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单细胞转录组测序技术及其在寄生虫学研究中的应用*
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【摘要】 在过去几十年中,生物技术多从群体细胞水平开展基因组学和转录组学研究。随着近年来高通量测序技术和

单细胞分离方法的快速发展,单细胞转录组测序技术(single-cell
 

RNA
 

sequencing,scRNA-seq)可以对单个细胞进行无偏

倚、高通量和高分辨率转录组分析,极大促进了转录组学发展。目前,scRNA-seq已经成为研究细胞组成、鉴定细胞亚

群、发现稀有细胞、分析转录动态变化和基因调控关系等领域的一项主要技术。寄生虫是危害人类和动物健康的主要病

原体之一。本文主要就目前常见寄生虫scRNA-seq方案中的单细胞分离方法、mRNA反转录、cDNA扩增和测序技术

进行简要概述,并综述了scRNA-seq在寄生虫学研究中的应用进展。
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【Abstract】 During
 

the
 

past
 

decades,the
 

lack
 

of
 

advanced
 

biotechnology
 

skills
 

restrained
 

genomic
 

and
 

transcriptomic
 

studies
 

at
 

a
 

cell-population
 

level.
 

However,with
 

the
 

recent
 

rapid
 

developments
 

in
 

sequencing
 

and
 

single-cell
 

isolation
 

tech-
niques,emerging

 

single-cell
 

RNA
 

sequencing
 

(scRNA-seq)
 

allows
 

an
 

unbiased,high-throughput,and
 

high-resolution
 

tran-
scriptomic

 

analysis
 

of
 

a
 

single
 

cell,which
 

greatly
 

advances
 

the
 

development
 

of
 

transcriptomics.
 

This
 

sequencing
 

protocol
 

has
 

become
 

an
 

important
 

tool
 

for
 

studying
 

cell
 

composition,identifying
 

cell
 

subpopulations,characterizing
 

rare
 

cells,analy-
zing

 

transcriptomic
 

dynamics,and
 

examining
 

gene
 

regulation
 

relationships.
 

This
 

review
 

describes
 

the
 

most
 

common
 

tech-
niques

 

in
 

scRNA-seq
 

protocols,including
 

single-cell
 

isolation,mRNA
 

reverse-transcription,cDNA
 

amplification
 

and
 

se-

quencing,as
 

well
 

as
 

the
 

progress
 

of
 

scRNA-seq
 

applications
 

in
 

parasitological
 

research.
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 ***在过去十几年中,转录组测序已经成为分子生物学研究

中不可或缺的技术之一,几乎影响着研究人员对于基因功能理

解的各个方面[1]。自2005年以来,随着二代测序技术的快速

发展,相继推出的454
 

GS
 

FLX+、SOLiD、Solexa
 

GA和PacBio
 

RSII等测序平台促进了大规模转录组测序研究。微阵列和

bulk
 

RNA-seq等群体细胞水平的转录组测序技术,其结果仅

能反映细胞群中基因表达的平均值。然而,密切相关的细胞在

转录活性和状态上也存在显著异质性[2]。2009年,Tang等[3]

首次利用单细胞转录组测序技术(scRNA-seq)对小鼠单个胚胎

细胞进行测序分析,比微阵列技术鉴定出多达5
 

270个基因表

达,同时还发现了1
 

753个既往未知的剪切体。随后,scRNA-

seq技术得到快速发展,多种不同scRNA-seq方案相继出现,促

进了转录组学研究。

流行病学数据显示,寄生虫是危害人类和动物健康的主要

病原体之一,全球有超过30亿人感染寄生虫,这些寄生虫引起

的各种 慢 性 疾 病 导 致 了 极 大 的 全 球 疾 病 和 经 济 负 担[4]。

scRNA-seq技术已在研究寄生虫生命周期、致病机制和诱导宿

主免疫反应等领域得以应用。本文综述了scRNA-seq技术在

疟疾、血吸虫病和棘球蚴病研究中的应用进展。

1 单细胞转录组测序技术

scRNA-seq是在单个细胞水平研究基因表达模式的一项

技术,目前已经开发了多种不同的测序方案。大部分scRNA-

seq步骤包括制备单细胞悬液、捕获单细胞和裂解、mRNA反

转录、cDNA 扩 增、构 建 测 序 文 库。测 序 文 库 的 构 建 对 于

scRNA-seq下游分析至关重要,通常是基于 Tn5转座酶来完

成,随后利用Illumina平台进行测序[5]。测序片段的数量代表
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基因表达水平,构成了用于生物信息分析的数字基因表达矩

