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[摘  要] 传染病由病原体引起,可引发重大公共卫生安全事件。在传染病疫情防控中,速度和效能尤为重

要。随着分子生物学的发展,基因测序技术在病原检测中发挥着至关重要的作用,已成为传染病防控中的

重要一环。因此,本课题对测序技术的发展进行概述,对其在传染病防控中的应用进行总结分析,旨在强

化相关技术发展方向的前瞻性布局,提高科技研发中资源配置的有效性。 
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[Abstract] Infectious diseases are caused by pathogens and can cause major public health security incidents. In 

the prevention and control of infectious disease epidemics, the speed and effectiveness of infectious diseases are 

particularly important. With the development of molecular biology, gene sequencing technology plays a vital 

role in pathogen detection and has become an important part in the prevention and control of infectious diseases. 

Therefore, this topic summarizes the development of sequencing technology, summarizes and analyzes its role in 

the prevention and control of infectious diseases, aiming to strengthen the forward-looking layout of the 

development direction of related technologies, and improve the effectiveness of resource allocation in scientific 

and technological research and development. 
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前言 

传染病由病原体引起,能在宿主间传播,传染病引起的突发

公共卫生事件严重影响了人类的生命健康。在重大传染病疫情

防控中,速度和效能尤为重要,特别是传染病病原体的识别速

度；基因突变位点的识别准确度等。科研创新已成为快速、高

效进行传染病防控的重要技术保障。基因测序技术已成为传染

病防控中的重要一环,在病原检测、基因突变位点识别等环节中

发挥着至关重要的作用。因此,本课题对测序技术进行总结分析,

旨在强化相关技术发展方向的前瞻性布局,提高科技研发中资

源配置的有效性,以期提升应对重大传染病疫情的技术储备。 

1 基因测序技术的发展概述 

基因测序技术发展至今,已有70多年。人类基因组学计划的

完成,加速了基因测序技术的发展,从高成本、高耗时,到成本低,

高通量,速度快发展的同时,在临床实践和基础研究中的应用更

加广泛,在传染病防控中的作用日益凸显。 

1.1第一代基因测序技术。化学裂解法由MAXAM和GILBERT[1]

提出,利用化学试剂对碱基进行特异性修饰,使磷酸二酯键断裂,

并对5’端磷酸基进行放射性标记,随后通过凝胶电泳进行分离,

从而获得目的片段。该方法能够检测双链DNA,且不受因酶反应

效率不同造成的误差影响。 

但化学裂解法操作繁琐,化学试剂毒性大,放射性同位素标

记效率偏低。因此,Sanger双脱氧链终止法应运而生。该方法由

ddNTP与dNTP共同参与,在DNA的复制过程中,由于ddNTP不能参

与DNA的复制过程,从而使DNA复制结束,产生不同长度的复制链,

经电泳分离后,通过统计获得DNA序列[2]。 

1.2第二代基因测序技术。第二代DNA测序技术又称下一代

测序技术,涵盖了多个测序平台。 

454测序技术能够实时检测DNA序列,其原理是将dNT参与

的PDNA复制过程与化学信号相关联,通过检测荧光素酶是否

产生荧光以及荧光强弱实现测序,能够进行较长长度的准确

读取。Solexa测序技术将待测的DNA片段吸附在透明的玻璃表

面,首先进行桥式扩增,随后以扩增后的DNA片段为模板,利用带

有荧光标记的脱氧核糖核苷酸再次进行扩增,进而进行测定。与

454焦磷酸主要不同在于,连接寡核苷酸的流通槽代替了含有微
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珠的芯片,终止末端使用的是染料而不是焦磷酸[2]。2007年ABI

公司推出SOLiD测序技术,与传统测序技术相比,该技术基于连

接酶法,边连接边测序,而非边合成边测序。 

1.3第三代基因测序技术。第一代测序技术因成本高、通量

低,应用受限。第二代测序技术虽然具备了高通量、低成本的优

势,但其短读长的短板不容忽视。因此,科研人员对基因测序技

术进一步创新,开发出第三代基因测序技术(Third generation 

sequencing,TGS)。 

第三代基因测序技术不需进行PCR扩增,不仅具有高通量、超

长读长的优势,而且实现了DNA或RNA的全长测序和全基因组

覆盖[3]。第三代测序技术主要包括Heliscope单分子测序、实时

单分子测序技术(Single-molecule real-time sequencing,SMRT)

