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摘  要 : 在过去的十几年，微生物组相关研究和应用持续升温。微生物组逐渐成为生命科学、环境科学和医学等

领域的研究焦点。与此同时，全球多个国家和组织也都积极发起各自的微生物组计划，进行多方面的布局，力争

在这一具有广阔前景的领域获得战略地位。此外，无论是科研还是产业应用已经迎来了研究高潮和投融资热潮，

微生物组相关产品和服务也不断出现。然而，行业在快速发展的同时，也存在一些不足。由于微生物组测序和分

析相关技术和方法发展迅速，各国研究和应用尚未在技术、方案和数据等标准上达成统一，国内行业参与者对微

生物组也存在认识不足，对微生物组相关新方法、新技术、新理论等还未能充分掌握和使用。除此之外，已有的

一些标准和指南，内容过于简单，实操性也不足，这不仅给科研数据的整合造成了困难和资源浪费，还给相关企

业进行不良竞争、以次充好提供了机会。更重要的是，我国尚缺乏微生物组相关的国家标准，国家微生物组计划

仍处于筹备过程。在此背景下，中国生物工程学会、中国科学院微生物研究所于 2019 年 6 月至 2020 年 3 月，共

同设立了“微生物组测序与分析专家共识”专项研究课题。中国生物工程学会组织了微生物组相关领域的 27 位专

家以及来自行业内的 30 多位专业人员，通过分成 4 个项目小组、召开 4 轮研讨会后，最终形成了涵盖从微生物

采集与保存、DNA 提取与建库、高通量基因测序和数据分析以及质控标准品等全流程的“微生物组测序与分析专

家共识”。本专家共识具有较强可参考性和可操作性，不仅能指导国内科研和产业机构规范进行微生物组相关产、

学、研，还能为国家相关职能部门提供可参考的技术依据，保障规模型和规范化的企业利益，加强行业自律，避

免不规范的企业扰乱市场，最终促进微生物组相关产业的良性发展。 

关键词 : 微生物组，高通量基因测序，专家共识，国家标准，微生物组计划 
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Abstract:  In the past ten years, the research and application of microbiome has continued to increase. The microbiome has 
gradually become the research focus in the fields of life science, environmental science, and medicine. Meanwhile, many 
countries and organizations around the world are launching their own microbiome projects and conducting a multi-faceted 
layout, striving to gain a strategic position in this promising field. In addition, whether it is scientific research or industrial 
applications, there has been a climax of research and a wave of investment and financing, accordingly, products and services 
related to the microbiome are constantly emerging. However, due to the rapid development of microbiome sequencing and 
analysis related technologies and methods, the research and application from various countries have not yet unified on the 
standards of technology, programs, and data. Domestic industry participants also have insufficient understanding of the 
microbiome. New methods, technologies, and theories have not yet been fully accepted and used. In addition, some of the 
existing standards and guidelines are too general with poor practicality. This not only causes obstacles in the integration of 
scientific research data and waste of resources, but also gives related companies unfair competition opportunity. More 
importantly, China still lacks national standards related to the microbiome, and the national microbiome project is still in the 
process of preparation. In this context, the experts and practitioners of the microbiome worked together and developed the 
consensus of experts. It can not only guide domestic scientific research and industrial institutions to regulate the production, 
learning and research of the microbiome, the application can also provide reference technical basis for the relevant national 
functional departments, protect the scale and standardized corporate company’s interests, strengthen industry self-discipline, 
avoid unregulated enterprises from disrupting the market, and ultimately promote the benign development of 
microbiome-related industries. 

