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二代及三代测序技术在遗传学诊断中的应用进展
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摘　 要: 遗传病的防治是公共卫生领域的重大课题ꎬ而明确病因是遗传病防治的重要环节ꎮ 高通量测序技术(又称二代

测序技术)具有高通量、低成本、高准确度的优点ꎬ为遗传诊断及咨询提供了直接证据ꎬ已成为遗传学检测不可或缺的有

力工具ꎻ第三代测序也凭借其长读长的独特优势在临床应用中占据一席之地ꎮ 二代及三代测序技术各有特点ꎬ互为补

充ꎬ临床中针对不同的检测需求有多种类型的测序方案可供选择ꎮ 基于此ꎬ对二代及三代测序技术的原理、分类及其在

遗传学诊断中的应用进展做一综述ꎬ以期为临床测序方案的选择提供思路和指导ꎮ
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　 　 出生缺陷是导致流产、死胎、新生儿死亡和婴

儿死亡的重要原因[１]ꎬ我国每年新增的出生缺陷

数约 ９０~１００ 万例ꎬ给家庭和社会造成极大的负

担ꎬ严重影响人口素质[２]ꎮ 因此ꎬ如何有效预防

出生缺陷、降低其发生率、增强国民身体素质成为

了公共卫生领域的重大课题ꎮ ２１￣三体综合征、
１８￣三体综合征及 １３￣三体综合征是新生儿常见的

先天性染色体异常及缺陷疾病ꎬ在孕早期进行有

效的胎儿染色体异常筛查对于改善孕妇分娩结局

及保证婴儿健康具有重要意义[３￣４]ꎮ 遗传学诊断

是指采用分子生物学技术对受检者全部或部分基

因组信息进行检测和分析ꎬ再结合临床信息来明

确患者的遗传学病因ꎬ为临床诊断和遗传咨询提

供指导ꎮ 常用的遗传学诊断技术包括核型分析、
一代测序、二代测序及三代测序等ꎮ １９７７ 年ꎬ以
末端终止法为特征的第一代测序即 Ｓａｎｇｅｒ 测序

被发明ꎬ其测序读长可达 １ ０００ ｂｐꎬ结果准确可

靠ꎬ目前仍作为绝大多数遗传学测序诊断的金标



准[５￣６]ꎮ 但由于 Ｓａｎｇｅｒ 测序依赖于 ＰＣＲ 聚合酶和

毛细管电泳ꎬ其测序成本高、分析速度慢ꎬ难以满

足越来越大的测序需求ꎮ 随着人类基因组计划

(ｈｕｍａｎ ｇｅｎｏｍｅ ｐｒｏｊｅｃｔꎬＨＧＰ)的完成ꎬ通量更高、
更经 济 的 测 序 技 术———高 通 量 测 序 ( ｈｉｇｈ
ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬＨＴＳ)的开发和商业化应运

而生ꎮ ＨＴＳ 又被称为二代测序 ( ｎｅｘｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬＮＧＳ)ꎬ与 Ｓａｎｇｅｒ 测序最大的不同的之

处在于ꎬＮＧＳ 可以同时对几十至几百万条 ＤＮＡ 短

片段进行独立的大规模平行测序ꎬ配合下游的生

物信息学分析来实现基因组测序[７]ꎮ 此外ꎬ为了

弥补 ＮＧＳ 读长较短的问题ꎬ第三代测序技术也初

露锋芒ꎬ凭借其长读长的独特优势在临床应用中

占据一席之地ꎮ 多种测序技术各有特点ꎬ互为补

充ꎬ共同为遗传学诊断提供了有力的检测手

段[８]ꎮ 基于此ꎬ本文对二代及三代测序技术的原

理、分类及其在临床遗传学诊断的应用进展做一

综述ꎬ以期为临床测序方案的选择提供思路和

指导ꎮ

１　 二代及三代测序技术的原理和分类

１.１　 ＮＧＳ 原理与分类

高通量测序原理为合成测序( ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｂｙ
ｓｙｎｔｈｅｓｉｓꎬＳＢＳ)ꎬ是 Ｓａｎｇｅｒ 测序的进一步发展ꎬ主
要步骤包括基因组打断、建库和测序ꎮ 首先将待

