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如何只用万分之一的费用

获得全基因组序列

美国国家人类基因组研究所（NHGRI）的新一代测序技术正指引着测序技术平台的发展方向。随着测序技术

的不断进步，在不久的将来，全基因组测序将被普及，成为常规的检测手段。

早在2001年，当人类基因组图谱即将绘制完成之际，位于美国马里兰州贝塞斯达的美国国立健康研究院

（NIH）下属的国家人类基因组研究所（NHGRI），早就已经开始筹备下一阶段的基因组研究工作了 [1,2]。超

过600位科学家和相关人员经过两次大会以及10次讨论不同主题的专题会议后，成立了一个特别委员会。该委

员会确立了在未来的10到20年间，基因组学研究的方向及所面临的机遇和挑战。会议的成果是，与会的科学

家制定了一项非常“大胆的”计划[3]。该计划由一系列的高新技术组成。在当时看来，这些高新技术简直就像

科幻小说一样虚幻、遥不可及。其中一项技术就是要大幅度降低全基因组测序的费用，至少要降至当时费用

的万分之一或者十万分之一。也就是说，检测一个人的全基因组序列不能超过1000美元。第四届委员会资金

的最大一笔资助项目就与大幅度降低全基因组测序费用的技术有关。现在，价格低廉的测序技术已带领人们

迈进了全基因组测序的普及时代。

图片说明：2007年3月，在圣地亚哥举行

的NHGRI高级DNA测序技术发展会议。

NHGRI每年都会举办一次这种会议，旨

在为研究人员提供一个交流信息、寻找

合作伙伴、讨论待解决问题的平台。

测序目标

早在2004年，NHGRI的DNA测序技术发展目标[4]就已经写入了委员会两个阶段的战略规划。那时，美国

国内使用的最好的测序技术是基于毛细管电泳芯片（capillary array electrophoresis, CAE）的Sanger测序

法。Sanger CAE测序法能获得高质量的哺乳动物基因组序列图，所以该技术也得以在NHGRI下属的各大测序

中心得到广泛应用[5]。不过，当时测一个图谱的花费要高达1000万美元。委员会给NHGRI制定的远期目标就

是在10年内开发出一种新的全基因组测序技术，能够将费用降低至当时费用的万分之一，即测一个基因组序

列只需花费1000美元。而中期目标是在5年内开发出一种全新的全基因组测序技术，希望能将费用降低至当时

费用的百分之一，即测一个基因组序列花费10万美元。这种发展计划也符合自人类基因组计划实施以来，测

序技术降价的规律，即经过10年左右费用会降低100倍，从最初的每碱基对花费10美元降至现在的0.1美元[6]。
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委员会的战略目标也同样强调测序质量的重要

