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细胞是所有生物体的基本单位，所有细胞的功

能及细胞之间、细胞与非细胞之间的相互作用决定

了机体内所有组织和器官的生理机能［1］。目前，人

们对细胞类型起源、进化和多样性等方面的研究已

取得了一定进展，但还不够深入。同时，对于哺乳

动物体内细胞类型的数量还未形成普遍共识［2-3］。

哺乳动物的器官是由多种细胞类型所组成，它们通

过配体 - 受体的相互作用来发出信号，以维持体内

平衡和确保机体的发育，而单细胞 RNA 测序（single-
cell RNA sequencing，scRNA-seq）的数据有助于解

析这种细胞间的相互作用［4］。典型的 scRNA-seq 由

6 个步骤组成：单细胞和 RNA 的分离、逆转录、扩增、

文库生成和测序。近年来，scRNA-seq 已广泛应用

于各个领域，随着二、三代测序技术不断发展和迭

代［5］，scRNA-seq 已成为有效评估单个细胞转录组

的有力方法［6］。

1 转录组和单细胞转录组

为了理解生命现象的本质，阐明构成生物体的

细胞生物学机制是重要的。RNA 在细胞生物过程中

发挥重要功能，转录组是指在特定的细胞类型、组
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织或生物体中为特定的生理或病理条件而转录得到

的一套完整的基因转录本，它可以提供与细胞表型

直接相关的信息。转录组学的研究目的在于解释基

因组功能的输出，比较在特定条件下的细胞或组织，

以确定其基因表达的变化［7］。然而转录并不是一个

连续的过程，它发生在短时间内，并且因基因而异［8］。

同样的，在同一类型的细胞中，基因在哪些细胞中

表达，在何种程度上表达，都存在异质性。对于基

因表达的变化程度无论是随机的还是有规律的，无

论它是否驱动或促进生物变化，都是人们争论的焦

点，也是单细胞分析的重点［9］。

近年来，scRNA-seq 已成为量化单个细胞转录

组范围内 mRNA 表达的主要方法。它不仅能够对

异质细胞群进行详细分析，还能用于揭示谱系关系

和发现新的细胞类型。传统意义上研究细胞的特征

在于形态学观察或解析每种细胞类型的分子组成，

而 scRNA-seq 可以通过转录组的聚类促进这些细胞

的分类，即使仅有一个细胞，scRNA-seq 也能识别

出异质细胞类型和分子状态［10］。传统的 RNA-seq 
（RNA sequencing）忽略了单个细胞之间的差异，并

将细胞群视为是同质的，而 scRNA-seq 可识别单个

细胞的亚群，能够用于表征亚群结构和转录调控机

制，并了解疾病和免疫学的进展［11］。使用 RNA-seq

的方法，每个基因的平均表达水平可以在组织的所

有细胞中获得，而组织样本的细胞和遗传异质性可

以用 scRNA-seq 精确量化［12］。

scRNA-seq 作为表征单个细胞的强大工具，不

仅可以描述分子细胞表型或细胞“状态”，还能预测

细胞间的相互作用和细胞状态的转变［13］。RNA-seq

的传统技术测量样本中细胞的平均基因表达并识别

样本条件之间的差异，而 scRNA-seq 测量单个细胞

的基因表达并可以识别一个或多个样本中细胞之间

的差异［10］。单细胞基因表达的大规模调查有可能揭

示稀有细胞群和谱系关系，但需要有效的细胞捕获

和 mRNA 测序方法［14］。

2 scRNA-seq 技术

2.1 scRNA-seq平台

目前，国内外研究机构使用的大规模单细胞

转 录 组 测 序 平 台 主 要 有 5 种 ：IIIumina® Bio-Rad® 

Single-Cell Sequencing Solution、BD RhapsodyTM、10x 
Genomics、ICELL8 Single-Cell System 和 C1TM 单细胞

