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摘要 单细胞转录组分析以单个细胞为特定研究对象，提取 mRNA进行逆转录、放大和高通量测序分析，能揭示该细胞内
整体水平的基因表达状态和基因结构信息，准确反映细胞间的异质性，深入理解其基因型和表型之间的相互关系，在发育生

物学、基础医学、临床诊断和药物开发等领域都发挥重要作用．本文主要介绍了单细胞转录组分析的特点和技术发展历史以

及常用研究策略和不同技术的优缺点，并就其面临挑战和未来发展前景进行了讨论，为该技术的进一步研究与应用提供
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1 单细胞转录组分析的特点

在某一特定阶段，由细胞转录出来的全部

RNA 称为转录组，包括 mRNA 和非编码 RNA
(non-coding RNA，ncRNA)[1-3]．准确深入地分析转

录组，有助于全面理解细胞基因表达和调控网络的

作用．相同组织细胞的基因型几乎一致，但亚单位

的表达往往不同，转录组更能反映甲基化和组蛋白

等修饰的差异．不同组织的细胞各自拥有独特的转

录组，研究这些转录组能够从不同的生理学功能和

表型角度阐释基因调控网络．

一般转录组实验通常需要成千上万甚至上百万

个细胞．但早期胚胎细胞和干细胞等只能收集到微

量细胞，这就要求实验中利用尽可能少的细胞，最

好是在单细胞水平进行转录组分析．最新研究表

明，相似细胞的基因表达具有异质性，这种异质性

是由不同的衍生基因组、细胞循环和微环境等决定

的[4]．常规方法得到的是大量细胞基因表达信息的

共性，难以显示彼此的异质性．对单细胞转录组的

分析，不仅能研究基因表达的异质性，也能研究表

达的随机性，进一步揭示与发育、疾病等相关的一

系列重要信息．因此在单细胞水平进行转录组分析

具有重要的科学意义也是现实的迫切需要．

2 单细胞转录组分析的技术发展

1975 年，英国化学家 Sanger 开创了 DNA 测
序方法，随后 Iscove创造性地利用 PCR方法指数
性放大 cDNA，James发明了利用 T7 RNA聚合酶
的体外转录扩增(T7-in vitro transcription，T7-IVT)
线性放大 cDNA，人们才便于进行核酸序列方面的
基础研究．在这几项开创性工作的基础上，微阵列

(芯片)技术应运而生，该技术能够以少量细胞研究
成千上万个基因．芯片技术能检测稳定状态的基因

表达，定位癌细胞中拷贝数的变化，发现与核酸相

互作用的蛋白在基因组上的结合位点，研究 DNA
间相互作用[5]．时至今日，已经发展出了单细胞芯

片，可以比较单个病理细胞和正常细胞中基因表达

的差异，预测基因调控的演变过程[6]．不过芯片难

以检测可变剪接形成的多个转录本，其技术的设计
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和功能应用多是基于已知基因，对于未知基因的分

析仍有局限．

近年来，另一项全新的技术———RNA-Seq得到
了蓬勃的发展．最初的转录组研究很大程度上依赖

于杂交芯片技术，自 2005年起，以 Roche公司的
454技术、Illumina公司的 Solexa技术和 ABI公司
的 SOLiD 技术为代表的新一代测序技术 (next
generation sequencing，NGS)相继诞生 [7-8]，这些高

通量测序技术应用到由 RNA逆转录生成的 cDNA
上，就产生了 RNA-Seq 技术 [9]．RNA-Seq 技术旨
在定量测定和描绘转录组[10]，直接针对 RNA或者
RNA逆转录生成的 cDNA进行测序分析，比微阵
列技术获得的信息更加全面具体．理论上 RNA-Seq
技术能在单细胞水平上进行，并且根据不同深度的

分析，最终能获得整体水平全部基因的表达信息[11].
单细胞 RNA-Seq具有如下优点：a．分辨率高，起
始样品量为单个细胞；b．灵敏度高[12]；c．数字化
信号，可以直接检测单个碱基差异、基因家族中相

