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摘要    在过去的 30 年中, 作为最重要的生物医学研究手段之一, DNA 测序技术的数据产

出能力呈指数增长, 而且这一技术本身也演变成为一个面向工程学和物理学的新技术领域. 
本文分析了下一代测序仪的技术特点, 并对其未来的发展以及应用进行了前瞻性的展望. 
预期在刚刚出现的技术中, 有些技术假以时日能够发展成熟, 实现 1000 美元基因组和 100
美元基因组的目标. 同时建议中国科学家在这场对科学研究以及社会医疗保健体系都将产

生深远影响的运动中发挥积极的作用. 
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DNA 测序技术自发明以来就一直在推动分子 

生物学发展方面起着至关重要的作用 [ 1 ] .  从早期

Frederick Sanger 的手工测序, 以及基于 Sanger 法开

发的第 1 代自动化测序仪, 到目前的下一代测序平台, 
这一领域已经发生了巨大的变化[2]. 有人甚至将基因

组测序技术的发展与半导体技术的发展相提并论 , 
这也不无道理[3]——在过去的数十年中, 每经过几年, 
测序速度就呈指数增长, 与半导体工业发展的摩尔

定律(Moore’s law)非常相似[4]. 这种高速的发展, 如
图 1 所示, 从根本上改变了人们研究所有生命蓝图的

方式. 并且推动了基因组学及其分支乃至其他密切

相关学科的创立与发展, 诸如比较基因组学、生物信

息学、系统生物学以及合成生物学 .  某种程度上 , 
DNA 测序技术的进展已经使生命研究的基本元素发

生了转变——从单一、局部的基因或基因的片段转变

成整个基因组. 反过来, 这种转变又需要更加强大的

测序技术来支持. 测序技术与其应用之间的协同关

系使得两者的发展在可预见的未来内保持这种趋势, 
并且由于其对个体化疾病诊断与治疗具有确定性的

推动作用而加速. 本文回顾了测序技术的演进, 分析 

 
 

图 1  测序技术发展时间轴 
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几代测序技术的优点与缺点. 并对这一领域可能的

发展方向做出了预测. 为便于讨论, 根据技术的进展, 
将测序技术分为具有不同亚代的 3 代(表 1). 尽管根

据技术进展将其划为不同世代有些武断, 但是这种

方法还是能够体现每个阶段的关键技术进展. 

1  技术回顾与近期发展 

1.1  第 1 代测序技术——荧光标记的 Sanger 法 

在第一台全自动测序仪出现之前, 使用最为广

泛的测序方法就是 Sanger 在 20 世纪 70 年代中期发

明的末端终止法测序技术. Sanger 也因此获得 1980
年的诺贝尔化学奖[5]. 他的发明第一次为科研人员开

启了深入研究生命遗传密码的大门.  
原来的方法主要依靠手工操作, 难以自动化. 例

如, 它利用放射性同位素标记引物来进行 DNA 梯状

成像, 操作十分不方便. 要使用双脱氧核苷酸分别做

4 个末端终止反应, 然后采用平板凝胶电泳技术, 用
4 条电泳道来分离 4 个反应所得产物, 费时费力, 试
剂消耗也大, 这些都严重限制了测序的通量. 因此, 
对于开发非放射性的第一代测序技术势在必行.  

(1) G1.1. 最早版本的第 1 代测序仪是 20 世纪 80 
年代中期在 Cal Tech 的 Leroy Hood 实验室发明的[6]. 
这一测序仪通过修改 Sanger 法得以实现. 最关键的

改变是采用具有颜色的荧光染料代替同位素标记. 4
种双脱氧核苷酸终止子被标记上不同颜色的荧光基

团. 另外, 与最初的 Sanger 法不同, 荧光基团是标记

在终止子上, 而不是在引物上. 这种不同颜色标记的

方案可以实现一个反应管中同时进行 4 个末端终止

反应. 采用聚丙烯酰胺凝胶分离, 并通过计算机荧光

检测系统分析梯状反应产物. 这些改进极大地提高

了测序速度, 减少了测序过程中的人为干扰.  
次年, 利用 Leroy Hood 实验室的技术, ABI 推出

了第一款半自动 DNA 测序仪 ABI 370[7]. 在随后的

20 年中, 测序仪的性能得到了极大的提升. 但基本

工作原理直到最近才有所改变.  
(2) G1.2. 第 1 代测序仪的第 2 个版本出现在 20

世纪末. 这一版本的测序仪, 其测序速度与质量得到

了进一步的提高. 这主要归功于两方面的工作: 第一, 
平板电泳分离技术被毛细管电泳所取代; 第二, 通过

更高程度的并行化使得同时进行测序的样本数量增

加. 使用毛细管替代平板凝胶取消了手工上样, 降低

了试剂的消耗, 提升了分析的速度. 另外, 紧凑的毛 

 
表 1  测序技术发展路线 a) 

代次 第 1 代 第 2 代 第 3 代 

版本 1.1 1.2 2.1 2.2 2.3 3.1 3.2 

Sanger 法 ABI ABI/GenoME
MS      

SBS   Illumina     

SBL   ABI/Polonator G.007 Complete 
Genomics    

SBP   Roche     

FD     Helicos 

SM-SBS 
FE     

Pacific 
Biosciences/ 

VisiGen 

?  

SM-SBL        

SM-SBP        

孔       PoC 

刀       PoC 

平  
台 

纳

米 
石墨烯       PoC 

a) SBS: 合成法测序(sequence-by-synthesis); SBL: 连接法测序(sequence-by-ligation); SBP: 焦磷酸测序(sequence-by-pyrosequencing); 
SM: 单分子(single molecule); FD: DNA 固定化(fixed DNA); FE: 酶固定化(fixed enzyme); PoC: 概念验证(proof-of-concept); ?: 预期可能出现

的技术 
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细管电泳设备的形式更易于实现并行化, 可以获得

更高的通量. ABI 3730 测序仪和 Amersham Mega- 
BACE 分别可以在一次运行中分析 96 个或 384 个样

本. 这一代测序仪在人类基因组计划 DNA 测序的后

期阶段起到了关键的作用, 加速了人类基因组计划

的完成. 而且由于其在原始数据质量以及序列读长

方面具有的优势, 这些测序仪今天还在使用之中.  
通过几十年的逐步改进, 第 1 代测序仪的读长可

以超过1000 bp, 原始数据的准确率可以高达99.999%, 
测定每千碱基序列的成本是 0.5 美元, 每天的数据通

量可以达到 600000 碱基. 不论这些数字如何令人印

象深刻, 第 1 代测序技术在速度和成本方面都已达到

了极限. 由于其对电泳分离技术的依赖, 使其难以进

一步提升分析的速度和提高并行化程度, 并且难以

通过微型化降低测序成本. 因此, 需要开发全新的技

术来突破这些局限.  
尽管如此, 第 1 代技术是不会很快消失, 它将与

新的若干代测序平台并存. 这些久经考验的方法可

靠、准确, 且已形成规模化, 特别是在 PCR 产物测

序、质粒和细菌人工染色体的末端测序、以及 STR
基因分型方面, 将继续发挥重要作用.  

