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单细胞测序技术在精原干细胞研究中的应用进展

马 　 龙 　 颜宏利

摘 　 要 　 男性不育症正受到越来越多的关注,但其发生、发展的分子机制尚不明确,诊断、检测和治疗手段仍不完善。 精原

干细胞作为维持男性生育能力的基础,在男性不育症的发生和发展中起到决定性的作用。 传统的测序技术是对大量的混合细胞

进行分析,无法观察到各种类型细胞之间的区别,还会掩盖 SSC 这类重要且稀少细胞的独有特征。 单细胞测序技术能够对单个

细胞进行无偏倚、高通量和高分辨率的分析,为探究 SSC 在单细胞水平的变化提供了新的手段,同时也为发现新的生物学标志物

和潜在靶点,促进男性不育症的个性化诊疗提供了新途径。
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　 　 目前,随着环境暴露的影响和生活方式的改变,
不育症已经成为一个严重的社会问题,困扰着10% ~
15% 的 夫 妇, 其 中 与 男 性 因 素 有 关 的 病 例 约 占

50% [1] 。 为了保护和保存男性生育能力,研究者们进

行了大量研究,但是目前对精原干细胞( spermatogo-
nia stem cells,SSC)维持自我更新和分化的机制和雄

配子形成的调控机制等问题还缺乏明确的认知。 利

用单细胞测序可以解析包括 SSC 在内的各种生精细

胞及其微环境的中体细胞的特点,更精准地从分子层

面阐释 SSC 自我更新和分化、精原细胞分化和配子

形成的过程,为 SSC 的研究以及男性不育症的诊断

和治疗提供新的方向。
一、单细胞测序技术概述

传统的测序方法通常是从多个细胞中抽提 DNA
或 RNA 进行测序,其结果往往只能代表细胞的平均

水平或其中数量占优势的细胞的水平,忽略了单个细

胞独有的特性。 单细胞测序技术是从单细胞水平揭

示细胞基因组、转录组或表观遗传组变化的技术,从
不同角度揭示细胞在不同阶段的功能和特性,可以通

过一次建库,获得几千个单细胞的信息 [2] 。 单细胞

测序技术能够解决罕见细胞的分析、人组织发育分化

的特征研究、肿瘤的异质性和微进化研究等传统测序

方法难以解决的问题。
1. 单细胞测序技术原理:单细胞测序技术大规模

应用主要得益于微滴技术的发展 [3] 。 在实验中,每

个细胞被封装在一个纳米级微滴中(图 1),该微滴中

含有带条形码的聚胸腺嘧啶脱氧核苷酸。 一个细胞

的所有 DNA 或 RNA 与一个唯一的条形码相关联,使
得研究者可以跟踪单个细胞信息,从而对合并的文库

进行大规模的并列分析,可以在一次实验中实现对数

千个单细胞进行分析 [4] 。 另一种基于小孔的策略,
则不需要捕获微滴中的细胞。 单个细胞被重力驱动

进入芯片的微套管,在微套管中,孔的大小只允许单

个带条形码的珠子和单个细胞结合,从而实现单细胞

的分离分析 [5] 。
单细胞测序技术实现的另一个重要技术突破是

将唯一分子标识符 ( unique molecule identifier,UMI)
合并进来,从而能够更好地量化单细胞测序的读取

数。 由于每个转录本都被唯一的 UMI 识别,因此这

种方法可以区分反转录过程和 cDNA 扩增过程中合

成的假阳性计数。 其他重要的技术还有多次退火环

状循环扩 增 技 术 ( multiple annealing and looping -
based amplification cycles, MALBAC )。 MALBAC 利

用特殊引物,使得扩增子的结尾互补而成环,从而很

大程度上防止了 DNA 的指数性扩增,是目前应用最

广的全基因组扩增技术。
2. 单细胞测序技术流程:单细胞测序技术主要涉

及 4 个主要步骤,包括单细胞分离、文库构建、基因测

序和数据分析。 以最常用的睾丸组织单细胞转录组

测序为例,如图 1 所示。 (1)单细胞分离:睾丸组织

通过机械和酶消化分离得到单细胞悬液,该单细胞悬

液既可以直接进行无偏倚的筛选分析,也可以先利用

流式细胞术(FACS)或免疫磁珠(MACS)等技术进行

分选,再进行分析。 (2)文库构建:以 10 × Genomics
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平台为例,其技术核心是油滴包裹的凝胶珠。 该系统