测 ＤＮＡ 分子打断为长约几十到几百 ｂｐ 的片段ꎬ
将其分散至数百万个反应孔中或固定于芯片上ꎬ
经过 ＰＣＲ 或等温扩增技术进行 ＤＮＡ 预扩增反

应ꎬ并通过检测带不同荧光标记的核苷酸或反应

副产物来提供基因组信息[９]ꎮ
目前绝大部分 ＮＧＳ 平台均采用 ＳＢＳꎬ但不同

平台的核心技术有所区别ꎬ如 Ｒｏｃｈｅ(焦磷酸测

序) [１０]、Ｉｌｌｕｍｉｎａ(桥式 ＰＣＲ) [１１]、Ｉｏｎ ＰＧＭ(半导体

Ｈ＋测序) [１２] 以及华大智造研发的首个国产测序

平台 ＢＩＧＳＥＱＤＮＡ(纳米球测序) [１３]ꎮ Ｒｏｃｈｅ ４５４
焦磷酸测序是最早出现的二代测序系统ꎬ是通过

检测 ＤＮＡ 合成反应时释放的焦磷酸(ＰＰｉ)来读

取碱 基 信 息ꎮ 微 乳 液 ＰＣＲ ( ｅｍｕｌｓｉｏｎ ＰＣＲꎬ
ｅｍＰＣＲ)可以将单个 ＤＮＡ 片段与磁珠链接ꎬ磁珠

被小油滴包被后进行独立的扩增ꎬ使每个磁珠上

均为同一 ＤＮＡ 片段的数百万个拷贝簇ꎮ 每一轮

碱基合成反应时只加入 １ 种 ｄＮＴＰꎬ如果它刚好能

与模板匹配ꎬ则会合成到引物 ３′端ꎬ释放出与光

反应偶联的 ＰＰｉ 从而实现测序[１０￣１１]ꎮ Ｒｏｃｈｅ ４５４
焦磷酸测序读长最长ꎬ但成本较高ꎬ目前其配套的

测序仪已停产ꎬ退出了主流的二代测序市场ꎮ
目前ꎬＩｌｌｕｍｉｎａ 占据了二代测序市场的绝大

部分份额ꎬ其核心技术为桥式 ＰＣＲ 和可逆终止子

技术ꎬ即将基因组打断、变性为单链ꎬ通过与芯片

表面的引物碱基互补被固定于芯片上ꎬ形成

“桥”ꎬ经过 ＰＣＲ 反应使每个分子获得了 １ ０００ 倍

扩增ꎬ成为单克隆 ＤＮＡ 簇ꎮ 测序反应时加入带有

４ 种荧光标记的 ｄＮＴＰ“可逆终止子” [１４]ꎬ通过切

割其 ３′羟基末端的特殊基团使聚合反应反复起

始和终止ꎬ并记录荧光信号以得到序列信息ꎮ 与

照相机成像检测相比ꎬ带有荧光标记的碱基可以

直接成像从而提高检测速度[１１]ꎮ Ｉｏｎ Ｔｏｒｒｅｎｔ 半导

体测序技术的出现拓展了测序市场ꎬ其配套测序

仪 Ｉｏｎ ＰＧＭ 是目前市场上最便宜的测序仪ꎬ可将

核苷酸序列直接转换为半导体芯片上的数字信

息ꎮ ＤＮＡ 合成反应中会释放出 Ｈ＋ 导致溶液 ｐＨ
变化ꎬ该平台利用离子传感器将溶液 ｐＨ 的变化

记录为碱基信息ꎬ在该过程中不使用荧光或化学

发光ꎬ不需要相机、光源或扫描仪ꎬ因此大大加快

了测序过程ꎬ使 Ｉｏｎ Ｔｏｒｒｅｎｔ 成为二代测序市场上

的新流行[１２]ꎮ
华大智造作为后起之秀ꎬ开启了国产测序仪

的高通量时代ꎮ 其测序平台 ＢＧＩＳＥＱ 的独特之处

在于文库构建过程ꎬ在建库时基因组 ＤＮＡ 被打

断、变性、环化为单链环状ꎬ利用 ＤＮＡ 分子滚环扩

增技术(ｒｏｌｌｉｎｇ ｃｉｒｃｌｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬＲＣＡ)用以制备

ＤＮＡ 纳米球(ＤＮＡ ｎａｎｏｂａｌｌｓꎬＤＮＢｓ)ꎬ并使用联合

探针锚定聚合技术 ( ｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌ ｐｒｏｂｅ￣ａｎｃｈｏｒ
ｓｙｎｔｈｅｓｉｓꎬｃＰＡＳ)使测序引物锚定分子和荧光探针

在 ＤＮＡ 纳米球上进行聚合反应ꎬ利用高分辨成像

系统对光信号进行采集从而获得序列信息[１３ꎬ１５]ꎮ
华大已推出了多种不同通量的测序仪供用户选

择ꎬ并且配套有相应的自动化样本制备系统ꎬ对于

临床检测来说具有极大的优势[１６]ꎮ 上述不同

ＮＧＳ 平台的比较见表 １ꎮ

１.２　 三代测序的原理与分类

与二代测序技术相比ꎬ三代测序不需要经过

ＰＣＲ 扩增ꎬ并且可以实现超长读长测序ꎮ 目前市

场上可供选择的三代测序技术主要有两大平台:
ＰａｃＢｉｏ 公 司 开 发 的 单 分 子 实 时 测 序 (ｓｉｎｇｌｅ

７４６高海明ꎬ等:二代及三代测序技术在遗传学诊断中的应用进展



表 １　 不同 ＮＧＳ 平台对比

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＮＧＳ ｐｌａｔｆｏｒｍｓ

厂商 原理 核心技术 测序平台
最大读长

/ ｂｐ 最大通量
时间
/ ｒｕｎ 仪器特点和适用范围

Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＳＢＳ 桥式
ＰＣＲ

ＨｉＳｅｑ 系列 ２×２５０ １５００ Ｇｂ <１~６ ｄ
通量高ꎬ灵活性高ꎬ成本低ꎬ读长短ꎻ适合全基因组
测序、靶向重测序、全转录组测序、ｄｅｎｏｖｏ 测序、表
观遗传调控

ＭｉＳｅｑ 系列 ２×３００ １５ Ｇｂ ２７ ｈ 适合微生物、病毒全基因组测序ꎬ运行速度快ꎬ不适
合于 ＷＧＳ、ＷＥＳ

ＮｅｘｔＳｅｑ ５００ ２×１５０ １２０ Ｇｂ １１~２９ ｈ 适合大型及小型 ＷＧＳ(人类、植物、动物)、ＷＥＳ、
ＴＧＳ、转录组测序、甲基化测序等

ＭｉｎｉＳｅｑ ２×１５０ ７.５ Ｇｂ ４~２４ ｈ
运行时间短ꎬ灵活性高ꎬ有中通量和高通量 ２ 种试
剂可选ꎻ适合小型全基因组测序(微生物、病毒)
ＴＧＳꎬ不适合 ＷＧＳ 和 ＷＥＳ

