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基于克隆文库筛选的池设计

管　宇
(浙江林学院 理学院 , 浙江 临安 311300)

摘要:池设计(pooling design)是基于克隆文库筛选(clone library screening )的一种实验设计 ,

要求从大量的克隆体中筛选出其中含有某组特定核苷酸串的克隆体 , 它属于组合群试。一个

池设计方案用一个二元关联矩阵(称为分离矩阵)表示 , 行对应于试验 , 列对应于克隆集合的

体;考虑到生物实验存在误差 , 分离矩阵还需要有查错和纠错能力。利用子集或子空间之间

的包含关系可以构建出分离矩阵 , 它的每行和每列中元素 1的个数分别都一样 , 但试验总次

数即行数明显大于信息下界。参 13
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在DNA克隆文库建成后 , 生物学家希望重排克隆 , 即沿着 DNA 分子重建克隆的相对位置 。其思

路是使用一个易于确定的指纹图谱来标记每个克隆 , 而指纹图谱则可看作一套出现在一个克隆中的

“关键词” 。如果 2个克隆基本上交叠(overlapping), 那么它们的指纹图谱应该相似的;而不交叠的克

隆不可能有相似的指纹图谱 , 于是这些图谱可以使生物学家区分交叠和非交叠的克隆 , 并重构克隆的

顺序 。探针(probe)可以是短的随机序列或是任何在实验中已鉴定的 DNA片段 , 一个特别有用的探针

类型是序列标签位置(sequence tag site , STS)。STS技术导致具有唯一探针的作图 , 并因此构建出第 1

张人类基因组的物理图谱
[ 1]
。如果探针是短的随机序列 , 那么它们可能与 DNA在很多位置杂交 , 于

是导致非唯一探针的作图 。池设计正是由此产生的一种实验设计
[ 2-4]

, 它属于组合群试 。文章首先介

绍群试(group testing)和池设计的基本思想 , 然后重点讨论非自适应(non-adaptive)池设计及其信息界 ,

指出Macula法和Ngo-Du法的分离矩阵设计远没有达到其信息下界。

1　群试

1.1　群试概念

设总体容量为 N ,其中有特征 P的个体有d 个(d 可以已知也可以未知),要求设计一个总次数尽可

能少的试验 ,找出全部特征 P 的个体 ,这就是群试。

譬如要检验 150人中哪些人携带病毒 , 如果一个一个地检验则是件非常费时费力的工作。我们可

以这样来操作:先将 150人平分为 10组 , 每组 15人;每个人的血样都分成 2份 , 一份留做备用 , 另

一份和小组中其他 14人的血样合在一起组成一个大瓶;先检验10只大瓶的血样 , 如果某只大瓶不带



病菌则对应小组的 15个人都不带病菌;如果某大瓶带病菌 , 则对应小组的 15个人中至少有 1人带病

菌 , 再分别检验这 15个人各自的备用血样 。如果已知 150人中有 5人携带有病菌 , 则最多时(5人分

布在 5个不同小组)需要 10+5×15=85次化验 , 最少时(5人恰在同一小组)只需要 10+15=25次化

验。显然病菌携带率越低 , 群试所需总检验次数越低 , 试验时间和费用越节省 。当然方案有很多种 ,

我们需要的是其中总次数最少或某种约束条件下的最少。群试开始于 20世纪上半叶第二次世界大战

中的体检工作 , 现在已被广泛使用于低发生率的试验设计中 , 如医学 、 生物学 、 军事和质量检验

等
[ 5]
。

1.2　群试分类

按总体中具有某种特征 P 的个体的个数d 是明确的数字还是概率 , 群试分为组合群试和概率群

试。前者如:一堆产品中不慎混入若干只次品(个数已知), 要用尽可能少的试验次数找出全部次品。

后者如:现要对某村所有人检查某种病 , 具体有多少人患病预先是不知道的 , 但根据经验或以往数据

可估计患病人的比率 。次品的个数和发病率的大小显然是影响群试的主要参数 。

若后一次试验方案是根据前面试验结果进行的称之为自适的(adaptive), 如前面举的验血例子;

