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摘+ + + 要：在已有测序数据基础上，利用三种常见的序列组装软件对 !"#$%&"’%(()* +,#$-"$.#$*%*全基因组
测序结果进行拼接组装，分析比较了不同软件在各自最优参数条件下 <,=序列的组装数据，并与 ,>?@数据
库中类芽孢杆菌属其他近缘种进行基因比对与预测#结果表明，58=A9/(%3% 的组装结果最优，在 / % B/’ 为
!’时，组装基因组总长和 ,$" 分别为 $ $"# -*& 和 !)’ (*- CD，预测的 - ("" 个基因中有 - ’)’ 个与 ,>?@ % ,’
数据库比对并注释成功#
关+ 键+ 词：序列拼接；基因组；絮凝菌；高通量测序；类芽孢杆菌
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+ + 第二代测序技术使得 <,= 测序进入高通
量、低成本时代，直接通过聚合酶或者连接酶进行

体外合成测序，一次能对几十万到几百万条 <,=
分子进行序列测序，使得对一个物种的转录组测

序或基因组深度测序变得方便易行［# % ’］# 第二代
测序平台主要包括罗氏 -$- 公司的 T5 % KJ" 测
序平台、@**&B2() 公司的 5%*/N) T/(%B/ =()*4Q/’
测序平台和 =?@公司的 58J@<测序平台#这些新
的测序技术产生的数十亿短片段也给传统的从头

测序序列的拼接与组装带来了巨大挑战# 序列拼

接与组装任务是将测序生成的 ’/)90 短片段拼接
起来，恢复出原始序列，拼接质量直接影响到序列

标注、基因预测、基因组比较等后续工作# 目前，
7/*3/-，=?455，58=A9/(%3%，7>=UH，5A=9/0
等［- % *］多种与二代测序技术相匹配的 9/ (%3% 组
装工具应运而生，而如何在众多组装工具中，根据

序列属性和具体要求来选择与分析组装工具的实

用性，对组装最佳结果及后续信息分析尤为重要#
类芽孢杆菌属（!"#$%&"’%(()*）是 #))’ 年由

=0.等［&］将 ## 个菌种从芽孢杆菌中分出来的，是
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芽孢杆菌属分类上的新发展! 类芽孢杆菌在工农
业、医药、化工等领域具有重要意义，具有生物防

治、产抗菌蛋白、固氮、絮凝等重要功能［"］! 目前
对类芽孢杆菌的研究中以模式种多黏类芽孢杆菌

（!"#$%&"’%(()* +,(-.-/"）居多，大多涉及多黏类
芽孢杆菌的分离筛选、生长条件、代谢产物的分离

鉴定及农业医学等方面的应用［# $ %&］! 目前，类芽
孢杆菌属已有多黏类芽孢杆菌 !"#$%&"’%(()*
+,(-.-/" "’"% 和 !"#$%&"’%(()* +,(-.-/" #$( 等
(# 个菌种完成了全基因组测序工作，而对于测序
后的基因工程学还有待深入研究!

!"#$%&"’%(()* 01#$-"$2#$*%*是本课题组从桃
树栽植土壤中距表层深 %& %&处土样中经过分离
纯化得到的高效微生物絮凝剂产生菌，并鉴定为

类芽孢杆菌属新种! 本课题组已完成高效产絮菌
种的分离筛选、培养条件优化、结构检测和机理分

析等研究! 本文在 !"#$%&"’%(()* 01#$-"$2#$*%* 基
因组测序数据基础上，应用目前国际上常用的

’()##，#*’+,- 和 #.’*+,/010 三种拼接组装软
件对原始测序数据进行拼接比较，同时改变与优

化拼接参数以获得最佳拼接效果，并于最佳拼接

条件下预测基因，为后续生物信息学分析提供基

础数据!

%! 材料与实验方法

!" !# 菌株与培养基
本实验所用菌种 !"#$%&"’%(()* 01#$-"$2#$*%*

由东北大学课题组从果树种植土壤分离纯化得

到［%%］，现保存于中国科学院微生物研究所菌种保

藏中心（$23$$(&)&），通过 %’# 456’序列检测
分析及理化性质检测确定为类芽孢杆菌属

（!"#&)&"’%(()* *+3）微生物的新种!将纯化菌株接
种于发酵培养基中，在 *& 7，%+& 4 8 &9/ 的摇床中
发酵培养 *’ :，其絮凝率可达到 #&! 以上!
!" $# 基因组测序与序列拼接
采用 ;<%=,49< >6’ ?9=（.3"2’）提取菌种

