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第 １－１ 章　 生物信息类型及其产生途径

第一节　 生物信息的类型

１． 核苷酸序列数据

常见的核苷酸序列数据由脱氧核糖核酸（ＤＮＡ）和核糖核酸（ＲＮＡ）数据组成。 ＤＮＡ 的

组成单位为四种脱氧核苷酸，分别为腺嘌呤（Ａ）、鸟嘌呤（Ｇ）、胸腺嘧啶（Ｔ）和胞嘧啶（Ｃ）。
而 ＲＮＡ 的组成单位为四种核糖核苷酸，分别为腺嘌呤（Ａ）、鸟嘌呤（Ｇ）、尿嘧啶（Ｕ）和胞嘧

啶（Ｃ）。 核苷酸序列就是指 ＤＮＡ 或者 ＲＮＡ 中这四种碱基的排列顺序。 核苷酸序列数据的

测定以及目前较权威的核苷酸序列数据库将在本章第二节和下一章中阐述。
２． 蛋白质序列和结构数据

蛋白质序列是指 ２０ 种氨基酸的排列顺序（也就是蛋白质的一级结构）。 这 ２０ 种氨基酸

的名称及缩写符号见表 １－１．１（详细说明见第 ４－１ 章）。
表 １－１．１　 ２０ 种氨基酸的名称和缩写符号

名称 单字符号 名称 单字符号

丙氨酸 Ａ 亮氨酸 Ｌ

精氨酸 Ｒ 赖氨酸 Ｋ

天冬氨酸 Ｄ 甲硫氨酸 Ｍ

半胱氨酸 Ｃ 苯丙氨酸 Ｆ

谷氨酰胺 Ｑ 脯氨酸 Ｐ

谷氨酸 Ｅ 丝氨酸 Ｓ

组氨酸 Ｈ 苏氨酸 Ｔ

异亮氨酸 Ｉ 色氨酸 Ｗ

甘氨酸 Ｇ 酪氨酸 Ｙ

天冬酰胺 Ｎ 缬氨酸 Ｖ

蛋白质结构数据主要是蛋白质的三级结构信息。 蛋白质的三级结构是蛋白质的多肽链

在各种二级结构的基础上，再进一步盘曲或者折叠形成的具有一定规律的三维空间结构。
目前蛋白质的三级结构数据的主要来源是通过实验（Ｘ 射线晶体衍射、核磁共振等）来测定，
该内容将在本章第四节详细阐述。

３． 其他类型数据

（１） 分子标记数据

分子标记（ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒ）是遗传标记的一种。 遗传标记是指在染色体上位置已知的

一个基因或者一段 ＤＮＡ 序列， 可被用于鉴定生物个体或者物种， 包括形态标记
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（ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍａｒｋｅｒ）、细胞学标记（ｃｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｍａｒｋｅｒ）、生化标记（ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｍａｒｋｅｒ）和分

子标记四种类型。 其中，分子标记指能反映生物个体或种群间基因组中某种差异特征的

ＤＮＡ 片段，它直接反映基因组 ＤＮＡ 间的差异。
分子标记大多以电泳谱带的形式表现，大致可分为三大类，见表 １－１．２。

表 １－１．２　 分子标记的分类

类别 分子标记技术名称 简称

以分子杂交为核心
的分子标记技术

限制性片段长度多态性标记
ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ＲＦＬＰ

ＤＮＡ 指纹技术
ＤＮＡ ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｉｎｔｉｎｇ —

原位杂交
ｉｎ ｓｉｔｕ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ —

以聚合酶链式反应
（ＰＣＲ）为核心的分
子标记技术

随机扩增多态性 ＤＮＡ 标记
ｒａｎｄｏｍ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ＤＮＡ ＲＡＰＤ

简单序列重复标记
ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔ ＳＳＲ

简单序列长度多态性
ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｌｅｎｇｔｈ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ＳＳＬＰ

扩展片段长度多态性标记
ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ＡＦＬＰ

序标位
ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｔａｇｇｅｄ ｓｉｔｅｓ ＳＴＳ

序列特征化扩增区域
ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｒｅｇｉｏｎ ＳＣＡＲ

新型的分子标记

单核苷酸多态性
ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ＳＮＰ

表达序列标签
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｔａｇｓ ＥＳＴ

（２） 生物芯片数据

生物芯片（ｂｉｏｃｈｉｐ 或 ｂｉｏａｒｒａｙ）技术起源于核酸分子杂交。 该技术根据生物分子间特异

相互作用的原理，将生化分析过程集成于芯片表面，实现生物信息的存储和集成，从而实现

对 ＤＮＡ、ＲＮＡ、多肽、蛋白质以及其他生物成分的高通量快速检测。
生物芯片按其成分可以分为基因芯片（ ｇｅｎｅ ｃｈｉｐ）、蛋白质芯片（ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｉｐ 或 ｐｒｏｔｅｉｎ

ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ）、细胞芯片（ｃｅｌｌ ｃｈｉｐ）和组织芯片（ｔｉｓｓｕｅ ｃｈｉｐ）。 其中基因芯片又称为 ＤＮＡ 芯片

（ＤＮＡ ｃｈｉｐ）或 ＤＮＡ 微阵列（ＤＮＡ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ），是将 ｃＤＮＡ 或寡核苷酸固定在微型载体上形

成微阵列。 蛋白质芯片是将蛋白质或抗原等一些非核酸生命物质固定在微型载体上形成微

阵列。 细胞芯片是将细胞按照特定的方式固定在载体上，用来检测细胞间相互影响或相互
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作用。 组织芯片是将组织切片等按照特定的方式固定在载体上，主要用来对免疫组织等组

织内成分差异进行研究。
（３） 生物表型数据

生物表型（ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ）数据是指生物体的个体形态、外观、生理、功能等相关的一些指标

数据，如身高、肤色、血型、酶活力、药物耐受力乃至性格等。 一般情况下通过常规的测量和

检测就能够得到相应的数据集。

第二节　 ＤＮＡ 测序技术

一、 第一代测序技术

１． 双脱氧链终止法（Ｓａｎｇｅｒ 法）

第一代 ＤＮＡ 测序技术主要为 １９７７ 年由桑格 （ Ｓａｎｇｅｒ） 等提出的双脱氧链终止法

（ｄｉｄｅｏｘｙ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ），也称为 Ｓａｎｇｅｒ 法。 Ｓａｎｇｅｒ 法的核心原理是：双脱氧核糖核苷

酸（ｄｄＮＴＰ）的 ２′和 ３′位置都不含羟基（图 １－１．１ 右），因此 ｄｄＮＴＰ 在 ＤＮＡ 的合成过程中不能

形成磷酸二酯键，从而中断 ＤＮＡ 的合成反应；在 ４ 个 ＤＮＡ 合成反应体系中分别加入一定比

例的带有放射性同位素标记的 ｄｄＡＴＰ、ｄｄＣＴＰ、ｄｄＧＴＰ 和 ｄｄＴＴＰ，通过凝胶电泳和放射自显影

后可根据电泳条带的位置确定待测分子的 ＤＮＡ 序列（图 １－１．２）。

图 １－１．１　 脱氧核苷酸（左）和双脱氧核苷酸（右）
左图为正常的脱氧核苷酸（ｄＮＴＰ），其 ３’位置含有羟基；右图为双

脱氧核苷酸（ｄｄＮＴＰ），其 ２’和 ３’位置都不含羟基。

如图 １－１．２ 所示，Ｓａｎｇｅｒ 法测序的具体步骤：
①分离待测核酸模板，在 ４ 支试管中分别加入适当的引物、模板、ＤＮＡ 聚合酶和 ４ 种脱

氧核糖核苷酸（ｄＮＴＰ），再在上面 ４ 支试管中分别加入一定浓度的带有放射性同位素标记的

ｄｄＡＴＰ、ｄｄＣＴＰ、ｄｄＧＴＰ 和 ｄｄＴＴＰ。
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图 １－１．２　 双脱氧链终止法（Ｓａｎｇｅｒ 法）测序原理
①反应混合物的制备；②ＤＮＡ 合成反应；③凝胶电泳；④放射自显影
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　 　 ②进行 ＤＮＡ 合成反应。 加入的引物在 ＤＮＡ 聚合酶作用下从 ５’端向 ３’端进行延伸反

