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摘要：水环境病原菌对人类和水生动物的健康以及水产品生物安全带来了重大威胁，是
公共卫生、水产养殖、食品安全等行业的重点监测对象。然而水环境病原菌数据库建设
相对滞后，相关数据库分散在临床医学和水产动物病害等领域，且缺乏信息交流与融合，
完整性仅限于各自独立的学科，不能满足区域尺度或生态学视角下，大规模水源性病原
鉴定及生物安全评价等高通量监测的需求。因此，本研究通过整理人类介水传染病、水
生动物、哺乳动物、植物和跨宿主疾病等 7大类细菌病原信息，构建多线程可调度通讯
模型和全局序列匹配算法，开发了水环境细菌病原数据库 (DPiWE，dayuz.com)。DPiWE
收集了 14门、27纲、54目、116科、221属、1 097种、9 070株细菌病原的物种分类、
16S rRNA基因、宿主 (195种) 和感染类型 (21种) 信息。并在Web端实现信息检索、序
列比对和注释结果可视化等功能。案例分析显示，DPiWE构建的系统发育网络，清晰
地将养殖环境菌株 DS10−D19划分为鳆发光杆菌；用 DPiWE对海水混养系统细菌高通
量测序结果进行注释，揭示 3种养殖动物病原分布具有明显差异，患病组水体有传播人
体和鱼类共患病病原的风险。DPiWE及配套分析流程可为水环境生物安全高通量评价、
渔业生态健康维护和水产动物病害个性化防治提供新的思路和数据基础。
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水环境生态系统与人类的生产生活密切相

关，同时也是病原重要的“物种池”之一 [1-2]。受

人类活动影响，地表水污染日益严重 [2]，病原微

生物通过水环境传播的风险逐渐增加 [3]，不仅直

接威胁人类健康 [1]，同时也增加了水生动物疾病

发生的频率 [4]，对食品安全和渔业可持续发展造

成不利影响 [5]。因此，Sagova-Mareckova等 [3] 建

议将水体病原菌等微生物纳入水环境生态系统

中的生物常规监测，用于环境生态评价、病原

菌溯源追踪以及水生动物病害防治等工作[6-8]。

水环境病原微生物鉴定依赖病原菌数据库

的完整性和准确度 [7-8]。目前鉴定技术主要分为

三大类：①基于多相分类  (polyphasic taxonomy)
策略，综合形态学和生理生化特征观察 [9]、自动

化微生物鉴定系统[10] 和基于 16S rRNA基因 Sanger
测序 [9, 11] 等传统分类学方法，需要使用数据库进
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行系统进化分析以准确确定病原菌的分类地位；

②基于基因芯片 [12]、抗原抗体反应 [13]、荧光定量

PCR[14]、数字 PCR[15] 和微流控定量[16] 等 PCR反应

检测，以及其他特异性病原微生物快速检测系

统 [13] 等，均需依赖病原菌基因序列信息才能完

成特异性的引物或抗体设计；③基于高通量测

序和生物信息学技术检测环境样本中微生物的

方法 [7, 14]，虽然通量高、信息量大，但需要依赖

完善的微生物分类特征和序列信息等先验知识，

才能实现对环境中尽可能多的病原菌进行物种

注释。不完整的数据库可能导致水环境中的 DNA
信息得不到有效捕获或准确注释，易造成物种

漏检或鉴定错误。因此，建立和完善水环境病

原菌信息，提高参考数据库的完整性和质量，

不仅可以支撑传统分类学的水环境病原菌菌种

鉴定工作，而且可以提升水环境病原监测的可

靠性和准确度，对水环境病原菌的鉴别以及水

产动物疾病预警和监测具有重要意义。

病原菌数据库的建设得到研究人员的充分

关注，但是仅局限于各自的领域，缺乏对水环

境病原菌信息的系统梳理和整合 [17-20]。目前，国

际上公开的病原菌数据库主要有：① 病原体-宿
主互作数据库 (pathogen-host interactions, PHI-base,
http://www.phi-base.org/)，共收集 276种动植物病

原  (植物病原菌为主 ) 的 8  070个功能基因 [17]；

② 美国国立卫生研究院 (national institutes of health,
NIH) 病原数据库 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/path-
ogens)，共收录 34种细菌性病原菌的 92 466株菌

