
基因组学与应用生物学， ２０２３ 年， 第 ４２ 卷， 第 ３ 期， 第 ２３３⁃２４１ 页　　　　　

基金项目： 本研究由国家自然科学基金项目（３２２２２０１９）资助。
引用格式： 雷文龙， 雷思茹， 陈帅， 等， ２０２３．纳米孔测序技术在基因组学中的应用研究进展．基因组学与应用生物学， ４２（３）：
２３３⁃２４１． ［ＬＥＩ Ｗ Ｌ， ＬＥＩ Ｓ Ｒ， ＣＨＥＮ Ｓ， ｅｔ ａｌ．， ２０２３． Ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｎａｎｏｐｏｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｉｎ ｇｅｎｏｍｉｃｓ， Ｇｅｎｏｍ⁃
ｉｃｓ ａｎｄ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｌｏｇｙ， ４２（３）： ２３３⁃２４１．］

述评
Ｒｅｖｉｅｗ

纳米孔测序技术在基因组学中的应用研究进展

雷文龙１ 　 雷思茹１ 　 陈帅２ 　 孔维龙２ 　 张兴坦２ 　 唐海宝１∗

１ 福建农林大学生命科学学院， 福州， ３５００００； ２ 中国农业科学院深圳农业基因组研究所， 深圳， ５１８０００
∗通信作者， ｔａｎｇｈａｉｂａｏ＠ｇｍａｉｌ．ｃｏｍ

摘　 要　 牛津纳米孔技术（Ｏｘｆｏｒｄ ｎａｎｏｐｏｒｅ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ， ＯＮＴ）是新兴的第三代单分子测序技术， 以其超长读长、 直接测序、
实时测序等技术优势在生命科学领域发挥了重要作用， 尤其在解决测序读长的技术瓶颈方面有着突破性的进展， 并广泛应

用于基因组学的研究中。 本综述简要介绍了 ＯＮＴ 测序的基本原理及优势， 并重点阐述了 ＯＮＴ 测序在基因组从头组装、 基因

组结构变异鉴定、 三维基因组结构研究及碱基修饰检测领域中的应用及研究进展， 同时就 ＯＮＴ 测序未来面临的机遇和挑战

进行了讨论与展望。
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１９８６ 年， 美国遗传学家 Ｔｈｏｍａｓ Ｒｏｄｅｒｉｃｋ 首次提

出了基因组学的概念：基因组学是对生物体内的所

有基因进行集体表征和定量研究， 以及在不同的基

因组之间进行比较的一门交叉生物学学科。 基因组

学研究的基础是通过使用高通量 ＤＮＡ 测序技术和

生物信息学分析来组装和分析整个基因组的功能和

结构。 牛津纳米孔技术 （Ｏｘｆｏｒｄ ｎａｎｏｐｏｒｅ ｔｅｃｈｎｏｌｏ⁃
ｇｉｅｓ， ＯＮＴ）作为最新一代的高通量测序技术， 于 ２０
世纪 ８０ 年代由生理与医学诺贝尔奖获得者 Ｎｅｈｅｒ 和
Ｓａｋａｍａｎｎ 首次提出， 经过几十年的发展， 英国 Ｏｘ⁃

ｆｏｒｄ Ｎａｎｏｐｏｒｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司于 ２０１２ 年发布 Ｍｉｎ⁃
ＩＯＮ 测序仪， 通过不断的改进， 于 ２０１５ 年将其商业

化（Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０２１）。 此后， 英国 Ｏｘｆｏｒｄ Ｎａｎｏｐｏｒｅ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司还分别发布 ＧｒｉｄＩＯＮ 和 ＰｒｏｍｅｔｈＩＯＮ
测序仪， 自此， ＯＮＴ 测序技术在基因组学中的应用

有了大幅增长（Ｌｅｇｇｅｔｔ ａｎｄ Ｃｌａｒｋ， ２０１７）。 作为最新

一代的测序技术， ＯＮＴ 测序在测序读长上有了显著

提升， 并且在基因组从头组装、 碱基修饰检测、 基

因组结构变异鉴定及三维基因组研究领域中发挥重

要作用。



２３４　　 　 基因组学与应用生物学

１　 测序技术的发展

　 　 测序技术自二十世纪 ７０ 年代发展至今， 一共经

历了三次重大变革， 在测序读长和测序通量上都得

到了极大提升。 １９５３ 年， 沃森（ Ｊａｍｅｓ Ｗａｓｔｏｎ）和克

里克（Ｆｒａｎｃｉｓ Ｃｒｉｃｋ）破译了 ＤＮＡ 双螺旋结构， 自此，
分子生物学技术飞速发展， 生物学家一直致力于研

究 ＤＮＡ 双螺旋结构中的 ＡＴＧＣ 四种碱基的排列顺

序， 碱基属于纳米级分子， 并且嘌呤与嘧啶之间的

化学结构高度相似， 其增加了碱基识别的难度， 但

这一难题恰恰引起了全世界从事分子生物学研究的

科学家的关注， 在一定程度上推动了测序技术的发

展。 桑格和卡尔森开创的链终止法 （ Ｓａｎｇｅｒ ａｎｄ
Ｃｏｕｌｓｏｎ， １９７５）以及沃特·吉尔伯特（Ｗａｌｔｅｒ Ｇｉｂｅｒｔ）
发明的链降解法（Ｍａｘａｍ ａｎｄ Ｇｉｌｂｅｒｔ， １９７７）标志着

