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1 分析方法 

1.1 测序数据质量评估 

二代数据处理流程：首先使用 Trimmomatic
[1] 

(version 0.33)对原始数据

进行质量过滤，然后使用 Cutadapt
[2]（version 1.9.1）进行引物序列的识别

与去除，其后使用 USEARCH
 [5]（version 10）对双端 reads 进行拼接并去

除嵌合体（UCHIME 
[4]

 , version 8.1）,最终得到高质量的序列用于后续分

析。具体参数如下： 

1） Trimmomatic 原理：Trimmomatic 是一个针对 Illumina 高通量测序

的 reads 质控过滤工具。它能对碱基质量格式为 phred 33 或 phred 64（取

决于 Illumina 测序的机器）的 FASTQ 格式双端测序或单端测序数据进行

过滤。单端测序文件需要一个输入文件和一个输出文件名称，加上参数；

双端测序数据需要两个输入文件（forward 和 reverse 的 fastq 数 

据）。参数为设置：50bp 的窗口，如果窗口内的平均质量值低于 20，从

窗口开始截去后端碱基。 

2） 引物序列识别与去除：使用 Cutadapt 软件，按照允许最大错配率

20%，最小覆盖度 80%的参数进行引物序列的识别。 

3） PE reads 拼接：使用 Usearch v10 软件，按照最小 overlap 长度为 

10bp，overlap 区允许的最小相似性 90%、最大错配碱基数 5bp（Default），

对每个样品的 reads 进行拼接。 

4） UCHIME 原理如下图：第一步，将 query sequence 拆分成不存

在 overlap 的 chunks，然后比对数据库；第二步，选取每个 chunk 在数

http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic
https://cutadapt.readthedocs.io/en/stable/
http://www.drive5.com/usearch/
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据库中最好的 match，最终选择两条最好的 parents 序列；第三步，将待

检测序列 query 与两条 parents 序列进行比对，如果两条 parents 分别有

一段序列与 query 序列相似度在 80%以上,则判断该 query 为嵌合体。 

 

三代数据处理流程：原始下机 subreads 进行校正得到 CCS（Circular 

Consensus Sequencing）序列（SMRT Link , version8.0）, 然后使用 lima 

(v1.7.0)软件，通过 barcode 序列识别不同样品的 CCS 序列并去除嵌合体,

得到高质量的 CCS 序列。具体参数如下： 

1） CCS 序列获取：在全长多样性测序中，由于测序片段的大小远远

小于测序长度，因此目标片段会重复测多次（passes）, CCS 通过对来自单

个 ZMW 中的 subreads 互相校正而产生，通常当 passes 数目大于 4 时，CCS

Query 

Chunk Chunk Chunk Chunk 

Ref. db. 

 
 

Hits 

A 

Query 

B 

Split into four chunks 

Find & align closest pair (A, B) 
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的准确性就可以达到 99%以上。使用 SMRT Link v8.0 软件，按照 minPasses

≥5，minPredictedAccuracy≥0.9 识别 CCS 序列。 

2） barcode 识别与引物识别：然后使用 lima v1.7.0 软件根据默认参数

识别不同样品，然后使用 cutadapt v2.7（错误率 20%）识别正向引物与反

向引物，丢弃掉不包含引物的 CCS 序列，最后对 CCS 长度进行过滤，丢

弃不满足长度阈值的序列（16S：1200bp-1650bp；18S：1200bp-2000bp；

ITS：300bp-1000bp）。 

3） 去除嵌合体：去除嵌合体方法同上（二代数据处理流程）。 

 

 