株信息；③ 京都基因与基因组百科全书  (Kyoto
encyclopedia of genes and genomes, KEGG) 病原耐

药数据库，共收录 552种 (包括 204种病毒、151
种细菌、61种真菌和 136种其他真核病原) 1 340
株人类和人畜共患病病原菌信息 [18]；④全球医生

联盟也提供了包含 64种致病细菌的参考信息

(https://globalrph.com/bacteria/)。国内人类感染性

疾病的病原微生物信息主要被中国医学科学院

病原生物学研究所的细菌毒力因子数据库[19] (a ref-
erence database for bacterial virulence factors, VFDB,
http://www.mgc.ac.cn/VFs/)、中科院微生物所的微

生物与病毒主题数据库 (http://www.micro.csdb.cn/)
和华大基因的国家基因库子库病原菌变异数据

库 (Pathogen variation database，PVD，http://db.cngb.
org/pvd/) 收录。水产动物疾病相关的数据库主要

有：① AquaPathogen X病原模板数据库  (aquatic

animal  pathogens  template  database,  https://pubs.us-
gs.gov/fs/2012/3015/)，提供了基于商业软件 File-
Maker® Pro的病原菌信息收集标准化模板，方便

用户制作自己的本地数据库，但未提供病原菌

信息；② 鱼类病原基因组数据库  (fish pathogen
genome  database,  https://pubmlst.org/projects/fish-
pathogens) 具有 Web端界面，收录了气单胞菌

属  (Aeromonas)、弧菌属  (Vibrio)、短螺旋体属

(Brachyspira) 等鱼类病原的 203个基因标志物 [20]；

③ 水生病原数据库清单  (list of aquatic pathogens
database，http://aahl.res.in/repositories/list-of-aquatic-
pathogens-database/) 提供了 20种水生动物病毒和

5种细菌病原名称。遗憾的是，与人类感染性疾

病等病原数据库相比，水环境病原菌数据库的

建设工作存在明显的滞后性，收录信息及使用

方法有待进一步完善。因此，有学者呼吁加强

水环境病原菌的数据库建设和数据分析等工作，

帮助推动水产养殖可持续发展和全球水环境保

护等工作 [5, 8]。本研究通过收集整理人类、鱼类、

无脊椎动物、植物疾病及跨宿主共患病的细菌

病原分类学、感染类别和宿主的信息，并基于

多线程可调度数据库系统和多任务模式的全局

序列匹配算法，开发了 DPiWE数据库及配套生

物信息学分析方法，以期为水环境病原菌的鉴

定、溯源和水产动物病害防治等工作提供基础

数据保障和分析流程参考，也为渔业生态健康

评价及渔业资源保护提供科学支撑。 

1    材料与方法
 

1.1    病原菌信息收集及数据库构建

DPiWE数据库的构建流程如图 1-a所示，包

括病原菌物种信息汇总和 16S rRNA基因序列收

集两部分工作。首先，对目前水环境病原菌物

种信息进行人工整理和数据库构建。对于水产

动物的病原细菌学信息，参考 Austin等 [21] 和房

海等 [22] 的研究，收集病原菌物种或菌株名及其

感染的宿主信息。其他种类的细菌病原信息收

集采用以下策略：首先根据 Cabral等 [7] 的报道，

收集了 250株志贺氏菌属 (Shigella)、沙门氏菌属

(Salmonella) 等人类介水传染病的病原菌株信息；

然后考虑到水环境较为复杂，容易受工农业等

人类活动干扰 [2-3]，尤其是医院附近的水体 [7]，病

原菌多样性高、组成复杂，为了使数据库适用

性更广，数据库同时收录了 KEGG病原耐药数
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据库 [18] 和 VFDB细菌毒力因子数据库 [19] 中所有

的细菌病原信息。为防止物种分类信息被错误

记录，利用原核生物名称列表数据库  (list  of
prokaryotic  names  with  standing  in  nomenclature,
LPSN) [23-24]，对收集到的病原菌分类学信息进行

人工核对和校准，共获得1 097个病原菌物种。

然后利用 KEGG数据库对病原菌的感染类型进

行注释，共得到 21种感染类型。最后，使用

NCBI (national  center  for  biotechnology information)
核酸数据库获取病原菌菌株对应的 16S rRNA基

