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摘要　第二代测序技术发展到一定阶段以后其缺陷逐渐显现，而第三代测序技术的出现在一定
程度上弥补了第二代测序技术在应用方面的缺点。就目前正在发展的５种第三代高通量测序技
术的原理进行了阐述，并比较了这几种测序技术的优缺点，最后对三代测序技术在基因组测序，

甲基化研究，ＲＮＡ测序以及医学方面的应用作了简单介绍。
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　　随着测序技术的不断发展，第二代高通量测序技

术已经广泛地应用于各项研究领域中，但其不足之处

也日益凸显。例如，第二代测序读长较短，对后续的序

列拼接，组装以及注释等生物信息学分析带来困难［１］。

该技术原理是建立在 ＰＣＲ的基础上，扩增后得到的

ＤＮＡ分子片段的数目和扩增前 ＤＮＡ分子片段的数目

比例有相对偏差，而对基因表达分析有很大的影响［２］，

尤其是对大量表达的基因影响会更大［３］。这些缺点在

一定程度上制约了第二代测序技术的应用和发展，因

此第三代单分子测序技术应运而生［４６］，因其采用单分

子读取技术，有着更快的数据读取速度；同时不需要

ＰＣＲ扩增步骤，进一步降低了测序成本。

　　现有的第三代测序平台主要有：Ｈｅｌｉｃｏｓｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ

公司的ｔＳＭＳＴＭ（ｔｒｕｅｓｉｎｇｌｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）技术平

台，美 国 ＰａｃｉｆｉｃＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公 司 的 ＳＭＲＴ（ｓｉｎｇｌｅ

ｍｏｌｅｃｕｌｅｒｅａｌｔｉｍｅ）技术平台；美国 ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公

司的基于ＦＲＥＴ测序技术和美国ＩｏｎＴｏｒｒｅｎｔ公司、英国

ＯｘｆｏｒｄＮａｎｏｐｏｒｅＮｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司的纳米孔单分子技

术。本文就该五种第三代单分子测序平台和技术的原

理，优缺点和各方面的应用进行综合介绍。

１　测序平台介绍

１．１　并行单分子合成测序技术

　　ＨｅｌｉｃｏｓＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ是第一个设计开发单分子测序

方法（ｔＳＭＳＴＭ）技术平台的公司［７８］，其基础主要来自于

Ｂｒａｓｌａｖｓｋｙ等人的研究［９］。主要是利用合成测序理

论［１０］（图１），测序时首先将待测序列打断成小片段并

在３′末端加上ｐｏｌｙＡ（图１ａ），并用末端转移酶阻断（图

中标注为Ｆ１），同时在玻璃芯片上随机固定多个 ｐｏｌｙＴ

引物（其末端皆带有荧光标记），将小片段ＤＮＡ模板与

检测芯片上的 ｐｏｌｙＴ引物进行杂交并精确定位（图

１ｂ），通过成像来精确定位杂交模板所处的位置，建立

边合成边测序的位点（图１ｃ）；逐一加入荧光标记的单

色末端终止子及聚合酶的混合液孵育，洗涤，利用全内

反射显微镜（ｔｏｔａｌｉｎｔｅｒｎａｌｒｅｆｌｅｃｔｉｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＴＩＲＭ）

进行单色成像（图 １ｄ），之后切开荧光染料和抑制基

团，洗涤，加帽，允许下一个核苷酸的掺入（图１ｅ）。通

过掺入、检测和切除的反复循环，就可以实现实时测

序［１０］。由于该技术采用了 Ｃｙ５（吲哚５菁）荧光基团

（具有很好的光稳定性、高水溶性和高荧光效率，激发

波长在６４７ｎｍ处）和灵敏的监测系统，能够直接记录到

单个碱基的荧光，从而克服了其他方法须同时测数千

个相同基因片段以增加信号亮度的缺陷。
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图１　Ｈｅｌｉｃｏｓ单分子测序样本的准备及单核苷酸合成反应的图像采集

具体模板核苷酸碱基的加入、清洗及荧光位点的切除等示意图

Ｆｉｇ．１　Ｈｅｌｉｃｏｓｓｉｎｇｌｅｍｏｌｅｃｕｌｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｓａｍｐｌｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄｉｍａｇｉｎｇｏｆｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ（ａ）

