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ＡＢＩ ＰＧＭ测序平台用于细菌基因组 ｄｅ ｎｏｖｏ测序的评价

黄方亮
（浙江大学生命科学学院大型仪器平台，杭州 ３１００５８）

摘　 要：为了探索加快细菌基因组研究的方法，利用 ＡＢＩ ＰＧＭ 测序平台测定了 １ 株单细胞硫还原地杆菌的基因组序列。 测序

共获得 １．４ Ｇｂｐ 数据，平均读长为 １７７ ｂｐ。 通过多个拼接软件并采用合适的组装策略，得到一个完整细菌基因组 ３．５５ Ｍｂｐ 和

一条完整质粒序列 １１０ ｋｂｐ。 测定基因组序列与参考基因组 ｋｎ４００ 序列的相似性达到 ９４％，参考基因组 ９１％的基因能在测定

基因组中找到相似基因。 通过本研究表明采用 ＡＢＩ ＰＧＭ 测序平台结合灵活的拼接策略可快速构建细菌基因组精细图谱，为
进一步的功能注释及深入的信息分析提供准确的数据，大大加快研究进程。
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ｏｂｔａｉｎｅｄ ｇｅｎｏｍｅ ａｎｄ ｐｌａｓｍｉｄ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｔｏ ｂｅ ３．５５ Ｍｂｐ ａｎｄ １１０ ｋｂｐ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ ｇｅｎｏｍｅ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ９４％ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｏｍｅ ｓｔｒａｉｎ ＫＮ４００ ａｎｄ ９１％ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ＫＮ４００ ｗｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄ ｔｏ ｂｅ ｏｒｔｈｏｌｏｇｏｕｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ ｇｅｎｏｍｅ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｕｓｅ ｏｆ ＡＢＩ ＰＧＭ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｐｌａｔｆｏｒｍ ｗｉｔｈ ｓｐｌｉｃｉｎｇ ｆｌｅｘｉｂｌｅ ｓｔｒａｔｅｇｙ
ｃａｎ ｒａｐｉｄｌｙ ｂｕｉｌｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ｇｅｎｏｍｅ ｍａｐ． Ｂｙ ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ａｃｃｕｒａｔｅ ｄａｔａ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎ⁃ｄｅｐｔｈ
ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ， ｉｔ ｗｉｌｌ ｇｒｅａｔｌｙ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＡＢＩ ＰＧＭ Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ Ｐｌａｔｆｏｒｍ； Ｂａｃｔｅｒｉａｌ Ｇｅｎｏｍｅ ｄｅ ｎｏｖｏ Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

　 　 随着测序技术的迅速发展和测序成本的急速降

低，细菌全基因组精细测序成为科学家研究目的细

菌的基本要求［１］。 ２００５ 年罗氏 ４５４ 测序仪出现后，
一次开机产生上百万条数据的高通量测序技术大大

加快了基因组研究的进程［２］，２０１２ 年 ４５４ 测序仪发

明人 Ｊｏｎａｔｈａｎ Ｒｏｔｈｂｅｒｇ 博士在焦磷酸测序［３］的基础

上，发明了新一代测序仪 ＡＢＩ ＰＧＭ，它的测序通量

更有弹性，能够使用 ３１４、３１６、３１８ 三种芯片，分别出

１０ Ｍ，１００ Ｍ，１ Ｇ 测序数据。 用半导体检测技术替

代了冷光 ＣＣＤ 拍照成像技术检测 ＤＮＡ 信号，测序

成本更低，原始数据占用的计算机资源更少［４］。 一

张芯片上机测序只要 ３ 小时。 利用 ＡＢＩ ＰＧＭ ３１８
芯片配合本来用于 ５５００ 测序仪上的 ｍａｔｅ ｐａｉｒ 试剂

盒，使 ＡＢＩ ＰＧＭ 测序平台成为细菌基因组精细测序

的强大工具。
本研究中，我们希望快速得到目的菌株完整基

因组序列。 为此，构建了 ２００ ｂｐ 短片段文库和 ３ ＫＢ
ｍａｔｅ ｐａｉｒ 文库，接上不同的接头，使用 ＰＧＭ 测序。
得到的数据用 ＣＬＣ Ｂｉｏ Ｇｅｎｏｍｉｃｓ ｗｏｒｋ ｂｅｎｃｈ ６． ０
（ＣＬＣ Ｂｉｏ， Ａａｒｈｕｓ， Ｄｅｎｍａｒｋ）软件拼接，采用合适的