1.2 OTU / ASV 分析 

OTU 聚类：使用 USEARCH
[5]（version 10.0）在相似性 97% （默认）

的水平上对序列进行聚类,默认以测序所有序列数的 0.005%作为阈值过

滤 OTUs
[6]。 

ASV 分析：使用 QIIME2
[7]（versoin 2020.6）中 DADA2

[8]方法对质控

后的数据进行去噪处理，默认以测序所有序列数的 0.005%作为阈值过滤

ASVs。 
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1.3 物种注释及分类学分析 

1.3.1 数据库选择 

Silva
[9]（Release132, http://www.arb-silva.de） 

Unite
[10]（Release 8.0, https://unite.ut.ee/） 

Greengenes
[11]（version 13.5, http://greengenes.secondgenome.com/） 

NCBI（ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/TargetedLoci/） 

fungene
[12]（http://fungene.cme.msu.edu/） 

MaarjAM
[13]

 (http://www.maarjam.botany.ut.ee) 

1.3.2 物种注释方法 

物种注释方法： 

1) 基于比对方方法：QIIME2 中 classify-consensus-blast 是基于比对的

方法，可以在 N（默认 3 个）个最好的比对结果中找一致最高的

用于分类，最小序列相似性 90%，最小覆盖度 90%，最小一致性

51%。 

2) 基于朴素贝斯分类器：通过 QIIME2 中 classify-sklearn 实现，使用

前必须训练分类器，以便让软件“学会”哪些特征可以最好地区

分每个分类组，分类器置信度（confidence）：0.7。 

3) 比对结合分类器方法：先使用 classify-consensus-blast 将特性序列与

参考数据库比对，不能精确比对上参考数据库的使用

classify-sklearn 分类器分类。 

http://www.arb-silva.de/
https://unite.ut.ee/
http://greengenes.secondgenome.com/
ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/TargetedLoci/
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1.4 多样性分析 

1.4.1 Alpha 指数分析 

Alpha 多样性是指一个特定区域或者生态系统内的多样性，常用的度

量菌群丰的指标有 Chao 丰富度估计量（Chao1 richness estimator）、Ace

丰富度估计量（Ace richness estimator）；度量菌群多样性的指标有：香农

-威纳多样性指数（Shannon-wiener diversity index）、辛普森多样性指数

（Simpson diversity index）、系统发育多样性指数（Phylogenetic diversity），。 

Alpha 指数分析软件：QIIME2（https://qiime2.org/）。 

1.4.1.1 稀释性曲线 

稀释性曲线（Rarefaction Curve），稀释曲线是用来评价测序量是否

足以覆盖所有类群，并间接反映样品中物种的丰富程度。稀释曲线是用已

测得的 rDNA 序列中已知的各 OTU 的相对比例计算抽取 n 个（n 小于

测得 reads 序列总数）reads 时出现 OTU 数量的期望值，然后根据一组 n 

值（一般为一组小于总序列数的等差数列）与其相对应的 OTU 数量的期

望值做出曲线来。当曲线趋于平缓或者达到平台期时也就可以认为测序深

度已经基本覆盖到样品中所有的物种；反之，则表示样品中物种多样性较

高，还存在较多未被测序检测到的物种。 

1.4.1.2 Shannon 多样性曲线 

Shannon 多样性曲线是以 shannon 指数来估算群落多样性的高低。利

用各样品的测序量在不同测序深度时的微生物多样性指数构建曲线，反映

各样本在不同测序数量时的微生物多样性。当曲线趋向平坦时，说明测序

http://scikit-bio.org/docs/latest/generated/skbio.diversity.alpha.chao1.html#skbio.diversity.alpha.chao1
http://scikit-bio.org/docs/latest/generated/skbio.diversity.alpha.ace.html#skbio.diversity.alpha.ace
http://scikit-bio.org/docs/latest/generated/skbio.diversity.alpha.ace.html#skbio.diversity.alpha.ace
http://scikit-bio.org/docs/latest/generated/skbio.diversity.alpha.shannon.html#skbio.diversity.alpha.shannon
http://scikit-bio.org/docs/latest/generated/skbio.diversity.alpha.simpson.html#skbio.diversity.alpha.simpson
http://scikit-bio.org/docs/latest/generated/skbio.diversity.alpha.faith_pd.html#skbio.diversity.alpha.faith_pd
https://qiime2.org/
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数据量足够大，可以反映样品中绝大多数的微生物物种信息。 