第一代测序技术的诞生， 他们借助该技术破译了第

一个噬菌体（ｐｈａｇｅ）基因组序列， 自此便开启了基因

组学研究的大门。 链终止法的核心原理是 ｄｄＮＴＰ 的

２′和 ３′端不含羟基， 核酸链在合成的过程中无法形

成磷酸二酯键， 从而终止了 ＤＮＡ 合成反应。 在测定

核酸序列时， 向反应体系中加入一定比例的带有放

射性标记的 ４ 种 ｄｄＮＴＰ， 利用 ＤＮＡ 聚合酶来延伸结

合在待测核酸模板上的引物， 直到掺入一种链终止

核苷酸为止， 最终得到的终止产物为一组长度各相

差一个碱基的链， 然后利用高分辨率变性凝胶电泳

进行分离并根据其长度排序， 最后利用 Ｘ⁃光胶片放

射自显影进行检测， 从而确定目的核酸片段的碱基

排列顺序。 第一代测序技术的主要特点是测序读长

较长（普遍读长在 ７００～１ ０００ ｂｐ）， 测序准确率可达

９９. ９９％ ， 高于二、 三代测序。 但第一代测序技术测

序通量很低， 相应的获得大量序列的测序成本极高。
人类基因组计划的完成， 标志着功能基因组时

代的到来， 第一代测序技术已经无法满足大规模基

因组测序对于测序通量及效率的需求。 为了弥补一

代测序的技术缺陷， 在 Ｓａｎｇｅｒ 测序技术的基础上通

过技术变革， 诞生了第二代测序技术， 也称下一代

测序技术（ ｎｅｘｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ＮＧＳ）。 最具

代表性的二代测序平台有： 基于焦磷酸测序法的罗

氏（Ｒｏｃｈｅ）４５４ 测序平台、 美国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司的 Ｓｏｌ⁃
ｅｘａ 测序平台及美国 ＡＢＩ 公司的 ＳＯＬｉＤ 测序平台等。
随着二代测序市场的激烈竞争， 美国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司

推出的 ＨｉＳｅｑ 测序平台迅速成为主流， 其核心思想

是边合成边测序 （ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｂｙ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ， ＳＢＳ）
（Ｆｕｌｌｅｒ ｅｔ ａｌ．， ２００９）， 利用四种不同颜色的荧光标记

ｄＮＴＰ， 当互补链在 ＤＮＡ 聚合酶的作用下合成时， 每

次添加一种 ｄＮＴＰ 就会释放出不同的荧光， 通过特

定的计算软件处理荧光信号， 从而获得待测 ＤＮＡ 的

序列信息。 第二代测序的技术特点是通量高， 准确

度高达 ９９％ ， 但同时存在一定的短板， 即 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
平台产生的 ｒｅａｄｓ 读长较短， 一般为 １５０ ｂｐ 左右， 最

长能达到 ２５０ ～ ３００ ｂｐ， 并且二代测序具有明显的

ＧＣ 偏好性， 基因组上（Ｇ＋Ｃ）含量在 ５０％ 左右的区

域更容易被检测到， 覆盖到的 ｒｅａｄｓ 更多， 在高（Ｇ＋
Ｃ）含量或低（Ｇ＋Ｃ）含量区域的覆盖度则较少（Ｔｉｌａｋ
ｅｔ ａｌ．， ２０１８）。 虽然第二代测序技术相较于第一代测

序技术有了巨大的改进， 但是其本质仍然是建立在

ＰＣＲ 扩增的基础上， 在 ＰＣＲ 过程中有一定概率会引

入错配碱基。
美国 Ｐａｃｉｆｉｃ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公司发布了 ＳＭＲＴ 新型

单分子荧光测序平台 ＰａｃＢｉｏ ＲＳ（ＭｃＣａｒｔｈｙ， ２０１０），
并于 ２０１１ 年进行商业发售。 英国 Ｏｘｆｏｒｄ Ｎａｎｏｐｏｒｅ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司推出 ＭｉｎＩＯＮ 测序平台（Ｅｉｓｅｎｓｔｅｉｎ，
２０１２； Ｊａｉｎ ｅｔ ａｌ．， ２０１６）， 并于 ２０１５ 年将其商业化。
至此， 第三代测序时代来临。 第三代测序技术弥补

