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李晓然  微生物学博士，副教授，昆明理工大学生命科学与技术学院生物工程技术

研究中心副主任。主要从事微生物分子生态学、食品微生物和人体微生物等方向研

究。通过微生物分子生态学研究方法探索食品微生物中的有益微生物资源并进行开

发和利用。通过分析正常人群和代谢综合征、肿瘤患者等不同疾病人群的微生物组，

探索微生物对疾病的影响以及益生菌干预的可能性。 
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摘  要 : 肠道微生物对于人体健康的重要作用已经得到广泛证实，目前，对肠道微生物的研究大多采用基于扩增

细菌 16S rRNA 基因 V3-V4 区的高通量测序分析，对古菌的关注较少。本研究选择了一对可以同时扩增细菌和古

菌 16S rRNA 基因的引物，通过比较人为干扰肠道微生物前后的群落变化，说明这对引物适宜分析人类肠道细菌

和古菌群落变化并具有一定优越性。采集志愿者粪便样品，同时用仅能扩增细菌引物 (B 引物) 和细菌古菌通用

引物 (AB 引物) 进行扩增和高通量测序；使用几个常用的 rRNA 数据库判断引物对细菌的覆盖度和对古菌的扩

增能力。结果表明，AB 引物在可以展示 B 引物扩增出的细菌群落的基础上，可以得到肠道中常见的产甲烷古菌

的序列，同时也展示出人为干扰肠道微生物前后的群落结构变化。AB 引物可以仅通过一次扩增和测序同时分析

肠道中的细菌和古菌群落，更加全面展示肠道微生物群落结构，适用于肠道微生物相关研究。 

关键词 : 通用引物，肠道微生物，细菌，古菌 

 

·微生物组测序与分析专题· 
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Comparison of intestinal microbial community succession 
based on different universal primer sets 
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Abstract:  The important role of intestinal microorganisms in human health has been widely confirmed. At present, most of 

the studies on intestinal microorganisms are based on amplification of the V3-V4 region of bacterial 16S rRNA gene, and little 

attention has been paid to archaea. In this study, a primer set which can amplify 16S rRNA gene of both bacteria and archaea 

at the same time was used. By comparing the community changes before and after probiotics intake, it showed that this primer 

set is suitable for analyzing the changes of human intestinal bacteria and archaea communities. The fecal samples of volunteers 

were collected, and the amplification and high-throughput sequencing were carried out by using bacterial primer set (B primer) 

and bacterial and archaeal universal primer (AB primer); several commonly used rRNA databases were used to determine the 

amplification ability of the primer set to bacteria and archaea. The results showed that AB primer could display the bacterial 

community amplified by B primer, and could obtain the sequence of common methanogenic archaea in intestinal tract. AB 

primer set can analyze the bacteria and archaea in the intestinal tract at the same time by only one amplification and 

sequencing, which can show the structure of intestinal microbial community more comprehensively, which is suitable for the 

research of intestinal microorganisms. 

