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摘要
高通量测序技术产生的DNA序列数据长度较短，而且数据量非常巨大。分析了高通量测序环境下大数据的

挑战和机遇，总结并讨论了数据压缩、宏基因组数据序列拼接、宏基因组数据序列分析方面的算法和工具

等研究成果。最后，展望了高通量测序下DNA短读序列数据研究的发展趋势。
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Abstract
DNA sequence data generated by high-throughput sequencing technology is short in length, and the amount of data is 

enormous. The challenges and opportunities of the big data in high-throughput sequencing environment were analyzed. 

The data compression, the assembly of metagenomic sequence data, and algorithms and tools of metagenomic sequence 

data analysis also were summarized and discussed. Finally, the future of the study on short read DNA sequence data in 

high-throughput sequencing environment was discussed. 
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1  引言 

高通量测序技术又称“下一代”测序

（next-generation sequencing, NGS）

技术[1]，可以一次性测定几十万甚至几百万

条序列，是现今应用最广泛的测序技术。

相对于传统的Sanger测序技术[2]，NGS具

有高速、高通量、低价格等优点[3]。高通量

测序数据广泛应用于生物学、医学、遗传

科学等诸多领域，具有重要研究价值。许

多大型的科学研究项目，如千人基因组计

划（1 000 genome project)、DNA元件百

科全书（encyclopedia of DNA elements）

计划、国际癌症基因组计划（international 

cancer genome project）等，正以前所未

有的速度产生海量DNA序列。截至2014年

2月，仅登录在美国GenBank数据库中的

DNA序列数据就有十万亿碱基对，所有高

通量测序下的DNA短读序列数据大小达到

上千PB。随着测序技术的不断改善和测序

成本的持续降低，每天都会有海量的DNA

序列产生，使得生物数据量呈指数规模增

长，平均约每14个月增加一倍。图1对高通

量测序平台下的短读（short reads，以下

简称reads）序列数据和其他大数据领域的

原始数据增长方式进行了比较，阴影区预

报了未来的增长趋势，从图1可以看出，高

通量测序下的基因组序列数据即短读序列

数据的增长远大于摩尔定律的增长速度。

计算机是存储和处理DNA数据的主要工

具，其微处理器性能和存储设备容量平均

18~24个月翻一番，而DNA测序数据平均

4~5个月就翻一番，DNA测序数据的增长

速度已经远远超过了计算机微处理器和存

储设备的增长速度。面对如此迅速增长的

庞大的短读序列数据集，如何有效管理、

分析、充分利用这些信息，已成为生物信息

学发展亟需解决的问题[4]。

图 1   不同种类数据的近似增长趋势

注：（1）全球互联网流量；（2）Genbank数据库中记录；（3）传感器数据和美国无人驾驶飞

行器的数量；（4）全世界人口；（5）NGS下的短读数据；（6）人类全基因组测序；（7）摩尔定

律——单个芯片上的晶体管数量
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2  生物大数据带来的新挑战

