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摘  要 : 运用高通量测序技术分析复杂样品中微生物群落组成及变化趋势，已经成为目前微生物研究领域的

热点之一。本研究以复杂土壤样品和应用范围较广的瘤胃食糜样品为对象，选取 20、25 和 30 三个扩增循环数

分别对样品的 16S rRNA 基因的 V3 区进行扩增，然后进行文库构建和测序。最后通过数据分析比较不同的扩

增循环数对细菌多样性测定结果的影响。结果表明，扩增循环数越多，捕获到的细菌数量和种类越多；但并非

循环数越多，群落中的微生物组成比例最优。整体来看，当扩增循环数为 25 时，样品中物种的数量和组成是

最优的。 
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Influence of PCR cycle number on microbial diversity 
analysis through next generation sequencing 
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Abstract:  Using of high throughput sequencing technology to study the microbial diversity in complex samples has 

become one of the hottest issues in the field of microbial diversity research. In this study, the soil and sheep rumen chyme 

生物技术与方法
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samples were used to extract DNA, respectively. Then the 25 ng total DNA was used to amplify the 16S rRNA V3 region 

with 20, 25, 30 PCR cycles, and the final sequencing library was constructed by mixing equal amounts of purified PCR 

products. Finally, the operational taxonomic unit (OUT) amount, rarefaction curve, microbial number and species were 

compared through data analysis. It was found that at the same amount of DNA template, the proportion of the community 

composition was not the best with more numbers of PCR cycle, although the species number was much more. In all, when 

the PCR cycle number is 25, the number of species and proportion of the community composition were the most optimal 

both in soil or chyme samples. 

Keywords:  PCR cycle number, high throughput sequencing, microbial diversity analysis 

目前，能够在实验室条件下培养的微生物种

类占自然界中微生物总数的不到 1%，绝大多数尚

未被人类所认识[1]。随着分子生物学技术的发展，

PCR 指纹技术[2-3]、DNA 文库[4-5]、RAPD[6-7]、

ITS[8-9]、DGGE[10-11]等技术相继被广泛应用于微

生物群落结构及基因资源的开发利用，从而摆

脱了培养的限制。尤其近几年，新一代测序技

术以高通量、速度快、低成本等特点迅速发展，

在微生物多样性研究领域，正在逐步取代传统

的分子生物学方法[12-16]，从而进一步丰富和拓

展了人们对于未培养微生物的认识。 

利用高通量测序技术研究微生物的多样

性，对于样品的要求较为严格。其中，目的片

段的扩增是进行微生物多样性测序的关键步骤

之一。不同的扩增循环数会直接影响最终数据

分析中微生物种群的组成和丰度。由此可见，

在微生物多样性测序中，环境样品的 PCR 扩增

是非常关键和重要的环节。 

尽管之前已有研究对土壤和羊瘤胃食糜样

品扩增条件[17-19]的报道，但大多是基于 DGGE

方法的，并且很少涉及扩增循环数的优化。目

前对高通量测序方法过程中，不同类型样品的

PCR 扩增条件等方面尚未有系统的研究。本研

究以土壤和羊瘤胃食糜样品为对象，对最适

PCR 扩增循环数进行了比较研究。结果发现，

在相同 DNA模板量情况下，扩增循环数越多捕

获到的微生物种类越多，但会造成优势菌群的

过量扩增，从而使其比例变化显著。 

1  材料与方法 

1.1  DNA 提取 

土壤样品直接称取 250 mg进行后续操作；

食糜样品离心沉淀并用 PBS 洗涤后用于与处理

土壤样品同样的后续操作。样品中加入 800 L 

CTAB缓冲液振荡 2 min，加 0.3 g 0.1 mm研磨

珠和 0.1 g 0.5 mm研磨珠，每隔 2 min振荡 1次，

持续 30 min；70 ℃水浴 20 min后离心收集上清，

加入 RNAase 37 ℃水浴 30 min以去除样品中的

RNA 污染；加入等体积苯酚 /氯仿 /异戊醇 

(25:24:1)振荡 30 s 至呈白色乳液，离心收集上

清；重复萃取步骤 1次后，加入 0.8倍体积异丙

醇，充分混匀，室温放置 5–10 min，放入–20 ℃

过夜沉淀 DNA；高速离心 20 min，去除上清，用

70%乙醇洗涤沉淀，最后风干沉淀并用 50–100 L

去离子水溶解。最后用 BioSpec-nano 核酸蛋白

测定仪测定 DNA的浓度和质量，同时取 500 ng 

DNA进行琼脂糖凝胶电泳。 

1.2  PCR 扩增 

选取土壤和食糜样品各 25 ng，分别利用

ExTaq 酶对 16S rRNA 基因的 V3 可变区进行
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PCR 扩增，扩增循环数分别选取 20、25 和 30

