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一、 现状分析： 

土壤是一个巨大的微生物物种和基因资源库 

土壤微生物资源最丰富：每克土壤 >10亿个微生物，但 >99% 微生物尚不能培养。 

对我国土壤微生物多样性资源了解有限： 

土壤中有哪些微生物物种与基因资源？其多样性分布格局与驱动

机制？ 

微生物多样性监测的重要性： 

是揭示生态系统功能、挖掘利用微生物菌种和基因资源的必要前

提。 



 微生物多样性与植物多样性、生态系统的功能和过程密切相关 
 过量施肥带来土壤酸化、微生物多样性缺失，导致土壤生产力下

降，稳定性失衡 
 解析微生物多样性，预测其对全球变化和人类干扰的响应，为调

控生态系统功能和农业生产服务 

一、现状分析： 

微生物多样性影响生态系统的生产力与稳定性 



 真菌的生物地理分布模式总的来说与植物和动物类似，但有些类
群不一致； 

 细菌多样性受区域环境因子影响较大，在水平地带性和垂直带谱
上均与植物不同； 

 农牧业活动，使疣门菌纲菌群丰度显著降低，对难降解碳的分解
作用减弱，影响着土壤碳的稳定性。 

一、现状分析：土壤微生物多样性与植物多样性在   
            全球地理分布上的异同 
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一、现状分析：土壤微生物是驱动物质循环 
               的生物化学发动机 

甲烷化产生 
的生物化学发动机 



1. 土壤微生物类群众多，并且绝大多数尚不可培养； 

2. 土壤微生物个体小，难于肉眼观测，难于野外直接观测； 

3. 微生物基因组组成多样，微生物过程复杂，难于同时监

测； 

4. 长期以来，土壤微生物都被当做一个黑匣子，是生物多

样性监测中最薄弱的环节。 

一、现状分析：土壤微生物多样性监测的难点 



高通量测序：大规模、高效率测定DNA序列。 

元基因组技术 ：研究系统中的总DNA组成 

元转录组技术 ：研究系统中的总RNA组成 

生物信息技术 ：从海量基因组数据中解析生物学意义。 

一、现状分析：环境基因组技术 

元基因组
Metagenome 

元转录组
Metatranscriptome 

宏蛋白组 
Metaproteome 

        近年来，随着高通量测序技术、环境基因组技术、及生物信息学技术的发

展，使我们可以从基因水平上监测不可培养微生物的群落组成和功能多样性。 



2. Human Microbiome Project  

studying the role of microbes in human health and disease.  

一、现状分析：国内外微生物多样性研究项目 

1.  Earth Microbiome Project 

4. 中国生物多样性监测与研究网络 

3. 中国微生物组计划（国家重点研发） 



二、科学问题： 
土壤微生物多样性监测要回答的科学问题 

 多尺度上土壤微生物类群与功能基因多样性的区域

分异是什么？ 

 不同生态系统中土壤微生物群落的演替规律如何？ 

 

 驱动微生物多样性变异和群落演替的机制是什么？ 

 

 土壤微生物多样性与其它生态模块/过程的耦合关

系是什么？ 

耦合 

 

 

 

演替 

机制 

格局 



三、土壤微生物多样性监测的总体技术路线 

森林生态系统 

大型真菌 

野外调查、 

形态解剖观测 

群落组成、多样性、基因组
成、时空动态变化等 

野外调查取样、实验室高通
量测序、传统微生物学方法 

生物信息学方法、生态统计学分析 

监测结果： 

定期发布监测数据集 

建设土壤微生物数据库 
揭示科学问题 

 

