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摘要： 单细胞及单细胞基因组学研究是近年生命科学研究的热点之一，微生物单细胞基因组学研究是继

微生物元基因组学(又称宏基因组学，Metagenomics)之后新发展起来的，可有效获取环境中大量无法培

养的微生物遗传信息的技术。微生物单细胞基因组技术包括单细胞获取、全基因组扩增、全基因组测序

以及数据分析等步骤，目前该技术在环境微生物研究中的应用主要集中于探索未被元基因组技术或其它

常规技术探测到的新型功能基因，或是对环境中物种丰度极小的未培养微生物的发现，以及对微生物细

胞生命进化过程的研究等。本文对微生物单细胞基因组技术中单细胞获取和全基因组扩增所涉及到的不

同方法以及应用此技术对环境微生物取得的主要研究进展进行综述。
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近十多年来建立和发展的基于元基因组学、

元转录组学等不需要分离培养的技术手段，为各

种生态系统微生物的代谢途径和生态功能分析提

供了新方法。理论上，如果测序深度足够，元基

因组获得的结果可以包含环境中每一个物种的基

因组信息。然而，由于大部分环境中的微生物群

落结构复杂，且大量微生物基因组中存在保守序

列和重复序列，以及测序本身的偏好性 [ 1 ]等原

因，难以从元基因组中直接获得微生物个体的基

因组信息，因而难以将微生物的物种信息与生理

代谢、生态功能建立联系，明确回答每一种未培

养微生物的生理生化特性、代谢途径和生态功

能，此外，元基因组学的数据容易忽略那些丰度

比较低的微生物信息[2]，而这些微生物中可能包

含该生态系统的决定者和重要的影响者。近年

来，单细胞基因组测序技术发展迅猛，2013年被

《自然-方法》评为年度技术，认为该技术将改变

生物界和医学界的许多领域。从单细胞层面获取

微生物基因组信息可以直接从微生物个体基因组

水平阐释其生理特性[3]、物质和能量代谢特点[4]及

生态功能[5]，从而弥补元组学的缺憾。但由于微

生物细胞体积普遍小于哺乳动物细胞，因此对于
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微生物细胞的单细胞全基因组扩增目前仍具有比

较大的挑战。

1    微生物单细胞全基因组技术组成

微生物单细胞全基因组技术包括单细胞获

取、全基因组扩增、全基因组测序以及数据分

析[3,6]等步骤。

1.1    单细胞获取

目前常用的微生物单细胞获取的方法包括有

限稀释、显微操作、光镊抓取、流式细胞分选[7]

