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摘要 真核生物染色质的高度有序空间架构是基因组功能行使的结构基础. 以高通量染色质构象捕获技术(high- 
throughput chromosome conformation, Hi-C)为核心的三维基因组学研究, 系统阐释染色质多层次折叠的三维组织 

形式. 单细胞三维基因组技术突破群体细胞平均化局限, 实现单细胞水平染色质空间构象解析, 为揭示发育分化 

与肿瘤异质性等生物学过程提供新维度认知. 整合多组学策略可有效克服单一维度局限, 阐明染色质空间动态与 

基因调控的因果关系. 本文系统综述三维基因组学关键技术原理及染色质特征结构, 重点剖析单细胞分辨率技术 

的核心优势, 并展望多组学整合策略在基因调控网络解析中的发展前景, 旨在为领域研究者提供技术演进的全景 

视角. 
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真核细胞中, 基因组DNA通过精巧的折叠形成致 

密的染色质结构, 动态调控着基因表达、DNA复制等 

核心生命活动. 长久以来, 科学家们始终在探索一个关 

键问题: 长达两米的DNA如何有序地压缩在微米级的 

细胞核内? 这种空间组织形式又如何灵活地协调不同 

的生物学功能? 这些问题的解答不断推动着三维基因 

组学领域的技术革新 [1]. 
三维基因组学是研究基因组在细胞内的三维构象 

及其功能的一个新兴学科. 2009年, 高通量染色体构象 

捕获(high-throughput chromosome conformation cap
ture, Hi-C)的出现, 将全基因组空间结构的检测带入 

一个新的时代 [2,3]. 该技术通过捕捉染色质空间邻近的 

DNA片段, 首次实现全基因组三维结构的定量解析. 

随着技术进步, 从早期群体细胞分析到近年单细胞分 

辨的实现, 成功揭示传统群体细胞检测手段无法捕捉 

的细胞间染色质构象异质性, 标志着该领域进入单细 

胞精度的新纪元 [4,5]. 
本文将从三个层面展开论述: 首先, 介绍三维基因 

组学的基础技术原理与发展历程, 解析染色质区室化、 

拓扑结构域等经典发现; 其次, 聚焦单细胞技术突破, 
通过了解染色质空间组织的新发现及其创新性实验设 

计方案, 阐明单细胞三维基因组学相较于传统群体细 

胞研究在揭示细胞异质性、解析动态调控网络方面的 

独特优势; 最后, 针对当前多组学整合研究趋势, 重点 

探讨单细胞三维基因组与转录组、表观组的联合分析 

策略及前沿应用. 通过串联技术发展、生物学发现与 
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跨组学整合, 本文旨在为领域研究者提供技术演进的 

全景视角. 

1 三维基因组学技术的发展 

长久以来, 人们对染色质三维结构的研究都依赖 

于显微观察. 从早期人们利用光学显微镜观察染色体 

的形态以及异染色质的分布, 到利用荧光原位杂交 

(fluorescence in situ hybridization, FISH)技术观察特定 

基因在细胞核内的位置 [6]. 然而, 传统显微手段受限于 

分辨率与通量, 仅能获取局部静态信息. 直至高通量测 

序技术出现后, 才实现全基因组水平的高分辨率三维 

结构解析. 
三维基因组学研究的里程碑始于2002年Dekker团 

队开发的染色质构象捕获技术(chromosome conforma
tion capture, 3C). 该技术通过物理交联、酶切连接与 

定量分析三个核心步骤, 实现染色质空间互作位点的 

特异性检测 [7]. 在此技术框架基础上, 后续衍生出靶向 

捕获特定位点与多位点互作的4C技术(circular chro
mosome conformation capture) [8], 实现中等通量检测 

的5C技术(chromosome conformation capture carbon 
copy) [9], 以及全面解析全基因组互作网络的Hi-C技 

术 [10]. 这些方法共同构成基于邻近连接原理的技术体 

系, 其中Hi-C因其高通量特性成为三维基因组研究的 

核心手段 [3].  
经典Hi-C实验通过以下核心步骤实现染色质空间 

互作捕获(图1A) [11]: (ⅰ) 甲醛交联固定染色质空间构 

象; (ⅱ) 限制性内切酶消化后, 对酶切末端进行补平与 

生物素标记; (ⅲ) 稀释条件下进行分子内连接, 使空间 

邻近的DNA片段形成嵌合连接体; (ⅳ) 超声破碎DNA 
并通过链霉亲和素磁珠特异性富集含生物素标记的连 

接产物; (ⅴ) 构建高通量测序文库, 最终通过生物信息 

图 1 基于高通量测序的三维基因组学技术方法原理图. A: 基于邻近连接的方法(Hi-C); B: SPRITE; C: GAM 
Figure 1 Schematic illustration of 3D genomics technologies based on high-throughput sequencing. A: Proximity ligation-based method (Hi-C); B: 
SPRITE; C: GAM  
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学分析识别线性距离远但空间邻近并接触的基因组互 

