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摘  要：【背景】在过去的十几年里，基于核糖体 RNA 基因的扩增子测序技术被广泛用于各种生态

系统中微生物群落的多样性检测。扩增子测序的使用极大地促进了土壤、水体、空气等环境中微生

物生态的相关研究。【目的】随着高通量测序技术的不断发展和参考数据库的不断更新，针对不同的

环境样本的引物选择和改进仍然需要更深入的校验。【方法】本文收集了目前在微生物群落研究中被

广泛采用的标记基因扩增通用引物，包括 16S rRNA 基因扩增常用的 8 对通用引物和 2 对古菌引物、

9 对真菌转录间隔区(internal transcribed spacer，ITS)基因扩增引物，以及 18S rRNA 基因扩增的 4 对

真核微生物通用引物和 1对真菌特异性引物。这些引物中包括了地球微生物组计划(Earth Microbiome 

Project，EMP)推荐的 2 对 16S rRNA 基因扩增引物、1 对 ITS1 基因扩增引物和 1 对 18S rRNA 基因

扩增引物。采用最近更新的标准数据库对这些引物进行了覆盖度和特异性评价。【结果】 EMP 推荐

的引物依然具有较高的覆盖度，而其他引物在覆盖度及对特定环境或类群的特异性上也各有特点。

此外，最近有研究对这些通用引物进行了一些改进，而我们也发现，一个碱基的变化都可能会导致

评价结果或扩增产物发生明显变化，简并碱基的引入既可以覆盖更多的物种，但同时也会在一定程

度上降低关注物种的特异性。【结论】研究结果为微生态研究中标记基因的引物选择提供了一个广泛

的指导，但在关注具体科学问题时，引物的选择仍需数据指导与实验尝试。 

关键词：扩增子测序，16S rRNA 基因，ITS 基因，18S rRNA 基因，PCR 扩增，引物，引物覆盖度，

引物特异性，扩增产物片段长度 
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Abstract: [Background] In the past decade, high-throughput sequencing technology on ribosomal RNA 
amplicons has been widely used to explore the diversity and composition of microbial communities in a 
variety of ecosystems. [Objective] With the development of sequencing technology and the expanding of 
reference databases, commonly adopted primers still need to be cautiously verified for different 
environmental samples. [Methods] We collected several marker gene amplification primers for microbial 
communities (i.e. bacteria, archaea, fungi and other eukaryotic microorganisms), including 8 universal 
primer sets and 2 archaea primer sets of 16S rRNA amplification, 9 universal primer sets for internal 
transcribed spacer (ITS) amplification, 4 universal primer sets and 1 fungal universal primer set for 18S 
rRNA amplification, which contained two 16S primer sets, one ITS1 primer set and one 18S primer set 
recommended by the Earth Microbiome Project (EMP). These primers were evaluated for the coverage and 
specificity using a recently updated standard reference databases. [Results] The EMP recommended 
primers all still have high coverage in current databases, while other primers have their own advantages in 
coverage and specificity to specific environments or taxonomic groups. In addition, recent studies have 
made some improvements on these universal primers. Changes in one single base may lead to changes in 
evaluation results or amplification products. The single degenerate base added to primers may cover more 
species, but it may also reduce the species specificity to some extent. [Conclusion] For different 
environmental samples, the selection of primers and experimental process still need more detailed 
verification. Our results could be a guide for the selection and improvement of amplified primers in 
microbial ecological studies. 

Keywords: Amplicon sequencing, 16S rRNA gene, Internal transcribed spacer (ITS) gene, 18S rRNA 
gene, PCR amplification, Primer, Primer coverage, Primer specificity, Amplification product fragment length 

扩增子测序是一种高靶向性地分析特定基因

组区域中基因变异的方法，是发现单核苷酸多态性

(single nucleotide polymorphisms，SNPs)的理想方

法。其利用 PCR 的引物来扩增基因组的特定区域，

靶向地捕获目标区域的 DNA，达到目的 DNA 片段

的富集目标；最后针对扩增产物(也被称为扩增子)

进行高通量测序，分析序列中的遗传变异等信息。

一般认为，核糖体 RNA (rRNA)基因广泛存在于所

有细胞生物体中，由于很少发生大规模的横向基因

迁移，因此具有一系列由非常保守到高变的区域，

适合于微生物分类信息的确定。由于核糖体操纵子

具有足够的保守性，因此常被用作多样性调查的标

记基因[1]，主要包括 16S rRNA、18S rRNA 和转录

间隔区(internal transcribed spacer，ITS)等。用下一

代测序技术(next generation sequencing，NGS)测定

16S/18S/ITS 某个可变区的序列，可以反映环境样 

品在细菌、真菌、古菌等组成的微生物群落之间的 

差异，对研究海洋、土壤、宿主等不同环境中的   

微生物群落组成及动态变化有重要的指导作用，同

时也是系统发育和分类学研究中一种广泛使用的
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方法[2]。 