个循环。扩增引物为：Forward：5′-CCTACGGGA 

GGCAGCAG-3′，Reverse：5′-ATTACCGCGGCT 

GCTGG-3′。每一条前向引物的 5′末端均加入 10 bp

的一段 barcode序列，用于区分不同条件的扩增

产物。扩增产物分别命名为 S-20c、S-25c、S-30c、

C-20c、C-25c和 C-30c。 

1.3  文库构建和测序 

将 6个扩增产物按照每个 100 ng的质量进

行混合后，对混合产物进行末端补平加 A、连

接接头和少量扩增进行富集。对构建好的文库

进行 Agilent 2 100和 QPCR质检，合格后用于

Miseq 2×150 bp的测序。 

1.4  分析软件 

对测序得到的原始数据进行过滤，去掉接

头和低质量的测序序列，得到可用于后续分析

的高质量数据，并用 fastqc软件对数据进行质量

评估，使用 FLASH软件对高质量数据进行组装，

获得更多含 barcode的测序序列。再使用 QIIME

软件根据 barcode序列将该组装结果回归样品，

并对每个样品的序列数进行统计。然后使用

uclust软件根据序列相似性 (阈值为97%) 进行聚

类，得到 OTU (操作分类单元) 序列，并进行优

化和分类。本研究采用菌群丰富度指数 chao1、

ACE，菌群多样性指数 Simpson、Shannon和菌群

覆盖度指数 goods coverage、observed species对菌

群进行多样性分析。最后使用 greengenes 数据

库 (201305 版本) 并根据分类学分析结果，分

析样品在各分类水平上的物种组成比例情况。 

1.5  主要试剂和仪器 

土壤样品 (简称 S)，为山东冬季未经围填

的距离围填海区域 1.5 km、距表层 15 cm的植

物根系土壤。样品采集后，冰块运送并于 24 h

内处理；羊瘤胃食糜样品 (简称 C)，取自立即

处死的羊瘤胃胃液，经纱布过滤处理，并立即

进行核酸提取；RNAase 购自美国 NEB 公司；

0.1 mm 和 0.5 mm 研磨珠购自美国 BioSpec 公

司；CTAB (十六烷基三甲基溴化铵)、苯酚、氯

仿、异戊醇、异丙醇、无水乙醇等均购自北京

化学试剂公司；ExTaq DNA聚合酶购自大连宝

生物工程有限公司；Truseq DNA library prep kit、

Illumina 2×150 bp测序试剂均购自美国 Illumina

公司。高速离心机购自德国 Eppendorf 公司；

BioSpec-nano 核酸蛋白测定仪购自日本岛津公

司；PCR仪购自美国 Bio-Rad公司；Miseq测序

仪购自美国 Illumina公司。 

2  结果与分析 

2.1  土壤和羊瘤胃食糜样品 DNA 提取 

按照材料与方法中DNA提取步骤提取土壤

和羊瘤胃食糜样品 DNA，然后用 BioSpec-nano

测定 DNA的浓度和质量 (表 1)。结果表明，土

壤样品的 DNA浓度为 12.25 ng/L，食糜的提取

浓度为 11.85 ng/L，A260/280的值均在 1.7–2.0之

间。琼脂糖凝胶电泳的结果如图 1 所示，表明

提取的微生物基因组完整，没有 RNA等污染。 

2.2  不同的扩增循环数对测序数据 OTU 和稀

释曲线的影响 

分别对土壤和食糜样品的 16S V3 区进行 
 

表 1  土壤和羊瘤胃食糜样品 DNA 提取浓度 

Table 1  DNA concentration extracted from soil 
and chyme samples 

Samples Concentration (ng/L) OD260/280 OD260/230

S 12.25 1.78 0.95 

   

C 11.85 1.80 0.84 
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20、25和 30三个不同扩增循环数的扩增，最终

通过数据分析观察不同扩增循环数对最终数据

的 OTU数目和稀释曲线的影响。实验结果表明，

食糜样品的 OTU数目随着扩增循环数的增加而

显著增加，而土壤样品的 OTU数目在扩增循环

数为 25 时最高；当扩增循环数增加至 30，其

OTU 数目反而有所下降，但仍较扩增循环数为 

 

 
 
图 1  土壤和食糜样品 DNA 胶图 

Fig. 1  Electrophoretogram of DNA extracted from 
soil and chyme samples. S: soil; C: chyme; M: 1 kb 
DNA marker. 

