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单细胞技术在干细胞研究中的应用
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摘要      干细胞是具有自我更新和分化潜能的异质性细胞群体。基于细胞群体水平的干细胞

研究不能满足深入认识干细胞生物学本质及实际应用的需要。近年来, 单细胞相关技术不断发展

和成熟, 并正在干细胞基础研究及其相关领域中获得迅速应用。该文以造血干细胞为主要例举, 就
实验研究中常用的单细胞分离、单细胞克隆分析、单细胞移植、单细胞实时定量PCR及单细胞测

序等技术原理及其应用进行综述。
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Abstract        Stem cells are a heterogeneous cell population characterized by their ability of self-renewal and 
differentiation. Stem cell research at the cell population level can not meet the demand for further understanding the 
biology and its applications. Recently, the single cell-based technologies are rapidly applied and advanced in stem 
cell and related studies. This review highlights the current technologies on single cell separation, single cell clonal 
assay, single cell transplantation, single cell real-time PCR and single cell sequencing with an emphasis on their ap-
plications, as exemplified  in hematopoietic stem cell research.
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干细胞是具有自我更新和多向分化潜能的未

分化细胞。体内或体外研究表明, 干细胞具有表型

及功能的异质性, 这一特性也决定了其不同的分化

和再生能力[1-5]。由于分离纯化方式的限制, 人们对

于干细胞的认识大都是基于群体水平进行的。越来

越多的证据表明, 干细胞自我更新及分化的分子机

制以及与干细胞功能失调的相关疾病的产生都是在

单细胞水平发生的[5-7], 基于异质性的干细胞群体的

研究结果显然具有较大局限性。近年来, 单细胞相

关技术的发展为异质性细胞群体在单细胞水平的研

究奠定了重要基础。本文以造血干细胞(hematopoi-
etic stem cell, HSC)为主要例举, 就当前研究中常用

的单细胞技术、最新发展及其应用进行综述。

1   单细胞分离技术
基于单细胞水平实验的首要条件是准确获得
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状态良好的单个细胞。目前, 应用的方法主要是有

限稀释法、荧光激活细胞流式分选(fluorescence ac-
tivated cell sorting, FACS)及显微操作3种方法。这些

方法各有利弊, 应用领域也有所不同。顾名思义, 有
限稀释法主要是通过将细胞进行一系列的倍比稀释

最终获得单个细胞, 主要应用于不同组织的干/祖细

胞在体外克隆形成分析[8-10], 这一方法比较传统, 不
需特殊设备, 目前仍被广泛应用, 但该方法依赖于梯

度稀释计算, 并非直观下的单细胞分离。FACS是利

用流式细胞仪, 借助于细胞表面标记或细胞特性对

特定群体的细胞进行分选, 从而获得单个或群体细

胞的方法。例如, 借助于FACS可将具有多种表面标

记的长期造血干细胞(long term hematopoietic stem 
cell, LT-HSC)、中期HSC(intermediate term HSC, IT-
HSC)和短期HSC(short term HSC, ST-HSC)及各系造