和微流控芯片等[6,8]。对微生物单细胞的分离通常

会与细胞染色技术、原位杂交技术和荧光蛋白标

签等技术连用[5,8]，以提高单细胞获取的效率。其

中依赖显微镜进行的显微操作法适合细胞较大、

较纯净的哺乳动物细胞样品，不适于细胞体积非

常小的细菌或病毒颗粒的获取。

有限稀释法通过对菌悬液中微生物浓度进行

测量，使用梯度稀释方法将单个细胞包裹在特定

体积的悬液中[8]。这种方法比较简单，单细胞出

现的概率符合泊松分布(Poisson distribution)。Köster

等将经过稀释的杂交瘤细胞包裹到微液滴中，结

果发现：22%的微液滴包含有1个细胞，但约

4%的液滴包含有2个或更多的细胞[9]，说明有限稀

释法不是十分精确，单细胞获得是随机的，需要

大量重复。一般可用于对单细胞要求不是十分严

格的大规模哺乳动物或微生物单细胞筛选。

光镊(Optical tweezers)技术利用了聚焦激光光

束的单光束梯度力阱(Single-beam gradient force

trap)与微粒之间的相互作用来抓取和控制微粒[10]。

由于光镊不仅对细胞有抓取效果，与拉曼光谱技

术连用还可以对单个细胞内的各项指标进行分

析 [ 1 1 ]。光镊使单细胞的抓取不再通过接触，减

少了外界对细胞的机械损伤，可有效用于抓取

具有某些特殊形状的微生物。但光镊技术获取

微生物单细胞的通量较低，且较强的聚焦激光光

束(790–1064 nm)会对微生物细胞造成光损伤

(Optocution)[12–13]，目前在微生物多样性研究中应

用相对较少。

流式细胞术(Flow cytometry, FCM)是目前单

细胞分析中效率最高，速度最快的分选方式，其

每秒钟可以对约10 5个细胞进行分析(Beckman
coulter moflo XDP)。将流式细胞术与细胞荧光标

记法连用从而对单细胞进行分选的技术被称为

荧光激活细胞分选(Fluorescence activated cell
sorting, FACS)[8]。目前全球最大的单细胞实验室

Bigelow laboratory for ocean sciences就是使用该技

术来分选微生物单细胞。但由于流式细胞仪需要

样品量大(几十至几百微升)，对样品颗粒大小有

严格要求，需进行过滤处理，造成样品损失，且

部分荧光染料对微生物细胞具有伤害作用，因此

限制了该技术的使用范围。

微流控芯片(Microfluidic chip)可以将普通实

验室中上样、反应、检测和分析等需要众多大件

仪器的实验操作整合到蚀刻有微通道的微小芯片

上，通过微通道控制技术使各项操作自动进行，

不仅减少实验试剂的消耗，降低实验成本，而且

提高实验通量，减少实验消耗的时间[14–15]。因此

微流控芯片具有高效率，低污染的特性，是目前

单细胞扩增技术中常用的单细胞筛选工具和扩增

反应容器[9,16]。

微流控芯片分选单细胞的具体操作有多种，

包括基于细胞大小而使用的过滤分选；基于细胞

在非均匀电场下产生极化的现象而开发的介电电

泳(Dielectrophoresis, DEP)分选[17]；以及将芯片与

光镊连用进行分选；或将细胞与磁粒或磁珠结合

后使用磁性进行分选[18–19]。如Adams等使用磁珠

与可产生磁场强度梯度的多层流微流控芯片将3种

表达不同类型蛋白质的E. coli MC1061菌株进行了

高效回收[18]。Moon等使用介电电泳技术将空气

(Airborne)中微生物颗粒与灰尘颗粒实现了有效分

离[17]。
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1.2    单细胞微生物全基因组扩增

单细胞获取以后，需要将细胞裂解进行全基

因组扩增。由于微生物单个细胞内所含有的DNA

量非常少，因此需要一些特殊的扩增方式才可以

对获得的DNA进行后续分析[20]。

目前使用较多的微生物全基因组扩增技术分

为PCR扩增法及恒温扩增法2种。其中基于PCR

