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摘要：随着新一代测序技术的不断发展，海量的序列数据将为生物学研究者挖掘基因信息提供巨大的资源．信息挖掘
的一项重要工作是对序列进行功能注释，其中最重要的功能注释方式是基因本体论（Ｇｅｎｅ　Ｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）的注释．利用生

物信息学方法和软件工具集成了针对ＥＳＴ序列的大规模ＧＯ注释流程（ｌａｒｇｅ－ｓｃａｌｅ　ＧＯ　ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ　ｐｉｐｅｌｉｎｅ，ＬＳＧＡＰ）．该

流程集合了ＢＬＡＳＴ、Ｂ２ｇ４ｐｉｐｅ以及 Ｗｅｇｏ等软件和Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔ、Ｎｒ或Ｉｎｔｅｒｐｒｏ等常用蛋白数据库．用户可以将ＥＳＴ序列

通过此流程最终获得可视化的ＧＯ分类统计图表，直观地显示基因在不同过程中的参与情况．为了验证ＬＳＧＡＰ的准确

性，对２００７年发表的美洲牡蛎（Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ　Ｖｉｒｇｉｎｉｃａ）的ＥＳＴ序列进行了ＬＳＧＡＰ分析，结果表明ＧＯ分析非常准确有

效．通过与Ｂｌａｓｔ２ｇｏ和ＧｏＢｌａｓｔ等ＧＯ注释软件进行比较，ＬＳＧＡＰ流程具有可以本地化运行ＢＬＡＳＴ、对硬件要求低和运

行时间短等诸多优势，因此ＬＳＧＡＰ流程是科研人员进行基因功能挖掘的有效工具．
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　　随着新一代测序技术的不断发展，越来越多物种
的基因组和转录组获得了高通量测序，给人们带来了
海量的核酸序列数据，如何对海量序列中隐含的生物
信息进行高通量的解读是研究者要面对的问题．序列
信息解读的一个核心内容是对基因进行功能注释，具
体操作上就涉及到一个概念：基因的本体论［１］（Ｇｅｎｅ
Ｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）注释．大多数基因在不同生物中的同
源基因拥有相同的主要生物学功能，因此，在某些物种
里已知的基因功能信息可以用来解释其他物种对应的

同源基因．但是这些已知的功能信息包含在先前积累
的浩瀚文献之中，不同的文献会用不同的词汇来描述
同一生物学功能，这为功能检索和注释带来诸多不便．
而ＧＯ项目［１］就是建立一套特定的词汇集合来描述生
物学功能，以此对基因功能注释统一化．用于描述生物
学功能的词汇必然要反映生物学功能的本质，此即本
体论（Ｏｎｔｏｌｏｇｙ）的由来．

ＧＯ项目对基因功能进行了一致性描述，开发了
可控制的词汇表，且无物种特异性．目前已经建立了三
大独 立 的 本 体 论 词 汇 表：生 物 过 程 （ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ

ｐｒｏｃｅｓｓ）、细胞组分（ｃｅｌｌｕｌａｒ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）和分子功能

（ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ）．这三大本体论词条下面又可以
独立出不同的亚层次，以“有向非循环图（ｄｉｒｅｃｔｅｄ　ａｃｙ－
ｃｌｉｃ　ｇｒａｐｈｓ）”的方式层层向下，将每一个本体论词条
串联起来形成树状结构．将ＧＯ词条分配给基因序列
的行为即ＧＯ注释．目前，ＧＯ注释已经成为高通量测
序序列的主要注释方法．
综上所述，一个基因编码的蛋白质可以在多种水

平上被赋予本体论定义，ＧＯ注释的原理就是通过计
算机程序建立基因产物与用于定义它们的本体论词条

之间的联系．自从１９９８年基因本体论项目［１］（Ｇｅｎｅ
Ｏｎｔｏｌｏｇｙ　Ｐｒｏｊｅｃｔ）创立以来，已经有多款 ＧＯ注释软
件发表，实现了基因产物的标准化注释．比如２００４年
发布的ＧＯｓｔａｔ［２］和２００６年发布的ＧｏＢｌａｓｔ［３］，主要以
序列网页递交方式进行注释，首先将序列上传于网络
服务器，后台运行分析后，再将ＧＯ注释信息返回用户
界面，用户可下载获取结果．其缺点是一次只能上载少
于１００条待注释序列，大批量基因功能注释的效率很
低；又如２００５年发布的Ｂｌａｓｔ２ｇｏ［４］和２００８年发布的

