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引言

微生物组学的研究——即给定样本中所有
微生物的遗传物质的研究最近引起了相当大
的关注，而这主要是因为人们认识到我们身
体和环境的微生物的组成会对我们的健康
产生深层影响。

例如，人类微生物组的组成与肥胖1、免疫2 
和精神疾病3有关。值得注意的是，聚焦于分
析极端环境4 、水体5、土壤6、建筑7等中的微
生物组的研究也在急速增长。

传统的微生物组研究依赖于培养，这需要很
长的从样本得到结果的时间，且因微生物对
于实验处理的不同敏感度而易产生偏差8。
现代测序技术的出现为微生物分析领域带来
了极大优势。微生物分析的速度和准确度（
即物种鉴定和丰度）已大幅提高，培养不再
必需。但尽管如此，传统测序方法依然面临
一些挑战。

本文将探讨微生物组研究面临的挑战，并提
供实际案例来说明如何通过使用纳米孔测
序技术克服这些挑战。

现代测序技术的出现为微生物分析领
域带来了显著优势。
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微生物组研究面临的挑战

准确的微生物鉴定

用于鉴定生物样本中的微生物有两种常用
方法。其中，宏基因组测序法是对样本中任
何微生物的全基因组进行测序，这种无偏差
的方法无需进行培养，故而能鉴定目前无法
培养的生物。而传统的短读长测序技术很难
可靠地解析重复区域9，以致在近缘物种的
分类学分类和基因组组装中挑战重重。加之
其他如得出检测结果所需的时间和成本效
益等考量，16S  rRNA基因测序应运而生。

16S rRNA基因测序广为应用的原因，是因
其结合了保守和高度可变区，能进行准确的
物种区分。然而，通常用于这类实验的16S引
物并不覆盖整个16S基因区域，由于有些带
有分类信息的区域落在被分析的扩增子之
外，这可能降低物种鉴定的分辨率10。

纳米孔长读长更适合组装重复的基

因组区域，提高宏基因组物种鉴定的精
度4,11。此外，在基于16S的研究中，纳米孔技
术允许引物的设计覆盖整个16S基因10甚至
整个核糖体操纵子12，这通常使得纳米孔测
序在准确分辨更多物种的表现优于传统测
序平台10。

在采集点分析

为了最准确地了解微生物群组的组成，最好
能对样本进行快速分析——最理想就是在
采集点分析。但由于传统测序仪器体积庞大
以及基础设施要求高，研究人员经常是在采
集样本后，将之储存很长一段时间（冒着材
料丢失或样本组成改变的风险13 ），然后运
送至中央实验室。

Oxford Nanopore的MinION™重量不到
100克，可轻易放进飞机行李箱运输11，通过
笔记本电脑上的USB端口或IT配件MinIT™
为DNA或RNA测序供电，适合移动式的
研究环境。因此，样本在分析之前无需冷
冻并储存数周甚至数天。例如，据报道，
使用MinION在北极环境中从样本采集到
测序数据生成仅需不到40小时11。Oxford 
Nanopore也正在开发Flongle™——一款
测序芯片适配器，其设计旨在为较小规模、
较频繁进行的测试和实验提供更加符合成
本效益的分析。

1
纳米孔技术允许引物的设计覆盖16S基因全长
甚至整个核糖体操纵子。
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除此之外，使用Oxford Nanopore的
VolTRAX™系统，只需要最低限度的实验室
设备即可进行便携式的文库制备。结合使用
这些设备可以灵活的当场采集并分析样本，
这不仅可以减少从样本采集到获得检测结
果所需的时间，更可以通过生成数据推算样
本采集量，避免取样不足或过多，进一步精
简项目工作流程。

样本到检测结果用时减少

当监测微生物组中的变化和处理大量样本
时，能够快速且简易处理样本有很多

优势。比如，在临床研究和疾病监测的应用
中，准确快速进行样本分析的潜力可在未来
有望导向更快地实行恰当的治疗干预或病
原体遏制策略14。

纳米孔测序使样本分析在实验室或现场皆
可行，配上Oxford Nanopore最新基于转座
酶的文库制备试剂盒，仅需10分钟的动手操
作时间（基因组DNA提取之后）。