基因组 >6’，@;# $ *"& ABC040&,=,4（ @C4/,4
;90#)-=,&- D/%!，#C//)1<B,，$’）定量后取高质

量 >6’（.>(’& 8 ("& , %- " . (- &，/ ’ !E）用于
建库分析，并于 DBBC&9/< F9-,G (&&& 测序平台进
行双端测序!
用 H<94,+ $ ,/+测序数据及软件 #0B,I<J’进

行低质量 4,<+-过滤，得到的 %B,</ 4,<+-用于序列
拼接与组装! 应用目前国际上常用的 ’()##，
#*’+,-和 #.’*+,/010 三种拼接组装程序对测
序数据进行拼接比较，同时改变与优化拼接参数

以获得最佳拼接结果!
!" %# 基因序列比对
以 6$;D中下载的两株同属近缘种的基因组

（表 %）作为参考序列，用 3<C1, 与之进行比对分
析，并用 ;5D2（;K’#@ 49/E 9&<E, E,/,4<=04）可视
化展示拼接基因组与类芽孢杆菌属其他两种基因

序列相似性的程度!

表 !# 类芽孢杆菌属参考基因组信息
&’()* !# +*,*-*./* 0*.12* 3.,1-2’431. 1, !"#$%&"’%(()* *+,

种名
2$的质
量分数 8 !

序列总长度
3(H 基因数

!"#$%&"’%(()* *+3 L>5 $( +&- *& 0- %" ’ *((

!"#$%&"’%(()* *+3M)%(3$%& +%- (& 0- %( ’ *&(

!" 5# 基因预测与功能注释
用 2B9&&,4 *- & 预测基因信息并统计预测结

果，将预测到的基因序列或蛋白序列分别与

6$;D $ 65，#N9--H40= 和 ?"22 数据库进行 (B<-=
比对，将数据库中匹配最好的基因（ , $ 1<BC, 1
%, $ +）进行功能注释!

(! 结果分析

$" !# 基因序列拼接优化结果
用三种拼接软件对絮凝菌测序序列进行拼接

组装，通过改变频数统计关键参数 4 $ &,4 对
-%<AA0B+组装数量、最大 -%<AA0B+ 长度、基因组总
长和 6+& 的影响，综合筛选出三种软件的最优拼
接结果，其中 6+& 和 3<I -%<AA0B+ 是评估组装软
件优越性的重要指标!拼接结果如表 ( 所示!

表 $# 三种软件最优条件下的拼接结果
&’()* $# 6*.12* ’77*2()8 -*79)47 1, 4:-** 71,4;’-* <-10-’27 3. 1<432’) /1.=3431.7

组装软件
最优

4 $&,4值
组装总

长度 8 (H
-%<AA0B+

最大长度 8 (H 数量
6+& 8 (H 错配率 8 !

#.’*+,/010 (* + +&% )’0 **0 "%# ’) (#* "’) &- 00
’;)## (+ + +(* 00( *(( +"% )# %#’ 0"* ()- 0*
#*’+,- (# + ’&0 0%( )(’ *)) %#+ (&* &*’ ("- )%
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! ! 在 ! " !"# 分别为 #$，#% 和 #& 时，三种软件
的拼接结果分别达到最优$ 就 %&’(()*+ 的数量而
言，,-./+"0)1) 和 .23,, 较低，分别是 ’( 个和
(& 个，而 ,/.+"% 结果较差，有 )&% 个；从拼接的
最大长度而言，,-./+"0)1) 与 .23,, 相近，分
别为 $$* +)& 和 $## %+) 45，小于 ,/.+"% 的
(#’ $(( 45，但是三者组装的 %&’(()*+ 总长度相
近；6%, 作 为 拼 接 质 量 的 重 要 评 价 标 准，
,-./+"0)1)的最长，为 #&$ +’( 45，质量最好；就
拼接序列的错配率而言，,-./+"0)1) 也是最低
的，每 ),, 74 的长度错配率只有 ,- **! ，远低于
.23,,和 ,/.+"%$
!" !# 与类芽孢杆菌其他种参考基因组的比较
! ! 絮凝菌基因组序列与 6829 数据库中类芽孢

杆菌中参考基因组 "#$%&’#(&))*+ +,- :;< " #、参考
基因组 #$%&’#(&))*+ +,- =()#>8), 比对的结果如
图 ) 所示$ 在图 )’ 中，每个刻度表示基因组上
%,,74，环状结构由内向外分别为："#$%&’#(&))*+
./$%0#%1$%+&+拼接得到的基因组 %&’(()*+%、参考
基因组 "#$%&’#(&))*+ +,- :;< " #、参考基因组
"#$%&’#(&))*+ +,- =()#>8),、最外圈用交替的蓝
色和红色作为 %&’(()*+% 的分隔，序列比对时相似
性（%"?@"0&" A+"0BAB3）越高紫色和绿色环的颜色
会越深；絮凝菌与 "#$%&’#(&))*+ +,- =()#>8), 和
"#$%&’#(&))*+ +,- :;< " # 分别有 +$$ 和 ’($ 个基
因相同（图 )4），其中三菌种共有基因 (%’ 个，在
后续基因预测与注释工作中，这些共有基因为基

