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单细胞测序技术及其在植物中的研究进展
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摘要      传统的测序技术基于大量的样本, 其结果只能反映样本中所有细胞基因表达的整体

水平而无法揭示单个细胞之间的基因表达异质性。单细胞测序作为一项新兴技术为解决上述问题

提供了新思路。目前, 单细胞测序的研究主要集中于动物细胞, 关于植物单细胞测序的研究还相对

较少。该文阐述了单细胞测序技术的发展史及关键技术, 并对其在植物细胞中的应用进展进行总

结, 为今后系统开展植物单细胞的基因组和转录组测序的研究提供理论参考。
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Abstract       Traditional sequencing technology requires bulk sample to provide an average view of gene 
expression and ignore the information of gene expression heterogeneity between individual cells. Single-cell 
sequencing, as an emerging technology, provides new ideas for solving the above problems. Currently, this tech-
nique has been wildly used in animal cell studies, but fewly used in plants cell. This review mainly focuses on 
the development history and key technologies of single-cell sequencing technology, with special emphasis on the 
research progress in plant cells, which will provide valuable information for further study on plant single-cell ge-
nome and transcriptome sequencing. 
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2003年4月15日, 国际人类基因组组织正式宣

布人类基因组计划全部完成, 标志着生命科学的研

究已经进入后基因组时期, 各类基因组和转录组测

序技术相继发展。常规的基因组或者转录组测序以

成千上万细胞为样本, 检测结果为多个细胞基因表

达的总体水平, 仅能反映被检测样本中表达量较高

基因的表达情况, 而表达量低的基因其表达信息往

往被覆盖[1]。单细胞测序以单个的细胞作为检测单

位, 可以获得单个细胞的基因组或者转录组信息, 在
研究某些特异的细胞以及发现新的细胞类型方面具

有重要意义[2]。

单细胞测序技术主要包括以下4个步骤: 单细胞

样品制备、DNA扩增、DNA测序以及生物信息学分

析[3-4](图1)。目前, 单细胞测序已经广泛应用于动物
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细胞的研究中, 主要包括细胞间基因表达异质性分

析、拟时轨迹分析和稀有细胞类型鉴定等方面[5], 相
对动物细胞而言, 单细胞测序在植物细胞的研究中

还应用较少, 因为植物细胞壁的存在给单细胞分离

与获取增加了难度[6]。尽管人们已经认识到大规模

单细胞测序技术在植物细胞研究中的潜力, 但是目

前报道的植物单细胞测序的研究仅涉及有限数量的

细胞以及较少的物种[7-8]。本文对单细胞测序的发展

史、主要技术及其在植物细胞领域的应用进展进行

总结。

1   单细胞测序发展史
早在20年前, 关于单细胞转录组的研究就已经

开展, VAN GELDER等[10]通过指数富集的方法, 利用

PCR技术富集单个细胞的全部cDNA,  EBERWINE
等[11]通过线性富集的方法, 利用T7 RNA聚合酶在体

外富集单个细胞的全部cDNA。最初, 上述获取单

细胞转录组的方法主要用于研究哺乳动物的神经

系统, 因为神经系统的细胞类型丰富, 细胞之间基因

表达差异大[12]。2005年, RAGHUNATHAN等[13]利

用Φ29 DNA聚合酶, 经多重置换扩增(multiple dis-
placement amplification, MDA)将单个细菌的基因组

DNA扩增了50亿倍, 并对一个16S rRNA进行了准确

测序。近年来, 高密度DNA微阵列芯片的商业化生

产[14-17], 促进了单细胞基因芯片技术的发展; 但是基

因芯片技术只能检测目前已经被发现的基因, 不能

发掘新基因[1]。2009年, TANG等[18-19]首次报道了单

细胞转录组深度分析(single-cell RNA-seq, scRNA-
Seq), 以小鼠4细胞时期的胚胎作为单细胞转录组

测序材料, 相对于微阵列技术, scRNA-Seq多检测了

75%的基因表达, 并确定了1 753个以前未发现的剪

接方式, 此外, scRNA-Seq还能够对单细胞转录本精

确定量, scRNA-Seq除了可以检测已知转录本, 还能

够发掘新的基因。最近, 又出现了许多关于检测单

细胞转录组的方法, 比如: PMA-Seq(Φ29-mRNA am-
plification and sequencing)[20]、Smart-Seq(switching 
mechanism at 5′ end of the RNA transcription sequenc-
ing)[21]、STRT-Seq(single-cell tagged reverse tran-

