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单细胞转录组测序（single-cell RNA sequencing，

scRNA-seq）是以单细胞分辨率对转录组进行扩增

与测序的一项技术，可以动态反映细胞的功能和类

型，筛查复杂和罕见的细胞群，追踪不同细胞系的

发育轨迹［1］。以往研究表明，单个细胞的基因表达

模式即使在遗传上同质的细胞群体内部也具有很大

程度的细胞间差异［2-3］，而传统的转录组测序技术

（bulk RNA-seq）难以分辨此类差异，scRNA-seq 则
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摘 要 ： 单细胞转录组测序技术使人们摆脱了细胞异质性问题的干扰，从而在单个细胞水平实现对基因表达及转录调控

机制的探索，以及对不同细胞亚群和特殊细胞类型的识别，对系统发育领域的研究具有重要意义。传统模式生物秀丽隐杆线虫

（Caenorhabditis elegans）由于体细胞数目固定、细胞分化路径清晰等特点，近年来成为了单细胞转录组学研究的重要模型。本文对

目前单细胞转录组测序技术的发展现状进行综述，总结其在秀丽隐杆线虫的细胞谱系分析、单细胞轨迹推断以及神经元细胞图谱

等研究工作中的应用情况，并对未来的研究方向作进一步展望。
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Abstract:  Single cell transcriptome sequencing technology enables people to get rid of the interference of cell heterogeneity，thus 

realizing the exploration of gene expression and transcriptional regulation mechanism at single cell level，as well as the recognition of different 

cell subpopulations and special cell types，which is of great significance to the research in the field of phylogeny. The traditional model organism 

Caenorhabditis elegans has become an important model for single-cell transcriptomic research in recent years because of its fixed number 

of somatic cells and clear trajectory of cell differentiation. This paper summarizes the development of single-cell transcriptome sequencing 

technology and its application in the research of cell lineage analysis，single-cell trajectory inference and neuronal cell Atlas of C. elegans，and 

further prospects the future research direction.
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可以有效解决上述的细胞异质性问题［4］。2009 年

