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前  言 

 

№ Ώ ԅ GB/T 1.1-2009 ₮ ↕ ΏȂ 

SZTT/SZGIA 1-2016 ȇ ԍ Ȉ№ҹ ҩ №̔ 

ĺĺ 1 №̔  

ĺĺ 2 №ֲ̔ Ḃ  

ĺĺ 3 №ֲ̔  16s rRNA  

ĺĺ 4 №̔ҳ  

№ҹSZTT/SZGIA 1-2016 2 №Ȃ 
ף№ SZTT/SZGIA 1.2-2016̆ҍSZTT/SZGIA 1.2-2016 ̆ ḱ Һ

Ҋ̔ 

ĺĺḱ ԅľ Ŀ № ̂ ľ1 Ŀ̃ 

ĺĺ ⱴԅľ ӈĿ №ῤ ̂ 3.2̆3.3,3.4 3.5̃ 

ĺĺ ⱴԅľҺ ת Һ ╕Ŀ ῤ ̂ ľ5 Һ ╕Ŀ ľ6 Һ Ŀ̃ 

ĺĺ ⱴԅľ ̆ ҍ Ŀ №ῤ ̂ 7.4.5 7.4.8̃ 

ĺĺ ⱴԅľ Bȁ CĿ Ȃ 

№ ֟ ₮ Ȃ 

№ ᵝ̔ ȁ ֟ ȁ

Ὲ ȁ ҳ Ҭ Ὲ ȁ ȁ Ḡẫ ȁ ᾝ

ȁ Ὲ ȁ ẫ ȁ ‰ Ῑ̂ ̃

Ὲ ȁ ⇔ Ὲ ȁ҉ Ὲ ȁ ̂ ̃ Ὲ ȁ

҉ ₄ Ὲ Ȃ 

№Һ ֲ̔ —ȁ ḍ ȁ ȁ ȁ ȁ ȁ ȁ ȁ ȁ

ȁ ᶃ ȁ ȁ ȁ ῌȁ ₇ ȁ ȁ ȁ ȁ ᶃ ȁ Ṭѿȁ ȁ

ḍ ȁ ȁ ȁ ȁ ȁ↔ ȁ ȁ Ȃ 
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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 

№ ԅ ֲ Ḃ Ȃ 

№ ԍ≠ ֲ Ḃ Ȃ 

2 规范性引用文件 

Ҋ↓ ᴆ ԍ ᴆ Ҍ Ȃ₄ ᴆֽ̆ ԍ

ᴆȂ₄ Ҍ ᴆ̆ῒ ԍ ᴆȂ 
GB/T 6682 №  
GB/T 19495.2-2004 ֟  
GB/T 19495.3-2004 ֟   
GB/T 19495.5-2004 ֟  PCR  
GB 19489-2008 ῃ  
SNT 2497.21-2010 ₮ ῃ  21 №̔ ₀  
SZTT/SZGIA 1-2016 ԍ  1 №̔  

3 术语和定义 

3.1  

微生物宏基因组 microbial metagenome 
ץ Ҭ ҩ ᵬҹ ̆ № Ῑ̆

Ҭῃ DNĂ№ ῒ ᴰ ȁ № ȁ ȁ ⱳ ף Ȃ 

3.2  

稳定剂 stabilizer 
Ḡ ╕Ȃ 

3.3  

碱基识别质量 quality of base calling 

≢ ̆ ץ ṿ Ȃ 
≢ ҍ ≢ ῏ Ὲ ̂1̃ ̔ 

 Q = -10 X lgP ................................................................................ (1) 

Ҭ̔ 

Q—— ≢ ̕ 

P—— ≢ ̆ ᶛ̆ҍ ≢ Ȃ 
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3.4  

Q20 

Ҭ̆ ≢ ṿ ԍ20 ᶛȂ 

3.5  

Q30 

Ҭ̆ ≢ ṿ ԍ30 ᶛȂ 
̔ ≢ ṿҹ30 ̆ ‰ ҹ99.9%҉ץȂQ30 ≥ 85%̆↕ Ҭ85%҉ץ ṿ ԍ30Ȃ 

3.6  

直接裂解法 direct lysis method 

‖ Ҭ ̆ DNAȂ 

3.7  

间接提取法 indirect extraction method 

ᾢ ׆ Ҭ№ ₮ ̆ DNAȂ 

4 缩略语 

Ҋ↓ ԍ ᴆȂ 

DNA——  (deoxyribonucleic acid) 
bp——  (base pair) 

