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摘要    高通量测序是核酸测序研究的一次革命性技术创新, 该技术以极低的单碱基测序成

本和超高的数据产出量为特征, 为基因组学和后基因组学研究带来了新的科研方法和解决方

案. 在动植物研究领域, 高通量测序引领了一次具有里程碑意义的科学研究模式革新, 科研

人员可利用该技术在基因组、转录组和表观基因组等领域展开多层次多方面多水平研究. 本

文就高通量测序技术应用于动植物基因组学和功能基因组学研究进展进行了系统阐述, 并对

当前高通量测序技术的现状和热点及未来的发展趋势作了深入剖析和讨论.  
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第二代测序技术 , 又称新一代测序技术 (next- 

generation sequencing), 相应于以 Sanger 测序法为代

表的第一代测序技术而得名. 第二代测序中 3 种主流

测序技术分别为依次出现的 Roche/454 焦磷酸测序

(2005 年)、Illumina/Solexa 聚合酶合成测序(2006 年)

和 ABI/SOLiD 连接酶测序(2007 年)技术. 与 Sanger

测序相比, 3 种新一代测序技术共有的突出特征是, 

单次运行(run)产出序列数据量大, 故而又被通称为

高通量测序技术[1].  

高通量测序技术一般由模板准备、测序和成像、

序列组装和比对等部分组成. 3 种二代测序技术的原

理各不相同, 其数据量产出、数据质量和单 Run 运行

成本也不一样[2]. Roche/454 测序序列读长(reads)在 3

种测序技术中最长 (600~1000 bp), 但其通量最低

(0.5~1 Gb/run); Illumina/Solexa 测序通量大, 其新机

型 Hiseq2000 产出量为 600 G/run, 但读长比 454 测序

短(通常为 100 bp); ABI/SOLiD 读长最短(50 bp), 但

其创新之处在于双碱基编码的应用, 降低了测序的

错误率, 而且由于其双碱基编码和校正系统的原理

与重测序相似, 所以 SOLiD 特别适用于具有高质量

参考基因组序列物种的重测序.  

高通量测序技术的出现, 使得获得核酸序列数

据的单碱基测序费用相对于 Sanger 测序急剧下降, 

随之也给基因组学研究带来了更多的新方法和新方

案. 目前, 高通量测序技术已广泛应用于动植物全基

因组测序、基因组重测序、转录组测序、小 RNAs

测序和表观基因组测序等方面. 本文分别对高通量

测序技术在多研究水平的具体应用和最新发表的文

献进行了综述.  

1  全基因组 de novo 测序 

通过对物种基因组序列进行系统的研究, 可以

获得该物种的基因组和重要功能基因的序列信息，阐

述该物种的进化史, 了解该物种生长发育和适应环

境的分子机制. 全基因组 de novo 测序也称为从头测
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序, 它不依赖任何现有的序列资料, 而直接对某个物

种的基因组进行测序, 然后利用生物信息学分析手

段对序列进行拼接、组装, 从而获得该物种的基因组

序列图谱.  

1990 年人类基因组计划的启动, 标志着生命科

学研究向基因组学领域迈出了重要一步; 多种实验

室研究常用的模式生物物种如线虫(Caenorhabditis 

elegans)、拟南芥 (Arabidopsis thaliana)、小鼠 (Mus 

musculus)、水稻(Oryza sativa)等全基因组测序计划也

得以实施; 伴随着利用 Sanger 测序技术进行全基因

组测序的热潮, 人类基因组计划与多种重要模式动

植物基因组计划相继顺利完成[3~7]. 在这些重要物种

基因组计划顺利完成后，科学家们发现对于全面解析

众多具有重要科研和经济价值的动植物物种的基因

组序列信息来说, 速度慢、通量低和成本高的第一代

测序技术远远满足不了需求, 这也使得全新测序技

术的开发显得更为紧迫和必要.  

第二代测序技术出现后 ,  科学家们开始选择  

使用新一代测序技术来进行全基因组 de novo 测序, 

Li 等人[8]发表在 Nature 上的熊猫(Ailuropoda melano- 

leura)基因组文章, 是第一次完全采用新一代测序技

术完成大型物种的全基因组 de novo 测序. 如表 1 所

示, 黄瓜(Cucumis sativus)、苹果(Malus domestica 

Borkh)、金小蜂(Nasonia vitripennis, N. giraulti, N.  

表 1   已发表的采用高通量测序的动植物基因组 

物种名 所属科 基因组大小 所用测序技术 

黄瓜[9] 葫芦科 350 M Sanger+Illumina/Solexa 

熊猫[8] 熊科 2.25 G Illumina/Solexa 

金小蜂[10] 金小蜂科 295 M Illumina/Solexa 

苹果[11] 蔷薇科 700 M Sanger+Roche/454 

弓背蚁 
蚁科 300 M Illumina/Solexa 

印度跳蚁[12] 

火鸡(Meleagris gallopavo)[13] 吐绶鸡科 1.1 G Roche/454+Illumina/Solexa 

野生大豆(Glycine soja)[14] 豆科 915.4 M Illumina/Solexa 

森林草莓[15] 蔷薇科 240 M Roche/454+Illumina/Solexa+ABI/SOLID 

可可树[16] 梧桐科 430 M Sanger, Roche/454+ Illumina/Solexa 

阿根廷蚁(Linepithema humile)[17] 蚁科 250.8 M Roche/454+Illumina/Solexa 

红色收割蚁(Pogonomyrmex barbatus)[18] 蚁科 280 M Roche/454 

火蚁(Solenopsis invicta)[19] 蚁科 484.2 M Roche/454+Illumina/Solexa 

麻风树(Jatropha curcas)[20] 大戟科 410 M Sanger+Roche/454 

大头切叶蚁(Atta cephalotes)[21] 蚁科 300 M Roche/454 

顶切叶蚁(Acromyrmex echinatior)[22] 蚁科 300 M Illumina/Solexa 

枣椰树(Phoenix dactylifera)[23] 棕榈科 685 M Illumina/Solexa 

马铃薯(Solanum tuberosum)[24] 茄科 844 M Illumina/Solexa 

中国猕猴(Macaca mulatta)[25] 猴科 2.8 G Illumina/Solexa 

珊瑚(Acropora digitifera)[26] 鹿角珊瑚 420 M Roche/454+Illumina/Solexa 

巨蟒(Python molurus bivittatus)[27] 蟒科 1.4 G Roche/454 

鳕鱼(Atlantic cod)[28] 鳕鱼科 830 M Roche/454 

袋鼠(Macropus eugenii)[29] 袋鼠科 2.6 G Sanger+Roche/454+Illumina/ Solexa 
+ABI/SOLID 

白菜(Brassica rapa)[30] 十字花科 485 M Illumina/Solexa 

裸鼹鼠(Heterocephalus glaber)[31] 鼹鼠科 2.6 G Illumina/Solexa 

食蟹猴(Macaca fascicularis) 

中国恒河猴(Macaca mulatta lasiota)[32] 

猴科 2.8 G Illumina/Solexa 

大麻(Cannabis sativa)[33] 胡麻科 534 M Illumina/Solexa 

木豆(Cajanus cajan)[34] 豆科 833 M Illumina/Solexa 

食蟹猴(Macaca fascicularis)[35] 猴科 2.8 G Roche/454 

猪蛔虫(Ascaris suum)[36] 蛔科 273 M Illumina/Solexa 

帝王蝶(Danaus plexippus)[37] 凤蝶科 273 M Roche/454+Illumina/Solexa 

蒺藜苜蓿(Medicago truncatula)[38] 豆科 500 M BAC+optical mapping+ Roche/454 
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Longicornis)、蚂蚁(弓背蚁 Camponotus floridanus ,印

度跳蚁 Harpegnathos saltator)、森林草莓 (Fragaria 

vesca)、可可树(Theobroma cacao)等多种物种基因组

序列密码解析过程中都采用了新一代测序的序列数

据. 如今, 应用第二代测序技术发表的基因组文章

也越来越多, 仅 2011 年就有 20 多篇关于不同动植

物物种全基因组 de novo 测序的文章报道[17~38]. 随

着新一代测序技术的飞速发展 , 基因  组测序所需

的成本较传统技术大大降低, 时间周期也大大缩短, 

大规模地物种全基因组 de novo测序渐入佳境, 基因

组学研究也迎来新的发展契机和革命性突破.  

