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一、基因组技术平台情况简介



高通量DNA测序仪 Miseq 长片段高通量测序系统

核酸提取--建库--测序--数据分析
全流程配套基因组技术服务

生物分析仪DNA剪切仪

Nextseq500高通量测序系统

基因组技术平台情况简介

核酸片段回收仪 脉冲场电泳系统

基因组组装分析仪 Qubit荧光计
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二、微生物多样性研究方法



微生物多样性研究方法

⚫微生物培养

⚫分子生物学技术

➢高通量测序：宏基因组和扩增子测序

➢PCR-DGGE(变性梯度凝胶电泳)

➢实时荧光定量PCR

➢克隆文库

➢三代测序：PacBio和Nanopore
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三、扩增子测序简介



16S扩增子测序是指利用合适的通用引物扩增环境中微生物的16S 

rDNA/18S rDNA /ITS高变区或功能基因，通过高通量测序技术检测PCR产物

的序列变异和丰度信息，分析该环境下的微生物群落的多样性和分布规律，

以揭示环境样品中微生物的种类、相对丰度、进化关系等。

16S扩增子测序



宏基因组测序

宏基因组学（Metagenomics），又称元基因组学，是以特定环境中的整个微生

物群落作为研究对象，无需分离培养，直接提取环境样本DNA进行测序，研究环境微

生物的群落结构、物种分类、系统进化、基因功能及代谢网络等，已广泛应用于微

生物领域。



16S测序和宏基因组测序有什么区别？

一、测序原理不同
16S测序是将提取好的微生物基因组DNA，通过对某一段或几段高变区序列(V4区或V3-

V4区)进行PCR扩增，建库后进行测序。
宏基因组测序则是将微生物基因组DNA随机打断成300-500bp的小片段，在片段两端加

入测序接头，然后进行测序。

二、物种鉴定深度不同
16S测序得到的序列很多注释不到种水平，而宏基因组测序则能鉴定微生物到种水平

甚至菌株水平。

三、研究目的不同
16S测序主要研究群落的物种组成、物种间的进化关系以及群落的多样性。
宏基因组测序在16S测序分析的基础上还可以进行基因和功能层面的深入研究(GO、

