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痕量样本高通量测序文库构建 
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(1. 中国科学院微生物研究所, 北京  100101; 2. 中国科学院遗传与发育生物学研究所, 北京  100101) 

摘  要: 目的  通过调整建库过程中的测序接头加入量、片段选择的执行与否、文库扩增循环数等条件, 建

立一种基于 Illumina 测序平台的高效稳定的痕量样本高通量文库构建方法。方法  采用不同类型的样本, 设

计不同起始 DNA 量(最低至 0.1 ng)的文库构建策略, 主要对接头使用量、扩增循环数等进行优化, 并通过数

据分析评估文库质量。结果  对于起始量低至 0.1 ng 的 DNA 样本, 基因组文库构建成功率达 100%。对于基

因组较小的细菌, 0.1 ng 的起始 DNA 量的数据组装效果与 100 ng 起始 DNA 量相近; 对于基因组较大、结构

复杂的细菌, 0.1 ng 的起始 DNA 量的数据组装效果显著差于 100 ng 起始 DNA 量, 但可通过增加测序数据量

的方法提高组装效果。对于元基因组测序, 起始 DNA 量为 1 ng 时, 制备的测序文库与常规起始 DNA 量制备

的文库得到的微生物群落结构相近。结论  本研究建立的 0.1 ng 起始 DNA 量文库构建方法稳定, 可用于更多

微生物基因组测序、元基因组测序的应用领域。 
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Construction of high throughput sequencing library for trace samples 
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ABSTRACT: Objective  To establish an efficient and stable high-throughput library construction method of trace 

samples based on Illumina sequencing platform by adjusting the amount of sequencing adapter, the execution of 

fragment selection, the number of library amplification cycles and so on. Methods  Different types of samples were 

used to design the construction strategy of library with different initial DNA amount (as low as 0.1 ng). The usage of 

adapter and the number of amplification cycles were optimized, and the quality of library was evaluated by data 

analysis. Results  The success rate of genomic library construction was 100% for DNA samples with the initial 

amount as low as 0.1 ng. For bacteria with small genome, the data assembly effect of 0.1 ng initial DNA was similar 

to that of 100 ng initial DNA. For bacteria with large genome and complex structure, the data assembly effect of 0.1 

ng initial DNA was significantly worse than that of 100 ng initial DNA, but the assembly effect could be improved by 

increasing the amount of sequencing data. For metagenomic sequencing, when the initial DNA quantity was 1 ng, the 

microbial community structure of the library was similar to that of the library with conventional initial DNA quantity. 

Conclusion  The construction method of 0.1 ng initial DNA library established in this study is stable and can be 

used in more application fields of microbial genome sequencing and metagenome sequencing. 
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0  引  言 

微生物主要包括细菌、真菌、古菌、病毒等微小生物, 

是自然界分布最广泛、生物多样性最为丰富的生命形式, 

在农业、工业、食品、医疗卫生等方面发挥着重要作用。

近年来, 高通量测序技术(next generation sequencing, NGS)