原核生物(细菌、古菌) rRNA 按核酸的沉降系

数分为 3 种，分别为 5S、16S 和 23S。16S rRNA 是

核糖体 RNA 的一个亚基，16S rRNA 基因就是编码

该亚基的基因。其存在于所有细菌染色体基因组

中，参与生物蛋白质的合成过程，并在生物进化的

漫长历程中保持一定的遗传保守性，是细菌系统分

类研究中最有用和最常用的分子标记[3]。16S rRNA

基因分子大小适中(长度约为 1 540 bp)，在结构与功

能上又具有高度的保守性，检测方便并且与原核生

物的系统发育关联密切，因此逐渐成为最常用的原

核生物标记基因。16S rRNA 编码基因序列共有    

9 个保守区和 9 个高可变区(图 1)，其中 V4−V6 区

数据库信息全、特异性好，是细菌多样性分析的常

用目标区域[4]。 

在真核微生物中，核糖体 DNA 是由核糖体基

因及与之相邻的间隔区组成，其基因组序列从 5′到

3′依 次 为 ： 外 部 转 录 间 隔 区 (external transcribed 

spacer，ETS)、18S rRNA 基因、内部转录间隔区 1 

(ITS1)、5.8S rRNA 基因、内部转录间隔区 2 (ITS2)、

28S rRNA 基因和基因间隔序列(intergenic spacer，

IGS) (图 2)。其中，18S rRNA 基因是编码真核生物

核糖体小亚基的 DNA 序列，其中既有保守区，也

有可变区(V1−V9)。与 16S rRNA 基因相似，保守区

反映了生物物种间的亲缘关系，而可变区则能体现

物种间的差异，适用于作为物种分类单元及系统发

育的分子标记。在真菌中，相比于 rRNA 中的 18S、

5.8S 和 28S 的基因组序列，内转录间隔区 ITS1 和

ITS2 作为非编码区具有更高的丰富度和分辨率，承

受的选择压力较小，相对变化较大，并且能够提供

详尽的系统学分析所需要的可遗传性状[5]。同时，

ITS 的保守型表现为种内相对一致，种间差异较明

显，能够反映出种属间甚至菌株间的差异。此外，

ITS 序列片段较小(ITS1 和 ITS2 长度分别为 350 bp

和 400 bp 左右，但不同物种之间存在一定差异)，

易于分析。也就是说，ITS 具有更高的扩增和测序

成功率以及分类学分辨率，目前已被广泛应用于真

菌不同种属的系统发育分析。 

在过去的 10 年中，NGS 技术被广泛用于探

索各种生态系统中微生物群落的多样性和组成

结构[6]，诸如全球气候变化及微生物响应[7-9]、生

物地理分布[10-11]、海洋生态系统[12]、农业生态系

统 [13]、生物降解及修复 [14]、野生动物 [15]及人体

共生微生物[16]等各个领域。随着高通量测序技术

的不断发展和参考数据库的不断更新，利用核糖

体操纵子作为 DNA 标记可以揭示不同生态系统

中的微生物多样性和组成[17]。然而，针对不同环

境样本的引物选择和实验过程仍然需要更细致的 
 

 
 

图 1  8 对原核生物 16S rRNA 基因扩增引物及其相对位置 
Figure 1  Eight primers and their positions for 16S rRNA gene amplification in prokaryotes 
 

 

 
 

图 2  真核微生物核糖体 DNA 结构示意图 
Figure 2  Structural diagram of eukaryotic microbial 
ribosomal DNA 

验证[18-20]。本文收集了微生物群落中针对细菌、

古菌、真菌所常用的标记基因扩增引物，包括  

16S rRNA 基因(细菌和古菌)、ITS 基因(真菌)和

18S rRNA 基因(真核微生物)，并用不同数据库对

其进行了生物信息学的评价，以期对不同环境样
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本和研究对象的扩增引物选择能起到一定的指导

意义。 

1  材料与方法 

1.1  16S rRNA 基因扩增引物与数据库 

我们收集了 16S rRNA 基因扩增常用的 8 对通

用引物(图 1)，其中包括 4 条正向引物：27F[21]、

355F[22]、515F[23]、1114F[24]；以及 7 条反向引物：

342R[25]、519R[26]、806R[27]、926R[28]、1064R[22]、

1392R[29]、1492R[30]。针对不同的扩增区域，关注

了扩增 V1−V2 区的 27F/342R 引物对，扩增 V3 区

的成对引物 355F/519R 引物对，扩增 V3−V5 区的

成对引物 355F/806R 引物对，扩增 V4−V5 区的成

对引物 515F/806R 引物对，扩增 V4−V6 区的成对

引物 515F/926R 引物对，扩增 V4−V7 区的成对引

物 515F/1064R 引物对，扩增 V9 区的成对引物

1114F/1392R 引物对，以及扩增 16S rRNA 基因全长

(V1−V10 区)的成对引物 27F/1492R 引物对(表 1)。 

选用 SILVA 数据库(SILVA123_QIIME_release，

2015)对以上 16S rRNA 基因通用引物进行覆盖度的

评价。SILVA 是一个 rRNA 基因序列的综合数据库，

收录了原核和真核微生物的小亚基 rRNA 基因序列

(简称 SSU，即 16S 和 18S rRNA)和大亚基 rRNA 基

因序列(简称 LSU，即 23S 和 28S rRNA)。细菌和真

菌的都有，能够提供定期的更新和全面优质的检

查。选用 SILVA 的 16S rRNA 基因数据库来评价

16S 通用引物，数据库包含原核生物 16S rRNA 基

因序列 226 267 条。为了只保留数据库中 16S 全长

序列，以确保每个可变区扩增引物的覆盖度评价结

果更具有可比性，删除了数据库中序列长度小于   

1 500 bp 的序列，保留了 19 084 条长度在 1 500 bp

以上的序列，构建为“SILVA 16S rRNA 基因全长序

列数据库”(表 2)。 

此外还收集了用来扩增古菌 16S rRNA 基因的

正向引物 A519F[31]及其改进版 A519F*[32]，反向引

物 A806R[33]和 A908R[34]。其中，A519F 和 A806R

的扩增区域为 V4−V5 区，A519F*和 A908R 的扩增

区域为 V4−V6 区(表 3)。为了评价古菌 16S rRNA

基因特异引物，从 SILVA 的 16S rRNA 基因数据库

中分离出古菌序列共 9 825 条，构建了“SILVA 16S 

rRNA 基因古菌序列数据库”用来评价古菌 16S rRNA 

 
表 1  16S rRNA 基因通用引物基本信息 
Table 1  Basic information of 16S rRNA gene universal primers 
No. Primers name Sequences (5→3) Amplified region Amplified fragment length (bp)

