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演示者
演示文稿备注
微生物核糖体rRNA在漫长的进化过程中,由于其在碱基组成、核苷酸序列、高级结构及生物功能等方面表现出高度保守性。保守性能够反映微生物之间的亲缘关系,为系统发育重建提供线索。


[RtZ16S EEFENFEXIE; V3+V4?

27F
Vi

137-242

Y2

433-497 576-682 822-879 986-1043 1117-1173 1243-1294 1435-1465 | 1466-1452

338F 515F —>968F 1177F
| # /4 V5 V6 V7 V8 Y9

V3 V
I38R— SSJRCJ 81]6R4J 92051{4J 1492R J

Sample Barcode Primer Sequence

oL /v

Vi V2 V3 V4 Vs V6 V7 V8 Vo

Targeted Region \ ‘i /

16S rRNA Gene Variable Regions

Appl. Environ. Microbiol.October 2013 vol. 79 no. 19 5962-5969
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演示者
演示文稿备注
这么多可变区该怎么选择？  想测的准，当然长度越长越准确，但是出于经济实惠的角度考虑，其实测双V甚至单V区也已经足够。一般而言，我们环境微生物组学常用的，也是认可度比较高的测序区域是V3-V4，或者单测V4区。目前主流的测序方法为使用illumina HiSeq2500测序平台PE250模式，可将16S rRNA的V3+V4区约428bp测通然后拼接成一条完整的Tag，用于后续微生物多样性分析

无论是在进行细菌、古菌高通量测序前，还是细菌、古菌qPCR前，最纠结的问题永远是引物选择。评估引物效果最重要的两个指标是覆盖率（coverage）和特异性（specificity）。简单讲，覆盖率就是指目标引物能捕获现有数据库中靶序列的比例，比如，共有100种细菌的不同16S rRNA基因序列，某引物能扩增出其中的90种，那么该引物的覆盖率就是90%；特异性是指目标引物是否只靶标某特定类群，比如，某古菌引物PCR获得的序列全部为古菌，没有任何细菌或其他非古菌序列，则其特异性为100%。本文将介绍一款超级简单、快速、准确地评估16S rRNA基因引物覆盖率及特异性的工具。
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演示者
演示文稿备注
 在真菌中，5.8S、18S和28S rRNA基因具有较高的保守性，而ITS由于承受较小的自然选择压力，在进化过程中能够容忍更多的变异，在绝大多数真核生物中表现出极为广泛的序列多态性。同时，ITS的保守性表现为种内相对一致，种间差异较明显，能够反映出种属间，甚至菌株间的差异。并且ITS序列片段较小（ITS 1和ITS 2长度分别为350 bp和400 bp），易于分析，目前已被广泛用于真菌不同种属的系统发育分析。

ITS测序主要是针对真菌多样性的研究，注释准确度高；18S测序针对的是真核微生物，注释到的范围广，但是就真菌来说精确度相对较低；可根据研究目的合理选择测序方案。
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演示者
演示文稿备注
16s rDNA测序首先需要提取环境样品的DNA，这些DNA可以来自土壤、粪便、空气或水体等任何来源。
提取DNA后需要经过质检和纯化，一般16s rDNA测序扩增对DNA的总量要求并不高，总量大于100ng，浓度大于10ng/ul一般都可以满足要求。如果是来自和寄主共生的环境如昆虫的肠道微生物，提取时可能包括了寄主本身的大量DNA，对DNA的总量要求会提高。微生物菌群多样性测序受DNA提取和扩增影响很大，不同的扩增区段和扩增引物甚至PCR循环数的差异都会对结果有所影响。因而建议同一项目不同样品的都采用相同的条件和测序方法，这样相互之间才存在可比性。
完成PCR扩增之后经过切胶回收，不同的样品再加上特定的测序接头，经过定量均匀混样之后，就可以直接上测序仪测序。
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演示者
演示文稿备注
https://study.163.com/course/introduction/1005831025.htm?share=1&shareId=1030291076

https://study.163.com/course/introduction/1005831025.htm?share=1&shareId=1030291076�
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演示者
演示文稿备注
python 入门到精通:
https://study.163.com/course/introduction/1209531837.htm?share=1&shareId=1030291076

linux 系统的使用：
https://study.163.com/course/introduction/1006346005.htm?share=1&shareId=1030291076

linux生物信息分析平台搭建
https://study.163.com/course/introduction/1209757831.htm?share=1&shareId=1030291076

