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摘要 随着测序技术的不断发展, 杂交捕获测序技术通过设计特定的生物素化探针与目标DNA序列进行杂交,
对特定基因或基因组目标区域进行富集和测序, 实现了利用较少的数据量就能对目标区域变异位点进行快速、

准确地检测, 大大降低了测序成本. 本文系统综述了杂交捕获测序技术在动物、植物、微生物以及医学研究领域

中的广泛应用和研究进展, 揭示了杂交捕获测序技术在古DNA研究、非损伤性样本宿主DNA富集、疾病、病毒

和病原体检测等研究领域的巨大潜力. 此外, 文章探讨了杂交捕获在应用和发展过程中遇到的问题与解决方法,
并对杂交捕获技术的优化方向进行了展望, 以期为该技术的进一步应用和发展提供参考.
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随着测序技术的不断发展, 高通量测序技术(high-
throughput sequencing)已成为现代生命科学获得大规

模遗传信息和基因表达调控等基础遗传数据的重要手

段, 因其可以通过高通量、快速、高效且经济的方式

获得全基因组数据, 所以目前已被广泛应用于遗传

学[1]、生态学[2]、进化生物学[3]以及医学[4~6]等研究领

域[7]. 然而, 并非所有的研究都关注物种的全基因组,
特定的目标基因组区域也可以提供相对完整和丰富的

生物信息, 所以相较于全基因测序, 靶向测序技术[8]可

直接对样本中的目标基因组区域进行分离测序, 包括

特定基因、线粒体DNA、外显子组以及单条染色体

等, 目前已经广泛应用于基因型鉴定、SNP分析、病

原体检测等研究[9,10]. 靶向测序技术降低了DNA样本

的复杂性, 利用较少的数据量就能实现对目标区域变

异位点的快速检测, 使得靶向测序技术能以更具成本

和时间效益的方式应用于复杂DNA样本的大规模

研究.
根据获取目标区域方式的不同, 靶向测序技术分

为多重PCR靶向测序技术和杂交捕获测序技术. 多重

PCR靶向测序技术, 又称多重扩增子测序技术, 是针

对目标区域设计多重特异性PCR引物进行扩增富集并

进行高通量测序的技术, 这种方法通常适用于几千个

变异位点的检测或者1 Mb以内DNA区域的扩增富

集[11,12]. 然而, 杂交捕获测序技术是使用特异性探针和
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目标基因组区域杂交, 捕获富集DNA片段后进行高通

量测序的技术, 其实现了对特定基因或特定基因组区

域的富集和测序, 具有高灵敏度和高特异性的特征[13].
相较于多重扩增子测序技术, 杂交捕获测序技术可以

富集到更多的基因组目标区域, 获得更全面的变异类

型, 还降低了非特异性扩增[9]. 基于杂交捕获测序技术

高效的捕获效率, 该测序技术已被广泛应用在许多研

究领域.
根据捕获杂交时探针的状态不同, 杂交捕获方法

分为固相杂交捕获法(或微阵列杂交法)和液相杂交捕

获法[14](图1). 固相杂交捕获法将带有标记的探针预先

固定在固体支持物上, 目标DNA与探针进行杂交反应

后, 使杂交目标DNA片段留在固相支持物上, 待杂交

后先洗脱未杂交上的DNA片段, 再将与探针杂交的

DNA洗脱下来, 最后构建测序文库并进行高通量测

序[15,16]. 相反, 液相杂交捕获法在液相环境中反应, 目

标DNA片段和带有生物素标记的游离探针杂交, 然后

通过生物素亲和素的反应使目标DNA片段吸附在带

有亲和素的磁珠上, 再通过洗涤和纯化过程去除非目

标DNA片段, 最终实现目标DNA捕获[17]. Mamanova
等人[14]通过测试并比较了液相杂交捕获法和固相杂

交捕获法的DNA捕获效率, 发现从液相杂交捕获法中

获得的DNA序列均一性和特异性均高于固相杂交捕

获法. 此外, 液相杂交捕获法可以用于大批量样本的捕

获, 降低了捕获成本. 鉴于液相杂交捕获法易于操作、

成本较低的优势, 适用于较大规模样本的DNA捕获和

测序, 该技术已经成为目前应用最广泛的捕获技术

之一.
目前, 杂交捕获技术已被广泛应用于动物、植物、

微生物、病毒和医学等研究领域(图2). 在动物基因组

学研究领域中, 杂交捕获技术常用于研究特定基因或

基因组区域的变异, 特别是在古DNA样本和非损伤性

图 1 杂交捕获测序技术原理示意图
Figure 1 Schematic illustrations of the hybridization capture sequencing technologies
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样本(如粪便)中的应用. 在植物学研究领域中, 该技术

常作为植物基因组测序的替代方案, 进一步进行植物

物种的系统发育、遗传多样性以及作物改良等研究.
在微生物学研究领域中, 杂交捕获技术常应用于微生

物群落结构分析, 通过捕获和测序特定的微生物基因

组区域, 研究生态系统中的物种多样性和功能. 在医

学研究领域中, 杂交捕获技术常应用于遗传病检测、

肿瘤筛查、病毒和病原体检测中. 本文回顾并综述了

杂交捕获技术在这些领域的发展过程和应用现状, 揭

示了杂交捕获技术的巨大潜力, 探讨了杂交捕获在应

用和发展过程中遇到的问题(表1), 并对杂交捕获技术

进行了展望, 以期为该技术的进一步应用和发展提供

借鉴和参考.