5 主要试剂 

≢ ̆ ‰ ╕ҹ№ ╕Ȃ 

5.1 DNA ╕  

5.2  

5.3 ╕  

5.4 ╕  

̔№ ̔ ╕ ѿ ̆ ԍԋ ̆ ҹ ᾣ ̆ῒ ᵞԍᴨ ̆ ԍᴨ ̆ ԍ №

ѿ ᵬ̆ ѿ ȁ ╕Ȃ ╕̔ ῏ ץ̆ ҳ ȁ

╕Ȃ 

6 主要设备和材料 

 ת 6.1

6.2 №ᾣᾣ  

 ת 6.3
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6.4 ₀ Ἕ  

6.5 ᵞ — ̔-20� -80� 

7 检测方法 

7.1 检测对象 

ֲ Ḃ Ҭ Ȃ 

7.2 检测要求 

ᴶ Ȃ 

7.3 样品采集、保存与运输 

ҹ Ḃ ȁḠ ҍ ̆ᶏ Ḃ Ҭ Ҍ ̆Ḡ

‰ ̆ Ḃ ȁḠ ҍ ‰Ȃ  
Ḃ ↕̔ᶏ  Ḃ̆ Ḃ ┴ ̆ ᾧ Ҭ Ḃ

ȁ ῒז№ ̂ ̃ Ȃ 

ᶏ Ḃ ң Ḃ ȁḠ ҍ ‰

7.3.1 ҍ 7.3.2Ȃ 

7.3.1 粪便杯采集法 

7.3.1.1 采集 

ᶏ  Ḃ̆ Ḡ Ҭ ȁ ῒז№ ̂ ̃ Ȃ Ḃ

┴ᶏ ѿ Ḃ Ḃ Ҭ ̆ Ḃ׆  Ḃ ̆ ┴

Ȃ ҩ Ḃ Ҭ 2 cm3ᵣ Ḃ Ȃ 

7.3.1.2 保存与运输 

Ḃ Ḃ ̆ ԍ — -80�Ḡ Ȃ Ҍ ┴ ҉ Ḡ ̆

ԍ4� Ҋץ�4 ̂ — ̃̆30№ ῤ — -80�Ḡ Ȃ 

— ᴆҊ Ȃ 

7.3.2 含稳定液自采样套装采集法 

7.3.2.1 采集 

ᶏ  Ḃ̆ Ḡ Ҭ ȁ ῒז№ ̂ ̃ Ȃ Ḃ

┴ ᵬ Ҭ Ḃ̆ Ḃ ╕ Ḡ Ҭ̆

ᶏ ῃ Ḃ ̆ Ȃ 

7.3.2.2 保存与运输 

Ḡ ̆ Ḡ ᵬ ԍ Ḡ ̆ ᾧ ᾣ Ȃ

Ҍ ᵬ Ḡ Ȃ ₮ ᵬ

ḂḠ -80�‟ ̆ — ᴆҊ Ȃ 

7.4 检测步骤 

7.4.1 实验室条件 

1̃ ԍֲ Ḃ GB 19489-2008 GB/T 
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19495.2-2004 Ȃ 
2） GB/T 6682 Ȃ 
3̃ Ҍ ᵬῤ ⅞№ ̆ Ȃ ╕Ữ ‰ ̆ └

