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领域前瞻 

实现“终极版”核苷酸测序仪的技术要素 

于军 1,2 
1. 中国科学院北京基因组研究所，中国科学院基因组科学与信息重点实验室，北京 100101 
2. 中国科学院大学，北京 100049 

摘要: 20 世纪 70 年代发明的第一代 DNA 测序技术，尽管测序通量有限，却成功地保证了“人类基因组计划”

的实施；世纪之交出现的下一代(第二代) DNA 测序技术经历了通量飞跃，为各种精准医学项目的实施提供了

保障；目前的第三代技术，尽管通量居二代之后，但读长和单分子测序优势也让其有立足之本；第四代测序技

术的基本标志是不经过 cDNA (以 RNA 为模版合成的互补 DNA)，无 PCR 扩增，而直接测定单分子 RNA 序列，

以及确定单分子 RNA 上的修饰核苷酸位点。从技术的角度看，第三、四代技术有一定技术要素共享(比如在单

分子水平测定 DNA 序列)，但是就测序对象而言，第四代应该属于“终极版”核苷酸测序仪：可以从单细胞出发，

既能测定 DNA 序列，也可以测定 RNA 序列，也可以直接确定修饰核苷酸位点。因此，要实现这个“终极版”

核苷酸测序仪，就要调动相关核心技术要素，而这些要素毫无疑问地会涉及物理、化学、工程学、生物学、半

导体科学、计算机科学等领域的前沿技术，包括纳米科学、单分子光学、单分子拉曼光谱、单分子核磁共振、

单分子酶学、人工智能等所谓的“硬科技”。其功能是从单细胞的裂解开始，经微纳结构实现组分分流后，直接

导入 RNA 序列测定单元，定量分析细胞 RNA 分子的种类、数量、序列和修饰核苷酸位点的存在频率。本文系

统介绍了第四代测序仪的可能技术要素，以及应用需求和新研究范式。 

关键词: 核苷酸测序技术；单分子；单细胞；纳米技术；纳米孔 

Possible technical elements for the ultimate nucleotide sequencers 

Jun Yu1,2 
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Abstract: The DNA sequencing technology invented in 1970’s has been a leading tool for genomics and its sequel — 

precision medicine. The needs for advancement of the DNA sequencing technology comes from increasing resolutions 

in cellular and molecular studies, not only DNA or cDNA sequences but also their covalent modifications, such as various 

kinds of DNA or RNA methylations. Sequencing single RNA molecules directly without conversion into cDNAs appears 
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to be the last generation of nucleotide sequencers. Some cutting-edge technological elements are clearly expected for the 

ultimate design of nucleotide sequencers, which must include, but not limited to, nanopores, nanofabrication, surface- or 

tip-enhanced Raman spectrometry, single-molecule photonics and plasmonics, artificial-intelligence based data analysis 

tools. The complexity of biological systems is also calling for new syntheses, frameworks, paradigms and more concerted 

efforts and projects internationally. Here we discuss possible roles and capacities of such technical elements for the 

fourth-generation nucleotide sequencers in details. 

Keywords: DNA sequencing; RNA direct sequencing; single cell; single molecule; nanopores 

除了学科基础和人才考量外，对各科学学科发

展方向的把握(学科前沿的识别)、对科学领域拓展优
先权的考量(新学科的识别)、对实现科学目标途径的
选择(路线图)构成驾驭科学动态发展的基本要素。除
了学科基础和布局外，满足学科发展与新颖性科学

发现的需求是技术、工程、方法和资源(包括人与物)
等支撑要素积累与发展的原动力。因此，对于技术

的评价，对于关键前沿技术、核心工程技术、颠覆

性集成技术等技术分类的识别构成科学发展的重要

基石。近半个世纪以来的科技发展史充分地证明了

这一点，尤其是物理学与生命科学的发展历程更充

分地证明了这些判断。例如，来自这两个领域的科

学家，美国理论物理学家巴丁(John Bardeen, 1908~ 
1991)和英国生物化学家桑格(Fredrick Sanger, 1918~ 
2013)，他们在各自领域发明的关键前沿技术(晶体管
和超导效应、蛋白质和 DNA 测序原理)分别开启了
物理学的信息时代和生物学的分子时代，对科学重

