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高通量测序技术在人类肠道菌群检测中的应用

张桓毓 *

（山西大学，太原 030006）

摘 要：肠道菌群与人体健康息息相关，准确全面检测肠道菌群至关重要。本文详细阐述了高通量测序技术的基本

原理、主要类型及其在人类肠道菌群检测方面的应用情况，同时介绍了肠道菌群对人类健康的重要影响，探讨高通

量测序技术如何助力肠道菌群的多样性分析、功能研究以及疾病关联探索等，分析该技术应用过程中的优势与局限

性，旨在为深入了解肠道菌群与人类健康的关系以及相关研究和临床应用提供全面的参考。
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0  引  言

人类肠道内栖息着数量庞大、种类繁多的微生物群落，这

些肠道菌群与人体健康息息相关，它们参与了人体的诸多生理

过程，如食物消化、营养物质吸收、免疫系统调节、抵御外来

病原体入侵等。近年来，随着对肠道菌群研究的不断深入，准

确、全面地检测和分析肠道菌群的组成及功能变得愈发重要。

高通量测序技术的出现为肠道菌群的研究带来了革命性的突

破，该技术能够以高通量、低成本、高灵敏度的方式对肠道菌

群进行深度测序，从而揭示肠道微生物群落的复杂结构和功能

特征。本文通过探讨高通量测序技术在人类肠道菌群检测中的

应用，以期为探究肠道菌群与人类健康及疾病的关系提供强有

力的技术支撑。

1  高通量测序技术概述

1.1  基本原理

高通量测序技术又称为新一代测序技术，它是基于传统

的 DNA 测序原理发展而来的。其核心是通过对大量 DNA 分子

同时进行平行测序，然后利用计算机技术对测序数据进行快速

分析和处理，从而获得海量的 DNA 序列信息 [1-3]。在测序过程

中，首先要从样本中提取 DNA，然后将其进行片段化处理，并

在片段两端连接上特定的接头序列，构建测序文库。之后，这

些带有接头的 DNA 片段会被固定在特定的测序平台上，按照

相应的测序化学反应机制，逐个碱基地进行测序反应，同时记

录下每个碱基的信号信息，最终通过生物信息学算法将这些信

号转化为 DNA 序列数据。

1.2  主要类型

罗氏 454 测序技术：它采用焦磷酸测序法进行测序，原理

是在 DNA 聚合酶、ATP 硫酸化酶、荧光素酶和双磷酸酶的协

同作用下，当有碱基与模板链互补配对并掺入到正在合成的

DNA 链中时，会释放出焦磷酸，焦磷酸经过一系列化学反应转

化为可见光信号，通过检测光信号的强度来确定掺入的碱基种

类，从而实现测序。该技术的优势在于测序读长较长，能够一

次性获得较长的 DNA 序列信息，对于基因组结构复杂、重复

序列较多的区域有较好的测序效果，但通量相对较低，测序成

本较高，目前已逐渐被其他更先进的技术所替代 [4-7]。

Illumina 测序技术：Illumina 测序技术是目前应用最为广泛

的高通量测序技术之一，它基于边合成边测序的原理。在测序

过程中，DNA 模板被固定在流动池表面，通过引物与模板链结

合，然后在 DNA 聚合酶的作用下，逐个加入带有荧光标记的

可逆终止子核苷酸，每次加入一种核苷酸后，通过激光激发荧

光信号来识别掺入的碱基，然后去除荧光标记并进行下一轮的

碱基掺入，如此循环往复，实现对 DNA 片段的测序。Illumina

技术通量极高、测序成本低、准确性高，但其测序读长相对较

短，对于一些长片段的基因组组装等应用可能存在一定局限。

PacBio 测序技术：PacBio 测序技术采用单分子实时测序

（SMRT）原理，它能够对单个 DNA 分子进行实时测序。在特制

的纳米孔中，DNA 聚合酶与模板 DNA 结合，当有碱基掺入到

正在合成的 DNA 链中时，会产生不同的荧光信号，通过检测

这些实时的荧光信号来确定碱基序列。该技术的最大特点是测

序读长非常长，可达到数千甚至上万个碱基，能够很好地解决

基因组中的复杂结构和重复序列问题，同时对甲基化等 DNA
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修饰信息也能同步检测，但通量相对 Illumina 技术略低，测序

