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单细胞基因组学分析的技术前沿 
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耶鲁大学医学院遗传系, 美国康耐狄克州纽黑文市 CT 06520-8005 

摘要: 基因组学已经深刻地改变了生命科学的诸多领域的面貌。目前它的主要内容是新的全基因组碱基序列的

测定和在全基因组范围内鉴定那些在不同水平上影响生命活动的基因群的功能和相互作用。为达此要求, 近年

出现的第二代测序(深度测序)技术和基因芯片技术发挥了关键作用, 但是两者都需要足够的高质量的核酸样

品。所以, 在只有或只能用单细胞或极少量细胞的情况下, 如果没有特殊手段, 上述分析往往不能常规、方便

地进行。文章以 DNA 扩增为主线, 综合阐述了目前在单细胞(特别是微生物)全基因组测序和大基因组的靶向重

测序, 以及对单细胞或微量细胞进行的基于深度测序或芯片杂交的功能基因组分析, 如转录组、ChIP 和 DNA

的 CpG 甲基化分析等的最新策略和技术, 评价了单细胞基因组测序和功能基因组学各技术的特点并对发展前

景进行了展望。 
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Technological advances in single-cell genomic analyses 

PAN Xing-Hua, ZHU Hai-Ying, MARJANI Sadie L. 
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Abstract: The technological progress of the genomics has transformed life science research. The main objectives of ge-

nomics are sequencing of new genomes and genome-wide identification of the function and the interaction of genes and 

their products. The recently developed second generation or next generation sequencing platforms and DNA microarray 

technology are immensely important and powerful tools for functional genomic analyses. However, their application is lim-

ited by the requirement of sufficient amounts of high quality nucleic acid samples. Therefore, when only a single cell or a 

very small number of cells are available or are preferred, the whole genomic sequencing or functional genomic objectives 

cannot be achieved conventionally and require a robust amplification method. This review highlights DNA amplification 

technologies and summarizes the strategies currently utilized for whole genome sequencing of a single cell, with specific 

focus on studies investigating microorganisms; An outline for targeted re-sequencing enabling the analysis of larger ge-

nomes is also provided. Furthermore, the review presents the emerging functional genomic applications using 

next-generation sequencing or microarray analysis to examine genome-wide transcriptional profile, chromatin modification 

and other types of protein-DNA binding profile, and CpG methylation mapping in a single cell or a very low quantity of 

cells. The nature of these technologies and their prospects are also addressed. 

Keywords: single-cell sequencing; next generation sequencing; functional genomics; transcriptome profiling; chromatin 
immunoprecipitation; CpG methylation mapping 
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单细胞基因组学包括单细胞全基因组测序和以

