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细胞内大片段DNA数据存储的多RS码交织编码
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摘要：合成DNA作为潜在的数字信息存储介质，存储密度高，可用时间久，有望成为未来数据存储的重要选项。

然而，DNA的合成与测序读出往往造成碱基的多种错误，无法满足数据存储的可靠性要求，而保证可靠性的编码

方案往往效率较低。针对该问题，提出了一种面向酿酒酵母内大片段DNA数据存储的高效率编码方法。数据编

码通过多个极高码率的里德-所罗门（RS）码的码字交织构建数据 DNA单元，将其与酵母的自主复制序列

（ARS）交替镶嵌，构成酵母人工染色体序列；数据读出时，利用二代高通量测序，组合了读段从头（de novo）

组装、ARS导引例，用 20×二代测序数据可无错恢复原始数据。该编码方法不仅能实现数据可靠存储，实现的

DNA数据部分逻辑密度为 1.973 bit/bp，即使考虑生物单元开销，总体逻辑密度仍达到 1.947 bit/bp。该设计流程可

支持Kb到Mb不同长度的DNA的编码，为大片段DNA数据存储的“湿”实验提供灵活的实验前验证与评估。
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Abstract: The synthetic DNA, as a potential digital data storage medium, has a high storage density and can be used

for a very long period. It is expected to serve as an important option for future massive data storage. However, the

synthesis, assembly and sequencing of DNA often introduce multiple types of base errors, which does not satisfy the

reliability requirements of data storage, while reliability-enhanced coding schemes usually sacrifice the logical coding

density by adding redundancy. To deal with this problem, an encoding process for DNA data storage using large

synthetic DNA fragments in Saccharomyces Cerevisiae was proposed. Data writing into DNA chunks was constructed
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by interleaving multiple codewords of Reed Solomon (RS) codes with a very high code rate, embedded with

autonomous replication sequences (ARSs) in alternation to form a yeast artificial chromosome. Utilizing the high-

throughput sequencing, data readout combines short read assembly with the de Bruijn graphs, ARS guided contig

combination and erasure/error correction to achieve reliable data recovery. The error correction capability has been

fully exploited by interleaving the large missing fractions into random erasures across all the RS codewords and

correcting more erasures than errors. We designed and simulated a 2.5 Mb ring chromosome and successfully

recovered the original data from 20× high-throughput sequencing reads. The simulated sequencing data are generated

using the ART simulation software, which has been trained using the real sequencing data from an artificial

chromosome of 254 886 bp constructed for data storage previously. All the processes including the large DNA chunk

assembly, DNA replication, extraction and high-throughput sequencing are viewed as the DNA storage channel in

information theory community. We provided an efficient encoding scheme matching the codes and the DNA storage

channel based on the information theory paradigm. The logical density of the data DNA chunks was 1.973 bit/bp, and

the overall logical density still reached up to 1.947 bit/bp including the biological units (ARSs and vector backbones).

The demonstrated design process can support DNA coding schemes with the different lengths from Kb up to Mb,

which provides flexible verification and support for wet experiments in the synthesis and sequencing of large fragments

of DNA for digital data storage.

Keywords: DNA data storage; reed-solomon codes; interleaving; autonomously replicating sequence; contig

人工合成脱氧核糖核酸（DNA）作为一种有

潜力的数据存储介质，存储密度高，可用时间久，

保存能耗低，有望成为未来海量离线数据存储的

重要选择之一［1-7］。美国半导体工业协会（SIA）

与半导体研究公司（SRC）在 2021年 1月发布《半

导体十年计划》，将DNA数据存储列为与硬盘、固

态硬盘、磁带并列的大量数据的主要存储方式之

一，成为未来全球存储产业竞争的重要方向［8］。
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DNA数据存储的模式主要包括：短片段寡核苷酸

池（Oligo pool）存储［9-18］、细胞内 DNA 存储［19-26］

等。短片段的寡核苷酸池存储，借助DNA的高通

量芯片合成与测序技术［18］，发展迅速，但是在大

规模均衡扩增、复制成本方面仍存在很大挑

战［12］。细胞内DNA数据存储，尤其是细胞内大片

段 DNA 存储，借助体内组装方法实现短 DNA 片

段组装成长片段，借助体内复制实现高效扩增，

复制成本低，在大规模数据分发等场景或有潜在

应用价值。近年来，合成生物学发展迅速，尤其

酵母基因组的人工合成与基于酵母的同源组装取

得了很大进展［27-37］。在此基础上，前期我们设计

组装了一条约 254 kb 的酵母人工染色体，存储了

37.8 KB图片与视频数据，除了能可靠复制，未见

其他明显生物功能，综合考虑信息编码、合成组

装、复制稳定性、采用三代纳米孔测序仪读出等

问题，实现了细胞内的外源数字信息写入，并基

于三代纳米孔测序器件实现了快速便携读出［19］。

目前长基因组的合成与组装难度大、成本高，借

助细胞增殖的复制成本低，纳米孔测序可实现便

携式快速读出。综合以上几个特点，大片段DNA

存储非常类似只读光盘（CD）的早期发展阶段，

该种存储模式称为“酵母光盘”或“DNA 光盘”