因序列信息。若没有该菌株的序列，则用该物

种模式株的 16S rRNA基因序列；若病原菌只有

属的分类信息，则下载该属下各物种的模式菌

株 16S rRNA基因序列。 

1.2    基于多线程可调度通讯模型的 DPiWE网

络端实现方法

DPiWE的网络端系统搭建流程如图 1-b所

示，包含应用展示层、业务逻辑层、数据仓储

层、数据实体层和基础设施层 5个子应用层。其

中，应用展示层使用 HTML5技术，渲染用户使

用界面网页，响应用户上传数据、匹配计算等

用户交互操作；其他应用层采用 rabbitmq消息队

列和 ASP.Net-Core框架进行开发，业务逻辑层主

要负责组织整个应用的流程，定义了软件需要

完成的任务，是调用其他模块的通道；数据仓

储层负责对数据库表的封装，提供 CRUD [增加

(create)、检索 (retrieve)、更新 (update)和删除 (del-
ete)] 功能；数据实体层用于实现对用户数据的封

装、定义业务状态信息和业务规则；基础设施

层为其他各层提供层间信息传递、数据持久化

机制等通用技术 [25-27]。管理系统效率和比对软件

的运算速率是影响数据库匹配和注释序列时效

的核心因素。为了解决数据并发 (如序列比对运

算) 和系统内通信速率对服务器系统资源的分配

问题，在 DPiWE网络端中采用陈小辉等 [25] 和左

朝树 [26] 的方法，构建满足高并发的线程调度模

型，通过将用户任务写入消息队列，以异步方

式处理非重点业务，从而加快响应速度。当并

发量大时，按照数据库的承载量，从消息队列

中拉取并处理消息，对内部通讯进行并发接收

和发送数据。同时根据运算节点的系统资源占

有率，动态调度通讯和运算节点，合理协调数

据库内部的通信性能和服务器系统对序列的处

(a) (b)
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图 1    水环境细菌病原数据库 (DPiWE) 的构建流程

(a) DPiWE的信息收集流程；(b) 网络端系统构架

Fig. 1    A framework for the construction of database of pathogenic bacteria in water environment (DPiWE)
(a) construction of DPiWE information collection; (b) system architecture in Web site
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理能力，最大限度地提高用户提交任务的运行

效率和服务器资源的利用率。数据库管理采用

NoSQL的方法 [27]，实现对病原菌物种信息等数

据库数据的维护、访问以及用户序列比对和结

果注释等功能。最后，使用 R语言服务器程序

Rserve对序列比对和注释结果进行统计汇总，并

提供基于比对结果的可视化报告 (图 1-b)。 

1.3    不同序列比对软件用于匹配 DPiWE的性

能评价方法

首先利用 DPiWE数据库序列，分别构建用

于模拟全长 16S rRNA基因测序序列  (如 Sanger,
PacBio RS等一代或三代测序平台的数据) 和 16S
rRNA基因V4可变区测序序列 (如 Illumina Hiseq 2 500
或 MiSeq测序平台等二代测序数据) 的测试数据

集，参考 McDonald等 [28] 的方法，并进行改进：

① 对于全长 16S rRNA基因序列，利用 Seqtk-1.3
软件  (https://github.com/lh3/seqtk，版本号 r106) 分
别随机抽取 1、 1  000、 2  000、 3  000、 4  000和

5 000条 DPiWE数据库序列，每次抽取重复 3次；

② 对于 V4可变区序列，先使用 Usearch软件 [29]

(版本号 11.0.667) 的电子 PCR模块  (search_pcr2)
提取 DPiWE数据库序列对应的 V4区，再进行序

列抽取，抽取方法与上述全长序列一致，每次

抽取均为独立事件。在考虑到服务器性能与负

荷的情况下，本研究选用当前微生物序列比对

分析中常用的软件进行测试。QIIME 1作为经典

的微生物高通量数据分析软件，在水产动物微

生物组和其他水生环境微生物群落研究中得到

了非常广泛的应用 [6, 14, 30]。因此使用 QIIME 1软

件的注释结果作为选择比对软件的最低标准，

即选用的比对软件注释正确率不应低于 QIIME 1
的结果。由于数据库面临多用户及多线程使用

压力，基于机器学习分类器的方法对运算资源

要求较高，运算时间过长，因此并未使用QIIME 2
等采用此类方法的软件进行测试[31]。综合以上因

素，本研究选用 BLAST+软件 [32]  (https://ftp.ncbi.
nlm.nih.gov/blast/executables/blast+/LATEST/，版本