成本相对较高 [8-10]。

2  肠道菌群对人体健康的重要作用

参与营养物质代谢：肠道菌群能够帮助人体分解和消化一

些难以被自身消化酶消化的食物成分，例如膳食纤维等。它们

通过发酵作用将膳食纤维转化为短链脂肪酸，如乙酸、丙酸和

丁酸等，这些短链脂肪酸不仅可以为肠道上皮细胞提供能量，

还能调节肠道的酸碱环境，促进肠道蠕动，维持肠道正常的生

理功能。此外，肠道菌群还参与了维生素（如维生素 K、部分 B

族维生素等）的合成以及一些矿物质（如钙、铁等）的吸收过程，

对人体的营养均衡起着重要作用 [11]。

免疫调节作用：肠道菌群与人体免疫系统之间存在着密切

的相互作用，它们可以刺激肠道免疫系统的发育和成熟，帮助

维持免疫系统的平衡。肠道菌群能够诱导肠道黏膜产生免疫球

蛋白 A（IgA），增强肠道黏膜的屏障功能，防止病原体的入侵。

同时，它们还可以调节免疫细胞（如 T 细胞、B 细胞等）的分化

和活性，使其对外来病原体产生适当的免疫应答，避免过度的

免疫反应导致自身免疫性疾病的发生。

疾病防御功能：正常的肠道菌群在肠道内形成了一道天然

的生物屏障，通过竞争营养物质、占位效应以及分泌抗菌物质

等方式，抑制外来病原菌的生长和定植，从而降低人体感染疾

病的风险。例如，一些肠道有益菌能够产生细菌素等抗菌物

质，直接杀死有害菌，维持肠道微生态的稳定。

3  高通量测序技术在肠道菌群检测中的应用

3.1  肠道菌群多样性分析

物种丰富度评估：高通量测序技术可以通过对肠道菌群的

16SrRNA 基因进行测序来准确评估肠道微生物的物种丰富度。

16SrRNA 基因在细菌中普遍存在且具有高度的保守性和特异

性，不同细菌物种的 16SrRNA 基因序列存在一定差异。在一项

针对不同饮食习惯人群的肠道菌群研究中，利用高通量测序技

术发现，长期摄入高纤维食物的人群肠道内拟杆菌门的细菌相

对丰富，而高脂肪饮食人群肠道内厚壁菌门的细菌比例往往较

高，这反映了饮食对肠道菌群物种组成的影响 [12]。

菌群结构分析：高通量测序技术能深入分析肠道菌群的结

构，包括不同细菌门类、属种之间的相对比例关系以及它们在

肠道内的分布情况等。通过对测序数据进行聚类分析、主成分

分析等生物信息学方法处理，可以直观地展现肠道菌群的整体

结构特征，并比较不同个体、不同群体之间肠道菌群结构的差

异。例如，在某些肠道疾病患者的肠道菌群研究中，发现其肠

道菌群结构相较于健康人群发生了明显改变，有益菌数量减

少，有害菌数量增多，且菌群的多样性也显著降低。

3.2  肠道菌群功能研究

代谢途径分析：利用高通量测序技术结合宏基因组学方

法，可以对肠道菌群的整个基因组进行测序分析，从而了解

肠道菌群所具备的代谢功能以及参与的代谢途径。通过对测序

获得的基因序列进行功能注释和代谢通路分析，能够揭示肠道

菌群在营养物质代谢、药物代谢以及生物活性物质合成等方面

的具体作用。例如，研究发现肠道菌群中的某些细菌能够通过

特定的代谢途径将食物中的前体物质转化为具有生理活性的物

质，如将大豆异黄酮转化为具有更强雌激素活性的代谢产物，

对人体健康产生影响 [13]。

基因表达分析：除了宏基因组学研究，高通量测序技术还

可应用于肠道菌群的转录组学研究，即通过对肠道菌群的 RNA

进行测序，分析不同环境条件下肠道菌群基因的表达情况，从

而了解肠道菌群的功能动态变化。例如，在给予益生菌干预

后，通过对肠道菌群转录组的测序分析，可以观察到与益生菌

益生功能相关的基因表达上调，如参与短链脂肪酸合成、免疫

调节等功能的基因表达变化，进一步揭示益生菌对肠道菌群功

能的影响机制。

3.3  肠道菌群与疾病的关联研究

疾病诊断标志物探索：高通量测序技术为寻找肠道菌群相

关的疾病诊断标志物提供了有力手段。通过对比健康人群和疾

