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1 实验流程

实验室收到样品后，首先对接收的样本进行核对后保存于超低温冰箱，执行严格的样本

质控流程，合格样本才会进入正式的实验流程。

合格的样品首先根据不同的样品来源，选用最合适的总 DNA 提取方法进行核酸提取并检

测提取质量和测定核酸浓度。通常以能够反映菌群组成和多样性的细菌核糖体 RNA 序列为靶

点，根据序列中的保守区域 16S 的 V3-V4 区设计相应引物，并添加样本特异性 Barcode 序列，

进而对合格样品的 16S 的 V3-V4 区域进行 PCR 扩增。扩增完成后，利用磁珠纯化回收扩增产

物并进行荧光定量，根据荧光定量结果，按照每个样本的测序量需求，对各样本按相应比例

进行混合。采用 Illumina 公司的 TruSeq Nano DNA LT Library Prep Kit 制备测序文库，

文库经质检合格后，使用二代高通量平台 NovaSeq6000 进行 PE250 测序。实验流程如下：

图 1 微生物 16S 扩增子实验流程图



2 项目分析方法及结果

2.1 测序数据基本统计

为了获得可供分析的数据，我们将下机后得到的原始数据导入 QIIME2[1]，使用 QIIME2

中的分析流程实施处理，包括去除 PE reads 接头，通过内置的 DADA2[2]进行数据质控、去噪、

拼接和去嵌合体等一系列操作，最后按 99%的相似水平对序列进行聚类得到 ASV 特征表。

ASV 是在系统发生学或群体遗传学研究中，为了便于进行分析，人为给某一个分类单元

（品系，属、种，分组等）设置的同一标志。要了解一个样本测序结果中的菌属、菌种等数

目信息，就需要对序列进行归类操作（cluster）。通过归类操作，将序列按照彼此的相似

性分归为许多小组，一个小组就是一个 ASV。可根据不同的相似度水平，对所有序列进行 ASV

划分，通常在 99%的相似水平下的 ASV 进行生物信息统计分析。

基于 ASV 可以进行多种多样性指数分析，基于 ASV 聚类分析结果，可以对 ASV 表进行多

种多样性指数分析，以及对测序深度的检测；基于分类学信息，可以在各个分类水平上进行

群落结构的统计分析。在上述分析的基础上，可以进行一系列群落结构和系统发育等深入的

统计学和可视化分析。

每一步数据后的样本序列统计如下表：

表一 数据处理统计表

sample-id input filtered denoised merged non-chimeric
percentage of

data process

A1002 134360 127627 127417 126967 125921 93.72

A1020 107251 102091 101504 99395 93864 87.52

A1113 91389 86734 85532 80183 65516 71.69

A1233 140202 133134 132015 126651 94709 67.55

A1287 121773 115615 114833 111469 92212 75.72

A1316 109091 103208 100013 85115 57175 52.41

A1323 124199 118527 118239 117510 114364 92.08

A1679 101151 95983 94424 89414 76060 75.19

A1704 117512 111600 111114 109836 108092 91.98

A1735 128249 121596 120853 117726 113140 88.22

B1756 131312 124306 123581 120087 96953 73.83

B1782 113848 107935 107163 104150 91611 80.47

B1785 99260 93868 92941 87540 68153 68.66

B1787 110962 105103 103545 94718 64936 58.52

B1819 142835 136017 135444 133672 130526 91.38

B1841 100249 95315 93948 88010 72449 72.27

B1847 90554 85807 83170 71007 51336 56.69



B1855 74082 70468 69990 68262 63690 85.97

B1947 90266 85642 84428 79533 60431 66.95

B1953 122776 116205 114200 104009 64070 52.18

各列意义如下：

input：最开始输入的序列数；

filtered：去引物、质量过滤后的序列数；

denoised：去噪后的序列数；

merged：拼接成功的序列数；

non-chimeric：鉴定为非嵌合体的序列数；

percentage of data process：处理后序列数占原始序列数的百分比。

2.2 ASV过滤

得到特征表以后，为了使用更加可靠的数据结果进行分析，ASV 特征表需要进行过滤操

作。低表达水平的 ASV 会增加计算工作量，以及影响高丰度结果差异比较时 FDR 校正 Pvalue

而导致假阴性，通常需要选择一定的阈值进行筛选，这里过滤掉丰富度小于 100 以及在单样

本中出现的 ASV；使用 QIIME2 自带的 classifier 对 RDP[3](v11.5)数据库训练 Naive Bayes[4]

