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摘要 高通量测序技术的发展正在逐渐改变诸多生物学领域的研究方法．为应对突发疫情以及新发未知微生物威胁的需求，

微生物鉴定技术逐渐从传统的物理化学方法及核酸杂交等分子水平方法进一步走向利用无需培养的测序数据进行快速分析检

测．随之而来的是对高通量数据分析在精度及速度的要求．基于高通量测序数据的微生物检测数据分析方法在近些年得到了

快速的发展．本文分析了目前基于高通量测序数据的微生物检测数据分析方法，对其数据分析的处理流程和计算方法进行了

研究，比较了各个微生物检测数据分析方法的特点及适用场景．最后结合本实验室工作总结微生物检测数据分析方法在实际

应用中可能遇到的问题，希望对该应用领域的研究有一定的参考意义．
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微生物检测旨在通过传统生化、免疫实验方法

或者高通量测序方法鉴别宏基因组样品中的微生物

种类和定量信息．常用传统微生物检测方法包括涂

片镜检法、PCR扩增法以及基因芯片法等．涂片
镜检法通过对样本微生物进行染色，观察大小形

态，与图例进行对比从而完成检测工作．其优势为

快速、成本低和不需要特殊仪器[1]．基因芯片法通

过荧光标记探针杂交显示特异微生物的序列信息和

位置．其优势为敏感度高、检测快速[2]．PCR扩增
法利用寡核苷酸引物引导待测基因片段进行扩增，

从而能够有效增强检测信号，提高检测效率[3]．但

是传统微生物检测方法都难以解决未知微生物的检

测问题：首先，如果样本中存在未知微生物，则无

法通过形态学特征等获取其种属信息，分离培养法

和涂片镜检法不再适用；其次，PCR扩增法和基
因芯片技术的探针设计需要对样本的先验知识有所

了解，同样也难以鉴别未知微生物[4]．

快速准确地检测宏基因组样本中的微生物，确

定其种源、毒力等信息是疾病防控和生物安全的关

键问题[5]．新发未知的微生物由于其突发性、无法

获取先验知识等特征，难以通过传统微生物检测方

法进行快速、有效的应对．第二代测序 (next-
generation sequencing，NGS)技术经过 10年左右的

快速发展，功能不断完善，成本逐渐降低，一次运

行可以测定千万级别的短序列[6]．基于 NGS的微生
物检测的完整流程包括：通过对宏基因组样本进行

大规模完全测序，得到宏基因组的核酸序列；再利

用生物信息学工具对核酸序列数据进行分析，从而

进一步得到微生物基因、耐药性、毒力信息等[7]．

基于 NGS的微生物检测技术无需进行需要先验知
识的样本形态学特征查找或者探针设计，能够对未

知致病微生物进行检测，弥补了传统微生物检测方

法的不足，成为预防未知生物威胁的重要手段．

随着测序实验技术的日趋成熟，数据分析方法

逐渐成为制约基于 NGS的微生物检测应用的关键
环节．本文对近些年来基于 NGS的微生物检测数
据分析方法的流程设计和关键算法做简要介绍，比

较各个数据分析方法的特点及适用情况．最后总结

面向应用需求的微生物检测数据分析方法，对相关

领域的未来走向提出了预测．希望本文对应用高通
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为了对目前基于 NGS的微生物检测数据分析
方法进行全面评估，我们将分析系统简化为 6个核
心环节，如图 1所示，分别为：质量控制(A )、比
对方法优化(B)、与参考基因组进行比对(C)、序列

拼接(D)、与微生物基因组进行比对(E)、下游分析
(F)．其中质量控制(环节 A )属于提高微生物检测精
度的方法，通常 NGS产生的测序数据会存在低质
量序列、低复杂度序列等，会影响后续分析．因此

量测序技术进行微生物检测的工作人员在数据分析

方面提供有价值的参考．

1 基于 NGS的微生物检测数据分析策略
根据样本来源、提取方法、建库策略的不同，

基于 NGS的微生物检测数据分析方法所采取的数
据处理策略也略有不同．微生物样本多来自血液、

口腔、痰液、病理组织等，在进行 DNA 或 RNA
的提取后，利用高通量测序仪建库测序，即获得原

始 reads数据，存储格式通常为 fasta或 fastq文件，
后者包含碱基质量信息．测序原始数据需要进一步

的数据分析以获得其中微生物种群的相关信息[8]．

基于 NGS的微生物检测数据分析方法面临以
下几个关键问题：第一，检测数据分析方法速度要

快．由于 NGS产出数据的通量越来越高，检测数
据分析方法的速度需要与之相匹配，才能够达到快

速确认，快速应对的目的[9]．第二，检测数据分析

方法精度要高．面向未知微生物的检测数据分析方

法需要尽可能降低检测的假阳性和假阴性比例．如

果假阳性过高，无法有效确认疑似微生物，会造成

时间和效率的浪费；如果假阴性过高，则无法充分

检测出宏基因组样品中的微生物序列，影响后期确

认和毒力评估[10]．另外，NGS测序仪的测序读长通
常为 35～250 bp (碱基 )，比第一代测序的读长
(650～800 bp)短，因此需要进行 de-novo拼接以获
得完整微生物序列信息[11]．除此之外微生物检测数