作位点(contact), 进而重构出整个基因组的三维结构. 
近年来也涌现出一系列非邻近连接的三维基因组 

研究方法, 其中最有代表性的是SPRITE (split-pool re
cognition of interactions by tag extension) [12]和GAM 
(genome architecture mapping) [13]. SPRITE是将交联后 

的细胞核超声粉碎后, 使得染色质断裂成许多小团的 

DNA-蛋白质复合物, 再对每个DNA-蛋白复合物进行 

多轮拆分-混合-标记(split-and-pool barcoding)操作, 赋 

予空间共定位片段相同分子条形码, 从而系统性解析 

多组分染色质互作网络(图1B). ChIA-Drop与SPRITE 
原理相似, 但使用不同的方法进行标记复合物条码标 

记 [14]. GAM则创新性地结合冷冻切片与统计学建模, 
通过分析超薄切片(~200 nm)内DNA片段的共定位频 

率反推三维空间邻近关系(图1C). 成像技术领域同样 

取得突破: 单分子定位显微术将FISH分辨率提升至 

~20 nm, 染色体示踪技术更可实时观测染色质动态构 

象变化 [15]. 这些方法与Hi-C形成技术互补, 共同构建 

多尺度三维基因组解析体系. 

2 染色质三维结构的基本特征 

2.1 染色体疆域 

染色体疆域(chromosome territory)的发现是三维 

基因组学的重要基石 [16]. 20世纪80年代, FISH技术首 

次证实哺乳动物间期染色体在核内呈区域性分布而非 

随机弥散 [17~20]. 这种空间排布模式类似被挤压在一起 

的许多纸团, 而非缠绕在一起的多股麻绳. Hi-C数据 

进一步验证该现象: 同一染色体内部互作频率显著高 

于跨染色体间互作, 即使对于线性距离超过千万碱基对 

的远端染色体区域亦是如此 [21,22]. 哺乳动物细胞中, 染 

色体疆域通常呈现拓扑隔离的椭球体结构, 相邻染色 

体间形成界面接触区而非结构缠结(图2A), 这种空间 

组织模式在维持染色质结构连续性的同时, 确保染色 

体功能的独立性 [23,24]. 

2.2 A/B区室 

Hi-C技术进一步揭示间期染色体的多层次空间组 

织特征. 在染色体疆域内部, 染色质进一步形成A/B区 

室化(A/B compartment)结构, 其空间划分与常染色质 

(转录活跃)和异染色质(转录沉默)的功能状态高度相 

关 [10]. A区室富含高表达基因, 呈现开放染色质特征; 
B区室则富集沉默基因, 对应致密染色质区域. 在Hi-C 
互作矩阵中, 这种区室化特征表现为跨数百万碱基的 

棋盘状交互模式: 同一区室内部呈现高频互作, 而A/B 
区室间互作显著受限(图2B) [21]. 值得注意的是, 这种区 

室化格局具有细胞类型特异性, 其动态重组与细胞分 

化过程中的转录重编程密切相关.  

图 2 真核生物染色体的层次折叠结构与接触图谱模式图. 
A: 染色体疆域; B: A/B区室; C拓扑关联结构域; D: 染色质环 
Figure 2 Hierarchical folding structures of eukaryotic chromosomes 
and patterns of contact maps. A: Chromosome territories; B: A/B 
compartments; C: topologically associating domains; D: chromatin 
loops  
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2.3 拓扑关联结构域 

进一步对高分辨率Hi-C接触矩阵分析显示, 染色 

体区室内存在大量亚结构, 在接触矩阵中呈现沿对角 

线的三角形高互作区域, 称为拓扑关联结构域(topolo
gically associating domain, TAD)(图2C) [25~27]. TAD的典 

型尺度为数十万至数百万碱基对, 其内部染色质位点 

优先发生空间互作, 而跨TAD的远程互作显著减少. 
TA D边界通常富集绝缘蛋白C C C T C结合因子 

(CCCTC-binding factor, CTCF)及黏连蛋白复合体, 基 

于“环挤出”(loop extrusion)模型的理论框架被证实为 

TAD形成的关键机制——黏连蛋白介导的DNA环动 

态延伸直至受阻于CTCF锚定位点 [28], 但众多研究也 

发现不同物种与细胞类型中TA D的成因可能不 

同 [29~33]. TAD被认为在不同细胞类型和物种之间趋于 

保守, 但需要注意的是, TAD划分受算法参数影响显 

著, 单细胞水平是否存在稳定TAD结构尚存争议 [34,35]. 