1 杂交捕获测序技术在动物研究中的应用
与进展

1.1 杂交捕获测序技术在动物古DNA中的应用与
进展

古DNA样本是研究物种起源, 揭示物种进化和迁

移历史的重要生物遗传材料, 古DNA研究更是一直以

来的研究热点[49]. 因此, 杂交捕获测序技术在古DNA
研究中的应用发展迅速. 在早期的研究中, 杂交捕获测

序技术聚焦于古代样本的线粒体基因组、特定基因组

区域或单条染色体捕获. 例如, Fu等人[50]从中国北京

的天元洞中提取了一个约4万年前的早期现代人的

DNA, 利用一个欧洲人的线粒体DNA作为探针捕获了

此样本的线粒体基因组, 同时也使用单链生物素化标

记的DNA探针对此样本的21号染色体非重复区域以

及核基因组多态性位点进行杂交捕获. 最终获得了

16.5 kb的线粒体基因组全序列、约30 Mb长度的21号
染色体序列和核基因组3000多个多态性位点, 这些古

DNA数据为理解早期现代人在欧亚大陆的扩散情况

提供了新的遗传学证据, 并且对于探讨现代人的起源

与演化提供了重要的遗传学数据. Vilstrup等人[18]使用

MySelect目标富集试剂盒(MYcroarray, USA)对3个已

灭绝的马科动物的线粒体基因组进行了杂交捕获, 并

获得了完整的线粒体基因组序列, 通过古线粒体基因

组序列阐明了现代马、斑马和驴的演化历史. 在成功

捕获较小区域DNA序列后, 研究者们尝试在全基因组

水平的捕获, 以获得更多、更完整的全基因组数据. 例
如, Carpenter等人[19]研发了一种从古DNA样本中捕获

全基因组序列的方法. 研究者利用现代人的DNA通过

体外转录形成了生物素化标记的RNA探针, 并利用探

针对保加利亚铁器时代和青铜时代古人的牙齿、秘鲁

木乃伊骨骼和丹麦青铜时代头发样本的DNA进行了

全基因组杂交捕获, 发现古人DNA平均含量从1.2%提

高到了59%, 提示全基因组杂交捕获方法可从含有极

低水平内源性DNA的样本(0.04%~6.2%)中获取较多古

DNA全基因组数据. 此外, 该研究还表明捕获的富集

效率受样本初始文库复杂度的影响, 而通过单链DNA
建库方法可以保留更多的短片段DNA[51,52], 从而有效

提升文库的复杂度. 同样, Enk等人[20]利用现代亚洲象

的基因组信息, 设计了一套全基因组的生物素化RNA
探针, 对已灭绝的猛犸象DNA进行全基因组捕获和富

集. 研究结果显示, 相比于捕获前猛犸象DNA含量为

4.4%~73.8%, 捕获后猛犸象DNA的含量提高到了

78.3%~82.8%, 猛犸象DNA含量提高了1.06~18.65倍.
尽管全基因组杂交捕获对古DNA研究有着巨大的前

景, 但捕获效率仍受到诸多因素的影响, 如古DNA含
量低、DNA降解严重等. Ziesemer等人[21]使用MYbaits

图 2 杂交捕获测序技术应用图示. 图中的4个部分分别代
表杂交捕获测序技术在动物(红色)、植物(绿色)、微生物
(紫色)以及医学上(蓝色)的应用
Figure 2 Illustration of the applications of the hybridization capture
sequencing technology. The four sections of the circle represent the
applications of the hybridization capture sequencing technology in the four
areas. Red, animals; green, plants; purple, microorganisms; blue, medicine
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表 1 杂交捕获测序技术研究进展

Table 1 Advances in the hybridization capture sequencing technology

应用类型 杂交策略/试剂盒 捕获样本/区域 重要结果 优化建议 参考文献

动物

1.5 μg起始DNA量; MYselect靶
向富集试剂盒; 磁珠法回收DNA

马骨骼古DNA
样本/线粒体

捕获获取到了完整的线粒体基
因组且通过古线粒体基因组序
列阐明了现代马、斑马和驴的

演化历史

– [18]

捕获前0.04%~6.2%的内源性
DNA含量; 使用T7接头构建人类
基因组DNA文库; 65°C下杂交

66 h; 磁珠法回收DNA

人类牙齿、骨骼
和头发的古DNA
样本/全基因组

内源性DNA含量从1.2%提高到
59%, 但仅获得了低覆盖度基因
组数据, 无法进行有效的基因型

检测

提高样本初始DNA文库
复杂度; 使用单链DNA
建库可以保留更多的

DNA片段

[19]

MYcroarray (Ann Arbor, MI) 猛犸象遗骸/
全基因组

内源性DNA含量提高了
1.06~18.65倍, 平均插入长度显
著增加, 但重复序列占捕获

序列的53.4%~63.6%

在杂交捕获过程中使用
靶生物体特异性阻滞
剂、减少捕获后的

PCR循环

[20]

使用NEBNext DNA Library Prep
Master Set制备DNA文库;
MYBait人类全基因组富集

试剂盒; 65°C下杂交16 h; 磁珠
法回收DNA

牙结石和牙本质/
全基因组

内源性DNA含量提高了近4倍,
但低于线粒体基因组富集

(2×~139×); 相比捕获前, 捕获后
的DNA污染、平均片段长度、

冗余率、GC含量均较高,
DNA损伤模式没有变化

增加起始DNA的量、
优化杂交温度和孵育
时间、增加捕获次数

[21]

捕获前1.8%的内源性DNA含量;
1.5 μg起始DNA含量; Agilent

SureSelect靶向富集系统; 探针长
度为120 bp; DNA片段长度

为200 bp;65°C下杂交26 h; 二轮
捕获; 磁珠法回收DNA

黑猩猩粪便样本/
21号染色体、

X染色体和线粒体
基因组

捕获后成功获得1.5 Mb基因组
序列, 且捕获后基因型与同一个
体血液样本基本相同, 首次表明
了杂交捕获技术应用于非损伤
性样本进行DNA富集的可行性

DNA捕获方法与多种
测序方式相结合

[22]

在探针构建步骤中加入双链体
特异性核酸酶进行消化; 捕获片
段长度为200-400 bp;65°C下杂

交48 h; 磁珠法回收DNA

狒狒粪便样本/
全基因组

捕获后内源性DNA含量提高了
近40倍, 获得的基因型数据与来
自同一个体的高质量、未捕获
样本的基因型数据高度一致, 但

仅产生低覆盖率数据

– [23]

使用覆盖整条线粒体的重叠长
片段PCR产物构建探针; 65°C下

杂交48 h; 磁珠法回收DNA

动物/植物线粒体
基因组、叶绿体

基因组

获得完整的线粒体基因组与叶
绿体基因组序列, 捕获后线粒体
DNA序列平均提高了310倍以上

结合混池杂交捕获
方式提高捕获效率

[24~27]

使用KAPA文库制备试剂盒制备
DNA文库; DNA文库片段长度
为200 bp;47°C下杂交36 h;

混池捕获

黑猩猩粪便样本/
外显子组

两轮捕获后的富集因子、捕获
特异性均增加, 捕获敏感性无明
显变化, 而文库复杂度呈下降趋
势; 非目标DNA的序列从一轮捕
获的34.15%降低到了二轮捕获

的7.83%

二轮捕获可提高
捕获效率

[28]

Agilent SureSelect靶向富集系统;
DNA文库片段长度
为200 bp; 混池捕获

黑猩猩粪便样本/
外显子组

一轮捕获后内源性DNA含量为
55%(44.4%~66%), 两轮捕获后

内源性DNA含量为51.4%
(33.8%~63.1%)

内源性DNA含量大于2%
的样品, 使用一轮捕获
方法优于二轮捕获方法;
增加DNA的起始量可提
高杂交捕获的富集率

[29,30]

IDT xGen Exome Research Panel
(version 1.0); DNA片段长度为

150 bp; 磁珠法回收DNA

黑猩猩粪便、
尿液样本/外显子组

捕获后尿液样本内源性DNA
含量为96.4%, 而粪便样本
捕获后的内源性DNA含量

仅为44.9%

内源性DNA含量较高的
非损伤性样本可提高捕

获效率
[31]

植物

Agilent SureSelect靶向富集系统 杨树/外显子组
捕获到了20.76 Mb的杨树基因
组序列, 但捕获到了较多的

重复基因

混池杂交捕获可提高
捕获效率

[32]

Agilent SureSelect靶向富集系统 松树/外显子组

平均捕获到95.47%的目标序列,
但在捕获过程中发现, 覆盖多个
外显子的探针捕获效率严重

下降

不将探针设计于
外显子之间的区域

[33,34]

Roche Nimblegen SeqCap EZ
富集方案

云杉/外显子组
捕获到18.5%~21%的目标基因
组区域, 但仍有41%~44%的

序列不属于目标物种

避免低同源目标区域、
增加探针密度可
提高捕获效率

[35]
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WGE kit (Arbor Biosciences, USA)全基因组生物素化

