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摘 要：纳米孔测序作为测序技术的新兴热点，凭借其读长较长、检测快速和设备紧凑小巧等

独特优势，在物种鉴定、基因组组装、变异检测、转录组分析等领域展现出巨大潜力。然而，纳

米孔测序数据错误率较高，存在序列插入和缺失等问题，对传统序列比对工具运用和参考数据库

构建提出了新的挑战。本文围绕纳米孔数据特征，系统梳理了适配纳米孔测序的序列比对工具，

针对长读长测序、实时测序、错误率兼容、宏基因组和结构变异检测这 5 种不同应用场景，阐述

了其在处理序列数据时的优势及局限性；同时，还从数据源的角度对序列参考基因组数据库进行

多维度分类整理，并总结了纳米孔高质量数据库构建的关键技术。本文通过对比对工具与数据库

进行协同分析，为纳米孔测序数据分析的优化与创新提供参考，推动宏基因组测序从数据生成向

功能解析的深度转化。
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Abstract: Nanopore sequencing, as an emerging hotspot in sequencing technology, demonstrates 
tremendous potential in species identification, genome assembly, variant detection, and 
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transcriptome analysis, owing to its distinctive advantages including extended read lengths, rapid 
detection capabilities, and compact instrumentation. However, nanopore sequencing data are 
characterized by high error rates and presence of insertions and deletions, which pose novel 
challenges for the application of conventional sequence alignment tools and the construction of 
reference databases. Focusing on the characteristics of nanopore data, this paper systematically 
sorts out sequence alignment tools suitable for nanopore sequencing, and elaborates on their 
advantages and limitations in processing sequence data for five different application scenarios: 
long-read sequencing, real-time sequencing, error rate compatibility, metagenomics, and structural 
variation detection. Meanwhile, from the perspective of data sources, this paper conducts multi-
dimensional classification and organization of reference genome databases, and sorts out the key 
technologies for constructing high-quality nanopore databases. Through the collaborative analysis 
of alignment tools and databases, this paper provides references for the optimization and innovation 
of nanopore sequencing data analysis, and promotes the in-depth transformation of metagenomic 
sequencing from data generation to functional analysis.
Keywords: gene sequencing; nanopore sequencing; data analysis; sequence alignment; reference 
database

测序技术作为解析生物体遗传信息的重要

工具，其本质在于精确测定 DNA 或 RNA 分子

中碱基的排列顺序，为研究者提供生物体的遗

传信息和生命活动的分子基础。自 1977 年 Sanger

测序方法问世以来，测序技术一直在不断更新

迭代。第一代测序技术因通量较低、成本较高

等限制了其大规模应用。第二代测序技术以

Illumina 平台为代表，读长被限制在 150−300 bp

范围内，导致基因组组装高度依赖短序列拼

接[1]。第三代测序技术则凭借其超长读长(可达

10 万碱基级别)及无需 PCR 扩增等特性优势，

正逐渐改变基因组学数据的解析方式[2-3]。纳米

孔测序技术作为第三代测序技术的代表，与传

统测序技术相比，无需荧光标记和光学检测系

统，而是利用马达蛋白控制 DNA 分子通过纳米

孔，基于相应的电流变化识别碱基序列，从而

实现单分子实时测序，远超第二代测序技术通

常几百个碱基的读长，在处理基因组高度重复

区域、结构变异以及全长转录本中具有较为明

显的优势[4]。

然而，纳米孔测序技术的优势也会带来数

据处理的难题，高复杂度的数据使得传统序列

分析算法面临计算效率与准确性的双重瓶颈[5-7]。

首先原始数据错误率显著高于二代测序，且错

误类型以插入缺失为主，传统“种子+扩展”的比

对策略容易导致假阳性[8]。其次长读长数据对工

具算力与内存效率要求更高，早期动态规划算

法因时间和数据量等复杂度骤升问题，无法直

接适配。目前绝大多数参考数据库是基于一代

和二代测序数据构建的，存在长读长兼容性差、

病原微生物(尤其是感染性真菌)数据缺失等问

题，都会对比对准确性产生直接影响[9]。

从整体流程来看，纳米孔测序数据分析通

常包括原始电信号采集、碱基识别、去除接头

与条形码、质量控制、去除宿主序列、序列比

对、从头组装、变异检测与结构变异解析等关

键环节。上述步骤相互依赖，任一环节的偏差

均可能影响下游环节，因此纳米孔数据的处理

不应该视为若干独立模块，而需在整体架构下

进行系统优化。在这一完整技术链条中，序列

比对与参考数据库构建处于承上启下的枢纽位

置：一方面，序列比对与参考数据库构建是物

种鉴定、菌株分型、耐药与毒力基因识别以及

复杂结构变异解析的基础；另一方面，它们是
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纳米孔测序数据分析的核心环节，比对工具的

