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摘要      在真核生物基因表达的过程中, mRNA的可变剪接(alternative splicing, AS)导致同一基

因蛋白质亚型多样性的产生, 同时也增加了基因表达调控的多样性。高达95%的人类基因可以通

过AS来产生具有不同功能的蛋白质。除此之外, 约15%的人类遗传疾病和癌症与AS相关。作为一

种精密的基因表达调控方式, AS协助完成重要的生物过程, 如细胞发育和分化等。近年来, 高通量

测序的发展推动了AS在分析组织特异性基因表达领域的研究。然而, 两者的有机结合应用仍然具

有挑战性。该文总结了高通量测序在AS研究中的应用, 进一步分析了其中存在的问题, 并提出了

解决方法, 为推动该领域的发展提供了新的策略与思路。
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Abstract       AS (alternative splicing) achieves the diversity of most proteins in eukaryotes by producing mul-
tiple different protein isoforms from a single gene, adding an additional regulatory layer for gene expression. Up to 
95% of human genes can be spliced to produce multiple proteins with different functions. In addition, about 15% of 
human genetic diseases and cancers are associated with alternative splicing. The regulation of alternative splicing 
is a delicated set of interactive mechanisms that assist important biological processes such as cell development and 
differentiation. In recent years, development of high-throughput sequencing drives research on alternative splicing 
in the field of tissue-specific gene expression. However, it is still challenging to combine both technologies. The 
application of high-throughput sequencing in alternative splicing is summerized in this review, moreover this study 
analyze the problems existing in this technology for giving solutions, which provide new strategies and ideas to 
promote the development of this field.
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人类基因组含有约两万个蛋白编码基因。然而, 
这两万个蛋白编码基因却可能产生不少于20万种蛋

白质[1]。基因数量与蛋白质数量有如此巨大差异的

原因主要在于生物体存在可变剪接(alternative splic-
ing, AS)。在人类不同的细胞类型中, 绝大多数多外

显子基因通过AS来转录翻译产生具有不同功能的
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蛋白质[1]。近些年的研究表明, AS与胚胎发育[2-3]和

细胞干性[4-5]息息相关。对AS的深入研究, 可以加强

我们对mRNA复杂性及其调控机制的理解, 有助于

解析疾病致病机理和开发剪接相关疾病的治疗干预

方法。同时也有利于进一步阐明影响胚胎发育的关

键因素, 加深对细胞干性维持及分化机制的理解, 对
建立不同的干细胞系并将其应用到临床具有巨大价

值。

1   可变剪接
1.1   AS 的发生

基因由内含子与外显子组成, 在转录过程中, 
内含子与外显子会根据基因的表达需要而被保留或

者删除(表1)。一个基因的成熟转录本上所有内含子

都被切掉而保留所有外显子, 这种剪接方式属于组

成型剪接(constitutive splicing)(图1)。AS与组成型剪

接的主要区别在于最终所形成的成熟mRNA结构。

AS存在一定程度上的灵活性, 最终mRNA的结构可

选择性地包含前体RNA的部分外显子和/或内含子

片段, 从而使蛋白质在序列组成上产生变化。因此, 
AS为蛋白质多样性奠定了基础[7]。现利用高通量测

序数据, 根据剪接位点的差异, 可鉴别出7种AS的类

型(图1)[6]。参与AS这一基本生物学过程的各因素间

的协同作用对细胞正常运作是至关重要的, 而这一

过程的任何异常都可能导致正常细胞功能的紊乱和

疾病的发生。

此外, 高等真核生物中一些蛋白质编码基因

也可通过外显子和/或内含子的反向剪接产生环状

RNA(circRNA)(图1)。研究发现, AS事件在circRNA
的产生过程中也普遍存在, 且具有明显的核内倾

向的空间定位, 同时circRNA的AS表现出组织和发

育阶段特异的表达模式, 参与的剪接因子不同于

mRNA的剪接因子, 这表明circRNA的AS可能受到

与已知机制不同的调控作用。目前, circRNA被发

现可以作为miRNA和RNA结合蛋白 (RNA-binding 
protein, RBP)等的缓冲结合物从而参与基因表达

调控, 作为物理支架介导某些酶和底物之间的相互

作用, 甚至可以通过不依赖于帽子结构的翻译(cap-
independent translation)产生多肽或蛋白产物。

1.2   AS 的功能调控

很多顺式剪接元件存在于DNA序列上调控AS, 
它们分别界定内含子与上下游外显子边界的5′和3′
剪接位点及3′剪接位点上游的分支位点和聚嘧啶

束。此外, 外显子或侧翼内含子中的辅助顺式元件

也可作为剪接增强子或沉默子, 与反式剪接调节子

作用来促进或抑制外显子剪接。在不同组织或发育

的不同阶段, AS通过广泛的RNA-蛋白相互作用进

行调控, 展现出组织特异性和时间上的变化差异, 从

表 1   AS的类型

Table 1   Types of alternative splicing
剪接名称 AS的类型 定义

Name of splicing Types of alternative splicing Definition

Constitutive splicing Constitutive splicing Removing introns from the pre-mRNA, joining the exons together to form a mature mRNA

