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全基因组外显子测序及其应用 
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摘要: 近年来, 众多研究小组开展了大量的全基因组关联研究(Genome-wide association studies, GWAS), 发现 
并鉴定了许多与复杂疾病/性状相关联的遗传变异, 为复杂疾病发病机制的研究提供了重要线索。由于 GWAS
的结果存在假阳性、假阴性、检测到的单核苷酸多态性很少位于功能区以及对稀有变异和结构变异不敏感等问

题, 导致了其应用的局限性。而新一代测序技术的进步, 促进了全基因组测序和全基因组外显子测序的快速发

展, 为解决上述问题提供了契机。全基因组外显子测序是利用序列捕获技术将全基因组外显子区域 DNA 捕捉

并富集后进行高通量测序的基因组分析方法。由于其具有对常见和罕见变异高灵敏度, 能发现外显子区绝大部

分疾病相关变异以及仅需要对约 1%的基因组进行测序等优点, 促使全基因组外显子测序成为鉴定孟德尔疾病

的致病基因最有效的策略, 也被运用于复杂疾病易感基因的研究和临床诊断中。 
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Abstract: In recent years, researchers have identified a large number of complex diseases/traits-associated genetic vari-
ants by performing genome-wide association studies (GWAS), which may provide important clues on understanding the 
mechanisms of related diseases. However, GWAS has its own limitations in terms of being false positive, false negative 
results, very few SNPs located in the functional areas and insensitive to detect rare and structural variations, which results in 
the application limitation of this method. With the development of the next-generation sequencing technology, whole ge-
nome and exome sequencing developed rapidly and provide an opportunity for us to deal with the problem caused by 
GWAS. This high-throughput sequencing technology is applied for sequencing the exome (1% of genome) to discover most 
of the diseases-related variations in exons. Furthermore, it is highly effective to detect common and rare variations. Due to 
these advantages, exome sequencing has become a powerful and efficient strategy for identifying the genes responsible for 
mendelian disorders and complex diseases, which will be very helpful for the diseases clinical diagnosis. 
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随着人类基因组计划 (Human genome project, 
HGP)和国际人类基因组单体型图计划(The interna-

tional HapMap project)的完成以及高通量生物芯片
技术的成功研发, 人们广泛利用高通量全基因组生
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物芯片的技术手段, 采用关联分析的方法即全基因
组关联研究(Genome-wide association studies, GWAS)
来筛选复杂疾病易感基因 , 取得了前所未有的成
就。但由于 GWAS 存在着一定的局限性, 同时随着
新一代测序技术的迅猛发展, 促进了全基因组测序
和全基因组外显子测序的发展。本文就全基因组外

显子测序的研究方法及其应用作一综述。 

1  外显子测序的产生背景 

GWAS 是通过对大规模的群体(病例/对照)DNA
样本进行包括单核苷酸多态性变异 (Single-nucleotide 
polymorphisms, SNPs)、拷贝数变异 (Copy number 
variation, CNV)在内的全基因组高密度遗传标记并
分型, 从而寻找与复杂疾病相关的遗传因素的研究
方法, 掀起了人类基因组研究第 3 次浪潮。自 2005
年以来, 利用 GWAS 对多种常见疾病进行了研究, 
发现和重复验证了近 2 000个 SNPs或位点, 其中包
括以前未检测到的而与疾病密切相关的基因及部分

未知基因[1]。但此方法有其欠缺, 如容易产生假阳性
和假阴性, 而且发现的与疾病关联的 SNPs 多位于
基因间或内含子上, 很少位于功能区(如外显子区和
5'UTR区)。同时, 芯片检测位点有一定的有限性, 除
Illumina 的新一代全基因组基因分型芯片外, 多数
是发现常见变异(Minor allele frequency, MAF >5%), 
而对稀有变异(MAF<5%)和其他结构变异不敏感。目
前, GWAS 是基于常见疾病/常见变异的假说, 而越
来越多的研究结果表明许多复杂疾病是由稀有变异

