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摘要 
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近年来，随着对复杂微生物群落结构和功能研究的不断深入，大规模地构建并应用合成菌群（SynComs）已

经逐渐成为开展农业、医药、生态、环境、能源等领域相关微生物组功能和微生物生态学研究的基本需求。

然而，理论上合成菌群的配伍组合数量随着菌群数量的增加呈指数级增长（包含N个菌株的合成菌群体系中

不同组合的数量为2N个），例如包含10株菌株的合成菌群体系的组合数为1024个。受限于此，既往研究通

常情况下仅包含了少数一些合成菌群，而未能穷尽所有可能的组合数，某些情况下会影响对菌群涌现性功

能产生机制的研究结论。为了能够实现多个物种穷尽式构建合成菌群的目标，本文将排列组合方法与微孔

板、移液器等实验室常用的实验材料相结合，并开发了计算机程序完成菌群唯一编码、数据采集表格初始

化等工作，从而简化了在实验室人工构建超过1,000个不同合成菌群的流程。与常规操作方法相比，该方法

具有高效、低成本、可扩展的特点，并且避免了常规方法加样过程中可能出现的加样流程混乱的难题。本

文以4-11个物种构建16-2048个不同的合成菌群为例，详细说明了实验操作流程。此外，方法的计算机程序

以syncons软件的方式提供，这个R语言软件包可以运行在本地或者通过云服务来访问，提供加样流程查询、

合成菌群编码和数据采集表格初始化等功能。考虑到合成菌群在研究中的巨大潜力，该合成菌群构建方法

可作为微生物共培养、多物种生物膜等研究领域中的一项基本实验操作，具有广泛的应用价值。 
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研究背景 
 

近年来，随着对复杂微生物群落结构和功能研究的不断深入，构建并应用合成菌群（SynComs [1]）已经逐

渐成为开展农业 [2]、医药 [3]、生态 [4]、环境 [5]、能源 [6]等领域相关微生物组功能和微生物生态学研

究的基本需求。未来，采用“自下而上”的方法开展设计合成菌群的研究，将会扩展到包含数十甚至数百

种菌株的复杂菌群 [7]。理论上，合成菌群的配伍组合数量随着菌群数量的增加呈指数级增长（包含 N 个

菌株的合成菌群体系中不同组合的数量为 2N个），例如包含 10 株菌株的合成菌群体的组合数为 1024 个。

受限于此，既往研究通常未能覆盖所有可能的组合数，而是仅涉及其中少数合成菌群组合，这可能会影响

我们对菌群涌现性功能和产生机制的理解。为了满足特定的研究需要，有时有必要穷尽式的构建所有可能

的合成菌群组合。 

目前，构建大量合成菌群的工作主要采用人工、自动化设备、微液滴技术等方法完成。其中自动化设备，

比如 apricot DC1 移液工作站，虽然一定程度上实现了高重复性和高精确度，但是牺牲了一些机动性，并且

仪器以及耗材的成本非一般实验室可以承担。另外，虽然微液滴技术在高通量筛选合成菌群的研究中显示

出巨大的潜力，但是当前其应用受到诸多技术障碍的限制 [8]。按照传统的构建思路，人工无疑是效率最

低且失误率最大的方法，然而，本方法通过对加样顺序的合理规划能够显著提高人工构建合成菌群的效率，

同时显著降低失误率，为相关领域研究者们提供一种方便实用的实验策略。 

 

 

原理与方法 

 

合成菌群是人工构建的简单微生物群落，通常含有的物种数目在 3–7 个之间。为了能够穷尽式构建 n 个

物种所有可能的物种组合，需要考虑包含 0 个物种、1 个物种、双物种、多物种，以及 n 个物种的情况。

以 n=10 为例，根据排列公式可知全部的物种组合数目 N 可以通过以下公式计算得到（公式 1）： 

 

N = 𝐶10
0 + 𝐶10

1 + 𝐶10
2 +⋯+ 𝐶10

9 + 𝐶10
10 = ∑ (10

𝑘
)𝑛

𝑘=0      （公式 1） 

 

