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短读长扩增子测序是否适用于微生物组功能的预测？
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摘要
标记基因的分类学分析可以较低成本揭示微生物群落的分类概况，所以在微生物组研究中使用频率较高。现在有越来越多的工具可以从这类数据中提取更多的生物信息。在这篇观点中，我们阐述了利用分类组成（特别是来源于短读长测序时）预测微生物组功能之生物学可信度方面的一些担忧，讨论了标记基因的分类学分辨率、标记基因的基因组内变异以及微生物组数据的组成性质。将微生物组功能的实际测定与预测相结合可以更好地理解微生物组功能。文中我们强调了功能预测对产生和验证假设的重要性。我们认为，在提取微生物组DNA的基础上进行短读长扩增子测序预测微生物组功能不应作为生物学推断的唯一基准。
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亮点
· 阐述了利用微生物组数据集分类谱预测微生物潜在功能之生物学可信度方面的一些问题。
· 讨论了标记基因的分类学分辨率、标记基因的基因组内变异以及微生物组数据的组成性质。
· 将微生物组功能的实际测定与预测相结合是理解微生物组功能的一个好办法。
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引言
在过去的20年里，二代测序(NGS)技术广泛用于微生物群落分析。现在的NGS平台价格实惠，允许用户同时测试大批量样本，并具有较高的碱基读取精度。这些技术使研究人员能够破译不同生境微生物群落的组成(e.g., [1–3])。随着微生物组研究的迅速发展，出现了一些可以从微生物组数据集的分类情况预测功能潜力概况的工具[4]。微生物潜在功能谱通常列出微生物组中可能会存在的微生物功能，并根据预测的微生物丰度揭示相应的微生物功能的相对重要性。微生物功能对理解微生物群落很重要，而这些工具可以补充微生物组分类学数据集。尽管这些工具提供了许多额外的信息，在这篇文章中我们就使用短读长扩增子测序产生的微生物组数据集的分类注释来推导微生物功能表达了一些担忧。虽然预测算法本身已经讨论得很深入(e.g., [4])，我们关注的是短读长扩增子测序数据预测微生物功能的适用性，而不是预测算法的效率。

扩增子测序的分类学分辨率
在下笔时，使用Illumina平台的短读长扩增子测序是最常见的测序技术。在Illumina广泛使用的MiSeq系统上，短序列的双端测序可以产生多达2×300个碱基对。在微生物分析中，短读长扩增子测序最常用的对象是具有分类学信息的细菌16S核糖体RNA (rRNA)和真菌内转录间隔子(ITS)基因位点，但这些基因的部分测序往往在种水平的区分度不高。例如，大约20年前，Blackwood et al.[5]对芽孢杆菌（Bacillus spp.）16S rRNA基因的高可变V1-V3区域进行了测序，发现无法区分两种临床相关的蜡样芽孢杆菌（Bacillus cereus）类群——炭疽芽孢杆菌（B. anthracis）和蜡样芽孢杆菌（B. cereus）。事实上，对蜡样芽孢杆菌组16S rRNA全基因的测序显示，只有部分炭疽芽孢杆菌和蜡样芽孢杆菌具有可分辨的16S rRNA序列[6, 7]，指出该标记基因对某些类群的分类学分辨率有限。最近，人们指出了菌株水平鉴定人类微生物组组成的重要性[8, 9]，然而短读长扩增子测序大多无法区分相关度高的菌株[9]。
已有研究证明了一个不言自明的事实，采用PacBio等长读长测序技术可以实现16S全长测序，提高了分类学分辨率(e.g., [10])。作为长读长测序的替代方案，Loop Genomics提出通过采用Illumina短读长测序技术，结合在每个16S扩增子独特的标签序列来合成长读长序列，也可以在种水平上提高分辨率[11]。此外，通过使用诸如SMURF[12]这样的计算工具整合针对不同16S高变区域的扩增子测序结果，可以推断出具有更高分辨率的分类学图谱。这种替代方法目前更容易使用，因为不需要替换测序平台或调整建库准备工作流程。然而，这不是最优的选择，因为与Loop Genomics技术相反，全长16S序列无法用这种策略重建。
尽管16S全长测序广泛应用的成本仍然高昂，但我们预测，从长远来看，通过长读长扩增子测序或基于唯一识别的短读长扩增子测序的生物信息学重建实现的16S全长测序将逐渐取代短读长测序，提高了分类学分辨率，进而更准确地预测微生物的潜在功能。
除了分类学上的区别之外，同一种水平的菌株之间的基因变异进一步阻碍了功能的准确预测。2004年，Jaspers和Overmann发现11株Brevundimonas alba具有完全相同的16S rRNA基因序列，但具有较高的基因组多样性和生理学特征差异性[13]，表明需要分离微生物才能精确评估它们的功能。虽然公共数据库中缺乏参考基因组无疑限制了功能预测工具的作用发挥，但这个例子进一步说明，参考基因组可用并不代表功能推断可靠。