RNA探针对24个考古人类牙本质和牙结石样本进行

全基因组杂交捕获. 相比于捕获前, 捕获后古人DNA
含量提高了近4倍, 但其富集效率远不如对线粒体基

因组或特定基因组区域的捕获效率高. 具体而言, 捕

获后从牙结石样本中获得了相比捕获前6~139倍的线

粒体基因组, 从牙本质样本中获得了相比捕获前2~99
倍的线粒体基因组. 为了进一步探究影响全基因组杂

交捕获的因素, 作者比较了捕获前后的DNA污染、平

均片段长度、冗余率、GC含量和DNA损伤模式等.结
果发现, 相比捕获前, 捕获后的DNA污染、平均片段

长度、冗余率、GC含量均较高. 因此, 作者认为基因

组的大小和复杂性、核DNA的拷贝数、基因组中重

复片段以及与外源生物(如微生物)同源区域等因素可

能影响捕获的富集效率, 建议通过增加起始DNA的
量、优化杂交温度和孵育时间、进行多轮捕获富集等

方式提高全基因组杂交捕获的富集效率[53].
综上所述, 杂交捕获测序技术在动物古DNA研究

(表1续)
应用类型 杂交策略/试剂盒 捕获样本/区域 重要结果 优化建议 参考文献

微生物

HiSpOD软件设计生物素化
RNA探针; 65°C下杂交24 h

土壤样本/mcrA
基因、rdhA基因

mcrA序列占比从直接测序的
0.003%提高到了捕获后测序

的40%
– [36,37]

Roche NimbleGen SeqCap EZ富
集方案

湖泊沉积物样本/
酶类基因

捕获后的基因组中与有机质降
解相关的酶类基因是宏基因组

测序的5倍以上.
– [38]

KASpOD和PhylArray软件
设计探针; 65°C下杂交24 h

土壤样本/16SrRNA
基因序列

杂交捕获富集到了仅占群落
0.00006%的微生物, 且16SrRNA
基因序列的比例从捕获前的
0.09%~0.41%提高到了捕获后

的58.74%~97.30%

– [39]

xGen Lockdown Reagents (IDT);
连续两轮富集

人类粪便样本/
16SrRNA基因序列

内源性DNA含量从捕获前
小于1%提高到了捕获后的

25.4%~44.2%
– [40]

医学研究

NimbleGen和SureSelect
富集系统

人类患者血液样本/
遗传疾病相关的

致病突变

准确检测到遗传疾病中的致病
突变, 捕获后的DNA序列中

>99.7%的碱基的覆盖深度超过
100×, 且所有变异均显示基于
捕获的高通量测序和Sanger
测序具有100%的一致性

– [41,42]

Agilent-SureSelectQXT和
Illumina-Nextera捕获

试剂盒

人类血液和口腔细胞
样本/口腔细胞中的

258个基因

准确检测到相关基因, 且
Sanger测序和杂交捕获测序

结果高度一致性
– [43]

HaloPlex杂交捕获试剂盒
患者血液样本/肌萎
缩侧索硬化症的致病

基因

捕获后96.15%的目标区域实现
了10×的覆盖率, 94.84%的目标

区域实现了20×的覆盖率
– [44]

Agilent SureSelect靶向
富集系统

患者脑脊液样本/人
类疱疹病毒基因组

获得了具有高覆盖率(>94%)
的病毒全长基因组

– [45]

ViroCap探针集; NimbleGen Seq-
Cap EZ富集系统;

患者血液样本/感染
脊椎动物的34个
DNA和RNA病毒

家族

捕获后共检测到32种病毒,
相比捕获前增加了11种, 32个
基因组中有12个基因组的基因
组覆盖率>90%, 其中8种病毒

获得了完整的基因组

– [46]

VirCapSeq-VERT探针集;
Roche NimbleGen SeqCap RNA

富集系统; 47°C下杂交12 h

患者血液样本/207个
感染脊椎动物病毒类
群的病毒基因组

富集后的病毒序列相比未捕获
提高了100~1000倍, 且几乎
所有病毒都获得了全长
基因组序列(>95%)

– [47]

ViroFind探针集, 65°C下
杂交18 h

大脑样本/535种可能
导致人畜共患的
DNA和RNA病毒

与捕获前测序相比, 临床样本
中存在的病毒序列提高了
127倍, 并在患者体内发现了
高度复杂的多瘤病毒种群

– [48]
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中具有广泛的应用, 极大促进了古基因组学的发展. 然
而, 由于古DNA长期的埋藏和周围环境因素的影响,
导致DNA高度碎片化、化学修饰复杂以及内源性

DNA含量极少, 影响杂交捕获富集效果. 此外, 古DNA
样本极易受到现代人类DNA以及环境中其他生物

DNA的污染, 在杂交捕获实验过程中, 从样本采集、

处理到实验环境等各个环节都需要极其严格的防污染

措施. 因此, 优化古DNA提取方法、文库构建方法、

提高探针特异性、优化杂交反应条件以及加强实验室

污染防控可进一步提高杂交捕获技术在古DNA研究

中的效率和准确性.

1.2 杂交捕获测序技术在动物非损伤性样本中的
应用与进展

鉴于杂交捕获测序技术能够成功应用于古DNA
富集, 研究者也将该技术应用于动物非损伤性样本(如
粪便、尿液、脱落毛发等)的内源性(或宿主)DNA捕
获和富集. 例如, Perry等人[22]使用Agilent SureSelect设
计了长度为120 bp的探针, 对6只圈养黑猩猩的粪便样

本进行内源性DNA杂交捕获. 最终成功获得了1.5 Mb
基因组目标序列, 包括21号染色体、X染色体和线粒

体基因组序列, 该研究首次表明了杂交捕获技术应用

于非损伤性样本进行DNA富集的可行性.同样, Snyder-
Mackler等人[23]利用基因组生物素化全RNA探针对狒

狒的粪便DNA样品进行了杂交捕获, 发现相较于捕获

前, 捕获富集后的宿主DNA含量提高了近40倍. 同时,
作者对同一个体的粪便DNA样本捕获测序数据和血

液样本DNA的数据进行基因型检测和比较分析, 结果

发现两者基因型一致性高达77%~86.5%, 表明了杂交

捕获数据的准确性.
然而, 由于动物非损伤性样本全基因组富集的成

本高且富集效率较低, 目前的研究主要集中于线粒体

基因组、外显子组以及特定染色体的杂交捕获. 基于

Maricic等人[24]的杂交捕获方法, Liedigk等人[25]从食蟹

猴(Macaca fascicularis)的博物馆样本和粪便样本中成

功富集到了完整的线粒体基因组. 为了进一步提高

Maricic等人[24]所述杂交捕获方法的捕获效率, van der
Valk等人[26]结合了Rohland等人[54]将所有DNA文库进

行合并再捕获的混池捕获方法, 对黑猩猩和大猩猩的

粪便样本进行了线粒体基因组的一轮捕获和二轮捕

获. 一轮捕获后, 线粒体DNA序列从捕获前的0.13%提

高到了29.15%, 二轮捕获后提高到了40.5%, 平均提高

了310倍以上, 获得了80%以上样本的完整线粒体基因

组. 然而, 虽然线粒体基因组可以提供一定关于进化的

信息, 但对物种个体识别、性别鉴定、种群结构、群

体历史等解析能力不足. 因此, 一些研究使用杂交捕

获方法从粪便中富集了宿主的外显子组或特定的染色

体. Hernandez-Rodriguez等人[28]使用Roche SeqCap EZ
Developer Kit对黑猩猩基因组上的外显子组(57.5 Mb)
进行了杂交捕获, 探究了一轮杂交捕获和二轮杂交捕

