重组事

件发现，如目标位点扩增［16］、VISPA2［17，18］、CON‑
TRAILS［19］、DeepVISP［20］、Isling［21］、VIRUSBreak‑
end［22］、Exogene［23］。其中，目标位点扩增是结合实

验靶向位点扩增和测序技术研究转基因事件的综

合平台，其他计算工具通常利用断裂的测序序列来

寻找宿主基因组断点。大多数工具没有考虑转基

因序列的多拷贝、转基因缺失/重组和重复区域的

整合等复杂性。对宿主基因组中内源性同源序列

考虑不足也会干扰结果的解读，甚至有时会识别出

虚假的插入位点［24，25］。另外这些工具普遍没有发布

代码或者仅提供在线工具，不适合开展 NGS 数据依

赖的深度分析，限制了应用。

本研究开发出一个新的 R 软件包‑TransgeneR，

被设计为一个通用一站式计算工具，基于测序数据

发现转基因动物或者病毒插入宿主基因组时所发

生的整合和重组事件。该工具采用两轮序列比对，

针对测序 reads 切割并进行组装，以预测基因整合和

重 组 事 件 。 当 全 基 因 组 测 序（whole genome se‑
quencing， WGS）数据作为输入时，TransgeneR 可以

预测外源 DNA 序列在宿主基因组上因为重组而产

生的转基因片段使用情况。在应用于模拟转基因

小鼠时，TransgeneR 成功预测了所有整合位点插入

和重组数目，同时过滤了噪声信号。利用真实转基

因动物的 WGS 数据，TransgeneR 准确预测了转基

因片段，尤其是转基因序列的全长插入及其拷贝。

1 材料与方法  
1.1　转基因动物　

动物研究方案经动物护理和使用委员会（IA‑
CUC）审查通过，AUP 编码为 0084。所有动物均在

葛兰素史克公司根据机构动物护理和使用委员会

的指导方针进行饲养和处理。动物被饲养在温度

和光照可控的隔离设施中，12 h 光照/12 h 黑暗循环

（7：00/19：00），温度和光照都受到控制。在小鼠

钙/钙调素依赖性蛋白激酶Ⅱ α（CaMkⅡ α）启动子

驱动下，将具有单一编码变异体（P301L）的 0N4R 
tau 异构体的人类 cDNA 显微注射到 C57BL/6J 胚

胎中，并植入代孕动物体内。筛选出携带 hTau cD‑
NA 并通过种系传播将转基因稳定传递给后代的创

始者，通过蛋白免疫印迹和/或免疫组织化学证实

转基因的表达，并将筛选出的品系（TauD35）作为一

个群体维持。

1.2　全基因组测序　

从尾部提取并纯化转基因小鼠的基因组 DNA，

根据制造商的说明书（Illumina Hiseq 2500 和 X10）
生成文库进行测序。

合 成 了 覆 盖 Tau 启 动 子 区 域 的 正 向 引 物

“GGCCTCCCTGTCCATAGA”和 覆 盖 Tau 启 动

子 区 域 的 反 向 引 物“AAGTTCCTCGCCGT‑
CATC”来扩增整合的 cDNA。采用 Qiagen 试剂盒

（Catl#51304）提取小鼠尾部基因组 DNA。在 95 ℃变

性 30 s， 58 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s 的条件下进行

30 个循环的 PCR 扩增。扩增的 DNA 用 1% 琼脂糖

凝胶和 1 kb DNA片段（Invitrogen Catl#10787018）分

离。纯化 DNA 采用 Illumina X10 平台进行测序。

1.3　测序数据分析　

配对测序（paired‑end）数据使用 Fastqc 进行质

量 控 制 分 析 ，并 修 剪 低 质 量 read。 使 用 Short‑
Reads［26］中实现的方法过滤重复 read。在局部比对
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模式下，使用 bowtie2［27］将这些 read 与小鼠基因组

