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Abstract
Single-cell sequencing (SCS) is a second-generation sequencing method designed to analyze differences in genetic and protein 
information between cells, obtain genetic information about microorganisms that are difficult to culture at the single-cell level, and 
better understand their specific roles in the microenvironment. By sequencing the whole genome, transcriptome and epigenome 
of individual cells, the complex heterogeneous mechanisms involved in the occurrence and progression of diseases can be 
revealed, further improving the diagnosis of diseases, prognostic prediction and monitoring of the effects of drug therapy. This 
review introduces the principle of single cell sequencing and its application in biomedical research, and looks forward to its future 
development prospects. 

Keywords
single cell sequencing; genome; transcriptome; principle; application

单细胞测序技术原理及其在生物医学研究中的应用
王娇 1   李伟 2*

1. 兰州大学第二医院，中国·甘肃 兰州 730000
2. 甘肃中医药大学，中国·甘肃 兰州 730000

摘　要

单细胞测序（SCS）是第二代测序方法，主要用于分析细胞间遗传和蛋白质信息的差异，获取单细胞水平难以培养的微生
物的遗传信息，并更好地了解它们在微环境中的具体作用。通过对单个细胞的全基因组、转录组和表观基因组测序，可以
揭示参与疾病发生和发展的复杂的异质机制，进一步提高疾病的诊断、预后预测和药物治疗效果的监测。这篇综述介绍了
单细胞测序技术的原理及其在生物医学研究中的应用，并展望了未来的发展前景。
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1 简介

1977 年，弗雷德里克·桑格发明了桑格测序，因此耗

时 13 年、耗资 30 亿美元完成的“人类基因组计划”基本上

在 2003 年完成了整个人类基因组的测序 [1]。在我们生命的

起点，一个单细胞受精卵在我们体内发育成 37.2 万亿个细

胞，22 种组织，但是还存在更多的细胞亚型和细胞状态 [2]。

为了获取高分辨率的细胞类型、数量、位置、关系和分子表

达信息，准确描述、定义健康和疾病的细胞组成及状态，一

项具有时代意义的研究——人类细胞图谱（human cellatlas, 

HCA）计划被提出 [3]。2009 年开发了第一个单细胞测学技

术（single-cell sequencing，SCS）[4]，克服了传统测序的这

些缺点。从此，基于全方位、多层次以及高通量的单细胞测

序技术应运而生。近年来，单细胞组学测序技术已经解决了

许多问题，并给干细胞领域带来了革命性的变化。单细胞测

序技术不仅能更加精确地测量细胞内的基因表达水平，而且

能检测到罕见非编码 RNA 和微量基因表达子 [5]。

2 单细胞测序技术概述 

单细胞测序技术主要涉及以下四个步骤：单细胞分离、

核酸扩增、高通量测序和数据分析，其中单细胞分离和核酸

扩增是核心技术。 

2.1 单细胞分离
单细胞测序的第一步是从组织样本中分离单个细

胞，以获得合格的单细胞悬液。用于单细胞分离的技术
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方法很多，包括连续稀释、微操作、荧光激活细胞分选

