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封面: 核酸是地球生命组成的基本元件之一, 包含了具有物种特异性的遗传信息, 为我们从分子水平认知生物多样性提供了

全新的角度。基于高通量测序技术的生物多样性基因组学方法, 可以同时对海量的核酸序列进行测序, 使混合生物样本的多

样性分析成为可能。在新方法的推动下, 针对海洋、陆地、淡水生态系统的生物多样性解码工作迅速展开。在准确快速的物

种鉴定基础上, 生物多样性的认知得以深入到多样性动态监测、生态网络构建、宿主–微生物关系、入侵物种检测等领域。(封
面设计: 胡婷婷) 
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运用基因组学方法探究生物多样性:  
大数据时代的“胡克显微镜” 

周  欣* 
(中国农业大学植物保护学院昆虫学系, 北京  100193) 

Understanding biodiversity using genomics: Hooke’s microscope in the 
era of big data 
Xin Zhou* 
Department of Entomology, College of Plant Protection, China Agricultural University, Beijing 100193 

对生物多样性的好奇和欣赏是人类认识自然

的重要动力, 而以探究和描述生物多样性为主要内

容的分类学也是生命科学发展史上最早的分支学

科之一。生物多样性为人类发展提供了基础和资源, 
为生命机理的认知提供了模型, 也为维持可持续发

展的生态系统提供了重要的服务功能。 
分类学是生物多样性研究的基础, 是我们分析

多样性组成、度量多样性变化、评价生态系统质量

的核心工具。分类学使用生物固有的特征(traits)来进

行物种的界定(species delineation), 同时根据物种

的定义进行物种鉴定(species identification)。自林奈

建立现代分类学体系后(Linnaeus, 1758), 研究者得

以在一个稳定有序的方法系统内对物种的定义进

行验证和修订, 成就了近300年来分类学以及生物

多样性知识体系的持续性积累。应该说, 林奈分类

学系统是一个经历了时间考验的科学框架, 实现了

跨类群、跨学科的分类名称标准化。例如, 在林奈

系统下 , 发育生物学家基于模式昆虫黑腹果蝇

(Drosophila melanogaster)来理解微小RNA在发育

中的作用机理, 而进化生物学家得以研究这一机理

在果蝇属甚至昆虫纲中的普适性和演化历史(Belles, 
2017)。更重要的是, 林奈系统对新方法、新证据具

有强大的兼容性。随着科学技术的迅速发展, 可用

于分类学的特征从单一的外部形态学扩展到包括

内部器官结构、染色体特征、核酸/蛋白/小分子序

列、生理学等生物学或生态学特征的综合性证据。

而这些整合分类学特征均可以统一在林奈分类系

统下, 使得研究者不需要各自独创一套新的分类体

系, 而是可以在同一系统中不断完善物种的定义。 
在此大背景之下, 研究者认识到各种生物特征

在界定物种和认知生物多样性方面均存在自身的

优势和局限性。经典的形态分类学在特定的场景下

遇到了较大的挑战, 例如同一物种的不同形态(如
真菌的孢子和子实体, 昆虫的不同生活史阶段)或
生物体残片等。针对上述问题, 分子分类学(DNA 
taxonomy)应运而生。核酸序列既是生物遗传信息的

载体, 也是新性状产生的重要基础, 因而在演化过

程中既具有一定的保守性, 也具有较强的类群特异

性。这个特性很自然地被分类学家作为新的分类学

特征应用于物种鉴定当中。耐人寻味的是, 微生物

(真菌、细菌、病毒等)的形态分类本身存在较大的

困难, 这可能是促成分子分类及分子系统发育方法

(如16S rRNA基因)最早在该类群应用的主要原因

(Woese & Fox, 1977)。 
近十几年来, 在真核生物分子分类学领域最突

出的进展是国际DNA条形码项目 (International 
Barcode of Life)的建立和实施(Hebert et al, 2003)。
这项由全球科学家参与的大型国际合作使用标准
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化的DNA序列(DNA条形码)进行跨类群的物种研

究, 其核心数据库BOLD (Barcode of Life Databases) 
(Ratnasingham & Herbert, 2007)已包含700多万条条

形码序列 , 涉及近 60万物种级别的分类单元

(www.boldsystems.org, 截至2019年5月)。在统一的

国际标准下, DNA条形码允许研究者对有研究基础

的、生态系统中常见的动植物物种进行鉴定, 并且

对分类学和基于分类数据的应用科学产生了巨大

的推动作用。我国DNA条形码研究的发展与国际保

持同步, 近年来在相关应用方面也取得了长足的进

步(参见《生物多样性》2015年第3期“DNA条形码

应用进展专题”的总结)。作为新的特征证据, DNA
条形码在为物种鉴定提供方法的同时, 也起到了搭

建分类学知识桥梁的关键作用。它通过林奈双名法

系统, 将具有物种特异性的分子序列与该物种相关

的生物学知识关联起来。在构建条形码参考数据库

的过程中, 这个关键步骤是在分类学家的支撑和监

督指导下完成的, 这也为分子分类学走向高通量混

合体系生物分类奠定了重要基础。 
尽管以DNA条形码为代表的分子分类学取得

了重要进展, 但该方法在生物多样性的实际研究和

应用中存在明显的局限性。一方面, 生物多样性研

究中采集的大部分样本是由多物种组成的, 而DNA
条形码的核心技术则建立在单一生物样本的分析

基础之上, 包括样本的分拣, DNA的提取、扩增和测

序等。而生物群落的自然分布及定植状态通常不利

于单个样本的分离(如土壤动物群落, 肠道菌群等), 
这就极大地限制了条形码技术在复杂生态样本分

析中的应用(Hajibabaei et al, 2011)。另一方面, 环境

中存在大量游离DNA, 这些核酸物质包含了该环境

的生物多样性组成信息, 而核酸样本的分离在操作

上则更加困难(Creer et al, 2016)。相比之下, 高通量

测序技术(high-throughput sequencing)可以同时对大

量的核酸片段进行测序, 并通过生物信息分析对测

序的结果进行序列的拆分和物种鉴定, 较好地应对

了环境混合生物多样性研究的挑战(Zhou et al, 
2013)。 

为了及时地反映我国在本领域的研究进展和

科研热点,《生物多样性》期刊特组织了本期“生物

多样性基因组学专辑”, 由9篇论文组成, 包括6篇
综述和3篇研究论文。 

目前, 使用环境游离DNA (environmental DNA, 

eDNA)进行群落多样性分析最能体现多样性组学

技术的优势, 也是最早开展的系列研究之一。由于

eDNA主要是由生物释放到环境中的DNA组成的, 
检测eDNA样品具有非损伤性采样的优势(即无需

采集生物样本本身), 在很大程度上避免了对生物

群落的干扰, 也有利于检测较为隐蔽的类群。基于

eDNA的宏条形码(eDNA metabarcoding)被广泛应

用于水体(Fronhofer et al, 2018)和土壤群落(Bahram 
et al, 2018)的多样性监测研究中, 并可以与已有的

环境监测(environment monitoring)方法较好地契合。

在淡水生态系统中, 利用大型底栖无脊椎动物多样

性的组成和动态变化进行水体质量评估, 是水生态

研究与应用中的关键步骤。在本专辑中, 李萌等

(2019)综述了环境DNA技术在这一领域的应用潜力

及进展, 强调了eDNA技术对于摸清我国水体生态

系统多样性组成的重要性。由于高通量测序技术具

有较高的灵敏性, 该方法对于目标物种的检测具有

明显的优势, 比如从环境样本中排查是否存在入侵

或检验检疫有害物种等。李晗溪等(2019)针对水生

生态系统入侵生物的早期监测与预警论述了eDNA
和宏条形码技术结合的应用前景, 以及引物选择、

数据准确性、参考数据库完整性等的影响。李诣远

等(2019)建立了宏条形码分析的自动化流程EPPS, 
将基于eDNA的多样性分析进一步简化, 降低了操

作分析的难度, 并有利于在不同研究之间进行结果

共享。 
高通量分子分类方法的另一个重要的应用领

域是生态网络的分析和构建。在动物(如肉食动物、

草食动物、吸血节肢动物等 ) 的食性分析中

(Calvignac-Spencer et al, 2013; De Barba et al, 2014), 
肠道内容物的准确鉴定是构建食物网络的关键环

节。多样性组学分析方法可以提供可靠的食物组成

信息, 很好地解决了消化过程对食物形态特征破坏

的问题。与此类似, 多样性组学分析方法也有助于

研究传粉动物的携粉组成(Bell et al, 2018; 郎丹丹

等, 2018), 为传粉网络的构建提供关键信息。在本

专辑中, 邵昕宁等(2019)使用宏条形码技术分析了

川西高原的7种食肉动物的食性组成, 发现狼(Canis 
lupus)、狗(C. lupus familiaris)、棕熊(Ursus arctos)、
豹猫(Prionailurus bengalensis)等在捕食种类上存在

共性与一定的分化, 积累了基础数据, 并有针对性

地讨论了与保护生物学相关的问题, 如野生动物与
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人类社区发展建设的相关性等。 
微生物多样性研究的进展在很大程度上得益

于技术方法的进步。300多年前, 胡克基于显微镜的

观察结果发表了经典著作Micrographia (Hooke, 
1665), 将生命科学带入微观世界。而分子分类学, 
特别是高通量测序方法对于微生物研究的意义, 可
以类比为显微镜对于微观生物学的贡献, 让我们从

核酸水平重新认知微生物多样性。近期基于高通量

测序技术的环境微生物研究揭示 , 在海洋

(Sunagawa et al, 2015)、土壤(Thompson et al, 2017; 
Bahram et al, 2018)以及无脊椎动物宿主(Shi et al, 
2016)中均存在大量无法用经典方法检测到的细菌

和病毒多样性。围绕人类肠道菌群的研究也取得了

突飞猛进的发展, 组学研究揭示了大量未知的菌类

多样性, 并逐步证明肠道微生态系统对宿主具有重

要的功能作用(Qin et al, 2010)。与此类似, 小鼠

(Xiao et al, 2015)、猪(Xiao et al, 2016)和蜜蜂(Zheng 
et al, 2018)等模式动物的肠道菌群研究也取得了突

破, 为理解宿主–共生微生物的关系提供了更广泛

的模式平台。在本专辑中, 肖雅倩等(2019)综述了模

式动物中共生微生物研究的进展, 包括斑马鱼、小

鼠、猪和猕猴等, 并强调了宏基因组等新方法对于

本领域的推动作用。唐敏等(2019)则探讨了景观环

境通过肠道微生物系统对传粉蜜蜂产生影响的可

能性, 提出肠道宏基因组学将有助于揭示环境–宿
主之间新的互作机制。 

目前大部分基于基因组学技术的多样性分析

方法依赖于较短的DNA参考序列进行物种鉴定, 比
如线粒体或叶绿体标准条形码序列的部分片段, 以
及16S rRNA基因的部分区域等。这些方法的优势是

可以充分利用现有的参考数据库(如DNA条形码)进
行多样性分析, 并通过针对靶标片段的扩增获取大

量扩增子产物, 减少了对样本量的要求。显而易见, 
标准条形码数据库的构建对于高通量分子分类的

准确性至关重要, 准确到物种的多样性组成信息使

生物群落的组成单位不再是人为定义的可操作分

类单元(operational taxonomic unit, OTU), 而是具备

生物学特征的进化单元。随之而来的是针对关键类

群的DNA参考数据库的不断完善。在本专辑中, 张
雪等(2019)构建了更为完整的蜜蜂核心肠道菌16S 
rRNA基因数据库, 补充了东方蜜蜂(Apis cerana)核
心菌Apibacter等的序列, 对蜜蜂肠道微生物数据库

进行了优化。同时, 基于高通量测序技术构建标准

DNA条形码数据库的方法(刘山林, 2019)在降低分

析成本的同时, 也克服了二代测序技术读长(read 
length)短的缺点, 有助于进一步提高标准DNA条形

码参考数据库的完整性。另一方面, 近期的相关研

究扩展了高通量分子分类研究中可用于分类的参

考序列的范围, 例如使用全长16S基因(Karst et al, 
2018)、全线粒体(Crampton-Platt et al, 2016)、全叶

绿体(Lang et al, 2018)甚至全基因组进行物种分类

(Hollingsworth et al, 2016)。在本专辑中, 许亚昆等

(2019)小结了近期基于三代测序技术的微生物组学

的技术和研究进展, 指出长读长高通量测序可提高

菌群多样性的分析效率, 甚至可以揭示表观修饰等

遗传特征。 
一系列新方法特别是基于高通量测序技术的

新流程, 大大降低了基因组级别数据库构建的门槛, 
为更高效地利用DNA序列进行分类研究创造了条

件。值得关注的是, 我国学者近期在动植物质体基

因组研究领域取得了一系列令人瞩目的进展, 基于

线粒体基因组的昆虫系统发育研究(Song et al, 2016; 
Wang et al, 2016; Nie et al, 2017; Tang et al, 2019)和
基于叶绿体基因组的植物系统发育研究(Li et al, 
2019)都为未来分子分类学的升级提供了重要的数

据和方法学基础。而基于宏基因组(metagenomics)
的分析将有助于在功能基因的遗传多样性维度上

来理解生物多样性组成。 
从生物类群和生境类型的研究范畴来看, 我国

目前的生物多样性组学应用主要集中在水体多样

性、动物食性分析、模式动物肠道菌群研究和物种

互作的工作中。我们期待, 随着相关研究方法的成

熟和推广, 基于高通量测序技术的多样性分析将成

为群落生态学研究、生态网络构建、生态环境监测、

检验检疫应用、与健康相关的微生物学等领域的常

规分析手段。而本领域未来的主要挑战可能来自生

物样本采集和保存方法的优化, 以及生物大数据分

析方法的流程化、标准化等。这些都为生物多样性

科学研究在大数据时代产生新的概念、理论和方法

体系提供了新的发展机遇。 
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环境DNA技术在淡水底栖大型无脊椎 
动物多样性监测中的应用 

李  萌1  尉婷婷1  史博洋1  郝希阳1  徐海根2  孙红英1* 
1 (南京师范大学生命科学学院江苏省生物多样性与生物技术重点实验室, 南京 210023) 

 2 (生态环境部南京环境科学研究所, 南京 210042) 

摘要: 环境DNA (eDNA)是指生物有机体在环境中(例如土壤、沉积物或水体)遗留下的DNA片段。eDNA技术是指

从环境中提取DNA片段进行测序以及数据分析来反映环境中的物种或群落信息。与传统方法相比, eDNA技术具有

高灵敏度、省时省力、无损伤等优点。目前, eDNA技术已成为一种新的水生生物监测方法, 主要应用于水生生物

的多样性研究、濒危和稀有动物的物种状态及外来入侵动物扩散动态的监测等。本文从eDNA技术在水生生物多

样性监测应用领域的发展历程、eDNA技术的操作流程以及其在监测淡水底栖大型无脊椎动物方面的应用进展、

技术优势和局限性五个方面进行了综述。最后, 本文对eDNA技术在淡水底栖大型无脊椎动物多样性监测应用的

发展趋势和前景作出展望。 
关键词: 宏条形码; 第二代测序技术; 外来入侵物种; 淡水生态系统; 细胞色素c氧化酶亚基I (COI) 

Biodiversity monitoring of freshwater benthic macroinvertebrates using 
environmental DNA 
Meng Li1, Tingting Wei1, Boyang Shi1, Xiyang Hao1, Haigen Xu2, Hongying Sun1* 
1 Jiangsu Key Laboratory for Biodiversity and Biotechnology, College of Life Sciences, Nanjing Normal University, 
Nanjing 210023 
2 Nanjing Institute of Environmental Sciences, Ministry of Ecology and Environment, Nanjing 210042 

Abstract: Environmental DNA (eDNA) refers to DNA fragments that organisms leave behind in their 
surrounding environment (such as soil, sediment and water). eDNA technology sequences these DNA 
fragments and can provide information on taxonomic composition of benthic macroinvertebrate communi-
ties. Compared with traditional biological survey methods, eDNA technology is more sensitive, efficient and 
noninvasive. As a novel method for surveying aquatic organisms, eDNA techniques have been widely used in 
biodiversity assessments of aquatic organisms, including monitoring of endangered, rare and invasive 
species. In this review, we summarize recent developments in eDNA technology and focus primarily on the 
operational procedure and its application for freshwater benthic macroinvertebrate analyses. Finally, we 
discuss the advantages and potential caveats of current eDNA practices. 
Key words: metabarcoding; next-generation sequencing; invasive species; freshwater ecosystem; cytochrome 
c oxidase subunit I (COI)

中国淡水水域广阔, 淡水生态系统物种丰富。

其中, 淡水底栖大型无脊椎动物是物种多样性和生

物量最为丰富的类群之一。在国际上, 淡水底栖大

型无脊椎动物被公认为水域生态系统的指示生物, 

在维持淡水水域的生态平衡、响应人类活动胁迫、

指示淡水生态系统健康状况等方面具有关键作用

(Smith et al, 2007; Yeom & Adams, 2007)。 
长期以来, 淡水底栖大型无脊椎动物受到国内

•综述•  
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外学者们的广泛关注(Rosenberg & Resh, 1993; 段
学花等, 2010; 王艳杰等, 2012), 相关研究丰富了对

底栖动物多样性的认识, 同时积累了大量相关基础

数据(徐海根, 2013)。近半个世纪以来, 人类活动的

增加, 特别是淡水资源的过度开发和利用, 使淡水

生态系统遭受严重破坏甚至面临退化的风险。此外, 
环境污染、外来物种入侵与气候变化等因素的影响

加剧了淡水底栖无脊椎动物所面临的威胁。以淡水

蟹为例, 中国是全球淡水蟹物种多样性最高的国家, 
所记录物种数与整个新热带界的物种总数相当(楚
克林等, 2018)。然而 , 其中将近75%的物种的生存面

临威胁, 或因数据不足其受威胁状况需要更为深入

的调查研究。更为严重的是, 近20年来, 受水域生

态环境变化的影响, 一些先前被评估为无危的物种

其多样性资源衰退明显, 以至于临近濒危(曹亮等, 
2016)。但是, 面临如此危机, 我国仍未针对淡水底

栖大型无脊椎动物生存现状建立行之有效的监测

和评估体系, 特别是某些生态域狭窄的物种, 其受

胁状况与保护力度尚未得到有关管理部门和公众

的广泛关注。在采用传统野外调查方法对底栖大型

无脊椎动物进行监测时, 常受限于水域的复杂环境

条件、各类群多样化的生活史以及隐秘的生活习性

等。尤其是在激流或深水水体采样时, 需投入大量

人力并辅以重型采样设备, 使区域物种多样性的全

面监测难以在短时间内完成。因此, 目前亟需高效、

快速、简便的方法, 以对淡水水域底栖大型无脊椎

动物的多样性进行全面系统地监测。 
环境DNA (environmental DNA, eDNA)是指从

生物体生活环境中(例如土壤、沉积物或水体等)直
接提取到的DNA片段的总和, 主要包含不同生物体

释放到环境中的胞内DNA和细胞裂解或死亡后的

胞外DNA (Taberlet et al, 2012; Rees et al, 2015)。近

年来出现的eDNA条形码调查技术(以下简称eDNA
技术)从环境样品中直接提取DNA, 并利用DNA测

序技术对环境中的目标物种进行定性或定量分析

(Ficetola et al, 2008)。国际上已经将该技术应用于监

测各种淡水水生生物 , 例如鱼类(Takahara et al, 
2012, 2013)、两栖类(Ficetola et al, 2008)、爬行类

(Piaggio et al, 2014), 以及腹足类(Goldberg et al, 
2013)、甲壳类(Tréguier et al, 2014; Dougherty et al, 
2016; Geerts et al, 2018)等无脊椎动物。然而, 利用

eDNA技术监测淡水水生生物的研究, 尤其是涉及

淡水底栖大型无脊椎动物多样性的研究在我国还

鲜有报道(Cai et al, 2017)。 
本文综述了eDNA技术及其在水生生物多样性

监测领域的发展历程、基于eDNA条形码及宏条形

码技术的操作流程, 以及该技术在监测淡水底栖大

型无脊椎动物方面的应用进展、技术优势和局限性, 
最后指出利用eDNA开展针对我国淡水底栖大型无

脊椎动物多样性监测的应用前景, 以期为我国淡水

生态系统的多样性保护、管理和决策提供必要的理

论依据和技术支撑。 

 
1.1  定性研究 

eDNA技术在定性研究中主要通过常规PCR方

法与产物片段分析对研究水域中的目标物种进行

监测, 来判断某目标物种在研究水域内是否存在以

及其分布特征。随着eDNA技术在淡水生态系统多

样性监测中的定性研究不断推广, eDNA研究对象

从脊椎动物逐渐拓展到无脊椎动物类群。Ficetola
等(2008)通过对水样中提取的微量eDNA进行PCR
反应与片段测序成功监测到入侵物种美洲牛蛙

(Rana catesbeiana)的存在, 并由此开启了eDNA技

术在淡水动物物种监测中的研究。Jerde等(2011)将
eDNA技术用于监测连接密西西比河和大湖盆地的

芝加哥地区水道中入侵的两类物种——鳙鱼

(Hypophthalmichthys nobilis)和鲢鱼(H. molitrix), 结
果表明该地区将面临物种入侵的威胁, 且eDNA技

术检测灵敏度明显高于传统渔业监控手段。随后, 
Deiner和Altermatt (2014)针对淡水无脊椎动物长刺

溞(Daphnia longispina)和淡水珠蚌(Unio tumidus)设
计物种特异性引物, 通过PCR反应和测序确认了瑞

士境内河流中这两个物种eDNA的存在。 
1.2  定量研究 

通过定量PCR (qPCR), eDNA技术不仅可以确

定水样中目标生物的存在 , 同时可以通过量化

eDNA数据对物种的丰富度和生物量进行表征。数

字PCR技术(digital PCR或dPCR)与经典qPCR技术

相比, 更适合检测微量的DNA, 同时对抑制剂耐受

性好, 不需要依赖参考标准(Whale et al, 2012), 这
将改进DNA检测和定量(Vogelstein & Kinzler, 1999; 
Hindson et al, 2011), 从而实现对物种eDNA的绝对

1  eDNA技术在淡水生物多样性监测领域的发展 
历程 
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定量。 
Takahara等(2012)首次利用eDNA技术对日本

淡水湖中的普通鲤鱼(Cyprinus carpio)进行生物量

的量化分析, 研究表明水体中eDNA浓度与鲤鱼的

生物量正相关, 并且基于eDNA浓度所得的生物量

数据能推测自然环境中鲤鱼的潜在分布情况。Doi
等(2017)采用eDNA技术对日本岛内栖息在湿地生

态系统中的一种小型濒危水生半翅类昆虫的分布

状况进行了成功预测, 但未发现eDNA检出率与捕

获物种数量之间具有显著的统计学关系。Dougherty
等(2016)将传统诱捕小龙虾的方法与eDNA技术相

结合, 对其eDNA技术在监测美国中西部地区内陆

湖中入侵种锈斑小龙虾(Orconectes rusticus)及估测

其相对丰度的能力进行研究, 结果表明虽然eDNA
技术检测物种的成功率随该物种相对丰度的增加

而增加, 但是水样中eDNA的拷贝数与该物种相对

丰度的相关性较差。随后, Larson等(2017)采用相同

方法对美国加州和内华达州大湖中的锈斑小龙虾

和信号小龙虾(Pacifastacus leniusculus)进行研究, 
结果表明水样中的eDNA拷贝数与通过诱捕龙虾估

计的相对丰度之间相关性较差。以上研究表明, 带
有坚硬外骨骼或者贝壳的淡水底栖大型无脊椎动

物可能因其 eDNA捕获难度较大 , 从而导致其

eDNA浓度与实际生物量之间的关系并不明显。另

有研究表明水温对鱼类等的生长、代谢具有一定的

影响, 进而影响其eDNA的释放速率, 以至于影响

eDNA技术对生物量的估计(Takahara et al, 2011)。水
体pH值与光照也会对eDNA的释放速率和降解速率

产生影响, 进而影响生物量估测的准确性(Strickler 
et al, 2015)。 

因此, 目前eDNA技术尚不能完全实现对任意

物种的定量估计, 尤其是对甲壳类和贝类生物量的

评估仍需进一步深入研究。除此之外, 由于不同生

物类群之间的差异, 其释放的eDNA总量和速度各

不相同(Geerts et al, 2018), 因而难以实现跨类群的

定量分析。总之, 利用eDNA技术估测生物量的准确

度以及在未来的适用性还有待进一步验证。 
1.3  多物种生物多样性监测 

随 着 测 序 技 术 的 发 展 , 第 二 代 测 序

(next-generation sequencing, NGS)技术应运而生 , 
该技术能实现对几十万到百万条DNA同时进行序

列测定。NGS技术与eDNA技术相结合所产生的

eDNA宏条形码(eDNA metabarcoding)技术, 主要用

于生物多样性监测, 同时对资源量具备一定的定量

描述能力。 
近年来, eDNA宏条形码技术已广泛应用于生

态学研究领域。该技术通过从环境样品中提取DNA, 
借助第二代高通量测序获取其物种组成, 进一步探

究群落水平上的生物多样性。Valentini等(2016)利用

eDNA宏条形码技术对河流、溪流和湖泊中的两栖

类和硬骨鱼类进行生物多样性监测, 结果表明, 与
传统调查相比eDNA宏条形码技术具有更高的检测

成功率: 在两栖动物中, eDNA宏条形码技术的检测

概率为97%, 而传统调查方法为58%; 在鱼类中 , 
eDNA宏条形码技术在89%的研究地点中检测到的

分类群数量与传统方法相同或更多。因此, eDNA宏

条形码技术有望成为集高效、精准和标准化为一体

的新一代生物多样性监测工具, 具有对环境样品中

生物物种进行有效监测的潜力。目前, 该技术在淡

水无脊椎动物的生物多样性研究中已有成功应用。

Klymus等(2017)基于线粒体16S rRNA基因对劳伦

提亚大湖和周围水域中的入侵双壳类和腹足类进

行eDNA宏条形码研究, 结果表明该方法对软体动

物物种的鉴别效果比形态学分析更加快速准确。 
总体而言, eDNA技术在淡水生态系统的研究

和监测中经历了最初的定性研究(物种监测)到定量

研究(生物量估测), 再到全水域的生物多样性监测

研究。其研究对象从单一物种扩展到多物种甚至整

个群落, 从大型脊椎动物(如鱼类、两栖类、爬行类

等)扩展到大型底栖无脊椎动物(如贝类、淡水甲壳

类和水生昆虫等)。 

 
eDNA技术的操作流程主要包括4个环节, 即样

品采集、eDNA捕获、eDNA提取和eDNA分析等  
(图1)。考虑到淡水底栖大型无脊椎动物自身的特点, 
本文综合了涉及淡水生物特别是淡水底栖大型无

脊椎动物eDNA研究和应用的成熟经验, 对操作流

程中各个环节需要注意的细节进行了简要说明和

讨论。 
2.1  样品采集与保存 

淡水底栖大型无脊椎动物类群主要包括扁形

动物门、环节动物门、软体动物门和节肢动物门四

大类。这些动物类群主要是通过粪便释放脱落的上 

2  eDNA技术操作流程 
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图1  利用eDNA宏条形码技术开展淡水底栖大型无脊椎动物多样性监测的主要流程 
Fig. 1  The framework of biodiversity monitoring for freshwater benthic macroinvertebrates using eDNA metabarcoding 

 
皮组织细胞内的DNA; 其次是通过死亡个体的腐

烂分解释放DNA (Merkes et al, 2014)。 
考虑到动物机体遗留的eDNA在水中的分布具

有异质性, 水样采集时不宜对水体造成过大的扰动

(比如行船等, 以免对eDNA的获取造成不利影响), 
因此一般在水体的边缘近岸处采集。对于取样点的

布设因水体而异, 在湖泊等静水水体一般依据湖泊

形状和周边的出入水口位置等, 可每隔一定距离设
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置1个取样点; 而在河流、溪流等流水水体, 多在上

游设置取样点。考虑到底栖动物栖息地的多样化, 
其释放的eDNA在沉积物和水中均有分布。已有的

研究显示, 来自湖泊或河流表层水体中的eDNA反

映了最近时期内的生物多样性 , 而沉积物中的

eDNA反映的生物多样性在时间跨度上有很大程度

的不确定性, 需要谨慎对待或进行进一步的研究

(Deiner et al, 2017)。Shaw等(2016)比较了水体和沉

积物表层样本中获得的鱼类物种丰富度估计值, 他
们在两类样本中都检测到了目标物种, 但是与沉积

物样本相比, 水样的物种丰度估计值与水体实际存

在的物种丰度更为一致。Moyer等(2014)针对不同的

取样深度对检测率的影响进行比较, 发现表层和底

层水样的检测概率较高, 但在低生物密度的情况下, 
均不具备100%的检测成功率。因此, 现行的大多数

研究仍将采集表层水样作为获取淡水底栖大型无

脊椎动物eDNA的主要途径。 
为了避免外来污染以及交叉污染, 在采样前期

需预先对采水器皿进行高压灭菌处理, 操作人员在

采样过程中须始终佩戴一次性手套, 每采样一次更

换一次手套。为了提高水样中物种的覆盖度, 应在

每一个采样点重复3次取样(Thomsen et al, 2012a)。 
2.2  eDNA捕获 

目前, 用于eDNA捕获的方法包括沉淀法(Tho-
msen et al, 2012b)和过滤法(Goldberg et al, 2011)。沉
淀法通常采集15 mL的水样, 而过滤法采集水样量

为1–2 L。相对于沉淀法, 过滤法可以捕获到更多物

种的DNA (Deiner et al, 2015; Majaneva et al, 2018)。
研究发现, 对于淡水底栖无脊椎动物来说, 使用过

滤法捕获DNA可以提高eDNA的检测成功率(Deiner 
et al, 2015; Eichmiller et al, 2016)。其中, 过滤法还

分为现场过滤和实验室过滤, 前者在野外即时过滤

水样, 将获得的滤膜低温保存, 从而减缓样品中

eDNA的降解, 这对于远距离的野外采集非常重要; 
后者无需野外进行过滤, 可以减少现场操作的时间, 
水样置于冰上保存, 并保证运输时间最长不超过

5 h (Deiner et al, 2015), 带回实验室过滤后将滤膜

–20℃冷冻保存。 
目前, 对于滤膜规格和类型的选择并没有统一

的标准, 多数研究采用0.45 μm硝酸纤维素滤膜, 个
别研究采用0.75 μm或1.5 μm玻璃纤维素滤膜或者

聚碳酸酯(Wilcox et al, 2013; Deiner et al, 2015)。不

同的滤膜具有不同的DNA捕获率, 其中使用混合纤

维滤膜或硝酸纤维素滤膜的DNA捕获效果最佳

(Majaneva et al, 2018)。 
2.3  eDNA提取 

目前有多种不同的eDNA提取方法, 包括氯仿

提取(Renshaw et al, 2015)、裂解细胞的物理破裂

(Jerde et al, 2011)和二氧化硅提取法(Goldberg et al, 
2011)。然而 , 选择不同的捕获和提取方法可能极大

地影响目标生物体的eDNA检测结果。Deiner等
(2015)测试了不同的eDNA捕获和提取方案对检测

淡水生物多样性的影响, 结果表明采用过滤法与

DNeasy血液组织DNA提取试剂盒相结合的方法提

取效果更好。 
2.4  eDNA分析 
2.4.1  宏条形码选择和通用引物设计 

水样中的eDNA含有可用于分辨物种的基因片

段。基于eDNA的宏条形码分析方法, 是通过选择合

理的宏条形码和设计通用引物以及第二代高通量

测序对环境样品中存在的群落进行分类鉴别。研究

表明线粒体DNA (mitochondrial DNA, mtDNA)相比

于细胞核DNA (nuclear DNA)更适合作为eDNA宏

条形码靶标, 尤其是细胞色素c氧化酶亚基I (COI)
基因和细胞色素b (Cyt b)基因(Andújar et al, 2018)。
其原因有三 : (1)细胞中mtDNA的拷贝数要比核

DNA的多; (2) mtDNA具有相对保守性, 含有更多

区分物种的高变区及易于设计通用引物的保守区, 
有利于靶标基因的扩增; (3)基因组数据库中含有大

量mtDNA的序列信息, 便于对获取的eDNA进行序

列比对、搜索和快速识别, 以确认其物种组成。 
对于淡水底栖大型无脊椎动物来说, COI条形

码片段具有良好的分类学辨识率, 可参考的数据库

已涵盖最常见的淡水动物类群 (Fernández et al, 
2018)。因此, 设计基于COI条形码片段的通用引物

成为利用eDNA宏条形码技术监测淡水大型无脊椎

动物群落的明智选择。最近, Elbrecht和Leese (2017)
开发了专门针对淡水大型无脊椎动物的通用引物

(上、下游引物名称分别为BF和BR), 特别是引物

BF2和BR2可以很好地降低引物偏倚, 但该引物对

高度降解的eDNA并不适用。Vamos等(2017)针对淡

水大型无脊椎动物开发了基于COI基因短片段

(178 bp)的1对引物fwh1 (包括fwhF1和fwhR1)用于

宏条形码研究, 它对高度降解的eDNA有较好的扩
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增效果。 
2.4.2  结果分析 

eDNA宏条形码技术利用通用引物扩增水样中

提取的eDNA, 经高通量测序后得到大量包含分类

学信息的数据。由于得到的序列片段较短, 而对于

环境样品通常很难确定某条序列来自哪个物种, 因
此对于海量的短片段序列, 要进行拼接以及进一步

分析具有巨大的挑战。一般来说, 对于数据结果的

分析过程主要包括: (1)质量过滤和序列拼接。首先

对原始reads数据进行测序噪声去除、移除嵌合体、

掺杂序列和核线粒体假基因等过滤处理。随后根据

reads之间的重叠区进行拼接组装成供精准分析的

优化序列数据。(2) OTU (operational taxonomic units, 
可操作分类单元)聚类和物种注释。对所得优质序列

按照大于97%的相似度进行OTU聚类, 即大于97%
的序列相似度视作同种, 然后选取每个OTU中最长

的序列为代表序列, 将该序列与参考数据库相比对

进行物种注释分析, 获得各样品中OTU的丰度表和

物种注释结果。(3)多样性分析。根据OTU注释结果

和各样品中OTU的丰度表, 得到各个样品的物种丰

度表, 并对研究区域内的群落物种组成、α多样性和

β多样性进行分析。 
2.5  阳性和阴性对照 

在水样采集、eDNA捕获和提取以及PCR扩增

过程中都需要设置阴性对照, 以检测实验操作过程

中是否受到污染以及确定污染的来源。同时在对目

标物种进行eDNA分析时还需设置阳性对照作为定

量分析、电泳以及测序结果的标准参考依据, 避免

出现非目标物种eDNA的扩增, 以确保实验结果的

准确性和可靠性。这也有助于及时监控实验过程中

是否受到交叉污染。 

 
3.1  物种多样性监测 

近年来, 人们对eDNA宏条形码技术在淡水底

栖大型无脊椎动物的生物多样性监测的可行性进

行了大量探索。据报道, 在河流生态系统的生物监

测中, 传统采样方法仅能反映局部的群落结构变化, 
而eDNA宏条形码技术可以对大尺度区域内的生物

多样性甚至整个景观的生物多样性进行监测, 但严

格的生物信息学阈值标准与参考数据库数据的不

完整导致eDNA宏条形码技术无法检出部分类群

(Deiner et al, 2016)。 
与传统监测方法相比, eDNA技术对物种的监

测具有更高的检出率。Fernández等(2018)将室内群

落模拟实验、基于eDNA技术的野外实验, 与基于传

统监测方法的野外实验在对河流内大型无脊椎动

物监测中的应用进行了对比分析, 结果表明基于

COI宏条形码的eDNA技术的物种检出率明显高于

传统监测方法和基于18S rDNA宏条形码的eDNA技

术。因此在监测不同的生物类群时, 标记基因的恰

当选择对eDNA技术在生物多样性监测中的应用具

有重要作用。 
总之, eDNA宏条形码技术在淡水底栖大型无

脊椎动物多样性的监测中具有巨大潜力, 但在淡水

水域中底栖大型无脊椎动物的全面准确鉴定方面

面临巨大挑战。 
3.2  外来入侵物种监测 

早期预警和快速监测对于入侵物种的控制和

清除十分重要, 但因在入侵早期阶段物种数量较低, 
传统的监测方法因耗时长与效率低而难以及时发

现, eDNA技术以其高的灵敏度极大地增加了入侵

物种早期发现的可能性 (Goldberg et al, 2013; 
Tréguier et al, 2014)。克氏原螯虾 (Procambarus 
clarkii)已被列入全球百大外来入侵物种名单(Lowe 
et al, 2000)。在我国长江中下游地区, 克氏原螯虾已

