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为准，请客户⾃⾏承担文章查重等相关⻛险。



1 实验流程
1.1 样品检测

详见样本检测报告。

1.2 文库构建和上机测序

取样本的 1 μg基因组 DNA，用 Covaris超声波破碎仪随机打断成长度约为 350 bp的片段后

进⾏文库的构建，经末端修复、加 A尾、加测序接头、纯化、PCR扩增等步骤完成整个文库制

备。文库构建完成后，先使用 AATI检测文库片段的完整性及插入片段大小，符合预期后，使用

Q-PCR⽅法对文库的有效浓度进⾏准确定量(文库有效浓度>3 nM)，以保证文库质量。库检合格

后，把不同文库按照有效浓度及目标下机数据量的需求 pooling后进⾏ PE150测序。

2生物信息分析
2.1 测序结果预处理

使用 fastp (https://github.com/OpenGene/fastp)对 NovaSeq测序平台获得的原始数据(raw data)
进⾏预处理，获取用于后续分析的有效数据(clean data)。具体处理步骤如下:a)当任一测序 read
中含有接头序列，去除此 paired reads; b)当任一测序 read中含有的低质量(Q<=5)碱基数超过该条

read碱基数的 50%时，去除此 paired reads; c)当任一测序 read中 N含量超过该 read碱基数的 10%
时，去除此 paired reads。

如果样品存在宿主污染，需与宿主序列进⾏比对，过滤掉可能来源于宿主的 reads，默认采

用 Bowtie2 软件 (http://bowtie-bio.sourceforge.net/bowtie2/index.shtml)，参数设置 --end-to-end,
--sensitive, - I 200, -X 400 (Karlsson FH et al., 2012; Karlsson FH et al., 2013; Scher JU et al., 2013)。

2.2 Metagenome组装

使用MEGAHIT软件对 clean data进⾏组装分析，组装参数设置:-- presets meta-large (--end-to-
end, --sensitive, -I 200, -X 400 (Karlsson FH et al., 2013; Nielsen HB et al., 2014)，然后将组装得到的

scaffolds从 N连接处打断，得到不含 N的 scaftigs(Qin J et al., 2010; Li D et al., 2015)。

2.3 基因预测及丰度分析

使用 MetaGeneMark (http://topaz.gatech.edu/GeneMark/)对各样品的 scaftigs (>=500bp)进⾏

ORF预测(Karlsson FH et al., 2012; Mende DR et al.,2012; Li J et al., 2014; Oh J et al., 2014; Qin N et
al., 2014)，并过滤掉预测结果中长度小于 100 nt 的信息(Qin J et al., 2010; Zhu W et al., 2010;
Nielsen HB et al., 2014; Zeller G et al., 2014; Sunagawa S et al., 2015) ，均采用默认参数。对 ORF
预测结果，采用 CD-HIT软件(http://www.bioinformatics.org/cd-hit/)进⾏去冗余(Li W et al., 2006;
Fu L et al., 2012)，以获得非冗余的初始 gene catalogue (此处将非冗余的连续基因编码的核酸序列

称之为 genes (Zeller G et al., 2014)，参数设置: -c 0.95,-G 0,-aS 0.9,-g 1,-d 0 (Li J et al., 2014; Qin N
et al., 2014)。 使用 Bowtie2将各样品的 clean data比对至初始 gene catalogue，计算得到基因在各

样品中比对上的 reads数目，比对参数：--end-to-end, --sensitive, -I 200,- X 400 (Qin J et al., 2010; Li
J et al., 2014)。过滤掉各个样品中 reads数目<=2的基因(Zeller G et al., 2014)，获得最终用于后续

分析的 gene catalogue (unigenes)。从比对上的 reads数目及基因长度出发，计算得到各基因在各



样品中的丰度信息，如计算公式所示，r为比对上基因的 reads数目，L为基因的长度(Cotillard A
et al., 2013; Buchfink B et al., 2015; Villar E et al., 2015)。基于 gene catalogue中各基因在各样品中

的丰度信息，进⾏基本信息统计，core-pan基因分析，样品间相关性分析，及基因数目韦恩图分

析。

2.4 物种注释

使用 DIAMOND 软件 (https://github.com/bbuchfink/diamond/) (Buchfink B et al., 2015)，将

unigenes 与Micro_NR进⾏比对，参数设置：blastp, -e 1e-5(Karlsson FH et al., 2013)。Micro_NR
是从 NCBI的 NR数据库(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)中抽提出的细菌(Bacteria)、真菌(Fungi)、
古菌 (Archaea)和病毒(Viruses)序列。