结合实时数据分析，这些精简的工作流程
使得如物种鉴定等应用仅需20分钟就能完
成——即从拿到样本到出检测结果的时
间15。实时测序设备还允许一旦生成足够数
据或鉴定出某一特定物种，即可停止测序，
这进一步突显了纳米孔测序对于交付快速、
具执行潜力信息的优势。

精简的工作流程搭配实时分析，使得宏基因组
物种鉴定仅需20分钟即可完成——即从拿到
样本到出检测结果的时间15。

图1  
MinION: 口袋大小的便携式设备。

图2 
VolTRAX: 设计旨在自动进行文库制备。

图3 
Flongle: 一款测序芯片适配器，能在较小、
一次性的测序芯片上进行直接、实时的DNA
或RNA测序。
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从微生物组到宏转录组以及其他领域2
高通量测序技术的出现不仅让研究人员能
鉴定物种、从微生物组样本构建基因组，还
可以研究基因表达。

这样的宏转录组研究能让人们更详细地了
解复杂微生物群落之间的相互作用和它们
对特定环境的反应。

在此基础上，DNA和RNA修饰（例如：甲基
化）在微生物群落中的角色也越来越受到关
注16；然而，由于需要亚硫酸盐处理或抗体
沉降（pull-down）样本预处理，这样的修
饰不易用传统技术进行检测。

纳米孔平台能够对宏基因组或靶向富集样
本中的基因组DNA和cDNA进行测序17 ，生
成的长读长适用于准确的分类学归类和转
录组学研究。

此技术还能进行直接RNA测序，而不会引入
逆转录或PCR扩增相关的偏差18。此外，直
接DNA和RNA测序设备能够检测化学修饰
（例如：甲基化），而不需要亚硫酸盐处理
或基于抗体的试验19,20。

因此，纳米孔测序技术对微生物群落的表征
比以往的单一平台更完整，大幅减少这类研
究相关的时间和成本。

纳米孔测序技术对微生物群落的表征比以往
的单一平台更完整。
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试剂盒与分析工作流程

Oxford Nanopore为微生物组研究中使用
的宏基因组和基于16S的测序方法提供易于
遵循的工作流程。

16S 分析

Oxford Nanopore推出了一款带有条码标
签的16S文库制备试剂盒，用于从多个样本
进行具有成本效益的物种鉴定（图4）。在
基因组提取后，整个工作流程仅需40分钟，
实际动手操作时间不到20分钟21。此外，还
提供了一个用于分析16S数据的生物信息学
流程，交付随着测序而被实时更新的报告。
此报告是基于将碱基识别过的序列与NCBI 
16S细菌数据库（通过BLAST）进行比对的
结果。

宏基因组分析

Oxford Nanopore提供一系列的DNA文库
制备试剂盒，包含低起始量和条码标签选
项，以满足所有实验需求。文库制备最少仅
需10分钟。数据分析使用WIMP生物信息学
工作流程实现，可以在测序进行的同时实时
鉴定宏基因组样本中的细菌、真菌、古细菌
和病毒（图5）。WIMP使用Centrifuge软件
工具22，当使用含有多个高度相似的参考基
因组时（例如，一个细菌物种的不同株系），
该工具能准确鉴定读长。WIMP工作流程也
能量化样本中的微生物。

3

图4  
使用带实时分析的16S测序快速鉴定微生物。
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图5 
WIMP报告示例。