如图 1 所示，这个穷尽式构建方案中，不含任何物种（无菌）的组合数目为 1 个，单一物种组合数为 10 个，

双物种组合数为 45 个，三物种组合数为 120 个等。全部的组合数为 1,024 个。无菌、单菌等组合虽然不能

称为传统意义上的菌群，但是对于研究来说是必不可少的对照，因此也属于这一合成菌群体系的重要成员。 

 

 

图 1. 以 10 个菌株为例，穷尽式构建合成菌群时含有不同物种数目的合成菌群的组合数目。 

Ntotal = 1024
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推广开来，若设 n 个菌株构建得到的全部可能合成菌群组合数目为 N，则由二项式定律，可推得该数目的

值等于 2 的 n 次方（公式 2）。因此，合成菌群的组合数目会随着菌株数目的增加指数增加。鉴于此，如

果采用人工操作的方法，在短时间内构建数十个不同的合成菌群可能比较容易，但是随着物种数目增加，

当需要处理上百种不同的组合时，如果没有合理的设计，那么将非常容易出现错误。 

 

𝑁 = ∑ (𝑛
𝑘
)𝑛

𝑘=0 = 2𝑛    （公式 2） 

 

从组合数学的角度来看，2n 代表了从 n 个元素中选取子集的所有可能方式的总数。每个子集对应一个 0–

1 向量，其中 0 表示不包含某元素，1 表示包含某元素。因此，当我们对这些向量进行排序后，它们可以有

序的排列在 2n-1 × 2n-1 布局的二维平面上。这就为我们合理规划构建合成菌群过程中的加样顺序提供了

重要指引。 

由于实验室中并没有 2n-1 × 2n-1 的微孔板，而常见的微孔板只有 24 孔、96 孔和 384 孔等规格，所以实验

操作以行和列为单位在 24 孔板、96 孔板、384 孔板提供的加样空间上有序开展。每个合成菌群的组合都依

据所处的孔板和在孔板中的位置给出唯一编码。最终，该方法能够实现在短时间内构建超过一千个不同的

合成菌群组合。在后两种微孔板上构建合成菌群的时候，通过使用多通道移液器进行操作，可以大幅提高

工作效率。为了能够明确加样完成后每个孔位中所包含合成菌群的菌株组成，我们还开发了一个 R 语言软

件包 syncons。该软件包可以运行在本地或者通过云服务来访问，除了提供合成菌群编码信息，还有加样流

程查询和数据采集表格初始化等功能。 

总的来说，本方法旨在利用实验室常见的材料与仪器，通过对加样顺序的合理规划提高了人工构建合成菌

群的效率，同时还可以减少失误、避免交叉污染，为相关领域研究者们提供一种方便实用的实验策略。 

 

 

材料与试剂 
 

1. 菌株 

不同菌株以代号区分，本文中分别表示为菌株 S1、菌株 S2、菌株 S3、菌株 S4、菌株 S5、菌株 S6、

菌株 S7、菌株 S8、菌株 S9、菌株 S10、菌株 S11，一共有 11 个不同的细菌菌株。 

2. 24 孔板 (Corning, catalog number: 3524) 

3. 96 孔板 (Corning, catalog number: 3599) 

4. 384 孔板 (Axygen®, catalog number: P-384-240SQ-C-S) 

5. 移液器吸头 (Biosharp, catalog number: BS-200-T) 

6. 加样槽 (Biosharp, catalog number: BS-PS50-RR) 

7. 培养基 (BD, catalog number: GD-211825) 

 

 

仪器设备 

 

1. 摇床 (华美生化仪器, catalog number: THZ-701B) 

2. 单通道移液器 (Thermo ScientificTM, catalog number: 4651140N) 

3. 8 通道移液器 (Thermo ScientificTM, catalog number: 4661010N) 

4. 16 通道移液器 (EVOLVE, catalog number: 3044) 

5. 超净工作台 (苏净安泰 AIRTECH, catalog number: ES-A01-VS-1300L-U) 
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实验步骤 
 