应。 当 ｄｄＮＴＰ 掺入时，由于它在 ３’位置没有羟基，故不能与下一个 ｄＮＴＰ 结合，从而使链延

伸终止。 由于 ｄｄＮＴＰ 在不同位置掺入，因而产生一系列不同长度的新的 ＤＮＡ 链。
③用变性聚丙烯酰胺凝胶电泳同时分离 ４ 只反应管中的反应产物，由于每一反应管中

只加一种 ｄｄＮＴＰ（如 ｄｄＡＴＰ），则该管中各种长度的 ＤＮＡ 都终止于该种碱基（如 Ａ）处，所以

凝胶电泳中该泳道不同带的 ＤＮＡ 的 ３’末端都为同一种双脱氧碱基。
④放射自显影。 根据四泳道的编号和每个泳道中 ＤＮＡ 带的位置直接从自显影图谱上

读出与模板链互补的新链序列。

２． 化学降解法

几乎在双脱氧链终止法出现的同时，Ｍａｘａｍ 和 Ｇｉｌｂｅｒｔ 在 １９７７ 年提出了化学降解法。 化

学降解法测序的基本原理：
①对待测 ＤＮＡ 末端进行放射性标记。
②通过 ５ 组（或 ４ 组）相互独立的化学反应分别得到部分降解产物，其中每一组反应特

异性地针对某一种或某一类碱基进行切割，如表 １－１．３。 因此，产生 ５ 组（或 ４ 组）不同长度

的放射性标记的 ＤＮＡ 片段，每组中的每个片段都有放射性标记的共同起点，但长度取决于

该组反应针对的碱基在原样品 ＤＮＡ 分子上的位置。
③各组反应物通过聚丙烯酰胺凝胶电泳进行分离。
④通过放射自显影检测末端标记的分子，并直接读取待测 ＤＮＡ 片段的核苷酸序列。

表 １－１．３　 化学降解法涉及的 ５ 种化学反应

碱基体系 化学修饰试剂 化学反应 断裂部位

Ｇ ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｐｈａｔｅ（硫酸二甲酯） 甲基化 Ｇ

Ａ＋Ｇ ｐｉｐｅｒｉｄｉｎｅ ｆｏｒｍａｔｅ（哌啶甲酸）， ｐＨ２．０ 脱嘌呤 Ｇ 和 Ａ

Ｃ＋Ｔ ｈｙｄｒａｚｉｎｅ（肼，联氨 ＮＨ２ ＮＨ２ ） 打开嘧啶环 Ｃ 和 Ｔ

Ｃ ｈｙｄｒａｚｉｎｅ＋ＮａＣｌ（１．５Ｍ） 打开胞嘧啶环 Ｃ

Ａ ＞ Ｃ（可选） ９０°Ｃ， ＮａＯＨ（１．２Ｍ） 断裂反应 Ａ 和 Ｃ

３． 双脱氧链终止法与化学降解法的比较

在双脱氧链终止法与化学降解法这两种测序方法刚被提出的时候，化学降解法不仅重

复性高，而且只需要简单的化学试剂和一般的实验条件，易为普通实验室和研究人员所掌

握。 而链终止法需要单链模板、特异的寡核苷酸引物和高质量的大肠杆菌 ＤＮＡ 聚合酶Ⅰ大

片段（Ｋｌｅｎｏｗ 片段），这在 ２０ 世纪 ８０ 年代一般的实验室很难做到。 但随着 Ｍ１３ｍｐ 系列载体

的发展、ＤＮＡ 合成技术的进步及 Ｓａｎｇｅｒ 法测序反应的不断完善，至今 ＤＮＡ 测序已大都采用

Ｓａｎｇｅｒ 法进行，例如将在接下来“第二代测序技术”部分提到的 Ｒｏｃｈｅ 公司的 ４５４ 测序技术、
ＡＢＩ 公司 ＳＯＬＩＤ 技术，他们的核心手段都是利用了 Ｓａｎｇｅｒ 法中的可中断 ＤＮＡ 合成反应的脱

氧核苷酸。
当然，化学降解法不需要进行酶催化反应，可对合成的寡核苷酸进行测序，可以分析

ＤＮＡ 甲基化修饰情况，还可以通过化学保护及修饰等干扰实验来研究 ＤＮＡ 的二级结构和

ＤＮＡ 与蛋白质的相互作用，这些仍然是化学降解法所独具的特点。
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二、 第二代测序技术

随着研究的不断深入，第一代测序技术由于其成本高、通量低等缺点，越来越满足不了

日益发展的生物研究需求，并且难以实现大规模的应用。 经过不断的技术研发和改善，同时

具备成本低、通量高、速度快等特点的第二代测序技术应运而生。
第二和三代测序技术（见下节）又称下一代测序（ｎｅｘｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ＮＧＳ）技术，

或者高通量测序（ｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＨＴＳ）。 自 ２００５ 年第一台二代测序技术平台出

现后，不断有新测序技术出现，测序通量不断提高；２０１０ 年第一台三代测序平台出现，该技术

在保持测序通量的同时，显著提高了读序长度（图 １－１．３）。 三代测序读序平均长度达到 ５ 
８ｋｂ，最长的可以达到几十 ｋｂ；但它的一个致命缺陷是测序错误率很高（详见下节）。

目前，二代测序技术的主要有 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司的 Ｓｏｌｅｘａ 基因组分析仪（ Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｇｅｎｏｍｅ
Ａｎａｌｙｚｅｒ）、Ｒｏｃｈｅ 公司的 ４５４ 测序仪（Ｒｏｃｈｅ ＧＳ ＦＬＸ ｓｅｑｕｅｎｃｅｒ）和 ＡＢＩ（Ａｐｐｌｉｅｄ ＢｉｏＳｙｓｔｅｍ）公
司的 ＳＯＬｉＤ 测序仪（ＡＢＩ ＳＯＬｉＤ ｓｅｑｕｅｎｃｅｒ）。 这三个平台的测序原理各不相同，分别在通量、
读长、准确度、速度和成本方面各具优势，并且都在基因组 ｄｅ ｎｏｖｏ、重测序、转录组、表观遗传

学研究中发挥了重要作用。 接下来将详细阐述以上三种测序技术的特点和差异。

图 １－１．３　 高通量测序技术出现年代及其测序通量（Ｒｏｕｔｅｒ 等，２０１５）

１． Ｒｏｃｈｅ 公司的 ４５４ 测序技术

２００５ 年，美国 ４５４ 生命科学（Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）公司提出了焦磷酸测序的方法，并且于 ２００５
年底推出了基于此方法的高通量基因组测序系统：Ｇｅｎｏｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｒ ２０ Ｓｙｓｔｅｍ。 ２００７ 年 ４５４
生命科学公司被 Ｒｏｃｈｅ 正式收购，并且推出了性能更优的第二代基因组测序系统：Ｇｅｎｏｍｅ
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｒ ＦＬＸ Ｓｙｓｔｅｍ。 ２００８ 年 １０ 月，全新的 ＧＳ ＦＬＸ Ｔｉｔａｎｉｕｍ Ｓｙｓｔｅｍ，让 ＧＳ ＦＬＸ 的通量一

下子提高了 ５ 倍，准确性和读长也进一步提升。
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这三种测序系统的测序原理一样，接下来将详细介绍 ＧＳ ＦＬＸ 的测序原理。
ＧＳ ＦＬＸ 高通量测序技术是一种依靠生物发光进行 ＤＮＡ 序列分析的方法，在 ＤＮＡ 聚合

酶（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ）、ＡＴＰ 硫酸化酶（ｓｕｌｆｕｒｙｌａｓｅ）、荧光素酶（ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ）和双磷酸酶（ａｐｙｒａｓｅ）的协

同作用下，将引物上每一个 ｄＮＴＰ 聚合与一次荧光信号释放偶联起来，通过检测荧光的释放

和强度，达到实时测定 ＤＮＡ 序列的目的（图 １－１．４）。 此技术不需要荧光标记的引物或核酸

探针，也不需要进行电泳，具有分析结果快速、准确、灵敏度高和自动化的特点。

图 １－１．４　 ４５４ 测序原理简要示意图（ＧＳ ＦＬＸ）（Ｍａｒｄｉｓ， ２００８）
图左部分为包含有数百万个来自单个 ＤＮＡ 片段同源扩增片段的磁珠。 具体说明见文中。

