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摘   要：单细胞测序技术正逐渐成为生物学基础研究的“必备工具”，为我们理解各种生物学现象

带来革命性的洞见。很多传染性疾病均涉及免疫细胞的差异化功能，而这些免疫细胞之间具有较

大的异质性。与传统的批量高通量测序相比，近年来新兴的单细胞转录组测序使得研究者能够分

析感染过程的免疫细胞异质性，充分挖掘珍贵的临床样本的分子信息，还能获取难以培养的病原

微生物的遗传信息。本文着重介绍了当前单细胞测序在传染性疾病及病原微生物研究领域中的应

用情况，并对其发展前景做了简要展望。 
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Abstract: Single-cell sequencing is becoming an essential tool for the basic research of biology, which 

brings revolutionary insights for us to understand biological phenomena. Many infectious diseases 

involve diversified functions of immune cells with great heterogeneity. Compared with high-throughput 

sequencing, the emerging single-cell transcriptome sequencing enables researchers to explore immune 

cell heterogeneity during infection, to fully excavate molecular information from precious clinical 

samples, and to obtain the genetic information of unculturable pathogenic microorganisms. Herein, we 

review the application status of single-cell sequencing in the research on infectious diseases and 

pathogenic microorganisms and make a brief prospect of this technology. 
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人体的免疫系统时刻面临着各种病原体的

侵袭与危害。感染是病原微生物与人体免疫细

胞复杂相互作用的结果。影响传染病传播速率

的因素不仅来自各种环境因子[1]，还来自病原

微生物和宿主之间的相互作用，以及宿主免疫

细胞群的响应机制。细胞间的差异(即细胞异质

性)可能成为传染性疾病发生、进展的关键因

素。应用单细胞测序技术(以单细胞转录组测序

为主)来研究传染病患者的血液、痰液等组织，

有助于分析感染过程中的免疫图谱及相应的免

疫信号通路、鉴别新的免疫细胞亚型和传染病

生物标志物；而对于微生物的单细胞水平测序

和生物信息学分析则对检测未知病原微生物及

了解其遗传信息起到关键性作用。在单细胞水

平认识宿主和微生物的交互作用有助于制定恰

当的治疗方案，比如根据面对病原体入侵时不

同细胞的易感性来确定特定传染病防治中需要

重点关注的靶细胞。单细胞测序方法目前在传

染病及微生物领域已逐渐被广泛应用。 

1  单细胞测序在传染病研究领域的

运用 

1.1  分析感染过程的免疫细胞图谱 
免疫细胞承担了宿主对病原感染防御的启

动功能。免疫细胞图谱表征了特定(生理或感

染)条件下免疫细胞的组成架构，为理解传染

病的致病机制提供了关键信息。单细胞测序技

术使得免疫细胞图谱的构建变得容易和标准

化，单细胞测序可以识别感染期间免疫细胞图

谱的全局变化。Han 等[2]通过单细胞转录组测

序绘制艾滋病病毒 (human immunodeficiency 

virus，HIV)感染期间的猴外周血免疫细胞图

谱发现，新生猴的免疫系统比成年猴的保护

反应更强，表现在 T 细胞、B 细胞、自然杀伤
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(nature killer，NK)细胞等各大类免疫细胞应对

