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摘要：基于CRISPR的单细胞转录组测序技术是将单细胞转录组测序技术与CRISPR集中筛选技术结

合，用于研究传统技术无法完成的细胞异质性、细胞谱系追踪、细胞互作及空间位置、药物作用靶点

预测和鉴定等。本文简单比较了六种最常用的单细胞转录组测序技术，重点介绍了五种基于CRISPR
的单细胞转录组测序技术及应用研究，并对其推广应用所面临的挑战作出了分析，旨在为单细胞转录

组测序技术的应用及创新提供参考。
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Abstract: CRISPR-based single-cell transcriptome sequencing technology is to combine single-cell RNA-
sequencing with CRISPR-pooled screens to study cell heterogeneity, cell lineage tracking, cell interaction and
spatial location, as well as to predict and identify drug action targets that can not be completed by traditional
technologies. We briefly compared the six most commonly used single-cell transcriptome sequencing
technologies. Especially, we focused on five CRISPR-based single-cell transcriptome sequencing technologies
and their applications and analyzed their potential challenges. We provided useful information for the
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细胞是生物结构和功能的基本单位，其类型

和状态差异较大。多细胞生物的大部分生理功能

差异反映在组成细胞间基因表达的时空变化上[1]。

最初对基因表达的研究是从大量细胞中获取足够

多的RNA进行测序分析，因此测序结果是这些细

胞整体的表征。然而，由于细胞异质性，细胞的

表型相同，其遗传信息却可能存在显著性差异，

很多低丰度的信息会在整体表征中丢失[2]。为了弥

补传统高通量测序的局限性，单细胞测序技术应

运而生。而决定细胞功能的一个重要因素是转录

进程，因此表征细胞转录水平 [ 3 ]、重建细胞谱

系[4]、探究细胞异质性[5,6]、剖析基因功能关系[7]，

不仅对揭示组织器官正常发育进程有重要意义，

同时可为探究疾病发生发展提供新的认知。近年
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来，基因编辑技术的开发及应用呈现爆炸式增长，

由单链向导RNA(single-guide RNA，sgRNA)指导的

靶向精确的基因编辑在生物学机制研究[8]、人类疾

病治疗[9]、作物遗传改良[10]等方面显示出巨大的应

用前景。科学家们将单细胞转录组测序技术

(single-cell RNA-sequencing，scRNA-Seq)与成簇的

规律性间隔短回文重复序列系统(the clustered
regularly interspaced short palindromic repeat，
CRISPR)筛选技术结合，促进了对基因功能和基因

调控网络的系统性研究。本文介绍了单细胞转录

组测序技术及CRISPR/Cas9基因编辑技术，重点在

转录组层面介绍了几种基于CRISPR的单细胞转录

组测序技术及应用，旨在为转录组测序技术的应

用、开发、升级提供参考。

1 单细胞转录组测序技术

2009年，Tang等[11]开发的单细胞转录组测序

技术问世，生物学研究正式迈入单细胞转录组测

序时代。十几年来针对灵敏度、精确度、准确

性、通量等问题，单细胞转录组测序技术不断更

新迭代，细胞通量和基因通量大大提升，成本逐

渐降低，已成为用于识别和表征细胞类型、状

态、谱系和环路的重要研究手段[12-14]。

单细胞转录组测序技术基本路线是：细胞分

离、细胞标记、基因检测、数据分析。细胞分离

最初依靠人工手动分离，如显微吸取法、激光显

微切割法。这种方法工作量大、效率低，随着技

术的提升，流式细胞术、自动化的集成流体电

路、液滴微流控技术等大大提升了细胞分离效

率。分离得到的单细胞需要保证拥有各自独立的

微反应体系，如微孔板利用孔间隔保证独立的反

应体系、液滴微流控利用油滴包裹隔离单细胞保

证独立的反应体系[15]。细胞标记是利用数个碱基

的核苷酸序列作为标签(barcode，BC)，在单细胞

微反应体系的逆转录过程中对转录本进行标记，

同一个细胞内的所有转录本标记上相同的BC，这

样在后续建库时既能混合操作，在数据分析层面

又能达到区分单细胞转录数据的目的，如CEL-Seq
(cell expression by linear amplification and sequencing)[16]

