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摘  要 

胚胎发育是一个复杂的过程，其受一系列细胞行为所调控。细胞是生物体结构和功能的基本单位，细胞

命运的决定属于单细胞水平的过程。胚胎发育早期细胞数量有限，这是研究早期基因调控机理的一个重

要问题。单细胞RNA测序是一种在单细胞水平上进行高通量测序分析的新技术，其显著提高了人们对细

胞、组织与器官复杂性的认识。早期胚胎发育是胚胎发育的关键阶段，单细胞RNA测序技术的应用，不

仅可发现胚胎发育早期的一些关键基因，而且还可构建器官发育的基因表达图谱，阐明各种细胞类型及

其在细胞分化过程中的相互关系。同时单细胞RNA测序技术的广泛应用能够反映细胞间的异质性，从而

有利于揭示疾病发生发展机制。本文综述了该技术与其近年来在胚胎发育中的应用进展，这有助于今后

胚胎发育的基础研究以及指导临床相关疾病的诊治。 
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Abstract 

Embryonic development is a complex process which is regulated by a series of cellular behaviors. 
Cell is the fundamental unit of the structure and function of lives. The cell fate is a process that is 
decided at the single-cell level. The limited number of cells in the early stages of embryonic de-
velopment is a challenge for studying early gene regulation. Single-cell sequencing is a new tech-
nology for high-throughput sequencing analysis at the single-cell level. It has significantly in-
creased the understanding of the complexity of cells, tissues and organs. Early embryonic devel-
opment is the key stage of embryonic development. The application of single cell RNA sequencing 
technology can not only discover some key genes in early embryonic development, but also con-
struct gene expression maps of organ development, and clarify various cell types and their rela-
tionships in the process of cell differentiation. The widespread application of single-cell RNA se-
quencing technology is reflecting the heterogeneity between cells, which is conducive to revealing 
the occurrence of disease development mechanism. This article reviews the technology and the 
application of single-cell RNA sequencing in embryonic development in recent years. It benefits 
embryonic development basic scientific research and guides the diagnosis and treatment of clini-
cal diseases with embryonic development. 
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1. 引言 

胚胎发育是一个复杂的过程，其受到基因与环境两个因素所调控，而细胞为人体结构与功能的基本

单位。系统而深入地研究人体内细胞的类型、功能与分化途径，对于人们了解人体的生长发育、相关疾

病的发生发展具有着重要的临床意义。在人体胚胎发育的早期，受精卵经转录调控、表观遗传重编程等

过程，形成了外胚层、内胚层和中胚层[1]。在后续胚胎发育进程中，这三类胚层细胞只需较短时间便可

分化成上百种的细胞类型，继而发育成人体各种组织与器官。目前，由于研究人员可能忽略了单个细胞

的生物学功能，研究一般所采用的技术手段不能详细地研究人体器官中各种细胞的分化途径，同时也难

以识别各类细胞亚群的异质性，也较难解释细胞异质性对人体各类基因表达的影响[2]。而单细胞 RNA
测序技术(single-cell RNA sequencing, scRNA-seq)可对机体单个细胞进行转录分析，并详细阐释细胞的异

质性，同时发现新的标记基因与细胞类型，能够从单个细胞水平对组织和器官进行系统研究。这项技术

具有高分辨率与高通量的特点。本文主要介绍了 scRNA-seq 技术及其近年来在胚胎发育中的应用进展情

况，可为人体胚胎发育的深入研究与其相关疾病的诊断治疗提供科学依据。 

2. scRNA-seq 技术 

单细胞测序是一种从单细胞水平研究细胞基因组、转录组或表观遗传组的技术，它从不同的角度揭

示细胞在不同阶段的功能和特点。而 scRNA-seq 技术在揭示细胞类型、明确细胞亚群、鉴别细胞异质性
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和绘制细胞命运谱系等方面起到了重要作用[3] [4]。单细胞转录组对细胞活性要求较高，细胞处理时间要