土壤微生物多样性监测 

草地生态系统 湿地生态系统 

土壤细菌、古菌、真菌、功能基因 

生态系统类型 

微生物类群 

研究方法 

数据处理 

监测结果 

监测结果发布 



四、监测指标 

监 测 内 容 监 测 方 法 主 要 指 标 

采样点的基本生态、
地理信息数据采集 

野外直接测量、
数据收集等 

 地理坐标、气候参数（温

度、降雨等）、植被组成、
生物量、土地利用模式等。 

土壤微生物的群落
组成和多样性（真
菌、细菌、古菌等） 

高通量测序、 
生物信息学分析 

鉴定出土壤微生物的群落组
成和多样性。 

土壤功能基因的组
成和多样性 

高通量测序、定
量PCR 

监测典型样品，鉴定出土壤
微生物群落的功能基因组成

和多样性。 

土壤微生物的分离、
纯化和生理鉴定 

传统微生物分离
培养技术 

分离纯化鉴定重要的微生物
菌种资源。 



4.1 野外样品采集 

 制定统一的取样方法。 

 确定好监测样地，做好固定标记。 

 在每个样点取样时，沿着固定样线，每隔5米取一个0-10cm土壤样品，

共取10个土钻样品，混合为一个点的样品； 

 每个监测点最少取10个这样的重复。对于重点样品，可以按土壤层次0-

10、10-20、20-30 cm取样。 

Sample 1 

Sample 2 

Sample 3 ………… 

Sample 4 ………… 

Sample 5 ………… 

Sample 6 ………… 

Sample 7 ………… 

Sample 8 ………… 

Sample 9 ………… 

Sample 10 ………… 



4.2 样品的保存 

1. 样品编号：不要用简单的1、2、3……，要用有意义的字母结合数

字，盖子上面和下面都要写上标记；要有永久标记记录时间和地
点等信息，及时输入到电脑中保存。 
 
2. 环境样品的保存方式：最好冷冻干燥，于-20C长期保存。 

 
3. DNA保存方式：一般的环境样品提取的DNA可以在-40 C/-80 C
冰箱中长期保存，即使是RNA，也可以保存1-2年。 
 
4. 邮寄方式：DNA样品或PCR产物运输时用冰袋或干冰邮寄；RNA
样品要用干冰邮寄。 
 
5. 安全运输：封口膜密封，并把装DNA样品的小管子放在一个大的
硬质容器内，如50 ml的离心管，以防止运输途中小管盖子崩开。 



五、高通量测序技术 

定义：高通量测序技术（High-throughput sequencing）又称“下一代”测序
技术（“Next-generation” sequencing technology），能一次并行地对几十万到
几百万条DNA分子进行序列测定，一般读长较短。 

 一代测序Sanger法：适用于纯菌种的单个基因测序 
 
 二代测序：454 sequencer, Ion Proton sequencer,      
                            Illumina sequencer,  
 
 三代单分子测序: PacBio Sequel，适用于纯菌基因组完

成图 



5.1 测序平台简要介绍：Miseq测序平台 

Illumina Miseq测序仪 Illumina Miseq测序芯片 



5.2 测序平台简要介绍：三代测序仪 

PacBio三代测序又称作SMRT（Single Molecule, Real-Time）测序，即单分子实时
测序，该方法基于纳米小孔的单分子读取技术，无需扩增即可快速完成序列读取。

  PacBio RSII PacBio Sequel 
平均读长 10～15kb 8～12kb 
ZMWs 15万 100万 
数据量／SMRTCell 500Mb~1Gb 5～10Gb 
SMRTCell No./Run 1~16 1~16 

Run time／SMRTCell 0.5~6hrs 0.5~6hr 

                                            技术优势 

1.  超长的测序读长：平均测序读长达到10~15kb，最长可超过40kb 

2、超高的准确度：测序深度达到30×时，准确度达到99.999%（Q50） 

3、均一的覆盖度：无PCR扩增偏好性和GC偏好性 

4、可直接检测碱基修饰：在进行基因组测序同时直接检测碱基修饰 PacBio RSII 

PacBio Sequel 



5.3  16S rDNA扩增子高通量测序样品准备：技术流程 

DNA提取 

用不同Barcode的引物进行PCR扩增
（一个样品对应一个独特的Barcode） 

PCR产物纯化、定量（每个样
品均需要做） 

不同barcode的PCR产物样品
等摩尔混合 

文库构建（Miseq 
Truseq DNA） 

上机测序 



5.3.1 扩增子测序样品准备的技术要点1：DNA提取 

 根据样品的性质，确定经济合理的提取办法； 
 

 土壤有机质含量高的土壤、复杂的土壤等，推荐
MOBIO PowerSoil DNA Isolation Kit, 每个提取试剂盒
成本约50元，试剂盒含有机械破碎用的珠子； 
 

