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摘要：【目的】识别并修正由断裂的标记基因引起的来自宏基因组测序组装的基因组污染度的高估。

【方法】利用纯菌完整基因组构造的模拟数据来分析断裂基因对基因组质量评估的影响以及设定

矫正参数，基于nr库的分类学注释结果来判定2个断裂标记基因(即断裂基因对)是否来自于同一标

记基因，在剔除断裂冗余基因后重新计算污染度。【结果】基于纯菌完整基因组模拟打断数据的结

果表明基因组片段化程度越高，基因组的污染度越高，并且该现象在分箱获得的微生物基因组草

图中也有体现。我们设计的矫正流程能将纯菌模拟打断数据的污染度纠正到完整基因组的水平。

在对760个肠道和土壤宏基因组来源的污染度大于0的基因组草图进行矫正后，接近半数基因组的

污染度降低，其中43个基因组的污染度降至0。【结论】我们的流程可以在一定程度上矫正由断裂

基因引起的基因组污染度的高估，提高分箱基因组草图的可利用率，并可应用于需求日益增加的

宏基因组来源的基因组质量评估中。 
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随着近年来高通量测序技术的普及和宏基

因组学的发展，从宏基因组测序数据中通过分箱

(binning)获取海量具有中等或高质量的微生物基

因组草图(metagenome-assembled genome，MAG)

