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线粒体基因组的高通量测序策略
杨　婧，黄　原*
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摘　要：综述了高通量测序技术在线粒体全基因组测序中的策略，利用该技术对线粒体全基因组进行序列

测定的方法可以归纳为两种，一种是先对目标 mtDNA 进行富集，包括 mtDNA 的提取纯化，目标区域 PCR
扩增法以及特异性探针杂交富集法 ( 可分为基于微阵列和基于 PCR 探针的杂交富集法 )，然后对富集出的

线粒体 DNA 进行高通量测序；另一种是先从待测样本的基因组高通量数据中挖掘出线粒体基因组序列信息，

之后利用诱饵序列或者近缘物种的线粒体全基因组参考序列，使用软件 MITObim 对其进行组装。此外，还

给出了线粒体高通量测序的优化流程图和介绍了混合样品的线粒体高通量测序策略。
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Strategy of high-throughput sequencing technology 
in the mitochondrial genome sequencing

YANG Jing  HUANG Yuan*
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Abstract: This paper reviews the application of high-throughput sequencing technologies in the mitochondrial 
genomes. Two methods using high-throughput sequencing technology are included. The first method needs to enrich 
mtDNA from the sample, including extraction and purification of mtDNA, PCR amplicon-based, specific-probe 
hybridization (microarray-based and PCR-generation probe), then the enriched mtDNA was sequenced. For the 
second method, mitochondrial genome sequences were extracted from genome at first, then they were assembled 
using bait sequence or the mitochondrial genome sequence of related species as a reference, with software 
MITObim. In addition, the optimization flow chart of mitogenome sequencing using high-throughput sequencing 
technology was given in this paper. Finally, this paper also introduces the sequencing strategy of mixed sample.
Key words: mitochondrial genome; high-throughput sequencing; mtDNA enrichment; assemble

线粒体基因组具有独特的特征，包括结构简单、

编码区域高度保守、母系遗传、进化速率快、重组

率低、拷贝数高等 [1]，成为分子标记的首选。线粒

体 DNA (mitochondrial DNA, mtDNA) 作为一种很实

用的分子标记已被广泛地应用于种群遗传学、进化

生物学、谱系地理学和系统发生学等方面的研究 [2-3]。

此外，线粒体基因组与单个基因的短序列相比，不

仅包含单个基因含有的遗传信息，同时也可提供基

因组水平的特征，如基因重排 [4]。随着序列数据的

大量增长，线粒体基因组已经成为研究基因组进化

模式和机制的良好材料。

传统的线粒体基因组测序技术主要是基于 PCR
扩增产物的 Sanger 测序方法，其中通过长 PCR 产

物结合引物步移法 (primer walking) 是目前小规模线

粒体基因组测序的常用方法 [5]，此方法的缺点是许

多类群缺乏通用引物信息，使得扩增线粒体基因组

部分片段变得困难。基因组中特殊的结构，如重复

序列、高 A+T 含量和二级结构也会导致扩增的失败。
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高通量测序技术与一代 Sanger 测序技术相比

而言，测序通量获得了大幅度的提升，已开始被应

用于核基因组、转录组和 microRNA 等方面的研究。

在线粒体全序列测定方面，由于动物线粒体基因组

较小 ( 大多数在 15~18 kb)，使得采用高通量测序技

术测定动物线粒体基因组的性价比太低而限制了其

应用。近年来，随着测序费用的下降和多种新策略

的应用，研究者们已经可以成功地应用高通量测序

技术在短时间内获得大量动物线粒体基因组序列。

本文主要综述了高通量测序技术在线粒体全基因组

测序中的策略，见表 1。

1　高通量线粒体基因组测序平台

表1　线粒体基因组高通量测序策略的比较

  方法 优点 缺点

单个样本的 mtDNA富集 mtDNA提取 降低后续组装的难度， 需要新鲜的样本

线粒体高通  长PCR扩增 提高精确性 长PCR产物在部分类群中难扩增

量测序策略  特异性探针杂交富集法  需要制备探针

 总DNA测序 使用诱饵(bait)作为组装起始 实验操作简单，只需 核基因组中存在线粒体假基因，

  比对近缘种，筛选线粒体基 提取总基因组 组装较困难；测序覆盖度低。

  因组数据，从头组装  
混合样本的 使用条形码 通过条形码或标签在组装时 大大提高了测序的性价比 标签文库制备繁琐，花费较高

线粒体高通 或标签 将每个样本分开

量测序策略 不使用条形 利用多个装配软件将不同  需要较高的生物信息分析能力

 码或标签 来源的序列区分开来

目前存在的高通量测序技术主要有 Illumina Solexa
合成测序、Roche 454 焦磷酸测序、ABI SOLiD 连

接法测序以及 ThermoFisher 半导体测序 (Ion Torrent)
等 [6]。其中，Illumina HiSeq、Roche 454 FLX、Illumina 
MiSeq 和 Ion Torrent PGM 等平台都被应用到了线

