
Sanger sequencing 

Sanger测序是一种基于 dideoxy核苷酸链终止法的 DNA测序技术，由 Frederick Sanger于 1977 年发明。该技术可用于确

定 DNA序列，并已被广泛应用于基因组学、生物医学研究、医学诊断和其他领域。 

在 Sanger测序中，DNA链被复制成许多短片段，每个短片段都以不同的方式以一种特定的 dideoxy 核苷酸（ddNTP）终止。

ddNTPs是一种缺少 3'羟基的核苷酸，因此它们无法进一步扩展 DNA链。一旦 ddNTP终止了 DNA 链的扩展，它就标记为 DNA

链的终点。 

这些终止片段然后通过电泳分离，并可视化为带状图，该带状图可用于确定 DNA序列。因为每个片段以不同的 ddNTP终

止，因此每个片段的终止位置不同。通过将这些位置对齐，可以确定 DNA序列。 

 

illumina sequencing (DNA-Seq) 

Illumina 测序是一种高通量 DNA 测序技术，它使用高度并行的技术，能够同时处理数以百万计的 DNA 片段。该技术可以快

速、准确地测定 DNA 序列，已被广泛应用于基因组学、生物医学研究、药物开发和其他领域。 

在 Illumina 测序中，DNA 样本首先被随机断裂成短片段，然后连接到测序适配器中。适配器中包含一系列引物序列，这些

引物序列将 DNA 片段固定到 Illumina 测序芯片上的表面。每个 DNA 片段的两端都与适配器连接，并在芯片上形成一个桥

形结构，该结构可以被扩增和测序。 

扩增时，每个 DNA 片段被复制成数百万个完全相同的 DNA 复制品，这些复制品被绑定到芯片表面上的不同位置。接下

来，测序反应会逐个加入碱基，并测量每个加入碱基的亮度信号。这些亮度信号被用来确定 DNA 序列。 

Illumina 测序的优点包括高通量、高精度、高效率和低成本。该技术已经成为了现代基因组学和生物医学研究中最常用的测

序技术之一。 



 

illumina sequencing (RNA-Seq) 

利用 Illumina 测序技术测量多个 mRNA 的序列，通常采用 RNA 测序（RNA-Seq）技术。RNA-Seq 技术是一种高通量的

RNA 测序技术，可以通过测量 RNA 样品中每个转录本的数量和表达水平来研究基因表达。 

以下是一些用于 Illumina 测序测量多个 mRNA 序列的步骤： 

1. RNA 提取和纯化：RNA 样本首先通过提取和纯化来获得高质量的 RNA。 

2. RNA 逆转录和合成 cDNA：RNA-Seq 实验通常通过逆转录 RNA 和合成 cDNA 来转录 RNA 到 DNA，并生成适合

Illumina 测序的 DNA 片段。这通常涉及使用反转录酶将 RNA 转录为 cDNA，并通过添加随机引物来扩增 cDNA。 

3. DNA 文库构建：将 RNA 逆转录得到的 cDNA 片段，接上 Illumina 测序适配器，以构建一个 DNA 文库，该文库可以

在 Illumina 测序仪上进行测序。 

4. Illumina 测序：DNA 文库经过 Illumina 测序仪的高通量测序，生成大量短序列读取，这些序列可以用于鉴定和量化

RNA 样本中的转录本。这些序列可以被比对到参考基因组上，以确定它们来自哪个基因和剪接变体，并且可以计算

每个基因的表达水平。 

5. 数据分析：测序数据可以通过各种分析软件进行处理，包括比对、表达定量、基因注释、通路分析等。 

总之，RNA-Seq 是一种利用 Illumina 测序技术测量多个 mRNA 序列的强大工具，可以提供高通量和高分辨率的基因表达信

息，从而有助于理解生物体内的基因调控和功能。 



 