ＮｏｖａＳｅｑ ２×１５０ ６ Ｔｂ ４ｈ~３ ｄ 适合 ＷＧＳ(人类、植物、动物、微生物)、ＷＥＳ、ＴＧＳ、
转录组测序、甲基化测序等

Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ ＳＢＳ

半导体
Ｈ＋测序

Ｉｏｎ ＰＧＭ ２００ ２ Ｇｂ ２ ｈ 通量灵活ꎬ读长短ꎻ可用于小基因组测序组装ꎬ不利
于基因组 ｄｅｎｏｖｏ

Ｉｏｎ Ｐｒｏｔｏｎ ５０ １０~１５ Ｇｂ １~７ ｄ 读长 短ꎬ 精 度 最 高ꎻ 适 用 于 大 型 基 因 组 测 序、
ＷＧＳ、ＷＥＳ

Ｉｏｎ Ｓ５ / Ｓ５ ｘｌ ２００ 或 ４００ １０~５０ Ｇｂ ２~２４ ｈ 价格低廉ꎬ测序速度快ꎻ适合于 ＴＧＳ、ＷＥＳ、转录组
测序和 ＲＮＡ￣ｓｅｑ

华大 ＳＢＳ
ｃＰＡＳ /
ＲＣＡ /
ＤＮＢｓ

ＢＧＩＳＥＱ￣５００ ２×１００ ２６０ Ｇｂ ２４ ｈ
支持多种读长ꎬ配套有全自动文库制备系统和样本
加载系统ꎻ适用于 ＮＩＰＴ、ＰＧＳ、ＷＧＳ ＼ＷＥＳ ＼ＲＮＡ￣ｓｅｑ、
转录组测序

ＭＧＩＳＥＱ￣２００ ２×１５０ １５０ Ｇｂ ６６ ｈ 支持高、低两种通量ꎬ多种读长可选ꎻ适合 ＣＮＶ￣
ｓｅｑ、小型基因组测序、ＴＧＳ、ＷＥＳ

ＭＧＩＳＥＱ￣２０００ ４００ 或
２×２００ ７２０ Ｇｂ ０.５~４ ｄ 适用于大型基因组测序、ＷＧＳ、ＷＥＳ、ＴＧＳ

ＭＧＩＳＥＱ￣Ｔ７ ２×１５０ ６ Ｔｂ ４ ｈ~９ ｄ 适合于大型基因组 ＷＧＳ、ＷＥＳ、表观基因组测序、
转录组测序和肿瘤 Ｐａｎｅｌ

　 注:表中数据来自各测序平台公司官方网站( Ｉｌｌｕｍｉｎａ :ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｉｌｌｕｍｉｎａ.ｃｏｍ / ꎻ赛默飞:ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ.ｃｏｍ / ｃｎ / ｚｈ / ｈｏｍｅ.
ｈｔｍｌꎻ华大:ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｍｇｉｔｅｃｈ.ｃｎ / )ꎮ

ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅꎬＳＭＲＴ)技术[１７] 和纳米孔单分

子 测 序 技 术 ( Ｏｘｆｏｒｄ ｎａｎｏｐｏｒｅ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓꎬ
ＯＮＴ) [１８]ꎮ ＳＭＲＴ 技术可以实时记录被荧光标记

的脱氧核苷酸的强度变化ꎬ这种荧光标记的脱氧

核苷酸不会影响 ＤＮＡ 聚合酶的活性ꎬ并且在荧光

被切除之后ꎬ合成的 ＤＮＡ 链和天然的 ＤＮＡ 链完

全一致[１９]ꎮ 较之二代测序ꎬ ＳＭＲＴ 测序速度很

快ꎬ每秒约 １０ 个 ｄＮＴＰｓꎬ但是通量低ꎬ１ 个 ＳＭＲＴ
芯片池上有 １５０ ０００ 测序单元ꎬ但是只有 ３５ ~
７０ ０００个发生有效测序ꎻ另外 ＳＭＲＴ 的连续碱基

序列(ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｌｏｎｇ ｒｅａｄꎬＣＬＲ)错误率高达 １１％
~１５％ꎬ但是不同于 ＮＧＳ 偏向性的错误ꎬＳＭＲＴ 测