大转折、高速发展的时代做出了伟大贡献。同时，

诺贝尔奖官方网站(https://www.nobelprize.org)显示，
他们也是诺贝尔奖历史中独有的两位同一领域两次

获得诺奖(均分别在 20世纪 50年代和 70年代)的科
学家。 
生命科学领域曾经发生了一次从观察生物学到

分子生物学的重大转折，相应的更宏观的是从宏观

生物圈 (the Macrobiosphere)到微观生物圈 (the 
Microbiosphere)的转折。这个转折引出了更深刻的理
论和技术的综合思考[1,2]。在微观生物圈里，生命科

学从分子水平不断认识自身发展的需求，不断发现

新的现象、原理和理论、乃至新的地貌(landscape)，
而其基本特征是与物理、化学、工程学、信息学等

在概念、关系和参数上实现实质性的汇聚、融合，

至最后的融会贯通。从量子力学出发，到量子物理

和量子化学的应用，再到量子生物学的应用，构成

微观生物圈的基本科学基础和途径。而在这个过程

中，技术的汇聚与应用(即仪器与设备的制造)成为关
键中的关键，用以支持和引领数据导向(data- driven)、
发现导向(discovery-driven)的科学研究活动，比如
DNA序列的测定和蛋白质机器的结构确定。 
生命科学在科学的重大转折中同样有两条基本

主线：其一是自身发展和相应的技术突破；其二是

与其他学科的融合并进。生命科学进入分子水平是

从 20世纪 40年代人类对 DNA(即遗传物质)和 DNA
序列编码基因的认知开始。70年代以来的寡聚核甘
酸合成技术、DNA测序技术、核苷酸链式杂交技术，
以及 80 年代的 PCR 技术构成了基因组科学发展的
核心技术，这些技术的延伸和翻新一直延续至今，

也体现在几代 DNA测序仪的核心技术组分之中[3~6]。

可见，就基因组学所引领的生命科学前沿而言，DNA
测序技术(连同 RNA 测序一起可统称为核苷酸测序
技术)无疑已成为重中之重，其涉及的核心元素就成
为核心技术要素，其聚焦的突破性研究活动就成为

前沿研究，而与其一起发展起来的“孪生兄弟”之

一即是生物信息学，后者又带上了“互联网+”和人
工智能等信息技术前沿要素。 
纵观人类文明发展史，科学从来没有像今天这

样表现出对技术发展的渴求。首先，就科学总体而

言，本身的进步与技术的发展产生了无法摆脱的相

互依赖性。也就是说，科学发展的速度越快，遇到

技术瓶颈的机会就越多，也越难突破，突破的需求

也越强烈。比如分子生物学对 DNA测序的需求，细
胞生物学对 RNA 测序仪和高灵敏度质谱仪的需求。
其次，人类科学知识的进步提供了预测科学进步与 
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技术发展可能进程与重要转折的能力。比如从宏观

生物圈到微观生物圈的转折。第三，成功的划时代

大科学计划突破了科学研究的自由探索和假说导向

的经典模式，开拓了数据、发现导向的新模式，奠

定了规模化生物学研究的理论基础和方法学。如果

说国际“人类基因组计划”代表了人类自 20世纪 70
年代以来对破解生命奥秘的理想追求，那么各国纷

纷启动的“精准医学”计划则代表了人类 21世纪以
来致力于保障自身健康需求的美好愿景。任何大科

学计划必有“五位一体”的发展规划：发展新学科(或
学科前沿)、建立相应的新科研机构、突破关键技术、
完成特定引领项目以及造就新业态(或促进现有产
业发展)。核苷酸序列测定作为其中一个核心的关键
技术在推动生命科学研究领域发展过程中发挥着不

