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摘  要 : 随着耐药细菌的大量出现及广泛传播，细菌耐药性成为全球备受关注的问题。耐药细菌的特征如耐药基

因、毒力因子、质粒分型等以及不同菌株间亲缘关系对于细菌耐药性流行病学及分子生物学的研究有着十分重要

的意义。但是传统的技术手段如聚合酶链式反应 (Polymerase chain reaction，PCR) 和脉冲场凝胶电泳 (Pulsed 

field gel electrophoresis，PFGE) 等得到的结果不够全面且精确度低，对于现有的研究存在很大的局限性。全基因

组测序技术 (Whole genome sequencing，WGS) 和生物信息学分析 (Bioinformatics analysis) 由于能够快速详尽地

得到耐药细菌的特征，也能更加精细地判断不同菌株间的进化关系，逐渐成为更加有效的技术手段，为耐药性研

究提供了有效的帮助。因此，文中系统地介绍全基因组测序分析流程中的各个步骤，主要包括文库构建、平台测

序以及后期数据分析三大方面的不同方法和其相应的特点，期望相关研究人员对此能够有更全面的了解，并得到

一定的帮助。 
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Abstract:  The emergence and spread of antimicrobial resistance has become a serious global issue. Bacterial characteristics, 

such as antimicrobial resistance genes, virulence-associated genes, plasmid types, and phylogenetic relationship among 
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different strains, are the keys to unravel the occurrence and dissemination of antimicrobial resistance. However, the accuracy 

and efficiency of the traditional techniques, such as polymerase chain reaction and pulsed field gel electrophoresis is 

insufficient to underlying the mystery of antimicrobial resistance. Recently, the whole genome sequencing and 

high-throughput bioinformatics analysis have been successfully used in antimicrobial resistance studies, helping scientists to 

obtain the nature of antimicrobial resistance bacteria quickly, and more precisely to paint the evolutionary relationship among 

different strains. Therefore, in this study, we aim to systematically introduce the recent development of whole genome 

sequencing analysis, including different methods and corresponding characteristics of library preparation, platform 

sequencing, data analysis, and the latest application of the technology in the antimicrobial resistance research. We hope that 

this review can provide more comprehensive knowledge about whole genome sequencing and bioinformatic analysis for 

antimicrobial resistance research. 

Keywords:  antimicrobial resistance, whole genome sequencing, bioinformatics 

二十世纪末期人们对细菌耐药性的忽略及抗

生素的大量使用导致耐药细菌的广泛流行，对临

床抗感染治疗造成了极大的威胁。而且耐药细菌

能够在动物、环境、食品等环节间相互传播，使

细菌耐药性逐渐成为全世界医学、政界、媒体等

各界广泛关注的重大公共卫生安全问题[1-3]。细菌

耐药性问题日趋严重，目前每年约有 70 万人死于

耐药菌造成的感染性疾病，英国经济学家 Jim 

O’Neill 预测 2050 年该数据可能会上升到每年

1 000 万人，并累计给全世界 GDP (Gross domestic 

product) 造成高达 100 万亿美元的损失[4]。随着

多重耐药菌甚至泛耐药菌的广泛流行，尤其是对

目前临床治疗细菌感染的两类“最后一道防线”药

物——碳青霉烯和多黏菌素耐药的菌株，严重威

胁了动物及人类的健康。其中最重要的两个基因

碳青霉烯耐药基因 blaNDM-1
[5]和多黏菌素耐药基

因 mcr-1[6]均是由质粒介导的可转移耐药基因，可

在不同种属细菌或不同媒介间相互传播扩散，同

时还可与其他耐药基因共存而成为 “超级细

菌”[7-12]，使得治疗这些细菌造成的感染性疾更加

困难。面对越来越严峻的细菌耐药性形势，加强

耐药菌株的监控以及耐药菌株特征的分析显得尤

为重要。精确、快速、便捷地获得耐药菌株的详

尽信息 (包括耐药基因、毒力因子、质粒分型等

特征) 以及菌株间亲缘关系等数据对于对抗细菌

耐药性将会有很大的帮助。随着科学技术的发展，

全基因组测序技术 (Whole genome sequencing，

WGS) 或称为二代测序技术  (Next-generation 

sequencing，NGS)，同时结合生物信息学分析技术 

(Bioinformatics analysis) 已逐渐成为科学界研究细

菌耐药性的重要技术手段[13]。 

全基因组测序技术不仅可获得单一菌落的基

因 组 信 息 ， 还 可 获 得 混 合 基 因 组 的 信 息 

(Metagenomics，宏基因组)，即包括非常规培养和

不可培养的细菌 DNA 信息。相较于 Sanger 测序 

(一代测序)，WGS 无需针对不同 DNA 片段或细

菌种属设计特定引物，而是测序获得随机的序列

后装配成相对完整的基因组。然而不同测序平台

对每段序列的读取长度的差异，导致测序结果的

不同[14-15]。通过 WGS 不仅可获得近乎完整的细

菌 DNA 信息，包括种属  (Species)、耐药基因 

(Antimicrobial resistance genes) 、 毒 力 因 子 

(Virulence-associated genes)、转移元件  (Mobile 

elements) 等信息，还可对多个细菌间的基因组信

息进行比较，对于耐药菌株的分子流行病学和传

播机制研究至关重要。 

WGS 自问世以来因其价格昂贵，一直未被广

泛使用，近年来，各大测序平台的发展致使价格

持续下降，该技术被广泛运用于基础和临床细菌

耐药性的研究中[16-17]。虽然 WGS 技术在通量方

面有优势，但因其测序读长有一定的局限性 (小

于 600 bp)，而无法获得细菌完整的 DNA 信息。
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然而三代测序技术 (Third-generation sequencing) 