扩增的方法有：简并寡核苷酸引物PCR (Degenerate

oligonucleotide primed PCR, DOP-PCR)技术[7]和多

次退火和成环循环扩增(Multiple annealing and

looping-based amplification cycles, MALBAC)技

术[7,21–22]；恒温扩增法主要为多重替代性扩增(Multiple

displacement amplification, MDA)技术[7,21–23]。

DOP-PCR技术于1992年由Telenius等提出[24]。

该技术首先使用简并的六聚体随机引物在较低的

退火温度下与单链DNA结合，预扩增出序列的一

部分片段；进而在较高的退火温度下对预扩增片

段进行进一步的指数放大[21]。该技术能够比较精

确的保留细胞DNA序列拷贝数(Copy number)信

息，但由于使用PCR扩增，一些小的错误会被成

倍放大，且会出现扩增偏好性，导致覆盖度降

低[21,25]。此外，DOP-PCR技术使用的引物为随机

引物，需要对退火温度进行摸索，否则会影响

DNA的扩增效果[26]。目前该技术本身较少用于单

细胞扩增，但是后来发展的部分单细胞扩增技术

是在此项技术基础上改进而成的。

MDA是目前使用较广泛的单细胞扩增技术[20]，

其扩增所用的Phi 29 DNA聚合酶是一种具有连续

置换特性和连续合成能力(即可进行滚环复制)的

DNA聚合酶，该酶具有3′到5′外切酶校读能力，

因此具有非常高的保真性[27]。MDA技术可在30 °C

条件下，将随机引物与模板DNA退火并在Phi 29

DNA聚合酶作用下延伸扩增，扩增出的DNA在与

模板链脱离之前再与Phi 29 DNA聚合酶和随机引

物形成聚合体扩增，以此类推。2002年Dean等使

用该技术对0.3 ng的人类基因组DNA进行扩增，

获得的基因组DNA平均长度大于10 kb[27]。MDA

技术对其所扩增的DNA模板具有敏感性和偏好

性，目前主要通过减小反应体积或加入其它试剂

的方式来减轻外源DNA污染及扩增偏好性。

Nishikawa等使用微流控技术将裂解的E. coli

单细胞DNA分散包裹在约67 pL的液滴中进行MDA

扩增，扩增的基因组DNA覆盖率达到59%–89%，

显著降低了扩增偏好性[20]；Pan等通过将海藻糖

(Trehalose)加入MDA反应体系来避免扩增偏好性[28]；

Quake实验室将MDA扩增技术与微流控芯片技术

相结合，将扩增体积缩减到60 nL，减轻了外源

DNA污染现象[29]，但微体积扩增后的产物均需要

进行二次MDA扩增才能进行序列测定和分析。

多次退火和成环循环扩增技术MALBAC由哈

佛大学谢晓亮(XS Xie)教授的研究团队首次报

道[30]。它通过拟线性的预扩增来减少非线性扩增

所带来的偏好性，对癌单细胞全基因组扩增覆盖

率能够达到85%–93%。其技术流程包括：(1) 单

细胞的捕获和裂解，释放DNA；(2) 94 °C下双链

DNA变性；(3) 在0 °C下MALBAC的引物(含有

27个普通碱基与8个可变碱基的随机引物[31])与模

板DNA单链结合；(4) 逐渐提高温度至65 °C来使

酶与模板DNA产生置换扩增反应，产生半扩增产

物；(5) 94 °C解链、58 °C成环，最终形成的环状

扩增产物称为全扩增产物；(6) 第(2)–第(4)步循环

5次作为预扩增反应；(7) 使用27个普通碱基的引

物进行PCR反应 [21 ,30]。比较发现，MALBAC和

DOP-PCR之间的扩增效果差别不明显，相较于

MDA技术来说，它们具有低偏好性的优势，但是

扩增所导致的错误率要比后者高 [ 3 2 ]；此外，

MDA全基因组扩增技术操作步骤比MALBAC

技术简单，减少外源污染引入的几率。
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1.3    微生物单细胞全基因组测序及分析