随着高通量测序技术的发展，各种生

物学数据呈现爆炸式增长，并且这一趋势

将随着生物测序技术的发展而进一步增

强。面对生命 科 学领域的大 数 据分析任

务，多种不同维度的数据整合、多学科交叉

的数据分析以及经典的数据挖掘算法都面

临新的挑战。

2.1  多学科交叉的挑战

自从1990年人类基因组计划正式启动

以来，20余年间，各种基因组、蛋白质组、

转录组、宏基因组等国际生物学研究合作

计划开始启动或已完成，目前国际上已经

成立了多个大的跨国科研合作机构，生物

信息领域的国际合作 与交流也不断加强

（见表1）。各种组学和生物信息学领域的

国际化和跨学科间的专家合作使得团队成

员在该领域取得了突出的成果，不仅发表

了很多有影响力的文章，而且开发出许多

新的数据集成和分析工具，以便资源和信

息共享[5]。然而，面对飞速增长的生物学大

数据和日渐增多的生物信息学研究任务，

跨学科的国际合作仍面临巨大的挑战，例

如不同的实验室和平台产生的大数据如何

实现无障碍的共享和协作分析，不同组学

产生的数据如何有效地进行集成、管理、

维护和更新，如何开发新型的面向生物学

大数据分析的算法和工具等。

2.2  数据和工具的整合问题

目前 主 流的高通 量测序 平台主要 有

Roche/454焦磷酸测序、Solexa/Illumina

边合成边测序和ABI SOLiD连接测序。

高通 量测序 技 术的读长 较 短，但测序深

表 1   生物大数据项目合作计划

项目名称 成员 年度

DNA元件百科全书（ENCODE）计划[6] 400个科学家分成32组 2003

癌症和肿瘤基因图谱（TCGA）计划[7] 超过150个研究人员，12个基金会 2005

千人基因组计划[8] 1 000个基因组项目财团 2007

人类微生物组计划（HMP）[9] 美国、日本、中国等10多个国家参与 2007

万种脊椎动物基因组联盟（G10K）[10] 研究10 000种脊椎动物序列群落的科学家 2009

自闭症测序联盟（ASC）[11] 超过20个独立的研究小组 2010

人类肠道宏基因组计划（MetaHIT）[12] 来自中国、美国、丹麦、法国、日本、西班牙、英国、芬兰8个国家的
学术界和工业界的13家研究机构

2010

人类蛋白质组计划（HPP）[13] 中国、美国、德国、英国、加拿大、日本、韩国、澳大利亚、法国、俄
国等19个国家（地区）

2010

地球微生物组计划（EMP）[14] 国际交叉学科联盟 2011

5 000种昆虫和其他节肢动物基因组计划[15] 国际交叉学科联盟 2011

国际癌症基因组联盟（ICGC）[16] 联合各国科学家对癌症基因组开展研究 2012

10万病原微生物基因组计划 美国加州大学、安捷伦科技公司、美国食品药品管理局、美国疾病
预防控制中心、美国国立卫生研究院、北京师范大学、中国科学院
微生物研究所、北京诺赛基因组研究中心

2014

第五届癌症系统生物学国际研讨会 来自中国和美国的癌症生物学、癌症临床、癌症组学数据分析的专
家学者

2015
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度可以在一定程度上弥补读长较短带来

的问题。其中，454测序平台读长最长有

450~800 bp，适合对未知基因组从头测

序；Solexa/Illumina测序读长比454测序

平台短，但测序通量高、价位低，适合基因

组重测序；SOLiD读长也较短，但测序精

度高，特别适合SNP检测等。目前应用较普

遍的是Illumina测序平台，约占现有测序工

具数量的一半。

不同的测序平台产生的数据格式各不

相同，常用的文件格式有.bam、.csfasta、  

.fasta、.fastq、.gvf、.sam、.tar、.tiff、 

.var、.vcf等。现有的数据分析工具大多只

能分析 特定格式的数 据，在实际的 数 据

分析 过程中往往需要把不同格式的数据

进行标准 化并 重 新整 合，因此会浪费 很

多时间进行数据的预处理。例如，不同测

序平台会产生不同品质和长度的高通 量

短读数据，由于没有统一的行业标准来描

述高通 量测序下的核苷酸 序列和质量分

数值，导致需要跨平台进行序列分析。因

此，开发一组可以运行在不同计算平台下

的互操作数据分析工具是一个具 有挑战

性的课题。

表2列出了目前高通量测序下各种组

学所使用的工具和方法。随着这些多样的

组学数据的整合，数据分析和解释的规模

大大增加，这样就对基因组学和生命科学

领域的大数据工具和基础设施提出更高的

要求。对不同来源、不同形式的数据进行

挖掘、评估、整合和应用还亟待加强。未

来，多种组学数据的整合分析将会挑战传

统的思维模式，发挥其至关重要的作用。

2.3  构建新型学术交流平台日益迫切

随着高通量测序成本的降低，生物大

数据对于传统的数据存储、分析和解释提

出了新的挑战，而将这些数据和成果进行

系统整合并应用于医疗实践才刚刚开始。

当前，一些小的实验室显然不具备存储和

处理大数据的基础设施和能力。随着互联

网技术的快速发展，众多的科学合作网络

平台提供了实时的数据交换，使得人们可

以通 过 互联网方便地进行数据分享和成

果交流。例如，Illumina公司的新一代测序

云计算平台BaseSpace（www.basepace.

