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单细胞组学技术在植物生殖研究中的应用
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摘要：生殖是生物传递遗传信息的重要方式。解析植物生殖机制不仅对于理解植物个体繁衍和种群延

续、遗传信息传递、细胞分化与发育等具有重要意义，还为农业生产、作物改良等提供了重要的科学

依据和实践指导。高等植物生殖细胞由于结构特殊、获取困难且数量少等原因，不利于精细研究。近

年来发展起来的单细胞组学技术是在单个细胞水平上进行基因组、转录组和表观组等多层次测序分

析，可以为理解植物发育过程中配子发育不同阶段的细胞异质性、细胞间、细胞与微环境间的相互作

用等基本生物学问题提供更加精确、全面的方法。随着测序准确性和分辨率的不断提高，这些技术必

将为植物配子发育和精卵结合等关键问题的解析提供新途径和新思路。本文综述了单细胞组学技术在

植物生殖研究中的应用与进展及其对推动植物生殖发育、作物遗传改良和种质创新的意义，并探讨了

未来研究面临的挑战。
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Abstract: Reproduction is a vital process through which organisms transmit genetic information.
Understanding plant reproductive mechanisms is essential not only for elucidating individual propagation,
population sustainability, genetic inheritance, cellular differentiation and development but also for providing
critical scientific insights and practical guidance for agricultural production and crop improvement. However,
the unique structural features, isolation challenges, and limited availability of reproductive cells in higher
plants have long hindered in-depth studies. Recent advancements in single-cell omics technologies, which
enable multi-dimensional sequencing analyses of the genome, transcriptome, and epigenome at the single-cell
level, have provided a more precise and comprehensive approach to investigate fundamental biological
questions. These technologies facilitate the exploration of cellular heterogeneity during different stages of
gametogenesis and the interactions between cells and their microenvironment during plant development. As
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sequencing accuracy and resolution continue to improve, single-cell omics offer new perspectives and
opportunities for unraveling key questions related to gamete development and fertilization. This review
summarizes the applications and recent progress of single-cell omics technologies in plant reproductive
research, and highlights their significance for advancing plant reproductive biology, crop genetic improvement,
and germplasm innovation, discusses future research challenges.
Key Words：plants; sexual reproduction; single-cell techniques; high-throughput sequencing; multi-omics