算法设计决定了数据解析的效率与精度，参考

数据库构建的完整性与标准化程度则直接影响

数据分析的可靠性。即便在前端信号处理和质

量控制过程中取得良好的效果，若比对策略及

参考数据库体系未围绕纳米孔数据的特有误差

与长读长进行优化，仍可能导致近缘物种区分

模糊、低丰度病原体漏检与注释错误，进而引

发下游分析结果偏差。

因此，本文在纳米孔测序数据分析整体框

架的基础上，重点聚焦“纳米孔数据的比对工具

适配性”与“高质量参考数据库构建”两大核心，

系统分析纳米孔测序专用比对工具的技术特性，

以期为临床病原检测和环境宏基因组分析等不

同研究需求提供可操作的技术选型依据，推动

纳米孔测序技术从“数据生成”向“临床与科研应

用”的深度落地[10]。

1　纳米孔测序的序列比对工具　纳米孔测序的序列比对工具

序列比对作为生物信息学研究的重要方向，

是通过构建特定算法与数学模型解析生物序列

间相似性特征的关键技术[11]。通过精准识别核

酸序列间保守区域与变异位点，为揭示分子进

化机制、推断功能结构域及追溯物种系统发育

关系提供重要依据。随着纳米孔测序技术的快

速发展，其特有的高通量、长读长和实时分析

优势对传统序列比对算法提出了新的挑战。本

节将系统分析现有比对工具对测序数据分析需

求的适应性，深入探讨其技术瓶颈与发展方向，

并为测序数据分析的优化与创新提供理论参考。

针对长读长测序、实时测序、高错误率适应、

宏基因组学及结构变异检测这 5 种典型应用场

景，分析现有序列比对方法在算法模型、参考

索引构建策略、错误处理机制及适用场景等方

面的差异。

1.1　长读长序列比对方法

纳米孔测序作为第三代测序技术的代表，

可产生平均 10−30 kb，最长可达 2 Mb 的连续

DNA/RNA 序列，比传统二代测序技术平均

150−300 bp 的读长具有显著优势。长读长的出

现不仅推动了序列比对方法的革新，同时也为

复杂的宏基因组研究带来了新的机遇。早期的

序列比对算法主要基于动态规划原理，例如

1970 年提出的全局序列比对算法[4]如图 1 所示，

构建了一个二维动态规划矩阵逐一计算最优匹

配路径。虽然这种算法能够保证获得全局最优

解，在短读长中展现出较高的精度，但在长读

长场景下其时间和空间复杂度将急剧上升，因

此并不适用于处理大规模宏基因组数据。

为了提升测序数据分析的准确性，减少实

验中的误差，研究者们开发了多种适用于长读

长的比对工具，例如 2018 年 Li 等开发了

Minimap2，革命性地解决了长读长序列比对的

效率问题[12]。该算法引入了(k,w)-minimizers 概

念，通过对参考序列进行 minimizer 索引来显著

减少索引大小。首先利用 minimizer 作为种子链

进行快速定位和动态规划延伸，在保持高精度

图1　Needleman-Wunsch算法最优解路径图   其

中，d表示2条序列长度的差值(|m−n|)，k表示允许

的最优路径相对主对角线的最大偏移范围。

Figure 1　 Needleman-Wunsch algorithm optimal 

solution path diagram. d  denotes the difference in 

length between the two sequences (|m−n|), and k denotes 

the maximum allowable deviation of the optimal path 

from the main diagonal.
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的同时显著提升比对效率。在处理超长读长

(>100 kb)的纳米孔数据时，其速度比其他算法

快 70 倍以上[13]。 2016 年 Sović 等提出来的

GraphMap 算法采用了混合索引策略，结合

Gapped q-gram 索引和 FM (Ferragina-Manzini)索

引的优势[14]，该算法能够将读长映射到参考基

因组上的多个潜在位置，并根据 reads 的质量和

比对位置进行综合排序，从而确定最佳比对结

果。 Frith 等开发了 LAST 算法通过 adaptive 

seeds 策略提高了比对灵敏度[15]。Sedlazeck 等提

出了 NGMLR，专门针对结构变异检测进行了优

化[16]。Li 和 Durbin 开发的 BWA-MEM 算法在

内存效率方面表现突出[17]。而 Jain 等开发的

Winnowmap2 则在重复序列识别和复杂基因组背

景下取得了显著进展[18]。这些针对长读长特性

优化的比对算法，普遍采用了误差容忍性设计、

结构变异感知机制以及重复序列识别策略，在

高错误率环境和复杂基因组背景下，展现出更

高的比对准确性与运算稳定性。

在宏基因组研究中，长读长比对方法已经

成为提升组装质量和解析复杂群落结构的核心

技术。首先，长读长能够有效跨越宏基因组中

常见的大量重复序列和结构变异区域，从而减

少拼接过程中产生的断裂或错误拼接，最终获

得更完整的基因组装配结果。其次，由于宏基

因组样品中常存在高度相似的物种或菌株，短

读长往往难以区分，而长读长测序技术可覆盖

不同物种间差异区域的大片段序列，能够显著

提高菌株分辨率，避免“混拼”现象[19]。长读长

可覆盖整个功能基因簇(如抗生素合成基因簇)，

避免了短读长拆碎后难以归位的问题，从而能

够在宏基因组水平更好地解析功能基因[20]。

1.2　实时测序比对方法

实时测序技术是 DNA 或 RNA 分子通过纳

米孔通道时边测序边产生数据并同步分析，而

不是等待完整数据输出后再做批量离线处理。

该特性催生了面向长读长、高错误率和流式数

据的实时比对算法，并为物种鉴定、基因组组

装、变异检测、转录组分析等下游分析提供有

力支撑，进而直接服务于临床用药决策与生物

安全应急[21]，这也是本课题组致力攻克的核心

科学问题。

早期工作采用动态时间规整(dynamic time 

warping, DTW)算法将原始电流信号与模拟参考

电流进行匹配，首次实现了纳米孔自适应采样

(adaptive sampling)，有效降低了无效数据量，

加速了实时分析速度[22]。随后 Kovaka 等提出

Uncalled，以概率模型与 FM 索引结合，在不经

过碱基识别的前提下完成了原始信号到参考的

实时映射，比对速度可以达到每秒处理数千条

读长的水平[23]。在此基础上，Uncalled4 进一步

引入了动态条带算法结合 basecaller 对数据进行

处理，又将速度提升了数倍[24]。近年来，深度

学习模型被用于对短片段信号或碱基序列进行

实时分类，通过人工智能(artificial intelligence, 

AI)辅助决策是否保留或丢弃测序片段，从而实

现更高效的序列筛选。例如 Senanayake 等基于

改进 1D ResNet 架构的深度学习模型开发了

DeepSelectNet，该方法能够直接对原始电流信

号进行端到端分类，快速判断目标物种或片段，

准确率在 91%−99% 之间(平均约 95%)，在无需

参考序列的条件下即可快速筛选目标物种和片

段[25]。而 Zhang 等开发的最新工具 PROFIT-seq

在测序过程中进行实时控制，将获取的数据根

据测序时间、通道编号和条形码进行碱基识别、

分离与比对，依赖用户提供的测序配置决定是

否继续或拒绝测序过程，提升了实时比对的灵

活性与智能化水平[26]。

实时比对技术与宏基因组学研究具有高度

契合性。在宏基因组测序中，样本常包含复杂

的微生物群落，实时比对能够在测序进行过程

中即时完成物种鉴定和目标片段筛选，还可通

过自适应比对策略有效去除宿主来源序列，从

而显著降低背景噪声并提升检出灵敏度。尤其

在低丰度病原体或稀有物种的检测中，实时比

对能够增强对关键病原体的捕获能力[27]。
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1.3　错误率兼容比对方法

