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对不同公司 16S rRNA 基因 MiSeq 测序数据的一致性分析 
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摘  要：【背景】高通量测序技术已经广泛应用于环境微生物研究的各个领域。不同原理的测

序平台以及众多生物公司的出现为各个科研团队提供了各具特色的测序技术支持，在满足了

不同研究需要的同时，也产生了多种多样的测序数据。这些基于不同测序平台，以及同一测

序平台下不同测序公司所产生的数据之间是否具有通用性，一直以来都是广大科研学者所关

注的。【目的】探究同一样品在基于 MiSeq 测序平台下，不同测序环境以及不同测序深度对实

验数据的影响，并进一步探究造成差异的原因，以及这些差异对实验结果的影响。【方法】从

鄱阳湖松门山、南矶山、饶河、白沙洲采集底泥沉积物样品，分别在 2 个公司进行不同测序深

度 16S rRNA 基因 V3−V4 区高通量测序，并比较分析 2 组测序数据。【结果】2 组数据反映的

微生物群落结构在实验样地间的分布规律具有高度的相似性，但稀有微生物的差异导致他们在

PCoA 以及聚类分析中被分为两簇。关系网络关联分析发现具有较高测序深度的 B 组数据反映

了更为复杂的微生物间相互作用，部分稀有微生物如 Deferribacteres (脱铁杆菌门 )、

Lentisphaerae (黏胶球形菌门)等在群落中发挥着重要的作用。METAGENassist 功能预测发现了

他们在 Atrazine metabolism、Chitin degradation、Sulfate reducer、Nitrogen fixation 等 14 类功能

上存在差异。【结论】不同的测序环境对实验数据造成的影响可以通过数据质控过程减弱甚至

排除，而测序深度的不同则会对测序数据产生显著影响。这种影响主要体现在较深的测序深度

会显著增加稀有微生物的丰富度，进而有利于增强我们对环境微生物群落整体功能的认识。 

关键词：高通量测序技术，MiSeq，测序深度，稀有种，多样性 

Consistency analysis of MiSeq sequencing data of 16S rRNA genes 
from different biotech companies 

HE Shi-Yao  HU Wan-Jin  XIAO Ling  LI Hui-Qin  ZHU Man  MA Yan-Tian  WU Lan* 

(School of Life Sciences, Key Laboratory of Poyang Lake Environment and Resource Utilization, Ministry of Education, 
Nanchang University, Nanchang, Jiangxi 330031, China) 

Abstract: [Background] High-throughput sequencing technology has been widely used in the 
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research field of environmental microbiology. Due to sequencing platform based on different 
principles, and personalized service biotech companies provided, huge amounts of various 
sequencing data are emerged. Although personalized service is good to meet customers’ different 
requirements, there is a widespread concern if the sequencing data from different sequencing 
platforms or different companies could be equally treated. [Objective] The aim of this study is to 
explore the impacts of different sequencing conditions and sequencing depths on the final sequencing 
data of the same sample using MiSeq sequencing platform, and further to find out the reasons for the 
differences, and the subsequent effects of these differences on the experimental data. [Methods] 
Sediment samples were collected from Songmenshan Region, Nanjishan, Raohe River and 
Baishazhou of the Poyang Lake. High-throughput sequencing of 16S rRNA gene V3−V4 region was 
performed in two biotech companies with different sequencing depths, and two sets of data were 
compared. [Results] Two sets of data showed highly similarity in microbial community structure, but 
the abundance difference between the rare species resulted in a different pattern in the PCoA and 
cluster analysis. Co-occurrence network revealed that the data with higher sequencing depth could 
reflect more complex interactions between and within microbial taxa. Some rare species such as 
Deferribacteres and Lentisphaerae were found to be important for the community eco-function. A 
total of 14 categories of differentiated metabolism were found between two datasets by METAGEN 
assist functional forecast method, including Atrazine metabolism, Chitin degradation, Sulfate 
reducer, Nitrogen fixation and so on. [Conclusion] The impacts of different sequencing 
environments on experimental data can be reduced or even eliminated by data quality control 
processes, but different sequencing depths have a significant impact on the sequencing data. 
Increasing the sequencing depth can significantly improve the richness of rare species, and thus 
supply a comprehensive knowledge of microbial community function. 