被子植物的有性生殖是一个复杂且精细调控的

发育过程，包括开花、传粉和受精等，涉及生殖

细胞的发育、融合等关键步骤[1]。研究表明，不同

植物种类的生殖细胞发育过程存在差异，甚至同

一植物不同发育阶段的生殖细胞也具有不同的特

性和功能，这种复杂性和多样性增加了植物生殖

研究的难度[2,3]。其次，植物体内的生殖细胞处于

特定的微环境中，包括细胞间的相互作用、信号

分子的传递以及营养物质的供应等。一般在实验

室条件下很难完全模拟上述微环境，导致体外培

养生殖细胞容易死亡或失去原有的特性[4,5]。更为

关键的是，高等植物的生殖细胞深藏于孢子体组织

中，不仅结构特殊、数量少且体积微小，获取十分

困难。在植物生殖早期研究中，研究人员利用遗传

学、细胞生物学和离体培养等方法，探讨了减数分

裂、配子发育以及精卵结合等关键过程。随着研究

手段的逐步革新，尤其是测序技术兴起的迅速发

展，借助二代测序技术，人们从表观遗传和基因表

达等层面对植物生殖过程进行了更加细致的解析，

逐步描绘出较为完整的植物生殖图景[1-6]。

单细胞组学技术是近年来兴起的一项能够精确

解析单个细胞生物学特性的技术。借助单细胞组

学技术，人们已在单细胞水平上实现了对动植物

发育过程的基因组、转录组及表观组等的多维度

解析[7,8]。自2009年Tang等[9]首次利用单细胞RNA
测序(single-cell RNA-seq，scRNA-seq)分析小鼠胚

胎干细胞的转录组以来，单细胞技术在动物发育

中的应用不断拓展和深化。目前，单细胞多组学

技术已被广泛应用于动物生殖发育过程的研究[10]。

2017年，Guo等[11]开发并利用单细胞多组学综合测

序技术(single-cell multi-omics sequencing，
scCOOL-seq)实现了同一个单细胞在染色质状态、

核小体定位、DNA甲基化、基因组拷贝数变异和染

色体倍性5个层面的基因组和表观基因组特征的分析，

为哺乳动物早期胚胎细胞的发育以及复杂癌症等

疾病研究提供了更全面有效的解决方案。2024年，

Liu等[12]开发了首个生殖相关的单细胞多组学数据

平台——SMARTdb，收录了6个物种、覆盖125个
发育阶段的200万个单细胞多组学数据，为解码人

类生殖医学的分子特征提供了强有力的工具。

与传统技术相比，单细胞组学技术在微量化和

精细化方面具有显著优势。然而，与动物细胞相

比，植物细胞由于结构的特殊性(如细胞壁的存在、

不同植物种类细胞内容物的差异以及生殖细胞结

构的复杂性)和操作上的困难(包括缺乏标准化流程

以及单细胞建库难度大等)，使得单细胞组学在植

物生殖研究领域仍处于起步阶段。尽管如此，利

用单细胞组学技术，科研人员也取得了许多进展。

例如，Zhai等[13]阐释了愈伤组织中细胞多能性的形

成机制；Wang等[14]解析了苔类植物无性繁殖中成

熟与衰老过程的时空轨迹；Ke等[15]阐明了水牛草

孤雌生殖过程中卵细胞的特异表达基因及其调控

网络。更为重要的是，科研人员还在玉米、大麦、

水稻和拟南芥等6个物种的生殖细胞研究中进行了

探索，取得了一系列创新性成果(表1)。这些成果

不仅加深了对植物生殖机制的理解，也为作物遗

传改良和新的种质创新提供了关键的理论基础。

本文重点综述了近年来单细胞组学技术在植物有

性生殖过程研究中的进展，并讨论了其在该领域

的前景与挑战。

1 单细胞全基因组测序技术在植物生殖研究

中的应用

单细胞全基因组测序技术(single-cell whole-
genome sequencing，scWGS)可以在单细胞分辨率

下检测全基因组单核苷酸多态性(single nucleotide
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polymorphism，SNP)和拷贝数变异(copy-number
variant，CNV)[8 ,30 ,31 ]。传统方法如DNA微阵列

(DNA microarrays)和比较基因组杂交(comparative
genomic hybridization，CGH)仅能检测预定义区域

或较大规模的变异，分辨率有限，难以解析单细

胞间的异质性。而scWGS克服了这些技术在分辨

率、全面性和单细胞检测能力上的限制，成为研

究细胞群体差异和细胞进化关系的关键工具 [32]。

但由于在构建单细胞基因组测序文库的过程中，

单个细胞提供的基因组模版量极少，如何通过扩

增获得构建文库所需的DNA成为scWGS的主要技

术挑战。过去十多年里，研究人员开发了多种技

术以解决这一问题，如简并寡核苷酸引物PCR扩增

技术(degenerate oligonucleotide-primed PCR，DOP-
PCR)、多重置换扩增技术(multiple displacement
amplification，MDA)以及基于第三代测序技术的

SMOOTH-seq(single-molecule real-time sequencing
of long fragments amplified through transposon
insertion)等[30,33,34]。