纳米孔测序与二代测序相比，其优势在于

超长读长，但在技术商业化初期，原始碱基错

误率通常在 10%−15%。现如今随着技术的不断

升级，碱基准确率一直在稳步提升，但错误率

仍高于一代测序数据和二代测序数据。较高的

错误率不仅增加了直接分析的难度，还限制了

纳米孔测序在变异检测、基因组组装和宏基因

组等复杂应用中的发挥。尤其在宏基因组研究

中，由于样本复杂、物种多样、参考序列不完

整，错误率进一步加剧了比对与组装的困难[28]。

传统短读长比对采用“seek-and-extend” (“种

子+扩展”)策略对数据进行处理，在处理纳米孔

测序中较多的错配和插入时，则难以展现完美

的性能[29]。为此，研究者们设计了多种针对长

读长错误率较高的校正方法，例如 Li 等开发的

Minimap2 针对高错误率数据做了优化设计，通

过高效的锚点链式比对算法串联多个种子，避

免依赖单个种子延伸，可有效减少比对过程中

的错误传播[12]；同时引入启发式 Z-drop 策略，

允许在遇到长缺口时中止延伸，从而减少片段

插入或错配；在宏基因组分析中，Minimap2 因

其速度快、内存占用低等优点而被广泛用于物

种鉴定与基因组拼接；但 Li 等也指出其对超长

片段插入、倒位等错误区域的敏感性仍有不足。

Sović 等提出的 GraphMap 是专为早期纳米孔测

序高错误率数据比对开发的比对工具，采用多

模式间隔种子和图形化比对模型，提高对错配

和插入区域的比对敏感性[14]。同时还设计了多

套不同模式的 k-mer 模板，在每个位置提取多个

重叠较少的种子序列，确保即使存在错配或小

片段插入的情况，也能够在复杂基因组区域获

得更优的比对结果。后续研究中，该团队推出

了 GraphMap2，增加了针对长读长转录组数据

的拼接可变剪切比对能力，比对过程也更加严

格[30]。这种比对方法对高错配、复杂插入的外

源序列具有优势，尤其适合在物种复杂度高的

样本中区分微生物。Jain 等开发了 Winnowmap

及其改进版本 Winnowmap2，延续了 Minimap2

的种子-链式架构，但在种子选取方面引入了加

权 minimizer 取样策略[18]。具体来说，在重复区

域可避免种子爆炸，但也牺牲了种子覆盖的均

一性。为了解决这一问题，他们设计了基于权

重的随机种子选择方案，从而使高频 k-mer 仍有

一 定 概 率 被 选 中 。 这 种 加 权 方 案 保 留 了

minimizer 分布均匀的性质，同时避免了过多的

错误匹配。而后续版本 Winnowmap2 在全基因

组变异检测中识别插入或缺失的数量优于

Minimap2，可提升在宏基因组中的比对准确

性[31]。Sedlazeck 等开发的 NGMLR 专门针对长

读长序列测序数据设计，该算法使用一种基于

凸间隙成本函数的比对算法，通过优化间隙成

本函数，能够更好地处理长读长序列测序数据

中的错误，并提高比对精度[16]；研究表明

NGMLR 更适用于宏基因组中的高精度结构变异

分析，但不太适用于常规比对[32]。

此外，Ren 和 Chaisson 于 2021 年发布 LRA 

(long read aligner)，结合了凹形 gap 惩罚的连接

模型，用以提高长读长准确性和变异敏感性；

与传统线性 gap 惩罚不同，凹形函数对 gap 打开

和延伸赋予递减的边际成本，使较长的单次 gap

相对更容易接受[33]。Kiełbasa 等将 LAST 算法应

用于纳米孔早期数据分析[34]；在高错误率条件

下仍能产出较高质量的比对，尤其适用于跨物

种或高度多态性序列的比对以及复杂微生物群

落的初步分析。如果比对工具缺乏对错误率的

兼容性，就容易将序列错误误判为物种间差异，

从而在物种鉴定过程中产生偏差。高容错性的

比对方法能够在一定程度上降低这种误判风险，

从而提升物种鉴定的灵敏度与准确性，尤其针

对低丰度物种的检测。通过引入加权种子选择、

链式比对和图模型比对等方法，能够在保留比

对均一性的同时减少错误匹配，提升基因组拼

装质量[35]。

1.4　宏基因组比对方法

近年来，宏基因组学技术尝试避开分离培
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养步骤，直接从环境中提取总 DNA/RNA，以便