粒体基因组高通量测序中 [7-9]。然而，前两种平台

用于线粒体高通量测序都各有其不足。HiSeq 平台

的数据输出量过大 ( 可达 600 Gb)，且需花费长达

十多天之久的测序运行时间，较适用于动植物全基

因组测序、转录组测序和表观组学的研究，并不适

用于细胞器基因组的测序。454 FLX 易受到高分子

均聚物的影响，会直接影响线粒体基因组的装配精

确性，然而，其读长长，被广泛地应用于微生物群

落多样性分析、复杂样品的宏基因组学研究和外显

子测序等。最近 Illumina 公司推出的 MiSeq 测序平

台和 ThermoFisher 的 Ion Torrent PGM 测序平台较

适用于线粒体基因组的测序。MiSeq 运行时间短

(5~65 h)，测序读长可达 2 × 300 bp，且单次运行可

产生 0.3~15 Gb 的数据量（足以满足线粒体基因组

测序要求），可用于快速高效的线粒体基因组测

序 [10-11]。Ion Torrent PGM 基于半导体测序原理，从

文库构建到数据产出只需 2 d，也被广泛地应用于

线粒体基因组测序中。由于线粒体基因组的 A+T
含量较高，构建的文库属于碱基不平衡文库，需注

意在测序时做碱基平衡处理。

2　线粒体基因组的高通量测序策略

目前线粒体基因组高通量测序策略主要可分为

两种：mtDNA 富集测序和总 DNA 测序。mtDNA
富集测序是指首先富集出样本的 mtDNA，再对其

进行高通量测序和拼接的方法；而总 DNA 测序是

指从样本的全基因组测序数据集中挖掘和组装线粒

体基因组的方法 [12]。

2.1　mtDNA富集测序

2.1.1　线粒体DNA的提取纯化及测序

MtDNA 的提取方法较多，比较常用的是氯化

铯超速离心法、柱层析法以及碱变性法。然而，

由于 mtDNA 只占细胞总 DNA 的一小部分，并且

mtDNA 的提取需要新鲜的组织、器官或者个体，

因此，获得 mtDNA 需要花费大量时间，而且产量

极低。针对这个问题，Quispe-Tintaya 等 [8] 设计了

一种从哺乳动物细胞中快速分离 mtDNA 的可靠方

法，可以得到 ~2 000 倍富集的 mtDNA，之后使用

Ion Torrent PGM 系统对其进行测序。

2.1.2　长PCR扩增及测序

基于长 PCR 的 mtDNA 富集法，首先，通过通

用引物扩增出待测样品的保守短片段，根据这些短

片段设计出物种专一性的长 PCR 引物，并将

mtDNA 扩增为相互重叠的几段长片段。然后，将

这些长 PCR 产物通过物理方法修剪成大小合适的
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片段用于高通量测序 [13-17]。此方法获得的测序数据

用于后续线粒体装配时较简单且准确率高，然而，

由于引物的限制，使得长 PCR 的获得较为困难。

2.1.3　线粒体DNA特异性探针杂交富集法 
这是近年来发展起来的一种快速富集 mtDNA

用于高通量测序的新技术，其中使用较广泛的是基

于微阵列的 mtDNA 杂交富集方法。这项技术首先

利用微阵列技术合成大量寡核苷酸探针，使之能与

线粒体基因组互补结合，从而富集到 mtDNA 片段，

然后对富集得到的 mtDNA 片段进行高通量测序 [18]。

例如，Lippold 等 [19] 使用了微阵列杂交的方法捕获

普氏野马 (Equus przewalski) 的 mtDNA。然而，由

于基于微阵列芯片的杂交富集法需要商业化的探针

制备，因此，通过 PCR 产生的探针用于序列捕获

的技术 (sequence capture using PCR-generated probes, 
SCPP) 应运而生。该技术也可用于同时对多个样本 
(25~100) 进行 mtDNA 富集测序，已应用于人类和