（mm10）和外源 DNA 序列分别进行比对。局部比

对模式的特点是允许把测序 read 部分比对到基因

组和外源 DNA 序列，即软剪切（soft clips）。其中这

些软剪切位点被认为是整合或重组的潜在位点。

相对应的那些能够完全比对的 read，由于不提供额

外信息，不再进一步考虑。

为了发现整合重组事件，将不能够比对成功的

软剪切部分重新与基因组和外源 DNA 序列比对。

在第二轮 read 比对中，确保每个切割 read 都有唯一

的映射位置。每个映射片段将被视为从原始映射

位置到片段映射位置的一个切割位点证据。

完成两轮序列比对之后，TransgeneR 对比对结

果组合分析。如果 read 被分割并分别比对到基因

组和外源 DNA 序列，则 read 将被视为整合的证据，

这类整合证据的数量，用于表示整合重组事件的可

靠性计数。但是如果一个 read 的映射部分重叠，即

该 read 的前半部分同时映射到基因组和外源 DNA
序列中，那么根据映射得分、映射一致性和同源物

注释，该 read 将被唯一分配到基因组或外源 DNA
序列中。

1.4　同源序列分析　

在“1.3”部分的序列比对过程中，经常会出现序

列同时被比对到基因组和外源 DNA 的情况，尤其

是外源 DNA 和基因组有同源性的时候。为了解决

问题，本研究为外源 DNA 建立了与基因组同源性

注释信息。外源 DNA 序列被人为分割成 200 bp，允
许部分重叠约 50 bp。使用 bowtie2 将所有片段与宿

主基因组进行比对，并将外源 DNA 序列的相似度

高的部分，组装注释为外源 DNA 序列的同源部分。

同源信息，包括在宿主基因组位置及方向都被记录

下来，以供后续分析。

1.5　预测评分　

切割 read 位点两侧对比打分可以用来表示预

测整合和重组的置信度。对于一个切割 read i，如果

其切割位点左右两侧部分的比对得分，分别为 Sl
i 和

Sr
i，则该切割 read 在该位点的得分可以描述为：

Si = Sl
i × Sr

i

外源 DNA 整合或重组位点的得分是根据通过

该切割位点的所有 reads的平均值计算得出：

S = ∑
i = 1

n

Si /n

1.6　外源 DNA 片段使用情况分析　

外源 DNA 序列在插入到基因组前，可能发生

重组，导致复杂的插入序列，比如多份拷贝，不完整

插入序列等。为了检测外源 DNA 片段潜在构成，

TransgeneR 根据测序深度对片段使用情况进行建

模。在此过程中，TransgeneR 利用比对到整个染色

体上的 read 估算整体测序深度，然后将观察到的外

源 DNA 序列的测序深度归一化为拷贝数（C）。假

设 C 值是所有外源 DNA 片段的总和。

为了寻找外源 DNA 片段，TransgeneR 首先通

过构建一组外源 DNA 片段 X=｛x1， x2，...， xi｝，连

接外源 DNA 整合和重组事件的起点（S）和终点

（E）。TransgeneR 采用 nnls 软件包中的非负线性模

型来拟合 C 值：

f ( x)= lm ( C~x1 + x2 + ..+xi )
进一步寻找外源 DNA 片段的整数拷贝，Trans‑

geneR 会选择系数在 1 左右或其他整数值的片段，

并将其作为外源 DNA 片段的初始集，然后添加或

删除其他片段，以检查是否可以提高片段拷贝（Y）

与测序深度（C）的相关值 r，其中 m 为所选片段的

数量。

Y = ∑
i = 1

m

xi

2 结果  
2.1　TransgeneR 概述　

TransgeneR 主要通过捕获跨切割位点的测序

read 来识别外源 DNA 整合和重组事件。鉴于外源

DNA 模型可能在宿主基因组中携带同源序列，在宿

主基因组中，TransgeneR 会基于序列相似性对同源

区域进行注释，当它们被映射到这些区域时，同源

信息可用于确定 read 的来源。

图 1（A）描述了外源 DNA 工具的流程示意图。

使用参数设置相同的 bowtie2 将成对末端 read 映射

到宿主基因组和外源 DNA 序列上。为了识别切割

read，可通过局部比对算法（local alignment）发现软

剪切（soft clips）。当提供全基因组测序数据作为输

入时，大部分 read 都来自基因组序列，因此，与基因

组精确映射的 read 将被过滤，不再进一步考虑。

进 一 步 transgeneR 对 映 射 到 基 因 组 和 外 源

DNA 序列的 read 进行第一轮 read 对比。如果一个

read 被分割映射到基因组和外源 DNA 序列中，例如

前半部分映射到基因组，后半部分映射到外源 DNA
序列，则该 read 将被视为整合的证据，因此会在该

位置加上 1 的计数。如果一个 read 的映射部分重

叠，即该 read 的前半部分同时映射到基因组和外源

DNA 序列中，那么根据映射得分、映射一致性和同

源物注释，该 read 将被唯一分配到基因组或外源

DNA 序列中。由于外源 DNA 随机整合到宿主基因
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组中同源基因位点的概率极其罕见，甚至可以忽略

