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二代测序介绍



测序技术的发展历程



人类基因组



举例：人类基因组测序

1990 ~ 2003 2015

技 术 Sanger NGS

费 用 50亿美金 几千美金

时 间 13 年 3 天

人 力 数百人 一人



二代测序-通量更大

Sanger: 每条DNA序列单独测序 NGS: 多个DNA序列一起测序

cluser



Modified from: Hayden, E. C. (2014, March 19). Technology: The $1,000 genome. Retrieved June 16, 2017, from 
http://www.nature.com/news/technology-the-1-000-genome-1.14901

~$800
genome

~$800 is enabled by 
the S4 flow cell

二代测序-成本更低



Sanger 测序

最低检出限 ~20%

Molecular Pathology Checklist

“Detection of 20% variant allele frequency, which is typically 
equivalent to a 40% proportion of mutation positive cells, is 
commonly measured as the LOD for Sanger Sequencing.”

- College of American Pathologists (CAP)

覆盖度 30X 100X 1,000X 10,000X

A 28 – 29 95 – 97 950 – 970 9500 – 9700

G 1 – 2 3 – 5 30 – 50 300 – 500
最低
检出限

~3 – 6% 3 – 5% 3 – 5% 3 – 5%

A                         
G

二代测序

最低检出限 ~ 3-5%

二代测序-灵敏度更高
二代测序能够检测稀有突变

AAAACCAGAGTCTAGCACCTTCTCATCAGGAGCAG
AAACCAGAGTCTAGCACCTTCTCATCAGGAGCAAC 
AACCAGAGTCTAGCACCTTCTCATCAGGAGCAACG
ACCAGAGTCTAGCACCTTCTCATCAGCAGCAACGT
ACCAGAGTCTAGCACCTTCTCATCAGGAGCAGCGT
CCAGAGTCTAGCACCTTCTCATCAGGAGCAACGTC  

GAGTCTAGCACCTTCTCATCAGGAGCAACGTCTGC
CTAGCACCTTCTCATCAGGAGCAGCGTCTGCCTTC
TAGCACCTTCTCATCAGAAGCAACGTCTGCCTTCG
AGCACCTTCTCATCAGGAGCAACGTCTGCCTTCGC

CCCTTCTCATCAGGAGCAGCGTCTGCCTTCGCTAG
ACCTTCTCATCAGTAGCAACGTCTGCCTTCGCTAG
CTTCTCATCAGGAGCAACGTCTGCCTTCGCTAGGC

ATCAGGAGCAGCGTCTGCCTTCGCTAGGCTGACAT
ATCAGGAGCAACGTCTGCCTTCGCTAGGCTGACAT
TCAGGAGCAGCGTCTGCCTTCGCTAGGCTGACATC

GAGCAACGTCTGCCTTCGCTAGGCTGACATCGCGG
GAGCAACGTCTGCCTTCGCTAGGCTGACATCGCGG

AACGTCTGCCTTCGCTAGGCTGACATCGCGGGACC
AACGTCTGCCTTCGCTAGGCTGACATCGCGGGACC

AAAACCAGAGTCTAGCACCTTCTCATCAGGAGCAGCGTCTGCCTTCGCTAGGCTGACATCGCGGGACC

A

G



现有技术一览：竞争激烈、更新换代频繁

➢第一代（稳定需求）
✓ABI

✓3130xL（停产）

✓3730xL（停产）

✓3500xL

➢第三代（技术面临挑战）
✓Helicos Biosciences

✓Helicos Genetic Analysis System（停产）

✓Pacific Biosciences

✓RS System/RS II 

✓Oxford Nanopore Technology

✓GridION

✓MinION

➢第二代（国内迎头赶上）

✓无锡艾吉因生物信息技术有限公司

✓AG-100

✓深圳华因康基因科技有限公司

✓Pstar-II

✓中科院北京基因组所/半导体所/中科紫鑫

✓BIGIS-1

✓BIGIS-4

➢第二代（国外竞争激烈、高速发展）
✓Roche

✓Genome Sequencer FLX System（2015停产）
✓GS Junior System（2015停产）

✓Illumina
✓Genome Analyzer IIx（停产）

✓MiSeq
✓MiSeqDx（获FDA认证）
✓HiSeq 1000/1500/2000（停产）

✓HiSeq 2500

✓HiSeq X Ten

✓NestSeq 500

✓Thermo Fisher (Life Technologies) (ABi)
✓5500 SOLiD™ System（停产）
✓5500xL SOLiD™ System（停产）

✓Ion Torrent PGM/Ion Proton/Ion Proton II

✓DanaherMotion
✓Polonator G.007（停产）

✓MaxSeq（出售至Qiagen）
✓Complete Genomics（出售至华大基因）



市场现存技术平台
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测序仪原理
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数据分析文库制备 测序