 有机质含量低的样品：推荐生工土壤试剂盒（8元/提

取）或自备试剂提取。但第一步加上机械破碎，自己
准备玻璃珠； 
 

 水体、反应器中微生物群落：一般的微生物浸提试剂
盒均可（生工、天根等）。 



5.3.2 扩增子测序样品准备的技术要点2：引物 

Barcode + 16S rRNA基因引物，使多个样品同时测
序，降低了成本。 

编号 Barcode正向引物515 Barcode正向引物515 反向引物909R 

样品1 515F_B1 CTACCGATTGCGGTGYCAGCMGCCGCGGTA CCCCGYCAATTCMTTTRAGT 

样品2 515F_B2 TCACCCAAGGTAGTGYCAGCMGCCGCGGTA CCCCGYCAATTCMTTTRAGT 

样品3 515F_B3 AGCCAGTCATACGTGYCAGCMGCCGCGGTA CCCCGYCAATTCMTTTRAGT 

样品4 515F_B4 AGCGAACCTGTTGTGYCAGCMGCCGCGGTA CCCCGYCAATTCMTTTRAGT 

样品5 515F_B5 GTTTGCTCGAGAGTGYCAGCMGCCGCGGTA CCCCGYCAATTCMTTTRAGT 

样品6 515F_B6 CAAACGCACTAAGTGYCAGCMGCCGCGGTA CCCCGYCAATTCMTTTRAGT 

……… ……… ……… ……… 

1. Barcode是一个个含有12个碱基的一段DNA片段，用来区分不同的样品，在引物合成
时加在引物的5’端。 

2. Barcode可以加在正向或方向引物的5’端，只需要在一个引物上加barcode即可；如果
在两边都加barcode,一个样品最好用相同barcode 的。 

3. 其它基因的引物加barcode的方法与16S rRNA原理相同，如想测序固氮基因nifH, 
barcode引物为：barcode  +  5’-nifH-3’。 

4. Barcode 1、2、3…..都对应着特定的序列，不要随意改变其编号。 
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515F_B1 CTACCGATTGCGGTGYCAGCMGCCGCGGTA 30 5 5 ULTRAPAGE

