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曹晨霞  韩琬  张和平* 

(内蒙古农业大学乳品生物技术与工程教育部重点实验室  内蒙古 呼和浩特  010018) 

 
 

摘  要：1977 年 Sanger 发明的双末端终止法开启了测序之旅，而测序技术在 30 多年内不断革新。

每种新技术的出现都有超过前代产品的独特之处，但也会不可避免的存在自身局限性，关键在于

掌握每种技术的优缺点并加以合理应用。第三代测序技术是一种集高通量、快速度、长读长及低

成本等多种优点于一身的新型测序技术，它的出现为基因组学、转录组学及 DNA 甲基化等研究

注入了新活力。本文在介绍基本技术原理的基础上，着重概述了第三代测序技术在微生物研究中

的应用，从而揭示了其广泛的应用前景。 
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Abstract: The dideoxy chain-termination method, which was invented in 1977 by Sanger, has opened 
the door of DNA sequencing. The sequencing technology has continuously advanced during the past  
30 years. Each new technology has unique advantages over the previous generation, but it also has its 
own limitations. The key is to recognize well both the advantages and disadvantages of each 
technology so that it can be used reasonably. The third generation sequencing technology is a new 
technology with many advantages, such as high throughput, fast speed, long read and low cost. 
Additionally, its emergence has advanced the study of genomics, transcriptomics, epigenomics and so 
on. In this review, the principle of the third generation sequencing technology is introduced, followed 
by a summary of its application to microbial research, and its potential uses in other areas. 
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DNA测序技术在短短三十几年内不断革新，每

种新技术都有超过前代产品的独特之处，但在各具

优势的同时又都不可避免的存在一定局限性。 

1977 年 Sanger 的双脱氧链核苷酸终止法及 Gilbert

的化学裂解法并行被称为第一代测序技术[1-2]。第一

代测序技术操作简单、读取序列长、准确率高。基

于此测序技术，1990年开启了人类基因组计划，并

于 1995年完成了第一个细菌基因组测序[3]。但一代

测序技术缺点是成本高、速度慢、通量低，因此限

制了其被大规模商业化使用。第二代测序技术以

2005年的 Roche GS-FLX 454、Illumina Solexa和

ABI SOLiD 测序平台为代表，此技术拥有较高通

量，可最大缺点是读长短(仅 30−450 bp)，且扩增过

程容易产生引入外源基因而错配的现象。因此随着

大数据时代的到来，逐渐出现以 Helicos Biosciences

公司的单分子 DNA 测序 (True single molecular 

sequencing，tSMS)、Pacific Bioscience公司的单分

子实时测序(Single molecule real time sequencing，

SMRT)以及 Oxford Nanopore 的纳米孔单分子技术

为代表的第三代测序技术[4]。 

第三代测序技术是一种集高通量、快速度、长

读长及低成本等多种优点于一身的新型测序技术。

它最大特点是无需进行 PCR扩增，可直接读取目标

序列，因此假阳性率大大减少，同时避免了碱基替

换及偏置等常见 PCR错误的发生。就精准度来说，

第三代测序技术与第二代测序技术相比并不具有

优势，错误率通常在 15%左右[5]。但随着测序深度

的加大及使用更正软件可达到 99.9%的准确率[6]，

因此第三代测序技术具有广泛的应用前景。本文将

介绍目前具代表性的第三代测序技术并着重阐述

其在微生物研究中的应用。 

1  第三代测序技术基本原理 

1.1  SMRT 技术 

SMRT技术是 PacBio公司的新型DNA测序技

术，其核心在于零模式波导技术 (Zero-mode 

waveguide technology，简称 ZMW)[7]。ZMWs实质

是一些直径为 100 nm、厚度为 70 nm的微小纳米

孔，此空间正好可容纳一个 DNA聚合酶分子，从

而使得在此位置可观察到合成 DNA 链过程(图

1A)。由于成千上万个纳米孔同时作用，因此我们

可重复观察到此现象。事实上，此时的 DNA聚合

酶才是整个测序过程的引擎。DNA 聚合酶附着在

ZMW孔的底部，身上携带有荧光标记的碱基，每

个碱基上有不同颜色的荧光染料。聚合酶以单个

DNA 分子为模板，当 DNA 聚合酶读取模板结合

不同的碱基时就会发出不同颜色的荧光信号，此时

检测器就可由颜色来判别碱基种类。当反应完成

后，荧光标记被聚合酶裂解而弥散到孔外，由此完

成测序工作(图 1B)。长期以来单分子测序技术最

大的瓶颈是在测序过程中生物材料会引起相当大

的背景噪音，而 SMRT 的零模波导技术首次攻克

了这一难题[7]。 

 