单细胞和微量细胞为材料的全基因组范围内的基因

功能研究, 体现了中华智慧中的“见微知著”和“质

重于量”的思想精髓, 近年来取得了巨大的进展, 涓

涓溪水正在汇成浩浩巨流 , 进入基因组学的海洋 , 

成为目前基因组学研究甚至生命科学研究的一个重

要发展方向。 

1  基因组学当前研究的主要内容和最新技术 

迄今, 从结构基因组学来讲, 包括人类在内的

数千种生物的以全基因组测序为目标的基因组结构

初步分析已经完成; 但是, 尚有成千上万与人类生

活和健康息息相关的动植物及微生物等低等生物有

待研究。其中在医学和经济上有重要意义的一大类

重要生物——微生物基因组测序是目前本领域的研

究热点之一。另外 ,  DNA 序列的多态性(主要是

SNP 和 CNV) 和突变(如癌症)不仅构成了个体生理

差异的内在原因 , 还是决定多数人类疾病发生的 

根本因素; 既是对基因组结构研究的深化, 又有重

要的功能意义。 

功能基因组学以结构基因组学所取得的静态碱

基序列信息为基础, 在全基因组水平上, 高通量大

规模的动态分析多种基因的表达及其调节, 基因及

其表达产物之间的相互作用, 以及在不同层次、静

态和动态相结合及主动干预下基因作用对生物功能

的影响[1, 2]。研究发现蛋白质有相互修饰(乙酰化、

磷酸化、甲基化等)、结合并可调节相关基因表达和

蛋白质的功能 [3, 4]; 生物体内占基因组主要信息的

大量种类的RNA(如microRNA等非编码RNA)也参

加复杂的基因调控[5, 6]; DNA的表观修饰(如DNA甲

基化)不改变DNA序列但在分化、发育和疾病中也起

着重要作用[7, 8]。这些发现和研究大大丰富了功能基

因组学的内容。其中, 以RNA和DNA为目标的研究

(包括一些DNA、RNA与蛋白质相互作用的研究)是目

前功能基因组学的主要内容, 具体包括mRNA表达

谱、非编码RNA表达谱、DNA甲基化谱、组蛋白甲

基化修饰谱、染色质免疫共沉淀(ChIP, 分析与 蛋白

因子结合的DNA序列) 等[1, 9, 10]。其中, DNA甲基化

谱、组蛋白甲基化谱(反映染色质结构) 和DNA酶高

敏位点谱等是表观基因组学(epigenomics)的任务, 因

为这里修饰属于表观修饰, 具有可调节性, 并不改

变DNA序列本身 , 但可在细胞复制后忠实保持
[11~14]。生命过程常涉及多种基因和多种调控机制的

参与 , 而且受环境因素的影响。这些机制之间往往

互相关联 , 共同调节特定生命过程 , 综合分析各

种机制可构成一个整合的全基因组水平的分子图

像。通过实验技术如大规模人工突变、基因打  靶、

RNA干扰(RNAi)等来主动干预生物功能, 在  系统

地鉴定相关基因和其功能方面也发挥着积极作用[15, 

16]。 

在基因组学领域, 技术革命往往是科学进步的

先声。基因芯片风靡一时, 其最根本的优点在于同

时检测大量基因的相对量 ,高通量地在全基因组水

平上系统研究参与有关作用的几乎全部基因, 而不

是之前的一次只研究一个或少数几个基因。当然 , 

这类研究已从早期的基因表达谱发展到 SNP 谱、

CNV 谱, 并应用到功能基因组分析的各个方面。近

年来新发展起来的集群平行焦磷酸测序(Massively 

parallel pyrosequencing), 又称深度测序  (Deep- 

sequencing)或第二代测序技术 (相对于经典的桑格

(Sanger)测序 ), 主要有 Illumina/Solexa、Roche/454 

FLX和ABI/SOLiD平台[9, 17, 18]。这 3个平台各有优点, 

Solexa测序性价比最高, 454 的测序片段比较长, 而

SOLID据称测序的准确度高(但不少人认为其并无

特殊)。它们共同的原理是: (1)每个位点以单分子原

DNA模板合成新DNA同时测序(sequencing by syn-

thesis), 在此过程中添加不同种dNTP会释放出不同

的荧光; (2)巨大数量位点上各DNA短片段测序以阵

列方式同时平行进行。这样, 测定的每种分子序列

的频率定量地反应其在原DNA库中的频率, 同时测

出的序列准确、定性地反应其在原DNA库中的序列, 

如果有背景信号造成序列不符很容易在结果中滤

除。深度测序不仅在数量上更上一层楼, 并有质的

飞跃, 因为它可以提供更大量的数据(目前每个样品

一次测序可以获得一千万个以上独立的序列数据), 

提供精确可靠的具体序列的拷贝数(而基因芯片只

提供相对信号量), 能检测更大的动态范围, 能更全

面覆盖样品中的DNA信息, 而且不依赖与已知DNA

序列从而便于发现新序列, 但也对分析样品提出了

更高的质量要求, 特别是分析样品中不能有过多非

特异DNA[19]。深度测序技术不仅在新基因组测序 , 

而且在功能基因组学研究领域也发挥着重要作用 , 
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正成为功能基因组学研究的主流技术[20]。 