减数分裂通过染色体重组形成新的亲本单倍

型，从而产生可遗传的变异，使单个配子之间具

有遗传差异。研究人员通过对单个配子的分离及

其基因组的SNP分析，可以鉴定植物减数分裂中的

重组事件。Li等[16]将scWGS应用于植物研究，通过

对玉米单个四分体中分离的4个小孢子进行基因组

测序，生成了高分辨率的基因重组图谱，表明同

源重组更倾向于发生在基因区域。该研究证实了

植物中存在较强的重组负干涉以及复杂的染色单

体干涉现象，以及环境因素对重组频率具有显著

影响。该技术的应用不仅是对玉米重组规律的新

认识，也为玉米的遗传育种提供了有价值的信息。

同样，Dreissig等[17,18]利用scWGS技术对大麦花粉

基因分型进行研究，结果表明，双单倍体群体中

的杂种偏分离并非由减数分裂引起，而是由个体

水平的选择作用所致。这些研究结果表明，通过

改变环境条件来获得更高的重组频率，可以显著

增加遗传变异，从而为育种计划提供更多性状变

异的选择。

在减数分裂过程中，CNV会导致非整倍体配

子的形成，造成胚胎发育缺陷[30]。CNV的极端形

式为基因存在/缺失变异(presence/absence variation，
PAV)。尽管CNV和PAV对植物的遗传多样性和基

因组进化具有重要影响，但是利用常规方法在异

交植物细胞群体里识别中低频率变异的难度较大，

导致人们对此的认知仍有限[35,36]。scWGS技术的应

用为研究CNV和PAV提供了机会。2017年，Li
等[37]通过对玉米单个配子进行全基因组测序，精

确描述了基因组重排和非整倍体现象，发现普通

玉米品系中约9%的花粉携带非整倍体精细胞。这

一比例远高于人类精细胞非整倍体的比例[38]，暗

示动植物的CNV和PAV模式可能存在较大差异。随

着单配子体scWGS技术的进一步发展，未来有望

揭示这一差异形成的分子机制。

此外，scWGS也被用于完善异交作物参考基

表 1 单细胞组学技术在植物生殖研究中的应用

单细胞组学技术 应用物种 代表成果 参考文献

单细胞全基因组测序(scWGS)

玉米(Zea mays) 构建玉米小孢子高分辨率基因重组图谱 [16]

大麦(Hordeum vulgare) 明确双单倍体群体中的杂种偏分离由个体水平的选择作用所致 [17,18]

杏(Prunus armeniaca) 提出“Gamete binning”方法完成了杏染色体水平单倍型基因组组装 [19]

梨(Pyrus spp.) 分离高度杂合的异交植物单倍体基因组 [20]

单细胞甲基化组测序(scBRIF-
seq) 玉米(Zea mays) 改良了scBS-seq技术，发现植物四分体之间可能存在非同时的甲基化

重编程现象
[21]

单细胞三维基因组测序(scHi-C) 水稻(Oryza sativa) 揭示水稻配子和合子染色质结构动态变化，解析基因表达与三维染色
质结构的关系

[22]

单细胞转录组测序(scRNA-seq)

玉米(Zea mays) 描述减数分裂中的基因表达剧烈变化，提出发育过程转换的概念 [23]

拟南芥(Arabidopsis
thaliana)

揭示拟南芥雄配子表观遗传重编程的特征和机制；解析拟南芥雌配子
体倍性依赖性；解析拟南芥母源合子转变过程的调控机制

[24-27]

水稻(Oryza sativa)
揭示水稻雄配子发生DNA甲基化动态重编程机制 [28]

绘制水稻雌蕊单细胞转录组图谱 [29]
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因组和挖掘农艺性状相关基因。Campoy等[19]提出

