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引言

RNA测序（传统测序技术称为RNA-Seq）已经在生物学和医学的各个领域取得

了前所未有的发展。它是研究人类遗传学和疾病相关病理学的宝贵工具。例如，

在包括癌症在内的诸多疾病中，转录异构体的表达和用途是健康组织和患病组

织之间变异的重要来源1，2。RNA测序也有助于识别不断增加的病症中出现的融

合转录本3。

cDNA测序也极大地辅助了病毒性病原体的表征和及时检测4,5,6，与“金标准”病毒分离培养法

相比，大大提高了从采样到获得结果的效率。对被病毒感染的样本进行RNA测序，能够改善灵

敏性7和特异性，并能对病毒的快速进化做出迅速反应，克服了依赖于ELISA和RT-PCR的其它

替代方法中存在的问题。但是，RNA测序的众多应用并不局限于人类健康领域的研究。该方法

已被应用于农业环境中，例如，用来研究干旱诱导的植物应激反应8。

最后，RNA测序在发育生物学中的应用已在协助阐明转录程序的变化与多种发育相关事件的联

系9。

毫无疑问，传统的测序技术使全面转录组分析成为可能，并带来了很多重要的科学发展。然而，

这一领域仍有一些重要的局限性有待解决。在此，我们将重点介绍纳米孔技术如何灵活应对在

全长转录本识别、异构体表达和定量、以及病毒检测中的挑战。

转录异构体的表达和用途是健康组织和患病组织之间变异
的重要来源。
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获取和分析全长转录本