一般深度测序(或基因芯片杂交)需要的DNA往

往较多 , 事实上在测序之前有一个扩增建库过程 , 

斯坦福大学Quake研究组利用其发明的Helicos 单分

子测序技术用较少的DNA快速测定了人类个体的全

基因组序列, 无需克隆或扩增, 获取到了高质量的

数据和许多重要发现[21]; 该技术也显示mRNA库良

好的直接测序结果[22]; 该技术的的一个最新结果是, 

结合流程池捕获(flow-cell capture)和原位反转录技

术, 只用少至 250 至 16 000 个小鼠或人体细胞, 成

功深度测定了mRNA库的序列[23]。总之这项技术开

创了一个新的方向, 但与其说是“单分子测序”不如

说是“直接测序”更能准确反应其特点, 应用于单细

胞并不容易, 到目前为止我们尚未见到相关报道。

不久前 , 原 454 公司的创始人、美国工程院院士

Jonathan Rothberg又创立了一个基于全新概念的公

司——Ion Torrent, 其关键技术已经基本建立, 还有

数个其他公司同时在作各自独特的创新工    作 , 

预期不久将可提供更快捷、更方便的新一代测序系

统。 

2  基因组学分析所面临的细胞材料的量和

质的问题 

在结构基因组方面, 从海洋、泥土、温泉及其

他恶劣自然环境下甚至人体外通腔道(如口腔、呼吸

道、食道、肠道和生殖道等)可能分离出大量种类的

微生物(泛指细菌、真菌、病毒等各种微生物)。其中

一些微生物对人类疾病或医药制造甚至工业经济有

重要的作用。例如, 有嗜油菌可用于清理石油污染; 

