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欢迎使用新一代测序

1665 年，Robert Hooke 在他的显微镜下放了一片薄薄的软木，观察到它被分成“许多小盒子”，并称之为“细胞”。
他的发现和显微镜的发明造就了细胞理论，为生物学奠定了基础。作为生命的基本单位，细胞在包括发育和疾病在
内的人类生理的各个方面都发挥着作用。当时，显微镜彻底改变了科学家研究细胞功能的方式，成为了研究细胞外
观和行为的重要工具。然而，后来的发现表明细胞的活动不只表现在物理特征。

今天，研究疾病病因的生物学家有许多方法可以用来分析细胞 —— 显微镜检查、流式细胞术和染色等。研究细胞生
物学的许多传统方法依赖于抗体染色或其他信号来研究蛋白质的相互作用。单独使用染色法来研究蛋白质功能可能
非常困难，因为并非所有蛋白质都有对应的抗体，并且可同时研究的靶点数量有限。这些方法能揭示细胞的物理属
性和蛋白质功能，但无法捕捉到生物学的重要部分——决定蛋白质行为的遗传密码。越来越多的科学家发现遗传学
与疾病表型之间存在着密切的联系，这也表明想要真正理解蛋白质及其行为，首先要知道其遗传学和调控机制。

了解遗传因子对于生物学研究的几乎所有分支都是必不可少的，而新一代测序（NGS）技术的引入已经改变了生物
学的研究。1 最近，DNA 元件百科全书（ENCODE）2 使用 NGS 探索了转录、调控、DNA- 蛋白结合和表观遗传学，
在分子水平上提供了有关人类健康的功能信息。NGS 采用序列 read 的数字化计数而不是像许多现有方法一样测量
连读信号强度，得到的蛋白质翻译、基因表达和调控的定量信息比传统芯片或抗体方法的分辨率更高。了解这些过
程在疾病状态下是如何改变的，可以帮助研究人员预测细胞行为的变化，并设计其他研究来评估特定功能通路中的
蛋白质。NGS 为探索和理解疾病的细胞活动开辟了新的途径，科学家们因而得以开发针对导致疾病的生物学通路的
靶向医疗方法。

为什么选择新一代测序？

作为一种无偏差的技术，NGS 可用于研究疾病生物学的基因表达和蛋白质翻译，并为进一步的功能研究提出假说。
它为当前的单分析物实验分析方法提供了高通量替代方案，可在更短的时间内筛查更多的样本。生物学家可以使用
NGS 分析细胞状态和命运、研究信号转导通路、确定致病变异和检查组织特异性基因表达。

高通量科学

生物学研究通常会涉及单基因敲除模型，这种方法可以评估某种蛋白质的缺失或修饰如何影响特定的通路。这种方
法非常耗时，而且常常无法得出确凿的结论，经常需要设计额外的实验来测试其他的假说。现在，许多科学家会使
用其他方法来寻找感兴趣的靶点。NGS 能让研究人员在单一测序运行中检测整个基因组、转录组或表观基因组，并
一次观察多个变化。测序结果可以通过鉴定后续研究中感兴趣的蛋白质来为实验设计提供信息，以便研究人员有效
地研究目标、节省时间并且更快地发布研究结果。
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动态范围

动态范围是可检测到的最高和最低信号之间的差值。NGS 的数字化性质支持较大的动态范围，能为基因表达分析等
定量应用提供高灵敏度。通过 NGS，研究人员能以比传统芯片法更高的分辨率对 RNA 活性进行定量，这对于捕获
与生物过程相关的细微基因表达变化非常重要。3 芯片测量连续的信号强度，检测范围受限于低端的噪音和高端的
信号饱和，而 NGS 可以对离散的数字化测序 read 数量进行定量分析。通过增加或减少测序 read 的数量，研究人
员可调节实验的灵敏度，以满足不同研究目标的需求。

细胞生物学测序应用

NGS 平台支持多种应用，研究人员可在该平台上研究任何细胞类型或生物。在疾病病例中，有多种因素可以影响表
型，包括基因突变、不同时间和不同环境条件下基因表达的变化，以及表观遗传调控的差异。细胞生物学家在寻找
导致复杂性状或疾病的分子通路时，必须考虑这些潜在的变化。研究人员可以利用 NGS 的灵活性，使用单个技术
来对信号通路中的基因表达进行定量（图 1）。
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图 1：	NGS 转录组学的完整视图	—— 在过去的 10 年中，采用 NGS 开展转录组学分析的各类方法不断涌现，包括总 RNA-Seq、mRNA-Seq、 
小 RNA-Seq 和靶向 RNA-Seq。
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基因表达和调控图谱