造成的[2,3], 而这种基于芯片的 GWAS在实验设计时
尚未充分考虑这部分信息 , 故而较难搜寻稀有变
异。过去主要通过定位克隆、物理作图和候选基因

测序的方法研究孟德尔疾病, 但这些方法受到诸多
因素的限制, 如患者人数少、家系少或小、有意识的
减少生育等, 许多孟德尔疾病尚未发现其致病基因。  

现有的技术和研究方法在研究孟德尔疾病和复

杂疾病时均遇见了难以解决的问题, 迫切需要新技
术的出现。而随着新一代测序技术的迅速发展、测

序费用降低和时间缩短, 使得全基因组和全基因组
外显子测序在大规模人群中的运用成为现实。由于

全基因组测序的费用在短时间内很难降到与外显子

测序相当的价格, 在经费一定的情况下, 全基因组
外显子测序更适合大批量样本研究以获得高深度的

测序数据。更重要的是, 目前一致认为大部分功能
变异都潜藏在外显子中 [4], 这是因为引起孟德尔疾
病的突变主要位于基因内造成的[4,5]。因此, 全基因
组外显子测序已成为现阶段基因测序工作的重心。 

2  外显子测序的基本思路及技术路线 

外显子测序主要包括目标区域序列的富集、

DNA测序、生物信息学统计 3个主要步骤。 

2.1  目标区域序列的富集  

在过去的 20年里, 传统的 Sanger测序主要是利
用 Uniplex PCR和Mutliplex PCR方法富集目标区域
序列[6], 但其引物合成与 PCR反应所需费用都很高, 
且实验周期长、人力资源耗费大。而新一代测序需

要对大量外显子进行测序, 进而研究疾病相关区域
并 SNP 验证, 传统的方法不能满足这一要求, 在此
背景下, NimbleGen 公司和安捷伦相继开发了新的
技术以解决这一重大问题, 为全基因组外显子测序
的广泛运用提供了平台。 

2.1.1  NimbleGen 公司的外显子捕获芯片  

罗氏NimbleGen推出的基于HD2 平台 2.1M 外
显子序列捕获芯片[6] (Sequence Capture 2.1M Human 
Exome microarrays)主要是利用杂交和 DNA 微阵列
技术基因分离原理来捕获目标区域。其大致流程是

将打断后的基因组 DNA 与定制的序列捕获芯片杂
交, 洗去未杂交上的片段, 随后将富集的目标片段
洗脱扩增, 最后进行高通量测序。该方法具有高特
异性和高覆盖度、捕获区域可按需设计和省时省力

等优点。自 2008 年罗氏推出 NimbleGen 序列捕获
2.1M 外显子组芯片以来, 全球的研究人员已通过此
款序列捕获芯片对成千上万的外显子组进行测序。

罗氏随之在 2009年底推出的 EZ 外显子组序列捕获
能提供液相的工作流程并以 DNA 液相探针杂交来
捕获目的片段, 该技术能提供高质量的目标序列富
集以及更为灵活的可扩容性。 

2.1.2  安捷伦 SureSelect 靶向序列捕获系统    

安捷伦的外显子捕获系统[7]是基于寡核苷酸合

成技术的液相靶向序列捕获系统。其大致流程是将

打断后的基因组 DNA与 SureSelect诱饵共孵, 通过
含有链酶亲和素标记的磁珠, 钓出 RNA 诱饵-DNA
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杂合体, 洗脱磁珠, 降解 RNA 诱饵, 富集目的区域, 
再进行高通量测序。基于液相序列捕获的高通量平

行靶向测序技术具有高度特异性、高准确性、卓越

的重现性和广泛的应用前景。 

2.2  测序技术 

2.2.1  传统的测序技术   

最早的 DNA 测序技术是 1977 年 Sanger 的“双
脱氧链末端终止法”和 Maxam 及 Gilbert 的“化学降
解法”。运用最多的是 Sanger测序法, 但这种测序仪
一般一次最多只能同时进行 96个或 384个样品的测
序。Sanger 测序技术经过 30 年的不断发展与完善, 
现在的测序长度可达 1 000 bp, 每一个碱基的读取
准确率高达 99.999%, 费用大约为 0.5美元/1 000个
碱基, 已成为测序的金标准[8]。 

2.2.2 新一代测序技术(Next-generation sequencing) 

传统的 Sanger测序法无法大幅度的降低测序费
用, 而基因变异、RNA 表达、蛋白与 DNA 相互作
用以及染色体结构等研究需要使用高通量 DNA 测
序技术。而其他学科技术如计算机技术、聚合酶工

