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全长转录组测序在植物中的应用研究进展

赵陆滟，曹绍玉，龙云树，张应华，许俊强
（云南农业大学云南省滇台特色农业产业化工程研究中心，昆明 650201）

摘要：全长转录组测序（ Iso-Seq）是指使用第三代测序（TGS）技术获得 mRNA 的全长序列。随着以单分子实时

（SMRT）测序为代表的 TGS 技术逐渐发展成熟，以及该技术在基因组和转录组 de novo 测序等方面的优势，全长转录组测序

技术已经广泛被应用于动物、植物、微生物测序研究中，并挖掘出大量相关数据。本文综述了基于 Iso-Seq 技术的原理及其在

模式植物和非模式植物研究中的应用，期望为研究植物全长转录组相关分析提供参考。
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Abstract：Full-length transcriptome sequencing（Iso-Seq）is a technique method by deployment of the third 
generation sequencing（TGS）technology to obtain the full length sequence of mRNA.With the development 
of TGS technology which is represented by single molecule real-time（SMRT）sequencing，is becoming more 
and more mature，and it′s application advantages in genome and transcript de novo sequencing，full-length 
transcriptome sequencing technology has been widely used in animals，plants and microorganisms，and produced 
a large number of related data.In this paper，the principle of Iso-Seq technology and the applications of full-
length transcriptome sequencing in model and non-model plants are reviewed，which aims to provide reference in 
analysis of full-length transcripts in plants.

Key word： full-length transcriptome sequencing；Iso-Seq；TGS；single-molecule real-time sequencing；
model and non-model plants

收稿日期：2019-03-26　　修回日期：2019-04-30　　网络出版日期：2019-05-20
URL：http://doi.org/10.13430/j.cnki.jpgr.20190326001
第一作者研究方向为园艺蔬菜遗传与育种研究，E-mail：1215590936@qq.com
通信作者：许俊强，研究方向为蔬菜育种与分子生物学研究，E-mail：xujunqiang101@163.com
基金项目：国家自然科学基金（31560560）；云南省应用基础研究基金（2015FD019）
Foundation project： The National Natural Science Foundation of China（31560560），Yunnan Applied Basic Research Fund（2015FD019）

基因组和转录组测序是生命科学领域的基础

性工作［1］。高通量测序技术正向着高通量、低成

本、长读取长度的方向发展。一代［2-3］、二代［4-7］

测序技术，加快了高通量测序时代的到来，也从

单个基因位点的研究上升到全基因组层面的研 
究［8］。然而，人们对高通量测序技术的研究并没有

停止，因此又产生了第三代测序技术（TGS，third-
generation sequencing）的单分子测序技术（Single-

molecule sequencing），其中 PacBio 公司的单分子实

时（SMRT，Single-molecule realtime）测序技术已

经商业化［9-10］。全长转录组测序（Iso-Seq，isoform 
sequencing）技术即单分子实时测序技术［11］。该技

术具有超长读长，无需模板扩增、运行时间较短、直

接检测表观修饰位点、直接测转录本、较高但完全随

机的测序错误等特点［9-10，12］，除了单独使用 Iso-Seq
技术外，还可采用混合测序策略，如二代测序（RNA-
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seq）加三代测序（Iso-Seq）方法。TGS 技术提供了

