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摘  要: 随着二代测序技术的发展,产生了海量 16S rRNA 基因序列数据.如何有效地挖掘这些数据中隐藏的基因

组学信息,是当前研究的热点与难点.序列聚类研究如何将来源于同一物种的序列合并在一起,其构成了物种多样

性、结构及功能多样性研究的基础.针对 454 测序误差的来源特点,提出一种基于邻域种子序列的启发式序列聚类

算法(NbHClust).实验结果表明,该算法具有良好的鲁棒性能.与传统启发式序列聚类算法相比,该算法能够降低操作

分类单元(operational taxonomy unit,简称 OTU)过估计问题,提高聚类精度,有效地进行操作分类单元计算. 
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Abstract:  With the development of next-generation sequencing technology, a large number of 16S rRNA gene reads have been collected. 
A key and important issue is to develop novel methods for mining the hidden information among those data. Sequence clustering aims to 
find the natural groups of large-scale data which can help us to understand the species, functional and structural diversity of microbial 
communities. This present work proposes a heuristic clustering method based on Neighbor-seeds, named NbHClust, for 454 sequencing 
data. The results show that this method can reduce extent of overestimation of operational taxonomy unit (OTU) and have a good robust 
and high clustering accuracy. 
Key words:  second-generation sequencing technology; operational taxonomy unit; species diversity; 16S rRNA gene; sequence 

clustering 

聚类分析是一种无监督学习方法,广泛应用于图像处理、数据挖掘、模式识别、生物信息等领域[1,2],已成

为一种有效的大规模数据分析手段. 
与传统的数值型聚类方法稍有不同,本文的研究对象为 454 测序序列数据.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(如 454 测序,Illumina 测序),产生了海量的测序数据,使得从整体上研究微生物种群
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的组成与结构成为可能.然而,如何鉴定这些序列的功能并区分序列的差异,是摆在生物学家面前的一个重要问

题,亟需研究人员发展高效的计算方法来处理上述序列数据. 
由于 16S rRNA 序列含有丰富的进化信息并且具有高度保守性,目前已被广泛用于微生物进化及物种多样

性分析.基于 16S rRNA 序列的分析方法主要分为分类学方法与独立分类学方法[3].分类学方法依据现有的注释

序列,在一定的分类器准则下预测新序列的结构及功能,通常具有较高准确度,但其受参考数据集完整性约束,
难以对大量未知序列进行有效的功能注释[4,5].独立分类学方法则无需任何先验信息,采用聚类策略分析 16S 
rRNA 序列数据,进行操作分类单元(通常将 16S rRNA 序列聚类单元称为操作分类单元,简称 OTU)估计,从而推

断种群的组成及结构[6,7]. 
近年来,随着宏基因组学发展,国外陆续出现了一些 16S rRNA 序列聚类算法.Schloss 等人基于序列比对建

立相似度矩阵,然后采用层次聚类策略估计操作分类单元(Mothur),取得了较好的结果[6].为了降低 Mothur 算法

的复杂度,Sun 等人提出了一种基于 kmer 预过滤的层次序列聚类方法,在一定程度上提高了算法效率[7].Wang
等人基于网络社团挖掘思想估计操作分类单元,以节点表示 16S rRNA 序列,以序列相似性表示边权重,取得了

较好的聚类精度[8]. 
层次聚类与基于网络的聚类算法在大规模序列聚类时普遍存在着复杂度高及内存开销大的问题,例如,采

用网络或者层次聚类算法分析 454 测序仪单次测序序列,内存需求高达 1T,即使采用稀疏存储方式,也高达

>100G.鉴于层次聚类与网络聚类算法在大规模序列数据聚类方面的局限性,Godzik 等人提出了一种基于启发

式策略的 OTU 聚类算法,通过反复地贪婪搜索,种子扩增完成聚类过程.由于在聚类过程中不涉及相似度矩阵

的计算、存储及读写操作,只需存储有限种子序列,有效降低了时间复杂度与内存需求,尤其适合大规模 rRNA
序列聚类(例如,序列数>106)[9].Russell 等人基于数据压缩原理,采用 Lempel-Ziv 复杂度作为序列相似性度量标