获得可培养和难以培养微生物的全部遗传信息。

纳米孔测序技术的长读长优势更利于覆盖完整

基因，从而增加了获取新型生物活性物质的机

会。为此，发展高效的长读长比对算法可为精

准物种分类提供有力的分析工具[36]。

序列比对工具经历了重要的发展历程，

1990 年 Altschul 等开发的 BLAST 算法采用启发

式搜索策略，显著提高了序列搜索速度[37]。随

后，2002 年 Kent 开发了 BLAT 工具，针对大规

模基因组比对进行了优化，在人类基因组计划

中发挥了重要作用[38]。虽然这些传统比对算法

具有精度和灵敏度高的特点，但是在处理宏基

因组海量数据时，其基于动态规划的计算复杂

度导致运行速度显著降低，难以对宏基因组的

大量数据进行快速响应。为了解决速度问题，

研究者们提出了基于 k-mer 索引的改进算法。这

一概念最早由 Belyi 等在 de Bruijin 图理论中系

统阐述，通过建立参考数据库中 k-mer 短序列的

快速哈希索引，实现宏基因组序列的快速分类

和比对[39]。该方法将连续序列分解为固定长度

的子序列，利用哈希表实现时间复杂度的快速

查找。

针对宏基因组分类需求， Li 等开发了

DeSAMBA 工 具[40]； 其 构 建 参 考 序 列 的 de 

Bruijn 图索引使用基于稀疏近似匹配块(sparse 

approximate matching block, SAMB)的伪比对算

法，在保持分类准确的前提下显著提升了处理

速度；基准测试显示，DeSAMBA 在分类精度

接近 Minimap2 的同时，处理速度比 BLAST 和

BLAT 快 5−10 倍，特别适用于病原体检测等高

速处理应用场景。另一重要的宏基因组序列分

类技术路线由 Wood 等在 2014 年开创，其核心

载体为 Kraken 系列分类工具，Kraken2 通过构

建庞大的 k-mer 数据库实现了极快的分类速度，

但对高错误率数据的准确性相对较低，也容易

产生假阳性结果[41]。但 KrakenUniq 等工具通过

Unique k-mer 计数方式显著改善了假阳性较高的

问 题 。 Kim 等 开 发 的 Centrifuge 采 用 BWT 

(Burrows-Wheeler transform)索引策略提升比对

速度，满足处理大规模数据速度需求；在基准

测试中，k-mer 工具报告的物种数量通常比基于

种子扩展的工具多一个数量级；相比之下，基

于种子扩展的工具采用更保守的匹配策略，假

阳性结果明显较少[42]。

当样本中存在未知物种时，严格匹配策略

有助于可减少误报，但也可能漏掉重要信息；

而积极匹配策略则能提升新物种的检出率，但

可能引入误报风险。实际分析中，应根据需求

选用适当工具或多工具结合互补。随着算法进

步，新一代工具有望在速度、准确率和资源占

用间取得更佳平衡，以满足宏基因组分析

需求[43]。

1.5　结构变异检测比对方法

纳米孔测序具备超长读长和直接检测原始

电 信 号 的 能 力 ， 为 复 杂 结 构 变 异 (structure 

variations, SV)的识别提供了前所未有的可能[44]。

然而，纳米孔测序数据误差率较高，对比对方

法提出了更高要求。目前，主流的 SV 检测比对

流程通常包括：错误模型驱动的长读长比对、

基于比对差异的 SV 候选区间识别和断点精定位

与 SV 类型分类[45-46]。

针 对 现 有 的 结 构 变 异 检 测 比 对 方 法 ，

Chaisson 等采用了长读长比对工具和 SV 调用器

相结合的方式[47]。Minimap2-cuteSV 组合利用

Minimap2 的“种子+扩展”策略实现长读长序列

的快速定位，cuteSV 基于比对缺口中的较大缺

失或插入，输出 SV 候选，该组合在中高覆盖度

下实现了较优的得分和断点精度[48]。Heller 等则

是通过 NGMLR 构建针对纳米孔特征的分段比

对模型 NGMLR-SVIM，兼顾错配和缺失的双重

误差[49]。SVIM 进一步通过分簇与过滤提高 SV

类型分类的准确性，特别适合检测复杂结构变

异。Winnowmap-Sniffles2 是 Winnowmap 通过去

除高重复区的种子降低错误比对，再由 Sniffles2

在调用阶段支持多线程、分级过滤，在速度与
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召回率上兼具优势。Graph-based Alignment 工具

则是通过 GVG (genome variation graph)方法将

参考序列与已知 SV 整合为图结构，再用

Giraffe 等工具将长读长映射到图上，可同时

检测已知与新型 SV，显著提升对复杂重排和

拷贝数变异的识别能力。此外，近期兴起的

原始信号直接比对(RawAlign)技术与基于当前

电流建模的对齐 (HQAlign)技术，均是利用纳

米孔更底层的物理特性，实现对复杂 SV 的更

高召回与精度[44,50]。在纳米孔长读长数据的

SV 分析领域，HQAlign 工具展现出独特技术

优势。该工具在基于 Minimap2 的框架中融入

纳米孔物理模型，将电流信号偏差纳入比对

评分函数，显著改善了 SV 断点识别，精度提

升 10%−50%[51]。

综上，在宏基因组学中，复杂的微生物群

落及参考基因组的缺乏使结构变异检测面临

巨 大 挑 战 。 基 于 图 的 比 对 方 法 ( 如 GVG-

Giraffe)通过整合已知 SV 与多参考基因组，更

适合解析多样性极高的群落；而信号级比对

方法(如 RawAlign、HQAlign)则利用纳米孔原

始电信号，有效提升了低覆盖度和高错误率

条件下的检测可靠性。同时， Winnowmap-

Sniffles2 等工具能够在保持速度的同时检测拷

贝数变异，为群落结构和功能推断提供支持。

进一步地，Uncalled 与 DeepSelectNet 实现了实

时目标筛选，推动了宏基因组在环境监测和

临床病原体检测中的应用。表 1 为上述比对

工具的比较分析。

不同工具适用于不同场景。在实际运用

中，研究者应根据分析目标、数据特点 (如

错误率、物种复杂性、实时需求 )和资源限

制 (如硬件、时间 )等因素合理选择或集成使

用。未来比对工具的发展方向将朝着多模态

融合、图结构建模与智能加速协同的综合平

台迈进，其协同发展将为纳米孔测序数据的

多维解析提供坚实支撑。

表1　比对工具在不同应用维度下的比较分析

Table 1　Comparative analysis of comparison tools under different application dimensions

Comparison 
dimensions

Long-read 
sequence 
alignment

Real-time 
sequencing 
alignment

Error-rate 
tolerant 
alignment

Metagenomic 
alignment

Structural 
variation 
(SV) 
detection

Representative tools

Minimap2, GraphMap, 
NGMLR, Winnowmap2

UNCALLED, 
DeepSelectNet, Read 
Until, PROFIT-seq

Minimap2, GraphMap2, 
NGMLR, Winnowmap, 
LRA, LAST

DeSAMBA, Minimap2, 
Winnowmap2, 
GraphMap2, Kraken2, 
Centrifuge

Minimap2-cuteSV, 
NGMLR-SVIM, 
Winnowmap-Sniffles2, 
RawAlign, HQAlign

Core algorithms and features

Seed-based chaining combined 
with dynamic programming; 
error-tolerant alignment 
strategies