全自动制备系统。各平台各有特点，IIIumina® Bio-
Rad® Single-Cell Sequencing Solution 的优点在于操作

简单，一次性可测 8 个样本，测序成本相对较低，

但缺点是捕获效率低，仅为 3%，可研究单细胞在

组织功能、病情进展和治疗反应方面的协同作用。

ICELL8 Single-Cell System 的优点是工作流程较简便，

每次运行可分离 500-1 000 个细胞，通量高，周期快，

并在一定程度上降低了测序成本，但该平台的细胞

捕获效率只有 30%。C1TM 单细胞全自动制备系统的

优点是可以获取到转录组的全长信息，但是缺点是

通量低、周期慢、操作较困难和价格较贵。而 10x 
Genomics 和 BD RhapsodyTM 更广泛的被应用于发育、

免疫和疾病等研究领域，可以根据其需求进行选择

（表 1）。

表 1 10x Genomics 和 BD RhapsodyTM 的选择

Table 1 10x Genomics and BD RhapsodyTM options

Items 10x Genomics BD RhapsodyTM

单细胞分离 微流控芯片，油包水 蜂巢板（scanner 检测）

通量 同时测 8 个样本 最多可测 4 个样本

细胞活性 85% 以上 65% 以上

细胞直径 小于 40 μm 小于 40 μm

表面蛋白检测 可以 可以

Single Cell ATAC-SEQ 可以 不能

现阶段，高通量单细胞测序平台主要是基于

序列标签来识别单细胞，其核心技术是给每个细

胞 添 加 一 个 独 特 的 分 子 标 识 符（unique molecular 
identifier，UMI）， 在 测 序 时 把 携 带 相 同 UMI 的 核

酸序列视为来自同一个细胞。10x Genomics 采用微

流控技术原理分选单细胞，将单细胞悬液样品和带

有标签的凝胶珠，通过微流体芯片，包裹在一个

微滴之中 ；在微滴中进行逆转录反应后，每个单

细胞的 cDNA 文库会带有 UMI ；最后，将所有的单

细胞 cDNA 文库混在一起进行文库构建和测序，再

通过数据分析、识别标签，区分来自特定单细胞

的 mRNA 序列。与其他高通量捕获平台相比，10x 
Genomics 的优点是细胞捕获效率高、周期快速，成
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本最低且操作简便，但是 10x Genomics 也存在一定

