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张雯  博士，中国疾病预防控制中心传染病预防控制所生物信息室主任，副研究

员，中国生物工程学会计算生物学与生物信息学专业委员会委员。研究方向为病

原微生物基因组学和宏基因组学。先后承担了链球菌、结核分枝杆菌、奈瑟菌、

猪链球菌等多种致病菌基因组分析、遗传多态性分析等多项科研工作，发表 SCI

文章 30 余篇。组织完成了病原微生物基因组比对鉴定软件的开发建设，及“病原

微生物基因组数据库”、“微生物在线分析云系统”等多个生物大数据系统的开发工

作。主持多项国家级科研项目，如国家自然科学基金、十三五重大传染病专项子

课题等。 
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摘  要: 近年来，16S 扩增子测序技术被广泛应用于肠道微生物菌群结构和多样性研究，同时也常被用于临

床样本中未知病原菌的检测。然而其对样本中物种组成的分辨率只能到属水平的相对丰度，且实验过程中多

种因素皆可对结果产生一定影响，如样本起始浓度、PCR 循环数、扩增引物等。为解决以上问题，本研究采

用随机标签和内参法相结合的方法，开发了一套定量 16S 扩增子测序方法，将常规的 16S rRNA 编码基因测

序结果中的相对丰度转化为绝对定量的拷贝数，有效提高了肠道菌群结构检测的精准性，降低了实验操作对

结果的影响，也提高了测序与其他分子生物学方法间的可比性，有利于未来技术的进一步研发和改进。  
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A new quantitative 16S rRNA amplicon sequencing method 

Na Han1,2, Xianhui Peng1,2, Tingting Zhang1,2, Yujun Qiang1,2, Xiuwen Li1,2, and Wen Zhang1,2 
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Disease Control and Prevention, Chinese Center for Disease Control and Prevention, Beijing 102206, China 
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Abstract:  In recent years, 16S rRNA amplicon sequencing technology has been widely used to study human gut microbiota 

and to detect unknown pathogens in clinical samples. However, its resolution to bacterial population can only reach the 

relative abundance of genus level, and different factors affect the final bacterial profile, such as sample concentrations, PCR 

cycle numbers and amplification primers. In order to solve these problems, we developed a quantitative 16S rRNA amplicon 

sequencing method by combining random tag and internal marker method. The new methods improved the accuracy of human 

gut microbiota, reduced the impact of experimental operation on the results, and improved the comparability between 

sequencing and other molecular biological methods. 

Keywords:  16S rRNA, amplicon, quantitative, random tag, internal marker 

16S rRNA 编码基因是细菌染色体上编码 16S 

rRNA 相对应的 DNA 序列，其种类少、含量大，

且存在于所有的细菌基因组中，是细菌系统分类

研究中最有用和最常用的分子钟。16S rRNA 基因

序列包括 9 个可变区和 10 个保守区，保守区序列

反映了物种间的亲缘关系，而可变区序列则能体

现物种间的差异。通过在 16S rRNA 的两个保守

区域设计通用引物，可对样本中所有细菌的相应

区域进行扩增，且由于扩增片段大小适中，可利

用测序技术对上述基因序列某个或者某几个高变

区 (如 16S rRNA 基因的 V1–V2、V3–V4、V4 或

V5 等) 进行测序，测序数据通过与 16S rRNA 基

因参考数据库 (如 RDP、SILVA、GreenGene 等)[1-3]

