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综 述 

[摘要] DNA测序技术作为现代生命科学研究的核心技术之一，自上世纪 70年代中期 DNA发明以来发展迅速。我 

们简要综述现有的几代 DNA测序技术的原理及其发展历程，并对未来可能出现的第三代测序进行预测。 
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[Abstract] DNA sequencing technology as one of the core technology of modem life science research has quickly 

developed since its establishing，the mid一1970s．In this article we mainly summarized the currently existing several 

generation DNA sequencing technologies，its evolution，and predicted the third generation sequencing may be apper- 

ar in the future． 
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1944年，Avery通过肺炎双球菌转化实验证明 

DNA是遗传信息的载体f1]。此后，人们一直致力于 

DNA结构和序列研究，使得 DNA测序技术应运而 

生[2-5]。该技术对探索生命奥秘、治疗疾病，以及整个 

生物科学乃至医学的发展起到了巨大的推动作用， 

并具有广阔的应用前景。 

DNA测序技术的发展经历了几个重要阶段：① 

经典的手工测序，主要依赖于一些生物化学方法和 

电泳分离技术，包括 Sanger测序和 DNA化学降解 

测序；②第一代测序技术 ，主要基于 Sanger法的测 

序原理，结合荧光标记和毛细管阵列电泳技术来实 

现测序的自动化；⑧第二代测序平台，又称为新一 

代测序技术，主要包括 Solexa测序、Solid平台、454 

测序、HeliScope遗传分析系统等，它们的测序原理 

不完全相同，但共同的特点是都不需要传统的克隆 

步骤，实现了更高的通量。目前，该技术仍在发生着 

迅速的变化 ，它的发展使人们对遗传物质 DNA的 

认识层次不断升华 ，从对单一、局部的基因或基因 

片段的研究转变成了对整个基因组的研究【q。我们 

主要回顾了这几代 DNA测序技术的发展历程，并 

对未来可能出现的第三代测序进行了预测。 

1 经典的DNA测序方法 

2O世纪 70年代中期，2种不同的DNA测序方 

法几乎同时发表：Sanger等提出 “DNA双脱氧链末 

端终止测序”，又称 Sanger测序 ；Maxam等提 出 

“DNA化学降解测序” 。前者是利用 DNA聚合酶 

I的聚合反应，在反应体系中引入一定比列的2 ， 

3 一双脱氧核苷三磷酸(ddNTP)作为终止剂，由于 

DNA多聚酶不能区分 dNTP和 ddNTP，因此 ddNTP 

可以掺入新生单链中，而 ddNTP的核糖基 3 碳原 

子上连接的是氢原子而不是羟基，因而不能与下一 

个核苷酸聚合延伸，合成的新链在此终止，终止点由 

反应中相应的双脱氧核苷酸三磷酸而定。后者的测 

序原理是在选定的核苷酸碱基中引入化学基团，经 

过化合物处理使 DNA分子在被修饰的核苷酸位置 

降解。虽然这2种测序方法的原理不同，但它们都是 

根据核苷酸在某一固定的点起始，随机在某一特定 

碱基处终止，形成一系列以某一特定脱氧核糖核苷 
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酸(A、T、C、G)为末端的长度各异的寡聚脱氧核糖核 

