
一代测序技术应用及常见问题解析

尹 思

分析测试中心

027-87530080

2020-07-31



报告目录

一、一代测序原理

二、一代测序技术应用

三、常见问题解析



一代测序原理



英国生物化学家弗雷德里克·桑格（Fred Sanger）分别获得1958年和1980年诺贝尔化学奖。他是同一领域内两次获奖的第二人，更关键的是，两次
获奖理由都可归结为：测序。1951年，Fred Sanger首次确定了两种蛋白质（牛胰岛素A和B形式）的序列，表明它们是截然不同的分子，为此，他于
1958年获得了诺贝尔化学奖。1977年，他引入“双脱氧终止法”，也被称作“桑格法”，因此与另外两名科学家共同获得了1980年诺贝尔化学奖。

“现代基因组学之父”
- 两次获得诺贝尔奖的科学家



Sanger测序原理
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核苷酸形成3,5-磷酸二酯键示意图

核酸序列形成的基础



“双脱氧末端终止”的含义



双脱氧末端终止法原理





• ddNTP被加到正在
合成的链上，由于
3’-OH已被氧化，
下一个dNTP的5’-
磷酸基团不能与之形
成磷酸二酯键，使延
伸终止

• 在引物延伸反应过程
找那个，ddNTP在
不同位置加入，产生
一系列不同长度的新
的DNA片段

Sanger测序原理
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SNaPshot小测序原理

原理：即单碱基延伸技术。原理与Sanger测序类似，不同的是，应用SNaPshot 进行定点的序列分析时, PCR 
反应中只有不同荧光标记的ddNTP而无dNTP。每个 SNP 位点的引物的 3′端都紧靠SNP点，在聚合酶作用下,
根据模板的的序列，只延伸一个核苷酸。然后用先进的荧光检测系统，检测延伸的那个核苷酸的种类，针对不
同的SNP位点设计不同长度的延伸引物，可以做到多个SNP在一个反应体系中进行分型。

毛细管电泳结果

SNaPshot分型结果

Sanger法分型结果
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测序分析仪的发展



测序分析仪工作原理



胶泵

成像系统

POP7胶

阳极杯

阴极Buffer槽

96道毛细管

测序分析仪硬件结构



专利的荧光检测技术

多道毛细管同时检测

双束激光激发

光栅全波长分光

低温CCD实时检测每道毛细管同时检测



Sanger测序毛细管电泳图



DNA片段分析毛细管电泳图



一代测序技术应用范围





为何在二代三代测序技术早已出现的今天

Sanger测序还有其独特的地位

并且是行业内的金标准



“金标准”是什么意思？就是公认最可靠的办法，新的基因测序准确率多高，还需要Sanger测序来验证。

Phred-scale 质量分数起源于人类基因组计划，定义为Q = – 10 log 10 P，其中Q是质量得分，P是概率误差。例如，Phred质量

得分为10，误差为10%，准确度为90％。Sanger测序的总体准确度约为99.999％，或总误差为0.001％。由于读取长度在

1000bp，Sanger测序的这两个方面(准确性和读取长度)使其成为测序的金标准。

第一代 第二代 第三代

Sanger-毛细管电泳测序法
可逆链终止物
和合成测序法

实时单分子
DNA测序

误差 十万分之一 千分之一 百分之十五

准确率 99.999% 99.9% PacBio准确率仅为85%

QV值 50 30 8

读长(碱基数)
1000

2x150
2x300

~1000

第一代

Sanger-毛细管电泳测序法

十万分之一

99.999%
50

1000

测序金标准





一代测序在水生生物研究中的应用



基因是性状的底层密码



(异育银鲫家族“1号”：异育银鲫) (异育银鲫家族“2号”：高体型异育银鲫) (异育银鲫家族“3号”：异育银鲫“中科3号”)

(异育银鲫家族“4号”：长丰鲫) (异育银鲫家族“5号”：异育银鲫“中科5号”)

