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一. 术语解释

Bp: base-pair，碱基对，读长的单位，每一个bp指一对互补的碱基。

Read: 读长，测序数据中每一条序列就是一个read。

Raw_reads: 原始数据。

Clean_reads: QC之后的数据。

Barcode: 标签序列，位于reads的开头，用于区分这一条reads属于哪一个样本。分配完毕之后barcode

会被删除。

Fastq: 序列数据存储的标准格式之一，每4行为一条read的信息。包含测序read名，序列，正反链标
示，序列质量值。

Fasta: 序列数据存储的标准格式之一，每两行为一条read信息。包含测序reads名和序列。通常在QC之
后，以此格式保存数据。

Pair-end测序: 双端测序，两端均测序，随后合并成一条read。

质量评分: 指的是一个碱基的错误概率的对数值，即质量评分越高，错误概率越小。

QC: Quality control，即质量控制。

低复杂度序列: 即有大量简单重复的序列。

嵌合体: PCR过程中，因为不同的模板混杂，错误产生的序列，这条序列并非真实存在。

靶区域外序列: 引物非特异性扩增产生的序列。

OTU: operational taxonomic unit (操作单元分类) 。要了解样品测序中群落分布信息，就需要对序列进
行聚类（cluster），通过聚类，就可以根据序列的相似度分成很多序列的集合，每一个序列的集合就是一个
OTU。

RDP: Ribosomal Database Project。为了得到每个OTU对应的物种分类信息，采用RDP classifier贝叶
斯算法对97%相似度水平的OTU代表序列进行分类学分析，并在界门纲目科属水平，统计各个样品的菌落组
成。

Node: 网络图概念，每一个点就是一个node，在本项目network中，node有三种形式:样本、OTU和物种
分类。

Edge: 网络图概念，在network中，两点之间的连线就是edge。

Alpha多样性: 是指一个特定区域或生态系统内的多样性，经常用物种丰富度来度量。

Beta多样性: 不同生态系统之间多样性的比较，是物种组成沿环境梯度或者在群落间的变化率，用来表示
生物种类对环境异质性的反应。

PCA分析: 在多元统计分析中，主成分分析PCA (Principal Component Analysis) 是一种简化数据集的技
术。主成分分析经常用于减少数据集的维数，同时保持数据集中对方差贡献最大的特征，从而有效地找出数
据中最“主要”的元素和结构，去除噪音和冗余，将原有的复杂数据降维，揭示隐藏在复杂数据背后的简单结
构。

PCoA分析: PCoA分析 (Principal Co-ordinates Analysis) 是一种研究数据相似性和差异性的可视化方
法。进过一系列的计算之后，选择主要的，排在前几位的特征值，对样本之间的关系进行描述。
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RDA/CCA分析: 是基于对应分析发展而来的一种排序方法，将对应分析与多元回归分析相结合，每一步
计算均与环境因子回归，又称多元直接梯度分析。

NMDS分析: 非度量多维尺度分析，是一种将多维空间的研究对象简化到低维空间进行定位，分析和归
类，同时又保留对象间原始关系的数据分析方法。其特点是根据样品中包含的物种信息，以点的形式反映在
多维空间上，而对不同样品间的差异程度，则是通过点与点的距离体现的，最终获得样品的空间定位点图。

滑窗法: 检测一个窗口内的碱基质量值，如果满足条件则向前移动一个单位继续检测，如果不满足条件即
做删除处理，随后继续移动到下一个单位进行检测，直到检测完所有的数据。

RDP分类阈值: 即分类可信度，在RDP classifier中，使用bootstrapping方法估计分类的可信度。当可信
度设置为≥80%时，V3、V4区的序列可以正确分配到属的概率分别是98.1%和95.7%，满足分析需要。[1]
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二. 本项目使用软件与数据库

2.1 软件

SoftWare Name Version R Package Version

Prinseq[2] 0.20.4 vegan 2.0-10

FLASH[3] 1.2.3 ape 3.3

pear[4] 0.9.6 VennDiagram 1.6.16

Mothur[5] 1.30.1 scatterplot3d 0.3-36

Usearch[6] 5.2.236 pheatmap 1.0.7

Cytoscape 3.2 gplots 2.17.0

Qiime[7] 1.8.0 ggtern 2.1.1

R 3.2 igraph 1.0.1

Muscle[8] 3.8.31

MEGAN[9] 5.7.1

RDP classifier[10] 2.12

NCBI Blast+[11] 2.28

cutadapt 1.2.1

Pynast[12] 1.2.2

Uchime[13] 4.2.40

Fasttree[14] 2.1.3

STAMP[15] 2.1.3

PICRUSt[16] 1.0.0

GraPhlAn[17] 0.9.7

LEfSe[18] 1.1.0

Krona[19] 2.6.1

iTOL[20] 3.2.1

SparCC 1.0.0
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http://prinseq.sourceforge.net/
http://prinseq.sourceforge.net/
http://sourceforge.net/projects/flashpage/
http://sourceforge.net/projects/flashpage/
http://sco.h-its.org/exelixis/web/software/pear/
http://sco.h-its.org/exelixis/web/software/pear/
http://mothur.org/
http://mothur.org/
http://www.drive5.com/usearch/
http://www.drive5.com/usearch/
http://cytoscape.org/
http://cytoscape.org/
http://qiime.org/
http://qiime.org/
http://www.r-project.org/
http://www.r-project.org/
http://www.drive5.com/muscle
http://www.drive5.com/muscle
http://ab.inf.uni-tuebingen.de/software/megan/
http://ab.inf.uni-tuebingen.de/software/megan/
http://rdp.cme.msu.edu/
http://rdp.cme.msu.edu/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastDocs&DOC_TYPE=Download
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastDocs&DOC_TYPE=Download
https://pypi.python.org/pypi/cutadapt/1.2.1
https://pypi.python.org/pypi/cutadapt/1.2.1
https://pypi.python.org/pypi/pynast/1.2.2
https://pypi.python.org/pypi/pynast/1.2.2
http://drive5.com/usearch/manual/uchime_algo.html
http://drive5.com/usearch/manual/uchime_algo.html
http://www.microbesonline.org/fasttree/
http://www.microbesonline.org/fasttree/
http://kiwi.cs.dal.ca/Software/STAMP
http://kiwi.cs.dal.ca/Software/STAMP
http://picrust.github.io/picrust/
http://picrust.github.io/picrust/
https://bitbucket.org/nsegata/graphlan/wiki/Home
https://bitbucket.org/nsegata/graphlan/wiki/Home
https://bitbucket.org/biobakery/biobakery/wiki/lefse
https://bitbucket.org/biobakery/biobakery/wiki/lefse
https://github.com/marbl/Krona/wiki
https://github.com/marbl/Krona/wiki
http://itol.embl.de/
http://itol.embl.de/
https://bitbucket.org/yonatanf/sparcc
https://bitbucket.org/yonatanf/sparcc


2.2 数据库

16S细菌古菌核糖体数据库:

RDP数据库：默认数据库，http://rdp.cme.msu.edu/misc/resources.jsp

Silva[21]数据库: http://www.arb-silva.de/

NCBI 16S数据库: http://ncbi.nlm.nih.gov/

18S真菌核糖体数据库:

Silva数据库：默认数据库，http://www.arb-silva.de/

NCBI 18S数据库：http://ncbi.nlm.nih.gov/

ITS真菌核糖体数据库:

RDP数据库：默认数据库，http://rdp.cme.msu.edu/misc/resources.jsp

Unite[22]数据库: http://unite.ut.ee/index.php

功能基因数据库:

FGR：RDP整理来源于GenBank的功能基因数据库，http://fungene.cme.msu.edu/
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三. 项目分析流程

3.1 分析流程图

3.2 详细分析内容列表

分析项目 详细分析内容 说明

1. 数据处理与统计
1) 数据预处理

2) 去除嵌合体及非特异性扩增序列

2. OTU聚类分析

1) 操作分类单元 (OTU) 聚类

韦恩图需要样本数或组数大于
1小于6，聚类树需要样本数大
于1

2) OTU分布韦恩图

3) OTU数目与聚类similarity值关系图

4) 基于OTU丰度的样本聚类图

3. Alpha多样性分析 1) 多样性指数分析 物种累计曲线需要样本数大于
10
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分析项目 详细分析内容 说明

2) 稀疏性曲线

3) Rank-abundance曲线

4) Specaccum物种累积曲线

4. 物种分类分析

1) 物种分类学

热图、聚类图需要样本数大于
1

2) 群落结构组分图

3) 单样品多级物种组成图

4) 分类和系统发育信息可视化

5) 物种丰度热图

6) 物种丰度3D柱状图

7) 基于物种丰度样本聚类树图

8) 样品聚类树与柱状图组合分析

9) 群落分类学系统树状图

5. 多维度分析

1) PCA分析

PCA/NMDS分析需要样本数大
于4，环境因子相关分析需要
提供环境因子，Network图分
析需要样本数大于1，微生物
间相互关系分析图需要样本数
大于2

2) NMDS非度量多维尺度分析

3) OTU、物种与环境因子相关性分析

4) RDA/CCA分析

5) Network图分析

6) 微生物间相互关系分析图

6. 物种分类树分析 1) 系统发生进化树

7. Beta多样性分析

1) UniFrac分析

该分析需要样本数大于1，其
中PCoA分析需要样本数大于
4，箱型图需要分组信息

2) 基于UniFrac的多样品相似度树分析

3) 基于UniFrac的heatmap图

4) 基于UniFrac的PCoA分析

5) UniFrac距离箱式图

8. 菌群差异分析

1) 样本间菌群丰度差异分析

该分析需要样本数大于1，其
中Ternary Plot分析需要样本数
大于2，Anosim分析、ANOVA

分析、PERMANOVA分析和
LEfSe分析需要分组信息

2) Ternary Plot图

3) LEfSe分析

4) Anosim分析

5) PERMANOVA分析
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分析项目 详细分析内容 说明