高通量的RNA测序方法在生成全长转录本时常常由于

逆转录的过早终止而存在困难10。在使用oligo-dT引物

时，这反映在以完整序列为代价的转录本3'末端的过度

偏倚11。该问题可通过用于全长转录本富集的逆转录

酶“模板转换法”缓解12。然而，由于大多数传统测序方

法需要进行片段化，准确组装完整的转录本仍然存在困

难，尤其是在一个读长可以比对到多个位点的情况下（

例如高度保守的序列段）（图1）。 

利用纳米孔测序技术，无论片段长度如何，都可以对整

个片段进行测序。因此，全长cDNA可以作为单个片段来

进行测序，大幅度减少了之后在多位点比对中的问题（

图1）。Oikonomopoulos等人的一项研究证明13，纳米孔

技术可发挥模板转换法的最大潜力，其中有90.8%的纳

米孔读长为全长转录本。重要的是，使用模板转换法并

不是利用纳米孔测序获取全长转录本的先决条件。如

Hargreaves与Mulley的一项研究显示14,其中有88%的

读长为全长转录本。纳米孔设备所提供的长读长范围介

于1-100skb，使得全长转录本的识别和转录组从头（de 

novo）组装更易于传统测序平台。

转录组分析挑战

图1  
利用短读长和纳米孔长读长组装全长转录本。

实际转录本

实际转录本

比对到基因A和基
因B的短读长

比对到基因A和基
因B的纳米孔读长

高度保守区域

短读长

纳米孔读长

基因A 基因B
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准确识别各基因的多个同源异构体

选择性剪接（或可变剪切）的过程中，前体mRNA分子可以

产生多个外显子形式不同的成熟mRNA分子，从而允许多

种蛋白质能被单基因编码15。为了能正确识别这些独特的

mRNA同源异构体，则有必要对几个连续的外显子进行测

序。但这些外显子的长度导致超出了短读长测序技术的能

力（图2）。 

而正因为此，计算机技术被用于进行异构体的重建。然而，

在Steijger等人16的一项研究中表明，在超过半数以上所分

析的转录本中，自动的转录本组装方法未能识别的其所含

的所有外显子组成。此外，在那些所有外显子都能被识别

的转录本中，有超过一半的组装不正确。如果正在研究的

读长来自高度相似的转录本，如旁系同源基因的读长，则

这些情况会更加复杂，还有可能完全无法检测出罕见的同

源异构体17。

长纳米孔读长能够生成完整的转录异构体序列，从而避免

组装中存在的上述问题。其在剪接变体识别中的优势已被

反复证明14,15,18,19。值得注意的是，纳米孔测序能够识别唐

氏综合征细胞粘附分子1(Dscam1）中的7000多个全长异

构体—这是自然界中已知的最复杂的选择性剪接基因15。 

纳米孔测序技术能够提供可靠的用于同源异构体的解决方

案，使复杂选择性剪接转录组的从头（de novo）组装成为

可能。

长纳米孔读长，生成完整的转录异构体序
列，避免组装中存在的问题。

纳米孔长读长RNA测序

基因/前体mRNA

短读长RNA-测序

外显子4 外显子5 外显子7 外显子8 外显子9外显子1 外显子2 外显子3 外显子6

图2
选择性剪接可以让每个基因产生大量的mRNA异构体，这又能反过来改变蛋白质的组成和功能。
传统RNA测序技术产生的短读长丢失了位置信息，使得正确组装选择性剪切mRNA异构体存在挑
战性。长纳米孔读长能够横跨全长转录本，从而简化识别过程。
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“直接RNA甲基化分析将彻底改变人们未来
十年研究RNA的方式”24

识别和量化问题异构体

由于无法准确识别同源异构体，传统测序平台在量化异构

体方面也面临诸多困难。短读长和纳米孔表达数据之间的

强相关性表明20，纳米孔cDNA测序在单细胞基因表达分

析中与其它成熟技术表现相当。此外，纳米孔平台既能作

为独立工具20，也能作为混合测序方法的一部分，生成数据

进行可靠的同源异构体量化18。.

RNA直接测序 - 无偏倚，全长转录本，以及碱基
修饰分析

直到最近，基于测序的RNA分析均需要将RNA转化为互补

DNA（cDNA）链，在这一过程中，逆转录或扩增可引入偏

倚。研究表明，与总mRNA混合物相比，PCR扩增文库的复

杂性有降低的趋势21。此外，并非所有的转录物都以相同的

效率扩增，这就会导致一些种类的RNA的中断以及其它种

类RNA的过度扩增21。短读长测序技术会产生出GC偏好

性，其中对GC含量低或含量高的序列代表性不足。使用传

统的短读长测序技术会加剧这些问题。

基于cDNA研究的另一个局限性，是在PCR扩增过程中会

丢失有关碱基修饰的所有信息。已知这种碱基修饰具有调

节RNA活性和稳定性的作用，因此也使得研究人员对它的

兴趣日益增加。纳米孔测序能够直接进行RNA测序，使其

可以克服所有的上述挑战 - 提供无偏倚、全长、链特异性

的RNA序列（图3）22。

使用纳米孔测序技术，读长长度仅受出现在孔中的RNA（

或DNA）片段大小的限制，这使得它可以测序非常长的全

长转录本。直接RNA测序能够处理的最长转录本目前长度

超过20kb23。
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包含扩增的测序工作流程易受序列特异性偏倚的影响。使用三种纳米孔测序技术(PCR-cDNA，直
接cDNA和直接RNA）和典型的短读长cDNA技术构建酵母转录组文库。
在所有情况下，纳米孔数据集里的GC偏倚低于短读长数据集。



