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　　１９９５年Ｖｅｌｃｕｌｅｓｃｕ等首次提出了关于转录组的概念［１］，

转录组广义上是指某一特定功能状态下，细胞内所有转录表

达的基因总和，其中包括编码ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）和非编码ＲＮＡ如
ｔＲＮＡ、ｒＲＮＡ、ｓｎＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ等，而非编码 ＲＮＡ不能被转录
识别，不能翻译成蛋白质，但是能参与某些蛋白质翻译过程；

狭义上是指所有 ｍＲＮＡ的总和［２］。１９９５年第１个转录组是
由Ｖｅｌｃｕｌｅｓｃｕ等在酿酒酵母细胞中获得的，当时的技术共获
得了６０６３３个转录本，揭示了４６６５个基因，其中有１９８１个
基因是具有已知功能的，其他２６８４个基因尚未被鉴定过［１］。

从人类基因组计划［３］的实施开始，截至２０１３年１０月已有６８
种植物和１１９种动物的基因组文章相继发表。高通量测序在
过去十几年中快速发展，促使关于生物的功能基因组研究日

益兴起，人们利用测序技术研究了从简单模式生物（如酵母、

拟南芥、水稻等）到人等一些高等物种的基因组中 ＤＮＡ修饰
和ＲＮＡ的定性定量变化等动态的基因组位点的特性。在对
基因组测序和分析研究的同时，关于复杂的转录组研究也广

泛发展起来。利用高通量测序技术平台分析转录组的结构和

表达水平，更能挖掘未知转录本和稀有转录本，精确地识别

ＲＮＡ的可变剪切以及编码序列的单核苷酸多态性（ＳＰＮ），更
进一步解析复杂的转录组信息［４］。

最初的转录组研究主要以基因芯片微阵列技术为基础，

由于基因芯片技术的检测范围取决于芯上的探针信息，所以

只能检测已知序列的特征，缺少发现新基因的能力，而高通量

测序技术可以很好地弥补基因芯片技术在这方面的不足。因

此，现阶段转录组的研究是借助于高通量的二代ＤＮＡ测序技
术（ＮＧＳ）［５］来完成的，通过构建 ｃＤＮＡ文库并对 ｃＤＮＡ进行
高通量测序，分析测序结果进而解析转录组学中的复杂变化，

这使ＲＮＡ测序技术对基因芯片微阵列技术是极大的挑战。
目前，以基因测序技术为核心的新技术平台支撑体系已经相

对成熟和完善，例如：Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司的Ｓｏｌｅｘａ测序技术、罗氏公
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司的４５４测序技术、ＡＢＩ公司的 ＳＯＬＩＤ测序技术以及美国螺
旋生物科学公司的新型纳米孔测序技术等［５］。ＲＮＡ测序技
术平台随着ＮＧＳ技术的不断更新和提高而日益成熟完善，如
测序通量、测序长度、错配率、碱基配对读取能力等测序性能

方面技术的提高均有利于转录组的研究。

新ＲＮＡ测序技术的不断更新和创新，为人类逐步全面了
解真核生物和原核生物的转录组信息提供了新的定性和定量

的生物信息学方法。本文阐述了改善转录起始位点的映射、

ＲＮＡ特异链的测定、融合基因的检测、小ＲＮＡ定性的分析以
及ＲＮＡ可变剪切的识别的发展，综述了利用单分子测序技术
实现ＲＮＡ的直接测序，通过二代测序技术与单分子测序技术
相结合的方式更深层次、更全面的获得转录组信息，并展望了

ＲＮＡ测序在研究转录组的潜能。

１　ＲＮＡ测序的研究内容

１．１　转录起始位点的预测
转录起始位点（ＴＳＳｓ）是指 ＲＮＡ聚合酶识别和结合的位

点，并且能够识别和调控每个转录本表达的启动子。第１个
高通量获得转录起始位点预测方法是帽分析基因表达法

（ＣＡＧＥ），该方法是由最早的Ｓａｎｇｅｒ测序法［６］发展而来的，并

能通过ｃＤＮＡ克隆获得完整的 ＲＮＡ帽子结构。该方法虽然
对转录起始位点的预测有效，但需要大量高质量的ＲＮＡ并且
获得的转录起始位点很短，仅是２０～２１个核苷酸长度。