Keywords: High-throughput sequencing technology, MiSeq, Sequencing depth, Rare species, 
Diversity 

在分子生物学技术出现之前，微生物培养技术

是整个微生物学发展的基础，然而由于绝大多数环

境微生物无法在实验室条件下进行分离培养[1]，使

得微生物学尤其是环境微生物学的发展比较缓慢。

自 1965 年，Zuckerkandl 等首次提出了使用基因

序列来区分生物间的亲缘关系后[2]，Woese和 Fox

基于 16S rRNA 基因序列将原核生物分为了三大

类[3]，此后利用 rRNA基因序列进行微生物多样性

研究的技术走向成熟。其它一些基于基因序列的指

纹图谱方法如 DGGE[4]、T-RFLP[5]等也迅速发展起

来。以上技术的出现，极大地促进了微生物学的发

展，也让人们意识到微生物世界的庞大和复杂。虽

然以上基于分子技术的遗传多样性分析让人们认

识到了微生物的丰富性和多样性，但对于详细的微

生物群落结构的研究则受益于测序技术的迅猛发

展。最初的 Sanger 双脱氧链末端终止法可以对许

多纯培养物的特定序列进行详细地研究，后来基于

克隆文库的方法也可以获得一定量的环境微生物

信息。但由于受限于较低的测序效率以及高昂的成

本，研究者们很难对环境样品进行大规模的序列分

析。自 2005年 454 Life Sciences公司提出焦磷酸

测序法以来，先后又迅速发展了 Roche 454、

Illumina/Solexa以及ABI SOLiD等多个测序平台[6-8]。

自此，一次测序的通量高达 10 Gb以上，极大地促

进了环境微生物学的高速发展。 

随着高通量测序技术的大量应用，人们往往需

要比较和分析大量的测序数据。但由于测序平台、

测序深度以及数据处理流程的不同，往往会使相同

样品的测序数据呈现出一定的差异。因此人们对高

通量测序数据的可重复性提出了更高的要求。为了

能够准确分析比较来自不同研究项目、不同测序公

司的测序数据，我们必须事先评估测序数据的可靠

性，同时了解由于测序深度造成的影响。本文将同

一批次样品在基于 MiSeq 测序平台的 A、B 两家
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公司重复测样，采用不同的测序深度，对比两组数