序错误是随机的ꎬ可以通过足够的测序次数来纠

正ꎬ１５ 次测序 ＣＬＲ 准确率超过 ９９％[１７]ꎮ ＯＮＴ 是

采用电泳技术驱动单个分子逐一通过纳米孔ꎬ根
据 Ａ、Ｇ、Ｃ、Ｔ 这 ４ 种碱基的带电性质不同ꎬ通过电

信号的差异就能检测出通过的碱基类别ꎬ从而实

现测序[２０￣２１]ꎮ ＯＮＴ 单碱基错误率高ꎬ为随机错

误ꎬ但可通过提高测序深度进而提高碱基准确率ꎮ
相比于二代测序ꎬ长读长是三代测序的关键优势ꎬ
而通量低、错误率高、单碱基成本高是三代测序的

缺陷[２２]ꎮ 对于临床检测可以采用二代测序高通

量和准确度高的短读长片段对三代测序的长读长

片段进行修正[２３]ꎬ目前三代测序特别适合于全基

因组 ｄｅｎｏｖｏ 测序、甲基化研究、点突变检测、特殊

基因区域检测等[２４￣２７]ꎮ

８４６ 生物技术进展 Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ



２　 二代及三代测序技术在遗传学诊断中
的应用

　 　 以高通量测序技术、三代测序技术为代表的

现代分子生物学技术在遗传学领域的推广应用ꎬ
正在逐渐改变医学遗传学的现状ꎬ无创产前筛查

(ｎｏｎ￣ｉｎｖａｓｉｖｅ ｐｒｅｎａｔａｌ ｔｅｓｔｉｎｇꎬＮＩＰＴ)、染色体拷贝

数变异检测、单基因病的筛查和诊断都是其应用

领域ꎮ 研究人员或临床医师可以根据不同的检测

需求选择适合的测序方案ꎬ以提高疾病诊断率ꎬ为
遗传病家庭带去福音ꎬ实现社会资源的最大化

利用ꎮ

２.１　 ＮＧＳ 在 ＮＩＰＴ 的应用

２.１.１　 胎儿染色体非整倍体异常　 早在 １９９７ 年ꎬ
就有科学家证实妇女在怀孕期间其外周血循环有

胎儿游离 ＤＮＡ(ｃｅｌｌ￣ｆｒｅｅ ｆｅｔａｌ ＤＮＡꎬｃｆｆＤＮＡ)的存

在[２８]ꎻ２００８ 年 Ｑｕａｋｅ 团队报道了 ｃｆｆＤＮＡ￣ＮＩＰＴ 技

术(ｃｆｆＮＩＰＴ)ꎬ该方法基于高通量测序平台对孕妇

外周血中的 ｃｆｆＤＮＡ 进行低深度全基因组测序ꎬ并
结合生物信息学分析方法ꎬ完成了胎儿 １３ / １８ / ２１
号染色体非整倍体检测[２９]ꎬ自此基于 ｃｆｆＤＮＡ 的

ＮＩＰＴ 开始在临床中应用ꎮ 目前ꎬＮＩＰＴ 作为孕期

常规筛查手段用于上述常染色体及性染色体非整

倍体的筛查[３０]ꎮ 国内主流的三大 ＮＩＰＴ 平台为:
达安 ＤＡ８６００(基于 Ｉｏｎ Ｐｒｏｔｏｎ 测序平台)、贝瑞和

康 ＮｅｘｔＳｅｑ ＣＮ５００(与 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 合作生产)以及华

大基因的 ＢＧｌＳＥＱ５００ꎮ 大规模人群研究证实

ＮＩＰＴ 对于 １３ / １８ / ２１ 号染色体拷贝数异常的检测

特异性均大于 ９９.９％ꎻ检测敏感性方面 Ｔ２１ 最高ꎬ
可达到 ９９.５％ꎬＴ１８ 为 ９３.１％ꎬＴ１３ 敏感性略低ꎬ为
９２.７％[３１]ꎮ 多项研究均证明 ＮＩＰＴ 对于 Ｔ１３ / １８ /
２１ 检出的准确率均高于传统血清学筛查[３２]ꎬ是
一种更适合于高危人群的产前筛查的选择ꎻ而对

于大众群体来说ꎬＮＩＰＴ 的检测成本与实际效果还

需 要 从 政 府、 社 会 和 个 人 角 度 等 进 一 步

明确[３３￣３４]ꎮ
２.１.２　 胎儿染色体微缺失和微重复 　 染色体亚

结构异常(微缺失和微重复)会导致胎儿的身体

或智力发育严重异常ꎬ在大约 ６％的 Ｂ 超结果异

常和 １.７％的高龄或唐氏综合征筛查阳性的孕妇

中存在染色体微缺失和微重复ꎬ且其发生率与孕

妇年龄无明显相关性[３０]ꎮ 因此ꎬ对所有年龄段孕

妇均应在产前行胎儿染色体微缺失和微重复检

测ꎮ 近年来ꎬＮＩＰＴ 也被用于染色体微缺失微重复

疾病的筛查[３０]ꎮ 张春花等[３５] 对国内三大 ＮＩＰＴ
平台染色体微缺失、微重复检测效果进行评估ꎬ从
数据量、阳性预测值、假阳性率方面比较后发现ꎬ
ＢＧＩＳＥＱ５００ 有效数据量和阳性筛查率明显高于

