
 

 

 

 

天津中医药大学本科毕业论文 

 

绞股蓝皂苷生物合成的候选糖基转移酶筛选研究 

The Screening of Glycosyltransferases Involved in 

Gypenoside Biosynthesis 

 

 

 

学 院 中药学院 

专 业 中药资源与开发 

学生姓名 孙思杰 

学 号 201414022015 

指导教师 王丽芝 

    

 

 

天 津 中 医 药 大 学  

2018 年 05 月  



 

 

  



 

 

天津中医药大学学位论文原创性与诚信声明 

本人郑重声明：所呈交的学位论文《                                      》是本人在导师指导下

独立进行的研究工作和取得的研究成果。除了文中特别加以标注引用和致谢之处外，

论文中不包含其他个人或集体已经发表或撰写的研究成果。也不包含获得天津中医药

大学或其他教育机构的学位、学历使用过的材料。对本文的研究做出重要贡献的个人

和集体，均已在文中作了明确的说明并表示了谢意。 

本人郑重承诺：与本论文相关的研究数据及成果，其知识产权归属指导教师所属

单位。未经指导教师及其所属单位同意，本人不得擅自以任何形式发表相关论文及成

果，不得擅自从事与课题有关的任何开发和盈利活动。 

本人完全清楚本声明的法律后果，申请学位论文和资料若有不实之处，本人愿承

担相应的法律责任。 

 

学位论文作者签名：                              日期：    年   月   日 

 

学位论文版权使用授权书 

本学位论文作者完全了解天津中医药大学有关保留、使用学位论文的规定，特授

权天津中医药大学可以将本学位论文的全部或部分内容编入有关数据库进行检索，可

以采用影印、缩印或扫描等复制手段保存、汇编以供查阅和借阅。同意学校保留并向

国家有关部门或机构送交论文的复印件和电子版。 

 

本论文属于 

1、□保密，在        年解密后适用本授权书。 

2、□不保密。 

请在以上相应方框内打“√” 

 

 

学位论文作者签名：                           导师签名： 

 

日期：    年   月   日                            日期：    年   月   日 

 



 

 

 

  



天津中医药大学毕业论文 

 

 

目录 

 

摘要 ..................................................................... 1 

ABSTRACT ............................................................... 3 

论文正文 ................................................................. 5 

1 绪言 ................................................................ 5 

1.1 绞股蓝皂苷 ....................................................... 5 

1.2 植物糖基转移酶 ................................................... 5 

1.3 全长转录组测序 ................................................... 6 

2 材料与方法 .......................................................... 6 

2.1 材料、试剂与设备 ................................................. 6 

2.2 实验方法 ......................................................... 7 

3 结果 ............................................................... 12 

3.1 基于二三代测序平台混合测序的绞股蓝转录组分析 .................... 12 

3.2 进化树亲缘关系分析 .............................................. 15 

3.3 基于二代测序数据的表达量分析 .................................... 16 

3.4 基于荧光定量 PCR的表达量分析 .................................... 18 

4 讨论 ............................................................... 19 

4.1 绞股蓝皂苷合成途径预测 .......................................... 19 

4.2 三代测序技术优势 ................................................ 20 

4.3 分析流程与一般流程的比较 ........................................ 20 

4.4 注释结果筛选优化：GT1与 UGT的关系 .............................. 21 

5 结论 ............................................................... 22 

参考文献 ................................................................ 23 

附录 .................................................................... 25 

综述 .................................................................... 29 

译文 .................................................................... 40 

译文原文 ................................................................ 53 

致谢 .................................................................... 60 

 



天津中医药大学毕业论文 

 

 

 



天津中医药大学毕业论文 

1 

 

摘要 

目的：绞股蓝皂苷是绞股蓝的主要活性成分，本研究对绞股蓝中参与绞股蓝皂苷生物

合成的尿苷二磷酸糖基转移酶(UGT)基因进行挖掘，以期为后续更多药用植物无参全长

转录组研究提供新思路。方法：测序平台选用二代与三代相结合，将二者数据混合之

后去冗余。挑选注释到 UGT 的序列，提取相应二代数据定量结果，使用进化树亲缘关

系分析、热图聚类分析筛选。选出可能性最高的糖基转移酶候选序列进行荧光定量

PCR验证。结果：1) 测序数据共 98.32Gb，非冗余转录本共 140,157条，注释到 UGT的

序列有 254条；2) 结合进化树亲缘关系与热图分析分析，挑选出 6条进行荧光定量 PCR

验证；3) 根据荧光定量 PCR 结果，推测出 1 条最有可能的候选基因。结论：1) 本研究

建立了一种基于无参全长转录组二三代混合测序技术，挑选次生代谢产物合成相关基

因的分析流程；2) 基于此分析流程，我们认为 GpUGT35 为最有可能参与绞股蓝皂苷生

物合成的候选基因。 

  关键词：  绞股蓝；绞股蓝皂苷；全长转录组；尿苷二磷酸糖基转移酶 

 





天津中医药大学毕业论文 

3 

 

ABSTRACT 

Objective: Gypenosides, a group of triterpenoid saponins, are the main active ingredient from 

Gynostemma pentaphyllum. In this study, we first combined PacBio isoform sequencing and 

Illumina sequencing (Hybrid-sequencing) to mine the UGTs (UDP-Glycosyltransferase) 

involved in the biosynthesis and regulation of gypenosides. May the pipeline we developed 

provide a possible solution for other non-reference Iso-Seq research of medical plants. Methods: 

Illumina NextSeq 500 and PacBio RSⅡ platform were employed to generate raw data for 

analysis. After removing the redundancies, expression analysis results were used to generate 

heatmaps, and phylogenetic analysis was combined to screen the candidate UGTs for real-time 

PCR. Results: Using 98.32 Gb transcriptome data from three different tissues, roots, stems 

leaves, a total of 140,157 unigenes were generated with an average length of 750bp. To further 

identify the genes involved in the synthesis and regulation of gypenosides, we used these 

unigenes search against databases and obtained 254 UGTs. After the phylogenetic analysis, 

tissue-specific expression and the expression response to MeJA-treated in leaves, we speculated 

that GpUGT35 was one of the candidate genes for the biosynthesis of gypenosides. Conclusion: 

GpUGT35 might involve the biosynthesis of gypenosides. We further described a new 

procedure to mine UGT genes involved in the gypenoside biosynthesis by hybrid sequencing 

of G. pentaphyllum transcriptome. 

Keywords:  Gynostemma pentaphyllum; Gypenosides; Isoform Sequencing; UDP-

Glycosyltransferase 
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论文正文 

1 绪言 

1.1 绞股蓝皂苷 

绞股蓝(Gynostemma pentaphyllum)是一种分布于亚洲的多年生草质攀援植物，主要

生长在中国、日本、韩国印度、缅甸、孟加拉、印度尼西亚、马来西亚的等地，生长

地区海拔高度约为60m-3200m[1]。绞股蓝皂苷中是其主要活性成分之一。目前已明确结

构的绞股蓝皂苷有 201 种，可按苷元相似程度分为 13 类[2]。绞股蓝皂苷的苷元部分均

为达玛烷型四环三萜类，其中，原人参二醇的含量最高。糖基主要连接于 C-3、C-6 和

C-20 位，类型主要有葡萄糖、阿拉伯糖、鼠李糖、木糖等，依据连接糖的个数可分为

单糖、二糖和三糖[3]。 

近年来对于人参有效成分抗肿瘤活性的研究表明，苷元的活性要高于皂苷。绞股

蓝皂苷在水解后的苷元部分有许多与人参苷元活性一致的组份，提示其有着重大的药

用价值。在对于绞股蓝皂苷及其水解产物结构的研究中，更多的是运用酸水解的方式，

除此之外还有碱水解、酶水解以及生物转化的方法；在对其药理活性的研究中，研究

方向多集中在抗肿瘤活性方面。对于如何利用绞股蓝水解产物的结构优势、发现更多

先导化合物，正在受到国内外学者越来越多的关注[4]。 

1.2 植物糖基转移酶 

糖基转移酶是指通过合成糖苷键，将糖基连接到特定受体的一类酶。该类酶广泛

存在于各种原核生物、真核生物、古生物和病毒中，能够识别不同受体、供体并形成

多种多样的产物。其中，与植物次生代谢相关的多为糖基底物经过尿苷二磷酸修饰的

糖基转移酶(UDP-Glycosyltransferase, UGT)[5]。 

UGT 在植物中的功能，首先是在植物次生代谢途径中完成次生代谢产物合成的最

后一步加糖，不仅可以增加小分子苷元的可溶性，还可以稳定他们的构型。其次是调

节植物体内激素水平，在激素活性维持、存储及运输方面有着重要作用。它也是一些

活性分子不可缺少的组成部分，失去糖基会让该类分子彻底失去活性。 

本研究通过对于测序后数据的深入分析，提供对于绞股蓝皂苷生物合成中候选糖

基转移酶的预测，为绞股蓝皂苷的后续研究以及大规模工业化生产提供了相关的数据

与理论支持。 
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1.3 全长转录组测序 

转录组从广义上讲，是指细胞或组织内全部 RNA 的总和，而总 RNA 依据不同的

分类标准有着不同的类型，如依据是否翻译成蛋白而分为编码 RNA (coding RNA)和非

编码 RNA (non-coding RNA)；依据长短而分为长 RNA (long RNA, 长度大于 200bp)和短

RNA (small RNA, 长度小于 200bp)；依据翻译中行使不同的功能主要分为信使 RNA 

(message RNA, mRNA)、转运 RNA (transfer RNA, tRNA)、核糖体 RNA (ribosomal RNA, 

rRNA)。由于mRNA研究较多，一般的转录组测序主要针对于mRNA[7]，与此同时也可

以测到部分长非编码 RNA (long non-coding RNA, lncRNA)。 

二代高通量测序技术在转录组方面的应用被称为 RNA 测序(RNA Sequencing, RNA-

Seq)，RNA-Seq 由于其高通量的优势以及日益下降的成本，在转录组方面的应用到现

在在研究领域中已经基本取代了基因芯片(micro array)技术。然而，二代测序首先读长

较短，现在应用最多的是双端 150bp测序，测出的片段需要拼接才可以形成转录本，对

于转录本的还原度较差；其次，在建库中经过多次 PCR 扩增，容易造成差异分析中假

阳性概率上升[8]。 

三代测序技术尤其是 PacBio 公司基于单分子实时测序技术(Single Molecule Real 

Time sequencing, SMRT)为转录组打造的全长转录组测序(Isoform Sequencing, Iso-Seq)流

程，已经成为国内外研究中新的热点。其在优势主要表现在读长较长，所测得数据无

需组装从而可以减少拼接错误，但是价格昂贵又限制了其测序通量无法做到像二代数

据一样高[9]。 

本研究在分析中选用三代测序技术数据与二代数据相结合，将二代数据与三代数

据混合之后去冗余，而非仅用二代数据进行矫正和定量分析，减少了一般分析中对于

二代数据的浪费。为三代无参转录组测序数据分析提供了新方法。 

2 材料与方法 

2.1 材料、试剂与设备 

2.1.1 测序材料与数据 

测序所用的绞股蓝幼苗购买自江西萍乡，移栽至营养土中，24℃进行 16 小时光照

和 8 小时暗培养。取经过 200μM 0.8% 乙醇配制的茉莉酸甲酯(MeJA)处理 0 小时，6 小

时，12 小时，24 小时的绞股蓝叶，以及未处理过的根、茎、叶三个部位样品，立即放

于液氮之中，-80℃保存备用[10]。 

三代测序数据使用 PacBio RSⅡ测序平台获得；二代测序数据使用 Illumina NextSeq 
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500 测序平台获得。测序工作由北京诺禾致源生物信息科技有限公司完成。 

2.1.2 荧光定量 PCR 试剂 

1) 天根 RNAprep Pure 多糖多酚植物总 RNA 提取试剂盒(TIANGEN, DP441)； 

2) GoScriptTM Reverse Transcription System 试剂盒(Promega, A5001)； 

3) SYBR® Premix Ex TaqTM (Takara, 6109)。 

2.1.3 主要设备 

1) 台式离心机(Thermo Fisher Scientific Legend Micro 17R)； 

2) Nanodrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific)； 

3) 微量移液枪(Eppendorf: 2.5μl, 10μl, 20μl, 100μl, 200μl, 1000μl)； 

4) 实时荧光定量 PCR 仪(Bio-RAD CFX96 Real Time System)。 

2.2 实验方法 

2.2.1 测序结果处理 

使用经过 SMRT Analysis software 处理的三代数据非冗余转录本和经过 Trinity[11, 12]

