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高通量测序在遗传病临床基因检测中

的效果评价
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【摘要】　基于国内外迅猛发展的高通量测序技术（第二代测序技术）应用以及精准医学的需求，从技术

和成本角度分析高通量测序技术用于同时检测单核苷酸变异（ＳＮＶ）和拷贝数变异（ＣＮＶ）的临床应用

价值。
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　　高通量测序技术（ｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）

也叫做第二代测序或下一代测序（ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＮＧＳ），由于其较高的检测效率而得到

越来越多的推广和应用。但由于技术发展的局限和

生物信息学的限制，临床应用尚存在着较多的结果

可重复性问题和数据解读困难。本文就高通量测序

技术在临床应用方面的实用性做一综述，拟对其同

时检测拷贝数变异（ｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｖａｒｉａｔｉｏｎ，ＣＮＶ）

和单核苷酸变异（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｖａｒｉａｔｉｏｎ，ＳＮＶ）

的效能进行客观评价。

１　犖犌犛简介

ＮＧＳ技术的发展目前大致可归结为３个方向。

第一个方向可追溯到１９９０年的大规模平行测序技

术 （ｍａｓｓｉｖｅｌｙ ｐａｒａｌｌｅｌ ｓｉｇｎａｔｕｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，

ＭＰＳＳ）
［１］，由于其技术极其复杂而使其应用受限。

２００４年与Ｓｏｌｅｘａ公司合并，而后者是基于１９９８年

出现的另一技术可逆染料终止技术（ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ

ｄｙｅｔｅｒｍｉｎａｔｏｒｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）
［２］，后来被Ｉｌｌｕｍｉｎａ公

司兼并，最终发展为现在的边合成边测序技术；第二

个方向起始于２００５年的聚合酶克隆测序技术（ｐｏ

ｌｏｎｙｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）
［３］，后来整合入 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓ

ｔｅｍｓ公司的ＳＯＬｉＤ平台，并最终相继被ＬｉｆｅＴｅｃｈ

ｎｏｌｏｇｉｅｓ和 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司并购，发

展为现在的半导体测序技术；第三种为焦磷酸测序

技术，出现于２００５年，后被ＲｏｃｈｅＤｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ公司

并购。

还有一些其他高通量测序技术得到过推广，比

如纳米球测序技术（ＤＮＡｎａｎｏｂａｌｌｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）
［４］

被ＣｏｍｐｌｅｔｅＧｅｎｏｍｉｃｓ公司利用开发，后被华大基

因并购；单分子荧光测序技术由ＨｅｌｉｃｏｓＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ

公司开发，但该公司很快破产；单分子实时测序

（ｓｉｎｇｌｅｍｏｌｅｃｕｌｅｒｅａｌｔｉｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）
［５］由Ｐａｃｉｆｉｃ

Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司开发；另外，有些高通量测序技术

仍处于研发阶段或初步使用，如纳米孔测序技术

（ＮａｎｏｐｏｒｅＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）、微流控Ｓａｎｇｅｒ测序

等［６，７］。

就目前已经在临床应用的几种高通量测序技

术，按其技术原理和优缺点简单归纳如表１。

２　犖犌犛同时检测犛犖犞和犆犖犞的临床应用尝试

自从高通量测序技术诞生开始，科学界对于各

种遗传变异的检测要求就在不断提高，包括大到染

色体数目和结构，基因组微缺失微重复等的变异（如

２１三体综合征、猫叫综合征）、不同长度片段拷贝

数／ＣＮＶ的变异（如α地中海贫血、ＤＭＤ），小到单个

５
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表１　４种高通量测序技术比较

方法 原理 读长 准确度（％） 应用范围 公司 优点 缺点

半导体测序
核苷酸合成过程中氢

离子变化
＜４００ｂｐ ９８．０ 人基因组及其他 ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 仪器相对便宜

检测ｉｎ／ｄｅｌ准确度较

差，特定序列错读率

高

边合成边测序

检测寡核苷酸片段合

成过程中每种单核苷

酸上的荧光标记

５０～５００ｂｐ ９９．９ 人基因组及其他 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
针对各种检测需

求的检测平台
设备和试剂昂贵

单分子实时测序

利用纳米孔连续监测

单分子核苷酸链合成

的荧光信号

１０～４０Ｋｂ ８７．０ 宏基因组及其他 ＰａｃｉｆｉｃＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ
长片段测序，减

