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寄生原虫单细胞测序的研究进展*
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【摘要】 近年来随着单细胞测序技术迅速发展,其在人体、动物、植物、肿瘤及病原微生物等领域已经广泛开展研究。

与宿主体内的基因突变相似,大多数寄生虫也存在突变,其基因组测序研究多集中在数百万大样本单个虫体细胞中。目

前针对改变特定的宿主-寄生虫系统,现已开发出寄生虫单细胞测序方法,此举使得复杂的寄生虫种群中的遗传多样性

和亲缘关系得以破译,并能捕获遗传突变的基因序列。本研究以人兽共患的疟原虫和利什曼原虫为例,概述寄生虫单细

胞基因组测序的方法和进展,以及这些方法在寄生虫生物学中的应用。
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【Abstract】 In
 

recent
 

years,single-cell
 

sequencing
 

technology
 

has
 

developed
 

rapidly,and
 

studied
 

widely
 

in
 

human,ani-

mal,plant,tumor
 

and
 

pathogenic
 

microorganism.
 

There
 

are
 

a
 

large
 

number
 

of
 

genetic
 

mutations
 

in
 

the
 

host,most
 

para-
sites

 

also
 

have
 

mutations,and
 

their
 

genome
 

sequencing
 

studies
 

are
 

focused
 

on
 

a
 

large
 

sample
 

in
 

millions
 

of
 

individual
 

para-
sitic

 

cells.
 

Single-cell
 

sequencing
 

of
 

parasites
 

has
 

been
 

developed
 

to
 

modify
 

specific
 

host-parasite
 

systems,which
 

allows
 

the
 

genetic
 

diversity
 

and
 

phylogenetic
 

relationships
 

in
 

complex
 

parasite
 

populations
 

to
 

be
 

deciphered
 

and
 

the
 

genetic
 

se-

quences
 

of
 

inherited
 

mutations
 

to
 

be
 

captured.
 

Taking
 

plasmodium
 

and
 

leishmania
 

parasite
 

as
 

examples,this
 

study
 

sum-
marizes

 

the
 

methods
 

and
 

progress
 

of
 

single-cell
 

genome
 

sequencing
 

in
 

protozoa
 

parasites,and
 

the
 

application
 

of
 

these
 

methods
 

in
 

parasitological
 

biology.
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***寄生虫发生基因突变可能是因入侵单一或多种宿主造成的

