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摘  要 : 肿瘤的发生发展通常与多个基因的遗传突变、表达异常有关，全面深入地分析肿瘤基因组、转录

组及表观遗传组学对于快速剖析疾病特定基因簇及修饰位点至关重要。之前，研究者们主要采用第二代测

序技术进行有效信息的挖掘，然而随着研究的不断深入，第二代测序技术表现出诸如序列拼接困难、低丰

度难以检出等缺点。因此，单分子测序技术以其独特的优势应运而生，文中主要对单分子测序技术在几种

常见肿瘤中的研究现状进行了综述，并展望了其在临床诊断中的应用前景。 
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Abstract:  Tumor development is usually related to the genetic mutation and abnormal expression of multiple genes. 

Comprehensive analysis of tumor genome, transcriptome and epigenetics is very important for the rapid identification of 

disease-specific gene clusters and modification sites. Previously, the next-generation sequencing technology was mainly 

used to explore the information of genomes, however, it cannot meet the requirement of mechanical researches due to 

several problems such as difficult sequence assembly and leak detection of the low abundance factors. Therefore, single 

molecule sequencing technology gradually emerged with its unique superiority. This paper reviews the research 

processes of single molecule sequencing technology in several human tumors, and prospecs its application in clinical 

diagnosis. 
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DNA 测序技术能够快速、准确地检测基因遗