1.4.1.3 等级丰度曲线 

等级丰度曲线（Rank Abundance Curve）用于同时解释样品所含物种

的丰富度和均匀度。物种的丰富程度由曲线在横轴上的长度来反映，曲线

越宽，表示物种的组成越丰富；物种组成的均匀程度由曲线的形状来反映，

曲线越平坦，表示物种组成的均匀程度越高。 

1.4.2 Beta 多样性分析（n ≥ 3） 

Beta 多样性分析用于分析时间、空间尺度上的物种组成变化。方法：

基于 binary jaccard、bray curtis、(un)weighted unifrac（限细菌）多种算法

呈现物种多样性矩阵。基于 R 语言平台绘制样本主成分分析（PCA）、

主坐标分析（PCoA）以及环境因子与样本组成相关性分析（RDA/CCA）。 

PCA，PcoA，NMDS 分析都属于排序分析（Ordination analysis）。

排序的过程就是在一个可视化的低维空间或平面重新排列这些样本，使得

样本之间的距离最大程度地反映出平面散点图内样本之间的关系信息。 

1.4.2.1 PCA 分析 

主成分分析 PCA（ Principal component analysis）是通过一系列的特

征值和特征向量进行排序，选择主要的前几位特征值，采取降维的思想，

PCA 可以找到距离矩阵中最主要的坐标，从而观察个体或群体间的差异。 

1.4.2.2 PcoA 分析 

主坐标分析（principal coordinat analysis）是对特征值和特征向量进行

排序，选择主要排在前几位的特征值，PCoA 可以找到距离矩阵中最主要
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的坐标。通过 PCoA 可以观察个体或群体间的差异。PCoA 有多张图，分

别代表的 PCoA1-2，PCoA2-3，PCoA3-1。 

PCA 与 PcoA 分析的区别：PCA 分析是基于原始的物种组成矩阵所

做的排序分析，PCoA 分析是基于由物种组成计算得到的距离矩阵进行分

析 。 在 PCoA 分 析 中 ， 计 算 距 离 矩 阵 的 方 法 有 多 种 ， 其 中 

weighted/unweighted Unifrac 是利用各样品序列间的进化信息来计算样品

间距离，其中 weighted 考虑物种的丰度，unweighted 没有对物种丰度进

行加权处理。 

1.4.2.3 NMDS 分析 

非度量多维尺度法，即 NMDS（Nonmetric Multidimensional Scaling）。

是一种将多维空间的研究对象（样本或变量）简化到低维空间进行定位、

分析和归类，同时又保留对象间原始关系的数据分析方法。适用于无法获

得研究对象间精确的相似性或相异性数据，仅能得到他们之间等级关系数

据的情形。其基本特征是将对象间的相似性或相异性数据看成点间距离的

单调函数，在保持原始数据次序关系的基础上，用新的相同次序的数据列

替换原始数据进行度量型多维尺度分析。 

NMDS 与 PCA 分析的主要差异在于考量了进化方面的信息。 

1.4.2.4 UPGMA 分析 

非加权组平均法（ UPGMA, unweighted pair-group method with 

arithmetic means）是一种较常用的聚类分析方法。其算法原理是：假设在

进化过程中，每一世系发生趋异的次数相同，即核苷酸（或氨基酸）的替

https://en.wikipedia.org/wiki/Multidimensional_scaling
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换速率是均等且恒定的。首先将距离最小的 2 个 OTU 聚在一起，并形