OXFORD NANOPORE TECHNOLOGIES  |  RNA测序 7

与短读长测序相比，利用纳米孔长读长直接
进行RNA测序研究POLY-A的优势在于可
以直接耦合剪切异构体和3'UTR异构体信
息28。

RNA直接测序的测序数据还可能够用于检测表观遗传修

饰。至目前为止，使用纳米孔测序技术检测到的RNA修饰

包括但不局限于假尿苷23，N6-甲基腺苷(m6A)21,25及5-甲

基胞嘧啶（5mC)21,26。圣克鲁兹加利福尼亚大学的Miten 

Jain博士认为：“纳米孔技术可以用于直接RNA甲基化分析

的能力将彻底改变人们在未来十年研究RNA的方式”24。

RNA直接测序的更进一步好处是能够准确测量poly-A尾

长。在真核生物中，信使RNA（mRNA）的3’末端有一系列

的腺苷碱基，也被叫做poly-A尾。这些ploy-A尾的长度大

小可能不同，其中最大的长度超过250个核苷酸，因此超出

了短读长测序技术的典型分析能力23，27。研究表明，poly-A

尾的长度是转录后调控的重要因素，进一步的研究可能为

基因表达和疾病研究提供新的见解23，27。使用纳米孔测

序，研究人员已经鉴定了模式生物秀丽隐杆线虫整个发育

过程中的动态poly-A尾分布28。以及人类转录本异构体不

同的poly-A尾长度研究29。

RNA直接测序技术已被临床研究人员所使用，以此来开发

病毒病原体检测的新方法，大幅缩短得到检测结果时间。

在流感病毒的研究中，美国疾病控制和预防中心的研究人

员研究出了一种RNA直接测序方案，将病原体检测和鉴定

时间从几天减少到了几个小时30。

转录组分析中的RNA测序深度指南

转录组分析中的RNA测序深度指南旨在比较两个样本之间

转录谱的实验可能需要“适中的”测序深度，而发现新型的

转录本以及同源异构体定量通常需要更深的测序深度

（ENCODE指南和RNA测序最佳实践：2016年12月修订
31,32)。表1提供了关于不同RNA测序实验所需数据量的一般

指导。

以下建议是基于短读长测序技术，该技术对从头（de 

novo）组装和同源异构体的检测尤为困难。如果需获得类

似结果，需要的长读长可能少得多。例如，在单细胞测序研

究中，Byrne等人20证明每个细胞获取少于短读长数量3-4

倍的纳米孔读长，足以在两个不同平台间产生高度一致的

表达谱。此外，70％以上的细胞达到了表达水平的量化饱

和20。将纳米孔PCR-cDNA,PCR-FREE直接cDNA和直接

RNA测序与典型的短读长cDNA技术相比，数据显示达到

在单细胞测序研究中，Byrne等人证明利用少
于短读长3-4倍数量的纳米孔读长可产生高
度一致的结果。

检测或应用 每个样本推荐读长（M)

差异表达谱 10-25 M 双端读长（~1.5 Gb-3.75 Gb)*

选择性剪接 50-100 M 双端读长(~7.5 Gb-15 Gb)

差异异构体表达 >100 M 双端读长(>15 Gb）

从头（De novo）组装 >100 M 双端读长(>15 Gb)

表1  
不同类型的RNA测序试验所
需的读长数量指南。该信息是
基于使用短读长测序的大约
3Gb的哺乳动物基因组。所得
数值由Liu等人33,34、ENCODE
指南以及RNA测序最佳实践
提供31,32。
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相同转录本覆盖度，纳米孔测序所需读长和碱基数分别少

50倍和7倍（图4）22。

Oxford Nanopore为转录组研究提供的是可扩展的解决方

案。利用Flongle™,MinION™,GridION™和PromethION™

分别生成1.8Gb，30Gb，150Gb和8.6Tb的数据。

快速识别和鉴定RNA病毒的需求

测序对于检测临床样本中的病毒性病原体非常有用。它与

其它方法不同的是能够监测病毒的快速变异。然而，大多

数测序平台都难以运输，并且不适合用于现场作业。这意

味着样本需要被送到具有相关设施的实验室，而这可能会

在有快读检测需要的情况中导致不利的延迟，例如病毒爆

发。此外，如果病毒滴度很低，为了获得可靠的检测结果，

有时还需要进行病毒培养。

Oxford Nanopore 提供手持便携式测序仪MinION™和

MinIONMk1C™，适合现场和实验室作业。联合基于cDNA

的RNA测序方案使用纳米孔测序，能够大大提高病毒检测

速度，使从采样到获得结果的时间缩短为约3小时35。此

外，该技术可以直接从宏基因组样本中识别滴度低至105拷

贝/ml血液中的病毒5。

纳米孔测序能够大大提高病毒检测速度，使
从采样到获得结果的时间缩短为约3小时30。

图4 
与典型的短读长技术相比，覆盖

相同数量的转录本，长读长纳米

孔RNA测序技术需要的数据更

少21。
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越来越多的工具和分析流程可用于纳米孔直接RNA和cDNA长读长测序。根据研究目的，RNA测序读