R 语言入门与基础绘图：
https://study.163.com/course/introduction/1209073807.htm?share=1&shareId=1030291076

R 语言绘图ggplot等等：
https://study.163.com/course/introduction/1006149012.htm?share=1&shareId=1030291076
�
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演示者
演示文稿备注
python 入门到精通:
https://study.163.com/course/introduction/1209531837.htm?share=1&shareId=1030291076

linux 系统的使用：
https://study.163.com/course/introduction/1006346005.htm?share=1&shareId=1030291076

linux生物信息分析平台搭建
https://study.163.com/course/introduction/1209757831.htm?share=1&shareId=1030291076

R 语言入门与基础绘图：
https://study.163.com/course/introduction/1209073807.htm?share=1&shareId=1030291076

R 语言绘图ggplot等等：
https://study.163.com/course/introduction/1006149012.htm?share=1&shareId=1030291076
�
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B ZITE%INE: win10+docker desktop
B ET EBFOITRE:

m dockerimages #BEEGREER

m docker search omicsclass #EZEEE

® docker pull omicsclass/ampliseq-q1:v1.2 #TEHEH
B SaiE% (Docker Desktop)

®m docker run -it -m 3G --cpus 1 --rm -v D:/ampliseq-q1:/work omicsclass/ampliseq-
ql:v1.2

B B&1E1% (Docker toolbox EBIFBEHEDE)

®m docker run -it -m 3G --cpus 1 --rm -v /d/ampliseq-q1:/work omicsclass/ampliseq-
ql:v1.2
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演示者
演示文稿备注
Barcode：样品标签，混池测序后区分序列来自那个样本
Primer：在16S/ITS/18S保守区设计的引物，用于扩增 rDNA的部分高变区
Amplicon:扩增的部分 rDNA


https://www.omicsclass.com/article/8�
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演示者
演示文稿备注
GreenGene
16S物种数据库里面可以说是大名鼎鼎了，即便是多年没有更新，但是使用该数据库进行物种注释依然是很多科研工作者不变的选择，QIIME的默认注释数据是它，可见其重要性。主要是人工整理，比较准确。分类采用常用的七级界门纲目科属种，方便理解和阅读。 但是最近的一次更新在2013.5。
RDP
RDP数据库全称“RibosomalDatabase Project”，是由密歇根州立大学开发维护的在线工具，包括数据库和分析工具两部分。两者都很好，但都没有做到最好。分析工具最早是用于一代测序产生的16S数据分析，其后逐步拓展了在28S、ITS、功能基因的分析功能，并支持二代测序平台产生的数据，而数据库部分则提供高质量、已注释的细菌、古菌16S rRNA基因和真菌28S rRNA基因序列。目前其数据库最新版本为RDP Release 11.5，于2016年9月30日更新。
SILVA
最大最全的数据库，更新最快的数据库，全的缺点是假阳性率会更高。SILVA是一个rRNA基因序列的综合数据库，收录原核和真核微生物的小亚基rRNA基因序列（简称SSU，即16S和18SrRNA）和大亚基rRNA基因序列（简称LSU，即23S和28SrRNA）。目前最流行的微生物多样性分析软件qiime也专门利用该silva数据库整理了适合qiime分析；
UNITE�ITS（全称ribosomal internal transcribed spacer，核糖体基因内转录间隔区）是最常用的真菌鉴定及多样性检测的marker基因，UNITE数据库是专门针对真菌ITS序列（包括ITS1和ITS2区）最全的数据库，不用考虑ITS注释数据库的选择，UNITE就是近乎唯一的存在！
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演示者
演示文稿备注
1、de novo OTU 聚类，是将所有序列直接按照两两之间的相似度，划分成一个个OTU，选取该OTU中丰度最高的序列作为该OTU的代表序列，然后用代表序列比对参考数据库，获得该OTU的物种注释。常用数据库有RDP、Silva及Greengene，由于GreenGene和RDP数据库一直没有更新，一般采用Silva数据库进行分析。�
OTU注释数据库�优点：不依赖参考数据库，尤其是所研究的样品中含有的已知物种较少，如极端环境中。�缺点：受测序错误及嵌合体影响较大，说白了就是有些序列并非真实存在，是实验过程产生的“假序列”，用这种方法聚类时就会被误认为是一个独立的OTU，不过可以通过去嵌合体等分析手段缓解。�2、closed-reference聚类，这种方法是将序列与参考数据库直接比对，比对到同一参考序列的作为一个OTU，在OTU聚类的同时，也获得了该OTU的物种注释信息。�优点：所获得的OTU可信度高；另外，由于不同文章中检测的16S区域不同，如果要合并分析，不能用de novo OTU picking的方法聚类，因此只能用close-reference方法聚类。�缺点：只能得到已知物种的序列，丢失未知物种的信息。�3 、open-reference OTU聚类，具有上述两种聚类方法的特点，即将序列与参考序列比对，未比对上的序列再进行de novo聚类。兼具上述两种方法的优点，但无法用于不同16S区域的合并分析。�由于目前的参考数据库信息有限，所以OTU的注释结果中常见到一些uncultured*之类的没有分类信息。