Ａｎｎｏｔ８ｒ［５］，主要通过本地化方法进行注释，首先将序
列通过与ＮＣＢＩ蛋白数据库的比对获得比对报告，接
着将庞大的ＧＯ注释信息导入本地化数据库，最后将
比对报告与本地化ＧＯ数据库建立联系，从而完成序
列的ＧＯ注释．其缺点是需要下载大量与ＧＯ注释相
关的数据库，内存需求大，对注释序列的数目存在限
制，且生成ＧＯ注释统计图表需要有较强的硬件系统
支持，故限制了应用范围，不利于在中小型实验室普



及．受益于第二代高通量测序技术的商业化，目前许多
小型实验室也能获得宏量的基因组或转录组数据．但
小型实验室往往会受限于硬件和网络环境，无法展开
高效的ＧＯ注释，因此开发适合小型实验室使用的高
效ＧＯ注释流程就很有必要．本文针对这个需求，首次
开发和集成了基于ＰＣ／ＵＮＩＸ系统、完全免费的软件
和公共数据库的大规模ＧＯ注释流程（ｌａｒｇｅ－ｓｃａｌｅ　ＧＯ
ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ　ｐｉｐｅｌｉｎｅ，ＬＳＧＡＰ），通过串联的方式将几种
软件有机结合，可以在当前主流ＰＣ机或笔记本电脑
上，以较短的运行时间完成高通量的 ＧＯ 注释．ＬＳ－
ＧＡＰ的优点是：序列高通量、注释速度快、对硬件要求
低且注释准确，为中小型实验室提供了有效可行的

ＧＯ注释方法，大大降低了成本．

１　系统与方法

１．１　开发环境
硬件环境：联想ＬＥＮＯＶＯ　Ｆ４１Ｍ 型号双ＣＰＵ笔

记本电脑，２ＧＢ内存，１２０ＧＢ　ＳＡＴＡ硬盘，２Ｍ 电信
宽带．
操作系统：为 Ｗｉｎｄｏｗｓ　ＸＰ，以 ＶＭｗａｒｅ　Ｐｌａｙｅｒ

３．０搭载Ｕｂｕｎｔｕ１０．０４虚拟Ｌｉｎｕｘ系统．
１．２　下载软件及数据库

１）ＢＬＡＳＴ２．２．１８序列比对软件，从ｆｔｐ：／／ｆｔｐ．
ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｂｌａｓｔ／ｅｘｅｃｕｔａｂｌｅｓ／ｂｌａｓｔ＋／ＬＡＴ－
ＥＳＴ／获取；

２）Ｂ２ｇ４ｐｉｐｅ２．３．４［４］ＧＯ注释软件，为ＬＳＧＡＰ的
核心程序，从 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｂｌａｓｔ２ｇｏ．ｏｒｇ／＿ｍｅｄｉａ／

ｂ２ｇｐｉｐｅ２３４．ｔａｒ．ｇｚ获取；

３）浏览器程序，为Ｂｒｏｗｓｅｒ／Ｓｅｒｖｅｒ架构；

４）Ｊａｖａ　６．０，从 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊａｖａ．ｃｏｍ／ｄｏｗｎ－
ｌｏａｄ获取；

５）Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔ蛋白数据库和 Ｎｒ非冗余蛋白数据
库，从ｆｔｐ：／／ｆｔｐ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｂｌａｓｔ／ｄｂ／获取；

６）Ａｎｎｏｔ８ｒ１．１．１ ＧＯ 注释软件，从 ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｎｅｍａｔｏｄｅｓ．ｏｒｇ／ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ／ａｎｎｏｔ８ｒ／获取．
１．３　ＬＳＧＡＰ的大规模ＧＯ注释流程

