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二代测序技术 454测序仪模拟测序算法 
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摘 要 随着环境基因组学及深度测序技术的发展，基于 16S rRNA基 因序列研究微生物种群结构取得 了长足进展。 

然而，由于环境样本的复杂性，尤其缺少真实背景信息，定量研究环境微生物种群结构仍是 当前的研究难点。测序算 

法仿真平台研究，不仅有助于定量、定性分析微生物种群组成及结构，而且有助于建立基准数据库来评价当前微生物 

数据分析算法。分别基于易错 PCR误差模型和正态分布过程，模拟 454测序仪乳液 PCR过程及边合成边测序过程 ， 

提出454测序仪模拟测序算法 (Tsim)。仿真结果表明：该模拟算法能较好地模拟 454测序过程。 
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Simulation Algorithm for 454 Pyrosequencing Sequencers 
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Abstract Recent advance of environment genome and deep sequencing technologies has expanded our understanding of 

composition and structure of microbial community based on 16S rRNA gene sequences．However，the complexity and 

difficulty of separation of the environmental samples and lack of ground-truth make it difficult to analyze the microbes 

quantificationa11y．Thus，simulation datasets will be useful in developing novel softwares because it not only helps US ex— 

plore the microbial structure quantitatively，but also allow US tO construct benchmark studies for evaluating emsting 

methods for processing 16S rRNA sequences data．In the present work，based on error-prone PCR model and making 

use of the normal distribution model。a simulation algorithm  for 454 sequencer(Tsim)was established to simulate the 

process of sequencing by synthesis．The simulation results show that the simulator can effectively simulate 454 sequen— 

cing process． 
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1 引言 

微生物是地球上种类最多、分布最广的生物类型，与人类 

生活密切相关。它不仅仅在维持生态平衡方面具有重要作 

用，且与疾病密切相关，目前在医学健康、食品卫生、军事装备 

养护、农业等方面均具有重要研究及应用价值_1 j。然而，由 

于传统培养技术限制，仅有少量的微生物(<1 )可以通过分 

离培养技术予以描述_4]。近年来，随着宏基因组学的建立，尤 

其是二代测序技术的发展，突破了传统微生物种群研究的分 

离培养技术，从整体上研究微生物种群组成与结构成为可能。 

与传统测序技术相比，它二代测序技术的核心思想是边合成 

边测序，具有高通量、低成本等优点。自2005年Margulies等 

人_5]提出焦磷酸测序以来 ，越来越多的公司和学者开展 了相 

关领域的研究，相继出现了454 FLX、Illumina及 SOLID等测 

序仪。这些工作极大地促进了环境基因组学研究，拓展了人 

们对土壤 、肠道 、太空舱 、海洋 。 等环境下微生物分布 

特性的认识。然而，由于当前测序样本大都来自于未知混合 

环境DNA(Mix Environm ent Samples)样本，也就说缺少样 

本真实背景信息，研究人员在处理这些海量测序数据时不得 

不面对下面问题 ：如何获知混合物真实组成及结构，如何评价 

当前各种处理测序数据算法的有效性与精确性。因此，发展 

二代测序技术仿真算法显得必不可少，它不仅可以扩展我们 

对微生物种群的认识，还可建立标准数据库用以评价各种微 

生物应用及处理算法的有效性。 

Richter等人[1。。对二代测序技术进行研究，提 出基因组 

学模拟算法MetaSim。Balzer等人_1l_研究 454测序仪数据分 
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布特性，提出一种基于经验分布的 454测序模拟算法 

