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内容提纲

• 基因组注释的定义

• 基因组注释的复杂性：原核生物 vs 真核生物

• 基因组结构注释
▪ 原核生物

▪ 真核生物

• 基因组功能注释
▪ 序列比对、蛋白结构域

▪ 基因本体论和代谢途径

▪ 基因功能富集

• 基因组注释实例
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基因组注释的定义

3



基因组学 - Genomics

ACACTCGCTTCTGGAACGTCTGAGGTTATCAATAAGCTCCTAGTCCAGACGCCATGGGTCATTTCACAGAGGAGGACAAGGCT

ACTATCACAAGCCTGTGGGGCAAGGTGAATGTGGAAGATGCTGGAGGAGAAACCCTGGGAAGGCTCCTGGTTGTCTACCCATG

GACCCAGAGGTTCTTTGACAGCTTTGGCAACCTGTCCTCTGCCTCTGCCATCATGGGCAACCCCAAAGTCAAGGCACATGGCA

AGAAGGTGCTGACTTCCTTGGGAGATGCCACAAAGCACCTGGATGATCTCAAGGGCACCTTTGCCCAGCTGAGTGAACTGCAC

TGTGACAAGCTGCATGTGGATCCTGAGAACTTCAAGCTCCTGGGAAATGTGCTGGTGACCGTTTTGGCAATCCATTTCGGCAA

AGAATTCACCCCTGAGGTGCAGGCTTCCTGGCAGAAGATGGTGACTGCAGTGGCCAGTGCCCTGTCCTCCAGATACCACTGAG

CTCACTGCCCATGATTCAGAGCTTTCAAGGATAGGCTTTATTCTGCAAGCAATACAAATAATAAATCTATTCTGCTGAGAGAT

CACACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAACCTCAAACAGACACCATGGTGCATCTGACTCCTGAGGAGAAGTCT

GCCGTTACTGCCCTGTGGGGCAAGGTGAACGTGGATGAAGTTGGTGGTGAGGCCCTGGGCAGGCTGCTGGTGGTCTACCCTTG

GACCCAGAGGTTCTTTGAGTCCTTTGGGGATCTGTCCACTCCTGATGCTGTTATGGGCAACCCTAAGGTGAAGGCTCATGGCA

AGAAAGTGCTCGGTGCCTTTAGTGATGGCCTGGCTCACCTGGACAACCTCAAGGGCACCTTTGCCACACTGAGTGAGCTGCAC

TGTGACAAGCTGCACGTGGATCCTGAGAACTTCAGGCTCCTGGGCAACGTGCTGGTCTGTGTGCTGGCCCATCACTTTGGCAA

AGAATTCACCCCACCAGTGCAGGCTGCCTATCAGAAAGTGGTGGCTGGTGTGGCTAATGCCCTGGCCCACAAGTATCACTAAG

CTCGCTTTCTTGCTGTCCAATTTCTATTAAAGGTTCCTTTGTTCCCTAAGTCCAACTACTAAACTGGGGGATATTATGAAGGG

CCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATAAAAAACATTTATTTTCATTGCACACTCGCTTCTGGAACGTCTGAGGTTATCAATAA

GCTCCTAGTCCAGACGCCATGGGTCATTTCACAGAGGAGGACAAGGCTACTATCACAAGCCTGTGGGGCAAGGTGAATGTGGA

AGATGCTGGAGGAGAAACCCTGGGAAGGCTCCTGGTTGTCTACCCATGGACCCAGAGGTTCTTTGACAGCTTTGGCAACCTGT

CCTCTGCCTCTGCCATCATGGGCAACCCCAAAGTCAAGGCACATGGCAAGAAGGTGCTGACTTCCTTGGGAGATGCCACAAAG

CACCTGGATGATCTCAAGGGCACCTTTGCCCAGCTGAGTGAACTGCACTGTGACAAGCTGCATGTGGATCCTGAGAACTTCAA

GCTCCTGGGAAATGTGCTGGTGACCGTTTTGGCAATCCATTTCGGCAAAGAATTCACCCCTGAGGTGCAGGCTTCCTGGCAGA

AGATGGTGACTGCAGTGGCCAGTGCCCTGTCCTCCAGATACCACTGAGCTCACTGCCCATGATTCAGAGCTTTCAAGGATAGG

CTTTATTCTGCAAGCAATACAAATAATAAATCTATTCTGCTGAGAGATCACACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAG

CAACCTCAAACAGACACCATGGTGCATCTGACTCCTGAGGAGAAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTGGGGCAAGGTGAACGTGGA

TGAAGTTGGTGGTGAGGCCCTGGGCAGGCTGCTGGTGGTCTACCCTTGGACCCAGAGGTTCTTTGAGTCCTTTGGGGATCTGT

基因组测序完成 基因组注释开始

4



基因组学 - Genomics

基因组注释（Genome annotation）

5

Genome annotation: from sequence to biology. Nature Reviews Genetics 2001

• 定义：利用生物信息学方法和工具，对基因组所有基因
的生物学功能进行高通量注释，是当前功能基因组学研
究的一个热点。
▪ 结构注释（Structural annotation）：基因位置及其结构等

▪ 功能注释（Functional annotation）：基因功能及其调控等

• 目的：识别基因组序列中存在的基因和其他多种功能元
件（包括编码基因、非编码RNA、转座子等重复序列、
调控元件等），并推测其生物学功能（例：ENCODE）。

• 意义：基因组注释是生物学研究的基础，一个基因组的
价值取决于该基因组注释的质量，基因组注释建立了从
未知功能的基因组序列到该物种生物学研究的桥梁。
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基因组注释计划：ENCODE

6

The goal of ENCODE is to build a comprehensive parts

list of functional elements in the human genome, including

elements that act at the protein and RNA levels, and

regulatory elements that control cells and circumstances

in which a gene is active.

The ENCODE has two levels of annotations:

• Integrative-level annotations integrate multiple types

of experimental data and ground level annotations.

• Ground-level annotations are derived directly from

the experimental data, typically produced by uniform

processing pipelines.