异育银鲫家族



纯合型(-/-)
Homozygous

野生型(+/+)
Wildtype

杂合型(+/-)
Heterozygous

×

基因分离

25% 50% 25%

鱼类基因功能的研究



鱼类基因功能的研究



藻种分子鉴定



分子标签的选择



我们知道，16S rRNA基因普遍存在于细菌细胞，在细菌基
因组中位于核糖体小亚基（约1540 bp），该区域兼顾保守
性和高变性，含有10 个保守区域(Conserved Regions)和
9 个高变区域(variable Regions)，保守区可用于设计引
物进行目的片段的扩增，而通过对高变区的分析可以辨别
细菌种类。
因此，16S rRNA基因被认为是最适于细菌系统发育学研究
和物种分类鉴定。

16S rRNA 基因是编码原核生物核糖体小亚基的基因，长度
约为1542bp，其分子大小适中，突变率小，是细菌系统分
类学研究中最常用和最有用的标志。

16S rRNA基因序列包括9个可变区和10个保守区，保守区序
列反映了物种间的亲缘关系，而可变区序列则能体现物种
间的差异。
16S rRNA基因测序以细菌16S rRNA基因测序为主,核心是研
究样品中的物种分类、物种丰度以及系统进化。



常见问题案例解析



在测序结果中，峰图文件（.ab1）最能真实地反映样本情况，序列文件是分析软件根据峰图自动导出的，若出
现峰图与序列不一致的情况，请以峰图为准。

一切以峰图为准！
一切以峰图为准！
一切以峰图为准！

CATGTTTGACAGCTTATCATCGATAAGCTGGGGGGGGGGGGGCGCTGAGGTCTGCCTC
GTGAAAAAGGTGTTGCTGACTCATACCAGGCCTGAATCGCCCCATCATCCAGCCAGAAA

这样的峰图导出的序列可信么？



Base QV                     
for each base in 
each sample file

怎样判别测序数据的质量



• Base QV                     
for each base in 
each sample file

QV= -10×lgPe
上面公式中，
Pe代表碱基读取的错
误概率
QV10 代表Pe=10%；

QV20 : Pe=1%；
QV30 : Pe=0.1%
QV40 : Pe=0.01%

怎样判别测序数据的质量



正常峰图示例

Sequence Scanner软件中Raw图实例

正常峰图特征

峰形比较完整，基本为单一峰形



序列峰图杂乱无
章，测序干扰大，
没有明显主峰

• 模板浓度太低

• 可能在引物与模板结合
处存在突变导致不结合

• 空载，无插入片段上引
物结合位点

• 重新制备模板

• 换其他引物测序

• 用载体上通用引物测
序

峰图特征 成因分析 解决方案

无信号





非单克隆

一般在峰图开始70-100bp
位置会出现套峰，也有在峰
图中部或后面才出现套峰的

挑到了2个不同的克隆子，2个克隆子的载体
序列是相同的，所以前面一般会有70-80bp
载体序列相同的单峰。2个不同的克隆子之间
的插入片段的差异就体现在套峰出现的位置

重新挑取单克隆

峰图特征 成因分析 解决方案



杂合-SNP

个别碱基位点出现套峰
样品模板本身就是一个处于杂合状态
的基因，出现套峰的位置可能就是基
因的天然突变后形成的突变位点

如需获得单一产物
连接载体克隆分离

峰图特征 成因分析 解决方案



峰图前半部分正常，
后面某个位置开始
出现套峰

在265bp的位置有部分模板由于碱
基缺失（或插入），导致在这个位
置开始套峰。因为由于碱基缺失
（或插入），变成了长短有差异的2
条链。在峰图结束的地方，有45bp
的单峰，长链比短链长45个碱基

