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摘　要：目前常规的转录组分析方法无法揭示单个细胞之间基因表达的异质性，也难以对极少量细胞进行

分析，单细胞转录组分析技术为此提供了有效的研究工具。对单细胞转录组分析技术的历史、发展、策略、

方法和应用进行综述。
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细胞的异质性 (heterogeneity) 是一个普遍存在

的生物学现象。在多细胞生物个体发育过程中，单

个受精卵细胞通过不断地分裂和分化发育成为具有

不同形态、表型和功能的多种细胞。组织和器官是

多种类型细胞高度有序地组织在一起的复合体，其

中细胞种类和异质性最复杂的器官莫过于哺乳动物

的脑，人脑的神经元数目可达数百亿，或许每个神

经元都有独特的基因表达模式。在疾病发生的情况

下，异常的细胞常常混杂于正常细胞之中。肿瘤已

知是一种具有很强的细胞异质性的疾病，恶性肿瘤

组织往往由多种基因型和表型的肿瘤细胞组成，高

度恶性的细胞可能只占整个肿瘤组织的一小部分。

有趣的是，近年来的研究表明，看起来同质的细胞，

细胞与细胞之间的基因表达也存在异质性。这种
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本实验室主要围绕哺乳动物早期胚胎发育、研究胚胎干细胞和上胚层

干细胞的自我更新能力和多能性调控的分子机理，特别是表观遗传学调控

机理，以及相关的原始生殖细胞发育过程中的表观遗传学重编程机理。综

合利用单细胞微 RNA 表达谱分析技术、单细胞 RNA-Seq 转录组高通量测

序技术、单细胞 DNA 甲基化组高通量测序技术、单细胞基因组高通量测

序技术，以及染色体免疫共沉淀 - 高通量测序技术、小鼠胚胎显微操作技

术等分析方法，系统、全面、深入地分析多能性干细胞的基因动态表达网

络及其表观遗传学调控机理。
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异质性可能来源于细胞周期的异质性、细胞微环境

的异质性以及基因表达的随机性 (stochastic) 特征。

已有证据表明这些异质性都可能对细胞表型产生

功能性的作用，因而已经成为目前研究的一个热

点
[1-10]

。

转录组 (transcriptome) 广义上是指特定细胞在

某一功能状态下所有转录产物的集合，包括信使

RNA(mRNA)、 核 糖 体 RNA(rRNA)、 转 运 RNA 
(tRNA) 以及其他各种非编码 RNA(ncRNA) ；狭义

上指所有 mRNA 的集合。传统的转录组分析需要

数万至数十万个细胞，这种基于群体水平的方法将

大量细胞的基因表达取平均值进行分析，无法揭示

细胞之间基因表达的异质性。另外，当目标细胞数

目非常稀少、很难获得时，例如胚胎早期发育阶段

的细胞和成体干细胞，需要用到单细胞转录组分析

技术。

1　单细胞转录组分析技术的发展

分析单个细胞的转录组首先遇到的问题是极微

量的起始样本量。单个哺乳动物细胞的直径为 10 μm
左右，含有大约 10 pg 总 RNA，这使得单细胞转录

组分析非常困难，具有极大的挑战性。Brady 等
[11]

于1990年首次描述了一种基于聚合酶链式反应 (PCR)
的单细胞 cDNA 扩增方法。几乎同时，Eberwine
等

[12]
提出了另一种基于体外转录的线性扩增方法。

随着基因芯片技术的发展，2002 年起多篇文章报道

了单细胞转录组的基因芯片分析
[13-16]

。虽然基因芯

片使全面分析单细胞转录组成为可能，但是它只能

检测已知基因，而且检测的灵敏度和动态范围均有

限。2009 年，Tang 等
[17]

首次报道单细胞转录组的

深度测序分析 (single cell RNA-Seq, scRNA-Seq)，并

于 2010 年再次发表相关研究工作
[18]
。RNA-Seq 通

过对测得的每条序列进行计数获得特定转录本的精

确表达量，因此是一种数码化的表达谱检测，它能

发现新的转录本和新的剪切体，具有几乎无限的动

态范围 ( 即能够同时检测丰度非常低和非常高的转

录本 )，能确定转录本的精确序列，这些信息都是

基因芯片技术无法实现的
[19]
。Tang 等

[17]
对小鼠的

单个卵母细胞进行了 scRNA-Seq 分析，比基因芯片

多检测到了 5 270 个基因以及 1 753 个新的剪切体。

近些年来，又涌现出多种用于单细胞 mRNA 深度

测序文库的构建方法，包括 STRT-Seq (single-cell 
tagged reverse trans cription sequencing)[20]

