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1 基因测序的原理

基因测序是一种新型基因检测技术，能够从血液或唾液中分析测定基因全序

列，预测罹患多种疾病的可能性，个体的行为特征及行为合理。基因测序技术能

锁定个人病变基因，提前预防和治疗。基因测序相关产品和技术已由实验室研究

演变到临床使用，可以说基因测序技术是下一个改变世界的技术。

基因测序技术的发展历史，是效率、通量和成本的变革历史，促进了基因测

序的普及，对生命科学和医学研究起到重大推动作用，也使得大规模商业化的应

用变为可能。从 Sanger 测序法发明以来，基因测序的发展大致历经三个发展阶

段：

1.1 第一代测序：

1977 年 Sanger发明了双脱氧核糖核酸链末

端终止法，自上世纪 90 年代起，大量基因测序

均采用半自动化毛细管电泳 Sanger测序法。该

测序方法的主要步骤和原理如下：

DNA 片段扩增：将碎片化的 DNA连接到质粒载体中，跟随质粒进行自我复制；

循环测序：加入一定比例带有荧光标记的、可以用来中断 DNA合成反应的反应

物，DNA复制过程中在任一位置都有可能终止，经历大量循环合成后将形成长

短不同的、带末端标记的 DNA链；

凝胶电泳：通过凝胶电泳，DNA链将根据长短次序依次排开，利用放射自显影

各链末端的荧光标记，实现 DNA序列读取。

该技术的突出优势是长度长及高准确性，一次读取 DNA 片段长度可

1,000bp，准确率可到 99.99%；但测序通量低，耗时长，成本高，因此应用范围

有限。目前该技术主要用于单基因病多外显子的测序或者少量基因多位点的检测，

以及验证高通量测序中出现的阳性结果。虽然其他测序技术有很大的通量，但基

于 Sanger 原理的毛细管电泳测序仍是超高精度测序的金标准，目前其他新发展



的测序技术结果都必须应用 Sanger测序技术对其结果进行认证。因此，该测序

技术尚未完全被取代。

1.2 第二代测序：

第二发展阶段的代表性测序技

术主要是高通量测序技术，又称下

一代测序技术（即 Next Generation

Sequencing, NGS），是目前也是未

来较长时间内的主流基因测序技术。高通量测序技术的核心思想是边合成边测序，

即通过捕捉新合成的末端的标记来确定 DNA的序列。该测序方法的主要步骤和

原理如下：

建库：DNA碎片化，并添加接头到 DNA片段两端；

桥式扩增并形成 DNA 簇：携带引物的 DNA两端固定在测序芯片上，通过桥式

PCR 反应实现 DNA 扩增，以实现信号放大，DNA 在各自的位置解链后形成

DNA 簇，该 DNA 簇内的 DNA 完全相同；

边合成边测序：反应体系内的 4 种碱基用不同的荧光标记分别标记，DNA 簇

中的各 DNA 链同步复制，每延伸一个碱基读取一次信号，实现边合成边测序，

且各 DNA 簇同时读取，实现高通量。

高通量测序的不同 DNA 片段固定在同一个基因芯片中同时边合成边测序，

因此通量和速度大幅提高；但由于在高通量测序中，单个 DNA 必须扩增成由

相同 DNA 组成的 DNA 簇，来增强荧光信号强度从而读出 DNA 序列，随着

DNA片段长度增长，在扩增过程中，碱基添加出现错误的概率也随之增加、且

基因簇复制的协同性降低，将导致测序质量下降，这严格限制了高通量测序的读

长（不超过 500bp）。因此，高通量测序具有通量高、读长短的特点，需要在建

库阶段打断 DNA 成为小片段，测序完毕后经由生物信息技术作拼接，因此对

实验技术和生物信息技术有较高的要求。

高通量测序大幅降低了测序成本、缩短了测序时间，同时保持了较高的准确

性，目前是基因测序主流技术，也是基因测序技术商业化应用普及的主要推动力。



以人类基因组测序为例，高通量测序将一人份基因组测序的时间从数年缩短至一

周，测序成本由上亿美金降低到数千美金甚至更低。

1.3 第三代测序：

不经过扩增的单分子测序和长读

长为标志的DNA测序技术被称为第三

代测序技术，因其测序时 DNA分子无

需 PCR 扩增，实现了对每一条 DNA