似基因以及可变剪接造成的不同表达 [1, 13]；d．检
测范围广，不仅能检测基因，还能检测 RNA拼接
体[14]；e．重现性好[15-16]．虽然 RNA-Seq 技术仅仅
出现了几年的时间，但已经对基因表达和调控研究

作出了卓越的贡献．当前的 RNA-Seq技术已经获
得了一系列创新性成果：揭示了基因组表达特性，

转录组的序列信息、复杂结构以及调控机制[17]．可

以预见，随着技术的不断发展，RNA-Seq技术将
会发现更多振奋人心的结果．

3 单细胞转录组研究的一般策略

a．分拣：挑拣细胞至微量管，可以手工显微
操作，也可以使用激光捕获显微切割(LCM)[18]从培

养细胞或者冰冻切片中选择．

b．纯化：加入缓冲液使细胞降解，获得
mRNA，去除蛋白质和 DNA等杂质，纯化 mRNA.

c ． 逆转录：一般使用 oligo-dT 引物和
Superscript域或芋逆转录酶，将 mRNA逆转录出
cDNA第一链，并通过模板转换，合成 cDNA的第
二条链．

d．扩增：对已逆转录生成的 cDNA进行 PCR
或者 IVT扩增．PCR扩增的优点是 cDNA 进行指
数性扩增速度很快，缺点是容易造成引物二聚体和

副产物的堆积． IVT扩增相对于 PCR扩增的优势
是更为严格准确，但由于 IVT进行的是线性扩增
所以相对于 PCR过程要慢很多．

e．分析：可以选择高通量测序或者微阵列分
析．之前已经对两者进行过比较，虽然微阵列分析

能够较好地提供转录组信息以及调控网络信息，但

是高通量测序能够更准确地从多个角度揭示动态

信息．

可以看出，单细胞转录组研究同普通转录组研

究的差异主要在于增加了一步分拣单个细胞的过

程，不过整个过程需要特别注意的是，单细胞实验

的样品量非常少，所以对实验细节要求很高，例如

所有反应最好在同一个试管中进行，同时加入的各

种缓冲液必须保持前后不冲突[19]，早期加入的酶必

须灭活，以免影响后续实验．若使用随机引物，还

需要纯化 mRNA，以免随机引物产生 rRNA/tRNA
的 cDNA，干扰实验的进行，扩增时的 dNTP和引
物浓度也需要注意调节．关键步骤的质控也必不可

少[4]．PCR和 IVT，微阵列和高通量测序各有优缺
点，实验中要注意选择[14, 20]．

4 不同 RNA鄄Seq技术的优缺点比较

4援1 单细胞 mRNA鄄Seq全转录组分析
该项技术的要点有：a．使用 oligo-dT引物逆

转录生成 cDNA，并延长了逆转录的反应时间和
PCR反应的链延伸时间，逆转录时间从 5 min延长
至 30 min，PCR时间从 3 min延长至 6 min，尽可
能地扩大阅读范围；b．在引物的 5忆端加上氨基，
避免双链 cDNA的 5忆端片段与 SOLiD文库接头相
连；c．将 cDNA 的 PCR 扩增与 SOLiD 系统的
cDNA结合，这也是该项技术最重要的特点[4, 20]．

具体流程见图 1a．
单细胞 mRNA-Seq全转录组分析的优点有：

a．与微阵列技术相比，能检测出更多的转录组，
灵敏度更高；b．既能分析同一基因的多个转录本
及其对应的蛋白质类型，也能检测已知基因中新的

剪接点；c．准确度高，噪音低．然而，该项技
术也存在以下几点不足：a．由于在转录过程中使
用的是 oligo-dT 引物，所以该技术不能检测不带
poly(A)尾巴的 mRNA序列，例如组蛋白的 mRNA;
b．由于逆转录酶作用时间和功能的限制，目前大
于 3 kb的mRNA难以检测；c．不能辨别正反义转
录组[20]．

4援2 RNA鄄Seq的单细胞标记逆转录技术
RNA-Seq的单细胞标记逆转录技术(single-cell

tagged reverse transcription，STRT)与 4.1所介绍的
方法的主要区别有：a．逆转录合成出 cDNA第一
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Fig. 1 Overview of three RNA鄄Seq methods for single cell transcriptome
图 1 三种单细胞转录组研究方法示意图

