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简  报 

16S rRNA 基因高通量测序法分析黄河太岁细菌的多样性 
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摘  要：【背景】太岁在我国的记载由来已久，《神农本草经》记载其具有扶正固本、轻身不老的

功效。但是，太岁作为一种生物体，它的组成分类尚不明确，因而其药用价值得不到有效的科学

验证。因此，利用各种生物技术和手段来客观地分析太岁的成分，为利用和开发太岁提供科学依

据。【目的】检测太岁(编号 D15112285)中所含细菌的种类，探究太岁中可能存在的原核微生物

的种类及其之间的关系。【方法】采用 Illumina MiSeq 2×250 系统对黄河太岁的细菌 16S rRNA 基

因(V4 区)进行研究，利用 FLASH 等软件对数据进行分析。【结果】共获得 OTU (Operational 

taxonomical unit) 626 条，涉及 19 门 49 纲 80 目 107 科 112 属。在属的水平上前十的优势菌群有

Bacteroides、Coprococcus、Escherichia、Ruminococcus、Lactobacillus、[Ruminococcus]、Oscillospira、

Faecalibacterium、Shewanella 和 Halomonas。【结论】黄河太岁中存在多种不同种类的细菌。 

关键词：黄河太岁，测序，物种注释，细菌 

Bacterial diversity of the Yellow River Taisui by 16S rRNA  
gene sequencing 
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Abstract: [Background] Taisui has a history of use in China dating to ancient times. In Shennong 
Bencaojing, it is listed as a medicine capable of supporting healthy qi, strengthening the body’s 
constitution and promoting longevity. However, as an organism, its constituents and classification are 
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still unclear causing inadequate identification of its medicinal value. It is highly necessary to analyze its 
components objectively using modern biological analytical techniques. [Objective] To determine the 
existence of prokaryotes in Taisui, and to analyze the types of bacteria and the relationships among 
them. [Methods] The Illumina MiSeq 2×250 platform was used to carry out sequencing of V4 regions 
of the 16S rRNA gene of bacteria in the Yellow River Taisui. FLASH and other software packages were 
used to analyze the data. [Results] A total of 626 operational taxonomical units were found, involving 
19 phyla, 49 classes, 80 orders, 107 families, and 112 genera. The top 10 dominant bacteria at the genus 
level were found to be Bacteroides, Coprococcus, Escherichia, Ruminococcus, Lactobacillus, 
[Ruminococcus], Oscillospira, Faecalibacterium, Shewanella, and Halomonas. [Conclusion] There are 
different microbial communities of bacteria in the Yellow River Taisui. 