515F_B2 TCACCCAAGGTAGTGYCAGCMGCCGCGGTA 30 5 5 ULTRAPAGE

515F_B3 AGCCAGTCATACGTGYCAGCMGCCGCGGTA 30 5 5 ULTRAPAGE

515F_B4 AGCGAACCTGTTGTGYCAGCMGCCGCGGTA 30 5 5 ULTRAPAGE

515F_B5 GTTTGCTCGAGAGTGYCAGCMGCCGCGGTA 30 5 5 ULTRAPAGE

515F_B6 CAAACGCACTAAGTGYCAGCMGCCGCGGTA 30 5 5 ULTRAPAGE

515F_B7 GAACAAAGAGCGGTGYCAGCMGCCGCGGTA 30 5 5 ULTRAPAGE

515F_B8 GCTAAGTGATGTGTGYCAGCMGCCGCGGTA 30 5 5 ULTRAPAGE

515F_B9 AAGGGACAAGTGGTGYCAGCMGCCGCGGTA 30 5 5 ULTRAPAGE

515F_B10 AGTGTCGATTCGGTGYCAGCMGCCGCGGTA 30 5 5 ULTRAPAGE

515F_B11 CTATTAAGCGGCGTGYCAGCMGCCGCGGTA 30 5 5 ULTRAPAGE

515F_B12 CCTACCATTGTTGTGYCAGCMGCCGCGGTA 30 5 5 ULTRAPAGE

515F_B13 GAGTCCGTTGCTGTGYCAGCMGCCGCGGTA 30 5 5 ULTRAPAGE

515F_B14 GATAACTGTACGGTGYCAGCMGCCGCGGTA 30 5 5 ULTRAPAGE

515F_B15 TAAACCTGGACAGTGYCAGCMGCCGCGGTA 30 5 5 ULTRAPAGE

515F_B16 CCGAATTGACAAGTGYCAGCMGCCGCGGTA 30 5 5 ULTRAPAGE

515F_B17 CTGGCATCTAGCGTGYCAGCMGCCGCGGTA 30 5 5 ULTRAPAGE

515F_B18 GGTGGTCGTTCTGTGYCAGCMGCCGCGGTA 30 5 5 ULTRAPAGE

515F_B19 ACTATGGGCTAAGTGYCAGCMGCCGCGGTA 30 5 5 ULTRAPAGE
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引物订购举例 

引物合成时，可以合成5 OD, 选择分装在5个离心管中。PAGE纯化。公司合成引物会出
现污染的情况，尤其是16S rRNA, 要注意检查。 



 PCR基因扩增是将环境中特定基因的量放大 
 标准的PCR反应体系：  
     扩增缓冲液  

     4种dNTP 
     正向引物 （扩增子高通量测序时需要在正向或反向引物5’端加barcode) 

           反向引物        
     模板DNA       
      Taq DNA聚合酶     
      Mg2+ 1.5-2.5 mM 

   
 环境样品中抑制剂含量高，可以通过稀释样品、提高

MgCl2含量、提高Taq酶用量、加BSA来解决。 
 细菌16S rRNA 比真菌ITS容易扩增，更比18S rRNA 容易。 

5.3.3 扩增子测序样品准备的技术要点3：PCR扩增 



将目的基因条带切下来，提纯，做下游实验用。Barcode引物做PCR容易产生杂带，必须
切胶纯化，然后用Nanodrop检测其浓度和质量。用国产的纯化试剂盒即可，没有必要用
昂贵的进口试剂盒。 

5.3.4 扩增子测序样品准备的技术要点4：胶纯化 



5.3.5 扩增子测序样品准备的技术要点5：混合样品 

等量混合PCR产物样品 
（每一个混合样品中不能

有重复的Barcode） 

Truseq DNA 建库 

Miseq测序 

建库的目的 
1. 加上不同的index, 以区分不同的库；同一个库中不能有重复的barcode样品； 
2. 把adaptor连接到PCR产物分子上，使被测序的分子连接到测序芯片上的Oligo点阵上。 

PCR产物浓度: 大于10ng/ul 
260/280：1.8-2.0 
260/230：最好大于1 
 



5.3.6 扩增子测序样品准备的技术要点6： 
数据分析平台的选择 

 Qiime平台：基于Linux操作系统 
 
 RDP平台：windows平台，容易掌握 

 
 Mothur平台：各种操作系统，灵活应用 

 



在 RDP 网站进行序列排齐 

(Aligning) 

相近序列聚类 

(Clustering) 

统计生态学分析 

（PCoA, CCA, VPA, Heatmap 等） 

系统进化分类 

(Classifying) 

多样性指数分析 

(Rarefaction, shannon 等) 

 

 

 

高通量测序的原始数据 

原始数据在 RDP 网站初始化

化 

嵌合体去除（Uchime 软件） 

随机取样使每个样品的序列数相等 

（daisychopper 软件） 

统计 OTU 分布和丰度 

微生物群落结构和多样性及其与环境因子的关系 

5.3.7 利用RDP平台分析环境样品测序数据的流程7 
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动态监测      垂直带谱 

六、主要应用成果：6.1 揭示科学问题 
揭示了贡嘎山森林土壤微生物群落和多样性对海拔的响应规律及机制 

(Li et al., 

Frontiers in 

Microbiology, 

2018) 



揭示了中国湿地土壤细菌群落的空间分布模式和驱动因子 

(An et al., 

Geoderma , 

2019) 
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共取样300多个，代表了中国草地的主要土壤类型 

