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高通量测序技术的飞速发展，极大地降低了基因组研究的时间和成本。该技术也因此

在生命科学研究中得到了极大的推广与运用，并迅速地产生海量的基因组数据。这些海量

的基因组数据涵盖了各种生物遗传信息，由此引发了由数据驱动的革命，包括比较基因组

学和个性化药物等，进而对基础生物学和生物医学转化研究产生了深远影响。基因组学

（Ｇｅｎｏｍｉｃｓ）这门学科亦应运而生，它是一个跨学科的生物学领域，专注于基因组的结构、功

能、进化、作图和编辑。“基因组信息学”这门课程就是针对这门学科面向生物信息学专业

本科学生而开设的。

自从２０１４年教授“基因组信息学”这门课程开始，我一直为教材的事情所困扰，遍寻国

内外出版的相关书籍，没有找到适合本课教学的教材，最终选择ＤａｖｉｄＷ.Ｍｏｕｎｔ编著的《生

物信息学：序列与基因组分析》（Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ：ＳｅｑｕｅｎｃｅａｎｄＧｅｎｏｍｅＡｎａｌｙｓｉｓ）一书。这本书

中的专业理论知识全面而深入，但是对于本科生来说，读懂弄通的难度偏大，且缺乏配套的

实践内容。不过，理论讲授内容的参考书籍总算有了着落。然而，配套的实践教程无论如

何都找不到，我只能在教学过程中根据理论讲授内容并结合自身科研实践经验，开始自主

编写配套的实验讲义；同时，一边使用，一边结合这门学科的发展情况加以修订和完善。然

而，这门学科的发展如此迅猛，甚至可以说日新月异，这一点可以从 ＰｕｂＭｅｄ检索相关主题

文献而获知。故而，尚有一些优秀的基因组信息学研究内容和相关分析工具未能包含进

来。我们将在今后持续跟进，不断更新本实践教程的内容。

由于编者水平有限，同时该教程是为了适应本校教学环境和内容需要而编写的，内容

可能有所偏颇，还请读者予以谅解，并多提宝贵的意见和建议。

张高川

２０２２年７月３０日
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绪　论 １　　　　

绪 论

一、 内容简介

本教程的所有实践内容主要围绕基因组测序分析来设计。实践项目的主要内容包括

基因组测序模拟、序列组装、全基因组的同源搜索、从头预测基因及结构建模、基于转录组

测序数据的基因组注释、启动子等基因组序列特征的分析和预测、基因组数据的可视化、多

种基因组序列分析软件的对比和综合运用等。这些实践内容不仅涉及基因组信息学方面

常用数据库的检索，还包含常用软件的使用以及编程和数据统计方法的综合运用。

本教程主要适用于生物信息学专业本科学生的基因组信息学方面的实践教学。这些

实践项目的开展，需要学生具备一定的生物信息学方面的基础理论知识和操作技能、计算

机基础、Ｐｙｔｈｏｎ编程与基于Ｒ语言的统计分析能力。本教程所涉及的分析软件大多适用于

ＵＮＩＸ／Ｌｉｎｕｘ系统，故而还需要熟悉此类操作系统环境，同时安装好实践项目中所需要的各

种专业软件。这些软件的快速安装方法见绪论第四部分“操作环境”，其使用方法见“常用

软件使用手册”部分。此外，由于实践内容涉及高通量计算，故而还需一台高性能的计算设

备。考虑到不同软件对计算性能的需求和实践教学的目的，对于实践内容所涉及的目标物

种基因组，建议根据自身所配备的计算机设备进行选择。本教程基于一个注释信息完善的

小规模基因组（酿酒酵母ＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅＳ２８８Ｃ菌株），提供基础实践演示案例。

二、 项目设计

本教程的实践项目分为三个层次———基础实践、扩展实践和综合实践，随着实践内容

的推进，逐步拓展学生的知识面，加深学生对基因组信息学相关理论知识的理解，提升其操

作技能。

① 基础实践：整个实践内容以一个完整项目的形式开展，各个实践项目之间既相对独

立，又具有一定的连贯性。实践项目从全基因组测序模拟开始，进行组装、注释和可视化

等，通过一系列基础实践教学活动，让学生熟悉最常用的基因组信息学软件的使用方法，并

掌握一套相对完整的基因组序列数据的基本分析流程。

② 扩展实践：在基础实践之上，进一步增加对于基因组分析策略和方法相关理论与实

践技能的训练，进而拓展学生的知识面，加深其对基因组信息学的理解和认知，同时提升学
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生的自主学习能力。