 
 

图 1  SMRT 测序技术[4] 

Figure 1  Principle of single-molecule, real-time DNA sequencing[4] 
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1.2  Oxford Nanopore 纳米孔单分子技术 

Oxford Nanopore技术不是采用以往“边合成边

测序”的方法，而是采用“边解链边测序”的方法。核

酸外切酶与 α-溶血素纳米孔相耦合是此测序平台的

核心[8]。纳米孔外包被有脂质双分子层，在其两端

各有一对电极(图 2A)。脂质双分子层两侧为不同的

盐浓度，其主要作用是满足外切酶的活性条件。外

切酶被共价结合在纳米孔的入口处，当单链 DNA

模板通过纳米孔时，外切酶会“捕捉”到 DNA 分子

并将碱基剪切下来，使其依次单个通过纳米孔   

(图 2B)。已检测过的碱基被很快清除，因此不会出

现重复测序现象。Oxford Nanopore技术关键在于控

制碱基穿过纳米孔的速度。纳米孔长度仅为      

5 nm，因此为保证可监测到每个碱基，要求速度保

持在 1 核苷酸/ms。已证实采用环糊精配接器与   

α-溶血素纳米孔共价结合可有效降低其通过速   

率[9]。因此当单个碱基通过接有环糊精配接器的纳

米孔时，电流会受到干扰，从而根据不同的电流特

征来判断相应的核苷酸种类[10]。 

1.3  tSMS 技术 

tSMS技术需先对待测DNA样品进行裂解和变

性处理以获得多条 DNA 单链，在其 3′末端多聚腺

苷酸化，使其带有 Poly(A)尾，末端腺苷酸用 Cy5

荧光染料标记。同时要在末端进行阻断，防止其在

测序过程中延伸(图 3A−F)。带有 Poly(T)尾的寡聚

核苷酸共价结合在玻璃盖片上，其作用是捕获模

板，并作为延伸时的引物。这些玻璃盖片被随机放

在流动槽里，当二者结合后，CCD相机记录杂交模

板所处的位置，建立边合成边测序位点，同时解除

Cy5荧光标记(如图 3中的位点 1、2和 3)。随后与

DNA 聚合酶和荧光标记的核苷酸(4 种碱基之一)相

混合，反应完成后洗脱掉未反应的 dNTP 及 DNA

聚合酶，最后通过 CCD 相机在激光作用下读取杂

交模板信息(图 3G−N)。当标记解除后，加入下一种

核苷酸及 DNA 聚合酶，新的碱基可被结合，依此

反复循环，从而确定碱基序列(图 3中表格)[4,12]。 

2  第三代测序技术在微生物研究中的应用 

微生物在我们的生活中无处不在，据估计地球

上微生物细胞达 1030个，仅人体中就有 100万亿，

约是人体自身细胞个数的 10 倍[13-14]。自然界中虽

存在数百万种原核生物，但大多数不可被培养。而

细菌微生物在人体中可发挥重要作用，具有调控消

化、内分泌系统及免疫系统等功能[15]。随着第三代

测序技术的出现，有望实现从基因水平及分子结构

掌握微生物发挥功能作用的机理，这对我们今后的

科研工作及健康管理具有一定指导意义。 

2.1  基因组学研究 

2.1.1  全基因组测序：在无参考序列情况下，凭借

生物信息学分析方法直接对物种序列进行拼接、组

装，最终获得该物种的基因组图谱，称为全基因组

测序或从头测序(De novo sequencing)[16]。全基因组

测序有助于我们深入了解物种的基因组成及分子

进化，目前由第三代测序技术完成的完整基因组测

序有很多。Chan 等利用三代 SMRT 技术报告了首

个分离自腌制生鱼片的奈氏西地西致病菌 SSMD04 
 

 
 

