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摘要 细胞异质性是驱动多细胞系统实现功能分化、精度调控和环境适应的基础. 群体水平测序将细胞信号平 

均处理, 难以揭示个体差异, 掩盖关键亚群与调控变化过程. 单细胞组学技术可以在单细胞水平获取多种组学信 

息, 使细胞状态的真实多样性得以被精确解析. 目前单细胞技术已从转录组扩展至表观组、空间组及多组学整 

合. 本文梳理了近年来建立的单细胞测序技术, 并主要介绍不同技术取得的突破与创新. 
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即使处于相同微环境中, 不同细胞因其在转录活 

性、表观修饰等内在分子特征的差异而呈现出多种命 

运选择. 深入理解这类“个体内差异”现象, 是解析细胞 

命运决定机制、揭示疾病发生本质及重建发育路径的 

关键. 传统的高通量测序技术提升了研究人员获取细 

胞内分子信息的能力, 促进了对细胞调控网络的系统 

理解. 然而, 该类技术通常基于大量细胞的混合分析, 
其结果反映的是群体的平均信号, 难以捕捉单个细胞 

个体之间的真实差异, 限制了对细胞异质性的精确 

理解. 
为突破这一限制, 科研界普遍认为需要将单个细 

胞“作为独立样本”进行精准分析. 围绕该目标, 研究 

人员建立了一系列单细胞组学技术, 为探索细胞异质 

性提供了重要的技术手段. 当前单细胞组学技术聚焦 

于两个核心问题: 一是如何对每个细胞来源的分子进 

行准确追踪, 即细胞编码; 二是在极其有限的分子起 

始量下, 高效地获取有效信息. 前者通过不同的细胞 

编码策略(如单细胞单独反应或多轮随机编码)实现单 

细胞身份的区分, 后者则依赖于文库构建流程的优化, 
尽可能捕捉细胞内丰度极低的分子信息. 围绕这两方 

面的不断突破, 单细胞组学从最初的转录组拓展至如 

今的表观基因组、空间组及多组学整合体系, 在揭示 

细胞异质性的分子机制方面提供了更多维度以及更系 

统的解析方案. 

1 单细胞转录组测序 

单细胞转录组测序(single-cell RNA sequencing, 
scRNA-seq)是一种通过分析单个细胞内的转录组信 

息, 以揭示细胞异质性、发育轨迹及疾病机制的关键 

技术 .  2009年研究人员首次完成了八个小鼠囊胚 

scRNA-seq [1], 标志着该技术的初步建立. 其依赖于两 
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个关键方向的突破: 一是反转录环节的优化, 研究者通 

过改善反转录过程或反转录酶从而实现在微量mRNA 
(messenger RNA)起始浓度下, 稳定获得高质量的 

cDNA(complementary DNA); 二是文库扩增流程的优 

化, 尤其是降低了PCR(polymerase chain reaction)导致 

的扩增偏倚, 提升了文库的均一性. 该项工作首次验证 

了scRNA-seq的可行性, 也为后续scRNA-seq技术的发 

展奠定了基础. 早期scRNA-seq中, 研究者多采用分选 

单细胞到单管中进行单独反应实现细胞编码过程, 例 

如口吸管分选或FACS(fluorescence activated cell sort
ing)的方式. Smart-seq(switching mechanism at 5′ end of 
RNA template sequencing) [2]通过带有条形码的引物对 

单细胞进行单独反应从而实现细胞编码过程. 优化后 

的Smart-seq2 [3]在反转录过程中使用了模板转换引物 

(template switching oligo, TSO), 提升了反转录的效率. 
在这一过程中, 研究者利用M-MLV(moloney murine 
leukemia virus reverse transcriptase)反转录酶在到达 

mRNA 5′端会形成带有三个胞嘧啶(CCC)结构的特点, 
设计了含有3个核糖鸟苷(rGrGrG)的TSO接头与其结 

合并延伸, 在不依赖接头连接的情况下完成cDNA 5′ 
端接头添加, 从而获取了全长转录本. 此外, Smart- 
seq2还使用甜菜碱以及热循环反转录的方式提高了 

cDNA扩增的效率, 并结合Tn5转座酶建库机制, 实现 

了文库构建流程的实质性简化. 为避免PCR指数扩增 

中会造成的重复序列对测序结果的影响, mcSCRB-seq 
(single-cell RNA barcoding and sequencing) [4]在引物中 

引入了UMI(unique molecular identifier)序列, 为每个原 

始mRNA分子赋予唯一标签, 从而在数据分析中有效 

去除PCR重复, 提高表达量的准确性. scRNA-seq实验 

流程中基于FACS的方法往往通量有限, 且对分选精度 

与试剂质量要求较高, 从而导致实验成本较高, 此类方 

法适用于对少量样品深入解析的小规模研究. 
在不牺牲检测灵敏度的前提下, 为降低设备依赖 

性及试剂消耗量, 研究人员建立了一系列微孔板平台 

的单细胞测序技术, 例如CytoSeq [5], Seq-Well [6]和Mi
crowell-Seq(microwell-based single-cell RNA sequen
cing) [7]等. 这些技术采用稳定性较好的材料形成仅有 

一个细胞大小的微孔阵列实现单细胞之间的物理隔 

离. 此外, 通过尺寸与微孔阵列精确匹配的条形码磁 

珠, 高效地完成单细胞编码过程. 这类方法的优势在 

于操作流程简单, 不依赖专门的设备分选细胞. 然而, 

其固有的局限性较为明显, 例如, 不同细胞类型需要匹 

配不同尺寸微孔板, 同时磁珠捕获效率、细胞沉积效 

率等因素仍影响整体文库质量. 
为进一步提升通量并降低成本, Drop-seq(droplet- 

based single-cell RNA sequencing) [8]与inDrop(indexing 
droplets) [9]等基于微流控平台技术构建的“油包水”液 

滴微反应体系, 将细胞、条形码磁珠与反应液封装于 

微米级油滴中, 在每个油滴里形成独立的反应体系. 
这种方式在高通量捕获细胞的同时实现细胞编码过 

程. 其优势在于反应体积极小、试剂消耗低、操作自 

动化程度高, 可在较低成本下实现上万个细胞的并行 

分析, 广泛应用于组织发育、疾病微环境及免疫系统 

研究. 进一步发展出的PIP-seq(particle-templated in
stant partition sequencing) [10]则采用乳化振荡替代微流 

控芯片的方式形成液滴结构, 在保留高通量特性的前 

提下同时避免了对昂贵设备的依赖, 进一步降低了使 

用门槛和总体成本. 
尽管微孔板与微流控的方式提升了scRNA-seq单 

细胞分选的通量与灵敏度, 但仍依赖将细胞物理隔离 

的设备与操作平台. 为了突破这一瓶颈, 研究者提出 

了“分选-混合”(split-pool)的细胞编码方式: 先将少量 

的细胞在独立管中单独反应(split), 通过带有条形码的 

引物进行cDNA一链合成, 完成第一次的细胞编码过 

程. 而后将细胞混合(pool), 混合之后再次将细胞分选 

在独立管中进行cDNA第二链合成, 同时使用不同的 

条形码对细胞进行第二轮编码. 通过多轮条形码叠加 

的方式, 最终使每一个单细胞具有唯一的条形码组合. 
代表方法如SPLiT-seq(split pool ligation-based single- 
cell transcriptome sequencing) [11], sci-RNA-seq(single- 
cell combinatorial indexing RNA sequencing) [12]以及sci- 
RNA-seq3 [13]等. 

