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摘要
宏基因组数据具有数据量大、复杂度高的特点，从数据类型来看，其涵盖了元数据和测序数据。为了保证宏

基因组数据后续功能分析的有效性和正确性，需要对这些元数据和测序数据进行严格的质量控制检测。详

细描述了宏基因组数据的质量控制流程，包括元数据和测序数据的信息检查、低质量片段的过滤等过程，

从而为宏基因组数据分析提供了预处理的规范，这将为微生物组大数据分析提供坚实的基础。
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Quality control of big data analysis
for metagenomics

Abstract
Metagenomic data has the characteristics of high volume and complexity. As for data type of metagenomics, it covers 

metadata and sequencing data. Before performing in-depth functional analysis of metagenomic data, strict quality control 

for these metadata and sequencing data are needed, so as to ensure the validity and correctness of subsequent data analysis. 

The quality control process of metagenomic data was described in detail, which included information checking of metadata 

and sequencing data, filtering of low quality fragments, and so on. A pre-processing specification for metagenomic data 

analysis was presented, and  a solid foundation for big data analysis of microbiome was provided.
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1  引言

近年来，随着二代测序技术及各种高

通量组学技术的快速发展，生物医学研究

进入大 数 据时代。实验技 术 和信息技 术

的发 展，使 生物医学 数 据 开始从 万亿字

节的TB级 跃 升到千万亿字 节的EB级，

引发了后基因组时代的生物医学 研究的

深 刻变革。生物医学 研究已经 从 第一 范

式的实验 科 学，或快或慢地 进 入 第二范

式 理论 科 学、第 三 范 式计 算 科 学，直 到

最 新的第四范式 数 据密集 型科 学。数 据

质量对大数据分析与 挖掘的价值日益凸

显。目前，测 序能 力的 提 升极 大 地 推 动

了包 括 微 生物组学 在内的各种组学的快

速 发 展，进而催 生了大 量以微 生物为主

要 研究 对象的国际合 作 项目，使 得 微 生

物组和微 生物系统组成为生物医学大数

据的 重 点研究 方向之一。微 生物组是 指

存 在于特定环境或生态系统中的微 生物

以及它们携带的遗传信息和生物学功能

的总 和 [ 1]。微 生物组与人 类 健 康 有 极 为

重要的关 系，人体 微 生物组由数百 至数

千种不同的微 生物组 成，其 细胞 总数可

达 数 万亿 之多，数 量 远 超人体自身细胞

数 量，其中独特的微 生物基因数 量多达

2 000万个，数目远远超过人的基因数目

（大约 2.5 万个）。通过对人体微生物组

进行研究，可以解析人类健康、营养、代

谢等方面的科学问题。

2  国内外相关研究

目前，宏基因组（metagenome）技术

是微生物组研究的重要手段之一，该技术

利用基因组学策略研究特定环境样品中包

含的全 部微生物的遗传组成及其功能模

式 [2]。宏基因组技术直接从环境样品中提

取DNA样本，避开了传统的微生物分离培