有 75 万种唯一的带条形码的凝胶珠,每种珠子上有

(40 ~ 80)万个探针。 油滴将含单个细胞的凝胶珠包

裹起来,形成一个微滴,在微滴内完成细胞裂解、RNA
反转录和 cDNA 扩增等连续步骤,最终生成文库,其
中来自单个细胞的所有 cDNA 共享一个条形码。 (3)
基因测序:对构建得到的带条形码的文库进行高通量

测序。 (4)数据分析:单细胞测序技术提供了大量的

数据,必须利用复杂的计算工具来解释这些数据。 原

始数据处理包括:①质量控制和过滤,以消除低质量

序列、死细胞和多个细胞捕获产生的干扰;基于微滴

条码分配的解码;测序结果与参考数据库的比对;
②测序结果的标准化和量化;③聚类分析,通过拟时

序分析形成细胞发展轨迹。

图 1　 睾丸组织单细胞转录组测序示意图

二、单细胞测序技术在 SSC 研究中的应用

1. 揭示 SSC 的异质性:很多研究在对单细胞测

序结果进行聚类和单细胞轨迹推断后发现,人类 SSC
具有高度异质性 [6 ~ 10] 。 不同的研究将 SSC 到分化精

原细胞分成了 3 种、4 种或 5 种不同的细胞状态。
Wang 等 [7] 对正常供者和非梗阻性无精子症供者的

睾丸进行单细胞测序,将精原细胞分成了 3 个细胞

群。 2017 年,Guo 等 [10] 对 SSEA4 + SSC 和 c - KIT +
分化精原细胞进行单细胞转录组和 DNA 甲基化组测

序分析,确定了 4 个细胞群,并将其命名为“状态 1 ~
4”。 2018 年,Guo 等 [9] 对完整的睾丸细胞悬液进行

了无偏倚实验,又确定了附加“状态 0”。 “状态 0”被

排除在先前的实验之外,可能与其参与 SSEA4 表达

的 ST3GAL2 基因的低转录有关。 “状态 0”和“状态

1”可能代表两种不同的静止 SSC 状态。 Hermann
等 [6] 对 SSC 使用拟时序分析时还发现,表达已知 SSC
标志物的细胞位于发育轨迹的中间,提示 SSC 的同

一性和异质性可能比预期的更为复杂。
2. 揭示 SSC 的分子特征:很多研究利用单细胞

测序技术,对已有的 SSC 分子标志物进行了验证,发
现了大量新的 SSC 分子标志物,同时也发现了调控

SSC 自我更新和维持未分化状态的机制。 Hermann
等 [6] 利用拟时序轨迹分析,在起点附近发现了典型

的 SSC 基因:GFRA1、ID4、ETV5、NANOS2、PAX7、TS-
PAN8、RHOX10 和 ZBTB16,同时还发现了一组新的

基因:DUSP6、EPHA2、PTPN13、PVR 和 TCL1。 DUSP6
是一种双特异性磷酸酶,能调节有丝分裂原活化蛋白

激酶活性,PTPN13 是已知的一种磷酸酶,可抑制激酶

级联活性并影响细胞代谢和增殖状态,TCL1 是丝氨

酸 / 苏氨酸激酶 AKT 的共刺激因子。 这提示细胞内

信号通路的调控可能在 SSC 功能中发挥关键作用。
其他表达量较大的基因和通路有:参与翻译控制的基

因 ( EIF4E、 EIF4EBP1、 PABPC1、 RPTOR ) 和 通 路

(EIF2、mTOR),控制细胞内信号转导的基因 ( F2R、
GNAQ、PLCE1、PPP1CB、SHC1) 和通路 ( PLC、Throm-
bin)。 同时,在拟时序轨迹的中点发现了翻译控制基