则突破了 WGS 在读长方面的壁垒，实现了无需

PCR 扩增对每条 DNA 分子进行单独测序，平均

读长可达 10 kb 甚至更长，可越过一些二代测序

技术难以测通的重复序列[18]。对于二代及三代测

序技术而言，从样品 DNA 提取到数据分析(图 1)，

每一个步骤使用的方法不同获得的数据质量

也大相径庭，最终都将对结果造成不同程度的

影响。  

近年来，随着 WGS 技术在细菌耐药性领域

的应用，科学家们借助该技术取得了重大的研究

进展。例如在质粒介导的多黏菌素耐药基因

mcr-1–mcr-8[6,19-23] 以 及 碳 青 霉 烯 耐 药 基 因

blaNDM-17
[24]等新型耐药基因的发现过程中，WGS

技术发挥着不可替代的作用。Hadziabdic 等[25]、

Kröger 等[26]、Porse 等[27]利用 WGS 技术与生物信

息学分析方法阐明了耐药基因、耐药质粒的进化

过程；Holt 等[28-29]、Wong 等[30]、Duchêne 等[31]

通过该技术对耐药菌或病原菌 (志贺杆菌、多重

耐药沙门菌) 在某个地区或全球范围内的分子进

化过程进行了详细的研究，分析了其起源及进化

因素，为细菌耐药性的控制提出了新的科学依据。

另一方面，WSG 数据不仅可以在微观世界给予我

们很多信息，而且可以结合宏观数据在耐药性的

进化以及其相关风险因素的分析中发挥着重要作

用。例如，Shen 等[32]、Wedley 等[33]将 WGS 数据

与宏观数据进行联合分析，获得了耐药菌/基因的

产生或传播的相关风险因素。综上所述，WGS 技

术助力了细菌耐药性领域的重大发展，已逐渐成

为推动该研究领域发展的重要技术手段，但是由

于该技术存在较高的技术壁垒，导致其受众面相

对较窄。因此，我们将针对二代全基因组测序技

术 (由于三代测序技术价格颇高暂未广泛应用，

所以本文仅作简单介绍) 从文库构建、平台测序、

数据分析 (组装拼接、基本特征分析、核苷酸多

样性分析等) 三大方面系统地评估不同环节中不

同方法的特点，为细菌耐药性中单一细菌的研究

提供帮助。此外，宏基因组技术目前在耐药性

研究方面的应用相对较少，且与单基因组测序

在文库构建、平台测序两方面基本相同，仅在

数据分析方面有所不同，因此本文在此不再单

独详细介绍。 

1  文库构建 

对于 WGS 技术而言，虽然对最终的结果影

响最大的是样品 DNA 的提取质量[34]，但 DNA 文

库构建的影响也不可忽视。随着技术的发展，二

代测序 DNA 文库的构建方法越来越多，虽各有

千秋，但其原理和流程基本一致 (图 2)。 

DNA 文库构建的核心步骤是 DNA 片段化，常

用的方法有物理破碎 (Physical)、酶切 (Enzymatic) 

和化学打断 (Chemical)。其中应用最广的是物理

破碎 (如超声破碎法) 或酶切法 (如非特异性核

酸内切酶和转座酶 Tagmentation)[35]。超声破碎通

常使用 Covaris 仪器 (Covaris，Woburn，MA) 和

Bioruptor 仪器 (Diagenode，Belgium)。酶切法主 

 

 
 

图 1  全基因组测序分析简易流程图
[36] 

Fig. 1  Sketchy flowchart of the whole genome sequencing and analysis[36]. 
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图 2  DNA 文库构建流程图 

Fig. 2  Flowchart of DNA library preparation.  
 

要包括使用 DNaseⅠ或者 Fragmentase 或者两者

混合物 (New England Biolabs，Ipswich，MA) 将

DNA 片段化。虽然两种方法均可以将 DNA 片段化

并获得有效的测序结果，但相较于物理破碎方法，

酶切法会产生更多人为的 DNA 片段插入或缺失。

新的酶切法——Illumina’s Nextera tagmentation 

(Illumina，San Diego，CA) 的出现，不仅减少了

人为引入的错误，而且大大缩短了 DNA 文库构

建的时间[35]。然而文库质量与 DNA 的 GC 含量

和片段化方法有着很大关系，对于 GC 含量高或

低的样品，使用物理片段化方法效果更好。 

目前市面上存在很多商业化的 DNA 文库构

建试剂盒，随着试剂盒的快速更新换代，其价格

下降的同时文库质量在提高，并且初始 DNA 量

的要求也在降低。尽管如此，一个重要的原则是

DNA 初始量越大，后续需要扩增的循环越少，得

到基因组信息越接近真实。KAPA Hyper Prep Kit 

Illumina® platforms (Kapa Biosystems，Wilmington，

MA) 试剂盒在 DNA 初始量足够的情况下可实现

无 PCR 扩增完成 DNA 文库的构建。众多的商业

化试剂盒中均有详细的流程，在具体过程中有些

许差别，在此我们仅对几款运用广泛的试剂盒在

关键的几个步骤上进行整体的比较 (表 1)。末端

修复、加 A 尾、接头连接以及 PCR 扩增是 DNA

文库构建中关键的步骤，其中主要的优化程序是

将末端修复和加 A 尾这两步进行合并以缩短总体

的时间。然而只有少部分如 Truseq®DNA PCR-free

和 KAPA 的两款试剂盒可以做到 PCR-free，这不

仅能减少文库构建时间，也能最大程度地保证

DNA 的真实性，减少 PCR 扩增带来的偏差。此

外，磁珠纯化是各类试剂盒中不可缺少的步骤， 

 
表 1  DNA 文库构建试剂盒的特征比较 

Table 1  Characteristics of DNA library preparation kit  
DNA library 
preparation 

kit 
Company DNA (ng) Index 

End 
repair

Post-
ligation 
cleanup

A-tailing
Post-

ligation 
cleanup

Adapter 
ligation 

Post- 
ligation 
cleanup 

PCR amplication
& post-ligation 

cleanup 

NEBNext® 
New England 
Biolabs®

inc. 
500 Sanger √ √ √ √ √ √ √ 

NEBNext® 

UltraTM 
New England 
Biolabs®

inc. 
500 Sanger a √ √ √ 

SureSelectXT Agilent 500 Sanger √ √ √ √ √ √ √ 

Truseq®Nano Illumina® 500&100 
Sanger&
Illumina

√ √ √  √ √ √ 

Turseq®DNA 
PCR-free 

Illumina® 500 
Sanger&
Illumina

√ b √  √ √  

KAPA Hyper 
KAPA 
Biosystems 

500 Sanger a √ √ c 

KAPA 
HyperPlusd 

KAPA 
Biosystems 

500&20 Sanger   √  √ √ c 

a: end repair & A-tailing are performed in the same reaction system; b: size selection after end repair; c: the PCR amplification 
step is selective. 
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该步骤费时费力，且磁珠的价格昂贵，若能在此