https://www.omicsclass.com/article/8�

OTU/ASVH{E:

m OTU (Operational Taxonomic Units) EANEE— M EETT (BE,
M, B, nEF) RENE—ITE. E7THE I FollFERPrIER.
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R R AR E D3RS/ NE, — I NBRLE—1O0TU,

B EEEI7%HIILUKEREREEMOTY, ERE/BEHIESFERIIE
NERERFS

B THITEAI100%E 51, BIARERSEHIASV(Amplicon Sequence
Variants), EEZLISIHFEILE.
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演示者
演示文稿备注
去噪的序列直接去除，即Feature(特征)，也不再叫OTU。都不建议再使用。相当于以100%的相似度聚类。
X为一条高丰度序列，周围存在很多低丰度序列。d为序列的差异程度。周围的点为不同的序列，点的大小代表其丰度。绿色的点为正确的生物学序列，红的点代表含有一个至多个错误点的序列。右图表示降噪后的序列。E代表高丰度的错误序列，被错误的保留下来，f表示错误序列被准确的丢弃，g表示丰度较低的正确序列被错误的删除。b,e,f丰度相近而降噪结果不同，表明了降噪过程普遍存在的一个问题：如何设定阈值，准确的区分正确与错误序列。
Unoise目前已经升级到Unoise3版本整合在Usearch10中，使用起来相当方便：
usearch -unoise3 uniques.fa-zotus zotus.fa -tabbedout unoise3.txt -minsize 8
�
到底应该用Uparse还是Unoise3？ Edgar,R.C.给出了他的建议 [4]： �Uparse算法采用97%相似度聚类得到OTUs，Unoise算法通过降噪得到zOTUs。
a. Uparse得到的是所有正确的生物学序列的子集，每两条序列之间的相似程度在97%以上(对应USEARCH中的cluster_otuscommand)。�b. Unoise得到的是所有的正确生物学序列(对应USEARCH中的unoise3 command）。�当然每一种算法都不是完美的，因此总是存在一些错误。如Uparse会丢失一些具有意义的生物学序列，而Unoise在降噪过程中由于种内差异，对结果亦会造成影响，可能得到2个或多个OTU。但是如果要检测菌株不同的表型，这反倒又成为了优势。如果只能选择一个，Edgar,R.C.推荐Unoise。目前32位的Usearch是免费的，若数据量小可直接下载32位的使用。大数据需要购买64位的Usearch10进行分析。
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演示者
演示文稿备注
White JR, Nagarajan N, Pop M (2009) Statistical Methods for Detecting Differentially Abundant Features in Clinical Metagenomic Samples. PLoS Comput Biol 5(4): e1000352.

