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单细胞技术在干细胞组织修复与药物研发中的应用
苏丹丹  程芳*

(中山大学药学院(深圳), 广州 510006)

摘要      近十几年来, 单细胞技术飞速发展, 突破了传统疾病只能对细胞群体进行研究的局限, 
将分辨率精确到单个细胞, 解决了细胞异质性以及生物材料的低获取量等问题。该综述侧重介绍

单细胞技术的方法学进展, 并且详细阐述了其在干细胞组织修复药物研发中的最新进展, 有助于读

者了解如何利用单细胞技术寻找组织修复和相关疾病发生、发展中的特定干细胞群落和研究相关

生理病理机制, 并针对相关疾病建立二维(two-dimensional, 2D)和三维(three-dimensional, 3D)的体

外新药筛选模型, 从而进行高通量药物筛选。
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The Application of Single Cell Technologies in Stem Cell 
Tissue Repair and Drug Development

Su Dandan, Cheng Fang*
(School of Pharmaceutical Sciences (Shenzhen), Sun Yat-sen University, Guangzhou 510006, China)

Abstract       The rapid advancement of single cell technologies in recent years break the limit of traditional 
biomedical research from studying mixed cell population to a single-cell level, thus solving problems such as 
cellular heterogeneity and low access to rare biological materials. In this review, we provide an overview of 
recent progresses within key single-cell technologies, and focus on their applications in stem cell research and 
regeneration medicine. We present current developments within these areas and critically discuss how to use single-
cell approaches to look for specific stem-cell subpopulation in tissue repair and disease, and to investigate the 
underlying cellular and molecular mechanisms. Finally we highlight high-throughput screening methods to identify 
disease-specific and cell-specific drugs using single-cell based two-dimensional and three-dimensional in vitro 
model systems.
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1   单细胞技术介绍
细胞是生物体的基本单位。不同细胞类型之

间形态和功能不同, 即使对同一类型的细胞在定义

上是同质的, 也是对细胞研究的极度简化; 事实上, 
细胞是存在异质性的, 基因、蛋白质和代谢物的随

机表达会造成细胞的异质性[1-2]。对细胞异质性的

研究应当是在单细胞层面上对其DNA、RNA和蛋

白质等进行解析。但是, 细胞中的DNA和RNA的量

很小, 如一个典型的癌细胞含有6~12 pg的DNA和

10~50 pg的总RNA(1%~5% mRNA)[3], 单个细胞达不

到测序仪需要毫克级的样品量的检测要求。过去由

于技术的限制, 为了满足测序分析的样品量, 需要上

中
国
细
胞
生
物
学
学
报



122 · 综述 ·

万个细胞, 这会导致细胞信号平均化。同时, 由于对

于细胞群体的测序深度低导致具有关键作用的中低

丰度的基因无法被测到。对于稀有细胞如干细胞以

及循环肿瘤细胞(circulating tumour cell, CTC), 由于

技术限制, 则无法获取足够的样品量。单细胞技术

能够将起始样本量进行扩增, 以获得足够的样品量

用于构建文库, 并且通过增加测序深度从而检测到

中低丰度的基因, 精准地分析细胞异质性, 这是细胞

群体技术无法达到的。近十年以来, 单细胞技术得

到迅速发展, 使我们能够在单个细胞水平上探讨基

因表达的差异, 发现细胞异质性, 从而改写传统生物

学观点, 并利用这类技术进行治疗疾病、修复组织、

辅助生殖和筛选药物等。

1.1   单细胞分离技术

单细胞技术首要解决的问题是如何获得单细

胞。从大量的细胞中获取单细胞主要采取以下几种

分离方法(表1)。口吸管(mouth pipette)分离法操作

简单, 对细胞损伤小, 但无法分辨细胞类型。显微操

作法(micromanipulation)直观、肉眼可见, 但对技术

人员和机器的要求高。有限稀释法(limited dilution)
操作简单, 但是得到的实验结果有可能是假阴性、

假阳性。免疫磁珠分离技术(magnetic activated cell 
sorting, MACS)可以通过特定的抗体富集目标细胞, 
广泛应用于稀少细胞, 如CTC。荧光激活细胞分选