许多仅通过 SGS（二代测序）技术无法获得的信息
［13-14］。

目前全长转录组测序的研究内容包括可变剪接

分析、转录本结构研究、基因合成途径及差异表达分

析、基因的多样性分析、参考基因组组装、完善基因

注释、新基因预测、转录组组装、构建全长转录组数

据库、转录组测序、基因组重头测序、DNA 甲基化等

方面。

1　全长转录组测序的原理

全长转录组测序技术是基于边合成边测序的原

理，SMRT 测序在目标 DNA 分子复制过程中捕获

序列信息。被称为 SMRTBell 的芯片，是一个封闭

的单链环状 DNA，它是通过将一个类似哑铃的结构

连接到目标双链 DNA（dsDNA）分子的两端而产生

的（图 1）。当一个 SMRTBell 样本被加载到一个称

为 SMRT 单元的芯片上时，一个 SMRTBell 扩散到

一个名为零级波导（ZMW，Zero-Mode Waveguide）
的排序单元中，它为光检测提供了最小的可用体

积［13］。这项技术的核心便在于使用了 ZMW（图

2A）。ZMW 是一种小孔，其直径只有几十个纳米，

由于 ZMW 底部的纳米小孔要比激光的单个波长还

要短，当 ZMW 的底部被激光照射时，纳米小孔并不

能让激光直接穿过，而会在小孔处产生光的衍射，

只照亮零级波导底部的小片区域。在 ZMW 底部的

这小片区域内，DNA 聚合酶被锚定，当 DNA 聚合

酶上加载到单个的脱氧核苷酸并形成新的化学键

时，脱氧核苷酸上的荧光物质就会被激活，从而发光

并被检测到。由于这个纳米孔很小，因此，在孔内

DNA 链周围，脱氧核苷酸能被标记到的就很有限，

其中 4 种被荧光标记的脱氧核苷酸很快地从孔外进

入到孔内又出去。由于形成的背景荧光信号非常稳

定且很弱，才能在含有大量溶液的背景上，得以检测

到单个荧光标记的核苷酸［13，15］（图 2B）。

发夹适配器连接到双链 DNA 分子的末端，形成一个封闭的圆圈。

聚合酶锚定在 ZMW 的底部，并将碱基合并到读链中

Hairpin adaptors are ligated to the end of a doublestranded DNA 
molecule，forming a closed circle.The polymerase is anchored to the 

bottom of a ZMW and incorporates bases into the read strand

图 1　SMRTBell 模型［13］

Fig.1　SMRTbell template［13］

图 2　SMRT 测序原理［13］

Fig.2　Principle of single-molecule real-time DNA sequencing［13］

2　全长转录组测序在植物中的应用

目前，在植物的研究中全长转录组测序技术已

得到广泛的应用，包括拟南芥、玉米、小麦、高粱、丹

参、矮牵牛等。

2.1　全长转录组测序在模式植物中的应用

2.1.1　拟南芥　可变剪接（AS，alternative splicing）
不仅影响植物发育过程中的生物钟和开花时间，

还参与应激反应［16-18］。Zhu 等［18］结合 RNA-Seq、
Iso-Seq 及蛋白质组学鉴定方法，研究了模式植物拟

南芥（Arabidopsis thaliana（L.）Heynh.）经脱落酸

（ABA）处理后的 AS 机制。研究发现，大约 83.4%
的内含子基因有 AS 现象。ABA 处理会引起广泛

的 AS 事件的差异，表现为非常规剪接位点的增多，

这些结果增强了我们对正常条件下的可变剪接的理

解，以及对 ABA 处理的响应。

2.1.2　丹参　药用模式植物丹参（Salvia miltiorrhiza 
Bunge）的生物活性成分是丹参酮［19-20］，先前的转

录组研究是基于二代测序，部分转录本不能代表全

长 cDNA 序列。Xu 等［21］首次联合应用了 RNA-seq
和 Iso-Seq 技术对丹参不同的根组织（周皮、韧皮
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部、木质部）进行转录本测序，获得了 16241 个高

质量的全长转录本，并进行了 AS 分析，发现具有

AS 现象的基因序列约 40%，其中部分基因与萜类

化合物和类异戊二烯代谢有关，这些结果为丹参

的进一步研究提供了一个完整的转录组信息。徐

志超［22］结合二代和三代（Iso-Seq）测序技术进行

了丹参基因合成途径及差异表达分析，得出根周

皮丹参酮 IIA 含量分别是韧皮部和木质部的 17 倍

和 185 倍，根组织的 3 个部位转录组差异表达显

示参与萜类合成的主要上游基因在根周皮中显著

高表达，丹参酮合成关键基因［Copalyl diphosphate 
synthase（CPS1）、Kaurene synthase-like（KSL1）
和 CYP76AH1］在根周皮中显著高表达。基于丹