随着技术的不断演进, 细胞编码策略与不同新兴 

技术相融合. 例如, RevGel-seq(reverse emulsion gel- 
based single-cell RNA sequencing) [14]通过水凝胶物理 

隔离单细胞, 预示着未来scRNA-seq有望与材料工程 

融合发展, 进一步拓展新的反应平台. scifi-RNA-seq 
(single-cell combinatorial fluidic indexing RNA sequen
cing) [15]将“分选-混合”策略与微流控融合, 使测序通量 

达到百万级 ,  同时保持较低成本 ,  为超高通量的 

scRNA-seq研究提供了有效的技术手段. 
在scRNA-seq中, 测序数据的准确性不仅依赖于 
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精确的细胞编码过程, 转录本信息的准确、高效获取 

同样至关重要. 根据对转录本不同区域的捕获方式, 
scRNA-seq文库构建策略大致可分为3′端测序、5′端 

测序与全长转录本测序三类. 其中, 3′端测序技术如 

Drop-seq [8], inDrop [9], STRT-seq(single-cell tagged 
reverse transcription sequencing) [16]等, 具有流程简 

洁、适用于高通量操作等特点. 此类技术通常采用带 

有不同条形码的oligo(dT)的引物捕获mRNA 3′端, 在 

反转录过程的同时完成细胞编码过程. 5′端测序方法 

包括C1 CAGE(C1 single-cell cap analysis of gene 
expression) [17], scBCR-seq(single cell B cell receptor 
sequencing) [18], FIPRESCI(fluorescence imaging-based 
iarallel RNA and epitope single-cell identification) [19] 

等, 此类方法能够保留并扩增mRNA 5′端结构, 适用 

于启动子区域的分析 [19]. 然而, 5′端测序方式对文库 

构建流程与模板完整性要求较高, 故而适用范围相对 

较小. 全长转录本测序方式则以Smart-seq系列为代 

表, 在检测灵敏度和覆盖率上实现了提升, 但其仅能 

检测含poly(A)的mRNA并且需要较高质量的RNA. 为 

突破poly(A)依赖所带来的物种与转录本类型局限, 研 

究者使用了基于随机引物的文库构建方式 ,  如 

SUPeR-seq(single-cell universal poly(A)-independent 
RNA sequencing) [20], snRandom-seq(droplet-based 
snRNA sequencing technology) [21]和snHH-seq(high- 
throughput and high-sensitivity single-nucleus total 
RNA sequencing) [22]. 这些技术可兼容多种RNA类型 

同时维持了较高的扩增效率. MATQ-seq(multiple an
nealing and dC-tailing-based quantitative single-cell 
RNA-seq) [23]进一步融合随机引物与oligo(dT)引物, 并 

结合MALBAC(multiple annealing and looping-based 
amplification cycles)线性扩增方式, 在提升转录本多 

样性的同时, 有效降低了PCR所产生的非特异扩增, 
增强了文库的均一性. RamDA-seq(random displace
ment amplification sequencing) [24]通过设计特异性的 

“非随机引物”, 靶向覆盖mRNA上多种保守结构区域, 
实现超过10 kb长转录本的完整扩增, 适用于复杂 

R N A结构研究 .  此外 ,  基于探针杂交的策略如 

snPATHO-seq(single-cell pathology sequencing) [25]虽 

在特定应用(如病理样本)中具有优势, 但其在覆盖范 

围与信号一致性方面不及随机引物类技术. 在早期 

scRNA-seq文库构建过程中, 双链cDNA反转录后常 

通过机械剪切或酶切方式打断. 例如, CEL-Seq(cell 
encapsulation sequencing) [26], CEL-seq2 [27]与MARS- 
seq(multiplexed amplification and restriction-based 
sequencing) [28]采用T7 RNA聚合酶介导的体外转录策 

略, 以线性扩增提高特异性. 近年来, 使用Tn5转座酶 

直接作用于cDNA/mRNA杂交链的方式, 如SHERRY 
(sequential hybridization enabled RNA recovery and 
sequencing) [29], 可在完成cDNA一链合成后直接建库, 
显著简化流程并提升了建库灵敏度. 

随着scRNA-seq技术的日趋成熟, 研究者的关注 

重点逐渐从静态转录组拓展至转录动态过程的解析以 

及向非真核系统中的适用性. 例如, scGRO-seq(single- 
cell genome-wide RNA orientation sequencing) [30]在细 

胞裂解后引入标记性核苷(如Br-UTP)进行体外延伸反 

应, 仅标记处于活跃转录状态的RNA聚合酶, 从而捕 

获新生RNA转录本. NASC-seq(new transcriptome alky
lation-dependent single-cell RNA sequencing) [31]通过在 

活细胞状态下加入4sU标记物提高了对新生转录本检 

测的灵敏度与准确性. 进一步地, 研究者开始突破对转 

录层面的依赖, 尝试在单细胞尺度上实现对翻译过程 

的解析. scRibo-seq(single-cell ribosome sequencing) [32] 

通过结合核酸酶切位保护、小RNA文库构建以及片 

段长度富集等步骤, 将整个流程整合为一步反应, 显著 

提高了现有核糖体检测技术的灵敏度和可扩展性, 从 

而实现了单细胞中翻译活跃区域的定位与检测. Ribo- 
lite(low-input Ribo-seq) [33]则引入Tn5酶辅助的文库构 

建策略, 显著简化了单细胞核糖体检测的实验流程, 
同时提升了检测的灵敏度与通量. 上述方法为单细胞 

层面的翻译调控研究提供了新的技术路径与研究 

视角. 
相较于真核细胞, 细菌和其他微生物的细胞尺寸 

更小、RNA总量少且缺乏poly(A)等特征 [34]. 针对这些 

挑战, BaSiC-RNA-seq(bacterial single-cell RNA se
quencing) [35], PETRI-seq(prokaryotic expression profil
ing by tagging RNA in situ and sequencing) [36], ProBac- 
seq(probe-based bacterial sequencing) [37], smRandom- 
seq(droplet-based high-throughput single-microbe 
RNA-seq assay) [38]这些技术广泛采用如甲醇或乙醇的 

预固定处理方式, 可以在保持RNA完整性的前提下渗 

透细胞壁, 配合酶解或热裂解的方式实现高效的RNA 
释放, 同时随机引物的使用可以捕获大量非poly(A)特 
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性RNA分子, 从而实现了细菌或微生物的单细胞测序. 
综上所述, scRNA-seq技术已从最初的低通量、 

依赖专用设备的小规模方法, 发展为多样化、高通 

量、适应多类细胞与RNA类型的平台体系(表1). 未来 

的发展方向将持续聚焦于通量提升、流程简化、非 

poly(A) RNA检测及转录动态与翻译过程的解析, 推动 

其在多样生物系统中的广泛应用与深度探索. 

2 单细胞表观基因组测序技术 

表观基因组包括DNA甲基化、染色质可及性、 

组蛋白修饰以及三维基因组构象等多种层面的调控机 

制, 在细胞异质性调控中发挥了重要作用. 然而在细胞 

中, 表观基因组信号通常存在丰度低、信噪比差、结 

合能力弱以及分子拷贝数少等特点 [39]. 因此, 如何在 

表 1 单细胞转录组测序技术 

Table 1 Catalog of single-cell RNA-seq 

技术名称 单细胞检测到基因数 检测通量 适用范围 

CytoSeq 
1000~2000 数千个细胞 3′转录本测序 

Seq-Well 

Microwell-Seq 1000~2000 数万个细胞 3′转录本测序 

Drop-seq 1000~2500 数千到数万个细胞 3′转录本测序 

RevGel-seq 1000~3000 数万个细胞 3′转录本测序 

InDrop 
1000~4000 数万个细胞 3′转录本测序 

PIP-seq 

SPLiT-seq 1000~7000 数十万个细胞 3′转录本测序 

sci-RNA-seq 1000~6000 数万个细胞 3′转录本测序 

STRT-seq 3000~7000 数十到数百个细胞 3′转录本测序 

sci-RNA-seq3 
5000~8000 数百万个细胞 3′转录本测序 

scifi-RNA-seq 

C1 CAGE 3000~5000  数百个细胞 5′转录本测序 

FIPRESCI 2000~5000 数十万个细胞 5′转录本测序 

scBCR-seq 
1000~5000 数万个细胞 5′转录本测序 

(B细胞受体检测) 