（一）将准备好的菌液分别注入加样槽； 

（二）按照图示步骤，使用相应移液器进行加样。其中 96 孔板体系可以使用 8 通道移液器，384 孔板体

系可以使用 16 通道移液器。所有加样操作在超净工作台中进行。 

 

方法 M1. 配伍包含 4 株菌株（共 16 个组合）的合成菌群体系 

操作步骤如下（图 2）： 

1. 取 1 个 24 孔板，加样使用第 1–4 行的第 1–4 列，共有 16 个孔位； 

2. 在第 1–2 列中加入菌株 S1； 

3. 在第 1 列、第 3 列中加入菌株 S2； 

4. 在第 1–2 行中的前 4 列中加入菌株 S3； 

5. 在第 1 行、第 3 行中的前 4 列中加入菌株 S4。 

6. 加样完成后，各个孔中包含的合成菌群结构如表格 1 所示。所得的合成菌群体系包括无菌对照一个（

D4 孔），1 菌株体系 4 个（B4、C4、D2 和 D3 孔），2 菌株合成菌群 6 个（A4、B2、B3、C2、C3

和 D1 孔），3 菌株合成菌群 4 个（A2、A3、B1 和 C1 孔），4 菌株合成菌群 1 个（A1 孔），合计 1

6 个。(表 1) 

 

 
 

图 2. 利用 24 孔板构建包含 4 株菌株的合成菌群体系的操作流程。每个孔对应的合成菌群组成详见

附件 Sheet 1。 

 

表 1. 使用 4 菌株构建 16 个结构不同的合成菌群 

行/列 1 2 3 4 

A S1/S2/S3/S4 S1/S3/S4 S2/S3/S4 S3/S4 

B S1/S2/S3 S1/S3 S2/S3 S3 

C S1/S2/S4 S1/S4 S2/S4 S4 

D S1/S2 S1 S2 对照 

 

方法 M2. 配伍包含 5 株菌株（共 32 个组合）的合成菌群体系 

操作步骤如下（图 3）： 

1. 取 1 个 24 孔板 P1，按照方法 M1 构建 16 个合成菌群； 

2. 取另 1 个 24 孔板 P2，在前 4 列加入菌株 S5，然后按照方法 M1 进行操作，构建 16 个合成菌群。 

3. 一共得到包含 5 个菌株 S1-S5 的合成菌群 32 个，其编号和包含的菌株参见附件 Sheet2。 
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图 3 利用 24 孔板构建包含 5 株菌株的合成菌群体系的操作流程，其中“方法 M1”详见图 

1。每个孔对应的合成菌群组成详见附件 Sheet 2。 

 

方法 M3. 配伍包含 6 株菌株（共 64 个组合）的合成菌群体系 

操作步骤如下（图 4）： 

1. 取 1 个 96 孔板，加样使用第 1–8 行的第 1–8 列，共有 64 个孔位； 

2. 在第 1–4 列中加入菌株 S1； 

3. 在第 1–2 列和第 5–6 列中加入菌株 S2； 

4. 在第 1 列、第 3 列、第 5 列、第 7 列中加入菌株 S3； 

5. 在第 1–4 行中的前 8 列中加入菌株 S4； 

6. 在第 1–2 行、第 5–6 行的前 8 列中加入菌株 S5； 

7. 在第 1 行、第 3 行、第 5 行、第 7 行的前 8 列中加入菌株 S6； 

8. 一共得到包含 6 个菌株 S1- S6 的合成菌群 64 个，在 96 孔板中的分布情况见表 2，各个合成菌群

的编号和包含的菌株参见附件 Sheet 3。 
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图 4. 利用 96 孔板和 8 通道移液器构建包含 6 株菌株的合成菌群体系的操作流程。每个孔对应的

合成菌群组成详见附件 Sheet 3。 

 