通过ＮＧＳ技术发展，ＣＡＧＥ方法得到了改进，经研究发
现，通过该方法可以获得整个基因组范围内复杂的转录起始

位点分布和独特的启动子。因此，ＣＡＧＥ与ＲＮＡ测序技术结
合后衍生出了以ＣＡＧＥ策略为基础的ＤｅｅｐＣＡＧＥ法［７］、ｎａｎｏ
ＣＡＧＥ法［８］、ＣＡＧＥｓｃａｎ法［８］以及 ＰＥＡＴ法［９］，同时以 Ｓａｎｇｅｒ
测序为基础的分析转录起始位点预测的方法受到了 ＲＮＡ测
序技术与ＣＡＧＥ结合的挑战。例如，ｎａｎｏＣＡＧＥ法［８］解决了

ＧＡＧＥ法需要大量 ＲＮＡ的缺点，可以通过放大技术从１０ｎｇ
的总ＲＮＡ量获得转录起始位点的映射；ＰＥＡＴ法和ＣＡＧＥｓｃａｎ
法［８－９］双末端测序可以获得转录起始位点映射以及转录起始

位点下游区间，具有良好的连通性并能促进识别特殊的转录

本。此外，双末端测序缓解了对单个短读取重复区的校对，通

过ＲＮＡ测序可以获得序列的重复特性。虽然这些方法结合
了ＮＧＳ技术，克服了一些 ＣＡＧＥ方法的不足，但是也存在一
定的弊端。例如，在检测扩增结果过程中的操作步骤，可能影

响了转录起始位点出现的频率［８］；此外，在ｃＤＮＡ合成和测序
的过程中会产生引物二聚体，这就减少了测序的有效结

果［８］。因此，这些与ＲＮＡ测序技术结合的方法，虽然在定性
检测方面很有效，但是在定量检测方面还需要进一步的提高

和优化。

以ＲＮＡ测序为基础的转录起始位点预测研究具有依赖
ｃＤＮＡ合成和测序技术的局限性，这个局限性主要是由 ＲＮＡ
的结构和序列特点造成的。此外，以ＲＮＡ测序为基础的转录
起始位点映射很难捕获那些转录水平高且自身能够快速降解

的转录本，如 ｍｉｃｒｏＲＮＡ。解决这些限制需要 ＲＮＡ测序技术
与其他方法相结合，如以染色体为基础的转录起始位点的预

测，依赖于对组蛋白修饰后对转录本进行有效的检测［１０－１１］。

转录后加工出现５′帽子结构的 ＲＮＡ片段有利于被检测［１２］。

因此，单单依赖于ＧＡＧＥ法获得的转录起始位点具有在转录
后加工中难分离的难题。

１．２　链特异性测序
在关于转录组学的研究中发现，物种中普遍存在反义转

录现象。反义转录的生物学功能明晰，它能在生物体正常生

理状态和病理状态下发挥各种作用［１３］。因此，在更深层次研

究转录组时，对正义链和反义链的测序和分析研究成为了一

个重点。标准的ＲＮＡ测序方法一般需要合成双链的 ｃＤＮＡ，
这样会丢失ＲＮＡ链的部分信息。此外，在ｃＤＮＡ第１条链合
成后需要依赖ＤＮＡ聚合酶（ＤＤＤＰ）反转录产生ｃＤＮＡ的第２
条链，此过程会引入虚假的信息［１４－１５］，这能混淆转录检测的

分辨率。作为抑制反转录酶 ＤＤＤＰ活性的物质，放线菌素 Ｄ
的有效抑制作用尚未被报道［１６］。为克服这些难题，已经开发

了链特异性ＲＮＡ测序的分析策略。
对特异链信息的获得依赖于３种方式：第１种方法是在

ＲＮＡ尾部或ｃＤＮＡ第１条链预定方向连上接头，已知方向上
的接头被作为获取ＲＮＡ链信息的参考点；第２种方法是直接
对ｃＤＮＡ的第１条链进行测序；第３种方法是在合成的ｃＤＮＡ
第２条链或ＲＮＡ上进行选择性标记。这些方法可以让大家
更了解反义转录过程，包括反义ＲＮＡ转录位点图谱的建立如
核糖体转录位点和识别新的反义转录的启动子。以酿酒酵母

