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1. Microbe-seq 的技术原理是什么？ 

Microbe-seq 基于微流控技术对单个微生物进行捕获。将捕获有单个微生物的液滴与

含有裂解试剂的液体进行合并，让微生物释放出基因组信息后，在加入随机 6 碱基和 phi29

酶后进行多重替代扩增（MDA）。之后对扩增得到的基因组进行片段化处理。接着，会在每

一个液滴中加入一个微球，微球上面具有独特的 barcode 标签用来对液滴中的基因组进行

标记，之后，打破液滴，对得到的基因组片段进行测序，从而实现高通量（一次 6000 个以

上）单细菌的基因组测序。 

 

2. Microbe-seq 技术有具体的应用案例文章发表吗？ 

Microbe-seq 是比较新的技术，自从去年六月份后，我们已经和许多微生物领域专家

展开了合作，得到了大量有趣的实验数据。从今年下半年开始，将会陆陆续续有应用文章发

表见刊。 

 

3. 单细胞微生物基因组的优势特色是什么？ 

首先，这项技术是全球范围内首次实现高通量单细胞微生物基因组检测的技术，它能够

同时兼顾通量与微生物基因组检测精度，因此对于绘制特定样本中的微生物图谱、高效挖掘

微生物资源等研究需求具有显著的优势。其次，相较于传统的微生物组检测技术，它具有物

种鉴定精度更高（对标宏基因组。宏基因组一般在种水平，本技术达到菌株水平）、检测通

量高且单个细胞基因组检测成本低（对标纯培养微生物基因组以及基于孔板的单细胞微生物
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基因组）、水平基因转移、噬菌体-宿主关联及精准溯源等分析优势，能够帮助研究者更深层

次了解微生物组背后的调控机制。 

 

4. Microbe-seq 与传统测序技术如宏基因组技术相比，其优势是什么？ 

目前宏基因组技术常用的分箱组装算法存在两个问题：（1）菌株水平的分辨率；（2）

无法准确描述质粒、噬菌体等可移动基因元件的归属问题。通过单细胞微生物基因组测序，

由于测序获得的每一条 reads 都带有细胞条形码，可以精准区分每个细胞的基因组信息，从

而实现同种不同株的检测精度，以及对水平基因转移事件的精准溯源。 

 

5. Microbe-seq 的这些技术优势怎么具体体现在应用层面？ 

首先，针对菌株水平鉴定精度这一优势，同种不同株的微生物往往在功能上存在巨大的

差异。以大肠杆菌为例，E. coli O157 是一种临床上常见的条件致病菌，而 E. coli K12 则

是一株在实验室及工业界中常用的非致病菌株。因此，在菌株分辨率下对微生物组进行研

究，是更深层次了解微生物背后调控机制的必要手段。其次，针对水平基因转移溯源，人们

可以通过使用单细胞微生物基因组技术使得目前一些微生物共生互作相关研究——例如人

体中病原菌与共生菌的耐药基因转移、环境中微生物功能基因的分享及协同进化等方向得到

更深入地探索。 

 

6. 除了 Microbe-seq 特有的一些优势之外，在物种丰度定量准确性等指标上

是否与传统的测序技术，比如宏基因组技术进行过比较？ 
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有的。发表在 Science 上的技术文章中，已经对该技术的可靠性进行了充分论证。首

先，Microbe-seq 和宏基因组技术项目，无论在物种检出以及丰度定量上都高度一致。其

次，基于 Microbe-seq 组装出的微生物基因组中大部分与金标准微生物基因组的平均核苷

酸一致性（ANI）在 99.5%以上。 

 

7. Microbe-seq 可用于什么样本？ 

Microbe-seq 可用于各种微生物样本，除了粪便样本以外，还可以检测包括口腔拭

子、生殖道拭子、肠道内容物、土壤、活性污泥、水体滤膜、海洋沉积物等各类医学、农

业、工业及环境微生物样本。 

 

8. Microbe-seq 对样本的要求是什么？ 

新鲜采集样本加入带有甘油和 pbs 的保存液（具体配方请见送样建议）中冻存，并保

证有效细胞数大于 1×107。 

 

9. Microbe-seq 在捕获时对对象的大小有要求吗？  

在 Microbe-seq 实验中，液滴的直径大约为数十微米，只要不是那些极特殊的，细胞

直径大于 50 微米的微生物都可以被捕获。 
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10. Microbe-seq 项目适用于杂质较多的环境样本吗？ 

适用。对于环境样本，前期就会通过多步实验处理（如离心、过细胞筛等）方式尽可能

的去除杂质。即使剩余的少量杂质在上机时被液滴捕获到，它所能释放出来的基因组信息也

十分有限，测序后得到的 reads 也相对较少，在数据质控环节会被剔除，不影响正常分析。 

 

11. Microbe-seq 能否用于真菌？ 

Microbe-seq 原先的裂解反应体系是针对细菌开发，如果要检测其它类型微生物，需

要对裂解体系进行优化测试。目前我们已经开发出可同时有效裂解细菌+酵母的单细胞反应

体系。其余真菌，如丝状真菌，担子菌等尚有待验证。 

 

12. Microbe-seq 可以检测病毒吗？ 

目前尚未开发针对游离病毒的检测和分析方法。细菌胞内的 DNA 病毒可以被检测和分

析到。通过本技术可以在菌株水平实现噬菌体与细菌宿主的关联分析。 

 

