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单细胞表观遗传测序技术最新进展
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　　［摘要］　单细胞测序技术是目前解码组织、器官、细胞、分子异质性的重要
热门工具，其主要基于二代测序技术，根据其检测对象可分为单细胞基因组学测

序技术、单细胞表观组学测序技术、单细胞转录组学测序技术，以及可同时解析多

个组学的单细胞多组学测序技术。表观遗传学是连接基因组学和细胞表型的重要调控环节，其可通过

染色质的可及性、ＤＮＡ和组蛋白的修饰、核小体的排列、染色质的三维构象等发挥转录调控等作用。目前，
已开发了多种检测不同表观层面的单细胞测序新技术，绘制了多种组织、器官、细胞的多个表观层面异质

性的图谱，初步阐述了细胞转录异质性的表观决定机制。未来的新技术和新算法，以及单细胞测序技术在

生命科学和医学疾病中的应用，将有望深度解码组织、器官、细胞、分子的异质性以及异质性的调控机制。
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　　继人类基因组计划之后，新一轮生命医学的大科
学研究计划（如人类细胞图谱计划、灵长类细胞解码

计划等）聚焦在组织、器官、细胞和分子层面的精细解

码，旨在进一步破译生命奥秘。人类细胞图谱等计划

的快速推进，得益于单细胞测序技术的快速发展和广

泛应用。单细胞转录组测序助力解码细胞表型，而单

细胞表观组学测序技术则有助于进一步在表观遗传学

层面解码细胞的异质性，以及在分子水平解析表观遗

传学的精细调控机制，从而达到分子解码的目的。本

文将主要介绍单细胞表观测序技术的进展。

１　单细胞测序技术的发展历程

　　所谓的单细胞测序技术，其本质是将单个细胞的
全部或者经过处理的核酸分子（ＤＮＡ和／或 ＲＮＡ）通
过测序方法测序（一代测序、二代测序、三代测序），进

而利用生物信息学和统计学对其进行描述和分析。单

细胞测序的发展基于测序技术发展而来。第一代测序

技术，即Ｓａｎｇｅｒ测序法，是１９７７年由 ＦｒｅｄｅｒｉｃｋＳａｎｇｅｒ
及其同事开发，通过对单一核酸分子逐个碱基标定进

而达到测序目的。利用 Ｓａｎｇｅｒ测序法，人类基因组计
划于２００３年得以完成，初步绘制了人类基因组序列的
草图，为生命解码奠定了坚实基础。为了进一步提高

测序通量和测序速度，２０００年开发了二代测序技术
（高通量并行测序）。二代测序技术的成熟发展和广

泛应用，使得测序费用按照摩尔定律不断下降，并且起

始ＤＮＡ、ＲＮＡ量的需求不断降低（从 μｇ至 ｐｇ水平）。
第１个在单细胞中进行二代测序的尝试，是 ２００９年
ＴＡＮＧ等［１］利用小鼠胚胎细胞绘制了单细胞水平的转

录组变化，并在此基础上发展出了 ＳＭＡＲＴｓｅｑ２、Ｄｒｏｐ
ｓｅｑ、Ｍｉｃｒｏｗｅｌｌｓｅｑ、ＳＰＬｉＴｓｅｑ以及目前广泛商业化应
用的１０×Ｇｅｎｏｍｉｃｓ等单细胞转录组测序技术［２］。在单

细胞基因组测序方向，２０１２年，谢晓亮团队开发出了
单细胞全基因组均匀扩增的新方法———多重退火循环

扩增法（ＭＡＬＢＡＣ），奠定和促进了单细胞水平基因组
学的发展［３］。而在单细胞表观遗传学测序方向，２０１５年，
有研究报道了检测单细胞水平染色质可及性、组蛋白

修饰等的 ｓｃＤＮａｓｅｓｅｑ、ｓｃＡＴＡＣｓｅｑ、ｓｃＣｈＩＰｓｅｑ等技
术［４－６］。近年来，单细胞表观组学的新方法又不断开

发，解决了 ｓｃＤＮａｓｅｓｅｑ等技术细胞通量低的问题，以
及联合多个组学的多组学单细胞测序技术（图１）。这
些单细胞技术的不断开发和应用，为细胞解码等大科

学计划铺平了道路。

２　表观遗传学助力细胞解码

　　细胞的异质性很大程度取决于表观遗传学的异质
性。基因的转录表达取决于基因所处的染色质状态，

如转录因子的结合、顺式作用元件（增强子、启动子

等）的暴露，以及三维构象、组蛋白修饰对染色质状态

的维持和转录爆发的随机性［７－８］。在不同的表观调控

层面，都有相应的单细胞测序技术开发。总体来说，其

ａ：单细胞测序技术被ＮａｔｕｒｅＭｅｔｈｏｄｓ评为２０１３年年度技术；ｂ：单细胞多组学测序技术被评为２０１９年年度技术

图１　单细胞测序新技术研发演进图
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主要利用不同的酶处理染色质，进而捕获目标信息