的基因组作为参考，比较这３种方法［１７］，结果发现关于链特

异性水平、平均覆盖率、注释信息、建库复杂性以及定量表达

谱分析等具有差异。关于外界添加酶的添加对这些数据造成

的特异性偏差依然缺乏更深入的研究，这些数据合理处理的

问题也成为日后研究的重点。

首先，逆转录酶在合成 ｃＤＮＡ的第 １条链并转录形成
ｃＤＮＡ第２条链时具有倾向性，目前尚不明晰这个依赖于
ｃＤＮＡ第 １条链测序的方法是否完全具有单链的特异
性［１５－１６］。这些方法通过对单链特异性进行比较分析获得已

知反义链的方向、基因注释以及相对读取位置。有研究表明，

小部分的读取方向是反义方向，所以这些链可能不完全具有

单链特异性。此外，ｃＤＮＡ第１条、第２条链不能恰当地对参
考序列进行定位［１７］。对基因组正义和反义的转录给出了不

完全的注释，即使在酿酒酵母这样模式物种中，这些方法也不

能完全确定链的特异性。

其次，添加接头的方法具有序列的偏好。依赖于接头的

方法会存在不同表现性的偏差，这种偏差存在于转录组分析

和核糖体分析中［１８－１９］。与使用３′端多聚腺嘌呤酶的获得的
文库相比使用接头获得的文库存在覆盖率不均匀的现象［２０］。

最后，其中一些方法包含使用溶液或者添加步骤都会添

加外来物如ＤＮＡ聚合酶的使用，例如，对 ＧＣ形式的偏差和
重复形式的读取。ＲＮＡ模板对 ＧＣ形式的存在有一定的偏
差，所以应该拥有中度的 ＧＣ含量［２１］。而对重复序列的读取

是特异链ＲＮＡ测序主要解决的问题，这些影响因素能通过链
特异性ＲＮＡ测序技术的发展或已有测序技术的改变和提高
得到解决。

１．３　可变剪接的识别
目前，已知１５％～６０％的突变来源于 ＲＮＡ可变剪接，完

整的ＲＮＡ可变剪接事件是分析和了解细胞分化和疾病发生
的关键点［２２］。可变剪接有６种基本形式，即内含子保留、可
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变的５′端、可变的３′端、外显子盒、互斥外显子、可变的起始
或末端外显子（这 ２种形式更有可能是可变启动子、可变
ｐｏｌｙＡ位点造成的）。因此，可变剪切事件的识别在 ＲＮＡ测
序中具有重要性。最早利用 ＲＮＡ测序方法对可变剪切位点
识别的研究受测序读取长度的限制，因此最初的ＲＮＡ测序对
可变剪接的研究通过使用计算机来弥补这一限制。在人的基

因组中超过９５％的外显子基因具有可变剪切的发生，每个组
织中含有１１００００个新型剪接位点，可变剪切事件改变了对
人类基因组的组装，从而获得了人的基因，数量为３５０００［２３］。
通过计算每个外显子读取基因的数量和每个剪接点的生成，

决定每个接点剪接效率和不同种类亚型的水平［２４］。

通过改进目前的ＲＮＡ测序技术来增加读取的长度，能更
好地映射到具有可变剪切的外显子上。通过改进测序技术能

提高读取区的分块［２５］，调整定位基因组每个独立的区块。此

外，通过改进双末端测序方法能从转录本的预计读取间距离

２点上获得更多的测序信息。现在在不需要先前已知转录信
息的基础上就能识别可变剪接事件的发生，识别可变剪接、转

录本连通性以及基因组组装方式需要获得全长转录本序列，

这些在未来可能产生新兴技术。

１．４　基因融合检测
基因融合技术是将不同的基因连接起来，从而表达具有

复合功能的融合蛋白，融合蛋白除了具有衍生因子的双重活

性外，还具有融合蛋白的活性高于衍生因子相加的活性。

ＲＮＡ测序技术结合计算机进行分析不仅可以对转录起始位
点进行识别，还可以用来检测有组织细胞中的基因融合现象，

其中用于生物医学方面的研究尤为重要。利用单端测序和双

末端测序相结合的策略更易检测到基因组 ＤＮＡ的易位和基
因组重排现象［２６］。然而，ＲＮＡ测序技术能够更好地识别物
种中产生异常变化的ＲＮＡ种类，使检测因功能性或互作关系
引起物种基因融合导致病变的研究具有可能性。此外，以基