Keywords: Yellow River Taisui, Sequencing, Species annotation, Bacteria 

太岁又称肉灵芝，《神农本草经》记载其“无

毒、补中、益精气、久服轻身不老”，《本草纲目》

将其奉为“本经上品”，认为“久食，轻身不老，延

年神仙”。现代的一些研究发现太岁富含多糖、几

丁质和硒等数十种营养成分，具有调节体液酸碱

平衡、增强机体免疫力、防癌、抗衰老等作用，是

一味十分具有开发前途的药食同源中药[1]。我国对

太岁的记载和研究由来已久，现代研究从关注其

药效逐渐开始探究太岁的生命本质，现代研究表

明太岁是一种大型的黏菌、细菌和真菌的复合  

体[2]。随着生命科学技术的不断发展，对太岁进行

系统的生物学研究已成为大势所趋。 

戴璐[3]利用玉米琼脂和燕麦琼脂的有饲培养技

术初步从太岁中分离纯化出了多种黏菌。化学分

析的方法研究发现，太岁是一种聚乙烯醇并含有

一些黏细菌、霉菌和芽孢杆菌的“不明物体”[4]，而

利用简单的分子生物学方法分析发现，其主要由

粘质的红酵母菌组成[5]。不同地区、不同来源的太

岁，利用不同的分析方法得到不同的结果，因此

对于太岁的鉴别仍然是模糊的。 

在微生物种类鉴定的技术方面，传统的鉴定方

法要对所研究的细菌进行富集、培养，然后根据其

形态、生理、生化等实验来确定菌的种类。由于培

养条件的限制，许多菌类无法培养，从而无法完全

反映样本中的微生物群落情况[6]。随着分子生物学

技术的发展，基于 DNA 测序的高通量技术也越来

越广泛地运用到微生物多样性分析中。微生物细胞

内特定的遗传物质如原核微生物 16S rRNA、真核微

生物 18S rRNA 和 rDNA-ITS[7-9]，这些区域保守序

列之间存在由于进化造成的物种之间序列差异的

可变区域，是微生物多样性分析的首选。原核微

生物 16S rRNA 基因序列共有 9 个可变区(V1–V2

区、V2 区、V3 区、V4 区、V5–V6 区、V6 区、

V6–V7 区、V8 区和 V9 区)和 10 个保守区，9 个可

变区的基因序列主要用来鉴定微生物的物种[10]。

Claesson 等[11]对 16S rRNA 基因的 9 个可变区进行

了分析。在能够比对到属水平上的比例及准确率

方面 V1 和 V9 区的效果最差，V7 和 V8 的效果较

差，V3、V4 和 V5 效果较好，而分类效率最好的

是 V3 和 V4 区[12]，因此微生物 16S rRNA 基因

V3–V4 区的检测已被广泛地运用到医学 [13]、食  

品[14]、动植物、土壤微生物类群[15]、空气微生物

多样性[16]等研究中，并取得了一定的成果。 

基于以上原因，本实验利用 Illumina 平台检测

黄河太岁的 16S rRNA 基因的 V4 区，分析太岁中

所含的细菌种类，从而为研究太岁的构成提供更

科学的证据。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集  

样品出自内蒙古薛家湾电厂(电厂施工期间挖

出)，由河北省石家庄市太岁收藏家才彦良先生购

得后友情提供。 

1.2  主要试剂和仪器 

十六烷基三甲基溴化铵(CTAB)，生工生物工
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程(上海)股份有限公司；Tris 平衡酚，索莱宝生物