步骤上进行优化将会对 DNA 文库的构建效率有

很大的提高。 

目前，三代全基因组测序技术还未得到广泛

的应用，其相应的文库试剂盒较少，主要包括

PacBio 公司和 Oxford Nanopore Technology 公司推

出的一系列试剂盒 (SMRTbell Barcoded Adapter 

Prep Kit、SMRTbell Damage Repair Kit-SPv3、

Rapid Barcoding Kit、 Rapid Sequencing Kit、

Ligation Sequencing Kit、1D^2 Sequencing Kit 等)。

PacBio 公司推出试剂盒的建库流程主要包括

DNA 片段化、末端修复、接头连接、文库片段纯

化、杂交引物和聚合酶绑定，而 Oxford Nanopore 

Technology 公司的试剂盒建库流程更加简化。对

于两款快速试剂盒  (Rapid Barcoding Kit/Rapid 

Sequencing Kit) 而言其工作流程主要包括酶切和

接头连接，对于 Ligation Sequencing Kit 和 1D^2 

Sequencing Kit 这两款试剂盒而言，其工作流程主

要包括可选片段化、末端制备、接头连接、磁珠

吸附。相较于二代全基因组测序文库试剂盒，三

代测序文库试剂盒最大的特点是无需 PCR 扩增，

文库制备耗时较短。相较于 PacBio 公司，Oxford 

Nanopore Technology 公司推出的试剂盒实现了片

段化可选，且无需对文库进行纯化，耗时更少，

例如使用 Rapid Barcoding Kit/Rapid Sequencing 

Kit 制备测序文库仅需要 10 min。  

2  测序平台 

目前市场上的全基因组测序平台主要由

Illumina (San Diego)、ThermoFisher (Waltham)、

PacBio (Pacific Biosciences) 和 Oxford Nanopore 

Technology 开发的一系列平台如 Miseq、Hiseq、

X Ten、Ion、PacBio RSⅡ、PacBio Sequel 以及

MinION 等，不同平台的测序技术大相径庭，

Illumina 测序平台主要通过读取不同色荧光标

记的可逆终止核苷酸的图像得到最终的序列结

果 [37]；ThermoFisher 测序平台主要是使用半导体

芯片计算每添加一个核苷酸 pH 值的改变而推算

得到最后的序列结果[38]；PacBio 测序平台主要通

过纳米技术和现代光学系统对单分子合成中的碱

基磷酸基团上的荧光信号进行识别，并将荧光信号

转化为序列结果[39]；Oxford Nanopore Technology

测序平台主要通过将单分子碱基穿过纳米孔蛋

白的电流信号转换为序列结果 [40]。在数据产出、

运行时间、序列读长等指标上不同公司的测序

平台甚至同一公司不同系列的平台均存在较大

的差别，可根据具体的情况选择最适合的平台 

(表 2)。  

3  组装拼接 

每一条读长 (Reads) 的 DNA 信息将存储于

FASTQ 格式的文件中，并通过组装拼接算法将原

始序列 (Raw reads) 拼接成更长的片段 (Contig

或者 Node)。尽管我们希望拼接得到的序列可以

代表完整的基因组信息，但由于二代测序技术在

测序读长上的劣势，而细菌基因组上又存在许多

比单一读长还长的重复序列无法被测序拼接，因

此导致基因组序列拼接后出现多个裂缝  (Gap) 

而不完整。三代测序技术具有读长上的优势，可

以不被重复序列所限制，所以能够得到完整的基

因组信息。对于太小的质粒 (小于 10 kb)，Pacbio

平台在文库构建时反而容易将其忽略[39,41]，所以

对于含有小质粒的菌株需要注意所构建的文库的

片段大小。由于序列拼接需要处理庞大的数据占

用较多的计算机资源，因此对计算机的硬件要求

相对较高，且多数软件属于命令类型 (Command 

line) 需要通过终端 （Terminal）代码运行，不易

操作。此外，商业化的软件可提供可视化的多功

能操作平台，但并非所有实验室能够承受其昂贵

的价格。 
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表 2  不同测序平台的相关参数 

Table 2  Parameters of different sequencing platforms 

Company Sequencing platform 
Reads length 

(bp) 
The number of 
flow cell/Run 

Run time 
(h)a 

Output 

Illumina HiSeq X Ten 2×150a 2 <72 110 Gb 

Illumina NovaSeq 6000 2×150 a 2 40 1.2–1.4 Tb

Illumina NextSeq 2×50&2×75 a 1 29 20–120 Gb

Illumina MiSeq 2×300 a 1 56 0.3–15 Gb

ThermoFisher Ion PGMTM 
200 a 
400 a 

1c 
2.3e 

3.7e 10M–1 Gb

ThermoFisher Ion S5TM 
200 a 
400 a 

1c 
4.5f 

10.5f 0.6–15 Gb

ThermoFisher Ion S5TMXL 200&400 a 1c 2.4–4f 0.6–15 Gb

PacBio PacBio RSII (P6-C4) >2×104 a 16d 57.4 8–16 Gbg

PacBio PacBio Sequel system >2×104 a 16d 574.2 80–160 Gbg

Oxford Nanopore Technology Oxford Nanopore MinION Mk (1D) >882 000b 1 71.8 10–20 Gb

Oxford Nanopore Technology Oxford Nanopore MinION Mk (2D) >882 000 b 1 71.8 10–20 Gb
a Manufacture’s data. b Previously reported data. c The number of chip/run. d The number of SMRT cells. e Ion 314TMChip v2 or 
Ion 314TMChip v2 BC. f Ion 510Chip. g For 16 SMRT cells. 
 