评估基因表达和调控的传统方法包括芯片和定量聚合酶链式反应（qPCR），这些方法通常需要事先了解探针设计。
RNA 测序（RNA-Seq）是一种更灵敏的方法，可以通过测量离散的数字化测序 read 来进行 RNA 定量。4 RNA-Seq
的文库制备通常先制备总 RNA 样本，然后将其转化为 cDNA，最后进行标准的 NGS 文库制备。侧重于 mRNA、小
RNA、非编码 RNA 或 microRNA 的 RNA-Seq，可在 cDNA 合成之前纳入额外的分离或富集步骤而得以实现（图 1）。

总 RNA和mRNA测序

转录组测序是基因表达研究的一项重大进步，因为它允许对整个转录组而非预先确定的一组基因提供快照。全转录
组测序提供给定生物学时刻的细胞转录谱综合概览，极大地提高了 RNA 研究方法的能力。与任何一种测序方法一样，
大动态范围可实现对常见和罕见转录本的识别和定量分析。其他功能包括在剪接点比对测序 read 以及检测异构体、
新型转录和基因融合。5 能够精确检测链特异的文库制备试剂盒可用于总 RNA-Seq 和 mRNA-Seq 方法。

靶向 RNA测序

靶向 RNA 测序是一种测量感兴趣转录的方法，适用于检测差异表达、等位基因表达、基因融合、异构体、cSNP 和
剪接点。

小 RNA和非编码 RNA测序

小 RNA、非编码 RNA 或 microRNA 是一些短至 18–22 bp 的核苷酸，它们通常作为基因抑制因子或沉默因子在基因
表达调控中发挥作用。由于 microRNA 在转录和翻译调控中发挥的作用越来越明显，对其开展的研究也逐步发展。6,7

了解有关小 RNA（非编码 RNA）、靶向 RNA、总 RNA 以及 mRNA 测序 Illumina 解决方案的更多信息，请访问
www.illumina.com/applications/sequencing/rna.html
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表观遗传学是研究由 DNA 序列变化以外的其他机制引起的基因活动遗传性变化。最近的研究表明，生活方式和环
境因素可能会造成 DNA 表观遗传的变化，从而导致或加剧疾病。表观遗传活动的机制包括 DNA 甲基化、DNA- 蛋
白质相互作用、染色质可及性、组蛋白修饰等。

DNA甲基化分析

异常的 DNA 甲基化及其对基因表达的影响与许多疾病相关，包括阿茨海默病。8 胞嘧啶核苷酸的甲基化影响着包括
基因表达、RNA 加工和蛋白质功能在内的各种细胞活动。这些过程可以通过在特定时间激活或抑制某些基因来影响
细胞生物学，从而影响发育、疾病、衰老和免疫防御。现有两种广泛应用的甲基化测序方法 ：全基因组亚硫酸氢盐
测序（WGBS）和简化代表性亚硫酸氢盐测序（RRBS）。采用 WGBS 时，亚硫酸氢钠测序化学将非甲基化胞嘧啶转
换为尿嘧啶，然后再转换为测序读段或数据产出中的胸腺嘧啶。在 RRBS 中，DNA 被一种不受甲基化状态影响的限
制酶 MspI 消化。大小范围为 100–150 bp 的片段被分离出来，用以富集含 CpG 和启动子的 DNA 区域。此外，靶向
Methyl-Seq 在全基因组亚硫酸氢盐测序和甲基化芯片之间提供了一种经济高效的选择。然后采用标准新一代测序实
验方案构建测序文库。

如需了解有关甲基化测序解决方案的更多信息， 
请访问 www.illumina.com/techniques/sequencing/methylation-sequencing.html

染色质开放性分析

真核生物基因组被包装成染色质，染色质的包装方式在基因调控和最终的细胞表型中发挥着关键的作用。9 转录因
子与 DNA 上的调控序列的结合需要染色质处于开放构象。传统评估开放染色质状态的方法，例如 DNAase I 超敏分
析，非常耗时并且需要大量的细胞。转座酶开放性染色质测序（ATAC-Seq）是一种快速可靠的方法，可对单个细胞
或大量样本进行分析。10,11 在这种分析方法中，基因组 DNA 暴露于 Tn5（一种高活性转座酶），该转座酶优先插入
到开放染色质位点并添加测序引物。测序的 DNA 即代表开放的染色质，我们即可通过数据分析深入了解基因调控。 
ATAC-Seq 现已用于更好地了解胚胎发育、T 细胞激活和癌症中的基因调控。12,13

