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摘  要：微生物基因组空缺区域(Gap)中可能存在重要的生物学信息，如果无法补齐所有 Gap，

不仅不能获得完整的基因组图谱，还会给后续的基因组信息解读造成很大困难。而基因组空缺

区域填充(Gap closure)是获得微生物基因组完成图的关键，本文结合作者以及借鉴上海人类基

因组研究中心在微生物基因组 Gap closure 中的经验，针对微生物基因组 Gap closure 常用的 6

种策略：参考序列比对、多引物 PCR、基因组步移、基因组文库克隆末端测序、末端配对

(Paired-End)以及基因组光学图谱技术进行综述。 
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Abstract: Gaps in microbial genome sequences may lead to loss of important biological information 
and cause trouble for further interpretation of genetic information. Gap closure is thus a critical step 
in completely genome finishing of microorganisms. In this review, we critically summarize six major 
strategies for gap filling of microbial genomes, including reference alignment, multiplex PCR, 
genome walking, genome library clone-end sequence, paired-end and whole genome mapping. 
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微生物是地球上种类最多、数量最大、分布最

广的生物群，与人类、动植物和环境有着密切的相

互作用，同时也是工业生物技术的核心及重要的国

际竞争战略资源。随着测序技术的不断进步以及测

序成本的不断降低，越来越多的微生物基因组序列

得到测定，其中包括一些重要的病原微生物、工业

微生物、极端微生物以及生物学研究中有重要意义

的一些模式微生物[1-5]。世界各国对微生物基因组
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测序这场生命科学的新技术革命也寄予极大的期