 

对于二代测序短读长 (Short reads) 的结果，

最常用的拼接方法是基于德布鲁因图 (de Bruijn 

Graph，DBG) 算法开发的软件，而该算法最常见

的问题则是当不同短序列间有重复时很难分辨其

中错误的碱基，这将导致重复部分的序列在拼接

过程中被排除[42]。为解决这个问题，在该算法的

基础上进一步将原始短序列分割成更小的序列，

即为 k-mers，随后被降低到 k-1 mers (图 3)，并通

过欧拉算法 (Eulerian walk)获得最短的 k-1 mers

的可能路径，从而将序列拼接起来，减少重复区

域的错误拼接。 

Velvet 是一款基于 DBG 算法的软件，用于重测

序 (de novo) 数据的组装拼接[43]。该软件包括 velveth

和 velvetg 两个组件，前者用于 k-mer 的构建，后

者用于 k-mer 阵列的图形搭建。VelvetOptimizer 是

一个 Perl 脚本由 Simon Gladman 和 Torsten Seemann

开发，用于参数的自动优化 (http://www.vicbioin 

formatics.com/software.velvetoptimiser.shtml)。通

过 k-mers 和 DBG 算法的合用，Velvet 可增加拼

接富含重复序列菌株的可能性。 

SPAdes 也是一款基于 DBG 算法开发的适用

于多种测序平台重测序数据的拼接软件[44]。该算

法通过以下 4 个步骤：1) 组装图通过错误校准算

法后被构建为多片段大小的图；2) 通过 k-mer 和

DBG 两种方法进行估计；3) 构建配对的组装图

被构建；4) 得到拼接序列的合集后通过原始序列

与该结果比对校正后得到最终结果。此外，该软

件还推出了一种新的针对质粒拼接的算法[49]。 
 

 
 

图 3  DBG 算法与 k-mers 的简易示意图 

Fig. 3  Simple schematic diagram of DBG algorithm 
and k-mers. 
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IDBA-UD 同样是基于 DBG 算法针对短读长

序列拼接而开发的软件[45]。该软件使用相邻序列

的测序深度  (Depth) 来改进相关序列测序深度

的阈值，然后通过本地配对序列的组装来减少重

复序列造成的间隔 (Gap)，通过这样的方法可以

减少在短读长序列中遗失的 k-mers 中的序列信

息。但由于该程序只提供命令类型的版本，用户

界面不够友好，操作较困难而不推荐使用。 

RAY 依旧是一款基于 DBG 算法的程序，但

其特殊之处在于依赖欧拉距离算法，这种算法定

义某一特殊序列子集为种子 (Seeds) 并通过添加

这些种子对拼接的序列进行延伸[42]。这样的延伸过

程被启发法  (Heuristics) 或命令法  (Commands) 

控制，将在种子与序列无交叉重叠时停止。这样拼

接出来的序列长度相对较短，但是错误较少。表 3

列出了几种常用的序列拼接软件及其各自的特点。 

对于三代测序结果而言，拼接方法多是基于

Overlap Layout Consensus (OLC) 算法或 DBG 算

法[50]。三代测序技术的超长 reads，导致其单碱基

随机错误率较高，所以三代测序的原始 reads 不推

荐直接用于组装。为解决该问题，三代测序结果

在组装前需对 reads 进行校正。部分三代测序结果

的组装程序需要用二代测序结果对三代测序结果

进行清洗，例如 PacBioToCA[51]、LSC[52]等，而

另一部分程序则可通过三代测序结果中的短序列

对 长 序 列 进 行 校 正 ， 如 HGAP (Hierarchical 

genome-assembly process) 在小型基因组的校正和

组装中表现良好[46]。HGAP 首先对三代测序序列

按照一定规则进行有序排序，选出其中较长的序

列作为“种子”序列，然后用三代数据中的较短序

列校正较长序列的错误，将校正后的“种子”序列

进行组装[46]。 

由于 MinION 测序的发展晚于 Pacbio，所以

关于 MinION 测序数据的组装软件多数是在

PacBio 组装软件的基础上发展而来或是同时适用

于两者，例如 Canu[47]和 unicycler[48]等。 

Canu 是专为单分子序列拼接而设计，由

Celera Assembler 优化而来，通过三代测序数据

进行自身校正拼接[47]。Canu 的优化源于新的重

叠和拼接算法，包括一种基于 tf-idf 加权 MinHash

的适宜重叠策略以及一种避免折叠分叉重复和

单倍型的装配算法[47]。Canu 运行包括 3 个阶段：

reads 校正、 reads 修剪和单序列构建  (Unitig 

construction)。Unitig 指许多短片段交叉重叠后装

配的正确有效的长片段。在所有阶段中，第一步

均是建立一个短序列重叠数据库  (Read and 

overlap database)。1) 校正阶段主要为估计正确的

reads，生成正确的 reads 和选出用于校正的最佳

短序列重叠群；2) 修剪阶段主要是标识出输入序

列重叠群中重叠区域，对其进行修剪，获取基于

重叠群延伸开的最长序列；3) 装配阶段首先进行

错误序列的识别，然后构建重叠序列的最佳

overlap 直方图 (Best overlap graph，BOG)，最终

输出组装好的序列[47]。
 

表 3  不同序列拼接软件的特点比较 

Table 3  Features of different assembly softwares 

Software 
Hardware 

requirements 
Calculation 

speed 
Assembly 

quality
Source of input data Types of software 

Velvet[43] Low Medium Low Illumina Command-line 

SPAdes[44] Low Low Medium Illumina, Ion Torrent, PacBio, Oxford Nanopore Command-line 