据间的差异性。进而探究这些测序数据间是否具有

通用性，以及评估它们之间的差异对科研工作的影

响。本研究对测序数据的比较分析，旨在为涉及高

通量测序技术的科研工作提供一些参考和建议。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂和仪器 

DNA标准分子量 Marker、Taq酶、PCR扩增

引物，大连 TaKaRa公司；PowerSoil土壤 DNA提

取试剂盒，MO BIO Laboratories公司；其余试剂

均购自生工生物工程(上海)股份有限公司。PCR

仪，Applied Biosystems公司；超微量分光光度计，

Thermo 公司；序列测定由上海美吉生物医药科技

有限公司完成。 

1.2  方法 

本研究收集了来自鄱阳湖 4 个不同区域的湖

泊沉积物样品，样品采集于 2014年 3月，采集地

点分别为鄱阳湖的松门山(S，N29°12′、E116°11′)、

南矶山(N，N28°55′、E116°16′)、饶河(R，N29°01′、

E116°29′)和白沙洲(B，N29°10′、E116°37′)。每个

地点分别收集 3 份湖底 1−10 cm 处的沉积物，分

别编号为松门山 S (S1、S2、S3)、南矶山 N (N1、

N2、N3)、饶河 R (R1、R2、R3)和白沙洲 B (B1、

B2、B3)。采集的沉积物样品在低温条件下运输至

实验室并保存于−80 °C。 

准确称取−80 °C保存的沉积物样品各 0.3 g，

使用 PowerSoil 土壤 DNA 提取试剂盒进行沉积物

总微生物 DNA 的提取[9]。使用超微量分光光度计

检验 DNA的浓度以及纯度，并采用通用引物 338F 

(5′-CTCCTACGGGAGGCWGC-3′)和 1392R (5′-AC 

GGGCGGTGTGTACA-3′)进行16S rRNA基因PCR

扩增，检验获得的 DNA样品是否满足测序要求。

实验中总共有 11个样品符合测序要求，南矶山 N2

样品 PCR检验失败，没有进行后续测序。 

将提取到的 11 个 DNA 样品分为 2 份分别送

至 A、B 两家测序公司进行 16S rRNA 基因的

V3−V4 可变区扩增并测序，二者均采用 Illumina

公司旗下的 Solexa MiSeq 2500平台进行 2×300 bp

双末端测序。为便于后续比较，将所得数据分别命

名为 A1−A11、B1−B11。对于原始测序数据，主

要使用 USEARCH 软件(v9.2)进行前期序列的处

理，使用 Mothur 软件(v1.35.1)进行后续分析，同

时使用 Trimmomatic 软件(v0.36)进行原始数据的

质量控制，Flash软件(v1.2.1)进行序列拼接。统计

学分析主要在 SPSS 22.0与 R 3.3.1软件中完成。

使用 Mothur 软件进行主坐标分析(PCoA)以及聚

类分析。Network的绘制在 Gephi 0.9.1中完成，

使用METAGENassist在线进行 16S rRNA基因功

能预测，相关图表的制作通过 R、Excel 2016 等

软件完成。 

2  结果与分析 

2.1  A、B 两组数据基于微生物群落结构的对比 

为了分析 A、B两组数据在群落结构上是否存

在差异，分别对 A、B两组数据在 OTU水平基于

Bray-Curtis 距离做了聚类分析(图 1)。聚类结果发

现两组数据所反映的微生物群落结构在样地间的 

 

 
 

图 1  A、B 两个样品基于 Bray-Curtis 距离聚类 
Figure 1  Cluster analysis based on Bray-Curtis distance for bacterial OTUs from A and B datasets 
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分布规律具有一致性。对两组数据中的同一样品

进行相关性分析的结果也同样反映了这一点，除

A-B1、B-B1 样品之外，A、B 两组数据的同一样

品之间均存在显著相关性(表 1)。 

然而，当我们将两组数据放在一起分别进行主

坐标分析(PCoA)和聚类分析分析时发现，两种统

计的结果均将测序数据按照 A、B两家公司分别聚 

类为两个不同的集合(图 2A 和 B)，即它们按照测

序数据来源不同而被明显的区分开来。进一步在整

体上比较两组数据的差异，ANOSIM 相似性分析

结果同样显示 A、B 两组数据间存在显著性差异

(P<0.001)。 

以上结果表明，同一样品在不同公司的测序数

据并不会对样地间微生物群落结构分布规律造成

很大的影响，然而两组数据之间的确存在显著的差

异。为了了解这种差异的产生原因，从 A、B两组

数据的测序质量以及测序深度两个方面进行进一

步的分析。 

2.2  A、B 两组数据在测序质量上的差异 

由于 A、B两组数据是相同样品在不同测序环

境下所产生的，不可避免的会造成它们在测序质量

上的差异。统计了 A、B两组数据的测序质量，测

序质量值是在高通量测序过程中，对每个所测碱基 

表 1  成对样本间 Pearson 相似显著性检验 
Table 1  Significance testing based on Pearson correlation 
of paired sequencing data 

样地 Sample 显著性 Significance 

A-B1&B-B1 P=0.396 2 

A-B2&B-B2 P<0.001** 

A-B3&B-B3 P<0.001** 

A-N1&B-N1 P<0.001** 

A-N3&B-N3 P<0.001** 

A-R1&B-R1 P<0.001** 

A-R2&B-R2 P<0.001** 

A-R3&B-R3 P<0.001** 

A-S1&B-S1 P<0.001** 

A-S2&B-S2 P<0.001** 

A-S3&B-S3 P<0.001** 
Note: **: P<0.01. 