模式。本文针对DNA数据存储的“光盘”模式设

计编码与数据恢复方法，并结合实测数据开展仿

真研究。

在数据存储领域，纠错编码是保证数据可靠

性的重要手段。根据香农信息论的信道容量与信

道编码的基本理论，纠错码需要与写入/读出的错

误特点匹配，才能实现可靠与高效的数据存

储［38-39］。目前，数字通信领域的几种重要纠错码

已经在体外 DNA 数据存储中进行了尝试。例如，

数字喷泉码用于纠正寡核苷酸分子丢失造成的删

除错误［10］，里德-所罗门（RS）码纠正碱基删除

与随机错误［12-13］，低密度奇偶校验（LDPC）码与

RS 码构成的乘积码纠正删除与随机错误［15］等。

而体内大片段 DNA 存储的编码方法，采用 LDPC

码与伪随机序列构成的水印码，针对三代纳米孔

测序的高错误率，重点考虑难以处理的碱基插入/

删节错误［19］。该方法的编码效率较低，为 1.19 bit/

bp，距离 4碱基｛A，T，G，C｝表示信息的理论

极限密度 2 bit/bp仍有较大差距。细胞内的数据存

储框架，与针对细菌等微生物的基因组从头（de

novo）进行测序组装非常类似，需要测序读段从

头组装的过程，需要考虑组装后重叠群（contig）

的特点，进一步得到完整的数据。因此，为适配

二代高通量测序的高精度、组装的重叠群可能存

在缺失片段的特点，同时提高碱基承载有效数据

的效率，研究便于扩展的信息编码方法，对降低

写入成本、开展大片段 DNA 数据存储具有重要

价值。

基于上述考虑，针对细胞内大片段DNA数据存

储，为实现信息编码方法适配于测序、读段组装的

错误特点，设计了基于多个高码率里德 -所罗门

（RS）码的符号交织编码方法；提出数据DNA与自

主复制序列（autonomously replicating sequence，

ARS）交替镶嵌，构建大片段DNA数据存储一般

结构的方法。读取端匹配于二代高通量测序特点，

设计了基于不同参数（k-mer）组装多个重叠群、

根据 ARS定位重叠群位置实现数据段合并、使用

高码率RS码的纠删纠错算法纠正残留错误的处理

流程。研究方法上，为了给从头合成与测序“湿”

实验提供灵活的实验前验证与评估，建立了基于

计算机的仿真流程，搭建了扩增与测序模型，利

用前期的 254 kb 存储专用人工染色体的真实测序

数据［19］进行校准，对编码方案、恢复方法进行了

仿真验证。仿真实验证实，在保证端到端可靠写入

与读出的前提下，本方法实现的大片段DNA的数

据部分逻辑密度为 1.973 bit/bp，即使考虑生物功能

单元开销，碱基总体逻辑密度仍高达 1.947 bit/bp，

高于目前基于寡核苷酸池的存储方法（目前报道的

最高密度为 1.57 bit/nt［10］），非常接近 2 bit/bp，充

分说明了大片段DNA存储的优势。

1 大片段DNA数据存储的编码方法

大片段DNA数据存储的逻辑结构设计，不同

于基于寡核苷酸池（oligo pool）的数据存储，索

引与引物（或类似单元，例如酵母人工染色体中

的骨架）所占的比例相对较低，在碱基利用率上

具有一定优势［11，19］。数据读取阶段，需要先对测

序读段进行从头（de novo）组装，类似新物种的
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基因组从头（de novo）测序。然后，利用纠错码

对残留的错误进行纠正，得到完全无错的数据

DNA序列，该过程与传统基因组测序不同。因此，

设计大片段DNA数据存储的纠错编码方案，需要

与测序读段组装后的错误特点相匹配。同时，与

生物研究中的基因组组装要求不同，根据数据存

储与读取的特点，面向数据存储的读段组装以及

后续处理，需要算法有较低复杂度，能在接近实

时的情况下实现数据可靠读出，而基因组的从头

组装一般对处理时间的要求并不苛刻。

考虑上述特点，提出基于多个RS码交织编码

得到数据 DNA 单元，进一步与 ARS 序列交替镶

嵌，构建体内数据存储人工染色体，形成高效率

的大片段 DNA 数据存储基本结构。针对大片段

DNA的二代高通量测序数据，结合现有的读段组

装软件实现重叠群快速组装，利用 ARS序列定位

重叠群、RS码纠错纠删译码，实现数据的快速恢

复，其工作流程如图 1（a）所示。本文的大片段

DNA 设计方法包括以下几个要素：高码率的 RS

码，交替嵌入的 ARS序列以及尺度可变的组合方

法。实际流程中，将数据写入大片段DNA，也即

DNA的合成组装过程，需要借助酵母实现；数据

的复制也是借助酵母自身繁殖的过程；核酸提取

与建库等是酵母研究中基本操作。进一步，将酵

母人工染色体引入大肠杆菌进行富集或直接对酵

母进行操作，提取核酸、建库，得到测序数据。

前期工作中，我们使用长度为 254 886 bp的人工染

色体初步证明该方法的可行性，但在更大的长度，

实现人工染色体的分离具有难度，也非常具有研

究价值，本文不对该问题进行研究。从大片段

DNA的合成组装到二代测序输出，依据信息论的

研究范式，一般称其为“信道”，本文采用仿真的

方法描述该“信道”［图 1（a）］。该仿真的“信

道”是经过前期 254 kb存储专用人工DNA序列的

测序数据训练校准的，更接近真实实验，这是本

文研究的特色之一。

1.1 多个极高码率的RS码符号交织的编码方法

提出的设计方案中纠错码采用RS码。设计方

案与大片段DNA数据存储流程中的错误类型能实

现较好匹配。RS码是一种高效、可同时纠正删除

图1 面向大片段DNA数据存储的高码率RS码编码方法

Fig. 1 Encoding scheme using a very high code rate RS codes for data storage with large DNA

