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专论与综述 

单分子实时测序及其在微生物表观遗传学中的应用 

葛元洁  陈实* 
(武汉大学药学院  湖北 武汉  430072) 

 
 

摘  要：表观遗传学对于微生物的生命进程起着重要作用。由限制-修饰系统调控的 DNA 修饰参

与微生物的免疫防御系统，无限制-修饰系统调控的 DNA 修饰通过调控基因表达影响表型。然而，

表观遗传信息还没有被常规地作为 DNA 信息收集分析。基于对 DNA 合成反应的动力学分析，

单分子实时测序技术可以在获得基本序列数据的同时实现对被修饰核苷酸的检测。这个技术为微

生物中已知 DNA 修饰的研究提供了新的平台，也为新型 DNA 修饰的发现做好准备。本文综述

了单分子实时测序技术及其在微生物表观遗传学中的应用。 
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Single molecule real time sequencing and its applications in 
 microbial epigenetics—a review 

GE Yuan-Jie  CHEN Shi* 

(School of Pharmaceutical Sciences, Wuhan University, Wuhan, Hubei 430072, China) 

Abstract: Epigenetics plays an important role in biological processes of microorganisms. DNA 
modification with restriction-modification system is a component of microbial immune system, and 
DNA modification without restriction system influences phenotypes by gene regulation. However, 
epigenetic information has not been collected for DNA sequence analysis routinely. Single molecule 
real time (SMRT) sequencing, based on analysis of DNA synthesis kinetics, enables the acquisition of 
DNA primary sequences and detection of modified nucleotides simultaneously. This technology 
provides a new platform for research on known DNA modifications and discovery of novel DNA 
modifications. This review summarized single molecule real time sequencing and its applications in 
microbial epigenetics. 
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生命的基本遗传信息存在于核酸序列中，四种

脱氧核苷酸的排列顺序决定了影响生命活动的

RNA 和蛋白质的序列。表观遗传是在不改变 DNA

核苷酸序列的条件下，调节特定基因的时空表达，

使基因表达发生可遗传的改变。表观遗传学是调节

不同化学基团共价结合到 DNA、染色体、组蛋白及

其他相关蛋白过程的分子生化机制的集合。微生物

中的表观遗传信息主要是通过DNA修饰(如DNA的

甲基化)传达的，它们广泛存在于微生物中，并对微

生物的生命进程产生重大影响。在一些模式细菌如

大肠杆菌(Escherichia coli)、新月柄杆菌(Caulobacter 
crescentus)等中，DNA甲基化的重要性已经被确定，

由 Dam和 Ccrm甲基转移酶催化产生的腺嘌呤甲基

化在染色体的复制、DNA修复和基因表达的控制中

尤为关键。微生物中不同类型的 DNA修饰及调控修

饰酶的本质和功能都有待于发现和研究。 

过去几十年测序平台的革新和发展极大地推

动着基因组测序的脚步，而对于 DNA 修饰的测序

分析却迟迟没有起色，使得表观遗传学的研究远远

落后。为了获得 DNA修饰在基因组中的分布信息，

以更深入地研究表观遗传学对生命活动的影响，要

求测序技术不断提升，实现对 DNA 修饰的检测，

并提高测序分辨率，逐步实现在总体水平、区域水

平、特异性链水平、单个核苷酸水平的修饰检测。

单分子实时测序技术的发展使得从 DNA 上同时获

得基因组序列信息和单核苷酸水平的表观遗传信

息成为可能，也为微生物表观遗传的进一步探索做

好了准备。 

1  第三代测序技术的兴起 

DNA作为生物遗传信息的载体，其序列的获取

对于探索生命奥秘至关重要。DNA测序技术无疑已

经成为生物学研究中最常用的技术手段。自 20 世

纪 70年代中期 DNA测序技术出现以来的 40年，

DNA测序技术取得了飞跃式的发展，同时也推动着

生命科学领域及其相关交叉学科领域的极速发展。 

1977年，Sanger等的双脱氧核苷酸末端终止测

序法和Maxam、Gilbert的化学降解测序法开启了解

密生命信息的大门，在这两种方法的基础上发展起

来的荧光自动化测序技术、毛细管电泳测序技术、

杂交测序技术等都属于第一代测序技术。第一代测

序技术在最初的基因组谱图测序工作中起到了关

键作用，小到噬菌体基因组，大到人类基因组计划，

第一代测序技术凭借其超过 1 000 bp的读长及高达

99.999%的原始数据准确率仍在目前的市场应用中

占有一定的比例。但其测序通量较低、速度较慢、

时间较长、成本较高已经无法满足大规模的测序 

任务。 

以高通量、低成本为特征的第二代测序技术应

运而生。它的原理主要是将 DNA 片段固定在固体

表面，通过 PCR扩增，进行边合成边测序。其代表

主要有 Roche公司以焦磷酸测序为原理的 454测序

技术、Illumina公司以合成测序为原理的 Solexa测

序技术、ABI公司以连接酶技术开发的 SOLiD测序

平台。通量高、速度快、价格低的第二代测序技术

很快得到了广泛应用。然而，第二代测序技术也有

不可忽略的弊端，其较短的读长给序列的组装拼接

带来困难，另外，由于第二代测序依赖 PCR扩增，

G+C含量异常的基因组测序结果将受到影响。 

第三代测序技术以单分子测序为特点已逐渐

崭露头角。它在纳米级的反应空间内对 DNA 进行

单分子水平的边合成边测序。该方法有着更快的数

据读取速度，测序读长可达到 20 kb，不再需要 PCR

扩增，进一步简化测序步骤，降低测序成本，提高

测序通量和数据产出。单分子测序通过检测原始状

态的样本获取更直接真实的遗传信息，实现了 RNA

和核酸修饰的直接测序。第三代测序技术以其无与

伦比的优势取得了越来越多的关注和应用。已出现

的第三代测序技术主要有 Helicos Biosciences 公司

研发的单分子测序(True single molecular sequencing，

tSMSTM)技术及单分子测序仪 (HeliScope Single 

Molecular Sequencer)，Pacific Biosciences公司研发

的单分子实时(Single molecule realtime，SMRT)测序

技术平台，Visi GenBiotechnologies公司研发的荧光

能 量 共 振 转 移 (Fluorescence resonance energy 
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transfer， FRET)测序技术， Oxoford Nanopore 