程技术、数据存储分析技术的发展, 均促使了新一
代测序技术的进步。新一代测序技术原理是: 片断
化的基因组DNA两侧连上接头, 用不同的方法产生
几百万个空间固定的 PCR 单克隆阵列, 所有单克隆
同时、独立地进行引物杂交和酶延伸反应, 同时拍
摄每个延伸所掺入的荧光标记信号来获取测序数

据。新一代测序技术广泛运用于 De novo 测序、重
测序、细菌基因组和比较基因组研究、小 RNA测序、
古生物学和古 DNA 研究领域以及环境基因组学和
感染性疾病等研究领域。 

近期市面上出现很多新一代测序仪产品, 例如美
国 Illumina公司和英国 Solexa technology公司合作开发
的 Illumina测序仪[9]、美国 Roche Applied Science公司
的 454基因组测序仪[10]、美国 Applied Biosystems公司
的 SOLiD 测序仪[11]、Dover/Harvard 公司的 Polonator
测序仪以及美国 Helicos 公司的 HeliScope 单分子测序
仪[12]。这些新型测序仪属于合成测序, 大多使用循环芯
片测序法(cyclic-array sequencing), 通过对布满 DNA
样品的芯片重复进行基于 DNA 的聚合酶反应(模板
变性、引物复性杂交及延伸)以及荧光序列读取反

应。但其中单分子测序仪不需要扩增建立 DNA 库, 
而是基于边合成边测序的思想, 将待测序列随机打
断成小片段并在 3′末端加上 PolyA, 通过合成互补
链技术对数百万个 DNA片段进行测序。 

2.3  数据统计分析   

不同的新一代测序仪都能产生大量的数据, 但
如何在如此庞大的数据中分析出有意义的内容对于

新一代测序来说无疑是一个巨大的挑战。数据统计

分析主要包括基本的数据分析(如图像的去噪、锐
化、定位和偏移校正、依据光强度获得碱基)和生物
信息分析(如检验靶区域的测序深度和覆盖度、比对
序列、检测和注释 SNPs和短小的插入或缺失(Short 
insertion/deletions, indels)), 这对于测序数据的深入
发掘具有重要的意义。 

3  全基因组外显子测序的相关研究 

3.1  在正常人中的相关研究  

Ng 等[13]对一个体的全基因组外显子进行测序, 
结果发现 10 389 个非同义 SNPs (nsSNPs), 其中 5 
604 个是杂合子, 4 785 个是纯合子, 大部分变异属
于常见变异, 且为中性。同时检查了与疾病相关的
已知基因, 未发现该个体存在患某种重大疾病的风
险。这是首次对单个个体的外显子进行研究, 不仅
丰富了 NCBI 数据库的参考序列, 而且为大规模的
外显子测序提供了较具体的研究方法。 

Li等[14]利用 NimbleGen 2.1M芯片捕获外显子, 
Genome Analyzer II测序系统对 200个丹麦人测序, 
在群体中共发现了 121 870个 SNPs, 包括 53 081个
编码区的 SNP位点(cSNP)。通过统计学方法对群体
数据进行 SNP 的鉴定和等位基因频率的估算, 获得
了 MAF在 2%以上的 cSNP的频率图谱; 发现 MAF
为 2%~5%的低频率区域, 稀有的有害非同义 cSNP
是同义 cSNP的 1.8倍。从而间接说明了全基因组外
显子测序能发现低频突变。 

3.2  在孟德尔疾病和罕见综合症中的运用 

利用连锁分析方法研究孟德尔疾病需要足够多

的患者、多代遗传的大家系, 因此不适合难以收集到
大家系和只有散发病例的孟德尔疾病, 而全基因组外
显子测序没有这些限制。为验证外显子测序在孟德尔



 
850 HEREDITAS (Beijing)  2011 第 33卷 

  

 

疾病研究中的可行性, Ng等[15]利用安捷伦 244K芯片
捕获外显子, Genome Analyzer II系统对12例研究对象
进行测序, 其中 8例为 HapMap计划中的个体, 4例为
无亲缘关系的弗里曼谢尔登综合征 (Freeman-sheldon 
syndrome, FSS)患者, FSS是一种由 MYH3基因突变引
起的常染色体显性遗传病。同 HapMap 数据、全基因
组测序数据(NA18507)和 Sanger 测序结果的比较表明
了外显子测序数据的可靠性和研究遗传变异的敏感性