拼接后的非冗余转录本，使用CD-HIT软件[13]进行聚类去冗余，阈值设定在 85%。聚类

去冗余后得到的非冗余转录本(Unigenes)进行下面的功能注释。 

2.2.2 功能注释 

对于所有经过CD-HIT的Unigenes，功能注释主要使用KEGG (http://www.kegg.jp，

代谢通路注释), SwissProt (http://www.uniprot.org/uniprot，蛋白质功能注释)， 以及 Pfam 

(https://pfam.xfam.org，蛋白质结构域比对)，三个数据库进行注释。在糖基转移酶筛选

时使用了 CAZy (http://www.cazy.org，碳水化合物相关酶数据库，糖基转移酶注释)与一

部分上述三个数据库的注释结果，注释结果通过糖基转移酶相关关键词筛选，为下游

分析缩小范围，降低分析难度。 

2.2.3 注释结果筛选 

取所有的 Unigenes进行 Pfam注释后注释到 UDP-GT的序列号和糖基转移酶注释中

(本研究中选用 dbCAN: http://cys.bios.niu.edu/dbCAN2/) 注释到 GT1 的序列号；将两部

分注释结果取并集，取其中长度大于 300aa的序列以去除过短的序列。结果用于提取二

代数据定量结果、对应序列用于进化树亲缘关系分析。 

2.2.4 亲缘关系分析 

使用文献中已经进行过功能验证的人参皂苷合成酶的蛋白序列，与本研究中挑选

到的糖基转移酶的蛋白序列使用MEGA 6.0 软件[17]建立进化关系树，进行同源性分析。 

http://www.kegg.jp/
http://www.uniprot.org/uniprot
https://pfam.xfam.org/
http://www.cazy.org/
http://cys.bios.niu.edu/dbCAN2/
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综合进化树亲缘分析与聚类热图结果，挑选与已经鉴定的基因同源性较高或与上

游基因表达模式相似的糖基转移酶序列，设计引物进行 qPCR 验证。 

2.2.5 基于二代数据的表达量聚类分析 

2.2.5.1 二代数据定量 

使用二代数据的短 reads 对 Unigenes 进行回帖定量，所用软件为 RSEM[14]。定量结

果使用 edgeR包[15]的 TMM均一化方法进行不同处理与不同部位定量结果组间均一化，

所得值用于聚类展示。 

2.2.5.2 热图聚类分析 

在 NCBI 蛋白数据库中下载到绞股蓝皂苷合成的上游基因(FPS, SS, SE)的蛋白序列，

对 Unigenes 翻译后的蛋白序列进行 BLAST 比对，提取出对应 Unigene ID，从而提取表

达量定量结果。之后再挑选出所有注释到糖基转移酶的 Unigenes 表达量定量结果。 

对本节上述所有的 Unigenes 表达量使用 pheatmap 包[16]进行聚类与热图绘制。在展

示中，TMM 值经过对数处理，使用公式为 loge(TMM+1)。 

2.2.6 cDNA获取 

2.2.6.1 RNA提取 

参照天根 RNAprep Pure 多糖多酚植物总 RNA 提取试剂盒(DP441)操作说明，略有

改动，具体操作步骤如下： 

1) 取 475µl 裂解液 SL，加入 25µl β-巯基乙醇，混匀备用。 

2) 取 50-100 mg 样品在液氮中迅速研磨成粉末。 

3) 转移粉末至 2ml RNase-Free 离心管中并加入 1 中裂解液。 

4) 12,000 rpm 离心 2 分钟。 

5) 上清转移至过滤柱 CS 上，12,000 rpm 离心 2 分钟。 

6) 上清转移至新的 RNase-Free 的离心管中，加入 0.5 倍体积的无水乙醇，混匀。 

7) 转入吸附柱 CR3 中，12,000 rpm 离心 15 秒， 弃去废液后将吸附柱 CR3 放回收

集管中 。 

8) 向吸附柱 CR3 中加入 350μl 去蛋白液 RW1，12,000 rpm 离心 15 秒。 

9) 向 CR3 加入 80μl DNase Ⅰ 工作液，室温放置 15 分钟。 

10) 重复 8。 

11) 向 CR3 中加入 500μl 漂洗液 RW 12,000 rpm 离心 15 秒，弃去废液后 CR3 放回

收集管中。 
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12) 重复 11。 

13) 12,000 rpm 空离 2 分钟。 

14) 将吸附柱 CR3 放入一个新的 RNase-Free 离心管中，悬空滴加 50μl RNase-Free 

ddH2O，室温放置 2 分钟。 

15) 12,000 rpm 离心 1 分钟，所得 RNA 样品取 1µl 用于琼脂糖凝胶电泳检测， 1µl

用于 Nanodrop 浓度测定。 

2.2.6.2 反转录 

参照 GoScriptTM Reverse Transcription System 试剂盒操作说明，具体操作步骤如下： 

1) 在 200μl 离心管中配制如下反映混合液： 

反应体系组分 体积 

RNA Samples ≤ 5μl 

Oligo dT Primer (50μM) 1μl 

dNTP Mixture (10mM each) 1μl 

RNase-Free ddH2O up to 5μl 

 

2) 70℃保温 5min 后，冰上迅速冷却至少 5min，离心 10 秒，置于冰上。 

3) 依次配制下列反应液，总量 15μl。 

反应体系组分 体积 

变性后反应液 5μl 

GoScript 5×Reaction Buffer 4μl 

MgCl2 3μl 

PCR Nucleotide Mix 1μl 

Recombinant RNasin Ribonuclease Inhibitor 0.5μl 

GoScript Reverse Transcriptase 1μl 

Nuclease-Free water 5.5μl 

 

4) 使用移液枪混匀 

5) PCR 反转，条件如下： 

退火：25℃  5min 

延伸：42℃  60min 

变性：70℃  5min 
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6) 反转成功的 cDNA 保存于-20℃，-80℃长期保存备份。 

2.2.7 引物设计 

对于持家基因、绞股蓝皂苷合成上游基因以及通过 2.2 的方法筛选到的糖基转移酶，

设计引物如下： 

基因名称 引物序列 

ACTIN-F CCGAGTGGCCCCTGAAGAG 

ACTIN-R AAGTATGGCATGGGGGAGAGC 

HMGR-F ACCAATGCCGTTTTCTTCAC 

HMGR-R ATCGACCGTTCATCGTCTTC 

FPS-F CTGGGTCTGCTTTCCCATAA 

FPS-R TTGTTATGGCGGGTGAAAAT 

SS-F ACAGCTTCAGCCTCAGCTTC 

SS-R CATGAAAAATGCCAGTCACG 

SE-F TGGCTTCCACCATAAACACA 

SE-R AACTTAACGGGCGAGGATTT 

GpUGT1-F ATAGGACCAAACGTGCCATC 

GpUGT1-R AAAGCTGCATAGCTCCCAAA 

GpUGT8-F TGTCTTGGAAACCATCACGA 

GpUGT8-R AGAGCTCAAAACCTCGTCCA 

GpUGT16-F CATCGGTGATTTACGTGTCG 

GpUGT16-R GCGAACACCACGGAACTATT 

GpUGT22-F TCCCACTCATCGAATTCTCC 

GpUGT22-R GATTTTGGAGCCTTGTGGAA 

GpUGT35-F GGAACCCTTTCGGTAATGCT 

GpUGT35-R GTTTTCGACGGTGTTCGTTT 

GpUGT44-F CAACACCCCTTCACTTTCGT 

GpUGT44-R TAGCCCGGGTAACTGTATGC 

 

2.2.8 荧光定量 PCR 

该实验使用 Takara SYBR® Premix Ex TaqTM，于 Bio-RAD CFX96 Real Time System

完成，具体反应体系及步骤如下： 

1) cDNA 模板稀释至 100ng，引物稀释至 10μM。 

2) 冰上配制以下反应体系： 
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反应体系组分 体积 

2×SYBR Premix Ex Taq 10μl 

Forward primer (10μM) 0.5μl 

Reverse primer (10μM) 0.5μl 

cDNA 1μl 

Nuclease-Free water up to 20μl  

 

3) 进行实时荧光定量 PCR 分析，条件如下： 

95℃ 30s Stage 1 

95℃ 5s 

Stage 2 × 40 Cycles 60℃ 30s 

72℃ 15s 

95℃ 10s Stage 3 

4℃ ∞ Stage 4 
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3 结果 

3.1 基于二三代测序平台混合测序的绞股蓝转录组分析 

3.1.1 测序结果 

为了尽可能多的获取高质量的非冗余转录本，我们采取了不同于一般测序公司的分

析策略，使用二代与三代数据混合去冗余后继续进行下游分析(图 3.1)。在三代数据中，

测序共使用了 8 个 cell，下机数据大小为 12.50Gb。原始下机数据使用 PacBio 官方的

SMRT Analysis software 处理，得到 268,927 条环形一致性序列，这些序列根据是否具有

完整的 5’非翻译区，Poly-A 位点以及 3’非翻译区而被进一步分类为 99,739 条全长非嵌

合序列(分到全长序列的序列会在程序中进行筛选，如果一条中有两个 3’非翻译区则会

被判定为嵌合序列而被过滤掉)和 142,079条非全长序列。全长非嵌合序列会经过 ICE的

聚类而将不同 ZMW孔中测到的同一条转录本只保留一条，之后这些经过孔间自校正后

的序列会同时使用 Quiver 使用非全长的序列对 ICE 去冗余后的序列进行矫正从而得到

高质量一致性序列与低质量一致性序列两个部分的序列，为了不浪费低质量(只是得到

非全长序列的支持较少)的序列，我们将两部分序列进行聚类去冗余(CD-HIT)最终得到

了 32,426 条经过校正转录本和 8,550 条非冗余转录本。 

二代测序数据方面，经过茉莉酸甲酯诱导不同时间与根茎叶不同部位的测序原始

数据总计有 85.82Gb，去除接头后和低质量 reads 之后的高质量数据总计 576,532,682 条。

为了得到尽可能多的非冗余转录本，这些数据被共同送入 Trinity 进行拼接，得到了

140,601 条 Trinity拼接出的非冗余转录本。 

为了对二代和三代数据有一个直观的了解，我们对上述步骤中三代数据经过矫正

的转录本 (32,426条)、非冗余转录本(8,550条)、Trinity使用二代数据拼接出的非冗余转

录本(140,601 条)进行了统计并绘制了小提琴图(图 3.2a)。如图所示，二代的数据量明显

大于三代数据，而且大部分长度分布在 1000bp 以下；对于三代数据，数据量虽然较小，

但是平均长度明显长于于二代数据，经过去冗余后的非冗余转录本平均长度还有了明

显的提升。 

由于 8,550 条三代非冗余转录本和 140,601 条 Trinity 拼接出的非冗余转录本之间还

会有冗余，所以我们使用 CD-HIT 软件在二者之间去冗余，最终我们得到了 140,157 条

非冗余转录本(Unigenes，下文中如非特别指出，提到非冗余转录本或 Unigenes 皆指向

此处的 140,157 条 Unigenes)，以这些 Unigenes 进行之后的下游分析。 
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图 3.1  主要技术路线  平行四边形代表了主要的数据输入与输出，阴影部分代表了本研究

分析中主要的数据来源，椭圆形代表了主要的筛选步骤，而箭头上标注了所进行的主要处理。 

 

3.1.2 功能注释 

对所有的 Unigenes 使用 SwissProt、KEGG 和 Pfam 三大数据库进行注释。从注释结

果中可以看出，有 68,692 (49%)条的 Unigenes至少在三个数据库之一中得到了注释，有

25,959 条序列在三个数据库之中均有注释(图 3.2b)。在 KEGG 数据库中，45,381 条序列

被注释到五种代谢通路(细胞功能、环境信息处理、遗传信息处理、新陈代谢、人类疾

病)中，我们挑选前四种与本研究有关的通路进行展示(图 3.2c)。 
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图 3.2  测序数据统计与注释 (a) 进行了三代数据校正后转录本、非冗余转录本、二代数据拼接转

录本的长度分布统计，横坐标为转录本类型，而纵坐标为转录本长度(bp)，图形的宽度代表着在此

长度分布的转录本数量。(b) 对所有经过 CD-HIT 的 Unigenes 进行注释，在三大数据库的注释情况

如图所示。(c) KEGG 注释结果展示，挑选了四大分类下的二级条目做数量统计，横坐标为注释到

纵坐标对应条目的 Unigenes 数量，纵坐标为注释到的二级条目。 

 

其中，与能量代谢相关的 Unigenes 数量超过五千，其次是氨基酸代谢和碳水化合

物代谢。此外，有 614 条 Unigenes 注释到了萜类代谢通路中，以及 190 条与萜类骨架

生物合成相关。这些注释信息为后续候选基因的挖掘和绞股蓝皂苷的生物合成相关研

究提供了数据支持。 

a b 

c 
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3.2 进化树亲缘关系分析 

68 条 GpUGT可以依据序列相似性阈值来分到 20 个 UGT 家族中，分类标准为：相

似性大于 40%为同一家族，相似性大于 60%为同一亚家族，其中有 9 条绞股蓝 UGT 

(Gynostemma pentaphyllum UGT, GpUGT)可以被分到新的 UGT 家族中(图 3.3)。 

 

图 3.3  UGT 进化树 将 GpUGT 按照序列相似性分为不同的家族，在最外环标出。阴影部分为人

参中鉴定过的五条人参 UGT，与它们聚类到同一支上的 GpUGT 有着较高的序列相似性，说明有着

更相近的功能。 
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进化树亲缘关系分析显示(图 3.3)，共有 13 条 GpUGT 与已经鉴定功能的五条人参

