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研究报告 

16S rRNA 基因高变区 V4 和 V3−V4 及测序深度对油藏细

菌菌群分析的影响 
刘明艳  马嘉晗  李瑜  刘文霞  秦鸿娟  高配科* 
曲阜师范大学生命科学学院  山东 曲阜  273165 

摘  要：【背景】16S rRNA 基因测序是当前研究微生物群落组成及其分布的重要手段。【目的】揭示

16S rRNA 基因高变区 V4 (515−806)和 V3−V4 (338−806)及测序深度(1−2 万条和 10 万条)对油藏微生

物细菌群落组成和多样性分析的影响。【方法】所用油水样细菌 16S rRNA 基因拷贝数为

(6.51±0.56)×108/L，16S rRNA 基因 V4 区测序使用 Illumina MiSeq PE250 测序平台，V3−V4 区测序

使用 MiSeq PE300 测序平台。【结果】测序深度达到 1−2 万条时，V4 和 V3−V4 区测序文库覆盖率

均达到 99.6%以上，且具有较好的可重复性；V4 区测序深度为 1−2 万和 10 万时，菌群 α 多样性指

数受测序深度影响不显著；与 V4 区测序相比，同样测序深度(1−2 万)下，V3−V4 区测序获得的菌群

α 多样性指数有所降低。V4 测序 1−2 万与 10 万获得的菌群中几乎未出现显著性差异微生物类群；

同样测序深度 (1−2 万 )下，V4 与 V3−V4 测序相比，优势微生物类群 Epsilonproteobacteria 
(51.37%:64.23%)和 Deltaproteobacteria (17.96%:11.40%)相对丰度表现出显著差异。【结论】测序深度

达到一定水平，增加测序深度会一定程度上影响菌群 α多样性指数，对菌群 β多样性分析的影响十

分有限；同一测序深度下，V4 区与 V3−V4 区测序获得的细菌菌群 α 多样性指数明显不同，部分优

势微生物类群的相对丰度值之间具有显著性差异。鉴于测序读长的提升和测序成本降低，与 V4 区

测序相比，V3−V4 区测序在更低的测序深度下文库覆盖率更高，可提供更多用于反映物种亲缘关系

的 16S rRNA 碱基信息，本文认为 V3−V4 区测序可作为当下菌群分析的首选区域。 

关键词：油藏，细菌，16S rRNA，V4，V3−V4，MiSeq 测序 

Influence of 16S rRNA gene V4 and V3−V4 sequencing and 
sequencing depth on unraveling bacterial communities inhabiting 
oil reservoirs 
LIU Ming-Yan  MA Jia-Han  LI Yu  LIU Wen-Xia  QIN Hong-Juan  GAO Pei-Ke* 
College of Life Sciences, Qufu Normal University, Qufu, Shandong 273165, China 

Abstract: [Background] 16S rRNA gene sequencing is an important method to investigate microbial 
communities inhabiting diverse environments. [Objective] This study aimed to reveal the influences of 
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16S rRNA gene V4 and V3−V4 sequencing with sequencing depth of 10 000−20 000 and 100 000 on 
analyzing bacterial communities inhabiting oil reservoirs. [Methods] The number of the bacterial 16S 
rRNA gene copies of the sample used here was (6.51±0.56)×108/L. The bacterial 16S rRNA gene 
amplicons were sequenced on MiSeq PE250 and PE300 sequencing platforms, respectively. [Results] The 
Good’s coverage of each sequencing library reached up to 99.6%, when the sequencing depth reached   
10 000. The data obtained by V4 and V3−V4 sequencing were repeatable. The α diversity indices of 
the communities obtained by V4 sequencing with depth of 10 000−20 000 and 100 000 did not show 
significantly differences. Furthermore, there were few microbial populations that showed significant 
differences. Compared with the communities obtained by V4 sequencing, lower α diversity indices 
were observed in the communities obtained by V3−V4 sequencing with a same sequencing depth, and 
the relative abundances of Epsilonproteobacteria (51.37%:64.23%) and Deltaproteobacteria 
(17.96%:11.40%) had significant differences. [Conclusion] The results indicated that increasing 
sequencing depth had a more distinct impact on community α diversity analysis than community β 
diversity analysis for a given sample, differential α diversity indices and some dominant microbial 
populations with significantly differential relative abundances were observed between the communities 
obtained by V4 and V3−V4 sequencing. In view of the increase of sequencing length and lower cost of 
MiSeq sequencing, higher sequencing coverage and more 16S rRNA bases, V3−V4 sequencing is 
suggested as the preferred method at the current stage. 

