
新一代新一代DNADNA测序技术的原理及其应用测序技术的原理及其应用

New generation DNA sequencingNew generation DNA sequencing：：mechanisms and applicationsmechanisms and applications

陆祖宏陆祖宏

北京大学北京大学 工学院工学院 生物医学工程系生物医学工程系



20142014--44--33 新一代基因组测序原理和应用新一代基因组测序原理和应用 22

提提 纲纲

一、为什么要发展一、为什么要发展DNADNA测序技术测序技术

二、第一代测序技术原理与技术二、第一代测序技术原理与技术

三、第二代测序技术的原理与技术三、第二代测序技术的原理与技术

四、第三代测序技术原理与技术四、第三代测序技术原理与技术

五、新一代测序技术的产业前景五、新一代测序技术的产业前景



20142014--44--33 新一代基因组测序原理和应用新一代基因组测序原理和应用 33

提提 纲纲

一、为什么要发展一、为什么要发展DNADNA测序技术测序技术

二、第一代测序技术原理与技术二、第一代测序技术原理与技术

三、第二代测序技术的原理与技术三、第二代测序技术的原理与技术

四、第三代测序技术原理与技术四、第三代测序技术原理与技术

五、新一代测序技术的产业前景五、新一代测序技术的产业前景



20142014--44--33 新一代基因组测序原理和应用新一代基因组测序原理和应用 44

复杂多细胞生
命体由单个受
精卵细胞发育
而成的。
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生命的中心法则
Central dogma

Non-coding RNAs



DNA：生命系统的软件

DNA序列是编码所有生命系统的分子程序。

解析DNA序列是生命科学研究的重要内容。

测序技术
获取DNA

测序技术
获取DNA

测序数据分析
挖掘DNA隐含的生物信息

测序数据分析
挖掘DNA隐含的生物信息
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比较基因组学：人与鼠染色体的差别比较基因组学：人与鼠染色体的差别

88



99

为什么具有同样基因为什么具有同样基因
组的细胞或个体会有组的细胞或个体会有
不一样的表型呢？不一样的表型呢？

基因的表达调控
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基因转录调控基因转录调控
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基因组序列

基因表达谱
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表观遗传机制

转录过程
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Non coding RNA
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Micro RNAs

肽链折叠
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修饰和加工
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白的相互作用

蛋白质输运

活性蛋白质



人类基因组多态性的分类

染色体数量的变化

大片段的重复、拷贝数变化

移位

颠换

序列重复

转座

短序列删除和插入

微卫星

单核苷酸的插入和删除

单核苷酸多态性

突变

基因组结构多
态性大于
1000bp的差异

序列多态性小
于1000bp的差
异
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单核苷酸多态性
Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs)
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个体基因组
计划

表观基因组
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基因功能
发现
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组蛋白修饰谱

RNA转录
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DNA/RNA结合谱
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19771977年开始的年开始的DNADNA测序技术测序技术

Allan Allan MaxamMaxam and and Walter Gilbert Walter Gilbert at Harvard University at Harvard University 

( ( PNAS PNAS , Feb, Feb，，1977). 1977). 

Frederick Sanger Frederick Sanger at the U.K. Medical Research at the U.K. Medical Research 

Council (MRC) (Council (MRC) (PNAS PNAS , Dec,1977). , Dec,1977). 

19801980年获诺贝尔化学奖。年获诺贝尔化学奖。
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MAXAM-GILBERT PROCEDURE
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Sanger SequencingSanger Sequencing
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Sequencing ReactionSequencing Reaction
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Leroy Hood Leroy Hood and and Lloyd Smith Lloyd Smith of the of the 
California Institute of Technology California Institute of Technology 

The first automated DNA sequencing The first automated DNA sequencing 
machinemachine inin19861986



Multiple-sheathflow capillary array DNA analyser
Kambara, Hideki
Nature. Vol. 361, no. 6412, pp. 565-6. 11 Feb. 1993 
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大规模基因组测序大规模基因组测序
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Megabace 测序仪
3700 测序仪
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人类基因组计划1990-2001
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2005年 ABI 3730完成一个人类基因组的测序需要
100台仪器工作6个月，花费1000万美元
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1000美元人类全基因组测序

20142014--44--33 新一代基因组测序原理和应用新一代基因组测序原理和应用 2727

文特尔在2003年9月首次
提出1000美元人类基因
组全测序的目标。
J. Craig Venter 
Science Foundation 设
立了$500,000 
Technology Prize