Parks DH, Tyson GW, Hugenholtz P, Beiko RG. (2014). STAMP: Statistical analysis of taxonomic and functional profiles. Bioinformatics, 30, 3123-3124.

Segata N, Izard J, Waldron L, et al. Metagenomic biomarker discovery and explanation. Genome Biology. 2011;12(6):R60. doi:10.1186/gb-2011-12-6-r60.
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演示者
演示文稿备注
秩和检验是一种非参数检验法，它是一种用样本秩来代替样本值的检验法。

https://www.omicsclass.com/article/136�
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演示者
演示文稿备注
两组之间比较统计学方法包括t-test(equalvariance)，Welch’s t-test和White’snon-parametric t-test。为了确保统计学意义和结果的准确度，需要选择合适的检验方法。t-test检验可以在最少样本数为4的时候保持较高的准确度和精确度，当两个分组之间具有相同的方差时，用t-test更为准确，当方差不同时，Welch’s t-test更为准确。White’s non-parametrict-test算法计算时间较长，当样本数目少于8的时候，可以使用该检验方法，当样本数目过多时，不宜使用该检验方法。
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演示者
演示文稿备注
在进化分支图中，由内至外辐射的圆圈代表了由门至属（种）的分类级别，在不同分类级别上的每一个小圆圈代表该水平下的一个分类，小圈圈的直径大小代表其相对丰度大小。
着色原则：无显著差异的统一着色为黄色，差异显著的Biomarker跟随分组色进行着色，例如红色节点代表在红色分组中起到重要作用的微生物类群。
图中也会展示各Biomarker对应的物种名。




注：LDA值分布柱状图中展示了LDA Score大于设定值的物种(less_strict 设为2；more_strict 设为4)，即组间具有统计学差异的Biomarker。展示了不同组中丰度差异显著的物种，柱状图的长度代表差异物种的影响大小（即为 LDA Score）。在进化分支图中，由内至外辐射的圆圈代表了由界(单个圆圈)至属（或种）的分类级别(不同的分类水平下圆圈的层数不同，上图为order水平下进化图，所以有4层)。在不同分类级别上的每一个小圆圈代表该水平下的一个分类，小圆圈直径大小与相对丰度大小呈正比。着色原则：无显著差异的物种统一着色为黄色，差异物种 Biomarker跟随组进行着色，红色节点表示在红色组别中起到重要作用的微生物类群，绿色节点表示在绿色组别中起到重要作用的微生物类群，其它圈颜色意义类同。图中英文字母表示的物种名称在右侧图例中进行展示。


ALPHAZ SRR

www.omicsclass .com A2 XKIHE



J ALPHASHHESIRHS

alphaZiF{4HEEN
boxplotfEx
alphaz i PR
HE/TIEE
=501
boxEEx

www.omicsclass.com A2 Kl E



FRTe,
alphaZ B yusae &%) e evzs

B THEEMESE (Community richness) BYIEEH:

Chao1: ERchaol EiAEITEFEHER0TU 1 EAYEE, chaol HESFHEARMITHIFIEEL, MChao (1984) RBIRH.
Chaol{EHARRYMHEDHES, RIPERNFETEES.

Ace: ERRMITEEEHRB0TU $BArYEEL, EHFHChaoiZH (Chao and Yang, 1993), B2ESEHEIHIMRENNERE
Ho—., BRANEFRFIE10LUTHOTUSRTEER, MEitEEEPsOinFmaEiingl. ACERBEEA, RBERNEEENS.

Species richness (Observed OTU, observed species) : ¥fhEE B NEEEDEREATORIMELZI, BEREY
MRPEER, REFERER,

HHEEHSHE (Community diversity) BEEH:

Shannon: (Shannon, 1948a, b) ZEEETEHENFEREMIYSE. ShannonfEHEWS, FIPHFRISHEMEES.