分类器，在分析过程中，并非所有 ASV 代表序列都被收录到了参考数据库中，未能比对到参

考数据库中的代表序列在所有分类水平都是 ‘Unclassified’，这些代表序列的 ASV 也进

行去除。

最后使用 QIIME2 对序列进行抽平处理，使得分析的样本丰度处于相同深度下，即样本

总物种丰度相同。这样使得分析的样本处于同一水平进行分析，大大减少误差。我们把最小

的丰度值 38181 作为抽平的深度，使用抽平后的数据进行后续分析。

每一步过滤后的样本序列统计和抽平后部分样本的 ASV 如下：

表二 ASV 特征过滤统计表

sample-id input filter-feature classified rarefied
percentage of

input rarefied

A1002 134360 123644 123644 38181 28.42

A1020 107251 93037 92114 38181 35.6

A1113 91389 61354 61354 38181 41.78

A1233 140202 91015 90997 38181 27.23

A1287 121773 90783 90610 38181 31.35

A1316 109091 50835 50835 38181 35

A1323 124199 102402 102402 38181 30.74

A1679 101151 73160 57638 38181 37.75

A1704 117512 106019 106019 38181 32.49

A1735 128249 110273 110273 38181 29.77

B1756 131312 94526 94526 38181 29.08

B1782 113848 90165 90165 38181 33.54

http://scikit-learn.org/stable/modules/naive_bayes.html
http://scikit-learn.org/stable/modules/naive_bayes.html


B1785 99260 65675 65650 38181 38.47

B1787 110962 63706 63706 38181 34.41

B1819 142835 127534 127531 38181 26.73

B1841 100249 71445 71445 38181 38.09

B1847 90554 48959 48674 38181 42.16

B1855 74082 63194 63191 38181 51.54

B1947 90266 58233 58233 38181 42.3

B1953 122776 62090 62090 38181 31.1

各列意义如下：

input：过滤前的特征序列数；

filter-feature：丰度过滤后的特征序列数；

classified：物种鉴定后的特征序列数；

rarefied：抽平后的特征序列数；

percentage of input rarefied：过滤后的特征序列数占过滤前特征序列数的百分比。

3 ASV统计

3.1 物种注释

为了得到每个 ASV 对应的物种分类信息，使用训练好的分类器对 ASV 代表序列进行物种

注释，并分别在各个分类水平：domain（域），kingdom（界），phylum（门），class（纲），

order（目），family（科），genus（属），species（种）统计各样本的群落组成。得到

ASV 注释表，根据分类学分析结果，可以得知一个或多个样本在各分类水平上的分类学比对

情况。在结果中，包含了两个信息：

1）样本中含有何种微生物；

2）各微生物的序列数，即各微生物的绝对丰度。

3.2 VENN图

得到各个样品点对应的 ASV，根据不同样品或者分组类别的 ASV 组成， 通过 venn 图可

以直观的展示 2-5 个样品或者组别的特有，共有或者差异 ASV 数量。绘图通过 R[5](3.2.5)

语言的 VennDiagram[6]包做出。不同颜色填充的图形代表不同的样品或者组别，从 Venn 图又

外往里看，单个椭圆形图形覆盖的区域表示样品点或者组别特有的 ASV，越往 Venn 图中心，

图形与其他椭圆重叠区域表示与其他有重叠关系的样品点共有的 ASV，Venn 图椭圆都覆盖的

区域表示所有样品点或者组别共有的 ASV 数。分组数大于 5 时不展示 Venn 图。



图 2 Venn 图（分组<=5）

3.3 物种柱状图

ASV 数据经过与数据库的比对，得到包括界、门、 纲、 目、 科、 属等几个分类等级

的物种分类信息。依据不同分类等级信息和各个样品点或者组别内物种百分比绘制柱状图。

物种丰度在所有样品低于 0.01%时，归类于 Others。

图 3 属水平柱状图

3.4 物种热图分析

热图可以用颜色变化来反映二维矩阵或表格中的数据信息，它可以直观地将数据值的大小

以定义的颜色深浅表示出来，可将高丰度和低丰度的物种分块聚集，通过颜色梯度及相似程度来

反映多个样本在各分类水平上群落组成的相似性和差异性。热图分析包括门，纲，目，科，属分



类等级，为了更方便的分析每个物种在每个样品的相对丰度，故对丰度进行了 log10转化。 热

图通过 R（V3.2.5）语言中 ggplot2[7]包绘制.