成为当地常见的一种经济食用动物。但不容忽视的

是, 这种入侵动物已对我国淡水水域生态系统及生

物多样性造成了严重威胁(蔡凤金等, 2010)。Cai等
(2017)对克氏原螯虾在云南元阳哈尼梯田中分布情

况的监测研究发现, 采用eDNA技术的检出率明显

高于传统诱捕法。此外 , 与传统的诱捕法相比 , 
eDNA技术作为一种非侵入性方法, 对水生生物无

附带伤害且易于现场实施操作。另一个全球百大入

侵生物之一——斑马贻贝(Dreissena polymorpha), 
原产于里海和黑海, 目前已扩散至英国、西欧、加

拿大和美国, 对当地的软体动物区系、淡水生态系

统造成危害, 而货船压舱水是该物种传播的重要途

径之一(Lowe et al, 2000)。美国研究人员将eDNA技

术结合光透射光谱(light transmission spectroscopy, 
LTS) DNA检测技术实现对船只压舱水所携带外来

入侵物种的快速检测, 降低了外来入侵物种的引入

和传播的风险(Egan et al, 2015)。 

3  应用eDNA技术监测淡水底栖大型无脊椎动物 
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4.1  优势 

相对于传统的野外调查监测方法, eDNA技术

具有其独特的优势。主要包括以下几个方面: (1)无
损伤、无公害采样。相对于传统的捕获式采样, 
eDNA技术只采集动物机体栖息地的水样, 并不会

危害到目标物种或者采集区域内的其他物种, 对采

样点周围的生态系统干扰较少。(2)不依赖动物样

本。克服了传统的动物野外调查方法对动物样品自

身的依赖性, 避免了未遇见或未采获样本而造成对

物种多样性及其分布状况的低估或误判。(3)采样方

法简单, 耗时少、成本低。相对于传统的采样方法, 
比如使用采泥器、踢网以及诱捕等, 采集水样既容

易又耗时少、成本低。该优势在监测外来入侵的亚

洲鲤鱼Hypophthalmichthys molitrix和H. nobilis等水

生动物调查工作中得到佐证(Jerde et al, 2011)。(4)
采样受限小。由于eDNA主要采集水样, 与传统的调

查监测方法相比, 在采样环节对环境要求低, 可以

最大限度地降低因天气状况、水位、物候等环境条

件变化对采样的影响和限制。(5)灵敏度高。研究表

明对于监测淡水水生生物, 尤其是外来入侵或者濒

危乃至稀有动物, 其灵敏度要高于传统的监测方法

(Dejean et al, 2012)。(6)快速和高效检测群落多样

性。结合了新一代高通量测序技术的eDNA宏条形

码方法可以在短时间内对混合的环境样品包含的

所有物种进行识别和检测, 具有大规模、大尺度生

物多样性监测的潜力。(7)有利于制定规范的鉴定标

准, 避免了传统方法受样品条件限制(如非成熟个

体或严重受损的样品)、操作者实践经验(比如在野

外调查采集、样品筛选和分拣, 物种分类鉴定等工

作经验)和专业知识等限制的不利影响。(8)数据的

标准化程度高, 便于质量控制。 
可见, eDNA技术的出现为淡水底栖大型无脊

椎动物的多样性监测与研究开辟了一条全新的

思路。 
4.2  局限性 

虽然eDNA技术在多个方面优于传统调查方法, 
但目前该技术仍存在一系列不足, 比如: (1)尚未形

成一套通用的标准化操作流程。近年来多项研究表

明, 不同的采样方案和eDNA提取方法可导致不同

的检测结果(Deiner et al, 2015)。因此, 有必要对该

技术流程的各个环节进行优化, 建立统一、规范的

标准化方案。(2)时间和空间的不一致性。eDNA的

浓度和分布受水生动物生理活动、水流运动的影响

(Eichmiller et al, 2014)。同时, eDNA在环境中的降

解速率也受到多种非生物因素的影响。这就需要模

拟并建立监测结果与物种时空分布之间的相关性, 
从而提高监测结果的精确度。(3)污染问题。从水样

采集到eDNA分析的每一步操作都可能存在交叉污

染的风险。尤其是PCR扩增中容易发生交叉污染, 
而高通量测序技术可将污染效果进一步放大, 从而

导致监测结果出现错误(Willerslev & Cooper, 2005; 
Champlot et al, 2010)。解决方法包括: 对实验操作

流程进行严格的消毒灭菌, 设置阴性对照来检测污

染问题等。(4)假阳性及假阴性问题。假阳性和假阴

性对于监测濒危物种以及稀有物种、甚至被认为已

灭绝的物种来说十分棘手。假阳性是指检测到目标

物种的环境DNA但实际研究区域内并不存在该物

种。这种结果有可能是样品中的目标物种DNA来源

于捕食者的粪便、排放的污水或废水(Jerde et al, 
2011), 或者是由于引物的特异性不高, 出现非目标

DNA的扩增现象(Kristine et al, 2014)。此问题的解

决办法是: 要避免出现污染, 首先在采样期间使用

的设备必须经过严格消毒以及在PCR反应中设置阳

性对照来检验扩增结果是否存在假阳性。其次是根

据研究目的设计合适的引物。对于研究的某一目标

物种来说, 需要设计特异性高的引物, 避免非目标

物种的扩增。而对于研究的整个群落来说, 需要设

计通用性引物。而假阴性是指研究区域内实际存在

目标物种, 但却检测不到该物种的环境DNA。这种

现象可能是由于引物的偏倚性或者抑制PCR扩增的

杂质、腐殖质等的存在(McKee et al, 2015; Balasing-
ham et al, 2016)。此问题的解决方法是: 提高引物的

适配性或通用性, 对样品进行稀释以降低抑制作用

或者使用抑制剂去除试剂盒(Tsai & Olson, 1992; 
Mckee et al, 2015)。 

由此可见, eDNA技术无法完全替代传统的生

物多样性监测方法, 但却可以作为一种重要的补充

工具, 用于快速监测目标物种的分布和水域内底栖

大型无脊椎动物群落的多样性。 

4  eDNA在淡水底栖无脊椎动物研究中的优势与

局限性 
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中国是全球生物多样性最丰富的国家之一(Xu 

et al, 2008)。但由于缺乏深入持久的调查监测, 中国

的淡水生物多样性, 尤其是淡水底栖大型无脊椎动

物多样性的基础数据依然十分匮乏。许多底栖无脊

椎动物类群的数据仍停滞在20世纪中、晚期, 鲜有

更新。相比其他水生动物, 如鱼类和鲸类等, 公众

对底栖无脊椎动物多样性的认知还十分薄弱、甚至

贫乏。同时因疏于监测和量化、缺乏管理依据等, 淡
水底栖大型无脊椎动物的多样性保护已然成为水

生生物乃至整个生物多样性保护严重的“短板”之
一。此外, 中国是全球遭受外来生物入侵危害较为

严重的“重灾区”之一(万方浩等 , 2002; 万方浩 , 
2009; 李博和马克平, 2010; 丁晖等, 2015)。据最新

统计, 已知的外来入侵生物有667种(徐海根和强胜, 
2018), 其中包括一些危害严重的外来入侵淡水底

栖大型无脊椎动物 , 如克氏原螯虾、尖膀胱螺

(Physella acuta) (郭云海等, 2009; 杨海芳等, 2014)
等, 给我国淡水水域的生态系统安全带来严峻挑

战。因此, 我们提倡将eDNA技术尽快应用于我国淡

水底栖大型无脊椎动物的多样性监测, 包括对外来

入侵的底栖大型无脊椎动物等水生生物的早期预

警, 从而快速、准确、高效地掌握整个淡水水域底

栖大型无脊椎动物的多样性状况, 包括群落和生态

系统层面, 尽早发现并确认外来生物入侵的地区、

分布及扩散情况等。这些监测数据和信息可以为政

府和其他相关决策部门针对水域生态环境改造、大

型水利或基建工程建设、工农业开发区建设、经济

动植物引种和生态修复工程等项目提供科学依据, 
从而最大限度地避免或降低水域生态系统的健康

状况遭受危害。 
eDNA技术, 尤其是eDNA宏条形码技术可以

对整个区域的淡水底栖动物群落进行多样性监测, 
极大地改善了对水域生态系统的监测模式。在今后

的eDNA宏条形码研究中, 还需要不断加强和完善

底栖大型无脊椎动物的DNA条形码数据库, 特别是

针对当地本土物种的数据库构建, 以期为本地区淡

水底栖大型无脊椎动物的生物多样性监测提供更

准确的数据支撑。除此之外, 针对淡水底栖大型无

脊椎动物的特点, 深入研究并阐明温度、光照等环

境因子对于其eDNA释放以及降解速率的影响, 使
eDNA更能准确反映水域环境中底栖大型无脊椎动

物的相对丰度和生物量的变化等。同时, 在进一步

研究中制定标准化的eDNA监测技术并与传统监测

技术相结合将有利于规范水域生态环境的现状调

查和评估, 以及准确了解水域水质情况或变化趋势, 
为制定切实可行、具体有效的保护措施提供依据。

并且, 可以客观反映生态修复工程的改善效果, 有
力推动我国淡水生态系统的生物多样性保护和可

持续发展。 
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基于环境DNA-宏条形码技术的水生生态系统 
入侵生物的早期监测与预警 
李晗溪1,2  黄雪娜1  李世国1,2  战爱斌1,2* 
1 (中国科学院生态环境研究中心环境生物技术重点实验室, 北京 100085)  

2 (中国科学院大学资源与环境学院, 北京 100049) 

摘要: 外来生物入侵是继生境破坏后造成生物多样性丧失的第二大威胁因素, 已对入侵地的生态安全、经济和社

会发展及人类健康等造成严重负面影响, 成为21世纪五大全球性环境问题之一。作为水产养殖、航运和水生宠物

交易大国, 我国水生生态系统的生物入侵问题尤为严重。研究表明, 系统地构建并应用早期监测预警技术是防控

水生生态系统生物入侵最有效的途径。和陆生生物相比, 水生生物群落的物种繁多、群落结构复杂、生物形体微

小且在入侵初期群体规模极小、隐匿于水下、可用于物种鉴定的外部形态缺乏, 使得在水生生态系统中构建并应

用早期监测和预警体系在技术层面更具挑战。随着高通量测序技术的快速发展, 环境DNA-宏条形码技术成为构建

水生生态系统入侵生物早期监测与预警技术的首选。本文主要综述了基于环境DNA-宏条形码技术的水生生态系

统入侵生物的早期监测与预警技术方法; 解析了环境DNA-宏条形码监测系统的应用现状、技术优势; 着重探讨了

影响监测结果准确性的I型和II型错误及其产生原因, 并为避免两类错误提供了可行的优化/改进方案; 最后对该方

法在水生入侵生物监测中的应用前景进行了展望。 

关键词: 生物入侵; DNA-宏条形码; 生物多样性; 水生生态系统; 早期监测与预警; I型错误; II型错误 

Environmental DNA (eDNA)-metabarcoding-based early monitoring and 
warning for invasive species in aquatic ecosystems 
Hanxi Li1,2, Xuena Huang1, Shiguo Li1,2, Aibin Zhan1,2* 
1 Key Laboratory of Environmental Biotechnology, Research Center for Eco-Environmental Sciences, Chinese Academy 
of Sciences, Beijing 100085 
2 College of Resources and Environment, University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049 

Abstract: Biological invasion is a major threat to multiple ecosystems across the globe, causing severe 
damages to ecological integrity, loss of biodiversity, economic and social development and even human 
health. With the rapid development in aquaculture, shipping and aquarium and ornamental trades in the past 
several decades, China has become one of the countries most influenced by invasive species. Studies have 
clearly shown that the development and application of robust early monitoring and warning is one of the 
most effective ways to prevent and possibly control invasive species in aquatic ecosystems. Compared to 
terrestrial ecosystems, there remain several technical difficulties for developing early monitoring and warning 
in aquatic habitats. The technical challenges are mainly due to several features of aquatic biological 
communities such as high biodiversity and complex structure, a large number of microscopic species, 
extremely low population density and lack of available taxonomic keys for species identification. With the 
rapid development of high-throughput sequencing techniques, environmental DNA (eDNA)-metabarcoding 
has become the top priority method for developing the early monitoring and warning programs in aquatic 
ecosystems. In this review, we aim to synthesize the research progress on eDNA-metabarcoding and its 
application to early monitoring and warning of invasive species in aquatic ecosystems. In addition, we briefly 
discuss the technological advantages of eDNA-metabarcoding for the early monitoring and warning 

•综述•  
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programs. Finally, we propose research perspectives for solutions to technical issues for false positive and 
false negative errors in the eDNA-metabarcoding process. 
Key words: biological invasion; DNA metabarcoding; biodiversity; aquatic ecosystems; early monitoring and 
warning; type I error; type II error 

 
近一个世纪以来, 生物入侵、环境污染、气候

变化等生态环境问题给全球生态系统带来巨大威

胁。其中, 生物入侵已导致严重生态灾害, 成为五

大全球性环境问题之一(鞠瑞亭等, 2012)。随着全球

化进程的加快, 更加频繁的航运、水产品和宠物交

易以及水产养殖引种等人类活动把长期地理隔离

的物种带到同一水域, 导致外来水生生物在新的生

态系统中快速传播, 引发生物入侵(Lockwood et al, 
2013)。水生生物入侵由于隐蔽性强、所造成的灾害

易扩散、治理手段缺乏等原因, 对入侵地生态系统

具有很强的破坏性, 正严重威胁着水生生态系统的

健康和稳定(Dudgeon et al, 2006; Hambler et al, 2011; 
Holland et al, 2012)。 

我国国土面积广阔、海岸线长、港口众多, 沿
海地区人口密度大、人类活动频繁, 加之长期实行

的对外开放战略(建立自由贸易区和“一带一路”政
策等), 为水生入侵生物的引入、定殖、扩散、灾害

暴发等提供了便利条件, 成为受生物入侵影响最为

严重的国家之一(Chen et al, 2017)。我国水生生态系

统外来物种总数量已达553种, 包括429个淡水种和

124个海水种, 其中66个入侵物种(淡水物种23个, 
海水物种43个)已经引发了巨大的生态灾害(Chen et 
al, 2017)。入侵生物引发灾害的频率、程度和受灾

面积在短时间内剧增, 严重破坏了入侵地生态环境, 
改变了当地生物群落结构, 降低了入侵水域的生物

多样性。其中, 最为典型的灾害事件即是由水生入

侵藻类引发的赤潮。赤潮藻类生存能力极强, 是我

国水生入侵物种中的第二大门类(目前共计发现15
种入侵赤潮藻类), 这些藻类入侵后迅速成为区域

优势种, 导致赤潮灾害频发(Chen et al, 2017)。据不

完全统计, 我国每年由外来入侵生物造成的直接经

济损失约2,000亿元人民币(万方浩等, 2009), 而其

中由赤潮造成的经济损失高达5亿元人民币(王朝晖

等, 2010)。 
入侵生物一旦在水生生态系统中入侵成功, 将

非常难以清除, 入侵生物的预防和治理已经成为相

关领域科学家们关注的焦点。传统的治理手段包括

物理法、化学法和生物法等(万方浩等, 2009; Lin et 
al, 2015; Chen et al, 2017)。然而 , 这些方法在使用过

程中都存在一定的局限性: 物理清除方法虽然简单

方便, 但无法彻底根除入侵生物; 化学法见效较快, 
但会使入侵生物产生耐药性, 并且容易造成水体环

境的二次污染; 生物法作用温和, 但会一定程度上

增加新物种入侵的风险(刘芳明等, 2007)。通过长期

的实践探索发现, 以防为主、防治结合是最为有效

的方式(Lin et al, 2015; Chen et al, 2017)。通过完善

入侵生物档案库并构建早期监测预警技术体系和

平台, 可对生物入侵的各阶段进行综合监控和管理, 
并将危害损失控制在最低水平, 成为防控生物入侵

的最直接有效的方式。与陆生生物相比, 水生生物

的种类繁多、群落结构复杂, 很多生物类群具有形

体微小、在入侵初期群体规模极小、隐匿于水下、

可用于物种鉴定的外部形态缺乏等特点, 导致在水

生生态系统中构建早期检/监测和预警体系在技术

层面更具挑战(Xiong et al, 2016)。 
由于入侵初期外来生物群体规模极小, 因此从

复杂的群落中检测出这些低丰度生物便成为构建

早期检/监测和预警体系的关键(Xiong et al, 2016)。
水生群落中繁多的低丰度物种(生物量小于万分之

一)是水生生态系统的重要组成部分。Sogin等(2006)
提出“稀有生物区系(rare biosphere)”的概念, 即群

落中所有稀有生物的集合。稀有生物区系主要包含

两大类: 低丰度土著种(一部分为濒危种)和入侵早

期的外来物种。低丰度土著种通常对环境胁迫更敏

感, 在物质循环和能量传递中发挥着重要作用(杨
江华, 2017; 陈义永等, 2018); 外来入侵种在引入初

期虽然种群密度极低, 但随之而来的快速繁殖可使

生态系统退化并加速本地种的灭绝进程(Pysek & 
Richardson, 2010)。 

水生生物鉴定的传统手段依赖于显微镜或流

式细胞技术(Shi et al, 2011; Weber & Pawlowski, 
2013), 该方法工作量大, 无法满足快速大量监测的

1  引言 
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需求, 且灵敏度低, 难以监测和识别数量庞大的稀

有生物区系(Galand et al, 2009; Cheung et al, 2010)。
此外, 采样方式和物种自身形态特征也对水生生物

物种鉴定工作产生了较大影响。水体的流动和季节

性水文变化使取样的随机性大大增加(McDonald, 
2004; Jerde et al, 2011)。样品保存不当会导致形态特

征缺失, 给准确的分类鉴定造成困难(Briski et al, 
2011; Darling & Mahon, 2011)。许多类群有变态发

育的特点, 不同生活史阶段的形态结构和习性会发

生很大变化; 部分类群在同一生活史时期的形态学

特点极为相似 , 也为物种鉴定带来了极大困难

(Briski et al, 2011; Darling & Mahon, 2011)。上述这

些因素直接影响了基于形态的水生入侵物种鉴定

的准确度和效率, 因此亟需建立集快速精确、高灵

敏度、高分辨率于一体的检测方法。环境DNA-宏
条形码技术检测灵敏度高、耗时短、成本低、通量

高 , 成为鉴定外来水生入侵物种的强有力工具

(Zhan & Maclsaac, 2015; Xiong et al, 2016), 在复杂

群落稀有种的监测方面优势明显, 具有极大的应用

前景(Zhan & Maclsaac, 2015; Xiong et al, 2016)。 
本文系统总结了环境DNA-宏条形码技术的发

展历程、基本特征及其在水生生物入侵早期监测与

预警过程中的应用, 探讨了该技术应用的局限性并

提出了可能的解决方案, 同时还对该技术在水生入

侵物种监测和预警中的应用前景进行了展望, 期望

为水生生物入侵的科学防控提供技术支撑。 

 
2.1  环境DNA-宏条形码技术简介 

环境DNA (environmental DNA, eDNA)是指直

接从环境样品(例如土壤、空气、水体)中提取到的

DNA, 是不同物种遗留在环境中的DNA的总和

(Levy-Booth et al, 2007; Pietramellara et al, 2009)。水
体中的环境DNA包含生物体经由皮肤、尿液、粪便、

粘液等释放到环境中的DNA和细胞死亡裂解后释

放到环境中的DNA (Taberlet et al, 2012; Rees et al, 
2014)。 

环境DNA-宏条形码技术主要操作流程为: 采
集环境样本, 对样本中的环境DNA进行提取、基于

分子标记基因设计引物对环境DNA进行PCR扩增

及高通量测序, 将得到的大量序列直接与数据库中

的序列进行比对, 或者先将序列聚类为可操作分类

单元(operational taxonomic units, OTUs)后再进行比

对, 达到同时对环境样本中多个物种(或高级分类

单元)进行鉴定的目的。 
2.2  环境DNA-宏条形码技术的关键环节 

入侵物种监测包括对靶标和非靶标生物的监

测。靶标物种的监测相对简单, 通过设计物种特异

性引物监测靶标物种是否存在, 技术要点为保证引

物的特异性、避免近缘或共存物种的错配造成非特

异性扩增(郝雅宾等, 2018)。而对非靶标生物的监测

对技术要求相对较高, 在选择高分辨率的分子标记

基因的基础上, 设计高效率的通用引物, 通过分析

群落组成和结构的动态变化从而实现早期监测与

预警。检测稀有生物区系的组成是监测非靶标入侵

物种的技术关键。基于环境DNA-宏条形码的监测

体系目前的研究主要集中在两个方面: (1)分子标记

基因的选择和通用引物的设计与评估; (2)高通量测

序数据的处理及对关键参数的优化与评估。 
2.2.1  高分辨率分子标记基因选择 

选择适当的分子标记基因并设计高分辨率的

通用引物, 是提高检测灵敏度和稀有物种检出率的

关键。分子标记基因具有以下两方面特征: 有相对

保守的区域用来设计通用性强的引物, 便于PCR扩
增; 扩增区兼具种间差异大、种内差异小的特点, 
能够有效区分不同物种(Zhan & Maclsaac, 2015; 吴
彪等, 2018)。常见的真核生物分子标记基因包括线

粒体细胞色素C氧化酶亚基I (COI)基因、内转录间

隔区(ITS)、核糖体18S rRNA基因、28S rRNA基因

和线粒体16S rRNA基因等。 
不同分子标记基因适用范围不同, 需根据待检

测生物类群以及研究目的综合选择。COI基因具有

进化速度快和功能保守性强的特点, 常用来分析浮

游动物、甲壳动物、微型后生动物等(Bourlat et al, 
2013; Leray et al, 2013; Zhou et al, 2013; Avó et al, 
2017)。但COI基因较快的进化速度给设计群落水平

的通用引物带来很大困难(Zhan et al, 2014a)。海洋

生态系统中的海绵动物、部分刺胞动物和水母类的

线粒体DNA的进化速率比其他后生动物慢10–20倍, 
进化速度不一致引起的DNA序列差异, 使得难以针

对COI基因设计出能够将混合DNA样品中全部物种

进行有效扩增的通用引物, 因而对海洋生态系统部

分类群进行研究时不宜选用(Tang et al, 2012; Zhan 
et al, 2014a)。18S rRNA基因存在保守区和可变区且

2  环境DNA-宏条形码技术 
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序列进化速度较慢, 适用于研究亲缘关系较远的生

物(Brannock et al, 2016)。16S rRNA基因对刺胞动物

具有较高的识别率(Bucklin et al, 2010)。Zhan等
(2014a)比较了COI、16S rRNA和18S rRNA等分子标

记基因在浮游动物环境DNA-宏条形码研究中的差

别, 发现其所用的COI引物都无法提供高质量的PCR
产物, 并建议使用18S rRNA基因和线粒体16S rRNA
基因进行条形码研究以获得更多的物种信息。 
2.2.2  高灵敏度通用引物设计 

通用引物设计是环境DNA-宏条形码技术应用

的基础, 也是对分析结果具有决定性影响的环节

(Zhan & Maclsaac, 2015)。扩增引物的设计一般应遵

从通用性强、灵敏度高等特点。通用性强意味着可以

将复杂群落中的环境DNA进行有效扩增, 实现对绝

大多数物种进行检测, 进而提高物种覆盖度(Zhan 
& Maclsaac, 2015); 高灵敏度通用引物可降低监测

成本, 仅需进行一次PCR扩增即可完成对所有类群

DNA片段的收集, 为检测复杂群落中低丰度物种提

供了便利(Zhan et al, 2014a; Zhan & Maclsaac, 2015)。 
高灵敏度引物的获得离不开对引物进行全面

的评价和测试(Leray, 2013; Zhan et al, 2013)。引物

测试需要基于从单一生物类群、复杂生物群落到稀

有生物区系层层推进(Zhan et al, 2014a)。首先是对

单一类群水平引物扩增稳定性和覆盖度的检测, 进
而推广到复杂群落水平, 对引物进行覆盖度和PCR
偏向性的检测。Leray等 (2013)在研究天竺鲷科

Nectamia savayensis、金鳞鱼科Myripristis berndti和
Sargocentron microstoma的胃内容物时, 对COI基因

设计了5组通用引物 , 结果表明其中一对引物

(mlCOIintF/jgHCO2198)比传统通用引物(LCO1490/ 
HCO2198)在后生动物中扩增效率更高, 能够获得

更多的物种信息。最后是针对稀有生物区系的检

测。目前较为常用的方法是内标法, 即通过在提取

DNA之前加入群落中不存在的物种作为内标, 然后

利用内标的绝对和相对丰度计算其他物种的绝对

丰度。Zhan等(2014a)分析了淡水生态系统和海洋生

态系统的典型群落, 成功设计出基于核糖体小亚基

rDNA (SSU)的高分辨率通用引物, 通过内标法对

基于通用引物Uni18S/Uni18SR新构建的宏条形码

体系进行测试, 发现该体系灵敏度极高, 比已有方

法提高了5个数量级。对复杂水生群落的PCR扩增结

果显示, 此通用引物可以扩增出几乎所有水生真核

生物类群(动物、原生生物、藻类、真菌等), 且扩增

偏向性极小; 此通用引物将对低丰度入侵生物的检

出率提高了5倍, 即仅存在一个幼虫的条件下, 检
出率达到100% (Zhan et al, 2014a)。 
2.2.3  重现性和检出率 

重现性(reproducibility)指同一序列在各平行样

本间同时出现的概率, 是衡量数据准确度和可靠性

的重要指标(Prosser, 2010; Zhou et al, 2011)。Zhan等
(2014c)对此问题进行了一系列研究, 通过对海洋和

淡水两个生态系统浮游生物群落检测的结果进行

比较分析发现, 只有39.8% (海洋)和36.4% (淡水)的
OTU在几次重复中被同时检测到, 但与土壤微生物

等其他复杂群落相比检出率已属较高(Zhan et al, 
2014c)。研究同时发现, 低丰度OTU的重现性远低

于高丰度OTU, 对于包含100条序列的OTU重现性

可达到100%, 而单体(singletons, OTU中仅包含一

个序列)的重现性则低于25% (Zhan et al, 2014c)。研

究同时指出, 实验中各阶段的随机过程是重现性低

的重要原因, 主要包括随机取样、DNA提取及PCR
扩增的偏向性, 以及高通量测序深度不足和数据滤

错(质量控制)环节过滤大量原始序列等(Zhan et al, 
2014b, c; Zhan & Maclsaac, 2015)。 

提高入侵种检出率是早期监测关注的核心问

题。虽然针对高分辨率分子标记基因设计高灵敏度

通用引物在一定程度上提高了检出率, 但尚有一些

错综复杂的因素同时制约着检出率。目前已有通过

内标和外标相结合的方法, 研究高通量测序及数据

滤错环节对入侵种检出率的影响。结果表明, 数据

滤错会影响稀有种检出率, 滤错严格度与检出率呈

负相关关系, 造成此种结果的主要原因是低丰度生

物对应的序列中存在测序质量不高等问题, 滤错过

程将这些低丰度序列删除(Zhan et al, 2014b)。借助

稀疏曲线(species rarefaction curve)可以更好地确定

测序深度, 在一定范围内测序深度的增加会显著增

加OTU检出数目, 特别是提高低丰度OTU的检出

率。对序列丰度与检出率关系的研究表明, 虽然序

列丰度与检出率总体呈正相关关系, 但对不同群落

加入相同指示生物, 测序数据也并不能可靠地量化

物种相对丰度(Sun et al, 2015)。近年来, 利用高通量

测序技术结合无PCR扩增(PCR-free genome-skim-
ming)的“超级条形码”技术, 可以解决由于PCR扩增

偏向性造成的物种偏向性以及混合物种相对丰度
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难以分析等问题, 获得较准确的相对丰度信息, 有
望以更高的灵敏度和准确性对混合物种样品进行

定性及相对定量的监测(郎丹丹等, 2018)。增加生物

学重复可以有效降低随机取样导致的误差, 同时, 
结合实验重复(DNA提取、PCR扩增等)并增加测序

深度, 谨慎处理原始数据和OTU聚类结果, 对于检

出率的提高有极大的帮助(Zhan & Maclsaac, 2015)。 

 
环境DNA-宏条形码技术以其高效、低成本的

特点极大拓展了条形码技术在生物多样性分析、大

范围物种检测以及入侵种监测等方面的应用(表1)。
水生生态系统生物入侵的研究已从单一靶标生物

的检出朝复杂非靶标物种、大尺度的方向发展, 在
对靶标入侵种和非靶标入侵种的监测上都取得了

良好的效果。 
3.1  靶标入侵种的监测 

入侵种检测的主要环节是针对靶标生物设计

特异性引物, 通过检验环境DNA中是否含有目标种

释放的DNA来判断是否存在靶标物种的入侵。

Ficetola等(2008)基于美国牛蛙(Rana catesbeiana) 
Cyt-b基因设计特异性引物, 对法国18个自然水体

的环境DNA样本进行扩增, 并在传统方法未检出的

池塘中成功检测到该物种, 首次将环境DNA-宏条

形码技术引入入侵物种监测领域。环境DNA与遥

感、光谱等技术的联合使用为外来入侵物种的监测

预警提供了更广阔的发展空间。Egan等(2015)结合

现场准备光透射光谱(LTS)监测了压舱水中两种入

侵贝类: 斑驴贻贝(Dreissena bugensis)和斑马贻贝

(D. polymorpha)的入侵情况。目前, 这项技术被广

泛应用于鲤鱼 (Cyprinus carpio; Takahara et al, 
2012)、新西兰泥螺 (Potamopyrgus antipodarum; 
Goldberg et al, 2013)、克氏原螯虾 (Procambarus 
clarkii; Tréguier et al, 2014)、鲢鱼 (Hypophthal-
michthys molitrix; Song et al, 2017)等入侵生物的监

测, 监测物种类型涉及鱼、两栖、爬行、昆虫等多

个门类。与国外相比, 我国环境DNA-宏条形码技术

起步较晚, 目前仅在克氏原螯虾①

                                                        
① 马竹欣 (2016) 利用环境DNA技术调查入侵种克氏原螯

虾在元阳梯田的分布. 硕士学位论文, 云南大学, 昆明. 

、鱼类(姜维等, 

2016; 徐念和常剑波, 2016; 郝雅宾等, 2018)等几个

入侵物种的监测上有报道。随着环境DNA-宏条形

码技术的不断发展, 其应用领域会逐步扩展到各种

水生生态系统的多个物种(吴昀晟等, 2019)。 
3.2  非靶标入侵种的监测 

与靶标入侵种不同, 对非靶标入侵生物的监测

需要设计高灵敏度通用引物, 通过比较群落物种组

成变化达到监测预警的目的(单秀娟等 , 2016)。
Saunders (2005)通过对加拿大海区白蒙藻科的COI
条形码设计通用引物, 发现了3个本来不存在于该

海区的物种, 进而确定为入侵物种。Zaiko等(2015a)
对航行不同时间的船舶压舱水进行采集, 然后利用

环境DNA-宏条形码技术分析其中的物种数目, 探
讨是否存在入侵种的可能。Thomsen等(2016)使用6
对引物成功检测到15种入侵鱼类, 同时检测到4种
入侵鸟类。Emily等(2016)对加拿大海岸线和五大湖

主要港口的浮游生物样本进行分析后鉴定到379个
浮游动物物种, 有24个物种被确定为外来入侵种, 
其中11种为首次在该地区检测到。非靶标生物的监

测不仅能够定性监测到入侵生物的存在, 还可以定

量评估生物入侵程度(李飞龙等, 2018), 有利于监管

部门针对入侵程度制定相应的治理措施, 成为早期

预警系统的主要监测方式。 

 
尽管环境DNA-宏条形码技术在水生入侵物种

监测方面具有显著的优势, 但该技术在应用层面目

前还存在一系列问题(图1)。我们对影响该技术监测

效果的原因进行了讨论, 并为以后的研究提出可能

的解决方案。 
4.1  环境DNA-宏条形码技术的准确性 

环境DNA监测中缺乏灵敏度高的通用引物、监

测准确度有待标准化方法的支撑、低丰度生物群落

重现性较差、环境DNA产生和降解的动力学过程还

不甚明确(Zhan & Maclsaac, 2015; 马鸿娟等, 2016)
等问题会使监测中产生假阴性和假阳性两种结果, 
从而影响监测结果的准确性。 

4.1.1  环境DNA-宏条形码技术的假阴性 
在实际监测过程中, 环境DNA-宏条形码技术存

在I型和II型错误。I型错误是指拒绝实际上成立的 

3  环境DNA-宏条形码技术在水生入侵物种早期

监测和预警中的应用 

4  环境DNA-宏条形码技术存在的问题及优化  
方案 
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图1  基于环境DNA-宏条形码技术的水生入侵生物早期监测与预警技术现存的主要问题及可能的解决方案 
Fig. 1  A summary of error sources and possible solutions for both false positive and false negative errors when using environmental 
DNA-metabarcoding methods for early detection and warning of aquatic invasive species 

 
正确假设, 为“弃真”的错误。环境DNA监测技术中

的I型错误是指未能监测到环境中真实存在的物种, 
降低检出率, 带来假阴性结果。I型错误为部分入侵

种的定殖爆发成灾提供了时间, 对外来入侵种早期

监测造成了严重的影响。分子标记片段分辨率低、

通用引物扩增效率低、数据滤错时严格度设置过高以

及PCR的偏向性是导致I型错误的直接原因。 
序列分辨率的高低在很大程度上是由分子标

记片段的选择造成的。低分辨率使得来源于不同物

种的、具有高相似度的序列被分到同一个OTU, 可
能使入侵物种被划为土著种。环境DNA-宏条形码

鉴定物种的关键是寻找理想的分子标记基因。不同

的基因片段在不同分类阶元系统进化研究中各有

优缺点。已有研究表明, COI基因在鱼类不同属间的

分辨率较低 (Keskin & Atar, 2013; Deagle et al, 
2014)。Zhan等 (2014a)基于SSU基因研究了SSU 
V4–V9区域对入侵生物海鞘类群的分辨能力, 结果

表明其分辨率在监测的类群间均可达到显著性水
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平。例如 , 在玻璃海鞘属 (Ciona)和二段海鞘属

(Didemnum)的物种中种间差异大于5%, 但不同类

群间的分辨率存在一定差异, 在拟菊海鞘属(Botry-
lloides)和菊海鞘属(Botryllus)等许多属中种间差异

不到1% (Zhan et al, 2014a)。由于不同类群进化速度

存在差异, 而目前大部分水生类群缺乏亲缘关系程

度的研究, 故难以界定各物种间差异在何种水平会

导致分子标记无法区分开的情况, 这就要求研究者

在选择合适分子标记基因时, 对水生生物各类群的

进化速度和差异程度有深入的了解, 并在通用性和

分辨率两方面兼顾考虑。 
当获取的环境DNA的量低于PCR能够检测到

的阈值时, 目标物种将难以被检出。首先, 环境

DNA在充满水和核酸酶的环境中极易随机降解成

小片段, 目标片段的缺失会造成扩增困难。其次, 
各类群在基因不同区域的多态性水平具有很大差

异, 可能导致各类群的PCR过程中在引物结合位点

发生不同程度的错配, 造成实际可以扩增的环境

DNA总量低于检测阈值(Xiong et al, 2016)。高灵敏

度的通用引物的使用可监测到生物总量占比仅2.3 
× 10–5%的靶标物种, 尽管如此, 当入侵种生物量低

于这个阈值范围时仍会出现假阴性结果(Zhan et al, 
2014c)。 

PCR的偏向性会导致低丰度和难扩增物种的数

据丢失, 这是导致条形码解析度和普适性较低的重

要原因(陈炼等, 2016)。PCR偏向性是由不同模板的

扩增效率的固有差异(Polz & Cavanaugh, 1998), 或
者是后期优势模板自我退火扩增的抑制作用

(Suzuki & Giovannoni, 1996)造成的。同一体系中, 
模板DNA间扩增效率的固有差异, 如GC含量高、富

含二级结构使得不同物种对引物的亲和能力不同

等均能导致PCR扩增效率的差异(Bellemain et al, 
2010; Engelbrektson et al, 2010)。每轮PCR随机扩增

都会带来偏向性, 使我们无法准确判断物种的原始

相对丰度, 甚至发生漏检, 成为入侵种检出的障碍。 
PCR扩增的偏向性可通过不断优化扩增条件

(包括降低引物量、适当增加模板量、减少循环次数、

适当提高退火温度)来加以改善。此外, 在明确自然

条件下群落组成结构的情况下针对优势种设计封

闭引物, 也可减少不必要的DNA扩增(Boessenkool 
et al, 2012)。同时, 可通过调整PCR程序, 例如采用

巢式PCR方法提高扩增特异性(Davey et al, 2014); 