RNA分析

纳米孔测序文库制备试剂盒可用于直接和
间接（cDNA）RNA分析。仅50 ng的起始
RNA就能实现全长cDNA分析，而文库制备
时间不到1.5小时。

直接RNA测序能从全长RNA转录物同步分
析表观遗传修饰和核苷酸序列。研究人员
已经开发了数个分析流程，可进行读长比
对、异构体鉴定和定量分析。
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个案研究4
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坏死性小肠结肠炎（Necrotising 
enterocolitis （NEC）） 是对早产和体重
不足的婴儿影响最严重的肠胃疾病之一23 ，
微生物菌群失调（失衡）已被认定为该疾
病最可能的潜在原因24。先前的研究显示，
患有NEC的早产儿有更多的潜在致病菌，
而有益的两歧双歧杆菌（Bifidobacterium 
bifidum）则较少24。

英国诺里奇厄勒姆研究所（Earlham 
Institute）的Matthew Clark博士和
Richard  Leggett博士的团队正在使用
宏基因组纳米孔测序来分析早产儿的肠
胃微生物群，不仅鉴定其中的物种，还
将其量化并分析其抗微生物药物耐药
性（AMR）25。他们的研究是与英国诺里
奇卡德拉姆生物科学研究所（Quadram 
Institute of Biosciences） Lindsay Hall 
博士一起进行的益生菌治疗临床试验的一
部分。

通过一个时程实验（time-course 
experiment），该团队得以观察益生菌和
抗生素治疗对微生物组成的影响25。施用
益生菌后，婴儿肠道中的两歧双歧杆菌（B. 
bifidum ，鉴定至种属层级）增加，长读长纳
米孔测序和短读长平台都得出类似的分析。

有趣的是，研究人员还注意到纳米孔
宏基因组测序方法与使用短读长测序
平台的16S rRNA分析相比，能得出更
细化的分类，而后者无法区分肠杆菌属
（Enterobacteriaceae）中的物种25。

该团队利用对一位重症婴儿粪便样本进
行的实时分析，成功在测序一小时内识
别出了病原体肺炎克雷伯菌（Klebsiella 
pneumoniae）的存在，并进行了相应的
AMR分析25 。

研究人员发现纳米孔测序数据的质量与短
读长测序技术相当，但关键的是，前者需要
的时间很短，只需要5小时，而短读长技术则
需要39小时。

最后，这些研究人员强调了纳米孔技术未
来可如何应用于临床应用：“我们的结果显
示， MinION测序仪能在短短数小时内从临
床样本进阶成为潜在的定制化的患者抗微
生物治疗方案” 25 。

个案研究1
与婴儿相关的肠道微生物群
（BAMBI）——临床案例

纳米孔测序能在测序的1小时内进行病原体鉴
定和AMR分析。
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鼠肠道微生物组

基于16S的种属鉴定是微生物组研究中最常
用的方法26。Shin 等10使用16S法，并应用
短读长测序技术或长读长纳米孔测序技术
来研究鼠肠道微生物群的组成。

这两种方法之间的一个关键区别在于，短读
长实验中，V3-V4 16S高变区被用来进行引
物设计和扩增子生成（平均读长—447bp）
，而纳米孔测序使用了全长16S基因（平均读
长—1393bp）。

两个平台得出的测序数据在除种属层级
外的所有分类层级都表现出了高度一致性
（R2=0.8-0.9）。研究显示，纳米孔数据能
鉴定出更多种属（即动物双歧杆菌和假长
双岐杆菌 ，肠道微生物组27中众所周知的
成员），从而实现更加完整的微生物群代表
架构。

该研究表明，种属鉴定时常用的V3-V4 16S
区的方法，其敏感度不如通过纳米孔测序实
现的全长16S基因的方法敏感度高10。

由此得出结论，相比于短读长技术，纳米孔
测序的长读长优势有助于更精确地分析鼠
肠道微生物组。

图6 
16S rRNA基因序列中的变异性。16S rRNA基因序列间检测到的变异在16S rDNA序列上表现为竖线。黑色及
红色箭头分别代表V3-V4区扩增引物组的结合位置以及16S rDNA序列（纳米孔测序）的近全长区。图像改编
自Shin等10。

