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研究方向

2

致病微生物的基因组学研究：结核分枝杆菌、非结核分枝杆菌、肺炎克雷伯菌、铜绿假单胞菌、支原体
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内容提纲
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细菌基因组分析的流程和经验1

NTM基因组分析、数据资源介绍及应用案例2
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细菌基因组解析的基础模块

4

细菌基因组组装 基因预测与注释 分子分型

进化 泛基因组 耐药和毒力
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模块一：细菌基因组组装
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 二代短读长测序（Illumina）

✓ Contigs水平

 二代短读长+三代长读长测序

（Nanopore/Pacbio）

✓ Complete genome

✓ 二代短reads+三代长reads混拼

✓ 三代长reads拼接，二代短reads进行

矫正
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模块一：细菌基因组组装-二代数据
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二代短读长测序（Illumina）

SPAdes (https://github.com/ablab/spades)

 功能强大，其既可用于细菌基因组组装，也可用于宏基因组组装，

既可以用于二代测序组装，也可以用于二代+三代测序数据的联合

组装。

 对计算硬件的要求较低

spades.py -1 left.fastq.gz -2 right.fastq.gz -o output_folder

-k 21, 33, 55（肺炎克雷伯菌）

35,45,55,65,75,85,95,105,115,125,127（支原体）

--careful

--only-assembler

--cov-cutoff 'auto‘
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模块一：细菌基因组组装-二代数据拼接质量评估
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 拼接结果中contigs（> 1000 bp）的数量应该小于100

 组装后的基因大小total length，如果与参考基因组的总长度有20%以上的差异就有问题

 N‘s per 100 k bp该指标是指每100k bp碱基中所含有的N碱基数量，值越高，拼接结果越差

 与参考基因组比对，coverage>= 95%

 与参考基因组的平均核苷酸相似性 >= 94%

 基因组的完整性和污染度：完整性>=95% 污染度<=5%
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模块一：细菌基因组组装-二代数据拼接质量评估

8

 拼接结果中contigs（> 1000 bp）的数量应该小于100

 组装后的基因大小total length，如果与参考基因组的总长度有20%以

上的差异就有问题

 N‘s per 100 k bp该指标是指每100k bp碱基中所含有的N碱基数量，

值越高，拼接结果越差

 quast (https://github.com/ablab/quast)

quast.py contigs.fasta -r test_data/reference.fasta -1 reads1.fastq.gz -2 reads2.fastq.gz 

-o output_dir 
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模块一：细菌基因组组装-二代数据拼接质量评估
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 与参考基因组比对，coverage>= 95%

 与参考基因组的平均核苷酸相似性 >= 94%

 Pyani (https://github.com/widdowquinn/pyani)

 基因组平均遗传相似度(Average nucleotide identity，

ANI)是指两细菌个基因组之间同源基因的相似性

 ANI 值可以通过两种运算方法得出：一种是以MUMmer 运

算法则为基础(ANIm)；另一种是以BLASTn 方法为基础

(ANIb)，

 ANI 具有方便、耗费工作量少、错误率低、分辨率高的优点

./average_nucleotide_identity.py -i tests/test_ani_data/ -o 

tests/test_ANIm_output -m ANIm –g

 ./average_nucleotide_identity.py -i tests/test_ani_data/ -o 

tests/test_ANIb_output -m ANIb -g 
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模块一：细菌基因组组装-二代数据拼接质量评估

10

 基因组的完整性和污染度：完整性>=95% 污染度<=5%

 checkM (https://github.com/chklovski/CheckM2)

checkm lineage_wf -t 16 --pplacer_threads 16 --tab_table -f checkm.txt -x fa contig_dir output
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模块一：细菌基因组组装-二代+三代数据
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二代短reads+三代长reads混拼 三代长reads拼接，二代短reads进行矫正