Technologies 公司研发的纳米孔单分子测序

(Single-molecule nanopore DNA sequencing)技术。目

前，当属 Pacific Biosciences公司运用 SMRT 单分

子实时测序技术的 PacBio RS系列测序仪在商业化

中有较好的应用。 

在检测 DNA 修饰方面，一代测序虽然可以检

测到一部分被修饰的碱基，但它并没有在这方面得

到广泛应用；而二代测序由于其依赖的 DNA 扩增

会抹掉 DNA 修饰信息，需要对样本进行预处理来

区别修饰和未被修饰的核苷酸再进行测序，如利用

亚硫酸氢盐将胞嘧啶转化为尿嘧啶而甲基胞嘧啶

不变从而检测出甲基胞嘧啶，处理过程繁琐且方

法、效率有限，造成 DNA 修饰的检测在二代测序

中的难度；三代测序中的单分子实时测序技术，无

需样本预处理，通过测序过程中 DNA 聚合酶动力

学信息的变化，直接获得 DNA 修饰信息。三代测

序凭借其简单直接获取修饰信息的能力将在表观

遗传学研究领域发挥重大作用。 

2  单分子实时测序技术 

2.1  SMRT 测序原理 

2009年，Pacific Biosciences公司推出了 SMRT

测序技术。SMRT 测序的基本流程是首先将待测

DNA打断成一定长度的片段，并进行 DNA损伤修

复及末端修复，再在 DNA 片段两端接上发夹结构

的接头使 DNA能够进行环化测序，纯化后将 DNA

样本上样到 PacBio RS系列测序仪的 SMRT cells中

进行测序[1]。 

实现单分子实时测序有赖于 3个关键核心技术： 

(1) 磷酸-荧光基团连接的核苷酸：带有不同荧

光标记的脱氧核苷酸在参与 DNA 合成中被检测到

荧光信号。该核苷酸的荧光基团连接在磷酸基团(图

1A)上，与以往测序中使用的连接在碱基上的核苷

酸不同(图 1B)，在 DNA 聚合酶的作用下生成磷酸

二酯键，该荧光标签被切除，不会保留在延伸的

DNA 链中对后续的 DNA 合成产生空间位阻影响

DNA酶的活性，也不会增加背景荧光，合成和天然

DNA相同的 DNA链。 

(2) 零模波导孔 (Zero-Mode waveguides，

ZMWs)：测序是在厚度为 100 nm的金属薄膜 SMRT 

cells 上进行的，每个 SMRT cell 中有 150 000 个

ZMWs (图 2A)。ZMW是直径为 10 nm−50 nm的纳

米微孔，由于其短于激光的单个波长，激光无法穿

过小孔而发生衍射，只照亮 ZMW 底部形成一个很

小的检测区域，DNA 聚合酶和 DNA 模板复合物就

被固定在这个区域内，并且有约三分之一的 ZMWs

中只有一个 DNA聚合酶，且在后续数据分析中没有 

 

 
 

图 1  连接荧光基团的核苷酸 
Figure 1  Nucleotides linked with fluorophore 

注：A：磷酸-荧光基团连接的核苷酸；B：碱基-荧光基团连接的核苷酸[1]. 
Note: A: Phospho-fluorophore linked nucleotides; B: Base-fluorophore linked nucleotides[1].
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图 2  SMRT cell 和 ZMW 
Figure 2  SMRT cell and ZMW 
注：A：每个 SMRT cell中有 150 000个 ZMWs；B：零模波导

孔 ZMW[1]. 
Note: A: 150 000 ZMWs in each SMRT cell; B: Zero-Mode 
waveguides (ZMWs)[1]. 
 
