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摘要: 转录组研究一直是生命科学研究的一个重要方向, 在第二代测序技术问世以前, 已经产生了一些行之有效的转录组

研究方法, 但这些方法存在一定的局限性。第二代测序技术的出现不仅使转录组研究很快进入了高速发展期, 同时也为遗

传资源的挖掘提供了一套全新的技术平台。本文简要介绍了第二代测序技术的化学原理和特性, 重点阐述了利用第二代

测序技术进行转录组测序, 从而在此基础上挖掘遗传资源的研究。
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Abstract: Transcriptome research has been an important part of life science research. Several effective methods 
used in transcriptome research have been developed before the advent of next-generation sequencing technolo-
gies. However, these methods have some limitations in transcriptome researches. The advent of next-generation 
sequencing technologies not only prompt transcriptome researches into a high-speed development period but 
also introduce a whole new technology platform into studies of excavating genetic resources. This review briefly 
introduced the chemical principles and features of next-generation sequencing technologies and focused on 
summarizing the excavation of genetic resources based on the transcriptome sequencing using next-generation 
sequencing technologies.
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研究基因的表达模式和细胞功能之间的关系

一直是生物学家们首要关注的课题, 但其前提是

找到表型相关基因。与基因组DNA相比, 由于排

除了转录水平基因表达调控等因素的干扰, mRNA
与基因在机体中行使的功能的关系更加密切。因

此, 在转录组水平进行新基因的挖掘和功能研究

越来越受到生物学家们的重视。最早研究细胞转

录组的尝试是检测来源于不同器官、组织的总

RNA以鉴定感兴趣的转录本存在与否或确定其数

量。第一个基于候选基因的转录组研究应用了

Northern杂交技术, 但该技术操作复杂, 需要的起

始RNA量大, 且使用对人体有害的放射性同位素

标记探针, 因此只能在一次实验中检测能够大量

获得RNA样本的已知转录本(Alwine等1977)。反

转录定量PCR (RT-qPCR)技术的发展使得转录本

的检测更为容易和方便, 并增加了实验的通量, 显
著减少了RNA的用量(Becker-André和Hahlbrock 
1989; Noonan等1990)。尽管如此, 从第一次应用

RT-PCR到现在已经过去了几十年, 一次RT-PCR实
验还是只能检测几百个转录本, 远远未达到转录

组研究的实验通量要求(VanGuilder等2008)。 
Liang和Pardee (1992)发明的差异显示技术基于使

用3′端oligo dT引物和5′端随机引物进行的cDNA合
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成。这一特定条件使得差异显示技术很难利用已

