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概述
⚫ 系统梳理长读长测序解析转录组复杂性的技

术优势：总结 PacBio、ONT及国产长读长测

序平台在全长转录本、可变剪接及重复序列

来源转录解析中的应用，阐明其如何突破短

读长局限，推动研究迈向异构体水平。

⚫ 构建贯穿实验设计、计算分析与生物学解释

的实践指南：围绕平台与建库策略选择、核

心计算处理及下游生物学解释，归纳关键决

策与实施要点。

⚫ 总结前沿进展与最佳实践，促进分析的标准

化和可重复性：提炼可复用的分析框架与实

践检查清单，梳理长读长转录组学的新兴方

向，为研究者开展高分辨率、异构体层面的

发现与解释提供指导。



亮点

❑解析转录组复杂性：本文阐述长读长测序在解析全长转录本及关联调控特征中的优

势，推动转录组研究迈向异构体水平。

❑指导平台与建库选择：本文系统梳理测序平台与建库策略对转录本完整性、准确性

及生物学解读的影响，为实验设计提供依据。

❑构建标准化分析流程：本文整合核心数据处理与下游分析方法，提供可复用的计算

框架，促进研究的标准化与可重复性。

❑展望新兴研究前沿：本文总结单细胞、空间、直接 RNA 测序及多组学整合的最新

进展，展望长读长转录组学的发展方向。



图1. 长读长转录组学分析流程全景概览

长读长转录组学分析流程全景概览

(A)长读长测序平台发展时间线：PacBio（粉色）、ONT

（蓝色）及其他（灰色）。

(B)基于长读长测序的转录组学端到端分析流程概述。

(C)长读长转录组学前沿方向：单细胞、空间转录组、直

接 RNA 测序及多组学整合应用。



图2. 长读长测序平台与原理及转录组文库制备与富集策略概览

长读长转录组测序平台与原理

(A)PacBio 测序：SMRTbell 环状模板进入零模波导孔（ZMW），通过聚合酶合成过程中的荧光脉冲读取序列；经

多轮测序与环形一致性分析，生成高准确度 HiFi 读段。

(B) ONT 测序：马达蛋白调控核酸链通过纳米孔，记录随局部序列变化的离子电流，并经碱基识别转换为序列；直

接 RNA 测序还可利用原始电流信号解析 RNA 修饰。



(A)1

(B) 2

(C)文库制备流程：概述 SMART、ONT PCR-

cDNA 与直接 RNA 测序（DRS）的主要建库

步骤。

(D)捕获与富集策略：展示针对 5′端帽结构

（CapTrap-seq）、3′端 poly(A) 尾（PAIso-seq）

及目标基因（TEQUILA-seq）的代表性策略。

(E) R2C2 一致性测序：通过滚环扩增生成串联重

复单元，经测序与一致性计算提高读段准确度。

(F) Kinnex 串联测序：将多个 cDNA 分子串联为

长模板，提高单次测序的转录本产出。

长读长文库制备与富集策略概览

图2. 长读长测序平台与原理及转录组文库制备与富集策略概览



图3. 长读长转录组数据分析计算流程

长读长转录组数据分析计算流程

⚫ 预处理与质控：对 PacBio 和 ONT 数据进行平台特异性预

处理、质量评估及按需纠错。

⚫ 比对与重建：将高质量reads比对至参考基因组，或采用

无参考策略重建转录本。

⚫ 转录本识别与定量：结合参考注释或从数据中推断异构

体结构，生成转录本注释并进行丰度估计。

⚫ 结果筛选与输出：通过下游质控过滤低置信度结果，形

成高置信度转录本集、异构体定量矩阵及分析报告。



图4. 转录本识别与定量计算工具的方法学分类

转录本识别与定量计算工具的方法学分类

⚫ 异构体识别：包括参考基因组引导和从头组装两类方法，并依据

核心算法范式进一步分为：（1）基于图的方法、（2）基于聚类

的方法和（3）基于分类的方法。

⚫ 异构体定量：方法分为基于读段和基于区域的模型，适用于短读

长、混合及长读长数据。长读长方法进一步分为（4）综合偏倚