高通量测序流程

核酸提取



样品前处理

01 02

03 04

保存与运输
应立即置于干冰或者-80℃保存，保

存及运输过程避免反复冻融。如需常

温运输，宜将样品浸润与稳定剂中。

核酸定量
Quantify:  Qubit, Nanodrop；

OD260/280: 1.8~2.0；

DNA质量对于二代测序至关重要！

样品采集
土壤、粪便或植物等样品参照采

样标准，多点采样，混匀后装入

无菌袋中，做好标记。

核酸提取
Qiagen，MP提取试剂盒提取

样本基因组DNA。



文库制备的目的：待测片段两侧连接测序接头

待测片段

用于区分样本

测序引物结合位点

与测序芯片杂交

文库制备

Illumina文库



核酸提取 (DNA 或
RNA)

核酸片段化

添加测序接头

文库构建流程



Illumina 测序原理

边合成边测序（SBS）
DNA

(0.1-1.0 ug)

样本制备

簇生成

5’

5’3’

G

T

C

A

G

T

C

A

G

T

C

A

C

A

G

T
C

A

T

C

A

C

C

T
A
G

C
G

T
A

G
T

1 2 3 7 8 94 5 6

成像及数据处理
碱基读取
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边合成边测序
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MiSeq® 测序仪



预装试剂

自动进样

整合了簇生成和测序工作

MiSeq 简单的操作



MiSeq Core Consumables Version 3

• 600 cycles

• 150 cycles

MiSeq Core Consumables Version 2

• 500 cycles

• 300 cycles

• 50 cycles

• 36 cycles

MiSeq Core Consumables Version 2 Micro

• 300 cycles (Micro)

MiSeq Core Consumables Version 2 Nano

• 500 cycles (Nano)

• 300 cycles (Nano)

4
Million Reads

1
Million Reads

15
Million Reads

25
Million Reads

MiSeq 提供灵活的测序读长



数据分析

Sequencing reads aligned to a reference genome

ACGACGGACT
Reference Sequence CATACGACGGACTCGATTAGTACTCGTA

ACGGGCTCGA
ACTCGATTAG

CGATTAGTAC
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Miseq测序仪的应用



Miseq测序仪的应用



• 16S Metagenomics 

• – Study of genetic material recovered directly from 
environmental samples 

• – Uses conserved region of 16S Ribosomal RNA gene to 
PCR amplify DNA samples 

• – Compares variable region to identify taxonomy.

MiSeq应用

16S Metagenomics Sequencing Workflow



MiSeq应用

Fungal sequencing and classification with the ITS Metagenomics

• ITS Metagenomics

• – fungal microbiome, is an important component in the environment and 
in human health.

• – Uses conserved region of ITSI and ITS2 to PCR amplify DNA samples .



Step 1: Order Amplicon Primers



Step2: PCR Amplify V3 and V4 regions of 16S rRNA gene



Step3: 2nd PCR to Add Indices and Adaptors



Step3: 2nd PCR to Add Indices and Adaptors



Step4:Library QC



16S Metagenomics需准备的仪器与耗材



Step5: Library Pooling

384

30,000



Sequence on MiSeq



How to Start a Run Workflow



Create sample sheet

• 创建run,我们会用到Local Run Manager 软件 确定要做多少个样本
哪些文库混合在一起
读长及数据量是多少



Workflow Parameters



Sample sheet



Miseq试剂盒准备

• 放到室温的水槽里融化60-90min，
确保所有试剂都融化，注意不要
超过最低水位线。

• 手动翻转试剂盒10次。
• 拍试剂槽移除气泡
• 融化后，在上机前一直放在冰上

保存。



上机测序



16S Metagenomics Data Analysis 



16S Metagenomics Data Analysis 

• 16S分析的主流软件



Qiime2特点



Qiime2特点



Qiime2特点



Qiime2特点



Qiime2特点



分析测试中心Miseq实例

数据质量 Q30>80%



分析测试中心Miseq实例

物种分类分析



分析测试中心Miseq实例

物种分类分析



MiSeq在其他方面的应用



• 所内服务

1. 袁海生老师课题组，样本：植物根系（800多），服务项目：细菌v4区和真菌

ITS1/ITS2区。

2. 孙浩老师，180个核酸DNA，测细菌V3V4区。

3. 王超老师组，300多个土壤样本，测细菌v4和真菌ITS1区。

4. 稳定同位素组，不到100个土壤样品，测细菌V3V4区。

5. 土壤与环境科学组，300多个肥料样本，测细菌v4和真菌ITS1区。

6. 检测中心项目组，土壤样品几百个，测细菌v4和真菌ITS1/ITS2区。

• 所外服务

1. 安徽农业大学，300多个土壤样品，测细菌v4和真菌 ITS1区。

2. 土地资源微生物多样性考察项目等。

课题服务
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