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摘要： 单细胞 ＲＮＡ 测序 （ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌ ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ） 是在单细胞水平上实现高通量测序的技术， 可以用来研究特定细胞亚群基因

表达的异质性， 帮助我们识别未知或稀有的细胞类型， 并为进一步的研究奠定基础。 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 技术的进步使其在肿瘤、 临床医学和发育生物学

等领域得到了广泛应用， 但在畜禽育种中的研究还较少。 本文介绍了 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 一般流程， 着重阐述了其在畜禽的生殖分化、 毛囊发育和肌肉生

成等方面的研究现状以及前景， 以期为 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 在畜禽遗传育种中的研究和应用提供理论依据。

关键词： ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ； 畜禽； 遗传育种

中图分类号： Ｓ８１３　 　 　 文献标志码： Ａ　 　 　 文章编号： ０５２９－５１３０（２０２４）０３－０１２４－０８

Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌ ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｉｎ ｇｅｎｅｔｉｃｓ ａｎｄ
ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｏｆ ｌｉｖｅｓｔｏｃｋ

ＬＩ Ｙｕｊｉｅ１， ＣＨＥＮ Ｈｏｎｇｂｏ２， ＸＵ Ｋｅ２， ＨＥ Ｘｉａｏｌｉ３， ＱＩＡＯ Ｍｕ１， ＷＵ Ｊｕｎｊｉｎｇ１，
ＰＥＮＧ Ｘｉａｎｗｅｎ１， ＭＥＩ Ｓｈｕｑｉ１， ＸＵ Ｚｈｏｎｇ１∗

（１􀆰 Ｈｕｂｅｉ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｅｍｂｒｙｏ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｒｅｅｄｉｎｇ ／ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ
Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ａｎｄ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｈｕｂｅｉ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｗｕｈａｎ ４３００６４， Ｃｈｉｎａ；
２􀆰 Ｈｕｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｌｉｖｅｓｔｏｃｋ Ｓｅｅｄ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｃｅｎｔｅｒ， Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ

Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ， Ｗｕｈａｎ Ｐｏｌｙｔｅｃｈｎｉｃ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｗｕｈａｎ ４３００２３， Ｃｈｉｎａ；
３􀆰 Ｍｉａｏｌｉｎｇ Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ａｎｄ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｓｔａｔｉｏｎ， Ｅｚｈｏｕ ４３６０３１， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌ ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ （ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ） ｉｓ ａ ｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ａｔ ｔｈｅ ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌ ｌｅｖｅｌ， ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｂｅ
ｕｓｅｄ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙ ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｃｅｌｌ ｓｕｂｓｅｔｓ， ｈｅｌｐ ｕｓ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｕｎｋｎｏｗｎ ｏｒ ｒａｒｅ ｃｅｌｌ ｔｙｐｅｓ， ａｎｄ ｌａｙ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ
ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ． Ｗｉｔｈ ｉｔｓ ｐｒｏｇｒｅｓｓ， ｔｈｅ ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｗｉｄｅｌｙ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄｓ ｏｆ ｏｎｃｏｌｏｇｙ， ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ａｎｄ ｄｅ⁃
ｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｂｉｏｌｏｇｙ， ｂｕｔ ｉｔ ｉｓ ｒａｒｅｌｙ ｕｓｅｄ ｉｎ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｌｉｖｅｓｔｏｃｋ ａｎｄ ｐｏｕｌｔｒｙ ｂｒｅｅｄｉｎｇ． Ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｓ ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｓｃＲＮＡ－
ｓｅｑ， ｆｏｃｕｓｉｎｇ ｏｎ ｉｔｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｓｔａｔｕｓ ａｎｄ ｐｒｏｓｐｅｃｔ ｉｎ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ， ｈａｉｒ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｍｕｓｃｌｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
ｏｆ ｌｉｖｅｓｔｏｃｋ ａｎｄ ｐｏｕｌｔｒｙ， ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ ｉｎ ｌｉｖｅｓｔｏｃｋ ａｎｄ ｐｏｕｌｔｒｙ ｇｅｎｅｔｉｃｓ ａｎｄ
ｂｒｅｅｄｉｎｇ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ； ｌｉｖｅｓｔｏｃｋ； ｇｅｎｅｔｉｃｓ ａｎｄ ｂｒｅｅｄｉｎｇ

　 　 测序技术发展源于 １９７０ 年， 在几十年间， 各种

测序方法经历了快速演变， 并被应用于各种特定的研

究方向， 为复杂的生物系统提供了许多宝贵的理论依
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据。 单细胞测序技术主要由单细胞基因组测序

（ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌ ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ｓｃＤＮＡ － ｓｅｑ）， 单细胞

ＲＮＡ 测序 （ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌ ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ）
和单细胞表观基因组测序这三类测序构成， 在肿瘤、
发育生物学、 微生物学、 神经科学等领域发挥重要作