望，相继投入巨额资金进入这一领域，如：万种微

生物基因组计划(Ten thousand kinds of microbial 

genome project)、人体肠道元基因组研究计划

(MetaHIT) 等 。 由 于 新 一 代 测 序 技 术 (Next- 

generation sequencing techniques，NGS)测序读长较

短、基因组结构的复杂性以及测序过程中的偏向

性等原因，使得已完成测序的一些物种的基因组

中含有数目不等的空缺区域。据统计，自 2008年

以来GenBank释放的 5 276个微生物基因组序列中

仅有 32% (1 692)是完整序列[6-7]。基因组空缺区域

中可能存在重要的生物学信息，如果不能补齐所有

的 Gap，不仅无法获得完整的基因组图谱，还会给

后续的基因组信息解读(操纵子结构、基因调控、

SNP分析以及比较基因组等)造成困难[8-10]。因此，

完整微生物基因组序列的获得需要在完成测序之

后对空缺区域进行填充，即：将测序拼装后生成

的叠联群(Contig)之间的 Gap进行填充，然后按照

一定的次序和方向拼装生成一条完整的基因组序

列(完成图)，这个过程称之为基因组的 Gap closure 

(或补洞)。 

Gap closure 的关键在于准确定位不同 Contig

之间的相对位置关系(Linkage 关系)，一旦位置关

系确定，即可通过 PCR扩增 Gap区域序列或是文

库克隆步移测序的方式关闭 Gap 区域。然而，由

于一些微生物基因组 GC 含量高、重复序列数目

多且长度大(插入序列、rDNA 操纵子、大片段重

复等)以及 NGS 测序读长较短等原因造成测序偏

向性高、拼接后生成过多的 Contig[6,11-12]，从而增

加了 Gap closure的难度。此外，缺少基因组参考

序列或是与参考序列比对同源性低等因素，使得

生成的 Contig 无法有效定位，也会导致 Gap 

closure难度增加，因此 Contig定位被认为是微生

物基因组 Gap closure过程中最困难和最耗时的阶

段。一些生物信息学软件被开发用于微生物基因

组的 Gap closure，并取得了一定的效果[7,13-14]；但

对于基因组中的高度重复区域和低覆盖率区域的

干扰仍无法有效解决，必需借助实验手段获得额

外的序列信息才能最终完成基因组的 Gap 

closure，因而应用的范围和准确性受到一定限制。

本文主要对微生物基因组 Gap closure中常用的 6

种实验策略进行介绍，这些策略包括：参考序列

比对(Reference alignment)；多引物 PCR (Multiplex 

PCR)；基因组步移(Genome walking)；基因组文库

克隆末端测序 (Clone-end Sequence)；末端配对

(Paired-End)；基因组光学图谱 (Whole genome 

mapping)。 

1  参考序列比对 

对于具有参考基因组序列(同种不同亚种、变

种、血清型或近缘同属)的微生物来讲，这是一种

非常省时并行之有效地方式。即：将测序产生的

Contig序列与参考基因组序列进行比对(BLASTn，

1e-100)，根据比对结果确定出不同 Contig 之间的

相对位置关系，然后在相邻近的 Contig 末端设计

向 Gap区域延伸的引物，通过 PCR扩增出 Gap区

域 片 段 ， 最 后 将 PCR 产 物 测 序 后 采 用

Phred/Phrap/Consed软件包填充相邻的 Contig之间

Gap区域[15-18]。该策略适用于待拼接的基因组序列

与参考序列相似度较高的微生物基因组 Gap 

closure 工作，最好为同种的不同亚种、变种、血

清群或是亲缘关系非常接近的同属物种。通过借助

于参考序列提供的位置信息，可以降低拼接工作的

难度，加速 Gap closure工作的完成。如在问号勾

端螺旋体菌株 IPAV (Leptospira interrogans IPAV)

的拼接过程中，通过与序列相似度很高的不同血清

型的菌株 Leptospira interrogans 56601全基因组序

列进行比对，从而将绝大多数 Contig 迅速定位，

使得在较短时间内完成了拼接工作[19-20]。然而，许

多微生物完成测序后由于缺少基因组参考序列或

是与参考序列比对后同源性低，无法提供准确的定

位信息，从而造成基因组 Gap closure延滞，对于

这些情况需要采用以下几种实验策略来完成这些

微生物基因组的 Gap closure。 
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2  多引物 PCR 

多引物 PCR (多重 PCR)是用多对引物同时对

模板 DNA上的多个区域进行扩增的技术，具有简

洁高效、成本低等优点，已广泛应用于基因组拼接、

病原菌检测、SNP 位点基因分型、突变分析以及

模板定量分析等方面[21-31]。在 Gap closure中，经

常会遇到一些微生物基因组测序后由于 Gap太多、

缺少基因组参考序列造成拼接困难的情况，如果随

机组合每一对引物进行 PCR，则工作量非常大。

此时，可以考虑采用多引物 PCR 的策略(一般

Contig数目小于 100个)：将所有 Contig末端朝向

Gap 区域扩增的引物进行随机组合(Pool)，每个

Pool 包含 4−20 条引物为宜；然后将不同编号的

Pool 两两组合后进行多引物 PCR 扩增。每一轮

PCR产物切胶纯化后用相对应 Pool组合中的引物

进行测序，根据测序结果即可判定相对应的两个

Contig的关系。接着去除关系明确的引物对，将剩

余的引物再次进行组合，继续进行下一轮多引物

PCR 扩增，如此进行多轮次(2−10 轮)后，最终关

闭所有的 Gap。多引物 PCR极大地提高了关闭 Gap

的效率，应用该策略，已经有很多微生物的基因组

完成拼接 [32-33]，如作者在进行好客嗜酸两面菌

(Acidianus hospitalis W1)的 Gap closure时，仅采用

一轮多引物 PCR，在一周之内即完成了该菌基因

组的拼接工作[33]。 

进行多引物 PCR 的反应体系不应过小(至少

50 μL)，模板 DNA的量大于 50 ng；在引物设计时

需注意减少引物间的交联，避免造成扩增效率降

低，每条引物的终浓度不低于 0.3 μmol/L。此外，

多引物 PCR 产物纯化过程中，应使用长板胶进行

电泳，使目的条带尽量分开，避免长度相近的不同

目的片段混合，混淆测序结果。如果进行多轮多引

物 PCR扩增后，还有少量 Contig没有找到关系，

这可能由于以下 3 种情况造成：(1) 已经确定的

Contig位置关系中有错误；(2) Gap区域较大；(3) 