6) ANOVA分析

9. 功能预测分析

1) PICRUSt功能分析

该分析仅适用于16S 项目，其
中聚类热图差异等分析需要样
本数大于2，PCA、NMDS、
功能累计曲线分析需要样本数
大于4

2) 功能组分图

3) 基于功能丰度的样本聚类图

4) 功能丰度热图

5) 样品聚类树与功能柱状图组合分析

6) 基于功能的PCA分析

7) 基于功能的NMDS分析

8) 功能累计曲线图

9) 功能丰度差异分析

3.3 分析步骤及方法简介

1. 数据处理 

4. OTU聚类分析: 将多条序列根据其序列之间的距离来对它们进行聚类，后根据序列之间的相似性作

为域值分成操作分类单元 (OTU) 

7. Alpha多样性分析: 衡量样本物种多样性 

10. 物种分类分析: 将序列进行物种分类，对每个样本和每个物种单元分类进行序列丰度计算构建样本

和物种分类单元序列丰度矩阵 

13. 多维度分析: 基于OTU聚类分析和物种分类的共有分析 

通过barcode区分样品序列，并对各样本序列做QC。1)

去除非特异性扩增序列及嵌合体。2)

在OTU聚类结果的基础上，获取每一个OTU聚类中的代表性序列。默认的，我们选择丰度最高

的序列作为代表性序列

1)

根据各样本在OTU的分布情况绘制韦恩图和聚类树图2)

计算ACE/Chao/Shannon/Simpson/Coverage等物种多样性指数，并制作所有样品ACE/Chao/

Shannon/Simpson/Richness指数的箱形图和稀释性曲线。

1)

根据各样本的OTU丰度分布情况绘制Rank-abundance曲线。2)

物种丰度图。基于物种分类分析，绘制物种分类条形图，物种丰度饼图，物种丰度热图，

classifier分类图，单样本群落分布丰度柱状图，群落分布分度3D图，样本聚类与柱状图组合分

析图。

1)

系统发育信息图，绘制反映在每一个层级上各样本群落分布丰度。2)

1)
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18. 物种分类树分析: 绘制所有群落分布之间的进化树图，同时绘制OTU聚类结果中丰度较高的OTU的

进化树图，并标注其所属的群落分布信息。

19. Beta多样性分析: 比较多(组)样本之间的差别度量 

22. 菌群差异分析

26. 功能预测分析

PCA/NMDS分析。根据物种分类单元和样本丰度矩阵，利用降维的方法来反应样本之间的距

离。

网络图分析。根据样本OTU丰度和物种分类丰度，得到样本与OTU、物种分类之间的关系，绘

制网络图。同时根据得到的OTU之间的相关性和物种分类之间的相关性做相互关系分析图。

2)

物种，OTU/环境因子相关性分析。计算物种或者OTU与环境因子的相关性，判断其显著性，最

终获得显著影响某些物种的环境因子 (需提供环境因子信息，且环境因子的数目最好小于样本数

目)。

3)

RDA/CCA分析。检测环境因子、样品、群落分布三者之间的关系或者两两之间的关系 (需提供

环境因子信息，且环境因子的数目最好小于样本数目)。

4)

根据多序列队列构建代表性序列为节点的进化树，利用Unifrac算法计算样本距离。1)

根据样本之间的距离绘制样本聚类树、样本热图、样本PCoA、组内距离箱型图。2)

根据物种分类单元和样本丰度矩阵，利用统计检验筛选样本组间的差异物种分类单元，绘制误差

线图、LEfSe图、Ternary Plot图。

1)

相似性分析(Anosim)，用来检验组间（两组或多组）的差异是否显著大于组内差异，从而判断分

组是否有意义。

2)

方差分析(ANOVA)，用于两个及两个以上样本均数差别的显著性检验。3)

根据对已有测序微生物基因组的基因功能的构成分析结果和测序获得的物种构成，推测样本中的

功能分类的构成。

1)

根据功能分类丰度，绘制功能分类条形图、丰度热图、丰度柱状图、丰度聚类树图，并进行

PCA/NMDS分析。

2)

根据功能分类丰度在样本之间的差异，利用统计检验筛选样本组间的差异功能分类单元。3)
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四. 分析结果展示

4.1 数据预处理

4.1.1 原始序列数据

Illumina Miseq™得到的原始图像数据文件经CASAVA碱基识别 (Base Calling) 分析转化为原始测序序列

(Sequenced Reads) ，我们称之为 Raw Data或Raw Reads，结果以 FASTQ (简称为fq)文件格式存储，其中

包含测序序列 (reads) 的序列信息以及其对应的测序质量信息。

FASTQ格式文件中每个read由四行描述，如下所示:

其中第一行以“@”开头，随后为Illumina 测序标识符 (Sequence Identifiers) 和描述文字 (选择性部分) ；

第二行是碱基序列；

第三行以“+”开头，随后为Illumina 测序标识符 (选择性部分) ；

第四行是对应碱基的测序质量，该行中每个字符对应的 ASCII 值减去 33，即为对应第二行碱基的测序质

量值。

Illumina 测序标识符详细信息详见下表：

MISEQ03 Instrument - unique identifier of the sequencer

113 run number - Run number on instrument

000000000-

AFJGE
FlowCell ID - ID of flowcell

1 LaneNumber - positive integer

1101 TileNumber - positive integer

12409 X - x coordinate of the spot. Integer which can be negative

1286 Y - y coordinate of the spot. Integer which can be negative

1 ReadNumber - 1 for single reads; 1 or 2 for paired ends

N
whether it is filtered - NB: Y if the read is filtered out, not in the delivered

fastq file, N otherwise

@MISEQ03:113:000000000-AFJGE:1:1101:12409:1286 1:N:0:TCTACA
NAAGAACACGTTCGGTCACCTCAGCACACTTGTGAATGTCATGGGATCCAT
+
#55???BBBBB?BA@DEEFFCFFHHFFCFFHHHHHHHFAE0ECFFD/AEHH 
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0
control number - 0 when none of the control bits are on, otherwise it is an

even number

TCTACA Illumina index sequences

Miseq™的碱基测序质量值 (Phred quality score,Q ) 是测序错误率 (base-calling error

probabilities,P) 的整数映射，映射关系为：Q = -10log (P)。

Phred quality scores are logarithmically linked to error probabilities

Phred Quality Score Probability of Incorrect Base Call Base Call Accuracy

10 1 in 10 90%

20 1 in 100 99%

30 1 in 1,000 99.9%

40 1 in 10,000 99.99%

phred

phred 10

4.1.2 数据预处理

Miseq测序序列中含有barcode序列，以及测序时加入的引物和接头序列。首先需要去除引物接头序列，

再根据PE reads之间的overlap关系，将成对的reads 拼接 (merge) 成一条序列，然后按照barcode标签序列

识别并区分样品得到各样本数据，最后对各样本数据的质量进行质控过滤，得到各样本有效数据。

数据优化方法和参数：

软件: cutadapt (去除接头，主要参数: -O 5 -m 50)，PEAR(序列对拼)，Prinseq (质量剪切，主要参

数：-lc_method dust -lc_threshold 40 -min_len 200)。

去除3'端测序引物接头，Read1 3' 端测序接头为TGGAATTCTCGGGTGCCAAGGAACTC。1)

根据PE reads之间的overlap关系将成对reads拼接 (merge) 成一条序列。2)

根据各样本barcode序列从融合后数据中分割出各样本数据。3)

去除各样本中reads尾部质量值在20以下的碱基。设置10bp的端口，如果窗口内的平均质量值低于

20，从窗口开始去除后端的碱基。

4)

切除reads中含N部分序列，并去除数据中的短序列，长度阈值200bp。5)

随后再对低复杂度的序列进行过滤6)

4.1.3 结果说明

结果目录: 1_data_for_analysis/

1_Raw_data: 测序原始序列数据。
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2_Merged_data: PE reads对拼后的序列。

3_QC_data/ALL_raw_read_len_distribution.pdf: QC之前原始序列长度分布图。

图1.1 原始数据长度分布图
原始序列使用pear融合后的序列长度，以及该长度reads数目。

3_QC_data/ALL_QC_read_len_distribution.pdf: QC之后序列长度分布图。
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图1.2 质控后序列长度分布图
质控(去除barcode、primer以及部分低质量序列)后序列长度，以及该长度reads数目。

Sample_infor.xls: QC之后序列统计总表。

表1.1 各样本数据信息统计

Group Sample Barcode Raw num Mean len Clean num Mean len

16S190078 1 TGTTAT 60452 462.25 58646 422.13

16S190078 2 GCCATC 82689 450.29 80440 410.38

16S190078 3 TGTGTT 67398 455.47 65440 415.86

16S190078 4 TAGGAC 76438 449.88 74315 409.68

16S190078 5 TGGACG 41517 456.71 40229 416.66

16S190078 6 CGATGT 64191 455.90 62294 415.89
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Group Sample Barcode Raw num Mean len Clean num Mean len

16S190078 7 TCCTGT 65856 446.37 63911 406.52

16S190078 8 GAAGGC 67685 465.34 66083 425.23

16S190078 9 ATGTCA 53397 468.52 52111 428.11

16S190078 10 CGGTTA 64894 466.49 63023 426.39

Group: 样本的分组信息
Sample: 样本名
Barcode: 区分样本使用的barcode信息
Raw_num: 原始reads数目
Mean_len: 原始序列的平均长度
Clean_num: QC之后剩余reads数目
Mean_len: QC之后序列平均长度

