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摘要：大规模 DNA 测序技术是揭秘人类和其它生物遗传密码的重要技术，在分子生物学和基础医学领域有广泛应用。第二代测

序技术的出现使 DNA 测序的通量大幅提高，测序的成本大幅下降，原来只有在大型测序中心才能完成的测序任务现在已经可以

在更多的实验室展开。但是，早期的第二代测序技术仍然存在诸如文库构建过程复杂、测序成本依然较高等缺点。为了克服上述

缺点，近三年发展了几种新的第二代和第三代测序技术，这些技术不仅继承了早期第二代测序技术通量高的优点，而且在文库构

建等方面取得了重要突破，进一步简化了测序操作，降低了测序成本，缩短了测序时间。本文就几种最新的大规模测序技术的原

理、特点与发展趋势进行简要介绍。
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ABSTRACT: Large-scale DNA sequencing technology is a very important tool for us to know genetic information of human and
other species, and is widely used in the fields of molecular biology and basic medicine. Because second-generation sequencing is
high-throughput and low cost, the sequencing task, which only could be completed in the large-scale sequencing centers in the past, can
be accomplished in many common laboratories now by the second-generation sequencing technologies. However, some drawbacks still
exist in second-generation sequencing technologies such as laborious process of library preparation and still high sequencing cost. To ov-
ercome these drawbacks, a new second-generation sequencing technology and some third-generation sequencing technologies have
developed in the past three years. These new large-scale DNA sequencing technologies not only inherited the advantages of high-throu-
ghput of the early second-generation sequencing technologies, but also improved the process of library preparation, simplified the
sequencing operations, reduced the sequencing cost and shortened the sequencing time. In this review, we briefly introduced the princi-
ples, features and prospects of the latest large-scale DNA sequencing technologies.
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前言

在人类基因组完整图谱绘制完成后，人类进入了后基因组

时代，基因组学、转录组学等新兴研究领域相继涌现，它们的研

究成果大大加深了人类对生命遗传机制和疾病发生等复杂过

程的认识。但是这些研究往往要对物种的全基因组或者所有的

mRNA 进行测序，因而需要简便快捷和成本低廉的大规模测序

方法。虽然 Sanger 测序技术在测序准确性和读长方面已经相

当出众，但其测序通量与速度低、测序成本高等缺点导致它无

法满足大规模测序任务的要求，这促使新一代测序技术的诞

生。自 2005 年以来，454 测序技术 [1]、Solexa 测序技术 [2]和

SOLiD 测序技术[3]等第二代测序技术相继出现，它们相对第一

代测序技术在测序通量和测序成本等方面取得了质的飞跃，并

已经在基因组从头测序和转录组测序等领域得到了广泛的应

用[4-6]，极大地推动了生命科学的发展。但是第二代测序技术仍

然存在诸多亟待解决的问题，如前期文库构建过程复杂、测序

3789· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.12 NO.19 JUL.2012

图 1 Ion torrent 测序技术的原理[7]

Fig.1 The principle of Ion Torrent sequencing technology [7]

反应体系为多酶体系难以控制、需要荧光标记、" 反应 - 拍照 -
洗脱 " 的步骤影响测序速度和测序读长等。针对这些问题，最

近发展了几种新一代的高通量测序技术，它们通过改变测序原

理或检测手段，进一步简化了测序过程，降低了测序成本，提高

了测序速度，推动了大规模测序的广泛应用。本文就这些新一

代测序技术的原理、特点和应用前景作简要介绍。

1 Ion torrent 测序技术

Ion torrent 测序技术摒弃了 454 测序技术中采用生物发光

检测延伸产生的焦磷酸的检测原理，通过检测 DNA 链延伸时

产生的氢离子实现边合成边测序，其原理如图 1 所示。首先通

过微乳液 PCR 制备测序模板，然后将制备得到的微球模板置

于一种半导体芯片上，加入含有 DNA 聚合酶的测序反应液，并

循环加入 4 种脱氧核糖核苷酸（dNTP），通过高灵敏的 pH 敏感

电极测定与模板互补的 dNTP 被掺入时释放的 H+，从而实现对

模板序列的测定[7, 8]。
Ion torrent 测序反应无需多酶体系，反应过程简单，也无需

特殊修饰 dNTP 和昂贵的光学设备，极大地降低了测序成本、
提高了测序速度。此外，由于 Ion torrent 测序技术利用了半导

体芯片，使其能达到极高的测序通量，并且芯片制备工艺更加

成熟简单。从第一张测序芯片 314Chip 到目前的 318Chip，Ion
torrent 测序芯片的通量在短短一年内由 10 Mb 提高到 1 Gb。
虽然目前它的通量还远比不上其它二代测序技术，但以半导体