养方法，为研究和利用占微生物种类99%

以上的不 可培养的微 生物提 供了一种 新

的 途 径 和良 好 的 策 略。近 年来，高通 量

测 序 技 术 的 快 速 发 展 为 微 生 物 表 型 及

其 遗 传 机 制 的 探 索 提 供了 新 的 技 术 方

案 [3]。宏基因组技术在农业、林业、环保、

医药等领域都有着广泛的应用，提供了丰

富的人体、动植物、各类环境的科学研究

数据[4-8]。2005年以来，以国际宏基因组

联盟为代表的微生物组研究计划带动了很

多国家的相关研究，例如美国的人类微生

物组计划（Human Microbiome Project，

HMP）[9]和欧 盟的人类肠道微 生物联 盟

（Metagenomics of the Human Intestinal 

Tract Consortium，MetaHIT）[10]。这些项目

的实施，推动了数据库 和 数 据 挖 掘 等 基

础研 究 工作的开展，并对 相关 数 据标准

与质量 控制等 提 出了新的要求。相对传

统 组学 数 据而 言，宏基因组测序 数 据量

大、涉及 的 微 生物 基 因 组 复 杂 度 高，而

且可能 存 在大 量 未 知物种，传 统的基于

单一组学或单一 物种的分析方法无法直

接应用于 宏基因组研 究，针对 宏基因组

数 据的采集、整 理、存 储以 及 后 续 研 究

分析 等 仍 缺 乏 统一的 规 范。因此，宏基

因组研究急需建 立一 套涵盖样本信息以

及 测 序 数 据 采 集、整 理、存 储、交 换、

分 析 的 数 据 规 范 与 标 准 。从 数 据 流 程

看，宏基因组的分析 过 程 包 括 元数 据和

测序 数 据质量 控制、微 生物 群 落 组 成分

析、群 落 功 能 生 态 分析、菌 群 差异 功 能

分析 等 步 骤（如图1所 示）。其 中，元 数

据 和 测 序 数 据 质 量 控 制 是 后 续 一系 列

分析的基 础，直接 影响整 个分析的完 整

性和正确性，因而在 整个 数 据分析 过程

中具 有十分重要的意义。本 文 对宏基 因
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组 研 究 中 的 元 数 据 及 测 序 数 据 的 预 处

理 过 程 中 的 相 关 质 量 控 制 标 准 进 行 了

简 要 探 讨，从 而 为 宏 基 因 组 数 据 分 析

提 供 支 撑。

3  宏基因组数据质量控制

宏 基 因 组 的 测 序 数 据 具 有 数 据 量

大、复 杂 度 高的 特点，其 数 据 分析 有一

些 特 定的要求，具 体而 言主要 有以下几

个方面。

● 宏基因组研究中样本收集、存储、

运输等信息都对微生物菌群差异分析有重

要影响，因此需要在元数据中记录这些信

息，并在质量控制流程中对元数据和测序

数据进行一致性检查，以保证后续分析的

正确性。

● 宏基因组研究 通常依 赖二代或三

代 测序 技 术，其 测序速 度比一代 测序 技

术有显著提升，但其测序长度及准确度却

有所 下降，因此 在 宏基因组数 据质量 控

制流 程中必须对 数 据进行去噪、剔除接

头、切除无效序列等操作，以保证结果的

可靠性。

● 与宿主相关的微生物样品测序结果

中通常包含一定数量的宿主基因片段，这

些片段会对后续的微生物菌群分析产生干

扰，因此在宏基因组数据质量控制流程中

必须去除这些宿主基因片段，以保证后续

分析的有效性。

● 需要对样本的测序深度进行一定的

评估，从而保证不同分组样本差异分析的

需求。

笔者在长期的微 生物组大 数 据分析

过 程中，根 据宏基因组的 数 据 特点和数

据分析的要求，提出了一套完整的数据质

量控制流程（如图2所示），具体包括：元

数 据和测序 数 据的一致性检 查、测序 数

据的质量检测、低 质量测序序列的过 滤

及切除、接头序列及无关序列的剔除、宿

主 及污 染序列的过 滤、混合样本的 数 据

分割、样本菌群的组成分析、不同分组样

本的主坐标分析（principal coordinate 

图 1 宏基因组数据主要分析流程

图 2 宏基因组数据质量控制流程
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analysis，PCoA）这8个步骤，下面将对