Tang 等［5］优化了单细胞转录组测序方法，并在小

鼠卵裂球和卵母细胞中鉴定了许多以前未知的剪接

连接点（splice junctions），首次实现了单细胞水平

的转录组测序分析工作。2019 年，Ryu 等［6］利用

scRNA-seq 绘制了拟南芥幼苗根单个原生质体的转

录组图谱，提供了单细胞水平的基因表达图谱，证

明了这一技术应用于植物研究的可行性。2021 年 Le

等［7］将 scRNA-seq 与 CRISPR 技术结合用于乙型肝

炎感染研究，在其他高丰度基因存在的情况下，成

功获取了低丰度乃至罕见基因的表达信息。近年来，

单细胞空间转录组测序技术［8］和基于第三代测序平

台［9］的单细胞转录组测序技术获得了快速发展，拓

宽了 scRNA-seq 的应用范畴。目前基于单细胞水平

的转录组学研究工作已在肿瘤学［10］、发育生物学［11］

和神经科学［12］等领域广泛开展，表现出重要的应

用价值。

秀丽隐杆线虫是第一个拥有完整基因组序列的

多细胞生物［13］，其生命周期短（25℃条件下从卵发

育到成虫仅需 3 d）、体型小（新孵化的幼虫长约 0.25 
mm，成虫长约 1 mm）且身体透明，是真核生物遗

传学和发育生物学领域的重要模式生物［14-15］。近年

来，随着单细胞转录组测序技术的发展，秀丽隐杆

线虫凭借其独特的优势，比如体细胞数量固定、细

胞分化谱系清晰等特点，为优化单细胞转录组测序

技术的实验操作以及数据分析流程提供了高效的检

测模型。基于秀丽隐杆线虫的单细胞转录组学研究

工作，一方面促进了该项技术的进一步完善，另一

方面加深了人们对多细胞生物的基因动态表达、分

子调控机制、生长发育机制以及寿命与衰老等问题

的理解。

本文将对 scRNA-seq 的发展现状以及其在秀丽

隐杆线虫中的应用情况进行介绍，并对未来的研究

方向作进一步展望。

1 单细胞转录组测序技术概述

完整的 scRNA-seq 实 验 流 程 包 括 单 细 胞 分 离

与捕获、文库构建、高通量测序和数据分析四部

分［16］。常用的单细胞分离与捕获方法包括有限稀

释［17］、免疫磁性细胞分选［18］、荧光激活细胞分

选［19］（fluorescence-activated cell sorting, FACS）、 微

流体、显微操作以及激光捕获显微解剖［20］（laser 
capture microdissection, LCM）等。细胞数量较少的

生物样本可以采用移液微操作或 LCM 的方法分离单

细胞，上述方法的单细胞捕获率高、费用低，但费

时费力、通量偏低。细胞数量较多的生物样本需要

固定组织，制备细胞悬浮液，从而分离与捕获单细胞。

制备细胞悬浮液可通过一组特定的酶或机械力或两

者结合来对组织进行解离。解离效率一般会受到细

胞类型、组织类型和发育阶段的影响，解离过程会

导致细胞内源性转录的改变进而影响细胞活力，需

要提前测试［21］。添加转录抑制剂可减少解离导致的

转录改变［22］。单细胞分离和捕获方法因不同生物体、

组织或细胞特性而异［23］，可以通过分离整个细胞、

细胞特异性细胞核、细胞特异性细胞器或表达特异

性标记蛋白的细胞等不同策略来完成［24］。2018 年，

Brasko 等［25］开发了计算机辅助显微镜分离（computer 
assisted microscopy isolation, CAMI）技术，结合图像

分析算法、机器学习和高通量显微镜技术识别单细

胞，通过 LCM 或显微操作进行自动无中断收集，提

高了通量和准确性。2020 年，Lamanna 等［26］构建

了可用于组学的单细胞数字微流控分离平台（digital 
microfluidic isolation of single cells for-omics，DISCO），

研究人员可借此选择特定细胞，识别单核苷酸水平

上的变异，并将单细胞测序数据与其基于免疫荧光

的表型相关联，对具有环境依赖性的罕见细胞群的

深入分析具有重要的应用价值。

文库构建需要提取单细胞中的 mRNA 并反转录

为 cDNA，进而扩增测序［27］。起始 cDNA 往往需要

扩增至纳克级才能满足高通量测序建库要求［28］。目

前常用的单细胞转录组扩增方法有 PCR 法和体外转

录线性扩增［28］。利用 PCR 法的 scRNA-seq 技术有

Smart-Seq/Smart-Seq2［29］、10×Chromium［30］、Drop-
seq［31］、SCRB-seq［32］、Seq-Well［33］ 以 及 sci-RNA-
seq［34］等。利用体外转录线性扩增的技术有 CEL-
seq［35］、CEL-seq2［36］、inDrops［37］以及 MARS-seq［38］等。

在文库构建过程中，可以对每个细胞的 mRNA 用

细胞条形码或独特的分子标识符（unique molecular 
identifier，UMIs）［39］进行标记。分子标识符可用于

区分测序所得 reads 是来源于同一 mRNA 分子还是

生
物
技
术
通
报



生物技术通报 Biotechnology  Bulletin 2023,Vol.39,No.6160

来自同一基因转录的不同 mRNA 分子的扩增拷贝。

但在实际操作过程中，使用细胞条形码与分子标识

符标记均可能会出现“假信号”，即出现未标记真正

的单细胞或者与多个单细胞配对的情况，混淆下游

分析，需要在后期数据分析过程中进行相应的处理

来减少上述情况的干扰。

为了研究不同单细胞测序技术的适用范围，

Ding 等［40］ 选取人类和小鼠细胞系的混合物、人

外周血单核细胞（PBMCs）及小鼠皮层核（mouse 
cortex nuclei）3 种样本类型，并开发了通用的 scumi

计 算 管 道， 对 2 种 低 通 量（Smart-seq2 和 CEL-
seq2） 和 5 种 高 通 量（10×Chromium、Drop-seq、

Seq-Well、inDrops 以及 sci-RNA-seq）方法进行了比

较。结果显示，在测序灵敏度方面，两种低通量方

法 Smart-seq2 和 CEL-Seq2 在检测基因变异和鉴定

mRNA 剪接亚型方面表现相似。对于需要较高灵敏

度的研究，这两种方法明显优于高通量方法。在测

序用时方面，10×Chromium 耗时最短，Smart-seq2、

CEL-Seq2 和 inDrops 耗时最长。在测序成本方面，

Drop-seq、Seq-Well 和 inDrops 成 本 最 低，Smart-
seq2 因为在文库制备过程中没有池化成本最高，sci-
RNA-seq 的成本效益随着单细胞或细胞核数量的增

加而提升。

数据分析流程的关键是确定差异表达发生在哪

个（亚）细胞类型［41］。细胞状态的变化以及实验操

作都可能对 scRNA-seq 数据的质量造成影响［42-43］，

因此，在数据分析过程中，scRNA-seq 数据需要经

过预处理、归一化、降维与可视化等一系列关键步骤，

消除技术影响和系统偏差，从而揭示出研究人员感

兴趣的生物信号［44］。预处理就是将原始测量数据转

换为基因表达矩阵，便于后续的数据分析与挖掘。

随机 RNA 丢失、单细胞层次的扩增偏好性以及文库

测序不完整等原因均会在 scRNA-seq 数据中引入背

景噪音和技术差异。针对背景噪音可以进行算法过

滤，针对技术差异可通过数据归一化加以解决［44］。

数据归一化又分为样本内归一化和样本间归一化，

样本内归一化可定量每个基因相对于样品内其他基

因的表达水平，样本间归一化可消除因测序深度或

文库大小不同而造成的不均匀性［45］。最后对高维数

据进行降维与可视化，适当的降维不仅可以进一步

去除背景噪音，还可以辅助细胞聚类、谱系重建等

诸多下游分析流程 ；可视化流程可以对 scRNA-seq

数据集进行总结，并创建二维图，便于人们发现具

有独特功能的细胞集群以及稀有细胞类型。

2 单细胞转录组测序技术发展的新方向

2.1 单核转录组测序技术

单 核 转 录 组 测 序 技 术（single nucleus RNA 
sequencing, snRNA-seq） 只 捕 获 细 胞 核 中 的 mRNA