用， 正成为生命科学研究的焦点。 ２０１７ 年 １０ 月 １６
日， “人类细胞图谱计划” 首批拟资助的 ３８ 个项目

正式公布， 单细胞测序进入繁荣的新时代。 近年来单

细胞基因组测序通过研究单细胞分辨率的基因组突变
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测序分析， 初步探索了人类胚胎和器官发育谱系图

谱。 单细胞表观基因组测序可以从单细胞染色质状

态、 三维基因组、 组蛋白修饰和转录因子结合等方面

研究细胞表观遗传调控机制。 转录组测序是研究基因

表达的主要手段， 被广泛应用于畜禽功能基因挖掘和

分子遗传网络调控机制研究中。 传统的转录组测序是

在多细胞基础上进行的， 实际得到的是大量细胞基因

表达数据的平均值。 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 是在单细胞水平对转

录组进行高通量测序分析， 研究单个细胞的行为及其

内部基因表达情况， 可以揭示细胞群体差异和细胞发

育谱系关系［１］。 与传统转录组测序技术相比， ｓｃＲＮＡ
－ｓｅｑ 能检测出混杂样品测序所无法获得的细胞异质

性信息［２］， 进行新细胞的鉴定， 成为了不同领域中

研究细胞异质性的有效工具［３］。 自 ２００９ 年首个单细

胞转录组测序技术发布以来［４－５］， ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 已被越

来越广泛地应用于基础科学研究中。 目前单细胞测序

技术在畜禽遗传育种上的研究迅速， 为提高育种效率

提供新的理论技术， 促进畜牧产业的发展。 本文对

ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 技术的流程要点及其在畜禽遗传育种中的

应用进展进行综述， 分析目前研究存在的挑战， 为畜

禽相关研究提供理论依据。

１　 单细胞 ＲＮＡ 测序技术

ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 是对单个细胞进行转录组范围的分

析， 需要分离和裂解单细胞， 将其 ＲＮＡ 逆转录为

ｃＤＮＡ， 然后扩增 ｃＤＮＡ 以生成高通量测序文库。 随

着测序技术的不断发展， ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 数据的快速生成

克服了大量 ＲＮＡ 序列对样本中所有细胞的基因表达

进行平均的缺陷， 避免了单个细胞特性的丢失， 能够

根据单个细胞的表达谱特性对个体进行高精度的鉴

别， 并能够传达出基因间的调控关系， 追踪发育过程

中不同细胞谱系的轨迹。 目前使用的 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 技

术几乎都包含了单细胞悬液制备、 单细胞分离、 文库

构建与测序及数据分析这四个步骤。
１􀆰 １　 单细胞悬液的制备

实体组织通常采用机械法， 简单无污染， 但人工

机械裂解组织会由于动作幅度和速度差异使活细胞的

获得率有差异， 且容易造成细胞损伤。 酶消化法［６－８］

是使组织间和细胞间的连接水解， 但其孵育条件的控

制有一定难度， 固体组织细胞易结成团， 细胞得率

低， 且组织的酶消化会影响 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 数据分析的

基因表达伪影， 适合的样本种类包括肝脏、 肾脏、 心

肌等。 机械－酶消化法是两种方法的组合， 可在许多

情况下用来缩短整体处理时间。
１􀆰 ２　 单细胞分离

制备的单细胞悬液可以依据其样本的特点， 选择

有限稀释法、 显微操作法、 激光捕获显微切割、 荧光

激活流式分选以及微流控装置［９－１０］等方法分离为单个

细胞。 其中有限稀释法是一种常用的分离单细胞的方

法， 它通过人工或机器操作移液来稀释细胞悬液， 虽

然操作简单， 但效率不高， 成功率也较低。 显微操作

法可以分离出特定的细胞， 但是对操作要求很高， 通