Genome annotation: from sequence to biology. Nature Reviews Genetics 2001
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Genome Annotation

7

https://support.nlm.nih.gov/knowledgebase/article/KA-03574/

https://support.nlm.nih.gov/knowledgebase/article/KA-03574/
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ACACTCGCTTCTGGAACGTCTGAGGTTATCAATAAGCTCCTAGTCCAGACGCCATGGGTCATTTCACAGAGGAGGACAAGGCT
ACTATCACAAGCCTGTGGGGCAAGGTGAATGTGGAAGATGCTGGAGGAGAAACCCTGGGAAGGCTCCTGGTTGTCTACCCATG
GACCCAGAGGTTCTTTGACAGCTTTGGCAACCTGTCCTCTGCCTCTGCCATCATGGGCAACCCCAAAGTCAAGGCACATGGCA
AGAAGGTGCTGACTTCCTTGGGAGATGCCACAAAGCACCTGGATGATCTCAAGGGCACCTTTGCCCAGCTGAGTGAACTGCAC
TGTGACAAGCTGCATGTGGATCCTGAGAACTTCAAGCTCCTGGGAAATGTGCTGGTGACCGTTTTGGCAATCCATTTCGGCAA
AGAATTCACCCCTGAGGTGCAGGCTTCCTGGCAGAAGATGGTGACTGCAGTGGCCAGTGCCCTGTCCTCCAGATACCACTGAG
CTCACTGCCCATGATTCAGAGCTTTCAAGGATAGGCTTTATTCTGCAAGCAATACAAATAATAAATCTATTCTGCTGAGAGAT
CACACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAACCTCAAACAGACACCATGGTGCATCTGACTCCTGAGGAGAAGTCT
GCCGTTACTGCCCTGTGGGGCAAGGTGAACGTGGATGAAGTTGGTGGTGAGGCCCTGGGCAGGCTGCTGGTGGTCTACCCTTG
GACCCAGAGGTTCTTTGAGTCCTTTGGGGATCTGTCCACTCCTGATGCTGTTATGGGCAACCCTAAGGTGAAGGCTCATGGCA
AGAAAGTGCTCGGTGCCTTTAGTGATGGCCTGGCTCACCTGGACAACCTCAAGGGCACCTTTGCCACACTGAGTGAGCTGCAC
TGTGACAAGCTGCACGTGGATCCTGAGAACTTCAGGCTCCTGGGCAACGTGCTGGTCTGTGTGCTGGCCCATCACTTTGGCAA
AGAATTCACCCCACCAGTGCAGGCTGCCTATCAGAAAGTGGTGGCTGGTGTGGCTAATGCCCTGGCCCACAAGTATCACTAAG
CTCGCTTTCTTGCTGTCCAATTTCTATTAAAGGTTCCTTTGTTCCCTAAGTCCAACTACTAAACTGGGGGATATTATGAAGGG
CCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATAAAAAACATTTATTTTCATTGCACACTCGCTTCTGGAACGTCTGAGGTTATCAATAA
GCTCCTAGTCCAGACGCCATGGGTCATTTCACAGAGGAGGACAAGGCTACTATCACAAGCCTGTGGGGCAAGGTGAATGTGGA
AGATGCTGGAGGAGAAACCCTGGGAAGGCTCCTGGTTGTCTACCCATGGACCCAGAGGTTCTTTGACAGCTTTGGCAACCTGT
CCTCTGCCTCTGCCATCATGGGCAACCCCAAAGTCAAGGCACATGGCAAGAAGGTGCTGACTTCCTTGGGAGATGCCACAAAG
CACCTGGATGATCTCAAGGGCACCTTTGCCCAGCTGAGTGAACTGCACTGTGACAAGCTGCATGTGGATCCTGAGAACTTCAA
GCTCCTGGGAAATGTGCTGGTGACCGTTTTGGCAATCCATTTCGGCAAAGAATTCACCCCTGAGGTGCAGGCTTCCTGGCAGA
AGATGGTGACTGCAGTGGCCAGTGCCCTGTCCTCCAGATACCACTGAGCTCACTGCCCATGATTCAGAGCTTTCAAGGATAGG
CTTTATTCTGCAAGCAATACAAATAATAAATCTATTCTGCTGAGAGATCACACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAG
CAACCTCAAACAGACACCATGGTGCATCTGACTCCTGAGGAGAAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTGGGGCAAGGTGAACGTGGA
TGAAGTTGGTGGTGAGGCCCTGGGCAGGCTGCTGGTGGTCTACCCTTGGACCCAGAGGTTCTTTGAGTCCTTTGGGGATCTGT
CCACTCCTGATGCTGTTATGGGCAACCCTAAGGTGAAGGCTCATGGCAAGAAAGTGCTCGGTGCCTTTAGTGATGGCCTGGCT
CACCTGGACAACCTCAAGGGCACCTTTGCCACACTGAGTGAGCTGCACTGTGACAAGCTGCACGTGGATCCTGAGAACTTCAG
GCTCCTGGGCAACGTGCTGGTCTGTGTGCTGGCCCATCACTTTGGCAATAAATCTATTCTGCTGAGAGATCACACATTTGCTT
CTGACACAACTGTGTTCACTAGCAACCTCAAACAGACACCATGGTGCATCTGACTCCTGAGGAGAAGTCTGCCGTTACTGCCC
TGTGGGGCAAGGTGAACGTGGATGAAGTTGGTGGTGAGGCCCTGGGCAGGCTGCTGGTGGTCTACCCTTGGACCCAGAGGTTC
TTTGAGTCCTTTGGGGATCTGTCCACTCCTGATGCTGTTATGGGCAACCCTAAGGTGAAGGCTCATGGCAAGAAAGTGCTCGG
TGCCTTTAGTGATGGCCTGGCTCACCTGGACAACCTCAAGGGCACCTTTGCCACACTGAGACTTGGGAACTGTCAACCGTTTA

基因组注释

8

识别基因组中编码基因、非编码基因及调控区域



基因组学 - Genomics

基因组注释：结构注释和功能注释

9

Genome Annotation 

Structural Annotation Functional Annotation

ORFs, genes

Regulatory elements

Repeat elements

Biological function

Biochemical function

Regulatory function

Like parenthood, genome annotation responsibilities do not 

end with birth. — 基因组注释不能“管生不管养”

A beginner's guide to eukaryotic genome annotation. Nature Reviews Genetics 2012
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Curation: value-added annotation

10

• Curation (审编) involves the 

annotation, translation, 

presentation and publication

of the data into a database that 

enables integration of the 

scientific literature as well 

as large data sets. 