雀形目的线粒体基因组高通量测序 [20-21]。如果可以

通过以上方法成功地富集出 mtDNA 用于高通量测

序，可以简化后续的组装并提高装配的精确度。

2.2　总DNA测序

总 DNA 测序法是从样本基因组的高通量测序

数据中筛选和装配线粒体基因组的方法 [22]。此方法

的优势在于样本的总 DNA 易获得，使用酒精保存的

标本即可提取。缺点是由于核基因组中存在大量不

具功能的线粒体基因组片段以及线粒体假基因，使

得线粒体基因组的装配变得复杂。使用该方法需通

过样本的总基因组和线粒体基因组的大小确定合适

的测序数据量，确保线粒体基因组有足够的覆盖度。

截止到目前，有多个软件可用于基于基因组数

据的线粒体基因组装配，主要基于以下两种原理： 
(1) 将诱饵 (bait) 序列作为组装的起始，通过重叠碱

基将线粒体基因组进行组装。Bait 序列是通过 Sanger
测序获得的样品的一段短序列 (200~1 000 bp) [23] ； 
(2) 从NCBI (National Center for Biotechnology Informa-
tion) 的 Organelle Genome Resources 数据库中获得

近缘物种的线粒体全基因组序列，将样本的基因

组数据与之比对，从中筛选出线粒体来源的

reads，之后使用装配软件 (Newbler、SOAPdenovo、
CLC Genomics Workbench 等 ) 进行从头组装 (de novo 
assemble) [24-25]。

Mitochondrial baiting and iterative mapping 
(MITObim, http://github.com/chrishah/ MITObim) [26]

是常用的线粒体基因组的组装方法，它只需要与样

本亲缘关系近的物种的bait序列作为组装起始即可，

在组装过程中利用迭代的思想得到目标样本的线粒

体全基因组。MITObim 在运行时间、内存消耗和

精确性方面表现出很强的优越性，它可以全自动化

地从来自于全基因组的高通量数据中重新获得线粒

体基因组，其精确度超过 99.5%，运行时间少于 24 h。
此方法还适用于宏基因组以及混合物种样品的研

究，也适用于其他细胞器基因组甚至是核 DNA 样

品的研究。

由于 mtDNA 提取、长 PCR 扩增、杂交探针富

集法等在内的 mtDNA 富集法在实验操作上都存在

一定难度，随着高通量测序及生物信息学分析技术

的发展，越来越多的研究者们都选择使用总 DNA
直接测序法来获得线粒体基因组序列，本文对此方

法进行了优化总结
[27]，见图 1。

2.3　通过其他高通量测序数据获得线粒体基因组

序列

在外显子组测序数据中，约有 1%~5% 的 reads
可以比对到线粒体基因组序列，因此，可以获得平

均覆盖度约为 100* 的线粒体基因组序列 [28-29]。

MitoSeek (http://github.com/riverlee/MitoSeek) 可以从 
外显子组测序数据中提取线粒体 DNA 的信息 [30]。

随着转录组数据的大量扩增，可以从线粒体转录组

数据中挖掘单顺反子和多顺反子转录本，还可为线

粒体转录起始和终止位点确定提供重要信息，解析

线粒体转录本转录加工过程和成熟机制 [31-32]。

3　利用混合样品策略进一步提高测序通量

高通量测序技术应用于线粒体基因组测序的优

势在于可以在短时间内有效地获得大量线粒体基因

组数据，研究者们通常采用在单次测序运行中，甚

至是测序仪的单个通道中同时对多个样本的 DNA
进行测序。混合样品测序必须考虑到的因素包括混

合样本的数量与测序仪的数据输出量以及样本之间

的遗传距离 [33]，难度在于对不同来源的样本序列进

行分离。因此，需在构建 DNA 测序文库时对不同

来源的样本添加条形码 (barcodes)、标记序列 (tags)
或者 MIDs (multiplexing identifiers)，测序生成的

reads 通过这些标签而分开，之后各个样本进行单

独地线粒体基因组组装 [34]。实际上，使用商业化的

条形码可以同时对 2~96 个不同样本进行测序，如

Ion Xpress Barcode kit (Life Technologies) 和 Nextera 
XT Index kit (Illimina) 等 [35]。King 等 [36] 使用 Nextera 
XT DNA Sample Preparation Kit (Illumina, San Diego, 
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CA) 和 MiSeqTM 平台同时对 96 个人类的线粒体基