ＤＡ８６００ 和 ＮｅｘｔＳｅｑ ＣＮ５００ꎬ三大平台的阳性预测

值没有显著差异ꎮ 随着高通量测序的发展和优

化ꎬ单样本的检测成本在不断下降ꎬ对人类基因组

变异与疾病间关系的进一步明确和深入ꎬ最终以

ＮＩＰＴ 取代血清学筛查是产前筛查发展的必然趋

势ꎬ并且 ＮＩＰＴ 在微缺失 /微重复综合征筛查方面

的应用将会更加广泛ꎮ
２.１.３　 胎儿单基因病 　 单基因病无创产前筛查

也是 ＮＩＰＴ 的重要研究方向ꎬ已有亨廷顿舞蹈病、
地中海贫血、囊性纤维化、肝豆状核变性、杜氏肌

营养不良的 ＮＩＰＴ 报道[３６￣３９]ꎮ Ｗａｎｇ 等[４０]针对 α /
β 地中海贫血的无创产前检测开发了一套针对

ＨＢＡ１、ＨＢＡ２ 和 ＨＢＢ 基因的 ＳＮＰ 探针ꎬ收集地中

海贫血家系的 ｇＤＮＡ 及胎儿游离 ＤＮＡ 并对目标

区域靶向测序ꎬ使用隐马尔科夫模型 ( ｈｉｄｄｅｎ
Ｍａｒｋｏｖ ｍｏｄｅｌꎬＨＭＭ)和 Ｖｉｔｅｒｂｉ 算法构建亲本单

体型来分析胎儿基因型ꎬ从而完成地中海贫血家

系的产前诊断ꎮ 基于二代测序平台的单基因病

ＮＩＰＴ 需要依赖生物信息学的算法ꎬ如相对突变剂

量(ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｄｏｓａｇｅꎬＲＭＤ)和相对单倍剂

量( ｒｅｌａｔｉｖｅ ｈａｐｌｏｔｙｐｅ ｄｏｓａｇｅꎬＲＨＤＯ)ꎬ来构建亲

本、先证者以及胎儿单倍型来对连锁位点进行检

测[４１￣４２]ꎬ其准确性还需要更多人群的大规模验

证ꎬ对于临床应用的实际效用尚需谨慎讨论ꎮ 另

外ꎬ采用 １０×ｇｅｎｏｍｉｃｓ 测序进行长读长测序也是

单基因病 ＮＩＰＴ 研究的重要手段ꎮ Ｊａｎｇ 等[３９]采用

１０×ｇｅｎｏｍｉｃｓ 靶向 ｌｉｎｋｅｄ￣ｒｅａｄｓ 测序技术ꎬ将单个

长片段的 ＤＮＡ 分子分配至不同的油滴中ꎬ并通过

ＧＥＭ 建库技术ꎬ将长片段 ＤＮＡ 切割成适合测序

的大小ꎬ并且来源于相同油滴 (同一条长片段

ＤＮＡ)的 ＤＮＡ 片段会带上相同的 ＤＮＡ 序列标记

(ｂａｒｃｏｄｅ)ꎬ经测序拼接后理论上可以得到原先的

长片段 ＤＮＡ 序列ꎮ 研究人员收集了 ５ 名 ＤＭＤ 突

变携带者孕妇的血浆 ＤＮＡ 并进行靶向 ｌｉｎｋｅｄ￣
ｒｅａｄｓ 测序分析ꎬ最终成功判断胎儿基因型以及目

标区域的染色体重组情况ꎮ 该方法能够提示

９４６高海明ꎬ等:二代及三代测序技术在遗传学诊断中的应用进展



ＤＭＤ 基因大片段缺失、重复ꎬ可以直接对胎儿游

离 ＤＮＡ 进行单倍体分析而无需对先证者 ｇＤＮＡ
测序ꎬ但其建库费用十分昂贵ꎬ检测周期更长(３
周)ꎬ而且单基因病 ＮＩＰＴ 的临床适用性研究较

少ꎬ该方法最终是否可以在临床上推广应用还需

进一步探讨ꎮ

２.２　 ＮＧＳ 在染色体病诊断中的应用

我国每年约有 １０ 万染色体异常患儿出生ꎬ每
１ ０００ 个活产婴中就有 ５ ~ １０ 个发生染色体异

常[４３]ꎮ 在基因测序出现之前ꎬ临床上针对遗传病

主要是在细胞水平对染色体行 Ｇ 显带核型分析ꎬ
该方法可以直观地观察染色体数目及结构变异ꎬ
是检测染色体异常的金标准[４４￣４５]ꎮ 然而ꎬ核型分

析细胞培养耗时长、效率低ꎬ而且仅能分辨 ５ ~ １０
Ｍｂ 以上大小的结构变异ꎬ对染色体的微缺失、微
重复的分辨不足ꎬ且不能精确定位变异染色体位

置和大小ꎮ 低深度全基因组测序 ( ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ
ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬＣＮＶ￣ｓｅｑ)的出现弥补了核型