4.2 去除嵌合体及非特异性扩增序列

4.2.1 分析方法

在PCR反应过程中,会由于延伸不完全产生一些不完整的扩增产物,这些不完整的扩增产物在下一轮的扩增

循环中,与序列相近的其他同源模板退火,继续延伸另一种模板的序列而得到的一种杂合的DNA片段，这种片段

称之为Chimera (嵌合体)。同时也会产生一些非特异性扩增序列。为了保证信息分析质量，必须对其进行剔

除。

使用Usearch去除预处理后序列中非扩增区域序列，而后对序列进行测序错误校正，并调用uchime进行

鉴定嵌合体。随后，我们再将去除嵌合体的序列与数据库代表性序列进行blastn比对，低于阈值的比对结果

我们认为是靶区域外序列，并剔除掉该部分序列。

4.2.2 结果说明 

结果目录：2_filter_chimeras/

filter_chimeras_result.xls:去除嵌合体与靶区域外序列统计表。

表2.1 处理后结果统计表

Group Sample
Seq

num

Organelle

num

Out target

num

Chimeras

num

Filtered

num

16S190078 1 58646 22 0 225 58399

16S190078 2 80440 29 0 187 80224
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Group Sample
Seq

num

Organelle

num

Out target

num

Chimeras

num

Filtered

num

16S190078 3 65440 131 0 89 65220

16S190078 4 74315 4 0 187 74124

16S190078 5 40229 3 1 907 39318

16S190078 6 62294 3 0 99 62192

16S190078 7 63911 10 0 4336 59565

16S190078 8 66083 43 0 206 65834

16S190078 9 52111 2 0 240 51869

16S190078 10 63023 6 0 232 62785

Group: 样本的分组信息
Sample: 样本名
Seq_num: 处理之前序列总数
Organelle_num: 比对到细胞器组织序列数目
Out_target: 非靶区域序列数目
Chimeras_num: 嵌合体数目
Filtered_num: 处理后剩余序列

4.3 操作分类单元 (OTU) 分类

4.3.1 分析方法

OTU (Operational Taxonomic Units) 指的是在系统发生学或群体遗传学研究当中，为了便于分析，人为

的给每个分类单元设置的同一标志。要了解一个样品测序结果中的菌种、菌属等信息，就需要对序列进行归

类操作。方法为将所有样本序列按照序列间的距离进行聚类，后根据序列之间的相似性将序列分成不同的操

作分类单元 (OTU)。通常在97%的相似水平下的OTU进行生物信息统计分析。

在OTU聚类结果的基础上，获取OTU聚类中的代表性序列， 默认的，我们选择丰度最高的序列作为OTU

的代表性序列，进行各类的OTU分析。同时在大于5个样本的时候，会去除只对应一条reads的OTU。

软件: Usearch。
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4.4 OTU分布韦恩图

4.4.1 分析方法

VENN图可以用来统计样本中共有的和独有的OTU的数目，直观的展现出环境样品的OTU数目组成相似

性及重叠情况。

使用软件: R的VennDiagram package。

4.4.2 结果说明

结果目录: 3_OTU/VENN/

*_venn.pdf: 样本间或者组间OTU韦恩图

图4.1 OTU 样本分布韦恩图或花瓣图
不同样品 (组) 用不同颜色表示，图中数字代表特异或共有的OTU数。韦恩图构建所需样本
数一般为2-5个，多于5个时，用花瓣图展示。
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4.5 OTU数目与聚类similarity值关系图

4.5.1 分析方法

通过绘制OTU数目变化与聚类similarity值之间的关系图，从中选择最佳的similarity值进行OTU分析和分

类学分析。

软件: Usearch。

4.5.2 结果说明

结果目录: 3_OTU/

gradient_plot.pdf: OTU数目与聚类similarity值关系图

图5.1 OTU数目与聚类similarity值关系图
图中展示了不同similarity值 (0.86–0.99) 与OTU数目之间的关系。红字标示的是本次分析使
用的similarity值。
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4.6 基于OTU丰度的样本聚类图

4.6.1 分析方法

样本聚类树图可以通过树枝结构直观的反应出多个样品间的相似性和差异关系。首先根据beta多样性距

离矩阵进行层次聚类 (Hierarchical cluatering) 分析，再使用非加权组平均法UPGMA (Unweighted pair

group method with arithmetic mean) 算法构建树状结构，得到树状关系形式用于可视化分析

软件: 使用R的vegan package根据各样本OTU丰度计算beta多样性距离矩阵，计算样本间距离的方法为

Bray-Curtis。

4.6.2 结果说明

结果目录: 3_OTU/bray_crutis_tree/

OTU_NMDS_bray_crutis_tree.phylo: 样本的聚类树作图数据

OTU_NMDS_bray_crutis_tree.pdf: 所有样本的聚类树图

图6.1 基于OTU的样本聚类树图
树枝的长度代表样本间的距离，越相似的样本会越靠近，图中同一颜色的树枝表示来源于同
一组。
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4.7 多样性指数分析

4.7.1 分析方法

群落生态学中研究微生物多样性，通过单样品的多样性分析 (Alpha多样性) 可以反映微生物群落的丰度和

多样性，包括一系列统计学分析指数估计环境群落的物种丰度和多样性。

计算群落分布丰度 (Community richness) 的指数有:

Sobs - the observed richness (http://www.mothur.org/wiki/Sobs)

Chao - the Chao1 estimator (http://www.mothur.org/wiki/Chao)

ACE - the ACE estimator (http://www.mothur.org/wiki/Ace)

计算群落分布多样性 (Community diversity) 的指数有：:

Shannon - the Shannon index (http://www.mothur.org/wiki/Shannon)

Simpson - the Simpson index (http://www.mothur.org/wiki/Simpson)

Coverage - the Good's coverage (http://www.mothur.org/wiki/Coverage)

各指数算法如下: 

Chao: 用chao1算法估计群落中含OTU数目的指数，chao1在生态学中常用来估计物种总数，由Chao

(1984) 最早提出。计算公式如下：

 

其中，

S  = 估计的OTU数

S  = 实际观测到的OTU数

n  = 只含有一条序列的OTU数目 (如 "singletons")

n  = 只含有两条序列的OTU数目 (如 "doubletons")

Ace: 用来估计群落中OTU数目的指数，由Chao提出，是生态学中估计物种总数的常用指数之一，与

Chao 1的算法不同。计算公式如下：

 

其中，

chao1

obs

1

2
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n  = 含有i条序列的OTU数目

S  = 含有"abund"条序列或者少于"abund"的OTU数目

S  = 多于"abund"条序列的OTU数目

abund = “优势”OTU的阈值，默认为10

Shannon: 用来估算样品中微生物多样性指数之一。它与Simpson多样性指数常用于反映alpha多样性指

数。Shannon值越大，说明群落多样性越高。计算公式如下：

 

其中，

S  = 实际观测到的OTU数

n  = 第i个OTU包含的序列数

N = 所有个体数目，此处为序列总数

Simpson: 用来估算样品中微生物多样性指数之一，由Edward Hugh Simpson (1949) 提出，在生态学中

常用来定量描述一个区域的生物多样性。Simpson指数值越大，说明群落多样性越低。计算公式如下：

 

其中，

S  = 实际观测到的OTU数

n  = 第i个OTU包含的序列数

N = 所有个体数目，此处为序列总数

Coverage: 各样品文库的覆盖率，其数值越高，则样本中序列没有被测出的概率越低。该指数实际反映

了本次测序结果是否代表样本的真实情况。计算公式如下：

i

rare

abund

obs

i

obs

i
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其中，

n  = 只含有一条序列的OTU数目 (如 "singletons")

N = 所有个体数目，此处为序列总数

软件: mothur。

1

4.7.2 结果说明

结果目录: 4_alpha_index/diversity_box/

alpha_diversity_change_name.xls: alpha多样性指数统计表

表7.1 处理后结果统计表

Sample

ID

Seq

num

OTU

num

Shannon

index

ACE

index

Chao1

index
Coverage Simpson

1 54694 363 2.59 408.43 386 1.00 0.15

10 59331 163 1.37 205.36 190.5 1.00 0.43

2 76264 340 2.63 492.36 439.82 1.00 0.12

3 62223 301 2.78 374.13 355.81 1.00 0.13

4 70564 210 1.19 302.09 255.78 1.00 0.59

5 37315 211 1.77 418.50 322.56 1.00 0.33

6 59162 229 2.66 373.39 308.29 1.00 0.16

7 56449 333 3.40 526.91 440.61 1.00 0.06

8 62243 350 2.13 439.28 407.48 1.00 0.30

9 48942 144 0.43 274.06 197.2 1.00 0.87

Sample_ID: 样本名称
Seq_num: 样本的优质reads数目
OTU_num: 样本聚类得到的OTU数目
其余5列分别是5种Alpha指数的数值

Alpha_diversity_*.pdf: 组间Alpha指数箱式图
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图7.1 分组间Alpha指数箱式图
图中每一个盒代表一个分组下面所有样本的Alpha指数，通过该图可以直观的看出每组样本
下指的离散及分布情况，盒子越窄说明该组内样本离散程度越小，在一定程度下可反应出该
组内样本的保守性。(以Simpson指数为例)

4.8 稀疏性曲线

4.8.1 分析方法

采用对测序序列进行随机抽样的方法，以抽到的序列数与它们所能代表OTU的数目构建曲线，即稀释曲

线(Rarefaction Curve)。它可以用来比较测序数据量不同的样本中物种的丰富度，也可以用来说明样本的测

序数据量是否合理。当曲线趋向平坦时，说明测序数据量合理，更多的数据量只会产生少量新的OTU，反之

则表明继续测序还可能产生较多新的OTU。

软件: 使用97%相似度的OTU，利用mothur做rarefaction分析，利用R制作曲线图。
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4.8.2 结果说明