基因多态性[1-4]。寄生虫感染动物模型中出现的单个宿主体内

存在多个遗传基因差异的虫体,可以导致虫体毒力变化和宿主

适应性、耐药性的演化[1,4]。以夏氏疟原虫感染啮齿类动物模

型为例,当不同基因型疟原虫发生共同感染时,其能够快速筛

选出高毒力虫株。因此,研究不同宿主体内的虫体基因多样

性,有助于探讨不同寄生虫在不同宿主体内感染机制研究。本

文重点概述单细胞寄生原虫的分离、扩增及测序的方法,阐述

这些方法应用于寄生虫基因特征相关的生物学问题,展望单细

胞测序技术在寄生原虫研究中的发展前景及应用。

1 单细胞测序

1.1 单细胞分离 单细胞测序技术首先便是要从复杂样本中

识别并分离出具备某种特质的单细胞(图1)。从不同组织中分

离单个细胞最困难的是保持靶细胞纯度和完整性[5]。纯度多

被定义为一个细胞或环境DNA的污染程度,完整性则是指细

胞本身的损伤程度[6]。分离细胞有多种方法,需根据特定实验

要求而恰当选择。根据之前的研究,常见方法包括有限稀释

法、激 光 捕 获 显 微 切 割 术 (Laser
 

capture
 

microdissection,

LCM)、显微操作法、流式细胞分选技术(Fluorescence
 

activated
 

cell
 

sorting,FACS)、和微流控技术等。后两者都有着高通量、

高效率、自动化的特点。与其相反,LCM 和显微操作法通量

低、耗时长、对技术有较高的要求,且二者对细胞易造成损伤,

通常只有在细胞样本较少的时候才会应用这种方法。应用有

限稀释法可以减少基因突变[2],该方法通过标准移液器稀释并

分离为单个细胞[4],一般使用0.25个细胞/孔的浓度,因为这

样可以最大限度的捕获细胞。随着该浓度增加,每孔捕获细胞

数量的也会增加,例如分别设置0.5和0.9的细胞浓度,基于

泊松分布获得每孔2个细胞的概率分别为8%和16%[6]。有

限稀释法初期常用于利什曼原虫计数以及捕获多种表型的疟

原虫。在基因组时代,有限稀释法被用于分析多重感染以及检

测疟原虫基因突变率[2]。应用有限稀释法,优点在于保留细胞
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完整性和未来克隆细胞系表型特征,但是该法会耗费大量时间

和精力,进行大规模实验较为繁琐,且需要在实验室培养。有

限稀释法缺点是捕获基因突变并不能完全反映真实现状,而且

在每个捕获基因组中可能产生新的突变。

图
 

1 单细胞分离及测序流程

Fig.1 Single
 

cell
 

isolation
 

and
 

sequencing
 

process

单细胞研究中应用最为广泛的方法是流式细胞荧光分选

技术(FACS)。FACS分选技术主要是基于细胞染料或荧光标

记抗体对细胞进行标记,然后通过FACS细胞仪激发、检测及

评估细胞的荧光标记和形态特征(如大小和颗粒),对符合特定

标准的细胞可以利用微孔板进行分选[6]。因FACS具有广泛

适用性及高度选择性[5],所以荧光标记可以精确地分选特定表

型细胞,成功弥补了费时费力的有限稀释法[7]。然而,FACS
依旧存在诸多弊端,如细胞分选不能保证不受潜在污染物的影

响,所以必须制定污染物最小化和量化风险的指导方案[3,8],此

外该方法需制备大量的细胞悬浮液,会影响低丰度细胞亚群的

产量且易对细胞造成机械性损伤。基于FACS的技术方案对

于大部分疟疾感染的红细胞(Red
 

blood
 

cell,RBC)来说尤为适

用,因为感染RBC含有疟原虫DNA,以此可以将其从缺乏该

疟原虫DNA的、未感染的RBC中准确地分离出来。FACS还

可以针对间日疟原虫和恶性疟原虫的研究进行优化,以便分选

出单细胞虫体进行全基因组扩增和测序[3,6]。与恶性疟原虫相

比间日疟原虫在常规实验室不能培养,所以我们对其知之甚

少。而基于FACS的技术方案则能够对间日疟原虫进行单细

胞测序,有利于间日疟方面的研究。我们对几种常用的单细胞

分离技术进行总结归纳(表1)。

1.2 单细胞全基因组扩增及测序 单细胞中存在的DNA含

量并不足以直接进行基因测序和靶向基因分型。单个细菌或

人类细胞所含DNA的数量级为1fg-1pg,而标准细胞的最小基

因组测序文库构建量约为100
 

ng
 

DNA。为了生产足够用于测

序的DNA用量,必须进行全基因组扩增(Whole-genome
 

am-

plification,WGA)[9]。寡核苷酸引物聚合酶链反应(Degenerate
 

oligonucleotide
 

primer
 

-polymerase
 

chain
 

reaction,DOP-PCR)

是首个用于 WGA的方法,通过应用简并寡聚核苷酸引物随机

引发位点密集覆盖基因组以启动体外DNA复制,该技术会产

生高度可重复的 DNA 复制图谱,从而降低检测基因 CNVs
(Copy

 

number
 

variations,CNVs)干扰。然而,聚合酶链式反应

(Polymerase
 

chain
 

reaction,PCR)所需的热稳定聚合酶会导致

较高的碱基互补配错率[10],其替代方案是基于PCR方法使用

多重 置 换 扩 增(Multiple
 

dilacement
 

amplification,MDA)技
术[9,11],MDA使用随机六聚体引物和Phi29

 