从特定微生物分离出来的某些生物酶由于功能独特, 

在生物医学上意义重大 , 常常被专利保护 , 一

(微)“克”千金; 人体内的正常和病理微生物谱可为

保健和医疗提供依据。新的和更全面的基因组序列

的完整信息 , 为后续更深入的研究提供坚实的基 

础[24, 25]。自然界大约有 5×1030的微生物, 而寄生在

人体的微生物数是人体自身细胞总数的十倍以上

(构成“人体微生物组”), 与人类健康息息相关[26]。这

是一个非常广阔的领域, 有极大的生物、医学和经

济价值。但微生物种类千差万别, 对这些混合材料

的深度测序将会得到大量纷繁芜杂的序列, 称为宏

基因组(metagenome), 只能获得最优势生长的微生

物的信息, 但无法获得一个完整的单一微生物基因

组序列, 不能提供足够的有用信息[27, 28]。但是绝大

多数或 99%的微生物目前并不能在实验室培养生长, 

达不到全基因组测序所需要的DNA质量[29]。单个微

生物细胞肯定无疑是绝对“纯”的单一种类的微生物, 

所以, 单细胞测序大有作为[30]。 

功能基因组学分析也如此[31], 由于需要同时系

统地分析一个完整基因组内的遗传全景图和表观遗

传全景图(profile), 因而往往需要大量的样品才能完

成。不仅细胞数量要求超多成为很多实验的一个经

济上的瓶颈, 而且在一些复杂的情况下, 我们只能

获得极其有限数量的细胞, 或者只有用单个细胞或

极其有限数目的细胞才能获得理想的结果, 因为每

个组织都是由多种细胞组成, 而每种细胞的数量都

非常有限。例如, 我们可能需要了解某种大脑某一

核团的或外周神经节内的特定神经元的RNA表达或

DNA甲基化调节, 但是神经组织是非常异质的, 有

多种细胞混杂 , 很难找到两个完全相同的神经元 , 

更不可能得到大量(数以百万计)的绝对“纯种”的细

胞, 分别分析一系列单个神经元可以找出他们的共

性和个性, 而混合分析可能相互抵消了他们各自的

特质[2]。目前有最新建立的独特技术正好可以在模

式生物上逐个活体鉴定和分离完整单个特定的神经

元胞体[32]。又如, 众所周知胚胎或干细胞或iPS细胞

的早期分化、癌症组织和多种免疫细胞也是非常异

质性的。单细胞(包括微量细胞)应用于此类研究将更

好地揭示它们的发生发展过程和规律, 从而最终有

助于人类疾病的认识、预防、诊断和治疗[33, 34]。总

之, 单细胞功能基因组学分析技术以少见多、独辟

蹊径, 正在开创一片新的天地。 

3  微生物的单细胞全基因组测序和大基因

组的靶序列捕获重测序 

临渊羡鱼不如退而结网。事实上, 科学家早就

开始探索在单个细胞水平进行全基因组测序分析的

可行技术并成就斐然[24, 30, 35~38]。前提在于, 每个人

体体细胞大约含有 6 到 7 皮克(1 皮克=1012克)基因

组DNA, 10 到 30 皮克总RNA或大约 1 皮克的信使

RNA(mRNA); 一个细菌基因组只有飞克数量级  
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(1 飞克 =1015 克)的基因组DNA。而基因芯片和深

度测序一般需要微克级(1 微克 = 106克)的DNA。

目标和现实之间有至少百万数量级(106)倍数的差距, 

故核酸扩增是一个必不可少的步骤。PCR在现代分

子生物学的发展中功勋卓著, 自然成为人们的首选, 

并改进建立了一批以PCR为基础的全基因组DNA扩

增(WGA)方法, 如简并引物(DOP)-PCR、引物延伸预

扩增(PPE)-PCR、接头连接-PCR等, 特别是Sigma公

司的GenomePlex PCR试剂盒被认为较为可靠。但是, 

进一步研究发现, 对不同的序列来说, PCR扩增的效

率存在相当大的偏差 : 如富含CG的DNA序列和相

应基因座位的非随机丢失, 等位基因的非随机丢失, 

以及与DNA片段大小相关的偏差(倾向于扩增更多

短片段), 尤其是在应用于单细胞时, 大量短片段导

致片段间序列丢失, 从而使其应用受限。笔者曾参

与 Roger Lasken(现 J. Craig Venter Institute)领导的

研究组, 优化建立了MDA(多重置换扩增)第一代试

剂盒[39]。MDA是目前公认的最好的单细胞基因组扩

增技术, 该技术应用耶鲁大学专利化的Phi29 DNA

聚合酶。该酶具有多重置换的特性, 在反应中, 后一

引物的延伸能超越其前面已经结合的DNA而不受其

阻挡; 具有超强的模板DNA结合能力, 能连续合成 

10 kb到 50 kb长的产物, 最大可达 100 kb; 同时具有

3'-5'外切酶活性和自我修复错误的能力, 从而具有

高保真性(其错误率仅为一般Taq DNA聚合酶的百分

之一)。该技术还能在恒温条件下进行扩增, 其扩增

倍数可达百万倍, 单个扩增反应即可满足目前大多

常规分子生物学需要, 包括全基因组测序。 

由于MDA的优点, 该技术得到了广泛的应用。

例如 , 在DNA样品量极有限的条件下用于SNP分

析、STS分析、CNV分析, 古代人类样品(如尼安德

特人H. Neanderthalensis)DNA测序等 , 直接从口腔

脱落细胞、法医血斑、固定的组织玻片扩增DNA等

和大量单个微生物的全基因组测序等都获得了成  

功[36, 40]。虽然单个微生物DNA一次扩增并测序会有

遗漏(一般覆盖面只有 60%~70%), 超深度的测序及

数次重复不同细胞的扩增和测序往往能达到比较全

面的覆盖。但是, MDA技术的原始试剂盒在应用中

暴露出一些明显缺点 , 特别是显著的非特异扩增 , 

往往空白对照样品也总是“无中生有”地产生大量的

DNA, 另外就是仍然存在序列偏差。为克服这些缺

陷, 哈佛大学斯、坦福大学等科学家相继提出多种

改进版本[41], 如: 采用不同特异修饰的引物来抑制

引物自源性产物, 采用极微量的反应体积(60 纳升)

