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目前广泛应用的二代测序（NGS）技术，是基于整个细胞

群体的分析，不能观察细胞的异质性。单细胞测序（single

cell sequencing, SCS）则是在单个细胞水平上，对基因组或转

录组进行扩增并测序，以检测单核苷酸位点变异（SNV）、基

因拷贝数变异（CNV）、单细胞基因组结构变异、基因表达水

平、基因融合、单细胞转录组的选择性剪切、单细胞表观基因

组的DNA甲基化状态等［1］。SCS可实现在单细胞水平对疾

病和生物学过程中的遗传学特征进行研究，包括早期胚胎发

育、肿瘤发生和发展的分子学机制、肿瘤的异质性和进化过

程、循环肿瘤细胞（CTC）和克隆演变等［2-4］。

利用SCS技术发现既往确定的经典造血细胞类型的血

液肿瘤具有高度异质性［5］，在以细胞毒性药物为主的化学药

物治疗期间，血液肿瘤细胞可出现新的突变，发生克隆演变，

从而导致疾病耐药甚至复发［6-7］。在临床上，血液系统恶性

肿瘤的异质性和克隆演变给疾病的诊断和靶向性治疗带来

了挑战。SCS为血液系统恶性肿瘤的异质性及克隆演变提

供了有力证据，表明血液肿瘤包含多个细胞亚群，且单个肿

瘤细胞可以进一步获得新的突变，从而演变成优势克隆或耐

药性克隆［8-10］。

一、SCS技术的分类

1. 单细胞基因组/DNA测序（DNA SCS / DNA-Seq）：单

细胞基因组数据具有重要意义，可用于重建肿瘤演变过程。

最常见的全基因组扩增（WGA）方法是简并寡核苷酸引物

PCR（DOP-PCR）和多重置换扩增（MDA）［2］。然而，DOP-

PCR 的低物理覆盖率使其不易测量碱基对分辨率下的突

变。另一种DNA SCS方法是基于多重退火和成环循环的扩

增技术（MALBAC）［11］，这种方法可以测定 CNV 和 SNV，但

是假阳性率较高。还有一种新的方法是全基因组和外显子

组SCS［11］，它是在MDA之前复制单个细胞中的基因组DNA

的G2/M核，减少了SCS期间的许多技术性错误。WGA扩增

的DNA用于构建NGS的文库［12］，单细胞文库经常被条形码

化并汇集在一起用于多重测序。在许多研究中，条形码文库

用于靶向捕获（外显子或基因组），选择性针对感兴趣区域进

行测序，并在这些区域获得更高的覆盖深度。

2. 单细胞转录组/RNA 测序（RNA SCS / RNA- Seq）：

RNA SCS方法的发展与进步，有利于实现细胞的异质性分

析和痕量样本转录组的检测。对于看似同源的细胞群，在单

个细胞基因表达和蛋白水平上也会有显著差异［13］。为了对

单细胞转录组进行测序，RNA必须首先通过全转录组扩增

（WTA）。常用的方法包括：唐氏法（Tang’s method）、体外转

录扩增法、Smart-seq、Smart-seq2、Quartz-seq、Cel-seq、STRT

和定量的单细胞RNA测序，其中Smart-seq、Smart-seq2是目

前使用最多的方法［1］。

3. 单细胞表观遗传组测序：单细胞的表观遗传学分析是

一项重大的技术挑战。有证据表明，基因组和转录组测序只

提供细胞的部分信息，表观遗传状态也影响着细胞的功能，

包括 DNA 甲基化、羟甲基化、组蛋白修饰、非编码 RNA 调

节、染色质构型及结合在染色质上的结构和调节蛋白等［1］。

对于同源的细胞群，表观遗传状态同样存在着巨大的差异。

因此，在单细胞水平，发展高通量方法检测表观基因组具有

重要的意义。当前，单细胞DNA甲基化测序方法主要为单

细胞简化代表性重亚硫酸氢盐测序法（scRRBS）和单细胞重

亚硫酸氢盐测序法（scBS-seq）［1,14］。

二、SCS的应用优势

目前，在血液系统恶性肿瘤的诊断和治疗中，通过对大

样本多细胞的检测，分析混合细胞群体的表达，忽略了肿瘤

细胞间的异质性和克隆演变的特征。因此，在多个时间节点

分析患者的肿瘤分子学特点，从而制定出针对特定患者的特

异性个体化治疗方案有着重要的临床意义和应用价值。克

隆复杂性意味着诊断中存在的克隆亚群受治疗和微环境改
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变的影响，从而获得不同的遗传、生物学或表型特征，可成为