表 2. 使用 6 个菌株构建的 64 个合成菌群在 96 孔板中的分布情况。数据采集表格见附件 Sheet 3 
 

1 2 3 4 5 6 7 8 

A S1/S2/S3/S4/S5/S6 S1/S2/S4/S5/S6 S1/S3/S4/S5/S6 S1/S4/S5/S6 S2/S3/S4/S5/S6 S2/S4/S5/S6 S3/S4/S5/S6 S4/S5/S6 

B S1/S2/S3/S4/S5 S1/S2/S4/S5 S1/S3/S4/S5 S1/S4/S5 S2/S3/S4/S5 S2/S4/S5 S3/S4/S5 S4/S5 

C S1/S2/S3/S4/S6 S1/S2/S4/S6 S1/S3/S4/S6 S1/S4/S6 S2/S3/S4/S6 S2/S4/S6 S3/S4/S6 S4/S6 

D S1/S2/S3/S4 S1/S2/S4 S1/S3/S4 S1/S4 S2/S3/S4 S2/S4 S3/S4 S4 

E S1/S2/S3/S5/S6 S1/S2/S5/S6 S1/S3/S5/S6 S1/S5/S6 S2/S3/S5/S6 S2/S5/S6 S3/S5/S6 S5/S6 

F S1/S2/S3/S5 S1/S2/S5 S1/S3/S5 S1/S5 S2/S3/S5 S2/S5 S3/S5 S5 

G S1/S2/S3/S6 S1/S2/S6 S1/S3/S6 S1/S6 S2/S3/S6 S2/S6 S3/S6 S6 

H S1/S2/S3 S1/S2 S1/S3 S1 S2/S3 S2 S3 空白 

 

方法 M4. 配伍包含 7 株菌株（共 128 个组合）的合成菌群体系 

操作步骤如下（图 5）： 

1. 取 1 个 96 孔板 P1，按照方法 M3 构建 64 个合成菌群； 

2. 取另 1 个 96 孔板 P2，在前 8 列加入菌株 S7，然后按照方法 M3 进行操作，构建 64 个合成菌群。 

3. 一共得到包含 7 个菌株 S1-S7 的合成菌群 128 个，其编号和包含的菌株参见附件 Sheet 4。 
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图 5. 利用 96 孔板和 8 通道移液器构建包含 7 株菌株的合成菌群体系的操作流程，其中“方法 

M3”详见图 4。每个孔对应的合成菌群组成详见附件 Sheet 4。 

 

方法 M5. 配伍包含 8 株菌株（共 256 个组合）的合成菌群体系 

此方法可以在 4 块 96 孔板（见方案 Plan A）或者 1 块 384 孔板中（见方案 Plan B）进行。 

（方案 Plan A） 

操作步骤如下（图 6）： 

1. 取第 1 个 96 孔板 P1，按照方法 M3 构建 64 个合成菌群； 

2. 取第 2 个 96 孔板 P2，在前 8 列加入菌株 S7，然后按照方法 M3 进行操作，构建 64 个合成菌群。 

3. 取第 3 个 96 孔板 P3，在前 8 列加入菌株 S8，然后按照方法 M3 进行操作，构建 64 个合成菌群。 

4. 取第 4 个 96 孔板 P4，在前 8 列加入菌株 S7 和菌株 S8，然后按照方法 M3 进行操作，构建 64 个合成

菌群。 

5. 一共得到包含 8 个菌株 S1-S8 的合成菌群 256 个，其编号和包含的菌株参见附件 Sheet 5–1。 

 

 
 

图 6. 利用 96 孔板和 8 通道移液器构建包含 8 株菌株的合成菌群体系的操作流程，其中“方法 

M3”详见图 4。每个孔对应的合成菌群组成详见附件 Sheet 5–1。 

 

（方案 Plan B） 

操作步骤如下（图 7）： 

1. 取 1 个 384 孔板，加样使用第 1–16 行的第 1–16 列，共有 256 个孔位； 
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2. 在第 1–8 列中加入菌株 S1； 