13. Microbe-seq 技术可以做转录组吗？ 

该技术目前只适用于单细胞微生物基因组。 

 

14. Microbe-seq 一次能捕获到多少细胞？ 

在投入微生物量充足的情况下，能保证一次实验获得至少 6000 个以上细胞。 
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15. Microbe-seq 能测到多少细胞？测序量多少？ 

一个反应的试剂盒至少可测到 6000 个细胞，150G 的数据量。如有需要，且样本量充

足的情况下，可选择消耗多个反应试剂盒以达到更高的细胞数。 

16. Microbe-seq 需要最低的细胞数是多少？ 

如需达到标准 6000 个细胞的检出，一般需要投入至少 100 万细胞。如部分样本实在低

于 100 万细胞，也能继续往下进行实验，风险是无法获得足够多的有效细胞。在有效细胞

数量不足的情况下，后续的基因组组装质量也会降低。 

 

17. Microbe-seq 在用液滴进行单个微生物捕获的时候，会不会出现空的液

滴或者是一个液滴中捕获多个微生物的情况？ 

根据泊松分布原理，当投入的液滴远大于微生物数量时，绝大部分的滴液内至多包含一

个微生物。因此，只要按照 Microbe-seq 标准的实验步骤操作，一次实验最终会得到大量

的空液滴、少量含有单个细胞的液滴以及极少量含有多个细胞的液滴。其中，空液滴因为无

法被有效地扩增 DNA，最终被测到的有效 reads 会低于质控阈值从而被剔除；包含多个细

胞的液滴则会通过污染度评估被剔除。 

 

18. Microbe-seq 能组装出多少基因组？组装质量如何？ 

组装基因组的数量和组装质量与样本类型、样本中微生物的多样性和组装方法等多种因

素有关，我们不作保证。一般来说，测到的细胞数量越多，样本中微生物多样性越低，组装
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质量越好。这里给出一个参考依据，发表在 Science 上的 Microbe-seq 技术文章中，7 个

样本共 21900 个细胞，总共组装出 52 个高质量基因组和 24 个中等质量基因组。 

 

19. Microbe-seq 可以测平板上培养的菌落吗？ 

技术上，只要是细胞数量大于 100 万的样本都可以检测。同时，需要充分考虑使用本

技术检测纯培养菌落的意义。一般只有假设菌落内部的微生物群体会出现基因组水平上的变

化和差异才有必要使用本技术去检测，不然直接进行 bulk 的微生物基因组测序即可。 

 

20. 针对单一纯培养菌株，可否利用 Microbe-seq 技术检测它们在培养过程

中产生的差异（如自然突变、诱导突变、质粒丢失等）？ 

Microbe-seq 可以做到菌株水平的鉴定。但对于这种单菌落中部分菌株存在的变异，

如果是变异程度特别小的话（例如自然突变），目前的技术不能有效分辨突变 SNP 与测序错

误。但若是变异程度高，理论上可以检测到。 

 

21. 从人或动物中取出的微生物样本，Microbe-seq 会不会存在测到宿主细

胞的数据占比过高的问题？ 

部分样本会存在宿主细胞比例占比过高的问题，但我们有相应的解决方案——在微生

物制备时，会针对性地裂解宿主细胞，最大程度上提高有效测序数据。在生物信息分析时，

会对每个细胞进行物种注释，剔除属于宿主的细胞信息后进行后续分析。 
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22. Microbe-seq 可以应用于噬菌体与宿主的关联分析，这一部分如何实现？ 

Microbe-seq 技术基于微流控技术，利用生成的液滴对细菌进行捕获，在捕获时，液

滴不仅包裹了单个细菌，也可能包裹了和该细菌有直接接触的噬菌体。并且，Microbe-seq

技术在每个液滴中都加入了一个微球，用来对这个液滴中的基因组信息进行标记，这样就能

知道测到的噬菌体和微生物的序列片段是否来自于同一个液滴。该技术发表在 Science 的文

章中，就利用 Microbe-seq，发现了人肠道中的普通拟杆菌是噬菌体 crAssphage 主要的

体内宿主物种。 

 

23. Microbe-seq 技术的测序方法、测序参数、质控参数是怎样？ 

本技术目前适配的是 illumina PE150 测序，后续测序质控参数与其它基于 illumina 

PE150 的测序产品一致。 

 

24. Microbe-seq 项目最终交付的数据形式是什么样的？ 

如果不需要分析，Microbe-seq 项目最终交付的是去完 barcode 的每个细胞测序

reads 的 fastq 文件。如果包含分析，交付数据则包括每个细胞测序 reads 的 fastq 文件、

组装后基因组的 fasta 文件，分析报告及相应图表附件。 

 

25. 微生物的基因组相似度都有百分之七八十，整体 20%左右的微生物基因

组覆盖度，如何有效进行分类工作？ 
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20%的覆盖度是指只用一个细胞 reads 进行组装后得到的基因组的完整图，并不是

reads 在基因组上覆盖度的意思。在用细胞 reads call SNP 的时候，细胞和细胞之间是有足

够多共同覆盖区域的，这些覆盖区域内的 SNP 差异足够对细胞进行菌株水平的分类。 

 