可替代的作用。第四，知识产权日益受到尊敬和重

视，而在未来一定会成为一种“硬通货”，科学和技

术成果将会在未来的某个商业化体系中实现估值、

流通和兑现。第五，由于国际层面的多领域竞争、

国家层面的领域发展优先权决策、研究经费投入分

配等复杂原因，科技投入不仅日益增加，而且与国

家、社会和国民经济发展绑定在一起。由此可见，

生命科学在诸多科学领域竞争中的地位决定了实现

其技术需求的优先权，而不仅仅是学术界的共识。

考虑到技术投入的实效性、持续性和总量评估，生

命科学相关技术的开发投入需要国家战略的介入，

尤其是与健康保障领域的支出挂钩。 
在此，笔者从 40年来亲历的本学科领域科学发

展和技术需求，分四个方面介绍对核苷酸测序技术

的发展、面临困境和必由之路的体会和认识：首先，

阐述生命科学从宏观生物圈到微观生物圈转折中最

后阶段所需要进行的努力和基本目标；其次，探讨

生命科学实验技术平台的发展和需求；然后，展望

核苷酸测序技术未来的成长；最后，探讨“终极版”

核苷酸测序仪所要汇聚的技术要素。 

1  生命科学研究的大转折：从宏观生物
圈到微观生物圈 

人类早在 300 多年前即已知道微观生物圈的存
在，近 60年来的科学发展，尤其是细胞生物学和分

子生物学的发展，让人们认识到细胞在分子水平更

深层次(如基因表达与调控)的活动和变化。然而，人
们到目前为止还没有在物理大小上将细胞和组成细

胞的大、小分子真正联系起来。换句话讲，目前还

没有一个细胞的 CPK (Corey-Pauling-Koltun，空间
充满式)模型，来模拟细胞的结构存在、时空匹配、
运动平衡、新陈代谢等，更没有实现从头组装一个

细胞器，或者原核或真核的活细胞。如果要提出这

样宏大的科学设想，启动这样划时代的科学计划和

分解项目，不汲取启动和操作“人类基因组计划”的
经验，不深思熟虑技术难题的解决方案和计划是不

可能发生的。 
生命科学在微观生物圈实现与其他学科在科学

与技术层面的汇聚至少要从以下四个方面努力：首

先是用(生物)化学法从头合成生命，目前的初步努力
是从头合成信息的载体——DNA。尽管人类合成生
命的步伐已经迈出了坚实的脚步[7]，不过目前的合

成仅限于信息流研究，将来一定会延伸到操作流中

的 DNA 与 RNA、蛋白质相互作用调控染色质结构
部分，那时就要建立更多的模式底盘生物(chassis)。
其次是体外模拟生命操作(流)、稳态(平衡流)、分室
(流)等更复杂的生物过程。例如，利用微纳流控装置
在单分子(机器)和单细胞水平设计和进行精准的体
外无细胞系统(cell-free)实验[8]。第三是利用以上两

个体系，再加上谱系特异(lineage-specific)的自然体
系，来观察和训练生命体系对环境的应答和适应，

也就是可塑性(流)揭示其分子机制。第四是利用计算
机科学和信息科学的进展，实现虚拟细胞，最终实

现生命的全方位虚拟化。 
实现微观生物圈需要与物理、化学、计算机科

学在尺度上汇聚主要体现在分子水平的机制研究和

实际应用的牵引，这两个问题都非常重要。前者的

重要性在于提出和凝聚科学问题，后者则是路线图

和短期(大项目)目标的制定。比如，生命体系的“力”
是目前要彻底研究的问题(表 1)，而生命体内最基本
的化学键——氢键力的准确测定，分离氢键力与碱
基叠加力等还没能得到科学界的共识[9,10]。其复杂性

在于水作为生命的物质载体的最大特征是与周围的

生物分子、有机分子、甚至很多无机分子形成复杂、

多样、多变的氢键系统。由此可见，人们要走的科 
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表 1  分子间共价键和弱相互作用力 
Table 1  Covalent bonding and weak interactions 
作用力类型 举例 作用力(pN) 

打开共价键 碳−碳键(C−C) 1600 

碳−硅键(C−Si) 370 

二硫桥(—C−S−S−C—) 100 

ATP水解 80 

打开弱键 氢键 4 

打开非共价作用力 生物素(Biotin-SA) 160 

抗体(Ab-Ag) 100 

受体(Receptor-ligand) 50 

DNA与核小体 20 

细胞运动 哺乳动物细胞 80 

驱动蛋白(kinesin) 5 

 
学之路还很漫长，需要深刻思考和解决问题的方案。

不过，几个可能的大科学项目还是可以设想出来的。

例如，除了合成生命体外，还可以启动“单细胞 RNA

组计划”(测定每一种细胞的 RNA 表达谱与调控动 
态，可与“细胞组图谱计划”交汇；https://www. 
humancellatlas.org)、“虚拟线粒体计划”(主要是能
量产生的控制和代谢平衡)、RNA 修饰组计划(构建
RNA修饰组数据库)等。 