③ 综合实践：在学生掌握基因组信息学基本理论、技术和方法的基础之上，设计了一
些综合性和探索性的实践项目，以加强学生对专业知识和技能的综合运用能力；同时，还让

学生能利用其他专业相关课程内容，如算法、编程和数理统计方面的技能和方法，来解决实

践中遇到的各种问题，进而提升学生发现问题、分析问题和解决问题的能力。

三、 问题探索

实践开展过程中，可能会出现各种各样的问题。有的是人为错误导致的，有的是系统

兼容性问题引起的，有的是所选数据有问题造成的，当然亦有可能是分析方法和软件工具

自身的固有问题。因此，实践获得的结果往往达不到预期的那样“完美”。这些问题当中

甚至有些可能在这门学科中目前都是悬而未决的，亦值得我们继续深入探索，可以结合基

因组信息学相关理论知识和前沿发展，在实践过程中对这些问题进行探索和思考。以下是

根据个人经验和认知列举的一些问题，仅供参考。

不同的基因组序列组装软件，针对同一组基因组测序数据的组装结果是否会存在差

异？这是为什么？该怎么处理？

不同的组装软件，所使用的具体算法模型和训练数据集往往是不同的，故而导致其组

装行为有一定的偏好，最终导致它们在组装同一个物种基因组时，结果存在差异。这也提

醒我们在进行某个物种的全基因组测序组装时，一定要选择合适的组装软件。如果无法确

定合适的组装软件，则尝试多种软件的对比和联合使用，或许是一个可行的方案。

当需要对某个物种基因组测序数据进行组装时，如果选择了某个组装软件，那么如何

设置该软件的参数组合，才能使得组装结果最佳？

基因组组装软件的参数选项通常都比较多，虽然很多参数都有默认设置，但是这些默

认设置并不一定适用于某个具体物种的基因组组装。换句话说，就是使用默认参数组合，

也不一定能够获得最佳组装结果。那么如何设置这些参数才能获得最佳组装结果呢？实

际上，在结果出来之前谁也不知道，只能通过不同参数组合进行组装测试和比较。采用正

交试验设计等方法对其进行参数组合设计，可以有效减少测试次数；当然，如果不考虑计算

资源限制的话，可以使用穷举法遍历所有参数组合。为了减少手动执行程序的烦琐操作，

可以编写批处理脚本进行不同参数组合的组装测试，并编写程序提取组装结果的关键指标

进行比对，从而选出最佳组装结果。

当需要对某个物种基因组测序数据进行组装时，如何选择合适的组装软件？

基因组测序组装软件有很多，每个软件都有各自相关的文献资料对其功能、训练和测

试数据集，及其适用的数据类型和／或物种分类进行描述。我们可以通过阅读这些文献资
料，再结合目标物种类别和基因组测序数据类型，对适用软件进行初步筛选。如果适用的

软件有多个，则需要分别对其进行组装测试，然后将组装结果的关键指标进行比对，进而选

出其中最佳的组装结果。
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如何让预测的基因结构尽可能准确？

这是基因预测和结构建模中的一个至关重要的问题。迄今为止，没有哪一种基因预测

的方法和软件能够做到尽善尽美，都有或多或少的问题。很自然的一个想法，就是多种预

测方法和软件的联合使用，或许能够改善预测的基因结构模型。

同源基因搜索方法在全基因组基因预测中的用途是什么？

一般情况下，亲缘关系越近的物种，就会编码越多的在进化上同源的基因。这些同源

基因在序列上往往是高度相似的，故而利用近缘物种的已知基因／蛋白质序列，在目标物种

基因组中来预测可能的同源基因是一种可行的方案。这种同源基因的搜索基于相似性比

对的原理，可以定位同源基因在目标物种基因组上的位置以及大概结构；但是由于该方法

内在原因的限制，实验研究人员无法获得精准的基因结构信息，故尚需其他基因结构建模

软件来辅助解决。

不同的从头计算预测基因软件，对于同一物种基因组的预测结果存在差异，这是为什

么？该如何处理？

从头计算预测基因的软件有很多，如Ａｕｇｕｓｔｕｓ、ＧＥＮＳＣＡＮ、ＧｅｎｅＭａｒｋ-ＥＳ／ＥＴ等。但是，

不同基因预测软件所使用的具体算法模型和训练数据集往往是不同的，这会导致软件在计

算和预测的参数上有一定的偏好，即其所适用的物种类别不同，最终导致不同软件在预测

同一物种基因组时结果存在差异。这也提醒我们在做全基因组的基因预测时，必须根据自

己的研究对象和实际分析需求来选择一个合适的软件。当然，在无法确定合适的软件时，

可尝试多种软件的联合使用，也许可以改善基因预测结果。此外，从头计算预测的基因虽

然具有明确的基因结构，但是其不一定是真实的，尚需要其他方法加以佐证，尤其是实验证

据，以便得到更加完整、准确的基因结构信息。

如何利用某物种的转录组测序数据来改善全基因组的基因预测和结构建模结果？

同源搜索和从头计算预测这两种方法获得的基因都有一个共同缺点，就是无法确保该

基因真正表达。转录组测序数据则可以改善这一问题，如 ＲＮＡ-Ｓｅｑ数据。通过组装 ＲＮＡ-

Ｓｅｑ数据，可以获得大量基因真实表达的转录本序列信息。基于这些组装转录本序列，将

其映射到基因组序列上，可获得这些真实转录本的基因组定位和结构信息；这些结构信息，

除了首尾之外，中间的区间间隔都代表了真实且准确的外显子和内含子结构。利用这些结

构信息，再结合上述同源搜索和从头计算预测基因结果，即可进一步完善基因信息。

全基因组注释，除了要进行基因预测之外，通常还需要对哪些基因组序列特征进行

注释？

在全基因组注释中，除了基因预测之外，还有很多基因组序列特征需要进行注释，如与

基因表达调控有关的启动子和转录因子、ｔＲＮＡｓ和ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ、重复序列等。在这些序列特