Alternative splicing Exon skip Exon is cleaved from the original transcript

Retained intron Intron is retained from the original transcript

Alternate donor site The same 3′-end splicing site but different 5′-end splicing site. The 5′-end exon is extended

Alternate acceptor site The same 5′-end splicing site but different 3′-end splicing site. The 3′-end exon is extended

Alternate promoter The transcripts differ in the first exon

Alternate terminator The transcripts differ in the last exon

Mutually exclusive exons The same exons between transcripts are called constitutive exon, and the dif﻿﻿ferent exons are 
called inclusive exon. Inclusive exon cannot exist in the same transcript, but can only exist 
in different transcripts. Such a variable splicing event is called mutually exclusive exon

CircRNA 
backsplicing

Exonic circRNA All circRNAs derive from maternal exons

Circular intronic RNA Lasso circRNAs derive entirely from introns

Exon-intron circRNA CircRNAs derive from exons and introns

Sense overlapping circRNA Circular RNAs that do not belong to exon and intron circular RNAs

Antisense circular RNA Antisense circRNA derive from antisense chain transcripts

Intergenic circular RNA CircRNAs derive from intergenic sequences or other unannotated genomic sequences
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而与正常的生命活动或疾病相关联。在早衰(prema-
ture)中, 核纤层蛋白基因LMNA的AS失衡是导致早