参酮的合成和积累规律，预测 15 个 CYP450s、5
个 SDRs 和 1 个 20DDs 参与丹参酮下游的生物 
合成。

2.1.3　野草莓　Li 等［23］针对相同的蔷薇科模式植

物野草莓［24］（Fragaria vesca L.）样本进行二代高通

量测序（Illumina）和三代全长转录组测序（PacBio 
RS），对结果中发生的 AS 事件进行比较。全长转

录组测序中发现的可变剪接事件为 57.67%，而利

用二代高通量测序进行可变剪接分析的获得值为

33.48%，表明全长转录组测序在可变剪接的分析上

更具效率。

2.1.4　玉米　玉米（Zea may L.）是研究遗传进化和

高光效的 C4 模式植物［25-26］。Wang 等［27］利用 Iso-
Seq 技术从玉米自交系 B73 的 6 个组织（根、花粉、

胚、胚乳、幼穗和幼雄穗）中得到了 111151 个转录

本，进行了玉米的转录本结构研究。捕捉到了玉米

RefGen_v3 基因组中注释的约 70% 的基因，其中

62547 个（57%）转录本是全新的，有些是一些已知

基因的组织特异性的转录异构体，有 3% 是来自全

新基因位点的转录本。还发现了很多新的长链非

编码 RNAs 和融合转录本，并发现 DNA 甲基化对

于产生多种多样的转录异构体的重要作用。Zhou
等［28］利用 Iso-Seq 技术对 W64A 自交授粉后 16 d
胚乳进行 16 个 SMRT cell 的全长转录组测序，共

得到 1057799 条原始序列，筛选出 166693 条高质

量全长转录本，进行了转录本结构的分析。通过与

参考基因组（B73 RefGen_v4.0）对比，鉴定出 3399
个新基因位点，同时找到 590 条 W64A 特异转录

本序列。结合 W64A 与其他自交系构建的 F2 群体

和回交群体，开发了基于全基因组基因座的 1051
个 SSR 标 记 和 243 个 InDel 标 记，其 中 63.0% 和

58.8% 的分子标记得到验证。针对预测和报道玉

米胚乳硬质 / 粉质相关基因，利用转录本信息预测

其编码区，比较了 32 个基因编码区的变异，其中

一些基因编码区的提前终止可能对籽粒性状影响 
较大。

2.1.5　高粱　高粱（Sorghum bicolor （L.）Moench）
是 C4 植 物 研 究 的 模 式 植 物［29-30］。Abdel-Ghany 
等［31］采用 Iso-Seq 技术对高粱 BTx623 品系的种子