征的注释过程中，需要考虑是否有实验证据信息、计算方法和分析软件可以直接使用。

为什么要对基因组序列及其注释信息进行可视化？

无论是基因组序列，还是注释信息，都非常庞大，不便于实验研究人员的访问和使用。
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软件工具需要提供简单易用的访问形式，以便实验研究人员查询和使用这些基因组数据。

其中，可视化就是最经典的一种方式，它提供了用户友好的图形化操作界面和快速搜索

功能。

如何对全基因组数据进行可视化？现有的哪些工具可以使用？选择本地软件，还是基

于Ｗｅｂ的工具进行可视化？
目前，有许多工具可以实现或部分实现全基因组数据的可视化，如ＩｎｔｅｇｒａｔｉｖｅＧｅｎｏｍｉｃｓ

Ｖｉｅｗｅｒ（ＩＧＶ）、ＪＢｒｏｗｓｅ等。基因组数据的本地可视化只能服务个人；而基于 Ｗｅｂ的可视化
则可以利用Ｗｅｂ服务器对所有人开放，这样更加有利于相关学术成果的交流和推广。

你是否熟悉各种常用基因组数据格式？包括编写程序从某个格式文件中提取所需的

特定数据，或按照指定格式写入分析结果。

在基因组信息学研究过程中，不同研究人员根据自身科研需求开发了不同的分析软

件，各种各样的基因组数据格式也随之产生，用于保存各种不同类型的数据。换句话说，就

是不同软件所支持的数据文件格式亦不尽相同，这给一些需要多个软件协同处理的复杂分

析任务带来了不便。此时，就需要对这些数据文件进行格式转换。在缺少合适转换工具的

情况下，我们需要自行编程完成相关的数据解析和提取工作，为此就必须熟练掌握这些数

据格式的转换操作。

四、 操作环境

１.软件安装
以下的软件安装和测试系统为 ＵｂｕｎｔｕＬｉｎｕｘ１６.０４（ＬＴＳ版本），其中绝大多数软件可

以使用同样的方法在更高版本的Ｕｂｕｎｔｕ系统中正常安装和运行。如果你的计算机没有安
装此类系统，可以选择安装双系统，或者安装虚拟机（如 ＶｉｒｔｕａｌＢｏｘ），然后在虚拟机中安装
该系统；只是以虚拟机方式安装的话，系统计算性能会受到很大限制，只能使用很小规模的

数据来开展实践项目。本教程所需软件的快速安装和环境配置方法如下；更多有关软件安

装、环境配置和使用方法的内容，详见“常用软件使用手册”部分。

（１）ＡＲＴ系列软件
从ＡＲＴ官网下载最新编译好的版本，如 ａｒｔｂｉｎｍｏｕｎｔｒａｉｎｉｅｒ２０１６.０６.０５ｌｉｎｕｘ６４.ｔｇｚ；解压

缩后，将该目录下所有文件复制到／ｕｓｒ／ｂｉｎ目录下。

ｗｇｅｔｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ.ｎｉｅｈｓ.ｎｉｈ.ｇｏｖ／ｒｅｓｅａｒｃｈ／ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ／ａｓｓｅｔｓ／ｄｏｃｓ／ａｒｔｂｉｎｍｏｕｎｔｒａｉｎｉｅｒ２０１６.０６.０５ｌｉｎｕｘ６４.ｔｇｚ
ｔａｒ-ｘｚｆａｒｔｂｉｎｍｏｕｎｔｒａｉｎｉｅｒ２０１６.０６.０５ｌｉｎｕｘ６４.ｔｇｚ
ｃｄａｒｔ_ｂｉｎ_ＭｏｕｎｔＲａｉｎｉｅｒ
ｓｕｄｏｃｐ-ａ.／*／ｕｓｒ／ｂｉｎ／

（２）ＮＣＢＩＳＲＡＴｏｏｌｋｉｔ

ｓｕｄｏａｐｔｉｎｓｔａｌｌｓｒａ-ｔｏｏｌｋｉｔ

此为试读,需要完整PDF请访问: www.ertongbook.com
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（３）ＮＣＢＩＢＬＡＳＴ

ｓｕｄｏａｐｔ-ｇｅｔｉｎｓｔａｌｌｎｃｂｉ-ｂｌａｓｔ＋

（４）ＦａｓｔＱＣ

ｓｕｄｏａｐｔ-ｇｅｔｉｎｓｔａｌｌｆａｓｔｑｃ

（５）Ｂｏｗｔｉｅ２

ｓｕｄｏａｐｔ-ｇｅｔｉｎｓｔａｌｌｂｏｗｔｉｅ２

（６）Ｓａｍｔｏｏｌｓ

ｓｕｄｏａｐｔ-ｇｅｔｉｎｓｔａｌｌｓａｍｔｏｏｌｓ

（７）ＳＯＡＰｄｅｎｏｖｏ和ＳＯＡＰｄｅｎｏｖｏ２

ｓｕｄｏａｐｔ-ｇｅｔｉｎｓｔａｌｌｓｏａｐｄｅｎｏｖｏｓｏａｐｄｅｎｏｖｏ２

（８）Ｖｅｌｖｅｔ

ｓｕｄｏａｐｔ-ｇｅｔｉｎｓｔａｌｌｖｅｌｖｅｔ

（９）ＱＵＡＳＴ

从其官网下载最新编译好的版本，如ｑｕａｓｔ-５.０.２.ｔａｒ.ｇｚ；解压缩后，将该目录下所有文

件复制到／ｕｓｒ／ｂｉｎ目录下。

ｗｇｅｔｈｔｔｐｓ：／／ｄｏｗｎｌｏａｄｓ.ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ.ｎｅｔ／ｐｒｏｊｅｃｔ／ｑｕａｓｔ／ｑｕａｓｔ-５.０.２.ｔａｒ.ｇｚ
ｔａｒ-ｘｚｆｑｕａｓｔ-５.０.２.ｔａｒ.ｇｚ
ｃｄｑｕａｓｔ-５.０.２
ｓｕｄｏｃｐ-ａ.／*／ｕｓｒ／ｂｉｎ／