结果目录: 4_alpha_index/Rarefaction/

*_rarefaction_plot.pdf: Alpha指数稀疏曲线图

图8.1 Alpha指数稀疏曲线图
横坐标为样本中随机抽取序列数，纵坐标为所得相应的Alpha指数，每条曲线是一个样本。
(以Shannon指数为例)

r_*_rarefaction_result.xls: Alpha指数稀疏曲线分析统计表

4.9 Rank-abundance曲线

4.9.1 分析方法

Rank-abundance曲线是分析多样性的一种方式。构建方法是统计单一样品中，每一个OTU所含的序列

数，将OTUs按丰度（所含有的序列条数）由大到小等级排序，再以OTU等级为横坐标，以每个OTU中所含

的序列数（也可用OTU中序列数的相对百分含量）为纵坐标做图。

Rank-abundance曲线用于同时解释样品多样性的两个方面，即样品所含物种的丰富程度和均匀程度。物

种的丰富程度由曲线在横轴上的长度来反映，曲线越宽，表示物种的组成越丰富；物种组成的均匀程度由曲

线的形状来反映，曲线越平坦，表示物种组成的均匀程度越高。

软件：利用R制作曲线图。

4.9.2 结果说明

结果目录: 4_alpha_index/Rank_Abundance/

生工生物宏基因组分类测序结题报告

25/77



rank_abundance.pdf: Rank_Abundance曲线图

图9.1 Rank_Abundance曲线图
横坐标为按OTU相对丰度含量等级降序排列的OTU Rank值，纵坐标为样本在这个OTU下的
丰度数值，每条曲线是一个样本。

4.10 物种分类学

4.10.1 分析方法

为了得到每个OTU对应的物种分类信息,需要对OTU进行物种分类，物种分类有两种方式: 

RDP classifier: RDP classifier基于Bergey's taxonomy，采用Naïve Bayesian assignment算法对每条

序列在不同层级水平上计算其分配到此rank中的概率值。一般认为概率值 (即RDP分类阈值) 大于0.8时此分类

结果可信 (测序片段长度<250时可适当调低此值到0.5，如只测V3、V6、V4区)。Bergey's taxonomy分为6

层，它们依次为域 (domain)、门 (phylum)、纲 (class)、目 (order) 、科 (family)、属 (genus)。默认采用该

方法来进行物种分类。

Blast: 利用blastn将OTU序列与对应数据库进行比对，筛选出OTU序列的最佳比对结果，并对比对结果

进行过滤，默认满足相似度>90%且coverage>90%的序列被用来后续分类，不满足条件的序列则被归为

unclassified。

物种分类采用的数据库详见2.2 数据库。

根据分类学分析结果，统计在各个分类层级水平上的每个样品的群落组成。
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4.10.2 结果说明

结果目录: 5_Taxonomic_Classification/plot_raw_file/

*_reads_change_name.txt: 各样本主要taxonomy对应reads数目

表10.1 genus水平上各样本主要rank reads数目

1 2 3 4

Escherichia/Shigella 3 7360 43 613

Akkermansia 2 3 1 54082

Blautia 159 20170 639 2020

Bifidobacterium 1943 8845 16961 2034

Lachnospiracea incertae sedis 4785 9042 2269 423

Gemmiger 1 1 428 2423

Clostridium XVIII 4815 5481 1205 121

Raoultella 17543 0 1 0

Dorea 3 12262 205 2414

Erysipelotrichaceae incertae sedis 257 349 274 1

Enterococcus 62 4 14155 39

Citrobacter 8510 4 10 78

Faecalibacterium 2 1610 8622 1

Collinsella 515 1 1201 3528

第一列表示taxonomy名字，后面每列为各样本在genus分类水平下的序列数目。

*_ratio_change_name.txt: 各样本主要taxonomy对应reads数与总reads数的百分比，结果同上

4.11 群落结构组分图

4.11.1 分析方法

根据分类学分析结果，可以得知一个或多个样品在各分类水平上的分类学比对情况。在结果中，包含了

两个信息:

(1).样品中含有何种微生物
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(2).样品中各微生物的序列数，即各微生物的相对丰度

因此，可以使用统计学的分析方法，观测样品在不同分类水平上的群落结构。将多个样品的群落结构分

析放在一起对比时，还可以观测其变化情况。根据研究对象是单个或多个样品，结果可能会以不同方式展

示。通常使用较直观的饼图或柱状图等形式呈现。群落结构的分析可在任一分类水平进行。

软件：利用R对物种分类学统计结果进行作图。

4.11.2 结果说明

结果目录: 5_Taxonomic_Classification/

barplot/*/*_barplot.pdf: 所有样本群落结构分布柱状图

图11.1 genus水平所有样本群落结构分布图
横轴为各样品的编号，纵轴为相对丰度比例。颜色对应此分类学水平下各物种名称，不同色
块宽度表示不同物种相对丰度比例。

pie_plot/*/*_*_2D_pie_plot.pdf: 单样本物种丰度饼图2D图
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图11.2 genus水平单样本的丰度饼图2D图

pie_plot/*/*_*_3D_pie_plot.pdf: 单样本物种丰度饼图3D图

pie_plot/*/*_labeled_*_2D_pie_plot.pdf: 单样本物种丰度饼图2D图，饼图外圈标注信息

sample_barplot/*/*_*_sample_barplot.pdf: 单样本物种丰度柱状图

图11.3 genus水平物种分类丰度单样本柱状图
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genus水平下，样本物种分类中丰度占比最高的前50个物种分类的分布情况，并按照总体丰
度从大到小排序。总体丰度指的是，在所有样本中物种分类reads num的总值。为了展示效
果，只显示前50个物种分类，剩余物种分类合并成other。

4.12 样本与物种关系图

4.12.1 分析方法

样本与物种的共现性关系图是一种描述样本与物种之间对应关系的可视化圈图，该图不仅反映了每个样

本的优势物种组成比例，同时也反映了各优势物种在不同样本之间的分布比例。

4.12.2 结果说明

结果目录: 5_Taxonomic_Classification/circos/

*/*_circos.pdf: 样本与物种关系图

图12.1 genus水平上样本与物种关系图
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样本与物种的共线性关系图中，右边半圆表示样本的物种丰度组成情况，左边半圆表示在该
分类水平下物种在不同样本中的分布比例情况。圆圈从外到内：第一、二彩色圈：右半部分
圆圈表示不同样本对应的物种组成，不同颜色表示不同物种，长度代表某一物种在该样本中
的丰度比例 (第二圈内显示的百分比)；左半部分圆圈表示不同样本在优势物种中的分布比
例，不同颜色表示不同样本，长度代表该样本在某一物种中的分布比例 (第二圈内显示的百
分比)；第三圈：圈内的彩色条带，一端连接样本 (右边半圆)，条带端点宽度表示物种在该
样本中的丰度，另一端连接物种 (左边半圆)，条带端点宽度表示该样本在相应物种中的分布
比例，圈外数值表示相应物种的丰度数值。 (为了显示效果，仅显示前10个样本和丰度最高
的前10个物种分类。)

4.13 单样品多级物种组成图

4.13.1 分析方法

单样品多级物种组成图可以将单个样本在域、门纲目等分类学水平的注释结果，通过多个同心圆由内向

外直观地展现出来。

使用软件: Krona。

4.13.2 结果说明

结果目录: 5_Taxonomic_Classification/Krona/

RDP.Krona.html: 样品多级物种组成图

下图仅为示例结果。
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图13.1 单样品多级物种组成图
从最里圈往外圈看，依次为域、门、纲、目、科、属等水平的物种组成。(仅为示例图)

4.14 分类和系统发育信息可视化

4.14.1 分析方法

根据每个样本的分类学比对结果，选出优势物种的分类，结合物种丰度信息，以环状树状图显示。

使用软件: GraPhlAn和iTOL。

4.14.2 结果说明

结果目录: 5_Taxonomic_Classification

GraPhlAn/*/*_graphlan_*.pdf: GraPhlAn绘制的分类和系统发育信息可视化图
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图14.1 GraPhlAn绘制的分类和系统发育信息可视化图
图居中的是丰度前100个物种进化分类树，并将丰度前20个物种 (以星号标出) 所对应的门
按不同的颜色标出，圈和星号的大小代表丰度大小。外围环为热力图，每一环为一个样本
(组)，每个样本对应一种颜色。颜色深浅随物种丰度变化

4.15 物种丰度热图

4.15.1 分析方法

Heatmap可以用颜色变化来反映群落分布的丰度信息，可以直观的将群落分布丰度值用定义的颜色深浅

表示出来。同时将样品以及群落分布信息进行聚类并重新排布，将聚类之后的结果显示在heatmap中。因此

可以很好的反映各分类水平上群落分布组成的异同。

软件：R的gplots package。
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4.15.2 结果说明

结果目录: 5_Taxonomic_Classification/heatmap/

*/*_heatmap_rainbow.pdf: 所有样本物种丰度热图

图15.1 genus水平物种丰度热图
物种丰度热图，用物种丰度矩阵绘制，图中每一列代表一个样本，行代表群落结构，颜色块
代表相对物种丰度值，颜色越红表示相对丰度越高，颜色越蓝反之。另外热图对样本做了聚
类，样本菌群分布越类似则样本距离越近，在图上方聚类树中的位置越靠近。为了展示效
果，只显示丰度最高的前50个物种分类信息，剩余的物种分类合并成other，在图上的上方
有颜色块，来自同一组的样本颜色相同。
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4.16 物种丰度3D柱状图

4.16.1 分析方法

物种丰度3D图可以更立体的观察所有样本中群落的分布情况。

软件：R的scatterplot3D package。

4.16.2 结果说明

结果目录: 5_Taxonomic_Classification/ThreeD/

*/*_plot_3D.pdf: 所有样本物种丰度3D柱状图

图16.1 genus水平上所有样本物种丰度3D柱状图
X轴代表菌落，Y轴代表丰度，Z轴代表样本。X轴上方的标签代表该群落的门水平，X轴物
种的顺序是根据门水平进行排列。当物种的丰度水平在任意一个样本中超过阀值，会用箭头
将此物种标记出来。
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4.18 基于物种丰度样本聚类树图