获以及多重文库对于外显子捕获的影响. 为了评估和

比较捕获效率, 研究者以富集因子[55]、捕获敏感性、

捕获特异性[56]以及文库复杂度[23,57,58]来评估杂交捕获

的效率. 相比一轮捕获, 两轮捕获后的富集因子、捕获

特异性均增加, 捕获敏感性无明显变化, 而文库复杂度

呈下降趋势, 表明两轮捕获后DNA数据提高, 且捕获

到了更多的内源性DNA; 而且, 在相同的数据量下, 两
轮捕获能获得比一轮捕获更多的基因型数据, 非目标

DNA的序列也从一轮捕获的34.15%降低到了两轮捕

获的7.83%, 表明两轮捕获相比一轮捕获获得了更多

的有效数据. 然而, 由于非损伤性样本的DNA质量差

异较大[59], 无法判断在不同质量DNA样本的两轮捕获

比一轮捕获具有更高的富集率. 为此, White等人[29]使

用SureSelect XT人全外显子RNA探针对黑猩猩粪便内

源性DNA进行了杂交捕获, 探究了不同内源性DNA含
量样本的捕获轮数对DNA杂交捕获结果的影响, 发现

内源性DNA含量大于2%的样品, 相较于二轮捕获(平
均内源性DNA含量为51.4%), 一轮捕获(平均内源性

DNA含量为55%)富集效率更高. 然而, 该研究只针对

粪便内源性DNA含量>2%且总DNA浓度>6 ng/μL的样

本进行了杂交捕获实验, 但大部分粪便样本的宿主

DNA含量通常低于1%. 因此, Fontsere等人[30]使用Sur-
eSelect XT人全外显子RNA探针对内源性DNA含量低

于1%的黑猩猩粪便样本进行了DNA杂交捕获富集. 首
先, 研究者分别使用1和2 μg的起始DNA量进行杂交捕

获实验, 并根据Hernandez-Rodriguez等人[28]描述的方

法评估了捕获效率, 结果发现2 μg起始DNA捕获后的

富集因子、捕获敏感度、文库复杂度均高于1 μg起始

DNA的捕获效率, 而捕获特异性无明显变化, 表明增

加DNA的起始量可提高杂交捕获的富集率. 另外, 研

究者根据内源性DNA含量将样本分成3组, 其平均内

源性DNA含量分别为0.49%、0.69%、0.81%. 对这3组
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样本的捕获后结果进行综合比较分析后, 发现内源性

DNA含量更高的样本可以捕获到更多的基因组数据.
这项研究为处理内源性DNA含量极低样本的捕获富

集提供了参考.基于以上外显子富集的捕获方法, Font-
sere等人[60]使用预先设计的RNA探针从黑猩猩的粪便

中捕获21号染色体的非重复区域, 且对内源性DNA含
量<5%的样本进行了两轮捕获, 最终获得了555个平均

覆盖率超过0.5×的样本. 此外, Ozga等人[31]使用IDT
xGen Exome Research Panel(version 1.0)分别对野生东

部黑猩猩的尿液、粪便、牙本质和牙结石生物样本进

行了外显子组捕获. 捕获后对其内源性DNA含量进行

统计比较后发现, 尿液DNA的内源性DNA含量(96.4%)
显著高于牙本质(75.9%)、粪便(44.9%)和牙结石

(38.3%), 表明尿液是一种较好的动物非损伤性样本.
综上所述, 杂交捕获测序方法在动物非损伤性样

本中多应用于线粒体、外显子、单条染色体等较小区

域的捕获. 而限制其进一步发展的主要原因为非损伤

性样本的高复杂性, 非损伤性样本DNA通常由低比例

的内源性DNA与大量外源微生物DNA组成. 因此, 如

何提高捕获前内源性DNA的含量是提高动物非损伤

性样本杂交捕获效率的关键因素. 此外, 随着研究者对

非损伤性样本外显子捕获的探索, 混池捕获、多轮捕

获等方式均可提高捕获效率. 随着杂交捕获测序技术

的进一步发展, 动物非损伤性样本的杂交捕获效率有

待进一步提高.

1.3 杂交捕获测序技术在动物环境DNA中的应用
与进展

对环境DNA(environmental DNA, eDNA)进行杂

交捕获并测序可获得当地生态系统的物种多样性及生

态系统状态信息. 例如, Wilcox等人[61]首次对水生动物

环境DNA进行了杂交捕获, 为了测试杂交捕获在环境

DNA中富集不同水生物种DNA的可行性, 作者使用生

物素化PCR产物的探针捕获了在实验室制备的已知物

种组成的DNA混合物. 研究结果表明, 捕获富集后可

以精准捕获到混合样本中已知每个物种的DNA, 证实

了杂交捕获方法在环境DNA检测方面的可行性. 此外,
为了探究杂交捕获方法在环境DNA中的灵敏度, 作者

还构建了DNA总量分别为 0.01、0.1、1、10和100 ng
的已知物种组成的DNA混合物文库. 经过比较分析发

现, 当DNA总量低于0.1 ng时, 杂交捕获效率急剧下降,

表明起始DNA总量对于捕获效率提高极其重要. 但是,
当用于捕获的环境DNA起始含量较低时, 作者认为改

变实验条件可提高捕获效率[62,63], 如使用RNA探针、

缩短探针长度、增加探针密度等[53,64]. 对于陆生动物

来说, 由于物种分布不均且难以采集到包含均匀动物

DNA的环境DNA样本, 故只能通过陆生哺乳动物聚集

的水潭、水底沉积物等收集eDNA[65]. 例如, Seeber等
人[66]从不同非洲生态系统中的水坑中收集了水和沉

积物样本, 并从中提取出eDNA, 随后采用靶向38种哺

乳动物的线粒体基因组的RNA探针对eDNA进行杂交

捕获和测序, 最终共鉴定出了16个物种, 其中线粒体基

因组覆盖率最大可达到99.8%. 此外, 研究还使用了3
种非探针靶向哺乳动物的DNA去模拟混合DNA样本

进行了杂交捕获实验,具体而言,将考拉(Phascolarctos
cinereus)、麝牛(Ovibos moschatus)和北极熊(Ursus
maritimus)的DNA进行等浓度混合, 然后对混合DNA
文库进行线粒体基因组捕获, 结果发现, 即使捕获前