、Smart-
Seq[21]

、Cell-Seq (cell expression by linear amplification 
and sequencing)[22]

和 PMA-Seq (Phi29-mRNA amplification 
and sequencing)[23]

等，大大拓展了单细胞转录组分

析技术的应用范围。各种分析技术的比较见表 1。

2　单细胞转录组深度测序cDNA文库构建方法

构建 cDNA 文库是单细胞转录组分析的关键技

术步骤。典型的哺乳动物细胞包含大约 10 pg 总

RNA，其中 mRNA 仅有大约 0.1~0.5 pg，而目前深

度测序技术需要纳克级别的 DNA，因此文库构建过

程需要将起始的核酸扩增数十万倍。在文库构建过

程中如何避免核酸丢失和如何均匀扩增 cDNA 是构

建单细胞 cDNA 文库首要解决的两个关键技术问题。

单细胞 cDNA 文库构建方法包括采集细胞和

细胞裂解、mRNA 逆转录成 cDNA、cDNA 扩增

和文库构建四个步骤。采集细胞可以采用口叼管、

激光捕获显微切割、细胞分选和微流控芯片

(microfluidics) 等方法。用口叼管手动采集单个细胞

是最直接的方式，虽然这种方式比较费时，但是尤

其适合于极稀有的细胞，例如胚胎早期发育阶段的

细胞
[15,17]

。激光捕获显微切割技术需要将组织或细

胞固定在特定的载玻片上，然后在倒置显微镜下利

用激光脉冲分离靶细胞
[24]
。荧光激活细胞分选

(FACS) 和免疫磁珠细胞分选 (MACS) 方法则利用

细胞表面标记蛋白或荧光蛋白获得纯的细胞亚群，

并可将单个细胞直接分选到 96 孔板或者 384 孔板

的每个样品孔中
[25]
。微流控芯片技术可以把单细胞

分离、反转录和 cDNA 文库构建等步骤集成到一块

毫米尺度的芯片上并同时分析大量单细胞，极大提

表1　单细胞转录组分析技术

分析技术 扩增方法 检测RNA数目 检测内容 分析细胞数目 文献

scRNA-Seq PCR 全转录组 全长mRNA 数十个 [17-18, 27]
Smart-Seq PCR 全转录组 全长mRNA 数个 [21]
STRT-Seq PCR 全转录组 mRNA 5'端 数十个 [20]
Cell-Seq 体外转录 全转录组 mRNA 3'端 数十个 [22]
PMA-Seq Phi29聚合酶 全转录组 全长mRNA 数个 [23]
微流控芯片定量PCR PCR 96个mRNA mRNA特定序列 数百千 [26, 33]
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高了单细胞分析的通量和自动化程度
[26]
。

为了避免在构建单细胞 cDNA 文库过程中的核

酸丢失，从采集细胞之后到 cDNA 被扩增之前，所

有反应步骤最好被整合到一个试管中完成，这些反

应的缓冲液是互相兼容的，利用加热灭活前一步反

应的酶
[18]
。

目前有三种策略来扩增单细胞 cDNA ：(1) PCR
指数扩增；(2) 体外转录线性扩增；(3) Phi29 聚合

酶扩增。通常来说，单细胞被采集之后，细胞膜在

去污剂的作用下溶解，随后 RNA 被释放出来并在

反转录酶的作用下合成第一链 cDNA。目前所有的

单细胞 cDNA 文库构建方法都采用 oligo(dT) 引物

进行反转录获得第一链 cDNA，这样可以避免

rRNA 和 tRNA 的干扰，但是无法检测不带 poly(A)
尾的各种 RNA。

第一种扩增策略需要首先在 cDNA 的两端加上

锚定序列，然后利用锚定序列进行 PCR 扩增。转

录本 3' 端的锚定序列可以通过 oligo(dT) 引物在反

转录的过程中引入。Brady 等
[11]

采用了一种简单有

效的方法引入转录本 5' 端的锚定序列：首先用末端

脱氧核糖核酸转移酶在第一链 cDNA 的 3' 末端加上

一连串脱氧腺苷酸 (A)，然后用一条 3' 端为 oligo(dT)
序列、5' 端为锚定序列的引物合成第二链。这种方

法的灵敏度非常高，例如 Tang 等
[27]

改进了该方法

用于 RNA-Seq 分析，能够从单个小鼠胚胎干细胞

中检测到 10 800 个基因。

最近报道的 STRT-Seq[20]
和 Smart-Seq[21]