ＧＳ ＦＬＸ 高通量测序的具体流程如图 １－１．５ 所示。
①ＤＮＡ 文库制备（图 １－１．５ａ）。 根据样品的来源和实验目的，利用喷雾法将待测 ＤＮＡ

或者 ｃＤＮＡ 片段打断成 ３００ ８００ｂｐ 长的小片段；并在这些小片段的两端连上特异性接头，
经过提纯可以获得单链模板 ＤＮＡ（ｓｉｎｇｌｅ－ｓｔｒａｎｄｅｄ ｔｅｍｐｌａｔｅ ＤＮＡ， ｓｓｔＤＮＡ）文库。

②ｅｍＰＣＲ，即 ｅｍｕｌｓｉｏｎ ＲＣＲ，通常被译为乳液 ＰＣＲ（图 １－１．５ｂ）。 特定比例的单链 ＤＮＡ
文库被固定在特别设计的 ＤＮＡ 捕获磁珠上（含有与接头互补的 ＤＮＡ 序列，直径约 ２８μｍ），
使大部分磁珠携带了一个独特的单链 ＤＮＡ 片断。

磁珠结合的文库被扩增试剂乳化，形成了油包水的混合物（油为矿物油，水即包含 ＰＣＲ
所有反应成分的水溶液）。 每个独特的片断在自己的微反应器里进行独立的扩增，而不受其

他的竞争性或者污染性序列的影响。
整个片段文库的扩增平行进行。 扩增后产生了几百万个相同的拷贝。 随后，乳液混合

物被打破，扩增后仍结合在磁珠上的片段可被回收纯化用于后续的测序实验。
③测序（图 １－１．５ｃ）。 测序前需要先用一种聚合酶和单链结合蛋白处理带有 ＤＮＡ 的磁

珠，接着将磁珠放在一种 ＰＴＰ （ ｐｉｃｏｔｉｔｅｒ ｐｌａｔｅ） 平板上。 这种平板上特制有许多直径约为

４４μｍ 的小孔，每个小孔仅能容纳一个磁珠，通过这种方法来固定每个磁珠的位置，以便检测

接下来的测序反应过程。
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图 １－１．５　 ４５４ 测序的具体流程（ＧＳ ＦＬＸ）（引自 Ｍａｒｄｉｓ， ２００８）
ａ． ＤＮＡ 文库制备；ｂ． 乳液 ＰＣＲ（ｅｍＰＣＲ ）；ｃ． 测序

测序方法采用的是焦磷酸测序法（ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）。 测序反应以磁珠上大量扩增出的

单链 ＤＮＡ 为模板，每次反应加入一种 ｄＮＴＰ 进行合成反应。 如果 ｄＮＴＰ 能与待测序列配对，
则会在合成后释放焦磷酸基团。 释放的焦磷酸基团会与反应体系中的 ＡＴＰ 硫酸化学酶反

应生成 ＡＴＰ。 生成的 ＡＴＰ 和荧光素酶共同氧化使测序反应中的荧光素分子释放并发出荧

光，同时由 ＰＴＰ 板另一侧的 ＣＣＤ（ｃｈａｒｇｅ－ｃｏｕｐｌｅｄ ｄｅｖｉｃｅ，电荷耦合元件）照相机记录，最后通

过计算机进行光信号处理而获得最终的测序结果。 由于每一种 ｄＮＴＰ 在反应中产生的荧光
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颜色不同，因此可以根据荧光的颜色来判断被测分子的序列。 反应结束后，游离的 ｄＮＴＰ 会

在双磷酸酶的作用下降解 ＡＴＰ，从而导致荧光淬灭，以便使测序反应进入下一个循环。
④数据分析。 ＧＳ ＦＬＸ 系统在 １０ 小时的运行当中可获得 １００ 多万个读长，读取超过 ４ 

６ 亿个碱基信息，通过 ＧＳ ＦＬＸ 系统提供的生物信息学工具对测序数据进行分析。
４５４ 技术最大的优势在于其能获得较长的测序读长（４００ｂｐ）；但它最主要的一个缺点是

无法准确测量同聚物的长度，如当序列中存在类似于 ＰｏｌｙＡ 的情况时，测序反应会一次加入

多个 Ｔ，而所加入的 Ｔ 的个数只能通过荧光强度推测获得，这就有可能导致结果不准确。 也

正是由于这一原因，４５４ 技术会在测序过程中引入插入和缺失的测序错误。
２． Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司的 Ｓｏｌｅｘａ 和 Ｈｉｓｅｑ 技术

Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司创立之初，是一家主要销售微阵列芯片的公司。 ２００６ 年，Ｉｌｌｕｍｉｎａ 宣布收

购 Ｓｏｌｅｘａ，获得新一代高通量测序技术并开始进军大规模测序市场，渐渐地该测序技术发展

成为市场上的主流技术，Ｉｌｌｕｍｉｎａ 也在测序技术的发展历程中成了不可或缺甚至是推动其不

断进步的重要力量。 就目前来说，Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司的 Ｓｏｌｅｘａ 和 Ｈｉｓｅｑ 系统应该是全球使用量最

大的第二代测序仪。
Ｓｏｌｅｘａ 和 Ｈｉｓｅｑ 这两个系列的技术核心原理是相同的。 这两个系列的测序仪采用的都

是边合成边测序（ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ－ｂｙ－ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ， ＳＢＳ）的方法，测序的具体流程如图 １－１．６。
①ＤＮＡ 文库制备（图 １－１．６①）。 利用超声波把待测的 ＤＮＡ 片段打断成 ２００ ５００ｂｐ 长

的小片段，并在这些小片段的两端连上特异性接头，构建出单链 ＤＮＡ 文库。
②Ｆｌｏｗ Ｃｅｌｌ 杂交（流动槽杂交，图 １－１．６②）。 Ｆｌｏｗ Ｃｅｌｌ 的表面结合着一层 ｏｌｉｇｏ 接头，是

用于吸附流动 ＤＮＡ 片段的槽道。 当单链 ＤＮＡ 文库建好后，这些文库中的 ＤＮＡ 在通过 Ｆｌｏｗ
Ｃｅｌｌ 的时候会杂交到 Ｆｌｏｗ Ｃｅｌｌ 表面的 ｏｌｉｇｏ 引物上。 ＤＮＡ 片段杂交到 Ｆｌｏｗ Ｃｅｌｌ 表面后，ｏｌｉｇｏ
引物就会在聚合酶的作用下延伸。

③桥式 ＰＣＲ 扩增与变性（图 １－１．６③和④）。 合成 ＤＮＡ 双链之后，双链分子变性分开，
其中的模板链被洗掉，新合成的单链以共价键的形式紧紧连接在 ＦｌｏｗＣｅｌｌ 表面。 另一方面，
新合成的单链弯曲杂交在相邻的 ｏｌｉｇｏ 引物上形成一个桥式结构。 杂交之后，引物在聚合酶

的作用下延伸，形成双链的桥式结构。 双链的桥式结构变性打开，形成 ２ 个以共价键结合在

ＦｌｏｗＣｅｌｌ 表面的单链模板。 单链再弯曲杂交在相邻的 ｏｌｉｇｏ 引物上形成桥式结构，杂交之后

再延伸。 由此，桥式扩增一直循环重复，直至形成 ５ ０００ １０ ０００ 个拷贝。 拷贝足够多之后，
双链 ＤＮＡ 桥变性分开，ＤＮＡ 反链被剪切后洗掉，仅留下由正链组成的簇，并且游离的 ３’端

被封闭，防止不必要的 ＤＮＡ 延伸（图 １－１．６④）。 最后，测序引物被杂交到接头序列上，便于

之后的测序。
④测序（图 １－１．６⑤）。 测序方法采用的是边合成边测序（ＳＢＳ）的方法。 向反应体系中

同时添加 ＤＮＡ 聚合酶、接头引物和带有碱基特异荧光标记的 ４ 种 ｄＮＴＰ（如同 Ｓａｎｇｅｒ 测序

法）。 这些 ｄＮＴＰ 的 ３’端羟基被化学方法所保护，因而每次只能添加一个 ｄＮＴＰ。 在 ｄＮＴＰ
被添加到合成链上后，所有未使用的游离 ｄＮＴＰ 和 ＤＮＡ 聚合酶会被洗脱掉。 接着，再加入激