成一个新的 OTU，其分支点位于 2 个 OTU 间距离的 1/2 处；然后计

算新的 OTU 与其它 OTU 间的平均距离，再找出其中的最小 2 个 OTU 

进行聚类；如此反复，直到所有的 OTU 都聚到一起，最终得到一个完整

的系统发生树。 

1.4.2.5 样品热图分析 

根据 OUT 数据进行标准化处理（取对数）之后，选取数目最多的前 

80 个物种，基于 R heatmap 进行作图，热图中的每一个色块代表一个样

品的一个属的丰度，样品横向排列，物种纵向排列，从聚类中可以了解样

品之间的相似性以及各分类水平上的群落构成相似性。 

1.4.2.6 Anosim 和 Adonis 分析 

相似性分析(ANOSIM)是一种非参数检验，用来检验组间（两组或多

组）的差异是否显著大于组内差异，从而判断分组是否有意义。Anosim

组间相似性分析的统计量 R 值取值范围为[-1,1]，R 值越接近 1 表示组间

差异越大于组内差异，R 值越接近-1 表示组内差异越大于组间差异，R 值

接近 0 表示组间和组内没有明显差异。 

Adonis 又称置换多因素方差分析（permutational MANOVA）距离矩

阵(如 Euclidean)对总方差进行分解，分析不同分组因素对样品差异的解释

度，并使用置换检验对划分的统计学意义进行显著性分析。R2 取值范围

[0,1]，越接近 1 说明分组因素对样品差异的解释度就越高。 
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1.5 组间差异显著性分析 

1.5.1 LefSe 分析 

LefSe
[14]分析（http://huttenhower.sph.harvard.edu/lefse/），即组间差异

显著物种分析（可以称作生物标记物（ biomarkers）分析），采用线性判

别分析（LDA）来估算每个组分（物种）丰度对差异效果影响的大小，该

分析主要是想找到组间在丰度上有显著差异的物种。 

LDA 值：使用这种方法能够使投影后模式样本的类间散布矩阵最大，

并且同时类内散布矩阵最小。就是说，它能够保证投影后模式样本在新的

空间中有最小的类内距离和最大的类间距离，即模式在该空间中有最佳的

可分离性。 

设定显著差异的 logarithmic LDA score 为 4.0；若分组数> 2，LEfSe

分析寻找在所有组间具有显著性差异的物种。 

PCA 和 LDA 的差别在于，PCA 只是将整组数据整体映射到最方便

表示这组数据的坐标轴上，映射时没有利用任何数据内部的分类信息，是

无监督的；LDA 增加了种属之间的信息关系后，结合显著性差异标准测

试（克鲁斯卡尔-沃利斯检验和两两 Wilcoxon 测试）和线性判别分析的方

法进行特征选择，是有监督的。除了可以检测重要特征，LefSe 分析还可

以根据效应值进行功能特性排序，这些功能特性可以解释顶部的大部分生

物学差异。 

注：只对分组进行 LefSe 分析，分组数目 ≥ 2，且各分组所含的样品

http://huttenhower.sph.harvard.edu/lefse/
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数目 ≥ 2。 

1.5.2 Metastats 分析 

Metastats
[15]（http://metastats.cbcb.umd.edu/）。 

对组间的物种丰度数据进行 T 检验得到 p 值,并对 p 值进行校正

得到 q 值；最后根据 p 值（或 q 值）筛选出导致两组样品组成差异的物

种，默认 P ≥ 0.05。 

 

1.6 相关性与关联分析 

1.6.1 RDA/CCA 分析 

RDA(Redundancy analysis)/CCA(Canonical Correspondence analysis)是

基于对应分析发展的一种排序方法，RDA 分析基于线性模型，CCA 分析

基于单峰模型，主要用来反映菌群或样品与环境因子之间的关系。根据物

种分布变化，选择最佳的分析模型。RDA 或 CCA 模型的选择原则：先用

species-sample 丰度数据做 DCA 分析，看分析结果中 Lengths of gradient 的

第一轴的大小，如果大于 4.0，就应该选 CCA，如果 3.0-4.0 之间，选 RDA

和 CCA 均可，如果小于 3.0，RDA 的结果要好于 CCA。使用 R 语言 vegan

（v2.3）包中 rda 或者 cca 分析和作图。 

1.6.2 相关性网络分析 

根据各个物种在各个样品中的丰度以及变化情况，进行斯皮尔曼

(Spearman，默认方法 )秩相关分析并筛选相关性大于 0.1 且 p 值小于 0.05

的数据构建相关性网络。网络分析常见度量如下： 

http://metastats.cbcb.umd.edu/
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度（Degree）:与节点相连的边的数量； 