传突变及疾病相关基因的异常表达，因而在肿瘤

临床诊断中具有潜在的应用价值。基因测序技术

经历了几个重要的发展阶段，第一代测序技术主

要包括 Sanger 测序法 (双脱氧链终止法)[1]和化学

降解法[2]，但其测序费用昂贵、耗时长，因此难

以普及。随着技术的不断发展与改进，第二代测

序技术应运而生，主要包括 Roche 公司的 454 技

术、Illumina 公司的 Solexa 技术和 ABI 公司的

SOLID 技术，第二代测序技术显著提高了测序通

量，并且能够通过结合 PCR 扩增和荧光标记成像

技术获取全部的遗传信息[3]。与第一代相比，第

二代测序技术大幅度地降低测序成本、节约测序

时间，但其读长较短，给基因组重复区域的序列

组装、序列匹配等下游分析造成了诸多困难。前

期在肿瘤中的测序结果显示，短的读取长度会引

起基因组高复杂度的区域组装错误，此外，还存

在测序间隙 (Gap) 区增多、低丰度难以检出等缺

点[4]。针对以上问题，第三代测序技术，即单分

子测序逐渐发展起来，弥补了第二代测序读长较

短的劣势，可以对基因组的某些区域直接测序。

在肿瘤检测方面，单分子测序技术具有其独特的

优势，不仅可以检测基因遗传突变，还可以通过

检测表观遗传修饰位点 [5]、长链非编码 RNA 

(Long non-coding RNA，lncRNA) 丰度[6]等对肿瘤

进行分级和分型。本文将重点阐述单分子测序技

术在乳腺癌、非小细胞肺癌、卵巢癌、前列腺癌

中的研究现状，探讨其临床应用前景。 

1  单分子测序技术简介 

1.1  单分子实时测序技术 

单分子实时测序技术 (Single molecule real-time，

SMRT) 是指在使用 4 种不同荧光标记的脱氧核

糖核苷酸 (dNTPs) 进行连续的模板合成过程中，

从 DNA 聚合酶中获取单分子实时测序数据的一

项技术[7]。实验原理是将待测 DNA 模板结合的

DNA 聚合酶分子固定在一个纳米级检测室(Zero- 

mode waveguides，ZMWs) 的底部，然后加入 4 种

不同的荧光标记的 dNTPs，使用激光照射 ZMW

的底部。由于 ZMW 是一种简单的纳米孔结构，

且该孔比单个激光波长还要短以至于激光在孔的

附近发生光的衍射，只能激发 ZMW 检测室[3]。

因此，在 ZMW 区域内的碱基携带的荧光基团能

够被直接检测到 (图 1)。SMRT 技术可以在高浓

度下分离单个分子进行光学分析，从而确定单分

子水平上的荧光变化[8]。 

SMRT 技术采用的荧光标记方法也是其一大

特色。虽然之前有其他的测序方法使用了荧光标

记，但是其荧光基团被标记在甲基上，在 DNA

链延伸的过程中不会被去掉，造成空间位阻，引

起序列错读[9]。SMRT 技术是在核苷酸的磷酸基

团上进行荧光标记，随着 DNA 链的延伸，磷酸

键断开，荧光标记被去掉，不会造成空间位阻[10]，

因此，SMRT 技术可以读取更长的 DNA 序列。此

外，由于检测室底部的 DNA 聚合酶活性会受到激

光照射的影响，限制了 DNA 序列的连续合成[3]，

但该技术已经是 DNA 测序史上的一个里程碑。 

1.2  单分子测序技术与第二代测序技术的比较 

与第二代测序相比，单分子测序技术具有其

独特的优势 (表 1)。本课题组早期利用第二代测

序平台检测的肿瘤转录组数据显示，有许多关键

基因序列被漏检，尤其是具有特殊结构的区域。

主要是由于第二代测序技术需进行 PCR 扩增，而

高 GC 或 AT 含量都不易进行 PCR 扩增，进而影