2.4 染色质环 

在最小尺度上, 染色质的基本结构单位是由146个 

碱基对的DNA缠绕组蛋白八聚体形成的核小体, 核小 

体通过有序组装形成染色质纤维, 进而通过空间折叠 

形成染色质环(chromatin loop) [24]. 染色质环在Hi-C接 

触矩阵中表现为一个离散的信号点, 其两端基因组位 

点的空间距离远小于线性序列间距(图2D). 功能型染 

色质环(如增强子-启动子环)通过介导远端调控元件与 

靶基因的特异性互作, 直接参与转录调控过程 [36]; 而 

结构型染色质环(如黏连蛋白复合体介导的环)则主要 

维持染色质的物理稳定性. 在黏连蛋白复合体、核纤 

层蛋白等的作用下也会形成结构性染色质环. 值得注 

意的是, 染色质环的精确解析可能为揭示顺式调控元 

件与靶基因的时空特异性互作提供关键结构基础.  

3 单细胞三维基因组技术 

群体三维基因组学研究因细胞异质性平均化效 

应, 难以解析细胞类型特异性或动态变化的结构特 

征 [37,38]. 单细胞三维基因组技术的突破性进展, 已经在 

哺乳动物胚胎 [39,40]、肿瘤 [41]、大脑 [42~44]、视网膜与嗅 

觉上皮 [45]等组织, 以及果蝇 [46,47]、水稻 [48]等物种中都 

观察到细胞类型特异的三维结构特征. 这种细胞种类 

特异性的结构同时也揭示使用三维基因组数据划分细 

胞类群的可行性, 例如利用A/B区室信息, Tan等人 [42] 

在鼠脑样本中鉴定出13种主要的神经元和神经胶质细 

胞类型. 
此外, 单细胞分析可以避免同步化处理, 从而重构 

出更接近真实情况的连续过程. 比如X染色体失活过 

程既发生在分裂旺盛的胚胎发育早期, 染色质结构又 

极受细胞周期影响, 而对小鼠胚胎干细胞的单细胞 

Hi-C分析能够精准检测到X染色体在分裂期的结构变 

化特征, 与X染色体失活过程中长程相互作用分阶段 

增强的过程 [49]. 单细胞Hi-C技术也成功准确捕捉到细 

胞周期中G1期到有丝分裂前区室化与短程相互作用 

的增强 [50], 精细胞 [51]、卵细胞 [52]以及受精卵 [53~55]发育 

过程中基因组特征结构的消失与重构、植物配子体发 

育 [56]等高异质性的细胞动态过程. 
单细胞分辨率数据还对经典群体研究结论具有重 

要修正意义. 早期单细胞Hi-C研究揭示: 虽然染色体区 

室等宏观结构在细胞群体中呈现高度一致性, 但长程 

染色质互作存在显著的细胞间异质性 [22]. 对小鼠单倍 

体胚胎干细胞三维结构的重构发现, A/B区室和核纤 

层相关结构域的分布在不同细胞之间是较为保守的, 
但TAD和染色质环结构在同类细胞的不同个体间存在 

极大差异 [57]. 单细胞中TAD结构的高度动态性, 尤其在 

边界处高度变化的现象也被之后的单细胞Hi-C研究与 

成像手段进一步证实 [58~60]. 

3.1 单细胞三维基因组技术的发展 

单细胞三维基因组技术的发展历程体现着方法学 

的持续革新. 2009年单细胞转录组技术的诞生 [61], 为单 

细胞组学研究奠定基础框架. 2013年, Nagano团队 [22] 

通过显微操作分离细胞核, 首次实现单细胞Hi-C技术 

突破, 在每个细胞中捕获到数万个接触点, 并成功解 

析小鼠X染色体三维结构. 在此之后, 单细胞Hi-C实验 

流程被多个实验室进一步优化. 2017年, Flyamer等 

人 [52]开发的snHi-C采用原位Hi-C的方法, 删除生物素 

修饰与富集的步骤, 将单个细胞中捕获的接触数提升 

至十万数量级, 并实现单细胞核起始的实验设计. 与 

此同时, Nagano等人 [52]引入多限制性内切酶体系与 

Tn5转座酶建库策略, 显著提升实验效率 [50]. 随后的 

DLO Hi-C利用MmeI限制酶特性, 通过片段长度筛选 

替代传统生物素富集, 有效降低背景噪音 [62,63].  
在技术灵敏度和分辨率方面, 单细胞Micro-C通过 
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微球菌核酸酶精细切割染色质, 将空间分辨率提升至 