Keywords: Oil reservoirs, Bacteria, 16S rRNA, V4, V3−V4, MiSeq sequencing 

微生物在碳循环、氮循环、磷循环和硫循环等

生物地球化学过程、营养盐再生、环境污染物降解、

能源勘探开发和能量传递等过程中发挥着重要作

用[1-2]。特定环境微生物的群落组成、多样性及其

生态功能是微生物生态学研究的核心问题。微生物

群落结构决定了其生态功能，研究微生物群落有助

于人类更好地驾驭这些微生物净化环境、勘探开发

矿藏、生产合成医药等。 
微生物群落分析已从最初的分离培养发展

到分子水平 [3-4]，分子检测技术主要包括荧光原

位杂交 [5-6]、克隆文库 [7]、基因芯片 [8-9]、基于高

通量测序的 16S rRNA 基因序列分析[10-12]、宏基

因组[13]和宏转录组[14]等，其中 16S rRNA 基因测

序在研究微生物群落组成及其分布过程中得到广

泛应用。 
油藏孕育着丰富的微生物类群，这些微生物及

其代谢产物能够一定程度上改善油藏环境和原油

物性，提高原油采收。油藏微生物群落分析是石油

微生物学的一个重要研究方向，对微生物采油技术

的应用具有重要指导意义。454 焦磷酸测序开创了

16S rRNA 基因高通量测序的先河，2014 年前后

454 焦磷酸测序在油藏微生物群落解析方面发挥

了重要作用[12,15]，但要达到较高测序深度，不可避

免地要增加测序成本。MiSeq 测序技术的出现使得

同样测序成本情况下测序深度大大提高。现阶段，

基于 MiSeq 测序平台的 16S rRNA 基因 V4 区测序被

广泛用于各环境(含油藏)微生物群落研究[10,16-17]。

基于 V3−V4 区测序可提供更丰富的序列信息，同

样测序深度下测序成本略有提高，该测序区域在油

藏环境的应用鲜有报道。鉴于此，本文基于 MiSeq
测序平台探究测序区域(V4 区和 V3−V4 区)及测序

深度对油藏细菌菌群分析的影响。 
油藏是一个高压缺氧的极端环境，微生物数量

远远低于地表土壤和湖泊等环境，基于待分析油水

样微生物 16S rRNA 基因拷贝数，设置 V4 区和

V3−V4 区 MiSeq 测序所需深度。分析内容包括：

(1) 不同测序区域和深度对油藏细菌菌群多样性

指数分析的影响；(2) 不同测序区域和深度对菌群

组成分析的影响；(3) 不同测序区域和深度下相对

丰度之间具有显著性差异的微生物类群分析。本文

研究结果可为基于 16S rRNA 基因高通量测序研究

油藏微生物群落提供一定参考。 
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1  材料与方法 

1.1  主要试剂和仪器 
AxyPrep™ Genomic DNA Miniprep Kit，康宁

生 命 科 学 ( 吴 江 ) 有 限 公 司 ； FastStart Universal 
SYBR Green Master (ROX)试剂盒，上海罗氏制药

有限公司；大肠杆菌 DH5α 和 pEASY-T 载体，北

京全式金生物技术有限公司。NanoDrop 分光光度

计，赛默飞世尔科技公司；PCR 仪，Bio-Rad 公司；

MiSeq 测序仪，Illumina 公司。 

1.2  微生物菌体收集与总 DNA 提取 
实验所用油水样取自新疆克拉玛依油田六中

区克下组采油井 T6890 产出液。该油藏区块已经

历近 30 年水驱，截至取样时采油井综合含水

92.5%。油藏平均深度 480 m，地层温度 22.6 °C，

地层压力 7.2 MPa。菌体收集过程为：将 2 L 油水

样置于 60 °C 下静置 30 min，利用无菌分液漏斗

进行油水相分离；水相经 0.22 μm 孔径滤膜过滤

收集菌体；油相加入 3 倍体积异辛烷，混合均匀

后 12 000 r/min 离心 20 min 收集菌体，同时将离心

后的油相经 0.22 μm 孔径滤膜过滤收集菌体；将油