Tang’ 2009, Smart-seq 
2000~5000 数十个细胞 全长转录本测序 

CEL-Seq 

Smart-seq2 

3500~9000 数百个细胞 全长转录本测序 mcSCRB-seq 

SUPeR-seq 

MATQ-seq 6000~10000 数百个细胞 全长转录本测序 

MARS-seq, SHERRY 1000~3000 数千个细胞 全长转录本测序 

CEL-seq2 3000~5000 数千个细胞 全长转录本测序 

RamDA-seq 7000~12000 数千个细胞 全长转录本测序 

snRandom-seq 

3000~6000 数千到数万个细胞 全长转录本测序 snHH-seq 

snPATHO-seq 

NASC-seq 2000~4000 数百个细胞 新生RNA检测 

scGRO-seq 1000~3000 数千个细胞 新生RNA检测 

scRibo-seq, Ribo-lite 1000~3000 数千个细胞 翻译组测序 

BaSiC-RNA-seq 

1000~3500 数千个细胞 细菌转录本测序 PETRI-seq  

ProBac-seq 

smRandom-seq 2000~6000 数十万个细胞 细菌转录本测序 
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单细胞分辨率下准确获取这些微弱信号, 成为解析细 

胞异质性调控机制的关键问题. 早期研究者采用了一 

管式(one-tube)实验策略, 通过减少洗脱和转管的次数, 
降低由静电吸附作用导致的核酸样品损耗, 完成了少 

量或者微量的表观修饰信息检测 [40]. 此后, 随着细胞 

编码策略以及Tn5转座酶的使用, 单细胞表观基因组 

检测方式不断演进, 最终建立了多种单细胞表观基因 

组的检测方式. 

2.1 单细胞DNA甲基化测序技术 

DNA甲基化是重要的表观遗传修饰形式之一, 通 

常指胞嘧啶第5位碳原子形成5-甲基胞嘧啶(5-methyl
cytosine, 5mC). 5mC主要富集在启动子区域, 其甲基化 

状态常与转录沉默等密切相关 [41]. 早期甲基化检测主 

要依赖亚硫酸氢盐将未甲基化的胞嘧啶转化为尿嘧 

啶. 然而这一过程会造成DNA降解导致检测效率低. 
为克服这一难题, 研究人员建立了在亚硫酸氢盐处理 

后再连接接头的PBAT(post-bisulfite adaptor tagging) 
方法 [42], 有效避免了亚硫酸氢盐反应过程中接头序列 

降解带来的检测效率低的问题. 代表性方法, 如scBS- 
seq(single-cell bisulfite sequencing) [43]通过在亚硫酸氢 

盐打断DNA后进行多轮扩增, 并在3′端加上测序接头, 
实现了单细胞的全基因组甲基化检测. 然而多轮扩增 

带来了大量引物二聚体污染, 影响文库质量与数据准 

确性. 为优化这一过程, snmC-seq(single nucleus 
methylated cytosine sequencing) [44]与snmC-seq2 [45]进一 

步引入随机引物以及进行线性扩增的方式, 降低引物 

二聚体干扰同时提高了检测灵敏度. 尽管如此, PBAT 
系列方法通常需要全基因组深度测序, 导致测序成本 

较高. 为提升效率与成本控制, 研究者发展了基于限 

制性酶切与亚硫酸盐转换结合的RRBS(reduced repre
sentation bisulfite sequencing)策略 [46], 在此基础上通过 

一管式实验流程建立的scRRBS(single-cell reduced re
presentation bisulfite sequencing) [47]减少了DNA转移带 

来的损耗. 后续如QRRBS(quantitative RRBS) [48]通过引 

入UMI标记机制改善了扩增准确性. MscRRBS(multi
plexed single-cell reduced representation bisulfite se
quencing) [49]与scTAM-seq(single-cell targeted analysis 
of the methylome) [50]结合甲基化敏感性酶切与条形码 

策略, 在保持特异性的同时进一步降低了建库成本. 
为了从根本上避免亚硫酸氢盐处理带来的DNA 

降解, Cabernet(carrier-assisted base-conversion by en
zymatic reaction with end-tagging) [51]技术引入胞苷脱氨 

酶, 该酶可以特异识别未甲基化的胞嘧啶并将其转化 

为尿嘧啶, 而5mC因其含有甲基修饰, 不会成为该酶 

的底物, 从而实现甲基化位点的区分 [52]. Cabernet的实 

验过程中还结合了Tn5转座酶进行细胞编码, 同时在 

DNA产物纯化过程中加入了载体DNA(carrier DNA) 
从而减少了纯化过程中DNA的损耗. 该方法提升了检 

测的灵敏度与数据完整性, 甚至可以具备检测稀有的 

5hmC(5-hydroxymethylcytosine)的能力. 
综上, 单细胞甲基化检测技术正朝着更高通量、 

更低损耗及非破坏性标记方向发展, 逐步拓展可检测 

的修饰类型与基因组覆盖范围(表2). 

2.2 单细胞染色质可及性测序技术 

染色质可及性反映了染色质结构的开放程度, 决 

定了转录因子、增强子与启动子等调控元件之间发生 

物理接触的可能性. 细胞间或细胞群体内部染色质可 

及性的差异, 是驱动细胞异质性的重要机制之一. 传 

统的染色质可及性检测方式 ,  如DNase-seq [ 5 3 ]或 

MNase-seq [54,55]依赖对细胞固定与酶切处理, 流程复杂 

难以应用在单细胞体系. 转折点出现在Tn5转座酶的 

广泛应用. Tn5转座酶可以精确识别染色质开放区域 

的同时实现基因组打断以及测序接头连接. 基于Tn5 
转座酶建立的染色质可及性检测方法, 如scATAC-seq 
(single-cell assay for transposase-accessible chromatin 
sequencing) [56]技术成为单细胞染色质可及性分析的主 

流方式, 其可以结合多种细胞分选策略, 如微流控或分 

选-混合等 [57,58], 实现大规模细胞染色质可及性检测. 
为获得更丰富的染色质开放结构信息, scNanoATAC- 
seq(single-cell assay for transposase-accessible chroma
tin on Nanopore sequencing platform) [59]进一步将scA
TAC-seq与纳米孔测序平台相结合, 能够在单细胞水 

平下直接获取染色质的开放区域的长片段信息. 在此 

基础上, 结合更高效的细胞分选以及更精确的细胞编 

码方式建立的scNanoATAC-seq2 [60], 进一步提升了测 

序数据质量与检测通量. 该方法不仅减少了细胞损失, 
还提升特异信号检测与空间定位能力, 为理解染色质 

构象、调控元件和单细胞异质性提供了高分辨率数据 

支持. 
综上所述, 单细胞染色质可及性技术正朝着高通 
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量、高分辨率与多维信息融合方向发展(表3). 新一代 

方法通过结合长读长测序、精准细胞编码与空间定 

位, 不仅拓展了可检测区域范围, 也显著提升了对复杂 

调控结构的解析能力. 

2.3 单细胞蛋白染色质结合位点检测技术 

蛋白质与染色质的结合位点通过特定蛋白、组蛋 

白修饰或转录因子的调控, 影响染色质的可塑性和基 

因表达活性, 在细胞异质性的形成与维持过程中发挥 

着关键作用 [61]. 然而, 蛋白质与染色质的结合在基因 

组中分布稀疏、信号强度弱、与染色质的结合时间短 

且亲和力低等特点, 导致其在单细胞水平的检测面临 

较大技术挑战. 传统的检测方式依赖ChIP-seq(chroma
tin immunoprecipitation sequencing), 该方法需经甲醛 

交联、基因组打断、抗体免疫富集以及同源重组的接 

头连接方式等步骤, 这些过程往往效率较低而且测序 

背景较高, 因此ChIP-seq实验需要大量的细胞 [39,62]. 
为解决样本损耗大与建库灵敏度低的问题, 研究 

者早期建立了STAR ChIP-seq(small-scale TELP-as
sisted rapid ChIP-seq) [40]. 该方法采用一管式实验流程, 
将所有反应集中在一个管中, 最大程度减少洗脱和转 

管的次数, 从而降低了样品的损耗. 同时STAR ChIP- 
seq采用TELP(tailing extension ligation and PCR)建库 

的方式, 在DNA 3′末端添加多聚T尾(poly-dT)或多聚A 
尾(poly-dA), 避免了接头连接的干扰, 提高建库灵敏度 

与扩增效率, 实现了在少量细胞(~200个左右)的组蛋 

白修饰检测. 与此类似的, Stacc-seq(small-scale Tn5- 
assisted chromatin cleavage with sequencing) [63]通过将 

