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单细胞转录组测序技术发展及应用
晁珊珊  卜鹏程*

(中国科学院核酸生物学重点实验室, 中国科学院生物物理研究所, 北京 100101)

摘要      生物组织由多种异质性细胞组成, 单个细胞之间的差异可能会对多细胞生物的功能

产生深远影响。近年来开发的单细胞RNA-seq技术可以对单个细胞进行无偏、可重复、高分辨率

和高通量的转录分析。相对于传统的群体细胞的转录组分析, 单细胞RNA-seq技术从另外一个维

度了解转录组信息, 揭示生物组织的细胞构成、转录组动力学以及基因间的调节关系。随着细胞

捕获、分子生物学和生物信息学等关键技术的发展和完善, 其在生物学和医学领域的应用将会越

来越广泛。该文对单细胞RNA-seq技术的发展历史和应用进行了阐述。
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Application of Single-Cell RNA-seq: An Update Review

Chao Shanshan, Bu Pengcheng*
(Key Laboratory of RNA Biology, Institute of Biophysics, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101, China)

Abstract       Biological tissue consists of a variety of heterogeneous cells and the differences between indi-
vidual cells have profound effects on the function of multicellular organisms. The developed single-cell mRNA-
sequencing technology in recent years can conduct unbiased, repeatable, high-resolution and high-throughput 
transcriptomic analysis of individual cells. Compared with traditional bulk populations of cells analysis, single-cell 
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RNA-sequencing technology enables us to understand transcriptomic information from another dimension, reveal-
ing the composition of biological tissues, the transcriptomic dynamics and the regulatory relationships between 
genes. With the development and improvement of key technologies in cell capture, molecular biology and bioin-
formatics, their applications in biology and medicine will be more and more popular. In this review, we discuss the 
development history and applications of single cell mRNA-sequencing.

Keywords        single cell; mRNA-sequencing; cell subset; gene expression profile

1660年, Robert Hooke和Anton van Leeuwenhoek
发明显微镜后, 第一次将细胞描述为生命的基本结

构单元[1], 人们开始对单个细胞产生兴趣。自此以后, 
越来越多的研究者开始对细胞的结构及功能方面进

行研究。转录组分析是将基因型与细胞表型联系起

来的一种强有力的策略。随着分子生物学技术的飞

速发展, 人们对转录组学的研究不再局限于群体细

胞水平, 而是精确到单细胞水平。众所周知, 生物组

织所具有的普遍特征是细胞异质性[2]。常规的多细

胞水平的转录组学的研究需要大量细胞, 并且其研

究结果反应的是群体细胞基因表达的平均值, 而这

个平均值掩盖了数量较少的细胞亚群的表达信息, 
因而难以区分群体细胞中不同细胞亚群的转录特

征[3]。因此, 为了满足研究的需要, 单细胞转录组测

序技术得到了迅猛发展。

1   单细胞RNA-seq技术的建立与发展
2009年, Tang等[4]首次报道了在单个细胞中基

于高通量测序的对mRNA转录组学完全无偏倚的

研究方法。这种早期单细胞转录组学的研究方法, 
只适用于对少量珍贵细胞基因表达的深度分析。

2011年, Islam等[5]建立了单细胞标记的逆转录测序方

法 , 即STRT-seq(single-cell tagged reverse transcrip-
tion sequencing), 这是一个高度多路复用的方法, 
能够在逆转录过程中给每个细胞加上条形码, 从而

能够大规模检测各种混合细胞样本, 如异质性很高

的肿瘤细胞样本。在此之后, 2012年由美国和瑞

典的科学家共同开发了一种新的单细胞测序技术

Smart-seq(switching mechanism at 5′ end of the RNA 
transcript), 这是一项具里程碑意义的技术。这种技