了短读长带来的基因组拼接难题以及避免了测序过

程中由于 ＰＣＲ 扩增带来的偏差， ＳＭＲＴ 测序技术也

采用边合成边测序的策略， 基本原理是利用四色荧

光标记的 ｄＮＴＰ 和零模波导孔完成单个 ＤＮＡ 的分子

测序。 而 ＯＮＴ 平台则是利用电泳驱动单个分子逐一

通过纳米孔来完成测序。 与二代测序相比， 第三代

测序技术的优点主要体现在单分子实时测序， 测序

过程无须进行 ＰＣＲ 扩增， 并且在测序读长上具有明

显的优势， ＯＮＴ 测序平台产生的 ｒｅａｄｓ 可达几百 ｋｂｐ
甚至 Ｍｂ 级别。

２　 ＯＮＴ 测序的基本原理和特点

２. １　 ＯＮＴ 测序的原理

　 　 ＯＮＴ 测序是基于纳米孔电信号的单分子实时测

序技术， 其核心是将一个纳米级的蛋白质孔（ ｖａｎ
Ｄｉｊｋ ｅｔ ａｌ．， ２０１８）置于两个电解液室之间， 而测序芯

片中镶嵌有纳米孔通道的脂质双分子层将两个充满

电解质溶液的隔室隔开， ＤＮＡ 双链在马达蛋白的牵

引下与锚定在生物膜上的八聚体纳米孔蛋白结合并

解螺旋。 由于化学性质不同， 不同碱基通过纳米孔

时， 会引起不同电信号的变化。 通过对这些电信号

变化进行检测和解析， 从而完成碱基序列的实时测

定（图 １）。
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图 １　 ＯＮＴ 测序原理

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｏｆ ＯＮＴ

２. ２　 ＯＮＴ 测序的特点

　 　 超长读长。 ＯＮＴ 测序产生的 ｒｅａｄｓ 长度不受测

序设备的限制， ｒｅａｄｓ 长度可以与输入片段长度保持

一致， 原则上可以检测通过纳米孔的全部核酸序列，
因此， 可以通过改变文库制备的方案来控制片段长

度， 其最长 ｒｅａｄ 可达 Ｍｂ 级别。 这些超长 ｒｅａｄｓ 具有

诸多优势， 可以跨越基因组高重复的区域， 从而获

得高质量、 高连续的基因组组装。
直接、 实时测序。 ＯＮＴ 测序文库制备简易快

捷， 无须对样品进行 ＰＣＲ 扩增， 可以直接对 ＤＮＡ 或

者 ＲＮＡ 文库进行测序， 并且能够完整保留碱基修饰

的信息， 既避免了 ＰＣＲ 扩增过程中出现的碱基错

配， 也在一定程度上节约了时间和成本。 而且可以

边测序边输出结果， 实现对测序数据的实时分析。
灵活便携。 目前使用较为成熟的 ＭｉｎＩＯＮ 纳米

孔测序仪简单便携， 重量不足 １００ ｇ， 且操作系统简

单， 可以在各种复杂环境下完成实时测序。

３　 ＯＮＴ 测序的技术应用

３. １　 ＯＮＴ 测序在基因组组装中的应用

　 　 基因组包含了物种所有的生命遗传物质， 为生

命行使生物学功能提供指导（高胜寒 等， ２０１８）， 完

整解析物种基因组碱基序列是进行基因组学研究的

基础。 基因组组装一般可以分成三个层次： 首先，
是将全基因组测序生成的序列片段（ｒｅａｄｓ）基于重叠

区域进行拼接生成较长的连续片段（ｃｏｎｔｉｇ）； 其次，
通过不同长度的大片段（Ｍａｔｅ⁃ｐａｉｒ）文库对 ｃｏｎｔｉｇｓ 进

行排序从而获得更长的 ｓｃａｆｆｏｌｄｓ； 最后， 通过 ｇａｐ 填

充以及借助遗传图谱、 光学图谱或染色质构象捕获

技术（ ｃｈｒｏｍａｔｉｎ ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｃａｐｔｕｒｅ， ３Ｃ）， 将 ｓｃａｆ⁃
ｆｏｌｄｓ 锚定到染色体上， 从而组装出染色体级别的基

因组。
ＰａｃＢｉｏ 和 ＯＮＴ 测序技术尚未大量应用之前， 二

代测序平台承担了大部分物种的基因组组装和拼接

工作， 受限于二代测序的短读长， 依赖于二代测序

进行基因组组装仍然存在较大的困难， 比如全基因

组测序得到的短度远远小于基因组实际总长度， 高

通量测序得到的大批量数据会导致计算复杂度的增

加以及计算资源的耗费， 并且部分物种的基因组经

历了全基因组复制、 染色体重排、 丢失以及重复序

列大规模扩张之后， 基因组高度重复且高度杂合

（唐蝶和周倩， ２０２１）， 二代测序产生的 ｒｅａｄｓ 无法跨

越基因组重复序列及高杂合区域， 组装时会出现大

量的分支（ｂｒａｎｃｈ）和环化（ ｌｏｏｐ）， 导致组装结果片

段化。 而 ＯＮＴ 测序读长可达几百 ｋｂ， 较二代测序

提高了几十倍， 并且相比于 ＰａｃＢｉｏ 三代测序技术，
ＯＮＴ 平台独有的 Ｕｌｔｒａ⁃ｌｏｎｇ 测序能够产生超长测序

片段， 可以跨越基因组高度重复区域， 填补已有参

考基因组存在的大量 ｇａｐｓ， 尤其是在有丝分裂或减

数分裂中起重要作用的着丝粒区域及与细胞衰老相

关的端粒区域。 并且在此基础上配合多轮纠错机

制， 在保证准确率的同时， 能够较好地比对 ＤＮＡ 序

列， 从而组装出高质量、 高完整度的物种基因组。
借助 ＯＮＴ 测序技术在基因组组装中的优势， 端

粒到端粒联盟（Ｔｅｌｏｍｅｒｅ⁃ｔｏ⁃Ｔｅｌｏｍｅｒｅ）提供了目前最

为完整的人类参考基因组 Ｔ２Ｔ⁃ＣＨＭ１３（Ｎｕｒｋ ｅｔ ａｌ．，
２０２２）， 由此产生的新的参考基因组填补了 ＧＲＣｈ３８
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人类基因组 ８％的空白。 他们使用纳米孔 ＭｉｎＩＯＮ 测

序人类 ＣＨＭ１３ｈＴＥＲＴ 细胞系， 获取了 ５０×的 ＯＮＴ 数

据， 最终组装了 ２. ９４ Ｇ 的基因组， ｃｏｎｔｉｇＮ５０ 为 ７５
Ｍｂ， 在完整性和连续性上超越了 ｃｏｎｔｉｇＮ５０ 为 ５６ Ｍｂ
的 ＧＲＣｈ３８ 细胞系。 此外， Ｍｉｇａ 等（２０２０）借助 ＯＮＴ
Ｕｌｔｒａ⁃ｌｏｎｇ 测序成功完成人类 Ｘ 染色体 Ｔ２Ｔ 组装， 在