Keywords:  universal primer, intestinal microbiota, bacteria, archaea 

肠道微生物是生活在消化道中复杂多样的微

生物群体，与身体其他部位相比，肠道微生物不

论是在种类还是数量上都是最多的[1]。肠道菌群

可以和多种免疫因素共同作用，协调肠道内平衡[2]。

研究表明，肠道菌群与多种疾病发生的关联性已

经被确认，肠道菌群可以调控免疫系统，与细菌

相关的结直肠癌中，从原发灶到转移灶都有细菌

的共存，小鼠粪便抑制了炎症菌群及个别菌中的

免疫调节特性，菌群成为新的肿瘤预后性生物标

志物和治疗靶点[3]；肠道菌群与免疫性疾病的关

联性已经被确认，肠道菌群的多样性降低使菌群

群落功能丧失、免疫失衡和菌群定植位置异常，

最终导致疾病易感性增加[4-5]；对比 2 型糖尿病和

健康个体的肠道微生物发现，2 型糖尿病患者的

肠道噬菌体显著增多[6]。 

肠道中繁多的微生物大多数种类不能进行

体外培养，随着分子生物学技术的发展，运用高

通量测序研究人类肠道微生物群落，已经是非

常普遍的研究方法，然而，目前大多研究仅关

注肠道微生物中的细菌，多使用 V3-V4 区的细菌

16S rRNA 基因引物进行扩增和分析。古菌在人

类肠道微生物中的丰度较低[7]，一般为产甲烷古

菌[8]，是严格厌氧菌，能够将无机或有机物厌氧

发酵转化成甲烷和 CO2。研究表明，产甲烷古菌

多与不健康的胃肠道有关，主要是慢性便秘和便秘

为主的肠易激综合征[9]，甚至与结直肠癌相关[10]，

与肥胖等代谢性疾病也有相关性[11]。因此，对于

肠道微生物的研究，关注其中的古菌变化也具有

重要的意义。 

细菌和古菌都具有 16S rRNA 基因，且具有

较高的同源性和保守性，在以往的研究中，有研

究者设计了一些针对细菌和古菌的通用引物，但

是并未见报道将这类引物直接用于肠道微生物分

析。本研究通过分析文献报道过的通用引物，选
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择了一对可以同时扩增细菌以及产甲烷古菌，且

长度适合二代高通量测序的引物。本研究比较了

这一对引物 (AB 引物)[12-13]与常用的只能扩增细

菌的引物 (B 引物) 在分析肠道微生物群落结构

变化的能力，通过几个常用 rRNA 基因序列数据

库的结果，全面评估 AB 引物在分析肠道微生物

群落变化的可行性和优势。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集和 DNA 提取 

从健康人群中选取样品，入选标准为：(1) 身

体质量指数 (BMI，Body mass index)在正常范围

内 (18.5–23.9)；(2) 半年内没有服用过抗生素；

(3) 取样前 1 个月内没有服用益生菌制品；(4) 没

有严重基础疾病，取样期间未患病。志愿者在实

验过程中连续服用 1 周混合乳酸菌发酵乳 (乳酸

乳球菌、干酪乳杆菌和植物乳杆菌)[14]，采集服用

前后粪便样品。所有样品置于无菌保藏管后，于

−20 ℃冰箱保存。使用 QIAamp Fast DNA Stool 

Mini Kit 试剂盒 (QIAGEN，德国) 提取 DNA。

操作步骤按照试剂盒说明书进行，获得 DNA 溶

液，并保存在−20 ℃冰箱中备用。 

1.2  PCR 扩增和测序 

以提取的样品 DNA 为模板进行 PCR 扩增，

由于单一使用古菌和细菌引物成本较高且难以定

量分析，所以引物分别使用细菌 16S rDNA 基因

通用引物 (B 引物) 343F (5′-TAC GGR AGG CAG 

CAG-3′) 和 798R (5′-AGG GTA TCT AAT CCT-3′)

与细菌和古菌通用引物 (AB 引物) 515F (5′-GTG 

CCA GCM GCC GCG GTA A-3′)和 909R (5′-TTT 

CAG YCT TGC GRC CGT AC-3′)，在引物的 5′端

加入 Illumina 所需要的接头，30 个循环之后将

PCR 产物稀释 10 倍后作为模板，按照之前的条件

再做 5 个循环，以此减少扩增过程中非特异性扩

增异源双链 DNA[15]。PCR 扩增使用 Premix Ex 

TaqTM (TaKaRa，大连)，在 50 μL 的反应体系中，

加入 10 ng 模板，引物 4 μmol/L，按照试剂盒说

明书加入其他试剂。PCR 退火温度为 55 ℃，4 ℃

保存 PCR 产物。PCR 产物使用 UltraClean PCR 

Clean-up kit (MOBIO，美国) 进行纯化，所有纯

化后的 PCR 产物按照等量混匀，使用 Illumina 

Miseq 测序 (Illumina，美国)。 

1.3  测序结果分类鉴定 

测序后将序列分配到其所属样品中，并去掉引

物序列，获得有效序列文件。然后对有效文件进行

处理，除去测序质量不好和长度小于 500 bp 的序

列。对样品序列使用 Mothur 等[16]的 classify.seqs

命令，分别参照 Silva (https://www.arb-silva.de/)、

Greengenes (http://greengenes.secondgenome.com/)
和 RDP (http://rdp.cme.msu.edu/) 数据库获得样品

