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Введение. С развитием технологий высо-
копроизводительного секвенирования геномов 
и транскриптомов, появилась актуальная пробле-
ма оптимизации обработки и анализа получен-
ной информации. Известен ряд рекомендаций 
«лучшей практики» для обработки данных транс-
криптомов [1 – 4]. В реальных условиях практики 
необходимо адаптировать известные алгоритмы 
обработки данных, комбинировать и отбирать 
эффективные компоненты и параметры испол-
нения программных модулей с целью получения 
информации наилучшего качества и оптимально-
го объема. На рисунках 1-6 схематически пред-
ставлены авторские алгоритмы обработки транс-
криптомных данных, успешно апробированные 
на транскриптомах, полученных в лаборатории 
геномных исследований и биоинформатики Ин-
ститута леса НАН Беларуси (Гомель, Беларусь) 
[5 – 9]. Алгоритмы были разработаны с целью 
сохранения информации об исходных данных 
и для конечного результата лучшего аннотирова-
ния. Более подробная информация о конкретных 
элементах каждого из предлагаемых алгоритмов 
представлена в соответствующей документации 
программного обеспечения (https://github.com/). 

Разработка эффективных алгоритмов ана-
лиза данных транскриптомов представляется ме-
ждисциплинарной задачей, требующей знаний 
объектно-ориентированного программирования, 
биоинформатики, биологической и технической 
терминологии.

Транскриптомный анализ. Транскриптом – 
совокупность всех РНК-транскриптов одной клет-

ки или группы клеток. Тип и количество транскри-
бированных генов зависит от вида клеток и от 
изменений окружающей среды, влияющих на 
регуляцию транскрипции. Нарушение транскрип-
ции часто приводит к патологическим процессам 
или заболеваниям [10].

За последние 20 лет накопился значитель-
ный опыт получения и анализа транскриптомных 
данных для бактерий, грибов, растений и живот-
ных. Транскриптомные технологии особенно вос-
требованы для эффективного выполнения новых 
задач в экологии, биотехнологии и молекулярной 
биологии, ветеренарии, судебной генетике и ме-
дицине.

Ряд зарубежных публикаций содержит под-
робные практические рекомендации по сборке 
и анализу транскриптомов для различных науч-
ных целей [11; 12]. В русскоязычных источниках 
также приводится методология обработки транс-
криптомных данных [13 – 15].

Операция по обработке данных транс-
криптомов, как правило, состоит из нескольких 
последовательных шагов, которые составляют об-
щий алгоритм.

Контроль качества данных. Контроль каче-
ства (с англ. quality control, QC) исходных данных 
секвенирования основывается на подсчете числа 
прочтений и бальной оценке качества каждого 
прочтения в отдельности (показатель качества 
Phred) [16]. FastQC [17] и NGSQC [18] – наиболее 
распространенные программные инструменты 
для оценки качества первичных данных секве-
нирования. Также для оценки качества исходных 
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данных транскриптомов применяют метрики ре-
зультатов оценки картирования/выравнивания 
и аннотирования (определения местоположения 
и функциональной принадлежности) на рефе-
ренсный транскриптом. В таком случае выполня-
ется анализ вариантов с последующим анноти-
рованием по направлению транскрипции, а для 
сборки транскриптома отбираются прочтения 
более высокого качества, которые распознают-
ся в референсном транскриптоме или геноме. 
На этом этапе обработки данных выполняют вы-
числение оптимального размера k-меров (фраг-
ментов подстрок геномного текста длины k) для 
эффективной de novo (от лат. de novo – заново, 
впервые) сборки – без картирования на рефе-
ренсный геном. Качество собранного генома 
оценивается по количеству контигов – строк из 
нуклеотидов, представляющих консенсусную 
последовательность ДНК; числу ошибок сборки 
и объему достоверного анноттрования генов – 
определения их местоположения и функциональ-
ной принадлежности [19].