进行测序，相比常规的 scRNA-seq，有效解决了组

织保存和细胞分离的相关问题［46］。一方面，借助

snRNA-seq 技术从复杂的组织和器官中分离细胞核

比分离完整的细胞更加容易，使得 snRNA-seq 技术

可广泛应用于真核生物不同界的物种［47］。另一方面，

利用 snRNA-seq 技术还可以深入了解核特异性的调

控机制［47］。此外，传统单细胞转录组测序技术在细

胞解离过程中有可能诱导应激基因的表达，进而导

致细胞转录模式因实验操作行为发生改变，而使用

snRNA-seq 能够将人工操作造成的转录应激反应最

小化［47］。

2016 年 Lacar 等［48］ 通 过 snRNA-seq 技 术 分 析

了激活神经元中的即刻早期基因（immediate early 
genes, IEGs）的表达情况，从而对体内神经元激活模

式提供了新的见解。2020 年，Koenitzer 等［49］通过

对比小鼠肺细胞的 snRNA-seq 和 scRNA-seq 数据发

现，snRNA-seq 减少了分离偏差、提升了稀有细胞

类型检测能力。Weber 等［50］于 2021 年对 19 名死于

新冠肺炎并快速接受尸检的人员和 7 名对照组人员

的肺部共约 11.6 万个细胞核进行了 snRNA-seq，确

定了细胞组成、细胞转录状态和细胞间相互作用的

实质性变化，为评估新冠肺炎并发症及治疗方案提

供了重要依据。2022 年 Gupta 等［51］对人类白色和

棕色脂肪细胞谱系中的前脂肪细胞和成熟脂肪细胞

分析表明，相较于 scRNA-seq，尽管 snRNA-seq 技

术缺乏细胞质 mRNA 的信息，但仍然能够广泛鉴别

出由 scRNA-seq 所能识别的脂肪细胞类型。snRNA-
seq 技术突破了对样本来源以及类型的限制，尤其适

用于心脏［52］、肾脏［53］、脑［54］、植物细胞［55］等组织，

对于人类临床试验［56］、遗传学研究［57］和大型器官

的精确细胞图谱绘制［58］等工作有重要意义。
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2.2 基于第三代测序平台的单细胞转录组测序 

