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摘要      细胞是生命的基本单位, 而异质性是细胞的自然属性之一。获得单细胞水平的序列及

表达信息对研究新型细胞、个体发育、器官发生、疾病发展进程及其关键信号通路等具有重要的

意义。现今社会, 生活压力及社会竞争日益加剧, 不孕不育等问题逐渐凸显, 为家庭及社会带来沉

重的负担。生殖细胞和胚胎的正常发育是生命延续的基础, 如何运用科学技术解决不孕不育等生

殖问题成为当前的研究热点。随着测序技术的快速发展, 组学研究突飞猛进, 单细胞测序技术的出

现, 为样本量较少的生殖细胞和胚胎干细胞的研究提供了新方法。近年来, 在单细胞测序技术的推

动下, 生殖研究领域涌现出众多新的发现, 该文简要总结单细胞测序技术近年来的发展历程, 及其

在生殖医学领域的研究应用。
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Abstract       Cell is the basic unit of life. Heterogeneity is one of the basic properties of cell. Getting the sequence 
and expression information at the single-cell level is of great significance for studying the new types of cells, ontogeny, 
organogenesis, disease development and the key signaling pathways. Nowadays, infertility and other diseases are being 
seriously with the increasing of pressure and social competition, which causes heavy burden to many families. The 
normal development of germ cells and embryos is the basic condition for reproduction. How to solve the problem of 
reproduction has become a research hot-spot. With the rapid development of sequencing technology as well as omics 
researches, single-cell sequencing technology provides a new method for reproductive researches, especially for germ 
cells and embryo cells with small sample sizes. In recent years, driven by single-cell sequencing technology, there have 
been many new advances in the field of reproduction research. The current review has summarized the development of 
single-cell sequencing technology and its application in the field of reproduction in recent years.
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生殖是遗传物质自然传递和筛选的重要方式。

研究显示, 目前全球有10%~15%的夫妇受到不孕不

育的影响。导致夫妇生殖困难的原因众多, 例如激

素问题、生理因素、性问题、生活方式、遗传因
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素等[1]。目前解决不孕不育的主要手段为辅助生殖