不计，因此如果观察到相同的映射得分，映射到同

源区域的 read 将优先分配到整合位点。

然后，将软剪切部分映射 read 作为片段，并重

新与基因组和外源 DNA 序列比对。进行第二轮

read 分配，以确保每个片段有唯一的映射位置。每

个映射片段将被视为从原始映射位置到片段映射

位置的一个切割位点证据。在这一步中，新的映射

位于不同的序列上，例如，原始映射位置在宿主基

因组上，而片段映射转到基因序列上。因此，可以

报道的情况如下：（1）外源 DNA 整合，其中部分映

射 read 位于染色体上，其余位于外源 DNA 序列上；

（2）基因组重组，其中两部分 read 都被映射到染色

体上；（3）外源 DNA 重组，两个部分 read 都映射到

外源 DNA 序列上。最后，对具有相同切割位置的

read 进行汇总，以预测外源 DNA 整合和重组位点。

在这个过程中，切割 read 的数量是最为关键的标

准。只有拆分 read 足够多的位点才会被考虑用于

最终的预测。TransgeneR 还会考虑其他因素，如预

测位点周围映射 read 的平衡分布、read 的切割模式、

预测基因组位置的复杂性和映射质量。在最终输

出中，TransgeneR 会报告每个整合或重组位点的多

个信息，包括（1）切割、非切割和交叉 read 的数量；

（2）组织方向，如正向‑正向（ff）、正向‑反向（fr）、反向

正向（rf）和反向反向（rr）；（3）片段间隙；（d）配对的

宿主基因组整合位点位置。TransgeneR 还能生成

整合位点的可视化 read 比对展示图（图 3A）。

在使用无偏差测序数据时（比如全基因组测

序），TransgeneR 可以预测插入的外源 DNA 片段及

其拷贝（图 1B）。整合和重组位点首先根据其在宿

主基因组中的组织方向，将其分配为起点（S）或终

点（E）。所有可能的外源 DNA 片段都是通过连接 S
点和 E 点生成的。TransgeneR 采用一种寻找外源

DNA 片段子集组合的方法，使片段覆盖率与测序深

度具有最佳相关性。在这一步骤中，切割 read 和非

切割 read 的比例可以用来估算 S 点和 E 点的使用频

率 ，从 而 确 定 由 相 同 S 点 或 E 点 产 生 的 片 段 拷

贝数。

2.2　利用模拟转基因基因组进行评估　

为了评估 TransgeneR 的性能，以 Tg（Camk2a ‑
MAPT*P301L）D35 为转基因外源 DNA 序列，构建

了人工转基因小鼠基因组。任意设计转基因组，使

其有 3 个转基因整合事件（chr1、chr6 和 chr17），在小

鼠基因组中共有 12 个转基因重组片段，6 个整合位

点（1‑6）和 13 个后排位点（a‑k）（图 2A），其中，重组

位点（a）、（c）和（e）出现了两次。模拟的 WGS 数据

由 ART［28］生成，设置为：（1）50 倍读取深度，（2）
HiSeq 2500 测序平台，（3）150 bp 成对末端 read。

TransgeneR 分析显示，成功发现所有的整合位

点（a‑k）和重组位点（1‑6），见图 2C。切割 read 的数

量被用来衡量对整合或重组位点的置信度。所有

真实整合位点的中位数为 31 分，最低分为 17 分，这

与 17 号染色体左侧的转基因整合位点（2）有关。在

这个人工基因组中，（a）、（c）和（e）有两个重组位点，

观察到的切割 read 中位数约为两倍。除了真正的

重组事件或整合位点外，TransgeneR 还报告了其他

假阳性位点。不过，支持其切割 read 通常少很多，

例如只有 3 个切割 read，远远少于真实位点的最低

数量。总之，TransgeneR 可以检测到真正的转基因

整合位点和重组位点，而且重组位点的数量与切割

read 的数量呈线性相关。此外，TransgeneR 还能恢

复插入序列中所有转基因片段的方向，见图 2B、C。

