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概述

⚫ 本综述面向全球RNA与RNA修饰领域研究学

者，汇总700多篇已发表DRS研究和方法学

论文，构建一套从实验设计、数据分析到多

组学整合的实践指南，并提出未来5-10年

的关键发展路线。

⚫ 全面总结了DRS如何在单分子水平捕获全长

转录本、poly(A)尾特征和多种RNA修饰，

为解析RNA调控网络提供了“一次测序、多

层读出”的技术框架。

⚫ 直接 RNA 测序（Direct RNA Sequencing, 

DRS）是近十年兴起的一项颠覆性 RNA 技

术，其利用了纳米孔长读长平台对原生

RNA分子进行直接测序。



亮点

❑本文强调纳米孔直接 RNA 测序可在天然 RNA 单分子水平同时

解析多层信息。

❑本文系统比较了纳米孔直接 RNA 测序与短读长、长读长及修

饰特异性方法的异同。

❑本文采用任务导向的视角明确纳米孔直接 RNA 测序的优势。

❑本文提供了纳米孔直接 RNA 测序结果的可信度分级。

❑本文提出了分层的基准评估和验证框架。



纳米孔直接RNA测序的发展历程

图1.RNA测序和RNA修饰技术重大创新的时间线

DRS的出现，使研究者能够在天然

RNA分子上直接关联转录本结构、

修饰信息和poly(A)尾特征。



牛津纳米孔直接 RNA 测序技术、测序平台及软件工具概述

图2.直接RNA测序技术、平台和软件概述

文章总结了目前支持DRS的主流纳米孔测序平台

及流动槽，并梳理了从SQK-RNA001、SQK-

RNA002到SQK-RNA004体系的发展路径。



RNA 测序策略对比及纳米孔直接 RNA 测序的独特优势

图3.RNA测序策略及DRS所捕获特征的比较

Application / research objective NGS RNA-seq
ONT cDNA 
sequencing

PacBio Iso-
Seq

Tail Iso-Seq DRS

Large-scale gene expression 
quantification

+++ ++ + ++ +

Differential gene expression analysis +++ ++ + ++ ++

Isoform discovery / novel transcript 
annotation

+ +++ +++ +++ ++

Isoform quantification +++ ++ ++ ++ +

Differential isoform usage / isoform 
switching

+ ++ +++ ++ ++

Alternative splicing analysis + ++ +++ ++ +++

Fusion transcript detection + ++ +++ ++ +++

Allele-specific analysis + +++ +++ +++ +++

APA / 3′ end usage analysis + ++ ++ +++ +++

Poly(A) tail length estimation − + + +++ +++

RNA modification profiling (m6A) + − − − +++

RNA modification profiling (non-m6A) + − − − ++

Simultaneous analysis of isoform 
structure, poly(A), and RNA modifications 
on the same molecule

− − − + +++

Low-input or limited clinical samples +++ ++ ++ ++ +

Very short RNAs / small RNAs +++ + + + −

High-accuracy reference transcriptome 
construction

+ ++ +++ ++ ++

Cost-sensitive population-scale studies +++ ++ + ++ +

Scoring system: +++, preferred; ++, suitable; +, possible but with notable limitations; -, generally 
not preferred.

表纳米孔DRS和其他RNA测序方法的面向场景的比较



直接RNA测序的优势及其生物学应用

图4.直接RNA测序的优势以及生物学应用

DRS可用于解析病毒和病原体转录组、细菌和古菌转

录组、植物发育与环境响应、动物器官发育、疾病相

关RNA调控以及RNA药物质量控制等场景。特别是在

病毒、癌症、植物逆境响应和RNA治疗领域，DRS能

够提供传统方法难以获得的天然RNA多层信息。



各种类型的RNA直接测序实验流程

图5.各种类型的RNA直接测序实验流程

这些方法扩展了DRS可检测的RNA类型，使其

不再局限于传统 poly(A) + mRNA



牛津纳米孔直接 RNA 测序数据分析及下游应用的端到端计算分析流程

图6.直接RNA测序数据分析及下游应用的端到端计算流程



常用于直接 RNA 测序研究的代表性高阶分析可视化图谱

图7.直接RNA测序研究中常用分析可视化图谱



DRS 的实验设计与多层级基准评估框架

图8.直接RNA测序的实验设计与多层次基准评估框架

由于DRS研究横跨原始电流信号、碱基识别、

比对、转录本重构、poly(A)尾估计和RNA修饰

检测等多个分析层级，标准化和验证尤为关

键。文章提出，应结合ERCC、SIRV、修饰编

码IVT spike-in、模拟数据、参考注释、短读长

测序、5′/3′端测序、敲除或酶处理样本等多类

证据，对DRS分析结果进行多层基准评估。不

同任务应采用不同指标，如碱基准确率、位

置准确性、相关性、precision/recall、ROC/PR

曲线和重复间一致性等。



纳米孔直接 RNA 测序：多组学整合的核心枢纽

图9.直接RNA测序的优势以及生物学应用

通过与DNA测序、ATAC-seq、短读长RNA-seq、代

谢标记、LC-MS/MS、核糖体测序和蛋白质组学整

合，DRS有望帮助研究者从基因组变异和染色质状

态出发，追踪到RNA加工、RNA修饰、翻译效率和

蛋白质输出，构建更加完整的RNA中心调控网络。



纳米孔直接 RNA 测序的研究展望

图10.纳米孔直接RNA测序的未来展望

⚫ DRS仍面临样本输入量高、短RNA检测

不足、5′端覆盖不完整、测序错误率

较高、修饰识别依赖模型和标准化不

足等挑战。

⚫ 通过硬件优化、算法改进、参考标准

建设和正交验证可显著提升可靠性。



在线电子书和代码地址

在线电子书：https://zhangtianyuan666.github.io/DRS_doc

代码地址：https://doi.org/10.24433/CO.3183037.v1

https://zhangtianyuan666.github.io/DRS_doc


总结

❑纳米孔直接 RNA 测序凭借天然 RNA 单分子长读长测序优势，推动

转录组学从单一表达分析走向多层信息整合。

❑直接 RNA 测序在复杂转录组研究、疾病特征挖掘及多组学整合领

域具备广阔应用前景。

❑DRS 的可靠应用仍需要合理的实验设计、完善的计算分析流程、先

进的分析工具、证据分级解读以及多层次基准评估和验证体系。

在实际研究中，应重点从“适用场景、结果可信度和验证策略”三个

方面进行综合判断。
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