或用较短的反应时间, 虽有改进但由于操作不便或

不易重复而未解决全部问题。针对这样的挑战, Pan

等 [41]近来在MDA理论基础上首次在反应中引入一

种特殊的海藻糖, 并结合实时监测建立的全库扩增

(Whole pool amplification, WPA)技术和其他优化策

略, 不仅消除了非特异扩增, 而且显著改善了序列

偏差, 成为一种高特异、高灵敏度的WGA技术。该

方法能有效扩增人类单细胞基因组DNA; 扩增产物

能检出小于 1 kb的CNV; 即使低到十分之一飞克

(1016gram)的DNA也能显著扩增而无明显非特异产

物出现。本技术公布后, 反响热烈。 

迄今, 只有 1 000 种左右的微生物基因组获得

了测序 , 主要包括大多数能在实验室培养的微生

物。与微生物种类的总数 5×1030相比, 无疑单细胞

基因组测序具有广泛的应用前景。但是, 科学可以

鼓励我们一斑窥豹、一叶知秋, 但并不允许我们拘

泥于一孔之见、以偏概全。虽然结合细胞分选(FACS)

可能部分地解决样品微生物的分离和同种微生物的

收集问题 [42], 但由于测序样品的异质性, 即使是同

一种微生物可能也有个体之间的变异, 所以若干的

不同微生物个体的测序和结果的综合分析往往是不

可缺少的。不经培养直接分离单一微生物并扩增测

序的策略不仅可以获得某一个微生物的基因组序列

的全貌, 研究大量单个细胞也可获得特定微生物种

群的全貌。而人工培养会造成具生长优势的少数微

生物种类的人为正挑选, 同时遗漏了其他更大量的

劣势生长的微生物种类。事实上, 大多数微生物在

目前条件下无法在实验室生长。近年来, 宏基因组

学方法 [27, 28]能直接解析不经培养或分离的天然(野

生)微生物群的基因组, 避免了人工培养的缺点。但

是, 宏基因组学方法很少机会得到数量上天然弱势

菌种的完整基因组信息, 大量单细胞深度测序可弥

补这一缺点。最近, 宏基因组学方法的鸟枪法旨在

深度测序野生菌群复杂样品的特定靶基因, 往往从

16S rRNA基因入手(生物细胞内含量最丰富, 基因

拷贝数最多, 进化稳定但又具有物种特异性的RNA



 

第 1期 潘星华等: 单细胞基因组学分析的技术前沿 21 

 

 

