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摘要 绝大部分真核生物的mRNA会在其3′末端发生非模板来源的多聚腺苷酸化, 生成称为poly(A)尾的多聚腺 

苷酸链. Poly(A)尾不仅帮助mRNA从细胞核转运到细胞质, 促进mRNA翻译为蛋白质, 其长度和碱基组成亦与密 

切影响着mRNA的稳定性密切相关. 然而, 由于poly(A)尾的长同聚物特性, 其序列难以被准确测定. 长期以来, 
poly(A)尾的功能与其调控机制研究受限于其检测技术. 近年来, 随着高通量测序技术的飞速发展, 各类poly(A)尾 

的检测技术有了长足的进步, 推动了mRNA poly(A)尾的组成与调控研究. 本文系统总结了当前poly(A)尾检测技 

术的研究进展, 涵盖传统分子生物学方法、基于二代测序和基于三代单分子测序的测序方法, 并阐述了各方法的 

原理、样本制备与捕获策略, 以及在尾长测定、尾内非A残基识别与检测灵敏度等方面的性能特点与局限. 
Poly(A)尾检测技术的发展不仅揭示了poly(A)尾长度介导的RNA转录后调控功能, 也为探究非模板来源的poly 
(A)尾序列携带的poly(A)尾表观遗传调控信息奠定了坚实的技术基础. 
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mRNA转录后加工在基因表达调控与生命系统稳 

态维持中扮演着重要角色. 在真核生物中, mRNA的3′ 
末端通过多聚腺苷酸化生成poly(A)尾结构. 这一过程 

不仅是mRNA成熟的标志性事件, 更通过调控mRNA 
的核质转运、翻译及稳定性, 深刻影响基因表达 [1]. 随 

着全转录组poly(A)尾研究的深入, poly(A)尾长度动态 

与其内部的非A残基的动态与功能逐渐被揭示. 其中, 
精确检测poly(A)尾是揭示其在mRNA代谢调控中功 

能与机制的关键突破口之一. 近年来, 随着核酸分子检 

测技术的进步, poly(A)尾检测方法已从针对单一基因 

的传统检测技术(如PAT assay)发展到全转录组高通量 

测序解决方案. 本文系统梳理了poly(A)尾检测不同技 

术平台的技术演进, 着重探讨高通量测序时代下的 

poly(A)尾动态研究, 旨在为RNA poly(A)尾研究提供 

方法学参考.  

1 Poly(A)尾的代谢和功能 

mRNA是基因转录生成的, 是“中心法则”中关键 

的遗传信息传递载体. 几乎所有真核生物的mRNA前 

体在其3′端均会经历3′末端切割和多聚腺苷酸化的过 

程, 生成由数十至数百个腺苷酸残基构成的多聚腺苷 
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酸链, 称为poly(A)尾. 作为一种普遍存在的mRNA转录 

后修饰, poly(A)尾在mRNA的稳定性、核质转运及翻 

译中起着至关重要的作用 [1].  

1.1 Poly(A)尾的代谢 

Poly(A)尾的加工依赖于多种蛋白复合体和RNA 
顺式调控元件的协同作用. 这些蛋白质在真核生物中 

高度保守, 通过不同的功能模块相互作用, 构成了一 

个复杂的加工机器 [2]. 参与3′末端加工的关键蛋白包 

括: 切割因子Ⅰ(cleavage factor Im, CFIm)、切割因 

子Ⅱ(cleavage factor IIm, CFIIm)、切割与多聚腺苷酸 

化特异性因子(cleavage and polyadenylation specificity 
factor, CPSF)、切割刺激因子(cleavage stimulation fac
tor, CstF), 以及poly(A)聚合酶(poly(A) polymerase, 
PAP) [3]. 多聚腺苷酸化信号(polyadenylation signal, 
PAS)通常是一段保守的AAUAAA或者AUUAAA序列, 
位于剪切位点的上游, 其上下游分别分布有多种顺式 

调控元件 [4]. RNA剪切发生时, CPSF特异性识别并结 

合PAS以及其下游的序列, CFIm和CstF也分别识别 

PAS上游和下游的序列 [4]. 最终, CFIm, CPSF和CstF共 

同形成复合体, 在CPSF的作用下于PAS下游约10~ 
30 nt处切割RNA前体. 剪切完成后, CPSF与FIP1(fac
tor interacting with PAP1)结合, 招募PAP到剪切后的 

mRNA 3′端, 启动腺苷残基的添加 [5]. 细胞核poly(A)结 

合蛋白(poly(A) binding protein nuclear, PABPN)继而结 

合到短的poly(A)尾上, 进一步促进poly(A)尾的延长形 

成完整的poly(A)尾 [2]. 
mRNA在完成细胞核内的多聚腺苷酸化后, poly(A) 

尾帮助其转运到细胞质. 在细胞质内, poly(A)尾可经 

历进一步的加工, 包括尾巴去腺苷酸化和重新延伸. 
Poly(A)尾的去腺苷酸化主要通过PAN2-PAN3复合体 

和CCR4-NOT复合体来完成 [1,6], 而细胞中也存在抑制 

去腺苷酸化的调控机制 [7,8]. 重新延伸则主要依赖于末 

端核苷酸转移酶(terminal nucleotidyltransferases, 
TENTs) [9]. 例如, TENT4A和TENT4B可催化poly(A)尾 

的重新延伸, 并且其催化生成的poly(A)尾中会掺入少 

量非A残基(以G为主), 形成含有非A残基的poly(A) 
尾 [10]. G残基的掺入能够抑制CCR4-NOT复合物的去 

腺苷酸化作用, 从而有助于提高转录本的稳定性 [10,11]. 
TUT4(terminal uridylyl transferase 4)和TUT7(terminal 
uridylyl transferase 7)这两种末端尿苷酸转移酶, 可在 

短于25个核苷酸, 或完全去腺苷酸化的poly(A)尾的3′ 
端添加U残基 [12]. 带有末端U残基修饰的mRNA可进一 

步通过DIS3L2和外切体的作用, 从3′端开始降解; 或在 

LSM1-7复合物和XRN1核酸外切酶的作用下, 从5′端 

开始降解 [12]. 此外, TENT2与TENT5能够在特定的场 

景下在细胞质中对特定的mRNA进行多聚腺苷酸化, 
延长其poly(A)尾, 以激活翻译或增强稳定性 [9,13~15], 近 

期的一项研究显示, TENT5A介导的多聚腺苷酸化可 

能能够作用于外源导入的mRNA, 增强mRNA疫苗的 

效果 [16]. 有意思的是, 尽管功能与机制仍然未知, 在有 

丝分裂细胞周期中, poly(A)尾末端的G和U残基的修 

饰呈现明显的互斥的随细胞周期的丰度波动 [17]. 

1.2 Poly(A)尾的功能 

Poly(A)尾不仅是mRNA成熟和转运的必要结构 

组分, 更通过多种机制参与基因表达的精细调控, 其主 

要功能可简要归纳为mRNA稳定性调控、翻译调控, 
以及发育特异性调控等三个方面. 