和纳米孔测序技术(Oxford nanopore technologies,ONT)[4]。 

其中Heliscope单分子测序技术于2003年提出,虽实现了单

分子测序,但并未真正解决二代测序的技术短板。SMRT技术在

2011年推出,该测序需要的样品量较少,同时减少了试剂的使用,

降低了成本,节省了时间,其单分子读取长度可达10kbp,对复杂

区域如富GC区、大量串联重复区等的测序结果也具有重要参考

价值[5,6]。虽然其测序精准率受聚合酶有效工作时间影响[7-9],但

通过重复测序可减少测序误差。SMRT能够实现各类基因变异信

息的精准检测,具有较好的临床应用前景。  

ONT技术无需聚合酶参与,以纳米孔可作为传感器,当DNA经

过纳米孔的时候,会使孔内的电流发生短暂的变化,从而根据电

流变化强度直接对解链后的DNA单链进行测序。但在测序过程中,

碱基前进速度等带有随机性,间隔太短时碱基识别易错失,导致

存在较高错误率,限制了纳米孔测序结果价值。因此,不少学者

在优化测序体系与开发分析算法等方面着手,对纳米孔测序结

果进行校正,显著提高了单序列读长准确度[10,11]。 

2 基因测序技术在传染病防控中的应用 

2.1病原监测。目前,我国已形成较为完善的传染病常规监

测体系,依靠分子生物学技术、网络信息化、大数据等技术手段

为人们的生命安全提供保障。 

通过常规化病原监测,可及时掌握当前病原的流行趋势。以

流感病毒为例,流感是第一个实行全球监测的传染病,目前主要

的流感病毒有甲型、乙型、丙型和丁型流感病毒四种,常发生一

定程度的变异。世界卫生组织根据流感监测情况,定期发布流感

病毒毒株流行类别,确保疫苗能够针对最有可能流行的毒株发

挥作用。可见,测序技术的运用为分析流感病毒的变异情况、流

行趋势及高效使用疫苗提供了可靠的数据支撑。 

与流感病毒相比,新型冠状病毒更易变异,传播力强,致病

性高。特别是一些变异株,如德尔塔、奥密克戎等,在传播能力、

致病性和免疫逃逸能力等方面发生了显著变化。新型冠状病毒

在新冠肺炎疫情之后被我国纳入传染病监测体系。通过对新冠

病毒样本的测序,可及时发现病毒的基因突变位点,有助于了解

变异株的传播能力、致病性等特征的变化,为疫情防控策略的制

定提供科学依据。 

蚊子是重要的病原传播媒介之一,但其携带的病原不易检

出。Batovska等[12]直接从白纹伊蚊中提取RNA,利用测序技术对

反转录产物进行测序,成功获得了病毒基因组全长。随后,不同

研究者利用库蚊样本测序,检测到委内瑞拉马脑炎病毒,并基于

序列分析确定为大沼泽地病毒亚型[13]。并且,该方法无需额外

PCR扩增,小型化、便携式测序仪即可在现场快速开展工作,完成

测序和种属鉴定,为常态化监测及疫情的早期发现和处置争取

宝贵时间。 

2.2病原检测及基因突变分析。目前,已知病原体的监测体

系,已较为完善。而不明原因疾病和未知病原增加了临床诊断难

度,样本测序与传统实验室诊断相结合对病原检测日益重要。例

如,2019年12月下旬,武汉出现不明原因肺炎病例。排除流感、

腺病毒等常见病原后无法确定致病病原,随后相关研究者利

用二代测序技术成功获得该病原体的基因组序列,并分离出

病毒毒株,确定该病原体属于一种新型冠状病毒[14,15],在疫情

病原体的认定方面取得重大进展,虽然疫情初期,核酸检测是

主要的检测手段,但基因测序技术可以为病毒的诊断和检测提

供更深入的信息,可及时掌握病毒的变异位点、变异类型等,加

速了人们对包括阿尔法、贝塔、德尔塔等在内的多种新冠变异

株的识别,为疫情的定性和防控方向的确定提供了最根本的依

据。此外,河南曾于2007-2010年暴发发热伴血小板减少综合征

(Fever,thrombocyte-penia and leukopenia syndrome,FTLS)

