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• 土壤、根系、内生菌 

不同地域和气候下微生物
物种和功能差异  

• 酒曲、酸奶和培养菌群 

发酵过程中微生物群落和
功能发生的变化  

• 活性淤泥、深海 

可再生生物资源里微生物
组成及功能  

• 肠道、胃、口腔 

在菌群组成、功能与
疾病之间的关系 

探究不同营养状态或
免疫水平下微生物物
种和功能的差异  

微生物无处不在，应用广泛 

环境、食物、人体都存在大量微生物 
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人体微生物组计划 

Human Microbiome Project（HMP） 
16S rRNA检测：人类身体每个部位的细菌群落组成 
宏基因组测序：探究了人类微生物的作用及功能 
结果： 
 178个细菌参考基因组被收录 
 总约900个细菌，病毒，真菌的微生物基因组被收录 

 探究了人类微生物的改变与人类疾病之间的相互作
用关系 

www.hmpdacc.org 

中国科学院微生物组计划 

课题：聚焦研究人体肠道微生物组 

            家养动物肠道微生物组 

            活性污泥微生物组的功能网络解析与调节机制 

            创建微生物组功能解析技术与计算方法学 

            建设中国微生物组数据库与资源库。 
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微生物相关研究频频出现在顶级杂志之上 
CNS杂志推出丏刊，肠道微生物研究备受各大期刊青睐 
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绝大部分微生物存在于肠道当中 
细菌与人体自身细胞的比例至少为1：1 

每个成人拥有30万亿个自身细胞和40万亿个细菌细胞 
通常在人体中,细菌与人体自身细胞的比例至少为10:1，但当重新审视这个问题,我们发现其比例更接近于1:1 

Sender, Ron, Shai Fuchs, and Ron Milo. "Are we really vastly outnumbered? Revisiting the ratio of bacterial to host cells in humans." Cell 164.3 (2016): 337-340. 
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菌-肠-脑轴 

肠脑 

 1998年美国神经生物学加麦克尔出版的《第二大脑》首次提出“第二大脑”的概念 

     他指出人的肚子里有一个非常复杂的神经网络，包含约1000亿个神经细胞； 

     细胞类型、神经递质及感受器都与大脑及其相似。 

 “肠脑”的作用：不仅能分析营养成分、盐分以及水分，还能够对吸收和排泄进行

调控，并可以精确的调节抑制性与激动型神经递质、激素以及保护性分泌物。 

菌-肠-脑轴（microbiota-gut-brain-axis）:调节心理和行为的关键通路 
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人体微生物与疾病 

 Acne 痤疮 

 Antibiotic-associated diarrhea 腹泻  

 Asthma/allergies 哮喘/过敏 

 Autism 孤独症 

 Autoimmune diseases 自身免疫疾病 

 Cancer 癌症 

 Dental cavities 口腔疾病 

 Depression and anxiety 抑郁和焦虑 

 Diabetes 糖尿病 

 Eczema 湿疹 

 Gastric ulcers 胃溃疡 

 Hardening of the arteries 动脉硬化 

 Inflammatory bowel diseases 炎性肠炎 

 Malnutrition 营养不良 

 Obesity 肥胖 
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药物微生物组学：通向个性化医疗的新路径 
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药物微生物组学是一个研究微生物组变化、药物反应及相应特性（吸收、分布、
代谢和分泌）的新兴领域。 

 

• 针对某一特定药物的疗效和毒性，不同人的反应各不相同。有报道显示，多种
疾病常用药的药物应答率通常为50%-75%，不仅如此，许多人还因药物不良反
应受到伤害（ADRs）。 

• 因此对于“个性化医疗”的发展，确定如何评估患者对某一药物可能的反应、
增加药物疗效并减少ADRs风险，是至关重要的。 
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药物微生物组学：通向个性化医疗的新路径 
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 在小鼠和人体中进行的不同研究，显示出药物摄入对肠道微生物的组成具有
影响；反过来，肠道微生物组也能够促进个体对某一特定药物的反应：肠道
中的微生物群落可以通过直接转化药物，或通过改变宿主代谢或免疫反应，
改变某一药物的药物效应动力学。 

 了解肠道微生物组在药物反应中所起的作用，可能会促进利用微生物组增强
药物疗效的方法的发展 

 