进行了 AS 分析，发现有 10053 个异构体经历了 AS
事件，其中 2950 个异构体与现有的基因模型吻合，

超过 7000 个未报道 AS 事件。在 27860 个转录本

中，11342 个（40.7%）AS 事件是新发现的，7065 个

（25.4%）是全长异构体。69.9% 的基因只有 1 个异

构体，只有 1% 左右的基因有 5 个以上的异构体。

此外，非生物胁迫下，异构体呈现出表达量或数目的

差异性。全长转录组测序数据表明在高粱转录组

中 AS 事件比之前的认知要普遍很多。Wang 等［32］

利用三代 Iso-Seq 技术对玉米和高粱的 11 对匹配

组织转录组进行了比较，揭示了两个物种中大量新

的基因转录异构体。进化上比较年轻的基因往往会

在生殖组织中产生，与进化上古老的基因相比具有

更少的异构体。不同组织和不同物种间均观察到了

可变剪切和活性的异同点。玉米的亚基因不存在异

构体偏性，然而在 B 套基因组上的基因更偏向于在

花粉组织中表达，而在 A 套基因组上的基因更偏向

于在胚乳组织中表达。同时还鉴定了玉米和高粱高

度保守的剪切事件。另外，构建了这两个物种高分

辨率的 poly（A）位点图谱，显示了两物种在 mRNA
剪切上的异同点。

2.1.6　矮牵牛　矮牵牛（Petunia hybrida Vilm.）是

研究观赏植物生长和发育的模式植物［33-34］。Ning
等［35］应用 RNA-seq 和 Iso-Seq 技术进行了矮牵牛

的基因合成途径及差异表达分析，以 RNA-seq 构建

的参考文库包含 193749 个拼接序列，在根部特异

性高表达的转录本 896 个，在根部特异性低表达的

转录本 666 个。以 Iso-Seq 构建的 reads 参考序列

文库包含 85571 条序列，分别有 2904、1618 和 3868
个剪接体在根中的表达水平显著高于花、茎和叶组

织，其中在根部特异性高表达的转录本有 639 个，分

别有 1967、1219 和 2780 个亚型在根部的表达水平

显著低于花、茎和叶组织，其中在根部一直处于特

异性低表达的有 869 个。说明与二代 RNA-seq 相

比，三代 Iso-Seq 可构建较高质量的参考序列文库，

同时联合二代 RNA-seq 技术，并结合有效的序列算
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法，从而获得具有更高可信度的差异表达分析和数

据发掘结果。

2.2　全长转录组测序在非模式植物中的应用

2.2.1　大豆　大豆（Glycine max（L.）Merr.）基因

组测序已完成。张乐［36］运用 Iso-Seq 技术进行了

野生大豆和栽培大豆 Glyma13g21630 的基因多样

性分析，在 133 份大豆品种中共检测到 29 个多态

性位点，其中包括 7 个 InDel 和 22 个 SNP，多态性

频率分别为 1InDel/434 bp 和 1SNP/138 bp。多态

性位点在 Glyma13g21630 基因序列中表现为不均

匀分布，其中变异富集区为内含子 3 和 5，其他区域

变异则较小。在大豆由野生向栽培驯化的过程中，

Glyma13g21630 基因由于正向选择作用而固定了有

益变异，并表现出瓶颈效应。

2.2.2　小麦　小麦（Triticum aestivum L.）是异源

六倍体，含有 A、B 和 D 3 个基因组，其基因组约 17 
Gb，85% 以上基因组为重复序列。Ling 等［37］通过

构建 A 基因组 BAC 文库和 BAC 测序，结合 Iso-
Seq 等技术，完成了乌拉尔图小麦（G1812）基因组

测序和精细组装，并成功绘制出了小麦 A 基因组 7
条染色体的序列图谱，41507 个蛋白编码基因被注

释。这些结果加速栽培小麦的遗传改良和分子设计

育种，将利于小麦重要农艺性状基因的克隆、精细

定位和功能解析。Dong 等［38］利用 Iso-Seq 技术完

善了小麦的基因注释。建立了 2 kb 以下和 2 kb 以

上 2 个文库，借助于 Iso-Seq 的读长优势，不经过组

装直接检测转录本的完整结构，成功地获取高可信

度的剪切位点和转录本模型，并在此基础上进行基

因剪切多态性分析，实现对已有注释结果的完善和

提升。发现 3026 个新基因及 9591 个新的同源异构

体，也找出了 72 个不同的小麦面筋蛋白基因的全长

转录本。结合 4 个籽粒发育时期的二代转录组数

据，发现了 6030 个基因在籽粒发育不同阶段中呈现

同源异构体表达差异。

2.2.3　白菜　白菜（Brassica rapa L.）是重要的

蔬 菜 作 物［39］。Zhang 等［40］利 用 Iso-Seq 等 技 术

对白菜参考基因组进行了 de novo 组装和重新注

释，并获得白菜参考基因组 v3.0 新版。v3.0 版基

因组的序列总长度为 353.14 Mb，scaffold N50 值

为 4.45 Mb，contig N50 值为 1.45 Mb，仅含有 389
个 gaps 和 1301 条 scaffolds。v3.0 版 的 序 列 连 续