了针对异交作物基因组组装的“Gamete binning”
方法，利用445个杏树成熟花粉细胞核的scWGS数
据，成功组装了染色体水平的单倍型基因组。通

过对12个单花粉细胞的测序，Shi等[20]成功地将基

因组高度杂合的异交被子植物——梨，分离成A和
B两个单倍型基因组，并通过比较这些单倍型的差

异，识别出了2 079个与含糖量、次生代谢物合成

等相关的单倍型特异性基因。综上，scWGS技术

为解析杂种优势和亚基因组优势提供了全新的研

究手段，同时也为在具有高度异质性基因组的植

物中研究农艺性状相关的基因开辟了新途径。

2 单细胞表观基因组测序技术在植物生殖研

究中的应用

尽管基因组基本相同，不同细胞类型之间的决

定基因表达的染色质状态却存在显著差异，这在

一定程度上是因为受到基因组中DNA和组蛋白修

饰的影响[39]。而单细胞表观组学则聚焦于单个细

胞中这些修饰相关的研究，而非整个细胞群体，

因此可以揭示细胞异质性并为表观调控机制提供

新的视角[40]。

2.1 单细胞甲基化组测序技术

DNA上的5-甲基胞嘧啶(5-methylcytosine，
5mC)是目前研究最为深入的DNA修饰之一[41]，在

基因表达调控和基因组稳定性维持中发挥着关键

作用。依靠重亚硫酸盐甲基化组测序(bisulf i te
sequencing，BS-Seq)，研究人员揭示了植物生殖细

胞发育过程中全基因组DNA甲基化会发生动态重

塑[42-45]。但是，这种重塑过程中的细胞异质性及其

精细调控机制在很大程度上仍然未知。单细胞甲

基化组测序技术的出现，为深入解析植物生殖细

胞特异性重编程机制提供了全新的研究契机[30,46]。

虽然传统重亚硫酸盐测序技术已能在单细胞层

面实现特定DNA位点的甲基化检测[47]，但要系统

揭示全基因组范围的甲基化特征图谱，仍需依托

单细胞技术的发展。在DNA甲基化文库构建过程

中，重亚硫酸盐转化方法条件较为苛刻，容易引

起DNA的降解，进而导致文库质量下降，影响有

效数据的产出。为解决这一问题，人们对DNA甲
基化测序技术进行了改良，从而实现了单细胞甲

基化测序。Guo等[48]将亚硫酸氢盐转化前的所有步

骤整合至单管反应中，减少了DNA纯化过程中的

损耗，进而降低了约40%的甲基化位点损失，从而

开发出单细胞亚硫酸氢盐还原测序(single cell
reduced representation bisulfite sequencing，
scRRBS)。紧接着，Smallwood等 [49 ]利用PBAT
(post-bisulfite adaptor tagging)替代传统重亚硫酸盐

转化法，减少了DNA损失，实现了单细胞全基因

组亚硫酸氢盐测序(single-cell genome-wide bisulfite
sequencing，scWGBS)。

2019年，Li等[21]开发了单细胞亚硫酸氢盐转换

随机集成片段测序(single cell bisulfite-converted
randomly integrated fragments sequencing，scBRIF-
seq)，首次在植物中实现了单细胞甲基化测序。与

之前的单细胞甲基化测序方法相比，scBRIF-seq对
DNA单链连接、MDA扩增及基于Tn5转座酶的建

库等步骤进行了优化，使其可以在高甲基化区域

生成分布更均匀的读段。该研究通过对玉米单个

小孢子进行scBRIF-seq分析，发现了同一四分体内

小孢子的DNA甲基化状态相似，但不同四分体之

间的DNA甲基化状态却存在显著差异的现象，表

明植物四分体之间甲基化重编程的发生可能具有

时间异质性。

植物配子发育伴随着剧烈的表观重编程过程，

使得配子的每个发育阶段都具有独特的表观修饰

特征[50]。单细胞甲基化组测序技术的发展与应用，

为深入解析植物生殖发育过程中DNA甲基化动态

变化及DNA甲基化的跨代传递规律等重要科学问

题提供了全新的研究手段。

2.2 单细胞组蛋白修饰组测序技术

组蛋白N端的氨基酸会发生多种翻译后修饰，

这些修饰在调控基因表达过程中发挥着重要作

用[39]。2021年，scCUT&Tag(single-cell CUT&Tag)
技术在动物中被应用于鉴定全基因组范围内的组

蛋白修饰模式和转录因子结合谱 [ 5 1 , 5 2 ]。随后，

Ouyang等[53]在水稻幼苗中使用snCUT&Tag(single
nucleus CUT&Tag)结合细胞核分离技术和基于微流

控的单细胞标记技术(10x single cell assay for
transposase accessible hromatin，10x scATAC)，发

现这些技术的联合使用可以用于单细胞表观修饰

异质性的剖析和细胞类型特异性增强子-启动子相
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互作用的预测。snCUT&Tag技术有望帮助发现调