如果所有各次试验方案彼此独立 , 不管前面试验结果如何 , 后面的试验都按预先设定的方案进行 , 则

称为非自适的(non-adaptive)。自适算法所需试验总次数不多于非自适算法 , 但由于前因后果关系自适

算法必须分批分阶段进行 , 而非自适算法可以同时进行所有试验(如果条件允许的话), 而且在试验时

不必考虑各次试验之间的影响 , 在只要会用而不必知道所以然的实用操作软件盛行的今天 , 非自适应

算法独占鳌头。文章主要介绍非自适应算法 。

2　池设计

2.1　池设计概念

设有一克隆文库(总体), 其中有些克隆体(个体)含有某组特定的核苷酸串(特征 P), 这些个体表

征为 1或称为正(对应试验结果), 其他的个体表征为 0或称为负。从克隆文库中取出若干个克隆体放

置在一起称为一个池(pool)。一个池检验(pool assay)是一个决定这个池中是否至少有一个克隆体含有

特定的核苷酸串(简称为正)的检验:将能与特定的核苷酸串杂交的探针置入池中 , 如果发生杂交现象

则说明池中有特定的核苷酸串 , 即池中至少有一个克隆体(但无法知道到底有几个及哪几个是)含有特

定的核苷酸串(简称为正);如果没有杂交现象则说明池中所有克隆体都不含有特定的核苷酸串(简称

为负)。取自总体的池的集类称之为一个池设计。

2.2　矩阵表示

设总体容量为 N ,其中至多有 d 个是正的 。一个池设计能用一个二元关联矩阵 M表示:每一列代表

一个个体(克隆体),每一行代表一次试验(池);M的元素取值 0或1。mij =1表示第 j个体参加第 i次试

验(第 j克隆体在第 i 池中), mij =0则代表第 j个体没有参加第 i次试验(第 j克隆体不在第 i池中)。

设M 有T 行 ,相当于总共做 T 次试验 ,则 T 次试验的结果可表示成T 维向量V =(v1 , …, vT)
T
,其

中第 i 次试验结果为正时 , vi =1 ,否则 vi =0 。注意:V实际上就是M 中具有特征P 的列的布尔和(即 0

+0 =0 ,0+1 =1+0 =1+1 =1。以下不特别说明相加都求布尔和)。另外还可将 M的列C看作基集

{1 ,2 , …, N}的子集 S:当 C中行 i值为 1时 , i ∈ S 。

2.3　d-分离矩阵(d-disjunct matrix)

所谓列 c0 被 k 个列c1 , …, ck 覆盖(cover),如果 c0 ≤ c1 +…+ck 。称M是d-分离矩阵 ,如果任一列

都不能被另外 d列覆盖 。一个d-分离矩阵能够检验出不超过d个正克隆 ,一个克隆是正的充要条件是它

作为列包含在输出结果 V中 ,即该列被 V覆盖。

例1的 M 是6 ×4的 0-1矩阵 ,4列分别对应 4个克隆体 ,共做 6次试验(池)。第 1次试验时池中只

放入克隆体1和 2 ,第 2次试验时池中只放入克隆体 1和 3 ,其他类似 。假如克隆体 3含有特征 P 而其他

克隆体不含有特征 P ,6次试验后必然是第 2次 ,第 4次和第6次试验结果为正 ,第 1次 ,第4次和第 5次
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例 1
[ 5]
　 M =

1　1　0　0

1　0　1　0

0　1　1　0

1　0　0　1

0　1　0　1

0　0　1　1

。

为负 。假如克隆 1和3含有特征 P而克隆体2和4不含有特征 P ,必然是第 1次 ,第2次 ,第3次 ,第 4次

和第 6次试验结果是正 ,第 5次是负 ,即为 M的第 1列与第 3列相加对应结果。

容易验证M 是2-分离矩阵 ,即根据6次试验结果可以完全清楚哪一个或哪2个是正克隆体 。假如 6

次试验结果全为正 ,意味着至少有 3个克隆体是正的 ,因为任意 2列的布尔和都不可能是分量全为 1的

向量 ,至于哪 3个是甚至4个可能都是正的则不得而知。因此 ,对于多于 d 个正克隆的检验 , d-分离矩阵

无能为力 。

2.4　纠错能力(error-correcting capability)

