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摘　 要：微生物组数据分析需要掌握 Ｌｉｎｕｘ 系统操作，这对缺乏计算机知识的生物研究人员是一个很大的障碍。 为此我们设

计了一套在 Ｗｉｎｄｏｗｓ 的 Ｌｉｎｕｘ 子系统（ＷＳＬ）下分析 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因扩增子高通量测序数据的简易流程。 本流程整合常用的开

源软件 ＶＳＥＡＲＣＨ 与 ＱＩＩＭＥ 等，能对 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序数据进行质量控制、ＯＴＵ 聚类、多样性分析及结果可视化呈现。 以唾液微

生物组分析为例，详细介绍从原始数据到多样性统计分析过程的参数和命令，及结果解读。 教学实践证明，此流程易于学习，
并有助于掌握微生物组的基本概念与方法。 利用 Ｗｉｎｄｏｗｓ 系统最新的 ＷＳＬ 功能，本流程方便 Ｗｉｎｄｏｗｓ 用户使用大量在 Ｌｉｎｕｘ
上运行的生物信息工具，有助于促进微生物组研究的发展。 流程的安装程序与测序数据可从网址（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｌｉｇｅｎｅ． ｃｎ ／
ｗｉｎ１６ｓ ／ ）免费下载使用。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：１６Ｓ ｒＲＮＡ；Ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ；Ｌｉｎｕｘ；ＱＩＩＭＥ；ＶＳＥＡＲＣＨ

　 　 地球上的各种环境中，如土壤，海洋或人体肠道

等，都生存着成千上万的微生物，包含细菌、真菌、病
毒和古菌等。 微生物组（Ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ）指某一特定生

态环境中全部微生物及其遗传物质的总和［１－２］。 人

类微生物组的组成与功能具有非常丰富的多样性，
并会随着环境的变化而动态变化。 如在人类口腔中

定殖的微生物就有超过 ６００ 种，口腔微生物菌群失

衡会引起龋齿、口臭等口腔健康问题［３］。 随着高通

量测序技术的快速发展，宏基因组方法可以系统研

究不同环境中微生物群落的组成与多样性变化［４］。
大量研究表明，微生物组结构变化与人类疾病，如糖

尿病、癌症、消化不良等密切相关［５］。 微生物组学



已成为最热门的研究方向之一，目前有多项国际合

作大的研究项目正在开展，如人类微生物组计划

（ＨＭＰ）、地球微生物组计划（ＥＭＰ）和中国微生物组

计划等［２ ， ６］。
１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因全长约 １ ５４２ ｂｐ，因在结构和功

能上都具有高度的保守性，存在于所有的细菌中，因
此常被用于微生物分类鉴定的标志物。 １６Ｓ ｒＲＮＡ
基因有 ９ 个高变区（Ｖ１ ～ Ｖ９）中，Ｖ４ 区是最准确且

能识别到属水平的可变区，而 Ｖ３ ～ Ｖ４ 区测序长度

（约 ４６５ ｂｐ）比 Ｖ４ 区更长（约 ２９０ ｂｐ），相较单独 Ｖ４
区测序更加 准 确［７］。 新 一 代 高 通 量 测 序 平 台

Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 克服了传统高通量测序方法的读长

较短与误差较大的缺陷，因而用于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的 Ｖ３
～Ｖ４ 区测序可获得更准确的微生物物种分类信息。

高通量测序项目一般会产生海量的测序原始数

据，对于原始数据的过滤筛选，加工以及统计分析，
对计算机的软硬件要求较高，使没有计算机背景的

研究人员难以分析数据和解释研究结果［８］。 尤其

是，常用的微生物组分析软件 （如 ＱＩＩＭＥ、Ｍｏｔｈｕｒ
等）需要在 Ｌｉｎｕｘ 系统下运行，而普通的生物研究人

员完全掌握 Ｌｉｎｕｘ 系统的使用非常困难［９］。 因此，
如何使大多数科研人员能进行生物信息分析是生物

大数据时代的一个挑战［１０］。 尽管现在已经开发有

一些基于网页的数据分析平台，如 ＭＧ⁃ＲＡＳＴ［１１］，
ＳＥＥＤ２［１２］等，但是这些平台往往有许多限制，如数

据不能太大，网络传输速度慢，分析任务等待时间长

等。 尤其是网络分析平台不适合那些需要对样本数

据严格保密的项目。
微软在 ２０１６ 年推出 Ｗｉｎｄｏｗｓ 的 Ｌｉｎｕｘ 子系统－

Ｗｉｎｄｏｗｓ Ｓｕｂｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ Ｌｉｎｕｘ （ＷＳＬ），原生支持在