技术[2], 但辅助生殖的活体分娩率仅为35%左右, 存
在较大的失败风险。此外, 生殖缺陷也是当前面临

的一个重要的生殖问题, 我国生殖缺陷发生率约为

5.6%, 因此, 生育前或移植前的胚胎诊断就变得尤为

重要[3]。然而基于对胚胎后期健康发育的考虑, 检测

时应尽量取用最少量的胚胎细胞, 但这会引起样本

量过少的问题[4]。而单细胞测序是一种专门针对少

量细胞进行精确基因检测的新兴技术, 在生殖研究

领域具有广泛的应用前景。

单细胞测序是在单细胞水平上完成细胞基因

组、转录组或蛋白组测序 , 在多重组学皆获得相应

的信息 , 以揭示细胞群体差异和细胞进化关系。传

统测序技术获得的某个组织或器官的基因表达信

息为多个细胞的平均值 , 无法分析少量细胞。与传

统测序技术相比 , 单细胞测序技术在突出单个细胞

之间的异质性方面具有很大优势[5]。2009年, TANG
等 [6]首次建立单细胞mRNA测序全转录组的分析方

法。LAO等 [7]研究显示 , 在单细胞分辨率下进行基

因表达谱分析是可行的 , 并且成熟的卵母细胞中大

量的转座子和重复基因的转录异常上调。随着单细

胞RNA测序技术的成功研发 , 科学家们得以获得单

细胞图谱 , 解析单细胞的生物特性 [8]。继人类基因

组计划后 , 2016年10月 , 科学界正式发起了“人类细

胞图谱(Human Cell Atlas, HCA)”的国际合作研究计

划 , 采用特定的分子表达谱来确定构成人体的所有

细胞的类型 [8]。单细胞测序技术可实现对组织中的

单个细胞进行测序 , 并获得单细胞水平的转录组或

基因组图谱[9]。

单细胞测序技术的出现加深了生命科学研究的

深度, 利用该技术不仅可以获取生物异质性信息, 而
且还便于对低数量的生物材料展开研究。利用该技

术可以对肿瘤细胞进行分型, 获取肿瘤内细胞异质

性的信息[10]; 也可借助该技术探索胚胎干细胞的分

化命运, 从而追踪生命的发生发展; 通过单细胞测序

技术, 还可以构建新的生物系统进化树, 追踪物种进

化历程。自2011年单细胞测序技术被称为最有价值

的技术以来, 新的研究成果层出不穷, 现将基于测序

和质谱技术的单细胞分析方法、单细胞测序的主要

过程及其在生殖发育领域中的应用总结如下。

1   单细胞分析方法
根据目前单细胞分析技术的应用, 我们将单细

胞单组学分析方法分为四类(图1): 基于测序技术的

单细胞基因组测序分析、单细胞转录组测序分析、

单细胞表观修饰组学、以及基于质谱技术的单细胞

蛋白组分析。多种技术相结合的多组学分析也是目

前单细胞分析中常用的手段。

1.1   单细胞单组学分析 
1.1.1   单细胞全基因组测序      单细胞全基因组测

序是在单细胞分离技术基础之上, 获取单个细胞

全基因组DNA, 扩增后完成测序, 从而获得单个细

胞的全部基因信息, 该技术常被用于获取细胞之

间异质性信息和探索细胞群体之间的进化关系[11]。

ANDOR等[12]使用单细胞DNA测序方法来表征9个
胃癌细胞系的细胞多样性, 并将这一信息与单细胞

图1   单细胞单组学分析

Fig.1   The single-cell single-omics analysis
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RNA测序相结合, 独立地证实了88%的单细胞克隆

结构。但通常一个细胞内只有1~2个DNA拷贝, 所
以单细胞全基因组扩增技术的发展较慢[13]。

1.1.2   单细胞转录组测序      转录组广义上指某一

研究对象在特定时间和环境内所有转录产物的总

和 , 包括编码RNA和非编码RNA; 狭义上指所有

mRNA的总和 [14]。单细胞RNA测序技术需要获取

单个细胞的全部转录产物, 构建成cDNA文库, 然后

再进行测序 , 从而获得单细胞的转录组图谱 , 该方

法可以准确地辨别处于不同状态或发展阶段的细

胞 , 揭示其基因表达的动态变化 [15]。为了尽可能多

的捕获单细胞转录产物 , 通常实验中会选择将转录

产物反转录成 cDNA[13]。2018年 , WAGNER等 [16]在

研究中应用单细胞RNA测序对斑马鱼胚胎发育第

一天的92 000个细胞进行测序 , 并构建了斑马鱼完

整的细胞分化轨迹。

1.1.3   单细胞表观修饰组分析      在研究癌症和干

细胞时 , 研究者发现即使来源于同一细胞克隆的细

胞群体也会存在较大的差异性 , 而表观修饰是细胞

异质性产生的一个重要原因。单细胞表观遗传测

序是结合单细胞测序方法 , 来捕获DNA甲基化、染

色质修饰、组蛋白修饰、染色体构象和复制动态

以及非编码RNA修饰等的一种新方法。GUO等 [17]

开发了一种适合在单细胞水平上进行DNA甲基化

分析的技术 , 并且通过该技术成功检测到了小鼠胚

胎干细胞和单细胞精子中独立的CpG位点[17]。单细

胞表观遗传测序可以帮助我们更好地理解表观遗

传机制与基因调控错综复杂的关系。在疾病诊治中, 
单细胞表观遗传还可被用于定义细胞功能亚群和

预测细胞微环境 [18]。ZHAO等 [19]为探索体外受精的

胚泡来源的质量差异 , 利用单细胞全基因组甲基化

测序技术进行分析 , 研究结果显示 , 卵母细胞体外

成熟或玻璃化会显著损害DNA甲基化 , 造成胚胎质

量下降。

1.1.4   单细胞蛋白质组分析      单细胞蛋白质分析

是在单细胞分离技术的基础上, 利用质谱技术来解

析蛋白质的氨基酸序列[20-21]。由于蛋白质结构本身

的复杂性和蛋白质胞外扩增受限, 因此解析单细胞

蛋白质组要比解析单细胞基因组和转录组困难, 随
着研究技术的进展, 单细胞蛋白质组分析也取得了

很大的进展。基于流式细胞技术或化学细胞术完成

单细胞分离[26], 利用质谱鉴定平台可以完成少量细

胞的蛋白质分析[22]。XU等[23]开发了单细胞化学蛋

白质组学方法, 利用活性分子探针技术, 对单细胞内

部和膜表面蛋白进行识别标记, 待细胞破碎后进行

标记蛋白分离, 并利用该方法发现了G蛋白偶联受体

(G protein-coupled receptor, GPCR)家族中低拷贝的γ-
氨基丁酸(γ-aminobutyric acid, GABA)受体GABAB亚
家族成员。对细胞膜表面蛋白的分子探针进行跨膜