比对可获得序列变异和相对丰度，进而获得样本

物种分类、物种丰度、种群结构、系统进化、群

落比较等诸多信息。该技术被称为 16S rRNA 基

因扩增子测序技术，近年来被广泛用于肠道微生

物菌群结构和组成的测定[4-6]，同时也可用于临床

样本的未知病原菌筛查[7]。 

目前 16S 扩增子测序技术主要是基于二代测

序技术，受限于二代测序的读长 (50–600 bp)，目

前最多只能测 16S rRNA基因 9个可变区中的 2个，

较常采用的为 V3–V4 区，对微生物群落中大部分

物种的分辨率仅能到属水平的相对丰度，只有部

分菌可以到种水平。且实验过程中不同因素对结

果皆具有一定影响，如样本浓度、PCR 循环数、

扩增引物等[8-9]。由于不同研究课题采用的测序目

标区段和测序平台不完全一致，由实验因素引入

的与实际情况的偏差也各不相同，因此不同项目

的 16S 扩增子测序结果之间的可比性较差，已有

的多个国际、国内公开的 16S 扩增子测序项目的

数据也不能直接应用到自己的研究课题和检测项

目中。 

同时由于 16S rRNA 基因扩增子测序手段通

过某一分类单元的序列数占总序列数的比值获得

相对丰度数据，而相对丰度信息不能很好地反映

样本中物种绝对丰度情况，忽略了微生物总量的

影响，微生物群的潜在病理学、生理学和生态学

意义可能会被相对丰度所掩盖。且仅有相对丰度

数据，无法实现同一样本不同检测方法 (如传统

的培养法、定量 PCR 法和数字 PCR 法等) 获得的

结果直接相比较，同时也削弱了不同样本间的可

比性。 

目前细菌微生物绝对定量的方法主要有 3 种：

1) 运用荧光定量 PCR 的方法计算细菌绝对量。

需要特定物种设计特定的引物，对引物特异性要
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求比较高，且引物优化难度较大[10]。2) 通过加入

已知拷贝数的外源菌估算特定样本中微生物的绝

对量。外源菌内标的方法对外源菌的要求比较高，

必须为所检测样本中不存在的菌，并且要有特异

性的探针[11-12]。3) 通过流式细胞计数法计算微生

物细菌绝对量。该方法操作复杂，且操作过程中

或其他因素引入的死亡细胞没有计入[13-15]。 

鉴于以上问题，开发一个受实验因素影响较

低的、能直接反映复杂样本微生物群落结构中不

同物种实际含量的 16S 扩增子检测方法对于菌群

多样性研究和临床未知病原检测都非常必要。本

研究采用随机标签和内参法相结合的方法，开发

了一套定量 16S rRNA 基因扩增子测序方法，能

够获得样本中各物种的绝对丰度数据，较为有效

地解决了以上问题。 

1  方法 

1.1  内参设计 
人工设计两种含有插入序列的质粒作为测序

内参 (Marker)。Marker 序列模拟 16S V3/V4 区，其

结构为 341F 扩增引物+随机序列 (300 bp)+805R 引

物。所插入的随机序列已通过 Blast 方法验证，与

已知自然物种序列无匹配。根据合成的质粒浓度

和分子量可换算出质粒拷贝数。每样本建库时添

加 1 μL 总量 50 000 拷贝 (浓度为 50 000 copies/μL)

的Marker1和1 μL总量10 000拷贝 (10 000 copies/μL) 

的 Marker2 作为内参。 

采用 RT-PCR 方法对两种 Marker 进行定量，

上游引物为 5′-CCTACGGGNGGCWGCAG-3′，下

游引物为 5′-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3′，

探针为 5′-GTGCCAGCAGCCGCGGTAA-3′ (5′-FAM

标记)。重复 7 次实验，含有 50 000 拷贝的 Marker1

的样本 CT 值平均为 25.91，含有 10 000 拷贝的

Marker2 的样本 CT 值平均为 27.03。 

1.2  定量16S rRNA基因扩增子测序方法 (Q方法) 