基因), 可同步鉴定多种微生物的相对数量[26, 43], 虽

然有只测定个别基因及优先检出少量优势菌种的缺

点 , 但相对来讲 , 其菌种覆盖面广 , 与单细胞测序

在一定程度上相互补充。 

对于人类或其他高等真核生物的超大型基因组, 

目前尽管有少数顶尖实验室进行较多的个体基因组

的全测序, 但大多数实验室尚不能常规进行, 在单

细胞水平的全测序尚未见报道。在研究领域, 通常

应用靶序列捕获(Target capture)并测序的策略, 把测

序局限在一个很小的易于操作的序列范围, 如外显

子组(Exome )捕获测序则分离和测定占大约 5%基因

组的全部外显子(编码)序列。因为这种测序并不是该

物种基因组的首次测序, 故称为靶向重测序(Targeted 

resequencing)[9], 为此采用芯片捕获、分子倒置探针

(Molecular inversion probes)或暴雨(Rainstorm)PCR

等方案分离富集预先要得到的靶序列[44]。但对于连

锁分析或关联分析所需的大样本来说分析效率仍十

分低下, 所以在技术上非常有改进的空间。另外, 在

DNA研究或诊断等方面需要分析极少量的细胞甚至

单个细胞来获得全基因组范围内的SNP和CNV等多

态或突变信息, MDA结合芯片或测序分析也大有用

武之地[45, 46]。单个细胞基因组扩增和靶序列捕获技

术的结合应该有独特的价值。 

4  单细胞和微量细胞的功能基因组学研究

组学研究在样品处理的过程中由于涉

及许

因组

技术 

功能基因

多个连续的步骤 , 需要酶或 /和抗体的参与 , 

DNA 或 RNA 多有损伤或丢失, 最后往往需要高度

特异地富集特定相关的 DNA, 而且 DNA 的分析无

论以基因芯片还是深度测序都需要较大量的高质量

的 DNA, 所以这类试验往往需要非常大量的细胞, 

成为该类研究的一个瓶颈。另外一方面, 如上所述, 

如果允许以单个细胞或微量细胞进行整个全基因组

范围的分析, 不仅取材更经济, 更重要的是细胞可

能达到真正的“纯种”从而结果更精确也更可靠。 

由于涉及不同性质和特点的核酸元件, 结构基

学和功能基因组学分析所用的扩增技术并不完

全相同[9, 47]。转录谱的分析在现代生物学中应用非常

广泛, 分析平台可根据需要选择定量PCR(qPCR)、 

基因芯片和最新的深度测序技术等, 可作为功能基

因组学分析的一个范例。芯片分析和深度测序一般

从 20微克总RNA或 1~2微克mRNA开始, 也有好的

操作程序优化到其十分之一[19, 48]。由于样品往往不

足或者有部分降解而RNA研究又非常重要, 激起几

代科学家为转录组的扩增而殚精竭虑, 迄今成就斐

然[49~51], 仅仅方法学方面的论文就有很多篇已发表

在Nature、Science等杂志上, 迄今从事有关试剂生产

的国际知名生物公司有十数家。尽管试剂盒众多 , 

但归纳起来 ,  现今转录组扩增方法主要有两大类 : 

以PCR技术为基础的指数扩增方法和以体外转录为

基础的线性扩增方法, 但前者具有PCR本身的缺点

但效率高, 后者(称为Eberwine方法)扩增效率较低, 

操作较复杂但忠实性高。虽然有几种试剂盒都宣称

可以扩增少到单个细胞的mRNA转录组, 但实际应

用中并不多见单个细胞的研究报道。而且由于深度

测序对样品的要求高于基因芯片分析, 后者又高于

q P CR,  即使相当数量细胞 (而不是单个细胞 )的

mRNA扩增的质量也不易在深度测序平台上分析。

目前, 虽然不断有新方法提出(如Nugen公司建立的

以Ribo-SPIA技术为基础的等温线性扩增最近较引

人注目), 上述两大类方法仍然是mRNA扩增的主力

军。目前, 最新比较成功的一个尝试是由剑桥大学

和Applied Biosystems公司建立的一种转录组扩增暨

后续深度测序(mRNA-seq)方案, 它以PCR为基础扩

增单个细胞的mRNA转录组 [52]。但是, 正如论文作

者承认 ,  该方法不能扩增较长 m R N A全长  

(一般不超过 3 kb)故不能完全检出这类基因(占 36%)

不同剪切异构体的变化; 同时该方法扩增产物也不

能保留原转录子的方向信息。microRNA由于极短

(只有 17 到 25 个碱基), 不便操作, 也不能用常规

mRNA转录方法转化为DNA。好在microRNA数量有

限, 只有几百个, 有不同研究者建立的多种方法对

单个microRNA分子或微量细胞多个microRNA作扩

增和分析。Applied Biosystems公司研究小组也建立

了同时进行 220 个微RNA扩增的方法, 成功对单个

胚胎干细胞的微RNA进行扩增 , 并用qPCR检测最

后结果[53]。 
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染色质免疫共沉淀(ChIP)主要是通过研究转录