发荧光所需的缓冲液，用激光激发荧光信号，并有光学设备完成荧光信号的记录，最后利用

计算机分析将光学信号转化为测序碱基。 这样荧光信号记录完成后，再加入化学试剂淬灭

荧光信号并去除 ｄＮＴＰ ３’端羟基保护基团，以便能进行下一轮的测序反应。
Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序技术每次只添加一个 ｄＮＴＰ 的特点能够很好的地解决同聚物长度的准确
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图 １－１．６　 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序的具体流程
①ＤＮＡ 文库制备；②Ｆｌｏｗ Ｃｅｌｌ 杂交；③桥式 ＰＣＲ 扩增；④洗掉 ＤＮＡ 反链；⑤测序；⑥序列组装

测量问题，但它的主要测序错误来源是碱基的替换。
目前，世界上采用最广泛的第二代测序平台之一是 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司的 ＨｉＳｅｑ ２０００ 系统。

可以说 ＨｉＳｅｑ ２０００ 系统是具有革命性的存在。 ＨｉＳｅｑ ２０００ 能够在单次运行中产生 ６００Ｇｂ 的

数据，每天最高产生 ５５Ｇｂ。 该系统使用两个流动槽和一种新颖的双表面成像方法，能够使

测序通量及实验灵活性提升到新的水平。 在费用方面，研究人员以 ３０ 倍的覆盖度对两个人

类基因组进行测序，每个基因组的费用不到 １ 万美元。
除了 ＨｉＳｅｑ ２０００ 系统，还有 ＨｉＳｅｑ １５００ ／ ２５００ 系统是在 ＨｉＳｅｑ ２０００ 系统的基础上优化

的仪器。 ２０１４ 年，Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司又发布了 ＨｉＳｅｑ Ｘ Ｔｅｎ 系统，这是针对大规模人群全基因组

测序的系统，它可以实现临床期待已久的真正的 １ ０００ 美金人基因组测序。 另外，ＭｉＳｅｑ 系

统是唯一一台在单个仪器上整合了扩增、测序和数据分析的测序仪，每次运行最多能产生超

过 ７Ｇｂ 的数据。 革命性的流程和无可比拟的准确性，这让 ＭｉＳｅｑ 成为快速高效的测序平台，
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适合广泛的应用。
３． ＡＢＩ 公司的 Ｓｏｌｉｄ 技术

过去几十年间，美国应用生物系统公司（Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ， ＡＢＩ）在测序方面一直占据

着垄断地位。 直到 ２００５ 年，４５４ 推出了 ＦＬＸ 焦磷酸测序平台，ＡＢＩ 的领先地位开始有些动

摇。 之后，ＡＢＩ 迅速收购了 Ａｇｅｎｃｏｕｒｔ Ｐｅｒｓｏｎａｌ Ｇｅｎｏｍｉｃｓ 测序公司，并在 ２００７ 年底推出了

ＳＯＬｉＤ（ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｏｌｉｇｏ ｌｉｇａｔｉｏｎ ｄｅｔｅｔｉｏｎ）新一代测序平台。
Ｓｏｌｉｄ 测序技术基于连接酶法，即利用 ＤＮＡ 连接酶在连接过程之中测序。 它的原理以及

具体流程如图 １－１．７。
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图 １－１．７　 ＳＯＬｉＤ 系统测序原理（引自 Ｍａｒｄｉｓ， ２００８）
ａ．测序过程；ｂ．数据收集和图像分析。 该图下半部分展示了双碱基编码技术，具体描述可见正文部分。

①ＤＮＡ 文库制备。 ＳＯＬｉＤ 系统能支持两种测序模板：片段文库（ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｉｂｒａｒｙ）或配对

末端文库（ｍａｔｅ－ｐａｉｒｅｄ ｌｉｂｒａｒｙ）。 片段文库就是将基因组 ＤＮＡ 打断，两头加上接头，制成文

库。 片段文库适用于转录组测序、ＲＮＡ 定量、ｍｉＲＮＡ 探索、重测序、３′ ／ ５′－ＲＡＣＥ、甲基化分
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析、ＣｈＩＰ 测序等。 配对末端文库是将基因组 ＤＮＡ 打断后，与中间接头连接，再环化，然后用

ＥｃｏＰ１５ 酶切，使中间接头两端各有 ２７ｂｐ 的碱基，再加上两端的接头，形成文库。 配对末端

文库适用于全基因组测序、ＳＮＰ 分析、结构重排 ／ 拷贝数等。
②乳液 ＰＣＲ。 ＳＯＬｉＤ 系统的 ｅｍＰＣＲ 过程与 ４５４ 的 ＧＳ ＦＬＸ 系统基本相同。 在微反应器

中加入测序模板、ＰＣＲ 反应元件、微珠和引物，进行乳液 ＰＣＲ。 ＰＣＲ 完成之后，变性模板，富
集带有延伸模板的微珠，去除多余的微珠。 微珠上的模板经过 ３′修饰，可以与玻片共价结

合，沉积在玻片上。 这些微珠与 ４５４ 系统的相比要小得多，只有 １μｍ。 ＳＯＬｉＤ 系统最大的优

点就是每张玻片能容纳更高密度的微珠，在同一系统中轻松实现更高的通量。
③连接酶测序。 这一步是 ＳＯＬｉＤ 系统区别于其他测序技术的独特之处。 它的独特之处

在于没有采用惯常的聚合酶，而用了连接酶。 ＳＯＬｉＤ 连接反应的底物是 ８ 碱基单链荧光探

针混合物（这里将其简单表示为 ３′ＸＸｎｎｎｚｚｚ５′）。 连接反应中，这些探针按照碱基互补规则

与单链 ＤＮＡ 模板链配对。 探针的 ５’末端分别标记了 ＣＹ５、Ｔｅｘａｓ Ｒｅｄ、ＣＹ３、６－ＦＡＭ 这 ４ 种

颜色的荧光染料（图 １－１．７ 上双碱基编码矩阵规定了该编码区 １６ 种碱基对和 ４ 种探针颜色

的对应关系）。 探针 ３′端 １ ５ 位为随机碱基，可以是 ＡＴＣＧ 四种碱基中的任何一种碱基，其
中第 １、２ 位构成的碱基对是表示探针染料类型的编码区，而 ３ ５ 位的“ｎ”表示随机碱基，
６ ８ 位的“ｚ”指的是可以和任何碱基配对的特殊碱基。

单向 ＳＯＬｉＤ 测序包括五轮测序反应，每轮测序反应含有多次连接反应。 第一轮测序的

第一次连接反应由连接引物“ｎ”介导，由于每个磁珠只含有均质单链 ＤＮＡ 模板，所以这次连

接反应掺入一种 ８ 碱基荧光探针，ＳＯＬｉＤ 测序仪记录下探针第 １、２ 位编码区颜色信息，随后

的化学处理断裂探针 ３′端第 ５、６ 位碱基间的化学键，并除去 ６ ８ 位碱基及 ５′末端荧光基

团，暴露探针第 ５ 位碱基 ５′磷酸，为下一次连接反应作准备。 因为第一次连接反应使合成链

多了 ５ 个碱基，所以第二次连接反应得到模板上第 ６、７ 位碱基序列的颜色信息，而第三次连

接反应得到的是第 １１、１２ 位碱基序列的颜色信息……通过这种测序方法，每次测序的位置

都相差 ５ 位（图 １－１．７ａ 第 ８ 幅小图中的引物 ｎ）。
几个循环之后，引物重置，开始第二轮的测序。 由于第二轮连接引物 ｎ－１ 比第一轮错开

一位，所以第二轮得到以 ０、１ 位起始的若干碱基对的颜色信息（图 １－１．７ａ 第 ８ 幅小图中的

引物 ｎ－１）。 第二轮测序完成，依此类推，直至第五轮测序，最终可以完成所有位置的碱基测

序，并且每个位置的碱基均被检测了两次。
由于 ＳＯＬｉＤ 系统采用了双碱基编码技术，在测序过程中对每个碱基判读两遍，从而减少

原始数据错误，提供内在的校对功能。 因此该测序技术是目前新一代基因分析技术中准确

度最高的。 但由于双碱基编码规则中双碱基与颜色信息的简并特性（一种颜色对应 ４ 种碱

基对），前面碱基的颜色编码直接影响紧跟其后碱基的解码，所以一个错误颜色编码就会引

起“连锁解码错误”，改变错误颜色编码之后的所有碱基。
４． 三种高通量测序技术的比较

以上介绍的三种测序技术是目前使用最多的三类第二代测序技术。 虽然分别来自不同

的测序公司，但是他们在原理上还是有很多共同之处，例如：将待测 ＤＮＡ 片段打断成小片

段；单个小片段 ＤＮＡ 分子结合到固相表面；单分子独立扩增；每次只复制一个碱基并检测信

号；高分辨率的成像系统等。
另一方面，这三种测序方法也各具特色，表 １ － １．４ 详细比较了这三种测序技术的不
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同点。
表 １－１．４　 三种第二代测序技术的不同之处