实验流程 

采用设计 5′端含有 18 bp 随机序列标签的扩

增引物，对 16S V3–V4 区进行序列片段的扩增 

(上游引物为 5′-CCTACGGGNGGCWGCAG-3′，下

游引物为 5′-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3′)，实

验流程如图 1A 所示，扩增后的产物结构如图 1B

所示。 

1.3  采样及测序实验 

采用问卷调查的方式对志愿者进行个人情况

调查。为避免粪便被马桶水污染，符合条件者以

发放一次性便盆的方式采集样本。最终纳入 7 名

符合标准的志愿者，以一个月为间隔采集粪便样

本，共收集 40 份粪便样本。收集的粪便样本，按

QIAamp DNA Stool Mini Kit 试剂盒说明操作提取

样本 DNA。核酸提取后采用 Qubit® dsDNA HS 分

析试剂盒定量。 

以提取的粪便样本核酸为模板，分别按照常

规的 16S 两步建库法 (16S V3/V4，N 法) 和定

量 16S (Q 法) 进行文库构建(图 1)。两种方法中

都在建库时添加 1 μL 总量 50 000 拷贝 (浓度为

50 000 copies/μL) 的 Marker1 和 1 μL 总量 10 000 拷

贝 (10 000 copies/μL) 的 Marker2 作为内参。构

建好的文库使用 Qubit® dsDNA HS 分析试剂盒测

定文库浓度，并采用 Agilent 2100 或 1%琼脂糖凝

胶电泳检测文库片段大小。对于含有小片段多的

文库，采用割胶纯化方法处理或重新建库。合格

的文库采用 Illumina Miseq 高通量测序平台完成

样本的 16S rDNA V3–V4 区段测序，测序模式为

PE 300。每个样本拼接后获得的高质量序列数目

不低于 3 万条 reads，碱基数据质量值 Q30 不低于

80%。未符合要求的样本未纳入后续分析。 

1.4  数据分析 

下机序列经 PEAR 软件将双端序列低质量过

滤、拼接成高质量的 tags。对于 N 法测序数据，

基于 Parallel-meta3[16]计算 OTU 数、Genus 相对含

量和各样本的多样性指数，进行 PCoA 分析。对

于 Q 法测序数据，基于本课题组自主开发的

Q16Spipeline 分析流程，首先对具有相同标签的 
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图 1  实验流程图 (A) 和文库结构图 (B) 
Fig. 1  Flow chart of the experiment (A) and library structure (B).  
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16S 序列聚类，基于聚类结果进行测序数据的自