等。随着技术的升级，后来又引入了单细胞转录

本独特的分子标识(unique molecular identifier，

UMI)进行标记，以解决PCR偏好可能对基因表达

定量的影响，使基因定量更加精确，如CEL-
Seq2(cell expression by linear amplification and
sequencing 2)[17]、Drop-Seq[18]。逆转录-标记之后

得到cDNA链，进一步PCR扩增或体外转录(in vitro
transcription，IVT)以达到二代测序对样本量的要

求。单细胞转录组测序是通过捕获携带多聚腺苷

(PolyA)的RNA分子，并且检测的区域范围具有3′
端或 5 ′端倾向性，对中高表达的基因更为敏

感[19,20]。最后的数据分析可根据研究人员的要求进

行，如根据基因表达特征区分细胞群、探究细胞

群差异表达基因、差异表达基因的功能富集分

析等。

单细胞测序技术发展迅速，最常用的主要有

六种。2013年，Picelli等[21]开发了Smart-Seq2，通

过流式细胞仪分选细胞，进一步裂解，逆转录模

板转换后进行PCR扩增以富集cDNA。随后使用

Tn5转座酶将cDNA打断并加上通用测序接头，再

进行一次PCR扩增完成建库。Smart-Seq2能够检测

mRNA的全长信息和较多的基因数目，但是通量

低、成本较高，不适合大规模的单细胞研究。

2014年，Jaitin等[22]开发了MARS-Seq(massively
parallel RNA single-cell sequencing)——一种自动化

的大规模并行scRNA-Seq，结合无监督分类算法，

用以分析数千个单细胞的体内转录状态。该技术

在分子、细胞、孔板三个水平采用BC，通过流式

细胞仪将单细胞分选到孔板中，借助BC，首先对

单细胞进行初步分类来表征细胞亚群，然后通过

整合每个无监督类别中数个细胞的数据，以高分

辨率研究转录谱。该技术不仅通过多路复用RNA-
Seq对数千个细胞进行体内采样，同时还保证了对

扩增偏差和标记错误的严格控制。同年，

Soumillon等[23]开发了SCRB-Seq(single cell RNA
barcoding and sequencing)，相比之前的高通量测序

实验流程，SCRB-Seq实验步骤更简单。SCRB-Seq
通过逆转录模板转换将携带多聚腺苷(polyA)的
mRNA逆转录为cDNA，并给cDNA加上BC、

UMI、通用测序接头，随后对cDNA进行扩增并使

其片段化用以测序。2015年，Macosko等[18]开发了

Drop-Seq，采用微流体装置，其原理是装置通道中
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流动的两种水溶液被油分割成微滴，一种微滴包

含单个细胞，另一种微滴包含细胞裂解液和带有

BC、UMI、PCR handle的微珠，随后在通道中将

两种微滴结合起来，后续建库步骤与SCRB-Seq相
似。2016年，Hashimshony等[17]开发了CEL-Seq2，
CEL-Seq2借助C1单细胞自动制备系统，C1出口孔

装载CEL-Seq2引物，化学法裂解细胞得到mRNA
后在其3′端添加BC、UMI、通用测序接头和T7启
动子，逆转录得到cDNA并热灭活逆转录酶，随后

进行体外转录获得测序文库。相较于之前的CEL-
Seq，CEL-Seq2灵敏度更高、成本更低、操作步骤

更加简单。2017年，由10×Genomics公司研发的

10×Chromium[24]微流体平台基于GemCode问世，其

技术核心是一个乳状液凝胶珠(gel bead in emulsion，
GEM)，在八通道微流控芯片中封装带有BC、
UMI、通用测序接头的凝胶珠，通过微流体装置将

