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中文摘要 

多源性基因體學(metagenomics)是近年來快速發展的一門研究領

域，其目的是研究環境中微生物。而由於高通量定序技術的發展，更

促使多源性基因體學的快速進展，使得以定序為主的多源性基因體學 

(sequence-based metagenomics)的方法廣泛用於多源性基因體學的研

究上。以定序為主的多源性基因體學：直接從環境樣本中萃出的多源

性基因體會被定序，經由定序所得到的 DNA 片段(稱為 reads)會更進

一步地被組合成 contigs 等較長的片段再更進一步作序列分析，或是

藉由以基因為中心的方法直接進行序列分析。blastx 廣泛被應用在以

基因為中心的方法來分析多源性基因體。然而，blastx 的敏感度和特

異度偏低，而大多數的研究人員無法完全意識到這個缺點，因此，我

們提出了數個問題來檢測主要影響 blastx 準確度的參數。為了模擬以

序列分析為主的多源性基因體研究，我們取得 Escherichia coli 

BL21-Gold(DE3)pLysS AG 基因體並在電腦上模擬高通量定序法，並

進行 blastx。我們測試了序列長度、不同期望值、不同原核生物基因

密度對 blastx 表現的影響，目前的結果顯示序列長度、期望值、原核

生物基因密度都是影響 blastx 敏感度和特異度的重要因素。 
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英文摘要 

Metagenomics is a discipline that studies environmental microbes. 

Sequence-based methods are widely adopted in metagenomics. In 

sequence-based metagenomics, genomes are extracted from 

environmental samples and DNA fragments are then sequenced. The 

sequenced DNA fragments (reads) are subjected to be further assembled 

to generate contigs for further analyzing or they can be directly analyzed 

by gene-centric methods, in which functional genes are annotated of 

reads and species diversity postulated. Blastx is a tool widely adopted in 

gene-centric analyzed.  However, its sensitivity and specificity are 

usually low and most of researchers are not fully aware of the 

drawbacks.  Therefore, we address several questions to check potential 

parameters that affect the performance of blastx. To mimic 

sequence-based metagenomic studies, we used Escherichia coli 

BL21-Gold(DE3)pLysS AG genome and simulated high-throughput 

sequencing in silico followed by blastx analysis.  We first tested whether 

sequence lengths affect blastx performance. Second, we tested whether 

e-value affect blastx performance.  Third, we checked whether the gene 

density is a critical factor to affect blastx performance.  Recent results 

showed that sequence lengths, e-values and gene densities are important 

factors to affect the sensitivity and the specificity of blastx. 
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前言 

多源性基因體學 (metagenomics)是近年來快速發展的一門學問，

主要是研究無法於實驗室條件下被培養的微生物在環境中的分布、多

樣性、功能、交互作用關係、甚至是演化關係；多源性基因體學研究

的環境相當廣泛，例如：土壤、水、動物的古老遺骸，或是動物和人

類的消化系統(Huang Y et al., 2009、Hugenholtz P et al., 2008) 。近年

來由於定序技術發展快速，使得以定序為基礎的多源性基因體學 

(sequence-based metagenomics) 也快速發展(Adams IP et al., 2009、

Tringe SG et al., 2005) ，其方法為：研究人員從環境中取得了樣本，

萃取出其中的基因體 (genome) ，利用高通量定序技術定序基因體；

定序出來的片段稱之為 reads，短片段 reads 可以透過被組裝成較長的

片段 (像是 contigs、scaffolds) 再進行序列分析 (Markowitz VM et al., 

2006、Wooley J C et al., 2010) 。然而，將 reads 進行組裝會有以下的

缺點：1. 高通量定序出來的短片段難以進行組裝；2. 在複雜的微生

物族群中組裝多源性基因體，嵌合體 (chimeras，組裝短序列的過程

中將無同源關係的序列組裝在一起)的產生是無法避免的；3. 組裝短

序列難以涵蓋樣本中所有的微生物(Weng FC et al., 2010) 。以基因為

中心的分析方法(gene-centric analysis)，則是跳過組裝的過程，將短片

段直接進行序列分析(Huson DH et al., 2009) ；相較於其他多源性基
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因體學的分析是研究環境中微生物的組成，以基因為中心的分析方法，

著重在環境族群中基因的組成，透過在某族群中所佔有的多數基因，

進一步去分析物種的組成，或是預測代謝途徑(Hugenholtz P et al., 

2008) 。 

多源性基因體學研究中常用的序列分析工具─Basic Local 

Alignment Search Tool(以下簡稱 blast) ，是美國全國生物技術信息中

心(National Center for Biotechnology Information，以下簡稱 NCBI)進

行序列相似性比對分析的工具；透過輸入一段未知序列，和已知的資

料庫序列進行序列比對，得到的排比結果要小於期望值才會是有比對

到同源序列的結果(Altschul SF et al.,1990)。 blast 中的一個工具

─blastx，是利用輸入未知的 DNA 序列透過 blastx 工具的六框轉譯

(6-frame translation)後所得到的胺基酸序列和蛋白質的資料庫進行序

列排比，blastx 被廣泛應用在以基因為中心的多源性基因體分析方法，

進行基因預測和蛋白質功能註解(Dalevi D et al., 2008)。 

然而，blastx 的效能卻相當不穩定。以 2009 年 Rosario 等人的研

究報告為例，他們研究再生水中的多源性基因體，並將自來水中的多

源性基因體 DNA 組成和再生水中的多源性基因體 DNA、RNA 組成

比較，以 blastx 和 Genbank 比對的結果發現有絕大多數序列無法在資

料庫中比對出同源序列(Rosario K et al., 2009) 。 
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過去的文獻曾經提到影響 blast 效能可能因素：1. 定序出來的短

