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摘要    近年来, 单细胞测序技术的飞速发展, 从更精细的水平上揭示了细胞在遗传物质上

的异质性. 微流控技术作为操纵微量液体的新兴技术, 尤其适合单细胞这样的微观物体操

纵. 本文着重介绍了集成微流控芯片在单细胞测序样品制备领域中的应用, 包括单细胞全基

因组测序样品制备、单细胞转录组测序样品制备和少量细胞的表观遗传组测序样品制备. 相

比传统方法, 集成微流控芯片不仅在单细胞的操纵和俘获上有着独特的优势, 也更容易进行

高通量的并行实验, 结果也显示了高度的平行性和重复性. 集成化微流芯片在单细胞测序样

品制备领域显示出了巨大的应用前景.  
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1  引言 

细胞是生物活动的基本功能单位, 也是生命科

学的重要研究对象[1]. 绝大多数传统的研究方法都是

针对混合的大量细胞而设计的, 在取得总体的观察

值后, 通常还借助严格的统计平均来进行定量研究. 

因此, 对于测量值或者推算的物理量, 获取的是其系

统的平均值[2,3]. 这一套观察、分析和处理方法, 从统

计学的角度出发既严格也合理, 作为经典方法主导

目前生命科学的定量研究.  

但单个细胞作为生命活动的独立单元, 实际上

并不是完全等同的. 即使是同一组织、同一类型的细

胞, 相互之间也会存在一定的差异[4,5]. 近些年随着

技术的不断发展, 研究者已经发现, 在越来越多的生

命活动中, 细胞与细胞之间的行为存在差异. 特别是

在一些关键的生命过程中, 如胚胎的发育、细胞的分

化以及癌症等疾病的产生和发展中, 单个细胞所表 

现出来的性质和行为, 以及各种细胞之间所产生的

差异性, 对于整个系统的发展, 往往起到关键的作 

用[3,6~8]. 例如, 生命个体的发育过程, 是由单个细胞

开始, 经过不断的分裂和分化, 最终形成一个复杂的

有机体. 其中所包含的无数单细胞的行为和决定, 是

决定整个生命进程的关键所在[9,10]. 癌症作为一种特

殊的疾病, 其组织具有很强的异质性特征. 在癌症组

织中, 癌症干细胞和其他后期产生的癌症细胞之间, 

存在本质区别. 而导致癌症扩散的转移细胞, 又与其

他癌症细胞存在共同点和差异. 这其中的各个细胞, 

内部的染色体数目、基因拷贝数、点突变、基因表达

量和基因的表观修饰之间, 也会有显著差异[11,12]. 一

系列的研究均显示, 这些单细胞之间的差异性, 具有

重要的意义, 与病情的产生、发展以及病理的状态有

密切的联系[13].  

与生物体的发育和癌症疾病类似, 在其他的生

命功能系统中, 也体现着单细胞异质性 [14,15]. 例如, 
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在神经系统中, 单个神经元之间均存在差异, 研究表

明, 每个神经细胞中都会存在一些独特的拷贝数变

异[16]. 而正是这一系列特异性的神经细胞, 它们通过

相互连接构成神经网络, 形成精巧而复杂的结构, 赋

予了生物体感受、认知、学习和思考等能力[17,18]. 也

正是其复杂性, 使得我们对神经网络的研究相对困

难. 通过在单细胞水平进行研究, 从理解单细胞的功

能入手, 定将有助于逐渐揭示和解开这个复杂系统

的奥秘. 又如, 免疫系统也是通过单个细胞水平上高

度随机的基因重组, 来高效地应对种类各异的入侵

物. 但是每个细胞之间的重组在高度相似的基础上

又存在精确细微的不同, 这大大增加了研究的难度, 

使得传统的基于大量细胞系综考察的生物分析方法

难以适用[19,20]. 只有通过对单个细胞进行分析研究, 

才有希望定量地解析这些细微的差别.  