术能够检测mRNA的全长, 在转录本的序列覆盖度

上有所改善。但这种方法的缺点是不具有链特异, 
具有转录本长度偏向性, 对于超过4 Kb的序列不能

高效转录[6]。此外, 同一年, Hashimshony等[7]开发出

了另一种单细胞测序方法CEL-seq(cell expression 

by linear amplification and sequencing), 此方法是一

种采用线性扩增的测序方法, 其线性扩增的主要优

势是错误率比较低, 扩增后DNA的双端深度测序

能够准确检测两条链的序列。此方法添加条形码

后混合实现了许多不同单细胞的多重分析和研究。

这种方法的缺点是具有强烈的3′端偏好。2013年, 
Picelli等[8]又将Smart-seq技术做了一些改进, 新的

技术称为Smart-seq2, 在新技术中使用了锁核酸

(locked nucleic acid)、更高浓度的MgCl2以及甜

菜碱。它不再需要纯化步骤, 可大大提高产量, 但
其只能对具有poly(A)尾巴的mRNA进行扩增和检

测。

随着技术的发展与完善, 单细胞RNA-seq至此

进入了高通量与自动化时代。同样在2013年, 第一

台商业化单细胞制备系统Fluidigm C1面世, 该系统

能自动捕获细胞悬液中单个细胞并完成Smart-seq操
作。但该系统所使用的微流体芯片不能重复使用, 
成本也最高。2014年, Jaitin等[9]建立了名为MARS-
seq(massively parallel single cell RNA-seq)单细胞测

序的方法, 该方法可用于分析数千个单个细胞的体

内转录状态。在2015年, 哈佛大学的两个团队将微

流体技术引入单细胞RNA-seq方法中, 分别开发出

Drop-seq[10]和inDROP[11]两种方法。这两种技术都利

用微流体装置将带有条形码的微珠和细胞一起装入

微小的液滴, 条形码随后会连接到反转录后的cDNA
上。Drop-seq由哈佛医学院Steven McCarroll领导的

团队开发, inDrop方法是由哈佛大学的系统生物学

教授Marc Kirschner领导开发的。Drop-seq的微珠

库中有1 600万个条形码, 而inDrop方法只产生约15
万个条形码, 因此inDrop每次运行处理的细胞数更

少, 但inDrop捕获细胞的比例更高, 因此适用于少量

细胞样本。到2017年后, 10×Genomics公司和Fred 
Hutchinson癌症研究中心开发出一种新的单细胞

RNA测序方法, 可实现数千个免疫细胞的分析。10× 
Genomics平台基于微滴的核酸条形码分配系统, 这
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个系统提供了数以百万级的携带唯一DNA条形码