据分析方法还会遇到计算性能上的问题，需要提高

检测方法在不同体系结构上的运行效率，或通过算

法优化检测方法所需的计算量等．针对这些问题，

目前多数基于 NGS的微生物检测方法可以归纳为
以下数据分析策略(图 1)．

Fig. 1 Strategy of microbes detection data analysis methods based on NGS
图 1 基于 NGS的微生物检测数据分析方法策略

SOAPsnp,chrVirus,igv,SVDetect,
CREST,Novoalign,BioScope

velvet,ABySS,CAP3,Meta-IDBA,Minimo

MAQ,Blast,Blat,Bowtie,Bowtie2,
RAPSearch,SNAP,SMALT,MOSAIK

FastQC,SolexaQA,PRINSEQ,
CLC Bio v5.5 Trimmer

可用软件处理流程

A

B

C

D

E

F

质量控制(低质量序列，低复
杂度序列，重复序列去除)

选择比对方法(多核 /01
替代 /cs-score计算)

与微生物基因组进

行比对

与人类基因组进行

比对

比较比对得分分值

与微生物基因组进

行比对

下游分析 /可视化 /产
生耐药、毒力等报告

序列拼接

人类基因

序列

重叠基因

序列

微生物基

因序列

未知基因

序列

59· ·



生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys. 2017; 44 (1)

参照前文提到的数据分析策略，可以发现不同

的微生物检测计算分析方法主要体现在比对方法优

化(环节 B)以及下游分析(环节 F)．早期的数据分析
方法如 PathSeq、RINS等，是最初微生物检测数据
分析的典型解决方案，并未专门对比对方法进行优

化，也缺少下游分析的步骤，属于“基础型”检测

方法．而 VirusSeq、VirusFinder、CaPSID 等，在
“基础型”的基础上，增加了如病毒结合位点分析

等下游分析(环节 F)，其检测功能得到了完善，称
为“功能型”检测方法．而 READSCAN、Kraken、
CS-SCORE在“基础型”的基础上，增加了比对方
法优化(环节 B)，其处理速度大大增加，属于“速
度型”检测方法．近几年出现的 SURPI、RIEMS、
Pathosphere.org、VERSE和 VIP，同时包含比对方
法优化和下游分析，能够提供完整的分析流程，属

于“完整型”检测方法．

除了数据分析策略带来的基础特点外，由于采

用了不同的软件、处理流程等，不同的基于 NGS
的微生物检测数据分析方法还有着不同的优势，如

图 2所示．
a．在计算速度方面，以 CS-SCORE的 cs-score

值计算法、Kaken 的精确 k-mer 匹配法、RINS的
基于先验知识的加速法为代表的比对方法优化(环
节 B)，对核心比对流程进行了算法上的改进，使
其运行速度大大增加．b．在计算精度上，以
PathSeq为代表的多次循环比对法，在最大限度上
规避了微生物参考基因组 MRG不完善导致的精度
下降．c．在计算资源方面，Kraken的精简数据库
法和 CS-SCORE 的基于 cs-score 值 计算法使运行
内存大大降低．d．体系结构方面，目前基于 NGS

数据分析方法名称 发表时间 核心比对方法 数据分析策略

PathSeq 2011 MAQ[28], MegaBlast[29], BlastN[30] A -C-D-E
RINS 2012 Bowtie[31], Blast[30] A -C-D-E

CAPSID 2012 Blat[32], MegaBlast A -C-D-E-F
VirusSeq 2013 MOSAIK[33] A -C-D-E-F

VirusFinder 2013 Blast+[34], Blat A -C-D-E-F
READSCAN 2013 SMALT[35] A-B-C-D-E

Kraken 2013 K-mer classification tree A-B-C-D-E
SURPI 2014 SNAP[36], RAPSearch[37] A-B-C-D-E
RIEMS 2015 MegaBlast, BlastN A-B-C-D-E-F

Pathosphere.org 2015 GS Newbler[38], Bowtie2[39] A-B-C-D-E-F
CS-SCORE 2015 BWA[40] A-B-C-D-E-F