通常认为poly(A)尾是mRNA在细胞中稳定存在的 

重要因素, 其对mRNA的保护作用主要体现在: 一方 

面, 通过保护3′末端, 抑制外切酶对mRNA的降解 [6]; 
另一方面, poly(A)尾长度的缩短往往先于mRNA降解, 
是触发去腺苷酸化依赖性降解通路的关键步骤 [1]. 在 

细胞命运转换的过程中, 主动poly(A)去尾可有效清除 

前一个状态的调控网络的相关mRNA [18]. 例如, 在炎症 

刺激下, 促炎因子TNFα(tumor necrosis factor α)和Cox- 
2(cyclooxygenase-2)的mRNA去腺苷酸化可迅速降低 

其稳定性和翻译效率, 从而调控炎症反应的时空特异 

性 [19]. 需要注意的是, 稳态poly(A)尾的长度与mRNA 
的稳定性之间不存在明显的正相关性 [20]. 

一般认为, poly(A)尾与5′端帽结构通过环状蛋白 

复合体相互作用, 共同形成mRNA“闭环”结构, 促进了 

eIF4F复合体的招募与翻译起始子复合体的组装, 从而 

起始mRNA的翻译 [1]. 在神经元和生殖细胞等具备高 

度极化结构的细胞中, poly(A)尾的长度与局部mRNA 
翻译密切相关. 以海马突触后致密区为例, CPEB1在 

αCaMKII mRNA 3′ UTR识别CPE序列后, 招募CPE依 

赖的poly(A)聚合酶进行再加尾, 增强局部翻译, 从而 

推动突触可塑性和记忆巩固 [21,22]. 同样, 在果蝇、斑马 

鱼、非洲爪蟾及小鼠等多种模式生物的卵母细胞和早 

期胚胎中, poly(A)尾长度与翻译效率呈显著正相关, 
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进而影响卵母细胞和胚胎的发育 [23~29]. 在果蝇(Droso
phila melanogaster)的成熟卵母细胞和受精卵中, 
mRNA的poly(A)尾越长, 其翻译效率越高 [23]. 对斑马 

鱼(Danio rerio)和非洲爪蟾(Xenopus laevis)的早期胚 

胎进行的研究亦显示, poly(A)尾的长度与蛋白翻译效 

率成正相关 [ 2 4 ] .  在小鼠GV卵母细胞中也发现了 

poly(A)尾的长度与mRNA翻译效率之间的正相关关 

系 [25,26]. 
近期的全转录组poly(A)尾分析发现, 在发育过程 

中poly(A)尾不仅在长度上有动态变化, 还广泛掺入非 

A残基(U, C, G), 这些修饰在生殖细胞和胚胎发育过程 

中可能扮演了关键角色 [25,27,30~35]. 例如, 斑马鱼与非洲 

爪蟾早期胚胎中, poly(A)尾3′末端富含U残基, 可以促 

进母源mRNA的降解 [34,36]. 在人类1~4细胞期胚胎中, 
超过60%的mRNA poly(A)尾内部含有U残基 [27], 这种 

母源mRNA中非A残基随发育的动态变化在小鼠、大 

鼠及猪中也同样存在, 提示其在哺乳动物生殖发育中 

的重要性 [37]. 此外, poly(A)尾中的碱基是否存在碱基 

化学修饰值得关注, 目前有一项在布氏锥虫中的研究 

发现, 其编码变异表面糖蛋白(variant surface glycopro
tein, VSG)的转录本的poly(A)尾中存在m 6A修饰, 可帮 

助提高该转录本的稳定性 [38]. 
更多关于poly(A)尾长度与非A残基调控机制的深 

入综述, 请参阅本团队近期关于poly(A)尾介导的表观 

遗传调控的综述 [39]. 

2 Poly(A)尾检测技术 

Poly(A)尾作为一种特殊的核酸序列, 其检测技术 

归属于核酸序列检测技术的范畴, 旨在获取特定基因 

转录本或全转录组中poly(A)尾的长度及其碱基组成 

的信息, 而其长同聚物的特性一方面为基于传统分子 

生物学方法的检测提供了条件, 另一方面又导致其基 

于测序技术的检测难于常规的核酸序列检测 [30]. 随着 

主流核酸分子检测技术方法的发展, poly(A)尾检测技 

术亦不断演进(图1). 早期主要基于电泳、层析等传统 

分子生物学技术; 随后, Illumina等NGS(next-generation 
sequencing)二代测序平台兴起, 催生了一批基于二代 

高通量测序的poly(A)尾检测方法; 近年来, 以PacBio 
(Pacific BioSciences)公司推出的PacBio HiFi和ONT 
(Oxford Nanopore Technologies)公司推出的Nanopore 

等为代表的三代单分子测序平台又带来了poly(A)尾 

准确测定的新技术(图1). 尽管各方法原理与流程存在 

差异, poly(A)尾检测通常可分为四个基本步骤: 含完 

整poly(A)尾的转录本或转录本片段的捕获、测定平 

台特异的样本或文库准备、poly(A)尾测定与数据解 

读. 其中, 各类poly(A)尾巴测定方法在特定应用场景 

中的适用性主要由其对含完整poly(A)尾的转录本或 

转录本片段的捕获策略与分子检测技术平台的发展水 

平共同决定. 
对于完整poly(A)尾的捕获是样本文库构建的重 

要步骤, 主要有3′端接头连接(3′-end adapter liga
tion) [23,24,30,35,40~50]、末端延伸(end extension) [25,51~56]、 

G/I延伸(G/I extension) [33,57,58]和模板置换(template 
switch) [34]等四种常用的基本策略, 这四种基本捕获策 

略在各个时期的poly(A)尾检测技术当中被广泛采用, 
分别用于应对不同场景下的poly(A)尾检测. 其中, 3′端 

接头连接策略将一段特定序列的接头片段连接到感兴 

趣的转录本的3′端(图2A), 末端延伸(或称为模板指导 

的末端延伸)策略利用一段有特定序列且能够与poly 
(A)尾互补配对的核酸片段与poly(A)尾配对后作为模 

板指导在原poly(A)尾后进行延伸以添加接头序列(图 

2B), G/I延伸策略在相应转录本的3′端以非模板依赖的 

形式直接合成、延伸一段由G残基与I残基的片段(图 

2C), 而模板置换策略则利用Ⅱ型内含子反转录酶和与 

转录本最3′端仅一个碱基互补的接头引物进行反转录 

(图2D). 
对于基本捕获策略进行改动, 可以提高其特定方 

面的性能 ,  例如3 ′端夹板接头连接 ( sp l in t  l iga
tion) [23,40~42,49]对3′接头片段进行了改进, 通过添加一个 

能够同时与原3′接头片段、poly(A)尾互补配对的“夹 

板”片段, 提升转录本与接头片段连接的效率, 进而提 

高其灵敏度, 并可靶向特定的poly(A) + RNA. 相应地, 
我们将3′端夹板接头连接以外的3′端接头连接方法称 

为3′端接头直接连接. 此外, 对于一些特化的场景, 有 

一些特殊的捕获方式, 例如环化 [59]等, 这里不展开 

介绍. 
同时, 根据poly(A)尾测定所依赖的核心技术平台, 

可将poly(A)尾检测技术的发展大致分为三个阶段: 基 

于传统分子生物学方法的检测技术、基于二代测序的 

测序技术和基于三代单分子测序的测序技术. 此外, 在 

基于三代单分子测序的测序技术当中, 基于Nanopore 
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平台的测序技术的性能也取决于其采用的数据分析方 

法 [60], 且其对于poly(A)尾长 [61,62]、内部非A残基的相 

关信息的提取都需要设计专门的计算工具 [63]. 
总体而言, 对转录本捕获和文库构建的优化可提 

升技术的灵敏度或降低偏倚, 而检测结果的精度与准 

确性则主要取决于其检测技术平台. 接下来, 本文将 

结合上述四个基本步骤与各个发展阶段的特点、进展 

及其局限性, 对当前主流的poly(A)尾检测技术进行 

讨论. 