 Unicycler (https://github.com/rrwick/Unicycler)

unicycler -1 reads_1.fastq.gz -2 reads_2.fastq.gz -

l nano.fastq.gz --mode bold --min_fasta_length 

1000 -o outputdir

>1 length=5477879 depth=1.00x circular=true

>2 length=279711 depth=1.58x circular=true

>3 length=139521 depth=1.42x circular=true

>4 length=115305 depth=2.54x circular=true

>5 length=43474 depth=0.45x circular=true

>6 length=10060 depth=0.64x circular=true

1、三代数据拼接

 Flye (https://github.com/fenderglass/Flye)

flye --nano-raw nano.fq.gz -g 5.3m -t 12 -o dir

 canu (https://canu.readthedocs.io/en/latest/)

canu -d canu -p canu genomeSize=5.3m

maxThreads=12 -nanopore-raw nano.fq.gz

2、二代数据矫正

 Pilon

java -Xmx16G -jar pilon-1.13.jar --genome

assembly.fasta --frags reads_sorted.bam --output dir --

changes --vcf --vcfqe --tracks --threads 4 --minmq 20 --

minqual 25

3、人工环化

拼接的序列首尾截取不同长度的序列进行比对，找到相

同的区域，写脚本，进行环化
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https://github.com/fenderglass/Flye
https://canu.readthedocs.io/en/latest/


模块二：细菌基因组基因预测和注释
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基因预测：Prokka（https://github.com/tseemann/prokka）

prokka --outdir strain_prokka --prefix BD257 --locustag BD257 --addgenes --gram neg --genus 

Klebsiella --species pneumoniae contig.fasta

-gcode 默认是11，针对细菌

支原体预测的时候，预测的基因远远高于reference的

-gcode 4

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Utils/wprintgc.cgi#SG11
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模块二：细菌基因组基因预测和注释
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 tRNA预测：tRNAscan-SE（参数：-B -I -m lsu，ssu，tsu）

 rRNA预测：RNAmmer（参数：-S bac）

 基因功能注释：

✓ EggNOG-mapper（https://github.com/eggnogdb/eggnog-mapper）COG, GO和KEGG的注释

✓ blastp（参数：-evalue 1e-5 -outfmt 6 -max_target_seqs 5）比对编码蛋白到GO、COG和KEGG数

据库，保留比对coverage大于30%的最好结果作为注释结果
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https://github.com/eggnogdb/eggnog-mapper


模块三：细菌基因组分子分型-ST分型
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多位点序列分型（multilocus sequence typing,MLST）

 是一种基于核酸序列测定的细菌分型方法

 这种方法通过多个管家基因的序列，分析菌株的变异

 MLST操作简单, 逐渐成为细菌的常规分型方法

序列以及已知分型可以在PubMLST获得
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模块三：细菌基因组分子分型-ST分型
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在线分析方法：https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_spneumoniae_seqdef
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模块三：细菌基因组分子分型-ST分型
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本地分析方法

 基于拼接之后的序列：

mlst（https://github.com/tseemann/mlst） 简单快速

 基于二代测序的reads:

SRST2 （https://github.com/katholt/srst2）准确，可以提供变异的情况，以便鉴定提交新的ST型别序列

> mlst contigs.fa 

contigs.fa neisseria 11149 abcZ(672) adk(3) aroE(4) fumC(3) gdh(8) pdhC(4) pgm(6) 

srst2 --input_pe strainA_1.fastq.gz strainA_2.fastq.gz --output strainA_test --log --mlst_db 

Escherichia_coli#1.fasta --mlst_definitions profiles_csv --mlst_delimiter _

Sample ST adk fumC gyrB icd mdh purA recA
Mis

matches

uncert

ainty
depth

strainA 152 11 63 7 1 14 7 7 0 -
25.8319

955826
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模块三：细菌基因组分子分型-ST分型可视化
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BioNum 三代长reads拼接，二代短reads进行矫正PHYLOViZ

https://online.phyloviz.net/index
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模块四：细菌基因组进化分析
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SNP calling

SNP filtering

 去除InDels

 去除重组区域

 去除Repeat区域

建树

 Snippy

 Mummer

 Gubbins预测重组区域

 RepeatMasker预测重复区域

 RaxML

 iqtree
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模块四：细菌基因组进化分析
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 sn ipp y  - - cpus  4  - -ou td i r  dir - - re f 

ref_genomic.fna --ctgs contigs.fasta

 snippy-core --ref ref_genomic.fna --prefix 

core_total snippy*

 snippy-clean_full_aln core.full.aln >

clean.full.aln

SNP calling

Snippy Mummer

 nucmer -p ref_to_NJST258_1 

NJST258_1.fasta ref.fasta

 delta-filter -r -q ref_to_NJST258_1.delta > 

ref_to_NJST258_1.filter

 show-snps -ClrT ref_to_NJST258_1.filter > 

ref_to_NJST258_1.snps
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模块四：细菌基因组进化分析
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 run_gubbins.py --prefix gubbins_output clean_total.full.aln

 RepeatMasker -pa 4 -species bacteria -poly -html -dir ./3.repeatmasker reference.fasta