UGT (Panax ginseng UGT, PgUGT)聚类到了进化树的同一分支上，其中，GpUGT35 与

PgUGT94Q2 聚到同一支上，相似度最高，达到了 50%以上；GpUGT1 与 GpUGT24 和

PgUGT74AE2 在同一分支上；GpUGT8 与 UGTPg1 (UGT71 家族)聚到了一起，它们的

相似性都在 40%以上。 

在根据序列相似性构建的进化树上，相似性越高，越趋向于聚类在同一分支上，

表明这些序列更有可能具有相似的功能。所以根据聚类结果，我们挑选了上述序列中

的 GpUGT1、GpUGT8、GpUGT35 进行后续分析。 

 

3.3 基于二代测序数据的表达量分析 

UGT 是绞股蓝皂苷合成途径的最后一步关键酶，注释结果中注释到 UGT 的

Unigenes共有 254条，因为有的序列过短(<300aa)，故推测其并非全长的 UGT序列，所

以我们选择其中氨基酸序列长度在 352aa-524aa的 68条候选序列(GpUGT1-GpUGT68)进

行下游分析。 

经过二代数据定量之后，进一步提取 68 条 GpUGT 的表达量，进行热图聚类分析

(图 3.4a, b)。分析结果显示，上游基因 SS、SE 在不同组织、不同部位的表达量均偏高，

并且有部分候选 GpUGT 与上游基因聚类到同一支上。 

为了更清晰的展示聚类结果，我们将与上游基因聚类到同一支上的 GpUGT 挑选出

来，单独聚类展示(图 3.4c, d)并在图中标注了计算后的表达量值。不难看出，在不同诱

导条件处理中，GpUGT4, GpUGT16, GpUGT35, GpUGT44 与上游基因聚到了同一支上，

提示有可能受到 SS 与 SE 的调控(图 3.4c)。在不同组织部位中，SS 与 SE 在叶中的表达

量明显高于根中和茎中，而 GpUGT18 和 GpUGT22 也符合这一趋势，故同样被列入侯

选序列之中。 

综合上述结果，我们挑选了与上游基因表达趋势最为相似的 GpUGT16、GpUGT22、

GpUGT44 进行后续分析。 
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图 3.4  UGT 表达量聚类热图 (a) 茉莉酸甲酯诱导处理后不同时间的 GpUGT 表达量展示，其中，

红色代表表达量较高，蓝色代表表达量较低。(b) GpUGT 在不同组织部位的表达量展示，其中，红

色代表表达量较高，绿色代表表达量较低。(c) 诱导后不同时间后表达量与上游基因在 a 中聚到相

同支的 GpUGT 再聚类结果。(d) 不同组织部位 GpUGT 在 b 中与上游基因聚到同一支上的再聚类展

示。上述所有的 TMM 值都经过 log 处理，具体方法见 2.2.5.2。 
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3.4 基于荧光定量 PCR 的表达量分析 

综合热图聚类与进化树聚类结果，我们挑选了六个候选 GpUGT进行荧光定量 PCR

验证(GpUGT 1, GpUGT8, GpUGT16, GpUGT22, GpUGT35, GpUGT44)。并对其荧光定量

PCR 结果进行绘图展示。 

在不同部位中(图 3.5a)，上游基因(HMGR, FPS, SS, SE)表达量较高并且聚类到了一

起。其中，GpUGT35 与上游基因表达模式最为相似，但是表达量较低。 

在不同诱导条件处理中(图 3.5b)，GpUGT1 和 GpUGT8 在 6 小时处受到了明显的诱

导上调；GpUGT22 和 GpUGT35 在整体表达趋势上与上游基因较为相似，均为 6 小时

处表达量不高甚至受到抑制，而在 12 至 24 小时处出现增长；除 GpUGT16 表达量持续

走低之外，其余五个 GpUGT 均受到诱导而升高。特别值得注意的是，GpUGT35 在表

达趋势上同样与上游基因最为相似。 

 

图 3.5  荧光定量 PCR 结果 (a) 不同组织部位荧光定量 PCR 结果展示，所使用值为 loge(2-ΔΔCt)。

(b) 不同诱导条件荧光定量 PCR 结果展示，横坐标为茉莉酸甲酯诱导时长，纵坐标为 2-ΔΔCt。 
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4 讨论 

4.1 绞股蓝皂苷合成途径预测 

日本学者早期对于绞股蓝皂苷的分离揭示了其主要属于达玛烷皂苷的结构特点[18]，

故而绞股蓝皂苷的合成途径可能与同属于达玛烷结构的人参二醇合成途径类似。通过

亲缘关系分析，我们注意到 GpUGT35 属于 UGT94 家族，再结合人参二醇途径，我们

预测 GpUGT35 的功能可能与绞股蓝皂苷Ⅷ (人参皂苷 Rd)的合成有关(图 4.1)。 

 

图 4.1  绞股蓝皂苷合成途径预测 其中，两个连续的箭头代表多步反应；箭头上的标注为可能

参与反应的酶；红色框中标注出了每一步反应后出现差异的基团。 
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在 MeJA 诱导处理中，我们发现在诱导后 6 小时上游基因以及 GpUGT35 的表达量

都出现了下降，而这种趋势在二代数据和荧光定量 PCR 中均有存在。我们推测可能是

由于诱导后，与 UGT 拥有相同底物的基因表达量升高，从而出现了竞争性抑制，也正

是由于首先受到抑制，生物体内的负反馈机制导致了 6小时之后的表达量升高补偿，在

18 小时处达到顶峰后，诱导效果渐渐消失，在 24 小时出逐渐降低(图 3.5b)。 

本研究首次将二代与三代数据结合起来用于挖掘绞股蓝皂苷生物合成途径下游基

因。并筛选到了一个可能与绞股蓝皂苷合成相关的糖基转移酶序列(GpUGT35)。对于

绞股蓝皂苷的生物合成途径研究起到了一定的促进作用，为绞股蓝经济价值进一步的

开发提供了理论支持。 

4.2 三代测序技术优势 

三代测序技术在转录组方面的优势，主要有以下几点：第一，长读长，PacBio 公

司在酶以及荧光基团的连接位点上做出改进，使三代测序的读长最高可以大于 10kb，

远远高于二代测序的 150bp；第二，测得转录本的准确性，三代测序测得转录本无需拼

接也没有 GC偏好性，而二代测序结果需要拼接，拼接时易出错，导致定量与结构分析

不准确；第三，结构分析，由于直接测得转录本原始情况，可以更准确地定位剪切位

点，从而进行 AS 与 APA 的分析。 

在无参转录组方面，由于没有参考基因组，便准确定位剪切位点，所以结构分析

方面不如有参转录组研究更准确，当然，也存在无参转录组的可变剪切分析，如国内

学者对于矮牵牛以及无油樟的研究。 

在本研究中，我们不仅发挥了三代测序长读长、无需拼接的优势，也结合了二代

测序技术高通量、对于测序数据准确性高的优点。把两部分数据结合起来之后，我们

可以得到更多的转录本以供分析之用，尽可能全地预测到所有可能的转录本。对于二

代数据的直接引入，还在一定程度上弥补了三代测序无法测到过短序列 (小于 200bp) 的

缺陷。尽管过短的序列最终没有纳入我们的选择范围，但是也为后续的转录组研究提

供了尽可能全面的数据，尽量避免遗漏。 

4.3 分析流程与一般流程的比较 

一般公司给出的分析流程中，一般会对三代下机数据进行处理，之后使用二代数

据进行矫正，最后进行下游分析。下游分析中包括功能注释、结构分析和差异富集分

析。对于无参转录组而言，下游分析中除了一般分析中常见的功能注释以及差异富集

分析之外，结构分析中仅包含了转录因子(Transcript Factor, TF)分析、长非编码 RNA 
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(long non-coding RNA, lncRNA)分析、简单重复序列 (simple sequence repeat, SSR) 分析。 

本研究所使用的流程见图 3.1，可以看出，我们和公司使用的数据来源都是一样的，

即二代和三代测序的原始数据文件，但是后续分析流程是不同的。这些公司给出的结

果中，并不是所有的结果都可以出现在我们最后写成的文章中，或者说，大部分都不

能出现。在一些特定方向的研究中，例如次生代谢途径解析，便仅用到了一部分注释

结果，候选基因的挖掘分析都需要自己再去完善。 

本研究的优势已于前文提起，但同时也存在不足之处。由于我们三代数据的数量

并不是很好，将非全长校正过的 HQ 与 LQ 合并去冗余后仅有 8,550 条非冗余转录本，

所以我们无法使用一般的分析流程继续往下分析。加入了二代序列拼接的转录本之后，

所有的非冗余转录本数量达到了 140,157 条之多，大大扩充了参与下游分析的数据量。

不幸的是，在扩充了数量的同时我们不但引入了冗余，也引入了拼接错误，也便造成

在代谢途径分析中筛选候选目的基因的时候假阳性的上升。在次生代谢途径解析的过

程中，尤其是功能验证的实验中，每一个假阳性都会造成很多不必要的浪费，所以如

何挑全目的基因、如何去冗余、如何减少错误率是我们之后需要进一步研究的方向。

一些可能的改进措施有，基因组测序、测序技术的进步以及开发新的算法等。 

4.4 植物次生代谢中的糖基转移酶 

GT Family 1，简称 GT1，是糖基转移酶的家族之一，属于 GT-B Fold，Inverting 

Clan。UDP 糖基转移酶是一类使用尿苷二磷酸修饰过的糖基作为底物的糖基转移酶。

二者之间的关系界限并不清晰，最常见的表述就是：植物次生代谢相关的糖基转移酶

大多都属于 UGT，而大多数植物 UGT 都属于 GT1。 

问题起源于对于次生代谢途径相关 UGT 的挖掘中，我们注意到文献中对于参与植

物次生代谢的糖基转移酶有描述为 UGT 的也有描述为 GT1 的，但是我们究竟应该挑选

哪些作为我们的候选基因？或者说用哪个关键词筛选注释结果，才可以做到：挑选到

所有参与植物次生代谢的糖基转移酶，既没有冗余，也没有遗漏？ 

经过对问题的进一步细化，我们发现，虽然难以确定二者之间的准确关系，但是

我们可以通过验证已经进行功能验证的糖基转移酶所属分类来初步建立筛选方法。主

要可以通过两步来进行判断：首先，我们需要明确文献中已报导的参与次生代谢的糖

基转移酶有哪些；之后，进一步判断这些酶是否全是 GT1 或者全部都是 UGT 中的酶。

第一步的相关工作主要通过文献调研来完成，寻找所有 1)文献报道过的 2)进行过功能

验证的 3)参与植物次生代谢的糖基转移酶。第二步的相关工作主要通过数据库的注释
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以及结果的统计来完成，在此工作中使用的两个数据库是包含了 CAZy 数据库的

dbCAN (http://cys.bios.niu.edu/dbCAN2/)以 Pfam (http://pfam.xfam.org/)。 

在文献检索中，以一篇 2016 年的综述[6]为界，此文章已报导的之前发表的次生代

谢相关的糖基转移酶从综述中获取，去除重复后共 113 条(UGT85H2, accession number: 

DQ875463, 在两篇文献中分别报导，记载了两次)，进行注释的共 101 条。其中，染色

体序列 9 条，由于不好确认具体序列，暂不做研究；进行 Batch Entrez 时无法识别的有

7条，3条手动查询后补全入数据中，3条，未能查询到蛋白序列(DY801582, FG404013, 

AK450655)，一条 ID 错误(AY14269)，从原文献校正后(AY142692)补全。之后发表的自

行查阅文献获取，检索年份为 2015 年至今。检索结果中，共有 54 条记录(见附录表格 

1)，其中，一条未提交，三条数据未公开。 

由于所查询到的文献报道过的进行过功能验证的参与植物次生代谢的糖基转移酶，

经过排除异常结果后，均同时属于 GT1 和 UDP-GT。因此如何从注释结果中挑选次生

代谢相关的糖基转移酶便成为需要重点关注的问题。本研究使用以下策略：1) 使用所

有的 Unigenes 进行 Pfam 注释和糖基转移酶注释；2) 将两部分注释结果取并集，在根据

可能的长度去除过短的序列。这样挑选出来的序列最大限度地确保了所选序列的完整

性，其中假阳性结果可以在后续筛选验证中加以去除。 

5 结论 

5.1 糖基转移酶的筛选方法：先使用所有的 Unigenes 进行 Pfam 注释和糖基转移酶注释；

之后将两部分注释结果取并集，在根据可能的长度去除过短的序列；最后根据其他的

分析结果例如进化树亲缘关系分析以及荧光定量 PCR 来对得到的初步结果进行进一步

筛选，得到最后的结果。 

5.2  基于上述流程，通过对注释结果的筛选，得到了 68 条 GpUGT 候选基因；结合聚

类热图与进化树亲缘关系分析，筛选出了 6 条候选 GpUGT (GpUGT1, GpUGT8, 

GpUGT16, GpUGT22, GpUGT35, GpUGT44)；在荧光定量 PCR 验证中，GpUGT35 与上

游基因表达趋势最为相近。据此，我们推测 GpUGT35 是最有可能参与绞股蓝皂苷生物

合成的糖基转移酶序列。 

  

http://cys.bios.niu.edu/dbCAN2/
http://pfam.xfam.org/
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附录 