DNA链或含有两条及以上DNA链的ZMWs数据会被

过滤掉，从而实现单分子测序；另外，在这个空间有

限的纳米结构中，游离在 DNA 链周围的核苷酸也十

分有限，因此形成的背景荧光信号也十分稳定(图2B)。 

(3) 实时检测：带有不同荧光标签的核苷酸进

行布朗运动快速地进出 ZMW，一旦某个核苷酸与

模板DNA碱基互补配对就会被DNA聚合酶捕捉形

成磷酸二酯键延伸 DNA，这个过程时间较长，荧光

基团被激光激发产生一定强度的荧光，特定的荧光

信号会维持一段时间，成千上万个 ZMWs 中 DNA

合成反应平行进行，过程中产生的荧光信号通过共

聚焦荧光显微镜被实时监测收集(图 3A)，即无数个

ZMWs 中核苷酸掺入 DNA 链产生的荧光脉冲被实

时记录下来(图 3B)，再通过生物信息学分析得出相

应位置上的 DNA序列[1-2]。 

2.2  SMRT 测序的特点及应用 

2.2.1  对样本的要求：SMRT 测序对待测 DNA 样

本的质量要求很高，要求基因组 DNA样本在 20 V

的琼脂糖凝胶过夜电泳中 DNA 主带≥23 kb，并且

没有明显的拖尾及降解现象；NanoDrop 检测中

OD260/280值在 1.8−2.0范围内，OD260/230值在 2.0−2.2

范围内；Qubit 检测中 DNA 浓度可观。这对样本

DNA的提取有很高的要求。此外，SMRT测序在基

因组 DNA 建库输入量上的要求比较低，微生物仅

需 100 ng，植物和动物也仅需 5 μg。 

2.2.2  产出数据特征：目前，在 PacBio RS II测序

仪使用 P6-C4试剂测序，平均读长可达 10 kb左右，

一半以上的数据读长>20 kb，5%的读长>30 kb，最

长可达到 60 kb以上，测序速度可达到 10 nt/s，单

个 SMRT cell 的数据产出量可达 500 Mb−1 Gb，   

每次可同时运行 16个 SMRT cells进行测序。超长

的读长给基因组组装提供了很大便捷，可用于新基

因组的测序工作，也可对已有基因组重测序进行填

补缺口等完善工作[3]，另外也使二代测序难以处理

的含有较多重复片段的基因组组装得以实现，同时

由于读长很长足以覆盖某些基因和 RNA 的长度，

目前也已经开展无需组装的全长 16S rRNA基因和

全长转录本的测序应用[4-5]。通量高、数据产出量大，

极大地缩短了测序时间，在短时间内即可完成对大

型基因组的测序任务。 

此外，在测序过程中可能由于核苷酸合成 DNA

速度太快超过信号接收记录频率，以及 DNA随机捕

捉到并不会和模板匹配的核苷酸合成 DNA链所造成

的单碱基缺失和插入错误，使单个 SMRT cell的正确

率只有 87%，不过这是随机错误不是系统错误，会随

着测序覆盖度的增加而降低，甚至消除，目前使用

P6-C4试剂测序至 30×覆盖度，正确率可达 99.999%。 

2.2.3  直接测序：单分子实时测序技术基于单分子

水平利用 DNA 聚合酶进行边合成边测序，不需要

进行模板的 PCR扩增，不仅避免了扩增过程中可能

引入的碱基插入错误，还简化了测序的步骤，缩短

测序时间，降低测序成本；并且规避了依赖 PCR扩

增的二代测序中无法扩增 G+C 含量偏高或偏低样

本的困难，无 GC偏好性，有利于 G+C含量异常基

因组的测序和组装，也可用于对二代测序中难以完

成测序的基因组区域进行完善[6]。 

没有扩增步骤，直接对样本进行测序，使样本

维持原始状态，保留原有的修饰信息，在 DNA 合

成过程中，遇到被修饰的核苷酸，DNA聚合酶的停

顿时间比遇到普通核苷酸的停顿时间长，通过生物

信息学分析可定位被修饰的核苷酸位点，从而实现

修饰位点的直接测序[7]。另外，如果用 RNA逆转录

酶取代DNA聚合酶，以RNA为样本模板进行DNA

合成，即可实现 RNA的直接测序，省去 RNA的体

外逆转录步骤，可以大大降低其产生的系统误差，

同时也可以实现对 RNA上修饰的检测。 
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图 3  SMRT 测序的实时检测 
Figure 3  Real time detection of SMRT sequencing 

注：A：通过共聚焦荧光显微镜实时监测收集荧光信号；B：荧光标记的核苷酸合成 DNA链产生荧光脉冲[1]. 
Note: A: Real-time monitoring and collecting fluorescence signals through confocal flurescence microscopy; B: Fluorescence pulse of 
phospho-linked nucleotides in DNA synthesis[1]. 
 
 

3  微生物的表观遗传学 

所有生物的基因蓝图都包含在他们的基因组

中。A、T、G、C四种基本核苷酸碱基的顺序决定

了调节细胞功能的 RNA 和蛋白序列。附加的表观

遗传信息是通过这四种碱基的化学修饰传达的，它

们在所有生物中都存在并且产生着意义重大的生

物学影响。微生物的表观基因组是动态的，在生长

过程中微生物对外部刺激产生反应，大规模地控制 

基因交换、转录及基因组的稳定性，从而促进其对

环境条件变化的适应。表观基因组由核苷酸上的小

分子修饰(如甲基化)和两个核苷酸之间的原子修

饰，如磷硫酰化(Phosphorothioation，PT)修饰[8]组

成。这些修饰也会改变蛋白-DNA 结合，从而改变

DNA 的生化特征，直接影响其表型。DNA 修饰最

初是在噬菌体的遗传研究中发现的[9]。此发现引领

着 DNA修饰对外来 DNA影响的研究，也预示着研
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究微生物 DNA 修饰的重要性。原核生物中大量调

节 DNA甲基化的酶和不同类型 DNA修饰的本质、

范围及影响都有待于研究。 

3.1  微生物中的 DNA 甲基化修饰 

目前，微生物中被鉴定的最广泛存在的 DNA

修饰就是 DNA 的甲基化修饰，甲基化修饰也是被

研究得最全面的 DNA 修饰[9-11]。DNA 甲基化是由

3个家族的 DNA甲基转移酶(MTases)催化，共价地

将甲基加到腺嘌呤或胞嘧啶上，通常这个过程发生

在特定序列中。其中两种酶作用在环外的氨基上，

产生甲基腺嘌呤(6-Methyladenine，6mA)和 4-甲基

胞嘧啶(4-Methylcytosine，4mC)，这两种 DNA甲基

化在哺乳动物 DNA 中不存在或极少存在。另外，

微生物编码了一类与真核生物同源的MTases，它能

够催化 5-甲基胞嘧啶(5-Methylcytosine，5mC)的形

成。在不同的菌种中，MTases的数量和修饰序列基

序(Motif)有很大的不同，即便是在关系密切的生物

体和酶中。在 3 300多个完成全基因组测序的细菌

中 94%的菌体内发现了可能的MTases，基因组分析

也显示一些形式的 DNA 甲基化在几乎所有的细菌

中都存在。然而，绝大多数 MTases 精确的序列靶

标和生物学作用仍属未知。 

3.1.1  甲 基 化 与 限 制 - 修 饰 (Restriction- 

modification，RM)系统：在探究噬菌体感染实验中，

RM系统被第一次描述出来[9]。在超过 3 600个细菌

菌株中发现了 43 650个 RM酶。基因组分析显示很

多细菌的 MTases 在限制性核酸内切酶(Restriction 

enzymes，REs)附近编码，这表明它们是 RM 系统

的一部分。RM 系统需要一个 DNA 识别位点、    

一个MTase和一个 RE。目前已发现 4种 RM系统，

I、II、III型 RM系统识别甲基化修饰的 DNA[12-14]，

IV型 RM系统识别 PT修饰的 DNA和甲基化修饰

的 DNA[15]。 

MTases在RM系统识别区域内特异的Motif中

选择性地进行甲基化修饰产生 4mC、5mC和 6mA。

RM 系统作为一个保护细菌抵御外源 DNA 的基础

细菌免疫系统，成对的 MTases和 REs识别相同的

目标序列，甲基化能够保护目标位点不被REs剪切；

而外来 DNA (如噬菌体、接合因子、外源质粒等)