测序技术 测序方法
大约读长
（碱基数） 相对优势和局限性以及应用

Ｒｏｃｈｅ 公司
４５４ 测序技术

焦磷酸测序法 ４００

优势：在第二代中最高读长；比第一代的测序通量大，
成本低；准确度高。

局限性：样品制备较难；难于处理重复和同种碱基多
聚区域；试剂冲洗带来错误累积；仪器昂贵。

应用：适合 ｄｅ ｎｏｖｏ 测序、转录组测序、宏基因组研
究等。

Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司
Ｓｏｌｅｘａ 和 Ｈｉｓｅｑ 技术

合成测序法 １２５ １５０

优势：很高测序通量；广泛的应用灵活性；高质量数据。

局限性：仪器昂贵；数据分析较困难，且费用高。

应用：适用于基因组、表观基因组和转录组研究。

ＡＢＩ 公司
Ｓｏｌｉｄ 技术

连接测序法 ５０ ７５

优势：很高测序通量；在广为接受的几种第二代平台
中，准确度最高。

局限性：测序运行时间长；读长短，数据分析困难和基
因组拼接困难；仪器昂贵。

应用：适于基因组重测序和 ＳＮＰ 检测。

三、 第三代测序技术

第二代测序技术具有通量大、时间短、精确度高和信息量丰富等优点，但是仍不能满足

日益深入的研究工作，因此第三代测序技术应运而生。
第三代测序（ｔｈｉｒｄ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ＴＧＳ）是基于单个分子信号检测的 ＤＮＡ 测序，

也被称为单分子测序（ｓｉｎｇｌｅ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ＳＭＳ）。 目前，第三代测序的新技术包括

Ｈｅｌｉｃｏｓ 的 ｔＳＭＳ、ＰａｃＢｉｏ 的 ＳＭＲＴ、Ｏｘｆｏｒｄ 的 Ｎａｎｏｐｏｒｅ 以及其它一些尚处于实验室阶段的技

术，如电镜测序、蛋白质晶体管测序等。

１． ｔＳＭＳ（ ｔｒｕｅ ｓｉｎｇｌｅ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）

美国 Ｈｅｌｉｃｏｓ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 于 ２００８ 年推出 ＨｅｌｉＳｃｏｐｅ 单分子测序平台，该平台被认为是第一

个商品化的第三代测序仪。 其测序原理 ｔＳＭＳ 是一种利用光学信号进行 ＤＮＡ 碱基识别的边

合成边测序技术，与二代测序中的 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司的 Ｓｏｌｅｘａ 测序有类似之处，但该技术无需对

样本进行 ＰＣＲ 扩增，简化了测序文库的构建过程，也避免了 ＤＮＡ 扩增中出现的错误。
ＨｅｌｉＳｃｏｐｅ 的文库制备相对简单，首先将待测 ＤＮＡ 随机打断成约 ２００ｂｐ 大小的片段，然

后在 ３’末端加上 ５０ｂｐ 带有荧光标记的 ｐｏｌｙＡ 尾巴。 文库退火形成单链，与芯片上固定的

Ｏｌｉｇｏ ｄＴ 探针结合，利用 ｐｏｌｙＡ 上的荧光标记进行精确定位。 接下来依次加入 ４ 种 Ｃｙ５ 荧光

染料标记的单核苷酸，在 ＤＮＡ 聚合酶的作用下与模板互补配对并延伸一个碱基，ＩＣＣＤ
（Ｉｎｔｅｎｓｉｆｉｅｄ ＣＣＤ，增强电荷耦合元件）相机采集荧光信号。 最后通过化学剪切去除荧光基团

并清洗，进行下一轮反应。 原理如图 １－１．８（左）。
ｔＳＭＳ 与 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序原理较为相似，所不同的在于 ｔＳＭＳ 采集的是一条 ＤＮＡ 模板合成

时所发出的荧光，而 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 检测的信号来自于桥式 ＰＣＲ 扩增得到的 ＤＮＡ 簇合成时发出的
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图 １－１．８　 ＨｅｌｉＳｃｏｐｅ 测序原理（左）和成像过程（右）（引自 Ｈａｒｒｉｓ 等，２００８）
右图 １－８ 均为同一位置的成像结果。 面 １ 是利用 ｐｏｌｙＡ 上的荧光标记进行定位，每一个

光点均代表一条被固定在芯片上的文库模板。 面 ２－８ 显示了 ７ 轮反应的结果，依次加入 Ｇ－Ｃ
－Ａ－Ｇ－Ｔ－Ｃ－Ａ，根据图像可识别出位置 １ 延伸的前 ４ 个碱基是 ５’－ＣＧＣＡ－３’。

荧光。 因此，ｔＳＭＳ 技术能够实现单分子测序，主要依赖于高分辨率的 ＩＣＣＤ 相机，能够对单

个分子产生的荧光信号进行识别。 但是较弱的信号强度导致测序的读长较短，错误率偏高，
尽管通过两次测序能够降低错误率，但同时也提高了测序成本和运行时间。 ＨｅｌｉＳｃｏｐｅ 可同

时运行两个芯片，平均读长约为 ３５ｂｐ，一次运行的数据产量可达 ３０Ｇｂ 左右。 该测序仪的售

价和运行成本相对较高，一个人类基因组的测序成本约为 ５ 万美元。 不过，该公司由于经营

不善等原因目前已经破产了。
２． ＳＭＲＴ（ｓｉｎｇｌｅ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ）ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

美国 Ｐａｃｉｆｉｃ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司提出的单分子实时测序是采用四色荧光标记的 ｄＮＴＰ 和被

称为零级波导（ｚｅｒｏ－ｍｏｄｅ ｗａｖｅｇｕｉｄｅｓ， ＺＭＷ）的纳米结构对单个 ＤＮＡ 分子进行测序。 这些

ＺＭＷ 是直径 ５０ ～ １００ｎｍ、深度 １００ｎｍ 的孔状纳米光电结构，通过微加工在二氧化硅基质的

金属铝薄层上形成微阵列，光线进入 ＺＭＷ 后会呈指数级衰减，从而使得孔内仅有靠近基质

的部分被照亮。 ＤＮＡ 聚合酶被固定在 ＺＭＷ 的底部，模板和引物结合之后被加到酶上，再加

入四色荧光标记的 ｄＮＴＰ。 当 ＤＮＡ 合成进行时，连接上的 ｄＮＴＰ 由于在 ＺＭＷ 底部停留的时

间较长（约 ２００ｍｓ），其荧光信号能够与本底噪音区分开来，从而被识别。 荧光基团被连接在

ｄＮＴＰ 的磷酸基团上，因此在延伸下一个碱基时，上一个 ｄＮＴＰ 的荧光基团被切除，从而保证

了检测的连续性，提高了检测速度。 ＳＭＲＴ 的测序原理如图 １－１．９。

生物信息学·第一篇　 生物信息学基础

bio
in

pla
nt

 (ib
i.z

ju
.ed

u.cn
/b

ioi
np

lan
t/

)



生物信息学·第一篇 生物信息学基础
３１　　　

ＺＤ３９ 生物信息学　 兴邦二校　 成品 １８５ｍｍ×２６０ｍｍ　 ３９ 行×３９ 字　 １０．５ＳＳ



























































































































































































































图 １－１．９　 ＳＭＲＴ 的测序原理（引自 Ｅｉｄ 等，２００９）
图 Ａ 显示的是 ＺＭＷ 的结构，激光进入 ＺＭＷ 后呈指数级衰减，仅能照亮靠近底部的约

３０ｎｍ 区域，因此大部分游离的荧光标记 ｄＮＴＰ 不会被激发，只有结合到 ＤＮＡ 聚合酶上的 ｄＮＴＰ
其荧光基团被激光照亮，激发荧光。 图 Ｂ 显示的是 ＤＮＡ 合成过程中检测到的荧光信号及持续
时间。 结合到酶上的 ｄＮＴＰ 停留时间较长，信号呈脉冲式激发，因而能够与噪音区分。