疫情,初始传统的分析检测方法检测到了黄病毒科、日本脑炎病

毒等可能微生物,但对于致病的病原无法确定[16]。Xu等[16]对患

者样本进行因组测序及比对后发现其与已知布尼亚病毒科具有

遗传相似性,是布尼亚病毒科白蛉病毒属的新成员。可见,在一

些复杂病例中,基因测序可以帮助确定病毒的存在和类型,辅助

核酸检测结果的解读,提高诊断的准确性。这对于评估病毒变异

对传染性、致病性以及疫苗和药物有效性的影响至关重要,为及

时调整防控措施和研发策略提供了可靠依据。 

不仅如此,基因测序技术能够得到病原全部基因信息,更深

层次的探究病原感染原因。以埃博拉病毒为例,一名患者治愈出

院后再复发,PCR检测到了埃博拉病毒, 但无法确定是否是原病

毒感染,经基因组测序后显示,该序列与初次发病的序列存在两

个非编码区的变化[17]。提示,博拉病毒具有复发性。 

2.3疫情溯源。基因溯源是疫情防控中的重要环节之一,通

过测序构建系统发生树等可以对病原进行追溯。2014-2016年,

西非爆发埃博拉疫情,Loman团队[18]通过测序,发现几内亚流行

的病毒也出现于塞拉利昂,提示病毒在2个国家之间传播。对利

比里亚的样本测序发现,利比里亚地区序列属于同一簇,进化分

析结果显示该地区的埃博拉病毒可能由同一个或亲缘关系较近

的祖先进化而来,为疫情防控提供了重要的科学依据。 

2016年寨卡病毒疫情暴发,研究者通过对孕妇患者的羊水

样本进行高通量测序,获得了该病毒的全基因组,表明寨卡病毒

可以穿过胎盘屏障感染胎儿,全基因组系统发育分析显示其与

法属波利尼西亚的寨卡病毒具有97-100%的相似度。而Faria等
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发起的“巴西寨卡病毒实时分析计划”,发现疫情毒株与来自东

南亚及太平洋地区的寨卡病毒亚洲基因型亲缘关系较近,推测

寨卡病毒从巴西东北部向中美洲、加勒比海及南美洲其他地区

传播,及时的基因溯源为找到病原体潜在的传播途径,确定和切

断感染源,提供了重要依据。 

3 总结与展望 

自19世纪霍乱爆发以来,人类历史上经历过黄热病、结核

病、疟疾、流感等多个传染病爆发事件,人类文明的进步史也是

与传染病的斗争史。从最初,被动的面对不明传染病,到如今对

相关传染病进行常规监测、面对不明传染病能够及时确定病原

体,展开疫苗研发、药物研发等,可见人们对传染病的防控能力

在不断提高。但是,随着国际交流的不断加深,国际大融通也给

传染病防控带来了巨大的困难,时效性就显得尤为关键,2019年

新冠疫情的爆发恰恰印证了这一点。而测序技术在病原监测、

病原体确定、突变位点判定、基因溯源等方面凸显了其不可取

代的地位,对传染病防控工作尤为重要。 

我国于2020年１月20日,将新型冠状病毒肺炎纳入乙类传

染病管理。至此,中国目前的法定传染病有甲、乙、丙3类,共40

种。其中不乏传播能力强、致病力强的疾病,我国对传染病监测

工作的重视也说明了传染病防控工作仍是一个十分重要的公共

卫生问题。如果不能对其进行早期识别,并给予针对性的防控措

施,一旦发生传播,将形成影响严重的公共卫生事件,对人类造

成巨大威胁。 

因此,自第一代测序技术诞生以来,研究者通过不断地技术

突破,开发出了第二代、第三代测序平台,旨在为公共卫生安全

提供保障。虽然,测序技术仍有不足之处,但随着分子生物学的

发展,测序平台不断推陈出新,新一代测序技术必定逐渐完善,

在传染病防控中的作用将日益凸显,未来基因测序技术必将对

人类健康产生重大影响。 
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