的微滴, 通过微流控技术, 将带有条形码和引物的凝

胶珠与单个细胞包裹在油滴中。凝胶珠在每个油滴

内溶解, 细胞裂解释放mRNA, 通过逆转录产生用于

测序的带条形码的cDNA。液体油层破坏后, cDNA
一分为二, 后续同时进行基因表达和免疫组库文库

构建。即可一次性获得大量单细胞的基因表达和免

疫组库数据。

由于单细胞RNA-seq技术所产生的费用高昂, 
当该技术实现高通量后, 人们开始思考怎样降低使

用该技术时的成本。2017年同年, Gierahn等[12]开发

了一种便携式的单细胞转录组测序技术Seq-Well。
研究人员创建了纳米孔阵列, 每个纳米孔可捕获一

个细胞和一个条形码珠子, 以进一步捕获RNA片

段。纳米孔用半透膜密封, 允许破坏细胞所需的化

学物质通过, 而同时保证RNA不流失, RNA结合珠

子后被移除并进行测序。使用该过程每个细胞的

成本小于1美元。2018年, Han等[13]建立了一套名为

Microwell-seq高通量单细胞测序平台。该平台采用

琼脂糖材料的高通量单细胞捕获系统, 使得单细胞

测序文库的构建成本降低了一个数量级。一个月

后, 美国艾伦研究所及华盛顿大学的科学家联合开

发了一项全新的单细胞转录组测序技术, 该技术名

为SPLit-seq(图1)。SPLit-seq技术无需对单个细胞进

行分离, 这些细胞将被作为其自身的RNA“隔离室”, 
细胞池会被分成多个组, 并将组合条形码添加到它

们的RNA中。这个过程会重复多次, 为每个细胞的

RNA引入一个独特的组合条码, 可以特异性地标记

超过100万个细胞[14]。

单细胞转录组测序技术从最初只能检测几个

细胞到现在单次实验可以同时检测数十万个细胞, 
显著提高了实验效率。同时, 建库及测序过程中不

同环节的改进使得成本不断降低、有效信息量不断

增加, 这些都是单细胞RNA-seq技术在短短几年内

所取得的令人瞩目的成绩。例如所需试剂体积和消

耗降低, 单次实验所能检测的细胞显著增加。在单

细胞转录组建库过程中有三个环节非常重要, 第一

是在单细胞中非靶向扩增整个转录组, 第二是单个

细胞的分离, 第三是一次研究所能同时处理的细胞

数量。

2   单细胞RNA-seq应用
随着单细胞RNA-seq技术的不断发展, 其在生

物学和医学领域也得到了越来越广泛的应用。单细

胞RNA-seq技术最先应用于哺乳动物早期胚胎发育

的研究[16-18], 之后又相继在组织器官发育[19-21]、免疫

学[22-24]及肿瘤治疗[25-27]等领域得到了广泛的使用(图
2)。人们可以通过单细胞RNA-seq技术探索细胞异

质性, 发现新的细胞类型和标记基因, 从而对生命科

学有了更深一层的更加全面的理解。

2.1   胚胎发育

在胚胎发育的早期阶段, 受精卵会经历广泛的

转录调节和表观遗传重编程过程, 从而形成内胚层、

中胚层和外胚层三个主要细胞群体。由于早期胚胎

发育阶段细胞数量有限, 这对于研究早期基因调控

和细胞干性的维持是一个挑战。随着单细胞RNA-
seq技术的出现, Tang等[16]首次分析了体外囊胚期内

细胞团向多能胚胎干细胞转变过程中转录组重编程

图1   单细胞RNA-seq技术发展的时间轴

Fig.1   Timeline of milestones in single-cell RNA sequencing
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的过程。2013年, 小鼠和人类着床前胚胎的高精度