该组装中， Ｘ 染色体中的 ２９ 个缺口序列被全部填

充， 共计 １ １４７ ８６１ ｂｐ。 在重新组装的 ３. １ Ｍｂ 的着

丝粒中包括 ＣＴ⁃Ｘ 和 ＧＡＧＥ 等与癌症发生相关的区

域， 这些序列的补充促进了人类基因组相关疾病和

癌症发生机理的解析。 Ｌｏｇｓｄｏｎ 等（２０２１）同样使用

ＯＮＴ Ｕｌｔｒａ⁃ｌｏｎｇ 数据完成了人类 ８ 号染色体 Ｔ２Ｔ 组

装， 该组装成功填补了 ５ 个长期存在的 ｇａｐｓ， 包括

２. ０８ Ｍｂ 的着丝粒序列， ６４４ ｋｂ 的 β⁃防御素基因簇

序列， ８６３ ｋｂ 可变数目串联重复序列以及长臂和短

臂末端的端粒区。 此外， 该研究利用相同的测序方

式和组装方法完成了黑猩猩（Ｐａｎ ｔｒｏｇｌｏｄｙｔｅｓ）、 猩猩

（Ｐｏｎｇｏ ｐｙｇｍａｅｕｓ）和猕猴（Ｍａｃａｃａ ｍｕｌａｔｔａ）的 ８ 号染

色体着丝粒的组装， 并且对其进化历史进行解析，
通过比较分析和系统发育分析发现黑猩猩的第 ８ 号

染色体的着丝粒组织结构与人类最为相似。 这些分

析提供了多个灵长类动物同源染色体着丝粒区域的

序列， 为未来研究高度重复的基因组区域的遗传变

异和进化提供了框架。
利用 ＯＮＴ 测序数据同样使模式植物拟南芥（Ａｒ⁃

ａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ） 基因组取得重大突破， Ｎａｉｓｈ 等

（２０２１）首先基于 ＯＮＴ Ｕｌｔｒａ⁃ｌｏｎｇ ｒｅａｄｓ 搭建了拟南芥

染色体框架， 并且结合 ＨｉＦｉ 数据进行拼接及矫正，
成功组装出了拟南芥近 Ｔ２Ｔ 的基因组 Ｃｏｌ⁃ＣＥＮ
ｖ１. ２， 与拟南芥 ＴＡＩＲ１０ 基因组相比， Ｃｏｌ⁃ＣＥＮ ｖ１. ２
基因组中 ５ 条染色体的着丝粒区域被完整组装， 其

中 １ 号、 ３ 号和 ５ 号染色体完成了端粒到端粒的完

整组装， ２ 号和 ４ 号染色体除短臂上富含 ４５ Ｓ 核糖

体 ＤＮＡ 和邻近的端粒区域外， 也基本组装完成。 他

们发现， 拟南芥的着丝粒 ＤＮＡ 由 １７８ ｂｐ 的高度重

复序列（ＣＥＮ１８０）组成， 同时基于新组装的着丝粒卫

星序列， 研究人员发现不同染色体上的 ＣＥＮ１８０ 序

列具有明显的特异性， 仅有 ０. ３％的 ＣＥＮ１８０ 序列是

完全相同的， 而同一染色体内 ５７％ ～６９％的 ＣＥＮ１８０
都具有多个拷贝， 证明了拟南芥同一条染色体内的

ＣＥＮ１８０ 序列存在均质化的趋势。 除此之外， 他们还

发现 ＡＴＨＩＬＡ 逆 转 录 转 座 子 的 插 入 会 破 坏 了

ＣＥＮ１８０ 序列的遗传性和表观遗传学结构， 促进

ＣＥＮ１８０ 序列的多样性， 证明了拟南芥着丝粒的进

化是由均质化和多样化共同决定的。
随着 ＯＮＴ 测序技术的成熟发展及在基因组组装

中凸显出的优势， 白菜型油菜（Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ）， 甘蓝

型油菜（Ｂｒａｓｓｉｃａ ｏｌｅｒａｃｅａ）和裂果焦（Ｍｕｓａ ｓｃｈｉｚｏｃａｒ⁃
ｐａ） （ Ｂｅｌｓｅｒ ｅｔ ａｌ．， ２０１８）、 高粱 （ Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ）
（ Ｄｅｓｃｈａｍｐｓ ｅｔ ａｌ．， ２０１８ ）、 菊 花 （ Ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍ
ｎａｎｋｉｎｇｅｎｓｅ）、 莱氏衣藻（Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓ ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ）
（Ｐａｙｎｅ ｅｔ ａｌ．， ２０２３）、 核桃楸（ Ｊｕｇｌａｎｓ ｍａｎｄｓｈｕｒｉｃａ）
（Ｙａｎ ｅｔ ａｌ．， ２０２１） 等多个物种基因组依靠 ＯＮＴ 测序

平台得以更新， 玉米（Ｚｅａ ｍａｙｓ） （Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ．， ２０２０）、
水稻（Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ） （Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０２２）、 西瓜（Ｃｉｔ⁃
ｒｕｌｌｕｓ ｌａｎａｔｕｓ） （Ｄｅｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０２２）、 香蕉（Ｍｕｓａ ａｃｕ⁃
ｍｉｎａｔａ）（Ｂｅｌｓｅｒ ｅｔ ａｌ．， ２０２１）等物种依靠 Ｎａｎｏｐｏｒｅ 的

Ｕｌｔｒａ⁃ｌｏｎｇ 平台将基因组成功组装到近 Ｔ２Ｔ 水平。

３. ２　 ＯＮＴ 测序在基因组结构变异鉴定中的应用

　 　 基因组变异形式多样， 主要包括单点突变以及

更大型的基因组结构变异 （ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ，
ＳＶ）。 ＳＶ 通常是指长度大于 ５０ ｂｐ 的序列变异， 包

含多种类型， 主要有缺失、 插入、 重复、 倒位及拷贝

数变异（Ｒｏｓｅｓ ｅｔ ａｌ．， ２０１６）。 相较于单核苷酸多态

性（ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ， ＳＮＰ）， ＳＶ 在基

因组变异中占比更大， 广泛影响物种的表型， 是物

种进化的重要原因之一， 因此， 系统而准确地分析

基因组的结构变异， 对解析物种进化及遗传多样性

具有重要的作用。
先前， 绝大多数的变异研究集中在 ＳＮＰ 上， 这

是由于在三代测序出现之前， ＳＶ 检测较为困难， 一

方面由于 ＳＶ 的类型较多， 突变之间的差异较大， 造

成了检测的困难， 另一方面， 大片段的 ＳＶ 可以达到

几百 ｋｂ， 对于二代测序短片段来说， 难以跨越整个

ＳＶ， 因此， 基于二代测序技术检测结构变异已无法

满足现阶段的各项应用研究需求， 而 ＯＮＴ 测序技术

在一定程度上解决了这一难题。 ＯＮＴ 测序产生的长

测序片段可以较为完整而有效地保留重复片段的区

域信息， 长片段的 ＳＶ 也可以较为完整而准确地被

鉴定。
利用 ＯＮＴ 测序进行结构变异鉴定已被成功地应

用于癌症检测中， Ｇｏｎｇ 等（２０１８）利用 ＯＮＴ 技术成

功鉴定了人乳腺导管癌细胞 ＨＣＣ１１８Ｔ 基因组结构

变异， 得到了 ３４ １００ 个 ＳＶ 以及相近的 ６６ ６６０ 个断

点， 他们通过 ＰＣＲ 以及多重 ＰＣＲ 相结合的方法验

证了 ２００ 多个 ＳＶ 位点， 证实了 ＯＮＴ 鉴定 ＳＶ 具有较

高的准确性， 基于鉴定到的 ＳＶ， 他们发现启动子区
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域及调控区域的 ＳＶ 可选择性地激活原癌基因可能