　 　 ＳＭＲＴ 的一大优势是超长的读长，ＰａｃＢｉｏ ＲＳ ＩＩ 测序平台能够得到的最大读长为 ３０Ｋｂ，
平均读长约 ８．５Ｋｂ，是目前所有商品化测序仪中读长最长的。 但是，与 ｔＳＭＳ 类似，因为单分

子的荧光信号较弱，ＳＭＲＴ 的单碱基准确率仅有 ８７．５％，但由于错误是随机产生的，通过多重

测序和校正，在 １０ 倍覆盖度的条件下，准确率可提高到 ９９．９％。
３． Ｎａｎｏｐｏｒｅ

利用纳米孔进行核酸序列的识别在 ２０ 世纪 ９０ 年代已有报道。 其基本原理为：当单链

ＤＮＡ 或 ＲＮＡ 分子经过纳米级的小孔时，由于碱基形状大小不同，引起孔内电阻变化，在小孔

两端保持一个恒定的电压，则能够检测到通过小孔的电流变化情况，通过测到这些特征电

流，就能够识别出通过小孔的 ＤＮＡ 分子上的碱基排列。 该方法具有检测速度快，成本低，准
确率高等特点，但也面临 ＤＮＡ 易位速率过快，电流变化幅度较小，制备纳米孔材料的稳定性

等问题。
英国 Ｏｘｆｏｒｄ Ｎａｎｏｐｏｒｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司应用这一原理开发了两种纳米孔测序技术：外切

酶测序（ｅｘｏｎｕｃｌｅａｓｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）和链测序（ｓｔｒａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）。 外切酶测序是将 α－溶血素和

环化糊精组成的纳米孔固定在脂质双分子膜上，两侧为浓度不同的 ＫＣｌ 溶液，并加以 １６０ｍＶ
的电压。 ＤＮＡ 单链在 Ｅ． ｃｏｌｉ核酸外切酶 Ｉ 的作用下被依次剪切为单核苷酸，通过记录单核

苷酸分子经过纳米孔时引起的电流变化进行 ＤＮＡ 测序（图 １－１．１０）。 链测序则是利用 ＤＮＡ
解旋酶将 ＤＮＡ 双链解旋为单链，并通过纳米孔，进行连续测序。

纳米孔测序的主要特点是：读长很长，大约在几十至 １００ｋｂ；错误率目前介于 １％至 ４％，
且是随机错误，而不是聚集在读序的两端；数据可实时读取；通量很高；起始 ＤＮＡ 在测序过

程中不被破坏；样品制备简单又便宜。 理论上，它也能直接测序 ＲＮＡ。 另外，纳米孔测序还

有另一特点，它能够直接读取出甲基化的胞嘧啶，而不必像传统方法那样对基因组进行重亚

硫酸盐（ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ）处理。 这对于在基因组水平直接研究表观遗传相关现象有极大的帮助，并
且该方法的测序准确性可达 ９９．８％，而且一旦发现测序错误也能较容易地进行纠正。

第 １－１ 章　 生物信息类型及其产生途径

bio
in

pla
nt

 (ib
i.z

ju
.ed

u.cn
/b

ioi
np

lan
t/

)



３２　　　

ＺＤ３９ 生物信息学　 兴邦二校　 成品 １８５ｍｍ×２６０ｍｍ　 ３９ 行×３９ 字　 １０．５ＳＳ



























































































































































































































图 １－１．１０　 纳米孔测序原理（外切酶测序）（Ｃｌａｒｋｅ 等，２００９）
脂质双分子膜两侧有浓度不同的 ＫＣｌ 溶液，并有 １６０ｍＶ 电压。 ＤＮＡ 单链在外切酶作用下

被剪切为单核苷酸，单核苷酸通过纳米孔时引起电流变化，据此可进行 ＤＮＡ 测序。

４． 其他技术

利用电子显微镜对 ＤＮＡ 分子直接进行测序的设想在 ２０ 世纪六七十年代已经出现并经

过实验验证，其主要原理是利用重原子如汞、锇、金等对单核苷酸进行标记，ＰＣＲ 得到带标记

的 ＤＮＡ 双链， 将之固定在基质上并拉伸成直线， 用透射电镜 （ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ， ＴＥＭ）观察，从而利用重原子标记识别 ＤＮＡ 上的碱基排列。 ＴＥＭ 测序的优势在

于长片段读取（１０－２０Ｋｂ），且没有光学信号错误，但重原子标记是其目前亟需解决的问题，
ＰＣＲ 过程可能引入错误的标记信号，同时 ＴＥＭ 的使用和维护成本较高也是制约该技术的主

要因素。
２０１３ 年台湾国立交通大学的 Ｃｈｅｎ 等（２０１３）利用 ＤＮＡ 聚合酶、抗体和纳米金颗粒制备

蛋白质晶体管（ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｒａｎｓｉｓｔｏｒ），并用于 ＤＮＡ 测序的研究。 研究人员首先在硅基质上制备

了一对宽 ５０ｎｍ，间距 １０ｎｍ 的金电极，在原子力显微镜（ａｔｏｍｉｃ ｆｏｒｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ， ＡＦＭ）下将

两个直径 ５ｎｍ 的金颗粒分别放到两个电极的边缘，最后采用微流控的方法将抗体和 ＤＮＡ 聚

合酶自组装到预定位置，组成单分子蛋白质晶体管。 通过检测 ＤＮＡ 聚合酶合成 ＤＮＡ 时电

导率的变化，识别出 ＤＮＡ 序列。 据报道，利用该结构的蛋白质晶体管，能够检测到 ＤＮＡ 聚

合酶在合成 ＤＮＡ 时由于电导率变化引起的电流改变，变化幅度约为 ３ｐＡ，且不同 ｄＮＴＰ 合成

时会产生不同的电流特征，因此可以利用这一现象区分 ＤＮＡ 的碱基排列。 该方法的测序速

率约为每秒 ２２ｎｔ，单碱基准确度达到 ９９．９９％以上。

第三节　 高通量测序技术的应用

一、 ＤＮＡ ／ ＲＮＡ相关测序

１． 基因组及基因组重测序

基因组是一个细胞或者生物体所携带的一套完整的单倍体序列，包括编码序列和非编码
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序列在内的全部 ＤＮＡ 分子。 核基因组是单倍体细胞核内的全部 ＤＮＡ 分子，线粒体基因组是

一个线粒体所包含的全部 ＤＮＡ 分子，叶绿体基因组则是一个叶绿体所包含的全部 ＤＮＡ 分子。
基因组重测序是对已知基因组序列的物种进行不同个体的基因组测序，并在此基础上

对个体或群体进行差异性分析。 基因组重测序的个体，通过序列比对，可以找到大量的单核

苷酸多态性（ＳＮＰ）位点、插入 ／ 缺失（Ｉｎｄｅｌ）位点、结构变异（ＳＶ， 包括染色体的缺失、重复、倒
位、易位）位点和基因拷贝数变异（ＣＮＶ， 也称拷贝数目多态，是一种大小介于 １Ｋｂ 至 ３Ｍｂ 的

ＤＮＡ 片段的变异）等。

２． 目标区域捕获测序

目标序列捕获测序，其原理是将感兴趣的基因组区域定制成特异性探针与基因组 ＤＮＡ
在序列捕获芯片（或溶液）进行杂交，然后将目标基因组区域的 ＤＮＡ 片段进行富集后，再利

用第二代测序技术进行测序。 目标序列捕获测序的具体做法是将基因组 ＤＮＡ 随机打断成

片段，通过与序列捕获芯片上特异性探针杂交，以富集目标基因组区域，然后通过第二代测

序技术对捕获的序列进行测序。
目前的序列捕获系统有：
①ＮｉｍｂｌｅＧｅｎ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｃａｐｔｕｒｅ Ａｒｒａｙ，固相捕获，３８５Ｋ 序列捕获芯片可捕获多达 ５Ｍｂ 的

基因组区域，２．１Ｍ 序列捕获芯片可捕获多达 ３０Ｍｂ 的基因组区域，序列捕获后的测序平台为

Ｓｏｌｅｘａ。
②Ａｇｉｌｅｎｔ ＳｕｒｅＳｅｌｅｃｔ ＤＮＡ Ｃａｐｔｕｒｅ Ａｒｒａｙ，固相捕获，１２０－ｍｅｒ 探针，２４４Ｋ 序列捕获芯片可

捕获多达 １２８７ 个独立的基因组区域，序列捕获后的测序平台为 Ｓｏｌｅｘａ ／ ＳＯＬｉＤ ／ Ｒｏｃｈｅ ４５４。
③Ａｇｉｌｅｎｔ ＳｕｒｅＳｅｌｅｃｔ Ｔａｒｇｅｔ Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ Ｓｙｓｔｅｍ，１２０－ｍｅｒ 探针，可根据 ｅＡｒｒａｙ 在线设计工