有的数据库进行分析(Bachem等1996)。
微阵列技术能够同时检测上万个已知或推测

的转录本表达水平, 它的出现极大的促进了转录

组研究的发展(Schena等1995)。通过一定的技术

手段, 在1.28平方厘米的面积上能装载409 000个
点, 理论上拟南芥(Arabidopsis thaliana)所有基因

的表达模式可以通过一块这样的微阵列进行分析

(Kehoe等1999)。微阵列的灵敏度很高, 能在十万

分之一或五十万分之一的水平上检测到特定的

mRNA (Gerhold等1999)。此外, 随着微阵列技术

的发展, 该技术还被用于noncoding RNA、SNP 
(single nucleotide polymorphism)和mRNA可变剪接

的研究(Mockler等2005)。尽管微阵列能够同时分

析上万个基因的表达, 但很难检测未知的转录本, 
也不能获得检测到的转录本的编码序列。另外, 
由于微阵列是通过杂交信号强度来间接的推断而

不是直接测定转录本的表达丰度, 这样获得的数

据存在很多不确定的因素, 从而影响了实验的可

重复性和各样本数据之间的比较。进行微阵列实

验所需费用高, 需要开发合适的软件和标准化分

析方法来比较不同批次实验和不同实验室的实验

结果, 且在一些实验体系中一块微阵列只能使用

一次, 这些因素制约了微阵列技术的发展和应用

(van Hal等2000)。
利用DNA测序的手段来研究转录组已表现出

取代微阵列研究方法的趋势。随着人类和一些主

要模式生物基因组测序工作的完成, 重测序的研

究被推向了前沿。这些研究的发展得益于一些被

称为“第二代测序技术”的测序方法(Roche/454、
Illumina、Applied Biosystems SOLiD)的出现, 这些

测序方法比Sanger测序方便快捷且成本便宜得多, 
测序通量也远远高于最先进的Sanger自动测序仪, 
由此增大了对转录组的覆盖率, 从而大大加快了

新基因发现与鉴定的进程。本文重点介绍利用第

二代测序技术进行转录组测序, 从而在此基础上

挖掘遗传资源的研究。

1  第二代测序技术的化学原理

焦磷酸测序(pyrosequencing)技术成为除了

Sanger法之外第一种可选择的商业化测序方法, 其
在Roche/454测序平台中得到了应用(Margulies等

2005)。焦磷酸测序技术基于4种酶(DNA poly-
merase、sulfurylase、luciferase、apyrase)在同一

PCR反应体系中催化的酶级联化学发光反应, 无需

电泳, 使用dNTP而不是ddNTP且无需荧光标记, 因
此操作简单易行。另一种第二代测序平台Illumina 
Genome Analyzer与454/Roche相同, 也是应用了边

合成边测序(sequencing-by-synthesis)的原理, 但两

者的信号检测方法不同(Bentley 2006)。Illumina测
序反应所用的核苷酸类似物经四种不同的荧光标

记, 且其具有DNA链延长终止的作用, 但这种终止

反应通过一定的化学手段处理后是可逆的, 经过

改造的DNA聚合酶可将这种核苷酸类似物整合进

合成的DNA链中。与上述基于DNA聚合酶合成反

应的边合成边测序方法不同, SOLiD (Supported 
Oligonucleotide Ligation and Detection System)系统

是使用连续的分子杂交和连接来间接推测序列的

测序方案(Shendure等2005)。用于测序的DNA样

本随机打断后两端加上接头构建测序文库, 文库

片段与磁珠上的接头引物配对。磁珠沉积在特殊

的玻片表面后加入接头配对引物和8碱基单链荧

光探针混合物开始第一轮测序, 通过荧光信号可

以知道1、2位的碱基序列。探针和引物通过连接

酶连接后经化学处理使探针在3′端的5、6位碱基

之间断开并除去6至8位的碱基和荧光标记, 再加

入探针进行连接, 这时由于DNA链已经延长了5个
碱基, 通过荧光信号检测到的则是模板链6、7位
的碱基序列, 如此重复几次。重置后进行第二轮

测序, 第二轮测序所用的接头配对引物比第一轮

的引物少了一个碱基, 因此第二轮测序经第一次

连接探针后所得的模板序列为0、1位, 第二次为

5、6位, 依次类推。经过几轮测序后, 每轮测序获

得的错开序列就可以拼接成完整的序列。SOLiD
测序的最大特点是测序过程中DNA链的延伸是通

过连接酶催化的DNA片段的连接而不是通过DNA
聚合酶加上单个碱基。

2  基于第二代测序技术的基因资源挖掘

2.1  蛋白质编码基因的注释

尽管包括人类在内的一些生物已经利用

Sanger测序法进行了全基因组测序, 但目前对这些

基因组数据的了解并不深入, 还有大量有用的信

息等待挖掘(Brent 2008)。第二代测序技术能够轻
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易的填补Sanger法测序留下的数据空缺, 例如454
测序仪的一轮反应可以产生400 000个EST (ex-
pressed sequence tags), 而以往的Sanger测序研究一