2  全基因组重测序 

全基因组重测序是对基因组序列已知物种的个

体进行基因组测序, 并进行差异信息分析的方法. 基

于全基因组重测序, 研究人员能够快速的进行资源

普查筛选, 寻找到大量的遗传差异, 实现遗传进化分

析及重要性状候选基因的预测. 随着测序成本降低

和拥有参考基因组序列的物种增多, 基因组重测序

也成为育种研究中迅速有效的方法之一, 在全基因

组水平扫描并检测出与动植物重要性状相关的变异

位点, 具有重大的科研价值和产业价值.  

2.1  核心种质资源品系基因组重测序 

核心种质是种质资源的核心子集, 它们最大限

度地保存了整个资源群体的遗传多样性, 同时代表

了整个群体的地理分布. 对核心种质资源进行重测

序, 可以深入了解其基因与基因型最大范围的遗传

多样性, 同时对于促进种质交流、利用和管理具有重

要的学术和实用意义. 

Lai 等人[39]对 6 个玉米(Zea mays)骨干自交系

(Zheng58, 5003, 478, 178, Chang7-2 和 Mo17)进行了

全基因组重测序. 平均每个品系产出 5.4X 的数据, 

共发现 1273124 个单核苷酸多态性位点(single nucl- 

eotide polymorphisms, SNPs), 得到 30178 个 1~6 bp

的插入缺失位点(insertion and deletion, InDels). 新发

现的这些 SNPs 和 InDels 提供了 1 个高密度的全基因

组标记信息. 同时鉴定出数百个基因获得与丢失变

异(presence/absence variations, PAVs), 其中 296 个

B73的基因在 6个品系中的至少 1个品系中发生丢失, 

而 6 个玉米品系中也有数百个基因在 B73 中不存在. 

推测这些骨干亲本组合基因组的组合可以弥补另一

方功能元件的缺失, 这种 PAVs 的多态变化和其他无

义突变的互补作用可能与杂种优势有关.  

Zheng 等人[40]对 3 个高粱(Sorghum bicolor)品系

(1 个美国甜高粱、1 个中国甜高粱和 1 个中国籽实高

粱)品系进行了全基因组重测序 , 每株测序深度为

12X, 以已测的美国籽实高粱基因组序列为参考进行

信息分析; 发掘出 1057018个 SNPs, 99948个 1~10 bp

长的 InDels, 16487 个 PAVs 和 17111 个拷贝数变异

(copy number variations, CNVs). 同时, 在甜高粱和

籽实高粱序列中鉴定出近 1500 个序列结构差异基因, 

这些基因参与糖与淀粉代谢、木质素和香豆素合成、

核酸代谢、胁迫应答和 DNA 修复等生物学过程.  

2.2  群体基因组重测序 

在已知物种基因组的情况下, 对种内群体中的

不同个体进行基因组重测序, 可以在全基因组水平

上发现群体内个体之间的差异. 通过这种方法, 可以

寻找出大量的 SNPs, InDels, 结构变异 (structure 

variations, SVs)等变异信息, 从而获得生物群体的遗

传特征. 这对在群体水平上研究物种的进化历史、环

境适应性等方面具有重大意义. 利用全基因组重测

序有助于快速发现与动植物重要性状相关的遗传变

异, 缩短分子育种的实验周期.  

Xia 等人[41]运用新一代测序技术对 29 种家蚕

(Bombyx mori)和 11 种野蚕(Bombyx mandarina)进行

了基因组重测序, 构建了一个单碱基分辨率的家蚕

遗传变异图谱. 每个个体测序约 3 X, 覆盖基因组序

列的 99.88%, 鉴定出 1600 多万个 SNPs, InDels 和

SVs. 分析结果表明 , 驯化家蚕确实由野生蚕分化

而来, 但它们也保持了很高水平的遗传变异性, 这

表明了一个较短驯化事件的发生 . 在驯养过程中 , 

人为选择优良品种, 性状相对单一, 而自然环境选

择能够适应环境、生存能力强的个体, 选择性状多

样化, 由此导致野蚕 LD(linkage disequilibrium)衰减

比家蚕更快. 同时该工作还发现 354 个受到驯化和

人工选择压力影响的蛋白编码基因, 它们主要参与

调控蚕的丝蛋白合成、能量代谢、生殖特性和飞行

能力.  

Lam 等人[42]对 17 株野生大豆(Glycine soja)和 14
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株栽培大豆(Glycine max)进行了全基因组重测序, 鉴

定出 630 多万个 SNPs, 建立了大豆高密度分子标记

图谱. 通过生物信息软件分别对野生大豆和栽培大

豆序列数据进行组装, 鉴定出了 18 万多个 PAVs, 得

到了在栽培大豆中获得以及丢失的基因. 与栽培大

豆相比, 野生大豆有着更高水平的遗传多样性, 这表

明人类的选择导致了栽培大豆狭窄的生物多样性 . 

此研究还发现了大豆基因组不同于其他作物的 2 个

显著特点: 存在较高程度的基因连锁不平衡和较高

的单核苷酸非同义替换/同义替换比例. 这表明, 在

大豆育种方面, 分子标记育种比基因图位克隆可能

更具优势.  

通过核心种质资源品系基因组重测序或进行群

体基因组重测序分析, 可对所研究物种的遗传变异

信息进行全基因组范围地鉴定 , 所获得的高密度

SNPs 和 InDels 标记, 可为该物种的遗传学研究以及

分子育种提供重要的多态性标记, 也有助于将来在

该物种中开展基因与表型关联研究. 同时, 群体遗传

学分析所找回的丢失基因对物种基因集也是很好的

补充, 可为该物种进一步开展功能基因组学研究提

供大量的宝贵数据.  

2.3  重测序构建遗传图谱 

在过去的 20 多年, 大量的科研工作聚焦于通过

数量性状位点(quantitative trait loci, QTLs)分析来探

索不同农作物的复杂农艺性状(如产量)的遗传基础. 

然而 , 几乎所有研究都基于低通量的分子标记(如

RFLPs 和 SSRs)所构建的连锁遗传图谱, 这些图谱大

都因分子标记密度较低而不能提供准确和完全的控

制性状 QTLs 的数目和座位信息. 新一代测序技术的

应用带来基因组序列数据的大幅增长, 为更有效进

行基因作图和全基因组范围分析的基因分型策略提

供了机遇, 并可在此基础之上构建出超高密度的遗

传图谱.  