2  细胞与分子生化实验平台的时代演进：
单细胞单分子时代 

生命科学的实验平台是从化学实验平台等逐步

衍生而来的，并从 70 年代的“试管时代”开始(第
一代)，经过了 80年代的“96-孔板时代”(第二代)，
到后来 90年代的“表面阵列时代”(第三代)，00年
代的“流控池时代(第四代)”，再到了今天的单细胞
单分子——“双单时代”(第五代) (图 1)。这五代实
验平台的变迁不仅仅改变了实验室的基本布局，也

改变了基本实验工具、仪器和设备，更改变了实验 

 

 
 

图 1  核苷酸研究实验技术平台发展示意图 
Fig. 1  The evolution of experimental platforms for nucleic acids research 
核苷酸研究实验平台的演变。箭头表示各种平台测序通量的增加。第五代测序技术包含的元素如右图所示(自左上角起:蛋白质纳米孔、
固态纳米孔、原子力显微镜、增强拉曼光谱、DNA多角结构)。 
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平台和构成实验平台的基本模式、技术元素、实验

规模和通量(即效率)。 
在这些技术的变迁中，一些技术的应用被逐渐

抛弃，而有些则实现了新平台上的“咸鱼翻身”，还

有些则退守“小众市场”(niche market)。比如，寡
聚核苷酸合成实现从单一合成到 96-孔板合成，再到
阵列合成和微流控合成等一系列的“翻身”，其生命

力犹在。PCR也完成了从普通 PCR到定量 PCR，再
到数字 PCR的进步，走进了“双单时代”。然而 DNA
和 RNA 分离等技术还没有达到单细胞水平，比如，
目前还不能直接从单细胞开始制备其中的 DNA 或
RNA。尽管流式细胞仪可以高通量分离单个细胞，
但是需要小型化的配套设备来接轨。基于电泳、荧

光分光技术等的 DNA/RNA 定量在这个环节的取代
品——高灵敏度定量技术，则变得尤为重要了。 
可见，在向“双单时代”的转变中，识别、培

育、创造有潜力的单细胞、单分子技术成为关键环

节，是技术汇聚的核心。就生物体系而言，这些技

术可简单分为体内(in vivo)、体外(in vitro)、活体(ex 
vivo)和模拟(in silico)等形式。例如，电子显微镜可
以用来观察细胞，它的“衍生物”冷冻电镜则可以

用来观察生物大分子的结构，但是得到的数据基本

上是体外数据。又如，微纳流控装置就其尺度而言，

可以实现很多单细胞活体水平的实验操作，而且精

准度超过经典的显微注射。蛋白质机器和活细胞模

拟技术其实就是算法、数据库、制图软件包等的集

成。目前可用的单分子技术很有限，比如原子力显

微镜(atomic force microscope, AFM)、扫描隧道显微
镜(scanning tunneling microscope, STM)、扫描探针
显微镜(scanning probe microscope, SPM)、纳米尺度
的光镊(optical tweezers)和磁镊(magnetic tweezers)、
纳米孔技术(nanopores)、基于拉曼增强技术的表面
增强(surface-enhanced Raman scattering, SERS)和针
尖增强(tip-enhanced Raman scattering, TERS)、超分
辨光学成像技术(super-resolution imaging)等。这些
单分子分辨技术有些是直接法，直接观察分子的运

动、测量分子间力的变化；有些是间接法，通过荧

光标记来判断分子的运动轨迹，也可以通过图像的

处理来实现高分辨率。 
DNA 测序技术可以按照前述五个实验平台时

代的技术内涵来确定其时代更替(表 2)。在这里，第
一代测序技术对应的是第一代、第二代实验平台；

第二代测序技术，即所谓下一代 (next-generation 
sequencing，NGS)技术对应的是第三代、第四代实
验平台；第三代测序技术对应的是第四代、第五代