血祖细胞(hematopoietic progenitor cell, HPC)从骨髓

的群体细胞中分选出来, 获得准确的单个细胞进行

后续实验[11-13]。虽然这一方法费用昂贵, 过程复杂, 
分选过程会对细胞活性和状态产生一定的影响, 但
是此实验技术成熟, 标准统一, 所得单细胞准确度较

高, 也利于不同实验室实验研究的比较, 是现代研

究中单细胞分离的主要技术方法[14]。显微操作则是

利用显微操作仪或联合显微镜与口吸管(mouth pi-
pette)直观地实现单个细胞分离的方法, 主要适用于

目的细胞所在的细胞群体较小而不适合用FACS进
行直接分离的情况。虽然比较耗时, 而且需要事先

对相关的技术进行培训, 但这一方法能够快速高效

地控制单个细胞的吸取与释放, 而且对于细胞的活

性和状态影响不大, 尤其在分离胚胎期的内细胞团

或单个胚胎干细胞(embryonic stem cell, ESC)及HSC
时被广泛采用[15]。例如, 比较单个细胞发生分裂后

的两个子代细胞的特性及功能时就需要借助显微操

作方法[16]。而对于研究某类有特定表型的单个细胞

还需先用FACS分选出群体细胞再联合显微操作而

实现。在具体研究中一般是根据实验目的及实验设

计选择一到两种方法操作。

2   单细胞克隆形成分析
克隆形成分析是通过将分离出的干细胞接种

于富含特定成分的培养基或琼脂中来观察细胞自

我更新及分化潜能的研究方法, 主要应用于体外分

析肿瘤细胞或肿瘤干细胞(cancer stem cell, CSC)和

HSC的自我更新与多向分化能力[17]。在对CSC的研

究中, 单细胞克隆形成分析通过将单个肿瘤细胞接

种于特定的培养基或琼脂中培养, 对形成克隆的效

率及形态进行统计和观察, 以便发现CSC样细胞群

体。例如, 对来源于同一乳腺癌细胞系的细胞进行

单细胞克隆分析发现, 单克隆形成细胞比部分克隆

及多克隆形成细胞具有更高的增殖潜能, 提示单克

隆形成细胞中可能含有CSC的亚群体[18]。

与实体瘤中的应用不同, 造血系统研究中广泛

采用的单细胞克隆形成分析具有两大特点, 一是对

单个HSC进行液体培养, 二是根据克隆的形态及表

面标记的表达来分析HSC向不同造血谱系的分化能

力。与传统的半固体培养基相比, 单细胞液体克隆

培养最大的优势是所形成的克隆不会与邻近的克隆

混合, 从而在单个克隆水平确切反映HSC的增殖和

分化能力[19]。由于在液体培养基中所加入的细胞因

子的不同, 故HSC向不同谱系的分化能力亦会出现

差别, 当需要研究某一特定细胞因子对HSC分化能

力的影响时, 单细胞克隆形成分析即成为首选的分

析方法。Ema等[20]已经利用该方法检测了多种不同

的细胞因子组合对HSC增殖分化的影响, 结合单个

HSC的体内功能验证从而确定出干细胞因子(stem 
cell factor, SCF)和促血小板生成素(thrombopoietin, 
TPO)是体外环境中维持HSC干性的最佳组合, 为
HSC的体外培养和扩增提供了研究的基础。同时, 
在研究不同表面标记的HSC群体及不同分裂方式所

产生的HSC子代细胞的分化潜能方面, 单细胞克隆

分析也为检测提供了直观的证据[16,21]。

3   单细胞移植
单细胞移植目前已成功用于HSC(包括小鼠和

人)、小鼠乳腺干细胞、前列腺干细胞及多种CSC
的研究[22-24], 但应用较多并且重复性较高的还是

HSC单细胞移植。HSC移植是临床上治疗多种血液

系统疾病最有效的方法, 也是实验中检测HSC是否

具有自我更新能力的“金标准”。HSC单细胞移植是

利用HSC的多向分化和重建造血能力, 将单个(one 
single cell) HSC加之一定数量的保护细胞(也称为竞

争细胞, 一般选择与受体同源的全骨髓细胞)一同移

植给致死剂量照射的受体, 在移植后不同时间点检

测受体外周血中供体来源细胞的重建情况。根据供

体细胞的重建率来计算重建单位(repopulating units, 
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RUs)[25]、竞争性重建单位(competitive repopulating 
units, CRUs)[26]及平均干细胞活性(mean activity of 
stem cells, MAS)[27]等参数, 用于反映HSC重建活性

和HSC数量以及在不同群体间比较HSC的质量等。

保护细胞的推荐剂量是(1~2)×105全骨髓细胞[28], 因
为这些细胞包含有最少数目的HSC和HPC, 足以维

持受致死剂量照射的小鼠的存活。而且, 如果使

用同样数目的保护细胞也便于不同实验室结果的比

较[29-30]。但是, 保护细胞的数量越大, 检测单个HSC
功能的敏感性就越低[19]。

该技术最大的难点在于确保单个HSC成功移

植。有文献报道[19], 用小鼠单个CD34–KSL检测HSC
长期重建的成功率为20%~40%, 这可能是由于不同

实验中对HSC的纯化效率不同导致的。Osawa等[31] 

