
IDT xGen 16S Amplicon Panel v2在
MGISEQ-200平台的实测数据展示
IDT产品匹配华大智造DNBSEQ测序平台赋能微生物群落鉴定

微生物鉴定精确度高
IDT xGen 16S Amplicon Panel v2目标区域设计覆盖16S 
rRNA基因区域的V1-V9区域，让微生物的鉴定更加精确。

IDT方案可完美适配DNBSEQ测序平台
华大智造通用文库转换方案可使该试剂盒完美适配
DNBSEQ测序平台。

测序数据质量高
DNBSEQ测序技术具有高准确性，低重复序列率、低标签
跳跃等重要特性，MGISEQ-200平台以其灵活、小巧和快速
的特点成为微生物测序的经典机型。

可匹配自动化操作
华大智造可为实验流程提供自动化解决方案，能够极大的
节约人工成本并提高效率。

本研究基于IDT xGen 16S Amplicon Panel v2建库流程和MGISEQ-200测序平台，精准解析及再现了ZymoBIOMICS™ 
Microbial Community DNA Standard（D6305）标准品中微生物在种属水平上的组成和丰度情况，搭配IDT开发的
16S SNAP APP分析工具，使得数据有效利用率接近100%，菌种分型检测结果更加准确。

推荐应用：细菌种属鉴定
推荐机型：MGISEQ-200，MGISEQ-2000和DNBSEQ-G99ARS



背景介绍

16S rRNA是原核核糖体30S亚单位的RNA成分，其编码基因为16S rRNA基因，该基因区域因进化速度缓
慢而导致序列高度保守，常用于不同种类的细菌和古细菌的系统发育研究1,2。细菌16S基因包含9个高变
区(V1-V9)，每个高变区的长度约为30到100个碱基对，涉及小核糖体亚基的二级结构。这些高变区因序
列高度特异能够被用于不同种属细菌鉴定3。

在研究中，可通过在保守区设计通用引物扩增高变区并开展16S rRNA基因测序以达到鉴定菌种的目的。目
前，16S rRNA基因测序通常用于复杂生物混合物中的微生物的鉴定、分类和定量，如环境样本和肠道样本
等4,5。传统工作流程一般采用对9个高变区中的一到两个区域测序实现物种鉴定，所提供的菌种信息及检
测准确性有限。IDT xGen 16S Amplicon Panel v2采用xGen扩增子技术，通过重叠扩增子的设计，实现
了对16S rRNA基因区域9个高变区的单管扩增覆盖。除此之外，相对于覆盖V3、V4区域的设计，重叠式的
“tilling”设计允许以更短的读长得到更多有用的菌种信息（图1上）。该方案推荐采用PE150读长进行测
序，其间使用23对引物，可以获得平均大小为425bp的扩增子，覆盖16S rRNA全部的V1-V9区域，适用于
医学、环境、农业、法医等场景下的环境微生物群落检测和鉴定（图1下）。

图1.IGV(Integrative Genomics Viewer)可视化展示，IDT xGen 16S Amplicon Panel v2覆盖16S rRNA
的 V1-V9区域(上) ；相对于V3、V4(蓝色)扩增子设计，IDT xGen 16S Amplicon Panel v2 使用6个扩增
子、23对引物的设计(下)。



本研究在华大智造客户体验中心（武汉）开展。
每种DNA投入起始量设置三个实验重复（10ng为
两个重复），利用IDT xGen 16S Amplicon Panel 
v2建库试剂盒通过两轮PCR反应（循环数分别为
18和7）完成16S rRNA基因可变区域的富集，具体
操作流程可以参考该试剂盒的说明书进行。随后
利用MGIEasy通用文库转换试剂盒（App-A）通
过 P C R 完 成 接 头 转 换 ， 将 文 库 制 备 成 适 配
DNBSEQ测序平台的测序文库，并完成DNA纳米
球（DNB）的制备。在MGISEQ-200平台上完成
双端150bp(PE150)的测序，保证每个样本的数据
量为15M reads左右。