1 27F AGRGTTYGATYMTGGCTCAG V1−V2 315 

342R CTGCTGCSYCCCGTAG 

2 355F ACWCCTACGGGWGGCWGC V3 164 

519R GWATTACCGCGGCKGCTG 

3 355F ACWCCTACGGGWGGCWGC V3−V5 451 

806R GGACTACNVGGGTWTCTAAT 

4 515F GTGYCAGCMGCCGCGGTAA V4−V5 291 

806R GGACTACNVGGGTWTCTAAT 

5 515F GTGYCAGCMGCCGCGGTAA V4−V6 411 

926R CCGYCAATTYMTTTRAGTTT 

6 515F GTGYCAGCMGCCGCGGTAA V4−V7 550 

1064R AYCTCACGRCACGAGCTGAC 

7 1114F GCAACGAGCGCAACCC V9 278 

1392R ACGGGCGGTGTGTRC 

8 27F AGRGTTYGATYMTGGCTCAG V1−V10 1 465 

1492R TACGGYTACCTTGTTACGACTT 
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表 2  用于本文引物评价的数据库 
Table 2  Databases for primer evaluation in this paper 
Gene name Database Number of sequences

16S rRNA gene SILVA 16S rRNA 基因全长序列数据库 

SILVA 16S rRNA gene full-length sequence database 

19 084 

SILVA 16S rRNA 基因古菌序列数据库 

SILVA 16S rRNA gene archaeal sequence database 

9 825 

SILVA 16S rRNA 基因非古菌序列数据库 

SILVA 16S rRNA gene non-archaeal sequence database 

216 442 

ITS gene Unite ITS1 基因序列数据库 

Unite ITS1 gene sequence database 

3 970 

Unite ITS2 基因序列数据库 

Unite ITS2 gene sequence database 

11 367 

Unite ITS 基因全长序列数据库 

Unite ITS gene full-length sequence database 

1 871 

海洋真菌 ITS1 基因序列数据库 

Marine ITS1 gene sequence database 

683 

海洋真菌 ITS2 基因序列数据库 

Marine ITS2 gene sequence database 

1 281 

海洋真菌 ITS 基因全长序列数据库 

Marine ITS gene full-length sequence database 

113 

18S rRNA gene SILVA 18S rRNA 基因真核微生物数据库 

SILVA 18S rRNA gene database for eukaryotic microbes 

25 497 

SILVA 18S rRNA 基因真菌序列数据库 

SILVA 18S rRNA gene fungal sequence database 

3 321 

SILVA 18S rRNA 基因非真菌序列数据库 

SILVA 18S rRNA gene non-fungal sequence database 

22 176 

海洋真菌 18S rRNA 基因序列数据库 

Marine 18S rRNA gene sequence database 

1 116 

 
基因扩增引物的覆盖度。同时，用去除古菌序列之

后 SILVA 16S rRNA 数据库中剩余的 216 442 条序列

构成了“SILVA 16S rRNA 基因非古菌序列数据库”，

用该数据库的引物覆盖度来评价古菌引物对于古

菌序列的特异性。由于这两对引物的扩增区域均位

于 16S rRNA 基因中部，因此未对数据库序列长度

进行筛选。扩增 16S rRNA 基因 V4−V5 区的通用引

物对 515F/806R 和扩增 V4−V6 区的通用引物对

515F/926R 也一起用来评价古菌引物的相对覆盖度

与特异性。 

1.2  ITS 引物与数据库 

收集了 9 对用于扩增 ITS 基因的通用引物(表

4)，包括 7 条正向引物：ITS1[35]、ITS1F[36]、gITS7[37]、

gITS7ngs[38] 、 5.8S-Fun[39] 、 ITS3_KYO2[40] 、

ITS9MUNng[41]；以及 4 条反向引物：ITS2[35]、

ITS4R[35]、ITS4ngs[42]、ITS4-Fun[39]。针对不同的扩 

 
表 3  古菌 16S rRNA 基因扩增引物基本信息 
Table 3  Basic information of primers for archaea 16S rRNA gene amplification 
Primers name Sequences (5′→3′) Amplified region Amplified fragment length (bp) 

A519F CAGCCGCCGCGGTAA V4–V5 287 

A806R GGACTACNSGGGTMTCTAAT 

A519F* CAGCMGCCGCGGTAA V4–V6 389 

A908R CCCGCCAATTCCTTTAAGTT 
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表 4  ITS 基因通用引物基本信息 
Table 4  Basic information of ITS gene universal primers 
No. Primers name Sequence (5′→3′) Position Amplified region Amplified fragment length (bp) 