片段 (Markowitz VM et al., 2006、Essinger SD et al., 2010)；2. 資料庫

中的同源基因體多寡 (Essinger SD et al., 2010)。目前研究人員對於

blastx 效能的準確程度、確切影響 blastx 的因素等相關研究仍相當不

足。因此本研究想要深入了解哪些因素會影響 blastx 效能；我們提出

了以下的問題，第一、序列長度是否確實會影響 blastx 的效能，第二、

期望值對 blastx 效能的影響，第三、原核生物的基因密度是否會影響

blastx 的效能；透過已知物種來檢測並驗證影響 blastx 效能的因子，

使得我們瞭解使用 blast 時應該注意哪些因子及如何達到最佳效能。

我們利用敏感度和特異度(Altman DG et al., 1994、Altschul SF et al., 

1990 )來檢測 blastx 的效能：敏感度就是工具偵測正確的能力，也就

是原本正確的結果中，blastx 比對正確所佔的百分比；特異度就是工

具預測錯誤的能力，或是真正偵測正確的可能性，也就是 blastx 比對

到的結果中，真正比對正確所佔的百分比。計算敏感度和特異度的公

式如算式(1)、(2)。 

敏感度 Sensitivity = 
true positive

true positive + false negative 
(1) 

 

特異度 Specificity  = 
true positive

true positive + false positive
(2) 

我們模擬定序出來的片段產生了模擬片段(pseudo-reads)、註解模
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擬片段、將模擬片段進行 blastx，並根據結果來計算 blastx 在序列長

度、期望值或基因密度等因子改變時 blastx 的敏感度和特異度。從結

果中，我們發現輸入 blastx 的序列長度越長，blastx 效能越佳；而 blastx

設定的期望值(以下簡稱 E 值)越大，blastx 效能越佳；原核生物不同

的基因密度影響 blastx 效能，基因密度越大，blastx 效能越佳。 
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材料與方法 

壹、硬體 

在本研究中所使用的工作站電腦是 LANCOOL，內含八核心的中

央處理器(8X Intel(R) Core(TM) i7 CPU950 @3.076Hz)，記憶體為

12328MB，硬碟容量是 472.3GB。 

 

貳、軟體 

我們使用的作業系統是 Ubuntu Linux 2.6.32-41-Server(X86-64) ；

利用工作站的電腦終端機安裝 python 軟體在終端機中進行分析。

python 是物件導向、直譯式的程式語言，而且可以在許多作業系統上

使用(http://www.python.org/) ，所以我們選用 python 作為我們撰寫的

程式語言；我們使用的 python 的版本是 python2.6.5 及 python3.1.2，

同時我們也使用 python 的模組─

biopython(http://biopython.org/wiki/Biopython)處理結果，利用

Genay(http://www.geany.org/)這個軟體撰寫 python 程式。 

blast 是比對序列間相似性的工具，透過和核苷酸或蛋白質資料庫

的序列進行比對、具統計學意義的排比結果，可以用來預測序列間的

功能和演化關係，並幫助辨識同源基因(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) 。

NCBI 的 blast 提供了網路版的序列排比工具，可以在網站上直接使用
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不同的 blast 工具；此外，也提供了可以從 NCBI 網站 FTP 下載至工

作站電腦使用的本地 blast(blast+) ；blast+使用上除了不受網路連線

的穩定性與否的限制，同時也可以根據使用者需求建構資料庫。本研

究是檢測本地的 blast(blast+) 中的 blastx 效能。本研究中結果的圖表

是使用 Microsoft Office Excel 2010 年版本、Microsoft Office 

PowerPoint 2010 年版本繪製而成。 

 

参、序列收集 

物種的選用上，我們首先使用了 Escherichia coli 

BL21-Gold(DE3)pLysS AG(以下簡稱 E.coli BL21) 來分析不同序列長

度是否影響 blastx效能、blastx設定的不同 E值對 blastx效能的影響。

我們從 NCBI 網站下載了 E.coli BL21 基因體序列、基因註解(截圖見

圖一)，並藉由 Parse-genome-txt2.py(附錄一) 這個程式來整理下載的

基因註解成我們方便分析的檔案格式。 

為了探究不同原核生物的基因密度是否會影響 blastx 的效能，我

們參考了 2010 年 Lagesen 等人的研究(Lagesen K et al., 2010) ，從

NCBI 的 Genome 網站中(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse/)，

找出所有完整基因體的原核生物，從中選了大於及小於 E.coli BL21

基因密度的已知物種(包括 E.coli BL21 共五種物種，見表一) 。 
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肆、產生模擬片段 

為了產生模擬片段，我們考慮了以高通量定序技術進行多源性基

因體分析時，影響精確程度的兩個主要因子：序列長度和覆蓋率；廣

被使用的高通量定序技術(454 焦磷酸定序技術)所定序出來的長度約

為 400~500 bp；而定序所考慮的覆蓋率(coverage rate)是指序列上單一

鹼基被定序的次數，而在以定序為主的多源性基因體學研究上，常用

的覆蓋率最低限度是 6 (Shan GA O et al., 2009； Jiang J et al., 

2012.) 。 

我們將利用工作站模擬定序出來的片段，稱為模擬片段

(pseudo-reads)。在研究「序列長度對 blastx 效能的影響」、「期望值對

blastx 效能的影響」時，我們利用 randomly-chomp-genome.py(附錄二)

這個程式，在工作站的電腦隨機切割 E.coli BL21 的基因體以產生不

同長度的模擬片段：500、1000、1500 及 2000 bp；在研究「原核生

物不同的基因密度對 blastx 效能的影響」時，變因是原核生物不同的

基因密度，我們產生的模擬片段均為 500 bp。我們產生的模擬片段覆

蓋率均固定為 6。 

 

伍、註解模擬片段 

我們將模擬片段進行註解，當模擬片段和基因有重疊或涵蓋的情
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況，我們定義該模擬片段是陽性(positive)；而當模擬片段和基因沒有

任何重疊或涵蓋，這種情況我們定義模擬片段為陰性(negative)。模擬

片段和基因之間有四種可能的關係(見圖二)；1. 模擬片段和一個基因

(或多個基因)有重疊；2. 模擬片段位在基因內；3. 模擬片段內涵蓋

一個或多個基因； 4. 模擬片段位在非基因的區域。符合 1、2 或 3

的情況，模擬片段都將被註解為陽性，而第 4 種情況的模擬片段則為

陰性。 

考慮了上述四種情況，我們在註解模擬片段時，先考慮其起始位

置或結束位置是否被涵蓋在某個基因內，然後再進一步比對在模擬片

段範圍內是否有涵蓋其他基因。1st-compare.py(附錄三)這個程式將模

擬片段起始位置和結束位置和已知物種(E.coli BL21)基因註解中的基

因位置比對，reconfirmtxt.py(附錄四)這個程式，則是比對模擬片段範

圍內是否有涵蓋基因。最後的結果，則是利用 reconfirmsplit.py(附錄

五)這個程式，將註解紀錄在 positive.txt、negative.txt 這兩個檔案。 

 