我矫正，并进行计数和 Marker 统计等功能，然后

基于实验中实际添加的 Marker 数，换算出样本中

检测出的微生物种属的实际含量。利用 Alpha 

diversity wilcoxon test 方法比较不同方法处理的两

组样本的 Shannon 指数、Simpson 指数和 Chao1 指

数。利用 SPSS 16.0 软件进行统计学计算 (图 2)。 

2  结果与分析 

2.1  实验方法比较 

定量 16S 建库法相比较于常规 16S 建库方法

增加了一轮随机引物扩增和清洗步骤，因此实验

成本 (约 300 元/样本 vs 约 200 元/样本) 和时间 

(4.25 h vs 3 h) 都有提高 (图 1)。 

2.2  多样性比较 

取 15 份粪便样本 DNA，平分为 2 份，分别

按照 Q 法和 N 法建库，然后利用 Miseq 测序平台

PE300 模式测序。 

对测序数据进行筛选、拼接和校正后，比较

两组的 Shannon 指数、Simpson 指数和 Chao1 指

数，无显著差异 (t-test，P>0.05)，如图 3 所示。

PCoA 分析也未发现两组具有显著性差异 (图 3)。 

计算样本间 Unweighted Distance 也显示，相

同样本不同方法检测的距离显著小于不同样本间 

(t-test，P<0.05) (图 4)。 

以上结果皆显示 Q 方法和 N 方法在多样性检

测方面具有较高的一致性，未发现具有显著差异。 

2.3  基于 Q 方法的序列纠错 

基于随机标签，可对扩增和测序阶段引入的

测序错误进行纠错，提高测序数据的准确度。纠

错策略如下：第一步，将具有相同标签的读序归

到一组；第二步，同组数据比对，找出不一致的

位点；第三步，基于打分的方法判断不一致的位

点的碱基情况；第四步，生成纠错后的序列。 

采用 Q 方法中的随机标签对 40 份粪便样本

测序，平均每 1.95 条序列拥有一个相同的标签。

将相同的标签聚类后同组比对，序列不一致时，

首先排除低质量测序引入的碱基不一致，逐个对

碱基位点进行计数打分，分高的碱基作为正确的

碱基，生成纠错后的一致性序列，发现所得测序

序列中有平均 15.6%序列存在纠错位点。 

2.4  Marker 计数 

采用 Q 方法和 N 方法建库的样本中均人为添

加了两种 Marker 序列，数量分别为 Marker1   

(50 000 拷贝) 和 Marker2 (10 000 拷贝)。对所有

样本分别进行 Q 方法和 N 方法测序后，统计测序

数据中 Marker1 和 Marker2 的数目，Marker1 在    

Q 方法和 N 方法中的平均丰度为 0.2%和 0.03%。

Marker2 在 Q 方法和 N 方法中的平均丰度为 0.03%

和 0.01%。计算各样本中Marker1/Marker2的比值，

绘制箱式图，如图 4A 所示。相较于实际添加比

率 5，Q 方法得到两种 Marker 丰度比为 2–9.67，略

优于方法 N 的丰度比范围 (1–14) (图 4A)。 

 

 
 
图 2  数据分析流程图 
Fig. 2  Flow chart of data analysis. 
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图 3  Alpha 指数和 PCoA 分析 
Fig. 3  Alpha diversity and PCoA analysis. 

2.5  重复测序评估 Q 方法稳定性 

选取 16 份粪便样本 DNA，一分为二，均采

用 Q 方法建库测序，分别上机。利用 Q16Spipeline

分析流程对测序获得序列开展自矫正和计数计

算，并进行多样性指数计算。结果显示两次重复

间的 Distance (图 4B，Q vs Q-1sample) 低于样本间

Distance (图 4B，Q 和 N，t-test)。 

2.6  基于 Q16 流程的定量分析 

为配套 Q 方法产生的 16S 测序数据分析，本

研究开发了一套 Q16Spipeline 分析流程，实现对

测序数据的自我矫正、计数和 Marker 统计等功

能，并基于添加的 Marker 实际含量，换算样本中

各检测的微生物种属的实际含量。分析流程已部

署到公开的微生物分析云平台  (https://analysis. 

mypathogen.org/)，作为公共的分析工具，可供科

研工作者使用。以样本 17ZYH03 为例，样本中检

出高于 50 000 拷贝数的属有 15 个，其中 Bacteroides

含量最高，换算所得检测样本中 Bacteroides 含量有 

 

 
 
图 4  Q 方法和 N 方法的比较和稳定性评测 (A：Q 方法和 N 方法样本中 Marker1/Marker2 的比值. B：不同样

本间的 Unweighted distance 箱式图，从左至右分别为采用 N 方法的不同样本间距离 (N-N)、采用 Q 方法的不同

样本间距离 (Q-Q)、相同样本采用相同方法 (Q 方法) 的距离 (Q vs Q-1 sample)、相同样本采用不同方法间的距

离 (N vs Q-1 sample)) 
Fig. 4  Comparison and stability assessment of method Q and method N. (A) The ratio of Marker1/Marker2 using 
method Q and method N, respectively. (B) Boxplots for unweighted unifrac distance intra- and inter samples. From left 
to right were distances distribution from different samples using method N (N-N), distance distribution from different 
samples using method Q (Q-Q), distances distribution from same samples using method Q (Q vs Q-1 sample), distances 
distribution from same samples using different methods (N vs Q-1 sample).  
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275 万拷贝。换算公式为： 

m
n n

m

=
C

C D
D

  