1 ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 18S ITS1 220 

ITS2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC 5.8S 

2 ITS1F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 18S 190 

ITS2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC 5.8S 

3 gITS7 GTGARTCATCGARTCTTTG 5.8S ITS2 315 

ITS4R TCCTCCGCTTATTGATATGC 28S 

4 gITS7ngs GTGARTCATCRARTYTTTG 5.8S 315 

ITS4ngs TCCTSCGCTTATTGATATGC 28S 

5 5.8S-Fun AACTTTYRRCAAYGGATCWCT 5.8S 325 

ITS4-Fun (AG)CCTCCGCTTATTGATATGCTTAART 28S 

6 ITS3_KYO2 GATGAAGAACGYAGYRAA 5.8S 360 

ITS4R TCCTCCGCTTATTGATATGC 28S 

7 ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 18S ITS1+5.8S+ITS2 510 

ITS4R TCCTCCGCTTATTGATATGC 28S 

8 ITS1F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 18S 540 

ITS4R TCCTCCGCTTATTGATATGC 28S 

9 ITS9MUNngs TTGTACACACCGCCCGTCG 18S 650 

ITS4ngs TCCTSCGCTTATTGATATGC 28S 

 
增区域关注了 9 对引物对，其中包括扩增 ITS1 区

的 2 对引物对 ITS1/ITS2 和 ITS1F/ITS2，扩增 ITS2

区的 4 对引物对 gITS7/ITS4R、gITS7ngs/ITS4ngs、

5.8S-Fun/ITS4-Fun 和 ITS3_KYO2/ITS4R，扩增 ITS

全长序列的 3 对引物对 ITS1/ITS4R、ITS1F/ITS4R

和 ITS9MUNngs/ITS4ngs。 

由于真核微生物的核糖体 DNA 是由核糖体基

因及与之相邻的间隔区(ITS)组成(图 2)，使扩增

ITS1 的正向引物落在 18S 亚基上，扩增 ITS1 的反

向引物和扩增 ITS2 的正向引物落在 5.8S，而扩增

ITS2 的反向引物则是落在 28S 亚基上。然而目前并

没有一个较为准确完整的数据库能够提供从 18S 至

28S 全长序列。因此，我们用 ITSx Extractor 从专门

针对真菌 ITS 序列的数据库 Unite 中分别筛选出的

ITS1、ITS2 和 ITS 全长序列[43]，并构建了 3 个新的

数据库。其中，ITS1 数据库的筛选条件为：包含 ITS1

基因，且 ITS1 基因前、IT1 基因后序列长度>100 bp；

ITS2 数据库的筛选条件为：包含 ITS2 基因，且 ITS2

基因前、ITS2 基因后序列长度>100 bp；ITS 基因全

长序列数据库的筛选条件为：序列包含 ITS1 基因，

ITS2 基因、且 ITS1 基因前、ITS1 基因与 ITS2 基

因间隔、ITS2 基因后序列长度>100 bp。基于此，

筛选出 ITS1 序列 3 970 条、ITS2 序列 11 367 条、

ITS 全长序列 1 871 条，并以此分别构建了“Unite 

ITS1 基因序列数据库” “Unite ITS2 基因序列数据

库”和“Unite ITS 基因全长序列数据库”，用于评价

ITS 通用引物的覆盖度(表 2)。此外，还从 GenBank

中收集了海洋真菌的 ITS 序列 15 468 条(关键词：

Marine、Ocean、Costal、Estuary)，并用上述方法筛

选出 ITS1 序列 683 条、ITS2 序列 1 281 条以及 ITS

全长序列 113 条，基于此构建了“海洋真菌 ITS1 基

因序列数据库” “海洋真菌 ITS2 基因序列数据库”和

“海洋真菌 ITS 基因全长序列数据库”，用于判断通

用引物对海洋环境的适用性(表 2)。 

1.3  18S rRNA 基因扩增引物与数据库 

对于 18S rRNA 基因，收集了 5 对引物(表 5)，包

括 4 条正向引物：SSU_F_22[44]、TAReuk454FWD1[45]、

nu-SSU-0817[46]、Euk1391f[47]；以及 5 条反向引物：
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SSU_R_09[44]、SSU_R_13[44]、R1200[48]、nu-SSU- 

1196[46]、EukBr[47]。针对不同的扩增区域关注了扩

增 V3 区的引物对 SSU_F_22/SSU_R_09、扩增

V3−V7 区的引物对 SSU_F_22/SSU_R_13、扩增

V4−V5 区的引物对 TAReuk454FWD1/R1200、扩增

V5 区的引物对 nu-SSU-0817/nu-SSU-1196 以及扩增

V9 区 的 引 物 对 Euk1391f/EukBr 。 其 中 ，

nu-SSU-0817/nu-SSU-1196 为真菌特异性引物对，

其他 4 对引物为真核微生物通用引物对。由于

Euk1391f/EukBr 的扩增片段是 18S rRNA 基因最末

端的一个可变区 V9 区，反向引物 EukBr 落在了

ITS1 基因上，其他引物则均位于 18S rRNA 基因的

保守区(表 5)。 

我们选择 SILVA 18S rRNA 基因真核微生物数

据库来评价以上通用引物，数据库共包含 25 497 条

真核微生物 18S rRNA 基因序列，且序列长度

均>900 bp。其中包括真菌序列 3 321 条，基于此我

们构建了“SILVA 18S rRNA 基因真菌序列数据库”，

剩余序列则构建为“SILVA 18S rRNA 基因非真菌序

列数据库”，包括非真菌序列 22 176 条(表 2)。由于

扩增 V9 区的反向引物 EukBr 落在 ITS1 基因上，而

并没有一个较为完整的数据库可以包含 18S+ITS1

全长序列，因此我们用 Unite ITS1 基因序列数据库

来另外评价反向引物 EukBr 的覆盖度(表 2)。跟 ITS

基因一样，我们从 GenBank 收集了海洋真菌的 18S 

rRNA 基因序列 13 459 条(关键词：Marine、Ocean、

Costal、Estuary)。由于本研究关注的引物中最长的

扩增长度为 1 200 bp，因此从该数据库中筛选出长

度>1 300 bp 的序列 1 116 条，基于此构建了“海洋

真菌 18S rRNA 基因序列数据库”，用于判断通用引

物对海洋环境的适用性。海洋真菌 ITS1 基因序列

数据库也用来另外评价反向引物 EukBr 对于海洋样

本的覆盖度(表 2)。 

1.4  覆盖度与特异性计算 

引物覆盖度的评价方法选用了 BLASTn 序列比

对。引物与数据库序列进行比对，并通过比对结果

来计算每条引物和成对引物在数据库序列的覆盖

度。计算方法如下： 

用集合 S 表示一个有 N 条序列的数据库，那么

1 2 N={ , , , }S S S S ， = | |N S ，其中 | |S 是集合 S 的模，

表示集合中序列的个数；假定简并引物 P 有 m 种可

能性，分别记为 i (i 1,2, ,m)P   ， iP 与数据库中的序

列进行比对后，覆盖到的序列可以构成一个集合，

记为 i( )S P ； 

那么，上述 i( )S P 的并集 m
i 1 i( )S P 就是引物 P

在数据库 S 中覆盖序列的集合，引物 P 的覆盖度可

以表示为 
m
i 1 i| ( ) |

Coverage( )
| |

S P
P

S



 