Keywords:  microbiome, high-throughput gene sequencing, expert consensus, national standards, microbiome project 

近几年，随着微生物组相关技术和方法的快速

发展，人体、动植物、水体、土壤以及特殊环境等

领域的微生物组研究也获得了大量突破性成果。特

别是在人体微生物组领域，美国分别于 2007 年和

2014 年 启 动 了 人 类 微 生 物 计 划  (Human 
Microbiome Project，HMP) 和人类微生物组整合

计 划  (Integrated Human Microbiome Project ，

iHMP)，不仅揭示了人体微生物组的基本特征，

还揭示了微生物组与怀孕、早产、炎症性肠道疾

病以及糖尿病等疾病之间的关系[1-2]。2016 年 5 月

13 日，美国科技政策办公室又宣布启动国家微生

物组计划 (National Microbiome Initiative，NMI)，
关注不同生态系统的微生物组，推动微生物组研

究成果在健康保健、食品生产及环境恢复等领域

的应用。 
欧盟在人类微生物组领域的布局与美国几乎

同步，2008 年，欧盟在 FP7 计划下启动了人类肠

道元基因组 (MetaHIT) 计划，旨在建立人类肠道

微生物基因的参考目录，开发储存、组织和解释

这些信息的生物信息学工具，并进一步确定不同

人群的菌群基因特征[3]。2012 年，欧盟又启动了

MetaHIT 的延续性项目 MetaGenoPolis (MGP)，关

注人类微生物组与心脑血管疾病、能量平衡及脑

发育和功能、非传染性慢性疾病的关系研究，旨

在利用定量和功能元基因组工具，研究人类肠道

微生物组对健康和疾病的影响机制[4-11]。 
中国也在积极布局微生物组相关研究，中国

科学院率先启动了“中国科学院微生物组计划”。

2017 年，世界微生物数据中心和中国科学院微生

物研究所牵头，联合全球 12 个国家微生物资源保

藏中心共同发起了全球微生物模式菌株基因组和

微生物组测序合作计划。 
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截至目前，除美国、欧盟之外，日本、加拿

