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单细胞分选与测序技术在环境微生物领域的应用及前景
郭晗玥ꎬ王礼岳ꎬ阮杨ꎬ徐琪程∗ꎬ凌宁ꎬ沈其荣

(南京农业大学资源与环境科学学院 /江苏省固体有机废弃物资源化高新技术研究重点实验室ꎬ江苏 南京 ２１００９５)

摘要:随着对环境微生物生态系统认知的深化ꎬ对其深入研究的需求持续增加ꎬ传统的培养组学和环境 ＤＮＡ 测序等研究手

段已经难以满足对微生物物种和功能多样性的全面了解ꎮ 单细胞分选与测序技术为环境微生物研究开创了全新的视角ꎬ
成为该领域的热点与前沿ꎮ 单细胞技术将微生物研究的焦点从群落水平深入到个体细胞层面ꎬ通过精准分选并测序单个

微生物细胞ꎬ深入挖掘微生物的种间和种内多样性以及功能特性ꎮ 本综述介绍单细胞技术在环境微生物研究中的应用ꎬ详
细论述单细胞分选和基因组扩增的关键过程ꎬ并探讨单细胞测序数据解析过程中的生物信息学基本流程ꎬ为单细胞分选与

测序技术在环境微生物研究中的发展提供借鉴和启示ꎮ
关键词:单细胞分选ꎻ单细胞测序ꎻ单细胞基因组ꎻ环境微生物
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在生态系统中ꎬ生物与生物之间以及生物与环境之间的相互作用发生在从分子到群落以及物种内部

或物种之间等多个生态尺度上ꎬ并受到各种生物及非生物因素的影响ꎮ 为了全面理解生态和进化过程ꎬ需
要从不同生态尺度和角度出发ꎬ获取更加详尽的信息[１]ꎮ 微生物个体(细胞)作为研究环境微生物的基本

单位[２－３]ꎬ是连接生态系统、群落和种群的纽带ꎮ 在微生物代谢过程中ꎬ基因组和代谢途径的微小变化会

改变微生物互作关系以及微生物群落构建过程ꎬ从而对生态系统产生重大影响ꎮ 因此ꎬ研究大尺度上的生

态机制需要关注微生物个体的作用过程ꎬ这也是当今环境微生物研究所面临的挑战之一[４]ꎮ
在微生物学领域ꎬ 宏基因组学 ( ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓ)、 宏转录组学 ( ｍｅｔａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ) 和培养组学

(ｃｕｌｔｕｒｏｍｉｃｓ)是目前常用于研究微生物群落的方法ꎬ在微生物系统发育关系[５]、物种多样性和丰度[６]、代
谢能力[７]以及功能多样性[８]等研究中发挥重要作用ꎮ 然而ꎬ这些方法在描述微生物群落及其功能时存在

一定的局限性:宏组学(ｍｅｔａ￣ｏｍｉｃｓ)无法准确提供微生物个体水平的信息[９]ꎻ培养组学关注的微生物种群
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或数量非常有限ꎬ难以提供群落水平的生态信息ꎬ并且评估过程存在一定的主观性[１０－１１]ꎮ 不同生态尺度

下群落组成的不确定性和微生物间相互作用的复杂性[３]进一步增加了选择恰当研究手段的难度[１２－１３]ꎮ
单细胞技术的出现为环境微生物研究带来了新的突破ꎮ 它能够在微生物基因组进行全面研究[１４－１６]ꎬ

准确获取每个细胞的基因组信息ꎬ从而高度代表原始个体[１７]ꎮ 通过单细胞技术ꎬ可以大量获取环境微生

物基因组信息ꎬ注释功能并重建代谢途径ꎬ从而揭示细胞间基因表达和代谢途径的异质性ꎮ 这在探索微生

物多样性、种群遗传与进化ꎬ以及微生物相互作用等方面具有巨大潜力ꎮ 此外ꎬ单细胞基因组学信息能够

提供系统发育和功能性状之间的联系ꎬ揭示采样时单个细胞的生理状态[１８]ꎮ 结合细胞分选工具ꎬ如基于

细胞图像的全自动单细胞分选仪(ＣｅｌｌｅｎＯＮＥ)ꎬ可以根据细胞的完整性、生理状态或功能标记来分选细

胞ꎬ并最大限度地减少宿主或细胞外 ＤＮＡ 的污染ꎮ 因此ꎬ单细胞组学方法不仅能够补充宏组学研究在个

体尺度上的不足ꎬ还能够从环境样本中挖掘培养组学难以解析的群落水平相互作用ꎮ
本综述重点介绍了在环境微生物领域中已应用或具有应用前景的单细胞分选技术和单细胞基因组测