全转录组(a)、STRT(b)和 Smart-Seq(c)技术的流程示意图. *表示用 CDS引物或莫洛尼鼠白血病毒逆转录酶对 mRNA进行逆转录时反应能进

行至 mRNA 5忆端，所得到的 cDNA包含 mRNA 5忆端的全部信息.
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链后并不加上 poly(A)尾，而是利用 cDNA第一链
生成时 3忆端的 CCC序列，加入 GGG 序列与之配
对，生成 cDNA 的第二链；b．利用生物素将
cDNA固定到磁珠上，扩增完成之后再加上 poly(A)
尾进行末端修复；c．在生成第一链的 CCC序列
旁，引入一段 barcode作为阅读标记，最后的阅读
顺序依次为 barcode、CCC、RNA序列，这也是该
方法最重要的创新[21]．具体流程见图 1b．

STRT最显著的优点是能同时在个体和群体的
水平上进行分析，不需要已知标记和细胞类型．单

细胞 RNA 测序结果产生后形成一个双向细胞图
谱，该图谱能反映细胞群体、功能亚群、细胞个体

三方面的信息[21]．然而，该种方法最明显的缺点是

除了末端由于逆转录产生的 CCC序列，mRNA本
身的序列之中也存在着许多 CCC序列，GGG配对
转录之后容易出现误差．唯一的解决方法是提高引

物浓度，但是高引物浓度又会引起两个问题，一个

是价格昂贵，另一个是引物浓度高容易出现非特异

扩增．另外，该过程需要经历多个 PCR循环，产
物不一定会得到线性放大，虽然暂时可以用特异分

子识别(unique molecule identifica- tion，UMIs)来解
决，但是转录效率有待提高[22]．

4援3 Full鄄length RNA分析技术
目前最常用的有 Smart-Seq、PMA和 SMA 三

种技术．

全转录组分析和 STRT技术存在的共同问题是
由于优先扩增 mRNA 的 3忆端，转录后所得的
cDNA包含不完整的 5忆端，Smart-Seq技术能改善
这一问题．Smart-Seq技术在用 CDS引物(5忆 AAG-
CAGTGGTATCAACGCAGAGTACT (30)VN 3忆，V
代表 A、C 或 G)逆转录带 poly(A)尾的 RNA 或者
用莫洛尼鼠白血病毒逆转录酶 (moloney murine
leukemia virus reverse transcriptase，MMLVRT)逆转
录全部 RNA时，一旦逆转录进行到 RNA分子的
5忆端，MMLV的末端转移酶发挥活性在 cDNA的
3忆端加上 C，继而对所加的 C碱基进行配对，产生
一个延伸模板．模板转换之后，所得的 cDNA就
含有 mRNA 5忆端的全部序列和第二条 cDNA链合
成时的锚定序列，之后再进行扩增[23]．具体流程见

图 1c．
PMA(Phi29-mRNA amplification)是来源于全基

因组扩增技术，利用 Phi29 DNA聚合酶进行放大
的一种方法．Phi29 DNA聚合酶具有特殊的链置换
和连续合成特性，但通常要求模板长度大于 3～4 kb
时才能进行高效放大．为了解决这一问题，在扩增

之前，通常会用环化酶或连接酶将逆转录后的单链

或双链 cDNA环化，并且只有 5忆和 3忆端都完整的
cDNA才能发生环化，环化后的 5忆和 3忆端仍保留了
初始的转录方向，便于在测序时进行分析[24]．
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5 单细胞转录组分析的应用

单细胞转录组能反映基因的差异表达，有助于

研究基因调控网络和基因表达的异质性与随机性，

结合系统生物学的方法，能应用到肿瘤研究领域．

利用单细胞转录组分析，能通过分析基因表达调控

网络监控人类疾病进程，持续追踪肿瘤生理学和病

理学的动态基因[4]．

单细胞转录组分析最基础的应用是研究基因的

表达水平，检测新的基因(包括新的蛋白质编码基
因和非编码 RNA 基因，尤其是低表达基因) [7]．

Tang等[20]利用全转录组分析的方法，仅需 6天即
可对 16个鼠囊胚细胞分别建库，所建文库可以用
SOLiD系统进行测序分析，已经发现 1 753个未知
剪接点，同时发现 8%～19%的基因在同样的卵母
细胞中有两种或两种以上不同的表达———证明了单