单个细胞与凝胶珠封装，共同形成GEM，随后凝

胶溶解、细胞裂解，逆转录模板转换mRNA带上标

签，随后破乳，利用cDNA进行建库。本文就样品

文库制备流程，即单细胞捕获、逆转录、第二条

链的合成、扩增、建库和测序范围，对上述六种

scRNA-Seq技术进行比较(图1)。

2 CRISPR/Cas9基因编辑技术

CRISPR是自然界大多数细菌和古细菌抵抗噬

菌体感染和质粒转移的防御机制[25]。根据CRISPR/
Cas基因座的分类，CRISPR系统被分为六种不同的

类型(Ⅰ~Ⅵ)[26,27]，每种类型都使用一组独特的Cas

蛋白以及CRISPR RNAs(crRNAs)来进行CRISPR干

扰 [28]。在第二类CRISPR系统中反式激活crRNA

(tracrRNA)，与crRNA中的重复序列碱基配对，形

成一种独特的双链RNA结构[29]，再引导DNA核酸

内切酶Cas9利用不同的核酸酶结构域 (HNH或

RuvC)分别切割DNA的两条链[30]。这种独特的双链

RNA指导Cas9切割任何含有20 nt与之互补并且含

有前间区序列邻近基序(protospacer adjacent

motif，PAM)的DNA[31]。随后人工合成的单链向导

RNA(single-guide RNA，sgRNA)模拟tracrRNA-

crRNA结构，使系统得到简化(图2)。这种简化的

双组分CRISPR/Cas9蛋白-RNA系统通过sgRNA碱

基配对定位到靶DNA序列，并造成靶DNA双链断

裂(double-stranded DNA breaks，DSB)。诱导细胞

或通过非同源末端连接(non-homologous end

joining，NHEJ)修复DNA，最终导致碱基的随机插

入或缺失(insertions or deletions，indels)，造成移码

突变；或者在同源DNA模板存在的情况下，通过

同源定向修复(homology-directed repair，HDR)来

替换切割位点周围的DNA。在应对DSBs过程中，

HDR与NHEJ竞争，通常indels比基因替换更常见[32]

(图2)。
自最初报道来自化脓链球菌(Streptococcus

pyogenes)的Cas9核酸酶(spCas9)具有DNA的靶向切

图1 scRNA-Seq文库制备比较
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割作用[33]以来，其他来源的直系同源物Cas9或工

程化的Cas9也因蛋白质大小、PAM序列、sgRNA
结构、最佳间隔区长度、编辑效率等优势受到科

学家们的关注，并对其编辑效率进行了测试。例

如，相较于1 368个氨基酸的spCas9，来源于金黄

色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)的saCas9[34]、来

源于嗜热链球菌(Streptococcus thermophilus)的
stCas9[35]，因小于1 100个氨基酸，在腺相关病毒递

送至体细胞组织进行基因编辑中会更有优势[36]；

spCas9突变体SpRY[37](NRN>NYN PAMs)降低了对

PAM序列的限制，可靶向更多的疾病相关突变位

点，更适于后续治疗应用。

因操作简单、价格低廉、编辑效率高等优

势，目前CRISPR/Cas9已被广泛应用到以下领域：

高通量筛选研究基因功能[38,39]；建立用于诊断和基

因治疗的细胞模型[40]和动物模型[41]；开发CRISPR干
扰技术[42](CRISPR interference，CRISPRi)和CRISPR
激活技术[43](CRISPR activation，CRISPRa)用于信

号通路的揭示和药物靶点的筛选；荧光分子与催

化失活的Cas9(dead Cas9，dCas9)结合用于活细胞

成像[44]等。

3 基于CRISPR的单细胞转录组测序技术

基于CRISPR的单细胞转录组测序技术关键是

将干预结果分配给不同的细胞 (图3 )。在获得

CRISPR干扰文库及相应细胞转录组数据后，依赖

sgRNA在文库中的索引(indexes)来确定表型与相关

扰动基因的对应关系。为了确定表型与相关扰动

基因的因果关系，scRNA-Seq筛选平台通常在表达

sgRNA的质粒中加入向导标签(guide barcode，
GBC)，建立sgRNA/GBC库，间接确定表型与相关

扰动基因的因果关系，例如Perturb-Seq[45]、Mosaic-
Seq[46]。CROP-Seq(CRISPR droplet sequencing)[47]通
过在3′长末端重复序列(long terminal repeat，LTR)
处设计直接表达sgRNA，Direct capture Perturb-
Seq[48]通过在逆转录过程中添加特定靶向引物，二

者具有直接读取sgRNA的优势，直接确定表型与

相关扰动基因的因果关系。

图2 CRISPR/Cas9基因编辑原理图
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3.1 Perturb-Seq
2015年，Aviv Regev实验室率先将大规模平