水相所得菌体混合用于基因组提取。基因组提取采

用玻璃珠研磨和 Axygen 基因组提取试剂盒相结合

的方法[15]：将 1 mL TE 缓冲液(Tris 80 mmol/L，

EDTA 40 mmol/L，pH 8.0)加入上述菌体，加入 0.2 g 
0.1 mm 玻璃珠 2 500 r/min 振荡 1 min，此过程重

复 3 次，期间置于冰上冷却 1 min。后续基因组提

取过程用 Axygen 基因组提取试剂盒完成。 

1.3  16S rRNA 基因数量定量分析 
以 16S rRNA 基因通用引物 8F (5′-AGAGTTT 

GAT(CT)(AC)TGGCTC-3′)和 338R (5′-GCTGCCT 
CCCGTAGGAGT-3′)为定量 PCR 引物，检测样品

基因组中 16S rRNA 基因数量[18]。回收纯化 16S 
rRNA 基 因 扩 增 子 ， 将 目 的 基 因 片 段 连 接 入

pEASY-T 载体，进而克隆转化到大肠杆菌 DH5α
中(具体操作按照试剂盒说明书进行)。选取阳性克

隆于液体肉汤培养基中 37 °C、160 r/min 培养过夜，

收集菌体提取质粒。用 NanoDrop 分光光度计检测

所提质粒 DNA 浓度，计算质粒数量的公式：样品

浓度(ng/μL)=OD260×50 ng/μL×稀释倍数；样品摩尔

质 量 = 碱 基 对 数 ×660 g/mol ； 样 品 基 因 数 量

(copies/μL)=6.02×1023× 待 测 样 品 浓 度 (ng/μL)× 
10−9/样品摩尔质量；核酸最高吸收波长为 260 nm；

1 OD 相当于 50 μg/mL 的 dsDNA。将质粒进行 10 倍

比梯度稀释至 102 copies/μL，用于标准曲线绘制。

荧光定量采用 SYBR Green I 染料法，PCR 反应体

系：Fast Start Universal SYBR Green Master 10 μL，

引物 8F 和 338R 各 6 pmol/L，模板 DNA 1 μL，

ddH2O 补足至 20 μL。PCR 反应条件：95 °C 10 min；

95 °C 20 s，60 °C 1 min 采集荧光信号，40 个循环；

以每循环 0.5 °C 由 60 °C 上升至 95 °C，每循环保

留 10 s，获得溶解曲线。根据标准曲线计算待测样

品中 16S rRNA 基因数。 

1.4  16S rRNA 基因 MiSeq 测序及序列处理 
16S rRNA 基因 V4 区测序使用 Illumina MiSeq 

PE250 测序平台(单端最大读长 250 bp)，16S rRNA
基因 V3−V4 区测序使用 MiSeq PE300 测序平台(单
端最大读长 300 bp)。V4 区 PCR 扩增所用引物为

515f (5′-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3′)和 806r 
(5′-GGACTACHV GGGTWTCTAAT-3′)，扩增子长

度约 290 bp[10]；V3–V4 区 PCR 扩增所用引物为 
338f (5′-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3′)和 806r 
(5′-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3′)，扩增子长

度约 460 bp。PCR 反应体系(20 µL)：5×TransStart® 

FastPfu Buffer 4 µL，dNTPs (2.5 mmol/L) 2 µL，

TransStart® FastPfu DNA Polymerase (2.5 U/µL) 
0.5 µL，正、反向引物(10 μmol/L)各 0.5 µL，样品 DNA 
2 µL，ddH2O 10.5 µL。PCR 反应条件：94 °C 4 min；