科技有限公司；核酸染料 10 000×Gene Green，天

根 生 化 科 技 ( 北 京 ) 有 限 公 司 ； AL2000 DNA 

Marker，北京艾德莱生物科技有限公司；Phusion® 

High-Fidelity PCR Master Mix with GC Buffer，美

国纽英伦生物技术公司；QIA Quick Gel Extraction 

Kit，德国凯杰生物公司；TruSeq® DNA PCR-Free 

Library Sample Preparation Kit，上海睿铂赛生物科

技有限公司；Qubit™ dsDNA HS Assay Kit，赛默

飞世尔科技公司。 

离心机和荧光计，赛默飞世尔科技公司；PCR

仪，美国伯乐公司；琼脂糖凝胶电泳仪，北京六

一生物科技有限公司；全自动凝胶成像分析系

统，上海培清科技有限公司；高通量测序仪，上

海睿铂赛生物科技有限公司。 

1.3  太岁样品的处理 

将样品在超净台用无菌生理盐水冲洗干净，

75% (体积比)乙醇浸泡 2 min 后无菌水清洗 3 次，

再用 0.1% (质量体积比)升汞浸泡 1 min，最后用无

菌水冲洗 3 次，用无菌的解剖刀切去表面，将剩下

的样品切成小块。吸取第 3 次漂洗消毒材料的无菌

水涂平板，培养后若无微生物长出，证明表面消

毒彻底。 

1.4  DNA 的提取与测序 

太岁样品利用 CTAB 法提取基因组 DNA，提

取的总 DNA 经琼脂糖凝胶电泳和 16S rRNA 基因 V4

区 PCR 扩增，上游引物 515F：5′-GTGCCAGCMG 

CCGCGGTAA-3′；下游引物 806R：5′-GGACTACHV 

GGGTWTCTAAT-3′。PCR 反应体系(30 μL)：Phusion 

Master Mix (2×) 15 μL，上、下游引物(2 μmol/L)各

1.5 μL，gDNA (1 ng/μL) 10 μL，ddH2O 2 μL。PCR

反应条件：98 °C 1 min；98 °C 10 s，50 °C 30 s，

72 °C 30 s，30 个循环；72 °C 5 min。检测合格后进

行文库构建及利用带有 Barcode 的引物扩增 16S 

rRNA基因V4区。构建好的文库经过Qubit和Q-PCR

定量，文库检测合格后使用 Illumina MiSeq 2×250 进

行上机测序。 

1.5  测序结果分析 

使用 FLASH (Version 1.2.7，http://ccb.jhu.edu/ 

software/FLASH/)[17] 对 原 始 数 据 进 行处 理 。 利 用

UPARSE 软件(Version 7.0.1001，http://drive5.com/ 

uparse/)[18]对所有样品的全部 Effective Tags 进行聚

类，默认以 97%的一致性(Identity)将序列聚类成为

OTU (Operational taxonomic unit)。对 OTU 代表序

列进行物种注释，用 QIIME 软件(Version 1.7.0)中

的 BLAST 方 法 (http://qiime.org/scripts/assign_ 

taxonomy.html)[19]与 Unit 数据库(https://unite.ut.ee/)[20]

进行物种注释分析，并分别在各个分类水平：界

(Kingdom)、门(Phylum)、纲(Class)、目(Order)、

科(Family)、属(Genus)、种(Species)统计各样本的

群 落 组 成 。 使 用 MUSCLE[21] (Version 3.8.31 ，

http://drive5.com/muscle/) 软 件 进 行 快 速 多 序 列 比

对，得到所有 OTU 代表序列的系统发生关系。 

2  结果与分析 

2.1  测序数据统计 

提取黄河太岁 DNA 后，对 16S rRNA 基因 V4

区进行高通量测序，结果样品共得到有效序列  

28 118 条，序列长度分布在 44−388 bp 之间；通过

过滤去除含有错误引物、序列小于 200 bp、模糊碱

基大于0的序列的优化过程，共得到序列27 200条，

序列平均长度 255 bp。经过数据库比对分析，共有

26 141 条序列与数据库中的序列有相似性，有效序

列为 92.97%，可用于后续的分析。 

对所得到的有效序列进行稀释曲线和等级聚

类曲线的分析，稀释曲线可直接反映测序数据量

的合理性，当曲线趋向平坦时说明测序数据量渐

进合理，更多的数据量只会产生少量新的物种。

等级聚类曲线可直观地反映样品中物种的丰富度

和均匀度。在水平方向上，物种的丰富度越高曲

线在横轴上的跨度越大；在垂直方向上，曲线越

平缓表明物种分布越均匀。16S rRNA 基因 V4 区的

数据量在 30 000 左右，从稀释曲线和等级聚类曲

线(图 1)可以看出，曲线已较平缓，数据量已达饱

和状态，可满足分析需求。 
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图 1  16S rRNA 基因 V4 区的稀释曲线(A)和等级聚类曲线(B) 
Figure 1  The rarefaction curve (A) and rank abundance curve (B) 

 

2.2  OTU 聚类及物种注释 

黄河太岁注释到各分类水平界、门、纲、目、

科、属上的序列数目分别是590、205、1 227、3 689、

4 539、10 515，由此可知黄河太岁的 16S rRNA 基

因 V4 区的数据以注释到属水平的为最多。根据物

种注释结果，选取样品在各分类水平(门、纲、

目、科、属)上最大丰度排名前十的物种(图 2)，在

门水平上 Proteobacteria 和 Firmicutes 分别占到了

45.3%和 40.3%，在纲的水平上居于前两位的是

Clostridia 和 Gammaproteobacteria，二者各占 34%，

在目水平上 Clostridiales 和 Oceanospirillales 二者合

计占到了 57%，在科的水平上 Halomonadaceae 和

Ruminococcaceae 占到了 40%，无法确定的科占

35%左右，在属的水平上居于前十的菌主要是 
 

 
图 2  门、纲、目、科、属水平上的物种相对丰度 
Figure 2  Relative abundance of species at the level of phylum, class, order, family and genus 
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Bacteroides 、 Coprococcus 、 Escherichia 、

