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引 言

从第一代测序技术到第二代测序技术，从 Sanger 的链末

端终止法[1]和 Gilbert 的化学裂解法[2]到 Roche 公司的 454 技

术、Illumina 公司的 Solexa 技术和 ABI 公司的 SOLID 技术[3-5]。
已经成功的把人们带到了高通量测序时代，也满足了人们从单

个基因位点的研究到全基因组层面的研究。尽管如此，人们并

没有停止高通量测序技术的研究，被称为第三代的测序的 He-
licos 单分子测序仪[6，7]、Pacific Bioscience 的 SMRT 技术[8，9，15]和

Oxford Nanopore Technologies 公司正在研究的纳米孔单分子

测序技术[10-13]正向着高通量、低成本、长读取长度的方向发展。
不同于第二代测序依赖于 DNA 模板 PCR 扩增，使 DNA 模板

与固体表面相结合然后边合成边测序的方法，第三代测序为单

分子测序，不需要进行 PCR 扩增。第三代测序方法与现在的测

序技术相比之下的优点为 1）更高的通量；2）更短的测序时间；

3）更长的读取长度；4）更高的精确性，可以检测出极少的变异；

5）需要很少的起始量；6）低成本。

1 Helico BioScience 单分子测序技术

该测序是基于边合成边测序的思想，将待测序列随机打断

成小分子片段并用末端转移酶在 3' 末端加上 poly(A),以及在

poly(A)的末端进行荧光标记和阻断，阻断的目的是防止在测序

过程中核苷酸在模板的 3' 末端进行延伸。把这些小片段与带有

poly(T)的平板杂交，poly(T)的作用不仅是捕获模板，也是延伸

时的引物。成像来获得已经杂交模板所处的位置，建立边合成

边测序的位点。加入聚合酶和被 Cy3 荧光标记脱氧核苷酸进行

DNA 合成，每次只加入一种脱氧核苷酸，然后将未参与合成的

的 dNTP 和 DNA 聚合酶洗脱，直接对 Cy3 成像，观测模板位点

上是否有荧光信号，然后化学裂解核苷酸上的燃料并释放。加

入下一种脱氧核苷酸和聚合酶的混合物，进行下一轮反应（图

1[6]）。Heliscope 的读取长度约为 30-35nt，每个循环的数据产出

量为 21-28CB。
这种技术不仅被用在 DNA 测序中，把 DNA 聚合酶用逆

转录酶代替还可以进行 RNA 直接测序[14]。

2 Pacific Bioscience SMRTT 技术

该测序也是基于边合成边测序的原理，这项技术的核心在

于使用了 Zero-Mode Waveguide(ZMW)(零级波导)。ZMW 是一

种直径只有几十个纳米的纳米孔，用激光照射 ZMW 的底部

时，由于底部上的小孔比激光的单个波长还短，因此，激光不能

直接穿过小孔，而会在小孔处发生光的衍射，只照亮 ZMW 的

底部小片区域。DNA 聚合酶被锚定在 ZMW 底部的这片区域

内，当有单个的脱氧核苷酸加载在 DNA 聚合酶上形成新的化

学键时，这个脱氧核苷酸上的荧光物质被激活而发光，从而被

检测到。还有这个孔很小，在这个小孔内 DNA 链的周围，被标

记的脱氧核苷酸有限，并且这四种荧光标记的脱氧核苷酸非常

快速的从外面进入到孔内又出去，由于以上原因，所以形成了
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图 2 SMRT 测序技术

Fig. 2 Principle of single-molecule,real-time DNA sequencing.

非常稳定的并且很弱的背景荧光信号，才使在有大量溶液背景

上检测单个荧光标记的核苷酸成为可能。另外一个特点是，荧

光标记的位置是磷酸集团而不是碱基，因此可以在没有空间位

阻的情况下连续观测到数以千计的碱基。
测序的过程：被荧光标记磷酸集团的核苷酸在聚合酶活性

位点上与模板链结合 （每种脱氧核苷酸被不用颜色的染料标

记），被激发出荧光，在荧光脉冲结束后，被标记的磷酸集团被

切割并释放。聚合酶转移到下一个位置，下一个脱氧核苷酸连

接到位点上开始释放荧光脉冲，进行下一个循环（图 2[8]）。
DAN 聚合酶的活性在激光的照射下逐渐减弱，所以 DNA

合成的长度有限。第一代商用的 SMRT 测序仪由大约 75，000
个 ZMW 组成，每个 ZMW 都可以有一个 DNA 聚合酶和一条

不同的 DNA 样本链，也就是说一次可以同时进行大约 75，000
个单分子的测序工作。

图 1 Helicos 单分子测序仪原理

Fig. 1 Single-molecule sequencing sample preparation and imaging of single-nucleotide incorporation.