4.18.1 分析方法

样本聚类树图可以通过树枝结构直观的反应出多个样品间的相似性和差异关系。首先根据beta多样性距

离矩阵进行层次聚类 (Hierarchical cluatering) 分析，再使用非加权组平均法UPGMA (Unweighted pair

group method with arithmetic mean) 算法构建树状结构，得到树状关系形式用于可视化分析。

软件: 使用R的vegan package根据各样本物种丰度计算beta多样性距离矩阵，计算样本间距离的方法为

Bray-Curtis。

4.18.2 结果说明

结果目录: 5_Taxonomic_Classification/bray_crutis_tree/

genus_RDP_NMDS_bray_crutis_tree.pdf: 所有样本在属水平上的聚类树图

图18.1 genus水平上所有样本聚类树图
树枝的长度代表样本间的距离，越相似的样本会越靠近，图中同一颜色的树枝表示来源于同
一组。
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4.17 物种分类箱线图

4.17.1 分析方法

将不同层级水平上的多组样品的丰度进行四分位计算，比较不同样品丰度差异。同时根据与高层级的关

系，绘制高层级的箱型图。

软件：R

4.17.2 结果说明

结果目录: 5_Taxonomic_Classification/boxplot/

*/*_boxplot.pdf: 物种分类箱线分析图。

图17.1 物种分类箱线分析图

4.19 样品聚类树与柱状图组合分析

4.19.1 分析方法

将基于各样本物种丰度通过Bray-Curtis算法构建的样本聚类树与物种丰度柱状图结合起来，能够更加直

观的看出样本间的关系及物种构成。
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4.19.2 结果说明

结果目录: 5_Taxonomic_Classification/cluster_barplot/

*/*_cluster_barplot.pdf: 样品聚类树与柱状图组合分析图

图19.1 genus水平上所有样品聚类树与柱状图组合分析图
图分为左、中、右三个部分。图左：基于Bray-Curtis的样本聚类树图；图中：根据聚类顺
序排序的物种丰度柱状图。图右：物种的图示。

4.20 群落分类学系统组成树

4.20.1 分析方法

根据每个样本或多个样本的分类学比对结果，选出优势物种的分类，从整个分类系统上了解测序的环境

样本中优势微生物的进化关系和丰度差异。

软件: python的ete3 package。

4.20.2 结果说明

结果目录: 5_Taxonomic_Classification/ETE/

*/*_ete3_*.pdf: 单样本分类系统组成树状图
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图20.1 genus水平上单样品分类系统组成树状图
图中不同颜色代表不同分类层级，从左至右依次为分类层级，圆圈大小代表物种丰度，支点
附近分别为该分类名称和其对应丰度数值。最右侧为丰度前30的物种分布。

*/ALL_ete3_*.pdf: 所有样本分类系统组成树状图
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图20.2 genus水平上所有样品分类系统组成树状图
比对到不同样品在某分支上的丰度差异，通过带颜色的饼状图呈现。不同颜色代表不同的样
品，颜色的扇形面积越大，说明在该分支上该样品的丰度越高。支点附近分别为该分类名称
和其对应平均丰度数值。最右侧为丰度前30的物种分布。

4.21 PCA分析

4.21.1 分析方法

在多元统计分析中，主成分分析PCA (Principal Component Analysis) 是一种简化数据集的技术。主成分

分析经常用于减少数据集的维数，同时保持数据集中对方差贡献最大的特征，从而有效地找出数据中最“主

要”的元素和结构，去除噪音和冗余，将原有的复杂数据降维，揭示隐藏在复杂数据背后的简单结构。

软件：R的vegan package
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4.21.2 结果说明

基于OTU的结果目录: 6_multi_dimension_analysis/OTU/PCA/

OTU_PCA_3D.pdf: 所有样本基于OTU的PCA 3D图

OTU_PCA_PCA*_VS_PCA*.pdf: 所有样本基于OTU的PCA 2D图

生工生物宏基因组分类测序结题报告

41/77



图21.1 基于OTU的PCA图
图中不同颜色代表不同样本或者不同的group中的样本，样本间相似度越高则在图中越聚
集。

基于Taxonomy的结果目录: 6_multi_dimension_analysis/Taxonomy/PCA/，文件格式同上

4.22 NMDS非度量多维尺度分析

4.22.1 分析方法

非度量多维尺度法是一种将多维空间的研究对象 (样本或变量) 简化到低维空间进行定位、分析和归类，

同时又保留对象间原始关系的数据分析方法。适用于无法获得研究对象间精确的相似性或相异性数据，仅能

得到他们之间等级关系数据的情形。其基本特征是将对象间的相似性或相异性数据看成点间距离的单调函

数，在保持原始数据次序关系的基础上，用新的相同次序的数据列替换原始数据进行度量型多维尺度分析。

换句话说，当资料不适合直接进行变量型多维尺度分析时，对其进行变量变换，再采用变量型多维尺度分

析，对原始资料而言，就称之为非度量型多维尺度分析。其特点是根据样品中包含的物种信息，以点的形式

反映在多维空间上，而对不同样品间的差异程度，则是通过点与点间的距离体现的，最终获得样品的空间定

位点图。

软件：R的vegan package
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4.22.2 结果说明

基于OTU的结果目录: 6_multi_dimension_analysis/OTU/NMDS/

OTU_NMDS.pdf: 所有样本基于OTU的NMDS图

图22.1 基于OTU的NMDS图
图中不同颜色代表不同样本或者不同的group中的样本，样本间相似度越高则在图中越聚
集。

基于Taxonomy的结果目录: 6_multi_dimension_analysis/Taxonomy/NMDS/，文件格式同上

4.23 Network图

4.23.1 分析方法

网络 (Network) 图可以形象的展示不同样本或组之间物种的丰度情况，不同颜色代表不同样本，中间的

交叉节点代表不同的物种或OTU，节点的面积代表物种或OTU丰度。当节点是物种时，采用门/纲/目/科/属分

类信息进行绘图。分析时选取丰度高于 1%或丰度排序在前100位的物种或OTU信息。绘图时选取具有显著联

系 (weight >= 100) 的节点绘制。

软件: 使用QIIME进行network分析，并使用R的igraph package进行绘图。
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4.23.2 结果说明

基于OTU的结果目录: 6_multi_dimension_analysis/OTU/Network/

OTU_network.kk.pdf: 基于OTU采用kamada kawai算法绘制的network图

OTU_network.rd.pdf: 基于OTU采用random算法绘制的network图

图23.1 基于OTU的network图
图中样本以矩形为标识，不同样本颜色不同，OTU或物种分类以饼图为标识，面积大小代
表整体丰度大小，饼图中的不同色块代表不同样本在该OTU或物种分类上的丰度大小。

基于Taxonomy的结果目录: 6_multi_dimension_analysis/Taxonomy/Network/，文件格式同上
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4.24 微生物间相互关系分析图

4.24.1 分析方法

相关性分析是用于分析微生物间相互作用关系的经典方法，可甄别出微生物群落间具有显著相关性、强

相关、正相关、负相关的各项。分析时选取丰度高于 1% 或丰度排序在前100 位的物种或OTU信息进行双侧

检验。

软件: 使用SparCC计算群落/OTU间的相关性系数和p值，并使用R的igraph package绘制Network图，

corrplot package绘制相关矩阵图。

4.24.2 结果说明

基于OTU的结果目录: 6_multi_dimension_analysis/OTU/

Co-Network/OTU_co-network.kk.pdf: 基于OTU采用kamada kawai算法绘制的相关性分析network图

Co-Network/OTU_co-network.rd.pdf: 基于OTU采用random算法绘制的相关性分析network图
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图24.1 基于OTU的相关性分析network图
图中饼图代表不同的物种或OTU，饼图中的不同色块代表不同样本在该OTU或物种分类上
的丰度大小。在p值为0.01~0.05 时，相关性是显著的，用虚线表示。在p值小于 0.01 时，
相关性是十分显著的，表明物种之间有强相关，用实线表示。相关系数为正数，表明物种之
间为正相关，用红色线表示，负相关用绿线表示。当相关性系数大于0.8的时候，用粗线标
识，当相关性系数小于0.8时，用细线表示。绘图时选取相关性系数大于0.6，p值小于0.05

的节点绘制。

corrplot/OTU_corrlation.pdf: 基于OTU的相关矩阵图

图24.2 基于OTU的相关矩阵图
图中椭圆大小代表相关性系数绝对值大小 (相关性绝对值越大，椭圆越小)，左斜的为正相
关，右斜的为负相关，颜色随右侧色阶变化。图中仅显示p值小于0.05的结果。

基于Taxonomy的结果目录: 6_multi_dimension_analysis/Taxonomy/，文件格式同上
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4.25 系统发生进化树

4.25.1 分析方法

在分子进化研究中，系统发生的推断能够揭示出有关生物进化过程的顺序，了解生物进化历史和机制，

可以通过某一分类水平上序列间碱基的差异构建进化树。

软件：选取OTU聚类结果中总体丰度最大的前50个OTU聚类的代表性序列和数据库中与这50个代表性序

列种属信息一致且最长的序列，使用MUSCLE进行多序列比对得到alignment文件，采用FastTree根据最大

似然法 (approximately-maximum-likelihood phylogenetic trees) 构建进化树。

4.25.2 结果说明

结果目录: 7_phylogenetic/OTU_repre/

first50_tree_genus.pdf: 前50个OTU代表性序列与数据库序列系统发生进化树树状图

first50_tree_genus.circular.pdf: 前50个OTU代表性序列与数据库序列系统发生进化树环状图
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图25.1 前50个OTU代表性序列与数据库序列系统发生进化树结果图
前50个OTU代表性序列与数据库序列系统发生进化树结果树状图和环状图，使用genus水平
信息绘制，有Otu标记的为OTU代表性序列结果，没有的为数据库对应序列的结果。