• Primary goals of curation:

• accurate and comprehensive 

representation of biological 

knowledge;

• easy access to this data for 

working scientists and a basis 

for computational analysis.  

Bioinformatics: Curation generation. Nature 2011

http://www.biocurator.org

http://www.biocurator.org/
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基因组注释的复杂性
原核生物 vs 真核生物
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基因结构

12

原核生物基因结构

真核生物基因结构
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原核生物基因组注释流程

13

基因组序列

基因预测

基因功能注释

GO/KEGG注释

NCBI nr

UniProt

BLAST

同源蛋白比对

软件预测

编码基因预测

rRNA

tRNA

非编码基因预测

NCBI NR (Non-Redundant Protein Sequence Database)
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真核生物基因组注释流程

14

基因组序列

同源蛋白比对

重复序列分析

基因预测

基因功能注释

GO/KEGG注释

NCBI nr

Uniprot

BLAST

转录本注释

软件预测

编码基因预测

rRNA

miRNA

tRNA

非编码基因预测

lncRNA

……
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原核生物基因组结构注释

15
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基因预测的方法

16

gene 1 gene 2 gene n-1 gene n…基因结构

基因组序列

• 湿性实验手段：通过实验分析，看其是否能表达基因产
物；通量低、成本高

• 干性实验预测：通过计算机对DNA序列进行特征搜寻，
分析寻找基因；通量高、成本低（生物信息学）
▪ 基于基因结构特征搜寻

▪ 基于同源基因搜索



基因组学 - Genomics

方法一：基于基因结构特征搜寻

基因的核苷酸序列并非随机排列，而是具有明显特征，可

基于开放读码框（Open reading frame, ORF）预测基因

17

TTT TCACT

Gene

ATG AAA TTA TTA TTA … GGT ACA CAT AAA AAG TGA

ATGAAATTATTATTA … GGTACACATAAAAAGTGA5’ 3’
TACTTTAATAATAAT … CCATGTGTATTTTTCACT3’ 5’

ATG AAA

ATGA AAT

ATGAA ATT

TTC ACT

TTT CACT

可能的
六种ORF
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方法二：基于同源基因搜索

18

通过将数据库中的基因序列与待查的基因组序列进行

比较，从中查找可与之匹配的碱基序列及其比例，用于界

定基因的方法称为同源搜索。

同源基因有以下几种情况：

• DNA序列某些片段完全相同

• ORF排列类似

• ORF翻译成的氨基酸序列相同

• 模拟多肽高级结构相似
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同源基因的类型

19

• 直系同源基因（Orthologous gene）
指从同一祖先垂直进化而来的基因

• 旁系同源基因（Paralogous gene）
指由于基因复制而产生的同源基因

大多数直系同源基因功能相同或相近，
调控途径也相似，因此在基因组序列
的注释中，是最可靠的选择

旁系同源基因随着时间的推移，它们
在序列组成和功能上可能会变得不同
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同源性、相似性和一致性

• 同源性（Homology）：进化过程中源于同一

祖先的不同分支，用来描述物种之间的进化关

系，所以在同源性的表达中只能用“有”或者

“无”，属于定性描述。

• 相似性（Similarity）：序列之间相似位点占整

个序列的比例，属于定量描述。

• 一致性（Identity）：序列之间相同位点占整个

序列的比例，相对精确度更高的一个描述，属

于定量描述。

20
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相似性 vs 一致性

21

The percentage of identical residues (identity) or the percentage 

of residues conserved with similar physicochemical properties 

(similarity), is usually used to "quantify the homology."

In BLAST, similarity refers to 

a positive matrix score.



基因组学 - Genomics

同源性、一致性和相似性：三者的关系

• “两条序列的同源性”只能描述为“有”或者“无”，
同源性不能量化。

• 而相似性和一致性可以看做是从不同的角度对同源性的
量化指标，一般地，相似性 > 一致性。

• 一般来说，序列之间的相似性和一致性越高，序列之间
同源的可能性越大。

• 虽然同源基因在序列上是相似的，但相似的序列不一定
是同源。

下面这段描述是三者正确的描述：
人类NP_000509.1序列（hemoglobin subunit beta，147个氨基酸）
与狗NP_001257812.1序列（hemoglobin subunit beta-like，147个氨
基酸）同源，相似性高达93%，一致性达90%。

22

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001257812.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=7KKERSCV01R
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Amino Acid Similarity Network

23

http://ahmetrasit.com/blosum/

http://ahmetrasit.com/blosum/
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原核基因组结构注释的主要问题

原核基因组中80%-90%的序列参与编码基因

• 如果有两个或多个contained的ORF，哪一个是

基因（假定只可能有一个）

• 在无已知同源性信息的情况下如何寻找基因

24
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原核生物编码基因预测

• 原核生物基因的各种信号位点（如启动子和终止子信号位点）特异

性较强且容易识别，因此相应的基因预测方法已经基本成熟。

Prodigal和Glimmer是应用最为广泛的原核生物基因结构预测软

件，准确度高。

25

• 多顺反子：在原核细胞中，通常

是几种不同的mRNA连在一起，

位于同一转录单位内，相互之间

由一段短的不编码蛋白质的间隔

序列所隔开，享有同一对起点和

终点。

• 原理: 通过扫描基因组，找到从

ATG (少数GTG、TTG)开始的

位置，直到TGA、TAG、TAA。
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原核生物编码基因预测软件

26

• Glimmer：采用内插马尔科夫模型（IMM）来识别编码区域和非编

码区域。一般使用三种方法创建训练模型（Delcher et al. 2007.