Huang 等人[43]开发了一种通过基因组重测序对

重组群体进行基因分型的新方法. 该工作对 9311 与

日本晴杂交后自交 11代得到的 150个RILs进行测序, 

每个 RIL测得 0.02 X 数据, 并将所得数据与 2 个亲本

基因组数据相对比, 从而找出 SNPs. 在 150 个 RILs

中, 共鉴定出 1493461 个 SNPs, 平均每个 RIL 的

SNPs 密度是 1 个 SNP/40 kb. 通过滑动窗口方法, 进

行基因分型和重组断裂点的鉴定, 随之构建出含有

高密度 SNPs 和高准确性重组断裂位点的重组图谱. 

这个水稻重组自交系的遗传图谱, 基因分型准确度

为 99.94%, 重组断点分辨率平均为 40 kb. 根据这一

基于测序的遗传图谱, 可将一个株高主效 QTL 位点

定位在 100 kb 的区域内, 而该区域含有已知的水稻

“绿色革命”基因.  

Huang 等人[44]对一个水稻 RILs 群体进行测序, 

群体亲本是珍汕 97 和明恢 63. 该研究利用 RIL 个体

的基因组数据来反推亲本的基因型, 得到了高质量

高密度的遗传图谱. 第一, 所有可能的 SNPs 被鉴定

出来, 使用最大简约法在参考数据下, 获得亲本的基

因型草图. 第二, 通过使用 SNPs“滑动窗”重采样和

贝叶斯推论过滤掉低质量 SNPs 而鉴定出高质量的

SNPs. 第三, 使用高质量的 SNPs 并借助 HMM 算法

对群体中株系完成基因分型. 如此构建出一个超高

密度的连锁图谱, 使用该图谱, 一个水稻粒宽的 QTL

被定位在一个 200 kb 大小的 bin 中, 该区域含有已 

知的 GW5 基因, 这也反映了该图谱的高质量和高准

确性.  

Yu 等人[45]对一个水稻的 RILs 群体个体低覆盖

(0.06 X)测序得到SNPs数据库, 并基于此构建出超高

密度的遗传图谱. 用于该研究的水稻重组自交系群

体的两个亲本为珍汕 97 和明恢 63, 这 2 个骨干籼稻

亚种品系, 通过单粒传的方法构建的群体. 为了评估

遗传图谱的质量, 对一些已克隆基因的位置进行了

验证, 包括了GS3和 GW5/qSW5这 2个分别控制谷粒

长度和宽度的主效 QTLs 位点, 以及 OsC1 这一控制

色泽的质量性状位点. 在所有被选择用于验证的案

例中, 目标位点都被精确地定位在基因实际所在的

bins 中, 这表明本研究所得图谱具有很高的质量和精

确性. 这个 SNP图谱结合多年大田调查数据, 对水稻

的产量和 3 个产量组成性状(分蘖数、穗粒数、千粒

重)进行 QTL 分析, 并与基于 RFLPs/SSRs 的 QTL 定

位进行了对比分析. 结果显示, SNP 图谱可以检测出

更多的和更精确定位的 QTLs 位点, 这也证实了与

RFLPs/SSRs 图谱相比, SNP 图谱在检测限和分辨率

上所具有的优势.  

全基因组重测序检测得到 SNPs 信息进而基因分

型的方法, 可适用于具有参考基因组序列质量不一

的物种的不同类型的作图群体, 并可用于大基因组
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和低多态性物种[43]. 随着测序技术的持续革新, 采用

测序构建遗传图谱的技术可能会替代传统的作图方

法, 为大范围发掘基因和探索更广泛的生物学问题

提供更有力的工具.  

2.4  重测序发现突变位点 

正向遗传突变、适应进化和表型筛选是创造出带

有希望性状的新变异有机体的有力工具和途径, 而

这些突变往往不能轻易地用传统遗传学技术鉴定出

来. 新一代高通量大规模平行测序技术, 在突变体的

亲本株系拥有参考基因组的情况下, 可以快速和准

确地得到这一个突变体的基因组信息, 有利于突变

位点的初定位和鉴定.  

Sarin 等人 [46] 使用传统研究手段将一个经

EMS(甲基磺酸乙酯)诱导所得突变体线虫的突变位

点定位于 5 号染色体上的 4 Mb 区域内. 随后使用

illumina 深度测序技术得到该线虫突变体的基因组序

列, 发现在初定位的 4 Mb 区域中, 突变体基因组和

线虫参考基因组存在 80 个变异, 其中有 4 个突变位

点处于外显子区, 而唯一的无义突变则存在于 R07B5.9

基因中, 该基因在随后的验证实验中得以证实是目

标基因.  

Cuperus 等人[47]将 EMS 诱导的 col-0 型拟南芥隐

型突变体与 Ler 型野生拟南芥构建了 F2 群体, 鉴定

出 93 个突变体纯合系, 对 93 个样本进行 DNA 提取, 

混合后进行高通量测序, 数据经生物信息学分析发

现在 2号染色体上存在一个大小为 1.52 Mb富含 col-0

的 SNPs的峰(peak). 经进一步研究, 他们在该区域成

功找到了目标突变位点.  

Ashelford等人[48]对一个拟南芥突变体 ebi-1的回

交系进行基因组重测序, 随后又通过对突变体的表

达数据进行了调查使得候选 SNPs 数目得以有效地缩

小. 最终成功鉴定出 1 个在 AtNFXL-2 基因中引起 ebi-1

突变表型的 SNPs 位点. 该研究证实利用回交系材料

可以降低遗传背景噪音, 对其进行测序分析可有效

减少候选 SNPs 数目.  

2.5  基因组重测序用于 GWAS 研究 

近年来出现的全基因关联分析 (genome-wide 

association study, GWAS)是一种在医学研究中被广

泛使用于鉴定复杂疾病的关键易感基因的新技术 , 

但该技术未能够广泛应用于作物复杂性状的研究, 其

主要原因是植物中基因分型技术的不完善, 以及各作

物中缺少类似人类单体型图的高密度单体型图谱.  

2010 年, Huang 等人[44]从近 50000 份的中国起源

的水稻品种中, 挑选 517 个具有全面表型调查数据的

水稻地方品种进行基因分型工作(基因组重测序). 通

过高通量测序总计得到 27 亿条序列读长, 每个品种

约测得 1 X 基因组数据. 重测序鉴定出了约 3.6 M 的

SNPs, 通过对 SNPs 的遗传图距计算, 能够把群体分

成 3 个的亚群: 粳稻、籼稻以及混合品种. 利用一种

新的数据填补方法(k-nearest neighbor algorithm)构建

了一个高密度的水稻单体型图谱, 并在 373 个籼稻地

方品种中对 14 个重要农艺性状进行 GWAS 分析, 找

到了各性状的相关关键位点, 其中有 6 个位点的信号

峰与先前用突变体或重组群体研究定位的基因紧密

连锁, 而用 GWAS 所鉴定的位点平均来看, 大约可

以解释 36%的表型变异.  