了解	DNA-蛋白质相互作用

染色质免疫沉淀测序或 ChIP-Seq 可用于检测蛋白质、DNA 和 RNA 之间的相互作用。使用 NGS 的 ChIP-Seq 能让研
究人员识别整个基因组中多个蛋白质靶点的结合位点，包括转录因子和组蛋白。DNA-蛋白质相互作用分析可供深入
了解对许多生物过程和疾病状态中重大事件的调控。目前用于转录因子分析的方法，例如芯片和 qPCR，范围有限，
而且只提供了一小部分基因的信息。NGS 能进行广泛的分析，可以识别和研究许多在疾病状态中可能被转录因子激
活的基因。通过 ChIP-Seq，研究人员可以更好地了解染色质修饰和局部结构改变会如何影响细胞和信号通路中转录
因子的活动。

如需了解有关 ChIP-Seq 的更多信息，请访问 www.illumina.com/techniques/sequencing/dna-sequencing/chip-seq.html

http://www.illumina.com/techniques/sequencing/methylation-sequencing.html
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什么是新一代测序？

NGS 是一种先进的技术，通过荧光技术提供基因组、转录组或表观基因组的碱基视图。Illumina 测序化学过程，边
合成边测序（SBS），是世界范围内应用最广泛、成果发表最多的 NGS 技术。14 SBS 可以在单个碱基掺入延伸的
DNA 链时对其进行检测。

新一代测序的基本工作流程
NGS 的原理与桑格（毛细管电泳）测序相似。每个 DNA 或 RNA 片段沿着单链模板重新合成时，即可根据发射出的
信号按顺序识别片段上的碱基。NGS 扩展了这一过程 ；数百万个反应以大规模并行的方式进行，而不是局限于一个
或几个片段。这一进展使大量基因组信息的快速测序成为可能。

我们用单个 DNA 或 RNA 样本展示这一过程。首先，核酸会被片段化，形成可高效测序的小片段文库。识别出的新
碱基串被称为 read，以已知的参考基因组为支架重新组装 read（重测序）。所有比对 read 即代表了样本的整个序列（图
2）。

如需观看 Illumina 测序的详细动画，请访问 www.illumina.com/SBSvideo 。
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图 2：	NGS 的概念。

A. 提取核酸（DNA 或 RNA）。如果对 RNA 进行测序，需从 RNA 模板逆转录得到 cDNA。
B. 文库制备步骤中，将 DNA 片段化并在末端添加接头。
C. 对文库中的每个片段进行平行测序。
D. 将单个序列 read 与参考序列（例如参考基因组或已知基因）进行比对。
E. 生成一致的比对 read，用于后续的变异检出。

多重分析

除了在 NGS 仪器上生成的数据量增加以外，每次运行的样本通量也随着时间的推移而增加。多重分析可以将大量
或大批样本合并起来，在单一测序运行中同时测序（图 3）。采用多重样本时，唯一标签序列（或“条形码”）在文
库制备过程中被添加到每个 DNA 片段，以便在最终数据分析前识别每一个 read 并对其分类。通过使用 NGS 进行
多重分析，研究人员可以快速处理大量样本，并利用其统计学分析能力准确地检测表达谱。多重分析大大缩短了多
样本研究获得数据的时间，研究人员能够更快、更轻松地从实验中得到答案。

http://www.illumina.com/SBSvideo
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测序服务和系统

服务实验室是研究人员刚开始使用 NGS 时的一种高性价比选项。它遍布全球，能提供多种样本类型的测序服务。供
应商可针对各种研究设计提供服务，包括 RNA-Seq、亚硫酸氢盐测序、ChIP-Seq、小 RNA 分析等。一些服务供应
商还提供分析后的数据，缩短研究人员分析数据的时间，让其可以专注于下一次发现。

如需查找附近的服务供应商，请联系您当地的客户经理或通过 customerservice@illumina.com 联系 Illumina 客户
服务部门。

考虑到 NGS 带来的优势，许多研究人员会选择购买 NGS 系统。现有的系统包含可满足不同研究规模的仪器，从
可以在单次运行中处理许多个样本的高通量仪器到适合小规模研究的桌面式测序仪。请访问 www.illumina.com/
sequencer，查找最适合您实验室的测序仪。

如需查看 Illumina 文库制备试剂盒的完整列表，请访问 
www.illumina.com/products/by-type/sequencingkits/library-prep-kits.html

单细胞研究

没有一项技术比流式细胞技术更能拓展免疫学领域。流式细胞术让研究人员能够在单细胞水平上鉴定免疫细胞表型，
从而使我们能够了解 T 细胞和 B 细胞亚群以及它们在免疫、耐药性和肿瘤发生中的具体作用。15 相比之下，基因组
分析技术如 NGS、qPCR 和芯片通常在大量细胞样本上进行。单细胞 NGS 是一种新兴的方法，可检测单个细胞的
基因组、转录组或表观基因组，提供组织中细胞间变异的高分辨率视图。单细胞测序可以在周围环境中识别细胞，
让研究人员能够单独评估细胞，而不是依赖于整个细胞群的平均信号。目前，在 ILMN 技术的基础上已开发有超过 
75 种 16 单细胞 NGS 方法。这些方法让研究人员能以高通量的方式分析单个细胞的转录组 17、表观基因组 11 和基因
组 18。这些研究的数据正在重新定义我们对造血细胞生成 19、大脑发育 20 和肿瘤发生 21 的理解。
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单细胞研究接上页