[(a) Workflow of DNA data storage with large DNA fragments encoded by interleaved multiple RS codes. The workflow consists of three steps. First,

digital data for a picture and a text file was converted into DNA sequences by interleaved multiple RS codes. Second, the artificial chromosome was

assembled from multiple DNA sequences with ARS to stabilize the assembly and replication. Third, with the high-throughput sequencing, data

readout uses short read assembly based on the de Bruijn graphs, ARS guided contig combination and RS erasure and error correction to achieve

reliable data recovery. (b) Encoding procedures using high code rate RS codes. The encoding procedures include data scrambling, RS encoding,

symbol interleaving, symbol-to-bit mapping, bit-to-base mapping and combining with ARSs to form a ring chromosome]

431



合成生物学 第2卷

（erasure，或称为“擦除”）与随机错误的多进制

循 环 码 ， 可 获 得 理 论 上 最 大 的 最 小 距 离

（minimum distance），称为最小距离最大可分

（MDS）码；同时，高码率的 RS码，冗余符号所

占比例较低，编译码复杂度较低，可支撑数据存

储的快速译码读出［39-40］。正是由于这些特点，经过

优化处理的RS码在硬盘、光盘、固态硬盘以及分

布式存储等领域都获得了广泛应用［41-47］。借鉴RS

码的成功经验，本文针对二代高通量测序错误率

低、能高效组装成重叠群的特点，设计了极高码

率（R=0.987）的多个RS码的交织编码方法，并基

于此方法构建DNA数据存储单元。

数量不等的DNA数据单元与不同的ARS和载

体结合，构造了可变长度的大片段DNA数据存储

结构。不同的 ARS 组成了可选的 ARS 序列集

合［48］，根据目前的相关研究结果，ARS的数量较

多，能满足本文的设计方案。ARS序列集合在本

文的设计中有两个作用：一是与流程中的“湿”操

作有关，面向写入侧的实际体内组装与扩增，支

持大片段 DNA 在酵母体内的可靠组装、复

制［19， 35-37］；二是流程中的信息处理，在数据读取

时，作为组装的重叠群的标志（类似“路标”），

确定组装的重叠群在整个人工染色体大片段DNA

中的位置，便于实现数据恢复。

编码流程如图 1（b）所示，具体包括以下

步骤：

步骤 1：数据扰码。也即将数据与已知的伪随

机序列叠加［7］。由于数据可能存在长的连续的“0”

或者“1”，采用扰码能减少连续比特的数量，从

而减少后续长连续碱基的数量，降低测序与合成

的难度，减少难以处理的碱基的插入与删节

（insertion/deletion）错误［2，10，12］。

步骤 2：RS码编码。选择的RS码为定义在有

限域 GF（212）上的 RS 码（4095，4040， t=27），

其码长为 4095 个符号，信息位部分的长度为

4040个符号，可以纠正 55个符号删除或 27个符号

错误，码率为 0.987。每个符号包含 12 bit，一个

RS 码的码字包含的比特数量为 49 140 bit。该

RS码所定义的有限域为GF（212），阶数较高，但

是仅包含 55 个冗余符号，码率非常高，考虑到

RS码的编译码复杂度与冗余符号的数量直接相关，

采用该参数的 RS 码具有可行的编译码实现复杂

度，复杂度远低于文献中采用的冗余符号数量高

达65 536×15%、定义在GF（216）的RS码［12，39］。

步骤 3：多RS码符号交织。根据选择的RS码

字的数量P，将其按照列的方式进行排序，然后将

其分解为若干组P × P的单元，对每一个单元分别

按照图 1（b）所示的对角循环的方式进行交织，

得到 P个数据分组。每个数据分组包含 P个RS码

符号，从而实现了符号交织，每个分组的大小

为 4095 个符号。在图 1 （b）中，仅用 5 个码

字的交织为例展示原理［17， 39］。在本文的仿真案例

中P=100。

步骤 4：将 RS 码码字转化为比特分组。每个

数据段对应的 4095个符号，转化为 49 140 bit，为

一个基本分组。

步骤5：比特分组转码为DNA数据序列。。按照

相邻两个比特转化为 1个碱基，来自一个GF（212）

上的一个符号转化得到的12 bit，映射为相邻的6个

碱基。采用该种转化，有利于RS码发挥其纠正突发

删除能力强的优势。一个RS码码字转化为24 570 bp

的DNA数据序列。

步骤 6：DNA数据序列与ARS、载体等组合，

构成完整的大的环状 DNA。选择长度较短的

P - 1个ARS序列，然后按照交替组合的方式，进

一步添加载体骨架序列，得到一个环形染色体序

列，作为大片段数据存储的基本单元。

1.2 细胞内数据存储的大片段DNA的通用编码

设计

在我们以前的工作中，初步验证了酵母人工

染色体用于数据存储的可行性与稳定性。在本文

提出长片段DNA数据存储的一般框架：选择P个
DNA数据段与自主复制序列（ARS）交替镶嵌组

合，进一步添加载体，构成一种酵母内数据存储

通用大片段 DNA 结构。该方法灵活选择编码

DNA数据单元与ARS的数量，也可在一定范围内

改变数据单元大小、数据单元承载有效数据量的

大小（也即改变 RS码的码率），构成一个规模与

效率都可变的长 DNA 数据存储统一框架。设计

中，编码 DNA 数据单元可能出现 ARS 序列相似

度非常高的情况，但是出现概率较低。选用的
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100组ARS序列的最小长度为 57 bp，则理论上数