目前单细胞基因组最常使用的测序技术为第

二代Illumina测序技术，该测序技术对样品DNA的

质量和数量要求相对宽泛，且具有价格低廉、通

量高和错误率低的优点[25]。

对微生物单细胞基因组测序结果的数据处理

包括数据过滤[1]、序列拼装、基因注释、基因功

能注释[33]和比较基因组分析[34]等常规步骤，并根

据具体研究目的对数据进行进一步的信息发掘。

目前微生物单细胞全基因组扩增面临的主要

挑战包括定向单细胞获取技术的效率不够高，难

以实现大规模定向筛选目标微生物；全基因组扩

增试剂盒费用昂贵，扩增过程易于污染(对于环境

微生物细胞的扩增来说，该问题尤为严重)；扩增

存在偏好性和错误(如扩增的不均一，等位基因缺

失等)，导致扩增覆盖率及准确性不理想；二代测

序技术片段读长较短，对测序片段的拼接算法要

求高，而第三代测序技术虽然读长长，但对测序

的DNA样品质量要求较苛刻，且测序费用昂贵。

随着微流控芯片技术的引入与对微生物细胞

结构研究不断完善，单细胞全基因组扩增技术

将致力于小体积、高通量、低成本的发展方向。

为此，我们也初步建立了与流式细胞术单细胞

分选偶联的，可将单细胞基因组扩增反应控制在

纳升级的液滴反应系统(中国发明专利申请号：

CN20140655191.5)用于微生物单细胞基因组的研

究，该系统既可保证单细胞分选的高通量，又有

效减少由于分选步骤与扩增步骤分割所造成的单

细胞基因组扩增污染问题，微体积的使用还极大

地降低了试剂用量，节约了实验成本。

2    微生物单细胞基因组学研究进展

目前，对环境样品中微生物单细胞基因组的

研究成果主要来源于2个系统：美国Bigelow研究

所Ramunas Stepanauskas实验室所建立的流式细

胞分选——单细胞基因组多重置换扩增技术平

台[2]和美国斯坦福大学Quake的研究团队建立的光

镊——微流控芯片——单细胞基因组多重置换扩

增技术平台[29]。与流式细胞分选平台相比，斯坦

福大学的技术所用的微流控芯片可将扩增反应控

制在纳升(nL)水平(流式细胞分选后的MDA扩增体

系一般为10–50 μL)，从而能在基因组扩增过程中

较好的避免外源DNA的污染[32]。

2009年，Woyke等使用Bigelow研究所的单细

胞基因组中心的单细胞平台(Single cell genomic

center, SCGC)研究了美国缅因州海湾水体样品中

的微生物细胞，从中获得了2株未培养微生物以及

它们的全基因组序列[2]。经过序列比对，他们发

现与培养过的同类型微生物相比，这2株未培养微

生物的基因组较小，具有较少的非编码核苷酸和

共生同源基因，这些缺失的基因可能影响它们在

海洋特殊区域的丰度，并且导致它们难以培养。

2011年，Swan等通过单细胞基因组分析，发现大

洋沉积物中的未培养变形菌ARTIC96BD-19和

Agg47类群皆为混合营养型(Mixotrophs)微生物，

它们可通过氧化硫获取能量固定二氧化碳[35]。

2012年，Leung等使用基于微流控芯片的单细

胞全基因组扩增系统在单细胞水平上对海水水体

富集物、深海沉积物以及人口腔微生物进行了全

基因组扩增分析，揭示了微生物群落间独一无二

的合作关系[36]。

2013年，Rinke等使用流式细胞仪分选了9600

个环境微生物单细胞进行全基因组扩增和部分细

胞测序，获得了201个未培养的古菌及细菌细胞，

揭示了微生物暗物质之间的生物系统学关系及其

潜在代谢能力，并发现了新的嘌呤合成途径[37]。

2015年，Davison等对蓝藻(Cyanobacteria)的

多样性进行探索[38]，他们扩增生长于不同温度的

原绿球藻(Synechococcus)单细胞全基因组序列，

通过分析CRISPR序列探究自然界中大量存在的病
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毒与宿主之间共同进化的原因。同年，Martijin等

从美国缅因州达玛瑞斯哥塔(Damariscotta)湖中分

离到1株罕见的Rickettsiaceae菌株，通过单细胞基

因组技术确定了该菌株的分类地位，并根据其具

有的趋化基因及鞭毛基因，推测它可能具有兼性

内生的特性，为Rickettsiaceae菌株家族的起源做

出了新的解释[39]。

2014年，我国中科院青岛能源与过程研究所

徐建的研究小组率先实现在单细胞水平对微藻细

胞群体合成甘油三酯过程的动态定量检测[40]，为

解析微藻通过光合作用、以二氧化碳为原料合成

生物能源燃料——藻油的机制奠定了基础；2015年，

张琦等建立了海洋甲藻(Dinoflagellates)单细胞PCR

鉴定技术，使用MDA技术扩增单细胞甲藻基因

组，通过比对其线粒体细胞色素氧化酶1 (Cox 1)

基因序列，实现对甲藻的快速准确鉴定[41]。目前

我们所在的微生物资源前期开发国家重点实验室

建立了一套微生物单细胞纳升级微流控液滴反应

系统，可以实现环境样品微生物单细胞高通量分

选和纳升级扩增，目前已从深海沉积物样品中获

得多个新的微生物细胞，正在对它们进行基因组

序列测定和分析。

3    结论和展望

目前，单细胞全基因组扩增及测序已越来越

多地用于研究那些未被元基因组学技术或其它常

规技术探测到的新型微生物或基因，以及用于发

现环境中低丰度难以纯化培养的微生物和这些微

生物细胞生命进化过程的研究。随着材料科学及

高通量测序技术的不断进步，单细胞微生物全基

因组扩增技术逐渐进入微体积、高通量领域，并

且逐渐向单细胞分选、细胞裂解、全基因组扩增

及高通量测序集成化方向发展。相信更精确、更

快速的对微生物单细胞全基因组进行分析的新型

技术将不断被开发出来。
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Progress in microbial single-cell genomics for environmental
microbiology research-A review
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Abstract: We compared different methods used in single-cell isolation and whole genome amplification of microbial
cells, and summarized research progresses in single-cell genomics (SCG) in studying environmental microbes. The
studies of single cell and SCG have become one of the hot topics in life sciences in recent years. As a newly
developed technology following microbial metagenomics, microbial SCG can efficiently explore large amounts of
information of the uncultivable microbial genomics from environment. Generally, following steps need to be taken to
obtain microbial SCG: isolation of single microbial cells, whole genome amplification of the single cells, amplicon
sequencing, and data analysis. Microbial SCG can be widely used to explore new functional genes that are not
detectable by metagenomics and other traditional methods, detect uncultured microbes with extremely low abundance,
and study the life evolution of microbial cells.
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