长通常被定位到转录组或基因组。转录组定位(Transcriptome mapping）更易于转录本识别和定量，

但无法发现新型异构体。定位到基因组则允许更全面地分析剪接变体和剪接异构体，但在生物信学上

挑战性更大。

除了这些社区开发的用于直接RNA和cDNA测序的分析工

具和流程，Oxford Nanopore现在还提供三种经过验证的

可重复的分析流程。

转录组工作流程36利用转录组映射的方法，通过纳米孔长

读长实现差异基因表达（DGE）和差异转录使用（DTU）分

析。该分析流程基于Love等人的研究方法37。

对于基因组注释，Oxford Nanopore提供pinfish38分析工

作流程，包含pinfish(结合转录组数据分析工具)和比对工

具minimap239,从纳米孔cDNA/直接RNA长读长中生成

GFF2格式的注释文件。

最后，pychopper40是一种通过识别具有反转录引物和链

转换引物特征的序列来选择全长cDNA读长的工具。建议

先运行pychopper获取cDNA读长，再使用pinfish分析流

程进行基因组注释。

纳米孔直接RNA测序不需要扩增或链合成，这意味着在测

序过程中，修饰碱基能穿过纳米孔，并能提供可以在原始

信号中检测到的独特特征。Oxford Nanopore开发了

Tombo41分析工具，可通过直接RNA或DNA测序检测碱基

修饰(图5)。Tombo允许研究人员用不同的计算方法研究修

饰的碱基，针对不同应用类型和实验设计具有灵活性41。还

可以通过训练该平台来识别更多的非标准碱基。

详细的逐步教程请参考纳米孔社区： 

www.nanoporetech.com/knowledge.
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Fig. 1 Modifications in human rRNA a) Tombo prediction 

Fig. 1 Modifications in human rRNA a) raw reads 

图5
Tombo数据分析包，从原始
纳米孔信号中识别一系列修
饰碱基。
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短读长测序技术在解析有多种异构体的基因转录本时往往存在困难，这是由于当许多外显子彼此间的

距离大于最大读长长度时，该技术就很难检测外显子的连接性15,42。Bolisetty等人15使用纳米孔测序法

和果蝇模型，对具有大量异构体(Dscam1, Rdl, MRP, Mhc）的基因进行了转录组分析。

使用基因特异性RT-PCR,该团队检测了这四种基因的总共

7899种全长异构体。Dscam1是已知的选择性剪接数量最

丰富的基因，有可能产生总共38016种异构体(115个外显

子，其中95种为选择性剪接，形成4个簇)43。根据研究目

的，作者聚焦于涵盖外显子3-10（19008种潜在异构体）的

区域。尽管每个簇内的外显子彼此具有80％的核苷酸一致

性(图6)，但它们仍然能够从平均一致性>90%的全长比对

中准确地解析出7874种Dscam1异构体。

Bolisetty等人15证明，长纳米孔读长技术对鉴定具有多种异

构体的转录本尤为适用，即使在外显子间有显著的相似性

的情况下也是如此。

个案研究1

纳米孔测序技术能精确解析选择性剪接转录本

准确解析出Dscam1异构体共7874种，全长
比对的平均一致性达>90％。

图6  
Dscam1异构体的纳米孔测
序。外显子簇变体（上部）以
及两种高表达的Dscam1异
构体（底部）的连接。图像
经美国康涅狄格州法明顿康
涅狄格州健康中心大学布伦
顿·格拉维利教授给予许可；
最初来源于BioMed Central
出版的一篇文章15中的图表的
一部分。
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橄榄果蝇（Bactrocera oleae）是橄榄树栽培最重要的害虫之一，每年造成约8亿美元的损失。已知性