Flowsim。Lysholm等人_】。]提出一种多线程454测序模拟算 

法。Marth等人l_13_从二代测序数据统计特性出发，提出一种 

算法模拟454、Illumina、SoLiD测序仪测序过程。宣黎明等提 

出了一种基于GPU技术的二代测序技术模拟软件，与Meta— 

Sim相比，它进一步提高了算法速度 1̈ 。虽然上述算法一定 

程度上加深了我们对测序过程的认识 ，促进了微生物种群研 

究，但是这些算法主要针对全基因组测序，难以完成对特定可 

变区域测序的模拟过程，如 16S rRNA基因的V4／v5／v6区 

域的模拟测序。与此同时，上述算法仅考虑部分误差，如测序 

误差，未考虑其它误差因素，如乳液PCR(ePcR)误差。研究 

表明：ePCR误差也是影响二代测序精度的一个重要因素，由 

于删除／插入错误、碱基替换错误的存在，当前聚类算法在操 

作分类单元(OTUs)计算时普遍存在过估计问题[15,16]。而基 

于 16S／18S rRNA基因可变区域基因序列(in V4)是当前研 

究微生物种群组成、结构的基础。针对上述问题，本文充分考 

虑乳液 PCR及测序误差，对454测序仪模拟测序算法进行研 

究，仿真生成 16s／18S r 、JA基因特定区域序列片段 。 

2 模拟原理 

454测序仪在二代测序技术中占有重要地位，当前许多 

环境样本都是基于454测序仪完成测序的。454测序仪主要 

包括模板制备分离、ePCR、合成测序等过程。针对 454测序 

仪测序的上述各个步骤，本文454测序模拟测序算法流程图 

如图 1所示。 

输入待测序的模板序列 

输出模拟测序序列 

基于PcR引物 (Primers)，基于 

局部比对获得待扩增区域 

基于易错PCR模型模拟ePCR过程 

使用正态分布模拟正荧光信号强度 

流，使用对数正态分布模拟负信号流 

图 1 454模拟测序算法流程图 

2．1 pCR误差模型 

在454测序过程中，测序误差主要包括碱基删除／插入错 

误及替换错误。其中碱基替换错误主要是在 ePCR阶段产生 

的。当前 454测序仪模拟算法主要是针对全基因组序列。随 

机片段化全基因组序列，一般通过两个随机数(伪随机数)确 

定片段化的起始位置与克隆长度，即通过随机化过程确定待 

测序序列，因此其难以模拟针对特定区域的测序过程，同时该 

过程未考虑 PCR误差。针对上述问题，本文提出了一种可以 

模拟测序 16S rRNA特定区域的454测序仪模拟算法。首先 

通过局部搜索比较，获得全基因组序列中待扩增区域序列，然 

后基于易错PCR模型El7]模拟 ePCR过程中的碱基替换错误。 

假定初始核苷酸替换矩阵为： 

R 

R瞄 

R∞ 

R砸 

R胛 

尺cr 

R 

RTT 

其中， 表示碱基i被碱基J替换的概率， ∈{A，c，G，丁}， 

且 PCR过程不受其它因素，诸如温度、碱基浓度差异等因素 

影响，则第 轮 PCR的碱基突变概率矩阵可表示为 M一 
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[ ] ，其中M,3为： 

fR ， ”一1 

一 ∑ 垤  ． ， ≥2 ( ) 
L ；A，C，G， 

假定PCR初始模板序列数量为 S0，扩增效率为0，则 N 

轮 PCR扩增之后总的序列数 s 及经过z次扩增延伸的序列 

数L 为： 

SN—So(1+ (2) 

LN．f—C So (3) 

假定序列突变的位置是随机分布的，即PCR过程中碱基 

替换位点出现的位置不受任何环境因素约束限制，则 』＼，轮 

PCR扩增过程的平均累积突变概率矩 P 为： 
N  

N M~3LN， 
一 巫  一  (4) 