（图２）。对于染色质可及性检测，利用核酸酶ＤＮａｓｅⅠ
或者转座酶Ｔｎ５识别切割开放染色质区域的 ＤＮＡ，进
而利用微量ＤＮＡ进行建库测序，得以获取单细胞层面
的染色质可及性信息。利用核酸酶 ＭＮａｓｅ切割未被
核小体缠绕保护的染色体 ｌｉｎｋｅｒＤＮＡ，从而收集所有
核小体缠绕的ＤＮＡ片段进行测序，分析核小体的位置
信息。利用组蛋白修饰特异性的抗体和 Ｔｎ５、ＭＮａｓｅ
等酶偶联，特异性地切断组蛋白修饰的染色质区域，进

而建库测序，获取组蛋白修饰以及转录因子结合的情

况。利用限制性内切酶 ＤｐｎⅡ对染色质切割后再原
位连接，进而捕获染色质的三维结构。目前，单细胞表

观测序技术的研究结果已表明，细胞间表观层面的异

质性远大于转录层面的异质性，并且和转录异质性相

关，但是相关调控机制尚不完全清晰［７］。不断开发新

的单细胞测序技术，有望对此解析。

３　染色质可及性的细胞异质性

　　染色质是 ＤＮＡ贮存、传递遗传信息的形式，其在
全基因组层面并不均一，表现为在不同的位点处于稀

疏或致密状态。染色质可及性指的是核大分子能够与

染色质化的ＤＮＡ进行物理接触的程度，由核小体及其
他阻碍接近ＤＮＡ的染色质结合因子的占据和拓扑结
构所决定。单细胞染色质可及性检测可通过ｓｃＤＮａｓｅ
ｓｅｑ或ｓｃＡＴＡＣｓｅｑ来检测。被ＤＮａｓｅⅠ或Ｔｎ５酶所捕
获的区域一般称为 ＤＮＡ酶超敏感位点（ＤＮａｓｅⅠ

ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｅｓｉｔｅ，ＤＨＳｓ）。ＤＨＳｓ区多为核小体占位
缺失、而被转录因子等转录相关蛋白所占据的增强子、

启动子等区域。早期的 ｓｃＡＴＡＣｓｅｑ捕获的 ＤＨＳｓ区
域较少，而ｓｃＤＮａｓｅｓｅｑ可捕获约 １０万个的 ＤＨＳｓ，但
是随着ｓｃＡＴＡＣｓｅｑ的优化，其 ＤＨＳｓ捕获能力也随着
增高。并且得益于Ｔｎ５酶在切割ＤＨＳｓ同时插入测序
接头，ｓｃＡＴＡＣｓｅｑ在文库构建便利性、增加细胞通量
方面更具优势。然而，ＤＮａｓｅｓｅｑ技术仍是研究ＤＨＳｓ、预
测转录因子结合位点等的金标准。此外，本课题组在

ｓｃＤＮａｓｅｓｅｑ基础上，继续开发了可提高细胞通量的
ｉｓｃＤＮａｓｅｓｅｑ技术［９］。ｓｃＤＮａｓｅｓｅｑ等技术的研究结果
发现，染色质可及性在细胞间具有显著异质性，来自于

相同细胞群体的两个单细胞也仅有约７５％的 ＤＨＳｓ相
同。细胞间具有同质性的ＤＨＳｓ多为调控管家基因的
顺式元件，而异质性的 ＤＨＳｓ则可能为调控细胞发育
异质性的重要因子。此外，不管是单细胞染色质可及

性数据与ｂｕｌｋＲＮＡｓｅｑ数据比较，还是来自于单细胞
多组学的测序数据表明，细胞间异质性的 ＤＨＳｓ与基
因转录异质性具有显著相关性，这明确了染色质可及

性异质性对基因转录异质性所发挥的重要作用。

４　核小体定位的细胞异质性

　　核小体是由ＤＮＡ缠绕组蛋白而成，连续的核小体
呈串珠状排列并进一步压缩后形成染色质。核小体在

基因组上的定位与排列对染色质空间高级结构、ＤＮＡ
复制、转录和基因表达调控起着关键作用。既往基于

图２　单细胞表观测序技术原理示意图
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大量细胞检测到的核小体定位信息只能定位到 ＤＨＳｓ
区域，对于异染色质区域尚不清楚。虽然核小体在