表格 1  2015 年 1 月-2018 年 3 月 进行过功能鉴定的参与植物次生代谢的糖基转移酶汇总 

ID ID Type Definition Year Reference 

no submission NA TaUGT5 2018 [19] 

MG488289 GenBank 

Nucleotide 

Not Released 2018 [20] 

MG488290 GenBank 

Nucleotide 

Not Released 2018 [20] 

ASA40331.1 GenBank UDP-glucosyltransferase  

[Camellia sinensis] 

2018 [21] 

BAI22846.1 GenBank UDP-sugar flavonoid 

glycosyltransferase 

[Vitis vinifera] 

2018 [22] 

ASU43997.1 GenBank UDP-glycosyltransferase UGT5b  

[Picea glauca] 

2017 [23] 

ANN02875.1 GenBank UGT84A23 [Punica granatum] 2017 [24] 

AUR26623.1 GenBank UDP-glucosyltransferase 73AH1 

[Centella asiatica] 

2017 [25] 

BBB16127.1 GenBank UDP-glucosyltransferase  

[Indigofera tinctoria] 

2017 [26] 

KX371617 GenBank 

Nucleotide 

Not Released 2017 [27] 

NP_001279020.1 NCBI Reference 

Sequence 

isoflavone 7-O-glucosyltransferase 1-

like 

[Glycine max] 

2017 [28] 

D3UAG5.1 UniProtKB/Swiss-

Prot 

AltName: Full=UDP-glycosyltransferase 

88F1 

2017 [29] 

D3UAG4.1 UniProtKB/Swiss-

Prot 

RecName: Full=UDP-

glycosyltransferase 88F4 

2017 [29] 

Q9LZD8.1 UniProtKB/Swiss-

Prot 

RecName: Full=UDP-

glycosyltransferase 89A2 

2017 [30] 

AAS55083.1 GenBank UDP-glucose glucosyltransferase 

[Rhodiola sachalinensis] 

2017 [31] 

OAP09184.1 GenBank UGT73C5 [Arabidopsis thaliana] 2017 [31] 

Q9T080.1 UniProtKB/Swiss-

Prot 

RecName: Full=UDP-

glycosyltransferase 79B2 

2017 [32] 
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ID ID Type Definition Year Reference 

Q9T081.1 UniProtKB/Swiss-

Prot 

RecName: Full=UDP-

glycosyltransferase 79B3 

2017 [32] 

KYP54814.1 GenBank Glycosyltransferase QUASIMODO1 

[Cajanus cajan] 

2017 [33] 

AAD55985.1 GenBank UDP-galactose:flavonol 3-O-

galactosyltransferase  

[Petunia x hybrida] 

2017 [34] 

ANJ03631.1 GenBank UDP-glycosyltransferase  

[Glycyrrhiza uralensis] 

2016 [35] 

AJW28718.1 GenBank UDP-glucosyltransferase 

[Fragaria vesca subsp. vesca] 

2016 [36] 

NP_001345940.1 NCBI Reference 

Sequence 

flavonol-3-O-glucoside/galactoside 

(1->6) glucosyltransferase  

[Glycine max] 

2016 [37] 

OAO89564.1 GenBank UGT76C1 [Arabidopsis thaliana] 2016 [38] 

OAO93987.1 GenBank UGT76C2 [Arabidopsis thaliana] 2016 [38] 

OAP13723.1 GenBank UGT85A1 [Arabidopsis thaliana] 2016 [38] 

AMM73095.1 GenBank C-glycosyltransferase [Mangifera indica] 2016 [39] 

ANW09827.1 GenBank UDP-glycoslytransferase 3  

[Carthamus tinctorius] 

2016 [40] 

ANW09829.1 GenBank UDP-glycosyltransferase 25  

[Carthamus tinctorius] 

2016 [40] 

ANW09828.1 GenBank UDP-glycosyltransferase 16  

[Carthamus tinctorius] 

2016 [40] 

ALE15280.1 GenBank UDP-glycosyltransferase 3GT2  

[Panax quinquefolius] 

2016 [41] 

NP_001315912.1 NCBI Reference 

Sequence 

crocetin glucosyltransferase, 

chloroplastic-like  

[Malus domestica] 

2016 [42] 

ALO19890.1 GenBank UDP-glycosyltransferase 84A22 

[Camellia sinensis] 

2016 [43] 

ALO19888.1 GenBank UDP-glycosyltransferase 78A14 

[Camellia sinensis] 

2016 [43] 

ALO19889.1 GenBank UDP-glycosyltransferase 78A15 

[Camellia sinensis] 

2016 [43] 

Q9SBL1.1 UniProtKB/Swiss-

Prot 

RecName: Full=Cyanohydrin beta-

glucosyltransferase 

2016 [44] 
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ID ID Type Definition Year Reference 

AGL95113.1 GenBank UDP-glycosyltransferase 76G1  

[Stevia rebaudiana] 

2016 [45] 

AEW31188.1 GenBank glucosyltransferase [Vitis vinifera] 2015 [46] 

AIF76152.1 GenBank UDP-glucosyltransferase UGT85U1  

[Crocus sativus] 

2015 [47] 

AIF76151.1 GenBank UDP-glucosyltransferase UGT85U2, 

partial  

[Crocus sativus] 

2015 [47] 

AIF76150.1 GenBank UDP-glucosyltransferase UGT85V1  

[Crocus sativus] 

2015 [47] 

XP_004307485.1 NCBI Reference 

Sequence 

PREDICTED: crocetin 

glucosyltransferase, chloroplastic-like 

[Fragaria vesca subsp. vesca] 

2015 [48] 

XP_011468178.1 NCBI Reference 

Sequence 

PREDICTED: anthocyanidin 3-O-

glucosyltransferase 2-like  

[Fragariavesca subsp. vesca] 

2015 [48] 

XP_004303953.1 NCBI Reference 

Sequence 

PREDICTED: putative UDP-glucose 

flavonoid 3-O-glucosyltransferase 3 

[Fragaria vesca subsp. vesca] 

2015 [48] 

XP_004303954.2 NCBI Reference 

Sequence 

PREDICTED: putative UDP-glucose 

flavonoid 3-O-glucosyltransferase 3 

[Fragaria vesca subsp. vesca] 

2015 [48] 

XP_004303955.1 NCBI Reference 

Sequence 

PREDICTED: UDP-glucose flavonoid 

3-O-glucosyltransferase 6-like  

[Fragaria vesca subsp. vesca] 

2015 [48] 

AGD95005.1 GenBank lignan glucosyltransferase  

[Linum usitatissimum] 

2015 [49] 

NP_001304440.2 NCBI Reference 

Sequence 

isoflavone 7-O-glucosyltransferase 

UGT4  

[Glycine max] 

2015 [50] 

OAP07463.1 GenBank UGT74F2 [Arabidopsis thaliana] 2015 [51] 

Q9FI98.1 UniProtKB/Swiss-

Prot 

RecName: Full=UDP-

glycosyltransferase 76C4 

2015 [51] 

Q9FI97.1 UniProtKB/Swiss-

Prot 

RecName: Full=UDP-

glycosyltransferase 76C5 

2015 [51] 

A0A0M4KE44.1 UniProtKB/Swiss-

Prot 

Full=UDP-glycosyltransferase 13; 

Short=MiUGT13; AltName:Full=C-

2015 [52] 



天津中医药大学毕业论文 

28 

 

ID ID Type Definition Year Reference 

glycosyltransferase; Short=MiCGT; 

OAP14418.1 GenBank UGT71C5 [Arabidopsis thaliana] 2015 [53] 
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综述 

全长转录组研究进展 

 

摘要：自 2016 年玉米和高粱两篇全长转录组的文章在 Nature Communication 上发

表以来，全长转录组测序逐渐发展起来，不同于这两篇以及后续的文章所采用的

PacBio RS2 平台，目前全长转录组测序主要使用第三代 Sequel 平台完成。本文基于最

新的 Sequel 平台，简要介绍研究思路、测序原理、标准化流程、下游数据挖掘，并对

在无参转录组中存在的去冗余问题提出了一种参考解决方案。以期能为想要深入此领

域的研究人员提供参考，拓宽研究思路。 

关键词：全长转录组；PacBio Sequel；无参转录组去冗余 

1 测序发展概要 

从第一代 Sanger 测序开始，测序技术的发展共历经三代。他们分别是：第一代

Sanger 测序主打高精度，方法有二，分别是：Sanger 与 Coulson 发明的双脱氧链终止法

和Maxam与Gilbert发明的化学裂解法。1987年基于荧光标记的 Sanger测序仪的发明，

使得前者在时间的筛选中得以保留；第二代测序技术 NGS, Next Generation Sequencing

或称边合成边测序(SBS, Sequencing By Synthesis) 主打高通量，方法有三，分别是：

Ronaghi 与 Nyren 的焦磷酸测序、荧光标记多聚核苷酸与模板互补配对和荧光标记的脱

氧核苷酸分步反应。现在的测序巨头 Illumina 采用的是第三种方法，建库核心是桥式

PCR，以用来放大荧光信号。第三代测序技术单分子测序主打长读长，方法有三，两

种是荧光信号测序，分别是Helicos Biosciences的True Single-Molecule Sequencing (tSMS) 

Heliscope Sequencing（已被淘汰）、Pacific Biosciences 的单分子实时测序技术(SMRT, 

Single Molecule Real Time Sequencing) 以及一种电信号测序， Oxford Nanopore 

Technologies 的纳米孔(Nanopore)测序技术。PacBio 的核心是零模波导孔(ZMW, Zero 

Mode Wave Hole)，而 nanopore 的核心是名为 ratchet 的酶[1]。 

对于全长转录组(Iso-Seq, Isoform Sequencing)来说，主要采用的是 PacBio 的 SMRT

技术，基于此技术推出的测序平台主要有三代，分别是 RS，RS2 和 Sequel。最小的测

序单位是一个 ZMW 孔，而实际操作过程中，则是一个 SMRT Cell，在这个 SMRT Cell

中有着许多的 ZMW孔，并且其数量正在随着不断进步的技术而增加。在测序时，每一

个 ZMW中只有一个酶，其荧光信号是由合成反应释放的，荧光基团连接在磷酸末端上，
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注意这里没有连接在碱基上的荧光基团是第三代测序技术的长读长的主要原因之一。

在 DNA 测序中，反应的荧光基团可以通过信号捕获器捕捉，而在反应中因为原始的序

列仅仅经过末端修复而未大量 PCR 建库，所以上面的甲基化是可以被测出的，但是

RNA中因为要经过反转录 PCR合成 cDNA以及 PCR扩增建库，所以测到的甲基化信息

已经不再准确。具体的建库过程会在下文中详细描述。 

2 研究思路 

对于全长转录组来说，主要的分类从应用对象可以分为动物、植物、以及人类

（医学方向），从有无参考基因组角度可以分为有参和无参两种。 

在没有参考基因组的时候，我们对于校正去冗余后的数据主要可以进行注释、定

量与差异分析富集（建立在二代数据基础之上）、lncRNA 与 CDS 预测。主要的应用方

向有： 

1) 获得全长参考序列，三代测序技术的长读长，可以使我们不用组装，便可以得到原

始的转录本(Isoform)信息，再依此进行的定量，相比于二代组装后的 Unigene 来说

便有了更高的准确性，从而更加高效准确地寻找差异基因。 

2) 结构性分析，现主要可以使用 PacBio 官方推荐的 Cogent 软件，对于所有转录本的

exon 区域片段组装后形成参考基因组，再使用 Iso-Seq 测序数据与其比对，进行结

构分析，如可变剪切 (AS, Alternative Splicing) 。 

3) 功能性分析，先对数据定量之后进行差异基因分析，再从注释结果之中进行差异基

因富集，得到可能参与该功能的代谢通路和 GO 三大水平的功能[2]。 

4) 差异转录组，主要用于同一物种表型差异的分析，挖掘与表型差异相关的转录本，

进一步分析其有别之处。 

5) 比较转录组，主要用于近缘物种亲缘关系、及不同物种及其亚种之间的差异转录本

分析[3]。 

一旦我们拥有了参考基因组，一些不确定性便可以规避，我们主要对校正后的数

据进行与参考基因组比对、新基因与新转录本预测、新基因与未比对上转录本注释、

可变剪切(AS)分析、可变多聚腺苷酸化(APA, Alternative Ploy-A)分析、融合基因分析、

lncRNA 预测、转录因子(TF)预测以及后续差异分析及功能富集（同样建立在二代测序

数据基础之上）。主要的应用方向有： 

1) 完善转录组，主要为上述的 AS 至 TF 的分析。 

2) 完善基因组，完善基因组注释结果[4]。 
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3) 功能性研究，如果有后续的差异基因和功能富集，便可以进一步分析相关功能与