Gap 区域局部 GC 含量过高导致常规 PCR 条件无

法得到扩增产物。对于第一种情况，一般是由于重

复序列造成的，此时可以再从 Contig 内部距离原

先设计引物的位点 1−2 kb的位置重新设计引物以

避开重复序列(特殊情况下需要再远一些，根据重

复区域的长度而定)，然后再次进行 PCR验证。如

果无法扩增出目的条带，则该位点可能拼错，需要

将该位点的一对引物和剩余的引物重新组合以确

定正确的位置关系，直至将所有 Gap 填充。第三

种情况可以使用 LA (Long accurate) Taq酶与 GC 

buffer (Ⅰ或Ⅱ，TaKaRa，专门用于高 GC 片段扩

增)的组合对 Gap区域进行扩增，也可尝试在扩增

体系中加入 DMSO 以消除模板 DNA 的局部二级

结构，增加引物与模板的特异性结合，降低解链

温度。 

3  基因组步移 

对于上述第二种情况，可以先考虑采用 Long 

PCR 进行扩增[34]，如果依然没有效果，可以采用

基因组步移的方式从关系未知 Contig 的末端向相

邻的未知 Gap区域进行延伸，直至与其它的 Contig

建立联系。通过这种方式可以确定位置关系待定的

Contig的位置信息，同时也可以鉴别先前是否存在

拼接错误。从已知序列向邻近未知序列步移的方法

有多种，如反向 PCR[35-38]、连接介导 PCR[39-42]、

TAIL-PCR (Thermal asymmetric interlaced 
PCR)[43-45]、随机引发 PCR等[46-48]。这些方法各具

特点，反向 PCR和连接介导 PCR由于需要酶切和

连接等步骤，操作较繁琐，成本高且耗时较长，在

基因组步移中应用相对较少。TAIL-PCR操作简单，

应用广泛，但由于扩增产物长度较小(小于 1 kb)且

易于扩增出重复片段，在 Gap closure中也较少应

用。Gap closure中常用以下 2种步移方式。 

3.1  寻靶 PCR (Site-finding PCR) 

寻靶 PCR 技术由北京大学生命科学学院陈章

良实验室首先提出，主要用于由已知序列向未知序

列区域进行基因组步移，该技术首先采用寻靶引物

(Site-finder primer，SFP)在低温下进行一轮随机单
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引物延伸，然后在反应体系中加入已知序列最内侧