因组ＤＮＡ为基础方法不能识别基因融合是由于非基因组因
素影响，如转移剪接或者相邻转录本间通读所引起的融合现

象［２６］。双末端配对的 ＲＮＡ测序能够提高基因覆盖率，因此
对检测基因融合具有特别的优势，现在该方法被用于病理学

的研究，并为调控与治疗提供潜在的可能性。

对基因融合检测所面临的最大难题是与之并行存在的

ＲＮＡ可变剪接。此外，ＲＮＡ测序分析不能检测包括拥有编码
序列的其他基因的启动子融合现象，同时在ＲＮＡ测序时含有
嵌合有外界添加制品的ｃＤＮＡ测序模板也可能导致基因融合
识别中假阳性的出现［２７］。但是，通过增加足够 ＲＮＡ测序的
测序通量和测序读取片段长度等技术的改进，可能会降低检

测基因融合过程中假阳性的产生［５］。

１．５　ｍｉｃｒｏＲＮＡ定量分析
ＮＧＳ技术对 ｓＲＮＡ的发现和鉴定的影响特别明显。对

ｍｉＲＮＡ的研究已经成为目前世界上 ＲＮＡ测序技术研究的热
点，ｍｉＲＮＡ最初的发现和研究是通过焦磷酸测序进行的［２８］，

后来随着高通量 ＮＧＳ平台的使用，大量的 ｍｉＲＮＡ被发现并
引起了研究的重视。但 ＮＧＳ样品的准备需要更长的 ＲＮＡ
（＞２００个核苷酸），因此二代测序对 ｍｉＲＮＡ研究不合适［２９］。

可见反转录和随机引物测序的策略，为其提供了解决问题的

新途径。

目前，研究ｍｉＲＮＡ的 ＲＮＡ测序方法的一个重要问题是
ｍｉＲＮＡ测序数据的标准化。随着测序技术的进步，关于
ｍｉＲＮＡ的研究思路逐渐变得清晰，通过以 ＮＧＳ为基础的
ｍｉＲＮＡ定量分析可以通过差异表达分析完成，但是还存在如
何获得每个ｍｉＲＮＡ的读取数量不是找出其实际表达丰度的
有效办法［３０］，这些差异更有可能是由在样品准备和测序时的

偏差所造成的。所以，新兴技术能否提高 ｓＲＮＡ定量测定与
分析让人拭目以待。

综上所述，高通量测序技术的不断发展使得测序量和成

本逐渐降低，但是还存在如何获得足够通量的测序覆盖度和

其他一些潜在的问题。在转录过程中，等位基因在表达上存

在差异，导致低丰度转录组本与基因型的测定和分析很难完

成，这就要求获得转录过程越丰富越好，优选优质的转录组测

序可以尽量减少测序的总成本并使分析样品数最大化。

２　单分子测序技术对ＲＮＡ的直接测序

２．１　ＲＮＡ测序的影响因素
目前，ｃＤＮＡ的合成和其他ＲＮＡ操作极大地限制了ＲＮＡ

测序技术的应用。现今许多 ＲＮＡ测序方法依赖于 ｃＤＮＡ的
合成和以及一系列的合成后续操作步骤，这使得ＲＮＡ测序的
应用具有一定的局限性。例如，人工条件下合成的 ｃＤＮＡ第
２条链在特异链 ＲＮＡ测序时相当困难。为了在特异链建库
时避免这一问题，使用ＲＮＡ－ＲＮＡ连接和建库的方法费力且
难构建，因此可以通过合成 ｃＤＮＡ作为模版来突破这个限
制［３１］。在反转录时，合成初期的 ｃＤＮＡ有时会从 ＲＮＡ中分
离出来，通过再退火与ＲＮＡ序列特异性结合到初始模板上并
进行延伸，会人工产生嵌合的 ｃＤＮＡ。通过模板切换能解决
在外显子－内含子界限的识别和嵌合转录上所产生的问题。
同时，反转录酶在无引物条件下由于ＲＮＡ的二级结构也能自
由合成ｃＤＮＡ，这将导致随机的ｃＤＮＡ被合成［３２］，这是由于反

