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ПРИМЕНЕНИЕ СЕКВЕНИРОВАНИЯ НОВОГО 
ПОКОЛЕНИЯ (NGS) В МЕДИЦИНЕ

ГУ «РНПЦ радиационной медицины и экологии человека», г. Гомель, Беларусь

В обзоре представлены сведения об основных принципах и технологиях генного сек-
венирования нового поколения (next-generation sequencing, NGS). Обсуждается ряд со-
временных работ, касающихся возможностей, принципов и этапов NGS, а также приме-
нения NGS в различных разделах медицины: генетические заболевания, онкологические 
болезни, фармакогенетика и фармакогеномика. Развитие NGS-технологий открывает но-
вые перспективы персонализованной медицины. 

Ключевые слова: секвенирование нового поколения, медицина, генетика, диагностика

УДК 616-071:575:577.212.3/.8(048.8) В.М. Мицура

Введение

Технологии секвенирования (от лат. 
sequentia – последовательность) использу-
ются для определения первичной структу-
ры биомакромолекул (нуклеиновых кислот, 
белков и полисахаридов). Секвенирование 
нуклеиновых кислот (ДНК и РНК) позволя-
ет установить их нуклеотидную последова-
тельность и описать первичную структуру 
макромолекулы в текстовом виде. Таким 
образом можно изучить последовательно-
сти участков генов, целых генов, тотальной 
матричной РНК (мРНК) и даже полных ге-
номов организмов [1].

Первые технологии секвенирования 
были предложены в конце 1970-х годов. 
Одним из первых методов являлось секве-
нирование по Сэнгеру, с помощью которо-
го удалось определить некоторые мутации 
и первопричину генетических заболева-
ний человека. Метод способен идентифи-
цировать короткие тандемные повторы и 
секвенировать отдельные гены, однако 
требует большого количества времени и 
позволяет обрабатывать только относи-
тельно короткие последовательности ДНК 
(до 1000 пар оснований) одновременно. 
Тем не менее, амбициозный проект «Ге-
ном человека», завершенный в 2003 году, 
осуществлялся именно на базе секвенато-
ров, работающих по методу Сэнгера. До 
сих пор этот метод является самым попу-
лярным и надежным [2].

За последние 20 лет методы секвени-
рования продолжали совершенствоваться. 
Применение новых технологий получения 
и обработки генетической информации 
позволило радикально снизить стоимость 
полногеномного секвенирования – с 10 
млн. долларов США до 1000$ и даже до 
600$ [2, 3]. 

«Секвенирование нового поколения» 
(next-generation sequencing, NGS), пред-
ставляет собой технологию массового 
параллельного секвенирования (MPS, 
massive parallel sequencing) которое позво-
ляет одновременно расшифровать боль-
шое количество участков генома. В ходе 
исследования могут анализироваться до 
сотен миллионов и миллиардов нуклеотид-
ных последовательностей за один рабочий 
цикл, а отличительной особенностью этих 
методов является многократное прочтение 
анализируемой нуклеотидной последова-
тельности [4, 5].

Современные возможности NGS

Секвенирование нового поколения при-
меняется как для анализа геномов организ-
мов, для которых уже доступен референс-
ный геном (ресеквенирование), так и для 
того, чтобы впервые расшифровать геном 
организма (секвенирование de novo). Эти 
задачи решаются по-разному. Для ресек-
венирования применяют платформы, гене-
рирующие большое количество коротких 
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фрагментов ДНК, которые при биоинфор-
матическом анализе данных соотносятся с 
референсным (ранее отсеквенированным) 
геномом конкретного вида. Такие вырав-
ненные чтения могут использоваться для 
поиска однонуклеотидных полиморфиз-
мов (single nucleotide polymorphisms, SNP), 
малых делеций и инсерций или других 
структурных изменений в геноме. Анализ 
нового генома, неопубликованного ранее 
(секвенирование de novo), ставит перед ис-
следователем более сложные задачи по со-
единению единичных фрагментов в цель-
ную последовательность, для чего необ-
ходимы многочисленные математические 
алгоритмы и огромные вычислительные 
мощности [4, 6]. 

