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Topics

• Genomics – Introduction

• Genome Sequencing

• Genome assembly and annotation

• Comparative Genomics



Cells and DNA

• Every cell (except a few) in an 
individual contains the same 
exact genome

• Chromosomes contain DNA

• DNA is made of 4 nucleotide 
bases 
– Adenine, Guanine, Cytosine & 

Thymine 
– AGCT sequenceEd Radclyffe, CSIRO
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• C-value paradox: 基因组大小与物种的复杂性无关。
– C-value:一个物种的核DNA含量，单位pg(皮克)

– 基因组大小：核DNA的碱基数量，单位bp(碱基对)

C值悖论(C-value paradox)

⚫ 简单的原核/真核生物，

C值大体与物种在形态

学上的复杂度一致；

⚫ 但复杂的真核生物，C

值差异很大。

1pg DNA ~ 0.978x109 bp



• 基因组(“genome”)是由”GENe”和”chromosOME”
两个词合并而成，用于表示生物的整套染色体
中的全部DNA序列。
– 生物体的单倍体细胞中所有的遗传物质

– 包括细胞核DNA与细胞器DNA

• Genomics:从整体水平上研究生物体全部遗传物质的结
构、组成、功能及进化的学科

– The science of genomes

– 结构基因组学、功能基因学和比较基因组学

基因组学(Genomics)



The Human Genome

• 23 pairs of chromosomes

• 3 x 109 base pairs (or nucleotides)
– A, G, C & T

• Human Genome Project - 10 years 
and cost $2.7 billion 
– ACGTGCATCTGACATTTACTG …..

Nature cover 15 February 2001

http://www.nature.com/cgi-taf/DynaPage.taf?file=/nature/journal/v409/n6822/index.html


• 1977年，Sanger等提出链终止测序法，并完成噬菌体ΦΧ174全基因组测序

• 1996年，第一个真核生物酿酒酵母基因组完成测序

• 2001年，人类基因组计划(HGP)人类基因组草图公布

• 2005年，高通量测序技术的诞生，DNA测序片段长度和测序通量不断提高，
测序成本显著下降，基因组学因此得到迅猛发展。

基因组学的产生



基因组在线数据库

⚫ 原核生物
⚫ 病毒
⚫ 真核生物
⚫ 宏基因组
⚫ 宏转录组

• GOLD(Genomes OnLine Database)

– 查询基因组项目的信息，如测序类型、进展等

– GOLD 网址：https://gold.jgi.doe.gov/



基因组测序的策略
逐步克隆法(Clone by Clone)     全基因组鸟枪法(Whole Genome Shotgun, WGS)

BAC文库



基因组测序的两种策略

逐步克隆法

按照大分子DNA克隆绘制的

物理图谱分别在单个DNA克

隆内部进行测序与组装，然

后将彼此相连的大分子克隆

按次序搭建支架，最后以分

子标记为向导将搭建好的支

架锚定在基因组整合图上。

全基因组鸟枪法

将整个基因组DNA打断成小片

段后将其克隆到载体中，然后

随机挑取克隆进行测序，以获

得的序列构建重叠群，进一步

搭建序列支架，最后以分子标

记为向导将序列支架锚定到基

因组整合图上。



基因组组装(Genome assembly)

• 组装(Assembly)指通过利用一代或二代测序所得的多个读段(reads)之间
的相互重叠(overlap)关系进行短序列的延长，直至无法进一步延长，得到
连续序列(continue sequences)，或又称重叠群(Contigs)。

具体组装算法见第13章



• 基因组注释的目标是尽可能也确定基因组中每一个
核苷酸的生化和生物学功能(Brent, 2008)

– Structural Annotation, 寻找基因（基因预测）
• 编码基因、RNA基因、假基因等

– Functional Annotation, 确定基因功能

基因组注释 (Genome annotation)

计算机分析 + 实验



• GENBANK数据库的GBK格式

基因组注释信息

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/samplerecord/

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/samplerecord/


• 基因预测指通过DNA序列的信息来确定基因结构。

– 基于基因结构特征从头预测(ab initio method)

• 根据生物体内转录和翻译的信号特征来识别基因，即基因不是核苷酸的随机排列而

是具有明显特征，如ORF、TATA框等

• 软件GeneScan, Augustus, GlimmerHMM

– 基于同源基因搜索的同源预测（Homology method）

• 根据与已知基因的序列相似性来识别基因，主要借助同源物种的基因组序列及注释

文件

• 软件GeMoMa

基因预测(Gene Prediction)方法



一、ORF预测

• ORF(开放阅读框)：指从起始密码子(ATG)到终止密码子(TAA,TAG,TGA)的
一段序列，通常代表一个编码蛋白质的基因。

• 由于遗传密码一共有64个密码子，其中3个是终止密码子(TAG/TAA/TGA)

。因此，如果一条核酸序列是均匀随机分布的，那么终止密码子出现的
期望次数为每21（64/3）个密码子出现一次终止密码子。

• 一般ORF >50 codons (E. coli ~317 codons, yeast ~483, human ~450)



• ORF scanning is an effective way of locating genes in a 
bacterial genome

– 原核生物基因无内含子，基因间DNA少，很少有重叠基因等 



• The genes of a higher eukaryote are split by introns, and 
continuing the reading frame into an intron usually leads to a 
termination sequence.