记 P 的反向引物为 P，相似的， P的覆盖度为 
m
i 1 i| ( ) |

Coverage( )
| |

S P
P

S


 

 


 

表 5  18S rRNA 基因通用引物基本信息 
Table 5  Basic information of 18S rRNA gene universal primers 
No. Primers name Sequences (5→3) Amplified fragment length (bp) Amplified region

1 SSU_F_22 TCCAAGGAAGGCAGCAGGC 137 V3 

SSU_R_09 AGCTGGAATTACCGCGGCTG 

2 SSU_F_22 TCCAAGGAAGGCAGCAGGC 990 V3–V7 

SSU_R_13 GGGCATCACAGACCTGTTA 

3 TAReuk454FWD1 CCAGCASCYGCGGTAATTCC 600 V4–V5 

R1200 CCCGTGTTGAGTCAAATTAAGC 

4 nu-SSU-0817 TTAGCATGGAATAATRRAATAGGA 385 V5 

nu-SSU-1196 TCTGGACCTGGTGAGTTTCC 

5 Euk1391f GTACACACCGCCCGTC 130 V9 

EukBr* TGATCCTTCYGCAGGTTCACCTAC 
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记 P P 为 P 和 P这一对引物，那么， P P

在数据库 S 中覆盖序列的集合，就是正向引物 P 和

反向引物 P在数据库 S 中覆盖序列的交集，即： 

m m
i 1 i i 1 i( ( )) ( ( ))S P S P
     ，那么 P P 的覆盖度为： 

m m
i 1 i i 1 i| ( ( )) ( ( )) |

Coverage( )
| |

S P S P
P P

S


  

 
  

。 

2  结果与分析 

2.1  16S rRNA 基因通用引物评价结果 

本 研 究 收 集 和 整 理 了 SILVA 数 据 库 中      

19 084 条长度在 1 500 bp 以上的序列，构建为 16S

全长序列数据库。该数据库共包含 69 个细菌和

古菌门(phylum)，2 202 个可鉴定的属(genus)，   

5 105 个可鉴定的种(species) (图 3)。基于此，我

们系统地评价了在 16S rRNA 基因的高通量测序

中最常使用的 8 对通用引物，其中包括 4 条正向

引物和 7 条反向引物(表 1)。在不允许碱基错配和

仅允许一个碱基错配的情况下，分别计算了这些

引物对于 SILVA 16S rRNA 全长序列数据库的覆

盖度。 

在不允许错配的情况下，这 11 条引物中除了

27F、1114F 和 1492R 三条引物之外，其他引物的

覆盖度均在 80%以上。其中 355F、515F、926R 和

1392R 四条引物的覆盖度达到了 90%以上，806R

和 1064R 的覆盖度也达到了 85%以上。从引物对来

看，V4−V6 区 515F/926R 引物对的评价结果最好，

覆盖度能达到 87.05%，V3−V5 区 355F/806R 引物

对 、 V4−V5 区 515F/806R 引 物 对 、 V4−V7 区

515F/1064R 引物对的覆盖度也均达到 80%以上(图

4)。在允许一个碱基错配的情况下，引物的覆盖度

几乎都得到了较大的提升。除了 27F、342R、1114F

和 1492R 四条引物之外，其他引物的覆盖度均在

90%以上，515F、519R 和 1392R 三条引物的覆盖

度达到了 95%以上。从引物对来看，V3 区引物对

355F/519R 和 V4−V6 区引物对 515F/926R 的评价结

果最好，覆盖度能达到 91%以上。V3−V5 区引物对

355F/806R、V4−V5 区引物对 515F/806R、V4−V7

区引物对 515F/1064R 的覆盖度也均达到 87%以上

(图 4)。 

采用构建的 SILVA 16S rRNA 基因古菌序列数

据库和 SILVA 16S rRNA 基因非古菌序列数据库 

(表 2)，分别评价了古菌 16S rRNA 基因扩增引物对

于古菌序列的覆盖度和特异性。图 5 结果表明，A519F

作为扩增古菌 16S rRNA 基因的最常用正向引物，

有着较好的覆盖度和特异性，该引物可以覆盖到

SILVA 16S rRNA 基因数据库中高达 90.46%的古菌

序列和仅仅匹配 0.03%的其他细菌序列。之后的研 

 

 
 

图 3  SILVA 16S rRNA 基因全长序列数据库物种组成(门分类单元) 
Figure 3  The composition of SILVA database for 16S rRNA gene full-length sequences in phylum level 
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图 4  16S rRNA 基因扩增引物在 SILVA 16S rRNA 基因全长序列数据库中的覆盖度 
Figure 4  Coverage of 16S rRNA gene amplification primers in SILVA 16S rRNA gene full-length sequence database 

 

究中，研究者对 A519F 引物进行了改进，即 A519F*

引物，原本的第 5 个碱基 C 改为简并碱基 M，加入

了 A 的可能性[32]。然而从 A519F 和 A519F*引物的

对比可以看出，简并碱基的加入虽然略微提高了覆盖

度(92.52%)，但是却大大降低了针对古菌的特异性，

而对细菌的覆盖度也大大提高了，对细菌序列的覆盖

度高达 93.32%。另外，反向引物 A806R 和 A908R

均表现出较高的覆盖度和较好的特异性。在不允许碱

基错配和允许 1 个碱基错配的情况下，A806R 对古

菌序列的覆盖度分别可以达到 87.60%和 94.63%，特

异性为 11.57%。A908R 的覆盖度相对低一点，在不

允许碱基错配和允许 1 个碱基错配的情况下，分别可

以达到 82.78%和 90.44%，但特异性评价结果更好，

仅能覆盖数据库中不到 0.01%的非古菌序列。 

 

 
 

图 5  16S rRNA 基因古菌扩增引物在 SILVA 16S rRNA 基因古菌序列数据库中的覆盖度及其对古菌的特异性 
Figure 5  Coverage of 16S rRNA gene archaea amplification primers in SILVA 16S rRNA gene archaea database and their 
specificity to archaea 
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为了评价古菌引物的相对覆盖度与特异性，扩