转录酶与其他酶相比保真度低，缺乏校正机制［３２］。所以，在

ＲＮＡ反转录成ｃＤＮＡ时转化效率受试验条件影响。
ＲＮＡ测序技术除了ｃＤＮＡ影响因素外，还有其他影响因

素。第一，ＲＮＡ测序信号具有不均匀覆盖性，这就可能在转
录过程中因一些因素的影响产生偏差［３３］，如随机引物选择、

ｃＤＮＡ合成以及连接等。第二，使用统一的 ＲＮＡ测序策略，
导致在ＲＮＡ或ｃＤＮＡ读取长度选择的不合理，以致转录本长
度存在偏差，给下游分析造成了严重结果。第三，ＲＮＡ测序
定量分析需要考虑到不确定的读段长度和每个转录本读段正

常化［３４］。尽管随着转录方法的提高和生物信息学的发展允

许转录组从头合成测序，但存在的方法通常难以检测确定的

转录以及其覆盖全部长度。因 ＲＮＡ存在可变剪切，启动子、
转录位点以及转录边界和长度存在不确定性，正常长度是

ＲＮＡ测序定量分析的潜在错误源。第四，ＲＮＡ测序策略往往
涉及到ｍＲＮＡ的富集，因此利用ＲＮＡ转录聚合酶Ⅰ对ｍＲＮＡ
的ｐｏｌｙＡ进行富集可以获得理想的ＲＮＡ产物。
２．２　单分子测序的研究进展

目前，ＲＮＡ测序和分析技术发展受到诸多条件的限制，
单分子测序技术的出现解决了现阶段二代测序技术解决不了

的问题，因为单分子测序技术可以不经过反转录成 ｃＤＮＡ，不
改变ＲＮＡ的原本特性，直接对 ＲＮＡ分子进行测序。但是单
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分子测序也有其不足之处，使得ＲＮＡ直接测序技术发展前景
充满了未知。

二代高通量测序的读取序列片段太短，使得后续的组装

工作困难且繁琐。而三代高通量测序采用的是单分子测序原

理，不仅可以降低测序每个碱基的费用，简化测序样品的制备

流程，加快测序速度，缩短分析数据的过程，而且还具有读取

数百个碱基甚至更长片段的优点，运用在从头测序时使数据

分析过程简化了［３５］。这种长片段的测序技术与短片段测序

相比在后续组装中得到了简化，因而省去了不必要的麻烦，同

时还增加了转录组数据分析的新内容，如拷贝数变异情况、可

变剪切识别、转位情况、嵌合转录本识别以及基因型分期等。

ＲＮＡ直接技术是随着Ｈｅｌｉｃｏｓ公司的Ｈｅｌｉｓｃｏｐｅ并行单分
子测序技术发展起来的。现阶段主要的单分子测序技术分为

Ｈｅｌｉｃｏｓ公司的Ｈｅｌｉｓｃｏｐｅ并行单分子合成测序技术、Ｐａｃｉｆｉｃ公
司的ＳＭＲＴ单分子实时合成测序技术以及ＯｘｆｏｒｄＮａｎｏｐｏｒｅ公
司的纳米孔单分子测序技术。单分子测序技术具有二代测序

技术不具备的优点，如不在需要制备测序所用的ＤＮＡ文库可
以对样品片段直接进行单分子扩增、测序的速度更快、测序过

程具有并行度以及读取长度更长等。

Ｈｅｌｉｓｃｏｐｅ并行单分子合成测序技术的原理是该技术基
于边合成边测序的思想，将待测的ＲＮＡ样品连接上已知序列
的接头［通常为ｐｏｌｙ（Ａ）］并于单通道与含有 ｐｏｌｙ（Ｔ）的共价
引物进行杂交，再用过精准定位的成像系统鉴定具有标记的