大、爱尔兰、法国、澳大利亚、韩国等都实施了

各自的微生物组计划，中国的国家微生物组计划

也在筹备中。 
在全球各国加紧布局微生物组科研和产业应

用的形势下，微生物组相关的标准显得尤为重要。

欧盟曾于 2011 年启动国际人类微生物组标准 
(The International Human Microbiome Standards，

IHMS) 项目，由 12 个国家、8 个合作伙伴和 15 个

参与者组成，总计花费 230 万欧元，旨在开发标

准操作流程，优化人类微生物组领域的数据质量

和可比性[12]。2012 年，欧盟的 MGP 项目也建立了

4 个科学平台以及 1 个伦理中心，重点关注粪便

样本标准化管理、元基因组高通量测序、元基因

组数据挖掘及元基因组功能性研究[13]。2013 年，

美 国 启 动 了 微 生 物 组 质 量 控 制 计 划  (The 
Microbiome Quality Control project，MBQC)，目

的是推进人类微生物组研究的标准体系建设[14]。 
在产业应用方面，微生物组相关的应用也在

持续跟进，一些检测产品或服务也在逐步上市，

相关投融资也很活跃。同时，在市场潜力与应用

前景方面，利用微生物组预防、诊断和治疗疾病

等领域已经成为企业争夺的技术高地，具有广阔

的发展空间和可期的增长趋势。 
美国在微生物组领域发展速度最快，投融资

频繁、技术先进、企业分布密集。国内也有数十

家企业涉及微生物组学上下游的产品研发和应

用。产业方向涉及微生物制药、生物合成微生物

疗法、基因编辑、抗菌药物研发、粪菌移植、环

境治理、生态修复等多个领域。 
无论是科研还是产业应用，国际各国都在优

先布局微生物组、夺取科技战略高地的情况下，

中国并没有落后，微生物组相关的研究论文数量

已经比肩欧美，并且在很多方面还取得了令人瞩

目的成绩。在微生物组领域，中国有望弯道超车，

占据微生物组科研和应用的全球领先地位。 
在这样的大背景下，中国迫切需要建立自己

的微生物组相关标准。虽然，在微生物组的标准

方面，国内已经有一些地方标准、行业标准和企

业标准，但是仍然缺乏统一的国家标准。此外，

由于微生物组学与技术发展迅速，技术和方法的

更新和迭代都非常快，中国现有的微生物组相关技

术标准和指导方案，已经不能很好地满足国内飞速

发展的微生物组学相关研究和产业应用需求。 
为了帮助全国相关组织、团体以及企业在微

生物组研究和应用方面获得全面、权威、实操性

强的指导；解决数据格式标准和技术方案不统一；

促进微生物组相关产业良性发展，保障规模型和

规范企业的利益；加强行业自律，避免不规范的

企业扰乱市场，对行业造成不良影响，中国生物

工程学会联合其他企事业单位，决定成立“微生物

组测序与分析专家共识”专项研究课题(以下简称

“专家共识”)。目的是为将来的行业共识和国家标

准打下基础，以期指导中国的微生物组科研和临

床研究与应用，为国家相关职能部门以及中国的

国家微生物组计划提供可参考的技术依据，为形

成中国自己的微生物组相关的标准体系奠定基

础。本研究课题将重点围绕微生物组测序与分析

技术，包括微生物组学相关的样本采集、保存和

测序技术、数据分析和生物信息学分析技术的应

用，标准品的设计和使用规范等，涉及微生物组

研究的各个环节。 
“专家共识”采用专家研讨会的形式，邀请微

生物组相关领域的专家、技术负责人、科研一线

技术人员等共同参与讨论。4 个小组经过 4 轮研

讨，最终形成了“专家共识”，具体的形成过程及共

识的细则详见《生物工程学报》网络版附录文件。 

1  微生物组样本采集及处理流程 

1.1  样本 
为了便于来自不同实验室数据的相互交流，有

必要对样本按照一定的规范进行统一规范的命名。 

1.2  样本采集、保存和转运 
样本采集、保存和转运方法的选择对样本有
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较大影响[15]。推荐从新鲜采集的样本中提取微生