改造后, 可以将其用来表征位于细胞溶酶体中的功

能蛋白[24]。虽然单细胞蛋白组测序目前已经取得了

一些研究成果, 但针对性更强、应用范围更广的单

细胞蛋白质组分析方法还有待进一步开发。

1.2   单细胞多组学分析 
在多组学时代, 存在许多研究基因组、转录组、

蛋白质组和表观遗传修饰的方法。最初, 组学的研

究是对于多细胞或复杂组织的探究, 从而产生平均

效应, 这种效应可能会掩盖多层数据之间的直接相

关性[25]。但在单细胞水平上进行多组学分析就可以

消除这种平均效应[26]。多组学分析有助于我们从不

同分子水平对同一生命现象进行验证和探索, 探讨

各细胞基因组、转录组、蛋白质组和表观遗传之间

的关系。除此之外, 单细胞多组学分析降低了技术

噪音和生物噪音对单一组学数据获取的影响, 增加

了数据分析的可靠性。

近几年, 单细胞多组学测序分析技术也已经

被应用到生殖研究领域。2017年, 北京大学汤富

酬团队[27]开发了一种单细胞表观多组学测序技术

(single-cell COOL sequencing, scCOOL-seq), 可以同

时分析单细胞的染色质状态, 染色体倍性, 核小体定

位、DNA甲基化、拷贝数变异, 并利用该技术解析

了植入前小鼠胚胎发育过程中染色质状态和DNA
甲基化的动态变化。GU等[28]对scCOOL-seq技术进

行了改进, 开发了iscCOOL-seq(improved single-cell 
COOL sequencing)技术, 揭示了小鼠卵母细胞生长

过程中的表观遗传改变和全能性的建立。联合单细

胞转录组和甲基化测序, 分析诱导多能干细胞, 结果

表明, 基于基因组特征和DNA甲基化信息可以准确

预测外显子的不同剪接模式[29]。生殖细胞和胚胎细

胞的多组学分析, 有助于我们深入探索表观遗传调

控和染色质动态变化在细胞全能性维持和细胞发育

中的重要意义。基于测序技术和质谱技术的单细胞

多组学分析, 将为我们揭开更多的生殖奥秘, 解决更

多的生殖难题。
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2   单细胞测序的流程
单细胞测序的主要流程包括 : 单细胞分离、扩

增、建库、测序(图2)。
单细胞分离 : 迄今为止 , 常用的单细胞分离方

法有连续稀释法 [30]、显微操作分离法 [18]、流式细胞

分离技术 [32]、微流控技术 [18,32-34]和激光捕获显微切

割术[31]等。

扩增 : 由于单细胞基因组DNA水平低至 6 pg, 
每个基因只含有 2个拷贝数 , 所以必须进行基因组

扩增 [35]。三种常用的扩增方法为聚合酶链式反应

(polymerase chain reaction, PCR)、多重置换扩增

(multiple placement amplification, MDA)和多重退火

环状循环扩增 (multiple annealing and looping-based 
amplification cycles, MALBAC)[36]。最早在2002年 , 
就有研究团队开发出了MDA技术 , 利用Phi29DNA
聚合酶和随机六聚体引物 , 在常温下即可实现扩增 , 
但是此方法的扩增均匀性不高 [31]。2012年 , ZONG
等 [36]开发了MALBAC技术, 使用该技术对人类细胞