A: 将植物组织分离为单个细胞; B: 获得单个细胞的DNA或者RNA; C: 扩增DNA或cDNA, 构建测序文库; D: 基因组/转录组文库测序; E: 测序结

果进行生物信息学分析。

A: separateplant tissue into individual cells; B: obtain DNA or RNA from a single-cell; C: amplify DNA or cDNA to construct a genomic or transcrip-
tome sequencing library; D: Genomic/transcriptome library sequencing; E: sequencing results for bioinformatics analysis.

图1   单细胞测序流程(根据参考文献[9]修改)
Fig.1   Single-cell sequencing process (modified from reference [9])
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scription sequencing)[22]等。随着单细胞技术的发展, 
其准确性和检测范围将会不断提升和扩大。

研究者对于单细胞基因组也进行过许多探索, 尤
其在第二代测序技术发展起来后, 单细胞基因组测

序得到迅速发展, 2011年, NAVIN等[23]首次对人类乳

腺癌患者的单细胞全基因组进行测序, 这是第一例

人类细胞的全基因组测序研究。2013年, HOU等[24]

对人类卵母细胞进行单细胞全基因组测序。这些初

步的研究开创了单细胞基因组测序这一生物学新领

域, 在过去近10年里单细胞基因组测序取得了巨大的

发展。目前, 单细胞基因组测序受到了越来越多的关

注, 特别是在稀有样品的研究中发挥重要作用, 例如, 
2015年, YAN等[25]以人类胚胎细胞为单细胞基因组

测序的材料, 首次提出了一种集成的基于NGS(next-
generation sequencing)的PGD(preimplantation genetic 
diagnosis)/PGS(preimplantation genetic screening)程序, 
可以同时并直接检测致病突变、染色体异常和连锁