（１０）ＧＦＦ格式处理软件

从其官网下载最新编译好的版本；解压缩后，将该目录下所有文件复制到／ｕｓｒ／ｂｉｎ目

录下。

＃ｇｆｆｒｅａｄ

ｗｇｅｔｈｔｔｐ：／／ｃｃｂ.ｊｈｕ.ｅｄｕ／ｓｏｆｔｗａｒｅ／ｓｔｒｉｎｇｔｉｅ／ｄｌ／ｇｆｆｒｅａｄ-０.１１.４.Ｌｉｎｕｘ_ｘ８６_６４.ｔａｒ.ｇｚ
ｔａｒ-ｘｚｆｇｆｆｒｅａｄ-０.１１.４.Ｌｉｎｕｘ_ｘ８６_６４.ｔａｒ.ｇｚ
ｃｄｇｆｆｒｅａｄ-０.１１.４.Ｌｉｎｕｘ_ｘ８６_６４
ｓｕｄｏｃｐ-ａ.／*／ｕｓｒ／ｂｉｎ／

＃ｇｆｆｃｏｍｐａｒｅ

ｗｇｅｔｈｔｔｐ：／／ｃｃｂ.ｊｈｕ.ｅｄｕ／ｓｏｆｔｗａｒｅ／ｓｔｒｉｎｇｔｉｅ／ｄｌ／ｇｆｆｃｏｍｐａｒｅ-０.１１.２.Ｌｉｎｕｘ_ｘ８６_６４.ｔａｒ.ｇｚ
ｔａｒ-ｘｚｆｇｆｆｃｏｍｐａｒｅ-０.１１.２.Ｌｉｎｕｘ_ｘ８６_６４.ｔａｒ.ｇｚ
ｃｄｇｆｆｃｏｍｐａｒｅ-０.１１.２.Ｌｉｎｕｘ_ｘ８６_６４
ｓｕｄｏｃｐ-ａ.／*／ｕｓｒ／ｂｉｎ／

（１１）ＧｅｎｏｍｅＴｏｏｌｓ

ｓｕｄｏａｐｔ-ｇｅｔｉｎｓｔａｌｌ*ｇｅｎｏｍｅｔｏｏｌｓ*
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（１２）ＢＬＡＳＴ比对结果格式转换工具
可以从下列网站下载相关工具，如 ｂｌａｓｔ９２ｇｆｆ３.ｐｌ和 ｂｌａｓｔ２ｇｆｆ.ｐｙ；然后，直接将其复制

到／ｕｓｒ／ｂｉｎ目录下。

ｗｇｅｔｈｔｔｐ：／／ｅｕｇｅｎｅｓ.ｏｒｇ／ｇｍｏｄ／ｇｅｎｏｇｒｉｄ／ｓｃｒｉｐｔｓ／ｂｌａｓｔ９２ｇｆｆ３.ｐｌ
ｓｕｄｏｃｐ.／ｂｌａｓｔ９２ｇｆｆ３.ｐｌ／ｕｓｒ／ｂｉｎ／
ｗｇｅｔｈｔｔｐｓ：／／ｇｉｔｈｕｂ.ｃｏｍ／ｗｒｆ／ｇｅｎｏｍｅＧＴＦｔｏｏｌｓ／ｂｌｏｂ／ｍａｓｔｅｒ／ｂｌａｓｔ２ｇｆｆ.ｐｙ
ｓｕｄｏｃｐ.／ｂｌａｓｔ２ｇｆｆ.ｐｙ／ｕｓｒ／ｂｉｎ／

（１３）多序列比对及结果查看工具

ｓｕｄｏａｐｔ-ｇｅｔｉｎｓｔａｌｌｃｌｕｓｔａｌｏｃｌｕｓｔａｌｗｃｌｕｓｔａｌｘｊａｌｖｉｅｗｔｒｅｅｖｉｅｗｘｓｅａｖｉｅｗ

（１４）ｂｅｄｔｏｏｌｓ

ｓｕｄｏａｐｔ-ｇｅｔｉｎｓｔａｌｌｂｅｄｔｏｏｌｓ

（１５）ＢａｍＴｏｏｌｓ

ｓｕｄｏａｐｔｉｎｓｔａｌｌｂａｍｔｏｏｌｓ

（１６）Ａｕｇｕｓｔｕｓ
在安装Ａｕｇｕｓｔｕｓ之前，需要安装很多系统依赖库和工具。

ｓｕｄｏａｐｔ-ｇｅｔｉｎｓｔａｌｌｌｉｂｂｏｏｓｔ-ｉｏｓｔｒｅａｍｓ-ｄｅｖｚｌｉｂ１ｇ-ｄｅｖｌｉｂｇｓｌ-ｄｅｖｌｉｂｍｙｓｑｌ＋＋-ｄｅｖｌｉｂｓｑｌｉｔｅ３-ｄｅｖｌｉｂｂｏｏｓｔ-ｇｒａｐｈ-
ｄｅｖｌｉｂｓｕｉｔｅｓｐａｒｓｅ-ｄｅｖｌｉｂｌｐｓｏｌｖｅ５５-ｄｅｖｌｉｂｂａｍｔｏｏｌｓ-ｄｅｖｂｃｆｔｏｏｌｓ