千碱基级别 [64]. 而scNano Hi-C整合纳米孔测序的长读 

长优势, 首次在单细胞水平实现多重互作节点的同时 

检测 [65]. 值得关注的是, 谢晓亮团队 [66]开发的Dip-C技 

术通过整合单核苷酸多态性信息, 首次揭示二倍体细 

胞单倍型特异的染色质三维构象, 为等位基因特异性 

调控研究提供新视角. 这些方法学革新逐步突破单细 

胞三维基因组研究的核心瓶颈——从低通量、高噪音 

到高分辨率的技术跨越, 为解析细胞异质性背后的 

三维基因组动态奠定方法基础.  

3.2 单细胞三维基因组技术原理 

相较于批量实验, 单细胞三维基因组学实验需要 

克服的一个重要困难在于如何分离细胞并获得单细胞 

数据. 物理分离法作为单细胞三维基因组研究的经典 

策略, 其核心在于通过流式细胞分选或显微操作技术 

从异质细胞悬液中精准分离单个细胞(图3A和B). 该 

技术路线的核心优势在于普适性: 通过核酸条形码标 

记单细胞基因组, 可兼容多种实验体系. 为确保数据 

可靠性, 需在实验全程维持细胞核结构完整性, 因此 

经典单细胞Hi-C方案通常在群体细胞预处理阶段(如 

限制性酶切与邻近连接)后实施单细胞分离, 以最大限 

度保留染色质空间信息. 当前多数单细胞Hi-C研究采 

用此类“群体预处理-单细胞分选”策略. 但对于需在实 

验初始阶段分离单细胞的特殊体系(如配子细胞研究), 
可通过水凝胶包埋固定或微流控芯片辅助分选等技术 

实现单细胞低损耗操作 [52,56]. 这些改良方案通过物理 

限域作用替代传统离心步骤, 可以有效降低微量样本 

的DNA损失率.  
传统物理分选方法虽操作简便, 但通量受限显著: 

基于96孔板的单次分选仅能处理数十个细胞, 大规模 

研究需重复操作. 为此发展的商业化高通量平台突 

破这一瓶颈 ,  其技术路线呈现多样化发展 ,  其中 

ICELL8 cx, Fluidigm C1以及Chromium GEM-X是目 

前常见的三种商业化高通量组学实验平台(图3C). 以 

微孔板分选为核心的ICELL8 cx平台通过微流控技术 

实现单细胞精准分配至纳升级反应孔, 单次实验可处 

理上千细胞. 相比之下, Fluidigm C1系统借助微加工 

芯片构建独立微反应室, 实现单细胞隔离与平行处理. 
而Chromium GEM-X平台则采用液滴封装策略, 通过 

微流控技术将单细胞与DNA条形码微球共包裹, 大幅 

提升通量至万细胞级. Droplet Hi-C与dscHi-C就是在 

原位Hi-C后利用Chromium平台染色质可及性试剂盒 

进行单细胞建库实现高通量单细胞Hi-C实验, 成功解 

析小鼠脑发育及肿瘤演进中的三维基因组动态 [41,67]. 
这类高通量平台通过标准化操作流程, 将单细胞三维 

基因组研究的通量提升两个数量级, 显著降低单细胞 

数据获取成本. 
除商业化平台, 拆分-混合(split-and-pool)作为 

一种重要实验方法, 为高通量单细胞组学研究提供创 

新路径(图3D). 该策略起源于多肽库合成领域 [68], 单 

细胞组学借鉴这一方法, 其核心逻辑在于通过多轮样 

本拆分-条形码标记-混合重组操作, 使每个细胞获得 

独特的核酸标签组合, 从而无需物理分选即可实现单 

细胞信息追溯 [69]. 2017年, Ramani团队 [70,71]首次将该 

策略与Hi-C技术融合, 开发出sciHi-C技术, 一次实验 

图 3 分离单细胞的技术手段. A: 口吸管精确物理分离; B: 流式分选快速物理分离; C: 高通量技术平台添加单细胞条码; D: 
split-and-pool高通量添加单细胞条码 
Figure 3 Techniques for isolating single cells. A: Precise physical isolation using a mouth pipette; B: rapid physical isolation by flow cytometry 
sorting; C: high-throughput experiment platform for single-cell barcoding; D: split-and-pool strategy for high-throughput single-cell barcoding  
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就能获得数千细胞的Hi-C图谱. 他们采用单细胞组合 