(fluorescence activated cell sorting, FACS)通过特异性

的荧光标签分离细胞, 但是FACS的缺点是需要大的

起始量, 使一些小体积或微量样本受到了制约, 微流

控技术(microfluidic)的出现是对FACS很好的补充。

微流控技术能够从少量样本中根据细胞表面标志物

分离特定的细胞, 反应速度快, 可运用于稀有细胞的

筛选、基因测序、单细胞分析等多个方面, 尤其是

稀有细胞的单细胞测序。然而, 以上技术都只能在

解离的细胞悬液中运用, 无法判断细胞在组织中的

位置, 激光捕获显微切割(laser capture microdissec-
tion, LCM)技术解决了这个难题, 但是要求操作者要

非常小心, 避免对染色体造成损伤从而影响后续的

结果。FOCOT(facile one-cell-one-tube)技术通过微

流控技术和液滴显微光学成像识别技术, 分选出包

裹单细胞的液滴, 快速实现单个细胞的分离[4]。这些

单细胞分离技术各有利弊, 应当根据实际具体情况

进行选择合适的方法。

1.2   单细胞分析技术

单细胞分析技术是在单细胞水平上对基因组、

转录组、蛋白质组、外显子组以及表观遗传学等进

行分析的技术。随着第二代及第三代测序技术的出

现, 单细胞技术的组学领域发生了巨大的变革, 并且

因为成本的下降, 单细胞分析技术得到了广泛的应

用。

利用单细胞转录组技术能够获得转录本的精

确表达量, 确定转录本的精确序列, 解析细胞的异质

性, 鉴定复杂组织中的不同细胞类型, 使人们能够对

细胞有全面的认识[5-6]。单细胞转录组技术由Tang
等[7]首次引入, 随后, 单细胞转录组技术不断涌现出

新的方法(表2)。为了简化步骤, 近期研究人员设计

了直接的RNA测序(the direct RNA-seq), 该技术利用

纳米孔测序平台, 绕过了逆转录和扩增步骤, 产生全

长的链特异性序列, 能够直接检测RNA中的核苷酸

类似物[8]。为了对细胞群体有全面的认识, 需要同

时分析大量的细胞, 提高分析通量可利用条码法或

者基于微流控芯片的高通量单细胞定量聚合酶链式

表1   单细胞分离技术

Table 1   Methods of isolating single cells
方法

Method
通量

Throughput
样品量

Amount of samples
自动或手动

Manual or automatic 
效率

efficiency
精确度

Accuracy
成本

Cost

Mouth pipette Low Low Manual Low High Low

Micromanipulation Low Low Manual Low High High

Limited dilution Low High Manual Low Low Low

LCM Low High Automatic High High High

FACS High High Automatic High High High

MACS High High Automatic High High High

Microfluidic High Low Automatic High High High

FOCOT High Low Automatic High High Low
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反应(polymerase chain reaction, PCR)分析平台。Cy-
toSeq技术使用带有细胞和分子条码捕获探针的珠子

的组合文库, 重建数千个单细胞的数字基因表达谱, 
可以同时分析数千个细胞, 甚至可扩展到10 000或
100 000个细胞[9]。另外, Datlinger等[10]将基因组编辑

技术(clustered regularly interspaced short palindromic 
repeats, CRISPR)与单细胞RNA测序技术整合在一

起, 开发了新技术CRISPR液滴测序(CRISPR droplet 
sequencing, CROP-seq), 通过构建出让单细胞测序

实验可视化的CRISPR gRNA病毒载体, 再结合最新

的用于单细胞RNA测序的液滴方法, 可同时研究上

千个细胞的基因调控, 实现在规模和细节上高通量

分析基因调控。但是, 以上方法不可避免地丢失细

胞空间位置信息, 荧光原位RNA-Seq技术迈出了重

要一步, 该技术利用交联剂将cDNA固定于原位, 但
存在不够灵敏和核糖体RNA影响等问题[11]。最近还

报道了单细胞空间转录组测序新技术—Geo-Seq, 
该技术通过整合优化单细胞测序和激光显微切割技

术, 获得了空间位置信息的少量细胞转录组图谱, 可
应用于外源的多能干细胞或者胚胎组织细胞, 将未

知来源的干细胞定位于体内胚胎的相应部位[12]。

单细胞基因组技术对揭示正常或患病组织中

的遗传异质性和细胞谱系至关重要[22-23]。萌芽于

2011年的单细胞基因组技术是由Navin等[24]将全转

录组扩增技术和下一代测序技术结合起来, 应用于

研究乳腺癌细胞群体的结构和进化过程, 可以准确

量化个体核内的基因组拷贝数。简并寡核苷酸引

物聚合酶链反应(degenerate oligonucleotide primed 
-PCR, DOP-PCR)、多重置换扩增(multiple displace-
ment amplification, MDA)和多次退火环状循环扩增