 

给予的一个质量评分，碱基的质量值为 13时，错

误率为 5%，20 的错误率为 1%，30 的错误率为

0.1%。而为了评估下机 Reads测序的准确度，一般

会评估 Q20或 Q30 (即所有碱基质量值大于 20或

30所占的比例)。结果如图 3所示。图 3中分别反

映了 A、B两组数据的测序质量分数分布情况以及

测序平均质量分布情况。从上半部分的碱基测序质 

 

 

图 2  A、B 两组数据的 PCoA 分析(A)以及聚类分析(B) (OTU 水平) 
Figure 2  Principal co-ordinates analysis (A) and cluster (B) analysis for bacterial OTUs from A and B datasets 
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图 3  A、B 公司测序数据质量分数统计 
Figure 3  Statistic of per base sequence quality and sequence quality scores 
注：A：所有碱基的质量得分；B：所有序列的平均质量得分. 

Note: A: Quality scores across all bases; B: Quality scores distribution over all sequences. 
 

量值的分布来看，A 组数据的碱基测序质量值在

36以上，而 B 组数据的整体质量值虽然也达到了

30，但仍然存在一些 30以下的离散值。进一步比

较所有测序 Reads的平均质量发现，A组的 Reads

质量分布比较集中，其平均质量分数在 37左右，

而 B 组数据的质量分布要更为离散，其平均质量

得分在 36附近。 

为了更为准确地对比 A、B两组测序数据的质

量情况，对两组原始数据的质控信息进行了统计，

结果如表 2所示。在质控过程中，以 30 bp长度为

滑动窗口，筛选平均质量得分高于 20的序列，经

过质控后 A组数据的保留率在 80%以上，而 B组

数据仅有 2 个样品高于 70%，说明 B 组数据中有

大量的低质量数据被删除。同时也注意到，在经过

质控步骤后，后续拼接过程中 A、B两组数据的拼

接效率均达到了 90%以上，两者的平均拼接效率

仅相差 4%。此结果表明，在不同测序环境中，经

过质控后，虽然不同公司的测序质量仍然存在一定

差异，但质控过程可以消除或者弱化不同环境下测

序质量对结果造成的影响。 
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表 2  A、B 两组数据的质量统计 
Table 2  Statistic of the sequencing quality of A and B datasets  

Sample Raw data Clean reads Pass rate (%) Splicing efficiency (%) 