TransgeneR 利用 WGS 数据估算转基因片段长

度和转基因组中的拷贝数。在该模型中 ，根据

WGS 数据计算的覆盖率被建模为转基因片段的总

和，而转基因片段是由整合或重组位点的连续组合

初始化的。使用模拟基因组，将预测片段及其拷贝

相加得到的预测覆盖率与真实覆盖率值的皮尔逊

相关性 r=0.995。图 2D 显示了转基因片段的预测

结果。与模拟转基因基因组的真实片段相比 ，

TransgeneR 恢复了 90% 的转基因片段和 100% 的

完整转基因序列。

为了评估 transgeneR 的稳健性，将测序深度从

50 倍降低到 5 倍，进行了另一轮评估。图 2E 显示了

整合和重组位点发现的准确性。总体而言，Trans‑
geneR 仍能发现真正的整合和重组位点。然而，随

着测序深度的降低，TransgeneR 识别错误位点的能

力也相应降低。本研究还预测了片段的使用。图

2E 显示了使用预测的转基因片段估计的测序深度

与真实测序深度之间的相关值，这表明转基因片段

使用的预测准确性对测序深度更为敏感。

这些结果表明，TransgeneR 不仅能准确预测转

基因整合和后排位点，还能准确预测转基因片段的

使用情况，尤其是完整插入片段。

2.3　利用转基因动物全基因组测序数据评估　

克隆了含有 CaMkⅡ α 启动子驱动的 P301L 变

体的人类 MAPT（0N4R）cDNA，并将其微注射到胚

胎中，以产生人类 tau 转基因小鼠。利用转基因特

异性聚合酶链反应 PCR 评估创始品系的基因型，以

确定种系传递是否成功，并通过 qPCR 确定转基因
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的相对表达水平。其中一个以 C57B16/J 为背景的

品系（在此被命名为 TauD35，作为杂合子保留），通

过 HiSeq X10 进行了全基因组测序分析。

在对重复 read 进行质量控制和过滤后，应用

TransgeneR 对转基因整合和重组进行分析。实际

测序深度是通过分析 1 号染色体估算的，平均深度

为 49.5 倍。考虑到转基因小鼠是杂合子，基于此覆

盖率的预期切割 read 不超过 25 个。与人工模拟的

WGS 数据不同，实验得出的 WGS 数据的分析将面

临一定的挑战，尤其是在重复区域。因此，不可能

只以切割 read 的数量作为选择转基因整合位点的

唯一标准。因此，TransgeneR 还考虑了切割 read 在

预测整合位点上的分布是否均衡，即只在一侧映射

有剪切片段的整合位点不会被选为真正的整合位

点。此评估工作还发现，考虑到映射基因组区域的

DNA 序列复杂性，这是一种过滤错误预测的有效方

法。TransgeneR 通过检查映射 read 的唯一性来评

估基因组的复杂性。映射到同一类型复杂区域，如

LINE 的切割 read 会被过滤为整合或重组位点发

现。所有这些策略都有助于识别真正的整合位点。

对测序数据的分析表明，4 号染色体上有一个单一

的转基因整合位点［chr4：129387127（左侧）和 chr4：

A：转基因整合和重组位点发现的流程；B：预测转基因片段使用的方法

图 1　TransgeneR 的工作流程

Fig 1　Workflow of TransgeneR
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129387416（右侧）］，见图 3A。左侧和右侧分别有

19 个切割 read 和 18 个切割 read 支持。此外，还有 8
个 read 穿过该整合位点。

此外，transgeneR 还在基因组中发现了大约 20
个转基因重组位点，其中大部分位于完整转基因序

列的头尾方向。通过对映射到转基因序列上的 read
进行计算，相当于约 16 份转基因序列。TransgeneR
预测了转基因重组产生的片段，见图 3B。其中，完