(multiple annealing and looping-based amplification 
cycles, MALBAC)是早期常用的经典单细胞基因组

技术, 能够为基因组研究提供相比于细胞群体技术

更深入的研究, 但存在着一些问题。与DOP-PCR、
MDA、MALBAC相比, 通过插入转座子进行线性扩

增方法 (linear amplification via transposon insertion, LI-
ANTI)的保真性和基因覆盖率都更高, 将分辨率提高

到千碱基分辨率, 能检查到一小段碱基缺失, 直接观察

到细胞的异质性, 更精准有效地检测遗传病[25]。为了

修复基因扩增过程中发生的核苷酸序列错误, Dong
等[26]开发了单细胞多重置换扩增(single-cell multiple 
displacement amplification, SCMDA)技术, 实现准确

鉴定单细胞基因组基因突变。单细胞组合标记测

序技术 (single-cell combinatorial indexed sequencing, 
SCI-seq)利用多次对细胞进行条形码编码标记, 缩减

了文库构建的成本, 并且扩大了能够绘制基因组图

谱的单细胞数量, 使得该技术能够得到更加广泛的

应用[27]。近期研究人员开发的位置空间单细胞测序

表2   单细胞转录组分析技术的特点

Table 2   The characteristics of single-cell transcriptomic analytical technologies
方法

Method
关键技术

Key technology
扩增方法

Amplification method
位置偏倚

Position bias
细胞个数

Number of cells
参考文献

Referrence

scRNA-Seq Poly A tailing Traditional PCR 3′-biased 1-100 [7] 

SRTR Template switching, 
DNA barcode

Modified PCR Strongly 5′-biased 10-100 [13]

Smart-Seq Template switching Modified PCR Weakly 3′-biased 1-100 [14]

Smart-Seq2 Template switching, LNA Modified PCR Weakly 3′-biased 1-100 [15] 

SMA Template switching Traditional PCR Weakly 5′-biased 1-100 [16]

PMA Template switching Phi29 DNA polymerase Weakly 5′-biased 1-100 [16]

Quartz-Seq Inhibition of PCR In vitro transcription 5′-biased 1-100 [17]

CEL-Seq Barcode, UMI In vitro transcription Strongly 3′-biased 10-100 [18] 

CEL-Seq2 Barcode, UMI In vitro transcription Strongly 3′-biased 10-100 [19] 

Drop-Sep Barcode, UMI Traditional PCR 3′-biased >1 000 [20] 

inDrop Barcode, UMI Traditional PCR 3′-biased >1 000 [21]

scRNA-Seq: 单细胞RNA测序; SRTR: 单细胞标记逆转录测序; SMA: 半随机引物PCR mRNA转录组扩增; PMA: 基于Phi29 DNA聚合酶的

mRNA转录组扩增; CEL-Seq: 细胞表达的线性放大和测序; inDrop: 索引液滴; LNA: 锁核酸; UMI: 独特分子标识符。

scRNA-Seq: single-cell RNA sequencing; SRTR: single-cell tagged reverse transcription sequencing; SMA: semirandom primed PCR-based 
mRNA transcriptome amplification; PMA: Phi29 DNA polymerase-based mRNA transcriptome amplification; CEL-Seq: cell expression by linear 
amplification and sequencing; inDrop: indexing droplets; LNA: locked nucleic acid; UMI: unique molecular identifier.
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(topographic single cell sequencing, TSCS)是单细胞基

因组技术的里程碑, 能准确地测量和描述单个肿瘤

细胞的具体特征, 更加有力地揭示细胞的异质性[28]。

单一组学的单细胞技术对于生命科学研究不

可避免地具有局限性, 结合多种单细胞组学技术能

够对细胞进行更加全面的了解。单细胞多组学技

术能够同时从单细胞的几个组学获取信息, 如基因

组和转录组测序(genome and transcriptome sequencing, 
G&T-seq)能够获取转录组和基因组的信息[29], 单
细胞全基因组甲基化组和转录组测序(single-cell 
genome-wide methylome and transcriptome sequenc-
ing, scM&T-seq)则能够对转录组和DNA甲基化组

进行测序分析, 探究转录和表观遗传变异之间的关

联[30]。单细胞三联组学测序技术(single-cell triple 
omics sequencing technique, scTrioseq)甚至能同时