物基因组 DNA；否则，应将采集的样本立即冷冻

和储存，也可使用为特定样本类型设计的保存液

及取样套装[16]。 
1.2.1  样本的采集 

微生物组样本采集应制定标准化的工作流

程。在同一项目研究中需确保采集方法的一致性。

避免样本受到外源性污染和获取足够的样本量。 
1.2.2  样本保存和转运 

采集的新鲜样本立即放入液氮中快速冷冻，

之后转移至−80 ℃进行长期保存，或在干冰保存

条件下进行转运。如果缺乏低温保存条件，则建

议采用微生物样本保存剂进行及时保存[17]。样品

转运过程应保持低温条件，并最好以 DNA 或

cDNA 状态进行转运。尽管不同保存方法、保存

时间所引入的数据变化小于个体间的差异，但  
因保存方法不一致所产生的数据误差仍应引起

重视[16]。 

1.3  微生物样本核酸提取与质控 
1.3.1  样本前处理 

在微生物核酸提取前可移除保护剂，并对样

本中残留保存剂进行清洗置换。 
1.3.2  样本的处理 

尽可能确保样本内微生物的组成不发生改

变、减少样本在空气中的暴露时间、避免采样过

程发生外源性微生物污染。 

1.4  核酸提取 
不同提取方法会影响核酸提取的效率和质

量，并对下游基因测序数据产生较大影响。因此，

核酸提取需注意考虑不同种类微生物裂解的等效

性；确保同一项目使用相同的核酸提取试剂盒。

对于低生物量的样本，应格外注意试剂保存、配

置和提取过程中的污染问题；核酸纯化过程中尽

可能去除抑制剂；避免外源 RNase 污染造成的

RNA 质量不佳；对于含难破壁微生物的样本，推

荐使用研磨珠进行研磨[15]。 

1.4.1  核酸质控标准 

核酸质控包含浓度质控、纯度质控、片段完

整性质控。采用分光光度检测和凝胶电泳可评估

核酸浓度、纯度和片段完整性[15]。 
1.4.2  提取后核酸的保存方法 

经抽提后的核酸样本需进行分装，单独取用，

可在−20 ℃短暂保存，−80 ℃长期保存，避免反复

冻融。 

1.5  文库构建 
文库构建是高通量测序的重要步骤。建库成

败极大依赖于核酸的量及降解情况，质量过低会

导致扩增效率、文库得率和多样性降低。 
1.5.1  建库方法 

扩增子测序：细菌及古菌扩增子测序时，需

要对 16S rRNA V1-V9 区段进行扩增。目前，通

常使用 V3-V4 区段扩增。真菌扩增子测序多采用

18S rRNA 或 ITS 1-2 区段进行扩增。也可以针对

细菌、古菌或真菌的目标基因设计特异性引物进

行扩增。需注意微量扩增时是否有背景微生物污

染引起的假阳性扩增，严格把控实验操作及使用

试剂中可能引入的微生物污染是保障测序结果准

确性的关键。 
元 基 因 组 和 全 基 因 组 建 库 ： 尽 量 采 用

PCR-Free 的实验方法，或尽量减少 PCR 循环数。

元基因组和全基因组文库片段大小宜在 300–500 bp 
(进行长读序测序时可更长)，为避免文库交叉污

染，可使用双端唯一标签 (Unique Dual Index，

UDI)接头。 
RNA 建库：为了在测序过程中确保根据单一

链来源的转录本分析结果，应构建链特异性文库。

建库前先去除 rRNA 后再进行文库构建。 
1.5.2  文库质量控制 

高通量测序常用的质量控制方法包括：Qubit
检测、毛细管电泳、qPCR 和超微量核酸检测仪等。

文库质控包括：文库转化率及文库浓度，经 qPCR
检测的合格文库浓度应不低于 2 nmol/L；文库片

段分布分析。 
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1.5.3  单分子测序建库 

对于单分子测序的建库方法和质控要求，如

PacBio 和纳米孔测序等，请参考网络版“专家共识

细则”中的详细内容。 

2  微生物组测序 

微生物基因测序需按照文库分子的长短及丰

度来选择合适的测序策略。 

2.1  测序技术基本要求 
微生物组基因测序流程包括测序文库质控及

标准制定、测序技术与平台选择、下机数据质量

控制及管理 3 个方面。同时，必须保证基因测序

所需要的运行环境，保证测序数据的准确性与可

重复性。 
2.1.1  实验室环境要求 

文库制备及质控实验室应达到标准分子生物学

实验要求。参考《高通量测序技术临床检测规范化

应用北京专家共识 (第一版通用部分)》[18]。基因测

序实验室需严格控制室内环境，包括空间大小、温

度、湿度、负压及洁净度等应符合相应要求。 
2.1.2  试剂管理要求 

可优选采购与测序平台兼容的试剂产品，按

照所有质控、测序试剂产品说明书的要求存放，

保证文库质控及测序的稳定性及可靠性。临检实

验室应优选国家药品监督管理局批准的试剂。具

体要求可参考《高通量测序技术临床检测规范化