别决定在胚胎发育的前6小时内开始，但发育中胚胎的转录动力学尚未被探索，雄性决定因素仍有待理

解。为了研究发育中橄榄果蝇胚胎的转录组，Anthony Bayega及其同事使用MinION对来自混合性别

胚胎的poly-A+RNA进行了全长cDNA测序，这些胚胎在发育的前6小时中被每小时收集一次（图7)44,45

超过50%的表达基因具有至少一条全长读长。选择包含 

5’端接头、poly-A+尾和3’端接头的读长来聚焦于全长转

录本。将此方法得到的序列与短读技术产生的序列进行比

较，表明检测相同数量的基因，此方法所需的读长要少40

倍。

从头转录组组装识别出3553个新基因、8330个与NCBI预

测匹配的基因、以及总共79810个转录本。总体而言，与

NCBI预测的转录组相比，转录组多样性增加了四倍。此

外，用该数据集还校正了在NCBI中错误建模的38个基

因。

通过在cDNA合成阶段加入RNA标准（ERCC）确定绝对

转录本数值，随后使用这些数值生成标准曲线，用来后续

将每个胚胎转录本丰度的相对读长数转换为绝对读长数。

发现每个胚胎的转录本总数在发育的第1小时和第2小时之

间下降到一半；而与第2小时的水平相比，第3小时增加了

143%。类似的转录本丰度模式曾在双翅目黑腹果蝇

（Drosophila melanogaster）中报道过。

利用从成年雄性和雌性橄榄果蝇头部获得的长读长序列，

研究人员得以进一步探索性别决定所涉及的基因异构体

的复杂性。在一些基因中，如double sex（dsx）和

transformer（tra）这两个决定性别的主调控因子中，可能

出现各种各样的选择性剪接事件。dsx的异构体复杂性在

胚胎和成虫组织之间显著不同；较长的异构体在胚胎发育

早期最为突出，而成虫脑中较短的异构体更为普遍。特别

值得注意的是，包含外显子4的情况仅在成年雌性组织中观

察到。该研究首次提供了关于橄榄果蝇胚胎转录组复杂性

的信息，并展示了更好地理解性别决定在控制对经济有严

重影响的农业害虫种群数量中具有的潜力。

个案研究2

发育中的橄榄果蝇胚胎的转录动力学

图7
Bayega等人从样本采集到测
序的实验过程示意图44。
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个案研究3

利用全长转录本进行癌症研究

纳米孔测序能够测序全长转录本并精确识别和量化多种异构体，使其对癌症研究尤为有用。该技术已
被应用于许多癌症类型的研究，包括白血病46、乳腺癌47、卵巢癌47及肺癌48。

Suzuki等人48采用纳米孔cDNA测序法对与肺癌有关的一

组基因中(EGFR, KRAS, NRAS, NF1, ALK 和RET )的多

种常见突变类型，包括单个碱基替换、短片段缺失、外显子

跳跃和融合进行了测序。此外，该团队利用纳米孔测序获得

的长读长对两个抗癌药物疗效相关的基因组DNA突变进

行了定相。在研究取得成功之后，研究人员评论说到：“简

单的MinION测序的方法使中小规模的研究中心和医院可

能通过驱动基因的分型来开展研究，并选择合适的治疗方

法”48。

在意大利巴里大学，研究人员正研究利用纳米孔测序检测

BCR-ABL1激酶结构域(KD）突变的潜力46。BCR-ABL1基

因融合发生在95％的慢性粒细胞白血病患者中49，该基因

编码非调节酪氨酸激酶蛋白。BCR-ABL1基因中的KD突变

引起并表明其对一线治疗药物酪氨酸激酶抑制剂产生了抗

药性46。目前Sanger测序是用于BCR-ABL1中变体检测的

金标准，但由于其灵敏度仅为20％，因此并不适用于识别

低水平的变体。

在一项涉及24个样本的研究中，使用100x和1000x测序深

度，研究小组评估了纳米孔测序在鉴定大小为1.7kb的

cDNA扩增子中的KD突变的能力。在2个样本中，纳米孔测

序数据鉴定出了具有临床意义的突变，而使用Sanger测序

结果最初并不明显（图8)。该团队还指出，使用低于100x的

纳米孔测序深度足以识别所有突变。通过纳米孔测序技术

获得的长读长更能检测到在同一克隆中的突变（in cis;复

合突变体)，而这对于Sanger测序或短读长测序极具挑战。

研究人员总结说到：“我们的数据表明MinION在灵敏度、

成本和省时方面明显优于Sanger测序，它的优点还在于可

以确定多个突变的克隆组成”46。

MINION在灵敏度、成本和省时性方面明显
优于SANGER测序46。
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图8
纳米孔测序（左侧）在2个样
本中检测到了起初在Sanger
测序数据（右侧）中并不明显
的突变，这表明纳米孔技术增
强了灵敏度。图片由意大利巴
里大学Crescenzio Minervini
博士提供。
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来自牛津大学和Earlham研究所的研究人员利用纳米孔测