̆ ̆ ᾧ֜ Ȃ 

7.4.2 样品接收与处理 

1̃ ̆ Ḥ ̆ ̆ ҌҤ ̆ ȁ

ȁ ῒז№ ̂ ̃ ̆ ↕ ̆ Ȃ‰ ῏Ḥ ̂

A ̃̆Ḡ Ȃ 
2̃ᶏ ḂҬ DNAȂ
̆ ᶏ DNA ╕ Ḃ DNA Ȃ 

7.4.3 DNA 样品判定标准 

Ḃ DNA ̆ɰ GB/T 19495.3-2004 GB/T 19495.5-2004 DNA
̆ 1 ∞ ‰ №ῒ Ȃ 

表1 DNA 样品质量判断标准 

  ∞  

DNA 

m≥2.0 µg 
c≥10 ng/µl 

 

 

A  

1.0 µg≤m<2.0 µg B  

m<1.0 µg c≤10 ng/µl 
Ҭ  

 
C  

̔1̃m— (total mass) Ώ̆ DNA ̕ 

2̃c— (concentration) Ώ̆ DNA ̕ 

3̃A m≥2.0 µğc≥10.0 ng/µl̆ ҈ҩ ᴆ̆ ̕ 

4̃B 1.0 µg≤m<2.0 µğc≥10.0 ng/µl̆ ҈ҩ ᴆ̆ ̕ 

5̃C m<1.0 µğc≤10.0 ng/µl̆Ҭ ҈ҩ ᴆῒҬӊѿ Ҍ̆҉ץ ῃ Ȃ 

ᾣ ת DNA ̆ SNT 2497.21-2010 DNA ̆

DNA ∞ ‰ Ҋ 1 Ȃ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

     1  DNA  
̔1̃ ̔ Ҭ Һ ̆ Ҥ ̆ 1 Ȃ 

2̃Ҭ ̔ Ҭ 14000bp Һ ̆ ̆ 2 Ȃ 

3̃ ̔ Ҭ 20000bp Һ ̆ ̆ 3 Ȃ 
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7.4.4 文库构建与高通量测序 

ᶏ ╕ ̆ SZTT/SZGIA 
1-2016 Ȃ 

1 ∞ ‰̆ 2 DNA Ȃ 

表2 建库测序选择标准 

DNA ≢  

A   

B   

C  Ҍ ῃ ̆ DNA 

7.4.5 数据处理 

⌠ ̆ └̆ ֲ ↓ ̆

ֲ ↓̆Ῥ Ḥ № Ȃ 

7.4.6 数据分析 

№ SZTT/SZGIA 1-2016 Ȃ 

7.4.7 数据质控要求 

7.4.7.1 质量要求 

̆ ҩDNA ṿ Ҋ ̔ 
1̃Q20≥90%̆ ҉ץ90% ṿ ԍ 20̕ 
2̃Q30≥80%̆ ҉ץ80% ṿ ԍ 30Ȃ 
̔ ֽ ԍ Ҍ  300bp ↓Ȃ 

7.4.7.2 数量要求 

ҹḠ Ḥ № ‰ ̆ ҩ ֲ

↓ ̂ ↓ ̆ ↓ )̆ ԍ1X 107 Ȃ 

7.4.8 结果与报告 

҉ץ ̆ Ҭ № ү Ȃ 

7.4.8.1  检测报告应包括下列信息̔ 

1̃ ̆ ̆ ̆ ̆ ̆ ̕ 
 

	ëL”

	ä0� 

7..
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₮ ‰ ῃ ̕ ‰ ү ṿ ꜚ ԍ

ԍ ṿ ±20%̆ ∞ “ᴨ ”̕ ꜚ ԍ ṿ ±20%̆ ԍ ṿ ±50%̆
∞ “ ”̕ ꜚ ԍ ԍ ṿ ±50%̆ ∞ “ ”Ȃ 

7.4.8.3  局限性描述 

̆Ӟ ‰ ҹ ᶫ

ᵬ ץ ᴋᵥ
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A  A  

附 录 A 

（资料性附录） 

样品信息单 

 
 

Ḥ

 