分析, 这一程序的应用使两名不携带其父母的单基

因疾病的健康女婴得以诞生。

2   单细胞测序主要技术
2.1   单细胞分选技术

单细胞分选是进行单细胞测序的第一步, 只有

分离出单个并且具有活性的细胞才能进行后续的建

库、测序分析等工作。目前常见的单细胞分选技术

有: 流式细胞分选技术、显微操作分选技术、连续

稀释分选技术、微流控分选技术和激光捕获显微切

割分选技术(表1)。

根据分选通量的高低, 上述几种单细胞分选技

术可分为低通量单细胞分选和高通量单细胞分选两

类。其中, 低通量单细胞分选包括连续稀释分选技

术、显微操作分选技术和激光捕获显微切割分选技

术。连续稀释分选法通过对细胞悬液进行一系列梯

度稀释, 当细胞悬液被稀释到适宜的浓度就能得到

单细胞悬液[26]。显微操作分选法在光学显微镜下即

可完成, 首先将制备的单细胞悬液稀释至合适的浓

度, 然后在光学显微镜下挑选出目标细胞, 最后利用

口吸管将细胞吸出即可完成单细胞分选。激光捕获

显微切割分选法, 也被称为光学镊子法, 需要把特定

组织固定到热塑膜涂片上, 使用高度聚焦的激光束

在倒置显微镜下切割待分选的目标细胞[27-28]。

高通量单细胞分选技术包括流式细胞分选技术

和微流控分选技术。流式细胞分选需要依赖荧光探

针或者特异的染料, 待分选的细胞只有具有荧光标记

或者被染色才能通过流式细胞仪分选为单个细胞, 具
有分选通量高、分选特异性强等特点[29], 是一种比较

经典的单细胞分离方法。微流控分选技术使用具有

极小体积反应室的微流控芯片, 其尺寸大小与细胞一

致, 能够有效地分选出单个细胞。此外, 该技术还能

集成另外的操作元件, 不但能够完成单细胞分选, 还
可以进行后续单细胞基因组或转录测序, 为单细胞研

究提供了一种通量高、效率高的解决方案[30]。

2.2   单细胞全基因组扩增

高通量测序对DNA样本的初始量有一定要求, 
单个细胞基因组DNA的含量远远达不到测序要求, 
因此需要对单细胞基因组DNA进行扩增。早期经

表1   几种常见单细胞分选技术比较

Table 1   Comparison of several common single-cell sorting techniques
单细胞分选

Single-cell sorting
适用样品

Applicable 
sample

优点

Advantage
缺点

Disadvantage
通量

Throughput
参考文献

Reference

Serial dilution Cell 
suspension

Simple and easy to implement, low equip-
ment requirements and low cost

Complex gradient calculations and easy 
to sort errors

Low [27,31]

Microscopic Cell 
suspension

Simple steps, low cost and no expensive 
equipment

Small number of cells can be isolated but 
high-throughput sorting is not possible

Low [32]

Laser capture 
microdissection 

Animal or 
plant tissue 

Ability to select specific target cells for cut-
ting sorting, which takes less time

Laser beam may damage sorted target 
cells

Low [27]

Flow cytometry Labeled cell The sorting flux is high and the sorting 
specificity is strong

The operation steps are cumbersome and 
the equipment requirements are high

High [29]

Microfluidic Cell 
suspension

High sorting throughput, high sorting effi-
ciency, and extremely low sample demand

High equipment requirements and high 
cost

High [30]
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典的单细胞全基因组扩增基于PCR反应, 较早的全

基因组扩增方法有IRS-PCR(interspersed repetitive 
sequence PCR)和LA-PCR(ligation-anchored PCR), 前
者通过特定的引物以已知的重复序列作为目标进行

PCR反应, 后者将含有特定PCR引物位点的寡核苷

酸连接到片段化的模板上, 然后将模板进行PCR扩
增[33-34]。1992年, ZHANG等[35]开发了引物延伸预扩

增法(primer-extension pre-amplification, PEP), 在体

外通过使用15碱基随机寡核苷酸混合物重复引物扩

增单个单倍体细胞中存在的大量DNA序列。简并寡

核苷酸引物PCR(degenerate oligonucleotide-primed 
PCR, DOP-PCR)也是一类以PCR为基础的全基因组

扩增技术, DOP-PCR扩增采用简并引物对模板扩增, 
可以省去IRS-PCR技术中将含有特定PCR引物位点

的寡核苷酸连接到片段化的模板上这一过程, 相比

于LA-PCR以已知的重复序列作为目标, DOP-PCR
扩增对模板序列是否部分已知没有要求[36]。

虽然基于PCR反应的全基因组扩增技术能够有

效地扩增单细胞基因组, 但是上述扩增方法存在覆

盖率低(约10%)、效率低、扩增偏倚性严重、等位

基因丢失等缺陷[37]。受到细菌或者病毒DNA滚环扩

增机制的启发, 有研究者报道了多重置换扩增(mul-
tiple displacement amplification, MDA)技术 , MDA是

将随机引物退火到变性DNA上, 然后在Φ29 DNA聚

合酶或嗜硬脂芽孢杆菌(Bacillus stearothermophilus, 
Bst)DNA聚合酶的催化下, 在恒温下进行链置换合成

DNA反应[38-40]。与基于PCR反应的全基因组扩增技

术相比, MDA基因组覆盖率高(大于90%), 扩增偏倚

性少[37,39], 是目前比较主流的全基因组扩增的方法之

一。但是MDA也具有不足之处, 例如基因组的覆盖

不均一、等位基因丢失等现象, 因此, MDA不能检

测出拷贝数变异(copy number variation, CNV)[41]。为

了解决覆盖不均一等问题, 结合MDA和基于PCR反
应的扩增方法, 2012年, ZONG等[42]报道了一种新的

扩增方法—多重退火和基于环状循环扩增(mul-
tiple annealing and looping-based amplification cycles, 
MALBAC), 该技术引入准线性预扩增, 以减少非线