改变治疗决策的靶点［15］。

三、SCS在血液肿瘤诊断和治疗中的意义

1. SCS研究血液肿瘤的异质性和克隆演变：肿瘤从单一

正常细胞演变而来。在此过程中，癌细胞累积突变产生多样

性，形成不同的谱系和亚群。肿瘤异质性干扰了患者的临床

诊断，是影响治疗反应和逃逸复发的重要因素。在个体癌症

中，尤其是血液肿瘤，存在有多种克隆亚群，而大多数遗传/

基因组学检测将肿瘤看作整体，而不是单个细胞成分。常规

大样本检测仅仅分析了主要克隆，而微小克隆和肿瘤干细胞

常不易检测到，进而忽略了一些与耐药、疾病进展及复发相

关的克隆。

肿瘤细胞群的异质性程度和构成随时间变化，被称为克

隆演变。血液系统恶性肿瘤，尤其是淋巴样和浆细胞样肿瘤

具有高度异质性，并随时间发生演变［16-17］。因此，只能用单

细胞分析来检测肿瘤异质性及克隆演变引起的后续耐药性

及复发相关的克隆。克隆间和克隆内异质性发生频繁，SCS

可以鉴别出最终介导疾病进展和复发的恶性克隆，可以在临

床上疾病进展之前检测到克隆间和克隆内异质性，并提供有

用的临床信息。总之，由于个体患者的克隆异质性，特别是

对于不断演变的克隆，有必要进行个体化治疗。

2. SCS研究白血病：造血干细胞（HSC）获得多次打击转

化为意义未明的单克隆造血细胞甚至是白血病干细胞

（LSC）。LSC是白血病的起始和维持细胞［18］，与预后不良、

治疗失败及白血病复发有关［19］。然而，LSC的确切分子学特

征仍未完全明确。Saadatpour 等［20］应用单细胞基因表达测

序技术，分析 MLL-AF9 驱动小鼠模型中 AML 的细胞异质

性，发现只有一个白血病亚型（白血病 1）更具有侵袭性；白

血病细胞的基因表达谱与HSC不同，支持LSC的“干性”与

正常干细胞的“干性”不同的观点。通过SCS分析LSC的基

因组学、转录组学等特征，有效地从HSC和白血病细胞亚群

中鉴别出LSC，从而针对LSC独特的表面标志和信号传导通

路进行靶向治疗，进而清除LSC，具有重要的临床意义。

近年来，SCS研究白血病细胞的异质性和克隆演变为理

解血液病的发生发展提供了新见解［21-22］。Niemöller等［23］应

用外显子组测序分析了CBL突变的克隆造血中 inv（16）急性

髓系白血病（AML）的克隆组成和进化，证实 PTPRT、

CAND1和DOCK6突变在相同AML克隆中共同发生，但存

在不同的克隆层次，即 PTPRT突变在CAND1和DOCK6突

变后发生。急性淋巴瘤细胞白血病（ALL）和AML均具有克

隆异质性特征，在复发时存在克隆演变，可能增加了与复发

有关的新突变。在骨髓增生异常综合征（MDS）向 AML 进

展期间也已经检测到类似的克隆演变模式。Hughes等［8］对

3 例 MDS 发展而来的 AML 患者的单个白血病细胞进行测

序，靶向测序了每例患者的十几个单细胞的近 1 900个基因

分型位点，分析了突变时间和克隆层次，有助于了解MDS向

AML转变过程中的遗传学改变和制定针对起始克隆及优势

克隆的靶向治疗。因此，应用SCS技术来评估靶向变体之间

的主要克隆关系，更全面地了解恶性肿瘤的演变过程，可以

促进新型抗癌治疗方案和预防策略的合理开发。

儿童ALL发病率高，严重威胁儿童的生命健康。单细

胞基因组学为确定肿瘤克隆异质性、克隆起源及克隆演变提

供了最严格的方法。既往有关儿童ALL发病机制的研究仅

提供了白血病发生过程中遗传事件的有限顺序，然而，对遗

传事件的突变顺序与儿童ALL诊断时的实际克隆结构是未

知的。Gawad等［9］对6例正常核型儿童ALL患者的1 479个

单一肿瘤细胞中的单核苷酸变异、缺失和 IgH序列进行靶向

测序，初步确定了发展成为ALL过程中突变事件的时间顺

序。ETV6-RUNX1移位发生在子宫中，其次是基因组结构

变异引起的白血病前演变，随后胞嘧啶突变驱动分支演变

（显示 IgH重排），产生多个优势克隆，最后产生最优势的克

隆，导致ALL发生。因此，利用SCS技术更深入研究患者特