的局限性，如仅对 3' 端进行测序，成本昂贵，覆盖

率相对较低［15］。BD RhapsodyTM 采用微孔捕获技术

原理分选单细胞，在微孔中一个细胞与一个标签标

记的磁珠匹配 ；细胞裂解，mRNA 被磁珠上的标签

序列捕获 ；然后将捕获了 mRNA 的磁珠进行回收，

并完成 cDNA 合成、建库和测序 ；最后通过数据分

析，根据标签序列来区分不同细胞的 mRNA 序列。

BD RhapsodyTM 的优点是可实现多样本混合捕获，它

不仅具备成像系统，还能观察细胞相关信息和实现

转录组 - 蛋白组联合分析。

2.2 scRNA-seq主要技术类型

scRNA-seq 已经成为鉴定和表征细胞类型、状

态、谱系的核心工具［16-17］。至今，已有超过 10 种

的 scRNA-seq 技术被研究报道，因为每种技术构建

文库的方法不同（如何标记原始细胞的转录本），所

以其测序表现存在一定差异。目前被广泛应用的

scRNA-seq 技 术 有 ：Smart-seq、Smart-seq2、SCRB-
seq、CEL-seq、MARS-seq、Drop-seq。这些方法在使

用 UMI 序列方面有所不同，因为 UMI 序列可以区分

来自原始 mRNA 分子的片段和 cDNA 扩增过程中产

生的复制片段。但是各种方法的数据处理是相同的，

每种方法给定的细胞数量可用于比较灵敏度、准确

度、精密度、功率和成本效率［18］。随着对原有方法

的不断改进和新方法的发展，scRNA-seq 将成为一

个快速发展的领域［19］。下面我们就这 6 种 scRNA-
seq 做了简单的介绍。

2.2.1 Smart-seq Smart-seq 是 用 oligo dT 引 物 启 动

逆转录和随后的扩增，在此基础上添加几个无模板

的 C 核苷酸，以生成第一个单细胞转录组，再将这

些单细胞的 cDNA 文库杂交到微阵列上的方法［20］。

它的优点是序列覆盖度较好，可实现对选择性转录

本异构体和 SNV 的检测，能够提高 mRNA 5' 端的覆

盖率［21］。

2.2.2 Smart-seq2 Smart-seq2 是 对 Smart-seq 中 逆

转录、模板切换和预扩增 3 个步骤改进后的版本，

其优化了每个单细胞生成 cDNA 文库的产量和长 
度［22-23］。该技术不仅能够产生全长的 cDNA，在整

个转录本中有良好覆盖率，还能使用单核苷酸多态

性（single nucleotide polymorphism，SNP）检测基因

亚型和等位基因的特异性表达。并且该技术非常适

用于处理罕见的种群实验，因为其不受细胞大小、

形状、同质性或总数的限制。虽然它可用现成的试

剂进行测序，所需成本低，但是其耗费的时间增长，

会增加技术的可变性［24］。

2.2.3 SCRB-seq SCRB-seq 与 Smart-seq 相 似， 均

是通过 PCR 的方式对扩增 cDNA 进行扩增，但与

Smart-seq 不同的是，SCRB-seq 是采用 UMI 对 RNA

的 3' 端进行富集，而 Smart-seq 则是对 mRNA 的全

长进行分析。与其他 scRNA-seq 技术相比，SCRB-
seq 具有成本极低、步骤简单、通量高等优势，用

大多数实验室现有的常规设备即可完成［25］。早在

2018 年就有研究［26］在 SCRB-seq 的基础上优化了它

的灵敏度和效率，将其成称为 mcSCRB-seq。

SCRB-seq 的 主 要 流 程 为［27］：（1） 用 FACS 进

行单细胞分选后，将其加入微孔中 ；（2）裂解细

胞，反转录为 cDNA，引物部分含有 oligo dT、UMI、

barcode 以及 PCR 的引物 ；（3）第二链的扩增，主

要采用 PCR 的方式进行扩增 ；（4）进一步对扩增后

产物进行 PCR 指数扩增 ；（5）PCR 产物片段化并进

行 3' 端富集 ；（6）建库测序。

2.2.4 CEL-seq CEL-Seq［28］ 是一种采用体外转录

法（in vitro transcription，IVT）进行扩增的测序方

法，该技术将 T7 启动子连在 oligo dT 引物上，可以

在 cDNA 合成后进行 IVT，是一种灵敏，准确，可

重复的 scRNA-seq 技术。与其他 scRNA-seq 技术相比，

其优势在于它能够利用 IVT，增加其重复性。该技

术可以在 2-3 d 内准备数十个样本进行测序，因为

它能将许多样本汇集到一个单一的 IVT 中，这大大

减少了扩增和下游处理的实际操作时间。但是 CEL-
Seq 的局限性在于对 mRNA 有特异性和有强烈的 3'

端偏好。目前，已有 CEL-Seq 的优化版—CEL-seq2，

该方法的灵敏度提高了 3 倍，成本更低，所需动手

时间更少［29］。

2.2.5 MARS-seq MARS-seq 是 一 种 在 CEL-seq 的

基础上实现高通量的技术。但与 CEL-seq 不同的是，

MARS-seq 在单细胞分离时，主要采用的是 FACS 流

式分选，而 CEL-seq 采用的是细胞稀释法。MARS-
seq［30］是基于 3' 末端计数的 mRNA 测序方法，来生
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成 cDNA 转录本（非全长）。在最初的逆转录步骤