ChIP-seq 

ChIP-seq 是一种生物技术，用于检测蛋白质与 DNA 之间的相互作用，特别是蛋白质与染色质上的靶标 DNA 序列的相互作

用。ChIP-seq 技术可以用于研究转录因子、组蛋白修饰酶等与基因表达和表观遗传调控相关的蛋白质与 DNA 相互作用。 

ChIP-seq 技术通常包括以下步骤： 

1. 交联：将目标细胞进行交联，使蛋白质与 DNA 形成交联物，从而固定它们的相互作用。 

2. 染色质免疫共沉淀（ChIP）：使用特定抗体识别感兴趣的蛋白质，并利用免疫学技术将其与 DNA 相互作用的部分

共同沉淀下来。 

3. DNA 提取：使用特定的酶将 DNA 从免疫沉淀物中释放出来，并对其进行提取和纯化。 

4. DNA 文库构建：将 DNA 片段连接到 Illumina 测序适配器上，并进行 PCR 扩增以获得足够的 DNA 片段数量。 

5. Illumina 测序：使用 Illumina 测序技术对 DNA 文库进行测序。 

6. 数据分析：测序数据可以通过比对到参考基因组上，并通过统计学方法鉴定在基因组上显著富集的区域，从而确定

蛋白质与 DNA 相互作用的位置。这些区域可以与已知的基因、转录因子结合位点或者其他调控元件相关联，从而

帮助研究人员了解蛋白质与 DNA 相互作用的功能。 

总之，ChIP-seq 是一种用于研究蛋白质与 DNA 相互作用的技术，可以帮助研究人员深入了解基因表达和表观遗传调控的机

制，从而有助于理解生物体内复杂的分子相互作用网络。 

 

ATAC-Seq 

ATAC-seq 是一种用于研究基因组中开放染色质区域（accessible chromatin）的技术。开放染色质区域是指染色质上的

DNA 序列可以被核酸酶等酶切割，形成开放的染色质结构，这些区域往往与基因表达、表观遗传修饰等生物学过程密切相

关。 

ATAC-seq 的原理基于 Tn5 转座酶，Tn5 转座酶是一种可具有双重切割和连接作用的酶，能够在开放的染色质区域上切割

DNA，并在 DNA 上插入一个 DNA 适配器。在 ATAC-seq 实验中，首先从细胞中提取染色质 DNA，然后使用 Tn5 转座酶将

DNA 适配器插入到开放的染色质区域上。然后，通过 PCR 扩增和 Illumina 测序，可以得到开放的染色质区域的 DNA 序

列。 

ATAC-seq 相对于传统的 DNase I hypersensitivity 和 FAIRE-seq 等技术的优点在于，ATAC-seq 不需要显式地切割染色质，

因此样品数量可以更少，需要的时间和样本准备也相对较少。此外，ATAC-seq 技术能够检测到小的开放区域，这使得

ATAC-seq 成为测量单个细胞的开放染色质区域的方法之一，有助于研究细胞异质性、发育和疾病等方面的问题。 

总之，ATAC-seq 是一种用于检测基因组开放染色质区域的技术，能够帮助研究人员深入了解开放染色质区域与基因表达和

表观遗传调控等生物学过程之间的关系。 

 

Bisulfite sequencing 

具体来说，在 Bisulfite sequencing 中，DNA 首先被处理成单链，然后暴露在含有亚硫酸盐的碱性条件下。这个过程会将未

甲基化的胞嘧啶转化为尿嘧啶（Uracil），但甲基化的胞嘧啶不受影响。接下来，将 DNA 单链反转录成双链，并进行 PCR

扩增，生成的 PCR 产物经过 Illumina 测序。然后，通过比较每个胞嘧啶的甲基化状态来推断甲基化模式。比如，未经甲基

化的胞嘧啶会被转化为尿嘧啶，而甲基化的胞嘧啶则不受影响，因此甲基化的胞嘧啶可以通过测序检测到。 



Bisulfite sequencing 是一种广泛使用的技术，用于研究 DNA 甲基化模式在生物学和医学中的各种方面，如表观遗传调控、

癌症和遗传疾病等。它的主要优点是高分辨率和全基因组覆盖，可以检测到单个细胞水平的甲基化状态，帮助研究人员深

入了解基因组中甲基化模式的复杂性。 

 