最近, Zheng 等人[40]继续采用这种基于测序的

GWAS 方法, 对一个更大、多样性更高的 950 份世界

范围内水稻栽培种(包括粳稻和籼稻亚种), 再次进行

GWAS 分析. 总计鉴定出 32 个与开花期和十粒重相

关联的新位点, 这表明更大的样本量可以有效提高

GWAS 检测性状相关变异的能力. 同时, 通过详细注

释, 鉴定出 18 个关联位点的候选基因. 这一研究表

明, 基于测序的 GWAS 和功能基因组注释的联合应

用, 可以在水稻中找出复杂性状与相应遗传多态性

因素一一匹配的相应关系.  

上述研究表明, GWAS技术可在水稻中应用以鉴

定重要农艺性状的相关基因. 而基于测序的 GWAS

分析方法来鉴定关键基因位点, 是与传统的构建作

图群体分析复杂性状方法互为补充的研究策略.  

2.6  外显子组和目标区域测序 

外显子组(exome)是一个物种基因组中全部外显

子区域的总和, 它是基因行使其功能最直接的体现. 

通过高通量测序技术进行外显子组测序, 能够直接

发现与蛋白质功能变异相关的遗传突变. 目标区域

深度测序是指对感兴趣的特定基因组区域进行高通

量测序, 因此外显子组测序也属于目标区域测序的

一种类型. 可以将感兴趣的基因组区域定制成特异

性的探针, 通过这些特异性探针与基因组 DNA 进行
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杂交, 富集基因组目标区域, 最后将捕获到的基因组

DNA 进行高通量测序. 相比于全基因组重测序, 外显

子组和目标区域测序更加经济、高效. 目前, 在医学基

因组学研究领域，外显子组和目标区域测序技术已经

应用到寻找人类各种疾病相关的致病基因和易感基因

的研究中, 而在动植物研究中已有报道主要集中在小

鼠 [49] 中 , 在大豆 [50,51] 、牛 (Bos taurus)[52] 、果蝇

(Drosophila melanogaster)[53]等物种中也有部分报道.  

3  简化基因组测序 

随着新一代大规模平行基因分型技术的发展 , 

对重要和复杂性状基因的QTLs精细定位和图位克隆

变得更容易获得成功. 在特定作图群体的 QTLs 区域

开发高密度的遗传标记是对经济性状重要基因精细

定位和图位克隆的基础. SNPs 是最丰富的遗传变异

形式, 存在于任何不同基因型之间, 常被用于 QTLs

定位研究. 大规模平行测序技术, 已经被广泛用于鉴

定全基因组范围内的序列变异, 然而对于复杂基因

组的物种, 用最经济实惠的方法去鉴定一些 QTLs 区

域的 SNP 标记很有必要, 简化基因组测序的研究思

路也应运而生.  

3.1  简化代表文库测序 

简化代表库(reduced representation libraries, RRLs)

的使用是在人类研究中首次提出, 可以通过 Sanger

测序有效地发现 SNPs. 通过选择一种内切酶进行酶

切, 然后进行文库片段大小的选择, 使用一定大小的

酶切片段所对应的序列作为整个基因组序列的部分

代表, 来降低基因组的复杂性. 对群体中不同基因型

的个体采用相同的内切酶进行酶切, 回收相同大小

范围的酶切片段, 建立文库, 然后进行高通量测序. 

对于有参考基因组序列的物种进行测序片段的比对, 

而对于没有参考序列的物种先进行序列组装, 然后

对组装产生的序列进行序列比对. 通过 RRLs 测序和

分析, 可以准确地发现 SNPs(图 1).  

 

 

图 1  简化代表库测序原理 
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van Tassell 等人[54]将代表 3 个群体的 66 头牛的

基因组 DNA 进行混合 , 采用 Hae Ⅲ酶切后建立

RRLs 文库, 并进行了高通量测序. 通过酶切测序获

得62042个候选的SNPs, 应用基因分型验证, 在全基

因组范围随机挑选 23357个SNPs, 验证率为 92%. 该

工作建立了一种快速、高效、低成本地大规模开发

SNPs 的新方法.  

Kerstens 等人[55]将来自 2 种品系的 6 个火鸡

(Meleagris gallopavo)个体的基因组 DNA 进行混合, 

使用 Sau3A 酶消化后构建了一个 RRLs 文库. 该文库

经高通量测序及生物信息学分析后, 鉴定出 11000 多

个的 SNPs, 在一个代表性的样本中对 340 个 SNPs 进

行基因分型发现 SNPs 的转换率为 95%. 该工作是在

火鸡基因组数据公布之前所做的, 这表明 RRLs 测序

可以高效且低廉地在参考基因组序列未知物种中鉴

定出上千个高质量 SNPs.  

Wu 等人[56]对一个栽培大豆作图群体的 2 个亲本

基因组 DNA 进行混合, 经 CviR Ⅰ酶切后构建了一

个 RRLs 文库并进行了测序分析, 鉴定出 39022 个候

选 SNPs. 从得到的 SNPs 标记中选出 164 个 SNPs 用

于定位分析一个已知的 QTL, 可以将该区域的标记

密度加密到每 42 Kb 一个标记. 该工作证实使用高通

量测序技术和基因组复杂性简化技术相结合的方法, 

可以快速地鉴定出很多用于 QTL 区域精细定位的

SNPs 标记.  

3.2  酶切位点相关 DNA 测序 

酶切位点相关 DNA 测序(restriction-site associ- 

ated DNA sequencing, RAD-seq)技术是随着高通量测

序的出现应运而生的一种新技术, RAD 标签是一种

以芯片杂交为基础的分子标记，而 RAD-seq 则是直

接对RAD标签进行测序分析, 从而进行SNPs的开发

和分型, 如图 2 所示, RAD 标签的获得过程, 简单来

说是对酶切后 DNA 片段加上可与酶切所得黏性末端

序列互补的接头 1, 随机打断后, 再加上非特异性接

头 2, 利用识别接头 1 和接头 2 上的引物对进行 PCR

反应, 只有分别带有接头 1 和接头 2 的酶切位点周边

的 DNA 片段会得到有意义的扩增, 即为 RAD 标签, 

对其进行高通量测序反应, 便被称为 RAD-seq 技术. 

RAD-seq 技术在模式和非模式生物的遗传分析包括 

 

 

图 2  RAD-seq 技术原理 
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基因型-表型关联图谱、系统进化、群体遗传等研究

领域具有广泛的应用前景.  

Baird 等人[57]第一次报道了 RAD-seq 技术, 他们

在三刺鱼(Gasterosteus aculeatus)中成功应用该技术

鉴定出 13000 多个 SNPs. 同时开发了适用于样本混

合的标签系统, 并应用于三刺鱼 F2 群体中个体的重

组断点的鉴定, 从而确定了该鱼种体侧骨板缺失的

遗传基础. 标签系统也被用于另外一个性状(弱骨盆

结构刺退化)的遗传定位. 为了进一步证实 RAD-seq

技术可行性, 在链孢霉(Neurospora crassa)中利用该

方法鉴定了多态性分子标记并成功定位了一个该菌

的诱导突变体.  