对基因组、DNA甲基化组和转录组进行分析[31]。

由于是在单细胞水平上进行多组学分析, 通量较低, 
为了提高通量, 研究人员发明了通过测序对转录组

和表位进行细胞索引(cellular indexing of transcrip-
tomes and epitopes by sequencing, CITE-seq), 能够

对数千个单细胞的表面蛋白标记物进行测定, 在同

一尺度同时测量转录组和蛋白质组, 实现了在8 000
个单细胞转录组中监测10种表面蛋白, 完成了迄今

为止最大规模的多维单细胞分析论证[32]。在提高

通量的基础上, 单细胞多组学技术有望能够筛选出

药物开发的靶点, 研究人员结合单核基于液滴测序

(single-nucleus droplet-based sequencing, snDrop-
seq)和单细胞转座体过敏位点测序(single-cell trans-
posome hypersensitive site sequencing, scTHS-seq)
改进的高通量方法, 从人脑中获取了超过60 000个
单细胞的核转录组学和DNA可及性图谱, 揭示了

作为区别细胞类型的调节元件和转录因子, 明确了

35种不同的神经元和神经胶质细胞, 对易受到大脑

疾病的危险因素影响的神经元或胶质细胞在基因

层面上进行排序, 虽然还不能明确这类细胞诱导疾

病发生的机制, 但能够对于未来的药物开发提供可

能的作用靶点[33]。可见, 综合的单细胞多组学方法

能够实现对复杂的器官和组织在单细胞水平上进

行更详细的研究, 未来将会实现对单个细胞的高通

量、多组学分析, 从而对包括人类在内的高等生物

的细胞谱系树进行详细了解, 这些研究将对基础生

物学和医学领域具有重要意义。

1.3   单细胞技术的应用

当前, 单细胞技术已开始被广泛地运用, 对生

物学和临床上的众多领域产生了广泛的影响, 包括

微生物学、神经生物学、免疫学、组织修复、胚胎

发育和癌症等。特别是对于稀有细胞, 如胚胎干细

胞、CTC等, 单细胞技术起到不可忽视的作用, 其不

仅有助于解析罕见细胞类型的基因表达网络, 而且

能够探索不同时间和空间的复杂细胞群的基因表达

异质性(表3)。
单细胞技术相较于传统的研究技术, 存在着较

大的差别, 能够对细胞进行更精确的研究。例如, 
Toriello等[34]使用集成的微流控生物处理器进行单

细胞基因表达分析, 比较在细胞群和单细胞中的基

因表达。研究人员主要是通过检测在Jurkat细胞中

敲除GAPDH基因的siRNA, 结果发现, 两个不同的

细胞群分别表现为GAPDH基因的中度沉默和完全

沉默, 在相同条件下, 单个细胞的GAPDH基因的表

达下降至原始值的(21±4)%(n=4), 这说明常规细胞

群体测量不能代表单个细胞, 其会掩盖单细胞的基

因表达和沉默的随机变异[34]。在过去, 研究人员使

用细胞群体测序方法估计, 许多人类癌症的平均突

变率比正常细胞高210倍[35]。然而有研究发现, 使用

nuc-seq调查人类乳腺肿瘤的突变率, 估计出的三阴

乳腺癌的突变率为13.3倍, 而雌激素受体阳性乳腺

癌的突变率与正常细胞相似, 这和细胞群体测序方

法得到的结果相差甚远[36]。

利用单细胞技术, 研究人员能够对细胞生物学

领域进行深入探索研究。Tang等[7,37-39]利用单细胞

技术对胚胎发育过程进行了大量的研究。2009年, 
研究人员首次使用单细胞转录组技术对胚胎进行

研究, 随后不断优化和开发单细胞技术以对胚胎发

育进行深入研究[7,37-39]。他们采用核小体占位和甲

基化测序法(nucleosome occupancy and methylation 
sequencing, NOMe-seq)[37]、单碱基分辨率的5fC测
序技术(chemical-labeling-enabled C-to-T conversion 
sequencing, CLEVER-seq)[38]、单细胞DNA甲基化测

序技术[39]等追踪分析了同一胚胎内单细胞的遗传谱

系。在研究过程中, 随着技术的不断进步, 研究也越

来越深入, 揭示了细胞异质性, 深入解析了胚胎发育

过程, 这将会为生物学和临床医学提供新见解。

利用单细胞技术进行绘制细胞图谱、器官图

谱, 更加深入地解析细胞的机制以及区分不同类型
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的细胞。Haber等[40]利用单细胞RNA测序技术共获