感染的反应性表达模式差异，其中，活化的 B

细胞可能在控制 HIV 感染方面发挥着至关重要

的作用。单细胞测序近两年被应用于构建新型

冠 状 病 毒 肺 炎 (coronavirus disease 2019 ，

COVID-19)患者的外周免疫细胞图谱，通过上

百人的数百万个细胞的单细胞测序，全方位地

揭示了与 COVID-19 临床特征相关的免疫细胞

表型[3]。新型冠状病毒感染会重构外周血的免

疫细胞图谱，包括淋巴细胞减少、T 细胞衰

竭、浆母细胞增多，并上调单核细胞中的干扰

素刺激分子、下调 HLA-II (human leukocyte 

antigen-II)类分子[4]。另外，COVID-19 重症患

者康复后仍然存在单核细胞增加和 HLA-II 类

分子下调[5]，而普通/轻症 COVID-19 患者康复

后体内细胞毒性效应 T 细胞大量扩增[6]，记忆

性 T 细胞及 T 细胞分化通路上调[5]。这些感染

相关的免疫细胞图谱特征为下一步开发治疗药

物提供了靶标。 

1.2  识别新的免疫细胞亚型 
当面对各种传染性病原体时，各种特定类

型的免疫细胞参与了各自相应的生物学过程，

如病原体识别、杀伤和抗原呈递。免疫细胞的

不同亚型往往表明它们具有不同的起源或不同

的感染微环境，因此，精确地识别、区分各类

免疫细胞亚群并了解它们在感染过程中的分子

特征、动力学和功能有助于促进我们对传染病

机制的理解和治疗，还可用于评估宿主控制和

疫苗模式。单细胞测序恰恰在精确表征细胞、

鉴定新的免疫细胞亚型方面具有独特的优势。

Gierahn 等[7]通过单细胞测序技术，鉴定了来自

结核病患者的 3 个肺巨噬细胞亚型，这些巨噬

细胞中与生长、代谢和缺氧相关的基因的表达

水平有所不同。Waickman 等[8]利用单细胞测序

定义了一组表达 CD38 分子的细胞，用来识别

最持久的疫苗反应性记忆前体 CD8+T 细胞，以

确定疫苗引发的细胞免疫的大小、多样性和持

久性。 

1.3  鉴定感染相关的免疫信号通路 
单细胞转录组测序不仅能了解各种免疫细

胞亚群的数目和具体的某项分子特征，更是转

录组层面的全方位刻画，对于每个细胞而言，

均可以知道其中所有信号通路的基因表达情

况。因而单细胞测序不仅可以用于鉴定感染相

关的免疫细胞亚型，还可以精细区分各类免疫

细胞中感染引发的信号通路变化差异。通过单

细胞测序，研究者们发现 COVID-19 激活了单

核细胞等特定的免疫细胞亚群中的炎症和细胞

因子相关的信号通路 [9]。这提示研究者未来可

以从遏制炎症和细胞因子相关信号通路的角度

来治疗 COVID-19。正如血液肿瘤临床试验评

价中的应用，单细胞测序也被用于评估疫苗接

种后的体液免疫反应，了解疫苗对各种 B 细胞

亚型的分子层面的影响。流感疫苗接种后只激

活一部分外周记忆 B 细胞，并差异化调控了这

部分激活的记忆 B 细胞中与宿主防御流感病毒

相关的信号通路[10]。详细了解感染相关的细胞

异质性免疫信号通路将加深我们对整个感染过

程的分子免疫变化的理解，并有助于为处于不

同感染阶段的患者开发治疗方法。 

1.4  检测炎症反应的变化 
炎症因子主要由受刺激的免疫细胞分泌，

具有多种生物学功能，包括调节先天和适应性

免疫反应、募集免疫细胞等。监测炎症反应的

变化并确定感染后的关键炎症因子对于了解传

染性疾病的发病机理及开发新的治疗策略必不

可少。对感染者特定组织(如外周血、呼吸道

黏液)的单细胞测序使我们能够理清大量产生

的炎症因子来源于何种免疫细胞，从而找到抗

炎治疗中的潜在药物靶标。最近，一项截至目
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前最大规模的 COVID-19 单细胞测序研究发