ORF scan are less effective with DNA of 
eukaryotes

• 基因间有大量的非编码序列
• 基因通常含有非编码的内含子，外显子长度往往小于100个密码子



真核生物基因识别的其它信号

• 外显子-内含子边界(donor/acceptor splice sites)

– 内含子的剪切规则: GU-AG rule 

• 上游调控序列(Upstream regulatory sequence)

– CpG islands，核糖体结合位点(RBS)

• 密码子偏倚(Condon bias)

– 指特定生物体的基因中并不是所有密码子的使用频率都是相同
的，如酵母中精氨酸的6种密码子，但其48%为AGA

很多外显子-内含子边界序
列并不是上述序列，所以此
规则只适用于一定的范围。



人类、果蝇和大肠杆菌中精氨酸密码使用频率的比较

• 预期真正的外显子有密码子偏倚，而非编码区的三联核苷酸随机排列
，碱基平均分布，不会有密码子偏倚现象。

• 基因预测软件可根据已有的生物密码子偏倚的信息预测基因，所以许
多基因注释程序会写明适用于哪些物种。



基因预测(Gene Prediction)算法

• 基因预测软件通过整合一系列不同基因特征信息，并使

用动态规划算法(dynamic programming, DP)或隐马尔可夫

模型(hidden markov model, HMM)来生成基因结构。

– 如Genscan、Glimmer、GeneMark等

基因结构与基因预测HMM模型



二、同源搜索(homology search)用于识别基因

• Homology：同源性，指他们有进化相关性
– 同源只有是或否情况，不能有百分比情况

• Similarity: 相似性，指序列相似，如80%相同

• Synteny：共线性(colinearity)，指基因的位置保守



用氨基酸序列比对有助于搜寻同源基因

两条DNA序列有80%的序列一致性

当用氨基酸序列比对时，两条序列缺少同源性就更明显(NT 78%; AA 28%)

一般认为氨基酸序列的一致性或相似性大于25%可视为同源基因。

• DNA只有4个碱基（A、C、T、G）
• 蛋白质有20个常用氨基酸



• 通过待查基因组序列与DNA数据库中的已知基因序列进行比对，从中查

找与之匹配的碱基序列或蛋白质序列及其比例用于界定基因的方法。

– 常用程序为BLAST，此程序能鉴别相似性大于30%-40%的同源基因

同源搜索(homology searching)识别基因

• 比较基因组学是一种更准确的同源基因搜寻方法

• 运用基因组之间的同线性可以检测短ORF的真实性



三、RNA基因预测

• RNA基因指不编码蛋白质的基因，又称
非编码RNA(non-coding RNAs)
– 功能RNA：tRNA, rRNA, miRNA, lncRNA…

• RNA基因缺少显著的编码序列特征，主
要是单链RNA分子内部碱基配对形成茎
环结构(stem-loops) 



RNA基因预测工具

• Rfam(https://rfam.org/)是目前最全面的RNA序列数据库

– 通过对Rfam中上千个基因家族的多序列比对和结构特征建模，获得

特定RNA家族的协方差模型(co-variance model, CM)。

• Infernal软件利用Rfam家族的协方差模型，预测miRNA,

snRNA序列等ncRNAs。

• RNAmmer软件用于基因组中rRNA基因的预测注释
– predicts 5s/8s, 16s/18s, and 23s/28s ribosomal RNA. 

• tRNAscan-SE软件通过tRNA的CM模型进行tRNA预测，是基因
组分析的标准软件。



• 现存生物的不同种属之间具有功能或结构相似的同源基因，它们在起

源上一脉相承，其间存在保守的序列组成。

• e.g., the yeast gene SGS1 coded for DNA helicase that are required for 
transcription of rRNA genes and for DNA replication. Yeasts with a mutant 
SGS1 gene live for shorter periods than normal yeasts and display 
accelerated onset-of-aging indicators such as sterility.