这些步骤进行详细论述。

3.1  元数据和测序数据的一致性检查

元 数 据 是 对 数 据 进 行 描 述 的 数 据

（data about data），主要对数据的属性

进行 表 述。元数 据主要包括数 据 来源、

数据收集整理模式以及数据可靠性等信

息，是实验数据的重要组成部分。就宏基

因组研究而言，元数据提供了项目技术设

计、材料来源、实验方案、结果描述等至

关 重要的信息 [ 11]。目前国际 基因组标准

联盟（Genomic Standards Consortium，

G S C）已开发了针对基 因组 [ 1 2 ]、宏 基 因

组 [ 13 ]及 扩 增 子 [ 14 ]研 究 的多 种 元 数 据 标

准框 架，框 架包括 组学数 据的检查列表

以及取样环 境 描述包（env ironmenta l 

package）。其中，宏基因组数 据标准框

架的制定 原则指出，人体 样 本 和环 境 样

本 的 最 少 信 息 集 合 应 当以 样 本 为出 发

点，保 证 样 本 的 基 因 型 和 表 型 关 联 分

析、不同分组样本的差异分析、样本菌群

组 成的 机 理研究分析的需 求，因此笔者

建议 宏基因组的元数 据中应当包含如下

基本信息。

● 人体样本：个人基本生理信息、生活

行为方式、膳食结构、营养状况、既往病史

等信息。

● 环境样本：样本获取过程中的采集

地点、大气、水文、温度、压力、运输方法、

存储媒介等信息。

同时，笔者建议使用国际宏基因组数

据标准框架制定的标准词汇来描述元数

据，从而给出精确的元数据语义信息，进

而 建 立可共享的、可被 机 器 处 理的本体

支持，利于未来的数据资源整合。在元数

据 完 整性检 查完 成 后，需要开展 元数 据

与测序 数 据的一致性检 查，重点 检 查测

序数据的样本是否符合元数据描述的样

本，查看是否存在数据遗漏、差错匹配、

错 误标注等 现 象，这 些都会对后 续的数

据分析 造 成 严重的影响。这种一致性检

查是 数 据 完 整性、有 效性的重要质量 控

制步骤。

3.2  测序数据的质量检测

目前，宏基因组研究大都采用二代测

序技术。以illumina为代表的二代测序技

术基本都运用边合成边测序的策略，在碱

基链合成的过程中，随着合成链的增长，

DNA聚合酶的效率会不断下降，特异性

也 逐渐变 差，从而造 成碱 基 合成错 误率

增高。此外，测序仪在开始进行合成反应

时，也会由于反 应 不够稳定 带 来 质 量 值

的 波动。测序 数 据的质量 好坏会 影响下

游的分析，不同测序 平台的 测序 错 误 率

存在较大差异，因此在数据分析前，需要

确定原始数据是通 过哪种测序平台产生

的、其错误分布规律如何、是否存在一定

测序 偏向性、是 否 受序列中碱 基 含 量分

布（GC含量）影响等[15]。目前对原始测序

数据进行质量检测，通常使用FastQC和

PRINSEQ[16]这两种检测软件包。FastQC 

软件包既有图形操作界面，又有命令行操

作模式，能同时支持多种文件格式，包括

FastQ、SAM和BAM格式等。其 测序质

量 报告主要包括：读 段（reads）各 位 置

的碱 基质量值分布、碱 基 的总体质量值

分布、reads各个位置上碱基分布比例、

GC含 量分布、reads各 个位 置的非 确定

碱基 数目、是 否 含有测序 接 头序列等。

PRINSEQ是另一款常用的测序质量检测

软件，其报告内容主要包括：reads数目

以及长度频率分布、碱基质量频率分布、

序列复 杂度、GC含 量、重 复 序列及接头

信息等。
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3.3  低质量测序序列的过滤及切除