序技术ꎬ详细论述了这些技术在突破微生物学传统分离培养限制、探究微生物多样性、剖析种群遗传和进

化ꎬ以及破译微生物间或微生物与宿主的互作等方面的应用ꎬ并对现存生物信息学方法在挖掘单细胞数据

方面的潜力进行了展望ꎬ以期为单细胞分选与测序技术在环境微生物中的应用和发展提供理论依据ꎮ

图 １　 生态复杂性梯度、研究尺度和相关方法

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｏｆ ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｏｍｐｌｅｘｉｔｙꎬｓｔｕｄｙ ｓｃａｌｅｓ ａｎｄ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ
　 　 个体、种群、群落和环境尺度共同构成了生态学研究的核心框架ꎮ 以培养为基础的方法只能研究有限的微生

物种群或菌株ꎬ其结果不能全面反映更高层次的生态学信息ꎮ 宏基因组学涵盖了从群落到环境尺度的微生物过

程ꎬ但难以提供更精细的信息ꎮ 单细胞组学则涵盖了从个体微生物到群落的尺度ꎬ可以将每个生态尺度获得的信

息联系起来[１８] ꎮ
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ｅｘａｍｉｎｉｎｇ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｒ ａ ｓｅｌｅｃｔ ｆｅｗ ｓｔｒａｉｎｓꎬｙｅｔ ｔｈｅ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｓｕｃｈ ｓｔｕｄｉｅｓ ｆａｌｌ ｓｈｏｒｔ ｏｆ
ｃａｐｔｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｘｉｔｉｅｓ ａｔ ｈｉｇｈｅｒ ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｌｅｖｅｌｓ. Ｉｎ ｃｏｎｔｒａｓｔꎬｍｅｔａ￣ｏｍｉｃｓ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ｅｘｔｅｎｄ ｔｈｅｉｒ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｖｅ ｒｅａｃｈ
ｆｒｏｍ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｔｏ ｔｈｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｓｃａｌｅꎬ ｙｅｔ ｔｈｅｙ ｏｆｔｅｎ ｌａｃｋ ｔｈｅ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｔｏ ｄｉｓｃｅｒｎ ｆｉｎｅｒ ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ. Ｓｉｎｇｌｅ￣ｃｅｌｌ ｏｍｉｃｓ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓꎬｈｏｗｅｖｅｒꎬｂｒｉｄｇｅ ｔｈｉｓ ｇａｐ ｂｙ ｆａｃｉｌｉｔａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｙｎａｍｉｃｓ
ｆｒｏｍ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｍｉｃｒｏｂｅｓ ｔｏ ａ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ. Ｔｈｉｓ ａｐｐｒｏａｃｈ ｅｎａｂｌｅｓ ａｎ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｄａｔａ ａｃｒｏｓｓ ｖａｒｉｏｕｓ ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｌｅｖｅｌｓꎬ

ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ａ ｍｏｒｅ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｅｃｏｌｏｇｙ[１８] .

１　 单细胞分选与测序技术在环境微生物中的应用和优势

单细胞组学提供了单个微生物的功能、代谢特征以及种群、群落水平的物种组成和整体功能信息ꎬ将
不同生态尺度的结果信息连接起来ꎬ提供了更广泛的生态理解(图 １)ꎮ 此外ꎬ单细胞技术在环境微生物研
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究中还具有突破传统分离培养限制、探究微生物多样性、剖析种群遗传与进化、破译微生物间或微生物与

宿主间的相互作用等优势ꎮ
１.１　 突破传统分离培养限制

传统单细胞培养组学采用“先培养ꎬ后筛选”的策略ꎬ将细胞置于特定的培养条件下ꎬ直至形成单菌

落ꎬ然后通过纯培养筛选特定的代谢表型组ꎮ 然而ꎬ自然界中的可培养微生物仅占很小比例[１９]ꎮ 同时ꎬ可
培养微生物还受到培养活性、条件及培养纯度等多重因素影响ꎬ导致分离效率低下[１８]ꎮ 单细胞分离培养