在过去的几十年中，药物基因组学和药物微生物组学已经成为检测个人基因组
组成对药物反应差异性的核心，调控肠道微生物组有可能成为在个体水平上取
得药物疗效和安全性的好方法。 
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微生物研究技术与方法 
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微生物研究技术 
突破“培养”瓶颈，用“宏”的概念研究微生物群落 

107 微生物.ml 海水                                                   <1% 微生物 

荧光显微镜 
DNA染色 

菌种培养 
稀释涂板法 

• 各类环境样本都中存在巨大数量的微生物 
• ~99% 的微生物是不可以分离培养的 
• 不可培养的微生物蕴含着无穷的应用潜力与功能 
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微生物组研究技术 
基于二代测序平台、三代测序平台和培养组学技术大力推劢了微生物组学的研究 

二代测序平台 三代测序平台 “3.5”代测序平台 培养组学 

16S/18S/ITS 扩增子测序 

宏基因组测序 

全长16S扩增子测序 

细菌基因组de novo测序 

真菌基因组de novo测序 单细胞测序 

厌氧培养技术 

微流控技术 
微生物基因组重测序 

体外肠道实验 
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博淼生物-微生物个性化服务 

微生物多样性、群落结构组成，菌种丰度，差异
菌种分析，关联分析 

微生物多样性、群落结构组成 
菌种丰度，差异菌种分析， 

基因分析，功能分析，通路分析 
基因草图构建 

De novo测序构建细菌完成图/真菌精细图 
重测序精确检测各种菌种/菌株变异情况 

16S测序升级，分类更精确，菌种鉴定到种 

预估或验证样本中某特定微生物的存在和丰度 

16S/18S/ITS 扩增子测序 
16S/18S/ITS rDNA Sequencing 01 

宏基因组测序 
Metagenomic Sequencing 02 

微生物基因组  
de novo/ 重测序 03 

16S/18S  
全长扩增子测序 04 

基于qRT-PCR方法 
的菌种鉴定与丰度定量 05 

代谢组 
广筛 
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基于二代测序平台上的微生物研究 
16S rRNA测序，宏基因组测序和微生物单细胞测序 

16S rDNA测序 
微生物单细胞测序 

宏基因组测序 
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16S/18S/ITS扩增子测序 
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16S rRNA “细菌化石” 
16S具有保守区和9个多变区，对其中一些多变区域的测序十分具有研究价值 

  16SrRNA为核糖体的RNA的一个亚基，16SrDNA就是编码该亚基的基因。其存在于所有的微生物中，在
结构与功能上具有高度的保守性，素有“细菌化石”之称。16S rRNA同时具有保守区和高变区，根据这些保守区
可以设计出细菌通用物，可以扩增出群落内所有细菌的16SrDNA片段，而细菌的16SrDNA可变区的差异可以用来区
分不同的菌 
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16S/18S/ITS 扩增子测序 
技术参数 

• 测序流程： 

• 测序策略与数据量： PE150，PE250     测序量：5万reads 

• 样本要求： 
常见环境样本（请用干冰火冰袋运输）：土壤、淤泥、沉积物≥10g；组织样本≥1g；粪便
样本≥2-5g；水体送样为过滤后滤膜（3-4cm）；口腔拭子≥2个 
DNA样本：浓度≥5ng/μ l；总量≥200ng，主带无明显降解 
PCR产物：浓度≥20ng/μ l；总量≥400ng，片段大小＜450bp 
 

16S rRNA gene PCR 
amplification of variable 

3 and 4 region 
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整体流程 
包含生信分析的重要步骤 

Operational 

Taxonomic Units 

操作分类单元 

相似度＞97%

的序列被聚
为一个OTU 

DNA提取 PCR扩增与建库 上机测序并整理数据 去除接头和低质量序列 

鉴定和去除PCR 嵌合体 选取高质量的基因序列 
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微生物群落的丰富度与多样
性 

物种注释及各样本物种丰度信
息 

不同样本间/组间的微生物群
落组成差异 

比较组间差异及差异大
小/挑选组间显著差异的
物种 

研究样本间、微生物间及
微生物与环境因子之间的
关系 

预测样本中微生物功
能/肠道菌群类型定位 

生物信息学分析内容 
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宏基因组测序 
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宏基因组 

