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摘要 从DNA双螺旋结构的发现开始，生命科学研究进入分子水平，在20世纪70年代出现的测序技术为破译遗传密码作

出了巨大贡献 . 近几年出现的单分子测序技术，可以在单个分子水平读取核苷酸序列，也被称为第三代测序技术，主要代表

有HeliScope、Nanopore和PacBio等 . 与传统的第一代和第二代测序技术相比，第三代测序能够产生更长的碱基读长，能直

接对RNA进行测序，无需逆转录，测序速度极快，同时其中某些技术所涉及的设备可以小型化，可便携至野外现场测序 .

第三代测序技术在生命科学基础理论研究及生物医学临床实践中，具有广泛的应用 . 本文重点介绍了各种单分子测序技术的

原理、优缺点，及其应用研究进展 .
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1 概 述

测序技术用于确定核酸、蛋白质、多糖等生物

大分子的一级结构，较为常见的是核酸测序，确定

核苷酸在核酸序列中的顺序，包括DNA和RNA测

序 . 目前，DNA测序已经从第一代DNA测序技术

发展到第三代DNA测序技术 .

Maxam-Gilbert 测序技术、Sanger 双脱氧测序

技术、荧光自动测序技术和杂交测序技术统称为第

一代测序技术 . 20世纪70年代中后期，测序技术逐

渐开始发展 . 1975年，Sanger和Coulson［1］发表了

“加减法”技术，该技术使用DNA聚合酶和放射性

标记核苷酸进行测序 . 1977年，Maxam和Gilbert［2］

建立了基于化学断裂法的 Maxam-Gilbert 测序 . 同

年，Sanger等［3］提出了双脱氧链终止法 . 1986年，

Smith等［4］开发了一种基于Sanger和荧光检测原理

的 DNA 序列分析半自动化方法 . 目前，一代测序

中广泛应用的DNA测序仪就是基于毛细管电泳和

荧光标记等原理开发的 . 20世纪80年代末，具有部

分二代测序特点的杂交测序技术出现［5］ .

人类基因组计划是 DNA 测序的一个里程碑，

随着人类基因组计划的完成，传统测序方法的通量

已经无法满足基因测序的需求 . 20世纪90年代中后

期 ， 第 二 代 测 序 （next-generation sequencing，

NGS）技术出现 . 随着NGS的发展，出现了不同的

二代测序平台 . 2005年，出现了第一个商用二代测

序平台——454 Roche GS FLX［6］，该平台目前已

经被淘汰 . 随后出现了 Illumina （2006年）、SOLiD

（2007 年）、Ion Torrent （2010 年） 和华大基因的

BGISEQ （2013 年） . 除了 SOLiD 是基于连接法测

序 （sequence by ligation，SBL） 外，其他平台都

采用边合成边测序 （sequence by synthesis，SBS）

技术 . 由于测序试剂及原理的不同，不同的测序平

台在读长、通量、基因组覆盖率、错误率、成本和

运行时间等方面有所差异［7-8］ .

2008~2009年，采用与第二代平台不同方法的

测序技术首次被描述为“第三代”［9］ . 一代测序只
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能对纯培养物进行鉴定、培养及测序耗时长；二代

宏基因组测序读长短（Short-Read），多轮 PCR 扩

增容易发生交叉污染，且不能直接对RNA进行测

序；不同于二代测序需要将长链DNA打断，第三

代测序在单分子水平读取核苷酸序列，因此也被称

为单分子测序，主要有HeliScope［10］、Nanopore［11］

和 PacBio［12］ . 与目前的测序技术相比，第三代测

序能够产生更长的读长［13］、能直接对RNA进行测

序（无需逆转录），其便携性与测序速度也是重要

优势［14］ . 本文主要综述 HeliScope、 Nanopore 和

PacBio 这三种单分子测序技术的原理、优势和缺

陷，以及应用研究进展 .