阵[6]。

1.1 单细胞分离 方 法 scRNA-seq需要提前制备单细胞悬

液,大多数情况下是利用一组特定的酶对组织样本进行酶促反

应来完成。然而,通过酶促反应方式从组织样本中分离细胞可

能会影响细胞活力和转录谱,对于后续测序结果产生一定影

响[7]。多种方法捕获单细胞如极限稀释法、显微操作法、激光

捕获显微切割法(laser
 

capture
 

microdissection,LCM)、荧光激

活细胞分选(fluorescence
 

activated
 

cell
 

sorting,FACS)和微流

控技术可快速、准确和高效捕获单细胞scRNA-seq。前3种方

法共有特点是通量低、耗时且操作技术难度较大,当组织样本

中细胞数量较少时才会考虑采用[8]。极限稀释法是一种相对

简单的方法,通过对细胞群进行不同梯度倍比稀释获取单细

胞,无需要特殊设备[9]。显微操作法需要手动或机器人操作完

成,其原理是在高倍显微镜下基于细胞形态学或荧光标记特性

利用显微操作器来分离单细胞,可以对稀有细胞实现精准捕

获,常用 于 从 早 期 胚 胎 或 培 养 的 微 生 物 中 分 离 单 细 胞[10]。

LCM是从固体组织样本中分离单细胞的一种先进技术,利用

激光束将靶细胞与周围组织分离,可以直接得到靶细胞[11],该
方法优点是采用荧光标记物标记,可从组织切片中收集特定细

胞类型;不足之处是需要预先对组织样本冷冻或石蜡包埋,而
且在激光切割过程中会破坏细胞完整性和促进RNA降解,分
析结果与实际情况不完全一致。

目前最常用的单细胞捕获方法是FACS和微流控技术,两
者都实现了高通量、自动化和低成本分选单细胞。FACS是一

种特殊的流式细胞术,在单细胞分离方面表现出强大能力,技
术原理是依据细胞形态、大小和荧光特性对细胞进行分类。首

先需要利用荧光单克隆抗体标记细胞,这种抗体可以识别特定

细胞表面标记物,再通过仪器检测被荧光蛋白标记的细胞,甚
至可以在充分表征的细胞群中鉴定新细胞亚群[12]。FACS要

求分选样本中细胞数量不少于10
 

000个,同时要存在针对靶细

胞的抗体,因此其适用条件有限[13]。将微流控技术成功应用

到单细胞分离,通过细微结构来精确控制流体体积从而达到捕

获单细胞的目的,可以利用重力离心、流体力学和电场力等捕

获细胞,其强大的集成能力可以将细胞捕获、细胞裂解、反转录

和cDNA文库构建集中到一个微流控芯片中完成[14]。采用微

流控技术捕获单细胞主要通过两种方法实现:第一种是基于微

阵列技术,依靠特定的微流控芯片捕获单细胞[15];第二种是基

于液滴技术,依靠微液滴生成装置将单个细胞和带标签的凝胶

微珠快速封装到油滴中形成油包水结构[8]。目前各种单细胞

分离方法均有自身优势和不足,最终选择何种方法还依赖于样

本性质和来源以及分离后需要对细胞进行的处理和分析。

1.2 反转录和cDNA扩增方法 由于单细胞中总RNA含量

较低(约10
 

pg),而目标 mRNA分子仅有0.1
 

~
 

0.5
 

pg[6],高
效捕获 mRNA分子对于后续实验步骤十分关键。通常情况

下,利用oligo(dT)引物捕获带polyA+的 mRNA分子,目的是

为了避免捕获其它结构的 RNA。然而,捕获 mRNA效率较

低,只有10%~20%的转录本能够被反转录成cDNA[16]。因

此,现有scRNA-seq方案都面临着较低 mRNA捕获效率,急需

开发一种更高效的细胞裂解和 mRNA捕获方法。当前发布的

大部分scRNA-seq方案都是利用RNase
 

H活性低和热稳定性

高的莫洛尼鼠白血病病毒逆转录酶合成cDNA一链,第二链可

以使 用 末 端 加 尾 法 或 模 板 转 换 机 制 生 成[3,16]。SMART-

seq2[17]和Drop-seq[18]是利用RNA模板5'端的模板转换法合

成cDNA第二链,这种方法的优点是可以确保均匀覆盖,不会

丢失链特异性。SUPeR-seq[19]和 MATQ-seq[20]则是利用poly
(A)或poly(C)尾连接cDNA的5'端,生成下游PCR扩增的共

同接头(adapters),可以用于长链非编码 RNAs和环状 RNAs
的测序分析。随后,对于合成的微量cDNA可以通过常规PCR
或体外转录线性扩增两种方式进行扩增。PCR是一种常见的