衰最重要的原因[7]。LMNA正常剪接时有三个外显子, 
翻译出含C-端结构域的蛋白, 但突变发生会导致剪

接方式改变, 5′-AS位点发生变化、可翻译区域变短、

失去定位信号, 使得起支撑作用的核纤层蛋白在细

胞核的分布变得紊乱, 进而影响下游基因的表达, 最
终导致产生早衰的表型。另有研究表明, AS参与

RNA剪接调控蛋白的表达。RBM4是一个与RNA剪

接相关的RNA结合蛋白, 该蛋白在很多癌症中下调, 
从而改变很多基因的剪接方式, 进而影响细胞的增

殖、死亡、凋亡等过程, 最终导致癌症的发生和发

展[8]。上述两个例子说明, AS依赖于顺式作用元件

与反式作用因子两方面的调控, 它们的突变都可导

致剪接方式的改变, 最终引起疾病。因此理解AS的
变化对于疾病的治疗及预防具有重要价值。

2   高通量测序技术在AS研究中的应用
2.1   AS研究的技术发展

AS的研究方法随着技术的突破而不断发展。

传统的方法是通过RT-PCR(reverse transcription-

polymerase chain reaction)来量化AS[9]。在20世纪

90年代 , 通过对全长mRNA片段的表达序列标签

(expressed sequence tag, EST)测序, 揭示了真核生物

中AS的广泛存在[10]。在21世纪初期, 剪接敏感的微

阵列(microarray)的发展使研究人员能够研究不同细

胞状态、跨组织和物种的剪接调控机制[11]。在2008
年, 三项具有里程碑意义的研究证明使用转录组测

序(RNA-sequencing, RNA-seq)能够表征哺乳动物组

织中AS的特性[12-14]。此后, RNA-seq迅速超越微阵列, 
成为转录组水平分析AS的标准方法[15]。

2.2   高通量测序技术概况

在传统的二代测序中, RNA-seq是最为人所熟

知的。RNA-seq常用于分析两组稳定状态下的组织、

器官样本或细胞群的差异表达基因(differentially ex-
pressed gene, DEG)。然而通过RNA-seq得到的只是

基因表达的均值, 因此细胞群体中单个细胞的特异

性信息往往会被掩盖(比如特异表达的基因或RNA
不同的亚型)。scRNA-seq的出现更新了以往人们对

细胞研究的认知。scRNA-seq是近年来生物学领域

的热门技术, 它有着极高的分辨率, 能够精准地剖析

样本中的细胞组成信息, 进而大规模地揭示单个细

Genomic DNA

Constitutive splicing Alternative splicing circRNA backsplicing

UTR

5′ 3′

UTRIntron 1

Exon 1

1. Exon skip 1. Single exon circRNA

2. Retained intron

2. Multi-exon circRNA3. Mutually exclusive exons

3. Exon-intron circRNA

4. Alternative acceptor site

4. Intronic circRNA

5. Alternative donor site

6. Alternative promoter

7. Alternative terminator

Exon 2 Exon 3

Intron 2

图1   AS产生多个不同的转录本

Fig.1   Alternative splicing produces multiple different transcripts
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胞的基因结构和基因表达状态, 从而反映细胞间的

异质性[12]。这项技术开辟了超越细胞状态描述研究

的新领域。

2.3   早期高通量测序技术在AS研究中的应用

RNA-seq是转录组学分析的强大工具。随着深

度测序成本的大幅下降, 基因表达和AS的大规模研

究成为热点问题。RNA-seq数据可以直接显示外显

子部分的AS: 在高通量测序平台进行RNA转录本的

分割测序、读数与基因组比对, 从而显示外显子和

剪接接头的覆盖情况。剪接百分比(percent splicing 
index, PSI), 指的是包含的读数 (inclusion reads, IR)
即重叠读数和排除读数 (exclusion reads, ER)即重叠

分割排列这二者的比率 , 表明外显子部分被剪接到

不同亚型中的效率。PSI的提出向人们展示了一个

定量的、全局评估外显子的指标, 结合其他识别不

同同源亚型处理的工具, 甚至可以将一个新的基因

位点的、复杂的剪接事件以外显子为中心的方式进

行可视化, 并在不同条件下进行比较。

RNA-seq主要通过高通量、短读长的测序方法

对得到的cDNA进行扩增和测序, 进而获得组织样本

的测序数据。在理想情况下, 利用一些比对软件可以

将转录组测序得到的读数组装以重建被转录的基因

组区域, 然后利用AS分析软件对AS事件进行检出和

定量。尽管如此, 因存在有限的读段长度, AS的精确

量化仍受到技术限制。二代测序RNA-seq的读长范

围一般为50 bp~150 bp, 导致相同基因的不同转录本

亚型通常难以区分, 因此使用短读长发现新的转录本

是RNA-seq中最具挑战性的任务之一。对于低表达

转录本, 几乎从未跨越剪接位点的短读段可能会使全

长转录本的推断复杂化。为了解决上述问题, 研究人

员开发了各种软件 , 包括 rMATS、MAJIQ、LeafCut-
ter、SUPPA2、SplAdder和Whippet等(表2)。

利用不同的高通量RNA-seq数据, 同时结合不

同的分析软件, 可以阐释很多AS在疾病发生和发育

调控中的作用[12-13,16-17]。通过高通量RNA-seq技术, 发
现在儿童B淋巴细胞白血病(B-cell acute lymphoblastic 
leukemia, B-ALL)中编码表面抗原CD22的mRNA存在

异常剪接, 导致该蛋白水平下调, 使恶性肿瘤细胞对

靶向CD22的免疫疗法产生抵抗性[18]; BLENCOWE
团队[19]报道了一种调节胚胎干细胞的多能性和重编

程的剪接开关, 他们经过对高通量RNA-seq数据的

分析, 发现了一个改变转录因子FOXP1的DNA结合

偏好性的胚胎干细胞特异性AS事件。FOXP1特异

性AS刺激了胚胎干细胞多能性转录因子基因包括

OCT4、NANOG、SOX2和DPPA3等的表达, 同时抑

制了胚胎干细胞分化相关基因的表达[19]。此外, 北
京大学杜鹏团队[20]也结合高通量测序与实验验证, 
通过对特异亚型进行抑制, 成功将小鼠胚胎干细胞

(embryonic stem cells, ESCs)逆转到全能性状态。因

此, 通过高通量RNA-seq测序, 能深入地了解AS在多

种生物学过程如细胞增殖和存活、细胞分化、内环

境稳态、机体对压力的反应以及疾病的产生等中的

作用[21-22]。

2.4   高通量测序技术在可变剪接研究中的限制因素

虽然RNA-seq使得转录组水平的AS分析成为

可能, 但测序得到的是一群细胞的RNA表达水平的

平均值, 无法检测到细胞间的差异表达基因, 从而掩

盖了细胞异质性表达[23-24]。然而单细胞AS研究可以

评估AS在细胞群体中的分布和相关细胞亚群特征, 
以及在动态过程中AS的变化, 例如在细胞水平上评

估一个基因不同AS的丰度。scRNA-seq表明, 一个

细胞通常不会表达所有的AS类型, 但是却能显著地

表达或不表达某个亚型[25]。从2009年开始, 二代单

细胞转录组至今已发展成为科学研究中强有力的工

表 2   六种AS软件在亚型研究上的小结

Table 2   Summary of six alternative splicing software for isoform study
软件 原理 检测到的AS的类型数量 能否检测未注释转录本