2 HeliScope单分子测序

2.1 测序原理

Helicos 遗传分析系统是首个基于荧光测序原

理的商业化单分子测序平台 . HeliScope单分子测序

仪是第一台利用 Helicos 单分子测序 （true single

molecule sequencing， tSMS） 技术直接测定 DNA

的基因分析仪 . Helicos基因分析系统能够对几个到

几千个碱基的核酸进行测序，但单位质量序列的产

量取决于3'端羟基的数量，因此相对较短的模板测

序效率较高 . 对于超过 1 000 nt的核酸，Helicos一

般建议将核酸剪切至平均长度为100~200 nt［15］ .

Helicos 基因分析系统由多个部分组成，它们

作为一个集成系统一起工作 . 由于标准的 flow cell

表面固定有多个末端带有荧光标记的 oligo（dt）50，

为了与 flow cell表面的oligo（dt）50引物相容，必须

在待测序分子的 3'端合成至少 50 nt 的 poly（dA）

尾［16］ . 用于测序的DNA大片段首先被断裂为成千

上万的DNA短片段，并在其 3'末端添加 poly（dA）

尾；带有 poly（dA）尾的DNA链与一次性玻璃 flow

cell 上的 oligo（dt）50 进行原位杂交，并通过 oligo

（dt）50 带有的荧光信号精确定位；每一张标准的

flow cell上有25条通道，一旦 flow cell装载了适当

的样品，它将与合成和成像测序所需的所有试剂一

起插入Heliscope测序系统；flow cell插入后，拍摄

第一张模板图像，通过 oligo（dt）50 末端的荧光标

记精确定位杂交模板所处的位置；然后逐一加入荧

光标记的单色末端终止子和聚合酶孵育，清洗未结

合的单色末端终止子，在系统激光激发荧光部分

后，用4个激光通过共焦显微镜拍摄图像，从图像

中可以确定每个DNA序列中的一个核苷酸；随后，

切割荧光染料和抑制基团，切割后，分离的荧光染

料被洗掉，然后加入新的聚合酶和一个单荧光核苷

酸，拍摄另一张图像，重复这个过程，直到片段完

成测序［15］，测序原理如图2所示 .

Fig. 1 History of nucleic acid sequencing technology
图1 核酸测序技术发展历史

从1975年Sanger发明加减法测序开始，到2015年PacBio sequel Ⅰ测序仪的出现，测序技术不断发展进步，从最开始的一代测序技术发展到

如今的第三代单分子测序技术.
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2.2 测序优势及缺陷

Helicos单分子测序简化了DNA样品的制备过

程，HeliScope灵敏度高，可以读取单个分子，由

于不需要进行PCR扩增，避免了PCR扩增产生的

偏倚和误差，适合拷贝数变异的检测，同时降解或

修饰的分子可以直接用作测序模板［15］ . HeliScope

可用于RNA-seq或RNA直接测序［10］ . 对具有极端

GC含量的DNA或基因组，单分子测序效率更高，

因为它对GC含量的敏感性更低［17］ . 与其他技术相

比，Helicos 单分子测序只是简单的片段化 DNA、

加poly A尾再进行杂交、测序，所需的试剂和操作

步骤较少 .

但是HeliScope读长较短（55 ~ 70个碱基）且

数据输出低（20 Gb）［18-19］，序列中碱基越多，样

本中可使用链的百分比就越低，因为一些链在测序

过程中不再伸长 . 由于噪音的影响，测序的错误率

较高是其主要缺陷 . 虽然这一缺陷可以通过重复测

序克服，但是在给定的精确度下增加了每个碱基的

成本，抵消了试剂成本降低带来的一些收益 .