2.1 基于传统分子生物学方法的poly(A)尾检测 
技术 

Poly(A)尾由均一的腺苷酸残基组成, 因此, 其可 

与poly(U)或oligo(dT)序列特异性地配对. 早期的检测 

方法主要依托电泳或色谱技术, 通过分析是否含poly(A) 
尾, 以及含有较长或较短的poly(A)尾的转录本在凝胶 

中的迁移或在oligo(dT)/poly(U)柱层析中的相对结合 

能力, 对特定基因的转录本或总的转录本进行定性或 

定量测定, 无需复杂算法即可直观评估尾长变化. 

2.1.1 基于电泳的poly(A)尾检测技术 

基于电泳的方法利用poly(A)尾与oligo(dT)的特异 

性杂交, 通过RNase H降解或PCR扩增等手段, 生成尾 

长各异的RNA或cDNA片段, 随后利用凝胶电泳分析 

降解或扩增的产物的分子量 ,  从而推测原转录本 

poly(A)尾的长度. 
RNase H/oligo(dT) assay是最早应用于研究 

poly(A)尾长度的技术 [64]. 该方法利用RNase H特异性 

降解RNA:DNA杂交片段中RNA序列的特性 ,  将 

oligo(dT)片段与RNA进行杂交并加入RNase H, 特异 

性降解与oligo(dT)互补的poly(A)尾序列, 然后通过 

Northern杂交或凝胶电泳检测其与带有poly(A)尾的原 

转录本迁移率的差别, 从而判断poly(A)尾的长度 [64]. 
该方法直观且特异, 但由于Northern杂交技术复杂, 难 

度较大, 一次只能检测一个基因, 且受限于凝胶电泳的 

分辨率, 难以检测2 kb以上的mRNA的poly(A)尾. 因此, 
该方法通常仅局限于检测个别相对高丰度基因转录本 

的poly(A)尾长度, 且通量极为有限. 
随着PCR技术的发展, 出现了一系列基于RT-PCR 

(反转录PCR)的poly(A)尾检测技术, 其代表为RACE- 
PAT(rapid amplification of cDNA ends poly(A) 
test) [51,52]和LM-PAT(ligase-mediated poly(A) test) [65]等. 
RACE-PAT通过带有接头序列的oligo(dT)引物进行反 

转录, 反转录随机起始于poly(A)尾内部, 产生含有不 

同长度poly(A)尾的cDNA片段, 经用接头序列和基因 

特异序列的PCR扩增, 有较长poly(A)尾的转录本的扩 

增产物在电泳凝胶上呈现为一个较长的弥散状态, 反 

之则呈现为一个较短的弥散状态或一个单一条 

带 [51,52]. LM-PAT则在T4 DNA连接酶作用下, 将与 

poly(A)尾互补的5′磷酸化的oligo(dT)片段连接成一个 

整体, 进行反转录, 然后再在反转录产物的最5′端连接 

上带有接头序列的锚定oligo(dT)序列, 经PCR扩增, 可 

以获得包含完整poly(A)尾序列的扩增片段 ,  用于 

poly(A)尾长度分析 [65]. 与RACE-PAT相比, LM-PAT具 

有更高的灵敏度 [65,66]. 
后续对基于PCR的poly(A)尾检测技术的改进主 

图 1 Poly(A)检测技术发展示意图. 横线自左向右为时间轴, 圆圈标注各技术出现的年份. 黄色标示基于传统分子生物学方法 
的检测技术, 绿色标示基于二代测序方法的检测技术, 蓝色标示基于三代单分子测序方法的检测技术 
Figure 1 Schematic of poly(A) detection technology development. The horizontal line from left to right represents the timeline, with circle marks 
indicating the year each technology appeared. Yellow denotes methods based on traditional molecular biology techniques; green denotes methods 
based on second-generation sequencing; blue denotes methods based on third-generation single-molecule sequencing  
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要集中于含有完整poly(A)尾的转录本的捕获策略, 以 

提高其准确性与灵敏度. ePAT(extension poly(A) test) 
方法采用末端延伸策略捕获转录本, 利用3′端为oligo 
(dT)的包含5′接头序列的寡聚核苷酸为模板, 利用Kle
now聚合酶, 在poly(A)尾的3′端以上述寡聚核苷酸为 

模板合成一段DNA序列作为后续PCR的接头 [53]; sPAT 
(splint-mediated poly(A) test)方法则采用3′端夹板接头 

连接策略, 以poly(A)尾序列为引导在mRNA的3′端连 

接一段RNA接头 [40]; Hire-PAT(high-resolution poly(A) 
test)方法则采用G/I延伸策略, 在mRNA的3′端酶促合 

成G尾或G/I尾, 以作为C mT n的反转录引物的结合位点, 
进行接下来的RT-PCR [57]. 这些完整poly(A)尾捕获策 

略已经比较成熟, 并被广泛用于后续出现的高通量测 

序相关poly(A)尾检测方法的文库构建中. 然后, 这些 

PAT方法的PCR产物可通过凝胶电泳进行分析, 用于 

估算poly(A)尾的长度. 此外, 这些PAT方法可以在PCR 
引物上添加荧光基团, 可以对产物进行毛细管电泳, 获 

得更高的分辨率. 当然, 现有高灵敏度核酸毛细管电泳 

技术可直接分析未进行荧光标记的PCR产物, 同样可 

获得高分辨率的poly(A)尾长度检测结果 [25,57]. 图1中 

黄色部分为典型的非高通量检测方法. 
总体来看, 基于PCR的方法比之前的方法更便捷, 

需要的样本材料也更少, 且oligo(dT)片段结合至转录 

本内部的情况对其影响也更小. 但PCR扩增会导致不 

同程度的PCR偏差(PCR bias), 是基于PCR的poly(A)尾 

测定中常见的噪声来源 [66]. 
这些基于电泳的poly(A)尾检测方法使得对于 

poly(A)尾检测成为可能, 具有便捷、易推广、易复 

现、成本低等优势, 目前仍广泛用于单个基因转录本 

的poly(A)尾检测和新方法的验证等, 近年来也出现了 

HA-PAT等新方法 [67]. 但这类技术对于基因特异的PCR 
扩增和电泳技术的依赖限制了其检测通量. 