3 Oxford Nanopore Technologies 的纳米孔单分子测

序技术

大多数纳米孔测序技术的基本原理是当 DNA 分子或者它

的组成碱基从一个孔洞经过时而检测到被影响的电流或光信
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Table 1

Second-generation sequencers Third-generation sequencers

454-FLX Solexa SOLID Helicos TSMS PacBio SMRT Nanopore

Read-length（bp） 240-400 35 35 30 100 000 Potentially unlimited

Cost/human genome(US$) 1 000 000 60 000 60 000 70,000 Low Low

Run time（h/Gb） 75 56 42 ～12 <1 >20

Ease of use Difficult Difficult Difficult Easy Easy Easy

图 3 纳米孔单分子测序

Fig. 3 Oxford Nanopore technology

号。由于这种技术使用 DNA 单分子，所以纳米孔必须有能在极

低的初始量的情况下迅速工作的能力。以蛋白质为基础的生物

纳米孔和全合成纳米孔都正在开发中。
Oxford Nanopore 测序技术是以 α- 溶血素来构建生物纳

米孔，核酸外切酶依附在孔一侧的外表面，一种合成的环糊精

做为传感器共价结合到纳米孔的内表面。这个系统被镶嵌在一

个脂双分子层内，为了提供既符合碱基区分检测又满足外切酶

活性的物理条件，脂双分子层两侧为不同的盐浓度。在适合的

电压下，核酸外切酶消化单链 DNA，单个碱基落入孔中，并与

孔内的环糊精短暂的相互作用，影响了流过纳米孔原本的电

流，腺嘌呤与胸腺嘧啶的电信号大小很相近，但胸腺嘧啶在环

糊精停留是时间是其他核苷酸的 2～3 倍，所以每个碱基都因

其产生电流干扰振幅是特有的而被区分开来。纳米孔检测的另

一个特点是可以直接读取甲基化的胞嘧啶，因为在相同条件

下，甲基化的胞嘧啶在环糊精的停留时间基本为胞嘧啶停留时

间的两倍.纳米孔单分子测序技术的准确率能达到 99%，而且

被检测过的碱基能很快的从纳米孔清除而不会出现重复测序

（图 3[12]）。

4 总结

在过去的几年里，人们对单分子测序技术越来越关注，这

个技术已经发展成商业化平台。所有的努力方向均是为了减少

成本和测序时间，并且避免二代测序中的 PCR 扩增的环节。
Table 1[7]列举了各技术平台的特点比较。尽管平台的仪器（从

Roche/454 ,Illumina 和 ABI 平台的$600,000 到 HeliScope 平台

的$1,350,000）和试剂的费用从表面上来看是高的，但没个碱基

的消费明显低于 Sanger 测序技术[16]。在介绍的这几种单分子测

序技术里，需要荧光标记的技术已经商业化和概念化，并用于

M13 和人类基因组测序。Nanopore 技术是一种很有发展的无

标记测序方法，但仍需要致力于背景噪音的减少和 DNA 移动

速度的控制等问题的解决。

第三代测序有高通量、低成本、长读取长度、测序时间短等

优点，并且避免了二代测序中 PCR 扩增的环节，因此减少了测

序的错误率，真正的实现了单分子测序。但每种测序技术仍然

有许多要加以攻克的挑战，需要用酶的测序技术，如何保持酶

的活性与稳定性就是一个重要的问题，如聚合酶与核酸外切

酶；需要荧光标记的测序技术，怎样提高单分子信号灵敏度同

时又不能把信号变成噪音增加荧光背景也是一个需要解决的

事情；还有在 DNA 的固定方面如何保持 DNA 的延展性而不

出现二聚体结构等问题。单分子测序是一种很有前景的测序技

术，因其表现出了比其他测序技术相比更多的优点而在这个领

域里被广泛关注，但由于测序技术建立的时间还很短，技术不

是很成熟，还需要继续的努力。但相信在不久的将来，测序技术

将会更加的成熟和完善并得到更加广泛的应用。
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