20 时的 OTU 数目多 (图 2A)。S-20c、S-25c、

S-30c的OTU数目分别为 5 524、11 852和 8 172；

C-20c、C-25c、C-30c的 OTU数目分别为 1 737、

2 663和 7 233。每个样品的稀释曲线基本都呈

逐渐平缓的趋势 (图 2B)，说明测序数据基本能

够覆盖目前状态下的微生物种类。 

2.3  不同扩增循环数对微生物数量和种类的

影响 

实验结果表明，随着扩增循环数的增加，

微生物数量都呈上升趋势。但土壤样品和食糜

样品的情况略有不同，土壤样品在扩增至 25个

循环时，微生物数量最多，当循环数增加至 30

时，微生物的数量改变不大。如图 3所示，S-20c、

S-25c和 S-30c获取的微生物数目分别是：49 475、

169 257和 147 895。而对于食糜样品，微生物

的数量随着扩增循环数的增加而呈逐渐上升的

趋势，但扩增循环数为 30时，较扩增循环数为

25 时的微生物数量上升缓慢。如图 3 所示，

C-20c、C-25c和 C-30c获取的微生物数目分别是：

17 631、44 788和 56 492。 

 

    
 

图 2  不同扩增循环数对测序数据 OTU 和稀释曲线的影响 

Fig. 2  Effect of different amplification cycles on OTU and Rarefaction curves. (A) Effect of different amplification 
cycles on OTU in soil and chyme samples. (B) Effect of different amplification cycles on Rarefaction curves in soil 
and chyme samples. 
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图 3  不同扩增循环数对微生物数量的影响 

Fig. 3  Effect of different amplification cycles on 
microbial population. 

 

从微生物多样性分析的结果来看，物种较

为丰富的土壤样品，当扩增循环数为 25时，其

微生物种类为 16 263，基本达到饱和程度；当扩增

循环数为 30时，样品中的微生物种类为 14 188，

微生物的种类没有增加，反而有一定程度的降

低 (表 2)。而对于食糜样品，随着扩增循环数

的增加，捕获到的微生物种类呈递增趋势。如

表 2 所示，C-20c/25c/30c 捕获的微生物种类分

别是 2 202、3 908和 8 030。 

在门水平上对样品中微生物的群落组成进

行分析的结果表明，并非扩增循环数越多，样

品中微生物的群落组成越丰富。对于物种含量

较丰富的土壤样品来说，3个不同的扩增循环数

对于丰度较高菌门的微生物捕捉是一致的，但

对丰度较低菌门的微生物捕捉差别较大。当扩

增循环数为 25时，微生物的种类最多；而当扩

增循环数为 30时，微生物的种类反而会减少，

尤其是丰度较低的菌门微生物，很多在扩增循

环数为 25 时捕捉到的微生物种类缺失，如

BHI80-139、H-178、LD1、AncK6 等，组成比

例也相应地变化较大 (图 4A)。而对于物种含量

较少的食糜样品，总体来看，随着扩增循环数

的增加，物种含量也相应增多。但当扩增循环

数为 30时，其优势菌门的微生物含量比例变化

较大 (图 4B)。因此，从 2种样品的分析结果来

看，当扩增循环数为 25时，物种的丰富度和群

落组成比例更为合理。 

3  讨论 

高通量测序技术通过对高质量样品的快速

测序，以一种更为便捷经济的方式，可以获得

样品中全面、准确、无偏的数据信息。也正因

如此，利用高通量测序技术的微生物多样性测

序 [12-14,16]和宏基因组测序 [15,20-21]越来越得到研

究者的重视和青睐，其应用范围也越来越广。 
 

表 2  不同扩增循环数对微生物种类的影响 

Table 2  Effect of different amplification cycles on microbial species 

Samples Shannon PD_whole_tree Chao1 ACE Simpson Goods_coverage Observed_species

S-20c 9.42 352.09 18 193.16 19 020.80 0.99 0.91 7 241 

S-25c 9.55 639.62 37 547.79 39 487.70 0.99 0.94 16 263 

S-30c 9.18 573.81 34 807.69 36 394.15 0.98 0.94 14 188 

C-20c 8.50 92.96 4 975.21 4 852.16 0.99 0.93 2 202 

C-25c 8.46 144.39 9 227.62 9 486.43 0.99 0.95 3 908 

C-30c 9.23 263.18 19 033.40 20 448.72 0.99 0.91 8 030 
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图 4  不同扩增循环数对微生物门水平群落组成的影响 

Fig. 4  Effect of different amplification cycle number on microbial community composition. (A) Effect of different 
amplification cycle number on microbial community composition in soil samples. (B) Effect of different 
amplification chloroflexi cycle number on microbial community composition in chyme samples. 
 