2.3 应用

Helicos 单分子测序已经成功地进行了各种各

样的应用 . a. 在病毒基因组测序方面，Harris等［18］

用Helicos单分子测序对M13噬菌体进行测序，测

序平均深度大于 150×且覆盖率为 100%. b. 在拷贝

数变异研究方面，Pushkarev 等［20］使用 Helicos 单

分子方法对单个人类基因组进行测序，测定了约

280 万 个 单 核 苷 酸 多 态 性 （single nucleotide

polymorphisms， SNPs）（总有用深度为28×）并通

过单独分析覆盖深度确定了 752 个拷贝数变异

（copy number variation， CNV） 区域 . c. 在古老

DNA 测序方面， Orlando 等［21］ 使用 Helicos 的

HeliScope测序平台对保存在多年冻土中的更新世

马骨进行测序，获得了 115.9 Mb 数据，并与

Illumina测序结果进行比较，发现Helicos测序结果

Fig. 2 Principle of Heliscope sequencing
图2 Heliscope测序原理

首先，DNA大片段被断裂为成千上万的DNA短片段，并加上与flow cell表面的oligo（dt）50引物相容的至少50 nt的poly A尾；随后，DNA分

子与flow cell的oligo（dt）50进行原位杂交，拍摄第一张模板图像，精确定位杂交模板所处的位置；然后逐一加入荧光标记的单色末端终止子

和聚合酶孵育，清洗，拍摄图像；随后，切割荧光染料和抑制基团，切割后，分离的荧光染料被洗掉，然后加入新的聚合酶和一个单荧光

核苷酸，拍摄另一张图像，重复这个过程，直到片段完成测序.
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中来自马的内源性DNA序列的百分比高于 Illumina

测序结果，Helicos只需要 1×的测序深度就能生成

一份古马基因组草图 . 实验结果表明，通过结合现

有的第二代和第三代测序方法，古基因组可以以前

所未有的方式进行测序 .

3 纳米孔（Nanopore）单分子测序

3.1 测序原理

使用纳米孔作为生物传感器的想法最初是在

20世纪90年代由Deamer等［22］提出的 . 纳米孔生物

传感器可分为固态纳米孔和生物纳米孔两大类，已

有文献证明这两种类型的纳米孔都能够在单分子水

平上检测生物和化学分子［23-24］ . 固态纳米孔可以从

多种材料如硼、铝、硅、石墨烯以及混合材料中制

备［24］，其化学物理性质优异，它们可以在各种实

验条件下工作，进行DNA测序和蛋白质检测［25］ .

生物纳米孔是一种跨膜蛋白质通道，可以通过改变

特定位点氨基酸残基的分子生物学技术进行基因工

程改造［26］ .

2014 年 ， Oxford Nanopore Technologies

（ONT） 推出纳米孔测序仪的第一个原型——

MinION. MinION 有 512~2 000 个纳米孔，每个纳

米孔的测序速度为120~1 000个碱基/min［27］，每一

条 flow cell 可以生成 10~30 Gb 的 DNA 序列数据 .

Nanopore根据测序产出数据量的不同可分为 3类：

Flongle测序数据量为 2 Gb；MinION和GridION测

序数据量为50 Gb；而PromehION测序数据量可达

220 Gb.

纳米孔测序是基于电信号的测序技术［28］，该

技术的核心是蛋白质纳米孔 . 在两个电解液室之间

形成一个纳米孔，两个电解液室之间有一层不透水

的膜［27］，蛋白质纳米孔（微型的小孔，其本质是

在膜上形成通道）被嵌入在合成膜上（该膜具有非

常高的电阻），并浸没在电生理溶液中；当电压施

加到电解液室中时，会产生穿过孔的稳态离子电

流，进入纳米孔的单分子会对离子的流动造成阻

碍，这被称为 Nanopore 信号，不同的碱基造成的

阻碍大小是不同的 . 因此，监测通过孔的电流波动

信号可以实现分子传感［27］，分析电流波动信号可

以反推出进过纳米孔的碱基 . 将带电生物分子（如

DNA或RNA）添加到其中一个电解液室中，当生

物分子通过纳米孔时，会对电流产生干扰，引起电

流信号的特征性改变，可以传递出样品的许多特

性，如生物分子的大小、浓度和结构；在此过程

中，信号被实时分析，用来确定正在通过该孔的

DNA或RNA链的碱基序列，从而分析通过它的整

个 DNA 或 RNA 片段［29-30］ . 以 DNA 测序为例，

DNA 链接触性穿过纳米孔，纳米孔是对穿过的

Fig. 3 Principle of Nanopore sequencing
图3 Nanopore测序原理

以DNA测序为例，Nanopore测序在文库构建时，在DNA片段上加了一个带有Moter蛋白（DNA解螺旋酶）和Tether蛋白（把DNA链吸附在

测序芯片的膜上）的接头；Reader蛋白（构成纳米孔）插在一层电阻率很高的薄膜当中，并浸没在电生理溶液中；当电压施加到电解液室

中时，会产生穿过孔的稳态离子电流；当DNA单链通过纳米孔时，会对离子流动造成阻碍，不同碱基造成的阻碍不同，通过分析电流信号

可获得DNA序列.
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DNA片段进行测序，而不是生成特定长度的序列 .