A-B1 42 791 34 907 81.58 96.64 

A-B2 39 309 32 465 82.59 96.95 

A-B3 41 570 33 958 81.69 96.99 

A-N1 39 842 32 053 80.45 96.69 

A-N3 41 443 34 326 82.83 96.96 

A-R1 34 020 28 098 82.59 96.79 

A-R2 41 511 34 073 82.08 96.73 

A-R3 36 671 29 828 81.34 96.60 

A-S1 32 026 27 016 84.36 97.37 

A-S2 27 286 23 049 84.47 97.08 

A-S3 29 217 24 622 84.27 97.34 

B-B1 120 885 80 291 66.42 95.63 

B-B2 108 866 73 462 67.48 94.10 

B-B3 110 814 75 864 68.46 95.50 

B-N1 98 096 64 271 65.52 96.71 

B-N3 115 811 81 954 70.77 97.71 

B-R1 137 864 99 397 72.10 95.83 

B-R2 105 380 66 863 63.45 95.15 

B-R3 88 675 56 203 63.38 94.27 

B-S1 124 984 91 164 72.94 96.36 

B-S2 83 324 49 617 59.55 94.10 

B-S3 97 481 64 215 65.87 94.13 

 
为了进一步验证推断，对 A、B两组数据的注

释情况进行了统计，结果如图 4、5 所示。在图 4

中，稀释曲线表明 A、B两组测序数据均达到了平

台期，均符合测序要求。图 5中，测序数据质量较

低的 B 组数据反而在注释率上要稍高于 A，但他

们的注释率并没有显著差异(P=0.771)。由于测序

深度的影响，两组数据在 OTU数目上相差较大，

但在各个分类水平上的注释率并没有显著性差异

(P=0.688)。 

前面的分析结果表明，不同环境下的测序质

量差异并不足以影响实验结果，推测它们的差异

是由测序深度不同所导致的。为了验证这一猜

测，对 B 组数据进行了 Downside 处理得到数据

dB，即从 B 组数据的每个样品中随机抽取一定

数量的 Reads，使同一样品在 A、B 两组数据中

的 Reads数一致，这在一定程度上削弱测序深度

的影响。从序列注释情况看(表 3)，在降低 B 组

数据 Reads数目的情况下，它们在各个水平注释

的差异变小，但 dB 组数据注释出的物种数目依

然要多于 A。对 α多样性的统计显示(表 4)，A、

dB 两组数据在 Chao1、Shannon、Sob 上均无显

著差异，仅在 Invsimpson指数上存在显著差异。

这说明两组数据在物种总的丰度上没有显著差

异，但是 dB 物种的种类数量要显著高于 A。这

可能是由于 dB数据与 B数据相比，虽然在物种

丰度上有所降低，但是对物种的种类数目并无显

著改变。对 B 数据 Downside 前后数据对比也同

样验证了此点(表 4)，dB与 B相比，虽然 Chao1

指数有显著降低，但是 Invsimpson指数并无显著

变化。 
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图 4  A、B 数据稀疏曲线(A)与香浓曲线(B) 
Figure 4  Rarefaction curves and Shannon curves of A and B sequencing datasets 

 

 
 

图 5  A、B 数据注释统计 
Figure 5  Annotation results of A and B sequencing datasets 

 
表 3  各分类学水平注释物种数 
Table 3  The number of annotated species at each 
taxonomic level 

Taxonomy A dB B 

Phylum 45 52 52 

Class 127 133 145 

Order 255 265 290 

Family 439 483 548 

Genus 654 862 1 032 

 

表 4  A、B、dB 数据细菌 α-多样性分析 
Table 4  Analysis of the α-diversity of bacterial communities from data A, B and dB 

Sample Statistics Chao1 Shannon Sobs Invsimpson 

A NA 3 629.78±129.69 6.22±0.06 2 656.45±81.65 91.47±10.85 

dB NA 3 717.44±120.77 6.50±0.20 2 924.72±113.60 219.04±26.79 

B NA 5 262.18±189.27 6.67±0.21 4 305.27±200.62 235.74±28.69 

A&dB F 0.244 7 1.888 1 3.676 9 19.482 2 

P 0.626 2 0.184 6 0.069 6 0.000 2 

B&dB F 47.335 9 0.345 9 35.855 0 0.181 0 

P 0.000 1 0.563 0 0.000 1 0.675 0 
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2.3  A、B 两组数据在测序深度上的差异 