DNA聚合酶扩增

DNA,反应在恒温条件下(通常为30
 

℃)进行,其扩增DNA碱

基互补配错率非常低[11]。但是 MDA缺点是会出现更明显的

扩增偏差[9,12],这限制了其用于CNV分析。在目前研究中,将

DOP-PCR的低干扰扩增与 MDA的低碱基配错率相结合的思

路产生诸多混合方案,包括PicoPLEX(Takara)、多次退火环状

循环扩增技术(Multiple
 

annealing
 

and
 

looping-based
 

amplifica-
tion

 

cycles,MALBAC)[12-13]。由于 WGA方法中存在不同的读

取覆盖率、均匀性、误差率和试剂污染程度,因此扩增方法的选

择较大程度取决于下游的应用[9,13]。考虑到单细胞的遗传变

异,因此我们亟待需要进一步针对寄生虫进行方案优化,以保

证均匀性和覆盖率最大化。

目前正在研发针对寄生虫的专用 WGA方案,以应对不同

物种带来的挑战。Imamura等[13]比较了PicoPLEX(Takara)

和RepliG(Qiagen)两种 WGA方法,确定二者保存杜氏利什曼

原虫和巴西利什曼原虫维持非整倍体水平和单核苷酸多态性

(Single
 

nucleotide
 

polymorphism,SNP)的能力,研究结果表明,

PicoPLEX是最适合评估染色体非整倍体的方案。基于优化

MALBAC的 WGA方案,旨在解决恶性疟原虫基因组的极端

核苷酸偏差(约
 

80%富含AT),可以成功地扩增疟原虫基因组

并产生较高覆盖率,并且在单细胞中检测到小规模CNV,该方

法将为耐药性和环境适应机制的研究提供新的思路。对于恶

性疟原虫,现已开发了基于基因组测序前 MDA 的 WGA 方

案[8]。Trevino等[3]优化了在后期阶段通过对靶向寄生虫基于

FACS进行DNA复制的方法,达到了捕获恶性疟原虫90.7%
基因组的水平。获得高覆盖率的完整的基因组后,应用高通量

测序技术能够对识别单个细胞的特异性变异,可以检测出更多

的非编码区和结构变异,有利于细胞异质性及生物基因组学等

方面的研究。

表
 

1 常见单细胞分离方法比较
Table

 

1 Comparison
 

of
 

Common
 

Single
 

Cell
 

Separation
 

Methods

单细胞
分离方法
Single

 

cell
 

separation
method

成本
Cost

技术
门槛

Technology
 

threshold

细胞
数量
Cell

 

number

分离
速度

Separation
velocity

应用
Application

荧光激活细
胞分选

仪器价格昂贵
自动 化 操 作,
简单方便

数百个 快速
DNA含量分析,免疫表型分
析,肿瘤诊断,可溶性分子定
量等。样本广阔,适用性强

微流控技术
耗材 昂 贵,需
特殊试验仪器

通过计算机控
制细胞分选

数万 快速
单肿瘤循环细胞测序,药物
分析,基因测序等

有限稀释法 成本低
操作 简 单,但
费时费力

少 耗时
基因突变率检测、分析多重
感染、杂交瘤细胞筛选等

显微操作法 成本低廉
工作 量 大,对
技术人员操作
要求较高

少 耗时
微生物分离培养,胚胎细胞、
造血干细胞分离

激光捕获显
微切割术

需小型激光切
割平 台,成 本
较高

方法 简 单,但
操作较为困难

少 快速 细胞异质性研究

1.3 单细胞转录组扩增及测序 截止目前,高通量测序技术

只能以DNA为对象进行测序,而对 mRNA进行测序需将其反

转录为cDNA,其关键在于将细胞内少量的RNA高效扩增出
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大量cDNA且保证反转录准确性。常用Oligo(dT)引物对携带

poly(A)的 mRNA分子进行反转录后扩增,捕获RNA精度较

高,但效率较低,这也是现如今 mRNA捕获技术的缺点。单细

胞转录组较为常用方法有PCR和体外转录线性扩增。利用前

者的单细胞转录组测序技术主要有10
 

x
 

Chromium,Smart-Seq
及Smart-Seq2,Drop-seq,Seq-Well等技术方案;利用后者的方

案主要有CEL-seq2/C1,inDrops等[14]。cDNA表达量存在差

异,是选择转录组扩增技术的重要考量因素。

现如今,已经开发了多种不同单细胞转录组测序(Single-
cell

 