没有保护性的甲基化，很容易被 REs剪切消化。RM

系统被广泛证实能够保护细胞抵御外来 DNA 的入

侵。另外，通过操控 RM 系统产生具有 R+M+和

R–M+表型的活细胞，而 R+M–表型是致死的，这

表明没有 DNA甲基化，REs会消化自己的 DNA，

导致细胞死亡。 

近期的研究发现 RM 系统也可能对调节天然

DNA序列的表达起着重要作用。在一些菌种中，与

RM 系统关联的 MTases 相转变能够调节基因的表

达，尽管它们的作用机理还没有被研究清楚。这样

的相转变使得单菌株能够通过多重独特的表型来

适应变化多样的生态环境。RM 系统的组分也被鉴

定为可以广泛影响包括细胞周期、毒性、基因表达

等在内的其他生命机制。 

3.1.2  孤儿甲基转移酶：为了逃脱宿主的RM作用，

噬菌体在感染过程中往往会引入其他的MTases。通

过可动因子介导的水平基因转移等多种机制，这些

MTases在噬菌体感染后可能在宿主中保留下来，产

生没有 REs 与之关联的孤儿 MTases[10]。孤儿

MTases不仅增加了细菌MTases的多样性，还在不

可预知的方向影响着 DNA 的甲基化修饰，导致个

别菌株变异成具有特殊特征的菌株，很多 MTases

有多种目标识别区域，使不同的表型中含有多样的

甲基化Motifs。 

孤儿MTases通过调节基因的表达来改变表型，

提高细菌存活率[10]。在各种肠道细菌中都存在的  

一种产生 6mA的MTase——Dam，它是典型的孤儿

MTases，对染色体复制的起始、DNA 修复、基因

表达和一些病原菌的毒性都有调节作用。大多数

Dam的调节作用都是由于 DNA甲基化影响了蛋白

与它们靶标位点的结合。同样，另一个产生 6mA

的孤儿 MTases——CcrM，通过控制细胞周期的时

间和细胞分化，对新月柄杆菌 (Caulobacter 
crescentus)的复制和生存能力产生影响。然而，即

使是这些突出的例子也没有进行过全基因组甲基
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化位点及其影响的综合分析，绝大多数孤儿MTases 

(包括类似于真核生物中 5mC 的 MTases)的生物学

意义还有待于探究。 

3.2  微生物中的磷硫酰化修饰 

除了甲基化以外的其他形式的 DNA 修饰如磷

硫酰化修饰的生物学意义也有待于发掘。 

磷硫酰化 (PT)修饰是近期发现的一种新型

DNA修饰类型，它是磷酸二酯键上的非桥连氧原子

被硫原子取代产生的一种修饰。最早是 Zhou 等[16]

在变铅青链霉菌(Streptomyces lividans)基因组 DNA

的凝胶电泳中发现了降解现象，后续研究表明这种

降解现象是由于含有 PT修饰的DNA在Tris过酸衍

生物的作用下发生的氧化切割反应[17-18]。Wang等[19]

通过液质联用的方法鉴定出 PT 修饰的结构，硫原

子取代了两个脱氧核糖核苷酸之间磷酸骨架上的

非桥连氧原子形成硫代磷酸二酯键，并且 PT 修饰

是以 RP空间构象存在的(图 4)。PT修饰的发现和解

构不仅证明了 DNA 中不只有碳、氢、氧、氮、磷

这 5 种元素，还有硫元素的存在，也是首次发现

DNA中除了有核酸碱基上的修饰，还有 DNA骨架

上的修饰。目前，在微生物中发现的 PT 修饰连接

的双核苷酸包括 d(APSA)、d(APSC)、d(CPSA)、

d(CPSC)、d(GPSA)、d(GPSG)、d(GPST)、d(TPSA)、

d(TPSC)[8,19-20]。Ou等[21]发现 dnd基因簇负责 PT修

饰，并且通过电泳的基因组拖尾实验得知 PT 修饰

广泛而非普遍存在于细菌中。Wang 等[8]利用液相-

串联质谱的方法建立了原核基因组中 PT 修饰的定

量方法，并且在不同种类的细菌中检测并定量了 PT

修饰。 

虽然 PT 修饰已经被发现了一段时间，但是它

在细菌中的生物学功能尚属未知。Xie 等[22]发现立

体定向的硫连接对于 DNA 是一种抗氧化剂。当沙

门氏菌(Salmonella)用 H2O2处理时，PT修饰会增多

抵抗氧化剂的作用。Howard 等[23]在从美国临床医

学分离出的脓肿分枝杆菌(Mycobacterium abscessus)

中研究 PT 修饰。他们发现 dnd 是一个可移动的基
因岛，推测 PT 修饰与人类疾病相关，但是仍然缺 

 
 
图 4  DNA 磷硫酰化修饰结构[19] 
Figure 4  DNA phosphorothioation structure[19] 

 
乏 PT修饰与病原菌毒性直接相关的证据。Xu等[24]