响基因组测序的完整性。此外，高 GC 含量的序

列难以被打断成小片段，因而无法读取。高 AT

含量的序列只能通过降低引物延伸温度等方法得

到轻微的改善，最终导致 PCR 扩增片段库中缺乏

富含 AT 的片段[11]。总而言之，第二代测序技术

在建库过程中需要扩增和分段环节，二者都可能

在读取和序列组装中引入大量偏差和错误[12-14]。

然而，单分子测序技术无需进行 PCR 扩增，可  

以完全避免产生上述影响，还能最大限度地节约

成本。 
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图 1  单分子实时测序的原理示意图 
Fig. 1  Schematic diagram of single molecule real-time sequencing. 
 

单分子测序技术的建库和测序步骤比第二代

测序更为简便，能够快速地对全基因组序列进行

测序拼接，极大地缩短测序时间。针对三代测序

产生较高随机测序错误的特点，SMRT 技术可通

过置换聚合酶对模板进行多次测序，使模板中每

个碱基被多次读取，从而提高测序的准确性[15]。 

与第二代测序技术不同的是，单分子测序可

以 更 加 精 确 地 检 测 基 因 组 单 核 苷 酸 多 态 性 

(Single nucleotide polymorphisms，SNPs)、基因重

排和大的结构变异，如拷贝数变异，发现更多新

的突变，并对变异位点进行准确定位[16-17]。此外，

单分子测序还可以直接检测表观遗传信息，当碱

基存在修饰时，DNA 聚合酶的合成速度会减慢,

不同的修饰类型会引起聚合酶合成过程的“停顿

模式”产生微小差异，这些差异将反映在荧光脉冲

信号的间隔上，最终通过对应的软件分析即可确

定碱基修饰类型[18]。目前，单分子测序技术可以

检测 5-hC、5-hmU、5-hU、1-mA、6-mA、8-oxoA、

BPDE、6-mT、6-mG 等碱基修饰，甚至可以鉴别

传统亚硫酸氢盐测序法无法区分的甲基化修饰和

羟甲基化修饰。总之，该技术使得从 DNA 上同

时获得基因组序列信息和单核苷酸水平的表观遗

传信息成为可能，为深入解析生物体不同代谢过

程的表观调控机制提供重要的技术支撑 [19]。目

前，第二代测序技术已经发展成熟且在各个研究

领域广泛应用，第三代测序技术还处于快速发展

期，不过凭借着其强大的技术优势，未来将在基

因测序这个大舞台上大放异彩[20-23]。 

2  单分子测序技术在肿瘤研究中的应用现状 

肿瘤的发生与功能基因突变、缺失、异位、

重复、修饰等密切相关[24]。因此，研究肿瘤基因

组学、转录组学、表观遗传组学特征对于探究肿

瘤的发生发展、转移、复发的分子机制具有重要

的指导作用。单分子测序技术的发展实现了对个

体染色体的直接测序，有助于建立每个人完善的

基因组信息档案，从分子水平阐明肿瘤的病理生

理特征，实现个性化医疗。在肿瘤诊断方面，根 
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表 1  单分子测序技术与第二代测序技术的各项参数比较 
Table 1  The parameters comparison of the single molecular sequencing with the next-generation sequencing 
technology 
Comparison contents Next generation sequencing Single molecular sequencing Reference 