PMID: 17237039）:

▪ 用亲缘关系很近的物种基因

▪ 用自身序列创建的ORF数据

▪ 用基因组本身的已知信息（常采用自身数据作为训练数据）

• Prodigal：原核的动态编程基因查找算法，针对原核生物的基因预

测工具，尤其是高GC的基因组，同时也适用于宏基因组（Hyatt et

al. 2010. PMID: 20211023）

• GeneMark：原理是使用统计学模型的从头预测(ab initio)方法，不

依赖任何先验知识和经验参数，通过描述DNA序列中核苷酸的离

散模型，利用编码区和非编码区的核苷酸分布概率不同来进行基因

预测（Besemer, et al. 2001. PMID: 11410670）
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非编码RNA序列的预测

非编码RNA（non-coding RNA，ncRNA），指的是不被翻译成蛋白质

的RNA，如tRNA、rRNA等，这些RNA不被翻译成蛋白质，但是具有

重要的生物学功能。

• miRNA（小RNA，microRNA）：通过与目标信使RNA（mRNA）

结合，进而抑制转录后的基因表达，在调控基因表达、细胞周期、

生物体发育时序等方面起重要作用。

• tRNA（转运RNA，transfer RNA）：携带氨基酸进入核糖体，使之

在mRNA指导下合成蛋白质。

• rRNA（核糖体RNA，ribosomal RNA）：与蛋白质结合形成核糖体

，其功能是作为mRNA的支架，提供mRNA翻译成蛋白质的场所。

• snRNA（小核RNA，small nuclear RNA）：主要参与mRNA前体

的加工过程，使之成为成熟的mRNA，是RNA剪切体的主要成分。

27
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基因组rRNA注释

• rRNA预测

▪ RNAmmer：不基于参考序列的从头预测

▪ 在原核生物中，包含以下3种类型的rRNA

➢5S rRNA

➢16S rRNA

➢23S rRNA

28

Web server: http://www.cbs.dtu.dk/services/RNAmmer/

Lagesen K, et al. 2007. PMID: 17452365

http://www.cbs.dtu.dk/services/RNAmmer/
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RNAmmer的使用

29

序列提交
rRNA注释结果

RNAmmer在线注释

①在线结果

②文件结果
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tRNA预测注释

tRNAscan-SE：综合多个识别和分析程序，通过分析启动

子元件的保守序列模式、tRNA二级结构的分析、转录控

制元件分析和除去绝大多数假阳性的筛选过程，据称能识

别99%的真tRNA基因。

30

Chan PP, et al. 2019. PMID: 31020551

Web server: http://lowelab.ucsc.edu/tRNAscan-SE/

http://lowelab.ucsc.edu/tRNAscan-SE/
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tRNAscan-SE在线注释

31

序列提交

tRNA注释结果
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ncRNA预测

• Infernal：建立了3,016多个RNA家族，并对每个家族

建立了一致性二级结构和协方差模型，形成了Rfam

数据库。

• 利用Rfam家族的协方差模型，采用Rfam自带的

Infernal软件预测miRNA、snRNA序列等ncRNA。

• Rfam/Infernal方法应用广泛，可以预测各种RNA家

族成员，但是特异性较差。如果有更好的专门预测某

一类非编码RNA的软件，建议采用特异性RNA软件

进行预测。

32

Kalvari et al. 2018. PMID: 29927072
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原核基因组注释流程—PGAP

PGAP （ Prokaryotic Genome

Annotation Pipeline）：通过挖

掘现有的蛋白质信息而进行调节

，以建立新的核心蛋白簇，并根

据来自于所提交细菌基因组的不

断增加的大量可用证据，反复改

善其注释功能。可产生高品质的

注释，旨在满足NCBI对于细菌基

因组序列提交的INSDC标准，并

遵守UniProt命名原则。

33

NCBI prokaryotic genome annotation pipeline. Nucleic Acids Res. 2016 
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原核基因组注释流程—RAST

34

RAST（ Rapid Annotation using

Subsystem Technology）：针对

完 整 的 或 将 近 完 整 （ draft

genome or complete genome）

的细菌和古菌基因组注释工具。

可用来预测ORF、rRNA、tRNA

以及相应的功能基因，并可以利

用这些信息构建代谢网络。

Brettin T, et al. 2015. PMID: 25666585
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原核基因组注释流程—Prokka

35

Prokka：原核基因组注释的分析流程，包括基因鉴定、功能注

释和基因组配套注释文件生成

Prokka: rapid prokaryotic genome annotation.

Bioinformatics 2014
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COG注释

36

COG（Clusters of Orthologous Groups of proteins，同源蛋白簇）

COG分为两类，一类是原核生物的（COG），另一类是真核生物

（KOG），是由NCBI创建并维护的蛋白数据库，COG数据库按照功

能一共可以分为二十六类。COG曾是原核生物功能注释的常用数据库，

目前已停止更新。
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基因组注释信息

37

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000913.3/

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000913.3/
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000913.3/

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000913.3/
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真核生物基因组结构注释
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Kozak序列规则

40

• Kozak序列是存在于真核生物mRNA的一段序列，位于mRNA 5’端
帽子结构后面的一段核酸序列，通常是GCCRCCATGG，其在翻
译的起始中有重要作用。

• 起始密码子：ATG/GTG

第一个ATG的确定可依据Kozak规则，即第一个ATG侧翼序列的碱基分布
所满足的统计规律，若将第一个ATG中的碱基A，T，G分别标为1，2，3

位，则Kozak规则可描述如下：
(1)第4位的偏好碱基为G

(2)ATG的5’端约15bp范围的侧翼序列内不含碱基T

(3)在-3，-6和-9位置，G是偏好碱基
(4)除-3，-6和-9位，在整个侧翼序列区，C是偏好碱基

• 终止密码子：TAA，TAG，TGA

▪ GC%=50% 终止密码子每64bp出现一次

▪ GC%>50% 终止密码子每100-200bp出现一次
https://en.wikipedia.org/wiki/Kozak_consensus_sequence

The Kozak sequence is a 

nucleic acid motif that 

functions as the protein 

translation initiation site in 

most eukaryotic mRNA 

transcripts, which was 

determined by sequencing 

of 699 vertebrate mRNAs 

and named after the 

scientist who discovered it, 

Marilyn Kozak.

https://en.wikipedia.org/wiki/Kozak_consensus_sequence
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重复序列