号 2.11.0) 中的 Blastn模块，Qiime软件 (https://
github.com/biocore/qiime, 版本号 1.9.1) 中的“pick_
closed_reference_otus.py”脚本[30]，Sortmerna软件[33]

(https://github.com/biocore/sortmerna，版本号 4.3.2)
和 Usearch软件的全局搜索模块 [29] 等 4个常用的

序列比对算法进行测试。依次运行 4种软件，将

测试数据集序列对比到 DPiWE数据库中，其中

比对相似度  (percent identity或 similarity) 和最低

共识度  (minimum consensus fraction) 等相关运算

参数分别设置为 0.98和 0.51，其他均采用软件默

认参数。以上 4种软件的序列比对运算均在相同

测试环境  (DELL™ T630服务器，处理器： Intel
Xeon E5-2620V3×2，内存 64 G，SAS硬盘  300G×
3，操作系统为 Ubuntu 16.04.7 LTS Linux平台) 下
进行，并记录软件比对不同测试数据集的运行

时间和计算结果。以测试序列是否匹配到原始

数据的种分类水平为依据，采用交叉验证的方

法 [31, 34] 对4种软件的匹配性能进行分析。使用 R
语言的“verification”  (版本号 1.42)[35] 和“ROCR”
(版本号 1.0-11)[36] 软件包计算真阳性率 (true posit-
ive rate) 和假阳性率 (false positive rate)，绘制接受

者操作特性  (ROC) 曲线，并计算 ROC曲线下的

面积 (AUC)。AUC值越接近于 1，说明软件匹配

可靠性越高，比对性能越好[36]。 

1.4    案例研究及其数据分析方法

使用 DPiWE数据库分析了一株未鉴定细菌

16S rRNA基因全长序列和 3种海水养殖动物及

养殖环境细菌群落高通量测序数据[37]。 

　　一株来源于海水养殖区的细菌 16S rRNA
基因序列分析　　菌株DS10−D19来自宁波大学微

生物与水域生态健康研究团队菌种保藏中心，样

本采集地为宁波象山港黄避岙某养殖场 (29.60°N，

121.80°E)。提取菌株基因组 DNA后，使用 16S
rRNA基因的引物对 (27F: 5′-AGAGTTTGATCC
TGGCTCAG-3 ′， 1492R:  5 ′-TACCTTGTTACG
ACTT-3′)[38] 进行 PCR扩增，PCR反应体系和反

应条件参考陈慧等 [9] 的方法。PCR产物纯化后使

用上海生工生物工程有限公司的 Sanger平台进

行 16S rRNA基因测序。将该序列比对到 DPiWE
数据库，得到物种分类信息。并从 DPiWE数据

库中下载该菌株所在属的所有病原菌 16S rRNA
基因序列，用 PyNAST软件 [39] 参考 Greengenes
13.5数 据 库  (http://greengenes.secondgenome.com)
中的 16S rRNA基因预聚类序列进行多重比较，使

用 R语言“phangorn”  (版本号 2.5.5)[40]，“ggtree”
(版本号 2.2.1)[41] 和“ggnetworx” (版本号 0.99.0)[42] 软
件包进行系统发育网络 (phylogenetic network) 分析。 

　　三种海水养殖动物肠道及其养殖环境的细

菌群落高通量测序数据分析　　Sun等 [37] 于

2017年 8月采集了中国莆田登封海水养殖区的
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养殖水体、底泥，以及凡纳滨对虾  (Litopenaeus
vannamei)、三疣梭子蟹  (Portunus trituberculatus)
和硬壳蛤  (Mercenaria mercenaria) 的肠道微生物

样本，其中有 3个池塘暴发疾病，其他均为健康

组。其高通量测序序列和实验设计储存在 NCBI
的 SRA (Sequence Read Archive) 数据库中 (项目编

号 PRJNA542997)。使用 Usearch软件[29] 对原始数

据进行质控和去噪 [43]，得到最小测序深度为 11
197序列数的 zOTU (零半径操作分类单元) 数据

集，使用 DPiWE数据库注释其代表序列，统计

各样本的病原菌组成及丰度信息，使用 R语言

“ggalluvial” (版本号 0.11.3，http://corybrunson.git-
hub.io/ggalluvial/) 软件包进行可视化和溯源分析。 