Ὲ ̔           ̔                    ̔           

ᴆֲ̔             ᴆֲ ̔                           

̔□ —    □ —     □    □ ῒ̔ז              

ֲ*  ֲ   

ֲ *  ֲ ᵝ  

ᴰ ȁ  
* □       □ ̂ ᴰ ̔               ̃    □  

* 
□       □ P2 ̂ ῃ ̃ 
̔ Ḃ ᴰ ȁ ̆ P2 ῏ ̕ Ḃ

ᴰ ᴰ ̆ P2 Ҭ ῏ Ȃ 

*  

Ḥ  Ḥ  Ώ ‰ 

*  

1. ѿ ץ №ῒז ̕ 

2. ̕Ҍ “_”ȁ “-”ȁ“ #”ȁ“%” ȁ “/”̆
“&” “*” Ȃ 

3. ֲᵣ ῏ Ҍ ᴋᵥ ≢ҩᵣ ᴍ Ḥ Ȃ 

*  ̔DNAȁ ‟ Ḃȁ ╕  

*  ̆ - - “yyyy-mm-dd” ̆

⌠ ᴍ ᴍȂᶛ : 2017-01-23̆2017-01  2017Ȃ 

*  Ḥ ᴍḤ Ȃ ᶛ ̔Ҭ қ Ȃ 

̔ 

1̃ Ḃ ῏ Ȃ 

2̃ Ḥ ‰ ‰ ̂Genomic standards consortium̆http://gensc.org/̃ ῏ ‰Ȃ 

3̃“*” ҹ Ȃ 
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B 

̂ ̃ 

‰  

B.1 标准样品的选择 

‰ ȁ ғ ↓Ḥ DNA Ȃ ‰Ҭ ᶏ

‰ ҹ DNAȁ ᶛ DNA ̆ ᵖҌ

ԍ B.1 Ȃ 

B.1 ‰  

Ҭ  Ҁ   ῌ  GC% 

ᴚ Ӳ  Lactobacillus reuteri JCM 1112  38.9 
 Dorea longicatena JCM 11232  41.4 
 Roseburia inulinivorans DSM 16841  41.9 
 Roseburia hominis DSM16839  48.5 

 Escherichia coli MG 1655  50.8 
 Aeromonas enteropelogenes JCM 8355  59.7 

 Collinsella aerofaciens JCM 10188  60.5 
 

B.2 标准物质宏基因组检测技术路线 

B.1  ‰ ᵬ  

 
̔ № ᶏ Ҋ  

1） ᵞ ↓̔ ῃ‰ ғ҉ץ90% ԍ ԍ 30bp ↓ᵬҹ ↓ԇץḠ ̕ 

2） ֲ ↓̔ ᴆ soap2(version 2.21) bowtie2(version 2.2.9) ↓ҍֲ ↓ Hg19 ̆ ҍֲ

↓ ҉ץ90%≤ ↓ᵬҹֲ ↓ ̆soap2(version 2.21) ᴆ῏ ̔-M=4 -l=30 -v=7 -r=1 -c=0.9̕

bowtie2(version 2.2.9) ᴆᶏ --very-sensitive ̆ῒᵩ ᶏ ̆ ↓ֽ ₮ѿ ᴨ ̕ 

3） ᴆ soap2(version 2.21) bowtie2(version 2.2.9) ֲ ↓ ֲ ↓ҍ ‰ 7ҩ

↓ ̆soap2(version 2.21)῏ ̔-M=4̆-l=30̆-v=5̆-r=1̆-c=0.95̕bowtie2(version 2.2.9) ᴆ ᶏ ̆

↓ֽ ₮ѿ ᴨ ̕ 

4） ү ̔ ⌠ ҩ ↓ ҉ ‰ Ҭᴋѿ ↓ ᶛȂ  
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C 

̂ ̃ 

‰  

Ḥ  

  

  

  

    

    

       

       

 
      

       

↓ ̂M̃       

↓ ̂G̃       

Q20       

Q30       

1       

2       

№  

 

 
 

1̔ Һ ↓ ⌠ ҉ ᶛ̕ 

2̔ Һ ↓ ᶛȂ 
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‰  

ҍ  

 

̔A- ү ̕ã- ү ҍ ү Ẓ ̆ Ὲ ҹ̂ ү - ү ̃/ ү Ȃ 
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