实验平台。目前的单分子测序平台共有 3 个，分别
来自美国太平洋生物科学公司(Pacific BioSciences, 
PacBio)、英国牛津纳米孔技术有限公司 (Oxford 
Nanopores Technologies, ONT)和深圳市瀚海基因生
物科技有限公司(Direct Genomics；其技术源于美国
斯坦福大学 Stephen Quake实验室)。其中，ONT的
技术其实应该属于第五代实验平台，因为只有它没

有用到第四代的微流控反应池(flowcell)技术，用的
是微纳加工技术。其他两家公司的产品则用的是间

接法荧光标记技术和微流控反应池。另外，ONT的
单分子测序平台用的是纳米孔阵列 (低通量 )，而
PacBio 和瀚海基因分别用的是 ZMW(zero-mode 
waveguide)阵列和表面随机阵列。 

3  DNA测序技术从“初级版”到“终极版” 

DNA 测序技术其实只是获取线性的遗传信息，  
 
表 2  各代核苷酸测序平台(仪)的主要技术要素 
Table 2  Major technical elements of sequencing 

platforms 

核心技术元素 第一代 
(桑格法) 

第二代 
(循环法) 

第三代 
(单分子 
分辨率) 

第四代 
(直接 
读取) 

蛋白质与酶学 √ √ √ √ 

荧光核苷酸标记 √ √ √  

模版 PCR扩增 √ √   

凝胶电泳 √    

流控反应池  √ √ √ 

半导体加工  √ √ √ 

超分辨荧光显微镜   √ √ 

纳米光电   √ √ 

纳米材料   √ √ 

蛋白质纳米孔   √ √ 

固体纳米孔    √ 

单分子核磁共振    √ 

单分子增强拉曼光谱    √ 
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是满足科学数据诸多需求中的初级部分。如果扩大

到核苷酸测序，那就包括了 RNA序列的测定。遗传
信息的初级部分是线性形式(信息流)来存储的，是以
核苷酸的线性序列为基础。因此，核苷酸测列的测

定技术成为基因组学研究的基本技术之一。DNA测
序与 RNA 测序在本质上是有差别的，只是目前的
RNA 测序其实就是 DNA 测序，是将 RNA 转录
成 cDNA(互补 DNA)后，通过测定 cDNA 的序列，
最后关联到 RNA 序列的，不是用逆转录酶催化的
RNA直接测序。 
在直接测序得到的信息方面，DNA测序与 RNA

测序也有很大的差别。首先，人体的每个细胞一般

都会带有相同的DNA序列信息(除了DNA共价修饰
信息、生殖系与体细胞系遗传差异、遗传嵌合体问

题等微小不同外)，但是却带有不同的 RNA 序列信
息，包括 RNA 种类、每个种类的数量分布、每个
RNA 分子上的修饰位点等。每个细胞 RNA 的信息
量(总核苷酸数)大约是 DNA的 3倍。其次，RNA分
子是以单链的形式存在的，不仅有复杂的高级结构，

大小变化也很大(成熟RNA分子通常在 20~10 000 nt)，
因此在从 RNA制备 cDNA时，其序列信息就会有很
大的缺失，直接关系到 RNA 信息的完整性。再者，
在从 RNA到 cDNA的逆转录过程中，几乎所有的共
价修饰核苷酸信息均被丢掉。虽然 DNA中共价修饰
核苷酸很少，但是 RNA的这种共价修饰核苷酸则有
百余种，而且在单分子水平就有变化(位点的有无，
构成该 RNA 分子中该位点的修饰程度等)。最后，
科学界对 RNA组学的研究从时间来看很久远了，但

是从研究的进展(尤其是信息的完整性)来看几乎是
零。比如，人们可以精准地测定一个人的基因组序

列。但是却没有一个或一种细胞的 RNA组，甚至仅
是转录组或是 mRNA 组被完成。其实，在 RNA 组
学的框架下，一种细胞的 RNA组是不存在的，但是
其动态范围是可以是有限的，也可以以统计学参数