由于其通量高、成本低等特点, 已被广泛应用于微生物学

研究的各个领域, 如基因组学研究、元基因组学研究等, 

并取得了广泛的研究成果[1‒4]。除此之外, 高通量测序在食

品发酵、食品微生物检测、益生菌类保健食品的研发中也

发挥了重要的作用, 例如借助高通量测序技术手段, 研究

传统发酵食品泡菜、食醋、奶酪等发酵过程中的质量稳定

性与微生物多样性之间的密切关系[5]。 

Illumina 测序平台是目前应用最广泛的 NGS 技术平

台[6], 将双链 DNA 经过打断、末端补平处理后, 再与特定

的 Illumina 测序接头(adapter)段按照正确的方向相连接的

过程即为文库制备, 得到的 DNA 片段即为测序文库[7]。测

序文库质量高低是能否获得有效数据的关键影响因素之一, 

是保证 NGS 结果的基础。影响文库质量的因素有很多, 如

DNA 质量、文库构建的 DNA 投入量、接头的加入量、文

库扩增循环数等[8‒10]。目前, 常规 DNA 文库构建的起始量

一般要求大于 100 ng[11]。然而, 某些样本非常稀少、取样

困难、保存不当等原因会导致无法得到足够的 DNA 用于

文库构建。 

虽然已有研究对低起始量的文库构建进行了研究 , 

如通过多重置换扩增(multiple displacement amplification, 

MDA)的方法将 DNA 量增加 9 个数量级, 以达到建库的要

求, 但这样会显著改变微生物菌落结构, 影响结果的可靠

性[12‒13]。鉴于此, 本研究针对低起始量 DNA 样本(最低至

0.1 ng), 基于现有基因组测序、元基因组测序文库构建方

法进行优化, 并通过数据分析评估文库质量, 建立一种高

效稳定的文库构建方法, 以期为拓展微生物基因组测序、

元基因组测序的应用领域提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

Bioruptor UCD-30 非接触式超声波破碎仪(比利时

Diagenode 公司 ); Invitrogen™Qubit2.0 荧光计、Applied 

Biosystems PCR 热循环仪、2720Invitrogen™ DynaMag™-96

侧面磁力架(美国 Thermo Fisher Scientific 公司); BioTek 

Epoch 全波长酶标仪(美国伯腾仪器有限公司); VORTEX-5

涡旋混合器(江苏海门市其林贝尔仪器制造有限公司)。 

QIAGEN DNeasy® PowerSoil® Pro Kit (德国 QIAGEN

公司); 试剂盒 A (Rapid DNA Library Prep Kit for Illumina)、

试剂盒 B (Hyper Prep Kit for Illumina)、Qubit assay kit (美国

Thermo Fisher Scientific 公司); 酵母提取物(英国 OXOID 公

司); TPY 液体培养基(250 g, 青岛海博生物技术有限公司); 

氯化钠(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司)。 

用于该实验的大肠杆菌由本实验室从粪便中分离培

养获得; 沙门氏菌由本实验室从鸡肉中分离培养获得; 金

黄色葡萄球菌株由外实验室赠予; 双歧杆菌购买于中国科

学院菌种保藏中心, 菌株编号 CGMCC1.5082。 

1.2  实验方法 

1.2.1  基因组 DNA 提取与稀释 

本 研 究 选 取 平 均 鸟 嘌 呤 和 胞 嘧 啶 (guanine and 

cytosine, GC)含量不同的革兰氏阴性菌(大肠杆菌、沙门氏

菌)和革兰氏阳性菌(金黄色葡萄球菌和双歧杆菌)每种各 1

株。粪便样本取自 1 名志愿者。 

使用 QIAGEN DNeasy® PowerSoil® Pro Kit, 按照说

明书提取细菌和粪便基因组 DNA。Nanodrop 测定浓度, 根

据光密度(optical density, OP) OD260/OD280 值判断 DNA 的

纯度。琼脂糖凝胶电泳用于鉴定基因组 DNA 的完整程度。

Qubit 2.0 用于准确测定双链 DNA 的浓度。 

根据Qubit测得的基因组DNA浓度, 对每个样本进行

梯度稀释, 确保起始基因组 DNA 的量为 100.0、10.0、1.0、

0.5 和 0.1 ng; 元基因组测序文库 1000、500、100、50、1 ng

的起始量梯度。每个梯度设置 3~4 个重复。 

1.2.2  基因组文库构建 

采用 2 种不同的试剂盒(A、B)对不同起始量的样本进行

基因组测序文库制备, 其中所有基因组文库采用试剂盒 A 进

行构建, 大肠杆菌和沙门氏菌的基因组文库同时还采用试剂

盒 B 进行构建, 所有元基因组文库均用试剂盒 B 进行文库制

备。此外, 根据 DNA 的起始量, 为达到成功制备测序文库的

目的, 对不同 DNA 起始量的建库流程进行优化。 

主要建库流程为超声破碎仪对基因组 DNA 进行片段

化, 磁珠纯化 DNA 片段后进行末端修复和 3’加测序接头、

片段选择以及扩增富集等步骤。根据基因组 DNA 起始量的

不同, 选择不同的测序接头浓度及加入量(表 1), 在接头连

接反应过程中对起始 DNA 量小于 1 ng 的样本, 增加 4 ℃孵

育步骤, 时间不小于 1 h, 以增加接头的连接效率。文库制备

过程中的片段选择可以提高文库质量和基因组拼接结果, 

但是此过程中会损失 DNA, 为了保证能够获得可测序的基

因组文库, 当起始 DNA 量小于 10 ng 时, 将不进行片段选

择。最后用PCR法富集正确连接测序接头的DNA片段, PCR

的循环数随着起始 DNA 浓度的降低增加 2~5 个循环(表 1)。 
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表 1  DNA 起始量和 adapter 使用量 
Table 1  DNA initiations and adapter usages 