指数扩增方法,可以对微量起始物质进行扩增生成足够量的

cDNA,该方法可能会使基因表达谱的表达倾向于较短且富含

G-C的扩增子[5]。为了避免这种情况,Hashimshony等[21]开发

的CEL-seq利用了体外转录线性扩增技术,将T7启动子结合

到poly(dT)引物中,在第二链合成后进行体外转录,体外转录

省略了模板切换步骤,然而这种方法需要进行额外一轮的反转

录,其结果会增加3'端覆盖偏好。

1.3 单细 胞 转 录 组 测 序 平 台 目前,已经开发了多种不同

scRNA-seq平台,其中一些方法可以测序全长转录组,其它方

法仅对转录本3'或5'端进行测序。全长转录组scRNA-seq在研

究等位基因特异性表达和剪接变体方面相比于3'或5'端测序技

术更具优势。此外,对于某些低表达的基因/转录本的检测,全

长转录组scRNA-seq可能较3'端测序方法更好[22]。2012年,

Ramskold等[23]开发的SMART-seq是一项具有里程碑意义的

全长转录组测序技术,能够检测 mRNA全长,并且转录本覆盖

率也有所提高。Picelli等[17]
 

在SMART-seq基础上进行改进

开发出SMART-seq2,该方法的灵敏度、准确性、转录本覆盖率

和成本均优于前者,但是只能对具有poly(A)尾的mRNA进行

扩增和检测分析。2015年,通过微流控技术将单个细胞和带标

签序列的微珠包裹在一个液滴中,两者不同之处在于cDNA扩

增方式,相同之处是基于转录本3'端测序[18,24]。2017年,Ge-

nomics
 

Chromium单细胞转录组测序协议问世[25],通过基于液

滴的技术实现了数千个细胞的测序分析,然而该技术也是基于

转录本3'端测序。基于液滴的技术在细胞通量和测序成本方

面要优于全长转录组scRNA-seq技术,更适用于生成大量细胞

来鉴别复杂组织样本或肿瘤中的细胞亚群。在2018年,Mi-

crowell-seq是利用琼脂糖材料的高通量单细胞捕获系统,这种

方法构建测序文库的降低了成本[26]。随后,Ziegenhain等[22]
 

对6种 不 同 的 scRNA-seq方 法 进 行 比 较 分 析,结 果 表 明

SMART-seq2是众多方法中能够检测到基因表达数量最多的

一种,但是在检测低丰度基因方面不如 MATQ-seq。各种单细

胞转录组测序方法的比较见表1。

2 单细胞转录组测序技术在寄生虫学研究中的应用

2.1 疟疾 疟疾是由疟原虫感染引起的一种危害严重的寄生

虫病,通过雌性按蚊叮咬传播
 [27]。疟原虫对宿主免疫反应的

抑制作用是疾病复发主要原因,其次是抗原变异[28]。疟疾急

性感染 期 促 使 Th0分 化 为 CD4+
  

Th1和 CD4+
 

Tfh细 胞,

CD4+
 

Th1细胞通过分泌干扰素-γ(IFN-γ)促进巨噬细胞降解

寄生虫,而CD4+
 

Tfh细胞通过辅助B细胞产生抗体对抗寄生

虫感染[29-30]。Imai等[31]研究显示细胞毒性CD8+
 

T细胞能够

识别和破坏感染间日疟原虫的网织红细胞,并与巨噬细胞协
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作,共同 抵 抗 血 液 期 感 染。在 慢 性 感 染 期 CD4+
 

T 细 胞 和

CD8+
 

T细胞大量耗竭,程序性细胞死亡基因-1(PD-1)和淋巴

细胞激活基因3(LAG3)表达上调[28,32],提示免疫系统受损。

疟疾慢性感染期γδT细胞显著增加,其通过分泌巨噬细胞集落

刺激因子(M-CSF)参与控制疾病的复发[33]。Junqueira等[34]