控重要农艺性状的关键调控元件，为作物育种中

基因表达优化及表观遗传编辑提供理论依据和技

术支持。

目前，还未见scCUT&Tag技术在植物配子发

育研究中的应用。该技术有望揭示植物胚胎早期

发育过程中组蛋白修饰的动态变化，并回答组蛋

白修饰在植物母源合子转变及合子基因组激活过

程中的动态变化和调控机制以及精细胞是否确实

存在广泛的染色质二价性等关键问题[24]。

2.3 单细胞染色质可及性检测测序技术

在真核生物中，核小体的滑动与重塑影响着染

色质特定区域的可及性，进而影响DNA与转录因

子等调控元件之间的相互作用[54]。染色质的可及

性在基因表达调控、染色质状态转换以及细胞功

能调节中起着至关重要的作用。目前，ATAC-seq
(assay for transposase-accessible chromatin with high
throughput sequencing)是最常用的在单细胞水平检

测染色质可及性的方法[8]。2022年，Wu等[55]利用

scATAC-seq(single-cell ATAC-seq)揭示了人类精子

发生中细胞类型特异性转录调控和独特的染色质

可及性。在植物中，scATAC-seq技术已被应用于

玉米、拟南芥的根尖和幼苗等组织细胞的染色质

可及性分析[56-58]。然而，由于其分辨率不足，难以

准确区分数量较少的细胞类型，这限制了其在植

物生殖研究中的应用。植物精卵融合与合子发育

过程中，染色质可及性的动态变化仍是未解之谜。

未来通过优化单细胞分离技术和提升数据整合算

法的精度，有望显著提高scATAC-seq的解析深度，

从而更深入地揭示植物生殖过程中的关键分子

机制。

2.4 单细胞三维基因组测序技术

基因组的三维结构是由染色质相互作用、转录

动力学和表观修饰共同塑造的。Hi-C(high-through
chromosome conformation capture)、Dip-C(diploid
chromatin conformation capture)等技术通过捕获染

色质相互作用，能够揭示基因组的三维结构[8,59]。

Zhou等[22]在植物中开发并应用了scHi-C技术，以分

析水稻配子、合子和叶肉细胞的染色质空间结构，

揭示了染色质三维结构的动态变化与合子基因组

激活之间的内在联系，为理解植物三维基因组结

构以及受精前后染色质结构变化与基因表达的关

系奠定了重要基础，也为揭示水稻杂种优势形成

机制提供了新的视角。已有研究表明，植物生殖

配子发育过程中的染色质结构会发生动态变化，

但这些变化与染色质三维结构之间的相关性及调

控机制仍未完全明确[60]。scHi-C技术的进一步优化

和深入应用将为这些问题的解决提供技术支撑。

3 单细胞转录组测序技术在植物生殖研究中

的应用

转录组测序技术在植物生殖研究中发挥着核心

作用。在早期，研究人员主要通过手动分选的方

式，获取雄配子发育各阶段的转录组数据，初步

解析了雄配子发育各阶段的基因表达特征以及减

数分裂和授粉等重要过程的基因调控机制[61-63]。然

而，这些研究主要基于群体水平数据，无法捕捉

单个细胞基因表达的异质性和动态变化，也难以

解析不同细胞类型在发育中的独特功能，更不适

用于卵细胞、合子等数量稀少的细胞。相比之下，

单细胞转录组技术能够在单个细胞分辨率下揭示

细胞分化和发育过程中的基因调控网络，更精准

地重建生殖细胞发育轨迹和异质性[64,65]。近五年

来，Nelms等[23]利用scRNA-seq技术描述了玉米减

数分裂过程中存在基因表达的剧烈变化，并提出

“发育过程转换”的概念，为研究植物生殖细胞的

发育提供了新方法。在拟南芥中，Zhao等[26,27]通过

scRNA-seq技术，先后在拟南芥中获得了高质量的

卵细胞、合子及早期胚胎不同细胞谱系的转录组

数据，精准描绘了拟南芥早期发育中母源到合子

转变(maternal-to-zygotic transition，MZT)的动态过

程，并深入解析了父母本基因组在合子转录调控

中的阶段性贡献和功能差异。Song等 [ 2 5 ]利用

scRNA-seq揭示了拟南芥二倍体与四倍体雌配子体

的转录组差异。在水稻中，Li等[29]利用单细胞核转

录组测序技术(single-nucleus RNA-seq，snRNA-
seq)绘制了水稻雌蕊的单细胞转录组图谱，并鉴定

了水稻雌蕊不同细胞类型的标记。

在植物生殖过程的研究中，scRNA-seq常与其

他组学技术进行联合分析揭示生殖细胞基因表达

的差异及其调控机制。有研究利用ChIP-seq、
ATAC-seq和scRNA-seq等多组学技术揭示了植物生
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殖细胞发育和成熟过程中组蛋白修饰H3K27me3和
H3K4me3的重编程特征和机制，发现亲本表观修