20042004年：年：
Dramatic reductions in Dramatic reductions in 
sequencing cost will lead sequencing cost will lead 
very different approach of very different approach of 
biomedical researches, biomedical researches, 
and eventually, will and eventually, will 
revolutionize the practice revolutionize the practice 
of medicine.of medicine. Francis S Collins Francis S Collins 

the head of NIHthe head of NIH
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20052005年：年：
Whole human genome reWhole human genome re--sequencingsequencing

Present Cost: about 10Present Cost: about 10，，000000，，000 USD000 USD
Near GoalNear Goal：：100100，，000  USD000  USD
UltimatelyUltimately：：11，，000 USD000 USD



30303030

X Prize 提出了一千万美元的奖励，

以鼓励人们发展$1000以下的人类全

基因组测序技术

非营利组织X Prize基金会举办了一个

被称为“基因组学Archon X Prize”的竞

赛，第一个能够在10天内为超过100
个人完成DNA测序工作的小组将获得

1,000万美元奖金。
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2006：



2013：



新一代新一代DNADNA测序技术是近十年来生物医学领域中发展最快、测序技术是近十年来生物医学领域中发展最快、
影响最大、竞争最为激烈的高技术研究领域之一。影响最大、竞争最为激烈的高技术研究领域之一。
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Roche GS FLX  

HiSeq 2000 

SOLiD 5500xl 

Ion Torrent 

600MB 

100MB 

200GB 

180GB 
2006年

2007年

2008年

2010年

个人基因组的测
序成本已经降到
1000美元以下，
测序时间降到1
周。
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（（11）微乳法在磁珠上生长）微乳法在磁珠上生长DNADNA，微孔阵列并行的生物发光合成测序，微孔阵列并行的生物发光合成测序



PyrosequencingPyrosequencing BiochemistryBiochemistry
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（（22）在基片上生长）在基片上生长DNADNA，四色荧光的合成测序：，四色荧光的合成测序：



IlluminaIllumina SolexaSolexa SequencingSequencing
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2008年：
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(3)(3)微乳法在磁珠上生长微乳法在磁珠上生长DNADNA，微珠阵列并行的荧光连接测序，微珠阵列并行的荧光连接测序

4242



ABI ABI SOLiDSOLiD WorkflowWorkflow
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（4）微乳法在磁珠上生长DNA，微孔半导体pH-ISFET阵列的合成测序

每一个碱基配对事件的效果：
释放一个质子
在传感单元上方的小槽中产生瞬间pH值的变化
造成ISFET表面势的变化，进而导致MOS管阈值电压的移动
进一步导致ISFET的源漏电流的变化
相间有重复碱基时，电流变化加大
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半导体基地

源极 漏极

载带A、C、G或T的
微流体

参比电极（栅极）

绝缘栅pH敏感薄膜

磁珠槽
基因磁珠

DNA片段

20142014--44--33 新一代基因组测序原理和应用新一代基因组测序原理和应用 4545



每一次输入4个碱基之一的时间通常是10秒左右，在此时间
段内，捕获整个信号变化的过程
两次输入之间一个0.1秒左右的清洗过程
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全自动化的核酸导入、探测和分析

针对A, C, G, T
的4个单独输入
口
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（5）微乳法在磁珠上生长DNA，微珠阵列并

行的简并碱基组合荧光合成测序



组循环合成测序步骤参与合成测序碱基组循环合成测序步骤参与合成测序碱基

第一组：第一组：

（（11））Cy3Cy3--SS--SS--dATPdATP、、 Cy5Cy5--SS--SS--dGTPdGTP
（（22））Cy3Cy3--SS--SS--dCTPdCTP、、 Cy5Cy5--SS--SS--dUTPdUTP
第二组：第二组：

（（11））Cy5Cy5--SS--SS--dATPdATP、、 Cy5Cy5--SS--SS--dCTPdCTP
（（22））Cy3Cy3--SS--SS--dUTPdUTP、、 Cy5Cy5--SS--SS--dGTPdGTP
第三组：第三组：

（（11））Cy3Cy3--SS--SS--dATPdATP、、 Cy5Cy5--SS--SS--dUTPdUTP
（（22））Cy3Cy3--SS--SS--dCTPdCTP、、 Cy5Cy5--SS--SS--dGTPdGTP
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解码测序方法的优势解码测序方法的优势