性。检测测序质量的金标准是无序列缺口（gap）
的序列测定准确率要达到99.999%[7]。根据以往的经

验，要获得如此高质量的测序图谱必须经过人工修

正。所以，尽管研究人员的最终目标为获得准确率

达99.999%的高质量测序图谱，但就目前来说，如

果能在有序列重叠等其它情况存在的条件下，通过

自动测序获得和小鼠基因组序列图谱质量一样的结

果就非常不错了[8]。

现在，学界对委员会的“两步走”战略表示高

度关注，因为在委员会领导下，已经有超过160项科

研进展投入科研工作的实际运用当中。查看委员会

过去5年来的资金资助对象，可以发现，NHGRI已
经为50个研究团队投入了超过一亿美元的资金。他

们资助项目的范围很广，包括从测试新方法的可行性

到开发一套全新的系统。同时，他们也非常注重将科

研与实际应用相结合。一般来说，对于完成被投项目

的近期目标来说，NHGRI投入的资金量还是绰绰有

余的。

最近，眼看着NHGRI的中期目标，即测一个基

因组序列花费10万美元马上就要实现了，他们立即又

将资金资助的对象转向了远期目标，即测一个基因组

序列仅需1000美元。尽管有一些被NHGRI资助的研

究团队从一开始就已经将目标锁定于1000美元，但那

些为100万美元这个中期目标而工作的研究团队却非

常有可能取得更好的成绩。因为他们也许只需要在他

们研究进展的基础上进行一些创新、补充或者优化，

说不定就能为人们带来更便宜的测序技术[9]。

实现方法

现在，有几种方法都有可能取得远期目标的最终成功。人们可以从www.genome.gov/10000368#6网站

上看到最近几年里NHGRI都对哪些100万美元的研究工作和1000美元的研究工作给予了奖励。

此外，该网页上还有对这些工作的简要介绍。在100万美元这个范围，使用得最多的是四色DNA合成测

序法（Sequencing by synthesis, SBS，参见文后小词典1）以及寡核苷酸探针结合循环测序法（Sequencing 
by ligation，参见文后小词典2），而在1000美元这个范围占优势地位的则是纳米通道测序技术（nanopore，
参见文后小词典3）[10~12]。

其它受资助的项目包括：对传统Sanger测序法样品准备阶段的整合及小型化处理、毛细管电泳芯片分离

及检测[13]、实时监测DNA多聚酶介导的荧光标记核苷酸掺入反应（http://visigenbio.com/ technology.html）
[14,15]、通过监测转录后蛋白质合成序列来推导出核酸序列、使用荧光标记的或其它标记方式标记的寡核苷酸

文库芯片杂交测序[16]、通过监测DNA在合成过程中分子量的改变来测序、通过DNA分子与寡核苷酸探针结合

或解离来测序、或者依靠DNA分子能否通过某个特定周长的化学环来测序、以及通过固定在介质表面的DNA
分子的延展性来测序（因为DNA分子的延展性与其分子长度相关）[17]。

作为NHGRI和其它几个资金资助的科研项目，这些工作的前景都是非常光明的。最近，委员会把资金又

投向了几个新方法，例如物理测序法、化学测序法、生物化学测序法、光谱测序法、显微镜测序法[18]。最后

两种方法都是通过直接“看”DNA分子来测序的新方法。

学界观点

NHGRI的这项伟大工程还有一个重要的组成部分，那就是每年一度的科研大会。NHGRI希望通过这个

大会建立一个供科学家交流思想的平台，既促进合作，也促进竞争。大会主要讨论学界的科研进展，科学家

可以在大会上畅所欲言，分享科研心得体会。大会的目的是希望能帮助大家群策群力，共同攻克难关。现在

已经有好几个研究小组相互达成了合作关系。例如，有一个研究小组在某个技术领域非常专业，他们已经研

制出某种特殊的化学试剂或解决了某项技术中的关键难题，他们的工作对其他碰到同类问题的研究小组来说

是至关重要的。
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今年大会上，与会者得出一致结论，那就是目

前，要想大幅度降低全基因组测序费用还存在着几

个关键难题。例如，使用四色DNA合成测序法，对

表面化学试剂的严格控制是保证测序效率和DNA与
探针结合特异性的关键，尤其是在使用荧光标记的

测序反应中更是如此。对核苷酸进行荧光标记必须

非常注意染料的荧光强度和光稳定性，要注意荧光

标记核苷酸的纯度，还要注意DNA聚合酶的兼容性

（polymerase compatibility）和其它许多方面的因

素。监测荧光时又需注意高分辨率、快速、敏感、

低背景噪声、高颜色分辨能力等因素。总体来说，

使用该方法测序在处理大量样品时需要保证DNA合
成的效率以及荧光信号的强度。

今天，尽管的新一代测序技术已经在不同的

方面取得了不同程度上的进步，但只有最基本、最

彻底的革新才能取得突破性进展，才能获得更长的

测序长度、更低的错误率以及更快的数据处理速

度等。对于纳米通道测序技术来说，关键的挑战包

括：要有可靠的且成熟的纳米通道制作工艺、传感

器的电子化、控制DNA分子通过传感器时的方向与

动作，还有最关键的一点就是要能很好地分辨掺入

的碱基。

与会者都非常清楚什么问题对于他们的研究

领域来说最为关键。在大会上讨论这些问题能帮助

与会者修正他们的研究思路，更快、更好地取得进

展。召开大会还有一项重要的意义，那就是还有一

些科学家或工程师，虽然他们并没有参与测序技术

的研究，但他们的专业知识对于其他正在从事这项

研究的科学家来说也是非常重要的，说不定就能帮

助他们解决大问题。

未来展望

自2004年NHGRI开展了降低基因组测序费用这

项宏大工程以来，已经有好几种新型测序技术平台进

入了商业化阶段，并且已经在世界各地的实验室中得

到了大规模的应用。

NHGRI资助了位于瑞士巴塞尔的Roche/454
公司（http://www.454. com/enabling-technology/
index.asp） [19 ]以及位于美国加利福尼亚州福思特