整拷贝 8 个，其余为部分拷贝。在测序深度图上，有

两个区域的 read 覆盖率较高，分别在 1 200 和 9 500 
bp 左右。其中的技术原因目前尚不清楚。它们似

乎是转基因重组的热点区域。TransgeneR 预测这

两个区域有许多短片段。

2.4　TransgeneR 在基于 PCR 测序数据的实用性　

基于 PCR 的测序方法，利用转基因特异引物与

宿主基因组退化引物绘制转基因插入位点图。该

方法还应用于 TauD35 小鼠分离的尾部 DNA，使用

MiSeq 进行测序，并用 targetR 进行分析，以评估该

软件包与使用不同方法获得的序列的兼容性。与

WGS 数据不同的是，大部分的切割 read（>95%）均

映射到转基因重组位点，尤其是完整转基因序列的

首尾重组位点。这在意料之中，并且反映了转基因

的靶向富集，因为序列特异性引物与退化引物结合

使用。表 1 列出了 TransgeneR 预测的重组位点，其

中大部分与 WGS 分析结果一致。有趣的是，除了

重组位点的识别外，4 号染色体上的整合位点也被

观察到了，尽管只有一个切割 read，尽管其原因目前

尚不清楚。

2.5　性能评估　

首先，横向对比了 TransgeneR 和已发表软件的

性能对比。为了更好反映不同场景下的重组整合

事件，利用模拟全基因组测序数据为测试数据。测

试 软 件 包 括 Exogene， VISPA2， CONTRAILS， 
DeepVISP， Isling， VIRUSBreakend 等。通过公共

A：模拟小鼠转基因基因组，包括 chr17、chr1 和 chr6 上的 3 个转基因整合；B：使用 4 个双字母短语定义转基因序列组织方向；C：预测转基因整

合和重组位点，包括基因组/转基因位置（chr.from，pos.from，chr.from 和 pos.to）、方向（direction）和支持读段数（splits）；D：预测的转基因片段

使用情况

图 2　使用模拟 WGS 数据的计算评估

Fig 2　Computational evaluation using simulated WGS data
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来 源 方 式 下 载 并 安 装 这 些 软 件 。 其 中 ，CON‑
TRAILS 没有公共来源的代码可以下载，没有分析

结果用于评估。另外，DeepVISP 是在线版，并且不

支持测序数据的输入，设定其输出为 0。表 2 展示了

分析结果。TransgeneR 在本测试数据中，表现最

佳，有较高的灵敏度和准确性。通过深入分析发

现，其他测试软件由于缺乏对同源序列的分析策

略，对转基因插入序列中的 read 没法有效判别来

源，导致经常随机预测为插入 DNA 来源或基因组

来源，降低了预测的准确性。

另外，TransgeneR 工具提供了灵活使用计算能

力的选项。几乎整个分析过程都支持多线程计算，

尤其是计算量大的部分。用户可以设置“core”参数

来定义使用多少线程，以及“buffer size”选项来调整

内存使用量。“buffer size”越小，需要的内存就越少。

本研究测试了 TransgeneR 在 4 核（8 线程）AMD Ry‑
zen 1400 CPU 和 16 G ROM 计算机上的性能。当

使用 6 个线程时，分析小鼠基因组的 50 倍测序深度

的 WGS 数据，平均运行时间约为 11.5 h（不包括

bowtie2 读取比对的时间），在“buffer size”设置为

500 000 时，最大内存使用量约为 12 GB。本研究还

使用基于 PCR 扩增的测序数据对该工具进行了评

估，这些数据大约有 50~200 万个 read。平均分析

时间小于 6 min。在分析过程中，会生成许多临时文

A：预测的转基因整合位点（包括左侧和右侧位点）和可视化的切割 read；B：预测的转基因片段使用情况

图 3　将 TransgeneR 应用于 WGS 数据

Fig 3　Application of TransgeneR to the WGS data analysis
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件作为输出，这可能需要很大的磁盘空间。用户也