据 DNA 部分出现该序列的概率非常低，约为

1/4 5 7，因此在数据处理中无需对该问题进行处理。

其余 ARS 序列的长度均高于 57 bp，出现的概率

会更低。

第一个可变参数为人工环形染色体包含的数

据单元数量P，在确定每个数据单元的大小后，可

以根据数据量以及大片段DNA的合成组装策略灵

活选择单元数量。第二个可变参数为RS码的信息

符号数量，为进一步提高恢复的可靠性，可以减

少每个RS码包含的信息符号的数量，提高RS码的

纠错能力。还可以将组装使用的测序数据覆盖度

为约束，确定错误率，以此来调整 RS 码的参数。

进一步，本设计结构的各个要素，例如编码方法、

ARS单元等均具有可扩展性。例如，也可以采用

其他的纠错编码方法构建数据单元，从而匹配采

用不同写入或读取模式的需要。利用纠正插入与

缺失错误的编码方案，设计了与本文方法类似的

结构，用于三代纳米孔测序场景［19］；可根据宿主

菌的情况，灵活设计复制起始位点（origin of

replication，酵母中为 ARS）集合、载体序列，从

而构建适合不同宿主菌的编码方案。

作为一个例子，本文中我们采用了定义在有限

域GF（212）上的RS码（4095，4040，t=27）的构

建的编码方法，可以满足设计长度为几十万到几百

万碱基的人工染色体（图 2）。具体展示了三个设

计实例：第一是 2 489 847 bp的长序列的方案，存

储了一张照片和一份中文文本；第二是两条1.25 Mb

的长序列的设计，分别存储了一张照片以及用于填

充的文本文件；第三是10条大约250 kb的长序列的

设计，该长度与我们之前的实验验证研究相似，相

关结论可以借用。根据数据单元的组装结构，可得

到该编码方法的编码效率与逻辑密度。本方法采用

的RS码码率为R=4040/4095。数据部分逻辑密度为

2 bit/bp×4040/4095=1.973 bit/bp。在第一种方案中，

考虑镶嵌的ARS序列以及载体序列，总体逻辑密度

为1.947 bit/bp。在其他两种方案中，由于载体所占

比例增加，总体逻辑密度略有下降，见表 1。上述

逻辑密度均高于目前文献中四碱基编码的逻辑密

度。本文提供的编码方法与数据恢复方法，可在该

逻辑密度下实现可靠数据读取，非常接近 4个碱基

存储数据的理论逻辑密度，也即2 bit/bp。

图2 不同数量数据段组合构建不同长度的大片段DNA

Fig. 2 Building of variant-length large DNA integrating different number of data blocks

（Three examples are shown in details. In example 1, the original file was converted into the artificial chromosome with a length of 2 489 847 bp. In

example 2, two picture files were converted into two smaller artificial chromosomes. In example 3, ten small files were converted into ten

independent small artificial chromosomes）
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2 数据恢复策略：ARS导引的重叠群