 在大多数情况下，微生物通过群落而非单一个体来发挥功能 

 水体、土壤、肠道等都具有很复杂的微生物群落，这些微生物相互作用、共

同协作，一起完成复杂的代谢功能。 

 环境样品中的微生物组成的群落构成了一个巨大而复杂的基因库，在这个基

因库中即包含代表不同微生物身份的系统发育标记基因（如16S rRNA基因），

也包含各种代谢功能基因，它们统称为元基因组（Metagenome，又称宏基因

组、环境基因组或生态基因组）。 

 这些基因确定了样品微生物群落的组成与功能。研究样品的基因组是认识复

杂微生物群落的主要途径。 
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宏基因组测序 
技术参数 

• 测序流程： 

• 测序策略与数据量： 
PE150 
测序量：5-6G data（常规） 

• 样本要求： 
常见环境样本（请用干冰火冰袋运输）：土壤、淤泥、沉积物≥5-10g；组织样本≥1g；粪
便样本≥2-5g；水体送样为过滤后滤膜（3-4cm）；口腔拭子≥2个 
DNA样本：浓度≥20ng/μ l；总量≥500ng，主带无明显降解 
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宏基因组测序技术 
无需对于特定区域进行扩增，直接对环境样本DNA进行测序 
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功能数据库注释及分析 
(基因/功能/代谢通路) 

宏基因组测序分析结果 
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宏基因组分析内容 
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数据质控 

将测序得到的raw reads，

需要被剔除接头序列，低
质量的序列和嵌合体。如
果样品中存在着宿主污染，
需要与宿主数据库进行比
对，过滤掉来源于宿主的
reads。最终得到clean 
reads。 
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宏基因组数据组装 

 原始下机数据 (Raw 
Data) 通过质控后获得过滤数据 
(clean reads)，采用Megahit软
件进行Metagenome组装，对
组装结果中长度不小于500 bp
的scaffolds数据进行统计：  
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物种组成展示分析 

物种Krona注释结果  样品菌落结构柱状图 

圈从内到外依次代表不同的分类级别，扇形的大
小代表不同OTU的注释结果相对比例  

横坐标（Sample Name）是样品名；纵坐标（Relative 
Abundance）表示相对丰度 

物种组成展示分析 
博淼生物  
BIOMIAO BIOLOGICAL 

-SINCE 2009- 



4006-506-908 www.biomiao.com marketing@biomiao.com 博淼生物 

宏基因组测序生信分析图 

系统进化分支图 
  
 在图中可见几个大分

支。该树由代表梭菌属和类杆
菌属的两个大簇代表，其中后
者的一个重要簇代表
Prevotellaceae。较小的进化枝

代表变形杆菌，古细菌，放线
菌，螺旋体和纤维杆菌。其余
节点和分支代表杂菌。  
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基于物种水平的PCA，PCoA和NMDS分析 

主成分分析图（PCA） 主坐标分析图（PCoA） 无度量多维标定法（NMDS） 
• 以上分析本质上都属于排序分析（ordination analysis） 
• 排序(ordination)的过程就是在一个可视化的低维空间(通常是二维)重新排列 

• 进行样本比较，反映样本间菌群结构的相似性和差异性，从而分析组间样本能否明显区分开，点之间的举例越大，说明群落结构
差异越大 

• 以上分析都属于非限制性排序（基于对数据结构自然分解与观察） 
 

Beta多样性是指不同环境群落之间的物种差异性 
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组间差异物种分析 

分组差异显著，那么可以找出这些分组间差异显著的
物种进行深入研究，分析的方法包括 
• T-test分析（两两分析） 

• MetaStat（两两分析，使用矫正后的p值，q值，更
加精确） 

• LEfSe（两组以上的比较方法） 
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组间差异物种分析 

图为组间差异物种丰度展示，图中每个条形分别表

示在分组间丰度差异显著的物种在每个组中的均值 

T-Test分析  
为了寻找各分类水平（Phylum、Class、Order、Family、Genus、
Species）下，组间的差异物种，做组间的T-test检验，找出差异
显著（p值<0.05）的物种。默认展示门水平的结果，若门水平
没有显著差异物种则展示下一个层级。 