1.2  第 2 代测序技术——循环阵列合成测序法 

所谓下一代测序方法, 包括大量基于不同技术

的方法. 尽管从模板文库制备、片段扩增到测序, 这

些方法所采用的技术与生物化学相当多样, 但是都

采用了大规模矩阵结构的微阵列分析技术——阵列

上的 DNA 样本可以被同时并行分析. 此外, 测序是

利用 DNA 聚合酶[8]或连接酶[9]以及引物对模板进行

一系列的延伸, 通过显微设备观察并记录连续测序

循环中的光学信号实现的.  
在一般性描述中, 下一代测序技术的几个关键

特点是显而易见的: 第一, 通过有序或者无序的阵列

配置可以实现大规模的并行化, 以提供高程度的信

息密度. 理论上, 只有光的衍射极限会限制并行化的

提高(即用来检测独立光学事件的半波长). 这极大地

提高了总的测序数据产出通量; 第二, 不采用电泳, 
设备易于微型化. 相对于第 1 代测序技术, 样本和试

剂的消耗量得以降低.  
(1) G2.1——下一代测序仪. 所有的下一代测序

平台遵循了类似的工作流程, 如图 2 所示, 都要经过

克隆扩增以加强测序过程中的光学检测灵敏度. 3 种

广泛使用的商业化平台是 Illumina的Genome Analyzer, 
罗氏 454 基因组测序仪以及 AB Life Technologies 的
SOLiD 系统. 它们基本都是在 20 世纪 90 年代末被发

明和开发出来, 在 2005 年前后商业化. Polonator 
G.007 是最近刚刚实现商业化的新设备, 该仪器最初

由哈佛大学 George Church 实验室开发 , 现在由

Dover Systems 公司制造. Complete Genomics 公司最

近推出了基于其专利技术的测序服务平台, 但该公 

 

 
 

图 2  第 2 代测序技术工作流程 
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司并没有表示要在市场销售这一设备. 这些仪器都

采用了合成测序法, 只是在 DNA 阵列的排布、DNA
簇扩增, 以及基于酶的测序生化反应方面存在差异. 

首先, 构建 DNA 模板文库. 通过随机打断基因

组 DNA 获得 DNA 文库片段(长度为数十到数百碱基), 
或者构建控制距离分布的配对末端片段. 在双链片

段的两端连上接头序列, 然后变性得到单链模板文

库, 并固定在固体表面上. 固体表面可以是平面或是

微球的表面. 克隆的扩增通过以下几种方式之一进

行, 如桥式 PCR[10]、微乳滴 PCR[11]或原位成簇[12]. 在
芯片上形成DNA簇阵列的DNA簇或扩增微球, 利用

聚合酶或者连接酶进行一系列循环的反应操作, 通
过显微检测系统监控每个循环生化反应中产生的光

学事件, 用 CCD 相机将图像采集并记录下来. 对产

生的阵列图像进行时序分析, 获得 DNA 片段的序列. 
然后按照一定的计算机算法将这些片段组装成更长

的重叠群.  
(i) Illumina Genome Analyzer. 单链文库片段的

扩增是通过所谓“桥式扩增”过程实现的 [13]. 单链

DNA 两端加上非对称的接头, 并利用两端的接头将

片段固定在芯片表面形成寡核苷酸桥. 芯片具有 8 个

独立的道, 每条道的表面均可固定寡核苷酸. 固定了

寡核苷酸桥的芯片放置于流通池内. 经过多个 PCR
热循环, 成千上万的复制产物制备出来, 每一簇都分

别固定在芯片表面一个单一的物理位置上. 流通池

中芯片表面的 8 个道中, 每条道上都可以独立产生数

百万这样的簇(这样, 可以在一个反应中对 8 个不同

的文库并行测序). 然后, 测序引物杂交到扩增产物

中的通用序列上, 开始测序反应.  
Illumina 公司的测序仪采用合成测序法, 使用荧

光标记的核苷酸以及可逆的终止子. 在每一轮测序

循环中, 标记不同荧光基团的 4 种核苷酸以及 DNA
聚合酶同时加入流通池通道中, 按照碱基互补配对

的原则进行 DNA 链的延伸. 每个核苷酸的 3′羟基是

被封闭起来, 以防止额外的延伸. 采集荧光图像, 碱
基特异的荧光标记揭示了这一轮中新加入核苷酸是

什么, 也就获得模板中这一位置的 DNA 序列. 然后, 
打开 3′端, 继续进行下一轮反应. 这一过程重复多次, 
到 50 个循环, 产生 50 个碱基的 DNA 序列.  

该平台的测序通量是传统平台(第 1 代测序仪)的

数千倍. 其主要的缺点是由于光信号衰减和移相的

原因使得序列读长较短. 由于要记录每个 DNA 簇的

光学信号, 每一簇中所有 DNA 链的延伸保持同步至

关重要. 但是, 测序中每一步化学反应都可能失败, 
例如不能将荧光标记物切掉, 或者未能去除封闭基

团. 这将导致一个簇中的一些 DNA 链过长, 而另一

些 DNA 链可能没有同步延伸, 进而引起信号衰减或

荧光信号相位移. 此外, 错误率是累积的, 即 DNA
链越长, 错误率越高. 这些都限制了读长的增加.  

(ii) Roche 454 Genome Sequencer. 454 测序仪利

用微乳滴 PCR(emulsion PCR, emPCR)来生成扩增产

物[14]. 将固化引物的微球与单链 DNA 文库模板以及

必要的 PCR 反应化合物一起混合, 微球与文库片段

的比例适当, 以确保大多数微球结合的单链 DNA 分

子不超过一个. 水溶液与油混合形成油包水结构乳

滴. 每个乳滴都是一个进行后续 PCR 反应的微型化

学反应器. 经过多轮热循环, 每个微球表面都结合了

数千个相同的 DNA 拷贝. 然后富集微球, 转移并放

置到刻有规则微孔阵列的微孔板上. 每个微孔只能

容纳一个微球. 微孔板被安装成为流通池的一部分. 
其中一面可以通过测序反应的化合物, 另一面则与

CCD 光学检测系统的光纤部件相接触.  
碱基测定采用边合成边测序, 利用焦磷酸法产

生的光学信号来进行检测[15]. 通常所说的焦磷酸测

序法是利用 ATP 硫酰化酶和荧光素酶. 在三磷酸核

苷结合到 DNA 链上的时候释放焦磷酸, 通过 ATP 硫

酰化酶和荧光素酶产生一系列级联反应, 导致生物

化学发光放出光信号. 测序是顺次向流通池中加入 4
种 dNTP 中的一种. 每个微孔之中有或是没有光信号

释放出来分别表明dNTP连接到片段上或者不是互补

的核苷酸, 这样也就确定了 DNA 模板上的互补碱基.  
焦磷酸测序的主要优势是它的速度和读长——

将近 500 碱基. 与这里讨论的其他下一代测序技术不

同, 除了 DNA 聚合酶反应所需化合物, 焦磷酸测序

法并不需要额外的化合物用于 DNA 链的延长, 例如, 
并不需要去掉标记基团或解除终止子的封闭, 这就

降低了化学反应出现意外的几率. 导致移相的主要

原因如 DNA 链提前终止或者延伸不同步出现的几率

较少. 但是这种非同步的处理方式也赋予焦磷酸测

序技术一个局限, 由于没有终止基团可以停止 DNA
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链的延伸, 在测定同核苷酸聚合物区域时, 如一连串