陸、蛋白質資料庫的建立  

我們使用本地端的 blast(blast+)，並參考 NCBI 網站上 BLAST®  

Help 中的 BLAST Command Line Applications User Manual 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1763/)，建構我們使用的本地
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blastx 所需的蛋白質資料庫。 

從 NCBI 的 Genbank 下載特定物種蛋白質胺基酸序列(fasta 格式)，

以如下指令讓 blast 自動建立蛋白質資料庫：「makeblastdb -in foo.faa –

title foo –out foo.db」；foo.faa 是下載的胺基酸序列；-title foo 是蛋白

質資料庫的標題；-out foo.db 是蛋白質資料庫的檔名，在「序列長度

對 blastx 效能的影響」、「期望值對 blastx 效能的影響」研究中，我們

建構的蛋白質資料庫是E.coli BL21(ecoli_bl21_gold_de3.db，附錄六)；

而在「原核生物不同的基因密度對 blastx 效能的影響」研究中，我們

依據不同原核生物建立個別的蛋白質資料庫，包括 Ehrlichia 

ruminantium str. Gardel(Er.db，附錄七)、Mycoplasma hyopneumoniae 

168(16.db，附錄八)、Mycoplasma hyorhinis HUB-1(13.db，附錄九)、

Mycoplasma haemofelis str. Langford 1(Mh.db，附錄十)蛋白質資料庫及

先前研究使用的 E.coli BL21 蛋白質資料庫(附錄六)。 

 

柒、對模擬片段進行 blastx  

在終端機中輸入「blastx –query foo.fasta -db foo.db -out foo.xml 

-evalue 1e-40 -outfmt 5」；其中，foo.fasta 是要進行 blastx 的檔案名稱；

foo.db 是進行 blastx 比對的蛋白質資料庫；foo.xml 是 blastx 輸出的檔

案。資料庫是已知物種胺基酸序列所建構成的蛋白質資料庫；evalue
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是設定 blastx 的 E 值，E 值越小，blastx 對結果的篩選越嚴苛，得到

的結果數目較少，理論上準確度會較高；outfmt：輸出的檔案格式，

我們設定 outfmt 為 5，表示輸出檔案格式是 xml 格式。 

在「序列長度是否會影響 blastx 的效能」研究中，我們設定的 blastx

的 E 值是 1E-40。在「期望值對 blastx 效能的影響」的研究中，我們

參考了西元 2000 年到 2012 年多源性基因體學研究

(blastx-evalue-reference.pdf，附錄十一)，將文獻使用的 E 值作圖(見圖

三)，使用 blastx 作為分析工具時常用設定的 E 值作為我們設定 E 值

的依據，分別為：1E-2、1E-3、1E-5、1E-10。另外在「原核生物的

基因密度是否會影響 blastx 的效能」的研究中，我們設定 blastx E 值

是 1E-2。將模擬片段進行 blastx 的結果有兩種情況：模擬片段和資料

庫有比對到同源序列者為 hits，模擬片段和資料庫無法比對到同源序

列者為 no hits。我們利用 list-blast+.py(附錄十二)這個程式，將 blastx

結果從 xml檔案格式(foo.xml)儲存成 txt檔案格式(foo-blastx_hits.txt、

foo-blastx_nohits.txt)。 

 

捌、計算 blastx 效能 

我們定義 blastx 的效能是根據敏感度和特異度(見算式(1)、(2))。

我們首先定義「真陽性」、「真陰性」、「假陽性」、「假陰性」，當模擬
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片段被註解為陽性，並且 blastx 比對得到相同的基因，我們定義為「真

陽性」(True Positive，TP)；當模擬片段被註解為陰性，而 blastx 的結

果為 no hits，這種情況極為「真陰性」(True Negative，TN)；當模擬

片段被註解為陽性，blastx 的結果為 no hits，我們定義此種結果為「假

陰性」(False negative，FN)，反之，當模擬片段被註解為陽性，blastx

卻比對到不同的基因，我們定義這種結果為「第一型假陽性」(False 

positive，FP1)；而當模擬片段被註解為陰性，blastx結果卻有得到hits，

我們將這種情況定義為「第二型假陽性」(False positive，FP2)。FP1

和 FP2 的加總為全部假陽性的結果。 

首先我們利用 p-negativeblast.py(附錄十三)這個程式，將模擬片

段註解的結果和 blastx 的結果進行比對並得到 TN、FN、FP2 的結果。

比對出 TP 的方法除了比對被註解為陽性的模擬片段是否位於 hits 的

結果中，也比對模擬片段註解結果的基因和 hits 結果的基因是否相同，

我們選用了基因註解(見圖四)中的基因敘述(Description)和 blastx hits

結果的基因進行比對，當兩者相符會被判定成 TP，兩者不相符時便

會被判定為 FP1。 

由於蛋白質資料庫中的基因敘述與基因體資料庫中的基因敘述

不一致，因此我們必須將兩者統一。以 dnaA 這個基因為例，在基因

註解中的基因敘述是 chromosomal replication，但是在 E.coli BL21
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胺基酸序列中的基因敘述卻是 chromosomal replication initiator 

protein DnaA，雖然同一個基因會有不同的基因敘述，但是基因的起

始和終止位置則是一致的。因此，我們先利用 faa-record.py(附錄十四)