量小。 激光捕获显微切割［１１］ 是利用激光切割并捕获

细胞， 容易破坏细胞所含的遗传物质。 荧光激活流式

分选是一种利用不同荧光探针对来标记目标细胞的技

术， 可在短时间内通过检测器分离， 通量高， 但是操

作需要大量的细胞［１２］。 微流控装置分离， 是在封闭

的微流控设备中执行细胞捕获、 分选和裂解， 最大限

度减少了操作过程中受到外源 ＲＮＡ 和核糖核酸酶污

染的机会［１３］， 且通量大， 效率高。 目前使用最广泛

的是基于液滴的微流体， 包括 ｉｎＤｒｏｐ、 Ｄｒｏｐ－ｓｅｑ［１４］

和 １０× Ｇｅｎｏｍｉｃｓ 三个技术。 ｉｎＤｒｏｐ 细胞捕获效率极

低， 适用于分析非常小的组织样本， １０× Ｇｅｎｏｍｉｃｓ 获

得的数据比 Ｄｒｏｐ－ｓｅｑ 质量更高［１５］。 １０× Ｇｅｎｏｍｉｃｓ 目

前是最主流的选择， 但当样本比较丰富时， Ｄｒｏｐ－ｓｅｑ
成本相对低一些， 相反， 当进行低丰度转录本的检测

或需要自定试验方案时， 选择 ｉｎＤｒｏｐ 比较合适［１６］。
１􀆰 ３　 单细胞文库构建及测序

由于不能直接对 ＲＮＡ 进行测序， 所以需要先逆

转录单个细胞中的 ＲＮＡ 并获取 ｃＤＮＡ 链， 并进一步

通过扩增获得大量单个细胞中的 ＲＮＡ 的 ｃＤＮＡ， 制

备基因测序文库， 然后对细胞进行测序获得基因表达

数据。
目前， １０× Ｇｅｎｏｍｉｃｓ 公司应用液滴微流控技术的

测序平台以其极高的细胞通量与较低的价格被广泛应

用， 它能大规模且准确反转录出单个细胞的基因并完

成测量， 一次测序可以捕捉到约 ８０ ０００ 个细胞， 并

且单细胞覆盖度高。 通过分别捕获单个细胞并裂解，
然后进行逆转录以选择 ｍＲＮＡ 并获得 ｃＤＮＡ。 随后，
将扩增出的 ｃＤＮＡ 用于测序文库的制备， 即通过生成

液滴， 使用带有条形码的珠上引物来区分单个细胞，
并应用独特的分子标识符 （ＵＭＩ） 进行偏差校正。
１０× Ｇｅｎｏｍｉｃｓ 公司的 Ｃｈｒｏｍｉｕｍ 系统［１７］将含寡核苷酸

ｂａｒｃｏｄｅ［１８］序列的凝胶珠 （Ｇｅｌ Ｂｅａｄｓ） 首先与细胞和

试剂混合， 随后在微流控交界处与油－表面活性剂溶

液混合， 形成 ＧＥＭｓ （油包水的微体系）。 之后细胞

裂解， 凝胶珠自动溶解释放大量 ｂａｒｃｏｄｅ 序列， 每个

逆转录产生的 ｃＤＮＡ 分子包含一个 ＵＭＩ 信息［１９］ 和每

个 ＧＥＭ 共享的条形码， 对含 ｂａｒｃｏｄｅ 的 ｃＤＮＡ 进行

ＰＣＲ 扩增， 构建标准测序文库， 识别细胞的为 １０×
ｂａｒｃｏｄｅ， 识别 ｍＲＮＡ 分子的为 ＵＭＩ。
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１􀆰 ４　 单细胞 ＲＮＡ 测序数据分析

越来越多的生物信息分析方法被开发出来专门用

于 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 数据的分析与理解。 由于 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ
原始数据存在一些缺点， 包括高水平的噪声、 过度分

散、 表达序列的检测率低、 稀疏性和较低的转录材料

捕获等， 所以需要一些统计方法和生物信息学技术工

具来提取相关信息［２０］。 其中涉及的主要步骤是质量

控制 （ ＱＣ）、 归一化、 降维、 聚类、 可视化 （ ｔ －
ＳＮＥ） 结果和差异表达分析 （ＤＥＡ） ［２１］ （图 １）。 目

前单细胞分析用到的软件主要是 ＦａｓｔＱＣ、 Ｃｅｌｌ ｒａｎｇｅｒ
和 Ｓｅｕｒａｔ、 Ｍｏｎｏｃｌｅ。 ＱＣ 是单细胞 ＲＮＡ 测序数据的预

处理步骤， 从数据中删除低质量的细胞， 去除低质量

的碱基［１］。 Ｃｅｌｌ ｒａｎｇｅｒ 是 １０× Ｇｅｎｏｍｉｃｓ 的数据分析软

件， 可直接输入 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 原始数据 （ ｒａｗ ｂａｓｅ ｃａｌｌ，
ＢＣＬ） 输出表达定量矩阵、 降维、 聚类以及可视化结