苷酸混合物，然后通过高分辨率的变性聚丙烯酰胺 

凝胶电泳，经放射 自显影后，直接从胶片上读出 

DNA的顺序 。 

这 2种测序方法都要依赖放射性同位素标记 

( ， S)来实现，操作步骤繁琐 ，难以自动化 ，不能 

满足大规模测序的要求。因此，科研人员开始寻求 

新的非放射性标记的测序技术来克服这些缺点。 

2 第一代 DNA测序技术 

2．1 第一代半 自动 DNA测序 

2O世纪 80年代末，荧光标记的测序技术逐渐 

取代同位素标记测序，四色荧光标记的应用使测序 

反应物的分离能在一个泳道完成，从而降低了泳道 

间迁移率的差异对测序精度的影响，为一块平板胶 

做 96个样品的高密度电泳的发展奠定了基础[71。此 

时，基于凝胶平板电泳的第一代半自动 DNA测序 

仪应运而生[81，如 ABI公司首次推出的ABI 370半 

自动测序仪，其原理是采用 4种具有不同发射波长 

的荧光染料标记由聚合酶链终止反应产生的一系 

列终止片段 ，经过聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后，利 

用激光对分离的DNA片段携带的荧光信号进行激 

发 ，然后检测并记录不同发射波长的信号 ，经计算 

机处理，最后得到 DNA序列信息【9]。这种方法免除 

了同位素标记必须同时进行 4组反应的麻烦，而且 

简化为由 1条泳道同时读出4种碱基，大大提高了 

测序速度 ，为自动化加样及计算机阅读提供了技术 

基础 ，为基因组大规模i贝4序提供了可能。但这种测 

序技术仍然使用平板凝胶电泳技术，费时费力，分 

析容量较低，提供的信息较少。 

2．2 第一代全自动 DNA测序 

20世纪 9O年代，基因组学的出现和发展对测 

序的需求产生了数量级的跳跃。同时，毛细管阵列 

电泳 DNA测序技术也开始产生【 31。此时的测序仪 

用毛细管列阵电泳取代聚丙烯凝胶平板电泳，使样 

本分离可在一系列平行的石英毛细管内进行，可同 

时并行分析多个样本，加快了DNA的测序速度，如 

这一时期 ABI公司开发的ABI 3730测序仪。与普 

通电泳相比，毛细管电泳具有许多优势，如灵敏度 

高、样品少、高效快速、可以在线检测等。此外，毛细 

管电泳设备的紧凑形式更易于实现并行化，可以获 

得较高的通量『141。这一代测序仪在人类基因组计划 

的后期起到了关键作用，使人类基因组计划比原计 

划提前 2年完成旧。 

这一代测序仪由于其原始数据的准确率高，读 

长长，目前仍在使用中。但是它仍然依赖于电泳分 

离技术 ，很难再进一步提升其分析速度和并行化程 

度，很难再降低它的测序成本【l7J。因此，需要寻求一 

些新的测序方法来突破这些局限。 

3 第二代 DNA测序技术 

第二代测序技术又称新一代测序技术，属于循 

环阵列合成测序，采用大规模矩阵结构的微阵列分 

析技术，利用 DNA聚合酶或连接酶及引物对模板 

进行一系列的延伸，通过显微技术观察记录连续测 

序循环中的光学信号来实现测序 ，可以同时并行分 

析阵列上的DNA样本【"～91。自2005年 454焦磷酸 

测序被报道后 ，其他各类循环阵列合成测序相继出 

现[2o-2 1。根据所分析样本在测序前是否需要扩增，大 

致可分为克隆扩增型和单分子测序[221。 

3．1 克隆扩增型 

克隆扩增型主要包括454焦磷酸测序、ABI公 

司的 Solid系统、Illumina公司的 Solexa测序等。尽 

管从模板文库制备、片段扩增到测序 ，这几种平台 

所采用的方法不一样 ，但它们都要经过模板文库制 

备、DNA片段扩增 (加强测序过程中的光学检测灵 

敏)、并行测序、信号采集及序列拼接 、组装等步骤 

(图 1)。我们以454焦磷酸测序为例进行阐述。 

454焦磷酸测序的技术核心是利用微乳液 

PCR技术(emulsion PCR)来实现 DNA片段的扩增， 

利用焦磷酸法产生的光学信号进行显微观察检测， 

达到实时测定 DNA序列的目的，是边合成边测序。 

①模板文库制备：将待测 DNA处理成<500 bp的片 

段并制备成单链 DNA文库，加上接头 。@DNA片 

度扩增：将单链 DNA文库模板及必要的PCR反应 

化合物与固化引物的微球(28 m)混合，使每一个 

微球携带一个特定的单链 DNA片段 ，微球结合的 

文库被扩增试剂乳化，这样就形成了只包含一个微 

球和一个特定片段的微乳滴，每个微乳滴都是一个 

进行后续 PCR反应的微型化学反应器。微乳滴 PCR 

最大的特点是可以形成数 目庞大的独立反应空间 

以进行 DNA扩增 ，同时避免了引物间及与模板 

DNA相互干扰的问题[241。整个片度文库平行扩增， 

多个热循环后，每个微球表面都结合了成百数千个 

相同的DNA拷贝，然后乳液混合物被打破，富集微 

球。⑧并行测序：将富集的微球转移到刻有规则微 

孔阵列的微孔板上 ，微孔板一端用于测序 反应的化 

合物通过，另一端与 CCD光学检测系统的光纤部件 
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接触，用于信号检测阎。每个微孔只能容纳一个微 