不同抗体与带有不同条形码的pA/G-Tn5预先组装, 并 

采用一管式的实验方式, 避免了样品DNA损失的同时 

提高了检测的信号强度. 为进一步实现单细胞水平的 

组蛋白修饰检测, 科研人员不断优化实验流程, itCh
IP-seq(indexing and tagmentation-based ChIP-seq) [64]采 

用Tn5转座酶在打断基因组的同时完成接头插入, 克 

服了传统接头反应效率低下的问题, 简化了整体实验 

流程提高了实验效率完成了单细胞组蛋白修饰的 

检测. 
在传统以ChIP为基础的组蛋白修饰检测实验中, 

基因组超声破碎或酶切常导致低亲和力的蛋白-DNA 
复合物解聚, 造成有效信号丢失. 虽然甲醛交联可以避 

免这一问题, 但其交联效率低, 而且会引入非特异蛋 

白, 进而导致有效信号捕获率下降且测序背景噪声升 

高. 为克服这一难题, 研究者建立了原位免疫酶切技 

术. 该技术通过温和的方式裂解细胞膜, 保留了细胞 

核的完整性, 在蛋白-DNA相互作用的天然状态下进 

行抗体富集. 随后使用protein A-MNase融合蛋白, 利 

用protein A与抗体Fc区域结合的能力, 定向引导 

MNase对抗体识别区域异性切割 [65], 此类相关技术如 

scChIC-seq(single-cell chromatin immunocleavage se
quencing) [66], uli-CUT&RUN(ultra-low-input cleavage 
under targets and release using nuclease) [67], iscChIC- 
seq(indexing single-cell immunocleavage sequencing) [68] 

等. 这些技术避免了甲醛交联, 在高效完成样品处理以 

及文库构建的同时, 提高了检测的灵敏度与准确性并 

有效降低了测序的背景噪声. 近年来, 新建立的技术 

将protein A/G与Tn5转座酶相融合, 实现了抗体结合、 

基因组打断与接头连接的同步操作, 进一步提高了文 

库的一致性与检测灵敏度 [69], 代表性技术如scCUT&

表 2 单细胞DNA甲基化测序技术 

Table 2 Catalog of single-cell DNA methylation sequencing 

技术名称 检测甲基化位点数 检测通量 适用范围 

scBS-seq 单细胞约100万 数百个细胞 DNA甲基化 

scRRBS 单细胞100万~200万 数百个细胞 DNA甲基化 

MscRRBS 单细胞约40万 数百个细胞 DNA甲基化 

snmC-seq 单细胞约40万 数百个细胞 DNA甲基化 

snmC-seq2 单细胞200万~400万 数千到上万个细胞 DNA甲基化 

scTAM-seq 
(特定位点检测) 单细胞约650~1000个特定位点 数万个细胞 DNA甲基化 

Cabernet 共约800万~1000万 数百至数千个细胞 
DNA甲基化 
(5mC, 5hmC)   
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Tag(single-cell cleavage under targets and tagmenta
tion) [70], ACT-seq(antibody-guided chromatin tagmenta
tion sequencing) [71]以及CoBATCH(combinatorial 
barcoding and targeted chromatin release) [72]. TACIT 
(targeted accessibility and chromatin interaction track
ing) [73]则结合甲醇固定与一管式的实验方式, 进一步 

提升了抗体富集的效果与检测的准确性. 
转录因子是基因表达调控的核心之一, 其在染色 

质中的结合位点对细胞命运决定与功能维持具有关键 

作用. 然而, 与组蛋白修饰相比, 转录因子在基因组中 

的结合位点更为稀疏, 且结合强度较弱, 因而对检测方 

法的灵敏度和特异性提出了更高要求. 为实现单细胞 

层面的转录因子结合位点检测, 研究者在已有组蛋白 

修饰检测策略的基础上, 进一步优化了抗体富集流 

程、基因组打断体系以及文库扩增方法, 发展出一系 

列具有转录因子检测能力的单细胞测序技术. 例如, 
sciTIP-seq(single-cell combinatorial indexing targeted 
insertion of promoters sequencing) [74]在抗体识别目标 

位点后, 于邻近基因组区域插入T7启动子, 通过体外 

转录代替传统的PCR扩增步骤, 实现了对结合区域的 

线性扩增, 从而显著提升检测灵敏度. 该方法结合“分 

选-混合”的细胞编码策略, 实现了高通量、低背景的 

单细胞转录因子结合位点检测. 此外, FOODIE(foot
printing with deaminase) [75]方法用脱氨酶将细胞基因 

组DNA上胞嘧啶直接转化为尿嘧啶, 在PCR扩增和二 

代测序后检测为胸腺嘧啶, 而转录因子结合位点内的 

胞嘧啶不会被转化, 从而实现了对转录因子接近核苷 

酸的高分辨率检测. 该方法在降低背景噪声的同时提 

高了对低丰度转录因子的检测能力. 
综上所述, 单细胞水平下的蛋白-DNA结合检测技 

术正向更高通量、更高灵敏度及适应不同蛋白类型 

(组蛋白修饰与转录因子)的方向发展(表4). 通过抗体 

富集策略、基因组打断方式和线性扩增体系的不断优 

化, 相关技术在低丰度靶向检测等方面实现了关键 

突破. 

2.4 单细胞三维基因组检测技术 

染色质空间三维结构是调控基因表达的重要结构 

基础, 涵盖拓扑相关结构域、A/B区室及染色体间互 

作等多层级三维结构. 不同细胞之间在染色质空间折 

叠方式上的差异, 驱动了细胞功能多样性以及异质性 

的形成 [76]. Hi-C(high-throughput chromosome confor
mation capture)技术是在全基因组范围检测染色质相 

互作用的主要方式 [77]. 而单细胞Hi-C(single-cell high- 
through chromosome conformation capture, scHi-C)技术 

则面临两个核心挑战: 首先, 染色质互作事件本身在空 

间中呈现低频、瞬时且高度随机的特性, 导致信号稀 

疏, 常规交联反应效率低并伴随显著的非特异性背景; 

表 3 单细胞染色质可及性测序技术 

Table 3 Catalog of single-cell chromatin accessibility sequencing technologies 

技术名称 单细胞检测唯一测序片段数量 检测通量 适用范围 

scATAC-seq ~5000个峰 数百个细胞 染色质可及性 

scNanoATAC-seq 2000~7000个峰 数千个细胞 染色质可及性 

scNanoATAC-seq2 3000~10000个峰 数千个细胞 染色质可及性   

表 4 单细胞蛋白染色质位点检测技术 

Table 4 Catalog of single-cell protein-chromatin interaction profiling sequence technologies 

技术名称 单细胞检测唯一测序片段数量 检测通量 适用范围 

uli-CUT&RUN 数千个峰 数十个细胞 蛋白染色质定位 

ACT-seq, scChIC-seq 2000~8000个峰 数百个细胞 蛋白染色质定位 

iscChIC-seq 1000~4000个峰 数千个细胞 蛋白染色质定位 

CoBATCH, TACIT 2000~6000个峰 数千个细胞 蛋白染色质定位 

scCUT&Tag 数千到数万个峰 数千个细胞 蛋白染色质定位 

sciTIP-seq 5000~30000个峰 数千个细胞 蛋白染色质定位(转录因子) 

FOODIE 数千个峰 数万个细胞 蛋白染色质定位(转录因子) 
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其次, 文库构建过程中有效信息的扩增效果差, 制约了 

测序的数据质量 [78]. 为应对上述挑战, 早期scHi-C [79]技 

术在细胞核内进行染色质交联、限制性内切酶切、生 

物素标记等步骤, 随后将细胞核通过口吸管分选到单 

管中进行细胞编码, 这种方式提高了空间信息的准确 

性和特异性. 然而, 这种方式依赖生物素亲和富集片 

段化DNA, 这一过程常因亲和力不足导致DNA片段的 

回收效率低, 限制了文库的复杂度. 为简化流程并提升 

文库丰富度, snHi-C(single-nucleus Hi-C) [80]在酶切打 

断后直接进行建库分析, 省略了片段富集环节, 从而 

提升了检测的丰度. 然而这种方式需要大量的测序数 

据的支撑, 无形之中增加了实验成本. Dip-C(diploid 
chromatin conformation capture) [81]创新性地采用含有 

多重条形码的Tn5转座酶, 实现了在切割染色质的同 

时完成接头引入. 这种方式提升了文库丰富度与基因 

组比对率, 并且简化了实验流程、降低了测序成本. 
在通量提升方面, scSPRITE(single-cell split-pool recog
nition of interactions by tag extension) [82]采用“分选-混 