或者使用两步策略: 在PCR第一轮扩增时 , 基于

18S rRNA等分子标记基因设计使用较为通用的引

物, 对群落中的大多数类群进行扩增, 在第二轮专

门为稀有类群设计特异性强的引物实现对低丰度

类群的检测, 均可达到特异性富集的目的。 
随着环境DNA-宏条形码技术的发展, 基于不

同分子标记基因保守区设计的多对通用引物配套使

用的多条形码技术可对群落进行更全面的监测①

测序后一系列生物信息学分析方法的使用对

检出率也存在极大影响。对原始数据进行数据滤错

(质量控制)的过程中, 低质量序列的去除在一定程

度上可避免“人为物种” (artifacts, PCR或测序错误

导致的假序列)的产生, 但该过程又极易滤除环境

中真实存在的稀有入侵种。真实条件下的稀有种和

实验操作过程中产生的“人为种”的判断一直是困扰

研究人员的问题。OTU聚类分析虽然能实现复杂水

生生物群落的层级划分问题, 但会产生低丰度序列

检出生物量低以及稀有生物区系检出困难的问题。

在具体操作中, 对同一样本采用不同的聚类分析方

法, 甚至同一聚类方法采用不同分类水平检出的入

侵生物数目都有很大差异。有研究表明数量庞大的

低丰度序列多为交叉污染造成, 对物种检出率影响

很小(Kunin et al, 2010; Tedersoo et al, 2010)。但更多

研究表明 , 序列丰富度低的OTU如单体 (single-
tons)、二体(doubletons)和三体(tripletons)是群落中

真实存在的稀有种(Kauserud et al, 2012; Zhan et al, 
2013)。这些问题的存在都对生物信息方法的选择与

后期的数据处理分析提出了更高要求。 

。

但多基因引物扩增得到的种类较为复杂, 给序列对

比和多套数据整合等带来困难, 提高了假阳性率和

监测成本。新一代的线粒体宏基因组技术 , 即
PCR-free技术(如DNA捕获法、鸟枪法测序等)摒弃

了PCR扩增, 避免了PCR引入的一系列错误, 使结

果更加精确。除了评估物种组成外, 通过推断每个

物种中的线粒体DNA总量来评估各物种生物量乃

至相对丰度, 是一种全新的方法。虽然PCR-free对
生物信息算法提出了更高要求, 但该方法无疑为未

来环境DNA-宏条形码技术提供了新的发展方向

(Zhou et al, 2013)。 

                                                        
① 张宛宛 (2017) 基于DNA宏条形码技术的浮游植物群落

多样性监测研究. 硕士学位论文, 南京大学, 南京. 
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可以明确的是, 在入侵早期, 入侵物种处于低

丰度水平, 因此低丰度物种的完整监测是不可忽略

的。在序列比对环节, 将研究聚焦于比对平行样本

间及各技术重复处理重现性高的序列和OTU可以

提高低丰度物种的检出率。对于序列比对, 最为理

想的方法是使用OTU-free的方法直接比对原始序

列, 该方法在提出初期由于没有良好的算法导致工

作量大、耗时长。随着环境DNA-宏条形码技术的

不断发展, 层出不穷的新算法已经可以满足对原始

数据的直接分析, 极大地降低了测序和算法导致的

数据流失。一个有效的控制方法是在提高生物学重

复的基础上使用物种占域模型(Species Occupancy 
Model, SOM; MacKenzie et al, 2002)评估监测结果。

物种占域模型将空间占有率(occupancy rate)作为评

估动物种群变化的一个度量标准(李勤等, 2013)。对

入侵物种监测来说, SOM模型能估算出特定样点或

区域被目标物种占有的概率, 预测目标地点、目标

物种在未来的分布变化、种群动态趋势以及干扰程

度对物种生存的影响(万雅琼等, 2017)。增加生物学

重复能够进一步提高低丰度物种的检出率, Ficetola
等(2015)建议根据样本特征确定重复水平, 对稀有

分类群进行监测时采用8个以上的生物学重复, 重
复次数的增多为SOM模型的准确性提供了保障。理

论生态学模型仅需少量调查便能够通过重复测量

数据更好地对实验中可能存在的问题进行补充指

导, 对入侵物种的长期监测提供了很大的帮助。 
4.1.2  环境DNA-宏条形码技术的假阳性 

在统计学上II型错误是指错误地接受无效假设, 
也就是犯了“存伪”的错误。在入侵种监测中, II型错

误是指由于灵敏度高的高通量测序检测出不属于

环境中的新序列并归为新群落, 凭空创造出“人为

入侵种”带来假阳性结果, 造成人力物力的浪费。 
交叉污染和分子标签互换是该现象出现的主

要原因。有研究表明, 在监测的202个宏基因组中

145个可能已发生污染, 占到总数的71.8%, 而每个

宏基因组中污染序列所占比例更是高达64% (Sch-
mieder & Edwards, 2011)。造成交叉污染的原因很多, 
主要包括采样过程中采样器的污染以及各实验环

节中样品间的相互污染等。PCR扩增时不可避免会

形成异源双链(Kanagawa, 2003)、嵌合 体(Odelberg et 
al, 1995)并产生随机性错误, 这些PCR虚假产物的

检出是出现假阳性结果的原因之一。此外, 在分子

操作过程中对大量平行样本进行标记后, PCR产物

中可能会出现的标签互换(tag switching, 即由于合

并样本带来的污染)现象也是交叉污染的间接来源。

在早期的大量研究中, 为节约成本同时消除测序批

次带来的系统误差, 在测序前处理时通常在引物外

侧加入一段分子标签以达到对同一批次PCR扩增产

物进行平行测序的目的, 通过标签对不同来源的序

列进行区分, 进而分别进行序列拼接和数据处理及

物种检出。这种操作存在一些潜在问题, 例如操作

不当会导致存在少部分未连接上标签的引物序列, 
保存不当会导致PCR产物稳定性下降使标签从引物

上脱落或随机连接到其他序列上。这些情况都可能

干扰扩增子测序, 导致序列读取错误并造成交叉污

染, 发生II型错误(Carlsen et al, 2012)。 
增加生物学样本重复数量是解决标签互换问

题最为经济有效的方法。此外, 可以使用成套的标

签同时对正向和反向引物进行标记, 避免相同批次

样本对标签的重复使用(Carlsen et al, 2012)。每一步

都设计相应的阴性对照, 既可以减少系统误差, 又
可成为数据筛选时的重要参考。这种多因素导致的

污染虽然难以避免, 但是缩短PCR产物的保存时

间、严格遵循标准化方法并执行规范操作, 可以在

一定程度上维持PCR产物的完整性并降低污染带来

的影响。 
4.2  物种参考数据库的完整性 

利用环境DNA-宏条形码技术进行物种鉴定, 
最终要回归到测序序列和参考数据库的比对上。因

此, 参考数据库的完整性和质量直接决定了运用环

境DNA-宏条形码技术进行物种鉴定的可靠性(杨江

华, 2017)。虽然近年来参考数据库中物种信息增长

很快, GenBank、Barcode of Life (BOLD)等公共数据

库收录了大量数据, 但相对陆生生态系统, 对水生

生态系统收录的类群较少。数据库的不完善使得大

量的环境DNA-宏条形码数据不能得到正确注释, 
从而大大降低了入侵种的检出率。Zhan等(2014a)
的研究表明, 从加拿大安大略省汉密尔顿港收集的

浮游生物群落样本通过高通量测序后获得的353个
OTU中, 当以相似度99%拟合时, 只有32个(9.1%)
与公共数据库中收录的可用序列相匹配。另一方面, 
即使是收录在数据库中的物种, 由于分类学的错综

复杂性, 也可能被归为不同的分类单元。此外, 文
库中收录的数据多为COI和16S rRNA等常见分子
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标记基因的序列片段, 基于其他分子标记基因的数

据较少, 在鉴定复杂群落和相似度较高的近缘种时

不能满足需要。数据库收录的物种种类有限以及收

录到的序列片段仅基于常见的分子标记基因, 使得

文库数据在可用性上不尽人意。 
随着环境DNA-宏条形码技术的高速发展, 世

界各地在建的条形码数据库的开源与共享, 无疑为

物种注释提供了丰富的资源。对于地方性入侵物种

而言, 开展多方协作也是快速直接解决数据库问题

的有效途径。 

 
生物入侵严重威胁着全球范围的水生生物多

样性, 如果不及时采取有效的保护措施, 越来越多

的本地物种将会以更快的速度面临濒危乃至灭绝。

环境DNA-宏条形码技术具有高通量、高灵敏度、

高分辨率的技术优势, 为水生生态系统入侵生物的

早期监测预警系统的建立提供了条件。 
随着测序技术的进一步发展, 第三代测序技术

悄然而生, 单分子测序(如单分子实时测序技术、纳

米孔单分子测序技术等)已逐渐成为新趋势。第三代

测序技术在测序长度和准确性方面都有大幅度提

高, 其极高的单分子分辨率及可以捕捉动态信息的

优势是现有技术的补充。与第一代和第二代测序相

比, 支持更高通量测序的第三代测序技术无需进行

PCR扩增, 可以解决PCR扩增偏向性的问题, 使得

序列比对分析将摆脱OTU聚类的方法, 这会极大程

度上提高检出准确度。因此, 充分结合第三代测序

技术优势, 优化环境DNA-宏条形码技术在水生入

侵物种监测和预警过程中的应用, 是今后应该重点

考虑的内容。 
构建完善的物种DNA条形码的标准数据库及

物种信息库、建立资源信息共享和应用平台是利用

环境DNA-宏条形码技术进行入侵物种鉴定的基

础。生物信息技术的发展将有助于环境DNA-宏条

形码技术适应更加复杂多变的自然条件和物种类

型, 提高监测灵敏度, 使得该项技术在更大的范围

内得以推广应用(唐敏等, 2013)。环境DNA-宏条形

码技术可以高效监测最易遭受生物入侵的区域, 在
早期监测和预警中有着广阔的应用空间和发展潜

能, 为水生入侵生物的检验检疫及立法工作提供数

据基础和技术支持。该技术的发展将推动生物入侵

早期监测进入一个崭新的时代, 为全球生物多样性

保护做出卓越的贡献。 
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模式动物在共生微生物研究中的作用 
肖雅倩1  刘  传2  肖  亮2* 

1 (北京师范大学水科学研究院, 北京 100875) 
2 (深圳华大生命科学研究院宏基因组研究中心, 广东深圳 518000) 

摘要: 共生微生物是一类定殖于宿主体表或体内, 可执行宿主本身无法完成的功能, 并依赖于宿主所提供的生长

环境的微生物。众多研究表明, 人体肠道共生微生物与免疫、营养、代谢, 甚至精神健康等生理功能密切相关, 是
重要的“微生物器官”。在早期的肠道微生物研究中, 模式动物就已经作为研究工具被使用。随着肠道微生物研究

的不断深入, 模式动物作为不可替代的研究对象发挥了越来越重要的作用。本综述主要对几种重要的模式动物如

斑马鱼(Danio rerio)、小鼠(Mus musculus)、猪(Sus scrofa domesticus)和猕猴(Macaca mulatta)在肠道微生物研究中

的应用进行了总结, 介绍了各种模式动物的发展过程及特点, 各自在应用于研究时的优缺点, 以及利用这些动物

模型在共生微生物领域所取得的一些标志性的科研成果。同时, 也就近年来在共生微生物领域新兴的一些模式生

物如蜜蜂(Apis)、果蝇(Drosophila)、秀丽隐杆线虫(Caenorhabditis elegans)等进行了一些探讨。旨在让该领域的研

究者们了解模式动物与人体在共生微生物方面的异同, 为更好地利用这一研究工具提供参考。 

关键词: 共生微生物; 宿主; 模式动物; 肠道微生物 

The role of model animals in the study of symbiotic microorganisms 
Yaqian Xiao1, Chuan Liu2, Liang Xiao2* 
1 College of Water Sciences, Beijing Normal University, Beijing 100875 
2 BGI-Shenzhen, Shenzhen, Guangdong 518000 

Abstract: Symbiotic microorganisms colonize external or internal surfaces of a host depending on 
environmental factors, and may supply the host with special functions. More and more researchers have 
proven that symbiotic gut microorganisms are related to a diverse range of physiological functions of a host 
including immunity, nutrition, metabolism and even mental health. Thus, gut microorganisms comprise an 
important “microbial organ” in humans. Since the early days of microbiota research, animal models have 
been used frequently for their microbiota, contributing greatly to new research in this field. This review 
provides an overview of animals used as models in symbiotic microorganism studies, including zebrafish 
(Danio rerio), mice (Mus musculus), pigs (Sus scrofa domesticus), and monkeys (Macaca mulatta). We 
provide insight into the development and characteristics of these model animals, highlighting the advantages 
and disadvantages of each model, as well as any outstanding scientific achievements based on their use. We 
also note that honey bee (Apis), fruit fly (Drosophila) and nematode (Caenorhabditis elegans) models are 
emerging as more prevalent in recent gut microbiota studies. This paper will contribute to better 
understanding the similarities and differences between the microbiota of model animals and humans, while 
providing useful information for effectively implementing these animal models in future research. 
Key words: symbiotic microorganisms; host; animal models; gut microbiota  

共生是两种生物彼此互利地生存在一起, 缺此

少彼都不能生存的一类种间关系, 是生物之间相互

关系的高度发展。豆科植物和固氮细菌之间即是典

型的植物和微生物之间的共生关系。动物和微生物

共生的案例也有很多, 如牛、羊等反刍动物与瘤胃

微生物的共生就是其中之一。随着对人体内环境认

识的发展, 人体和肠道菌群之间的共生关系也逐渐

被了解。一般情况下, 人体肠道正常菌群的巨大数

•综述•  
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量可以阻止和抑制外来微生物的入侵, 从而抵御某

些病原微生物的感染。此外, 它们还能提供人体自

身不能合成的维生素B1、B2、K及叶酸等营养物质

(Ramakrishna, 2013; Rowland et al, 2018), 而人体肠

道则为这些微生物提供了良好的栖息场所和生长

环境。因此, 共生微生物可以被定义为一类定殖于

宿主体表或体内, 可执行宿主本身无法完成的功能, 
并依赖于宿主所提供的生长环境的微生物。 

随着宏基因组测序技术的发展, 我们已经可以

从给定的环境样本中获取所存在的全部微生物的

遗传信息。人体微生物特别是人体肠道微生物, 其
基因数目远超宿主本身, 并且因为其在宿主代谢和

免疫调节方面发挥的重要作用(Clemente et al, 2012; 
Sommer & Bäckhed, 2013; Marchesi et al, 2016)而备

受研究者关注。越来越多的研究报道揭示了菌群和

人类疾病之间的关联, 表明肠道菌群的紊乱极有可

能是多种疾病的关键风险因素 (Xie et al, 2016; 
Berer et al, 2017; Jie et al, 2017; Liu et al, 2017)。随

着研究领域的不断扩展, 研究者的眼光也不仅仅局

限于人体肠道微生物, 皮肤、口腔、生殖道等环境

中的微生物信息及其与宿主健康之间的关联也已

经被报道(Al-Shehri et al, 2016; Kilian et al, 2016; 
Zákostelská et al, 2016; Haque et al, 2017)。越来越多

的研究表明, 人体各个环境的共生微生物对人体健康

有着重要影响, 与众多疾病的发生发展密切相关。 
随着宏基因组研究的进展, 发展出了一套较为

成熟的研究方法, 即宏基因组关联分析(metagen-
ome-wide association) (Qin et al, 2012; Wang & Jia, 
2016), 并已应用于众多科研项目中。该方法可以解

析出与疾病状态或各种相关指标存在关联的微生

物基因、功能通路及特定微生物物种信息。随着宏

基因组领域研究的不断深入, 研究者们不再满足于

“关联”研究, 进而开始探索人体共生微生物与宿主

健康状态之间的因果关系及互作机理, 这将为人体

共生微生物在医疗保健及临床干预方面的应用奠

定理论基础。而这一深入探索首先在研究对象上遇

到了瓶颈。在“关联”分析中, 研究对象通常是人群, 
将来自不同人群的样本的宏基因组信息进行比对, 
找出差异及其与表型数据的关联。但由于不同环境

因素(人种、居住地、饮食习惯、工作环境等)造成

个体间共生微生物组成的巨大差异, 研究者们通常

需要较大量的样本才能在分析中排除数据“噪音”, 

得出可靠的分析结果。而解析“因果”关系, 不但同

样需要较大的人群样本, 还需要对人群进行组织和

跟踪随访工作, 在成本和研究周期方面要求很高, 
同时, 对个体表型信息的跟踪、收集也有更高的要

求。最为重要的一点, 在正常的伦理限制下, “科赫

法则”完全无法在以人为研究对象的科研中实现。

因此, 对于人体共生微生物的深入研究来说, 人群

本身并不是适合的研究对象。 
动物模型在各个科学研究领域都扮演着重要

角色。同样, 在人体共生微生物领域, 模式动物因

其高度一致性的背景、可控的实验环境及可人工干

预的特点, 发挥着重要作用。特别是对于着眼于解

析“因果”关系的研究者们来说, 符合动物伦理的实

验动物是深入研究共生微生物与宿主间相互作用

的最佳研究对象和重要研究工具。在本综述中, 我
们将对宏基因组领域常见或不太常见的动物模型

及相关的经典研究报道进行简析, 展现动物模型在

宏基因组研究中的关键作用, 并讨论其优劣势, 以
便于研究者们更好地了解和运用动物模型辅助科

学研究。 

 
1.1  斑马鱼(Danio rerio)模型 

斑马鱼是一种热带淡水鱼, 因其体侧具有像斑

马一样纵向的暗蓝色与银色相间的条纹而得名。

2013年4月, 英国桑格中心(Sanger Centre)协同全球

最权威的14家斑马鱼研究机构, 将斑马鱼全基因组

和人类基因组进行比较分析发现, 斑马鱼基因组含

有的26,206个蛋白编码基因与人类基因高度同源, 
人类2万多个蛋白编码基因都至少可以在斑马鱼体

内找到1个同源基因与之对应(Howe et al, 2013)。其

独特的生物学、基因组学、遗传学优势及其高度保

守的疾病信号传导路径, 使其成为研究人类疾病信

号传导途径及活体高通量药物筛选的最佳模式生

物之一。 
而早在斑马鱼自身的基因组被解析之前, 研究

者们已经开始意识到这一模式动物在肠道菌群研

究方面的作用。Rawls等(2004)报道了无菌(Germ 
Free, GF)斑马鱼技术, 首次将斑马鱼这一模式动物

引入了菌群研究领域。研究者们将无菌斑马鱼消化

道的基因表达情况跟常规斑马鱼进行了比较, 发现

1  几种重要的模式动物在共生微生物研究中的 
应用 
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有超过200个基因受到肠道微生物调控;  同时将其

与小鼠的消化道基因进行比较, 发现59个基因的表

达情况在这两个物种中是保守的。这一研究成果为

斑马鱼在宿主–肠道微生物互作研究中的应用奠定

了科学基础。此外, Keller等(2008)建立的数字扫描

激光光谱荧光显微技术, 可以实现对体内细胞的直

接观察, 虽然该技术最初的应用是观察斑马鱼的胚

胎发育过程, 但也为微生态研究提供了一种全新的

技术手段。 
菌群在肠道中的动态定殖过程一直是研究的

难点, 在人体或普通实验动物上是难以实现的。研

究者们将荧光标记的细菌菌株与无菌斑马鱼幼体

一起培养, 然后利用荧光显微技术获取标记细菌在

斑马鱼肠道中生长的三维图像, 并利用荧光强度实

时测定细菌的多度。这项研究充分发挥了斑马鱼作

为动物模型的优势, 在活的脊椎动物肠道内测定了

微生物生长的动力学数据, 证实其符合对数生长模

型, 并且在空间分布上并不均匀, 而是依赖于不同

位置的微生物密度。这是首次巧妙地结合无菌斑马

鱼模型和荧光显微技术对微生物在肠道内部的空

间结构及生长动态进行研究(Jemielita et al, 2014)。
随后, 研究者还利用斑马鱼模型开展了多项研究, 
验证了不同肠道细菌物种对宿主免疫系统的影响

(Rolig et al, 2015), 肠道细菌在宿主其他器官发育

过程中所起的重要作用(Burns et al, 2016; Stephens 
et al, 2016)。更为重要的是, 越来越多的科研转化实

验也开始在斑马鱼实验平台上开展, 研究者们利用

这一动物模型证实了肠道菌群对于宿主肠道动力

的影响(Wiles et al, 2016), 益生菌对于肥胖和糖尿

病症状的改善(Falcinelli et al, 2017), 甚至是对于抑

郁和压力症状也有一定的干预作用(Davis et al, 
2016)。可以说, 在宏基因组研究领域, 不论是基础

研究还是应用转化, 斑马鱼模型都发挥了重要作用, 
为研究者们提供了便捷、可靠的研究工具。 

但值得注意的是, 斑马鱼模型在宏基因组方面

的应用也存在一些缺点和局限。已有的数据表明, 
有近70%的人体基因可在斑马鱼中找到至少一个直

系同源基因(Howe et al, 2013), 证实了该种模式动

物与人类在基因组层面的相似性。但对于宏基因组

研究来说, 共生微生物的组成受环境因素的影响要

大得多。首先, 斑马鱼生存于水生环境中, 这会显

著影响其肠道或其他部位定殖的微生物种类, 造成

其与人体共生微生物之间产生了较大的差异; 其次, 
饮食会对肠道微生物造成强烈的影响, 这一点是研

究者们所公认的。而斑马鱼的食性与人类完全不同, 
因此, 饲养过程中所使用的饲料成分也会显著影响

其肠道微生物的组成。研究者们还特地对在不同实

验室饲养的斑马鱼肠道微生物进行了比较, 结果发

现不同实验室来源的斑马鱼, 其肠道菌群存在显著

差异(Roeselers et al, 2011)。此外, 从实验技术层面

来说, 斑马鱼体型细小, 基本上不可能进行个体操

作, 并且在实验取材上也存在困难, 对于粪便样本, 
往往是通过解剖获得肠道内容物, 这一做法的直接

后果是粪便细菌DNA中混杂了大量其他来源的核

酸物质, 对后续的测序及数据分析造成较大影响。 
1.2  小鼠(Mus musculus)模型 

不论是在健康还是疾病状况下, 要探索人体自

身的生物学问题, 都需要特定的观察对象和大量的

实验素材。但不论科学家们如何努力, 这一领域研

究总是面临着诸多固有的困难: 人为引入致病或毒

性物质, 在伦理上是严格禁止的; 很难从人体获得

所需要的各种组织样本; 人体的某些特定时期, 例
如胚胎期, 是极难被研究者所接触到的。除此之外, 
从遗传学角度来看, 人类的代际相对较长, 很难开

展长期的遗传学研究; 此外, 几乎不可能控制某一

人群的配偶关系, 使其满足遗传学研究对其后代遗

传背景的要求。尽管体外细胞培养系统可以解决部

分问题, 但仍然难以再现有机体的整体性及生物体

各系统之间的相互作用(Paigen, 2003)。因此, 研究

者们需要一种合适的动物来替代人体作为研究

对象。 
代际时间短、繁殖快速、可形成近交系、饲养

方便, 使得小鼠成为较为理想的哺乳动物研究对

象。另外, 小鼠还有一个不容忽视的优点: 成本低

廉。早在1981年, 第一只转基因小鼠在实验室的诞

生, 新型的分子生物学技术与传统的小鼠遗传学系

统相结合, 标志着哺乳动物生物学在分子水平的研

究多了一项有力的工具。而小鼠模型与人体的各项

相关性研究也已具备了较为完备的技术基础。发展

至今, 数百种小鼠近交品系、多种突变型、众多的遗

传图谱(Paigen, 2003), 已经构成了一个复杂的遗传

体系, 为各领域的研究者提供了可靠的科研材料。 
在漫长的进化过程中, 作为人类祖先的灵长类

动物和作为小鼠祖先的啮齿类动物基因被证实早
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在9,000万年前就已经“分道扬镳” (Lucas et al, 2018), 
但二者的基因组仍有85%以上的相似度(Church et 
al, 2009)。而转录组分析也发现, 人和小鼠在转录因

子及调控网络上也存在高度的保守性(Cheng et al, 
2014)。比较而言, 在人体功能研究当中, 小鼠模型

是更优于体外细胞实验的一种研究手段。肠道细菌

在食物消化过程中发挥重要作用, 因此它们与宿主

营养状况密切相关。营养学领域的研究者们很早就

开始关注肠道菌群在宿主营养方面的作用, 早在20
世纪三、四十年代, 已经有相关的研究探索磺胺类

药物(Najjar, 1943; Hosp, 1945), 抗生素(Emerson et 
al, 1945; Smith et al, 1945), 以及特定饮食(Friedman, 
1936)和肠道细菌之间的关系, 这些研究均在鼠类

模型上开展。如前所述, 20世纪80年代小鼠遗传学

的快速发展, 产生了各种近交系及人工突变品种, 
也为小鼠模型的广泛应用奠定了基础。尽管测序技

术还十分滞后, 当时的研究者们也开始利用16S技
术探索小鼠肠道细菌的组成, 并对其中的特定物种

进行分离、研究(Snel et al, 1995), 而基于小鼠和人

在基因组及转录、调控方面的相似性, 宿主和肠道

菌群之间的相互作用也成为了研究者们的关注重

点。通过无菌鼠和普通小鼠的对比, 研究者们发现

小肠表皮细胞糖基化功能的实现, 需要有肠道细菌

的存在(Bry et al, 1996), 肠道细菌和宿主本身之间

存在着共同进化的关系, 二者相互影响, 为特定生

理功能研究和新的治疗方法的开发提供了潜在可

能(Hooper & Gordon, 2001)。而无菌小鼠(germ free 
mice)模型也在肠道微生物研究中发挥了重要作用, 
为解析肠道菌群对宿主健康特别是代谢方面的影

响提供了有力的证据(Rabot et al, 2010; Grover & 
Kashyap, 2014; Baothman et al, 2016; Kübeck et al, 
2016)。 

尽管小鼠模型在各领域科学研究中发挥着无

可替代的作用, 但随着研究的广泛开展, 人们也越

来越深入地了解到小鼠本身的一些局限性。如前所

述, 人和小鼠在自身转录因子及调控网络上存在高

度的保守性。但也有研究揭示, 在小鼠基因组中, 
有将近一半的转录因子结合位点未在人类基因组

中找到同源序列, 并且整体的基因表达情况在这两

个物种间也存在较大差异(Cheng et al, 2014)。而在

肠道微生物研究领域, 类似的问题也同样存在。在

消化道的生理结构上, 小鼠和人体就存在一些差异, 

其中最大的不同就是在小鼠的消化道中存在一个

前胃(forestomach), 其角质化的鳞片粘膜区别于正

常胃部组织, 并且覆盖了整个胃部的2/3, 其作用主

要是食物的储存(Ghoshal & Bal, 1989)。这样的结构

差异导致了其中微生物物种的不同, 有研究发现, 
存在于小鼠消化道中的罗伊氏乳杆菌(Lactobacillus 
reuteri)和在人消化道中发现的同种细菌在基因组

上存在着较大差异(Frese et al, 2011)。 
随着高通量测序技术的发展, 研究者们得以对

小鼠和人的肠道细菌组成进行深入的研究和比较。

在门水平上, 二者呈现出较高的相似度, 拟杆菌门

和厚壁菌门均为优势物种(Ley et al, 2006; Rawls et 
al, 2006)。但需要注意的是, 脱铁杆菌门在小鼠肠道

中定殖较多, 而在人肠道中极为少见, 只在胃部少

量存在(Bik et al, 2006)。此外, 还有一类值得关注的

物种: 分枝丝状杆菌(segmented filamentous bacteria, 
SFB)。此细菌被多次报道与固有免疫系统(innate 
immune system)的成熟密切相关(Suzuki et al, 2004; 
Gaboriau-Routhiau et al, 2009; Ivanov et al, 2009), 
此物种在小鼠肠道中较为常见, 但几乎没有在成人

的肠道中发现。 
而针对大规模小鼠肠道样本的宏基因组研究

也对小鼠肠道细菌的组成进行了深入研究(Xiao et 
al, 2015), 并与已报道的人肠道细菌分布(Qin et al, 
2010)进行了比较, 在总共60个核心细菌属中, 在小

鼠和人肠道中同时存在的仅有25个, 且丰度各有不

同。在微生物基因方面, 二者差异更为巨大, 仅有

4%的微生物基因同时存在于二者的微生物基因集

合当中。但值得注意的是, 尽管小鼠和人类的肠道

菌群在物种和基因上差异甚大, 但在功能层面却具

有较高的相似性, 二者共享了超过80%的可注释功

能。目前为止, 已有超过1,500株分离自人肠道的细

菌菌株被用于深入研究(Rajilic-Stojanovic & de Vos, 
2014; Lagier et al, 2016), 而只有100株左右来自小

鼠肠道的细菌被分离出来 (Lagkouvardos et al, 
2016)。对于小鼠肠道微生物的研究, 还有很多工作

要做。 
小鼠作为研究工具的优势毋庸置疑, 这也是它

成为最广泛使用的实验模型的原因。与此同时, 当
我们将小鼠应用于肠道宏基因组领域时, 也有一些

值得注意的限制。如前所述, 小鼠和人肠道本身在

肠道微生物组成方面存在先天的差异, 在将小鼠实
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验的结果向人体外推时, 这些差异是需要关注的。

无菌小鼠的出现, 部分缩小了小鼠和人之间在肠道

微生态方面的差异, 研究者们将来源于人的肠道菌

群移植进无菌小鼠的肠道中, 发现有88%的人源细

菌属可以在无菌小鼠的肠道中定殖(Turnbaugh et al, 
2009)。而这一技术最著名的应用在于以肥胖为代表

的代谢性疾病研究(Ley et al, 2005; Geurts et al, 2011; 
Wang et al, 2017), 证实了肠道菌群与代谢性疾病之

间的因果关系。但需要注意的是, 在高度流程化的

小鼠实验过程中, 饲喂过程对于小鼠肠道微生态的

影响极为巨大, 进而可能影响到最终的实验结果。

在某些情况下, 鼠房的更新和改造, 会导致原本可

观察的某些表型完全消失, 饲喂环境的影响甚至比

遗传背景还要大(Friswell et al, 2010; Verbeke et al, 
2015; Xiao et al, 2015)。这不得不引起人们的注意, 
也是研究者在应用小鼠模型时所必须考虑的问题。 

大鼠作为小鼠的“近亲”, 因为操作复杂度和成

本等原因, 在微生态研究领域的应用广泛程度不及

小鼠, 但因为二者的相似程度, 其特点和优缺点比

较类似。也有研究者对SD (Sprague-Dawley)大鼠的

肠道微生物特征进行了研究, 将人、小鼠、大鼠的

肠道微生物数据集合进行了比较, 发现大鼠与人之

间共享的肠道微生物基因数量和功能基因簇数量

要略高于小鼠(Pan et al, 2018)。 
1.3  猪(Sus scrofa domesticus)模型和猕猴(Macaca 
mulatta)模型 

除了上述的斑马鱼和小鼠, 猪作为一种大型哺

乳动物也在很多科学研究中被作为模型使用。实际

上, 作为人类重要的食物来源之一, 关于猪本身的

各种营养和疾病相关问题早已经成为研究者们关

注的领域。和小鼠类似, 营养学家们最早开始关注

猪肠道菌群和宿主营养之间的联系。早在1936年, 
就已经有了关于无菌猪技术的相关报道(Glimstedt, 
1936), 随后的研究也将猪和人的肠道微生物进行

了比较, 发现其在基因、物种和功能层面, 确实比

小鼠更接近于人的肠道(Hildebrand et al, 2012; Xiao 
et al, 2016), 并且在消化系统及食性方面, 猪和人

之间也更为相似。但和小型动物相比, 猪作为动物

模型在研究应用中最大的问题在于维持成本较高。

由于体型过大, 对饲喂场地要求较高; 指标测量、

组织采样等操作也远比小型动物繁琐, 这些因素都

限制了猪模型的使用范围。但随着遗传技术特别是

分子遗传技术的发展, 研究者们已经开始针对猪这

个物种进行各种遗传操作, 以符合科研或产业应用

的需求(Sachs & Galli, 2009), 这其中也包括小型化

(Cyranoski, 2015), 这样的操作还存在一定的问题

和争议, 但体型的缩小无疑解决了猪作为研究对象

的一个关键性问题。 
作为和人类最为接近的灵长类动物, 猴子无疑

也是理想的模型动物。在医药研究中, 猩猩、恒河

猴等非人灵长类(nonhuman primates, NHPs)动物为

各类药物、疫苗的开发做出了巨大贡献。猴模型在

肠道宏基因组中的应用比较晚, 但近年来也开始被

广泛用于研究饮食、抗生素、遗传背景等对于肠道

微生物的影响(Angelakis et al, 2016; Harris et al, 
2016; Zevin et al, 2017)。通过人肠道微生态的比较, 
也确实证实了白臀叶猴(Pygathrix nemaeus)、鬃毛吼

猴(Alouatta palliata)、食蟹猴(Macaca fascicularis)
在肠道微生物组成上较高的一致性(Clayton et al, 
2016; Li et al, 2018)。与猪模型一样, 猴模型的应用

也受到饲喂环境和成本的制约, 难以像小型动物那

样大规模使用。并且也有研究报道, 笼养的NHPs
肠道微生物与野生状态下存在较大差异(Clayton et 
al, 2016), 这其实也是所有模型动物在应用于宏基

因组研究时所共同面临的问题: 同一类模型动物, 
不同的饲喂场所, 环境因素往往会造成肠道微生态

的差异, 可能造成实验结果的不稳定(Stappenbeck 
& Virgin, 2016), 这是在将动物模型应用于宏基因

组研究时需要考虑的因素。而大型动物由于饲养环

境复杂、控制度较低, 这一因素的影响会更为明显。 

 
传统的临床微生物研究主要关注某一种病原

微生物对人类疾病的影响和作用, 随着高通量测序

技术的突破, 人们已经可以针对特定环境中的微生

物群落进行研究。现在已经了解到, 人体共生微生

物由多种多样的细菌、古菌及真菌组成, 它们中的

绝大多数是非病原菌, 但却通过各种机制、途径影

响着宿主的健康, 包括: 营养及药物代谢(Wallace 
et al, 2010; de Clercq et al, 2016)、必需维生素的合成

(Kau et al, 2011)、抵抗病原菌(Abt & Pamer, 2014)、
宿主胆汁酸的次级代谢(Wahlström et al, 2016)、免

疫调控(Round & Mazmanian, 2009; Belkaid & Hand, 
2014)、感染的抵抗或敏感(Buffie et al, 2015), 甚至

2  新兴动物模型及展望 
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宿主行为的调控(Dinan et al, 2015)。因为与人体健

康之间的密切联系, 使得以共生微生物为主要研究

对象的宏基因组学成为了近年来的研究焦点。 
在宏基因组学研究过程中, 动物模型作为不可

或缺的研究工具, 自然也受到人们的重视。如前所

述, 研究者们不断尝试新技术、新方法, 将动物模

型应用到多种共生微生物(主要为肠道微生物)的研

究中, 并取得了众多的研究成果 , 其中一些结论 
甚至颠覆了人们之前的普遍认识。毫无疑问, 模型

动物为这一领域做出了重要贡献。但值得注意的是, 
模型动物的使用过程中也存在一些固有的问题和

困难, 以至于它们本身也成为了研究目的。研究者

们同样进行了大量研究来探索如何更经济、更准确

地使用模型动物。本文综述了一些常见的模型动物

在宏基因组领域的研究情况, 以及值得注意的问题

和优缺点。实际上, 模型动物的范围还在不断扩展, 
不断有新兴的模型被应用于特定领域的研究作为

农业甚至整个生态环境的重要一员, 蜜蜂(Apis)的
肠道微生态早已引起了研究者的兴趣(Cox-Foster et 
al, 2007), 并且蜜蜂作为一种较为新颖的模型昆虫

也已经被应用在行为及认知功能方面的研究中

(Menzel, 2012)。蜜蜂肠道菌群结构较为简单, 繁殖

和饲养相比大型动物来说更好操控, 这些优点十分

有利于将其应用于共生微生物的研究当中(Engel et 
al, 2016)。同样地, 果蝇作为十分成熟的模型昆虫, 
被广泛应用在遗传学等多个领域的研究中(Adams 
et al, 2000; Reiter et al, 2001; Valente et al, 2004; 
Lloyd & Taylor, 2010), 且研究者们基于该种模式生

物构建了多种疾病模型(Pandey & Nichols, 2011), 
包括二型糖尿病模型(Álvarez-Rendón et al, 2018), 
越来越多的基于果蝇的微生态研究(Clark et al, 
2015; Leftwich et al, 2018; Obadia et al, 2018)也预示

着其作为该领域新型研究工具的重要性。秀丽隐杆

线虫(Caenorhabditis elegans)作为一种经典的模式

生物, 其生命周期只有数周, 在这期间完成成长、

繁殖、衰老, 最终死亡的整个过程, 研究者们依据

线虫的这一特点, 研究了肠道微生物特定基因对线

虫寿命的影响, 取得了非常显著的进展(Han et al, 
2017)。此外 , 线虫还被用于研究肠道微生物在癌症

化疗中的作用(García-González et al, 2017; Scott et 
al, 2017), 展现了其作为经典模式生物在微生态这

一新兴领域所发挥的重要作用。与此同时, 体外技

术也在不断发展, 类器官、器官芯片等新技术的出

现, 让研究者们有了更多的选择。可以预见, 共生

微生物领域的研究将随着新模型、新技术的出现进

入全新的阶段。 
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洞察景观环境影响蜜蜂之新视角: 肠道微生物 
唐  敏1,2  邹  怡3  苏秦之2,4  周  欣1,2* 

1 (中国农业大学植物保护学院, 北京 100193) 
2 (中国农业大学北京食品营养与人类健康高精尖创新中心, 北京 100193) 

3 (西交利物浦大学健康与环境科学系, 江苏苏州 215123) 
4 (中国农业大学食品科学与营养工程学院, 北京 100083) 