Simpson: FARMEHRPHENRISHMISEz—, HEdward Hugh Simpson (1949) 12, HESEHERREEM0HE
R MXEREY SN, FRBETIERREFSIBTR— 153 (10TUs) AR (MEUETEO~12/8, Simpson IEE(E
X, HEPEHES T,

BEZI58: http://scikit-bio.org/docs/latest/generated/skbio.diversity.alpha.html
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演示者
演示文稿备注
Alpha多样性（Alpha Diversity）是对某个样品中物种多样性的分析，包含样品中的物种类别的多样性——丰富度（Richness）和物种组成多少的整体分布——均匀度（Evenness）两个因素，通常用Richness,Chao1，Shannon，Simpson，Dominance和Equitability等指数来评估样本的物种多样性。

Richness, Chao1，Shannon三个指数是常用的评估丰富度的指标，数值越高表明样品包含的物种丰富度就越高。

丰富度指数
Richness, Chao1，Shannon三个指数是常用的评估丰富度的指标，数值越高表明样品包含的物种丰富度就越高。
Richness指数: 指样本中被检测到的OTU量； 
Chao1指数 : 通过低丰度OTUs来进一步预测样品中的OTUs数量； Shannon指数 : 计算考虑到样品中的OTUs及其相对丰度信息， 通过对数（如以2为底的shannon_2，以自然对数为底的shannon_e 以10为底的shannon_10）转换来预测样品中的分类多样性。

丰富度代表群落当中物种组成的种类，即richness；而均匀度代表的是群落中各物种丰度（abundance）的差别，即eveness。若只研究丰富度，假定群落A有1个甲物种和99个乙物种；而群落B有50个甲物种和50个乙物种，虽然实质上两个群落物种分布的差异还是很大的，但是从richness看，物种的种类是一样的。而一般物种多样性包括丰度和丰富度，均匀度就是在考虑了丰富度的基础上将各个类别的丰度信息考虑在内获得的值的比较。

均匀度指数
Simpson，Dominance和Equitability三个指数是常用的评估均匀度的指标。
Simpson指数 : 表示随机选取两条序列属于同一个分类（如OTUs）的概率（故数值在0~1之间）， 数值越接近1表示表明OTUs的丰度分部越不均匀；
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演示者
演示文稿备注
稀释性曲线(rarefaction curve)：一般是从样本中随机抽取一定数量的个体，统计出这些个体所代表物种数目，并以个体数与物种数来构建曲线。它可以用来比较测序数量不同的样本物种的丰富度，也可以用来说明样本的取样大小是否合理。分析采用对优化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rarefaction curve。稀释性曲线图中，当曲线趋向平坦时，说明取样的数量合理，更多的取样只会产生少量新的OTU，反之则表明继续取样还可能产生较多新的OTU。因此，通过作稀释性曲线，可以得出样品的取样深度情况。 默认是在 97%相似性水平下划分OTU并制作各样品的稀疏曲线。

Shannon-Wiener 曲线，是利用shannon指数来进行绘制的，反映样品中微生物多样性的指数，利用各样品的测序量在不同测序深度时的微生物多样性指数构建曲线，以此反映各样本在不同测序数量时的微生物多样性。 当曲线趋向平坦时，说明测序数据量足够大，可以反映样品中绝大多数的微生物物种信息。样本曲线的延伸终点的横坐标位置为该样本的测序数量，如果曲线趋于平坦表明测序已趋于饱和，增加测序数据无法再找到更多的OTU；反之表明不饱和，增加数据量可以发现更多OTU。其中曲线的最高点也就是该样本的Shannon指数，指数越高表明样品的物种多样性越高。
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演示者
演示文稿备注
不同组或生态位间物种组成的差异
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演示者
演示文稿备注
主成分分析（PCA）、对应分析（CA）（加权平均法 迭代运算中）、去趋势对应分析（DCA）和非度量多维尺度分析（NMDS),冗余分析（RDA）约束的PCA 和典范对应分析（CCA）