c o m）、开 放 科 学 框 架 平 台（h t t p://

openscienceframework.org）和Figshare

（http://epic.org/privacy/medical）等。

全球三大IT公司Amazon、Rackspace和

Google都提供了云存储和计算解决方案，

通过云计算平台可以实现大型数据中心的

资源共享。然而，云计算基因组学也面临

着数据隐私和病人数据的合法性问题，拓

展新型的学术交流平台成为生物大数据研

究的一个重要任务。

2.4  数据挖掘技术在生物大数据处理
中的挑战

面对高通量测序数据的爆发式增长，

表 2  高通量测序下各种组学所使用的技术

组学 工具和方法

基因组学 next generation sequencing

表观基因组学 ChIP-seq；

Histon ChIP-seq；

bisulfide sequencing

转录组学 RNA-seq；

RNA-PET；

CAGE

蛋白质组学 mass spectrometry；

MALDI-imaging；

CyTOF

代谢物组学 mass spectrometry；

NMR； 

liquid & gas；

chromatography
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传统的数据挖掘算法和工具遭遇巨大的挑

战：如何建立智能学习数据库系统；如何

对生物大数据存储访问和计算；如何进行

隐私保护；如何结合领域知识设计新的适

用于生物大数据挖掘分析的算法和工具。

具体来说，面向生物学数据挖掘的数据挖

掘技术主要有3个层次的挑战。第一个挑

战是 数 据的访问和程 序的运 算。因为大

数据都是分布式存储的，随着数据量的增

长，如何建立一个有效的平台，使分散存

储的数据能够摆脱计算机内存的限制和

大数据处理的障碍，进行分布式计算。第

二个挑战是不同的大数 据有不同的语义

和领域知识，如何能够更好地挖掘语义和

领域知识，为数据所有者和消费者服务。

第三个挑战集中在算法设计方面，生物大

数 据稀疏且具 有各种各样的混合数 据，

数据有不确定性、不完整性和多源性等特

点，如何用数据融合技术进行处理，并且

挖掘出蕴含其中的复杂和动态信息；如何

通过局部学习，得到一个反映全局问题的

融合模型[17]。

3  高通量DNA测序数据的生物信
息学方法

随着生物信息技术突飞猛进地发展，

越来越多的计算机和数学领域的专家加入

生物信息学研究的队伍，开发出许多好用

的生物信息学工具，使得生物学、医学领域

的专家可以利用这些先进工具对生物大数

据进行分析，更准确地揭示生物进化的内

部规律，更好地解释遗传变异，为基础医

学研究向医学临床应用转化提供新思路和

新方法，取得了非常有意义的成果。但是

NGS测序的样本制备过程非常复杂，并且

生成的序列难以处理，这给生物信息学专

家带来了很大的挑战。

3.1  高通量DNA测序数据的压缩算法

NGS测序下的短读序列的数 据量呈

爆炸性增长，如果不对其进行压缩而直接

存储或传输会消耗巨大的硬件存储设备，

同时也会 给网络 传输带来很大的负担。

NGS测序数据有其自身的特点和规律，存

在大量的信息冗余，传统的数据压缩算法

并不能够很好地压缩DNA序列，这 就需

要开发专门针对DNA序列的数据压缩算

法和工具。

近 几 年，已 经 研发了许 多专 门 针 对

NGS数据的压缩算法和工具，大多数是针

对FASTQ格式的数据。根据DNA序列是

否有参考基因组，压缩方法分为有参考基

因组的压缩和无参考基因组的压缩。有参

考基因组的数 据压缩是利用参考基因组

和短读序列的差异信息来进行压缩。这种

方法第一步先把短读映射到参考基因组，

记录每 条短读在参考基因组上的位置以

及与参考基因组的差异信息，然后再采用

高效编码方式存储这些记录，实现数据压

缩。其代表算法有DNAzip[18]、BWB[19]、 

SlimGene[20]、GRS[21]、mZIP[22] 、NGC[23]、

samcomp[24]等。由于同源物种基因组之间

具有高度相似性，这种压缩通常能达到很

高的压缩比，但这种方法有明显的局限性，

有些测序数据（如宏基因数据、从头测序

数据）并不存在现成的参考基因组，因此

无法使用此算法；另外，该方法对于参考

基因组依赖性太强，压缩和解压缩都需要

相同参考基因组，这样参考基因组必须事

先保存在本地，如果参考基因组缺失将直

接影响压缩数据的使用。

无参考基因组的数据压缩方法通常采

用两步法，首先最大限度地识别冗余DNA

序 列，然 后再 利用通 用的压 缩 方 法（如

gzip、bzip2）进行处理。其代表算法工具
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有Beetl[25]、SCALCE[26]、SRComp[27 ]和