得53 193个小肠上皮细胞的表达谱, 绘制了首张高

分辨率的小肠上皮细胞表达图谱, 这使得以前未知

的肠上皮细胞亚型及其基因标志得到识别和表征, 
并且构建了新确定的亚型分类, 区分了绒毛细胞的

两种亚型, 详细说明了细菌和病原体入侵感染时, 小
肠上皮发生的变化, 并将感应分子与细胞类型联系

起来, 揭示肠道内稳态和对病原体反应的原理。目

前, 科学家正在致力于推进“人类细胞图谱计划”, 利
用单细胞技术对人类的所有组织器官进行绘制图

谱, 发现新的细胞类型并对细胞的机制进行详细的

阐述, 这将为研究人员提供前所未有的机会, 能够在

更精准的条件上对于疾病进行治疗。

2   单细胞技术在干细胞研究中的应用
干细胞是具有自我更新、高度增殖和多向分化

潜能的未分化细胞[46], 其细胞群体量很小, 而且干细

胞中的DNA和RNA量也很少。越来越多的证据表明, 
不同类型的干细胞以及“同质”干细胞群体中的细胞

其实也存在着细微的差异[47], 并且与干细胞相关的

疾病往往在单细胞水平上发生, 如癌症、骨髓增生

综合征、白血病等, 因此, 在细胞群体水平上进行干

细胞研究具有很大的局限性。单细胞技术为干细胞

领域的研究提供了更高的平台, 它可作为全面分析

细胞异质性的有力工具, 能够了解干细胞的更新和

分化过程, 深入分析干细胞的生物学功能和在疾病

中的相关机制, 进而发展新的诊断手段、预防手段

和治疗手段。

2.1   干细胞具有修复组织的作用

干细胞在现代的再生医学领域掀起了研究热

潮, 因为干细胞具有多向分化潜能, 在移植入体内

后, 较明显的趋化迁移到受损伤部位, 并在局部微

环境的诱导下, 分化成修复所需的组织细胞, 从而置

换功能缺陷的细胞, 促进修复损伤组织, 恢复组织功

能。这使人们看到了组织再生和修复的曙光, 为数

以百万计的各类患者带来了希望, 已被广泛应用于

多种疾病的临床研究中, 包括罕见疾病(表4)。
2.2   单细胞技术在干细胞研究上的应用

干细胞存在表型和功能的异质性, 可以运用单

细胞技术研究不同的干细胞类型的增殖和自我更新

潜力[54]、分化方式[55]、寿命[56]以及谱系分化[57]等(表
5), 追踪干细胞分化增殖不同阶段的基因表达变化, 
分析基因调控网络, 发现细胞内一些关键调控因子

对于干细胞自我更新及分化的影响, 更好地理解单

表3   单细胞技术的应用

Table 3   Application of single-cell technologies
应用例子

Application case
技术

Technology
参考文献

Reference

Small intestinal epithelium Modified Smart-Seq2, droplet-based scRNA-seq [40]

Renal cell carcinoma stem cells Single-cell exome sequencing [41]

Human sperm MDA [42]

Embryonic cortical  neurons RNA-Seq [43]

Immune cells Smart-Seq [44]

Human ovirus MALBAC [45]

CTCs Smart-Seq [14]

表4   干细胞在修复组织中的应用

Table 4   Application of stem cells in repairing tissues
干细胞类型

Stem cell types
应用例子

Application cases
参考文献

Reference

Skin stem cells Junctional epidermolysis bullosa [48]

Hematopoietic stem cells Scleroderma [49]

Pluripotent stem cells Hair follicle development [50]

Heart stem cells Heart injury [51]

Induced pluripotent stem cells (iPSCs) Muscular dystrophies [52]

Mesenchymal stem cells Prostate cancer [53] 
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个干细胞之间差异的原因以及所导致的后果, 还可