进行扩增和测序, 基因组覆盖率可达93%。

建库 : 模板扩增后 , 扩增产物就构成了一个高

通量测序的基因文库。通过单细胞转录组测序构

建的测序文库是cDNA文库, 从单细胞中获取mRNA
后 , 将其反转录成 cDNA, 之后将 cDNA扩增形成单

细胞RNA测序文库 [37]。单细胞全基因组测序文库

是DNA文库 , 将单细胞DNA纯化后 , 利用MDA和

MALBAC法进行扩增, 就完成了单细胞DNA建库。

测序 : 在单细胞DNA或RNA测序文库构建完

成后 , 利用各种测序方法 , 获取全基因组或转录组

碱基序列 , 分析基因的表观遗传修饰。利用RNA-
Seq技术 [38]完成单细胞转录组测序任务。Fluidigm 
C1微流体系统 [39]和High-through put Fluidigm IFC
芯片技术 [40]的引入提升了细胞检测的容量和效

率。除此之外 , 亚硫酸氢盐测序 (single-cell reduced 
representation bisulfite sequencing, scRRBS)技术, 主
要被用来检测细胞的表观遗传修饰 , 尤其是细胞的

DNA甲基化水平 [41]。此外，还可以同时进行多重

组学测序 , 利用DR-seq测序方法可同时进行单细胞

DNA和mRNA测序 , 单细胞三重组学测序 (single-
cell triple omics sequencing, scTrio-seq)可同时检测

单细胞内的基因组、转录组和表观遗传修饰的信

息[42-43]。

3   单细胞测序技术在生殖研究中的应用
单细胞测序技术现已经被广泛地应用在干细

胞研究、疾病病程监控等各个方面。生殖生物学是

单细胞测序技术最早运用的领域, 其中仍有诸多问

题亟待探索, 如生殖细胞的形成、早期胚胎发育和

细胞命运决定。接下来从精子、卵细胞发育和着床

前胚胎发育以及辅助生殖这几个方面来探讨单细胞

测序在生殖领域的应用(图3)。
3.1   精子的发育

精子作为男性生殖细胞, 对生命物质的传递具

图2   单细胞测序技术的流程图

Fig.2   Flow chart of single-cell sequencing technology
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有重要的作用。当前男性问题造成的不育在所有不

孕不育案例中所占比例高达20%~30%, 而引起男性

不育的主要原因是精子功能异常, 所以对精子发育

过程的监测, 有助于解决男性问题引起的不育症。

通过单细胞测序完成了精子基因图谱的绘制。

早在2012年, 就有研究团队对超过100个人类精子进

行了单细胞全基因组测序, 利用其中91个精子的数

据构建了个体精子重组图谱, 通过比较个体精子和

二倍体细胞基因组序列, 观察到单倍体精子染色体

发生重组的位点, 并且在精子中发现二倍体细胞中

不存在的碱基突变[44]。2018年, WANG等[45]通过对

男性的睾丸组织细胞进行单细胞转录组测序分析, 
揭示了人类精子发育轨迹并首次完成精子基因表达

图谱的绘制。

通过单细胞测序技术发现了一些与精子发育

相关的基因和分子。FANG等 [46]对A-激酶锚定蛋

白4(A-kinase anchoring protein 4, AKAP4)敲除小鼠

和正常小鼠进行睾丸单细胞RNA测序分析 , 发现

AKAP4与精子形态、运动和精子活力密切相关。

MAKINO等 [47]通过对生殖细胞进行单细胞RNA测

序发现, 基本螺线–环–螺旋家族成员e41(basic helix-
loop-helix family, member e41, Dec2)是精原细胞分

化的抑制因子 , 通过抑制精子发生和卵子发生特定

的基本螺旋–环–螺旋蛋白1(spermatogenesis and oo-
genesis specific basic helix-loop-helix 1, Sohlh1)的表