拼接策略后，两周左右就得到完整的目的细菌基因

组精细图谱。



１　 材料与方法

１．１　 菌株培养和核酸提取

单细胞硫还原地杆菌菌株由浙大热能所提供，
挑取单克隆菌落，在 ３７ ℃下用改进过的 ＬＢ 液体培

养基密闭振荡培养过夜。 取 ２００ ｍＬ 菌液最高速离

心 １ ｍｉｎ，弃上清，将沉淀转入研钵，加液氮研磨，研
磨充分后加入 １ ｍＬ Ｐｌａｎｔ ＤＮＡｚｏｌ ，２ μＬ ２－ＭＥ（ β－
巯基乙醇）继续研磨，转移裂解产物至 １．５ ｍＬ 离心

管中。 将离心管置 ６５ ℃水浴 ３０ ｍｉｎ。 加 ７５０ μＬ 氯

仿，混合均匀。 １２ ０００ ｒｐｍ，离心 ５ ｍｉｎ。 小心取上

清（避免吸取中间蛋白层），转入一新的 １．５ ｍＬ 管

（体积大约有６００ μＬ）。 加 ０． ７ 体积的异丙醇（约

４２０ μＬ），１２ ０００ ｒｐｍ，离心 １０ ｍｉｎ。 弃上清，加入

１ ｍＬ ７５％乙醇至离心管中，颠倒数次以重悬 ＤＮＡ，
直立离心管 １ ｍｉｎ 至 ＤＮＡ 团块沉至管底，倾去或吸

除洗涤液。 细小的 ＤＮＡ 沉淀团块容易在倾倒洗涤

液时丢失，可室温３ ０００ ｒｐｍ，离心 ３ ～ ５ ｍｉｎ，然后倾

去或吸除洗涤液。 重复清洗 １ 次。 最后简短离心，
用枪头小心吸弃残留液体。 室温静置数分钟（约
１０ ｍｉｎ）使残余乙醇挥发，注意不要完全晾干 ＤＮＡ。
加入适量（１００ ～ ２００ μＬ）灭菌双蒸水或 ＴＥ 缓冲

液，使 ＤＮＡ 沉淀溶解。 向 ＤＮＡ 溶液中加入终浓度

为４０ μｇ·ｍＬ－１ 的 ＲＮａｓｅ Ａ， ３７ ℃ 孵育 ３０ ｍｉｎ，
－２０ ℃保存。

１．２　 基因组测序文库构建及 ＰＧＭ 测序

取 ２００ ｎｇ 目的细菌基因组 ＤＮＡ，用 ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 水

稀释到 ５０ μＬ 体积，放入 Ｂｉｏｒｕｐｔ，参数：Ｐｏｗｅｒ Ｌｅｖｅｌ：
Ｌ ，Ｔｉｍｅ ＯＮ：０．５ ｍｉｎ，Ｔｉｍｅ ＯＦＦ：０．５ ｍｉｎ，Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
１５－ｍｉｎ Ｃｙｃｌｅｓ：３。 超声破碎到 ２５０ ｂｐ 左右，用 Ｉｏｎ
ＸｐｒｅｓｓＴＭ Ｐｌｕｓ Ｆｒａｇｍｅｎｔ Ｌｉｂｒａｒｙ Ｋｉｔ 构建 ２００ ｂｐ 左右

测序文库。 取 ３ μｇ 基因组 ＤＮＡ，用 ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 水稀释

到 １５０ μＬ 体积，利用 ｈｙｄｒｏｓｈｅａｒ 核酸片断化仪打断

到 ３ ＫＢ，参数：Ｓｔａｎｄａｒｄ Ｓｈｅａｒｉｎｇ Ａｓｓｅｍｂｌｙ，ＳＣ １３，
２０ｃｙｃｌｅｓ。 １％凝胶电泳回收纯化，使用 ５５００ ＳＯＬＩＤ
ＭＡＴＥ⁃ＰＡＩＲＥＤ ＬＩＢＲＡＲＹ ＫＩＴ 构建 ３ ＫＢ ｍａｔｅ⁃ｐａｉｒ
文库。 两个文库接不同的接头，上 ＰＧＭ 测序，ＰＧＭ
测序参照 ＡＢＩ ＰＧＭ 操作手册。
１．３　 测序数据 ｄｅ ｎｏｖｏ 拼接