的 GGGGGG, 焦磷酸测序会遇到问题, 不得不依靠

光信号的强度来推断同聚核苷酸的长度, 这就容易

产生错误. 因此, 这一技术平台主要的错误类型就是

插入-缺失, 而不是碱基的替换. 454 的另一个缺点是

由于它依赖于包含一系列酶的焦磷酸检测, 与其他

下一代测序技术相比, 其试剂价格相对较高.  
(iii) Life Technologies SOLiD System. 与 454 的

情况相同, SOLiD 系统也采用了微乳滴 PCR 与微球

相结合的策略来扩增 DNA 模板. 打破微乳滴后, 扩
增微球被收集、富集并固定在一个平的玻璃基板上形

成一个无规则的阵列.  
它的边合成边测序采用的是连接反应而不是上

述平台所采用的聚合反应[16]. 另外, 它采用了双碱基

编码策略来协助检测错误. 一段与 DNA 文库模板连

在微球上的接头序列互补的通用引物杂交到接头区

域上, 然后进行一系列连接反应. 每个连接反应都发

生在延伸链和有荧光标记的变性八核苷酸探针池中

的探针(荧光标记在第 8 碱基上)间. 八核苷酸探针池

设计成在核苷酸的碱基识别位点, 其第 1 和 2 位的碱

基与特定的荧光颜色有明确的对应关系. 连接反应

后, 获取荧光图象. 接下来, 在第 5 和 6 位碱基之间

切开八核苷酸, 将最后 3 个碱基以及荧光基团去除. 
接下来每一轮连接反应都可以获得延伸链上第 1 和 2
位碱基的信息 (即模板序列的第 1~2, 6~7, 11~12, 
16~17, 21~22, 26~27 以及第 31~32 位上的碱基). 7 轮

连接反应后, 已经扩增的链变性脱落, 系统重置. 第
2 个引物结合到接头区域. 第 2 个引物在 DNA 模板

上的起始位置与第 1 个引物相比提前一个碱基. 接下

来有另外 7 轮上述连接循环. 这样就可以读取一组新

的位置 0~1, 5~6,……等的信息. 这一过程继续进行, 
重置后所用的引物都比上一个引物提前一个碱基 , 
直到所有位置上的序列信息均被读取. 这种方法虽

然听上去较复杂, 但实际上, 整个系统都是在计算机

控制下自动运行. 由于每个碱基都被测定了两遍, 即
在两个独立的连接反应中被测定, 这个方法使该测

序技术具有可以确定错误识别碱基的优点[16]. 该技

术主要的缺点是序列读长相对较短. 这也是由于同

一簇扩增产物中存在移相造成的.  
(iv) Polonator G.007. Polonator 是另外一款使用

连接测序技术的下一代测序仪. 它采用的是单碱基

探针, 而不是上述双碱基编码的策略. 测序是通过在

结合到经微乳滴 PCR扩增的DNA簇上的通用引物与

九碱基探针之间的一系列连接反应进行的[9]. 每次连

接反应, 将一个九碱基探针池与 DNA 连接酶一起加

入, 以进行引物-探针连接. 九碱基探针池中包括很

多荧光标记的变性寡核苷酸探针. 荧光标记与每个

读取位置对应(即荧光颜色与读取位置的碱基相对

应). 每次连接之后获取荧光图像. 然后, 延伸的引物

——探针链经变性进行系统重置. 接下来, 对下一个

读取位置进行引物与第 2 个九碱基探针池之间的连

接. 这一重置-连接-获取图像的过程重复进行, 直到

所有位置的信息被读取.  
这一系统中, 系统重置后, 并不需要进行连串的

连接反应, 因此测序错误也不累积, 这是该系统的一

个优点. 但是, 这就使引物间可能的读取位置受到限

制, 读长更短. 这一缺陷在某种程度上可以通过在文

库序列中使用多重锚定位置来扩展读取区间. 与其

他商业化的下一代测序仪相比, Polonator 的价格明显

低得多, 而且是一个开源的技术平台, 就是说它允许

最终用户变更并且改进测序操作或化学试剂.  
(v) Complete Genomics. Complete Genomics 所采

用的连接测序方法基本与 Polonator 相同. 只不过它

采用了独特的设计, 增加芯片表面 DNA 簇的密度, 
以降低试剂的消耗[17]. 为了增加读长, 在基因组片段

两侧加上了多个(4 个)接头以形成环状 DNA 模板[18]. 
模板序列通过环形 PCR 扩增, 以获得包含源于模板

序列的两百个拷贝的串联体. 这种串联体折叠成球

状结构, 被称为 DNA 纳米球(DNB). 每个球自动聚

集在水平基质表面的黏性(活化)点上, 形成高密度的

纳米球阵列. 纳米球不会黏在芯片上活化点中间的

区域, 这样就形成了一个规则排布的纳米球矩阵. 因
为纳米球可以更加有效的利用三维空间, 与 DNA 簇

或者微球相比, 纳米球可以形成密度更高的阵列. 这
一技术还取消了在其他下一代测序仪中都使用的流 
通池[19].  

该测序技术采用的方法与 Polonator 相近, 即连

接测序 , 使用单碱基读取特定位置信息 . Complete 
Genomics 创造了组合探针锚定连接 (combinatorial 
probe-anchor ligation, cPAL)的方法. cPAL的变性寡核
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苷酸探针库中的探针用荧光标记, 4 种不同颜色的荧

光分别与给定位置上 4 种不同的碱基相对应. 读取每

一个位置, 都有一个单独的探针库. 根据碱基互补配

对原则, 一个特定的探针库与锚定序列在读取位置

处连接起来, 通过荧光颜色对应读取出相应的碱基

信息. 每次读取后, 探针与锚定序列复合体被洗去. 
另一个锚定序列与模板杂交, 针对另外一个位置的

探针库加入循环. 这一过程重复进行直到读取所有

位置的信息. 最近 Complete Genomics 通过测定 3 个

人类基因组, 展示了其测序的准确度以及成本效益[20].  
由于没有使用AB SOLiD系统的连续性探针, 使

得该技术具有一些优点. 首先, 没有记忆效应, 前面

连接循环中产生的错误不会带到后面的循环中, 具
有更高的容错能力; 另外, 每个循环中连接产量不高, 
降低了如探针以及锚定序列等试剂的用量. 但是, 由
于寡核苷酸探针的长度限制(9 个碱基), 从每个锚定

序列位置获得的读长依然很短. 对每个文库片段, 使
用 4 个锚定位置以获取全部序列.  

