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前  言 

 

本部分编写格式遵循了 GB/T 1.1-2009 给出的规则编写。 

SZTT/SZGIA 1-2016 《基于高通量测序的环境微生物检测》分为三个部分： 

——第1部分：基本规程 

——第2部分：人粪便微生物宏基因组检测方法 

——第3部分：人肠道微生物16s检测 

本部分为SZTT/SZGIA 1-2016 的第2部分。 

本部分由深圳基因产学研资联盟提出并归口。 

本部分负责起草单位：深圳华大基因研究院、蓝色彩虹（深圳）科技有限公司、深圳华大基因科技

有限公司、南方医科大学、深圳龙岗区妇幼保健院、深圳市谱元基因研究院、深圳弘睿康生物科技有限

公司、深圳市微健康基因研究院、华大精准营养（深圳）科技有限公司、深圳市恒创基因科技有限公司、

上海凡迪生物科技有限公司。 

本部分主要起草人：陈冰、李俊桦、蒋慧、罗佳波、谭晓梅、范钦、罗兰、魏凤香、刘靓、李陶莎、

谢强、杜佳婷、李倩一、李岱怡、覃俊杰、胡鹏、马振华、戴文魁、李骏、陈蕾。 

本部分为首次发布。
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基于高通量测序的环境微生物检测 第２部分:人粪便微生物宏基

因组检测方法 

1 范围 

本部分为《基于高通量测序的环境微生物检测》第２部分，规定了采用高通量测序技术进行人粪便

微生物宏基因组检测的方法，包括样品的采集、保存，实验室工作程序，样品处理程序及质量控制、测

序数据质量控制。 

本部分适用于利用宏基因组学方法进行人粪便微生物检测。 

2 规范性引用文件 

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版本适用于本文

件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。 

GB/T 6682 分析试验室用水规格和实验方法 

GB 19489-2008 实验室生物安全通用要求 

GB/T 30989-2014 高通量基因测序技术规程 

GB/T 19495.2-2004 转基因产品检测实验室技术要求 

GB/T 19495.3-2004 转基因产品检测 核酸提取纯化方法 

GB/T 19495.5-2004 转基因产品检测核酸定量 PCR检测方法 

SNT 2497.21-2010 进出口危险化学品安全试验方法 第21部分：琼脂糖凝胶电泳试验 

SZTT/SZGIA 1-2016 基于高通量测序的环境微生物检测 第1部分：基本规程 

3 术语和定义 

3.1  

宏基因组 metagenome 

又称元基因组，是指特定环境中全部微小生物遗传物质的总和。 

3.2  

微生物宏基因组 microbial metagenome 

微生物宏基因组是以特定环境中整个微生物群落作为研究对象，无需分离培养，直接提取环境样本

中全部微生物的 DNA，分析其遗传组成、物种分类、系统进化、基因功能及代谢网络等。 

3.3  

Q20 

测序数据中，质量值大于20的碱基占所有碱基的比例。 

注：其中Q指每个碱基对应的质量值，使用GB/T 30989-2014高通量基因测序技术规程 公式进行计算． 
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3.4  

Q30 

测序数据中，质量值大于30的碱基占所有碱基的比例。 

注：碱基测序的质量值为30时，表示该碱基的准确率为99.9%。Q30 ≥ 85%，则表示测序数据中85%以上的碱基质量

值大于30。 

3.5  

直接裂解法 direct lysis method 

将样品直接悬浮在裂解缓冲液中处理，继而抽提纯化DNA。 

3.6  

间接提取法 indirect extraction method 

先用物理方法将微生物细胞从环境中分离出来，然后采用较温和的方法提取DNA。 

4 缩略语 

下列缩略语适合于本文件。 

DNA——脱氧核糖核酸(deoxyribonucleic acid)。 

bp——碱基对(base pair) 

5 检测方法 

5.1 检测对象 

人粪便样品中的微生物。 

5.2 检测要求 

样品采集应符合国家法律法规及伦理规范。 

5.3 样品采集、保存与运输 

采样方法应保证样品中微生物群落的准确性。应即刻采样，减少粪便样品暴露于空气中的时间，应

不超过10分钟。本部分包括使用粪便杯采集和含稳定液的自采样套装采集两种方法。 

5.3.1 粪便杯采集法 

5.3.1.1 采集 

使用洁净的器皿收集粪便样品，确认器皿中无尿液等其他污染（如图1所示）。排便后即刻使用一

次性粪便杯配套取样勺对粪便样品中部取样，将粪便从洁净器皿转移至粪便杯，立刻旋紧盖子（如图2

所示）。每个粪便杯中转移至少2 cm
3
体积大小的粪便样品。 
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图1  采样器皿示意图图                       图 2  采样过程示意图 

 

 

 

 

 

 