原始测序 数 据通常包含测序 分 值 较

低的碱 基序列，其处 理方 式包括 过 滤 和

切除。对于全 长质量 都比较 低的序列，

可 直 接 进行 过 滤处 理；而 对于只有 部分

片段 质量较 低的序列，则可以 通 过片段

切除的方 法 来处 理。最 基本的切除方 法

为设定特定的切除长度 或 剩余 长度，这

种 方 法 会 去 除 部 分 测 序质 量 较 好 的片

段，从 而 造 成一 定 的 信息 损 失，因此更

为通用的方案是从序列任意一端开始，

逐个 切除 低 于质量阈值的碱 基。如目前

较为流行的低质量序列切除与过 滤软件

Trimmomatic[17 ] 及PRINSEQ均支持从

任意一端 开始 切除 低 质量碱 基。另一种

方案为滑窗策略，将窗口内的碱基质量与

设 定的阈值 进行比较，如果滑窗内的碱

基 数值低 于质量阈值，则切除 整 个滑窗

的碱 基。用户可根 据实际 情况设 置滑窗

大小及质量阈值。另外，值得注意的是，

测序时如果无法判定一个碱基是哪种碱

基，通常标记为N字符，不同的组装比对

软件对于N字符的处理方式完全不同，有

的用4种碱基随机替 代N字符，有的则是

用固定的某个碱基替代N字符，由于N字

符会导致错误的组装和比对，因此含N字

符较多的序列同样需要在组 装和比对前

进行切除或过滤操作。

3.4  接头序列及无关序列的剔除

高通 量测序过程一 般会使用测序接

头序列，接 头序列的存 在可能会导致 基

因组 组 装和转 录 本组 装出现问题，因此

需要 在分析 数 据之前予以去除。此 外，

其他的测序标 签以及引物片段也需要去

除。去除 接 头及标 签序列是一项比较困

难的任务，首先，这些序列可能存在测序

错误，需要考虑应对错配、插入缺失片段

（indels）以 及不 确定碱 基（N字符）的

情况；其次，如果测序的目标序列较短，

reads可能会延伸到3’端的接头序列。而

这种“读穿”的情况会导致reads中含有

部分3’端的接头序列无法被识别。此外，

某些公共来源的测序数据可能根 本无法

知道 接 头序列信息。目前 较为常用的 接

头序列切除软件包括Trimmomatic[17 ]、

TagCleaner[18]和Cutadapt等。这些软件

均可以 应 对错配，并允许用户指 定测序

和标签序列的最小重叠，TagCleaner还

可以应 对indels以及不 确定碱 基。假 如

接头序列未知，可以先用TagCleaner软

件预测，再进行后 续的切除。另外，值得

注 意的是，在 测序 文 库的制备 过 程中，

聚合酶 链 式 反 应（PCR）过 度 扩增可能

导致 重 复 序列的出现，在后 续分析 过程

中，这些重复序列应当剔除。此外，某些

低 复 杂度的序列由于 缺 乏信息 量，很 难

可靠 地比 对到参 考序列上，因此也 应当

予以剔除。

3.5  宿主及污染序列的过滤

宏基因组测序是对样本中所有DNA

分子进行测序，因此获得的数据中可能含

有不属于微生物的序列，例如与人类健康

相关的宏基因组研究多使用与人体 相关

的组织或样本（如口腔菌斑、唾液、皮肤

及粪便样本等），这些样本中可能存在人

类基因组序列污染。此外，研究样本也可

能存在其他生物体或载体的序列污染，

从而 对后 续分析 造 成 影响，因此 在质量

控制过程中需要剔除宿主序列以及可能

的污染序列。最 直接的方法就是 把序列

比对至宿主基因组及可能的污染源序列

上，然后剔除这些序列。FastQ Screen、
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BWA  [ 19 ]、Bowt ie [ 2 0 ]、SOA P 等工具可

