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生物信息学

第二章 生物序列获取和存储
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中心法则
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DNA结构：碱基/核苷
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DNA修饰（~10种）

 5-methylcytosine (5-mC)
 5-hydroxymethylcytosine (5-hmC)
 5-formylcytosine (5-fC)
 5-carboxylcytosine (5-caC)

 4-methylcytosine(4-mC)
 6-methyladenine (6-mA)
 8-oxoguanine (8-oxoG)
 8-oxoadenine (8-oxoA)
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DNA修饰的催化过程
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RNA修饰（~150种）
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mRNA疫苗中的关键修饰
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核糖核酸

Ribonucleotide 
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脱氧核糖核酸

Deoxyribonucleotide
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Dideoxyribonucleotide

双脱氧核糖核苷酸
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DNA的结构
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RNA的结构
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氨基酸的结构
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氨基酸的性质及分类
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氨基酸：周期表
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蛋白质翻译后修饰

 POST: DNA转录为RNA，RNA翻译成蛋白质之

后发生

 生化反应：产生或破坏共价键

 发生在氨基酸的主链或侧链上

 通常由特定酶催化

 可发生在15种非疏水的氨基酸上 (not F/V/I/L/A)
 目前已发现~680种PTMs

http://www.uniprot.org/docs/ptmlist
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常见的蛋白质翻译后修饰

Phosphorylation

Sumoylation

Palmitoylation

AcetylationUbiquitination
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标准密码子（Codon）

TAG

ochre

amber

opal
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遗传密码子扩展
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吴瑞先生：DNA测序

 Dr. Ray Wu，1928年出生于北京，2008年去世

 康奈尔大学分子生物学与遗传学教授、植物基因
工程创建人之一

 《君子爱“生”，得之有道》

 1968年设计DNA测序方法
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吴瑞先生：DNA测序

 基本原理：位置特异性的引物延伸（Location 
specific-primer-extension principle in 
labeling the DNA）

 1973年，Gilbert; 1975年，Sanger

1954年

噬菌体λ
DNA
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DNA测序

 分子生物学研究中最重要的工具：确定DNA分子
中的碱基组成和顺序

 1980, Walter Gilbert & Fred Sanger: 利用DNA
聚合酶测定DNA序列

1958: 胰岛素 1980：DNA生化研究 & DNA测序
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Polymerase chain reaction 
(PCR)

Kary Mullis, 1983
1993年诺贝尔化学奖
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自动测序

 “假如你真想改变一门学科，发明一些新的技术，

这将使你超越以前人们曾经所看到的”

 1980s，Leroy Hood发展了为4种终止核苷酸碱

基标定不同荧光颜色的方法，改进了测序技术

 4种碱基可在同一个反应中测序，并在一个条带

中排列显示

 Hood: 利用计算机收集整理数据的先驱
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Leroy Hood
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第一代测序：自动测序仪

 1986，Model 370A DNA 
Sequencing System
 Applied Biosystems, Inc (ABI)
 1987，ABI 370
利用四种颜色，可直接阅读四种碱基
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第一代测序
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第二代测序

Next Generation Sequencing, NGS
Read: 读段

454 Illumina/Solexa ABI-SOLID
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纳米技术

每个系统的测序方式不同，但基本原理相似：

将待测序的DNA切断成小的片段

将每个DNA分子固定到固态材料的表面

同时扩增每一个分子

一次添加一个碱基，然后检测不同的信号：A, C, T, & G

需要高分辨图像处理技术

(Solexa has 800 images @ 4 megapixels each)
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Illumina/Solexa测序仪上的小区（tile）
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巨大容量的图像数据

 原始图像的数据规模：TB级
 Solexa =
 ABI-SOLID：> 
 454：<

 图像数据立即被处理成亮度数据（点的位置以及
亮度）

 亮度数据需要被处理成碱基（basecall）（A, C, 
T, or G, 以及每一个碱基的概率分值）
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 第一种的高通量DNA测序仪

 2004年实现商业化

 10个小时内可同时测定8个样本

 焦磷酸测序（pyrosquencing）：
 A. 液相反应

 B. 一个bead上可扩增并连接百万个单一分子

 C. 碱基上分解的焦磷酸引起发光反应，被扫描成图像

 D. 每次扩增一个碱基

 碱基类型的错误极少，存在插入/缺失错误

 Polonator: 原理相似，序列较短（26bp）

454测序原理
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磁性小球
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GS FLX+ System (454)

多支吸管

泵、阀、
除泡器

试剂盒

状态指示灯

CCD相机

PicoTiterPlate
微孔板

读长：
最大1000bp
平均700bp

覆盖度：
>500bp: 85%碱基
>700bp: 45%碱基

通量：700Mb

每轮读段1M条

准确性：99.997%
每轮时间：23小时
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Illumina Genome Analyzer

最早由Solexa开发设计，现在是

Illumina的子公司

 2006年实现商业化

每轮实验: 7个样本/3日
低错误率，主要是碱基类型错误，

有少量的插入/缺失

 Sequencing by synthesis
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Helicos BioSciences

Adaptor固定，然后接模板 模板先固定，然后接Adaptor
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Illumina/Solexa vs. Helicos BioSciences
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Illumina/Solexa vs. Helicos BioSciences
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HiSeq 3000/HiSeq 4000 (illumina)

