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内  容  简  介 

新一代基因组测序技术是目前生命科学领域中发展非常快的新技

术，它的出现极大地推动了生物学、农学和医学诊断等学科各方面的发

展，其应用非常广泛。本书以新一代基因组测序技术 Illumina 平台和

PacBio RS 平台为代表，详细阐述了从实验样品处理到数据分析的整个

过程，重点介绍了新一代测序技术实践过程中的文库构建与质检、测序

仪器操作和测序数据的初步处理及分析。本书是国内第一本详细阐述新

一代基因组、转录组等测序技术的中文书，包含了目前最新的技术资料，

极具实用性和可操作性。 

本书是高等院校师生和科技工作者学习新一代测序技术的最佳参

考书。 
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前    言 

自从 2005 年新一代基因组测序技术诞生以来，短短十余年间，其发展日新月

异。今天，新一代测序技术已经被广泛应用到生命科学研究的各个方面，可以说，

该技术的迅速发展标志着生命科学组学研究时代的到来。目前，学习、掌握和应

用新一代测序技术已经成为广大生命科学工作者的迫切需求，对于国内开展新一

代测序研究的实验室来说，手头有一本详细介绍新一代测序各方面技术的中文书

籍非常必要。鉴于此，我们编写了本书，供生命科学有关专业的高等院校师生、

科研院所的研究人员及其他生命科学从业人员参考。 

本书以新一代基因组测序技术 Illumina 平台和 PacBio RS 平台为代表，详细

阐述了从实验样品处理到数据分析的整个过程，重点介绍了测序过程中的文库构

建与质检、测序仪器操作和测序数据的初步处理及分析。全书共分为五章：第一

章为绪论，概述了测序技术发展简史，以及各个主要的新一代测序平台的技术特

点；第二章到第四章详细介绍了目前新一代测序技术的主流平台——Illumina 测

序技术的各个方面，第二章介绍了 Illumina 建库技术，第三章介绍了 Illumina 测

序操作，第四章介绍了 Illumina 测序数据的初步分析；第五章则是针对单分子测

序技术 PacBio RS 的建库、测序和数据分析过程的介绍。本书的编写人员都是工

作在科研第一线，有着多年第一代和新一代测序实践经验和数据分析经验的中青

年科研工作者，希望我们从科研工作中得来的经验和体会对广大读者学习新一代

测序技术起到借鉴和参考作用。 

我们编写本书的目的是，希望具有一定分子生物学与遗传学背景的读者，通

过阅读本书了解新一代测序技术的概念及其发展历史，以及各种新一代测序技术

平台所独有的特点；并且能够参照书中所述的建库流程指导，在自己的实验室成

功完成测序文库的构建和质量检测。此外，我们还希望在有条件进行新一代测序

工作的实验室，读者可以参照本书了解 Illumina 和 PacBio RS 测序仪的基本工作

流程和测序数据的初步分析过程。这样一来，读者在进行此类科研项目时，就可

以做到对研究规划心中有数，在实验设计上有的放矢；而不是把测序建库、测序

操作和数据分析过程完全交给测序服务公司，把这一部分工作作为“黑箱”来对

待。对于其他各种生物学、医学等实验室的研究人员和工作人员来说，即使没有

机会上机操作，至少也可以通过阅读本书获得一些新一代测序的知识，了解各种
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新一代测序方法的优点与局限性，并且有能力进行测序项目实验的追踪纠错。 

感谢中国科学院遗传与发育生物学研究所和北京基因组研究所提供的良好科

研工作条件；特别感谢遗传发育所基因组生物学研究中心与植物基因组学国家重

点实验室对编写工作的支持；感谢 Illumina 中国公司、New England Biolabs(NEB)

中国公司和凯杰(Qiagen)中国公司的大力赞助；感谢本书责任编辑罗静女士的出色

工作；最后还要感谢我海内外的亲朋好友与同行，他们在本书的写作过程中提出

了宝贵的修改意见。没有上述机构和人员的共同努力，本书不可能很快面世。 

限于编者的知识水平，本书所列举的测序研究案例主要集中于植物学、农学

与育种学等方面。目前，新一代测序在生命科学的各个领域，尤其是医学研究和

疾病的临床诊断中的应用越来越广泛，由于我们缺少这方面的研究和诊断实例，

本书对测序诊断方面的应用涉及不多，这是我个人感到遗憾的地方，希望将来有

机会增添这部分的内容。 

衷心希望广大读者对本书内容提出宝贵意见，以便于我们将来修订和提高。 

 

陈浩峰       
2016 年 1 月 5 日于北京 

 
 



目    录 

第一章  测序技术发展概述.........................................................................................1 

第一节  第一代基因测序方法简介 .........................................................................1 

第二节  新一代测序技术概述 .................................................................................4 

参考文献...................................................................................................................21 

第二章  Illumina 测序建库 .......................................................................................25 

第一节  DNA 测序建库 .........................................................................................25 

第二节  转录组测序（RNA-seq）建库 ................................................................80 

第三节  小 RNA 测序建库 ..................................................................................163 

第四节  简化基因组测序建库 .............................................................................184 

第五节  目标序列捕获测序建库 .........................................................................204 

第六节  单细胞测序建库 .....................................................................................227 

参考文献.................................................................................................................244 

第三章  Illumina 仪器操作 .....................................................................................246 

第一节  簇生成操作流程 .....................................................................................246 

第二节  测序仪 HiSeq 操作流程 .........................................................................254 

第三节  测序仪 MiSeq 操作流程 ........................................................................268 

第四节  测序仪 NextSeq500 操作流程 ..............................................................276 

参考文献.................................................................................................................283 

第四章  Illumina 测序数据分析方法简介 .............................................................284 

第一节  下机数据的初步处理 .............................................................................284 

第二节  DNA 测序数据分析简介 .......................................................................291 

第三节  转录组测序标准信息分析 .....................................................................304 

第四节  建造中等高性能计算机群系统 .............................................................316 

参考文献.................................................................................................................323 

第五章  PacBio RS 测序技术..................................................................................326 

第一节  PacBio RS 测序原理 ..............................................................................326 



新一代基因组测序技术 ·iv· 

第二节  PacBio RS 测序 DNA 样品准备及文库构建流程 ................................328 

第三节  SMRT Potal 二级分析软件的安装 ........................................................333 

第四节  SMRT Portal 数据分析流程...................................................................334 

第五节  PacBio RS 测序应用简介 ......................................................................348 

第六节  PacBio 测序案例 ....................................................................................349 

参考文献.................................................................................................................350 

常用英文简写列表..................................................................................................... 351 