摘要: 作为生态服务提供者的传粉蜜蜂与景观生态息息相关, 而以农田为主的景观组成显著降低了传粉蜜蜂的

多样性。目前调查研究显示, 农田的扩张与蜜蜂多样性下降相关, 且农药残留对蜜蜂损害严重。景观中的开花植

物决定了蜜蜂的食物(营养)组成, 其中花粉蛋白含量与蜜蜂的生长发育紧密相关。尽管研究已证实景观环境会显

著影响蜜蜂蜂群的发展和个体的生长繁殖能力, 但未来还需要加强景观组成变化直接作用于蜜蜂的机制研究。另

一方面, 大量研究表明蜜蜂肠道共生菌是影响宿主健康的重要因素: 可促进宿主吸收营养和抵抗病原菌。作为传

粉者, 蜜蜂接触到的主要外部环境——花粉和花蜜都含有特殊的微生物, 很多研究暗示花源微生物是蜜蜂肠道菌

来源之一。研究表明景观环境相关的食物(营养)、农药残留以及环境微生物都会显著影响肠道微生物。现有少量

的研究证明不同景观的蜜蜂肠道微生物有差异, 景观环境可能通过作用于蜜蜂肠道微生物进而影响蜜蜂健康。然

而不同景观环境中的微生物, 尤其是花源微生物和蜜蜂肠道菌之间的关联有待证明。景观对蜜蜂肠道微生物的影

响值得研究, 希望可以从肠道菌的视角鉴别对蜜蜂友好的景观环境, 进而指导土地合理利用和蜜蜂保护。 

关键词: 景观; 蜜蜂; 肠道微生物; 农药; 花粉营养; 环境微生物 

A new perspective on landscape impact in bee populations: Considering 
the bee gut microbiome 
Min Tang1,2, Yi Zou3, Qinzhi Su2,4, Xin Zhou1,2* 
1 College of Plant Protection, China Agricultural University, Beijing 100193 
2 Beijing Advanced Innovation Center for Food Nutrition and Human Health, China Agricultural University, Beijing 100193 
3 Department of Health Environmental Sciences, Xi’an Jiaotong-Liverpool University, Suzhou, Jiangsu 215123 
4 College of Food Science and Nutrtional Engineering, China Agricultural University, Beijing 100083 

Abstract: Pollinator bees are providers of an important ecosystem service, and their survival relies 
completely on the landscape. Now with the landscape dominated by agriculture, bee diversity has been 
significantly reduced. Studies suggest that bee populations decline as agricultural land-use increases due to 
increased exposure to detrimental pesticides. Further, the protein content of pollen is highly important for the 
growth and development of a bee, and different landscapes provide distinct sources of nutrition. Although 
many studies have demonstrated the apparent impacts of landscape change on the population dynamics and 
individual survival of the bees, the underpinning mechanisms remain largely unknown. On the other hand, an 
increasing body of literature has shown that bee gut symbionts are of great importance to the health of the 
host bees in absorbing nutrients and resisting pathogens. When foraging, pollinator bees are exposed to 
particular microbes from pollen and nectar which have been suggested to be a source of some bee gut 
symbionts and could be either probiotics or pathogens. Together with landscape-related nutrition and 
pesticides, environmental microbes have been reported to affect bee microbiomes significantly. A number of 
pilot studies suggest that landscape change could affect bee microbiota, thereby influencing host health. An 
important linkage, however, is missing between environmental microbiota, especially those associated with 

•综述•  
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the flowers, and that of the bee gut in a changing habitat. It is worth exploring how gut microbiomes respond 
to landscape changes. This will hopefully help us identify landscape types that are friendly to bees, so proper 
land-use can be implemented to protect the bees. 
Key words: landscape; bees; gut microbiome; pesticide; pollen nutrition; environmental microbes 

传粉昆虫在生态系统和农业生产中扮演着重

要的角色(Klein et al, 2007; Gill et al, 2016), 80%以

上的开花植物需要动物, 绝大多数是昆虫帮助授粉

(Kremen et al, 2007; Ollerton et al, 2011)。近年来, 由
于人类活动的影响, 自然景观生态发生了巨大的变

化, 有研究发现土地利用变化是导致生物多样性降

低的主要原因之一(Murphy & Romanuk, 2014)。其

中农业用地的大面积扩展破坏了原有的自然、半自

然生境, 大规模的集约化农业使得生境多样性降低

(Ollerton et al, 2014; Ramankutty et al, 2018), 威胁

着传粉昆虫及其生态服务功能 (Biesmeijer et al, 
2006; Burkle et al, 2013; Connelly et al, 2015)。栖息

地碎片化直接威胁多种传粉昆虫, 破坏了生态系统

中传粉网络的结构(Grass et al, 2018), 其中大部分

蜜蜂群体受损明显(Winfree et al, 2007)。本文讨论的

蜜蜂指蜜蜂总科所有蜂种, 它们是主要的膜翅目传

粉昆虫, 约有两万种, 其中社会性蜜蜂少于1,000种, 
全球分布广泛。 

景观中的开花植物种类直接决定了蜜蜂的食

物和营养组成。Donkersley等(2014)发现景观生态组

成直接影响蜂粮营养组成, 草地和阔叶林占比越高, 
蜂粮的蛋白含量越高, 而蛋白质和氨基酸被认为是

决定蜜蜂营养的关键因素(Di Pasquale et al, 2016; 
Glavinic et al, 2017)。也有研究认为景观组成对蜂粮

没有决定性影响(Danner et al, 2017), 不过这些研究

只关注了景观组成多样性的高低, 并未考虑不同景

观生态系统中开花植物的种类和组成特点。景观生

态常常被划分为不同类别, 比如农田、森林、草地

等, 或者被归类于不同性质, 比如根据多样性的高

低分为简单和复杂, 或者根据人为影响程度分为农

田、自然和半自然。因此, 同一类性质的景观内植

被组成可能非常不同。Colwell等(2017)调查了不同

农田系统中西方蜜蜂(Apis mellifera)采集的蜂花粉

的多样性和营养状况, 发现不同农田系统中蜜蜂的

取食多样性和蜂粮蛋白含量均有显著差异。农业生

产影响传粉蜜蜂的另一主要因素是农药残留(Potts 
et al, 2010; Gill et al, 2012; Botías et al, 2015; Rundlöf 

et al, 2015; Crall et al, 2018), 它很可能是造成西方

蜜蜂蜂群崩溃综合征(colony collapse disorder, CCD)
的原因之一(Oldroyd, 2007; Goulson et al, 2015; 
Steinhauer et al, 2018)。 

虽然与景观环境相关的因素明显影响着蜜蜂, 
但其作用机制尚不明确。越来越多的研究显示肠道

菌群与宿主健康紧密相关, 早在2007年就有研究表

明患有崩溃综合征的蜂群其肠道菌群与正常蜂群

不一样, 且与一种病毒有密切关系(Cox-Foster et al, 
2007)。Ribière等(2018)发现健康蜂群和不健康蜂群

的肠道微生物有显著差异。肠道有益菌可抵抗疾病, 
促进宿主健康, 比如熊蜂肠道中的很多菌株都可以

抵抗病原菌(Praet et al, 2018)。相反, 菌群紊乱会降

低宿主对病原菌的抵抗力(Schwarz et al, 2016; Li et 
al, 2017a), 不利于蜜蜂健康(Anderson & Ricigliano, 
2017)。因此 , 通过肠道微生物的视角可以帮助我们

理解景观环境影响蜜蜂健康的机制。 

 
目前已有少量研究从景观水平上调查蜜蜂的

肠道微生物。Jones等(2018)通过比较16S rRNA V4
区序列发现, 景观生态对西方蜜蜂肠道微生物有显

著影响, 虽然油菜花田这一景观因素对菌群差异的

解释量只有6%, 低于取样点造成的差异(20%), 但
如果综合考虑其他景观因素如开花植物的多样性

组成、农田和森林等的组成比例、农药残留等, 可
能会发现景观环境与肠道菌群演替有更显著的相

关性。为了探究同一种东方蜜蜂(Apis cerana)在不

同景观生态环境中的肠道菌群是否有差异, 我们分

别从不同蜂场取工蜂并测序其肠道中16S rRNA V3
区片段多样性(未发表数据)。4个蜂场分别位于四川

关坝(SCGB)、四川小河沟自然保护区(SCXHG)、陕

西杉树坪(SXSSP)和陕西杨家沟(SXYJG)(海拔分别

为1,333 m、1,410 m、1,484 m和1,348 m)。关坝与小

河沟地区的植被组成相似, 后者划入自然保护区时

间长, 自然修复更好; 关坝和杨家沟蜂场附近有村

庄和农田, 而且据当地调查, 农田有施农药的情况; 

1  景观差异与蜜蜂肠道菌群差异相关 
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杉树坪和杨家沟同属秦岭自然保护区, 前者自然修

复更好, 附近无人居住。所有样品工蜂属于同一东

方蜜蜂群体(Chen et al, 2018), 四川与陕西的工蜂

肠道菌群并无显著差异(图1a), 但来自同一省份的

工蜂之间肠道菌群差异显著小于来自不同省份的

(图1b), 这很可能与植被组成不同有关, 需要后期

更多的数据验证。关坝与杨家沟采样点附近均有村

庄, 而小河沟与杉树坪采样点的自然修复程度更高, 
因此我们预期, 关坝与杨家沟所采蜜蜂的肠道菌群

组成差异应该更小, 而小河沟与杨家沟所采蜜蜂的

肠道菌群组成差异更大。但结果并不支持该假设, 
暗示了研究土地利用对肠道菌群影响的实验设计

应该限定在更小的范围内, 例如未来可以在同一省

份植被组成相同或相似的地方设点采样。未来的工

作中我们将验证是否是景观环境造成了这些差异, 
并研究其中哪些景观因素起决定性作用, 其作用机

制如何。 

 
花粉作为蜜蜂的主要食物来源, 对蜜蜂健康非

常重要(Frias et al, 2016), 营养压力也被认为是导致 
CCD的原因之一(Naug, 2009; Potts et al, 2010; Gou-
lson et al, 2015)。蜜蜂面临的另一主要生存压力是

农药残留。花粉营养物质和农药残留对蜜蜂的影响

以及机制有待深入研究。 
2.1  花粉营养显著影响蜜蜂及其肠道微生物 

我们可以通过了解景观中蜜蜂获取的食物对

其肠道菌及其代谢物的影响来理解不同景观对蜜

蜂的影响。DeGrandi-Hoffman等(2016)研究发现相

比人工配方喂养, 天然饲养的西方蜜蜂更少染病, 
而且越冬存活率更高。Di Pasquale等(2016)的研究

结果显示, 食物中花粉比例越高, 西方蜜蜂存活率

越高。有研究探究了花粉的营养成分和多样性对蜜

蜂健康的影响。Di Pasquale等(2013)给西方蜜蜂哺

育蜂喂食单种或等量混合的4种不同花粉(对照组只

喂食糖水), 并监测蜜蜂生理特征及其对病原菌

Nosema ceranae的抵抗力, 发现不同的花粉对哺育

蜂的发育和对病原菌抵抗力的影响存在显著差异: 
氨基酸含量高的花粉更有利于哺育蜂抵抗病原菌, 
而混合花粉未表现出优势。但在被N. ceranae感染后, 
喂食混合花粉或蛋白质含量最高的花粉的蜜蜂存

活期更长。除蛋白质外, 花粉还提供蜜蜂所需的脂

类和微量元素, 花蜜提供糖类物质, 因此景观中的

开花植物种类直接影响蜜蜂健康 (Vaudo et al, 
2015)。 

大量研究表明食物(营养)是影响肠道微生物的

重要因素(Muegge et al, 2011; Wu et al, 2011; David 
et al, 2014; Li et al, 2017b)。蜜蜂肠道菌群在宿主消 

 

 
 

图1  来自4个蜂场的东方蜜蜂肠道菌群16S rRNA V3片段序列的非度量多维尺度分析(nMDS)图(a)及蜂场内和蜂场间的

Bray-Curtis距离比较(ANOVA和t检验, b) 
Fig. 1  Gut microbiome similarity on 16S rRNA V3 region of Apis cerana sampled from 4 apiaries showed by non-metric 
multidimensional scaling (nMDS) plot (a), and Bray-Curtis distance between gut microbiome compared among and between 
sampling sites and tested by using ANOVA and t-test (b). SCGB, Guanba, Sichuan; SCXHG, Xiaohegou, Sichuan; SXSSP, 
Shanshuping, Shaanxi; SXYJG, Yangjiagou, Shaanxi. 

2  花粉和农药对蜜蜂肠道菌群的影响 
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化食物、吸收营养的过程中扮演着关键的角色

(Engel & Bonilla-Rosso, 2018)。例如西方蜜蜂肠道

菌可以消化很多种类的粉源营养物质, 更重要的是

可以降解难以利用的植物次级代谢产物和花粉壁

(Kešnerová et al, 2017), 其肠道菌Gilliamella apicola
的一些菌株还可以降解对蜜蜂有毒的糖类(Zheng et 
al, 2016)。食物可以通过影响肠道微生物进而作用

于宿主。Maes等(2016)发现喂食陈旧的花粉可显著

影响西方蜜蜂肠道微生物组成, 并导致死亡率升高

和生长发育缺陷, 而且喂食花粉替代品会加重这些

不良影响。 
2.2  农药残留严重损害蜜蜂并显著改变蜜蜂肠

道微生物 
Pettis等(2013)从西方蜜蜂蜂粮中检测出35种残

留农药 , 发现农药可削弱西方蜜蜂对病原菌

Nosema ceranae的抵抗力, 而且Kessler等(2015)研
究发现西方蜜蜂不会趋避新烟碱类农药。大量研究

表明 : 个体水平上 , 农药显著降低工蜂存活率

(Henry et al, 2012; Tsvetkov et al, 2017)及蜂王的繁

殖力和新蜂王产量(Whitehorn et al, 2012; Tsvetkov 
et al, 2017; Siviter et al, 2018); 蜂群水平上, 新烟碱

农药被确证对西方蜜蜂、熊蜂和野生蜂蜂群不利: 
蜂群增长量显著降低, 后代明显减少, 蜂王产出率

也降低了85% (Whitehorn et al, 2012; Woodcock et al, 
2017); 还有一些研究发现农药在免疫(Tsvetkov et 
al, 2017)、发育(dos Santos et al, 2016)和行为(Henry 
et al, 2012)水平上对蜜蜂造成损伤。 

另一方面, 人们也意识到自然栖息地生态组成

对传粉昆虫多样性的重要性。在农作系统中, 人为

增加生态多样性有利于缓解传粉生态功能缺失的

状况(Blaauw & Isaacs, 2014a, b; Kovács-Hostyánszki 
et al, 2017)。在Colwell等(2017)研究的不同农作系统

中, 农药残留与开花植物的多样性呈负相关。生态

强化过程中, 可能是农药被“稀释”了(Park et al, 
2015; Colwell et al, 2017), 也可能是蜜蜂因为景观

环境的改善变得更健康了。 
已有少量研究从肠道微生物的角度解析农药

影响蜜蜂的作用机制。Kakumanu等(2016)实验发现

暴露于蝇毒磷、氟胺氰菊酯和百菌清的西方蜜蜂的

肠道微生物发生显著改变。Yang等(2019)发现不同

农药对东方蜜蜂和西方蜜蜂的中肠菌群的影响不

同, 科学家正致力于从机理层面解释这种影响。比

如, 除草剂草甘膦的作用靶标物为烯醇式丙酮基莽

草-3-磷酸合成酶, 该酶存在于一些植物和微生物中, 
也存在于几乎所有已测序的西方蜜蜂肠道菌中。

Motta等(2018)发现蜜蜂肠道菌编码的这种酶有两

种类型, 一种对草甘膦敏感, 另一种不敏感, 另外

还有些菌株可以通过未知的方式抵抗草甘膦。这些

基础研究可以帮助我们理解农药作用于蜜蜂和蜜

蜂抵抗农药的机制。 

 
除了食物和农药, 景观环境中还有另外一个重

要因素可扰动蜜蜂肠道微生物, 即花源微生物。Lim
等(2015)将景观看作一个整体变量, 发现多种熊蜂

的肠道微生物组成都与之相关, 因此他们认为至少

部分肠道菌是可以通过环境传播的。还有研究表明

景观影响蜂巢和蜂粮微生物。Donkersley等(2018)
发现土地利用会影响蜂粮菌群的组成, 通过将多种

景观进行比较, 发现一种改善后的草地系统中的蜂

粮菌群多样性最低, 而蜂粮微生物可直接作用于蜜

蜂肠道微生物(Powell et al, 2014)。景观生态的变化

会显著改变花粉和花蜜资源(Baude et al, 2016), 与
之相应的花源微生物不可忽视。 
3.1  花源微生物可能是肠道微生物的来源之一 

荀二娜等(2017)总结了花蜜微生物的相关研究, 
发现每种花蜜所含细菌虽然平均只有1.4种, 但发

生率较高。这些细菌可以适应花蜜中的高糖环境, 
属于一类独特的微生物, 一般为变形菌门, 而且通

常具有花蜜植物特异性(Fridman et al, 2012)。目前

研究较多的西方蜜蜂肠道的共生菌种类不多, 其中

很多都属于变形菌(Martinson et al, 2011)。Anderson
等(2013)培养和检测出传粉环境中的花蜜与西方蜜

蜂肠道共有的多种细菌。目前蜜蜂肠道菌是否来源

于环境还没有定论。研究较多的社会性蜜蜂——西

方蜜蜂、东方蜜蜂和熊蜂拥有简单而稳定的肠道菌

群(Martinson et al, 2011), 而且与宿主健康息息相关

(Koch & Schmid-Hempel, 2011; Anderson & Ricig-
liano, 2017; Raymann & Moran, 2018), 其核心菌

(Martinson et al, 2011; Kwong et al, 2017)未在其他

环境中被发现, 社会性行为很可能有助于这些蜜蜂

肠道菌群的传播和稳定(Kwong et al, 2017)。不过, 
绝大多数研究都是采用16S rRNA扩增子片段作为

分析手段, 其中核心菌占比高达90%以上, 非核心

3  景观花源微生物对蜜蜂肠道菌群的影响 
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菌容易被忽略。Saraiva等(2015)发现蜂花粉中微生

物与西方蜜蜂肠道微生物组成存在显著差异, 但依

然共享了7%的细菌物种。从Anderson等(2014)研究

西方蜜蜂蜂花粉的微生物结果可以看出, 西方蜜蜂

肠道的常见优势菌可以较长时间(至少3 d)存活于花

粉环境, 可满足菌群水平传播的必要条件。因此, 
这类拥有稳定菌群的社会性蜜蜂有可能获得并保

留环境微生物, 这些环境菌对蜜蜂及其肠道菌群的

作用有待研究。 
野生蜜蜂的肠道菌群与东方蜜蜂、西方蜜蜂和

熊蜂显著不同, 也与花粉明显相关, 但共同点是它

们都“招募”了对自身有益的细菌(Graystock et al, 
2017)。McFrederick等(2012, 2014, 2017)发现多种野

生蜂的肠道与花共享细菌, 他们认为蜜蜂很可能从

花粉和花蜜中获得了微生物。McFrederick和Rehan 
(2016)分析了一种木蜂巢内花粉和细菌的多样性, 
虽然总体上没有发现花粉多样性与细菌多样性的

相关性, 但其中某些花粉与对应的优势细菌显著相

关, 这提示花粉可能是细菌的来源。绝大多数野生

传粉蜜蜂是独居蜂, 没有社会性行为帮助它们保持

稳定的肠道微生物, 尽管对其肠道菌群的研究较少, 
但推测环境微生物可能对其有更显著的影响。 
3.2  花源微生物对不同蜜蜂肠道菌的影响可能  
不同 

Zou等(2017)研究了农田占比10%–70%的不同

景观系统对传粉昆虫多样性的影响, 发现农田比例

越高, 野生蜂的多样性越低, 其中独居蜂受影响显

著, 而西方蜜蜂的丰度并未受到显著的影响。另外

有研究表明, 不同的野生蜂多样性与植被种类有关

(Rollin et al, 2013; Wu et al, 2018), 说明不同的蜜蜂

受景观的影响不同, 野生独居蜂比社会性蜜蜂更容

易受到景观生态组成变化的影响(Neokosmidis et al, 
2018)。尽管人工养殖的蜜蜂对农作物生产和自然生

态系统传粉功能贡献显著 (Hung et al, 2018; 
Saunders et al, 2018), CCD也让西方蜜蜂备受关注, 
但传粉者的多样性而非数量决定了传粉功能的水

平(Winfree et al, 2015; Blitzer et al, 2016; Kremen, 
2018), 且野生蜂对传粉网络和传粉服务的贡献不

亚于饲养蜜蜂(Brittain et al, 2012; Holzschuh et al, 
2012; Garibaldi et al, 2014)。过多地饲养蜜蜂可能会

破坏自然的传粉网络结构并威胁野生传粉者

(Torné-noguera et al, 2016, Magrach et al, 2017; 

Geldmann & Gonzalez-Varo, 2018)。有研究表明野生

熊蜂受制于养殖蜜蜂, 但这种影响会因为景观生态

的多样性升高而有所改善(Herbertsson et al, 2016)。
由此可见景观环境对不同蜜蜂的发展十分重要。 

鉴于各种蜜蜂肠道菌群的差异, 研究景观环境

对其的影响需要进行大量工作, 蜜蜂肠道菌联盟

(BeeBiome Consortium)也强调了这一研究方向的重

要性(Engel et al, 2016)。景观生态的改变意味着环

境微生物“菌池”的变化, 这是一把双刃剑: 既可能

提供有益菌(Graystock et al, 2017; McFrederick et al, 
2017), 又可能隐藏致病菌(Graystock et al, 2015; 
Rothman et al, 2018)。最近发表的一项研究(Keller et 
al, 2018)表明, 从巢穴环境分离培养出来的普遍存

在于一种独居蜂体表、肠道和巢穴的一株细菌可有

效抑制致病真菌和细菌。因此探明环境微生物影响

肠道微生物进而作用于蜜蜂的机制和规律能为我

们保护蜜蜂提供新的视角, 改变蜜蜂肠道微生物可

能是一种有效促进蜜蜂健康的干预方法(Crotti et al, 
2013)。 

综上所述, 景观环境所决定的蜜蜂食物组成、

花源微生物和农药都可能显著影响蜜蜂, 其影响机

制可以从肠道微生物的角度探究(图2)。在以上所述

的景观环境差异影响蜜蜂的研究基础上, 需要加入

不同处理组与对照组的菌群比较分析, 从差异显著

的菌种、菌株、基因及其调控和代谢产物等方面验 
 

 
 

图2  从肠道微生物角度探究景观环境可能影响蜜蜂的主要

途径示意图 
Fig. 2  The main possible paths through which the landscape 
could affect bees by changing their microbiome 
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证景观变化扰动蜜蜂肠道微生物, 进而影响蜜蜂健

康和蜂群发展的假设, 有望用蜜蜂肠道菌群指示景

观组成是否生态友好。近期研究发现, 自然修复工

作的联通栖息地和强化生态组成均有利于物种多

样性的升高和传粉网络的稳固(Blaauw & Isaacs, 
2014a, b; Aizen et al, 2016; Kovács-Hostyánszki et al, 
2017; Kleijn et al, 2018), 通过确定其中蜜蜂肠道微

生物的作用, 有望更合理高效地实施自然生态修复

工作。 

致谢: 感谢陕西省洋县长青林业局向定乾和四川省
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DNA条形码参考数据集构建和 
序列分析相关的新兴技术 

刘山林* 
(中国农业大学植物保护学院, 食品营养与人类健康高精尖创新中心, 北京 100193) 

摘要: 近年来DNA条形码技术迅速发展, 产生的条形码的数量及其应用范围都呈指数性增长, 现已广泛用于物种

鉴定、食性分析、生物多样性评估等方面。本文重点总结并讨论了构建条形码参考数据库和序列聚类相关的信息

分析的技术和方法, 包括: 基于高通量测序(high throughput sequencing, HTS)平台以高效并较低的成本获取条形码

序列的方法; 同时还介绍了从原始测序序列到分类操作单元(operational taxonomic units, OTUs)过程中的一些计算

逻辑以及被广泛采用的软件和技术。这是一个较新并快速发展的领域, 我们希望本文能为读者提供一个梗概, 了
解DNA条形码技术在生物多样性研究应用中的方法和手段。 

关键词: DNA条形码; 可操作物种单元; 聚类; 宏基因条形码; 高通量测序 

DNA barcoding and emerging reference construction and data analysis 
technologies 
Shanlin Liu* 
Beijing Advanced Innovation Center for Food Nutrition and Human Health, College of Plant Protection, China 
Agricultural University, Beijing 100193 

Abstract: DNA barcoding has been growing exponentially in terms of the number of barcode generated as 
well as its applications, e.g. as conservation tools in: species identification for damaged specimens, diet 
analysis from gut content and feces, biodiversity assessment from environmental DNA (eDNA), bulk 
arthropod samples or invertebrate-derived DNA (iDNA). These applications often require coupling with high 
throughput sequencing (HTS) technologies, and when done so are referred to as metabarcoding. Here, we 
discuss the methods used to generate reference barcodes using cost-efficient HTS platforms, and introduce 
several rules-of-thumb and some widely-used tools to conduct data quality control, denoising, and Operational 
Taxonomic Units (OTUs) clustering. We hope this review will help readers better understand how these 
emerging technologies can be implemented alongside existing technologies to accelerate biodiversity 
assessments in an accurate and efficient way. 
Key words: DNA barcoding; OTUs; clustering; metabarcoding; high throughput sequencing 

 
DNA条形码是指用于鉴定物种的一个或多个

标准化短基因片段(Hebert et al, 2003)。标准化DNA
条形码参考数据库的构建需要遵循几个特征, 包括: 
(1)序列长度控制在目前测序技术可读取的长度范

围内; (2)种间序列差异一般应大于种内差异; (3)具

有高度保守的侧翼序列以便于扩增引物的设计, 并
保证其能覆盖足够多的代表物种; (4)最重要的是其

应存在于绝大部分人们感兴趣的物种中(Kress & 
Erickson, 2012)。目前 , 有多个符合这些标准的基因

片段被广泛接受并作为DNA条形码应用。例如, 用
于动物的有线粒体细胞色素氧化酶亚基(cytoch-
rome c oxidase subunit 1, COI)的一段650 bp的序列

•综述•  

1  引言 
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(Hebert et al, 2003), 用于植物的有质体核酮糖1,5-
二磷酸羧化酶基因(ribulose 1,5-bisphosphate carbo-
xylase gene, rbcL)和成熟酶K基因(maurase K, matK) 
(Hollingsworth et al, 2009)以及用于真菌的转录间隔

区(internal transcribed spacer, ITS) (Nilsson et al, 
2009; Schoch et al, 2012) (表1)。 

在Hebert等(2003)首次提出DNA条形码的概念

后, DNA条形码技术在条形码数量及其应用方面都

呈指数增长, 例如作为生物多样性保护的工具用于: 
受损标本的物种鉴定(Armstrong & Ball, 2005)、通

过肠道内容物和粪便分析食性(Kunz & Whitaker Jr, 
1983; Bohmann et al, 2014) 、 基 于 环 境 DNA 
(environmental DNA, eDNA) (Baird & Hajibabaei, 
2012; Taberlet et al, 2012)和生物混合样品或无脊椎

动物源DNA (invertebrate-derived DNA, iDNA)样品

(Yu et al, 2012; Bohmann et al, 2013; Liu et al, 2013)
进行生物多样性评估。这些应用通常需要依赖于高

通量测序(HTS)技术, 并被称为宏基因条形码技术

(metabarcoding) (Taberlet et al, 2012)。宏基因条形码

技术或宏基因组学的方法最初主要应用于微生物

学领域, 通过从各种环境样品中提取的DNA来分析

表征微生物群落(Caporaso et al, 2011)。过去十多年

的研究表明, 此种方法同样可以应用于动物和植物

群落 (后文中将其称为大生物群落 , macrobial 
community) (Hajibabaei et al, 2016; Deiner et al, 
2017)。考虑到微生物宏基因组学研究已经非常成熟, 
本文将重点总结和讨论与大生物群落相关的宏基

因条形码的技术进展, 主要包括构建DNA条形码参

考数据库和DNA序列聚类的一些技术和方法。 

 
通过过去十多年中全球范围内科学家的通力

合作 , DNA条形码参考序列数据库 , 例如BOLD 
(Ratnasingham & Hebert, 2007) , 已经初具规模。然

而, 目前参考数据库存在的一个典型问题是其数据

在地理空间和物种覆盖度方面均存在很大程度上

的不平衡, 这主要是由于全球各地在条形码研究方

面投入差异所致, 尤其是在物种多样性热点地区, 
科研投入尤其是分子生物学相关方面的投入不足, 
制约了这些地区物种信息的数字化。尽管HTS平台

的单碱基的测序成本显著下降, 但由于测序长度相

对较短, 并不适用于对长扩增子测序(例如, COI基
因条形码包括引物序列长~719 bp, 而最新的Miseq
系统最长可以完成双端300 bp的测序, 仍然无法测

通标准条形码序列), 使得Sanger测序仍然是目前获

取DNA条形码序列(表1)的主流技术。 
不可否认, 随着集中式和工业化的实验室流程

的普及, 用于标准DNA条形码技术的分析成本自

2000年以来已显著降低(Hebert et al, 2016)。Meier
等(2016)通过咨询条形码研究中心, 如安大略生物

多样性研究所(Biodiversity Institute of Ontario, BIO)
和加拿大DNA条形码中心(Canadian Centre for 
DNA Barcoding, CCDB), 真实地估算了分析成本。

结果表明, 对于具有高质量DNA的样品, 如果不包

含额外的服务(例如重新索要收据、二次抽样、返回

剩余的组织或DNA等), CCDB的每个样品的商业成

本约为20美元。如果序列和标本图片共享给国际生

命条形码项目(International Barcode of Life, iBOL),  
 
表1  广泛用于DNA条形码技术的标记基因 
Table 1  Marker genes widely used for barcoding 
标记基因 Marker gene 目标物种 Targeted group 数据库 Database 

16S 细菌和古细菌 Bacteria and archea (Sogin et al, 2006) 核糖体数据库项目 Ribosomal Database Project 
(RDP, Cole et al, 2008); Greengenes (DeSantis et al, 
2006); SILVA (Pruesse et al, 2007) 

ITS 真菌(Schoch et al, 2012)、植物(Group et al, 2011)、原生生物
(Pawlowski et al, 2012)  
Fungi (Schoch et al, 2012); plant (Group et al, 2011); protist 
(Pawlowski et al, 2012) 

UNITE (Kõljalg et al, 2005); GenBank (Benson et 
al, 2012) 

18S 原生生物 Protist (Pawlowski et al, 2012)  SILVA (Pruesse et al, 2007) 

matK + rbcL 植物 Plant (Hollingsworth et al, 2009) 生命条形码数据库 Barcode of Life Data Systems  
(BOLD, Ratnasingham & Hebert, 2007); GenBank 
(Benson et al, 2012) 

COI 动物群(Hebert et al, 2003)、原生生物(Pawlowski et al, 2012)  
Fauna (Hebert et al, 2003) and protist (Pawlowski et al, 2012) 

核糖体数据库项目  Ribosomal Database Project 
(RDP, Cole et al, 2008) 

2  构建DNA条形码参考数据库 
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费用将降至10美元左右。由于Sanger测序技术即将

接近其通量和相关化学成本的极限, 因此基于此的

条形码测序成本不太可能进一步大幅降低。据估计, 
在全球范围内对物种进行条形码登记(Hebert et al, 
2016)需要测序1亿个样本。这意味着仅仅构建全球

条形码参考序列的预算就需要约10亿美元。参考数

据库的不足导致基于HTS的宏基因条形码研究的结

论常常只能限于使用分类操作单元 (operational 
taxonomic units, OTUs), 无法确定其具体的物种信

息(Linnaean species name), 因而不能将现有的生物

学和生态学的知识与用此方法得出的多样性分布

规律结合起来。 
科学家一直在尝试使用HTS平台以更低的成本

和人工投入获取DNA条形码参考序列。为了解决读

长的限制, 不同的学者采用了不同的方法, 包括: 
获取标准条形码序列的局部序列; 用多轮PCR的方

法扩增全长条形码的不同区域; 又或者利用三代单

分子高通量测序技术, 如Pacific Biosciences的长读

长单分子实时(Single Molecular Real Time, SMRT)
测序系统; 通过生物信息学算法来拼装填补由于读

长限制而产生的序列中部的缺口(gap)。例如, 早期

的研究分别对不同物种单独进行PCR后再混合, 通
过Roche 454平台获取物种条形码序列(Shokralla et 
al, 2014), 但是由于测序通量的限制, 化学试剂成

本高, 454平台被迫退出市场, 而且此方法同Meier
等(2016)的方法(基于Illumina平台)一样无法获取标

准全长的条形码序列。研究人员还试图应用两轮

PCR扩增, 每一轮分别扩增全长条形码的部分序列, 
随后通过简单拼接获取全长序列(Shokralla et al, 
2015; Cruaud et al, 2017)。另外, 单分子测序平台

SMRT 技 术 可 以 获 取 环 形 一 致 序 列 (circular 
consensus sequences, CCSs), 对一个分子多次测序, 
可以有效校正该平台固有的高测序错误率

(10%–16%) (Eid et al, 2008)。因此 , 有研究测试了将

SMRT技术应用于条形码数据库构建的可行性(Liu 
et al, 2017; Hebert et al, 2018), 研究测试的混合样

品中, 最复杂的样品有来自多达10,000个不同样本

的DNA中的COI扩增子。结果表明随着其测序成本

的进一步下降, SMRT技术将会是构建DNA条形码

数据库方向的强有力的方法之一。Liu等(2017)还提

出了一套新的解决方案(HIFI-Barcode), 这是一套

准确高效的生物信息学替代方案。该方法可以使研

究者基于目前最经济高效的Hiseq平台, 以现有成

本的1/10获取全长条形码序列, 而且不需要额外的

PCR步骤 (表 2)。与此同时 , 该研究组还利用

BGISEQ-500平台最新的单端400 bp (SE 400)测序

技术开发了一套简单有效的DNA条形码数据库的

实验和分析流程(HIFI-SE) (Yang et al, 2018)。此方

法利用测序读长的优势, 可以通过简单的两端序列

比对连接从而获得全长的DNA条形码序列。 
基于高通量技术的条形码参考序列构建方法

还体现了更高的灵敏度, 进一步降低了操作成本。

虽然目前有对Sanger测序峰图自动读取和识别的程

序, 但是Sanger测序往往要求对结果峰图文件进行 

 
表2  利用高通量测序平台批量获取DNA条形码的方法 
Table 2  High throughput methods to achieve barcode sequences 

目标序列长度 
Targeted region length (bp) 

优势 
Advantages 

劣势 
Disadvantages 

参考文献 
Reference 

~300  − 无法处理较长的目标序列; Roche 454平台 
Can not work on long fragments;  
Roche 454 platform 

Shokralla et al, 2014 

~180 简单, 易操作, 成本低 
Straightforward, easy to operate,  
cost-efficient 

目标序列偏短, 只能用于物种初筛 
Short  targeted region; can only be used  
for species pre-clustering 

Meier et al, 2016 

~650 标准DNA条形码全长 
Standard full-length COI 

普适性差; 需要多轮PCR过程 
Poor universality; multiple rounds of PCR 

Shokralla et al, 2015;  
Cruaud et al, 2017 

~650 易操作, 标准DNA条形码全长 
Easy to operate, standard full-length COI 

相对较高的计算资源 
Relatively high requirement for  
computational resources 

Liu et al, 2017 

~650 易操作, 标准DNA条形码全长 
Easy to operate, standard full-length COI 

SMRT平台成本高 
High cost of SMRT platform 

Hebert et al, 2018 

~650 易操作, 标准DNA条形码全长 
Easy to operate, standard full-length COI 

测序平台暂时不够普及 
Not a mass production 

Yang et al, 2018 
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肉眼观察甄别以优化数据质量, 因此很难开展高效

的自动化分析流程。而基于HTS的方法就不存在这

样的问题, 使得高效自动化成为可能。此外, 这些

基于HTS的方法可以检测微量的PCR扩增子, 因而

可以获取那些“失败”的PCR扩增子(电泳凝胶上没

有明显条带), 进一步提高了总体条形码成功率(Liu 
et al, 2017)。虽然所有这些方法都需要在引物上添

加样品特异的标签序列, 这会导致在最开始订购引

物时产生一次性的费用, 然而一次性的引物合成可

以进行数以千次的反应, 每次反应中的引物成本可

以少到忽略不计。 
虽然上述所有的方法目前都只是在动物类群

的COI相关基因中通过验证, 但是根据其方法原理, 
SMRT技术和HIFI-barcode技术可以很容易转移应

用于其他类型的标记基因, 如用于植物的rbcL和
matK基因, 但是需要进一步的实验证明。总之, 我
们相信, 如果这些新方法在分类学中得到迅速而广

泛的应用, 将为全球生物DNA条形码的生成记录开

辟新纪元, 最终完成全球生物物种条形码信息的数

字化。 

 
对DNA分子测序时, HTS平台不同于Sanger测

序, 它对结合在测序芯片上的几乎所有DNA分子测

序, 分别产出单独的序列。因此, 源自于PCR扩增的

错误如单碱基替换和嵌合体, 因为在扩增产物中比

例较低, 在Sanger测序中不会被测到, 但是这些问

题序列在HTS测序过程中将会被测序并输出为有效

序列。这个问题在基于扩增子的生物多样性研究中

尤为显著, 导致OTU预测数目大大增加, 产生的序

列多样性远远高于抽样的生物群落的“真实”丰富度, 
进而高估多样性, 产生不可信的生态发现。如何区

分有意义的生物学变异(种内和种间变异)与PCR和

测序过程中的错误, 是目前相关分析工具包开发的

主要问题, 也是最核心的挑战之一。考虑到现有条

形码参考数据库的完整性不足(在物种多样性及单

一物种的空间覆盖度方面都有很大的偏向性), 大
部分的研究分析都是根据序列相似度采用从头聚

类的方法, 以便于真实评估所研究样点的物种多样

性信息(alpha diversity), 而非通过比较一个预先准

备好的数据库进行多样性分析(Quast et al, 2012; 
Zhang et al, 2013)。本文将简要介绍几种广泛使用的

工具以及其背后的运算逻辑, 以帮助读者更好地理

解如何将大规模HTS序列聚类成有生态学意义的

OUT (图1)。由于早期很多为Roche 454焦磷酸测序

开发的软件已经不再被广泛使用, 将不在本文中进

行讨论。 
首先 ,  在进行聚类分析之前 ,  通过Il lumina 

HiSeq或Miseq测序产生的原始序列需要进行质量

过滤, 主要包括去除建库或测序过程中产生的错误

序列, 如: (1)含有任何测序接头的序列。在文库制

备过程中, 接头序列会添加到插入片段两端。如果

模板长度小于测序长度, 测序序列就会含有接头序

列。接头也可能出现在序列中间, 这是由于建库过

程中引物结合到模板错误的位置, 或者PCR反应中

退火, 延伸不足所致。对于前者, 目前常见的可用

工具有AdapterRemoval (Schubert et al, 2016)、 
Skewer (Jiang et al, 2014)和SOAPnuke (Chen et al, 
2017)等, 其中部分软件还可以去除PCR引物, 如果