的特异引物(Gene-specific primer，GSP1)进行 PCR

扩增，将扩增后的 PCR产物稀释 500−1 000倍(根

据实际情况)后作为模板，用已知序列外侧的特异

引物(GSP2，GSP3)和靶向引物(SFP1，SFP2)分别

进行巢式 PCR扩增；将扩增得到的 PCR产物切胶

回收后用 NotⅠ酶切后与载体(pBlueScript)连接，

然后使用特异的外侧引物和载体的引物进行测序，

从而得到未知区域序列[49]。 

寻靶 PCR 技术的关键在于寻靶引物的设计，

引物的最末端选取在基因组中出现频率最高的 4

个碱基组合，以提高在低温下随机错配发生的概率

(寻找靶位点)；紧挨着 4个碱基的前面为 6个随机

碱基，使得寻靶引物可以与靶点位置的 10个碱基

产生较紧密结合，便于接下来巢式 PCR 的进行。

由于扩增反应采用的是高保真的 Pfu酶，产物为平

末端，为了与载体定向连接，故在随机碱基的后

面设计 NotⅠ酶切位点，用于产生粘性末端。寻靶

引物的左侧设计有靶向引物序列，靶向引物 SFP1 

(20 bp)与 SFP2 (24 bp)为嵌套引物，用于进行巢式

PCR，之间有 9 个碱基的重合。巢式 PCR 的目的

在于保证扩增出序列的保真性，当没有目标序列扩

增时，靶向引物扩增后产生颈环结构，酶切后将无

法连入载体。进行 Site-finding PCR模板的量需要

大于 40 ng (20 µL 体系)，所用的聚合酶必需是

LATaq 酶或是高保真的 Pfu 酶。另外，特异性引物

的退火温度最好和酶的最适延伸温度一致(68 °C，

PCR延伸和退火为一步)。与其它几种方法相比，寻

靶PCR扩增效率高、特异性好、扩增片段长(1−3 kb)，

但扩增后需要酶切和连接等步骤，仍然存在着操

作繁琐、成本较高的问题，因此，近年来该方法

得到了进一步的改进[50-51]，但由于该方法扩增产

物片段长、特异性好，在基因组拼接中有着特殊

的应用价值。 

3.2  单引物 PCR 

单引物 PCR 利用引物在较低退火温度下随机

引发扩增实现[52]，可分为两个反应步骤：单引物

随机扩增和巢式 PCR。该方法需要在位置关系待

定的 Contig末端依次设计一条内侧引物(特异性引

物)和一条外侧引物(用于非特异性扩增)。首先，在

扩增体系中只加入外侧引物，利用外侧引物在较

低退火温度下(35 °C)进行随机非特异性扩增，然

后将扩增产物稀释(500−1 000倍)后作为模板，在

扩增体系中加入内侧特异性引物和外侧引物进行

巢式 PCR 扩增(特异性扩增)。将扩增出的产物片

段切胶回收后用内侧和外侧引物分别测序，测序

得到的序列即为 Gap区域的序列；如此不断向 Gap

区域延伸，直至与其它位置关系待定的 Contig 建

立联系，关闭之间的 Gap。利用该策略，郑华军

等成功关闭了一个长达 10 kb的 Gap，最终获得了

德氏乳杆菌保加利亚种 2038 菌株的基因组完成 

图[53]。需要注意的是设计外侧引物时长度不能太

长，一般 11−17个碱基即可，以提高随机引发扩增

的概率；另外，加入模板的浓度需大于 10 ng (20 µL

体系)。 

总体而言，基因组步移的效率比较低，扩增出

的片段长度一般在 1−3 kb左右。该策略主要在还

剩少数几个 Gap、不能通过常规 PCR 方式填充的

情况下使用，如果 Gap 区域内含有重复序列，则

不能采用该策略。 

4  基因组文库克隆末端测序 

如果一个待 Gap closure的微生物基因组缺少参

考序列，并且 Contig数目比较多时(大于 200个)可以

考虑构建基因组文库、利用对克隆进行末端测序

(End sequence)的方式进行 Contig定位。该方法通过

对克隆中插入片段的两个末端采用载体上的通用引

物进行常规测序(Sanger法，长度 600−1 000 bp)，然

后将测序得到的末端序列与所有 Contig 序列进行

比对(BLASTn，1e-100)；如果一个插入片段的两

个末端分别比对到两个不同的 Contig 上，那么就

可以确定这两个 Contig 相邻接(或存在 Linkage 关

系)，它们之间的 Gap大小即为该克隆中插入片段

的长度，通过 PCR 扩增后测序或直接以该克隆进

行引物步移(Primer walking)测序的方式即可得到
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Gap区域序列。 

基因组 Gap closure工作通常采用插入片段为

6−8 kb的质粒文库和 30−40 kb的 Fosmid文库。质

粒文库所用的载体一般为 pUC18 和 pSMART 

(Lucigen 公司)，两者均为平末端载体，便于目的

片段的随机插入。pUC18 常用于革兰氏阴性菌的

克隆，而 pSMART 则适用于革兰氏阳性菌。

pSMART 是一种低拷贝的载体，在载体的克隆位

点前后均含有转录终止子，可以抑制插入片段的转

录，从而减少克隆阳性菌基因组片段时由于部分基

因过量表达对宿主大肠杆菌产生的毒害致死作用。

Fosmid 文库一般用于构建微生物基因组的整体构

架，帮助从全局上确定基因组的拼接情况。通过一

定覆盖率(5−10倍)的克隆末端测序，可以从整体上

大致确定整个基因组的框架、验证先前拼接结果的

正确性，以及确定一些由于 Gap较大(大于 15 kb)