2.1.2 基于色谱层析的poly(A)尾检测技术 

由于poly(A)尾可以与poly(U)或oligo(dT)序列特 

异性结合, 因此可以利用poly(U)或oligo(dT)介质, 通过 

与介质结合能力的差异将含有较长的和较短的 

poly(A)尾的转录本进行有效的色谱层析分离. 基于色 

谱层析分离的方法最初用于检测单个基因转录本的 

poly(A)尾长度 [68,69]. 在此基础上进一步结合微阵列技 

术, 可以用于定性检测全转录组mRNA poly(A)尾的长 

与短 [70,71]. 这类技术在对含poly(A)尾的转录本的捕获 

方面有不同的技术路线, 一种常用策略是基于oligo 
(dT)和盐浓度梯度洗脱. RNA首先与生物素化的poly 
(dT)序列结合并固定到磁珠介质上, 并以盐浓度梯度 

洗脱, 从而分别获得短poly(A)尾和长poly(A)尾两个组 

分 [70]. 另一种路线则是通过poly(U)层析和热洗脱得到 

两种不同长度poly(A)尾组分 [71]. 两种路线可以混合使 

用, 各取所长. 分离后的RNA样本通过微阵列进行杂 

交与信号检测, 即可获得各基因poly(A)尾长短定性分 

布情况 [70,71]. 
上述色谱层析结合微阵列的poly(A)尾检测技术 

被成功应用于神经元中CPEB介导的poly(A)尾聚腺苷 

酸化的检测 [72]、受poly(A)聚合酶GLD4调控的转录本 

的鉴定 [73], 以及酵母体系中poly(A)尾长变化、Pab1结 

合与核糖体占据情况的相关性的分析 [74]等研究工作 

中. 该类方法存在两方面缺陷, 一是对poly(A)尾只能 

进行定性的长短分类, 无法精准测量poly(A)尾长度及 

其动态变化, 另一方面, 该技术带有微阵列转录组检测 

的所有缺陷, 而随着高通量测序技术的兴起, 微阵列技 

术在转录组检测中的绝大部分应用已被高通量测序取 

代. 因此, 除色谱层析介导的不同poly(A)长分离技术 

由于其技术独特性仍在特定应用场景下有其价值外, 
这类技术目前已被弃用. 

2.2 基于二代测序方法的poly(A)尾检测技术 

过去20多年间, 基因组学测序技术快速发展, 一系 

列以Illumina SBS(sequencing by synthesis)为代表的被 

称为NGS的新型测序技术纷纷出现, 为核酸序列的测 

定提供了超高通量、低成本的方案, 这类技术也被称 

为二代测序技术 [75]. 二代测序的超高通量短读长的特 

性催生了转录组测序技术, 也称为RNA-seq. 该技术通 

过对测到的cDNA片段计数来进行全转录组RNA的定 

量, 是转录组分析的革命性技术进步 [75]. 
然而, 由于同聚物在Illumina平台测序时容易产生 

相位错误, 并且少量未切割的荧光分子积累会导致持 

续的信号干扰, 以Illumina平台为代表的大多数二代测 

序平台的标准碱基识别算法难以直接测定长同聚物的 

序列 [24,30]. 因此, poly(A)尾的序列在Illumina平台上的 

常规转录组测序中通常在文库制备、测序或数据分析 

阶段被丢弃. 例如, Smart-seq2在构建测序文库过程中 

反转录时使用锚定3′UTR的Oligo(dT)引物(5′-AAG
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CAGTGGTATCAACGCAGAGTACT 30VN-3′, 其中“N” 
表示A, T, C或G, “V”表示A, C或G), 通过末端的“N”和 

“V”碱基将反转录引物精确定位于3′UTR末端, 从而在 

最终cDNA文库中去除了大部分的poly(A)尾序列, 避 

免了同聚合物序列的干扰 [76]. 
为了能在二代测序平台对全转录组poly(A)尾进 

行检测, 研究者开发了以PAL-seq(poly(A)-tail length 
profiling by sequencing) [24]和TAIL-seq [30]为代表的基于 

二代平台的全转录组poly(A)尾检测技术(表1). 这些技 

术的poly(A)尾测定方式跳出了二代测序常规的碱基 

读取程序的范畴, PAL-seq修改了已经停产的Illumina 
GA II测序仪的测序的化学反应, 在预计为poly(A)位 

置的互补链合成时掺入非末端终止的dTTP和生物素 

修饰的dUTP分子, 使其在合成poly(A)尾的互补链时掺 

入, 然后通过测定其与荧光标记的链霉亲和素孵育所 

产生的荧光的强度推断相应T/U序列的长度 ,  即 

poly(A)尾的长度 [24]. TAIL-seq则修改了测序仪的碱基 

读取算法, 使用测序仪获取的原始荧光数据文件, 并 

利用Tailseeker算法来估算应该为poly(A)尾序列处的 

poly(A)尾长度 [30]. 这两个技术通过不同的poly(A)尾长 

度估计方法避开了二代测序常规碱基读取程序无法识 

别长同聚物的缺陷, 实现了对poly(A)尾长度的相对准 

确的测量. 之后在TAIL-seq的基础上进一步衍生出了 

mTAIL-seq [23], PAL-seq v2 [41], PAL-seq v3和PAL-seq 
v4技术 [42]. 

在含有完整poly(A)尾的转录本的捕获方面, 大部 

分基于二代测序平台的poly(A)尾检测技术采用了与 

基于PCR电泳的检测技术类似的策略. TAIL-seq方法 

采用3′接头直接连接的策略 [24], PAL-seq则采用了3′端 

夹板接头连接的策略 [30]. 在TAIL-seq的后续改进版本 

的mTAIL-seq中 ,  最重要的改进也是采用包含与 

poly(A)尾末端匹配的oligo(dT)的发卡夹板连接策略取 

代了原有的3′接头直接连接 [23]. PAL-seq采用的是已经 

停产的Illumina GA II平台 [24], 其应用与推广高度受限. 
因此, PAL-seq的后续迭代PAL-seq v2 [41], PAL-seq v3和 