Pathway等)。



扩增子测序实验流程



扩增子文库结构



选择合适的测序区域

细菌
细菌核糖体RNA（rRNA）有三种类型：5S rRNA（120bp）、16S rRNA（约1540bp）

和23S rRNA（约2900bp）。5S rRNA基因序列较短，包含的遗传信息较少，不适于细菌

种类的分析鉴定；23S rRNA基因的序列太长，且其碱基的突变率较高，不适于鉴定亲

缘关系较远的细菌种类；16S rRNA普遍存在于原核细胞中，且含量较高、拷贝数较多

（占细菌RNA总量的80%以上），便于获取模板，功能同源性高，遗传信息量适中，适

于作为细菌多样性分析的标准。

16S rRNA编码基因序列共有10个保守区和9个高可变区。其中，V3-V4区其特异性

好，数据库信息全，是细菌多样性分析注释的最佳选择。



选择合适的测序区域

真核生物
与细菌多样性分析类似，在真核微生物中也有三类核糖体RNA（rRNA），包括5.8S 

rRNA、18S rRNA和28S rRNA。

18S rRNA基因是编码真核生物核糖体小亚基的DNA序列，其中既有保守区，也有可

变区（V1-V9，没有V6区）。保守区域反映了生物物种间的亲缘关系，而可变区则能体

现物种间的差异，适用于作种级及以上的分类标准。其中，V4区使用最多、数据库信

息最全、分类效果最好，是18S rRNA基因分析注释的最佳选择。



选择合适的测序区域

真菌
ITS序列是内源转录间隔区（Internally Transcribed Spacer），位于真菌18S、

5.8S和28S rRNA基因之间，分别为ITS 1和ITS 2。

在真菌中，5.8S、18S和28S rRNA基因具有较高的保守性，而ITS由于承受较小的

自然选择压力，在进化过程中能够容忍更多的变异，在绝大多数真核生物中表现出极

为广泛的序列多态性。同时，ITS的保守型表现为种内相对一致，种间差异较明显，能

够反映出种属间，甚至菌株间的差异。并且ITS序列片段较小（ITS 1和ITS 2长度分别

为350 bp和400 bp），易于分析，目前已被广泛用于真菌不同种属的系统发育分析。



选择合适的测序区域

古细菌
古细菌（archaebacteria）又叫古生菌、古菌，是一类很特殊的细菌，同时具有

原核生物和真核生物的某些特征。古细菌多生活在各种极端的生态环境中，它们代表

了生命的极限，确定了生物圈的范围。古细菌和真细菌、真核生物一起，构成了生物

的三域系统。古细菌分为泉古菌、广古菌、初古菌和纳古菌。具有代表性的古细菌有

极端嗜热菌、极端噬盐菌、极端嗜酸菌、产甲烷古菌、嗜热菌、噬盐菌等。

研究表明引物对519F/915R和344F/915R对于古细菌的特异性最好。对于Illumina

MiSeq 2×300 bp的测序平台，引物519F/915R最适合（16S V4V5区）；而引物

344F/915R则更适合于Roche 454测序平台。



选择合适的测序区域

特定功能微生物
功能微生物是在自然界中由于其功

能的重要性而受到广泛关注的一类微生

物，如硝化细菌、反硝化菌、氨氧化细

菌、硫酸盐还原菌、固氮菌、固氮菌等。

每种功能微生物在分类学上可能有很大

不同，但却具有相类似的基因使其能够

发挥同样的功能，因此使这些功能细菌

发挥这种特定功能的基因就称为功能基

因，如 nxrA、nirS/nirK、amoA、dsrB、

nifH、nifH。功能基因测序可有效研究

特定环境中的功能微生物物种信息。



上机测序仪

测序区域：16S/18S rRNA /ITS等

测序读长:   2x250bp /2x300bp

测序数据量： 15M/25M

检测样本数：100-200

Illumina Miseq测序仪



16S扩增子数据分析流程
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四、扩增子测序应用



扩增子测序应用领域

⚫医学领域：疾病与人体微生物间关系，如代谢类疾病、消化类疾病、自身

免疫性疾病、肿瘤癌症、神经类疾病及其他疾病等；

⚫畜牧领域：肠道、瘤胃等微生物群落与动物繁殖、生长发育、营养健康、

免疫和疾病治疗等的互作关系；

⚫农业领域：根际微生物与植物互作、农业耕作/施肥处理与土壤微生物群落

等；

⚫环境领域：某一特定环境（雾霾、沙尘等污染环境，住宅、商场等生活环

境）的微生物群落组成，有机肥发酵处理、污水治理、石油降解、水体及海

洋环境等微生物群落分布和组成等；