异性肿瘤的克隆异质性和克隆演变史，能够为理解儿童ALL

的发病机制、开发新的治疗和预防策略提供依据。

慢性髓性白血病（CML）作为分子靶向性治疗的范例，

也是探索靶向治疗耐药性细胞基础研究的理想疾病。

Giustacchini等［21］融合荧光激活细胞分选（FACS）、高灵敏度

单细胞突变检测和单细胞RNA测序方法，选取CML从诊断

到缓解和疾病进展整个过程中的超过2 000个CML-干细胞

（CML- SC），通过 Smart- seq2 或 BCR- ABL tSS2 处理单个

K562 细胞，qPCR 检测 BCR-ABL 和 GAPDH，揭示了 CML-

SC 的异质性，识别了具有不同分子特征（BCR-ABL + SC/

BCR-ABL-SC）的CML-SC亚组。这种方法，可广泛应用于

多种恶性肿瘤，在疾病缓解阶段即可识别出大样本细胞群体

分析中所不能检测到的耐药性SC亚群。

3. SCS研究骨髓增殖性疾病：骨髓增殖性肿瘤属于造血

性肿瘤，HSC或造血祖细胞发生遗传学变异，导致异常分化

和骨髓细胞产生增多。原发性血小板增多症（ET）是典型的

骨髓增殖性肿瘤，特征是骨髓巨核细胞持续增殖，导致循环

血小板数量的增多。约55％ET患者存在 JAK2基因突变，然

而，该突变也可以在其他类型的骨髓增殖性肿瘤中发现，不

能成为推断ET进化史的独特标志。

Hou等［24］首次利用MDA为基础的单细胞测序技术，对

来自典型 JAK2阴性ET患者的90个单细胞进行全外显子测

序，筛查出在ET发生和进展中的驱动基因，从而证实ET为

单克隆来源的疾病。该方法与经典方法相比，具有高敏感

性、高特异性、低假阳性率等特点，为分析疾病的遗传学结构

及克隆进化提供了新思路。

4. SCS研究多发性骨髓瘤（MM）：MM是一种不可治愈

性肿瘤，其特征在于血液中存在单克隆免疫球蛋白、溶骨性

病变及骨髓中存在单克隆浆细胞［25］。随着有效靶向治疗的

出现，患者存活率显著提高，但是几乎所有患者都会复发，且

随着复发次数的增加，疾病逐渐发展到难治状态。MM的不

断克隆进化和遗传异质性可能解释其耐药性的出现［10, 26-27］。

Lohr等［10］在单细胞分辨率下，应用DNA及RNA SCS技

术识别出 24例随机选择的患者体内的CTC，证明了SCS技
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术与 FACS 监测骨髓微小残留病（MRD）有相似的灵敏度。

他们还发现单一MM CTC能够再现MM骨髓中的体细胞突

变模式，并通过CTC识别到致癌基因，包括BRAF激活突变

和KRAS G12C突变，目前BRAF抑制剂已被证明有效［28］，而

KRAS G12C变构抑制剂正在开发中［29］。值得注意的是，与

骨髓穿刺检查相比，应用 SCS 技术测定 CTC，可确定多个

MM细胞中更丰富的驱动突变［10］。

这种方法为血液系统恶性肿瘤的无创诊断及高敏感性

监测MRD提供了新思路，较骨髓穿刺有明显优势，能够在单

细胞水平上早期发现骨髓瘤细胞的突变模式和克隆层次，从

而实现早期针对耐药克隆的治疗［30-31］。

四、小结

SCS技术是精准医学的重要代表，其通过在单个细胞水

平上，对基因组、转录组、表观遗传组进行扩增和测序，证明

了在肿瘤的发生、发展、治疗等过程中存在的肿瘤细胞间的

高度异质性和克隆演变的特征，为实现疾病的精准诊断、精

准治疗带来了希望。通过SCS研究单个细胞基因组、转录组

及表观遗传组学的特征，可用以监测血液肿瘤的进展、疗效、

预后等，很可能发现潜在的治疗靶点。当前，SCS技术已经

在多种血液肿瘤研究中得到应用，进一步验证了血液肿瘤细

胞间的异质性和克隆演变，并从单细胞水平上研究了多种血

液肿瘤的克隆起源，为血液肿瘤精准诊断、动态监测及个体

化治疗提供依据。
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