
引物选择影响环境微生物组中微生态模式的评估

何金涛1,2，周通3，沈晓强1,2，张楠1,2，
孙超4，吕世鹏5，邵勇奇1,2,6,7,*

1浙江大学农业生命环境学部蚕蜂所
2中德马普学会伙伴小组
3中国科学院海洋研究所
4浙江大学农生环测试中心

5江苏省中国科学院植物研究所
6浙江省蚕蜂资源利用与创新研究重点实验室

7动物分子营养学教育部重点实验室

He, Jintao, Tong Zhou, Xiaoqiang Shen, Nan Zhang, Chao Sun, Shipeng Lu, and Yongqi Shao. 2023. 

“Primer Selection Impacts the Evaluation of Microecological Patterns in Environmental Microbiomes.” 

iMeta. e135. https://doi.org/10.1002/imt2.135



背景

综合探索生态系统中多生境微生物组（物种，功能，群落构建）对于揭示和保护地球生物多样性
和稳定性具有重要意义。

群落构建过程（如随机性过程和确定性过程）已成为微生态学的研究热点。

高通量扩增子测序利用标记基因引物对，实现对微生物群落的大规模监测以及对生态过程的阐述。
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背景

仅2021年，有超过60种靶向16S rRNA基因的引物对被用于各种生境的微生态学研究。

515F/806R（V4）广泛应用于环境微生物组研究中。799F/1193R（V5-V7）可减少对宿主细胞器
DNA（如叶绿体）的扩增，常用于研究植物内生菌，也在叶际、土壤和肠道等研究中使用。

引物偏倚可能导致不同的研究结论，并影响对不同来源数据的整合分析（通常基于有参聚类）。
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背景

以往对引物偏倚的研究主要集中于单一生境或物种丰度高低。然而，对多生境微生态模式中的
引物偏倚仍不清楚，阻碍了对复杂环境微生物组的生态学解析。

Zheng et al. 2015 Microbiome

Wear et al. 2018 Environ. Microbiol.

Rausch et al. 2019 Microbiome



桑基鱼塘系统提供了一个稳定受控的模型用于揭示多种生境类型中的引物偏倚，包括
陆地/水生和环境/植物/动物相关的生境。

背景

5种生境类型

176个生物学样品

V4/V5-V7

物种组成/功能预测

微生态模式

引物效应？
有参聚类？



多生境物种分类组成和功能预测中的引物偏倚

由于扩增特异性不同，V4和V5-V7获得显著不同的物种丰度。例如Sphingomonadaceae和
Rokubacteriales在V4中丰度更高，而Comamonadaceae和Burkholderiaceae在V5−V7中丰度更高。

虽然生境间组成不同，但分类群的引物偏倚程度一致。表明可通过校正因子缓解引物偏倚。



多生境物种分类组成和功能预测中的引物偏倚

在群落水平上，物种分类和功能预测组成在不同生境中均受到引物的显著影响。

虽然不同引物数据集具有相似的样本分布，但在群落差异量化和beta多样性划分中同样发现
引物偏倚，暗示引物选择不仅影响群落结构，也可能在微生态模式中引入偏倚。



多生境微生态模式中的引物偏倚

V4和V5-V7生成了不同的物种丰度分布的微生态模式（SAD）。计算机模拟分析发现该差异
归因于引物间特异性和扩增效率差异。



多生境微生态模式中的引物偏倚

群落构建分析发现，不同引物得到的构建过程存在显著差异。这些差异可能来源于群落结构和
区域分辨率。V5−V7较大的扩增区域和较高的熵提供了比V4更高的分辨率，从而影响系统发育
结构（βNTI）和群落构建过程划分。

由于群落结构和模型构建均受引物偏倚影响，不同生境的引物偏倚不一致。



有参聚类未减少引物偏倚

有参聚类未显著减少引物偏倚。因此，使用有参聚类分析来源于不同引物的数据集时应纳入
引物效应，同时采取必要的策略减少引物偏倚，如丰度校准，信息尺度校正和样本配对。
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总结
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引物选择影响群落分析和微生态模式

生境间微生态模式的引物偏倚不同

有参聚类无法有效缓解引物偏倚
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