分子的单独测序，也称为单分子测序技术。以 PacBio 公司的 SMRT 和 Oxford

Nanopore Technologies纳米孔单分子测序技术为代表。

PacBio SMRT技术应用了边合成边测序的思想，并以SMRT芯片为测序载体，

芯片上有很多小孔，每个孔中均有 DNA聚合酶。测序基本原理是：DNA聚合酶

和模板结合，4色荧光标记 4 种碱基（即是 dNTP），在碱基配对阶段，不同碱

基的加入，会发出不同光，根据光的波长与峰值可判断进入的碱基类型。DNA 聚

合酶是实现超长读长的关键之一，读长主要跟酶的活性保持有关，它主要受激光

对其造成的损伤所影响。另外，可以通过检测相邻两个碱基之间的测序时间，来

检测一些碱基修饰情况，既如果碱基存在修饰，则通过聚合酶时的速度会减慢，

相邻两峰之间的距离增大，可以通过这个来之间检测甲基化等信息。SMRT技术

的测序速度很快，每秒约数个 dNTP。但是，同时其测序错误率比较高（这几乎

是目前单分子测序技术的通病），达到 15%，但好在它的出错是随机的，并不会

像第二代测序技术那样存在测序错误的偏向，因而可以通过多次测序来进行有效

的纠错（代价是重复测序，也就是成本会增加）。

Oxford Nanopore Technologies所开发的纳米单分子测序技术与以往的测序技

术皆不同，它是基于电信号而不是光信号的测序技术。该技术的关键之一是，设

计了一种特殊的纳米孔（只能容纳单分子通过），孔内共价结合有分子接头。当

DNA碱基通过纳米孔时，它们使电荷发生变化，从而短暂地影响流过纳米孔的

电流强度（每种碱基所影响的电流变化幅度是不同的），灵敏的电子设备检测到

这些变化从而鉴定所通过的碱基。



2 基因测序的应用

2.1 应用的领域

学术研究一直是基因测序行业最大

的用途，根据数据显示，2020 年学术研

究在基因测序行业的市场份额已经达到

54%。可以预见，随着基因测序技术的进一步提升，在科学研究领域的市场份额

将一步增大。其次，在临床研究中，基因测序市场占总市场的约 18%；医院诊所

的应用市场占比约为 14%，位列第三。

2.2 学术研究

从前瞻经济学人发布的全球基因测序数据来看，2020 年学术研究占比超过

50%，预计 2021年到 2026年以稳定的复合年进一步增长，而这种增长可归因于

NGS解决方案在研究项目中的应用在大学和研究中心进行。

去年，中国科学家向全球第一时间分享的首个新冠病毒基因组序列就是在因

美纳的技术平台上完成测序的，为后续的疫情防控，疫苗研发奠定了基础。而在

今年第四届进博会上，因美纳更是展出了在全球最多国家和地区通过临床注册的

中通量新一代测序平台（NGS），以及获得 2021年红点设计大奖的的基因测序

平台——NextSeqTM 2000。NextSeqTM 2000也是因美纳首个将文库扩增、测序

以及快速基因组分析整合在一个平台上的测序仪，其数据分析效率在同类产品中

出类拔萃。

随着国家政策的开放，我国基因测序行业得到了极大的发展，助推了各大巨

头争相抢占主要市场，比如，为加速本土基因测序的发展，因美纳带来了通量最

高的新一代测序平台，NovaSeqTM 6000Dx-CN技术原型机，目前已在中国完成

了试生产。据悉，目前，位于上海浦东的因美纳中国生产基地正在积极筹备，预

计将于明年第三季度投入生产。

2.3 临床应用和临床研究

在临床上，孕前基因筛查是人们目前最广泛地能接触到这项高精尖技术的渠

道。NGS 可以进行胚胎移植前的基因学检查、基于 cfDNA 的无创产前诊断、



DNA甲基化研究、新生儿基因筛查等。优生方面，包括产前筛查，包括叶酸代

谢能力、无创产前基因检测、染色体异常筛查；儿童的优育包括遗传疾病的筛查、

代谢性营养元素的基因检测、儿童安全用药、遗传代谢疾病等。该方法具有快速、

快速、高灵敏度和高特异性等优点。除了常规的染色体检查外，还可以进行单基

因检测，可以有效的预防胎儿的出生缺陷。传统的检测技术存在着一定的危险性，

需要花费大量的时间和精力。NGS 还可以从孕妇外周血液中提取 DNA 碎片，

进行无创产前检查。

同时，基因测序也是目前临床研究中最重要的手段。例如肿瘤的精准医疗，