的原因造成无法定位的关系。Fosmid 文库插入片

段长度较大(30−40 kb)，一般用于微生物基因组

Gap closure的后期，与 6−8 kb质粒文库相互配合

使用效果最好。如果经过文库克隆末端测序后仍然

有关系未知的 Contig 存在，则可以在这些 Contig

的两侧设计探针引物对 Fosmid文库进行筛选，将

筛选到的阳性 Fosmid克隆首先进行末端测序以确

定相应 Contig 之间的位置关系，然后将对应的克

隆 DNA 抽提出来 (要求大于 5 μg)打断构建 

1.6−4.0 kb的 pSMART亚克隆文库，按照 Fosmid

插入片段长度的 10倍克隆覆盖率随机挑选亚克隆

进行常规 Sanger 法测序。最后，将测得的序列采

用 Phred/Phrap/Consed软件包拼装后即可得到 Gap

区域的未知序列，如作者在喜温硫杆菌 SM-1基因

组 Gap closure时，就采用该方法将最后 3个大于

15 kb的 Gap关闭[11]。 

5  末端配对 

2007 年，罗氏 454 公司首先推出了商业应用

的末端配对(Paired-End)技术，用于帮助确定Contig

之间的相对位置关系[54]。Paired-End文库构建的原

理如下(以 3 kb长度插入片段为例)：将基因组DNA

采用 HydroShear随机片段化(Genomic Solutions公

司，英国)，截取 3 kb左右的组分回收。将回收后

的片段末端进行修饰，然后利用甲基化酶甲基化，

以避免被限制性内切酶 EcoRⅠ切断，接着加上末

端含有发夹结构的接头。接头上含有生物素标签以

及 EcoRⅠ识别的未甲基化的位点，未连接上发夹

状接头的片段通过核酸外切酶去除。将两端含有接

头的插入片段进行 EcoRⅠ酶切，去除发夹结构露

出粘性末端，然后连接成环。接下来使用氮气将环

化的片段打断，回收 200−300 bp的片段，然后用

带有链亲和素的磁珠回收带有生物素标记的片段。

将回收得到的片段末端加上 Paired-End接头，该接

头上含有用于 emPCR (Emulsion-based clonal 

amplification)扩增的引物结合序列和用于 454测序

的引物结合序列。进行 emPCR扩增，破油后回收

扩增产物，然后上样，进行 454测序。如果测序得

到的 Reads两端比对到两个不同的 Contig，就认为

这两个 Contig存在着 Link关系，它们之间的 Gap

大约为 3 kb左右。采用 Newbler拼接软件(454 Life 

Sciences，Roche)将测序得到的 Reads 和基因组测

序的 Reads 进行组装，软件可以估计出 Gap 的大

小并用字母 N 代替 Gap 区域的碱基序列，最终生

成包含依次相连接的多个 Contig 位置信息的框架

图(Scaffold)。在进行的基因组 Gap closure工作时，

首先将 Scaffold内部的 Contig之间的 Sequence gap

通过 PCR测序的方式填充，然后可以用多引物 PCR

的策略将不同 Scaffold之间的 Physical gap关闭。 

Paired-End技术具有通量高、插入片段随机性

好、高效省时等优点，较传统 Gap closure方式具

有明显的优势。该方法测序所得的 Reads可以和基

因组 454 测序的 Reads 直接进行拼装，生成包含

Link 关系的 Scaffold。而没有被用于构建 Scaffold

的 Reads可以当做 Shot-gun reads拼装到 Contig序

列中去，补强相应位置的低值碱基，提高 Contig

序列的质量。Paired-End文库插入片段的长度可以

达到 3−8 kb，甚至 20 kb，能够跨过较大的 Gap。

由于具有高效、省时、随机性好等优点，该技术已
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经得到广泛应用[54-60]。除 Paired-End之外，ABI、