可以设置压缩输入的 .fastq 文件和临时文件，这样

可以节省约 70% 左右的存储空间。

3 讨论  
TransgeneR 是一款用于发现外源 DNA 整合位

点和重组事件的通用性集成工具（参见软件包文档

https：//github.com/menggf/transgeneR/）。适用于

不同方法生成的测序数据，即全基因组测序和基于

扩增的测序，而且只有一个统一 R 函数作为接口。

如果用户遇到错误或需要调整参数，TransgeneR 支

持对整个流程部分进行分析，将每一步的分析结果

输出为可读文件，还可以自动判断每个步骤的输出

结果，并决定哪些步骤已经执行。

评估结果表明，TransgeneR 在恢复模拟基因组

序列和实验得出的基因组序列中的所有外源 DNA
整合和后伸位点方面都有很好的表现。Transgen‑
eR 已经过优化，可根据一系列标准输出最终结果，

这些标准包括切割 read 的数量、预测位点周围的

read 分布以及预测区域的 DNA 复杂性。然而，外源

DNA 事件的复杂情况可能会导致错误的预测。例

如，低复杂区域的 read 分布存在偏差，导致不存在

唯一的阈值来确定真正的外源 DNA 整合位点。在

许多情况下，需要人工评估才能得到可靠的结论。

作为支持，TransgeneR 输出提供了一些必要的信

息，包括该工具可用于测序深度和分割 read 的基因

组学可视化。

表 1 利用 WGS 和基于 PCR 的测序数据预测的整合和重组位点

Tab 1 Predicted integration and rearrangement sites using WGS and PCR⁃based sequencing data

PCR‑amplification
chr.from
transgene
transgene
transgene
transgene
transgene
transgene
transgene
transgene
transgene
transgene
transgene
transgene
transgene
transgene
transgene

chr4

pos.from
2
4
2
2
4
4
4
4

52
6 402

4
152

4
152

4
129 387 127

chr.to
transgene
transgene
transgene
transgene
transgene
transgene
transgene
transgene
transgene
transgene
transgene
transgene
transgene
transgene
transgene
transgene

pos.to
10 217

4 328
7 664
9 010
6 228
2 223
1 950

93
10 106

7 075
70

8 896
128

8 912
10

10 217

dir
rr
rf
rr
rr
rf
rf
rf
rf
rf
ff
rf
rf
rf
rf
rf
fr

reads
1 739
1 726
1 483
1 403
1 124
1 070

633
304
170
118

97
87
86
81
77
19

WGS
chr.from
transgene
transgene
transgene
transgene
transgene

transgene
transgene

transgene
transgene

pos.from
3
4
3
3
4

4
4

6 402
4

chr.to
transgene
transgene
transgene
transgene
transgene

transgene
transgene

transgene
transgene

pos.to
10 217

4 325
7 666
9 010
6 228

1 950
74

7 075
74

dir
rr
rf
rr
rr
rf

rf
rf

ff
rf

reads
1 556

153
147
149
159

154
149

149
149

表 2 不同软件与 TransgeneR 的性能对比

Tab 2 Comparison of different software performance with TransgeneR

TransgeneR

Exogene

VISPA2
CONTRAILS

DeepVISP

Isling
VIRUSBreak‑

end

真实位点

17

9

11
/

0

15

16

错误位点

2

18

19
/

0

7

10

结果分析

发现了全部整合位点；错误位点打分偏低

由于缺乏同源分析的策略，多个整合位点被预测为鼠源基因组重组事件

由于缺乏同源分析的策略，多个整合位点被预测为鼠源基因组重组事件

没有通过公共来源发现源代，未评估

通过病毒整合事件训练深度学习模型，不适用于更多病毒或复杂转基因

整合事件

主要针对病毒整合事件开发，考虑了不明确重组事件

主要针对病毒整合事件开发，考虑了不明确重组事件

使用方便程度

方便，github R 源码安装

通过 docker使用；国内使用

有一定难度

方便，github python 源码安装

没有通过公共来源发现源代

在线工具

方便，github python 源码安装

整合在 GRIDSS 软件包中，

安装方便
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这个软件包最初是为鉴定外源 DNA 动物的基

因组修饰而设计的。然而，这一策略也适用于其他

与 DNA 整合相关的研究。其中一个例子是预测宿

主基因组中的病毒整合位点。这可以通过修改一

些参数来实现，以调整 bowtie2 对病毒基因组中错

配的耐受性来实现。在其他研究中 ，充分证明

TransgeneR 可 以 用 于 HBV 整 合 和 重 组 事 件 的

发现［29］。

虽然 TransgeneR 工具易于使用，并且其在新产

生的 TauD35 小鼠中的应用通过 WGS 和基于 PCR
的方法确定了 Chr4 中的 hMAPT 插入位点，但也存

在一定的局限性：（1）预测的位点没有通过其他方

法进行实验验证，如使用序列特异性引物扩增整个

基因组插入位点，跨越切割 read，然后使用 NGS 来

确认和确定插入位点；（2）未对整合外源 DNA 的宿

主基因的表达水平及其对全基因组表达的影响进

行实验验证；（3）TransgeneR 对于发生的基因组重

复区域的重组整合事件没有开展足够评估，没法确

保其输出结果的准确性。未来的研究将会解决这

些问题。
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