重复序列可分为串联重复序列（Tandem repeat）和散在

重复序列（Interspersed repeat）两大类：

• 串联重复序列：微卫星序列、小卫星序列等

• 散在重复序列：又称转座子元件TE

▪ DNA转座子

▪ 反转录转座子（retrotransposon)

➢LTR

➢LINE

➢SINE

41
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重复序列注释方法

识别重复序列的方法分为两类：

• 序列比对方法：一般采用Repeatmasker软件，识别与已知重复序

列相似的序列，并对其进行分类。常用Repbase重复序列数据库。

• 从头预测方法：利用重复序列或转座子自身的序列或结构特征构建

从头预测算法或软件对序列进行识别。从头预测方法的优点在于能

够根据转座子元件自身的结构特征进行预测，不依赖于已有的转座

子数据库，能够发现未知的转座子元件。常见的从头预测方法有

Recon、RepeatModeler等。

42
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重复序列数据库Repbase

Repbase是真核生物基因组
重复序列数据库，是多种注
释工具（如Repeatmasker）
的参考数据来源。

43

重复序列类型

物种

重复序列列表

https://www.girinst.org/repbase/

https://www.girinst.org/repbase/
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重复序列注释

44

http://repeatmasker.org/cgi-bin/WEBRepeatMasker

注释的重复序列类型RepeatMasker Web Server

DNA序列

比对软件

物种

输出格式

http://repeatmasker.org/cgi-bin/WEBRepeatMasker
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TATA

调控区域 编码区域

内含子2

外显子1

信使RNA

起始位点 终止位点

5’UTR 3’UTR

内含子1

外显子2 外显子3

From Case Western Reserve University

真核生物蛋白质编码基因结构

45
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真核生物基因结构预测

• 通过基因结构预测，能够获得基因组详细的基
因分布和结构信息，为功能注释和进化分析工
作提供重要原料。

• 基因结构预测：包括预测基因组中的基因位点
、开放性阅读框架（ORF）、翻译起始位点和
终止位点、内含子和外显子区域、启动子、可
变剪切位点以及蛋白质编码序列等。

• 基因结构预测主要采用三种方法：
▪ 软件预测

▪ 同源预测

▪ 转录本预测

46
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软件预测

47

• 软件预测方面主要是从基因的结构出发去预测
序列中某一个部分是否存在基因。

• 软件预测
▪ 优点：不需要该物种的其他信息，使用比较广泛。

▪ 缺点：没有特异性，预测的准确性过低。

• 主要的代表软件有：
▪ GlimmerHMM

▪ Genscan

▪ Augustus
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真核生物编码基因预测

• Augustus：一个真核生物基因预测软件，有网页服务端
和本地版，它基于Hidden-Markov Model（隐马尔科夫
链模型HMM）的预测方法，需要相近的物种编码序列
进行训练之后再对新物种进行预测，用于训练的物种应
该具有较近的亲缘关系。

http://augustus.gobics.de/

• GlimmerHMM：把一个基因看做几种特征序列（状态）
的有序切换，这些特征序列包括内含子、基因间隔区、
四种外显子（第一个外显子、中间的外显子、最后一个
外显子、唯一的外显子），切换的过程形成马尔科夫
链。

http://ccb.jhu.edu/software/glimmerhmm/

48

BUSCO Update: Novel and Streamlined Workflows along 

with Broader and Deeper Phylogenetic Coverage for 

Scoring of Eukaryotic, Prokaryotic, and Viral Genomes.

Molecular Biology and Evolution 2021

http://augustus.gobics.de/
http://ccb.jhu.edu/software/glimmerhmm/
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Augustus在线基因预测

49

基因预测结果

选择物种

基因组序列

可选：cDNA序列

是否预测UTR

预测单/双链基因

是否预测可变剪接

基因结构要求

CDS序列

基因结构

预测证据
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基于转录本注释基因结构

50

PASA是一种真核生物基因组注释工具，它利用表达的转

录序列的剪接排列来自动建模基因结构，并保持基因结构

注释与测序数据一致。PASA还识别并分类了转录本比对

支持的所有剪接变体。

http://pasapipeline.github.io/

PASA的注释功能还包括：

• 注释 UTR 区域

• 外显子的添加、删除、边界调整

• 增加可变剪接变体

• 注释基因的ployA位点

• 识别反义转录本

• 识别并分类所有发现的剪接变异

http://pasapipeline.github.io/
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• 测序成本显著下降，已超越摩尔定律

• 测序数据的积累呈指数级增长

• 多组学数据（转录组、蛋白质组、表观组学等 ）迅速积累

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra (2019-03)

转录组数据

51

https://ourworldindata.org/grapher/cost-of-sequencing-

a-full-human-genome

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra
https://ourworldindata.org/grapher/cost-of-sequencing-a-full-human-genome
https://ourworldindata.org/grapher/cost-of-sequencing-a-full-human-genome
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RNA-Seq数据在基因组重注释研究中有巨大的应用潜力

界定外显子/内含子区域

补充5’-UTR和3’-UTR的信息

挖掘基因模型的合并事件

鉴定新基因位点

Cerqueira GC, et al. Nucleic Acids Research, 2014

基于转录组数据的基因组重注释

52
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2014 2015 2017 20182011

黄瓜

Li et al., BMC genomics

油菜

Devisetty et al., G3

野草莓

Darwish et al., BMC genomics

琴叶拟南芥
Rawat et al., PLoS One

拟南芥

Cheng et al., PLANT J

葡萄

Harris et al.，BMC genomics

甜瓜
Ruggieri et al., SCI REP-UK

三角褐指藻
Rastogi et al., SCI 

REP-UK 

褐藻
Cormier et al., NEW PHYTOL

猕猴桃

Sarah et al., BMC genomics

牛角瓜

Genevieve et al., G3

• 基于RNA-Seq的植物 & 藻类基因

组重注释（Genome Reannotation）

• 相关研究论文的发表数量呈逐年上

升趋势

基于RNA-Seq数据的基因组重注释

53
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三种方法的整合

54

A beginner’s guide to eukaryotic genome annotation. Nature Reviews Genetics 2012

软件预测

转录本注释

同源注释

三种方法整合

通过整合软件预测、基于同源注释和转录本预测三种方法
的预测结果，得到最终的基因结构模型



基因组学 - Genomics

基因组功能注释

55
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基因功能注释：通过比对的方法根据已知功能的蛋白质编码