文库制备与测序

测序结果主要是利用IDT开发的16S SNAP APP分
析工具完成。它是一种利用16S rRNA可变区分析
微生物群落结构的自动化分析工作流，并且适用
于双端测序，工作流的开始是利用Cutadapt工具
对数据进行引物去除，随后对数据进行质量过
滤、去噪、双端测序reads融合，再利用DADA2
去除嵌合reads，确定扩增子变异序列(ASVs)， 
ASV通过VSEARCH删除重复序列，进而产生独特序
列的测序子集，用于后续利用BASTn比对客户端
16S数据库(RDP 11.5,https://rdp.cme.msu.edu)。
不同于其他分析工具，16S SNAP APP工具会将下
机得到的来自不同菌种不同区域的单独reads，
组装成更长序列的“template”，使用组装后、

生物信息学分析

研究描述

华大智造推出的测序平台因其核心DNBSEQ测序
技术从而具有高准确性，低重复序列率、低标签
跳跃等重要特性。为了验证IDT推出的用于微生物
鉴定的xGen 16S Amplicon Panel v2在DNBSEQ测
序平台的性能表现，本研究基于商用ZymoBIOM-
ICS™ Microbial Community DNA Standard标准
品开展测试。测试结果验证发现IDT方案搭载
DNBSEQ测序平台，在低至10pg的投入量、100k 
reads的测序量条件下，也可得到稳定的菌种鉴定
结果；而在搭配16S SNAP APP生信分析软件后，
可有效地提高数据的利用率。

来自于不同V1-V9的“template”比对16S数据
库，可增加检测结果的准确性及数据的有效利用
率。最终，使用RDP Classifier 对测序结果进行

归类进而产生一个标准格式的丰度表用于后续分
析使用（分析流程见图2）。

测试方法

DNA样本获取

为测试IDT xGen 16S Amplicon Panel v2 在DNBSEQ
测序平台上的性能表现，本研究基于ZymoBIOM-
ICS™ Microbial Community DNA Standard
（D6305）DNA标准品开展性能评估。该标准品由
8种不同微生物DNA按特定比例混合而成（表1）。
其中，Avg.GC指基因组DNA的GC平均值,Gram 
strain指革兰氏菌阴阳性，16S gDNA Abun. 指

16S gDNA的丰度。

为检测该方案的性能情况，本研究将该标准品梯
度稀释并取不同起始投入量（10ng 、5ng 、1ng
和10pg）用于建库，测序及生物信息学分析。

表1. D6305中的微生物组分

Species  物种组成 Avg. GC (%) Gram 
Stain

16S gDNA 
Abun. (%)

绿脓杆菌

大肠杆菌

肠道沙门氏菌

发酵乳杆菌

粪链球菌

金黄色葡萄球

李斯特菌

枯草芽孢杆菌

酿酒酵母

新型隐球菌

66.2

56.8

52.2

52.8

37.5

32.7

38

43.8

38.4

48.2

-

-

-

+

+

+

+

+

Yeast

Yeast

4.2

10.1

10.4

18.4

9.9

15.5

14.1

17.4

NA

NA

Pseudomonas aeruginosa

Escherichia coli

Salmonella enterica

Lactobacillus fermentum

Enterococcus faecalis

Staphylococcus aureus

Listeria monocytogenes

Bacillus subtilis

Saccharomyces cerevisiae

Cryptococcus neoformans
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析工具完成。它是一种利用16S rRNA可变区分析
微生物群落结构的自动化分析工作流，并且适用
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不同于其他分析工具，16S SNAP APP工具会将下
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来自于不同V1-V9的“template”比对16S数据
库，可增加检测结果的准确性及数据的有效利用
率。最终，使用RDP Classifier 对测序结果进行

归类进而产生一个标准格式的丰度表用于后续分
析使用（分析流程见图2）。

图2. 16S SNAP APP的分析工作流程



图3. 不同样本投入起始量的建库结果及文库质量情况。图A是在不同的样本投入量下（10 pg、1 ng、5 ng为三次重

复，10 ng为两次重复）得到的文库浓度和产量，图B显示的是样本起始量为1ng时，文库Agilent 2100电泳图。

BA

结果

高质量的文库制备

本研究利用IDT xGen 16S Amplicon Panel v2建库
试剂盒对不同投入起始量（10pg、1ng、5ng和
10ng）的DNA标准品（D6305）进行文库制备，结
果显示，在不同的样本投入量下，得到的文库的

浓度和产量均能满足后续的测试需求（图3A）。
Agilent 2100电泳图显示投入起始量为1ng时，文库
的扩增子大小也与预期相符，且没有引物二聚体等
非特异峰，得到的文库质量较高（图3B）。