的技术已经日益成熟[1–4]。这些来源于不同环境或

宿主相关样本的 MAGs[5–7]，极大地丰富了生命之

树的谱系，拓宽了人们对微生物代谢和功能多样

性的认知，为挖掘那些尚未被人们所熟知的微生

物资源宝库提供了便利[8–11]。然而，大量积累的

MAGs 数据也要求研究人员必须开发更加准确的



2922 Hao Li et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2021, 61(9) 

actamicro@im.ac.cn 

基因组质量评估方法[12]。相比于早期采用的基因

组 N50 和覆盖度等指标来评估纯菌完整基因组

的质量[13–14]，宏基因组来源的基因组草图中由于

通常含有被错误划分的 contigs 或者 scaffolds 且

绝大多数都是不完整的[4,15–16]，仅靠上述指标不

足以描述基因组质量，需要有效评估 MAGs 的完

整度和污染度[17]。其中，完整度用于描述基因组

的完整程度，而污染度则是指基因组混杂其他来

源序列的潜在程度。目前，相关评估主要是依据

MAGs 的必需单拷贝基因来实现的 [5,15,18–19]。其

中，污染度对基于基因组信息预测 MAGs 的相应

功能时具有潜在假阳性的指示作用，因此往往在

评价基因组质量时具有更大的权重。例如，对基

因组质量评估中通常采用完整度减去 5 倍污染度

作为参考质量值[20]。 

Parks 等基于谱系特异的单拷贝保守标记基

因的策略开发了 CheckM 软件 [17]。简单来说，

CheckM 基于 43 个与系统发生历史具有高度一致

性的单拷贝基因对 5656 个高质量的参考基因

组构建系统发生树，然后以系统发生树为依

据，将每个分类学单元节点内在超过 95%的基

因组中都出现的单拷贝基因定义为谱系特异

(clade-specific)的标记基因。一方面，该程序根据

基因组中相应的谱系特异标记基因的数量来计

算其完整度和污染度，较大地提高了在较低分类

阶元上的谱系标记基因数量；另一方面，该方法

也充分考虑了在基因组中距离相近的多个单拷

贝标记基因相对于距离较远的单拷贝标记基因

的评价权重不同，设定了标记基因集(mark gene 

set)的概念。该方法具有计算速度较快、结果相

对准确且适用范围较广的优点，因此其被应用于

绝大多数微生物基因组质量评估中[21–22]。 

然而，所有基于标记基因进行污染度分析理

论上均可能由于基因组组装断裂引起单一基因

被重复计算的情况，如图 1-A 所示。鉴于目前测

序技术、组装策略和测序深度的限制，从宏基因

组中获取的 MAGs 通常的断裂程度较高(一般为

数十至上千个 contigs)[23]。这里我们将某个基因

由于组装问题被分割到 2个 contigs上的现象称为

基因断裂现象(某些情况下基因断裂后可能产生

超过 2 个片段，但一般获得 MAGs 的过程中会过

滤长度小于 1–2 kb 的 contig，因而出现超过 2 个

片段的概率较低)，而这 2 个 contigs 上属于该基

因的部分称为一对断裂基因。由于绝大多数基因

组草图由较多 contigs 组成，原核生物基因组的高

编码率决定了一般情况下MAGs中有较多的基因

断裂现象。当被用于评估污染度的标记基因成为

一对断裂基因时，则有可能会被重复计算而高估

污染度。 

在本研究中，我们首先采用纯菌的完整基因

组数据确定了上述假设，即基因断裂现象会引起

对基因组的污染度高估，并评估了这种高估与基

因组的 contigs 数量、断裂基因数和标志基因数量

的关联性。在此基础上，我们基于对断裂基因同

源性的可靠判定，较为准确地实现了污染度的修

正。相关分析方法将可以应用于对日益增加的海

量 MAGs 的准确质量评估。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 

本研究共涉及 3 个基因组数据集，其中数

据集 I 是从 NCBI 中获取的 24 个来自纯培养

菌株的完整原核微生物代表基因组(Taxon ID-

物种：890402-Bifidobacterium longum，336982- 
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Mycobacterium tuberculosis，272559-Bacteroides 