ｗｉｎｄｏｗｓ１０ 上运行 Ｌｉｎｕｘ 程序，包括大多数的 Ｌｉｎｕｘ
命令与工具，如 ｂａｓｈ， ｇｒｅｐ， ｓｓｈ 等。 这样大量在

Ｌｉｎｕｘ 平台运行的生物信息软件都可以直接安装在

ＷＳＬ 下运行。 ＷＳＬ 使 Ｌｉｎｕｘ 软件安装与使用变得

容易，只需要在 Ｗｉｎｄｏｗｓ 系统下，学习 Ｌｉｎｕｘ 系统的

基本命令，不需要专门在电脑上或用虚拟机 （如

ＶｉｒｔｕａｌＢｏｘ）安装 Ｌｉｎｕｘ 系统。
为方便研究人员分析微生物组数据，我们开发

了一套在 ＷＳＬ⁃Ｕｂｕｎｔｕ 下分析样品 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因

扩增子高通量测序的简易流程。 本流程基于 Ｗｉｎ１０
的 Ｌｉｎｕｘ 子系统，避免了安装 Ｌｉｎｕｘ 的复杂过程，并
简化了 ＱＩＩＭＥ［１３］、ＶＳＥＡＲＣＨ［１４］ 及相关软件的安装

过程，只要运行一个安装脚本就自动安装并配置运

行所需的环境变量，方便没有计算机背景的研究人

员进行相关微生物组数据分析。

１　 材料与方法

１．１　 唾液样本采集与 ＤＮＡ 测序数据

　 　 本实验数据来源于一项针对在校大学生的口腔

微生物研究项目。 实验简要说明如下：首先在实验

的前期阶段，我们进行样本信息的搜集，筛选和整

理，后送实验室提取 ＤＮＡ 和质量检验，其中，唾液样

本的采集参考陈瑜等人的方法［１５］，ＤＮＡ 的提取使

用 ＱＩＡＧＥＮ ＤＮＡ Ｍｉｎｉ ＫＩＴ 试剂盒提取，经 ＰＣＲ 扩增

１６Ｓ ＤＮＡ 的 Ｖ３ ～ Ｖ４ 区后，进行琼脂糖凝胶电泳和

核酸蛋白定量检测来检测提取的 ＤＮＡ 的纯度及浓

度。 对于检测合格的样本 ＤＮＡ 送测序公司采用

Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ 测 序 平 台 进 行 １６Ｓ ｒＤＮＡ 双 端

（Ｐａｉｒｅｄ⁃Ｅｎｄ）测序。 公司返回的测序结果为 ＦＡＳＴＱ
格式文件的压缩包，包含所有的样本正反两个方向

的序列信息。
为方便学习本分析流程，本文只使用部分唾液

样本（１０ 个）的微生物组数据，测序数据可从本流程

网站下载（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｌｉｇｅｎｅ．ｃｎ ／ ｗｉｎ１６ｓ ／ ）。 整个分

析过程只需要约２ ｈ。
１．２　 电脑系统与软件安装

１．２．１　 装有最新版 Ｗｉｎｄｏｗｓ １０ 系统的笔记本电脑

为了运行本分析流程，首先需要一台 Ｗｉｎｄｏｗｓ
１０ 系统的电脑，并且将该系统更新到最新版本（版
本 １ ７０９ 及以上）。 升级过程可以选择电脑自动升

级，也可以在微软网站下载升级程序，进行手动升级

（Ｗｉｎｄｏｗｓ 易升软件： ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ． ｃｏｍ ／ ｅｎ
－ｕｓ ／ ｓｏｆｔｗａｒｅ－ｄｏｗｎｌｏａｄ ／ ｗｉｎｄｏｗｓ１０）。 在系统升级完