將基因起始位置、基因結束位置、基因敘述整理後儲存成 csv 格式的

檔案(faa-record.csv 附錄十五)，截圖如圖五所示)，再利用

recordC.py(見附錄十六)這個程式將 faa-record.csv 的結果和基因註解

進行比對，當基因註解和 faa-record.csv(附錄十五)的基因位置兩者相

同時，將 faa-record.csv 的基因敘述和基因註解的基因名稱儲存成 csv

檔案格式的結果(recordC.csv(附錄十七)，截圖如圖六所示)。此外，模

擬片段註解的基因敘述為「hypothetical protein」時，有比對到相同的

基因時，在 blastx 的結果會以「hypothetical protein ECBD_XXXX」

來表示，便可能名稱不同而被判定成是FP1，因此我們在比對的python

程式(0718p.py，附錄十八)中，加了一個條件─當模擬片段的基因敘述

為「hypothetical protein」，比對上會將基因敘述的名稱加上 Gene 

name(ECBD_XXXX)。我們利用 0718p.py 這個程式將結果比對並計

算 blastx 敏感度和特異度的結果。 
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結果 

壹、序列長度對 blastx 效能的影響 

我們提出的第一個問題是「序列長度是否影響 blastx 的效能」。

根據我們的問題，我們需要已知物種基因體序列、基因註解、產生不

同長度的模擬片段、註解不同長度的模擬片段，最後比對模擬片段

blastx 的結果並計算敏感度和特異度。 

我們從 NCBI 的 Genbank 中下載 E.coli BL21 基因體序列和基因

註解，利用 Parse-genome-txt2.py(附錄一)，根據 E.coli BL21 基因註解

中的「基因名稱(Gene name)」、「敘述(Description)」、「基因編碼(Gene 

ID)」、「基因起始的位置(Start position)」、「基因結束的位置(End 

position)」，寫成利於我們之後分析的表格(csv)(附錄十九、結果截圖

見圖四)。為了產生不同序列長度的模擬片段，利用

randomly-chomp-genome.py(附錄二)，我們將 E.coli BL21 基因體序列

隨機產生不同長度(500、1000、1500、2000 bp)、相同覆蓋率(6)的模

擬片段。我們利用 1st-compare.py(附錄三)、reconfirmtxt.py(附錄四)、

reconfirmsplit.py(附錄五)將模擬片段和 E.coli BL21 基因註解比對並

記錄模擬片段的註解結果，從註解結果(見表二)中我們發現不同長度

的模擬片段大多被註解為陽性，且序列長度越長模擬片段越少被註解

為陰性；因此理論上將模擬片段進行 blastx 有較高的機會和蛋白質資
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料庫比對到同源序列。我們建構了 E.coli BL21 蛋白質資料庫

(ecoli_bl21_gold_de3.db，見附錄六)並將模擬片段進行 blastx，設定的

E 值為 1E-40，我們將 blastx 的結果作成表(見表三)；從 blastx 結果中

hits 和 no hits 的數量及百分比顯示，絕大多數的模擬片段和資料庫有

比對到同源序列。為了計算 blastx 的敏感度和特異度，我們將模擬片

段註解的結果和 blastx 結果、recordC.csv(附錄十七)進行比對，比對

出 TP、TN、FP、FN 並計算出敏感度和特異度(結果見表四)，我們將

結果(表四)作圖並畫上趨勢線(見圖七、八)，從敏感度結果(圖七)、特

異度結果(圖八)中我們發現序列長度的確會影響 blastx 敏感度和特異

度，而且序列長度越長，敏感度和特異度的值越高。 

在敏感度的結果中，500bp 模擬片段 blastx 敏感度為(84.78%)，

相較於 1000bp 模擬片段 blastx 敏感度(96.62%)，敏感度略低；500bp

敏感度偏低，是否和序列涵蓋的基因資訊多寡有關，我們查到 E.coli 

BL21 基因密度是 0.949(gene/kbp)( Lukjancenko O et al., 2010)，換算不

同長度的模擬片段平均所涵蓋的基因數(見表五)，500bp 模擬片段所

涵蓋的基因數為 0.4745，1000bp 模擬片段所涵蓋的基因數為 0.949，

由於 1000bp 模擬片段所涵蓋的基因數較 500bp 模擬片段多，所涵蓋

的基因資訊較多，故 blastx 敏感度較高。 

 



15 

貳、期望值對 blastx 效能的影響 

我們搜尋了西元 2000 到 2012 年的文獻

(blastx-evalue-reference.pdf，附錄十一)，多源性基因體學的研究中，

以 blastx 進行同源序列搜尋的時候多數研究團隊所使用的 E 值，發現

E 值的使用上沒有定值與規則，以 1E-2、1E-3、1E-5、1E-10 為最常

用的設定值(圖三)，因此我們提出了第二個問題是：期望值是否影響

blastx 效能？  

我們想要了解 blastx 設定的 E 值對 blastx 效能的影響，我們將不

同序列長度(500、1000、1500、2000bp)的模擬片段，在不同的 E 值(1E-2、

1E-3、1E-5、1E-10、1E-40)下進行 blastx，並將模擬片段註解的結果

和 blastx 結果、recordC.csv(附錄十七)進行比對並計算 blastx 敏感度

和特異度(見表六)。我們將不同長度的模擬片段在不同 E 值下 blastx

的敏感度和特異度結果作圖並畫上趨勢線(圖九、十)。不同長度的模

擬片段當 blastx 設定的 E 值越大，敏感度和特異度均有增加的趨勢，

使用 500bp 的模擬片段進行 blastx 時，E 值的改變對 blastx 敏感度的

影響最為明顯，當 E 值設定為 1E-40 時，blastx 敏感度為 84.78%；而

E 值設定從 1E-40 到 1E-10 時，blastx 敏感度提升至 96.80%(表六、圖

九)。為了解釋敏感度增加的原因，我們將計算敏感度的 TP 和 FN 在

不同 E 值下的數量作圖並畫上趨勢線(見圖十一、十二)，當 blastx 設
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定的 E 值變大，blastx 條件限制放寬後，模擬片段被判定成 FN 的結