Ruminococcus 、 Lactobacillus 、 [Ruminococcus] 、

Oscillospira 、 Faecalibacterium 、 Shewanella 和

Halomonas。其中 Halomonas 是优势菌群，大约占

24%，而无法确定的属占 50%。 

2.3  物种的类群组成分析 

从样品的物种分类结果中筛选特别关注的物

种(默认选择最大相对丰度前 20 的种)进行物种分类

树统计[22]，样品的物种分类树见图 3。从图 3 可以看

出，太岁所含细菌种类主要分布在 Bacteroidetes、

Proteobacter ia 和 Firmicutes  3 个门，其中

Proteobacteria 约占 65.55%，占绝对优势；从纲的

分类水平来看以 Gammaproteobacteria 为主，占

6 5 . 5 5 % ； 在 目 的 水 平 上 以 C l o s t r i d i a l e s 和

Oceanospiril lales 为优势目；在科的水平上以

Halomonadaceae 为优势科，占比达到 50.39%；在

属水平上，以盐单胞菌属 Halomonas 的比例最大，

达 50.39%；在种的水平上，以 H. algae、prausnitzii

和 colibacillus 占比最大，分别达到 12.87%、7.38%

和 2.3%，其中 H. algae 和 colibacillus 属于同一个 

 

 
图 3  黄河太岁中特定物种分类树 
Figure 3  Specific species classification tree in the Yellow River Taisui 
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纲(Gammaproteobacteria)，prausnitzii 属于 Clostridia

纲。注释到种水平的序列较少，可以确定种名的

更少，大部分都无法定种。 

2.4  物种系统进化关系分析 

为了进一步研究太岁中所含细菌的系统进化

关系，通过多序列比对得到所有 OTU 代表序列的

系统进化关系。选取最大相对丰度排名前十的属

所对应 OTU 的系统进化关系数据，并结合每个

OTU 的相对丰度及其代表序列的物种注释置信度

信息进行整合展示，由此可见这些属中 OTU 之间

的系统进化关系，见图 4。图 4 由 3 层构成，由里

向外依次为第一层：OTU 代表序列构建的系统发

育树，分支的颜色代表其对应的属名；第二层：

OTU 的相对丰度分布，柱子的高度表示 OTU 相对

丰度的大小；第三层：OTU 注释的可信度，柱子

的高度代表 OTU 注释的可信度。从图 4 中可以看

出 Halomonas、Shewanella 和 Escherichia 的相对丰

度较高，在系统进化的关系也较为接近，其次为

Oscillospira 、 [Ruminococcus] 和 Faecalibacterium 

在系统进化上较为接近，聚为一支。第二层的柱

子高度基本一致，说明这些物种的丰度差别不

大，在进化上基本趋于一致。 

 

 
 

图 4  黄河太岁的 OTU 系统进化关系 
Figure 4  OTU phylogenetic relationship of the Yellow River Taisui 
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3  讨论与结论 