法提供了一条新的途径ꎬ即“先分离ꎬ后培养”ꎬ这种策略理论上可以极大提高分离培养的通量和效率ꎮ 此

外ꎬ单细胞分离技术可以利用荧光标记、拉曼光谱等技术识别目标细胞ꎬ从而能够更有针对性地从接近原

位的环境中分离出目标细胞ꎬ并进行后续扩繁培养ꎮ 对于难以培养的微生物ꎬ单细胞分离技术能够与测序

手段相结合ꎬ提供该微生物的代谢通路等信息ꎮ 基于这些信息ꎬ有针对性地补充生长限制因子ꎬ有望实现

这类微生物的可培养化ꎮ 单细胞分离培养技术是以单个细胞为起点的多代的增殖ꎮ 在此过程中ꎬ温和的

细胞处理方式以及精确的细胞分离操作可以显著提升细胞培养的效率[２０－２２]ꎮ
１.２　 探究微生物多样性

单细胞技术可以补充和验证宏组学手段在真菌[２３]、细菌[２４]等领域所揭示的物种多样性ꎬ通过单细胞

方法获取的微生物序列集合中ꎬ可能含有全新的微生物分支ꎮ 环境微生物群落往往由少数高丰度物种和

大量低丰度物种共同构成[２５]ꎮ 宏基因组数据虽然能够反映环境中微生物的整体功能ꎬ但难以揭示不同微

生物个体间的功能异质性和稀有物种的信息ꎮ 尽管通过宏基因组分箱(ｂｉｎｎｉｎｇ)的生物信息学方法可以

获得组装的基因组(ｍｅｔａｇｅｎｏｍｅ￣ａｓｓｅｍｂｌｅｄ ｇｅｎｏｍｅꎬＭＡＧ)ꎬ并注释功能信息ꎬ但此方法一般局限于环境中

丰度较高的物种ꎮ 此外ꎬ分箱过程无法直接确定属于某一微生物物种的所有序列ꎬ存在组装错误的风险ꎮ
相比之下ꎬ单细胞组学以单个细胞为测序单位ꎬ能够最大限度地保证序列来源的可溯性ꎬ这有助于发掘宏

组学研究中被大量基因片段所掩盖的稀有物种信息ꎮ 鉴于稀有物种在环境扰动中对微生物群落的稳定性

和功能的关键作用[２６－２７]ꎬ单细胞技术捕捉稀有物种多样性与功能信息的能力对理解微生物群落响应环境

扰动的机制尤为重要ꎮ
１.３　 剖析种群遗传与进化

单细胞基因组学不仅有助于了解微生物的种类、代谢途径和功能信息ꎬ而且能够揭示种群遗传与进

化的机制ꎬ这为探索众多生态学理论和假设提供了方法ꎮ 单细胞测序技术可以通过捕捉个体间的基因组

变异来剖析自然环境中的种群异质性[２８]ꎬ从而阐明微生物种内多样性、生态位划分ꎬ并在基因水平转移的

研究中发挥重要作用[２９－３０]ꎮ 例如ꎬ基于微生物单细胞基因组研究阐明短链脂肪酸、共生因子等合成机制

和代谢途径[３１－３２]ꎬ评估物种在不同生态位的代谢功能异质性[３３]ꎮ 此前ꎬ生态进化过程的研究主要依赖生

态模型[３４]或体外试验[３５]ꎬ而单细胞技术的出现为验证这些假设提供新的途径ꎬ并突出微生物群落遗传进

化模式的重要性ꎮ
１.４　 破译微生物间或微生物与宿主间的相互作用

尽管当前已对环境微生物群落的构成进行了广泛研究ꎬ但微生物间以及微生物与宿主间相互作用的

机制仍不明晰[３６]ꎮ 单细胞组学可以获取细胞内全部遗传物质的信息ꎬ进而在细胞自身 ＤＮＡ 和外来遗传

信息之间建立联系[３７]ꎬ通过分析单细胞和细胞外遗传元件之间的水平基因转移等过程ꎬ揭示自然栖息地

中微生物群内部以及微生物群与宿主之间的相互作用ꎮ Ｍｕｎｓｏｎ￣ＭｃＧｅｅ 等[３８]将单细胞基因组学与宏基因

组学相结合ꎬ将在不同细胞中发现的病毒相互关联ꎮ 基于单细胞基因组( ｓｉｎｇｌｅ￣ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｇｅｎｏｍｅꎬＳＡＧ)分
析ꎬ无需借助培养组学就能识别侵染单个宿主的病毒类型和单个病毒的宿主范围ꎬ增强对病毒－宿主相互