富集到相应通路转录本的联系。 

4) 差异转录组，研究同一物种不同处理之间的或不同表型之间的差异转录本[5]。 

5) 比较转录组，同无参中描述[6]。 

6) 动态转录组，比较同一物种不同时间中，转录本随发育阶段的变化情况[7]。 

3 标准化流程 

3.1 样品准备 

送测 RNA 样品的种类主要有，动物组织、植物组织、培养细胞、全血及菌体。在

判定样品是否合格的过程中，主要使用了四步检测，分别是：Nanodrop 检测、凝胶电

泳检测、Qubit 检测以及 Agilent 2100 生物分析仪检测。判定合格主要有五点标准，分

别是：浓度及总量(total RNA) 大于等于 300 纳克每微升，总量要达到 5 微克以上；

OD260/280 要在 2.0-2.2 之间；OD260/230 要在 1.2-2.1 之间；最重要的是 RIN 值，需要

大于 8，如果是无 28S 的物种，无法测得 RIN 值，需要 2100 检测基线平稳；其他条件

如无颜色、无不溶性杂质等，也需要考虑在内。如需更详细的参数，请询问测序公司

销售，不再赘述。 

3.2 文库制备 

样品填写好实验分组表格后，寄往测序公司。在测序公司收到样品后，首先对收

到的样品进行编号，以便在公司内部进行流通，之后由 RNA提取人员提取 RNA，由质

检部门负责提取 RNA 的质控，再由建库部门进行建库，最后上机测序。 

在建库策略方面，现行 Sequel 平台主要的建库策略是：不筛选片段建库加 4k 以上

大片段建库，之后二者等摩尔量混合以构建混合文库，用于上机测序。这里要注意的

是，在此前的 PacBio 测序平台中，例如 RS 以及 RS2 之中，都是采用 1-2kb、2-

3kb、>3kb或是类似的方法分段建库测序的，之所以改成现在这样是因为在 Sequel的升

级中，ZMW 的孔深度有所增加，减小了对于长度较短的 SMRTbell 偏好性，而 4kb 以

上的大片段在转录本中所占比例并不是非常多，为了避免遗漏长片段，故而对于 4k 大

片段进行富集建库并等摩尔量混合共同上机测序。 

在建库流程上，首先富集带有 Poly-A 的 mRNA片段，使用带有 5’接头和 3’接头的

引物进行反转录 PCR使之成第一链 cDNA，之后 PCR至建库浓度；筛选出 4k以上大片

段，和不筛选的片段等摩尔量混合（可选）；之后连接 SMRTbell adaptor 使之成为

SMRTbell，此步又分为接头连接、模板纯化、引物结合、聚合酶绑定，最后上机测序。 
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3.3 上机测序 

测序的原理在前文有所述及，下面主要讲述上样流程以及测序过程。 

上样流程，首先将 MagBead[8]磁珠与建好的文库混合，这是一种表面固定着 Oligo 

dT 的磁珠。之后，SMRTbell 上的 Poly-A tail 会与磁柱上的 Oligo dT 结合，结合上的

SMRTbell 可以分为三种，第一种是插入片段过短的、第二种是长度适中的，真正要被

测序的、第三种是引物聚合体。将 MagBead 与 SMRTbell 复合体加入 SMRT cell 中，当

磁珠在 cell 底部转动时，也会带着 SMRTbell 经过 ZMW 孔，其中，第一种和第三种聚

合体都不会触及 ZMW 底部，从而无法停留在 ZMW 中，而第二种长度足够（这个最小

长度是 200bp，如果长度再短可以直接考虑使用二代的数据弥补），酶被固定在底部，

AT之间的氢键被扯断，从而使整个 SMRTbell停留在 ZMW当中，进行后续测序。值得

注意的是，ZMW 的大小十分有讲究，不但长度可以使 SMRTbell 一端的酶结合在底部，

其直径约 70nm，小于荧光信号波长，从而使测序信号限定在 ZMW 的孔中，尽量减少

对于其他孔的干扰，从而保证测序精度。 

测序时，固定在底部的 DNA 聚合酶将反应体系中的荧光标记 dNTP 聚合到模板上，

这些荧光标记的位点是在磷酸末端，每一次合成都会释放出相应的荧光，这些荧光局

限在底部 20-30nm 的高度内，在孔的上开口处信号便十分微弱，不会对其他孔产生很

大影响。光信号捕获器捕获合成时释放的荧光，通过碱基信号识别 base calling，转化

为 ATCG 的字符串信息，存储下来，成为下机数据。对后续分析有用的下机数据是 

3.4 信息分析 

3.4.1 下机数据处理 

下机数据首先要经过 SMRT Link 软件套装来处理，现行版本主要是 5.1，这是一款

官方给出的软件，可以自由下载使用，所有的 PacBio 下机数据处理首先都要经过它的

处理(https://github.com/PacificBiosciences/SMRT-Link)。 

测序时，每一个 ZMW 孔中产生的所有测序信号叫做 subreads，注意这个 subreads

可能有全长(FL, Full Length)，也可能有测到一半中止的，也就是非全长(nFL, non Full 

Length)的，事实上测到最后一条最后一个碱基正好读取了整数圈的情况不会太多。这

些 subreads通过去除接头，分为若干个片段，进行孔内自校正，最后得到的一致性序列

称为环化一致性序列(CCS, Circular Consensus Reads) 这个环化一致性序列可以认为是与

之前的 PacBio 平台中的 Read of Insert 是同样的东西，二者之间仅在名称上有所改变

(https://github.com/PacificBiosciences/SMRT-Link/wiki)。 
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在完成了自身校正后，通过是否为全长的判断标准将所得到的 CCS 序列分为全长

和非全长两类，这个判断标准有以下三点：5’ UTR、Poly-A、3’ UTR。只有同时拥有这

三个部分的 CCS 才是全长的。其中，全场的 CCS 使用 ICE （属于 SMRT Link）软件进

行孔间聚类，之后，将非全长的 CCS 与经过 ICE 的 CCS 一同送入 Arrow 软件中（在之

前的版本中也叫做 Quiver，同样仅在名称上有所改变，所完成的工作基本一致）nFL对

FL 的 CCS 进行校正，nFL 进行校正后并不参与后续分析，此处尤其值得注意，全长非

嵌合序列(FLNC, Full Length and Non Chimeric)中的 HQ 和 LQ 只是依据提供支持的 CCS

数量多少划分的，而所有的 FLNC 都是 FL 的。 

3.4.2 二代数据校正 

一般来说，现在的三代全长转录组数据都会推荐同时进行二代测序，一是因为二

代数据的直接测序精度高，三代数据的直接测序精度有在 85%左右，再进行了孔内自

校正之后，这个准确度可以提升约 10%，再通过 nFL 校正，可以提高 2-3%，最后使用

二代数据校正，可以再提高 1-2%；二是因为二代数据的高通量，三代数据通量也不低，

但是成本十分高昂，要达到和二代一样的覆盖度(Coverage)的时候，价格相比于二代测

序高出很多，从下机数据的饱和曲线来看，仅用三代的数据曲线还未达到饱和（趋势

趋于平缓），这时使用二代准确的高通量 reads 可以弥补数据量的不足，达到较好的覆

盖度；三是二代数据可以用来定量，三代数据测序深度低，数据量少，用来定量不准

确，使用二代数据定量便可以进行后续的差异分析。 

在进行二代校正的时候，当前主要推荐的软件是 LoRDEC[9]，本软件主要用于使用

二代数据对三代数据进行校正。经过比较，优于 proovread[10]，而 LSC[11]软件主要用于

人类数据的校正。 

3.4.3 有参全长转录组后续分析 

有参因为有参考基因组，便可以与参考基因组比对，同时使用参考基因组对于测

序数据予以修正，进一步提高准确性，在比对之后，便是新基因与新转录本预测、新

基因与未比对上转录本注释、以及后续差异分析（回帖目标使用补全新基因后的基因

组）及功能富集这些流程化的工作。详细阐述会写在数据挖掘中。 

3.4.4 无参全长转录组后续分析 

无参因为没有参考基因组，便无从比对，所以进行聚类去冗余，生成 Unigene之后，

全部进行注释。再用二代数据对 Unigene进行回帖定量、差异分析、功能富集。同样，

这并不能最终拿到我们想要的基因，所以也需要进一步挖掘数据。 
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4 数据挖掘 

因为进一步的数据挖掘大多是根据具体情况具体分析，每个课题所想要筛选的目

的基因也不同，后续的挖掘便十分个性化，有些分析用得到，有些用不到，虽然下面

一些分析也被一些公司做到了流程之中，但是当我们真正想要使用相关数据的时候，

很多还要我们重新提取并整理数据，然后重新绘制图片。 

4.1 结构分析 

在二代转录组测序中，由于测序数据需要拼接才可以得到转录本，而拼接出的转

录本却不一定准确。但是三代测序不同，其长读长的优势可以直接获取整条转录本，

从而准确的预测在转录时发生的结构变化时间，例如 AS 以及 APA，融合基因等，

lncRNA 预测主要是通过三种软件分析以及 Pfam 注释完成，而转录因子的分析基本可

以归到注释里面，因为从分析方法上来说还是通过数据库注释完成的。 

在有参结构分析中，不得不提的就是 Tapis 流程[5]，此流程最先报导在 2016 年发表

的对于高粱的研究工作中，目前最新版是 TAPIS 1.2.1，可以自动与参考基因组比对，

根据基因组校正转录本，发现新基因和新转录本，分析 APA 和 AS。其中的 AS 分析可

以使用 SUPPA[12]来替换，分析类型更多更全。融合基因使用 cDNA_Cupcake 中 Tofu 的

find_fusion.py[13]可以完成。lncRNA 分析可以通过 CPC[14]、CNCI[15]、PLEK[16]以及与

Pfam 比对来完成。 

对于无参结构分析中，诺禾致源公司提出了AS分析，主要是使用Cogent[17]软件配

合 SUPPA 来完成，但是准确率有待提升。 

4.2 差异分析 

在差异分析中，我们首先要认识到在做差异分析之前要先定量，定量使用的是二

代数据。对于有参中，有生物学重复的可以使用 DESeq2[18]来完成，无生物学重复的可

以使用 DGESeq[19]，对于无参，可以使用 RSEM[20]来完成。 

4.3 深入挖掘 

在进行差异分析后，我们会拿到很多差异表达基因，甚至，在无参中里面还存在

一些冗余，即一些相似度很高的转录本干扰着我们的分析，去冗余这一部分会在讨论

中进一步描述。 

对于有参的测序数据和不考虑冗余的无参数据来说，在差异分析后，我们主要的

缩小研究范围的方法是差异基因富集，主要涉及的两个数据库是GO[21]和KEGG[22]，一

般在公司给出的结题报告中我们会拿到所有差异表达基因的功能富集结果，此时，我
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们就应该通过在实验设计之初就想好的目的来寻找和实验差异处理目的相关的功能和

通路，从中把富集到的基因或转录本提取出来，进行下一步分析。也可以通过进一步

注释、共表达分析、蛋白互作网络、进化树分析等方法，来进一步缩小范围 

在确定了一部分转录本和目标功能相关后，我们主要进行定性验证和功能验证两

个步骤来最终锁定目的基因。当然，如果锁定的过多，验证起来也十分麻烦，在这里

仅给出参考数字为数十个到一百以内，为项目经验数值，仅供参考。 

定性验证主要方法有：荧光定量核酸扩增检测 (qPCR, Real-time Quantitative PCR 

Detecting System) 、Northern Blot、 荧光原位杂交组织化学法 FISH 等，其中，当属

qPCR 最常用。 

功能验证方法主要有两大类，一类是过表达，我们可以过表达某个基因，方法如

构建过表达转基因载体，侵染细胞或愈伤组织，观察过表达后是否现象更为明显。一

类是减少表达敲除或者敲减某个基因的表达，方法如 siRNA 干扰，CRISPR/Cas9 切除

等观察敲除敲减后是否现象反转或不明显。后续如果有能力，可以寻找相应蛋白的底

物和产物，明确其作用并且预测其等电点等属性。 

5 技术缺陷与应对 

三代测序主要强调几点优势，除去在基因组测序中强调的直接测得甲基化信息之

外，在转录组方面值得提起的优势便是可以测得全长转录本无需组装以提高后续分析

精度，后续分析又可分为结构分析和定量之后的差异分析。但是三代测序也有其不可

避免的缺陷。让我们从一个理想的测序开始谈起。 

所谓理想测序，就是在测序中，所获取的数据有着高还原性（如还原甲基化信息），

高准确度和无限读长。这个时候，测序数据的测序深度也许便不再重要，因为 1×的数

据便可能覆盖了整个基因组。但显然，现在的测序还远远达不到这一点，高准确度的

通量不够，高通量的读长不够，长读长的通量和准确度都有待提高。 

便如前文所提到的三加二策略，现在人们的解决方案主要是将不同优势的测序技

术应用到不同的领域，在优势可以互补的地方相互结合。但是结合后又有新的问题出

现，有参的测序有着基因组，我们可以使用基因组数据来校正三代数据。但是无参转

录组测序中，我们没有参考基因组去比对，这就造成了许多冗余的转录本无法被去除。

在后续的差异分析和验证时我们便会发现有很多相似的转录本，在验证时数量过多而

使得实验人员无从下手验证。 

说起去冗余，就要从第一步的 SMRT Link 说起，在 SMRT Link 中 ICE 首先会将相
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似的 CCS 聚类，之后，在二代数据校正之后我们会使用 CD-HIT[23]去冗余，但是需要