采用二种碱基同时延伸，试剂合成简单，生化反应采用二种碱基同时延伸，试剂合成简单，生化反应
效率高，测序速度快；效率高，测序速度快；

采用荧光标记，可简化光学系统，测序速度快；采用荧光标记，可简化光学系统，测序速度快；

在解码过程中具有自校正方案，可以提高测序的准在解码过程中具有自校正方案，可以提高测序的准
确性；确性；

测序精度高，目前所有测序方法的读出误差均与单测序精度高，目前所有测序方法的读出误差均与单
个碱基反应误差成正比，而唯一解码测序方法为与个碱基反应误差成正比，而唯一解码测序方法为与
单个碱基反应误差的平方成正比；单个碱基反应误差的平方成正比；
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2 23( 2) / 4 9 /16g ε ε− +



5252

AG‐100型高通量DNA测序仪

20142014--44--33 新一代基因组测序原理和应用新一代基因组测序原理和应用 5252



DNADNA测序技术的发展测序技术的发展2011年3月二台AG-100A测序仪

在深圳华大基因稳定运行！
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5454
5454
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已完成已完成AG100AG100系列产品样机系列产品样机44台。台。
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第三第三代代DNADNA测序技术测序技术的的主要特征主要特征

第二代测序技术采用扩增的第二代测序技术采用扩增的DNADNA测序文库测序文库

，主要基于生化反应原理的测序方法（包，主要基于生化反应原理的测序方法（包
括基于括基于DNADNA聚合酶作用的合成测序法和基聚合酶作用的合成测序法和基

于连接酶作用的连接测序法）于连接酶作用的连接测序法）。。

第三代测序技术采用单个第三代测序技术采用单个DNADNA分子作为测分子作为测

序文库序文库，，除了合成测序法之外，还有纳米除了合成测序法之外，还有纳米
孔测序等物理原理的测序方法。孔测序等物理原理的测序方法。
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（1）合成测序，单荧光分子的检测
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Helicos Bio
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（2）适时合成测序，零波导单荧光分子的检测



62626262

Pacific Bioscience 
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636320142014--44--33 6363



20142014--44--33 新一代基因组测序原理和应用新一代基因组测序原理和应用 6464

（3）生物纳米孔测序
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Oxford Nanopore
Technologies Co.



6767

Oxford Nanopore Technologies Co.
20142014--44--33 新一代基因组测序原理和应用新一代基因组测序原理和应用 6767



（4）Solid-state nanopore

Nano Lett., Vol. 5, No. 7, 2005

Nature Vol. 412 , 166-169 (2001)

A. 纳米孔器件承载膜太厚
B. DNA分子穿孔太快
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（5）单分子成像测序法
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1.  Direct chemical labeling of ssDNA

2. Stretch DNA onto imaging substrate

3.  Image by Transmission 
Electron Microscopy 
(TEM)

….AACTGGGCTAAATCGGC….

4.  Process image data 
into sequence
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PlatinationPlatination

Direct platinator:  21 labels made

Pt+

Pt



20142014--44--33 新一代基因组测序原理和应用新一代基因组测序原理和应用 7575

HM62, Ir4 platinator

Osbipy

Au11, electrostatic binding



Uniform Uniform ssDNAssDNA stretching onto flat substratestretching onto flat substrate
(500 (500 bpbp shown)shown)20142014--44--33 新一代基因组测序原理和应用新一代基因组测序原理和应用 7676



Modified Modified NionNion UltraSTEMUltraSTEM
100 100 

<1 <1 ÅÅ resolution @ 100 kVresolution @ 100 kV
CFEG: high brightness CFEG: high brightness 
UltraUltra--stable sample stage: stable sample stage: 
~0.1 ~0.1 ÅÅ/min/min
UHV: 1eUHV: 1e--9 @ sample9 @ sample
Simultaneous detector Simultaneous detector 
combinationscombinations

4 additional Hitachi 4 additional Hitachi 
scanning transmission scanning transmission EMsEMs
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（（66）蛋白质晶体管测序器件）蛋白质晶体管测序器件
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主要质疑有：主要质疑有：
MeniMeni WanunuWanunu, an assistant professor in the departments of physics and , an assistant professor in the departments of physics and 
chemistry as well as chemical biology at Northeastern Universitychemistry as well as chemical biology at Northeastern University

The study's authors say that they applied a voltage across the eThe study's authors say that they applied a voltage across the electrodes of up to 9.0 lectrodes of up to 9.0 
volts. However, at that high of a voltage, water would become hyvolts. However, at that high of a voltage, water would become hydrolyzed, drolyzed, 
generating hydrogen and oxygen gases. If that happened, it wouldgenerating hydrogen and oxygen gases. If that happened, it would be difficult to be difficult to 
measure signals that were a property of the enzyme.measure signals that were a property of the enzyme.
In order to not hydrolyze water, he said the applied voltage wouIn order to not hydrolyze water, he said the applied voltage would have to be below ld have to be below 
around 1.5 volts.around 1.5 volts.