首次用单个CD34low/neg的HSC细胞移植证明其可长

期重建整个造血系统。相对于群体细胞移植, 单
细胞移植可以更准确地反映单个HSC的造血重建

能力。例如, Ema等[32]利用单细胞移植分析了正常

小鼠与Lnk–/–小鼠的单个HSC的骨髓重建及自我更

新能力, 发现Lnk可通过负调节HSCs的自我更新信

号通路而控制HSCs的数量。单细胞移植还用于研

究HSC的异质性。尽管利用多种表面标记可以对

HSCs进行纯化, 但是通过单细胞移植检测其自我更

新及多向分化能力发现原始HSCs仍然具有异质性[21], 
主要体现为重建效率及分化谱系方面的差异。另外, 
利用单细胞移植检测HSC分裂能力及子代细胞的自

我更新能力可以反向推导HSC分裂方式及向不同谱

系定向分化等[16]。最近, 加拿大科学家Dick研究组

成功实现了单个人HSC(表型CD49f +)在免疫缺陷鼠

体内的成功移植[33], 但其成功率还较低, 有待进一步

优化移植模型。

4   单细胞实时定量PCR
利用PCR技术在单细胞水平检测DNA或RNA

早有报道[34-36], 可在一定程度上进行半定量检测。

单细胞实时定量PCR技术是通过设计高度特异性的

探针, 利用单细胞PCR仪在单细胞水平高通量检测

多种基因表达的技术。由于单个细胞的RNA含量

处于pg级, 用传统的RNA提取方法会被丢失, 所以

单细胞PCR的原理是通过分选单个细胞于微量裂解

液中, 首先对样品RNA进行逆转录, 再利用Taqman
探针对样品cDNA中的靶基因进行预扩增, 之后利

用单细胞PCR仪在动态微阵列芯片上检测不同基因

的表达水平[37]。在继承了PCR技术的高敏感性和高

特异性的基础上, 目前单细胞实时定量PCR技术具

有两大特点, 一是样品用量少, 只要一个细胞即可进

行分析, 适用于含有异质性的细胞群体中的单个细

胞分析, 比如HSC、胚胎干细胞(embyronic stem cell, 
ESC)及诱导多能干细胞(induced pluripotent stem cell, 
iPSC)等; 二是高通量检测, 以BioMark公司的微流体

单细胞PCR仪为例, 一次检测可实现48个样品的48
种基因(48×48)或96×96的检测。而集成化的微流体

分析系统将单细胞PCR的各个步骤集成在一起, 一
次操作即可完成300个样品的检测, 在实现高度的自

动化并保证检测的一致性同时降低了实验成本[38]。

单细胞实时定量PCR技术已经广泛应用于发

育生物学、合成生物学及分子医学方面, 尤其适用

于被检测样本的来源极其有限的情况下。例如, 对
hESC进行单个细胞的mRNA表达和多个转录因子

的共调节检测, 可分析与hESC分化相关的重要的内

在分子机制[38]。利用单细胞实时定量PCR对人iPSC
进行转录谱的分析发现, 与具有全能性的hESC相
比, hiPSC也表达高水平的全能性相关基因和细胞

表面抗原, 但是这些基因转录水平的差异较大, 而
且hiPSC分化相关基因的表达也有很大差异, 表明

hiPSC存在异质性, 临床实践应用hiPSC前必须对此

现象和机理有更深入的了解和实验培养上的掌控调

节[39]。同时, 对肿瘤样品中的单个细胞的转录因子

进行检测可筛查出与肿瘤发生相关的基因表达谱, 
分析和比较不同细胞染色体的异质性与肿瘤发生的

联系等, 从而为利用单细胞基因表达谱分析进行肿

瘤的临床诊断提供了新方法[40]。

5   单细胞测序技术
尽管第二代测序技术的发展使人类对疾病相

关的基因组变异的认识越来越深刻, 但是由于多种

疾病尤其是肿瘤性疾病发生多是在单克隆水平发生

的, 使对单个细胞核苷酸水平变异的检测成为必要。

单细胞测序主要涉及单细胞基因组测序和转录组测

序两方面, 分别针对单个细胞的DNA和RNA进行序

列分析和比较, 进而揭示基因组和转录组的变化。

5.1  单细胞基因组测序

单细胞全基因组测序技术是在单细胞水平对

全基因组进行扩增与测序的一项新技术。其原理是
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将分离的单个细胞的微量全基因组DNA进行扩增, 
获得高覆盖率的完整的基因组之后通过外显子捕获