Ｉｍａｇｅｓｅｒｉｅｓｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｎｇｔｅｍｐｌａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｂａｓｅａｄｄｉｔｉｏｎ，ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｒｉｎｓｉｎｇ，ａｎｄｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｉｎｋｅｒｃｌｅａｖａｇｅ（ｂ）

　　该平台文库制备简单，不需要ＰＣＲ扩增或连接酶，

特别适合 ＲＮＡ直接测序的应用。Ｈｅｌｉｃｏｓ公司的研究

人员利用ｔＳＭＳＴＭ进行 ＲＮＡ直接测序的可行性进行了

验证。

　　该公司 ＨｅｌｉＳｃｏｐｅ测序仪的优势是样本通量非常

高，２个流动槽可同时运行，每个流动槽有２５个独立通

道，每个通道又可以运行最多９６个标记分子条形码的

样本，这样每次运行的样本数可高达４８００个；缺点是

测序的平均读长相对较短，只有３５ｂｐ，准确率较低，约

为≤９７％［１１］，还有待于进一步的改进（表１）。

１．２　单分子实时合成测序技术

　　ＨｅｌｉｃｏｓＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司虽然第一个成功的开发了

单分子测序技术，但是将该技术成功进行商业化的是

ＰａｃｉｆｉｃＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司推出的单分子实时ＤＮＡ测序仪

（ＳＭＲＴ）［１２］。

　　ＳＭＲＴ技术是基于边合成边测序的思想，以 ＳＭＲＴ

芯片为载体进行测序反应。ＳＭＲＴ芯片是一种带有很

多零模式波导孔 （ｚｅｒｏｍｏｄｅｗａｖｅｇｕｉｄｅｓ，ＺＭＷ）（厚度

为１００ｎｍ）的金属片，ＺＭＷ是一种直径只有几十个纳

米的孔，由于其底部上的小孔短于激光的单个波长，导

致激光无法直接穿过小孔，而会在小孔处发生光的衍

射，形成局部发光的区域，即为荧光信号检测区（图２ａ

中的白色区域），该区域内锚定有 ＤＮＡ聚合酶。测序

时将基因组的 ＤＮＡ打断成许多小的片段，制成液滴后

将其分散到不同的ＺＭＷ纳米孔中。当ＺＭＷ孔底部聚

合反应发生时，被不同荧光标记的核苷酸会在小孔的

荧光探测区域中被聚合酶滞留数十毫秒，荧光标记会

在激光束（Ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ）的激发下发出荧光，根据荧光的

种类就可以判定ｄＮＴＰ的种类，反应完成后荧光标记会

被聚合酶切除而弥散出ＺＭＷ小孔，其它未参与合成的

ｄＮＴＰ由于没进入荧光信号检测区而不进入荧光信号

检测区［１３１４］。

　　ＳＭＲＴ测序时，样品准备过程涉及到样品 ＤＮＡ的

打断、末端补齐、连接接头、测序这几个步骤［１５］。测序
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中需要的样品量很少，样品准备中所用的试剂也很少，