非靶向探针物种的线粒体基因组覆盖率仅为30%, 捕

获后仍能达到91%的线粒体基因组覆盖率, 表明尽管

探针和非靶向探针物种之间存在很大差异, 但也可成

功进行物种捕获. 因此, 杂交捕获富集eDNA是监测共

享水源陆生哺乳动物物种的有效方法. 为了探究古代

的生态环境, Murchie等人[67]开发了一种新的沉积古

DNA提取方法, 称为冷自旋提取, 并结合杂交捕获方

法, 使用PalaeoChip Arctic-1.0 bait-set(一组用于捕获

北极地区已灭绝和现存大型动物线粒体基因组的

RNA探针, 也包含北极和亚北极植物的叶绿体条形码)
对加拿大育空地区更新世-全新世过渡时期的冻土样

本进行了杂交捕获. 研究结果发现相比商用土壤提取

试剂盒提取到的动植物DNA, 杂交捕获后获得的植物

和动物DNA提高了7.7~19.3倍, 利用捕获后的数据, 发
现了加拿大育空克朗代克地区全新世晚期猛犸象和马

的潜在分布证据和全新世早期松树的存在证据. 基于

相同的方法, Kjær等人[68]利用PalaeoChip Arctic-1.0
bait-set探针集成功还原了200万年前格陵兰岛最北端

的生态圈. 为了将环境DNA样本用于特定物种的群体

遗传分析, Jensen等人[69]开发了一套鲸鲨线粒体和核

DNA的杂交捕获探针, 在鲸鲨生活的海水样本中进行

了杂交捕获. 结果发现不仅捕获到了大量的鲸鲨线粒

体基因组序列, 且线粒体基因组序列的平均覆盖率很

高, 约235×(90×~352×), 通过分析线粒体基因序列的
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变异位点,发现至少捕获到了5个不同的个体.然而, 对
核DNA的捕获只富集到少量的鲸鲨DNA序列, 反而捕

获到了数百万个鲭金枪鱼的DNA序列, 因此, 在设计

探针时应考虑采样点目标物种与非目标物种DNA序
列之间的差异性, 避免非目标物种DNA对杂交捕获的

干扰.
杂交捕获测序技术在环境DNA中的应用在探索

特定地区过去与现在的生态多样性方面起着重要作

用, 其可以更为精确地捕获到更多的物种DNA. 近年

来, 也有研究尝试利用杂交捕获测序技术富集环境

DNA中特定物种的基因组序列, 但富集到的核基因组

数据极少[69]. 而造成其效率低下的原因主要为环境样

本的特殊性. 环境样本中往往含有大量的杂质和多种

来源的DNA, 如土壤中的腐殖质、水体中的各种有机

和无机物质等, 这些杂质会干扰杂交捕获的效率和准

确性. 此外, 环境中的DNA容易受到各种因素的影响

而发生降解和损伤, 直接影响捕获的效率. 另外, 同物

种之间的基因序列存在差异, 且环境样本中可能存在

未知物种, 这增加了引物和探针设计的难度和复杂性,
需要大量的生物信息学分析和实验验证来确保其特异

性和有效性. 然而, 随着采样技术以及探针设计精度的

进一步提高, 利用环境DNA获取特定物种的核基因组

数据将成为可能.

2 杂交捕获测序技术在植物研究中的应用
与进展

通过杂交捕获测序技术与高通量测序技术相结合

是获得植物遗传多样性的有效方法[14], 其中外显子捕

获被广泛应用. Zhou等人[32]首次测试了杂交捕获富集

被子植物外显子组时的富集效率. 此研究使用SureSe-
lect eArray软件(Agilent Technologies, Santa Clara,
USA)设计了长度为120 bp的生物素化RNA探针, 对被

子植物毛果杨的外显子组进行了杂交捕获和重测序.
结果发现捕获到了20.76 Mb(5%)的杨树基因组序列,
其中仅有3%的DNA序列没有覆盖到目标区域, 且所

有样本在目标区域覆盖率均一性都很高. 此外, 作者

指出, 在非模式生物中, 使用全外显子组杂交捕获时,
为了降低定制探针的成本, 建议在进行捕获之前, 将多

个样本的DNA文库进行混合, 这样既可以提高捕获效

率, 又能减少捕获成本.

尽管DNA测序通量迅速增加且成本降低, 但因裸

子植物基因组较大, 对其进行基因组测序仍然是一个

挑战[70,71]. 因此, 许多研究采用杂交捕获方法对裸子植

物的编码和调控区域进行测序, 以此对裸子植物开展

基因组研究. 例如, 为了进一步探究杂交捕获在富集

植物小基因组区域时的捕获效率以及未知内含子区域

对捕获的影响, Neves等人[33]根据15983个火炬松转录

本序列在Agilent Technologies设计了一套探针, 分别

评估了基因组复杂性对捕获效率的影响, 混池捕获的

富集效率以及探针的可扩展性. 在对基因组复杂性对

捕获效率影响的研究中, 捕获后比对到单倍体互补

DNA(cDNA)、单倍体DNA和二倍体DNA的序列比例

分别为71%, 87%和83%, 表明捕获效率与基因组的复

杂性并无直接关联. 此外, 混池捕获方法通过添加定制

条形码降低了捕获成本并提高了测序通量. 同时, 火炬

松探针的扩展性实验表明, 杂交捕获方法在表征密切

相关物种基因组时具有灵活性, 使用相同的探针可以

在湿地松中捕获到火炬松相同区域98.9%的序列. 另

外, 作者发现不将探针设计于外显子之间的区域后,
测序深度从3.6×提高到了11.2×, 表明探针的设计策略

可影响捕获的效率. 然而, 并不是所有的植物外显子

捕获都具有较高的捕获效率. 基于Neves等人[33]的方

法, Suren等人[35]在Roche Nimblegen进行了探针设计,
并针对云杉和黑松的外显子组区域进行杂交捕获时,
发现捕获后平均只有18.5%和21%的测序Reads分别比

对到了云杉和黑松的目标基因组区域, 总体捕获效率

较差. 为此, 作者分析了可能影响植物外显子组捕获

的几种因素, 包括探针与目标物种的同源性、探针密

度等, 发现探针同源性高低和探针密度均与捕获后的

基因组覆盖率存在显著正相关性. 因此, 作者建议应

避免对低同源目标区域的捕获, 同时增加探针密度以

提高外显子区域捕获效率. 另外, 作者在研究过程中

发现小插入缺失/内含子(<10 bp)可能导致杂交捕获成

功率较差, 因此建议通过围绕小插入缺失设计探针来

改进捕获设计, 同时减少PCR的循环次数来增加捕获

前的DNA文库复杂性. 根据Suren等人[35]的建议, Lesur
等人[34]对捕获探针设计进行了改进. 对于长度小于1.5
kb的基因, 从外显子中选择一个150 bp的目标序列作

为探针, 较长的基因则被人工细分为3个区域, 并从基

因的两个极端区域选择两个150 bp的目标序列作为探

针, 而这两个序列一个位于外显子内, 另一个位于内含
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子和外显子的过渡区域. 随后, 利用SureSelect捕获试

剂盒对目标区域进行杂交捕获, 平均捕获到95.47%的

目标序列 , 且所有样本的平均覆盖深度为96.81×
(48.39×~161.67×). 此外, 杂交捕获方法还被用于从湖

泊沉积物岩芯中提取植物沉积古代DNA. 基于Mariac
等人[72]的方法, Schulte等人[27]设计了覆盖整个落叶松

叶绿体基因组的长片段PCR生成的探针, 对来自西伯

利亚北部泰米尔地区6700年前的沉积物核心的落叶松

种群的叶绿体基因组进行了捕获测序, 并获得了落叶

松的完整叶绿体基因组.
综上所述, 由于植物物种基因组的复杂性, 杂交

捕获测序是一种基因组测序的替代方案, 并在多种研

究中发挥着重要的作用. 虽然部分研究的植物基因组

捕获效率较低, 但捕获后均得到了高测序深度的基因

组数据, 表明杂交捕获方法在植物个体或种群水平研

究中的可行性[33,35,73,74]. 此外, 探针设计对于植物基因

组捕获的富集效率有重要影响, 根据不同的目标区域

设计不同的探针是准确富集目标物种DNA的有效

手段.