芯片上集成密度预测，未来其通量将能达到现有的 SOLiD 测

序技术通量。在 2012 年 1 月的第 30 届摩根大通保健大会上，

Life Technologies 公司宣布，他们将于年内推出一款新的测序

仪 --Ion Proton 测序仪。这款仪器旨在一天内完成人类基因组

的测序，耗资约为 1000 美元。
虽然 Ion torrent 测序技术能够实现快速、低成本基因组测

序，并已应用在基因组重测序等领域[9, 10]，但是它依然存在一些

问题。首先是读序长度需要进一步增长，目前 Ion torrent 测序

的读序长度在 200 nt，这对序列拼接无疑造成了负担，但据 Life
Technologies 公司发布的消息称，在 2012 年下半年，新一代的

测序试剂盒的读序长度将提升到单向读序 400 nt；其次，测序

准确度需要进一步提高，Ion torrent 测序的主要错误类型为同

质区碱基的插入与缺失，需要提高同质区测序的准确性，使 Ion
torrent 测序技术更加精准；此外，Ion torrent 测序技术依然需要

对待测模板进行微乳液 PCR 扩增，操作繁琐，限制了测序速

度。

2 HeliScope 测序技术

为了简化测序模板的制备过程，发展起来了无需扩增待测

模板的单分子测序技术。HeliScope 测序技术是单分子测序技

术的一种，该技术无需 PCR 扩增测序模板，可直接对单个

DNA 分子进行序列测定，其原理如图 2 所示。基因组 DNA 经

过剪切、多聚腺苷酸加尾并固定到测序芯片表面后，A、C、G、T
四种荧光修饰的 dNTP 依次循环流加至芯片上，当碱基互补延

伸后，采集荧光信号获得碱基信息，之后酶切去除荧光基团，再

进行下一轮反应。数十个循环后，将测得的 DNA 序列拼接，得

到完整的基因组序列。由于在检测单个荧光分子时，激发光源

很容易激发周边的荧光物质，形成背景光源的干扰。对此，He-
liScope 测序技术采用全内反射荧光显微镜，测序时激发光源

只激发芯片表面上很薄一层空间内的延伸至延伸链末端的荧

光基团，从而降低了背景光源的影响[11, 12]。
HeliScope 测序技术的测序通量可以达到 35 Gb，平均测序

读长为 35 nt，在测序深度为 20 倍覆盖率的情况下，测序准确

率为 99.995 %。并且由于无需 PCR 扩增待测模板，避免了 PCR
歧视性扩增的影响，简化了文库制备过程。目前 HeliScope 测序

技术已有所应用[13, 14]，但是由于单分子测序设备价格十分昂贵，

使其推广应用存在一定困难。

3 SMRT 测序技术

SMRT 测序技术是另一种单分子测序技术，其原理如图 3
所示。预先将 DNA 聚合酶固定在测序芯片的反应孔底部，当加

入的 DNA 测序单链进入反应孔被 DNA 聚合酶捕获后，四种

不同荧光标记的 dNTP 加在反应孔的上端，只有进入反应孔底

部很薄一层空间的荧光标记 dNTP 才能被激发光激发荧光，由

于布朗运动，荧光标记的 dNTP 偶尔进入反应孔底部的荧光激

发区域，但由于停留的时间很短，不能被检测。当加入的 dNTP
与模板互补延伸时，DNA 聚合酶首先捕获与模板匹配的

dNTP，然后催化生成磷酸二酯键并切除修饰在磷酸基团上的
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图 2 HeliScope 测序技术的原理[11]

Fig.2 The principle of HeliScope sequencing technology [11]

图 3 SMRT 测序技术的原理[15]

Fig.3 The principle of SMRT sequencing technology [15]