导致抑癌基因的失活， 从而造成恶性肿瘤的发生。
此外， 利用 ＯＮＴ 测序技术鉴定群体结构变异在基因

组进化及功能塑造的过程中发挥重要作用， Ｑｕａｎ 等

（２０２１）利用 ＯＮＴ 测序技术揭示了藏族人群的基因

组结构变异使其更适应青藏高原的气候环境。 他们

首先对 ２５ 个人类样本（１０ 个汉族， １５ 个藏族）进行

１０×的 ＯＮＴ 测序， 绘制了中国藏汉人群的结构变异

图谱， 经过筛选， 最终获得 ３８ ２１６ 个 ＳＶ， 对比短读

长测序的 ＳＶ 鉴定结果， 结构变异图谱中有 ２７％ 的

ＳＶ 是首次解析， 他们进一步以纳米孔测序检测到的

ＳＶ 为标准， 对 ２７６ 个二代短读长测序进行了 ＳＶ 分

型并解析了藏汉人群的遗传结构， 筛选出了 ８０ 个与

高原环境适应性相关的候选基因， 该研究证实了

ＯＮＴ 鉴定 ＳＶ 具有更高的灵敏度， 并且揭示了 ＳＶ 在

藏族人群高原适应过程中发挥重要作用。 在冰岛人

ＳＶ 研究中， Ｂｅｙｔｅｒ 等（２０２１）证实了结构变异在人类

表型中的作用， 他们利用 ＯＮＴ 平台对 ３ ６２２ 名冰岛

人进行测序， 通过筛选过滤， 最终发现 １３３ ８８６ 个可

靠的 ＳＶ 等位基因。 在对冰岛人的表型直接测试及

基于连锁不平衡（ ｌｉｎｋａｇｅ ｄｉｓｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ）的方法探索

ＳＶ 对疾病和其他性状的影响， 结果发现了多个影响

表型形成的 ＳＶ， 如胆固醇代谢调节因子 ＰＣＳＫ９ 第

一个外显子的罕见缺失与较低的低密度脂蛋白胆固

醇（ ｌｏｗ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ）水平有关； 编

码聚集蛋白聚糖（ ａｇｇｒｅｃａｎ）的 ＡＣＡＮ 基因可变数目

的串联重复（ ｖａｒｉａｂｌｅ ｎｕｍｂｅｒ ｔａｎｄｅｍ ｒｅｐｅａｔ）与身高

相关。
总之， 以上结果表明， ＯＮＴ 测序在 ＳＶ 检测以及

人类医学研究中占据越来越高的比重， 必将持续引

爆基因组遗传变异研究的热点。

３. ３　 ＯＮＴ 测序在三维基因组研究中的应用

　 　 先前， 对基因的表达调控研究主要以基因以及

调控元件的线性关系为基础， 但是“结构决定功能”
已经是一个共识。 而且近期的研究表明， 基因表达

的调控不单单是简单的线性调控关系， 而是存在三

维空间的复杂调控网络， 所以， 研究全基因组的三

维空间结构和功能已成为基因组学的一个新发展趋

势， Ｄｅｋｋｅｒ 团队提出了用于研究三维基因组学的染

色质构象捕获技术（３Ｃ）（Ｄｅｋｋｅｒ ｅｔ ａｌ．， ２００２）， 用于

检测染色质特定点到点之间交互作用， 随后又发展

出 ４Ｃ（Ｓｉｍｏｎｉｓ ｅｔ ａｌ．， ２００６）、 ５Ｃ（Ｄｏｓｔｉｅ ｅｔ ａｌ．， ２００６）
技术， 分别用于测定一点到多点以及多点到多点的

染色质交互作用。 为了能在全基因组范围内研究染

色质的相互作用， Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ⁃Ａｉｄｅｎ 团队以高通量测

序（Ｓｃｈｍｉｔｔ ｅｔ ａｌ．， ２０１６）为手段， 以 ３Ｃ 技术为基础，
衍生出了高通量染色质捕获技术 （ ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ
ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｃａｐｔｕｒｅ， Ｈｉ⁃Ｃ） （ Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ⁃
Ａｉｄｅｎ ｅｔ ａｌ．， ２００９）， 同年， Ｆｕｌｌｗｏｏｄ 团队发表了另一

项重要技术， 即配对末端标记测序技术分析染色质

相互作用（Ｃｈｒｏｍａｔｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｕｓｉｎｇ ｐａｉｒｅｄ
ｅｎｄ ｔａｇ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ＣｈＩＡ⁃ＰＥＴ ） （ Ｆｕｌｌｗｏｏｄ ｅｔ ａｌ．，
２００９）， Ｈｉ⁃Ｃ 和 ＣｈＩＡ⁃ＰＥＴ 技术成功应用在三维基因

组学的研究中， 解析了包括拟南芥 （ Ｔａｏ ｅｔ ａｌ．，
２０１７）、 水稻 （ Ｚｈａｏ ｅｔ ａｌ．， ２００６）、 玉米 （ Ｌｉ ｅｔ ａｌ．，
２０１９）、 棉花（Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ）（Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０１８）等在内