单细胞转录组图谱陆续完成[28-29]。2017年, Li等[30]又

利用单细胞RNA-seq技术系统阐述了人类胚胎生殖

细胞及其微环境细胞发育过程中的基因表达图谱及

其调控机理。近期, 在Science上一连发表了三篇研

究, 研究人员用单细胞测序技术分别在斑马鱼和蛙

早期胚胎发育过程中建立了基因表达动态图谱, 将
相关数据以几分钟到几小时的时间间隔组合在一

起, 对细胞进行逐个描述, 并观察胚胎最终形成的过

程, 揭示了单个细胞构建整个生物体的完整过程[31-33]。

综上所述, 单细胞RNA-seq技术能够分析并阐明胚

胎发育早期细胞数量极少的情况下其内部复杂的转

录调控和表观遗传重编程过程。

2.2   组织器官发育

在大多数组织中, 传统的细胞分型是根据已有

的细胞标记将细胞分入不同的群体中, 这种方法受

限于已知的几十个标记基因。单细胞RNA-seq技术

则不依赖于已知的标记, 而是通过分析单个细胞转

录组精细地识别出各种细胞类型, 同时能够发现新

的细胞类型以及标记基因。2014年, Treutlein等[19]应

用单细胞RNA-seq方法首次对肺上皮细胞的发育进

行了研究, 追踪了肺祖细胞发育分化成肺泡并参与

调节气体交换的过程, 还确定了数百种新的标记, 用
于区分四种主要的细胞类型, 最终他们运用单细胞

RNA-seq技术对肺泡发育分化过程进行了细胞谱系

重建。在另一项研究中, DeLaughter等[20]从小鼠胚

胎发育的七个不同阶段提取心脏细胞样本, 将其分

为三类已知的细胞—心肌细胞、内皮细胞和成纤

维细胞, 并利用单细胞RNA-seq技术检测了单个细

胞基因活性随时间的变化, 提供了一个时间和空间

的图谱, 描绘了心脏四个腔室中不同细胞群的发展。

2017年,  Haber等[21]发布了首张高分辨率的小肠上

皮细胞基因表达图谱, 解析了肠道细胞产生的激素

等其他信号物质, 并为肠道如何应对病原体入侵提供

了新的线索。随着单细胞技术的进一步发展与应用, 
近年来相继报道了肺[19]、心脏[20]、脑[34-35]、肾脏[36-37]、

小肠[21]等多种组织器官的单细胞转录组图谱, 其无

偏好性的细胞分群优势及易于发现新的细胞标记的

特点都将有力推动发育生物学的研究。

2.3   免疫系统

免疫系统可以分为固有免疫和适应性免疫, 由
大量的各种各样的细胞类型所组成。这些细胞在体

内协调分工, 识别和清除外来抗原。由于这些细胞

对于抗原的应答具有复杂的异质性, 因此又可以被

分为很多亚型。尽管一些主要的细胞类型已经被大

家所熟知, 但是在对抗原的反应中, 大多数细胞类

型的转录异质性仍然是不为人知的。通过使用单细

胞RNA-seq技术, Bjorklund等[22]发现了四种不同的

ILC(innate lymphoid cell)亚群, 根据细胞表面标记

不同, 将CD127+ ILC分为ILC1、ILC2、ILC3和NK
细胞四个群体, 并且发现了这些亚群中隐藏的转

录特征, 揭示了不同的亚群可能具有不同的功能。

2017年的一项研究中, Zhang等[23]通过对超过5 000
个T细胞的单细胞测序数据及分析, 首次在单细胞

水平上描绘了肝癌微环境中的免疫图谱。研究发现, 
肝癌内存在大量肿瘤组织特异的克隆增生的T细胞, 
但是这些细胞大多处于耗竭状态, 从而揭示了肿瘤

细胞逃逸免疫监视的原因[23]。研究还描绘了初始

T细胞向耗竭状态的发展轨迹, 并在耗竭性CD8+ T
细胞亚群中发现了一类FOXP3+抑制性T细胞的存

在, 提出了耗竭T细胞会进一步发展成抑制性T细胞

的潜在可能[23]。除此以外, 近期有报道证明, 虽然

图2   单细胞RNA-seq技术在生物学和医学领域的应用

Fig.2   The applications of single-cell RNA-seq in biological and medicine research
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CD4+辅助性T细胞通常在免疫反应中扮演中间角