果減少，尤其使用 500bp 的模擬片段進行 blastx 時，E 值的改變使得

被判定為 FN 的 500bp 模擬片段數目減少最為明顯；當 blastx 設定的

E 值改變時，不同長度的模擬片段進行 blastx 時，模擬片段被判定成

TP 的數目也隨著 E 值變大而增加。從以上結果，敏感度隨著 E 值變

大的增加是因為模擬片段被判定為 FN 的數目減少與被判定為 TP 的

模擬片段數目增加。 

不同序列長度的模擬片段在不同 E值下的特異度結果(圖十)卻有

所不同，以 500bp 的模擬片段進行 blastx 時，隨著 E 值越大 blastx 特

異度也越高。我們將不同長度模擬片段在不同 E 值下被判定為 FP 的

結果作圖並畫上趨勢線(圖十三)。由於 E 值越大 blastx 比對的準確度

會相對下降，因此使得 500bp 模擬片段被判定為 FP 數目隨著 E 值增

加而增加；隨著 E 值改變 blastx 特異度在 E 值設定為 1E-40 增加至

1E-10 時，以 1000、1500、2000bp 的模擬片段進行 blastx 時 blastx 特

異度有略為下降，從 1000、1500、2000bp 的模擬片段在不同 E 值下

進行 blastx 被判定為 FP 的數目(圖十三)，當 E 值設定為 1E-40 增加

至 1E-10 時，FP 的數目也略為減少，我們根據 python 程式(fptp.py，

附錄二十)計算出當 E 值設定的改變，使得模擬片段從 FP1 轉而被判

定為 TP 的結果：500bp 的模擬片段中有 215 條模擬片段、1000bp 的
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模擬片段中有 142 條模擬片段、1500bp 的模擬片段中有 79 條模擬片

段、在 2000bp 的模擬片段中有 79 條模擬片段。 

 

從特異度的結果(表六、圖十)中，當 E 值設定從 1E-10 到 1E-2，

不同長度模擬片段被判定為 FP2 的結果增加了，隨著 E 值設定越大，

由於 blastx 準確度越低，因此在 E 值較小時可以被判定成是 TN 的模

擬片段，在 E 值變大時，會被判定成 FP2 的結果。從本研究的結果

中也符合西元 2000 到 2012 年，多源性基因體學的研究中(圖三)，以

blastx 進行同源序列搜尋的時候多數研究團隊所使用的 E 值，相較於

我們結果中敏感度和特異度最佳的 E 值是 1E-2；在過去研究中最常

用的 E 值是 1E-3、1E-5(見圖三)，從不同 E 值設定時 blastx 的敏感度

和特異度結果中(表六)，設定 E 值為 1E-3、1E-5 時，模擬片段被判

定為 FP2 的數目較少，而在設定 E 值為 1E-2 時，模擬片段被判定為

FP2的數目較多(見表五)；因此將多源性基因體以 blastx進行分析時，

相較於設定 E 值為 1E-2，使用 E 值為 1E-3 或 1E-5 便能避免序列被

判定為 FP2。 

 

參、原核生物不同的基因密度對 blastx 效能的影響 

承接以上的結果：「序列長度對 blastx 效能的影響」結果中，模

擬片段從 500 到 1000bp，由於 1000bp 所涵蓋的基因數(0.949)較 500bp
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模擬片段涵蓋的基因數(0.4745)多，因此使得敏感度提高近十倍，因

此我們推論 blastx 效能可能和基因密度有關。再者，環境的多源性基

因體是由許多生物組成；不同原核生物具有不同的基因密度。因此我

們提出的第三個問題是；原核生物不同的基因密度對 blastx 效能是否

有影響。 

首先我們選用大於和小於 E.coli BL21 基因密度(949 

genes/Mbp)( Lukjancenko O et al., 2010)的物種 Mycoplasma haemofelis 

str. Langford 1(1374 genes/Mbp，以下簡稱 M.h.-L1)、Ehrlichia 

ruminantium str. Gardel(659 genes/Mbp，以下簡稱 E.r.-G)、Mycoplasma 

hyopneumoniae 168(795 genes/Mbp，以下簡稱 M. h.-168)、Mycoplasma 

hyorhinis HUB-1(846 genes/Mbp，以下簡稱 M.h.-HUB-1)，選用物種

的依據除了根據基因密度之外，除了 E.coli BL21(4.57Mbp)之外，物

種基因體大小均差異不大：M.h.-L1(1.15Mbp)、E.r.-G(1.5Mbp)、M. 

h.-168(0.93bp)、M.h.-HUB-1(0.83Mbp)。 

由於變數是基因密度，因此模擬片段的長度和覆蓋率均為定值；

因此我們產生的模擬片段覆蓋率為 6、500bp 的模擬片段，分別根據

M.h.-L1、E.r.-G、 M. h.-168、M.h.-HUB-1 的基因註解，註解模擬片

段並分別將模擬片段進行 blastx，blastx 設定的 E 值是根據「期望值

對 blastx效能的影響」結果中 blastx敏感度和特異度最佳的 E值(1E-2)。
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我們將不同基因密度物種，blastx 的敏感度和特異度結果(見表七)作

圖並畫上趨勢線(如圖十四、圖十五)，基因密度越大，blastx 敏感度

和特異度有上升的趨勢，而且基因密度對 blastx 效能的影響並不會因

為 E.coli BL21 基因體(4.57Mbp)相較於其他原核生物的基因體較大而

影響 blastx 效能。 
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討論 

過去研究(Essinger SD, Rosen GL, 2010)僅驗證 blast準確度，然

而 blastx在多源性基因體學的研究上應用相當廣泛，因此本研究探

討影響 blastx的因素，透過利用已知物種來探討不同因素(序列長度、

E值、基因密度)下 blastx的效能；以下針對本研究探討不同因素對

blastx效能的影響作討論。 

 

壹、序列長度對 blastx 效能的影響 

過去文獻(Markowitz V. M. et al., 2006、Essinger S. D. et al., 2010)

均提到序列長度可能會影響 blastx 效能，本研究針對過去文獻再次驗

證序列長度對 blastx 效能的影響，從結果中我們得知當模擬片段的序

列長度越長 blastx 敏感度和特異度越高，本研究驗證了序列長度對於

blastx 效能的影響。當定序技術發展日趨先進，從次世代定序的

400~500 bp，到第三代定序技術可以定序出 1000bp 或是更長的片段

(Schadt E. E. et al., 2010) ，定序出來的片段所涵蓋的基因資訊越多，

blastx 應用在多源性基因體學的研究時，序列長度影響 blastx 敏感度

和特異度的問題也可以隨之解決。本研究產生模擬序列是以次世代定

序法定序出來的片段為 400~500bp，因此我們由 E.coli BL21 基因體

序列產生的模擬片段最短是 500bp；由於定序技術至今不斷進步中，
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因此我們也產生 1000、1500、2000bp 長的模擬片段，因應未來第三