IDBA-UD[45] Low Low Medium Illumina Command-line 

RAY[42] Low Fast Low 454, Illumina, Ion Torrent Command-line 

HGAP[46] High Medium High PacBio Command-line/Webpage

Canu[47] Low Low High PacBio, Oxford Nanopore Command-line 

Unicycler[48] Low Low High Illumina, PacBio, Oxford Nanopore Command-line 
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Unicycler 是将二代测序技术与三代测序技术

的数据结合起来，生成更加精确、完整的基因序

列[48]。首先，将短 reads 进行拼接获得精确、连续

的拼接序列。然后，通过长 reads 确定短 reads 的最

佳拼接方式[48]。主要分为以下 7 个步骤：1) SPAdes 

(v3.6.2 or later) 构建 de Bruijn 图形程序集，然后

通过 Unicycler 的相关算法，平衡 contigs 数与死

端 (Dead ends) 数，从而获得最优的装配图；2) 将

测序深度和 contigs 依据贪心 (Greedy) 算法确定

contigs 的多重性；3) 通过 SPAdes 获得短 reads

间的链接序列，从而链接序列将单拷贝 contigs 连

起来；4) 将长 reads 与多个单拷贝 contigs 进行比

对，可以获得单拷贝 contigs 之间的链接序列，并

用单拷贝 contigs 对长 reads 进行矫正；5) 确定单

拷贝 contig 之间的链接序列的可信度，根据其可

信度高低获得短 contigs 的最佳排列方式；6) 基

于高质量的链接序列，将 contigs 进行拼接获得长

contigs；7) 通过短 contigs 对长序列进行比对，

以减少碱基错配、小序列插入或缺失[48]。 

4  数据分析软件 

通过拼接好的序列可获得细菌的许多信息，

对于细菌耐药性研究而言，以下几方面的信息是

我们所需要的：1) 细菌种属 (Species)；2) 细菌

携带耐药基因  (Antimicrobial resistance genes，

ARGs)、毒力因子 (Virulence-associated genes，

VAGs) 以及插入序列 (Insert sequence，IS) 的情

况等；3) 细菌携带质粒 (Incomplete types，Inc 

types) 类 型 ； 4) 细 菌 的 多 位 点 序 列 分 型 

(Multi-locus sequence type，MLST) 等。为得到菌

株的这些信息，通常是将拼接好的序列或原始数

据用不同的软件与特定的数据库进行比对，寻找

对应的基因信息，相应的软件可以按照操作方式

划分为网页类型  (Web-based tools) 和命令类型 

(Command-line)。 

网页类型工具可提供更为直观的用户界面和

简便的操作环境。对于细菌种属鉴定来说，

KmerFinder 是一个很好的工具，如果使用其命令

版本处理拼接好的序列 (Contigs) 只需约 9 s，而对

于原始数据 (Raw reads) 则需要大约 190 s53]。且

该工具已在 Center for Genomic Epidemiology 

(CGE，https://cge.cbs.dtu. dk/services/KmerFinder/) 

网站上开放使用。另一个使用较多的网页工具

是 NCBI (National Center for Biotechnology 

Information) 提 供 的 比 对 工 具 BLAST (Basic 

Local Alignment Search Tool，https://blast.ncbi. 

nlm.nih.gov/Blast.cgi)。该工具由 NCBI 提供，可

使用 NCBI 上所有的数据库，具有较全面的信息，

但解释结果时需要通过对各种参数和结果严格地

筛选并结合相应的背景知识去判断，相对繁琐。

另一款程序 Rapid Annotation using Subsystem 

Technology (RAST，http://rast.nmpdr.org)[54]能够

快速注释基因组信息，但由于参数的设置不同且

算法的相对固定导致结果的准确性有所下降。此

外，在耐药基因、毒力因子、质粒分型以及菌

株分子分型等特征的鉴定方面可分别使用 CGE

网 站 中 的 ResFinder[55] 、 VirulenceFinder[56] 、

PlasmidFinder[57]和 MLST[58]等工具完成。该网站

拥有方便快捷的独立数据分析工具而且还有一个

完整的批量数据分析流程  (Bacterial Analysis 

Pipeline)[59]，但是有些工具的数据库并不全，例

如 VirulenceFinder 中的数据库仅有李斯特菌

Listeria、金黄色葡萄球菌 Staphylococcus aureus、

大肠杆菌 Escherichia coli 和肠球菌 Enterococcus 

四个数据库。 

在命令类型的工具方面，PathoScope 可以直

接通过原始数据鉴别细菌的种属而不需要对序列

进行拼接组装[60]，该分析软件多用于宏基因组数

据的菌群结构分析，如肠道微生物[61-62]、皮肤菌

群结构[63]的研究。Clinical PathoScope 作为该工具
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为适应临床样本分析而延伸出的附加程序，可在

25 min 内从多种属的样品中检测到致病菌，且准

确率可达 94.7%[64]。PROKKA 是一款快速注释原

核生物基因组信息的软件，该软件可以预测基因

的位置和其相应的功能[65]。该软件在 4 核的电脑

上完成大肠杆菌 K-12 的基因组注释仅需 6 min，

且准确率可达 99.63% ，此外一项试验表明

PROKKA 在预测基因的数量上优于 RAST[65]。在

Stoesser 等[66]、Yang 等[67]的研究中，利用该软件

对 blaNDM 基因定位，并对其所在的质粒进行了注

释。此外，在耐药基因、毒力因子、质粒类型及

分子分型方面，一款快速高效的软件 SRST2 

(Short read sequencing typing) 可通过原始短序

列对任何序列的数据库进行比对计算并得到准

确的结果 [68]。SRST2 推荐使用耐药基因数据库

ARDB[69]、毒力因子数据库 VFDB[70]以及分子分

型数据库 PubMLST (https://pubmlst.org/databases. 