序来研究死亡后人脑的六个区域中（小脑，纹状体和4个皮

层子区域）CACNA1C的表达42。纳米孔测序的长读长完整

测序了CACNA1C(6.5kb）的外显子区域，并发现了38个可

能的新外显子和90个异构体50。在40个早前注释的异构体

中，只有7个被识别出来。研究小组认为，在以往的数据中

存在假阳性是造成这种差异的原因之一，而这是由于其他

测序方法在转录组组装时的固有复杂性造成的。

有趣的是，10种表达最多的异构体中有9种为新型转录本(

图9)50。对83种新异构体进行初步研究后，还发现了许多会

改变蛋白质及其功能的异构体。该团队还证明了异构体分

布情况在脑区域之间有所不同，并且CACNA1C的剪接比

目前认识的更为复杂50。

首席研究员Michael Clark博士强调：“这些结果是评估

CACNA1C作为潜在治疗靶点的第一步，并证明了长读长纳

米孔测序对阐明所表达的基因本质的能力42。”

个案研究4

200 kb hg38

纳米孔异构体（丰度最高的10个）

CACNA1C 基因编码 v27
TSS

标注异构体 新型编码异构体           新型非编码异构体（预测移码）

图9 
在脑组织10个最丰富的
CACNA1C异构体中，有9个
是新型异构体，突出显示长读
长有利于进行异构体表征。
图片由英国牛津大学Michael 
Clark博士提供。

双相情感障碍和精神分裂症有很强的遗传成分，全基因组关联研究（GWAS）确定了很多风险基因
座。其中一个基因座CACNA1C——编码电压门控性钙通道亚基，是一个潜在的治疗靶点。然而，它的
超长长度（>13kb)，外显子数量(>50）以及高水平的选择性剪接意味着我们对CACNA1C亚型结构和
表达知之甚少42。
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酿酒酵母菌株CEN.PK113-7D因具有简单的遗传操作性和

快速的生长速率而被广泛用于学术和工业研究。为了对其

进行深入了解，阿肯色州大学的研究人员首先使用纳米孔

测序创建了一个完整的基因组组装，使用长读长来改进现

有的片段化的短读长组装51。随后该团队进行了RNA直接

测序，以确定其在两种不同生长条件下的基因表达模式（

双向生长)。

数据揭示了在葡萄糖和乙醇上生长的酵母复制品上独特的

基因表达谱（图10)。正如预期的那样，在使用乙醇作为生

长基质的有机物中，与乙醇代谢和细胞应激反应有关的转

录本显着增加；而葡萄糖组中上调基因与快速生长过程和

乙醇发酵相关。

Oikonomopoulos等人13比较了纳米孔技术和其他测序方法

在进行基于cDNA的转录组研究中的优劣。该团队使用表

达量数据质量控制联盟(ExternalRNA Controls 

Consortium, ERCC)的 RNA Spike-in混合物和从人类

HEK-293细胞制备的cDNA库，对不同测序仪的性能进行

了比较。所有测试平台均使用模板转换cDNA实验方案。大

多数（90.8％）的纳米孔读长为转录本全长，且未观察到转

录长度偏倚。

基于纳米孔数据的转录本丰度估计值与ERCC混合物的已

知浓度之间存在很强的相关性（皮尔逊相关系数r=0.98)。

对于HEK-293样本，短读长数据产生的转录本丰度估计值

与基于纳米孔数据的估计值之间也存在很强的相关性（皮

尔逊相关系数r=0.75)。对于同一样本，纳米孔数据丰度估

计值也与基于另一长读长测序平台数据的估计值高度一致

(皮尔逊相关系数r=0.82)。这些结果表明，纳米孔技术可用

于可靠地量化任何大小的全长cDNA分子，进而有可能减

少繁重的分析22。

个案研究6

使用RNA直接测序进行全局性的转录组分析

个案研究5

纳米孔测序精确量化任何大小的全长cDNA的丰度
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研究小组发现，约70％通过直接RNA测序获得的序列与全