合”的细胞编码方式, 实现了对上千个单细胞染色质互 

作事件的高分辨率、高覆盖度的全基因组染色质结构 

信息. 
不同于全基因组检测染色质三维结构的Hi-C技 

术, ChIA-PET(chromatin interaction analysis by paired- 
end tag sequencing) [83]在研究与特定蛋白质相关的功能 

性染色质互作方面具有更高分辨率. 该技术可以在多 

细胞水平上, 通过ChIP富集与目标蛋白结合的DNA片 

段, 而后原位连接空间邻近的片段, 接着完成去交联、 

蛋白去除和DNA提取, 利用MmeI酶切并获得包含 

“tag-linker-tag”结构的配对末端标签, 可精确解析3D 
染色质结构中的转录因子结合位点与功能性互作关 

系. 近年来, 基于微流控平台发展的ChIA-Drop(chro
matin interaction analysis via droplet-based and bar
code-linked sequencing) [84]能够在单分子精度解析多重 

染色质互作. 
综上所述, 单细胞染色质三维结构研究正朝着高 

通量、高分辨率与特异性互作检测方向发展(表5). 新 

技术通过优化细胞编码、简化建库流程及引入条形码 

策略, 不仅拓展了空间互作信息的覆盖范围, 也显著提 

升了对功能性染色质结构的解析能力. 

3 单细胞核酸多组学测序技术 

细胞命运的决定与异质性的建立是一个涉及多层 

次、动态调控的复杂生物学过程. 其调控网络覆盖表 

观遗传修饰、转录活性动态变化及蛋白质相互作用等 

多个层面. 传统单组学测序技术虽可揭示某一特定层 

面的分子机制, 但难以还原多组学间的相互调控关系. 
在此背景下, 如何高效且准确地分离这些信息, 是单细 

胞多组学分析的核心问题之一 [85,86]. 对细胞编码的过 

程也逐渐演化为区分单个细胞的同时区分单个细胞中 

不同的遗传信息. 

3.1 单细胞表观遗传多组学技术 

单细胞表观组学技术通过整合DNA甲基化、染 

色质可及性、染色质结合蛋白和三维染色质结构等多 

层分子信息, 为解析细胞异质性形成过程中的分子驱 

动机制提供了有效的技术手段. 近年来, 随着实验方 

法与建库策略的持续更新, 研究人员建立了多种单细 

胞多组学测序技术, 逐步实现了多个表观维度与转录 

状态的信息的同步获取. 
针对DNA甲基化与转录组的多组学研究, scMT- 

seq(simultaneous single-cell methylome and transcrip
tome sequencing) [87]通过裂解细胞后手动分离细胞核, 
从而将同一细胞中的DNA与mRNA分别提取并构建 

相应文库, 实现了单细胞层面上甲基化与转录组信息 

的同步获取. Smart-RRBS(Smart reduced representation 

表 5 单细胞蛋白染色质位点检测技术 

Table 5 Catalog of single-cell protein-chromatin interaction profiling sequence technologies 

技术名称 单细胞检测染色质互作信息数量 检测通量 适用范围 

scHi-C 数千到数万对 数百个细胞 三维基因组 

Dip-C 数万到数十万对 数十个细胞 三维基因组 

scSPRITE 数千对 数千个细胞 三维基因组 

ChIA-Drop 
(特定蛋白质) 数千个特定互作信息 数千个细胞 三维基因组 
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bisulfite sequencing) [88]进一步引入还原性限制性内切 

酶与UMI标记策略, 提升了对CpG位点的覆盖度与准 

确性. scTrio-seq2(single-cell triple omics sequen
cing) [89]则整合了基因表达、拷贝数变异和DNA甲基 

化信息, 实现了单细胞中三种组学数据检测的一致性 

与灵敏度. 基于DNA甲基化酶能够识别开放染色质区 

域的特性, 研究者们将其用于染色质可及性与DNA甲 

基化检测同步检测, 从而建立了多种单细胞多组学技 

术, 例如, scCOOL-seq(chromatin overall omic-scale 
landscape sequencing) [90]和scNOMeRe-seq(single-cell 
nucleosome occupancy, methylome and RNA expression 
sequencing) [91]等. 随着技术的进步, 进一步发展出如 

scChaRM-seq(single-cell chromatin accessibility, RNA 
barcoding, and DNA methylation sequencing) [92]和 

snmCAT-seq(single-nucleus methylcytosine, chromatin 
accessibility, and transcriptome sequencing) [93]等联合检 

测方法, 可在单细胞中同时获取DNA甲基化与染色质 

开放程度. 在scNMT-seq(single-cell nucleosome, methy
lation and transcription sequencing) [94]中, 研究者分别处 

理DNA与RNA: DNA部分依次经GpC甲基转移酶处 

理、亚硫酸盐转化与建库, 分别获得CpG甲基化与染 

色质可及性信息; RNA采用Smart-seq2方式建库, 实现 

转录组信息获取. 该方法实现了在单细胞中同时检测 

DNA甲基化、染色质可及性与基因表达三个组学层 

面的研究. 
然而, 由于CpG甲基化酶依赖特定的甲基化位点, 

而且在亚硫酸氢盐处理过程中会导致DNA降解, 所以 

上述方法在检测染色质可及性方面上仍有很大进步空 

间. Tn5转座酶可以有效识别染色质开放区域, 其广泛 

使用增加了染色质可及性检测的准确性. 基于Tn5转 

座酶, Sci-CAR-seq(sci-CAR effectively combines sci- 
ATAC sequencing) [95]通过微孔板物理隔离单细胞, 并 

在温和条件下裂解细胞的方式. 实验过程中对染色质 

开放区域使用Tn5转座酶进行细胞编码, 通过“分选-混 

合”方式对转录组信息进行细胞编码, 成功实现了对染 

色质开放区域与转录活性的联合分析. 然而Sci-CAR- 
seq常伴有组学之间的交叉污染. 为了克服这个问题, 
SHARE-seq(single-cell high-throughput ATAC and 
RNA expression sequencing) [96]在酶切后引入链霉亲和 

素磁珠富集转录本, 实现了转录本信息与染色质可及 

性信息的分离, 降低了组学之间的数据污染, 提高了 

信息获取的准确性与灵敏度. SNARE-seq(single-nu
cleus chromatin accessibility and mRNA expression 
sequencing) [97]与ISSAAC-seq(in situ sequencing hetero 
RNA-DNA-hybrid after assay for transposase-accessible 
chromatin-sequencing) [98]结合微流控或原位编码体系, 
进一步推动了该类方法的进展. 