与特异性。通过逐步滤过法, 同 HapMap 数据库和
dbSNP数据库比对滤掉普遍变异和个人独具的变异后, 
验证了 FSS 的致病基因为 MYH3。以上研究表明, 全
基因组外显子测序可用于研究少数散发病例和有小家

系的孟德尔疾病, 为后续的研究提供了基于全基因组

外显子测序策略的研究思路。 
目前全基因组外显子测序除已广泛运用于孟德

尔疾病的研究中, 也能运用于一些代谢性疾病的研
究。依据全基因组外显子测序研究对象情况以及是

否有定位区域, 将目前的研究现状进行了总结(表 1)。
我国在该方面的研究也取得一定的成绩: 2010 年中
南大学湘雅医院研究发现小脑共济失调新的致病基

因 TGM6[16], 这是我国科学家应用外显子组测序技
术进行孟德尔疾病研究的一项突破, 对促进国内孟
德尔疾病研究的发展具有重要意义。随后通过该技

术发现并验证了 NCSTN 基因的突变可导致逆向性
痤疮的发生, 对NCSTN基因突变的检测和逆向性痤疮
及其相关疾病的诊断、治疗具有十分重要的意义[17]。 

 
表 1  全基因组外显子测序研究孟德尔疾病或综合征文献 

全基因组外显子测序 
疾病 遗传模式 致病基因 

捕获芯片 测序平台 

1. 散发病例 
弗里曼谢尔登综合征[15] AD MYH3 SureSelect Human All Exon kit Illumina GAII 
Kabuki 综合征[18] AD MLL2 SureSelect Human All Exon kit Illumina GAII 
Schinzel-Giedion综合征[19] AR SETBP1 SureSelect Human All Exon kit SOLiD 
Sensenbrenner综合征[20] AR WDR35 SureSelect Human All Exon kit SOLiD 
Fowler综合征[21] AR FLVCR2 SureSelect Human All Exon kit Illumina GAIIX 
Perrault综合征[22] AR HSD17B4 SureSelect Human All Exon kit Illumina GAIIX 
Hajdu-Cheney综合征[23] AD NOTCH2 SureSelect Human All Exon kit Illumina GAIIX 
成骨不全[24] AR SERPINF1 SureSelect Human All Exon kit SOLiD 
复合物 I缺乏症[25] 代谢性疾病 ACAD9   未提及 SOLiD 

2. 散发和家系内病例     
米勒综合征[26] AR DHODH SureSelect Human All Exon kit Illumina GAII 
Brown-Vialetto-van Laere综合征[27] AR C20orf54 NimbleGen 2.1M array Illumina GAIIX 

3. 家系内病例     
血磷酸脂酶过多智力迟钝综合征[28] AR PIGV SureSelect Human All Exon kit SOLiD 
家族性 β-脂蛋白过少血症[29] AD ANGPTL3 SureSelect Human All Exon kit Illumina GAIIX 
色素性视网膜炎[30] AR DHDDS NimbleGen 2.1M array Illumina GAIIX 

4. 家系内病例结合定位区域 
非综合征性耳聋[31] AR GPSM2 SureSelect Human All Exon kit Illumina GAIIX 
肾脏相关性 ciliopathy(NPHP-RC)[32] AR SDCCAG8 NimbleGen 385K array * Illumina GAII 
Carnevale, Malpuech, Michels和OSA 综合征[33] AR MASP1 SureSelect Human All Exon kit Illumina GAIIX 
原发性淋巴管性水肿[34] AD GJC2 SureSelect Human All Exon kit Illumina GAIIX 
肌萎缩性侧索硬化(ALS)[35] AD VCP SureSelect Human All Exon kit Illumina GAIIX 
非综合征的智力迟钝[36] AR TECR Agilent 244K microarray Illumina GAII 
Van Den Ende-Gupta 综合征[37] AR SCARF2 SureSelect Human All Exon kit Illumina GAIIX 
自身免疫性淋巴组织增生症(ALPS)[38] AR FADD SureSelect Human All Exon kit Illumina GAIIX 
小脑共济失调[16]** AD TGM6 NimbleGen 2.1M array Illumina GAII 
逆向性痤疮[17]** AD NCSTN SureSelect Human All Exon kit Illumina Hiseq2000