作用的理解ꎮ 在海洋细菌和古细菌研究中ꎬ通过单细胞技术鉴定出的多种次级代谢物合成途径为解释细

胞间的相互作用提供了新思路[３９]ꎮ 单细胞基因组学可通过监测细菌种群基因的动态以验证细菌种群变

化的假设[４０]ꎬ这对于了解微生物如何在群落内发生相互作用以及它们对生态系统的可能影响是至关重

要的[４１－４２]ꎮ

２　 单细胞分选与测序技术的关键步骤

在单细胞技术流程中ꎬ单细胞分离与基因组扩增是最为关键的步骤ꎮ 在进行单细胞分离时ꎬ需要选择

适当的技术平台ꎬ确保高通量的同时维持高回收率ꎬ预期在短时间内有效分离出大量细胞ꎬ并尽可能减少
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细胞损失ꎮ 在分离过程中需要保护细胞的完整性与活性ꎬ以避免对后续培养组学试验造成干扰ꎮ 此外ꎬ由
于单个细胞中的 ＤＮＡ 含量极低ꎬ通常仅为皮克级别ꎬ而构建基因组测序文库所需的下限为 １ ｎｇꎬ在构建文

库之前ꎬ需对单细胞的全基因组进行高效且均匀的扩增[４３]ꎮ 这一步骤对扩增方法提出了极高的要求ꎬ需
要克服碱基错配、扩增偏好性等技术难题ꎬ以确保最终结果的准确性和可靠性ꎮ
２.１　 单细胞分选

单细胞分离是单细胞技术流程的首要步骤ꎬ其准确性将直接影响后续的测序和结果分析ꎮ 目前主流

的分离技术包括有限稀释 ( ｌｉｍｉｔｉｎｇ ｄｉｌｕｔｉｏｎ)、显微操作 (ｍｉｃｒｏｍａｎｉｐｕｌａｔｏｒ)、激光捕获显微切割 ( ｌａｓｅｒ
ｃａｐｔｕｒｅ ｍｉｃｒｏｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ)、荧光流式细胞分选( ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｃｅｌｌ ｓｏｒｔｉｎｇ)、单细胞拉曼光谱(ｓｉｎｇｌｅ￣ｃｅｌｌ
ｒａｍａｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｓｏｒｔｉｎｇ) [４４－４５]以及微流控技术(ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ) [４６]ꎮ

有限稀释法只需借助标准移液工具进行样本稀释ꎬ但由于细胞在等分液体中的分布遵循泊松分布ꎬ因
此效率较低ꎮ 根据泊松分布ꎬ只有约 １ / ３ 的细胞培养板孔中能成功捕获单个细胞ꎬ且需要额外步骤ꎬ如显

微镜观察ꎬ来确认哪些孔含有单细胞ꎮ 显微操作技术则通过在高倍显微镜下使用玻璃毛细管或微型探针

装置实现对微生物的提取、分离ꎮ 然而ꎬ该技术对环境样本有要求ꎬ仅适用于液体样本分选ꎬ且依赖手动操

作ꎬ对操作者的技能要求较高ꎬ分选通量低[４７]ꎮ 激光捕获显微切割是将样本冻存或封存在石蜡中后ꎬ放置

于高倍显微镜下ꎬ先进行显色标记ꎬ再利用激光能量对目标单细胞进行切割ꎬ从而实现对细胞的特异性获

取[４８－４９]ꎮ 然而在分离过程中ꎬ激光能量可能会损害细胞的完整性ꎬ并且该方法成本较高ꎮ 激光捕获显微

切割在生物医学研究等领域应用较多ꎬ在环境微生物领域中常用于动植物宿主中病原微生物的分离[５０]ꎮ
荧光流式细胞分选技术通过荧光标记细胞ꎬ并利用细胞对荧光散射信号的特异性ꎬ实现对同类型细胞的精