高通量测序技术对样品的要求较高，不合

格的样品质量将造成后续数据分析的巨大偏

差。土壤中富含腐殖酸等化合物[22]，因此提取

的 DNA纯度往往不能令人满意，影响后续 PCR

反应和 DNA测序[23]。存在于动物和人体中的食

糜样品，无论是取自胃部还是肠道，其中所含

微生物种类对于健康[24]、养殖[13]、发酵[25]等领

域均具有重要的理论意义。在此研究中，我们

选取环境样品中较难处理的土壤样品和应用范

围较广的食糜样品，旨在得到一套可用于指导

高通量测序前期样品DNA提取及扩增条件的技

术参数。 

从DNA的提取结果来看，不论是土壤样品，

还是食糜样品，DNA的质量均符合要求。我们

选取 25 ng DNA作为模板成功地进行后续 PCR

扩增，然后将扩增产物用于建库、测序及数据

分析。从数据产生的 OTU 来看 (图 2A)，土壤

样品获得的 OTU数目远远多于食糜样品，这暗

示土壤中所含的细菌种类较多，而食糜样品中

种类较少。此外，土壤中所含的细菌数量也远

远高于食糜样品 (图 3)。这些数据均表明，土

壤样品中微生物的复杂程度远远高于食糜样

品。因此在扩增循环数的选择上也有所不同。 

就土壤样品而言，当扩增循环数达到 25时，
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其细菌种类和数量均达到最高值。再增加循环

数，二者均会有所降低 (图 3 和表 2)。同时，

从群落组成的结果来看，扩增循环数为 25时，

土壤中微生物的组成比例最优 (图 4A)。不但保

持扩增循环数为 20时的优势菌门种类和比例，

同时最大程度增加了劣势菌门的种类。而当扩

增循环数为 30时，不但会丢失低扩增循环数下

捕捉到的劣势菌，如 BHI80-139，并且增加的劣

势菌种类也远远不及扩增循环数为 25 时的   

结果。 

在食糜样品中，随着扩增循环数的增加，

细菌种类和数量都呈上升趋势。其中，细菌的种

类随着扩增循环数的增加，上升趋势显著 (表 2)；

而扩增循环数为 30时，细菌的数量只比扩增循

环数为 25时的有小幅提升 (图 3)，说明当扩增

循环数为 25时，细菌的数量已经趋于饱和。这

些数据表明，从扩增循环数 25增加至 30，扩增

的产物总量变化不大，而种类发生了变化。从

食糜样品的群落组成来看，当扩增循环数为 30时，

4 个优势菌，如拟杆菌门 Bacteroidetes、厚壁菌门

Firmicutes、软壁菌门 Tenericutes、变形菌门

Proteobacteria，其比例组成较扩增循环数为 20 和

25 时均有大幅变化。而劣势菌得到了大幅扩增，

不但种类更多，同时组成比例也相应增大 (图 4B)。 

因此，对于食糜这类微生物含量较低的样

品而言，如果要关注优势菌的种类和比例，选

择扩增循环数为 25会更有利于结果分析；如果

要关注其中的劣势菌，则选择扩增循环数为 30

会更有利。对于土壤这种微生物含量丰富的样

品，扩增循环数选择 25 是最优的。这与利用

DGGE 法分析微生物多样性，所选用的扩增循

环数有所不同。DGGE 技术主要是利用梯度变

性胶来分离 DNA片段。其原理是不同碱基组成

的 DNA双螺旋，在线性梯度变性剂中发生解链

的位置不同，从而造成在变性胶中涌动的位置

不同而达到分离的目的。因此，在进行电泳前，

样品的扩增产物要满足两个条件：一个是尽可

能保持扩增产物的稳定性以增加电泳时间，达

到精确分离的目的；一个是尽量增加扩增产物

量以保证每个分离条带的可辨性。因此，DGGE

一般会在引物的 5′端添加 30 bp 左右的 GC 夹

子，同时扩增循环数一般不低于 30 个循环。

DGGE方法中关于 PCR条件的优化有很多研究

报道，但主要集中在 PCR技术的选择上[17-19,26]，

如普通 PCR、降落 PCR、巢式 PCR或其他技术

改进。这一方面与 GC夹子的引入有关，一方面

与扩增产物的量必须达到相对较高的水平   

有关。  

不论是利用高通量测序技术还是 DGGE 技

术，在分析微生物的多样性组成时，都涉及 DNA

样品的 PCR 扩增，即均需要对样品进行富集。

一般情况下，扩增循环数越少，越能反应样品

的真实情况；但扩增循环数越少，能够捕捉到

的样品信息也会越少。为了平衡样品的真实性

和信息的全面性，我们比较了 20、25、30三个

扩增循环数对微生物群落组成的影响。从分析

结果来看，无论是土壤样品还是食糜样品，当

扩增循环数为 25时，细菌的群落组成与扩增循

环数为 20时的群落组成最接近，即最接近真实状

态，同时其在物种多样性上较扩增循环数为 20时

的物种多样性更高。如果要最大程度地反映样品

的真实性，可以选择宏基因组测序技术[15,20-21]，

即直接对环境样品中的 DNA进行打断和测序，

不需要进行 PCR扩增。这样在进行数据分析时，

可以通过拼接 16S rDNA 的全长基因实现微生

物的种类鉴定。 
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