的分类信息。 

1.4  多样性指数和系统发育分析 

使用 Mothur Version 1.39.5 来完成多样性指

数的分析，以 97%的序列相似度来划分可操作分

类单元 (Operational taxonomic units，OTU)，计

算 样 品 的 Chao1[17] 、 ACE[18-19] 、 Shannon[20] 和

Simpson[21]指数，并根据所得到 rarefaction 文件绘

制 rarefaction 曲线。确定用于构建系统发育树的

OTU 数目，然后从每个 OTU 中选取一条代表性

序列，将其与 NCBI 的 GenBank 中的序列进行

Blast 比对，然后将结果中具有确定分类信息的序

列 用 Mega v5.0 进 行 比 对 ， 将 比 对 结 果 用

Neighbour-joining 方法构建系统发育树。 

1.5  样品间的聚类分析 

使用 Mothur Version 1.39.5 对所有样品序列

进 行 群 落 相 似 性 分 析 ， 按 照 非 加 权 组 平 均 法

(Unweighted pair-group method with arithmetic 
means，UPGMA) 构建样品间的系统发育树，利

用树枝结构描述和比较同一样品不同引物间的相

似性和差异关系；利用韦恩 (Venn) 图显示同一

样品不同引物间共有和特有的 OTU，直观地表现

出样品中 OTU 的重叠情况。 
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1.6  国际基因库接受号 

该论文所涉及到的基因序列已提交到 NCBI 中

的 SRA 数据库，国际基因库接受号：PRJNA464415。 

2  结果与分析 

2.1  基于不同引物分析肠道微生物群落结构

的差异 

本研究共选取 4 个志愿者入组实验。经过对

原始序列进行质量和长度的筛选后，8 个粪便样

品分别用两种不同引物进行扩增后共获得 37 万

余条有效序列，样品中 OTU 数目、Chao1 和 ACE

分别按照序列相似度为 100%和 97%进行分析 

(表 1)，发现除了 4 号样品外，其他样品的第 2 次

取样微生物丰度均大于第一次取样的微生物丰

度，说明益生菌的摄入确实会改善肠道微生物

群落。 

将本研究中 B 引物和 AB 引物扩增的序列

与 Silva 数据库进行微生物群落结构分析，结果

(图 1)显示，在门的水平上 AB 引物中含有 B 引物

中没有的广古菌门 Euryarchaeota。其他门也有一

定的差异，这是引物不同所引起的差异，其中拟

杆菌门 Bacteroidetes 和厚壁菌门 Firmicutes 在两

种引物所得序列中所占比例均较高，而且可以看

出 AB 引物所得序列与 B 引物所得序列除古菌外

差 异 较 小 。 在 属 的 分 类 水 平 上 ， 瘤 胃 球 菌 属

Ruminococcus、拟杆菌属 Bacteroides 和粪杆菌属

Faecalibacterium 为主要优势菌属，而且从属的水

平可以看出 AB 引物中 Ruminococcus 和萨特氏菌

属 Sutterella 的丰度明显高于 B 引物，在 B 引物

中丰度最高的是 Bacteroides，而其他菌属丰度都

相对较低。由此可以看出 AB 引物对样品中的微

生物群落能进行更全面的分析。 
 

表 1  基于 16S rRNA 基因序列相似度为 97%的细菌丰度 
Table 1  Bacterial richness based on the 16S rRNA gene sequence similarity of 97% 