发现含有 PT 修饰的肠道沙门氏菌 (Salmonella 
enterica serovar Cerro 87)对来源于大肠杆菌

(Escherichia coli)的 DNA有限制作用，但能通过 PT

修饰保护自己的 DNA，通过基因克隆及突变分析证

实了 PT 修饰能够阻止限制作用，发现了一个新型

RM 系统，也确认了 PT 的 RM 系统除了需要负责

PT修饰的基因簇，还需要其下游由 3个基因组成的

具有限制作用的基因簇。尽管这些发现很振奋人

心，并且为研究 PT修饰的生物学功能奠定了基础，

但是它们仍无法快速精确地定位 PT 修饰的位点来

更深入研究其生物学意义。 

4  表观遗传学的检测方法 

表观基因组参与并影响着大量的生命活动，检

测 DNA 修饰信息是研究表观遗传学及探索其生物

学意义的关键环节。很多技术被发展用于量化被修

饰的核苷酸数量，提供不同分辨率水平(总体的、区

域的、位点特异的)的表观遗传信息。 

4.1  用分析化学的方法检测 DNA 修饰 

被修饰的核苷酸可以通过色谱和质谱(Mass 

spectrometry，MS)等非测序的分析化学方法进行检

测，且MS分析始终是发现新型修饰的唯一方法[25]。

在 MS 分析前，需要将提取纯化后的 DNA 进行化
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学消化或剪切。提取并纯化后的 DNA，经热、化学、

核酸酶和磷酸酶的水解作用消化释放单个核苷或

核酸碱基。检测单个核苷比直接检测 DNA 寡核苷

酸更灵敏、精确[8,25]。产生的 DNA 单体可以通过  

液-液萃取、固相萃取、免疫亲和、液相色谱(Liquid 

chromatography，LC)等方法富集[22]。水解过程中超

滤也是一个备选的去除蛋白和试剂的纯化方法[8]。 

很多 DNA 表观遗传修饰和加合物的存在是

由于压力引起的损伤，合适的分析设备的选择很

值得考量。如果可以获得足量的 DNA [低频          

率(1/100 000 000−1/1 000)的 DNA修饰信号检测需

要大量的样本 DNA[8,25]]，LC分离技术可被用于新

型修饰的筛选。核苷酸可以通过飞行时间质谱

(Time-of-flight mass spectrometry，TOF-MS)的实时

直接分析(Direct analysis in real time，DART)[26]检测

得到。电子耦合等离子体质谱(Inductively coupled 

plasma mass spectrometry，ICP-MS)也可以定量痕迹

量级的修饰 DNA 的金属、准金属、非金属[27]。通

常，气相色谱(Gas chromatography，GC)或 LC 与

MS 联用进行 DNA 修饰的检测，由于 GC 需要对

DNA单体进行衍生提高其挥发性，LC的应用更广

泛。选择离子监测模式的单级四极杆MS和三重四

级杆设备可以用于灵敏地量化已知修饰碱基。三重

四级杆 LC-MS联用仪被用于灵敏地定量细菌中 16

种 PT修饰[8]。离子阱质谱也可以被用于量化修饰，

这个方法还适用于获得新型 DNA修饰的结构信息。

对于未知的加合物，由精确的质谱数据确定的分子

式和由 MS/MS 的碎片信息获得的结构分析是十分

重要的。新一代轨道阱和四级-TOF设备可以用于这

些分析。振动光谱也被用于鉴定 DNA修饰，微拉曼

光谱可以检测人类总 DNA甲基化水平的变化[28]，这

个技术可以直接检测分析未经消化的 DNA，保证

DNA不被破坏，目前也已被用于细菌样本的检测。 

4.2  用测序的方法检测 DNA 修饰 

分析化学的方法虽然可以定量 DNA 中修饰的

含量，也可以鉴别修饰类型，但是这些方法无法在

特异性链、特定序列及单个核苷酸水平上反馈全基

因组的修饰位点信息。测序平台的不断发展推动着

基因组测序步伐的迅速加快。而对于被修饰碱基的

检测仍存在着较大的技术挑战，DNA修饰的测定还

没有成为常规测序分析的一部分，使得对表观遗传

学的认识与基因组之间存在着很大差距。在 DNA

特异性链和单个核苷酸水平上检测 DNA 修饰的高

通量测序方法的缺失严重阻碍了对这些修饰生物

学意义的综合分析。 

4.2.1  传统测序方法对 DNA 修饰的检测：利用测

序技术测定 DNA 修饰需要得知其在基因组的位点

及修饰类型。在直接测序之前，先利用分析化学的

方法确定化学基团。DNA 修饰位点测序分析的    

3个主要内容是：(1) 在完全消化 DNA后检测到精

确的碱基；(2) 检测到修饰基团；(3) 检测其在基因

组中的位置。将 DNA 测序技术和质谱方法结合起

来即可实现修饰在基因组中的检测和定位。 

尽管 Sanger 测序的方法也可能检测到一些被

修饰的碱基，但是这项技术并没有被广泛应用于这

方面。第二代高通量 DNA 测序技术在测序过程中

需要对 DNA 模板进行扩增(DNA 的扩增会抹去表

观遗传的标识，因此检测被修饰的核苷酸只能用天

然 DNA作为测序模板)，因此不能被用于天然 DNA

中修饰碱基的直接检测。很多方法被发展用于 DNA

甲基化的测序，这些方法基于亚硫酸氢盐的转化、

限制酶的消化、亲和富集三种预处理技术中的   

一种。经过亚硫酸氢盐的处理，DNA样本中未被甲

基化的胞嘧啶去氨基后转化为尿嘧啶，而甲基化的

胞嘧啶不受到影响。这样在很多测序平台中就可以

区分开被修饰和未被修饰的胞嘧啶了，亚硫酸氢盐

测序是检测 DNA 甲基化状态的一种常用方法，再

结合生物信息学分析得到甲基化的修饰位点[29-32]。

然而，亚硫酸氢盐处理样本 DNA 的准备工作是相

当繁琐的，并且这个技术无法区分 5mC 和 5-羟甲

基胞嘧啶(5-Hydroxymethylcytosine，5hmC)[33]，虽

然目前这个方法的发展已经可以避开对 5hmC的检   

测[34-35]。亲和纯化技术配合微阵列或 DNA 测序技

术可以很有效地检测被修饰碱基，但是这些特异富



194 微生物学通报 Microbiol. China 2017, Vol.44, No.1 

  