技术

基于二代测序（next generation sequencing, NGS）

平台的 scRNA-seq 读长较短，后续的拼接过程可能

会引入很多系统性误差，无法有效检测基因组的结

构变异以及转录本的构型变化［59］。将 scRNA-seq 与

第 三 代 测 序 技 术（third generation sequencing, TGS）

相结合，可直接读取反转录全长 cDNA，获取高质

量的单个 RNA 分子的序列，不仅可以显著提高单核

苷酸位点变异（single nucleotide variant, SNV）检测

的可靠性和分辨率，还可以进一步揭示基因可变剪

接和新转录本等转录组学特征，从而描述不同细胞

的基因表达特性［60-61］。

目 前 第 三 代 测 序 技 术 以 Pacific biosciences

（PacBio） 和 Oxford nanopore technologies（ONT） 两

家测序公司为代表［59］。PacBio 拥有独特的单分子

实时测序技术［62］（single molecule real time, SMRT），

原理是将 SMRTbell 模板与 DNA 聚合酶固定在零模

波导（zero mode waveguide, ZMW）中，由不同染料

标记的核苷酸经过 ZMW 时会发生碱基配对，分析

荧光波长和峰值可确定碱基种类，根据碱基通过

ZMW 的时间可推测碱基修饰位点［63］。基于 ONT 的

纳米孔测序技术利用马达蛋白牵引 RNA 或 DNA 分

子通过纳米孔，这一过程中各类碱基因电荷性质不

同产生相应的电流信号，以此推测碱基种类，带有

修饰的碱基位点也可通过相应的电流信号进行检

测，从而实时获得序列信息［64］。ONT 主要测序仪

产品有 PromethION［65］、GridION［66］、MinION［67］及 
Flongle［68］。其中 MinION 作为便携型的商业化测序

仪，曾用于西非病毒暴发期间埃博拉病毒样本的现

场分析［69］。PacBio 的 Iso-seq 技术可以多次读取同

一条 cDNA 序列并完成测序，因此测序准确率更高

并且在发现转录组复杂性和鉴定基因同工型（gene 
isoform）等应用方面有较好的表现。而 ONT 除了

可以将 mRNA 转换为 cDNA 进行测序之外，还可

以直接对 mRNA 测序并检测 mRNA 上的修饰情况，

避 免 PCR 扩 增 导 致 的 信 息 缺 失［70］。 三 代 测 序 技

术为研究转录本可变剪接［71-73］、纠正错误拼接基

因［74］、分析选择性多聚腺苷酸化事件（alternative 
polyadenylation, APA）［71］、鉴定新基因与 lncRNA［72］

等工作提供了支持。近年来，研究人员尝试将单细

胞转录组学技术与三代测序平台相结合，将全长转

录组学的研究推向单细胞水平层面，2018 年 Gupta

等［75］将 Illumina 3' 测序技术与 Iso-Seq 技术相结合，

并利用 10x Genomics 平台开发了单细胞 RNA 异构体

测 序（single-cell isoform RNA sequencing, Scisor-seq）

技术，用来分析鉴定组织中的不同单细胞类型，研

究人员精确鉴定了小鼠小脑块状组织的神经元、星

形胶质细胞以及小胶质细胞，并揭示了远剪接位

点（distant splice sites）在不同细胞类型中的特异性

组合模式［76-77］，修正了小鼠 Gencode 数据库中的

基因组注释信息［75］。2020 年 Fan 等［61］ 将传统的

scRNA-seq 技 术 与 ONT 相 结 合， 开 发 了 SCAN-seq

（single-cell amplification and sequencing of full-length 
RNAs）技术，并以此为基础明确区分了小鼠植入前

胚胎不同发育阶段的细胞，鉴定出 9 338 个基因的

27 250 个未注释转录本。研究结果表明，相比基于

NGS 平台的 scRNA-seq，SCAN-seq 在确定单个细胞

内等位基因的特异性基因表达模式方面具有更高的

灵敏度［61］。同年 Lebrigand 等［78］提出了 ScNaUmi-
seq 技术，通过将 ONT 技术、细胞条形码标记方法

与独特分子标志符分配策略相结合，达到在高测序

深度下获取高精度全长转录本信息的目的，通过分

析小鼠胚胎大脑中的转录本亚型多样性，展现了这

一技术在单细胞水平上分析 RNA 剪接和单核苷酸多

态性的能力。

2.3 单细胞空间转录组技术

常规的 scRNA-seq 会破坏原组织样本中细胞间

的相互连接，从而丢失各个细胞的空间位置信息，

而空间转录组技术则弥补了这一缺陷［79］。单细胞

空间转录组学技术能够同时提供转录组信息和空间

信息，反映转录后修饰对于翻译过程和蛋白质水平

的影响，有助于理解正常和病理状态下的细胞特

性［8］。空间定位是决定细胞命运的关键，相比于传

统的空间转录组技术，单细胞空间转录组技术最大

的不同在于首先获取细胞并进行位置信息编码［80］。

编码方法涵盖了基于条形码珠阵列、显微切割、单

分子荧光原位杂交、条形码原位靶向以及混合分离

的技术，近年也出现了许多不同技术组合使用的情
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况［80］。基于条形码珠阵列的编码方法包括 HDST

（high-definition spatial transcriptomics）与 Slide-seq 技 
术。HDST 技术从空间条形码珠阵列上的组织学切

片中捕获 RNA［81］。Slide-seq 技术则将 RNA 从组织

切片转移到 DNA 条形码珠表面［82］。显微切割技术

包 括 LCM［83］ 与 Geo-seq（geographical position se-
quencing）技术，其中 Geo-seq 技术结合了 scRNA-seq

和 LCM，使研究人员可以借由少量细胞分析空间转

录组信息，目前已应用于小鼠早期胚胎、小鼠脑和

病理肝脏的空间转录组学研究［84］。单分子荧光原位

杂 交 技 术 以 seqFISH（sequential fluorescence in situ 
hybridization, seqFISH） 和 MERFISH（multiplexed  
error-robust FISH）为代表，seqFISH 能够准确检测

单个细胞中的转录产物，并对单细胞中的新生转录

产 物 进 行 原 位 可 视 化（in situ visualization）［85-86］。

MERFISH 使用组合标签、连续成像等技术来提高检

测通量，可以在单个细胞中鉴定数千种 RNA 的拷

贝数和空间定位，是一个高度多重化的 smFISH（sin-
gle-molecule FISH）成像方法［87］。条形码原位靶向

技术以 FISSEQ（fluorescence in situ sequencing）［88］、

ISS（in situ sequencing FISH）［89］以及 STARmap（spa- 
tially-resolved transcript amplicon readout mapping）［90］

等 技 术 为 代 表， 可 以 对 固 定 组 织 或 细 胞 样 本 中

的 mRNA 进行直接测序。基于混合分离技术的有

SPLiT-seq（split pool ligation-based transcriptome se-
quencing）［91］、PETRI-seq［92］与 DBiT-seq［93］等。其中