行单细胞转录组测序技术[18,49]和CRISPR/Cas9产生

多位点基因扰动[50,51]结合，开发了一种称为Perturb-
Seq[45]的筛选技术。Perturb-Seq可以准确识别单个

基因扰动或遗传相互作用下的单细胞基因特征和

细胞状态。研究人员设计并使用了一种CRISPR慢
病毒载体向细胞递送sgRNA，并通过表达的GBC
来报告sgRNA[52]。通过调整病毒滴度(multiplicity
of infection，MOI)来研究单个基因或上位效应。此

外质粒还包括一个蓝色荧光蛋白(blue fluorescent
protein，BFP)-T2A-嘌呤霉素的开放阅读框(open
reading frame，ORF)，以备流式细胞仪分选或抗生

素选择转导的细胞。单细胞转录组测序中使用独

特的细胞标签(cell barcode，CBC)和UMI来标记并

区分含有GBC的单个细胞的mRNA。研究人员还设

计了一个基于正则化线性模型的计算框架，用

MPMOSCA(multi input，multi output single cell
analysis)来估计扰动对基因表达的影响，以解释基

因扰动和遗传相互作用在单细胞转录进程和细胞

状态上的边际效应。

3.2 CRISP-Seq
Jaitin等[53]融合大规模平行单细胞转录组测序

技术和CRISPR集中筛选技术，开发了CRISP-Seq
(clustered regularly interspaced short palindromic
repeats and sequencing)，用以重建控制髓细胞分化

及其对病原体反应的调节网络。研究人员使用一

个可扩展的慢病毒载体作为骨架，还包括gRNA、
多聚腺苷独特向导标签(unique guide index，UGI)
和荧光选择标记。为了利用CRISP-Seq技术更好地

表征单个细胞的基因型-表型关系，并识别多重扰

动，研究人员开发了一种算法，可以更准确地检

测具有不同表型的扰动单细胞。算法的框架依赖

于这样的假设，即具有相似基因型的细胞将在表

型空间中非常接近；因此，真正丧失功能的靶细

胞群将产生靶细胞群内相似并且与非靶细胞群间

不同表型。利用这一假设，研究人员试图克服数

据中假阳性和假阴性两个潜在异常值的来源。作

者开发了一种基于k近邻图(k-nearest neighbor，
kNN)的标记细化算法[54]：首先，与邻近细胞具有

图3 基于CRISPR的单细胞转录组测序文库制备
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相同基因型的细胞保留UGI标记，具有不同基因型

的细胞则失去UGI标记；随后，根据其邻近细胞的

基因型将对应的基因型标记传递到失去标记的细

胞中，由此来提高准确率。

3.3 Mosaic-Seq
转录增强子调节细胞特异性基因表达，对真

核生物发育和疾病发生起着至关重要的作用[55]。

由于每个增强子都存在于三维折叠的基因组[56]独

特的遗传和表观遗传环境中[57]，而这些环境因素

都影响着增强子的活性，目前基于质粒的方法[56,58]

可能不能完全概括内源性增强子的功能。Xie等[46]

开发了Mosaic-Seq技术，使用含有表观遗传修饰因

子KRAB的慢病毒dCas9-KRAB病毒载体感染野生

型细胞系，使用杀稻瘟菌素筛选细胞群后再使用

带有BC的sgRNAs慢病毒库对细胞进行感染。使用

嘌呤霉素筛选后的细胞群是经过表观遗传修饰且

表达不同sgRNA的嵌合细胞，随后使用Drop-Seq技
术[18]来表征细胞。研究人员研究了71种增强子，

发现其可被划分成15类超级增强子，每类超级增

强子中，只有一个增强子对靶基因具有较强的作

用，很多基于组蛋白修饰的增强子功能是冗

余的。

3.4 CROP-Seq
基于gRNAs及其诱导的细胞应答提前在单细

胞内被划分的想法，Datlinger等[47]开发了CROP-
Seq技术。常用于CRISPR集中筛选的慢病毒载体因

缺失400 bp的关键启动子元件而失活。研究人员假

设其3′LTR可以插入大小约400 bp的hU6-gRNA
盒，这个位置的gRNA成为RNA聚合酶Ⅱ(RNA
polymerase Ⅱ)转录嘌呤霉素mRNA的一部分。此