测序片段，其具有以下特点：第一，测序可以不是同步的，可以

同时读取不同长度的片段，这就改善了二代测序读取长度均

一的策略，读取长度不均一的测序模板可造成测序速度快慢

不等。第二，在荧光标记的核苷酸上没有终止基团。在二代

测序时，测序模板存在同聚物时带有荧光标记的碱基之间与

同聚物结合会发生猝灭的现象，这样就无法识别读取的碱基

数，而Ｈｅｌｉｓｃｏｐｅ单分子测序技术能记录所读取的每个碱基数
据，这样就避免了猝灭现象的发生。第三，可以通过２步测序
（正向测序和反向测序）提高测序的准确性。第四，测序过程

中会有未标记的碱基、不发荧光的碱基以及污染碱基的混入，

会使测定缺失突变时的错误率较高，２步测序２次误差率分
别为２％～７％、０．２％ ～１．０％，但是在测定碱基替换突变时
的错误率非常低，２步测序 ２次错误率分别在 ０．０１％ ～
１００％、０００１％，这是目前测序技术中准确率最高的［３６］。

ＳＭＲＴ单分子实时合成测序技术的原理同样也是基于边
合成边测序的思路，该技术以 ＳＭＲＴ芯片作为测序载体进行
测序反应。ＳＭＲＴ芯片是一种带有需要零模波导孔（ｚｅｒｏ－
ｍｏｄｅｗａｖｅｇｕｉｄｅｓ，ＺＭＷ）的且孔的厚度为１００ｎｍ的金属片。
将ＤＮＡ聚合酶、测序模板以及带有不同荧光标记的 ｄＮＴＰ加
入到ＺＭＷ孔中，进行边合成边测序反应［３７］。ｄＮＴＰ的磷酸基
团被荧光标记，当ｄＮＴＰ被添加到合成链上时，进入 ＺＭＷ孔
的激光束会激发荧光，根据不同的荧光成像就能获得测序结

果；而添加到合成链上的ｄＮＴＰ的磷酸基团会被剪切并释放，
这样不再具有荧光标记，便不会再被识别。因此，ＳＭＲＴ单分
子实时测序技术的测序速度很快，其测定碱基的速度可以达