Bulk RNA-Seq & Single cell RNA-Seq 

Bulk RNA-Seq 和 single cell RNA-Seq 都是 RNA 测序技术，但它们在样本类型、分析对象、分辨率和数据处理等方面存在

差异。 

Bulk RNA-Seq 是一种用于分析混合细胞群体的 RNA 测序技术。它是从样品中提取 RNA，然后将 RNA 逆转录成 cDNA，通

过高通量测序，最终得到每个基因的表达量数据。由于在 Bulk RNA-Seq 中，分析的是从许多细胞中提取的 RNA，所以它提

供了每个基因在总 RNA 样品中的平均表达水平，但无法区分单个细胞中的基因表达差异。因此，Bulk RNA-Seq 通常用于研

究细胞群体的平均表达水平以及不同条件下的基因表达变化。 

Single cell RNA-Seq 则是一种高通量技术，它允许我们在单个细胞水平测量 RNA 的表达水平。在 Single cell RNA-Seq 中，

单个细胞被分离并转移到微型孔中，然后通过逆转录和测序，得到每个细胞的 RNA 表达水平信息。这种技术可以帮助我们

深入了解细胞类型、分化、发育过程以及细胞状态的异质性。它提供了更高的分辨率，允许我们研究个体细胞的表达差

异，并帮助识别新的细胞亚型。 

由于 Bulk RNA-Seq 和 Single cell RNA-Seq 具有不同的分辨率和优缺点，因此它们可以用于不同的研究目的。Bulk RNA-

Seq 适用于研究群体表达，单细胞 RNA-Seq 适用于研究单个细胞的表达水平和异质性。 

 

Real time sequencing 

Real-time sequencing 是指可以在 DNA 或 RNA 复制反应进行过程中进行 DNA 或 RNA 序列的实时检测的测序技术。这种技

术通常称为实时测序或即时测序。 

与其他传统的测序方法不同，如 Sanger 测序和 Illumina 测序等，实时测序的过程中 DNA 或 RNA 合成反应是连续的，可以

不断地产生新的序列数据。该技术可以在较短的时间内获得高质量的序列数据，并且可以实时监测 DNA 或 RNA 复制过程

中的错误。 

实时测序技术通常使用一种叫做“荧光比色法”的技术进行实时检测。在此技术中，不同的碱基被标记成不同的荧光信号，每

当一个新的碱基被加入到 DNA 或 RNA 序列中时，荧光信号就会发生改变。通过实时监测这种荧光信号的变化，我们可以

追踪 DNA 或 RNA 的复制过程，并记录下每个碱基的序列。 

实时测序技术有多种不同的方法，如 PacBio 的单分子实时测序（Single Molecule Real-Time Sequencing）和 Oxford 

Nanopore 的纳米孔测序技术（Nanopore Sequencing）。这些技术已经广泛应用于基因组学、转录组学、表观遗传学等领

域，可以帮助研究人员更全面地理解基因表达、基因组结构和功能、突变等方面的生物学问题。 

 

 

Oxford Nanopore Sequencing 



Oxford Nanopore Sequencing（ONT）是一种新兴的基于纳米孔技术（Nanopore Technology）的 DNA 测序技术。与传统

测序技术相比，ONT 具有以下优点： 

1. 直接测序：ONT 可以直接对 DNA 分子进行测序，而不需要进行 PCR 扩增或建库。这样可以避免由 PCR 扩增引

入的偏差和错误，从而提高测序准确性。 

2. 长读长：ONT 的读长可以达到数十到数百千碱基，比 Illumina 等传统测序技术的读长更长。这种长读长可以更好

地解决基因组重复序列和基因组重组等问题。 

3. 实时测序：ONT 是一种实时测序技术，可以实时地监测 DNA 分子通过纳米孔时的电信号变化，从而提供快速的

测序速度和实时数据。 

4. 应用广泛：ONT 不仅可以用于基因组测序，还可以用于转录组学、表观遗传学、病毒学、微生物学、人类遗传学等

领域。 

然而，ONT 技术的精度仍然需要改进，且数据分析过程也相对较为复杂。因此，在实际应用中，需要根据具体实验目的和

需求选择合适的测序技术。 
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