A B C D

样本 1 

样本 2 

图 3：	样本多重分析概述。

A. 来自两个独特样本的两个具有代表性的 DNA 片段分别连接到一个特定的条形码序列上，该条形码序列可识别样本来源。
B. 混合每个样本的文库并进行平行测序。每个新 read 都包含了片段序列以及能够识别样本的条形码。
C. 通过条形码序列将各个样本区分开。
D. 每组 read 与参考序列进行比对。

结语

过去十年中，NGS 技术的进展提高了人们对基因组学的认知，这反过来又催生出了研究细胞功能和变异的新方法。
研究 DNA 和 RNA 序列可深入了解蛋白质功能和调控，这对疾病研究意义重大。

有了 NGS，科学家可以进行多重分子分析，而不是依次分析单个分子，可以为研究建立无偏差的起点，加快研究进度，
最终更快地发布研究结果。结果是通过 NGS 的高分辨率和定量分析发现更多蛋白质前体的信号。随着越来越多的
实验室采用 NGS，和越来越多的研究不断地持续绘制特定表型的遗传图谱，越来越多的生物学家如今已能够使用强
大的遗传工具来指导其实验设计。Illumina 致力于提供业界最高的数据质量，这体现为 Illumina 在所有 NGS 技术
公司中拥有最多的仪器安装基数 22 以及与许多研究领域的领导者保持着良好的关系。总而言之，我们带来了 NGS，
让人们对人类生物学和疾病能有更深层次的了解。

如需查看 Illumina 文库制备试剂盒的完整列表，请访问 
www.illumina.com/products/by-type/sequencingkits/library-prep-kits.html
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术语表

接头：与测序文库中每个 DNA 片段的 5' 和 3' 端相连的特定寡核苷酸。这些接头序列与 Illumina 测序流动槽表面结
合的寡核苷酸互补。

桥式扩增：在 Illumina 流动槽表面发生的扩增反应——也称为簇生成。流动槽表面被两种不同的寡核苷酸覆盖。重
复的变性和延伸循环（类似于 PCR）导致单个片段局部扩增至数千个相同的片段。数百万至数十亿个独特的克隆簇
覆盖于流动槽表面。Illumina NGS 的簇生成发生在测序仪器或 cBot（单独的流控技术仪器）中。

簇：与流动槽表面结合的模板 DNA 的克隆分组。每个簇都来源于单条 DNA 模板链，通过桥式扩增生成大约 1,000 个 
拷贝。流动槽上的每个簇都产生单条测序 read。例如，流动槽上 100 万个簇将产生 100 万条 read。

流动槽：带有 1–8（取决于仪器平台）条物理隔离道的载玻片。每条道都包被有一层结合在表面并与接头互补的寡
核苷酸。视应用参数而定，每条道可以运行单个样本或最多 384 个多重样本的混池。

标签序列：也称为条形码或标签，这些独特的序列通常长 8–12 个碱基对，会与测序文库中的片段连接，用于后续
数据分析步骤中的识别。在文库制备阶段添加标签序列（通常是接头的一部分）。

多重分析：带有唯一标签的多个样本可以合并在一起，上样到同一流动槽中，在单一测序运行中同时测序。根据应
用类型和所用测序仪器的不同，可以合并 10–384 个样本。

Read ：流动槽上的单个簇产生的独特序列。序列 read 的长度取决于仪器运行时设置的测序循环数。例如，150 个
循环数的测序运行会产生 150 个碱基对的 read，流动槽上的 100 万个簇将产生 100 万个独特 read。测序运行完成 
后，所有的序列 read 都将导出生成数据文件。

参考基因组：已知或先前已测序的基因组。新的序列 read 会比对到充当骨架参考基因组上（重测序）。在没有参考
基因组的情况下，必须使用 contig 组装（从头测序）来构建基因组。

边合成边测序（SBS）：SBS 技术利用 4 种荧光标记的寡核苷酸来平行测序流动槽表面的数百万至数十亿个簇。在
每个测序循环中，单个带有标记的 dNTP 被添加到核酸链中。核苷酸标记作为“可逆终止子”用于聚合。在 dNTP
掺入后，荧光染料可通过激光激发和成像来识别，然后用酶切除，以便下一轮的掺入。通过测定每个循环的信号强
度来直接进行碱基检出。
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