合并与RS码纠错纠删方法

针对提出的大片段DNA数据存储结构，设计

了面向二代高通量测序的数据恢复方法。大片段

DNA 数据存储的读取，与新物种的基因组测序、

从头组装非常类似，目标均是得到“完美”的、

没有任何碱基错误的基因组。新物种的基因组从

头测序，对实时性要求低，可对参数反复调整以

得到最优结果［49-55］。大片段DNA数据存储的读出，

对算法实时性要求高，传统的生物信息学处理流

程并不适用。针对这一特点，数据恢复时，无需

在读段组装步骤获得“完美”序列，利用纠错码

纠正组装后的残留错误，降低数据读取的整体复

杂度，但是需要实现纠错码及其译码方法与组装

方法的适配。

本文提出的方法面向数据 DNA 长度在 Kb 到

Mb级。该长度的DNA适用于常用的二代测序双端

读取（paired-end）读段的高效组装，例如基于

de Bruijn 图的组装方法［53］，典型的组装软件有

Velvet［54］或ABySS［55］等。组装得到的序列依据内

嵌的RS码可实现纠错，得到“完美”人工染色体

序列。该方法与传统基因组测序组装的主要差别

是：可以在较低的测序覆盖度下得到“完美”的

基因组序列，并且在设计大片段DNA时，在数据

段避免了重复序列、长连续碱基等，读段组装与

恢复方法更为有效。

基于上述思路，提出的数据恢复方法如图 3所

示，具体步骤为：

步骤 1：利用Velvet或ABySS等二代序列组装

软件在多个不同长度的 k-mer值下实现二代测序读

段的组装，得到一组重叠群；该过程同时实现了

基于 de Bruijn 图的数据预纠错，能纠正二代测序

中存在的单碱基替换、插入与缺失错误。

步骤 2：识别出每个重叠群中的ARS序列，根

据ARS序列确定数据读段的位置。ARS位置的识

别依据包括插入与删节错误的编辑距离，在本文

中我们采用了一种鲁棒的识别策略，只要识别序

列与ARS序列的编辑距离小于该ARS序列长度的

20%，判断为该 ARS 存在。识别出 ARS 位置后，

将 ARS两侧对应的测序读段，放入该数据段对应

的缓存区，直到所有包含ARS序列（或部分ARS

序列）的读段被全部标记与分配完毕。

步骤 3：对每一个数据读段所对应的部分测序

读段，进行大数合并，得到每条数据读段的合并

序列。如果某部分读段不存在测序数据，则标记

该部分片段为符号删除，如果在某些位置，无法

进行大数判决，也标注为删除；进一步将其转化

为RS码符号序列。

步骤 4：根据分组交织顺序对P个数据段进行

解交织，得到P个存在错误与删除的RS码码字。

步骤 5：解交织得到 RS 码的 P 个码字，分别

进行纠错、纠删除译码，得到数据段。

步骤 6：根据 RS 码的译码得到的数据段恢复

原始文件，实现比特到文件的恢复。

提出的数据读取方法有以下几个显著特点。

首先，使用基于 de Bruijn 图的不同软件和参数的

组装方法得到的重叠群具有一定独立性，对大片

段DNA的不同部分有不同的覆盖度。本文中，为

降低读取复杂度与读取成本，我们采用低覆盖度

的测序数据，例如 20×到 30×。在低的覆盖度下，

不同的 k-mer值产生的 de Bruijn图的结构有很大的

差别，进一步考虑到后续处理方法不同，会得到

差别很大的一组重叠群。传统的基因组的组装目

标是得到大的重叠群，本文的组装目标是得到尽

可能多的重叠群去覆盖数据部分。因此，借用通

信中的“分集合并”（diversity and combination）的

表1 不同编码方法的碱基逻辑密度比较

Tab. 1 Base logical density using different encoding schemes

主要结果

Church等[1]

Goldman等[2]

Grass等[13]

Bornholt等[9]

Erlich等[10]

Blawat等[14]

Organick等[12]

Chen 等[19]

Ping 等[16]

本工作

（单段DNA，2 489 847 p）

总体逻辑密度

(包含引物或载体

骨架) /bit·bp−1

0.60

0.19

0.83

0.57

1.19

0.89

0.81

1.19

1.32

1.947

数据部分逻辑密度

(不包含引物或载体

骨架) /bit·bp−1

0.83

0.29

1.16

0.85

1.57

1.08

1.10

1.24

1.88

1.973
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思想，充分利用重叠群的多样性（diversity），可

提高数据段的覆盖度。二代测序读段的错误率本

身并不高，因此组装的重叠群的错误率往往较低，

RS码需解决的主要问题是缺失部分数据的恢复。

然后，利用镶嵌在数据段之间的 ARS序列实

现每个重叠群的位置判断，ARS序列充当了一种分

布式路标，实现了与大片段DNA数据存储的特点

较好匹配。从生物功能方面，该设计也使得大片段

DNA 在酵母内的组装与传代更为稳定［19， 35］。最

后，多个重叠群利用 ARS 定位并合并后，由于

图3 基于短读段从头组装、ARS引导的多重叠群合并、RS码纠错纠删的数据恢复流程

Fig. 3 Data readout processes

(The process includes de novo assembly from short reads using multiple programs with multiple k-mers, ARS navigated combination

of multiple contigs, converting into symbol sequences of RS code, deinterleaving, and RS erasure and error correction)
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ARS缺失或者所有重叠群不能覆盖某区域，会造成

