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✓ 微生物数量是人体细胞数量的10倍；

✓ 微生物基因数量是人基因数量的100倍；

✓ 微生物普遍分布于人体的各个部位，如皮肤、呼吸道、胃肠道、泌尿生殖系统等；

✓ 人肠道微生物：常见1000多种

✓ 肠道细菌：约4×1013个

Hooper LV et al., Science, 2001; Sender R, et al., Cell, 2016; Lynch S V, et al., New England Journal of Medicine, 2016.

人类微生物组

是指与人体互生、共生和致病的所有微生物及其遗传物质的总和

促进营
养吸收

改善肠易
激症状

增强免疫
功能

防治肿瘤
疾病

缓解肠道
炎症

调节血糖
血脂

人体的另一器官
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高宿主

2bRAD-M

正常 低生物量

痰液

支气管肺泡灌洗液

支气管冲洗液

气管吸入物

肺组织

肿瘤微环境

肿瘤相关微生物 恶性肿瘤细
胞

树突细胞

自然杀伤细
胞

骨髓细胞

肿瘤相关成纤维细胞

T细胞

血管

肿瘤组织、石蜡切片（FFPE）、各种拭子（皮肤/口腔/眼表等）
各种体液（唾液、脑脊液、灌洗液、尿液等）、血液（全血）等等

微生物组-疑难样本
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微生物组学测序三大类技术

16S 只扩增一个片段（一般400多bp），基因组覆盖度极低

微生物简化基因组 均匀的从全基因组范围内获取上千个等长标签，更能代表整个基因组

宏基因组测序（whole metagenome sequencing, WMS）

扩增子测序：

• 细菌、真菌、古菌等分别检测

• 分辨率低，属水平，很多注释不到种水平

• 假阳性率高

宏基因组测序：

• 高DNA质量要求；

• 高成本；

• 宿主污染问题
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建库

• IIB型酶酶切基因组DNA；

• 标签分布均匀；

• 标签等长，测序深度均一，技术重复性高；

• 对DNA降解和浓度敏感性低；

ATCCTAGCTAGACTATDNA TAGCTAGACTATAGCTAGACATCGATCGAACATCGACTCCATCGATCGA

Wang, et al, Nature Protocols, 2016

BsaXI

AC CTCC
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数据库

结果：构建40万+微生物基因组的特异性标签库

unique tag可用于微生物鉴定和分类的标志物

微生物简化基因组标签数与基因组大小成正比

➢ 种水平微生物

• 细菌：80789个

• 真菌：581个

• 古菌：4416个

➢ BcgI

• 平均每个基因组有3,010个等长(32bp) 标签

• 平均每个基因组种水平的unique tag为39.7%

微生物简化基因组标记在每个分类水平上的可用性
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标签(tags)对整个基因组具有代表性

• 相关性分析表明，标签数和GC含量与整个基因组的相关性高度一致 （r>0.98 和 r > 0.99 ）

标签数 GC含量
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技术流程
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技术特点
高宿主 高降解 低生物量

标准品1：Mock-CAS (5 种微生物 )

➢ 技术重复性高：三个重复的平均L2相似性为 95.4%；

➢ 灵敏度高： 1pg 样品的L2相似性仍然可以达到83.5%；

➢ 可应对三大挑战：高宿主污染样本、高降解、低生物量，平均L2相似性分别为89.6 % , 84.6%和 88.9%。

• 跟WMS比较计算L2相似性
• 相似性越高，说明与WMS结果越相似
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技术特点

标准品2：ATCC MSA1002 (20 种微生物)
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样本类型1：皮肤和环境拭子（低生物量样本）

皮肤（腋下）、汽车地
毯、坐垫表面、房屋内
表面（马桶、玩具表面）

皮肤（腋下）
（n=20）

微生物简化基因组、16s、
WMS(建库失败)

汽车地毯表面(n=5)和坐垫表
面(n=3)以及房屋内表面(n=4)

微生物简化基因组、16s、
WMS(建库失败)

• 微生物简化基因组与16s
结果比对

• 微生物简化基因组可检
测种水平

• 微生物简化基因组可以
检测真菌
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皮肤样本结果

➢ 种水平： 深入分析葡萄球菌属，表皮葡萄球菌

的相对丰度较高(4.63倍，p=4.3E-04)，而其他葡

萄球菌在簇间没有显著变化。

➢ 微生物简化基因组可以提供种水平结果，而16S

不能。

➢ WMS 失败

➢ 微生物简化基因组vs 16S (属水平)