文库构建时，将DNA序列与DNA解螺旋酶混合，

当DNA酶复合物接近纳米孔时，单链DNA被拉过

孔，DNA 解螺旋酶一次让一个碱基通过纳米孔，

可通过控制酶的运行速度，控制每秒产生的数据

量；当DNA通过孔进行移动时，通过纳米孔那条

链的核苷酸会产生特征性的电流干扰，纳米孔信号

可用于确定该DNA链上的碱基序列，测序原理如

图3所示 .

3.2 测序优势及缺陷

Nanopore 测序技术，有效地解决了二代宏基

因组测序技术在病原学诊断领域的缺陷，与二代测

序技术相比，纳米孔测序读长很长，能直接测定

1 Mb以上的读长［31］，通过 16 S rRNA测序可鉴定

病原微生物精确到种 . 纳米孔测序可以对单个DNA

进行测序，而无需对样品进行 PCR扩增或化学标

记；对于 RNA 测序而言，无需把 RNA 逆转录成

cDNA，节约了逆转录所需的操作和时间，大大降

低测序的成本［32-33］；目前最新版Nanopore的RNA

直接测序芯片运行一次可获得 100 万条全长 RNA

序列，测序通量很高 . Nanopore的MinION是一款

超小型的掌上测序仪，重量不足 100 g，长度约

10 cm，使用高速 USB 3.0 插入电脑，不需要额外

的计算基础设施，便携性强；它不局限于实验室环

境，可将测序仪带到如高山、丛林中、北极等地区

直接进行测序 ［34-36］；单芯片的通量恰好适用于1~2

个标本［37］，可随时开机测序 .

虽然纳米孔测序的优势很多，但也存在缺陷 .

当一段 DNA 序列中有较少几个连续相同的碱基

（如 2个A）时，纳米孔测序识别A碱基的数量可

能会产生误差（测序结果可能为 1个A）；测序的

误差率较大是其最大缺陷，纳米孔测序的误差率在

15%~40%之间，测序错误主要由插入和删除碱基

引起［38］，这对已经存在的适用于二代测序数据的

生物信息学分析方法提出了新的挑战 .

3.3 应用

纳米孔测序技术这两年已被广泛用于疫情爆发

调查、环境监测、传染性病原体的检测和抗生素耐

药性监测等领域 .

3.3.1 在疫情爆发调查中的应用

在快速实时监测疫情爆发方面，研究人员通过

小型便携式 Oxford Nanopore MinION 设备，对尼

日利亚爆发的拉沙热疫情［39］和几内亚埃博拉疫

情［40］进行了实时动态的基因组监测，一般20~25×

的测序深度足以确定准确的基因型 .

3.3.2 在环境监测中的应用

在环境监测方面，Samson等［41］利用MinION

对恒河和亚穆纳河汇流处及其下游沉积物样本中的

微生物群落进行了全基因组测序，功能遗传分析揭

示了亚穆纳河汇流处和下游地区的原生微生物对外

来化合物的降解、对有毒化合物的抗性以及抗生素

抗性的影响 .

3.3.3 在传染性病原体检测中的应用

在传染性病原体的检测方面，一般测序数据量

为 100~500 Mb. 匈 牙 利 塞 格 德 大 学 医 学 院 的

Prazsák等［42］使用纳米孔测序平台对水痘带状疱疹

病毒（varicella zoster virus， VZV）的裂解转录组

进行分析，揭示了VZV的复合转录组学结构 . 美国

疾病预防与控制中心的微生物学家 John Barnes 团

队［43］使用纳米孔测序了完整的A型流感病毒RNA

基因组 . Moon等［44］使用来自痰液的 16 S rRNA基

因的深度测序来鉴定患有社区获得性肺炎患者中的

流感嗜血杆菌，使用 MinION Nanopore sequencer

进行16 S rRNA扩增子测序，在韩国诊断出第一例

胎儿弯曲杆菌性脑膜炎［45］ .