因(EIF4B、MLST8、PABPC1) 和通路 ( EIF2、mTOR)、
糖酵解基因 ( ALDOA、ENO3、PFKL、TPI1) 和已知的

SSC 基因( ID4、NANOS2)。 在 SSC 亚群中也能观察

到 GDNF、FGF2 和 WNT 信号通路的上调 [7,10] 。 这些

基因和信号通路在调控 SSC 的自我更新和维持未分

化状态中发挥了关键作用 [11,12] 。
3. 揭示睾丸体细胞的分子特征:除了生精细胞系

的特征,单细胞测序技术还探索了构成睾丸组织的体

细胞群之间的相互作用,包括在维持 SSC 自我更新、
诱导 SSC 分化中发挥重要作用的龛位细胞。 目前,
对睾丸细胞的单细胞测序实验已经提供了大量关于

小鼠、人类新生儿、人类婴儿、有生育能力的成年男性

和非阻塞性无精子症男性的 SSC 龛位信息 [8, 9] 。 Guo
等 [9] 从成人睾丸种分离出了 5 类细胞:Sertoli 细胞、
肌样细胞、Leydig 细胞、内皮细胞和巨噬细胞,这与

Green 等 [13] 在成年小鼠睾丸中分离出的细胞一致。
Guo 等 [9] 研究发现,在内皮细胞中,NOTCH 通路受体

NOTCH4 和下游信号因子 JAG1、HES1 和 MAML1 被

特异性上调。 在成人肌样细胞和 Leydig 细胞中,
Hedgehog 通路的受体 PTCH1 和 PTCH2 以及下游信
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号元件 GLI 和 IGFBP6 均有高表达。 在 Sertoli 细胞