现，COVID-19 重症患者体内的大量炎症性细

胞因子主要来源于外周血中的单核细胞和巨核

细胞，以单核细胞为主，这些炎症性细胞中的

S100A8/A9 系统性上调可能导致了细胞因子风

暴[3]。另一项单细胞转录组测序研究发现，新

型冠状病毒感染诱导产生的炎症因子促进了棒

状细胞分泌粘蛋白，可能导致了急性呼吸窘迫

综合征[11]。这些研究表明，应用单细胞测序技

术有助于研究感染过程中炎症因子水平的变

化，揭示重要的分子致病机制。 

1.5  传染病的生物标志物发现 
目前已发现的各种传染病的生物标志物

十分有限，而新兴的单细胞测序技术极大地

方便了疾病相关生物标志物的鉴定。例如，

登革热患者发病前，其外周血中的幼稚 B 细

胞的 MX2、CD14+CD16+单核细胞的 CD163 和

IFIT1 均已显著上调[12]，因此这些表达水平显

著改变的基因有潜力成为预测登革热疾病的

生物标志物。Cai 等[13]通过单细胞测序发现，

CD3−CD7+GZMB+NK 细胞亚群可以作为识别活

动性结核病患者和监测治疗反应的一种新的生

物标记。在现今传染病研究中，将单细胞转录

组测序用于监测与特定感染相关的基因表达模

式，可以发现更多感染性疾病诊断和预后的候

选生物标志物。 

2  人体微生物研究中的单细胞测序 
微生物研究领域传统的测序方法以 16S 核

糖 体 核 糖 核 酸 (ribosomal ribonucleic acid ，

rRNA)基因特征区域测序和宏基因组测序为

主，前者主要用于鉴定菌落和量化菌群丰度，

后者除能实现前者功能外还可以量化菌群中的

主要信号通路表达水平。但是两种传统方法都

强烈依赖已知的微生物遗传信息，无法对自然

界中不易培养的微生物进行测序和研究。近

年来，随着细菌单细胞测序技术的开发，研

究者突破了微生物单个个体 RNA 含量低及缺

少通用扩增识别片段 [如真核细胞信使 RNA 

(message RNA，mRNA)的 poly-A 片段]的技术

局限，拥有了更多、更精细化的手段来研究细

菌、真菌等人体密切相关微生物。区别于宏基

因组研究，单细胞测序无需对微生物的已有知

识就可以对单个微生物进行测序分析，进而发

现新的微生物物种、构建新的微生物进化树、

获取新的微生物基因组序列，加深研究者对微

生物生命活动过程的理解，尤其是对包括病原

微生物和人体共生菌群在内的人体相关微生物

的发现和认知有助于研究人员、医护工作者更

深层次地认识各种涉及微生物的疾病的致病规

律和分子机制。 

2.1  获取难以培养微生物的遗传信息 
目前地球上大约 99%的细菌不能够在实验

室实现人工培养，采用单细胞测序为发现尚不

能培养的微生物提供了可能[14]。使用结合荧光

激活细胞分选技术的单细胞测序可以发现并鉴

定引起慢性牙周炎的 TM7 门细菌，这类细菌

尚无法培养[15]。Pamp 等[16]对哺乳动物肠道共

生菌分节丝状菌进行了单细胞全基因组测序，

为该菌与宿主的互作研究提供了思路。 

2.2  检测未知的病原微生物和耐药菌株 
通过对致病性微生物和宿主细胞的基因组

学和转录组学研究，可以更清楚地了解微生物

的分子进化机制和病毒感染的动力学，有助于

检测和鉴定新的微生物物种。Combe 等[17]对水

泡性口炎病毒感染的 90 个细胞的 881 个病毒斑

进行测序，发现单个感染单元内存在多个有遗

传差异的病毒基因组，意味着多种病毒共存网

络对疾病发挥作用。此外，一些日渐兴起的超

灵敏的单细胞测序新技术使得研究者能够快速
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检测各种病毒突变体，同时也可用于挖掘抗病