代定序技術的發展或是定序技術發展更為成熟時，我們的研究結果仍

具有可信度。 

 

貳、期望值對 blastx 效能的影響 

過去沒有任何研究指出 E 值是否影響 blastx 效能，因此本研究證

實不同 E 值確實影響 blastx 敏感度和特異度。相較於我們過去將單一

物種進行 blastx 時，設定的 E 值越小才得以使得結果較具統計意義

(Altschul SF et al.,1990)，而將多源性基因體進行 blastx 時，從本研究

結果顯示使用 blastx 作多源性基因體學的分析時，可依據不同長度來

設定不同 E 值以求最佳結果，例如當序列較短(400~500bp)的時候，

我們可以選擇設定較大的 E 值 (如 1E-2)，而當序列大於 1000bp 時，

可以考慮使用較小的 E 值，來增加 blastx 偵測的效能。此外，本研究

在這部分只探討在 blastx 資料庫搜尋的條件嚴謹與否，但若能將影響

blastx 的參數(例如 blastx 得分計算的 Matrix、Gap Costs 等)分別進行

分析，便可篩選出在不同條件下，最佳的 blastx 參數，進而在多源性

基因體學研究上，blastx 效能達到最佳的狀態。 

 

參、原核生物不同的基因密度對 blastx 效能的影響 

過去對於多源性基因體中原核生物的基因密度和blastx效能的影
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響與否未知，因此本研究將已知不同原核生物基因密度在相同序列長

度(500bp)、設定相同的 E 值(1E-2)進行 blastx，所得到的結果顯示基

因密度越大，blastx 敏感度和特異度越佳。過去研究提出多源性基因

體序列和資料庫是否有同源序列 (Essinger S. D. et al., 2010)，在本研

究中發現了基因密度也會影響 blastx 的效能，因此我們可以推論在多

源性基因體學的研究中，不同原核生物的基因密度大小差異也會影響

blastx 在偵測不同物種的效能。 

 

肆、後續研究建議 

本研究是利用已知物種基因體序列所產生的模擬片段分別和已

知物種建構的蛋白質資料庫進行 blastx，相較於將多源性基因體進行

blastx 是利用”non-redundant” database 比對，本研究所得到的 blastx

效能較佳，在多源性基因體的研究中，blastx 的效能可能不如本研究

的結果，但是研究人員使用 blastx來分析多源性基因體時可透過本

研究的結果，進而調整影響 blastx效能的因素，使 blastx效能使用

上有所提升。 
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表 

表一、「基因密度是否會影響 blastx 成效」所採用的已知物種。 

 

我們選用了目前已定序完成的原核生物：Ehrlichia ruminantium 

str. Gardel(659(genes/ Mbp))、Mycoplasma hyopneumoniae 

168(795(genes/ Mbp))、Mycoplasma hyorhinis HUB-1(846(genes/ Mbp))、

Escherichia coli BL21-Gold(DE3)pLysS AG(949(genes/ Mbp))、

Mycoplasma haemofelis str. Langford 1 (1374(genes/ Mbp))，其基因密度

的計算是從基因數除以基因體大小(Mbp)得來，我們利用不同原核生

物基因密度來了解基因密對 blastx 效能的影響。 
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表二、不同長度的模擬片段註解的結果。 

 

我們利用程式 randomly-chomp-genome.py(附錄二)模擬定序產生

不同長度(bp)的模擬片段，再將模擬片段和 E.coli BL21 基因註解比對

後，和基因有重疊的模擬片段會被註解為陽性，位於非基因區域的模

擬片段則會被註解成陰性。 
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表三、將模擬片段進行 blastx 的結果。 

 

 

我們將不同長度的模擬片段和 E.coli BL21 胺基酸序列建構成的

蛋白質資料庫進行 blastx 後，和資料庫有比對到同源序列者為 hits，

和資料庫沒有比對到同源序列者為 no hits。Hits 和 No hits 的百分比

是計算分別是 Hits(No hits)的數量除以模擬片段的總量，從模擬片段

進行 blastx 的結果中，模擬片段大多和資料庫有比對到同源序列

(Hits)。 
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表四、不同長度的模擬片段 blastx 的敏感度與特異度。 

 

 

不同長度的模擬片段(pseudo-reads)，blastx設定的 E值為 1E-40，

將模擬片段註解的結果和 blastx 的結果比對後，比對出 TP、FN、TN、

FP，並計算出不同長度模擬片段 blastx 的敏感度和特異度。 
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表五、不同長度的模擬片段所涵蓋的基因數。 

 

 

從文獻中 E.coli BL21 基因密度( Lukjancenko O. et al., 2010)，換

算成不同序列長度下，模擬片段所涵蓋的基因數。 
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表六、不同 E 值下 blastx 的敏感度和特異度結果。 

 

 

不同長度(500、1000、1500、2000bp)模擬片段，blastx 設定的不

同 E 值(1E-2、1E-3、1E-5、1E-10、1E-40)，blastx 敏感度和特異度的

結果(%)。 

 

 

 

 

 

 



46 

表七、blastx 在原核生物不同基因密度下的敏感度和特異度。 

 

 

將不同基因密度的原核生物基因體序列分別產生 500(bp)的模擬

片段，blastx 設定的 E 值為 1E-2 作 blastx，將模擬片段的註解結果和

blastx 結果進行比對並計算出 blastx 敏感度和特異度。 
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圖 

 

 

圖一、E.coli BL21 基因註解 txt 檔案格式截圖。 

我們從 NCBI Gene 下載了 E.coli BL21 基因註解，下載的檔案格

式我們選用 txt 檔案格式。 
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圖二、模擬片段和基因可能關係示意圖。 

如圖所示，灰色代表基因區域，白色代表非基因區域，黑色代表

模擬片段：註解模擬片段時，我們考慮到模擬片段和基因可能的關係。

和基因有重疊的模擬片段會被註解為陽性，模擬片段位於非基因區域

則會被註解為陰性。 
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圖三、多源性基因體學研究以 blastx 作分析時設定的 E 值。 