次只能产生720个EST (Bainbridge等2006)。在基

因组注释研究中, EST被用来与参考基因组进行比

对从而区分基因的外显子与内含子, 进而找到基

因转录的边界。转录组测序数据可以与同一生物

的基因组进行比对(cis alignment), 在同类生物没

有可用的参考基因组时则可以与相关物种的基因

组进行比对(trans alignment)。到目前为止, 第二代

测序技术已被用来构建了许多模式生物的EST文
库(Morozova和Marra 2008)。通过将测序结果与相

似物种的基因组序列进行比对, EST测序能够高效

的获取无参考序列物种的基因组序列并对其进行

注释, 例如Novaes等(2008)利用454测序技术获得

了14 Mb无任何基因组信息的大桉(Eucalyptus 
grandis) EST数据。同样, 学者们利用454测序技术

对玉米(Zea mays) (Emrich等2007)基因组进行了注

释。由于每个454测序反应产生的序列在第二代

测序技术中是最长的, 因此由其测序产生的EST序
列能够高效的进行转录组重头组装等序列分析

(Vera等2008)。与传统测序技术相比, 利用454 测
序系统对拟南芥转录组进行重测序时检测出更多

基因座位上的转录本, 使整体序列覆盖度增加了

50%, 数量增多10% (Wall等2009)。与454技术相

比, 尽管Illumina和SOLiD每个反应产生的序列更

短, 从而更有利于进行序列的重头组装, 但需要开

发出更高级的进行短序列组装的算法(Zerbino和
Birney 2008)。在一些物种中, 这些短序列数据已

经成功的被应用于检测新的外显子和未知的

mRNA剪接位点(Cloonan等2008)。
2.2  基因表达谱分析

从上世纪九十年代开始, 基因芯片逐步被应

用于检测大规模基因表达水平变化的研究。然而

基于核酸分子杂交的芯片技术最大的局限性在于

其只能检测已知基因的mRNA而不能检测未知的

mRNA, 且杂交信号的灵敏度有限, 很难检测到低

丰度表达量基因在特定环境下表达量的变化。第

二代测序技术无需知道物种的核酸序列, 无需标

记探针, 灵敏度高, 理论上可以检测某种核酸分子

在细胞中的绝对数量, 因而在基因表达谱研究中

表现出逐步取代基因芯片的趋势。

Marioni等(2008)比较了Illumina测序和基因芯

片在发现差异表达基因研究时的灵敏度, 结果表

明, 在相同错误发现率(false discovery rate, FDR)
下, Illumina比基因芯片多检测到了30%的差异表

达基因, 且其测序数据具有高度的可重复性。疾

病影响、逆境胁迫或生物体的不同发育时期等特

定环境下生物基因表达谱研究已成为第二代测序

技术的重点应用领域。Sajnani等(2012)利用454测
序技术发现了一些在口腔癌变组织中表达而在正

常组织中不表达的基因。Kakumanu等(2012)利用

Illumina技术研究了干旱对受精后子房以及叶片分

生组织表达谱的影响, 结果表明受精后子房对干

旱胁迫的敏感度要远高于叶片。Eveland等(2010)
利用Illumina技术对玉米发育不同时期的转录组进

行了研究, 发现了一些对花序发育进行调控的基

因。近年来, 基于第二代测序技术的表达谱分析

在疾病研究、药物开发、生物体发育、生物抗逆

性等研究领域扮演越来越重要的角色。

2.3  非编码RNA (noncoding RNA)的检测

第二代测序技术的出现极大的促进了有关

ncRNA的研究。虽然基因芯片被广泛的应用于

ncRNA表达谱的研究, 但不同物种的ncRNA序列

保守性不高从而导致通过生物信息学的方法来发

现未知的ncRNA基因存在一定的局限性(Xu等
2008)。相反, 产生大量短序列测序数据的第二代

测序技术能够有效的在基因组范围内发现新的

miRNA和siRNA基因。除此之外, 第二代测序技术

也能够有效的检测到已知miRNA的突变体、RNA
的剪接加工以及miRNA的目标RNA配对(German
等2008; Reid等2008)。到目前为止, 已经利用454
技术在多种植物中鉴定了ncRNA (Axtell等2006; 
Barakat等2007; Yao等2007; Zhao等2007)。更高通