PAL-seq v4 [42]技术使用了类似TAIL-seq的策略来进行 

poly(A)尾测定. PAL-seq v2采用与PAL-seq类似的3′端 

夹板接头连接策略捕获转录本, 不过对夹板接头进行 

了改进, 使其能够捕捉并检测末端为U残基的poly(A) 
尾 [41]. 在此基础上, PAL-seq v3通过在3′接头中添加条 

码(barcode)序列 [42], 使得来自多个样本的文库能够被 

混合测序, 同时在建库过程中省去PCR扩增, 直接测 

定反转录得到的cDNA的序列, 从而去除PCR扩增带 

来的偏差; 但这种方法的灵敏度较低(作者认为可能是 

因为添加了条码的接头序列的连接效率欠佳), 因此原 

作者团队 [42]将添加了条码的接头序列更换回一般的 

接头序列, 并将来自各个样本的转录本分别测序, 得到 

了灵敏度更高的PAL-seq v4. 
3′接头直接连接策略的优势在于不受RNA 3′端序 

列影响 ,  可捕获各种末端序列的poly(A)尾以及无 

poly(A)尾的RNA, 为了去除高丰度的rRNA需要进行 

rRNA去除或者poly(A) + RNA的富集. oligo(dT)的发卡 

夹板连接由于需要poly(A)尾序列的参与, 则无需考虑 

rRNA的问题. 然而, 同样由于需要poly(A)尾序列的参 

与, 该策略无法捕获无poly(A)尾序列的RNA以及 

poly(A)尾末端有复杂非A残基的RNA转录本, 虽然 

mTAIL-seq和PAL-seq v2-4等方法通过加入多种夹板 

接头部分保留了末端为U残基的poly(A)尾 [23,41,42]. 
在PAL-seq和TAIL-seq及其衍生版本之外, 另有一 

些基于二代测序平台的poly(A)尾检测技术出现(图1中 

绿色所示部分). PAT-seq(poly(A)-test RNA sequencing) 
采用模板指导的末端延伸策略捕获完整poly(A)尾, 该 

技术利用Klenow聚合酶进行末端延伸代替adapter连 

接以提高转录本捕获效能 [54], 需要注意的是, 该方法直 

接用常规二代测序碱基读取程序读取poly(A)尾序列, 
会在poly(A)长度估计时产生较大偏差; TED-seq(tail- 
end displaced sequencing)通过精确选择文库片段长度 

进行poly(A)尾长度估算 [46]; poly(A)-seq同样直接用常 

规二代测序碱基读取程序读取poly(A)尾序列 [32,45]. 此 

外, 也出现了EnD-Seq(exonuclease degradation sequen
cing) [44], 3′RACE-seq [43], Nascent RNAend-Seq [50], circ
TAIL-seq [59]等一系列用于检测特定类型或单个尾巴较 

短的转录本的尾巴序列的方法, 这些方法能够检测非 

poly(A)尾. 表1简要总结了这些基于二代测序平台的 

poly(A)尾检测方法, 包括各方法所需RNA最低起始 

量、poly(A)尾捕获策略、poly(A)尾序列检测情况和 

相应的数据分析算法等. 
这些基于二代测序的转录组范围的poly(A)尾测 

序技术极大地促进了人们对于poly(A)尾的理解与认 

识. 其中一个重要的发现是通过TAIL-seq发现部分 

poly(A)尾的末端存在非A残基, 包括U, G和C, 其中U 
倾向于加在非常短的poly(A)尾上 [30]. 进一步研究表明, 
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U残基可标记降解过程中的RNA poly(A)尾末端, 并促 

进其快速降解 [12]. G和C残基则抑制去尾复合物的活 

性, 帮助维持mRNA的poly(A)尾并提高相应mRNA的 

稳定性 [30]. 并且poly(A)尾末端的U残基含量在斑马鱼 

和非洲爪蟾的早期胚胎中表现高度的动态变化 [36]. 对 

果蝇卵母细胞的研究发现, 在其成熟过程中mRNA 
poly(A)尾的长度变化与其翻译效率变化表现出高度 

的正相关性, 表明poly(A)尾长度在卵母细胞翻译重塑 

中起着重要的调控作用 [23,77]. 在斑马鱼和非洲爪蟾的 

早期胚胎中也观察到了类似的poly(A)尾长度与翻译 

效率高度关联的现象 [24]. 然而, 在哺乳动物体细胞中, 
poly(A)尾的长度与翻译效率无明显相关性 [20,24,30], 当 

其poly(A)尾大于20 nt时, 其翻译效率即与poly(A)尾长 

度没有明显的正相关关系 [20]. 以上情况表明, poly(A) 
尾长度对mRNA翻译的调控有高度的细胞类型特 

异性. 
总的来说, 基于二代测序平台的poly(A)尾检测技 

术极大地拓展了人们对于poly(A)尾动态与调控的认 

识. 然而二代测序平台无法准确测量长同聚物的问题 

并未得到根本解决, 因此, 采用常规序列读取程序的 

技术对poly(A)尾的检测准确度都较低. TAIL-seq和 

PAL-seq及其衍生技术拥有相对较准确的poly(A)长度 

测定能力, 然而其需要对测序程序进行定制, 无法从标 

准测序服务中获得, 因此, 只有少数实验室能开展这些 

技术, 极大地限制了其应用. 尽管存在不少缺陷, 基于 

二代测序平台的poly(A)尾检测技术凭借低成本的优 

势仍然有着很好的生命力. 

2.3 基于三代单分子测序的poly(A)尾检测技术 

以PacBio单分子实时(single-molecule real-time, 
SMRT)测序和ONT纳米孔(Nanopore)测序为代表的三 

代单分子测序技术的兴起 [78], 为poly(A)尾检测提供了 

新契机. 目前, 三代单分子测序主要分为两种平行发展 

的技术路线: 一是基于SMRT原理的PacBio平台(表2); 
二是基于测量核酸分子通过纳米孔时电流变化的ONT 
平台(表2). 与二代测序平台相比, PacBio和ONT平台在 

测定长同聚物序列时能够取得较好的性能表现, 虽然 

对同聚物序列测序的准确度仍会低于常规序列. Pac
Bio平台的HiFi模式通过将DNA分子环化, 实现对单分 

子的多次循环测序, 并生成多次测序的环形一致性序 

列(circular consensus sequence, CCS)实现对单分子序 

列的准确测定. 同时, 三代测序平台读长较长, 能够一 

次性测定转录本的完整序列; 且两种平台的文库构建 

方案高度兼容, 例如, 对FLEP-seq(full-length elongating 
and polyadenylated RNA sequencing)和FLEP-seq2的完 

整转录组文库在PacBio HiFi和ONT平台上进行测序分 

析, 发现结果有较好的一致性 [35,47]. 因此, 三代测序平 

台是目前较为理想的poly(A)尾测定平台. 