新一代测序技术的出现和发展, 使得单个细胞

内基因组信息的测定成为可能. 通过对单个细胞的

遗传信息进行全面的测定和分析, 可以提供整个细

胞基本的全局状态表述, 同时也有希望揭示出单细

胞水平上的遗传物质的异质性和随机性.  

通过对单细胞进行测序, 多个生命医学领域有

了重要的突破. 例如, 通过测定单细胞的基因组序列, 

发现乳腺癌中肿瘤的生长是通过断续克隆表达来实

现, 而非通过持久中间体. 这种发现与传统的癌症发

展模型存在本质的不同, 为癌症的诊断和治疗提供

了新的思路[21]. 又如, 通过单细胞全基因组扩增测序, 

分析了肿瘤的异质性, 为研究和治疗提供了指导[22,23]; 

通过对单个染色体进行分离和扩增测序, 获得了精

确完整的全基因组序列, 大大改善了单倍型分析的

精度[24~26]. 而通过不断发展的新型、低偏向性的扩增

技术, 可以获得之前所没有的高精度结论. 例如, 使

用多次退火环状循环扩增的全基因组扩增新技术对

一名男子的近百个精子进行单细胞全基因组测序 , 

首次获得了高精度的个人遗传图谱, 成功解释了基

因起始区重组率降低的原因 [27,28], 这些结论依靠之

前的群体遗传学是无法获得的.  

目前, 采用的新一代测序技术中, 绝大多数方法

都需要对样品进行特定的前处理, 制备“测序文库”. 

通过将遗传物质的末端修饰上特定序列, 制作成符

合要求片段大小的核酸, 才能利用各种方法对每个

小片段核酸进行测序, 进一步使用计算机程序进行

比对、拼接和数目定量[29,30]. 而单个细胞所含有的遗

传物质太少, 还需要在制备文库前进行一次扩增. 在

这一过程中, 遗传物质容易降解丢失或者受到外源

污染, 使操作的困难程度大大增加, 为我们进一步了

解单细胞层次上的异质性及其生物医学意义带来了

挑战. 因此, 单细胞测序的方法学研究, 关键集中在

测序样品的前期制备上.  

尽管单细胞研究的新方法新技术不断涌现, 但

在实验操作上, 还是极大地依赖于人工操作, 并高度

依赖于操作者的熟练与细致程度. 特别是在单细胞

俘获阶段, 通常需要显微镜下的微操作, 包括操作者

利用嘴进行吸吮或者利用液动微操作器进行控制 ; 

或是利用激光显微切割进行特定细胞选取和俘获 ; 

或是利用光镊进行细胞选取和转移. 对于一些数量

稀少混杂于组织当中的特殊样品, 如一些癌症细胞, 

还需要利用肉眼在大量已经经过预富集与染色标记

的细胞中进行识别, 通过手动检索获取细胞. 此外, 

单细胞小体积的酶反应操作与富集操作, 也对操作

者提出了很高的要求. 这些操作虽然可行, 但是缺点

明显: 大多数操作不仅需要经过长期的训练, 而且还

导致了大量的实验不平行现象, 减缓了实验进度; 大

量操作都是在开放环境中进行的, 操作过程时间长, 

极难进行污染控制; 而对于单细胞实验而言, 由于起

始原料极少(pg 量级), 极其微量的污染将导致严重的

结果错误; 大量的操作极其耗时, 不仅导致实验通量

无法上升, 同时还导致很多对操作时间要求较高的

实验(如转录组的动态调控)等无法实现; 常规实验操

作的耗材很难监测实验的进度或确定单细胞的俘获

状态, 导致较高的空载率和假阳性与假阴性结果; 常

规实验器具的精度很难适合单细胞的操控, 导致较

大的系统误差, 使得精细的定量结果掩盖在设备和

方法带来的实验噪声中.  