经过前面的分析发现，不同公司的测序数据在

测序质量上的差异并不能对实验结果造成显著的

影响，这种差异主要是由测序深度的不同，即

Reads数目导致的。为了考察这种 Reads上的差异

主要影响实验结果的哪一方面，以及这种影响是否

重要，对 A、B 分别得到的微生物群落结构信息

做 LEfSe分析。分析结果如图 6所示，A、B两组

数据的微生物群落结构存在一定差异，共发现了

122个有差异的物种，隶属于 8个门(13.11%) 22个

纲(11.34%) 28个目(8.21%) 31个科(5.16%) 33个属

(2.91%)。 

为了更全面地考察 A、B两组数据中微生物的

群落结构分布状况，从 16S rRNA基因所能达到的

最低注释水平属(Genus)，作 A、B 两组数据间的

物种分布网络图(图 7)。结果显示，在属水平，拥

有更大测序深度的 B 组数据中存在着大量的独有

的低丰度属(丰度低于 0.1%)，而丰度高于 0.1%的

微生物多为 A、B所共有。以上结果明确显示，测

序深度的不同会造成微生物群落结构上的差异，而

这种差异大多体现在稀有种方面，更深的测序深度

能够捕获到一些丰度较低的菌群。 

2.4  低丰度菌群在生态系统中的作用 

找到导致 A、B两组数据差异的原因后，进一

步探究了这些差异对生态系统功能造成的影响。首

先对 A、B 两组数据的微生物群落结构在门水平

( P h y l u m )做了关系网络关联分析 (非参数

Spearman)[10]。结果如图 8所示，A组数据中具有

41 个节点和 132 条边，其模块化值为 0.54，网络

直径为 6。与之相比，B中具有 51个节点以及 155条 
 

 
图 6  A、B 数据基于物种组成的 LEfSe 分析 
Figure 6  LEfSe analysis based on bacterial species composition from A and B sequencing datasets 
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图 7  A、B 两组数据的物种分布网络图 
Figure 7  Network of species composition from dataset A and B 
注：A、B 两个点的大小代表了他们在属水平微生物的种类多少，每一条从 A、B 中延伸出的连线与节点代表了存在于其中的一个

属，黑色连线表示微生物的丰度高于 0.1%，灰色连线表示丰度低于 0.1%. 

Note: The size of the points A and B represents the number of bacterial genera, and each line or node extending from A or B represents one 
genus belonging to the corresponding dataset. The blank line indicates the bacteria with high abundance (>0.1%), and the grey lines indicate 
bacterial abundances below 0.1%. 

 

边，模块化值为 0.579，网络直径为 7。对比发现

两者的模块化值以及网络直径均相近，且其模块

化值大于 0.4，均存在明显的社区结构[11-12]，但 B

的节点数以及边数均高于 A。整体上看，B 中微

生物间的相互作用以及群落复杂程度要高于 A。

但 从 高 丰 度 (Abundance>1%) 和 中 等 丰 度

(0.1%<Abundance<1%)的微生物门类来看，A、B

两组样品相差不大。在与其它微生物相互作用较强

的门(Phylum)中，高丰度的 Acidobacteria (酸酐菌

门)、Chloroflexi (绿弯菌门)、Ignavibacteriae等在

A、B 中均有出现，而其他一些中等丰度的

Omnitrophica、Spirochaetae (螺旋菌门)等在 A、B

中也均有出现。同时也注意到，许多稀有微生物

(Abundance<0.1%)在群落中也发挥着重要的作用，

例如 Deferribacteres (脱铁杆菌门)、Lentisphaerae 

(黏胶球形菌门)、TM6_(Dependentiae)等。但是

与 A 相比，B 中出现了更多与其他微生物具有

较强相互作用的低丰度微生物，例如 GAL15、 
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图 8  相关性网络分析 
Figure 8  Network of co-occurring based on correlation analysis 
注：图中每个节点代表一个门，节点颜色深浅对应其丰度高低，节点的大小代表了节点的度，即与之关联的微生物的数量，边颜

色的深浅代表了正、负相关性，黑色为正相关. 连线的粗细代表了相关性的强弱(Spearman’s ρ>0.7，P<0.01). 

Note: Nodes colored by abundance. The size of each node is proportional to the number of connections (equally to degree). Edges colored by 
correlation, black lines represent positive correlations. The edge thickness is proportional to the strength of correlation (Spearman’s ρ>0.7, 
P<0.01). 