Hohenlohe 等人[58]利用 RAD-seq 技术对三刺鱼

的自然群体间核苷酸的差异进行了基因组范围的扫

描. 对来自 2 个海洋和 3 个淡水群体的 100 个个体, 

进行 RAD-seq 分析, 每个个体鉴定和分类出 45000

多个 SNPs. 该工作全面地对三刺鱼群体间遗传差异

进行了评估并确定了生物地理假说, 表明棘鱼中重

复出现的平行类似的表型进化, 可能源自全基因组

范围内自始至终广泛并行发生着的遗传进化. 一些

此类基因组区域与先前实验室的作图群体鉴定出来

的棘鱼表型差异的 QTLs 共定位, 确认了先前鉴定出

来的适应性相关的基因组区域.  

Emerson 等人 [59]利用 RAD-seq 技术对瓶蚊草

(Wyeomyia smithii)进行测序分析, 揭示了瓶草蚊(起

源于 22000年到 19000年前劳伦冰盖衰退期间的阿巴

拉契亚山脉南部)的遗传结构和进化演变方向. 该工

作证实 RAD-seq 技术可用于确定一个物种的近期分

化群体的系统发生关系.  

Baxter 等人[60]对小菜蛾(Plutella xylostella)回交

系进行了 RAD-seq 分析, 成功构建了小菜娥的遗传

连锁图谱, 并完成了小菜蛾和家蚕染色体的比较基

因组学分析. Chutimanitsakun等人[61]利用RAD-seq技

术对 93 株大麦(Hordeum vulgare)DH(双单倍体)作图

群体进行研究, 获得 530 个 SNPs, 应用其中的 445 个

SNPs, 结合之前的标记构建了大麦连锁图谱, 并对

生殖适度形状进行了 QTL 定位分析. Pfender 等人[62]

对一个黑麦草(Lolium perenne)F1 群体的 193 个体进

行 RAD-seq, 并结合 SSRs 和 STSs 分子标记, 利用双

假测交原理进行连锁分析, 构建了遗传连锁图谱并

检测到 3 个黑麦草抗杆锈病 QTLs.  

4  转录组测序 

转录组测序, 又称 RNA-seq 或 mRNA-seq, 即从

总 RNA 中富集出单链 mRNA 经反转录得到双链

cDNA, 而后对其进行高通量测序分析(图 3). 在已完

成基因组测序的物种中, 可将 RNA-seq 结果与基因

组 DNA 序列数据进行对比, 从而得到基因表达、可变

剪切、基因结构优化、新基因发现等分析结果. 对于

没有参考基因组的物种, 可以进行 de novo 转录组测

序研究, 即对所得到测序读长片段进行 de novo 组装, 

进而得到该物种的单一基因序列集(unigenes)数据.  

4.1  有参考基因组物种的转录组测序 

Zhang 等人[63]以水稻 9311 的愈伤组织、根尖、茎

尖、叶、稻花/稻穗为材料, 进行转录组测序, 展示了

栽培水稻不同器官的转录组图谱. 采用高通量双末

端测序 , 检测到了 7232 个新转录本 , 这些转录本  

表达丰度低, 且具有组织特异性. 共发现了 23800 个

可变剪接 , 这些可变剪切事件发生在水稻 33%的  

基因中. 同时发现 1356个融合基因, 鉴定了 234个候

选嵌合转录本, 它们可能是由反式剪切产生地, 这 

表明转录融合事件比预期地更常见. 这些数据为研

究远比预期复杂的水稻转录调节机制提供了广泛的

依据.  

Li 等人[64]使用高通量测序分析了玉米叶片的转

录组. 作者将玉米 B73 小苗的第 3 叶分为 4 个发育梯

度部分(叶基区、过渡区、正在成熟区和成熟区), 并

从叶尖中分离出维管束鞘细胞群和叶肉细胞群, 共

对 6 个样品进行转录组测序分析. 得到约 120 M 的序

列读长去界定基因的结构和可变剪接事件, 并且在

不同发育梯度的叶片中及在成熟叶片的维管束鞘和

叶肉细胞中进行转录本丰度的定量分析. 检测到大

部分基因存在不同的 mRNA 加工事件, 发现在叶片

不同发育梯度中有 64%的基因呈现差异表达 ,  而

21%的基因在维管束与叶肉细胞中表达量不同. 对数

据聚类分析发现从叶基部的初生细胞壁、基本细胞代

谢到过渡到叶尖的次级细胞壁生物合成、C4 植物光

合作用的发育的转录组呈现动态变化状态. 这些工

作通过对处于不同发育状态的 4 个区域进行研究, 产

生了一个高分辨率和高准确性的转录本图谱, 建立

了一个可整合生理和代谢数据集的系统框架, 为今 
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图 3  转录组测序原理 

后开展光合作用发育相关研究提供了基础.  

4.2  无参考基因组物种的转录组测序 

Graham 等人[65]利用 Roche/454 测序平台对青蒿

(Artemisia annua)的转录组进行了测序分析, 快速找

出了大量的 SNPs(1 个 SNP/104 bp), 从中选取 1536

个 SNPs, 结合其他已有 marker 用于遗传连锁图谱的

构建. 所用的 2 个亲本品种 C4 与 C1 是两个高度杂合

且基因型差异很大的青蒿品种 , 构建了 F1 群体 . 

Graham 使用了 242 个 F1 个体的数据对 2 个亲本分 

别构建了遗传图. 将表型数据如青蒿素浓度、叶面

积、表皮毛状体密度、以及植株鲜重等与基因型数据

相关联, 找到了 7 个 QTLs 位点. 其中与青蒿素产量

相关联的 QTLs 有 3 个, LG1 与 LG9 上的 QTL 与青蒿

素产量正相关, LG4 上的 QTL 与青蒿素产量负相关. 

这一研究结果可以有帮助于今后对青蒿进行分子标

记辅助选育青蒿素高产品种.  

Wang 等人[66]对甘薯(Ipomoea batatas)的块状根

进行高通量转录组测序, 通过 illumina 双末端测序技

术产出了超过 59 M 的序列. De novo 组装出 56516 条

单一基因序列(unigenes), 平均长度为581 bp. 基于与

已知蛋白的序列相似性搜索, 总计有 35051 个基因被

鉴定出来. KEGG 分析有 11056 个是属于代谢途径, 

尤其以碳水化合物代谢和次生代谢物质生物合成途

径最突出 . 此外 , 从单一基因序列集中开发出的

4114 个 cDNA SSRs(cSSRs)候选分子标记可以丰富甘

薯的分子标记和有助于将来的分子标记辅助育种.  

Chen 等人[67]报道了飞蝗(Brugia malayi)的转录

组情况, 对测序得到的 21.5 Gb 的测序序列进行了组

装, 得到了 72977 条转录本(N50, 2275 bp), 并鉴定了

11490 个蝗虫蛋白编码基因, 全面发现了具有代表性

的核心基因集. 与其他 8 种已测序昆虫进行比较基因

组学分析, 从而第一次对不完全变态和完全变态的

昆虫进行了基因组分歧的鉴定, 且发现了 18 个发育

相关基因.  

这些研究结果表明基于高通量测序的 de novo 转

录组分析可在非模式动植物物种, 特别是在基因组

大且复杂的物种中, 有效地用于新基因的发现和新

分子标记的开发.  