4.26 UniFrac分析

4.26.1 分析方法

UniFrac分析利用各样品序列间的进化信息来比较环境样品在特定的进化谱系中是否有显著的微生物群落

差异。UniFrac可用于beta多样性的评估分析，即对样品两两之间进行比较分析，得到样品间的unifrac距离矩

阵。其计算方法为：首先利用来自不同环境样品的OTU代表序列构建一个进化树，Unifrac度量标准根据构建

的进化树枝的长度计量两个不同环境样品之间的差异，差异通过0-1距离值表示，进化树上最早分化的树枝之

间的距离为1，即差异最大，来自相同环境的样品在进化树中会较大几率集中在相同的节点下，即它们之间的

树枝长度较短，相似性高。如果两个环境较相似，则会共享不同的进化树枝，当所有树枝都被共享时，

unifrac距离即为0。因为重复的序列不会影响进化树的树枝长度，所以unweighted unifrac度量方法没有计入

不同环境样品的序列相对丰度，由于不同菌落的相对丰度可以更严格的描述群落的变化，使用weighted

unifrac算法在计算树枝长度时将序列的丰度信息进行加权计算，因此unweighted unifrac可以检测样品间变化

的存在，而weighted unifrac可以更进一步定量的检测样品间不同谱系上发生的变异。
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软件：使用MUSCLE对所有OTU代表序列进行多序列比对得到alignment文件，采用FastTree根据最大

似然法 (approximately-maximum-likelihood phylogenetic trees) 构建进化树，再使用mothur得到样品间距

离矩阵。

4.26.2 结果说明

结果目录: 8_unifrac/(un)weighted

(un)weighted_unifrac_distance_matrix.xls: 样品间的距离矩阵

表26.1 样品间的距离矩阵

1 10 2 3

1 0.0 0.33 0.41 0.40

10 0.33 0.0 0.53 0.51

2 0.41 0.53 0.0 0.35

3 0.40 0.51 0.35 0.0

4.27 基于UniFrac的多样品相似度树分析

4.27.1 分析方法

Unifrac分析得到的距离矩阵可用于多种分析方法，通过层次聚类 (Hierarchical cluatering) 中的非加权组

平均法UPGMA构建进化树等图形可视化处理，可以直观显示不同环境样品中微生物进化上的相似性及差异

性。

UPGMA (Unweighted pair group method with arithmetic mean) 假设在进化过程中所有核苷酸/氨基酸都

有相同的变异率，即存在着一个分子钟。通过树枝的距离和聚类的远近可以观察样品间的进化距离。

软件：R的vegan package

4.27.2 结果说明

结果目录: 8_unifrac/(un)weighted/sample_tree/

(un)weighted_sample_tree.pdf: 样品进化树分析图
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图27.1 样品进化树分析图
分支每一个点代表一个样本，长度值代表样本间距离值，样本相似度越高，则在树中距离越
近。相同的group使用同样的颜色代表。

4.28 基于UniFrac的heatmap图

4.28.1 分析方法

距离热图能通过颜色直观的展现样本与样本之间的距离关系，即样本与样本之间的相似程度。

软件：采用R的pheatmap package根据样本间Unifrac距离矩阵绘制热图。

4.28.2 结果说明

结果目录: 8_unifrac/(un)weighted/heatmap/

(un)weighted_heatmap.pdf: 样本距离热图
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图28.1 样本距离热图
颜色块代表距离值，颜色越红表示样本间距离越近，相似度越高，越是越蓝则距离越远。热
图中对样本间做了聚类，通过聚类树亦可看出样本间的距离关系。

4.29 基于UniFrac的PCoA分析

4.29.1 分析方法

PCoA (principal co-ordinates analysis) 是一种研究数据相似性或差异性的可视化方法，通过一系列的特

征值和特征向量进行排序后，选择主要排在前几位的特征值，PCoA可以找到距离矩阵中最主要的坐标，结果

是数据矩阵的一个旋转，它没有改变样品点之间的相互位置关系，只是改变了坐标系统。通过PCoA可以观察

个体或群体间的差异。

软件：R的vegan的package
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4.29.2 结果说明

结果目录: 8_unifrac/(un)weighted/pcoa/

(un)weighted_pcoa_3D.pdf: unifrac PCoA 3D图

(un)weighted_pcoa_PCoA*_VS_PCoA*.pdf: unifrac PCoA 2D图
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图29.1 unifrac PCoA图
基于unifrac距离矩阵的PCoA 3D图和2D图。不同颜色的点代表不同group中的样本，样本
间相似度越高则在图中越聚集，反之样本间相似度越低则在空间距离越远。

4.30 UniFrac距离箱式图

4.30.1 分析方法

将不同分类或环境的多组样品的距离进行四分位计算，比较不同样品组的组内和组间的距离分布差异。

箱线图 (Boxplot) 也称箱须图 (Box-whisker Plot)，是利用数据中的五个统计量：最小值、第一四分位

数、中位数、第三四分位数与最大值来描述数据的一种方法，它也可以粗略地看出数据是否具有对称性，分

布的分散程度等信息，特别可以用于对几个样本的比较。 简单箱线图由五部分组成，分别是最小值、中位

数、最大值和两个四分位数。

同一数轴上，几批数据的箱形图并行排列形成箱式图，可以识别数据异常值；粗略估计和判断数据特

征；比较几批数据的形状，使几批数据的中位数、尾长、异常值、分布区间等形状信息一目了然。

软件：R

4.30.2 结果说明

结果目录: 8_unifrac/(un)weighted/boxplot/

(un)weighted_boxplot.pdf: unifrac 箱线分析图
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图30.1 unifrac 箱线分析图
第一四分位数 (Q1)，又称“下四分位数”，等于该样本中所有数值由小到大排列后第25%的数
字。第二四分位数 (Q2)，又称“中位数”，等于该样本中所有数值由小到大排列后第50%的数
字。 第三四分位数 (Q3)，又称“上四分位数”，等于该样本中所有数值由小到大排列后第
75%的数字。

4.31 样本间菌群丰度差异分析

4.31.1 分析方法

基于物种分类结果，计算在不同水平上各rank的丰度，比较样本或组间丰度差异，找出样本或组间丰度

存在显著差异的物种分类,默认只做门和属的水平，筛选条件为P<=0.05。

当比较对象为样本时，采用fisher exact test；当比较对象为组时，采用Welch’s t-test。最后将检验得到

的pvalue值采用FDR做Multiple test correction得到qvalue值。

使用软件: STAMP。
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4.31.2 结果说明

结果目录: 9_Different/Abu_Diff/

*/diff_*_reads.*.vs.*.xls: 两两差异比较文件

表31.1 两两样品差异比较结果

Freq1 Freq2 pValue qValue
Effect

Size

95.0%

lower

CI

95.0%

upper

CI

Escherichia/Shigella 5.5e-03 60.91 0.0 0.0 -60.90 -61.29 -60.51

Streptococcus 7.01 0.29 0.0 0.0 6.71 6.49 6.93

Citrobacter 15.56 0.01 0.0 0.0 15.55 15.24 15.85

Intestinibacter 2.87 0.01 0.0 0.0 2.86 2.72 3.00

Erysipelotrichaceae

incertae sedis
0.47 22.66 0.0 0.0 -22.19 -22.53 -21.85

Raoultella 32.07 0.0 0.0 0.0 32.07 31.68 32.47

Eggerthella 5.06 5.1e-03 0.0 0.0 5.06 4.88 5.24

Lachnospiracea

incertae sedis
8.75 0.04 0.0 0.0 8.71 8.47 8.95

Bifidobacterium 3.55 0.0 0.0 0.0 3.55 3.40 3.71

Actinomyces 1.37 0.03 5.8e-211 1.2e-209 1.34 1.24 1.44

Blautia 0.29 2.15 4.2e-200 8.2e-199 -1.86 -1.99 -1.74

Ruminococcus2 1.63 0.12 2.9e-199 5.3e-198 1.51 1.40 1.62

Collinsella 0.94 0.0 1.4e-165 2.3e-164 0.94 0.86 1.02

Kluyvera 0.86 0.0 1.7e-150 2.6e-149 0.86 0.78 0.93

*/diff_*_reads.*.vs.*.P0.05.xls: P值检验显著的两两差异统计文件

*/diff_*_reads.*.vs.*.ExtendErrorBar.pdf: 差异比较的误差线图
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图31.2 差异比较的误差线图
左图所示为不同物种分类在两个样品 (组) 中的丰度比例，中间所示为95%置信度区间内，
物种分类丰度的差异比例，最右边的值为p 值，p 值＜0.05，表示差异显著，物种分类用红
色标识。(仅列出p值最低的25个)

4.32 Ternary Plot图

4.32.1 分析方法

Ternary Plot是用一个三角形描述三个变量之间不同属性的比率关系，在分析中可以根据物种分类或功能

信息对三个样品的物种或功能组成进行比较分析，通过三角图可以直观的显示出不同物种或功能在样品中的

比重和关系。

使用软件: R的ggtern package。

4.32.2 结果说明

结果目录: 9_Different/Ternaryplot/

*_*_*.Ternaryplot.pdf: Ternary Plot图。
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图32.1 Ternary Plot图
三个角分别代表三个样本，圆圈代表不同物种，彩色圆圈代表在下面两角样本中显著富集的
物种 (相对于顶角样本) 。灰色圆圈代表非显著富集物种，圆圈大小代表物种的平均相对丰
度。

4.33 Adonis/PERMANOVA分析

4.33.1 分析方法

Adonis 又称置换多因素方差分析（permutational MANOVA）或非参数多因素方差分析（nonparametric

MANOVA），是一种对半度量或度量距离矩阵的离差平方和进行区分的非参数统计学方法。它利用半度量(如

Bray-Curtis) 或度量距离矩阵(如 Euclidean)对总方差进行分解，分析不同分组因素对样品差异的解释度，并

使用置换检验对划分的统计学意义进行显著性分析。

软件：R的vegan的package。
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4.33.2 结果说明