外，在慢病毒的逆转录和整合过程中，整个hU6-
gRNA盒还会被复制插入到5′LTR，但并不会干扰

EF-1a启动子上游的第二个拷贝。不同于Perturb-
Seq等技术使用BC来进行筛选，CROP-Seq技术使

sgRNA与表型直接配对，直接读取sgRNA，极大地

简化了后续操作。

3.5 Direct capture Perturb-Seq
Perturb-Seq等技术在慢病毒递送过程中带索引

的sgRNA库的重组可能使索引与其指定的sgRNAs
分离，这意味着此类平台仅限于阵列使用且规模

有限。由于hU6-gRNA盒大小的限制，CROP-Seq

与多种sgRNAs不兼容。鉴于这些技术的缺陷，

Replogle等[48]开发了Direct capture Perturb-Seq技
术。与前面几种基于液滴的scRNA-Seq类似，都是

使用分子标识来识别单个细胞的转录本。这种标

识的添加发生在逆转录期间，将唯一的UMI和CBC
添加到mRNA序列的3′或5′端。此外，对于Direct
capture Perturb-Seq，研究人员还通过在逆转录过

程中添加特定靶向引物(guide-specific primers)，将

这种BC扩展到非多聚腺苷酸化的sgRNAs中，使表

达的sgRNAs与单细胞转录组一起被测，由此将

sgRNA与表型直接配对。此外，研究人员还成功

实现了向单细胞中递送靶向同一个基因的数个不

同sgRNAs，证明了Direct capture Perturb-Seq单个

细胞单个基因多个sgRNAs能够提高CRISPR干扰和

激活的效率，有助于将紧凑、高效的CRISPR文库

用于单细胞筛选。

4 基于CRISPR的单细胞转录组测序技术的

应用

遗传扰动研究有助于描述基因和表型之间的

因果关系，而单细胞转录组提供了更丰富的分子

和细胞表型数据，因此，结合遗传扰动和单细胞

转录组测序的筛选已经成为描述遗传扰动后果的

有力工具并被科学家们应用到生物学研究的各个

领域。

4.1 遗传谱系追踪

研究细胞的谱系关系对揭示细胞正常分化机

制和理解疾病发生发展都至关重要。Cas9核酸酶

利用gRNA靶向特定的基因组区域，产生DSBs，在

修复过程中引入了长度大小和位置都可变的独特

的indels并成为永久的基因组疤痕，即为基因组

BC，每个带BC的细胞将BC传递给子代，从而允

许克隆跟踪和谱系重建(图4)。Spanjaard等[4]开发了

LINNAEUS(lineage tracing by nuclease-activated
editing of ubiquitous sequences)技术，利用红色荧

光蛋白(red fluorescent protein，RFG )转基因斑马鱼

受精卵，在1-细胞阶段向受精卵注射Cas9核酸酶和

靶向RFP的sgRNA以产生疤痕，红色荧光也随之消

失，随后分析了受精5 d后斑马鱼受精卵的单细胞

转录本，发现除红细胞外，所有血细胞具有相同

的疤痕。这一结果反映了胚胎红细胞的独特起
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源，它是在造血的启示阶段产生的，而所有的成