Illumina等主流测序公司也已推出各自的双端测序

(Mate-pair)技术用于搭建 Scaffold[61-65]。 

6  基因组光学图谱技术 

基因组光学图谱技术是一种利用单分子 DNA

的限制性内切酶图谱生成高分辨率、有序的全基因

组限制性内切酶酶切图谱的方法[66-67]。2010 年，

OpGen公司(盖瑟斯堡，美国)面向市场推出了基于

光学图谱专利技术的自动化的基因组拼接和数据

分析系统——Argus™工作站，使研究人员能够在

一个工作日内获得待测微生物基因组的高质量全

基因组限制性内切酶酶切图谱。该系统主要由

Mapcard加工工作站、光学扫描系统和数据处理工

作站等组成，通过限制性内切酶对固定于 MapCard 

DNA surface区域中的单分子 DNA进行原位切割，

使切割后的 DNA 片段顺序保持不变。DNA 片段

经荧光染料染色后置于荧光显微镜下，采集每个限

制性内切酶片段的大小和顺序的信息，信息经转换

处理后生成单个 DNA分子的限制性内切酶酶切位

点图谱，最后根据全部 DNA分子限制性内切酶酶

切位点图谱的相互重叠部分拼接得到全基因组限

制性内切酶酶切位点图谱。该系统最初被应用于微

生物基因组序列组装、比较基因组学以及菌株分 

类[9,68-72]，目前已经开始在人类和动植物全基因组

组装中应用[73-75]。 

作为对基因组 454-Sanger 杂交测序法的一种

新的替代技术[76]，光学图谱技术提供了一种全新

的微生物基因组测序和拼接策略，虽然该技术不能

直接获得基因组 DNA的碱基序列，但它可以提供

微生物基因组整体有序的物理框架结构。通过与新

一代测序技术的结合，光学图谱技术可以提供基因

组绝大多数 Contig 的位置和顺序信息，从而辅助

基因组的 Scaffold 构建，在复杂微生物基因组(多

重复序列)的 Gap closure中已经被证明行之有效。

如在嗜线虫致病杆菌(Xenorhabdus nematophila)基

因组的 Gap closure过程中，由于含有多达几百个

转座子序列以及 7套核糖体 RNA序列(16-23-5S)，

导致经过 4个月的拼接后还剩余 36个 Contig无法

找到 Linkage关系完成拼接，借助于光学图谱技术

研究人员通过将嗜线虫致病杆菌高质量的基因组

酶切物理图谱(基因组限制性内切酶酶切图谱)与

基因组序列模拟酶切图谱(根据测序序列信息计算

机模拟所生成基因组 In silico酶切图谱)进行比较，

最终将 36个 Contig定位，并且通过比较图谱之间

的差异还发现几处由于新一代测序技术自身缺陷

(读长短、碱基插入和缺失)所造成的 Contig本身拼

接错误，经过纠正，在一个月内完成了嗜线虫致病

杆菌基因组的 Gap closure[70]。 

除了基因组序列模拟的酶切图谱，Argus™系

统还可以整合其它一些序列的酶切物理图谱信息

(文库克隆序列、Gap closure PCR 产物以及

Paired-End 序列等)用于辅助微生物基因组的 Gap 

closure工作[77]。 

7  结语 

新一代测序技术的商业化应用，使得测序成

本不断降低，测序通量不断提高，越来越多的微

生物基因组得到测定，极大地促进了微生物基因

组学的发展。然而，由于测序读长短、数据量大、

基因组结构复杂等因素却并没有降低基因组数据

拼接和 Gap closure的难度。由于一些微生物基因

组重复序列较多、GC含量高、测序覆盖率低以及

测序读长短等因素会使得序列拼接后产生很多

Gap，如果再缺少参考基因组序列或是与参考序列

同源性低，Gap closure 难度将会很大。提高测序

覆盖率在一定程度上可以有效减少基因组中的

Gap，但成本相对较高，并且对于一些复杂的微生

物基因组效果有限，如 454二代测序覆盖率为 10×

时，喜温硫杆菌 SM-1 测序后生成的 Gap 数目为

400个；测序覆盖率提高至 25×时，Gap数目减少