Running time 1–6 d 0.5–4 h [20–21] 

Reading length 35–300 bp 3 000 bp on average [7, 22] 

Error rate 1%–10% 3%–15% [5, 15] 

Error type Mainly produced by GC-rich 
base sequences 

Mainly produced by insert/delete  
errors, using PacBio Quiver  
software, the accuracy can reach  
99.999%. 

[4, 23] 

Requirements for samples High quality sample No special requirement [40] 

Detection of epigenetic  
modification sites 

No Detection of methylation,  
acetylation, etc 

[16] 

Effects on sequencing result Yes No [11] 

 

据单分子测序的研究结果，可以鉴定出与肿瘤发

生发展密切相关的标志分子，并将其应用于肿瘤

的早期诊断，对于提高肿瘤患者的生存率具有重

要的实际意义[25]。 

2.1  单分子测序技术在乳腺癌中的应用 

乳腺癌是一种常见的恶性肿瘤，在女性群体

中的发病率远远高于男性，是导致全球范围内女

性患癌死亡的主要原因[26]。早诊断、早治疗是提

高乳腺癌患者生存率的关键。目前，临床上主要

通过检测血液中CA153的含量来评价乳腺癌的疾

病进程，被认为是乳腺癌患者诊断和监测术后复

发、观察疗效较为灵敏的肿瘤标志物之一[27]。然

而，CA153 的单项检查存在一定的局限性，在乳

腺癌的早期诊断过程中，其敏感性和特异性表现

不佳。为了开发理想的临床诊断模式，提高乳腺

癌早期诊断的灵敏度和特异性，科学家们逐步开

展了全基因组范围内的位点筛查工作。 

基因突变在人类基因组中广泛存在，不仅发

生于正常个体的基因组中，与个体发育、组织器

官特征密切相关；而且还在疾病个体的基因组  

中频繁发生，与疾病的发生发展、病理学变化有

关[28-30]。Garieli 等采用单分子测序技术对乳腺癌

患者基因组进行测序，结果显示，在乳腺癌相关

基因 BRCA1 上共检测到 177 个 SNPs，其中有 40 个

SNPs 位点是之前用第二代测序技术未检测到的，

有 24 (60%) 个是新检测到的 Reads。此外，短的

插入/缺失突变 (1–2 bp) 也较先前的二代测序结

果更为丰富[31]。由此可见，BRCA1 基因的遗传变

异可能是乳腺癌的易感因素，将其与现有的检测

手段相结合，为乳腺癌的风险分析提供遗传学基

础。针对基因组中的罕见变异，单分子测序技术

还设计了 SMRTbellTM 模块，将其放入单分子测序

反应中，能通过对单个分子的多次传递进行重复

读取，从而提高检出率[32]。在前期乳腺癌单分子

测序结果的基础上，本课题组在乳腺癌患者和健

康个体中验证了 VEGF 基因的变异情况，结果发

现与对照组相比，大部分乳腺癌患者 VEGF 基 

因的启动子区存在 18 bp 序列的缺失，该突变  

能够直接影响 VEGF 的启动子活性及其表达，促

进了乳腺癌细胞的迁移和血管形成，提示该突 

变可能作为乳腺癌的诊断标志  (Guo 等未发表 

数据)。 

非编码 RNA 参与细胞的生长、增殖、分裂和

分化过程，在重要功能基因表达调控方面发挥着

不可或缺的作用，其表达变化可导致肿瘤的发展

和转移[33-34]。越来越多的证据表明，lncRNA 在乳

腺癌的发生发展中具有重要的调控作用 [35-36]。

Jonsson 等利用单分子测序技术对雌激素诱导的

管腔 A 型乳腺癌细胞系 (MCF7 和 T47D) 进行转

录组测序，共检测到 2 000 个功能基因及 1 000 个
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lncRNA 受到 ERα 的调控，进一步研究证实，长