ORCOM[28]。Beetl采用Burrows Wheeler

变换算法，识别冗余；SCALCE采用局部一

致性技术方法排序短读序列，识别关键子

串；SRComp采用burstsort排序的方法，

使相同的字符串聚集在一起，然后再采用

不同的编码方式对其进行编码。ORCOM

采用并行的Minimizers算法压缩reads中

的重叠区域（overlap）。另一种新颖的无参

考基因组的数据压缩方法是基于拼接的方

法，代表算法有Quip[29]。Quip方法采用拼

接的方式，用一小部分短读拼接成叠连群

作为临时参考基因组，然后利用基于参考

基因组的压缩方法进行压缩。

尽管高通量测序数据的压缩研究已取

得一定成果，但其在计算资源、压缩算法

方面仍面临巨大 挑战。随着DNA测序数

据量的增大，对计算资源的要求也越来越

大，处理时间过长是DNA测序数据分析最

重要的问题。另外，如何利用高通量测序技

术产生有意义的冗余信息、采用并行化策略

和基于索引的压缩方法、建立统一的数据

质量评价标准等，都是重要的研究方向。

3.2  高通量DNA测序的序列拼接

由于测序技术的限制，新一代测序的

读长较短（30~500 bp）[30]，测序所得序列

无法满足大多数序列分析的需要[31]，因此

序列拼接成为基因组学研究中一个重要的

环节。所谓序列拼接，是指将测序得到的

短序列片段利用计算的方法拼接成较长的

连续序列片段（contig）或者中间带有空隙

的长序列片段（scaffold）乃至整段基因组

序列的方法。

序 列 拼 接 包 括 两 种 不 同 的 策 略 ：

从 头（D e  N o v o）拼 接 的 方 法 和 对 照

（comparative）拼接的方法[32]。从头拼接

是指在没有任何基因组序列参照的前提

下，构建全新基因组序列的策略，而对照拼

接是指在参照基因组序列的指导下进行的

基因组序列的拼接。对照拼接适用于存在

参照基因组序列的拼接，比如重测序项目

中的序列拼接，而对于全新物种的大规模

全基因组测序以及宏基因组测序项目主要

使用从头拼接。

拼接算法的主要挑战来源于基因组中

的重复序列片段。在不同区域的两个完全

一致的重复片段无法通过计算的方式来辨

别。对于相似但不完全一致的重复片段，

可以通过提高序列比对的相似度阈值区分

不同的复本，这种方法一般还涉及对reads

中测序错误的估计[33]。重复片段的区分一

般需要借助于reads或是mate-pair的跨

越。所谓的mate-pair是指测序时从一段

长度已知的片段两端测得的一对reads。

对于reads来说，如果reads的中间是重复

序列，而两端都有足够长的唯一片段，则

可以区分中间的重复片段，这种方法针对

短的重复片段有效，一般在k-mer图算法

中使用。对于mate-pair来说，如果mate-

pair分别处于重复序列的两端，也可以指导

正确的拼接路径，而且mate-pair比reads

更长，因此可以区分更长的重复片段。高

的测序深度有利于重复片段的区分，因为

高的测序深度可能提供更多的reads或者

mate-pair跨越重复片段。对于新一代测

序中短序列的拼接，重复片段的区分更加

困难，因为reads更短，更多的重复片段无

法通过reads来区分，因此提高测序深度和

使用mate-pair尤为重要。

测序错误也给重复片段问题的解决增

加了难度。因为拼接算法必须因为测序错

误而接受不完全一致的重叠，以免错漏了

真实的重叠。然而对测序错误的容忍又增

加了拼接的假阳性。更多不完全一致的重

复片段会对算法造成麻烦。另外，序列拼

接需要考虑的一个问题是计算时间上的复
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杂度问题，尤其对于reads数量越来越多