⚫生物能源：特殊功能的菌株、基因挖掘、工程菌的开发；

⚫特殊极端环境：极端环境条件下的微生物类群研究。



扩增子测序样本类型



淡水沉积物

山东大学Chemosphere：淡水生态

系统沉积物中的微塑料及其对微生
物群落的影响

发表时间：2020

研究对象：西部调水工程水源地黄金峡水库

样本类型：水底沉积物

扩增区域：16S V3V4区

测序平台：Hiseq（PE250）

主要结论：微塑料对微生物群落结构及组成

存在显著影响；微生物群落功能预测结果表

明微塑料对微生物群落的功能存在显著影响。



水体微生物

Front. Microbiol：小型真核生物

淡水群落在严重干旱事件中的
恢复力

发表时间：2016

研究对象：一个池塘和一条小溪

样本类型：水样（滤膜）和水底沉积物

扩增区域：18S V4区

测序平台：罗氏454

主要结论：干旱后沉积物中的真核生物群落

与水体中差异很大。但是补水后，水生原生

生物群落在一个月内恢复了原有结构。



水体活性污泥微生物

Environ Sci Technol.：中国污水

处理厂微生物群落的生物地理
学与组合

发表时间：2020

研究对象：污水处理厂

样本类型：活性污泥

扩增区域：16S V4区

测序平台：Miseq（PE250）

主要结论：低纬度的污水处理厂往往拥有更

多种类的微生物，年平均温度是影响微生物

群落结构的最重要因素。



鱼肠道微生物

BMC Veterinary Research：水解

鱼蛋白和自溶酵母替代鱼粉对
金枪鱼肠道微生物的影响

发表时间：2020

研究对象：金枪鱼

样本类型：肠道消化物

扩增区域：16S V3V4区

测序平台：Miseq（PE300）

主要结论：与对照组相比，投喂酵母显示出

在杆菌和梭状芽孢杆菌中的富集，而投喂

FPH（鱼蛋白水解物）显示出显著低于其他

两个喂养组的属于交替单胞菌和肠杆菌的细

菌数量。



人肠道微生物

Gut Microbes：南医大刘星吟团

队揭示肠道微生物谱的改变与
孤独症谱系障碍的异常神经递
质代谢活动相关

发表时间：2020

研究对象：孤独症患者

样本类型：粪便

扩增区域： 细菌16S V4

测序平台：Hiseq

主要结论：孤独症组的α多样性系数随着年龄的增加无显著

的变化，而健康组的α多样性系数同年龄呈正相关，暗示孤

独症患者肠道菌群发育处于相对停滞的状态。便秘孤独症患

者组（C-ASD）的物种多样性降低，Sutterella、Prevotella

和Bacteroide 可能参与便秘孤独症患者的致病机制。



叶际微生物

Nature：何胜洋和辛秀芳组发表植
物叶际微生物组稳态机制

发表时间：2020

研究对象：拟南芥

样本类型：叶片

扩增区域： 细菌16S

测序平台：Miseq(PE300)

主要结论：结果表明，健康叶片和不健康叶片的总

微生物组的多样性没有显著差异，但是叶内微生物

组的丰度和多样性均有显著的变化，不健康的叶片

内部微生物的多样性降低，从Firmicute-rich的群

体转化为Proteobacteria-rich的群体。



土壤

mSystems：南土所褚海燕组揭示

了大空间尺度下空间比季节对土
壤微生物群落的影响大

发表时间：2020

研究对象：麦田

样本类型：土壤

扩增区域： 16S V4和ITS2区

主要结论：麦田土壤细菌和真菌群落的alpha多

样性和beta多样性在冬天和夏天呈现出显著差异，

但是空间距离对土壤细菌和真菌群落的alpha多

样性和beta多样性的影响远大于季节的影响。



SBB：不同植被土壤中细菌古菌
的群落分布模式比较

发表时间：2020

研究对象：黄河三角洲不同植被覆盖下的土壤

样本类型：土壤

扩增区域： 细菌16S V3V4和古菌16S V4V5

测序平台：Miseq(PE300)

主要结论：植被覆盖及土壤环境参数与细菌和古菌的

丰度、多样性、群落组成与功能密切相关。细菌和古

菌对多种环境参数（特别是盐度），表现出显著相关

关系，但它们与两者的关系却呈现相反的趋势。细菌

在营养丰富且盐分较少的农业土壤中起主要作用，而

古菌则在高盐的盐碱土壤中呈现重要作用。

土壤



Environ. Int.：模拟增温会增加

微生物氮转换对活性氮输入的
响应

发表时间：2020

研究对象：西藏高寒草甸

样本类型：土壤

扩增区域： AOA（氨氧化古菌）和AOB（氨氧化细

菌）

测序平台：Miseq(PE300)