94 °C 30 s，50 °C 30 s，72 °C 30 s，30 个循环；72 °C 
5 min。测序由上海美吉生物医药科技有限公司完成。 

测序数据处理通过 Quantitative insights into 
microbial ecology (QIIME)软件完成。PE reads 首先

根据 Overlap 关系进行拼接，对低质量的数据进行

过滤；根据 Barcode 序列将序列按照样品来源进行

分拣，对每个样品的序列数目进行统计；在 97%
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相似度水平上，通过 Usearch 方法对序列进行操作

分类单元(operational taxonomic units，OTU)划分，

在聚类过程中去除嵌合体，得到 OTU 的代表序列，

并生产 OTU 表格；采用 RDP classifier 贝叶斯算法

对 97%相似水平的 OTU 代表序列进行分类学分

析；基于 OTU 计算物种多样性指数，如菌群丰度

指数 Ace、菌群多样性指数 Shannon 和 Simpson、

测序深度指数 Good’s coverage。 

1.5  统计分析 
采用相关性分析、方差分析和 Duncan 检验、

基 于 Bray-Curtis 算 法 的 非 度 量 多 维 尺 度 分 析

(non-metric multidimensional scaling ， NMDS) 和

ANOSIM 分析对各测序方法得到的微生物群落组

成异同进行比较分析。差异性微生物类群分析基于

Welch’s t test，所用软件为 Statistical analysis of 

metagenomic profiles (STAMP 2.1.3)[19]。 

2  结果与分析 

2.1  采油井产出液微生物群落16S rRNA基因数 
荧光定量 PCR 结果表明，阴性对照组扩增无

信号，扩增效率达到 90%，标准曲线 R 达到 0.99，

经计算本文所用油水样中微生物 16S rRNA 基因数

量为(6.51±0.56)×108/L。 

2.2  16S rRNA 基因不同测序区域和深度测序概

况及多样性指数 
所用样品 V4 区测序 1−2 万条、V4 区测序 10 万

条和 V3−V4 测序 1−2 万条，其文库覆盖率均达到

99.6%以上；同一测序区域(V4)，随测序深度增加，

OTU 数量明显增加(表 1)；同 V4 区测序相比，

V3−V4 测序获得的 OTU 数量明显较少(表 1)。多

样性指数分析表明，V4 区测序 1−2 万和 10 万时，

菌群 Shannon 和 Simpson 指数受测序深度影响不显

著；与 V4 区测序相比，V3−V4 区测序 Shannon
指数偏低，Simpson 指数偏高。以上数据表明，对

于同一测序区域，即使文库覆盖率已达到 99.6% 
(如 V4 区测序，表 1)，增加测序深度仍会有相当

数量 OTU 被检测到；与 V4 区测序相比，在相近

测序深度下(V3−V4 区测序条带数略少)，V3−V4
区测序检测到的 OTU 数量明显减少，菌群 Shannon
多样性指数明显降低，但 Simpson 多样性指数和文

库覆盖率更高。 

2.3  不同测序区域和测序深度获得菌群的物种

组成一致性 
在纲水平上，V4 区测序 1−2 万、V4 区测序

10 万和 V3−V4 区测序 1−2 万 3 种测序方式获得的菌

群中共有微生物类群所占百分比分别为 98.15%、 
 

表 1  16S rRNA 基因测序概况 
Table 1  Overview of the 16S rRNA gene sequencing 
测序方法 
Sequencing method 