组蛋白修饰作为调控染色质状态与转录活性的关 

键机制, 是多组学整合的重要维度. CoTECH(combina
torial target enrichment and chromatin hybridization) [99] 

和Paired-tag(parallel analysis of individual cells for 
RNA expression and DNA from targeted tagmentation 
by sequencing) [100]通过pA/G-Tn5转座酶酶切或“分选- 
混合”的细胞编码策略, 实现了转录组与表观基因组信 

息的同步获取. scSET-seq(single-cell same cell epigen
ome and transcriptome sequencing) [101]则在同一单细胞 

内完成核质分离, 对转录组与表观基因组分别建库分 

析, 实现在同一单细胞中获得两种组学信息的获取. 
scPCOR-seq(single-cell profiling of chromatin occu
pancy and RNAs sequencing) [102]通过使用pA-MNase同 

样实现了同一细胞中组蛋白修饰与细胞核转录组信息 

的获取. 研究者们通过将带有不同条形码的pA/G-Tn5 
与特异性抗体预先组装, 建立了如CUT&Tag2for1 [103], 
MulTI-Tag(multiple target identification by tagmenta
tion) [104]和CoTACIT(combined TACIT) [73]等单细胞多 

种组蛋白修饰同步检测方式. Nano-CUT&Tag(nano
body-based single-cell CUT&Tag) [105]结合10x Geno
mics进一步提高了单细胞中检测多种组蛋白修饰的通 

量. 类似的方式还有NTT-seq(nanobody-tethered trans
position followed by sequencing) [106]和uCoTarget(ultra
high-throughput combined tagmenting enrichment for 
multiple epigenetic proteins in the same cells) [107]等. 这 

些技术均实现了在单细胞内同时检测多种组蛋白 

修饰. 
除组蛋白修饰的分析外, ScDam&T-seq(single-cell 

DNA adenine methylation and transcription sequen
cing) [108]和EpiDamID(epigenetic DNA adenine methyl
transferase identification) [109]技术利用Dam甲基转移酶 

与目标蛋白结合, 在其结合的染色质区域引入甲基化 

修饰, 同时进行转录组建库, 实现了蛋白-DNA互作与 

转录组信息的同步获取. 这些技术的出现, 进一步拓宽 

了我们对细胞内表观遗传调控机制的理解. 
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染色质的三维空间构象直接影响基因调控元件之 

间的接触概率, 参与基因表达调控. ScMethyl-HiC(sin
gle-cell Methyl-HiC) [110]和snm3C-seq(single-nucleus 
methyl-3C sequencing) [111]将Hi-C与DNA甲基化测序相 

结合, 实现了在单细胞水平上对染色质互作与DNA甲 

基化的联合分析. HiRES(Hi-C and RNA-seq employed 
simultaneously) [112]在流程上融合了Hi-C交联、限制性 

酶切、接头连接与反转录流程, 首次在同一细胞中联 

合获取染色质三维互作信息与表达谱数据, 为构建空 

间调控网络提供了技术支持. ChIATAC(chromatin in
teraction analysis with Tn5-assisted chromatin accessi
bility) [113]进一步将ChIA-PET的原位连接机制与Tn5转 

座酶标记结合, 实现了染色质互作与染色质可及性的 

联合分析. ChAIR(chromatin accessibility interaction 
and RNA expression) [114]技术则通过液滴微流控平台 

整合染色质可及性、三维基因组结构及基因表达信 

息, 可在单次实验中获取十万级别的单细胞多组学数 

据, 为解析三维表观基因组如何参与调控转录提供了 

高通量、高分辨率的研究工具. 
综上, 单细胞多组学技术正持续突破信息整合、 

通量提升与检测维度拓展的瓶颈, 逐步实现DNA甲基 

化、染色质可及性、蛋白结合、空间构象与转录活动 

的同步解析, 为揭示细胞命运决定与表观调控机制提 

供强大工具与系统性视角(表6). 

3.2 CRISPR筛选与基因表达或者染色质可及性 
的联合检测 

CRISPR(clustered regularly interspaced short palin

dromic repeats)技术为基因组学研究提供了精准、高 

效的干预手段. 将其与单细胞测序技术相结合, 扩展 

了对基因调控与表型关系的解析深度. 通过在单细胞 

水平追踪基因编辑引发的多组学层面的分子变化, 研 

究者可更系统地构建CRISPR干扰与表型变化之间的 

直接联系, 推动精准功能注释、调控网络重构与疾病 

机制解析的发展 [115]. 
CRISPR技术通常依赖特定序列的单向导RNA 

(single guide RNA, sgRNA). 研究者通过分析确定细胞 

内转入的sgRNA序列, 从而建立表型与CRISPR干扰之 

间联系. 早期技术主要聚焦于在高通量CRISPR筛选与 

单细胞转录组测序, 构建基因干扰与转录表达的对应 

关系. 例如CROP-seq(CRISPR droplet sequencing) [116] 

将sgRNA序列嵌入可转录的3端非编码区(3′UTR)结 

构, 使其在转录组建库时直接被捕获, 简化了sgRNA识 

别与表达信息整合流程. 该技术可与10x Genomics平 

台兼容, 显著提升通量. Perturb-seq [117]则在sgRNA序列 

框架中加入条形码标签, 结合高通量微流控平台, 实现 

了CRISPR扰动与基因表达的大规模分析 .  随着 

CRISPR筛选体系的成熟, 研究者进一步将其与单细胞 

表观组学整合, 探索CRISPR干扰对染色质结构的直接 

调控作用. 典型方法如Perturb-ATAC(perturbation-in
dexed assay for transposase-accessible chromatin using 
sequencing) [118]在CRISPR基础上进行单细胞ATAC-seq 
测序, 通过读取染色质开放区域与sgRNA信息, 能够获 

取CRISPR扰动对染色质可及性的影响 .  Spea r-  
ATAC [119]通过优化sgRNA条形码的设计, 提高了检测 

效率与细胞通量. CRISPR-sciATAC(single-cell pertur

表 6 单细胞核酸多组学测序技术 

Table 6 Catalog of single-cell nucleic acid multi-omics sequencing technologies 

技术名称 检测通量 适用范围 

scMT-seq, Smart-RRBS 数十到数百个细胞 转录组与DNA甲基化 

scCOOL-seq 
scNOMeRe-seq 数十到数百个细胞 染色质可及性与DNA甲基化 

CUT&Tag2for1, MulTI-Tag 
CoTACIT, Nano-CUT&Tag 

NTT-seq, uCoTarget 
数百到数千个细胞 多种蛋白染色质结合位点 

scSET-seq, Paired-tag 
scPCOR-seq, CoTECH  

ScDam&T-seq, EpiDamID 
数百到数千个细胞 蛋白染色质结合位点与转录组 

Sci-CAR-seq, SHARE-seq 
SNARE-seq, ISSAAC-seq 数万个细胞 染色质可及性与转录组 

scChaRM-seq, scNMT-seq 数百个细胞 染色质可及性、DNA甲基化与转录组 

snmCAT-seq 数千个细胞 染色质三维结构、DNA甲基化与转录组 
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bations with an accessibility read-out using scATAC- 
seq) [120]进一步融合“分选-混合”细胞编码方式, 显著提 

高了检测通量, 为大规模检测提供了有力支撑. 
综上, CRISPR与单细胞组学技术的融合, 正在由 

转录层面的扰动检测拓展至染色质可及性等多组学维 

度(表7). 实现了基因功能解析的系统化、精准化与高 

通量化, 为揭示复杂调控网络与疾病机制提供了强大 

工具. 

4 空间组学技术的发展与演进 

空间组学是一类将分子组学信息与组织空间位置 

相结合的技术, 能够在组织中原位解析基因表达和调 

控元件的空间分布特征. 相比传统组学技术, 空间组 

学无需组织解离, 能在保持组织结构完整性的基础上, 
提供细胞状态与微环境之间的空间关联信息, 已广泛 

应用于发育、肿瘤、神经及免疫等研究领域 [85,121] .  
近年来, 空间组学的发展经历了从成像到测序、 

从组织水平到单细胞分辨率的不断演进. 早期的空间 

原位杂交技术通过特异性探针靶向标记核酸, 并通过 

荧光成像获取组织中的分子空间分布, 具有高分辨率 

但通量有限 [122]. 随后, 结合一代测序发展的空间原位 

测序技术, 可在组织切片中直接获取分子序列和位置 

信息, 提高了检测通量 [123]. 随着高通量测序平台的普 

及与发展, 研究者建立了空间显微切割测序技术, 通过 

显微切割感兴趣的区域, 并结合组学测序分析, 提升了 

空间解析精度与特异性 [78]. 近年来, 通过借鉴单细胞测 

序中的条形码策略, 发展出空间条形码标记技术. 该类 

方法通过在玻片上预设具有空间坐标信息的条形码, 
从而实现组织中分子的空间位置标记与信息捕获, 该 

策略的分辨率已接近至亚细胞水平, 推动了空间组学 

的高通量和高精度发展 [124]. 本章将重点围绕空间显微 

切割测序以及空间条形码标记介绍相关技术的发展与 

突破. 