到１０个／ｓ［３８］，测序过程中对每条碱基链的数据都会进行评
估，更易发现稀有变异；具有超长的读长度，即平均读长度超

过１０００ｂｐ甚至更长等。但是，也存在缺陷，如不能高效利用

ＤＮＡ聚合酶且容易在ＺＭＷ中降解失活、总体上每个碱基测
序成本高、机器相当的昂贵等。

纳米孔单分子测序技术的原理与前两者不同，采样的是

电信号测序技术，通过借助电泳驱动单个分子逐一通过纳米

孔来实现测序［３９］。纳米孔的直径非常小，仅允许单个核苷酸

通过，因此可用于高通量测序。此外，纳米级别的孔径保证了

测序过程中良好的检测过程，使测序结果的准确性非常高。

ＲＮＡ测序时省略的扩增阶段和标记手段可直接测序，使简便
快捷的测序过程更可能成为现实。虽然纳米孔单分子测序技

术具有测序成本很低和测序长度很长的优点，但是在如何控

制纳米孔径、如何通过纳米孔径控制速度以及纳米孔材料和

制造等问题是该技术面临的最大问题。纳米孔径过大会造成

一次性通过的核苷酸过多，过小会造成单个核苷酸无法通过；

通过纳米孔径的速度会影响测序速度，通过速度过慢不能实

现快速高通量测序，而通过过快也不能确保识别信号的稳定

性；纳米孔制作的材料要求高，制造起来极其费时且其价格很

贵。这些因素影响了该技术发展的脚步，解决这些问题对直

接测序技术具有里程碑的意义。

总之，单分子测序技术是 ＲＮＡ直接测序的主要技术支
持。单分子测序技术在测序成本、错配率、读取长度以及测序

通量等技术指标上比二代测序技术有了更大的改进和提高。

用于ＲＮＡ测序时也解决了反转录成ｃＤＮＡ以及 ＲＮＡ含量低
和长短不均一等造成无法测序的问题，通过简化测序步骤和

对测序样品不需要预处理就使得 ＲＮＡ直接测序得以实现。
但是单分子测序技术还存在着不足，所以利用二代测序技术

和单分子测序技术相结合的方法可以解决目前研究中存在的

不少问题，如ＳＮＰ位点识别、基因缺失研究以及基因拷贝数
的变异分析等。

３　展望

测序技术从 Ｓａｎｇｅｒ测序技术发展到现阶段的单分子测
序技术，在这个过程中 ＲＮＡ测序技术的发展还在继续，并且
朝着更快速、更灵敏、更精准、更廉价的方向发展。ＲＮＡ测序
研究是基因功能研究及结构研究的基础，能够从整体水平上

研究基因功能以及基因结构。单分子测序技术推动 ＲＮＡ测
序技术更进一步发展，ＲＮＡ直接测序技术研究转录组已经逐
步替代基因芯片微阵列技术成为现在功能基因组学研究基因

表达的主流方式。
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２００６，８８（１）：１２７－１３１．

［３２］ＭａｄｅｒＲＭ，ＳｃｈｍｉｄｔＷ Ｍ，ＳｅｄｉｖｙＲ，ｅｔａｌ．Ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ
ｔｅｍｐｌａｔｅｓｗｉｔｃｈｉｎｇｄｕｒｉｎｇｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ－ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ：ａｒｔｉｆｉｃｉａｌｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆｄｅｌｅｔｉｏｎｓｉｎｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ
ｍＲＮＡ［Ｊ］．ＴｈｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＬａｂｏｒａｔｏｒｙａｎｄＣｌｉｎｉｃａｌＭｅｄｉｃｉｎｅ，２００１，
１３７（６）：４２２－４２８．

［３３］ＨａｎｓｅｎＫＤ，ＢｒｅｎｎｅｒＳＥ，ＤｕｄｏｉｔＳ．Ｂｉａｓｅｓｉｎｉｌｌｕｍｉｎａｔｒａｎｓｃｒｉｐ
ｔｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｃａｕｓｅｄｂｙｒａｎｄｏｍｈｅｘａｍｅｒｐｒｉｍｉｎｇ［Ｊ］．Ｎｕｃｌｅｉｃ
ＡｃｉｄｓＲｅｓｅａｒｃｈ，２０１０，３８（１２）：ｅ１３１．

［３４］ＬｉＢ，ＲｕｏｔｔｉＶ，ＳｔｅｗａｒｔＲＭ，ｅｔａｌ．ＲＮＡ－Ｓｅｑｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｅｓｔｉｍａｔｉｏｎｗｉｔｈｒｅａｄｍａｐｐｉｎｇｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ［Ｊ］．Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，２０１０，
２６（４）：４９３－５００．

［３５］邱　超，孙含丽，宋　超．ＤＮＡ测序技术发展历程及国际最新动
态［Ｊ］．硅谷，２００８（１７）：１２７，１２９．

［３６］汪正范，刘　娜．Ｈｅｌｉｃｏｓ公司单分子基因测序仪［Ｊ］．现代仪
器，２０１０（１）：９５．

［３７］ＬｅｖｅｎｅＭＪ，ＫｏｒｌａｃｈＪ，ＴｕｒｎｅｒＳＷ，ｅｔａｌ．Ｚｅｒｏ－ｍｏｄｅｗａｖｅｇｕｉｄｅｓ
ｆｏｒｓｉｎｇｌｅ－ｍｏｌｅｃｕｌｅａｎａｌｙｓｉｓａｔｈｉｇｈｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，
２００３，２９９（５６７）：６８２－６８６．

［３８］ＣｌａｒｋｅＪ，ＷｕＨＣ，ＪａｙａｓｉｎｇｈｅＬ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｂａｓｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａ
ｔｉｏｎｆｏｒｓｉｎｇｌｅ－ｍｏｌｅｃｕｌｅｎａｎｏｐｏｒｅＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ
Ｎａｎｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００９，４（４）：２６５－２７０．

［３９］ＲｕｓｋＮ．Ｃｈｅａｐｔｈｉｒｄ－ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ［Ｊ］．ＮａｔｕｒｅＭｅｔｈｏｄｓ，
２００９，６（４）：２４４－２４５．
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