至 280 个；但当测序覆盖率继续提高至 38×时，

Gap 数目进入平台期(276 个)，相比 25×测序覆盖

率时仅减少了 4 个，已经不能再单纯通过提高覆
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盖率来减少 Gap 数目。因此，对于复杂的微生物

基因组，需要将基因组的 Gap closure分为几个阶

段，针对不同阶段采用相应的策略进行：如果 Gap

数目大于 200 个，可以通过构建基因组文库、

Paired-End 测序或者采用基因组光学图谱技术的

策略确定 Contig 之间的相对位置和顺序，然后再

依次关闭 Contig之间的 Gap区域；当 Gap数目小

于 100 个时，可以采用多引物 PCR 的策略寻找

Linkage信息，关闭所有能够关闭的 Gap；如果最

后还剩余几个 Gap 无法关闭，则可以采用基因组

步移或文库筛选的策略，如作者在对喜温硫杆菌

SM-1基因组 Gap closure时，通过结合构建基因组

文库、Paired-End测序、多引物 PCR以及 Fosimid

文库筛选等多种策略最终完成了 SM-1 基因组的

Gap closure[11]。6 种常用的微生物基因组 Gap 

closure策略比较见表 1。 

研究表明，第三代测序技术对微生物基因组

的 Gap closure也具有促进作用，2011年太平洋生

物科学公司(Pacific biosciences，美国)面向市场推

出了第一台商业化的单分子实时测序 (Single 

molecule real time DNA sequencing，SMRT)系统

PacBio RS，由于其测序读长长(平均 2−3 kb)、测

序无偏向性等优点使得在微生物基因组 Gap 

closure 中显示出良好的应用前景[12,78-79]，但由于

测序通量较小、测序成本较高以及测序错误率较

高(约 15%)等因素使其在实际应用中受到了一定

限制。目前，太平洋生物科学公司正在对 PacBio 

RS测序系统进行改进，以期进一步提高测序读长

和测序通量、降低测序错误率。此外，随着生物

信息学的不断发展，用于微生物基因组 Gap 

closure 的生物学软件也将不断完善。我们有理由

相信，今后微生物基因组的 Gap closure成本将会

越来越低，难度将会越来越小，所花费的时间也

会越来越短。本文主要结合作者以及借鉴上海人

类基因组研究中心多年的微生物基因组 Gap 

closure经验，对微生物基因组 Gap closure中常用

的 6 种实验策略进行了综述，以期为广大科研同

行提供参考借鉴。 

 
 

表 1  6 种常用的微生物基因组 Gap closure 策略比较 
Table 1  Comparisons of the frequently-used strategies for microbial genome gap closure 

 
参考序列比对 

Reference 
alignment 

多引物 PCR

Multiplex 
PCR 

基因组步移 

Genome 
walking 

文库克隆末端

测序 

Clone-end 
sequence 

末端配对 

Paired-End 

基因组光学图谱 

Whole genome 
mapping 

适用条件 

Applicable 
conditions 

有参考序列 Gaps≤100 Gaps≤5 Gaps≥200 
Gaps≥

200 
Gaps≥200 

成本 

Costs 
低 较低 低 高 高 高 

耗时 

Time needed 
少 较多 少 多 少 少 

操作难易 

Ease of operation 
易 易 较难 难 难 难 

文库构建 

Library 
construction 

否 否 否 是 是 否 
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