 
Deinococcus-Thermus、KSB3_(Modulibacteria)等。

这一结果表明，随着测序深度的增加，更多的稀有

微生物被发现，微生物的群落结构以及相互作用也

更加复杂，而这些稀有的微生物在环境中可能发挥

着重要的作用。 

微生物的关系网络关联分析虽然能够在一定

程度上反映环境中微生物之间的相互作用，但并没

有直观的反映出这些作用具体表现在哪些方面，例

如这些低丰度的微生物到底对整体的微生物群落

结构产生了怎样的影响，如果缺失了这些微生物，

我们对环境中微生物的认知会产生怎样的偏差？

为了解释这一点，对 A、B 两组数据进行了 16S 

rRNA基因功能预测分析，从功能的角度出发，探

究低丰度菌群在环境中发挥的作用。经过功能预

测，在 105种代谢功能中，发现了 A、B中可能存

在的 31 种代谢功能。从整体上看，A、B 两组数

据在功能种类上比较一致，不存在 A 或者 B 所独

有的代谢功能，未知功能的物种丰度仅相差

3.39%。但是也注意到，两组数据中发挥相同功能

的微生物在群落中丰度相差较大。对发现的 31种

代谢功能进行 ANOVA 分析(图 9)，共发现了 14种

有显著性差异的代谢功能，其中 4种主要的代谢功

能阿特拉津代谢(Atrazine metabolism)、几丁质降

解(Chitin degradation)、硫酸盐还原(Sulfate reducer)

和固氮(Nitrogen fixation)在丰度上相差 2.72%、

2.34%、1.75%、1.36%。这一结果表明，某些低丰

度的微生物在一些重要的物质代谢如氮、硫的代

谢上同样发挥着重要的作用。忽视这些微生物的

存在，可能会导致对整体环境的认知产生较大的

偏差。 
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图 9  差异代谢功能丰度统计 
Figure 9  The normalized abundance of differentiated metabolism 

 

3  讨论与结论 

对于测序数据而言，其测序质量的可靠性一直

是所有科研工作者们所重视的，并对此开展了大

量的研究[13]。以二代测序技术为例，已有研究表

明不同的测序平台之间存在着一定程度的质量差

异[14]。Loman 比较了 454 GS Junior (Roche)、

I l lumina MiSeq 和 Ion Torrent  PGM (Life 

Technologies) 3个测序平台间的差异，发现 454 GS 

Junior (Roche)具有最长的读长，Illumina MiSeq具

有最低的错误率以及较高的通量，Ion Torrent PGM

具有最高的测序通量[15]。Claesson 等[16]的研究发 

 

现，随着测序长度的增加，测序的错误率会不断提

升，当超过某个阈值时(一般是技术上的限制)，错

误率会呈指数增长，导致测序数据无法使用。而当

以 Q20 (错误率 1%)为标准进行过滤数据时，这部

分低质量数据的干扰就会被减少到可接受的范围

内。这在一定程度上佐证了我们的结论，即不同环

境下测序质量造成的影响可以通过质控过程减弱

甚至排除，并不会对实验结论造成显著的影响。这

一结论提示我们，测序的长度是决定测序质量的重

要因子，为此更高的测序质量促使了测序平台能够

产生更长的合格的 Reads，两者相辅相成。 
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测序质量的提高依赖于技术革新，因此科研