数据的某些部分的缺失，将大数判决后存在缺失数

据部分标注为删除（erasure），可以充分发挥RS码

纠删能力，提高纠错效率。进一步采用交织与解交

织，可将组装后数据段中的大段序列缺失转化为随

机符号的删除错误，防止单个数据块译码失

败［39，47］。这是本文设计的交织的RS码方案的特色

所在，较好地匹配了组装后重叠群的特点，实现了

整体优化。前已提及，本文未对DNA组装以及随

着酵母增殖进行复制的过程进行建模。事实上，

DNA组装过程一般采用能保证完整性与正确性的

方法。在酵母增殖过程中，在254 kb长度的人工染

色体中碱基出错的概率非常低，测试了 100代的 12

个样本中未在数据DNA部分观察到任何碱基错误；

但是，长度达到2.5 Mb的人工染色体，超过目前酵

母承载外源DNA实验结果的上界，存在不确定性，

可能会存在大片段的缺失。针对大片段的丢失，目

前的设计方案最大可容忍 33 000 bp的大片段缺失。

存在大片段缺失时，整个序列会发生整体移位

（shift），考虑到 ARS 序列是分布式嵌入的，基于

ARS的重叠群的定位仍可以工作，这也是提出的分

布式嵌入ARS序列的优点。

本方法的另一特点是测序与译码的复杂度较

低。提出的恢复方法可以在较低的测序覆盖度下

完成数据恢复，因此需要缓存处理的总测序数据

量较少，从而使得组装处理、重叠群合并等步骤

的处理复杂度较低。进一步，采用的RS码码率很

高，校验符号的数量仅为 55，根据 RS码的特点，

其译码复杂度较低。设计中通过纠删除与交织技

术，充分挖掘 RS码的纠错能力，仍能实现在 20×

测序覆盖度下实现可靠恢复，整体复杂度较低，

能在较高的效率实现数据可靠恢复。

仿真实验中，假定人工染色体的测序数据与

宿主基因组数据是分离的。该条件可以通过生化

操作或测序数据预处理实现。生化处理可根据人

工染色体的特性将其分离，在前期针对 254 kb 的

实验中，将人工染色体转入大肠杆菌进行富集。

但是，在更大规模的人工染色体，例如Mb长度级

别的人工染色体，转入大肠杆菌的方法存在困难。

将Mb长度级别的人工染色体分离的操作仍然需要

根据人工染色体与宿主染色体之间的关联，并进

行进一步设计，这也是目前我们正在开展的工作。

在测序数据预处理方面，可开展宿主与人工染色

体的混合测序，然后先将测序数据与宿主菌的已

知基因组进行比对，再将基因组数据剔除。优点

是该方法处理准确度较高。缺点是增加测序数据

处理的总量，例如酵母的基因组的碱基数量大约

为 12 Mb，与设计的 2.5 Mb的序列相比，数据量大

约是人工染色体序列的4.8倍。

3 实验结果与分析

本文设计了一个长度为 2.5 Mb的用于数据存

储的酵母人工染色体作为仿真测试实例。高通量

测序过程利用二代测序数据的仿真软件 ART［56］，

得到了双端读取的PE150测序仿真数据。然后，开

展从测序读段的数据恢复实验，验证提出的大片

段 DNA 编码方法在二代高通量测序下的优越性，

也即实现了测序数据特点、从头组装方法以及纠

错编码的匹配，从而能凭借非常小的编码冗余实

现了非常高的逻辑密度。本部分主要介绍基于仿

真测序数据的测试验证方法。

3.1 仿真测序数据校准与分析

本文建立了基于计算机的长DNA片段数据存

储仿真平台，如图 4所示。目前长片段 DNA存储

框架中，基因组合成与组装过程产生的错误远少

于测序产生的错误。因此，在数据恢复中需要应

对的错误主要来自高通量测序。仿真实验中，选

择产生测序读段的 ART软件模拟测序过程。本研

究虽未开展直接的合成与测序实验，我们利用前

期的“湿”实验数据［13］对本文的仿真方法进行了

校准与验证，使得仿真结果具有较好可信度，一

定程度上实现了“湿”实验与仿真设计的融合，

使得仿真过程更为合理。进一步，我们分析了仿

真的测序数据与端到端的存储恢复性能。

数据存储的大片段DNA与物种的基因组存在

一定差别。为利用 ART软件产生更符合实际情况

的测序数据，我们先采用以前构建的数据存储人

工染色体的二代测序数据［19］对ART软件进行参数

训练。具体参数训练与校准中，针对 254 886的人
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工染色体，我们采用的实际测序数据的覆盖度超

过 200×。然后，利用训练的参数生成针对本文设

计的大片段DNA的二代测序数据。我们独立产生

了 10组 30×的数据并开展 10次独立实验，总的测

序数据量也达到了总覆盖度超过 300×。图 5和图 6

给出了生成的仿真测序数据与我们前期实验得到

的 254 kb人工染色体测序数据的对比。图 5比较了

读段中测序错误的数量。从该图可以看出，发生

错误的读段的数量在 20% 左右。仿真产生的读段

的质量略差于实测数据，这可以更好地说明本文

提出方法的纠错能力。图 6比较了读段中测序与处

在读段中位置的关系。可以看出，二代测序读段

中包含插入、缺失与替代错误，错误率在 10−4~10−3

左右。插入与缺失的错误率明显低于替代错误概

率。从图中可看出生成的测序数据特征与实际二

代测序数据特征是非常一致的，这说明利用仿真

的方法生成测序数据是具有较好可行性的。考虑

到目前大片段DNA的组装仍然是非常有挑战性的

任务，本文的仿真方法可以在实验前提供更为全

面的评估，提高实验效率。

3.2 译码恢复性能与分析

以 100个RS码字的 2.5 Mb的基因组为例开展

仿真研究。在该模型中，影响数据恢复性能的主

要参数是测序数据覆盖度，我们在不同的覆盖度

下对编码方案、数据恢复方法进行了仿真测试与

分析。测序覆盖度（coverage），体现了对用于存

储的DNA的处理复杂度，与成本、信息处理硬件

设备复杂度等密切相关。一般而言，二代高通量

测序是基于合成的测序方法，测序覆盖度越高，

读取成本会越高，测序时间会越长；高覆盖度的

测序读段越多，需要的数据缓存的硬件复杂度与

计算量都迅速增长。因此，本文参照传统的信息

存储设备的特点，致力于在相对较低的测序覆盖

度下，实现没有任何碱基错误的快速、“完美”的

数据读出。

测试中我们选用覆盖度为 20×、25×、30×，

每个覆盖度用ART生成 10组独立测试数据，进行

图4 基于计算机仿真的编码大片段DNA体内存储验证流程

Fig. 4 Verification procedures using computer simulation for proposed encoding method and construction scheme of large DNA

chunks in living cells

(Sequencing reads from real large DNA chunks were used to train the parameters of high-throughput sequencing and end-to-end performance verification were

performed. And reads assembly and decoding recovery schemes include contig assembly, ARS navigated combination of multiple contigs, deinterleaving and