5  数字基因表达谱技术 

数字基因表达谱(digital gene expression, DGE)技

术的基本原理(图 4)是利用对 mRNAs 经反转录所得

cDNAs 进行双酶切, 使得一条 mRNA 得到一个相对

应的标签, 而后进入高通量测序和分析流程, 经过生

物信息均一化后比较不同样本间各种标签条数, 找

出差异表达标签. 早在 1995 年诞生的基因表达系列 
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图 4  DGE 技术原理 

分析(serial analysis of gene expression, SAGE)技术, 

是将酶切产生的标签, 用连接酶进行连接后, 进行

Sanger 测序; 而基于高通量测序的 DGE 技术, 是对

标签直接进行测序, 故而 DGE 又被称为 DeepSAGE.  

DGE 得到的差异表达的标签, 需要与数据库进

行对比, 才可以得到基因的差异表达结果, 所以在具

有参考基因组的物种和一些没有参考基因组但有单

一基因序列集数据库的物种中, 可以直接进行 DGE

的应用, 而在既没有参考基因组又没有单一基因序

列集数据库的物种中, 需要先采用 RNA-seq 技术构

建一个本物种的单一基因序列集数据库, 用作 DGE

所得标签的对比参考数据库. 

5.1  有 unigenes 数据库物种中进行 DGE 分析 

Xiao 等人[68]第一次应用 DGE 技术研究了宿主

家猪 (Sus scrofa)在感染 N-PRRSV(经典北美型

PRRSV)CH1a 株病毒后转录水平做出的响应. 该工

作共取 9 头 6 周大的健康小猪, 3 头猪为对照, 在感

染实验前一天杀掉取肺; 6 头猪感染病毒, 分别在感

染后第 3 天和第 7 天, 各杀 3 头猪取肺. 每 3 头猪混

合提取 RNA, 进行 DGE 实验. 研究发现受病毒诱 

导而上调表达的早期炎症相关细胞因子、趋化因子、

黏附分子、发炎相关酶蛋白、发炎细胞、抗体以及

补体激活等等很可能导致了 N-PRRSV 感染过程中 

发炎响应的发展发生. 而 N-PRRSV 诱导的免疫抑

制则可能介导了感染细胞的凋亡, 这导致了免疫细

胞的损耗, 也诱导了抗炎细胞因子反应从而不能有

效消除初期病毒感染.  

Wang 等人[69]利用 DGE 技术分析了野生型棉花

(Gossypium hirsutum) Xuzhou142 和它的 fl M(fuzzless/ 

lintless)突变体的胚珠纤维起始阶段和纤维伸长阶段

的表达谱. 在开花期当天对花做标记, 收获2 到 8 

DPA(开花期后天数)的棉花胚珠 , 剥离的棉花胚珠

液氮速冻后80℃保存. 从2, 1, 0, 1, 2, 3, 5 和 8 

DPA 的野生型和突变体的棉花胚珠中提取总 RNA.2, 

1, 0和 1 DPA的总RNA混合作为 stageⅠ(纤维起始)

的样品, 野生型和突变体的分别标记为 WT1 和 M1; 

2, 3, 5 和 8 DPA 的总 RNA 混合作为 stageⅡ(纤维伸

长)的样品, 野生型和突变体分别标记为WT2和M2. 

分别对 WT1, M1, WT2 和 M2 进行 DGE 建库测序, 

发现野生型和突变体之间表达差异水平最大的 20

个基因是纤维素合成酶基因、磷酸(脂)酶基因和脱 

氢酶基因 , 这些基因都参与了纤维细胞的发育进 

程, 从而证实了纤维早期发育中基因转录的高度复

杂性.  

Wu等人[70]使用DGE研究了葡萄(Vitis amurensis)

叶片受霜霉病病原菌(Plasmopara viticola)感染前后
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基因差异表达情况. 该工作分别对 PV 感染葡萄叶片

和照叶片进行DGE测序. 研究发现 513个基因和 167

个基因分别在感染叶片中上调和下调表达超过 5 倍. 

KEGG 富集分析发现, 差异表达基因与核糖体结构、

光合作用、氨基酸和糖代谢等代谢通路相关.  

5.2  无 unigenes 数据库物种中进行 RNA-seq 和

DGE 联合分析 

Wang 等人[71]从烟粉虱(Bemisia tabaci)卵与幼虫

混合样本、蛹和成虫中分别进行 RNA 的提取, 将 3

份 RNA 样本混合后, 进行了 3 G 数据量的 RNA-seq; 

同时对 3 份 RNA 分别进行 DGE 测序. RNA-seq 所得

43 M条测序读长, 组装成 168900个单一基因序列(平

均长度为 266 bp), 是此前在 GenBank 数据库中登录

注册的烟粉虱的全部序列的 10 倍多. 通过与已知蛋

白的相似性搜索, 27290 条序列被鉴定出来. 调查了

白粉虱整个发育过程中转录组的变化情况. 而 DGE

实验中, 对每个样本测序得到多于 2.5 M 的标签, 调

查了白粉虱整个发育过程中转录组的变化情况, 鉴

定出来一大批特异发育时期和抗杀虫剂相关基因.  

Mu 等人[72]用 RNA-seq 和 DGE 分析了大黄鱼

(Pseudosciaena crocea)受嗜水气单胞菌攻击前后的

转录组谱. 对感染后大黄鱼进行转录组测序, 经在

NCBI数据库中注释分析后, 得到了 8216条鉴定的单

一基因序列. 使用 DGE 技术, 对遭受嗜水气单胞菌

感染的大黄鱼和对照大黄鱼对比分析发现, 1996个基

因呈现差异表达, 其中有 727 个上调表达的基因和

489 个下调表达的基因差异在 1.5 倍以上, 而差异变

化倍数较大的基因多是炎性反应相关基因.  

Hao 等人[73]对红豆杉(Taxus mairei)转录组进行

了 de novo 测序组装, 基于同已知蛋白的相似性搜索, 

23515 个单一基因序列被鉴定; 使用 DGE 调查了红

豆杉的根、茎、叶 3 种组织的基因差异表达情况, 鉴

定出一批组织特异性功能相关基因和紫杉烷生物合

成途径相关基因. 同样, Tang 等人[74]从开花后 50 和

70 d 的罗汉果(Siraitia grosvenorii)中提取 RNA, 等量

混合后进行转录组测序. 组装成 43891 个单一基因序

列, 平均长度为 668 bp, 从这个文库中鉴定出了所有

已知参与罗汉果苷骨架合成的酶的 cDNA序列. 对开

花 3, 50 和 70 d这 3个重果的果实发育时期进行DGE

分析, 选出 7 个 CYP450 和 5 个 UDP 基因作为最可能

参与罗汉果苷合成的候选基因.  

新近发展起来的 RNA-seq 和 DGE 技术是高通量

的基因发现和表达分析的方法, 是强大的可在转录

组水平开展功能基因组学研究的工具. 高通量测序

可用于缺少基因组序列信息的物种中转录组的 de 

novo 组装和基因表达分析. 可预计出新一代测序技

术在其他的非模式生物的转录组研究方面拥有巨大

的应用潜力.  

6  小 RNAs 测序 

MicoRNAs(miRNAs)是一类内源小分子 RNAs, 

通常在转录后水平负调节基因表达来发挥作用, 控

制了多种生物和代谢途径中众多基因的表达, 在植

物生长和发育中扮演着重要角色. 以检测miRNAs为

主要目的的小 RNAs 测序技术现已经普遍被用于动

植物表观遗传学研究.  