毕后，就可开启系统的 Ｗｉｎｄｏｗｓ Ｓｕｂｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ Ｌｉｎｕｘ
（ＷＳＬ）功能：在控制面板－“应用”－“程序与功能” －
“启用或关闭 Ｗｉｎｄｏｗｓ 功能” －“Ｗｉｎｄｏｗｓ Ｓｕｂｓｙｓｔｅｍ
ｆｏｒ Ｌｉｎｕｘ”中开启“Ｗｉｎｄｏｗｓ Ｓｕｂｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ Ｌｉｎｕｘ”，从
而开启 ＷＳＬ 的功能。
１．２．２　 ＷＳＬ＋Ｕｂｕｎｔｕ 安装

完成 ＷＳＬ 的开启之后，在 Ｗｉｎｄｏｗｓ１０ 自带的微

软应用商店“Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｓｔｏｒｅ”中搜索并下载 Ｕｂｕｎｔｕ。
当 Ｕｂｕｎｔｕ ａｐｐ 下载完毕之后，点击“Ｌａｕｎｃｈ”启动安

装。 然后窗口会提示你创建一个 Ｌｉｎｕｘ 的账户，以
后在 Ｌｉｎｕｘ 环境下进行数据分析都是在这个用户名

下。 这个用户名和密码与电脑微软系统的账户和密

码没有任何关系，因此不必设置为相同的。 安装完

成之后，即可以通过开始菜单的 Ｕｂｕｎｔｕ 程序图标来

运行 Ｕｂｕｎｔｕ Ｌｉｎｕｘ 系统。
１．２．３　 Ｘｍｉｎｇ 安装

目前 ＷＳＬ 不支持图形界面，为了实现数据分析
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结果的可视化，需要安装一个 Ｘｍｉｎｇ 软件，通过

Ｘｍｉｎｇ 官网（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ．ｎｅｔ ／ ｐｒｏｊｅｃｔｓ ／ ｘｍｉｎｇ ／ ）
下载安装包（最新版本 ６．９．０．３１），进行安装即可。
１．２．４　 安装 ｗｉｎ１６ｓ 流程

　 　 此流程是基于 ＶＳＥＡＲＣＨ （ ｖ２． ７． １） 与 ＱＩＩＭＥ
（ｖ１．９．１）等开源软件，因此要在 ＷＳＬ⁃Ｕｂｕｎｔｕ 的命令

行终端中输入不同软件的安装指令，所有命令集见

附件 １（流程安装）。 为方便初学者安装，我们提供

一个 ｂａｓｈ 脚本（ｗｉｎ１６ｓ＿ｉｎｓｔａｌｌ． ｓｈ），下载此文件后，
在 ｕｂｕｎｔｕ ｂａｓｈ 终端使用 “ｂａｓｈ ｗｉｎ１６ｓ＿ｉｎｓｔａｌｌ．ｓｈ”命

令运行此脚本，即可一次安装所有流程运行依赖软

件，并能自动配置合适的环境变量。
Ｗｉｎ１６ｓ 所有软件与相关脚本可以从网址下载：

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｌｉｇｅｎｅ．ｃｎ ／ ｗｉｎ１６ｓ ／ ．
１．３　 ｗｉｎ１６ｓ 分析流程

　 　 本分析流程的基本步骤如图 １ 所示。 主要步骤

为：样本双端测序运用 ＶＳＥＡＲＣＨ 软件进行序列拼

接， ＯＴＵ 聚类，后通过比对 ＲＤＰ 分类数据库注释物

种，最后用 ＱＩＩＭＥ 相关脚本进行 α ／ β 多样性分析

（如 ＰＣｏＡ 等）。

图 １　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因扩增子测序数据分析流程图

Ｆｉｇ．１　 Ｆｌｏｗｃｈａｒｔ ｏｆ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ａｍｐｌｉｃｏｎ ｄａｔａ ａｎａｌｙｓｉｓ ｐｉｐｅｌｉｎｅ