VERSE 2015 Bowtie2 A-B-C-D-E-F
VIP 2016 Bowtie2, RAPSearch A-B-C-D-E-F

需要通过质量控制软件对样本测序数据进行处理．

比对方法优化(环节 B)属于提高微生物检测速度的
方法，由于 NGS产生上百万片段，数据分析在单
个节点上的计算时间可能需要数周，因此需要采用

设计算法的查询和匹配效率，以降低数据分析所需

的运算量，在数据分析环节上提高速度．序列比对

(环节 C，E)为微生物检测的核心步骤[12]，将样本数

据和人类参考基因组 (human reference geneset，
HRG)或微生物参考基因组 (microbe reference
geneset，MRG)进行比对，清除与 HRG 比对成功
的序列，保留与 MRG比对成功的序列，最后获得
已知和未知的微生物基因．序列拼接(环节 D)将检
测出的微生物基因短 reads拼接成完整微生物基因

序列，从而进行下游分析(环节 F)，如可视化 [13]、

单核苷酸多态性 (single nucleotide polymorphisms，
SNP)分析[14]等，才能获得基因序列的全部信息，完

成微生物检测的整个流程．

2 基于 NGS的微生物检测数据分析方法
从 2011年开始，基于 NGS的微生物检测数据

分析方法得到了快速的发展．目前已经发表的数据

分析方法包括 PathSeq [15]、RINS [16]、CAPSID [17]、

VirusSeq [18]、 VirusFinder [19]、 READSCAN [20]、

Kraken[21]、SURPI[22]、RIEMS[23]、Pathosphere.org[24]、

CS-SCORE[25]、VERSE[26]和 VIP[27]等，如表 1所示.

Table 1 Microbes detection data analysis methods based on NGS
表 1 基于 NGS的微生物检测数据分析方法

60· ·



周子寒, 等：基于高通量测序技术的微生物检测数据分析方法2017; 44 (1)

Fig. 2 Advantages of microbes detection data analysis methods based on NGS
图 2 基于 NGS的微生物检测数据分析方法优势

的数据处理方法都是基于 Linux 开发，但是
Pathosphere.org工作流程为上传数据到云服务器，
在服务器上完成计算产生结果报告，对于运行平台

没有要求．e．在可扩展性方面，以 VirusSeq 和
Kraken 为代表的方法都提供了多线程处理选项，
能够有效增加运行效率．f．在功能方面，以
Virusseq、CaPSID为代表的病毒结合位点分析以及
SNP分析等都属于对于后续功能的完善．尽管最近
几年都有新的检测方法被提出，但是早期的检测方

法由于其他方面的优势，在不同的应用场景下，可

与新的方法互补使用．例如在高精度的病毒转录组

数据检测中，VirusFinder的效果较 Kraken更好．
这里总结基于 NGS的微生物检测流水线的适用情
况，如图 3所示．

在上述基于 NGS的微生物检测数据分析方法
中，一类方法针对检测未知微生物进行序列比对精

度上的优化，其处理方式为从样本文件中逐步清除

人类基因序列，最后剩余包含已知和未知生物基因

序列，典型方法包括 Pathseq、CS-SCORE 等，另
一部分则侧重快速检测已知微生物，其处理方式为

直接与微生物基因组进行比对，但不足之处在于，

受限于所选取的参考基因组，无法检出未知或罕见

的微生物种类，典型算法包括 RINS、Kraken等．
在输入数据方面，一些方法只能处理 DNA序列文
件，如 Kraken，有的方法只能处理 RNA 序列文
件，如 READSCAN，大部分方法两者都能处理，
包括 VERSE、SURPI 等．在检测应用领域方面，
VERSE、VirusSeq、VirusFinder作为专门检测病毒
基因序列的方法，采用的参考数据库只包含病毒基

因序列．鉴于病毒参考基因组远小于细菌参考基因

组，此类软件分析更为快速便捷．

下文我们将对不同类型的检测方法做进一步的

介绍：

a．“基础型”检测方法
“基础型”检测方法采用的数据处理策略为

A-C-D-E，包含 PathSeq和 RINS．属于基于 NGS的
微生物检测方法刚起步的阶段．其中 PathSeq针对
微生物检测的精度问题进行了优化，RINS针对微
生物检测的速度问题进行了优化．

PathSeq是 2011年麻省理工学院和哈佛大学联
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Fig. 3 Application condition of microbes detection data analysis methods based on NGS
图 3 基于 NGS的微生物检测数据分析方法适用情况

合研究所的 Kostic[15]提出的基于 Amazon云平 台[41]