人血细胞都是在造血的终末期由内皮细胞产生

的。此外还发现胰腺中，胰岛内分泌细胞α细胞、β
细胞、δ细胞有着共同的起源。Alemany等[59]使用

带八个串联组蛋白-绿色荧光蛋白(green fluorescent
protein，GFP)的转基因斑马鱼。通过受精卵注射

Cas9蛋白和靶向GFP的sgRNA或受精卵卵黄注射

Cas9 RNA和靶向GFP的sgRNA，使用ScarTrace揭
示了部分多能胚胎祖细胞在肾髓质中产生所有造

血细胞，胚胎祖细胞在穹顶期后不久就进入右眼

或左眼，尾鳍中的表皮细胞和间充质细胞来自相

同的祖细胞，成骨细胞的前体细胞在再生过程中

可以产生间充质细胞，鳍中的常驻免疫细胞具有

不同于其他血细胞的克隆起源。Chan等 [ 60 ]利用

piggyBac将合成DNA整合到小鼠卵母细胞，合成

DNA包括一个8 bp整合标签(integration barcode，
intBC)、三个靶向位点序列，以及受三个不同启动

子启动的gRNAs，通过精细胞中注射Cas9核酸酶，

体外受精后在胚胎第8.5天或第9.5天进行分析，建

立了从受精到原肠胚形成的小鼠细胞命运图谱。

4.2 功能基因筛选与免疫治疗

结合scRNA-seq和CRISPR集中筛选，可用于

揭示疾病发生发展的分子机制，寻找药物治疗靶

点。Shifrut等[61]设计建立了靶向已知细胞表面蛋白

和TCR信号通路关键组分的sgRNA文库，使用

SLICE(sgRNA lentiviral infection with Cas9 protein
electroporation)技术，即利用慢病毒对人类原代T
细胞进行转导，随后对T细胞进行电穿孔递送Cas9
蛋白，TCR刺激4 d后通过流式分选将细胞分为非增

殖细胞和强增殖细胞以筛选人类原代T细胞增殖的

正、负调节因子，随后研究人员建立了靶向筛选

出来的负调节因子基因、7个已知免疫检查点基因

和非靶向对照的文库，并用上述实验方法对T细胞

进行遗传干扰，结合Crop-Seq表征了人类原代T细
胞免疫反应的关键基因，揭示了靶向敲除增殖的

负调控因子可以诱导特异性刺激依赖的效应基因

表达，从而增强T细胞的功能。Cohen等[62]利用接

受硼替佐米(Bortezomib)治疗的多发性骨髓瘤患者

的肿瘤细胞进行MARS-Seq，筛选到一些高风险多

发性骨髓瘤相关的新基因，揭示了一种新的多发

图4 基于CRISPR的单细胞转录组测序技术应用示意图
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性骨髓瘤耐药特征。其中PPIA基因编码的亲环素A
可促进蛋白质的有效折叠，研究人员通过CRSIPR/
Cas9技术敲除多发性骨髓瘤细胞系PPIA基因和使

用PPIA基因小分子抑制剂(CsA)，确定了PPIA在蛋

白酶体抑制剂抗性中的直接作用，并确定了卡非

佐米(Carfilzomib)和CsA的协同治疗具有高效特异

性的肿瘤杀伤作用。为了研究疾病相关基因在不

同细胞类型以及细胞发育过程中的基因功能，Jin
等[63]开发了in vivo Perturb-Seq，利用慢病毒向组成

型表达Cas9小鼠的E12.5胚胎前脑脑室递送靶向自

闭症谱系障碍 /神经发育迟缓(autism spectrum
disorder/neurodevelopmental delay，ASD/ND)相关

基因sgRNA，随后在小鼠出生后第7天分选BFP阳
性细胞进行Perturb-Seq，利用加权基因相关网络分

析(weighted gene correlation network analysis，
WGCNA)和结构主题建模 ( s t r u c t u r a l t o p i c
modeling，STM)在皮质投射神经元、皮质抑制神

经元、星形胶质细胞、少突胶质细胞和小胶质细

胞/巨噬细胞中定义出14种基因模块，ASD/ND相
关基因Adnp、Ank2、Ash1l、Chd8、Gatad2b、
Pogz、Scn2a1、Stard9和Upf3b对其中五个模块有

显著影响。此外，还对比了人类组织细胞scRNA-
Seq数据，这14个基因模块具有保守性。In vivo
Perturb-Seq可用于研究单/多疾病基因对发病的影

响，揭示疾病基因在疾病发生发展过程中形成的

功能网络。

4.3 细胞异质性

基因表达在细胞之间是高度异质的，因此

scRNA-Seq可用于表征表型异常的细胞、鉴定多能

细胞(图4)。Ji等[64]使用10× Genomics Chromium对

人皮肤鳞状细胞癌细胞(cutaneous squamous cell
carcinoma，cSCC)和正常皮肤细胞进行scRNA-
Seq，构建了细胞亚群的单细胞转录组图谱，并对