3 杂交捕获测序技术在微生物研究中的应
用与进展

杂交捕获测序技术可以从宏基因组样品中选择性

富集靶标基因组区域, 这些基因组区域用于目标群落

的结构和功能研究[13]. 例如, Denonfoux等人[36]首次描

述了杂交捕获对土壤等复杂宏基因组样品的富集效

果, 该研究以甲烷菌的甲烷辅酶M还原酶亚单位A
(mcrA)基因为目标, 利用HiSpOD软件[75]设计了捕获探

针, 对来自法国中央高地的Pavin湖沉积物样本进行了

杂交捕获. 经过两轮杂交捕获后, mcrA序列占比从直

接测序的0.003%提高到了捕获后测序的40%, 捕获富

集到了长达2.5 kb的DNA片段, 富集效率在41%~
100%. 基于Denonfoux等人[36]的杂交捕获方法, Bi-
derre-Petit等人[37]利用靶向rdhA基因的生物素化RNA
探针, 从法国中央高原的帕文湖的水样中捕获到了新

的脱卤球菌(Dehalococcoidia)还原脱卤酶同源序列,
表明杂交捕获方法可以检测到更多的微生物群落 .
Manoharan等人[38]针对与有机质降解相关的酶类基因

定制了用于杂交捕获的NimbleGen SeqCap EZ探针, 在
土壤样本中富集了与有机质降解相关的酶类基因. 研

究结果表明, 捕获后的基因组中与有机质降解相关的

基因是宏基因组测序的5倍以上, 且捕获后的目标基

因组在土壤中的分布与基于传统核糖体测序的结果高

度相关. 除了针对特殊的基因进行捕获, 更多的研究采

用靶向16S rRNA基因的方法探究微生物群落的多样

性. Gasc和Peyret[39]基于16S rRNA序列数据库使用

KASpOD[76]和PhylArray[77]软件设计了一组针对细菌

16S rRNA基因的生物素化RNA探针, 并将其应用于两

组样本, 一组样本为由21个细菌和7个古细菌物种组成

的人工模拟细菌群落; 另一组样本为从旧化工厂收集

的受六氯环己烷污染的土壤样品. 针对这两组样本对

16S rRNA基因进行杂交捕获, 测序结果表明, 相比于

捕获前的0.41%, 捕获后人工模拟群落的16S rRNA基
因的比例提高到了捕获后的97.30%; 而土壤样本中细

菌的16S rRNA基因比例从捕获前的0.09%提高到了捕

获后的58.74%. 此外, 在模拟群落中, 杂交捕获富集到

了仅占群落0.00006%的微生物, 表明捕获灵敏度极

高[78,79]. 除了土壤、水样等组成较为复杂的宏基因组

样本, 杂交捕获方法也被用于从生物体中捕获微生物

群落. 基于Gasc和Peyret[39]的方法, Cariou等人[79]分别

使用杂交捕获测序方法与扩增子测序方法对豌豆蚜虫

中提取的DNA进行了富集测序, 以比较两种捕获方法

在富集昆虫样本微生物群落时的灵敏度. 首先, 对两种

方法进行定性比较, 结果发现两种方法均检测到了豌

豆蚜虫中本身的微生物群落[80]. 随后, 对两种方法检

测到的微生物群落进行了定量检测, 结果显示两种方

法获得的微生物群落丰度相似, 表明杂交捕获测序方

法与扩增子测序方法在富集昆虫微生物群落时具有相

似的性能. 然而, 由于昆虫微生物群落相对简单, 无法

体现杂交捕获在富集微生物群落时的灵敏度. 因此, 虽
然扩增子测序方法相对简单, 但在更大更多种类的微

生物分类群中进行微生物群落富集时, 杂交捕获方法

仍然体现出了更强大的富集能力[39]. 从临床标本中检

测和鉴定细菌DNA是分子微生物学实践中的基本方

法, 为了进一步验证杂交捕获的效率, 也为了在物种水

平上精确识别操作分类单元, Barrett等人[40]利用靶向

三个操作分类单元(OTU)序列的生物素化RNA探针对

人类粪便中提取的DNA进行了杂交捕获. 杂交捕获后,
16S rRNA基因序列从捕获前小于1%提高到了25.4%~
44.2%, 最终获得了59个完整的16S rRNA基因序列, 证
实了杂交捕获方法的靶向富集效率.
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综上所述, 杂交捕获技术可用于富集特定微生物

的DNA片段, 帮助准确鉴定和区分不同种类的微生物,
从而深入探究微生物的多样性. 然而, 微生物样本来源

广泛, 性质差异大.在进行杂交捕获前的样本预处理过

程中, 很难充分去除杂质、抑制物等干扰因素, 若处理

不当就会降低杂交捕获的效率和效果. 此外, 在很多情

况下, 微生物的DNA含量极低, 需要杂交捕获技术具

备极高的灵敏度才能有效富集目标DNA片段. 但目前

部分技术手段在面对这种超低含量的微生物DNA时,
还存在一定的提升空间, 难以保证完全精准地捕获到

目标DNA因此, 开发高效的样本预处理技术以及提高

探针特异性或是未来微生物基因组捕获的发展方向.

4 杂交捕获测序技术在医学研究中的应用
与进展

4.1 杂交捕获测序技术在疾病诊断中的应用与
进展

自2009年首次报道以来, 杂交捕获技术已是临床

遗传学中用于诊断人类基础疾病的标准方法, 其中外

显子组是应用最广泛的捕获靶标[81,82]. 首先, 外显子捕

获是检测罕见孟德尔疾病突变的有效方法 . 例如 ,
Shearer等人[41]利用SureSelect捕获方法对非综合征性

耳聋患者进行了杂交捕获, 并从中发现了致病突变, 且
捕获的特异性、灵敏度与Sanger测序相当(>99%). 基

于此, 有更多研究者采用Agilent SureSelect捕获试剂

盒或其他商用捕获试剂盒检测到了遗传疾病相关的致

病突变[83~85]. 为了进一步探究杂交捕获方法在疾病诊

断方面的准确性, Baudhuin等人[42]利用SureSelect定制

了靶向一些遗传疾病相关基因的杂交捕获试剂盒, 对

未鉴定过的患者DNA样本进行了杂交捕获, 发现捕获

后的DNA序列中>99.7%的碱基的覆盖深度超过100×,
且所有变异均显示基于捕获的高通量测序和Sanger测
序之间具有100%的一致性. Fridman等人[43]的研究也