的微生物检测数据分析方法．PathSeq提出了多次
过滤法，用以提高微生物检测的精度：在进行将输

入样本宏基因组数据与参考基因组做序列比对(环
节 C)时，采用MAQ、MegaBlast、BlastN对其中包
含的人类基因序列进行多次循环过滤，充分去除人

类基因序列．PathSeq的缺点为由于多次进行序列
比对，其运行速度较慢．PathSeq适用于对检测速
度要求不高，精度要求很高的案例，譬如查找大规

模疫情中的新型细菌病毒．Bhatt等[42]在 2014年将
该数据分析方法用于巨细胞动脉炎 (giant cell
arteritis，GCA)病原体检测，样本来自于 17 名
GCA患者，采用 PathSeq将其中的人类 DNA序列
去除，然后对剩余序列进行了聚类分析．该实验中

PathSeq对人类 DNA序列的清除率为 100%，起到
了良好的效果．

RINS(rapid identification of nonhuman sequences)
是 2012年 Bhaduri[16]提出的基于先验知识的微生物

检测数据分析方法．RINS提出了基于先验知识的

加速法，用以提高微生物检测的速度．其处理流程

与一般微生物检测数据分析方法不同，首先针对微

生物的物理化学性质(形态学观测等方法)，对其种
属进行假设，根据假设结果选择部分微生物参考基

因组MRG与样本数据进行序列比对，确认其中是
否包含已知微生物序列．由于选择的微生物参考基

因组远远小于人类参考基因组 HRG，先验知识法
可以达到减小运算量，加快运行速度的效果．其比

对过程(环节 C)采用的软件为 BLAST．但如果参考
微生物基因组选择错误，则需要重新选择参考基因

组，造成计算冗余，增加运算时间．RINS数据分
析方法适用于快速检测常见症状的、潜伏期短的突

发疫情中的微生物．Bhaduri 等利用 RINS 对
CA-HPV-10前列腺癌细胞序列数据 130 万个长度
为 100 bp 的 reads 进行检测用时 2 h，而 PathSeq
在处理相似数据量的问题用时约为 13 h，说明
RINS在检测速度上的提升效果显著．

b．“功能型”检测方法
“功能型”检测方法采用的数据处理策略为
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A-C-D-E-F，包括 CaPSID、VirusSeq和 VirusFinder.
功能型检测方法的特点为相比于基础型检测方法，

增加了下游分析环节，如 CaPSID的对检测出的微
生物序列进行可视化查看功能，以及 VirusSeq 和
VirusFinder的病毒结合位点分析功能等．

CaPSID是 2012年 Boron[17]提出的微生物检测

数据分析平台： CaPSID 的主要优势在于功能多
样，不仅能够实现微生物检测，还能够通过转录组

数据进行病原体微生物的可视化查看．CaPSID的
检测流程为：对于样本数据，首先采用 Bowtie2(环
节 C)与 MRG 进行比对，随后与 HRG 进行比对，
之后根据比对结果分为病原体基因序列、人类基因

序列、既比对到人类参考基因组又比对到微生物参

考基因组上的重叠序列以及未比对成功序列．最后

利用 Novoalign[42]对未比对成功序列和病原体基因

序列进行下游分析(环节 F)．CaPSID适用于检测未
知物理化学性质的微生物，并且能够将其分类和

可视化查看其基因水平的特征(G-C含量，变异水
平等)．

VirusSeq 是 2012 年 Anderson[18]提出的针对病

毒基因序列检测的数据分析方法； VirusFinder 是
2013年Wang[19]提出的针对病毒基因序列检测的数

据分析方法．两种方法思路大致相同，首先将样本

数据与 HRG 进行比对，清除比对成功的部分序
列；之后将剩余基因序列与 MRG进行比对，提取
出比对成功的基因序列进行 de-novo拼接，将拼接
成功的基因序列再次与 MRG进行比对，最后输出
比对成功的病毒基因序列．VirusSeq和 VirusFinder
均提供了检测病毒结合位点的下游分析功能(环
节 F)，具体实现为通过 SVDetect [43]对单核苷酸多

态性进行分析，判断病毒插入结合位点的信息．两

者的不同在于 序列比对 (环节 C)过程 中，
VirusFinder采用的序列比对方法为 Bowtie2，速度
较 VirusSeq 所 采 用 的 MOSAIK 有 所 提 升 ．
VirusSeq 和 VirusFinder 只能进行病毒基因序列的
检测，适用于处理由病毒引发的疫情，测序数据为