（fluorescence-activated	cell	sorting，FACS）、免疫磁分离

（IMS）、激光捕获显微切割（laser capture microdissection, 

LCM）和微流控平台（microfluidics）[6]。这些方法各有优

缺点，前市场上较成熟的商业单细胞测序分离方法主要有

10X Genomis 公司的 Chromium（液滴法）及 BD 公司的

Rhapsody（微孔法），都是集细胞分选、细胞溶解、标记建

库于一体的方法 [7]。

2.2 核酸扩增
与传统技术从细胞群体中提取的核酸不同，单个

细 胞 中 DNA 或 RNA 的 含 量 在 pg（ 单 位 重 量， 相 当 于

1/1×1012g）的范围内，这远远低于任何测序技术所需的量。

因此，通过全基因组扩增（WGA）和全转录组扩增（WTA），

高保真、无偏倚地扩增足够拷贝数的 DNA 或 RNA 成为单

细胞测序的关键 [8]。

2.3 高通量测序
高通量测序，又称深度测序或下一代测序，是测序技

术发展的一个里程碑，这种方法可以同时对数百万个 DNA

分子进行测序，使全面分析物种的转录本和基因组成为可

能。单细胞测序主要包括单细胞基因组测序（DNA 测序）、

转录组测序（RNA 测序）和表观遗传学测序，揭示细胞在

不同阶段的功能和特征的不同方面 [9,10]。基因组测序包括对

靶细胞的全基因组序列进行非选择性的、统一的扩增，然后

使用外显子捕获技术和高通量测序。转录组测序旨在获得特

定器官或组织在一定状态下的几乎所有转录本，特别适合于

研究胚胎发育早期高度异质性的干细胞和细胞群体。然而，

表观遗传测序可以展示基因调控的不同方面，包括 DNA 甲

基化、组蛋白修饰、染色质结合结构、调控蛋白以及染色体

空间结构和转录复合体的形成之间的相互作用 [11,12]
。

2.4 数据分析
对高通量数据的准确解释是基因测序和精准医学的核

心。单细胞测序数据分析的基本过程类似于传统的排序分

析。CSC 数据的分析主要有两种方法：一种是通过实验方

法或计算机算法对核酸文库进行标准化，以减少扩增偏差；

另一种是将密切相关的单细胞测序数据结合在一起进行分

析 [13]。混合分析可以显著提高样本的平均覆盖率。同时，

SmashCell、VELVET-SC、SPADS 等生物信息学分析软件能

够在一定程度上克服覆盖不均的问题，能够高效地完成序列

拼接和数据分析，为数据处理提供了极大的便利 [14]。

3 单细胞测序技术应用 

单细胞测序技术已应用于胚胎学、免疫学、肿瘤学和

微生物学等多个领域。近年来，单细胞测序方法甚至影响到

病原微生物检测、传染病诊断、宿主免疫反应评估和抗体筛

选等领域 [15,16]。以下部分将主要介绍单细胞测序技术在生物

医学领域的应用。 

3.1 肿瘤研究领域
单细胞测序技术能发现肿瘤组织内的肿瘤亚群，并进

行亚群之间分析探索肿瘤异质性、耐药性等，分析肿瘤形成

时间轴及演化过程，绘制肿瘤细胞图谱，完成谱系追踪 [17]。

近年来，许多研究发现了与肿瘤发生相关的新的异常基因和

细胞亚群，这些基因和细胞亚群对于使用单细胞测序技术进

行肿瘤的发展是必不可少的。2016 年，Yang 等人在 3 名膀

胱癌患者的肿瘤组织中进行了单细胞测序，在肿瘤干细胞

（CSC）群体中检测到了 6 个与肿瘤发生相关的新基因。他

们的结果还表明，ARIDIA、GPRC5A 和 MLL2 的突变增加

了非肿瘤干细胞的自我更新能力，并促进了肿瘤的发生 [18]。

2014 年，Ting 等从胰腺癌小鼠模型的 CTCs 和原发病变中

分离出单个细胞，他们的结果显示，CTCs 中干细胞相关基

因 Aldhla2 和 Igfbp5 在上皮 - 间质界面的转录浓集显著增加，

他们还发现，细胞外基质基因在人类和小鼠的 CTC 中都高

度表达，后来被证实与胰腺癌的远处转移密切相关 [19]。

3.2 免疫学领域
机体对抗原的免疫反应是相当复杂和异质性的，因此，

