
                                    百迈客生物科技  为世界创造新的可能/基因大数据分析平台

原核转录、宏转录、互作转录组

演讲人： 罗鑫 百迈客产品应用工程师

演讲时间：20241107



                                    百迈客生物科技  为世界创造新的可能/基因大数据分析平台

原核转录组

宏转录组

互作转录组

目录

CONTENT



                                    百迈客生物科技  为世界创造新的可能/基因大数据分析平台

原核转录组

宏转录组

互作转录组

目录

CONTENT



                                    百迈客生物科技  为世界创造新的可能/基因大数据分析平台

原核转录组学是从RNA水平研究基因表达的情况。研究

内容包括：

1. 细菌在不同时空条件下的基因表达变化——阐
述宿主、环境对基因表达的影 响、细菌致病机制
等——

2. 揭示基因组结构信息——发现新基因，基因表达

原件，优化基因组结构

3. 深入挖掘sRNA的信息——进一步为基因 网络调控

的研究提供有力支持——

原核转录组测序



                                    百迈客生物科技  为世界创造新的可能/基因大数据分析平台

不同生长时期基因表达情况不一样

同一基因在不同样本中的表达情况不一样

◆选材

●如何取样
●基因表达具有时空特异性

时间序列（不同生长阶段）

环境变化（不同培养条件或胁迫处理）

野生型与突变株

◆取样
新鲜样本、避免RNA酶污染

随机性、一致性、遗传背景相同性

注意事项：
1、同批次培养的样品足量，留备份
2、菌体用液氮速冻保存或抽提
3、抽提RNA时低温，无RNA酶，一气呵成

qPCR

◆分组 实验组 vs 对照组

原核转录组测序项目设计
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Q1.原核生物的rRNA去除效率是不是都可以达到90%以上？纯细菌签单原核关于去除rrna承诺客户？ 、 

A1：（1）原核生物的rRNA去除效率取决于rRNA remove中探针的匹配率，商业化的探针虽然是广谱性的，但是针对

一些特殊的原核生物的rRNA的去除效率并不高，因此如果是一些没有经过试剂盒验证的原核生物，无法 保证rRNA的

去除效率。（2）使用 RiboCop rRNA Depletion Kit for Mixed Bacterial Samples（lexogen，USA）  去除rRNA

原核转录组测序项目常见问题
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Q2.转录组测序一定要设置生物学重复吗，设置几个？如果样品间差异不大还需要设置吗？

A2：（1）生物学重复是生物实验所必须的，一般应该重复3次以上，样本数量越多对于统计筛选越有利。

2生物学重复的作用主要有以下3项：a.检验生物学实验操作的可重复性；b.评估差异表达基因的可靠性;c.辅 

助异常样品的筛查。

3 无生物学重复或重复个数不足最低要求3个，需要提示发文章拒稿相关风险 ，客户接受并自愿承担风险，

可以接单 （但不推荐这样做）

Nature Biotechnology (2016) 17:13, DOI

原核转录组测序项目常见问题
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Q3.原核转录组细菌必须要有参考基因组，为什么原核物种只能做有参转录组分析？

A3：由于原核生物的基因组中存在大量基因重叠区域、操纵子及多顺反子，如果按照无参转录组分

析策略进行组装的话，难度较大，组装结果存在较大风险。

Q4.原核藻类（蓝藻）、支原体、衣原体是否考虑接单？

A4：（1）原核藻类不做，因为很难分离到纯藻（除非客户送的就是纯的蓝藻）；

（2） 支原体衣原体不做，因为样本RNA含量少，目前很难抽提到合格的RNA

Q5.原核-原核互作转录组是否考虑接单？

A5：目前暂不考虑接单

原核转录组测序项目常见问题
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Q6. 原核转录分析有sRNA分析？是怎么开展的？