Signal-level alignment; end-to-
end neural classification; 
differentiable modeling 
frameworks

Error-tolerant anchoring; 
heuristic z-drop; convex gap 
penalty models

Pseudo-alignment using de 
Bruijn graphs; sparse k-mer 
indexing strategies

Chained anchoring with 
dynamic programming and SV-
specific recognition modules

Advantages

Fast (Minimap2);
accurate (GraphMap)

Highly real-time 
performance; rapid 
target sequence 
identification

Can accommodate 
error rates up to 19%

Efficient handling of 
high-throughput 
metagenomic datasets

High topological 
sensitivity for 
detecting complex 
SVs

Limitations

Extremely long repetitive 
regions can reduce 
alignment accuracy 
(Minimap2)

Requires high-performance 
hardware and pre-trained 
models

Trade-offs between speed 
and accuracy depending on 
application context

Limited scalability for 
novel species and 
incomplete reference 
genomes

Accuracy constrained by 
signal-level modeling or 
improper parameter tuning
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体系体系

参考序列数据库是纳米孔测序宏基因组比

对分析的“基准框架”，其测序序列完整性、注

释准确性、更新时效性直接决定了病原物种鉴

定的精准度、分类地位界定的可靠性乃至临床

诊断结果的可信度[52]。相较于传统短读长测序，

纳米孔测序技术凭借长读长优势，打破了传统

短读长测序中复杂群落或低丰度病原检测中需

依赖基因组组装的局限，实现了宏基因组病原

微生物的直接比对分析，大幅提升了检测效率

与特异性。然而，这一技术优势想要得到充分

发挥，需基于高质量且高度适配的参考数据

库[53]。因此，本节系统梳理了当前适配纳米孔

测序的参考数据库资源，明确了高质量参考数

据库的特点，为纳米孔测序技术在病原检测中

的规范化应用提供参考。

2.1　现有参考数据库简介

2.1.1　综合参考数据库数据源解析

2005 年，美国国家生物技术信息中心

(national center for biotechnology information, 

NCBI)、 欧 洲 生 物 信 息 学 研 究 所 (European 

bioinformation institute, EBI)与日本 DNA 数据库

中心(DNA data bank of Japan, DDBJ)联合成立了

国 际 核 酸 序 列 数 据 库 联 盟 (international 

nucleotide sequence database collaboration, 

INSDC)，建立了统一的技术体系与标准规范，

定期共享数据。目前国际期刊已形成共识，推

荐全球研究者在发表论文时将测序数据提交至

INSDC 数据库中。但 INSDC 数据库也存在序列

质量较低、物种注释不准确等问题。为此，

NCBI 不仅构建了用于归档基因序列信息的公共

存储库(GenBank)，还建立了包括非冗余基因和

蛋白质序列的数据库(RefSeq)和包含生物名称以

及系统发育谱系的数据库 (taxonomy)。其中，

SRA (sequence read archive)是存储原始高通量测

序数据的核心国际公共资源库[54]，包含了大量

宏基因组数据集，并支持纳米孔测序数据在内

的多种数据格式；RefSeq 收录了多个生物类群

的高质量、无冗余、完整注释基因组，通过对

参考基因组进行筛选、注释与质量评估，为基

因识别、功能注释和比较基因组学等研究提供

了可靠参考。

EBI 专注于生命科学数据存储与分析，维护

了多个核心数据库。其中 Ensembl 研究项目最

初聚焦脊椎动物的基因组及相关注释，后随着

测序技术的发展纳入了更多基因组数据，除此

之外，还提供比较基因组学、变异与调节注释

等功能。EBI 开发了 EBI Metagenomics 宏基因

组分析平台[55]，近年持续更新以支持纳米孔测

序数据；整合了质量控制步骤和组装策略，提

供读长质量过滤、重复序列处理、分类鉴定和

功能注释等标准流程。Nicholls 等曾用该平台分

析了纳米孔测序的微生物群落数据，验证了其

对长读长数据的处理能力[56]。

除了上述 3 家综合数据库，近年来我国国

家生物信息中心下属的国家基因组科学数据中

心(national genomics data center, NGDC)逐渐成为

国际核心生物信息资源，作为具有自主知识产

权的综合数据库体系的先行者，支持多维基因

组学数据的存储、管理和共享；根据最新数据，

CNCB-NGDC 已收录 20 多万条高质量参考基因

组、1 000 多万个生物样本关联组学数据、500

多万条非编码 RNA 序列和 30 多万套表观组数

据[57]。其组学原始数据归档库(genome sequence 

archive, GSA)对标 SRA 数据库，基因组数据库

(genome warehouse, GWH)和基因序列数据库

(GenBase)对标 GenBank 数据库。CNCB-NGDC

还包含了 resource for coronavirus 2019 (RCoV19)

的新型冠状病毒基因组、变异组以及元信息等

数据整合[58]。所有数据均经过严格质控与人工

校验，通过整合多实验室、多研究领域的组学

注释信息，揭示数据注释的一致性与关联性，

可支撑遗传病诊断、表观遗传机制研究，加速

生物组学基础研究与精准医学探索。
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此外，多个高质量的代表性生物数据库也

同样适配纳米孔测序研究的要求，例如美国食

品药品监督管理局(food and drug administration, 

FDA)联合 NCBI 构建的高质量测序病原微生物

基因组数据库 FDA-ARGOS，针对公共数据库

(如 GenBank)中基因组质量参差不齐导致的病原

检测误判问题，内置诊断适配功能，可与

Minimap2 等长读长工具协同实现精准分类注

释[59]。细菌和病毒生物信息学资源中心(bacterial 

and viral bioinformatics resource center, BV-BRC)

是覆盖细菌、古菌、病毒(含流感病毒、致病

DNA/RNA 病毒)的综合性数据库，具备序列完

整性、注释标准化和动态更新机制三大数据优

势，适配纳米孔测序“无需组装直接比对”的特

性[60]。SILVA 数据库提供较全面的、经过质量

检查的、定期更新的对齐小亚基(16S/18S，SSU)