采用

另一种方法引入转录本 5' 端的锚定序列。这种方法

利用了反转录酶的末端转移酶和模板转换 (template 
switch) 活性。当到达 mRNA 的 5' 末端时，反转录

酶通过末端转移酶活性可以在第一链 cDNA 的 3' 端
加上数个脱氧胞苷酸 (C)，以一段 3' 端含有鸟苷酸

残基 (G) 及 5' 端含锚定序列的寡核苷酸与胞苷酸退

火形成模板，反转录酶可以随后转换模板，以该寡

核苷酸为模板继续延伸从而引入转录本 5' 端的锚定

序列。这种方法的优势在于能够相对富集 mRNA
的 5' 端序列，但是由于反转录酶的末端转移酶和模

板转换活性不能达到 100%[28]
，这种方法的灵敏度

比 scRNA-Seq 低。虽然从转录本丰度极高的卵母细

胞中，Smart-Seq 检测到的基因数目接近 scRNA-
Seq[21]

，但是从较小的单个人类胚胎干细胞中，

scRNA-Seq 可以检测到大约 12 000 个基因，而

Smart-Seq 只能检测到大约 8 000 个基因，说明大量

低丰度的基因被丢失
[29]
。

第二种策略利用体外转录反应进行扩增，其方

法是首先用一条结构为 5'-T7 RNA 聚合酶启动子序

列 - oligo(dT)-3' 的引物进行反转录并随后合成第二

链 cDNA，这样所合成的第二链 cDNA 可以作为 T7 
RNA 聚合酶的模板用于体外转录

[13,22]
。体外转录扩

增的优势在于线性扩增，能够减少 PCR 指数扩增

所造成的偏差，但是缺点在于扩增效率远低于 PCR
扩增，需要进行三轮体外扩增，且扩增的片段较短。

最近报道的 Cell-Seq 改进了这一策略，它改用一条

结构为 5'-T7 RNA 聚合酶启动子序列 -Illumina 5' 接
头序列 - 编码序列 - oligo(dT)-3' 的引物，并在完成

第二链 cDNA 合成后，将数十个样本样品混合，共

同进行体外转录反应，所扩增的 RNA 随后被片段

化并加上 Illumnia 3' 端接头序列，最后利用接头序

列进行 PCR 扩增完成建库。Cell-Seq 只需要进行一

轮体外扩增，而且能够同步分析多个单细胞
[22]
。

第三种扩增策略是利用了 Phi29 聚合酶进行扩

增。Phi29 聚合酶是一种从 Bacillus subtilis 噬菌体

phi29 中克隆出的 DNA 聚合酶，具有链置换和很强

的连续合成特性，被广泛用于单细胞基因组扩增
[30]
。

Kang 等
[31]

和 Pan 等
[23]

利用该酶分别成功地扩增

了单个细菌和单个哺乳动物细胞的转录组。二者的

方法均在反转录之后将第一链 cDNA 环化，然后利

用 Phi29 聚合酶进行连续的滚环扩增。利用这种策

略，Pan 等
[23]

可以从单个 K562 细胞中检测到大约

5 000 个转录本。

3　高通量的单细胞分析

在很多情况下，需要同时分析大量单细胞才能

对细胞群体有全面认识。因此，如何提高分析通量

是单细胞转录组分析的另一个技术问题。深度测序

技术为解决这个问题提供了一种独特而有效的策

略：条码法 (barcoding)，即对每个单细胞的转录组

加上一段条码序列，随后将它们混合在一个试管中

进行建库和测序，通过辨别条码序列将属于不同单

细胞的测序数据区分开。条码法将数十到数百个单

细胞建库操作简化至一个操作，明显地提高了效率。

STRT-Seq 和 Cell-Seq 均采用了这种策略，所不同

是 STRT-Seq 利用模板转换将条码序列加在转录本

的 5' 端，而 Cell-Seq 通过 oligo(dT) 引物和体外转

录将条码序列加在转录本的 3' 端 [20,22]
。

高通量单细胞基因表达分析的另一个值得一提

的方法是基于微流控芯片的高通量单细胞定量 PCR
分析平台。斯坦福大学的 Quake 实验室于 2003 年
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首次报道了应用微流控技术在纳升级的反应体系中

进行基因表达分析的方法
[32]
。随后，Spurgeon 等

[33]