图 2  纳米孔单分子测序[8,11] 
Figure 2  Oxford Nanopore technology[8,11] 
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图 3  Helicos true-single molecule sequencing (tSMS)技术测序样本的制备、碱基加入、清洗及荧光位点切除等示意图[12] 
Figure 3  Helicos true-single molecule sequencing (tSMS) sample preparation and image series illustrating template-specific 

base addition, successful rinsing, and successful linker cleavage[12] 
 

的完整序列。此前该菌总是分离自多种微生物共存

的状态，且其免疫功能严重低下，因此该菌的致病

性一直以来不是很清楚。而此次奈氏西地西菌

SSMD04全基因组的获得有望增进对其多样基因及

功能的认识，最终对其致病性有更深入的了解[17]。

同样，Wibberg 等利用第三代测序技术完成了对类

产碱假单胞菌 CECT5344的完整基因组测序[18]，由

于该菌可消化吸收氰化物并转变为无毒成分而欲

将其应用到氰化物污染的治理中。此次类产碱假单

胞菌CECT5344的完整测序使我们对其基因组成有

了充分认识，同时得到了该菌氰化物同化、氰化物

抗性及基因簇等重要信息，预示着它在未来污染物

的生物降解及生物塑料的生产中可发挥重要作用。 

2.1.2  基因组重测序及比较基因组学：基因组重测

序是在已知参考序列的情况下，对同一物种的不同

个体进行测序，最终在个体或群体间做出差异性分

析(如 SNPs、InDels、SVs、CNV 及群体多态性分

析等)，从而获得整个生物群体的遗传特征[16]。经

进一步序列比对及构建系统发育树可衍生到比较

基因组学和演化基因组学。2011年在德国爆发的腹

泻和肠溶血性综合征引起人们极度重视，它是由 

一种产志贺毒素的大肠杆菌(O104:H4)所致。Rasko

等利用第三代SMRT技术对引起此次疾病暴发的菌

株进行了测序，并对来自非洲的 7种 O104:H4肠致

病型大肠杆菌以及属于其它血清型肠致病型大肠

杆菌的 4株参考菌株进行了从头测序。通过分析基



曹晨霞等: 第三代测序技术在微生物研究中的应用 2273 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