市的Applied Biosystems公司（http://marketing.
a p p l i e d b i o s y s t e m s . c o m / m k / g e t / S O L I D _
KNOWLEDGE_LANDING）的研发工作。目前，

上述两家公司的测序系统以及来自于美国圣地亚哥

的Illumina/Solexa公司的系统（www.illumina.com/
pages.ilmn?ID = 250）[20]都得以应用于NHGRI资助的

实验室以及世界其它的实验室和测序中心。

同时，来自目标用户的反馈信息则有助于仪器

制造商更进一步完善测序平台。此外，NHGRI也资

助了最近刚刚兴起的剑桥大学的Helicos系统（www.
helicosbio.com）。不过，目前还没有太多的实验室

使用过该系统，所以也没有太多的相关资料。

尽管目前新一代测序技术所获得的数据质量及

其处理的数据规模比较令人满意，但依然存在许多生

物信息学方面的问题。最显而易见的问题就是，如何

收集、存贮、整理和分析如此大量的DNA序列信

息。接下来，我们面临的稍微复杂一点的问题就

是如何整合这些序列信息。在人类基因组计划完

成之际，Sanger CAE测序法一次能测700~900个
碱基对，并且已经能很好地使用生物信息学工具

来分析这些基因序列或集合基因数据 [21]。不过，

使用新兴测序技术得到的数据无论从形式上还是

从本质上来说，都和以前使用Sanger CAE测序

法获得的数据有很大不同。此外，使用新兴技术

能保证准确测序的长度要比使用Sanger CAE测

序法短得多[22]。

被 广 泛 接 受 的 质 量 度 量 学 （ q u a l i t y 
metrics）尽管也得到了发展，但目前还不能投

入到实际应用当中。同时，由于新技术存在通读

长度短的问题，所以需要更多的测序次数，而且

更多数目的短序列也需要有更好的工具以整合分

析，只有这样才能保证测序的质量。

有一些测序实验室已经发现，将几种新技

术结合起来就能在花费相同的前提下得到最高质

量的测序结果。不过，人们还需要通过生物信息

学的帮助来优化这种多技术结合的测序方法。目

前，如何处理新测序技术得来的数据还有待探
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索，不过最近出现并且日趋普及的新方法——配对