性提升近 30 倍，并且 gaps 数量和长度大大减少。

在 v3.0 版中预测到 45985 个编码蛋白基因，低于

v2.5 版本中的 48826 个基因，原因是 v2.5 中存在

的组装错误。有 13318 个全长长末端重复反转座

子（LTR-RTs）在 v3.0 版参考基因组中被预测到，

远 高 于 v2.5 版（4129 个）和 v1.5 版（801 个），并

检测到 3 次转座子爆发事件，其中 1 次是新检测到

的。该研究还准确地预测到了白菜基因组的着丝粒 
位置。

2.2.4　棉花　棉花（Gossypium spp.）是异源多倍

体研究的理想模型，有 2 套高度相似的亚基因组 At
和 Dt。Wang 等［41］利用 Iso-Seq 技术对海岛棉进行

了 AS 分析，从 44968 个基因中鉴定了 176849 个全

长转录本，鉴定了 15102 个棉花纤维中特异的 AS
事件，发现 51.4% 的亚基因组间的同源基因会通过

AS 产生结构差异的转录本。进一步研究发现，同

一个基因由 AS 产生的转录本会受到 miRNA 的差

异性调控，揭示了四倍体棉花中 AS 的复杂性和新

的调控机制。

2.2.5　甘蔗　目前大多数甘蔗（Saccharum officinarum  
L.）转录组学研究受限于转录本的长度和转录本

isoform 的 数 量。Hoang 等［42］ 利 用 Iso-Seq 技 术

对 采 集 的 杂 交 甘 蔗（Saccharum officinarum×S.
spontaneum）22 个组织样本进行了研究，并完善了

基因注释。共鉴定出 107598（71%）个单一转录异

构体，其中与植物蛋白数据相匹配的系列有 92%，

超过 2% 是新的转录本，超过 2% 是 lncRNA，全部

序列的约 56% 注释到 GO 数据库，约 23% 注释到

KEGG 数据库。

2.2.6　甜菜　甜菜（Beta vulgaris L.）是称之为石

竹目（Caryophyllale）的一组开花植物中第 1 个完

成基因组测序的代表性物种［43］。Minoche 等［44］利

用 Iso-Seq 技术进行了甜菜及其同科菠菜（Spinacia 
oleracea L.）的新基因预测和验证，发现 98% 测序

转录本包含完整的开放阅读框（ORF），可协助二代

转录组测序降低背景干扰，提高新基因预测灵敏度

和精确度，改进了甜菜和第 1 个全基因组菠菜的基

因集，为新测基因组非模式生物物种基因注释提供

了思路。

2.2.7　毛竹　毛竹（Phyllostachys edulis （Carrière）
J.Houz.）是生长最快的植物之一［45］，研究其快速

生长机制具有重要的理论意义和实际应用价值。

Wang 等［46］结合 RNA-seq 和 Iso-Seq 技术，分析了

145522 个全长非嵌合（FLNC）系列，纠正了 2241
个错误基因，对先前的 8091 个同源位点进行鉴定。

超过 42280 个差异剪接异构体是来源于 1286677 个

内含子全长非嵌合系列，包括大量与地下茎系统相
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关的 AS 事件。有 2154 个 AS 事件在没有装配的