支持了这一观点, 作者使用了两种外显子组捕获试剂

盒: Agilent-SureSelectQXT和Illumina-Nextera, 将258
个基因的Sanger测序结果与杂交捕获测序的结果进行

了比较, 发现Sanger测序和杂交捕获测序的真实变异

检测敏感性分别为99%和97%~100%, 且Sanger测序和

杂交捕获之间存在高度一致性. 外显子捕获还是诊断

复杂疾病的常用技术手段. 例如, Liu等人[44]使用Halo-

Plex杂交捕获试剂盒对8名肌萎缩侧索硬化症的患者

进行了致病基因捕获, 捕获后96.15%的目标区域实现

了10×的覆盖率, 94.84%的目标区域实现了20×的覆盖

率, 表明了外显子富集的高效率. 基于此, 外显子捕获

还被用于如自闭症[86,87]、精神分裂症[88]、心肌病[89]等

复杂疾病的诊断. 近年来, 随着测序技术的广泛应用,
杂交捕获同样被应用于线粒体疾病诊断[90,91]、癌症筛

查[92~97]等, 表明了杂交捕获技术在疾病诊断方面具有

广泛的应用前景.

4.2 杂交捕获测序技术在病毒学研究中的应用与
进展

在临床样本中, 每毫升的病毒基因组拷贝数可达

数十亿个, 但与宿主核酸相比, 病毒核酸的含量非常

低, 而杂交捕获方法可有效富集病毒基因组序列[98].
例如, 从一系列临床样本(包括血液、唾液、囊泡液、

脑脊液和肿瘤细胞系)中, Depledge等人[45]使用Agilent
eArray软件设计了针对水痘带状疱疹病毒、卡波西氏

肉瘤相关疱疹病毒和艾巴氏病毒的RNA文库, 并将此

RNA文库上传到E-array由Agilent Biotechnologies进行

合成为RNA探针. 研究者通过这些探针对13个人类疱

疹病毒基因组进行了杂交捕获测序, 最终获得了具有

高覆盖率(>94%)的病毒全长基因组, 优于聚合酶链式

反应(PCR)的方法(88%~92%). 此外, 使用不同病毒家

族的捕获探针库进行杂交捕获的方法可以从单个临床

样本中提出多个病毒基因组, 这为基于多个基因组序

列的诊断检测和宿主病原体相互作用的研究提供了巨

大的潜力. 此后, 多个研究也将杂交捕获方法应用于丙

型肝炎病毒、水痘带状疱疹病毒、人类免疫缺陷病毒

等与人类疾病息息相关的病毒基因组检测中[45,99~101].
此外, Wylie等人[46]开发了名为ViroCap的探针集, 旨在

富集感染脊椎动物的34个DNA和RNA病毒家族(190
个病毒属, 337个物种). 为了测试这些探针的富集效

率, 作者比较了14个临床样本和8个发热幼儿样本在

捕获前后的测序情况. 捕获后共检测到32种病毒, 相

比捕获前增加了11种, 32个基因组中有12个基因组的

基因组覆盖率为>90%, 其中8种病毒获得了完整的基

因组. 另外, 虽然ViroCap无法检测新的病毒序列, 但

这些探针可以识别到核苷酸序列同源性低至58%的变

异病毒序列. 同年, Briese等人[47]描述了一个靶向207
个感染脊椎动物病毒类群的病毒基因组捕获探针
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(VirCapSeq-VERT), 该探针富集后的病毒序列相比未

捕获提高了100~1000倍, 且几乎所有病毒都获得了全

长基因组序列(>95%). 此外, VirCapSeq-VERT可以通

过与较大基因组片段中的短保守序列杂交来检测新

型病毒. Chalkias等人[48]描述了一种名为ViroFind的类

似方法, 这个探针集包括了535种可能导致人畜共患

的DNA和RNA病毒. 此研究使用ViroFind对5名进行

性多灶性白质脑病患者进行了多瘤病毒DNA的杂交

捕获, 与捕获前测序相比, 临床样本中存在的病毒序

列提高了127倍, 在患者体内发现了高度复杂的多瘤

病毒种群, 表明ViroFind在研究病毒基因组结构的优

势. 此外, 由于杂交捕获方法的优势性, 杂交捕获方法

还被用于内源性逆转录病毒 , 而考拉逆转录病毒

(KoRV)是已知唯一一种正在侵入其宿主物种的生殖

系逆转录病毒. Tsangaras等人[102]使用北方考拉和南方

考拉的DNA制备了靶向完整考拉逆转录病毒基因组

的捕获探针, 并对博物馆中的考拉DNA样本进行了杂

交捕获. 最终成功获得了历史样本的考拉逆转录病毒

全长高覆盖率序列, 且考拉逆转录病毒序列占总序列

的2.5%~41%.

4.3 杂交捕获测序技术在病原体研究中的应用与
进展

从疾病媒介或动物宿主中快速准确地检索人类病

原体的全基因组序列能够对病原体流行病学和进化动

力学进行精细、全面的研究, 但病原体基因组相对于

人类的基因组非常小, 且无法快速、高效地将病原体

DNA从含有大量人类DNA的复杂样本中分离出来, 而
杂交捕获方法凭借其可从复杂样本中快速捕获和检测

目标DNA片段的能力被广泛应用于获取病原体基因

组信息. 例如, Bright等人[103]使用间日疟原虫基因组

DNA作为模板进行体外转录构建了全基因组生物素

化RNA捕获探针, 并利用此探针对人类患者血液样本

DNA进行了全基因组杂交捕获, 捕获后间日疟原虫的

基因组DNA从不到0.5%提高到了平均55%(20%~
80%), 且全基因组覆盖率高达93%. 随后, Smith[104]通
过疟原虫全基因组生物素化DNA探针对患者血液样