提供标签序列, 还可以进一步拆分样品。如果是后

者, 需要将这样的序列整条去除。大多数测序服务

供应商都提供接头报告文件帮助用户去除接头序

列。(2)含低质量(Q)碱基的序列。Q值平均值虽然是

一个广泛采用的参数, 但是在OTU聚类分析中被证

明并不是一个可取的办法(Edgar, 2013)。假设有2个
相同长度为150 bp的序列, 其质量值分别为140 × 
Q35 + 10 × Q2和150 × Q25, 那么它们的平均Q值是

一样的, 但是前一条序列的预期错误碱基数为6.4, 
而后者为0.5。因此, 对于有低Q值的序列, 正确的 

 

 
 
图1  条形码分析的数据处理流程图 
Fig. 1  Diagram of DNA barcode data analysis 

3  DNA序列聚类 
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做法是删除整条的序列, 或删减其末端低质量的

序列。 
经过序列的预处理之后, 大多数OTU聚类流程, 

如U/VSEARCH (Edgar, 2010; Rognes et al, 2016)、 
DADA2 (Callahan et al, 2016)、UPARSE (Edgar, 
2013)等, 都会进行去除单例序列(singletons)的过程: 
首先将相同序列合并为一条代表序列并记录其丰

度, 随后去除单例序列(丰度为1的序列)。单例序列

被普遍认为是错误序列。此外, 这一步降噪处理还

会大大降低序列数量, 从而减轻后续分析的计算负

荷。一些软件还包含额外的处理步骤, 如将序列删

剪为长度一致的序列(Edgar, 2013)或进行氨基酸翻

译检查(Liu et al, 2013)。然而这些额外的降噪处理

只适合某些特定的基因, 在使用时需要谨慎, 确认

其使用范围。另外, 尽管不同的研究在嵌合体分析

中, 有的分析流程倾向于在去除单例序列之后马上

进行, 有的倾向于在OTU聚类之后进行, 但是其嵌

合体鉴定的原理基本相似, 它们都试图找出双源嵌

合体(bimera, two-parent chimera), 即嵌合体序列头

尾两端分别来自于同一混合样品中高丰度的其他

序列(Edgar et al, 2011; Callahan et al, 2016)。 
现已发表的OTU聚类算法大致可以分为两类: 

(1)首先计算两两序列相似度, 然后以高丰度序列为

根序列, 用一个预先设定的相似度(一般为97%)将
这些序列进行分组。(2)用数学模型中心化和表征每

个聚类单元。传统聚类方法需要计算比较所有的序

列来计算距离矩阵, 已经很难处理现阶段研究的数

据量(Matias Rodrigues & von Mering, 2013)。而目前

广泛流行的USEARCH (Edgar, 2010), 亦或是开源

的VSEARCH (Rognes et al, 2016), 或其特定版本的

UPARSE (Edgar, 2013)都是基于快速启发式聚类算

法。这个算法比传统方法能更快找到与目标序列相

似的一个或几个代表序列, 极大降低了计算复杂

度。因此目前主流的很多软件采取了类似的聚类方

法, 包括: QIIME (UCLUST) (Caporaso et al, 2010)
和mothur (Schloss et al, 2009)。CROP是一个基于高

斯混合模型(Gaussian Mixture Model)的聚类方法

(Hao et al, 2011)。它将高斯分布的平均值替换为一

条中心序列, 以此来代表一个特定的组并利用高斯

分布来处理测序错误和种间变异。 DADA2 
(Callahan et al, 2016)开发了一套基于测序质量值的

模型, 用于估测Illumina扩增子测序中的错误。首先, 

通过对错配碱基和其测序质量值之间进行加权

LOESS局部建模(weighted loess fit), 然后通过对数

据模型和观测数据的最佳拟合结果将序列聚类。

MED (Minimum Entropy Decomposition) (Eren et al, 
2015)采用了最小熵分解的算法, 利用序列间的信

息不确定性来迭代分解数据集, 直到每个最终待解

释的单元满足最大熵标准。 
这些基于模型的方法不需要像前述基于序列

相似性的聚类方法那样需要预先设定一个临界值

(如97%), 而是通过数据本身特性对序列进行聚类。

此外, Frøslev等(2017)提出了一个聚类后处理的方

法(LULU), 结合序列相似度和共现(co-occurrence)
模式从群落数据中去除错误的OTUs。此方法采用

了一个类似于MED的算法, 但是其特点在于OTU
聚类之后的数据处理, 将在涵盖多时空样本的研究

中发挥重要作用。相比于传统基于序列相似度矩阵

的方法, 这些基于数学模型的聚类方法可以降低

OTU和α多样性高估的状况, 有望找到更多真实的

变异, 同时减少错误序列, 从而获得更具有生态学

意义的分类单元。得到OTU的参考序列之后, 大部

分研究会进一步探讨其物种分类。本文不过多讨论

与OTU物种鉴定相关的主题。简而言之, 物种鉴定

可以通过使用BLAST或其他类似比对工具, 将序列

比 对 到 已 建 立 的 参 考 数 据 库 , 如 BOLD 
(Ratnasingham & Hebert, 2007)、Genbank (Benson et 
al, 2012)或其他用户定制的数据库。物种分类可以

通过最佳匹配以及其序列相似度确定(Shi et al, 
2018), 也可以采用基于系统发育树的方法, 根据序

列在系统发育树中的位置来确定其物种分类(Zhang 
et al, 2013)。这两个方法都需要可靠的数据库。如

果不能保证数据库的完整度和正确性, 目标序列和

数据库数据比对的不确定性将导致模糊的, 甚至是

错误的物种鉴定。 

 
我们正处于一个物种灭绝速度超过发现速度

的时代, 很多物种在得到描述之前就灭绝了。完善

正确地描述生物界所有物种的时空分布才能使我

们全面了解生物多样性的现状及其驱动力(人为的、

自然的, 或两者兼而有之), 进而才能给我们提供有

价值的保护和管理策略, 缓解甚至遏止生物多样性

持续降低的趋势。条形码技术旨在协助分类学家进

4  总结和展望 
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行物种鉴定并加速这一过程, 而不是取代传统分类

方法(Hebert et al, 2003)。条形码技术具有广泛的适

用性(可以应用于生命之树上的几乎所有物种, 无
论个体的大小), 而且所需的专业训练不及传统分

类学繁重复杂, 使得其不但成为分类学家的工具, 
也扩展繁衍出一系列为生态学家和公众服务的工

具, 应用于如受损样本和走私货物物种鉴定, 结合

HTS技术的生物多样性评估等。另外, 条形码技术

不能也不应该局限于基于扩增子的研究分析, 随着

测序成本的降低, 条形码技术也在不断发展。略过

PCR步骤(Zhou et al, 2013; Tang et al, 2015)和基于

捕获芯片的技术(Liu et al, 2016)有望帮助科学家们

更准确地理解生物多样性的组成及其驱动的生态

过程。基于eDNA和iDNA的相关研究的顺利开展, 
将有助于揭示许多物种多样性的分布规律, 尤其是

那些小型的、隐秘的物种(Schnell et al, 2012; Mahon 
et al, 2013; Turner et al, 2014)。然而需要注意的是, 
条形码技术及其相关应用更多的是简化了对生态

系统中物种鉴定和多样性评估的方法, 但并不能取

代合理的生态学设计, 也不能减少样品采集的工作

量。研究人员需要根据自身研究的特点设计样品采

集方案, 使其最终的研究具有统计学及生物学的意

义, 包括采集足够的样点分布和重复个数, 以及涵

盖相应的环境参数, 如气候特征和pH梯度等。 
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基于三代测序技术的微生物组学研究进展 
许亚昆1,2  马  越1,2  胡小茜1  王  军1* 

1 (中国科学院微生物研究所, 北京 100101) 
2 (中国科学院大学, 北京 100049) 

摘要: 微生物在人类生活中无处不在, 过去人们对微生物的认识仅停留在单菌培养和定性研究上, 而测序技术的

发展极大地促进了微生物组学的研究。越来越多的证据表明: 人体共生微生物、特别是肠道微生物与人类健康息

息相关。 二代测序技术凭借其高通量、高准确率和低成本的特点, 成为微生物组学研究中的主流测序技术。但是

随着研究的深入, 二代测序技术的短读长(< 450 bp)增加了后续数据分析和基因组拼接难度, 也限制了该技术在未

来研究中的应用。在此背景下, 第三代测序技术应运而生。第三代测序技术又称单分子测序, 能够直接对单个DNA
分子进行实时测序, 而不需要经过PCR扩增。第三代测序技术的平均读长在2–10 kb左右, 最高可以达到2.2 Mb, 实
现了长序列的高通量测序。凭借其超长的测序读长、无GC偏好性等优势, 三代测序技术为微生物基因组全长测序, 
组装完整可靠的基因组提供了新的方法。本文在描述三代测序的技术特点和原理的基础上, 重点介绍了三代测序

技术在微生物16S/18S rRNA基因测序、单菌的基因组组装以及宏基因组中的研究应用和进展。 

关键词: 微生物; 三代测序; 16S/18S rRNA; 宏基因组 

Analysis of prospective microbiology research using third-generation 
sequencing technology 
Yakun Xu1,2, Yue Ma1,2, Xiaoxi Hu1, Jun Wang1 
1 Institute of Microbiology, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101 
2 University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049 

Abstract: Microbes are ubiquitous in human life. In years past, the study of microbes has only focused on 
single-bacteria cultures and qualitative analyses. The development of sequencing technology has greatly 
enhanced progress in microbiology research and more and more evidence shows that human symbiotic 
microbes, especially intestinal microbes, are closely related to human health. Second-generation sequencing 
technology is currently mainstream in microbiology research because of its high throughput, high accuracy 
and low cost. However, with the deepening complexity of research, the disadvantages of second-generation 
technology, i.e. short read length (< 450 bp), lead to subsequent challenges in data analysis and genome 
assembly, and limit the applicability to future research. In this context, the third-generation sequencing 
technology comes into being. The third-generation of sequencing (TGS) technology is also called single 
molecule sequencing. It directly carries out real-time sequencing of single DNA molecules without PCR 
amplifications. TGS technology significantly increases read length up to 2–10 kb or even 2.2 Mb. Because of 
its advantages of long read and no preference for GC, TGS provides a new method for full-length gene 
sequencing that facilitates the assembly of complete and reliable genome maps in microbes and that further 
reveals the diversity of microbial structures and functions. This review summarizes the technical 
characteristics and principles of TGS, and then mainly analyzes its applications and progress in 16S/18S 
rRNA gene sequencing, complete bacterial genome mapping and metagenomics research. 
Key words: microbes; third-generation sequencing; 16S/18S rRNA; metagenomics

微生物通常指一切难以用肉眼观察到的微小 生物, 包括细菌、病毒、古菌、真菌以及一些微小

•综述•  
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的原生生物。微生物体积微小、结构简单, 却又无

处不在, 在人类健康(Yang & Tarng, 2018)、工农业

生产(Huang et al, 2018)、环境保护(Liu et al, 2018)
和食品安全(Alori & Babalola, 2018)等方面都发挥

着重要的作用。微生物传统的研究方法以分离纯菌

培养为主, 但由于培养技术的限制, 超过99%的原

核微生物无法在实验室培养得到, 导致微生物结构

和功能多样性的研究一直发展缓慢 (Schloss & 
Handelsman, 2005)。 

16S/18S rRNA基因存在于所有微生物的基因

组中 , 是微生物分类鉴定最常用的标记分子。

Sanger测序技术的兴起(Sanger et al, 1977), 使得

16S rRNA基因测序在细菌分类学中被广泛应用, 
由此发现了大量新的微生物门类, 增加了微生物的

多样性。1998年提出的宏基因组学(Hugenholtz et al, 
1998)方法, 是直接从环境样品中获取总的遗传物

质来研究微生物群落的组成和结构, 发现新的功能

基因。宏基因组学的方法不仅解决了微生物分离培

养的难题, 而且可以全面分析微生物群落的多样性

和丰度, 研究微生物之间、微生物和环境或宿主之

间的关系。而在过去的数年间, 第三代测序技术的

出现, 以其超长的测序读长、无GC碱基偏好性和速

度快等优势, 在以16S/18S rRNA基因或全基因组为

目标序列的微生物组学研究中取得了一系列进展, 
因此微生物的组成和群落结构、代谢特征、系统进

化、微生物与环境的相互作用得到了更深层次的

研究。 

 
1.1  第一代测序技术 

第一代测序技术(Sanger法)开始于1977年, 该
测序方法完成了噬菌体X174全长5,375个碱基的基

因测序, 由此生命科学研究进入了基因组学时代

(Sanger et al, 1977)。Sanger法即双脱氧终止法(Chain 
Termination Method), 是指在含有四种脱氧核苷三

磷酸(dNTP)的反应体系中加入一种不同的荧光标

记的双脱氧核苷三磷酸(ddNTP)。由于ddNTP没有

DNA延长所需要的3-OH基团, DNA合成随机地在

G、A、T、C处终止, 然后通过凝胶电泳确定待测

DNA分子的长度。第一代测序技术的测序读长在

1,000–1,500 bp, 但一次只能测一条单独的序列, 导
致测序成本高、通量低, 不能够应用于大规模的基

因测序。 
1.2  第二代测序技术 

二 代 测 序 技 术 又 称 “ 下 一 代 ” 测 序 技 术

(Next-Generation Sequencing Technology, NGS)。该

技术在保持测序准确度的前提下, 主要解决了第一

代测序通量低的问题。二代测序技术可以同时对几

万到几百万条DNA分子进行测定, 因此也被称为高

通量测序技术(Metzker, 2010)。二代测序平台主要

有Roche公司的454 (Sogin et al, 2006)、Illumina公司

的Solexa、Hiseq (Gloor et al, 2010)和ABI公司的

Solid等测序仪(Mardis, 2008), 其原理分别为焦磷酸

测序、边合成边测序、连接测序。二代测序技术既

大大降低了测序成本又大幅提高了测序通量, 同时

保持了高准确性。比如使用Illumina公司的技术平台, 
在30×测序深度下, 完成人类基因组测序仅仅需要1
周(Niedringhaus et al, 2011)。但二代测序技术的主

要问题在于测序读长短, 只有250–300 bp, 而且由

于测序的系统偏好性, 导致有些序列可能被测了很

多次, 但也有一些量少的序列无法被大量扩增, 造
成信息的丢失。 
1.3  第三代测序技术 

第三代测序技术主要有Pacific Biosciences公司

的SMRT (Single Molecule, Real-Time Sequencing)技
术和Oxford Nanopore公司的Nanopore技术(Eid et al, 
2009)。三代测序技术的主要特点是单分子实时测

序、长读长, 但错误率偏高。下面从技术特点和测

序原理两方面来介绍第三代测序技术。 
1.3.1  SMRT技术 

SMRT技术的核心是能够实现单个DNA分子的

测序 , 并且实时监控测序结果。2013年Pacific 
Biosciences公司成功推出商业化的三代测序仪

PacBio RSII后, 三代测序开始被广泛应用于微生物

基因组研究中。经过不断的改良和升级, 又在2015
年10月推出全新的PacBio Sequel测序系统, 测序技

术的准确性和通量不断提高。SMRT技术测序系统

主 要 有 SMRT Cell 、 零 模 波 导 孔 (Zero-Mode 
Waveguides, ZMW)和DNA聚合酶。 

SMRT Cell是测序芯片, DNA样本完成建库后

装载到Cell中才能上机测序。PacBio RSII系统配套

的一个SMRT Cell的碱基产量为500 M到1 G, 而最

新升级的Sequel系统配套的一个SMRT Cell可产生

5–10 G的数据, 测序通量提升10倍左右。零模波导

1  测序技术的发展 
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孔ZMW是一种直径为50–100 nm的圆形纳米小孔。

当DNA分子进入小孔后, 因为从孔底发出的激发光

不能穿透小孔进入上方的溶液区, 被限制在底部一

个足以覆盖被检测DNA部分的区域, 而共聚焦显微

镜只收集该区域的信号, 从而将背景噪音降到最

低。PacBio RSII使用的一个SMRT Cell中含有15万
个ZMW孔 , 而最新的Sequel平台配套的升级版

SMRT Cell中含有100万个ZMW孔。DNA聚合酶是

实现SMRT技术长测序读长的关键之一, 它在保持

测序延续性的基础上, 实现了DNA体内的合成速

度。DNA聚合酶能够每秒钟读取10个碱基, 因此测

序速度是化学测序方法的2万倍。 
1.3.2  Nanopore技术 

与以往的测序技术均不同, Nanopore是采用电

信号进行测序(Magi et al, 2017)。2014年, Oxford 
Nanopore公司开始对外提供Nanopore MinION试用

项目计划, 随后不断对早期版本仪器的高错误率和

低通量问题进行改善。从2016年开始, Nanopore平
台的通量得到较大提升, 错误率也显著降低, 在基

因组中的应用也从微生物小基因组逐渐延伸到复

杂动植物基因组。而更高通量测序平台GridION X5 
和PromethION的发布使Nanopore在复杂物种中的

应用更为简单和便捷。新的测序仪在延续MinION
核心测序技术的操作简单和文库制备快等优点的

基础上, 弥补了MinION测序仪通量低以及不适用

于大批量样本或大基因组测序的不足。根据最新的

文献记载 , Nanopore MinION测序基于新开发的

BulkVis工具首次生成了单个2.2 M序列(Payne et al, 
2018)。 

Nanopore测序系统主要包括纳米孔、薄膜和马

达蛋白(motor protein)。纳米孔是一种跨膜蛋白形成

的纳米孔道。不同版本的测序芯片使用不同的跨膜

蛋白, 目前R9版的芯片使用的是来自大肠杆菌的

CsgG蛋白质经过基因工程改造后形成的通道。薄膜

是人工合成的具有高电阻的膜, 膜的两侧浸在含有

离子的水溶液中, 通过对膜上施加电势, 离子通过

薄膜上的蛋白纳米孔产生电流。马达蛋白是一种

DNA解旋酶, 在构建文库时, 马达蛋白和引导接头

(leading adaptor)一同加在DNA分子上, 在测序过程

中, 马达蛋白会对双链DNA解螺旋使其变为单链, 
使得单链DNA以一定速度经过纳米孔。 

Nanopore技术有3种不同的建库方式: (1)在1D 

建库中, 仅有引导接头, 在测序过程中, 马达蛋白

对双链DNA解压和解链, 引导接头通过纳米孔, 随
后模板链通过。(2)在2D建库中, 既有引导接头, 还
有连接双链DNA分子的发夹接头(hairpin adaptor)。 
在测序过程中, 首先是马达蛋白对双链DNA解螺旋

使其变为单链, 引导接头通过纳米孔, 随后模板链

通过, 然后发卡接头和互补链通过。(3)在1D2建库

中, DNA双链分别通过纳米孔, 但并未如2D测序中

通过发卡接头进行连接。当模板链完成测序后, 纳
米孔会捕获互补链的马达蛋白进行互补链测序

(Clarke et al, 2009)。1D测序建库的优势在于文库构

建更便捷, 可低至10 min; 相对1D测序, 2D测序中

可以得到更长的读长; 1D2同时对模板链和互补链

进行测序, 可以得到高质量的一致性序列(Jain et al, 
2018)。 

 
2.1  16S/18S三代测序 

16S rRNA基因存在于所有原核微生物的基因

组中, 序列长度约为1,500 bp (18S rRNA基因存在

于所有真核微生物的基因组中 , 序列全长为

1,500–2,000 bp)。 16S rRNA基因有 9个高变区

(V1–V9), 在一定程度上反映了微生物间的进化差

异, 可以利用高变区对不同菌属、菌种的细菌进行

分类鉴定; 而与高变区间隔分布的8个高度保守区

域在细菌漫长的进化过程中则保持了结构和功能

的稳定性。1977年, Woese等依据细菌16S rRNA基因

序列上的区别, 提出了三域系统, 并分别命名为细

菌域、古菌域和真核域(Woese & Fox, 1977)。目前

16S/18S rRNA基因是研究微生物系统发育和分类

鉴定最常用的分子标记(Woese, 1987)。 
基于 16S/18S的微生物基因测序即是利用

16S/18S rRNA保守区域的基因序列设计引物, 扩增

研究所需的基因片段(Jonasson & Monstein, 2002)。
包括基因组DNA的获取; 设计标准引物对16S/18S
基因的一个或多个区进行扩增; 聚类, 按照一定的

相似性将扩增得到的序列进行分组, 细菌中的分类

操作单元(operational taxonomic unit, OTU)是基于

序列97%相似性的分类; 然后通过数据库比对为

OTU的代表性序列提供分类学注释。 
三代测序技术由于超长的测序读长, 在微生物

的分类鉴定和群落多样性的研究中更具有优势。二 

2  三代测序技术在微生物组学研究中的应用 
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图1  PacBio SMRT测序原理。(a)在零模波导孔(Zero-Mode Waveguides, ZMW)中, 单个DNA分子模板与引物和聚合酶结合

后, 被固定到ZMW孔底部。DNA合成开始时, 新加入的荧光标记的dNTP由于碱基配对在ZMW底部停留较长时间, 激发后

发出对应的荧光信号被共聚焦显微镜实时记录; (b) 1)荧光标记胞嘧啶脱氧核苷酸; 2)胞嘧啶脱氧核苷酸进入DNA链配对, 发
射荧光信号; 3)荧光基团被DNA聚合酶切除, 荧光消失; 4)标记新的脱氧核苷酸; 5)继续新一轮合成。 
Fig. 1  Schematic diagram of PacBio single molecule real-time sequencing. (a) In the ZMW hole, a single DNA molecule template 
combined with primers and polymerase is bind to the bottom of ZMW hole. At the beginning of DNA sequencing, the newly added 
fluorescent labeled dNTP remained at the bottom of ZMW for a long time due to base pairing, and the corresponding fluorescent 
signals were recorded by confocal microscopy in real time. (b) (1) Fluorescence labeling cytosine deoxynucleotides; (2) Cytosine 
deoxynucleotides entering DNA chain pairing, emitting fluorescent signals; (3) Fluorescent group is removed by DNA polymerase, 
fluorescence disappeared; (4) Label new deoxynucleotides; (5) Continue a new round. 

 

 
 
图2  Nanopore利用电信号检测出DNA的碱基序列。纳米孔

直径很小, 仅仅允许单个核苷酸通过。当DNA单链通过的时

候, 就会对离子的流动造成阻碍, 从而使流过纳米孔的电流

强度发生变化。由于ATCG四种碱基的带电性质不一样, 造
成电流大小的波动也不一样, 因此可根据电流的变化鉴定

所通过的碱基类型。 
Fig. 2  Nanopore DNA sequencing using electronic signals as 
detection methods. The diameter of the nanoscale is very small 
that only a single DNA molecule is allowed to pass through. 
When a single strand of DNA passes through, it blocks the flow 
of ions and changes the current intensity across the nanopore. 
Because the charge properties of the four bases of ATCG are 
different, the type of base passed is identified according to the 
change of current. 

 
代测序通常只能获得1–2段高变区域, 而三代测序

的读长提升了2–3倍以上, 因而也提升了物种鉴定

的分辨率。研究人员对同一人的肠道菌群样本分别

进行二代和三代的16S rRNA基因测序, 其中使用

Illumina Miseq平台对16S rRNA基因的V3–V4区进

行扩增测序, 使用PacBio SMRT技术直接读取和覆

盖16S rRNA基因的V3–V7区, 实验结果表明有更

多的OTUs基于SMRT测序数据被鉴定出来(Franzen 
et al, 2015)。Cusco等(2018)将Nanopore MinION应用

于16S rRNA基因测序, 在犬类的皮肤微生物群体

中发现了新的细菌门类。在另外一项针对已知菌种

混合组成的模拟菌群的研究中, Nanopore MinION
的测序数据使得一些物种能鉴定到种的水平

(Benitez-Paez et al, 2016)。因此当三代测序技术的读

长可以覆盖到更多基因片段时, 测序结果能够更准

确地检测到微生物群体多样性组成。 
2.2  细菌/真菌基因组三代测序 

在微生物组学的研究中, 已有参考基因组的微

生物数量远远低于自然界存在的微生物数量, 除了

微生物难以纯化培养外, 还有一部分原因是二代测

序读长短, 难以解决细菌/真菌基因组中的高重复

区域和高GC区域的组装问题, 因此组装后的基因

组中往往存在很多gap。而三代测序技术以其超长

的测序读长和无GC偏好性克服了以上部分难题, 
在单细菌/真菌的基因组组装中取得了很大突破。 

2013年Chin等就使用SMRT技术组装出16个微

生物基因组 ,  与参考基因组一致性达99.9999%  
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表1  三代测序技术的比较 
Table 1  Comparison of three generation sequencing technologies 
 技术平台 

Technical 
platform 

测序原理 
Principle of  
sequencing 

测序读长 
Read length 

优点 
Advantages 

缺点 
Limitations 

第一代 
The first  
generation 

Sanger 
 

可中断测序 
Chain-terminating 
sequencing 

600–1,000 bp 
 

读长长; 准确率高; 能很好地 
处理一些重复序列和多聚序列 
Long reads; high accuracy;  
good ability to deal with  
repetitive and homopolymer 
regions. 

通量低; 样品制备成本高,  
难以做大量的平行测序 
Low throughput; high cost of Sanger  
sample preparation; making massively  
parallel sequencing prohibitive. 

第二代 
The second  
generation 

Roche/454 
 

焦磷酸测序 
Pyrosequencing 

200–400 bp 
 

在二代测序中读长最长; 高通量 
Longest read lengths among the 
second-generation; high  
throughput. 

样品制备较难; 难于处理重复和 
同种碱基多聚区域 
Challenging sample preparation;  
hard to deal with repetitive/homopo- 
lymer regions. 

Illumina 
 

边合成边测序 
Sequencing by synthesis 

2 × 150 bp 
 

高通量 
Very high throughput 

读长短 
Short reads 

ABI/Solid 
 

连接测序 
Sequencing by  
ligation 

25–35 bp 
 

高通量; 成本低 
High throughput; low cost. 

测序运行时间长; 读长短, 造成后续 
的数据分析困难和基因组拼接困难 
Long sequencing runs (days); short  
reads, resulting in difficulties  in 
subsequence data analysis and genome 
assembly. 

第三代 
The third  
generation 

PacBio SMRT 
 

边合成边测序/ 
DNA聚合酶 
Sequencing by  
synthesis/DNA  
polymerase 

~1,000 bp 高平均读长; 不需要扩增;  
最长单个读长接近100 kb 
Long average read length;  
no amplification of sequencing  
fragments; longest individual  
reads approach 100 kb. 

错误率高; 依赖DNA聚合酶的活性 
Low accuracy; dependence on DNA 
polymerase activity. 

Nanopore 
 

电信号测序/ 
核酸外切酶 
Electronic signals  
sequencing/exonuclease 

最大记载2.2 M 
Maximum  
record 2.2 M 

读长超长; 电学测序; 方便携带 
Over-long read; electronic  
sequencing; portable. 

错误率高 
High sequencing error 

 
(Chin et al, 2013)。Brown等(2014)分别使用Illumina
和454这些二代测序平台和PacBio RS II平台技术对

梭状芽孢杆菌(Clostridium autoethanogenum)进行基

因组装, 发现二代测序平台组装得到Clostridium的

基因组仍然存在一些gap, 而使用PacBio SMRT测
序直接组装得到一条完整的Contig; 并且之前由于

技术的限制 , 无法区分C. autoethanogenum和C. 
ljungdahlii两支菌株, 而基于PacBio SMRT的全基

因组测序, 发现两者在CRISPR系统、氢化酶等方面

具有显著差异。Ludden等(2017)用Nanopore MinION
测序平台首次组装出了Enterobacter kobei的基因组

完成图, 并且组装出编码blaOXA-48基因的质粒。

Wick等(2017)对12个不同种的克雷伯氏肺炎菌进行

测序, 然后与前期二代数据混合组装, 既保证了测

序数据的完整性, 又保证了测序的准确性, 最终都

组装成了基因组完成图。此外假单胞菌Pseudo-
monas koreensis P19E3的基因组含有长达70 kb的重

复序列, 使用二代平台的测序数据无法组装到完整

的基因组, 而Schmid (2018)使用Nanopore MinION 
测序仪 , 首次完成了对 Pseudomonas koreensis 
P19E3的基因组组装。 

真菌基因组大小在2.5–150 Mb之间, 介于细菌

和大型动植物之间, 随着三代测序平台的改进和升

级, 测序通量的不断提升, 三代测序技术在基因组

研究中的应用也逐渐从细菌等小型基因组延伸到

真菌等大型基因组中。Orpinomyces sp. strain C1A
菌株是一种寄生在大型家畜肠胃中的厌氧真菌, 基
因组超过100 Mb, GC含量只有17%, 是目前已知的

GC含量最低的物种之一。Yousse等(2013)在对该菌

株的基因组组装中发现, 对比Illumina测序数据得

到的组装结果, PacBio RS的测序数据组装得到的

contigs更长、数量大幅降低, 而且发现C1A菌株具

有降解木质素的能力。此外Faino等 (2015)基于

PacBio RS II平台对黄萎病菌菌株JR2和VdLs17测
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序并组装, 最终都得到了8条完整的染色体。2017
年荷兰研究者Jansen等分离出了DDNA#1酵母菌

株DNA, 使用 Illumina和Nanopore MinION分别

进行测序 , 通过 Illumina测序数据组装得到了

14,764 contigs, 而使用Nanopore测序数据组装

得到的contigs仅 61条 , 大幅度提高了酵母菌基

因组数据的质量和完整度(Liem et al, 2017)。 
2.3  宏基因组三代测序 

宏基因组学是将环境中的微生物群落作为整

体进行研究, 与16S/18S或全基因组分析相比, 宏基

因学能够对微生物群体基因组成及其功能、微生物

群体的多样性、微生物与环境、微生物与宿主之间

的关系进行全面解读。2016年Hug等就利用宏基因

组技术发现了1,000多种未被培养或者了解甚少的

微生物体, 进一步扩展了微生物的多样性, 而新的

细菌门的出现, 也重新补充了进化树三域系统(Hug 
et al, 2016)。Fierer等(2007)通过构建牧场、沙漠、

雨林土壤宏基因组文库, 对环境中细菌、古生菌、

真菌及病毒多样性进行了研究。结果发现土壤环境

中包含着大量不可培养的新病毒种类, 其基因型特

征与常规培养获得的病毒具有很大的差异。除此之

外, 宏基因组学在海洋微生物多样性的探索中也取

得了很大的进展, 促进了海洋微生物资源的开发。

2015年Sunagawa领导的团队分析了来自世界各地

的68个地点的远洋中上层水域的共243个样本, 构
建了含有4 × 107个非冗余基因的海洋微生物宏基因

组库, 并提出在垂直水平上海洋微生物群落的变化

主要是由温度决定的; 同时对139个富含原核微生

物的样本进行统计分析, 共发现了5,755个同源微

生物组, 其中有40%的同源组与人类肠道菌群的同

源组相同(Sunagawa et al, 2015)。 
二代测序应用于宏基因组学时, 由于读长过短

会导致一些基因信息的丢失。相比之下, 宏基因组

学三代测序结果可以更加真实地反映菌群的组成

情况, 较为准确地挖掘出新的功能基因。例如研究

人员使用二代和三代测序平台分别对同一微生物

发酵池样品进行了宏基因组测序分析, 并对结果做

了比较。发现基于Illumina测序数据的组装, 由于读

长较短, 结果存在大量不同物种间的同源序列错误

组装, 无法真实呈现菌群组成; 而PacBio RS II得到

的结果真实反映了两种优势菌株的组成情况(Frank 
et al, 2016)。Tsai等(2016)也采用了PacBio RS II和

Illumina HiSeq两种测序平台对人类手部和足部的

菌群进行宏基因组分析, 结果表明三代测序技术显

著减少了contigs的数量, 大大降低了序列拼接和基

因组组装的难度, 而且从人的皮肤菌群样本中组

装、注释、构建获得一例未知微生物的高质量基因

组。在对Sakinaw Lake水体微生物的研究中, Singer
等(2016)发现SMRT和Illumina的测序数据在门的水

平上没有太大差别, 但是随着群落复杂度的增加, 
二代和三代的测序数据在群落结构和系统发育分

辨率上显示出显著差异。 
新型三代测序设备的出现还扩展了宏基因组

研究的应用场景。目前基因测序的工作主要局限于

实验室, 而Nanopore MinION这种便携式测序仪为

开展基因组实时测序提供了便利, 在鉴定新的病原

体和细菌基因组测序方面得到了广泛应用。例如猪

的肠道疾病通常是由不同的病原体引起的, 宏基因

组学是一种常用的诊断方法, 而使用Nanopore技术

在3小时内就可以完成样品测序和致病菌的诊断

(Theuns et al, 2018)。MinION测序仪对于样本的预

处理要求也较低, 对一些高致病性病毒如奇昆古尼

亚病毒、埃博拉病毒和丙型乙肝病毒, MinION测序

仪可以直接使用临床样本进行检测, 而不需要病毒

的纯化培养(Greninger et al, 2015)。在埃博拉等暴发

疾病的实时检测中, 研究人员就利用这种便携式测

序仪在整个基因组库中鉴别出了新型的单核苷酸

多态性(SNPs), 为流行病暴发的预警和病原体的进

化提供了重要的方法(Quick et al, 2016)。 
目前RNA病毒的基因组研究通常是先反转录

为cDNA再进行测序。最近美国的研究者通过设计

一种针对流感病毒基因组的Nanopore测序接头RTA, 
实现了对流感病毒RNA的直接测序 (Callaway, 
2018)。而且传统方法对表观遗传修饰的分析, 需要

对样本进行亚硫酸盐处理或者抗体沉降(pull-down)
的预处理, 增加了检测的难度。通过Nanopore技术, 
Andrew Smith研究团队直接对大肠杆菌全长16S核
糖体RNA进行测序, 从采样到出结果只需要2小时。

通过数据分析, 该研究小组在16S rRNA的已知位

点鉴定出了7-甲基鸟苷(m7G), 并且观察到了假尿

嘧啶核苷等在内的表观遗传修饰的存在(Smith et al, 
2017)。中国科学院水生生物研究所赵亮博士通过

PacBio RS II测序, 获得3个微囊藻菌株的全基因组

甲基化修饰图谱, 发现了18个未被鉴定的甲基化模



540 生 物 多 样 性  Biodiversity Science 第 27 卷 

   

综
述

 

 