标记基因的基因组内变异性
利用扩增子测序数据分析微生物组结构的另一个难点是微生物基因组中标记基因的拷贝数有差异。真菌可以包含多达几百个被ITS分隔开的rRNA基因拷贝，但又在不同的真菌中呈现数量级的差异[14]。即使在同一种水平的真菌菌株中，各基因组的18S和28S rRNA基因的拷贝数也可以有很大的差异[14–17]。Lavrinienko等人[18]推测，ITS等非转录区域可能具有更大的拷贝数变异性。同样，如Rainey 等人[19]研究所示，细菌可能含有多拷贝的16S rRNA基因。最近的估计表明，每个细菌物种16S rRNA基因拷贝数的中位数可以在1到19之间变化[20]。虽然现在已经开发出了修正古细菌和细菌基因组中16S rRNA基因拷贝数的工具[21,22]，但基因拷贝数修正的可靠性仍存在不确定性和争议[23,24]。此外，从本世纪之初人们已经知道，单个细菌基因组中的16S rRNA基因并不总是相同的(例如[25])。这可能会导致扩增子测序把本属于同一细菌细胞中的16S rRNA等位基因认定为不同的细菌种类[26]，从而会高估多样性[27]。因此，除了可变标记基因拷贝数在试图评价所研究环境中每个种类的相对贡献时的明显含义(即相对丰度失真)外，这种变异性有时会认为是等位基因多样性，甚至会混淆微生物组的组成。由于潜在功能谱反映了分类谱中的所有偏差，标记基因的基因组内变异性会干扰潜在功能的相对重要性估计，进而可能会高估潜在功能谱的多样性。
微生物组数据的组成性质
由于NGS从样本中产生的序列读数与样本中的细菌细胞数量之间没有关系[28]，因此这个读数并不转化为细菌丰度。NGS中每个分类单元产生的读数仅反映了群落一部分的相对大小，使NGS微生物组数据集是可组装的[29]。换句话说，这意味着它解锁了一个微生物群落中类群的相对测序读取丰度（即比例或频率），但由于整个群落的大小（微生物生物量）仍然未知，它没能揭示类群的绝对丰度[28–31]。因此，即使一个群落的预测功能谱与其实际功能相吻合，但由于未考虑该群落的总种群规模，而无法对功能潜力的大小进行估计。For example, given two compositionally identical microbiomes (microbiome A and B) that differ in their overall population size by factor two (microbiome A has double the population size of B), we would like to compare their predicted to their realized functional potential. 例如，假定有定两个组成相同的微生物组(微生物组A和微生物组B)，且微生物组A的种群大小是B的两倍，我们希望比较它们的预测功能潜力和实际功能潜力。虽然它们的预测功能潜力是相同的，但实际上微生物组A的功能潜力是B的两倍。目前也有很多其他的微生物定量方法可以克服微生物组分析的这一局限性(如[28,30,32–34])，但是不同的量化方法可能会引入额外的数据异质性。
另一种规避微生物组成数据分析问题的策略是使用比率[36]，因为使用比率可以消除微生物自身负荷造成的偏差[37]。所以如果微生物群的功能可以用分子/功能/过程比率来表示，正如生物系统中的碳氮比、白蛋白/球蛋白比、中性粒细胞/淋巴细胞比一样，潜在功能的相对丰度变成了有价值的信息，微生物的生物量变得不那么关键。虽然不总是实用，且我们对数据组成特性本身的担忧依然存在，但我们建议在分析功能谱时尽可能使用比率。无论如何，使用比率的成分感知统计方法使数据不太依赖于微生物生物量，因此这类方法也是很有用的，应该得到青睐[29]。
最后，尽管这里没有讨论，但值得一提的是，PCR偏差是一个众所周知的误差来源，它可以曲解群落组成(例如[38])和功能预测。

测定微生物群的实际功能
另一种要求更高的方法是在尽量测定微生物群的实际功能。比如，受环境微生物调控的过程（如酶活性[39]、温室气体排放通量[40]和固氮[41]）通常可以原位测定。同样地，通过正交测定粪便代谢物，可以评估人体/动物肠道微生物的功能，这已经被成功地用于研究肠道微生物和生物转化的关系，这些关系一定程度上可解释一些包括免疫抑制剂在内的药物[42-43]在病人体内的差异性。只有当微生物群落可获取，在采样时相应的功能是活跃的，并且有足够的种群大小和采样量用于检测，测量微生物的实际功能才是可行的。对于不满足这些标准的微生物群，使用实时荧光定量PCR等额外技术是对某类功能基因遗传潜能定量表征的一种有意义的补充。但必须指出的是，这些遗传潜能并不一定转化为微生物活动和过程[44–46]。从这个角度来说，转录组学、蛋白质组学和代谢组学等组学技术有助于探索已经表达的遗传潜能。我们认为，结合功能预测和特定功能的实际测定是了解微生物功能的一个强有力的方法。

产生和验证假设
尽管有局限性，但我们承认功能预测有产生新假设的特殊潜力。然而，我们尤其不能忽视微生物群落是复杂的。因此，功能组成是高维的，很难分析。这意味着通常潜在功能预测工具会引发太多的研究方向，而产生直接的假设变得困难。我们强烈鼓励研究人员选择有意义的假设，并尽可能独立地检验这些假设。例如Zhang 等人[47]预测了小鼠肠道菌群的代谢功能，并通过核磁共振代谢组学成功验证了他们的预测。同样，Wu等人[48]预测了结直肠腺瘤和结直肠癌患者肠道微生物组相比健康个体发生了生物合成途径的改变，且通过实时荧光定量PCR定量测定这些途径中的基因验证了他们的预测。尽管有关验证预测功能的研究是个例而不是规律，但这些例子说明了潜在功能预测在发现和探索新的研究方向方面的优势。
总结
本文中所讨论的微生物组功能潜能预测的问题、益处和替代方案见图1。总的来说，我们肯定那些为实现微生物组分类学数据集功能预测所做的努力，也坚信功能预测有助于产生新的思路和潜在研究方向。但我们认为，在提取微生物组DNA的基础上进行短读长扩增子测序预测微生物组功能不应作为生物学推断的唯一基准，而从短读到长读测序技术的转变将有助于克服这些问题。尽管如此，高分辨率的分类分析并不能解决我们提出的关键问题(例如，微生物组数据的组成性质)。因此，在功能预测的同时，结合使用组学(如代谢组学)和非组学方法(如qPCR)表征微生物活性对阐明微生物组功能至关重要。
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