主成分分析PCA（Principal component analysis）是一种研究数据相似性或差异性的可视化方法，采取降维的思想，PCA 可以找到距离矩阵中最主要的坐标，把复杂的数据用一系列的特征值和特征向量进行排序后，选择主要的前几位特征值 ，来表示样品之间的关系。通过PCA 可以观察个体或群体间的差异。PC后面的百分数表示对应特征向量对数据的解释量，此值越大越好；

。PCoA的计算原理与PCA相同，只是不象 PCA 只用欧氏距离方程计算点间距离，它可以用各种距离系数，从上面的分析过程看，PCoA与PCA有很大的相似性。可以证明，如果使用欧氏距离矩阵 PcoA与使用种类化中心的PCA正分析相同

对应分析（Correspondence analysis, CA）（Hill 1974）也叫做相互平均法，但它有一个重大缺点，就是CA/RA的第二排序轴在许多情况下是第一轴的二次变形，即所谓的“弓形效应”（Arch effect）或者“马蹄形效应”
The CA distortion is called the arch effect, which is not as serious as the horseshoe effect of PCA because the ends of the gradients are not incurved. Nevertheless, the distortion is prominent enough to seriously impair ecological interpretation.

一般的排序方法都要求P（种）×N（样方）的原始数据矩阵，再从原始数据出发去进行排序。但是还有一类排序方法不是从原始数据出发，而是以样方间相异距离矩阵为起点，这一距离矩阵可以是基于某个相异系数而计算出来的，也可以是通过观察直接得到的样方间的某种差异。这样排序的目的是将N个样方排列在一定的空间，使得样方间的空间差异与原始距离矩阵保持一致，这类排序方法称作多维标定排序（Multi—dimensional scaling）。如果排序依赖于相异系数的数量值，就叫有度量多维标定法（metric multi—dimensional scaling）；如果排序仅仅决定于相异系数的大小顺序，则称为无度量多维标定法（Non—Metric Multi—Dimensional Scaling；NM—MDS）。前面讲到的主坐标分析就是一个有度量多维标定法（张金屯 1995，余世孝 1995）。 

在排序空间给样方布局，让样方间距离的远近度量代表它们之间物种组成的相似度。这类排序方法称作多维标定排序（Multidimensional scaling） 如果排序依赖于相异系数的数量值，就叫有度量多维标定法（metric multi—dimensional scaling）PCOA；如果排序仅仅决定于相异系数的大小顺序，则称为无度量多维标定法（Non—Metric Multi—Dimensional Scaling；NM—MDS）

NMDS:试图在一个低维的空间中建立一个样品分布地图，是样品间的欧式距离的等级顺序与其相似性或非相似性等级顺序保持一致。等级相似性rank order similarity：将相似性矩阵相似性按大小排序，最高的相似性给与最低的等级1，最低的相似性给与最低的等级你（n-1）/2。

A measure of ‘stress’ (mismatch between the rank order of distances in the data, and the rank order of distances in the ordination) is calculated，在无度量多维标定法，我们不用影射规则，而是相异系数的大小顺序，通过数量算法球得样方间的距离。
排序后样方的空间差异性与原距离矩阵差异最小或者
要使得N个样方在m维排序空间中的距离与预先已知的距离保持一致


非约束排序也叫间接梯度分析，而约束排序也叫直接梯度排序分析。 
非约束排序可以下面两种方式构建：


间接梯度分析的目标就是发现这样的坐标轴，让群落中的样方或是物种的最大变化量能够在坐标轴上体现出来。换句话说，让尽可能多的变化量能够在尽可能少的轴上展示出来，并且让样方或物种在排序图能够可视化展示出来。当然，我们会经常期望这些轴能够代表一些潜在的环境变量。而约束排序（constrained ordination）的目的就是发现物种在环境梯度上的变化情况。