如需获得单一产物
连接载体克隆分离

峰图特征 成因分析 解决方案

杂合—InDel



重复序列

测序结果某个位置出现连续
的重复单元，在重复的序列

之后的碱基出现套峰

由于DNA聚合酶在结合延伸poly模板
位置的时候，酶有一定几率随机性的
在模板上滑动，导致poly结构后面能
扩增出碱基长度大小相差1个到几个碱
基差异的片段群，从而形成套峰

目前没有很好的方法从根
本上解决这个问题，一般
是反向测序拼接

峰图特征 成因分析 解决方案



高级结构

原始测序信号开始正常，
到某个地方突然中断或者
减到一个比较低的水平

局部GC含量高，回文序列等区域，在普通
的退火温度条件下双链不易打开或者打开不
充分，导致扩增的效率突然降低，得到的产
物片段少，信号强度突然变低。测序仪在读
取信号时候一般有性噪比，高级结构后面信
号太低，跟背景信号混在一起形成套峰

反向测序拼接

峰图特征 成因分析 解决方案



连续且与主峰等长的
底峰，底峰的反向互
补序列与主峰一致

正反向混合引物都能与模
板结合扩增出相互反向互
补的单链片段测序产物

重新稀释得到单向纯引物

峰图特征 成因分析 解决方案

引物污染

126-135bp处底峰序列为ccccgctgcc,反向互补过来是ggcagcgggg
与104-113bp处主峰序列一致



引物降解

从峰图开始就有轻
微向前移码的底峰

部分测序引物轻微降解，5’端轻
微降解的引物还是能够正常跟模板
结合，由于5’端短了n个碱基，
此降解引物扩增得到的是比正常引
物短n个碱基的测序片段产物

重新稀释干粉引物
或重新合成纯引物

峰图特征 成因分析 解决方案 思考
峰图1和峰图2有本质上有

区别吗？出现这样的峰图
都是引物降解造成的吗？
如果引物是3’端降解呢？

图1

图2



双引物结合

有2种情况。图1，从
开始出现套峰，到中间
某一个位置，套峰忽然
消失。图2,从头到尾一
直套峰，而且2套峰的
高度差不多

2种峰图成因本质
是一样的，都是由
于同一条引物在模
板的不同位置结合

更换反向测序
引物或者重新
设计特异性引

物测序

峰图特征 成因分析 解决方案 思考

为什么图1套峰突
然“消失”？图2
的套峰却是从开始
一直持续到结束？



案例分析：如何用近源物种转录组数据获取基因

5’3’

只有3个近源物种
的转录组数据想要
得到石蜡保存物种
标本里基因信息，
设计了很多引物都
扩增不出来产物

• 相对保守区域设计引物

• 引物3’端保守序列尽量长

• 使用兼并碱基

• 困难基因用巢式PCR增加特
异性

问 题 解决方案 巢式PCR（nested PCR, nPCR）是一种变异的聚合酶链式反应(PCR)，使用
两对（而非一对）PCR引物扩增完整的片段。扩增示意图如上：首先用目
的基因两侧的P1和P2引物进行第一轮扩增，产物为初级扩增产物，然后
取0.5-1μl初级扩增产物作为模板，用目的基因上下游的P3和P4进行第二
轮扩增，就可以获得目的基因。
巢式PCR与普通PCR相比，有以下优势：
1、如果第一次扩增产生了错误片断，则第二次能在错误片段上进行引物
配对并扩增的概率极低。因此，巢式PCR的扩增特异性非常高。
2、在巢式过程中往往第一轮的PCR产物跑电泳检测看不到目的条带或者
出现很多非特异性扩增条带，但是经过第二轮的PCR，目的条带就很单一、
很亮了，这是因为巢式PCR很灵敏，尤其是样品中目的基因的表达丰度较
低的情况下，巢式PCR的优势就展现出来了。



案例分析：前后夹击的困难基因如何测通

反向引物在模板上有两个结合位点导致套峰

正向测序在310bp处遇到polyG导致后面套峰



PCR重测序 Sanger测序 TA克隆

STR/SSR SNP检测 菌种鉴定/Barcoding
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