的多个物种的染色质互作图谱， 但是 Ｈｉ⁃Ｃ 和 ＣｈＩＡ⁃
ＰＥＴ 技术也存在一定的局限性， 即二代测序读长的

限制以及双端测序的特点， 使其一次只能检测两个

基因组位点的空间互作， 但是大量研究表明， 基因

组空间存在大量的高阶（两个以上的基因组位点）互
作。

为了解决这一技术瓶颈， ２０１９ 年， 英国 Ｏｘｆｏｒｄ
Ｎａｎｏｐｏｒｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司联合美国康奈尔医学院将

ＯＮＴ 长读长测序技术与染色质构象捕获技术相结

合， 开 发 了 Ｐｏｒｅ⁃Ｃ 测 序 技 术 （ Ｕｌａｈａｎｎａｎ ｅｔ ａｌ．，
２０１９）， 实现了获取基因组内高阶互作信息的功能。
他们 利 用 Ｐｏｒｅ⁃Ｃ 技 术 对 人 类 Ｂ 淋 巴 细 胞

（ＧＭ１２８７８）ＤＮＡ 进行测序， 并与先前发布的黄金标

准 Ｈｉ⁃Ｃ 数据进行比较， 发现 Ｐｏｒｅ⁃Ｃ 在 Ａ ／ Ｂ 区室、
ＴＡＤ 互作频率及边界鉴定上与 Ｈｉ⁃Ｃ 的结果相当甚

至更好， 并且， Ｐｏｒｅ⁃Ｃ测序检测基因组高阶互作的

比例达到了 ７９％ ， 远远高于现有的高阶三维基因组

技术 ＳＰＲＩＴＥ。 此外， 他们将 Ｐｏｒｅ⁃Ｃ 技术结合自主

开发的 Ｃｈｒｏｍｕｎｉｔｙ 算法应用到人类 Ｂ 淋巴细胞系

ＧＭ１２８７８ 的三维基因组研究中， 并通过高阶互作数

据揭示了增强子和启动子之间相互作用的协同相关

性。 在对乳腺癌细胞系 ＨＣＣ１９５４ 的三维基因组研

究中发现增强子的协同作用导致复杂乳腺癌 Ｔｙｆｏｎａｓ
的结构变异（Ｄｅｓｈｐａｎｄｅ ｅｔ ａｌ．， ２０２２）。 在植物领域

研究中， Ｈｕａｎｇ 等（２０２２）联合 Ｐｏｒｅ⁃Ｃ 技术及多种三

维基因组分析技术， 构建了目前精度最高的陆地棉

（Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ Ｌ．） ＴＭ⁃１ 三维基因组图谱。 通

过分析发现， Ｐｏｒｅ⁃Ｃ 技术能够识别更多拓扑相关结构

域之间的互作（ＴＡＤ ｃｌｉｑｕｅ）， 并且发现 ＴＡＤ ｃｌｉｑｕｅ 的

大小与包含的 Ｂ ｃｏｍｐａｒｔｍｅｎｔ 区域成正比例关系， 与

基因表达水平成反比例关系。 此外， 研究人员通过多
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组学联合分析， 鉴定了基因组上的非编码调控元件，
剖析了亚基因组之间的同源基因表达不平衡与三维

基因组结构差异的相关性 （Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０２２）。

３. ４　 ＯＮＴ 测序在甲基化鉴定中的应用

　 　 甲基化修饰是化学修饰的一种形式， 是指在甲

基转移酶的催化下将甲基基团添加到 ＤＮＡ 或者

ＲＮＡ 分子上， 形成带有甲基化功能基团或羟甲基化

功能基团的核苷酸分子。 甲基化是机体内一种非常

保守的表观遗传修饰机制（Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０１８）， 与生

物的生态适应密切相关。 已有研究表明， 甲基化在

基因表达调控 （Ｒｏｕｎｄｔｒｅｅ ｅｔ ａｌ．， ２０１７）、 基因印记

（Ｂｅｗｉｃｋ ｅｔ ａｌ．， ２０１６）、 转座子沉默 （ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ．，
２０１９）中起重要作用。 最常见的甲基化修饰是 ＤＮＡ
甲基化和 ＲＮＡ 甲基化。

无论是在哺乳动物还是在植物中， 比较常见并

且研究较为透彻的 ＤＮＡ 甲基化修饰是在胞嘧啶的

五号位置上加入甲基化功能基团， 进而形成的 ５ｍＣ
甲基化修饰。 目前， 重亚硫酸氢盐测序（ｗｈｏｌｅ ｇｅ⁃
ｎｏｍｅ ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ＷＧＢＳ）（Ｋｅｒｎａｌｅｇｕｅｎ ｅｔ ａｌ．，
２０１８）一直作为 ５ｍＣ 检测的黄金标准， 其基本原理