与第 1代测序仪相比, 以合成测序为基础的下一

代测序平台速度显著提高, 成本明显降低. 每台设备

每天产出千兆碱基的序列不足为奇. 但是, 除了罗氏

的 454 平台之外, 读长短成了下一代测序平台的致命

伤. 这主要是由于 DNA 簇中存在的光学信号移相造

成的. 应运而生的单分子测序技术是解决这一问题

的一种方案.  
(2) G2.2——单分子测序(SMS). 为克服下一代

测序平台读长较短这一主要缺点, 经过努力, 开发出

了单分子测序平台, 通过在单一 DNA 分子组成的阵

列上进行合成测序. 在一个限定的表面上, 使用单个

分子可以增加独立分析的 DNA 片段的数量. 因此, 
可以使数据产出量更高. 当然, 这也意味着不再需要

昂贵的 DNA 簇扩增步骤了. 这将进一步降低测序的

成本. 但同时也带来了一些新的挑战, 主要是集中在

单分子水平光学信号的检测方面. 主要的问题是要

降低非检测特异性的背景干扰, 例如没有参与到实

际化学反应中的游离荧光分子. 有几种不同的办法

试图解决这一问题. 基本的原则都是将检测局限在

测序反应发生的实际位置附近, 例如使用消逝波. 下
面介绍一些已经开发或正在开发中的平台.  

(i) Helicos HeliScope. Helicos Biosciences 公司开

发的 HeliScope 遗传分析系统是近来市场上最早出现

的单分子测序仪器. 它以 Quake 集团的工作为基础[21], 
在单个分子上边合成边测序. 构建的单链 DNA 文库

未经扩增, 没有规律地排列在平面基板上. 每个测序

循环中, DNA聚合酶和 4种荧光标记的核苷酸中的一

种流入, 按照模板序列延伸 DNA 链, 阵列中发生了

碱基延伸反应的 DNA 链就会发出荧光, 并通过 CCD
记录下来. 经过洗涤, 延伸了的 DNA 链上的荧光物

质被切除并被移走, 便可以进行下一轮单个碱基的

延伸, 荧光标记的切除以及图像的获取. 在焦磷酸测

序中, 每个重复的循环是不同步的, 阵列中的一些链

可能延伸到前边, 一些可能落在后面, 甚至根本没有

延伸. 而在这里, 每条链都是独立操作的, 根本不用

考虑移相的问题. 但是这也意味着, 焦磷酸测序法所

遇到的同核苷酸寡聚物对 HeliScope 也是问题. 与
454 不同, 单分子操作可以让人们通过动力学控制酶

的反应, 降低DNA链延伸的速度, 在 dNTP被洗掉前, 
减少两个连续碱基连接在链上的可能[22].  

如前所述, 检测是单分子测序技术所面临的一

个关键挑战. HeliScope 利用了一项被称为全内反射

显微镜(total internal reflection microscopy, TIRM)的
技术. 只有靠近流通池反应表面很薄的一层空间内

的荧光集团才能被消逝波所激发产生荧光[23]. 这有

助于降低荧光背景. 尽管有精密的光学仪器, 捕捉单

分子事件仍然是个挑战. 因此, 与成簇检测为基础的

测序仪先行者相比, 该平台的原始数据准确度明显

较低, 主要的错误类型是缺失. 但是, 双向测序策略

可以显著提升准确率. 单分子意味着可以在测序结

束后, 去掉延伸链, 将模板重置为最初的状态. 从而

可以利用远端的接头, 从相反的方向进行另一次测

序, 生成同一模板的第 2 个序列信息. 重复的序列可

以用于去除缺失错误, 因而, 相对于单向测序显著提

高了准确率.  
(ii) VisiGen. VisiGen 生物技术公司, 目前是 Life 

Technologies 的一部分. 该公司一直致力于研发一种

单分子的合成测序仪[24].  
概括地说, 他们加工了一种蛋白质纳米装置来

实时观察和记录DNA聚合酶合成DNA的过程. 这是

通过荧光供体和受体之间的荧光共振能量转移

(fluorescence resonance energy transfer, FRET)实现的. 
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在荧光共振能量转移过程中, 只有在附近存在能量

供体时, 受体分子才会在激发状态下发出荧光. 在他

们的设计中, 每一个 dNTP 分子的 γ 磷酸上携带一个

具有特定颜色的荧光受体基团, 而 DNA 聚合酶经过

修饰, 在其活性位点附近携带一个荧光供体基团. 在
DNA 碱基延伸的时候 , 一个与模板配对的碱基被

DNA 聚合酶捕获, 并使荧光受体基团靠近供体基团. 
荧光能量转移发生, 发出相应颜色的荧光. 一旦结束, 
荧光基团作为焦磷酸的一部分被 DNA 聚合酶释放. 
这样在本质上当核苷酸连接起来的同时协同地产生

了一个荧光的爆发. 通过记录和分析时序的荧光爆

发就构建了 DNA 序列信息. 值得注意的是在去除荧

光标记或是切除封闭基团时, 整个过程是没有停顿

的, 这确实是一个实时的过程, 意味着其工作速度极

快, 要考虑到光学记录装置能否跟上这一速度. 为了

进一步降低背景的干扰, 他们也采用全内反射显微

镜作为荧光检测设备. 而且, 与 Helicos 的平台不同, 
这套系统将 DNA 聚合酶固化在基质表面上, 而不是

固定 DNA. 这样 DNA 链的延长就不受限制. 固定酶

而不是DNA的另一个好处是当DNA延长时, 可以将

核苷酸连接控制在很小的检测空间范围内, 即 DNA
链增长时荧光不会超出检测范围. 尽管 Life Technolo- 
gies 公司没有公布仪器的性能, 但估计它的速度很 
快, 且读长较长. 理论上, 读长只是由 DNA 聚合酶

