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• 一、高通量测序基础知识 

• 二、微生物群落的研究 

• 三、微生物基因组的研究 

• 四、RNA的研究 



一、高通量测序基础知识 
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• 2009年Pacific Biosciences（PacBio）公司推出了单分子实时合成测

序SMRT（single molecule real-time）技术，该方法基于边合成边测

序的思想，采用四色荧光标记的dNTP和零级波导（zero-mode 

waveguides，ZMW）的纳米芯片对单个DNA分子进行测序。 

• SMRT技术最大的优势是读长超长，PacBio RS II测序平台最大读长可

超过60 kb，平均读长约8.5 kb，是目前所有商品化测序仪中读长最

长的，这对基因组拼接，尤其是含有较多串联重复序列的基因组拼

接是一个福音。 

三代测序平台 







二、微生物群落的研究 



微生物群落组成及丰度 

环境样品 
（土壤、水体、滤膜、粪便等） 

分子生物学检测手段  
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高通量测序 



1991年Pace首次提出环境基因组学的概念，基于核糖体rRNA等

基因的扩增子测序来反映系统中的微生物多样性的组成（如

16S、18S、ITS等）。 

16S 

genome size: ~5Mb 



宏基因组定义：生物环境中全部微小生物的基因组。 

宏基因组学：以研究生境中微生物的种群结构、 进化关系、 功能活性、 

相互协作关系及与环境之间的关系为目的的微生物研究方法。 

研究手段：二代测序（高通量测序） 

 

微生物多样性一般用于研究特定生境微生物组成，不同生境微生物群落结

构比较，环境因子/临床指标与群落结构相关分析等；核心是微生物群落结

构。 

微生物群落功能？ 



多样性 宏基因组 宏转录组 



4、物种差异分析 

1、物种注释与评估 

2、物种组成分析 

5、相关性分析 

3、样本比较分析 

4、物种与功能差异分析 

1、物种与功能注释 

2、物种与功能组成分析 

6、进化分析 

3、样本比较分析 

多样性 宏基因组 宏转录组 

5、物种与功能差异分析 

1、物种与功能注释 

3、物种与功能组成分析 

7、进化分析 

4、样本比较分析 

2、差异表达基因分析 

6、进化分析 

5、相关性分析 

6、相关性分析 



 物种分类学注释：将基因集序列与参考数据库比对，并根据分类学谱

系系统得到该序列的物种分类地位，从而分析得到整个基因集的物种

信息； 

 

 COG功能注释：将基因集序列与COG参考数据库比对，获得基因集的

同源聚类蛋白群的相应功能注释信息； 

 

 KEGG功能注释：将基因集序列与KEGG的基因组数据库比对，获得基

因集在代谢、酶、反应和功能模块方面的注释信息。 

 

个性化功能注释：将基因集序列与特殊数据库比对，获得基因集特殊

的功能信息，如：CAZy、ARDB、VFDB。 



三、微生物基因组的研究 
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三个基础概念： 

 

扫描图测序 

 

 

精细图测序 
 

 

完成图测序 
 

存在Gap； 

基因组覆盖度大
于95%； 

基因覆盖度大于
98%； 

单碱基错误率小
于十万分之一。 

存在Gap； 

基因组覆盖度大
于98%； 

基因覆盖度大于
99%； 

单碱基错误率小
于十万分之一。 

无Gap； 

获得全长序列和
全部基因序列； 

单碱基错误率小
于十万分之一。 



三个基础概念： 

 

扫描图测序 

 

 

精细图测序 
 

 

完成图测序 
 

使用Illumina PE

文库进行高通量
测序。 

使用Illumina PE

文库加上MP文科
进行高通量测序。 

使用PacBio三代
测序仪测序获得
全长组装结果。 

简单基因组已不再
提精细图的概念 



A B C d 
质控检测 片段化和建库 上机测序 数据分析 

纯度
检测 

总量
检测 

富集
检测 

完整性
检测 

NanoDrop分析检测核酸浓度，分析OD260/OD280以及
OD260/OD230的吸光值比例，判定纯度 

利用琼脂糖凝胶电泳检测DNA样品的片段大小和范围 

利用Qubit/BS-380精准检测双链DNA的含量 

检测磁珠对特定长度片段的吸附能力 



A B C d 
质控检测 片段化和建库 上机测序 数据分析 

片段
筛选 

末端 
修复 

根据基因组完整性情况和测序需要，利用 G-tubes 方法将基因组 
DNA 处理成 8-20 kb 的片段应用于PacBio测序，利用Covaris 
M220将基因组DNA处理成400 bp左右的短片段用于Illumina测序。 

PacBio测序末端补平，片段两端分别连接环状单链得到一个套马
环结构；Illumina测序末端加A补平。 

根据测序需要，筛选特定长度的片段用于上机测序。 

基因组
片段化 



A B C d 
质控检测 片段化和建库 上机测序 数据分析 

PacBio三代测序 Illumina二代测序 



A B C d 
质控检测 片段化和建库 上机测序 数据分析 

标准分析 高级分析I 高级分析II 个性化分析I 个性化分析II 个性化分析III 

原始数据统计与
处理 

GI预测分析 同源基因分析 耐药基因注释 SNP、InDel检
测及注释 

其他个性定制 

基因组组装 CRISPR分析 基于全基因组的进
化树分析 

毒力基因注释 SV检测和注释   

基因预测 前噬菌体序列
分析 

共线性分析 碳水化合物相关酶数
据库注释 

  

