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纳米孔基因测序平台（ONT）简介

Portable, biological analysis
USB, or integrated computing

Five flow cell capacity and integrated GPU computing

2048 (512* channels) 5x 2048 (5x 512* channels)

40G/run 5x40G/run

ü 微生物等小型基因组快速测序

ü 融合基因快速测序

ü 靶向基因突变深度测序

ü 甲基化修饰DNA和RNA直接测序

ü 全长转录组测序



数字PCR仪 

1.  痕量核酸定量检测 

2.  病原体检测

3.  拷贝数变异检测

4.  稀有突变体检测

5.  NGS文库质控及验证

6.  无创产前诊断 

全自动化毛细管核酸分析仪

1. 血浆游离DNA的样本质量检测

2. RNA样本完整度分析

3. 多重PCR产物检测

4. 基因组缺失/扩增分析等

5. NGS文库质控

Bio-Rad QX200

Qsep 100 Advance

基于PCR技术的cfDNA研究平台和单细胞分析平台

微滴法进行单个细胞
标记，用于构建单细

胞测序文库

单细胞文库制备仪 



纳米孔第三代高通量基因测序技术原理

及其在生物医药研究中的应用

万绍贵

赣南医学院 科研中心组学技术平台



基因测序技术的发展历史

Low throughput          High Throughout Short read           Long read length



ONT 特性之一：长读长测序
Short-read (二代) vs long-read sequencing(三代) 

序列组装优势 单倍体分型优势

同源异构剪切体拼接优势
无偏差检测富含GC区域优势



ONT 特性之二：直接测序
DNA/RNA directing sequencing 碱基修饰与序列信息同时检测



ONT 新特性：Adaptive sampling
Software-controlled enrichment靶向富集测序





u 染色体外环状DNA（eccDNA）分子测序  已测临床样本数量：36

u Cas9靶向富集的融合基因与甲基化测序 已建立检测与分析流程

u 全长转录组测序  已测细胞系样本数量：12

u 微生物组测序（16S和宏基因组学） 已测临床样本数量：60+

已开展的基于纳米孔测序技术的主要应用



基于滚环扩增（RCA）的纳米孔测序的应用

p天然存在的环状分子：eccDNA，mtDNA，HBV DNA，circRNA ……

p人工制备的环状分子：cfDNA，FFPE样本DNA，PCR 扩增子……



Extrachromosomal circular DNA (eccDNA) 

Schematic representation of the 
different approaches and tools to 

study circular DNA.Pathways involved in eccDNA biogenesis and function
HR: homologous recombination；NHEJ:Non-homologous end joining；MEJ:microhomology 
mediated end-joining
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血浆样本中eccDNA分子测序鉴定流程



HBV samples HBV-HCC samples

Coverage of eccDNA in genomic region



基于滚环扩增富集
超短序列进行准确

测序



荷兰乌特勒支大学医学中心分子医学中心

基于滚环扩增的血浆cfDNA超
灵敏纳米孔靶向测序



基于Cas9靶向切割富集的纳米孔测序（nCATS）的应用

p  融合基因检测

p  热点突变片段深度测序：SNV+SV

p 靶向富集的CpG岛甲基化修饰检测



肿瘤融合基因靶向测序
慢性淋巴细胞白血病(CLL) 相关的5个高频突变基因靶向测序: 
TP53, NOTCH1, BIRC3, SF3B1 and MYD88. 

慢性髓性白血病(CML) 费城染色体阳性融合基因: BCR-ABL1

肺癌靶向基因测序: EGFR, KRAS, NRAS and NF1，EML4-ALK等



nCATS实验与分析流程

Zhang J, Xie S, Xu J, Liu H and Wan S* (2021) Cancer Biomarkers 
Discovery of Methylation Modification With Direct High-
Throughput Nanopore Sequencing. Front. Genet. 12:672804