聚类系数（Custering Coefficient）：用于定义图中的“聚集性”

（clustering）概念，反映了网络的凝聚性特征； 

紧密中心性（Closeness Centrality）：反映在网络中某一节点与其他节

点之间的接近程度； 

中介中心性（Betweenness Centrality）：以经过某个节点的最短路径

数目来刻画节点重要性的指标； 

模块度（modularity）：是社团发现中用来衡量社团划分质量的一种

方法，一个相对好的结果在社团（community）内部的节点连接度较高，

而在社团外部节点的连接度较低； 

网络直径（diameter）：网络图中最长的距离的值被称为图的“直径”，

网络直径可反映网络的规模； 

密度（Density）：是指实际出现的边与可能的边的频数之比，反映了

网络的凝聚性特征； 

平均路径长度（Average shortest path length）：网络中所有节点对之

间的平均最短距离。 

 

1.7 功能预测分析 

1.7.1 picrust2 功能预测 

PICRUSt2
[16]一种利用标记基因数据和一个参考基因组数据库来预测

环境微生物功能组成的计算方法，基于 IMG 微生物基因组数据通过系统



 

 12 

微生物多样性分析方法 v2.6 

发育与功能的相关性预测微生物群落在系统发育过程中的功能潜力。其工

作原理如图： 

 

1.7.2 BugBase 表型预测 

BugBase
[17]是一种预测复杂微生物组内功能途径的生物水平覆盖以及

生物可解释表型的方法。BugBase 首先通过预测的 16S 拷贝数对 OTU 进

行归一化，然后使用提供的预先计算的文件预测微生物表型。首先，针对

生物学数据集中的每个样本，在覆盖阈值的整个范围（0 到 1，以 0.01 为

增量）中估计性状相对丰度。然后，BugBase 为用户数据中的每个特征选

择所有样本中方差最高的覆盖率阈值。设置阈值后，BugBase 会生成最终

的生物体水平性状预测表，其中包含每个样本的预测性状相对丰度。 

预测表型类型：革兰氏阳性（Gram Positive）、革兰氏阴性（Gram 

Negative）、生物膜形成（Biofilm Forming）致病性（Pathogenic）、移动

元件（Mobile Element Containing）、氧需求（Oxygen Utilizing）、氧化胁
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迫耐受（Oxidative Stress Tolerant）。 

1.7.3 真菌表型预测 

FUNGuild
[18]

(Fungi Functional Guild)是一种可用于由生态协会分类学

解析真菌的工具，用简单而一致的方法将大型序列库分类为具有生态意义

的类别。根据营养方式将真菌分为 12 类，然后构建了一个真菌分类和功

能分组（guild）之间的数据库，通过这个数据库你就可以对真菌进行功能

分类。 

病理营养型（pathotroph）：通过损害宿主细胞而获取营养（包括吞

噬型真菌 phagotrophs）。 

共生营养型（symbiotroph）：通过与宿主细胞交换资源来获取营养。 

腐生营养型（saprotroph）：通过降解死亡的宿主细胞来获取营养。包

括动物病原菌（animal pathogens）、丛枝菌根真菌（arbuscular mycorrhizal 

fungi）、外生菌根真菌（ectomycorrhizal fungi）、杜鹃花类菌根真菌（ericoid 

mycorrhizal fungi）、叶内生真菌（foliar endophytes）、地衣寄生真菌

（lichenicolous fungi）、地衣共生真菌（lichenized fungi）、菌寄生真菌

（mycoparasites）、植物病原菌（plantpathogens）、未定义根内生真菌

（undefined root endophytes）、未定义腐生真菌（undefined saprotrophs）

和木质腐生真菌（wood saprotrophs）。 

 

以上分析内容由 BMKCloud（www.biocloud.net）完成 

 

注：若合同中未签某种分析或样品不适合做某种分析，则结题报告及结果文件中不会提供相应的结果。 
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