ＤＨＳｓ附近形成特定相位保证了染色质的开放性，但
是，ｓｃＤＮａｓｅｓｅｑ等技术已证实细胞间具有显著的染色
质可及性的异质性，意味着核小体在同一个ＤＨＳ附近
的定位存在着异质性。本课题组和 ＫｅｊｉＺｈａｏ教授实
验室通过构建单细胞水平核小体定位的 ｓｃＭＮａｓｅｓｅｑ
技术，在单分子水平阐述了核小体定位排布的新规

律［１０－１１］。在沉默染色质区域，核小体定位在细胞之间

表现出非常高的异质性，但是这些核小体却间距均匀

地分布在基因组 ＤＮＡ上；在开放染色质区域，核小体
定位在细胞之间几乎没有差异，但这些核小体间的间

距却存在很大差异。此外，ｓｃＭＮａｓｅｓｅｑ分析 ＤＨＳｓ附
近的核小体间距发现其表现为双峰模式：其中一个峰

的峰值与１核小体相距１９０ｂｐ（窄峰），另一个峰的峰
值与１核小体相距３００ｂｐ（宽峰），这两个峰分别对应
染色质关闭和染色质开放这两种状态。并且超过

８０％的ＤＨＳｓ同时表现出两个峰，即细胞间ＤＨＳｓ的开
放程度具有异质性。同时，宽峰的强度和染色质开放

程度性正相关。这些结果为细胞间染色质的异质性研

究提供了新思路。

５　组蛋白修饰的细胞异质性

　　组成核小体的组蛋白具有丰富的修饰位点，这些
修饰位点往往与不同的染色质状态密切相关。例如，

组蛋白 Ｈ３第４位赖氨酸甲基化修饰（Ｈ３Ｋ４ｍｅ）一般
位于具有转录活性的基因启动子、增强子区，而组蛋白

Ｈ３第２７位赖氨酸甲基化修饰（Ｈ３Ｋ２７ｍｅ）则位于沉
默染色质区域。而同时存在 Ｈ３Ｋ４ｍｅ和 Ｈ３Ｋ２７ｍｅ两
种修饰的区域一般认为是待启动状态（ｐｒｉｍｅｄｓｔａｔｅ），
预示着潜在的基因表达和细胞命运决定。ＢｒａｄｌｅｙＥ
Ｂｅｒｎｓｔｅｉｎ实验室于 ２０１５年利用其开发的 ｓｃＣｈＩＰｓｅｑ
技术，首次报道了单细胞水平组蛋白修饰。该技术基

于微液流标记单细胞（ｃｅｌｌｂａｒｃｏｄｅ），之后再利用抗体
去富集相应组蛋白修饰的ＤＮＡ片段，所产出的单细胞
ｒｅａｄｓ数较低［６］。在此之后，本课题组与 ＫｅｊｉＺｈａｏ教
授实验室利用将组蛋白修饰的抗体和核酸酶 ＭＮａｓｅ
化学偶联，共同开发出了 ｓｃＣｈＩＣｓｅｑ技术［１２］。而

ＳｔｅｖｅｎＨｅｎｉｋｏｆｆ实验室利用类似的策略开发出了
ＣＵＴ＆ＲＵＮ技术［１３］。后续的技术如 ＡＣＴｓｅｑ、ｉｓｃＣｈＩＣ
ｓｅｑ、ｓｃＣＵＴ＆ＲＵＮ、ｓｃＣＵＴ＆ＴＡＧ、ＣｏＴＥＣＨ等技术则在前
面基础上，通过引入 ｃｅｌｌｂａｒｃｏｄｅ来继续提高细胞通
量［１４－１８］。多个技术的研究结果已证实，细胞间组蛋白