链非编码 RNA 分子 LINC01016 和 LINC00160 是

ERα 的直接靶基因，敲低 LINC00160 能够显著抑

制乳腺癌细胞增殖[37]。由此可见，这些长链非编

码 RNA 可以作为乳腺癌的诊断标志，在乳腺癌的

临床检测中具有潜在的应用价值。研究者们之所

以选择单分子测序技术，是因为单分子测序会以

一种无偏倚的方式精确检测到低丰度的转录本，

对所有 lncRNA 进行全面分析。对这些 lncRNA

基因的特性及其作用模式的解析，有助于改进现

有的癌症诊断、监测和靶向治疗方法。综上，通

过单分子测序技术已经筛选了多个与乳腺癌相关

的靶标，但要将其应用于临床诊断，还需针对灵

敏度、特异性问题等展开深入的研究和评价。 

2.2  单分子测序技术在非小细胞肺癌中的应用 

肺癌在全球范围内的发病率、死亡率逐年上

升，严重危害人类健康。有 80%的肺癌属于非小

细胞肺癌 (Non-small cell lung cancer，NSCLC)，

组织类型以腺癌和鳞状细胞癌最为常见[38]。小细

胞癌通常对化疗和放射治疗反应敏感，而 NSCLC

往往需要采用手术治疗。目前，在临床个体化诊

疗过程中，由于大部分肿瘤患者无法进行组织活

检，进行初诊的非小细胞肺癌病人往往已到了患

病晚期，错失了手术治疗的最佳时机[39]。因此，

寻找一种全新的、便捷的、准确诊断非小细胞肺

癌的方法迫在眉睫，尤其是患病早期的诊断对于

提高患者生存率至关重要。 

早在 1948 年，研究人员便在外周血中发现了

游离 DNA，且肿瘤患者外周血中 DNA 含量显著

高于正常人，随后在这些 DNA 中检测到了突变

的原癌基因，并且与原发肿瘤一致，证实了循环

肿瘤 DNA (Circulating tumor DNA，ctDNA) 的存

在。ctDNA 是一种液体活检分子，具有分离简单、

易于监测等优点，并且 ctDNA 的水平随肿瘤负荷

程度的变化而变化。对 ctDNA 进行测序分析能够

直接反映肿瘤的进展情况，有望成为跟踪肿瘤进

化的有效工具[40]。由于肿瘤患者外周血中大多数

的游离 DNA 来自于正常细胞，ctDNA 只占外周

血游离 DNA 的一小部分。因此，对 ctDNA 含量

进行检测的技术，必须能够对微量的 ctDNA 进行

准确检测与定量。第二代测序技术在检测 ctDNA

过程中存在速度慢、检出率低等问题[41-42]，而单

分子测序不仅提高了通量，能够对微量 ctDNA 进

行检测，还大大提高了检测速率，降低测序成本，

因而具有良好的前景。研究者们通过对非小细胞

肺癌患者外周血中的 ctDNA 进行测序分析，发现

EGFR 基因中 62.5%的突变在 ctDNA 中被检测到 

(包含耐药突变 p.T790M)，进一步证实了 ctDNA

可以作为潜在的肿瘤标志物进行临床检测[43]。此

外，非小细胞肺癌的发生被发现与功能基因的序

列突变有关，DiBardino 等采用第二代测序技术对

22 份非小细胞肺癌的标本中 467 个基因进行测序

分析，共检测到 204 个基因变异位点，并且大部

分突变都是位于 TP53、EGFR、EPHB1、MLL3、

APC 等非小细胞肺癌相关基因上 [44]。鉴于与

NSCLC 肿瘤相关临床致癌突变的多样性，急需一

种更全面的方法，能够提高致癌位点的检出率，

以评估患者的肿瘤突变情况。Shi 等通过单分子测

序技术评估了 154 例非小细胞肺癌标本中上皮生

长因子受体 EGFR、KRAS、BRAF 和 ALK 突变

的类型、频率和丰度，结果发现有 44.2%的突变

位于 EGFR 基因上，且突变多为杂合型，说明

EGFR 突变是非小细胞肺癌的易感因素[17]。目前，

在非小细胞肺癌基因组测序的文献中大多采用了

第二代测序技术，相信随着单分子测序的不断发

展和应用，会有越来越多的疾病敏感位点被检测

出来。 

2.3  单分子测序技术在卵巢癌中的应用 

卵巢癌是最致命的妇科恶性肿瘤之一，其明

显特征是发病隐匿，病程进展迅速，在患病早期

即可发生转移、扩散[45]。据统计，70%–80%的卵

巢癌患者在进行入院初诊时已处于疾病晚期，5 年
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生存率仅 20%–30%，而早期的卵巢癌患者生存率