中，这些 cDNA 被标记上 barcode 和 UMI，然后通

过 IVT 进行合并和扩增。运用 MARS-Seq 不仅可以

快速了解生物在正常或疾病状态下组织和器官的细

胞类型和细胞状态，还能将其与全基因组转录谱结

合起来。鉴于多细胞组织固有的随机性和不均一性，

MARS-Seq 对于证明生物体内的生物学功能至关重

要。与其他 scRNA-seq 技术相比，当细胞数量较小时，

MARS-seq 具有测序成本优势。

2.2.6 Drop-seq Drop-seq 是利用微流控装置将带有

条形码的微珠和细胞一起装入微液滴中进行平行分

析的方法。微珠含有带条形码的寡核苷酸，用于捕

获多腺苷酸化 RNA（polyA），并为每个 mRNA 转录

本添加一个共同的 UMI［31］。Drop-seq 不仅可以检测

数以千计的细胞，同时还能测定转录本的来源细胞。

与其他 scRNA-seq 技术相比，当细胞数量较大时，

Drop-seq 具有测序成本优势。

Drop-seq 的主要流程［32］为 ：（1）从组织中分

离细胞，制备单细胞悬浮液 ；（2）将每个细胞与一

个微粒共封装在液滴中 ；（3）将细胞分离成液滴后

裂解细胞 ；（4）在微粒子上捕获细胞的 mRNAs，形

成 STAMPs（附着在微粒子上的单细胞转录体）；（5）

在一次反应中对数千个 STAMPs 进行逆转录、扩增

和排序 ；（6）使用 STAMP 条形码推断每个转录体的

细胞来源。

3 scRNA-seq 的应用

scRNA-seq 已经成为解析细胞组成和表征复杂

组织的分子特性的革命性方法，并已广泛应用于发

育学、免疫学、疾病等研究领域［33］，scRNAseq 的

最新进展也使我们对视网膜、下丘脑、皮层、肠、

血液、心脏、肺和其他器官有了更深刻的分析［34］。

单细胞分析技术促进了人们对细胞的认识，也使生

物学发展实现了质的飞跃。下面我们探讨了 scRNA-
seq 这一新兴领域在哺乳动物发育学、免疫学和疾病

方面的研究进展。

3.1 在发育学方面的应用

脑细胞发育的跨物种比较不仅能改变我们对

脑发育和系统发育的理解，还能加深我们对神经种

群之间进化机制的了解。已经有研究表明 scRNA-

seq 可 以 通 过 层 次 聚 类 和 主 成 分 分 析（principal 
component analysis，PCA）等方法，识别种群中的

新细胞类型和发育状态。例如，Armand 等［35］探究

了在小鼠和人类大脑的发育阶段，其神经元和神经

胶质细胞的形成 ；而 Nimmo 等［9］识别了脾脏和骨

髓中树突状细胞的亚群。除此之外，scRNA-seq 在

观察哺乳动物早期胚胎发育方面已经具有非常重要

的作用。See 等［24］报道了由胎肝驱动的人胚胎造血

系统和免疫系统发育过程的单细胞图谱。而 Zhang

等［36］通过分析猪睾丸中雄性生殖细胞和体细胞的

转录组，表征了猪精子发生的图谱，这为雄性生殖

细胞发育的研究提供了宝贵的信息。目前，有研究

团队利用 scRNA-seq 分析了人类着床期胚胎的基因

表达网络和 DNA 甲基化景观［37］。这不仅加深了我

们对人类胚胎植入复杂分子机制的理解，还有助于

推动未来胚胎发育和生殖医学的发展。而 Behringer

等［38］发现在胚胎发育期间过度表达 MIS（mullerian 
inhibiting ubstance）的转基因雌性小鼠性腺发育不全，

Meinsohn 等［39］为了探究 MIS 抑制卵泡发育的机制，

对出生后用 MIS 处理过的新生儿卵巢进行 scRNA-
seq，结果不仅揭示了多种细胞类型中细胞状态的特

殊变化，还表明 MIS 是通过抑制细胞增殖而抑制了

新生儿卵泡的发育。

近年来，scRNA-seq 的迅速发展使人们对哺乳

动物繁殖的研究迈出一大步。为了提高体外培养的

卵母细胞的发育能力，人们进行了多种技术和方法

的研究。Liu 等［40］已经证实了 CDC5L 对猪卵母细

胞成熟和早期胚胎发育至关重要。对家畜良种快速

扩繁的实际需求及其胚胎体外生产效率低的现状，

郭芹芹等［41］采用 scRNA-seq，对谷胱甘肽处理后的

牛体外受精胚胎进行转录组测序，揭示其在早期胚

胎抗氧化方面的功能。Soto 等［42］通过 scRNA-seq 鉴

定牛胎儿性腺，解析了牛原始生殖细胞（primordial 
germ cells，PGCs）的发育机制，并证明了牛和人类

生殖细胞之间的相似性，而 Lavagi 等［43］揭示了牛

第 2 天和第 3 天胚胎中单细胞转录组图谱的异质性，

表明在胚胎基因组激活阶段，卵裂球发育不同步。

还有研究已经把 scRNA-seq 作为揭示生物有机体多

种性状和机制的一种强有力工具，例如，对天祝白

牦牛生长期表皮细胞谱系以及真皮细胞谱系在毛囊
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发育中的分化轨迹［44］和对绵羊毛囊发育分化和羊