L2 相似性 81.1%  

➢ 属水平：葡萄球菌（47.1% vs 44.43%）和棒

状杆菌（10.38% vs 15.06%）是优势微生物，

两个技术基本一致，且与文献报道一致



博淼生物·致力于提供精致科研技术服务

真菌结果

微生物简化基因组能同时检测细菌和真菌，低丰度（0.06%）的真菌也能被检测。

➢ 腋下(0.83%)和室内环境样品中真菌(0.06%)的相对丰度相较于细菌(99.16%)来说是极低的。汽车坐垫表面的真菌含量最高(2.33%)；

➢    微生物简化基因组揭示不同地点真菌组成差别很大：

• Alassezia restricta Malassezia globose，在腋下和大部分室内环境样本中最丰富（是已知的人类皮肤表面共生菌）。

•   相反，Alternaria alteranta主要在室内环境中发现，但在腋下不存在，这与现有的报道一致。
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样本类型2：FFPE(高降解样本)

• 45 个宫颈癌石蜡切片（4μm厚，3cm2）：健康对照
(H)、侵袭前 (PreC; 良性)、浸润性患者(InvaC; 恶性)，
各15例

• 健康组(H)的alpha多样性显著低于PreC和InvaC

• PreC和InvaC的富集菌和 H不同，而乳酸菌属(L. paracasei, L. vaccinostercus, L. pentosus，L. plantarum)在H中富集
（与之前报道一致）
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样本类型3：粪便（高生物量样本）

比较1 ：16S与微生物简化基因组在属水平上的比较

比较2： WMS与微生物简化基因组在种水平上的比较

WMS和16S检出的微生物95%以上会被微生物简化基因组检出

➢ 比较1：微生物简化基因组vs 16S (genus level): 

• 属水平， 16S 鉴定到的95.27% 可以被微生物简化

基因组鉴定到

➢ 比较2：微生物简化基因组vs WMS (species level): 

• WMS 的3.35% 不能被微生物简化基因组鉴定到

微生物简化基因组: 3个样
本

数据量：14 million reads

3个健康人的粪便样本

16S: 3个样本

每个人的样本分为3份

WMS: 3个样本
数据量： 437 
million reads

微生物简化基因组与WMS、
16s的技术对比

微生物简化基因组和WMS最
佳测序数据量确定

微生物简化基因组所需要的测序数据量远远低于WMS

➢ 20-40M reads/样本，WMS可以识别170-182个物种

3-4Mreads /样本，微生物简化基因组可以识别173-188个物种

➢ 总之，微生物简化基因组每样本大约需要3M reads ，可以

在种水平上产生一致、准确和稳定的alpha多样性估计和分

类分析。
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微生物简化基因组分析内容
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微生物简化基因组与其他技术对比

技术 分辨率 微生物种类
扩增区域对基
因组的覆盖度

扩增偏好
性

痕量样本处理
能力

降解样本处理
能力

宿主污染样本
处理能力

16S 属水平 细菌 最低 高 中 中 中

5R 16S 种水平 细菌 很低 高 中 中 中

三代全长16S 种水平 细菌 低 中 低 低 中

宏基因组 种水平 细菌、真菌、古菌、病毒 最高 低 低 低 低

微生物简化基
因组

种水平 细菌、真菌、古菌 中等 低 高 高 高
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各类疑难样本

各种组织样本内生菌（肿瘤、其他）

石蜡切片/块

各种拭子（皮肤/口腔/眼表等）

各种体液（唾液、脑脊液、灌洗液、尿液等）

血液（全血）

等等。。。
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微生物简化基因组专用P2标准实验室

按照P2标准建设

严格的功能分区

完善的实验操作管理

配套生信环节的去污染分析流程

确保获得更加真实、客观的结果

2bRAD-M 专用实验室.jpg
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案例一：幼儿园首次种水平微生物组检测 环境拭子案例

发表期刊：frontiers in Microbiology

发表时间：2022年3月

样本：游戏室灰尘、厕所地板、游戏室地板、书包、玩具表面、图画书、彩色铅笔、

手掌

取样：

• 地板，无菌拭子无菌去离子水湿润，8cm×8cm区域横向和纵向涂抹20次。

• 彩色铅笔和玩具表面，擦拭拭子以覆盖整个表面。

• 儿童，洗手前用拭子擦拭双手的整个手掌。

• 室地板灰尘，沿游戏室地板边缘进行2分钟的吸尘器灰尘收集

2个幼儿园，分别7个环
境采样点+15份儿童手

掌样本=114

微生物简化基因组建库
测序

不同采样点的微生
物群落分析

不同采样点微生物
混合分析

有害微生物分布分
析

确定高风险的地点，促进
幼儿园室内卫生风险管理

第一个幼儿园种水平的微生物组调查，揭示手部微生
重要性
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结果1：不同采样点的群落组成