然后，从其官网下载源码文件；解压缩后，进行编译安装。

ｗｇｅｔｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｉｎｆ.ｕｎｉ-ｇｒｅｉｆｓｗａｌｄ.ｄｅ／ａｕｇｕｓｔｕｓ／ｂｉｎａｒｉｅｓ／ｏｌｄ／ａｕｇｕｓｔｕｓ-３.３.ｔａｒ.ｇｚ
ｔａｒ-ｘｚｆａｕｇｕｓｔｕｓ-３.３.ｔａｒ.ｇｚ
ｃｄａｕｇｕｓｔｕｓ
ｍａｋｅ
ｓｕｄｏｍａｋｅｉｎｓｔａｌｌ

（１７）ｇｅｎｅｉｄ
从其官网下载最新版本源码文件；解压缩后，进行编译，再将编译的可执行文件复制

到／ｕｓｒ／ｂｉｎ目录下。

ｗｇｅｔｈｔｔｐｓ：／／ｇｅｎｏｍｅ.ｃｒｇ.ｅｓ／ｐｕｂ／ｓｏｆｔｗａｒｅ／ｇｅｎｅｉｄ／ｇｅｎｅｉｄ_ｖ１.４.４.Ｊａｎ_１３_２０１１.ｔａｒ.ｇｚ
ｔａｒ-ｘｚｆｇｅｎｅｉｄ_ｖ１.４.４.Ｊａｎ_１３_２０１１.ｔａｒ.ｇｚ
ｃｄｇｅｎｅｉｄ
ｍａｋｅ
ｓｕｄｏｃｐ～／ｇｅｎｅｉｄ／ｂｉｎ／ｇｅｎｅｉｄ／ｕｓｒ／ｂｉｎ

（１８）ＩＧＶ
从其官网下载适合自己系统的版本（需要相应版本的 Ｊａｖａ环境支持）；解压缩后，程序

可以直接运行，打开ＩＧＶ窗口。
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（１９）ＪＢｒｏｗｓｅ
在安装ＪＢｒｏｗｓｅ之前，需要安装很多系统依赖库和工具。

ｓｕｄｏａｐｔｉｎｓｔａｌｌｂｕｉｌｄ-ｅｓｓｅｎｔｉａｌｚｌｉｂ１ｇ-ｄｅｖｔａｂｉｘ

此外，还需要提前安装好ＸＡＭＰＰ；然后，下载ＪＢｒｏｗｓｅ源码文件；解压缩后，将整个目录
移到／ｏｐｔ／ｌａｍｐｐ／ｈｔｄｏｃｓ／ｊｂｒｏｗｓｅ目录中，并进行初始化安装。

ｗｇｅｔｈｔｔｐｓ：／／ｇｉｔｈｕｂ.ｃｏｍ／ＧＭＯＤ／ｊｂｒｏｗｓｅ／ｒｅｌｅａｓｅｓ／ｄｏｗｎｌｏａｄ／１.１６.６-ｒｅｌｅａｓｅ／ＪＢｒｏｗｓｅ-１.１６.６.ｚｉｐ
ｕｎｚｉｐＪＢｒｏｗｓｅ-１.１６.６.ｚｉｐ
ｓｕｄｏｍｖＪＢｒｏｗｓｅ-１.１６.６／ｏｐｔ／ｌａｍｐｐ／ｈｔｄｏｃｓ／ＪＢｒｏｗｓｅ
ｃｄ／ｏｐｔ／ｌａｍｐｐ／ｈｔｄｏｃｓ
ｓｕｄｏｃｈｏｗｎｗ`ｈｏａｍｉ`ＪＢｒｏｗｓｅ
ｃｄＪＢｒｏｗｓｅ
.／ｓｅｔｕｐ.ｓｈ＃不要使用ｓｕｄｏ模式来执行该脚本程序

２.远程服务器的连接和使用
如果有专门用于高通量数据分析的高性能计算服务器，可使用第三方工具（如

ＦｉｌｅＺｉｌｌａ、ＷｉｎＳＣＰ）或ｓｆｔｐ指令，把数据上传到服务器指定工作目录中，然后在服务器上执行
相关程序进行数据分析，再把分析结果文件下载到本地电脑，前提是服务器上已安装数据

