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1 技术背景  
从早期的Sanger测序到第二代高通量测序、再到现在的单分子测序技术（第三代高通量测序），DNA测序技术一直推
动着生命科学研究的发展。

当第二代高通量测序技术进入成熟阶段后，读长过短、PCR扩增带来的偏向性等问题开始日益凸显；作为基因组学上
新的转折点，以PacBio单分子实时测序技术及纳米孔单分子测序技术为首的第三代高通量测序技术（Third-
generation Sequencing，TGS）开始进入科研应用。

PacBio测序是以SMRT Cell为载体进行测序反应，通过在位于零模波导孔（Zero-mode Waveguides，ZMW）孔底部
的荧光信号检测区锚定DNA聚合酶和一条DNA片段，并通过不同荧光标记的核苷酸及荧光激发的过程，将不同碱基的
信号捕捉下来，从而得到DNA序列信息。

图1-1 PacBio SMRT 测序原理示意图

PacBio SMRT测序技术在单分子水平上对DNA分子的实时测序，成功解决了二代测序几大困扰：极端 GC含量区域覆
盖度低、高度重复区域无法较好地拼装、大片段变异难以准确检测、不能直接检测碱基修饰等问题。

2015年10月PacBio公司发布的Sequel平台以其高通量的优势备受关注，与PacBio RS II相比，单个cell的ZMWs数目从
150,000上升到1,000,000，单个cell的数据产出大约会是以前的7倍，但是体积只有PacBio RS II的三分之一。在2019
年PacBio公司发布了Sequel II测序平台，在测序通量、准确度以及读长方面进行了进一步的技术革新。升级后的
SMRT Cell 8M的ZMWs数目从1,000,000上升到了8,000,000，通量较之前提升约8倍。测序成本显著降低，项目周期
也大大减少。目前均已广泛应用于科研动植物基因组、全长转录组和微生物等领域。

2 实验流程  
Pacbio测序技术对样品DNA的要求非常高，浩瑞基因对客户提供的DNA进行严格的样品检测，从源头上保证质量。对
检测合格的样品建库、上机测序，每个环节都严格把控，保证测序数据的准确性和PacBio测序长读长的特性。

首先用QIAGEN® Genomic试剂盒提取高质量的DNA，构建文库，利用Pacbio Sequel系列测序仪对DNA进行单分子
实时荧光测序，获得原始测序数据。实验流程如下图所示：
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图2-1 实验流程图

2.1 DNA质检  

采用以下四种方法检测DNA是否合格：

1. 样品的外观性状是否含有异物

2. 0.75%琼脂糖电泳：检测样品是否有降解以及DNA片段大小

3. Nanodrop：检测DNA纯度（OD260/280在1.8-2.0之间；OD 260/230在2.0-2.2之间）

4. Qubit：对DNA进行精确定量
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2.2 文库构建及质量检测  

样本质检合格后，根据建库的片段大小用g-TUBEs (Covaris, USA)对基因组DNA进行目的打断；利用磁珠富集、纯化
目的片段DNA；将片段化的DNA进行损伤修复和末端修复；在DNA片段两端连接茎环状测序接头，并利用外切酶去除
连接失败的片段。再用切胶仪BluePippin(Sage Science, USA)筛选目的片段，纯化后即文库。然后用Agilent 2100 
Bioanalyzer (Agilent technologies, USA)检测文库片段大小。在文库片段两端添加发夹状接头构建SMRTbell结构测序
文库。

图2.2-1 SMRTbell模板结构示意图

注：发夹状接头（绿色）连接到双链DNA分子末端（黄色和紫色），构成闭环。锚定于ZMW纳米孔底部的聚合
酶（灰色）与测序引物序列（橘黄色）结合，开启测序。

2.3 DNA测序  

建库完成后将一定浓度和体积的DNA模板和酶复合物转移到Sequel系列测序仪纳米孔内开始实时单分子测序。

图2.3-1 Sequel Ⅱ单分子实时测序
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3 分析流程  
测序获得物种的组学数据后，对数据质量进行评估，利用高质量的数据进行组装得到基因组，进而对组装得到的基因