细胞转录组的多样性和复杂性．Saiful 等 [21]利用

RNA-Seq单细胞标记逆转录技术研究复杂的组织
样本，产生一个单细胞 RNA的表达谱，聚类形成

表达数据的一个二维图谱．所得的细胞图谱能反应

群体细胞、亚群体细胞和单细胞，不需要已知标记

对细胞进行分类，就能够发现并分析发育中的细胞

和疾病中出现的细胞．Sultan等[26]通过研究人类胚

胎肾脏细胞和 B细胞系，发现了 4 096个新的剪接
位点，证明了剪接的最普遍形式是外显子跳跃．

Wang等[27]利用单细胞全基因组分析来测量个体配

子基因组的基因多样性，他们从 91个单细胞得到
高密度基因分型并制作出一个重组图谱，这份重组

图谱在低分辨率时与人口范围内的数据是吻合的，

但是在更高分辨率时有着显著差异，这些数据可以

进一步用于寻找基因转换的证据．单细胞转录组分

析还可以直接研究非模式生物而无需了解物种信

息，例如 Wang等和 Vera等已经分别对白粉虱和
蝴蝶的转录组进行了研究[27-28]．

单细胞转录组分析的优势在于定量研究基因的

突变情况．Tang等[20]将含有 619个相同基因的野
生型作为对照，发现在 Dicer-/-和 Ago2-/-(Eif2c2-/-)
突变小鼠卵母细胞中，分别有 1 696和 1 553个基

优点 缺点 适用范围 样品准备耗时

全转录组 将检测长度提高至 3 kb
准确度高，噪音小

只能检测含 poly (A)的 mRNA，
只可获得 3忆端小于 3 kb的片段

囊胚干细胞，胚胎细胞，组织细胞 6天

STRT 可同时分析个体与群体，

不需已知标记和类型

逆转录过程易出现断片不适用任

意剪切的转录组[22]

发育中的细胞，病理细胞 3天

Smart-Seq 完整阅读 mRNA 5忆端
可用于筛选 SNPs

不稳定，低水平表达的转录组可

能丢失[25]

价格较高

哺乳动物细胞，肿瘤细胞 −

SMA (semirandom primed PCR-based mRNA
transcriptome amplification)方法利用一段带有发夹
结构并在 3忆端含 9 个碱基随机序列的寡核苷酸
(SMA-p1)作引物，随机序列可以结合逆转录后的
cDNA进行扩增．获得扩增子后，识别位点已设计
在 SMA-p1发夹结构中的 Bci遇限制性内切酶会将
所有的寡核苷酸接头除去．该方法利用线性 DNA
模板和半随机引物，获得长度相近的产物并用相同

引物进行 PCR扩增，避免了 cDNA分子两端信息
的丢失[24]．

Smart-Seq、PMA 和 SMA 的共同优点是扩大

了检测范围，可以获得 mRNA 5忆端至 3忆端完整的
全长信息．Smart-Seq的突出优点是可以筛选单核
苷酸多态性(SNPs)和变异体，缺点是稳定性不高[23].
PMA在理论上可以扩增出任意长度的完整 cDNA，
并且在封闭的微流控体系中能对大量单个细胞进行

平行扩增．但 PMA的灵敏度不如 SMA高，SMA
能检测更多的基因，结果更接近于未放大的

cDNA，样品起始量低时检测的灵敏度更高，相较
之下更适用于单个细胞的分析[24]．

三种技术优缺点比较见表 1．

Table 1 Brief comparison of three single cell transcriptome techniques
表 1 三种单细胞转录组研究技术的简单比较
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因异常上调．Wang等[29]对 31个单细胞进行高通量
测序，揭示了大规模基因组的不稳定性．对 8个单
细胞进行深入分析之后还发现新生突变率具有鲜明