注: AD是常染色体隐性遗传模式, AR是常染色体隐性遗传模式; GA是 Genome Analyzer的缩写; *表示候选基因定制芯片;  
**表示该研究是中国的研究成果。  
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3.3  在复杂疾病中的应用 

全基因组外显子测序能准确地找到孟德尔遗传

疾病的致病基因, 那么外显子测序同样也可用于研
究常见疾病。目前已有利用全基因组外显子测序的

方法结合或不结合连锁分析结果研究复杂疾病的案

例, 例如: 胰岛素抵抗动脉粥样硬化家庭研究主要
是研究遗传和环境因素对西班牙裔和非裔美国人的

葡萄糖稳态和肥胖症的影响, Bowden等[39]利用安捷

伦 SureSelect 外显子捕获系统和 Genome Analyzer 
IIx系统对浆乙二腈水平无显著性差别的 2个家系中
3 个患者进行测序, 发现 ADIPOQ 基因的低频突变
(1.1%)G45R, 能解释 17%的西班牙裔美国人的血浆
乙二腈水平, 63%的家族存在该突变; 脑皮质发育异
常是一组大脑功能障碍的疾病, 影响到神经细胞增
殖、迁移、组织形成等, Bilguvar等[40]运用 NimbleGen 
2.1M芯片捕获外显子和 Genome Analyzer II测序系
统对 1例患者测序, 发现 WDR62基因与脑皮质发育
异常疾病相关, 从而能解释一系列的严重皮质畸形
的症状, 包括小头畸形、巨脑回畸形质等, 该研究提
示外显子测序对具有遗传异质性和诊断亚型困难的

疾病具有一定的帮助。早期主要运用传统的 Sanger
测序方法研究肿瘤患者的外显子以期发现新的体细

胞突变, 但耗时耗经费, 随着新一代测序技术的发
展, 加快了对肿瘤的研究步伐。 
3.3.1  肿瘤基因组计划  

国际肿瘤基因组在 Nature 上发表的专题报道
“International network of cancer genome projects”中
详细描述了国际肿瘤基因组协作研究计划启动的历

程、研究目标、研究策略、技术规范、数据分析与

交汇及伦理学等核心问题[41]。国际肿瘤基因组协作

组(ICGC)对人类常见的 50种肿瘤(或亚型)进行全基
因组变异分析, 明确肿瘤发生发展过程中基因型与
表型变异的关系, 为全面解析肿瘤的生物学特性与
机制提供基础数据。我国肿瘤学和基因组学的科学

家携手组建了“中国肿瘤基因组研究协作组(CCGC)”, 
启动了中国肿瘤基因组研究项目并选择我国常见高发

肿瘤胃癌作为参与 ICGC 的研究任务, 拟采用外显子
测序和典型病例的全基因组测序的方案。 

在过去的 3 年中, 运用外显子测序的研究方法, 
研究人员在卡波西肉瘤、小细胞肺癌、非小细胞肺

癌、Hodgkin 淋巴瘤、急性髓性白血病、小叶基底
乳癌、慢性淋巴细胞性白血病、骨癌、葡萄膜黑色

素瘤等肿瘤的研究中取得了显著的成就[42~48]。目前

我国在白血病、黑色素瘤、多发性内分泌腺瘤综合

征 /家族性甲状腺髓样癌的研究中也取得了一定的
成绩[43,49,50]。 

3.3.2  运用新一代测序技术研究肿瘤的案例 

新一代测序技术可以用于研究肿瘤 DNA, 以发
现核苷酸序列的改变和染色体结构改变 , 例如
Harbour等[48]利用NimbleGen 2.1M芯片捕获外显子, 
Genome Analyzer II测序系统对 31例转移性葡萄膜
黑色素瘤患者测序, 在 84%的转移性肿瘤中发现了
BAP1基因的失活性体细胞突变。肿瘤 DNA序列存
在染色体易位、倒位、重复和缺失, 随着双向测序
的出现, 可以通过组装, 确定 DNA 片段的物理距离
的原理研究肿瘤 DNA 的结构变异, Stephen 等[47]研