将两个文库数据导入 ＣＬＣ Ｂｉｏ Ｇｅｎｏｍｉｃｓ ｗｏｒｋ
ｂｅｎｃｈ ６．０，用 ｔｒｉｍｅｄ 功能去除低质量数据后，以 ｄｅ
ｎｏｖｏ 模块拼接。 参数使用如下：ｗｏｒｄ ｓｉｚｅ ｖａｌｕｅｓ 范围

是 ２５ ～ ４０ 核苷酸，ｂｕｂｂｌｅ ｓｉｚｅｓ 选择 ５０ ｂｐ， ６０ ｂｐ，
７０ ｂｐ三种，Ｍａｐ ｒｅａｄｓ ｂａｃｋ ｔｏ ｃｏｎｔｉｇ（ｓｌｏｗ）：ｍｉｓｍａｔｃｈ
ｃｏｓｔ：２，ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｃｏｓｔ：２，ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｃｏｓｔ：３，ｌｅｎｇｔｈ ｆｒａｃｔｉｏｎ：
０．５，ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｆｒａｃｔｉｏｎ：０．８。 将得到的最理想拼接结果

做为参照序列，比对得到的两个文库数据，从而填补

ｓｃａｆｆｏｌｄ 序列中的 ｇａｐ，并根据落在两个不同 ｓｃａｆｆｏｌｄ
上的成对 ｍａｔｅ⁃ｐａｉｒ 数据，确认 ｓｃａｆｆｏｌｄ 间的关系。 不

同参数条件拼接出来的 ｃｏｎｔｉｇｓ 重新 ｍａｐｐｉｎｇ 回拼好

的 ｓｃａｆｆｏｌｄ 上，消除 ｇａｐ。 拼接策略见图 １。
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图 １　 拼接策略示意图

Ｆｉｇ．１　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ａｓｓｅｍｂｌｙ ｍｅｔｈｏｄ
注：（ａ） 利用 ３ ＫＢ ｍａｔｅ ｐａｉｒ 数据确定 ｓｃａｆｆｏｌｄ 间关系； （ｂ） 利用不同参数条件下得到的 ｃｏｎｔｉｇ 序列，填补 ｓｃａｆｆｏｌｄ 中的 ｇａｐ，得到完整序列。
Ｎｏｔｅｓ：（ａ） Ｓｃａｆｆｏｌｄ ｏｒｄｅｒｉｎｇ ｐｈａｓｅ：ｕｓｉｎｇ ３ ＫＢ ｍａｔｅ ｐａｉｒ ｄａｔａ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｃａｆｆｏｌｄｓ； （ｂ） Ｇｅｎｏｍｅ ｆｉｎｉｓｈ ｐｈａｓｅ：ｆｉｌｌ ｇａｐ ｂｙ ｃｏｎｔｉｇ ｍａｐｐｉｎｇ．
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１．４　 基因组 ＦＩＮＩＳＨ
经 １．３ 拼接后，得到成环的基因组序列，根据缺

少的 ｇａｐ，设计基于 ｇａｐ 的引物。 经 ＰＣＲ 扩增后，利
用一代测序仪 ３１３０ 的数据，补全序列，从而构建完

整环状基因组。
１．５　 基因预测注释分析

将基因组数据提交到 ＲＡＳＴ（Ｒａｐｉｄ Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ
ｕｓｉｎｇ Ｓｕｂｓｙｓｔｅｍ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ） ［５］ 网站，得到 ３ ８２２ 个预

测基因。 结合另外几个原核生物基因预测软件

Ｇｌｉｍｍｅｒ［６］，Ｇｅｎｅｍａｒｋｅｒ［７］，ＦｇｅｎｅＳＢ［８］ 校正预测结果。
利用 ＲＡＳＴ 网站 Ｃｏｍｐａｒｅ 模块中的 ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｂａｓｅｄ 功