增 16S rRNA 基 因 V4−V5 区 的 通 用 引 物 对

515F/806R 和 扩 增 V4−V6 区 的 通 用 引 物 对

515F/926R 也分别用 SILVA 16S rRNA 基因古菌序

列数据库和 SILVA 16S rRNA 基因非古菌序列数据

库进行了覆盖度以及对古菌序列特异性的评价。结

果显示，通用引物对于古菌序列的覆盖度也都很高

(图 5)。在不允许碱基错配的情况下，古菌引物对  

于古菌序列的覆盖度均略高于通用引物；但在允许

1 个碱基错配的情况下，通用引物的覆盖度反而更

高。也就是说，这两对通用引物都能较好地反映群

落细菌与古菌组成。 

2.2  ITS 基因通用引物评价结果 

通过收集和整理 Unite 数据库中的真菌 ITS 基

因序列，重新构建了 Unite ITS1 基因序列数据库、

Unite ITS2 基因序列数据库和 Unite ITS 基因全长序

列数据库(表 2)，并以此为基础系统地评价了在 ITS

基因的高通量测序中常使用的 9 对通用引物，包括

扩增 ITS1 区的 2 对引物、扩增 ITS2 区的 4 对引物

和扩增 ITS 全长序列的 3 对引物(表 4)。其中，3 条

正向引物 ITS1、ITS1F 和 ITS9MUNngs 位于 18S 亚

基上；1 条反向引物 ITS2 以及 4 条正向引物 gITS7、

gITS7ngs、5.8S-Fun 和 ITS3_KYO2 位于 5.8S 亚基

上；3 条反向引物 ITS4R、ITS4ngs 和 ITS4-Fun 位

于 28S 亚基上。在不允许碱基错配和仅允许 1 个碱

基错配的情况下，分别计算了这些引物对于 Unite  

3 个 ITS 序列数据库的覆盖度。此外，分别基于海洋

真菌 ITS1 基因序列数据库、海洋真菌 ITS2 基因序

列数据库和海洋真菌 ITS 基因全长序列数据库，系

统评价了 ITS 通用引物对海洋真菌序列的普适性。 

对于 ITS1 的扩增主要关注了 2 条正向引物

ITS1 和 ITS1F 以及 1 条反向引物 ITS2 (图 6A)。正 

 

 
 

图 6  ITS 扩增引物对于 Unite ITS 3 个数据库和海洋真菌 ITS 3 个数据库的覆盖度 
Figure 6  The coverage of ITS amplification primers to 3 Unite databases and 3 marine ITS fungal databases 
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向引物 ITS1 对于 Unite 数据库和海洋数据库都表现