条数 
Reads 

Coverage OTUs Shannon Simpson 

V4 区测序 10 万条 

V4 with sequencing depth of 100 000 

130 750 (4 858) 0.999 6 440 (18)* 3.085 (0.262)a 0.161 (0.025)b 

V4 区测序 1−2 万条 
V4 with sequencing depth of 10 000−20 000 

22 492 (5 494) 0.996 2 340 (23)** 3.153 (0.130)a 0.150 (0.017)b 

V3−V4 区 1−2 万条 
V3−V4 with sequencing depth of 10 000−20 000 

17 276 (6 635) 0.999 6 145 (4) 2.533 (0.050)b 0.236 (0.012)a 

注：以上数据均为平均值，括号中为标准偏差；V4 区测序 10 万条 2 个平行，V4 区和 V3−V4 区测序 1−2 万条各 3 个平行；

*表示含 16 个古菌 OTU (相对丰度为 0.45%)，**表示含 15 个古菌 OTU (相对丰度为 1.2%)；Duncan 多重比较结果的字母标记

参考文献[20]，小写字母表示 α<0.05 水平. 
Note: The above data are averages of the parallel samples, with standard deviation in brackets; V4 with sequencing depth of 100 000 
included two parallel samples, V4 and V3−V4 with sequencing depth of 10 000−20 000 included three parallel samples, respectively;   
* indicated that 16 archaeal OTUs were detected, ** indicated that 15 archaeal OTUs were detected; Letter markers for multiple 
comparison result refer to references [20], the lower-case letters represent α<0.05. 
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98.99%和 99.5% (图 1A)。在属水平上，3 种测序

方式获得的菌群中共有微生物类群在 V4 区测序

1−2 万中占 94.06%，在 V4 区测序 10 万中占 94.61%，

在 V3−V4 区测序 1−2 万中占 98.13% (图 1B)。在

属水平上对上述 3 种测序方式获得的菌群进行

Pearson 线性相关性分析表明，3 种测序方式获得

的菌群中共有微生物类群具有极为相近的相对丰

度(图 2)。以上数据表明，3 种测序方式获得的菌 
 

 

 
 

图1  V4和V3−V4区不同测序深度获得菌群中共有微生

物类群和特有微生物类群在各菌群纲水平(A)和属水平

(B)中所占百分比 
Figure 1  The abundances of different and shared 
microbial populations at class (A) and genus (B) level in the 
microbial communities obtained by 16S rRNA gene V4 and 
V3−V4 sequencing 

 

 

 
 

图 2  V4 和 V3−V4 区不同测序深度获得菌群的 Pearson
线性相关性分析 
Figure 2  The Pearson analysis for the microbial 
populations obtained by 16S rRNA gene V4 and V3−V4 
sequencing 

 
群中优势微生物类群(纲和属水平)及其相对丰度

具有较高的一致性。 
菌群 β 多样性分析表明，同一测序体系重复

测序获得的菌群仍具有一定差异，但整体上优于

不同测序体系获得的菌群，在 NMDS 图中表现为

具有更近的距离(图 3)。相同测序区域(V4)不同测 
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图 3  V4 和 V3−V4 区不同测序深度获得菌群的 NMDS
分析 
Figure 3  The NMDS analysis for the microbial 
communities obtained by 16S rRNA V4 and V3−V4 
sequencing 