3.3.4 在抗生素耐药性监测中的应用

在耐药性方面，澳大利亚昆士兰大学的

Bainomugisa等［46］使用纳米孔测序技术实现了结核

分枝杆菌种属的快速全基因组测序，平均测序深度

238×. Runtuwene等［47］使用纳米孔测序技术对疟疾

寄生虫——恶性疟原虫进行基因分型并推断其耐药

状态，测序深度≥50×. 英国 Charalampous 等［48］使

用纳米孔测序技术快速鉴定出从下呼吸道感染患者

中分离的细菌种属和细菌耐药基因，测序深度

232.5×，纳米孔测序技术的临床开发与应用成为了

精准病原检测的新里程碑 .

4 PacBio单分子测序

4.1 测序原理

Pacific Biosciences 是一家成立于 2004 年的生

物技术公司，PacBio 将其平台描述为基于零模波

导 （zero-mode waveguide，ZMW） 特性的单分子

实 时 测 序 （single-molecule real-time sequencing，

SMRT） . ZMW是一种纳米光子封闭结构，由放置

在透明二氧化硅基底上的铝包层薄膜中的一个圆孔

组成［49］ . ZMW 孔的直径约为 70 nm，深度约为

100 nm，由于ZMW孔的直径小于光的波长，当光

通过 ZMW 孔时，光场呈指数衰减［50］，在被照射
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的ZMW孔内，产生一个足够小的发光观察体积，

包含一个单核苷酸的DNA聚合酶的活性很容易检

测出来 . PacBio 有两种测序模式：高精度长读

（highly accurate long reads，HiFi reads） 和连续长

读 （continuous long read，CLR） . HiFi reads 采用

circular consensus sequencing（CCS）模式，CCS从

单个模板分子的多次传递中得到一致序列，从噪声

的单个 subreads中产生精确的 reads，CCS主要应用

于短于 2 kb 的 DNA 插入［51］，该模式精度＞

99%［52］ . CLR测序模式可以实现复杂基因组的高质

量组装，预期1/2的数据读取量大于50 kb，最长的

读取量可达175 kb，平均误差率为15%［52］ .

SMRT 是一种并行的单分子 DNA 测序方法，

以 SMRT芯片为载体边合成边测序 . SMRT测序从

制备SMRTbell模板文库开始，SMRTbell模板是一

种封闭的单链环状DNA，两端都有发夹接头；当

SMRTbell 加载到 SMRT cell 中时，SMRTbell 扩散

到 ZMW 的测序单元中，单个聚合酶锚定在每个

ZMW的底部并与DNA模板、测序引物结合；随后

4 种不同荧光标记的 dNTP 底物随机进入 ZMW 底

部，对于每种核苷酸碱基，都有一个相应的荧光染

料分子，荧光染料分子附着在核苷酸的磷酸基团末

端；当一种与正要合成的碱基一致的dNTP被DNA

聚合酶结合后，激发光从ZMW底部照射进来，照

射在被DNA聚合酶结合的dNTP上，使该dNTP发

出荧光，在薄的区域产生对应于掺入碱基的光脉

冲，每个脉冲具有其自己的颜色强度和持续时间用

于识别碱基［53-54］，检测器检测核苷酸掺入的荧光信

号，一个聚合反应循环完成后，dNTP上的磷酸基

团被切割，连接在磷酸基团上的荧光基团也一起被

切割下来，随后被切割的荧光染料分子扩散出检测

体积，荧光信号不再被检测，通过不断循环这个过

程完成测序，测序原理如图4所示 .