我們參考了西元 2000~2012 年，多源性基因體學研究上採用

blastx 作分析工具時設定的 E 值，將 blastx-evalue-reference.pdf (附錄

十一) 結果作圖，橫軸是使用 E 值的次數，縱軸是 blastx 的 E 值。 
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圖四、E.coli BL21 基因註解轉換格式成 csv 檔案格式截圖。 

我們從 NCBI Gene 下載的 E.coli BL21 基因註解檔案格式是 txt

檔案格式，為了之後便於分析，我們經由 Parse-genome-txt2.py 程式(附

錄一)整理成 csv 檔案格式(record.csv)的結果截圖。將基因註解轉換格

式成表格(csv)的形式(record.csv，附錄十九)。 
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圖五、將 E.coli BL21 胺基酸、DNA 序列整理後的結果截圖。 

將 E.coli BL21胺基酸序列(faa)的基因敘述和DNA序列(fnn)的基因敘

述，經由 python 程式(faa-record.py，附錄十四)整理成 csv 檔案格式

(faa-record.csv，附錄十五)。 
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圖六、將 E.coli BL21 基因註解重新整理後的結果截圖。 

將 E.coli BL21 基因註解(record.csv，附錄十九)和 faa-record.csv(附錄

十五)經由 python 程式(recordC.py，附錄十六)比對後，重新整理成 csv

檔案格式(recordC.csv，附錄十七)的結果截圖。 

 

 

 

 

 



53 

 

 

圖七、序列長度對 blastx 敏感度的影響結果。 

不同長度(500、1000、1500、2000bp)模擬片段，blastx 設定的 E

值為 1E-40，blastx 敏感度的結果(表四)作圖，其中 為 500bp 模擬片

段， 為 1000bp 模擬片段， 為 1500bp 模擬片段， 為 2000bp 模擬

片段：橫軸是不同長度(500、1000、1500、2000bp)，縱軸是敏感度，

數值以百分比表示。 
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圖八、序列長度對 blastx 特異度的影響結果。 

不同長度(500、1000、1500、2000bp)模擬片段，blastx 設定的 E

值為 1E-40，blastx 特異度的結果(表四)作圖，其中 為 500bp 模擬片

段， 為 1000bp 模擬片段， 為 1500bp 模擬片段， 為 2000bp 模擬

片段：橫軸是不同長度(500、1000、1500、2000bp)，縱軸是特異度，

數值以百分比表示。 
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圖九、不同序列長度在不同 E 值下 blastx 的敏感度結果。 

不同長度(500、1000、1500、2000bp)模擬片段，blastx 設定的不

同 E 值(1E-2、1E-3、1E-5、1E-10、1E-40)，blastx 敏感度的結果(表

六)作圖其中 為 500bp 模擬片段， 為 1000bp 模擬片段， 為 1500bp

模擬片段， 為 2000bp 模擬片段：橫軸是不同 E 值(1E-2、1E-3、1E-5、

1E-10、1E-40)，縱軸是敏感度，數值以百分比表示。 
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圖十、不同序列長度在不同 E 值下 blastx 的特異度結果。 

不同長度(500、1000、1500、2000bp)模擬片段，blastx 設定的不

同 E 值(1E-2、1E-3、1E-5、1E-10、1E-40)，blastx 特異度的結果(表

六)作圖，其中 為500bp模擬片段， 為1000bp模擬片段， 為1500bp

模擬片段， 為 2000bp 模擬片段：橫軸是不同 E 值(1E-2、1E-3、1E-5、

1E-10、1E-40)，縱軸是特異度，數值以百分比表示。 
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圖十一、不同長度模擬片段在不同 E 值下被判定為 TP 的數量。 

我們將不同長度(500、1000、1500、2000bp)模擬片段，blastx 設

定的不同 E 值(1E-2、1E-3、1E-5、1E-10、1E-40)，模擬片段被判定

為 TP 的數目(表六)作圖並畫上趨勢線，其中 為 500bp 模擬片段，

為 1000bp 模擬片段， 為 1500bp 模擬片段， 為 2000bp 模擬片段：

橫軸是不同 E 值(1E-2、1E-3、1E-5、1E-10、1E-40)，縱軸是 TP 的數

量。 
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圖十二、不同長度模擬片段在不同 E 值下被判定為 FN 的數量。 

我們將不同長度(500、1000、1500、2000bp)模擬片段，blastx 設

定的不同 E 值(1E-2、1E-3、1E-5、1E-10、1E-40)，模擬片段被判定

為 FN 的數目(表六)作圖並畫上趨勢線，其中 為 500bp 模擬片段，

為 1000bp 模擬片段， 為 1500bp 模擬片段， 為 2000bp 模擬片段：

橫軸是不同 E 值(1E-2、1E-3、1E-5、1E-10、1E-40)，縱軸是 FN 的

數量。 

 

 



59 

 

圖十三、不同長度模擬片段在不同 E 值下被判定為 FP 的數量。 

我們將不同長度(500、1000、1500、2000bp)模擬片段，blastx 設

定的不同 E 值(1E-2、1E-3、1E-5、1E-10、1E-40)，模擬片段被判定

為 FP 的數目(表六)作圖並畫上趨勢線，其中 為 500bp 模擬片段，

為 1000bp 模擬片段， 為 1500bp 模擬片段， 為 2000bp 模擬片段：

橫軸是不同 E 值(1E-2、1E-3、1E-5、1E-10、1E-40)，縱軸是 FP 的數

量 。 
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圖十四、不同密度的原核生物 blastx 敏感度的結果。 

不同基因密度的原核生物分別產生 500bp 模擬片段並在 blastx

設定 E 值為 1E-2 將模擬片段進行 blastx，我們將 blastx 的敏感度結果

(表七)作圖並畫上趨勢線，橫軸是基因密度，單位是在每 1Mbp 下所

涵蓋的基因數量；其中 代表的是 E.r.-G (659 genes/Mb)； 代表的

是 M. h.-168 (795 genes/Mbp)； 代表的是 M.h.-HUB-1 (846 

genes/Mbp)； 代表的是 E.coli BL21； 代表的是 M.h.-L1(1374 

genes/Mbp)；縱軸是敏感度，數值以百分比表示。 

 

 



61 

 

 