4.1 空间原位显微切割技术 

空间原位显微切割技术是最早实现空间定位与高 

通量测序相结合的空间组学方法之一. 其核心原理是 

通过激光显微切割精确分离感兴趣区域将组织制备为 

切片, 随后对这些区域进行RNA提取和测序. 这一策 

略实现了空间信息的保留与分子数据获取的初步融 

合, 为后续空间组学技术的发展奠定了基础. 代表性方 

法如Tomo-seq(transcriptome tomography sequen
cing) [125]通过对组织进行连续切片并逐层测序, 成功构 

建了斑马鱼胚胎的三维转录组图谱. 为进一步提升空 

间分辨率并解析组织中细胞异质性, 研究者将显微切 

割与单细胞RNA测序技术结合, 发展出多种高精度空 

间转录组方法. 其中, immuno-LCM-RNAseq(immuno- 
laser capture microdissection coupled with RNA sequen
cing) [126]引入了免疫标记步骤, 通过特异性抗体标记特 

定细胞类型后, 结合激光切割精确提取目标细胞群体 

进行RNA测序. 这种策略提高了对组织中稀有细胞或 

功能特异性细胞的空间识别能力, 适用于研究细胞类 

型特异性空间表达模式. 与此类似的STRP-seq(spatial 
transcriptomics by reoriented projections and sequen
cing) [127]采用甲醛固定的组织切片, 提升了样本处理的 

稳定性与实验的实用性, 进一步拓展了显微切割技术 

在实际应用中的适用性. 
除了物理切割方法, 基于光激活区域标记的策略 

也为空间定位提供了更为灵活的解决方案. TIVA-tag 
(transcriptome in vivo analysis) [128]通过在组织中特定 

区域中引入光敏探针, 实现更加精细的mRNA空间特 

异性捕获, PIC(photo-isolation chemistry) [129]采用类似 

机制, 也可实现精细的空间表达数据采集. ZipSeq [130] 

则通过在单个细胞上引入空间条形码, 为单细胞级别 

的空间定位提供了更高分辨率的编码能力. 

4.2 条形码原位标记技术 

条形码原位标记技术是一种在组织切片中预设具 

有空间坐标信息的条形码序列, 从而实现对组织特定 

分子的原位捕获与空间信息编码的策略, 是当前空间 

转录组研究中应用最广泛的技术体系之一. 
条形码原位标记技术最早可追溯至2016年. 研究 

表 7 CRISPR筛选与基因表达或者染色质可及性测序技术 

Table 7 Catalog of CRISPR screening with gene expression or 
chromatin accessibility profiling 

技术名称 检测通量 适用范围 

Perturb-ATAC 数千个细胞 
CRISPR扰动与染色质 

可及性 

CROP-seq, Perturb-seq 数万个细胞 CRISPR扰动与转录本 

Spear-ATAC 
CRISPR-sciATAC 数万个细胞 

CRISPR扰动与染色质 
可及性   
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者们首次提出了空间转录组技术(spatial transcrip
tomics, ST), 该技术在玻片表面铺设已知序列的引物 

阵列, 通过反转录赋予组织中的mRNA空间位置信 

息 [124], 首次实现了转录组与空间位置信息的同时获 

取. 空间转录组技术的核心在于如何在玻片上预设带 

有空间信息的条形码引物. 随着技术的发展, 研究者 

通过优化条形码在玻片上的合成方式(如密度控制、 

排列精度提升和随机编码策略), 不断提高空间分辨 

率, 使得空间定位更加精细、信号获取更加准确. 为 

了突破分辨率瓶颈, Slide-seq [131]技术引入了直径约 

10 μm的带有空间条形码的磁珠, 并将其高密度铺设 

于玻片上. 当组织切片置于其上后, 磁珠可就近捕获 

扩散的mRNA, 将空间分辨率提升至细胞亚层级别. 
其后续版本Slide-seqV2 [132]在磁珠单位面积上通过连 

接更多条形码以及延长oligo(dT)长度提高了mRNA分 

子捕获的特异性, 增强了测序灵敏度. HDST(high-defi
nition spatial transcriptomics) [133]进一步缩小磁珠尺寸, 
将空间分辨率提升至约2 μm, 实现亚细胞级别的空间 

定位. 10x Genomics公司在原本的Visium基础上进一 

步建立了Visium HD [134], 将分辨率由原来的100 μm提 

升至2 μm. 同时Visium HD使用了规则阵列条形码组 

合, 相较于HDST使用的随机阵列的条形码组合, 其定 

位更精确, 数据结构更标准. 但是, 基于磁珠的方式在 

分辨率提升的同时常面临测序通量与空间均匀性的权 

衡问题. 为兼顾分辨率、操作灵活性与多组学扩展能 

力, 研究者提出了基于微流控芯片辅助的空间条形码 

策略DBiT-seq(deterministic barcoding in tissue for 
spatial omics sequencing) [135]. 该方法通过在玻片的XY 
轴方向分别设置宽度约10 μm的微流控通道, 将带有 

不同条形码的液体在组织表面交叉注入并对mRNA进 

行原位连接, 在组织原位上构建二维空间坐标系. 该方 

法不仅简化了实验流程, 同时提升了空间标定的稳定 

性与分辨率. 值得一提的是, DBiT-seq可在条形码注入 

液中加入抗体, 实现对转录组与蛋白质组的同时检测, 
拓展了空间多组学的研究能力. Pixel-seq(polony-in
dexed library-sequencing) [136]则采用DNA聚合酶催化 

反应, 将条形码序列信息固定在弹性体交联的聚丙烯 

酰胺凝胶表面, 并通过“印章式”方式将条形码结构直 

接转印至组织切片. 该方法大幅度降低了成本, 并提 

高了条形码阵列制作的一致性和效率. 华大基因建立 

的Stereo-seq(spatial enhanced resolution omics-sequen

cing) [137]技术, 实现了分辨率与成像面积的进一步突破 

方面. 该技术采用DNA纳米球作为条形码载体, 通过 

将超高密度阵列化的DNA纳米球铺设于玻片上, 构建 

大规模空间条形码网络. 该技术不仅将空间分辨率提 

升至目前已报道的最高水平(约500 nm), 同时具备大 

视野成像能力, 适用于大组织样本的全景空间分析. 
综上, 空间原位显微切割技术则依赖激光切割精 

确提取特定区域, 适用于高精度空间表达分析. 条形 

码原位标记技术通过在组织切片中预设空间编码, 实 

现对分子的原位捕获与定位, 具备高通量、可扩展、 

多组学兼容等优势; 两类技术在分辨率、通量与检测 

精度方面不断取得突破, 推动空间组学迈向更高维度 

的综合解析(表8). 

4.3 空间多组学技术 

空间多组学技术通过在空间坐标系统中整合不同 

组学层级(基因组、表观基因组、转录组、蛋白质组、 

翻译组和代谢组)数据, 推动了“中心法则”向“时空中 

心法则”的转变 [85]. 
空间基因组技术通过原位成像或测序手段, 在空 

间背景下解析染色质结构、DNA序列及其调控状态. 
Hi-M(high-throughput imaging of multiplexed oligopaint 
FISH) [138]基于原位多重荧光杂交, 结合高分辨率成像, 
在单细胞水平实现染色体三维构象与转录活性位点的 

空间共定位. 其核心在于以荧光探针标记多个DNA区 

域, 通过高分辨显微成像还原三维染色质结构, 并关联 

其转录功能. Slide-DNA-seq [139]在Slide-seq平台基础 

上, 通过在磁珠上附加能够捕获基因组DNA片段的寡 

核苷酸, 实现组织切片贴附后DNA的原位捕获与空间 

编码, 最终通过测序获得DNA序列的空间分布图谱. 
空间表观组技术是将染色质状态信息(如开放性 

或特定修饰)原位捕获并赋予空间位置信息. MER
FISH(multiplexed error-robust fluorescence in situ hy
bridization) [140]通过荧光成像识别染色质修饰的空间 

分布. 随着高通量测序技术的发展, 以测序为核心的空 

间表观组方法提供了更丰富的分子信息 .  Spatial- 
ATAC-seq(spatially resolved chromatin accessibility 
profiling of tissue sections using next-generation sequen
cing) [141]通过将带有不同条形码的Tn5转座酶预先组 