而且测序过程中省去扫描和洗涤的过程，所以测序所

花的时间较少［１６］。

　　ＰａｃｉｆｉｃＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司第三代单分子实时测序系

统最初的Ｃ１试剂测序读长为１３００ｂｐ，数据量也较少。

新版Ｃ２试剂推出后，片段平均读长提升至３０００ｂｐ，数

据量也随之提高了３～４倍。目前公布出来的 Ｃ２试剂

的参数是：在 Ｌｏｎｇ模式下，平均读长可达到２５００ｂｐ，

９５％ｉｌｅ的读长可达到６５００ｂｐ；在ＸＬｏｎｇ模式下，平均

读长可达到３０００ｂｐ，９５％ｉｌｅ的读长可达到８５００ｂｐ。使

用Ｃ２试剂，每个ＳＭＲＴ孔可以获得９０Ｍ的可定位数据

（Ｍａｐｐａｂｌｅｄａｔａ）。现阶段每天最多可运行１２个 ＳＭＲＴ

孔，因此每天可获得 １２×９０＝１０８０Ｍｂ的可定位数

据量。

　　ＳＭＲＴ技术对于聚合酶的聚合速度和持续合成能

力达到一个较好的平衡，所以读长较长，这一点在很大

程度上优于二代测序［１６１７］。所以在序列拼接、定位以

及需要跨越重复区域的应用中有着极大优势。另外，

随着读长的增加，拼接过程中需要测序覆盖深度也会

随之下降。长读长（Ｌｏｎｇｒｅａｄｓ）可以帮助研究者对变

异进行更准确的定位（表１）。另外，该平台通量高、费

用较低、耗时短［１８１９］。

　　ＳＭＲＴ技术的缺陷是会出现插入和缺失错误。缺

失错误源于有时候碱基掺入速度过快，超过了相机的

拍摄帧数；插入错误源于有时候酶随机的选择一些碱

基，但并未真的将这些碱基掺入合成链中。但这些错

误是随机的，并不会随着读长的增加而提高，随着测序

覆盖深度的增加会逐渐被消除。未来随着试剂的不断

优化以及每个 ＳＭＲＴ孔可获得的数据量的增加，单分

子测序的原始准确度会逐步提高，且也会进一步提高。

１．３　纳米孔单分子技术

　　ＯｘｆｏｒｄＮａｎｏｐｏｒｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司研发的测序技术

（图２ｂ）完全不同于前两种测序技术，其核心就是将在

某一面上含有一对电极的特殊的脂质双分子层置于一

个微孔之上，该双分子层中含有很多由 α溶血素蛋白

组成的纳米孔（图２ｂ中紫色区域）中结合一个核酸外

切酶。当ＤＮＡ模板进入孔道时，孔道中的核酸外切酶

会“抓住”ＤＮＡ分子，顺序剪切掉穿过纳米孔道的 ＤＮＡ

碱基，每一个碱基通过纳米孔时都会产生一个阻断，根

据阻断电流的变化就能检测出相应碱基的种类，最终

得出ＤＮＡ分子的序列［２０２２］。

　　纳米孔单分子测序技术的一大优势就是仪器构造

简单使用成本低廉；因为它不需要对核苷酸进行标记，

也不需要复杂的光学探测系统（如激光发射器和 ＣＣＤ

信号采集系统等），能直接对 ＲＮＡ分子进行测序。同

时由于它是直接检测每一个碱基的特征性电流，因而

能对修饰过的碱基进行测序，这一点对于表观遗传学

研究具有极高的价值；缺点就是它采用的是水解测序

法，不能进行重复测序，因而无法达到一个满意的测序

精确度（表１）。
表１　第三代测序技术的各项参数的比较

Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐａｒａｍｅｔｅｒｓｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｔｈｉｒｄｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ

测序平台 读长 准确率
Ｒｅａｄｓ／
循环

耗时／
循环

费用／百万
个碱基

优点 缺点

Ｈｅｌｉｃｏｓ（ｔＳＭＳ） ２５～４５ｂｐ ９７％ １０亿 约８ｄ ＄１
产量高，文库制备简

单，不需要 ＤＮＡ扩增
或连接

错误率高，仪器贵

ＰａｃＢｉｏ（ＳＭＲＴ） １０００～４５００ｂｐ
８７％ （读长模
式），９９％ （准
确性模式）

３．５７．５
万

０．５１ｈ ＄２ 长读长，速度快
在准确性模式下产率

较低，仪器贵

Ｏｘｆｏｒｄ
Ｎａｎｏｐｏｒｅ １００ｋｂ ９６％   

有潜力达到高读长；可

以成本生产纳米孔；无

需荧光标记或光学手

段

切断的核苷酸可能被

读错方向；难于生产出

带多重平行孔的装置

ＦＲＥＴ ＞１５００ｂｐ ＞９９％  ２０ｍｉｎ   
ＩｏｎＴｏｒｒｅｎｔ ２００ｂｐ ＞９８％ ＞５００万 ２ｈ ＄１ 仪器便宜，速度快 同聚体错误

１．４　 基于ＦＲＥＴ的测序技术

　　基于荧光共振能量传递（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｒｅｓｏｎａｎｃｅｅｎｅｒｇｙ

ｔｒａｎｓｆｅｒ，ＦＲＥＴ）的测序仪最初是由ＶｉｓｉＧｅｎＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ

公司开发的。基本原理是先将被供体荧光基团修饰的

ＤＮＡ聚合酶和ＤＮＡ模板分子固定在固体表面，在被不同

颜色的受体荧光基团标记（荧光标记于γ磷酸盐上，反应

完成后会被切除）的核苷酸掺入时，会释放一个ＦＲＥＴ信

号，使ＤＮＡ分子发光，而发光的颜色则提示了碱基的类

７２１
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别（图２ｃ）［２３２４］。该过程比较简单直观，就像放电影一

样。但是该平台的应用较少，缺乏相应的技术参数。

１．５　半导体测序技术

　　半导体测序技术是由 ＩｏｎＴｏｒｒｅｎｔ研制开发。由于

该技术中也用了 ＥｍｕｓｉｏｎＰＣＲ技术，其实质是介于第

二代和第三代测序技术之间。该技术使用了一种高密

度半导体芯片，芯片上布满了小孔（图２ｄ中的蓝色部

分），每个小孔就是一个单独的测序反应池。实验时先

将芯片置于一个离子敏感层（ｉｏｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅｌａｙｅｒ）和离子

感受器（ｉｏｎｓｅｎｓｏｒ）之上，当ＤＮＡ聚合酶在每一个单分

子模板链上滑动时，发生聚合反应，释放出氢离子

（Ｈ＋），最终离子感受器就会捕捉到这种信号，从而读

出ＤＮＡ序列（图２ｄ）。由于该硬件设备无需光学检测

和扫描系统，并且使用天然核苷酸和聚合酶、无需焦磷

酸酶化学级联，无需标记荧光染料和化学发光的配套

试剂，具有制造成本低和测序费用低的优势。

图２　第三代测序平台示意图

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｔｈｉｒｄｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｐｌａｔｆｏｒｍｓ
（ａ）ＰａｃｉｆｉｃＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓＳＭＲＴＲｅａｌ?ｔｉｍｅｓｉｎｇｌｅ?ｍｏｌｅｃｕｌｅＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｐｌａｔｆｏｒｍｓ　（ｂ）ＴｈｅＯｘｆｏｒｄｎａｎｏｐｏｒｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｐｌａｔｆｏｒｍｓ　（ｃ）Ｌｉｆｅ

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓｃｏ．ＦＲＥＴｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｐｌａｔｆｏｒｍｓ　（ｄ）ＴｈｅｉｏｎＴｏｒｒｅｎｔｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｐｌａｔｆｏｒｍｓ

２　第三代单分子测序技术的应用

　　由于单分子测序具有通量更高，仪器和试剂相对
便宜、操作简单等的优势而比第二代测序技术有更广

阔的应用空间。

２．１　基因组测序
　　由于具有读长长的特点，ＳＭＲＴ测序平台在基因组
测序中能降低测序后的 Ｃｏｎｔｉｇ数量，明显减少后续的
基因组拼接和注释的工作量，节省大量的时间［２５］。

Ｃｈｒｉｓｔｏｐｈｅｒｎ等［２６］仅仅用０．５×的 ＰａｃＢｉｏＲＳ系统长度
的数据与３８×的二代测序（ＮＧＳ）的测序数据，对马达
加斯加的一种指猴基因组进行拼装，大幅度提高了数

据的质量和完整度，同时借助 ＰａｃｂｉｏＲＳ的帮助将原有
的Ｃｏｎｔｉｇ数量减少了１０倍。ＤａｖｉｄＡ．等［２７］利用ＰａｃＢｉｏ
ＲＳ平台和Ｃ２试剂通过全球合作几天内就完成了从德
国大肠杆菌疫情中获得的大肠杆菌样品以及近似菌株

的测序和数据分析，最终获得了２９００ｂｐ的平均读长以
及９９．９９８％的一致性准确度。在对霍乱病菌的研究
中，第三代测序技术已初现锋芒。研究人员对５株霍
乱菌株的基因组进行了测序研究，并与其他２３株霍乱
弧菌的基因组进行对比。结果发现海地霍乱菌株与