表 1 基于二代测序方法的poly(A)尾检测技术 

Table 1 Technologies for measuring RNA poly(A) tails by next-generation sequencing 

检测方法 RNA最低起始量 
Poly(A)尾 
捕获方法 

poly(A)尾序列 
检测情况 

数据分析算法 参考文献 

TAIL-Seq 50 μg 3′端接头直接连接 可检测末端非A残基 相对荧光信号转换 [30] 

mTAIL-seq 1 μg 3′端夹板接头连接 可检测末端U残基 相对荧光信号转换 [23] 

PAL-seq 1 μg 3′端夹板接头连接 不能检测 相对荧光强度 [24] 

PAL-seq v2 25 μg 3′端夹板接头连接 可检测末端U残基 相对荧光信号转换 [41] 

PAL-seq v3 500 ng 3′端夹板接头连接 可检测末端U残基 相对荧光信号转换 [42] 

PAL-seq v4 500 ng 3′端夹板接头连接 可检测末端U残基 相对荧光信号转换 [42] 

TED-seq N.A. a) 3′端接头直接连接 不能检测 DNA长度选择 [46] 

PAT-seq 1 μg 末端延伸 可检测内部和末端非A残基 标准碱基读取 [54] 

Poly(A)-seq 5.1 μg 3′端接头直接连接 可检测内部和末端非A残基 标准碱基读取 [45] 

EnD-Seq 1.5 μg 3′端接头直接连接 可检测非A残基 AppEnD [44] 

3′RACE-seq 2~3 μg 3′端接头直接连接 可检测特定转录本中的非A残基 标准碱基读取 [43] 

Nascent RNAend-Seq 600 ng 3′端接头直接连接 可检测特定新生转录本中的非A残基 标准碱基读取 [50] 

circTAIL-seq 5 μg RNA环化 可检测特定转录本中的非A残基 circTAIL-seq analyzer [59]  

a) N.A.代表RNA起始量未知(原始文献中未明确写明RNA起始量)  
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2.3.1 基于PacBio HiFi平台的poly(A)尾检测技术 

PacBio技术利用单分子实时测序, 将单个DNA聚 

合酶分子固定在微孔中, 并通过荧光标记在DNA合成 

时实时监测每一个核苷酸的加入 [78]. 最早出现的两种 

技术是FLAM-seq(full-length mRNA sequencing) [33]和 

PAIso-seq(poly(A) inclusive RNA isoform sequen
cing) [25,55,56], 随后又有FLEP-seq(full-length elongating 
and polyadenylated RNA sequencing) [47], FLEP-seq2 [35], 
PAIso-seq2 [48]等方法被开发出来. 在PacBio HiFi平台 

上进行poly(A)尾检测时, 可直接采用标准的PacBio碱 

基识别算法, 获取完整poly(A)尾序列, 无需额外设计 

针对poly(A)尾的碱基读取算法. 
PAIso-seq采用末端延伸策略捕获含有poly(A)尾 

的转录本, 以含有oligo(dT)和接头序列的引物为模板 

指导在poly(A)尾的末端加上一段接头序列, 去除末端 

延伸模板后, 利用该接头序列进行反转录、模板置换 

和PCR扩增, 获得包含完整poly(A)尾序列的全长转录 

组文库 [25,55,56](图2B). FLAM-seq则先用oligo(dT)磁珠 

捕获poly(A) + RNA, 再以G/I延伸策略捕获完整poly 
(A)尾, 继而进行反转录、模板置换和PCR扩增, 生成 

全长文库 [33](图2C). PAIso-seq利用含有oligo(dT)的引 

物为末端延伸的模板以捕获含poly(A)尾的转录本, 避 

免了poly(A) + RNA转录本富集过程导致的偏差, 同时 

提高了检测的灵敏度, 但由于这种末端延伸模板的结 

合位置有微小的随机性, 可能有一定概率在模板指导 

的末端延伸过程中在原poly(A)尾的3′端随机加入少量 

A碱基, 产生噪声. FLAM-seq采用的G/I延伸策略无法 

区分转录本是否有poly(A)尾, 所以FLAM-seq方法采 

用了oligo(dT)磁珠进行poly(A) +转录本富集, 该富集过 

程使其更倾向于捕获有更长poly(A)尾的转录本, 导致 

在poly(A)尾长度检测上存在一定的偏差. 受限于各自 

的转录本和完整poly(A)尾捕获策略, FLAM-seq与PAI
so-seq两种方法均无法测定poly(A)尾末端的非A残基, 
且不会捕获尾巴较短或尚未加尾的新生的转录 

本 [25,33,55,66]. 
PAIso-seq2, FLEP-seq和FLEP-seq2采用3′端接头 

直接连接策略在所有转录本的3′端连接接头, 再依托 

接头序列进行反转录、模板置换和PCR扩增, 构建包 

含完整poly(A)尾序列在内的全长转录组文库 [35,47,48] 

(图2A). 3′端接头直接连接策略对于RNA 3′端的序列 

组成没有选择性, 能够无偏差地测序各种类型的RNA 
序列, 无论其是否有poly(A)尾, 或者poly(A)尾是否有 

非A残基. 但是3′端接头直接连接效率较低, 导致这些 

方法的灵敏度逊于PAIso-seq [48]. 同时由于3′端接头直 

接连接策略对于RNA 3′端的序列组成没有选择性, 细 

胞内高丰度的rRNA在此过程中同样可被捕获, 因此 

PAIso-seq2与FLEP-seq采用了不同的方法进行rRNA去 

除以降低rRNA量, 从而降低成本. PAIso-seq2在几轮 

PCR扩增后, 利用特异靶向各种rRNA的sgRNA通过 

CRISPR/Cas9降解rRNA反转录生成的cDNA, 然后再 

继续进行PCR并上机测序, 降低检测结果中rRNA来源 

的转录本 [48]. FLEP-seq则利用RiboMinus或者ribo
POOL先从RNA样本中去除rRNA, 然后再进行3′端接 

头直接连接 [47]. 然后, PAIso-seq2文库在PacBio HiFi平 

台进行测序, 获取包含完整poly(A)尾序列的全长转录 

组信息 [48]. FLEP-seq与FLEP-seq2的文库被成功在 

表 2 基于三代单分子测序的poly(A)尾检测技术 

Table 2 Technologies for measuring RNA poly(A) tails by third-generation single-molecule sequencing 

检测方法 
RNA最低 
起始量 

Poly(A)尾 
捕获方法 

Poly(A)尾序列 
检测情况 

测序平台 参考文献 

FLAM-seq 500 ng G/I延伸 可检测内部非A残基 PacBio HiFi [33] 

FLEP-seq 3 μg 3′端接头直接连接 可检测内部和末端非A残基 ONT或PacBio HiFi [47] 

FLEP-seq2 500 ng 3′端接头直接连接 可检测内部和末端非A残基 ONT或PacBio HiFi [35] 

PAIso-seq 0.5 ng 末端延伸 可检测内部非A残基 PacBio HiFi [25,55,56] 

PAIso-seq2 100 ng 3′端接头连接 可检测内部和末端非A残基 PacBio HiFi [48] 

PAPA-seq 100 ng G/I延伸 可检测内部非A残基 PacBio HiFi [58] 

SM-PAT-seq 4 μg 3′端夹板接头连接 可检测内部非A残基 PacBio HiFi [49] 

Nano3P-seq 500 ng 模板置换 可检测内部和末端非A残基 ONT [34] 

Direct RNA sequencing 100 ng 3′端夹板接头连接 算法依赖 ONT [60~63]   
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ONT和PacBio HiFi平台测序 [35,47]. 虽未进行直接比较, 
推测PAIso-seq2与FLEP-seq和FLEP-seq2的PacBio HiFi 
测序在poly(A)尾长度测量和非A残基检测方面的技术 