SPLiT-seq 技术支持多路复用［91］，还可以用于从福

尔马林固定的石蜡包埋组织中剖析单核［94］，存储细

胞进行未来实验［48］。

2015 年 Satija 等［95］ 发 布 了 Seurat 分 析 工 具，

利用 R 语言工具包整合 scRNA-seq 数据和标记基

因的远侧杂交结果推断细胞位置，并以解离的斑马

鱼（Barchydanio rerio var）胚胎为研究对象推断出

了转录组范围内的空间模式图。2021 年 Srivatsan

等［96］提出了 Sci-SPACE 技术，将寡聚阵列引入组

织切片，利用 scRNA-seq 的部分识别条形码进行标

记和成像，进而捕获位置信息，在保留单细胞分辨

率的同时，在更大尺度上解决了空间异质性问题。

2022 年 5 月 Chen 等［97］提出了 Stereo-seq 技术，这

一 技 术 通 过 结 合 DNA 纳 米 球 芯 片（DNA nanoball

（DNB）-patterned arrays） 和 原 位 RNA 捕 获 技 术 实

现单细胞空间转录组测序，并应用这一技术解析了

小鼠胚胎发育中晚期器官发生的基因空间表达模

式，完成了小鼠器官发育时空转录组图谱。同一时

期 Wang 等［98］对果蝇晚期胚胎和幼虫的所有阶段

进行 Stereo-seq 并生成了对应时期的单细胞空间转

录组图谱，Xia 等［99］利用单细胞 Stereo-seq 技术解

析了拟南芥叶片上下表皮细胞间细微的转录组差异

并将单细胞位置和转录组信息成功整合。2022 年 11

月 McKellar 等［100］ 发 布 了 STRS（spatial total RNA-
sequencing）技术，通过原位 RNA 标记实现空间总

RNA 测序，进而捕获编码 RNA、非编码 RNA 和病

毒 RNA，这一技术适用于新的 RNA 或非宿主转录

物等未知 RNA 分析，通过 STRS 文库中的未剪接

转录本或新转录本还可以实现单个细胞的转录轨迹 
预测（表 1）。

3 单细胞转录组测序技术在秀丽隐杆线虫中
的应用

3.1 细胞谱系分析以及单细胞轨迹推断

细胞谱系是指受精卵经过不断的细胞分裂，产

生包含不同细胞类型胚胎的细胞分裂序列［101］。在

胚胎发育过程中细胞相互协调，彼此间建立联系进

而形成个体，关于如何实现这种协调的一个普遍假

设是，每个细胞的行为是由一组 RNA 混合物决定

的［102］。谱系中细胞的转录组引导细胞随时间推移

分化成特定细胞类型，因此通过 scRNA-seq 直接测

定单个细胞的基因表达模式，对于理解细胞谱系的

形成过程，以及比较不同种类动物早期发育间的演

化关系具有重要意义。如果把单细胞转录组看作是

细胞某个过程中某一时间点的静态快照，将快照级

联就相当于细胞状态持续变化过程的再现，称为“伪

时间轨迹”［103］。单细胞轨迹推断通过分析单细胞

转录组的动态变化情况，进而描述细胞状态的详细

变化过程和关键过渡点，为揭示新的调控因子提供

参考［104］。借助 RNA velocity 可增加所推断的伪时

间 的 真 实 性［105］。RNA velocity 即 mRNA 丰 度 的 变

化，常用模型有 velocyto 和 scVelo，可同时访问细胞

状态、转录组运动方向及速度并检测瞬时表达的基 
因［106-107］。 单 细 胞 基 因 表 达 分 析 还 可 以 通 过
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Monocle3 工具包进行，实现细胞聚类及分类、细胞