尽可能短，避免 mRNA 的降解。研究人员发现 scRNA-seq 可揭示新的免疫前体细胞，如 CD4+细胞毒性

T 淋巴细胞前体细胞[5]。细胞亚群分类可鉴别细胞异质性，找到差异表达基因。ScRNA-seq 可对组织中

各种细胞类型及其相应的转录谱进行分析，结合分层聚类等技术，鉴别亚群中和亚群间差异表达或高表

达的基因，更好地理解细胞异质性。细胞异质性指来自同一细胞系或个体的细胞呈现出不同的基因组、

转录组和表观基因组。ScRNA-seq 能够在单个实验中捕捉不同发育阶段的细胞，通过观察各阶段基因表

达变化，揭示出驱动发育的关键基因，阐明发育途径[6] [7]。ScRNA-seq 相比单细胞 DNA 测序更容易操

作，每个细胞都包含很多 RNA 分子，但 DNA 分子拷贝数却极少[8]。在胚胎发育早期，如原始生殖细胞

时，由于细胞数量很少，scRNA-seq 具有极大的优势。 
目前，scRNA-seq 主要平台有：Drop-seq、InDrop、10 × Genomics、Smart-seq2、MARS-seq、CEL-seq

和 SPLIT-seq 等[9]。Drop-seq 是基于微滴的方法，其优势为低成本，快速文库准备，有单细胞高通量分

析及多组学分析的可能性，但需要微流控平台，单细胞基因的敏感性低。InDrops 方法则可捕获 60%~90%
的细胞，适用于细胞数量少的样本。10×Genomics 由于其成本低、通量高的特点，成为主流 scRNA-seq
技术之一[10]。Smart-seq2 是一种通过模板置换扩增单细胞全长转录本的方法，可获取单个细胞 1 万多个

基因表达，该方法已广泛改良并用于多种 scRNA-seq 中[11]。CEL-seq 是一种采用线性扩增的测序方法，

采用体外转录法进行扩增，其样本间的污染被大大降低，但扩增和 PCR 都存在序列偏好，有强烈的 3'
偏好[12]。SPLIT-seq 可对数十万个细胞直接捕获，不需要将单个细胞用油滴包裹形成独立的单元后再捕

获，极大简化了步骤和节约了成本[13]。ScRNA-seq 主要包括几个步骤：单细胞悬液的制备、细胞捕获及

裂解、反转录、cDNA 扩增和测序文库的构建与数据分析。单细胞悬液中细胞状态与细胞内 RNA 的完整

性直接决定单个细胞的有效捕获与研究结果的真实性。目前，分离单个细胞的主要方法有荧光激活细胞

流式分选法、磁激活细胞分选法和激光捕获显微切割法和微流控技术等[14]。荧光激活细胞流式分选法能

大量获得单个细胞，技术较成熟，是目前应用较广泛的方法，但不利于分离数量较少的细胞种群[15]。激

光捕获显微切割通过显微操作，利用激光束熔化覆盖于组织切片上的热塑聚合物薄膜，冷却后将细胞固

定于膜上从而实现细胞分离，是一种非接触技术，但人为操控细胞的选取和分离严重限制了通量[16]。微

流控技术在微尺水平上分选目的细胞，芯片精密的几何学技术有效减少移液误差，间接降低了微流控装

置所需底物含量[17]。在数据分析中，可根据特征基因的表达来确定细胞的类型和来源。ScRNA-seq 数据

在进行分析前需要良好的质量控制，应注意排除双细胞、红细胞污染、细胞碎片干扰等数据。根据测序

获得的转录物长度，可分为全长转录组序列测序技术，3'或 5'-端转录组测序技术。一般进行常规基因表

达分析时选择基因的 3'端测序，而当进行免疫克隆相关研究时，则应选择 5'端测序。ScRNA-seq 主要平

台中 Smart-seq2 可获得全长的 mRNA 序列，而 CEL-seq、MARS-seq、inDrop、Drop-seq 和 10 × Genomics 
是将标签整合到 cDNA 中[18]。ScRNA-seq 数据分析获得多个细胞的基因表达谱，可通过细胞多个基因