装, 并通过微流控通道注入组织切片中, 使其原位插入 

至开放染色质区域, 实现了同时获取染色质可及性和 
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空间位置信息. Spatial CUT&Tag(spatially resolved 
cleavage under targets and tagmentation) [142]进一步结 

合抗体识别与pA-Tn5转座酶, 能够对特定表观修饰位 

点进行原位识别与空间编码. MISAR-seq(microfluidic 
indexing-based spatial assay for transposase-accessible 
chromatin and RNA-sequencing) [143]在此基础上结合 

Spatial-ATAC与空间转录组流程, 利用微流控同时递 

送Tn5与mRNA结合的条形码, 捕获开放染色质同时 

记录区域内mRNA表达, 实现了染色质可及性与基因 

表达的空间联合建图, 是表观组与转录组空间多组学 

融合的代表性技术. 
空间蛋白质组技术通常借助带有不同条形码的 

抗体, 通过杂交或扩增实现蛋白质的空间定位与定量. 
Stereo-CITE-seq [144]可同时捕获组织内mRNA与蛋白 

表达的空间信息. 与之类似的, Spatial-CITE-seq(spa
tial co-indexing of transcriptomes and epitopes for 
multi-omics mapping by highly parallel sequen
cing) [145]也可以完成蛋白-转录双组学空间信息获取. 
RIBOmap(ribosome-bound mRNA mapping) [146]为当前 

少数实现空间翻译组学分析的方法之一. 其原理是在 

组织切片中, 通过抗体富集核糖体并结合原位反转录 

实现空间位置编码, 将翻译活跃区域的空间信息记录 

并测序, 实现转录-翻译结合的空间信息解析. 空间代 

谢组学通过结合成像质谱与空间编码, 实现对代谢物 

的空间解析. SEAM(spatial single nuclear metabolo
mics) [147]技术在组织原位释放代谢物后进行编码, 结 

合质谱成像记录其空间分布. ScSpaMet(single cell 
spatially resolved metabolic) [148]则将单细胞代谢检测 

能力与空间信息整合, 通过微区分析与代谢探针嵌合, 
将代谢活动与组织结构对齐, 揭示代谢状态与局部环 

境的相互作用. 

综上, 空间多组学技术通过整合多层组学信息与 

高精度空间定位手段, 实现了多组学联合解析(表9). 
其不断突破精度与整合能力, 帮助研究者对复杂组织 

功能、细胞状态及调控网络的系统理解, 推动“中心法 

则”向“时空中心法则”的深化演进. 

5 总结与展望 

单细胞组学技术的发展历程经历了从“如何识别 

每一个细胞”到“如何精准获取其多层次分子信息”的 

不断突破. 已由最初的转录组扩展至表观组学、空间 

组学和多组学整合, 构建起对细胞状态、功能与调控 

网络的系统性理解. 在技术不断发展过程中主要围绕 

两个核心问题: 一是如何准确标记每一个细胞, 实现 

高通量、高特异性的细胞编码过程; 二是如何在极微 

量的起始材料中稳定获取高质量、多维度的分子信 

息. 需要说明的是, 本文的关注重点在于单细胞组学技 

术本身的原理、策略与技术演化过程, 而非具体生物 

学应用, 旨在为技术体系的系统理解与方法优化提供 

清晰框架(图1). 
在细胞编码方式上, 单细胞组学技术从起初依赖 

物理分选单个细胞建立独立反应的低通量模式 [1], 逐 

渐过渡到微孔板 [5,6]与微流控 [9,57]分选的中高通量, 随 

后“分选-混合” [13,95]的细胞编码方式再次提升了单次 

实验中可并行分析的细胞数量. 新一代编码方式日益 

趋于模块化、低成本、自动化, 正在打破样本、组织 

和设备的限制. 
与此同时, 微量信息获取也经历了从最初依赖 

PCR的大量扩增, 到优化反转录反应与线性扩增的发 

表 8 空间转录组技术发展 

Table 8 Catalog of spatial transcriptomics technologies 

技术名称 检测精度 适用范围 

Tomo-seq 组织级 空间转录组 

immuno-LCM-RNAseq 
STRP-seq 组织级或单细胞级 空间转录组 

TIVA-tag, PIC, ZipSeq 
Slide-seq, Slide-seqV2 

HDST, Visium HD 
DBiT-seq 

单细胞级 空间转录组 

Pixel-seq, Stereo-seq 分子或亚细胞级 空间转录组   

表 9 空间多组学技术 

Table 9 Catalog of spatial multi-omics technologies 

技术名称 检测精度 适用范围 

Spatial-ATAC-seq 单细胞级 空间染色质可及性 

Spatial CUT&Tag 单细胞级 空间表观基因组 

MISAR-seq 单细胞级 染色质可及性与空间转录本 

Stereo-CITE-seq 亚细胞级 空间转录本与空间蛋白质组 

SEAM 亚细胞级 空间代谢组 

scSpaMet 亚细胞级 空间代谢组与空间蛋白组 

Hi-M, Slide-DNA-seq 分子级 空间基因组与空间转录本 

MERFISH 分子级 空间染色质结构 

RIBOmap 分子级 空间翻译组 
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展. 尤其是Tn5转座酶的引入, 对单细胞组学技术起到 

了极大的推动作用, 它不仅提高了文库构建效率, 还可 

以广泛用于染色质可及性检测、蛋白染色质定位和三 

维基因组结构鉴定等多个体系, 成为连接转录、表观、 

三维结构的重要酶学工具, 显著提升了对微量信息的 

获取能力. 
在空间组学方向, 相关技术经历了从原位杂交和 

显微切割的开始阶段, 逐渐发展出空间条形码体系, 
推动空间组学的分辨率从百微米级跃升至亚细胞尺 

度. 目前空间组学技术不再局限于表达图谱的可视化, 
而是融合转录、表观、蛋白乃至代谢等多组学层面, 
构建出具有空间背景的多模态分子图谱, 并且这一趋 

势已从二维切片扩展至三维重建, 并朝向动态监测的 

方向发展. 
未来单细胞组学技术的演进方向将从扩展细胞通 

量和组学维度, 进一步迈向单分子分辨率的信息捕获 

与细胞动态过程的精准解析. 在“单细胞单分子信息获 

取”层面, 技术目标是实现对每一个核酸或蛋白分子的 

定性、定量与空间定位. 无需扩增的直接测读技术(如 

纳米孔测序、原位质谱或单分子荧光), 叠加高保真的 

度的单分子标记技术, 从而实现对细胞内全部分子的 

原位识别. 
在“单分子动态信息解析”方面, 当前技术尚难捕 

捉分子的合成、转运、修饰与降解等过程的动态变 

图 1 单细胞核酸组学技术 
Figure 1 Single-cell nucleic acid omic technologies  
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化. 未来亟需构建具有动态标记能力的编码策略, 引入 

可记录分子状态变化的方法, 并结合实时成像或活细 

胞单分子探针, 实现对关键调控事件追踪. 上述技术 

的融合将推动单细胞组学从结构化图谱构建迈向动态 

过程解析, 使我们得以在单细胞、单分子、时间序列 

三维空间中还原生命活动的真实状态. 
综上所述, 单细胞与空间组学正从“表达图谱”走 

向“调控网络”, 从“静态观察”走向“空间-时间动态成 

图”. 多组学、多维度、高通量的测序框架将深度驱动 

我们对生命系统的结构、功能与演化的全面理解.    
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Cellular heterogeneity is fundamental to functional specialization, precise regulation, and environmental adaptability in multicellular 
organisms. Traditional bulk sequencing often captures average signals from cell populations, making it difficult to identify individual 
differences and obscuring important subpopulations and dynamic regulatory events. In contrast, single-cell omics technologies offer 
high-resolution profiling of various molecular layers at the individual cell level, uncovering the complex nature of cellular states. 
These technologies have progressed from transcriptomics to encompass epigenomics, spatial omics, and integrated multi-omics 
methods. This review focuses on the latest advancements in single-cell sequencing technologies, highlighting significant 
breakthroughs and innovations in the field. 
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