ＬＳＧＡＰ流程（图１）整合了多个基因识别和 ＧＯ
注释软件，如ＢＬＡＳＴ［６］、Ｂ２ｇ４ｐｉｐｅ和 Ｗｅｇｏ［７］等，以及
多个生物序列数据库，如Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔ、非冗余蛋白数据
库Ｎｒ等．首先利用ＢＬＡＳＴ软件将ＦＡＳＴＡ格式［８］的

ＥＳＴ序列进行相似性比对，生成ｘｍｌ格式的ＢＬＡＳＴ
报告文件；Ｂ２ｇ４ｐｉｐｅ分析ＢＬＡＳＴ报告文件，通过网络

服务器进行 ＧＯ注释，生成 ＧＯ注释文件；接着利用

ＰＥＲＬ［９］脚本语言将ＧＯ注释文件转化成 Ｗｅｇｏ程序

可识别的格式；最后利用 Ｗｅｇｏ网页程序生成ＧＯ注
释的统计图表．

图１　ＬＳＧＡＰ流程图
Ｆｉｇ．１　ＬＳＧＡＰ　ｆｌｏｗ　ｄｉａｇｒａｍ

２　数据演示

２．１　测试数据

本系统采用美洲牡蛎（Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ　ｖｉｒｇｉｎｉｃａ）

ＥＳＴ序列［１０］作为测试数据，总共５　５４２条序列，总碱

基数为２　６２２　７０１ｂｐ．

２．２　测试过程

２．２．１　ＢＬＡＳＴ序列相似性比对

在Ｕｂｕｎｔｕ１０．０４系统中，进入工作目录，此目录

下包含美洲牡蛎ＥＳＴ序列文件ＥＳＴ．ｆａｓｔａ以及格式

化的Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔ蛋白数据库，通过命令行运行ＢＬＡＳＴ
程序，即：

＄ｂｌａｓｔａｌｌ－ｐ　ｂｌａｓｔｘ－ｉ　ＥＳＴ．ｆａｓｔａ－ｄ　Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔ－ｏ

ｂｌａｓｔ＿ｒｅｓｕｌｔ．ｘｍｌ－ｅ　１ｅ－５－ｖ　２－ｍ　７
该命令的参数解析如下：－ｐ：使用ｂｌａｓｔｘ程序；－ｉ：

输入的ＥＳＴ序列文件名；－ｄ：所使用的数据库名称；

－ｏ：存放ＢＬＡＳＴ报告的文件名称；－ｅ：Ｅ值；－ｖ：仅显示

分值最高的两条比对序列；－ｍ　７：输出的ＢＬＡＳＴ报告

为ｘｍｌ格式．
２．２．２　Ｂ２ｇ４ｐｉｐｅ实现ＧＯ注释

Ｂ２ｇ４ｐｉｐｅ是一款基于 Ｂｌａｓｔ２ｇｏ的命令行界面
（ｃｏｍｍａｎｄ　ｌｉｎｅ　ｉｎｔｅｒｆａｃｅ）ＧＯ注释软件，是ＬＳＧＡＰ流

程的核心．与Ｂｌａｓｔ２ｇｏ（ＧＵＩ）相比，它最大的特点就是

注释速度快，对硬件要求低，且注释准确．确保网络畅

通，进入工作目录，此目录下包含Ｂ２ｇ４ｐｉｐｅ软件以及

ＢＬＡＳＴ报告文件，通过命令行运行程序，即：
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＄ｊａｖａ－ｊａｒ　ｂｌａｓｔ２ｇｏ．ｊａｒ－ｉｎ　ｂｌａｓｔ＿ｒｅｓｕｌｔ．ｘｍｌ－ｏｕｔ

ＧＯ．ａｎｎｏｔ－ａ

图２　美洲牡蛎ＥＳＴ　ＧＯ注释柱状图
Ｆｉｇ．２　ＧＯ　ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ　ｈｉｓｔｏｇｒａｍ　ｆｏｒ　ｅａｓｔｅｒｎ　ｏｙｓｔｅｒ　ＥＳＴ　ｏｆ　Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ　Ｖｉｒｇｉｎｉｃａ