起始 DNA 量/ng 
adapter 储备液浓度 

/(µmol/L) 
稀释倍数 

adapter 加入体积 
/µL 

是否片段选择 PCR 循环数

1000 15 1× 5 是 10 

500 15 1× 5 是 10 

100 15 1× 5 是 10 

50 15 1× 5 否 10 

10 15 5× 5 否 12 

1 15 20× 5 否 15 

0.5 15 50× 5 否 15 

0.1 15 50× 3 否 15 

 
1.2.3  文库质检与测序 

对构建好的文库进行初步质检, 采用 Qubit 检测文库

浓度, 琼脂糖凝胶电泳检测基因组测序文库片段大小。初

步质检合格的文库, 根据预计的测序数据量成比例混合后, 

使用荧光定量 PCR 和 LabChip Touch 进行进一步质检, 计

算上机量。 

使用 Illumina Novaseq 6000 进行双端 150 bp (PE150)

模式进行测序。基因组测序每个样本按照 1 G 的预计数据

量进行测序; 元基因组测序每个样本按照 2 G 的数据量进

行测序。 

1.2.4  数据分析 

(1)数据质控 

对测序得到的原始测序数据(raw data)进行质控, 获

得有效数据(clean data)。数据质控包括: 去除接头污染的

碱基数大于 5 bp 的序列, 去除序列中质量值 Q≤19 的碱基

占总碱基的 50%以上的低质量序列, 以及去除含 N 比例大

于 5%的序列。 

(2)基因组组装 

对于质控后得到的高质量基因组测序数据, 使用基

于 SPAdes[14]的 Unicycler 短序列组装软件对有效数据进行

初步组装 , 然后根据序列与组装得到的 contigs 的

paired-end 和 overlap 关系, 对组装结果进行优化, 再使用

GapCloser 1.12 软件对组装结果进行修补, 最后去除冗余

序列得到最终的组装结果。 

(3)元基因组物种注释 

对于质控后得到的高质量元基因组测序数据, 先使

用 SOAP denovo[15]进行元基因组组装, 组装主要分为 3 步: 

单样本组装, 多样本组装, 结果合并和丰度过滤。然后使

用 metaphlan2[16]软件分析, 获得不同分类层级(门、纲、目、

科、属、种)的微生物群落结构和丰度。 

2  结果与分析 

2.1  文库制备结果 

通过调整接头的浓度和 PCR 循环数, 起始 DNA 量从

0.1 ng 到 100 ng 的单菌基因组样本, 用试剂盒 A 均成功制

备出测序文库。文库的质量浓度在 4.508~89.026 ng/μL 之

间。琼脂糖凝胶电泳结果显示(图 1), 经片段选择后的测序

文库, 文库长度主要在 400~700 bp, 而没有经片段选择的

文库, 文库长度成较大范围的弥散状。通过凝胶电泳结果

还发现, 起始 DNA 的量从 1 ng 开始, 随着起始 DNA 量的

减少, 接头和引物二聚体的比例逐步增多。虽然低起始量

DNA 所制备的文库浓度偏低, 但为了验证此种文库是否

可以测序以及数据的质量和拼接结果, 将所有文库等量混

在一起进行测序。 

为了验证不同试剂盒的差异, 大肠杆菌和沙门氏菌各

取 3 个不同的菌株, 用试剂盒 B 制备不同起始 DNA 量的测

序文库。从图 1 可以看出, 没有经过片段选择的文库接头/

引物二聚体的污染严重, 该污染会影响测序的数据质量, 浪

费测序数据。因此, 试剂盒B文库制备不论为何种起始DNA

量, 全部样本需进行片段选择, 该方法有效地去除了接头和

引物二聚体的污染, 文库琼脂糖凝胶电泳质检结果与图 2相

似。由于片段选择的加入, 在文库制备过程中损失部分DNA

片段, 导致起始 DNA 量在 0.5 ng 时有 1 个沙门氏菌样本建

库失败。通过比较图 1 和图 2 发现, 虽然用同样的片段选择

流程, 试剂盒 B 制备的基因组测序文库片段更集中, 且一致

性更好, 由此得到的数据更利于后续的基因组拼接等生物

信息分析。因此, 在起始 DNA 的量能够达到 1 ng 时, 建议

用试剂盒 B 结合片段选择的方法制备基因组文库。 

根据环境样本的特性, 某些样本无法获得足够量的原

始样本(如拭子、齿垢样本等)以获得 1 µg 以上的基因组

DNA。而起始 DNA 量的多少不仅影响基因组文库能否制备

成功, 还可能影响微生物群落结构的分析结果。以平均每个

细菌的基因组为 5 Mb计算, 1 ng的元基因组DNA约含有 10

万个细菌的基因组, 而 1 µg 元基因组 DNA 则含有 1 亿个细

菌。此外, 本研究所用样本为粪便样本, 人类肠道含有约

1012 个细菌[17‒19], 起始 DNA 量过低会导致细菌种类过少, 

故将元基因组的最低起始量提高到 1 ng。本研究通过分析一
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个环境样本不同起始量 DNA 制备的元基因组文库所产生的

