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DNA测序:通过各

种方法确定特定

DNA片段中核酸

碱基的排列顺序。



第一代测序技术

第二代测序技术

第三代测序技术

Sanger法测序

化学降解法

454测序技术

Solexa测序技术

SOLiD测序技术

Heliscope测序技术

单分子实时测序技术

纳米孔单分子技术



Sanger法测序（末端终止法）

dNTP中混入1%ddNTP，使互补链以DNA单链为模板进行延伸时,由于
ddNTP无法与下一个核苷酸形成磷酸二酯键而延伸随机终止，将形成的
大小不一的DNA片段用电泳分离技术分离，由小到大读出末端碱基。



高通量测序

更快的速度

更低的成本

更短的时间



第二代测序技术

运用冲洗与扫描技术确定DNA单分子克隆序列的高通量测序方法。

实现高通量的手段：模板预备过程中，将DNA模板固定在支持物

表面，使待测模板各自占据一个位点，实现多个位点同时测序且互

不干扰。

第二代测序技术都包含模板预备，测序，成像，数据分析四个环节，

但不同的测序平台各有特色。



454测序技术

From Michael L. Metzker. Sequencing technologies —the next generation. 2010

每个磁珠中只有一种DNA 模板（两端有特定的锚定接头），乳液中进行扩增，
在每个液滴内形成数千个拷贝，以达到检测所需的信号值。

每孔容纳一个磁珠，每轮测序反应中只加入一种dNTP，若可与磁珠上DNA单链配对，则经酶级
联化学反应看，会有光信号传出。然后猝灭光信号，降解剩余ATP和dNTP，进行下一轮测序。



lumina／Solexa测序技
术

From Michael L. Metzker. Sequencing technologies —the next generation. 2010

桥连扩增

加入带有不同荧光标记且
经抑制基团修饰的dNTP，
反应后，洗脱未配对的

dNTP，检测荧光信息后猝
灭荧光并解除抑制集团，

进行下一轮测序



SOLiD测序技术

From Michael L. Metzker. Sequencing technologies —the next generation. 2010

8碱基单链荧光探针：5’末端标记与3’
端1,2位碱基有对应关系的荧光染料，n

指随机碱基，z指通用碱基，每轮反应荧
光成像后切除z，再加入探针进行反应。
第二轮右移一个位置进行反应。至少需

要启动5轮反应。



第三代测序技术

连续读取碱基，直接检测单个分子测序信号的单分子测序方法。

摆脱了繁琐的冲洗与扫描过程，进一步加快测序反应：荧光基团与

核苷酸的磷酸键相连，合成酶在掺入碱基时切断磷酸键而释放荧光

基团，留下未修饰的DNA 片段可继续延伸下一个碱基。



Heliscope测序技术
两种扩增方法

From Michael L. Metzker. Sequencing technologies —the next generation. 2010

固定引物：将引物探针以共价
键连接到固体支持物上，再将
模板与引物杂交。用于第一轮

测序。

固定模板：第一轮固定引物的测序方法完成后，
洗去模板，留下由引物探针延伸而来的互补模板

进行第二轮测序。



Heliscope测序技术

From Michael L. Metzker. Sequencing technologies —the next generation. 2010

每轮测序反应只加入一种荧光标记
的核苷酸，配对后，洗去多余的核
苷酸，荧光成像后，洗去荧光和抑
制基团，进行下一轮测序反应。



单分子实时测序技术

固定聚合酶于底部

From Michael L. Metzker. Sequencing technologies —the next generation. 2010



如何在DNA合成期间检测到单个核苷酸的掺入？

成像时体系内荧光标记的核苷酸

形成强大的荧光背景，从而无法

准确探测到单分子上的荧光。



从微波炉上得到的灵感

微波炉上的金属筛布布满

了比微波波长小的小洞，

可阻止微波通过并穿透玻

璃，而波长更小的可见光

可以通过，故我们可以看

到正在加热的食物.



单分子实时测序技术

From Michael L. Metzker. Sequencing technologies —the next generation. 2010

底部有一个直径为几十纳米的小孔，可阻止可见激光完全穿透，激光进入
后迅速衰减，使得只有下面30nm的部分成为检测敏感区。核苷酸在底部
进行配对需要几毫秒且信号强度较高，而单纯扩散的核苷酸只需几微秒，

由此进行实时测序的过程。



纳米孔测序技术

原理：核酸外切酶消化单链DNA后，单个碱基落入纳

米孔，不同的碱基可以瞬间使电流产生特有的变化，从

而进行实时测序。测序后碱基可以从孔的另一侧离开。



高通量测序技术在系统生物学中的应用

单核苷酸多态性鉴定

检测基因组结构改变

识别基因融合

其他方面



单核苷酸多态性鉴定

单核苷酸多态性(single nucleotide polymorphism，SNP)：指

基因组DNA中某一特定核苷酸位置上发生转换，颠换，插入，缺失等

变化导致的核酸序列的多态性。

依据排列组合原理，共6种替换情况，即A/G,A/T,A/C,C/G,C/T,G/T，

其中C→T最为频繁，因为C常为甲基化的，自发脱氨后即变为T

SNP的鉴定一般通过完整基因组重测序或特定目标区域的测序来完成。

高通量测序技术的发展使其成本更低，速度更快。



检测基因组结构改变

染色体的倒位和易位，难以通过二代测序得到的小片段DNA序列来

鉴定，需要通过基因组DNA对比来完成。

高通量测序技术产生高通量的数据，能够鉴定亚显微结构变异，极大

地促进了基因组结构变异的研究。



识别基因融合

融合基因指将两个或多个基因的编码区首尾相连,置于同一套调控序列

(包括启动子、增强子、核糖体结合序列、终止子等)控制之下,构成的

嵌合基因。

由于454测序技术的读长较长，可以更好地用于识别基因融合。

运用高通量测序技术，对于整个基因组或特定序列进行测序，都能够

发现基因融合现象。



其他方面

DNA甲基化研究

识别RNA结合蛋白的靶标

等等。。。

识别小RNA的靶标
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