工作者们更加关心测序的长度以及深度。越长的

测序长度蕴含了更加丰富的遗传信息，可提供更

加精确的基因信息。Rajilić-Stojanović等通过测定

SSU rRNA 全长，鉴定了人类肠道微生物中的近

1 200个种系型，并预估了可能存在 3 000个种系

型[17]。通过 454焦磷酸测序得到的 16S rRNA基因

全长序列信息，能够将一个物种精确定位到种甚至

亚种的水平，然而使用其它二代测序平台得到的部

分 16S rRNA基因片段，一般只能注释到属水平。

而在测序长度受到限制的情况下，增加测序深度就

成为全面挖掘环境中微生物信息的另一种手段。在

测序深度较低的情况下，仅能够反映出环境中不

完整的群落结构，它们大多是由高丰度微生物组

成[18-19]。同时，由于 PCR扩增的特性，其不能够

对样品中的微生物进行等比例的扩增，高丰度的微

生物会有很大的几率被扩增，而绝大多数的稀有微

生物被扩增的几率则较低。这就导致了 PCR 过程

在放大了高丰度微生物的数量的同时，进一步减少

了稀有微生物被发现的概率，许多丰度小于 0.1%

的微生物甚至无法被扩增到[20]。虽然高丰度的微

生物通常被认为是环境物质代谢过程中最活跃和

最重要的部分[21]，然而其仅仅占了环境中微生物

多样性的一小部分。从我们的结果中可以看到，随

着测序深度的增加，Genus 的种类由 654 上升到

1 032 个，微生物群落结构的多样性大幅增多。如

果要进一步对这部分低丰度、高多样性的“稀有生

物圈”[22]展开研究，增加测序深度就显得非常必要。 

Kuczynski 等[23]的研究显示微生物群落多样性

指数会受到测序深度的影响，Lundin等[24]研究结果

表明，在淡水和沉积物样品中，5 000个降噪后的

序列即可捕获超过 80%的 Chao1 丰富度，同时他

也强调，如果研究的目的是稀有微生物，则需要获

得更多的 Reads数。当人们的目光逐渐聚焦于稀有

微生物上时，越来越多的研究也发现，稀有微生物

在环境中发挥着重要的作用。Galand 等[25]对海洋

微生物中高丰度微生物与稀有微生物的研究中发

现，稀有微生物比高丰度的微生物能够更好地区分

出海洋的表层水与深层水。多方面的研究发现，稀

有微生物并非是一成不变的，它们在环境中充当着

重要的种质库的作用，在诸如物种形成、灭绝、扩

散或物种相互作用等生态机制的作用中，部分稀有

微生物与高丰度微生物之间可能会发生转变。例如

Malmstrom 等[26]的研究发现，在地表水中，属于稀

有微生物的 Gammaproteobacteria，在北极水域表面

具有高比例的生物量；Walke 等发现在土壤中的

稀有微生物在两栖动物的皮肤上占据着较高的丰

度[27]。除此之外，稀有微生物在功能上同样发挥

着重要的作用，Montoya等[28]发现海洋中的氮固定

是由微生物群落中的稀有微生物完成的。与之相

比，我们的实验也展现出了类似的结论，随着测序

深度的增加，更多稀有微生物被检出的同时，相关

网络分析揭示出了微生物间更为复杂的相互作用，

同时其微生物群落功能也发生了明显的改变，这些

结果表明稀有微生物在群落结构中扮演着重要的

角色。 

已有学者指出，细菌单个基因组内 16S rRNA

基因多样性[29]以及测序错误[30]均会导致高通量测

序所检测到的微生物多样性被高估。基于序列相似

性划分 OTU后进行后续分析的方法可以一定程度

上降低这种误差，一般认为序列相似性高于 97%

时属于同一个种。Sun等的研究结果显示，随着以

Unique、97%相似性、95%相似性以及 90%相似性

划分 OTU后分析，被高估的微生物多样性逐步递

减[31]。为了更进一步地降低细菌单个基因组内 16S 

rRNA基因多样性以及测序错误造成的误差，相关

科研工作者们提出了更多的解决办法，例如

PyroNoise 直接从焦磷酸测序仪产生的光强度流程

图中检测错误序列 [32]，或者以低于建议的阈值

(97%相似性)来划分 OTU[25]。 

随着科技的发展，实验技术对科研的桎梏已越

来越小，不管是种类繁多的一代、二代测序，还是
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日趋成熟的三代测序技术，都在一刻不停地贡献着

庞大的科研数据。如何归纳总结这些海量的数据，

并从中提炼出有价值的信息，已变得越来越重要。

Chaffron 等 [33]通过 Greengenes 数据库中的 16S 

rRNA基因序列信息，对全球范围内的微生物进行

了分析，并构建了微生物的全球网络模型，在全面

分析全球范围内微生物分布规律的同时，也为进一

步挖掘测序数据的潜在价值提供了新的思路。随着

现今科研信息交流的越发频繁，通过对现有科研

数据的整合、解析、延伸，从而获得更深刻的理

解以及全新的成果已成为一种趋势。本文虽在一

定程度上阐述了不同测序环境以及测序通量数据

的通用性问题，但还有更多方面的问题亟待科研

工作者们去解决，例如如何削弱测序通量对科研

结论的影响；一代、二代、三代测序数据之间是

否具有通用性等。可以预见，一旦不同测序数据

间的壁垒被打通，找到一种能够将不同测序数据

联用的方法，微生物学领域的研究将迎来一次更

加蓬勃的发展。 
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