是待测核酸首先经过重亚硫酸氢盐试剂进行处理，
未甲基化的胞嘧啶在试剂的作用下进行脱氨基反

应， 并转化为尿嘧啶， 但甲基化的胞嘧啶不会发生

该反应， 尿嘧啶经过 ＰＣＲ 扩增之后会转化为胸腺嘧

啶， 由此甲基化胞嘧啶与未甲基化胞嘧啶得以区分

开。 但是这种测序方法也存在一定的缺点， 即重亚

硫酸氢盐的处理会将 ＤＮＡ 分子降解， 导致 ＤＮＡ 分

子的片段化， 并且 ＷＧＢＳ 属于二代测序， 产生的

ｒｅａｄｓ 较短， 因此难以覆盖高重复基因组的重复序

列。 而 ＯＮＴ 测序通过修饰碱基和未修饰碱基的纳米

孔 ｒｅａｄｓ 产生的电流强度差异来检测甲基化， 实现快

速、 长读长测序和单碱基单分子灵敏度。 核酸分子

通过纳米孔时不需要进行任何的预处理， 不扩增，
不富集， 能够还原碱基修饰信息， 并且依靠长读长

的优势可以跨越基因组高度重复区域， 避免了拼接

比对错误， 因此在甲基化修饰检测中具有独特的优

势， 基于 ＯＮＴ 测序技术除了能鉴定 ５ｍＣ 甲基化修

饰之外， ５ｈｍＣ、 ６ｍＡ 等修饰也能够得到准确的

鉴定。
目前， 已有十几种分析工具使用 ＯＮＴ 测序直接

检测 ＤＮＡ 甲基化（表 １）， 例如基于应用统计原理的

Ｔｏｍｂｏ（Ｓｔｏｉｂｅｒ ｅｔ ａｌ．， ２０１６）， 基于隐马尔可夫模型算

法的 Ｎａｎｏｐｏｌｉｓｈ（Ｓｉｍｐｓｏｎ ｅｔ ａｌ．， ２０１７）、 基于神经网

络模型的 Ｍｅｇａｌｏｄｏｎ、 Ｇｕｐｐｙ、 Ｄｅｅｐｓｉｇｎａｌ （Ｎｉ ｅｔ ａｌ．，
２０１９）、 ＤｅｅｐＭｏｄ（Ｙｕｅｎ ｅｔ ａｌ．， ２０２１）， 以及多工具相

结合的 ＭＥＴＥＯＲＥ （Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ．， ２０１９）。 这些工具大多

适用于检测人类等哺乳动物 ＤＮＡ ＣｐＧ 位点的甲基

化， 但是不同于哺乳动物， 植物中的 ＤＮＡ 甲基化不

仅发生在 ＣｐＧ 位点， 而且也广泛存在于非对称性的

ＣＨＧ、 ＣＨＨ 位点中， 并调控植物的生理过程。 为解

决这一问题， 王建峰团队在原有开发的工具 Ｄｅｅｐ⁃
ｓｉｇｎａｌ 的基础上， 进一步提出了适合植物 ＤＮＡ 甲基

化鉴定的 Ｄｅｅｐｓｉｇｎａｌ⁃ｐｌａｎｔ （Ｎｉ ｅｔ ａｌ．， ２０２１） 工具， 其

基本原理是利用双向循环神经网络 ＢｉＬＳＴＭ 构建深

度学习模型来处理纳米孔测序数据中目标位点 ｋ⁃
ｍｅｒ 的信号特征和序列特征， 并且设计样本平衡和

去噪策略处理训练样本数据， 去除了训练数据中的

假阳性样本， 得到了高度可信的训练数据。 通过拟

南芥、 水稻、 黑芥（Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎｉｇｒａ）等数据集对训练

模型进行性能测试， 结果发现， Ｄｅｅｐｓｉｇｎａｌ⁃ｐｌａｎｔ 在 ３
个 ｍｏｔｉｆ（ＣｐＧ、 ＣＨＧ、 ＣＨＨ）的预测结果与亚硫酸氢

盐测序结果能够达到极高的相关性。 并且， 与亚硫

酸氢盐测序的数据相比， ＯＮＴ 测序凭借长读长优势

在拟南芥中多鉴定到了 １％ 的 ５ｍＣ 位点， 在水稻中

多鉴定到 ５％ 的 ５ｍＣ 位点， 此外， 通过对拟南芥和

水稻重复区域片段进行甲基化鉴定时， 呈现出差异

甲基化水平， 表明 ＯＮＴ 数据在高重复基因组的 ＤＮＡ
甲基化鉴定中具有可行性。

表 １　 基于 ＯＮＴ 测序数据鉴定甲基化的软件比较分析

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｆｏｒ ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｏｎ ＯＮＴ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄａｔａ

工具

Ｔｏｏｌｓ
基序

Ｍｏｔｉｆ
原理

Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ
优点

Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ
缺点

Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ
物种

Ｓｐｅｃｉｅｓ

Ｔｏｍｂｏ ５ｍＣ ／ ６ｍＡ ／ ｄａｍ ／
ｄｃｍ

统计学

Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ
速度快、 种类多

Ｆａｓｔ ａｎｄ ｖｅｒｓａｔｉｌｅ
假阳性高

Ｈｉｇｈ ｆａｌｓｅ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ
人、 细菌

Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ， Ｂａｃｔｅｒｉａ
Ｎａｎｏｐｏｌｉｓｈ ５ｍＣ ／ ＣｐＧ 隐马尔可夫模型

Ｈｉｄｄｅｎ Ｍａｒｋｏｖ Ｍｏｄｅｌ
速度快

Ｆａｓｔ
假阳性高

Ｈｉｇｈ ｆａｌｓｅ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ
人

Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ
ｍＣａｌｌｅｒ ６ｍＡ ／ ５ｍＣｐＧ 神经网络算法

Ｎｅｕｒａｌ ｎｅｔｗｏｒｋ ａｌｇｏｒｉｔｈｍ
准确性高

Ｈｉｇｈ ａｃｃｕｒａｃｙ
物种限制

Ｓｐｅｃｉｅｓ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｓ
大肠杆菌

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ
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续表
Ｃｏｎｔｉｎｕｉｎｇ ｔａｂｌｅ

工具
Ｔｏｏｌｓ

基序
Ｍｏｔｉｆ

原理
Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ

优点
Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ

缺点
Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ

物种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

Ｄｅｅｐｓｉｇｎａｌ ６ｍＡ ／ ５ｍＣｐＧ 神经网络算法
Ｎｅｕｒａｌ ｎｅｔｗｏｒｋ ａｌｇｏｒｉｔｈｍ

速度快、 准确率高
Ｆａｓｔ ａｎｄ ｈｉｇｈ ａｃｃｕｒａｃｙ

准确性不稳定
Ｉｎｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ａｃｃｕｒａｃｙ

人
Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ

Ｄｅｅｐｓｉｇｎａｌ⁃
ｐｌａｎｔ

５ｍＣｐＧ ／ ５ｍＣＨＧ ／
５ｍＣＨＨ

神经网络算法
Ｎｅｕｒａｌ ｎｅｔｗｏｒｋ ａｌｇｏｒｉｔｈｍ

速度快、 准确率高
Ｆａｓｔ ａｎｄ ｈｉｇｈ ａｃｃｕｒａｃｙ

依赖其他软件
Ｒｅｌｉａｎｃｅ ｏｎ ｏｔｈｅｒ ｓｏｆｔｗａｒｅ

拟南芥、 水稻
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ， Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ

ＮａｎｏＤｉｓｃｏ ６ｍＡ ／ ４ｍＣ ／ ５ｍＣ 机器学习
Ｍａｃｈｉｎｅ Ｌｅａｒｎｉｎｇ

灵敏度高
Ｈｉｇｈ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

检测范围窄
Ｎａｒｒｏｗ ｔｅｓｔ ｒａｎｇｅ

细菌
Ｂａｃｔｅｒｉａ

ＭＥＴＥＯＲＥ ５ｍＣｐＧ 盘蛇
Ｓｎａｋｅｍａｋｅ

准确率高
Ｈｉｇｈ ａｃｃｕｒａｃｙ

依赖其他软件
Ｒｅｌｉａｎｃｅ ｏｎ ｏｔｈｅｒ ｓｏｆｔｗａｒｅ

Ｍｅｇａｌｏｄｏｎ ６ｍＡ ／ ５ｍＣｐＧ 神经网络算法
Ｎｅｕｒａｌ ｎｅｔｗｏｒｋ ａｌｇｏｒｉｔｈｍ

准确率高
Ｈｉｇｈ ａｃｃｕｒａｃｙ

速度慢、 耗费资源
Ｓｌｏｗ ａｎｄ ｒｅｓｏｕｒｃｅ⁃ｉｎｔｅｎｓｉｖｅ

人
Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ

Ｇｕｐｐｙ ５ｍＣｐＧ ／ ６ｍＡ 碱基识别
Ｂａｓｅ ｃａｌｌｉｎｇ

检测种类多
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｗｉｄｅ ｖａｒｉ⁃
ｅｔｙ ｏｆ ｂａｓｅｓ

耗费资源
Ｒｅｓｏｕｒｃｅ⁃ｉｎｔｅｎｓｉｖｅ

大肠杆菌、 人
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ， Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ

　 　 ＯＮＴ 可以对长链 ＲＮＡ 直接测序， 以实现 ＲＮＡ
甲基化修饰的鉴定。 ＦＩＯ１ 包含一个甲基转移酶结构

域， 与人类的甲基化转移酶 ＭＥＴＴＬ１６ 同源， Ｘｕ 等

（２０２２）发现 ＦＩＯ１ 突变导致 ｍＲＮＡ 的 ｍ６Ａ 修饰水平

的下降， 为了验证 ＦＩＯ１ 的功能， 他们分别对 ３ 个野

生型和 ＦＩＯ１ 突变体的拟南芥幼苗进行 Ｎａｎｏｐｏｒｅ
Ｄｉｒｅｃｔ ＲＮＡ 测序， 并且比较了野生型与 ＦＩＯ１ 突变体

之间差异化的 ｍ６Ａ 修饰， 证明了 ＦＩＯ１ 具有独特的

ｍ６Ａ 甲基转移酶功能， 并优先在 ＣＤＳ 区域进行 ｍ６Ａ
甲基化修饰， 揭示了 ＦＩＯ１ 介导的 ｍ６Ａ 甲基化调控

开花时间。 该研究为理解 ｍ６Ａ 修饰在植物中的生物

学功能提供了新的见解。
以上研究证明了甲基化修饰在基因组中的重要

作用， 这也将进一步促进 ＯＮＴ 测序技术在鉴定甲基

化修饰中的应用及进程。

４　 讨论与展望

　 　 ＯＮＴ 测序技术与第二代测序技术和 ＰａｃＢｉｏ 的

三代测序技术相比， 具有便携、 廉价、 测序读长相

对较长等方面的优势， 自诞生以来， 正在以极快的

速度应用于基因组学研究， 但是其本身仍然存在一

些目前暂时无法改变的技术缺陷和局限性。 不同于

Ｉｌｌｕｍｉｎａ 及 ＰａｃＢｉｏ 的光信号原理， ＯＮＴ 通过将电信

号翻译成对应的碱基序列完成单分子测序， 但是由

于电信号的稳定性较差， 并且噪声信号及随机误差

也对碱基识别的准确率产生一定的影响， 所以导致

ＯＮＴ 在测序准确度上做出了很大的让步， 远远低于

二代测序和 ＰａｃＢｉｏ 测序， 并且其测序产生的错误并

非随机， 而是主要集中在是同聚物（ｈｏｍｏｐｏｌｙｍｅｒ）和
串联重复区域， 即使经过自身纠错及二代数据校正，

也难以达到较高的准确性， 造成序列错误和真实变

异难以区分， 英国 Ｏｘｆｏｒｄ Ｎａｎｏｐｏｒｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司

为了提高准确性， 采取了相应策略， 比如改进纳米

孔材料， 改造马达蛋白酶及升级化学试剂， 开发更

为精确的碱基识别相关算法等。 他们通过使用 Ｒ９
版纳米孔和 Ｋｉｔ１０ 试剂盒， 在约两年的时间便将

９２％的原始读长准确度迭代到 ９８％ ， ２０２１ 年， 该公

司推出的 Ｒ１０. ４ 纳米孔和 Ｋｉｔ１２ 试剂盒， 将原始读

长准确度提高到 ９９％以上。
ＯＮＴ 测序在读长上显著优于其他的测序平台。

从理论上来讲， 只要 ＤＮＡ 链不发生断裂， 就可以一

直通过纳米孔。 在未来的测序技术的发展趋势中，
测序读长仍然是至关重要的一个指标， ＯＮＴ 测序采

取纯化高分子量 ＤＮＡ、 在原有技术的基础上通过更

新纳米孔通道， 以及升级相关化学试剂等方法增加

读长将使其优势更加明显， 进一步促进基因组组装

的连续性， 解决短读长难以攻克的复杂重复序列，
对基因组结构变异的鉴定也具有更大的优势。

在解决了准确率的问题以及发挥更大读长优势

之后， 纳米孔测序技术具有非常诱人的应用前景，
以 ＯＮＴ 测序领衔的三代测序市场会越来越大， 在基

因组组装及后续的分析研究中应用也会越来越

广泛。
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