Cas9 targeted sequencing in 1 sample with 4 crRNAs

BCR_23177704 + BCR_23285486 + BCR_23286143 + ABL1_130888788

One sample



Detected target reads:
Cas9 targeted sequencing in 1 sample with 4 crRNAs

crRNA BCR_ 23177704 BCR_23285486 BCR_23286143 ABL1_130888788 Total

Targeted reads 507 496 381 468 1852

% target 0.48% 0.47% 0.36% 0.44% 1.75%



Cas9 targeted sequencing in 4 identical sample with 4 crRNAs respectively

BCR_23177704   BCR_23285486     BCR_23286143   ABL1_130888788

Sample1           Sample2               Sample3            Sample4



Detected target reads:
Cas9 targeted sequencing in 4 identical samples with 4 crRNAs respectively

Sample + crRNA Target reads % target

S1+BCR_23177704 124 0.16%

S2+BCR_23286143 94 0.12%

S3+BCR_23286143 61 0.08%

S4+ABL1_130888788 98 0.12%

Total 377 0.48%



纳米孔基因测序检测碱基修饰原理

ONT电信号识别

ü 单碱基水平检测，无需任何处理，真实还原碱基修饰信息

ü 测序读长长，避免短读长带来的拼接错误

ü 鉴定种类丰富，比如5mC，5hmC，6mA等多种碱基修饰

ü 可进行等位基因特异性碱基修饰检测



UCSC:

IGV_
Megalon:

DNA Methylation by reduced Representation Bisulfite Seq from 
ENCODE/HudsonAlpha:
•red = 100% of molecules sequenced are methylated
•yellow = 50% of molecules sequenced are methylated
•green = 0% of molecules sequenced are methylated

unmethylated
methylated

chr22:23262614-23263379 (766 bp, 64 CpG)

K562细胞系BCR基因启动子甲基化修饰的RRBS检测和ONT检查基本一致



全长转录组测序的应用

p  mRNA的定量检测：转录本、基因的表达差异

p  mRNA的结构检测：可变剪切、融合基因

p  mRNA的修饰检测：6mA、APA、PolyA长度







纳米孔全长转录组测序进行结构变异的检测



Full-length cDNA synthesis and long-read cDNA 
library preparation and sequencing on either the 
PacBio or the ONT platforms. The SMARTer cDNA 
synthesis method is presented here but other cDNA 
synthesis methods can be also used to create full-
length cDNA from RNA molecules or RNA fragments.

全长转录组测序基本实验流程



Original data

Nanoflit: length<200bp,Qsore<6

Clean data

Full-length sequence

Pychopper

Minimap2,Pinifish

Consensus sequence
Minimap2
blast：identity<0.9,coverage<0.85

Transcript de-redundancy

Gene/Transcript quantification

Differential gene/Differential transcript

edgeRedgeR

Salmon:FLNC

Fusion transcript

Fusion transcript

NanoSV

Alternative splicing

全长转录组测序基本分析流程





微生物等小型基因组快速测序的应用

p宏基因组快速检测

p细菌16S和真菌18S的全长扩增子测序进行菌群分析

p 其他PCR扩增的深度测序



武汉大学 刘天罡教授团队

SARS-CoV-2测序鉴定

PCR靶向富集
病毒基因组



ICU应用示例：心内膜炎感染病人快速宏基因组检测

感染检验科应用示例：下呼吸道感染病人快速宏基因组检测

快速宏基因组学测序



采用低深度混样建库法，使用纳米孔技术 可以对12个细菌分离株进行测序
，每个样 本仅需80美元

细菌基因组和质粒组装



在BCG鉴定和吡嗪酰胺耐药性检测中，
从患者采样到获得结果所用时间为7.5 
小时

20种细菌等摩尔比值汇集16S 
rDNA，制备细菌模拟群落。纳米
孔测序能在5分钟内鉴定出所有20
种细菌，在菌种和菌属水平上鉴
定精度分别为91％和97％。

细菌病原体鉴定

病毒病原体鉴定
真菌病原体鉴定

病原体快速鉴定



以临床问题为导向的数据挖掘研究

郭有
支部书记、医学博士、副主任； 

赣南医学院创新团队负责人；

赣州市医药大数据重点实验主任；

双聘硕导（计算机科学与技术、公共卫生）；

江西研究型医院学会生物样本分会副主任委员； 

江西省医学会医学信息学分会常委；

中国抗癌协会肿瘤流行病学委员会委员；

中国研究型医院学会临床数据与样本资源专业委员会委员。
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Part 4 如何确定数据集？ 14