因组数据，显示引起此次德国疾病暴发的致病菌与

其它 O104:H4 菌株不同，是大肠杆菌属的另一分

支，因其携带有噬菌体编码的志贺毒素 2和耐抗生

素基因而导致其危害巨大[19]。甲烷氧化菌是一类可

在火山喷发地带等极端条件下生存的疣微菌门微

生物，可利用甲烷生成自身所需能量[20]。Anvar 等

利用 PacBio SMRT 技术完成了甲烷氧化菌

Methylacidiphilum fumariolicum SolV的完整测序，

并基于基因及其功能子系统注释信息，与其它甲烷

氧化菌尤其是 M. Infernorum V4 基因组进行了比

较，最终构建了该菌的系统发育树，从而使人们对

甲烷氧化菌的演化机制有了更清楚的认识[21]。 

2.1.3  宏基因组学：由于大多数微生物不可培养，

近年来基于“应用现代基因组学技术直接研究自然

状态下某一有机群落的全部微生物而无需分离单

一菌株”的宏基因组学逐步显现出巨大优势，以其

革命性的方法克服了大多数微生物的不可培养性，

并取得了丰硕成果。在一项对动物肠道微生物抗生

素抗性的研究中，以奶牛粪便为宏基因组建立 DNA

文库，以期筛选出对抗生素 β-酰胺类、氯霉素类、

氨基苷类以及四环素类的抗性基因。Wichmann 等

利用 PacBio 测序技术对整个宏基因组进行测序分

析，发现了变形菌门、拟杆菌门以及壁厚菌门等中

存在多类抗生素抗性基因，且不同菌类中存在一些

相同的抗生素抗性基因，表明这些抗生素抗性基因

很可能在不同菌类间发生了水平化转移(包括致病

菌)[22]。这意味着抗生素抗性基因极有可能从农业

生态系统转移到临床、食物系统，进而影响到人类

健康。而此次发现也为后续抗生素抗性基因的进一

步深入研究提供了重要依据。 

2.1.4  第三代测序技术在基因组学研究中的优势：

目前报道了许多由前代测序技术未能解决而最终

由第三代测序技术完成的对目标菌株的完整测序

工作。第三代测序技术为什么会有如此巨大的优

势？现可总结为以下 3点：(1) 高 CG含量的测序。

高 CG含量通常都是 CG富集序列(CG多次重复)，

因此扩增困难、容易混淆，且对测序量有一定要求。

而第三代测序技术无需扩增环节，因此大大提高了

高 CG 含量测序的准确率。(2) 重复序列等复杂结

构。染色体、质粒具重复序列或环状、发夹环等复

杂结构，给测序带来困难，而第三代测序技术可利

用跨越、循环等测序技巧克服此类困难。(3) 更正

软件。第三代测序技术虽在精准度上不具有优势，

如 10 kb左右长度的序列在单向、连续通过 SMRT

测序仪时精准度仅为 82.1%−84.4%，而使用软件更

正后可获得>99.99%的精准度 [6,19]。此类软件有

pacbioCA、LSC、p-errormolule、PBcR等[5,23-24]。此

外，随着测序深度的增加，测序错误率可被控制在

极低范围之内。 

2.2  甲基化研究 

DNA 的修饰作用无处不在，广泛存在于噬菌

体、原核生物、真核生物中。这些修饰作用可引发

机体多种功能，如人体中的基因沉默、大肠杆菌中

复制起点的确定等[25-26]。真核生物中，DNA的修饰

作用直接影响细胞的多样性及整个生物的发展进

程，一旦出错可导致多种疾病的发生[27-28]。而 DNA

甲基化是一种重要的修饰作用，在生命活动中起重

要角色，可调节染色体的复制、转录过程，并可通

过相位变化来调控生物的多样性[26,29]。DNA甲基化

尤其在细菌微生物中起关键作用，可调控基因表达

及细胞循环周期，同时具抗突变、维护自身基因组

等功能[30]。 

DNA 甲基化具多样性。限制性修饰系统

(Restriction-modification，RM)中存在多种甲基转移

酶，细菌微生物通过这些甲基转移酶来实现甲基化

作用，而大多数甲基转移酶具高度专一性[31]。DNA

甲基化具多样性的具体原因有：(1) 甲基化识别位点

数量多。每种甲基转移酶都有其特定的序列识别位

点，如 RM系统中M基因形成的复杂基因产物决定

I型甲基转移酶的识别序列，而人胃部致病菌幽门螺

杆菌中含大量的M基因，且每株菌都具一套独特的

M基因，因此可呈现出多种甲基转移酶的识别序列，

由此表明幽门螺杆菌的多样性甲基化可能[32-33]。   

(2) 酶本身结构发生改变。由于 RM系统常常处于动
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态和变化中，其中 I型和 III型 RM系统中的靶标识

别区域(Target recognition domain，TRD)本身发生改

变，从而导致被识别 DNA序列的多样性[34]。如幽门

螺杆菌及许多其它细菌的TRD可通过重组侧面重复

序列而在 TRD1 和 TRD2 区域间发生移动(Domain 

movement)，因此会相应地出现一套不同的识别序

列。此外，TRD1和 TRD2之间的等位基因重组、点

突变以及串联重复序列中拷贝数的改变都是导致幽

门螺杆菌甲基化多样性的影响因素[35]。 

SMRT 第三代测序技术可快速、高效地识别

DNA 甲基化。其基本原理是依据 DNA 聚合酶不同

的作用时间而产生不同的脉冲间隔来判断甲基化位

点。Flusberg等在 2010年首次使用 SMRT技术准确

判定出 N6-甲基腺嘌呤(m6A)、5-甲基胞嘧啶(m5C)