毛弯曲潜在分子机制的研究［45］。

3.2 在免疫学方面的应用

免疫系统由细胞、组织和器官组成，它们介导

宿主对病原体的防御。免疫细胞可以根据特定的表

面标记物分为不同的类型。然而，并不是所有的免

疫细胞类型都可以通过表型标记来分析，因为其中

许多细胞是由多个细胞系表达的，在炎症过程中有

差异调节［46］。最近几年，scRNA-seq 在解析免疫反

应方面非常重要，可用于免疫学研究以解决以前未

被认识到的细胞异质性，并揭示关于免疫功能中基

因调控的关键途径。为了阐明肺部浸润免疫细胞的

复杂性，Wang 等［47］通过使用 scRNA-seq 来分析小

鼠模型（类固醇抗性恶化）肺中的免疫细胞，对鉴

定的 20 个免疫亚群的特征基因进行了详细的检测，

其结果对于研究肺部的适应性和先天免疫细胞的特

征至关重要。特别是 2019 年新冠肺炎的爆发，为了

解析新冠肺炎，scRNA-seq 也被应用于 COVID-19 的

研究［48-49］。例如，Ren 等［50］创建了一个包含 146

万个细胞的综合免疫图谱，揭示了患者细胞因子风

暴的特征，这对理解和控制 COVID-19 具有重要意义。

3.3 在疾病方面的应用

疾病被认为是细胞内在变化、细胞间通讯变化、

细胞类型比例失衡和组织结构紊乱的结果［1］。与

RNA-seq 相反，scRNA-seq 能捕获细胞间的异质性，

能更好的对疾病进行分层和治疗［6］。

目前，scRNA-seq 主要被集中应用于对癌症的

研究，因为肿瘤细胞仅占肿瘤组织的一小部分，传

统的 RNA-seq 无法检测到肿瘤细胞中确切的细胞和

分子变化［51-52］。而 scRNA-seq 可以解析实体肿瘤的

复杂性，能够表征细胞的多样性和异质表型状态。

近几年，scRNA-seq 已被用于研究肿瘤各个阶段发

展的遗传和分子特征，包括不同组织样本间异质基

因的表达。例如，成人肾细胞癌分子机制的探究［53］，

小鼠胰腺导管腺癌发病机制中基因表达差异和细胞

异质性的研究［54］，肝细胞癌（hepatic cell carcinoma，

HCC）中肿瘤浸润免疫细胞跨组织的动态过程［55-56］，

DNA 损伤反应中结肠癌细胞系的分子异质性［57］和

对转移性黑色素瘤不同基因型和表型状态的剖析［58］

等都为当前癌症免疫治疗和靶向治疗提供了新的见

解。其次，scRNA-seq 也被用来区分肿瘤的细胞类型，

例如，恶性腹膜癌单细胞图谱的构建［59］，肿瘤浸润

B 淋巴细胞图谱的构建［60］，胶质母细胞瘤模型和细

胞谱系的构建［61］，人类和小鼠原发性胰腺导管腺癌

（pancreatic ductal adenocarcinoma，PDAC）肿瘤细胞

群的表征［62-64］，还有研究［65］发现肿瘤细胞的组成

是确定 PDAC 亚型的重要因素。最后，scRNA-seq

还可以用于研究不同类型癌症的肿瘤微环境（tumor 
microenvironment，TME），例如急性髓性白血病［66］、

乳腺癌［67］、胰腺导管腺癌［68］、非小细胞肺癌［69］、

HCC［60，70］和肺腺癌［71］，其中肺腺癌通常在转移期

被发现，远处转移是肺癌死亡的主要原因，但是目

前对于转移性肺癌及其相关微环境方面的研究仍然

知之甚少，利用 scRNA-seq 数据，将有助于更好地

理解 TME 在肿瘤进展中的作用以及未来免疫治疗的

潜在靶点［72］。TME 中肿瘤细胞和免疫细胞之间的

相互作用在癌症发展过程中很重要，传统的方法主

要在大块肿瘤水平上进行研究，在提供 TME 中单

个细胞的精确信息方面具有局限性。然而，scRNA-
seq 能够详细的描述癌症的免疫景观和肿瘤异质性，

免疫景观和细胞间相互作用的分析能够促进癌症的

治疗。

4 总结与展望

scRNA-seq 已经被用于描绘远端肺上皮细胞谱

系树，并识别谱系特异性调控因子［14］。单细胞转

录组学揭示细胞和分子通路的潜力目前刚被认识

到。在未来几年，随着 RNA-seq 方法的不断更新，

scRNA-seq 将会彻底改变我们对各种组织中细胞机

制的理解。我们相信，重建高等生物的有机细胞谱

系树，会造成整个有机科学革命性的变化。当然，

在这样一个多样化、迅速发展和跨学科的领域中，

不可能一次性涵盖过去几年进行的所有工作。

新的挑战正在出现，一些旧的挑战仍然存在。

除了大量 RNA-seq 实验中存在的噪音和偏差之外，

scRNA-seq 存在的问题还包括生物来源和技术 / 系统

来源的问题，例如细胞周期、细胞大小、细胞捕获

效率低、材料降解和样品污染等。这些实验偏差和

限制将导致整个转录组的覆盖不均匀或存在零覆盖
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区域［11］。除此之外，还需要开发标准化算法和人工

智能来精细地注释细胞群，因为传统的 scRNA-seq

表达分析依赖于高质量等基因组注释。现如今，以

当前的 scRNA-seq 技术进行细胞图谱项目和高通量

扰动筛选也是具有挑战性的［73］，但随着各种测序平

台及算法的产生，多领域技术的进步和融合，我们

相信 scRNA-seq 必将会有更新的突破和发展。
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