编码(single-cell combinatorial indexed, sci)策略, 这种 

方法是基于split-and-pool的原理, 将每次拆分与混合 

操作融合进Tn5转座酶打断、建库等操作中, 从而减 

少连接标签的额外操作 [72]. 类似原理在染色质高阶互 

作解析中同样体现价值: SPRITE技术通过多轮拆分- 
混合循环对染色质复合物进行分子标记, 其单细胞版 

本通过预标记策略实现细胞身份识别 [39], 进一步拓展 

该策略的应用维度.  

3.3 基于成像方法的单细胞三维基因组技术 

除了基于高通量测序的方法, 成像技术的飞速发 

展为单细胞三维基因组研究提供全新的视角. 成像手 

段可以直接观测到单细胞结构以及基因位点的空间分 

布, 但传统FISH技术受限于空间分辨率与观测位点数 

量 [73]. 而超高分辨率显微术与多重标记策略的结合突 

破这些限制. 首先, 超高分辨率成像技术的出现极大 

地改善光学衍射极限(阿贝极限 [74])导致的空间分辨率 

不足的问题. 根据实现原理, 超高分辨率显微镜可以分 

为两类 [75]: 第一类是集合成像方法, 使用形成特定图 

案的光照对部分区域进行荧光激发或耗竭, 从而减小 

衍射干扰, 比如受激发射损耗显微镜(stimulated emis
sion depletion, STED) [76,77], 以及饱和结构照明显微镜 

(saturated structured illumination microscopy, 
SSIM) [78,79]; 第二种是单分子成像方法, 在每次拍摄时 

随机激活衍射极限区域内的单个分子, 然后从测量的 

所有单个荧光团的位置重建具有亚衍射极限分辨率的 

图像, 比如随机光学重建显微镜(stochastic optical re
construction microscopy, STORM) [80]和光激活定位显 

微镜(photoactivated localization microscopy, PALM) [81]. 
多重标记策略解决FISH方法观测位点数量低的 

问题. FISH技术通常只能使用几种荧光颜色通道, 难 

以满足重构基因组连续序列空间排布所需的千级以上 

数量的位点探测需求 [82]. 多重标记策略采用双步杂交, 
使用有限数量的二级DNA荧光探针杂交一级探针, 并 

利用微流控系统通过二级探针的连续多轮杂交和成 

像, 从而极大地提高探测通量 [83]. 基于这一策略开发的 

染色质示踪(chromatin tracing)技术能够重建长片段 

DNA的轨迹: 通过级联探针标记体系实现多轮检测: 
一级探针携带特异性DNA序列, 二级荧光探针杂交 

一级探针后实现信号放大, 通过多轮标记-淬灭不同的 

二级探针, 单次实验可解析数百个基因组位点的空间 

分布 [84]. 2016年, 首篇染色质示踪研究通过靶向设计 

千个探针, 成功绘制人20, 21, 22和X染色体的百万碱 

基分辨率的染色质三维空间互作图谱 [85]. 目前, DNA- 
MERFISH [86], DNA-seqFISH+ [87,88], ORCA [89], Hi-M [90], 
MINA [91]等成像手段已经能在选定区域内达到数千碱 

基、纳米水平的分辨率, 是未来研究单细胞三维基因 

组学的重要手段(表1). 

4 单细胞三维基因组与多组学前沿 

三维基因组学的一个重要局限在于, 其研究主要 

聚焦于染色质空间结构的解析, 难以直接揭示结构变 

化与基因功能调控之间的因果关系. 从海量的空间接 

触信息中识别具有生物学意义的调控性互作, 仍然面 

临显著挑战. 已有研究结果也表明, 仅凭三维结构信 

息往往难以从生理功能的角度对细胞类型进行有效划 

分 [101]. 单细胞多组学分析在一定程度上克服这一问 

题. 由于可以在同一细胞中同时获取不同组学层面的 

信息, 实现数据的高度匹配, 这一点是传统的群体细 

胞实验难以实现的. 将三维基因组结构信息与转录 

组、表观基因组等反映基因表达调控的组学数据进行 

联合分析, 不仅有助于区分细胞群体, 还能更深入地解 

释三维结构变化的机制及其功能意义(图4). 此外, 多 

组学方法还可以以某一组学为锚点, 整合其他维度的 

信息, 开展更高层次的单细胞组学研究 [102]. 综上所述, 
多组学策略极大地拓展三维基因组学的研究维度, 已 

成为当前该领域的重要发展方向.  