主要结论：单独增温对大多数参数没有显著影响，

但是它增强了氮输入对土壤氮含量和AOB丰度的影

响，并且在整个生长季产生了一系列的连锁反应，

增加了潜在的硝化速率（+83%），土壤硝态氮

（+200%）和氧化亚氮（+412%）的释放。

土壤
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五、常见问题和送样要求



常见问题

Q：16S相关文章中选择的测序区域各不相同（如V4，V3-V4，V1-V3，V3等），选择的依据是什么，选择哪个区域比较好？

A：不同物种不同区域多样性不同，选择不同区域测序结果会有不同，可能会造成物种多样性的低估或高估。在非全长16S测序的情况下

，测序区域也并非越长越好，跟全长16S结果最相近的测序区域即是最优选择。

如无特殊要求，我们一般推荐V3-V4区测序，根据我们大量的项目经验，目前测序项目较多的区域为V4, V1-V3, V3-V4, V4-V5, V5-V6，具

体项目测序区域也可参考相关文献进行选择。

Q：若关注环境中的真核微生物多样性，18S测序和ITS测序哪个更好?

A：ITS测序主要是针对真菌多样性的研究，注释准确度高；18S测序针对的是真核微生物，注释到的范围广，但是就真菌来说精确度相对

较低；可根据研究目的合理选择测序方案。

Q：样本送到后多久可以拿到结果？

A：自样本检测合格之后开始计算周期，包括建库、测序、数据分析、结题，扩增子周期最快一周。

Q：我的样本检测合格了，样本量也达到了推荐样本量要求，却建库失败了，可能是什么原因造成的，有没有什么解决方案？

A：这种情况常见于宿主微生物样本，该类样本通常还有大量的宿主DNA，由于样本检测中不能区分宿主和微生物DNA，实际检测到的

DNA其实绝大多数都是宿主DNA，导致检测到的样本量很高，却建库失败的情况。

对于这类样本，推荐在样本制备过程中进行特殊处理，尽量减少宿主DNA含量。目前市面上有可以去宿主DNA的试剂盒（如QIAamp DNA 

Microbiome Kit），对于宿主含量较高的样本如唾液、粘膜样本等，可以选择对应的试剂盒处理。

Q：16S测序一般推荐多少样本量？

A：16S样本多样性及组间差异分析是基于统计结果进行的分析，一般样本数越多，统计结果越准确。最低样本数要求如下：样本间多样

性分析（n≥4），组间多样性分析样本（组别≥2，每组样本数n≥3）。

Q：扩增子测序能满足的测序长度是多少？

A：Miseq PE300平台测序长度为600bp，但其测序质量较差，质控需要过滤掉超过100bp质量较差的序列；PE250平台测序质量较好，但

测序总长度为500bp，去掉barcode和部分质量较差的序列之后只剩460bp左右。所以保守起见，扩增子片段长度不能超过460bp，否则双

端测序结果将无法进行拼接，在引物选择时应引起注意。



送样要求

一、16S/18S/ITS等扩增子测序

常见环境样品

使用干冰或冰袋运送；

土壤、淤泥、沉积物≥3 g；
粪便≥1g；
组织样本≥1 g；
水体送样为过滤后的滤膜（最适滤膜直径3-4cm），孔
径大小一般选择0.22μm或 0.45μm。

拭子样本≥2个。

DNA样品

使用干冰或冰袋运送；

浓度≥10 ng/μl；
总量≥500 ng；
DNA 要有明显主带，无降解，无 RNA、蛋白质等杂质
污染。

二、宏基因组测序

常见环境样品

使用干冰或冰袋运送）；

土壤、淤泥、沉积物≥5 g；
粪便≥2 g；
组织样本≥1 g；
水体送样为过滤后的滤膜（最适滤膜直径3-4cm），孔
径大小一般选择0.22μm或 0.45μm。

拭子样本≥2个。

DNA样品

使用干冰或冰袋运送；

DNA：浓度≥50 ng/μl；
总量≥2 ug；
OD260/280：1.8～2.0，无降解，无 RNA、蛋白质等
杂质污染。

DNA文库样品

使用干冰运送；

浓度≥10 ng/μl；
总量≥150 ng；
插入片段大小≤600 bp；
无接头污染。
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