量的Illumina和SOLiD技术同样能够用来建立深度

miRNA文库。Glazov等(2008)在鸡胚胎中检测到

了449个未知和所有已知的miRNA。利用Illumina
技术进行ncRNA的研究在一些植物中得到了很好

的开展。玉米MOP1基因是拟南芥RDR2基因的同

源基因, Nobuta等(2008)通过Illumina测序发现, 与
拟南芥rdr2突变体不同的是, 在玉米mop1-1突变体

中, 尽管24 nt的siRNA显著减少, 但维持了较高水
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平的22 nt siRNA, 由此推测存在另一种异染色质

siRNA的产生机制。Vidal等(2013)结合RNA-Seq
和sRNA-Seq的数据进行分析, 在拟南芥根中发现

了一些新的硝酸盐应答基因。第二代测序技术在

小RNA研究方面的另一突出成绩是发现了一类以

前未知的不同于miRNA和siRNA的小RNA。这类

小RNA被命名为piRNA (Piwi-interacting RNA), 它
们与特定的蛋白质作用形成RNA-蛋白质复合体后

在许多物种生殖细胞系的基因转录沉默过程中起

作用(Lau 等2006; Houwing等2007)。
2.4  eQTL (expression quantitative trait loci)分析

Jansen和Nap (2001)提出了eQTL作图的概念, 
即将来自分离群体的各基因型的表达数据作为一

个数量性状, 利用传统的QTL分析方法进行分析。

直到第二代测序技术问世之初, 基因芯片仍是进

行eQTL分析的主流技术并在拟南芥、玉米等植物

中得到成功应用(West等2007; Shi等2007)。第二代

测序技术表现出了基因芯片所不具备的技术优势, 
尤其是通过第二代测序技术能够获取表达谱芯片

无法提供的等位基因特异性表达(allele-specific ex-
pression, ASE)信息(Skelly等2011; Sun和Hu 2013), 
因此近年来, 越来越多的eQTL研究基于第二代测