圖十五、不同密度的原核生物 blastx 特異度的結果。 

不不同基因密度的原核生物分別產生500bp 模擬片段並在blastx

設定 E 值為 1E-2 將模擬片段進行 blastx，我們將 blastx 的特異度結果

(表七)作圖並畫上趨勢線，橫軸是基因密度，單位是在每 1Mbp 下所

涵蓋的基因數量；其中 代表的是 E.r.-G (659 genes/Mb)； 代表的

是 M. h.-168 (795 genes/Mbp)； 代表的是 M.h.-HUB-1 (846 

genes/Mbp)； 代表的是 E.coli BL21； 代表的是 M.h.-L1(1374 

genes/Mbp)；縱軸是特異度，數值以百分比表示。 
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附錄 

以下為附錄檔案名稱，附錄內容說明及檔案另附在光碟中。 

附錄一、Parse-genome-txt2.py (python2 版本) 

附錄二、randomly-chomp-genome.py(python3 版本) 

附錄三、1st-compare.py(python3 版本) 

附錄四、reconfirmtxt.py(python3 版本) 

附錄五、reconfirmsplit.py(python2 版本) 

附錄六、ecoli_bl21_gold_de3.db 

附錄七、Er.db 

附錄八、16.db 

附錄九、13.db 

附錄十、Mh.db 

附錄十一、blastx-evalue-reference.pdf 

附錄十二、list-blast+.py(python2 版本，biopython 模組) 

附錄十三、p-negativeblast.py(python2 版本) 

附錄十四、faa-record.py (python2 版本) 

附錄十五、faa-record.csv 

附錄十六、recordC.py 

附錄十七、recordC.csv 
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附錄十八、0718p.py 

附錄十九、record.csv 

附錄二十、fptp.py 

附錄二十一、2000-6-negative.txt 

附錄二十二、2000-6-positive.txt 

附錄二十三、2000-6-40-blastx_hits.txt 

附錄二十四、2000-6-40-blastx_nohits.txt 

附錄二十五、2000-6-10-blastx_hits.txt 

附錄二十六、2000-6-10-blastx_nohits.txt 

附錄二十七、2000-6-5-blastx_hits.txt 

附錄二十八、2000-6-5-blastx_nohits.txt 

附錄二十九、2000-6-3-blastx_hits.txt 

附錄三十、2000-6-3blastx_nohits.txt 

附錄三十一、2000-6-2-blastx_hits.txt 

附錄三十二、2000-6-2-blastx_nohits.txt 

附錄三十三、BL21-2000-6.fasta 

附錄三十四、BL21-1500-6.fasta 

附錄三十五、1500-6-negative.txt 

附錄三十六、1500-6-positive.txt 
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附錄三十七、1500-6-40-blastx_hits.txt 

附錄三十八、1500-6-40-blastx_nohits.txt 

附錄三十九、1500-6-10-blastx_hits.txt 

附錄四十、1500-6-10-blastx_nohits.txt 

附錄四十一、1500-6-5-blastx_hits.txt 

附錄四十二、1500-6-5-blastx_nohits.txt 

附錄四十三、1500-6-3-blastx_hits.txt 

附錄四十四、1500-6-3-blastx_nohits.txt 

附錄四十五、1500-6-2-blastx_hits.txt 

附錄四十六、1500-6-2-blastx_nohits.txt 

附錄四十七、BL21-1000-6.fasta 

附錄四十八、1000-6-negative.txt 

附錄四十九、1000-6-positive.txt 

附錄五十、1000-6-40-blastx_hits.txt 

附錄五十一、1000-6-40-blastx_nohits.txt 

附錄五十二、1000-6-10-blastx_hits.txt 

附錄五十三、1000-6-10-blastx_nohits.txt 

附錄五十四、1000-6-5-blastx_hits.txt 

附錄五十五、1000-6-5-blastx_nohits.txt 
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附錄五十六、1000-6-3-blastx_hits.txt 

附錄五十七、1000-6-3-blastx_nohits.txt 

附錄五十八、1000-6-2-blastx_hits.txt 

附錄五十九、1000-6-2-blastx_nohits.txt 

附錄六十、BL21-500-6.fasta 

附錄六十一、500-6-negative.txt 

附錄六十二、500-6-positive.txt 

附錄六十三、500-6-40-blastx_hits.txt 

附錄六十四、500-6-40-blastx_nohits.txt 

附錄六十五、500-6-10-blastx_hits.txt 

附錄六十六、500-6-10-blastx_nohits.txt 

附錄六十七、500-6-5-blastx_hits.txt 

附錄六十八、500-6-5-blastx_nohits.txt 

附錄六十九、500-6-3-blastx_hits.txt 

附錄七十、500-6-3-blastx_nohits.txt 

附錄七十一、500-6-2-blastx_hits.txt 

附錄七十二、500-6-2-blastx_nohits.txt 

附錄七十三、CP001665.faa 

附錄七十四、CP001665.ffn 
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附錄七十五、E-500-6.fasta 

附錄七十六、E-Crecord2.csv 

附錄七十七、E-negative.txt 

附錄七十八、E-positive.txt 

附錄七十九、E-500-6-2-blastx_hits.txt 

附錄八十、E-500-6-2-blastx_nohits.txt 

附錄八十一、M-500-6.fasta 

附錄八十二、M-Crecord2.csv 

附錄八十三、M-negative.txt 

附錄八十四、M-positive.txt 

附錄八十五、M-500-6-2-blastx_hits.txt 

附錄八十六、M-500-6-2-blastx_nohits.txt 

附錄八十七、Mh168.fasta 

附錄八十八、Mh168-Crecord2.csv 

附錄八十九、Mh168-negative.txt 

附錄九十、Mh168-positive.txt 

附錄九十一、Mh168-500-6-2-blastx_hits.txt 

附錄九十二、Mh168-500-6-2-blastx_nohits.txt 

附錄九十三、MhHUB-1.fasta 
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附錄九十四、MhHUB-1-Crecord2.csv 

附錄九十五、MhHUB-1-negative.txt 

附錄九十六、MhHUB-1-positive.txt 

附錄九十七、MhHUB-1-500-6-2-blastx_hits.txt 

附錄九十八、MhHUB-1-500-6-2-blastx_nohits.txt 

附錄九十九、readme.pdf 