准 ,提出了一种基于语法距离的启发式 OTU 聚类算法 GramCluster[10].类似的算法还包括 DNAClust[11]和

Uclust[12]. 
尽管国外在序列聚类方面已经取得了一定的研究成果,但从国内的二代测序序列研究来看,主要还是集中

于物种多样性估计及种群差异性分析[13,14],序列聚类算法方面的研究较少. 
启发式聚类算法以牺牲聚类精度换取算法效率,而且容易产生大量的 singleton 聚类单元,导致 OTU 过估计

问题.研究结果表明,由测序误差等因素导致的虚假聚类单元包含的元素较少,即,簇较小,而真实聚类结构一般

包含较多元素. 
本文在分析 454 测序误差特性的基础上提出了一种新的启发式聚类算法:首先,对每一个种子序列根据其

误差特性产生种子邻域序列集合;然后,基于启发式策略完成聚类过程;最后,基于聚类单元大小约束对聚类结

果进行属性约减.实验结果表明,该算法具有较好的鲁棒性能,提高了聚类精度. 

1   基于邻域种子的启发式序列聚类算法 

由于测序误差的存在,目前的大部分启发式聚类算法通常都会导致 OTU 过估计问题,其主要原因在于:定
义相似性度量函数时,同等对待测序误差及序列真实差异.针对这一问题,本文首先在分析 454 测序仪误差特性

的基础上,基于种子序列的同聚体分布,定义种子序列的邻近序列集合;然后,基于邻域种子序列集合进行启发

式搜索、扩增形成聚类单元.其流程如图 1 所示. 
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Fig.1  Flowchart for the heuristic clustering method based on neighbor-seeds for 454 sequences 
图 1  基于邻域种子的启发式 454 序列聚类流程图 

1.1   邻域序列扩增 

454 是重要的二代测序技术之一,通过检测荧光信号强度,达到测定同聚物长度的目的.研究结果表明,454
测序误差主要来源于碱基删除/插入错误,同聚体(由连续相同碱基组成的结构)越长,出现删除/插入的概率就越

大.针对 454 测序仪这一误差特性,本文首先对每一个种子序列依据其同聚体分布进行扩增,形成种子序列的邻

域序列集合. 
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定义 1. 16S rRNA 序列 S 是定义在字符集合 CC={A,C,G,T}上的序列,其中,S(i)表示序列 S 的第 i 个元素,|S|
代表序列 S 的长度. 

定义 2. S(i,j)是 S 中起始于位置 i 终止于位置 j 的子序列,如果 S(i)=S(i+1)=S(i+2)=…=S(j),则称子序列 S(i,j)
是长度为|j−i+1|的同聚体,记为 Sh(i,j). 

定义 3. 若序列 S1 与序列 S 的差异碱基数为δ,并且差异碱基位于同聚体末端,则称 S1 是 S 的δ -邻域序列.
例如,Sh(i,j)是序列 S 的一个长度为 |j−i+1|的同聚体,若 S1=S(1,j)S(j)S(j+1,|S|),或者 S1=S(1,j−1)S(j+1,|S|)(其中, 
S(1,j)S(j)S(j+1,|S|)表示子序列 S(1,j),S(j)与 S(j+1,|S|)串联形成的新序列),则称 S1 是 S 的 1-邻域序列.依此类推 S
的 2-邻域序列、δ -邻域序列.在实际应用中,δ通常取值为 2. 