微流控技术(microfluidics)是一种用于精确控制

微量液体的技术. 微流控芯片是实施该技术的平台, 

通常通过细微的管道对液体实施操控, 管道至少有

一维的尺度在微米或者微米以下, 其控制液体的体

积在 109~1018 L. 微流控芯片很多时候也被称为微

全分析系统(micro total analysis system, TAS)[31]. 早

期的微全分析系统以芯片毛细管电泳为代表. 相比

传统电泳, 芯片毛细管电泳的样品和试剂量大大减

小, 变得更加经济, 同时灵敏度得以提升, 分析速度

也大大加快. 由于在一个芯片上集成样品的引入、预

处理、反应、检测等功能, 原本大量装置需要的工作, 
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现在只需一个微型化的器件就可以完成. 通过这项

技术的发展诞生出一系列便携的检测装置, 使得快

速的现场检测也成为可能.  

微流控对液体的操控尺度, 刚好适合于单细胞

样品的处理操作. 相比传统的人工试管操作, 使用微

流控体系对单细胞测序的样品进行前处理, 有一系

列的优点 : (1) 微流控芯片的特征体积单位是纳升

(nL), 与单个细胞的特征体积单位皮升(pL)匹配, 可

以大大减少实验体积, 提升局部有效浓度, 增加特异

性反应的效率. (2) 微流控芯片减少了对所需反应液

以及相关缓冲液的使用, 将等比例地减少潜在的试

剂污染, 大大提高单细胞测序的质量和数据有效率. 

微流控芯片可以使用自动化的仪器进行操作, 并且

由于根据模板制作的高度一致的反应容积, 可以大

大增加实验的可控性与平行性, 减少人为误差与操

作失误. 通过设计大规模集成化微流控芯片, 可以大

大增加单个器件/仪器上实验的通量, 使得单细胞测

序的结果在样本间的可比较性增加. (3) 通过与光学

显微成像装置配合, 单个细胞的操作可以加以显微

监控与分析, 做到实时监控和反馈, 大大减少假阳性

或者假阴性结果的产生. 由此开始, 一部分单细胞测

序处理的新方法在微流控芯片上得到了尝试和应用, 

都获得了良好的效果, 其中不乏出现了一些基于微

流控芯片的商用化的仪器.  

2  集成微流控芯片在单细胞全基因组测序
样品制备中的应用 

单细胞全基因组测序是针对单个细胞内仅有的

一对(以二倍体细胞为例)基因组 DNA 进行完整定量

测序的应用. 在人体细胞中, 遗传信息被编码在 46

条染色体上. 这些染色质存在各种变异, 如单核苷酸

变异(single nucleotide variation, SNV)和拷贝数变异

(copy number variation, CNV)[32]. 在进化和癌症等生

物过程中, 这些变异是重要的驱动力. 由于这些变异

的动态过程起始于单个细胞中, 从大量细胞的整体

看来, 则体现为基因的异质性. 要对其进行详细的分

析, 就需要从单细胞的层面进行入手[27,33~35].  

除了对细胞异质性的研究外, 还有一些研究由

于研究样品的细胞数量有限, 无法获取到大量细胞

进行全基因组测序, 这时也需要使用单细胞测定. 典

型的例子包括疾病的病理样本[36,37]、胚胎发育的早期

阶段[38~41]、癌症研究中的循环肿瘤细胞[42,43]; 此外, 

还包括一些珍贵样品, 如法医证据样品[44]. 对于这些

难以获得的样品, 必须使用单细胞或者是少量细胞

进行基因组的分析.  

由于二代测序技术的快速发展, 已经有一些使

用单细胞进行全基因组测序的报道. 单个细胞的基

因组 DNA 含量很少, 因此这些方法均需要通过全基

因组扩增(whole-genome amplification, WGA), 将基

因组 DNA 复制至数千甚至数十万倍, 以产生足够多

的用于测序建库的 DNA.  