Software Principle The number of types of alternative splicing detected Detect unannotated transcripts

rMATS Event-based 5 Yes

MAJIQ Event-based 5 No

SUPPA2 Event-based 7 No

SplAdder Event-based 5 Yes

Whippet Event-based 9 No

LeafCutter Intron excision Unknown Yes



98 · 综述 ·

具, 使得研究者们在探索单细胞分辨率上的各类群

细胞表达以及拟时序分析成为可能。但由于二代单

细胞转录组测序平台的局限性, 双端150 bp的测序

长度并不能检测到平均长度在1.5 Kb左右的全长转

录本。下文将讨论高通量测序技术在可变剪接研究

中最主要的三个限制因素。

2.4.1   全长转录本的捕获      基于转录本方法存在

的不足之处: 从短读长中推断出全长的mRNA不同

亚型并不容易, 且结果对转录本注释的选择很敏

感。此外, 对于具有多个AS区的基因, 将mRNA亚

型丰度的变化归因于特定外显子或不同剪接位点

的剪接调控并非易事。不同类型的剪接变异可以

发生在pre-mRNA分子的不同位点。因此, 对转录本

进行不完全测序就可能会忽略部分剪接事件。在

Illumina测序文库制备中, 一种短的、随机的寡核苷

酸单分子标签—独特的分子标识符(unique mo-
lecular identifiers, UMI)在PCR之前的逆转录步骤中

被加入到cDNA上, 因此由比对到同一基因不同read
生成的cDNA分子将具有不同的UMI序列[26]。由

于对UMI的统计是在PCR扩增之后, 因此可以通过

匹配的UMI和映射位点的reads来纠正阻碍准确表

达量化的非线性放大。比起高通量RNA-seq, 高通

量scRNA-seq由于需要更多轮的PCR来获得足够的

cDNA以进行文库构建和测序, 因此同时引入了更

多的偏差。目前基于UMI的单细胞转录组分析主要

是基于从3′端扩增或者5′端扩增的短读长测序研究, 
例如CEL-seq2[27]、inDrop[28]、Drop-seq[29]、MARS-
seq[30]、SCRB-seq[31]和STRT-seq[26], 绝大多数仅能进

行基因定量, 不能进行转录本定量以及转录本结构

等全貌研究。UMls分子条码能够使嵌合cDNA被错

误地注释为新转录本的风险降至最低, 但利用UMI
的方法只能对转录本的一个片段进行测序, 当差异

不位于该片段时就无法对AS进行鉴别。因此, 在
亚型的研究中若要获得全长转录本信息就需要放

弃UMI的使用。由Rickard SANDBERG实验室开发

的Smart-seq[32](switching mechanism at 5′ end of the 
RNA transcript)能在全转录组范围内进行scRNA-
seq, 以全长mRNA建库, 进而提升转录本的测序覆