是针对肿瘤异质性强的特点，为了创造更好的治疗和达到更好的预后，提高病人

的生存质量而提出的新概念，而其中比较重要的研究就是寻找新的生物标志物对

于病情进展以及预后的相关性，这其中，基因测序则是最重要的工具手段。

精准医疗是完善的人体基因检测。目前临床上将肺癌划分为 NSCLC 和

NSCLC；NSCLC分为鳞癌、腺癌、未分化癌、大细胞癌等。肿瘤的分子层次不

同，可以分为 EGFR阳性和 EGFR阴性。然后再根据不同的基因表现，制定相

应的治疗方案，形成个性化治疗。准确的肿瘤诊断应从以往的影像水平、细胞层

面的病理学检查逐渐发展为基因层面的分子诊断。

在肿瘤的前沿研究中，最不可或缺的一项就是通过对于病人关键靶点的测序

来展示队列的基因景观。刚刚发表在 Nature Medicine 杂志的研究论文 Genomic

and transcriptomic determinants of response to neoadjuvant therapy in rectal cancer

中，就可以看见作者首先在 FIG1中就以热图的形式展示了研究队列的基因景观。

科研成果的展现离不开基因测序这项重要的生物技术。



3 基因测序的局限和发展方向

第一代 Sanger测序因为它的原理和通量限制，并不适用于检测级别快速全面

的获得海量基因组信息。目前市场上，二代测序由于上、中、下游技术成熟、优

化完善、成本不断下滑，无疑是领军者，但它始终无法解决两大约束：一是需要

分子扩增，二是使用光学系统检测。这两个缺点是造成二代测序难以进入基层医

院和诊所的主要原因。

技术迭代要做的事情就是解决二代测序存在的问题和缺憾。其中 Ion Torrent

（2.5代）和 Pacific Biosciences（三代）的技术是在 Illumina上迭代的，但是仍

未能撼动其市场地位。2.5代和三代测序也各有局限。

2.5代的代表是 Ion Torrent，其技术特点是使用离子感应场效应晶体管取代光

学传感器，简单来说就是将复杂昂贵大型的超敏光学信号采集转换成检测化学反

应 pH信号，这一变革大大降低了仪器成本，一举占领了中国 50%的市场。然而，

其生物信号的产生依然依赖于边合成边测序，并且没有解决分子扩增步骤带来的

读长短等问题。

第三代的突破在于去掉了分子扩增步骤，即所谓的单分子测序。单分子测序

在生物学及临床诊断领域具有划时代的意义。单分子测序解决了分子扩增步骤引

入的人为误差，样品制备步骤的大大简化则满足了临床诊断的需求。然而，不幸

的是其配合三代测序的检测部件是比二代测序仪更为高精尖的光学仪器，因而导

致成本直线上升。以三代技术的杰出代表 Pacific Biosciences（PacBio）为例，其

平均测序成本是 Illumina的十倍以上。这在价格敏感度高的市场中竞争力不高。

因此 PacBio虽然在生物学上做出了重大突破却只占有全球 3%的市场份额。第四

代的出现是则是颠覆性的：不仅能做到单分子长读长测序，还实现了检测部件芯

片化从而大大降低成本——第四代技术也是单分子测序，核心在于长读长、小型

芯片化、适合临床应用市场。这正是测序发展趋势，适用于测序和诊断的融合。

三代测序和四代测序都是基于纳米孔技术的单分子测序，而未来最有可能取

代二代测序的技术可能就是操作和成本都更具亲和力的四代测序。技术的更迭是

必然趋势，但四代测序尚处于青少年发展时期，想要真正撼动二代测序的地位，

仍需时日。



基因检测市场前景一片大好，各方企业都想借此机会分一杯羹，激烈的竞争

中不乏“半吊”商人“鱼龙混杂”，给整个市场带来了负面影响，造成了基因检测行

业的多种乱象。这与基因检测技术在国内尚处于起步阶段,基因检测公司的技术

标准、市场准入标准等都是空白有关。这项技术的普遍推广应用仍面临许多挑战。

相信每一位基因检测人的初心都不希望这项技术被“滥用”！这是一项非常伟

大的科学技术，是精准医学概念提出及未来发展的基础之一。黄尚志教授也在他

的发言里强调了认知滞后、技术滥用、无序竞争等是整个行业发展目前面临的主

要问题，希望未来在制度和行业标准更加完善的条件下，基因检测可以在各方努

力下更健康的发展，辅助推动精准医学。