RS erasure and error correction)

437



合成生物学 第2卷

10次独立的平行组装与译码实验。选用的组装软

件为Velvet与ABySS，每种组装方法选择若干不同

k-mer 值，表 2 给出了具体仿真结果。图 7 给出了

不同测序覆盖度下的组装错误特性说明，证实提

出的多 RS 码交织并执行纠删纠错方案的合理性。

从图 7可以看出，当测序覆盖度增加时，多软件多

参数的组装方法的性能不断改善，残留的错误与

删除数量快速下降，从而可以实现可靠恢复。在

测序覆盖度为 20×时，单独的Velvet与ABySS组装

的错误率均在该方案的纠错能力的边缘（纠正

1.34% 的符号删除，或者纠正 0.66% 的符号错误，

图 7），存在数据恢复失败的情况，详见表 2。考虑

到组装与重叠群合并策略的波动较大，图 7给出了

每次实验的具体结果（如图中的“×”和“□”）。

图6 仿真与实测读段的碱基错误随着位置变化情况

Fig. 6 Base error position distribution in simulation and real sequencing.

(The second-generation sequencing reads contain insertion, deletion and substitution errors, and the error rate is about 10−4~10−3. Furthermore, the er‐

ror rate of insertions and deletions is significantly lower than that of substitutions. Reads from ART simulation are very consistent with the character‐

istics of the real second-generation sequencing reads. It is verified that using simulation method to generate sequencing reads is feasible)

图5 仿真读段与实际测序读段的碱基错误数量（编辑距离）分布

Fig. 5 Base error number (edit distance) distribution in simulation and real sequencing reads.

(Red columns represent sequencing data from one end. Grey columns represent sequencing data from the other end. The probability of reads with er‐

rors from ART simulation is about 20%. And the quality of reads from ART simulation is slightly less good than real sequencing reads, which can

well illustrate the error correction ability of the proposed method)
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从表 2的仿真结果可以看出，当覆盖度为 25×

和 30×时，所有方案的 10次平行实验均译码成功，

验证了该编码方法与数据恢复方法的鲁棒性。同

时也可看出，采用多方法、多 k-mer 与采用单

k-mer 的结果相比较，读段组装的性能有明显改

善，片段缺失与错误均明显减少。表 2中仅列出了

大片段的错误情况，这些组装、ARS识别后的错

误经过交织，可充分利用多个高码率RS码的纠错

能力，获得非常高的成功率，实验测试中在 25×与

30×下数据恢复都是成功的。表 2中还列出了若不

采用交织方案，仅采用相同参数的RS码独立编码

每个数据段不能成功译码的所有情况。若不采用

多RS码交织，每个数据块采用单独的RS码编码，

由于高码率的 RS 码的纠错纠删能力有限（纠正

Nerasure=55 个删除，或者 Nerror=27 个错误，或者

2×Nerror+Nerasure≤55），会存在某些片段不能正确译码

表2 采用交织多个RS码的数据恢复分析

Tab. 2 Data recovery analysis using interleaved multiple RS codes

测序

覆盖度

20×

25×

30×

组装软件

Velvet

Velvet+ABySS

Velvet

ABySS

Velvet+ ABySS

Velvet

ABySS

Velvet+ABySS

k-mer

{25,27,29,31,33}

V{25,27,29,31,33}

A{25,27,29,31,33}

25

27

29

31

33

{25,27,29,31,33}

{25,27,29,31,33}

V{25,27,29,31,33}

A{25,27,29,31,33}

27

{25,27,29,31,33}

{25,27,29,31,33}

V{25,27,29,31,33}

A{25,27,29,31,33}

非交织RS码不能恢复数据段数量以及缺失与错误

（缺失数量+错误数量）

实验1：2个(2705+0,2450+7711)

实验2：3个(3525+0,673+1913,5194+0)

实验3：5个(6779+0,11003+0, 45+1855,9296+0,18612+0)

实验4：1个(5498+0)

实验5：1个(17306+0)

实验6：1个(8387+0)

实验7：1个(1134+0)

实验8：3个(2668+16,8320+0,9298+919)

实验9：1个(2466+1213)

实验10：2个(3657+0,0+4712)

实验2(3525+1,1+1905)

实验5(10041+0)

实验6(937+0)

实验9(10620+1)

实验2(13604+1)

实验8(21488+0,3373+0)

实验10(13023+17)

实验2(1692+0)

实验7(1105+0)

实验8(3373+0)

实验2(1696+0)

实验10(1854+1986)

实验1～10均无大片段错误

实验1(16950+0)

实验8(2151+0)

实验1～10均无大片段错误

实验1～7，9,10均无大片段错误

实验8(1292+0)