以建立疾病模型, 了解干细胞在疾病发生、发展中

的相关机制。

2.2.1   监测干细胞的动态变化      干细胞的自我更

新和分化过程是错综复杂的, 若是在细胞群体上对

该过程进行研究, 细胞信号会被平均化, 难以识别

信号通路或者关键调控因子对于具体干细胞的精

密调控, 而单细胞研究将精确追踪特定干细胞的更

新分化过程。Zepp等[58]使用inDrop得到高分辨率的

转录组数据, 确定了调节肺泡上皮自我更新和分化

的关键信号转导通路, 包括IL-6/Stat3、BMP和FGF
等。Yan等[59]对13 102个小肠谱系干细胞进行单细

胞RNA测序, 结果显示, Lgr5+细胞由循环干细胞、

非循环干细胞和过渡–扩增细胞这3种主要细胞群

体组成, 还发现Wnt和RSPO(R-spondin)信号通路

的扰动会对这三个不同亚群的Lgr5+细胞产生各自

独特的影响, 最终证明Wnts是启动因素, 使干细胞

通过在细胞表面表达RSPO受体而成熟, 而RSPO则

是干细胞数量增加的自我更新因素。Lee等[60]利用

Smart-Seq2结合遗传谱系示踪和3D组织共培养系

统来证明Lgr5和Lgr6是肺上皮组织中干细胞的标志

物, 揭示了肺中的Lgr5+间充质细胞可能是肺泡疾病

的靶点, 而Lgr6+间充质细胞可能是气道疾病的特异

性靶点。Llorens-Bobadilla等[61]使用单细胞RNA测

序技术对于成人脑室下区神经干细胞的转录组进行

分析, 确定了离散、休眠的神经干细胞亚群, 揭示了

神经干细胞激活的基本原理, 并为脑再生医学开辟

了潜在的途径。这些研究有力地说明了单细胞技术

监测离散干细胞状态及其动态变化的实用性, 对于

通过不同的信号通路精确控制组织再生具有广泛的

意义。

2.2.2   解析干细胞的异质性      解析细胞的异质性, 

就必须将分辨率精确到单细胞水平甚至是碱基水

平, 才能了解不同类型的干细胞群体的异质性和相

似性, 确定干细胞群体间的细胞异质的来源, 这有助

于诱导干细胞在相关的疾病上发挥组织修复的作

用。Tsang等[57]使用Smart-Seq分析了180个高度纯化

的造血干细胞的转录组, 详细分析了RNA-seq数据, 
将细胞周期活动鉴定为造血干细胞转录组变异的主

要来源。Kowalczyk等[62]使用Smart-Seq分析来自不

同年龄小鼠的造血干细胞和造血祖细胞群的变异

性, 研究结果表明, 随着小鼠年龄的增长, 内在细胞

状态和组成会发生变化, 同时细胞周期和造血干细

胞自我更新分化之间的关系受年龄影响, 这可能会

促成老化的造血干细胞的功能衰退。以上研究表明, 
单细胞技术可提供有关干细胞群体在不同条件下的

丰富信息, 有助于理解相关疾病的发病机制。 
2.2.3   鉴定新的干细胞类型      Zepp等[58]使用inDrop
分析鉴定了5种不同的肺间充质细胞类型, 每个间充

质谱系具有明显独特的空间位置和转录谱, 并作出

了肺间质的空间图和转录图。进一步研究发现, 间
充质肺泡壁龛细胞对肺泡再生至关重要, 另一种被

称作Axin2+肌成纤维祖细胞的肺间充质细胞可以分

化成为肌成纤维细胞, 而且在肺部遭受损伤后, 所产

生的肌成纤维细胞形成瘢痕组织, 可能导致慢性阻

塞性肺病和特发性肺纤维化等疾病。这项研究有助

于了解肺中的各种细胞类型以及肺部疾病的发病机

制, 为哮喘、慢性阻塞性肺病、特发性肺纤维化和

其他肺部疾病提供了新的治疗策略。

2.2.4   了解癌症发生、发展的分子机制      肿瘤环

境为干细胞的归巢和和生存提供了有利的微环境, 
从而影响肿瘤的生长和迁移, 如原发性和转移性肿

瘤的微环境吸引间充质干细胞, 并分化成肿瘤相关

的成纤维细胞, 影响肿瘤细胞的存活和血管生成。

表5   单细胞技术应用在不同类型的干细胞

Table 5   The application of single cell technologies in different types of stem cells
细胞类型

Cell type
技术

Technology
参考文献

Reference

Embryonic stem cells Smart-seq, CLEVER-seq [38,66] 

Mesenchymal stem cells InDrop [58]

Hematopoietic stem cells Smart-seq [57,62]

Cancer stem cells Smart-seq, single-cell exome sequencing [41,67] 

Epithelial stem cells Smart-seq2 [60]

Neural stem cells Smart-seq2 [61]

Induced pluripotent stem cells RNA-seq and miRNA-seq [52]
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肿瘤干细胞的快速异常分裂往往被认为是肿瘤细胞