２　 结果与讨论

　 　 本结果是基于对 １０ 个唾液样本的１６Ｓ ｒＲＮＡ
基因测序数据分析的教学过程。 首先，每个学生

按流程分析样本数据，可以得到样本的 ＯＴＵ 聚类

与物种分类信息；在查看样品的细菌种类后，统计

每个样品的差异菌种。 然后，根据问卷调查结果

对样本进行分组：荤组与素组（见表 １），通过微生

物组多样性相关分析命令，统计不同组样品间的

菌群结构差异。
２．１　 样本信息

　 　 为了分析不同饮食习惯大学生的唾液微生物

的种群差异性，我们首选通过调查问卷来筛选出

合适的志愿者，然后再统一组织开展取样工作。
取样人群的基本信息，包括样本编号，性别，年龄，
ＢＭＩ 值，取样方法，所属组别（见表 １）。 为了避免

长时间的储存对样本产生的影响，对于取得的唾

液样本将直接用于后续研究（具体参见材料与方

法１．１ 部分）。
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表 １　 样本信息表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｂａｓｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ

样品名称 性别 组别 年龄 身体质量指数 取样方法

ＳＡＦ 女 荤食 ２２ １９．２３ Ｎａｔｕｒａｌ ｏｕｔｆｌｏｗ ｍｅｔｈｏｄ

ＳＡＧ 女 荤食 ２０ １７．８５ Ｎａｔｕｒａｌ ｏｕｔｆｌｏｗ ｍｅｔｈｏｄ

ＳＡＪ 男 荤食 ２１ １９．４９ Ｎａｔｕｒａｌ ｏｕｔｆｌｏｗ ｍｅｔｈｏｄ

ＳＡＫ 男 荤食 ２１ １９．１４ Ｎａｔｕｒａｌ ｏｕｔｆｌｏｗ ｍｅｔｈｏｄ

ＳＡＮ 男 荤食 ２２ ２１．９７ Ｎａｔｕｒａｌ ｏｕｔｆｌｏｗ ｍｅｔｈｏｄ

ＳＡＱ 女 素食 ２２ ２２．０６ Ｎａｔｕｒａｌ ｏｕｔｆｌｏｗ ｍｅｔｈｏｄ

ＳＡＳ 男 素食 ２０ ２３．２６ Ｎａｔｕｒａｌ ｏｕｔｆｌｏｗ ｍｅｔｈｏｄ

ＳＣＢ 男 素食 ２６ １８．５９ Ｎａｔｕｒａｌ ｏｕｔｆｌｏｗ ｍｅｔｈｏｄ

ＳＡＡ 女 素食 ２２ ３１．６２ Ｎａｔｕｒａｌ ｏｕｔｆｌｏｗ ｍｅｔｈｏｄ

ＳＡＢ 女 素食 ２０ １８．９７ Ｎａｔｕｒａｌ ｏｕｔｆｌｏｗ ｍｅｔｈｏｄ

２．２　 数据质控与预处理

　 　 为保证数据质量和避免错误结果，１６ｓ ｒＤＮＡ 扩

增子测序数据需要质控及预处理后，再用于下游的

分析。 首先常用 ＦａｓｔＱＣ 软件对测序数据进行质量

评估，由于一般公司的测序报告文件会附带评估报

告，质量太差会重测，此步非本实验必须步聚。 然

后，利用常用的 ＮＧＳ 质控工具（如 Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ［１６］ ）
进行预处理，如过滤低质量 ｒｅａｄｓ（Ｑ＜２０），切除 ｒｅａｄ
末端低质量碱基与未识别碱基 Ｎ、切除测序接头

（Ａｄａｐｔｅｒｓ）、去除长度太短的序列等。
本实验数据为 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ２５００ 平台 Ｐａｉｒｅｄ⁃

ｅｎｄ 测序（ＰＥ２５０），并已去除引物与 Ｂａｒｃｏｄｅｓ 后的

原始序列，每个样品有两个正反向测序 ｒｅａｄｓ 数据

文件（注意文件名书写格式，如 ＳＡＡ＿Ｒ１． ｆａｓｔｑ 与

ＳＡＡ＿ Ｒ２． ｆａｓｔｑ）。 正向 Ｒｅａｄｓ （ Ｒ１） 和反向 Ｒｅａｄｓ
（Ｒ２）两段序列有部分重叠可进行拼接。 一般默认

用 ｆａｓｔｑ⁃ｊｏｉｎ 方法拼接，所得序列再过滤低质量 ｒｅａｄｓ
与切除末端低质量碱基。 由于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的 Ｖ３～Ｖ４
区长度为 ４６５ ｂｐ，本实验过滤长度小于 ３８０ ｂｐ 的序