其中，Cm 为所添加的 Marker 实际数量，Dm

为 Marker 的检出序列数量，Dn 为该菌属的检出

序列数量，Cn 为该菌属在样本中的实际数量。 

3  讨论 

人体由复杂多样的微生物群落定殖。人体微生

态相关的微生物组已经被 16S rRNA 基因、ITS 扩

增子测序等方法广泛研究，但这种经典的分析方法

仅关注了微生物类群的相对丰度，未能揭示微生物

总量和个体微生物的绝对定量，加大了临床判断感

染性疾病病原体的难度，阻碍了该项技术在临床感

染性疾病以及突发和新发疫情中的应用。 

本研究建立了一种新的 16S rRNA 扩增子文

库构建方法 (Q 方法)，该方法相较于常规的 16S

文库构建方法，具有可定量检测复杂环境微生物

组的优点。采用 Q 方法建库，我们可以基于读序

上的随机标签剔除建库过程中对不同序列的扩增

偏好性，同时实验中设计了两种内参，可用于将

测序结果中 OTU 数换算成实际加入的拷贝数。该

方法有效地提高了肠道菌群结构检测的精准性，

降低了实验操作对结果的影响。同时由于将常规

的 16S 测序结果中的相对丰度百分比结果转化成

为拷贝数结果，基于 Q 方法建库的 16S rRNA 扩

增子测序结果与数字 PCR、定量 PCR 等分子生物

学方法结果更具有横向可比性，有利于未来技术

的进一步研发和改进。 

本研究加入的内参是人工合成的 spike-in 质

粒，侧翼是细菌 16S 基因 V3–V4 区段的保守区序

列，中间是与待扩增片段等长、且与目前已测序物

种均无相似性匹配的随机序列。这与最近 Guo 等

构建的侧翼是真菌 ITS 和细菌 16S rRNA 基因保守

区串联、中间插入宿主特异基因区段的 spike-in

质粒是一致的[17]。这种设计能够排除微生物组群

内基因的干扰，可通过 qPCR 对内参基因进行绝

对定量，标准化内参拷贝数。本研究设计的内参

质粒具有普适性，可用于人体、动物、环境等微

生物群落的定量检测研究中。 

PCR 扩增和测序阶段均会引入碱基错配，进而

导致错误的碱基识别，形成背景噪音。已有研究探

索了多种方法降低和矫正这一过程引入的错误。

PCR 扩增过程中引入的错配可通过使用尿嘧啶- 

DNA糖基化酶 (Uracil-DNA glycocasylase，UDG) 和

甲酰嘧啶-DNA-糖基化酶  (Formamidopyrimidine- 

DNA glycosylase，Fpg) 修复损伤的 DNA 模板，

使用高保真酶扩增有效降低碱基错配率[18]。测序

过程中引入的碱基识别错误可以通过以下几种方

式降低和矫正：(1) 滚环测序，将目标区段采用

滚环复制的方式串联成多个拷贝的分子序列，根

据目标区段多次测序提高覆盖度来自我纠错[18]。

(2) 读序配对矫正，去除左右测序序列不一致的

读序[19-20]。(3) 分子标签方式，在最原始的 DNA

模板分子上加上一段随机序列，通过分子标签归

类纠错，生成一致性序列[19,21]。本研究中采用的

是分子标签的方式，发现所得测序序列中有平均

15.6%序列存在变异位点，通过分子标签分组纠错

方法可排除文库构建和测序阶段引入的测序错

误，还原了样本中起始 DNA 模板的真实序列，

提高了后续物种识别的精确度。本研究目前是基

于 16S V3–V4 区进行的，该区域是 16S 宏基因组

测序最常采用的扩增区域之一。除此之外，还有

16S V1–V3 区、V4–V5区等不同扩增区域用于 16S

宏基因组研究。原则上，只需在本研究基础上替

换引物中扩增序列区域即可实现在以上区域中的

应用。同时，该建库方法理论上也可应用于真菌

ITS 扩增。本课题组也在开展相应实验验证基于以

上扩增区域进行微生物群落定量检测的可行性。 

相较于常规 16S 建库方法，Q 方法拥有可定量

且准确度较高的优点，但是其建库成本和操作时间

相较于常规 16S 测序较高，因此未来实际应用过

程仍有待进一步的优化和改进。在后续分析方面，

目前尚未考虑到不同菌种 16S 的拷贝数的差异对定
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量结果的影响，后续仍需进一步优化。在后续的工

作中，课题组也计划结合数字 PCR 和 RT-PCR 的方

法对 Q 方法的结果进一步评估和优化。 
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