果。 ｔ－ＳＮＥ［２２］是一种降维技术， 将多维数据非线性的

转换为低维数据， 和主成分分析 （ＰＣＡ） 差异在于

ＰＣＡ 在实现数据降维的同时， 也实现了噪声去除，
而 ｔ－ＳＮＥ 主要用于数据展示， 将不能可视化的多维

数据降维到低维， 进行数据的可视化展示。 聚类工具

（如 Ｓｅｕｒａｔ） ［２３］ 用于识别样本中的细胞类型， 进行细

胞集群分析。 轨迹分析工具 （如 Ｍｏｎｏｃｌｅ） ［２４］ 被用于

研究基因如何在发育过程中变化， 分析单细胞基因的

表达数据， 来推断细胞发展轨迹［２５］。

图 １　 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 数据分析

２　 单细胞 ＲＮＡ 测序技术在畜禽遗传育种中

的应用

　 　 单细胞 ＲＮＡ 测序技术已被广泛应用于医药、 肿

瘤、 生殖、 免疫、 组织器官等医疗领域， 在动物遗传

育种方面的研究和应用也愈加广泛。 本文以物种分类

（表 １） 对单细胞 ＲＮＡ 测序技术在畜禽领域的研究进

行综述。

表 １　 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 在畜禽中的研究

物种 组织 测序平台 主要发现及关键基因 细胞数 分析工具 年份 参考文献

猪 卵母细胞 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ
２０００

ＣＤＣ５Ｌ 对猪卵母细胞成熟和早期胚胎发育

重要

４ ７９０ ＧＯ， ＫＥＧＧ 富集 ２０１８ ［２６］

睾丸细胞 １０× Ｇｅｎｏｍｉｃｓ 精原细胞分化及新标记 ＣＤ９９ 和 ＰＯＤＸＬ２ １６ ９６６ Ｃｅｌｌ ｒａｎｇｅｒ ２０２１ ［２７］

精原细胞 １０× Ｇｅｎｏｍｉｃｓ ＣＤＨ１ 和 ＣＤ９９ 为未分化精原细胞的潜在分

子标记， ＰＯＤＸＬ２ 为分化精原细胞的潜在分

子标记

１６ ７９１ Ｍｏｎｏｃｌｅ２ ２０２１ ［２８］

肌肉细胞 １０× Ｇｅｎｏｍｉｃｓ Ｃａ２＋浓度低是瘦肉型猪脂肪沉积少的重要

原因

７ ９１８ Ｃｅｌｌ ｒａｎｇｅｒ ２０２０ ［２９］

脂肪细胞 １０× Ｇｅｎｏｍｉｃｓ 猪皮下和肌内脂肪共有的特异表达 ＰＩ１５，
猪肌内前体脂肪细胞中特异表达 ＴＮＮＩ２ 和

ＡＣＴＮ２

３０ ０１６ Ｃｅｌｌ ｒａｎｇｅｒ ２０２１ ［３０］
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续表１

物种 组织 测序平台 主要发现及关键基因 细胞数 分析工具 年份 参考文献

猪 睾丸细胞 １０× Ｇｅｎｏｍｉｃｓ ＵＨＲＦ１ ／ ２、 ＤＮＭＴ１ ／ ３Ａ ／ ３Ｂ 在体外和体内胚

胎的表达水平和变化趋势存在很大差异

１６ ９６６ Ｓｅｕｒａｔ ２０２１ ［３１］

胸腰椎和

肋骨原基

ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ ２０００ 发育中的 ＴＶ 和 ＬＶ 细胞组成及 ＨＯＸＡ１０ 表