达 , 来维持生殖细胞在新生儿睾丸发育期间不完全

分化的状态。HINCH等 [48]通过对217只杂交小鼠的

精子进行单细胞全基因组测序 , 绘制了小鼠精子的

全基因组交叉图谱 , 以此来确定影响交叉概率的因

素。小鼠胚胎睾丸单细胞RNA测序显示 , 类胰岛素

生长因子1(insulin like growth factor 1, IGF1)和类胰

岛素生长因子2(insulin like growth factor 2, IGF2)在
间质性类固醇祖细胞中表达旺盛 , 间质祖细胞分泌

的 IGFs以旁分泌的方式通过 IGF/PTEN/PI3K通路促

进未成熟睾丸支持细胞的增殖 [49]。对人类精子形成

过程、功能执行和分子调控机制的进一步探索 , 对
早日破译男性相关生殖疾病具有重要意义。

3.2   卵细胞发育 
卵母细胞的正常发育为生命的延续提供了保

障。利用单细胞测序技术, 可以捕获卵母细胞染色

质信息、表观遗传修饰信息、对卵母细胞进行细

胞分型等。乔杰院士课题组[4]利用单细胞测序技术

揭示了卵母细胞发育过程中染色体的形态和动态

变化, 通过对卵细胞进行全基因组测序, 绘制精确

的个人遗传图谱, 揭示在减数分裂过程中女性生殖

细胞染色体的变化规律和特征。表观遗传调控在

卵母细胞正常发育中发挥重要的作用, 有学者利用

单细胞亚硫酸氢盐测序(single-cell bisulfite sequenc-
ing, scBS-seq)来评估卵母细胞皮层下母细胞复合体

(subcortical maternal complex, SCMC)组件为纯合子

的葡萄胎患者的卵母细胞的甲基化, 发现与正常人

类卵母细胞相比, 其存在全基因组的DNA甲基化缺

陷, 首次证明SCMC的完整性对于女性生殖系的从

头甲基化是至关重要的[50]。利用单细胞测序技术对

图3   单细胞测序技术在生殖研究领域的应用

Fig.3   Application of single-cell sequencing technology in the field of reproductive research
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卵母细胞进行分型, 探索卵母细胞老化的机制。在

对年轻和年老的非灵长类动物的卵母细胞进行单细

胞转录组分析后, 发现了卵母细胞在分步发育阶段

有四种亚型, 卵母细胞衰老可能与线粒体功能紊乱、

内质网应激及抗氧化能力降低有关[51-52]。

利用单细胞测序技术探索了生殖相关疾病对

卵母细胞基因表达的影响。单细胞转录组测序发

现宫内缺氧大鼠从F1代到F2代共遗传了多个差异

表达基因 , 这些差异表达基因主要涉及脂质和胰岛

素代谢的过程 , 间接表明卵母细胞基因表达的改变

可能与某些代谢性疾病有关 [53]。YANG等 [54]开发了

一种单细胞小RNA测序方法 , 通过该方法分析了人

类卵母细胞和胚胎中的小RNA, 发现了一类长度为

20 nt的小RNA, 其主要在人类和猴子的卵母细胞中

表达, 而在小鼠卵母细胞中不表达。FERRERO等[55]

在单细胞转录组测序的基础上 , 比较子宫内膜异位

症患者的卵母细胞和健康个体的卵母细胞转录组数

据, 发现多个差异表达基因, 包括上调的基因载脂蛋

白E(apolipoprotein E, APOE)、双重特异性磷酸酶

1(dual specificity phosphatase 1, DUSP1)、G0/G1开
关基因2(G0/G1 switch 2, G0S2)、H2A组蛋白家族成

员Z(H2A histone family, member Z, H2AFZ)、DNA
结合抑制蛋白4(inhibitor of DNA binding 4, ID4)、微

粒体谷胱甘肽S-转移酶1(microsomal glutathione S-
transferase 1, MGST1)、G2检查点激酶WEE1(WEE1 
G2 checkpoint kinase, WEE1)和一个下调基因含有丝

氨酸 /苏氨酸激酶的PX域(PX domain containing ser-
ine/threonine kinase like, PXK)。LIU等 [56]通过对猪

的单卵母细胞进行测序 , 发现细胞分裂周期相关基

因CDC5L(cell division cycle 5 like)可能在猪卵母细

胞减数分裂和早期胚胎发育中发挥作用 , 使卵母细

胞有更高的减数分裂成熟率 , 能更好地卵裂和发育

成囊胚 , 具有更低的死亡率。运用单细胞测序技术

取得的这些研究成果 , 提升了我们对卵细胞发育的

认知 , 也为辅助生殖过程中高质量卵细胞的获取和

筛选提供了新的策略。

3.3   早期胚胎发育

干细胞生物学的最新发展使得研究人类早期

发育过程中细胞命运的决定成为可能。单细胞测序

技术的发展推动了干细胞体外研究。CUOMO等[57]