注意的是，这里的相似性阈值都十分高，-c 参数代表了序列相似性阈值，高于这一参

数的两条转录本会留下其中较长的一条。这一参数在公司流程中被设定为 -c = 0.99，便

导致有很多很相似的冗余是去不掉的，下面描述一种应对方法，仅供参考。 

问题的出现：首先，我们三代的测序数据并不是很多，所以我们使用二代测序数

据拼接后的结果来补充我们的结果（当时在补充的时候没有想到的是，这样的补充正

好可以填补三代测序技术中 ZMW 无法测到 200bp 一下片段的缺陷），在将两份数据合

并之后，我们便有了比一般三代数据还要多的冗余，所以去冗余便成为了一项亟待解

决的问题。 

应对方案：首先我们的目的基因是萜类合成中关键的两个酶，一个是 CYP450，一

个是 UGT，此处以 P450 为例。我们将 CD-HIT 以 -c = 0.85 的参数运行，出来的结果我

们命名为 cd.out ，在将 cd.out 翻译成为蛋白序列之后我们重新注释结果，我们使用了

Pfam 和 Swiss-Prot 两个数据库的结果来提取注释到 P450 的结果，后面我们经过了三步

判断流程以筛选去冗余，它们分别是： 

1) 95%相似性判断，低于 95%相似性的序列直接送入下游分析，高于 95%的序列进行

预筛选； 

2) 99%相似性判断，低于 99%相似性的序列聚类后送入人工筛选，高于 99%的序列保

留其一，送入下游分析； 

3) 人工筛选，标准如下： 

a) 氨基酸长度大于 300； 

b) 相同 cluster 中序列比对： 

i) 尽量保留长序列，每个 cluster 保留 1-2 条； 

ii) 如果有 AS，两条全部保留； 

iii) 如果数条短序列被一条长序列完全覆盖，留下长序列； 

iv) 对于单碱基错误，应属于 SNP，在有多条一致的情况下，舍去不同的哪一条 

c) 对于难以确认如何保留的，进行 BLAST 以及 CDS 预测，保留比对上同源物

种，相似功能基因相似性高的，CDS 区域长的。 

4) 下游分析， 

a) 使用文献报道的上游基因，与分析到的序列做进化树，聚到同一支上的说明有

着较高的同源性，更有可能编码目的蛋白。 
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b) 也可以通过表达量 Heatmap 聚类，与上游基因表达模式相似的，更有可能编码

目的蛋白。 

6 发展趋势 

现在的测序界是三代技术共存的，第一代测序主要用于分子克隆中的载体上的目

的基因测序，由于不需要高通量，只注重精确度，Sanger 测序很好地胜任此工作。第

二代测序由于高通量以及 150bp及以下的读长及其日益降低的成本，使得在一些不需要

长读长，注重高通量的测序任务中，将二代测序视为首选，并且一些本来就很短的转

录本，例如细菌、微生物的测序，在三代测序之中是无法测到的。三代测序由于长读

长，在减少组装带来的误差、提高长片段精确度方面有着很大的贡献，但是无疑成本

高昂是其缺陷之一。 

PacBio 的 SMRT Sequel 平台还在不断改进之中，成本降低是必然的，但是降多少

和降低的速度就只能拭目以待了，每一个 SMRT cell 中的产出数据量还会提升，试剂和

酶也会升级，这就会使得 PacBio 在通量增加的基础上，测序长度也有可能进一步提升。

三代数据对于转录组，尤其是无参转录组来说，准确度是二代无法比拟的，二代的数

据虽然直接测序的准确性高，但是测出来的数据却需要拼接，便如将一本书粉碎后在

拼起来，当然是粉碎片段大的拼起来难度较低，而三代数据理论上可以直接获取全长

转录本而不用拼接，便大大提高了后续分析的准确性。所以可以说，在转录组测序方

面，三代测序是优于二代测序的。三代测序技术在全长转录组测序上的应用也会越来

越多。 

在未来的发展中，PacBio 平台还将继续改进，三代测序所需成本将会有所下降。

Nanopore 由于其便携性，以及其不同以往的测序机制，或许会让测序仪更加普及，而

不仅仅将测序工作局限在测序公司和实验室当中。将 Nanopore 的测序数据结合物联网

(IoT, Internet of Things)，将会极大地提升测序数据库中的数据量[1]。在将机器学习算法

应用于疾病分析中，相信对于疑难疾病的治疗将会有新的解决方案。 
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译文 

DNA测序 40年：过去，现在与未来 

 

摘要: 谨以此篇综述纪念 DNA 测序 40 周年，在这 40 年间，我们见证了众多科技的革

命的出现，见证了测序技术从几千个碱基到第一个人类基因组，再到百万人的基因组

测序以及无数其他基因组被测定的变革。也是在这 40 年间，DNA 测序技术的应用被不

断地创新与扩展，其中就包括用于各种分子水平定量分析。我们认为，纵观整部科学

发展史，DNA 测序技术的地位应当不亚于显微镜。 

 

DNA 测序有着两段紧密联系的历史背景，其一是科技的发展，另一个是不断验证

其有效性的众多问题。在此，我们首先回顾 DNA 测序技术的发展历史，然后我们来看

一下 DNA 测序应用的变化。最后，我们探讨了 DNA 测序的未来。 

1 DNA测序简史 

DNA 测序技术的发展不可谓不精彩，在短短数十年间重大突破不断。接下来，我

们来回顾在测序技术发展早期，生物学家对生物大分子测序的研究、DNA 测序中电泳

技术的发明及其在人类基因组计划中的应用，以及第二代（高通量并行测序）和第三

代（单分子实时测序）技术的诞生。Box1 中汇总了一些重要的里程碑事件。 

1.1 早期测序 

Fred Sanger 认为对于生物大分子的特殊化学结构的了解有助于进一步深入研究，

秉持着这个信念，他将他的科学生涯投入到了一级结构的测定之中。没有想到的是，

他的工作恰好为此后所有的生物大分子、蛋白、以及 RNA 的测定技术奠定了坚实的基

础。 

上世纪 50 年代初期，Sanger 测定了第一个蛋白序列，胰岛素蛋白，他将蛋白的两

条链裂解，分别测定碎片序列，并通过碎片之间的重叠部分拼出了完整的序列。他的

研究明确指出，蛋白质中的氨基酸残基有着特定的排列方式。后来发展出的 Edman 降

解法，通过对氨基酸片段末端反复衍生化来测定蛋白序列，简化了蛋白测序。虽然测

序的方法很落后，但是在 60 年代晚期的时候，已经测出了很多的蛋白序列，并且证实

了相同的蛋白在不同的种属甚至不同个体间都不同。 

上世纪 60 年代中，RNA 测序的发展也经历了上述的过程，将一类 RNA用 RNA酶
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裂解，片段用色谱和电泳分离，每一个片段用不同的核酸外切酶降解测序，最后通过

reads 之间的重叠部分拼成一段完整的序列。丙氨酸 tRNA 是第一个测得序列的 RNA，

这项工作令 5位研究人员花费了 3年的时间完成，他们使用了 1g的纯化样品（从 140kg

的酵母中提取）却仅测得了 76bp 的序列。RNA 测序的发展由于指纹图谱技术的出现而

大大加速，这项技术将放射性元素标记的 RNA 片段进行二维分离，从而展现出他们的

大小和序列信息。 

1.2 DNA 测序技术的发明 

早期的 DNA 测序技术都十分落后，1968 年，Wu 使用引物扩增技术获得了 lambda

噬菌体的 12bp 粘性末端序列。1973 年，Gilbert 和 Maxam 报导了乳糖阻遏结合位点的

24 个碱基的序列。他们将 DNA 转录成 RNA，并对这些片段进行了测序，这项工作历

时两年，平均每月一个碱基。 

在 1976 年左右，两种测序技术的出现使得人们可以在一个下午的时间内测得上百

个碱基的序列。两种技术分别是：Sanger 与 Coulson 发明的双脱氧链终止法和 Maxam

与 Gilbert 发明的化学裂解法。这两种方法都是将放射性元素标记的片段分离，从而确

定核酸序列。Sanger 的方法使用标记的引物通过 DNA 聚合酶进行四轮扩增，每一轮扩

增都有特定种类的双脱氧核酸可以使链随机终止，以产生不同长度的 DNA 片段。

Gilbert 的方法使用末端标记的 DNA 片段，在四种反应中使用化学试剂产生碱基特异性

的裂解片段。这两种方法都使用琼脂糖凝胶电泳来测定每一轮碱基特异性反应中 DAN

片段的大小，这种琼脂糖凝胶可以以单碱基的分辨率分离不同的大小的 DNA 片段。点

样时一轮反应点一个孔，使用 X 射线进行放射性自显影，从而使我们可以立即读出条

带信息，从下到上依次排列，便是目标序列。 

这几项技术一经发布便得到了广泛的应用。在此后的 1979 年，Staden 提出了霰弹

枪测序法，即利用对 DNA 片段的随机克隆进行测序，之后又利用片段间的重叠部分拼

出完整的 DNA 序列。这项技术由于 Messing 在 1980 年前后对单链 M13 噬菌体克隆载

体的改造而加速发展，并被应用到了基因组从头测序。例如在 1982 年发表的 lambda噬

菌体基因组。在 1987 年，Smith、Hood 以及 Applied Biosystem 发明了基于荧光标记的

Sanger 测序仪，可以以每日 1,000 碱基的数据量测序。此后，测序的数据以摩尔定律的

速度量疯狂增长，直接促成了中心数据库的建成（如 GenBank）并且通过比对工具

（如 BLAST）使这些数据的价值得以体现，也使人们形成了数据共享的共识。在 1982

年时有约 50 万碱基的数据存储在 GenBank 中，而到了 1986 年，有近千万的碱基和全



天津中医药大学毕业论文 

42 

 

基因组测序 (Whole Genome Sequencing, WGS)的统计信息存储在 GenBank 中。 

1.3 测序技术在 HGP 中的应用 

在人类基因组计划  (Human Genome Project, HGP) 中，产生了 “多级破碎 ” 

(Hierarchical Shotgun) 的概念，在这种方法中，人类基因组的长片段首先被克隆到细菌

人工染色体 (Bacterial Artificial Chromosomes, BAC) 中，每一个 BAC 上的 DNA 片段被

再次破碎，大小分档，并且再次克隆。对不同的克隆分别进行培养，最后进行 DNA 分

离纯化。纯化的 DNA 产物送去进行 Sanger 测序，从凝胶分离的激光扫描图像上获取信

号，再进行碱基识别以获得最终的序列。需要注意的是这些实验需要很多步骤，每一

个实验都要保证准确性以确保结果的正确性，这便使很多人开始怀疑以这样一种不惜

一切代价的方法测得的人类基因组是否正确。 

事实上，在大型基因组测序开始之时，对于每一个测序步骤的规模和效率的提升

需求日益凸显。这些升级出现在了上世纪 90 年代，关键的升级有： 

1) 从荧光标记引物到荧光标记末端，从而使反应在一次完成而不是在分四轮完成； 

2) 有了一种对荧光末端标记底物有偏好性的突变型 T7 DNA 聚合酶； 

3) 线性扩增反应，减少了对于反应模板量的需求，促进了测序微型化； 

4) Oligo (dT) 磁珠的出现简化了测序前处理流程； 

5) 双链 DNA 测序方法的出现，使质粒克隆和双端测序变为可能； 

6) 毛细管电泳(Capillary Electrophoresis, CE) 代替了凝胶电泳分离，同时也简化了荧光

信号的提取和碱基识别； 

7) 工业化进程显著增加了测序的效率、减少了测序错误，例如测序自动化、质量控

制 (Quality Control, QC)以及操作流程的标准化等。 

Wet的实验操作规程只是挑战的一部分，人们在软件的开发上投入了更多精力，例

如克隆跟踪，测序数据的碱基识别和拼接等。例如，phred 有着可靠的碱基识别矩阵并

且能够区分密切相关的重复性序列，它的出现代替了手工编辑序列的操作。测序得到

的 reads 依据重叠部分拼接成为更长的、连续的序列。随着测序目标基因组的复杂性不

断提升，重复序列的干扰越来越严重，即使 BAC 测序深度不断提升，但是总有没有连

上的 gap，最终导致测序结果的不连续，急需用其他的方法来解决。双端测序的出现，

帮助我们将 contigs 连接成有 gap 的 scaffold，从而使我们可以对邻近的 gap 进行直接测

序。但也有一些问题只能由人工解决，一些科学家被训练成为“finishers”来评估不同克

隆的拼接质量并且将它们连在一起。 
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从表面看来，技术的发展在稳步推进，但是 90 年代中，并行计算逐渐对于人工决