块, 也发现不同微囊藻菌株的甲基化和甲基转移酶

含量差异很大(Zhao, 2018)。 
三代测序技术的兴起, 极大地促进了微生物组

学的发展, 但是错误率偏高是三代测序技术面临的

最大问题。15%–40%的错误率, 大大地高于二代测

序技术(< 1%), 成为限制其商业应用开展的重要原

因。不过三代测序的错误是随机发生的, 可以靠覆

盖度来纠错(但这又要增加测序成本)。为了提升准

确率, PacBio公司对SMRT技术配套的技术不断优

化, 文献中经常看到的P4C2、P5C3以及P6C4代表的

就是不断升级的试剂。同时, PacBio独有的环形一致

性测序模式(circular-consensus sequence, CCS)极大

地提高了单碱基测序的准确率。Nanopore公司也不

断从Flow Cell、纳米孔、测序试剂和信号捕获及碱

基识别软件等方面进行升级改进。其中, 纳米孔最

开始为R6, 后来不断升级而出现了R7, R8, R9版本, 
到现在已经升级为R9.4, 随之而来的是准确率和通

量的提升。而且目前已经有比较成熟的软件Canu专
门处理三代技术这类错误率较高的测序数据。Canu
采用了先纠错、修整再组装的策略, 通过序列与序

列之间的重叠, 进行单碱基的错误纠正, 测序覆盖

度越高, 准确率就越高。 

 
近年来, 微生物组学是生命科学研究的热门领

域, 而微生物组的深入研究和理解得益于测序技术

的快速发展。第三代测序技术的出现, 实现了很多

技术上的突破: (1)凭借其超长读长的优势, 解决了

二代测序技术读长过短的问题, 在微生物基因组学

研究中减少了后续的基因组组装和注释的工作量, 
节省了大量的时间; (2) SMRT技术利用DNA聚合酶

自身的合成速度, 配上高分辨率的光学检测系统, 
实现了实时快速检测; (3)三代单分子测序技术的发

展也让通过测序实时读取DNA碱基修饰成为可能, 
这对在基因组水平直接研究表观遗传现象有极大

的帮助; (4) Nanopore技术还可以直接对RNA进行

测序, 省去了反转录过程。 
但由于三代测序较高的错误率, 目前三代测序

技术在微生物组中的研究往往需要与二代测序数

据结合使用, 即利用二代测序数据对三代测序数据

进行校正, 也就意味着在实验中至少要制备2个不

同的文库, 造成了一定的人力和物力成本的增加。

随着三代技术的不断改进和新的组装方法的出现, 
测序的准确性和通量也在逐步上升。相信在不久的

将来, 基于三代测序技术的微生物组学研究能够从

获得高质量的基因组装结果, 逐渐转向对物种生物

学特征和进化历程的深入研究, 研究策略也由单一

组学测序逐渐延伸为基因组、转录组、代谢组和表

观遗传组的多组学分析。 
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基于粪便DNA及宏条形码技术的 
食肉动物快速调查及食性分析 

邵昕宁1,2  宋大昭3  黄巧雯3  李  晟1,2  姚  蒙1,2* 
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摘要: 在陆地生态系统中, 大型食肉动物对于稳定食物网结构和生态系统功能有重要作用。在世界范围内, 由于

栖息地丧失和破碎化、猎杀、人类活动干扰以及病原体的传播, 大型食肉动物生存正面临严重威胁, 多种食肉动

物地理分布范围及种群数量大幅度缩减。如何有效保护大型食肉动物物种多样性及种群已经成为世界关注的焦点

问题和保护生物学的重要研究方向。川西高原地处我国西南山地与青藏高原东缘交界地带, 属于世界生物多样性

热点地区, 是世界大型食肉动物物种最丰富的地区之一, 而日益增强的人类活动可能会加剧对当地动植物资源的

破坏, 进而威胁野生食肉动物的生存。获得准确的物种多样性信息及食肉动物食性数据有助于深入了解该地区生

态系统结构及食物网关系, 对研究物种共存机制及生物多样性保护有重要意义。本研究通过从四川甘孜藏族自治

州新龙县和石渠县野外采集的食肉动物粪便样品中提取DNA, 利用DNA条形码进行物种鉴定, 快速获得该地区

食肉动物物种构成信息。38份粪便样品经鉴定来自于7种食肉动物, 分别为5种大型食肉动物(狼Canis lupus、棕熊

Ursus arctos、豹Panthera pardus、雪豹P. unica、狗Canis lupus familiaris)和2种中小型食肉动物(豹猫Prionailurus 
bengalensis、赤狐Vulpes vulpes)。进一步利用高通量测序和宏条形码技术对7种食肉动物粪便中的食物DNA进行精

准食性分析, 得到包含19种哺乳类、8种鸟类和1种鱼类共计28个不同的食物分子可操作分类单元(molecular 
operational taxonomic unit, MOTU)。结果显示, 狼、狗、棕熊最主要的食物来源为偶蹄目动物, 其中取食频率最高

的物种为家牦牛(Bos grunniens); 而豹猫和赤狐食物中小型哺乳动物如啮齿目和兔形目占重要比例, 其中高原松

田鼠(Neodon irene)和高原鼠兔(Ochotona curzoniae)被取食频率最高。豹和雪豹的食物分别为偶蹄目的中华斑羚

(Naemorhedus griseus)和岩羊(Pseudois nayaur)。本研究显示了粪便DNA及宏条形码技术在食肉动物多样性快速调

查及高通量精确食性分析中的应用前景, 并为此类研究提供了技术路线的有力借鉴。 
关键词: 生物多样性编目; 兽类调查; 非损伤性取样; DNA条形码; 食物网 

Fast surveys and molecular diet analysis of carnivores based on fecal 
DNA and metabarcoding 
Xinning Shao1,2, Dazhao Song3, Qiaowen Huang3, Sheng Li1,2, Meng Yao1,2* 
1 School of Life Sciences, Peking University, Beijing 100871 
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Abstract: Large carnivores play an important role in the regulation of food-web structure and ecosystem 
functioning. However, large carnivores face serious threats that have caused declines in their populations and 
geographic ranges due to habitat loss and degradation, hunting, human disturbance and pathogen 
transmission. Conservation of large carnivore species richness and population size has become a pressing 
issue and an important research focus of conservation biology. The western Sichuan Plateau, located at the 
intersection of the mountains of southwest China and the eastern margin of the Tibetan Plateau, is a global 
biodiversity hotspot and has high carnivore species richness. However, increasing human activities may 
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exacerbate the destruction of local flora and fauna, thereby threatening the survival of wild carnivores. 
Information on species composition and dietary habits can improve our understanding of the structure and 
function of the ecosystem and food-web relationships in the study area. In addition, species composition and 
dietary habits are of great significance for understanding multi-species coexistence mechanisms and 
preserving biodiversity. This study collected carnivore fecal samples from Xinlong and Shiqu counties in the 
Ganzi Tibetan Autonomous Prefecture, Sichuan Province. DNA was then extracted from the samples and the 
species was identified based on DNA sequences and DNA barcoding techniques. Seven carnivores were 
identified, including five large carnivores (Canis lupus, Ursus arctos, Panthera pardus, P. uncia and Canis 
lupus familiaris) and two medium and small-sized carnivores (Prionailurus bengalensis and Vulpes vulpes). 
Using fecal DNA, high-throughput sequencing and metabarcoding, we conducted diet analysis for the seven 
carnivores and found 28 different food molecular operational taxonomic units (MOTUs), including 19 mam-
mals, eight birds and one fish species. The predominant prey categories of wolves, dogs and brown bears 
were ungulates. The domestic yak (Bos grunniens) was the most frequently identified prey species. Small 
mammals such as rodents and lagomorphs accounted for a significant proportion in the diets of leopard cats 
and red foxes, The most frequent prey of this category of carnivore were the Chinese scrub vole (Neodon 
irene) and plateau pika (Ochotona curzoniae). In addition, leopards and snow leopards mainly fed on the 
Chinese goral (Naemorhedus griseus) and blue sheep (Pseudois nayaur), respectively. Our study highlights 
the utility of fecal DNA and metabarcoding technique in fast carnivore surveys and high-throughput diet ana-
lysis, and provides a technical reference and guidance for future biodiversity surveys and food-web studies. 
Key words: biodiversity inventory; mammalian survey; non-invasive sampling; DNA barcoding; food-web 

生物多样性是维持生态系统稳定性的基础, 也
是影响生态系统生产力、抗干扰能力及恢复能力等

功能的重要因素(Hooper et al, 2005; Cardinale et al, 
2012)。在衡量生物多样性的三个层次即遗传多样

性、物种多样性和生态系统多样性中, 物种多样性

是对一个自然地理分布区域生物多样性情况最直

观的反映, 物种的组成和结构对种群动态及生态系

统功能有重要决定作用。在一个生态系统中共存的

各物种通过直接或间接的取食与被取食关系交织

形成食物网, 不同物种间的复杂相互作用促进生态

系统功能的正常运转, 进而维持着生态系统的稳定

性和物种的多样性(Montoya et al, 2003)。对世界不

同地区和多种生态系统类型的研究普遍显示, 物种

多样性的丧失是生态环境退化和生态系统失衡的

主要因素(Hooper et al, 2012)。因此, 对物种多样性

及其相互作用的了解是认识生态系统过程的重要前

提, 也是保护生态环境和生物多样性的基础。 
大型哺乳类食肉动物(以下简称大型食肉动物)

处于陆地生态系统食物链的顶端, 通过捕食、竞争、

威慑和食物网级联效应调控大型食草动物、中型食

肉动物及其他食物网成员的种群数量和动态, 深刻

影响食物网结构及生态系统功能(Wang & Macdo-
nald, 2009; Wang et al, 2014)。多项研究均显示, 大
型食肉动物从原来的生物群落中消失后会引发一

系列下层营养级动物种群乃至植被和无机环境的

重大变化, 对生态系统产生不可逆转的影响(Ripple 
et al, 2014)。在世界范围内, 由于一个多世纪以来人

口的迅速增长和生产生活范围扩大, 大型食肉动物

原生栖息地丧失和破碎化, 再加上捕猎以及细菌、

病毒等病原体的传播, 目前其种群生存普遍面临严

重的威胁, 多种食肉动物数量大幅度减少, 分布的

地理范围急剧收缩(Ripple et al, 2014)。如何有效保

护大型食肉动物物种多样性及种群数量已经成

为世界关注的焦点问题和保护生物学的重要研究

方向。 
我国西南山地北部与青藏高原东缘交界地带

的川西高原属世界生物多样性热点地区之一(Myers 
et al, 2000), 因其特殊的自然历史、地理条件及气候

特征, 为多种野生动物提供了适宜的栖息地环境, 
其哺乳类和鸟类数量分别占全国的20%和33%, 有
12种兽类和10种鸟类被列为国家一级重点保护野

生动物, 23种兽类和49种鸟类被列为国家二级重点

保护野生动物。该区域也是世界范围内大型食肉动

物物种最为丰富的地区之一(Ripple et al, 2014)。川

西高原独特的自然地理环境和丰富的生物多样性

使其具有极高的生态学研究和保护价值, 而目前对

该地区物种分布情况及生态系统过程了解甚少。获

得准确的物种多样性信息及食肉动物食性数据有
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助于深入了解该地区生态系统结构及食物网关系, 
对研究物种共存机制及生物多样性保护有重要意

义。与低海拔的热带和亚热带森林生态系统相比, 
由于气候条件恶劣、水热资源缺乏、生物量和生产

力低 , 高原生态系统更为脆弱 (Cole & Landres, 
1996); 加之该地区人类活动不断加强, 有可能加剧

对当地动植物资源的破坏(Baker et al, 2008), 因此

对这一生态系统的研究和保护迫在眉睫。 
物种和种群调查是有效开展濒危物种保护与

管理工作的前提和基础(Bellemain et al, 2010)。由于
食肉目动物活动范围广, 多夜间行动且警觉性高, 
在野外很难对其进行直接观测, 使对此类动物的调

查和保护工作更加困难(Pelton et al, 2003)。传统的

食肉动物物种识别方法主要有足迹识别法、毛发形

态识别法、咬痕识别法等依据形态学和解剖学特征

的鉴定方法 (周用武和杨玉华 , 2009; 张帅等 , 
2013)。由于近缘物种形态相似度高, 而同种动物受

生境条件、发育阶段及性别等因素的影响可能存在

个体形态差异, 此外还容易受到研究者经验等主观

因素的干扰, 因此形态学鉴定方法通常存在定种困

难、错误率高、效率低、结果难以验证等问题(程希

婷等, 2011)。 
动物的捕食行为是重要的生态过程, 对食性的

分析及食物网络的研究可以直接体现出生态群落

的功能和结构, 揭示各级消费者之间的能量流动和

物质利用转换, 对捕食者在群落中的作用有更深理

解, 是生态系统研究的重要组成部分(王雪芹等 , 
2015), 对动物食性的了解还可以为保护生态系统

功能及物种多样性提供科学依据。对野生动物食性

的研究方法传统上主要依赖于形态学分析, 包括直

接观察法、胃内容物分析法、粪便显微镜观察法等

(尹华宝等, 2008)。但这些方法受限于食物类型和消

化情况, 并且可能存在多种形态相似难以区分的近

缘种, 需要分析人员有丰富的生物学分类经验, 鉴
定结果的效率和准确性较低(Pompanon et al, 2012)。 

近几十年来分子生物学和生物信息学技术的

飞速发展, 推动DNA分析成为生态学和保护生物学

研究的重要工具。尤其是DNA条形码(DNA bar-
coding)技术(即利用具有种内特异性和种间变异性

的相对较短的标准DNA片段, 建立一种新的物种身

份识别系统), 可以对物种进行快速、准确的识别和

鉴定, 成为物种多样性调查的有力手段(Hebert et al, 

2003; Valentini et al, 2009; Kress et al, 2015)。二代测

序技术的不断进步使得高通量、低成本地获取大量

样品的DNA序列信息成为可能。DNA宏条形码

(metabarcoding)技术就是利用高通量测序技术大量

获得混合样本中多种条形码基因扩增子序列, 继而

通过生物信息学手段分析实现分类单元鉴定的方

法(Creer et al, 2010; Porazinska et al, 2010; Voolstra 
et al, 2011)。DNA宏条形码以高通量、低成本、快

速鉴定大量物种的优势, 极大地拓展了DNA条形码

应用的范围(Taberlet et al, 2012; 马兰, 2013)。在生

态学领域, DNA宏条形码已广泛应用于生物多样性

分析、食性分析、古生物研究、生态评估等多方面

(Pompanon et al, 2012; Yoccoz et al, 2012; Murray et 
al, 2013; Kelly et al, 2014)。基于DNA宏条形码的分

子食性分析方法通过从样品(如粪便)中提取DNA, 
设计针对某一种、某几种物种或某一类群的引物, 
利用聚合酶链式反应(PCR)扩增特定的条形码序列, 
并通过高通量测序和序列比对来识别食物种类

(Valentini et al, 2009)。与基于显微观察的食性分析

方法相比, 这种方法的优势在于: (1)不依赖于研究

者的形态学经验和主观判断; (2)对形态相似的近缘

种和隐存种可以准确区分; (3)不受食物消化程度和

硬质残留的局限, 可以分析几乎所有食物类型(如
肌肉、内脏等); (4)具有极高的灵敏度, 微量的食物

DNA也可以被检测到; (5)能对混合DNA样品进行

测序且通量高 , 大大降低了分析成本和时间

(Symondson, 2002; Valentini et al, 2009; Kircher & 
Kelso, 2010)。 

本研究拟通过基于野外采集食肉动物粪便

DNA的物种鉴定, 获得位于我国西南山地的四川甘

孜藏族自治州的食肉动物物种多样性初步信息, 并
基于高通量测序和DNA宏条形码技术, 进行食肉动

物精准食性分析。这些信息有助于深入了解研究地

区生态系统食物网结构及功能, 对研究物种共存机

制及生物多样性保护有重要意义。同时本研究使用

的粪便DNA及宏条形码技术为脊椎动物多样性快

速调查及高通量精确食性分析提供了有力借鉴。 

 
1.1  研究区域 

甘孜藏族自治州(以下简称甘孜州)位于青藏高

原东南缘四川省西南部, 介于97°22′–102°29′ E、

1  研究方法 
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27°58′–34°20′ N之间, 面积153,000 km2, 辖18个县。

全州地貌大致分为: 山地、丘状高原、山原、高山

峡谷等4种类型, 平均海拔3,500 m以上。该地区纬

度位置属于亚热带气候区, 由于受到青藏高原复杂

地形的影响, 境内气候呈现出青藏高原山地气候和

大陆性气候特征, 属大陆性季风高原型气候。全州

年平均气温8–10℃, 日照多、辐射强, 昼夜温差大, 
干湿季明显, 年降水量300–600 mm, 水热同期。甘

孜州总林地面积17,200 km2, 林草覆盖率达83%。 
1.2  样品采集与保存 

本研究粪便样品于2016年9–10月采集自甘孜

州新龙县及石渠县境内(图1)。由调查人员沿野外样

线进行搜索, 发现新鲜食肉动物粪便时, 首先用

GPS手持机(Garmin 60CXS)记录采集时间及地理信

息, 然后用一次性PE手套拾取单个粪便样品装入

50 mL的无菌样品管中, 并在管盖和管身记录样品

编号、详细地名及根据粪便形态鉴定的物种。同时

填写“野外动物样品记录卡”, 包括编号、样品类型、

生境类型等详细信息。在每次拾取样品时更换新的

手套以避免交叉污染。当日将采集的样品浸没在无

水乙醇中, 24 h后将乙醇倒掉, 倒入硅胶干燥保存。 

 

 
 

图1  四川省甘孜藏族自治州石渠县及新龙县采样地点示

意图 
Fig. 1  Map of sampling area in Shiqu and Xinlong counties of 
Ganzi Tibetan Autonomous Prefecture, Sichuan  

1.3  粪便DNA提取、扩增及物种鉴定 
本研究使用适用于食肉动物粪便的2CTAB- 

PCI法(Vallet et al, 2007)提取和纯化DNA, 并根据食

肉动物粪便特点进行了若干改进(Xiong et al, 2017), 
取样时从粪便内部多点夹取 , 粪便总量不超过

500 μL, 并捣碎均匀, 使其能充分反应, 提取过程

中用CTAB及淀粉去除DNA中的PCR抑制物, 并用

苯酚氯仿多次抽提DNA以达到提纯DNA的目的。 
首先对每份样品的来源物种(即捕食者)进行分

子物种鉴定。由于在粪便DNA中食物DNA降解较严

重, 难以扩增长片段, 而捕食者自身DNA相对质量

较好 , 故首先使用脊椎动物通用引物 16S-F/R 
(Xiong et al, 2016)(附录1)扩增长380 bp左右的捕食

者线粒体16S片段。每个样品PCR总体系为30 μL, 
包含DNA (10–100 ng/μL) 6 μL、2 × EasyTaq PCR 
SuperMix (全式金, AS111) 15 μL、正反向引物各

0.2 μM及0.4 mg/mL牛血清白蛋白(BSA)。PCR反应

程序为95℃预变性5 min; 然后95℃变性30 s, 55℃
退火30 s, 72℃延伸30 s, 进行35个循环; 最后72℃
延 伸 10 min 。 纯 化 后 的 PCR 产 物 使 用 ABI 
PRISM3730xl 测序仪 (Applied Biosystems, Foster 
City, California)进行测序。测序结果通过软件

Chromas v2.22 (Technelysium Pry Ltd., Australia)处
理, 得到长度约320 bp的单一序列。然后用NCBI 
(National Center for Biotechnology Information, 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov)的BLAST程序检索测

序片段在其数据库GenBank中的匹配序列。最佳匹

配序列与待测序列的覆盖度(coverage)不低于95%, 
一致度(identity)大于95%时认为检索结果有效。结

合当地动物分布信息, 对序列进行筛选, 当覆盖度

达到100%、一致度达到98%及以上, 且对应物种可

能分布在研究地点时, 认为粪便样品来自匹配序列

对应的物种。若存在不止一种物种的匹配序列, 则
根据研究地点本底信息及物种的分布特征排除不

符合的物种。当测序峰图正常、比对结果覆盖度达

到100%而一致度小于98%时, 可能是GenBank数据

库未收录该待定物种的序列, 则可根据当地物种分

布情况, 推测可能的近缘物种或认为物种鉴定失败。 
1.4  高通量测序及数据处理 

确定粪便来源物种后, 进一步针对不同食肉动

物进行基于DNA宏条形码的分子食性分析。粪便样
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品中残存的被捕食者DNA较捕食者自身DNA量少

且破碎化严重, 所以为了保证被捕食者DNA的成功

扩增, 食性分析通用引物的扩增产物长度不宜超过

150 bp。选用Riaz等(2011)针对脊椎动物设计的

12SV5-F/R通用引物(附录1), 并在正反向引物5′端
增加7个核苷酸的引物标签(Coissac, 2012)进行PCR
扩增, 产物长度约140 bp。每个 PCR采用具有不同标

签序列的引物扩增, 后续高通量测序结果根据标签

进行样品区分。该引物用ecoPCR软件通过数据库模

拟PCR及多种食肉动物粪便样品进行验证, 通用性

广且具有较高的脊椎动物物种分辨率, 对啮齿目、

兔形目和鸡形目的物种鉴定表现佳(Shehzad et al, 
2012a, b; Xiong et al, 2017)。粪便样品总DNA中同时

包括捕食者与被捕食者DNA, 使用脊椎动物通用引

物能够同时扩增二者的序列, 由于捕食者自身DNA
占较多量, 扩增时会与被捕食者DNA竞争引物而影

响食物DNA的扩增效率及成功率(Pompanon et al, 
2012)。本文使用文献报道的豹猫 (Prionailurus 
bengalensis)序列特异性阻抑引物 (Shehzad et al, 
2012a), 并自行设计了其他食肉动物物种的阻抑引

物(附录1), 通过将各阻抑引物与当地主要物种的相

应区段进行比较, 可能的被捕食者均与这段阻抑引

物序列具有多于10个核苷酸位点的差异。阻抑引物

浓度过高会影响PCR产物中被捕食者序列的扩增

(Vestheim & Jarman, 2008)。经过前期预实验, 最终

确定在反应体系中阻抑引物与通用引物的工作浓

度比为10 : 1。对28份鉴种成功的食肉动物粪便每个

样品的DNA进行3次PCR平行对照反应, 每个反应

分别使用不同标签的通用引物加以区分。每个样品

PCR总体系为 30 μL, 包含DNA (10–100 ng/μL)    
6 μL、2 × EasyTaq PCR SuperMix 15 μL、正反向引

物各0.2 μM、阻抑引物2 μM及0.4 mg/mL BSA。PCR
反应程序为95℃预变性5 min; 然后95℃变性30 s, 
60℃退火30 s, 进行35个循环; 最后72℃延伸10 min。
为检验本底污染和交叉污染情况, 每批次扩增中包

括DNA提取空白对照和不加模板的PCR空白对照

反应, 共3个DNA提取空白对照和21个PCR空白对

照。全部样品及对照反应共计108个PCR反应。 
将所有PCR产物进行纯化并混合, 在北京诺和

致源生物科技有限公司进行高通量测序。测序采用

Paired-end法 , 使用 Illumina HiSeq2500测序平台

(Illumina Inc., San Diego, CA, USA), 单端读段长度

为 150 bp 。高通量数据的处理参考网站 http: 
//metabarcoding.org/obitools/doc/wolves.html的说明, 
用OBITools1.01.22程序包(http://metabarcoding.org/ 
obitools/doc)经过拼接、标签识别、冗余序列清除、

降噪、建立参考数据库、序列比对及分类等步骤, 进
行序列的整理与分析。 

当某一序列在本底数据库中最佳匹配序列多

于1条时, OBITools中的程序会自动将物种鉴定结果

记为能够涵盖所有匹配物种的最低分类单元, 但不

能加入研究地物种分布信息的参考。结果中还可能

存在污染及PCR错误, 或者未能确定物种的序列, 
所以需要在OBITools输出结果的基础上进行人工排

查, 必要时用BLAST程序检索目标片段的匹配物种。 
序列的物种鉴定原则如下:  
(1)与单一物种比对的一致度 ≥ 99%, 且符合

物种分布记录, 记为该物种; 如发生与单一物种比

对一致度 ≥ 99%但该物种非当地物种时, 则记为该

物种在当地有分布的最近缘物种。 
(2)与多个物种比对的一致度 ≥ 99%时, 首先

排除当地无分布的物种, 如果仍不能确定为单一物

种, 则记为能够涵盖所有一致度 ≥ 99%的当地物种

的最低分类单元。 
(3)比对结果中, 最高一致度 < 99%且 ≥ 95%

时, 一致度最高序列仅有1条, 且与得分次之的序

列一致度差距 ≥ 2%时, 记为一致度最高序列的上

一级分类单元。最高一致度对应有多个物种时, 则
记为能够涵盖所有一致度最高的当地物种的最低

分类单元。 
(4)如果最高一致度 ≥ 95%范围内仅对应1种非

当地物种, 则记为当地有记录的该物种最近缘种。 
(5)比对结果中, 最高一致度 < 95%时, 认为无

法判定该序列的分类单元, 记为“未知”。 
依据上述原则对每一序列进行物种鉴定与分

类, 物种分布信息参考《中国兽类野外手册》(Smith
和解焱, 2009)。由于条形码分辨率及数据库的局限, 
不是每条序列的识别都能达到物种水平, 所以我们

使用分子可操作分类单元(molecular operational tax-
onomic unit, MOTU)的概念来对不同食物类群进行

区分(Pompanon et al, 2012)。 
1.5  食性分析 

首先, 对食物MOTU进行筛选与整理。当单一

PCR产物中某食物MOTU序列数少于同批PCR空白
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对照或DNA提取空白对照, 或单一PCR产物中某食

物MOTU序列数少于该PCR总序列数的1%时, 认为

该序列可能来源于交叉污染, 该MOTU不计入相应

样品的食物结果。在每个样品中保留至少在2个PCR
平行对照中出现的MOTU。序列处理中舍弃与

GenBank比对后最高一致度低于95%的序列, 并合

并彼此相差小于2% (即相差1个核苷酸)的序列。物

种鉴定时出现的食肉动物序列及可能来自实验污

染的人的序列不计入食物MOTU。经过以上筛选和

处理后 , 在每个样品中每一MOTU出现赋值为1, 
反之记为0, 统计各食物MOTU的出现频次。 

使用%FO和%RO两个指标估计各食肉动物的

食性构成(Xiong et al, 2017)。对某一食肉物种而

言, %FO是指含某食物MOTU的样品数占总样品数

的百分比, 计算公式如下:  
%FOi = (Ni/N) × 100%  (1)  

其中, Ni表示出现了第i类食物MOTU的样品数(次
数), N是有效样品总数。 

%RO是某食物MOTU的出现频次占所有食物

MOTU出现总频次的百分比, 计算公式如下:  

( )%RO  100%i i iN N= ×∑   (2) 

其中 , Ni含义同上 , iN∑ 表示该物种所有食物

MOTU出现次数之和。 
单一物种全部粪便样品中所有食物MOTU

的%RO之和为1, 而当存在1个或多个样品中检出

不止1种食物MOTU时 , 该物种的%FO之和大于

1。%FO表示某个食物MOTU在该物种食性中出现

的常见程度, %RO则侧重显示该食物MOTU在食性

中所占份额和重要性(Wang et al, 2014; Gómez-Ortiz 
et al, 2015; Kasper et al, 2016)。 

 
2.1  样品采集及物种鉴定 

于2016年秋季在石渠县(6份)和新龙县(32份)共
采集38份食肉动物粪便样品, 分别进行DNA提取, 
其中28份可以被通用引物16S-F/R扩增并成功判断

出样品来源物种, 物种鉴定成功率为73.7%。其余 10
份样品未能成功获得扩增产物进行测序及物种鉴定。 

共鉴定出7种食肉动物(表1), 包括狼(Canis 
lupus, N = 8)、狗(C. lupus familiaris, N = 6)、豹猫(N 
= 6)、赤狐(Vulpes vulpes, N = 3)、棕熊(Ursus 

arctos, N = 3)、豹(Panthera pardus, N = 1)和雪豹(P. 
uncia, N = 1)。 

28份物种鉴定成功的样品中, 有22份在样品采

集时由野外工作人员根据粪便形态进行了物种预

判, 其中仅有8份样品预判物种与分子鉴定结果相

同, 且各食肉动物粪便的预判成功率各不相同, 总
体预判正确率仅为36.4% (表1)。 
2.2  食性分析 

高通量测序结果经过OBITools软件的过滤和

降噪, 并对这些序列进一步进行人工筛选和处理。

序列分析结果显示所有28份样品均得到有效食性

数据 , 共计28个不同的食物MOTU。其中17个
MOTU鉴定到物种水平 , 占MOTU总数的60.7%, 
其他MOTU分别被鉴别至属、科及目水平(表2)。 

28个食物MOTU包括19种哺乳类、8种鸟类和1
种鱼类, 分属于10个目(表3)。大型食肉动物狼、狗

和棕熊的食物中偶蹄目均占最大比例, %RO分别为

48%、47%和40% (图2); 而狼和狗又体现了更多的

食物多样性和相似性, 家牦牛(Bos grunniens)是它 
 
表1  物种分子鉴定结果及形态物种预判正确率 
Table 1  Summary of species identification by DNA barcoding 
and fecal morphology 

物种 
Species 

样品数 
No. of 
sample  

物种预判 
样品数 
No. of mor-
phologically 
identified 
sample 

预判正确 
样品数 
No. of 
correctly 
identified 
sample 

预判正确率 
Accuracy of 
morphologi-
cal identifi-
cation (%) 

狼 Canis lupus 8 4 1 25.0 

狗 Canis lupus 
familiaris 

6 6 1 16.7 

豹猫 Prionailurus 
bengalensis 

6 4 4 100 

赤狐 Vulpes vulpes 3 3 0 0 

棕熊 Ursus arctos 3 3 0 0 

豹 Panthera pardus 1 1 1 100 

雪豹 Panthera uncia 1 1 1 100 

合计 Total 28 22 8 36.4 

 
表2  食物分子可操作分类单元(MOTU)中不同分类级别的

数目及比例 
Table 2  Number of prey MOTUs assigned to various taxono-
mic levels 
分类等级 
Taxonomic level 

种 
Species 

属 
Genus 

科 
Family 

目 
Order 

总计
Total 

MOTU数目 MOTU no. 17 8 2 1 28 

比例 Percentage (%) 60.7 28.6 7.1 3.6  

2  结果 
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们食物中出现频率最高的物种, %FO分别为75%和

67%, 除偶蹄目之外, 它们都取食啮齿目、兔形目、

鲤形目和鸡形目动物(图2, 3)。除偶蹄目外, 棕熊较

多以食肉目的猪獾(Arctonyx albogularis)作为食物

(表3)。中小型食肉动物豹猫和赤狐的食物中小型兽

类如啮齿目和兔形目占主要比例, 其中出现频率最

高的是啮齿目, 在豹猫和赤狐食性构成中%RO分

别为34%和38%, 兔形目其次, %RO分别为27%和

25% (图2)。其中高原松田鼠(Neodon irene)和高原鼠

兔(Ochotona curzoniae)是豹猫和赤狐主要取食的啮

齿类和兔形目食物(表3)。与赤狐相比, 豹猫的食物

多样性更高, 它还会较多取食如高原兔(Lepus oio-
stolus)、姬鼠属(Apodemus)、白腹鼠属(Niviventer)、
鼯鼠属(Petaurista)等, 同时鼩鼱属(Sorex)只在豹猫 

 
表3  7种食肉动物食物分子可操作分类单元(MOTU)分子鉴定结果。最佳匹配物种结果中斜线(/)用于分隔序列一致度相同的

物种, 竖线(|)用于分隔一致度相差 ≥ 1%的物种。 
Table 3  Summary of prey MOTUs of seven carnivores identified by molecular dietary analysis. Species with the identical sequence 
identity are separated by “/”, and species with ≥ 1% difference in sequence identity are separated by “|”. 
食物 MOTU 
Food MOTU 

在不同食肉动物样品中的出现频次 
Occurrence frequency in different carnivore samples 

GenBank 最佳匹配物种 
Best match species in GenBank 

拉丁学名 
Scientific  
name 

MOTU 
名称 
MOTU 
name 

狼 
Wolf 

狗 
Dog 

豹猫 
Leopard 
cat 

棕熊 
Brown 
bear 

赤狐 
Red  
fox 

豹 
Leopard 

雪豹 
Snow 
leopard 

中文名 
Chinese  
name 

拉丁名 
Scientific  
name 

最高一

致度 
Best ide-
ntity (%) 

序列号 
Accession  
no. 

N = 8 N = 6 N = 6 N = 3 N = 3 N = 1 N = 1 

偶蹄目 Artiodactyla             

Bos grunniens 家牦牛 6 4 6 1 0 0 0 家牦牛 Bos grunniens 100 KX232527.1 

Elaphodus 
cephalophus 

毛冠鹿 2 2 3 0 0 0 0 毛冠鹿 Elaphodus 
cephalophus 

99 DQ873526.1 

Sus scrofa 野猪 2 2 3 0 0 0 0 野猪 Sus scrofa 100 KX886757.1 

Pseudois nayaur 岩羊 2 0 0 0 1 0 1 岩羊 Pseudois nayaur 100 KP998469.1 

Moschus 麝属 2 0 1 0 0 0 0 马麝/林麝 Moschus chrysogaster/ 
Moschus berezovskii 

100 KP684123.1/ 
AY184425.1 

Przewalskium 
albirostris 

白唇鹿 1 0 0 1 0 0 0 白唇鹿 Przewalskium 
albirostris 

100 JN632690.1 

Naemorhedus  
griseus 

中华斑羚 0 0 0 0 0 1 0 中华斑羚 Naemorhedus griseus 100 JN632664.1 

奇蹄目 Perissodactyla             

Equus caballus 马 1 0 0 0 0 0 0 马 Equus caballus 100 KU575247.1 

兔形目 Lagomorpha             

Ochotona 
curzoniae 

高原鼠兔 2 3 5 0 2 0 0 高原鼠兔 Ochotona curzoniae 100 KM225732.1 

Lepus oiostolus 高原兔 1 0 6 0 0 0 0 高原兔 Lepus oiostolus 99 AY745187.1 

啮齿目 Rodentia             

Neodon irene 高原松田鼠 4 1 5 0 2 0 0 高原松田鼠 Neodon irene 100 HQ416908.1 

Apodemus 姬鼠属 2 0 5 0 0 0 0 大耳姬鼠| 
高山姬鼠 

Apodemus latronum| 
Apodemus chevrier 

100| 
99 

HQ333256.1| 
HQ896683.1 

Marmota  
himalayana 

喜马拉雅 
旱獭 

2 0 0 0 0 0 0 喜马拉雅 
旱獭 

Marmota himalayana 100 JX069958.1 

Niviventer  
excelsior 

川西白腹鼠 0 1 1 0 0 0 0 川西白腹鼠 Niviventer excelsior 99 JQ927552.1 

Trogopterus  
xanthipes 

复齿鼯鼠 0 0 1 0 0 0 0 复齿鼯鼠 Trogopterus xanthipes 97 AY227546.1 

Petaurista 鼯鼠属 0 0 1 0 0 0 0 红背鼯鼠/ 
霜背大鼯鼠| 
红白鼯鼠 

Petaurista petaurista/ 
Petaurista 
philippensis| 
Petaurista alborufus 

98| 
97 

KP973556.1/ 
KP973555.1| 
AY227541.1 

Eozapus  
setchuanus 林跳鼠 0 0 0 0 1 0 0 林跳鼠 Eozapus setchuanus 98 KJ648495.1 
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表 3 (续) Table 3 (continued) 

食物MOTU 
Food MOTU 

在不同食肉动物样品中的出现频次 
Occurrence frequency in different carnivore samples 

GenBank最佳匹配物种 
Best match species in GenBank 

 

拉丁学名 
Scientific  
name 

MOTU 
名称 
MOTU 
name 

狼 
Wolf 

狗 
Dog 

豹猫 
Leopard 
cat 

棕熊 
Brown 
bear 

赤狐 
Red  
fox 

豹 
Leopard 

雪豹 
Snow 
leopard 

中文名 
Chinese  
name 

拉丁名 
Scientific  
name 

最高一

致度 
Best ide-
ntity (%) 

序列号 
Accession  
no. 

N = 8 N = 6 N = 6 N = 3 N = 3 N = 1 N = 1 

食肉目 Carnivora             

Arctonyx 
albogularis 猪獾 0 0 0 2 0 0 0 猪獾 Arctonyx albogularis 100 HM106329.1 

鼩形目 Soricomorpha             
Sorex 鼩鼱属 0 0 1 0 0 0 0 纹背鼩鼱/ 

小纹背鼩鼱| 
长爪鼩鼱/ 
普通鼩鼱 

Sorex cylindricauda/ 
Sorex bedfordiae| 
Sorex unguiculatus/ 
Sorex araneus 

99| 
98 

KF696672.1/ 
GU981054.1| 
KX754508.1/ 
KT210896.1 

鲤形目 Cypriniformes  
                        

Cyprinidae 鲤科 2 1 0 1 0 0 0 汪氏近红鲌/ 
厚颌鲂 

Ancherythroculter 
wangi/ 
Megalobrama 
pellegrini 

100 MG783573.1/ 
JX242529.1 

鸡形目 Galliformes             

Crossoptilon 
crossoptilon 白马鸡 1 1 0 0 1 0 0 白马鸡 Crossoptilon 

crossoptilon 100 KP259808.1 

Gallus gallus 家鸡 1 0 0 0 0 0 0 原鸡 Gallus gallus 100 KX987152.1 

Perdix 山鹑属 0 0 0 0 1 0 0 斑翅山鹑/ 
高原山鹑/ 
灰山鹑 

Perdix dauurica/ 
Perdix hodgsoniae/ 
Perdix perdix 

100 KY411596.1/ 
KF027440.1/ 
KF781322.1 

雁形目 Anseriformes             

Anas 鸭属 0 1 0 0 0 0 0 绿头鸭/ 
琵嘴鸭/ 
绿翅鸭/ 
斑嘴鸭/ 
针尾鸭 

Anas platyrhynchos/ 
Anas clypeata/ 
Anas crecca/ 
Anas poecilorhyncha/ 
Anas acuta 

100 KX592536.1/ 
KT345702.1/ 
KC771255.1/ 
KC466567.1/ 
KF312717.1 

雀形目 Passeriformes             

Phylloscopus 1 柳莺属1 0 0 1 0 0 0 0 暗绿柳莺| 
淡眉柳莺 

Phylloscopus 
trochiloides| 
Phylloscopus humei 

99| 
98 

KP267717.1| 
KP267716.1 

Phylloscopus 2 柳莺属2 0 1 0 0 0 0 0 褐柳莺/ 
黄腰柳莺/ 
乌嘴柳莺 

Phylloscopus fuscatus/ 
Phylloscopus 
proregulus/ 
Phylloscopus 
maculipennis 

100 JF505332.1/ 
AY635103.1 
/AY635100.1 

Muscicapidae 1 鸫科 0 0 1 0 0 0 0 鹊鸲/ 
北红尾鸲 

Copsychus saularis/ 
Phoenicurus auroreus 

99 KU058637.1/ 
KF997864.1/ 
KF997863.1 

Passeriformes 雀形目 0 0 1 0 0 0 0 家燕/ 
红喉歌鸲 

Hirundo rustica/ 
Luscinia calliope 

96 KX398931.1/ 
HQ690246.1 

 
食物中出现(图3); 赤狐除捕食小型哺乳类外还取

食鸡形目动物, 如白马鸡(Crossoptilon crossoptilon)
和山鹑属(Perdix)。与狼和狗相比, 豹猫和赤狐食物

中各目动物的出现比例更为平均。豹和雪豹的样品

仅各1份, 各只鉴定出1种食物, 豹的食物为中华斑

羚(Naemorhedus griseus), 雪豹的食物为岩羊(Pseu-
dois nayaur)。食肉动物物种间食物重叠情况见图3。 

此外, 家畜(家牦牛、马Equus caballus)在4种食

肉动物中出现, 且狼、狗和棕熊取食家畜的%RO都

在20%以上。 
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图2  目水平上不同食肉动物食物组成。%RO为不同食物分子可操作分类单元(MOTU)出现的相对频率。 
Fig. 2  Dietary compositions by prey order identified in the diets of different carnivores. %RO indicates the relative frequency of 
occurrence of different food MOTUs. 