fragilis，553174-Prevotella melaninogenica，761193- 

Runella slithyformis，290315-Chlorobium limicola，

765962-Helicobacter pylori，383372-Roseiflexus 

castenholzii，63737-Nostoc punctiforme，167555- 

Prochlorococcus marinus，762633-Thermus thermophilus，

243231-Geobacter sulfurreducens，289380-Clostridium 

perfringens， 655816-Bacillus marinus， 272635- 

Mycoplasma pulmonis，1278073-Myxococcus stipitatus，

174633-Kuenenia stuttgartiensis，224911-Bradyrhizobium 

diazoefficiens ， 1105095-Rickettsia prowazekii ，

392499-Rhizorhabdus wittichii，574521-Escherichia 

coli，381754-Pseudomonas aeruginosa，521045- 

Kosmotoga olearia，452637-Opitutus terrae)；数

据集 II 来自 Almeida 等从人肠道微生物宏基因组

数据集中获得的 1949 个代表 MAGs[24]。基因组

数据集 III 来自本实验室从土壤样本的宏基因组

中分箱获得的共 310 个 MAGs。其中来自数据集

II 和 III 的基因组均达到中等质量(完整度>50%，

污染度<10%)水平[25]。 

1.2  基因组片段化及质量评估 

为了模拟MAGs的断裂情况并评估组装断裂

对基因组污染度的影响，我们将数据集 I 来源的

完整基因组进行随机打断，要求输出的断裂基因

组最大片段长度不超过该基因组长度的 1/10，最

小片段大于 1000 nt，最终生成 contigs 数量分别为

10、20、50、100、200 和 500 的模拟断裂基因组，

每个基因组在每个数量下重复随机打断 10 次。

该过程在 Python 中基于 Biopython v1.78 实现[26]。

本文所有的基因组质量评估均由 CheckM v1.0.11

软件来实现 [17]，根据需要采用 CheckM 软件的

lineage 和 taxonomy 两种工作模式：在 lineage 工

作模式下，基因组首先会根据 43 个单拷贝基因

建树的结果被分配到相应的谱系，再提取出单拷

贝基因与该谱系对应的标记基因进行比对来计

算完整度和污染度。在 taxonomy 工作模式下，

基因组则需要通过人为指定而非通过建树来确

定其分类学阶元，后续评估流程与 lineage 模式一

致。本研究在 taxonomy 模式下的基因组质量评

估均指定到细菌域。基因组质量值的计算方法为

完整度减去 5 倍的污染度[20]。 

1.3  矫正标记基因断裂对基因组草图污染度的

影响 

如图 1-B 所示，矫正基因断裂导致的基因

组污染度的高估，其本质是识别断裂基因对，

而后在统计污染度时避免重复计算。针对识别

来源于同一基因的断裂基因对，我们按照以下

原则进行。 

1.3.1  断裂基因的判定原则：首先，我们将每个

MAG 中被 CheckM 软件鉴定为同一个单拷贝标

记基因的多个污染基因提取出来，对于其中任意

2 个基因，如果是由于组装断裂而导致的断裂基

因对，那么它们需满足以下条件：(a) 该基因对

首先应均是不完整的基因，且应位于 contig 末端

(即组装断裂)，这一点由 Prodigal 软件的输出信

息进行判定 [27]；(b) 由于断裂基因对的来源相

同，该基因对编码的氨基酸序列可以通过

BLASTp 比对到 nr 数据库(下载于 2018 年 12 月)

中同一条参考序列上 [28]，且它们与同一条参考

序列的比对相似度差异应较小；(c) 在 nr 数据库

参考序列比对结果中，该基因对的 2 条基因与数

据库参考序列的比对区域不能存在较大片段的

重叠。这里允许小片段的重叠，原因在于基于 



2924 Hao Li et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2021, 61(9) 

actamicro@im.ac.cn 

  

 
 

图 1.  断裂基因对产生原因(A)及识别并矫正由断裂基因引起的污染度高估的工作流程示意图(B) 
Figure 1.  Causes of gene fragmentation (A) and the workflow of identification and correction the overestimated 
contamination caused by gene fragments (B). 
 