的处理特性决定的. 实际上, 其他因素, 如 DNA 聚

合酶上携带的荧光供体的光漂白作用也会限制读长. 
据报道, Life Technologies 公司正在开发一种量子点

荧光标记以解决这一问题.  
(iii) Pacific Biosciences. Pacific Biosciences 公司

致力于开发一种新的测序技术——单分子实时技术

(single molecule real time, SMRT)[25]. 这一单分子合

成测序技术依赖于被称为零级波导 (zero mode 
waveguide, ZMW)的纳米结构来实时观察 DNA 的聚

合[26]. 该结构在一片薄金属膜上蚀刻出数以千计直

径数十纳米的亚波长小孔. 并将金属膜附着在透明

的支持基质上. 由于每个小孔的尺寸低于光的波长, 
所以当光线从透明一侧照射时无法透射. 并且在每

个小孔的底部形成指数衰减的消逝波, 这样创造了

一个很小体积的检测空间. 每个小孔底部固定一个

聚合酶分子. 在测序过程中, 由固定的酶根据单链

DNA 模板合成双链. 每次加入一个碱基, 聚合酶捕

获具有荧光标记的 dNTP(也是标记在 γ-磷酸上), 并
将其带到检测区间, 产生荧光光曝. 光曝的荧光颜色

就揭示了模板上的互补碱基. 通过连续实时的监控

每个波导孔的荧光光曝, 就快速测定了每一个孔内

DNA 模板的序列.  
PacificBio 的技术在高速测序、长序列产出和低

成本方面有着巨大的潜力. 但是, 与其他单分子测序

平台一样, 实时检测单个分子对于提高原始数据准

确率是一个挑战, 并可能成为一个障碍. 如前所述, 
可以通过对同一样品进行重置后进行多次测序来减

少误读. 另外, 当前的 CCD 技术也限制了同时观察

零级波导的最大面积. 聚合酶所占据的零级波导比

例较低(约 30%)也限制了可用的波导数量[27]. 所有这

些都成为提高 SMRT 技术数据通量的限制. 尽管有

这些限制, 预计在 2010 年推出的第一个版本的设备

的序列读长将不低于 1500 个碱基, 一次测序只要 15 
min, 每次测序的实际成本不超过 60 美元. 当这些技

术问题都被解决的时候, 预计未来版本的设备每天

可能产出 100G 的数据, 而序列读长将达到 10 万碱基.  
(iv) Mobious Nexus I. 除了宣布他们打算开发一

款单分子测序仪之外, 到目前为止, Mobious Biosy- 
stems 公司并没有透露关于其 Polykinetic Sequencing
技术的很多细节[28]. 该技术利用了聚合酶在 DNA 合

成时的天然化学方式. 当聚合酶按照模板, 将碱基连

接到 DNA 链上时, 它首先需要测试溶液中某一碱基

以确定其是否与模板碱基相匹配. 如果不匹配, 则马

上将该碱基释放. 如果匹配, 聚合酶将抓住它, 并继

续进行耗时的步骤 , 将核苷酸连接到 DNA 链上 . 
Mobious 的合成测序方法就是利用匹配与不匹配碱

基在这一步骤所需时间的差异进行检测. 按照顺序, 
每次在反应体系中加入 4 种核苷酸中的一种, 通过测

定 DNA 聚合酶(固定在基质表面上)抓住核苷酸以及

完成聚合的时间, 可以推断出该核苷酸与模板是否

匹配. 检测聚合酶的构象变化就可以来记录这一过

程中的时间差异. VisiGen 所采用的使用配对的供体

和受体的荧光共振能量转移策略也可用于这一检测. 
荧光的主要问题是荧光基团的光漂白. 为解决这一

问题, Mobious 利用酶的构象改变时电磁性质发生变

化的特性, 通过离子体共振光谱, 核磁共振等进行检
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测[29]. 除去单分子测序本身的原因, 这种方法所带来

的一个优点是由于没有使用荧光标记核苷酸, 试剂

成本降低的空间更大.  

1.3  第 3 代测序技术——直接测序 

在所有上述第 2代测序技术中, 序列都是在荧光

或者化学发光物质的协助下, 通过读取 DNA 聚合酶

或 DNA 连接酶将碱基连接到 DNA 链上过程中释放

出的光学信号而间接确定的. 除了需要昂贵的光学

监测系统, 还要记录、存储并分析大量的光学图像. 
这都使仪器的复杂性和成本增加. 依赖生物化学反

应读取碱基序列更增加了试剂、耗材的使用, 在目前

测序成本中比例相当大. 直接读取序列信息, 不使用

化学试剂, 对于进一步降低测序成本是非常可取的. 
在一个正在发生突破瓶颈巨变的领域内, 很难准确

预测未来将发生什么. 但是, 最近几个领域大量的研

究工作表明未来新一代的测序平台将在其中产生.  
(1) 非光学显微镜成像. 常言道“百闻不如一见”, 

确定 DNA 序列的最直接方法之一就是将核苷酸(主
要是碱基)的空间线性排列方式可视化 . 如果一个

DNA 链的图片具有足够高的分辨率, 可以将 DNA 链

上的 4 种碱基区分开来, 那么序列将非常容易地被读

出. 这正是目前显微镜领域科研人员所努力实现的. 
这一设想是借助具有原子水平分辨率的非光学显微

镜, 如扫描隧道显微镜(STM)、原子力显微镜(AFM)
等[30,31]. 尽管非常有限, 但还是有一定的进展. 最近, 
日本大阪大学的研究小组发现, 在一条拉长的 DNA
链上, 利用扫描隧道显微镜的图像, 根据独特的电子

指纹, 可以将鸟嘌呤与其他 3 种碱基区分开来[32]. 另
外一些团队一直积极地致力于使用原子力显微镜来

记录将每个碱基紧密连接的环拉开所需力的大小 , 
以区分不同的碱基[33]. 而 ZS Genetics 公司致力于使

用电子显微镜直接测序. 为了解决天然 DNA 分子在

电子显微镜下对比度不足的问题, 他们在聚合酶合

成新 DNA 链时加入更重的元素[34]. 在电子显微镜下

观察就可以获得的更重的 DNA 并确定其序列.  
(2) 纳米孔. 本研究注意到另外一个非常活跃的

领域是利用纳米孔结构进行测序. 顾名思义, 纳米孔

就是直径在纳米尺度的小孔(1~2 nm). 通常是利用固

态物质或者生物分子制成的小孔. 这种想法是在电

场驱动下, 当线状 DNA 分子通过小孔时, 通过一些

物理手段来确定碱基的序列. 在全球, 许多公司和组

织, 如 Agilent, DNA Electronics, IBM, NabSys, Oxford 
Nanopore Technologies, Sequenom 等都在进行纳米孔

测序的开发, 但采用的方法不同.  
所有以纳米孔为基础的测序技术都面临两个关

键的挑战[35]: (ⅰ) 区分 4 种核苷酸的速度要与 DNA
运动的速度相称; (ⅱ) 控制 DNA 通过纳米孔的速度. 
初步尝试测量离子电流的波动——单链 DNA 分子通