分析所需软件。如果服务器没有安装所需软件，且本地电脑配置一般，则现有设备只能处

理小规模数据，而且运行某些程序可能需要较长时间，尤其是电脑性能配置不足的时候，很

可能无法执行某些计算任务。

（１）远程登录服务器进行上传和下载

＃Ｕｂｕｎｔｕ１６终端命令行模式，使用ｓｆｔｐ指令远程登录服务器
＃假设服务器ＩＰ地址为４２.２４４.７.５１，用户名为ｚｈａｎｇｇａｏｃｈｕａｎ

ｓｆｔｐｚｈａｎｇｇａｏｃｈｕａｎ＠４２.２４４.７.５１＃在提示行中输入密码

＃创建工作目录

ｍｋｄｉｒｗｏｒｋｄｉｒ

＃切换到服务器上当前用户的工作目录

ｃｄｗｏｒｋｄｉｒ

＃设定本地工作目录，即需要上传的数据文件所在目录

ｌｃｄ／ｈｏｍｅ／ｚｈａｎｇｇａｏｃｈｕａｎ／ｗｏｒｋｄｉｒ

＃上传基因组序列文件，如：Ｓｃ_ｇＤＮＡ.ｆａｓｔａ

ｐｕｔＳｃ_ｇＤＮＡ.ｆａｓｔａ

＃如果需要上传本地工作目录中的所有数据文件，可以使用：ｐｕｔ*

＃从服务器的工作目录中下载指定结果文件到本地工作目录
＃假设Ｓａｍｔｏｏｌｓ统计结果文件存放在ｓａｍｔｏｏｌｓ_ｏｕｔ子目录中

ｃｄｓａｍｔｏｏｌｓ_ｏｕｔ
ｇｅｔｓａｍｔｏｏｌｓ.ｓｔａｔ.*
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＃下载该目录中所有文件，可以使用：ｇｅｔ*.*

＃下载完成后，如果要删除当前目录所有文件，可以执行：ｒｍ*.*

ｅｘｉｔ＃退出ｓｆｔｐ服务器

（２）远程登录服务器执行数据分析工作

＃Ｕｂｕｎｔｕ１６终端命令行模式，使用ｓｓｈ指令远程登录服务器（４２.２４４.７.５１）

ｓｓｈｚｈａｎｇｇａｏｃｈｕａｎ＠４２.２４４.７.５１

＃创建工作目录

ｍｋｄｉｒｗｏｒｋｄｉｒ＃如果已创建，请忽略

＃切换到服务器上当前用户的工作目录

ｃｄｗｏｒｋｄｉｒ

＃假设所需数据文件已经存在，执行如下指令，系统则将以１０个ＣＰＵ核或线程数来执行ｔｂｌａｓｔｎ程序，并
将其挂载到后台运行，同时创建记录程序运行情况的ｎｏｈｕｐ日志；此时退出终端命令行窗口，将不影响
服务器端的程序执行。

ｎｏｈｕｐｔｂｌａｓｔｎ-ｑｕｅｒｙ.／ｐｒｏｔｅｉｎ.ｆａｓｔａ-ｄｂＳｃ_ｇＤＮＡ-ｏｕｔ.／ｔｂｌａｓｔｎ_ｒｅｓｕｌｔｓ.ｏｕｔｆｍｔ６-ｅｖａｌｕｅ１ｅ-５-ｏｕｔｆｍｔ６-ｍａｘ
_ｔａｒｇｅｔ_ｓｅｑｓ１-ｎｕｍ_ｔｈｒｅａｄｓ１０＆

３.不同操作系统的兼容性问题
在不同操作系统之间进行数据和代码文件的转移时，需要特别注意不同系统的兼容性

问题。比如，Ｗｉｎｄｏｗｓ系统的行结束符为“＼ｒ＼ｎ”（回车换行），而ＵＮＩＸ／Ｌｉｎｕｘ系统的行结束
符为“＼ｎ”（换行）；字符编码方式也有差异。这样的不兼容会导致 Ｗｉｎｄｏｗｓ系统下撰写的
数据和脚本文件，在移植到 ＵＮＩＸ／Ｌｉｎｕｘ系统下运行时，会出现异常情况。故而，建议在
Ｗｉｎｄｏｗｓ系统下安装ｎｏｔｅｐａｄ、ｓｕｂｌｉｍｅｔｅｘｔ之类的文本编辑器，而在ＵＮＩＸ／Ｌｉｎｕｘ系统下使用
ｇｅｄｉｔ之类的文本编辑器。然后，根据数据和脚本文件最终运行环境的操作系统类型，利用
这些编辑器将其保存成该系统支持的格式。例如，在Ｕｂｕｎｔｕ系统下，保存格式为ＵＴＦ-８编
码方式，行结束符为ＵＮＩＸ／Ｌｉｎｕｘ系统格式类型。这样就会解决此类兼容性问题。

（本教程中使用的相关脚本内容可登录苏大教育 ｗｗｗ.ｓｕｄａｊｙ.ｃｏｍ或扫描下方二维码
获取。）
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第一篇　基础实践

项目 1 　 基因组测序模拟

一、 基本原理

随着下一代测序（ｎｅｘｔ-ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＮＧＳ）技术的发展，该技术在生命科学的
不同领域迅速推广，如从基因组中识别小ＲＮＡ（ｓｍａｌｌＲＮＡ）、转录因子结合模式、ＤＮＡ甲基
化模式、循环微ＲＮＡ（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｍｉｃｒｏＲＮＡ）、各种基因组结构变异等。这些不同分支领域
的应用，催生了对不同的统计算法和分析工具的需求，以便研究人员从大量数据中提取有