其中，累积突变概率矩阵P。J表示N轮 PCR循环的总产物中 

碱基 i被碱基 替换的概率，对每一个模板序列，基于P 产 

生的模拟序列等价从N轮PCR产物中随机选择一条序列。 

假定每条满足引物条件的目标区域模板被选择并扩增的 

机率相同，即独立于浓度等因素 (实际应用中，模板被选择扩 

增概率与浓度有关)，根据上述定义，ePCR过程可表述为 ： 

1．遍历 16S rRNA基因混合文库，根据给定的引物(前 

向／后向引物，前向引物不允许错配，后向引物允许 卜2个碱 

基位置错配)原则，基于 blast局部搜索比对，获得满足特定引 

物条件的16S rRNA基因序列的目标扩增区域子序列，构成 

扩增模板序列集合{T1，丁2，⋯， }； 

2．对第一步产生的扩增模板集合中的每一条扩增模板序 

列基于 PCR误差模型模拟 ePCR过程 ，产生扩增序列集合： 

For i一1：rn／／m：总的扩增模板数 

基于式(2)获取 N轮 PCR之后总的产物数量 SN 

Forj—l：SN 

基于模板序列 及累积突变概率(4)产生扩增序列。 

／／即遍历模板序列每个位置，基于式(4)计算该位置碱基是 

否突变，然后产生模拟序列 

EndFor 

EndFor 

3．直至所有的扩增模板序列模拟 ePCR扩增完毕，否则 ， 

重复步骤 2。 

2．2 454边合成边测序模型 

454是当前一种重要的二代测序技术，其主要是通过检 

测荧光信号强度达到测定同聚物长度的目的。在测序过程 

中，4种不同的 DNA碱基{A，C，G，丁}依次输人到 PrrP板上 

的磁珠，在 DNA聚合酶等的协 同作用下 ，将引物上每一个 

dNTP聚合作用与荧光信号释放偶联起来，通过检测释放的 

荧光信号强度达到实时测定 DNA序列的目的。然而由于化 

学反应的特殊性，如化学反应速率问题等，以及一些技术原 

因，如 CCD相机抖动及分辨率限制，通常检测的光信号存在 

抖动起伏，进而导致了测序误差。Margulies等人研究发现焦 

磷酸测序过程中，正信号流服从正态分布 N(胁， )_5]。本文 

中，为了更好地模拟边合成边测序过程，分别基于正态分布与 

对数正态分布模拟正信号流与负信号流。 

454测序中，连续相同的碱基长度即聚合体长度是通过 

检测光信号强度予以估计的。研究表明，同聚体越长，输出光 

R R R R 

。手 

-．．．．．．．，．．．．，．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．． 1  

一 

R 



信号密度误差越大。也就是说，同聚体越长，测序序列出现插 

入／删除错误的概率越大。鉴于此，本算法拟基于高斯分布模 

拟合成测序中的荧光信号强度。即假定同聚体 (Homopoly— 

mer)的长度为z，则输出的荧光信号s的输出强度使用下列 

正态分布过程描述： 

s～N( ，口) (5) 

其中，均值 一z，标准差o=k·4-；，k为比例因子，可根据用户 

需要进行调整以模拟不同的正态分布。本文中，采用文献E53 

中统计值k=0．15作为默认设置。 

在454测序过程中，进入 PPT板输入碱基({A，C，G，T} 

中的一种)与待测序序列上的碱基不能配对时，正常情况下输 

出的荧光信号强度为零，然而由于实验误差的存在，输出荧光 

信号通常不完全为零。非正常的碱基序列延伸释放的荧光信 

号会产生负信号流 (Negative Flow)。对于负信号流，为了 

方便起见，将其视为长度为1的同聚体。本文中参考 Margu— 

lies等人的研究，基于对数正态分布E 模型模拟负信号流。 

假定负信号流为x，则 X服从分布： 

In(X)～N( ， (6) 