序列保守性 功能保守性

四、基因功能注释



• 通过将待注释序列与数据库中已知功能的序列进行
BLAST比对分析，依据序列的相似性初步判断其功能。

• 基于假设: 序列相似 = 同源 =  功能相似。

– 此假设造成大量错误，可通过选择更严格的同源性指标(如
Identity、 E-value、Coverage等)的阈值。

• 常用的功能注释数据库有GenBank的NR (non-redundant)
，Swiss-Prot，InterPro，COG (Clusters of Orthologs)，GO 
(Gene Ontology)，KEGG(Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomes)等。

同源搜索(homology searching)进行基因功能注释



基因功能注释

COG/KOG注释 GO注释

GO(Gene Ontology)是一种用于描述基因和蛋白质功能的分类系统，提供了一套标
准化的词汇和概念，涵盖了细胞组分(Cellular component)、分子功能(Molecular 

function)和生物学过程(Biological process)三个方面。



• Prokka原核基因组注释的分析流程，包括基因鉴定、功能注释和基因
组配套注释文件生成等。

• Prokka协调一套现有的软件工具，可以对原核基因组和宏基因组进行
快速高效的功能注释。

原核基因组注释流程：Prokka

Torsten S., prokka: rapid prokaryotic genome annotation, Bioinformatics 2014



Case study: Annotation of the Saccharomyces cerevisiae 
genome sequence

• The S. cerevisiae genome was completed in 1996, initial analysis identified 
6274 ORFs of 100 codons and longer, but it’s reduced to 6120 now. 

• Orphan families: the yeast genes had homologs in the databases, but the 
functions of these homologs were unknown.

• Single orphans: the yeast genes had no homologs in the databases, but they 
looked like genes and were unique. 



• Although there are just 6274 ORFs of 100 codons or longer in yeast 
genome, there are over 100,000 ORFs of 15 codons or more.

– A few short genes have been identified using comparison with other 
yeast genomes.

⚫ Approximately 55% of all yeast genes now have a well-

characterized function.

⚫ Another 2000 genes (33%) have functions that been assigned 

on the basis of homology analysis.

⚫ 500 ORFs are thought to be genuine genes but have no 

assigned function.

⚫ 300 ORFs that may not be real genes.

Case study: Annotation of the Saccharomyces cerevisiae 
genome sequence



Topics

• Genomics – Introduction

• Genome sequencing

• Genome assembly and annotation

• Comparative Genomics



Comparative Genomics

• 比较基因组学(Comparative Genomics)是基于基因

组图谱和测序基础上，对已知的基因和基因组结

构进行比较，来了解基因的功能、表达机理和物

种进化的学科。



SARS病毒疫情

SARS流行病分布图





fd2

http://flyingheartys.51.net/by1.htm


德国耐药肠道菌疫情

• 2011年5月，德国出现了由“肠出血性大肠杆菌”引发的
“溶血性尿毒综合征”，迅速发生的疫情让4000多人染病
，53人死亡。由于首先怀疑是一些人吃了黄瓜而致病，因
而这一疫情被称为“德国毒黄瓜事件”。

• 在出现大量溶血性尿毒综合征病人后，德国和其他一些国
家的研究人员马上投入到追查病原体的战斗中。仅用了一
个月时间，华大基因和德国研究人员合作的基因组测序结
果“产志贺毒素大肠杆菌O104：H4的开源基因组分析”
就在网站上公布出来，并随后发表在《新英格兰医学杂志
》网络版上。

• 最终证据证明农场出产的豆芽是病菌源头。





大肠埃希菌 (Escherichia coli)
• 大多E. coli是人肠道中的正常菌，对人体无害，如菌株

E. coli K12

• 有些E. coli为人类致病菌，主要有：
– ①肠产毒性大肠杆菌(ETEC)；
– ②肠出血性大肠杆菌(EHEC)；

• 致病物质主要为志贺样毒素(Shiga toxins)；
• EHEC的主要血清型是O157：H7 

– ③肠侵袭性大肠杆菌(EIEC)；
– ④肠致病性大肠杆菌(EPEC)。

• 病原菌的传播主要通过污染的食品与水等，主要污染
肉、乳、水产品、蔬菜（低温保存、煮熟才吃）。



毒力因子(virulence factors)

• 一般毒力因子
– LPS(脂多糖 )、荚膜：保护细菌表面
❖Ⅲ型分泌系统：细菌向真核细胞内输送毒性基因产物的效应
系统。

• 特殊毒力因子
❖黏附素（CFA、AAF、BfP、紧密素、Ipa等）：黏附细胞表面
❖外毒素（Stx、ST、LT等）：最主要毒力因子
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大肠杆菌不同菌株全基因组比较

• 问题：对以下三个肠道杆菌的全基因组
序列进行比对，分析其可能致病因子
(Virulence Factor)
1、 Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655