2    结果
 

2.1    DPiWE数据库细菌病原信息收录及网站

功能结构

根据数据库病原信息构建流程  (图 1-a)，最

终收集整理了 9 070个病原菌菌株信息，共分为

鱼类/两栖动物  (7 146株)、人类介水传染病  (250
株)、人类其他疾病 (595株)、哺乳动物 (358株)、
植物  (118株 )、无脊椎动物  (23株 ) 以及跨宿主

(580株)病原等 7大类数据，其中包括了 14门、

27纲、54目、116科、221属、1 097种的病原

菌分类信息  (图 2)。属于 γ-变形菌纲  (Gammapro-
teobacteria) 的病原在鱼类、人类和哺乳动物病原

中的比例最高，其次是厚壁菌门 (Firmicutes)，放

线菌门 (Actinobacteria) 和拟杆菌门 (Bacteroidetes)
的病原也超过 500株。数据库还收录了鲑属 (Onco-
rhynchus)、罗非鱼属 (Oreochromis) 等 195种被病

原感染的宿主信息，以及“弧菌感染 (Vibrio infec-
tion)”、“气单胞菌感染  (Aeromonas infection)”、
“食源性产气荚膜梭菌中毒 (foodborne Clostridium
perfringens intoxication)”等 21种细菌感染类型。

Web端数据库按照图 1-b的系统架构设计，实现

了基于多线程可调度的分布式通信模型、全局

匹配算法和 R语言可视化方案。同时，开发了
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图 2    DPiWE数据库中细菌病原类群和宿主信息统计

Fig. 2    Summary of pathogenic bacteria taxonomy and host information in DPiWE
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信息发布  、用户管理、病原菌数据库的信息检

索、序列上传与存储、序列比对  (图 3-a) 和匹配

结果可视化等功能 (图 3-b)。
  

2.2    四种序列比对软件与DPiWE数据库的匹配性

从软件运行时间和匹配效果的角度，评价

Usearch、Sortmerna、Qiime和 Blast这 4种常用序

列比对软件与 DPiWE数据库的匹配效能  (图 4)。
对于 16S rRNA基因全长和 V4可变区序列的测

试数据集，4种软件在比对运行时间上有着相似

的规律  (图 4-a)，开启多线程的任务比一般任务

执行的时间更短。Usearch软件在多线程模式下

运行的时间最短，其次是 Sortmerna软件，但

Blast软件在多线程和一般模式下均比其他软件

的运行时间长。序列匹配性能结果表明，Usearch
软件拥有最高的序列比对精确度，AUC值接近 1，
Blast和 Qiime软件的精确度最低，AUC均为 0.72
(图 4-b)。这可能与不同软件的序列比对算法有

关，Blast采用的是局部搜索算法，由于 16S基

因的保守性较高，容易造成假阳性比对结果，

Usearch可以调用全局搜索算法，在保证较高比

对覆盖度的情况下，得到的结果更加可靠。因

此，在使用 DPiWE时，推荐利用 Usearch软件进

行序列比对，可以在提高运算速率的情况下，

得到正确率较高的比对结果。 

2.3    基于DPiWE数据库比对结果的菌株DS10−
D19系统发育网络构建

把菌株 DS10-D19的 16S rRNA基因序列比

对到 DPiWE数据库中，结果显示其与数据库中

的鳆发光杆菌  (Photobacterium leiognathid，NCBI
登录号为 NR_029253.1，DPiWE数据库菌株编号

为 7a78d052deced33f69703a3f81761205) 的相似度

达到 99.1%。然后，把 DPiWE中所有的发光杆

菌属 (Photobacterium) 细菌 [鳆发光杆菌、纤细发

光杆菌  (P. angustum)，kishitanii 发光杆菌  (P. kis-
hitanii)，美人鱼发光杆菌亚种  (P. damselae subsp.
piscicida 和 P. damselae subsp. damselae)和美人鱼

发光杆菌两个菌株  (ATCC33539和 MTO71398.1)]
的 16S rRNA基因序列与菌株 DS10-D19一起进

行多重比对，并构建菌株 DS10-D19的系统发育

网络  (图 5)。结果显示，菌株 DS10-D19与鳆发

光杆菌遗传距离最接近，结合 16S rRNA基因相

似度信息，初步判断菌株 DS10-D19属于鳆发光

杆菌。此外，通过两次分支，菌株 DS10-D19与

纤细发光杆菌和鳆发光杆菌相互连接并位于网

络的同一侧，因此，该菌株分支  (δ和 β) 与鳆发

光杆菌分支  (γ) 和纤细发光杆菌分支  (δ) 在网络

中均比较接近。 

2.4     基于高通量测序数据的 DPiWE分析揭

示水产动物和养殖环境病原群落组成及溯源

结果

使用 DPiWE数据库，对 3种海水养殖动物

(a) (b) 
图 3    DPiWE数据库Web端功能

(a) 信息发布、用户管理、信息检索、序列上传与存储和序列比对功能；(b) 匹配结果可视化报告

Fig. 3    Web function for DPiWE
(a) web function of information release, user management, database retrieval, upload and storage and alignment for sequences; (b) visual report of match-
ing results
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肠道及养殖环境细菌高通量测序数据进行序列