意义的信息。然而，基因组序列的复杂性为后续的序列分析和挖掘带来了很大的挑战，增

加了算法研究和软件开发的难度。

为了应对新算法和软件的开发周期长的问题，很多基于 ＮＧＳ的数据模拟工具被开发
出来。这些模拟工具可以模拟指定ＮＧＳ平台的测序错误率分布，以及已知 ＤＮＡ序列中的
其他影响因素，以此来创建高通量原始测序数据。这些 ＮＧＳ模拟数据可以协助开发和评
估新的统计模型和计算方法，亦可用于评估新测序方法，进而构建更好的实验工作流程。

例如，Ｒｕｆｆａｌｏ等（２０１２）使用 ＮＧＳ模拟器 ＡＲＴ生成的模拟测序数据，测试短读段
（ｒｅａｄｓ）映射质量评估工具ＬｏＱｕｍ。Ｌｉ等（２０１２）用模拟数据测试基于家族的变异调用算法
（ｖａｒｉａｎｔｃａｌｌｉｎｇａｌｇｏｒｉｔｈｍ）。Ｌｉａｏ等（２０１３）用两个模拟器创建的模拟数据测试子读段（ｓｕｂ-
ｒｅａｄｓ）比对映射程序。

不同测序技术和平台的影响因素也不尽相同，故而有多种不同的 ＮＧＳ数据模拟器被
开发出来，用于模拟各种不同类型的测序方法，包括ＤＮＡ测序、宏基因组测序（ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）、ＲＮＡ-Ｓｅｑ、ＣｈＩＰ-Ｓｅｑ和亚硫酸氢盐测序（ｂｉｓｕｌｆｉｔｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＢＳ-Ｓｅｑ）等。

本实践项目选择一款经典的测序模拟软件来模拟常用测序平台的测序数据，使学生在

熟悉常用基因组数据库和模拟软件使用的同时，通过简单的统计分析，加深对测序中几个

关键参数（测序读长、覆盖度、片段长度和覆盖率）的认知和理解。
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二、 目的和要求

① 学会ＧｅｎＢａｎｋ中Ｇｅｎｏｍｅ数据库的使用。

② 加深对全基因组鸟枪法测序原理的理解。

③ 熟悉和掌握基因组测序模拟软件ＡＲＴ的使用方法。

④ 能够利用统计学方法和技能对实验数据进行统计分析。

三、 软件和数据库资源

① ＡＲＴ软件（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ.ｎｉｅｈｓ.ｎｉｈ.ｇｏｖ／ｒｅｓｅａｒｃｈ／ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ／ｓｏｆｔｗａｒｅ／ｂｉｏｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ／ａｒｔ）。

② ＧｅｎＢａｎｋ中的Ｇｅｎｏｍｅ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ／ｇｅｎｏｍｅ）。

③ Ｒ语言软件（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ.ｒ-ｐｒｏｊｅｃｔ.ｏｒｇ／）。

④ Ｒ语言绘图包ｇｇｐｌｏｔ２（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ.ｒｄｏｃｕｍｅｎｔａｔｉｏｎ.ｏｒｇ／ｐａｃｋａｇｅｓ／ｇｇｐｌｏｔ２）。

四、 实验内容

１.真核基因组数据下载

① 从ＧｅｎＢａｎｋ的Ｇｅｎｏｍｅ数据库中，搜索和下载某个真核物种的基因组序列。这里以

真菌（Ｆｕｎｇｉ）中的模式生物———酿酒酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）为例。搜索结果显示，该

物种目前已有８００多个不同菌株的基因组测序结果（检索日期２０２１-０２-０５）。

Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ（ｂａｋｅｒ'ｓｙｅａｓｔ）
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｇｅｎｏｍｅ：ＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅＳ２８８Ｃ（ａｓｓｅｍｂｌｙＲ６４）
ＤｏｗｎｌｏａｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎＦＡＳＴＡｆｏｒｍａｔｆｏｒｇｅｎｏｍｅ，ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ，ｐｒｏｔｅｉｎ
ＤｏｗｎｌｏａｄｇｅｎｏｍｅａｎｎｏｔａｔｉｏｎｉｎＧＦＦ，ＧｅｎＢａｎｋｏｒｔａｂｕｌａｒｆｏｒｍａｔ
ＢＬＡＳＴａｇａｉｎｓｔＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅｇｅｎｏｍｅ，ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ，ｐｒｏｔｅｉｎ
Ａｌｌ８４９ｇｅｎｏｍｅｓｆｏｒｓｐｅｃｉｅｓ：
Ｂｒｏｗｓｅｔｈｅｌｉｓｔ
ＤｏｗｎｌｏａｄｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄａｎｎｏｔａｔｉｏｎｆｒｏｍＲｅｆＳｅｑｏｒＧｅｎＢａｎｋ

② 在检索结果页面中，选择某个菌株作为实验研究对象，如Ｓ２８８Ｃ；保存所选物种的名

称（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）、菌株编号（Ｓ２８８Ｃ）和该菌株基因组组装摘要（ｓｕｍｍａｒｙ）；尝试

解读“Ａｓｓｅｍｂｌｙ”和“Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ”这两个栏目中的组装结果统计指标。