达的差异

３６０ Ｓｅｕｒａｔ， ｄｐｌｙｒ，
ｕｍａｐ， Ｍｏｎｏｃｌｅ２

２０２１ ［３２］

子宫内膜组织 １０× Ｇｅｎｏｍｉｃｓ 胚胎着床分子机制， ＨＢＥ１ 和 ＨＢＺ 在红系细

胞中唯一表达， ＰＥＧ１０ 在滋养层细胞中唯

一表达

１２ ４１５ ＣｅｌｌＣｈａｔ，
Ｃｅｌｌ Ｒａｎｇｅｒ，

Ｍｅｔａｓｃａｐｅ ｖ７􀆰 ４

２０２２ ［３３］

牛 胚胎和囊胚 ＳＣＲＢ－Ｓｅｑ 揭示牛胚胎单细胞转录组特征异质性，
ＣＤＸ２， ＮＡＮＯＧ， ＧＡＴＡ６ 等

１７５ ＳＣ３Ｒ， Ｍ３Ｄｒｏｐ Ｒ ２０１８ ［３４］

牛瘤胃上皮

组织细胞

１０× Ｇｅｎｏｍｉｃｓ 瘤胃组织上皮细胞类型及其在断奶期间的发

育情况， ＳＬＣ１６Ａ１， ＳＬＣ４Ａ９
７ ４７９ Ｃｅｌｌ ｒａｎｇｅｒ ２０２１ ［３５］

卫星细胞 １０× Ｇｅｎｏｍｉｃｓ 牛卫星细胞的组成及其在成肌潜力方面的异

质， ＰＡＸ７， ＰＡＸ３， ＭＹＯＤ１ 等

１９ ０９６ Ｃｅｌｌ ｒａｎｇｅｒ ２０２１ ［３６］

毛囊单细胞 １０× Ｇｅｎｏｍｉｃｓ 牦牛生长期表皮细胞谱系以及真皮细胞谱系

在毛囊发育中的分化轨迹， ＫＲＴ１４， ＳＢＳＮ，
ＬＨＸ２ 等

１２ ０００ Ｃｅｌｌ ｒａｎｇｅｒ，
Ｓｅｕｒａｔ， Ｍｏｎｏｃｌｅ

２０２１ ［３７］

羊 睾丸生殖细胞 １０× Ｇｅｎｏｍｉｃｓ 绵羊精子发生过程中各种细胞类型转录水平

变化， ＥＺＨ２， ＳＯＸ１８， ＳＣＰ２ 等

１１ ７７２ Ｃｅｌｌ ｒａｎｇｅｒ ２０２１ ［３８］

毛囊 １０× Ｇｅｎｏｍｉｃｓ 对绵羊毛囊发育和绵羊育种有重要意义，
ＩＧＦＢＰ３ 和 ＶＣＡＮ

１５ ８３０ Ｃｅｌｌ ｒａｎｇｅｒ，
Ｓｅｕｒａｔ， Ｍｏｎｏｃｌｅ

２０２１ ［３９］

卵巢卵泡

颗粒细胞

１０× Ｇｅｎｏｍｉｃｓ 山羊 卵 泡 ＧＣ 的 基 因 表 达 模 式， ＡＳＩＰ，
ＩＮＨＡ， ＩＧＦＢＰ２ 等

５ ２７２ Ｃｅｌｌ ｒａｎｇｅｒ ２０２１ ［４０］

睾丸 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ ４０００ 为山羊的精子发生和睾丸体细胞的发育提供

新见解， ＴＫＴＬ１ 和 ＡＥＳ
１１ ７５３ Ｃｅｌｌ ｒａｎｇｅｒ，

ｓｅｕｒａｔ，
Ｍｏｎｏｃｌｅ

２０２１ ［４１］

鸡 胸肌 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ ４０００ 鸡骨骼肌的肌肉发生和脂肪形成的增生与肥

大阶段的异质性， ＡＰＯＡ１ 和 ＣＯＬ１Ａ１
１３ ４５２ ＣａｐｉｔａｌＢｉｏ

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，
ＳＴＡＲ， Ｓｅｕｒａｔ，

Ｋｏｂａｓ ３􀆰 ０

２０２０ ［４２］

生殖细胞 ＩｌｌｕｍｉｎａＮｏｖａｓｅｑ－６０００ 证实了鸡生殖细胞的性别发育阶段和轨

迹， ＤＡＺＬ
１７ ７８０ Ｃｅｌｌ ｒａｎｇｅｒ，

ＳＴＡＲ， Ｓｅｕｒａｔ，
Ｐａｌａｎｔｉｒ

２０２２ ［４３］

马 ＢＡＬＦ 细胞 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｎｏｖａｓｅｑ－６０００ 可能促进对马呼吸系统疾病 （如马哮喘）
免疫机制的了解， ＣＤ１６３， ＣＤ２， ＭＳ４Ａ１ 等

４ ６３１ Ｃｅｌｌ ｒａｎｇｅｒ，
Ｓｅｕｒａｔ

２０２２ ［４４］

２􀆰 １　 单细胞 ＲＮＡ 测序在猪遗传育种上的应用

单细胞转录组测序可以用于猪生殖发育领域， 扩

大猪优秀品种遗传资源， 改良猪的重要性状。 在猪的

生殖细胞领域， Ｌｉｕ 等［２６］对猪生精囊段的卵母细胞进

行 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ， 发现 １５５ 个基因在亮甲酚蓝阴性和阳

性的卵母细胞之间有明显的差异表达， 证明 ＣＤＣ５Ｌ
在猪卵母细胞的成熟与早期胚胎发育时期很重要， 研

究结果为家畜良种快速扩繁和改善胚胎体外生产效率

提供重要依据。 Ｚｈａｎｇ 等［２７］ 为描述猪精子发生图谱，
通过单细胞 ＲＮＡ 测序对约 １６ ９６６ 个猪睾丸细胞进行

分析， 确定了猪睾丸中不同细胞类型在猪精子生成中

有明显差异表达基因， 鉴别出未分化和分化精原细胞

新的细胞表面标记分别是 ＣＤ９９ 和 ＰＯＤＸＬ２， 对研究

猪的精原细胞分化可能有帮助。 雷佩佩［２８］ 研究揭示

了猪精原细胞的异质性， 筛选出了 ＣＤＨ１ 和 ＣＤ９９ 为

未分化精原细胞的潜在分子标记， 而分化的精原细胞

其潜在分子标记是 ＰＯＤＸＬ２， 这为更深入的研究猪精

原细胞分化和精子发生提供了理论依据。
随着人们生活水平的提高， 猪肉质风味成为重点

研究的经济性状， 尤其是猪的骨骼肌与猪脂肪细胞的

发育。 Ｑｉｕ 等［２９］利用单细胞 ＲＮＡ 测序， 证实瘦肉型

猪在骨骼肌中保留的肌系细胞比例高于肥胖型猪， 且
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瘦肉型猪肌系细胞的细胞质和内质网中的 Ｃａ２＋浓度都