的表达水平来进行细胞聚类。随着 scRNA-seq 技术的发展和不断完善，它已广泛应用于胚胎发育、免疫

细胞发育和人类疾病的治疗[19]。 

3. scRNA-seq 在早期胚胎发育中的应用 

早期胚胎发育是胚胎发育的关键阶段，期间胚胎中基因的转录和表达活跃，如基因组激活、细胞分

化、表观遗传转换和 X 染色体失活等[20]。了解胚胎发育过程最直接的方法是测量每个细胞的基因转录

组图谱，并根据细胞的相互关系和空间位置构建一个整体的三维调控关系。目前，scRNA-seq 技术的应

用，不仅发现了胚胎发育早期的一些关键基因，而且构建了器官发育的基因表达图谱，阐明了各种细胞

类型及在细胞分化过程中的相互关系。 
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哺乳动物早期胚胎发育是一个复杂的过程，包括卵母细胞的成熟、受精和着床前胚胎发育一系列重

要的发育阶段。2009 年，scRNA-seq 首次应用于哺乳动物胚胎发育研究[21]。随后，Peng 等[22]对中期妊

娠小鼠胚胎外胚层单个细胞进行转录组分析，描述了小鼠胚胎发育早期的转录组特征和信号通路的调控

网络。Cao 等[23]对小鼠胚胎 207211 个单细胞进行 scRNA-seq，鉴定出 38 种细胞类型和 655 种细胞亚型，

揭示哺乳动物器官形成过程中各种细胞类型的发育过程。来自斑马鱼早期胚胎发育的 scRNAseq 研究结

果发现并记录了每种细胞类型的初转录情况，并识别细胞间差异表达的基因，记录每个谱系的基因表达

变化及每个细胞的特定标记基因[24]。Yan 等[25]利用 scRNA-seq 分析了人着床前胚胎和人胚胎干细胞中

124 个基因的表达状态，成功检测到 22,687 个表达基因，其中非编码 RNA 8701 个。Petropoulos 等[26]
利用 scRNA-seq 系统阐明了人类胚胎着床前发育的转录组图谱。研究结果深入了解人类胚胎着床的复杂

分子机制，也为多能干细胞的体外诱导和定向分化提供了有价值的依据。另外，在胚胎发育过程中，细

胞经过增殖分化，形成各种器官并逐渐发育成完整的个体。近年来，scRNA-seq 被广泛应用于组织器官

发育领域，极大地促进了发育生物学的研究。Zhong 等[27]利用 scRNA-seq 分析了妊娠 8-26 周人类前额

叶皮质发育过程中 2300 多个单细胞，绘制了单细胞转录组图谱，揭示了细胞的多样性和不同细胞类型之

间的发育关系，并进一步深入挖掘每种细胞类型的关键基因表达特点及其重要的生物学意义。Gao 等[28]
利用 scRNA-seq 分析了妊娠 6~25 周人类胚胎消化道器官的 5227 个单细胞，识别出 40 种细胞类型。这项

研究系统地揭示了器官的基因表达特点和重要生物学特性，包括发育过程、信号转导途径、细胞周期和

营养物质消化吸收代谢等。因此，研究胚胎发育过程中组织器官的发育调控机制，有助于分析各种器官

在整个胚胎发育过程中的重要功能。 

4. scRNA-seq 与胚胎器官发育相关疾病 

心脏是胚胎最早形成的功能器官之一，其正常发育对维持机体生命至关重要。而先天性心脏病是由

多种病因引起的，了解其病因有助于临床治疗。Cui 等[29]利用 scRNA-seq 分析了妊娠 5~25 周 4000 个人

心脏细胞的基因表达状态，鉴定出 4 种主要细胞类型，为阐明心脏发育机制提供了潜在的理论依据。Li
等[30]对小鼠胚胎心肌细胞 E8.5、E9.5 和 E10.5 的心脏区进行 scRNA-seq，分析不同发育时间段心肌细胞