通过对125个来自供体的诱导性多能干细胞(induced 
pluripotent stem cell, iPS)进行单细胞RNA测序, 发

现了可以预测个体品系分化效率的分子标记, 并利

用个体遗传背景的异质性绘制了数百个表达定量性

状位点。胚胎干细胞作为生命早期的形式, 其分化

发展对生命形成来说异常重要, 胚胎干细胞的单细

胞测序也已经有所报道。YAN等[58]通过对不同来源

的124个正常胚胎干细胞进行全基因组测序, 发现有

至少20 000多个基因表达, 包括众多的长链非编码

RNA。STÉVANT等[59]开发了一种基于转座子的条

形码方法来重建单细胞谱系历史, 利用单细胞转录

组测序能够跟踪细胞的发育轨迹, 在不久的将来也

可以作为我们了解哺乳动物性别决定的补充手段。

目前, 探索人类胚胎早期发育过程中表观遗传

修饰的研究还比较匮乏。LI等[60]应用单细胞染色

质整体组学规模景观测序, 发现转录与染色质开放

维持之间存在反馈机制, 为剖析早期胚胎发育过程

中复杂但高度协调的表观遗传重编程铺平了道路。

ZHU等[61]通过对生殖细胞和植入前胚胎细胞进行

全基因组DNA甲基化测序, 发现了数以万计的DNA
甲基化新位点, 详细揭示了人类植入前胚胎DNA甲

基化重编程的动态过程。除此之外, 胚胎早期在母

体内的生存环境, 与生殖成功和健康发育关系密切。

VENTO-TORMO等[62]利用单细胞测序技术对怀孕

早期的胚胎细胞进行了转录组测序分析, 绘制了胚

胎细胞图谱, 鉴定了怀孕早期孕妇子宫的蜕膜层血

管周细胞和基质细胞亚群, 除此之外, 还揭示了孕期

母体免疫反应的调节机制, 增加生殖成功率。研究

表观遗传调控和母体环境与生殖成功之间的相互作

用, 有助于了解胚胎发育过程中的调控网络和保护

机制, 对妊娠相关疾病的诊断和治疗具有重要意义。

利用早期胚胎单细胞测序, 可以进行遗传疾病

预测, 有助于生殖健康。北京大学的生殖医学团队

开发了单倍型分析方法─scHaplotyper, 追踪胚胎

中每个单倍型区域的起源, 从而检测每个胚胎中疾

病等位基因的携带状态, 并且成功在临床上对有遗

传疾病史的家庭进行健康胚胎筛查[63]。产前诊断方

法学的进步, 对遗传疾病预防和诊断具有重要意义, 
是健康生殖的助力。

3.4   辅助生殖

辅助生殖技术是目前解决不育问题的主要技

术手段, 主要被分为体外受精(in vitro fertilization, 
IVF)和胞质内单精子注射(intracytoplasmic sperm in-
jection, ICSI)。
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双亲心理状况和辅助生殖技术是影响辅助生