RNA
 

sequencing,scRNA-seq)技术方案。其中10
 

x
 

Ge-
nomics

 

Chromium系统可以从下一代测序读数中破译转录组

信息,其主要基于微流控液滴技术,操作简单并且能够同时处

理数千个细胞,不仅能够从单个细胞中捕获转录产物和遗传信

息,而且可以结合生物信息学软件进行遗传学分析。与全长转

录组测序方法相比,10×Genomics
 

Chromium系统对单细胞分

离到测序所需的设备去繁就简,在细胞通量和测序成本方面表

现极佳,更适用于鉴别复杂组织样本或肿瘤中的细胞亚群,常
用于组织异质性方面的研究,但是该技术只能获取3'端转录本

信息 且 对 样 本 有 着 较 高 的 要 求。Ramskold 等[15]开 发 的

Smart-Seq技术与其有相似的分子生物学原理且能够检测 mR-
NA全长,并且有着较高的转录覆盖率,缺点则是测序成本较

高。Picelli等[16]在其基础上进行改进开发出Smart-Seq2,相较

于前一代,该方法在灵敏度、准确性、转录本覆盖率和成本等诸

多方面均有所提高,但无论是Smart-Seq还是Smart-Seq2都只

能对具有poly(A)尾的 mRNA进行扩增和检测分析。近期

Ziegenhain等[17]对6种不同的scRNA-seq方法进行比对分析,

研究表明Smart-seq2检测到单个细胞和总细胞的基因数最多,

在灵敏度、准确性、测序细胞数等方面均有明显优势,但相较于

其他高通量测序技术,其测序成本处于较高水平[18]。

2 单细胞测序在寄生虫中应用

单细胞测序以高准确度获得单个细胞完整基因组序列。

迄今为止,单细胞测序技术解决了诸多关于病原传播和种群结

构变化、基因突变以及虫体与宿主关系的问题。

2.1 病原传播和种群结构变化 寄生虫病的传播会受到宿主

免疫、遗传多样性以及本身疾病特征的影响[19],例如在复杂的

疟疾感染中,疟原虫的遗传多样性主要来自两方面:一是多只

携带一种单倍型疟原虫蚊子的叮咬;二是携带多种寄生虫单倍

型蚊子的单次叮咬[1]或多次叮咬。单个单倍型疟原虫可以进

行单细胞测序,以获得与蚊虫叮咬携带密切相关的疟原虫感染

信息。在疟疾感染中,感染途径可分为“重复感染”或“共同传

播”,但两者并不是毫无联系的,重复感染和共同传播都能以不

同的方式使得单一宿主产生遗传多样性和基因突变。共同传

播会将紧密联系的寄生虫寄生到宿主体内[2,20-21],而重复感染

将导致关系并不紧密的寄生虫存活[21]。当出现多种基因型疟

原虫感染时,单细胞测序技术很难准确分析虫体传播数量[20],

而且单一宿主中多种虫体感染情况复杂,这样会增加病原传播

和基因突变的机会。

利用单细胞基因测序技术,Nkhoma等[7]对恶性疟原虫感

染开展调研,这项研究得以开展主要是基于高危传播环境(估
计每人每年183次叮咬)重复感染的机会很高。虽然大多数感

染都含有相关的疟原虫,但这些虫体很可能通过一次蚊虫叮咬

进行传播。研究发现,共同传播和重复感染占主导地位,在高

传播环境地区,共同传播对遗传多样性和基因突变的产生发挥

重要作用。将单细胞测序方法应用于疟疾感染流行区,可以掌

握疟原虫在共同传播和重复感染过程中遗传多样性和基因突

变规律。

2.2 基因突变 如上所述,寄生虫种群的遗传基因变异可分