RNA的微生物检测问题．
c．“速度型”检测方法
“速度型”检测方法采用的数据处理策略为

A-B-C-D-E，包括 READSCAN和 Kraken．速度型
检测方法的特点为相比与基础型检测方法，增加

了比对算法优化环节， 包括 READSCAN 的并行
数据划分法和 Kraken的精简数据库法．

READSCAN是 2013年 Naeem[20]提出的微生物

检测程序．该方法专注于解决检测数据分析方法的

速度和可扩展性问题，提出了并行数据划分法．对

于样本数据，首先分配到多核 CPU上(环节 B)，随
后分别与 HRG、MRG进行比对，其中在环节 C采
用的软件为 SMALT，通过对比对结果的分值进行
分析来确定 reads属于人类基因序列还是微生物基
因序列．READSCAN分为两个版本，用于处理正
常基因序列数据的 normal版和用于处理高变异基
因序列数据的 high-sensitivity 版．READSCAN 数
据分析方法适用于在大规模计算集群上检测突发疫

情中的已知或未知微生物．

Kraken 是 2013 年 Wood [21]提出的的宏基因组

序列分类软件，能够快速对宏基因样品中的 DNA
序列进行分类，因此可以进行微生物检测．Kraken
在序列比对环节(环节 C)采用精确 k-mer匹配和精
简数据库的方法(环节 B)，忽略基因变异，采取精
确匹配；并且建立了专用数据库与 k-mer匹配相配
合，极大地提高了检测速度．Kraken 分为两个版
本：内存开销较大的 normal版和将内存开销限制
为 2Gb以内的 mini版．Kraken速度极快，精度较
低，适用于做微生物检测的预处理．

CS-SCORE 是 2015 年 Haque [22]提出的用于快

速鉴定和去除宏基因组数据中的人类基因数据的数

据分析方法．CS-SCORE专注于解决检测数据分析
方法的速度以及计算资源的问题，提出了 cs-score
值代替法(环节 B)．对于样本数据，首先进行四核
苷酸频率计算，并与经过聚类的序列数据库进行比

对(环节 C)，比对结果相似性超过预先设定的比对
阈值则认为属于病原体基因序列．将相似性未超过

阈值的部分进行向量化，计算 cs-score 值．随后，
根据 cs-score值将序列和经过同样方法处理的人类
基因序列分别分为 31个子集，再通过 bwa进行比
对(环节 C)，最后输出未比对成功的序列即为未知
微生物基因序列．其优点在于速度较快，并且所需

的内存量较小，仅为 2～2.5GB．CS-SCORE 适用
于在小规模运算平台上处理突发疫情中的微生物检

测问题．

d．“完整型”检测方法
“完整型”检测方法采用的数据处理策略为

A -B-C-D-E-F，包括 SURPI、RIEMS、Pathosphere、
org、CS-SCORE、VERSE 和 VIP．完整型检测方
法既包含了下游分析环节，又包含比对方法优化环

节．如 cs-score 基于 CS-SCORE 的比对算法，
Pathosphere.org基于网站的分析方法等等．对于微
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生物检测来说，该类检测方法提供了完整的分析

步骤．

SURPI是 2014 年 Naccache[23]提出的基于云平

台的微生物检测数据分析方法，SURPI专注于解决
微生物检测的速度问题，采用的比对软件为 SNAP
和 RAPSearch，其处理流程为，首先对样本数据进
行质量控制(环节 A )得到 clean data，随后分为两种
模式．第一种为快速模式，采用 SNAP 软件将
clean data与MRG包括细菌参考基因组和病毒参考
基因组进行比对(环节 C)，比对成功直接生成结果
报告．第二种为综合模式，首先将 clean data 与
NCBI nt完整参考数据库进行比对(环节 C)，之后
通过 ABySS[44]+Minimo [46]软件进行 de-novo 拼接组
装(环节 E)，最后通过 RAPSearch软件与病毒蛋白
质数据库进行比对，输出结果(环节 F)．SURPI的
优点在于速度极快，由于采用 SNAP和 RAPSearch
比对软件，可以在 10～30 min 完成对 7～50M
reads的判定．SURPI适用于处理大规模疫情中的
已知微生物的检测问题．

RIEMS 是 2015 年 Scheuch [24]提出的微生物检

测数据分析方法．RIEMS专注于解决微生物检测
的精度问题．其处理流程为，首先对输入宏基因组

数据进行质量控制(环节 A )，随后利用 BLAST 将
读入的 reads子集与已知微生物种群进行比对(环节
C)．之后对未能检测的序列进行序列组装(环节 E)，
组装成功的利用 blast与微生物参考基因组进行比
对，未组装成功的利用 Megablast和 Blastn再与微
生物基因组进行比对(环节 C)．下游分析过程(环节
F)利用 Megablast 和 Blastn 的“without DUST” [46]