Wei 等人[75]对飞蝗进行了小 RNAs 测序. 通过与

miRBase 数据库比对鉴定出 50 个保守的 miRNA 家 

族, 并在没有飞蝗参考基因组序列的情况下, 通过生

物信息分析技术发现了 185 个飞蝗特有的 miRNAs

家族. 对飞蝗 miRNAs 的进化分析表明 miRNAs 的

产生主要集中在生物进化过程的 3 个阶段 , 无脊  

椎动物、体腔动物、虫类. 此外还发现了一些转座

子来源的内源小 RNAs 和 piRNAs, 也调控了很多基

因的表达. 对独居型和群居型 2 个生活型态飞蝗的

小 RNAs 的表达情况进行分析 , 独居型飞蝗的小

RNAs 表达更为丰富, 找出了在两型飞蝗中差异表

达的小 RNAs, 并绘制出 2 个不同生活型态的小

RNAs 表达谱.  

Li 等人[76]采用高通量测序与计算分析相结合的

方法, 调查了正常条件下和过氧化氢氧化胁迫处理

条件下水稻幼苗的 miRNAs 组. 通过 miRNAomes 和

Northern blot 的分析比较, 确定在氧化胁迫条件下有

7 个 miRNAs 家族呈现显著的差异表达. 这些过氧化

氢响应的 miRNAs 的靶基因参与了不同的细胞反应

和代谢过程, 包括转录调控、养分运输、生长素的动

态平衡、细胞增殖和细胞程序化死亡, 表明多样化的

miRNAs 形成一个复杂的植物氧化应激反应调控网

络. 此外, 在水稻幼苗中还发现了 32 个新的 miRNAs, 

有趣的是 , 首次发现了一个植物外显子小 RNA, 
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miR3981, 其前体位于基因 AK106348 的最后一个外

显子中, 这表明植物也可以使用一些外显子作为一

个 miRNA 的来源.  

Kwak 等人[77]分别构建了野生型棉花 Xuzhou142

和它的 fl M 突变体的胚珠小 RNA 文库, 并进行高通

量测序, 111 个保守的 miRNAs 被鉴定出来, 此外, 还

鉴定出 2 个新的细胞特异性的候选 miRNAs. 研究证

实了野生型棉花与 fl 突变体中 miRNAs 的表达丰度

存在差异, 暗示这些差异表达的miRNAs在棉花纤维

发育过程中发挥调节转录的作用.  

Wang 等人[78]构建了一个来自浸水 24 h 后玉米

种子的小 RNAs 文库并使用 Solexa 技术对其进行了

测序分析, 发现了 115 个已知玉米 miRNAs 和 167 个

新的 miRNAs. 已知 miRNAs 和新发现 miRNAs 的信

息被生物学重复实验所证实. 本研究成功鉴定出的

新 miRNAs, 大大丰富了玉米 miRNAs 数据库.  

近年来科研工作者也分别将小 RNAs 测序技术

用于多种动植物物种 , 普查了许多动植物 ,如花生

(Arachis hypogaea)[79],小麦(Triticum aestivum)[80], 地

黄(Rehmannia glutinosa)[81], 柑橘(Citrus trifoliata)[82]

和紫菜 (Porphyra yezoensis)[83], 家鸡 [84], 家猪 [85,86], 

褐牙鲆(Paralichthys olivaceus)[87], 松材线虫(Bursa- 

phelenchus xylophilus)[88], 肝 吸 虫 (Clonorchis 

sinensis)[89], 旋 毛 虫 (Trichinella spiralis)[67], 海 胆

(Strongylocentrotus nudus)[90]等物种的 miRNAs 表达

谱, 或者研究了这些物种在不同发育时期、不同胁迫

处理等条件下体内 miRNAs 的差异表达情况.  

7  降解组测序 

鉴定 miRNAs 作用的靶标 mRNAs 是对其功能开

展研究的必要内容之一, 传统的鉴定方法主要是依

赖于生物信息学方法预测及随后对预测结果进行的

实验验证. 随着高通量测序技术的问世, 现在可以直

接地对 miRNAs 介导降解 mRNAs 形成的 3 成端带有

ploy(A)的片段进行测序 , 得到这种降解片段数据 , 

用于新的 miRNA-mRNA 配对关系的发现, 这一新方

法被称为降解组测序(degradome sequencing) (图 5).  

在植物体内绝大多数的 miRNAs 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 位核苷酸上. 靶基因经剪切

产生 5′剪切片段和 3′剪切片段. 其中 3′剪切片段, 含

有自由的 5′单磷酸和 3′poly(A)尾巴, 可被 RNA 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, 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; 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(t-plots), 而该处便是候选的

miRNA 剪切位点.  

German[91]以拟南芥的花组织(WT 型和 xrn4 突变

体)为研究对象, 进行了降解组测序, 得到包括了 800

万个非冗余标签的 2.7 万个转录本信息, 很多以前预

测而未被验证的miRNAs靶序列在此得到了验证. 与

已验证的靶基因相似, 大多数该研究所得miRNAs靶

基因在 miRNAs 的剪切位点得到单一而丰富的标签, 

尤其是在缺少 5′3′ 核外切酶 AtXRN4 基因的 xrn4

突变体的文库中. 尽管拟南芥的miRNAs相关研究已

有很多, 该工作仍然给我们一个新的启示, 从反向思

路利用降解组测序技术来对新 miRNAs 进行鉴定和

验证.  

Zhou 等人[92]报道了在水稻中通过使用降解组测

序来鉴定 miRNAs 靶基因的研究. 从粳稻 93-11 的

4~6 cm 长的幼嫩花序中, 鉴定出属于 87 个 miRNAs

靶基因的 177 个转录本. 在拟南芥和水稻中保守的

miRNAs的靶基因中, 转录因子基因占到 70%(58/82), 

这表明, 这些miRNAs在水稻的基因调节结点中发挥

主要作用. 而非保守的miRNAs则调节了影响着更复

杂调节网络的众多多样的靶基因.  

作为一种技术创新, 降解组测序直接对 miRNAs

形成的 mRNA 的 3′端降解片段进行高通量测序, 来

寻找miRNAs作用的靶基因. 该技术可广泛应用于植

物突变体、不同组织、胁迫条件、不同基因型及不同

的植物物种中, 产生大量有价值的数据, 用于分析

miRNAs 的生物学功能、特异性调控 , 甚至是小 

RNAs、miRNAs 和靶 mRNAs 的进化 . 在动物中 , 

miRNAs 作用靶基因以翻译抑制为主, 但是也有一些

miRNAs 引起靶基因的剪切, 用本方法可以在动物中

发现这些稀少但重要的 mRNAs 剪切事件.  

8  基于测序的表观基因组学技术 

表观遗传学改变是指基于非基因序列改变所致

基因表达水平变化, 如 DNA 甲基化和组蛋白修饰等;  
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图 5  降解组测序原理 

表观基因组学则是在基因组水平上对表观遗传学改

变的研究. DNA 甲基化、组蛋白修饰是表观基因组学

的重要研究内容.  