来界定的。以此类推的原因还有很多，如诸多的表

达标签 EST研究，但归根结底的原因在于缺乏行之
有效的 RNA序列直接测定技术。 
简单来说，DNA测序技术的发展传承有序——

从桑格法到纳米孔测序，实现了基因组序列数据的

实际、有效的积累。这与技术的完善和方法学的开

发都有关系，当然也受到政策、法律等因素的影响。

然而，RNA序列的积累却经历了诸多曲折，以至于
现在也没有令人满意的可积累的基于细胞特异性的

RNA数据。近 10年来，科学界逐渐意识到 RNA直
接测序的迫切性，使 RNA直测技术有了实际资助[11]，

同时也有了极其初步，但是实质性的进展[12]。 
DNA 或 RNA 的线性序列测定技术评价要包括

诸多生物信息与仪器参数：(1) 通量相关参数包括平
均读长(average read length)、一次测序时间(turner-
ound time)、每台仪器每次测定碱基数总和 (total 
output)；(2) 精准度相关参数包括碱基错误率、测序
覆盖度对准确度的贡献、覆盖度与准确度的关系；

(3) 价格相关参数包括一次测序总产量与覆盖度的
关系、试剂与耗材占测序总价格的百分比。 
在这些参数里，对读长、通量、价格和错误率

的基本要素的评估尤为重要(表 3)。这些要素的高低 
 
表 3  各代代表性 DNA 测序仪及技术参数比较 
Table 3  Representative sequencers of different generations and their technical parameters 

产品名称 生产厂家 核心技术(代次) 
各参数比较 

测序通量 单轮需时 测序读长 准确率 价格优势 

ABI3730XL Thermo-Fischer 桑格法(第一代) + + ++ +++ + 

HiSeq4000 Illumina  循环法(第二代) +++ +++ + ++ +++ 

GenoCare 深圳瀚海基因生物 
科技有限公司 

全内反射荧光成像 

(第三代) 

+ ++ + + ++ 

MinION Oxford Nanopores  
Technologies 

蛋白质纳米孔(第三代) + + +++ + + 

PacBio RS Pacific BioSciences 零模波导(第三代) + + +++ + + 

期待中 Yet-to-come 固体纳米孔(第四代) +++ + +++ +++ +++ 

优势评价：+：一般；++：有优势；+++：很有优势。 
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也直接决定了测序技术和相关仪器在市场中的表现、

状态和优化目标。首先，目前还没有一台理想的仪

器具有所有优良指标，但有了一匹“驮马”(work-
horse)，Illumina的 HiSeq 系列，其通量可以基本满
足高通量测序的需求。但这些仪器产出数据的读长

较短(150~200 bp)，因此在应用推广上存在短板。例
如，在用于宏基因组研究时，短读长的序列导致基

因注释有较大比例的不确定性。其次，PacBio和ONT
平台的读长有一定优势，但通量和错误率却都偏高，

尤其是通量，导致基本价格很难降低。尽管它们的

这两个“硬伤”有改进的余地，但是最终可能会定格
在小众市场和大众市场之间，也许会有些杀手级应

用(killer application)，但在可预见的区间(10年)内可
能很难有机会成为“龙头”，至少它们很难逾越错误

率这个短板。 

4  核苷酸测序技术“终极版”的“硬科
技”挑战 

值得人们深思的是：未来会有哪些真正的“硬

科技”可以用来实现核苷酸测序技术的根本性革命，

乃至实现市场的爆发式突破？在回答这个问题之前，

作为在这个领域长期工作的科学家，我们首先要检

讨自己是否设身处地，深刻地思考了相关问题？在

这个领域里，我们到底有没有几个到数十个坚持不

懈的研究团队？有没有一个实现有限目标的路线图？

其次，我们有没有意识到研制核苷酸测序仪所涉及

的科技前沿有哪些？这些前沿目前所研究和意欲突

破的科学问题是什么？如果在这些方面连基本的小

目标也没有，其实就相当于没有“报名”参加这个“比
赛”项目。第三是要解决技术的宏观定位问题。DNA
测序技术引来了划时代的大科学计划，大科学计划

又推动了这项技术的深入发展，循环往复的技术发

展必将推动新的业态诞生。例如，在卫生与健康保

障领域，DNA 测序技术成为体外诊断 (in-vitro 
diagnostics，IVD)领域中分子诊断的产业热点。最后
是要绘出产品地貌(product landscape)，别人已经做
了什么，我们还能做什么，将来会是什么样子的。