和大亚基(23S/28S，LSU)核糖体 RNA 序列数据

集，覆盖细菌、古细菌和真核生物这 3 个生命

域，提供序列比对、分类和系统发育树构建工

具[61]。RDP (ribosomal database project)数据库收

集了大量细菌和古菌的 16S rRNA 基因序列，支

持病原微生物的快速鉴定和分类学研究[62]。

EzBioCloud 数据库作为病原微生物分类和鉴定

的综合平台，提供了丰富的细菌和古细菌基因

序列、鉴定工具及分类信息，便于菌种快速鉴

定与分类[63]。值得注意的是，国际公共数据库

虽能整合多数微生物基因组数据，但仍存在数

据缺口，尤其是感染性真菌基因组数据稀缺，

多数有感染史的真菌并未收录，给病原体检测

出带来巨大挑战。因此，在整合公共数据的同

时，开展病原微生物基因组测序、补充缺失数

据，是完善临床微生物参考数据库完整性的

关键。

2.1.2　适配纳米孔测序云端数据源解析

公共数据库整合了多个微生物基因组数据，

针对初学者开展纳米孔测序宏基因组物种检测

的需要，目前已有多款集成化数据库与工作流

程可供直接选用。鉴于宏基因组数据处理涉及

原始数据质控、组装、注释等专业化步骤，集

成化在线分析平台可显著降低技术门槛。

纳米孔测序设备厂家的官方软件及比对工

具配套数据库，是初学者开展测序数据深度挖

掘与功能解析的重点资源[64]。Oxford Nanopore 

Technologies 的 EPI2ME Labs 云端平台，是预置

数据库驱动的长读长分析标准化分析平台[65]。

其宏基因组物种检测流程 wf-metagenomics 内置

Kraken2 (快速筛查)与 Minimap2 (精准验证)双模

块，搭配多层次数据库：基础层包含 NCBI 专门

收录 16S/18S/ITS 核糖体 RNA 序列的定向数据

库，适配扩增子-宏基因组关联分析；通用层包

含 Standard-8 (核心微生物物种)、PlusPF-8 (含潜

在致病菌株)、PlusPFP-8 (补充噬菌体与质粒序

列)，满足环境、临床等多场景需求。此外，其

wf-16S 流程依托长读长覆盖 16S rRNA 基因

V1−V9 完整可变区的优势，解决传统短片段(如

V3−V4 区)分类分辨率不足问题，实现高分辨率

鉴定。该平台无需自行搭建分析流程，预置数

据库经长读长兼容性优化，规避通用数据库的

短读长偏好，并且相关源代码、更新日志及操

作手册可通过 GitHub 与 EPI2ME 官方平台获

取，便于研究者二次开发。

基于网页的生物医药大数据分析平台

Galaxy 具备零编程门槛(图形化操作界面)、全流

程自动化(上传数据一键完成质控-比对-可视化)、

结果可重复(记录分析步骤与参数，支持共享)及

云端算力支持(免费存储空间)四大优势，通过

“工具开源集成+流程定制化+多场景适配”适配

纳米孔宏基因组分析[66]。针对病原检测需求，

Galaxy 社区开发了 PathoGFAIR 项目流程集，

“宿主序列去除→物种分类→基因层面病原鉴定

→菌株变异分析→多样本可视化”形成闭环，支

持处理食品、临床等来源的纳米孔数据，同时

支持用户自主上传工具与数据库，其“工作流编

辑器”可模块化组合工具并支持导出与共享数

据，提升研究可重复性。

嘉兴南湖实验室(全国重点实验室)研发病原
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体 智 能 鉴 定 系 统 (genome pathogen analysis 