毒药物耐受相关基因[18]。 

2.3  剖析微生物种群异质性 
细胞异质性在原核生物和真核生物中普遍

存在，通过对微生物群落的单细胞转录组分析

也有助于了解微生物群落的异质性。微生物构

成的群落随着外界环境改变而不断发生着变

化。研究表明，即使是相同环境条件的微生物

群落，在 RNA 组成方面通常也是异质的[19]。 

3  人体微生物-宿主相互作用研究中

的单细胞测序 
人体不断暴露于各种微生物中，人体细胞

与各种共生或致病病原体之间不断发生着多种

相互作用。这一相互作用一方面作用于宿主的

免疫系统，另一方面影响微生物的存活繁殖，

因此，理解人体内各种微生物与宿主的相互作

用对于了解人体微生态的正常生理过程和传染

性疾病发病机制有着重要意义。转录组测序是

不受已有知识和预先假设限制来研究微生物-

宿主分子网络联系的重要工具。不同于普通人

体细胞的转录组测序，涉及人体微生物的测序

研究需要解决的一大难题是区分微生物和宿主

的 RNA。目前针对人体微生物-宿主相互作用

的研究已发展出一些专门的转录组测序技术，

主要包括宏转录组、双重 RNA 测序(同时测病

原体和感染的宿主细胞)、三重 RNA 测序(同时

测两种功能类型的微生物和宿主细胞)、宿主

单细胞测序、病原体单细胞测序、生态位测

序等 [20]。其中，单细胞转录组测序从单个细

胞、细菌层面分析感染的病理生理学，探究

宿主细胞对病原的表现及出现不同易感性的

原因，完善了对传染性疾病感染到发病机制

的理解。 

一方面，单细胞测序在挖掘病原体感染的

靶细胞特征、探索易感性的分子学特征方面具

有独特的优势。Golumbeanu 等 [21]用单细胞转

录组测序表明，HIV 潜伏后疾病是否发作及易

感性取决于 HIV病毒感染的 CD4+T 细胞亚群的

转录特征。Zanini 等[12]对登革热患者的单细胞

转录组测序则发现了登革热疾病发作之前 B 细

胞及单核细胞的转录组变化特征。这些免疫细

胞的转录组变化可能是病原体-宿主相互作用

的后果，而后决定了感染性疾病的进展方向。

在研究新型冠状病毒的靶细胞表面受体特征方

面，研究者通过对患者组织的单细胞测序发现

了 TMPRSS2、ANPEP、DPP4、ENPEP 等膜蛋

白与严重急性呼吸综合征冠状病毒 2 (severe 

acute respiratory syndrome coronavirus 2 ，

SARS-CoV-2)的棘突蛋白的受体 ACE2 共表

达，可能协助病毒入侵[22-24]。 

另一方面，单细胞测序还可以用于评估各

类细胞中潜伏病毒的遗传物质含量，有助于确

定病毒的宿主细胞。最近一项大规模 COVID-19

的单细胞测序研究发现，SARS-CoV-2 病毒的

RNA 主要存在于巨噬细胞、中性粒细胞、T

细胞、NK 细胞等免疫细胞及少部分纤毛上皮

细胞和鳞状上皮细胞中，而且以巨噬细胞和

中性粒细胞为主，病毒负载量大 [3]。这一发

现暗示承担了先天性固有免疫功能的免疫细

胞可能是与 SARS-CoV-2病毒互作的主要宿主

细胞。 

从微生物角度而言，针对人体内特定组织

部位菌群的单细胞转录组测序能够帮助我们研

究这些病原微生物在人体内的活动和功能，更

接近病原体-宿主交互作用的真实环境，减少

体外培养环境带来的潜在人为误差。 

4  小结与展望 
利用单细胞测序技术不仅可以检测未知的
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病原微生物，还可以监测到耐药株的出现、跟

踪病原体的抗性，从而进行传染病的诊断和机

制研究。目前的单细胞测序绝大多数集中于转

录组层面，仅能反映 RNA 水平，未来随着新技

术的发展，结合基因组、表观修饰组、蛋白质

组、宏基因组、宏转录组等多组学技术的综合

研究将使得我们能够更加全面地分析单个细胞

或微生物的功能，系统地阐明各种感染性疾病

的致病机制。单细胞测序相关技术未来将更广

泛地应用于各种感染性疾病和微生物领域研

究，助力开发更好的诊断和预后生物标志物，

辅助设计更准确的靶向抗感染疗法，以提高传

染病治疗效果并避免耐药性。 
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