Sample name* Sequence number OTU  Chao index ACE index Coverage  

H_11_B 23 250 1 194 2 868 5 168 97.48 

H_12_B 29 516 1 647 3 882 6 669 97.11 

H_21_B 11 878 1 275 3 624 7 472 96.56 

H_22_B 19 615 1 397 3 169 4 616 96.87 

H_31_B 23 690 959 2 412 3 532 98.10 

H_32_B 34 115 1 154 2 819 4 370 98.28 

H_41_B 18 595 1 001 2 483 3 792 97.59 

H_42_B 25 139 906 2 462 4 156 98.17 

H_11_AB 14 757 881 1 852 2 854 97.81 

H_12_AB 32 380 1 661 3 284 4 424 97.78 

H_21_AB 12 885 1 333 3 158 5 467 96.04 

H_22_AB 23 897 1 472 3 099 4 483 97.38 

H_31_AB 23 948 674 1 781 2 971 98.67 

H_32_AB 37 056 551 911 1 110 99.47 

H_41_AB 25 596 692 1 377 1 980 98.90 

H_42_AB 15 520 456 840 1 112 99.07 

*Sample naming rules: H: healthy volunteers; 1–4: sample No. 1–4; 1 and 2: before and after human interference; B: 
amplification sequencing results of B primers that can only amplify bacteria; AB: amplification sequencing results of AB 
primers that can amplify both bacteria and archaea. 
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图 1  样品中微生物参照 Silva 数据库在不同分类水平的分布 
Fig. 1  Distribution of major phyla and genera in the different samples. (A) The distribution of AB primer set 
amplification at phylum level. (B) The distribution of B primer set amplification at phylum level. (C) The distribution of 
AB primer set amplification at genus level. (D) The distribution of B primer set amplification at genus level. 

 
从样品中的古菌分布情况 (图 2) 可以看出，

除 4 号样品和 3 号样品取样后的样品没有古菌外，

其他样品中都有微量的古菌，1 号样品的第 2 次取

样中的古菌丰度为 0.083%，其中 89.2%是甲烷短

杆菌属 Methanobrevibacter。1 号样品第 1 次取样

和 2 号样品第 2 次取样中，检测到的主要古菌是

热杆菌属 Methanothermobacter。 

2.2  益生菌干扰对肠道微生物群落组成的影响 

通过分析服用益生菌前后样品共享的 OTU

数目可以看出，虽然短时间的益生菌干扰并不会

对健康人群的肠道微生物产生较大的影响，但是

肠道微生物仍然出现了一定的变化 (图 3)，当然，

在没有严格限定饮食的前提下，也不排除这些变

化是由于饮食变化引起的。 

 

 
 
 

图 2  样品中古菌的分布情况 
Fig. 2  Distribution of Archaea in the samples. 
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图 3  不同样品的共有 OTU 数目 
Fig. 3  Shared OTU numbers in different samples. (A) Volunteers 1 and 2. (B) Volunteers 3 and 4. 

 