准分选[５１]ꎮ 该技术以细胞标志物为依据ꎬ具有高回收率和精度ꎬ目前已广泛应用于环境样本中细菌和丝

状真菌的分选[５２－２３]ꎮ 单细胞拉曼光谱技术通过检测代谢分子的拉曼光谱ꎬ反映物质分子内部化学键的状

态ꎬ从而确定微生物的种类、生理特征、营养状况和突变表型等“生物指纹” [５３]ꎬ同时结合光学镊子实现对

目标单细胞的分选[５４]ꎮ 这种方法具有非标记、无接触等优点ꎬ确保细胞完整性ꎬ该技术已实现对污水中具

有强溶磷作用微生物的分选[５４]ꎮ 但光谱成像速度较慢、通量较低等缺点限制其推广应用ꎮ 微流控技术是

一种高通量的单细胞分离技术ꎬ液滴微流控技术通过包裹单细胞形成油滴ꎬ释放油滴后获得单个细胞基因

组[５５－５６]ꎮ 尽管液滴微流控技术具有操作简单、高通量和成本较低等优势ꎬ但存在无法识别空液滴和液滴

含有多个细胞的缺点[４６]ꎮ 此外ꎬ由于液滴微流控技术优先保证细胞的通量与整体流程运行速度ꎬ其对于

微生物的裂解并不充分ꎬ这对后续的基因组扩增和测序环节产生显著影响ꎮ
新兴微流控技术平台 ＣｅｌｌｅｎＯＮＥ 为复杂环境中的单细胞生态学研究创造了全新的机遇[１８]ꎮ 单细胞

分离与测序技术的主要步骤见图 ２ꎮ ＣｅｌｌｅｎＯＮＥ 平台具有高精度的单细胞分离与精密的皮升级试剂分配

功能ꎬ配备可灭菌的玻璃毛细管用于样本吸入和分选ꎬ并通过电压和脉冲产生微液滴ꎮ 相较于传统液滴微

流控技术ꎬＣｅｌｌｅｎＯＮＥ 突破了无法识别液滴中细胞的局限ꎬ通过搭载高倍显微相机ꎬ实现对单个细胞的精

准识别ꎮ 当液滴为空或有多个细胞或碎片时ꎬ系统将自动舍弃该液滴ꎮ 借助内置的高分辨率显微镜ꎬ
ＣｅｌｌｅｎＯＮＥ 能够在毛细管尖端对单个细胞进行成像ꎬ并通过系统成像技术和算法ꎬ计算细胞的直径、伸长

率、圆度、亮度和荧光强度等参数ꎮ 通过对这些参数进行个性化设置ꎬ精确筛选出目标细胞[５７]ꎮ 此外ꎬ
ＣｅｌｌｅｎＯＮＥ 配备 ２ 个可控温度的孔板支架ꎬ能够将单细胞或试剂分配至各种类型的微孔板(如 ９６、３８４ 和

１ ５３６ 孔板)ꎬ实现高通量、无监督和全自动的操作系统[５８]ꎮ
已有研究成功将 ＣｅｌｌｅｎＯＮＥ 平台应用于人体细胞分离[５９]ꎮ 在此基础上ꎬＣｅｌｌｅｎＯＮＥ 平台针对微生物

特性开发了一款名为 ｍｉｃｒｏＬＩＦＥ 的软件ꎮ 该软件专用于微生物分选ꎬ其具备识别 ０.８ μｍ 及以上微生物形

态的能力ꎬ利用高分辨率显微摄像头获取的形态数据来判定和分选微生物ꎮ 相比于类似的荧光细胞分选

技术ꎬＣｅｌｌｅｎＯＮＥ￣ｍｉｃｒｏＬＩＦＥ 的分选通量相当ꎬ但是对于脆弱微生物或者特殊样本而言ꎬ它可以省略对样本

进行荧光或同位素标记处理步骤ꎬ从而最大程度地减少对样本微生物的影响ꎮ 这意味着该技术可以更加

温和地处理微生物样本ꎬ同时保持高效的分选能力和微生物活性ꎮ
在土壤[６０]、植物内生菌研究中ꎬ该技术可以成功分选出单个微生物并获得其基因组ꎬ为单细胞微生物

生态研究带来广泛的前景ꎮ ＣｅｌｌｅｎＯＮＥ 平台通过其高精度的单细胞分离和精密试剂分配功能ꎬ结合高倍

显微成像和自动化操作系统ꎬ为复杂环境中单细胞生态学的研究提供了强有力的技术支持ꎮ
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图 ２　 单细胞分离与测序技术的主要步骤