种属鉴定时常用的V3-V4 16S区的方法，其
敏感度不如通过纳米孔测序实现的全长16S
基因的方法敏感度高。

个案研究2
长读长在16S微生物组研究中的优势
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罗格斯大学的Lee Kerkhof教授通过纳米
孔测序进行细菌微生物组分析，使用的是完
整的rRNA操纵子序列，而非仅用16S12,18。正
向引物在16S rRNA基因序列内生成，而反
向引物在23S rRNA基因内生成，形成了一
个4.2kb的片段（图7）。

该团队测序了6个环境样本，每个样本都由
农田土壤DNA和生物反应器DNA组成，混
合比例各异。12个小时的测序生成了1000
多个操作分类单元（OTU）*，各重复之间的
一致性较好。该团队成功构建了共有操纵
子，每个rRNA操纵子均含有一条16S和
23S基因。

该研究结论认为，操纵子的纳米孔测序，相
比于使用短读长的标准16S测序，有更高的
分类分辨率。该团队还报告说，其使用的方
法实现了OTU的精确定量。

综上，Kerkhof教授评论道：“我们的分析表
明， MinION有能力提供足够优质的rRNA
操纵子序列数据，来表征复杂环境样本中的
生物群，并提供可再现、量化且一致的结果” 
28。该团队现正在拓展其研究以阐明外部因
素（如暴露于毒素中）对鼠微生物组组成的
影响12。

* 微生物根据超过预定阈值的DNA序列的相似性，被聚类至单个操作分类单元。

个案研究3
使用核糖体操纵子进行种属鉴定

图7 
核糖体操纵子测序（4.2kb）扩增子结构，包含近全长的16S和23S序列。图像改编自Kerkhof12。 
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冰川饱含丰富的微生物群，它们在维持冰
川特性和决定融化速度方面扮演着重要
角色13。因此，研究冰川微生物组对理解
全球变暖的影响十分重要。阿伯里斯特威
斯大学（英国）的Arwyn Edwards博士率
先在位于斯瓦巴特群岛（地处挪威和北极
之间）建立了便携式实验室，使用 Oxford  
Nanopore公司的MinION研究冰川微生物
组13。

Edwards博士的团队着手使用宏基因组法
就地研究冰尘（由岩石颗粒和微生物组成的
风力堆积物）和赤雪藻华13（图8）。该研究
所需的全部仪器被装在两个标准尺寸的飞
机行李箱中运到了现场。

该团队在采集样本后36小时之内便获得了
原始测序数据。WIMP生物信息学工作流程
用于解析被测序的宏基因样本中的微生物
组成，结果显示，变形菌门为主导群落，与之
前使用短读长技术进行研究的预测一致。其
余鉴定出的微生物大部分也都与先前的预
期相符。

近期，该团队评估了16S纳米孔测序的效用，
以了解不同生态条件对当地微生物群落的
影响，初步结果显示，微生物组的组成发生
了显著变化29。

Edwards博士的研究结果证明了纳米孔测
序技术在偏远、极端和资源有限环境中进行
精确微生物组分析的效用。

个案研究4
冰上微生物群便携式鸟枪法宏基
因组测序

图8 
在斯瓦巴特群岛来自冰尘（a）和赤雪藻华（b）的样本采集。   
图片由英国阿伯里斯特威斯大学的Arwyn Edwards博士提供

(a) (b)
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西澳大利亚的希利尔湖是被eXtreme微生
物组项目（XMP-extrememicrobiome.
org）选作进行微生物组研究的几个地点之
一。该湖水的含盐量是海水含盐量的十倍，
并呈现出亮粉红色4（图9）。

这一不寻常的颜色被认为是源自一种红色
藻类（杜氏盐藻），但没有人对此进行过正
式研究。直到近期，来自澳大利亚基因组
研究所（ Australian Genome Research 
Facility ）的Ken  McGrath博士的团队采
集了顶层和下层湖水以及沉积物样本，用于
进行宏基因组分析。

传统的基于培养的分析可以解析13种不同
微生物，培养法偏向于细菌种属4。使用短读
长测序技术进行的基于16S的微生物分析建
立了更完整的分类代表性，但种属层级的鉴
定还存在问题。