3. 在第 1–4 列和第 9–12 列中加入菌株 S2； 

4. 在第 1–2 列、第 5–6 列、第 9–10 列、第 13–14 列中加入菌株 S3； 

5. 在第 1 列、第 3 列、第 5 列、第 7 列、第 9 列、第 11 列、第 13 列、第 15 列中加入菌株 S4； 

6. 在第 1–8 行的前 8 列中加入菌株 S5； 

7. 在第 1–4 行和第 9–12 行的前 8 列中加入菌株 S6； 

8. 在第 1–2 行、第 5–6 行、第 9–10 行、第 13–14 行的前 8 列中加入菌株 S7； 

9. 在第 1 行、第 3 行、第 5 行、第 7 行、第 9 行、第 11 行、第 13 行、第 15 行的前 8 列中加入菌株 S8

； 

10. 一共得到包含 8 个菌株 S1-S8 的合成菌群 256 个，其编号和包含的菌株参见附件 Sheet 5–2。 

 

 
 

图 7. 利用 384 孔板和 16 通道移液器构建包含 8 株菌株的合成菌群体系的操作流程。每个孔对应

的合成菌群组成详见附件 Sheet 5–2。 

 

方法 M6. 配伍包含 9 株菌株（共 512 个组合）的合成菌群体系的方案 

此方法可以在 8 块 96 孔板（见方案 Plan A）或者 2 块 384 孔板中（见方案 Plan B）进行。 

（方案 Plan A） 

操作步骤如下（图 8）： 

1. 取第 1 个 96 孔板 P1，按照方法 M3 构建 64 个合成菌群； 

2. 取第 2 个 96 孔板 P2，在前 8 列加入菌株 S7，然后按照方法 M3 进行操作，构建 64 个合成菌群。 

3. 取第 3 个 96 孔板 P3，在前 8 列加入菌株 S8，然后按照方法 M3 进行操作，构建 64 个合成菌群。 

4. 取第 4 个 96 孔板 P4，在前 8 列加入菌株 S9，然后按照方法 M3 进行操作，构建 64 个合成菌群。 

5. 取第 5 个 96 孔板 P5，在前 8 列依次加入菌株 S7 和菌株 S8，然后按照方法 M3 进行操作，构建 64 个

合成菌群。 
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6. 取第 6 个 96 孔板 P6，在前 8 列依次加入菌株 S7 和菌株 S9，然后按照方法 M3 进行操作，构建 64 个

合成菌群。 

7. 取第 7 个 96 孔板 P7，在前 8 列依次加入菌株 S8 和菌株 S9，然后按照方法 M3 进行操作，构建 64 个

合成菌群。 

8. 取第 8 个 96 孔板 P8，在前 8 列依次加入菌株 S7、菌株 S8 和菌株 S9，然后按照方法 M3 进行操作，

构建 64 个合成菌群。 

9. 一共得到包含 9 个菌株 S1-S9 的合成菌群 512 个，其编号和包含的菌株参见附件 Sheet 6–1。 

 

 
 

图 8. 利用 96 孔板和 16 通道移液器构建包含 9 株菌株的合成菌群体系的操作流程，其中“方法

M3”详见图 4。每个孔对应的合成菌群组成详见附件 Sheet 6–1。 

 

（方案 Plan B） 

加样方法参见方法 M4，使用 16 道移液器在 2 块 384 孔板上进行构建，此处不再赘述。每个孔对应的合

成菌群组成详见附件 Sheet 6–2。 

 

方法 M7. 配伍包含 10 株菌株（共 1,024 个组合）的合成菌群体系 

加样方法参见方法 M5 方案 Plan B，使用 16 道移液器在 4 块 384 孔板上进行构建，此处不再赘述。每个

孔对应的合成菌群组成详见附件 Sheet 7。 

 

方法 M8. 配伍包含 11 株菌株（共 2,048 个组合）的合成菌群体系 

加样方法参见方法 M6 的方案 A，使用 16 道移液器在 8 块 384 孔板上进行构建，此处不再赘述。每个孔

对应的合成菌群组成详见附件 Sheet 8。 
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样品编号和菌株组成表格 