本DNA进行疟原虫全基因组杂交捕获, 捕获后平均

71.3%的DNA序列为疟原虫DNA. 然而, 此研究发现

在富含AT的基因组区域富集效果不佳, 导致捕获后数

据的均一性较差. 因此, 此两项研究证明了杂交捕获方

法在研究复杂样本病原体DNA的优势和可行性. 此外,
杂交捕获技术还被应用于从非人类样本中富集病原体

基因组. 例如, Carpi等人[105]使用定制探针对稚虫和蜱

虫的DNA文库进行了混池杂交捕获富集, 成功地富集

并测序到了30个伯氏疏螺旋体基因组, 平均基因组覆

盖率为99.5%, 基因组测序深度为132×. 此外, 研究还

发现, 即使一个池的文库数量达到20个,仍具有高捕获

效率和基因组覆盖率, 表明混池捕获的方法可以在很

大程度上降低每个样品的捕获反应成本, 降低了对媒

介传播和人畜共患传染病的种群基因组学研究的成本

要求.
利用杂交捕获技术, 研究人员还从古代人类或动

物遗骸中提取病原体DNA, 以揭示古代疾病的流行病

学和遗传学特征, 探究古代社会的健康状况和与病原

体的相互作用. 例如, Wu等人[106]筛选了来自中国新疆

青铜器时代泉二沟墓地的14具古代个体的病原体

DNA, 根据已发表的参考序列设计了长度为100 bp的
捕获探针. 随后, 研究者利用这些探针对这些个体进

行了杂交捕获, 最终肠炎沙门氏菌DNA百分比较捕获

前提高了41~228倍 , 平均全基因组覆盖深度为

0.09×~4.2×, 基因组覆盖率比例为3.69%~86.83%. 这

项研究表明, 至少在3000年前, 肠道沙门氏菌感染了

欧亚大陆东部的人类, 并为病原体沿着原丝绸之路传

播提供了第一个古老的DNA证据. 为了提高杂交捕获

在古代病原体DNA中的捕获效率, Clavel等人[107]开发

了一种新的古老病原体样本的DNA提取方法. 研究者

首先对古代牙齿样本进行了常规提取[108], 但提取到的

鼠疫耶尔森氏杆菌的DNA小于0.93%. 因此, 研究者选

择对提取出的DNA进行杂交捕获. 虽然捕获后提高了

鼠疫耶尔森氏杆菌DNA的含量, 但其中包含的大部分

序列由PCR重复序列组成(37.72%~98.03%). 基于此,
研究者们通过调整在37°C下对古牙髓粉样本进行预

消化的时间, 以1 h为梯度进行了17个DNA提取实验,
发现在预消化1 h后构建的大多数文库包含更多的鼠

疫耶尔森菌序列, 释放了大约99%的古老鼠疫耶尔森

氏杆菌的DNA. 此外, 为了验证这种提取方式对杂交

捕获的影响, 研究者对在此条件下提取的DNA进行了

杂交捕获, 发现预消化1小时样本的PCR重复最低, 表

明这种提取方法提高了古鼠疫耶尔森氏杆菌在捕获前

起始DNA的总量.
综上所述, 杂交捕获测序技术在医学研究中的应
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用包括疾病诊断、病毒基因组的获取以及病原体的检

测. 由于疾病与人类的生存息息相关, 杂交捕获测序技

术在医学研究中的发展迅速, 不仅针对不同疾病开发

出了不同的探针集, 甚至基于此技术使病毒DNA序列

的检测更为灵敏. 然而, 随着医学研究的不断深入, 新
的基因变异或病毒序列不断被发现, 探针需持续更新

优化, 这个过程是极其复杂且耗时的. 此外, 在检测一

些微量病原体或者早期肿瘤DNA变化时, 对杂交捕获

技术的灵敏度要求极高, 目前部分技术手段在这种超

低含量目标DNA检测方面还存在一定的提升空间, 难

以做到完全精准地捕获和检测. 因此, 持续优化并合成

可以检测更多疾病、病毒以及病原体的探针集可能是

医学杂交捕获方面的重要难题及发展趋势.

5 结语与展望

基因组测序技术在现代生物学研究中发挥重要的

作用, 从Sanger测序到高通量测序, 再到第三代长读长

测序技术,技术的每一次进步都极大地推动了生命科学

领域的研究和发展.如何将基因组测序技术应用于更多

的复杂样本和研究是推进基因组时代向前发展的必要

基础. 杂交捕获测序技术不仅可以从内源性DNA含量

极低的样本中获得大量内源性DNA序列、目标基因以

及常规测序无法检测到的区域,还可从复杂样本中获得

感兴趣的基因组区域或检测到稀有物种的DNA. 鉴于

这种方法具有高通量、特异性强和具有可扩展性的特

点,目前该技术已广泛应用于动物、植物、微生物以及

医学等研究领域, 极大促进了这些领域的发展.
尽管杂交捕获测序技术已有了广泛的应用, 该技

术仍然有很多局限性. 例如, 捕获实验的成本相对较

高, 限制了一些实验室对大规模样本的捕获应用; 复

杂样本中的抑制剂、外源DNA干扰极大地影响了捕

获的效率和准确性; 对于一些低丰度靶点或基因变异

类型的捕获灵敏度还需提升. 针对这些问题, 许多研

究在现有的研究基础上进行了一些方法学上的改

进[109~113], 使杂交捕获的富集效率得到了不同程度的

提高. 因此, 杂交捕获测序技术有望在多个方向实现

突破. 首先, 诸多与杂交捕获相适应的试剂盒与测序

技术相继出现, 如微量建库试剂盒、微量测序技术以

及全基因组杂交捕获试剂盒, 这些创新成果将为相关

领域的捕获提供高效的工具支撑. 其次, 在探针设计

方面, 借助生物信息学与机器学习技术的深度融合,
设计特异性更强、覆盖度更广的探针, 同时应建立自

动化的探针更新系统, 确保技术始终紧跟科学研究与

临床需求的步伐. 此外, 样本处理技术应朝着标准化、

高效化与高质量化的方向发展, 开发出更温和、更精

准的核酸提取与处理方法, 有效减少核酸降解, 并提

高样本质量, 以降低捕获时的受干扰程度. 同时, 新型

封闭试剂的研发将进一步降低非特异性结合, 提高杂

交捕获的准确性. 另外, 增加起始DNA的量、进行多

文库混池杂交、减少建库捕获过程中的PCR循环次

数、进行二轮捕获或多轮捕获等均是提高捕获效率的

有效实验方案, 后续可进一步设计系统的实验以评估

多种实验参数对不同样本的影响. 最后, 多种技术结

合是当前技术向前发展的必要趋势. 例如, 杂交捕获

可结合纳米技术, 改进探针的设计并放大靶标信号,
或将开发超灵敏的杂交捕获检测技术. 杂交捕获技术

还可与微流控芯片技术结合, 将实现小型化、高通

量、自动化的检测技术, 进一步降低成本并提高捕获

检测的效率.
拓宽杂交捕获测序技术的应用范围可极大促进捕

获技术的革新与发展. 杂交捕获测序技术因其高灵敏

度有望应用于新兴传染病的快速诊断和监测. 在应对

突发公共卫生事件时, 能够快速开发针对新型病原体

的检测试剂盒, 及时掌握疫情动态, 为疫情防控决策

提供依据. 杂交捕获技术可与单细胞测序技术相结合,
对单个细胞进行基因检测, 有助于深入了解细胞异质

性, 揭示疾病发生发展的细胞层面机制, 为精准治疗

提供更细致的分子信息. 杂交捕获技术还可与基因编

辑技术联合应用, 以加速肿瘤等疾病药物的研发进程.
综上所述, 杂交捕获技术在未来的发展若能进一

步降低测序成本, 扩大基因组捕获范围, 优化探针合

成策略, 解决重复序列带来的低捕获效率问题, 杂交

捕获技术将在科学研究中发挥更重要的作用.
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With the development of sequencing technology, the hybridization capture sequencing technology can enrich and sequence-specific
genes or genomic target regions by designing specific biotinylated baits to hybridize with the target DNA sequences. This method
achieves rapid and accurate detection of the variant loci of the target regions with a smaller amount of data and greatly reduces
sequencing costs. In this paper, we systematically reviewed the extensive application and research advances of the hybridization
capture sequencing technology in animal, plant, microorganism, and medical study areas. This method highlights the great potential in
ancient DNA research, host DNA enrichment of non-invasive samples, the detection of diseases, viruses, and pathogens. In addition,
the problems and solutions encountered in the application and development of the hybridization capture sequencing are discussed, and
the optimization direction of this technology is prospected. This review provides a reference for further application and development
of the hybridization capture sequencing technology.
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