相比之下，使用纳米孔技术的全鸟枪DNA测
序法实现了种属层级的分类学分类，仅在测
序开始2小时后，便开始出现更为完整的分
析图谱。测序开始24小时后便可获得最终
结果，并成功鉴定了藻类、古细菌、细菌和
病毒。

XMP项目发现，Salinibacter ruber 这种红
色细菌在湖泊宏基因组学图谱中占据主导
地位，而杜氏盐藻含量相对较低，该项目得
出的结论是，湖水的粉红色是由该细菌引起
的，而不是之前认为的藻类。

在希利尔湖微生物组研究以及XMP其余的
工作中，均是在极端缺少研究的环境下，将
纳米孔测序置于微生物组研究的最前线。

图9 
希利尔湖。图片由澳大利亚基因组研究所Ken McGrath博士提供。

个案研究5  
粉红微生物组
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迄今为止，大部分微生物组学研究的重点是
通过DNA分析阐明微生物组成和基因组结
构。然而，测序技术和工作流程的进步使得
研究人员可以对RNA进行探究，深入了解复
杂细菌群落中的基因表达30。表观遗传修饰
的分析进一步细化了微生物群落及其环境
响应的表征。但是，这种修饰在使用传统测
序技术时会被抹掉31。

在一项原理验证研究中，加州大学圣克鲁
兹分校的Andrew  Smith博士及其同事
使用纳米孔测序直接分析大肠杆菌全长
（1.5kb）16S核糖体RNA（rRNA），以通过
单次测序运行表征核苷酸和表观遗传构
成31。16S rRNA 是小核糖体有亚基的核心
组成部分。核糖体亚基在所有活细胞中均有
表达并在RNA翻译过程中扮演重要角色。
许多抗生素都是以原核核糖体为靶点。这些
核糖体通过核苷酸替换或碱基修

饰的增加或减少，获得耐药性，使得该分析
日益重要31。

该团队开发出了一种富集策略，使得人们可
以在4.5 µg总人类RNA背景中研究仅5pg的
大肠杆菌16S rRNA。此外，该团队报告说，
该分析有可能在潜在临床可行的时间框架
内进行，从采样到出结果只需两小时。 事实
上，纳米孔技术提供的实时分析可以在测序
开始后的20秒内生成16S rRNA序列。

通过研究数据，研究人员能够在16S 
rRNA（图10）的已知位点鉴定出7-甲基鸟苷
（m7G），并观察到其他表观遗传修饰的存
在，包括假尿嘧啶核苷。

综上，研究团队称：“这个【纳米孔】直接
RNA测序技术有望快速鉴定环境和患者样
本中的微生物” 31 。 *

个案研究6
16S rRNA直接测序

* 纳米孔设备目前仅用于研究。

图10 
纳米孔测序准确检测到了
大肠杆菌16S rRNA 527
位点上的m7G表观遗传修
饰。图片由美国加州大学
圣克鲁兹分校的Andrew 
Smith博士提供。 

覆
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总结

测序的出现为微生物组研究领域带来了重
大改进。宏基因组学和基于16S的实验，相
比之前基于培养的方法实现了更快更准确
的微生物群分析4,8 。但是，在充分分析微生
物组的组成方面仍然存在一些挑战。

纳米孔测序现正被用来解决这些挑战，为微
生物组研究提供便携和可扩展的选项，工作
流程快速、精简，并结合自动化的文库制备
和实时数据分析。

此外，直接DNA和RNA测序设备可以在得出
测序数据的同时检测表观遗传修饰，加深了
我们对微生物组和微生物及其宿主环境间
复杂相互作用的理解。重要的是，长纳米孔
读长能解析完整的16S rRNA基因组区域10 ，
甚至能解析全部的核糖体操纵子12，实现更
为详细的种属层级的分类10。

长读长还能更准确地表示宏基因组样本中
的物种多样性4,11。

5
纳米孔测序为微生物组研究提供了便携和可
扩展的选项。
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