情况下被识别出来，AS 基因的丰度高于非 AS 基

因。林泽忠 ［47］进行了毛竹冬笋芽、鞭芽及鞭梢芽的

基因差异表达分析，平均得到 5G 的数据量，经过差

异表达分析后，得出毛竹在冬笋芽、鞭芽及鞭梢芽不

同生长时期的基因表达差异，冬笋芽和鞭梢芽间差

异表达基因 6863 个，鞭芽和鞭梢芽间差异表达基因

5592 个，笋芽和鞭芽间差异表达基因 7029 个。

2.2.8　黄芪　Li 等［48］利用 Iso-Seq 技术构建了黄

芪（Astragalus membranaceus Bunge）叶和根的全

长转录组，分别得到了 27975 条和 22343 条全长

参考序列，进行了 AS 分析。在叶和根里，分别有

36.53% 和 34.46% 的基因含有 2 个以上的同源异构

体，分别检测出 6494 个和 4399 个可变剪切事件，说

明了黄芪叶和根转录组的复杂性。其中，内含子保

留类型的可变剪切事件最多。

2.2.9　茶树　朱兴正等［49］采用 Iso-Seq 技术探讨

了云茶 1 号茶树（Camellia assamica（J.W.Mast.）H. 
T.Chang）品种优异性状的遗传基础，获得 Polished 
consensus 序列 213389 个，预测到 CDSs 有 223120
个，检测到 195062 个 SSR 位点，完善了基因注释。

有 170264 个同源序列在 NR 数据库中比对到 980
个物种，在 KOG 数据库得到注释的有 103124 个，

根据其功能分为 26 类；有 65524 个得到 GO 注释，

分为细胞组分、分子功能及生物学过程等 3 大类的

55 个功能组；根据 KEGG 数据库，105972 个得到了

注释，涉及到 216 个代谢途径分支，包括茶叶品质、

活性物质代谢以及抗逆等相关基因等，还预测到隶

属于 60 个转录因子家族的转录因子有 5785 个。

2.2.10　咖啡豆　Cheng［50］等利用 Iso-Seq 探讨了

四倍体阿拉比卡咖啡豆（Coffea arabica L.）的转录

组多样性和复杂性，完善了基因注释。在同型四倍

体咖啡豆转录组中获得 95995 条差异转录本（平均

3236 bp），NCBI 总共注释到 88715 条非冗余植物蛋

白系列（92.42%），包括 34719 份高质量注释。中果

咖啡豆（Coffea canephora Pierre ex A.Froehner）编

码序列与 UTR、阿拉比卡咖啡豆 EST 和 RFAM 中

有 1213 个没有命中的序列，是咖啡豆中潜在的新基

因。捕捉到更长的 UTRs，特别是 5′ 端 UTRs，它便

于识别上游的开放阅读框。Iso-Seq 测序还揭示了

该基因组关键的咖啡因和蔗糖代谢基因中越来越

长的转录本变异体。发现大于 10 k 碱基的长序列

是不正确的注释，Iso-Seq 技术表明了以往研究的局 
限性。

2.2.11　松树　火炬松（Pinus taeda L.）的基因组

有 22Gb。2014 年发表的数据完全基于短读［51-52］，

长度 100~250 bp，包含 1100 万个 contig，其 N50 值

为 8206 bp。Zimin 等［53］使 用 Iso-Seq 技 术，在 长

读中产生了大约 12 倍的覆盖范围。将两结果进

行基因组组装，结果 N50 contig 值为 25361，N50 
scaffold 值为 107821。兰伯氏松（Pinus lambertiana 
Douglas）基因组约 31Gb。Gonzalez-Ibeas 等［54］采

用 Iso-Seq 技术对兰伯氏松各种组织类型进行深

度测序获得转录组，产生超过 25 亿条的短读，通

过 Iso-Seq 产生的长读首次应对转录本从头组装。

通过 HiSeq 获得转录本条数为 75175，MiSeq 为

45524，PacBio RSII 为 158113。
2.2.12　无油樟　Liu 等［17］运用 Iso-Seq 技术进行

了无油樟转录组测序及无参情况下的 AS 事件分

析，将 Iso-Seq 所获的 428 个 AS 事件与 RNA-Seq
和 PASA（Program to Assemble Spliced Alignments）
所得结果进行比较，分别被 PASA 和 RNA-Seq 支持