德布鲁因图策略的组装在形成岔路必须断裂时，

重叠的末端序列可以保留于不同 contig 中。我们

规定两条断裂基因的重合度不超过 50 个氨基酸

(即典型二代测序的 150 nt 序列读长)。 

1.3.2  判定参数的优化：针对判定原则 (b)的   

3 个相关参数，即有效断裂基因长度阈值、断裂

基因与 nr 数据库参考序列的相似度阈值，以及

断裂基因对与 nr 数据库参考序列相似度差值的

阈值，我们利用数据集 I 的随机打断模拟数据来

优化矫正参数。这里与 nr 库的比对输出结果中

我们排除了数据集 I 本身作为输出参考序列的

情况。前 2 个参数的优化思路如下：在不同的

参数设定下，如果由于打断造成的断裂基因对

被正确判定为来源同一个基因，则被视为正确

结果，如果未被正确判定则被视作错误结果。

进行一系列的参数调试，选择出错误结果比例

最低的合理参数。最终选定的有效断裂基因长

度阈值为 20 个氨基酸，断裂基因与数据库参考

基因的相似度阈值为 50% ( 同时要求覆盖

度>80%)。对于第 3 个参数，即相似度差值的阈

值的设定，我们统计了所有被正确检测为断裂

基因的 2 个片段，与数据库比对上的同一条参

考序列(相似度大于 50%，覆盖度大于 80%)的相

似度差值，计算其均值和标准差，将其均值加  

3 倍标准差的结果作为相似度差异的阈值，实际

选定的阈值为 18%。 
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1.4  数据统计及可视化  

本文的数据分析均在 R3.6.3 中实现 [29]，数

据可视化基于 ggplot2 包实现 [30]。 

1.5  代码及数据共享  

本文的矫正流程已上传至 https://github.com/ 

yang-dongxu/MAG_contam_corrector。 

2  结果和分析 

2.1  基因断裂对基因组污染度的高估 

为了评估基因断裂对基因组质量的影响，我

们首先将数据集 I 中 24 个纯菌完整基因组随机打

断成 10、20、50、100、200 和 500 个 contigs 来

构造模拟数据，并且在 CheckM 的 lineage 和

taxonomy 的工作模式下进行质量评估。结果显示

无论在哪种工作模式下，基因打断都会导致基因

组的完整度轻微下降(<1%，结果未显示)。对污

染度的计算结果与我们的假设一致，即基因组断

裂后的确会导致 CheckM 对污染度的高估，且污染

度伴随着打断片段数量增加而上升，特别是 contig

数量大于 100 后上升趋势明显(图 2)。在 lineage 工

作模式下，纯菌完整基因组的污染度均值为0.52%，

被打断为 200 和 500 个 contigs 后，污染度均值分

别上升至 1.48%和 2.82%。在 taxonomy 模式下也有

一致的结果，即污染度从完整基因组的 0.466%分

别上升到 200 段和 500 段的 1.18%和 2.17%。其中，

污 染 度 提 升 最 大 的 基 因 组 是 Mycoplasma 

pulmonis，污染度从完整基因组的 1.92%，上升

到 200 和 500 段的 5.15%和 7.91%，推测可能与

该基因组的大小有关(<1 M，所有检测基因组中

最小)。此外，图 2 还给出了随着 contig 数量增加

检出的冗余基因数量增加的情况，其趋势基本与

污染度上升相吻合。综合以上结果，我们认为标记

基因的断裂会导致 CheckM 高估基因组的污染度，

并且污染度随基因组片段化程度的升高而增加。 

在评估过程中我们观察到大多数基因组在

lineage 模式下的污染度上升趋势普遍快于

taxonomy 模式(图 2)。值得指出二者的区别是：

在 taxonomy 模式中我们只指定在细菌域的水平

下进行的评估，而在 lineage 模式下基因组可以被

鉴定到较低的分类阶元(属或者种水平)。较低的

分类阶元往往包含较多的谱系特异标记基因，相

应的标记基因被打断的概率也会增大。taxonomy

模式下指定细菌域的标记基因数量是 104 个，而

24 个基因组在各自的 lineage 模式下的标记基因

数量为 104–1200 (中位数 462)。另外，需要注意

的是有较多完整基因组(12 个，lineage 模式)的污

染度不为 0，表明了这些基因组中本身就含有冗

余的标记基因，暗示了 CheckM 对其标记基因的

设定是不完善的，这可能是由 CheckM 在特定分

类单元的参考数据集不全引起的。 

2.2  MAGs 污染度的影响因素 

为了探究 CheckM 对基因组污染度估计的主

要影响因素，我们针对基因组数据集Ⅱ计算了

MAGs 污染度与 contigs 数量、标记基因数量、标

记基因集和分类阶元的相关性。结果显示 MAGs

的污染度与 contigs 的数量间存在显著的正相关

关系(图 3-A，皮尔森相关系数=0.51，P=5.31e−186)，

即存在基因组碎片化程度越高其污染度越高的

趋势。而污染度与标记基因数目和标志基因集数

目之间未观察到相关关系(图 3-B、C)。对 lineage

模式下 CheckM 对 MAGs 鉴定到不同分类阶元对

污染度的影响进行分析，可以发现可鉴定到种水

平(较低的分类阶元)基因组的污染度显著地高于 
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图 2.  基于模拟随机打断纯菌完整基因组的污染度及冗余标记基因数目分析 
Figure 2.  Contamination level and number of redundant marker genes of the simulated genomes. The number in 
brackets represents the number of marker genes under the lineage workflow of CheckM. 
 

其他分类阶元(图 3-D)。这组结果表明对于真实

的 MAGs 而言，其污染度与 contigs 数量也体现

出了正相关，暗示真实 MAG 的质量值评估也广

泛存在由断裂基因引起的高估。此外，尽管未发

现MAGs的污染度与标记基因或标记基因集数量

间存在显著正相关，但联系图 2 和图 3-D，我们

推测当用于计算污染的标记基因的数量较高时

可能会引起 MAG 的污染度高估。 

2.3  对纯菌完整基因组模拟数据的修正 

前面分析明确了断裂基因可导致基因组污

染度被高估，我们构建了相应的流程来识别断裂

基因并矫正由其引起的污染度高估(详细流程见

材料和方法)。我们将该流程对基因组数据集 I 中

被打断为 200 和 500 个片段的基因组(n=480)进行

了测试，结果见图 4。经矫正后，所有基因组的污

染度都有下降，其中 87.30%的基因组污染度回到 
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图 3.  MAGs 污染度的影响因素 
Figure 3.  Factors affecting the contamination of MAGs. The Pearson correlation between MAGs contamination 
and the number of contigs (A), marker genes (B) and marker gene sets (C); D: The comparison of contamination 
at different identification level. 
 