在生物学特别是分子生物学实验中 , 产生误差以致导出错误的结论往往无法避免。Macula
[ 6]
提出

d-分离矩阵的纠错能力概念 d
e
-分离(d

e
-disjunct)。一个 d-分离矩阵称为d

e
-分离 ,如果对于任意 d +1

列 ,存在一列 ,它的元素中有 e +1个1(其他元素可以是0也可以是1)不能被其他 d列覆盖(即其他d列

对应的 e +1元素的值都是 0)。

显然 ,d
e
-分离矩阵的任意 2列的 Hamming 距离至少为 e +1 ,因此可以用来查错和纠错 。可以证明

d
e
-分离矩阵能够检查出 e -1个错误和纠正[(e -1) 2] 个纠错

[ 7]
。

例 2　分析例1的M 。它是2
0
-分离矩阵和1

1
-分离矩阵 。即若用它来做查找不超过2个正克隆的池

设计 ,必须没有实验误差;如果用它来做查找只有一个正克隆的池设计 ,可以容许有一次实验误差 。譬如

6次试验结果是{1 ,1 ,1 ,0 ,0 ,1}(1代表正 ,0代表负),如果没有实验误差则无论如何假设都根本达不到

这样结果的;若容许有一次错误 ,则可看作{0 ,1 ,1 ,0 ,0 ,1}加上第1次试验错误将0误变成1 ,如此则得出

克隆体3是正的唯一结论(其他如认为克隆 1是正的之类结论都意味着至少有 2次试验错误)。

2.5　构建 d
e
-分离矩阵

现今 d
e
-分离矩阵已成为池设计的最重要工具 。一个 d

e
-分离矩阵对应于一个池设计。构建 d

e
-分离

矩阵的方法主要有:Macula
[ 6 , 8]
利用有限集的子集之间的包含关系和Ngo等

[ 9]
利用有限域上射影空间的

子空间来构造。

Macula法　设 M(m , k , d)是 C
d
m ×C

k
m 的 0 ,1矩阵(d < k <m):集合{1 ,2 , … , m}中任取 d 个

元素对应于行 ,任取 k 个元素对应于列 ,如果 d 个元素集(行)是 k 个元素集(列)的子集 ,则对应的

M(d , k , m)中元素值取1 ,否则为0。Macula证明了
[ 8]

M(m , k , d)是 d-分离矩阵 ,并给出了变成 d
e
-分

离矩阵的方法
[ 6]
。

当总体容量N很大时 ,往往d也大 ,那么试验次数C
d

m因为d的大而变得太大。Macula
[ 10]
提出对于行

取 d =2而忽略其他值 ,当然这样就不能保证所有的正克隆都能被检查出;但当 d 与 2相差不大时 ,以

较大概率保证结果。

Ngo等
[ 9]
利用有限域上射影空间的子空间包含关系构造出 d

e
-分离矩阵 , 并讨论了查错和纠错能

力。当 Macula法中的集的基数是素数或素数幂时 , Ngo-Du法是 Macula 法的优化。实际上 , Macula法

的集合的全部子集之间的包含关系(一种偏序关系)完全可看作定义在有限域上的普通欧氏空间的子空

间之间包含关系 , 而欧氏空间中 2个成比例的点在射影空间上往往变成一个点 , 因此 Ngo-Du 法是集

合的部分子集之间的包含关系(一种偏序关系)。

2.6　小 d 值的d
e
-分离矩阵

Yachkov 等
[ 7]
进一步研究Ngo-Du法 , 得到 “some happy surprise” 结果。

考虑 m维(射影)空间 ,向量元素取自有限域GF(q),其中 q是素数或素数幂。k 维子空间的个数为:
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m

k q

=
(q

m
-1)(q

m-1
-1)…(q

m-k+1
-1)

(q
k
-1)(q

k-1
-1)…(q -1)

。 (1)

由Ngo-Du法所得的 M(m , k , r)是相应于取自 m 维空间所有 r维子空间作为行及所有 k 维子空间

作为列的 0-1矩阵 。

定理 1
[ 7]
　设 k -r ≥2 ,记 p =

q(q
k-1
-1)

q
k-r
-1

,0 <r <k <q ,则对于1 ≤d ≤p ,M(m , k , r)是 d
e
-

分离的 ,其中:

e =q
k-r k -1

r -1 q

-(d -1)q
k-r-1 k -2

r -1 q

。 (2)