应用北京专家共识 (第一版通用部分)》[18]。 

2.2  测序文库处理及质控 
在上机测序前，需要对实验预设方案的文库

进行质量控制，保证下机数据产出的数量和质量。 
2.2.1  高通量测序文库质控 

微生物组高通量测序应用广泛，基于所选测

序平台及检测项目情况，根据研究方向、样本类

型制定合适的质控标准，在此基础上可适当选择

合适的质控工具。 
2.2.2  单分子测序文库质控 

1) 基因组测序文库：单分子基因组测序超长

读序的特点，文库大小的控制要求比较严格，请

遵照对应平台的质控标准进行操作。 
2) 转录组测序文库：单分子转录组测序是微

生物研究的创新方法。质控时应该充分考虑研究

方向及测序方法，以便采取合适的质控标准。 
3) 扩增子测序文库：单分子扩增子测序可直

接对原核 16S rRNA、18S/ITS rRNA 等长目标序

列进行测序。 

2.3  微生物组基因测序技术 
2.3.1  测序技术简介 

根据原理不同，测序技术共经历了 Sanger 测

序、高通量测序、单分子实时测序等阶段。  
2.3.2  测序技术及应用 

微生物组学研究选择合适的技术手段及平台

至关重要。但不同的测序技术对微生物样本、文

库特点及质量控制、测序方法及数据质控均不相

同，因此，根据组学研究方向和目的，合理选择

测序技术及研究方法是行业规范的趋势。 
2.3.3  测序平台与应用选择 

微生物组测序的技术及平台较多，根据测序

目的的不同，可以应用在多个领域。 

2.4  测序数据的质量控制、管理 
2.4.1  质量控制原则 

数据的质量检查、生物信息学分析、输出格

式、储存等方面都需要标准操作程序  (Standard 
Operating Procedure，SOP) 支持。 
2.4.2  不同测序平台的质控标准 

测序数据从测序仪产出后，注意数据总数

量和有效数据量，质控包括接头序列、引物序

列、低质量序列和冗余序列评估和去除，参考

基因组或目标区域序列比对等步骤。 
2.4.3  下机数据的管理规范 

测序实验室应规范测序数据命名方式、储存

流 程 及 传 输 规 范 。 数 据 储 存 应 采 用 通 用 的

FASTQ、BAM、BCL 等格式，便于数据交换及实

验室间对比评价。 
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2.5  实验流程标准化管理 
2.5.1  标准操作程序 

建立基因测序 SOP 应包括：实验室环境、试

剂管理和准备、文库质检、上机测序和数据评估

与处理等环节。 
2.5.2  人员资质要求 

实验室人员应具备分子生物学实验背景，或

经过相关技能培训获得 PCR 上岗证。建立起系统

的培训管理体系，确保在接触真实样本之前对人

员进行严格的技能和规范培训。 

3  微生物组数据分析流程 

3.1  扩增子测序数据分析  
3.1.1  数据质控 

在进行正式分析前，要先对下机数据进行质

控。高通量测序平台，临床样品测序数据可依据

《临床分子病理实验室二代基因测序检测专家共

识》[19]和《二代测序技术应用于临床肿瘤精准医

学诊断的共识》中的质量指标[20-21]。 
3.1.2  物种注释 

在 16S/18S rRNA/ITS 基因扩增子测序分析

中，常用的分析策略是对数据过滤后的高质量读

序 进 行 聚 类 生 成 操 作 分 类 单 元  (Operational 
taxonomic units，OTUs)，包括从头聚类 (De novo)
和有参聚类 (Closed-reference)。扩增子序列变异

(Amplicon Sequence Variants，ASVs) 在敏感性和

特异性方面优于 OTUs 方法[22]。获得 OTUs/ASVs
之后的物种注释过程，可以使用不同的参考数据

库。目前，3 个常用的细菌和古菌 16S rRNA 基因

数据库是：Silva、RDP 和 Greengene。真菌常用

的 公 共 数 据 库 有 ： 核 糖 体 内 部 转 录 间 隔 区 
(Internal Transcribed Spacer，ITS) 数据库 UNITE、

18S rRNA 基因数据库有 Silva。 
3.1.3  多样性分析 

扩增子测序分析的主要目的之一是识别特定

微生物组的多样性，包括 α 多样性和 β 多样性。

常用于衡量 α多样性的指数包括 Richness、Chao1、

Shannon、Simpson 和 Faith’s PD 指数等。常用于

衡量 β 多样性的指标是距离矩阵，包括 Euclidean 
metric、Bray Curtis、Jaccard 和 Unweight/weighted 
UniFrac 距离等。 
3.1.4  其他分析 