以把序列比对至用户怀疑的污染源序列

上，如果存在一致序列则予以剔除。

3.6  混合样本的数据分割

测序时，为了区别不同样本来源的序

列，需要在待测序列中加入一段具有特定

序列的编码序列（barcode）。在质量控制

过程中，为了获得不同样本的完整数据，需

要根据码序列对混合样本进行分割，将一

个FastQ文件中的序列分别存储到多个样

本文件中。

3.7  样本菌群的组成分析

在获得测序数据之后，首要工作是对

相关样 本进行菌 群 组 成分析。在早 期宏

基因组研 究中，通常需要对 测序 数 据 进

行拼接，获得contig序列，之后通过一些

常用的序列比对算法（如BLAST算法、

BLAT算法等），将拼接后的序列比对至

微 生物参 考基因组 序列，从而 获得 与序

列相关的物种分类信息。然而，不同于其

他高等 生物基因组的 拼 接，由于微 生物

的多样性，宏基因组研 究中测序 数 据的

拼 接 往往存 在一定的难度，导致 序列准

确度不高。此外，传统的BLAST算法在

对海量的拼接后数据进行比对时往往耗

时较长，BLAST算法速率为目前二代测

序常用的比对软件（如BWA、bowtie和

SOAP等）速率的数百分之一至数十分之

一，通常某 些样 本完 成 所有序列比 对可

能 花费数 天甚至更久的时间。因此笔者

建议在实际分析过程中，使用二代测序的

比对软件，把测序片段（不经过拼接）直

接比 对到参 考 物种的 标 识 基因，从而快

速获取物种分类信息及丰度信息，为后续

的 样 本主 坐标分析提 供足够的信息。例

如，目前国际人类微生物组计划项目中采

用Metaphlan软件进行数据处理，该软件

可以直接将测序序列比对至微 生物参考

数 据库中（涵 盖了美国生物 技 术信息中

心基因组数 据库中的2 887个微 生物基

因组 数 据），从而 获得 测序 样 本 的菌 群

组成信息[21]。

3.8  不同分组样本的主坐标分析

主  坐标分析是一种微生物组学数据分

析中常用的降维及可视化方法，主要用于

研究数据相似性或差异性，在微生物群落

相关研究中，不同样本之间及不同环境之

间微生物组成差异往往较大，所获得的物

种丰度表通常由稀疏矩阵构成，因而不太

适合使用其他组学数 据通常采用的主成

分分析方法。在主坐标分析中，首先对物

种丰度组成的距离矩阵进行分解，获得一

系列的特征值和特征向量，然后对特征向

量进行排序，选择前几位的特征向量作为

主要坐标，并将样品投影到这些向量的坐

标轴上进行可视化展示。在对基于不同分

类水平的物种丰度信息进行PCoA时，样

本的物种组成越相似，它们在PCoA图上

的距离越小。通过不同分组样本的主坐标

分析，可以检测样本的测序质量以及深度

是否提供了足够的信息来区别不同的分组

样本，因而不同分组样本的主坐标分析是

宏基因组数 据分析质量控制流程中非常

重要的步骤。

4  宏基因组数据质量控制应用实例

本 文以一 套已公 开发 表的肠 道微 生

物宏基因组数 据为例进行质量控制流程

结果 展 示，该 数 据为正常人 群 与肝 硬化

人 群肠道微 生物队 列研究 数 据，相应 宏
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基因组测序数 据下载自欧 洲生物信息研

究中心核酸数据库（ID：ERP005860）。

本文 选 取部分有代表 性的 样本，对元数

据和测序数 据进行包括 元数 据整 理、元

数 据和测序 数 据 一致性检 查、测序质量

评估、低质量序列过滤、测序接头片段去

除、宿主基因剔除、样本菌群组成分析、

样本主 坐标分析在内的质量控制检测。

其原始数 据测序片段的质量 评 估结果如

图3所示，个别样本总体测序质量偏低，

后续分析需加以控制或予以剔除。

质量控制前后样本原始数据及干净数

据质量统计见表1（括号内为质量控制后的

数值）。质量控制前后各样本重复序列百

分比、序列平均长度及读段总数等均有明

显变化，这表明了对原始测序数据进行相

关质量控制的必要性。随后，笔者对各样

本的菌群组成及微生物丰度进行评估，并

在此基础上开展了样本的主坐标分析，结

果如图4所示，正常样本与疾病样本可观

察到一定的分布差异，表明了质量控制流

程的有效性。

图 3 测序片段不同位置碱基质量分布

表 1 质量控制前后序列质量统计

样本名称 重复序列含量 GC 含量 序列平均长度 读段总数

normal1_R1.fq 17.11 (14.08) 44 (44) 100 (93.61) 20 581 232 (16 878 343)