数据, 研究不同起始 DNA 量对元基因组微生物群落结构分

析结果的影响。为了能够获得更多的有效数据, 元基因组文

库均使用试剂盒 B 进行构建, 起始 DNA 的量从 1 µg 到 1 ng

都成功制备了基因组文库, 除 1 ng 起始量制备的测序文库

质量浓度(2.176~9.05 ng/μL)较低外, 其他各起始量样本均

获得质量浓度 20 ng/μL 以上的基因组文库, 且片段大小集

中、统一(图 2)。 
 

 
 

注: M: 100 bp DNA marker, 条带从上往下依次为 1500、1000、900、

800、700、600、500、400、300、200、100 bp; 1~3: 100 ng 大肠

杆菌 DNA 起始量; 4~7: 10 ng 大肠杆菌 DNA 起始量; 8~11: 1 ng

大肠杆菌 DNA 起始量; 12~15: 0.5 ng 大肠杆菌 DNA 起始量; 

16~19: 0.1 ng 大肠杆菌 DNA 起始量。 

图 1  基因组测序不同起始量文库琼脂糖电泳 

Fig.1  Agarose electrophoresis of genomic sequencing with 
different starting amounts libraries 

 

 
 

注: M: 100 bp DNA marker, 条带从上往下依次为 1500、1000、900、

800、700、600、500、400、300、200、100 bp; 1~3: 1000 ng 粪便

DNA起始量; 4~6: 500 ng粪便 DNA起始量; 7~9: 100 ng粪便 DNA

起始量; 10~12: 50 ng 粪便 DNA 起始量; 13~15: 1 ng 粪便 DNA 起

始量。 

图 2  元基因组测序不同起始量文库琼脂糖电泳 

Fig.2  Agarose electrophoresis of metagenomic sequencing with 
different initial libraries 