饰的局部而非整体擦除，足以确保子代植物的正

常发育及其对环境信号的响应 [ 2 4 ]。2024年，

scRNA-seq结合BS-seq技术揭示了水稻雄配子发生

过程中DNA甲基化的动态重编程现象[28]，进一步

明确了CHG甲基化重塑在雄配子发生与受精中的

关键作用。这些研究显著深化了人们对植物表观

遗传信息在代际遗传与重置机制中的认识。随着

各种单细胞测序技术的不断完善，这些技术的联

合分析将使全面解析植物生殖发育过程的细胞特

性及作物改良相关技术的创新成为可能。

值得注意的是，选择合适的样品制备方法和文

库构建策略对于单细胞转录组研究的成功与数据

质量至关重要。不同的测序技术各具优势和局限

性，需要根据研究目标、样本特性进行综合考虑

(表2)[66-74]。

4 单细胞蛋白组测序技术在植物生殖研究中

的应用

蛋白质组信息与细胞的功能和状态直接相关。

单细胞蛋白质组测序技术能够在单细胞水平上直

接获取蛋白质的组成和定量数据，因此在基因表

达调控等研究中具有巨大的应用价值[8]。在当前的

植物生殖研究中，通常根据转录组数据来推测单

细胞中的蛋白质组丰度。然而，由于翻译调控和

蛋白质降解等因素，转录组数据与细胞内实际的

蛋白质丰度存在较大差异[75]。

2007年前后，人们利用双向凝胶电泳分析了拟

南芥、水稻、玉米和番茄花粉粒的单类细胞的蛋

白质组，但这种方法灵敏度低、样本需求量大，

与真正意义上的单细胞蛋白质组学尚有较大差

距[76-78]。更为重要的是，由于植物次生代谢物的干

扰以及对植物细胞表面蛋白研究的不足，使得

SCoPE-MS(single-cell proteomics by mass
spectrometry)、SCoPE2(single-cell proteomics)和基

于寡核苷酸偶联抗体的CITE-seq(cellular indexing
of transcriptomes and epitopes by sequencing)等质谱

技术在植物单细胞蛋白质组学中的应用面临诸多

挑战和限制[79-81]。

2024年，Fulcher等[75]提出了适用于植物细胞

的单细胞蛋白质组学工作流程。该方法结合了胶

带夹层原生体制备、压电细胞分选(piezoelectric
cell sorting，cellenONE)、nanoPOTS(nanodroplet
processing in one pot for trace samples)的样品制备

流程以及基于高场非对称离子迁移谱(high field
asymmetric waveform ion mobility spectrometry，
FAIMS)的质谱数据采集，对拟南芥单个叶肉细胞

的原生质体进行无标记单细胞蛋白质组学分析，

高精度定量了超过3 000种蛋白质，并揭示出干旱

胁迫导致的叶肉细胞蛋白质丰度变化。该研究为

后续植物单细胞蛋白质组学在生殖过程中的研究

奠定了基础。可以预见，单细胞蛋白质组学的应

用将为揭示生殖细胞发育及精卵结合的调控机制

提供更直接且精细的证据，同时，也将为寻找植

物配子传递到合子中的父母本效应因子提供新的

研究途径[82]。这一技术的突破性进展不仅有望深

化对植物生殖过程的理解，还将为作物育种研究

提供强有力的工具。

5 单细胞组学技术面临的挑战与展望

单细胞组学技术在识别细胞间异质性、解析高

分辨率基因表达以及构建转录因子调控网络方面

具有显著优势。近几年，单细胞组学技术在植物

表 2 单细胞组学转录组样品制备及文库构建方法比较

技术基础 代表技术 技术优势 局限性 适用范围 参考文献

样品制备
方法

单细胞 scRNA-seq 可捕获细胞内全部转录组信息
对细胞活性要求高，分离
过程中会产生数据偏倚

研究活细胞的转录组动态 [23-28,66-71]