的大规模测序数据。例如，为了提高拼接

效率，所有的拼接软件都在不同程度地以

不同方式使用k-mer的概念。很直观的一

个结论是，reads之间的重叠区域必然共同

享有k-mer。而对共享k-mer的搜索显然

要比计算序列比对简单得多。因此，几乎所

有的拼接算法都涉及对k-mer的计算。

理论上，序列拼接属于一个NP难的问

题，尚无一个盖棺定论的解答方法。现有的

拼接算法只能通过一系列复杂的推断性质

的步骤来获得近似的“解答”。这些算法仍

有局限性，例如拼接结果错误、拼接序列连

续性差、计算时间长、内存消耗量大等。因

此，序列拼接算法仍有很大的改进空间。另

外，测序技术的不断变化和改进，使得新数

据对序列拼接不断提出新的要求，以更好

地适应新数据的特点。

3.3  高通量测序下宏基因组的基因预
测方法

基于高通量测序的宏基因组学研究给

环境相关微生物的研究带来了新的机遇。

随着越来越多的各种生态环境中宏基因组

序列被测定并公开，有效的宏基因组数据

分析和功能预测软件被开发与应用，这些

都大大推动了宏基因组学的发展。目前研

究基因预测的方法主要有两类：一类是基

于序列相似性的预测方法，基于已知的基

因序列通 过搜索相似度较高的序列进行

预测；另一类是基于统计学模型的预测方

法，即利用数学统计模型进行基因预测，从

已知的DNA序列中训练出统计学模型，应

用到宏基因组的测序结果上进行预测。

（1）基于序列相似性比较的方法

序列比对是生物信息学的基础，其基

本问题是比较两个或两个以上序列之间的

相似性。两个序列比对已有发展成熟的动

态规划（dynamic programming）算法和

在此基础上发展起来的工具包BLAST[34]

和FASTA[35]。事实上，在基于比对的方法

中，高通量测序所得的序列较短，而这种短

序列直接进行比对的效果往往不理想，并

且大量的原始数据进行比对会耗费很多时

间，因此需要在比对前进行序列拼接，将其

拼接成较长的序列，提高分析效率和分析

效果[36]。由于必须与已知基因序列进行相

似性比较，故这种方法很难发现新基因。

基于序列相似性比较的高通 量测序

的宏基因组数据的应用非常多。2010年，

华大基因在Nature发表文章，对人体肠

道微生物基因组研究计 划（MetaHIT）

进行了总 结 [ 3 7 ]。该计 划为研究人体肠道

微 生物 群 落与人 类 健 康 之间的关 系，采

集了124个欧洲人的粪便样本，其中包括

25个炎症性肠病（inflammatory bowel 

disease，IBD）患者和99个健康志愿者的

样本，并用Illumina测序平台进行测序，产

生了567.7 GB的测序数据，并对序列拼接、

注释、功能基因的分类、多态性分析等进行

了研究。2012年，华大基因在Nature发表了

一篇研究人体肠道微生物与Ⅱ型糖尿病之

间关系的文章[38]。该研究收集了345个中国

人的肠道微生物样本，用Illumina测序平

台对其进行了深度测序，并在基因组关联

研究（genome wide association studies，

GWAS）的基础上开发了一种全基因组相

关联研究（metagenome wide association 

studies，MGWAS）的方法，对Ⅱ型糖尿病

与肠道微生物失调之间的关系进行了深入

研究。人体肠道中绝大多数种类的微生物

是难以培养的，只有运用宏基因组学技术

才能研究人类肠道中的所有微生物群落，

进而了解人类肠道中细菌的物种分布。

（2）基于序列内容统计特征的方法

基于序列内容 统计 特 征的基因预测

方法一般是建立在密码子的编码区和非
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编码区有不同相对出现频率的基础上的。

除了一个区域碱基组成的特征外，基因长

度分布、CG含量、基因重叠区域的特征等

因素也常 被用于基因预测中。根 据DNA

序列中编码蛋白质区域和非编码区域内

容统计特征的差别，建立其学习模型，可

以有效地进行基因预测。在单个基因组上

具 有代表性的方法 包括采用马尔科夫模

型的GeneMark[39-41]系列、Glimmer[42,43]