比对和病原菌物种注释 (图 6)。该养殖环境样本

中的病原菌主要为弧菌属  (7.39%)、发光杆菌属

(5.64%)、乳球菌属  (Lactococcus, 1.40%)、假单胞

菌属  (Pseudomonas, 0.26%)  和假交替单胞菌属

(Pseudoalteromonas, 0.10%) 等。健康和疾病组水

产动物的病原菌也主要来自弧菌属和发光杆菌

属，但凡纳滨对虾和三疣梭子蟹肠道中病原菌

的丰度和物种组成模式均不同。患病对虾肠道

中的主要病原菌是发光杆菌属  (45.03%) 和弧菌

属 (24.91%)，其丰度均高于健康组 (8.70%、8.02%)；
而患病梭子蟹肠道中弧菌属  (47.17%) 和发光杆

菌属  (10.57%) 的丰度均明显高于健康组  (0.48%、

0.20%)。值得注意的是，在患病梭子蟹和对虾肠

道中属于弧菌属的病原，超过 45%来自鱼类和

人类共患病病原；水体中病原菌相对丰度虽然

较低，但是仍有超过 50%的病原菌属于跨宿主

共患病病原。 

3    讨论

水体病原菌是影响人类、动物和环境健康

的重要因素 [2-3]，也是全健康  (One Health) 全球使

命重点关注的领域之一[44]。描述与水体病原菌相

关的分类学和宿主信息，对更好地了解病原菌

群落多样性和对水圈环境的影响至关重要 [3]。本

研究开发的 DPiWE数据库，可用于水环境细菌

病原的分类学和群落生态学等领域的研究。目

前，KEGG细菌耐药性数据库 [18] 和 NIH病原数

据库等综合性病原数据库，仅包含 48–201株鱼

类相关的病原 (2020年 12月 22日数据)。常用的

水产动物病原菌数据库，如鱼类病原基因组数

据库和水生病原数据库清单等，也存在收录信

息较少，病原菌种类覆盖不足，不支持高通量

数据注释等问题[19]。针对以上情况，本数据库提

供了更多的人类介水传染病、水产动物疾病及

跨宿主共患病等病害的细菌病原的分类学和宿
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图 4    四种序列比对软件与 DPiWE数据库的匹配性

(a)~(b) 4种软件比对 16S rRNA基因全长  (a) 和 V4可变区  (b) 序列的运行时间比较，多任务模式下 4种软件使用相同的 CPU线程数；

(c)~(f) Usearch (c)、Sortmerna (d)、Qiime (e) 和 Blast (f) 4种软件基于交叉检验的比配精确度，AUC为曲线 (接受者操作特性曲线)下面积，

AUC越接近于 1，说明准确性测试的结果越好

Fig. 4    Performance of four software for sequence alignment matching the sequences in DPiWE
(a)-(b) runtime of the four software for full length (a), and V4 region (b) of 16S rRNA gene, the four-software using the same number of CPU threads in
multitasking mode; (c)-(f) The performance of Usearch (c), Sortmerna (d), Qiime (e), and Blast (f) on the cross-validated sequence datasets for DPiWE.
The value of AUC [Area Under ROC (receiver operating characteristic) Curve] the closer to 1 means the better the accuracy in test results
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主信息。此外，DPiWE的注释信息和其配套的