为在宿主体内的持续变异和感染期间产生的从头变异。从头

突变引入的变异尤受研究人员青睐,因为它可能会导致新特征

出现(如免疫系统逃逸或耐药性)。现如今,基因组测序的研究

重心主要有三方面,首先是确定导致耐药性的基因突变[19,21],

其次是跟踪总结基因突变规律[22],最后进行定量宿主内等位

基因突变频率[22-23]。以此从单细胞测序应用到表征耐药性基

因单倍型来获取关键信息。

与病毒和细菌不同,疟原虫感染中的耐药性很少由新突变

产生;相反,它一般被选择、遗传和传播[19]。当存在多个耐药

性突变时,蚊子中肠内的基因重组可以将耐药性基因组合或分

离为单个基因组,该方法已用于鉴定恶性疟原虫和间日疟原虫

单次感染中的多种耐药虫体[4]。除了鉴定耐药性,还可以筛选

携带其他功能基因的突变个体。Trevino等[3]单细胞测序数据

显示,参与宿主细胞重塑(PHIST)和营养摄取(CLAG3.1/32)

的基因[24-26]在单次感染特定谱系中已经被删除。这些基因缺

失存在于多种相关遗传背景中,不是从头突变,而是持续基因

突变。

高通量测序技术又称下一代测序(Next
 

generation
 

sequen-
cing,NGS)其为遗传进化的直接测序提供了可能。如今几乎所

有关于自然界中寄生虫种群的研究都集中在遗传进化方面,然
而,在种群水平上整体对突变的描述尚不足以理解寄生虫遗传

基础,确定新突变及其对宿主个体的影响程度仍然很有必要。

在细胞群体样本中,频繁出现突变的恶性疟原虫基因组的突变

率约为每代3.3×10-10 个碱基对[27],例如一位带1%虫血症患

者会携带大约1010 种寄生虫,这意味着每48
 

h内23
 

Mb寄生

虫基因组中的每一个碱基对都至少会发生三次突变。这些突

变中的每个基因位点都会出现在单个基因组中,并且不会被大

规模基因组测序检测到。所以只有通过对单个寄生虫基因组

进行测序,才能发现更多基因组中的突变[28]。在实验培养群

体中,单细胞测序现已应用于疟原虫和杜氏利什曼原虫,研究

表明恶性疟原虫在长期培养过程中会发生选择性突变,而在杜

氏利什曼原虫染色体出现了耐药性的变化[29-30]。目前研究人

员正努力将这些方法应用于常见的寄生虫感染,以捕获新突

变,这些研究对了解寄生虫如何适应个体宿主非常重要。

基于NGS准确捕获新的低频突变是一项重大挑战[28]。

在批量样本分析中,大多数罕见突变(频率<1%的突变)通过

任何方法都无法检测到,因此单细胞测序正成为捕获罕见突

变、重要突变的替代方法。虽然这些方法尚未广泛应用于寄生

虫感染,但是利用单细胞测序捕获从头突变的相关数据的技术

方案正 逐 步 广 泛 地 应 用 于 人 类 基 因 的 遗 传 变 异 和 癌 症 研

究[31]。例如,癌症细胞的单细胞测序显示,耐药性是通过从肿

瘤内预先存在的耐药基因型中进行适应性选择而产生。通过

识别、区分临床相关谱系的突变,我们能够揭示、了解癌细胞与

正常细胞之间的明显差异,特别是对出现多种适应谱系并显示

出彼此竞争现象(称为克隆干扰)的癌细胞,而且在寄生虫领域
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的研究中,恶性疟原虫也被证实存在类似特征[1,29]。在拥有足