荧光基团，这一过程使荧光标记 dNTP 的停留时间显著增长，

能够被激发从而检测到相应的荧光信号，根据标记荧光基团发

射波长的不同，可以识别延伸的碱基种类[15, 16]。
SMRT 测序技术的单分子荧光检测设备采用零模式波导

技术，可以将激发光局限在反应孔底部很薄的空间内，价格低

于全内反射显微镜，使测序成本比 HeliScope 测序技术有所降

低。由于荧光基团修饰在脱氧核糖核苷酸磷酸基团上，在荧光

基团切除后自动开始下一个碱基的测定，所以 SMRT 测序技术

的测序速度可以达到 1.5 nt/ 秒，且测序读长可以达到 3000 nt，
比 HeliScope 测序技术有明显提高。但是，SMRT 测序技术目前

仍处于试用阶段，仅有少数文献对其应用进行了报道[17，18]。

4 Oxford 纳米孔测序技术

Oxford 纳米孔测序技术也是一种单分子测序技术。它利用

镶嵌于脂质双分子层中的经过基因工程改造过的 α- 溶血素蛋

白作为纳米孔道，并在 α- 溶血素蛋白孔道上部和中部分别连

接一个核酸外切酶和一个氨基化环糊精配体（如图 4 所示）。在

测序反应开始时，核酸外切酶逐个切割单链 DNA 分子上的脱

氧核糖核苷酸分子，切割后的脱氧核糖核苷酸分子进入纳米

孔，经过氨基化环糊精配体时，将会引起电流的变化。由于四种

脱氧核糖核苷酸与甲基化胞嘧啶脱氧核糖核苷酸引起电流变

化幅度不同，从而可以区分不同的碱基，进而测定 DNA 链的序

列[19, 20]。
相对其它测序技术，Oxford 纳米孔测序技术的样本处理极

其简单，并且无需 DNA 聚合酶或者连接酶，也无需 dNTPs，因

此其测序成本十分低廉，比其他测序技术更有可能实现 1000
美元基因组目标。由于无需 " 反应 - 拍照 - 洗脱 " 的测序过程，

Oxford 纳米孔测序技术的测序速度可以达到 20-400 nt/s，将来

有可能实现 15 分钟完成人类基因组测序。然而，目前的 Oxford
纳米孔测序技术还存在一些缺限，其中最大的问题是核酸外切

酶切割的脱氧核糖核苷酸通过纳米孔的速度过快，来不及检

测，所以经常造成测序结果发生碱基缺失。虽然有人试图使用

一些方法如降低测序溶液温度和增加测序溶液黏度等来解决

这个问题，但是这些方案尚不能把脱氧核糖核苷酸通过纳米孔

的速度控制到一个合理数值，因此，纳米孔测序的准确度依然

不尽如人意，目前其测序错误率在 4 %左右。2012 年 Oxford
Nanopore Technologies 公司宣布了两款基于 Oxford 纳米孔测
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测序技术(Sequencing

technology)

测序平台

(Sequencing

platform)

通量 / 运行

(Throughput/run)

平均读长

(Average read

length)

原始数据准确率

(Raw read

accuracy)

优点(Advantages) 缺点(Limitations)

Ion torrent 测序技术
The PGM

Sequencer
1Gb 200 bases 99%

测序速度快；成本

低；原始数据准确

率高

有效反应孔数不足

故通量低；文库需

要扩增

HeliScope 测序技术

HeliScope

Single Molecule

Sequencer

35Gb 35 bases 95% 文库无需扩增；试

剂消耗少

读长短；通量低；原

始数据准确率相对

低；仪器价格昂贵

SMRT 测序技术
The PacBio RS

system
10Mb 3000 bases 84% 读长长；文库无需

扩增；测序速度快

原始数据准确率

低；有效反应孔不

足故通量低

Oxford 纳米孔测序技术
The GridION

system
未知 未知 96%

读长长；文库无需

扩增；测序速度快；

成本低；

芯片上纳米孔数目

少；碱基通过纳米

孔速度难以控制

图 4 Oxford 纳米孔测序技术的纳米孔结构[21]

Fig.4 The structure of Oxford nanopore [21]

序技术的测序平台，但还没有利用它完成全基因组测序等相关

应用的报道，而仅用来完成过合成 DNA 模板测序，因此，该技

术实际应用的性能还不得而知。

5 其他新一代测序技术

2011 年谢晓亮等发明了一种在 PDMS 制造的测序芯片上

进行荧光焦磷酸反应的测序方法，该方法检测的是反应中产生

的荧光修饰焦磷酸基团，不仅提高了检测的灵敏度而且降低了

大规模平行测序的难度[22]。2008 年 VisiGen 公司开发了一种基

于荧光共振能量转移原理的单分子测序技术。该技术将连接了

能量供体的 DNA 聚合酶固定在测序芯片的表面，当荧光分子

标记的 dNTP 与模板互补延伸时，能量供体通过荧光共振能量

转移原理激发附近的荧光分子，再利用全内反射荧光显微镜检

测延伸信号。由于荧光分子标记在 dNTP 磷酸基团上，在延伸

后被切除掉，因而测序过程中无需停顿，并且实现了实时检测
[23]。2008 年 Henk 等设想在石墨烯表面制造纳米孔，当单链

DNA 通过纳米孔时，不同的碱基引起不同的电流变化幅度，从

而实现利用固态纳米孔对 DNA 序列的测定[24]。预计未来推出

的其它新一代测序技术将以物理检测手段直接测定核酸序列

为主[25, 26]。

6 总结与展望

新一代测序技术的发展均以提高测序通量与读序长度、降
低测序成本、简化测序步骤为目标，但以上各种新一代测序技

术都存在各自优势与不足（如表 1 所示）。Ion torrent 测序技术

测序速度快、试剂和仪器成本低，但是前期文库制备过程繁琐、
测序通量和测序读长不足，未来增加有效反应孔百分比和测序

读长是其改进的方向。HeliScope 测序技术无需繁琐的文库制

备过程和使用反应试剂少，但是读长短、通量低且仪器价格昂

贵，增加测序读长和测序通量也是其发展方向。SMRT 测序技

术和 Oxford 纳米孔测序技术读长长和测序速度快，但是它们

都面临着有效反应孔或者纳米孔数目不足的挑战，另外 SMRT
测序技术还有测序原始数据准确率不高的问题，解决这些问题

是它们未来的首要任务。

新一代测序技术仍在不断开发中，技术的进步推动测序成

本不断降低和测序时间不断缩短，相信不久千元基因组甚至百

元基因组的目标将会实现。届时，人们对生命的发育过程和疾

病的发生分子机制等重大问题将会有更深刻细致的了解，个体

化早期诊断和个体化医疗的时代必将来临。
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