长转录本相对应，并且可以检测到5kb以上的全长转录本。

使用纳米孔技术的RNA直接测序获得数据与短读长测序

技术获得的数据相比较后显示，虽然数据总量大约是使用

短读长数据的一半，但两者的平均覆盖深度相当（图11)。此

外，有证据表明纳米孔读长比短读长RNA分析技术50表现

出更低的GC偏倚52。

长读长RNA直接测序还可以鉴定许多聚腺苷酸化非编码

RNA，包括rRNA，端粒酶RNA和长链非编码

RNA（lncRNA)51。

该小组在总结时指出：“我们相信RNA直接测序将成为未

来‘完整基因组时代’进行转录组分析的一项多功能的工

具”。

图10 
RNA直接测序能够鉴定在葡萄糖（蓝色）或乙醇（黄色）上生长
的酵母复制品的独特的基因表达谱。图片由美国阿肯色州大学
Intawat Nookaew博士提供
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图11 
如平均覆盖深度方框图所示，由500Mb直接RNA测序数据产
生的转录物的动态范围与从1000Mb短读长测序技术数据获得
的转录物的动态范围相似。图片由美国阿肯色州大学Intawat 
Nookaew博士提供
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总结

 

纳米孔测序能提供所有长读长在转录组分析中所能提供的

优势。纳米孔技术可生成全长转录本，适用于异构体以及

丰度的精确鉴定。便携、快速的实验室制备步骤和实时分

析流程，也使得纳米孔测序在病毒性病原体研究领域，特

别是在实地作业的环境中具有优势6。无逆转录和PCR扩

增偏倚的RNA直接测序的出现更是进一步推动了转录组

学的分析。最后，RNA直接测序还可以通过单个文库制备

鉴定多种RNA修饰，无需经过冗长的亚硫酸氢盐转化或抗

体沉淀操作21。这些特点，再结合纳米孔平台和技术所提供

的扩展性，使纳米孔测序成为了（用印第安纳大学伯明顿分

校Marinov博士的话说）“转录组研究中最令人兴奋的发

展”53。

图12 
一个RNA分子正在通过纳米孔。cDNA第一链（可选步骤）能提
供最大的测序效率，但是不穿过纳米孔。

纳米孔测序可提供适用于异构体及其丰度鉴
定的全长转录本。

使用传统测序方法进行RNA测序已协助解答了许多生物问题。但这种方法存在局限性，例如在获得
全长转录物、问题异构体的识别和量化、文库构建相关的偏倚（PCR、逆转录等）等方面均能力有
限。其中的一部分问题已经通过其他商业上可用的长读长测序设备解决，但是对于大规模实验来说，
使用该方法往往成本高昂。
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应用
PCR-cDNA测

序试剂盒SQK-

PCS109

Direct-cDNA测

序试剂盒SQK-

DCS109

Direct RNA测序

试剂盒SQK-

RNA003

基因表达 *** *** *

剪接变体和融合蛋白 *** *** **

病毒RNA *** *** ***

Sequencing native RNA allowing ***

关于 Oxford Nanopore 
Technologies Technologies
Oxford Nanopore Technologies公司开发的第一款纳米

孔测序设备MinION——一种便携式、实时的、长读长和低

成本设备，对测序技术产生了革命性的改变。

纳米孔技术是唯一可以直接测序RNA的测序技术，消除了

能够造成潜在的偏倚的因素。由于长读长能够对全长转录

本进行测序，它也被越来越多地用于cDNA的分析（表2)，

且可以在测序核苷酸的同时读取碱基修饰。

MinION Mk1C和Flongle是纳米孔测序产品集中的最新产

品。MinION Mk1C将MinION的便携性和高产量与全集成

的触摸屏、用于机载分析的高性能计算机以及内置Wi-Fi、

蓝牙和移动数据的功能完美结合。Flongle是一种用于

MinION和GridION的测序芯片，旨在为较小的测序实验和

分析提供最经济有效的方法。

使用GridION Mk1，PromethION24和PromethION48能

够满足更高通量的需求。紧凑型台式系统采用了与

MinION相同的纳米孔技术，可分别同时运行多达5个，24个

和48个测序芯片。每个测序芯片可以独立使用，研究人员

可以选择一次使用多少测序芯片，同时进行不同的实验。

关于无偏倚的长读长RNA测序的最新信息，请访问 

www.nanoporetech.com/RNA
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