报道了 48.48 的基因表达分析芯片，能够同步进行

两千多个定量 PCR 反应，可针对 48 个单细胞的 48
个基因同时进行分析。2011 年，White 等

[26]
报道

的分析平台更将自动化细胞采集、裂解、反转录和

定量 PCR 反应全部整合到一张微流控芯片中。基

于微流控芯片的单细胞定量 PCR 分析平台目前虽

然只能够分析数十个基因的表达，但其高通量和高

自动化的特征具有独特的优势。

4　单细胞转录组分析技术的应用

以下将通过三个例子来说明单细胞转录组分析

技术的应用，这些例子展示了如何利用该技术来分

析稀有细胞类型的转录组，以及揭示单个细胞之间

基因表达的异质性。

第一个例子是哺乳动物着床前胚胎的单细胞分

辨率转录组分析。哺乳动物着床前胚胎的细胞数目

相当稀少，人类着床前胚胎的细胞则不仅数目稀少

而且珍贵，因此常规的转录组分析技术难以对其进

行分析。Kurimoto 等
[15]

通过基因芯片技术首次以

单细胞分辨率在转录组水平分析了 E3.5 d 小鼠的内

细胞团，结果显示看起来同质的胚胎细胞已经能够

在转录组水平分为两群细胞，分别具有类似原始内

胚层和类似上胚层细胞的表达谱。Tang 等
[27]

通过

所建立的 scRNA-Seq 技术分析了小鼠的内细胞团，

并跟踪分析了内细胞团转变为体外培养的胚胎干细

胞的过程，发现细胞在转变过程中发生了一系列包

括基础代谢、microRNA 和可变剪接在内的转录组

全局改变。他们还发现在细胞转变过程中，抑制性

的表观遗传调控基因表达上调，同时激活性的调控

基因表达下调，这种变化可能参与了小鼠胚胎干细

胞全能性的维持。2013 年，Yan 等
[29]

和 Xue 等
[34]

分别报道了人类胚胎从受精卵到着床前的单细胞分

辨率转录组分析，是人类胚胎早期发育阶段转录组

的首次全面描述，为理解人类胚胎早期发育和相关

疾病，以及人类胚胎干细胞全能性的分子机理提供

了有用的信息。

第二个例子是树突状细胞被脂多糖激活的单细

胞转录组分析。脂多糖是革兰氏阴性细菌细胞壁中

的一种成分，能够通过激活树突状细胞的 Toll 样受

体引发显著的转录组改变。最近 Shalek 等
[35]

在单

细胞水平对这一转录激活过程进行了分析。在脂多

糖刺激 4 h 后，他们采集了 18 个小鼠骨髓来源的树

突状细胞，利用 Smart-Seq 构建单细胞 cDNA 文库

并随后进行测序分析。尽管脂多糖的转录激活在群

体细胞水平已经被详细研究，但在单细胞水平，他

们发现树突状细胞的反应具有相当高的异质性。许

多已知的炎症反应基因在部分细胞中被强烈激活，

而在部分细胞中仅被低度激活或完全未被激活，呈

现一种双峰模式。他们进一步发现炎症反应的异质

性源于两个方面，一方面是树突状细胞的成熟状态，

另一方面则是基因调控网络的随机性特征。基于后

者，他们鉴定了一个由 137 个炎症反应基因组成的

调控模块。另外，他们还意外地发现了大量具有细

胞异质性的可变剪接形式。

第三个例子是对肿瘤组织的高通量单细胞基因

表达分析。传统方法，如免疫组织化学，能够显示

单个或数个基因在肿瘤组织中表达的细胞异质性，

但是难以对单个肿瘤细胞中的更多基因同时进行检

测。最近，Dalerba 等
[36]