可达 90%。因此，提高卵巢癌的早期临床诊断水

平，对于争取最佳的治疗时机和改善预后都具有

重要意义。 

研究发现，在卵巢癌患者的基因组中存在大

规模的拷贝数变异，导致转录元件的异常结合和

转录错误。Ayhan 等研究发现，CCNE1 基因拷贝

数的增加与卵巢癌相关基因 ARID1A、PIK3CA

和 ZNF217 等的异常转录和表达有关，并且携带

该结构变异的患者预后较差[46]。因此，对卵巢癌

患者基因组和转录本的全面解析有助于开发新的

治疗策略和靶向药物。近年来，第二代高通量测

序技术的发展加速了人们对遗传基础的认识，在

一定程度上解释了卵巢癌的遗传发病机理[47-48]。

然而，第二代测序平台有多种限制因素，在序列

装配过程中容易引入错误[12]。通常情况下，肿瘤

组织中的转录本具有丰富的多样性，目前的工作

流程无法准确地解析转录起始位点、剪切连接、

聚腺苷酸化的位置和基因融合事件 [14]。第三代 

测序技术，如 SMRT，可以产生较长的读取序列

(>10 kb)，有时可以跨越整个转录单元，避免了对

异构体进行后续组装[49]。单分子测序技术还使用

了一系列的方法来纠正错误，包括多次读取循环

模板，以及结合第二代高保真度短片段的混合测

序方法，最终提高测序的准确性[32]。Jing 等整合

了第二代测序平台和单分子测序平台，对卵巢癌

患者的完整基因组和转录组进行测序分析，获得

了受转移性上皮性卵巢癌影响的患者基因组多维

数据集，特别是通过单分子测序鉴定了大量未注

释的新的转录本、新的长链非编码 RNA 和基因嵌

合体，并对基因转录起始、剪接、多聚腺苷酸和

融合位点进行准确定位，该研究发现了多个与卵

巢癌相关的功能基因转录本和非编码 RNA[50]。

Winterhoff 等通过测序比较了卵巢癌上皮细胞和

基质细胞中的转录组数据，结果显示，调节细胞

外基质和上皮间质转化的基因在基质细胞中高表

达[51]。然而，这些基因能否用于卵巢癌的临床诊

断及监测，还需在体内外对其分子调控机制展开

深入研究。 

2.4  单分子测序技术在前列腺癌中的应用 

前列腺癌是一种男性常见的恶性肿瘤，在欧

美发达国家发病率很高，是男性癌症并引起死亡

的第二大原因，仅在美国每年就有约 3 万人因此

而死亡[52]。我国前列腺癌的发病率也呈逐年增高

的趋势，在男性泌尿系统肿瘤中占居第三位。研

究表明，前列腺癌的肿瘤异质性特征使其在进展

速度上产生显著差异，目前，临床上尚无有效的

方法能够在治疗前准确区分惰性肿瘤和侵袭性肿

瘤。因此，开发精准的诊断和预后工具，给患者

提供个性化的治疗和监测平台，对于识别易发生

前列腺癌的种系突变、评估特定的体细胞遗传事

件与临床病理信息的相关性至关重要。 

前列腺特异抗原 (Prostate specific antigen, 

PSA)是目前被广泛应用于临床诊断前列腺癌的

关键指标，但是 PSA 存在灵敏度和特异性较低的

缺点，不能准确鉴别前列腺良性增生和前列腺癌，

在早期诊断方面表现不佳[53]。随着分子检测技术

的不断发展，越来越多的与前列腺癌发生发展相

关的基因、变异位点、非编码 RNA 等特异性标志

物被鉴定出来。基因表达差异数据显示，前列腺

癌基因 3(PCA3)在癌组织中的表达水平是正常组

织的 6–34 倍，进一步临床检测结果证明 PCA3 的

敏感性和特异性均高于 PSA[54]。Zhang 等采用第

二代测序和全基因组关联分析方法筛选了与前列

腺癌相关的 SNP 位点，共鉴定出位于 11 个数量

性状基因的 56 个 SNPs 位点，其基因型频率在前

列腺癌患者与正常人之间存在显著差异，其中，

RGS17 和 ASCL2 两个位点可能是前列腺癌的主要

风险因素[55]。针对前列腺癌的空间异质性、瘤内

异质性和瘤间异质性，单分子测序技术能够检测

来自前列腺不同侧肿瘤细胞的完整的基因组信

息，并对差异位点进行准确定位，有助于了解前

列腺癌的进展和克隆进化。Su 等对不同部位的前
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列腺癌组织进行单分子测序，结果发现 TP53 突

变存在显著差异，这对于制定前列腺癌的诊断和

治疗方案具有重要的指导意义[56]。此外，Tevz 等

采用单分子测序技术 PacBio SMRT，对前列腺癌

患者 RLN1 和 RLN2 两个转录本进行检测，发现

融合的 RLN1-RLN2 在前列腺癌细胞中高表达，

预示其可能参与前列腺癌的发病过程[57]。然而，

这些因子参与前列腺癌发生发展的分子调控机制

还有待进一步阐明。总之，通过对高通量测序数

据的有机整合，筛选出具有高灵敏度和高特异性

的联合检测体系，将成为未来前列腺癌临床诊断

的新标准。 

3  总结与展望 

单分子测序技术不仅能够从基因遗传突变方

面和表观遗传修饰方面解析人类基因组多样性，

还可以对人类重大疾病如肿瘤进行分级、分型。

在遗传多态性检测方面，单分子测序技术能够对

每一条 DNA 链进行单独测序，利用了聚合酶自

身的反应速度，大大减少了测序时间，不需要进

行聚合酶链式反应，读长较长，能够对复杂基因

组进行测序。在表观遗传学方面，单分子测序技

术能够直接检测 DNA 的碱基修饰位点，而这些

修饰又常常与癌症相关，弥补了之前测序技术不

能涉及的领域。虽然单分子测序具有明显的技术

优势，但该技术的测序错误率较高，极大限制了

其应用和普及。因此，研发更高效的纠错算法或

提高测序准确率才能推动单分子测序技术的发

展，有助于解析个体化遗传图谱及疾病相关的敏

感位点。 

由于单分子测序摒弃了二代测序中大量使用

的 PCR 技术，能够实现最自然条件下 DNA 原始

序列的测序，因此，在肿瘤诊断方面具有广阔的

应用前景。目前，已经有多个潜在的肿瘤标志物

被鉴定出来。然而，这些标志因子所参与的信号

通路、分子调节机制，及其能否组合使用进行临

床诊断等问题还有待进一步研究。相信在不久的

将来，随着技术的不断改进和完善，单分子测序

必然会进一步推动基因组学、转录组学和表观遗传

组学深度覆盖鉴定和定量技术的进步，为开发更加

有效的肿瘤临床诊断策略提供坚实的技术支撑。 
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