和 5-羟甲基胞嘧啶(5hmC)[36]。Fang等利用 SMRT技

术成功检测出致病性大肠杆菌基因组中 49 311 个  

6-甲基腺嘌呤(m6A)和 1 407个 5-甲基胞嘧啶(m5C)

的残留量并获得了大量甲基化位点信息，并对每个

修饰位点的甲基化几率作出评估[37]。目前也可利用

第三代纳米测序技术，由待检物在环糊精内停留时

间是胞嘧啶停留时间的 2 倍而确定此待检物为甲基

化的胞嘧啶，且准确率可达到 99%[38]。 

虽然 DNA 甲基化在细菌及古菌界普遍存在，

但相应的功能还未被广泛、深入的研究。限制性修

饰系统最主要的功能是保护宿主免受外源 DNA 侵

入，但目前不少研究报道甲基化作用可影响转录水

平的调控，进而影响到基因表达。Fang等发现在限

制性修饰系统中若缺失由噬菌体编码的甲基转移

酶可引起整个转录过程的变化及基因的扩增，这表

明核酸的限制性修饰作用远远超出了仅仅是保护

宿主免受外源 DNA 侵入的作用[37]。此外，Furuta

等也进一步证实，若缺失 I型 RM系统中 S基因(甲

基化特异性决定基因)的甲基化可引起转录组改变，

最终导致细胞表型发生变化，从而设想此机制可对

适应性进化做出贡献[39]。 

笔者参与益生菌 Lactobacillus casei Zhang   

(L. casei Zhang)和 Lactobacillus plantarum P-8    

(L. plantarum P-8)甲基化组的破译工作。经生物信

息学分析，预测 L. casei Zhang里存在 2种与 II型

RM 系统相关的甲基转移酶(属于 N12 类型的 m6A

甲基转移酶)。这 2种甲基转移酶的基因标识分别为

LCAZH_2054和 LCAZH_2056，且由 LCAZH_2054

编码的蛋白质增加有一个具催化活性的 m6A 特异

性保守位点(IPR002052)。基于以上预测，Zhang等

利用 SMRT技术对 L. casei Zhang菌株的甲基化水

平进行了鉴定，其中 1 个活性 m6A 甲基转移酶在

L. casei Zhang 中得到证实。进一步分析，将

5′-ACRCm6AG-3′确定为 L. casei Zhang菌株m6A的

识别序列，由此可知在 L. casei Zhang菌株中存在  

1 906个甲基化位点，且几乎所有(>99.8%)甲基化位

点与此序列相匹配。然而在 L. plantarum P-8菌株

中，虽预测存在 I型、II型 RM系统相关成分，但

经 SMRT测序分析表明 L. plantarum P-8中并无具

活性的甲基转移酶[40]。之前还没有对乳杆菌属甲基

化的相关报道，而此次对这 2株菌的甲基化研究是

否可代表其整个物种水平还有待考究。相信随着第

三代测序技术的深入发展，DNA甲基化位点信息及

其生物学功能作用会进一步得到揭示。 

2.3  第三代测序技术的其它应用 

转录组学是研究基因结构和功能的基础和切

入点。通过转录组测序，我们可获得转录位点、可

替换剪切、突变位点以及转录本的多种表达等重要

信息[16]。但对 RNA的传统研究大多需先将 RNA先

转化为 cDNA，然后再对 DNA 链进行相关分析，

即是一种间接的 RNA 分析方法。不言而喻，此方

法出现的错误率较高。主要原因是此过程中模板的

转换及 2 种反转录酶(即依赖于 RNA 的 DNA 聚合

酶和依赖于 DNA 的 DNA 聚合酶)的作用使得基因

表达的错误率增大[41-42]。这些因素阻碍了对 RNA

的准确分析，因此迫切需要一种新方法来解决此问

题。tSMS 第三代单分子测序技术成功实现了对

RNA 的直接测序，无需转化 cDNA 及扩增过程，

从而在很大程度上提高了序列分析的精准度，且具

有较高通量。Ozsolak 等利用此技术完成了对啤酒
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酵母 RNA 的测序，其基本原理就是利用包被