病患者肠道菌群的组成、结构及功能差异，筛选出在疾病状态

下发生显著变化的特定细菌种类、基因或代谢产物等，将其作

为潜在的疾病诊断标志物。例如，在结直肠癌的研究中，发现

一些特定的肠道细菌在结直肠癌患者的肠道中丰度明显升高，

有望成为结直肠癌早期诊断的生物标志物，辅助临床诊断，提

高诊断的准确性和及时性。

疾病发生发展机制研究：深入探究肠道菌群与疾病的关

联，有助于揭示疾病的发生发展机制。许多研究表明，肠道菌

群失衡可能通过多种途径参与疾病的发生，如肠道菌群失调引

发的肠道屏障功能破坏、慢性炎症反应以及代谢紊乱等，进而

影响到全身多个系统的功能，与肥胖、糖尿病、心血管疾病、

神经系统疾病等多种慢性疾病的发生发展密切相关。高通量

测序技术可以帮助我们全面了解肠道菌群在这些过程中的变化

情况，为进一步阐明疾病机制提供依据。例如，在肥胖相关研

究中，发现肥胖人群肠道内的菌群结构与正常体重人群存在差

异，且肠道菌群通过影响能量代谢、肠道激素分泌等途径在肥

胖的发生发展中起到了重要作用 [14]。

4  高通量测序技术在肠道菌群检测中的优势与局限性

4.1  高通量测序技术在肠道菌群检测中的优势

高通量和高灵敏度：高通量测序技术够一次性对大量的

DNA 样本进行测序，获取海量的测序数据，从而检测到肠道菌
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群中含量极低的微生物种类，即使是那些在肠道内占比很少的

稀有菌群也能被准确鉴定出来。此种测序的能力大大提高了肠

道菌群检测的全面性和准确性，并且提供了更为详细的肠道菌

群图谱。

无需培养微生物：传统的肠道菌群检测方法大多需要先对

微生物进行培养，然而肠道菌群中有很多微生物难以培养，这

会极大限制传统方法的检测范围，导致检测结果的不完整性。

高通量测序技术则无需培养微生物，直接从样本中提取 DNA

进行测序分析，能够涵盖肠道内几乎所有的微生物群落，真实

反映肠道菌群的实际情况。

多学科结合应用广泛：高通量测序技术与生物信息学、宏

基因组学、转录组学等多学科技术相结合，不仅能够分析肠道

菌群的组成结构，还能深入探究其功能、基因表达以及与疾病

的复杂关系等，为肠道菌群的全方位研究提供了丰富的手段和

方法。

4.2  高通量测序技术在肠道菌群检测中的局限性

（1）测序数据解读复杂：由于高通量测序技术产生的数据量

极其庞大，涉及复杂的生物信息学分析流程，如序列比对、聚

类分析、功能注释等，对数据分析人员的专业素质要求较高，

且分析结果的准确性和可靠性也容易受到算法、数据库等因素

的影响，需要谨慎解读和验证 [15]。

（2）存在一定误差和偏差：在样本采集、DNA 提取、文库

构建以及测序过程中，都可能引入误差和偏差，例如样本采集

过程中如果不能保证样本的一致性和代表性，或者 DNA 提取

效率不一致等，都会影响最终的测序结果，导致对肠道菌群的

评估出现偏差。

（3）成本相对较高：尽管随着技术的不断发展，高通量测

序的成本已经有所降低，但相较于一些传统的肠道菌群检测方

法，仍然需要投入较多的资金，这在一定程度上限制了高通量

测序技术大规模的应用，尤其是在一些基层医疗机构或小规模

研究项目中的推广。

5  结束语

高通量测序技术凭借其独特的优势，在人类肠道菌群检测

领域发挥了重要作用，为肠道菌群多样性分析、功能研究以及

与疾病关联的探索等方面提供了强大的技术支持，使人们对肠

道菌群与人类健康的关系有了更深入的认识。尽管目前高通量

测序技术还存在一些局限性，但随着技术的不断发展和完善，

其在未来的应用前景十分广阔，有望为人类健康事业带来更多

的福祉。
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