的可变剪接事件有 160 和 11 个，同时获 PASA 和

RNA-Seq 支持的可变剪接事件 157 个。从 AS 事

件中随机挑选 61 个进行验证，有 41 个获得数据支

持，其余 20 个被认为是“false positive”可变剪接事

件中，有 3 个能被 RT-PCR 所验证，4 个映射到无油

樟基因组草图 gap 区域，发生在非经典剪接位点的

可变剪接事件 10 个，这 10 个 AS 事件既未通过 RT-
PCR 验证，也不能被 RNA-Seq 或 PASA 所支持。

表明全长转录组测序技术预测无参转录组可变剪接

事件准确率达到 66%-76%。

2.2.13　苜蓿　苜蓿（Medicago sativa L.）以“牧草

之王”著称。张寒［55］应用 RNA-seq 和 Iso-Seq 技

术对 119 个苜蓿品种（系）进行转录组测序和参考

转录组组装，建立了紫花苜蓿的参考转录组，序列总

长度为 597539277 bp，转录本条数为 989620，其中

最长和最短转录本长度分别为 16671 bp 和 139 bp， 
平均长度为 603 bp，中位数为 332 bp，N50 值为

868 bp，GC 值为 37.09%。通过二代测序与三代

测序结果进行基因组拼接组装后，转录本条数、系

列总长、N50 及平均长度增加，数据准确度得到了 
提高。

2.2.14　盐生草　汪军成［56］以盐生草（Halogeton 
glomeratus（M.Bieb.）C.A.Mey.）为材料，运用 Iso-
Seq 技术构建了全长转录组数据库，并获得 54835
条一致性异构体，平均长度为 2663 bp，与已知基因

序列匹配的 isoform 序列共有 53230（97.07%）条，
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其中成功获得了其编码序列（CDS）的异构体有

52141（95.07%）条。对幼苗进行 0、100、200、400 
mmol/L NaCl 胁迫处理 3 d 后，在盐生草的叶片中分

别鉴定到盐胁迫响应的共表达上调、下调差异异构

体（DEIs）11587 个，并发现其编码蛋白质拥有跨膜

结构域（TMD）的共表达上调 DEIs 有 16 个，很可

能包含 Na+ 跨膜转运相关蛋白。

2.2.15　猪笼草　Zulkapli 等［57］采用 Iso-Seq 技术

分析了能以枯叶落物为食的瓶状猪笼草（Nepenthes 
ampullaria Jack）的全长 cDNA 序列，并与食肉性莱

佛士猪笼草（Nepenthes rafflesiana Jack.）及其食性

杂交双色虎克猪笼草（Nepenthes × hookeriana H. 
Low）进行了比较，构建了全长 CDNA 文库，可以通

过比较来自亲本和杂交种的猪笼草转录组，来探究

杂交影响猪笼草饮食习惯演变的机制。

3　问题与展望

全长转录组测序技术推动了植物领域的研究发

展，在模式植物和非模式植物的研究中也得到了广

泛应用，为部分无参基因植物的研究提供了可能。

随着三代 PacBio 平台的飞速发展，其测序长度和

通量不断增加的潜力依然巨大。新一代测序技术

仍存在一定的不足，如测序技术中需要采用聚合酶

及核酸外切酶等，酶活性与稳定性的保持是一个重

要的问题；另一个问题是在 DNA 的固定上，怎样保

持 DNA 的延展性而避免二聚体结构的出现；还有

在需要荧光标记的情况下，如何提高单分子信号灵

敏度的同时又避免信号变成噪音增加荧光背景等 
问题。

Iso-Seq 是一种很有前景的测序技术，未来的

转录组测序是基于 PacBio 平台获得样品的全长

转录组，实践中也可根据遇到的问题来选用合理

的混合测序（二代加三代）手段。由于 Iso-Seq 技

术建立的时间还很短，技术还不够成熟，但潜力无

限，在建立标准流程、优化实验参数和质量控制

方面的研究将是未来基因组学领域的一个重要研

究方向。三代 Iso-Seq 技术也会被广泛应用到植

物转录组学、基因组学、代谢组学和遗传学等研 
究中。
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