本文提供的 Excel 附件中列出了所有样品的编号和菌株组成。为了生成菌株组合的附件，我们使用了一个

R 语言软件包 syncons（https://github.com/gaospecial/syncons），这个软件可以按照合成菌群在平板上的位

置编号，并列出合成菌群的组成，方便开展后续实验后采集实验数据。软件包包含一个 Shiny 应用程序（

图 9），可以根据用户提供的菌株编号自动化生成样品表格。该 Shiny 应用程序也已经发布到公共云服务

平台，可直接使用浏览器访问（https://bio-spring.shinyapps.io/SynComsConstructor/）。 

 

 
 

图 9. 适用于构建合成菌群样品信息表格的 Shiny 程序。用户可以提供自己的菌株编号，并制定构建过程

中使用的平板类型（如 24 孔板、96 孔板），按照方法指定的加样顺序进行混合后，所有的合成菌群 ID 和

组成可以通过 Get! 按钮获取。 

 

 

注意事项 
为避免污染、提高效率、确保准确，加样时需要注意下列事项。 

1. 为避免孔板内溶液溢出，请根据菌株数量控制每个菌株菌液的加样体积。通常 96 孔板的每孔容量在

300 μL 左右，这种情况下每个菌株的加样体积可以设为 20 – 30 μL 即可满足实验需要；384 孔板如果 

采用深孔的类型（如 Axygen®），每孔工作容量可以达到 240 μL，这种情况下每个菌株的加样体积可以

设为 20 μL 以满足包含 11 个菌株的 2048 个合成菌群构建。 

2. 加样的时候按照图示依次取不同的菌株加入加样槽，加样完成后清理工作区后再进行下一步操作。以

某个加样体系中的菌株 S1 为例，将菌株 S1 注入加样槽后，根据方案一次加完所有需要注入菌株 S1

的孔，之后再将 S2 注入加样槽重复以上操作。加样菌株 S1 或 S2 的时候，不更换吸头可以加快加样

速度，但是需要注意稳定移液器，避免触碰到孔板内壁，同时确保移液器与吸头的连接紧密，以确保

没有交叉污染和移液量不准确。 

3. 本方法中合成菌群所包含的全部菌株的初始比例均为 1:1。该初始比例为体积比。如果需要得到菌株

数目的初始比例为 1:1，在不同菌株培养液中的细胞浓度有差异的情况下，可以通过加入新鲜培养基

的方法进行调整。不过，根据我们前期的研究，由于群落组装时候收敛演化现象的存在，初始比例的

https://github.com/gaospecial/syncons
https://bio-spring.shinyapps.io/SynComsConstructor/
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较小差异一般不会对合成菌群的功能产生显著影响 [9]。通常需要初始比例在数量级上存在差异群落

的功能才会显出明显的不同 [10]。因此，体积比 1:1 可以满足绝大多数研究的需要。 

4. 当某个加样体系有多个菌株、多个孔板时，务必对菌株和孔板等进行编号，并在孔板上进行编号，以

避免加样时出现混淆或者遗漏的情况。在我们提供的附件中，列出了所有方法得到的合成菌群 ID 和

组成。 

5. 加样完毕后，在进行后续实验以前需要将孔板进行振荡混匀。如果暂时不使用，可以加上盖子密封后

置于 4 °C 冰箱保存 1–3 天。理论上也可以加入甘油后置于-20 °C 或-80 °C 保存备用。不过，为确保

重复性我们建议现配先用。 

6. 本方法仅仅使用了孔板的部分区域。多余的孔可以用来设置实验对照。通常建议的对照包括培养基对

照（确保培养基无污染），加样对照（确保加样过程中的实验材料无污染），额外的单菌对照（增加

更多的单菌对照）等。 
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附件 
 

以下信息可在此处下载： 

1. 附件 Sheet 1 

2. 附件 Sheet 2 

3. 附件 Sheet 3 

4. 附件 Sheet 4 

5. 附件 Sheet 5 

6. 附件 Sheet 6 

7. 附件 Sheet 7 

8. 附件 Sheet 8 
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