Использование NGS в медицинских 
исследованиях можно условно разделить 
на следующие группы [7, 8]:

1) определение последовательности 
всей ДНК (полногеномное секвенирова-
ние – whole-genome sequencing, WGS);

2) определение последовательности 
белок-кодирующих участков генома (пол-
ноэкзомное секвенирование – whole-exome 
sequencing, WES);

3) определение последовательности 
интересующих генов (от «клинических 
экзомов», CES, которые включают около 
5000 клинически значимых генов, до ма-
лых таргетных панелей, анализирующих 
1-3 гена);

4) секвенирование транскриптома 
(РНК-секвенирование), которое часто ис-
пользуется в онкологии для классифика-
ции опухолей, нахождения неоантигенов, 
поиска новых химерных генов и т. д.

Геном человека составляет примерно 
3,2×109 пар нуклеотидов (п.н.). Кодирую-
щая часть всех генов называется экзом, ко-
торый у человека содержит около 20 тысяч 
генов и составляет примерно 1,5% от всего 
генома. При этом не менее 80-90% извест-
ных мутаций, вызывающих различные за-
болевания, происходят именно в этой об-
ласти. Секвенирование экзома значительно 
дешевле и проще в обработке, однако с его 
помощью достаточно затруднительно на-

ходить крупные инсерции и делеции генов, 
а также большие генные перестройки [6]. 

Эпигеномика изучает совокупность 
эпигенетических модификаций генетиче-
ского материала клетки, регулирующих 
активность генов. Существуют и так назы-
ваемые постгеномные технологии, позво-
ляющие оценивать изменения на уровне 
клетки, ткани или организма в целом: на-
бор мРНК (транскриптомика), набор бел-
ков (протеомика), совокупность всех мета-
болитов (метаболомика) [9]. 

Открываются широкие перспективы 
персонализированной медицины, позво-
ляющей индивидуально определять про-
гноз различных заболеваний, назначать 
соответствующее лечение. Геномные и 
постгеномные технологии уже начинают 
входить в повседневную клиническую 
практику [10, 11].

Принципы и этапы осуществления 
секвенирования нового поколения

Этапы NGS в общем представляют 
собой: 1) получение множества коротких 
фрагментов ДНК или молекул мРНК и 
лигирование адаптеров; 2) амплификация 
(умножение) этих коротких последователь-
ностей; 3) получение библиотеки генов 
(т.е. набора фрагментов ДНК из данного 
образца) для последующего секвенирова-
ния; 4) высокопроизводительное прочте-
ние нуклеотидных последовательностей в 
этом множестве генных фрагментов. Далее 
полученный массив данных обрабатывает-
ся на компьютере при помощи математиче-
ских алгоритмов и сравнивается с образца-
ми (референсными последовательностями 
генов) [1, 3, 4]. 

Геномные секвенаторы (приборы, на 
которых проводят секвенирование) для 
исследовательских и прикладных про-
ектов выпускаются различными произ-
водителями, из которых в настоящее вре-
мя шире всего представлены: Illumina, 
Thermo Fisher Scientific, Oxford Nanopore 
Technologies, Pacific Biosciences и другие 
[3, 11]. Они различаются по своим техни-
ческим характеристикам. Условно можно 
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сравнить производительность этих аппара-
тов по выходу секвенирования (суммарный 
размер произведенных сиквенс-данных, 
output), который измеряется в млн. или 
млрд. п.н. (англ. Mb, Gb) за определенное 
время. Следует отметить, что модельный 
ряд приборов для секвенирования совер-
шенствуется весьма быстрыми темпами. 
На рынок секвенаторов в настоящее время 
выходят новые производители, среди ко-
торых BGI (Китай, www.bji.com), Nebula 
Genomics (США, https://nebula.org), Axbio 
(США, Китай, www.axbio.cn) и другие. Но-
вые разрабатываемые методики секвени-
рования, в том числе основанные на иных 
технологиях, позволяют добиться миниа-
тюризации, автоматизации, большей про-
изводительности приборов и удешевления 
процесса [11, 12].

Рассмотрим применение технологий 
NGS в медицине по следующим направле-
ниям: генетические заболевания, онколо-
гические болезни, фармакогенетика и фар-
макогеномика.

Генетические заболевания

Известно большое количество наслед-
ственных заболеваний, которые нарушают 
качество жизни пациентов, приводя к инва-
лидизации и раннему летальному исходу. 
Отсутствие эффективных тестов затрудня-
ет постановку диагноза, что влечет за со-
бой невозможность корректного прогноза 
и соответствующего лечения. Примене-
ние секвенирования позволило установить 
генные дефекты для многих заболеваний и 
разработать специальные панели геноти-
пирования [1, 2, 4]. 