究发现许多肿瘤中 2%~3%的患者存在大量的基因
组重排现象。 

同时可以通过对原发灶、转移灶和异种移植物

DNA 测序, 研究肿瘤的进展情况, 例如对基底样乳
腺癌的原发肿瘤和转移灶或异种移植物测序发现 , 
在转移灶或异种移植物的突变来源于原发灶, 但是
会选择性扩增[51]。而小叶乳腺癌的转移灶的多数突

变(约 60%)不存在原发灶中[44]。 

4  在基因诊断中的运用 

由于全基因组外显子测序技术在孟德尔疾病和

复杂疾病研究中的优势, 目前已有成功运用该技术
进行基因诊断和分子诊断的报道。Choi 等 [52]通过

NimbleGen 2.1 M芯片和 Illumina测序系统, 对疑似
Bartter 综合征的 5 例高加索人进行测序, 结果发现
其中 1例患者的 SLC26A3基因(为先天性氯腹泻的位
点)的一个错义突变 D652N, 说明该患者是先天性氯
腹泻, 而不是 Bartter 综合征, 其临床也支持这个诊
断。后期对 39例疑似 Bartter综合征和 95例对照进
行 Sanger 测序验证, 发现其中 5 例患者是 SLC26A3
纯合子突变 , 且临床表现也符合先天性氯腹泻诊
断。上述研究表明全基因组外显子测序可以用于发

现疾病相关的基因信息, 利用测序信息结合临床特
征可对相关遗传病做出正确的诊断, 从而进一步证
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明全基因组外显子测序能运用于疾病的分子诊断。除

此之外, 还有利用全基因组外显子测序的策略对其他
临床上难诊断的疾病进行诊断的相关报道, 如新生儿
糖尿病、难治性炎性肠病和 Charcot-Marie-Tooth 
atrophy综合征的分子水平的诊断[53-55]。 

5  展望 

目前, 全基因组外显子测序已在孟德尔疾病或
罕见综合征的研究中取得了重大突破, 证实了全基
因组外显子测序对鉴定孟德尔疾病或罕见综合征的

致病基因是行之有效的; 可以运用在复杂疾病的研
究中, 目前在肿瘤方面的研究较多, 但由于该技术
存在一些尚待完善的问题, 导致全基因组外显子测
序在常见疾病的研究进展缓慢, 但随着技术的发展
和后续分析手段的丰富, 预期在不久的将来, 外显
子测序会广泛地运用到其他复杂疾病的研究中; 也
可以用于疾病的分子诊断, 为临床一些难以诊断的
疾病提供了一种新诊断思路。因此, Biesecker 等[56]

在 Nature Genetics 发表评论说: 外显子测序使得医
学基因组学成为现实。全基因组外显子测序也存在

不足之处: (1) 该技术对结构变异与非编码区变异的
研究具有局限性, 而结构变异和非编码区变异也可
能与疾病相关, 可通过全基因组测序研究非编码区
变异, 同时进行基因组组装, 同基因序列对比后发
现一些结构变异, 如 CNV、indels, 此外还可以结合
芯片研究检测 CNV; (2) 在目标区域的捕获时, 存在
捕获不均、捕获偏差等现象, 可以通过增加测序深
度, 获得更多的序列信息进行统计分析, 以尽可能
的弥补这些偏差; (3) 研究常见疾病的罕见突变时, 
需要庞大的样本量 , 也导致了测序的费用的升高 ; 
目前用于验证的基因分型的平台如 Sequenom、
TaqMan主要适用于研究常见变异, 需要定制芯片或
通过 Sanger 测序, 但这些方法耗时和价格较昂贵; 
数据分析的方法仍然不够完善, 尚待解决, 难以从
海量的数据中迅速发现具有重大价值的信息。尽管

如此, 由于外显子是与疾病及表型相关的最具特征
性的区域, 并且迄今为止较难评价非编码区域对疾
病的影响, 所以在全基因组测序费用居高不下的今
天, 全基因组外显子测序仍然不失为一个很好的选
择。外显子测序为阐明疾病的发病机理提供了新的

线索, 在疾病的基因诊断和致病基因的研究方面有

广阔的前景 , 为之后的功能研究奠定了理论基础 , 
从而为临床应用铺平了道路。 
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