分析分辨率不足的缺陷[４６]ꎬ是高通量测序在染色

体拷贝数变异检测中的重要应用ꎮ ＣＮＶ￣ｓｅｑ 通过

低深度全基因组测序及下游生物信息学分析对染

色体拷贝数异常检测ꎬ分辨率可达 １００ ｋｂꎮ Ｚｈａｎｇ
等[４７]对 １６０ 名妊娠高风险或遗传病高风险人群

进行 ＣＮＶ￣ｓｅｑ 分析ꎬ结果显示近一半(４４.６％)的
高危妊娠孕妇检出染色体异常ꎬ不良孕产史和遗

传病家族史个体中检出染色体异常的比例更高ꎬ
分别为 ６７.６％和 ５５％ꎮ 鉴于 ＣＮＶ￣Ｓｅｑ 对于染色

体微缺失、微重复检测的高度特异性和一致性ꎬ其
已逐渐成为了诊断染色体病的首选方法[４８]ꎮ 目

前临床上已将 ＣＮＶ￣ｓｅｑ 用于染色体病的产前诊

断、携带者筛查以及植入前遗传学诊断[３５]ꎮ

２.３　 ＮＧＳ 及三代测序在单基因病诊断中的应用

ＮＧＳ 按照其对基因组的检测范围可分为靶

向测序( ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｃｉｎｇꎬＴＧＳ)、全外显子测

序(ｗｈｏｌｅ ｅｘｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬＷＥＳ)、全基因组测序

(ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬＷＧＳ)ꎮ ＴＧＳ 是通过选

取部分与待检疾病密切相关的基因进行目标区域

富集测序ꎬ单次检测价格更为低廉ꎬ易被患者所接

受ꎬ在内分泌疾病、神经肌肉病等系统性疾病中应

用较多ꎮ ＷＥＳ 是利用序列捕获技术将全外显子

区域 ＤＮＡ 捕捉并富集后进行高通量测序的基因

分析方法ꎬ其对遗传性疾病的临床分子诊断率约

为 ２５％~５０％[４９￣５１]ꎮ 由于外显子组序列约占人类

全部基因组序列的 １％ꎬ但其包含了大约 ９５％的

致病突变[５２]ꎬ因此目前对于大部分单基因遗传病

来说ꎬＷＥＳ 是最具性价比的 ＮＧＳ 手段ꎬ而且 ＷＥＳ
具有可回溯性ꎬ随着疾病与基因之间的关联认知

逐渐深入ꎬＷＥＳ 数据的重分析对于指导临床诊断

具有极大的价值ꎮ ＷＧＳ 是对人类所有基因组信

息(包括蛋白质编码区以及大量非编码区)进行

测序ꎬ具有测序面广、检测基因变异类型全等优

点ꎬ但过高的价格限制了其在临检中的应用ꎬ目前

主要用于科研用途ꎮ 这 ３ 种方式各有利弊ꎬ在临

床中应根据每种测序技术的特点和局限性以及临

床目的来选择最适合的测序策略ꎮ
按照单基因病的致病机制ꎬ可将基因组序列

变异类型分为单核苷酸变异 ( ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｖａｒｉａｎｔꎬＳＮＶ)、结构变异( ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｖａｒｉａｎｔｓꎬＳＶ)、
拷贝数变异(ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓꎬＣＮＶ)、插入 /
缺失( ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ￣ｄｅｌｅｔｉｏｎꎬＩｎＤｅｌ)以及动态突变、甲
基化异常等ꎮ ＮＧＳ 尤其适合于 ＳＮＶ 及 ＩｎＤｅｌ 的检

测ꎬ但受限于其技术特点ꎬＮＧＳ 对于高 ＧＣ 含量或

碱基高度重复区域的检测并不准确ꎬ因此对于特

殊致病机制的单基因病ꎬ例如动态突变的检测ꎬ可
以采用三代测序以弥补 ＮＧＳ 的缺陷ꎮ 对于发生

于基因组外显子区或明确靶区域的 ＳＮＶ 或

ＩｎＤｅｌꎬ可以选择 ＷＥＳ 或 ＴＧＳꎻ发生于全基因组的

ＳＮＶ、ＩｎＤｅｌ 可以选择 ＷＧＳ[５３]ꎻ对于复杂的染色体

平衡异位或 ＳＶ、ＣＮＶꎬＮＧＳ 并非最佳检测手段ꎬ应
首选染色体微阵列分析( ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ
ａｎａｌｙｓｉｓꎬＣＭＡ)、核型分析或 ＣＮＶ￣Ｓｅｑ 以明确发生

变异的染色体ꎬ再根据细胞遗传学结果和临床需

要考虑采用 ＷＧＳ 或三代测序进行断点分析ꎮ
２.３.１　 ＳＮＶ、Ｉｎｄｅｌ 的检测　 对于临床诊断较为明

确、致病基因有限或突变机制复杂的单基因病ꎬ应
用 ＴＧＳ 能够保证足够的测序深度ꎬ不仅能够反映

ＳＮＶ、Ｉｎｄｅｌꎬ还能一定程度上检出 ＣＮＶ 等复杂致

病变异[５４]ꎬ使临床检测具有更高的针对性ꎻ对于

临床症状不典型、难以确诊的遗传病ꎬＷＥＳ 较

ＴＧＳ 有更大的覆盖范围ꎬ能从全外显子组的水平

对基因功能区进行评估ꎬ有利于快速地诊断ꎮ 先

天 性 甲 状 腺 功 能 减 低 症 ( ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ
ｈｙｐｏｔｈｙｒｏｉｄｉｓｍꎬＣＨ)是一种常见的新生儿内分泌

疾病ꎬ其中甲状腺发育异常是造成 ＣＨ 的最主要

原因ꎬ孔静等[５５]针对甲状腺发育异常相关致病基

０５６ 生物技术进展 Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ



因的热点突变的外显子及外显子－内含子交界区

域设计靶向 ｐａｎｅｌꎬ对 ８９ 例 ＣＨ 患儿进行检测ꎬ最
终有 １９ 例患者检出潜在致病突变ꎬ１７ 例为 ＴＳＨ
基因突变ꎬ其中有 ４ 个为新发突变ꎮ ＷＥＳ 尤其适

合单基因病的 ＳＮＶ、Ｉｎｄｅｌ 的临床检测ꎬ其可回溯

性对于提高临床诊断率具有重要作用ꎮ 此外ꎬ有
研究者对比了 ＷＥＳ 和 ＷＧＳ 在 ＳＮＶ 和 Ｉｎｄｅｌ 的检

测中的表现ꎬ发现两者都检出了编码区域中超过

９６.０％的高质量 ＳＮＶ 和 ７８.０％的高质量 Ｉｎｄｅｌꎬ但
是在 ＳＮＶ 检测方面 ＷＧＳ 比 ＷＥＳ 更为强大ꎬ其假

阳性率分别为 １７％(ＷＧＳ)和 ７８％(ＷＥＳ)ꎬ而且从

覆盖深度 ( ｃｏｖｅｒａｇｅ ｄｅｐｔｈꎬＣＤ)、基因型质量值

(ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｑｕａｌｉｔｙꎬＧＱ)和低覆盖区域比例(ｍｉｎｏｒ￣
ｒｅａｄ ｒａｔｉｏꎬＭＲＲ)等参数的总体分布来看ꎬＷＧＳ 能