所有排序方法都是基于一定的模型之上，这种模型反映植物种和环境之间的关系以及在某一环境梯度上的种间关系。最常用的关系模型有两种：一种是线形模型（linear model），另一种是单峰模型（unimodal model）。线形模型的含义表示某个植物种随着某一环境因子的变化而呈线性变化或叫线性响应（linear response）。单峰模型的含义是某个植物种的个体数随某个环境因子值的增加而增加。当环境因子增加到某一值时，植物种的个体数达到最大值，此时的环境因子值称为该种的最适值（optimum）；随后当环境因子值继续增加时，种的个体数逐渐下降。为了简化单峰模型，我们经常假设单峰曲线以峰值的为中心，两边是对称的（见Hutchinson 1957,资源梯度与物种最适值)。在排序之前，我们首先决定用那种模型。大部分情况下，两种模型都仅仅是实际数据的近似拟合，所以我们要决定的那种模型对我们所要分析的拟合更好。其实，单峰模型也是理想化的模型，在现实中，物种对环境才响应很少以最适值为中心两边对称的，更复杂的响应曲线也经常出现（比如双峰模型）。




 



进行排序分析之前，首先要判断是选择线性模型（PCA 和RDA）还是单峰模型(CA和CCA)的排序方法。一般来说，如果物种分布变化大，选择单峰模型效果比较好，反之，线性模型也是不错。可以通过DCA分析来判断，如果DCA排序前4个轴中最大值超过4，选择单峰模型排序更合适。如果是小于3，则选择线性模型更好(Lepx & Smilauer 2003)。如果介于3-4之间，单峰模型和线性模型都可行。
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演示者
演示文稿备注
两个样品共有的物种多我们认为两个样品菌



Beta多样性计算中主要基于OTU的群落比较方法，有欧式距离、Jaccard 距离、bray curtis距离，这些方法优势在于算法简单，考虑物种丰度（有无）和均度（相对丰度），但其没有考虑OTUs之间的进化关系，认为OTU之间不存在进化上的联系，每个OTU间的关系平等。

另一种算法Unifrac距离法，是根据系统发生树进行比较，会根据16s的序列信息对OTU进行进化树分类， 因此不同OTU之间的距离实际上有“远近”之分。

通过以上计算方法可以得到所有样品两两之间距离矩阵。这里重点说一下Unifrac距离矩阵：与欧式距离、bray curtis距离、Jaccard 距离不同，Unifrac距离矩阵又可分为weighted和Unweighted。其中Unweighted只考虑了物种有无的变化，因此结果中，0表示两个微生物群落间OTU的种类一致。而Weighted 则同时考虑物种有无和物种丰度的变化，结果中的0则表示群落间OTU的种类和数量都一致。
实际应用中 ：在环境样本的检测中，由于影响因素复杂，群落间物种的组成差异更为剧烈，因此往往采用非加权方法进行分析。但如果要研究对照与实验处理组之间的关系，例如研究短期青霉素处理后，人肠道的菌落变化情况，由于处理后群落的组成一般不会发生大改变，但群落的丰度可能会发生大变化，因此更适合用加权方法去计算。 最后提一句，真菌ITS分析是没有unfrac分析的，

OTU 种类  的对环境中的稀有OTU敏感
OTU丰度 对环境中高丰度的OTU敏感
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演示者
演示文稿备注
主成分分析PCA（Principal component analysis）是一种研究数据相似性或差异性的可视化方法，采取降维的思想，PCA 可以找到距离矩阵中最主要的坐标，把复杂的数据用一系列的特征值和特征向量进行排序后，选择主要的前几位特征值 ，来表示样品之间的关系。通过PCA 可以观察个体或群体间的差异。PC后面的百分数表示对应特征向量对数据的解释量，此值越大越好；


样方点之间的距离可以代表它们之间的关系。如图，我们可以预测样方Sa5与Sa2相似度最高，与Sa3和Sa4次之, 与Sa1相似度最小。 


PCoAElfii&8I%

Braycurtis PCoA

PCoA - PC1 vs PC2

PC1-Percent variation explained 44.65%

Adonis/PERMANOVA
R>  0.59735
p-value 0.001

Braycurtis NMDS

(Stress=0.088)

NMDS2
-

NNNNN

ANOSIM
Statistic 0.7529785286381386
p-value 0.001
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Adonis/PERMANOVA

m PERMANOVA/adonis STtHES

B AdonisNMREMRSITTHESNBAFSHESTHEDT. EFREIEREER (dNBray-Curtis,Euclidean) XRET5E
HITOME, DR ERFNERERNFERE, AERERRENESRITERHITEE LS.