shtml)。由于该软件可利用不同数据库完成耐药菌

的多种分子特征分析，从而使其成为细菌耐药性

研究中应用最广泛的软件之一。例如 Shen 等[32]、

Wang 等[71]在其各自的研究中 (细菌耐药性的分

子流行病学、耐药基因的传播途径等) 中均使用

了该软件进行分子特征的定义。各类软件信息见

表 4。 

5  SNP 分析及进化树构建 

获得菌株内在信息 (基本特征) 后，进一步

研究不同菌株之间的外部联系 (亲缘关系)，对于

是否存在克隆传播或是判断流行株的暴发来源

有着重要的意义。上文提及的 MLST 可作为菌

株间关联性的一种指标，但因为这种方法只针

对菌株的 7 个基因进行种类的划分，在精确性上

有着一定的局限性，所以我们将针对其他精确性

更 高 的 基 于 细 菌间单核苷酸多态性  (Single 

nucleotide polymorphism，SNP) 的方法进行讨

论。不同的方法在精确性、操作性等方面有着较

大的差异，但基本都需要通过代码进行操作且对

计算机硬件要求高。 

CSI Phylogeny 是一款在 CGE 网站上可用

的基于参考序列检测 SNP 的工具，具有高保守

性 和 准 确 性 高 的 特 点 [72] 。 这 款 软 件 使 用

Burrows-Wheeler Aligner (BWA) 将目标序列与参

考序列进行比对后通过用户设置的参数提取出

SNPs，并可检查 SNP 是否在所有序列中均存在，

最终通过 FastTree 软件[73]构建最大释然法树。 

NDtree 是另一款在 CGE 网站上可用的工具，

它可将原始序列生成 k-mers 后与参考序列进行比

对，然后通过公式计算菌株间 SNP 的数量。这些

数据将生成一个矩阵 (Matrix) 文件并使用 Phylip 

(http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html)计

算各菌株间的进化关系。值得一提的是该方法

具有保守程度的参数设定，可能会导致不正确

的结果。 

kSNP3 是一款可不使用参考序列并不需提供

多序列校准文件的工具[74]。该软件使用 k-mer 分

析去推断 SNPs 并适用于任何种属细菌。kSNP3 可

选择对核心 SNPs 进行分析，生成多个文件包括核

心和非核心 SNPs 信息的文件、Newick 格式的简

约法 (Parsimony)、邻接法 (Neighbor-joining) 和

最大释然法树的文件。Wilson 等利用该软件绘

制了来源于澳大利亚食品生产链条中耐药李斯

特菌的系统发育树，确定了其耐药性的关键遗

传标记 [75]。 

Roary 是一款命令类型工具，可快速检测各

菌株泛基因组 (Pan-genome) 中 SNPs 的情况。由

于该软件每个样本需使用注释的拼接序列，所以

所有的分析菌株必须来自同一个种[76]。序列中的

编码区将会被 CD-HIT 工具转换为蛋白序列，然

后使用 BLASTP 工具对所有菌株中的蛋白序列进

行搜索比对，最终通过 Markov cluster algorithm 

(MCL) 算法[77]分为不同组别后与 CD-HIT先前转 
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表 4  各类分析软件的特征 

Table 4  Features, advantages and disadvantages of various analysis software 

Application Software 
Operator 
interface 

Type of input 
data 

Advantage Disadvantage 

Assembly Velvet[43] Commands Raw 
sequences 

Suitable for high coverage, short read 
data sets; automatic parameterization; 
detailed guidelines 

Small N50 contig size; ignore 
potential correct low coverage 
sequences; hard to use; large 
memory usage 

 SPAdes[44,49] Commands Raw 
sequences 

Suitable for multiple platform data; 
small memory requirement; large N50 
contig size; quality control; option to 
merge contigs from other assemblers; 
plasmids can be assembled; detailed 
guidelines 

Long-time operation 

 IDBA-UD[45] Commands Raw 
sequences 

Suitable for single-cell sequencing or 
metagenomic sequencing technologies 
with uneven sequencing depths; small 
memory requirement; longer contigs 
with high accuracy; 

Hard to use; no guidelines 

 RAY[42] Commands Raw 
sequences 

Suitable for multiple platform data; high 
accuracy; automatic parameterization; 
detailed guidelines 

Small N50 contig size; poor 
performance with lower-quality 
reads 

Species 
identification 

K-merFinder Webpage Raw 
sequences, 
contigs 

No bioinformatics skills required; easy 
to use; easy to read; possible to detect 
contamination 

Method must be set properly 

 PathoScope[60] Commands Raw 
sequences 

Able to detect contamination; quality 
control; complete workflow; 
detailed guidelines 

Some bacteria may be missing 
from metagenomic sample; 
coverage requires more than 
20% to distinguish similar 
strain; long-time operation 

 NCBI BLAST Webpage Contigs Have largest database; many available 
tools; 

Hard to read; blast knowledge 
is necessary 

Gene 
annotation 

Prokka[65] Commands Contigs Short-time operation; five tools can be 
run in the same workflow; detailed 
guidelines 

Annotations will be reduced for 
incomplete sequence; suitable 
only for single-cell sequencing

 RAST[54] Webpage Contigs KEGG connection; easy to read Long-time operation; data must 
be uploaded to a data server; 

Character 
analysis 
 

Center for 
Genomic 
Epidemiology 

Webpage Raw 
sequences, 
contigs 

Easy to use; easy to read Long-time operation; some 
databases are incomplete 

 SRST2[68] Commands Raw 
sequences 

Able to Combine with other databases; 
High accuracy; detailed guidelines 

Long-time operation; the 
database needs to be localized

 PubMLST Webpage Raw 
sequences, 
contigs 

All databases can be downloaded; new 
types of ST can be generated by users 

Hard to find correct data; need 
to share data 

 

换的序列合并为最后的结果。来自 1 000 株鼠伤

寒沙门菌 Salmonella typhimurium 序列的分析

在单核 CPU 的计算机上只运行了 4.3 h，并且

泛基因组的正确率达到了 100%[76]。因其快速

高效，该软件多用于大量数据的分析，例如

Moradigaravand 等通过该软件对 10 年内分离的

205 株粘质沙雷氏菌进化分析后发现，该菌在进

化过程中多次获得不同耐药基因，揭示了多重耐

药粘质沙雷氏菌的阳性率逐渐上升的原因[78]。 

Pan-Seq 是另一款比较序列间泛基因组差异的
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软件，包括 3 个组件：Novel region finder (NRF)、