够提供更为优质均一的测序质量[５６]ꎮ
２.３.２　 ＣＮＶ 的检测　 ＷＥＳ 和 ＷＧＳ 可以从基因组

全局水平提示基因组大片段 ＣＮＶꎬ该优势可以提

高致病位点检出率ꎮ Ｐｆｕｎｄｔ 等[５７]对 ２ ６０３ 例遗传

性疾病患者的 ＷＥＳ 数据进行分析ꎬ最终确定了

１２３ 个致病性 ＣＮＶꎬ大小从 ７２７ ｂｐ 到 １５.３ Ｍｂ 不

等ꎬ总体诊断率提高了约 ２％ꎮ 随着对基因与疾

病认识的不断深入ꎬ相关数据库也在更新和完善ꎬ
未明确诊断的患者的 ＷＥＳ 数据重分析对于提高

临床诊断率也不容忽视ꎮ Ｅｗａｎｓ 等[５８] 对来自 ３７
个家系共 ５４ 名遗传病患者的 ＷＥＳ 进行了重新分

析以鉴定其遗传病因ꎬ包括对患者表型的准确分

析、内部变异数据库检索以及新疾病基因的鉴定ꎬ
最终明确了 ４ 个家系的遗传学病因ꎬ整体诊断率

由最初的 ３０％提高到 ４１％ꎮ 另外从成本效益角

度分析ꎬＷＥＳ 与传统诊断手段相比可以大大节省

遗传病的诊断成本ꎮ 研究人员建议对于遗传病患

者应尽早进行基因组测序ꎬ以便为后续疾病诊断、
治疗乃至生育指导提供依据ꎮ
２.３.３　 ＳＶ 的检测　 结构变异(ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｖａｒｉａｎｔｓꎬ
ＳＶ)的鉴定对于疾病的遗传学诊断也尤为重要ꎬ
约有 ５％ ~ ２０％的遗传病由 ＳＶ 致病[５９￣６２]ꎬ核型分

析和染色体微阵列虽然价格低廉ꎬ但不能检出准

确的断点信息以及小片段 ＳＶꎮ 理论上 ＷＧＳ 能提

供全部基因组信息ꎬＣｕｒｒａｌｌ 等[６３]开发了一种针对

大片段 ＳＶ(>５ ０００~１０ ０００ ｂｐ)的特殊 ＷＧＳ 建库

技术———ｌａｒｇｅ ｉｎｓｅｒｔｓ 文库( ｌａｒｇｅ ｉｎｓｅｒｔｓ ｌｉｂｒａｒｉｅｓꎬ
ｌｉＷＧＳ)来最大程度地提高覆盖率ꎮ 染色体平衡

异常(ｂａｌａｎｃｅｄ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ ａｂｎｏｒｍａｌｉｔｉｅｓꎬＢＣＡ)常

用核型分析和 ＣＭＡ 来检测ꎬ有研究表明有多达

４０％的 ＢＣＡ 可以被 ＣＭＡ 作为非平衡异常而检

出ꎬ因此对于复杂结构变异或平衡异常ꎬ可以通过

传统细胞遗传学手段检测后再采用 ｌｉＷＧＳ 进一

步分析断点信息ꎬ提高 ＳＶ 检出率ꎮ Ｒｅｄｉｎ 等[６４]

对 ２７３ 名预先经过 ＣＭＡ 确认的 ＢＣＡ 患者采用

ｌｉＷＧＳ 测序ꎬ最终有 ９０.８％患者明确了其平衡异

常的断点ꎬ但有 ９％的断点无法检出ꎮ
随着测序技术和分析能力的提高ꎬ三代测序

通过长读长检测可以直接反映基因组结构变异ꎬ
成为了 ＳＶ 鉴别的重要手段ꎮ Ｓｔａｎｃｕ 等[６５] 使用

ＭｉｎＩＯＮ 纳米孔测序仪和 ＮａｎｏＳＶ 算法分析了 ２ 名

具有复杂表型的先天性异常患者基因组ꎬ其中对

于 ２ 号患者检出了 ２９ 个新发 ＳＶꎬ提示了 １、５ 和 ９
号染色体的复杂重排ꎬ 与 ４６ꎬ ＸＹꎬ ｔ ( １ꎻ ９ꎻ ５)
(ｃｏｍｐｌｅｘ)ｄｎ 相吻合ꎬ该研究证明ꎬ可以利用纳米

孔测序来确定染色质断点的亲本起源ꎬ其在新发

染色质重排检测方面优于 ＮＧＳꎮ
２.３.４　 动态突变的检测 　 随着基因检测技术的

发展ꎬ三代测序技术的应用逐步提升ꎬ目前有研究

将其用于全基因组短串联重复变异检测ꎮ 脆性 Ｘ
综合征(ｆｒａｇｉｌｅ Ｘ ｓｙｎｄｒｏｍｅꎬＦＸＳ)是遗传性智力障

碍和自闭症的最常见原因之一ꎬ是由 ＦＭＲ１ 基因

(ＣＧＧ) ｎ区域重复次数过多(大于 ２００ 次)而致ꎮ
该区域为大量 ＧＣ 碱基重复ꎬ短读长的 ＮＧＳ 对位

于此类区域的读取表现不佳ꎬ为了解决该问题ꎬ
Ｌｏｏｍｉｓ 等[５９] 采用 ＳＭＲＴ 技术对 ＦＸＳ 患者 ＦＭＲ１
基因(ＣＧＧ) ｎ区域进行检测ꎬ并且最终完成了长达