能与其它基因组做功能比较。 ＫＥＧＧ 模块看基因组

中基因所在 ｐａｔｈｗａｙ 信息。 并与 ＩｎｔｅｒＰｒｏ［９］，ＣＯＧ［１０］

数据库比对确认预测基因生化代谢功能。 对于非蛋

白质 编 码 基 因 ｒＲＮＡ 和 ｔＲＮＡ 的 预 测， 分 别 用

ＲＮＡｍｍｅｒ［１１］和 ｔＲＮＡｓｃａｎＳＥ［１２］确认。
１．６　 基因组比较分析

选取 单 细 胞 硫 还 原 地 杆 菌 生 物 型 菌 株

ｋｎ４００［１３］ 做 为 参 考 序 列， 运 用 ＮＣＢＩ 网 站 的

Ｂｌａｓｔ２ＳＥＱ 软件比较两个基因组相似性。 根据预测

的基因，用 ＲＡＳＴ 网站的 ｃｏｍｐａｒｅ 基于 ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｂａｓｅｄ 查找参考基因组中的同源基因。

２　 结　 果

２．１　 测序数据量和基因组拼接

两个文库共获得 ８．１ Ｍ 条序列，１．４ Ｇｂｐ 碱基，
数据详情见表 １。 将数据导入 ＣＬＣ 分析软件，经过

ｔｒｉｍｅｄ 后，还有 ７．８ Ｍ 条序列可用，序列统计见图 ２。
经过多次 ｄｅ ｎｏｖｏ 拼接，调整各种参数，最后 ｗｏｒｄ
ｓｉｚｅ ｖａｌｕｅｓ 选 ３５， ｂｕｂｂｌｅ ｓｉｚｅｓ 选择 ６０ ｂｐ，组装成 １６
个 ｓｃａｆｆｏｌｄｓ，总长 ３． ６６ Ｍ，Ｎ５０ 为 ４９２ ｋ，最大长度

８８９ ｋ。 将 １６ 个 ｓｃａｆｆｏｌｄｓ 序列做为参照序列，把两

个文库的数据 ｍａｐｐｉｎｇ 上去，找到 １６ 个 ｓｃａｆｆｏｌｄｓ 间

的前后关系，并补上 ｓｃａｆｆｏｌｄ 中的 ｇａｐ。 经过多轮的

ｍａｐｐｉｎｇ 最终将基因组拼接成一个环状染色体序列

３．５５ Ｍ，并发现一个完整的质粒序列 １１０ ＫＢ，基因

组 Ｇ＋Ｃ 含量 ６１％。 环状染色体序列中还有 ４ 个不

能通过序列拼接确定的 ｇａｐ，用 ＰＲＩＭＥＲ３ 在线软件

设计引物［１４］，ＰＣＲ 扩增测序后，拼回原来的位置得

到一个完整的环状染色体序列，扩增产物电泳图见

图 ３。
表 １　 ２００ ｂｐ 及 ３ ＫＢ ｍａｔｅ ｐａｉｒ 文库数据统计情况

Ｔａｂｌｅ １　 ２００ ｂｐ ａｎｄ ３ ＫＢ ｍａｔｅ ｐａｉｒ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｌｉｂｒａｒｙ ｄａｔａ

碱基数（ｂｐ） 大于 Ｑ２０（ｂｐ） 序列数 平均读长（ｂｐ） Ｔｒｉｍｅｄ 后序列数 Ｔｒｉｍｅｄ 后平均读长（ｂｐ）

２００ ｂｐ 文库 ５７４ ９２４ ４４８ ４７７ ８０４ ８２１ ３ ２４２ １８６ １７７ ３ ０３１ ２８７ １８０

３ ＫＢ ｍａｔｅ ｐａｉｒ 文库 ４６９ ４８８ ９６３ ４０２ ８４４ ３６７ ４ ９６７ ９７０ ７１．４ ４ ７９９ ２０４ ６７
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图 ２　 序列示意图

Ｆｉｇ．２　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
注：（ａ） ２００ ｂｐ 文库和 ３ ＫＢ ｍａｔｅ ｐａｉｒ 文库序列读长分布； （ｂ） ３ ＫＢ ｍａｔｅ ｐａｉｒ 数据在基因组上的实际定位统计，峰值出现在 ２．１ ＫＢ，范围在