较低， 阐述了瘦肉型猪脂肪沉积少的重要原因。 张

悫［３０］鉴定了猪皮下和肌内前体脂肪细胞的亚群及潜

在的细胞特异性标记基因， 对两种组织关键细胞类型

进行比较分析， 发现了其共有的特异表达 ＰＩ１５ 的多

能干细胞和猪肌内前体脂肪细胞中特异表达 ＴＮＮＩ２
和 ＡＣＴＮ２ 的成肌细胞， 丰富了对猪皮下和肌内脂肪

生成过程的认识， 为猪肉品质改良提供了理论依据。
另外在胚胎方面的研究， Ｄｕ 等［３１］ 通过对体外受

精 （ＩＶＦ） 或孤雌生殖激活 （ＰＡ） 的猪早期胚胎中

获得的单个子代和囊胚的转录组进行了分析， 发现

ＩＶＦ 组内的差异表达基因与 ＰＡ 组内的差异表达基因

不同， ＤＮＡ 甲基化因子 （ＵＨＲＦ１ ／ ２ 和 ＤＮＭＴ１ ／ ３Ａ ／
３Ｂ） 在体外和体内胚胎的表达水平和变化趋势存在

很大差异， 对研究胚胎发育至关重要的基因和通路提

供重要支持。 Ｌｉ 等［３２］ 研究了猪胸腰椎、 肋骨原基的

单细胞转录组图谱， 分析了发育中的猪胸腰椎和肋骨

原基细胞组成及 ＨＯＸＡ１０ 表达的差异， 这为研究胚

胎成骨和发育提供了理论依据。 Ｔｉａｎ 等［３３］ 针对猪胚

胎在着床期流失的问题， 利用 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 研究了与

胚胎植入相关细胞类型的基因表达轨迹， ＨＢＥ１ 和

ＨＢＺ 在红系细胞中唯一表达， ＰＥＧ１０ 在滋养层细胞

中唯一表达， 将为破解猪胚胎着床的分子机制提供帮

助。 这些研究成果可以为优秀猪种繁育和猪肉品质改

良等相关研究提供理论和实践基础。
２􀆰 ２　 单细胞 ＲＮＡ 测序在牛遗传育种上的应用

对牛的生殖细胞、 胚胎和脂肪细胞的研究有利于

提高优秀种牛的繁育水平。 在牛上实施单细胞转录组

学分析， 为研究单个细胞在复杂性状中的作用提供理

论支持。 Ｌａｖａｇｉ 等［３４］ 研究发现， 牛在第 ２ 天与第 ３
天其胚胎单细胞转录组图谱存在异质性， 同源异行框

基因 ＣＤＸ２ 调控牛胚泡中的多个滋养细胞基因，
ＮＡＮＯＧ 和 ＧＡＴＡ６ 分别是外胚层和原始内胚层第 ２ 次

世系分离的两个关键基因， ＳＡＬＬ１ （参与多能性） 和

ＦＯＳＬ１ （参与滋养外胚层发育） 的胚胎转录在 １６ 细

胞阶段开始， 证实了胚泡发育在胚胎的基因组激活时

期是不同步的。 Ｇａｏ 等［３５］ 分别从断奶前后的两个荷

斯坦小牛瘤胃上皮组织中获得了 ５ ０６４ 个和 １ ３７２ 个

单个细胞的 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 数据， 确认了不同细胞簇的

细胞类型及其标记基因。 将它们与人类和小鼠胃上皮

细胞进行比较确认细胞身份。 这项研究为在牛中实施

单细胞转录组学分析做出了初步努力， 并对牛瘤胃组

织上皮细胞类型及其在断奶期间的发育情况做出了阐

述， 唯一高表达 ＳＬＣ１６Ａ１ 和 ＳＬＣ４Ａ９ 的细胞类型可

能在挥发性脂肪酸吸收中发挥重要作用， 揭示了单细

胞水平的细胞类型在复杂性状中的作用。

在牛的脂肪、 毛囊上的研究有利于了解牛肌肉和

毛绒性状的发生， 帮助提升牛分子育种水平。 Ｌｙｕ
等［３６］利用 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 技术分析了牛的卫星细胞的组

成， 支持牛卫星细胞是由转录和成肌状态不同的亚群

组成的假说以及牛的肌肉内脂肪来源于纤维脂肪生成

细胞的假说。 证明了牛的卫星细胞在成肌潜力方面是

异质的， 分析了卫星细胞 （ＰＡＸ７、 ＰＡＸ３）、 成肌细

胞 （ＭＹＯＤ１、 ＭＹＦ５）、 纤维脂肪生成 （ＦＡＰ） 细胞

（ＰＤＧＦＲＡ） 和分化的成肌细胞或肌细胞 （ＭＹＯＧ）
的标志物的富集表达， 利于了解支配牛骨骼肌组成、
发育和生长的遗传与生理机制， 改善牛骨骼肌质量。
叶娜［３７］利用 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 揭示天祝白牦牛在生长期其