Картирование/выравнивание прочтений 
и de novo сборка. Прочтения транскриптома мо-
гут быть прокартированы/выравнены (с англ. 
alignment – выравнивание) на референсный ге-
ном или известный по структуре проаннотирован-
ный транскриптом. Процедура картирования на 
референс выполняется в том случае, когда целью 
эксперимента является идентификация генных 
изоформ. Для данного типа анализа используют 
как программные комплексы свободного доступа 
(Bowtie [20] и Bowtie2 [21], STAR [22], TopHat2 [23]), 
так и коммерческого: OmicsBox (стоимость лицен-
зии на месяц стоит ≈ 100 $), NextGene, Converge, 
CLC Genomics, JMP Genomics (стоимость лицен-
зии ≈ 16 000 €). В случае отсутствия референс-
ного транскриптома, в качестве эталона можно 
использовать родственный вид (как, например, 
Arabidopsis thaliana для растений, отмечен симво-
лом «*» на рисунке 2) или выполнить de novo сбор-
ку. Для этой цели в биоинформатике применяют 
программное обеспечение rnaSPADes [24], Trinity 
[25-28], Oases [29; 30], SOAPdenovo-trans, Abyss [31-
33], NextGeneFloton и другие. Более длинные про-
чтения или прочтения с парными концами (как при 
секвенировании обеих цепей ДНК) способствуют 
получению лучших результатов de novo сборки. 
С целью формирования множества эталонных 
консенсусных последовательностей рекоменду-
ется комбинировать множество транскриптомов 
для получения единой комбинированной сборки. 
В дальнейшем эталонные консенсусные последо-

вательности можно использовать для картирова-
ния, подсчета экспрессии и сравнения между груп-
пами образцов транскриптомов.

Аннотирование собранного транскрипто-
ма. Аннотирование (в литературе встречается 
также термин аннотация) транскриптома – наи-
более важный этап в алгоритме анализа получен-
ных данных, так как его результат – информация, 
имеющая научное значение в области биологии. 
Программное обеспечение TransDecoder иденти-
фицирует локусы, кодирующие белки-кандида-
ты, на основе их нуклеотидного состава, длины 
открытой рамки считывания и наличия функцио-
нальных доменов в соответствии с базой данных 
семейств белковых доменов Pfam (https://pfam.
xfam.org/). Ресурс [34] анализирует транскрипты, 
полученные с помощью de novo сборки транс-
криптома, с использованием ряда компьютерных 
программ (Trinity, rnaSPADes, MIRA, Oases, Abyss, 
SOAPdenovo, NextGene и пр.) или сконструиро-
ванные на основе выравнивания исследуемого 
транскриптома с референсом с использованием 
инструментов Tophat, Cufflinks и других аналогич-
ных программ. Веб-сервис FastAnnotator позво-
ляет установить потенциальные функции иссле-
дуемых транскриптов на основе GO-аннотации 
(с англ. gene ontology – генная онтология, GO), 
идентифицируя в базах данных соответственные 
функциональные домены, кодируемых ими бел-
ков. Аннотирование в FastAnnotator состоит из 
четырех основных частей: поиск лучших совпаде-
ний в базе данных NCBInr, назначение идентифи-
кационных номеров согласно GO-классификации, 
EC (классификации ферментов; с англ. enzyme 
commission – комиссия по ферментам, EC) и при-
своение номеров в соответствии с доменным по-
иском. Онлайн сервис свободного доступа TRAPID 
(http: //bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/
trapid/) выполняет функциональный, сравнитель-
ный и филогенетический анализ транскриптом-
ных данных на основе использования 175 эталон-
ных протеомов. GO-аннотация, выполненяемая 
веб-сервисом ShinyGO (http://ge-lab.org/go/) [35], 
характеризуется следующими функциями: (1) 
большой базой данных GO-аннотаций – более чем 
для 200 видов растений и животных; (2) возмож-
ностью графической визуализации результатов 
обогащения и характеристик генов; (3) наличием 
интерфейса API (с англ. application programming 
interface, API – интерфейс прикладного програм-
мирования) для доступа к веб-ресурсам баз дан-
ных KEGG и STRING с целью поиска метаболиче-
ских сетей и белок-белковых взаимодействий.
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Количественный анализ экспрессии ге-
нов.Программные пакеты HTSeq и featuresCount 
вычисляют уровень экспрессии генов путем 
агрегации числа проаннотированных прочтений 
для каждого транскрипта. Результат сохраняет-
ся в файле формата GTF. При этом в программах 
заложены различные варианты определения 
пересечения фрагмента прочтения с той или 
иной консенсусной последовательностью ДНК, 
несущей информацию о гене. Помимо способа 
агрегации исходного количества прочтений ге-
нов, широко применяются различные методы 
на основе нормализации данных транскриптом-
ных образцов. В таком случае учитывают раз-
меры библиотек прочтений и их длины. Ме-
трики таких методов: количество прочтений на 
1 тысячу нуклеотидных оснований на миллион 
картированных прочтений, RPKM (с англ. reads 
per kilobase per million mapped reads); число 
фрагментов на тысячу нуклеотидных основа-
ний на миллион картированных прочтений и 
число транскриптов на миллион картированных 
прочтений, FRKM и TPM соответственно (с англ., 
fragments или transcripts per million reads). Пе-
речисленные вычислительные методы реализо-
ваны в алгоритмах бесплатного программного 
обеспечения CuffLinks, RSEM, eXpress, Kallisto и 
представлены в таблице 1.