２００２年和２００８年在孟加拉国分离得到的变异霍乱弧

菌ＥｌＴｏｒＯ１菌株之间关系密切，而与１９９１年拉丁美洲
霍乱分离株的关系较远。相对ＮＧＳ的优势就是能更快
获得结果，因此该系统在鉴定新的病原体和细菌的基

因组测序方面得到很广泛的应用［２８］。

　　在测序成本方面，Ｑｕａｋｅ利用一台Ｈｅｌｉｃｏ技术平台
对自身的基因组进行了测序。实验仅用了４个星期，
花费４８０００美元。该结果覆盖了９０％的人类参考基因
组，覆盖度达２８倍，序列读长为２４到７０ｂｐ，平均读长
为 ３２ｂｐ，预测出基因组中的 ２８０５４７１个 ＳＮＰ，与
ＩｌｌｕｍｉｎａＨｕｍａｎ６１０Ｑｕａｄ的ＳＮＰＢｅａｄＡｒｒａｙ检测到的结
果进行比较，一致性达到 ９９．８％［２９］。Ｈａｒｒｉｓ等利用
Ｈｅｌｉｃｏｓ平台完成了Ｍ１３细菌基因组的重测序，平均测
序深度大于１５０×，覆盖度达到１００％。他们用短小的
ＤＮＡ标签加在 Ｍ１３的基因组打断的小片断上，加入
ＤＮＡ复制酶和带有荧光标签的碱基或碱基对。当荧光
ＤＮＡ形成链时，就拍下每个新加上的碱基对。该方法
成功的侦测到单个碱基的荧光，实现了高通量、低费用

的重测序技术开发［３０］。

２．２　甲基化研究
　　ＳＭＲＴ技术采用的是对ＤＮＡ聚合酶的工作状态进
行实时监测的方法，聚合酶合成每一个碱基，都有一个

时间段，而当模板碱基带有修饰时，聚合酶会慢下来，
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使带有修饰的碱基两个相邻的脉冲峰之间的距离和参

考序列的距离之间的比值如果大于１，由此就可以推断
这个位置有修饰。甲基化研究中关于５ｍＣ和５ｈｍＣ
（５ｍＣ的羟基化形式）是甲基化研究中的热点。但现
有的测序方法无法区分５ｍＣ和５ｈｍＣ。美国芝加哥

大学利用ＳＭＲＴ测序技术和５ｈｍＣ的选择性化学标记
方法来高通量检测５ｈｍＣ。通过聚合酶动力学提供的
信息，可直接检测到 ＤＮＡ甲基化，包括 Ｎ６甲基腺嘌
呤、５ｍＣ和５ｈｍＣ［３１３２］，为表观遗传学研究打开了一条
通路。

２．３　突变鉴定（ＳＮＰ检测）

　　单分子测序的分辨率具有不可比拟的优势，而且
没有ＰＣＲ扩增步骤，就没有扩增引入的碱基错误，该优
势使其在特定序列的 ＳＮＰ检测，稀有突变及其频率测
定中大显身手。例如在医学研究中，对于 ＦＬＴ３基因是

否是急性髓细胞白血病（ＡＭＬ）的有效治疗靶标一直存
在质疑。研究人员用单分子测序分析耐药性患者基

因，意外发现耐药性与ＦＬＴ３基因下游出现的稀有新突
变有关，重新证明了ＦＬＴ３基因是这种最常见白血病—

急性髓细胞白血病（ＡＭＬ）的有效治疗靶标，打破了一
直以来对于这一基因靶标的疑惑。凭借 ＰａｃＢｉｏ平均
３０００ｂｐ的读长，获得了更多基因下游的宝贵信息，而基
于单核酸分子的测序能够检测到低频率（低至１％）罕
见突变，正是这项成果的关键所在［３３］。

２．４　ＲＮＡ测序

　　根据三代测序技术实时测序的特点，可以直接对
ＲＮＡ进行测序［３４］，做到了对特定组织和细胞内的表达

差异的精确定位。运用Ｈｅｌｉｃｏｓ操作平台对酵母的聚腺
苷酸化的转录本进行精确定量［３５］，用５０个通道中的６
个通道，共产生２．４亿个Ｒｅａｄｓ。利用Ｈｅｌｉｃｏｓ遗传分析
平台可以将ＤＮＡ聚合酶换成反转录酶对 ＲＮＡ直接测
序，主要通过 Ｐｏｌｙ（ｄＴ）包被的表面捕获聚腺苷酸化的
ＲＮＡ，成功完成对酿酒酵母 ＲＮＡ的直接测序，免除将
ＲＮＡ转变成 ｃＤＮＡ的过程［３６］。同时借助 ＰａｃＢｉｏ技术
平台，也可完成对ＲＮＡ的直接测序，Ｕｅｍｕｒａ等［３７］就利