组进行相关质量评估。具体分析流程如下图：

图3-1 数据分析流程
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Library
id

Total
bases(nt)

Total
reads

Mean
length(nt)

Max
length(nt)

N50
length(nt)

>10kb
rate(%)

>20kb
rate(%)

>40kb
rate(%)

  6,682,447,063 513,499 13,014 45,974 13,445 76.94 6.09 0.01

列名 说明

Library id 测序文库编号；

Total bases(nt) 有效数据的总碱基数；

Total reads 有效数据的总reads数；

Mean length(nt) 有效数据的平均长度；

3.1 数据质控  

3.1.1 质控方法  

在PacBio的测序平台中，将通过零模波导孔的DNA产生的荧光信号记录成movie进而转化为相应的碱基序列的过程，
称为basecalling。使用官方提供的工具SMRTLink进行basecalling获得含接头的测序序列，即酶读（polymerase 
reads），其长度由反应酶的活性和上机时间决定。酶读去除低质量序列和接头序列后得到subreads。环化共有序列
（Circular Consensus Sequencing，CCS）测序模式获得subreads，通过校准同一序列模板多次测序的subreads的
随机错误，可将测序准确率提升至99%以上，通过Q20阈值过滤获得高准确性的HiFi reads。

图3.1-1 HiFi read数据质控流程图

3.1.2 数据统计  

对HiFi reads数据进行统计，总数据量为6.68Gb。各文库及总数据量统计信息如下表所示。

表3.1 三代下机数据统计

注：下机数据的质量会根据前期实验提取建库质量的差别而有所不同。表格各列说明如下表：
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列名 说明

Max length(nt) 有效数据的最长reads长度；

N50 length(nt) 有效数据的N50长度；

>10kb rate(%) 有效数据中长度大于10kb的reads比例；

>20kb rate(%) 有效数据中长度大于20kb的reads比例；

>40kb rate(%) 有效数据中长度大于40kb的reads比例。

文库kp-1的read长度分布如下图所示：

图3.1-2 文库kp-1的读长分布图

其他三代测序数据统计结果文件见目录：src/summary/1_data/TGS/。

根据下机数据过滤及质控的统计分析，该项目的HiFi reads总数据量为6.68Gb，reads数为513,499条，reads平均长
度为13.01Kb，其中最长reads长度为45.97Kb。相对其他测序平台，HiFi reads兼顾长读长和高准确性，是目前推荐
用于基因组组装的最佳选择。
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seq_name length cov. circ.

Chr 5375743 1131 Y

plasmid1 235980 1486 Y

plasmid2 125421 859 Y

plasmid3 65733 1004 Y

Sample id Length Sequence Count GC coding density

kp-1 5802877 4 56.7 88.4

Type Number

CDSs 5366

tRNAs 87

tmRNAs 1

rRNAs 25

ncRNAs 84

ncRNA regions 53

pseudogenes 16

3.2 组装结果  

质控过后，利用高质量的HiFi reads进行纯三代组装，使用Flye1软件对基因组进行组装。最终的组装结果统计情况如

下：

表3.2‑1 样本kp-1组装结果统计

注：表格第一列为细菌序列名称，第二列为序列长度，第三列为序列对应的覆盖深度，第四列为是否为环化的序

列。

3.3 基因组组分分析  

组分分析主要包含编码基因预测、非编码 RNA 预测、重复序列分析、CRISPR（Clustered regularly interspaced 
short palindromic repeats, 规律成簇的间隔短回文重复）序列预测等分析。

3.3.1 基因结构预测  

本次分析使用Bakta2进行基因结构的预测，该软件集合了多种基因结构预测软件，用于快速和标准化注释细菌基因组

和质粒的工具。结果统计如下：

表3.3‑1 样本kp-1结果统计

表3.3‑2 样本kp-1基因结构预测结果
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Type Number

hypotheticals 142

sORFs 19

oriCs 5

oriVs 0

oriTs 0

Sequence ID Number of CRISPR

kp-1 0

注：CDSs：编码蛋白产物的序列；tRNAs：转运RNA；tmRNAs：同时具有转运RNA和信使RNA功能的一类
RNA；rRNAs：核糖体RNA；ncRNAs：非编码RNA；ncRNA regions：顺式调控区域 (cis-regulatory 
regions)；pseudogenes：假基因；hypotheticals：假设蛋白；sORFs：小开放阅读框；oriCs：复制起点；
oriVs：质粒复制起点(origin of vegetative replication)；oriTs：转移起点(origin of transfer)