Stuart Lindsay, director of the Center for Single Molecule BiophStuart Lindsay, director of the Center for Single Molecule Biophysics at Arizona ysics at Arizona 
State University's State University's BiodesignBiodesign InstituteInstitute

The study describes using superconducting materials at the interThe study describes using superconducting materials at the interface of the protein face of the protein 
transistor and probes to reduce signal decay. None of us know oftransistor and probes to reduce signal decay. None of us know of a superconducting a superconducting 
material that works at the same temperature as a polymerase.material that works at the same temperature as a polymerase.
Superconducting materials operate at well below freezing with evSuperconducting materials operate at well below freezing with even soen so--called high called high 
temperature superconductors operating below temperature superconductors operating below --135 degrees Celsius. Polymerases, 135 degrees Celsius. Polymerases, 
on the other hand, generally operate around room temperatureon the other hand, generally operate around room temperature
Polymerase incorporation of nucleotides depends on diffusion of Polymerase incorporation of nucleotides depends on diffusion of the nucleotide into the nucleotide into 
the appropriate binding site. This diffusion is stochastic. Howethe appropriate binding site. This diffusion is stochastic. However, the authors ver, the authors 
describe incorporation events occurring at very regular intervaldescribe incorporation events occurring at very regular intervals. "None of us s. "None of us 
understand how this would be achieved." understand how this would be achieved." 

Monica Monica HegerHeger tracks trends in nexttracks trends in next--generation sequencing for research and clinical applications forgeneration sequencing for research and clinical applications for
GenomeWeb'sGenomeWeb's In Sequence and Clinical Sequencing News. EIn Sequence and Clinical Sequencing News. E--mail Monica mail Monica HegerHeger or follow her or follow her 
GenomeWebGenomeWeb Twitter accounts at @Twitter accounts at @InSequenceInSequence and @and @ClinSeqNewsClinSeqNews. . 20142014--44--33 新一代基因组测序原理和应用新一代基因组测序原理和应用 8484
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提提 纲纲

一、为什么要发展一、为什么要发展DNADNA测序技术测序技术

二、第一代测序技术原理与技术二、第一代测序技术原理与技术

三、第二代测序技术的原理与技术三、第二代测序技术的原理与技术

四、第三代测序技术原理与技术四、第三代测序技术原理与技术

五、新一代测序技术的产业前景五、新一代测序技术的产业前景



新一代测序技术的主要指标新一代测序技术的主要指标

（（11）测序通量：单次运行的碱基数在）测序通量：单次运行的碱基数在100100万万--40004000亿个碱亿个碱
基范围，基范围，可可达到达到11万亿个碱基。万亿个碱基。

（（22）测序速度：运行一个完整测序流程所需要的时间。）测序速度：运行一个完整测序流程所需要的时间。

（（33）测序读长：测序仪所能读出的单个）测序读长：测序仪所能读出的单个DNADNA片段序列长片段序列长

度度。。

（（44）测序）测序准确率准确率：指测序仪读出碱基正确率。：指测序仪读出碱基正确率。

（（55）） ““测序深度测序深度”” ，测序深度是针对样本而言，是指对于，测序深度是针对样本而言，是指对于

特定的样本新一代测序仪测得的碱基数与该样本实际碱特定的样本新一代测序仪测得的碱基数与该样本实际碱
基数的比率。基数的比率。
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Liu et al. Journal of Biomedicine and Biotechnology Volume 2012 (2012), Article ID 251364, 11 pages 
doi:10.1155/2012/251364

NextNext--Generation SequencingGeneration Sequencing
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Cost per Genome.
Adapted from the National Human Genome Research Institute. Collins, et al. NEJM,2013

$1,000 exome
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Date Cost per Mb Cost per Genome 

Sep-01 $5,292.39 $95,263,072
Sep-02 $3,413.80 $61,448,422
Oct-03 $2,230.98 $40,157,554
Oct-04 $1,028.85 $18,519,312
Oct-05 $766.73 $13,801,124
Oct-06 $581.92 $10,474,556
Oct-07 $397.09 $7,147,571
Oct-08 $3.81 $342,502
Oct-09 $0.78 $70,333
Oct-10 $0.32 $29,092
Oct-11 $0.09 $7,743
Oct-12 $0.07 $6,618
Jan-13 $0.06 $5,671

Source - NHGRI : 
http://www.genome.gov/sequencingcosts/

Sequencing Cost
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（（11））NGSNGS正在改变正在改变现代生命科学现代生命科学的的研究研究方法方法