 
序深度(1−2 万和 10 万条)在 NMDS 图中并未明显

分开，不同测序区域(V4 和 V3−V4 区)相同测序深

度(1−2 万条)获得的菌群在 NMDS 图中明显分开。

即便如此，V4 和 V3−V4 区测序获得的菌群间并未

表现出显著性差异(ANOSIM 分析，P=0.1)。 

2.4  不同测序区域和深度获得的菌群中相对丰

度存在显著差异的微生物类群 
如表 2 所示，两两显著性差异分析表明，在纲

水平上，V4 区测序 10 万与 V4 区测序 1−2 万两种

测序深度下几乎不存在相对丰度具有显著性差异

的微生物类群(图 4A)；V4 区测序 10 万与 V3−V4
区 测 序 1−2 万 两 种 测 序 下 优 势 微 生 物 类 群

Deltaproteobacteria 、 Gammaproteobacteria 和

Betaproteobacteria 相对丰度间存在显著性差异

(图 4B，P<0.05)；V4 区测序 1−2 万与 V3−V4 区

测 序 1−2 万 两 种 测 序 下 优 势 微 生 物 类 群

Epsilonproteobacteria 、 Deltaproteobacteria 、

Alphaproteobacteria 和 Deferribacteres 相对丰度间

存在显著性差异(图 4C，P<0.05)。在属水平上 V4
区测序 10 万与 V4 区测序 1−2 万两种测序深度

下不存在相对丰度具有显著性差异的优势微生

物类群(图 5A)；V4 区测序 10 万与 V3−V4 区测

序 1−2 万两种测序下 Desulfobotulus、Arcobacter、

Sulfurospirillum、Desulfomicrobium、Desulfococcus、

Geobacter、Desulfotignum 和 Desulfocapsa 等微生

物 类 群 相 对 丰 度 间 存 在 显 著 性 差 异 ( 图 5B ，

P<0.05)，但这些微生物类群在群落中占比在 5%以

下；V4 区测序 1−2 万与 V3−V4 区测序 1−2 万两

种测序下相对丰度间存在显著差异的微生物类群

数量增多(图 5C，P<0.05)，其中包含优势微生物

Sulfurovum (V4 区 49.49%，V3−V4 区 62.67%)，其

他具有显著性差异的微生物类群在群落中占比在

5%以下。 

3  讨论与结论 
鉴于 Illumina MiSeq 高通量测序平台读长及测

序成本等问题，基于引物 515f 和 806r 扩增的 V4 区

测序被广泛使用，是发起于 2010 年的地球微生物组

计划(Earth Microbiome Project，http://www.earthmic 
robiome.org/)建议使用的测序引物及区域。引物 

 
表 2  相对丰度存在显著差异的优势微生物类群在 V4 和 V3−V4 区测序获得菌群中的分布 
Table 2  The relative abundances of differential microbial populations in the microbial communities obtained by 16S rRNA 
V4 and V3−V4 sequencing (%) 
纲水平 
Class level 

V4 区测序 10 万 
V4 with sequencing depth  
of 100 000 

V4 区测序 1−2 万 
V4 with sequencing depth  
of 10 000−20 000 

V3−V4 区测序 1−2 万 
V3−V4 with sequencing depth  
of 10 000−20 000 

Epsilonproteobacteria 53.96 51.37 64.23 
Deltaproteobacteria 17.99 17.96 11.40 
Gammaproteobacteria 2.75 2.31 1.43 
Deferribacteres 1.37 1.90 0.99 
Sphingobacteriia 1.16 1.22 0.69 
Betaproteobacteria 0.83 0.66 0.46 
Alphaproteobacteria 0.12 0.12 0.05 
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图 4  V4 和 V3−V4 区不同测序深度获得菌群中相对丰度具有显著差异的微生物类群(纲水平) 
Figure 4  The microbial populations that showed significant difference between the communities obtained by 16S rRNA gene 
V4 and V3−V4 sequencing (at the class level) 

 
515f 和 806r 由 Caporaso 等设计，对微生物覆盖度

高，同时也可以检测到部分古菌类群 [10]。然而

Parada 等发现该引物对会对 Gammaproteobacteria
造成高估，因此对其进行了优化[21]。这一现象在

本文中也有所体现，如同一测序深度下，V4 区

测序获得的菌群中 Gammaproteobacteria 的相对

丰度是 2.31%，高于 V3−V4 区测序获得的菌群

中 Gammaproteobacteria 相对丰度是 1.43%。基

于引物 338f 和 806r 对 V3−V4 区进行扩增，可获

得约 460 bp 扩增子。更长的序列信息意味着可

用于反映种属亲缘关系的位点数增多，能够更准

确地进行物种分类分析。与此同时，对测序平台

的读长要求也相应提高，测序成本相应增加，如

相对 V4 区测序(约 290 bp)，单端测序 150 bp 的

读长即可满足分析需求，而 V3−V4 区单端测序

读长至少要达到 250 bp。现阶段 Illumina 测序平

台读长已经可以达到 400 bp，测序成本也在不断

降低。 
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图 5  V4 和 V3−V4 区不同测序深度获得菌群中相对丰度具有显著差异微生物类群(属水平) 
Figure 5  The microbial populations that showed significant differences between the communities obtained by 16S rRNA 
gene V4 and V3−V4 sequencing (at the genus level) 
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16S rRNA 基因测序区域和测序深度对菌群 α
多样性指数分析具有明显影响。就本文所用样本，