因功能注释提供一定依据$

图 $# 类芽孢杆菌属菌种基因组比对图
%&’" $# ()*+,) -+,./0&1+* +2 !"#$%&"’%(()* *+
（’）—环形比对图；（4）—共有基因韦恩图$

!" 3# 基因预测与功能注释
用 C*A!!"# $- , 预测 .43,,，,/.+"% 和

,-./+"0)1)三种软件拼接序列中的基因数量并
统计预测结果，如图 # 所示，不管从基因总数还是
从大于 $,,，) %,,，$ ,,, 45 的不同长度基因来比
较，后两者之间数据相差不大，而 ,-./+"0)1) 的
预测结果均优于另外两种，共预测成功 ( +,, 个
基因$
将 ,-./+"0)1)预测成功的 ( +,, 个基因分

别与 6829 "6#（6’BA)0’* 8"0B"# ()# 2A)B"&D0)*)E3
90()#!’BA)0，0)0 " #"+@0+’0B），FGCC（ F3)B)
"0&3&*)5"+A’ )( E"0"% ’0+ E"0)!"%）数据库，
,HA%%/#)B（,HA%%/#)B 5#)B"A0 +’B’4’%"%）蛋白数据
库进行比对，分别比对成功 ( $&$（&)- %#! ），
$ &#,（+)- ’*! ）和 $ #&$（’+- ’,! ）$其中 6829 "
6#数据库比对成功率最高，比对结果统计如图 #
所示$

图 !# 三种软件拼接的基因数量
%&’" !# 411),56)7 ’)*) *8,5)0 +2 9:0)) 1+29;/0)

.0+’0/,1

与 6829 "6#比对成功的 ( $&$ 个基因中，有
(&- #! 的比对数据是来自类芽孢杆菌属（图 $4），
包括 ,#$%&’#(&))*+ ,2)0304# ,8#，,#$%&’#(&))*+ +,-
=()#>8),，,#$%&’#(&))*+ )#(5&+ )%(，,#$%&’#(&))*+
5$66#$ I/J " ,,$，,#$%&’#(&))*+ ,2)0304# G’+) 和

*’()第 ), 期 ! ! ! 付丽丽等："#$%&’#(&))*+ ./$%0#%1$%+&+的 ;6.序列拼接与组装
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!"#$%&"’%(()* *!+ ,-"( ."/,$ "#$ !"#$ %%& 等常见类
芽孢杆菌$ 比对结果的 0 ’ &’()* 值（图 (’）表示
匹配假阳性的概率，该值越小表示匹配的可信度

越高，预测基因与 +,-. ’+#比对成功的 & ()( 个
基因中，0 ’ &’()* 值小于 * ’ %* 占比 #*+ )! ，本
比对数据可信度较高$

图 !" !"#$%&"’%(()* +,#$-"$.#$*%*与 #$%& ’#(数据库比对结果统计
)*+, !" -./012/ 34 +.5./ 6788.9 :*2; !"#$%&"’%(()* +,#$-"$.#$*%* 759 #$%& ’#(

（’）—0 ’ &’()*值分布；（/）—比对种属分布$

(! 结! ! 论

本研究通过 0/122，2304*! 和 25034*67&7
对絮凝菌 1"#$%&"’%(()* 23#$4"$5#$*%*基因组进行
拼接与比较分析可知，不同的拼接软件对絮凝菌

的组 装 与 拼 接 结 果 存 在 一 定 差 异，其 中

25034*67&7 软件拼接结果最优，其 +*,，8’9
!:’;;7(4和错配率分别为 -)( #$& /<，((" #%) /<
和 ,$ ""，更适合于本实验基因组的拼接$ 预测的
& #,,个基因中有 & ()( 个与 +,-. ’ +# 比对成
功，其匹配假阳性概率 0 ’ &’()* 值小于 * ’ %* 占
比 #*+ )! ，本实验数据可信度较高，也证明了
25034*67&7组装的优势$ 因此选择合适的组装
软件和参数，充分利用测序的数据对于基因组的

拼接组装是十分重要的，也为进一步的酶学及代

谢工程的研究提供理论基础与基本数据$
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