功能分析：可以通过物种信息对微生物组功能

进行预测。差异检验分析：样本的组间差异检验主

要应用 R 软件包 (如 Vegan) 或 LEfSe 等。相互作

用分析：主要涉及环境因子对微生物组的影响。可

应用 R CCA/RDA 或 R Vegan 等软件。网络分析：

网络分析图形展示可使用 Cytoscape 等软件。  

3.2  元基因组测序数据分析 
元基因组测序可以在全基因组的水平获得微

生物组的种群结构、物种多样性、进化关系、功

能基因、代谢途径、微生物间相互协作关系及微

生物群落与环境之间的关系等多个方面的信息。 
3.2.1  序列质控 

质控过程主要包括：移除低质量读序、过短

读序、接头序列等，还需要去除非微生物的基因

组序列。考虑到宿主基因组的干扰和检测的灵敏

性，对于人类相关的微生物组样本，可参考《宏

基因组分析和诊断技术在急危重症感染应用的专

家共识》的意见[23]。 
3.2.2  元基因组组装 

物 种 注 释 可 选 择 基 于 序 列 组 装 (Assembly- 
based) 或免组装 (Assembly-free) 两种方法。对

于人类肠道样本，可采用免组装，而特殊环境样

本或新物种，组装后注释的可信度更高。 
3.2.3  物种注释 

根据不同数据库类型，元基因组的物种注释

也被分为基于标记基因 (Marker-based) 的注释和

基于微生物全基因组 (Whole genomes) 的注释。 
3.2.4  Binning (可选择) 

元基因组 Binning 过程是将组装后的众多

Contig 或 Scaffold 按特征进行聚类。可反向获取

装配 Contigs 的相应读序进行再组装，从而组装成

更长的 Contig/Scaffold 或单一物种基因组草图。 
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3.2.5  基因注释和功能注释 

基因注释：元基因组组装后，可应用从头预

测的软件包 MetaGeneMark、Prodigal 或 Metagene
等。功能注释：可采用 Diamond，对比蛋白质数

据库 eggNOG 和 KEGG 等，其他微生物组的功能

数据库还包含抗生素耐药性数据库 (CARD) 和

碳水化合物活性酶数据库 (CAZy) 等。 
3.3  单菌基因组测序数据分析 

对分离纯化培养的单菌进行 DNA 提取、文

库构建、测序和全基因组组装。主要包括：序列

质控、全基因组组装、基因组质量评估、基因注

释和功能分析等。 
3.3.1  序列质控 

常用的高通量基因测序平台的序列和数据过

滤策略可参照扩增子测序部分，并移除连续低质

量碱基(Q<20)数大于 40%的读序。  
3.3.2  全基因组组装 

近年来，结合单分子基因测序平台长读序和

高通量基因测序高精度的优点，进行“三代加二

代”的全基因组组装。 
3.3.3  基因组质量参数 

组装后的单菌全基因组应进行标准的质量评

估，建议遵从美国能源部联合基因组研究所 (DOE 
JGI) 发布的定义不明微生物基因组的 MISAG 标准。 
3.3.4  基因注释和功能分析 

细 菌 编 码 基 因 的 预 测 可 应 用 Glimmer 、

Prodigal 和 GeneMarkS 等软件。功能预测可应用

HUMAnN2 或 BLAST+。 

4  检测报告 

高通量测序分析结果应提供：测序原始数据

和相应的分析报告。报告的主体应包括数据信息、

分析方法、分析结果和报告解读。 

5  参考品与质控品 

基于高通量测序平台展开的微生物组研究普

遍缺乏对于减少定量偏差的针对性设计与质控环

节，因而，有必要使用标准化的参考品对微生物

组测序服务的平台进行评估，并使用标准化的质

控品对生产过程及检测过程进行校准[24]。 

6  质量控制  

实验室应建立相应的质量管理系统。工作

人员均应接受持续培训和能力评估。更新产品

内容时，需应用参考品、质控品或标准品进行

流程的参数设定和结果验证，判断增加 /修改检

测内容后结果的准确性和稳定性，以达到检测

报告的要求。定期参加室间质评  (或其他行业评

估项目)，紧跟行业发展，及时更新行业知识，

持续优化流程。 

7  数据存储 

应用结构化的数据库来有效管理原始数据、

结果数据和报告。微生物组序列数据的储存应采

用通用格式和压缩方式。保存完整的存储、读写

和移除日志文件，保证报告的可重复性。 

8  隐私保护 

个人生物样本常常涉及病人的隐私，具有特

殊性和敏感性。可采取匿名化或编码处理，保证

个人信息不被泄露。同时，从存储、访问和管理

等角度设计安全措施。 

9  知情同意与伦理 

临床微生物组样本进行测序分析前，应签署

知情同意书。按照我国相关法规和伦理委员会的

要求及时递交其他审查文件。 
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