重复序列分析 圈图绘制 泛基因组分析 转座单元预测与分析     

tRNA&rRNA预测 假基因预测 ANI分析 分泌蛋白预测分析(信
号肽和跨膜螺旋) 

    

Nr/Swiss-prot注
释 

  基因簇比较作图分析     

COG/GO/KEGG

注释 

    数据上传NCBI数据库   



比较基因组 

B 

E 

C 

D 

A 同源基因分析、 
泛基因组分析 

物种进化树分析、 
基因进化树分析 

共线性分析、 
基因水平转移分析 

ANI/TNI/
AAI分析 

SNP/Indel、SV分析 
进化速率分析（ dN/dS ） 



个性化分析 

高产 

高耐受性 

调控 

进化 

代谢 

4. 次级代谢产物
基因簇分析； 

代谢途径分析 

5、结构变异分析； 

基因水平转移； 

群体进化分析 

1. 微进化分析； 

差异关联分析； 

操纵子挖掘 

2. 耐受基因、代谢
途径分析； 

基因簇作图； 

3. 群体感应系统分析； 

组成型/诱导性表达分析 

您提出需求， 
我们提供解决方案 



经典案例分享 



中文题目： 
通过213株菌比较基因 
组学和属的相关性分析 
挖掘乳酸杆菌潜在的 
生物功能信息 
 
发表时间： 
2015.9  
  
IF：11.47 
 
合作单位： 
内蒙古农业大学 
 
测序平台： 
Illumina HiSeq2000 
 
样品： 
213株乳酸杆菌 

乳酸杆菌扫描图测序 



• 结果表明乳杆菌属为一个并系类群，是由从一个特定的共同祖
先不断进化分化而成，即兼性异型发酵乳杆菌为了适应环境逐
渐分化形成严格同型和异型发酵乳杆菌。 

Lactobacillus的ANI和TNI分布频
率与传统的菌种分类比较 

进化分析研究 

• 选择来自26个门452个属的菌株和Lactobacillus属模式菌株，
以它们同有的16个基因的氨基酸序列构建系统发育树 



碳水化合物和糖苷水解酶在所研究的213个菌
株中的分布 

挖掘乳杆菌细胞表面互作因子相关基因 

CRISPR-Cas系统和可动的遗传因子 

代谢分析研究 



根际克雷白氏杆菌完成图分析 

• 合作单位： 

     中国科学院南京土壤研究所 

 

• 发表时间：2016年5月 

 

• IF：5.228 

 

• 测序类型：细菌基因组完成图 

 

• 研究对象：根际克雷白氏杆菌 

 

• 研究目的： 

    基于全基因组测序分析细菌高
浓度盐耐受系统、较宽的pH适
应性。 



•  Klebsiella sp. D5A的一般基因组特征 

• 促进植物生长相关的基因  

• 固氮基因 

• 耐盐性基因 

• 如何降解芳香化合物 

• 中心代谢途径 

• 分泌系统 

文章的关键数据点 



关键代谢网络分析研究 

Schematic overview of metabolic pathways and transport 

systems of Klebsiella sp. D5A 



一株嗜冷乳杆菌的完成图测序 

• 发表时间：2015年5月 

 

• IF：5.228 

 

• 测序类型： 

        细菌基因组完成图 

 

• 研究对象： 

        一种嗜冷乳酸菌 

 

• 研究目的： 

        基于全基因组测序研

究乳酸菌的嗜冷性和基
因组的特征。 

 

• 测序平台：三代PacBio 



• 分析了基因组的基本序列和基因特征 

• 找到5个移动原件，包括前噬菌体、整合和接合元件以

及内源质粒等； 

• 通过比较基因组找到了基因组的一些特性信息； 

• 分析了一些代谢系统，如戊糖同化作用相关基因分析和

NADPH生成相关基因分析； 

• 冷适应相关基因分析。 

文章的关键数据点 



整合和接合移动元件 



基因组中特性基因的比较分析 



冷适应相关基因的挖掘 

• 锁定脂肪酸代谢途径，存在于质粒中，且与其他菌

属的染色体中相关基因组成和排序相似； 

• 找到了cold shock protein A (CspA)； 

• 推测与某些代谢产物如甜菜碱、肉毒碱； 

• 计划用转录组测序的方法挖掘更多相关基因。 



精细化分析 
• 精细化分析的意义： 

• 更精细的数据可发现更多基因组细节方面的规律； 

• 精细化的分析指导后续的科学研究；发表更高档次的

文章，扩大科研成果的影响力。 

 

 

 

相 似 的 方 法 创意性的思路 

高质量的科研成果 



四、RNA的研究 
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