表皮细胞谱系和真皮细胞谱系在毛囊发育中的分化轨

迹， 研究了牦牛生长期其毛囊发育过程所涉及到的表

皮细胞 （ＫＲＴ１４、 ＫＲＴ１５）、 毛干细胞 （ＬＨＸ２）、 上

皮分化细胞 （ＳＢＳＮ、 ＫＲＴＤＡＰ、 ＫＲＴ１、 ＫＲＴ１０） 等，
为牦牛的毛绒性状的分子育种方面提供理论研究基

础。 上述研究可以更好的理解牛的生殖发育机制， 改

善牛的肌肉品质。
２􀆰 ３　 单细胞 ＲＮＡ 测序在羊遗传育种上的应用

目前 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 技术在羊上的研究主要在生殖

细胞发育、 毛囊发育等方面。 对绵羊睾丸、 羊毛的毛

囊异质性和羊毛卷曲分子机制的研究， Ｙａｎｇ 等［３８］ 从

成年绵羊睾丸的 １１ ７７２ 个细胞中收集 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 数

据， 经过鉴定， 发现绵羊生殖细胞有几种不同的类

型， 确定了一些特异性标记基因， 如 ＥＺＨ２、 ＳＯＸ１８、
ＳＣＰ２、 ＰＣＮＡ 和 ＰＲＫＣＤ， 这为绵羊精子发生的全面

单细胞转录组学研究提供了新的见解。 Ｗａｎｇ 等［３９］ 利

用单细胞 ＲＮＡ 测序技术揭示了毛囊细胞的分化和空

间特征， 同时通过鉴定和分析直毛与卷毛在特定细胞

中的异质表达， 发现 ＩＧＦＢＰ３ 与 ＶＣＡＮ 有相同的表达

模式， 认为它们与毛乳头细胞的聚集性生长特征密切

相关， 阐明了羊毛弯曲的分子机制， 为研究绵羊毛囊

发育生物学和绵羊的育种提供帮助。
在山羊中， Ｌｉ 等［４０］采用 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 分析了吉宁

灰山羊群体不同阶段卵泡颗粒细胞 （ＧＣ） 的基因表

达及其标记基因， 发现不同群体之间的基因表达差异

在不同发育阶段非常明显， 许多标记基因在不同发育

阶段也差异表达， ＡＳＩＰ 和 ＡＳＰＮ 在 ＧＣｓ 早期高表达，
ＩＮＨＡ、 ＩＮＨＢＡ、 ＭＦＧＥ８ 和 ＨＳＤ１７Ｂ１ 在 ＧＣｓ 生长期

高表达， ＩＧＦＢＰ２、 ＩＧＦＢＰ５ 和 ＣＹＰ１１Ａ１ 在晚期高表

达。 这些标记基因可以作为山羊卵泡 ＧＣ 发育的参考

基因， 这可能有助于揭示卵母细胞发育潜力。 在山羊

睾丸细胞中的研究中， Ｙｕ 等［４１］将奶山羊睾丸组织分

离成单细胞进行 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 测序， 分析其精子发生

和体细胞发育过程， 通过检测和筛选， 确定了精原细
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胞中的特定候选标记基因 （ＴＫＴＬ１ 和 ＡＥＳ）， 发现的