够数量的宿主细胞的前提下,研究胞内寄生虫与宿主细胞之间

的适应性,并进一步探讨单细胞测序在寄生虫病研究中的限制

性,是我们亟待进行的任务。

2.3 虫体与宿主 寄生虫与宿主的关系十分复杂,寄生虫病

尤其是疟疾目前仍是全球公共卫生事业的重要负担,探究虫体

与宿主的互作关系,能够有效控制疟疾的发生。富拉尼人对恶

性疟原虫相对不易感,对参与疟疾免疫反应的其他候选基因的

靶向SNP分析无法解释其原因,而Quin等[32]通过转录组分析

技术发现了富拉尼人有着较高的炎性小体组分基线水平,致使

恶性疟原虫感染后炎性小体激活水平较高,其进一步表明炎性

小体的激活具有保护作用,并能增 强 机 体 免 疫 反 应。Chen
等[33]利用scRNA-seq技术对感染夏氏疟原虫的小鼠将复发期

高峰(感染后第16
 

d)的脾淋巴细胞群与急性感染期高峰(接种

后第8
 

d)的脾脏淋巴细胞群进行比较。利用 UMAP分析基于

细胞特异性分子标记的八种淋巴细胞,结果证实CD4+T淋巴

细胞在急性感染期中发挥关键作用。在复发期,树突状细胞、

γδT细胞和红髓巨噬细胞水平明显升高,以此说明非特异性免

疫在控制疟疾感染中扮演着重要角色。Xie等[34]通过基于

scRNA-seq的T-SNE分析,在受约氏疟原虫感染的小鼠γδT
细胞中鉴定出11个表面受体,并发现受体4、5和7表达了诸

多参与免疫反应的蛋白,证实了约氏疟原虫感染的C57BL/6
小鼠脾脏中γδT细胞在蛋白质和RNA水平上的多样性,并表

明γδT细胞在受体4、5和7相关基因的扩增可以促进机体免

疫反应。Du等[35]通过全血RNA-seq、人外周血单核细胞的单

细胞细胞表面蛋白和RNA同时测序(Cellular
 

indexing
 

oftran-
scriptomes

 

and
 

epitopes
 

by
 

sequencing,CITEseq)技术对初始恶

性疟原虫RAS免疫(Plasmodium
 

falciparum
 

RAS-immunized,

PfRAS)后收集的血样进行综合分析,以及对受免疫保护和未

受免疫保护的志愿者进行横向比较,结果发现接种PfRAS疫

苗后1
 

d内诱导的非经典单核细胞和早期I型干扰素反应与免

疫力受损相关,未受免疫保护的个体也表现出Th2细胞的极

化,同时发现Th1细胞、CD8+
 

T细胞、自然杀伤细胞及T-bet
转录因子在免疫调节中发挥着重要作用,这些发现为有效疟疾

疫苗研发和相关免疫反应提供新见解。利用单细胞测序相关

技术,可以让我们更好地认识疟原虫与宿主机体之间作用机制

和免疫反应,以期更好地对疟疾进行防治。

3 结语

单细胞基因组学是我们了解寄生虫生物学和宿主-寄生虫

相互作用的强有力工具。正如本文所概述,利用相关技术我们

能够在单个细胞遗传信息平台中搜索并获取信息,但是这些方

法并不是一成不变的,而是要根据试验需求进行灵活选用。然

而即使有多种可供利用的技术方案,但单细胞技术仍受到诸多

限制与挑战,例如在处理单细胞时,必须确保制定的方案安全

可靠,以尽量减少来自环境和其他目标细胞的污染,且必须确

保这些方案的有效性。在此篇综述中,应用单细胞测序技术可

以获取多方面、多层次的基因变异信息;而且可以直接从感染

的样本中分离单倍型,并评估与虫体与单个细胞之间的相关

性;同时捕获潜在的与抗药性、临床相关表型相同的遗传背景

下有关的任何基因突变,从而鉴定种群中任何低频率分离的新

生突变。随着单细胞技术的发展,其揭示了一些寄生原虫生物

学方面悬而未决的问题以及它们如何与宿主相互作用,并为发

现新的治疗药物靶点和方法奠定基础。
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