因子的结合序列进而研究基因调节谱; 组蛋白甲基

化谱(组蛋白修饰)研究主要也是用ChIP方法, 两者

都是相关蛋白质和DNA的相互作用, 一般都需要大

量细胞作材料, 单细胞水平的研究方法尚不能实现

或接近实现。事实上, 通常ChIP芯片或测序至少需

要数千万个(107 至 108)细胞才能进行, 减少ChIP所

需细胞数量可以大大减少工作量, 同时由于可以分

析少量但更“纯”的细胞材料也使研究更深入, 方法

上也取得了重要进展。早期曾尝试的接头连接-PCR

方案被发现序列偏差较大。加州大学(UC Davis)的

Farnham研究组较早从事这方面研究 [54], 达到仅用

10 000个或更少细胞进行ChIP启动子芯片分析和有

限基因的qPCR分析。奥斯陆大学Collas研究组用

Sigma公司的WGA4全基因组PCR扩增方法, 结合相

应的操作程序优化, 能够从 1 000 个细胞进行ChIP

处理和芯片分析(ChIP-chip), 也可进行 100 个细胞

的ChIP及其有限相关基因的qPCR分析[55]。基于深度

测序的优点 , 最近 , 哈佛大学Bernstein研   究小组

采用与上述类似但改进的PCR扩增技术, 从 10 000

个细胞开始经过ChIP获得 10 到 50 皮克DNA, 扩增

后成功进行了测序分析(ChIP-seq)并以此研   究了

血系细胞前体的发育程序 [56], 这是目前的最好水

平。  

CpG岛是指基因组序列中广泛分布的富含CpG

双碱基的DNA序列, 一般长度在几百到几千碱基对, 

主要分布于基因的近 5末端调控区。全基因组范围

内的DNA CpG甲基化状态构成甲基化组(DNA me-

thylome)[57]。多数基因的启动子被包含在CpG岛中, 

其超(高)甲基化或去(低)甲基化调节着基因的表达

而又不改变基因序列结构。最近甚至有人利用那些

甲基化程度变化显著的DNA甲基化位点作多态标记

进行GWAS分析。DNA CpG甲基化检测方法主要有

3 类[8, 58, 59]: 用甲基化“CpG”结合蛋白或抗体(DNA

免疫沉淀)富集超甲基化(或去甲基化)序列的方法 ; 

用甲基化敏感的限制内切酶特异剪切去甲基化位点

(如HpaII)或超甲基化位点(如McrBC)的方法; 用重

亚酸盐转化DNA非甲基化“C”的方法。重亚酸盐转化

DNA法与全库深度测序相结合, 如果能实现全基因

组单碱基水平分辨率的检测, 将代表CpG甲基化作

图的终极方向, 但该方法在加工DNA时, DNA遭到

极大破坏, 所需起始细胞数目很大。总之, 作为重要

的表观遗传学指标CpG甲基化检测问题, 一般需要

微克数量级甚至 100 微克DNA。虽然有CpG甲基化

分析试剂盒声称可以用操作纳克级的DNA, 但未见

基因组水平的实际研究报道。当细胞数量较多时 , 

PCR方法和MDA方法用来扩增DNA以达到可以在

基因组规模上检测的水平。单细胞全基因组水平的

DNA CpG 甲基化分析一直是人们梦寐以求的目标。 

核酸的扩增需要高效率、高灵敏、高特异、忠

实而无偏差的扩增而且要求易于规范操作。我们研

究小

一叶障

目而

的样品 (终极目标是单细胞 )获得全  

, 和更高效率的经济实用的深度

测序

组在建立 WPA 技术的基础上, 根据 RNA 和

CpG 甲基化分析规程的特点, 进一步建立了在微量

细胞(一般数个至数百个)甚至单细胞水平上进行全

局(全基因组或转录组)功能基因组分析的若干技术, 

特别是单细胞全库全长 mRNA 扩增(例如, 长至 15 

kb 的 mRNA 可以完整扩增)技术和单细胞或微量细

胞 CpG 甲基化作图技术, 以解决上述有关问题, 可

选用基因芯片或深度测序平台来分析, 获得了初步

成功, 正在神经元、干细胞等样品上测试并完善, 期

望在后基因组学的时代浪潮中推波助澜。 

类似于单细胞基因组测序, 在单细胞和微量数

目细胞的功能基因组学研究上, 我们也不能

不见泰山。由于不同细胞个体, 即使是由克隆

培养的细胞群体, 可能具有细胞之间的内在功能多

态性, 加上实验误差, 采用平行样品的重复实验自

然也是必不可少的。 

5  展  望 

从最小量

基因组的最大信息

是目前基因组学迫切需要解决的两大技术问  

题[20, 60]。基因组学的发展随着基因重组和克隆、桑

格测序、PCR、基因芯片、深度测序等技术而后浪

催前浪, 波澜壮阔。我们相信, 单细胞基因组学研究

技术不仅将在生命科学研究的大海风生水起, 一展

身手, 使研究和检测更深入更细致, 从而带动基础

科学新的发现, 也将给人类对抗疾病、保障健康和

提高生命寿命和质量带来很多新的机会。 
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