１．７ ＫＢ～３．１ ＫＢ 间。
Ｎｏｔｅｓ：（ａ） Ｒｅａｄ ｌｅｎｇｔｈ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ２００ ｂｐ ｌｉｂｒａｒｙ ａｎｄ ３ ＫＢ ｍａｔｅ ｐａｉｒ ｌｉｂｒａｒｙ； （ｂ） Ｄｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ３ ＫＢ ｍａｔｅ ｐａｉｒ ｌｉｂｒａｒｙ ｄａｔａ ｌｏｃａｔｅ ｉｎ ｇｅｎｏｍｅ， ｐｅａｋ
ａｐｐｅａｒｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ２．１ ＫＢ， ｒａｎｇｉｎｇ ｆｒｏｍ ｂｅｔｗｅｅｎ １．７ ＫＢ～３．１ ＫＢ．

２．２　 与参考序列比较结果

选择基因组大小为 ３．７ Ｍ 的 ｋｎ４００ 做为参考，
进行基因组比对，结果显示两个基因组序列相似度

９４％。 参考基因组中 ９１％的基因能在测定基因组的

预测基因中找到，相似度≥９５％ 的基因占 ５２％，
９５％＞相似度≥３０％的基因占 ３９％。
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图 ３　 电泳图

Ｆｉｇ．３　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ
注：１，２，３，４ 分别是四个 ｇａｐ ＰＣＲ 产物电泳条带。
Ｎｏｔｅｓ：１～４ ｉｓ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ４ ｇａｐｓ．

３　 讨　 论

目前，得到细菌全基因组序列完整图谱已经是

高质量细菌文章发表的必备条件。 而很多时候科学

家在高通量测序完成后，得到的是几十个独立的

ｓｃａｆｆｏｌｄｓ，要找到它们之间的关系，拼接成环状完整

的基因组，还需要订购很多的引物，几个月的时间做

ＰＣＲ 扩 增， 费 时 费 力。 采 用 ２００ ｂｐ 文 库 加

３ ＫＢ ｍａｔｅ ｐａｉｒ 文库，用 ＰＧＭ ３１８ 芯片测序后，得到

１．４ Ｇ原始数据，经过高质量筛选后，余下 ８８１ Ｍ 数

据，覆盖基因组 ２６６ 倍左右，软件初步拼接得到 １６
个 ｓｃａｆｆｏｌｄｓ。 将 １６ 个 ｓｃａｆｆｏｌｄｓ 做为参考序列，把所

有测序数据 ｍａｐｐｉｎｇ 上去，通过定位在两个不同

ｓｃａｆｆｏｌｄｓ 上的多个成对的 ｍａｔｅ⁃ｐａｉｒ 序列来确定

ｓｃａｆｆｏｌｄｓ 间的前后关系，也可以结合软件 ＳＳＰＡＣＥ
来辅助确认 ｓｃａｆｆｏｌｄｓ 间的关系。 确认关系排好顺序

的 ｓｃａｆｆｏｌｄｓ 被拼接到一起，做为参考序列，再做

ｍａｐｐｉｎｇ，通过 ｍａｐｐｉｎｇ 结果可以进一步确认是否正

确拼接 ｓｃａｆｆｏｌｄｓ。 如此反复，直到拼接成环状序列。
过 程 中 可 以 结 合 ｇａｐ 修 复 软 件 Ｇａｐｆｉｌｌｅｒ［１５］，
ＳＯＡＰｄｅｎｏｖｏ ＧａｐＣｌｏｓｅｒ ｖ１．１２ｒ６ 来关闭 ｇａｐｓ［１６］。 可

能是因为重复序列的关系，环状基因组中还是会有

４ 个 ｇａｐ 无法修复，最终通过设计引物 ＰＣＲ 扩增，
３１３０ 测序，拼接出完整的基因组数据。 拼接完成后

还检测到一个完整的质粒序列。
ＰＧＭ 测序平台还应用到了另外几个细菌基因组

的研究中，都得到完整的细菌基因组图谱。 但经过实

验发现如果目的细菌中出现多个质粒，且质粒间的序

列高度相似时，虽然可以得到完整的基因组数据，却很

难保证得到完整的质粒序列。 必须将质粒分离开单独

测序才行。 本研究实验结果证明 ＰＧＭ 单次上机成本

较低，一天就能完成两张 ３１８ 芯片测序，一张 ３１８ 芯片

数据足够满足 ４ Ｍ 左右细菌基因组的精细图拼接。 因

此采用 ＡＢＩ ＰＧＭ 测序平台结合合适的拼接软件，采用

灵活的拼接策略可以快速构建细菌基因组精细图谱，
为进一步的基因功能注释和深入的信息分析提供准确

的数据，能够大大加快细菌基因组研究的进程。
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