认为γδT细胞还可以通过直接杀伤或吞噬的方式杀灭恶性疟

原虫,表明γδT细胞在控制疟疾复发中发挥着重要作用。Chen
等[35]利用scRNA-seq技术对夏氏疟原虫感染小鼠不同阶段的

脾脏淋巴细胞进行测序分析,共鉴定出8个不同的细胞类型,

并且发现CD4+
 

T在急性感染期中发挥关键作用,在复发感染

期时树突状细胞(DC)、γδT细胞和红髓巨噬细胞(RPM)明显

升高,表明先天性免疫反应在控制感染复发中起关键作用。

Witmer等[36]利用scRNA-seq技术研究伯氏疟原虫动合子的

转录变异情况,结果表明绝大部分转录变异是由发育导致,还

鉴定出11个依赖于载体物种表达的基因、12个依赖于个体表

达的基因。Bogale等[37]利用scRNA-seq技术对斯氏按蚊体内

不同部位的16
 

038伯氏疟原虫子孢子进行测序分析,结果显示

在子孢子发育过程中基因表达发生变化,导致了不同部位之间

子孢子的差异。此外,同一部位来源的子孢子之间也存在广泛

的转录异质性,表明按蚊体内的疟原虫发育是不同步的,受到

内在因素和环境因素的双重调节。Sa等[38]利用scRNA-seq技

术对来自夜猴和松鼠猴血液中的9
 

215个间日疟原虫进行测序

分析,揭示了间日疟原虫在红细胞内发育过程中基因表达的复

杂性和动态变化。

表
 

1 单细胞转录组测序方法比较
Table

 

1 Comparison
 

of
 

single-cell
 

RNA
 

sequencing
 

methods

方法
Methods

捕获RNA
Captured

 

RNA

扩增技术
Amplification

 

technology

cDNA覆盖度
cDNA

 

coverage
文献

Reference

SUPeR-seq
MATQ-seq

polyA+、polyA-
 

RNAs
polyA+、polyA-

 

RNAs
PCR
PCR

全长RNA
全长RNA

[19]
[20]

Smart-seq polyA+
 

RNAs PCR 全长 mRNA [23]

Smart-seq2 polyA+
 

RNAs PCR 全长 mRNA [17]

Drop-seq polyA+
 

RNAs PCR mRNA
 

3'端 [18]

CEL-seq polyA+
 

RNAs 体外转录 mRNA
 

3'端 [21]

inDrop polyA+
 

RNAs 体外转录 mRNA
 

3'端 [24]

2.2 血吸虫病 血吸虫病是由血吸虫感染引起的一种被忽视

的热带病。血吸虫生活史复杂,其通过改变自身构造方式来适

应不同宿主的新环境,血吸虫可在哺乳动物宿主脉管系统中存

活数10年[39]。Wendt等[40]认为,一种被称为体被(tegument)

的表皮样组织是血吸虫能够逃避宿主免疫攻击和长期存活的

关键,体被的维持和修复可能是通过成体干细胞来完成。Col-

lins等[41]在血吸虫成虫体内发现了成体干细胞,并表明这些细

胞都表达成纤维细胞生长因子受体同源物,但是没有阐明这些

成体干细胞的来源。Wang等[42]利用scRNA-seq技术对从曼

氏血吸虫体外转化母孢蚴中分离的干细胞进行测序分析,根据

各自的标志物鉴定出3种具有共同转录组特征的干细胞类别:

κ细胞(klf+
 

nanos-2+)、φ 细胞(fgfrA+)和δ细胞(nanos-2+
 

fgfrA+),并且发现只有少量κ细胞和δ细胞能够进入哺乳动

物体内,表明这2种细胞可能是成虫体内的成体干细胞来源。

在2020年,曼氏血吸虫在哺乳动物体内第一个发育阶段的单

细胞图谱已经完成,Diaz等[43]利用scRNA-seq技术对2
 

d龄曼

氏血吸虫童虫进行了测序分析,鉴定出13种具有不同转录特

征的细胞群,并且还发现童虫中的神经元细胞在转录和空间上

存在异质性。Li等[44]
 