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

集修饰的方法无法实现对修饰位点的精确定位，还

要求基因组 DNA 中含有较高含量的修饰。而且，

对于在微生物基因组中最常见的 6mA 的测序分析

仍然存在很大困难。 

4.2.2  SMRT 测序技术对 DNA 修饰的检测：随着

新一代测序技术的出现，微生物基因组测序和表观

基因组检测都得到了极大的发展，实现了对已知和

新型 DNA 修饰在特异性链和单个核苷酸水平上的

高通量测序分析。这些技术也提高了我们研究这些

修饰在微生物中生物学意义的能力，为更多大规模

测序任务做好了准备，也将加速修饰密度、位点、

链型及其酶的发现和探索。测序技术和数据处理技

术的进步，对研究已知和发现新型 DNA 修饰、作

用于表观基因组的基因、催化这些 DNA 修饰的酶

及蛋白网络有很大帮助。 

新一代测序技术中的SMRT测序技术实现了同

时获得基因组及单个核苷酸水平的表观遗传信  

息[7]。基于对 DNA合成反应的动力学分析，SMRT

测序技术已经可以在获得 DNA 基本序列数据的同

时实现对修饰核苷酸(如 6mA、4mC、5mC等)的检

测。目前，在微生物中对于甲基化和非甲基化位点

的定位是可行的。这个技术进步为实现对微生物中

无处不在的、多样的 DNA甲基转移酶对基因表达、

染色体结构、染色体复制等基本生命活动的影响及

机理的综合评价做好了准备。SMRT测序也可以用

于检测受损 DNA，发现新型 DNA修饰。 

由 Pacific Biosciences公司开发的 SMRT测序

技术应用在很多微生物中，产出了大量的基因组序

列和甲基化组信息[36-40]。SMRT测序技术正如它的

首字母缩略词所示，在单分子水平实时监测 DNA

的合成。在 SMRT 测序技术中[33,41]，纳米结构零

模波导孔被用于分离单个 phi29衍生的 DNA聚合  

酶[2]，每个 DNA 聚合酶捕捉一个环形模板 DNA

单分子，并利用带有不同荧光标记的四种核苷酸进

行 DNA 合成。成千上万个 DNA 合成反应平行进

行，核苷酸掺入 DNA链时产生的荧光脉冲被实时

监测收集，即得到基本的序列数据。监测 DNA 合

成会产生两个重要参数，脉冲宽度(Pulse width，

PW，核苷酸在聚合酶活性部位的保留时间)和脉冲

间隔时间(Interpulse duration，IPD，核苷酸结合状

态之间的时间间隔)，反映了 DNA合成动力学的信

息。存在修饰位点的模板 DNA的这两个参数与没

有修饰的模板不同，可用于鉴别修饰位点存在       

与否[7,33,41]。 

Flusberg等[7]用合成的DNA模板证实了具有独

特修饰的脱氧核苷酸在测序中有着特殊的动力学

特征变化(Kinetic variation，KV)，即 IPD和 PW的

变化。因为在 DNA合成过程中，当 DNA聚合酶在

模板DNA上遇到被修饰位点(如 6mA、5mC、5hmC、

4mC等)，合成速度就会下降(图 5A、B)，速度降低

的程度主要由碱基修饰的类型决定，不同的 DNA

修饰有着各自特有的 KV。尤其是 6mA 和 4mC 有

着强烈、可靠的动力学特征；而可能是由于 5mC

的甲基没有直接参与碱基配对，5mC对于合成动力

学的影响并不是很显著[42]。Clark 等[43]也鉴别出一

些受损碱基的动力学变化，如 8-氧桥鸟嘌呤、8-氧

桥腺嘌呤、O6-甲基鸟嘌呤、1-甲基腺嘌呤、O4-胸

腺嘧啶、5-羟基胞嘧啶、5-羟基尿嘧啶、5-羟甲基

尿嘧啶或胸腺嘧啶二聚体。Cao等[44]利用 SMRT测

序方法实现了对 PT 修饰的检测。通过比较天然

DNA模板(DNA修饰)和扩增DNA模板(无DNA修

饰)每个位点的 IPD 来量化修饰碱基对合成动力学

的影响，并且通过筛出两个样本 IPD比值不同于基

线的位点来识别出修饰位点[35](图 5C、D)。 

另外，由于模板为环形而得到正、反义链两条

链各自的序列信息，SMRT 测序不仅可以在单个修

饰水平，也可以在特异性 DNA 链水平上检测 DNA

的修饰。同时，环形 DNA模板使得同一个修饰位点

被测序分析很多次，获得高覆盖度数据，有助于序

列和相关动力学数据的全面统计分析。利用生物信

息学的分析，也可以得到各种修饰的Motif。通过对

微生物 DNA 修饰位点及含量的分析，推断出 DNA

修饰及其酶的功能、作用网络等生物机制及生物学

意义。 
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图 5  SMRT 测序检测 DNA 修饰的原理(以 6mA 为例) 
Figure 5  Principle of detection of DNA modification with SMRT sequencing (taking 6mA for instance) 

注：A：天然 DNA模板(有 DNA修饰)和扩增 DNA模板(无 DNA修饰)；B：在 DNA修饰位点对面掺入核苷酸前，DNA聚合酶会

发生停顿；C：DNA修饰位点的 IPD会延长；D：天然 DNA模板和扩增 DNA模板的 IPD比值在 DNA修饰位点会高于基线水平[41]. 
Note: A: Native DNA template (modified) and amplified DNA template (unmodified); B: Pause of DNA polymerase before dNTP inserting 
opposite the site of DNA modification; C: Extended IPD at the site of DNA modification; D: Higher IPD ratio between native and amplified 
DNA template at the site of DNA modification than baseline levels[41]. 
 