结果目录: 9_Different/Adonis/

*/*_PERMANOVA.xls: Adonis分析结果表格文件

表33.1 Adonis分析结果

comparison: 组间比较名称。
F.Model ：F检验值。
R2：表示不同分组对样品差异的解释度，即分组方差与总方差的比值，R2越大表示分组对差异的解
释度越高。
P Value：表示P值，小于0.05说明本次检验的可信性度高。

4.34 PICRUSt功能分析

4.34.1 分析方法

通过对已有测序微生物基因组的基因功能的构成进行分析后，我们可以通过16s测序获得的物种构成推测

样本中的功能基因的构成，从而分析不同样本和分组之间在功能上的差异。

通过对宏基因组测序数据功能分析和对应16s预测功能分析结果的比较发现，此方法的准确性在

84%-95%，对肠道微生物菌群和土壤菌群的功能分析接近95%，能非常好的反映样品中的功能基因构成。

使用软件：PICRUSt。

4.34.2 结果说明

基于COG的结果目录: 10_Function/COG/PICRUSt

COG.abundance.reads.xls: COG基因预测结果

表34.1 COG基因预测结果

10 1 2 3 4

COG0393 13003 17369 28676 12376 3799

COG4055 0 0 0 0 0

COG2043 14 7 23 1904 17

COG3010 21539 20593 31968 14107 6047

COG3011 22 183 170 145 27057
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10 1 2 3 4

COG3012 10506 18476 11960 4059 1289

COG3013 5170 11794 1059 4512 177

COG3014 0 45 0 9 7

COG3015 5285 12147 1313 409 204

COG3016 13 389 149 180 17

COG3017 5182 11867 1083 106 218

COG3018 0 37 1 2 3

COG3019 37 154 71 237 23

COG0390 9998 11931 4507 9501 883

从左至右依次为预测得到的COG ID、各样本的丰度以及COG功能详细信息

COG.abundance.normalreads.xls: COG基因预测均一化后结果

基于KEGG的结果目录: 10_Function/KEGG/PICRUSt，文件格式同上。

4.35 功能组分图

4.35.1 分析方法

根据功能预测结果，可以得知一个或多个样品在功能更高层级水平上的情况，观测样品在更高层级水平

上的功能结构。

软件：利用R对功能统计结果进行作图。

4.35.2 结果说明

基于COG的结果目录: 10_Function/COG/

barplot/COG_barplot.pdf: 所有样本功能结构分布柱状图
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图35.1 基于COG的功能结构分布柱状图
横轴为各样品的编号，纵轴为丰度比例。颜色对应各功能名称，不同色块宽度表示不同功能
丰度。

horiz_bar/*_COG_horiz_bar.pdf: 单样本功能丰度条形图
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图35.2 基于COG功能分类丰度单样本条形图
图中展示了样本功能分类的分布情况，并按照总体丰度从大到小排序。

基于KEGG的结果目录: 10_Function/KEGG/，文件格式同上。

4.36 基于功能丰度的样本聚类图

4.36.1 分析方法

样本聚类树图可以通过树枝结构直观的反应出多个样品间的相似性和差异关系。首先根据beta多样性距

离矩阵进行层次聚类 (Hierarchical cluatering) 分析，再使用非加权组平均法UPGMA (Unweighted pair

group method with arithmetic mean) 算法构建树状结构，得到树状关系形式用于可视化分析

软件: 使用R的vegan package根据各样本功能丰度计算beta多样性距离矩阵，计算样本间距离的方法为

Bray-Curtis。
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4.36.2 结果说明

基于COG的结果目录: 10_Function/COG/bray_crutis_tree/

COG_bray_crutis_tree.phylo: 基于COG的样本聚类树作图数据

COG_bray_crutis_tree.pdf: 基于COG的样本聚类树图

图36.1 基于COG的样本聚类树图
树枝的长度代表样本间的距离，越相似的样本会越靠近，图中同一颜色的树枝表示来源于同
一组。

基于KEGG的结果目录: 10_Function/KEGG/bray_crutis_tree/，文件格式同上。

4.37 功能丰度热图

4.37.1 分析方法

Heatmap可以用颜色变化来反映功能的丰度信息，可以直观的将功能丰度值用定义的颜色深浅表示出

来。同时将样品以及功能信息进行聚类并重新排布，将聚类之后的结果显示在heatmap中。

软件：R的gplots package。
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4.37.2 结果说明

基于COG的结果目录: 10_Function/COG/heatmap/

COG_heatmap_rainbow.pdf: 所有样本功能丰度热图

图37.1 基于COG的功能丰度热图
功能丰度热图，用功能丰度矩阵绘制，图中每一列代表一个样本，行代表功能，颜色块代表
功能丰度值，颜色越红表示丰度越高，颜色越蓝反之。另外热图对样本做了聚类，样本菌群
分布越类似则样本距离越近，在图上方聚类树中的位置越靠近。在图上的上方有颜色块，来
自同一组的样本颜色相同。

基于KEGG的结果目录: 10_Function/KEGG/heatmap/，文件格式同上。
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4.38 样品聚类树与功能柱状图组合分析

4.38.1 分析方法

将基于各样本功能丰度通过Bray-Curtis算法构建的样本聚类树与功能丰度柱状图结合起来，能够更加直

观的看出样本间的关系及功能构成。

4.38.2 结果说明

基于COG的结果目录: 10_Function/COG/cluster_barplot/

COG_cluster_barplot.pdf: 样品聚类树与柱状图组合分析图

图38.1 基于COG的所有样品聚类树与柱状图组合分析图
图分为左、中、右三个部分。图左：基于Bray-Curtis的样本聚类树图；图中：根据聚类顺
序排序的功能丰度柱状图。图右：物种的图示。

基于KEGG的结果目录: 10_Function/KEGG/cluster_barplot/，文件格式同上。

4.39 基于功能的PCA分析

4.39.1 分析方法

在多元统计分析中，主成分分析PCA (Principal Component Analysis) 是一种简化数据集的技术。主成分

分析经常用于减少数据集的维数，同时保持数据集中对方差贡献最大的特征，从而有效地找出数据中最“主

要”的元素和结构，去除噪音和冗余，将原有的复杂数据降维，揭示隐藏在复杂数据背后的简单结构。

软件：R
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4.39.2 结果说明

基于COG的结果目录: 10_Function/COG/PCA/

COG_PCA_3D.pdf: 所有样本基于COG的PCA 3D图

COG_PCA_PCA*_VS_PCA*.pdf: 所有样本基于COG的PCA 2D图
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图36.1 基于COG的PCA图
图中不同颜色代表不同样本或者不同的group中的样本，样本间相似度越高则在图中越聚
集。

基于KEGG的结果目录: 10_Function/KEGG/PCA/，文件格式同上。

4.40 基于功能的NMDS分析

4.40.1 分析方法

非度量多维尺度法是一种将多维空间的研究对象 (样本或变量) 简化到低维空间进行定位、分析和归类，

同时又保留对象间原始关系的数据分析方法。适用于无法获得研究对象间精确的相似性或相异性数据，仅能

得到他们之间等级关系数据的情形。其基本特征是将对象间的相似性或相异性数据看成点间距离的单调函

数，在保持原始数据次序关系的基础上，用新的相同次序的数据列替换原始数据进行度量型多维尺度分析。

换句话说，当资料不适合直接进行变量型多维尺度分析时，对其进行变量变换，再采用变量型多维尺度分

析，对原始资料而言，就称之为非度量型多维尺度分析。其特点是根据样品中包含的物种信息，以点的形式

反映在多维空间上，而对不同样品间的差异程度，则是通过点与点间的距离体现的，最终获得样品的空间定

位点图。

软件：R的vegan package
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4.40.2 结果说明

基于COG的结果目录: 10_Function/COG/NMDS/

COG_NMDS.pdf: 所有样本基于COG的NMDS图

图40.1 基于COG的NMDS图
图中不同颜色代表不同样本或者不同的group中的样本，样本间相似度越高则在图中越聚
集。

基于KEGG的结果目录: 10_Function/KEGG/NMDS/，文件格式同上

4.41 Procrustes分析

4.41.1 分析方法

Procrustes test（强制一致性检验）是检验两个矩阵相关关系的非参数统计方法。这是 Mantel 检验的替

代，但是使用简化的空间代替全部距离矩阵。

软件：R的vegan package
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4.41.2 结果说明

基于COG的结果目录: 10_Function/COG/Procrustes/

*_COG_*.pdf: 物种丰度矩阵与COG丰度矩阵的Procrustes图

图41.1 属水平丰度矩阵与COG丰度矩阵的PCA Procrustes图
图中不同颜色代表不同样本或者不同的group中的样本，样本间相似度越高则在图中越聚
集。箭头代表物种丰度到功能丰度之间的偏移量。

基于KEGG的结果目录: 10_Function/KEGG/Procrustes/，文件格式同上

4.42 功能累计曲线图

4.42.1 分析方法

功能累积曲线图 (functional accumulation curves) 是用于描述随着样品量的加大功能增加的情况，是调

查样本的功能组成和预测样品中功能丰度的有效工具，被广泛的用于样品量是否充分的判断以及功能丰富度
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的估计。通过功能累积曲线不仅可以判断样品量是否充分，在样品量充分的前提下，运用功能累积曲线还可

以对功能丰富度进行预测。

使用软件：R。

4.42.2 结果说明

基于COG的结果目录: 10_Function/COG/

COG.accumulation.curves.pdf: COG功能累计曲线图

图42.1 COG功能累计曲线图
横坐标为样本数目，纵坐标为抽样后的COG ID数目。图中蓝色表示所有样本COG ID合
集，绿色表示所有样本COG ID交集。结果反映了持续抽样下新COG 出现的速率。在一定
范围内，随着样本量的加大，若曲线表现为急剧上升则表示群落中有大量新功能被发现；当
曲线趋于平缓，则表示此环境中的功能并不会随样本量的增加而显著增多。利用功能累积曲
线可以作为对样本量是否充分的判断，曲线急剧上升表明样本量不足，需要增加抽样量；反
之，则表明抽样充分，可以进行数据分析。