Poly(dT)寡核苷酸探针的表面来捕获小片段 RNA

的 Poly(A)尾的边合成边测序过程[43]。16S rRNA基

因是目前识别环境微生物群落的重要依据，采用

SMRT技术有望实现对 16S rRNA基因的全长测序，

这有助于我们更深入地了解微生物在生态方面的

功能，并对整个细菌属的功能作用作出评价[44]。 

正如对 DNA 测序一样，也可利用纳米孔单分

子技术对蛋白质进行测序。纳米孔单分子技术对蛋

白质测序一直存有两大挑战，其一是测序前必需打

开蛋白质的高级结构从而使蛋白质得以穿过纳米

孔传感器；其二是尽管多肽链上电荷分布不均匀，

但要求多肽链在通过纳米孔感应区域时必需保证

能够进行单向迁移。Nivala等利用酶驱动法成功解

决了这一技术瓶颈，即用 Escherichia coli 解叠酶
ClpX 作为驱动分子，利用 ATP 降解蛋白质并驱动

肽链片段通过纳米孔，最终在此过程中根据不同的

离子流特征辨析出蛋白质片段的氨基酸序列[45]。由

此表明，纳米孔单分子技术也可用来对蛋白质序列

进行相关研究。然而，虽蛋白质可通过纳米孔，但

如何快速打开蛋白质的高级结构并使其大量通过

纳米孔的技术还尚未成熟，相关的蛋白质移位控制

技术还有待提高。 

3  展望 

第三代测序技术无疑推动了生物、医疗、化学、

计算机等多领域的发展。科研者们可实现低成本、

短时间对物种的认识，从而合理地设计实验方案，

加快物种的研究进程；相信人类个人基因组档案的

建立已为时不远，届时可实现对遗传性疾病的诊断

和治疗，并用于人类医疗保健的指导。每代测序技

术都有其优缺点，新测序技术的出现并不否定原有

的测序技术，关键在于掌握各种技术的优缺点，根

据实际问题选用合理的测序手段。如可利用第二代

测序技术的高精准度结合第三代测序技术的长读

长优势来应对今后繁重的测序任务，且这种“2+3”

的模式目前已被很有效的应用。 

二、三代测序数据的整合通常需 2个步骤，即

利用二代测序数据对三代测序数据进行更正及更

正序列的从头组装。当然这其中也存在一些困难和

挑战，具体为：(1) 这种“杂交”的测序方法通常要

求制备至少 2个不同的测序文库，这对人力和物力

的消耗都是一个不小的挑战；(2) 基因组组装实质

上是利用一些组装算法对序列进行基因组的重新

构建，而通常这些组装算法对文库及基因组大小有

一定要求，如短的叠连群中的错误就可能“逃脱”而

未被更正，太大或太小的基因组都可能超出其作用

范围；或者不同的组装算法对不同区域，如外显子、

内含子等的组装都有其不同的局限性。因此，为了

更好地实施这一方案，未来我们需开发更精确、更

广适用性的组装算法，提升硬件和软件实力，并在

技术选取和相对成本上做出权衡。 

我国于 2009年开启了第三代测序技术的研究，

主要的研发机构有中国科学院北京基因组研究所

联合中国科学院半导体研究所、深圳华因康基因科

技有限公司及无锡艾吉因生物信息技术有限公司。

但基本属于起步阶段，主要还是依靠吸收引进，因

此还需国人共同努力，加大投入，加强合作，提升

创新意识，争取早日有所突破。虽然测序技术的发

展带来了些许成就，但我们仍面临许多挑战。相对

于整个物种来说，已被测序的物种还只是“冰山一

角”，但带来的海量数据对后续生物信息学分析及

有用信息的提取都具有一定挑战，因此还需我们继

续努力。由于其建立时间较短，目前还未被大规模

商业化使用。但相信在不久的将来，第三代测序技

术会被不断普及到多个领域，可能成为未来实验室

分析及临床诊断的常规检测手段。 
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