盖度。在2014年升级为Smart-seq2[33]后, 它已成为

几乎每个单细胞测序公司都采用的方法。虽然高通

量Illumina测序从相同的转录本中生成许多短序列

进行标记, 再通过计算方法对转录组进行组装, 但
这种通过计算的组装不能恢复不同AS的结构, 只能

将定量限制在外显子的表达水平。而低通量Smart-
seq或Smart-seq2测序通过增强逆转录作用来捕获

整个转录本 , 因此Smart-seq或Smart-seq2较高通量

的 scRNA-seq更适用于AS研究 [34](表3)。研究人员

利用SMRT(single molecule real time)测序技术可以

生成高准确度和长读长的HiFi reads, 数十Kb的读

长在一次测序中足以读取大多数转录本, 并且无需

下游的生物信息学组装, 在没有参考基因组的条件

下, 完全能够进行转录本亚型的全长测序和后续分

析。PacBio和Nanopore(nanopore平台可以直接测序

RNA, 而PacBio平台则必须先合成cDNA), 这些长

读长技术能够克服短读长技术自身的缺陷, 如: am-
biguous reads更少, 可以捕捉到更多的亚型, 减少单

细胞转录组工具带来的splice-junction错误。

2.4.2   低表达转录本的定量      单个细胞中某些

RNA含量低, 阻碍了捕获效率。在逆转录过程中, 常
常会出现由于转录本未被捕获到而被认定为基因未

表达的情况[35-36]。因此, 表达水平非常低的转录本

受此影响很大, 并且零表达值也不能真正等同于生

物学上的不表达[37]。因此, mRNA捕获效率限制了

scRNA-seq中可以检测到的转录本总数, 但是对于超

表3   高、低通量测序技术在亚型研究上的限制因素

Table 3   Limitation factors of high-throughput/low-throughput sequencing methods for isoform study

限制因素

Limitation factors

高通量 低通量

High-throughput Low-throughput

Illumina RNA-seq            Smart-seq SMS

Sequencing depth Medium            High Low

Expression quantification High            Medium   Low

Sequencing errors Low            Low High

Number of cells sequenced High            Medium Low

Number of isoforms detected Low            Medium High
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过这个检测限度的表达转录本, 提高测序深度是提

高灵敏度[38]的关键。高通量单细胞转录组领域关于

达到饱和测序深度的普遍共识是, 当测序后的每个

细胞得到超过100万个Illumina读数时, 几乎就不会

再产生任何新信息了[39-40]。由于非显性AS通常表达

水平较低, 未被测到的概率很高, 因此每个基因的AS
多样性很容易被低估, 在亚型水平上达到饱和时需

要每个细胞有超过100万次读取。除此之外, scRNA-
seq中要求的质量过滤步骤也会对低表达转录本的定

量产生影响, 包括: (1) 去除低质量的细胞(例如检测

到少量特征的细胞[41]); (2) 过滤在大部分细胞中没有

表达的基因。虽然Smart-seq2相较于高通量的scRNA-
seq能检测到更多的表达基因, 具有更高的敏感度。

但Smart-seq2中低表达基因在所有被检测到的细胞中

占比很少。而在高通量单细胞数据中, 存在大量的低

表达的基因, 说明数据中mRNA在很低的表达水平上

随机捕获有较高的噪声。基于高通量单细胞数据, 发
现更严重的丢弃(dropout)问题—dropout是scRNA-
seq数据的一大特点, 指很多基因在某些细胞中根本

就检测不到表达, 但是在其他的细胞中却被检测为高

表达。通常认为dropout是由于在文库构建过程中低

表达基因没有被成功反转录而导致的[33-38,42-43]。

2.4.3   长读长测序中的错误检测      错误检测主要

分为测序错误和实验误差, 前者是由于测序过程中

碱基的误测造成的, 后者通常出现在扩增和逆转录

过程中[40], 这些都会影响对AS的分析结果。测序

错误在长读长技术中很常见, 相比于传统的二代高

通量测序, 三代测序错误率要高上1~2个数量级。

PacBio的测序错误率为2%~5%[44-45], 如此高的错误

率对于AS研究显然是不利的, 这与Illumina测序的

高准确度(错误率约0.005%)形成鲜明对比。三代

测序中常见的错误是插入−缺失, 但这对于高通量

RNA-seq而言影响甚微。因为RNA-seq并不要求每

个碱基都正确, 它只需比对到转录本的亚型上即可。

测序错误可能会识别错误的供体/受体位点, 导致

新AS的错误识别[46]。对于高错误率, PacBio可利用

CCS(circular consensus sequence)来多次测序以进行

纠错。但实际中考虑测序成本, 并不能无限制测序, 
而且过多的纠错可能会导致最终得到的独特的转录

本数减少。Illumina测序在很大程度上采用多通路

使用的策略以最小化批次效应以及UMI计数来消除

扩增偏差。这些流程产生的错误会给分析增加额外

的困难。一些错误在计算中遗留下来, 导致错误的

比对, 从而产生并非真实的新亚型; 一些错误在逆

转录过程中出现, 因此不能使用UMIs来识别。例如

基因内部的poly(A)序列会产生较短的cDNA伪基因, 
可能被误认为具有上游TTS的AS[47]。此外, mRNA
分子形成的二级结构可以阻止逆转录酶进入mRNA
的某些区域, 导致这些区域以交替剪接的AS形式出