球，将微孔板放置在 GS FLX中，测序反应开始。引 

物与模板 DNA退火后 ，在 DNA聚合酶、三磷酸腺 

苷硫酸化酶、萤光素酶和三磷酸腺苷双磷酸酶等 4 

种酶的协同作用下完成循环测序反应。放置在 4个 

单独的试剂瓶里的4种碱基，依照T、A、C、G的顺序 

依次循环进入微孔板 ，每次只进一个碱基 ，当加入 

的dNTP与模板互补时，DNA模板与互补的 dNTP 

聚合时可以产生等摩尔 PPi，在三磷酸腺苷硫酸化 

酶的催化下，PPi与5 一磷酸化硫酸腺苷(APS)反应 

生成等量的ATP；在荧光素酶的催化下 ，生成的 

ATP又可以和荧光素结合形成氧化荧光素，同时释 

放光信号。最后为信号采集及序列组装、拼接。在 

454焦磷酸测序中需要注意 2点：①用 dATP的类 

似物 dATPaS代替 dATP，因为 dATP的结构与 ATP 

相似，能与荧光素反应产生背景荧光，而dATPaS几 

乎不产生背景荧光；②用三磷酸腺苷双磷酸酶使测 

序能循环进行并得到信号峰，三磷酸腺苷双磷酸酶 

能在聚合反应完成后降解剩余的 dNTP和产生的 

ATP，因此不须洗涤或分离步骤来 除去剩余 的 

dNTP，同时也解决了测序反应中产生的ATP信号 

克隆扩增型： 

模板文库制备 

随机(454测序，Solexa测序) 

配对末端(Solid测序) 

片段扩增 

微乳滴PCR(454测序 ，Solid测序) 

桥式扩增(Solexa测序) 

v  

并行测序 

焦磷酸测序(454测序) 

连接反应(Solid测序) 

碱基延伸(Solexa测序) 

v  

信号采集 

通过显微检测 系统监控 ，CCD相机 图像采集 

序列拼接，组装 

单分子测序型： 

单链 DNA文库构建 

v  

碱基延伸 

通过 DNA聚合酶反应进行 

实时观察记录，信号采集 

全反射显微镜技术(Helicos Biosciences公司) 

蛋白质纳米装置(VisiGen生物技术公司) 

零级波导纳米结构(Pacific Biosciences公司) 