就分子诊断市场而言，核苷酸分析仍然是一个朝阳

产业，它在许多方面会取代过去的传统诊断方式和

分子诊断仪器设备。比如，DNA 和 RNA 的可扩增
性是蛋白质研究很难比拟的，无形中提高了检测的

灵敏度，而这个扩增的方法就是 PCR技术。 
目前的“终极版”的核苷酸测序技术要与基因

分型技术、PCR 技术直接竞争分子诊断市场。就市
场应用而言，需求(问题)和价格(问题的解决方案和
价格)是首要决定因素。也就是说，最便宜、最准确
和最有效的检测会在三者中胜出。其次是政策问题，

比如基于这 3 类技术的检测服务是否能够进入到医
保的报销单。就技术发展本身而言，基因分型技术

和 PCR技术也是两个正在发展的技术前沿。这两个
技术都面临向第四代和第五代实验平台转移的问题，

因此在在竞争的同时“终极版”核苷酸测序仪也可与
之合作，共享一些前沿技术。 
第三代和第四代核苷酸测序仪研发会面选择哪

些技术要素，又会面临哪些科技前沿的挑战呢？尽

管一个技术体系的兴衰是很难预测，但是技术的发

展一般需要 10年乃至以上的孵育和开发期。桑格法
从发明到实现自动化，Illumina 测序平台、PacBio
和 ONT 的测序平台从实验室雏形到产品上市的过
程都均是如此。目前可规划的技术和方法至少包括

以下几个重要的方向：首先是单分子光学。利用光

学显微镜(如全内反射荧光显微镜)的超分辨功能，可
实现单分子水平的核苷酸序列测定尤其是 RNA 序
列的直接测定。由 3 个因素决定：分辨率足够、技
术平台趋于成熟、因此价格趋于可控。但是，单分

子光学技术的缺点是仪器较大，很难实现便携。其

次是纳米孔技术。蛋白质孔已经被证明可用于核苷

酸的直接测序，下一个则是固体纳米孔的开发问题。

纳米孔的信号检测基本上是单分子电学，检测的灵

敏度足够、技术平台趋于成熟、价格也趋于可控。

纳米孔技术出道时主打优势就是便携，但是准确度

和通量问题始终是瓶颈。前者有待于操作系统和软

件系统的升级、序列识别和质量评估软件的不断成

熟，后者主要由市场的需求来牵引。纳米孔，尤其

是固体纳米孔技术，允许直接测定 DNA 或者 RNA
的序列，尤其是测定 RNA序列上的共价修饰核苷酸。
这是用其他方法都不能直接实现的。这个方法的局

限是通量问题和上游配套的单分子核苷酸分流系统

(只有这个系统才能实现单分子 RNA 的制备，并将
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其直接导入纳米孔)。第三是微纳流控技术在核苷酸
测序技术领域的应用和深度开发。这个系统的建立

必须要从特定分离的单细胞出发，既可以以各类人

类细胞为主体，也可以构建体外(in vitro)模式生物的
细胞系统，比如非人类哺乳动物细胞等。进而，按

大小分离和分流细胞内的 RNA组分，也可以采取捕
获的方法，也可以制备某种特定的 RNA 群，例如
tRNA 或其他类别的小 RNA。第四是利用信息科学
的进步，将核苷酸测序相关的软件和数据库系统置