了完整基因组的水平，这表明我们的流程能很好地

识别断裂基因并矫正其引起的污染度的高估。此

外，有 10.83%的基因组的污染度并未被矫正到完

整基因组水平，分析后发现这是由断裂基因被错误

地注释为其他标记基因进而被错误统计造成的。有

趣的是另有 9 个(1.88%)基因组污染度出现矫正后

比完整基因组更低的情况，分析发现该现象集中于

1 个基因组中(8 次)，其原因为在原完整基因组中的

冗余标记基因打断后由于片段过短不能被 CheckM

识别所致。总之，基于完整基因组模拟数据的结果，

我们认为这一矫正方法效果良好，可尝试将其应用

到宏基因组来源的数据集上。 

2.4  宏基因组来源基因组污染度的矫正 

我们从数据集Ⅱ中随机抽取了约三分之一

的样本，并结合数据集Ⅲ共 937 个 MAGs 进行了

断裂基因检测及矫正，得到的结果如图 5 所示。

经矫正后，MAGs 的污染度与 contig 片段数的拟

合直线的斜率下降，且其皮尔森相关性系数从

0.46 下降至 0.39 (图 5-A)，表明由断裂基因引起

的基因组污染度的高估在一定程度上被修正，尽

管修正率未知。具体而言，在 760 个污染度大于 0

的 MAGs 中，有 42.76%的 MAGs 的污染度发生了

修正后下降，尽管大多数 MAGs 污染度的下降值

都在 1%以内(图 5-B)，但有 43 个 MAGs 的污染 
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图 4.  基于纯菌完整基因组模拟数据的污染度矫正结果评估 
Figure 4.  Evaluation of corrected contamination based on the simulated genomes. The genome quality is 
assessed under the lineage workflow of CheckM. 

 
度降至 0。我们观察到原质量值(完整度–5×污染

度)小于 50 的 34 个 MAGs 中有 26.47%被提高到

超过 50 的水平(图 5-C)，表明该流程可以有效提

高 MAG 数据利用率。此外，我们还分析了 contigs

数量、标记基因数量与标记基因集数量对污染度

矫正值(即下降数值)的贡献，在剔除没有矫正效

果的 MAGs 后发现，contigs 数量与矫正值大小显

著相关(图 5-D)。与图 3 结果类似的是，我们并

未发现矫正值与标记基因数量和标记基因集的

数量间显著的相关关系(图 5-E、F)。这组结果说

明我们设计的方法可以在一定程度上矫正由基

因断裂引起的 MAGs 污染度的高估，矫正值大小

与 contigs 数量有关，而与标记基因和标记基因集

的数量相关性不强。 
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图 5.  基于 MAGs 数据的污染度修正结果分析 
Figure 5.  Assessment of contamination correction for MAGs. The genome quality is assessed under the lineage 
workflow of CheckM. A: the Pearson correlation between contamination and the number of contig before and 
after correction; B: the distribution of corrected contamination; C: changes of quality score before and after 
correction. The red dots are indicated the genomes with original quality score<50 that are corrected larger than 
50. The Pearson correlation between contamination changes and number of contigs (D), marker genes (E) and 
marker gene sets (F). 
 

3  讨论 

基因组质量评估是基因组学的一个重要组

成部分，可靠的评估是 MAG 下游分析的前提，

而其中污染度一般具有更为重要的参考价值[20]。

不够精准的基因组分箱过程是MAGs污染的主要

来源[31]，采用 DAS Tool 和 Binning_refiner 等流

程化工具可以避免 contig 在不同 MAGs 间的重复

分配[32–33]，基于对参考基因组比对和序列组成特

征分析的 ProDeGe工具可自动识别 MAGs中污染 

的 contigs[34]，从而降低潜在的污染度。与上述算

法工具直接去除污染序列不同，本研究所针对的

问题是污染度的数值高估，并不去除污染序列。

由断裂标记基因引发的污染度数值高估引起的

主要问题是对 MAGs 的质量误判，以及由于误判

造成的数据损失。我们基于对模拟数据和真实

MAGs 的分析结果证实了由组装导致的基因断裂

会引起 CheckM 对基因组污染度的高估，并且被

高估的程度与 contigs 数量有显著正相关。在此基

础上，我们采用 nr 库对污染基因进行分类学注释 
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并识别潜在的断裂基因，实现了对污染度高估的