序技术展开。Li等(2013)利用Illumina技术对玉米

重组自交系茎尖组织的基因转录丰度进行了eQTL
分析, 结果表明一些基因在后代中的表达水平和

变异程度无法通过其在父母本之间的差异进行预

测, 这表明植物体内存在一类基因表达影响因子, 
这些因子使得基因表达数据偏离了孟德尔遗传定

律的预测。Lowry等(2013)对拟南芥基因组Illumi-
na重测序数据和干旱胁迫下的基因芯片表达谱数

据进行关联分析后发现, 仅有极少数的eQTLs与干

旱胁迫相关, 并且这些eQTLs定位于基因组的高重

组率区域 ,  它们的启动子序列具有较高的多态

性。随着统计学算法的不断完善, 通过第二代测

序数据进行eQTL作图, 将大大加快基因定位研究

的进程(Sun 2012; Sun和Hu 2013)。
2.5  单核苷酸多态性的检测

基因组测序表明, 单核苷酸的改变在同一物

种的不同个体之间是大量存在的(Wheeler等2008)。
发生在编码区的单核苷酸突变很可能会引起基因

编码蛋白质功能的改变。尽管所有类型的遗传多

样性都能够通过对基因组的重测序来鉴定, 但这

一方法的成本高昂, 不利于其推广。由于研究对

象仅限于基因组的编码区, 因而转录组测序显著

降低了测序成本。相比而言, 利用相同的方法对

基因组测序则需要获得数据量大得多的测序数据, 
以达到相同的外显子覆盖率, 从而可靠检测编码

区多态性(Wang等2008)。
利用第二代测序技术检测SNP时一个值得注

意的问题是测序过程中的碱基读取错误率。Illu-
mina测序发生单碱基错误的概率在0.3%至3.8%之

间(Dohm等2008), 454/Roche测序的单碱基错误率

为4% (Huse等2007)。SOLiD测序的正确率高达

99.94%, 但这一数值并不能直接与Illumina和454/
Roche的数值进行比较, 因为这三种测序平台产生

的数据格式不同(Ondov等2008)。第二代测序数据

的错误率可以通过深度冗余测序来纠正, 从而准

确的检测到SNP (Harismendy等2009)。冗余测序

不可避免的会增加测序的成本且结果最后仍需用

Sanger测序法加以验证。尽管如此, 一些计算机程

序被用来剔除低质量数据以降低错误率(Huse等
2007)。近年来, 已有越来越多的植物SNP研究用

到了第二代测序技术。Huang等(2010)利用Illumina
测序技术对517个水稻地方品种进行重测序, 获得

了3 600万个SNP, 随后在此基础上对这些地方品种

群体的14个重要农艺性状进行了全基因组关联分

析(genome wide association studies, GWAS), 这一

研究成果标志着水稻全基因组关联分析时代的到

来(Clark 2010)。Trick等(2012)利用Illumina测序技

术对小麦(Triticum turgidum)的近等基因系(near 
isogenic lines)进行了转录组测序, 开发了一些差异

染色体片段特异性的SNP标记, 研究结果证实了通

过RNA-Seq在多倍体物种中发现SNP的可行性。

Hendre等(2012)利用Illumina测序技术对赤桉(Eu-
calyptus camaldulensis)群体41个生长相关基因的

SNP位点进行了分析。

3  高通量转录组研究方法存在的问题和展望

高通量测序技术在转录组研究中相对于传统

方法来说具有很大的优势, 但其局限性也不容忽

视。首先, 如何更好的分析越来越大量的数据对

研究者来说是一大挑战(van Vliet 2010)。由于第

二代测序获得的数据量巨大, 比对和拼接速度是
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衡量某一分析方法好坏的第一要素, 这导致基于

伯罗斯-惠勒变换(Burrows-Wheeler transform)算法

的工具如Bowtie (Langmead等2009)和SOAP (Li等
2009)的出现, 从而大大加快了数据分析的进程。

将reads错误比对到序列相似基因则会导致“影子

转录本(transcript shadowing)”的出现(Pepke等
2009; Trapnell等2010)。另外, 剪接变异现象也对

数据比对和拼装造成了干扰, 但双末端测序产生

的更长的链特异性reads具有更大的几率跨越剪接

位点, 从而降低序列拼装的难度(Levin等2010)。
如何经济有效的存储第二代测序产生的大量数据

也是一个重大的挑战(Baker 2012)。其次, 高通量

测序的成本仍然偏高。虽然在大规模测序方面, 
高通量测序技术相比于Sanger测序节省了大量的

人力物力, 但在质粒测序、PCR产物测序等小规模

测序方面, 高通量测序没有成本优势。第二代测

序1次反应动辄数千到数万的费用使一般的研究

者难以接受, 这时Sanger测序仍然是首选。第三, 
高通量测序所需的起始样本量大, 这使得来源有

限的样本的分析受到了限制。Tang等(2009)通过

对小鼠四细胞胚胎期单个卵裂球的mRNA进行

PCR扩增, 成功分析了单个细胞的转录组。但这一

方法仍有缺陷, 例如不能检测到没有多聚A尾的

mRNA, 不能保留转录本的原始方向信息等。尽管

第二代测序技术有上述缺陷, 但作为新兴的高通

量测序手段, 其在转录组研究方面已表现出其它

传统转录组研究方法无可比拟的优势。相信随着

测序成本的逐步降低以及数据处理和分析方法的

不断完善, 第二代测序技术必将在转录组学的研

究中占据主导地位并得到更加广泛的应用。
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