２ ｋｂ 的(ＣＧＧ) ｎ重复片段鉴定ꎬ其检出的重复数

高达 ７５０ 次ꎮ 不同突变类型的检测方式及测序平

台选择见表 ２ꎮ

３　 展望

自 ＮＧＳ 发明以来ꎬ相应的测序平台不断推陈

出新ꎬ技术平台的优化和成本的急速降低促成了

其在临床检测应用的不断扩大ꎮ ＮＧＳ 技术极大

地推动了精准医学的发展ꎬ全面地改变了遗传学

领域的发展面貌ꎬ也使遗传学分子诊断迎来了一

个新的技术时代ꎮ 然而ꎬ不断增加的测序需求量

也对 ＮＧＳ 平台的硬件及软件提出了更高的要求ꎬ
对人类基因组测序的能力已大大超过遗传变异的

解读能力ꎬ冗余的测序数据对数据管理、分析及变

１５６高海明ꎬ等:二代及三代测序技术在遗传学诊断中的应用进展



表 ２　 不同变异类型的检测方式及测序平台选择

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｐｌａｔｆｏｒｍ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ

变异类型 测序策略 可选择的测序平台

ＳＮＶ ＴＧＳ / ＷＥＳ / ＷＧＳ ＨｉＳｅｑ、ＮｅｘｔＳｅｑ ５００、Ｉｏｎ Ｐｒｏｔｏｎ、ＢＧＩＳＥＱ￣５００ 等

Ｉｎｄｅｌ ＴＧＳ / ＷＥＳ / ＷＧＳ ＨｉＳｅｑ、ＮｅｘｔＳｅｑ ５００、Ｉｏｎ Ｐｒｏｔｏｎ、ＢＧＩＳＥＱ￣５００ 等

ＣＮＶ ＷＧＳ / ＷＥＳ ＨｉＳｅｑ、ＮｅｘｔＳｅｑ ５００、Ｉｏｎ Ｐｒｏｔｏｎ、ＢＧＩＳＥＱ￣５００ 等

ＳＶ ＷＧＳ /三代测序 ＨｉＳｅｑ、ＮｅｘｔＳｅｑ ５００、Ｉｏｎ Ｐｒｏｔｏｎ、ＢＧＩＳＥＱ￣５００ ＯＮＴ 测序

动态突变 三代测序 ＳＭＲＴ 测序

异解读、数据库的建立及更新提出了严峻的挑

战[６６]ꎮ ＮＧＳ 产生的大量原始序列数据依赖于生

物信息学的分析ꎬ因此ꎬ生物信息技术对于 ＮＧＳ
起着至关重要的作用ꎮ 主要生物信息分析步骤均

包括原始数据的质量控制、数据对比、对比后处

理、变异识别、注释、过滤及解读ꎬ不同的 ＮＧＳ 平

台所产生的测序数据类型有一定的差异ꎬ如

Ｉｌｌｕｍｉｎａ 和华大 ＢＧＩＳＥＱ 平台产生的测序数据主

要包含序列信息和相应的碱基质量值ꎬ而 Ｉｏｎ
Ｔｏｒｒｅｎｔ 平台产生的测序数据除了以上信息外ꎬ还
包含测序碱基信号值( ｆｌｏｗ ｓｉｇｎａｌ) [１２]ꎮ 目前ꎬ应
用于临床基因检测的生物信息学分析流程都是实

验室内部自建或第三方服务商提供ꎬ不同的测序

平台和测序范围的数据分析流程及所使用的软件

有所差别ꎬ为了保证检测的准确性和可靠性ꎬ各个

实验室在建立生物信息分析流程时ꎬ需要设置必

要的质控标准包括 ｒｅａｄｓ 质量、ＧＣ 含量、比对率、
ｒｅａｄｓ 比对质量以及测序深度ꎬ还要明确检测范

围、准确度、分析敏感性、特异性等来确认生物信

息 分 析 的 性 能ꎬ 以 保 证 达 到 预 期 的 检 测

目的[６７￣６８]ꎮ
ＮＧＳ 在不同领域的应用标准、伦理问题及检

测后的遗传咨询规范等也需要进一步探讨和完

善[６９]ꎬ２０１７ 年唐北沙等[５３] 制定了符合我国现实

情况的人类孟德尔遗传性疾病基因组序列变异解

析规范ꎬ从临床资料采集、二代测序选择、质控管

理、生物信息分析、变异解读原则及伦理学等方面

对于遗传病的变异解读进行了详细的阐述ꎮ ＮＧＳ
的高速发展伴随着机遇和挑战ꎬ随着其技术的不

断升级优化和临床经验的不断积累ꎬ通过不同领

域专家共同协作以建立更加精准的“基因－疾病”
解读指南是未来遗传学检测的发展方向ꎬＮＧＳ 终

将会成为遗传学领域主要且常规的检测手段ꎮ

三代测序是人类遗传学领域的重要里程碑ꎬ
其特别适合于复杂的基因组组装、串联重复以及

复杂的结构重排、单倍型构建等ꎬ但高昂的价格限

制了其在常规临检的应用ꎬ目前仅用于科研用途ꎮ
三代测序技术在读取的准确性、相应的分析算法

以及检测成本方面需要进一步优化和提升ꎬ在未

来可以与 ＮＧＳ 互为补充ꎬ为临床遗传学服务[７０]ꎮ
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