✓ （A）两所幼儿园的PCoA结果显示：两所幼儿园的微生物种类组成存在显著差异(PERMANOVA; R2 = 0.059, p < 0.001)。

PCoA对幼儿园种水平上的微生物组成的可视化分析

微生物的群落组成依据幼儿园及表面类型进行区分

✓ （B）和（C）发现来自于地面（游戏室灰尘、游戏室地板、厕所地板）的微生物种类组成和来自手触摸物体（绘本、书包、玩具表面、彩色铅笔）的微生物

种类组成存在显著差异（1号幼儿园: PERMANOVA; R2 = 0.467, p < 0.001, 2号幼儿园: PERMANOVA; R2 = 0.366, p < 0.001）。
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结果2：不同采样点的群落交流

✓ （A）PCoA显示微生物种类组成存在显著差异（PERMANOVA; R2 = 0.410, p < 0.001）。地面（游戏室灰尘、游戏室地板、厕所地板）、手触摸物体（绘本、书包、玩具表面、彩色

铅笔）和儿童手掌形成三个不同的簇。

地面

手触摸体

手掌

七个采地点与儿童手掌样本之间的微生物相关性

在不同的采样点中发现了大量的微生物混合，可能是由于儿童的手接触造成的

✓ （B）样本相关性网络，确定了三个主要的簇，即厕所地板/游戏室地板簇、儿童手掌/物体簇，游戏室灰尘簇，儿童手掌样本与玩具表面和彩色铅笔样本关联最大，表明幼儿园内部的

交叉传播途径可能是通过儿童的手来介导的。

✓ （C）估算各个来源的微生物群落在儿童手掌微生物群的丰都。发现，玩具是手掌微生物的主要来源，其次是绘本。说明玩具表面和绘本是最常见的接触热点，最有可能成为儿童手掌

交叉传播的潜在媒介。

玩具

绘本
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结果3：有害菌的分布统计

✓ （A）5种病原菌在儿童手掌中检出率情况，相对丰度大多很低。且不同病原菌的相对丰度差异很大。

幼儿园表面存在的潜在有害微生物

在所有采样点均发现了潜在人类健康问题和潜在抗生素耐药性的细菌，但主要是在儿童的手上而不是在环境中富集

✓ （B）8个点进行病原微生物丰度分析发现，儿童手掌样本携带的病原种类最多，而地板样本携带的病原种类最少。

✓ （C）34种潜在病原菌在8个点的丰度热图分析。发现：手掌的潜在病原菌的累积相对丰度最高。表明儿童的手可能比地表面含有更多的潜在致病菌，强调了手部卫生重要性。
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案例二：微生物简化基因组解析单侧肾结石患者的肾盂尿微生物组

体液样本案例

发表期刊：Journal of Translational Medicine

发表时间：2022年9月

病例数：30

取样：

• 将输尿管镜插入肾盂结石中，将输尿管导管放入肾盂内收集肾盂尿液

• 收集5ml尿液，尿液样本在收集后1小时内存放在−80℃下。整个过程在无菌条件下

进行。

肾盂尿收集示意图
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结果1：肾盂尿微生物组的多样性

肾盂泌尿系统微生物多样性及结构差异。

两组细菌丰度及分布情况。细菌门(a)、最丰富的前30个属(b)和种(c)的相
对丰度在barplot中表示

结石侧与非结石侧微生物群落组成相似
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结果2：结石与非结石侧的差异细菌类群

棒状杆菌属在结石侧增多，普氏菌属和乳酸菌属在结石侧降低。 

种水平上，非结石侧的普雷沃氏菌、乳杆菌、金棒状杆菌和
Pseudomonas sp_286更为富集。 

丰度最高的不动杆菌属与几种条件病原体（寡养单胞菌、假单
胞菌）正相关，与贪铜菌属和鞘脂单胞菌属呈现负相关。
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结果3：种水平的标记物对结石状态进行分类

20个物种作为区分结石侧和非结石侧的最佳标记组合。
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