　　该命令的参数解析如下：－ｉｎ：输入的ｘｍｌ格式的

ＢＬＡＳＴ报告；－ｏｕｔ：输出文件的名称；－ａ：程序产生ＧＯ
注释文件．有关Ｂ２ｇ４ｐｉｐｅ其他的一些重要参数列于表

１．有关Ｂ２ｇ４ｐｉｐｅ软件的具体安装需求和运用方法详
见软件压缩包的Ｒｅａｄｍｅ文件．
通过以上程序的运行，５　５４２条美洲牡蛎ＥＳＴ序

列中有１　４７７条序列有 ＧＯ 注释词条，而美洲牡蛎

ＥＳＴ序列分析文章［１０］（Ｊｏｎａｓ等）中有１　１０４条序列存
在ＧＯ注释．相比之下本流程获得的注释更加丰富．
ＧＯ注释文件的部分内容列于表２．
２．２．３　Ｗｅｇｏ程序生成可视化统计图表

由Ｂ２ｇ４ｐｉｐｅ程序生成的ＧＯ注释结果ＧＯ．ａｎｎｏｔ
文件，通过ＰＥＲＬ脚本语言编程，转化成 Ｗｅｇｏ网页程
序可以识别的格式，将注释文件上载于 Ｗｅｇｏ网页［７］，

运行结果如图２．
为了评估ＬＳＧＡＰ流程的准确性，针对美洲牡蛎

ＥＳＴ分析文章［１０］的部分二级或三级词条进行百分比
分析，结果比较列于表３．由表３可知，二者ＧＯ注释
各词条下序列所占百分比基本一致，故证明了 ＬＳ－
ＧＡＰ流程的准确性．

３　几种不同的ＧＯ注释软件效率比较

本文将ＬＳＧＡＰ流程同几款不同的ＧＯ注释软件

表１　Ｂ２ｇ４ｐｉｐｅ的一些重要参数

Ｔａｂ．１　Ｔｈｅ　ｉｍｐｏｒｔａｎｔ　ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ　ｏｆ　Ｂ２ｇ４ｐｉｐｅ

参数　　 描述　　　　

－ｖ 即时打印程序运行信息报告

－ｄ 产生ＧＯ注释项目文件（．ｄａｔ）

－ｐｒｏｐ 应用程序的参数设置文件

－Ｘｍｓ 运行程序时所用的最小内存（ＭＢ）

－Ｘｍｘ 运行程序时所用的最大内存（ＭＢ）

表２　ＧＯ注释文件部分结果

Ｔａｂ．２　Ｔｈｅ　ｐａｒｔｉａｌ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ＧＯ　ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ　ｆｉｌｅ

序列ＧＩ号 ＧＯ号 描述

ｇｉ｜１５２８１２３１８｜ ＧＯ：００１６７４０ ｓｎｆ１－相关激酶

ｇｉ｜１５２８１２３３６｜ ＧＯ：００３１９０２ ｅｓｃｒｔ－ｉ复合亚基ｖｐｓ２８

ｇｉ｜１５２８１２３５７｜ ＧＯ：０００６９５０ 热休克７０ｋｕ同源蛋白

ｇｉ｜１５２８１２６１８｜ ＧＯ：００５１９０３ 乙醇脱氢酶－３

ｇｉ｜１５２８１５１９１｜ ＧＯ：００４４４６４ 谷氨酸缩肽酶－２

ｇｉ｜１５２８１５２１０｜ ＧＯ：０００８１５２ 过氧化物酶体肌氨酸氧
化酶

ｇｉ｜１５２８１５２６６｜ ＧＯ：００４３０６６ 线粒体超氧化物歧化酶

ｇｉ｜１５２８１７６４６｜ ＧＯ：０００５５１６ 肌球蛋白重横纹肌

ｇｉ｜１５２８１８０６３｜ ＧＯ：００００３９８ 剪切因子３ａ亚基１

ｇｉ｜１５２８１９００４｜ ＧＯ：００４３２３４ 微管蛋白ｂｅｔａ－２ｃ链

在相同硬件和网络环境下比较运行时间，发现 ＬＳ－
ＧＡＰ流程在运行相同的数据量所耗费的时间最短，效
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表３　２种不同方法ＧＯ注释序列百分比部分结果比较