计数、基因差异表达分析及单细胞轨迹构建［108］。

传统模式动物秀丽隐杆线虫是研究胚胎发育、繁殖

和衰老的一种强大而成熟的模型，目前人们已绘制

出秀丽隐杆线虫完整的发育细胞谱系和神经元连接

体［109-110］。借助 scRNA-seq 技术，研究人员可以摆

脱传统转录组学研究的限制，在单细胞水平层面深

入揭示秀丽隐杆线虫的细胞谱系形成过程以及特定

类型细胞的分化轨迹。

2012 年 Hashimshony 等［35］开发了一种通过多

路线性扩增的 scRNA-seq 技术 ：CEL-Seq。在体外转

录线性扩增 mRNA 之前进行条形码标记和样本汇集，

从而解决了 mRNA 起始量少的问题。利用 CEL-Seq

技术对秀丽隐杆线虫早期胚胎发育过程进行研究，

研究人员成功实现了在复杂组织中对不同类型细胞

群体的转录组分析鉴定工作。2016 年 Tintori 等［102］

针对秀丽隐杆线虫胚胎从受精卵发育到 16 个细胞

阶段的过程，分离捕获各阶段细胞进行 scRNA-seq，

完成了秀丽隐杆线虫早期发育的转录谱系，展示了

在早期发育阶段每个细胞的全基因组转录本丰度信

息，同时还提供了一个可供访问的交互式数据可视

化工具。该研究解答了每个细胞中的合子基因组如

何差异激活的问题，挖掘了对发育过程至关重要的

相关基因。2017 年 Cao 等［34］开发了单细胞组合索

引 RNA 测 序 技 术（single-cell combinatorial indexing 

RNA sequencing, sci-RNA-seq），通过组合索引策略

分析单个细胞或细胞核的转录组，这一技术降低了

细胞处理过程对细胞状态或 RNA 完整性的干扰，减

少了批量效应。研究人员借助这一技术，发布了秀

丽隐杆线虫 L2 幼虫期的单细胞转录组目录［34］，并

对各细胞类型中的 marker 基因做了更为深入的总结

（表 2）。Fernandes 等［111］于 2020 年提出了一种分离

和制备秀丽隐杆线虫单细胞悬浮液的方案，这一方

案基于 FACS 技术，利用高度同步化发育的秀丽隐

杆线虫 L1 幼虫，实现了对稀有类型细胞的有效纯化。

该方案缩短了单细胞悬浮液的制备时间，减少了

FACS 分选时由于压力和活细胞的损失而产生的转

录效应，并能够有效分离罕见细胞类型［111］。2022

年，Niu 等［112］开发了一个计算框架，来研究在秀

丽隐杆线虫原肠胚形成和器官形成的早期发育过程

中，基因表达调控、形态发生与细胞信号网络和细

胞集体行为的动态关系，使研究人员可以更好地理

解基因表达如何在单细胞和组织规模上调控秀丽隐

杆线虫的胚胎发生过程。2021 年 Wang 等［113］综合

了包含秀丽隐杆线虫在内的 7 个动物物种的 scRNA-
seq 数据，定义了一个细胞图谱的概要，并构建了一

个跨物种细胞类型的进化层次模型，描述了细胞类

型多样性及其起源的路线图。这一研究揭示了动物

进化过程中细胞类型的保存和分化过程，进一步扩

大了比较基因组学的研究范畴。

表 1 单细胞空间转录组测序技术

Table 1 Single cell spatial transcriptome sequencing technologies

名称

Name

空间编码方法

Spatial encoding method

目标

Target

靶向性

Approach

研究对象

Subjects of research

亚细胞水平

Subcellular

参考文献

Reference

HDST 条形码珠阵列 mRNAs 否 小鼠嗅觉细胞 是 ［87］

Slide-seq 条形码珠阵列 mRNAs 否 小鼠脑 否 ［88］

LCM 显微切割 mRNAs 否 小鼠脊髓 否 ［90］

Geo-seq 显微切割 mRNAs 否 小鼠早期胚胎 否 ［91］

seqFISH 单分子荧光原位杂交 RNA 是 小鼠脑、嗅球 是 ［94］

MERFISH 单分子荧光原位杂交 RNA 是 人的大脑皮层 是 ［96］

FISSEQ 条形码原位靶向 mRNAs 否 人原代成纤维细胞 是 ［97］

ISS 条形码原位靶向 mRNAs 是 人乳腺癌组织 是 ［98］

STARmap 条形码原位靶向 mRNAs 是 小鼠脑组织切片 是 ［99］

SPLiT-seq 混合分离 RNA 是 小鼠大脑和脊髓细胞 否 ［100］

PETRI-seq 混合分离 mRNAs 是 细菌 是 ［101］

DBiT-seq 混合分离 mRNAs 是 小鼠胚胎 否 ［102］
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3.2 神经元特异性表达机制的研究

不同类型的神经元拥有许多共同的功能，同

时又各自具备不同的特征，建立单细胞分辨率的基

因表达谱有助于深入了解不同类型神经元之间的差

异［114］。秀丽隐杆线虫由于其独特的结构，非常适

合进行神经系统，尤其是突触连接性的研究［115］。

运用 scRNA-seq 对秀丽隐杆线虫神经元细胞进行分

析，有助于将神经元特异性功能和解剖特性与具体

的分子特征联系起来，进而解析整个神经系统中单

个神经元的活动规律。

2021 年 Ben-David 等［116］ 利 用 scRNA-seq 技

术，在秀丽隐杆线虫中筛查了细胞类型特异性的

反 式 eQTL 热 点（cell-type-specific trans expression 
quantitative trait loci hotspots），这些 eQTL 热点可以

影响相关类型细胞的核心通路表达途径。研究人

员同时发现了神经系统中的单细胞特异性 eQTL 效

应，包括在两个独立的神经元中具有相反效应的

eQTL。这一工作表明，借助 scRNA-seq 技术，人们

可以由全基因组范围的 eQTL 定位揭示表型变异的

分子基础，分析疾病风险和其他复杂性状变异。同

年 Taylor 等［114］使用 FACS 从秀丽隐杆线虫 L4 幼虫

期个体中分离出神经元细胞并进行 scRNA-seq，发

表 2 末端细胞类型注释的标记基因

Table 2 Marker genes for terminal cell type annotations

细胞类型 Cell type 标记基因 Marker genes

肌肉和中胚层 Muscle and mesoderm ceh-13, ceh-34, cup-4, cwn-1, dmd-4, dsc-1, egl-20, ehn-3, exp-1, eya-1, glb-26, hlh-1, hlh-8, let-381, lgc-26, mig-
1, mls-1, myo-3, pal-1, sfrp-1, unc-30, unc-62, unc-39