Part 5 常见问题有哪些？ 14



为什么做数据挖掘？



2018年8月19日暑期干部学习班：

“建立医学生物信息大数据库，建立3-5个 

重大疑难重症疾病样本库”。



医药大数据中心的职能

数据提取：是从我院电子病历系
统、检查检验系统、病理系统等数
据库提取相关临床数据的操作；

数据分析：是针对公共数据库中
的高通量检测数据或本院的临床数
据进行医学统计分析或数据挖掘；

计算资源：是指本中心的高性能

计算集群的计算能力和存储能力。

样本保藏：略。



张小康校长指示：

学校科研人员联合附属医院职工组成课题组，由附属 

医院职工代表课题组按照审批程序向医院申请数据支持服 

务，科研产出由课题组共享。





如何申请临床数据？









数据挖掘能解决哪些问题？



1、揭示人群疾病负担分布和发展趋势；

2、揭示发病机制和药物作用提供分子互作网络；

3、制订医学参考值范围；

4、疾病精准诊断和预后预测提供精准模型；

5、药效结构预测与新药发现；

6、发现联合用药方案；

7、医院运行效率分析。



如何确定临床数据集？

14



定义临床问题是确定目标数据集前提、是数据挖掘主要任务，采用

PIOC法则（Participants，interventions，outcomes，comparisons）。

“ 肝 癌 患 者 术 后 早 期 是 否 复 发 ”， 则 ：  Participants： 指 明 确 诊 断 的 

肝 癌 患 者 ；  Interventions： 指 手 术 切 除 或 进 一 步 明 确 为 具 体 术 式 

；  Outcomes：指早期复发或进一步明确为术后特定时间段的复发；  

Comparisons：指肝癌术后早期有复发和无复发的患者所形成的两个可比组， 

即复发组 vs 无复发组。



临床科学问题是：

1、影响肝癌术后早期复发的因素有哪些？ 

生存分析；

探索新的影响因素；

特定因素效应比较。

2、哪些患者肝癌术后会早期复发？ 

预测模型；

在术前预测、在术后预测、在出院时预测。



临床数据挖掘常见问题？



21

研究方向不明

比如建专病数据库时研究问题不明确。

临床价值不大
低水平的重复性的统计描述研究；

临床应用场景缺如。

1、研究方向不明，临床价值不大。



1 肿瘤与过敏性皮炎

2 病例对照研究

记录缺乏

3 队列研究

研 究 方 案
设 计 缺 陷

人员流动

2、研究问题有价值，但研究方案设计存在缺陷。



3、研究前的探索周期过长而导致项目成功率不高。

 踩坑：研究前的可行性预判（如抽取病例看一看数据内容完整与否）

要花费大量时间（抽取病历和筛选数据、清洗等数据预处理）。

 超声引导下甲状腺消融术疗效研究；

 腰椎融合术前注射封闭对术后感染有没有影响。

前期花了大量功夫后发现往往没法做下去、前功尽弃了。



4、数据筛选所致的选择偏倚。

1 帕金森病分布

2 分布曲线不均匀

3 对照选？

新生儿、其他病例？

帕金森高发月份

4 医院就诊人群特点



5、数据清洗工具灵活适用性不足

任务：数据筛选、结构化特征提取、数据转换

公司：承诺太多（利用机器学习实现结构化、特征提取）

。 实际：人工标注时间长但机器学习受限，没有太大价值

。



• 6、数据选择不当与数据处理弯路。

 数据来源多：首页、病例、医嘱；

 药物商品名多：厂家不一样商品名不一样，但是又是同类药；

 药品代码：



 感谢聆听 敬请指导 