normal1_R2.fq 9.55 (7.01) 44 (44) 100 (89.45) 20 581 232 (16 878 343)

normal2_R1.fq 12.79 (11.45) 43 (43) 100 (97.05) 15 181 542 (13 947 233)

normal2_R2.fq 10.6 (9.98) 43 (43) 100 (96.21) 15 181 542 (13 947 233)

normal3_R1.fq 18.54 (17.01) 45 (45) 100 (96.80) 14 670 034 (13 557 612)

normal3_R2.fq 15.69 (14.96) 45 (45) 100 (96.35) 14 670 034 (13 557 612)

disease1_R1.fq 12.06 (12.86) 44 (44) 100 (94.12) 17 748 286 (11 981 903)

disease1_R2.fq 6.48 (8.98) 44 (44) 100 (86.77) 17 748 286 (11 981 903)

disease2_R1.fq 23.34 (19.62) 44 (44) 100 (95.44) 19 851 726 (16 189 958)

disease2_R2.fq 21.12 (18.09) 44 (44) 100 (95.39) 19 851 726 (16 189 958)

disease3_R1.fq 22.67 (18.99) 45 (45) 100 (95.29) 39 909 645 (34 088 127)

disease3_R2.fq 20.78 (17.53) 45 (45) 100 (94.83) 39 909 645 (34 088 127)

5  宏基因组数据质量控制应用效果

上 述 宏基因组数 据质量控制实例表

明，本文提出的质量控制流程可以对宏基

因组研究中的元数据和测序数据质量进行

有效评估，从而为后续分析提供干净的数

据。具体而言主要有以下几个方面。

● 元数据和测序数据的一致性检查保
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证了取样样本和测序样本的对应关系，并

赋予测序样本表型信息，从而为测序样本

的基因型和表型关联分析、不同分组样本

的差异分析、样本菌群组成的机理研究分

析提供支持。

● 宏基因组数据质量控制流程中的质

量检测、低质量测序序列的过滤及切除、

接头序列及无关序列的剔除等步骤可以为

后续的功能分析提供干净的分析数据，保

证结果的可靠性。

● 宿主及污染序列的过滤，可以去除

宿主基因片段 对后 续菌群组成分析的影

响，保证分析的有效性。

● 不同分组样本的菌群组成和主坐标

分析，可以在一定程度上评估样本的测序

深度是否足够，即在当前的测序深度和质

量条件下是否提供了足够的信息来满足分

组样本差异分析的需求。

6  结束语

近年来，随着各种微生物组项目的开

展，已有大量的宏基因组数据发布。如何

充分利用和挖掘这些数据，对其进行更为

深入的二次分析，从而获得新的发现，是

一个极为重要的问题。宏基因组数据多分

散在不同的数 据库中或者不同的研究者

手中，其数据收集和分析标准存在较大的

差异，从而给 数 据的整 合带来较 大的障

碍。如果能从生态类型（biotype）、数据

类型（datatype）等角度系统整合这些数

据，并提供统一的质量控制评价标准，将

为宏基因组研究提供更大的便利。因此制

定 规范合 理的 数 据质量 控制标准，从而

有效整合 这些不同来源和类型的宏基因

组数据，是未来的发展方向和趋势。本文

对宏基因组数据分析 过程中的质量控制

流程进行了探讨，这将加速宏基因组学的

相关研究。在此基础上，整合微生物的分

类、进化、生态以及相关组学的数据，构

建统一的微生物组数据仓库，并辅以微生

物云服务平台，将解决微生物组研究各种

数据分散在不同地方的局面，为微生物组

大数据提供科学的管理机制和运行范式，

从而为我国微 生物组学研究提供技术支

撑及基础大数据平台。
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