4.2 测序优势及缺陷

与前两种单分子测序相同，SMRT也能够在没

有进行PCR扩增的情况下对单个DNA分子进行实

时测序，而不同的是该技术能够通过DNA聚合酶

直接观察DNA合成 . SMRT的读长很长，测序数据

中有 1/2 的数据读长大于 20 kb，最长读长大于

60 kb［53，55］；当测序深度为 30×时，测序准确率大

于99.999%，并且无系统误差［54］；即使是高GC含

Fig. 4 Principle of PacBio sequencing
图4 PacBio测序原理

单个聚合酶锚定在每个ZMW的底部并与模板结合，种不同荧光标记的dNTP随机进入ZMW底部，当标记的核苷酸被DNA聚合酶结合后，在

薄的区域产生对应于掺入的碱基的光脉冲，检测器检测核苷酸掺入的荧光信号，反应完成后荧光基团和磷酸基团被切割下来，随后被切割

的荧光染料分子扩散出检测体积，荧光信号不再被检测.
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量的区域，测序的偏倚也较少［55］；SMRT 还能在

单碱基分辨率下直接检测DNA碱基修饰，包括某

些类型的甲基化修饰［53，56］，展现序列的表观遗传

学特征 . 通过SMRT技术，可以对AT或GC富集区

域以及大的结构变异，包括插入、缺失、倒位、易

位、重复和串联重复等难以测序的区域进行

测序［53，55，57-58］ .

但是PacBio机器巨大，硬件成本昂贵 . PacBio

的测序成本很高，以16 S rRNA测序为例，一般每

个样品的测序数据量仅能达到 5 000 条序列

（CCS）［59］，而在相同成本时，Nanopore直接RNA

测序的通量可以高出很多 . 同时，PacBio测序文库

构建繁琐，不能直接测定 RNA，需要逆转录成

cDNA才能进行测序 .

4.3 应用

目前 PacBio 在全基因组测序、微生物群落特

征、病毒群体、体细胞变异、RNA测序、表观遗

传学等方面都有所应用 .

4.3.1 在全基因组测序中的应用

恶性疟原虫入侵人的红细胞是其存活及疟疾发

病的关键，Campino等［60］利用全基因组测序数据

进行连锁分析（测序深度100×），发现恶性疟原虫

入侵途径中大多数表型变异是由一个包含 PfRh2a

和PfRh2b基因的基因座引起的，入侵途径的变异

与恶性疟原虫系间PfRh2a和PfRh2b的表达差异显

著有关，对疟疾疫苗的开发具有指导意义 . Slager

等［61］使用 PacBio 测序肺炎链球菌（Streptococcus

pneumoniae） D39 菌株的基因组序列，产生 2 个

contig，分别为250~500×和5~25×，注释了89个新

的蛋白质编码基因、34 个小 RNA （small RNAs）

和165个假基因，揭示了一些先前未被短读测序检

测到的倒位，加快了预防和治疗肺炎球菌新策略的

制定 . 除了病原微生物的全基因组测序，研究人员

还利用 PacBio 对人类［62-63］、植物［64-65］、动物［66-67］

的全基因组进行了测序，一般结构变异的测序深度

为6~50×.

4.3.2 在微生物群落特征、病毒群体、体细胞变异

研究中的应用

在微生物群落特征、病毒群体、体细胞变异研

究方面，Wang等［68］基于SMRT技术对儿童龋齿口

腔微生物群进行定性研究，获得 702 304个修剪后

16 S rRNA 基因 reads，应用 PacBio 测序对源于 13

个已知细菌门和 110 个属的 876 个种进行了检测，

发 现 营 养 缺 陷 菌 （Abiotrophia spp.）、 奈 瑟 菌

（Neisseria spp.） 和韦氏杆菌 （Veillonella spp.） 可

能与口腔微生物生态系统的健康有关，普雷沃氏菌

（Prevotella spp.）、乳酸杆菌 （Lactobacillus spp.）、

小杆菌（Dialister spp.）和 Filifactor spp. 可能与龋

病的发病机制和进展有关 . Su等［69］通过SMRT对

HIV-1的DNA和RNA进行测序，评估少数耐药变

异体对病毒学结果的影响，有助于检测患者的预处

理耐药性突变，对病毒学反应存在潜在影响，具有

临床意义 . Smith等［70］对来自白血病患者的单细胞

和克隆进行靶向测序（平均测序深度3000×，最小

深度500×），发现大多数急性髓细胞性白血病患者

在获得对 FLT3 抑制剂 quikartinib 的耐药性的同时

激活了FLT3的内部串联重复突变，表明quikartinib

的临床耐药性是高度复杂的，反映了急性髓细胞性

白血病潜在的克隆异质性 .