根据上述定义,邻域序列扩增算法可描述为: 
算法 1. 邻域序列扩增算法. 
输入:种子序列 S,l,δ . 
输出:序列 S 的δ -邻域序列集合 Neighbourδ (S). 
(1) 初始化 Neighbourδ (S),Neighbourδ (S)←S;l 为同聚体长度阈值,δ为最大允许差异碱基数. 
 //根据 454 测序仪特点,实际应用中,l 与δ的取值分别为 3 与 2 
(2) While i≤|S|, if ∃j(j≤|S|)满足|Sh(i,j)|≥l(j>i),记录位置 j,SH←SH+j. 
 //遍历 S 中的满足最小长度条件 l 的同聚体子序列 
(3) For (j=1, j≤δ, i++) 

 从 SH 中随机选取 j 个元素,SHi1,SHi2,…,SHij;通过 Insert(SHij,S)和 Delete(SHij,S)操作获得邻域序列: 
Neighbour←Insert(SHij,S)||Delete(SHij,S). 

//Delete(i,S)表示删除 S 中位置 i 处元素 S(i)构成的新序列 
//Insert(i,S)表示在 S 的第 i 个元素之后添加元素 S(i)形成的新序列 

if (Neighbour∉Neighbourδ (S))  //更新邻域序列集合,直至所有可能组合遍历完毕 
 Neighbourδ (S)←Neighbourδ (S)+Neighbour; 

End if 
 End For 
注:Neighbourδ (S)表示序列 S 的δ -邻域序列集合,SH 是同聚体位置标记集合. 

1.2   序列相似性 

相似性度量函数是聚类问题的重要组成部分,与数值型对象不同,本文聚类对象是字符序列数据,因此,如
何设计针对字符序列的相似性函数是算法成功的关键之一.根据是否采用序列比对,序列相似性定义函数可分

为两类:一类是基于序列比对,另一类不依赖序列比对.通常,基于比对的方法能够更好地逼近序列间的真实差

异,而非序列比对的方法则具有更小的复杂度.为了更好地逼近真实的聚类结果,本文提出了一种基于序列比对

的相似性度量函数.假定种子序列为 Sx(Sx∈Neighbourδ (S)),其中,Neighbourδ (S)表示序列 S 的δ -邻域序列集合,当
前输入序列为 Sy.Sx 与 Sy 的比对序列分别为 X=x1x2x3…xn 与 Y=y1y2y3…yn,其中,{xi,yi∈( A,C,G,T,−)},则 Sx 与 Sy 相

似度定义为 

 1
( , )

( , ) ( , ) 1
x

n

i iS S
x y i

s x y
Sim S S Sim X Y

n

ω
→

== = −
∑

 (1) 

 
1, if 

( , )
0, else

i i
i i

x y
s x y

≠⎧
= ⎨

⎩
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| |xS S S
δω

→

⎧ ⎫
= −⎨ ⎬

⎩ ⎭
 (3) 

其中,s(xi,yi)与 xS S
ω

→
分别为指示函数与权重因子, xS S

ω
→

表示序列 S 的δ -邻域序列 Sx 相对于序列 S 的权重,|S|表 
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示序列 S 的长度. 

1.3   启发式序列聚类 

由于层次聚类和基于网络的序列聚类算法通常需要存储、读写序列相似性矩阵,难以处理大规模序列数

据,因此,本文采用启发式策略进行序列动态聚类,通过引入序列邻域扩增策略,适当地增加聚类单元的种子规

模,基于聚类单元大小约束条件优化聚类结果,在保证较小的复杂度的同时,取得了较高的聚类精度.详细过程

描述如算法 2 所示. 
算法 2. 基于邻域序列的启发式聚类算法. 
输入:序列 X={S1,S2,…,SN}、聚类阈值α、聚类单元大小约束参数 MinClusterSize; 
输出:序列集 X 的聚类结果 C. 
Step 1. 初始化,种子集合 Seeds={∅},l=3,δ=2. 
Step 2. 计算输入序列 Si 与种子集合中序列的距离,如果∃k,满足 Sim(Si,Seedsk)≥α,则将 Si 赋给 Seedsk 对应 