Core and accessory genome finder (CAGF) 和

Locus selector (LS)[79]。NRF 工具使用 MUMmer[80]

鉴别序列间的差异位点后 CAGF 通过 MUMmer 

alignment 将这些差异位点序列添加到初始的泛

基因组中，再把泛基因组分成碎片与原始序列进

行校对，通过 BLASTn 算法将不同的碎片分为核

心和附加基因组，最终通过 LS 工具可识别输入

序列间不同基因的 SNPs。López-Camacho 等人利

用该软件分析了肺炎克雷伯菌在烧伤重症监护病

房内暴发期间的耐药性演变，确定了抗生素选择

压力在此次暴发的出现和进化过程中发挥了重要

作用[81]。 

Lyve-SET 是最近新报道的基于参考序列

SNP 的高质量 SNP 分析工具。该工具通过序列最

小最大覆盖度 (Coverage) 分辨碱基一致性，并舍

弃那些只在单向序列里出现的 SNPs，同时可选择

性排除特殊的噬菌体 (Phage-specific regions) 和

重复区域 (Repeat regions) 以提高 SNPs 的准确

性和可靠性[82]。 

Harvest 是一款基于核心基因组 SNP 序列分

析的软件，可快速提取菌株间核心基因组的 SNPs

信息并构建进化树，同时包含插件 Gingr 可动态

的可视化数据。该软件既可指定参考序列，也可

随机选择参考序列，但是两个菌株间差异过大的

话可能会被排除[83]。Shen 等基于该软件的系统发

育分析，结合种群结构贝叶斯分析，发现来源于

中国 30 个省市 287 株 mcr-1-positive Escherichia 

coli 测序分离株具有 4 个明显的谱系，且 4 个谱

系与省份无明显相关性[32]。 

获取 SNPs 信息后可通过不同的算法对菌株

间的进化关系构建进化树，其中贝叶斯 (Bayesian) 

和最大释然法是最常用的方法，它们相较于邻接

法和简约法具有更高的精确性，但是对于大量的

样本分析需要耗费过多的计算机资源，存在一定

的缺陷[84]。Holt 等在 2013 年利用该软件对越南地

区索氏志贺菌的系统发育进行了分析，为病原体在

新宿主群体中的微进化提供了一种独特的，高分辨

率的研究思路[29]。 

Randomized Axelerated Maximum Likelihood 

(RAxML) 是一款以最大释然法为基础的进化树

构建软件 [85]。该算法首先生成一个假定的进化

树，然后经过几步的优化调整后得到新的进化树，

当经过优化后的进化树不再增加进化关系的合理

性时便停止重复该过程。当用户使用该软件处理

核苷酸和 SNP 数据时，必须使用 GTRCAT (GTR，

General time-reversible) 模型通过添加命令 “-m 

GTRCAT”来校准进化树，但当样本数小于 50 时，

不推荐使用该模型。该软件主要用于大样本数据

的系统发育分析，例如 Casali 等利用该软件完成

了 1 035 株耐药结核杆菌的系统发育分析，阐明

了耐药结核杆菌在俄罗斯人群中的演变过程[86]。 

FastTree 是另一款基于最大释然法开发的软

件 [73]，通过 4 个阶段完成进化树的构建。1) 创

建一个起始的进化树和存储内部节点的文件；

2) 初始进化树的长度通过调换相邻节点和重

排分枝后逐渐减少；3) 通过数学模型得到最大

释 然 树  (CAT) ； 4) 进化树的可信度需通过

Shimodaira-Hasegawa (SH) 测试[87]。同样类似于

RAxML 软件，FastTree 在处理核苷酸和 SNP 数

据时也需要使用 GTR+CAT 模型通过添加命令

“-gtr”来完成进化树的校准。该软件常用于宏基因

组数据的“系统发育重建”，对揭示微生态菌群结

构的进化过程有一定的作用。 

相较于最大释然法，MrBayes 则是基于贝叶

斯算法设计的一款软件，该软件使用 Markov 

chain Monte Carlo (MCMC) 算法，自定义选项和

参数设定较多，因此难以操作[88]。 

进化树的文件最常用的是 NEXUS 和 Newick

格式，许多图形用户界面 (GUI，Graphical User 

Interface) 的软件比如 FigTree (http://tree.bio.ed. 
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ac.uk/software/figtree/)、MEGA[89]、Archaeopteryx[90]

以及网页类型的工具 iTOL[91]等均可对进化树进

行可视化的分析。相关基因组比对软件以及进化

树构建软件见表 5。 

6  讨论 

随着细菌耐药性问题的日益严重，针对致病

性耐药菌暴发甚至共生菌的耐药性监控等相关研

究显得越来越重要，尤其是这些研究可作为提出

暴发控制、耐药性逆转等理论的基础。值得关注

的是，随着全基因组测序技术的迅速发展，测序

质量不断提高的同时，测序费用呈显著下降趋

势。该技术相较于传统的技术手段，可获得更全

面、更准确的结果，将会在未来研究中得到广泛

的应用[92]。 

除了 DNA 提取质量上的差别外，文库质量

对于测序结果的影响也十分显著，不同 DNA 文

库构建试剂盒有着不同的特点[93]。很显然物理破

碎 DNA 的方法相较于化学法能带来更少的误差

对样品 GC 含量的嗜好也相对较少。令人振奋的

是，目前已有许多公司支持机器自动化的操作来

构建 DNA 文库，大量减少了人力和物力，同时

减少了人工操作处理样本时带来的实验误差。此

外，将文库构建步骤简化、趋向无 PCR 步骤以

及减少磁珠纯化等均可减少文库构建过程中所

耗费的时间，也可获得更加趋近于真实的基因组

信息。 

目前主流的测序平台还是由 Illumina 公司推

出的几款平台，很显然，在数据的产出量上这几

款平台有着明显的优势，并且测序结果中的碱基  

 
表 5  基因组比较分析工具以及进化树构建软件特点 

Table 5  Characteristics of comparative genomics tools and phylogenetic tree softwares 