SNP filtering

建树

 RaxML

1.raxmlHPC -m GTRGAMMA -p 12345 -# 20 -s dna.phy -n T1

2.raxmlHPC -x 12345 -p 12345 -# 1000 -m GTRGAMMA -k -s dna.phy -n T2

3.raxmlHPC -p 12345 -m GTRGAMMA -f b -t RAxML_bestTree.T1 -z RAxML_bootstrap.T2 -n T3

 Iqtree

iqtree -s aln.fasta -B 1000 -m GTR+I+G -T AUTO

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心



模块四：细菌基因组进化分析-进化树美化
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itol:https://itol.embl.de/ 
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模块五：细菌泛基因组分析
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 Core genes

 Dispensable genes

 Unique genes

 Roary (https://sanger-pathogens.github.io/Roary/)

获得整体基因的情况

 PanGP（有Windows版本）可视化泛基因组曲线

 R包“micropan”计算是否闭合

α > 1 闭合
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模块六：细菌基因组耐药和毒力分析

23

 耐药基因数据库：CARD，Resfinder，NCBI AMRFinderPlus, ARG-ANNOT等

 毒力基因数据库：VFDB 

 Blast: blastp or blastn

 ABRicate

(https://github.com/tseemann/abricate?tab=readme-

ov-file)，包含多种耐药和毒力基因的数据库，并且可以

指定使用哪一个数据库

 AMRFinderPlus（https://github.com/ncbi/amr），同

时可以解析突变导致的耐药

耐药和毒力数据库

分析方法
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https://github.com/tseemann/abricate?tab=readme-ov-file
https://github.com/tseemann/abricate?tab=readme-ov-file


内容提纲

24

细菌基因组分析的流程和经验1

NTM基因组分析、数据资源介绍及应用案例2
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非结核分枝杆菌感染逐年上升且危害严重

25

非结核分支杆菌（nontuberculous mycobacteria, NTM）是分枝杆菌属内除MTBC和麻风分支杆菌以

外的其他分支杆菌。

 可引起多组织感染：多侵犯肺组织， 此外还可侵犯肺外
组织器官，引起角膜炎、心内膜炎、脑膜炎等，重症患者
可引起全身播散性疾病、菌血症

 可引发院内爆发感染

 感染率逐年上升：2008年至2015年，NTM肺病年发病
率由3.13 / 10万人上升至4.73 / 10万人，年患病率由
6.78 / 10万人上升至11.70 / 10万人
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NTM物种多样，临床表现不一

26

Rapid
growing

M.abscessus

M.chelonea

M.smegmatis

95 others

肺部感染
NTM肺病——最常见的NTM病

常伴有胸痛、发烧、腹泻

以及体重减轻

淋巴结感染常见于儿童

散播性感染主要见于HIV患者和免疫抑制人群

淋巴结感染和散播性感染

皮肤，软组织感染
往往发生在针刺伤口或开放性伤口

或骨折处

局部皮肤发红、肿痛和硬结

Slow
growing

M.avium complex

M.ulcerans

M.kansasii

84 others
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NTM感染诊断困难
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大规模的基因组数据为NTM研究提供重要资源

28

 基因组流行病学

 基因组特征

 进化

 传播

 种群结构

 GWAS

 耐药和毒力
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当前，NTM基因组数据分散
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系统性NTM基因组数据库构建需求迫切

30

基因组学研究 + 数据库构建 → 整合零散信息、探究机制、提供资源

现有数据库

的不足

收集的物种不全

数据分析不深入

没有足够的可视化

缺少分析工具

缺少物种层面的

整合分析

很多数据库已经

不维护

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心



全面收集NTM基因组数据16000+,177个物种

31

 NCBI Genbank: 3156条

 文献审编：14,116条

 SRA原始二代测序数据：5773条

 ICNP：185条
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菌株的物种分布特征

32

 共纳入16,469个组装好的NTM全基因组

 M. abscessus是最常见的物种，其次是M. avium和M. intracellulare

 M. abscessus和M. intracellulare表现出对人类感染的偏好，分别有83%和70%的菌株是人类来源

 尽管M. avium和M. intracellulare具有密切的遗传关系，M. avium展示了不同的模式，其45.6%的菌株来自动物，39.8%来自人
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NTM菌株的时空分布特征