长期以来太岁的分类定位有多种说法。中国

科学院的茆晓岚认为太岁是非生命体，而吉林大

学的微生物学家认为太岁是介于原生生物和真菌

之间的黏细菌，西北大学生物系专家则认为太岁

为特大型黏菌复合体[23]。这是由于太岁来源的不

同以及检测技术的限制，无法系统地分析太岁中

所含的微生物，从而形成了不同的结论。高通量

测序技术可以解决由于不同样品、不同培养方式所

产生的结果差异，一次性对几十万甚至上百万条

DNA 分子的序列进行测定，从而成为利用宏基因

组学方法研究太岁的重要手段[24]。 

依据高通量测序技术检测黄河太岁中细菌，发

现细菌种类非常多，有很多细菌无法确定其种

属，而已知细菌的功能又多种多样，既有对人体

有益的种类，也有一些能够使人体致病的种类。在

属的水平上居于前十的菌主要是 Bacteroides、

Coprococcus、Escherichia、Ruminococcus、

Lactobacillus、[Ruminococcus]、Oscillospira、

Faecalibacterium、Shewanella 和 Halomonas，其所

占比例见表 1。Halomonas 具有很强的适应能力，

对温度、盐度和氧气的适应范围广，在污水处理与

生 物 修 复 方 面 可 能 具 有 重 要 的 应 用 价 值 [ 2 5 ] 。

Shewanella 对于环境的生物修复具有一定的作用，

但是有一部分希瓦氏菌也是人类和鱼类的致病原，

主 要 通 过 接 触 海 水 或 海 水 鱼 类 而 致 病 [ 2 6 ] 。

Faecalibacterium 和 Oscillospira 属于肠道菌群，具

有保护肠黏膜等作用[27-28]，但研究得并不透彻。

Faecalibacterium 和 Ruminococcus 多存在于牛羊的胃

和 肠 道 中 ， 其 代 谢 为 典 型 的 混 合 发 酵 [ 2 9 ] 。

Lactobacillus 是一类能利用可发酵碳水化合物产  

生大量乳酸的细菌的通称，这类细菌在自然界分  

布极为广泛，具有丰富的物种多样性，它们不仅  

是研究分类、生化、遗传、分子生物学和基因工 

程的理想材料，在理论上具有重要的学术价值，而

且在工业、农牧业、食品和医药等与人类生活密 

表 1  属水平优势菌的分析 
Table 1  Analysis of the dominant bacteria at the level of 
the genus 

菌种 

Name of bacteria 

属名 

Name of genus 

所占比例 

Percentage (%) 

Halomonas 盐单胞菌属 24.71 

Shewanella 希瓦氏菌属 6.31 

Faecalibacterium 普式粪杆菌 4.04 

Oscillospira 颤螺菌属 3.50 

[Ruminococcus] 瘤胃球菌属 3.16 

Lactobacillus 乳酸菌 2.78 

Ruminococcus 瘤胃球菌 1.39 

Escherichia 埃希氏菌属 1.13 

Coprococcus 粪球菌属 1.05 

Bacteroides 拟杆菌属 0.96 

Others 未知 50.95 

 
切相关的重要领域应用价值也极高[30-32]。此外，这

类菌中有些细菌又是人畜的致病菌，因此受到人们

的关注和重视。Bacteroides是人类肠道的有益菌群，

对于维持人类肠道的菌群平衡有重要作用[33]，它是

一种优良的碳水化合物降解细菌，能够将许多植

物类食品中的大分子碳水化合物降解为葡萄糖和

其他易消化的小分子糖类，人体中没有可以合成

降解碳水化合物的酶基因，而多形拟杆菌的基因

能合成多种消化植物成分的酶，从而帮助人体高

效地从橙子、苹果、土豆、小麦胚芽等食物中提

取营养素[34]。 

表 1 所列属的细菌种类繁多，功能各不相同，

大多数是容易导致腐败和变质的种类，但实际上

太岁不易腐败。太岁在含有如此众多细菌的情况

下却不会发生腐败，可能是由于其含有可抑制腐

败细菌的黏菌所致，黏菌可通过分泌抑菌酶吞噬

细菌[35]而使太岁保持高度不腐的状态。 

综上所述，太岁不是一个单一的物种，细菌只

是构成太岁的一部分，太岁应该是一个各种细菌协

调合作构成的一个生物体。迄今为止，太岁在生物

界还没有一个科学的定位，因此，系统地研究太岁

的生物学特征对于研究微生物的进化和分类具有

重要的意义。 
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