生物信息学数据分析流程，可以在不同的水环

境群落中进行快速、可靠地高通量病原菌鉴定，

病原菌群落特征分析以及基于大数据角度对水

环境病原溯源追踪等工作。DPiWE是已知第 1
个基于高通量测序数据，分析水体环境病原菌

群落特征和溯源的综合数据库。

准确度在菌株鉴定以及高通量测序数据分

析中至关重要，这在很大程度上取决于参考数

据库 [45] 和用于序列比对的算法 [34]。参考数据库

的完整性和质量是影响病原菌鉴定，以及高通

量测序数据生物信息学分析可靠性和再现性的

重要因素[46]。本研究在收集整理病原分类信息时，

统一不同菌株信息源的物种分类标准，使用原

核生物名称列表数据库  (LPSN)[24] 对病原菌分类

系统进行人工校准，确保分类信息符合当前国

际主流分类标准。不同的序列匹配算法对数据

的处理方法不同 [34]，本研究通过评估 4种常见序

列比对软件的匹配性能，选择性能最佳的软件

作为 DPiWE数据库的比对推荐算法。Usearch软

件在运算时间和匹配精确度上均优于 Blast软件。

这可能是因为 16S rRNA基因具有较强的保守性，

尤其是 DPiWE的数据主要集中在厚壁菌门和 γ-变
形菌纲中，Blast使用的局部搜索算法，对于全

长 16S序列的保守区不敏感，容易造成假阳性结

果 [34]。而 Usearch软件通过调用全局匹配算法 [29]，

在保证序列比对高覆盖率的情况下，使用 K-mers
数估计整体比对序列的同一性，在保持较高灵

敏度的同时，显著提高了运算速率。另外，PHI-
base数据库 [17] 和 VFDB数据库 [19]，在 Web端均

提供了 Blast比对模块，可对功能基因进行相似

性比较；而 SCycDB硫循环数据库 [46] 将 Usearch、
Blast和 Diamond这 3种工具结合在一起，用于

硫循环功能基因丰度估计和物种分类鉴定等分

析。由于不同数据库所提供的参考序列种类并

不相同，针对不同的数据库序列类型，需要选

择合适的方法来实现数据库的比对搜索等功能。

根据本研究结果，推荐使用 Usearch多全局搜

索算法的多任务模式对 DPiWE数据库进行序列

匹配。

基于 16S rRNA基因序列的物种鉴定是细菌

分类学上最常用的标准之一。目前已建立了多
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纤细发光杆菌
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P. leiognathi
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图 5    基于 DPiWE构建菌株 DS10-D19在发光杆菌属中的系统发育网络

■. DPiWE中的参考菌株；▲. 菌株 DS10−D19；﹡. 模式菌株；α和 β分支.菌株 DS10−D19发出的分支；γ分支.鳆发光杆菌发出的分支；

δ分支.纤细发光杆菌发出的分支；括号内为菌株名或 GenBank登录号

Fig. 5    Phylogenetic network of strain DS10-D19 in Photobacterium based on DPiWE
■. strains in DPiWE; ▲. strain DS10−D19; ﹡type Strains; α, β branch. split from strain DS10−D19; γ branch. split from P. leiognathid; δ branch. split
from P. angustum; the strain names or GenBank access numbers are in brackets
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种基于 16S rRNA序列的病原菌分子生物学分类

