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1.时间

2026 年 4 月 29 日

2.方式

线上腾讯会议讨论

3.主题

课后对 TBtools的复习总结

4.总结内容

(1)TBtools 简介

TBtools 以“一人为所有人，所有人为一人”（one for all, all for one）

为开发理念，旨在为湿实验背景的生物学研究者提供无需编程基础的生物大数据

分析解决方案。软件的逻辑可以总结为 IOS——Input（输入文件）、Output（输

出路径）、Start（开始运行），用户只需拖放文件、选择输出位置、点击启动，

即可完成数据分析。



红色框内是不同模块的操作页面，点击可进入相应分析的操作页面。

 Sequence Toolkit (序列工具集)：核心是序列的编辑、处理与信息提取。包括按 ID或区

间提取序列、序列的统计与信息获取（如长度和 GC含量）、批量重命名或拆分合并序

列以及序列的格式化（如反向互补）等。

 BLAST (序列比对)：将复杂的 BLAST功能图形化。可以进行本地比对、远程比对 (直

接比对到 NCBI数据库)以及比对结果的可视化与转换。

 GO/KEGG (功能注释与富集分析)：用于理解基因或蛋白的生物学功能。可以进行

GO/KEGG富集分析并一站式进行差异基因的功能富集与结果可视化。

 Graphics (可视化绘图)：支持多种图表（包括热图和火山图等）的绘制。

(2) TBtools的安装问题

小组成员多数在 GitHub 网站下载链接，常见的安装流程和使用说明可从语雀网站查看

(3) 课外练习

A. 癌胚抗原家族成员双序列比对

操作步骤

从 UniProt 数据库下载 CEAM6_HUMAN 第 145-232 位第一个恒定结构域 Ig-like

C2-type1序列 CEA6C2和 CEAM5_HUMAN 全长序列 CEA5（也可以在 abc网站直接

下载，右键点击链接后选择“链接另存为”保存至文件夹中）

打开TBtools，在工具选择菜单中选择BLAST，在BLAST图形用户界面封装程序BLAST

GUI Wrapper中选择两组序列比对 Two Sequence Sets



将 CEA6C2粘贴到 TBtools左侧输入框，将 CEA5粘贴到 TBtools右侧输入框

在 TBtools 输 出 文 件 选 择 框 中 输 入 结 果 存 放 文 件 夹 和 输 出 文 件 名

C:\TBtool_Example\CEA\out\CEA.txt（该文件夹需提前建好）

在输出格式 Outfmt选择框选择成对比较 Pairwise

点击开始 Start按钮，比对结果保存到输出文件夹 CEA\out\中： CEA.txt

结果如下图所示

（1）结果中中有三段主要的比对结果（Score = 153 bits, 146 bits, 143 bits），这意味着

你的短序列（Query）在 CEAM5 全长序列（Sbjct）上找到了三个非常像的区域。

CEAM5序列区间 相似度

1 501-561 85%

2 145-205 81%

3 323-383 80%

粘贴 CEA6C2 粘贴 CEA5

选择输出路径





（2）CEA6C2 与 CEAM5 的 C端第三个恒定结构域（对应序列 501-560 这一段）相似

性最高。

（3）TBtools的页面简洁，操作界面比较简单，适合批量或快速验证。

B.拟南芥和水稻 SBP转录因子家族成员比对

操作步骤

从 ABC SBP Project 网 站 下 载 17AT_SPL.FAS 和 19OJ_SPL.FAS 保 存 到

TBtools_Example\SBP文件夹中（右键点击并选择链接另存为）

打开TBtools，在工具选择菜单中选择BLAST，在BLAST图形用户界面封装程序BLAST

GUI Wrapper中选择双序列比对 Two Sequence Files

点击 TBtools BLAST 用户界面搜索序列文件选择框 Set Query Seqs 选择菜单，选择

17AT_SPL.FAS

点击 TBtools BLAST 用户界面目标序列文件选择框 Set Subject Seqs 选择菜单，选择

19OJ_SPL.FAS

在 输 出 文 件 选 择 框 中 设 定 比 对 结 果 存 放 文 件 夹 和 文 件 名

C:\TBtool_Example\SBP\Out\SPL.txt

在其它参数 Other Parameter选择菜单中设置输出格式 Outfmt为表格方式 Table

点击开始 Start按钮，找出水稻中拟南芥 SPL7_ARATH的直系同源基因 SPL.txt



SPL7_ARATH的比对结果如下图所示

注：结果第三列是序列一致性，第四列为比对长度，第十一列为期望值（越小越好），

最后一列为比特得分，综合了相似性和比对长度的打分（越大越好）

序列名称 序列一致性 比对长度 期望值 Bit score

SPL9_ORYSJ 37.17% 436 1.64e-169 502

则拟南芥 SPL7_ARATH 在水稻（粳稻）中的直系同源基因是 SPL9_ORYSJ。

粘贴 17AT_SPL.FAS

粘贴 19OJ_SPL.FAS

选择输出路径