列片段。 原始序列经过滤后，最终每个样本得到约

１５ ０００条有效 ｒｅａｄｓ（见表 ２）用于后续分析，好的质

量控制可以得到准确的分类结果。
２．３　 ＯＴＵ 聚类

　 　 ＯＴＵ（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ Ｕｎｉｔｓ）是在系统发

生学研究中，为了便于进行分析，人为给某一个分类

单元（品系，种，属，分组等）设置的同一标志。 要了

解一个样品测序结果中的菌种、菌属等数目信息，就
需要对序列进行聚类操作（Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ）。 通过聚类

将序列按照彼此的相似性 ９７％以上归为一个 ＯＴＵ。
一般建议采用开放参考（Ｏｐｅｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ）聚类方式，
但是 ＰＩＣＲＵＳｔ 预测需要以默认 Ｇｒｅｅｎｇｅｎｅ 数据库的

封闭参考（Ｃｌｏｓｅｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ）聚类分析结果。

本实验对样品数据进行质量控制、序列拼接及

去除嵌合体后，选择序列相似度值 ９７％进行 ＯＴＵ 聚

类。 细菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 分类一般使用 ９７％相似度，
而真核生物的 １８Ｓ ｒＲＮＡ 分类一般使用 ９６％相似

度，使用不同的算法或相似度阀值可能得到完全不

同的 ＯＴＵ 数［１７］。 得到 ＯＴＵ 后，采用 ＲＤＰ 算法与

Ｇｒｅｅｎｇｅｎｅｓ ｒＤＮＡ 数据库比对，注释各 ＯＴＵ 的分类

单元。 大多数 ＯＴＵ 序列能注释到属水平，一部分

ＯＴＵ 可以鉴定到种水平。
本实验共得到了 ２１２ 个 ＯＴＵ，在门和属两个水

平上对同类的 ＯＴＵ 进行分类鉴定，归属于 １２ 个门，
９４ 个属 （见表 ２）。 通过 ＯＴＵ 聚类及分类鉴定得到

的结果，可以作为后续菌群统计分析的基础。
２．４　 细菌种群的丰富度

　 　 不同人体的口腔微生物种群存在着一定的差

异，通过分析可以得到不同分类水平的细菌种群结

构及其丰富度，可以清晰地得到不同样本在同一分

类水平的差异。 分析流程在进行可视化操作后，在
ｔａｘａ＿ｓｕｍｍａｒｙ 文件夹中生成子文件夹 ｔａｘａ＿ｓｕｍｍａｒｙ
＿ｐｌｏｔｓ，打开其中的文件 ｂａｒ＿ｃｈａｒｔｓ．ｈｔｍｌ，即可观察到

各样品自门水平（Ｌ２）到属水平（Ｌ６）的分类及其组

成比例。 图 ２ 是在门和属水平对菌群的差异性的结

果。 具体菌群分类与丰度信息可以在多样性分析输

出目录（“ｔａｘａ＿ｓｕｍｍａｒｙ ／ ”），查看在不同分类水平下

的细菌种群的丰富度。 由结果可知，部分菌种在所

有样本中都存在；而少数菌种则只在部分样本中

存在。
　 　 通过对不同样本分组的种群丰富度分析，本实

验共检出优势菌涉及 １２ 个门（见图 ２（ ａ）），其中

Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ、 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ、 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ、Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ
不存在显著性差异，而 Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉａ 存在显著性组间

差异（ｗｉｌｃｏｘ．ｔｅｓｔ， Ｐ ＜ ０．０５）。 本实验共检出优势菌
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涉及 ９４ 个属（见图 ２（ ｂ））， 荤食组中 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ
比素食组显著增加，而 Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 比素食组显著

减少（ｗｉｌｃｏｘ．ｔｅｓｔ，Ｐ ＜ ０．０５）。

表 ２　 唾液细菌测序的基本信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂａｓｉｃ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｓａｌｉｖａ

样品名称 有效 ｒｅａｄｓ 数目 ／ 条 ＯＴＵ 数目 ／ 个
不同分类阶元归类数目 ／ 个

门 属

ＳＡＡ １４ ３５６ ４２１ ８ ８２

ＳＡＢ １６ ７７２ ４５６ １２ ９０

ＳＡＦ １４ ４４１ ４６３ １１ ８１

ＳＡＧ １４ ３７７ ４０３ ９ ６２

ＳＡＪ １１ ６３１ ４０６ ８ ９０

ＳＡＫ １４ １８１ ４５０ １１ ７９

ＳＡＮ １６ ３６８ ３７９ １０ ７４

ＳＡＱ １８ ４３０ ４１８ １２ ８１

ＳＡＳ １４ ８３２ ３８９ １１ ６７

ＳＣＢ １８ ７４９ ４５０ １１ ８７

图 ２　 实验样品菌群分类与相对丰度

Ｆｉｇ．２　 Ｔａｘｏｎｏｍｙ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ａｃｒｏｓｓ ｓａｍｐｌｅｓ

２．５　 其它统计分析

　 　 最后得到的 ｂｉｏｍ 文件（ｏｔｕｓ＿ｔａｂｌｅ＿ｔａｘ．ｂｉｏｍ）可
用于后续统计分析。 通常可以计算两类多样性指

数：Ａｌｐｈａ 多样性指数（α⁃ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ）与 Ｂｅｔａ 多样性指

数（b⁃ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ）。 α 多样性指数度量的是群落内部的

物种多样性，b多样性指数度量的是群落间的物种多

样性。 按照生态学的观点，多样性高的生态群落，抵
抗力和稳定性都可能更强。 这里以 ＱＩＩＭＥ 流程中的

ｃｏｒｅ＿ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ＿ａｎａｌｙｓｅｓ．ｐｙ 脚本分析，并通过最小测序

量样本的 ｒｅａｄｓ（Ｃｏｕｎｔｓ）数作为－ｅ 参数（Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ
抽样数）。 ｃｏｒｅ＿ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ＿ａｎａｌｙｓｅｓ． ｐｙ 分析运行一系

列标准的 ａｌｐｈａ 与 ｂｅｔａ 多样性分析，可以查看分析输

出文件夹（ｃｏｒｅ＿ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ／ ）下的文件查看相关结果。
最后，可以将 ＯＴＵ 表的 ｂｉｏｍ 格式文件转换成文本文

件，用于其它统计分析软件的分析，如 ＳＴＡＭＰ ［１８］ 或

Ｒ 软件包 ｐｈｙｌｏｓｅｑ， ｖｅｎａ 等。
２．５．１　 样本菌群 Ａｌｐｈａ 多样性分析

　 　 本实验统计了样本 α 多样性分析中的不同多样

性指数。 图 ３（ａ）是系统发育多样性指数（ＰＤ），两
组的多样性非常相似，虽然两条曲线（ＰＤ 值）区分明

显，但误差棒有重叠，即没有显著统计差异 （Ｐ ＞
０．０５）。另外，荤食组和素食组 Ｓｉｍｐｓｏｎ 多样性指数分

别为（０．９４±０．０４）与（０．９５±０．０２），Ｓｈａｎｎｏｎ 多样性指

数分别为（５．５４±０．６３）与（５．７８±０．３０），可见两组样

本有着相似的多样性指数。
２．５．２　 样本菌群 Ｂｅｔａ 多样性分析

　 　 本实验利用 ＱＩＩＭＥ 的脚本对得到的 ＯＴＵ 表做

差 异 距 离 矩 阵， 后 用 主 坐 标 分 析 （ Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ
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ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＰＣｏＡ） 将距离矩阵可视 化。
ＰＣｏＡ 结果如图 ３（ｂ）所示，其中一个点代表一个样