V4 区测序深度由 1−2 万条增加至 10 万条，文库

覆盖率仅由 99.62%增加至 99.96%，但被检测到

的 OTU 数量由 340 个(含 15 个古菌 OTU)增加到

440 个(含 16 个古菌 OTU)。多出来的 OTU 大多仅

出现一次，这表明增加测序深度可以检测到样本中

极低丰度微生物类群。由于测序平台、序列质控、

序列拼接及 OTU 划分等过程完全相同，因此测序

深度增加是导致 OTU 数量大幅度增加的根本原

因。由于共同检测到的微生物类群在菌群中所占比

重高(在属水平上，本文涉及到的 3 种测序方式获

得的菌群中共有微生物类群在 V4 区测序 1−2 万中

占 94.06%，在 V4 区测序 10 万中占 94.61%)，差

异微生物类群在菌群中所占比重极低，测序深度

对菌群 β 多样性并未表现出显著影响。在测序深

度略高的情况下，V4 区测序获得了 340 个 OTU 
(含 15 个古菌 OTU)，明显高于 V3−V4 区测序的

145 个 OTU；V4 区测序 Shannon 多样性指数显著

高于 V3−V4 区测序，但 Simpson 多样性指数和文

库覆盖率却明显低于 V3−V4 区测序。上述现象表

明，V4 区测序可能会导致对菌群的 α 多样性指数

高估。值得关注的是，V4 区测序 10 万计算出的 α
多样性指数比 V4 区测序 1−2 万更接近于 V3−V4
区测序 1−2 万。 

无论是纲水平还是属水平，V4 区测序 10 万

与 1−2 万两种测序深度下几乎不存在相对丰度具

有显著性差异的微生物类群，这应该与此两种测

序深度下文库覆盖率分别达到 99.96%和 99.62%
相关。此外，由于测序平台、测序引物、数据处

理方法等完全相同，可以排除系统误差。因此，

只要达到相应的测序深度，获得的菌群数据可以

有效反映整个菌群组成。V3−V4 区测序与 V4 区

测序相比，同样测序深度下，相对丰度具有显著

性差异的微生物类群数量增多，其中包含优势微

生物类群 Epsilonproteobacteria (51.37%:64.23%)
和 Deltaproteobacteria (17.96%:11.40%)。 

本文数据反映了 16S rRNA 基因不同测序区域

和测序深度对同一测序样本菌群分析的影响：对于

特定样品，测序深度达到一定水平(送样测序前检

测样本菌群基因组 16S rRNA 拷贝数，根据拷贝数

确定测序深度)，不同测序深度对菌群组成分析的

影响十分有限，但增加测序深度会一定程度影响菌

群 α 多样性指数；V4 区与 V3−V4 区测序获得的菌

群 α 多样性指数明显不同，且存在相对丰度具有显

著差异的优势微生物类群。鉴于测序读长的提升和

测序成本降低，以及在更低的测序深度下 V3−V4
区测序文库覆盖率更高，而且可提供更多可用于反

映物种亲缘关系的 16S rRNA 碱基信息，V3−V4
区测序可作为当下菌群分析的首选区域。此外，不

同领域微生物群落分析在满足测序深度需要的前

提下均应采用统一的测序平台、测序引物和数据处

理方法，从而有助于不同研究者对不同采样位点产

生的实验数据进行 Meta 分析，在更大的时空尺度

上揭示特定环境(如油藏)微生物群落组成特征及

演替规律。 
本文实验设计之初考虑到 V4 区测序扩增子长

度约 290 bp，V3−V4 区测序扩增子长度约 460 bp，

因此，V4 区测序由 MiSeq PE250 测序平台(单端测

序长度可达 250 bp)完成，V3−V4 区测序由 MiSeq 
PE300 测序平台(单端测序长度可达 300 bp)完成。

尽管 MiSeq PE250 和 MiSeq PE300 测序准确度都

较高，但依旧无法排除因测序平台不同可能对菌群

分析造成的影响。 
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