于信息科学发展之中，充分利用领域前沿的新进展，

甚至给予优先发展的地位。第五是单分子定性技术

的探索性研究。比如运用拉曼增强、原子力显微镜、

散射探针显微镜和等离激元光子学(plasmonics)等识
别核苷酸在单分子水平的结构与相互作用。这些技

术要素涉及诸多纳米技术，包括纳米物理学、纳米

化学、纳米材料学和纳米结构设计与加工等。第六

是产品工程与工艺改良，包括工程系统优化、组件

加工、生产工艺、化学试剂改良和基于市场需求的

产品定制等。 

5  结语与展望 

决定核苷酸测序仪研发的牵引来自于科学发展

和预期的应用。地球上的所有物种(包括已知和未知)
都有自己特定的基因组，而且每个物种的每个体都

对种群的多态性有贡献，这些信息都是科学发展不

可或缺的。从人类健康的角度出发，我们也可以根

据自己的基因组信息来评价疾病风险、用药风险、

健康生活方式等，而这需要获取和存贮每个人的遗

传信息。在疾病的诊断和治疗上，我们还需要基因

表达和调控的信息；在新生儿出生时，我们需要检

测他们是否携带罕见疾病和其他疾病风险。纵览生

命科学基础研究(包括生物化学、分子生物学、细胞
生物学等)技术的发展轨迹，我们不难看出核苷酸测
序技术将成为一个普适性的实验技术，有着广泛的

应用前景和价值，需要深度开发其应用。就目前市

场的现状而言，还有很多应用没有实现，尤其是在

医学方面的应用。仪器的进一步研发和科研、医疗

市场的进一步应用可能会使其成为一项永久性产业。 
微观生物圈的研究目标远大、前途广阔，因此

也很容易聚焦成科学与技术发展的前沿。这样的前

沿研究往往会发生技术的汇聚和资源的集中。因此，

为来自不同层面的技术汇聚提供一个可利用、可深

度合作的环境，可以达到事半功倍的作用，如生命

科学与物理科学在纳米空间里的汇聚[12]。在拥挤的

纳米空间，DNA 和 RNA 以及其建筑单元核苷酸的
物理行为已经不再遵从大小和电荷所具备的规律。

再如，生命孕育于水，然而我们对水、生物大分子

与水、生物结构与水等操作层面中氢键的分布、相

互作用等问题一直没有很深刻、很精准的认识，目

前物理学家们正在利用现有工具揭示水与水合物的

结构关系[13]。此外，生命科学也会很快进入微观生

物圈的研究活动，在“五流”(信息流、操作流、平
衡流、分室流、可塑流)的思维框架下从多维度(强调
时空关系)、多方向(强调目的和途径的关系)、多层
次(强调整体和局部的关系)、多功能(强调目标和实
施的关系)、多谱系(强调谱系间和物种内的差异)入
手来充分认识生命现象和分子基础[14]。 
核苷酸测序技术的发展需要不断的孵育和支持，

形成联合体[15]或利用大科学工程和项目来推动其发

展。DNA测序技术一直在大科学项目的推动下发展，
RNA直接测序也需要动力，需要需求明确的大科学
项目。可能的出发点是单细胞水平小分子 RNA的定
量、共价修饰的动态变化等。例如，可以将 tRNA
组、小 RNA组、乃至 RNA组研究等作为先导项目。 
由于技术平台发展的阶段性和技术从发明到制

造成仪器的周期较长，越早参加，发展就会越快。

尽管仪器在市场上的存亡是一个渐变的过程，我们

目前还没有看到任何一个(代)仪器有取代所有的可
能性。除了同类(代)竞争中退出的仪器外，大部分仪
器有一个从大众市场退到小众市场的环节，但是同

样也有被新来者全部颠覆的可能，因为核苷酸测序

仪的诸多共性参数(长读长、高通量、低价格)与未来
需求(从单细胞出发、具有单分子分辨率、定量识别
RNA共价修饰等)还远没有同时被满足。乐观的一面
是诸多学科技术汇聚速度加快，相关学科向生命科

学靠近的驱使增强，科学前沿的更新换代在相似和

相近领域之间也具有一定的协同性。 
技术本身并不是业态，也不是产业。但是，只

有置身于两者之中参与竞争、检验和创造价值，技
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术才有更有活力，才能实现高速度、不间断的进步。

核苷酸测序技术可以是仪器和耗材，也就是产品；

也可以是服务，成为分子诊断设备的一部分。在科

技发展的道路上，对高速发展产业的选择和取舍是

非常困难的，但是基本原则应该不可缺失对关键技

术的投入。就技术的应用和市场开发而言，核苷酸

测序技术在造福人类福祉上主要聚焦于卫生与健康

领域，因此应当联合医学院、医院和医生共同开发。

就需求而言，核苷酸测序技术具有普适性，在精准

医疗的方向上大有作为。市场的核心推动力是基于

需求和价值之间的合理价格，核苷酸测序技术以及

其他等价技术(如基因分型和 PCR)的发展在于不断
地挖掘和拓宽其实际应用，有效和合理地分类使用，

在政策与需求中找到高速发展的空间。 
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