咽 Pharynx aff-1, agr-1, ceh-2, ceh-6, ceh-19, ceh-22, ceh-45, cwn-2, dmd-4, elt-4, eyg-1, fos-1, glr-8, gly-15, hlh-6, inx-12, 
inx-20, irx-1, lec-8, let-23, lys-8, mlt-8, mlt-11, nhr-25, nhr-67, nhr-239, pax-1, phat-1, phat-2, phat-5, ref-1, ser-
2, slt-1, spp-7, tnc-2, tni-4, tnt-4, ttx-1, unc-62, unc-129, W05B10.4

导管和气孔 Duct and pore aff-1, ceh-37, grl-2, irx-1

肠 Intestine ceh-37, cpr-1, faah-1, irg-7, pal-1, pbo-4, psa-3, ZC204.12

皮下组织和侧线细胞

Hypodermis and seam cells

ahr-1, bus-4, bus-8, bus-12, ceh-13, ceh-16, ceh-32, egl-17, elt-1, elt-3, elt-6, lin-12, lin-39, lin-44, mab-5, pax-3, 
plx-2, rnt-1, slt-1, tbx-2, tbx-8, tbx-9, unc-62, unc-130, vab-3, vab-7

胶质细胞和排泄细胞

Glia and excretory cells

aat-1, aff-1, aqp-7, ceh-6, ceh-32, ceh-37, eak-3, eak-6, grd-15, grl-18, grl-12, grl-2, hlh-11, inx-12, inx-13, irx-1, 
kcc-3, let-23, lim-6, mls-2, mlt-8, mltn-13, nas-31, nhr-25, pros-1, qua-1, sdf-9, ser-2, slt-1, sym-1, unc-62, wrt-6, 
F52E1.2, F16F9.3, K08D12.4, K09F5.6

早期胚胎、生殖腺和直肠

Early embryo，germline and rectum

glh-1, nos-1, pgl-1

纤毛神经元 Ciliated neurons agr-1, bas-1, cat-2, cat-4, capa-1, ceh-13, ceh-19, ceh-36, che-1, cil-7, cng-2, cog-1, cwn-2, dac-1, daf-11, dat-
1, deg-1, dhc-3, dyla-1, flp-3, gcy-8, gcy-9, gcy-11, gcy-18, gcy-23, gcy-31, gcy-32, gcy-33, gcy-35, gcy-36, gcy-
37, ns-6, klp-6, nhr-6, nhr-67, nhr-216, ocr-1, ocr-4, odr-7, osm-10, pax-2, pcrg-1, pdf-1, sox-2, sptf-1, srb-6, srd-
23, srh-74, ssu-1, tba-6, tba-9, tbx-2, trx-1, ttx-1, unc-42, unc-62, xbx-9, C47D2.1, F15A4.5, F09E8.8, K04D7.6, 
M04B2.6, R102.2

非纤毛神经元和纤毛神经元

Non-ciliated neurons and ciliated neurons

ceh-6, che-7, dop-1, flr-4

非纤毛神经元 Non-ciliated neurons acc-1, acc-2, ace-3, acr-15, acr-16, acr-23, acy-2, alr-1, aptf-1, ast-1, bus-18, ceh-6, ceh-10, ceh-17, ceh-24, ceh-
27, ceh-31, ceh-32, ceh-34, ceh-43, ceh-63, ceh-75, cex-1, deg-3, des-2, dop-5, eat-4, egl-5, egl-20, fax-1, flp-1, 
flp-2, flp-4, flp-9, flp-11, flp-12, flp-13, flp-18, flp-22, gbb-1, gbb-2, gcy-35, glb-17, glc-3, glr-1, glr-2, glr-3, glr-
4, glr-5, glr-6, glr-8, gpa-2, gpa-14, hlh-13, hlh-14, hlh-34, ins-1, inx-19, irx-1, lad-2, lim-4, lim-6, lin-11, lin-
44, lite-1, mab-9, mbr-1, mec-1, mec-3, mec-7, mec-17, mgl-1, mls-2, mod-5, nhr-67, nlp-7, nlp-12, nlp-15, nlp-
17, nmr-2, nob-1, odr-2, pdf-1, pks-1, rig-3, rig-4, rig-5, ser-2, ser-4, ser-6, slt-1, snet-1, snf-11, sox-2, sox-3, tbh-
1, tbx-2, tdc-1, tmc-1, ttx-3, twk-16, unc-3, unc-4, unc-6, unc-7, unc-17, unc-25, unc-29, unc-30, unc-42, unc-
46, unc-47, unc-62, unc-86, unc-130, vab-7, vab-8, vab-15, zig-5, C35B1.7, F26A10.1, F59E11.7, F17C11.2, 
K07C5.9, Y43F8B.20

直肠细胞 Rectal cells ceh-6, ceh-27, daf-6, dve-1, egl-20, egl-38, elt-3, mab-9, mom-2, nac-2, nhr-25, pal-1, pha-4, ref-2, tat-4
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现每种神经元类型都是由神经肽编码基因和神经肽