基因序列预测未知蛋白质编码基因的功能。

• 功能序列（Functional Motif Detection）

• 基因本体（Gene Ontology Annotation）

• 代谢通路（KEGG Enrichment Analysis）

基因功能注释

56
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基因功能注释

普遍采用BLAST比对方法对预测出来的编码基因进行功能

注释，通过与各种功能数据库（NCBI nr、Swiss-Prot

等）进行蛋白质比对，获取该基因的功能信息。

• Swiss-Prot是经过注释的蛋白质序列数据库，由欧洲生物信

息学研究所（EBI）维护。数据库由蛋白质序列条目构成，

每个条目包含蛋白质序列、引用文献信息、分类学信息、注

释等。

• NCBI nr 是非冗余的蛋白序列数据库，主要数据来源为

GenBank CDS translations+PDB+SwissProt+PIR+PRF。

57
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在线BLAST比对

58

基因序列

比对参数

保留比对结果的数量

Cutoff值

过滤重复序列

选择比对数据库

比对结果

结果列表

序列相似度

蛋白结构域

序列联配
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蛋白结构域

蛋白质的功能与其结构密切相关，一个蛋白质的保守结构
域在一定程度上体现了该蛋白质的功能

• InterPro：集成了蛋白质家族、结构域和功能位点的非
冗余蛋白质特征序列数据库，采用interproscan软件可
以对新蛋白质序列通过序列比对或者HMM算法等搜索与
interpro蛋白质特征序列匹配预测蛋白质各种结构功能域
、信号肽、跨膜特征、蛋白质螺旋结构等。
(http://www.ebi.ac.uk/interpro/)

• CDD（Conserved Domain Database，蛋白质保守结构
域数据库）：收集了大量保守结构域序列信息和蛋白质
序列信息，通过搜索可获得蛋白质序列中所含的保守结
构域信息，从而分析、预测该蛋白质的功能。
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd/)

59

http://www.ebi.ac.uk/interpro/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd/
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在线分析蛋白结构域（InterPro）

60

蛋白家族

结构域

输入蛋白序列

https://www.ebi.ac.uk/interpro/

https://www.ebi.ac.uk/interpro/
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在线分析蛋白结构域（CDD）

61

输入蛋白序列

结构域

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd/

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd/
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基因本体论和代谢途径
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本体论（Ontology）

• Ontology 是特定领域信息组织的一种形式，是领域知
识规范的抽象和描述，是表达、共享、重用知识的方
法。

• Ontology 是知识体系构建的关键技术，知识图谱是一
种人工智能技术，它的关键在于让计算机能够处理人类
的知识。然而，人类脑海中的知识通常是直觉性的，我
们无法将这种直觉性的知识直接输入给计算机，
Ontology 就是一种对知识建模，使计算机能够识别人
类知识的方法。

• 本体（Ontology）通过对于概念（Concept）、术语（
Terminology）及其相互关系（Relation, Property）
的规范化（Conceptualization）描述，勾画出某一领
域的基本知识体系和描述语言。

63
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基因本体（Gene Ontology）

基因本体（Gene Ontology，简称GO）是一种系统地对物种基因及其产物

属性进行注释的方法和过程。基因本体知识库是世界上最大的基因功能信

息资源。这些知识既是人类可读的，又是机器可读的，是生物医学研究中

大规模分子生物学和遗传学实验的计算分析的基础。其目标是：

64

Founded in 1998 when researchers studying the genome of three model organisms—Drosophila melanogaster (fruit fly), 

Mus musculus (mouse), and Saccharomyces cerevisiae (brewer’s or baker’s yeast)

• 维护和发展基因及其产物属
性描述的词汇；

• 注释基因及其产物，传播注
释数据；

• 提供方便的工具访问数据；

• 实现在实验数据的基础上，
使用GO进行程式解析，例
如基因富集组分分析。 A resource with controlled vocabulary to describe 

the function of genes and gene productshttp://geneontology.org/

http://geneontology.org/
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GO的组成

65

• GO中最基本的概念是term

• GO里的每条记录(entry) 都有一个唯一的编号GO:NNNNNNN，对应

一个term，比如“cell”、“DNA binding”、“signal transduction”

• 每个term属于一个ontology，总共有3个ontology：

1. 分子功能（Molecular Function）

由基因产物进行的分子水平的活动。分子功能术语描述在分子水平

上发生的活动，如“催化”或“运输”。

2. 细胞组件（Cellular Component）

细胞的组成（如线粒体）或稳定的大分子复合物（如核糖体）。

3. 生物过程（Biological Process）

由多个分子活动完成的过程，例如：DNA修复、信号转导。

注意，一个生物过程并不等同于一个途径。
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GO功能分类

66

• 一个基因可能会同时出现在多个ontology里，例如：cytochrome

（细胞色素）的molecular function是oxidoreductase activity（氧

化还原酶活性），而biological process是oxidative

phosphorylation（氧化磷酸化），cellular component是

mitochondrial inner membrane（线粒体内膜）

• Term之间存在两种关系：

is_a表示简单的包含关系

part_of表示部分关系

• GO的结构是有向无环图（DAG），

一个term可以有多个parent



基因组学 - Genomics

GO数据结构

67

http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0051718

http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0051718
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Principles of GO Annotation
A GO annotation is a statement about the function of a particular 

gene. GO annotations are created by associating a gene or gene 

product with a GO term. 

• Annotations represent the normal functions of gene products.

• Each annotation is supported by GO Evidence Codes from the 

Evidence and Conclusions Ontology and a reference.

• Gene products are annotated to the most granular term in the 

ontology that is supported by the available evidence.

• GO annotations are meant to reflect the most up-to-date view of 

a gene product’s role in biology.

• Because biological knowledge changes, annotations for a given 

gene product may change to reflect changes in knowledge 

and/or changes in the ontology.

• There is an open-world assumption, that is, if a gene product is 

unannotated then its role is still unknown.