现[48]。

2.5   现阶段高通量测序技术在 AS 研究中的应用

三代测序平台能够获得全长转录组数据, 将数

据分析从基因分析水平提升至了转录本分析水平。

然而三代测序的低通量会导致对低表达转录本检测

的敏感度下降。不过随着通量的增加, 长读长策略

就能达到跟高通量测序一样的敏感性, 而且特异性

更高。虽然Smart-seq2测序结果有着更为均一的分

布, 而高通量单细胞测序存在mRNA的3′端或5′端偏

差性, 却能覆盖大量细胞, 更好地检测到稀有细胞类

型。因此, 不同平台检测到的细胞簇之间的差异表

达基因表明这些技术是具有互补性的(表4)。目前一

般采用二、三代结合的方法来进行Iso-seq(isoform-
seq), 这样既可以增加测序深度, 又可以提高低表达

基因转录本定量的准确性。因此现阶段一般会把

Illumina RNA-seq与三代测序结合[49-50], 这样既可以

增加测序深度、敏感度和特异性, 同时也可以保证

转录本定量的准确性。

相对于PacBio平台, Nanopore平台的三代全长转

录组的主要优势在于单张芯片产量更高 , 通过结合

二代测序数据进行数据校正 , 可同时在单细胞水平

上进行基因及转录本分析。2020年RAINER等 [51]开

发了ScNaUmi-seq(single-cell nanopore sequencing with 
UMIs)技术, 将Nanopore测序技术与UMI以及10× Ge-
nomics单细胞分离系统相结合, 获得了经过纠错的全

长序列信息, 使得在单细胞水平上检测差异RNA剪

接成为可能。同一年, 北京大学汤富酬组[52]开发了

一种基于三代单分子测序平台的高灵敏度单细胞转

录组测序方法—SCAN-seq(single cell amplifica-
tion and sequencing of full-length RNAs by nanopore 
platform), 能够以单细胞分辨率直接获取全长转录

本序列信息, 表现出了高灵敏度和高稳定性, 与之前

基于二代测序平台最灵敏的单细胞转录组测序方法

相比不相上下。他们还首次利用单细胞转录组三代

测序数据将一个单细胞中的父源和母源转录本准确
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区分开, 分别进行精准定量分析。南方科技大学翟

继先组[53]2021年开发了FlsnRNA-seq(full-length sin-
gle-nucleus RNAseq)技术 , 通过结合10× Genomics单
细胞测序和三代Nanopore全长转录组测序, 不需经

过原生质体就可直接检测植物单细胞核。同时利用

Illumina二代测序数据捕获基因表达丰度信息, 并以

Nanopore三代测序数据捕获同源亚型信息, 从而最

大限度地保留单个细胞核的转录状态。在单细胞水

平揭示AS以及与多聚腺苷酸化相关的RNA isoform
信息有助于识别细胞表征。这些利用高通量测序对

SMS数据进行校正的方法, 必须产生足够多的cDNA, 
并分别使用Illumina和Nanopore进行测序。以SMS结
果为重点, 利用Illumina reads数据对SMS的测序高错

误率进行校正, 最终达到对AS分析的最优化[54]。

3   总结与展望
40多年前GILBERT[55]首次提出了AS的概念, 在

分子实验、高通量测序和生物信息学的帮助下, 虽
然对AS的理解不断加深, 但仍有很多方面需要在细

胞水平上进行功能探索。如上所述, 全长转录本的

获得、低表达基因的定量以及错误检测等方面的限

制是基于高通量测序研究AS的三个主要障碍。在

不久的将来, 以下两种技术的进步可能会极大推动

对AS的研究。(1) 长读长测序。SMRT和Nanopore
测序技术通过测通整个转录本, 能够避免通过采用

计算方法来重建的问题, 目前已有报道证明长读长

测序适用于揭示全长转录本和AS事件[56-57]。最近, 
STEINMETZ团队[58-59]利用长读直接进行RNA测序, 
发现从合成酵母基因组中的DNA序列表达的全长

RNA分子的起点、终点和数量的变化, 以及基因的

重新定位会影响其RNA输出的长度和丰度; (2) 通
过优化的scRNA-seq在细胞分辨率上检测基因表

达。通过合适的实验流程和生物信息分析, scRNA-

seq更有潜力探索低表达的转录本和各种剪接事件。

虽然这两种技术都还存在由于测序深度有限导致

scRNA-seq得到的表达基因较少、技术噪音和生物

噪音难以区分等局限性, 但是随着这些新技术与传

统技术的结合和优化, 以及越来越多的强大的计算

工具的出现和应用, 高通量测序会在AS研究中发挥

不可估量的作用。
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