MetaStat 

为了研究组间具有显著性差异的物种，从不同层级的物种丰度表出

发，利用 MetaStat方法对组间的物种丰度数据进行假设检验q 值（p

值矫正）；最后根据 q 值筛选具有显著性差异的物种，并绘制差异

物种在组间的丰度分布箱图。 

横轴为样品分组；纵向为对应物种的相对丰度。横线代表具

有显著性差异的两个分组，没有则表示此物种在两个分组间

不存在差异。“＊”表示两组间差异显著（q value < 0.05），

“＊＊”表示两组间差异极显著（q value < 0.01） 
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组间差异物种分析 

由内至外辐射的圆圈代表了由门至属（或种）的分类级别。在不

同分类级别上的每一个小圆圈代表该水平下的一个分类，小圆圈

直径大小与相对丰度大小呈正比。着色原则：无显著差异的物种

统一着色为黄色，差异物种 Biomarker跟随组进行着色，红色节点

表示在红色组别中起到重要作用的微生物类群，绿色节点表示在

绿色组别中起到重要作用的微生物类群，其它圈颜色意义类同。 

LEfSe (LDA Effect Size) 分析能够在组与组之间寻找具有统计学差异的Biomarker，LEfSe的统计结果包括
两部分，分别是LDA值分布柱状图，进化分支图（系统发育分布）。 

LDA值分布柱状图中展示了LDA Score大于设定值
（默认设置为4）的物种，即组间具有统计学差异
的Biomarker。展示了不同组中丰度差异显著的物
种，柱状图的长度代表差异物种的影响大小 
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关联分析（CCA/RDA） 

CCA/RDA分析，主要用来反映菌群与环境因子之间的关系.使用物种和相关环境因子
组成数据,因此叫作限制性排序。 

图中箭头代表不同的环境因子，蓝色绿色的点代表不同
的样本，（这个图可以同时展示样本和和环境因子2种）。 

 

环境因子的箭头的长度代表相应的环境因子与研究对象
（样品，微生物）相关程度的大小，越长代表其对所研
究对象（样品，微生物）的分布影响越大。箭头连线之
间的夹角的代表其相关性，为锐角是说明2个环境因子之
间是正相关，钝角是负相关。 
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KEGG代谢通路比对 

KEGG代谢通路图 
KEGG数据库将代谢通路归为7大类 
 
代谢（Metabolism） 
遗传信息处理（Genetic Information 
Processing） 
环境信息处理（Environment Information 
Processing） 
细胞进程(Cellular Processes) 
细胞进程与信号（Cellular Processes and 
Signaling) 
生物体系统(Organismal Systems) 
人类疾病(Human diseases) 
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CAZyme数据库比对 

CAZy数据库注释基因数目分析 
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宏基因组总结 

宏基因组以环境样本中的微生物群体所有基因组作为研究对象，关注以下几个分析要
点： 
 
• 特殊功能相关微生物查找及丰度计算 
重点关注类群的组间差异（菌株差异，丰度差异），从关键物种组成层面阐述差异 
 
• 关键代谢通路/酶/功能的研究 
通过基因功能预测，从功能基因及代谢通路的层面来说明关键物质代谢路线及含量差异的原因 
 
• 宏基因组数据与理化生态指标的关联 

基因组学数据矩阵（物种组成丰度矩阵，基因丰度矩阵，功能丰度矩阵）与理化值班表矩阵关
联分析。 
 
• 宏基因组关联群构造及富集网络分析 

构建基因关联群，进而获得物种相互关联网络，考查大分组间互作网络之间的差异，查找特定
显著富集的物种、功能，或者代谢板块，考查富集模式在整体生态网络中发挥的作用。 
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宏基因组测序 

 

扩增子测序和宏基因组测序的区别是什么？  
  
16S 扩增子测序：对16S 的特定区域扩增产物
进行测序 

宏基因组测序：直接对片段化后样本的总体
DNA 进行测序，得到生境中全部微生物遗传
物质的总和。 后通过大数据量的统计组装得

到更深度的信息（基因组序列、基因信息、
基因功能、微生物群落功能、群落中各成员
之间的代谢网络等）。 

优势：过程中无PCR 扩增，避免误差，结果
更忠于样品的真实性。 
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宏基因组案例解析 
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Alterations of the human gut microbiome in liver cirrhosis. Nature 