的主要来源, 如骨髓间充质干细胞吸引肿瘤细胞, 并
形成骨溶解、肿瘤生长存活和耐药性的微环境[63]。

急性骨髓性白血病(acute myeloid leukemia, AML)有
容易复发的显著特征, 白血病干细胞被认为是AML
容易复发的根源, 能够抵抗化疗药物的作用[64]。利

用单细胞DNA测序结合患者来源的肿瘤异种移植

模型, 发现针对不同白血病干细胞亚型, 同时抑制两

个血液细胞中的FLT3-ITD(FMS-like tyrosine kinase 
3-internal tandem duplication)和B细胞淋巴瘤 -2(B 
cell lymphoma-2, BCL-2)信号通路, 可有效地消除

AML症状[65]。随着单细胞技术的发展, 解析干细胞

在癌症环境中的复杂机制, 将有助于寻找药物来控

制成熟肿瘤细胞和肿瘤干细胞的分裂和繁殖, 发展

新的治疗癌症的手段。

3   单细胞技术结合高通量筛选技术进行

药物研发
3.1   高通量筛选技术的介绍

药物研发的重点在于药物发现阶段, 随着组合

化学、计算机辅助设计等技术的出现, 现代药物的

研发已经告别了随机偶然不可控的药物发现方法。

药物筛选已经变成现代药物研发中不可或缺的技

术, 尤其是本世纪发展的高通量筛选技术, 使得新药

筛选过程变得自动化、高灵敏、高通量和微量化。

采用该技术, 每天可以轻松地筛选上万到几十万个

化合物。单细胞技术现在已经开始用于构建疾病特

异性和细胞特异性的药物筛选模型, 结合高通量筛

选技术, 在药物研发的过程中发挥着不可忽视的作

用。

3.2   建立分子和细胞水平的药物筛选模型

在单细胞水平上全面探索生物活性分子对细

胞的影响, 这对生物医学研究意义重大。单细胞技

术可为药物高通量筛选提供作用的靶点, 通过药物

和靶点相互作用, 筛选出与靶点有亲和力的药物。

同时, 基于单细胞研究后建立的疾病模型, 可进行药

效、药理、毒理试验, 直接反映药物对于细胞整体

的影响, 进一步准确地解析药物的生物学意义。

早前大多数单细胞技术能够在单细胞水平上

进行深度的测序分析, 虽然可以提供有价值的信息, 
但却仅限于一次只分析一个到几个样品, 细胞条形

码技术的出现正在消除这个限制[68], 使得单细胞技

术能够以高通量的条件用于分析细胞。Bodenmiller
等[68]推出大量标签细胞条形码(mass-tag cellular bar-
coding, MCB)的方法, 该方法使用96孔板来探索27
种抑制剂作用于14种类型的人外周血单核细胞的信