4.1 单细胞转录组与三维基因组 

基因组三维结构的变化与基因表达密切相关, 但 

二者之间的因果关系仍不明确. 通过在捕获染色质 

三维结构的同时进行转录组测序(RNA sequencing, 
RNA-seq), 可以依据不同功能类群的基因表达特征更 

为准确地识别细胞类型, 并将特定基因与其调控元件 

之间空间距离的变化与基因表达水平进行关联分析.  
HiRES 是首个实现单细胞三维基因组与转录组 

联合分析的研究 [95], 借助转录组信息, HiRES描述早 

期发育过程中基因组三维结构的动态变化, 并识别出 

细胞类型特异性的关键结构特征. 此外, 在分析小鼠 

胚胎中与转录变化存在关联的细胞差异性三维结构位 
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点时, HiRES观察到在时序上三维结构的变化广泛先 

于基因表达变化, 为证明三维基因组对基因激活的调 

控作用提供关键证据. 随后, scCARE-seq采用类似策 

略, 进一步分析细胞周期相关基因的转录与染色质结 

构变化之间的时序关系, 发现细胞周期中启动子-增强 

子相互作用的增强能够引起基因组转录水平的增 

加 [96]. LiMCA则通过核质分离的方法进行双组学测序. 
由于细胞质中mRNA拷贝数较高, 该方法在分选单细 

胞后裂解细胞膜, 利用含部分细胞质的上清进行转录 

组分析, 而将细胞核用于单管Hi-C实验 [97]. LiMCA通过 

研究表达水平不同的嗅觉受体基因与增强子之间的空 

间位置关系, 揭示嗅觉感觉神经元中“单细胞表达单一 

嗅觉受体”这一表型背后的空间调控机制. GAGE-seq 
技术采用split-and-pool策略, 实现Hi-C与RNA-seq双组 

学测序的高通量版本 [98]. 此外, Droplet Hi-C和dscHi-C 
在10× Genomics Chromium GEM-X平台的ATAC实验 

方案基础上进行优化, 实现高通量单细胞Hi-C与RNA- 
seq的联合测序 [41,67]. 基于SPRITE 技术开发的RD- 

SPRITE则在单分子水平捕捉RNA与DNA的空间高阶 

相互作用, 揭示非编码 RNA在核内功能区室形成中的 

潜在调控作用 [103]. 近期发表的MUSIC方法结合split- 
and-pool添加单细胞标签与10× Genomics液滴法添加 

单分子标签, 融合两种高通量策略, 对衰老过程中单 

细胞水平的 DNA-RNA高阶相互作用进行系统分 

析 [99]. 这些技术突破推动三维基因组研究从关联分析 

向机制解析的进一步转变.  

4.2 单细胞表观组与三维基因组 

DNA胞嘧啶5′甲基化(5′-methylcytosine, 5mC)是 

哺乳动物中最常见的DNA碱基修饰形式, 其动态修饰 

模式与顺式调控元件活性及基因转录调控高度耦合. 
三维基因组学通过解析染色质空间构象动态, 为揭示 

表观遗传修饰与基因表达的空间协同调控机制提供独 

特视角. Methyl-HiC与sn-m3C-seq技术通过耦合亚硫 

酸氢盐转化与Hi-C建库策略 [92,93], 在单细胞水平实现 

染色质互作网络与5mC修饰景观的同步解析. 基于技 

表 1 基于高通量测序的单细胞三维基因组学技术汇总 

Table 1 Overview of high-throughput sequencing-based single-cell 3D genomics technologies 

方法 发表时间 技术要点 

single-cell Hi-C [22] 2013 首次实现单细胞Hi-C.  

snHi-C [52] 2017 原位Hi-C方法, 可以单细胞核起始.  

improved single-cell Hi-C [50] 2017 多限制性内切酶体系、使用Tn5转座酶建库.  

sciHi-C [70] 2017 split-and-pool策略实现高通量单细胞Hi-C.  

Dip-C [66] 2018 整合单核苷酸多态性信息, 揭示二倍体细胞单倍型特异性三维空间结构.  

sn-m3C-seq [92] 2019 耦合原位Hi-C与亚硫酸氢盐转化, 实现单细胞三维基因组+5mC分析.  