图 4 属水平热图

4 Alpha多样性分析

4.1 Alpha分析

Alpha多样性(https://en.wikipedia.org/wiki/Alpha_diversity)分析是研究特定环境内或者单个

样品内的多样性，分析结果通过软件Mothur[8]完成，数据通过 R 软件（v3.2.5）实现可视化。常

用的度量指标包括：observed species指数，Ace 指数，Chao指数，Shannon指数，Simpson指数

等。其中，observed species指数，Ace和 Chao指数是估计群落中的 ASV数目，根据 3项指数所

绘制的稀疏曲线，如果曲线平缓说明测序深度足够且更准确反映样品内的物种数量，反之，测序

深度不够，还有物种未被检测到。Shannon和 Simpson指数用来计算菌群的多样性指数，通过丰

富度指数和均匀度指数结合起来才能有效反映群落内物种多样性。 Shannon指数与前面 3项指

数呈正相关，shannon越大多样性越丰富，simpson则相反，多样性越丰富数值越小。

表三 物种 Alpha 多样性统计



Group Observe ACE Chao1 Shannon Simpson

A
178.94 +/-

43.9189

180.9918

+/- 44.2859

180.9762 +/-

44.3428

3.2679 +/-

0.6353

0.8868 +/-

0.0799

B
167.7119 +/-

45.166

169.5947

+/- 45.0227

169.9744 +/-

45.2216

3.25 +/-

0.6028

0.8982 +/-

0.0666

4.2 稀疏性曲线图

稀释性曲线[9]是从样本中随机抽取一定数量的个体，统计这些个体所代表的物种数目，并以

个体数与物种数来构建曲线。它可以用来比较测序数据量不同的样本中物种的丰富度，也可以用

来说明样本的测序数据量是否合理。采用对序列进行随机抽样的方法，以抽到的序列数与它们所

能代表 ASV的数目构建 rarefaction curve，当曲线趋向平坦时，说明测序数据量合理，更多的数

据量只会产生少量新的 ASV，反之则表明继续测序还可能产生较多新的 ASV。因此，通过作稀

释性曲线，可得出样本的测序深度情况。其中，横坐标代表序列的数目，纵坐标为 Alpha 多样性

分析指数，不同颜色代表不同的样品。



图 5 稀疏性曲线图

4.3 盒型图

Alpha多样性盒形图，更加直观地展示不同分组中多样性差异。盒形图可以显示 5 个统计

量（最小值，第一个四分位数，中位数，第三个中位数和最大值，及由下到上的 5条线），异

常值以“o”标出。如图所示：



图 6 盒型图

5 Beta多样性分析

5.1 Beta分析

与 Alpha多样性分析相比，Beta多样性(https://en.wikipedia.org/wiki/Beta_diversity)则是分析

不同区域间物种组成的差异。首先因为样品中不同测序深度，测出来的序列条数不一样，为了统

一测序深度，以样品中序列数最少的那个样品的序列条数作为统一的标准来随机抽取序列进行分

析。

5.2 样本聚类分析

根据样品中的 ASV组成情况，展示多个样品之间的关系，样品越相似，相互之间越靠近，

枝长越短。聚类分析通过 Qiime 软件进行，在 UniFrac和加权 UniFrac两种情况下采用迭代算法，

聚类方法为 UPGMA，以样品中序列数的最小的 75%进行抽样分析，迭代 100次，结果通过

R(v3.2.5)绘制出图形。



图 7 样本聚类分析图 加权(左)和未加权(右)

5.3 PCA分析

PCA 分析(Principal Component Analysis)，即主成分分析，是一种分析和简化数据集

的技术。主成分分析经常用于减少数据集的维数，同时保持数据集中的对方差贡献最大的特

征。这是通过保留低阶主成分，忽略高阶主成分做到的。这样低阶成分往往能够保留住数据

的最重要方面。通过分析不同样品 ASV 组成可以反映样品的差异和距离，PCA 运用方差分解，

将多组数据的差异反映在二维坐标图上，坐标轴取能够最大反映方差值两个特征值。如果两

个样品距离越近，则表示这两个样品的组成越相似。不同处理或不同环境间的样品可能表现

出分散和聚集的分布情况，从而可以判断相同条件的样品组成是否具有相似性。图中，横坐

标表示第一主成分，括号中的百分比则表示第一主成分对样品差异的贡献值；纵坐标表示第

二主成分，括号中的百分比表示第二主成分对样品差异的贡献值；图中各点分别表示各个样

品。不同颜色代表样品属于不同的分组。



图 8 基于 ASV 丰度的 PCA 分析

5.4 PCoA分析

为了进一步了解样品间物种多样性关系，通过主坐标分析 PCoA（Principal coordinates

analysis）研究样品中各个群体及个体间的位置关系反映他们在遗传上的相似性，如果两个样品

距离越近，则表示这两个样品的物种组成越相似。与非限制性排序分析 PCA分析相比，PCA分

析基于原始的物种组成矩阵做排序分析，而 PCoA分析基于物种组成计算得到的距离矩阵，计算

距离矩阵利用样品中物种的进化信息。通过软件 QIIME2完成 PCoA分析，所有样品以样品中序

列最小的样品 75%的序列数为标准进行抽样分析，采用迭代算法，在加权和不加权物种丰度的

情况下，迭代 100次最终得到结果。

图 9 PCoA 分析图 加权(左)和未加权(右)



6 LEfSe分析

LEfSe[10] (Linear discriminant analysis Effect Size) 是一种用于发现高维生物标识和揭

示基因组特征的软件，用于区别两个或两个以上生物条件（或者是类群）。LEfSe 通过生物学统

计差异使其具有强大的识别功能，然后评估这些差异是否符合预期的生物学行为。具体来说，首

先使用 non-parametric factorial Kruskal-Wallis (KW) sum-rank test（非参数因子克鲁斯

卡尔—沃利斯和秩验检）检测具有显著丰度差异特征，并找到与丰度有显著性差异的类群。最后，

LEfSe 采用线性判别分析（LDA）来估算每个组分（物种）丰度对差异效果影响的大小。

图 10 LEfSe 差异物种展示条形图
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