Ｔａｂ．３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｐａｒｔｉａｌ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｔｗｏ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ＧＯ　ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ　ｓｏｆｔｗａｒｅ

细胞组分ＧＯ词条　　　 Ｊｏｎａｓ等［１０］　　ＬＳＧＡＰ　

注释基因数目 １１０４　 １４７７

细胞部分 ９６％ ９５％

膜结合的细胞器 ４５％ ４１％

非膜结合的细胞器 １５％ １５％

膜泡 ２％ ３％

细胞器膜 ２％ ２％

细胞器内腔 ６％ ７％

胞外基质 ２％ １％

率最高．实验用ＬＳＧＡＰ比较了Ｂｌａｓｔ２ｇｏ　ｖ３（不下载

ＧＯ数据库，通过网络注释）以及Ａｎｎｏｔ８ｒ１．１．１软件，
分别采用５０，５００，１　０００条平均长度在３００ｂｐ左右的
序列进行测试，测试结果列于表４（表中的时间均扣除
了序列ＢＬＡＳＴ使用的时间，仅为注释时间）．

表４　几种不同ＧＯ软件运行效率的比较

Ｔａｂ．４　Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓ　ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ａｍｏｎｇ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ＧＯ

　　　　　　　ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ　ｓｏｆｔｗａｒｅ　　　　　　ｍｉｎ

序列数目　 ＬＳＧＡＰ　 Ｂｌａｓｔ２ｇｏ　 Ａｎｎｏｔ８ｒ

５０ 　　４ 　　１８ 　１０

５００ 　　３２ 　　１６０ 　１０７

１０００ 　　６５ 　　２９１ 　２２０

可见ＬＳＧＡＰ的效率是Ｂｌａｓｔ２ｇｏ的４倍以上，是

Ａｎｎｏｔ８ｒ的３倍以上．

４　结　论

ＧＯ注释是对基因产物功能研究的重要手段，随
着海量的基因组或转录组数据的涌现，对ＧＯ注释的
通量要求也越来越高．本研究建立了将免费的生物信
息学软件和数据库整合在一起的ＬＳＧＡＰ流程，最终
实现了高通量的ＧＯ注释分析，为中小型实验室提供
了大规模ＧＯ分析的手段．为了测试本流程的准确性，

我们利用２００７年发表的美洲牡蛎ＥＳＴ序列进行了测
试，并与原始研究报告［１０］的分析结果进行了比较．ＬＳ－
ＧＡＰ流程获得了比原作更为丰富的注释：原作获得

１　１０４条ＥＳＴ序列的ＧＯ注释，而我们得到了１　４７７条

ＥＳＴ序列的ＧＯ注释，比原作高了３４％．这一方面说

明了数据库较几年前有了一定的更新，另一方面也说
明了本流程的有效．同时将ＬＳＧＡＰ与其他 ＧＯ注释
软件进行了运行速度的对比，发现在相同硬件和网络
环境下，ＬＳＧＡＰ流程注释的速度和效率比Ｂｌａｓｔ２ｇｏ
和Ａｎｎｏｔ８ｒ有成倍的提升，对大批量（大于１０　０００条
序列）ＧＯ注释的实现是重要的推进．因此ＬＳＧＡＰ是
科研人员进行基因功能开发的实用工具．
值得一提的是，目前所有的生物信息学注释软件

均不能保证完全正确，如ＬＳＧＡＰ流程依赖的是现有
数据库中的序列注释信息，而这些注释信息并不能保
证完全准确．但是，我们可以通过其他互补的方法提高
注释的准确度，如将序列平行地同Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔ、Ｎｒ或者

ＣＤＤ（ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ　ｄｏｍａｉｎ　ｄａｔａｂａｓｅ）等数据库进行比
对，若均有搜索到相似序列，那么这些序列的比对分值
也势必较高，注释结果也越准确；或者可以采用ＰＳＩ－
ＢＬＡＳＴ（ｐｏｓｉｔｉｏｎ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｉｔｅｒａｔｅｄ　ＢＬＡＳＴ）［１１］，此程
序灵敏度高于ＢＬＡＳＴＰ程序，对于发现远源相似蛋白
或者某个蛋白家族的新成员非常有效．
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