性能相当. 
此外, 还出现了PAPA-seq(poly(A)-PacBio sequen

cing)和SM-PAT-seq等方法(图1中蓝色所示部分).  
PAPA-seq在原理与实现上与FLAM-seq高度相似, 成功 

地揭示了小鼠精子发生过程中的poly(A)尾长度动态 

变化 [58]. SM-PAT-seq在poly(A) +富集的基础上采用含 

有oligo(dT)的3′端夹板接头连接策略捕获含有完整 

poly(A)尾的转录本, 然后在PacBio HiFi平台上进行测 

序, 很好地实现了全转录组poly(A)尾长的检测 [49]. 
这些基于PacBio平台的poly(A)尾检测技术极大地 

推动了poly(A)尾的精准解析. 其中最重要的发现是 

poly(A)尾内部广泛存在非A残基 [25,33,48,55]. 自mRNA 
poly(A)尾被发现以来, 研究者曾一直认为poly(A)尾是 

由一串纯A残基组成 [1,79], 直到利用TAIL-seq技术发现 

poly(A)尾的末端存在非A残基 [30]. 然而基于二代测序 

的poly(A)尾测序技术无法有效检测poly(A)尾内部的 

残基组成. 基于PacBio HiFi的poly(A)尾测序技术PAI
so-seq, PAIso-seq2和FLAM-seq等基于PacBio HiFi的方 

法发现在 p o l y ( A ) 尾的内部存在广泛的非 A 残 

基 [25,33,48,55]. U, C和G有着不一样的分布特征, 且在发育 

过程中表现为动态变化 [27]. 有意思的是, lncRNA的 

poly(A)尾中也分布有非A残基 [48]. 如果是纯A的序列, 
poly(A)尾能编码的信息有限, 仅A的长度; 然而非A残 

基掺入的数量、位置、组合加上poly(A)尾的长度则 

可有庞大的信息编码空间, 可能承载重要的RNA表观 

遗传调控信息, 我们将其称为“poly(A)尾介导的表观 

遗传信息”, 详见近期综述 [39]. 
基于PacBio HiFi平台的poly(A)尾检测技术能够 

测定包含完整poly(A)尾的全长转录本 ,  直接获得 

poly(A)尾的长度, 且能够准确检测到poly(A)尾内部的 

非A残基等一系列先前无法检测到的poly(A)尾序列特 

征及其动态, 极大地拓展了人们对于poly(A)尾的认识. 
除poly(A)尾外, 全长转录本的信息可同时用于可变剪 

接与可变加尾(alternative polyadenylation, APA)分析 

等. 结合更多RNA分析技术, 这些技术可以用于染色 

质结合RNA的poly(A)尾分析 [47], 含有m 6A修饰RNA的 

poly(A)尾分析 [80], 以及不同亚细胞组分中的RNA 
poly(A)尾分析 [48]等. 这些技术目前面临的主要挑战包 

括: 文库构建过程中反转录导致转录本上的化学修饰 

信息丢失, 文库构建过程中全长转录本cDNA扩增时 

PCR造成的偏差, 测序中PacBio平台较高的单条cDNA 
测序成本等 [39,66]. 

2.3.2 基于ONT平台的poly(A)尾检测技术 

当核酸分子通过纳米孔时, 会引起孔道电流的特 

征性波动, ONT纳米孔测序技术即基于对这些电信号 

解析进行核酸序列的测定 [81]. 该平台的工作原理决定 

了其能够不经过PCR扩增, 利用电压驱动单条核酸分 

子以从3′端到5′端的顺序通过纳米孔, 直接采集蕴含着 

核酸分子序列及碱基化学修饰信息的电信号数 

据 [60,82], 并通过机器学习算法从电信号数据中提取核 

酸序列和碱基化学修饰等信息. 
目前, 基于ONT平台可测序完整poly(A)尾的技术 

包括FLEP-seq [47], FLEP-seq2 [35], Nano3P-seq(Nanopore 
3 prime end-capture sequencing) [34]和DRS(direct RNA 
sequencing) [60]等. 其中, FLEP-seq, FLEP-seq2和 

Nano3P-seq均对cDNA进行测序, 而DRS则直接测序原 

始RNA转录本. 一般来说, 对原转录本RNA进行检测 

有助于对转录本的化学修饰状况进行全面、深入的挖 

掘, 而对cDNA测序则可通过PCR扩增获得更好的检测 

灵敏度 [66]. 
FLEP-seq和FLEP-seq2的测序文库构建已在前文 

基于PacBio HiFi平台的部分中介绍, 在此不再重复. 
Nano3P-seq利用Ⅱ类内含子编码的反转录酶, 通过一 

种特殊的模板置换策略进行完整poly(A)尾的捕获. 该 

反转录酶只需要反转录引物有一个碱基与RNA配对 

就可进行反转录. 该方法设计了一种特殊的类似夹板 

的接头, 但其3′末端仅一个“N”(A, T, C或G)残基突出, 
N残基可与RNA的最3′末端碱基匹配, 起始反转录, 使 

得核酸合成匹配的序列从接头置换到目的RNA上, 称 

为模板置换反转录. 随后降解原RNA链, 并在接头处 

退火互补的寡核苷酸并连接测序接头用于ONT测序 

包含完整poly(A)尾的全长转录本的cDNA [34]. 该方法 

利用N残基匹配RNA的最3′末端碱基, 因此其对RNA 
3′末端序列无选择性, 可捕获所有转录本, 这一点与 

PAIso-seq2, FLEP-seq和FLEP-seq2的性能相似, 并且 

其也可较为准确地测定poly(A)尾的长度、poly(A)尾 

末端和内部的非A残基 [34], 尽管其准确度可能会略低 

于基于PacBio平台的检测. 
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DRS以3′端夹板接头连接策略通过与poly(A)尾末 