特别取 d =q
r
时 ,

e =
k -1

r -1 q

+(q
r
-1)

k -2

r q

。 (3)

由此可知 , 如果 r 取 1则 d =q值就能取到小的数。

例 3
[ 7]
　设 q=5 , 则 M(8 , 4 , 1)是 97 656×200 525 284 806的 5

25
-分离矩阵。换言之 ,鉴别来自 2

×10
11
个克隆的 5个正的 ,至多需要 10

5
个试验池和 25个错误被容许。

3　群试的信息界

设总体容量为 N ,其中只有一个个体具有特征 P ,记总的试验次数为 T 。每次试验有两种可能结果:

正或负 ,则 T 次试验共有 2
T
种可能结果;由于 N中任何一个都可能或不可能具有特征P ,即有 2N 种可

能;因此要想找出特征 P 个体 ,必须 2
T
≥2N ,即试验次数 T 至少要[ log2N] +1(这种最小值常称为信息

下界)。群试的信息下界可能达到也可能达不到
[ 11]
,好的群试方案自然应该等于或近似等于信息下界 。

对于总体容量为 N ,其中有不超过 d 个个体具有特征P 的一般情形 ,总试验次数 T 的信息下界T
＊

满足不等式(当 N和d 充分大时)
[ 12]
:

d
2

2log2 d
[ 1+o(1)] log2N ≤T

＊
≤d

2
log2 e[ 1 +o(1)] log2N 。 (4)

下面估算定理1与不等式(4)的吻合程度 。不妨直接设 N =
m

k q

, T =
m

r q

, e满足式(3)。当 m充

分大:

N =
m

k q

= Π
k

i=1

q
m+1-i

-1
q
i
-1

= Π
k

i=1
[(q

(m+1-i) i
)

i-1
+(q

(m+1-i) i
)

i-2
+…+1] 。

=exp (lnq)∑
k

i=1
(m +1 -i)(i -1) i +W　　(W 是比前面式子低价的项)

=q
[ m-(k-3) 2] k

(1+o(1))。

类似T =
m

r q

=q
[ m-(r-3) 2] r

(1+o(1)), e =q
[ k-1-(r-3) 2] r

[ 1+o(1)] 。则:

d
2
log2 e[ 1 +o(1)] log2N =(d log2 q)

2
[ m -(k -3) 2] [ k -(r -1) 2] kr[ 1+o(1)]  T。

因此 , Ngo-Du法 d
e

-分离矩阵设计远没有达到其信息下界 , Macula 法当然也是如此。它们每行每列出

现1的个数都是分别相等的 , 即参加每次试验的个体数目都一样 , 每个个体参加试验的总次数也分别

相等 , 这正是这 2种方法的总试验次数往往很大的原因所在 。要想降低试验次数 , 只有 d
e
-分离矩阵

的行列元素1的数目不都一样 , 譬如控制在一定区间中波动 , 这方面工作的难度相对比较大 , 还未见

到理想的结果。当然也可以分成 2个阶段试验 , 相当于将自适应算法与非自适应算法相结合 , 甚至引

进概率的方法来降低试验次数
[ 13]
。

随着生物学研究的进一步深入 , 新的实验问题的提出 , 包括池设计在内的非常年轻的计算分子生

物学(computational molecular biology)越来越成为分子生物学不可缺少的组成部分 , 还有太多的工作正
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等待着人类去完成。
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Pooling designs based on clone library screenings

GUAN Yu

(School of Science , Zhejiang Forestry College , Linan 311300 , Zhejiang , China)

Abstract:A pooling design based on clone library screenings is an experimental strategy to find clones with special

nucleotide strings;it is also an algorithm of combinatorial group testing.A binary conjunctional matrix , sometimes

called a disjunct matrix , with a row corresponding to an experiment and a column to a clone , is usually used to

represent the pooling design.Since errors exist during biological experiments , a disjunct matrix should have

detecting and correcting capabilities.Utilizing the inclusion relationship between two subsets or subspaces , disjunct

matrices with the same number of elements 1 in each row and columnwere constructed.However , the experimental

number of elements was greater than the lower bound of information.[Ch , 13 ref.]

Key words:clone library;pooling design;group testing;disjunct matrix;bound of information
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