68

http://geneontology.org/docs/go-annotations/

http://geneontology.org/docs/go-annotations/
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基因集的GO分类统计

69
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GO浏览和查询

70

GO:0051718

http://amigo.geneontology.org/

GO树状列表

GO详细信息
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GO浏览和查询

71

动态交互视图 关系图树状图
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GO注释数据库（GOA）

72

https://www.ebi.ac.uk/GOA

GO注释程序旨在为UniProt知识库中的蛋白（UniProtKB）、RNACentral的
RNA分子和其他蛋白质复合体提供高质量的基因本体（GO）注释

已注释的物种/数据库

https://www.ebi.ac.uk/GOA
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KEGG Pathway代谢途径

73

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)

代谢路径数据库是一组手工绘制的图形图，称为KEGG

路径图，表示代谢、遗传信息处理、环境信息处理、细

胞过程、组织系统、人类疾病和药物开发的分子路径。

KEGG中存在三大类代谢图，每个数据路的pathway都

有相应的唯一编号。
• reference pathway：根据已有的知识绘制的的具有一般参

考意义的代谢图。通路图中的小框都是白色，在KEGG中
名字以map开头，比map00010。

• species-specific pathway：物种特有代谢通路图。绿色小
框为该物种特有的基因或酶。名字为特定物种种属英文缩
写，比如人的糖酵解通路图hsa00010。

• 以ko/ec/rn开头的Reference pathway：ko通路中的节点只
代表基因；ec通路中的节点只代表相关的酶；rn通路中的
节点只表示该点参与的某个反应、反应物及反应类型。底
色以蓝色表示。

• 1948 年出生于日本长崎
• 1976 年在东京大学获物理
系博士学位，之后在霍普金
斯医学院从事博士后研究

• 1981年成为阿拉莫斯国家实
验室的研究科学家，在此期
间参与GenBank数据库开发

• 1995年至今，研发KEGG，
发表20多篇数据库文章

• 2018年，被美国科睿维安列
为可能获诺贝尔奖人选之一

金久实 (Minoru Kanehisa)

日本京都大学

https://www.genome.jp/kegg/

https://www.genome.jp/kegg/
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主要代谢途径

74

碳水化合物代谢

能量代谢

脂代谢

核酸代谢

氨基酸代谢

聚糖代谢

维生素和
辅酶代谢

萜类和聚酮类化
合物的生物合成

其他次生代谢产
物的生物合成

外源生物降解
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KEGG PATHWAY代谢途径

75

一级
二级

糖酵解

代谢产物

其他代谢途径

酶

https://www.kegg.jp/kegg/pathway.html

https://www.kegg.jp/kegg/pathway.html
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Pathway图中符号的含义
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基因注释和功能富集

77
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GO/KEGG富集分析

78

由于GO/KEGG中每种功能类别/代谢途径中的背景基因数量

不同，因此基因的绝对数量不能用来衡量基因在某种类别中

的富集程度，需要通过统计算法来进行富集分析。

某物种所有基因 候选基因集

GO类别1 1000 50

GO类别2 10 5

问题：在哪个类别中更富集？



基因组学 - Genomics

DAVID Bioinformatics Resources

79

https://david.ncifcrf.gov

https://david.ncifcrf.gov/
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DAVID Bioinformatics Resources

80

https://david.ncifcrf.gov

功能注释

功能分类

基因ID转换

基因名称查阅

基因ID列表

ID列表文件

选择ID类型

GO

KEGG

https://david.ncifcrf.gov/
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DAVID Bioinformatics Resources

功能类别
富集程度基因数量
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KOBAS
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GO/KEGG注释 GO/KEGG富集分析

选择基因ID类型

选择物种

基因ID列表

或

基因ID列表文件

功能注释结果
Query:              ASAH1

Gene:               hsa:427 ASAH1, AC, ACDase, ASAH, PHP, PHP32, SMAPME

Entrez Gene ID:      427

Pathway:            Metabolic pathways KEGG PATHWAY hsa01100

                    Sphingolipid metabolism KEGG PATHWAY hsa00600

                    Sphingolipid signaling pathway KEGG PATHWAY hsa04071

                    phospholipids as signalling intermediaries BioCarta 100183

                    Lysosome KEGG PATHWAY hsa04142

                    sphingosine and sphingosine-1-phosphate metabolismBioCyc PWY3DJ-11470

                    Ceramide signaling pathway PID ceramide_pathway

                    Immune System Reactome R-HSA-168256

                    Metabolism of lipids Reactome R-HSA-556833

                    Metabolism Reactome R-HSA-1430728

                    Sphingolipid metabolism Reactome R-HSA-428157

                    Glycosphingolipid metabolism Reactome R-HSA-1660662

                    Innate Immune System Reactome R-HSA-168249

                    Neutrophil degranulation Reactome R-HSA-6798695

GO:                 extracellular region Gene Ontology GO:0005576

                    nitrogen compound metabolic process Gene Ontology GO:0006807

                    hydrolase activity Gene Ontology GO:0016787

                    lysosomal lumen Gene Ontology GO:0043202

                    cellular metabolic process Gene Ontology GO:0044237

                    extracellular exosome Gene Ontology GO:0070062

KOBAS网站使用方法

http://kobas.cbi.pku.edu.cn/kobas3

http://kobas.cbi.pku.edu.cn/kobas3
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KOBAS富集分析
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功能类别 富集程度背景基因数量输入基因数量数据库
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基因组注释实例
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基于RNA-Seq数据的水稻基因组重注释

86

• 1503套高质量RNA-seq数据集，文件大小5.32 TB

• 含可变剪接的基因所占的比例

• 每个基因位点所对应的平均转录本数量

Table 1  Statistics of three different annotation systems for rice genome (Overview) 

Data Items IC4R-2.0 RAP-DBa MSU-7.0b  

Protein-coding genes    

Number of gene loci 56,221  45,966 55,986 

Number of mRNAs 80,039 52,733 66,338 

Percentage of spliced genes 16.36% 11.56% 11.54% 

Average spliced isoforms per gene 1.42 1.15 1.18 

 

Note: Data obtained from a MSU (http://rice.plantbiology.msu.edu) and b RAP-DB 

(https://rapdb.dna.affrc.go.jp/) on April 12, 2018. 