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｍａｉｎ ｓｔｅｐｓ ｆｏｒ ｓｉｎｇｌｅ￣ｃｅｌｌ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
　 　 采用碘海醇－吐温 ２０ 密度梯度分离法富集各类环境样本中的微生物细胞ꎮ 利用 ＣｅｌｌｅｎＯＮＥ 平台对环境样本中的细胞进行分选ꎬ并对

单个细菌进行 ＤＮＡ 提取和 ＭＤＡ 扩增ꎮ 基于单细胞基因组的扩增产物进行文库构建和测序ꎬ并对测序数据进行质控、组装和基因组质量

评估ꎬ最终得到单个细胞的全基因组信息ꎮ
Ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ｖａｒｉｏｕｓ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｉｏｄｉｘａｎｏｌ￣ｔｗｅｅｎ ２０ ｄｅｎｓｉｔｙ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ. Ｃｅｌｌ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｗａｓ

ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｕｓｉｎｇ ＣｅｌｌｅｎＯＮＥ ｐｌａｔｆｏｒｍꎬｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ＤＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｔｓ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ(ＭＤＡ) . Ｌｉｂｒａｒｉｅｓ
ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｓｉｎｇｌｅ￣ｃｅｌｌ ｇｅｎｏｍｉｃ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ. Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄａｔａ ｗａｓ ｔｈｅｎ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌꎬａｓｓｅｍｂｌｙꎬ
ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎꎬｕｌｔｉｍａｔｅｌｙ ｏｂｔａｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｃｅｌｌｓ.

２.２　 单细胞基因组扩增

单个细胞的 ＤＮＡ 含量通常无法满足高通量测序的需求[４３]ꎬ因此需要将单细胞内的核酸扩增至 １０ 万

倍以上[６１－６２]ꎮ 单细胞扩增技术最理想的状态是将基因组完整、准确地扩增ꎬ为了满足这一需求ꎬ单细胞扩

增技术不断革新ꎮ 目前的方法包括简并寡核苷酸引物 ＰＣＲ(ｄｅｇｅｎｅｒａｔｅ ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ￣ｐｒｉｍｅｄ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬＤＯＰ￣ＰＣＲ)、多重置换扩增(ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬＭＤＡ)以及多次退火环状循环

扩增技术(ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ａｎｄ ｌｏｏｐｉｎｇ￣ｂａｓｅｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｙｃｌｅｓꎬＭＡＬＢＡＣ) [６３]ꎮ
ＤＯＰ￣ＰＣＲ 利用带有 ＡＴＧＴＧＧ 的简并寡核苷酸作为引物ꎬ该引物的 ３′端在基因组 ＤＮＡ 中高频出现ꎬ

从而实现对细胞全基因组的扩增[６４]ꎮ ＤＯＰ￣ＰＣＲ 具有普通 ＰＣＲ 的指数扩增特性ꎬ由于扩增的起始位点由

特异的 ６ 个碱基决定ꎬ退火过程具有序列倾向性ꎬ这可能导致基因组不同序列之间的扩增差异ꎮ 此外ꎬ
ＤＯＰ￣ＰＣＲ 扩增的基因组覆盖度较低ꎬ对于拷贝数变异 ( ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｖａｒｉａｔｉｏｎꎬＣＮＶ) 的检测效果也

较差[６５]ꎮ
目前ꎬＭＤＡ 是单细胞扩增的主流技术[６６]ꎬ采用等温链置换扩增法ꎮ ＭＤＡ 利用 φ２９ ＤＮＡ 聚合酶和随

机六聚体实现整个基因组的扩增ꎮ φ２９ ＤＮＡ 聚合酶具有 ３′到 ５′端的外切酶活性[６７]ꎬ能够在多个位点同

时与模板 ＤＮＡ 开始复制ꎬ从而迅速获得大量高分子质量的 ＤＮＡ[６８]ꎮ ＭＤＡ 可对全基因组进行高保真均匀

扩增ꎬ是覆盖度较高的全基因组扩增方法[１４ꎬ６９]ꎮ 此外ꎬＭＤＡ 在大片段文库构建方面具有显著优势ꎬ能够

提供更全面、准确和连续的基因组信息ꎬ也更适用于复杂的环境样本ꎮ 然而ꎬＭＤＡ 仍属于指数扩增ꎬ存在

ＰＣＲ 反应的序列偏好ꎮ 尽管如此ꎬＬｅｕｎｇ 等[７０] 用 １２９ 个正常二倍体细胞的大数据集检测液滴 ＭＤＡ
(ｄｒｏｐｌｅｔ ＭＤＡ)技术的性能ꎬ结果显示其在扩增均匀性、基因组覆盖度和稳健性方面的表现均优于其他单