利用微流控芯片高通量单

细胞定量 PCR 方法对正常结肠上皮组织和结肠肿

瘤进行了分析。他们通过荧光激活细胞分选 (FACS)
分选出相当于正常结肠隐窝底部的 EpCAMhigh/
CD44+

细胞，该群细胞包含了结肠上皮的干细胞。

他们选择了 56 个基因进行分析，包括 53 个结肠上

皮组织特异表达的基因、3 个看家基因和 3 个增殖

相关基因。从正常结肠上皮组织中，他们可以从

EpCAMhigh/CD44+
细胞群中分辨出 5 类细胞亚群。

他们发现，来自肿瘤组织的 EpCAMhigh/CD44+
细胞

也能分出类似的细胞亚群。通过将单个 EpCAMhigh/
CD44+

细胞接种到裸鼠皮下，他们得到了一个来自

单个细胞的移植瘤，分析显示该移植瘤组织内也包

含着类似的细胞亚群。这些结果表明，至少在部分

肿瘤中，瘤细胞之间基因表达的异质性源自细胞的

多谱系分化过程。他们进一步发现这种与分化过程

相关的基因表达模式与肿瘤的恶性程度有关，并提

出了新的结肠癌分型方法，与现有的分型方法相比

可以更好地预测患者的预后。

5　单细胞转录组研究展望

单细胞转录组分析技术已取得可喜的进展，但

是仍有很大的提升空间，包括检测方法的灵敏度和

精确性，分析内容的广泛性，分析的通量和自动化

程度，以及分析软件的开发等。利用单细胞技术在

转录组水平全面揭示细胞异质性的研究工作目前才

刚刚开始，随着技术的进一步完善，相信单细胞水

平的转录组研究将有可能导致新的细胞分类，发现
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细胞转化过程中新的中间类型，以及全面地揭示单

个细胞在发育过程和对环境应激过程中的各种行为。
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汤富酬报告讨论
陈润生(中国科学院生物物理研究所)

Q: 我提一个关于技术的问题。你的报告中提到你在做反转录的时候考虑了 poly(A) 尾巴，因为还有很

大一部分的非编码 RNA (noncoding RNA, ncRNA) 是没有 poly(A) 的，那么你是否所有的反转录都只考虑到

poly(A) ？
A: 是这样的，目前采用反转录方法研究的干细胞相关 ncRNA 都含有 poly(A) 尾巴。不含有 poly(A) 尾

巴的 RNA 鉴定比较难，因为它们跟 rRNA 很难区分开（二者都没有 poly(A) 尾巴，最近我们在发展借助于

cDNA 文库的方法来发现不含有 poly(A) 尾巴的 ncRNA。

鲁 志(清华大学生命科学学院)
Q: 从单细胞中提取 RNA 时，去除 rRNA 的技术是否成熟？

A: 要除去 rRNA 需要 1 μg 到 10 μg 的总 RNA 才能操作，而从单细胞中只能抽提到大约 10 pg 总

RNA，不能达到去除 rRNA 所需要的量。

付向东(美国加州大学圣地亚哥分校)
Q: 那么从单细胞中提取 RNA 时，不用去除 rRNA 吗？

A: 如果研究的是含有 poly(A) 的 ncRNA，就可以不去除 rRNA。但是如果研究的是不含有 poly(A) 的
ncRNA，技术难度就要更大。目前国际上也没有很成熟的方法和系统在单细胞水平上来区分两者，我们也

正在发展此项技术。

鲁 志(清华大学生命科学学院)
Q: 既然你们正在发展此项技术，那么有什么好的方法可以优化呢？

A: 现在我们做的方法是，将总 RNA 反转录后测序，根据测序结果来归类，以区别 ncRNA 与 rRNA。

Q: 你做的是单细胞的研究，那么就有一个统计上的问题。你在研究中得出一个结论是 ncRNA 在胚胎

发育中的差异性很大，那么你是如何统计得出的这个结论呢？你就只做一个细胞吗？

A: 我研究中所有的关于单细胞的数据都是同一种细胞至少做 3 个单细胞的 RNA-Seq，然后计算它们

的平均值以反映变化的趋势。

陈润生(中国科学院生物物理研究所)
Q: 有一个更普遍的问题，研究单细胞和多细胞其实各有各的优势。生物体有多种行为，当然这是以

单细胞为基础的，在单细胞水平上研究发现的 RNA 或者蛋白质水平的变化很多时候并不表现出整体水平

功能的变化，RNA 或者蛋白质水平可能只是生物体内在稳态的起伏。所以如何能找到与生物学功能相关的

变化是一个值得认真考虑的问题。

A: 首先同一胚胎阶段的细胞至少会做 3 个单细胞的独立分析，这样可以比较客观地反映此细胞阶段的

RNA 或者蛋白质水平，这是横向的平均。在纵向比较不同胚胎阶段的 RNA 或者蛋白质水平时，我们会选

择相差最大的作为研究对象。

刘 晓(清华大学生命科学学院)
Q: 我就接着刚刚陈老师的问题，提一个关于发育的问题，发育过程是一种细胞分化成另一种细胞，

也就是两种细胞状态终端的转换，而做单细胞的时候相当于就是某一个中间状态了，所以这个如何反映发

育的变化？

A: 我们在研究的时候，会研究每个胚胎阶段的细胞，从胚胎卵裂中的两细胞、四细胞到八细胞。我们

发现在两细胞时，ncRNA 的相关性很高，达 0.99。而到达八细胞时，其相关性就降低至 0.96。这就说明到

达八细胞胚胎阶段这些差异变化的 ncRNA 可能与发育相关。
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