4.3.3 在RNA测序中的应用

在RNA测序方面，Lian等［71］应用单分子长读

长RNA测序和从头组装的短读长RNA测序对人类

乳腺癌细胞的野生型和紫杉醇耐药型RNA进行测

序，揭示了乳腺癌中紫杉醇抵抗的新靶点 .

4.3.4 在表观遗传学中的应用

在表观遗传学方面，Hiraoka等［72］使用SMRT

技术来揭示日本琵琶湖微生物群落的“宏表观基因

组”，重建了来自不同细菌和古菌群的19个基因组

草图， DNA化学修饰分析发现 22个甲基化基序，

其中9个是新发现，强调了宏表观基因组学是一种

识别自然界中大量未经探索的原核生物DNA甲基

化系统的有效方法 .

5 测序数据分析

MinION是由MinKNOW软件控制的，该软件

在MinION连接的电脑上运行，完成运行参数的选

择、数据采集、实时信号分割和实验进程的反馈等

核心任务 . 对每一个 reads，MinKNOW将信号分割

结果和与测序过程相关的元数据存储在 FAST5 二

进制文件中［26］ . 目前已有一些软件能将 FAST5 文

件解析和转换为更传统的FASTA或FASTQ序列格

式，如 HPG Pore、 PoreTools、 poRe、 NanoOK、

npReader 等［26］ . Nanopore 数据分析的难点主要在

于重测序数据分析 . 重测序数据分析包括将测序实

验产生的所有 reads 与参考基因组比对，以发现

reads 与参考基因组之间的差异 . 由于 Nanopore 测

序所得到的序列大小不一致（从kb到几十kb）、较

高的测序误差以及和误差分布不均匀性，使得
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Nanopore 数据的比对特别具有挑战性［26］ . 主要的

计算问题是如何以与二代测序（second generation

sequencing，SGS）比对方法相同的速度和灵敏度，

将长读长与基因组的中度差异进行比对 .

目前，PacBio 测序的数据分析软件主要有 3

种 . 第一种是 Pacific Biosciences 公司自己研发的

SMRT Analysis，是 SMRT Link 软件的一部分，用

于 PacBio 长度长测序数据分析 . 第二种是 PacBio

DevNet，该软件是 Pacific Biosciences 公司与生物

信息学专家合作，开发用于SMRT测序数据分析和

注释的开源软件 . 第三种是 SMRT 兼容分析软件，

包括 Biosoft Integrators、DNAnexus、PSSC Labs、

Dovetail Genomics LLC 等公司的产品 （https：//

www. pacb. com/products-and-services/analytical-

software/） . PacBio 数据具有较高的测序错误率，

大部分错误是插入或缺失错误 . 在基于比对的同源

性搜索过程中，基因的插入或缺失错误会导致移

码，只会产生边缘比对分数和短比对 . 因此，很难

区分准确比对和随机比对，这种模糊性会导致结构

和功能注释上的错误［73］ . 现有的移码校正工具被

设计用于具有低得多的错误率的数据，对于PacBio

数据没有优化 .

三代测序的通用分析软件较为常用的有

FALCON、Canu、MECAT 和 miniasm. FALCON 是

Pacific Biosciences公司开发的一款用于三代基因组

从头组装（De novo）的软件 . FALCON-Phase结合

PacBio 长读长和Hi-C数据进行二倍体基因组阶段

性组装 . 该方法建立在 FALCON-Unzip 的基础上，

FALCON-Unzip是一个阶段性的二倍体基因组组装

程序，在组装过程中生成单倍型解析的相位块［74］ .