单核 snRNA-seq 可使用冷冻样本，能有效减少
细胞分离过程造成的数据偏倚

数据覆盖范围窄，无法捕
获细胞质转录本

处理冷冻样本或细胞分离
困难的样本

[29,66-71]

文库构建
策略

依赖液滴
10x Genomics、
Drop-seq 通量高，可检测稀有细胞 对细胞起始量要求高

解析雄性生殖细胞发育轨
迹或生殖组织转录组动态

[29,72-74]

依赖孔板
Smart-seq2/3、
CEL-seq

覆盖全长转录组，检测低丰度
基因能力强

通量较低
针对数量稀少细胞或需要
精细解析调控机制的研究

[23-28,72-74]
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生殖研究中得到飞速发展(图1)，但仍面临诸多

挑战。

首先，生殖细胞的分离是关键。除精细胞已有

相对成熟的分离方法外[83,84]，卵细胞和合子等细胞

不仅数量稀少，而且在绝大多数物种中仅能通过

形态特征进行显微操作手动分选，增加了操作难

度和潜在偏差[16,22-25,28,37,85,86]。其次，单细胞样品的

制备也是一大难点。植物细胞壁的存在增加了细

胞分离与纯化的难度，并且生殖组织中果胶等代

谢物的富集也导致植物体细胞原生质体制备技术

不适用于生殖细胞[29,87]。同时，大多数单细胞技术

对细胞活性的要求较高，在生殖细胞分离过程中

所需的酶解或机械操作容易损伤细胞，产生应激

反应。因此，对于只需获取细胞核内信息的组学

研究(如ATAC-seq、CUT&Tag等)，适用于冷冻样

本的单细胞核测序是一种更佳选择。值得注意的

是，不同植物的配子体内容物差异也会影响单细

胞技术的建库效率[71]。因此，开发适用于不同植

物的高效且标准化的生殖细胞分选与制备流程是

推动单细胞组学技术广泛应用的关键。

scATAC-seq、scCUT&Tag等技术在动物生殖

研究中的应用成功揭示了动物精细胞发生过程中

表观修饰的变化轨迹及表观遗传调控机制，为理

解精子发生的分子机制提供了全新视角[55,88,89]。同

时，采用单细胞翻译组、蛋白组、脂质组等技术

的研究也发现，动物卵母细胞成熟和合子基因组

激活时会经历翻译组、蛋白组及代谢组的多重动

态变化与重塑[90-92]。相较于动物中的此类技术，单

细胞组学技术在植物，尤其是植物生殖领域的研

究仍显不足。其一，与动物高度简化的配子体不

同，植物配子体由多个不同的生殖细胞组成，这

些细胞在发育过程中经历了不同的发育轨迹，具

有截然不同的生物学功能与发育特点。标准化识

别并利用单细胞组学技术解析植物配子发育过程

中细胞命运变化是该领域的重要研究方向。其二，

现有的植物单细胞组学技术尚未达到动物研究中

的技术水平。除了植物细胞结构的特殊性和参考

基因组的数量和完整性相对不足外，为了获得足

够的样本量并达到理想的分辨率，部分单细胞组

学技术如scHi-C等，简化了传统组学技术中的部分

步骤，导致出现较大的背景噪音[22]。因此，进一

步优化这些尚不成熟的技术并降低背景噪音是推

动植物单细胞组学研究发展的关键步骤。尽管已

有部分植物生殖的研究可以结合多个组学技术进

图1 在植物生殖发育各阶段运用的单细胞组学技术
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行分析，但真正意义上的单细胞多组学综合测序

技术，如scCOOL-seq尚未在植物生殖领域得到应

用[11]，亟待未来进一步的探索和研究。其三，单

细胞组学研究尚未覆盖植物生殖发育的所有细胞

类型以及配子发育的各个阶段。随着技术的不断

发展，预计未来将会开发出适用于更多植物物种

的单细胞分离和测序技术，为植物生殖研究提供

单细胞层面和异质性解析的新视角。
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