过纳米孔时, 堵塞纳米孔从而造成电压的波动. 但迄

今为止, 成效甚微. 计算和实验表明, 仅仅测量通过

纳米孔离子电导率是不可能提供识别 DNA 分子中每

个核苷酸所需要的分辨率[36]. 纳米孔通道长度通常

为 5 nm, 可以容纳十多个碱基, 这一尺寸对于测序

所需要的分辨单个碱基引起的电流变化过长.  
尽管离子电流测量还不能区分单个碱基, 但其

可以很容易地辨别单链与双链 DNA[37]. NABsys 公司

与 Brown 大学的一个团队合作, 利用这一性能来开

发一种杂交测序法——杂交辅助的纳米孔测序方法

(hybridization assisted nanopore sequencing, HANS)[38]. 
将基因组 DNA 随机切割成大约 100 kb 左右的片段, 
制成单链并与六寡聚核苷酸探针杂交. 然后驱动结

合了探针的基因组文库片段通过可寻址的纳米孔阵

列. 通过每个孔的离子电流均可独立测量. 追踪电流

的变化确定探针杂交在每个基因组片段上的精确位

置. 利用基因组片段上杂交探针的重叠区域将基因

组片段文库排列起来, 建立一组完整的基因组探针

图. 利用计算机算法, 获得完整的基因组序列. 但确

定杂交位置的精确度和一致性还需要进一步验证.  
为了提高纳米孔的灵敏度以确定不同的碱基 , 

科研人员也在尝试其他方法, 包括在纳米孔内嵌入

电子探针[39]. 他们期望仅靠纳米孔两侧的隧道电极

在每个碱基被驱动通过纳米孔时能够记录特征性隧

道电流. 计算机模拟以及成功用于揭示原子水平特

性的扫描隧道显微镜的经验都让本研究组对这一工

作持乐观态度. 但制作这种纳米尺度的装置并不简

单. 对这一问题, 另一个创造性的解决方案是发展化

学功能的纳米孔, 而不是嵌入固态电极. Lindsa 及其

同事提出了在核酸通过纳米孔时, 使用两种化学探

针分别与磷酸基团和碱基基团形成氢键的设想. 与
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磷酸基团作用的探针起到捕获核酸的作用, 而与碱基

作用的探针起到识别的作用[40]. 针对 4 种不同的核苷

酸, 需要 4 种不同的探针.  
另外一些研究团队正在开发一种固体纳米孔—

—生物孔(Biopore). 其中一个团队利用改造了 MspA
蛋白质构建了生物纳米孔, 用以分析单链 DNA 分 
子[41]. 他们证实单链 DNA 分子可以通过这个生物孔. 
Oxford Nanopore Technologies 与牛津大学合作, 正设

计另外一种基因工程蛋白质纳米孔. 通过遗传工程

改造, 他们已经可以构建一种将氨基化环糊精(Am- 
inocyclodextrin)配体共价连接到位于脂双层膜中的 α-
溶血蛋白内生物纳米孔[42]. 最近, 他们证实驱动 4 种

核苷酸单磷酸(dNMPs)通过生物孔, 通过纳米孔的电

流将分别减少到 4 种不同的状态, 每种状态都与一种

核苷酸单磷酸相对应[43]. 将这一机制与外切酶将核

苷酸从 DNA 链上切除并释放出来相结合, 提供了另

外一种纳米孔测序技术. 为了做到这一点, 至关重要

的是外切酶的固定方式, 以确保切除下来的核苷酸

单磷酸能被严格单一地运送并通过纳米孔.  
除了碱基的检测, 控制 DNA 的运动以及通过纳

米孔的速度也是非常重要和具有挑战性的. DNA 高

速移动通过纳米孔具备了开发超高速测序方法的可

能. 但是, 如果 DNA 链通过孔隙速度过快, 用来确

定每个碱基的时间就非常短. 在 DNA 随机运动以及

DNA 分子与纳米孔表面非特异作用的情况下, 这种

情况还可能更加严重[44]. 所有这些增加了 DNA 分子

转位通过纳米孔速度的不确定性. 尽管可以通过降

低温度、增加溶液黏度、降低纳米孔的偏好性等降低

DNA 通过的速度, 但速度的变化还是一个问题. 对
于克服这一困难有种种设想. 其中之一是想法是将

某种类型的进行性酶(Processive Enzyme)加入与通过

的 DNA 链结合[45]. 这将显著降低移动的速度. 最近, 
IBM 宣布了其纳米孔装置, 被称为 DNA 晶体管[46], 
将纳米孔嵌入金属层中, 形成可以通过调控将 DNA
分子捕获在纳米孔内的金属介质结构. 计算机模拟

表明, 经过周期性的门电位的开关, 每次将一个碱基

通过纳米孔是可行的, 这就给探测通过的核苷酸留

出了充足的时间.  
(3) 石墨烯和碳纳米管. 石墨烯是由碳原子构成

的二维晶体, 碳原子排列与石墨的单原子层一样. 非

常稳定并具有非常良好的导电性, 非常适合制作核

酸测序用电极的材料. 有种设想是在石墨烯上打出

一个大约 1 nm宽的缝隙[47]. 引导DNA分子垂直通过

缝隙. 当 DNA 通过时, 缝隙两边的石墨烯边缘可以

作为电极来确定核酸的序列. 除了在石墨烯上打出

这样一个缝隙是一种挑战之外, 控制 DNA 的运动、

移动的方向以及通过缝隙的速度同样是不小的障碍.  
由于其独特的电物理特性及其纳米尺度的结构, 

虽然到目前为止还没有开发出任何装置, 但是碳纳

米管(CNT)在高速 DNA 测序中已经表现出了巨大的

潜力. 已经有工作表明, 碳纳米管表面同 DNA 分子

之间可以高度的互相作用, 甚至是与序列特异性相

关[48]. 长的基因组单链 DNA 可以缠绕在一条单壁碳

纳米管上, 形成一个稳定的 DNA-碳纳米管复合物[49]. 
计算机模拟表明, 引入的 4 种核苷酸表现出独特的局

部密度[50]. 这是碳纳米管可以单独或者与其他技术

整合作为电测序的候选材料. 这些设想还停留在理

论验证阶段.  

2  展望 

回顾了 30 多年来测序技术的进展以及可能产生

的突破, 难免会产生这样的问题——未来几年内将

发生什么？对于测序技术的参数有什么样的展望？

千美元人基因组(TDG)和百美元人基因组(HDG)技术

将在何处产生？什么时候能产生？千美元人基因组

以及百美元人基因组这两个目标是要实现以现有序

列为参照, 将测定一个人基因组的全部成本控制在

1000 美元和 100 美元之内. 本节将讨论这些问题.  