稳定的性能指标

文库在完成测序后利用IDT自研的16S SNAP APP分
析工具对数据进行分析。实测数据显示，基于IDT 
xGen 16S v2建库流程和MGISEQ-200测序平台，不
同样品起始量的检测结果在精确度和物种相对丰
度上表现一致，与预期相符（表2）。如在10 pg的
投入量下，绿脓杆菌、大肠杆菌、肠道沙门氏
菌、发酵乳杆菌、粪链球菌、金黄色葡萄球、李
斯特菌、枯草芽孢杆菌等8种细菌的相对丰度分别
为6.6%±0.1%、12.9%±0.8%、9.5%±0.9%、

8.1%±0.2%、11.6%±0.2%、17.4%±0.2%、
15.1%±0.3%、18.8%±1.0%，与理论比例基本相
一致，其他投入量结果与此相似（表2）。

通过截取不同的数据量（~15M reads和~100k reads）
进行数据分析，发现在数据量低至~100k reads的情
况下，仍能得到较好的菌种相对丰度检测结果，与
~15M reads数据量时无显著差异，且结果大致与理
论值相符（图4）。

Input UDI#
Library Output 
Conc. (ng/μL)

Library      
Output  (ng)

10pg 
1 0.7 14.2
2 0.6 11.6
8 0.7 14.9

1ng
13 52 1040
21 57 1140
39 54.4 1088

5ng
44 52 1040
54 51 1020
73 39 780

10ng                       
82 34.2 684
84 45.2 904

NC 93 0 0



表2. 不同样本投入量的检测结果

图4. 不同测序数据量下的物种丰度计算结果。不同起始量（10pg,1ng, 5ng, 10ng）的

文库在~15M reads和~100k reads数据量的情况下计算的丰度结果差异不显著，且与理

论值接近。图中的3，2分别代表三次重复以及两次重复。

物种组成
 物种组成

（中文名称）
理论
比例

10pg                 
（AVE±SEM)

1ng                
（AVE±SEM)

绿脓杆菌

大肠杆菌

肠道沙门氏菌

发酵乳杆菌

粪链球菌

金黄色葡萄球

李斯特菌

枯草芽孢杆菌

4.2%

10.1%

10.4%

18.4%

9.9%

15.5%

14.1%

17.4%

6.6%±0.1%

12.9%±0.8%

9.5%±0.9%

8.1%±0.2%

11.6%±0.2%

17.4%±0.2%

15.1%±0.3%

18.8%±1.0%

6.7%±0.4%

12.5%±0.8%

10.3%±0.8%

8.1%±0.6%

11.4%±0.3%

16.3%±0.4%

15%±0.8%

19.6%±0.5%
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15%±0.8%
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图5. 16S SNAP APP对数据的有效利用率。 横坐标代表起始投入量，

纵坐标代表数据的有效利用率，10 pg、1 ng、5 ng的投入量分别进

行了三次重复，10 ng的投入量进行了两次重复。

高效的数据利用率

IDT 16S SNAP APP软件分析，与常规16S rRNA所
使用的分析工具不同，其能进一步将测序单独
reads进行相关联，以产生更长的序列用于后续菌
种分类，提高了分型精准度，还提高了数据有效
利用率。本研究基于IDT xGen 16S v2建库流程和

MGISEQ-200平台，搭配IDT的16S SNAP APP分析
流程发现：在10 pg、1ng、5ng、10 ng的投入量
下，数据的有效利用率分别是99.90%、99.91%、
99.61%以及99.39%，数据有效利用率近100%
(图5）。
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基因测序仪MGISEQ-200

总结

IDT相关方案在MGISEQ-200平台上的实测结果表
明，xGen 16S Amplicon Panel v2适配MGISEQ-200
平台，不同的起始量、数据量都可以得到稳定的
菌种检出结果，搭配16S SNAP APP，可以有效地
提高数据的利用率。

MGISEQ-200平台基于DNBSEQ™专利技术，可以
稳定获得高质量的测序数据，大小双载片的设计
满足灵活的测序需求。500M reads大载片在需要
高深度测序的应用场景下可以大大降低测序数据
量，降低测序成本。按照每样本100k reads的数
据量，MGISEQ-200的100M reads小载片理论上能
够满足1000个样本的16S rDNA测序，MGISEQ-200
以其灵活、小巧和快速的特点成为微生物测序的
经典机型。
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基因测序仪MGISEQ-200RS

MGISP-100RS自动化样本制备系统
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