因组 ( 添加标签 ) 进行了测定，平均测序深度为 
5 500*。

平行标签测序技术 (parallel tagged sequencing, 
PTS) 是一种基于 454 高通量测序平台，且适用于多

样品混合的分子条形码技术，可在单次运行中测定

300 个平均长度在 17 kb 左右的线粒体全基因组序

列 ( 约 20 倍覆盖率 )。PTS 不仅可以用于 shotgun 
方法构建的 DNA 文库，还可用于 PCR 产物构建的

测序文库 [37]。此外，Bybee 等 [38] 发明了另一种称

为 targeted amplicon sequencing (TAS) 的混合样品标

签技术，他们通过两个步骤的 PCR 将 10 bp 的标签

连接到 PCR 产物上。此方法生成的含有标签的扩

增子可以直接用于高通量测序 [39]。 
在多个样本的高通量测序中引入标签的操作简

单，然而，需要构建每个样品单独的测序文库，增

加了建库花费。为了降低建库成本，有些研究者不

使用条形码将样品标记起来，而是在测序之后的组

装过程中将不同来源的序列区分开来 [40]。此方法的

缺点是需要较高的生物信息学组装技术，并且在前

期混合样品的亲缘关系选择具有一定局限性。Tang
等 [33] 在后续组装中利用 cox1 基因将 49 种昆虫的

线粒体基因组成功地分离组装。

4　线粒体高通量测序数据的保存

下一代测序技术和多样的生物信息学分析手段

使得从几乎所有真核生物的总 DNA 中测序和组装

线粒体基因组变得快速、简单和经济。截至到 2015
年 2 月，NCBI 中记录了大于 5 300 个物种的线粒

体全基因组信息，相比于前几年，线粒体基因组数

量呈指数式增长 [41]。随之出现了一些在线数据库

来储存和描述这些数据，例如 NCBI 的 Organelle 
Genome Resources (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
genome/organelle/) 和 MITOMAP (http://www.
mitomap.org/MITOMAP)。除了原始序列外，这些

数据库还包括其他方面的信息：转录后编辑、单核

苷酸多态性 (SNP)、非常规的遗传密码、内含子插

入位置等。这些基因组信息有利于比较基因组的研

究，使得研究者们更容易解析线粒体遗传数据。

此外，高通量测序技术提供了大量未被研究的线

粒体遗传数据，许多期刊要求作者在发表文章前

向公共资源提交序列，例如GenBank的SRA (sequence 
read archive, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/)，目前

SRA 已经包含数十亿细胞器来源的 reads，为研究

者们提供了更多的可以挖掘的资源。

5　存在问题及展望

高通量测序技术可以快速地测定多个样本的线

粒体基因组全序列，已广泛地应用于大量后生动物

（包括线虫动物 [15]、刺胞动物 [42]、软体动物 [43]、节

肢动物 [14] 和脊椎动物 [44-45] 等）以及被子植物 [16] 中。

此外，线粒体高通量测序还有助于挖掘单核苷酸多

图1　线粒体高通量测序策略(基于基因组)优化流程图
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态性 (SNP)、简单重复序列 (SSR)、线粒体转录组

等信息 [46]。许多疾病的发生与线粒体功能失常密切

相关，包括神经退行性病变、糖尿病、肥胖、肿瘤等，

应用高通量测序技术可以快速有效地获得线粒体基

因组分子诊断的数据 [47]。目前应用高通量测序技术

测定线粒体基因组的主要问题是如何更加有效地富

集 mtDNA，并在测序完成后进行正确的组装。在

线粒体基因组富集方面，基于线粒体 DNA 特异性

探针杂交富集法是最有发展前途的方法。在线粒体

基因组组装方面，由于存在重复区域以及 AT 富集

区，且真实的线粒体序列和核拷贝的线粒体 DNA 
(NUMT) 存在极大的相似性，使得 reads 的装配更

加困难 [48]。但是，随着已知线粒体基因组物种数量

的增加和大量相关软件的开发，相信很快可以克服

这些困难。
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