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1 引言

16s rRNA即 16s ribosomal RNA，是原核核糖体 30S小亚

基的组成部分，与 Shine-Dalgarno（SD）序列结合。编码 16s

rRNA的基因称为 16s rRNA基因。16s rRNA是原核生物（细

菌和古细菌）3种 23s、16s和 5s rRNA的其中一种，其大小约

为 1500个碱基。该基因区域既含有保守序列，又含有可变序

列，在反映生物物种的亲缘关系的同时，也揭示了生物物种的

特征核算序列，因此，被用于鉴定原核生物的种属[1]。

传统微生物研究方法主要是选择性培养或根据代谢特

征、形态特征和抗原特征等进行鉴定和分类[2]。这种方法局限

于定量检测可培养的细菌，因为有的细菌量很少，培养不出

来，或现有的培养基和培养技术不适合微生物培养，或有的细

菌生长极为缓慢；同时也不能鉴定未知的细菌，这样就大大低

估了正常菌群的数量和多样性[3,4]。16s rRNA序列分析技术是

一种非培养分析技术，能够快速鉴定出不能人工培养的微生

物，该方法的鉴定指标是以保守的 16s rRNA序列为基准，通

过找到序列差异鉴定种属，可以发现微生物新的种类。然而随

着研究的不断深入，16s rRNA基因也逐渐表现出不可忽视的

缺点，即高保守性使其不能较好地区分属内不同的物种，在基

因组内的多拷贝性也降低了确定其序列的准确性[5]。正是由于

16s rRNA基因的保守性，许多研究对细菌的区分鉴别只能停

留在“种”水平上，无法进一步区分某些种系非常接近的菌种

或同一菌种的不同菌株。而 16s~23s rRNA基因间隔区（ISR）

序列的进化速度是 16s rRNA基因的 10倍，同一菌种不同菌

株的基因间隔区是不同的，可用于菌株的鉴别。同时研究者在

原核生物的系统发育中使用其他不同的看家基因（gyrB、secA1

等）进行研究，来弥补 16s rRNA序列分析的不足。如 Gema

Carrasco[6]应用 gyrB来提高对 10种诺卡菌属的鉴定。

2 16s rRNA 高通量测序技术简介

随着分子生物学的进一步发展，许多学者和科学家们研

究出各种新兴的菌种鉴定方法，如克隆文库构建、变性梯度凝

胶电泳（denaturing gradient gel electrophoresis, DGGE）、末端限

制性片段长度多样性、实时荧光定量聚合酶链式反应（real-

time quantitative polymerase chain reaction, RT-qPCR）宏基因

组学以及高通量测序技术。高通量测序技术是新一代的非培

养分子生物学技术。

基于 16s rRNA测序的高通量组学技术，具有以下特点：

淤每次能研究同一样本中多种微生物；于可以对样本中微生

物进行高灵敏度的精确定量；盂可以获得整个微生物群落的

信息并进行分类学鉴定。其技术的主要操作流程包括：淤提取
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样本中微生物总基因组；于选择合适的引物进行 PCR扩增；