Метрика FRKM используется для прочтений 
с парными концами, а RPKM для одноконцевых 
прочтений. TPM, в отличие от RPKM, не учитыва-
ет длину генов после нормализации показателя 
глубины секвенирования, что делает сумму по-
казателей всех TPM во всех образцах одинаковы-
ми и помогает в сравнении профиля экспрессии 
между различными транскриптомами. Избыточ-
ность прочтений транскриптома вычисляется как 
среднее от нормализованных данных.

Название Оперативная память (ГБ) Время затрат Алгоритм Мультипоточность
Cufflinks 3,5 117 МП Да
RSEM 5,6 154 МП Да
eXpress 0,55 30 МП Нет
TIGAR2 28,3 1045 ВБ Да
Kallisto 3,8 7 МП Да
Salmon 6,6 6 ВБ/МП Да
Salmon_aln 3 7 ВБ/МП Да
Sailfish 6,3 5 ВБ/МП Да

Таблица 1. Технические характеристики программного обеспечения, предназначенного для вычисления экс-
прессии генов транскриптома [36]. МП – максимальное правдоподобие, ВБ – вариационный метод Байеса
Table 1. Technical characteristics of the software tool designed to calculate transcriptome gene expression [36]. 
Maximum Likelihood, Variational Bayesian Method.

Наиболее эффективными программами для 
количественной оценки полученных данных и ка-
чественного аннотирования являются веб-серви-
сы FastAnnotator [37], EggNog [38], TRAPID [39], 
InterProScan [42-45] с генерацией HTML отчета. 

Объединение данных, оценка полученных 
результатов и формирование выводов. На по-
следнем этапе полученные данные можно объ-
единить и структурировать для кластеризации, 
применить методы машинного обучения и по-
строения онтологических сетей с формированием 
заключений о биологическом значении получен-
ных результатов исследования.

Так, с целью сохранения информации об 
исходных данных и для конечного результата луч-
шего аннотирования, нами были разработаны и 
успешно апробированы [5-9] алгоритмы и мето-
дологические основы обработки данных транс-
криптомов растений, авторские алгоритмы схе-
матически представлены на рисунках 1-6.

Как видно из рисунка 1, в разработанном 
общем алгоритме обработки данных транс-
криптомов растений представлены необходимые 
программные инструменты и основные шаги об-
работки данных: от de novo сборки полученных 
коротких непарных чтений до их картирования 
и аннотации.

Практический алгоритм обработки дан-
ных транскриптомов растений представлен на 
рисунке 2. Для реализации каждого этапа дан-
ного алгоритма рекомендуется использование 
следующих программных компонентов: (1) 
FastQC, Trimmomatic; (2) Kmergenie, NextGene, 
выбор k-меров эмпирически или автомати-
чески; (3) rnaSPADes, MIRA, NextGene Floton, 
DeBrujin; (4) Quast; (5) TransDecoder, CD-HIT-
EST, NextGene; (6) Genix, Augustus, tRNAScan, 
Glimmer, BLAST; (7) FastAnnotator, TRAPID; 
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Рис. 1. Разработанный общий алгоритм обработки данных транскриптомов растений
Fig. 1. Developed general algorithm for processing plant transcriptome data

Рис. 2. Практический алгоритм обработки данных транскриптомов растений
Fig. 2. Practical algorithm for processing plant transcriptome data

InterProScan, EggNOG-mapper; (8) TRAPID, 
ShinyGO, Sailfish, Cufflinks, Kallisto.