性扩增带来的偏倚, 并且大大降低了等位基因丢失

率, 能够进行CNV和单核苷酸变异(single nucleotide 
variation, SNV)检测。2015年 , FU等 [43]报道了乳液

全基因组扩增(emulsion whole-genome amplification, 
eWGA), 将单细胞基因组包裹到皮升级别的油滴中, 

每个油滴仅含有少量DNA片段, DNA片段的扩增在

微小的油滴中进行, 使片段间的扩增差异达到最小, 
该方法适用于所有的全基因组扩增, 也能进行CNV
和SNV检测。2017年, CHEN等[44]报道了一种改进

的全基因组扩增技术—通过转座子插入的线性

扩增(linear amplification via transposon insertion, LI-
ANTI), 首先将单细胞基因组DNA在转座酶的作用

下随机片段化, DNA片段被LIANTI转座子标记, 然
后在DNA聚合酶的作用下将单链T7启动子环在每

个片段两端转化为双链T7启动子, 在体外经T7RNA
聚合酶转录得到基因组RNA, 经过逆转录、RNase
消化和第二链合成, 形成具有独特分子条形码标记

的双链LIANTI扩增子, 该扩增子可以代表单细胞原

基因组DNA的扩增产物, 用于后续DNA文库制备和

下一代测序。上述各类全基因组扩增技术各有其优

劣之处, 表2列出了各类技术的主要特征。

2.3   单细胞转录组扩增

相对于单细胞全基因组扩增, 单细胞转录组扩

增相对容易, 因为一个基因会产生多个转录本, 目前, 
用于单细胞转录组扩增的方法主要有PCR扩增法、

Φ29 DNA聚合酶扩增法、体外转录扩增法等[48](表3)。
PCR扩增法根据合成第二条cDNA链采用的方

法不同, 可以细分为末端加尾法、模板转换法和随

机引物法(SMA)[1]。BRADY等[49]首先应用末端加尾

法进行cDNA扩增, 在合成第一条cDNA链后, 使用

一条5′端为特殊锚定序列, 3′端为oligo(dT)的引物, 
即可合成第二条带有特定锚定序列的cDNA链。模

板转换法是基于反转录酶的模板转换功能和末端

转移酶功能。RAMSKOLD等[50]报道了一种采用模

板转换法进行单细胞转录组测序的方法—Smart-
Seq, 该方法使用oligo-dT引物, 通过小鼠白血病病

毒逆转录酶对带有poly A尾的单细胞RNA进行逆转

录。当逆转录进行到mRNA的5′端时, 逆转录酶发挥

末端转移酶的活性, 在新合成的第一条cDNA链的

3′端加上几个非模板链的核苷酸, 经过特殊设计的

SMARTer II A oligo引物可以与上述新增的几个核苷

酸进行配对, 此时逆转录酶发挥模板转换活性, 以新

合成的第一链cDNA为模板, 开始第二条cDNA链的

合成。随机引物法通过使用由几个寡核苷酸构成的

随机引物来合成第二条cDNA链[20]。

Φ29 DNA聚合酶扩增法此前被应用于全基因

组扩增, 因为此扩增方法需要较长的模板链(通常大
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于3 Kb)才能完成扩增。基于对模板链的特殊要求, 
PAN等[20]设计了一个巧妙的策略将Φ29 DNA聚合酶

扩增法应用于检测少量细胞甚至是单个细胞的转录

组, 首先在环化酶的作用下使细胞内的小片段转录

本自我环化形成环状分子, 然后在Φ29 DNA聚合酶

的作用下进行滚环扩增, 使用此策略可以对小片段

转录本进行扩增。

体外转录扩增法以单细胞逆转录反应作为起

表2   各类单细胞全基因组扩增技术比较

Table 2   Comparison of various single-cell whole genome amplification techniques
全基因扩增

Whole genome 
amplification

扩增方法

Amplification 
method

聚合酶

Polymerase
优点

Advantage
缺点

Disadvantage
CNV检测

CNV 
detection

参考文献

Reference

IRS-PCR PCR-based 
amplification

Taq DNA polymerase Fast and sensitive, only 
a small amount of DNA 
can be used for reaction