殖成功率的主要因素。关于双亲心理因素对辅助

生殖结果的影响 , 此前的研究普遍认为 , 抑郁、焦

虑和压力会对辅助生殖的结果产生影响 , 但国外的

一项研究发现 , 男性的心理状态不会影响女性伴侣

的焦虑水平和不育压力 , 对卵巢的正常功能也没有

影响 [3]。许常龙等 [64]利用单细胞转录组测序技术对

IVF和 ICSI过程中的发育阻滞废弃胚胎进行检测 , 
发现阻滞胚胎与正常胚胎在染色体、DNA等分子

结构和细胞代谢等生物过程中都存在差异 , IVF和
ICSI技术造成胚胎发育阻滞的主要原因可能是 , 对
胚胎细胞线粒体造成了不可逆的损伤 , 影响了胚胎

细胞正常的能量供应路径。

单细胞测序技术具有可以精确检测少量细胞

的优势, 可被应用于产前诊断。MALBAC是临床生

殖医学中最成功的单细胞测序应用技术之一 [65], 基
于MALBAC的胚胎植入前体外受精基因组筛选技

术使胚胎移植时能够准确、经济地选择正常受精

卵 [66]。LI等 [67]研究表明 , 在辅助生殖技术中 , 基于

MALBAC的胚胎植入前遗传学诊断 (preimplanta-
tion genetic diagnosis, PGD)有助于选择无突变的

胚胎 , 以阻止常染色体显性遗传性多囊性肾脏疾病

(autosomal dominant polycystic kidney disease, AD-
PKD)从父母传给其后代。SHANG等 [68]的研究基于

MALBAC-NGS的单细胞测序方法 , 在单细胞水平

上同时对 81对体外受精胚胎的染色体和线粒体基

因组进行了分析 , 观察到母亲年龄与胚胎内线粒体

数量呈正相关。YUAN等 [69]结合了下一代测序和

MALBAC的新方法MARSALA, 发现一种具有非整

倍体的突变等位基因 , 允许在单分子分辨率下对胚

胎进行诊断 , 大大减少了假阳性或假阴性错误。通

过单细胞测序检测受精卵或胚胎细胞 , 选择健康的

胚胎进行移植 , 可降低先天性遗传疾病新生儿的出

生率 , 有助于预防遗传疾病 [66,70]。结合了单细胞测

序技术的产前诊断方法提升了胚胎移植前的筛选

效率, 避免将突变基因和遗传疾病传给后代。

单细胞测序技术在动物育种研究中也有广泛

的应用。有研究者结合单细胞测序技术与实时定量

技术, 筛选与雌性动物生殖细胞发育有关的基因, 研
究基因下游调控机制 , 以此来提高家畜配子和胚胎

的发育潜力 , 还可以通过该技术筛选出与家畜发情

相关的基因[71-72]。

4   结语与展望
单细胞测序技术是目前在基因组水平上分析细

胞间异质性的有力工具。它的应用已经极大地影响

了我们对各种生物过程的深入理解 , 尤其是在单细

胞层面上揭示基因的动态变化 , 这对基础研究和临

床研究均具有广泛的意义。该技术的应用范围非常

广泛, 如癌症研究[10]、各种疾病的细胞样本检测[73-74]
、 

探究细胞命运决定 [61], 甚至可被用于帕金森病和阿

尔茨海默病[75-76]等精神疾病的研究。

单细胞测序研究面临众多挑战, 首先是可用的

材料非常少, 无论是实验材料的来源还是有效的测序

样本。每个细胞平均只含有约10 µg的总RNA, 而其

中仅有约0.1 µg是mRNA[77]。对于许多基因, 每个细

胞中只有几十个转录本。因此, 在测序前需要扩增以

获得足够的cDNA, 但cDNA在扩增过程中由于技术

限制很有可能会造成cDNA的比例失调, 使得测序结

果不够准确。而实验所用的细胞资源, 如胚胎细胞、

干细胞、生殖细胞等的获取在伦理上还饱受争议, 这
也造成了单细胞测序技术的应用局限。该方法的另

一个局限性是由细胞的特性所决定的, 基因表达的脉

动性和突发性会产生生物噪音[78]。基因不是以稳定

的方式表达, 而是在短时间内以零星的方式主动转

录, 所以对于一个给定的细胞, 各种基因转录水平处

于不断变化的状态, 且大多数单细胞测序技术只能检

测到大约10%的mRNA分子, 这意味着单细胞测序所

能获得的信息量存在很大的局限性[79]。除此之外, 单
细胞测序技术还存在很多技术上的问题, 现有的单细

胞分离技术都会在不同程度上对细胞造成损伤, 即
使是现在被广泛应用于细胞筛选和分离的流式细胞

分离技术, 对细胞的损伤也是不容忽视的, 普通的细

胞分离技术, 又受到技术的限制无法获得大量样本

材料。所以还有很多问题有待我们去解决, 如如何

高效获取单细胞样本, 如何降低生物噪音, 如何实现

单细胞测序技术低成本推广等。

单细胞测序技术存在不足的同时还存在无限潜

能。每一次科学研究的重大进步都伴随着科学技术

的突破, 如果没有单细胞测序技术的出现, 众多的生

殖问题都无法解决, 众多的疾病机制都无法完善。生

殖是关系到种族存续的重要问题, 与生命起源、生物

资源可持续发展、物种多样性息息相关。单细胞测

序技术特有的高精准性在未来将会对发育生物学、

生殖生物学、精准医学的发展产生深远的影响。
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