色, 通过分泌细胞因子等协助其他类型的免疫细胞

参与免疫反应, 但在某些情况下, 比如存在慢性病

毒感染, 一部分的CD4+辅助性T细胞会变成细胞毒

性T细胞[24]。

2.4   肿瘤研究

肿瘤细胞是由正常细胞积累突变进化而来的, 
而由于肿瘤细胞之间基因突变或表达谱的不同, 使
瘤内细胞多样化形成不同类型或同一类型细胞中的

不同亚型。这种肿瘤内部的异质性影响了患者的临

床诊断和治疗。单细胞RNA-seq的方法为描述克隆

多样性和了解罕见细胞在癌症进展过程中的所发挥

的作用提供了强有力的新工具。循环肿瘤细胞群

(CTC簇)存在于癌症患者的血液中, 但其对转移的贡

献并没有很好地定义。Maheswaran等[25]对乳腺癌病

人循环肿瘤细胞进行单细胞测序, 表明CTC簇是由

原位肿瘤细胞的多种细胞组合而成的, 通过plak蛋
白依赖的细胞间黏附作用结合在一起, 组成肿瘤细

胞簇后进入外周血中, 它们对癌症的转移扩散有很

大的贡献。星形细胞瘤和少突胶质细胞瘤都被认

为是不治之症。这两种肿瘤被认为是由支持和保

护神经元的神经胶质细胞的亚型发育而来的, 但在

遗传学、外观和基因表达方面都有所不同。Ventei-
cher等[26]对星形胶质瘤样本和少突胶质瘤样本进行

了单细胞转录组测序, 研究人员发现, 两种肿瘤都

含有三种癌症细胞: 非增殖性细胞(nonproliferating 
cells)、类神经干细胞(resemble neural stem)和祖细

胞(progenitor cells)。其中的非增殖细胞被细分为

星形胶质细胞样和少突胶质细胞样。而不同之处

主要是遗传学差异以及肿瘤微环境(如特异性免疫

细胞丰度等)的组成。此外, Puram等[27]采用单细胞

RNA-seq的方法分析了来自头颈鳞状细胞癌的细

胞。他们通过分析构建出头颈癌中存在的所有不同

细胞的图谱。该图谱揭示, 原发性头颈部肿瘤和它

们的转移瘤中的很多种不同类型的癌细胞和非癌细

胞, 并指出EMT会让这些细胞由整齐排列的块状结

构转化为不规则的延伸到周围环境中的结构。这些

发现提供了关于头颈癌如何转移的重要线索, 提示

了头颈部肿瘤短暂地“借用”正常胚胎发育中的这个

过程来入侵附近的组织并进行扩散, 而且这些发现

则可能适用于类似的癌症, 如乳腺癌、前列腺癌和

肺癌等。

3   单细胞RNA-seq技术应用的限制因素
近些年, 随着单细胞RNA-seq技术的快速发展, 

分离和处理单个细胞变得越来越容易, 从口吸管的

使用到全自动化的微流体系统分离单个细胞, 大大

缩短了获取细胞的时间, 提高了工作效率。但是, 使
用早期口吸管等人工操作的方式能够尽可能多的利

用细胞材料, 而当使用微流体系统分离单个细胞时, 
细胞悬液中只有一小部分细胞能够被捕获, 因此采

用相应方法时所提供的细胞样本量必须足够多。其

次, 对于一些组织来说获取细胞悬液是非常困难的, 
而细胞悬液或组织的储存也是具有挑战性的。最近

有研究已经提出了从组织(包括冰冻组织和固定组

织)中提取细胞核, 并对单个细胞核进行测序以简化

细胞悬液的制备。最后, 测序的成本仍然高得让人

望而却步, 因为研究涉及成千上万的细胞, 即使是在

低测序深度的情况下也会产生高昂的费用。以上因

素都限制了单细胞RNA-seq技术的普遍使用, 也是

未来需要解决的问题。

4   结语与展望
单细胞RNA-seq技术使我们对生物多样性和数

量极少的罕见细胞有了更进一步的理解, 这些都是

很难从大量的组织样本中获知的。在过去的5年里, 
单细胞RNA-seq技术对许多不同的生物学领域产生

了广泛的影响, 其应用范围包括: (1)发现新的细胞

类型和标记基因; (2)追踪细胞谱系; (3)揭示正常组

织器官或肿瘤内部的异质性。随着人们对单细胞测

序技术应用需求的不断提高, 最近该领域不断涌现

出新的研究进展, Shendure等[38]开发了一种可以同

时分析数千个单细胞中表观基因组和转录组的新方

法, 这种联合分析方法名为“sci-CAR”。“sci”代表单

细胞组合标记(single-cell combinatorial indexing)技术

是一种研究大量单细胞的方法, 该技术有效地将sci-
ATAC-seq和sci-RNA-seq组合, 将RNA测序与染色质

可及性相结合, 帮助揭示某些遗传机制的关联及调控

机制, 从而更全面地了解各种细胞类型及功能。

最后, 虽然单细胞RNA-seq技术的应用仍然相

对较新, 但它已经对生物学许多领域产生了巨大的

影响, 极大地推进了我们对人类疾病的基本理解。

随着单细胞RNA-seq相关方法变得更加精炼、更高

通量、更廉价, 未来几年该技术将在基础研究和临

床实验中得到更广泛的使用。
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