出较高的覆盖度，可以达到 80%以上，而 ITS1F 相

对来说则无法覆盖到足够多的序列。对于反向 ITS2

来说，允许 1 个碱基错配的情况下覆盖度会得到大

大提升，在 Unite 数据库和海洋数据库均能覆盖到

93%以上的序列。 

对于 ITS 全长序列的扩增，收集了 3 条正向引

物 ITS1、ITS1F 和 ITS9MUNngs，以及 2 条反向引

物 ITS4R 和 ITS4ngs。正向引物中，ITS1 的覆盖度

最高，在允许 1 个碱基错配的情况下，可以覆盖

Unite ITS 全长数据库中 90%以上的序列，这条正向

引物对海洋 ITS 全长序列数据库也是具有最高的适

用性(图 6B)。相对来说，ITS1F 和 ITS9MUNngs 的

覆盖度则不够好，当允许 1 个碱基错配时，ITS1F

对于 Unite 数据库的覆盖度会有一个较大的提升。

从引物对来看，ITS1/ITS4R 引物对的评价结果最

好，能够覆盖到 Unite 数据库中 80%以上的全长序

列。然而 3 对引物对于海洋真菌 ITS 数据库来说覆

盖度都不理想，即使允许了 1 个碱基错配，覆盖度

仍均未达到 50%以上。也就是说，这 3 对引物并不

适用于海洋真菌的 ITS 基因扩增。 

针对 ITS2 区的扩增，收集了 4 条正向引物

gITS7、gITS7ngs、5.8S-Fun 和 ITS3_KYO2，其中

gITS7ngs 是在 gITS7 的基础上增加了 2 个简并碱基

而来(表 4)。4 条正向引物对于 Unite ITS2 数据库的

覆盖度都很高，不允许碱基错配的情况下均可达到

85%以上，允许一个碱基错配的情况下覆盖度则可

以达到 90%以上。对于海洋 ITS2 数据库，这些正

向引物的评价结果更好，覆盖度均能达到 90%以

上。此外还收集了 3 条反向引物 ITS4R、ITS4ngs

和 ITS4-Fun，其中 ITS4ngs 是在 ITS4R 的基础上增

加了一个简并碱基，ITS4-Fun 则是将 ITS4R 前端去

除第 1 个碱基，后端延长了 6 个碱基。从评价结果

来看，简并碱基的引入可以在一定程度上提高

ITS4R 的覆盖度，而引物的增长则会使信息学的评

价结果变低，但评价结果差别并不大。从引物对来

看，这 4 对引物的评价结果相差不大，不允许错配

的情况下均能覆盖 80%以上 Unite 数据库中的 ITS2

序列，在允许 1 个碱基错配的情况下，覆盖度则还

能再提升 5%左右。此外，这 4 对引物均能覆盖

70%−80%的海洋 ITS2 序列(图 6C)。 

2.3  18S rRNA 基因通用引物评价结果 

通过收集和整理 SILVA 数据库中 18S rRNA 基

因序列(25 497 条)，系统地评价了在 18S rRNA 基因

的高通量测序中针对不同区域常用的 5 对引物，包

括 4 条正向引物和 5 条反向引物(表 5)，其中 4 对引

物是真核微生物通用引物，还有 1 对引物是针对真

菌扩增的特异性引物。因此额外构建了 SILVA 18S 

rRNA 基因真菌数据库和非真菌数据库用于评价这

些引物对于真菌序列的覆盖度和特异性。此外，基

于海洋真菌 18S rRNA 基因数据库海洋和真菌 ITS1

序列数据库(表 2)系统评价了 18S rRNA 基因通用引

物对海洋真菌序列的普适性。 

由于反向引物 EukBr 对于真菌序列的覆盖度太

低(不足 1%)，且错配大比例发生在第 10 个碱基，

因此根据 BLASTn 的比对结果，将第 10 个碱基 T

加入碱基 C 的简并，将原先的引物 EukBr (5-TGAT 

CCTTCTGCAGGTTCACCTAC-3) 改 良 为 EukBr* 

(5-TGATCCTTCYGCAGGTTCACCTAC-3)。在不

允许错配的情况下，改良后的引物覆盖度可以从原

先的不到 1%提升至 75%以上(图 7)。本文后续对于

引物 EukBr*的评价均为改良后的结果。此外，由于

这条反向引物落在 ITS1 基因上，因此 Unite ITS1

基因序列数据库用来评价其覆盖度。 

在不允许错配的情况下，7 条通用引物中，除

了 SSU_F_22 仅能覆盖 55.95%的真核微生物序列，

其余 6 条引物的覆盖度均在 70%以上(图 8)。在允

许 1 个碱基错配的情况下，所有引物的覆盖度则均

达到了 80%以上。由于用来评价反向引物 EukBr*

数据库与正向引物数据库不同，无法得到扩增 V9

区的引物对 Euk1391f/EukBr*的覆盖度。对于其他  

4 对引物的评价结果来看，扩增 V4−V5 的引物对

TAReuk454FWD1/R1200 的覆盖度最高，不允许碱

基错配的覆盖度可以达到 69.58%，允许 1 个碱基 
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图 7  18S rRNA 基因扩增引物 EukBr 改进前后对于

ITS1 数据库的覆盖度 
Figure 7  18S rRNA gene primer EukBr’s coverage of 
ITS1 databases before and after the improvement 

错配的覆盖度则能达到 83.32%。此外，这 4 对通用

引物对真菌序列的适配性也较好，在不允许碱基错

配的情况下均能覆盖到 60%以上的真菌序列，允许

1 个碱基错配的覆盖度则都能达到 70%以上。用于

扩增真菌 18S rRNA 基因 V5 区的特异引物对

nu-SSU-0817/nu-SSU-1196 对于真菌序列的覆盖度

反而略低于通用引物。然而，nu-SSU-0817/nu-SSU- 

1196 对于真菌序列的特异性非常好，在不允许碱基

错配的情况下仅能覆盖到 0.39%的非真菌序列。对

于海洋真菌 18S rRNA 序列，这 5 对其他引物的覆

盖度都比较高，TAReuk454FWD1/R1200 甚至能覆

盖 到 90% 以 上 的 海 洋 真 菌 序 列 ， SSU_F_22/ 

SSU_F_9 的覆盖度也能达到 85%以上(图 8)。 

 

 
 

图 8  18S rRNA 基因扩增引物对于对应数据库的覆盖度 
Figure 8  Coverage of the 18S rRNA gene amplification primer to their corresponding database 
 

3  讨论与结论 

下一代测序技术的迅速发展大大降低了微生

物多样性分析的检测成本和复杂程度。因此，选择

引物扩增标记基因就成为确定序列长度和覆盖范

围的关 键。2010 年，地球微 生物组计划 (Earth 

Microbiome Project，EMP)成立，慢慢建立起来自世

界各地生态系统的微生物多样性目录[4]，以创建微

生物组样本数据库。基于此，微生物生态学家可以 

控制分析方法的一致性，以促进全球微生物组的比

较。因此，EMP 提出了标准引物和实验方法，以保

证样本间的多样性比较的准确性。对于 16S rRNA

基因，EMP 推荐的标准引物是扩增 V4−V5 区的

515F/806R 引物对和扩增 V4−V6 区的 515F/926R 引

物对。16S rRNA 基因的 V4−V6 区特异性好、数据

库信息全，是细菌多样性分析注释的最佳选择。从

我们的评价结果来看，在不允许碱基错配的情况 
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下，515F/806R 和 515F/926R 这 2 对引物覆盖度也