研究中国主要类型草原土壤微生物类群和功能基因的
组成和多样性 



揭示了中国北方草原土壤微生物多样性关键影响因子 

研究了新疆和内蒙古草原土壤微生物多样性的空间变异，发现细菌alpha多样性与年

平均降雨量和干旱度指数关系最密切。真菌alpha多样性与各环境参数没有表现出显著

的相关性。细菌群落的β-多样性主要受到空间距离和气候的影响，而真菌的β-多样性主

要受空间距离和土壤有机质的影响。年均温度在不同尺度上都与微生物β-多样性显著相

关，是预测中国温带草原土壤微生物多样性的良好指标。（Tu et al., 2017, FEMS 

Microbial Ecology) 



262 mm 

在内蒙古草原样带上的研究表明，在干旱和半干旱区驱动
土壤细菌群落结构分异的机制不同 

AI=0.22 

1. An aridity threshold (AI=0.22) occurs along the transect, in which key driving factors shaping bacterial 

community may be different. 

2. Temperature is crucial in arid system. Adaptation of a bacterial community to extreme environment is 

most important in arid system.   

3. In semi-arid systems, precipitation increases plant biomass and carbon availability, thus, those bacteria 

with fast growth and nutrient uptake  ability gain the competition. （Yao et al., 2017, Catena ). 

AI=0.22 



对中国草原土壤甲烷氧化菌群结构、甲烷氧化潜力进行了研究，揭示
了不同区域尺度上影响甲烷氧化潜势和群落结构的关键环境因子 



（Wang et 

al.,SBB, 2017 ） 

土壤pH是青藏高原高寒草甸土壤固氮菌群构建的主要驱动因子 
 



阐明了内蒙古羊草草原在不同氮素添加量下，驱动细菌群
落变异的两种机制 

Low N High N 

1. Nitrogen-driven shift: bacteria mainly response directly to N deposition, e.g. 

Proteobacteria, Acidobacteria. They change continuously with N rates. 

2.    pH-driven shift: some bacteria response mainly to pH when it drops below 6.0, 

e.g. Verrucomicrobia. 

细菌群落结构在低N时发生了变化。  
 
而细菌多样性只有在高N时诱导的土
壤pH <6.0时才显著降低。 

(Yao et al. SBB 2014) 