校正方法、（5）轻量级方法和（6）平台特异性方法。统计假设

（如泊松模型和线性回归）在适用处标注。每类方法中展示代表

性工具。



图5. 转座元件衍生转录本的特征分析

转座元件衍生转录本的特征分析

(A)转座元件（TE）分类：展示主要 TE 家族的代表性结构特

征。

(B)长读长在 TE 转录本分析中的优势：跨越重复区域，实现唯

一比对，相比短读长更好地区分 TE 衍生转录本与TE-Gene 

嵌合转录本。

(C)传统 TE 定量：依赖 RepeatMasker 注释，采用唯一分配、

分数分配或基于期望最大化（EM）的概率策略处理多重比

对读段。

(D)LongTEQuant 实现转录本水平 TE 定量：整合 TE、基因注

释、参考基因组和RNA-seq数据，识别TE-alone、TE-Gene

嵌合及Gene-alone的转录本，并在转录本、位点和亚家族三

个水平报告TE表达。



图6. TE 插入检测与衍生转录本定量计算方法概览

转座元件插入检测与衍生转录本定量计算方法概览

⚫ TE检测：基于长读长的方法分为（1）基于 DNA 序列比对的

检测方法、（2）基于组装的方法和（3）辅助分析方法。

⚫ TE定量：方法分为短读长、长读长及混合策略，其中短读长

方法进一步按亚家族水平和位点水平分辨率划分。核心策略包

括（4）期望最大化（EM）、（5）比例分配、（6）LASSO 

回归、（7）随机分配和（8）面向单细胞数据的方法。此外，

转录本水平的分析框架利用转录本分辨率信息，直接定量 TE 

来源的转录本。各模块中列出的工具名称代表相应方法类别下

的典型实现。



图7. 长读长测序在全长转录本异构体、环状RNA、融合转录本及等位基因分配中的解析优势

长读长测序解析转录组复杂性的核心优势

(A)长读长测序解析异构体结构、转录本末端及复杂剪接组合；结合适用的测序方案，还可推断poly(A) 尾长度。

(B)与短读长相比，长读长显著提升全长环状 RNA 结构的分辨率。

(C)长读长可跨越融合断点并解析完整转录本结构，补充短读长的局部片段证据。

(D)长读长通过连接跨转录本的多个 SNP，实现可靠的亲本等位基因分配；短读长则受限于稀疏的信息性 SNP 覆盖。



图8. 长读长测序驱动的转录组学下游分析

长读长测序驱动的转录组学下游分析

(A)差异转录本表达：基于表达矩阵，识别不同条件下丰度显

著变化的异构体。

(B)差异剪接分析：结合全长转录本结构，解析与条件相关的

可变剪接变化。

(C)异构体切换：比较同一基因内异构体的相对使用比例，识

别条件相关的使用偏好转变。

(D)异构体调控网络：关联异构体与候选调控因子及靶标，探

索异构体层面的调控关系。

(E)功能注释与预测：整合异构体功能特征，评估其对蛋白结

构域及生物学功能的潜在影响。

(F) 可视化与报告：通过基因组浏览器与综合报告展示结构、

表达及支持证据，促进结果解读与交流。



图9. 长读长转录组学研究的新兴前沿

长读长转录组学研究的新兴前沿

(A)长读长单细胞转录组：在单细胞水平解析

转录本异构体，揭示细胞间的转录多样性。

(B)长读长空间转录组：关联空间位置与全长

转录本结构，刻画异构体的空间分布。

(C)直接 RNA 测序：读取原生 RNA 分子，

结合信号分析识别 RNA 修饰。

(D)长读长多组学整合：融合转录本结构与多

层分子信息，探索异构体相关的调控机制。



总结

❑从基因表达迈向异构体解析：长读长测序揭示全长转录本、重复区域转录及关

联分子特征，深化对转录组复杂性的认识。

❑从技术选择贯通生物学解读：本综述整合平台、建库与计算分析策略，提供贯

穿实验设计和下游应用的全流程指南。

❑从当前挑战展望研究前沿：聚焦单细胞、空间、直接 RNA 修饰检测及多组学整

合，展望长读长转录组学的发展方向。
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