策的替代使得测序的成本显著降低，测序技术得到了快速的发展。2001 年，在一小部

分实验室中，已经可以凭借自动化流程每日产生千万碱基的数据量。在 HGP 内外，基

因组拼接软件日益成熟，这类工具有：phrap、TIGR拼接软件和 Celera拼接软件。这些

工具的存在使我们足以应对更加复杂的目标基因组。我们快速增长的测序能力使我们

成功测得了几个高质量的基因组，如流感嗜血杆菌(2Mb, 1995)，酿酒酵母(约 12Mb, 

1996) 以及秀丽隐杆线虫(约 100Mb，1998). 人类基因组计划的人类基因组，大小约为秀

丽隐杆线虫的 30 倍，于 2001 年组装成草图，并于 2004 年最终完成测序。与 HGP 同时

期进行的工作还有独自使用全基因组鸟枪测序法进行人类基因组测序的(Whole-Genome 

Shotgun Sequencing) 的 Craig 和 Celera，此种测序方法也指导了黑腹果蝇的测序(约

175Mb, 2000). 这些测序方法之间的联系在下文会有详细说明。 

2004 年，我们已经可以以 1 美元的价格测序 600-700bp，但是基本上已经达到了当

时的极限。同时，随着 HGP 的完成，大规模测序的未来将何去何从，无人知晓。 

1.4 高通量并行 DNA 测序 

在上世纪 80 年代到 90 年代之间，一些研究小组在找寻着除了电泳测序之外的方

法。尽管这些努力直到 HGP 完成之后都没有得到回报，但就在他技术成熟后的十年之

内，几乎完全取代了 Sanger 测序。大规模并行测序，又叫下一代测序(Next Generation 

Sequencing, NGS) 。NGS技术在一些方面与电泳测序技术大相径庭，其关键之处就在于

高通量。与一管一个反应不一样，在 NGS 中，建好的 DNA 文库被固定在了二维平面

上，这个平面足够每一个模板都进行一次反应。与细菌克隆不一样，每一个模板经过

体外扩增然后测序。最终，不进行片段长度测量，测序包含了多组生化反应循环（例

如，聚合酶催化的荧光标记核酸的合成）之后成像，也被称作边合成边测序

(Sequencing By Synthesis, SBS)。 

尽管不一定需要 PCR的步骤（如单细胞 SBS），但是对于有着成千上万的固化模板

的 NGS 技术来说，他的高通量很大程度上是依赖体外扩增技术的。这个过程，又被叫

做“香肠式反应”或“桥式 PCR”，使用固定在平面的引物来进行复杂的 DNA 文库扩增，

每一个模板都会扩增成紧密的簇状。还有一种方法是 PCR 扩增在试剂中完成，使用

Oligo(dT)磁珠来富集 mRNA，最后排列在测序平面上进行测序。第三种方法是使用扩

增来在反应液中产生克隆“纳米球”，之后阵列于平面、测序。 

对于 SBS，主要有三种测序方法，第一种是 Ronaghi 与 Nyren 的焦磷酸测序，他们
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通过分布逐渐加入每一种 dNTP 来实现。在 dNTP 参与反应的同时会有焦磷酸释放出来，

随即激发萤火虫荧光素酶释放的光。与之类似的一种方法是使用离子敏感的晶体管检

测 dNTP 的反应。第二种方法是用特殊的 DNA 连接酶将荧光标记的多聚核苷酸与模板

序列碱基互补配对连接。第三种方法，也是经久不衰的方法，使用逐渐加入的，荧光

标记的脱氧核酸进行 DNA 聚合酶催化的合成反应。SBS 成功的关键因素有三，一是可

逆末端终止反应，二是荧光标记的 dNTP，三是经过合理改造的 DNA 聚合酶，从而使

得每一个模板在每一轮反应中只结合一个 dNTP。在成像之后，我们可以看到这一轮反

应中每一个模板上最新结合的是哪一种 dNTP，随即去除末端的封闭与荧光基团，准备

好进行下一轮反应。Solexa 公司（由 Balasubramanian 和 Klenerman 建于 1998 年）便采

用了第三种测序方法。 

第一个完整的NGS测序平台是在 2005年出现的，Shendure, Porreca, Mitra和Church

进行了大肠杆菌的重测序；Margulies, Rothberg 和 454 公司进行了生殖支原体的从头测

序拼接；Solexa 进行了 phiX174 和人类基因组 BAC 的重测序。这些研究表明，有参考

基因组的情况下，短读长的数据也十分有用。在三年之内，Solexa 平台就实现了以读

长为 35bp 的双端测序技术进行的人类基因组重测序。 

在 2005 年，454 发售了第一款商用 NGS 测序仪。在人类基因组计划之后，大规模

基因组测序还只能由几家大型基因组中心完成，而在 454及随后发布的几款测序仪的竞

争中，个体实验室也可以进行人类基因组时期，大型基因组数据中心才能完成的测序

任务。这样“大众化”的测序能力的出现导致了基因组学领域产生了一大批的新技术、

新方法、以及其他各个方面不断涌现的创新。 

与 ABI 公司在 HGP 时期的一家独大不同，在 NGS 产业的竞争中，有罗氏支持的

454平台、Illumina支持的 Solexa平台、ABI支持的 Agencourt、Quake支持的 Helicos、

Drmanac 创办的 Complete Genomics 以及 Rothberg 创办的 Ion Torrent，直接导致了在

Florida 的 Marco 岛上举办的 AGBT 会议上各种新型仪器的快速迭代。在 2007-2012 年

间，每个 DNA 碱基的测序成本降低了四个数量级。 

自 2012 年开始，技术更新的速度开始放缓，然而竞争还在继续。其间，454、

SOLiD 以及 Helicos 平台定制了研发，Illumina 平台占据了主导地位（当然，Complete 

Genome仍然是一个潜在的竞争者）。自 2005年以来 NGS出现以来，我们获得的成就同

样令人惊叹。即便是读长仍然小于 Sanger 测序，但在这 100 多个的碱基中，测序的准

确性达到了 99.9%，两台之内，一个刚刚毕业的学生就可以操作测序仪测(Illumina 
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NovaSeq )出超过十亿的 reads，碱基总量超过 1TB，而这一切只要几千美元。约为 HGP

中所绘制的人类基因组草图的 23G 碱基量的 40 倍之多。 

1.5 单分子实时测序技术 

几乎我们前面提到的所有测序方式都需要使用模板扩增。然而，扩增会导致复制

时出错，出现因序列特点而导致的扩增偏好性和序列信息丢失（如甲基化）的现象，

更不用提之后的测序深度和复杂性增加。在理想的情况下，测序应当做到高还原性、

高准确度和无限读长。让我们把时间调回到上世纪 80 年代，一部分研究小组为了达到

这一目标，采用了比 NGS 更加激进的方法。他们之中有许多研究到最后都不了了之，

但是万幸的是有两个保留了下来，也就是我们最近所听到的单分子实时测序技术。 

第一种方法，由 Webb 和 Craighead 最先提出，并被 Korlach、Turner 和 Pacific 

Biosciences (PacBio)进一步改进。这种方法是通过实时检测酶催化的 DNA 聚合反应所

释放出的荧光来实现的。其零模波导孔 (zero mode waveguide )的直径小于荧光波长的一

半，从而使荧光限制在极小的体系内，之中只有一个聚合酶和相应的模板。因此，只

有正在参与 DNA 模板链扩增的荧光标记核酸释放出的荧光信号才足以进行碱基识别。

被改造过的聚合酶具有极高的效率，从而使测序数据的读长一般在 10kb 以上，有的甚

至可以达到 100kb。PacBio 平台的测序通量比高通量的 NGS 平台如 Illumina 小了一个

数量级，但是几年之后两者的差距便不再悬殊。它的错误率大约在 10%，并且随机分

布。PacBio 有着偏好性低（如可以兼容高 GC 含量的样品），随机误差分布，超长读长

和高测序覆盖度的特点，可以使从头测序中拼接出的序列有着前所未有的准确性和连

续性，这对于很多物种来说其重要性不亚于 HGP 对于人类的作用。 

第二种方法，是纳米孔测序(nanopore sequencing)，这个概念首先于上世纪 80 年代

提出，其主要原理是当一个单链 DNA 通过一个狭长的孔道时，其释放出的离子信号可

以反应其一级结构。将这一想法变为现实历经了数十年的研究。首当其冲的就是电场

驱动的 DNA 链经过纳米孔时，其通过速度太快以至于释放的信号无法及时捕获。人们

对这些问题提出的解决方案有：引入一个名为”ratchet“的酶、对于纳米孔蛋白的鉴定和

改造以及对结果信号的更好的检测。这些改进最终使 nanopore 测序在相关产业和学术

方面走向成功，主要的经营者是 Bayley于 2005 年创办的 Oxford Nanopore Technologies 

(ONT) , 其测序读长于 PacBio 类似，甚至比它更长，而现在所知道的最长读长达到了

900kb。nanopore 测序与之前技术的一个主要区别在于，其无与伦比的便携性。因为他

不是依赖于光信号而是使用电信号进行测序的，其体积可以达到 USB 闪存盘大小。虽
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然仍有缺陷（如误差可能不是随机分布），但项目正处于积极的开发中。 

核酸测序在理想的情况下，应当可以检测到 DNA 修饰现象的存在。在现阶段，

PacBio 和 Nanopore 都是可以高度还原共价修饰现象的（如 DNA 甲基化）。单分子的测

序方法使我们直接测序完整 RNA 和蛋白质的想法成为可能。 

从 1977 年开始，我们历经了 DNA 测序技术的快速革新，并且创新，还在继续。

尽管 Illumina是当前测序届毋庸置疑的巨头，但是之后的市场却不一定是一家独大，并

且其他的测序技术很可能会占据重要的低位（例如，PacBio 用于从头测序，Nanopore

用于便携式测序）。NGS 和单分子测序技术都没有在成本和通量上达到顶峰，与此同时

也不断有着其他创新的观点涌现，这里便不再赘述（如固态微孔和电镜技术）。不是所

有的研究都会得到最终的成果，但上述的内容说明，测序技术的变革需要时间去孕育。 

2 DNA测序技术的应用 

DNA 测序技术应用的层面和规模在过去的数十年内不断扩大，其中也有着测序技

术发展的推动。下面我们来探讨测序技术应用的几个重要领域，其中包括：基因组从

头组装、个体基因组重测序、测序技术的临床应用以及测序仪变为分子计数装置的历

程。同样，一些与参考基因组的产生、技术应用和相关软件的发展相关的重要里程碑

事件，已经在 Box2 中列出。 

2.1 基因组从头测序的拼接 

对于 DNA 测序的头 25 年来说，他的主要目的就是为了测出部分或是完整的基因

组。事实上，在 Sanger 测序技术提出的同时，也发表了第一个基因组(phiX174; 5.4kb) ，

而这个基因组主要是由手工拼接的。DNA 测序只是为数不多的几项能够应用拼接技术

的研究。如果 DNA 序列是随机的，那么我们仅仅依据重叠片段拼出的大型基因组会有

无数种可能，万幸的是，他不是随机的。但是，系统误差和重复性序列共同注定了我

们不可能仅凭上千个剪辑就拼接得到高质量的大型基因组。我们还需要一些能够把他

们连接的“连续性信息”。 

在 HGP 中，这些附加的信息包括： 

1) 遗传图谱，是根据同一家系中，遗传多样性造成的生殖隔离绘制的。它可以在染

色体水平上提供序列次序的定位信息。 

2) 所克隆 BAC 的物理图谱，通过限制性内切酶的指纹图谱来确定重叠区域和回贴基

因组时的位置。基因的克隆是被分别打断并测序的，所以依据物理图谱将不同的

重复序列分开，依次拼接便可得到完整信息。 
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3) 双端测序，由 Ansorge 在 1990 年提出，结果由大致确定长度的 DNA 片段两头测序

的 reads 组成，可以有效地将这些末端序列连接起来。因为克隆方法的不同，片段

长度可能从几千 bp 到数十万 bp 不等。通过 8-10 倍的测序深度，与上述的连续性

信息结合，不仅可以进行基因组拼接，还可以将大多数基因组的错误率降低至十

万分之一碱基。  

除上述方法之外，人们还进行了其他的实验来填补拼接的 contigs 之间的 gap 或是

降低误差。Celera一直致力于双端测序的发展，并且尽量避免物理图谱的辅助。其中重

要的进展是应用贪婪算法软件的出现，如 phrap 和 TIGR，和 Celera 的拼接软件的，以

图形为基础的拼接方法（重叠片段-铺展-取一致性序列）。尽管 Celera 的拼接方法有着

一定的合理性，但是由于大量重复序列的干扰，其算法正如 HGP 时期的克隆方法一样，

不能仅凭自身组装出高质量基因组。现在的人类参考基因组由参考基因组组织(Genome 

Reference Consortium)继续维护，会不时发布一些参考基因组的更新。 

NGS 从 2005 年发展至今，从头测序的基因组组装得到了长足的发展。从表面上看

来，短读长和重复序列多的问题因新算法（如基于 de Brujin graph的 EULER与 Velvet）

的出现而得以解决，但实际上，当我们将其应用到更大的基因组上时，与 HGP 的参考

基因组相比，其组装质量还是有待提高。尽管短读长是一部分原因，但我们不能把目

光局限于此。事实上，真正导致组装质量低的原因是缺乏一套完整的流程。双端测序

可能会起到一定的效果，但是体外建库的方法可能会对那些本可以跨越的距离要求更

加苛刻。另外，这个领域还缺乏遗传和物理图谱层面上的大规模并行处理方法。 

这样的低谷并未持续多久，我们有充足的理由对从头测序的未来充满信心，首先，

与多级鸟枪测序法相似的，对于高分子量的基因组片段进行体外建库的方法已然建立。

其次，一些如 Hi-C(全基因组染色体结构捕获 genome-wide chromosome conformation 

capture) 和光学图谱的方法，可以提供一种行之有效的、将组装在 scaffold 水平的基因

组定位到染色体水平的方法。再次，PacBio 和 ONT 测序的读长已经可达到数十万碱基，

现在的主要限制是在于对于长基因组片段体外建库的方法而不是测序技术本身。

PacBio成功测序了高 GC含量的细菌基因组，从而证明了在单分子测序中免去克隆和扩

增的优势。为了解决长读长带来的高错误率和多平台数据混和拼接的问题，人们再一

次开始使用 Celera 软件曾使用的拼接方法。通过把长读长和更广泛的连续性信息结合

起来（如长片段基因组文库建库、核染色质联合分析与光学图谱等方法），让我们看到

了使用“后 Sanger 测序法”从头测序组装出无损人类参考基因组的希望。 
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2.2 基因组重测序技术 