细胞全基因组扩增方法ꎬ实现了高达 ８０％的单细胞基因组覆盖率ꎬ并在靶向测序中有效检测单核苷酸变

异(ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｖａｒｉａｎｔꎬＳＮＶ)ꎮ
ＭＡＬＢＡＣ 技术于 ２０１３ 年初次应用于胚胎遗传诊断ꎬ现已广泛用于人类单倍型研究[７１]ꎮ 其扩增引物

的 ３′端包含 ８ ｂｐ 的随机序列ꎬ而 ５′端包含 ２７ ｂｐ 的相同序列ꎮ ＭＡＬＢＡＣ 扩增过程中ꎬ随机引物首先与模
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板 ＤＮＡ 结合并进行拟线性扩增ꎮ 在此阶段ꎬ特定设计的引物在扩增末端形成独特的环状结构ꎬ使得这些

扩增产物可被特异性识别ꎮ 拟线性扩增后ꎬ采用常规的 ＰＣＲ 方法对这些环状结构的扩增产物进行指数扩

增[７２]ꎮ 相比于 ＤＯＰ￣ＰＣＲ 和 ＭＤＡꎬＭＡＬＢＡＣ 的拟线性扩增有助于降低指数扩增的序列偏好性ꎬ提高 ＣＮＶ
检测的准确度[７３]ꎮ 然而ꎬ由于 ＭＡＬＢＡＣ 使用的聚合酶保真性较低且扩增循环数较高[７４]ꎬ导致其 ＳＮＶ 的

假阳性概率比 ＭＤＡ 高出 ４０ 倍[７５－７６]ꎮ 这可能对单细胞基因组的完整性产生较大影响ꎬ因此在微生物单细

胞研究中ꎬＭＡＬＢＡＣ 技术需要进一步改进ꎮ

３　 单细胞测序的生物信息学分析流程

单细胞测序通过研究单个细胞的基因组学信息ꎬ为了解复杂微生物群落提供了独特的视角ꎮ 相较于

宏基因组测序和扩增子测序ꎬ单细胞测序技术可以更准确地鉴定物种分类ꎬ揭示功能基因信息ꎬ并挖掘微

生物种群的多样性与互作关系ꎮ
３.１　 组装方法

与常规测序数据分析流程类似ꎬ单细胞测序数据首先需要进行质控ꎮ 用 Ｆａｓｔｑｃ[７７]、ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ[７８] 和

Ｂｏｗｔｉｅ２[７９]工具对原始数据进行裁剪和过滤ꎬ去除低质量序列和接头序列ꎬ去除宿主基因片段等ꎬ获得高质

量短序列(ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ)ꎮ 每个单细胞基因组数据可以根据建库时独有的标签序列(Ｂａｒｃｏｄｅ)进行区分ꎬ随
后进行单个细胞样本组装ꎬ这种方法节省测序成本以及基因组组装所需的计算资源ꎮ 由于高度不均匀的

序列覆盖率、较高的测序错误率和嵌合体等问题ꎬ单细胞数据的组装具有一定挑战性ꎮ ＳＰＡｄｅｓ 工具在单

细胞数据组装方面表现出色[８０]ꎬ在使用 ＳＰＡｄｅｓ 短序列组装工具对 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 进行组装时ꎬ通过多次调整

ｋｍｅｒ 参数ꎬ可以获得最优质量的 ＳＡＧ[５４]ꎮ 为了获得细胞基因组的功能ꎬ使用 Ｐｒｏｋｋａ[８１]预测单细胞基因组

的 ＯＲＦ(ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅｓ)ꎬ并使用 ＫｏｆａｍＫＯＡＬＡ[８２] 和 ｅｇｇＮＯＧ￣ｍａｐｐｅｒ[８３] 对 ＯＲＦ 进行功能注释ꎮ Ｊｉｎｇ
等[５４]通过完整的单细胞分选、培养和测序流程成功在原位分离培养出具有溶解有机磷能力的微生物ꎮ 这