的特点．Sugarbaker等[30]利用 mRNA测序技术研究
恶性胸膜间皮瘤(malignant pleural mesothelio- mas，
MPMs)中的 RNA 突变体，已经发现了 7 个点突
变、3个缺失、4个沉默表达和 1个 RNA 编辑位
点．Gilean等[31]使用单细胞技术测算遗传变异模型

的重组率，在研究欧洲和非洲人群单核苷酸多态性

之后，他们发现了一个极端的现象，50%的重组事
件发生在低于 10%的序列中．继而说明重组热点
普遍存在于人类基因组中，平均或少于每 200万
个基因出现一次，但是重组还是优先发生于基因

外．Chepelev等[32]利用 RNA-Seq 技术研究人类基
因组外显子中的单核苷酸变异体(single nucleotide
variations，SNVs)，已经在人类 Jurkat T 细胞和
CD4

+ T细胞中分别检测到了 12 176和 10 621个单核
苷酸变异体．

除此之外，在肿瘤研究方面也取得了重要成

果．Daniel等[23]运用 Smart-Seq技术成功地对单个
循环系统肿瘤细胞(circulating tumor cells，CTCs)进
行 RNA分析，利用各个细胞类型中微量的个体细
胞找到了多个基因的不同表达，成功检测出前列腺

淋 巴 结 癌 (lymph node carcinoma of prostate，
LNCaP)细胞中的大多数活跃基因，并发现了不同
的基因表达模式和生物标记物．Nicholas等[33]结合

全基因组扩增和新一代测序方法，准确地测量出单

个核内基因组拷贝的数量，又用单核测序的方法研

究两种人类乳腺癌肿瘤的结构和进化情况．分析

100个单基因原发肿瘤和肝转移的单细胞后发现，
是一个单一的克隆形成了原发肿瘤并导致了转移．

分析 100个多基因肿瘤单细胞后显示连续的克隆扩
增可能是由三个特定的克隆亚群引起的．另外，在

上述两种原发肿瘤中，还发现了一种基因遗传多样

性相当丰富的细胞，并且该种细胞并不会移动至转

移部位．他们认为肿瘤生长是由克隆扩增和少量持

久中间体造成的，这与以往的逐步发展模型是相

反的[33]．

除了一般的组织细胞，单细胞转录组分析已经

应用到人脑单个神经细胞中，分析是否因为神经细

胞中基因组的变异导致功能多样化或者神经系统疾

病．Gilad等[34]对三个正常个体的 300个颅内皮质
和尾状核神经细胞进行全基因组 L1(long interspersed
nuclear elements-1)插入分析，随后发现每个神经细

胞只有不足 0.6个 L1插入，大多数神经细胞没有
检测到 L1插入，表明 L1并不是导致大脑皮质和
尾状核神经细胞多样化的主要原因．此外，他们还

利用单核测序得到了单皮层神经细胞 AKT3突变的
镶嵌特征．Alysson 等 [35]还发现神经细胞中的 L1
逆转录转座作用受 MeCP2 的调控，具体表现为，
在啮齿动物中，如果缺少 MeCP2，则 L1转录和
逆转录转座作用就增强．患有 Rett 综合症 (rett
syndrome，RTT)的病人携带 MeCP2的突变体，增
加了 L1逆转录转座的灵敏度，继而说明了相关疾
病的基因突变会影响到 L1 逆转录转座的发生频
率．Nicole等[36]从人类胎儿大脑和人类胚胎干细胞

得到了海马祖先细胞(hippocampus progenitor cells，
NPCs)，证明了 L1片段体外逆转录的可信度，同
时也表明 L1逆转录转座有可能发生在人类的大脑
中，也可能促进个体体细胞的嵌合．

6 单细胞转录组分析的前景

通过上面的介绍，不难看出单细胞转录组分析

在疾病研究方面的重要作用，随着技术的不断发展

和完善，单细胞转录组分析可以揭示更多基因表达

网络、异质性、随机性表达的信息，从而尽可能更

多更完善地揭示某些疾病的机理，为人类战胜疾病

奠定理论基础．鉴于单细胞转录组分析在人类攻克

疾病方面有如此重要的作用，美国国立卫生研究所

已经宣布在未来五年内投入 9千万美元到单细胞研
究中．Life Technologies公司甚至设立了百万美元
奖金用作攻克人类单个癌细胞全基因组和总 RNA
测序[37]．该技术的研究前景之广，意义之大，可见