*p<0.05 
**p<0.01 

利用宏基因组技术，揭示了草原土壤氮素添加量对微生物
功能基因组成的影响 



6.2 发布数据集 

（1）监测样点土壤细菌、古菌和真菌的种群组成和多样性数据； 

（2）监测样地的土壤基因组成和多样性数据； 

（3）主要森林样地大型真菌的组成和多样性，包括真菌的形态特征和图片

资料； 

（4）发布新分离的菌种目录及其生理特性数据； 

（5）经过多年监测，发布中国典型生态系统中土壤细菌、真菌、古菌、大

型真菌和重要功能基因的组成和多样性等数据，以名录、数据集或图鉴的形

成发布。 

中国土壤微生物多样性监测数据集 
中国大型真菌图集 



6.3 建立微生物组数据库 

http://egcloud.cib.cn 



采用“注册—上传—审核—自动化分析—多维度精确搜
索—授权下载”的流程对数据进行收集和管理。 

已经完成部署了应用较广泛的16S rRNA, ITS, nifH等基因
的自动化分析流程。 

逐步集成领域内相关统计学分析工具和可视化工具，实
现更多的功能，打造一个完全免费的在线交互式分析系
统，让用户不写代码也能容易地进行统计分析和可视化。 
 
借助整个学术界的大力支持，大力提高数据的存储量。 
 

微生物组数据库的作用 



用户注册 

动态验证码 



用户密码找回 

1. 填写注册邮箱 
2. 接收服务器发送的临时密码 
3. 使用临时密码登录系统 
4. 修改账户密码 



数据提交—下载meta数据模版并填写 

第一步：点击下载模版 
第二步：阅读注意事项 

第三步：填写信息 

1. README部分不允许修改 
2. sheet名称和顺序不允许修改 
3. 标有背景色的部分不允许修改 
4. 标有*的是必填字段 
5. 没有数据的cell需要以not_collect填充 

注意！后台会对该文件进行严格的比对和校验，哪怕是一个标点符号或者空格
不正确，都不允许提交 



数据提交—创建新项目 

第一步：点击创建新项目 

第二步：开始数据提交流程 

注意！如果后台检测到当前用户还有未完成的项目，不允许新建项目 



数据提交—上传文件 

文件管理器 

1. 实时文件分块上传 
2. 实时MD5校验 
3. 校验成功的为绿色，否则为红色 
4. 点击文件名称可查看信息 
5. 点击文件可对文件进行下载和删除操作 

本地校验 

分块上传 

FASTAQ文件，文件扩展名为fastq.gz 

Excel文件，文件扩展名为xlsx 

1. 点击Files，选择本地文件 
2. 选择当前文件类型（Reads和Run Info） 
3. 点击UPLOAD 
4. 上传文件 
5. 上传中断后，只需再次点击UPLOAD即可 



数据提交—填写项目信息 

注意！前端和后台都会对用户填写的信息进行严格的校验，非法字符，如
sql, mongod，drop等会拒绝响应；如果用户想私有化数据，需要将数据权
限选择为Private，并选择数据申请的条件 



数据提交—填写meta指标检测方法 
如果没有合适的检查方法可选，请联系我们，谢谢！ 



数据提交—定义EGC Ontology 

如果不知道怎么定义，请联系我们，谢谢！ 

1. 选择要定义的行 
2. 选择每一级分类 
3. 点击Add按钮 
4. 这时表格的Status由叉叉变为勾勾，说明添加成功 
5. 如果想修改，重复1-4步骤，或者选择想要修改的行，点击删除后重复1-4步骤 
6. 注意：必须要全部定义完毕，否则不会到下一步的 



数据提交—项目信息确认 
请检查所有信息是否正确，不正确请在最终提交前修改 
最终提交后，在管理员审核前，是可以再次编辑项目的 



数据提交—项目最终提交 

点击Final Submit后，系统会发送一封邮件给您，表示已经成功提交，等待
管理员审核 
我们会在最迟1个工作日内完成审核操作 
点击OK按钮后，会跳转到个人中心，您可以在这里查看您的提交动态 



数据提交—个人中心查看项目 

点击放大镜实时查看流
程运行状态 
 

管理员未审核前点击铅
笔继续编辑 
 

运行完毕后点击下载按
钮下载结果 
 

管理员未审核之前点击
垃圾桶删除 



数据搜索—默认页面显示所有样本 

地图控件 

地图标注点切换 

地图全屏显示 

地图重置 

列表显示 实时分析（开发中） 

精确样本搜素引擎 

动态表单生成按钮 

指标重置按钮 

点击展开到单个点后，点击弹出样本信息列表 



数据搜索—定义动态搜素表单 

添加搜素指标 

更改搜索水平 清除所有指标 

动态表单生成按钮 



数据搜索—填写动态搜素表单 

填写表单并搜索 



数据搜索—显示过滤结果 

搜索结果 



数据搜索—显示样本信息列表 

样本信息列表 



数据搜索—查看具体样本信息（以MICROBIOME为例） 

微生物组成（举例） 



数据搜索—列表显示 

样本列表 

项目列表 

切换 



数据搜索—查看详情 

项目详情 

样本详情 



数据搜索—数据申请 

1. 数据申请入口 

2. 数据申请页面 3. 发送邮件给数据上传者 



数据搜索—数据申请邮件内容 
数据上传者收到的邮件 

系统自动生成的内容 



数据搜索—数据授权处理 

数据上传者授权操作入口 

数据上传者授权或者拒绝 

数据申请者请求授权的样本 



功能基因高通量测序分析 
生物信息学平台 

Illumina  

二代测序仪 

PacBio Sequel 

三代测序仪 

生物信息处理
用大型服务器 

建立了高通量测序和生物信息学平台 

土壤生物数据库平台 

中国科学院成都生物研究所 
环境基因组高通量测序平台 

运行以来已经为
全国多家科研院
所进行了环境基
因组技术服务。 

 

对来自院内外的
数百位科研人员
进行了环境基因
组技术和生物信
息学培训，促进
了学科发展。 

 

是科研院所中唯
一一个提供系统
的环境基因组技
术服务的实验
室。 



http://lxzgroup.cib.cas.cn/ 

谢谢！ 