2、 Escherichia coli O157:H7 str. EC4115 

3、 Escherichia coli EDL933

ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/genomes/Bacteria



1) 下载软件Mauve (version 2.3.1) ：
http://gel.ahabs.wisc.edu/mauve/download.php

2) 下载压缩文件 (3 O157 alignments.zip)：
http://gel.ahabs.wisc.edu/~baumler/

3) 解压缩文件到当前目录。

基因组GenBank注释文件

Mauve软件与基因组数据



注意:由于mauve使用Java平台进行序列比对，电脑必须安装有
Java。

第1步：启动mauve程序

Mauve主窗口

Mauve使用说明



第2步：导入序列，执行比对



第2步：导入已比对好的数据

可以拖动第一个数据(3 O157 alignment)到窗口内打开

状态栏显示读取序列进度



第3步：显示和分析基因组比对结果

物
种
名
称

上下箭头可以调整基因组的排列位置



工具栏

查找特征
( features)放大/缩小

向左/右移动

回到起始视图



颜色块是代表Mauve鉴定的保守区域，称作 local colinear blocks (LCB’s)。

不同物种的LCBs间以线连接, 注意有些在其它物种基因组中的位置不一样，有

些是倒置的（位于负链）。

正链

负链



当你移动鼠标到一个基因组，所有三个基因组的相应区域就会显
示一个黑框。



全色LCB代表高度保守的区域
(conserved/identical) LCB中白色部分代表是某

基因组中独特的区域
(unique/variable)



注意, 当你把鼠标慢慢移动到白色区域，其它基因组中的黑框就会消失；
当鼠标移过时，黑框又会出现。



如果一个LCB在不同的位置，你可以通过鼠标单击其
中任一个LCB，就可以把所有三个LCB显示在一块。



1)首先点击home图标回到基因组比对的原始视图

2)鼠标点击基因组中白色区域，并移动此区域到屏幕中央。后通过多次放大直到
显示LCB下面的黑框。

3)这些黑框代表预测的基因，即阅读框Open 

Reading Frames (ORFs). 

鼠标移动到某个ORF可以显示一个跳出窗口，
并显示基因的信息。 利利用此方法，你可以查
看所有在 EDL933基因组中存在，但不存在于其
它菌的基因或区域。



4)现在把鼠标移动到一个ORFs, 如iha:irgA homolog adhesion.

5) 点击 ORF, 从跳出的窗口中选
择” View CDS iha in ASAPdb”.

6)这样就打开了 ASAP 数据库网页, 包括了这个基因的所有注释。 你可以查看这些注
释是否会说明这个基因跟毒性virulence有关。



寻找基因组特征:

1) 点击”find features”工具栏图标

2) 选择一个基因组 (如
EDL933)

3) 输入基因名称 (如
stx2A)

4) 点击search



注意找到的基因stx2A以蓝色显示,可以看到它也存在于RIMD菌.  

然而，EC4042菌的相同位置不存在此基因, 但它可以在 EC4042基因组的

右边找到，有的基因在基因组中有许多份拷贝。

Stx2A



查找只在部分菌株中存在的基因组区域

视图模式从LCB切换为 backbone view.

1）按Home键

2）从视图菜单( View)选择color scheme 为
backbone color



现在基因比对显示为backbone color, 在三个基因组里都存在的区域显示为淡紫
色(    ) . 其它颜色代表在其它 只在部分基因组中保守的区域.

区域只在菌株EDL933 与 RIMD ： olive green (      ) 

区域只在菌株EDL933 and EC4042： maroon (      ) 

区域只在菌株RIMD and EC4042： tan/brown (      ) 

不同的颜色代表只在其中
两个基因组中保守的区域。



导入当前视图为图片:

快捷键： Ctrl+E (或通过菜单Tools-Export Image)

其它功能可以查阅软件说明书



作业

根据本章分析实例中3个E. coli菌株基因组的Mauve比对结果，试回答以下问题：

1、利用三个基因组比较结果，鉴定某个E. coli致病菌株独特的基因组区域(island)，并简要描

述处于这个基因组区域的基因产物（要求显示分析区域的图片）； 

2、同上，鉴定两个病原E.coli菌株中共有，在另一菌株中不存在的区域，并简要描述处于这

个基因组区域的基因产物（要求显示分析区域的图片）; 

3、综上分析，你觉得哪些区域可能与病原菌株的致病性有关，或可能是致病因子(Virulence 

Factor)? 

4、选择一个可能是致病因子的序列，通过BLAST搜索此致病因子在其它细菌或古菌中的同

源基因，并以表列出前5个最佳比对序列，含基因、物种名称及相似度(%)。
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