矫正，该方法在模拟打断数据和 MAG 数据中均

有良好的表现。值得指出的是，不仅限于 CheckM，

理论上所有基于标记基因进行的基因组完整度

和污染度评价均会受到断裂基因的影响。 

本研究发现 contig 数量与 MAGs 污染度以及

其污染度被矫正程度均呈现显著正相关(图 2，

3-A，5-A)，符合理论推测，也提示我们改进组装

减少 contig 数量是降低污染度高估的直接途径。

同时，我们发现标记基因(集)数量与 MAGs 污染度

以及其污染度被矫正程度无相关性(图 3-B，3-C，

5-E，5-F)。这一现象可被解释为，尽管标记基因

数量与断裂基因出现的概率理论上相关，标记基

因数量作为计算污染度的分母，其增加抵消了作

为分子的断裂标记基因增加引起的污染度高估。

另外，采用 Lineage 模式以及能够在 Lineage 模

式下鉴定到物种水平的 MAGs，统计上体现其污

染度往往更容易被高估(图-2，3-D)，其原因尚未

可知，我们推测其原因之一是对进化相对保守的

标记基因判定，随着分类阶元的下降(从域到种)，

可参考的基因组越少，趋向于更多误判，即有更

多可以是多拷贝的基因被认定为单拷贝，从而引

起了污染度高估。这也提示我们应根据情况考虑

CheckM 的工作模式。 

本文的分析方法也存在一定的局限性和改

进空间。一方面，本文的分析是建立在组装导致

基因断裂的基础上，但可能存在将来自近缘物种

或同种不同菌株的污染基因判定为断裂基因的

情况[35]。我们并未对这一情况的影响进行评估，

原因在于一般认为近缘物种或同种不同菌株在

MAG 的分箱中成功率低[15]，但是该问题仍需要

被进一步证实。另一方面，我们所采用的矫正方

案需要使用 BLASTp 对 nr 库进行注释，该流程

需要耗费较大的计算资源。基于我们分析平台的

配置，对 480 个基因组模拟数据的矫正需要在 48

线程的计算机上运行约 84 h。我们后期考虑采用

DIAMOND 来代替 BLASTp 以提高计算速度[36]。

此外，还可以通过从 nr 库中抽取相应标记基因集

进行数据库缩减，以达到减少计算消耗的目的。

不过，当矫正分类地位较为新颖的基因组时，可

能存在数据库中没有合适的参考基因的情况，进

而影响对断裂基因的判定。总之，我们将进一步

完善这套流程对 MAGs 的质量评估。 
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Marker gene broken caused overestimation on the contamination 
of metagenome-assembled genomes and its correction 
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Abstract: [Objective] Identifying and correcting the overestimation on contamination of metagenome-assembly 
genomes (MAGs) caused by the broken marker genes. [Methods] The impact of broken genes on quality 
assessment of genome was first analyzed using the simulated genomes from randomly fragmented the complete 
genome of isolates. We designed a corrected pipeline that identifying the broken genes pairs from the same 
“source” gene according to the taxonomic annotation against the nr database. Then the genome contamination was 
corrected by removing the redundant marker genes. [Results] The phenomenon that the genome contamination is 
positively correlated with the genome fragmentation degree was observed in both simulated genomes and MAGs 
obtained by genome binning. We designed a corrected pipeline based on the idea of identifying broken genes from 
the same “source” gene and the results based on the simulated genomes showed the contamination can be adjusted 
to complete genome level. Testing on 760 MAGs with contamination from gut and soil samples, we observed a 
reduction in contamination for nearly half of the MAGs, with 43 of them dropping to 0. [Conclusion] Our pipeline 
can correct the overestimated contamination of genome caused by broken genes to some extent and improve the 
availability of MAGs. The pipeline is expected to apply to the genome quality assessment of the increasing number 
of MAGs. 
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