号动力学, 监测信号动态、细胞间的信息交流以及8
个供体之间的信号变异性, 实现了高通量筛选, 它的

优点是不仅仅分析了相关蛋白质, 还揭示了靶上和

靶外药物如何相互作用影响信号传导网络。条形码

技术还能运用于液滴微流体中, Brouzes等[69]提出了

一种基于微滴的微流控技术, 可以对单个哺乳动物

细胞进行高通量筛选, 将单个细胞和试剂封装在不

混溶载体油的独立水性微滴中(1 pL~10 nL的体积), 
生成了8个不同药物样品的文库, 对完整液滴内的细

胞活力和生长进行定量评分, 监测药物样品的细胞

毒性。总之, 虽然单细胞技术还有很多的局限性, 发
展还不够成熟, 如灵敏度不够高, 但是具有广泛的潜

在应用, 在识别药物作用靶点和细胞亚群, 监测药物

作用于细胞的药效、毒性等方面, 正在发挥着越来

越大的作用。

3.3   建立三维干细胞模型筛选药物

虽然利用细胞模型进行药物筛选得到了广泛

的应用, 但是它是基于静态二维的条件, 缺乏对于细

胞功能的调节和发挥, 不能很好地模拟体内的条件, 
如来自于健康供体的原代肝细胞是一种宝贵的功能

性资源, 但是在传统的2D细胞培养皿中培养后容易

失去功能。而常使用的动物模型, 存在伦理问题, 动
物和人对药物反应也存在多方面差异, 而且因为动

物模型的个体差异, 导致药物反应的不均一性和不

确切性, 不能用于高通量筛选。因此, 寻找合适的模

型对药物进行精准而高通量的筛选成为药物研发的

关键。

目前, 利用以干细胞为主的多种细胞培育而成

的类器官模型已经成功在体外构建出了脑部类器

官、肺部类器官、乳腺癌类器官等, 这些类器官模

型能够更好地模拟体内环境以进行研发药物。此外,
器官芯片作为一种将微加工技术和生物技术相结合

的新兴技术, 能够制备微型三维人体细胞体外培养

系统, 精准地控制流体运动和组织–组织界面动态模

型, 如可利用人源iPSC重构出多种具有生理学和力

学功能的模型, 与实际人体内器官和组织结构具有

高度相似性, 更好地模拟药物在体内的作用, 为药物

筛选提供了一个更高的平台。目前, 研究人员已经
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开发出肺部芯片、肠道芯片、淋巴结芯片和脉管系

统等, 已被用于研究生理学和病理生理学, 发现药物

靶点, 实现高通量筛选新药物。

之所以选择干细胞, 是因为相比数量有限的原

代体细胞, 以及基因突变难以反映人体生理状况的

永生化细胞, 干细胞来源丰富, 可体外扩增且具有自

我更新和分化的潜能, 很适合作为用于高通量筛选

的细胞, 目前已广泛用于多种疾病的药物筛选。结

合单细胞技术, 发现并分选出疾病特异性干细胞作

为类器官药物筛选模型, 优势明显, 可筛选出靶向

肿瘤干细胞的药物[70]。Pattabiraman等[71]通过高通

量筛选得到靶向药物, 可用于诱导肿瘤干细胞从间

质细胞状态向上皮细胞状态转化(mesenchymal-to-
epithelial transition, MET), 利用单细胞mRNA测序比

较间充质N8(NAMEC8)细胞和MET诱导转化后的

N8-CTx(NAMEC8-cholera toxin)细胞的全基因组表

达谱发现, 药物作用后引起蛋白激酶A(protein kinase 
A, PHF2)促进肿瘤干细胞内上皮相关基因的去甲基

化, 从而解除了这些基因的转录抑制, 最后促进细胞

转化成为上皮细胞状态, 使得具有高侵袭能力的肿

瘤干细胞转化成上皮细胞。综上所述, 干细胞在药

物研发的过程中扮演着重要的作用, 运用高通量筛

选技术和单细胞技术, 有助于研发药物和修复组织, 
如治疗癌症等(总结性示意图见图1)。

4   单细胞技术的展望
单细胞技术已经成为现代生命科学研究中不

可或缺的有力工具, 通过单细胞技术得到的数据没

有掩盖细胞群体的内在异质性, 随着其在分离、标

记、通量和深度等方面的进步, 该技术将会提供更

深刻的生物学观点。然而, 单细胞技术的新颖性也

意味着会出现各种局限性, 如深入分析单细胞数据

的算法和验证实验平台还不成熟, 各研究组之间的

技术也不尽相同, 对于日益庞大的数据集如何进行

有效的可视化和解释仍是很大的挑战。随着实验方

案、试剂和计算分析程序等方面变得更加标准化, 
单细胞技术将会以其强大的功能应用到各个领域。

尤其令人兴奋的是, 将单细胞技术运用到干细胞研

究上, 研究干细胞的自我更新和分化的过程, 鉴定用

于调控组织损伤修复的新型干细胞群体和关键调控

因子, 在此基础上通过结合高通量筛选技术, 制定疾

病特异性和细胞特异性的药物研发和治疗策略。展

Disease- and cell-specific drug Patient

Target
therapy

Injury/disease
tissue

Single cell
isolation

High throughput
drug screen

In vitro model of
tissue repair/disease

Tissue repair/disease related
stem cell population

3D 2D

Single cell
analysis

利用单细胞技术从病人获取的损伤组织中分离单细胞, 并分析疾病相关的干细胞群落, 建立2D/3D模型。可在体外模拟组织修复和高通量筛选

药物, 研发出药物来对病人进行靶向治疗。

We can use single-cell technologies to isolate the single cell from patients’ damaged tissue, and analyze the disease-related stem cell communities to 
establish 2D/3D models. In this way, we can simulate tissue repair and high-throughput screening drugs in vitro, and develop drugs to target patients.

图1   单细胞技术在干细胞组织修复与药物研发中的应用的总结性示意图

Fig.1   Summary diagram of the application of single cell technologies in stem cell tissue repair and drug development
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望未来, 相信随着定量、通量和易用性的单细胞分

析工具的增加, 单细胞技术的影响可能会从根本上

改变生物学科以及相关的应用学科, 促进药物的发

现和开发。
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