是最高(图 3)。其中，引物对 515F/926R 的覆盖度略

高于 515F/806R，但 515F/806R 的扩增产物长度为

291 bp，相对 515F/926R 的扩增产物长度 411 bp 更

易测序与分析。对于真核生物 18S rRNA 基因，EMP

则推荐了扩增 V9 区的引物对 Euk1391f/EukBr。由

于引物 EukBr 的覆盖度较低，我们对其进行了一个

碱基的改良，改良后的引物 EukBr*的覆盖度得到了

大幅度的提升(图 7)。 

对于 ITS 基因扩增，由于整个 ITS 区域太长，

目前的第二代测序无法对其进行完全测序。因此，

我们捕捉的目的片段目前只针对 ITS1 或 ITS2 区

域，EMP 则是推荐了扩增 ITS1 基因的引物对

ITS1F/ITS2。由于这对引物是在真菌物种中只有一

小部分分子变异已知的情况下设计的，因此在我们

的结果中其覆盖度并不高。在过去的研究中，这对

引物在担子菌等部分真菌类群的扩增中有错配，甚

至不匹配的比例很高[38,49]，因此当我们允许一个碱

基的错配时，这对引物对 Unite ITS1 数据库的覆盖

度可以提高一倍。而这对引物之所以仍然被广泛使

用，是因为其对覆盖真菌序列的特异性很好，尤其

能避免植物序列的扩增[50]。对于 ITS2 区域的扩增，

EMP 并未推荐引物，事实上，ITS1 或 ITS2 究竟哪

个片段能更好地反映真菌群落组成仍存有争议。

ITS1 通常比 ITS2 短，对物种分辨率低一些，但是

扩增和测序错误也低一些；ITS2 分辨率高，但是测

序的误差会增加 OTU 的数量。研究表明，在不同

的生态环境和群落复杂性下，ITS1 和 ITS2 测序结

果反映的群落组成既存在一致性，也存在差异性。

例如，在部分土壤和外生菌根真菌群落研究中，

ITS1 和 ITS2 呈现出了相似的结果；而在部分土壤

和人类肠道真菌群落研究，ITS1 和 ITS2 的结果则

存在差异[19]。我们的结果表明，针对 ITS2 片段的

扩增引物覆盖度均高于针对 ITS1 片段的扩增引物。

总之，这些结果表明，真菌群落结构研究所关注的

标记基因片段和引物选择尚未标准化。 

为了关注真菌的两个标记基因 ITS 和 18S 

rRNA 基因通用引物对于海洋样本的覆盖度，我们

还收集了海洋真菌 ITS 与 18S rRNA 基因序列构建

了海洋数据库。结果表明，覆盖度高的通用引物并

不一定能覆盖最多的海洋序列。比如 EMP 推荐的

真核微生物 18S rRNA 通用引物 Euk1391f和 EukBr*

在不允许错配的情况下分别仅能覆盖 60%多的海

洋真菌序列，相比其他引物的覆盖度要低一些。对

于 ITS 通 用 引 物 来 说 ， 扩 增 ITS2 的

5.8S-Fun/ITS4-Fun 不管对综合数据库还是海洋数

据库都表现出较高的覆盖度。我们的结果表明，由

于真菌群落结构研究所关注的标记基因片段和引

物选择尚未标准化，针对不同的环境样本，标记基

因与引物的选择也要另外考量。此外，独特的物种

关注偏好可能也需要不同的引物选择、组合或重新

设计。 

随着我们对未知群落的认识越来越深，信息技

术也在不断提升，一些之前设计的引物可以进行改

进，以提高对微生物群落认识的准确性。本文扩增

ITS2 的正向引物 gITS7ngs 是由 gITS7 改动了两个

碱基，对 Unite 数据库中真菌 ITS 序列的覆盖度提

升了 4.66%，反向引物 ITS4ngs 则是由 ITS4R 改动

了 1 个碱基，覆盖度也有所提升，gITS7ngs/ITS4ngs

的覆盖度相对于 gITS7/ITS4R 也提升了 5.09%。此

外，我们的结果中，许多引物允许 1 个碱基错配的

覆盖度评价结果会比不允许碱基错配时有很大的

提升，如 ITS2、SSU_F_22 等。本文改进了 EukBr

的第 10 个碱基，而一些其他引物也还有改进的空

间。然而对于引物来说，一个碱基的变化都可能会

导致扩增产物发生变化[28]。例如本文中，同一位置

的古菌 16S rRNA基因引物 A806R与通用引物 806R

相比只有两个碱基的差别，但 A806R 无法扩增细菌

序列。简并碱基的引入也许可以覆盖更多的物种，

但也会在一定程度上降低关注物种的特异性。例

如，古菌 16S rRNA 基因通用引物 A519F 由于一个

简并碱基 M 替换了 C，使改良后的 A519F*覆盖度
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提高了 2%，但相对地，对细菌序列的覆盖度提升

了 90%多(图 5)。也就是说，A519F*不再是针对古

菌序列具有特异性的古菌引物了。因此，当我们在

对引物进行改进时，既要确保能够识别微生物群落

及其生存的生态系统之间的联系，还要确保不会引

入新的偏差。这除了需要用已知数据库进行覆盖度

与特异性的计算，也需要一定的 PCR 实验与测序数

据 结 果 分 析 。 如 16S rRNA 基 因 通 用 引 物 对

515F/806R 的简并碱基(Y 和 N)发生改动时，针对不

同环境样本的大量实验用于验证其优势与偏差，结

果也表明这些改动适用于海洋、土壤等环境[51]。 

在过去的十几年中，下一代测序(NGS)技术被

广泛用于探索各种生态系统中微生物群落的多样

性和组成结构，对研究海洋、土壤、宿主等环境中

的微生物构成有重要的指导作用，同时也是系统发

育和分类学研究中一种广泛使用的方法，特别是应

用于不同的环境宏基因组学样本中[6]。随着高通量

测序技术的不断发展和参考数据库的不断更新，利

用核糖体操纵子作为 DNA 标记可以揭示不同生态

系统中的微生物多样性和组成。采用第二代高通量

测序平台测定的 16S/18S/ITS 某个高变区域的序列，

可以反映环境样品在细菌、真菌、古菌等分类方面

物种之间的差异。然而，针对不同的环境样本，引

物的选择和实验过程仍然需要更细致的验证。根据

本研究的结果与过去的研究，综合考虑覆盖度、特

异性、产物长度的合理性等因素，我们为环境样本

的测序引物做了推荐(表 6)，为微生态研究中标记

基因的引物选择提供了一个广泛的指导，但在关注

具体科学问题时，引物的选择仍需数据指导与实验

尝试。 

表 6  环境样本测序引物推荐 
Table 6  The final recommended primers for amplicon sequencing of environmental samples 
Primers name EMP proposal Proposal of this study Proposal for marine samples

16S rRNA gene universal primers 515F/806R, 515F/926R 515F/806R − 

16S rRNA gene archaeal primers − A519F/A806R − 

ITS1 primers ITS1F/ITS2 ITS1F/ITS2, ITS1/ITS2 ITS1/ITS2 

ITS2 primers − 5.8S-Fun/ITS4-Fun 5.8S-Fun/ITS4-Fun 

18S rRNA gene primers Euk1391f/EukBr* Euk1391f/EukBr* Euk1391f/EukBr* 
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