新特征基因可为雄山羊生殖提供重要分子标记， 为奶

山羊育种研究提供理论与技术支持。 以上研究可以为

绵、 山羊生殖和绵羊毛囊发育提供新的理解。
２􀆰 ４　 单细胞 ＲＮＡ 测序在鸡遗传育种上的应用

ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 技术在家禽上研究较少， Ｌｉ 等［４２］ 首

次用单细胞 ＲＮＡ 测序技术分析鸡骨骼肌在肌肉发生

和脂肪形成的增生与肥大阶段的异质性， 筛选和鉴定

肌内脂肪特异性表达基因， 提供了骨骼肌中肌细胞和

脂肪细胞的细胞特异性表达基因， ＡＰＯＡ１ 和 ＣＯＬ１Ａ１
基因被鉴定为鸡肌内脂肪细胞的 Ｍａｒｋｅｒ 基因， 为肌

内脂肪的生成提供新的见解， 有助于研究鸡肉品质性

状分子标记的开发。 Ｒｅｎｇａｒａｊ 等［４３］ 将一种新的生殖

细胞 示 踪 方 法 运 用 到 转 基 因 鸡 模 型 中， 通 过

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑将绿色荧光蛋白 （ＧＦＰ） 插入

到鸡生殖细胞特异性标记基因 ＤＡＺＬ （鸡生殖细胞发

育与维持的关键因子） 中， 构建了 ＤＡＺＬ：：ＧＦＰ 转基

因鸡， 再分离纯化雄性和雌性生殖细胞， 利用 ｓｃＲＮＡ
－ｓｅｑ 进行分析， 可以研究禽类生殖细胞发育过程中

特有的机制、 转录图谱和细胞异质性， 与上述在骨骼

肌中的研究共同为改善鸡肉品质和了解禽类生殖发育

提供新的思路。
２􀆰 ５　 单细胞 ＲＮＡ 测序在其他畜禽遗传育种上的

应用

　 　 马产业是我国畜牧业的重要组成部分。 目前

ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 除了在猪、 牛、 羊和鸡等常见畜禽上有应

用， 对马也有研究进展。 Ｓａｇｅ 等［４４］ 将 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 技

术用来探索冷冻的马支气管肺泡灌洗液 （ＢＡＬＦ） 的

细胞组成， 对从患哮喘马中分离出的 ４ ６３１ 个细胞进

行分析， 确定了 １６ 个主要细胞类型群： 单核 ／巨噬细

胞 （ＣＤ１６３、 ＣＤ６８）、 Ｔ 细胞 （ＣＤ２、 ＣＤ３Ｄ、 ＣＤ３Ｅ、
ＣＤ３Ｇ）、 Ｂ ／浆细胞 （ＭＳ４Ａ１、 ＣＤ７９Ａ、 ＣＤ７９Ｂ）、 树

突状 细 胞 （ ＣＤ８３、 ＣＣＲ７ ）、 中 性 粒 细 胞 （ ＴＧ、
ＲＧＳ２、 ＬＩＬＲＡ５、 ＣＳＦ３Ｒ ） 和 肥 大 细 胞 （ ＬＴＣ４Ｓ、
ＨＰＧＤＳ、 ＧＣＳＡＭＬ、 ＭＳ４Ａ２）， 核糖体蛋白基因在 Ｔ
细胞 和 Ｂ 浆 细 胞 中 高 度 表 达。 研 究 结 果 表 明，
ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 技术适用于冷冻保存的马 ＢＡＬＦ 细胞， 可

以识别其主要细胞群体以及未探索研究过的 Ｔ 细胞

和巨噬细胞亚群， 这可能对马呼吸系统疾病 （如马

哮喘） 的免疫机制提供理论依据。

３　 总结与展望

能够准确进行细胞亚群分类以及识别是现在亟需

解决的技术挑战。 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 涉及到与群体 ＲＮＡ 测

序相关的更高水平的技术噪声和数据复杂性， 干扰了

细胞聚类和标记识别的准确性， Ｓｏｎｇ 等［４５］ 描述了有

更好聚类性能的基于 ｅｎｔｒｏｐｙ ｓｕｂｓｐａｃｅ 分离的降噪聚

类 （ＥＮＣＯＲＥ） 的细胞聚类算法， 减少 ｓｃＲＮＡ－ ｓｅｑ
分析中的噪声并提高细胞聚类的准确性， 但发现

ＥＮＣＯＲＥ在运行过程中消耗内存较大， 这也提示了细

胞聚类算法的一个研究机遇。
如何整合其他的技术与单细胞转录组一起分析也

是目前的一个挑战。 目前， ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 方法很少能够

传达有关转录过程的实时信息， 并且每个细胞的

ＲＮＡ 图谱只能被分析一次［４６］， Ｅｒｈａｒｄ 等［４７］提出一种

单细胞巯基连接的 ＲＮＡ 烷基化代谢标记测序技术 ｓｃ⁃
ＳＬＡＭ－ｓｅｑ， 能更好理解单细胞水平转录活性的差异。
ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 没有转录物在组织中的空间信息， 因此

ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 与空间转录组学［４８］ 的整合可以产生组织

中细胞亚群的高分辨率图谱。 如 Ｂｉａｎｃａｌａｎｉ 等［４９］提出

一种 Ｔａｎｇｒａｍ 方法， 将 ｓｃ ／ ｓｎＲＮＡ － ｓｅｑ 数据与包括

ＭＥＲＦＩＳＨ、 ＳＴＡＲｍａｐ、 ｓｍＦＩＳＨ、 空间转录组学和组

织学图像等数据相结合［５０－５２］， 可映射任何类型的 ｓｃ ／
ｓｎＲＮＡ－ｓｅｑ 数据。 目前在人和小鼠上已经有 ｓｃＲＮＡ－
ｓｅｑ 与 ｓｃＡＴＡＣ－ｓｅｑ 的组合研究［５３－５５］， 期待之后在畜

禽上能有研究进展， 促进未来遗传育种技术发展。 相

信随着科技的不断发展， ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 的研究会更加广

泛， 而不限于应用于肿瘤、 免疫和神经发育等生物医

学领域［５６］。
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