利用scRNA-seq技术构建了曼氏血吸虫

童虫所有组织细胞的完整图谱,并鉴定出了控制生殖干细胞增

殖和分化的遗传程序。为了更好的理解细胞类型和组织分化,

Wendt等[45]利用scRNA-seq技术对曼氏血吸虫成虫的43
 

642
个细胞进行测序分析,鉴定出68个具有独特转录组特征的细

胞群,结果表明神经元细胞和肌细胞都表现出显著的异质性。

随后,研究人员对3类不同的成体干细胞亚群进行分析,发现

了一个表达hnf4的成体干细胞(eled+
 

neoblasts)亚群,并证明

了该细胞对于寄生虫生长和产生虫卵诱导病理改变都是必要

的。

2.3 棘球蚴病 人体棘球蚴病主要是指囊型棘球蚴病(cystic
 

echinococcosis,CE)和泡型棘球蚴病(alveolar
 

echinococcosis,

AE)2种。棘球绦虫在长期的进化过程中,已经进化出多种精

细策略用以逃避宿主的免疫攻击,并且在宿主保护和自身生长

之间建立了的平衡[46]。肝CE包囊周围聚集了大量浸润免疫

细胞形成了免疫微环境。scRNA-seq技术从单个细胞水平进

行转录组测序分析,相比于传统的依赖于细胞表面标记物进行

细胞类型分类,其在鉴定细胞类型和发现稀有细胞方面更具优

势。2021年,Yasen等[47]首次利用scRNA-seq技术对来自肝

囊型棘球病患者外周血、病变肝组织和正常肝组织的81
 

865个

免疫细胞进行测序分析,共鉴定得到23个细胞亚群,并分析了

不同组织中免疫细胞的表型变异,结果显示2型先天淋巴细胞

(ILC2)和浆细胞样树突状细胞(pDC)在不同样本中存在显著

异质性。随后对病变肝组织和正常肝组织中的ILC2和pDC
进行富集分析,结果显示差异基因显著富集到白细胞活化的调

节、toll样受体信号通路、NF-κB信号通路和免疫系统过程的负

调控。机体对细粒棘球绦虫感染的免疫炎症反应是由 NF-κB
信号通路介导[48]。长期以来,棘球蚴病的早期诊断和治疗亟

待寻找一种特异性诊断标志物和治疗靶点。目前Yan等[49]鉴

定出ARHGAP3可能是甲状腺乳头状癌复发和转移的诊断标

志物和治疗靶点。

3 结语

scRNA-seq技术改变了对于多种生物学现象的理解,开辟

了一个新研究领域,已经成为研究组织细胞异质性、鉴定罕见

细胞类型、检测病变组织和正常组织之间细胞及分子变化、追
踪细 胞 谱 系 和 分 化 领 域 的 一 项 强 大 技 术。然 而,目 前 的

scRNA-seq方案仍然存在不足:一是对于组织样本要求较高,

主要用于新鲜组织和新鲜培养的细胞,难以用于大部分冻存样

本;另一方面,通过酶解消化能够制备较好的单细胞悬液,在细

胞捕获和裂解过程中,可能会发生转录谱改变,导致结果与真

实情况有差异。目前为止,scRNA-seq在研究寄生虫不同发育

阶段和致病机制方面得到了广泛应用,并且已经产生了大量数

据。当前由于无标准的分析和可视化平台,其在寄生虫病学领

域的应用仍有待进一步拓展,从而为有效防控甚至消除寄生虫

病的公共卫生危害提供有效工具。
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  本次研究中共检出26株病原菌,其中革兰阴性菌

13株,真菌9株,革兰阳性菌4株。革兰阴性菌中肺

炎克雷伯菌检出数量最多,其次是铜绿假单胞菌和鲍

曼不动杆菌,同时也检出了较少见的洋葱伯克霍尔德

菌和产吲哚黄杆菌。真菌中以白色假丝酵母菌为主,
同时检出了曲霉菌和隐球菌,这与Scrivo等[14]研究一

致。革兰阳性菌仅检出了肺炎链球菌和金黄色葡萄球

菌。同时本次研究中也检出了12株病毒分别为巨细

胞病毒、EB病毒和单纯疱疹病毒。引起ILD并发肺

部感染的病原体具有多样性,因而一旦发生感染应尽

快进行病原学检测,并及时进行有效的治疗。治疗革

兰阳性菌和革兰阴性菌的常见药物有喹诺酮类抗生

素、氨基糖甙类抗生素和β内酰胺类抗生素等,治疗真

菌则常用伏立康唑和伊曲康唑等。在抗感染治疗时也

需要考虑到不常见的病原体或一些存在天然耐药的病

原菌,如嗜麦芽假单胞菌对氨基糖甙类等多种抗生素

天然耐药。
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