A6：（1）实验--将 mRNA 随机断裂成 200bp 左右的小片段（注意：并未进行小片段RNA长度的筛选）

（2）分析--根据当前主流的原核转录组分析软件Rockhopper

（http://cs.wellesley.edu/~btjaden/Rockhopper/）  获得sRNA预测结果，预测依据主要是碱基测序覆盖度信

息，平台也会同步给出sRNA在每个样本的表达量

适用客户：

1.重点关注mRNA，顺带分析下sRNA的客户；

1如客户重点且只关注sRNA,需要构建sRNA文库来测序和分析（有公司做法是会单独富集30-300nt小片段单独建库 就

是专门建小RNA文库的）

原核转录组测序项目常见问题

http://cs.wellesley.edu/~btjaden/Rockhopper/
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Q7. 原核转录接单注意事项？

（1）活化的单菌（必须是纯细菌），请务必送菌体沉淀， 不接收菌液或平板；液氮速冻，-80℃保存，干冰寄送；

（2）对于病原微生物， 尽量建议老师送抽提好的 RNA 样品。 如果是送菌体， 需提前和技术人员确认， 如可检测

（一二类病原菌不接单，三类灭活了接单），灭活方法：需要 75%乙醇浸泡过夜（-80℃） ， 过夜后解冻离心去掉乙 

醇， 可以直接干冰寄送， 同时在送样单上进行备注

（3）务必做菌种鉴定，确保客户送的每个样本都是纯细菌不存在其他菌污染。

（4）生物学重复个数≥3个，不足的需做风险提示

（5）细菌必须有参考基因组，没有的可以考虑自测个扫描图/完成图，或选择近缘物种

（6）同一项目的样本不接受批次开展，理论上会有批次效应；如先开展的和补送的补送的

不是同一批次培养取样的 ，批次效应就更大些 。如果表型数据显示有显著变化基本组学结果也会有

7 风险提示样本去rRNA效率和相关承诺（承诺针对的是纯的细菌样本不符合要求的样本不承诺）

8 样本避免反复冻融

原核转录组测序项目常见问题
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样本避免反复冻融

原核转录组测序项目常见问题
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宏转录组学（Metatranscriptomics）

宏转录组学作为一项前沿技术，用于探索不同生态系统中微生物群落在特定时间内的基因 

表达和功能活性，从而揭示它们对当前环境的代谢反应。

这种技术不仅具有宏基因组技术的全部优点，可以检测环境中的活性微生物，对活性转录 

本以及活性功能进行研究，还可以比较不同环境下的差异表达基因和差异功能途径。

doi:10.1007/s00253-018-8976-7

宏转录组
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Q1.宏转录组rRNA如何去除？和签单相关承诺？

A1：（1）使用 RiboCop rRNA Depletion Kit for Mixed Bacterial Samples 去除rRNA试剂盒（是按照细菌

的探 针做的），只去除细菌的rRNA

宏转录组常见问题
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Q2. 宏转录组适用的样本类型和瓶颈？

A:

1.宏转录项目的瓶颈在于 RNA 的提取，目前实验室常见且抽提成功率相对较高的的宏转录组样本类型

有土壤、淤泥、发酵物、粪便、内容物等。

2.RNA的抽提结果跟客户样本有很大关系，通常会出现色素污染、降解、得率低等情况。即便

同种类型的样品也会因为采集来源不同造成不同的抽提结果。通常需要反复尝试。

3.非上述成功率较高的样本建议先选择几个样本试抽提（可考虑每个组选择1个样本）

4.注意：宏转录适用的是混菌体系的样本,如果客户的样本是已知的菌比如几个菌混合的样本不建议接单，

不符合宏转录接单的样本类型,如果是混菌，菌体很多且客户不知是什么菌的可以考虑接单

宏转录组常见问题
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Q3. 宏转录接单注意事项？

（1）依据送样指导准备样本（无菌无酶操作）+寄送样本（液氮速冻，-80℃保存，干冰寄送），提高RNA抽提 

成功率；目前实验室常见且抽提成功率相对较高的的宏转录组样本类型有土壤、淤泥、发酵物、粪便、内容物等。

（2）生物学重复个数≥3个，不足的需做风险提示；样本避免反复冻融

（3）风险提示样本去rRNA效率和相关承诺

（4）同一项目的样本不接受批次开展，理论上会有批次效应；

（5）高宿主占比样本风险样本---动植物组织 比如植物根茎叶等；动物组织等 风险提示到位

（6）建库方式只接受去rRNA建库方式，其他建库方式不接单

（7）来源于宿主的样本，需要进行宿主基因组剔除工作，因此宿主必须有参考基因组 比如人粪便样本需要剔除 

人的宿主基因组信息

宏转录组常见问题
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通过转录组测序，比较寄（内）生菌与寄主或者病原菌与宿主在互作状态下的转录表达，得到病原菌相关 

的分子响应机制或寄主中响应的通路变化，揭示宿主抗病机理或者寄主致病分子机制。

传统研究方式 互作转录组

互作转录组与传统研究方式相比优势：

 可同时研究两种或更多的物种；

 无需分离，排除分离带来的影响；

 成本降低，只构建一个文库，同时

  分析两个物种。

互作转录组
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依据研究目的不同，总结出以下三种送样方案：

1.只关注宿主组的基因变化---- 真原互作转录组(真-原)+真原互作转录组(真核)

病原菌侵染后宿主的生理变化：送样2个组--感染互作组、未处理宿主（宿主对照组）

2.只关注病原菌的基因变化----真原互作转录组(真-原)+真原互作转录组(原核)

病原菌侵染后自身的生理变化：送样2个组--感染互作组、未处理病原菌（细菌对照组）

3.同时关注宿主和病原菌的基因变化--真原互作转录组(真-原)+真原互作转录组(真核)+真原互作转录组

(原核)

病原菌致病／宿主抗病机理：送样3个组--感染互作组、未处理宿主（宿主对照组）、纯培养病原菌

4.关注宿主抗病机制---   转录组-互作转录组

送样2个组--易感品系感染组、抗病品系感染组

互作转录组
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互作转录组项目设计要点：

取样 建库 测序 分析

 取样：取样部位及时期；各物种比例的确定与提高等；
(尽可能不要引入周边未感染的、健康的组织，精准采集感染部位；)

 建库：去核糖体RNA试剂盒的选择(同时去除真核和原核的去rRNA试剂盒）；

 测序：测序量大小的确定；（互作组至少10G数据量）

 分析：参考基因组问题。

精准采集感染部位
（病灶部位）

互作转录组方案设计



                                    百迈客生物科技  为世界创造新的可能/基因大数据分析平台

Q1. 互作转录接单注意事项？

1.只接收2个物种的互作，真-真 真-原互作，最好2个都要有参考基因组

2.真-真互作

两物种至少一个有参考基因组，另外一个没有参考基因组的开展真核无参。若两物种都无参，不接单。

建库方式都是polyA富集。

测序数据量--互作组至少10G，真核对照至少6G

1.真-原互作
两物种原核必须有参考基因组，真核没有参考基因组的开展真核无参。若两物种都无参，不接单。

互作组和对照组建库方式都是去rRNA试剂盒建库（(同时去除真核和原核的去rRNA试剂盒）。

测序数据量--互作组至少10G 真核对照至少6G 原核对照组至少3G

风险提示：真核宿主基因组比原核大，互作结果中大部分是真核的基因组信息 

提高入侵物种占比--延长侵染时间（取样）、加大测序深度（测序）

互作转录组注意事项
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北京百迈客生物科技有限公司
地址：北京市顺义区南法信
府前街12号顺捷大厦A座6层
邮箱：tech@biomarker.com.cn
电话：400-600-3186

北京百迈客生物
科技有限公司
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文献解读
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