鉴定方法 [47-48]，但是由于部分细菌的 16S rRNA
基因具有较高的多态性，种间 16S rRNA基因的

同源性较高 [49]，尤其是在弧菌中 [38] (部分菌株的

16S rRNA基因同源性达到 99%)，目前该标准的

权威性受到一定的挑战 [16, 50]。尽管如此，在病原

鉴定工作中，依然可以在高质量的测序基础上，

通过生物信息学方法解析出同源性之外的其他

进化信息，提高数据的利用效率和解释度。例

如张晓华等 [11] 利用 159种弧菌的 16S rRNA基因

序列构建系统进化树，得到了较为清晰的弧菌

科内部物种进化关系。因此，16S rRNA基因序列仍

是细菌新种鉴定 [51]、病原菌检测 [38, 48] 等工作的重

要组成部分。本研究使用 DPiWE数据库对菌株

DS10-D19进行初步鉴定，虽然菌株 DS10-D19
与纤细发光杆菌的 16S rRNA基因序列相似度不

足 99%，但是系统发育网络提示，该菌株与鳆发

光杆菌和纤细发光杆菌具有相似的网络结构，

它们可能在进化过程中经历了相似的事件[52]，在

今后的研究中可结合基因组信息开展进一步研究。

基于高通量测序的病原检测和疾病诊断作

为一项新兴技术，具有免培养、耗时短、通量

高等特点[53]，在医学研究和临床诊断等领域得到

了广泛重视[54]，但在水产动物疾病诊断和水环境

病原菌检测方面，不仅应用较少，而且缺乏相

关的规范化标准 [14]。本研究构建的 DPiWE数据

库，可以对基于高通量测序的环境和水生动物

微生物群落数据，进行快速、准确的病原菌注

释，解析水环境病原菌在不同样本中的组成和

分布规律，并可通过溯源分析，推断病原微生

物与宿主的可能来源和传播途径。对 3种海水养

殖动物肠道及养殖环境微生物高通量测序数据

的案例分析结果表明，尽管位于同一区域，基

于高通量测序数据的 DPiWE注释信息仍然可以

区别出不同患病动物主导病原在物种组成和分

布上的差异，这也与原始案例中描述的患病动

物临床特征一致 [42]，体现了 DPiWE在分析病原

群落生态学中的优势。养殖环境微生物高通量

测序与 DPiWE数据库的联合使用，不仅解析了

不同水产动物肠道病原菌群落的结构和组成差

异，而且检测到疾病组养殖水体具有传播人体

和鱼类共患病病原的风险，为今后水环境生物

安全高通量测序分析和水产动物病害个性化防

治提供新的思路和数据基础。
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DPiWE: a curated database for pathogenic bacteria involved in
water environment

DONG Pengsheng 1,2,     GUO Haipeng 1,2,     WANG Yanting 1,2,     CHENG Huangwei 1,2,     WANG Kai 1,2,    
HONG Man 1,2,     HOU Dandi 1,2,     WU Yuhua 3,     ZHANG Demin 1,2*

(1. State Key Laboratory For Managing Biotic and Chemical Threats to the Quality and Safety of Agro-products,
Ningbo University, Ningbo    315211, China;

2. Collaborative Innovation Center for Zhejiang Marine High-efficiency and Healthy Aquaculture,
School of Marine Sciences, Ningbo University, Ningbo    315211, China;

3. East China Sea Forecast Center of State Oceanic Administration, Shanghai    200136, China)

Abstract:  Pathogenic  bacteria  in  the  water  environment  are  mainly  monitored  in  the  public  health,  food  safety,
aquaculture  and other  industries  due  to  their  major  threats  to  the  health  of  humans and aquatic  animals,  and the
biosafety  of  aquatic  products.  However,  pathogenic  database  involved  in  water  environment  pathogen  is  mainly
constructed according to independent disciplines, and scattered in the fields of clinical medicine and aquatic animal
diseases, which can no longer meet the high-throughput identification and biosafety evaluation of pathogenic bac-
teria involved in the water environment in the regional scale or ecological perspective. In this study, a database of
pathogenic bacteria involved in water environment (DPiWE) was constructed by collecting the taxonomic informa-
tion of pathogenic bacteria from humans, aquatic animals, mammals, plants, and cross-host comorbidities. A multi-
threaded  schedulable  communication  model  and  a  multi-task  mode  global  sequence  matching  algorithm  were
developed  to  construct  DPiWE.  The  database  collected  9  070  pathogenic  bacteria  strains,  which  belong  to  14
phyla,  27  classes,  54  orders,  116  families,  221  genera  and  1  097  species.  The  corresponding  16S  rRNA  gene
sequences, host information and infection types of these strains were also collected in DPiWE. This database was
deployed at a website (http://dayuz.com/) with the functions including web user management, pathogenic informa-
tion retrieval, sequence upload, storage and alignment, and visualization of annotation result. Two examples were
used to test the functions of DPiWE. The first example showed that, DPiWE can accurately construct a phylogen-
etic network of an unidentified bacterium (strain DS10−D19) isolated from cultural seawaters, according to its 16S
rRNA gene sequence, and identified it as Photobacterium leiognathid. The result of network also showed that the
network structure of strain DS10−D19 was similar to P. leiognathid and P. angustum. The second example showed
that  the  compositions  of  pathogens  in  the  intestines  of  three  mariculture  animals  were  significantly  different
through annotating the high-throughput  sequencing data  using DPiWE, and the rearing water  in  diseased groups
had potential risk of spreading the comorbid pathogenic bacteria of human and fish. The DPiWE and its support-
ing data analysis process can provide new ideas and data foundations for high-throughput detection of the biosafety
of water environment, protecting health of fishery ecology, and controlling diseases of aquatic animals, in the future.

Key words: pathogenic bacteria; 16S rRNA gene; multi-thread scheduling database; identify; annotation; water
environment
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