的基因表达特征，发现了小鼠胚胎发育过程中的细胞异质性与细胞亚群发生的明显变化。DeLaughter 等

[31]对人干细胞诱导心肌和胚胎期小鼠心脏在不同分化时间点进行了 scRNA-seq，对比了不同时间段内心

房心室细胞、左心室和右心室细胞亚群的发育谱系，并将人和鼠多能干细胞与鼠胚胎期的细胞群相对应，

验证了多能干细胞衍生心肌细胞的成熟度与培养时间成正相关。 
肝脏是人体中代谢和免疫反应的主要器官，也是早期胚胎发育的主要造血器官，但人们对早期胚胎

造血和免疫系统发育过程尚未完全了解。Zeng 等[32]选取胚胎胸腺的细胞进行 scRNA-seq，研究结果对

早期人 T 淋巴细胞的产生提供了依据。在胸腺形成过程中，Kernfeld 等[33]应用 scRNA-seq 绘制了胸腺细

胞的基因表达图谱，揭示了其细胞异质性，将图谱与人全基因组研究数据和自身免疫性疾病相关基因结

合起来，发现胚胎胸腺驻留细胞与自身免疫病的发生有关。Segal 等[34]利用 scRNA-seq 技术，探索人胎

儿和成年肝脏的转录组，在人胎儿肝脏中发现了肝胆双能祖细胞，这为胚胎发育或肝脏受损修复过程中

人肝实质组织细胞的来源提供了依据。 
肾脏在维持人体酸碱平衡、调节水盐代谢、排泄代谢废物等方面发挥着重要作用，而肾脏细胞的形

态与功能存在较大异质性。临床研究表明，胎儿肾发育不良和先天性肾脏病可直接影响胎儿的生存和生

长发育。Brunskill 等[35]对小鼠早期肾脏进行 scRNA-seq 检测，建立了肾脏发育中的细胞表达图谱。单

细胞基因表达谱表明肾脏在发育过程中存在多谱系启动，肾祖细胞表现出与多种潜在分化谱系相关基因

的随机表达[36]。Menon 等[37]通过选取人正常的胚胎肾细胞群，对 6414 个细胞进行了 scRNA-seq，发
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现了与肾脏发育相关的关键信号通路，为在单细胞水平上的人类肾脏发育研究提供了全面的基因表达谱。

肾脏 scRNA-seq 研究使人们对于肾脏细胞的认识与分类从形态学逐渐发展到了分子水平。 
卵巢是女性重要的生殖器官，卵巢衰老和女性生育能力下降的分子机制尚不清楚。Wang 等[38]通过

scRNA-seq 鉴定出 7 种具有不同基因表达特征的灵长类卵巢细胞，同时通过深入分析卵母细胞的基因表

达动态，充分了解了动物卵巢细胞衰老的特异性机制，获得了与卵巢疾病相关的新的诊断标志物和潜在

治疗靶点。 

5. 展望 

单细胞测序技术的更新和发展将提供给研究者更多维度更精准的研究角度，去系统、全面地揭示和

解析细胞的功能。目前，在胚胎发育早期，由于细胞过少，不能很好的研究其特性；胚泡期细胞异质性

明显；胚胎形成过程中控制细胞分化的机制尚不清楚。但随着 scRNA-seq 技术的发展，这些问题得到了

深入研究，极大地促进了发育生物学的发展，其应用范围包括：1) 绘制细胞谱系；2) 揭示细胞异质性；

3) 发现新的细胞类型和标记基因；4) 研究不同细胞的基因表达特征和发育分化机制。总之，从单细胞水

平分析不同胚胎发育阶段重要组织器官中细胞的生物学特性，有助于分析细胞异质性和细胞在发育过程

中的分化机制，进一步加深对胚胎发育的认识。此外，scRNA-seq 技术在胚胎发育领域的研究进展，为

先天性心脏病、神经和免疫功能缺陷和先天性肾脏病等疾病的防治提供理论依据，具有重要的临床意义。 
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