亚硫酸氢盐修饰结合测序法(bisulfite sequencing)

是由 Frommer 等人[93]提出的研究 DNA 甲基化方法, 

原理是亚硫酸氢盐使基因组中未发生甲基化的胞嘧

啶脱氨基转变成尿嘧啶, 而甲基化的胞嘧啶保持不

变, 然后在所研究的 CpG 位点两侧设计引物进行

PCR 扩增, 对 PCR 产物进行测序并且与未经处理的

序列比较, 判断 CpG 位点是否发生甲基化. 目前, 高

通量测序技术应用于甲基化测序带来了全基因组甲

基化测序(whole genome bisulfite sequencing, WGBS)

技术, WGBS可以在全基因组范围内检测每个CpG位

点的甲基化状态以及频率, 得到全基因组水平单碱

基分辨率的甲基化图谱, 这推动了表观基因组学的

发展.  

Xiang 等人[94]对家蚕的 Dazao 品种(基因组序列

测序完成的品种)的 2 个个体进行了 WGBS 测序, 测

序量分别为 5.9 和 9.9 Gb, 深度为 7.4 和 9.0 X, 覆盖

了 92%的基因组中的胞嘧啶(C). 整合 2组数据, 得到

了家蚕丝腺甲基化图谱, 共鉴定 17 万个 mCs 甲基化

位点, 99.2%位于 CG 位点, BS-PCR 验证表明阳性率

高于 85.2%, 大约 0.11%的基因组胞嘧啶发生甲基化

修饰. 家蚕中, 甲基化区域主要富集在基因内部, 与

基因表达水平正相关. 而转座元件, 基因启动区域以

及 rDNA 区域甲基化程度很低, 表明在动植物中发挥

重要作用的启动子区、核糖体 rDNA 区甲基化调控, 

以及转座子区的甲基化抑制等, 这些调控机制可能

在昆虫中没有进化出来. 家蚕甲基化谱的完成为理

解家蚕及其他昆虫的表观水平的基因调控提供重要

参考资料, 也为进一步研究表观遗传系统在家蚕人

工驯化过程所起到的贡献奠定了基础.  

RRBS(reduced representation bisulfite sequencing)

是由 Meissner 等人[95]提出的一种简化的甲基化测序

方法. 结合高通量测序技术的 RRBS, 它类似于构建

RRL 文库, 在进行 DNA 的亚硫酸氢盐修饰之前, 通

过选择特定内切酶进行酶切, 选择一定大小的酶切

片段所对应的序列作为整个基因组序列的部分代表, 

来进行亚硫酸氢盐修饰和后续测序分析. RRBS 的研

究方法目前主要应用于小鼠[96]和人类的研究中, 在

动植物方面的相关报道较少, 不过可以预见将来这

种性价比很高的方法也会在动植物研究中得到广泛

应用.  

MeDIP-Seq 技术(methylation DNA immunopreci- 

pitation sequencing)也是研究甲基化的一种有效手段. 

其原理是将基因组 DNA 经超声破碎成小片段, 利用

抗 5-甲基胞嘧啶的抗体富集高甲基化的 DNA 片段, 

该过程称为甲基化DNA免疫共沉淀(methylated DNA 
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immunoprecipitation, MeDIP), 而富集得到的 DNA 片

段可进入文库构建和高通量测序过程. 该方法可同

时检测整个基因组和特定位点的甲基化状态. Li 等 

人[97]利用红色原鸡和爱拔益加肉鸡(美国 AA 肉鸡)的

肝脏和肌肉组织, 通过MeDIP-seq的方法获得了鸡全

基因组甲基化图谱. 该研究发现, 总体上鸡基因组的

DNA 甲基化模式与人类以及拟南芥等物种的 DNA

甲基化模式相似: 基因内部 DNA 甲基化程度较高, 

基因的 5′和 3′端甲基化程度相对较低, 在转录起始位

点处 DNA 甲基化水平最低. 鸡基因组中大部分 CG

岛是未甲基化的. 基因启动子 DNA 甲基化水平和基

因表达水平负相关, 表明其在调控基因转录中起抑

制作用. 该研究第一次绘制了鸟类甲基化图谱, 也证

明利 MeDIP-seq 可以有效的分析鸟类基因组 DNA 甲

基化的分布, 有助于对鸟类的表观遗传学的了解.  

染色质免疫共沉淀技术(chromatin immunopreci- 

pitaion, ChIP)是研究体内蛋白与 DNA 相互作用的一

种常用方法, 将其与二代测序技术相结合的ChIP-seq

技术是, 先通过 ChIP 特异性地富集与目的蛋白相结

合的DNA片段, 而后对所得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不同修饰的组

蛋白、不同转录因子等互作的 DNA 区段信息. Wang

等人[98]以 15 h 光照 9 h 黑暗条件下培养 14 d 后的 10

株玉米 B73 幼苗为研究对象, 采用 ChIP-seq 技术和

甲基化酶切测序技术对玉米基因组中四种组蛋白修

饰 (H3K4me3, H3K9ac, H3K36me3, H3K27me3) 和

DNA 甲基化如何影响基因表达进行了系统的分析. 

结果表明, 3 种组蛋白(H3K4me3, H3K9ac, H3K36me3)

对基因表达起到正调控的作用 ; 而另一种组蛋白

(H3K27me3)和 DNA 甲基化对基因表达具有负调控

的作用, 这 2 种调控是相互排斥的, 有 H3k27me3 的

地方 DNA 甲基化水平低, 反之亦然. 同时发现玉米

DNA 甲基化 peaks 出现在 ATG 周围, 其甲基化模式

与水稻非常相似, 而与拟南芥不同.  

9  结语 

高通量测序技术的诞生可以说是基因组学研究

领域一个具有里程碑意义的事件. 该技术使得核酸

测序的单碱基成本与第一代测序技术相比急剧下降, 

以人类基因组测序为例, 上世纪末进行的人类基因

组计划花费 30 亿美元解码了人类生命密码, 而第二

代测序使得人类基因组测序已进入万(美)元基因组

时代. 如此低廉的单碱基测序成本使得我们可以实

施更多物种的基因组计划从而解密更多生物物种的

基因组遗传密码. 同时在已完成基因组序列测定的

物种中, 对该物种的其他品种进行大规模地全基因

组重测序也成为了可能. 现在高通量测序已被广泛

应用于以转录组测序等为代表的功能基因组学研究

中. 对有参考基因组序列的物种, 转录组测序数据可

以大大丰富和验证对基因组数据的注释, 而该技术

本身可用于不同样本间基因表达差异、可变剪接等的

比较. 在无参考基因组序列的物种中, 转录组测序可

以大量且快速地充实该物种的遗传数据库, 这些数

据资源可有助于在该物种中进一步开展分子生物学

研究. 随高通量测序技术而出现的数字基因表达谱

(DGE)测序、小 RNAs 测序、降解组测序、DNA 甲基

化测序、染色质免疫共沉淀 DNA 测序等新方法为科

学家们进行分子生物学相关研究提供了更多的选择. 

总而言之, 高通量测序技术给基因组学研究带来了

一个高效的新平台和巨大的发展机遇.  
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High-throughput sequencing technology is a revolutionary technological innovation of sequencing technology. This 
technology, with low cost and high throughput data, brought new research methods and solutions for genomics and 
post genomics research. In plant and animal research, the high-throughput sequencing, leading a landmark innovation 
in scientific research model, can improve researches in the genome, transcriptome and epigenome, and multi-level 
system. In this review, we described the research progress of high-throughput sequencing applications in plant and 
animal genomics and functional genomics, and the current status and hot points of high-throughput sequencing 
technology. We also discussed the trends in the further application of high-throughput sequencing. 
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