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背景

Hi-C技术（常

规Hi-C高通量

测序文库是利

用细胞类型相

同、染色质状

态相同、染色

质相互作用模

式和构象相同

的动物细胞系

建立的）

哺乳动物细胞

系

植物组织和细

胞

微生物

与细胞系相比，

微生物群体中个

体基因组的染色

质状态复杂多变

在微生物宏基因

组研究中广泛使

用的Shotgun技术

会产生大量冗余

序列，无法在种

和菌株水平上进

行进一步分类。

Hi-C技术在三维

（3D）组织模式

分析和基因组辅

助组装方面具有

明显优势，由于

技术局限性，在

微生物中很少使

用，这一优势没

能充分利用起来

目前微生物Hi-C

研究测序的数据
量小，数据同质
性和重现性低

微生物细胞壁坚
固，不易裂解

亮点：

⚫ 本文提供了一种可靠、可行、实

用的适用于微生物种群的宏基因

组建库策略。

⚫ 构建了可广泛应用于畜禽肠道微

生物的 GutHi-C 技术，为微生物

宏基因组的高通量测序提供了参

考。

⚫  本文介绍了该技术的方法，该方

法提高了文库构建的效率、质量

以及测序数据质量，降低了文库

构建的成本，适用于更广泛的应

用。



方法



结果

Bickhart, D. M. et al. Generating lineage-resolved, complete metagenome-assembled genomes from complex microbial communities. Nat Biotechnol 
40, 711-719, doi:10.1038/s41587-021-01130-z (2022).

应用小样本量GutHi-C文库进行GutHi-C技术的数据评估：

对在GutHi-C中获得的文库中进行测序（约2千兆碱基的原始数
据），并对经过HiC-Pro处理后数据进行了评估。将评估结果与
Bickhart等人先前发表的Hi-C数据进行对比。GutHi-C表现出明
显优势。其数据比对率（唯一比对率）、有效互作对的比例以
及去重后有效数据比例与先前文章（均未公开技术细节）中发
表的数据具有可比性。



结果

交互频率热图数据集比较分析：

➢ 一方面：对照组抽样到约 8 M total pairs 水平 (图 D), 和

本研究的GUT1-KM1 (图 B)。

➢ 另一方面：对照组抽样到本研究三个样的和约 25 M

total pairs (图 C)，和本文中 GUT1-KM1、GUT1-KM2、

GUT1-KM3 合并数据 (图 A) 进行比较。

➢ 由比较结果可以得出，在同等数据量条件下 GUT1-KM1 

(图 B) 单菌内互作频率优于对照组 (图 D)。并且 GUT1-

KM1、GUT1-KM2、GUT1-KM3 合并数据 (图 A) 互作频

率也优于对照组 (图 C)。

应用小样本量GutHi-C文库进行GutHi-C技术的数据评估：



结果

⚫ 我们重新采集了鸡的肠道微生物，进行技术实验建库测序以获取约 

100 到 150 gigabases of raw data 大数据量与对照组 ProxiMetaHi-C 

(也称为 Hi-C Meta) 的结果进行对比分析,首先我们选择了排名前 10 

的单菌进行热图比较,这一比较显示了在我们的方法中更明显的信号

强度。

⚫ 随后，我们放大了信号最强的细菌之一，并进行了更高分辨率的绘

图。从 40 K 和 20 K 分辨率中都可以观察到，我们的方法显示出明

显更强的信号强度。

⚫ 此外，如图 G 所示，图中实心黑色三角形突出显示的区域代表了一

个具有强交互性的区域，我们的结果表明，鸡肠道微生物群中个体

细菌内的区域具有较强的相互作用模式，而在对照组的 Hi-C 热图

中，没有明显的相互作用区域。

应用大样本量GutHi-C文库揭示微生物宏基因组的三维构象：



结果

组装上的应用：宏基因组 Hi-C 大多数仅应用于宏基因组的辅助组装/分箱等，目前还没有应用于宏基因组中微生物三维结构的解析。

➢ 如图 A 所示，通过我们的建库方法，对鸡肠道宏基因组盲肠的样本进行了大规模的测序，并使用比对率较高的样本对之前鸡的三代 HiFi 测序的组装

结果使用 bin3C 进行分箱，得益于 HiFi 数据本身的高准确率和高质量，我们使用 bin3C 分箱后得到了 212 个高质量的 MAGs (Completeness > 90

and Contamination < 10)，和 226 个中高质量以上的 MAGs (Completeness > 75 and Contamination < 10) (包含高质量)，比之前 contigs 级别的高质

量基因组增加了 38.6%, 但是中质量 (Completeness > 50 and Contamination < 10) 的 MAGs 有所减少，说明使用我们的Hi-C数据，可以对将低质量

的或者中质量的 contigs 进行分类，增加高质量宏基因组的组装质量。

➢ 图 B 则更加明显，使用 illuminal 初步组装的 contigs 中，没有一个 contig 可以达到中质量，但是使用对应的 Hi-C 数据集，我们得到了 66 个中质量 

(Completeness > 50 and Contamination < 10) 的 MAGs，其中有 37 个中高质量和 18 个高质量的 MAGs。

应用GutHi-C辅助宏基因组组装结合HiFi三代测序：



总结
➢ GutHi-C 提供了一种适用于微生物群体的宏基因组 Hi-C 建库方法。基于微生物群体的共性特征，该

技术可以适用于来自畜禽、人类等动物肠道、粪便的微生物群体，来自土壤的微生物群体，和培养

组微生物混合物等各种环境下的微生物宏基因组建库和高通量测序，为微生物大基因组文库构建和

高通量测序提供了一种高效的方法，具有良好的应用前景。

➢ 在文库构建过程中，采用液氮研磨和/或溶菌酶处理的方法进行微生物裂解，可以最大限度地解离微

生物细胞壁，并允许内切酶完全进入细胞核。在引入 in situ Hi-C 体系的同时，减少了生物素和磁珠

的用量，并且设置预 PCR 实验进行 QC 质控，在保证甚至提高实验数据质量的情况下，节约试剂，

从而大大降低了实验成本。

➢ 在组装的应用方面，通过与 ProxiMeta Hi-C 对比表明，使用本方法的 Hi-C 数据，可以对将低质量

的或者中质量的 contigs 进行分类，增加高质量宏基因组的组装质量。
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