用该技术进行实时测序观察核糖体中ｍＲＮＡ的翻译过
程。单分子测序技术最大的优势，也是最直接的应用

就是检测细胞和组织内基因表达水平，同时对基因的

结构做出分析，如 ＲＮＡ的剪接，是否有碱基突变或异

常表达基因等。而且还能检测到微量的基因表达子或

罕见的非编码ＲＮＡ［３８］。ＰａｃＢｉｏＲＳ还可对连续的 Ａ或
者Ｔ区域测序，因为ＰｏｌｙＡ长度和ＲＮＡ的半衰期有关，

所以对长ＰｏｌｙＡ的研究对ＲＮＡ的代谢有重要意义。
２．５　重复序列和ｐｏｌｙ结构的测序
　　在所有人的 Ｘ染色体上都有一段 ＣＧＧ三核苷酸
重复序列，正常人的ＣＧＧ重复次数为５４４次。过长的
重复次数会对ＦＲＭ１基因转录或翻译出 ＦＲＭ１蛋白不
利，当重复次数超过２００次时，就会导致脆性 Ｘ综合
征，所以检测ＣＧＧ的重复次数非常有意义。但是这个
重复长度的测序用Ｓａｎｇｅｒ测序和第二代测序技术都是
难以完成的。美国ＵＣＤａｖｉｓ医学院利用ＰａｃＢｉｏ技术环
形比对测序模式，对 ＦＭＲ１中的 ＣＧＧ三核苷酸重复区
域进行了测序，获得了超过１０ｋｂ的原始读长，覆盖了
ＣＧＧ重复超过７５０次的三核苷酸重复区域［３９］。

２．６　医学领域的应用
　　加拿大安大略省癌症研究所通过 ＰａｃＢｉｏＲＳ系统
进行临床样本的癌基因及癌症治疗敏感／抗性相关的
遗传标记的测定，辅助病人的后续治疗方案。该研究

所已经通过先期测试积累了大量的经验和数据，正在

加快后续大规模临床测试及以此为基础的个性化治疗

的进程［４０］。

　　单分子测序技术的出现，对个体医学研究产生的
影响是最大的。由于测序通量增加，所以在短时间内

就可以完成人体染色体将近３００亿个碱基对的测序。
而费用降低，基因组测序费用将会接近甚至达到１０００
美元基因组的目标。这就可以达到个体医学的初步任

务，即建立个人基因组信息档案［４１］。当得到个体的基

因组信息档案后，个体的生命信息就一目了然，那么该

个体是否具有某种疾病的易感性，或者在患有某种疾

病以后对治疗方法的敏感性以及以后都可以在一定的

范围内得到推断。这就使得医疗能以个人的基因组基

本信息作为诊断、治疗和防止的手段。由此可见单分

子测序技术将会对个体医学的发展产生巨大的影

响［３４］。

２．７　其他方面的应用
　　除了以上提到的几个应用方面外，第三代单分子
测序技术在其他方面也有应用。在二代测序数据拼接

中，第三代测序技术读长长的优势被用来补 Ｓｃａｆｆｏｌｄｓ
之间的缺口［４２］。由于测序时对 ＧＣ没有偏好性，该特
点也可以被用于高ＧＣ含量的区域测序中。同时，三代
测序技术也能被用于具有复杂二级结构的测序中，例

如发夹结构，茎环结构等。

３　展　望

　　第三代测序技术由于其特有的优势必将会在很多
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研究领域替代一代和二代测序技术平台，使测序成为

中小型实验室的常规分析手段。当然，单分子测序技

术还处于初步发展的阶段，其缺点也是客观存在的，还

有很多需要完善的地方。

　　同时第三代测序技术的进一步发展也面临着来自

各方面的挑战，例如，记录数据所用的工程学方面和光

学方面的挑战；测序反应时需要的化学和生物工程领

域的挑战以及相比二代测序更多的数据处理能

力等［４３］。
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