本，相同的颜色表示是同一组的样本，两个点之间

的距离越近，说明两个样品的微生物群落差异越

小。 由 ＰＣｏＡ 分析结果（见图 ３（ｂ））可知两组样本

均比较分散，主成分区分度不是特别明显，但在各

自象限均占主要优势，说明两组样本的主成分有一

定差异，但没有显著的差异。 这可能与本研究的采

样对象样本数量太少有关，还需要扩大取样人群范

围进一步研究。

图 ３　 样本分组的菌群差异

Ｆｉｇ．３　 Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓａｍｐｌｅ ｇｒｏｕｐｓ

　 　 生活习惯和饮食习惯的不同，形成具有差异的

口腔微生物群落结构，存在不同的优势菌和劣势菌。
它们影响着口腔的环境，对人体造成不同的影响。
通过分类统计分析研究不同组别的菌群组成差异，
进一步研究菌群差异与样本之间存在的关系，是微

生物组研究的意义和目的。

３　 结　 论

　 　 通过整合开源软件 ＶＳＥＡＲＣＨ 与 ＱＩＩＭＥ 等分析

流程，我们开发了在 Ｗｉｎｄｏｗｓ 系统下分析 １６Ｓ ｒＲＮＡ
基因扩增子测序数据的简易流程。 本流程不仅适用

于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 数据分析，还可以用于 １８Ｓ ｒＲＮＡ 或

ＩＴＳ 等标记基因的分析。 以后随着研究的深入，我
们将提供更多元化的分析脚本，不断更新现有分析

流程，并同时在网上公布，供初学者学习微生物组分

析方法［１９］。
ＷＳＬ 是微软在 Ｗｉｎｄｏｗｓ １０ 中推出的 Ｌｉｎｕｘ 子

系统功能，允许 Ｌｉｎｕｘ ＥＬＦ６４ 二进制文件运行在

Ｗｉｎｄｏｗｓ 系统上。 随着微软对 ＷＳＬ 的改进，越来越

多的生物信息软件将支持在 ＷＳＬ 运行，从而方便广

大生物学背景的人员在Ｗｉｎｄｏｗｓ 系统下进行生物信

息数据分析［２０］。 然而 ＷＳＬ 也有一定局限，如它只

支持 ６４ 位程序，一些老的 ３２ 位程序将不能在 ＷＳＬ
下运行，如 ＱＩＩＭＥ 默认的 ｕｃｌｕｓｔ 程序不能在 ＷＳＬ 下

编译成功。 好在目前大多数 ３２ 位程序都有相应的

６４ 位替代程序，如 ｕｃｌｕｓｔ、ＵＳＥＡＲＣＨ［２０］ 可以用免费

的 ６４ 位程序 ＶＳＥＡＲＣＨ 代替。 另外，在 ＷＳＬ 下，程
序对硬盘的读写效率还比较低，程序运行的效率还

是比在原生 Ｌｉｎｕｘ 系统下运行的速度慢。 但 ＷＳＬ
适合作为数据分析入门的学习环境，当研究人员习

惯了 Ｌｉｎｕｘ 命令操作，可以很方便迁移到原生 Ｌｉｎｕｘ
计算机上进行实际项目数据的分析研究工作。
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ＢＴＷ⁃ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｗｉｎｄｏｗｓ： Ａｎ ｅａｓｙ⁃ｔｏ⁃ｉｎｓｔａｌｌ
ｐａｃｋａｇｅ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｍａｒｋｅｒ ｇｅｎｅ ｄａｔａ［ Ｊ］． ＰｅｅｒＪ， ２０１８， ６：
ｅ２６５８１ｖ１． ＤＯＩ：１０．７２８７／ ｐｅｅｒｊ．ｐｒｅｐｒｉｎｔｓ．２６５８１ｖ１．

［２０］ＥＤＧＡＲ Ｒ Ｃ． Ｓｅａｒｃｈ ａｎｄ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｏｒｄｅｒｓ ｏｆ ｍａｇｎｉｔｕｄｅ ｆａｓｔｅｒ
ｔｈａｎ ＢＬＡＳＴ［Ｊ］． Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ， ２０１０， ２６（１９）： ２４６０－２４６１．
ＤＯＩ：１０．１０９３／ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ／ ｂｔｑ４６１．

５４２第 ４ 期 方梅梅，等：Ｗｉｎｄｏｗｓ 下 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因扩增子测序数据分析的简易流程