实验1～10均无大片段错误

实验1～10均无大片段错误

实验1～10均无大片段错误

解交织后

RS码译码

成功

成功

失败

成功

成功

成功

成功

成功

成功

成功

成功

成功

成功

成功

成功

成功

成功

成功

成功

成功

成功

成功

成功

成功

成功

成功

成功

成功

成功

成功
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的情况，不能完全恢复数据。

在 20×测序数据下，采用单个 k-mer组装的重

叠群错误率很高，不能正确译码，本部分数据量较

大，未在表 2中列出，详细的信息见本文在期刊官

网 html文件的补充材料表。但是，多个 k-mer值组

合的情况仍获得较好的性能。首先，采用Velvet软

件多 k-mer组装，10次独立实验，仅有第三次会发

生解交织后的译码失败，其他情况均正确译码。进

一步，在Velvet与ABySS混合组装中，所有10组独

立实验，均获得了增益，解交织后全部译码成功。

进一步，根据表 2中的数据（第 4列）也可看

出，本文提出的框架，二代高通量测序读段组装后

的错误主要是大片段的数据缺失错误，标记为删除。

这是本文主要设计出发点：实现纠错编码、组装方

法与测序方法的匹配。第一，考虑到RS码有理论上

最优的纠正删除错误能力，本文提出采用RS码来纠

正这些突发删除，可取得非常好的效果，能凭借较

小的编码冗余度获得可靠数据恢复，可以实现高逻

辑密度存储的可靠存储。第二，多RS码交织避免了

某些数据段缺失过多无法恢复的情况。

4 结语与展望

为利用细胞内数据处理与存储的优势，本文

提出一种针对大片段DNA数据存储的融合码率为

0.987的RS码与符号交织的高效编码方法。提出的

编码方法实现了将数据文件编码到多个DNA数据

单元，DNA 数据单元进一步与 ARS 交替镶嵌组

合，构建了灵活的细胞内DNA数据存储结构，实

现数据在大片段DNA中的存储。进一步，基于二

代高通量测序读段、采用提出的数据恢复方法，

可实现可靠的高效率DNA数据读出。该方法实现

了交织的多RS码的编码方法、大片段DNA逻辑结

构、二代高通量测序、从头组装方法的多要素匹

配，从而能够实现非常高的碱基逻辑密度，总体

逻辑密度达到 1.947 bit/bp，高于目前的主要设计

方法，非常接近理论的2 bit/bp。

基于前期的实际生物实验与香农信息论的经

典研究方法，提出的大片段DNA数据存储的设计

方法，实现了编码方法与细胞内大片段存储信道

的匹配，将信息论的研究方法扩展到了合成生物

学领域。后续研究将把更多的系统影响因素纳入

图7 不同测序覆盖度与组装方法，在ARS识别与重叠群合并后，数据DNA部分错误分布

Fig. 7 Base error distribution of the data DNA after ARS identification and contig merging using different assembly methods and

sequencing coverage

('×' and '□' represent base erasure probability and base error probability of 10 experiments respectively. The histogram represents the average of ten

experiments. When the sequencing depth increases, the performance of different assembly methods improves, and the number of residual errors and

erasures decreases rapidly)

440



第2卷 www.synbioj.com

考虑，例如三代测序、碱基识别方法、测序条形

码［57-58］等，为研究者提供更全面、更准确、更系

统化的大片段DNA数据存储仿真平台，为研究更

接近传统存储系统形态的DNA存储提供依据。

该存储模式中，酵母内大片段DNA的从头合

成与组装的“湿”实验是目前技术难度最大、成

本最高的部分［27-37］。设计的 Mb 级别的 DNA 是否

适合在酵母内合成与组装，组装难度如何，都是

值得进一步深入分析的问题。之前的实验研究中，

仅完成了 254 kb的大片段DNA数据存储的全流程

实验验证，在一定程度上证明本设计思路具有可

行性［19］。到目前，针对已存在的基因序列，可以

构造 2 Mb以上的酵母人工染色体（YAC）［59-60］。但

是，对于来自数字世界转化来的 Mb 级别以上的

DNA数据序列，尚无严格的实验证实。因此，如

何进一步突破单个细胞内的存储长度，挑战数据

存储的容量上限，并研究其与宿主细胞的相互影

响，尤其是 Mb 级别的完全外源的人工 DNA 的组

装、复制稳定性以及与生物本身基因组的相互作

用等问题，都需进一步实验研究。在合成生物学

“设计-构建-测试-学习”的闭环策略中，针对数据

存储专用的人工染色体，在 254 kb 正在初步完成

该闭环策略［19］。进一步通过“学习”能否构建

Mb级别的细胞内存储机制，本文只是完成了“设

计”步骤，后续还需要更为深入研究，包括构建、

稳定性测试分析等工作。同时，在外部数据体内存

储的场景，大片段DNA在细胞内的处理（例如组

装、分离等），是合成生物学的重要基础问

题［25，32-37］，期望在未来取得更大的进展，不仅推动

DNA数据存储的发展，也促进合成生物学本身的

发展。

针对细胞内长片段 DNA 存储（“DNA 光

盘”）的应用场景，考虑到目前长片段DNA的组

装成本高，类似早期只读光盘的发展，可通过大

量用户共享一次数据写入的成本（“母盘”的成

本）才能获得应用优势。考虑到用于存储数据的

染色体，借助酵母增殖的复制成本低，能效高，

是一种极为高效的生物计算模式。前期研究已初

步说明了该类染色体可以有效承载数据，能随着

生命过程快速复制，并且便于读出，证明该模式

适合数据大规模分发。数据分发（例如通过介质

克隆或网络传输），都需要一定成本，利用生命过

程的数据大规模复制与分发，即使与基于寡核苷

酸池的 DNA 存储相比，在成本方面仍具有优势，

其量化评估需要综合考虑的因素较多，可以将其

作为未来研究的方向。
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