2.3  基于数据库的引物分析 

通过 RDP 的 Probe Match 进行 in silico 分析，

B 引物和 AB 引物都能够与大部分的细菌 16S rRNA

基因序列配对，且 B 引物只能扩增出微量的产甲

烷古菌，AB 引物能够扩增超过 80%的产甲烷古

菌 (表 2)。 

常 用 的 rRNA 序 列 数 据 库 主 要 有 Silva、

Greengenes 和 RDP，为了全面分析 AB 引物的覆

盖度，将 AB 引物的测序结果分别以 3 个数据库

为参考序列进行了分析比较 (图 4)。在门的水平，

RDP 数据库中 Firmicutes 与 Bacteroidetes 的比例

相对较高，相应的变形菌门 Proteobacteria 比例相

对较低，Sliva 和 Greengenes 之间基本没有区别。

在 属 的 水 平 上 ， 在 RDP 数 据 库 中 另 枝 菌 属

Alistipes 比 例 属 于 相 对 较 高 的 ， Silva 和

Greengenes 在属的水平上并没有明显区别，这一

结果差异主要是由于数据库中的序列组成造成  

 
表 2  基于 RDP 数据库中 Probe Match 工具的引物覆

盖度 
Table 2  Primer coverage based on Probe Match tool 
in RDP database 

Primer Bacteria Euryarchaeota 

343F 78.8% <0.01% 

798R 65.1% <0.01% 

515F 83.0% 82.6% 

909R 58.5% 84.5% 

的，在以后的分析中，可以优先选择 Silva 和

Greengenes 作为参考数据库。 

对同一样品的不同引物获得 OTU 进行聚类

分析 (图 5)，结果显示虽然每个样品不同引物的

相同 OTU 只占总 OTU 的一小部分，但是在 H_11

样品中，AB 引物和 B 引物的相同 OTU 个数为

328，只占总 OTU 的 14.1%，而序列相同占总序

列数的 82%，同样的，H_12、H_21、H_22、H_31、

H_32、H_41 和 H_42 中两种引物的相同 OTU 分

别为 516、362、405、236、268、277 和 214，占

总 OTU 的比例基本为 15%左右，占总序列数的比

例均高于 80%，且样品 H_32 的序列相似比例达

到 90.9%，因此说明两种引物都能够扩增出样品

的大多数丰度较高的微生物，在需要扩增古菌的

条件下，是可以单独选用 AB 引物的。 

3  讨论 

本文证实了一对可以同时扩增细菌和古菌的

16S rRNA 基因通用引物，通过志愿者的肠道微生

物群落结构变化展示了这对引物非常适宜用于人

体肠道微生物分析，既可以展示细菌群落的前后

变化，又能够同时展示肠道中产甲烷古菌的情况，

已有研究表明肠道中古菌基本为产甲烷古菌[24]，

该引物可以通过一次扩增和高通量测序同时分析

肠道样品中的细菌和古菌群落结构变化，既经济

又快速，也可以对细菌和古菌的比例作大致比较。 
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图 4  AB 引物扩增序列分别以 Silva、RDP 和 Greengenes 为数据库在门和属分类水平的分布 
Fig. 4  Reference Silva, RDP and Greengene database distribution of major phylum and genus in the different samples. 
(A) The Silva database consists of species at phylum level. (B) The Silva database consists of species at genus level. (C) 
The RDP database consists of species at phylum level. (D) The RDP database consists of species at genus level. (E) The 
Greengenes database consists of species at phylum level. (F) The Greengenes database consists of species at genus level. 

 
通过这对引物扩增和测序得到的细菌群落与

以往研究差异不大。谢尚奎等[25]的研究曾发现便

秘大鼠和正常大鼠的粪便中总细菌和 Bacteroidetes

及 Firmicutes 等肠道优势菌群没有明显变化，这

与上述结果类似。在属的分类水平上，Ruminococcus、

Bacteroides 和 Faecalibacterium 为主要优势菌属，

Bacteroides 是哺乳动物胃肠道微生物主要组成之

一，可以利用单糖，但其能量主要来源于宿主和

植物多糖[26]；Faecalibacterium 是健康成年人肠道

最常见的细菌之一，能够改善人的免疫系统[27]；

Faecalibacterium 已知菌种中丰度最高的是普拉

梭菌 Faecalibacterium prausnitzii[28]，它是人肠道

重要的共生菌，研究表明肠道中 Faecalibacterium 

prausnitzii 比例与肥胖哮喘、抑郁症等相关[29-30]。

另外，在 1 号样品中，Sutterella 的比例达到 10% 

(图 1C)，研究发现其与儿童自闭症有密切的联系， 
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图 5  同一样品不同引物的 OTU 聚类 
Fig. 5  OTU clustering of different primers in the same samples. (A) Volunteer 1 before probiotics intake. (B) Voluntee 
r 1 after probiotics intake. (C) Volunteer 2 before probiotics intake. (D) Volunteer 2 after probiotics intake. (E) Volunteer 
3 before probiotics intake. (F) Volunteer 3 after probiotics intake. (G) Volunteer 4 before probiotics intake. (H) 
Volunteer 4 after probiotics intake. 
 

自闭症患者肠道中产碱菌属水平比正常儿童高，

主要是由于 Sutterella 水平较高[31]。 

产甲烷古菌是古菌中非常重要的一种，也是动

物肠道中的主要类群。通过 Probe Match 比对显示

AB 引物能够扩增超过 80%的产甲烷古菌，在本研

究检测到的古菌中，Methanobrevibacter 是严格厌

氧菌，大多数生长在大型动物肠道中，会产生大量

的温室气体，在人体肠道中也有发现，是与人肥胖

相关的肠道微生物[32]，Methanothermobacter 可以

利用 CO2 和氢气产生甲烷[33]。 

随着微生物分子生态学和微生物分类学的发

展，对人体内微生物的研究也在不断深入，通过

高通量测序技术和微生物分类学的方法对人体内

微生物进行分析，能够更加全面地了解人体内的

微生物群落结构，合理的引物选择有利于发现肠

道中的稀有菌群，帮助人们认识肠道微生物的丰

富性和多样性，为人类肠道菌群研究提供基础。 
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