在 HGP 之后，下一个目标便是整理人类的遗传变异，便是我们所说的重测序，因

为 Sanger 测序的价格居高不下，重测序被用来发掘大范围的差异，也就是后来发展出

的基因芯片，其性价比极高，大大加速了广谱基因组学的联合分析研究进展。为了改

变这一现象，人们提出了 1000 美元基因组计划，这样的价格几乎是拼接第一个人类基

因组所花费价格的百万分之一。这一计划最早在 2001 年提出（于加利福尼亚大学，

Santa Cruz 人类基因研讨会），那时 NGS 还没有出现，并在几年后，由国立人类基因

组研究所(National Human Genome Research Institute, NHGRI) 的创新 DNA 测序技术项目

进一步完善。项目提供了 2.2 亿美元的资金，用以支持 40 个学术团体，还有 27 个来源

于各大商业平台的经济实体，对项目给予了各种直接或间接地帮助，在很大程度上促

进了上述进程的发展。 

重测序，不同于基因组拼接，是一种将序列的测序数据回贴到基因组上，以鉴定

遗传差异的测序方法。一些新的算法，比如 Bowtie 和 Burrows-Wheeler Aligner (BWA) ，

借用了数据压缩技术的理念，将数百万条序列高效的回贴到基因组上。人们采取高测

序深度（如 30X）来鉴定杂合序列，同时也尽量将真实的遗传差异和测序错误区分开

来。一些流行的软件包，比如 SAMtools和之后的 GATK，接替了 phred，开始用作处理

NGS 碱基、数据和变异的分析工具。短读长的数据，特别是在双端测序的情况下，可

以被特异性回贴到大部分的参考基因组上。但很多情况下不会完全回帖上去，并且短

读长重测序的另一个缺点是，重复性序列区域和结构变异区域的遗传差异常常会丢失。

而克服这一缺陷的方法是使用 PacBio 来对人类基因组进行重测序，第二个造成回帖不

完整的原因是二倍体植物所处的不同时期，也就是单倍体所造成的影响。所幸单倍体

造成的问题可以被一些与从头测序拼接串联方法类似的方式解决（并且在理想的情况

下，从头测序是不会受到单倍体的干扰的）。尽管这些方法没有被广泛使用，但是这些

方法的可行性正不断提升。 

HGP 的基因组是基于不同的志愿者贡献的 DNA 构建的，但是大部分的数据是由一

个人得来的，这个人就是纽约的 Buffalo，他认为一部分欧洲人是非洲的祖先迁移过来

的后代。Craig Venter 在 2007 年第一次接受了全基因组重测序，也是 Celera 基因组中的

一个样本，有着许多附加数据的补充。紧接着，第二个接受测序的 Jim Watson 在 2008

年于 454平台上接受了测序，此后又有两位匿名志愿者和一位患者的生殖细胞和肿瘤基

因组于 Illumina的 Solexa平台上接受了检测，五位志愿者在 Complete Genome平台接受
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检测。在这个时期内，全基因组测序对于大部分组织来说还太过昂贵，于是促进了特

定位点测序方法的出现，之后又出现了全外显子测序技术，即对基因组中编码蛋白序

列的 1-2%的序列进行测序。 

随着 WGS 成本控制在 1000 美元，而 WES 测序只要几百美元，人类个体重测序的

进程大大加速。2008 年提出的 1000 基因组计划，在 2010 年公布了几百个低覆盖度的

WGS 结果，到了 2015 年，这个数字变为数千个。外显子组测序项目在 2013 年公布了

超出 6500 个外显子组数据。最近建成的基因组整合数据库(Genome Aggregation 

Database, http://gnomad.broadinstitute.org/) 整合了超过 120,000 个外显子组数据和超过

15,000 个 基 因 组 。Genomics England (https://www.genomicsengland.co.uk/), 

GenomeAsia100K (http://www.genomeasia100k.com/) 和 NHLBI TOPMed (TransOmics for 

Precision Medicine, https://www.nhlbiwgs.org/) 项目，都计划在未来的一到两年内完成超

过 100,000 个个体的测序任务。这些计划仅仅是测序界项目的冰山一角，而 WEG 与

WGS 共计已完成超过一百万人类的重测序，值得庆贺。 

2.3 测序技术的临床应用 

我们对于人类基因组的测定在很大程度上促进了遗传变异的阐释，也在一定程度

上说明了为什么临床用药还很大程度上依赖于 WGS。DNA测序已经在数个领域中证明

其有效性，我们在此列出其中的三个 

DNA 测序在临床应用中最有代表性的是无创产前检查(non-invasive prenatal testing, 

NIPT). Lo与Quake于 2008年的研究表明，对胎儿释放在血液中的DNA片段进行检测，

可以检查出其染色体的非整倍现象。基于测序技术的产前筛查比历史上所有的分子检

测技术都要快，并且世界上已经有数百万的产妇从这种为 NIPT 而量身打造的低通量测

序中受益。 

WES 的早期应用之一是快速发现患者因孟德尔遗传疾病而发生改变的新基因，以

用于诊断这类遗传疾病。之后人们又很快发现神经性发育失调疾病的发生很大程度上

是由于编码区域的原发性突变所导致的。慢慢地，WES 成为诊断孟德尔遗传疾病和神

经性发育失调疾病的重要工具之一，在所有诊断出孟德尔疾病的患者中，有 25%是通

过 WES 确诊的，并且这个数字还在不断升高。 

在我们对于癌症的认识中，它是一种基因层面的疾病，而这种认识正在被 DNA 测

序所扭转，大规模重测序暴露了癌症的遗传不稳定性，也很好地规范了其分子鉴定技

术。DNA 测序技术对癌症的临床诊疗的影响有： 

http://gnomad.broadinstitute.org/
https://www.genomicsengland.co.uk/
http://www.genomeasia100k.com/
https://www.nhlbiwgs.org/
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1) 有助于对存在于不同个体的癌症突变进行靶向治疗； 

2) 利用癌组织周围的游离细胞或体液中游离的 DNA 进行无创检查或监测； 

3) 鉴定癌症特有的，可以调控蛋白的突变可能会有助于个人疫苗的制备。 

尽管在这些领域成功的先例还很少，对于癌症的治疗效果目前也有限，但是研究

仍在进行中。 

2.4 测序仪，分子定量装置 

1983 年时，外显子标签被认为是一条发现新基因的捷径，SAGE(Serial Analysis of 

Gene Expression )技术引入了使用测序方法来对基因的表达量进行数字定量。SAGE 是

将从 cDNA 上扩增得到的序列加上了足够回贴到原始基因上的标签，串联起来进行

Sanger 测序的方法。早在 2000 年的时候，Brenner 和 Lynx 公司提出了对 cDNA 标签进

行“大规模并行测序检测”的设想，是 NGS 的前身。然而，直到 2008 年，五个研究小组

进行了 RNA-Seq 的时候，这一理念才被广泛接受。RNA-Seq 使用 NGS 平台，对 cDNA

的 3‘段片段或全长进行鸟枪测序，从而对转录组进行定量分析与鉴定。RNA-Seq 在基

因芯片方面的应用有着很大的优势，其中最引人注目的是，转录组定量带来的对于统

计方法的更新，也有许多软件包助力这一进程，包括 TopHat 与 Cufflinks。 

也是在 2008 年左右，一些小型实验室开始使用 NGS 设备开始了数字化定量的研

究，领域涉及转录因子结合位点，染色质鉴定及翻译等。在接下来的数十年内，DNA

测序技术作为一种分子定量装置，在大量的生物医学领域和分子现象研究中发展出了

上百种实验方法，这些应用领域包括：转录、翻译、DNA 复制、核酸修饰、转录后修

饰、核酸蛋白互作、蛋白互作研究等。这些研究在其他的综述和资料之中多有整理

（http://enseqlopedia.com/），便不再赘述。 

测序仪作为分子定量装置的应用很快便得到了广泛的认可，而且也许在推动 NGS

在生物医学应用方面有着比拼接和重测序更为重要的作用。DNA 测序仪之于分子生物

学家，恰似显微镜之于细胞生物学家，都是一种重要而又基础的测量工具。从长远来

看，这个比喻对于 DNA 测序技术来说再恰当不过了。 

2.5 宏基因组测序 

即使用鸟枪测序法对复杂的微生物群落测序。例如，对于环境的宏基因组和人体

微生物菌群进行测序，这就带来了其研究的独特性，需要将拼接、重测序、和定量分

析结合在一起。一些近期的综述已经对这一领域的进展进行了总结。 

3 DNA测序的未来 

http://enseqlopedia.com/
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纵观整部科技发展史，DNA 测序技术还很年轻，这里，我们从已有的领域和正在

分化的研究方向中简单的预测一下 DNA 测序技术的未来。 

3.1 基因组差异分析 

现在，仅有一个真核细胞完成了真正意义上的完整基因组测序，即对每一个染色

体从一个端粒到另一端的数据中没有空缺也没有歧义。随着测序技术的发展，我们有

理由相信我们可以挑战一些附加基因组的测定，例如着丝粒。地球上有着成千上万的

物种（灭绝了的物种会更多），每一个物种都有一个基因组等着我们去测定，还有这

难以计数的微生物组和宏基因组可以去测。我们想，在一些设想不到的方面，全面分

析所有的基因组会相当有效，例如蛋白结构测定。 

3.2 种群水平重测序 

我们已经有约 0.1%的现存人类对他们的基因组进行了一定水平的重测序，这是一

个具有里程碑意义的进展。对于我们祖先和一些古人类的重测序正在刷新着我们对于

人类历史的了解。在近几代出现的原始变异位点数量远远超过了人类基因组中核算的

数量。在未来，难以计数的基因组或许会让我们可以绘制出人类基因组的进化历程

（即观察所有与生命有关的杂合基因变异现象）。DNA 测序在未来也对法医学有着重

大意义，可以使我们不用从鉴定对象上获取样品而鉴定其身份。 

3.3 发育生物学 

我们每一个人都是从单细胞发育而来的。然而，我们对于发育的了解还很少。当

今的科技发展已经允许我们对单细胞进行基于测序技术的分析。尽管常用的方法还需

要在体外完成（如单细胞转录组测序），即使还收到周围空间环境的限制，但已经有

更为先进的方法可以对 RNA 或蛋白质进行原位测序。其他的策略有使用体外基因组编

辑技术来追踪细胞间遗传关系，或者转运标记物来明确神经网络的连接关系。对于

DNA 的编辑有可能使我们在更宏观的层面上记录生物学现象，例如监测基因表达或钙

离子含量。 

3.4 实时、便携检测 

Nanopore 测序仪重量仅有 70g，可以在上样 30 十分钟内开始产出数据。试想，如

果有着大量的 Nanopore 测序仪，我们就可以全面监控我们的核算变化、环境情况、以

及我们的日常起居，例如可以深入追踪我们的空气、食物和身体情况。大量装置所产

生的数据还可以通过我们 GPS 和音视频系统整合到一起。 
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3.5 还有更多 

DNA 测序技术还可能在一些意想不到的地方大展身手，例如，NGS 用作在合成

DNA 上读取预存储的数据。Nanopore 也可以在测序领域之外另辟蹊径，例如监控待测

物结合情况、化学纳米计算机、以及蛋白的折叠和解构。 

4 DNA测序，新的“显微镜” 

距离光学显微镜的发明已有 400余年，而这项技术还会被继续使用和发展下去。而

反观 DNA 测序仅有短短 40 余年，这项技术在未来的数十年甚至几个世纪中也将继续

发展。就其改变的生物医学研究的速度，以及其开始改变临床医学的趋势来讲，我们

预测，DNA 测序技术必将长久存在，其的影响将不亚于显微镜，甚至影响更为深远。 
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首先要感谢本科学习过程中的各位老师，尤其是王丽芝老师。感谢老师将我的视
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感谢药用植物研究所的孙超老师、李滢老师在毕业设计中的指导，以及对我实习生活

中的关照。 
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前期工作基础：测序数据由北京诺禾致源公司完成，二代数据混合拼接由李滢老

师完成。 