的聚类单元;否则,转 Step 3.   //Seedsk 表示种子集合 Seeds 中的第 k 条序列 

,
k kSeed Seeds iOTU OTU S= +     //

kSeedOTU 表示序列 Seedsk 对应的聚类单元 

( ) arg ( ).i k
labellabel S Seeds=     //Si 与 Seedsk 具有相同的聚类单元标号 

Step 3. 根据邻域序列扩增算法(算法 1)产生序列 Si 的δ -邻域序列 Neighbourδ (Si). 
Step 4. 更新种子序列集合: 

Seeds←Seeds+Neighbourδ (Si), 
ClusterNum=ClusterNum+1;    //ClusterNum 表示聚类单元数目 

{ }.
is iOTU S=  

Step 5. 输入序列集合 X 是否处理完毕:若是,则转 Step 6;否则,转 Step 2. 
Step 6. 根据参数 MinClusterSize 对初始聚类结果进行约减; 

对于∀n,如果|OTUn|<MinClusterSize,则基于最近邻聚类算法对聚类单元 n(OTUn)中的序列重新聚 
类,即,将其赋值为与其距离最近的聚类单元;否则,转 Step 7. 
If ∀n,|OTUn|<MinClusterSize    //|OTUn|表示聚类单元|OTUn|的势,即聚类单元大小 

For (i=1:|OTUn|) 

, ,( ) arg min( ( , ))

subject to : | |
   

n i n i k
k

k

label OTU d OTU OTU

OTU MinClusterSize
k n

′
′

′

=

>
′ ≠

 //OTUn,i 表示聚类单元 OTUn 中的第 i 条序列 

End For 
End if 

Step 7. 输出当前聚类结果:C=C+OTUn. 
注:d(OTU,OTU)=min d(OTU,y),y∈OTU,d(X,Y)=1−Sim(X,Y). 

1.4   评价指标 

为了验证本文算法的有效性,分别采用真实数据集 Clone43[15]与模拟数据集 Gum_V6 进行算法评估,采用

归一化最小距离(NID)与 F-value[16]作为聚类精度衡量标准.其中,NID 是一个整体性指标,与其他整体性聚类评

价指标相比,NID 具有更严格的边界范围,并且满足归一化条件;而 F-value 则整合了准确率与召回率,度量了每

一个聚类单元的细节信息.NID 与 F-value 的定义如下: 

 ( , )1
max( ( ), ( ))

I S CNID
H S H C

= −  (4) 

 • 1
1 1

1max , 1,2,..., ;
m n

n
i j ij ave ij

i j
F F i m F F

mn=
= =

= = = ∑∑  (5) 
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 2 /( ),  ,  
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j i

a a
F p r p r p r

C S
= + = =  (6) 

 21 1

/
( , ) log ,  1,2,..., ;  1,2,...,

| || | /
m n ij ij
i j

i j

a a N
I S C i m j n

N S C N= =
= = =∑ ∑  (7) 

 
1 1

( ) log ,  ( ) logm n j ji i
i j

C CS SH S H C
N N N N= =

= − = −∑ ∑  (8) 

其中,(S1,S2,…,Sm)为基准划分,(C1,C2,…,Cn)代表聚类结果,αij 表示属于第 i 个物种但被划至第 j 个聚类单元的序

列数量.NID 值越小,表明算法聚类结果越逼近基准划分结构,当算法聚类结果与真实结构完全一致时,NID=0; 
F-value 值越大,表明该聚类单元越接近真实类单元组成. 

2   结果与分析 

面向数值型的传统聚类,数据真实划分结构通常保持不变;而在 16S rRNA 序列分析中,聚类结构是动态变

化的,通常,不同的相似性水平对应不同的分类学层次(种、属、科、目等),进而,真实聚类单元也是不同的.如真

实数据集 Clone43,在种(species)层次,其对应的真实聚类单元是 43;而在属(genus)层次,其数目<43[15].因此,在
16S rRNA 序列数据分析中,聚类结果随聚类水平变化而变化.为了分析本文算法的有效性,基于默认参数设置

(MinClusterSize=1),在一列系相似性水平(99%~95%,因为 16S rRNA 序列聚类分析中,97%的序列相似性通常被

定义为 species-level,95%对应 genus-level[17,18])对实验数据集进行聚类分析. 