 
IC4R-2.0: Rice Genome Reannotation Using Massive RNA-seq Data. Genomics Proteomics Bioinformatics 2020
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3’ 5’Chr12, 19903372:19906420 (-)

LOC_Os12g32950

IC4R-OSJ12G289800

Os12g0514100

Reads coverage

A

IC4R-2.0

MSU-7.0

RAP-DB

Reads alignment
          (Partial)

Chr12, 14053973:14057634 (+)
IC4R-OSJ12G211900

LOC_Os12g24580

Os12g0433700

Not Recorded in MSU-7.0

Chr1,12595156:12597748 (-)

Not Recorded in RAP-DB

Reads coverage

B

IC4R-2.0

MSU-7.0

RAP-DB

Reads alignment
          (Partial)

Reads coverage

D

IC4R-2.0

MSU-7.0

RAP-DB

Reads alignment
          (Partial)

Reads coverage

C

IC4R-2.0

MSU-7.0

RAP-DB

Reads alignment
          (Partial)

IC4R-OSJ07G424200

LOC_Os07g47280 LOC_Os07g47284

Chr7, 28258388:28271729 (+)

Os07g0669000

5’ 3’

3’ 5’

5’ 3’

IC4R-OSJ01G191000

真核生物DNA聚合酶

Poly zeta

OsPolζ / OsPoly-zeta

• Polymerases α, β, λ, σ, μ, δ, ε, η, ι, ζ, κ and Rev1; 保守性高

• Polζ：在真核生物DNA自发性损伤修复、DNA复制过程中发挥着重要作用

1814 AA

147 AA 141 AA

IC4R-2.0中218个独立的基因，在原注释系统中被分割注释成了不同的基因

Lawrence et al, 2008

水稻基因组重注释：基因合并
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3’ 5’Chr12, 19903372:19906420 (-)

LOC_Os12g32950

IC4R-OSJ12G289800

Os12g0514100

Reads coverage

A

IC4R-2.0

MSU-7.0

RAP-DB

Reads alignment
          (Partial)

Chr12, 14053973:14057634 (+)
IC4R-OSJ12G211900

LOC_Os12g24580

Os12g0433700

Not Recorded in MSU-7.0

Chr1,12595156:12597748 (-)

Not Recorded in RAP-DB

Reads coverage

B

IC4R-2.0

MSU-7.0

RAP-DB

Reads alignment
          (Partial)

Reads coverage

D

IC4R-2.0

MSU-7.0

RAP-DB

Reads alignment
          (Partial)

Reads coverage

C

IC4R-2.0

MSU-7.0

RAP-DB

Reads alignment
          (Partial)

IC4R-OSJ07G424200

LOC_Os07g47280 LOC_Os07g47284

Chr7, 28258388:28271729 (+)

Os07g0669000

5’ 3’

3’ 5’

5’ 3’

IC4R-OSJ01G191000

F-box & Duf 蛋白

Osfbduf3

• F-Box 在植物中是一类重要的转录因子基因家族 (LRRs, Kelch, DUF and PP2)

• Fbduf3 基因与在其他植物中，与干旱、寒冷等非生物胁迫应答密切相关 (Song et al, 2015)

426 AA

IC4R-2.0注释系统中存在456个在MSU-7.0与RAP-DB未报道过的基因

水稻基因组重注释：新基因

88
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人类长非编码RNA注释集

89

95,243

94,411

18,811

59,489

18,887

58,648

北京基因组研究所

生物物理研究所

National Human Genome 

Research Institute

北京大学

Michigan Center for 

Translational Pathology

Johns Hopkins University

注释集 基因数目 发表单位



基因组学 - Genomics

LncBook

GENCODE

MIR1302-2HG基因在LncBook与GENCODE中的注释情况

GENCODE中只注释出一条miRNA，没有鉴定出该基因

HSALNG0000159在LncBook与GENCODE中的注释情况

GENCODE中只注释出一个蛋白编码基因，没有鉴定出该长非编码RNA基因

LncBook鉴定新型长非编码RNA基因
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LncBook

GENCODE

可变转录起始位点

可变转录终止位点

外显子跳跃事件

长非编码RNA基因：H19
H19: a ∼2.3-kb imprinted maternally expressed transcript, is closely associated 

with Beckwith-Wiedemann Syndrome and also involved in tumorigenesis.
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LncBook包含丰富的多组学注释信息

92
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表达

甲基化

变异

互作

LncBook数据库多组学图谱展示

https://ngdc.cncb.ac.cn/lncbook/

https://ngdc.cncb.ac.cn/lncbook/
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长非编码RNA多组学注释

94

Multi-omics annotation of human 

long non-coding RNAs. Biochem Soc 

Trans (2020) 

https://doi.org/10.1042/BST20191063

https://doi.org/10.1042/BST20191063
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基因组注释的挑战

95

信息分散
人人参与

数据暴增
自动智能

结构复杂
工具研发
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Summary

• 基因组注释：结构注释、功能注释

• 审编（curation）：value-added annotation

• 基因组注释：原核生物、真核生物

• 同源性、一致性、相似性

• 结构预测：软件预测、同源预测、转录本预测

• 功能预测：序列比对、蛋白结构域、基因本体
GO、代谢KEGG、功能富集分析、DAVID

• 实例：基于RNA-seq的水稻基因组重注释、人类
长非编码RNA注释

96
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Further Reading
• Genome annotation: from sequence to biology. Nature 

Reviews Genetics 2001

• Towards multidimensional genome annotation. Nature 

Reviews Genetics 2006

• A beginner's guide to eukaryotic genome annotation. Nature 

Reviews Genetics 2012

• NCBI prokaryotic genome annotation pipeline. Nucleic Acids 

Res. 2016 

• Genome annotation for clinical genomic diagnostics: 

strengths and weaknesses. Genome Medicine 2017

• Next-generation genome annotation: we still struggle to get 

it right. Genome Biology 2019

• Long-Read Annotation: Automated Eukaryotic Genome 

Annotation Based on Long-Read cDNA Sequencing. Plant 

Physiology 2019
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