3.3.2 重复序列分析  

重复序列根据组织形式可以分为两种，分别为串联重复序列和分散重复序列。前一种一般成簇的存在于染色体的特定

区域，后一种分散于染色体的各个位置。TRF3 (Tandem Repeat Finder) 软件是搜寻 DNA 序列中的串联重复序列（即
相邻的重复两次或多次特定核酸序列模式的重复序列）准确性较高的软件，我们采用 TRF来进行串联重复序列的预
测，参数为：2 7 7 80 10 50 500。

结果文件见目录：src/summary/2_assembly/Annotation。

文件名名称：*.2.7.7.80.10.50.500.1.html、*.2.7.7.80.10.50.500.1.txt.html

3.3.3 CRISPR 序列预测  

CRISPR（Clustered regularly interspaced short palindromic repeats，规律成簇的间隔短回文重复）是由重复序列
(Repeat)与长度相似的间隔序列(Spacer)排列而成的，是细菌免疫系统的中心组成部分，其负责序列识别。CRISPR 在

细菌免疫系统中起着重要作用，它能够抵抗噬菌体、质粒等外来 DNA 的入侵。我们使用 CRT4 软件进行 CRISPR 序列
的预测，结果不但会给出 CRISPR 在基因组上的位置，还包含重复序列与间隔序列。

表3.3‑4 样本kp-1CRISPR结果统计

结果文件见目录：src/summary/2_assembly/Annotation。

文件名名称：*.CRISPR.tsv

3.4 基因功能注释分析  

基因的功能注释主要是与各种功能数据库进行比对，了解基因的功能，掌握基因的产物及其在生命活动中的作用。目

前微生物基因功能注释主要包含 NR/NT 注释、Swiss-Prot 功能注释、COG5 功能注释、GO6功能注释、KEGG7 功能
注释等。编码基因的注释结果统计如下表所示：

表3.4‑1 基因注释结果统计表

af://n210
file:///C:/Users/Hammer/Desktop/HR_202404015B_0.kp-1.report/src/summary/2_assembly/Annotation
af://n214
file:///C:/Users/Hammer/Desktop/HR_202404015B_0.kp-1.report/src/summary/2_assembly/Annotation
af://n226


Database Number Ratio(%)

COG/KOG 5,172 96.04

KEGG 3,704 68.78

GO 2,641 49.04

Pfam 4,948 91.88

NR 5,375 99.81

Swiss-Prot 4,391 81.54

TrEMBL 5,370 99.72

Overall 5,376 99.83

Query 5,385 100

第一列为注释数据库，第二列为注释到的数目，第三列为注释基因与总共预测基因集的占比。

图3.4-1 数据库韦恩图

结果文件见目录：src/summary/1_data/2_assembly/Annotation。

3.4.1 GO数据库注释  

GO的全称是Gene Ontology，1988年由基因本体联合会创立基因本体论数据库，其分为三大类：1）细胞组分
（Cellular Component）：用于描述亚细胞结构、位置和大分子复合物，如核仁、端粒和识别起始的复合物等；2）分
子功能（Molecular Function）：用于描述基因、基因产物个体的功能， 如与碳水化合物结合或ATP 水解酶活性等；
3）生物过程（Biological Process）：用于描述分子功能的有序组合，达成更广的生物功能，如有丝分裂或嘌呤代谢
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等。基因将依据产物性质归属到其中一类或者多类中。通过GO数据库注释，我们可以依据基因在不同大类中注释的情
况，判断其可能的功能。样品GO数据库三大分类统计结果如下图：

图3.4-2 基因功能注释GO分类图

3.4.2 KEGG数据库注释  

KEGG全称为Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，1995年由Kanehisa Laboratories推出0.1版，目前发展
为一个综合性数据库，其中最核心的为KEGG PATHWAY数据库。该数据库将生物通路划分为八大类，每一大类下还有
细分，每一类均标示上与之相关的基因，同时以图形的方式展示出来。通过该数据库注释，可以方便地寻找与行使某