系统地获取生命的遗传信息，从整体上认识细胞内极为系统地获取生命的遗传信息，从整体上认识细胞内极为
复杂的基因调控过程。复杂的基因调控过程。如，如，RNARNA--SeqSeq、、ChIPChIP--SeqSeq和和
MeDIPMeDIP--SeqSeq等基于测序技术的新技术层出不穷等基于测序技术的新技术层出不穷；；

产生产生大大量量的的生物分子数据，催生基于数据驱动的生物学生物分子数据，催生基于数据驱动的生物学
研究模式（研究模式（data driven sciencedata driven science）。）。
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Until 2011.9 more than 1000 GWAS papers；
Report about 5000loci and related to 200

diseases or traits

De novo mutations 
identified in autism 
child
mutations in cancers 
(1,273,479 unique 
variants COSMIC V67)

OMMI Phenotypes for 
which genetic is known 
2007-2013: 2,048->3,834

Koboldt et al. Cell, 2013
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开展个人基因组的必要性：
大量群体分析研究将治病因素指向罕见突变

Pilot project have identified 15M SNPs including 8.5M novel SNPs (right)
Most novel SNPs are population specific

•Evidences on higher-impact of rarer variations 
based on 200 Danish exomes (Y. Li, et.al. 2010. 
Nature Genetics)
•There is a stronger excess of low frequency deleterious 
amino acid changing mutations in the human genome 
than previously thought.
•This indicates that heritable diseases might be affected 
by many rare mutations rather than a few common 
mutations. 
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（（22）基因测序与个体化医疗）基因测序与个体化医疗

““我相信我会成为这家公司治愈的首批癌症患者之一，抑或是最后一批因为癌症而死亡我相信我会成为这家公司治愈的首批癌症患者之一，抑或是最后一批因为癌症而死亡
的患者之一。的患者之一。”” 耗费耗费 10 10 万美元进行了一次癌症全基因组测序的治疗尝试后，乔布斯对万美元进行了一次癌症全基因组测序的治疗尝试后，乔布斯对
基础医学公司（基础医学公司（Foundation MedicineFoundation Medicine）带来的价值坚信不疑。）带来的价值坚信不疑。
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个体化医学个体化医学————未来的医学未来的医学

Personal Medicine 

Prevention Prediction

个人的基因组信息

SNP, DNA Resequencing

Gene Functions Mechanisms 
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好莱坞女星安吉丽娜好莱坞女星安吉丽娜··朱朱
莉高调宣布切乳腺莉高调宣布切乳腺
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2013.11.19 第一台用于临床诊断的高通量测序仪获得FDA认证
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Francis Collins （Director of NIH）:

Landmark move that will help realize the promise of personalized medicine



（3）基因测序与大数据：
创造新的产业群-生物信息产业

DNADNA测序技术正在催生一个新的产业集群，测序技术正在催生一个新的产业集群，
未来具有市场容量巨大未来具有市场容量巨大

全球个体基因组测序的市场容量为全球个体基因组测序的市场容量为66万亿美万亿美
元，我国可达到元，我国可达到66万亿人民币（万亿人民币（10001000美元个美元个
体测序）；体测序）；

与疾病相关测序的市场容量将要增加数千与疾病相关测序的市场容量将要增加数千
倍；倍；

带动巨大的生物信息服务市场需求。带动巨大的生物信息服务市场需求。
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100100

HeritabilityHeritabilityPsychological behaviorsPsychological behaviors
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MAOAMAOA基因是编码神经递质代谢酶基因是编码神经递质代谢酶,,降解去甲降解去甲

肾上腺素肾上腺素 (NE), 5(NE), 5--羟色胺羟色胺(5(5--HT), HT), 以及多巴胺以及多巴胺

(DA)(DA)。。

Serotonin
5-羟色胺

Dopamine
多巴胺

Norepinephrine
去甲肾上腺素

5-HIAA
5-羟基吲哚乙酸

HVA
高香草酸

MHPG

MAO-A

MAO-A

MAO-A

单胺氧化酶 MAO-A 
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基因与环境对于三个孩子的智力影响基因与环境对于三个孩子的智力影响
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个性化教育个性化教育

个性化教育

快乐学习 高效学习

个体基因组信息
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23 and Me23 and Me
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"Here's my 
sequence..."
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基因伦理学问题基因伦理学问题
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personal genetics educationpersonal genetics education
projectprojectPhoto: Reuters

Photo: Evan Hurd

Photo: Reuters
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个体化基因组信息是否会影响人类统个体化基因组信息是否会影响人类统

一伦理或司法标准？一伦理或司法标准？
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Guilty or not?
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