少拼接错误

设备昂贵，通量相对

较低

焦磷酸测序

通过寡核苷酸链合成

过程中释放的焦磷酸

结合荧光信号进行序

列读取

７００ｂｐ ９９．９ 宏基因组 Ｒｏｃｈｅ 读长较长
运行成本高，特定序

列错读率高

或数个碱基对／ＳＮＶ的变异（如结节硬化症、成骨不

全症）都可以导致遗传病。因此在同一平台同时检

测各种致病基因突变（检测ＳＮＶ）或基因组失衡

（检测ＣＮＶ）就成为遗传病基因诊断的必然要求，

尤其对于罕见遗传病。

目前的高通量测序技术对于检测单个或少数几

个核苷酸变异（ＳＮＶ）一般不存在太多问题，各大主流

测序平台（如Ｐｒｏｔｏｎ和Ｎｅｘｔｓｅｑ５５０等）均可以检测

外显子组或人基因组，检测准确性一般均可达到

９９％以上。对于拷贝数变异（ＣＮＶ）和染色体微小结

构变异（ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｖａｒｉａｔｉｏｎ，ＳＶ）等的检测却不尽如

人意，主要问题出现在成本效益比太低、特定染色体

区域的捕获效率较差，以及短读长拼接错误。针对不

同检测方案的检测效率大致可以分为如下几类：

２．１　基于外显子组测序（ｗｈｏｌｅｅｘｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，

ＷＥＳ）的尝试　针对目前已知的约２万个基因的所

有编码外显子及两端侧翼序列进行捕获后测序。该

方案优点是成本相对较低，而且将绝大多数已知致

病基因的突变位点囊括在内，可以一次性将大部分

已知疾病和未知疾病进行检测。缺点之一是对某些

同源性较高的基因序列（如假基因和基因簇等）、高

ＧＣ含量的基因序列以及基因动态突变（如亨廷顿

舞蹈病的致病基因犎犜犜等）等情况应对困难；另一

缺点就是几乎无法准确检测到ＣＮＶ以及ＳＶ，因为

不连续的捕获将本身短读长的缺点加剧了，对于微

小片段缺失或重复几乎不具备检测能力。虽然有许

多研究报道用外显子组测序结合特定的算法可以有

效地检测到某些较大的ＣＮＶ
［８１０］，但总体而言，检

测所有已知的和未知的不同大小的ＣＮＶ，ＷＥＳ目

前并不具备有效检测能力［１１］。

２．２　基于特定基因群（ｇｅｎｅｐａｎｅｌ）的尝试　不少的

研究针对特定的染色体区域或者某些特定的基因组

合设计测序方案。由于测序针对性强，测序范围一

般较小，因此成本相对较低，可以兼顾编码区和非编

码区［１２］。但此种模式仅能针对性地检测某些疾病，

无法大面积覆盖已知或未知遗传病，而且仍然需要

解决特定区域的捕获效率问题，同样需要面对 ＷＥＳ

在特殊基因序列检测的困难［１３］。

２．３　基于全基因组（ｗｈｏｌｅｇｅｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，

ＷＧＳ）的尝试　针对全基因组的测序是理论上解决

同时检测ＣＮＶ和ＳＮＶ的最有效方案，但是目前各

种研究报道并不太多，原因主要包括：①成本太高，

目前数据认为，大于２０Ｘ的数据为可信数据，而３０Ｘ

以上比较均一的全基因组测序费用目前仍然需要数

千美金，成本高昂［１４］；②特定区域数据有效性差，如

着丝粒区、端粒区等异染色质区域和某些高ＧＣ含量

区属于测序盲区，数据可信度较差。据目前研究显

示，约有１６％的基因组序列属于难测区域
［１５］。基于

此，虽然有部分机构用 ＷＧＳ的平台检测ＣＮＶ，但大

多为低深度测序（低于１０Ｘ），可信度相对较差。因

此，国家食品药品检定研究院近期发布了《第二代测

序技术检测试剂质量评价通用技术指导原则》，明确

规定了“原则上全基因组测序一般不用于临床检测，

除非有充分的技术适用性验证报告”［１６］。

３　展望

尽管高通量测序作为目前最有可能实现同时检

测ＳＮＶ和ＣＮＶ的技术手段，其对临床遗传病基因

６
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检测的大规模广泛应用尚待时日。整合ＳＮＶ 和

ＣＮＶ乃至ＳＶ于同一平台检测是技术发展的必然

趋势，从成本和技术原理角度，大致有两方面的发展

趋势可以预测。

３．１　成本下降后的 ＷＧＳ　目前全基因组测序是技

术上最接近单一平台同时检测ＳＮＶ和ＣＮＶ的技

术，但成本和读长是其受限因素。随着测序成本的

继续降低，读长短和拼接错误多将成为限制目前几

种常用的第二代测序（Ｌｉｆｅ、Ｉｌｌｕｍｉｎａ等）技术实现有

效临床检测的主要瓶颈。

３．２　第三代长片段测序的应用　目前已有不少研究

机构尝试单分子测序，即俗称的第三代测序技术。相

较于第二代测序技术，其最大的优势在于读长的明显

加长。第二代测序技术的单片段读长一般不超过

５００ｂｐ，但目前可查到的第三代测序技术平台，如Ｐａ

ｃｉｆｉｃＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ一般均为ｋｂ级，另有其他机构宣称研

发的测序方法平均读长已可达２００ｋｂ，如Ｎａｎｏｐｏｒｅ。

显著延长的读长可以极大地减少第二代测序技

术的拼接错误，而且可以避开基因组复杂结构对捕

获和测序的影响，从而大幅度地提高检测准确性。

虽然各种第三代测序技术还有各种各样的问题，但

假以时日仍有较大的发展空间。

在精准医学和出生缺陷防控的政策支持和不断

提高的优生优育的需求推动下，整合ＳＮＶ、ＣＮＶ甚

至ＳＶ检测技术至同一平台是大势所趋。在儿科领

域，诸多遗传病，尤其是罕见遗传病存在诊断困难，

目前的遗传学检测往往需要结合多种技术进行（如

高通量测序和芯片等）；在产科和产前诊断领域，针

对孕期超声异常的胎儿的遗传学原因排查也常需要

多种方法结合进行（如核型分析、芯片等）。如能将

ＳＮＶ、ＣＮＶ和ＳＶ检测在同一平台进行，将明显提

高检测效率、减少患儿／胎儿父母等待时间、减少沟

通成本、节省检测成本以及缓减实验室压力，极大地

有利于出生缺陷的防控。
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