По сравнению с традиционными ме-
тодами тестирования ДНК, NGS гораздо 
более эффективно может выявлять генные 
и хромосомные аберрации. Тестирование 
на мутации при врожденных заболеваниях 
может включать целевое панельное, пол-
ное экзомное, полногеномное или секвени-
рование митохондриальной ДНК [13].

Таргетные панели для генов, ассоци-
ированных с определенным клиническим 
фенотипом, обычно являются первой ли-

нией тестирования на наследственные рас-
стройства, в то время как секвенирование 
всего экзома зарезервировано для случа-
ев, когда таргетное тестирование было не-
информативным. Такие таргетные панели 
включают от нескольких до сотен генов, на-
боры которых могут различаться в зависи-
мости от лаборатории. Их применение воз-
можно для широкого спектра наследствен-
ных заболеваний, таких как иммунодефи-
циты, синдромы недостаточности костного 
мозга, слепота, глухота, митохондриальные 
расстройства, почечные расстройства, не-
врологические расстройства, заболевания 
соединительной ткани, кардиомиопатии и 
синдромы предрасположенности к раку, и 
прочих. Тестирование всего экзома часто 
включает в себя тестирование ребенка и 
обоих родителей, для облегчения интерпре-
тации результатов. Кроме того, технологии 
NGS используются для анализа бесклеточ-
ной фетальной ДНК в крови беременной 
женщины, что позволяет эффективно выяв-
лять генные нарушения у плода и избежать 
инвазивных процедур [11, 13, 14].

Генетическое исследование индиви-
дуальных геномов, кроме научных и ме-
дицинских, имеет целый ряд этических и 
нормативных проблем, которые активно 
обсуждаются в последнее время [15].

Онкологические болезни

Злокачественные опухоли сейчас рас-
сматриваются как геномное заболевание, и 
выявление характерных геномных аберра-
ций при раке стало неотъемлемой частью 
так называемой точной («прецизионной») 
медицины. NGS можно использовать для 
идентификации различных геномных из-
менений, включая SNP, инсерции/делеции, 
мутации онкогенов и генов-супрессоров 
опухоли, и гибридные гены при гематоло-
гических или солидных злокачественных 
новообразованиях [14, 16]. 

Области применения секвенирования 
в онкологии включают скрининг или диа-
гностику рака, мониторинг прогрессиро-
вания или рецидива и подбор терапии для 
пациента с известным диагнозом рака [17].

Обзоры и проблемные статьи
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Хотя доступность секвенирования все-
го генома, экзома или транскриптома уве-
личивается, целевое секвенирование генов 
является методом выбора в клинических 
лабораториях для диагностики рака. Не-
большие панели NGS (<50 генов) могут 
применяться для конкретных видов рака, 
таких как острый миелоидный лейкоз или 
рак молочной железы. Любой данный ген 
в пределах панели может быть полностью 
или только частично секвенирован (напри-
мер, клинически значимые участки, «горя-
чие точки»). Секвенирование всего экзома 
и всего генома в настоящее время не ис-
пользуется в практике для тестирования 
онкологии [11, 17].

В настоящее время во многих стра-
нах NGS тестирование уже включено в 
протоколы диагностики различных видов 
рака. Именно молекулярно-генетическая 
характеристика опухоли определяет по-
следующее лечение таргетными препара-
тами. Пример – Oncomine Dx Target Test, 
разработанный компанией Thermo Fisher 
(США), который был первым диагности-
ческим тестом такого рода, одобренным 
FDA США в июне 2017 года. Этот тест 
одновременно оценивает варианты в 23 ге-
нах, связанных с немелкоклеточным раком 
легкого и его результаты используются для 
спе цифической таргетной терапии [18]. 

Так, исследователями из США было 
показано, что тестирование NGS панелей 
имело клиническое значение в 88,7% слу-
чаев лейкозов / лимфом, 90,6% опухолей 
центральной нервной системы (ЦНС) и 
62,6% солидных опухолей у детей [19]. Во 
Франции анализы NGS повлияли на изме-
нение схемы лечения (назначение таргет-
ных препаратов) у 20% пациентов [20].

Неоднородность рака, ограниченное 
количество образцов биопсии рака и инва-
зивные процедуры – вот некоторые из про-
блем молекулярной диагностики и монито-
ринга солидных опухолей [11, 17]. 