Low genome coverage and 
amplification bias

No [37,45] 

LA-PCR PCR-based 
amplification

Vent DNA polymerase, 
Deep Vent DNA 
polymerase, Pfu DNA 
polymerase, Klentaq5 
DNA polymerase

Long amplified fragment 
with high fidelity

Uneven coverage, prone to 
amplification errors

Yes [46-47]

PEP-PCR PCR-based 
complete random 
primer amplification

Taq DNA polymerase Low initial sample 
demand

Low amplification 
efficiency and amplification 
bias

No [35]

DOP-PCR PCR-based partial 
random primer 
amplification

Taq DNA polymerase Low initial sample 
demand

Amplification bias No [2,36]

MDA Multiple 
displacement 
amplification

Φ29 DNA polymerase High genomic coverage 
(greater than 90%) with 
low amplification bias

Uneven genomic coverage 
and allele loss

No [37-38] 
[41]

MALBAC Multiple annealing 
and circular loop-
based amplification

Bst DNA polymerase, 
Taq DNA polymerase

Low amplification bias, 
high genome coverage 
and low allele loss rate

Non-specific amplification Yes [42]

eWGA Multiple 
displacement 
amplification

Φ29 DNA polymerase Higher genomic 
coverage

Operation is cumbersome Yes [43]

LIANTI Transposon 
insertion linear 
amplification

Q5 DNA polymerase High genomic coverage 
and low amplification 
bias

Amplification bias Yes [2,44]

表3   3种转录组扩增策略的比较

Table 3   Comparison of three transcriptome amplification strategies
转录组扩增策略

Transcriptome 
amplification strategy

扩增技术

Amplification tech-
nique

聚合酶

Polymerase
优点

Advantage
缺点

Disadvantage
参考文献

Reference

PCR amplification Brady/Tang method, 
Smart-Seq, Smart-
Seq2, STRT-Seq, 
SMA

Taq DNA 
polymerase, 
Φ29DNA 
polymerase

High amplification efficiency 
and high molecular capture 
efficiency

Specific temperatures are required 
to cause non-specific amplification, 
and PCR index amplification is 
likely to cause experimental bias

[1-2, 20,
49-50]

Φ29 DNA polymerase 
amplification

PMA Φ29DNA 
polymerase

DNA degradation is avoided 
without the need for high 
temperature conditions

Low amplification uniformity [1-2,20,27,
52]

CEL-Seq (cell expres-
sion by linear amplifica-
tion and sequencing)

CEL-Seq T7RNA 
polymerase

Linear amplification is used to 
avoid errors caused by expo-
nential amplification

Low amplification efficiency [1-2,51]
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始, 使用特殊的引物(引物含5′-T7启动子-Illumina
测序接头–独特的条形码序列-polyT-3′)逆转录得到

cDNA, 然后于体外在T7RNA聚合酶的作用下以上述

反转录得到的cDNA作为模板, 转录得到RNA并建立

RNA文库[51]。此方法以线性扩增的方法代替PCR指
数扩增, 避免了PCR指数扩增带来的实验误差。

2.4   高通量测序

单细胞基因组或者转录组文库构建好之后, 需
要对文库DNA进行测序分析。高通量测序(high-
throughput RNA sequencing)被广泛应用于上述DNA
文库的测序分析中, 目前, 高通量测序技术包括第二

代和第三代测序技术。第二代高通量测序主要基于

Illumina公司的Solexa聚合酶合成测序技术、ABI公
司的寡聚物连接检测测序(sequencing by oligo liga-
tion detection, SOLiD)以及Roche公司的焦磷酸测序

技术, 第二代高通量测序技术因其相对较低的测序

成本和高的测序效率而被应用于生物、医学等研究

领域[53-54]。第三代高通量测序利用单分子测序技术

实现边合成边测序并且不依赖PCR扩增技术, 可以

有效地避免PCR指数扩增产生的误差, 此外, 第三代

高通量测序技术在SNP检测和稀有突变检测等方面

也有应用[53]。

3   单细胞测序在植物中的应用
单细胞测序技术早期应用于动物细胞的研究, 

例如在肿瘤、干细胞、发育生物学等领域已有广泛

的研究。KURIMOTO等[16]通过单细胞转录组测序, 
检测出看似同质小鼠囊胚细胞的基因表达差异。通

过高通量单细胞转录组测序, HAN等[55]成功绘制了

人类多能干细胞的分化通路。2019年, ZHOU等[56]