盂根据实际情况选择测序平台测序；榆生物信息学分析，包括

操作分类单元（operational taxonomic unit, OTU）聚类、物种分

类和多样性分析。

目前，高通量测序主要包括 Roche 454 GS Life Sciences

焦磷酸测序、Illumina Solexa 聚合酶测序和 ABI Solid 连接酶

测序 3种测序技术 [7,8]。而在 16s rRNA 测序方面，Roche 454

GS Life Sciences焦磷酸测序（特别是 Roche 454 FLX技术）、

Illumina Solexa聚合酶测序（特别是 Illumina公司的 Hiseq和

Miseq技术）应用最广泛。许多研究者如 LUO C等[9]对这两种

测序技术的优势和不足进行了比较。454 FLX技术测序长度

较长，可以达到 400耀500bp，如 16s rRNA片段的 V4耀V5区或

V3耀V5区，但是每个样品的数据大约为 1耀2万个序列。测序片

段越长，物种鉴定的准确度越高，就越能真实地反映样品中微

生物物种的组成。Hiseq技术测序长度只有 100bp，但是每个

样品可获 10耀100倍 454 FLX技术测序的序列数。Miseq技术

测序，单端测序长度可达 250bp，每个样品可测定 4耀6万个序

列，测序时间短，价格较低。通常 Hiseq和 Miseq技术应用双端

测序，每个样品最后可获得 40耀100M条序列，足以后续分析

样品中的生物信息。生物信息学分析是高通量测序研究样本

中微生物生态学的重点和难点，不仅仅需要专业的人员进行

精准的专业操作，还更需要通过一系列工具和资源将海量数

据翻译成具体群落的多样性信息，其主要内容包括数据预处

理、测序错误校正、OUT聚类、物种分类、a多样性分析和 注多

样性分析。

3 16s rRNA 高通量测序技术应用于口腔微

生物鉴定

人类口腔是一个复杂的生态环境，其中寄居着病毒、细菌

和真菌等微生物，而细菌就多达 1000种[10]，他们形成复杂而稳

定的微生物群落结构，与宿主形成一种微妙的关系。然而这种

稳定的微生物群落一旦丧失，就会导致少数致病物种的过度

增长，进而影响宿主的整体或局部的改变，即发生病变。几种

口腔传染性疾病中最常见的是龋齿和牙周炎。而牙龈卟啉单

胞菌、中间普氏菌、具核梭杆菌、变异链球菌等细菌与龋齿、牙

周炎的发生均有着紧密的联系[11]。因此，正确了解口腔微生物

群落结构是研究致病菌致病机理的基础，也是预防疾病的发

生与发展的重要手段之一。Al-hebshi等[12]严格筛选 12名健康

年轻人并获得口腔唾液，选取细菌 16s V1耀V3 高变区应用

454焦磷酸 FLX测序平台测序，最终共鉴定 557个种水平的

分类单元，122个属，13个门；核心菌群包括 55个种水平的分

类单元，30个属，7个门，即厚壁菌门、变形菌门、放线菌门、拟

杆菌门、梭杆菌门、Saccharibacteria 菌门和 SR1 菌门。KC

Anukam等[13]利用 Illumina MiSeq测序平台对 8、28、58岁三个

不同年龄段女性的口腔样本的 DNA进行测序，辛普森指数分

别为 7.42、6.95和 7.74，共检测出 85个种、70个属、12个门，

而 8岁样本中流感嗜血杆菌所占比例最高，28岁样本中副流

感嗜血杆菌所占比例最高，58岁样本中嗜热链球菌所占比例

最高。

4 16s rRNA 高通量测序技术应用于肠道微

生物鉴定

人类肠道菌群与人体肠道功能、免疫功能和营养代谢密

切相关。健康的肠道菌群不仅涉及参与从膳食成分中提取能

量、维生素合成、免疫系统组成原则等，还能防止胃肠道病原

体的定植[14-17]。但是在现实生活中，在机体免疫力的改变、广谱

抗菌药物的使用、微生态制剂等因素的作用下，肠道中正常菌

群的构成和丰度发生变化，最终导致疾病的发生。Almonacid

等[18]选取了 897个健康个体的粪便样本，选用 28个与临床相

关的肠道细菌 16s rRNA靶点序列，应用 Illumina Nextseq500

测序平台分析粪便样本微生物的构成和丰度，最后建立一种

与临床相关的肠道健康微生物群落参考范围，为临床上相关

疾病的诊断与治理提供一种有效的途径。Alcon-Gine等[19]优化

了极低体重儿肠道微生物群落 16s rRNA基因序列分析法，结

果表明，选取 16s rRNA可变区域的（V1+V2+V3）和（V6+V7+

V8）序列比（V4+V5）序列在鉴定肠道微生物的种属方面更具

有代表性。

同时，许多研究者通过对比分析患者肠道微生物群落与

健康人群之间的差异来研究与疾病发生相关的微生物菌种。

Xingming Deng等[20]应用 Illumina Hiseq2500测序平台对 69个

粪便样本中微生物 16s rRNA测序分析，这 69个样本分别来

自于健康个体、结直肠癌（CRC）患者和手术或化疗过的 CRC

患者，结果表明，在 CRC患者的抗癌治疗中，某些细菌群的存

在或缺失可能起着关键作用，因此，观察 CRC患者菌群中物

种特异性变异可能会导致现有外科或化疗方案的发展和优

化。姜洋等[21]也采用高通量测序技术检测溃疡性结肠炎（UC）
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和正常人群的肠道菌群分布，分析与 UC形成和发展密切相关

的菌属种类和丰度，以便利于 UC的研究和相关药物的开发。

5 结语

随着分子生物学技术的快速发展，16s rRNA高通量测序

技术也在不断进步。同时，越来越多的研究者将此技术应用于

不同领域，尤其是在医学领域。更多的医学研究者希望将更先

进更快捷的方法应用于疾病诊断及疾病预防中。16s rRNA高

通量测序技术近年来发展迅速，其主要应用于各种生态环境

中微生物菌种的鉴定以及菌种的多样性。然而其只能在属种

水平上区分微生物，局限于属种水平以下的分级鉴定。因此，

16s rRNA高通量测序技术需要结合其他分子生物学技术，准

确地鉴定微生物的种类，为人类健康的精准治疗与预防提供

有力依据。
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