Перспективным направлением явля-
ется применение NGS для тестирования 
циркулирующей опухолевой ДНК в крови 
или других биологических жидкостях. Это 

исследование часто называют «жидкой би-
опсией». В частности, ее можно применять 
для мониторинга минимальной остаточной 
болезни – выявления небольшого числа ра-
ковых клеток, которые остаются в организ-
ме в процессе или после лечения опухоли. 
Данные методики могут также использо-
ваться для мониторинга болезни в реальном 
времени, выбора терапии и диагностики 
рака на ранних стадиях заболевания [21]. 

Фармакогенетика и фармакогеномика

Индивидуальные различия в ответе на 
медикаменты могут быть результатом вари-
аций генов, контролирующих фармакоки-
нетику или фармакодинамику лекарствен-
ных средств. Индивидуальные различия в 
абсорбции, распределении, метаболизме и 
выведении лекарств приводят к изменениям 
фармакологических эффектов, генетические 
вариации в генах-мишенях лекарственно-
го средства будут влиять на концентрацию 
лекарственного средства, необходимую для 
оптимального ответа на лекарственный пре-
парат. Фармакогенетические исследования 
были сосредоточены на генах, кодирующих 
ферменты, метаболизирующие лекарства, 
транспортные белки и мишени для лекарств 
(часто называемые фармакогенами), с уче-
том влияния других лекарств и факторов 
окружающей среды [10, 22]. 

Фармакогенетика известна как иссле-
дование наследственной изменчивости 
ответа на лекарственные препараты, тог-
да как фармакогеномика понимается как 
более всеобъемлющий, общегеномный 
подход к ответу на лекарства. На сегод-
няшний день изучено большое количество 
SNP, влияющих на метаболизм медика-
ментов. Это, например, изменчивость в 
генах цитохрома P450s, глутатионтранс-
феразы, UDP-глюкуронозилтрансферазы, 
витамин К-редуктазы (VKORC1), 
β-адренорецепторов 1 и 2 (ADRB1 и 2) и 
других [22].

На основе исследований фармакоге-
нетики разрабатываются рекомендации 
по лекарственной терапии, учитывающие 
различные дозы и схемы применения ле-
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карственных средств для лиц с различным 
генотипом. Клинические рекомендации по 
назначению лекарств на основе генотипа 
пациентов доступны онлайн (например, 
ресурс cpicpgx.org). В рекомендации уже 
включены более 30 препаратов, включаю-
щие антикоагулянт варфарин и антиагре-
гант клопидогрель, снижающий уровень 
холестерина симвастатин, иммунодепрес-
санты азатиоприн и меркаптопурин, проти-
вовирусный препарат абакавир, лекарство 
от подагры аллопуринол и противоэпилеп-
тический карбамазепин. Многие произво-
дители этих лекарств уже включили фар-
макогенетические маркеры в инструкции 
по применению препаратов. Список этих 
маркеров продолжит пополняться по мере 
накопления новых данных [22, 23].

Редкие вариации метаболизма лекарств 
и генов ответа составляют еще не выявлен-
ную часть индивидуальных различий в ле-
карственной терапии. NGS представляет 
собой многообещающую новую техноло-
гию, позволяющую быстро, экономично 
и всесторонне прогнозировать фенотипы 
отдельных лекарств у пациентов и, таким 
образом, более адекватно корректировать 
дозы на основе генотипа [4, 22].

Заключение

NGS – это революционная технология, 
открывающая новые возможности для ме-
дицины. Многие клинические лаборато-
рии уже внедрили технологию NGS для 
диагностики генетических нарушений, 
геномного профилирования для точной 
онкологии и подбора адекватной лекар-
ственной терапии. Однако остаются и не 
до конца нерешенные вопросы в анализе, 
интерпретации и хранении данных. Кроме 
того, на сегодняшний день внедрение NGS 
в клинико-диагностических лабораториях 
требует значительных ресурсов, что зача-
стую непозволительно дорого для многих 
небольших лабораторий. Предполагается, 
что применение геномного секвенирова-
ния будет расширяться, решая все большее 
количество диагностических и лечебных 
задач в различных отраслях медицины.
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V.M. Mitsura

THE APPLICATION OF NEXT-GENERATION 
SEQUENCING (NGS) IN MEDICINE

In this review, the basic principles and technologies of next-generation sequencing (NGS) 
are presented. A number of modern references concerning principles and stages of NGS, as 
well as the use of NGS in various branches of medicine: genetic diseases, oncological diseases, 
pharmacogenetics and pharmacogenomics, are discussed. The development of NGS technolo-
gies opens up new perspectives for personalized medicine.

Key words: next-generation sequencing, medicine, genetics, diagnostics

Поступила 16.03.21