Flow Cell

HiSeq 3000
Flow Cell数

通量/天

每轮时间

每轮测人类基因组套数

HiSeq 4000
1 1或2

>200Gb >400Gb

<1-3.5天 <1-3.5天

6 12
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HiSeq X Ten (illumina)

 由10台HiSeq X组成

 每年测人类基因组：>18,000个
 单个人类基因组 (30X)：<$1,000
 每轮通量：1.6-1.8Tb
 每轮时间：<3天
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MiSeq：第一个FDA批准的NGS设备

 2013年11月，FDA: 美国食品和药物管理
局 (Food and Drug Administration)

 “Personalized medicine”: 利用个人的遗
传信息为疾病的检测、治疗和预防提供更
为精准的方法

 Illumina MiSeq Dx
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SBS: Sequencing 
by synthesis 

Illumina – 桌面式测序仪
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Illumina – 生产规模的测序仪
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ABI-SOLID

2007年实现商业化

每周产生20GB的数据

每轮: 6GB
Sequencing by ligation
“2 based encoding”
“color-space” data
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ABI-SOLID
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Revolocity：Complete Genomics

华大基因（BGI）
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BGISEQ：桌面化测序系统

BGISEQ-500 BGISEQ-50
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第二代测序 (Massively parallel)
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每GB数据的花费 (2008)

Solexa: ~$6,000 per GB
ABI-SOLID: $6,000 per GB
454: $85,000 per GB 
读段越长越有价值

人类基因组3GB，但是1x  coverage不能完成拼装

2015：RNA-seq, ~$1,000/GB
2017：RNA-seq, ~$10/GB (65~80RMB)
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短读段

第二代测序仪产生短读段 (Solexa = 36 bp, 2008)
全基因组组装困难

重复区域难以确认和组装

需要非常多重的覆盖率

解决方案：

新算法

更长的读段
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Paired-End Sequencing (3KB)
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第三代测序：PacBio Systems

 The “third-generation sequencing”： long-read 
sequencing

 Single Molecule, Real-Time (SMRT) technology
 DNA聚合酶固定

 DNA单分子通过纳米尺度的小孔

 “real-time” sequencing

PacBio RS II Sequel

SequelRS II
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PacBio Systems测序原理

 ZMW孔（Zero-Mode Waveguides, 零模波导孔）：微孔
直径小于光的波长时，光强会急剧衰减

 孔底部仅能固定单分子DNA聚合酶和单分子DNA
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Ion Torrent™ (Life Technologies)

测序原理：向 DNA 聚合
物中加入 dNTP，会释放
出氢离子。采用半导体测
定这些氢离子引起的 pH 
变化，通过同时测量数百
万起此类变化，可以测定
各个片段的序列
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Oxford Nanopore Technologies
 MinION（100 g, USB 3.0）

 512个纳米孔通道，样品准备~10分钟

读段>200kb，10-20Gb/48小时

 PromethION
 3000个纳米孔通道， 11Tb/48小时

GridION X5
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Nanopore测序原理

 DNA链的直径：
 B-DNA (2.0nm); A-DNA (2.6nm)

 Nanopore类型：生物孔和材料孔
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Nanopore测序原理

 膜两侧加电压
开孔电流

阻遏电流

 纳米孔两侧加电压
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高通量测序方法的比较
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序列数据的存储

核酸四大数据库：GenBank, EBI-ENA, 
NGDC, DDBJ

GSA (Genome Sequence Archive)
Raw sequence read

 Ensembl数据库：基因组注释

Refseq数据库

NCBI的Gene信息数据库

蛋白质序列：UniProt数据库
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GenBank

 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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EBI-ENA

 https://www.ebi.ac.uk/ena/
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NGDC

 https://ngdc.cncb.ac.cn/
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NGDC/NODE

 https://www.biosino.org/node/
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DDBJ

 https://www.ddbj.nig.ac.jp/index-e.html
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Genome Sequence Archive

 https://ngdc.cncb.ac.cn/gsa/
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Ensembl数据库

 http://asia.ensembl.org/index.html
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Ensembl - Homo sapiens

 http://asia.ensembl.org/Homo_sapiens/Info/Index
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RefSeq数据库

 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/
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Refseq数据库

 提供高质量无冗余完整的序列信息

 包括基因组DNA、RNA转录本以及蛋白质等序
列信息

 序列文件的标识符：
 DNA/RNA序列：NM_004336.5, XM_XXX
蛋白质序列： NP_004327.1, XP_XXX
非编码RNA：NR_135914.2
染色体：NC_XXX
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NCBI Gene

 序列从Refseq数据库中得到

 详尽的注释信息，包括基因在基因组的定位，基因
名称、蛋白质名称，基因结构等

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene
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UniProt

 专家审核的蛋白质序列数据与知识库

 UniProtKB: UniProt Knowledgebase

http://www.uniprot.org/
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UniProt数据库

 UniProt两个字库：
 Swiss-Prot: Reviewed
 TrEMBL: Unreviewed

 蛋白质标识符命名规则（先后顺序）
 O>P>Q>A>B…
标识符越靠前，注释信息越丰富