模式将读入未比对成功序列进行比对，并对未能比

对成功的 reads 和 contigs 进行翻译，最后利用
Blastp [47]对生成的 Open Reading Frames(ORF)进行
分析．RIEMS适用于对转录组数据进行高精度分
析的过程应用．

Pathosphere.org是 Kilianski等[25]提出的基于网

站的病原体检测数据分析方法平台．允许用户将测

序样品传输至云平台，然后在线分析产生结果报

告．其处理流程为，对于样本数据，首先进行质量

控制以及宿主核酸序列噪声去除，随后进行一个循

环———第一步为 de novo 拼接，将去除噪声后的
reads拼接成 contigs，第二步为与临近物种进行比
对判断(环节 C)和 SNP分析(环节 F)，第三步为将
没能成功比对的 reads重新拼接，对于这三步进行
循环操作直至序列比对结果达到设定的阈值．

Pathosphere.org 在环节 C 采用的比对软件为
Megablast．由于 Pathosphere.org基于云平台设计，
无需环境配置，在不同平台上都可使用．

VERSE 是 2015 年 Wang[26]提出的微生物检测

数据分析方法．其处理流程为：首先将输入的样本

数据与 HRG进行比对(环节 C)，未比对成功的序
列视为病毒序列．随后将假定的病毒序列与 MRG
进行比对，并通过这一环节寻找 SNP，利用找到的
SNP调整 MRG．将调整后的 MRG与 HRG连接，
生成一个伪染色体，随后利用伪染色体与原输入数

据进行比对，从而判断病毒结合位点和染色体内结

构变异(Structural Variants，SVs)，之后利用找到的
SVs调整 HRG．最后将调整后的 HRG和调整后的
MRG连接生成一个新的参考基因组．将输入病毒
序列与新参考基因组进行比对，可以分别检测出病

毒基因和人类基因内的病毒结合位点和结构变异

(环节 F)．VERSE适用于处理病毒引发的疫情中的
微生物检测问题．

VIP是 2016年 Li [27]提出的微生物检测数据分

析方法．VIP其处理流程为：对于样本数据，首先
进行去接头，低质量序列去除，低复杂度序列去除

(环节 A )，得到 clean data．随后分为两种模式，牺
牲精度换取速度的快速模式和注重精度的高敏感度

模式．两种模式的区别体现在宿主基因组消减(环
节 C)环节．快速模式下，利用 Bowtie2 将 clean
data 与 MRG 进行比对，比对成功后直接输出结
果．在高敏感度模式下，首先去除 clean data中的
细菌 DNA和全部 rRNA，剩余序列再利用 Bowtie2
与 MRG 进行比对．未比对成功的序列再利用
RAPSearch与 NCBI的病毒蛋白质库进行比对．所
有的比对成功的序列都进行 de novo组装和系统发
育分析(环节 F)．VIP适用于高精度要求下的微生
物检测问题．

3 “速度型”检测方法的安装配置及性能

评估

为了评估基于 NGS的微生物检测数据分析方
法，我们这里对“速度型”数据分析方法进行了安

装配置与性能评估 (表 2)，也就是：Readscan、
Kraken和 CS-SCORE，其中 Kraken采用缩减数据
库的 Kraken-mini版本．评估的内容包括：环境配
置依赖、安装方法、计算速度、结果精度以及参考

数据库比较等．测试环境为共享内存计算系统

(Intel Xeon E7-8800 V3 CPU x 8、 1TB MEM、
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SSD、CentOS release 6.5 server)．
环境配置依赖和安装方法参见 github 项目

https://github.com/FreezeFish/MicrobeDetectionEvaluation.
git． 项 目 给 出 了 Kraken-mini， CS-SCORE 和
Readscan的数据下载，环境配置等自动化安装方法.

测试数据采用 3个微生物宏基因组数据文件，
分别称为“HiSeq”、“MiSeq”和“simBA-5”，来
自于文献[21]．根据文献[21]，HiSeq 和 MiSeq 序
列数据来自两组不同的细菌宏基因组，均包含 10
个物种，通过鸟枪法测序得到．simBA-5宏基因数
据由提高 5倍突变率的细菌和古生物细菌序列混合

构建．这 3个序列文件都包含 10 000 000个 reads，
其中 HiSeq 平均读长为 92 bp，MiSeq 平均读长为
156 bp，simBA-5所有 reads读长均为 100 bp．