进而高通量测序用于揭示细胞群体差异和细胞进

化关系。从方法学角度来看, 获得高覆盖率高保真

性的全基因组扩增产物是准确全面的测序结果的保

障。多重置换扩增(multiple displacement amplifica-
tion, MDA)利用随机引物和等温扩增可以获得高保

真的DNA大片段, 已经成为单细胞全基因组扩增的

首选[41]。但该方法也并非无可厚非[42], 其主要的缺

陷在于非平衡的基因组覆盖率、扩增偏倚、嵌合序

列及非特异扩增等[14]。尽管各种改进的策略正在逐

步减少这些缺陷, 高覆盖率、高保真性及高特异性

的扩增仍然是亟待解决的问题。另外, 对测序得到

的大量数据结果的专业分析也是一个重大的挑战。

单细胞全基因组测序正在从基础研究走向临

床应用。2011年, Navin等[43]利用DOP全基因组扩增

(whole-genome amplification, WGA)及DNA测序对单

个乳腺癌细胞进行了拷贝数变异的分析, 进而推断

出细胞的群体结构和肿瘤的进化过程。但是由于该

方法的基因覆盖率较低, 而且不能在单个核苷酸的

分辨率上评价单个肿瘤细胞的遗传学特征, 故并不

能检测在肿瘤发展过程中发挥重要作用的单个核苷

酸的改变。2012年, 我国的华大基因公司首次利用

以MDA为基础的单细胞测序技术对原发性血小板

增多症(essential thrombocythemia, ET)病人的单个骨

髓细胞进行了测序并分析, 筛查出在ET发病和进展

中的驱动基因, 从而证实ET为单克隆来源的疾病。

同时, 也将该方法与经典方法进行比较, 从而建立了

具有高敏感性、高特异性、假阳性率低等特点的单

细胞测序方法, 为分析疾病的遗传学结构特征及克

隆进化过程提供了新的思路[44]。同样的方法也用于

分析单个肾癌细胞的单核苷酸突变特征, 从而在更

高的分辨能力上为评价基因改变的复杂性提供了更

为优化的方法[45]。

5.2  单细胞转录组测序

对单个细胞转录组的分析由Brady等[46]和Eber-
wine等[47]分别利用基于PCR技术的对单个细胞

cDNA的指数扩增和基于T7 RNA连接酶体外转录(in 
vitro transcription)的线性扩增进行了初步的探索。

2006年, Kurimoto等[48]改进了单细胞cDNA扩增方法, 
将定向的PCR扩增与线性扩增相结合, 对单个ESC
进行了单细胞cDNA microarray分析, 在高覆盖率和

准确性的前提下, 使基因表达的代表性和再现性都

有了明显的提高。而随着测序技术的发展, Tang等[49]

将单细胞cDNA扩增技术和新一代测序技术相结合

而首次创立的单细胞RNA测序分析应用于单个小鼠

的卵裂球, 最终发现了芯片未检测到的5 200多个基

因和1 800个可变剪切点。相比而言, 单细胞cDNA 
microarray分析技术成熟, 成本低廉, 尤其适用于分

析已知基因上调或下调的一般转录信息, 但是该系

统相对比较封闭, 对于未知基因的检测无能为力, 
并且不能提供mRNA的确切长度和序列; 而单细胞

RNA测序则是一个开放的系统, 能够提供更加详细

和准确的转录信息, 尤其可对未知基因的转录进行

检测, 但是该方法价格昂贵, 并且对于结果的分析需

要强大的计算机系统提供保障。在实际操作中应该

根据实验目的权衡选择。

单细胞转录组分析主要用于在全基因组范围

内挖掘基因调节网络, 尤其适用于存在高度异质性

的干细胞及胚胎发育早期的细胞群体。与活细胞成

像系统相结合, 单细胞转录组分析更有助于深入理

解细胞分化、细胞重编程及转分化等过程及相关的

基因调节网络[50]。例如, Tang等[51]追踪了从小鼠胚

胎内细胞团发育成胚胎干细胞的几个不同阶段的基

因表达变化, 清晰地反映了细胞处于不同阶段的分

子特征差异, 并发现了多个在内细胞团发育时表达

的的转录本异构体及miRNA, 这些对于调控单细胞

的转录网络及细胞对不同信号和培养条件的反应至

关重要。将此技术应用于临床, 理论上可以在生理

或病理情况下连续追踪基因表达的动力学变化, 从
而监测疾病的进展。单细胞转录组分析的另一应用

领域是发现亚细胞成分的基因表达谱, 例如对在神

经元的轴突或树突部分特异表达的基因的转录组的

分析, 这些基因往往对细胞的生物学功能发挥着重

要作用[52]。但是, 鉴于目前的技术手段, 单细胞转录

组测序仍然存在覆盖率低的弊端, 导致除mRNA以

外的长非编码RNAs难以检测, 并且不能区分正义链

与反义链[49]。最近发展的单分子测序技术无需逆转

录和扩增步骤而直接对单个细胞的全长mRNAs进
行测序, 从而准确地检测基因不同的剪切亚型的表

达水平[53]。我们相信随着技术的发展这些局限性会

被逐步优化和改进。

不难看出, 单细胞测序技术正逐渐从实验研究

方法成为指导临床的有利工具, 为基础研究向临床
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转化搭建了桥梁。单细胞测序技术的应用将深入揭

示异质性细胞群体(如ESC、iPSC及HSC等)在疾病

发生发展中的作用, 从而利于对疾病的认识、预防

及治疗等[54-55]。

6   总结与展望
技术与方法的发明和改进是理论研究中重大

发现的基石与承载。在单细胞水平研究干细胞的生

命活动曾经是难以想象的, 而在今天, 单细胞移植、

单细胞实时PCR及单细胞测序等相关技术方法的应

用已为干细胞领域的研究提供了更高的平台, 以深

入分析干细胞生物学功能的维持及干细胞在相关疾

病的发生发展中作用的相关机制。单细胞相关技术

方法的应用会为干细胞基础研究揭开新的篇章、发

现新的成果、形成新的理论, 更有望提高对干细胞

及肿瘤相关疾病的认知, 进而转化为新的诊断方法、

预防措施和治疗手段。
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