2.1   真实数据集Clone43聚类结果 

采用 Schloss 等人设计的真实数据集 Clone43 来验证本文算法的有效性.该数据集是由 Schloss 等人[15]基于

43 个真实物种的 16S rRNA 序列经 PCR 扩增,454 测序构成.剔除低质量序列之后,一共含有 202 340 条序列,平
均长度为 65nt,在 97%的序列相似度下,理想的聚类单元数量为 43.其中,NbHClust,CD-HIT,Uclust 与 DNAClust
聚类结果如下图 2 所示.由于基准数据集 Clone43 的真实划分结构未知,也就是说,每个序列所属的真实簇单元

(即所属物种)是未知的,因此我们采用聚类单元数目作为评价指标. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.2  Clustering results for the dataset Clone43 
图 2  数据集 Clone43 的聚类结果 

从图 2 中可以看出,聚类单元数目随着聚类水平变化而变化.这主要是因为随着聚类阈值的增大,一些小的

聚类单元将会逐次合并[5].在 97%的聚类水平下,NbHClust,CD-HIT,Uclust 与 DNAClust 的聚类单元数目都大于

真实物种数量(43),其中,DNAClust 算法产生了~3700 个聚类单元,CD-HIT 算法产生了~1900 个聚类单元,Uclust
产生了~1400个聚类划分,而 NbHClust 产生了~260个聚类单元.NbHClust算法的聚类单元数量明显小于其他几

种算法,是 DNAClust 算法聚类数目的 7%,是 CD-HIT 的 19%,是 Uclust 的 14%.可见,NbHClust 算法明显降低了

OTU 数量,其返回的 OTU 值也更接近真实聚类单元数量,明显改善了过估计问题,提高了聚类性能.从图 2 中可
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以看出,在 99%~95%的聚类阈值区间,NbHClust 算法的聚类单元数量变化范围相对最小,说明该算法具有更好

的鲁棒性能. 
本文算法中,我们根据最小聚类单元参数(MinClusterSize)对聚类结果进行了约减. 
为了研究参数 MinClusterSize 对聚类结果的影响,在 97%的聚类水平下,选择不同的 MinClusterSize 值,其实

验结果如图 3 所示.从图中可以看出,随着 MinClusterSize 取值的增大,聚类单元数目越来越少.这主要是因为大

量小的聚类单元被重新赋值到了大的聚类单元当中. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.3  Effect of Parameter MinClusterSize (size of cluster) on clustering results 
图 3  不同聚类单元大小约束下的聚类结果 

2.2   模拟数据集实验结果 

采用模拟数据集 Gum_V6 进行算法验证.在 16S rRNA 序列聚类分析中,由于缺乏基准数据集,因而很难评

价各种算法的性能.为了解决这一问题,本文基于 RDP[4]数据库注释信息对测序数据集进行分类学注释,保留满

足注释条件的序列.基于 Blast 局部比对方法对 Turnbaugh 等人[18]测序的肠道微生物数据集(gum microbiota)注
释,采用 97%的序列相似性过滤序列,去掉被多个物种(species)注释的序列以及小于 10 个序列的物种.经过上述

步骤,产生了一个包含~310k 条序列基准数据集,属于 119 个物种.理想情况下,97%的聚类阈值对应 119 个聚类

单元,与 Clone43 相比,Gum_V6 的真实划分结构是已知的.对于模拟数据集 Gum_V6,聚类单元数目及相应 NID
值如图 4 所示. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Fig.4  Clustering results for simulated dataset Gum_V6 
图 4  基于模拟数据集 Gum_V6 的聚类结果 

从图 4 中可以看出,聚类相似度阈值对聚类结果影响较大.如,在 97%的聚类阈值下,对于 NbHClust 算法,其
聚类单元数目~1 900,相应的 NID值是 0.46;CD-HIT 的聚类单元数目是~3 800,对应的 NID值是 0.52;对于 Uclust
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算法,其产生了~7 500 个聚类单元,相应的 NID 值为 0.60;对于 DNAClust 算法,其产生了~6 300 个聚类单元,相应