5  SMRT 测序技术在微生物表观遗传学中
的应用 

SMRT 测序技术的发展使得从天然微生物

DNA上同时获得基因组和表观遗传信息成为可能。

SMRT测序技术结合先进的分析化学技术也使新型

修饰及酶活性的发现得以实现。因此，我们已经开

始步入了一个在微生物王国中探索 DNA 修饰的  

时代。 

随着 Flusberg等[7]和Clark等[42]确定了DNA甲

基化及损伤的 DNA 碱基[43]等 DNA 修饰在 SMRT

测序中检测的可操作性，以及为了提高检测 DNA

修饰的灵敏性，增强 DNA 修饰位点信号的技术发

展，如由于 5mC 在 SMRT 测序中信号较弱，Tet1   

酶[45]和来源于尾刺耐格里原虫(Naegleria gruberi)
的类似于 Tet 的 5mC 加氧酶 (TET-like C-5m 

oxygenase，NgTET1)[46]可以氧化 5mC，使其在测序

中动力学信号增强，在微生物基因组中系统检测

DNA修饰成为可能，很多利用 SMRT测序技术探索

微生物全基因组表观遗传学的研究成果不断涌现。 

DNA甲基化是微生物中最常见的 DNA修饰，

也是被研究得最广泛和最深入的 DNA修饰。SMRT

测序为 DNA 甲基化研究提供了新的平台，也将为

DNA 甲基化的探索带来新的突破。利用 SMRT 测

序技术，通过动力学信号的变化及生物信息学分

析，已经在大肠杆菌(Escherichia coli)[38,42,47-48]、硫
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还原泥土杆菌(Geobacter metallireducens)[40,47]、需盐

色盐杆菌(Chromohalobacter salexigens)[40,47]、弧菌

(Vibrio breoganii)[40] 、蜡 样 芽 胞杆 菌 (Bacillus 
cereus)[40] 、 空 肠 弯 曲 杆 菌 (Campylobacter 
jejuni)[40,47,49] 、 生 殖 支 原 体 (Mycoplasma 
genitalium)[39] 、 肺 炎 支 原 体 (Mycoplasma 
pneumoniae)[39] 、 金 属 还 原 的 希 瓦 氏 菌

(Metal-Reducing Bacterium Shewanella oneidensis)[37]、

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori)[36,47,50-51]、肠道沙门

氏菌(Salmonella enterica subsp. enterica Serovars)[52]、

脑膜炎双球菌(Neisseria meningitides)[53-54]、乳酸杆

菌 (Lactobacillus)[55] 、 粪 肠 球 菌 (Enterococcus 
faecalis)[56]、新月柄杆菌(Caulobacter crescentus)[47]、

盐水球菌 (Salinicoccus halodurans)[57]、螺杆菌

(Helicobacter typhlonius)[58] 、 嗜 水 气 单 胞 菌

(Aeromonas hydrophila)[59] 等 细 菌 及 富 盐 菌

(Haloferax volcanii)[60]等古菌中确定了 DNA甲基化

的存在，分析出甲基化的全基因组位点、修饰频率、

链特异性、修饰 Motif、甲基化模式等甲基化组信

息。通过与突变株 SMRT测序结果的比对鉴定出有

活性的 MTases[40]、MTases 的特异识别序列、所属

RM系统类型。获得DNA甲基化除了保护自身DNA

防御外来 DNA 以外的生物学意义：通过甲基化位

点的分布推断出它们可以调节基因表达[36,39,47]、改

变转录本[38,47]、扩增基因[38]、影响细胞周期[39]、调

节基因组复制[37]、致病毒性[48]等对生命进程的影

响。亲缘关系相近的菌株所有的甲基化模式也会有

很大区别[47,55]，同一株菌在不同培养条件下也有着

不同的甲基化模式[37]。可见，不同的甲基化模式影

响着不同的表型，甲基化模式的转变也是对环境变

化的一种适应。通过 SMRT测序技术检测微生物的

全基因组甲基化，不仅可以确认用其他方法研究

DNA 甲基化的成果，还可以发现很多新型的

MTases种类、修饰 Motif、甲基化功能等来扩充甲

基化模式的多样性。 

Blow等[61]利用 SMRT测序技术测定 230种不

同的细菌、古菌的全基因组甲基化(6mA、4mC、

5mC)。研究表明 DNA甲基化修饰广泛存在于微生

物中，其中 93%的菌都被检测到有甲基化。研究提

供了每种微生物的单碱基水平的甲基化信息，共鉴

定出与这些微生物中活性 MTases 特异性相一致的

834个不同的甲基化Motif。I型 RM系统(于距结合

位点较远的地方剪切 DNA)、IIG型和 III型 RM系

统(很难完全剪切 DNA)在分析限制消化模式的传

统方法中很难得到研究进展，SMRT测序给这些类

型 RM系统的研究带来了福音。他们分析了 264个

来自于这些 RM 系统的 MTases 特异性，结果显示

它们有着较目前已知的两倍还多的 620 个特异性

DNA结合位点，且其中有 85%是目前独一无二的。

而对于 II 型 RM 修饰系统(在结合位点或离结合位

点很近的地方发生剪切)，他们几乎没有发现新的 II

型 MTases特异性，这个表明先前对于 II型 RM修

饰系统特异性的研究已经涵盖了自然界中存在的

绝大多数 II型 MTases的特异性。研究也对大量存

在的不属于 RM 系统的 DNA 甲基化进行了分析，

他们在 48%的被测菌(覆盖了研究中 75%类群的菌)

中确认了 100多个新的孤儿 II型 MTases活性和序

列特异性，表明了原核生物中广泛存在的 DNA 甲

基化并不局限于 RM 系统中。通常，孤儿 II 型

MTases在靶标位点是不完全甲基化模式。测序结果

显示，与孤儿 MTases 相关的未被甲基化位点通常

在基因上游的非编码序列中，因此它们可能具有调

节功能。此外，他们还发现孤儿 MTases 和与它们

相关的甲基化模式在亲缘相近的生物中都是保守

的 。 研 究 在 螺 旋 菌 (Spirochaetae) 和 放 线 菌

(Actinobacteria)中鉴定出了可能具有基因调控作用

的新型保守MTases，在嗜盐古菌(Haloarchaea)中鉴

定出可能具有调节 DNA复制功能的保守MTases，

这些都为无 RM 修饰系统的 DNA 甲基化具有基因

组调控功能提供了证据。研究展现了微生物中 DNA

甲基化的广泛性和多样性，极大地扩充了微生物

MTases 特异性的已知文库，研究结果也显示 DNA

甲基化在微生物中有着重要的功能，这些大量的新

型RM系统及相关甲基化组的数据将为未来对这个

领域的探索提供很有价值的资源。SMRT测序技术
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在未来 DNA 甲基化的突破性研究中将起到重要  