5.3.1.2 保存与运输 

粪便杯采集粪便样品后，应立即置于干冰或-80℃保存。若不能即刻转移，可暂存于4℃或4℃以下

环境（如冰盒），30分钟内转移至干冰或-80℃保存。干冰条件下运输。 

5.3.2 自采样套装采集法 

5.3.2.1 采集 

使用洁净的器皿收集粪便，按照自采样套装操作要求取中段粪便，将采集的粪便样品迅速转移至含

有稳定剂的保存管中，浸没粪便样品，盖紧管盖。取样品的过程要避免与尿液混合。 

5.3.2.2 保存与运输 

采样后，可于15℃-30℃常温保存和运输，避免阳光直射。 

5.4 检测步骤 

5.4.1 实验室条件 

——用于人粪便微生物宏基因组检测的实验室设施和环境应符合 GB 19489-2008 实验室生物安

全通用要求和 GB/T 19495.2-2004转基因产品检测实验室技术要求的规定。 

——实验室用水应符合 GB/T 6682分析试验室用水规格和实验方法的规定。 

——实验室应按照不同工作内容划分独立区域，并有明显标志。如试剂储备和准备区，样品制

备区，扩增区等，各区域间应避免交叉污染。实验室洁净等级应达到 30万级。 

5.4.2 样品接收与处理 

——核对样品编号，记录样品信息，检查样品状态，应无密封不严导致泄漏或者污染等情况，

否则该样品废弃，重新采样。准确记录相关信息（可参考附录 A 所示），保证样品的可追

溯性。 

——使用稳定高度可重复的方法提取粪便中微生物总 DNA。可用直接裂解法和间接提取法。 

——宜使用相关试剂盒进行提取。 

5.4.3 DNA样品判定标准 

a) 粪便样品提取微生物总 DNA 后，依据 GB/T 19495.3-2004转基因产品检测 核酸提取纯化方法

和 GB/T 19495.5-2004转基因产品检测核酸定量 PCR检测方法的规定检测 DNA样品，并按表 1

所示的判定标准来区分其质量。 
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b) 常用荧光定量仪检测 DNA样品浓度，根据 SNT 2497.21-2010进出口危险化学品安全试验方法 

第 21部分：琼脂糖凝胶电泳试的规定执行使用琼脂糖凝胶电泳法 检测 DNA样品的完整性，

DNA样品完整性判断的标准如下图 3所示。   

表1 DNA样品质量判断标准 

样品类型 检测结果 判定结论 

基因组DNA 

m≥2.0 μg 

c≥10 ng/μl 

无降解 

或轻微降解 

A类 

1.0 μg≤m<2.0 μg B类 

m<1.0 μg c≤10 ng/μl 
中度降解 

或重度降解 
C类 

 

注：m—总量(total mass)的缩写，此处指DNA总量； 

c—浓度(concentration)的缩写，此处指DNA浓度； 

A类样品需同时满足m≥2.0 μg，c≥10.0 ng/μl，无降解或轻微降解三个条件，合格； 

B类样品需同时满足1.0 μg≤m<2.0 μg，c≥10.0 ng/μl，无降解或轻度降解三个条件，合格； 

满足m<1.0 μg，c≤10.0 ng/μl，中度降解或重度降解三个条件其中之一或以上，该样品判为C类，不完全合格。 

 

 图 3  基因组 DNA样品降解程度示意图 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

注1：重度降解：电泳图中对应样品的泳道无明显主带，拖尾严重，如泳道1所示。 

注2：中度降解：电泳图中对应样品的泳道可见14000bp左右主带，略有拖尾，如泳道2所示。 

注3：轻微降解：电泳图中对应样品的泳道可见20000bp左右主带，略有拖尾，如泳道3所示。 

5.4.4 文库构建与高通量测序 

构建文库，进行高通量平台测序过程参见GB/T 30989-2014高通量基因测序技术规程。 

根据表1的判断标准，建议如表2所示选择合适的DNA样品。 

 



  

5 

表2 建库测序选择标准 

DNA样品类别 建议 

A类 满足建库测序要求 

B类 满足建库测序要求 

C类 不完全满足建库测序要求，可以尝试风险建库，但不保证测序质量。 

建议重新采样，重新提取样品DNA 

 

5.4.5 数据分析 

分析过程参见SZTT/SZGIA 1-2016基于高通量测序的环境微生物检测 第1部分：基本规程。 

5.4.6 数据质控要求 

5.4.6.1质量要求 

测序完成后，每个DNA样品对应的有效可用数据质量值应符合如下要求： 

——Q20≥90%，该样品测序结果 90%以上的碱基质量值大于 20； 

——Q30≥80%，该样品测序结果 80%以上的碱基质量值大于 30。 

注：以上要求适用于读长不超过 300bp的短序列，超过350bp的应选择合适的质控要求。 

5.4.6.2数量要求 

为了完成后续物种注释，功能分析等数据分析步骤，要求每个样品测序短序列数目（即单端测序的

序列条数，或双端测序序列对数)，至少大于1*10
7
条。 
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A  A  

附 录 A 

（资料性附录） 

样品信息单 

运 

输 

信

息 

运输公司：           快递单号：                    城市：           

联系人：             联系电话：                    联系邮箱：                    

运输状态：□ 干冰    □ 冰袋    □ 常温   □ 其他：              

客户姓名*  客户联系电话  

客户单位*  

样品信息* 

样品类型：  □ 组织     □ 细胞    □ 菌体    □ 全血(收集淋巴细胞)   

□ 血清     □ 其他：                       

 

样品状态：  □ 活体      □ 速冻组织     □ RNAlater 保存    

□ 已裂解    □ 其他：                          

 

采样前状态：□ 正常生长（培养） 

□ 经过特殊处理：            （如盐胁迫 高温 低温 辐射 药物） 

□ 其他：              

物种 

（中文+拉丁名） 
 

种类 

（微生物填写） 

原核：□ 细菌；□ 放线菌；□ 螺旋体；□ 支原体；□ 立克次氏体；□衣原体 

真核： □ 真菌；□ 藻类；□ 原生动物 

非细胞类：□ 病毒；□ 亚病毒 

有无传染性、 

致病性* 
□ 无      □ 有（致病传染性说明：                           ） 

实验室环境要求* □ 普通实验室      □ P2 实验室（生物安全柜） 

详细提取方案*  

样品名称 样品管数 样品总量 采集时间 备注 

     

注：样品的采集及运输需遵守国家相关规定（例如：《病原微生物实验室生物安全管理条例》），需在样品保存管

或保存袋上做好清晰标记。 
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