system, GPAS)，构建了“算法-模型-流程”三位一

体的技术体系，填补了国内“高准确性-高易用

性-高适配性”的病原体鉴定系统空白。研究者仅

需上传测序数据即可自动完成病原体识别与鉴

定，无需手动搭建分析流程，非专业人员也能

快速掌握。针对深度测序大数据的解析难题，

可快速定位潜在病原序列，为新发突发传染病

预警、疑难感染病例诊疗提供技术支撑，构建

未知病原体鉴定新范式。

2.1.3　环境宏基因组数据源解析

除了公开数据库外，一系列国际环境微生

物普查项目可针对性弥补当前公共数据库的短

板。这类项目覆盖全球不同生态环境(土壤、海

洋、极端环境等)，能捕获大量未收录的“潜在病

原相关微生物”，提供微生物生态关联信息，可

丰富临床数据库的注释维度，提升病原体检出

时的“环境-临床关联分析”能力，强化数据库实

用价值。

地球微生物组计划(earth microbiome project, 

EMP)整合了全球 27 000 余个样本的 16S rRNA

扩增子数据，构建了覆盖土壤、水体、极端环

境等多生态位的微生物基因组目录，含大量公

共数据库未收录的潜在条件致病微生物(如特殊

生境中的真菌、放线菌)，并基于 QIIME 2 (微生

物生态学定量解析)分析框架支持微生物 β 多样

性的多样本比对[67-68]。而 GOS (global ocean 

sampling)创建了首个全球海洋微生物多样性的

大规模基因目录，填补海洋来源病原微生物(如

弧菌科、海洋真菌)的基因组数据空白，依托

CAMERA 云计算平台将数百万条环境基因组的

注释结果与代谢通路融合，为海洋微生物学研

究 提 供 了 海 量 的 公 开 序 列 数 据[69]。 CoML 

(census of marine life)历时 10 年构建了大量海洋

物种的全球登记系统，集成大量分布记录的生

物地理信息系统，通过标准化方法和跨学科合

作提供海洋生物多样性基线数据，助力发现感

染病例与海洋环境暴露的关联[70]。

此外，基因组在线数据库 (genomes online 

database, GOLD)是基因组和宏基因组测序项目

信息的核心存储平台，收录了超 20 000 个研究

项目的成果，近 600 个宏基因组研究项目，提

供快速搜索、高级搜索和元数据搜索这 3 种检

索方式及可视化功能，可帮助临床研究者快速

定位目标病原参考序列，解决“数据分散难获

取 ” 的 问 题[71]。 人 类 微 生 物 组 计 划 (human 

microbiome project, HMP)系统性收集和分析了口

腔、肠道、皮肤等人体关键部位的微生物样本，

生成包含基因组和宏基因组数据在内的综合性

数据库，重点标注微生物与人体健康状态的相

关性，识别疾病相关微生物标记物[67]。

2.2　高质量参考数据库与配套资源构建

现有数据库最初主要面向一代和二代测序

结果的存储和查询。随着纳米孔测序技术快速

发展，数据库虽已尝试整合纳米孔数据，但仍

存在数据模型不匹配、误差校正与置信度标注

不足、格式与标准不统一、注释与可追溯性欠

佳以及性能与可扩展性受限等问题[53]。当前参

考数据库并非专为纳米孔数据构建，但业界已

形成了对长读长更友好的参考数据库体系。本

节围绕高质量参考数据库优先策略、标准化细

分策略、多数据库联合策略和场景适配策略，

详细阐述具体构建与资源选择方案，为具体实

践提供清晰方向。

2.2.1　纳米孔高质量参考数据库构建

构建适用于纳米孔测序的高质量参考数据

库，首先要进行分类信息确认与评估，公共数

据库中的数据可能存在提交人操作失误导致的

分类错误，因此需按 TaxID-拉丁名-同物异名三

位一体校准核验，对争议条目以基因组或标记

基因系统发育树复核查验，减少分类错误序列

的纳入。其次开展测序数据质量评估，参考数

据库中存在低质量或不完整的基因组序列会直

接导致比对结果的假阳性率的升高，因此需对

基因组序列进行去冗余处理，利用代表基因组

减少重复 k-mer 引发的错配，与加权 minimizer
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策略互补，同时 k-mer 或 minimizer 的筛选机制

应与读长相匹配，最终优选质量高、完整度高

的基因组序列。再次应重点关注宿主污染剔除，

宏基因组检测过程中测序样本可能携带宿主污

染序列，易导致假阳性，需将参考数据库中的

序列反复比对宿主基因组，彻底去除污染序列，

降低宿主基因干扰。此外需推进分类名称标准

化，新的分子生物学证据(如基因组测序、系统

发育分析)或形态学特征重新解析可能导致微生

物分类层级变更。例如，某菌株原本被归类于

某一属内的独立物种，后续研究发现其与另一

属的亲缘关系更紧密，最终被调整至新属中，

导致分类地位的变更。部分微生物最初的命名

可能存在同义名、拼写错误或不符合国际命名

法规，数据库应根据最新研究结论修正命名，

确保物种名称的唯一性与合规性。最后需在实

时监测或临床场景中保持定期更新与数据可溯

源，需及时收录新物种，避免“未知病原无法匹

配”问题。同时，通过可溯源管理，防止临床诊

断数据回溯时信息变更导致的“误诊误判”，另

外建议至少保持月度或季度更新，并附带版本

号与变更日志，为高质量数据库实际应用提供

保障。

2.2.2　宿主参考基因组数据库选择

宿主参考基因组是核心数据库“去污染”环

节的关键支撑，需选择高质量、标准化的宿主

参考序列，直接支撑宏基因组分析中宿主序列

去除效率。Ensembl 主库收录 348 种物种基因

组，涵盖人类、小鼠、斑马鱼等模式生物，可

下载最新版本人类基因组参考序列 (genome 

reference consortium, GRC)， 直 接 导 出 适 配

Kraken2、 Minimap2 的索引文件，无缝对接

Galaxy 的宿主序列去除模块。NCBI RefSeq 包

含所有已测序真核生物(人类、家畜、宠物、植

物等)的参考基因组，每个物种标注推荐版本(如

人类 GRCh38. p14)，并提供完整的 GenBank/

RefSeq 编号与组装信息。加州大学圣克鲁兹分

校(University of California, Santa Cruz, UCSC)开

发 的 可 视 化 基 因 组 数 据 库 (UCSC genome 

browser)，聚焦脊椎动物与模式生物，核心宿主

资源包括人类(hg38)、小鼠(mm39)、大鼠(rn7)

等。国际小鼠基因组信息资源中心 (mouse 

genome informatics, MGI)专注于实验室小鼠的整

合基因组数据库，是动物模型研究的核心宿主

资源，适配基础科研场景的污染控制需求。

2.2.3　微生物参考数据库选择

宏基因组分析中，除依托宿主参考基因组

数据库完成宿主序列过滤、精准比对病原微生

物种类外，还需整合物种相对丰度、耐药基因

和毒力基因等多维度关键信息，并关联病原微

生物引起的临床症状，为临床诊断与用药提供

丰富的参考信息，同时为未来新发未知病原体

研究奠定依据[72]。

综合抗生素耐药性数据库 (comprehensive 

antibiotic resistance database, CARD)是宏基因组

分析中耐药基因解析的核心资源，整合了抗生

素耐药性本体(antibiotic resistance ontology, ARO)

与人工校验的耐药基因序列(antibiotics resistance 

genes, ARG)，可通过耐药基因识别器(resistance 

gene identifier, RGI)识别并预测基因组数据中的

耐药基因，提供交互式的结果与 ARO 分类注

释，为临床用药选择提供关键依据[73]。GO 

(gene ontology)数据库作为基因功能注释的标准

化框架，可通过功能富集分析模块，识别基因

集合中显著性聚集的功能类别，也可以通过功

能预测模块，拓展未知基因的功能注释[74]。京

都基因与基因组百科全书(Kyoto encyclopedia of 

genes and genomes, KEGG)的核心价值在于解析

病 原 与 宿 主 相 互 作 用 机 制 ， 其 KEGG 

NETWORK 子库通过通路映射，重点揭示疾病

相关分子网络的扰动机制，系统整合基因变异、

病原体感染及环境因素对细胞信号网络的动态

影 响[75-76]。 同 源 基 因 簇 数 据 库 (clusters of 

orthologous genes, COG)通过聚类不同物种间具

有共同祖先和保守功能的直系同源基因，为基

因组注释及比较分析提供重要框架[77]。该数据
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库将基因家族划分为 26 个标准功能类别，基于