宏基因组学研究经典文献——肝硬化与肠道菌群相关性 

 

研究背景：肝硬化是在世界范围内存在，是慢性肝病转变的结果，与人

类肠道微生物的物种和组成变化的关系还不是很清楚。 

样本收集：98个肝硬化患者与83个健康个体的粪便样本；之后对25个患者与

31个健康个体进行验证。 

测序策略： 

宏基因组测序： Illumina  HiSeq 2000 

策略：PE 100  

检测出75,245个基因 
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图1.患者和正常个体在不同的分类层级上的差异 
 
                     左图：物种相对丰度增加，右图物种相对丰度减少；红色为患者，蓝色为正常个体 
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图2.肝硬化患者中肠道微生物的变化 

图3.25个肝硬化患者基于丰度的物种共丰度网络 
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图4.与肝硬化有关的基因标志物在 eggNOG orthologue group中的分布 

图5.与肝硬化有关的基因标志物在KEGG functional categories中的分布 
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微生物的多组学研究 
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多组学联合解析微生物组 
基因组+转录组+代谢组+蛋白组学 联合解析微生物组学 （Omics techniques） 

Wu, Hao, Valentina Tremaroli, and Fredrik Bäckhed. "Linking microbiota to human diseases: a 

systems biology perspective." Trends in Endocrinology & Metabolism 26.12 (2015): 758-770. 

宏基因组学 宏转录组学 

宏代谢组学 宏蛋白组学 

Integration of “Omics”  

测序平台：基因组测
序 

测序平台：转录组测
序 

NMR; GC-MS; LC-MS平
台 

质谱平台 
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代谢组学和宏基因组学的研究融合 -上海交通大学医学院附属瑞金医院 
肠道微生物的氨基酸代谢可能加重肥胖和代谢并发症 

Liu, Ruixin, et al. "Gut microbiome and serum metabolome alterations in 

obesity and after weight-loss intervention." Nature medicine 23.7 (2017): 859. 

• F. prausnitzii 和 B. 
thetaiotaomicron（多形拟
杆菌）可以降低血液中谷氨
酸的浓度，从而缓解肥胖。 

A 

B 

C 

D 

宏基因组测
序 

健康人群、肥胖人群、
治疗后的肥胖人群的粪
便样本，进行宏基因组
测序并分析。得到菌种
信息和通路信息。 

代谢通路分
析 

肥胖患者肠道菌群失调，
导致其对碳水化合物的
利用能力升高；促炎症
因子、一些氨基酸产生
增高。 

非靶向代谢组检
测 

检测到了148中在正常和
肥胖人群中显著差异的代
谢物，其中结构确定的13
种代谢物，包括了谷氨酸、
苯丙氨酸和酪氨酸等。 

关联结果 
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常见问题 
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常见问题 

是否需要生物学重复？多少个合适呢？ 

考虑到个体差异，后期组间统计学分析以及偏离样本，自然环境至少3个生物学重复，推荐5个；若是人类的肠

道、粪便等样品，由于个体特异性高，建议10个以上的重复。 

扩增子与宏基因组的区别？ 

 扩增子主要分为16S、18S、ITS测序，关注环境样本中的物种组成，该技术物美价廉，实用性高。宏

基因组关注环境样本中的物种组成、功能组成及代谢通路等信息，该技术深入挖掘环境样本功能层面的信息。同
时提供微生物与环境、宿主之间的关联。 

为何完成图选择三代测序平台？ 

      受测序片段长度的限制，细菌基因组序列通常需要利用软件算法将大量测序片段拼接起来，而细菌基因组中重
复序列的存在，则会大大增加拼接的复杂度。细菌重复序列的大小从几百bp到7 Kb不等，细菌框架图的插入片段，
只能解决少量的重复片段问题，因此组装结果更加碎片化；细菌精细图采用了6 Kb大片段文库，可以跨过绝大部分
重复序列，并将结果Scaffold控制在30条以内；而三代测序采用了10 Kb或20kb文库，平均读长也达到10 Kb以上，

由于序列够长，避免了细菌基因组中重复序列的影响，因此能够获得0 gap的完整组装结果。 
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更多技术服务：基因组学、蛋白质组学、代谢组学等请访问公司
网站www.biomiao.com或与本公司区域销售索要相关资料 

http://www.biomiao.com/

