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内容概要

与传统测序技术相比，新一代测序(NGS)技术具有超高速、高通量、低成本和高效益的强大优势；这
种新兴技术的研发和新一代测序平台的建立对基因组研究、人类健康和社会认知都产生了重大影响，
是当今前沿科学发展最为迅猛的领域。
全书包括5个部分18章。
第一部分和第二部分分别概述了传统的Sanger
DNA测序和新一代测序平台的工作原理、方法和特点；第三部分剖析了困扰测序技术瓶颈及其解决方
案；第四部分介绍了测序的商业化应用和新兴的测序平台；第五部分探讨了新一代测序技术在基因组
学研究中的广泛应用。

本书由参与NGS技术开发和应用的研究人员和发明家撰写，是全球第一本介绍新一代DNA测序技术的
书。
．可作为高等院校生物学、医学、农学等领域的师生和研究人员学习参考用书，也对希望了解个人基
因组信息、个性化医疗、伦理学等问题的读者有启迪和帮助作用。
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章节摘录

　　15.3 染色质免疫沉淀测序（ChIP-seq）方法　　染色质免疫沉淀是从活细胞收集与感兴趣蛋白质
特异性结合的DNA片段，其过程可分为以下相对简单的3个（译者注：原文写为5个）步骤。
第一步，用典型的甲醛交联剂处理目标细胞或组织，使蛋白质或DNA之间互相接触形成短的共价键。
化合物在生物体内选择性的连接被及时固定，非常适合捕捉短暂的转录因子结合的相互作用。
第二步，用超声或涡旋的方法破碎细胞，把DNA分子剪切到合适的大小。
第三步，用抗体结合目标蛋白，将与其相连的分子拉下来。
回收抗体，洗去无抗体连接的蛋白质和松散的DNA。
通过高浓度盐和热处理可使甲醛产生交联逆转，同时抗体结合被破坏。
通过以上三步高度富集到目标蛋白和体内结合的DNA序列。
　　当染色质免疫沉淀结合大规模平行测序时，可用试剂盒或酚-氯仿提取液从混合物中分离提
取DNA片段。
短DNA的平均长度取决于破碎细胞所使用的超声波或涡旋的波长和强度。
用琼脂糖凝胶电泳分离DNA片段，切取含需要的部分。
通常DNA的长度为150～500bp。
　　交联后的一个有趣结果是检测到第二个蛋白质-蛋白质和蛋白质-DNA之间的相互作用位点。
靠近转录因子的蛋白质在用甲醛处理后会交联在一起，随着转录因子一起被拉下来。
免疫沉淀的DNA片段分析时交联的DNA均被测序。
此方法创建了基因组多侧面的富集比对的读序列，暗示存在第二种蛋白质-DNA相互作用位点。
对DNA的位点进一步分析却没有发现目标转录因子结合模体，表明DNA-蛋白质之间的相互作用可能
不是直接的。
　　分离组蛋白及其相连的DNA的过程中可省去染色质免疫沉淀中交联的步骤。
脑组织尸检时，用一种微球菌核酸酶代替超声波或涡旋，微球菌核酸酶消化细胞不会破坏组蛋白所在
的核酸螺旋结构，使得在整个染色质免疫沉淀过程中DNA都能牢固地继续缠绕在组蛋白上。
沉淀后，用蛋白酶K处理可使组蛋白和DNA分离，再用酚-氯仿提取。
尽管该方法不会使转录因子沉淀，但却能明显简化组蛋白提取过程，又不改变组蛋白的信号修饰。
用此方法研究组蛋白-DNA相互作用，表明组蛋白-DNA相互作用和组蛋白的修饰是相对稳定的，因此
可以用在死亡30h捐献者脑组织前处理。
　　15.4 基于双脱氧标签Sanger测序　　基于染色质免疫沉淀（ChIP）分析DNA或RNA的方法目前应
用迟缓，其主要原因在于此方法不能分辨大群体核苷酸片段特性。
而用基于双脱氧的Sanger毛细管测序法定量分析从单次染色质免疫沉淀实验获得的数百万个DNA片段
又显得价格昂贵，群体DNA片段的多样性也让这种方法变得更为复杂。
尤其对于大型哺乳动物基因组的研究更是如此。
现在已开发出几种高效分析序列和目标片段的方法。
虽然不可能对每一个片段进行双脱氧测序，但是抽样检测可以得知整个集合的组成。
　　⋯⋯
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