端互补的oligo(dT)夹板接头连接捕获转录本, 随后进 

行反转录并连接测序接头 ,  最后在ONT平台测序 

cDNA/RNA杂交分子中的RNA链, 采集RNA分子穿过 

纳米孔时的电信号数据, 用于后续分析 [60]. 该捕获策略 

决定了其无法捕获3′末端为非A残基或无poly(A)尾的 

转录本. 尽管DRS测序的电信号数据中包含了完整的 

poly(A)尾序列通过纳米孔的电信号数据, 然而标准的 

ONT碱基读取程序无法正确解码poly(A)尾的长度或 

其序列 [83]. 因此, 针对ONT平台的poly(A)尾检测, 需要 

设计专用的算法. 此外, 对于RNA分子与cDNA分子的 

ONT测序数据, 需要分别设计不同的信号解析算法 [66]. 
从ONT原始电信号数据中提取poly(A)尾信息时, 

需要首先将数据分割为测序接头、夹板接头、poly(A) 
尾以及转录本主体等区段, 并在原始电流信号数据中 

确定各分界点, 随后针对poly(A)尾对应的区段应用专 

门算法解析poly(A)尾的信息. 目前已有多款工具可直 

接从ONT转录本测序数据当中提取poly(A)尾信息. 
Nanopolish-polyA是较早开发并广泛应用的 

poly(A)尾长分析算法 [61]. 该工具利用隐马尔可夫模型 

(HMM)划分电信号数据的不同区段, 然后根据可以确 

定长度的区段对应的电信号持续时长确定相应核酸分 

子通过纳米孔的速率, 结合poly(A)尾信号的持续时间, 
推断相应转录本的poly(A)尾长. 该算法在DRS数据上 

可取得较好的效果, 但在cDNA测序数据中灵敏度和 

准确度较低 [61]. 该方法也被成功整合至诸如poreplex 
的DRS分析工具包中, 用于解析如SARS-CoV-2的转录 

组的poly(A)尾长度 [84]. 
TailfindR算法则通过电信号的不同区段之间的原 

始信号变化斜率(raw signal slope)来划分信号的不同 

区段 [62], 随后通过与Nanopolish-polyA类似的利用 

poly(A)序列通过纳米孔的时长, 及相应转录本通过纳 

米孔的平均速率的方式来估算poly(A)尾的长度. 该工 

具对RNA与cDNA的测序数据均适用, 但在cDNA数据 

分析中存在较高假阳性率 [62,66]. 
由于FLEP-seq与FLEP-seq2在ONT平台测定的是 

扩增后的cDNA序列, 已有工具效果欠佳, 为此开发了 

PolyAcaller这一poly(A)尾数据分析工具 [35,47]. 该工具 

先用常规碱基读取算法确定可读取序列, 从而提取常 

规碱基读取算法无法解析的poly(A)尾信号区段, 再对 

其进行poly(A)尾长度估算, 该工具在cDNA测序数据 

中的poly(A)尾分析性能优于TailfindR [35,47]. Nano3P- 
seq同样面对cDNA测序数据, 对TailfindR工具进行了 

针对性修改 [34], 并自主开发了PolyTailor [85]. 值得注意 

的是, Nano3P-seq的上述两种方法不仅能估算poly(A) 
尾长 ,  还可以实现poly(A)尾内部的非A残基的测 

定 [34,85]. 
早期的DRS poly(A)尾分析工具均无法测定其中 

的非A残基. 近期发表的Ninetails工具则填补了这方面 

的空白 [63]. 该工具在Nanopolish-polyA等工具确定的 

poly(A)尾序列对应的信号区段基础上, 引入卷积神经 

网络(CNN), 对poly(A)尾相应区段的信号进行了深度 

解析, 能够鉴别、定量并定位poly(A)尾中的非A残 

基 [63]. 
需要注意的是, 基于PacBio HiFi平台的poly(A)尾 

测定技术可以在RNA或cDNA层面测定包含完整 

poly(A)尾的全长转录组信息, 而目前标准的ONT碱基 

读取程序无法直接获得poly(A)尾信息, 需要依赖上述 

专用的poly(A)尾分析算法, 这些算法仍然在快速发展 

的过程中. 尤其需要注意的是在测序芯片升级后需要 

重新评估其在新芯片产生数据中的适用性, 或迭代新 

的算法 [85]. 目前, ONT平台对poly(A)尾的检测准确性 

略逊于PacBio HiFi平台, 但在单条读段的成本和测序 

仪的可及性方面具有优势. 此外, ONT可直接测序原始 

RNA, 使其在同时获取poly(A)尾和转录本上碱基化学 

修饰信息方面具有很大的潜力 [66]. 

3 Poly(A)尾检测技术的开发方向和应用 
展望  

本文从对含有完整poly(A)尾的转录本的捕获策 

略和核酸分子检测技术两个维度出发, 梳理了各类 

poly(A)尾捕获策略及不同时期的核酸分子检测技术 

的优势与局限, 并对主要poly(A)尾检测技术进行了深 

入讨论, 展示了该领域的技术演进. 自2014年至今, 基 

于高通量测序平台陆续开发出多种poly(A)尾检测技 

术(图1中绿色和蓝色部分所示), 表1和表2列举了已有 

的基于二代和三代测序平台的poly(A)尾检测方法的 

特性, 包括所需RNA起始量、poly(A)尾捕获策略、 

poly(A)尾序列组成检测能力及测序平台等. 
随着RNA表观遗传调控网络的复杂性的不断揭 

示, poly(A)尾检测技术仍有多方面需求亟待满足, 包 

贾铮等: Poly(A)尾检测技术研究进展  

1144  



括多模态RNA表观遗传修饰检测, 低成本和高通量单 

细胞检测等. 
RNA上的修饰不是单一的, 包括此前认为RNA结 

构组分的5′端帽子、3′端尾巴、A-to-I编辑、碱基化学 

修饰(如m 6A, m 5C, ac 4C)等. 目前, 对这些修饰的研究 

多是针对单一修饰进行, 这些修饰之间如何协同调控 

RNA的代谢与功能是未来值得研究的重大问题. 这方 

面的研究对这些修饰在单分子水平上高灵敏度的定量 

联合检测提出了要求. 
目前, 基于PacBio HiFi和ONT三代单分子测序平 

台的技术在poly(A)尾检测中表现较好, 但单条cDNA 
的测序成本仍然偏高, 成为限制poly(A)尾功能与调控 

深入研究的重要技术瓶颈. 未来亟需在测序化学、文 

库制备和信号解析等方面实现技术突破, 以进一步显 

著降低单分子poly(A)尾检测的成本, 以推动poly(A)尾 

研究的广泛与深入的开展. 
过去十年高通量单细胞转录组和空间转录组技术 

取得了飞速发展, 极大地推动了发育生物学、神经生 

物学、免疫学和疾病发生发展机制研究 [86]. 然而, 目 

前这些单细胞和空间转录组技术都在文库构建过程中 

就已经丢弃了poly(A)尾信息. 鉴于poly(A)尾中可能承 

载着丰富的重要RNA表观遗传调控信息, 开发兼具包 

含完整poly(A)尾信息的高通量单细胞和空间转录组 

技术, 可在单细胞和空间层面提供转录组定量之外全 

新层面的转录组调控信息, 将为解析细胞异质性和组 

织空间调控机制打开全新视野.   
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Most eukaryotic mRNAs undergo non-templated polyadenylation at their 3′ termini, generating poly(A) tails composed of adenosine 
residues. These tails not only facilitate mRNA export from the nucleus to the cytoplasm and enhance translation, but their length and 
base composition also tightly regulate mRNA stability. However, the homopolymeric nature of poly(A) tails has long hindered 
accurate sequence determination, limiting functional and regulatory investigations. In recent years, rapid advances in high-throughput 
sequencing have driven major progress in diverse poly(A) tail detection technologies, advancing our understanding of tail 
composition and regulation. This review systematically summarizes current developments in poly(A) tail analysis, including 
traditional molecular biology assays, next-generation sequencing-based methods, and third-generation single-molecule sequencing- 
based methods. We outline the underlying principles, sample preparation and capture strategies of each technique, and compare their 
performance and limitations in tail-length measurement, non-A residue detection, and sensitivity. The development of poly(A) tail 
detection technologies has not only revealed the role of tail length in post-transcriptional regulation but also established a robust 
technical foundation for exploring the epigenetic regulatory information encoded within non-templated poly(A) tail sequences. 
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