2.1  技术融合 

现在不能确定哪种改变游戏规则的想法或革命

性的技术最终能实现千美元人基因组甚至是百美元

人基因组的目标, 并将人们带到充满希望的基因组

研究新领域. 回顾 3 代测序平台的技术进展, 发现有

一点是非常明确的, 即固态技术与生物化学的联姻. 
另外, 技术的融合将从生物化学或化学手段向物理

手段发展(表 2). 相信这一趋势将持续下去. 下一代

测序仪将可能根本不使用生物化学方法, 而纳米技

术将可能发挥更大的作用. 
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表 2  测序技术的发展依赖于学科含量交叉增加并向微纳

技术倾斜 

关键技术 第 1 代 2.1~2.2 代 2.3 代 第 3 代

DNA 杂交  √ √  

DNA 聚合酶法测序 √ √ √  

PCR 扩增 √ √   

电泳 √    

光电子 √ √ √  

微流体  √ √  

微纳米工艺  √ √ √ 

单分子检测   √ √ 
 

2.2  测序通量与序列读长 

测序通量和数据读长是测序技术相对立的两个

选择. 从第一代到下一代测序技术, 可以看到测序通

量显着改善, 但读长也显著缩短. 正如前面章节所述, 
这主要是由于同一 DNA 簇中, DNA 链的化合物延伸

不同步所致. 用户只能在低通量且具有较长的读长

(如第一代测序仪)与高通量且具有较短的读长(如下

一代测序仪)的测序平台之间进行取舍. 这种情况在

单分子测序中将得到改变. 例如 Pacific Biosciences
的零基波导技术, 能同时实现超高的通量与较长的

读长. 假如没有光学检测能力的限制, 通量和读长将

仅受到 DNA 聚合酶的合成速度和连续性的限制. 未
来一代的基于纳米孔的测序技术, 当线性 DNA 通过

纳米孔结构, 一个接一个的核苷酸被确定下来时, 也
可以同时实现高通量和较长读长. 原则上, 一个纳米

孔结构单次测序读长仅仅受到可能通过纳米孔结构

未经剪切的非常长的线状 DNA 链的长度限制. 已经

证实长达 5.4 kb 的线状 DNA 可以通过固态的纳米  
孔[37]. 因此, 预计新一代的测序仪在具有超高通量的

同时, 其读长也将轻易超过 Sanger 设备.  

2.3  测序成本与生产能力——经验曲线 

过去 30 年中, 在测序成本急剧下降的同时, 测
序通量(生产能力)呈指数提高. 前面提过, 有人将这

种巨变与 IT工业相提并论. 实际上在某些方面, DNA
测序的改变速度已经远远超过了半导体工业的摩尔

定律的描述. 图 3 以对数坐标显示了过去数年中测序

成本(以美元每人类基因组为单位)以及生产能力(以
每天每台仪器核苷酸数目为单位)随时间的变化. 

观察这些曲线可以发现, 正如预期, 在过去 30
多年, 测序成本的降低以及通量的提高均呈指数变

化. 仔细观察可见, 另一个有趣的现象: 两条曲线的 
 

  
 

图 3  测序费用与产量的发展变化 
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斜率都在 2005 年左右出现拐点. 这意味着从那时开

始, 测序成本降低和通量提高的改变速度从那时开

始加快. 这正是下一代测序仪开始进入实验室的时

间. 拐点两侧的斜率都接近线性, 表明两个阶段有两

种不同的因素驱动测序生产能力的提高: 一种是世

代内的技术改进提高了生产能力并降低了成本, 而
另一种是通过技术突破.  

生产能力和成本的关系, 可以描述为经验曲线

(又名学习曲线)效应的模型. 这种效应表明, 随着更

多得执行某项任务, 任务的成本也随之降低. 这一模

型在 20世纪 30年代中期, 由 Theodore Wright最早量

化, 并成功应用于提高飞机产量和降低成本的项目

中[51]. 从那时起, 该模型已在许多行业被用来研究生

产能力和成本的关系. 本研究以测序成本与测序通

量为坐标(在对数坐标中)绘制了从 2005 年以来两者

随时间的变化, 获得了第 2 代测序技术的经验曲线

(图 4). 近乎线性的曲线呈现了典型的经验曲线效应, 
当生产能力增加一定倍数的同时, 成本也按照一定

的百分比降低. 线性的经验曲线偶尔可能突然中断. 
这种中断反映了技术过时或者已被更新的技术所取

代的过程. 正如前面所讨论, 从 2005年前后第 2和第

2代测序技术变化中所观察到的现象. 自2005年以来, 
一个数量级的测序通量变化与 1.8 个数量级的测序成

本降低相对应. 

2.4  千美元基因组(TDG)和百美元基因组(HDG) 

由图 4 的经验曲线推测可得, 第 2 代测序技术

(包括目前正在开发的单分子测序技术)中, 千美元基

因组与百美元基因组的目标将分别在每天每台测序

仪测序通量达到 20 G 与 70 G 时实现. 如果这一趋势

保持下去, 千美元基因组可能相当快, 在 1~2 年内实 
 

 
 

图 4  第 2 代测序技术费用和产量发展经验曲线 

现. 基于相同的模型, 百美元基因组可能在 2~3 年内

实现.  
当然, 这些预测都是基于本研究的经验曲线模

型. 同时存在一些经验曲线所无法预测的其他因素, 
例如革命性技术突破或缺少突破. 如果现有的技术

在达到目标之前就宣告失败, 那么所有的预测都将

是错误的. 必须建立新的替代技术, 那时目前用来预

测的模型将过时. 每个人都在猜测, 这要多久才能实

现？但有一点已明确, 即答案将在 1~2 年内揭晓. 基
于现在经验曲线的轨迹, 我们预计千美元基因组在

1~2 年内, 可能依靠基于循环阵列合成测序的第 2 代

测序技术实现. 但是对于百美元基因组, 现有的技术

可能难以达到这一目标, 即便是正在开发中的单分

子测序技术. 若是这样, 将不得不等到更新一代的革

命性技术出现, 如第 3 代测序技术.  