Methyl-HiC [93] 2019 耦合原位Hi-C与亚硫酸氢盐转化, 实现单细胞三维基因组+5mC分析.  

s3-GCC [94] 2021 split-and-pool策略实现高通量单细胞Hi-C, 开发尿嘧啶接头转换方法提升建库过程捕获率.  

scSPRITE [39] 2022 采用split-and-pool策略实现高通量单细胞SPRITE.  

Single-cell DLO Hi-C [62] 2022 利用MmeI限制酶特性, 通过片段长度筛选替代生物素富集.  

HiRES [95] 2023 整合原位Hi-C与逆转录, 实现单细胞核三维基因组+转录组分析.  

scCARE-seq [96] 2023 整合原位Hi-C与逆转录, 实现单细胞核三维基因组+转录组分析.  

scNano Hi-C [65] 2023 采用第三代测序技术, 长读长检测多重互作节点.  

scMicro-C [64] 2023 (bioRxiv) 使用微球菌核酸酶精细切割染色质, 提升空间分辨率.  

LiMCA [97] 2024 核质分离方法实现三维基因组+转录组分析 

GAGE-seq [98] 2024 采用split-and-pool策略, 实现高通量单细胞核三维基因组+转录组分析.  

MUSIC [99] 2024 结合split-and-pool 添加单细胞标签与10× Genomics液滴法添加单分子标签, 分析DNA-RNA 
高阶相互作用.  

Droplet Hi-C [41] 2024 使用10× Genomics高通量平台, 实现高通量Hi-C, 以及拷贝数变异、染色体外DNA、转录组 
的分析.  

dscHi-C  [67] 2025 使用10× Genomics高通量平台并优化方案, 实现高通量Hi-C, 与三维基因组+转录组分析.  

ChAIR [100] 2025 融合ChIA-Drop的远程互作富集策略与10× Genomics高通量平台, 实现单细胞三维基因组 
+染色质可及性+转录组分析.    
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术优化, Ecker团队 [43]应用sn-m3C-seq系统绘制人脑单 

细胞三维表观基因组图谱, 揭示29种神经细胞类型特 

异的染色质结构-甲基化共调控模式, 证实特定DNA 
甲基化修饰对染色质拓扑区室化的定向调控作用.  

三维基因组多组学技术还可以通过特异性富集 

或者添加单分子标签, 将不同组学数据精确匹配. 其 

中, 染色质可及性测序(assay for transposase-accessible 
chromatin using sequencing, ATAC-seq)作为表观遗传 

研究的重要工具, 利用Tn5转座酶对开放染色质区域 

的特异性标记, 可精准解析转录因子结合位点与染色 

质开放区动态 [104]. 基于此开发的多组学整合技术 

ChAIR, 通过融合ChIA-Drop的远程互作富集策略与 

10× Genomics平台分子条形码系统, 首次实现单细胞 

水平三维基因组、染色质可及性与转录组三模态联 

合分析, 证明细胞中启动子与远端调控元件建立相互 

作用, 随后启动子区域染色质开放, 最终激活基因转 

录的基因表达调控时序, 并且不同细胞周期阶段三者 

之间的响应速度不同 [100]. 此外, 群体细胞层面的技术 

迭代同样值得关注: HiCAR通过Tn5转座酶插入位点 

定向捕获开放区域邻近序列 [105]; ChIATAC在Hi-C后 

进行Tn5插入, 再用生物素富集互作开放位点 [106]; 
Trac-loop与其改进版本Hi-TrAC则是设计一种双端包 

埋的插入序列, 形成二价Tn5转座复合体, 插入并连接 

两个临近的开放位点 [107,108]. 此外, ChIA-PET [109], 
HiChIP [110], ChIA-Drop [14]等技术通过抗体介导的靶向 

富集策略, 解析特定表观修饰或转录因子相关的染色 

质互作网络. 需要指出的是, 该类技术体系虽通过靶 

向富集(如抗体介导的特异性捕获)或分子标签引导 

(如转座酶插入位点限定)提升目标区域分辨率, 但此 

类策略导致检测范围受限于预设的功能元件或开放 

区域, 可能会对非靶向区域染色质互作信息检测造成 

一定偏差. 

4.3 基于成像方法的多组学 

成像技术在空间多组学整合中展现出独特优势. 
FISH技术通过多模态探针设计, 可在单次实验中同步 

解析染色质三维构象、RNA空间分布及蛋白质定位 

信息. 最新进展表明, 基于多轮标记-淬灭策略的多模 

态FISH技术已实现三维基因组构象、转录组及蛋白 

质组的同步解析, 其空间分辨率可达亚细胞器水平 [15]. 
这种原位多组学策略为揭示染色质动态与基因表达调 

控的空间偶联机制提供关键方法支撑.  