2.2  测序数据质量 

所有测序文库在 Illumina Novaseq 6000 测序平台, 进

行双端 150 bp (PE150)模式测序。对测序所得的原始测序

数据(raw data)进行质控, 鉴定不同测序文库下机数据质量, 

过滤后的高质量测序数据(clean data)进行后续的基因组拼

接或微生物群落结构分析。每个细菌基因组测序获得 raw 

data 在 0.8~2.5 Gb 之间, 质控后获得 0.3~2.4 Gb 的 clean 

data。每个元基因组文库获得 1.0~3.0 Gb 的 raw data, 数据

过滤后获得 0.9~2.9 Gb 的 clean data。 

通过分析每个样本 clean data 的比例, 发现试剂盒 A

制备的基因组文库, 随着起始量的降低, 基因组测序文库

的 clean data 比例较大程度下降。起始 DNA 量为 100 和   

10 ng 时的 clean data 比例大于 90%, 起始 DNA 量为 1 ng

时的 clean data 平均比例降至 62%~77%, 至起始 DNA 量为

0.1 ng 时的 clean data 比例降低至 50%以下(图 3A)。而试

剂盒 B 结合片段选择制备的基因组文库的数据质量优于试

剂盒 A 制备的基因组文库, 尤其当起始 DNA 量为 1.0 和

0.5 ng 时, 文库测序所得数据的 clean data 的比例依然高于

90%(结果未展示)。使用相同方法制备的元基因组文库所得

数据的 clean data 的比例同样很高, 1 ng 的起始 DNA 量制

备的测序文库所得数据的 clean data 的比例均达到 96%, 

数据质量整体良好(图 3B)。 

2.3  不同起始量基因组测序文库对基因组组装的

影响 

选择了4种细菌进行不同起始DNA量基因组文库构建, 

包括 2 种革兰氏阴性菌(大肠杆菌和沙门氏菌)和 2 种革兰氏

阳性菌(金黄色葡萄球菌和双歧杆菌), 以 scaffold 数量和

N50 的长度标评估不同起始 DNA 量文库对基因组组装的影

响。一般情况下, 测序文库均一性越好、测序数据质量越高, 

相同物种的基因组组装后所得 scaffold 数量越少、N50 越长, 

组装所得的基因组越完整。scaffold 数量结果显示(图 4), 所

有样本的起始 DNA 量在 1 ng 以上时, 组装所得 scaffold 数

量几乎无差异; 随着起始 DNA 量的降低, 不同细菌表现出

的 scaffold 数量变化有所不同。大肠杆菌在起始 DNA 量降

到 0.5 ng 时, scaffold 的数量较大程度增高; 沙门氏菌的起始

DNA 量降低到 0.1 ng 时, scaffold 数才较大程度增高; 而金

黄色葡萄球菌和双歧杆菌在起始 DNA 量降到 0.1 ng 时, 

scaffold 数仅略有升高。除了测序文库质量和测序数据质量

外, 基因组的大小和复杂程度也会影响 scaffold 数量, 基因

组越大越复杂, scaffold 数量越多。本研究结果显示, 大肠杆

菌的 scaffold 数量在 80~106 个, 沙门氏菌在 48~87 个, 金黄

色葡萄球菌的在 26~52 个, 而双歧杆菌的 scaffold 数量仅为

11~19 个。大肠杆菌和沙门氏菌的基因组主要分布在 4~6 Mb

范围内, GC 含量在 50%左右; 金黄色葡萄球菌和双歧杆菌

的基因组主要分布在 2~3 Mb范围内, GC含量分别在 32%和
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62%左右。综上, 本研究发现基因组越大、结构越复杂, 

scaffold 数量对文库制备起始量越敏感; 而文库制备起始量

不影响高 GC 含量细菌的基因组组装结果。图 5 为不同 DNA

起始量各细菌基因组拼接后 N50 的平均长度, 发现不同细

菌随着起始 DNA 量的变化, N50 变化趋势同样呈现一定的

差异。大肠杆菌的 N50 随起始 DNA 量的降低仅略有降低; 

双歧杆菌和沙门氏菌的 N50 则在 DNA 起始量在 0.1 ng 时较

大程度降低; 金黄色葡萄球菌在起始 DNA 量小于 1 ng 时, 

N50 的值出现增长的情况, 但是查看每个样本的 N50 值时

发现个体间差异很大。 

 

 
 

注: A: 细菌基因组文库 clean data 比例; B: 元基因组文库 clean data 比例。 

图 3  不同起始量文库测序数据质控分析 

Fig.3  Data QC analysis of libraries constructed from different input DNA 
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图 4  基因组测序不同起始量基因组组装 scaffold 数量 

Fig.4  Scaffold counts of libraries constructed from different input DNA 

 
 

 
 

图 5  基因组测序不同起始量基因组组装平均 N50 值(n=3) 

Fig.5  N50 lengts of libraries constructed from different input DNA (n=3) 
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2.4  元基因组测序不同起始量文库微生物组成 

为了评估低起始量元基因组 DNA 文库对元基因组

测序的影响, 对测序所得的不同 DNA 起始量的元基因

组序列使用 metaphlan2 对细菌门、纲、目、科、属、种

6 个分类水平进行了物种注释。结果显示, 不同起始量

文库的物种结构和丰度在各分类级别均无较大差异, 具

有一致性(图 6)。本研究所用粪便样本在不同分类水平的

细菌种类分别为门 4 种、纲 9 种、目 11 种、科 22 种、

属 32 种、种 76 种, 且细菌种类相对比较集中, 如在门

分类水平上, 样本中丰度最高的 2 个细菌类群占到 97%

以上, 分别为拟杆菌门(Bacteroidetes, 平均约占 45.4%)

和厚壁菌门(Firmicutes, 平均约占 51.9%), 与文献报道

的粪便样本主要细菌类群一致 [20‒21]; 在属分类水平上 , 

拟杆菌属(Bacteroides, 平均约占 34.8%)、Blautia 属(平

均约占 19.3%)和巨单胞菌属 (Megamonas, 平均约占

18.0%) 3 个属的丰度占到了 70%以上。结合数据质量及

物种注释结果, 用较低的 DAN 起始量制备基因组文库

所得测序结果不会对元基因组测序的结果造成较大影

响 , 因此, 对于难获取或保存不当导致 DNA 量少不满

足常规建库的样本, 仍可通过元基因组测序进行研究并

得到相对可靠的结果。 

3  结论与讨论 

本研究通过优化文库构建流程 , 对于起始量低至  

0.1 ng 的样本, 可稳定完成基因组文库构建, 且对于基因

组较大的细菌, 可通过增加测序数据量的方法提高组装效

果, 达到和常规起始量建库一致的数据分析结果。不同的

文库制备试剂盒以及是否加入片段选择步骤对数据质量有

一定的影响。对于元基因组测序, 起始量为 1 ng DNA 制备

的测序文库与常规起始量制备的基因组文库, 微生物群落

结构相近。研究结果可为拓展微生物基因组测序、元基因

组测序的应用领域提供参考。 

 
 
 

 
 
 

图 6  元基因组测序不同起始量文库细菌结构和丰度(前 10) 

Fig.6  Bacterial composition and abundance of libraries constructed from different input DNA (top10) 
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