对65例人胚胎着床前后8 000多个单个细胞进行了

系统分析, 首次阐述了人类胚胎植入过程基因表达

调控网络以及DNA甲基化的变化规律。由于细胞壁

的存在, 植物单细胞分选相对困难, 早期单细胞测序

在植物细胞中的应用相对较少。近年来, 随着单细

胞分选技术和高通量测序技术的发展, 植物单细胞

测序的研究也逐渐增加, 关于植物单细胞测序的主

要研究进展总结于表4。
3.1   单细胞基因组测序在植物中的应用

单细胞基因组扩增技术的发展使得分析单个

细胞基因组成为可能, 目前有关单细胞基因组测序

的研究相对较少, LI等[57]以玉米为材料进行过有关

植物单细胞基因组测序的研究, 2015年, 发表了国际

上首篇关于植物单细胞基因组测序的研究论文, 该
论文描述了一种从单个四分体中分离出4个小孢子

并进行单细胞基因组测序的简便方法, 通过单细胞

基因组测序构建了高分辨率的重组图谱, 发现同源

重组在基因组中分布不均匀, 更可能发生在基因区

域而不是基因间区域; 对基因组交换的检测表明, 大
多数重组都可以发生转化。2017年, LI等[58]分别从玉

表4   植物单细胞测序研究

Table 4   Plant single-cell sequencing application
测序类型

Sequencing type
材料

Material
主要结果

Main result
参考文献

Reference

Single-cell genome 
sequencing

Maize Construction of high-resolution recombination map of maize tetrad microspores [58]

Maize Revealing continuous chromosome breaks that occur after meiosis of maize game-
tophytes may result in haplotypes in embryos

[59]

Single-cell 
transcriptome 
sequencing

Moss Combined expression of genes involved in shoot patterning and asymmetric cell 
division accompanies the transition from uniplanar to triplanar meristematic 
growth in moss

[61]

Maize Reconstruction of the developmental process of male meiosis in maize [62]

Arabidopsis thaliana A single-cell resolution gene expression map of the first generation Arabidopsis 
roots was constructed

[6]

Arabidopsis thaliana Reconstruction of single-cell developmental trajectories and identification of vari-
ous cell-specific marker genes

[63]

Arabidopsis thaliana Construction of spatiotemporal developmental trajectories of Arabidopsis root cells [64]

Arabidopsis thaliana Revealing the high heterogeneity of Arabidopsis root cells, and identifying the ex-
pression of intermediate state during root cell differentiation at single-cell resolu-
tion

[65]
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米花粉粒中分离出3个细胞核, 从四分体中分离出4个
小孢子, 通过Illumina公司Hiseq 3000平台将分离的细

胞核和小孢子用于单细胞全基因组测序, 其研究结果

表明配子体减数分裂后发生的连续染色体断裂可能

导致胚胎单倍体化。此外, 基于亚硫酸氢单细胞测序

(single-cell bisulfite sequencing, scBS-seq)对高度甲基

化的DNA片段测序效率低, 2019年, LI等[59]开发了亚

硫酸氢盐转化的随机整合片段测序技术(bisulfite-con-
verted randomly integrated fragments sequencing, BRIF-
seq), 该技术能提高高度甲基化DNA片段的测序效率