完整或接近完整基因组序列开展比对分析，常

用于评估基因组测序完整性与组装质量[78]。

2.2.4　背景微生物参考数据库构建

纳米孔病原检测中，试剂工程菌、实验环

境与操作人员携带微生物以及实验室残留与耗

材生产环节引入的微生物均可成为“背景微生物/

背景菌”，进入测序数据后易造成污染与假阳

性[79]。为此，各实验室应结合自身采样与实验

流程、样本类型与处理要求，建立并持续更新

背景微生物参考数据库，在生信分析阶段过滤

背景序列。同时，必须在每批次设置无模板对

照以监控批次间背景信号，并将其检出的背景

菌纳入过滤策略[80]。根据纳米孔的特性，关注

长读长嵌合、接头残留、条码串扰、低复杂度

区域误比对等特有假象，设置最小有效读长与

质量门槛，必要时进行二次分割并重新比对。

在下游分析时优先采用 RefSeq 或者模式菌株的

高质量基因组，剔除低质量与污染组装，对同

物种做去冗余[代表性菌株/平均核苷酸相似度

(average nucleotide identity, ANI)聚类]，控制库

体积与误匹配；并针对数据库条目及判读过程，

系统记录试剂批次、操作人员信息、环境采样

点位、实验日期、化学试剂配方、流动池信号

及软件版本等核心元数据。

总之，纳米孔测序技术的发展加速了基因

组序列数据的产生速度和扩张规模，但生物信

息学分析流程与临床微生物基因组参考数据库

标准化不足、数据安全与隐私保护制约价值挖

掘的难题仍待破解[81]。而“质量优先-标准化细

分-多数据库联合-场景适配”的核心策略，正是

破解这些难题的关键。通过策略引领，可实现

数据库构建的方向不偏、操作有序。研究者可

以据此按应用场景逐层决策，而非在零散资源

中摸索，从而最大程度发挥纳米孔长读长在物

种鉴定、耐药监测和宏基因组解析中的优势，

减少方向性偏差，为纳米孔测序技术的规模化

落地筑牢基础。

3　总结与展望　总结与展望

纳米孔测序以单分子、长读长为核心优势，

打通了高度重复区域、复杂结构变异与全长转

录本的直接解析通道，从根本上补齐了短读长

在组装连续性与功能注释上的短板[82]。与此同

时，较高错误率与复杂场景对传统生信工具提

出了更高要求，迫使比对算法与参考数据库向

信号建模、图结构数据库构建与版本化治理三

方面协同演进[83]。

在比对算法层面，本文梳理了长读长测序、

实时测序、错误率兼容、宏基因组和结构变异

检测这 5 种不同应用场景下的比对工具。其中

长读长序列比对方法可有效提升复杂基因组背

景下比对的准确性与运算稳定性；实时测序比

对与选择性测序支撑“边测边判断”的临床诊断

或病原体检测应急场景；错误率兼容比对方法

在处理含有高噪声和测序错误的数据时保持较

高的比对质量，减少假阳性结果；宏基因组比

对方法在速度与精度间需因场景取舍；结构变

异检测的比对方法正从基于线性参考基因组的

读长比对，向图形参考基因组与信号级分析相

融合的方向演化，以提高断点可解释性。

在数据与资源方面，不同比对方法为纳米

孔宏基因组序列分析提供计算框架，而多维参

考数据库协同则是结果可靠的根本。以综合数

据库为基线资源，通过质量筛选与版本化管理

解决其质量参差、误注释问题；以集成式云分

析平台为初学者降低数据分析门槛，保障流程

可复现；以环境宏基因组项目补充公共库缺失

的潜在病原相关微生物序列，提升结果情境化

判读能力；同时还需重视宿主数据库、常见的

实验污染数据库及功能与耐药注释数据库的多

库联动，降低假阳性率并减少批次间漂移。以

高质量参考基因组数据库为基座，叠加多维数

据与云端标准化流程，通过版本化与可溯源治

理，实现又快又准的检出与功能注释，满足临

床与大规模化应用。
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未来，纳米孔测序需要在现有工具与资源

框架上集中解决若干关键瓶颈。首先是针对纳

米孔测序固有的高错误率问题，将 AI 模型中深

度学习信号分类与测序误差校正算法融合，通

过算法精准解析电信号，降低碱基识别误差。

在此基础上升级测序化学试剂的特异性、提升

纳米孔芯片的制造精度与孔径一致性，并针对

其材料、电路设计和电信号采集模块精度等进

行专业化改进，系统性降低测序错误率，从而

提升碱基识别与变异检测的准确性。其次针对

近缘物种基因组序列同源性高、区分难度大的

问题，将图结构参考数据库与比对算法结合，

在数据库中强化近缘物种基因组的特异性特征

标注与分化位点识别，通过对特异性位点的优

先匹配机制，实现近缘物种序列的精准区分，

进一步提升复杂样本的解析能力。再次是建立

跨机构标准化体系，不同实验室比对流程的差

异、数据库版本的不一致等因素都会导致结果

可重复性偏低，因此需要建立数据质控、工具

选型、数据库版本的行业规范，同时需构建数

据库与分析工具的动态更新维护机制，依托多

中心临床与科研数据反馈闭环，明确校验标准、

更新周期与版本追溯规则，确保结果的可重复

性和可溯源性，形成可溯源和可复刻的临床分

析流程。最后是兼顾数据共享与隐私保护，由

于宏基因组临床样本包含敏感信息，现有技术

难以在数据共享与隐私保护之间做好平衡。利

用区块链实现数据溯源，打破数据孤岛，在符

合数据领域科研伦理前提下深入挖掘数据价值。

只有在减少错误产生、提升近缘物种分辨能力

与持续演进数据库这 3 方面取得实质进展，并

以标准化流程与合规的数据治理为支撑，纳米

孔测序才能在物种鉴定、耐药监测、环境监控

和公共卫生预警等关键场景中实现真正可规模

化、可监管、可持续的应用。
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