 

 
 

图3  食肉动物食性重叠情况 
Fig. 3  Dietary overlap among carnivores 
 

 
3.1  食肉动物物种鉴定    

本研究在甘孜藏族自治州新龙县和石渠县通

过野外粪便DNA进行物种鉴定, 共发现食肉动物7
种, 分别为狼、棕熊、豹、雪豹、豹猫、赤狐等6
种野生食肉动物及1种家养食肉动物狗, 为这些物

种在当地的分布提供了确凿的证据, 同时显示了基

于粪便DNA进行物种快速调查的高效和便捷性。 
形态学物种鉴定方法可通过粪便的外形、颜

色、气味、内容物等特征来判断来源物种, 此类方

法受到多种物种自身因素、环境条件以及样品采集

者的经验和主观判断的影响, 通常存在较高的错误

率(Monterroso et al, 2013; Lonsinger et al, 2015)。本

次样品采集时, 有22份样品由野外调查人员进行了

物种预判, 但仅有8份与分子鉴定结果一致, 即传

统物种鉴定方法的正确率为36.4% (表1)。由此可见, 
基于DNA条形码的分子鉴定方法大大提高了由粪

便进行物种识别的准确率。但就本次物种鉴定结果

来看, 可能由于粪便样品质量或者PCR抑制物过多, 
38份粪便样品中, 只有28份可以成功提取DNA并进

行PCR扩增测序, 物种识别成功率为73.7%。这一问

题可以通过优化DNA提取方法和后续采集样品时

尽量采集新鲜粪便保证样品质量来提高成功率。 
3.2  食肉动物的食性组成 

用DNA宏条形码和高通量测序相结合的方法, 
从28份粪便样品中获得了28个食物MOTU, 快速展

示了该地区7种食肉动物的部分食物物种组成。由

于赤狐、棕熊、豹和雪豹的样品数均较少(≤ 3), 所
以仅对样品数量相对较多的狼、狗和豹猫进行讨论。 

北美及欧洲的大量研究表明, 有蹄类是狼的主

要食物, 这与能量收益率和猎物的可利用度有关

(Marfuard, 1998)。目前我们的结果显示, 狼取食最

多的是偶蹄目动物, 其中家牦牛在食物组成中出现

频率最高, 说明狼可能是对家畜危害最严重的食肉

动物之一。原因可能是当地家牦牛数量远大于野生

有蹄类, 使其成为狼的主要捕食目标, 但不排除部

3  讨论 
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分来源是食腐(取食死亡家畜残骸)或捡拾人类丢弃

食物残余的可能。这一结果与我国其他很多地区相

似, 比如在内蒙古地区狼食性研究中, 家畜在狼食

谱中的频率(%RO)高达60%以上(颜文博等, 2006)。
在青海, 狼食性中家畜的比例(%RO)从38%到78%
不等(Liu & Jiang, 2003)。据国内外狼食性研究, 狼
在枯草期还会捕食啮齿类和兔类作为补充(张洪海

等, 2000; 颜文博等, 2006), 是被捕食比例仅次于有

蹄类的猎物类型, 在我们的结果中啮齿目和兔形目

物种也占狼食物的较大比例。而啮齿目比兔形目出

现频率高, 原因可能是在研究地区啮齿目动物数量

更多且易捕食, 或是啮齿目动物生物量远小于兔形

目动物, 需捕食更多个体才能满足营养需求。 
甘孜州以农牧业生产方式为主, 藏民多养狗来

看家和放牧。由于宗教信仰, 藏民不杀生, 对伤人

的狗和数量过剩的狗会进行驱逐而不是将其杀死, 
因此许多具有獒血统的逃逸和散养家狗汇集成群, 
穿梭于人类生活区与野生动物栖息地, 很可能会与

野生食肉动物直接竞争生存资源(Mitchell & Banks, 
2005; Glen et al, 2006; Glen & Dickman, 2008)。本研

究结果中, 狗的食物中包括毛冠鹿(Elaphodus ceph-
alophus)、野猪 (Sus scrofa)、高原鼠兔及高原松田鼠

等野生动物, 这是狗捕食野生动物并与野生食肉动

物竞争资源的直接证据。如果散养狗的种群数量不

加以控制, 可能会持续增长, 通过捕食、竞争、排

斥等方式对当地野生动物生存及生态系统稳定造

成严重影响, 需要管理者及早加以重视并进行有效

管理。 
以往食性研究显示豹猫主要取食啮齿目动物, 

其在豹猫粪便样品中的出现频率 (%FO)可高达

81%–96% (Austin et al, 2007; Rajaratnam et al, 2007; 
Shehzad et al, 2012a; Lee et al, 2014)。我们的分析结

果中啮齿目也是豹猫食物中检出频率最高的类群

(%FO = 100%), 但具体物种构成上与以往调查有所

不同。泰国、巴基斯坦、韩国等地豹猫取食的啮齿

目食物主要为大鼠属(Rattus)和小鼠属(Mus)物种

(Austin et al, 2007; Shehzad et al, 2012a; Lee et al, 
2014), 而我们在甘孜地区检测到豹猫食物中的啮

齿类以姬鼠属、松田鼠属(Neodon)以及白腹鼠属为

主, 与在四川北部平武地区豹猫食性研究结果类似

(Xiong et al, 2017)。此外 , 兔形目中高原鼠兔和高原

兔出现频率最高(%FO = 83%–100%), 而此前仅在

四川北部有豹猫取食兔形目物种的报道(Xiong et al, 
2017)。豹猫的食物中还发现了家牦牛、毛冠鹿、野

猪、麝(Moschus spp.)等大中型偶蹄类动物。由于DNA
食性分析不能检测猎物的年龄, 无法得知具体取食

的情况。但考虑到豹猫与这些偶蹄类动物成年个体

体型存在较大差异, 直接捕食健康成体的可能性较

小, 推测豹猫有可能捕食其幼仔或取食动物尸体。 
豹和雪豹的样品较少, 均各1份, 分别只检出

了豹的猎物中华斑羚和雪豹的猎物岩羊。有蹄类常

是豹和雪豹食物的最优选择(Seidensticker, 1976; 
Shehzad et al, 2012b)。由于大中型有蹄类体型较大, 
豹和雪豹一餐通常只摄入1种食物, 因此每份粪便

中的食物物种数少, 符合其捕食行为特征(Shehzad 
et al, 2012b, 2015)。随着采样量的增加, 预期豹和雪

豹被检出的食物多样性也会有所增加。 
不同食肉动物有不同的食物选择, 可能体现其

体型、生理、捕食策略等方面的差异。本研究食性

分析的初步结果展示了当地7种食肉动物的部分主

要食物, 但由于每种食肉动物采样量不足, 各食物

物种在食肉动物食谱中所占比例可能不够准确, 后
续需要更广泛、长期地收集食肉动物粪便样品, 以
进行更加全面的食性研究, 从而深入了解食肉动物

的食物网结构、食性选择、竞争关系和共存机制。 
3.3  问题与展望 

采用DNA宏条形码技术并借助生物信息学方

法的高通量食性分析有着传统方法无可比拟的优

势。它采用较短的条形码设计通用引物, 使降解的

DNA更容易被扩增和检测, 降低了对样品质量的要

求。由于测序通量及深度远高于传统测序方法, 高
通量测序具有极高的灵敏度, 微量食物也更容易被

检测出来。同时一次测序大量样品产生大量数据, 
对于需要大规模样品分析的研究可以节省更多的

时间和成本。由于形态学难以区分的物种通过DNA
宏条形码技术也能被识别, 研究者可以快速、大量、

精确地获得物种信息, 不需要预先长期积累物种分

类学知识。 
本研究结果表明, 基于粪便DNA和DNA条形

码技术的物种鉴定和食性分析, 可以对研究地区的

物种进行快速本底调查。对于本研究地区的食肉动

物来说, 高寒高海拔的温带森林及高山草甸生态系

统生产力低, 食物资源比较匮乏, 对有限食物资源

的利用差异可能比时间和空间资源的分化对于物
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种共存更为重要。资源分配等生态数据的缺乏常常

是高海拔地区食肉动物保护难以开展的重要原因

(Wang et al, 2014)。从本次调查结果看, 川西高原地

区分布有多种大型食肉动物, 精准分子食性分析可

以从食物资源利用方面为该地区大型哺乳类食肉

动物的共存机制提供科学数据, 从而更深入地了解

当地生态系统结构和过程, 有助于更好地保护生态

系统功能和物种多样性。 
除了食性分析, DNA宏条形码的用途正迅速扩

展到更多生态学研究领域。如用于植物多样性分析, 
发现现有类群中的隐存分类单元等(Yoccoz et al, 
2012)。Murray等(2013)通过DNA宏条形码技术调查

了上千块来自澳洲西南的化石, 发现了一些当地物

种, 还有灭绝或者是从未记录过的物种。Kelly等
(2014)通过环境DNA评估海洋中的鱼类多样性及分

布从而进行环境监测。在生物资源领域, DNA条形

码可以帮助监控珍稀濒危物种的进出口贸易, 实现

有害生物及入侵种的快速检验, 以及中药材市场管

理和规范等(陈士林等, 2013)。此外, 日益更新的实

验技术和数据分析方法更进一步推动了DNA宏条

形码技术向更高效、量化和自动化的方向发展

(Zhou et al, 2013; Shi et al, 2017; Zhang et al, 2017)。 
尽管DNA条形码技术在近些年来飞速发展 , 

但仍存在缺陷与不足, 其应用潜能尚未完全开发。

首先, 依赖DNA条形码的物种鉴定受到GenBank、
EMBL、DDBJ等公共资源数据库收录情况的限制。

在对一个地区进行分子物种鉴定时, 为避免由于各

大公开数据库对地方特有种或隐存种序列收录不

全面而导致无法分辨和准确鉴定物种, 需研究者先

对该地区进行充分的本底物种调查并建立本地物

种条形码数据库。其次 , GenBank中收录的部分序列

可能自身存在序列错误, 或序列对应物种信息错误, 
因此仅依靠DNA序列比对进行物种鉴定也有误判

风险, 需要研究者认真核实。再次, 单一DNA条形

码对各类群物种的分辨率不同, 这可能会影响到物

种鉴定的精确度。如本研究中, 12SV5条形码对雀形

目物种分辨率较低, 同一条序列能与多个物种高度

匹配, 只能将该MOTU归类为包含所有匹配物种的

上一级分类单元。这类问题需要通过针对特定类群

设计分辨度更高的条形码来解决。最后, 样品采集、

DNA提取、PCR和高通量测序过程中均可能出现样

品间的交叉污染问题, 导致假阳性结果。本研究采

取多项措施减少交叉污染造成的假阳性问题: (1)在
PCR扩增和测序中同时进行DNA提取空白对照及

不加DNA模板的PCR空白对照反应来进行假阳性

检验; (2)数据处理时删除每个样品中序列数少于该

样品总序列数1%的MOTU以减少交叉污染影响; (3)
对每个样品设置3次PCR平行对照反应, 在 ≥ 2次
PCR中检测到某个食物MOTU时才认为结果有效。 

总之, 随着DNA条形码和宏条形码技术被日

益广泛地使用, 研究者需要在不断扩充共享数据库

资源的同时加强对数据准确率的监管, 并在各类群

条形码设计上不断优化和改善。同时需要强调的是, 
对DNA条形码技术的推广不意味着可以忽视或

取代传统分类学。对于分类尚不明确的物种, 需
在传统分类学家的帮助下, 建立可靠的条形码数据

库, 在此基础上, 生物条形码才能发挥越来越大

的作用。 
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用于蜜蜂和熊蜂肠道微生物分类的 
细菌16S rRNA数据库优化 

张  雪1  李兴安2  苏秦之1  曹棋钠1  李晨伊1  牛庆生2*  郑  浩1* 
1 (北京市食品营养与人类健康高精尖创新中心, 中国农业大学食品科学与营养工程学院, 北京 100083) 

2 (吉林省养蜂科学研究所蜜蜂遗传育种省重点实验室, 吉林省吉林市 132108) 

摘要: 蜜蜂和熊蜂是重要的传粉昆虫, 对农业生产及生态平衡的维持具有重要作用。近年来, 研究发现蜜蜂及熊

蜂肠道内含有大量微生物, 其组成简单、特异。正常的肠道微生物群落对蜜蜂的生长、激素调节、致病菌抵抗等

具有重要作用。随着高通量测序的发展, 研究者们也可快速获得传粉蜂肠道微生物组成, 这给生物多样性和物种

保护及蜂类健康等的研究带来了便捷。但是由于蜜蜂和熊蜂肠道微生物群落均由特殊菌种组成, 目前的细菌16S 
rRNA数据库无法对其进行准确的分类, 并且部分东方蜜蜂(Apis cerana)特有的肠道微生物菌种缺乏16S rRNA序

列信息。本文从来源于5个不同省份的东方蜜蜂肠道中分离得到在东方蜜蜂中普遍含有的Apibacter菌属纯菌, 获取

其全长16S rRNA序列, 并对目前蜜蜂和熊蜂肠道的5个核心菌种的分类进行了综述, 对其分类和命名进行了修正。

根据蜜蜂肠道微生物的明确分类, 在目前常用的SILVA细菌分类数据库基础之上对其进行了命名及分类优化, 并
加入东方蜜蜂中普遍含有的Apibacter序列, 从而获得了优化数据库Bee Gut Microbiota-Database (BGM-Db)。通过1
组东方蜜峰及1组西方蜜蜂(Apis mellifera)的肠道菌群高通量测序结果, 分析不同数据库的表现, 我们发现相比于

SILVA和Ribosomal Database Project (RDP), BGM-Db对蜜蜂肠道16S rRNA高通量测序短序列实现了菌种级别的分

类, 分辨率更高。 

关键词: 蜜蜂; 肠道微生物; 高通量测序; 数据库; 16S rRNA 

A curated 16S rRNA reference database for the classification of honeybee 
and bumblebee gut microbiota 
Xue Zhang1, Xing’an Li2, Qinzhi Su1, Qina Cao1, Chenyi Li1, Qingsheng Niu2*, Hao Zheng1* 
1 Beijing Advanced Innovation Center for Food Nutrition and Human Health, College of Food Science and Nutritional 
Engineering, China Agricultural University, Beijing 100083 
2 Provincial Key Laboratory of Bee Genetics and Breeding, Apiculture Science Institute of Jilin Province, Jilin City, Jilin 
Province 132108 

Abstract: Honey and bumble bees are import pollinators, playing significant roles in the agricultural industry 
and maintaining the bio-ecosystem balance. Recently, it was found that the bees harbor a simple, yet specific 
gut microbiota. The normal bee gut microbiota makes essential contributions to host growth, endocrine 
signaling, and pathogen resistance. With the development of high through-put sequencing technology, 
researchers can now quickly identify the gut community structure for a low cost. This is helpful for 
biodiversity, conservation and bee health studies. However, the currently-used 16S rRNA databases are not 
specific enough to classify the bee gut microbiota properly. Many of the specific bacteria that enrich the gut 
of Apis cerana are in the genus Apibacter. Here, we isolated Apibacter species from A. cerana collected in 
five provinces of China, and added them to the current SILVA database. We also curated the nomenclature of 
some existing sequences and re-classified them in the updated database. Based on the analysis of the 16S 
rRNA sequencing data from one A. cerana and one Apis mellifera sample, our Bee Gut Microbiota-Database 
(BGM-Db) offers a more accurate classification of bee gut microbiota at a higher resolution than either the 

•研究报告•  
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SILVA or Ribosomal Database Project (RDP) database. 
Key words: honey bee; gut microbiota; high-throughput sequencing; database; 16S rRNA 

蜜蜂是重要的农业昆虫, 除生产蜂蜜、蜂王浆、

蜂胶等蜂产品外, 其更重要的功能是作为媒介为农

作物授粉, 保障农业产量(Klein et al, 2007)。近年来, 
由于生态环境改变、农药的过量施用等原因, 蜜蜂

种群数量锐减。自2006年首次报道以来, 全球范围

内多次暴发蜂群崩溃综合征(colony collapse disor-
der, CCD), 使得美国23%的蜂农蜜蜂损失达45%以

上(Cox-Foster et al, 2007)。导致CCD的原因是多方

面的(vanEngelsdorp et al, 2009)。近年来对于蜜蜂肠

道微生物群落的研究发现, 正常的肠道微生物对于

蜜蜂的生长、健康、食物代谢、激素调节、提高免

疫力、抵抗外源致病菌入侵等方面都有重要作用

(Raymann et al, 2017; Zheng et al, 2017)。通过对西

方蜜蜂(Apis mellifera)肠道菌的16S rRNA测序发现, 
其肠道菌群组成简单并且较为保守, 受地理和环境

等因素的影响较小。蜜蜂肠道菌群主要由8种特异

核心菌种组成, 占其肠道微生物群落的95%以上

(Engel et al, 2014; Martinson et al, 2011), 包括3种革

兰氏阳性菌及5种革兰氏阴性菌。而其他蜂种, 例如

东方蜜蜂(Apis cerana)、熊蜂(Bombus)及其他无刺蜂

也具有和西方蜜蜂相似的肠道菌群结构(Martinson 
et al, 2011)。蜜蜂肠道菌具有高度特异性, 目前发现

的来源于蜜蜂肠道的菌种均为蜜蜂特有菌种, 在其

他环境中并不存在, 并且不同蜂种也具有各自特异

的菌种(Kwong et al, 2014a, 2017)。因此, 研究不同

蜂种、蜂群肠道菌群多样性及其与蜂群健康的关系

等需要在较高的分辨率上准确分析。 
蜜蜂及熊蜂的主要肠道菌种都可以进行体外

培养。近年来随着对蜜蜂及熊蜂的深入研究, 分离

得到大量核心肠道菌并且获得了大量纯菌基因组

信息, 测得的全长或接近全长的16S rRNA序列储

存在SILVA (Pruesse et al, 2007)和核糖体数据库项

目 (Ribosomal Database Project, RDP; Cole et al, 
2014)等通用数据库中, 用于高通量测序结果的比

对。但是通用数据库并没有针对来源于蜜蜂肠道菌

的序列进行优化, 其中的蜜蜂肠道菌存在命名模

糊、菌种水平分类不清等问题。另外, 虽然东方蜜

蜂和熊蜂具有很多和西方蜜蜂相近的肠道菌属, 但

也含有其特殊肠道菌。Kwong等(2017)发现, 东方蜜

蜂、大蜜蜂(Apis dorsata)和熊蜂中含有不同于西方

蜜蜂的一种特殊肠道菌属——Apibacter, 而目前测

得的Apibacter的16S rRNA全长序列较少, 分离得

到的纯菌也仅有来自于熊蜂的1株Apibacter men-
salis (Praet et al, 2016)和来自于东方蜜蜂和大蜜蜂

的3株Apibacter adventoris (Kwong & Moran, 2016)。
因此目前数据库中Apibacter属的参考序列多样性

较低, 这会影响对东方蜜蜂、熊蜂和大蜜蜂中Api-
bacter菌种的鉴定(Kwong & Moran, 2016; Kwong et 
al, 2017)。 

随着测序技术的发展, 通过对16S rRNA基因

进行高通量测序来鉴定蜜蜂肠道菌群, 对不同蜂种

及不同地域、不同健康状况的蜂群进行比较分析等

具有重要作用。而目前基于Illumina等平台的高通量

测序得到的16S rRNA序列主要为部分的高变区域, 
基于片段序列的菌种鉴定则需要利用RDP的朴素

贝叶斯分类器(Ribosomal Database Project’s Naïve 
Bayesian Classifier, RDP-NBC)对微生物群落的分类

学组成及结构进行预测(Wang et al, 2007), 而分类

的准确性很大程度上依赖作为训练集(training set)
的接近16S rRNA全长(细菌约1,500 bp)的参考数据

库分类的深度和解析度(Mikaelyan et al, 2015)。目前

最常用的16S rRNA短序列分类数据库包括SILVA 
(Yilmaz et al, 2014)和RDP (Cole et al, 2014)。而对于

某些特殊环境如昆虫肠道中的样品, 由于缺乏长片

段的16S rRNA克隆文库序列, 无法构建用于分类

鉴定的训练集 , 影响了分类的准确性(Newton & 
Roeselers, 2012; Mikaelyan et al, 2015)。特别是对于

蜜蜂肠道, 其细菌群落均为特异的分类类群, 而在

其他环境中基本没有发现。另外, 虽然蜜蜂肠道菌

群结构相对简单, 在菌种水平上只有8种核心菌, 
但是在16S rRNA序列相似性大于97%的同一菌种

内存在较高的菌株间多样性。之前对于蜜蜂肠道菌

菌株间多样性的研究发现 , 某些菌株即使其16S 
rRNA序列相似性达到99%, 它们的基因组结构及

功能也存在很大差异(Engel et al, 2014; Zheng et al, 
2016)。另外目前对于蜜蜂肠道的研究主要集中于西
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方蜜蜂, 对于东方蜜蜂等其他蜂种肠道菌群的分离

鉴定还存在不足, 造成数据库的分辨率和分类准确

性不高。 
因为目前并没有针对蜜蜂等蜂类肠道菌优化

的16S rRNA数据库, 本文基于最为常用且更新频

率较高的SILVA数据库, 将其中蜜蜂肠道特有细菌

的分类和命名进行系统校正。另外, 从来自于吉林、

四川、青海、海南和江西的东方蜜蜂中分离出96株
东方蜜蜂特有菌属Apibacter菌株, 利用Sanger测序

获得接近全长的16S rRNA序列, 并将其补充到优

化的数据库中。通过新序列的补充及对原有数据库

分类和名称的优化 , 我们构建了针对蜜蜂16S 
rRNA高通量测序分析的数据库Bee Gut Microbiota 
Database (BGM-Db)。并且通过对1组东方蜜蜂和1
组西方蜜蜂的肠道菌16S rRNA的高通量测序结果

进行分类, 对SILVA、RDP和BGM-Db数据库的表现

进行了比较。 

 
1.1  蜜蜂样品及菌株分离 

东方蜜蜂样品分别采自吉林省敦化市大石头

林业局沟口林场、青海省海南藏族自治州贵德县河

阴镇、海南省三亚市临春岭公园、江西省永修县燕

山镇七里长坑、四川省平武县木皮藏族乡关坝村蜂

场和马尔康市松岗镇阿坝东方蜜蜂保种场。将活蜜

蜂冻于冰上5–10 min后用尖头镊子解剖肠道并在

100 uL的25%甘油溶液中(v/v) (PBS pH = 7.4)充分

匀浆。用接种环挑取少量匀浆, 分别在添加有5%脱

纤维无菌绵羊血的脑心浸液培养基(HIA, OXOID)、
5%脱纤维无菌绵羊血的哥伦比亚固体培养基

(OXOID)及添加1 g/L莫匹罗星(大连美仑生物技术

有限公司)的TPY琼脂培养基(青岛海博生物技术有

限公司)进行划线。35℃下5% CO2培养箱中培养48 h
或者在厌氧环境操作台内培养144 h后挑取单菌落, 
进行16S rRNA菌落PCR扩增 (引物分别是27F和
1492R; Lane, 1991), 将测序结果与NCBI 16S rRNA
数据库序列进行Blast比对, 鉴定是否为Apibacter。 
1.2  Apibacter全长16S rRNA序列分析 

将获得的全长Apibacter 16S rRNA序列在

MEGA 7软件中进行序列比对, 并将获得的比对序

列进行人工修正, 然后在MEGA 7软件中利用最大

似然法构建系统发育树。获得的Apibacter的16S 

rRNA 序列提交到 GenBank 数据库 , 序列号为

MH478207–MH478300。 
1.3  数据库分类优化 

BGM-Db的分类框架优化基于SILVA数据库的

原有系统发育分类。对SILVA数据库中含有大部分

蜜蜂肠道菌来源序列的细菌进化分支进行系统发

育分析, 从而重新定义或进一步解析基于节点的分

类, 其命名基于前期对蜜蜂肠道菌的分类命名。经

过质控的96株Apibacter菌株的接近全长16S rRNA
序列, 通过与Mothur网站上的SILVA数据库参考序

列进行比对 , 利用ARB软件包上传到SILVA数据

库。利用UCLUST, 以98%相似性为阈值去除冗余的

16S rRNA基因序列。 
1.4  16S rRNA基因的高通量测序和分类比较 

选取东方蜜蜂和西方蜜蜂各1只, 将抽取的肠

道在含有20 uL蛋白酶K溶液(20 mg/mL)的十六烷

基三甲基溴化铵(CTAB)缓冲液中匀浆, 参考已有

的微球破碎方法提取肠道DNA, 进行16S rRNA基

因的V3+V4区PCR扩增。对扩增子进行Illumina高通

量测序, 将获得结果作为检测不同数据库表现的原

始数据。原始数据进行质量控制后分别利用

BGM-Db及原始的SILVA数据库和常用的RDP数据

库进行细菌分类。采用Mothur软件包的RDP朴素贝

叶斯分类法, 基于80%的置信区间, 将排名前10的
分类结果进行比较。 

 
2.1  对数据库中蜜蜂核心菌分类名称的校正 

由于目前对于蜜蜂肠道细菌的分类比较模糊, 
命名也比较繁杂、多样, 因此首先对蜜蜂肠道核心

菌的发现历史进行简要总结, 进而对其分类及命名

进行规范。2010年Martinson等(2011)通过16S rRNA
克隆建库的方法对西方蜜蜂、大蜜蜂、黑小蜜蜂

(Apis andreniformis)和熊蜂肠道共生菌进行了系统

的研究, 发现社会性蜜蜂核心肠道共生菌8种, 将
相 应 的 分 类 类 群 命 名 为 Alpha-1, Alpha-2.1, 
Alpha-2.2, Beta, Firm-4, Firm-5, Gamma-1, Gamma-2 
(表1)。但是当时并没有得到这几种核心菌的纯菌, 
因此没有具体的菌种命名。在接下来的研究当中, 
陆续分离得到了相应纯菌, 逐步构建了蜜蜂肠道菌

的命名体系。 
(1) β-变形菌Snodgrassella菌属。高通量测序分 

1  材料与方法 

2  结果 
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表1  蜜蜂肠道核心菌命名校正 
Table 1  List of the nomenclature of the curated bacterial species from bee gut 

属名 Genus 种名 Species 其他名  
Other names 

BGM-Db数据库聚类名  
BGM-Db names 

参考文献 References 

Snodgrassella Snodgrassella alvi Beta Snodgrassella Martinson et al, 2012; Kwong & 
Moran, 2013 

Gilliamella Gilliamella apicola Gamma-1 Gilliamella Martinson et al, 2012; Kwong & 
Moran, 2013 

Frischella Frischella perrara Gamma-2 Frischella Engel et al, 2013 

Schmidhempelia ‘Candidatus Schmidhempelia bombi’   Schmidhempelia Martinson et al, 2014 

Bartonella Bartonella apis Alpha-1 Bartonella apis Moran, 2015 

Commensalibacter Commensalibacter intestini Alpha-2.1 Commensalibacter Alpha2.1 Kwong et al, 2014b 

Bombella Bombella apis Alpha-2.2 Bombella Alpha2.2 Yun et al, 2017 

Bombella intestini Yun et al, 2017 

Parasaccharibacter Parasaccharibacter apium Moran, 2015 

Lactobacillus Lactobacillus mellis Firm-4 
  

Lactobacillus Firm-4 Olofsson et al, 2014; Moran, 2015 
  Lactobacillus mellifer 

Lactobacillus apis Firm-5 Lactobacillus Firm-5 Kwong et al, 2014b 

Lactobacillus helsingborgensis Olofsson et al, 2014; Moran, 2015 

Lactobacillus melliventris 

Lactobacillus kimbladii 

Lactobacillus kullabergensis 

Lactobacillus apinorum 

Lactobacillus kunkeei / Lactobacillus kunkeei Moran, 2015 

Bifidobacterium Bifidobacterium asteroides / Bifidobacterium asteroides Bottacini et al, 2012 

Bifidobacterium coryneforme / Bifidobacterium 
coryneforme/indicum 

Ellegaard et al, 2015 

Bifidobacterium indicum / Ellegaard et al, 2015 

Bifidobacterium bombi / Bifidobacterium 
bombi/commune/bohemicum 

Killer et al, 2009 

Bifidobacterium commune / Praet et al, 2015 

Bifidobacterium bohemicum / Killer et al, 2011 

Bombiscardovia Bombiscardovia coagulans / Bombiscardovia Killer et al, 2010 

Apibacter Apibacter adventoris / Apibacter 
  

Kwong & Moran, 2016 

  Apibacter mensalis / Praet et al, 2016 

 
析发现, β-变形菌(Beta)这个分类在蜜蜂肠道中丰度

较高, 在西方蜜蜂和东方蜜蜂中丰度约为12%, 在
熊蜂中丰度更高, 为14%–40% (Kwong et al, 2017), 
主要定殖于回肠部位, 贴肠道壁生长。16S rRNA序

列分析表明, 这些“Beta”菌属于Neisseriaceae科, 与
Simonsiella、Neisseria和Alysiella菌属相近, 序列差

异性大于5%, 并形成单独的分类群(Martinson et al, 
2012)。Kwong等(2014a)从西方蜜蜂和熊蜂中分离到

了多株Beta单菌wkB2、wkB12和wkB29, 其间的相

似度在99%以上, 与之关系最近的是来源于白蚁肠

道的Stenoxybacter acetivorans (93.8%)。由于形成新

的分类簇, 作者将其命名为Snodgrassella菌属, 菌

种命名为Snodgrassella alvi。Beta菌在肠道中主要分

布于回肠, 通过FISH方法对西方蜜蜂肠道菌的可视

化研究发现, Snodgrassella和肠道壁接触生长(Mar-
tinson et al, 2012)。基因组分析发现, 这2种菌富含

与细胞运动和分泌功能相关的基因, 这些功能与细

胞膜的生成相关, 而细胞膜的形成可以抵抗外源致

病菌对肠道的入侵。并且这2种菌具有编码RTX蛋

白的基因, RTX蛋白可以发挥细菌素的功能从而抵

抗外源致病菌。Steele等(2017)发现Snodgrassella 
alvi含有多种T6SS作用因子, 并且在蜜蜂肠道内其

表达增强, 说明了Beta菌在肠道中与宿主、其他共

生菌和致病菌等相互作用。不同Snodgrassella alvi
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单菌中T6SS作用因子有所不同, 说明在不同蜜蜂

当中不同分类群的Snodgrassella功能或者基因组具

有不同特点。 
(2) γ-变形菌Gilliamella, Frischella, ‘Candi-

datus Schmidhempelia bombi’。蜜蜂中的γ-变形菌

主要来自Orbaceae科, 包括Gamma-1和Gamma-2两
个不同菌属(Martinson et al, 2011)。16S rRNA分析表

明Gamma-1广泛存在于各种社会性蜜蜂肠道中, 且
丰度较高 , 为 15%–40% (Kwong et al, 2017)。
Gamma-1与Pasteurellaceae和Enterobacteriaceae相
近, 但是形成不同的聚类, 其差异超过10%, 该菌

属被命名为Gilliamella (Martinson et al, 2012), 主要

定殖于回肠部位, 占比约为47%。Kwong和Moran 
(2013)从西方蜜蜂和熊蜂中分离到3株Gilliamella纯
菌, 并将菌种命名为Gilliamella apicola。宏基因组

分析发现Gamma-1基因组中富集碳水化合物代谢

途径, 并且含有能够降解花粉主要成分果胶的裂解

酶(Engel et al, 2012)。花粉降解产物中部分单糖对

蜜蜂具有毒性, 如甘露糖。Zheng等(2016)对42株
Gilliamella基因组测序发现, 部分Gilliamella菌株编

码甘露糖降解酶, 并通过体外实验验证了其功能, 
说明其在蜜蜂解毒中发挥作用。 

Gamma-2与其近源物种Orbus和Gilliamella有
大概95%的相似度, 进化上形成独立分支。Engel等
(2013)从西方蜜蜂中分离到Gamma-2纯菌, 命名为

Frischella perrrara。该菌特殊定殖在西方蜜蜂中肠

与后肠之间的幽门区域, 但不存在于熊蜂中, Fris-
chella的定殖引起蜜蜂的类似免疫黑化反应, 形成

痂状表型, 该菌与西方蜜蜂的相互作用及其在免疫

和代谢中发挥的作用尚待研究(Engel et al, 2015)。 
Martinson等(2014)从熊蜂(Bombus impatiens)的

宏基因组中拼接得到熊蜂特有的1株Gamma变形菌

的基因组信息 , 与Gilliamella和Frischella同属于

Orbales目, 但形成不同的单独分类簇。用野生和实

验室饲养的B. impatiens对该菌属进行特异性PCR验
证, 发现该菌存在于90%的B. impatiens中。基因组

分析发现该菌中缺乏大部分参与三羧酸循环的基

因和NADH脱氢酶, 但保留和低氧环境代谢相关的

基因, 具有共生菌特有的简化的基因组。表明了该

菌与熊蜂的共同进化过程。Martinson等(2014)将其

命名为“Candidatus Schmidhempelia bombi”, 在本

文的BGM-Db中也将相关序列群命名为“Schmid-

hempelia”。 
(3) α-变形菌。蜜蜂肠道的α-变形菌是主要的肠

道共生菌, 约占肠道微生物总量的20%左右(Engel 
et al, 2012)。蜜蜂中Alpha菌群主要有3类: Alpha-1、
Alpha-2.1和Alpha-2.2, 分别对应Bartonella、Com-
mensalibacter和Bombella属。Bartonella为Apis属蜜

蜂的特有菌(Kwong et al, 2017), 实验表明Barto-
nella能降解果胶中的多聚半乳糖醛酸, 帮助蜜蜂代

谢花粉(Engel et al, 2012), 并且编码大量氨基酸及

辅助因子生物合成、氮代谢相关的基因(Segers et al, 
2017)。但其在肠道中的定殖位置还未有报道。Com-
mensalibacter主要存在于熊蜂中(Praet et al, 2018), 
也存在于果蝇肠道中(Kim et al, 2012)。Alpha-2.2主
要存在于蜜蜂的食物、蜜囊和幼虫中。聚类为3种, 
分别命名为Bombella intestini, Bombella apis和Para-
saccharibacter apium。Bombella intestine是由Li等
(2015)从熊蜂蜜囊中分离到的乙酸菌, 能以氨作为

唯一碳源。Bombella apis从西方蜜蜂中肠中分离得

到, 为严格厌氧菌。Parasaccharibacter apium能帮

助提高幼虫存活率和抵抗螨虫的感染(Corby-Harris 
et al, 2014, 2016)。  

(4)乳杆菌Lactobacillus Firm-4, Firm-5。蜜蜂

肠道中的Lactobacillus与人肠道的相同菌属属于不

同的分类分支。Lactobacillus主要有2种系统型, 分
别是属于厚壁菌门的Firm-4和Firm-5, 主要分布在

蜜蜂的后肠(回肠和直肠), 在蜜蜂微生物中的丰度

为5%–50%, 具有丰富的属内及种内多样性(Elleg-
aard et al, 2015)。含有大量编码细胞膜蛋白的基因

和涉及糖摄取的磷酸转移酶系统 (Kwong et al, 
2014b), 可能与花粉等植物组分的吸附和降解相关

(Ellegaard et al, 2015)。Firm-4包括Lactobacillus 
mellis和Lactobacillus mellifer, Firm-5在蜜蜂肠道中

丰度更高, 包括多个菌种, 主要有Lactobacillus apis、
Lactobacillus helsingborgensis、Lactobacillus melli-
ventris、Lactobacillus kimbladii、Lactobacillus kulla-
bergensis和Lactobacillus apinorum (Kwong et al, 
2014b; Olofsson et al, 2014)。不属于Firm-4和Firm-5
的另一种Lactobacillus kunkeei主要存在于蜂蜜、花