Y  

序列拼接，组装 

图 1 新一代测序流程图 

会使背景累积而溢出而使测序无法进行的问题[263。 

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，不过 

Solid系统的微球要小得多，只有 1 m『27 。它独特 

之处在于其边合成边测序采用的是连接反应而不 

是聚合反应，同时，它运用双碱基编码策略来协助 

检测错误[301。Solexa测序系统则是利用其专利核心 

技术“DNA簇”和“可逆性末端终结”，实现自动化样 

本制备及基因组数百万个碱基大规模的平行测序， 

其单链文库片段的扩增是通过所谓 “桥式扩增”过 

程实现 的[31-33]。 

如果说第一代测序技术的特点是“线性的”，仪 

器每次运行只能读取有限的几条“通道”上的数据； 

那么第二代克隆扩增型测序则是“平面的”，仪器每 

运行一次可以读取整个平面上成千上万个测定点 

的数据，即它具有高度的并行性 、高通量、操作简 

单、成本低等优势。但克隆扩增型测序也存在致命 

的缺陷，即读长很短，甚至还不如传统的Sanger法， 

这就给后期的序列组装带来了巨大的压力。 

3．2 单分子测序 

为了克服克隆扩增型读长短的问题 ，单分子测 

序应运而生。它也是一种合成测序技术 ，能够直接 

观察和测定 DNA或 RNA分子的数量和序列的结 

构[ 51，主要包括 HeliScope遗传分析系统、VisiGen 

公司的单分子合成测序仪及 Pacific Biosciences公 

司的单分子实时测序技术等。与克隆扩增型所不同 

的是 ，它不需要模板的预先扩增，通过在单一 DNA 

分子组成的阵列上进行合成测序，通过物理等各种 

技术手段来观察和记录 DNA聚合酶合成 DNA的 

过程，如 Helicos Biosciences公司的全反射显微镜 

技术 、VisiGen生物技术公司的蛋 白质纳米装置、 

Pacific Biosciences公司的零级波导纳米结构。 

就测序技术本身而言，单分子测序和克隆扩增 

型的区别并不大，但测序结果却有不小的差别 ：④ 

单分子测序不需要 PCR扩增，更能反映细胞或组织 

内分子的真实情况，特别是在需要定量分析的情况 

下[363；②该技术具有更高的通量，因为在一个特定的 

表面，单个分子可以增加独立分析的 DNA片段数 

量 ；③该项技术有望综合连续的长的读长和无以 

伦比的准确性。尽管如此，单分子测序也遇到了新 

的问题：如何降低非检测特异性背景的干扰，如何 

更准确快速地记录测序反应的结果，如何自动快速 

处理巨量的DNA序列信息等[37-38]。这些都是亟待人 

们进一步研究解决的问题。 
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4 第三代测序技术——直接测序技术 

近来来人们一直致力于直接测序技术的相关 

研究。直接测序技术，即通过现代光学、高分子、纳 

米技术等手段来区分碱基信号差异的原理，以达到 

直接读取序列信息的目的，而不需要使用生物或化 

学试剂，这对于进一步降低测序成本是非常可取 

的。它有以下几种类型：①非光学显微镜成像：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， 

可以把 DNA链上的4种碱基区分开来 ，那么 DNA 

序列将非常容易被读出，这一设想是想借助具有原 

子水平分辨率的非光学显微镜来实现，如扫描隧道 

显微镜(STM)、原子力显微镜(AFM)等 -4Ol。日本大 

阪大学与 ZS Genetics公司都在致力于这方面的研 

究，并且有一定的进展_411。②石墨烯和碳纳米管：石 

墨烯是由碳原子组成的二维晶体，碳原子排列与石 

墨的单原子层一样 ，非常稳定并且具有良好的导电 

性 ，适合制作核酸测序用电极。这种设想是在石墨 

烯上打出约 1 nm宽的缝隙，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 

以作为电极来直接确定 DNA的序列 。目前，IBM 

公司的 Almaden Research Center及哈佛大学正在 

致力于这项研究 ]。③纳米孔：即直径在纳米尺度 

(1-2 nm)的小孔，通常利用生物分子或固态物质制 

成。设想在电场驱动下，当线性 DNA分子通过小孔 

时，利用电流的变化来直接读取 DNA的碱基序列。 

目前，许多研究机构正在开发纳米孔测序技术，如 

美国波斯顿大学、阿肯色大学、加利福尼亚大学、 

IBM公司等 删。以上几种设想都还停留在理论验 

证阶段 ，还存在很多技术瓶颈需要解决 ，还无法达 

到对单个碱基的准确辨别。相信经过科学家们的不 

懈努力，直接测序技术将作为第三代 DNA测序技 

术应用于分子生物学的各类研究。 

5 前景与展望 

当今的科技革命不再是传统意义上的以某项 

重大科技突破为标志和某个领域的突起为代表，而 

是以众多学科、领域全面发展，交叉融合为特征。纵 

观 DNA测序技术的发展历程，会发现 DNA测序技 

术不再单纯使用生物化学或化学方法，而是慢慢融 

合了物理手段 ，并结合计算机应用 ，大大提高了测 

序速度。随着现代光学、纳米技术、计算机科学等多 

学科的全面发展 ，人们将克服困难，提高显微镜的 

分辨率、增强纳米孔的灵敏度、实现石墨烯上 1 nm 

缝隙，最终达到利用显微镜技术、纳米孔或石墨烯 

来直接读取 DNA序列的目的。届时，DNA测序技术 

将不会存在测序缺口的问题，测序速度和精度将得 

到更大的提升，测序成本将被人们所接受。随着测 

序技术的不断完善，生命科学将进入一个空前繁荣 

的新时期，并进而极大地影响人类文明的进程。 
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