C.玉米 SBP转录因子数据库构建和搜索

操作步骤

从 ABC SBP Project 网站下载 764 个玉米转录因子蛋白质序列数据集 ZMTF_PEP.FAS

和拟南芥 SPL3转录因子蛋白质序列 SPL3_PEP.FAS 保存到TBtools_Example\SBP文件

夹中

打开TBtools，在工具选择菜单中选择BLAST，在BLAST图形用户界面封装程序BLAST

GUI Wrapper中选择 BLAST Zone



点击 BLAST Zone用户界面左侧数据库 Database窗口下方添加数据库按钮"+"，在弹出

窗口中选择数据集 ZMTF_PEP.FAS，在数据库名称输入框中输入 ZMTF_PEP，点击 OK，

数据库构建完毕

将 SPL_PEP 拖入右侧搜索序列输入框，将输出格式 Outfmt改为表格 Table，点击已建

好的数据集

在 输 出 文 件 选 择 框 中 设 定 比 对 结 果 存 放 文 件 夹 和 文 件 名

C:\TBtool_Example\SBP\Out\BlastP.txt

点击开始 Start 按钮，用 FireFox 浏览器查看比对结果，查看 764 个玉米转录因子数据

集中 4个拟南芥 SPL3_PEP相似序列 BlastP.txt

点击+号

粘贴 ZMTF_PEP.FAS

ZMTF_PEP



结果如下图所示

四个玉米蛋白与拟南芥 SPL3 蛋白具有显著的序列相似性，它们很可能是玉米中 SPL3

的同源基因。

序列 序列一致性 比对长度 期望值 Bit score

PTZm00608.1 45.08% 67 9.03e-34 115

PTZm00605.1 45.08% 67 1.32e-33 114

PTZm00606.1 56.76% 16 1.36e-12 57.0

PTZm00607.1 30% 63 9.62e-12 55.1



D.玉米 SBP转录因子数据集中序列提取

操作步骤

打开 TBtools，在工具选择菜单中选择 Sequence Toolkit，在下拉菜单中选择 FASTA格

式序列提取 Fasta Extract（Recommended）

在序列输入框中输入 764个玉米转录因子 ZMTF_PEP.FAS

在输出框中选择 TBtool_Example\SBP\Out\ZMTF_SPL.txt

在输入数据标识符 Input ID List中逐行输入课外练习 3结果中 4个转录因子标识符

PTZm00605.1

PTZm00606.1

PTZm00607.1

PTZm00608.1

点击开始 Start按钮，用WordPad查看结果 ZMTF_SPL.txt

结果如下：



E.韦恩图 Venn Diagram分析

操作步骤一

打开 TBtools，选择图形 Graphics中韦恩图分析 Venn

在 Set1 输入窗口中逐行输入大写字母 A，B，C

在 Set2 输入窗口中逐行输入大写字母 B，C，D

在 Set1 输入窗口中逐行输入大写字母 C，D，E

点击开始按钮 Start，生成韦恩图 Venn

https://abc.gao-lab.org/caas25/tb/venn.svg


结果如下：

操作步骤二

在 Set1 输入窗口中输入人的珠蛋白家族基因名

在 Set2 输入窗口中输入小鼠珠蛋白家族基因名

在 Set3 输入窗口中输入大鼠珠蛋白基因家族名

点击开始按钮 Start，生成韦恩图 Globin.svg



双击中间的交集区，可以看到共同拥有的基因具体名称。

即人、大鼠、小鼠三个物种中共有基因共有三个：MB、NGB、CYGB

F.热图 Heatmap分析

操作步骤一

打开 TBtools，选择图形 Graphics热图分析 Heatmap

点击开始按钮 Start，生成初始热图： HeatMap0





操作步骤二

打开 TBtools，选择图形 Graphics热图分析 Heatmap

在输入窗口中输入： Globin Matrix

点击开始按钮 Start，生成初始热图



在图形窗口中打开会话窗口 Show Control Dialog，设置并调节参数，生成热图

在图形窗口中点击 Save Graph 按钮，选择 SVG 格式，保存新的热图 Globin Matrix

Heatmap

想改变热图参数

可点击该黄色框



 左上角 Log Scale?：对原始数据进行对数转换，有助于使偏态数据分布更对称，突出相

对变化而非绝对差异

 Tile Shape：可以改变热图中每个单元格的形状，Rectangle 是矩形，可变为 Circle（圆

形）等

 ColorBreaks：调整热图颜色

5. 问题

（1）TBtools 中 Fasta Extract（Recommended）和 Fasta Extract（Basic）这两个版块有

什么区别？

基本是一样的，只不过 Fasta Extract (Recommended)功能更为强大，支持提取完整 ID序

列和指定区间序列的同时还能对提取的区间进行重命名，Fasta Extract (Basic)是基础版，但

课上所用的功能二者处理结果完全相同。
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