5 展望 

测序技术的突破性进展推动三维基因组学在过去 

二十年实现跨越式发展. 从群体细胞分析到单细胞分 

辨率的实现, 技术迭代不断突破空间尺度的限制, 使 

研究者得以深入解析染色质的多层级组织结构. 单细 

胞组学的引入进一步使构建个体化的三维基因组图谱 

成为可能, 为揭示发育分化、疾病进程等生物过程中 

的细胞异质性提供全新视角. 然而, 相较于转录组等 

较为成熟的单细胞组学领域, 三维基因组研究仍面临 

数据积累不足、机制解析不清等挑战. 例如, 拓扑关 

联结构域(TAD)的单细胞动态性, 以及细胞类型特异 

性三维结构的调控机制等关键科学问题仍亟待深入 

探索.  
三维基因组学的发展高度依赖于技术的进步. 基 

于高通量测序的研究方法经过近二十年的演进已日趋 

图 4 单细胞三维基因组学与其他组学. A: 增强子与靶基因 
邻近激活转录; B: 甲基化修饰的活性调控元件与靶基因接 
触发挥功能; C: ATAC标定开放区域, 观察激活的调控元件 
与基因间的位置关系; D: 增强或抑制活性的组蛋白修饰影 
响空间邻近的调控元件与基因 
Figure 4 Single-cell 3D genomics integrated with other omics 
approaches. A: Enhancers activate transcription by spatial proximity 
to their target genes; B: methylation-modified regulatory elements 
interact with target genes to exert their functions; C: open chromatin 
regions identified by ATAC are used to examine spatial relationships 
between active regulatory elements and genes; D: histone modifications 
that enhance or repress activity influence the spatial proximity between 
regulatory elements and genes  
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成熟, 但在分辨率、通量与成本之间仍难以兼顾, 特别 

是在单细胞层面, 如何克服数据稀疏性的同时提升分 

辨率, 仍是技术发展的重要瓶颈. 为解决这一问题, 基 

于成像的方法展现出良好前景. 与测序方法需借助算 

法间接重构染色质空间结构不同, 成像技术能够直接 

观察基因组在核内的空间定位, 具备可视化的独特优 

势. 目前部分新兴成像方法的分辨率已基本可与Hi-C类 

技术相媲美, 若能在成本控制与操作门槛方面进一步 

优化, 有望在未来获得更广泛的应用.  
此外, 单细胞三维基因组学的另一核心挑战在于 

染色质结构本身难以直接与功能建立联系, 导致现阶 

段许多研究仍停留于现象描述层面, 缺乏对结构形成 

机制及其功能意义的深入探讨. 单细胞多组学技术为 

解决该问题提供新的方向. 近两年发表的三维基因组 

与转录组、染色质可及性的多组学研究逐步证实, 增 

强子-启动子相互作用的建立激活基因转录的调控模 

式在不同细胞中广泛存在. 但这些研究结果中基因表 

达对三维基因组变化响应情况的差异性, 也暗示基因 

组三维结构与转录之间的调控网络可能更为复杂, 并 

在不同分化轨迹的细胞间存在差异. 研究不同组织与 

发育过程中三维基因组与基因表达调控之间关系, 将 

是多组学方法下一步的应用热点. 未来, 通过整合更 

多类型的组学信息, 系统解析细胞三维基因组结构的 

成因, 并探索生命活动与疾病过程中结构功能之间的 

潜在联系, 将成为单细胞三维基因组学发展的关键 

重点.    
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The highly ordered chromatin architecture in eukaryotic nuclei provides the structural foundation for genome function. Advancements 
in 3D genomics technologies, particularly chromatin conformation capture (Hi-C), have systematically decoded the hierarchical 
folding principles of chromatin. Single-cell 3D genomic approaches circumvent population-averaging limitations, resolving cell-to- 
cell heterogeneity in chromatin architecture and offering unique insights into developmental processes and oncogenic transformation. 
Integration with multi-omics addresses the technical constraints of single-modal analysis, establishing causative links between spatial 
chromatin dynamics and transcriptional regulation. This review delineates fundamental methodologies in 3D genomics, evaluates the 
technical merits of single-cell approaches, and discusses emerging paradigms for multi-omics integration in deciphering gene 
regulatory networks, offering researchers a comprehensive panorama of technological evolution in this field. 
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