基于KEGG的结果目录: 10_Function/KEGG/，文件格式同上。
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4.43 功能丰度差异分析

4.43.1 分析方法

基于PICRUSt功能二级分类结果，比较样本或组间丰度差异，找出样本或组间丰度存在显著差异的功能

分类,默认筛选条件为P<=0.05。

当比较对象为样本时，采用fisher exact test；当比较对象为组时，采用Welch’s t-test。最后将检验得到

的pvalue值采用FDR做Multiple test correction得到qvalue值。

软件：STAMP

4.43.2 结果说明

基于COG的结果目录: 10_Function/COG/Abu_Diff/

diff_COG_reads.*.vs.*.xls: 两两差异比较文件

表43.1 两两差异比较结果

Freq1 Freq2 pValue qValue
Effect

Size

95.0%

lower

CI

95.0%

upper

CI

[A] RNA processing and

modification
0.02 5.8e-03 0.0 0.0 0.02 0.02 0.02

[W] Extracellular

structures
0.01 1.1e-03 0.0 0.0 0.01 0.01 0.01

[V] Defense

mechanisms
2.20 3.06 0.0 0.0 -0.87 -0.87 -0.86

[U] Intracellular

trafficking, secretion,

and vesicular transport

2.17 1.16 0.0 0.0 1.01 1.00 1.01

[T] Signal transduction

mechanisms
5.01 6.19 0.0 0.0 -1.18 -1.19 -1.17

[S] Function unknown 7.87 7.04 0.0 0.0 0.83 0.82 0.84

[R] General function

prediction only
10.93 11.19 0.0 0.0 -0.26 -0.27 -0.25

[Q] Secondary

metabolites

biosynthesis, transport,

and catabolism

1.13 1.00 0.0 0.0 0.13 0.12 0.13
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Freq1 Freq2 pValue qValue
Effect

Size

95.0%

lower

CI

95.0%

upper

CI

[P] Inorganic ion

transport and

metabolism

4.59 4.07 0.0 0.0 0.51 0.51 0.52

[N] Cell motility 1.48 0.57 0.0 0.0 0.92 0.91 0.92

[L] Replication,

recombination and

repair

8.17 7.04 0.0 0.0 1.13 1.12 1.14

[M] Cell wall/

membrane/envelope

biogenesis

5.50 5.88 0.0 0.0 -0.38 -0.39 -0.37

[J] Translation,

ribosomal structure and

biogenesis

4.92 5.96 0.0 0.0 -1.04 -1.05 -1.04

[I] Lipid transport and

metabolism
2.07 2.17 0.0 0.0 -0.10 -0.11 -0.10

*/diff_COG_reads.*.vs.*.P0.05.xls: P值检验显著的两两差异统计文件

*/diff_COG_reads.*.vs.*.ExtendErrorBar.pdf: 差异比较的误差线图
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图43.2 差异比较的误差线图
左图所示为不同功能丰度在两个样品 (组) 中的丰度比例，中间所示为95%置信度区间内，
功能丰度丰度的差异比例，最右边的值为p 值，p 值＜0.05，表示差异显著，功能丰度用红
色标识。(仅列出p值最低的25个)

基于KEGG的结果目录: 10_Function/KEGG/Abu_Diff/，文件格式同上。
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五. 分析结果文件说明

├── 1_data_for_analysis : 数据文件

│   ├── 1_Raw_data : 原始测序数据

│   ├──   ├── *R1.fastq: 原始fastq测序数据文件

│   ├── 2_Merged_data : 双端对拼后的数据

│   ├──   ├── merge.extendedFrags.fastq: 所有样本融合后的fastq文件

│   ├──   ├── *.fastq: 各样本融合后的fastq文件

│   ├──   ├── *_raw_read_len_distribution.pdf: 各分组的原始序列读长统计图

│   ├── 3_QC_data : QC之后的数据

│   ├──   ├── *.last.fastq: 各样本QC后的fastq文件

│   ├──   ├── *_QC_read_len_distribution.pdf: 各分组的QC序列读长统计图

│   ├── Sample_infor.xls : 质控之后统计统计文件

├── 2_filter_chimeras : 去除嵌合体及非靶区域序列结果

│   ├── *_no_chimeras.fasta : 各样本去除嵌合体及非靶区域序列的fasta文件

│   ├── filter_chimeras_result.xls : 去除嵌合体及非靶区域后统计表

├── 3_OTU : OTU分析结果

│   ├──VENN : OTU venn分析

│   ├──   ├── *_venn.pdf : 样本OTU venn分析图

│  ├──  ├── *_venn.xls : 样本OTU venn分析表格

│   ├── bray_crutis_tree : 基于OTU丰度的样本聚类树分析文件夹

│   ├──   ├── *OTU_NMDS_bray_crutis_tree.pdf : 基于Bray-Curtis算法，使用OTU信息的样本聚类图

│   ├──   ├── *OTU_NMDS_bray_crutis_tree.phylo : 基于Bray-Curtis算法，使用OTU信息的样本聚类结果

│   ├── ALL_OTU_count.xls : 各样品OTU序列数统计结果

│   ├── ALL_OTU_count_add_taxonomy : OTU聚类结果与对应代表性序列统计结果

│   ├── gradient_plot.pdf : OTU聚类中OTU数目与similarity参数的关系图

├── 4_alpha_index : Alpha多样性分析结果

│   ├── diversity_box : 多样性指数分析文件夹

│   ├──   ├── alpha_diversity_change_name.xls : 指数统计表

│   ├──   ├── Alpha_diversity*.pdf : 样品分组之间的指数箱式图

│   ├── Rank_abundance : Rank-abundance曲线分析文件夹

│   ├──   ├── rank_abundance.pdf : 纵坐标是绝对值的rank_abundance图

│   ├──   ├── rank_abundance_percentage.pdf : 纵坐标是百分比的rank_abundance图

│   ├── Rarefaction : 稀释曲线分析

│   ├──   ├── *rarefaction_plot.pdf : 稀释曲线图

│   ├──   ├── *rarefraction_result_change_name.xls : 稀释曲线分析表格

├── 5_Taxonomic_Classification : 物种分类学分析结果

│   ├── barplot : 样本群落结构分布柱状图

│   ├── bray_crutis_tree : 基于物种丰度样本聚类树
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│   ├── cluster_barplot : 样品聚类树与柱状图组合分析

│   ├── heatmap : 物种丰度热图

│   ├──   ├── boxplot : 物种分类箱式图

│   ├── horiz_plot : 物种丰度堆叠条形图

│   ├── Circos : 样本与物种关系图

│   ├── Krona : 单样品多级物种组成图

│   ├── GraPhlAn : 分类和系统发育信息可视化

│   ├── iTOL : 分类和系统发育信息可视化

│   ├── MEGAN : 群落分类学系统树状图

│   ├── pie_plot : 物种丰度饼图

│   ├── sample_barplot : 物种分类丰度单样本柱状图

│   ├── unclassifier_plot : 各水平未分类百分比图

│   ├── plot_raw_file : 物种分类统计结果文件

├── 6_multi_dimension_analysis : 多维分析结果

│   ├── OTU : 基于OTU的多维分析结果

│   ├──   ├── PCA : PCA分析

│   ├──   ├── NMDS : NMDS分析

│   ├──   ├── Network : 网络图分析

│   ├──   ├── Co-Network : 微生物间相互关系网络图

│   ├──   ├── corrplot : 微生物间相互关系矩阵图

│   ├── Taxonomy : 基于Taxonomy的多维分析结果 (结果与OTU类似）

├── 7_phylogenetic : 系统发生进化树分析结果

│   ├── ALL_OTU_tree : 所有OTU的聚类图

│   ├──   ├── ALL_sample_tree_genus.pdf : 所有OTU在genus水平上的聚类图

│   ├──   ├── ALL_sample_tree_genus.circular.pdf : 所有OTU在genus水平上的聚类环状图

│   ├── OTU_repre : 前50个OTU的聚类图

│   ├──   ├── first50_tree_genus.pdf : 丰度最高的前50个OTU在genus水平上的聚类图

│   ├──   ├── first50_tree_genus.circular.pdf : 丰度最高的前50个OTU在genus水平上的聚类环状图

├── 8_unifrac : UniFrac分析

│   ├── unweighted : 未加权的UniFrac分析

│   ├──   ├── boxplot : Unifrac距离箱式图

│   ├──   ├── heatmap : Unifrac距离热图

│   ├──   ├── pcoa : PCoA分析

│   ├──   ├── sample_tree : 基于Unifrac距离的相似度树图

│   ├──   ├── unweighted_unifrac_distance_matrix.xls : Unifrac距离矩阵表

│   ├── weighted : 加权后的UniFrac分析 (结果与unweighted一致)

├── 9_Different : 物种丰度差异分析结果

│   ├── Abu_Diff : 样本间菌群丰度差异分析

│   ├── Ternaryplot : Ternary Plot图

├── 10_Function : PICRUSt功能分析

│   ├── COG : 基于COG的功能分析

│   ├──   ├── PICRUSt : 功能预测结果
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│   ├──   ├── barplot : 所有样本功能结构分布柱状图

│   ├──   ├── horiz_bar : 单样本功能丰度条形图

│   ├──   ├── bray_crutis_tree : 基于功能丰度的样本聚类图

│   ├──   ├── heatmap : 功能丰度热图

│   ├──   ├── cluster_barplot : 样品聚类树与功能柱状图组合分析

│   ├──   ├── PCA : 基于功能的PCA分析

│   ├──   ├── NMDS : 基于功能的NMDS分析

│   ├──   ├── Abu_Diff : 功能丰度差异分析

│   ├──   ├── COG.accumulation.curves.pdf : 功能累计曲线图

│   ├── KEGG : 基于KEGG的功能分析 (结果与COG一致)
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