其中，默认参数设置为 tt=0．2，a=O．15。 

根据上述定义，454边合成边测序过程可描述为： 

1．扫描 ePCR过程产生的模拟克隆序列池，对目标序列 

顺序进行边合成边测序模拟，确定当前位置的同聚体的长度 

Z： 

2．根据同聚体长度选择合适的信号流模拟模型 s~N(1， 

或In(X)~N(p，口)模拟合成测序过程中的荧光信号释放 

强度 ； 

3．根据接收的即模拟产生的荧光信号强度估计同聚体长 

度及碱基类型； 

4．直至所有模拟克隆序列模拟合成测序完毕，否则转步 

骤 1。 

3 结果分析 

本文基于Matlab语言环境开发了特定目标区域的454 

模拟算法。由于当前缺少针对特定基因区域的454模拟测序 

算法，本文分别通过模拟效率及模拟测序误差率等指标来分 

析仿真算法的性能。首先采用算法默认参数，在 HP笔记本 

电脑(主频：1．79GHz，CPU：2Duo T5670，RAM：2G)上分别 

模拟产生了不同数量的 168 rRNA基因序列 ，所需要的时间 

统计如表1所列。从表中可以看出，454仿真算法具有较好 

的性能，能在有限的时间内产生大量的16S rRNA序列，例如 

产生 1000000序列所需要的时间d0．1h，平均每小时大约能 

模拟 1．14×10 个序列。从图2中可以看出，模拟算法具有 

线性复杂度。 

表 1 模拟序列时间复杂度 

300 

250 

一
l删  

匿 150 

絮 

100 

50 

0 

／ 
⋯  

／  
， 

／ ／ N" 

／ 

序列数量【N) 

图2 模拟算法时间复杂度 

为了进一步说明模拟算法的有效性，基于默认参数，模拟 

扩增了1O个物种的V6区域。首先从 RDP数据库E鸲]中选取 

了1O个已注释种(species)信息的全长 16S rRNA序列(当前 

版本RDP10包含2765278条16SrRNA基因序列，但只有不 

到 1O 的序列注释到了种层次)，然后基于 V6区域引物提取 

了该 1O个物种的 V6区域作为待扩增模板序列，其中 1O个 

初始物种的系统发生树如图3所示，模拟算法产生的测序集 

合序列误差率如表 2所列。 

图 3 lO个待扩增序列的进化树 

表 2 模拟序列误差率 

待扩增物种数量 lo(模板来 自16S rRNA基因序列) 

扩增区域 

模拟扩增产生的序列总数 

总测序误差率 

删除／插入误差率 

突变错误率 

V6 

100000 

1．02 

1 

0．02 

注：对每一个测序序列，将其与相应模板进行序列比对，然后基于比 

对序列计算相应的误差率。 

从表 2中可以看出，模拟序列的总的误差率为 1．02 ， 

其中删除／插入错误率为 1 ，突变错误率为0．02 。实际应 

用中，454测序仪的误差率为 1 ～2 ，其中主要为删除／插 

入错误，该实验结果与实际应用中454测序仪测序误差率极 

为相似。可见该模拟算法具有 良好的模拟性能，能较好地模 

拟454测序过程。同时，该算法参数易于调整，适当改变突变 

概率矩阵及高斯分布中的参数，即可改变突变误差率与删除／ 

插入误差率。 

表 3 与其他算法比较 

与现有的一些基于全基因组的454模拟算法相比，本文 

算法 Tsim效率有所降低，如模拟 100000条长度为～230nt 

的序列，本文算法所需要的时间为 5分钟，而传统的算法如 

MetaSim等所需时间<1分钟，但 Tsim算法效率要高于 

ART算法。其中Tsim所增加的复杂度主要是由模拟 ePCR 

过程产生的。MetaSim、ART等传统的454模拟算法采用随 

机片段化全基因组序列模拟 ePCR过程，未考虑 ePCR误差 

(下转第284页) 
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及特定测序目标区域不同，本文算法不仅能扩增特定的基因 

目标区域(如 16S／18S rRNA)，而且能有效模拟 ePCR误差。 

结束语 本文在现有的一些研究基础之上，提出了一种 

新的454模拟算法，它基于易错PCR模型模拟乳液 P( 过 

程，分别采用正态分布模型及对数正态分布模拟边合成边测 

序过程中的正信号流与负信号流过程。实验结果表明，该算 

法具有较好的性能，能在有限的时间内模拟大量的测序序列， 

所需要的时间与模拟序列数量成正比。与此同时，该算法具 

有易推广至其它二代测序平台的优点，通过引物局部序列比 

对获得待扩增区域，ePCR扩增过程结合现有的一些算法，如 

ART即可完成对基因特定目标区域的跨平台模拟测序。由 

上述分析可见，该算法不仅能完成特定目标基因区域模拟测 

序，帮助我们定量、定性分析微生物种群，还有助于验证评价 

当前454测序数据分析软件，促进二代测序数据分析。 
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