单细胞测序技术能揭示免疫细胞特异性和功能并研究对应

的分子机制，分析免疫细胞亚群和细胞间网络，探索免疫

系统作用机制以及差异，发现免疫细胞的潜在功能。例如，

Shalek 等人对 18 个树突状细胞进行了测序，以检测内毒素

通过针对 5’端保守区的 RNA 转录机制诱导的免疫反应 [20]。

到目前为止，单细胞测序技术已被用于鉴定稀有 T 细胞、

分析细胞黏附分子和研究固有淋巴细胞的异质性。Holt 等

人通过单细胞测序技术在人类中鉴定出罕见的 CD4+T细胞。

这些研究表明，单细胞测序技术可以揭示免疫细胞的基因表

达网络、异质性和随机性表达等遗传信息，为研究免疫性疾

病提供更多的治疗选择奠定了理论基础。

3.3 生长发育领域
在哺乳动物早期胚胎发育阶段，细胞太少，无法系统

地利用它们的特征，随着单细胞测学技术在临床研究中的应

用，可以对细胞进行分类，跟踪器官发育过程并识别发育过

程中的特异性细胞谱系标志物。单个胚胎细胞可以通过组成

分析或非监督聚类等生物信息学分析准确地分类，这表明植

入前胚胎细胞既呈现动态的转录变化，也呈现规律性的转录

变化。斯坦福大学的研究小组对一名 40 岁男子的 91 个精子

进行了测序，并通过将精子基因组序列与该男子的二倍体

细胞基因组序列进行比较，在每个精子细胞中发现了 25~36

个新的单核苷酸突变。通过分析 2- 细胞期小鼠胚胎的单细

胞转录本，揭示了对高强度光照的综合反应，包括形态变化、

长期损伤效应和细胞内损伤修复机制。这些研究结果也可能

代表着在生物体水平上理解多效性发育障碍，以及详细研究

基因和调控序列在发育中的微妙作用的重要一步。

3.4 病原微生物检测与传染性疾病
病原微生物和宿主细胞的基因组和转录组研究可以通
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过单细胞技术在单细胞水平上进行。单细胞测序可以显示未

培养微生物的代谢潜力、相互作用和进化状态，这将极大地

有助于自然界微生物新物种的鉴定，并推动人类微生物组计

划的发展。同时，这种方法很可能检测到未知病原微生物和

耐药菌株的出现，并可用于跟踪病原体的耐药性，从而更准

确、更及时地诊断传染病。单细胞基因组学方法已被广泛应

用于传染病研究领域，用于研究单个细胞的病毒感染动力

学、病原体的耐药性和传播痕迹等现象，或检查靶或非靶病

原体基因组的回收和鉴定未知病原菌。Combe 等人通过对

90 个水泡性口炎病毒感染的单个细胞的 881 个病毒点进行

测序，发现在单个感染单位中确实存在病毒基因组的多个遗

传差异。最近，应用包括病毒的单细胞 RNA 测序方法，对

6 名登革热患者和 4 名健康对照患者病程早期的数千个单个

外周血单核细胞的转录本进行了分析，并对携带病毒 RNA

的不同白细胞亚型进行了表征，这可能从多方面阐明人类自

然登革热感染与任何组织和病毒感染的关系，并提出预测严

重登革热的候选生物标记物。可见，单细胞测序技术有助于

阐明病原微生物与宿主之间的相互作用机制，在未来，将极

大地促进传染病的预防和控制。

4 总结和展望 

在完成人类基因组计划后，科学家们提出了一项人类

细胞图谱计划，旨在完成人体 37 万亿个细胞的绘制。单细

胞测序技术可以准确地研究单个细胞，将是这一项目的重要

推动力。单细胞测序技术绘制的细胞图谱有助于人们区分不

同的细胞类型，并了解细胞之间的关系。人们可以在单细胞

水平上进一步了解生理过程和病理机制，以寻找新的诊断标

志物或新的治疗靶点，这将为提高该病的诊断和治疗水平提

供实践依据。此外，空间分辨转录组学技术将能够表征组织

中细胞的空间组织，这可能会彻底改变组织功能和疾病病理

学的研究。通过单细胞测序技术可以实现个性化诊疗，及时

监测和评估精准医学，加强传染病防控，将在医疗卫生领域

取得更加丰硕的成果，并将成为帮助人类治疗疾病和探索生

命科学不可或缺的技术。 
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