粉、蜜蜂蜜囊中, 可以诱导产生IgA抗体, 提高蜜蜂

的免疫响应(Asama et al, 2015)。 
(5)双歧杆菌。Bifidobacterium是另一蜜蜂核心

肠道菌, 具有丰富的属内多样性, 主要分布在蜜蜂
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的直肠, 丰度较高, 在Apis属的蜜蜂肠道中丰度范

围在10%–30%, 在不同熊蜂种群中丰度差异较大

(Kwong et al, 2017)。目前从蜜蜂中分离到的Bifido-
bacterium可分为多个菌种(表1), 其中Bifidobacte-
rium asteroides被分离到的概率最高, 说明其分布

广、丰度高。1株从西方蜜蜂后肠分离到的该菌种

单菌PRL2011于2012年被Bottacini等(2012)测序, 证
实其富集碳水化合物代谢相关基因, 在呼吸代谢上

发挥重要的作用。Bifidobacterium coryneforme和
Bifidobacterium indicum由于物种相似度较高 , 与
Bifidobacterium asteroides进化距离较近, 但系统发

育形成一个单独聚类, 在本文建立的BGM-Db中被

命名为Bifidobacterium coryneforme/ indicum组。而

从熊蜂中分离到的Bombiscardovia coagulans, 其
16S rRNA序列与这2种菌的相似度较高, 在92%左

右, 但分类到Bifidobacteriaceae目的另一菌属(Killer 
et al, 2010)。与以上菌种进化距离较远的Bifidoba-
cterium bombi、Bifidobacterium commune和Bifidob-
acterium bohemicum均从熊蜂中分离得到(Killer et al, 
2009, 2011; Praet et al, 2015), 3个菌种通过200多个

核糖体基因被聚为一类, 在本文建立的BGM-Db中
命名为Bifidobacterium bombi/commune/bohemicum。 

虽然蜜蜂的核心肠道菌具有保守性, 但其组成

又随分工的不同而有所差别。在西方蜜蜂中, 工蜂

和蜂王、雄蜂的肠道菌也不同。蜂王肠道菌以α-变
形菌为主, 这与工蜂蜜囊中的菌群组成相似。雄蜂

的肠道菌群组成与工蜂相似 , 但是具有更多的

Lactobacillus (Tarpy et al, 2015)。不同种类的蜜蜂其

肠道菌群结构有所不同, 不同蜜蜂含有某些特异的

核心菌, 如东方蜜蜂、大蜜蜂和部分熊蜂中含有

Flavobacteriales目的特殊肠道菌, 命名为Apibacter。
该菌目前已知只有4株培养纯菌, 分别是从东方蜜

蜂和大蜜蜂中分离到的Apibacter adventoris (Kw-
ong & Moran 2016; Kwong et al, 2017)和从熊蜂中

分离到的Apibacter mensalis (Praet et al, 2016)。由于

已知菌株较少, 会影响数据库中Apibacter参考序列

的解析度, 从而影响对16S rRNA测序结果的比对。 
(6)东方蜜蜂肠道菌Apibacter。为增加数据库

中Apibacter参考序列的深度, 我们从5个省份的东

方蜜蜂个体中分离了96株Apibacter菌, 对其进行接

近全长的16S rRNA测序。将测得的序列与数据库中

已有的Apibacter 16S rRNA序列进行比对并构建进

化树(图1)。系统发育分析结果表明, 东方蜜蜂与熊

蜂中的Apibacter在进化树上处于并行分支, 而与西

方蜜蜂和大蜜蜂中的序列进化距离较远; 我们分离

到的东方蜜蜂Apibacter与Kwong和Moran (2016)从
马来西亚东方蜜蜂中分离得到的菌株按照地理位

置的不同而聚类在一起 , 表明存在宿主与共生

Apibacter 的共进化现象。而不同省份之间的

Apibacter聚类又有交叉, 说明除地理分化的影响外, 
Apibacter属内又可能进化出多种不同的菌种。我们

将测得的东方蜜蜂肠道Apibacter接近全长的序列

添加到对蜜蜂其他肠道核心菌的命名校正过的

SILVA数据库中, 构建了新的用于蜜蜂肠道菌16S 
rRNA测序分类的新的数据库, 并命名为BGM-Db。 
2.2  不同数据库的分类结果比较 

为比较不同16S rRNA数据库在对蜜蜂肠道菌

测序结果分类上的差别, 我们分别选取1只西方蜜

蜂和1只东方蜜蜂样品, 利用Illumina对其肠道菌

16S rRNA扩增结果进行高通量测序, 将测序结果

分别利用BGM-Db与已有的SILVA和RDP数据库

进行分类(图2)。 
提取西方蜜蜂和东方蜜蜂中丰度前10的分类

簇, 计算其百分比。其中西方蜜蜂中丰度最高的为

α-变形菌, 44%以上的菌种在不同数据库其分类结

果有所不同(图2)。BGM-Db将其鉴定为Brucella菌
属, 而其他2个数据库则将其分类为Ensifer菌属。

Brucella和Ensifer属于Rhizobiales目不同科的菌属, 
与西方蜜蜂的核心肠道菌Bartonella属于同一个目。

而3个数据库的分类结果均未将其分类到Bartonella
属, 甚至Bartonellaceae科, 可能是由于样品测序污

染所致, 或者是该西方蜜蜂主要肠道菌与已知的

Bartonella进化距离较远, 分化为新的物种, 使其分

类到其他科的菌属。另一种α-变形菌, 通过BGM-Db
可以将其分类到菌种水平, 为蜜蜂肠道菌Commen-
salibacter Alpha-2.1; 而SILVA数据库只能将其分类

到Commensalibacter属, RDP数据库则只能将其分

类到Rhodospirillales科。 
对于蜜蜂肠道核心菌Lactobacillus, 利用BGM- 

Db数据库可以将其准确分类到Firm-4和Firm-5这2
个组, 其中Firm-5中的菌种丰度明显高于Firm-4。而
利用SILVA数据库则只能将其分类到Lactobacillus
属 ,  另外有0 .12%的测序读长只能将其分类到

Lactobacillales目, 0.04%分类到Firmicutes门。RDP  
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图1  基于接近全长16S rRNA序列(1,168 bp)的东方蜜蜂Apibacter菌属系统发育树。节点处白圈表示自展支持率大于75%, 黑
圈表示大于95%。 
Fig. 1  A maximum-likelihood tree of the Apibacter genus from A. cerana based on the near full-length 16S rRNA sequences (1,168 
bp). Bootstrap values are indicated at the branching nodes (• > 95%, 〇 > 75%). 

 
数据库的分类结果类似, 将其分类到Lactobacillus
属和Lactobacillales目。 

对于蜜蜂肠道核心菌Gilliamella, BGM-Db和
RDP的分类结果比SILVA分别多出了0.03%和0.51%
的序列只分类到Orbaceae科, 这可能是由于SILVA
首先对其数据库中所有的序列进行建模聚类, 再从

每个聚类中挑取代表性的序列用于查询序列的比

对, 而BGM-Db和RDP则用其数据库中所有的序列

对查询序列进行比对。在比对到Orbaceae科的下一

分类等级时, 可能有多个属的参考序列与查询序列

相似, 因此BGM-Db和RDP数据库无法将其准确分

类到Gilliamella属。这也说明蜜蜂肠道菌存在属间

多样性。 
与 西 方 蜜 蜂 相 比 ,  东 方 蜜 蜂 肠 道 菌 的 
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图2  利用BGM-Db、SILVA及Ribosomal Database Project (RDP)数据库对东方蜜蜂和西方蜜蜂16S rRNA测序结果分类比较 
Fig. 2  Comparison of the behaviors of the BGM-Db, SILVA, and Ribosomal Database Project (RDP) databases when they are used 
in the classification of the gut microbiota of Apis cerana and Apis mellifera 

 
Lactobacillus丰度更高, 而α-变形菌则比较稀少。同样, 
对于Lactobacillus, 与其他2个数据库相比, BGM-Db
数据库可以将其准确鉴定到菌种水平, 说明蜜蜂肠

道的Lactobacillus属内主要菌种为已知的蜜蜂核心

菌Firm-4和Firm-5。而对于Bifidobacteriaceae科, 相
比于SILVA数据库, BGM-Db数据库可以从中分出

占比 0.19% 的 Bifidobacterium 属的 coryneforme 和
indicum种, 说明对数据库进行优化后, 可以增加对

16S rRNA基因序列的分辨率。对大部分的Bifido-
bacteriaceae, BGM-Db和SILVA都只将其分类到科

的级别 , 而RDP数据库将其全部分类为Bifidoba-
crterim属, 这可能是由于RDP的参考序列较其他2
个数据库少, 因此在比对时, 排除了其近源菌属的

干扰。但较少的参考序列在与其他一些菌属比对时, 
如对β-变形菌分类时, 对于一部分的序列只能将它

们分类到科和目的级别, 而BGM-Db和SILVA数据

库则将绝大部分序列准确地分类到了菌属水平。又

如Flavobacteriaceae科下的Apibacer菌属, 作为新分

离的蜜蜂肠道菌(Praet et al, 2016; Kwong & Moran, 
2016; Kwong et al, 2017)在RDP数据库中未得到及

时更新, 因此只能将东方蜜蜂中的Apibacter序列分

类到上一级的 Flavobacteriaceae 科 , BGM-Db 和

SILVA数据库则将其准确分类到Apibacter菌属。 

 
SILVA和RDP作为全细菌16s rRNA基因序列数

据库, 对于某些特殊环境菌, 如昆虫肠道共生菌缺

乏系统的校正, 分辨率较低。我们以SILVA数据库

为基础, 根据蜜蜂肠道菌的命名规范, 对SILVA数

据库中的蜜蜂肠道菌分支进行了系统校正和重新

命名, 并且对于Flavobacteriaceae科下新的蜜蜂肠

道菌属Apibacter, 从东方蜜蜂肠道中分离了96株新

的菌株, 将其16S rRNA全长序列上传到SILVA数据

库, 更正后的新的蜜蜂肠道特殊分类数据库命名为

BGM-Db。相比于SILVA和RDP数据库, BGM-Db对
蜜蜂肠道16S rRNA高通量测序短序列实现了菌种

级别的分类, 分辨率更高; 并且系统命名后也更方

便将新测得的序列与原有的已知蜜蜂肠道菌进行

比较, 对于蜜蜂肠道菌的分类鉴定具有重要意义。

BGM-Db包括一个16S rRNA序列数据库的FASTA
文件及一个物种分类信息的 taxonomy文件 (https: 
//www.zhenghaolab.com/bgm-db)。BGM-Db文件适

用于Mothur分析软件, 可直接替换Mothur中classify. 
seqs步骤的默认文件, 相关使用方法可参照Mothur
手册(https://www.mothur.org/wiki/Classify.seqs)。 
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基于Nextflow构建的宏条形码 
自动化分析流程EPPS 

李诣远*  David C. Molik  Michael E. Pfrender 
(Department of Biological Sciences, University of Notre Dame, Notre Dame, IN 46554, USA) 

摘要: 基于宏条形码技术的物种快速检测有助于生物多样性的评估、预测和保护。本文介绍了常用宏条形码分析

的步骤和参数设定方法。我们利用Nextflow搭建了一款宏条形码分析流程EPPS, 可以自动化地运行从原始数据的

质量控制到环境多样性的比较。Nextflow软件还拥有流程监控的功能, 可视化输出每个进程所消耗的时间与内存。

本文还使用测试数据和已发表数据证明该平台能够有效地分析宏条形码数据并可靠地分析环境生物多样性的相

似性。 
关键词: 环境DNA; USEARCH; Trimmomatic; 主成分分析 

EPPS, a metabarcoding bioinformatics pipeline using Nextflow 
Yiyuan Li*, David C. Molik, Michael E. Pfrender 
Department of Biological Sciences, University of Notre Dame, Notre Dame, IN 46554, USA 

Abstract: Metabarcoding helps to quickly assess biodiversity. In this study, we discuss popular metabar-
coding analytical tools and parameter settings. We also develop a metabarcoding bioinformatics pipeline, 
EPPS, to process data from quality control of raw reads to biodiversity comparisons between samples using a 
pipeline building program, Nextflow. The EPPS pipeline can summarize the time and memory cost of each 
process in the pipeline. We also apply the pipeline on a test dataset and a public dataset from a previous 
study. The result suggests that this pipeline can reliably analyze metabarcoding data and facilitate pipeline 
sharing of metabarcoding studies. 
Key words: environmental DNA; USEARCH; Trimmomatic; principal component analysis 

生物多样性为人类提供了重要的生态系统服

务, 包括洁净的水源和空气、食物、气候调节、碳

循环、航运、休闲娱乐等等(Millennium Ecosystem 
Assessment, 2005)。近年来由于人类活动和环境变

化 , 生物多样性正受到严重的影响(Worm et al, 
2006; Collen et al, 2014; Pimm et al, 2014; Newbold 
et al, 2015)。对生物多样性全面详细地了解有助于

评价其状况, 并预测其发展趋势, 促进保护工作的

开展。 
随着基因组学技术的发展 , 第二代测序

(next-generation sequencing)技术越来越多地被应用

于生物多样性的调查(Pfrender et al, 2010; Lodge et 

al, 2012; Bohmann et al, 2014; Thomsen & Willerslev, 
2015; Deiner et al, 2017a; Simon & Evans, 2017), 包
括: 生物多样性的监测、入侵物种的监测、食性分

析等等。生物多样性调查时, 往往通过检测基因组

的一段或多段DNA序列(如: DNA条形码)与已知物

种的DNA序列的匹配来实现物种的快速分类

(Taberlet et al, 2012)。常见的技术包括: 宏条形码

(metabarcoding)技术、线粒体基因组捕获技术

(Dowle et al, 2016; Liu et al, 2016; Wilcox et al, 2018)
和全线粒体基因组测序技术 (Zhou et al, 2013; 
Crampton-Platt et al, 2015, 2016; Tang et al, 2015; 
Deiner et al, 2017b; Bista et al, 2018)。由于宏条形码

•方法•  
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技术成本低, 实验操作简便, 所需的DNA起始量低, 
因此应用最为普遍。宏条形码的一般流程是提取混

合物种的DNA, 并通过PCR扩增目标DNA片段, 利
用高通量测序获取PCR扩增子的DNA序列, 并通过

生物信息学方法进行多样性分析(Thomsen et al, 
2012; Ji et al, 2013; Liu et al, 2013; Evans et al, 2016, 
2017; Olds et al, 2016; Li et al, 2018)。 

基于PCR的宏条形码生物信息分析流程的基本

步骤包括: 测序质量控制, PCR引物的删除, 双向序

列的拼接, 分子可操作分类单元(molecular operat-
ional taxonomic unit, MOTU)的聚类分析, 生物多样

性分析以及物种分类(图1)。目前宏条形码的常用分

析软件有很多, 如QIIME (Caporaso et al, 2010)、
DADA2 (Callahan et al, 2016)、Mothur (Schloss et al, 
2009)、USEARCH (Edgar, 2010, 2013)、VSEARCH 
(Rognes et al, 2016)、obitools (Boyer et al, 2016)等。

其中, 有很多软件开发时主要是针对微生物宏基因

组16S rRNA基因的生物信息分析, 如QIIME、 
DADA2、Mothur和USEARCH。在这些软件中, 
QIIME主要基于python并且整合了各种宏基因组分

析的软件。DADA2、Mothur和USEARCH则提供了

一个一体化的分析流程, 自身包含了分析所需的所

有命令。obitools是一款面向宏条形码生物信息 
 

 
 

图1  EPPS的主要分析步骤。OTU聚类分析还包括去除重

复序列、OTU聚类和嵌合体的检测。 
Fig. 1  The workflow of EPPS. OTU clustering step includes, 
dereplication, OTU clustering and chimera detection.  

分析的软件, 与上述几个软件不同的是, obitools包
含了很多为宏条形码设计的功能, 例如, 提供引物

设计的帮助和针对真核生物的物种鉴定。除了通用

的宏条形码分析软件, Sato等(2018)还设计了针对

鱼类的宏条形码分析软件MiFish。MiFish提供了在

线鱼类宏条形码序列分析的解决方案 , 通过

USEARCH和BLAST软件将序列与鱼类宏条形码数

据库MitoFish比对获得多样性信息。虽然以上软件

包含了大部分宏条形码的分析步骤, 但分析的步骤

依旧需要调用众多的软件和命令, 针对不同的研究

宏条形码的分析参数也有差异。因此快捷地调用和

调整不同的程序和命令可以极大地提高宏条形码

分析的效率。 
近年来在微生物领域已经有多个研究致力于

设计宏基因组(Piro et al, 2017; Uritskiy et al, 2018; 
Visconti et al, 2018)和16S rRNA数据(https://github. 
com/h3abionet/h3abionet16S)的分析流程。但在宏条

形码研究领域, 还没有一套可以快速建立分析大量

样品的分析流程。面对越来越多的第二代测序数据

和宏条形码样本, 一套能够在不同平台上快速建立

并根据样品情况调整参数的信息分析流程将有助

于快速分析大量样品, 并可以针对不同的样品调整

流程。本文利用Nextflow (Di Tommaso et al, 2017)
搭建了一款宏条形码分析流程EPPS。Nextflow是一

款基于 Groovy 语言的流程管理系统 (workflow 
management system), 可以方便快捷地调度程序和

中间文件 , 降低了创建流程的复杂性。同时

Nextflow支持Linux、MacOS和云计算平台, 便于将

流程扩展到不同的计算平台。本文将详细介绍宏条

形码分析中不同生物信息分析步骤的推荐参数并

介绍如何修改参数, 方便其他宏条形码研究使用。

借助于Nextflow的优势, EPPS可以让研究者快速地

建立宏条形码的分析流程并调整参数, 同时支持并

行计算, 能够分析和监控大量宏条形码样品的分

析。EPPS的分析流程可以从GitHub下载 (https: 
//github.com/lyy005/epps_nf)。 

 
EPPS的分析流程包括: 原始测序结果的质量

控制, 引物序列的删除, 正向和反向序列的合并, 
OTU聚类分析和群落多样性分析 (主成分分析 )  
(图1)。EPPS使用Nextflow工作流程语言, 简化了用

1  EPPS流程设计 
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户在分析过程中的重复操作, 使其可以一键完成大

量宏条形码样品的分析, 并提供了进程所占的内存

和时间消耗, 便于用户对进程的监控。EPPS流程提

供常用的OTU表格输出格式, 便于用户将结果输入

其他的后期分析软件中, 如QIIME和Phinch (Bik & 
Interactive Pitch Inc., 2014)。 

(1)软件安装。EPPS流程基于Linux和MacOS操
作系统。用户在运行EPPS之前需要安装Nextflow、

Java 7、R (R Core Team, 2016)和USEARCH软件。R
软件可以从 https://www.r-project.org下载安装。

USEARCH软件可以从http://drive5.com/usearch/ 
download.html下载安装。另外, EPPS流程还包含了

VSEARCH的可执行文件, 用户可以使用命令: 
git clone git@github.com:lyy005/epps_nf.git 

或者前往https://github.com/lyy005/epps_nf下载流程。 
(2)测序文件的输入。EPPS分析流程的输入文

件分为两部分: 第一部分是fastq格式的Illumina双
向测序结果文件; 第二部分是一个名为primer.fas的
fasta格式文件, 用来指定宏条形码使用的引物序

列。EPPS下载完成后, 用户使用Linux或者MacOS
终端命令进入EPPS文件夹: cd epps_nf。文件夹里包

含3个文件夹: ./bin、./example和./input。./bin文件夹

包含运行脚本所需的所有程序, 下载的USEARCH
可执行文件也需要添加到bin文件夹中。example文
件夹包含有可以直接运行的测试文件, 其中包括8
个fastq文件, 分别是4个测试样品的正向和反向测

序文件, 并且文件需要以“样品名.1.fastq”和“样品

名.2.fastq”的方式命名。example文件夹中还包括1
个名为primer.fas的文件, 该文件包含有宏条形码测

序的引物序列。宏条形码测序时, 通常是将不同样

品的标签序列(index)添加到Illumina平台的测序接

头(adaptor)上, 这样Illumina测序平台可以直接将

不同样品分流(demultiplexing), 生成每个样品的

fastq文件。具体实验方法可以参见: http://www. 
earthmicrobiome.org/protocols-and-standards/16s/ (Ca-
poraso et al, 2011)。默认的测序文件输入格式后缀为

fq。如果输入文件格式为fq.gz或者fastq.gz, 用户可

以将epps_v190209.nf第4行的命令改成相应的格式。

例如 , 如果是 fastq.gz格式 , 可以将命令改为 : 
params.reads = "$PWD/input/*{1,2}.fastq.gz" 

分析前先将输入文件(fastq文件和primer.fas文
件)复制到input文件夹中, 再使用命令 

./nextflow run epps_v190209.nf -with-timeline 
运行分析流程并获得分析结果。EPPS流程分析测试

样品的时间和内存消耗参见图2。本文将通过流程

自带的4个测试样品test1到test4具体介绍工作流程

和分析结果。使用“-with-timeline”命令会产生一个

时间消耗文件(timeline.html), 如图3。该文件包括了

EPPS流程中每个进程消耗的时间以及虚拟存储的

峰值。 
(3)测序质量控制。首先, 输入的测序文件(fastq

格式)会使用Trimmomatic (version 0.38)软件进行严

格的质量控制。Trimmomatic的输入参数如下 : 
“ILLUMINACLIP:combined.Illumina.fasta:3:30:6:1:t
rue SLIDINGWINDOW:10:20 MINLEN:50”。Trimm-
omatic首先使用16 bp的种子序列(seed)与Illumina的
测序接头进行匹配。如果有≤ 3 bp的错配, 种子序列

将继续延长匹配。接着, Trimmomatic会计算匹配得

分, 如果双向测序序列与测序引物接头的匹配达到

30分(约50 bp的匹配)或者单向测序序列与测序引物

接头的匹配达到10分(大约17 bp的匹配), 序列的匹

配部分将会被删除。Trimmomatic还会使用一个10 
bp长的滑动窗口(sliding window)为测序序列计算平

均序列质量值。如果平均序列质量值小于20, 该序

列将不会被使用。最后, 任何< 50 bp的经过测序接

头筛查和质量控制的序列均不会被后续分析使用。

只有正向和反向序列同时通过了Trimmomatic的质

量控制, 该序列才会被用于后续分析。用户可以在

epps_v190209.nf文件的25行对Trimmomatic的参数

或者测序接头文件进行修改。 
Trimmomatic通常包含4个fastq格式的输出文件, 

其中有2个配对的fastq文件, 包含正向和反向都已

通过质量控制的序列。还有2个不配对的fastq文件, 
包含了只有正向或者只有反向通过质量控制的序

列。EPPS中只保留了正反向序列都通过Trimmo-
matic质量控制的fastq文件。该结果包含在output文
件夹中, 文件名分别是“样品名称.pe.1.fq”和“样品

名称.pe.2.fq”。 
(4) PCR引物的删除。PCR引物通常加在PCR扩

增子的两端。去除PCR引物有多种方法。由于引物

序列通常是由合成的引物连接在扩增子的末端并

进行PCR扩增, EPPS流程使用PCR引物完全匹配的

方法进行引物序列的查找与删除。同时, 由于引物

通常位于测序序列的开端, 且有很高的测序质量。 
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图2  EPPS流程每一个进程的时间消耗。横坐标代表时间, 单位是秒。最左列的名称分别对应了宏条形码分析的流程。filter: 
测序质量控制 ; demultiplex: PCR引物的删除 , 如果有多个引物则将各个引物分开 ; merge: 合并正向和反向序列; 
otu_clustering/map: OTU聚类分析; plot: 主成分分析。由于测试数据有4个样品, 因此每个进程的右侧括号里有1–4的序号。

浅色进度条代表进程所消耗的系统时间。深色进度条代表的是每个进程的CPU时间。每个进度条包含有两个数字, 第1个数

字代表每个进度的系统时间, 第2个数字代表虚拟内存的峰值。 
Fig. 2  The timeline chart of EPPS. The x-axis is the amount of time for each process in seconds. Each row indicates the name of 
different stages of the analysis. filter, Data filtering; demultiplex, Primer removal and demultiplex if there are multiple primers; 
merge, Merging of forward and reverse reads; otu_clustering and map, OTU clustering and mapping of reads; plot, Plotting PCA plot. 
As there are four samples in the testing data set, there are four processes (1 to 4) for filter, demultiplex, merge, and map steps. Each 
bar indicates the time for each process. The dark area in each bar represents the real execution time. Each bar displays two numbers: 
the task duration time and the virtual memory size peak. 

 

 
 

图3  基于测试数据的主成分分析结果。图中每一个点代表

一个测试数据的样品。点与点之间距离越近代表样品之间的

物种组成相似度越高。例如, test3和test4的相似度大于test3
和test1的相似度。 
Fig. 3  PCA plot based on testing data. Each dot in the figure 
represents a test sample. The distance between dots indicates 
the dissimilarity between samples. For example, the similarity 
between test3 and test4 is higher than test1 and test2.  
 
如果在序列开端出现引物的错配, 说明该序列是由

于PCR错误或者测序错误而导致序列的不一致。因

此, EPPS通过完全匹配引物可以进一步筛选序列的

测序质量。其他的分析软件中, QIIME通过局部比对

(truncate_reverse_primer.py命令)匹配并删除引物序

列, 默认值是容许引物序列与测序结果有2个错配

(mismatch)。DADA2通过在序列的开端截取指定长

度的碱基删除引物序列。除此之外, 用户也可以使

用cutadapt (Martin, 2011)或Trimmomatic (Bolger et 
al, 2014)进行引物序列的匹配。 

EPPS流程中使用了Perl语言脚本对PCR引物序

列进行匹配和删除。Perl语言脚本搜索正向和反向

测序序列中完全匹配的引物序列。通过匹配的PCR
引物序列, 所有的扩增子均被调整为同一个方向, 
以方便下一步OTU聚类分析。测序的结果同样可以

在output文件夹中找到。命名的格式为“样品名

称.demul.F.fq”和“样品名称.demul.R.fq”。“样品名

称.demul.F.fq”包含所有匹配正向PCR引物的序列, 
“样品名称.demul.R.fq”包含了所有匹配反向PCR引

物的序列。 
(5)合并正向和反向序列。合并正反向序列是宏

条形码分析的重要一步。当PCR扩增子小于两端测
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序读长时, 宏条形码分析流程通常会利用正向和反

向测序序列的重叠部分将它们合并为1个序列。这

样做的优点有两个: (1)合并测序序列可以保证PCR
扩增子的完整, 不会出现由于扩增子部分的缺失影

响OTU聚类; (2)合并测序序列可以利用正反向序列

重叠的部分纠正测序序列末端的错误, 从而提高测

序序列的质量值(Zhou et al, 2011; Masella et al, 
2012; Edgar, 2013) 。 EPPS 流程使用 USEARCH 
(version 10.0.240) fastq_mergepairs命令合并正向和

反向的测序结果, 并利用USEARCH针对合并的正

反向序列检测测序质量。如果测序结果的期望测序

错误率高于 0.5, 该序列将被删除。相比于

USEARCH默认的期望错误率(1.0), EPPS流程选用

了相对严格的错误率筛选以提高最终物种多样性

分析的可靠度。合并之后的结果存放在output文件

夹中, 命名的方式为“样品名称.merged.rename.fasta”。
在不同分析流程中都有合并这一步, 例如: QIIME
的vsearch join-pairs命令(Rognes et al, 2016), DADA2
的 mergePairs 命令 , Mothur 的 make.contigs 命令 , 
USEARCH的fastq_mergepairs命令, obitools的obijo-
inpairedend命令。这些程序通常会重新计算合并后

序列的错误率(Edgar, 2013; Rognes et al, 2016)。 
(6)去除重复序列和OTU聚类分析。在合并正反

向序列之后, EPPS会把相同的序列合并以提升聚类

分析的效率。合并的序列的丰度(read number)会被

保留, 序列将会按照丰度从高到低排序。EPPS使用

USEARCH (version 10.0.240) usearch_global命令或

者VSEARCH (version 2.10.4)的cluster_size命令对

前一步获得的序列进行聚类分析。聚类分析使用

97%的全局序列相似度。如果需要使用不同的聚类

相似度, 可以修改epps_v190209.nf 88行-id 0.97。1
个OTU里丰度最高的序列会被作为OTU的代表序

列, 用于后续的比较分析和物种分类。OTU聚类的

结果存放在step1_otu_clustering/otus.fasta文件中。每

个 样 品 的 测 序 序 列 再 通 过 USEARCH 或 者

VSEARCH的usearch_global命令利用全局比对方法

和OTU的代表序列进行比对, 以获取OTU在每个样

品中的丰度。每个样品的比对结果存放在

step2_mapping文件夹中 , 命名的方式为“样品名

称.uc”。最后, EPPS使用perl脚本将不同的比对结果

合并, 结果存放在“combined.uc.table”文件中。该文

件的每一列代表1个样品, 每一行是1个OTU的丰度。 

通常在合并正反向序列之后, 可以选择直接进

行序列比对或者OTU的聚类分析。在有相对完整的

参考序列数据库(reference database)时, 通过将序列

与数据库进行比对可以直接获得样品中的物种多

样性信息。常见的比对软件包括BLAST, UCLUST
和QIIME。当数据库不完备时, 为了获得相对完整

的物种信息, 通常信息分析流程使用OTU聚类进行

物种多样性分析。常用的聚类软件包括QIIME、 
USEARCH、CROP、SWARM。根据样品中物种亲

缘关系的差异, 聚类的相似度一般设为97%–99%。 
(7)检测嵌合体。宏条形码的PCR过程中会导致

PCR嵌合体(chimera)的产生。检测嵌合体通常有两

种方法: 基于参考序列; 从头检测。EPPS流程里

USEARCH cluster_otus命令自带从头检测嵌合体的

方法。而VSEARCH不能自动检测嵌合体。如果用

户使用VSEARCH, 需要额外运行从头检测嵌合体

uchime_denovo命令(epps_v190209.nf 92行)。 
(8)主成分分析。用户获得OTU的序列和OTU

在样品中的分布之后, 就可以进行样品内部的多样

性(α多样性)、样品之间的多样性(β多样性)或者整

体样品的多样性(γ多样性)分析。其中, β多样性分析

可以通过主成分分析完成。通过比较样品之间物种

多样性组成的差异将样品之间的相似性可视化。计

算样品与样品间的距离 (β多样性 )有多种方法

(Cardoso et al, 2009), 包括Jaccard相似性指数、Sh-
annon相似性指数、Sørensen相似性指数等等。由于

PCR的影响, 基于PCR的宏条形码的序列数量往往

不被作为物种丰度和生物量的参考(Tang et al, 2015; 
Deiner et al, 2017a; Bista et al, 2018), 因此EPPS流
程使用Jaccard相似性指数计算样品间的相似性。 

EPPS流程使用R语言和R分析包ggplot2 version 
3.0.0.9 (Wickham, 2016), vegan version 2.4.6 (Oksa-
nen et al, 2013)和ggrepel version 0.8.0 (Slowikowski, 
2018)计算样品间的差异并作图。主成分分析的结果

为PDF格式的文件 , 存放在 step3_profiling_table/ 
plot.pdf中。该文件中不同的点代表不同的宏条形码

样品, 样品间的距离越近代表相似度越高。 
(9)物种分类。由于不同的物种类群常常有不同

的参考序列集和分类方法, EPPS流程本身不包含物

种分类的软件。用户可以基于EPPS流程产生的OTU
代表序列, 并根据研究的需要采用不同的方法进行

分类, 常用的有三种: 基于相似度分类、基于基因
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序列特征分类、基于系统发育树分类(Bazinet & 
Cummings, 2012)。(1)基于相似度分类。通过将测序

序列与已知物种的序列比对来获得物种分类结果。

常见的分类软件包括BLAST (Camacho et al, 2009)、
MEGAN (Huson et al, 2007)、MetaPhyler (Liu et al, 
2010)和CARMA (Gerlach & Stoye, 2011)。该方法的

优点在于在参考序列集完整的时候准确性非常高, 
所以参考序列集的完整性对物种分类的影响非常

显著。(2)基于基因序列特征的分类。通常是利用

DNA序列的特征或者kmer频率进行物种分类。常见

的分类软件包括 : SINTAX (Edgar, 2016)、RDP 
(Wang et al, 2007)、NBC (Rosen et al, 2010)、Phy-
loPythiaS (Patil et al, 2012)、Phymm和PhymmBL 
(Brady & Salzberg, 2009)。这一类方法的优势在于一

旦模型建立, 对测序序列分类的速度非常快, 缺点

在于如果基因序列长度较短会限制有效的序列特

征的数量, 从而影响分类的准确性。(3)基于系统发

育树的分类。该方法是三种方法中最准确的, 并且

由于分类的方法建立在系统发育树的基础上, 可以

精确到不同分类阶元。该方法的限制也很明显, 为
了构建系统发育树, 测序序列与参考序列集需要进

行多序列联配和系统发育树的构建, 这两个步骤往

往需要消耗较多的计算资源和时间。基于系统发育

树的软件包括pplacer (Matsen et al, 2010)、EPA 
(Berger et al, 2011)和FastTree (Price et al, 2009)。同

时, 也有软件同时利用多种方法进行分类, 例如

Statistical Assignment Package (SAP) (Munch et al, 
2008)。不同研究可以根据参考序列集的完整情况和

分析数据量的大小进行选择。 
如果用户没有事先准备高质量参考序列集进

行分类 , 可以使用在线SAP软件 (https://services. 
birc.au.dk/sap/server)。SAP首先通过NetBlast将每个

OTU的代表序列比对到NCBI NR数据库。从NCBI
比对获得的同源序列会进行多序列联配, 并通过对

代表序列和同源序列构建系统发育树计算代表序

列属于特定物种的贝叶斯后验概率。 

 
为了方便测试, EPPS自带了模拟数据。该数据

模拟了12,500条Illumina测序结果, 每条序列的读长

为300 bp。另外, 我们还使用了已发表的公共数据(Li 
et al, 2018)来评估该流程分析较大样本量的表现。 

(1)模拟数据 
模拟数据存放于./example文件夹中。开始分析

之前, 用户首先需要将example文件夹里所有fastq
文件和primer.fas文件复制到input文件夹中:  

cp ./example/* ./input/ 
运行命令:  
nextflow run epps_v180726.nf -with-timeline 
重要的结果文件存放在文件夹: ./output/step3_ 

profiling_table/。combined.uc.table文件是OTU表格

文件。plot.pdf文件是主成分分析文件, 该文件主要

是基于OTU表格进行的主成分分析。从图3可以看

出, test3和test4的物种组成相似度较高, test1和test2
的物种组成相似度较低。在资源消耗方面, EPPS流
程需要大约15s (图2), 消耗54 M的硬盘空间, 大约

是原始测序数据所占空间(63 M)的0.86倍。 
(2)公共数据 
为了进一步证明流程的可靠性, 我们分析了已

经发表的宏条形码数据(Li et al, 2018)。Li等(2018)
沿Kalamazoo河支流Eagle溪的上游至下游选择了8
个样品采集点(分别以Location 1–8命名)。每个采集

点采集3个水体样品(分别以a, b, c命名), 用来研究

水体中鱼类组成的多样性。8个采集点中, 采集点1
是河流的最上游, 水流量非常小。采集点2–6的水流

量逐渐增加。采集点7–8位于Kalamazoo河的干流中, 
水流量最大。该研究发现从上游到下游, 物种多样性

的相似度逐渐下降。采集点内的样品的相似性显著

大于采集点间的相似性。8个样品的数据可以分别从

NCBI SRA SRS2894037–SRS2894043, SRS2894045
中下载。 

将下载的fastq文件存放在./input文件夹后, 运
行EPPS并获得结果(图4)。从图4可以看出, 最上游

的采样点有独特的鱼类多样性。位于河流中游的采

样点2–6有相似的鱼类多样性组成。采样点7–8也有

较为类似的鱼类多样性, 与文中的结论一致(Li et al, 
2018)。在资源消耗方面, 由于EPPS全部为自动化, 
省去了人工的时间, 流程仅需要12 min即可完成24
个样品的分析, 消耗18 G的硬盘空间, 大约是原始

测序数据(6.8 G)的2.6倍。 
EPPS有助于研究结果的重复分析及不同研究

分析方法的共享。通过分析测试数据和已发表的公

共数据, 我们获得了可靠的多样性分析结果, 证明

了EPPS是一款快速可靠的宏条形码分析流程。 

2  测试数据以及EPPS的输出结果 
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图4  公共数据的分析结果。样品的名称编号1–8分别代表从

最上游到下游的8个采样点。编号的后缀a, b, c分别代表同一

个采样地点的3次独立的重复取样。基于图中的结果, 最上

游的样品Location1有独特的鱼类多样性组成。Location 3–6
有类似的鱼类多样性组成。最下游的样品Location 7–8有类

似的鱼类多样性组成。 
Fig. 4  EPPS result based on public data set. Samples are 
named from 1 to 8 from upstream to downstream. The suffix 
“a”, “b” and “c” indicate three replicates of the same sampling 
location. Based on the PCA, the most upstream sample 
(Location 1) has unique fish composition. Location 3–6 have 
similar fish composition. The downstream samples (Location 
7–8) share similar fish composition.  
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