并且具有高基因组覆盖率, 利用BRIF-seq发现玉米的

四分体之间可能发生非同时的甲基化重编程。

3.2   单细胞转录组测序在植物中的应用

相较于植物单细胞全基因组测序, 单细胞转

录组测序的研究相对较早。LIECKFFELDT等[60]在

2008年利用玻璃毛细管分离了拟南芥的基底细胞、

表皮细胞和表皮毛细胞的单个细胞; 并且通过RT-
PCR对单个细胞的转录组进行富集, 然后将上述3类
单细胞内的不同基因的表达分为67种类型, 并且在

上述3类细胞内均发现了参与解毒和硫代谢的相关

基因表达。2015年, FRANK等[61]利用激光捕获显微

切割技术分离出苔藓的顶细胞和芽细胞的单个细胞

并且进行单细胞转录组测序, 该研究通过单细胞转

录组测序发现, 超过4 000个基因在苔藓的顶细胞和

芽细胞中存在表达差异, 并且在苔藓分支过程发生

的细胞线性分裂转变到向三平面分裂过程中, 伴随

着参与芽形成和不对称分裂相关的基因表达。2019
年 , NELMS等 [62]对144个0.3~1.5 mm的玉米孢子细

胞和花粉母细胞进行单细胞转录组测序, 揭示了玉

米雄性减数分裂的转录编程。

近几年来, 随着高通量测序技术的发展, 植物

高通量单细胞转录组测序也得到了进一步的发展, 
通过分析数以千计的单细胞转录组信息, 可以进行

细胞聚类分析, 拟时轨迹分析、标记基因鉴定等。

RYU等[6]利用10× Genomics Chromium平台一共获取

了超过10 000个拟南芥根细胞的原生质体并测定了

每个原生质体的转录组, 通过对这些细胞的转录组

信息进行聚类分析, 将上述细胞分为9个簇并且鉴定

了不同的细胞亚群和罕见的细胞类型(例如静止中心

细胞); 此外, 他们还通过对根表皮细胞的转录组分析

确定了细胞的发育轨迹。同样以拟南芥的根细胞作

为实验材料, JEAN等[63]分离了3 121个根细胞并进行

高通量转录组测序, 利用Monocle 3分析了上述细胞

的转录组数据并且完成了单细发育轨迹的重构以及

各类细胞特异性的标记基因的鉴定, 此外, 该研究还

对受过热胁迫的种子生出的根进行了单细胞转录组

测序, 解决了长期存在的细胞类型间对非生物应激

反应可能的异质性问题。DENYER等[64]通过单细胞

转录组测序技术构建了拟南芥根细胞的单细胞RNA
表达图谱, 能够捕获主要细胞类型的时空表达信息

并且揭示新的调控因子。2019年, ZHANG等[65]发表

了国内首篇关于植物单细胞转录组分析的研究论

文, 该研究以拟南芥根尖作为实验材料, 通过高通量

单细胞RNA测序分析发现拟南芥根细胞在转录水平

存在高度异质性, 此外, 通过聚类分析, 他们将拟南

芥的根尖细胞分为了24个细胞簇并且鉴定出了每一

个细胞簇所特有的标记基因, 并且每一个细胞簇都

具有不同的离子同化模式和激素反应模式。

4   展望
单细胞测序已经取得了众多研究成果, 尤其在

动物细胞研究中已经得到了广泛的应用。近年来, 
植物领域的单细胞测序也有了一定发展。因其以单

个细胞作为检测单位, 该技术在研究某些特殊类型

的细胞或者稀有细胞方面具有广大的应用前景, 例
如检测树木形成层细胞的基因表达谱、分析花粉萌

发过程不同时期转录组水平的变化等研究。但是, 
目前单细胞测序技术还存在一些缺陷, 例如微量起

始样本的扩增问题、信号检测过程的噪音问题、实

验步骤繁琐等。另外值得注意的是, 目前很多关于

植物单细胞测序的研究都是将组织酶解为单个的原

生质体后进行单细胞测序, 这在一定程度上分离了

细胞与其位置背景, 使得后续的单细胞转录组分析

缺乏关于细胞环境和位置的关键信息; 为了解决这

一问题, SATIJA等[66]介绍了一种通过将单细胞RNA-
seq数据与原位RNA模式整合来推断细胞定位的计

算策略—Seurat, Seurat能够正确地识别不同的细

胞簇并且定位不同的细胞亚群。今后, 随着技术提

升, 单细胞测序会朝着更高通量, 更加灵敏、精确检

测的方向发展, 成为更好揭示细胞的异质性以及从

细胞水平解释生物学问题的有力工具。
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