细胞亚群进行了划分，在cSCC细胞中发现了正常

细胞没有的肿瘤特异性角质形成细胞 ( t umor -
specific keratinocyte，TSK)，TSKs表达经典的上皮

间质转化(epithelial mesenchymal transition，EMT)
标志物，提示cSCC在表皮分化过程中失调导致细

胞无法完全参与分化，基底细胞迅速增殖，表达

EMT连锁基因的TSK亚群出现。通过对SCC异种移

植肿瘤细胞进行CRISPR/Cas9筛选，确定了TSKs

以PCNA和GINS2为中心的最大基因调控网络。

Nguyen等[65]使用WTC-CRISPRi hiPSCs(人类诱导

多能干细胞)[66]进行scRNA-Seq，成功把细胞分为

四个亚群：核心多能性、多能增殖性、早期始发

态、晚期始发态。亚群一和亚群二占总细胞的

96.1%，两者的主要区别是控制多能和分化的相关

基因表达水平不同，揭示了细胞增殖相关基因网

络。该网络由两个转录因子SALL4、ZIC1和NR5A1
信号受体，以及多能性调节因子POU5F1、SOX2
和NANOG协同调控。亚群三、亚群四和亚群一、

亚群二相比，细胞从多能性向谱系决定过渡，多

能性相关基因表达显著下调，多能干细胞调控网

络被逐步破坏，基因表达表现出高变异性特征。

Zhao等[67]对MIN6细胞系进行CRISPR递送并结合

scRNA-Seq分析，确定了MIN6细胞系随着细胞传

代次数的增加而产生遗传异质性，其中神经分泌细

胞高丰度表达lncRNA，通过实验证明了未表征的

lncRNA GM26917、Cenpw与胰岛素转录有关。

5 总结与展望

在单细胞水平，高通量转录组分析技术促进

了对细胞群体、疾病状态、发育谱系的理解。然

而，scRNA-Seq技术复杂的流程以及产生的庞大数

据，给后续分析和解释带来了挑战，总的来说有以

下几点。(1)实验材料有限。对于许多基因来说，每

个细胞都只有几十个转录本，总RNA约10 pg，其

中仅有0.1 pg是mRNA[68]。因此需要通过一个扩增

过程产生足够多的cDNA用于测序。但因为GC含
量不一致，导致基因比例扩增失衡。(2)单细胞捕

获困难。目前将器官、组织分离成单细胞的方法

有：显微操作分离，此方法能确保样品是单一细

胞，但劳动密集、产量低[69]；基于流式细胞术的

选择，这种方法使细胞空间信息在分离过程中丧

失；酶解分离，用于组织分离的酶都需要在37 ℃

进行孵育，但37 ℃也是哺乳动物体内多种酶的最

适温度，孵育过程中引起基因表达的改变，造成

基因表达假象。(3)数据稀疏性和噪声。基因不是

以稳定的方式表达的，对于一个给定的细胞，各

种基因转录本的水平处于不断变化的状态，基因

表达的脉冲性、爆发性引起生物噪音[70-72]。此外，

逆转录和扩增步骤的低效率也给单细胞基因表达
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研究增大了技术噪音。(4)数据集成。数据集成对

于研究单细胞的不同模式尤为重要，但不同研究

模式间还不能进行数据集成。例如目前的单细胞

ATAC-Seq (scATAC-Seq)可以揭示增强子区域及调

节关系，但目前无法像转录组学那样获得无监督

细胞类型的发现能力[73]。

正如二十世纪人类三大科学计划之人类基因

组计划，通过测定人类染色体中所有核苷酸序

列，成功绘制人类基因组图谱，破译人类遗传信

息。随着单细胞测序技术不断发展与成熟，可检

测的细胞总量及单个细胞可检测的参数不断提

升，科学家们也希望跨实验或模式集成单细胞数

据，建立一个全面的、包括人体所有细胞的人类

细胞图谱[74]。目前Han等[75]对60种人体组织样品和

7种细胞培养样品进行了Microwell-Seq，建立了70
多万个单细胞的转录组数据库，鉴定了人体100余
种细胞大类和800余种细胞亚类并系统性地绘制了

跨越胚胎和成年两个时期、涵盖八大系统的人类

细胞图谱。但完整的人类细胞图谱还应该整合空间

信息、多组学数据和人群分析，以期通过研究单个

细胞内的多模式数据类型之间的关系，揭示细胞功

能的潜在基础，推断模式之间的因果关系。

综上所述，本文对比了现有的六种单细胞测

序技术的文库制备流程，回顾了CRISPR/Cas9原
理，介绍了基于CRISPR的单细胞转录组测序技术

的研究现状。未来，随着细胞分离技术的提升以

及转录组扩增、测序和计算方法的改进，将有助

于我们对生命现象的理解与解释，为人类疾病治

疗作出重大贡献。
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