具自行设计 ＳｕｒｅＳｅｌｅｃｔ 探针混合物，杂交过程发生在液体环境中，序列捕获后的测序平台为

Ｓｏｌｅｘａ ／ ＳＯＬｉＤ ／ Ｒｏｃｈｅ ４５４。
相对于以往只能将基因突变锁定在染色体某一片段区域的检测方法，目标区域测序技

术是一个非常好的进一步检测手段。 目标区域测序技术可以将经过连锁分析锁定了目标范

围或经过全基因组筛选的特定基因或区域进行更深一层的研究，是解决连锁分析无法发现

致病基因的有效手段。 目标区域测序技术对于已知基因突变的筛查具有明显优势，可以快

速、全面地检测出目标基因突变。 同时，由于目标区域受到了限制，测序范围大幅度减少，测
序时间和费用相应降低。

３． 转录组及表达谱测序

转录组测序（ＲＮＡ－Ｓｅｑ）的研究对象为特定细胞在某一功能状态下所能转录出来的所有

ＲＮＡ 的总和，主要包括 ｍＲＮＡ 和非编码 ＲＮＡ（ｎｏｎ－ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ）。
表达谱测序是直接对某一物种或特定细胞在某一功能状态下产生的 ｍＲＮＡ 进行高通量

测序，可以用来研究基因的表达差异情况。 该技术结合了转录组测序建库的实验方法，与转

录组测序相比，基因表达谱测序要求的读长更短，测序通量更小，但仅可用于基因表达差异

的研究。

４． 小 ＲＮＡ 测序

小 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌ ＲＮＡ） 是一类长度在 ２０  ３０ｎｔ 的 ＲＮＡ 分子，主要包括 ｍｉＲＮＡ （ ｍｉｃｒｏ
ＲＮＡ）、ｓｉＲＮＡ（ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡ）等，参与调控基因表达、生长发育、非生物胁迫和病原菌
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的侵害等过程。 小 ＲＮＡ 测序是对目标物种小 ＲＮＡ 进行大规模测序分析，能够快速全面地

鉴定该物种在特定状态下的小 ＲＮＡ 和发现新的小 ＲＮＡ。 小 ＲＮＡ 测序为研究小 ＲＮＡ 的种

类、结构和功能及此物种的基因调控机制提供了有力工具。
３． 降解组测序

降解组测序（ｄｅｇｒａｄｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）主要针对 ｍｉＲＮＡ 介导的剪切降解片段进行测序，从
实验中筛选 ｍｉＲＮＡ 作用的靶基因，并结合生物信息学分析，确定降解片段与 ｍｉＲＮＡ 精确的

配对信息。
降解组测序的原理：绝大多数的 ｍｉＲＮＡ 是利用剪切作用调控靶基因的表达，且剪切常

发生在 ｍｉＲＮＡ 与 ｍＲＮＡ 互补区域的第 １０－１１ 位核苷酸上。 靶基因经剪切产生两个片段，５’
剪切片段和 ３’剪切片段。 其中 ３’剪切片段，包含有自由的 ５’单磷酸和 ３’ｐｏｌｙＡ 尾巴，可被

ＲＮＡ 连接酶连接，连接产物可用于下游高通量测序；而含有 ５’帽子结构的完整基因，或是含

有帽子结构的 ５’剪切片段或是其他缺少 ５’单磷酸基团的 ＲＮＡ 是无法被 ＲＮＡ 酶连接，因而

无法进入下游的测序实验。 最后对测序数据进行深入地比对分析，可以直观地发现在

ｍＲＮＡ 序列的某个位点会出现一个波峰，而该处正是候选的 ｍｉＲＮＡ 剪切位点。

二、 蛋白质－ＤＮＡ ／ ＲＮＡ互作测序

１． ＣｈＩＰ－Ｓｅｑ

研究 蛋 白 质 与 ＤＮＡ 互 作 的 主 要 技 术 是 染 色 质 免 疫 共 沉 淀 技 术 （ ｃｈｒｏｍａｔｉｎ
Ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ， ＣｈＩＰ），也称结合位点分析法。 该技术通常用于转录因子结合位点或者

组蛋白特异性修饰位点的研究。 将 ＣｈＩＰ 与第二代测序技术相结合的 ＣｈＩＰ －Ｓｅｑ 技术，能够

高效地在全基因组范围内检测与组蛋白、转录因子等互作的 ＤＮＡ 区段。
ＣｈＩＰ－Ｓｅｑ 的原理是：首先通过染色质免疫共沉淀技术（ＣｈＩＰ）特异性地富集目的蛋白结

合的 ＤＮＡ 片段，并对其进行纯化与文库构建；然后对富集得到的 ＤＮＡ 片段进行高通量测

序。 通过将获得的数百万条序列标签精确定位到基因组上，从而获得全基因组范围内与组

蛋白、转录因子等互作的 ＤＮＡ 区段信息。
２． ＣＬＩＰ－Ｓｅｑ

ＣＬＩＰ－Ｓｅｑ（ｃｒｏｓｓ－ｌｉｎｋｉｎｇ ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ），即紫外交

联免疫沉淀结合高通量测序，是一项在全基因组水平揭示 ＲＮＡ 分子与 ＲＮＡ 结合蛋白相互

作用的技术。 其主要原理是基于 ＲＮＡ 分子与 ＲＮＡ 结合蛋白在紫外照射下发生耦联，以
ＲＮＡ 结合蛋白的特异性抗体将 ＲＮＡ－蛋白质复合体沉淀之后，回收其中的 ＲＮＡ 片段，经添

加接头、ＲＴ－ＰＣＲ 等步骤，对这些分子进行高通量测序，再经生物信息学的分析和处理、总
结，挖掘出其特定规律，从而深入揭示 ＲＮＡ 结合蛋白与 ＲＮＡ 分子的调控作用及其对生命的

意义。

三、 甲基化 ／宏基因组测序

１． ＭｅＤＩＰ－Ｓｅｑ

ＭｅＤＩＰ－Ｓｅｑ（ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ ＤＮＡ ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ），即甲基化 ＤＮＡ 免疫共沉

淀测序，是基于免疫富集原理进行的全基因组 ＤＮＡ 甲基化研究方法，它是通过 ５’ －甲基胞
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嘧啶（５ｍＣ）抗体将基因组中的 ＤＮＡ 甲基化区域富集后进行二代高通量测序，从而检测基因

组上高 ＣｐＧ 区域的甲基化位点。 通过 ＭｅＤＩＰ －Ｓｅｑ 技术可以快速准确地寻找样品间相对

ＤＮＡ 甲基化差异区域，进行不同细胞、组织及疾病样本间的 ＤＮＡ 甲基化修饰模式的差异分

析，并可对发现的靶点区进行甲基化特异性 ＰＣＲ 验证，特别适用于大样本量的疾病表观研

究。 该方法可以高效、经济地比较大样本量细胞、组织等样品间的相对甲基化差异，且成本

较低，适合多样品 ＤＮＡ 表观遗传学的研究。
２． Ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ－Ｓｅｑ

Ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ 处理作为表观遗传学研究的经典方法，能够将基因组中未发生甲基化的 Ｃ 碱基

转换成 Ｕ，经 ＰＣＲ 扩增后变成 Ｔ，与原本具有甲基化修饰的 Ｃ 碱基区分开来。 Ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ－Ｓｅｑ
（ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，也称 ｂｉｓｕｌｐｈｉｔｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）即是将 Ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ 处理与高通量测序技术相结

合，从而来绘制单碱基分辨率的 ＤＮＡ 甲基化图谱，用于研究特定 ＤＮＡ 区域甲基化与特定表

型之间的关联，为疾病发生、治疗相关的研究提供研究基础。
３． 宏基因组测序

宏基因组是指特定环境中全部生物（微生物）遗传物质的总和。 宏基因组测序即利用测

序技术对环境样品中全部微生物的基因组进行测定，以分析微生物群体的基因组成及功能，
解读微生物群体的多样性和丰度，探索微生物与环境及宿主之间的关系，发掘和研究新的具