系列、FGENESB[44]和MED[45,46 ]系列。

GeneMark对原核生物、真核生物和病毒

均能 进行基因预测。Glimmer被 广泛应

用于微生物的基因预测。FGENESB主要

用于细菌基因组的基因自动预测和注释。

MED是笔者所在课题组开发的一款基于

多元熵距离法的原核生物基因预测算法，

该算 法的基 础为开放 阅 读 框（OR F）和

翻译起始位点（TIS）的综合统计模型。

MED2.0在对DNA的GC核苷酸含量高的

细菌基因组和古细菌基因组的基因预测上

具有明显优势，之后又推出了MED2.1，提

高了预测精度，达到了国际水平。

针对宏基因组序列的研究，研究人员

开发了一系列宏基因组预测算法（见表3）。

宏基因组预测算法借鉴了传统的基于单基

因组的基因预测方法，只是对原始数据增

加了预处理的步骤。例如，MetaGUN算法

基于序列组成的统计特征 对输入 序列进

行分类，对同一类中的序列使用相同的统

计模型刻画，然后分别独立地进行基因预

测，在模拟宏基因序列测试集和在两个人

体肠道微生物的真实数据上的测试表明，

MetaGUN在发现新基因方面更具潜力。

MetaGeneMark同时使用细菌—古细菌和

嗜温细菌—嗜热细菌两套模型进行预测。

FragGeneScan适用于有测序错误的宏基

因组序列。

近年来，专门针对宏基因组序列的基

因预测方法目前面临着新的挑战，基于序

列相似性比较的方法，使用BLAST系统工

具对已知数据库进行相似性搜索，依赖性

强，无法发现新基因。基于统计建模的预

测算法运行速度快，在保证高特异性的条

件下能获得更高的敏感性。宏基因组序列

来源于繁杂且大多为未知的物种，微生物

中已知的细菌和古细菌只占全世界存在量

的10%；同时高通量测序的宏基因组DNA

序列很短，存在大量不完整基因，无法在

单个序列片断上完成自学习，为统计建模

所能提供的信息有限；另外，如何把分析

表 3   宏基因组基因预测算法

算法 特征和策略

MetaGene,MetaGeneAnnotator[47] 双密码子的回归模型，基因长度等多种特征打分的动态规划模型

Orphelia[48] 双密码子，TIS信号等多种特征的人工神经网络

MetaGeneMark[49] 寡核苷酸回归模型，基因长度等多种特征的动态规划模型

FragGeneScan[50] 基于密码子的隐马尔科夫模型

Glimmer-MG[51] 基于Phymn分类后在各类上实施Glimmer预测方法

MetaProdigal[52] 基于六连码回归模型和TIS信号的动态规划模型

AbundanceBin[35] 基于k字词的方法，将序列的k字词向量进行比较，将相近的划归为一组

MetaCluster[53] 基于k字词的方法，对序列物种进行划分

MetaGUN[54] 序列按基因预测模型和翻译起始信号打分参数的选择分类
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结果和已知的数据库（Greengenes[55]、

SILVA[56]等）结合起来、如何进一步研究

生物体之间以及生物体和环境之间的相互

作用等，都成为亟待解决的问题。

4  结束语

高通量测序技术奠定了生物信息学的

“大数据”基础，面对如潮水般的基因序

列数据，给后续基因组分析方法的研究和

工具的发展带来了巨大挑战。本文总结讨

论了高通量测序数据的基因组分析及生物

信息学方法。目前，基因组生物信息学研

究正面临从传统的全基因组序列分析到当

前基于短读的序列片段（含contigs）分析；

从传统的单个 物种的全基因组序列分析

到当前多个物种混杂的序列片段数据集的

分析；从本地计算机运算分析到未来适应

“云计算”模式的远程、快速运算分析这

几方面发展。面对如此快速的发展，现有

的生物信息学方法和工具已经不能满足如

此大量的数据资料的需求，只有进一步发

展出优秀的生物信息学方法和工具，才能

更好地利用高通量测序技术的优势和应用

价值。
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