2.5  客户的测序成本 

真能这么快实现目标吗？真的即将看到 1000 美

元客户成本的人类基因组测序吗？没有那么快. 目
前所有用于测序成本的分析的数据基本上都是耗材

与试剂的成本. 即使是对同一设备, 人们估算的成本

范围之大也令人惊讶[52]. 经常被低估的是下游信息

分析的成本. 分析测序仪产生的数据, 精确注释人类

基因组是耗时和人力密集型的. 很多时候, 在成本估

计或声明时, 人们都没有将这部分成本考虑在内. 如
果将所有的因素都考虑在内, 例如耗材、设备摊销、

维护、人工以及计算分析, 产生高质量人类基因组数

据的实际成本要比那些数字高出许多倍.  
除了测序的实际成本, 还必须考虑市场的力量, 

包括企业的经营成本. 也就是说即使测序成本降到

1000 美元左右, 在市场服务的初期阶段, 其价格也

会远远高于此——这是简单的市场供求关系所决定

的. 综合考虑这些因素, 意味着可能很难在不久的将

来看到真正意义的 1000 美元基因组.  
目前, 真实的成本结构中试剂成本高是人为造

成的. 因为构建文库与测序反应试剂的价格完全由

仪器公司控制. 只有具有实力的竞争者进入市场, 打
破对试剂的垄断, 才可能发生有利于客户的改变. 因
此, 目前用户所要做的是将所要测序的基因组排定

优先级别, 从最需要完成的开始, 而不是, 马上开始

所有的测序.  
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2.6  测序运作模式 

测序成本方面, 另一个需要考虑的因素是规模

经济效应. 从某种意义上说, 这一因素已经包括在经

验曲线之内, 做的越多越便宜. 这引起另一个有趣的

问题: 测序业务将朝着哪个方向发展？是集中的生

产型中心还是分散的进行测序？预计市场需求将使

运作模式多样化.  
存在两种测序运营模式: 作为常规实验室技术

或高通量的操作 . 对于毛细管电泳测序仪 ABI- 
3730XL, 为测定有限数目的样本或特殊任务所必需, 
将按照常规实验室技术的方式运作. 可以预见, 目前

的第二代测序仪的运作将集中于缝隙市场 (niche 
market), 例如市场上的 Roche/454 以及 Illumina GA
测序仪, 他们将用于小规模的操作, 满足单独实验室

一次或多次运行来分别测定一些细菌或是人类基因

组的需求. 高通量的机器将测序能力提升至 20 倍覆

盖率人类单倍体基因组数据的水平, 相当于每次运

行产生 100~150 G 的数据.  
相信未来大规模测序业务将转移到大的商业化

服务中心或服务商, 而不是在单独的实验室或小的

研究机构中进行. 如果现在的预期都能变成现实, 当
测序成本下降到 1000 美元每基因组水平之下, 那将

很难说花费 50万美元购买设备是正确的(假设设备的

价格将与现有设备持平——基于经验的合理假设). 

要迅速收回仪器成本, 并达到盈亏平衡点, 这需要承

接大量的测序工作. 运作良好的服务导向型测序服

务商拥有大量的客户资源, 其更具有财务优势. 简单

的说, 这就是规模经济. 这一点在某种程度上类似与

IT 行业相似, 大型 Web 主机托管服务商承担了众多

大小机构的网站托管业务. 基因组测序服务商已经

萌芽, 如 Agencourt Bioscience, Cofactor Genomics, 
Complete Genomics, Knome, SeqWright 等, 以上只是

几个例子. 这一趋势将持续下去, 但随着市场的成熟, 
这些公司最终将合并成几个较大的服务商.  

2.7  技术共存 

不同世代测序技术并不互相排斥, 新一代技术

出现并不意味着原有的平台完全过时. 由于不同世

代技术之间功能上的互补性, 它们将长期共存(表 3). 
典型的例子是第 2 代测序平台的测序通量远高于基

于 Sanger法的第 1代测序平台, 但依然没有完全取代

第 1 代测序技术. 具有读长优势以及原始数据准确的

Sanger 法将用于小规模测序的缝隙市场, 而第 2 代测

序仪将用于大规模的项目. 

3  中国应该怎样做? 

发达国家, 如美国和欧盟, 在新的测序技术开发

方面进行着激烈的竞争, 这也标志着测序技术的重  
 

表 3  不同世代测序技术的应用领域 a) 

功能性 

新测序 技术 特征 PCR 产物

测序 WGS CBC 
重测序 GT 1000/100 

1.1 平板胶 + + + + + NA 
第 1 代 

1.2 毛细管-四色荧光 +++ ++ ++ ++ ++ NA 

LR NA +++ NA ++ NA NA 
2.1 微乳液 PCR 

SR NA ++ NA +++ NA NA 

2.2 高通量/无反应仓 NA +++ NA +++ NA NA 
第 2 代 

2.3 单分子 NA +++ NA +++ + 1000 

3.1 化学/纳米技术 NA +++ NA +++ + 1000 

3.2 纳米技术 NA +++ NA +++ + 100 第 3 代 

3.3 纳米技术 NA +++ NA +++ + 100 

a) WGS: 全基因组鸟枪测序(whole genome shotgun); CBC: 克隆测序(clone by clone); GT: 基因型分型(genotyping); 1000/100: 千/百
美元人基因组测序目标; LR: 长读长(long reads); SR: 短读长(short reads) 
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要性. 对于中国, 发展这项复杂的技术仍然是巨大的

挑战, 但同时也是一个巨大的机遇. 
传统上, 中国缺少财务支持以及专有技术(Know- 

how)来开发例如新一代测序仪之类的复杂分析仪器. 
迄今为止, 中国开发的分析仪器局限于实验室基本

设备如离心机、摇床以及电泳设备等. 高端设备, 如
高通量测序仪等, 都依赖进口. 考虑到过去中国的经

济发展与技术状态, 这些都是可以理解的.  
要开发这类高级分析技术平台, 不仅需要技术、

工程基础、合作以及跨学科的整合, 例如生物化学、

半导体、电子工程、机械工程、计算机等, 而且还需

要巨大的公共或私人投资机构提供强大的金融支持, 
但潜在的利益是巨大的.  

首先, 通过开发这类分析仪器, 中国的科学家与

工程师不仅可以在解密生命密码方面做出贡献, 而
且可以学习并掌握这方面的技术与组织技能; 其次, 
除了推进技术、工程以及科学 Know-how 的发展, 还
有巨大的经济价值. 先进的基因组测序技术打开了

个体化医疗的大门, 这样做不仅可以带来巨大的经

济利益, 而且有利于医疗条件的改善与提升. 假定只

有 10%的中国人选择用 1000 美元来测定他们的基因

组, 这将创造 1300 多亿美元的价值. 因此认为, 尽管

这一前期开发的投入较大, 但对中国来说, 如果不做, 
潜在的损失是无法估量的.  

4  结论 

30 年的创新和发展开创了基因组测序的新时代.
测序技术从手工的一次一个样品发展成为基于大规

模阵列的高度自动化技术. 测序通量呈指数提高, 而
成本急剧降低. 由于当前的以及即将出现的更新一

代测序技术, 1000美元基因组的目标将变得更加现实. 
快速、廉价的测序能力将引领我们开辟比较基因组学

分析、疾病诊断以及个性化(个体化)医疗等新领. 由
于其在科研以及经济方面的巨大利益, 中国应该在

21 世纪这一关键技术的研究开发方面发挥更大的作

用, 并积极促进其在生命科学研究以及医药领域的

广泛应用. 当全部现存生物的基因组及其有意义的

变异都被发现并掌握时, 做出这些贡献的人应该感

到无比的自豪！ 
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