有特定功能的基因等。
目前，第二代高通量测序技术在宏基因组的研究上已被广泛应用。 与传统方法相比，基

于高通量测序的宏基因组研究无需构建克隆文库，这避免了文库构建过程中利用宿主菌对

样品进行克隆而引起的系统偏差，简化了实验操作，提高了测序效率，从而极大地促进了宏

基因组学的发展。 详细介绍见第 ２－６ 章。

第四节　 蛋白质序列及其结构测定

由于蛋白质相关内容将在第 ２－７ 章详细阐述，本节仅对相关概念进行简单地阐述。

一、 蛋白质序列与蛋白质互作测定

１． 蛋白质序列测定

测定蛋白质序列，常用的是蛋白质谱技术。 蛋白质谱技术简单来说就是一种将质谱仪

用于研究蛋白质的技术。 目前，它的基本原理是蛋白质经过蛋白酶的酶切消化后成肽段混

合物，在质谱仪中肽段混合物电离形成带电离子，质谱分析器的电场、磁场将具有特定质量

与电荷比值（即质荷比，Ｍ ／ Ｚ）的肽段离子分离开来，经过检测器收集分离的离子，确定每个

离子的 Ｍ ／ Ｚ 值。 经过质量分析器可分析出每个肽段的 Ｍ ／ Ｚ，得到蛋白质所有肽段的 Ｍ ／ Ｚ 图

谱，即蛋白质的一级质谱峰图。 离子选择装置自动选取强度较大肽段离子进行二级质谱分

析，输出选取肽段的二级质谱峰图，通过一级质谱峰图和二级质谱峰图进行比对可鉴定蛋

白质。
２． 蛋白质互作测定

１） 酵母双杂交系统（ｙｅａｓｔ ｔｗｏ ｈｙｂｒｉｄ）
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酵母双杂交系统是当前广泛用于蛋白质相互作用组学研究的一种重要方法。 其原理是

当靶蛋白和诱饵蛋白特异结合后，诱饵蛋白结合于报道基因的启动子，启动报道基因在酵母

细胞内的表达，如果检测到报道基因的表达产物，则说明两者之间有相互作用，反之则两者

之间没有相互作用。 将这种技术微量化、阵列化后则可用于大规模蛋白质之间相互作用的

研究。 在实际工作中，人们根据需要还发展了单杂交系统、三杂交系统和反向杂交系统等。
２） 噬菌体展示技术（ｐｈａｇｅ ｄｉｓｐｌａｙ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）
在编码噬菌体外壳蛋白基因上连接一单克隆抗体的 ＤＮＡ 序列，当噬菌体生长时，表面

就表达出相应的单抗，再将噬菌体过柱，柱上若含目的蛋白，就会与相应抗体特异性结合，这
被称为噬菌体展示技术。 此技术不仅有高通量及简便的特点，还具有直接得到基因、高选择

性的筛选复杂混合物、在筛选过程中通过适当改变条件可以直接评价相互结合的特异性等

优点。
目前，用优化的噬菌体展示技术，已经展示了人和鼠的两种特殊细胞系的 ｃＤＮＡ 文库，

并分离出了人上皮生长因子信号传导途径中的信号分子。
３） 表面等离子共振技术（ｓｕｒｆａｃｅ ｐｌａｓｍｏｎ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ， ＳＰＲ）
表面等离子共振技术已成为蛋白质相互作用研究中的新手段。 它的原理是利用一种纳

米级的薄膜吸附上诱饵蛋白，当待测蛋白与诱饵蛋白结合后，薄膜的共振性质会发生改变，
通过检测便可知这两种蛋白的结合情况。 ＳＰＲ 技术的优点是不需标记物或染料，反应过程

可实时监控。 测定快速且安全，还可用于检测蛋白与核酸及其它生物大分子之间的相互

作用。
４） 荧光共振能量转移（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ ｅｎｅｒｇｙ ｔｒａｎｓｆｅｒ， ＦＲＥＴ）
荧光共振能量转移是指在两个不同的荧光基团中，如果一个荧光基团（ｄｏｎｏｒ）的发射光

谱与另一个基团（ａｃｃｅｐｔｏｒ）的吸收光谱有一定的重叠，当这两个荧光基团间的距离合适时

（一般小于 １００Å），就可观察到荧光能量由供体向受体转移的现象，即前一种基团的激发波

长激发时，可观察到后一个基团发射的荧光。
荧光共振能量转移广泛用于研究分子间的距离及其相互作用，与荧光显微镜结合，可定

量获取有关生物活体内蛋白质、脂类、ＤＮＡ 和 ＲＮＡ 的时空信息。 随着绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）
的发展，ＦＲＥＴ 荧光显微镜有可能实时测量活体细胞内分子的动态性质。

５） 蛋白芯片技术

蛋白芯片技术的出现给蛋白质组学研究带来新的思路。 蛋白质组学研究中一个主要的

内容就是研究在不同生理状态下蛋白水平的量变，微型化、集成化、高通量化的抗体芯片就

是一个非常好的研究工具，它也是芯片中发展最快的一种，而且在技术上已经日益成熟。 这

些抗体芯片有的已经在向临床应用上发展，比如肿瘤标志物抗体芯片等。
６） 免疫共沉淀技术（ｃｏ－ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ）
免疫共沉淀是以抗体和抗原之间的专一性作用为基础的用于研究蛋白质相互作用的经

典方法，是确定两种蛋白质在完整细胞内生理性相互作用的有效方法。 用免疫共沉淀方法

得到的目的蛋白是在细胞内与兴趣蛋白天然结合的，符合体内实际情况，得到的结果可信度

高。 这种方法常用于测定两种目标蛋白质是否在体内结合；也可用于确定一种特定蛋白质

新的作用搭档。
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　 　 ７） ＧＳＴ Ｐｕｌｌ－ｄｏｗｎ 技术

ＧＳＴ Ｐｕｌｌ－ｄｏｗｎ 技术又叫做蛋白质体外结合实验（ｂｉｎｄｉｎｇ ａｓｓａｙ ｉｎ ｖｉｔｒｏ），是一种在试管

中检测蛋白质之间相互作用的方法（这里 ＧＳＴ 为谷胱甘肽硫基转移酶）。 其基本原理是将

靶蛋白－ＧＳＴ 融合蛋白亲和固化在谷胱甘肽亲和树脂上，作为与目的蛋白亲和的支撑物，充
当一种“诱饵蛋白”，目的蛋白溶液过柱，可从中捕获与之相互作用的“捕获蛋白” （目的蛋

白），洗脱结合物后通过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳分析，从而证实两种蛋白间的相互作用或筛选相应

的目的蛋白。 “诱饵蛋白”和“捕获蛋白”均可通过细胞裂解物、纯化的蛋白、表达系统以及

体外转录翻译系统等方法获得。 此方法简单易行，操作方便。

二、 蛋白质结构测定

在蛋白质结构数据中，接近 ９０％的蛋白质结构是用 Ｘ 射线晶体衍射学的方法测定的。
大约 ９％的已知蛋白结构是通过核磁共振技术来测定的。 下面将详细来介绍这两种方法。

１． Ｘ 射线晶体衍射

Ｘ 射线晶体衍射可以利用电子对 Ｘ 射线的散射作用，获得晶体中电子密度的分布情况，
再从中分析获得原子的位置信息，即晶体结构。

利用 Ｘ 射线测定蛋白质结构的具体做法是：获得可供衍射的蛋白质单晶之后，用 Ｘ 射

线打到晶体上，产生衍射，并记录衍射数据。 衍射数据（包括衍射点的位置和强度）的记录多

采用像板或 ＣＣＤ 探测器，通过对衍射数据的分析可得晶体结构。
２． 核磁共振

在强磁场中，原子核发生自旋能级分裂，当吸收外来电磁辐射时，将发生核自旋能级的

跃迁，产生核磁共振现象。 核自旋能级的共振频率和原子的类型有关，且受到所处化学结构

微环境的影响。 由此核磁共振能够提供分子的结构信息，并被广泛应用于化学领域的研究。

习　 题
１． 生物信息的类型有哪些？
２． 简述 Ｓａｎｇｅｒ 法测序的原理。
３． 第二代测序有哪些主流的测序技术，简述这些测序技术的原理。
４． 第二代测序技术相比于第一代测序技术有何不同？
５． 第三代测序技术有哪些？
６． 什么是基因组重测序、转录组测序、小 ＲＮＡ 测序？
７． 检测蛋白与蛋白互作的方法有哪些？
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