受体的不同组合所定义的。研究结果提供了神经元

特异性基因表达与整个神经系统的结构和功能之间

的全面联系，表明每种类型的神经元在发送和接收

信号中具有不同的作用，为神经元连接和功能的遗

传基础研究奠定了基础。2020 年 Sun 等［117］为研究

剪接网络中功能相关靶点，选取秀丽隐杆线虫的“触

觉神经元”进行转录组测序发现，保守的剪接调控

因子 MEC-8/RBPMS 是触觉神经元功能的必需基因。

这一工作对阐明特定细胞类型中功能相关调控目标

的未来研究具有指导意义，有助于探索秀丽隐杆线

虫单个神经元进行多感觉整合的具体机制。

4 总结与展望

单细胞转录组测序技术使我们得以深入了解细

胞多样性，并探索多细胞生物遗传信息的动态表达

过程，随着相关工作的开展，一些新的测序技术与

分析流程也在不断被开发出来。ATAC-seq（assay for 
transposase accessible chromatin with high throughput 
sequencing）技术可以识别基因组中的染色质开放

区域，而 scATAC-seq［118］ 技术（single cell assay for 
transposase accessible chromatin with high throughput 
sequencing） 将 传 统 ATAC-seq 流 程 与 微 流 体 或 细

胞索引技术相结合，在传统 ATAC-seq 的基础上通

过条形码实现细胞核标记与分选［119］。其数据可分

析基因活性，也可与 scRNA-seq 数据及其他组学

数据集成进行多组学研究［120-121］。基于细胞索引的

sciATAC-seq（single-cell combinatorial indexing assay 
for transposase accessible chromatin using sequencing）

将裂解细胞的细胞核放置在带有独特条形码转座

子的 96 孔板中并汇集在一起，进行荧光激活细胞

分 选（FACS）［118］。2021 年 Durham 等［122］ 使 用

sciATAC-seq 技术收集秀丽隐杆线虫 L2 幼虫的单细

胞染色质可及性数据，并利用一种新的 Dirichlet 分

配算法，提供了推定细胞类型特异性基因调控位点

的新图谱。近年来科研人员在 scATAC-seq 的基础

上陆续开发出了 Pi-ATAC（protein-indexed scATAC-
seq）［123］、uATAC-seq（nano-well ATAC-seq）［124］ 及

dsciATAC-seq（droplet microflfluidics scATAC-seq with 
cellular indexing）［125］等技术。Pi-ATAC［123］同时测

量同单个细胞的表位蛋白质和活性 DNA 调控元件，

直接将细胞表型或微环境与表观遗传图谱相联系。

uATAC-seq［124］在 scATAC-seq 基础上通过纳米级液

体沉积系统减小测序体积，降低试剂成本，具有高

度的可扩展性，非常适合多组学分析。dsciATAC-
seq［125］同时结合细胞索引与微流体，增加了细胞吞

吐量和基于微流体的 scATAC-seq 的读取深度。在选

择 scATAC-seq 之前，综合考虑实验设备的可用性、

与分析软件的兼容性、细胞吞吐量及研究目的非常

重要。

2020 年 Sun 等［117］通过对秀丽隐杆线虫胚胎细

胞进行 scRNA-seq，鉴定出 94 个未被报道过的调节

基因表达的非编码 RNA（non-coding RNA, ncRNA），

并对 ncRNA 是否影响胚胎发生过程中相应基因的时

空表达进行了探索。除此之外，科研人员开始尝试

对多种单细胞测序技术进行组合，通过单细胞多组

学 测 序（single cell multi-omics sequencing, sc multi-
omics-seq）分析确定基因型 - 表型相关性［126］。例如

ScTrio-seq（单细胞三组学测序）技术同时在单细胞

水平对基因组拷贝数变异（CNVs）、DNA 甲基化组

和转录组实现了三重组学测序［127］。这一研究思路

一方面可用于分析单个细胞间的谱系关系，帮助了

解肿瘤潜在的治疗靶点，另一方面可通过 DNA 与

RNA 中突变的相互验证进行基因诊断筛查［128-129］。

单细胞水平多组学测序技术的开发也将为秀丽隐杆

线虫的相关研究提供新的平台。针对秀丽隐杆线虫

领域不断涌现的单细胞转录组学研究成果，2022 年

WormBase 发布了两个数据分析工具，分别用于集成

数据集的交互差异表达分析（scdefg）以及基因表达

可视化处理（Wormcells），方便研究人员对已发表

的秀丽隐杆线虫 scRNA-seq 数据进行深入挖掘［130］。

目前，单个神经元如何检测不同类型的外界刺激，

如何处理多种感觉模式并产生不同行为的具体机制

尚不清楚，秀丽隐杆线虫作为研究神经元功能机制

的重要模型，结合 scRNA-seq 技术或许可以在将来

为神经元决策机制以及多模态研究工作提供强大的

助力。相关工作有可能阐明包括人类在内的高等生

物多感觉整合的基本规则，对于探索头晕、迷失方

向和平衡问题等神经疾病的病因具有重要意义。
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