对于每一条序列的比对结果，选取 evalue <=最小 evalue*10的结果，由于每一条序列可能有

多 个 比 对 结 果 ， 采 取 LCA 算 法 ( 应 用 于 MEGAN 软 件 的 系 统 分 类

(https://en.wikipedia.org/wiki/Lowest_common_ancestor)来确定该序列的物种注释信息(Huson DH
et al., 2011)。

从 LCA注释结果及基因丰度表出发，获得各个样品在各个分类层级(界门纲目科属种)上的

丰度信息及基因数目表，对于某个物种在某个样品中的丰度，等于注释为该物种的基因丰度的加

和(Karlsson FH et al., 2012; Li J et al., 2014; Feng Q et al., 2015); 对于某个物种在某个样品中的基

因数目，等于在注释为该物种的基因中，丰度不为 0的基因数目。

从各个分类层级上的丰度表出发，进⾏ Krona分析(Ondov BD et al., 2011)，相对丰度概况展

示，丰度聚类热图展示。并进⾏ PCA (R ade4 package)(Rao C R et al., 1964)，PCoA(R ade4 package)
和 NMDS (R vegan package)降维分析(Legendre P, 1998)；使用 Anosim分析(R vegan package)检
验组间的差异情况；然后使用MetaGenomeSeq和 LEfSe分析寻找组间差异物种，MetaGenomeSeq
分析对各个分类层级做组间的假设检验得到 p值与 Q值，LEfSe分析使用 LEfSe软件(LDA Score
默认为 4) (Segata N et al., 2011)；最后应用随机森林(RandomForest) (R pROC and randomForest
packages,Version 2.15.3) (Breiman L,2001)对种水平物种按梯度选取，构建随机森林模型。通过

MeanDecreaseAccuracy和MeanDecreaseGin筛选出重要的物种，之后对每个模型做交叉验证(默
认 10-fold)并绘制 ROC曲线。

2.5 常用功能数据库注释

使用DIAMOND软件(https://github.com/bbuchfink/diamond/)将 unigenes与功能数据库进⾏比

对，参数设置：blastp, -e 1e-5 (Li J et al., 2014; Feng Q et al., 2015)。功能数据库包括 KEGG数据

库 (http://www.kegg.jp/kegg/) (Kanehisa M et al., 2006; Kanehisa M et al., 2017)，eggNOG 数据库

(http://eggnogdb.embl.de/#/app/home) (Jaime Huerta-Cepas et al., 2016) ， CAZy 数 据 库

(http://www.cazy.org/) (Cantarel BL et al., 2009) ， VFDB 数 据 库

(http://www.mgc.ac.cn/VFs/main.htm)，PHI数据库(http://www.phi-base.org/index.jsp)对于每一条序

列的比对结果，选取 score最高的比对结果进⾏后续分析(Qin J et al., 2012; Li J et al., 2014; Qin N
et al., 2014; Ba ckhed F et al., 2015)。从比对结果出发，统计不同功能层级的相对丰度(各功能层

级的相对丰度等于注释为该功能层级的基因的相对丰度之和(Karlsson FH et al., 2012; Li J et al.,
2014)。



从功能注释结果及基因丰度表出发，获得各个样品在各个分类层级上的基因数目表,对于某

个功能在某 个样品中的基因数目，等于在注释为该功能的基因中，丰度不为 0的基因数目。从

各个分类层级上的丰度表 出发，进⾏注释基因数目统计，相对丰度概况展示，丰度聚类热图展

示，PCA 和 NMDS 降维分析，基于功 能丰度的 Anosim组间(内)差异分析，代谢通路比较分析，

组间功能差异的MetaGenomeSeq和 LEfSe 分析。

2.6 抗性基因注释

使用CARD数据库(Marti nez JL et al., 2015)提供的Resistance Gene Identifier (RGI)软件(Jia B
et al., 2017)将 Unigenes与 CARD数据库(https://card.mcmaster.ca/)进⾏比对(RGI 内置 blastp，默

认 evalue < 1e-30) (McArthur AG et al., 2013)；根据 RGI的比对结果，结合 Unigenes的丰度信息，

统计出各 ARO的相对丰度;从 ARO 的丰度出发，进⾏丰度柱形图展示，丰度聚类热图展示，丰

度分布圈 图展示，组间 ARO差异分析，抗性基因(注释到 ARO 的 unigenes)及抗性机制物种归

属分析等(对部分名称较长的 ARO，用其前三个单词与下划线缩写的形式展示)。

可移动遗传元件 mobile genetic elements (MGEs)，将 unigenes分别与插入序列(isfinder)、整

合子(integrall)和质粒(plasmid)数据库进⾏比对，得到丰度信息。将注释得到的丰度信息进一步可

视化，进⾏丰度柱状图与相对丰度热图结果展示。
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