一斑．

单细胞转录组学分析还能作为桥梁，将基

因型、表现型和功能联系起来．借助基因表达网

络、表现型之间的关系，可以研究细胞谱系，完善

物种起源和进化理论．另外，序列转录的方向信息

对于转录组注释十分重要，所以单链测序(single-
strand sequencing) 和特异链测序 (strand-specific
sequencing)技术也是单细胞转录组技术发展的一个
重要方向[1, 38-39]．

除去单细胞转录组学本身的应用，未来该技术

还可以结合其他的技术，发挥更强大的生命力．例

如结合细胞成像技术和 RNA-Seq技术，能更好地
揭示基因表达网络如何造成细胞差异以及如何进行

动态调控．单细胞转录组技术发展至少应有三个方

面：a．高通量．未来将不仅针对单个样品或单个
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细胞，目前 STRT技术采用 96孔板并利用 barcode
一次可分析 96种细胞，未来也许可以发展至 384
孔板甚至更多，实现集成化和规模化分析，大大节

约时间和经费．b．自动化．目前单细胞转录组技
术的操作相对繁琐，未来应朝着专业化和自动化的

方向继续发展，类似搭载于配套专业设备的微流控

芯片，实现整个实验过程的自动操作，并使用专门

的试剂盒，降低对实验者操作技术的依赖，提高效

率和稳定性． c．与上下游技术的无缝衔接．在简
化流程基础上与上游的样品获取技术如 LCM或流
式细胞术，以及下游高通量测序的建库步骤衔接，

辅以对应的质控步骤，将能显著提高实验效率．然

而，单细胞转录组学正面临着几个挑战：首先是实

验中针对群体细胞的标记物并不一定适用于所有

的细胞类型；其次，细胞与细胞之间转录组的差别

甚大[21]；第三，庞大的数据量增加了信息处理的困

难[40]；最后也是最关键的是对于不同丰度的转录组

在放大时仍未能解决线性扩增的问题，即部分低拷

贝的基因信息可能会在放大过程中丢失，这在整体

水平的转录组分析过程中将会引起偏差．对此，我

们正在研发的技术利用生物素标记的 oligo-dT为引
物，将单细胞 mRNA逆转录成为 cDNA并连接到
磁珠上以后，通过一系列在磁珠上进行的定点酶切

和连接，制成约含有 20个碱基的未知序列标签，
并在两端加上相对较长的固定接头，依靠多轮

PCR扩增或者 T7 IVT方法实现放大．与本文介绍
的其他三种单细胞转录组研究方法相比，我们获得

的是一段固定序列的 DNA中仅包含约 2%的未知
序列，因此有望实现线性程度很好的放大，能减少

低拷贝基因转录信息的丢失．当然其他可供借鉴的

线性放大方法还有很多[41-43]，相信未来人们还将继

续改善实验技术，不断推进单细胞转录组的研究向

前发展．

总之，单细胞转录组技术在发育进化和疾病尤

其是肿瘤发生发展方面的应用将会取得越来越多的

成果，成为人们攻克疾病，探索生命科学领域的一

项重要技术．
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Research Progress in Analyzing Transcriptome at The Level of Single Cells*
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Abstract Analysis of the transcriptomes of single cells can provide a comprehensive understanding of the
heterogeneous expression and gene regulatory networks within a population of cells. Through mRNA isolation,
reverse transcription, amplification and deep-sequencing analysis, the transcriptional landscape can be obtained for
subsequent detailed quantitative investigation of the levels and variation of gene expression underlying the
relationship between the genotype and phenotype of a single cell. Not surprisingly, it has been applied within many
fields such as developmental biology, basic medicine, clinical research and drug discovery. This review introduces
the history, progress, and technological characteristics of whole transcriptome analyses of single cells, as well as
detailed strategies and advantages of the methodology. The technical challenges, potential applications, and future
developments are also discussed.
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