Df SumsOfSqs MeanSqs F.Model R2 Pr(>F)
group factor$diet 2  0.715 0.35749 4.4185 0.11209 0.001 ok
Residuals 70 5.6635 0.08091 0.88791
Total 72 6.3785 1

i¥: He, group_factor$*, *R®R-HDEHE; Df, FREHE; SumsOfSqs, BFZE, XFREEFSF; Mean
Sgs, g5 (£) , BISumsOfSqs/Df; F.Model, FxRFI&IE; R?2, XRARDEGNHERERIGRE, AP
PHRBESSHENE, REXFRDENERNERENS,; Pr, 2RPE, NFO0.05RBARGIRHITHES.
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演示者
演示文稿备注
不同点是应用的检验模型不同，ADONIS本质是基于F统计量的方差分析，所以很多细节与上述方差分析类似。

categorical variables  PERMANOVA  


ANOSIM

B ANOSIM(analysis of similarities)iB{Ll4 S trE—MAESENeIE, AFRNIEAHE (MExZEH) ERERREK
FEARESR, NMTAMSPEREEENX. MARRERENER, FXXEEMNNIKHTHFE FOREF) | &
fETiEe. BRAERRLISEPermutation Test{SZIP(E:

number of
permutations

73 0.161838 0.001 999

sample size test statistic

iE: StatisticBIOR(E, SEEN-12]+1. RESEZLIFRTABERVATERES, REE/N\ZRTAE
BRIRBPEES, FESPE/NTO0.05RHRIFIGIRAIFAIEES. RR=0, RPFFRISENREFRET
B DB, SHADEZEAEGIMUNSEITFEER, MRRARE, NR\AREREY THEESHY
KN, FRDEBRRE. PEURMTANOSIMOITEARIFITFEEEN, PER/), RASHEASEZ
ERNESEEMHNS.
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首先我们需要计算样本之间的相似性，常用的方法有 Bray-curtis、euclidean等等，得到相似性矩阵，如下：
其次计算秩（也就是说从小到大排序），把相似性矩阵转换成秩矩阵，如下：
随后计算组内和组间的平均秩rb = 15.56，rw = 13.08，并计算R=(15.56-13.08)/(0.25*8*7) = 0.17，如下：
利用置换检验的方法计算p值，如下的方法重复1000次， rb= 14.06，rw = 15.08：

Anosim本质是基于排名的算法，其实与NMDS的配合效果最好。如果是PCoA分析，建议配合使用Adonis检验结果。

Anosim本质是基于排名的算法，其实与NMDS的配合效果最好。如果是PCoA分析，建议配合使用Adonis检验结果。
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I PICRUSt EEIAFERIRE

IMGRYAEYIE RAHIEEN A :

B PICRUStEFRA:

B Phylogenetic Investigation of Communities by

Reconstruction of Unobserved States
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PICRUSt workflow
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(Langille et al., 2013, Nature Biotechnology)
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构建“物种—基因”关系网
已有参考基因组细菌或古细菌中每个基因家族的基因数量（通过IMG数据库获得）；和通过物种所构建的进化树（通过greengene数据库获得）。通过这两个数据，软件就可以建立一个已知物种基因信息的进化树。
实现物种输入到基因输出的转化�前面已经根据已知的物种建立起一个带有基因信息（种类和数量）的进化树，通过未知物种的序列信息寻找其在进化树中的亲缘物种，从而根据亲缘物种的基因信息预测未知物种的基因信息。由于微生物的变异速度极快，大量的HGT和基因丢失现象可能会使这种预测方式会存在一定的偏差，但由于近源物种间的主要基因信息还是非常接近，因此预测结果可靠性还是极高（下文会有证明）。
进行基因功能注释
PICRUSt完成宏基因组的预测之后，可以利用软件结合KEGG，COG和Pfam三大数据库进行注释，从而赋予基因信息生物学意义。
分析要求
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