端点测序方法（paired-end read protocols）以及

其它更有效的新算法和方法）的出现，将有望解决

这一困难[23,24]。

随着科研人员的不断努力，我们将会有通读长

度更长、准确率更高的测序方法问世。所有这些进

展都必须依赖于核酸化学、聚合酶活性、荧光标记

及检测手段、表面化学、图像分析以及软件等各领

域的通力合作才能实现。

目前，新一代测序技术已经投入使用了，并且

得到了大量的在生物医药方面具有重要意义的数据
[22]。那么下一步该做些什么呢？更新一代的测序技

术正在紧张的研发之中，这些更新一代的技术首先

要解决的就是如何延长通读长度。尽管研究人员不

断完善现有的测序技术，但更新的技术，例如通过

激活的DNA聚合酶实时读取序列 [14,15]以及纳米通道

测序技术已经表现出了更大的优势。这些技术一次

可以通读数千个碱基，并且可以对同一样品重复测

序，所以准确率更高[25~27]。

尽管美国加利福尼亚州门罗帕克的Pac i f i c 
B iosc iences公司宣布，他们将于2 0 1 0年发布

零模式波导密封系统（zero-mode wave-guide 
confinement system）[28]，不过我们还是不能确定

这些新技术何时才能真正投入到实际应用当中，或

者是否真能投入到实用当中。所以，对于新技术来

说，挑战与机遇是并存的。

NHGRI的最终目标当然不仅仅是降低测序的

费用这么简单，他们是想开发出更好、更快捷且价

廉的测序方式以造福人类健康。之所以启动这项计

划是因为他们相信，如果能了解一个人的基因组数

据，就能改善一个人的健康状况。人类基因组计划

已经为我们应用基因组数据打下了坚实的基础，实

际上也已经向我们打开了基因药物这扇大门。随着

人类基因组数据的公布，以及NHGRI带来的测序技

术的进步，目前已有无数科学家发现人类基因序列

的改变与疾病有着紧密联系。伴随着人类基因组测

序以及基因组功能学、环境微生物学、人体微生物

学等学科的进展，人们对基因序列的了解也会更为

深入。

接下来，人们要面对的就是个性化医疗的问题

了。要提供个性化医疗服务，首先就必须能够对成

千上万的患者进行个体基因组测序，并且测序的质

量要比现在高才行，然后还必须要能从这些个体基

因组序列中发现与健康或疾病相关的信息。只有这

样，才能够提供个性化医疗服务。个人测序技术的

前景是光明的，因为它能帮助我们借助个人基因组

信息来进行诊断与治疗。而对于测序技术的研究人

员和生物医药研究人员来说，1000美元测序计划或

许会是一个终身的挑战。
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小词典小词典

1. Sequencing by Synthesis, SBS：四色DNA
合成测序法。

多聚酶反应过程中在一种固体表面上进行的

DNA合成测序（SBS）是描绘DNA序列的一种经典

方法，研究人员通过将一种可裂解荧光基团连接到

碱基上并利用一种小的化学可逆部分诱导3’-OH
基团以使它们能够被DNA聚合酶识别为反应底物，

从而将四种核苷（A、C、G、T）修饰成一种可逆

的终止子。研究人员发现，一种烯丙基能够成功地

作为荧光基团和3’-O-烯丙基修饰核苷的连接剂，

从而形成化学上可裂解的荧光核苷可逆终止子——

3’-O-烯丙基荧光基团以用于SBS。
荧光基团和一个DNA衍生产物上的3’-O-烯

丙基（通过在一种聚合酶反应中整合3’-O-烯丙

基-dNTPs-烯丙基荧光基团产生）在30秒中能够被

缓冲液中钯（Pd）催化的烯丙基化作用同时移除。

这种一步完成的双重脱烯丙基反应因此能够控制聚

合酶反应，增加SBS的效率。通过使用这种类型的

荧光核苷类似物，从而得以在一种DNA芯片和一

种四色荧光扫描仪上精确地测序含有均聚物区域的

DNA模板。

2. Sequencing by Ligation：寡核苷酸探针结

合循环测序方法。PCR直接测序是指对PCR产物

进行的直接序列分析，而不像传统的测序技术先将

DNA待测片段克隆于测序载体上再测序。这不仅大大

地简化了操作步骤，节省大量的人力和物力，而且可

实现自动化操作，加之新的荧光检测技术的应用，使

测序的效率大大提高。采用PCR循环直接测序时，应

首先将扩增产物转化为单链测序模板。目前，常用的

转化方法为不对称PCR，即在反应体系中引物浓度的

差异来形成单链DNA，通常侧引物的浓度为100:1。
当某一引物被耗尽后，另一引物扩增的片段即为单链

然后即可用于测序。此外，获得单链DNA还有磁珠

俘获法、外切酶消化法及Genomic amplification with 
transcript sequeucing法（简称GAWTS法）。PCR直

接测序的最新发展是将双脱氧络子技术与PCR技术相

结合进行循环测序，在PCR反应体系中同时将ddNTP
加入，并利用同位素或荧光素标记的引物引导扩增

后，模板的扩增与测序同时进行，其特异性在于使用

的模板量小且不需分离单链。

应用PCR测序有以下优点：

(1)模板需要量小；

(2)方法简便，操作易于标准化、自动化；

(3)测序效率高、准确，在短时间即可完成。

3 .  Nanopore：纳米孔道测序法是利用当单链

DNA分子在外加电压下通过纳米尺寸的孔道时产生的

离子电流阻滞来测序，电流阻滞的调制显示出分子的

长度、组成、结构和动态行为。 