计算速度采用总碱基量除以单次运行时间进行

评估，单位采用Mbp/s，结果保留两位有效数字．
结果正确性采用精度(precision，prec)和敏感度

(sensitivity，sens)两个指标进行评估．待测方法在
运行完成后均会给每条 reads 打出分类标签
(assignments)，精度采用正确的标签占能够进行分
类的标签的比例，敏感度指正确的标签占所有标签

的比例．

HiSeq MiSeq simBA-5

Prec Sens Speed Prec Sens Speed Prec Sens Speed

Readscan 99.98 66.52 0.017 99.98 76.94 0.026 100 67.36 0.025

Kraken-mini 100 74.63 2.3 100 71.04 2.03 100 66.93 2.21

CS-SCORE 98.16 96.28 0.21 99.88 96.74 0.22 99.65 100 0.096

Table 2 “Speed” analysis methods evaluation results
表 2 “速度型”分析方法的评估结果
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Fig. 4 Scability of Kraken鄄mini
图 4 Kraken 可扩展性

: HiSeq; : MiSeq; : simBA5.▲ ▲■ ■ ● ●

从运行结果中可以看出，Kraken-mini速度最
快，CS-SCORE 其次，Readscan 运行速度较慢．
并且随着 reads长度增加，Kraken-mini的运行速度
降低，但总体速度差别不大．Readscan 处理速度
随着 reads长度增加反而有所增加．CS-SCORE运
行速度和 reads长度没有确定关系．在结果正确性
方面，Kraken-mini 对三个测试数据集都给出了
100%的精度，这是因为 Kraken-mini 采用精确
k-mer匹配，不考虑突变造成的影响．而 Readscan
和 CS-SCORE则存在将微生物序列 reads判别成人
类序列 reads的情况．Kraken-mini 的敏感度较差，
是由于采用 k-mer的比对方法，k-mer越小意味着
特异性降低，和多条 reference 比对成功的几率更
高，而采用 LDA分类的方法只能向上一级进行分
类，导致敏感度降低．

Kraken-mini提供了多线程处理方法，处理各
个样本数据结果如图 4．

对于 HiSeq和 simBA5， Kraken在 8线程时能
提供 > 0.737的加速比，但是到 16线程加速比锐减
到 < 0.460．而 MiSeq在 16线程仍有 0.745的加速
比，由于MiSeq数据量较大，结果合理．

参考微生物数据库是否全面对软件的检测结果

影响较大，因此这里对三种方法的数据库进行了综

合比较，结果如表 3．
“速度型”检测方法针对微生物检测过程中的

速度问题进行了优化(环节 B)，如 Kraken的精简数
据库法，CS-SCORE 的基于 cs-score 的比对方法
等，都在很大程度上加速了比对核心流程．但是速

度的增加会不可避免地带来精度的下降，比如降低

参考基因组大小会增加检测速度，但是会降低比对

过程中正确匹配的 reads数量，从而降低敏感度，
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Readscan Kraken-mini CS-SCORE