FALCON-Unzip不需要父母信息，单倍型相位块的

长度受杂合度的大小和分布、序列读取长度和读取

覆盖范围的限制 . Canu 是 Celera Assembler 的一个

分支，用于高噪声单分子测序的数据分析 . 与

Celera Assembler 8.2相比，Canu引入了对纳米孔测

序的支持，将覆盖要求的深度减半，提高了组装的

连续性，同时将大型基因组的运行时间减少了一个

数量级［75］ . MECAT是中山大学研究团队开发的一

款三代测序数据分析软件 . Falcon 和Canu都是基于

all-pair 比对的方法来确定 read pairs 对之间的重叠

进行校正，非常耗时，而MECAT是一种基于快速

全局k-mer评分的比对过滤算法，可以减少非信息

性匹配 read pairs 的数量，以及选择较小数量的信

息性匹配 reads，来进行 read 校正，从而显著降低

计算成本和时间［76］ . Miniasm不纠正测序错误，而

是直接从原始读取重叠产生未修正的 contig 序

列［77］，进一步节省了计算时间 . 虽然Miniasm比其

他长读Assembler快一个数量级，但产生的序列错

误可能是其他方法的10倍以上［78］ .

6 展 望

我 们 将 第 二 代 Illumina 测 序 和 第 三 代

HeliScope、 Nanopore和PacBio单分子测序在测序

原理、读长、通量、优缺点、便携性以及准确率方

面进行了比较，如表1所示：

Table 1 Comparison of Illumina sequencing and HeliScope，Nanopore and PacBio single molecular sequencing
表1 Illumina测序和HeliScope、Nanopore和PacBio单分子测序技术的比较

测序平台

Illumina

（Hiseq）

Helicos

Nanopore

（MinION）

PacBio

原理

桥式PCR

单色荧光边合

成边测序

纳米孔电流

波动

零模波导

读长

2 × 150 bp

55~70 bp

1 Mb

CLR模式最长

大于175 kb

通量

1 500 Gb

20 Gb

50 Gb

160 Gb

优点

通量高，测序准确

性高

无需PCR扩增，可直

接对RNA进行测序

超长读长，无需PCR

扩增，可直接对RNA

进行测序，便携

无需PCR扩增，可以

检测DNA碱基修饰

缺点

读长短，PCR扩增易发

生交叉污染，不能直接

对RNA进行测序

读长较短，通量较低，

仪器昂贵

序列存在几个连续相同

的碱基时准确率低

测序成本高，不能直接

对RNA进行测序

是否

便携

否

否

是

否

准确率

＞99%

97%

60%~85%

85%（CLR），

＞99%（CCS）

测序成

本/GB

$ 20.5

$ 1 000

$ 42

$ 1 500
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近年来，单分子测序技术在不断发展并有了很

大的改进 . 与一代测序和二代测序相比，单分子测

序技术显示了其快速、准确、高通量、长读长等优

势，使宏基因组和转录组的研究取得了前所未有的

进展，并且在感染性疾病的快速检测诊断中发挥了

越来越重要的作用，长读长测序可能在不久的将来

成为一种标准的医学诊断工具 . MinION的便携性

允许其在野外进行测序，这对疫情调查具有重要意

义 . 超长读长纳米孔测序可能在不久的将来允许人

类基因组的完全、无间隙的组装，将进一步促进人

类遗传学研究 . 但是单分子测序仍然存在一些技术

难题需要攻克，如针对纳米孔测序错误率较高的问

题，需要找到减少错误率的方案；与纳米孔测序相

比，PacBio必须提高读取长度和通量 . 随着单分子

测序技术的不断发展，相信不久的将来，这些技术

会在各个生命科学研究领域大放异彩 .
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Abstract The discovery of the DNA double helix structure has turned life science research into the molecular

level, and the sequencing technology that emerged in the 1970s has made a great contribution to the deciphering

of the genetic code. Single-molecule sequencing technology, also known as third-generation sequencing

technology, which has appeared in recent years, can read nucleotide sequences at the single molecular level. The

single-molecule sequencing systems mainly include HeliScope, Nanopore and PacBio. Compared to traditional

first- and next-generation sequencing technologies, third-generation sequencing can produce longer reads,

sequence RNA directly without reverse transcription, and the speed is extremely fast. Meanwhile the equipment of

some systems can be miniaturized and portable for in-field sequencing. The third-generation sequencing

technology has numerous applications in the basic theroretical research of life science and the clinical practice in

biomedicine. This paper focuses on the principles, the pros and cons, and the research progress and applications,

of various single-molecule sequencing methods.
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