的 NID 值是 0.58.当聚类阈值为 96%时,4 种算法的 NID 值分别为 0.47,0.57,0.54,0.16. 
从聚类单元数目来看,在 97%的聚类阈值下,4 种算法都存在 OTU 过估计问题,但 NbHClust 明显降低了过

估计程度:在相同的聚类水平下,NbHClust的聚类单元数量明显小于其他几种算法,表明其有效降低了聚类单元

(OTUs)过估计问题;对应的 NID 值也小于其他几种算法,表明 NbHClust 具有更高的聚类精度,聚类性能优于其

他几种算法. 
为了进一步验证聚类结果,在 97%的聚类阈值下,我们基于 F-value 对聚类单元进行细节分析.由于每一个

真实类(物种)单元可能被分为多个聚类单元,因此定义真实类的 F-value 为与该物种相关聚类单元的最大 

F-value( • 1max ,n
i j ijF F== i 为物种数量,j 为聚类单元数量),计算结果如图 5 所示.在 NbHClust,CD-HIT,DNAClust 

和 Uclust 这 4 种算法的聚类结果中,分别有 71,42,37,34 个真实类单元的 F-value 大于 0.5.也就是说,在 NbHClust
的结果中,聚类单元具有更高的准确率及召回率,聚类单元的同源性与完整性更好.例如,NbHClust 聚类结果中,
有 11 个真实类的 F-value 满足 0.9<Fi•≤1,明显高于 CD-HIT(3),DNAClust(3)与 Uclust(1).从聚类单元平均

F-value 来看, NbHClust 算法也明显高于其他几种算法,表明 NbHClust 算法具有更高的聚类精度. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Fig.5  F-value results for the simulated dataset Gum_V6 
图 5  模拟数据集 Gum_V6 的 F-value 结果 

算法效率是衡量聚类算法的一个重要内容 .为了进一步分析本文算法的有效性 ,我们从模拟数据集

Gum_V6 中随机挑选了 500 条序列(Gum_V6_R500)在相同的阈值(90%)下聚类,其时间统计结果见表 1. 

Table 1  Time costs for the compared methods 
表 1  聚类算法时间消耗(Gum_V6_R500) 

算法 消耗时间(s) 
NbHClust 2.1 

Uclust 0.2 
CD-HIT 0.2 

DNAClust 0.4 

从表 1 中可以看出,NbHClust 算法消耗的时间~2.1s,稍大于 Uclust 等算法(但远小于标准的层次聚类算法,
如 Mothur 算法消耗时间>40s).实际上,假定序列平均长度为 L,每个序列所需的存储空间为 O(L),总的聚类单元

数为 C,每个聚类单元包括 k 个δ -邻域序列,则本文算法 NbHClust 的空间复杂度为 O(kLC),时间复杂度为

O(kN)(当 k<<N 时,O(kN)≈O(N)).由此可见,NbHClust 算法具有线性复杂度,保留了 CD-HIT 等低复杂度的优点,
适合处理大规模测序序列数据. 
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3   结  论 

随着下一代测序技术的发展,发展高效的计算方法分析序列数据尤为重要.基于 454 测序数据特点,本文提

出了一种基于邻域种子序列的启发式序列聚类算法.由于采用启发式策略,有效降低了时间与空间复杂度,略高

于 DNAClust,CD-HIT 等算法,但明显低于层次聚类算法,如 Mothur.通过邻域扩增策略引入容许测序误差因素,
使得 NbHClust 具有更好的鲁棒性.最后,通过聚类单元大小属性约减小聚类单元,有效减少了虚假聚类单元数

量,降低了测序误差对聚类结果的影响,提高了聚类精度.实验结果表明,NbHClust 能够较好地处理大规模序列

数据聚类分析. 
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