33

涵盖了五大洲的42个国家，其中21个国家报告的NTM菌株数量超过50株

英国、美国、澳大利亚、德国和日本成为菌株数量最多的前五个国家

时间跨度从1901年至2023年，2011年之后数量上升

在2010年前，M. avium是最常见的物种（60.8%），而M. abscessus仅占15.6%。

然而，M. abscessus在2011年后迅速增长，从2011年的22.35%上升到2022年的86.6%。
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NTM基因组解析流程

34

进化

毒力

耐药

分型

泛基因组
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NTM分子分型特征

35

MLST分析共鉴定出705种，前三位分别是ST5、ST3和ST33

M. abscessus、M. chelonae和M. avium表现出较高的ST类型多样性，较高的遗传变异性

M. intracellulare、M. ulcerans、M. kansasii等物种由单一优势ST类型主导，较保守的遗传特征
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NTM不同物种系统发育解析

36

 M. abscessus已进化为三个主要支系，分别对应其三个亚种：M. abscessus subsp. abscessus，M. abscessus subsp. 

massiliense和M. abscessus subsp. bolletii。

 这三个亚种对人类都有一定的致病性

 M. avium主要由两个亚种组成，分别是M. avium subsp. paratuberculosis和M. avium subsp. avium

 M. avium subsp. paratuberculosis高度保守，而M. avium subsp. avium展示了显著的进化多样性

M. abscessus M. avium
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NTM泛基因组特征

37

 M. abscessus、M. avium

和M. kansasii的核心基因比

例较低

 M. marinum和M. 

intracellulare的核心基因在

~50%

 M. smegmatis、 M. 

ulcerans、M. fortuitum等

的核心基因比例较高
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NTM耐药特征解析

38

 共鉴定到22种不同药物相关的耐药基因

 快生长的物种具有更广泛的耐药基因谱，尤其是感染人的流行较强的M. abscessus
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NTM毒力特征解析
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 38种不同的毒力因子（VF）基因

 慢生长的物种具有较多的毒力因子

 快生长中只有M. abscessus携带大量毒力基因，可见其在致病性以及耐药性都很强，促进其流行播散
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NTM基因组数据资源平台构建
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 大规模基因组数据

 涵盖了177个NTM物种

 整合了7,152条抗生素药敏试验结果记录

 多位点序列分型、跨物种系统发育分析、泛基因组分析、

毒力和耐药基因注释

 浏览、搜索、下载

 在线分析工具

 NTM-DB基于这些数据提供了丰富的可视化和交互功能

 为NTM临床诊断和治疗提供重要数据资源
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NTM基因组数据资源库概览
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https://ngdc.cncb.ac.cn/ntmdb/
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 一级页面
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 二级页面-overview
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 二级页面-进化
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 二级页面-ST分型
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 二级页面-泛基因组、耐药和毒力

 泛基因组结果下载

 按核心、非必需和菌株特异性基因分类

 统计药物的耐药基因数量

 根据VFDB整理的主要毒力机制类别和对应毒力因子的基因数量
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 一级页面
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 一级页面-人工审编的DST结果
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NTM-DB浏览模块-菌株
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 二级页面

菌株基础信息 耐药基因注释信息

毒力基因注释信息
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NTM-DB浏览模块-基因
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 耐药基因：一级页面
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NTM-DB浏览模块-基因

51

 耐药基因：二级页面
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NTM-DB浏览模块-基因
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 毒力基因：一级页面

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心

国
家
生
物
信
息
中
心



NTM-DB浏览模块-基因
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 毒力基因：二级页面
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NTM-DB之MSLT模块
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所有ST型的分型 主要致病NTM物种ST型的分型

✓ 每个ST的菌株都来自一个的物种
✓ 每个物种的ST型之间呈现聚集成簇
✓ 说明ST型对NTM的物种有较好的分辨率
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NTM-DB搜索模块
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NTM-DB分析模块
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NTM基因组数据资源库应用案例（一）
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针对NTM不同亚种鉴定困难的问题，运用基因组学+机器学习思路
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NTM基因组数据资源库应用案例（二）
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基于自测临床样本，整合本数据库中的基因组数据，解析整个种群的基因组特征

 来自30个病人的45个样本
 (有22株来自8个病人连续采样)

 鉴定属于高危克隆群的菌株：有8株来来自DCC1、

DCC3和DCC4的显性循环克隆群
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NTM基因组数据资源库应用案例（三）
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耐药表型+基因组+统计学/机器学习解析耐药机制

 人工审编的耐药表型信息

 基因组学信息

 统计学、机器学习
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