修饰的异质性与基因表达异质性高度正相关［７］。

６　展望

　　不管是染色质可及性的异质性、组蛋白修饰的异
质性，还是核小体排布的异质性，都会影响基因表达的

异质性。这其中的机制为：当细胞处于未分化状态时，

先锋转录因子结合到ＤＮＡ后，通过招募相应的组蛋白
修饰酶和染色质构象酶改变相应位点的染色质可及

性、组蛋白修饰、核小体的排布以及染色质的三维结

构，在细胞层面促使了表观遗传学异质性的产生。而

细胞在接受外界分化信号后，效应转录因子结合到已

处于预激活状态的染色质区域，发挥促进基因表达的

作用［７］。因此，异质性的表观遗传学状态潜在指导了

细胞分化命运的方向，转录因子的互作网络、表观遗传

学的异质性以及转录爆发的随机性共同形成了目前转

录组学层面的细胞异质性或者说细胞状态的多样性。

　　虽然目前多种单细胞技术已经开发，但是仍然面
临以下问题：①单细胞测序数据的稀疏性和丢失问题。
细致刻画细胞的异质性要求尽可能获取单细胞的所有

信息，因此有必要通过新的算法或者新的建库测序策

略解决此问题。②在单细胞分子层面，多组学诸如表
观组学、转录组学、蛋白组学、代谢组学与细胞表型异

质性的相互调控动态尚不完全清晰。解析细胞异质性

的机制，需要继续开发全新的多组学技术。此外，利用

单细胞技术助力细胞解码需要成熟稳定的技术平台，

将会有更多商业化的单细胞试剂盒开发和推出。

　　基于二代测序技术的常规 ＲＮＡｓｅｑ、ＡＴＡＣｓｅｑ、
ＣｈＩＰｓｅｑ等已经成为分子生物学实验室的常规技术，
随着单细胞测序技术的不断发展和成熟，单细胞测序

技术将在生物学和医学实验室常规开展，助力解码器

官、组织、细胞、分子的类型、状态和运行规律。
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［１３］ＳＫＥＮＥＰＪ，ＨＥＮＩＫＯＦＦＳ．Ａｎｅｆｆｉｃｉｅｎｔｔａｒｇｅｔｅｄｎｕｃｌｅａｓｅ

ｓｔｒａｔｅｇｙｆｏｒｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｍａｐｐｉｎｇｏｆＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓ

［Ｊ］．Ｅｌｉｆｅ，２０１７，６：ｅ２１８５６．ＤＯＩ：１０．７５５４／ｅＬｉｆｅ．２１８５６．

［１４］ＣＡＲＴＥＲＢ，ＫＵＷＬ，ＫＡＮＧＪＹ，ｅｔａｌ．Ｍａｐｐｉｎｇｈｉｓｔｏｎｅ

ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓｉｎｌｏｗｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒａｎｄｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｓｕｓｉｎｇ

ａｎｔｉｂｏｄｙｇｕｉｄｅｄｃｈｒｏｍａｔｉｎｔａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ（ＡＣＴｓｅｑ）［Ｊ］．

ＮａｔＣｏｍｍｕｎ，２０１９，１０（１）：３７４７．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ４１４６７

０１９１１５５９１．

［１５］ＸＩＯＮＧＨ，ＬＵＯＹ，ＷＡＮＧ Ｑ，ｅｔａｌ．Ｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｊｏｉｎｔ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｃｈｒｏｍａｔｉｎｏｃｃｕｐａｎｃｙａｎｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｅｎａｂｌｅｓ

ｈｉｇｈｅｒｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｅｐｉｇｅｎｏｍｉｃｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．Ｎａｔ

Ｍｅｔｈｏｄｓ，２０２１，１８（６）：６５２－６６０．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ４１５９２

０２１０１１２９ｚ．

［１６］ＢＡＲＴＯＳＯＶＩＣＭ，ＫＡＢＢＥ Ｍ，ＣＡＳＴＥＬＯＢＲＡＮＣＯ Ｇ．

ＳｉｎｇｌｅｃｅｌｌＣＵＴ＆Ｔａｇｐｒｏｆｉｌｅｓｈｉｓｔｏｎｅｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓａｎｄ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｉｎｃｏｍｐｌｅｘｔｉｓｓｕｅｓ［Ｊ］．ＮａｔＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，

２０２１，３９（７）：８２５－８３５．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ４１５８７０２１

００８６９９．

［１７］ＨＡＩＮＥＲＳＪ，ＢＯＫＯＶＩＣ＇Ａ，ＭＣＣＡＮＮＥＬＬＫＮ，ｅｔａｌ．

Ｐｒｏｆｉｌｉｎｇｏｆｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｃｙｆａｃｔｏｒｓｉｎｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｓａｎｄｅａｒｌｙ

ｅｍｂｒｙｏｓ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２０１９，１７７（５）：１３１９－１３２９．ｅ１１．ＤＯＩ：

１０．１０１６／ｊ．ｃｅｌｌ．２０１９．０３．０１４．

［１８］ＫＵＷＬ，ＰＡＮＬＸ，ＣＡＯＹＱ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｆｉｌｉｎｇｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌ

ｈｉｓｔｏｎｅ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ ｕｓｉｎｇ ｉｎｄｅｘｉｎｇ ｃｈｒｏｍａｔｉｎ

ｉｍｍｕｎｏｃｌｅａｖａｇｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ［Ｊ］．ＧｅｎｏｍｅＲｅｓ，２０２１．ＤＯＩ：
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