Software 
The type 

of software 
Software features Analysis method Type of input data 

Format 
of output file 

CSI 
Phylogeny 
1.4[72] 

Webpage 
Extract high quality SNPs after 
comparison with reference sequences 

Reference-based 
Original sequence, 
assembled sequence 

− 

NDtree 1.2[72] Webpage 
Create k-mers of reads and map them to 
a reference sequence; detection of the 
number of SNPs through a single model

Statistical method Original sequence Newick 

kSNPs [74] Commands 
Obtain SNPs between strains by k-mers 
analyses 

Non-reference-based
Original sequence, 
assembled sequence 

Newick, MSA 
(Multiple-sequence 
alignment) 

Roary [76] Commands SNPs analyses for Pan genome Pan genome Assembled sequence 
FASTA, TXT, 
CSV, Rtab 

Pan-Seq [79] Commands 
Pan genome analysis tools; available for 
core or additional genomes respectively.

Pan genome Assembled sequence TXT, FASTA 

Lyve-SET [82] Commands 
Extract high quality SNPs after 
comparison with reference sequences 

Reference-based 
Original sequence, 
assembled sequence 

Matrix, FASTA, 
Newick, VCF 

Harvest [83] Commands 
Rapidly extract core genome SNPs from 
large number of strains and construct a 
phylogenetic tree 

Core genome Assembled sequence 
FASTQ, VCF, 
XMFA, tree 

RAxML [85] Commands 
Maximum likelihood phylogenetic tree; 
long-time operation; high accuracy 

Maximum 
Likelihood 

PHYLIP or FASTA Newick 

FastTree [73] Commands 
Approximately maximum likelihood 
phylogenetic tree; fast but slightly less 
accurate 

Maximum 
Likelihood 

PHYLIP or FASTA Newick 

MrBayes [88] Commands 
Bayesian-base phylogenetic tree; model 
definition is complex and difficult to use

Bayesian-based NEXUS NEXUS 
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错误率也相对较低，对于大量单菌或是宏基因组

的测序推荐选择这类平台。相反的 ThermoFisher

公司开发的几款测序平台在测序读长上有着很大

的优势，但是相对的产出量上则低了很多，这对

于紧急情况单菌的测序有着潜在的应用前景。目

前，二代测序技术的测序读长仅在 300–600 bp 之间，

对于富含重复序列的细菌来说，难以得到一个完整

的结果。针对这样的情况，三代测序技术——PacBio

平台 [39]以及 MinION 平台 [94]在其测序读长 (平

均>10 kb) 上有着很大的优势，能够解决上述二

代测序技术所遇到的问题，可以得到细菌的完整

基因组信息即完成图。然而测序读长长的同时单

碱基的错误率便会升高，且测序深度和产出量均

不高，所以若能结合二代测序的数据进行校对，

那么得出的结果将会十分可靠。目前 Pilon 软件

即可用二代数据对三代数据进行拼接结果的校

准[94]。与此同时，在 PacBio 平台测序价格高居不

下的情况下，测序成本也将增加，虽然 MinION

平台的价格相对低一些，但 Nanopore 测序技术还

处于初级阶段，该技术及后续的生物信息学分析

还需进一步的开发。目前，已有不少研究者选用

MinION 平台开展耐药性的研究，Li 等利用该测

序技术结合二代测序技术不仅获得了质粒完整

序列[96]，而且对插入序列 ISCR1 在沙门菌中的

质粒异质性进行了研究 [97]。Ludden 等利用同样

的技术证明了污水中携带碳青霉烯耐药基因质粒

可能在不同细菌之间交换，为环境中耐药基因传

播机制的研究提供了一种新的研究方法[87]。 

虽然目前有许多商业化的软件可对 WGS 数

据进行分析，例如 BioNumerics (Applied Maths，

Biomérieux)、CLC Genomic Workbench (Qiagen) 

和 SeqSphere (Ridom) 等，这些软件虽可完成多

种生物信息学分析，如序列组装拼接、SNPs 提

取以及进化树构建等，但每个模块需要单独购买

使用权。虽然商业化软件价格高昂，但它们具有

友好的用户界面，加上有非常详尽的用户手册可

以帮助用户去了解和使用它们的功能，降低了使

用者的门槛。此外，本文也介绍了少数几款基于

网页类型的工具，如包含了众多分析模块的 CGE

网站，其开源免费的特点造成了巨大的访问量，

导致其效率偏低，且由于其属于公共网络，数据

的保密措施还有待商榷。与上述工具不同的是，

我们主要介绍了多款命令类型的软件，这些软件

均为开源免费的，大多数都需要在 Linux、

Ubuntu、Mac OS X 等系统环境下运行，少数可

在 Window 系统下运行，因此限制了这些软件在

非生物信息学背景的研究人员中使用。另外在批

量处理数据时对系统硬件要求相对较高，所有

操作均需使用代码完成，且无可视化的图形操

作界面，给无生物信息学背景的分析人员又增添

了许多困难。 

7  展望 

全基因组测序技术尤其是长片段测序技术的

发展，极大地推动了细菌耐药性的研究进程，尤

其是在新耐药基因的发现、耐药基因的传播机制、

耐药菌 /耐药基因的进化分析以及细菌耐药性的

风险因素分析等方面都起到了至关重要的作用。

基于“One Health”的理念，耐药性在人、动物与环

境之间相互传播的研究还需要更进一步更深入的

证据，而 WGS 技术已逐渐展露出其在细菌耐药

性研究中的潜力，可提供全面精确的数据，并将

会成为未来多年内最为重要的耐药性研究手段之

一。希望通过本文对文库构建、测序平台、数据

分析完整流程的详细介绍，能够让更多的研究者

对该技术有更全面的了解，并推进此项技术在耐

药性领域的应用。 
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