数据来源 NCBI RefSeq细菌，真菌，病毒基
因组

2014.12.8 NCBI RefSeq细菌，
古细菌，病毒基因组

参考数据库只有人类基因组

微生物物种数目 细菌 2 206，真菌 364 157，病毒
328 922

完整基因组的 5% k-mer 无

数据类型 全基因组 特征片段 通过“组成特征”进行分类的片段

结论 运行时只能指定单个细菌、真菌

或病毒参考基因组，降低敏感度

由于采取特征片段，会降低

敏感度

采用与 PathSeq类似的缩减人类基因
组序列的方法

Table 3 MRG database of “speed” analysis methods
表 3 “速度型”分析方法的微生物参考数据库比较

增加参考基因组大小能够提高结果正确性，但是由

于数据量增加，处理速度也会相应降低．目前最新

的检测方法一般提供了两种模式．第一种模式为只

将样本序列与MRG进行比对的快速模式，其优点
在于检测速度快，缺点在于无法检测MRG中缺失
的序列；另一种为逐步清除人类基因序列的方式，

优点是能够检测未知微生物序列，缺点是检测速度

较低．用户可以根据需求选择适合自己的检测模

式，这也是在微生物检测的速度和精度之间进行平

衡的最佳方案．

4 总结与展望

基于 NGS技术的微生物检测数据分析方法具
有无需预先培养样本、灵敏度高、能够检测未知的

微生物的特点，为疾病防控和生物食品安全提供了

新的解决方案．本文对目前常见的 12种基于 NGS
的微生物检测方法进行了简要介绍和比较研究，对

各个检测方法的软件流程和数据处理方案分别进行

了环节上和优化方向上的分析．在数据分析环节方

面，将基于 NGS的微生物检测数据分析方法分为
“基础型”，“功能型”，“速度型”，“完整型”等

四种类型．在优化方向方面，侧重两个性能指标：

速度、精度以及四个应用因素：计算资源、体系结

构、能耗和可扩展性方面进行比较分析．通过对现

有数据分析方法及其实现的总结评价，希望为生物

和计算领域的相关研究提供参考价值．

本实验室也对该领域的研究进行了一定的探

索：李定辰等[48]针对从非培养样本中鉴定未知病原

微生物的问题，从软件层面对微生物检测流程进行

了分析评估的软件包括序列比对软件 Bowtie2、
BWA、BLAST +、MUMer [49]；基因组拼接软件

Velvet [50]、 SOAPdenovo [51]； 后 续 处 理 软 件

BEDTools [52]、MEGAN4 [53]、MAUVE [54]、 IGV [55]、

Circos[56]等．分别从常规病原体检测、高突变率下

的病原体检测、不同测序深度以及读长下的病原体

检测、数据量不充分时的病原体检测和混合样品中

的病原体检测几个方面，对以上软件做了系统评

估，其研究和评估结果将有助于指导以后临床病

原微生物鉴定分析工作．叶福强等[57]针对胆总管结

石的微生物组研究问题，使用宏基因组测序手段，

对 15位中国胆总管结石患者的胆汁样本进行全宏
基因组鸟枪法测序和 16 S核糖体扩增子测序分析，
其研究发现了 13个之前未报道的高基因组覆盖度
的胆道细菌．还鉴别出与胆石形成汁耐受相关的基

因，是微生物检测技术在鉴别新型微生物上的实际

应用．王恒等[58]开发了“天河二号”上的基于 Intel
MIC 的高通量 DNA 序列比对并行软件，其中
DNA序列比对软件MICA[57]结合天河二号超级计算

机软硬件架构设计，能够充分发挥 MIC的并行潜
力，具有接近线性加速比的扩展性能．李定辰的工

作属于从细粒度上对基于 NGS的微生物检测流程
做出分析，如果能够将粗粒度(检测方法)和细粒度
(软件)分析相结合，则能够使人更清晰地分析和总
结微生物检测的过程．叶福强的工作属于传统微生

物检测方法的进一步发展，如果能够将 16 S分析
和基于 NGS的微生物检测相结合，则能够使检测
更加准确．王恒的工作能够推动基于 NGS的微生
物检测方法向速度更优方向发展．结合本实验室其

他研究，则能够对相关领域的研究作出促进．另外

本人所在课题组建立并发布一套用于综合评估基于

NGS微生物检测的计算分析方法的性能评测数据
和工具集，包含不同突变率的测试数据、不同规模

的测试数据以及与真实数据接近的模拟数据，相关

学术成果已投稿 PDP 2017国际会议．
未来基于 NGS的微生物检测方法的发展方向

可以在速度和精度上做重点优化，除此之外，现有
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计算分析方法在计算资源、能耗、体系结构等方面

也都存在着优化空间．计算资源方面，通过精简参

考基因集等方法能够有效降低运行内存；也可以通

过专用硬件加速卡来解决，缩减微生物检测数据分

析方法的处理时间，更好地面对生物威胁．在体系

结构方面，可通过上传数据至云计算服务器，可以

使检测方法有更高的操作系统适配性等．如 GPU、
ARM低能耗处理器以及 FPGA都能够从不同层次
上对检测方法进行加速或其他方面的优化．

除了计算技术方面的优化，生物技术的创新也

能给微生物检测方法带来革新．未来生物技术的发

展使测序技术向着高通量、低成本、长读取长度的

方向发展，目前已接近实用的第三代测序技术具有

超长读长的特点，一旦应用将会极大地改善微生物

检测方法的流程．对微生物检测数据分析方法提出

了新的要求，这就需要新的数据分析方法能够适应

测序技术，在速度和精度上达到更高的标准，为

微生物检测领域提供更快速、更准确的微生物检测

方法．
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Computational Methods in Microbe Detection
Using Next鄄Generation Sequencing*
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Abstract Next-generation sequencing is changing research methods in biological fields. Microbial identification
and detection technologies based on next-generation sequencing have advantage of high-precision and
radial-velocity need， and the capability to replace previous culture-based and molecular methods, such as using
nucleic acid amplification and hybridization technologies for rapid response to known and unknown biological
threats. In this paper, we compared current computational analysis approaches on next-generation sequencing data
for microbial identification and detection, including design principles, computational pipeline, and benchmark
testing. Furthermore, some possible problems were summarized involving the use of these computational
approaches.
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