中,整合素 ITGA6 高表达,这是一种主要存在于人类

输精管基膜中的蛋白。 在 Sertoli 细胞还表达 WFDC2
和 PRND,前者是一种已知的可以促进精子成熟的附

睾蛋白,后者编码一种糖基磷脂酰肌醇锚定的糖蛋

白。 PDGFB 在内皮细胞中表达,其受体 PDGFRA 和

PDGFRB 则存在于肌样细胞和 Leydig 细胞中,这提示

内皮细胞可能通过与其他体细胞的串扰机制间接影

响生精细胞的发育。
4. 揭示精子形成的详细过程:精子形成是一个复

杂而又高度有序的过程。 受标本限制,对于人类男性

生殖系统的研究很大程度上需要依赖动物模型。
Wang 等 [7] 和 Green 等 [13] 于 2018 年分别绘制了成年

男性和雄性小鼠生殖细胞成熟过程的基因表达动态

图谱。 他们的工作证实了小鼠和人类精子形成过程

的相似性,确认了小鼠作为研究与人类不育有关的同

源基因的模型的可行性。 Hermann 等 [6] 也对小鼠和

人类的生精细胞中的 RNA 进行了平行分析,其研究

结果支持小鼠和人类之间存在转录组同源性的观点,
并提出可以利用小鼠生精细胞的分子标志物来鉴定

人类生精细胞,为人类精子形成的探索提供支持。
Law 等 [14] 对 E16. 5、P0、P3 和 P6 的小鼠睾丸进行单

细胞测序分析发现,小鼠 SSC 的发育轨迹早在胚胎

期就已经被提前设定。
目前已经有很多单细胞测序研究对人类样本进

行了分析,得到了从胎儿期的原始生殖细胞到成熟精

子细胞的人类男性生殖谱系的关键信息 [6 ~ 10,15 ~ 19] 。
Sohni 等 [8] 研究发现新生儿睾丸中存在两种生殖细

胞,其中一种细胞的表达谱与胎儿期的原始生殖细胞

的表达谱高度相似,另一种细胞的转录模式与成人

SSC 相似,被认为是 SSC 前体细胞 [16] 。 这表明,新生

儿期的 SSC 前体细胞可能由胎儿期的原始生殖细胞

发育而来。 Guo 等 [9] 也发现婴儿(13 个月)的生殖细

胞和成人(17 ~ 24 岁)的“状态 0”细胞的基因表达相

似,并将婴儿的生殖细胞定位在发育轨迹的起点,随
后是“状态 0”。 这些婴儿生殖细胞代表着从 1 岁到

青春期一直存在的静态储备 SSC 池。 在人类青春期

阶段的精子第 1 波形成中出现的生殖细胞类型与在

成年阶段精子持续稳定形成中出现的生殖细胞类型

不同,这个现象与出生后 1 周的小鼠模型中观察到的

现象一致 [8,20] 。 为了描述这个过程,Guo 等 [19] 分析

了 4 个青春期男孩的睾丸细胞,得到了男性青春期第

1 波精子形成的关键信息。

结合已有的单细胞测序数据和免疫组化研究,人
类 SSC 从胎儿期至成年期可分为 4 个相对独立的阶

段:①胎儿期到新生儿期,原始生殖细胞变为 SSC 阶

段;②新生儿期到青春期前,SSC 静止或缓慢自我更

新阶段;③青春期早期,短暂的 SSC 增殖,有限且不

完全的 SSC 分化阶段;④成年期,SSC 稳定的自我更

新和分化发育为完整的精子细胞阶段。
三、单细胞测序技术在 SSC 研究中的局限性和

改进方向

单细胞测序技术在 SSC 研究中也有着局限性,
现阶段发展的单细胞测序技术存在耗时长、费用高、
样本要求高等问题,同时不同实验的测序结果数据可

能有很大差异。 除了各种实验标本的生物学差异外,
一个主要原因是不同实验使用的单细胞测序的技术

参数不同 [21] 。 因此在设计和评价单细胞测序研究

时,应严格考虑以下因素:(1)生物学重复数:不同批

次处理的样品可能会产生差别,不同的细胞分离方法

也可能影响其转录谱,因此,最好使用多个生物学重

复,以增强数据的可靠性与稳健性 [22,23] 。 (2)最终分

析的细胞数量以及是否预先分选:最终分析的细胞数

量对于单细胞测序是一项关键参数,尤其对于检测罕

见细胞类型至关重要。 罕见细胞的低表达转录本很

可能由于扩增的差异和基因缺失导致假阴性事件,因
此对罕见细胞的研究可能需要预先进行细胞的分选。
然而,预先使用抗体进行分选又可能会使分析产生偏

倚,因此设计实验时应当根据实验目的选择是否进行

预先分选。 (3)其他技术参数:如测序深度也必须考

虑。 不同测序方法中的测序深度可能有很大的差异,
Svensson 等 [24] 研究表明,单细胞测序技术的敏感度

比准确性更依赖于测序深度。
单细胞转录组测序捕捉选定细胞特定时间点的

基因表达谱,但这个表达谱是缺乏任何时间或空间的

背景,而空间位置是又细胞功能和命运的决定因素。
荧光原位杂交(FISH)靶向的方法可以用来弥补空间

信息的缺失和补充单细胞测序数据集。 利用互补的

荧光标记探针,RNA 可以在其自然环境中定位。 RNA
荧光原位杂交技术通过使用针对单个 mRNA 分子的多

种探针,实现了组织中少数基因的表达的量化和定位。
后来又研发出连续 FISH 法,例如 Lubeck 等用的与目

标 RNA 的顺序杂交的方法,增加了可检测 RNA 的种

类,并且实现了不同种类 RNA 的同时量化[25 ~ 28] 。
四、展 　 　 望

2018 年,美国《 Science》杂志将单细胞基因活性
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分析技术列为年度头号科学突破,自此引起了应用单

细胞测序技术的浪潮,不少研究者认为,单细胞测序

技术将会在未来 10 年内改变基础生物学和医学研究

的格局。
单细胞测序技术使得 SSC 研究有了突破性的进

展,通过对上万个单细胞进行高通量测序,不仅可揭

示精原干细胞的异质性,还可以提供精原干细胞及其

微环境的分子特征,建立精子形成的动态图谱。 同

时,单细胞测序技术也为男性不育症的诊疗提供的新

的方向:(1)可以辅助男性不育症的诊断,实现男性

不育症更精细的分类,为后续的治疗提供理论基础。
(2)可以评估可能导致精子生成受损的基因组、转录

组或表观遗传组变化,实现对患者的分子靶向治疗或

细胞治疗。 (3)可以明确维持 SSC 体外增值的生长

因子或细胞因子配方,实现 SSC 的体外培养,或者进

一步诱导分化得到成熟的精子细胞。
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