一类功能相关的所有注释上的基因。样品KEGG二级分类统计后获得的柱状图如下：

af://n279


图3.4-3 基因功能注释KEGG分类图

3.4.3 COG/KOG数据库注释  

COG，全称是Cluster of Orthologous Groups of proteins，由NCBI创建并维护的蛋白数据库，根据细菌、藻类和真
核生物完整基因组的编码蛋白系统进化关系分类构建而成。通过比对可以将某个蛋白序列注释到某一个COG中，每一
簇COG由直系同源序列构成，从而可以推测该序列的功能。样品的统计结果如下图：
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图3.4-4 基因功能注释COG/KOG分类图

3.4.4 NR数据库注释  

NR全称为Non-Redundant Protein Database，是一个非冗余的蛋白质数据库，由NCBI创建并维护。NR数据库的优
点在于内容比较全面，同时注释结果中包含有物种信息，可用作物种分类。缺点在于过多的数据未经过验证，可靠性

尚有不足。其统计结果如下图：
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图3.4-5 基因功能注释NR分类图

3.4.5 Swiss-Prot 数据库注释  

Swiss-Prot是 2002 年由 UniProt consortium 建立的基因数据库，其特点为注释结果经过实验验证，可靠性较高，可
用作其他数据的参考。

3.4.6 TrEMBL 数据库注释  

TrEMBL是从EMBL中的cDNA序列翻译得到的蛋白质序列数据库。TrEMBL数据库创建是于1996年，意为“Translation 
of EMBL”。该数据库采用SwissProt数据库格式，包含EMBL数据库中所有编码序列的翻译。TrEMBL数据库分两部
分，SP-TrEMBL和 REM-TrEMBL。SP-TrEMBL中的条目最终将归并到SwissProt数据库中。而Rem-TrEMBL则包括其
它剩余序列，包括免疫球蛋白、T细胞受体、少于8个氨基酸残基的小肽、合成序列、专利序列等。

3.4.7 细菌圈图  

通过 pyCirclize 创建环形基因组图。分别使用以下特征颜色从外向内表示正向和反向链: 1.CDS: 灰色【#cccccc】 
2.tRNA/tmRNA: 浅绿色【#b2df8a】 3.rRNA: 红色【#fb8072】 4.ncRNA: 橙色【#fdb462】 5.ncRNA-区域: 浅蓝色
【#80b1d3】
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分析模块 分析内容 工具名称 版本

数据质控 三代数据评估 SMRTLink v10.1.0

基因组组装 基因组组装 Flye v2.9.6

结构预测 基因结构预测 Bakta 1.11.0

结构预测 CRISPR 预测 CRT v1.2

结构预测 Tandem repeats 预测 TRF v4.09

基因注释 数据比对 Diamond v2.1.8

4 分析软件  
表4.1 分析所用软件信息表

https://www.pacb.com/support/software-downloads/
https://github.com/fenderglass/Flye
https://github.com/oschwengers/bakta
http://www.room220.com/crt/
https://tandem.bu.edu/trf/home
https://github.com/bbuchfink/diamond
af://n298


分析模块 分析内容 工具名称 版本

基因注释 数据比对 eggnog-mapper v2.11.1
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6 联系我们  
西安浩瑞基因成立于2019年，公司引入了三代测序平台--3台PacBioRevio和7台Sequell设备，致力于深耕动植物基因
组学、转录组和微生物组学研究的科研技术服务。2024年，与华大智造携手共建西北首家DCSLab组学前沿实验室，
引入DNBSEO-T7测序平台，开展基于二代测序的单细胞转录组、时空转录组等前沿技术服务。凭借专业的一站式多组
学技术，为广大科研客户提供专业、高效、可靠的组学科研技术服务。
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联系方式  

热线电话：+86 029-89303503

官方网站：www.xahorizon.cn

邮    箱：project@xahorizon.cn

地    址：陕西省西安市沣东新城中兴深蓝科技产业园A区2号楼3层
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