Ｓｕｂｍｉｔｔｅｒ：　　　　ＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓＧｅｎｏｍｅＤａｔａｂａｓｅ
Ａｓｓｅｍｂｌｙｌｅｖｅｌ： ＣｏｍｐｌｅｔｅＧｅｎｏｍｅ
Ａｓｓｅｍｂｌｙ： ＧＣＡ_０００１４６０４５.２　Ｒ６４　ｓｃａｆｆｏｌｄｓ：１７　ｃｏｎｔｉｇｓ：１７　Ｎ５０：９２４，４３１　Ｌ５０：６
ＢｉｏＰｒｏｊｅｃｔｓ： ＰＲＪＮＡ１２８，ＰＲＪＮＡ４３７４７
Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ： ｔｏｔａｌｌｅｎｇｔｈ（Ｍｂ）：１２.１５７１

ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｎｔ：６００３
ＧＣ％：３８.１５５６
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③ 在所选物种基因组组装结果页面中，点击“ｇｅｎｏｍｅ”和“ＧＦＦ”超链接，分别下载
ＦＡＳＴＡ格式基因组序列和ＧＦＦ格式基因组注释文件；当然，亦可复制超链接地址，而后利
用第三方工具来进行下载。

＃使用ｗｇｅｔ指令分别下载物种基因组序列和注释文件

ｗｇｅｔｆｔｐ：／／ｆｔｐ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ／ｇｅｎｏｍｅｓ／ａｌｌ／ＧＣＦ／０００／１４６／０４５／ＧＣＦ_０００１４６０４５.２_Ｒ６４／ＧＣＦ_０００１４６０４５.２
_Ｒ６４_ｇｅｎｏｍｉｃ.ｆｎａ.ｇｚ
ｗｇｅｔｆｔｐ：／／ｆｔｐ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ／ｇｅｎｏｍｅｓ／ａｌｌ／ＧＣＦ／０００／１４６／０４５／ＧＣＦ_０００１４６０４５.２_Ｒ６４／ＧＣＦ_０００１４６０４５.２
_Ｒ６４_ｇｅｎｏｍｉｃ.ｇｆｆ.ｇｚ

＃解压缩

ｇｕｎｚｉｐ-ｄＧＣＦ_０００１４６０４５.２_Ｒ６４_ｇｅｎｏｍｉｃ.ｆｎａ.ｇｚ
ｇｕｎｚｉｐ-ｄＧＣＦ_０００１４６０４５.２_Ｒ６４_ｇｅｎｏｍｉｃ.ｇｆｆ.ｇｚ

＃重命名使得文件名称简化，以便后续脚本操作更加简便

ｍｖＧＣＦ_０００１４６０４５.２_Ｒ６４_ｇｅｎｏｍｉｃ.ｆｎａｇＤＮＡ.ｆｎａ
ｍｖＧＣＦ_０００１４６０４５.２_Ｒ６４_ｇｅｎｏｍｉｃ.ｇｆｆｇＤＮＡ.ｇｆｆ

２.基因组测序模拟

① 使用ＡＲＴ系列软件，选择某个常用测序平台（如ＨｉＳｅｑ２５００），对上述下载的基因组
序列进行双末端测序模拟。关注不同参数设置（测序读长、覆盖度和片段长度）对覆盖率

的影响。每个参数至少设置三个不同水平，建议采用正交试验设计法进行参数设置的组合

测试，并以表格形式记录不同批次的参数设置组合。然后，编写批处理脚本运行模拟程序

（如ａｒｔ_ｂａｔｃｈ.ｓｈ），使用“ｎｏｈｕｐａｒｔ_ｂａｔｃｈ.ｓｈ＆”指令将其挂载到后台执行，保存模拟结果和
“ｎｏｈｕｐ”日志文件。以下是一种参数设置组合的命令行示例。

＃ＨｉＳｅｑ２５００测序平台的双末端测序模拟命令行脚本示例
＃参数组合：读长为１２５ｂｐ，覆盖度为１０×，插入片段长度为２００ｂｐ±１０ｂｐ
＃切换到基因组序列文件（假设为ｇＤＮＡ.ｆｎａ）所在目录

ａｒｔ_ｉｌｌｕｍｉｎａ-ｓｓＨＳ２５-ｓａｍ-ｉｇＤＮＡ.ｆｎａ-ｐ-ｌ１２５-ｆ１０-ｍ２００-ｓ１０-ｏｐａｉｒｅｄ

② 查看“ｎｏｈｕｐ”日志文件，检查程序脚本运行是否正常完成，如果没有正常完成，分析
日志文件中的错误提示，找出问题并加以解决，然后重新执行模拟程序。

③ 使用合适的软件查看基因组测序模拟的输出结果文件及其内容。

＃查看前２０行数据，用于检查数据格式，确定注释行数

ｈｅａｄ-ｎ２０ｐａｉｒｅｄ.ｓａｍ

＃查看文件总行数

ｗｃ-ｌｐａｉｒｅｄ.ｓａｍ

④ 统计不同参数设置组合下的模拟结果数据，汇总成一个表格（表１-１）。

总碱基数＝（ＳＡＭ文件总行数－注释行数）×读长
实际覆盖度＝总碱基数／基因组大小（该值应该逼近参数ｆ，但不一定完全相等）
理论丢失率＝ｅ－ｆ

理论覆盖率（ｃ）＝１－ｅ－ｆ
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