作用。 

PT 修饰是近期发现的一种新的 DNA 修饰类

型，它也广泛存在于细菌中[8,21]，但是目前 PT修饰

的功能尚未研究透彻。SMRT 测序技术在 PT 修饰

研究中的应用将为揭示 PT 修饰在微生物中的生物

学意义提供很大帮助。Cao等[44]利用 SMRT测序技

术及碘诱导在 PT 位点发生断裂的深度测序技术检

测了大肠杆菌 Escherichia coli B7A (带有修饰基因

dndB-E和限制基因 dndF-H，具有 PT修饰的 RM功

能，质谱结果显示 106 个核苷酸中分别有    

370±11 个 GPSA 和 398±17 个 GPST 修饰)和弧菌

Vibrio cyclitrophicus FF75 (没有限制基因 dndF-H，
不具有 RM功能，质谱结果显示每 106个核苷酸中

有 2 600±22个 CPSC修饰)两株菌中的全基因组 PT

修饰。经过测序和生物信息学、统计学分析，在 B7A

中检测到发生在 GPSAAC 和 GPSTTC 序列中的 PT

修饰，且 PT修饰含量与 LC-MS/MS定量的 d(GPSA)

和 d(GPST)结果一致；双核苷酸 d(GPSA)和 d(GPST)

所在的 GAAC和 GTTC Motif互补，加上测序结果

明确显示 GAAC/GTTC 序列的两条链上都存在着

PT修饰，证明了 B7A中的 PT修饰是双链的 DNA

修饰；而在基因组中的40 701个GAAC/GTTC Motif

中仅 12%的位点被修饰，在不同细胞中被修饰的位

点也不同，但针对这部分位点并没有发现它们被 PT

修饰选择的明确原因；由 PT 修饰在基因组中是部

分修饰的现象也可以推断出，没有 PT修饰的Motif

位点不会被 RE 作用而发生断裂；这些结果显示，

与 PT 修饰相关的 RM 系统是一个在基因组中只有

部分修饰的新型 RM系统，不同于已知的 I、II、III、

IV型 RM系统。FF75中的 PT修饰发生在单链上，

Motif为 CPSCA，修饰含量与 LC/MS-MS中 d (CPSC)

的定量结果一致；与 B7A 相同，FF75 也是部分修

饰，在基因组 160 541个Motif中只有 14%的位点

被修饰，这些 PT 修饰的位点也是动态的；基于没

有与 dndF-H 同源的限制基因、单链修饰、部分修
饰这些特征，可以推测出 PT修饰在 FF75中发挥着

非 RM功能的其他生物学作用，如可能具有表观遗

传调控基因表达的功能等。这个研究提供了第一个

高分辨率(单个核苷酸水平)的 PT修饰基因组谱图，

证实了 SMRT测序技术可以成为研究 PT修饰的有

效手段，也意外地发现了 PT修饰与众不同的特性，

对未来 PT修饰的研究起到了奠基和引领的作用。 

微生物中与基因组修饰相关的很多问题用

SMRT测序技术都更容易处理。综合 SMRT测序技

术和分析化学、生物信息学、转录组、代谢组等其

他生物学技术可以逐步阐明微生物表观遗传系统

的复杂性及这些修饰的生物学作用。随着测序成本

的降低，微生物基因组实用性的不断提高及相关技

术不断进步，生物学领域会有更多新的发现。 

6  SMRT 测序技术在表观遗传学中应用的
未来展望 

微生物表观基因组研究的快速发展开启了重

新定义表观遗传学及研究其在生命周期中作用的

新纪元。能够提供碱基修饰的准确检测、基因组中

修饰位点、修饰密度等表观遗传信息的 DNA 测序

技术为研究表观遗传功能提供了根据和线索。随着

SMRT测序技术的改进和具有能产出表观遗传数据

等类似功能的测序技术的发展，未来可以实现对微

生物基因组中所有碱基修饰的全面分析。随着

SMRT测序通量的提高，在高等真核生物中进行类

似的研究也将成为可能。目前，SMRT技术可以被

用于收集线粒体和具有较小基因组的简单真核生

物中的表观遗传信息，并且在其中一些基因组中已

经发现含有不寻常的、具有生物学意义的化学修饰

(如在动基体目原生动物中发现 J碱基[62])。 

新兴的表观遗传学技术将会引导更多具有重

要生物学意义的碱基修饰的发现。发现新的 DNA

修饰及其功能需要新一代测序技术与其他高通量

组学研究相结合提供随着微生物行为改变而发生

的分子变化信息。开发能够整合基因组序列、表观

基因组、转录组、代谢组等数据的生物信息学技术

对未来功能基因组研究是十分重要的。提供基因组
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信息的新一代测序技术及其他组学资源的结合将

使微生物表观遗传学领域的研究发生重大突破，对

表观遗传修饰调控基因组信息的表达(调节蛋白结

合 DNA，转录起始、延长、持续合成能力和染色体

结构的影响)进行更深刻的洞察，对未编码在基因组

中的包括突变率、增长率、代谢变化、DNA修复、

毒性、环境持久性、宿主适应性、动物疾病传染性

等微生物生命周期动态变化的分子机制了解更加

深入。另外，表观遗传信息也有助于宏基因组中单

个基因组的组装。最后，表观遗传信息还可以应用

在生物学以外的领域，比如 DNA 修饰随着环境变

化而改变，表观遗传数据可以在医学鉴定分析中起

到非常重要的作用。未来，新兴技术相结合的多组

学综合研究在表观遗传学领域的挑战和机会并存。 
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