些微生物在原位条件下的溶磷活性相较于纯培养条件提高了 ９０％ ~１００％ꎮ 同时该研究重建了相关单细

胞基因组的代谢模型ꎬ揭示了微生物在污水中高效溶解有机磷的机制ꎮ
３.２　 单细胞基因组质量评估

为了评估单细胞测序获得的 ＳＡＧ 质量ꎬ通常使用 ｃｈｅｃｋＭ 等工具来评估其完整度和污染度[８４]ꎮ 然

而ꎬ研究发现单个细胞样本组装的 ＳＡＧ 普遍存在完整度较低的问题[１]ꎮ 为了提升 ＳＡＧ 的完整度ꎬ一些研

究进行了方法改进:使用具有更高基因组回收能力的 φ２９ ＤＮＡ 聚合酶[６９]ꎻ在单细胞裂解过程中ꎬ加入溶

菌酶或提高裂解温度ꎬ以充分裂解[６９]ꎮ 此外ꎬ相较于单个单细胞样本的组装ꎬ将亲缘关系较近的单细胞样

本混合后进行组装可以提高 ＳＡＧ 的完整度[１６]ꎮ 这是因为不同细胞间存在共享的高度保守基因组区域ꎬ
这些区域在组装过程中提供了额外的连接点ꎬ使得组装更为容易和完整ꎮ

４　 总结与展望

在环境中不可培养的微生物被称为“暗物质”ꎬ而单细胞分选与测序技术则是解锁“暗物质”的关键ꎮ
本综述介绍单细胞相关技术的优缺点ꎬ强调根据样本类型、分选通量和后续试验需求来选择适合技术的重

要性ꎬ并以 ＣｅｌｌｅｎＯＮＥ￣ｍｉｃｒｏＬＩＦＥ 平台为例ꎬ概述单细胞分选与测序技术的主要方法步骤ꎮ
目前已发表的微生物单细胞研究中ꎬ所分离、测序的细胞数量有限ꎬ这种低通量的单细胞技术流程导

致单细胞组学在代表性上受到诟病ꎬ其主要原因是微生物单细胞技术在试验、成本上仍存在挑战ꎮ 例如:
细胞裂解、扩增方面的挑战ꎻ不同微生物细胞膜组成结构各异ꎻ缺乏高效、高通量的裂解微生物单细胞的方

法ꎮ 目前大多单细胞研究中仍采用热、冻融、超声、酶等方式ꎬ需找寻一种对普遍微生物细胞膜能有效裂解

的酶或者物理方法ꎮ 虽然 ＭＤＡ 扩增技术所获得的基因组已具有较高的完整度ꎬ但基因组的质量在一定

程度上受到扩增均匀度影响ꎬ试验上可运用皮升或纳升级别反应体系抑制 ＭＤＡ 偏倚ꎬ后续利用生物信息

学工具识别排除污染物ꎬ从两方面抑制 ＭＤＡ 的偏倚扩增减少污染ꎮ 单细胞扩增和文库构建的费用占据

单细胞试验的大部分成本ꎬ减少反应体积和借助全自动建库仪是降低成本、减少样本污染的可行性方法ꎮ
此外ꎬ未来从单细胞基因组向单细胞转录组发展的过程中ꎬ存在微生物细胞膜裂解方法无法统一、微生物

缺乏多聚腺苷酸化的 ｍＲＮＡ 以及微生物表达的转录本数量小等问题ꎮ
在具有低成本高回报率的高通量单细胞技术出现前ꎬ将单细胞组学与宏基因组学结合运用于同一项
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研究中是目前环境微生物研究的最优解ꎻ宏基因组获得数据构建假设ꎬ通过单细胞组学进行检验ꎬ能更准

确评估复杂微生物群中的微生物基因组多样性和基因组功能ꎮ 单细胞组学所获得的微生物基因组和培养

组学数据ꎬ已能很好地解决微生物、宿主互作和遗传与进化相关问题ꎮ 总的来说ꎬ单细胞分选与测序技术

对于深入探索微生物生态学、理解地球生态系统功能以及完善地球生物的系统发育树具有重大意义ꎮ
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