Алгоритм сборки и постобработки трас-
нкриптомных данных (рисунок 3), включает 
следующие шаги: de novo сборку транскрипто-
ма; слияние полученных контигов – строк из 
нуклеотидов, представляющих консенсусную 
последовательность ДНК, с удалением повто-
ров; оценку структуры и качества супертранс-

криптома; выделение кодирующей (участка по-
следовательности ДНК несущего информацию 
о белке) и некодирующей части; кластеризацию 
супертранскриптома; постобработку, включа-
ющую закрытие промежутков последователь-
ностей, консолидацию, элонгацию и удаление 
ошибок; оценку состава и качества; структур-
ную, функциональную и онтологическую анно-
тацию супертранскриптома.
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Рис. 3. Схема разработанного алгоритма сборки и постобработки траснкриптомных данных
Fig. 3. Scheme of the developed algorithm for collection and post-processing of transcriptomic data

Рис. 4. Концептуальный алгоритм для улучшения качества собранных de novo транскриптомов
Fig. 4. Conceptual algorithm for improving the quality of assembled de novo transcriptomes
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Рис. 5. Концептуальный алгоритм обработки данных, предназначенный для извлечения и анализа информации экс-
прессии генов исследуемого транскриптома

Fig. 5. Conceptual data processing algorithm designed to extract and analyze gene expression  
information of the transcriptome under study

Алгоритмы для улучшения качества собран-
ных de novo транскриптомов и обработки данных 
для извлечения и анализа информации экспрес-
сии генов исследуемого транскриптома представ-
лены на рисунках 4 и 5.

Разработанный алгоритм обработки дан-
ных транскриптомов расте-ний (рисунок 6), в от-
личие от аналогов, позволяет максимизировать 
эффективность аннотирования и улучшить объем 
и качество биологически интерпретируемой ин-

Рис. 6. Алгоритм обработки данных транскриптомов растений,  
позволяющий максимизировать эффективность аннотации и улучшить объем и качество  

биологически интерпретируемой информации
Fig. 6. Algorithm for processing plant transcriptome data that maximizes annotation efficiency and improves the amount and 

quality of biologically interpreted information
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Рис. 7 . Метаболическая сеть на основе генной онтологии с использованием инструментов ShinyGo.  
Патосистема сосна – фитоплазма

Fig. 7. Gene ontology-based metabolic network using ShinyGo tools.
Pathosystem - pine-phytoplasma

формации. На этапе оценки структуры и качества 
данных, включает фильтрацию, деконтаминацию 
и триммминг – удаление прочтений с низким ка-
чеством и малой длины.

На основе проведенного ранее исследо-
вания патосистемы сосна обыкновенная – фито-
плазма [46], с использованием разработанных 
алгоритмов (рисунок 1-6) был проведен транс-
криптомный анализ, с построением метаболи-
ческой сети на основе генной онтологии и с при-
менением инструментов ShinyGo. Визуализация 
полученных данных представлена на рисунке 7.

Заключение. Исследования, направлен-
ные на развитие биоинформатических методов 
оценки уровня экспрессии генов транскрипто-
мов, актуальны и нуждаются в дальнейшем из-
учении. Уровень экспрессии генов при изучении 
транскриптомов лучше оценивать по отдельным 
компонентам. При этом необходимо отбирать 

прочтения генов с одинаковым аннотированием 
и проследить их метрики в отчетных таблицах 
программ, с последующим выполнением стати-
стических расчетов по вычислению значимой раз-
ницы между группами образцов.

Представленные алгоритмы и методологи-
ческие основы обработки данных транскрипто-
мов растений позволяют максимизировать 
эффективность аннотации и улучшить объем 
и качество биологически интерпретируемой ин-
формации.

Дальнейшими перспективами исследова-
ний методологии и алгоритмики обработки дан-
ных транскриптомов растений являются: освоение 
и применение новых программных инструментов 
для de novo сборки и постобработки, in silico вы-
деление и изучение некодирующей РНК, улучше-
ние и оптимизация автоматизации и организации 
обработки данных транскриптомов.
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