传统的单细胞全基因组测序样品制备是在试管

中进行的. 利用口吸管的方法人工挑选单个细胞吹

入到试管中 , 对细胞进行裂解处理释放出其中的

DNA. 之后选择合适的 WGA 方法, 对基因组 DNA

进行扩增. 而利用微流控芯片进行单细胞的俘获和

全基因组扩增, 可以在实时观察的情况下更方便地

俘获单细胞, 同时也可以提升单细胞全基因组扩增

的质量. Quake 研究组[45]发现, 在微流控芯片的纳升

级别反应器中能有效地提升单细胞全基因组扩增的

质量. 利用微流控芯片, 他们对大肠杆菌(Escherichia 

coli)的单细胞进行了分离, 并在 60 nL 的反应体积中

使用多重置换扩增(multiple displacement amplification, 

MDA)方法对全基因组 DNA 进行了扩增. 芯片的结

构和实验过程如图 1 所示. 通过将反应体系从微升级

别降低到纳升级别, 他们发现, MDA 扩增的非特异

性产物得到了降低. 这些非特异性产物可能来自于

污染的 DNA 模板, 以及引物之间的相互作用. qPCR

的检测结果也显示, 相比传统的 50 L 体积的试管反

应, 微流控芯片反应产物扩增的偏向性也大大降低, 

序列与序列之间的读取深度表现得更加均匀. 

在此基础上, Quake 研究组[26]通过反应单元的大

规模集成化, 进一步在微流控芯片上提高了反应的

通量. 他们利用如图 2 所示的自动化微流控装置, 对

人类精子单细胞进行了高通量的全基因组扩增, 同

时尽可能地减少了非特异性的产物. 通过对 91 个精

子单细胞进行 MDA 扩增, 利用获得的基因型数据, 

他们首次获得了个人精子细胞中的重组图谱. 实验

结果在低分辨率上与已有的大范围数据相吻合, 而

在更高的分辨率上获得了与传统的血统数据不一样

的结论. 通过对 31 个精子进行高通量测序, 他们对

大范围内的基因变异频率进行了测量. 进一步利用 8

个细胞的深度测序数据, 他们首次获得了新生突变 
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图 1  用于大肠杆菌单细胞分离俘获和 MDA 扩增的芯片[45]. (a) 芯片实物图, 上面有并行的 9 个反应体系, 使得一个芯片

可以同时处理 9 个单细胞样品(图中流体层充满了蓝色染料, 控制层充满了红色染料, 标尺为 5 mm); (b) 单细胞俘获流程

(关闭的阀门显示为红色, 打开的阀门显示为透明; 细胞标识为绿色. 通过芯片上集成的蠕动泵将细胞推到俘获位置, 关
闭阀门俘获细胞, 并在垂直方向打开从阀门, 将细胞冲入到反应室); (c) 一次典型的实验中的俘获结果(图片为相差图像

(灰色)和荧光图像(绿色)的结合, 标尺为 100 μm. 每个单元在俘获细胞后的照片都展示在图中, 绿色框内为俘获的细胞; 
红色带叉的框表示该单元没有俘获到细胞) (网络版彩图) 
 

 

图 2  用于人类精子单细胞 MDA 全基因组扩增微流控芯

片[26]. (a) 芯片设计图(部分), 其中红色为流体层管道, 蓝
色为 MDA 扩增反应室, 绿色为控制层管道; (b) 在交叉区

域被俘获的精子单细胞; (c) 芯片实物图(控制层充满了绿

色染料, 流体层充满了红色染料. 每个芯片包括 48 个独立

的反应单元. 将合理稀释的细胞悬液通入到管道后, 进行

细胞俘获, 根据泊松分布, 约有一半的反应腔室包含 1 个

精子. 这些单细胞经过裂解、中和, 最后进行 MDA 全基因

组扩增. 整个扩增反应体系仅 50 nL, 经过 16 h的扩增后获

得产物) (网络版彩图) 
 
概率的一系列特征.  

多次退火环状循环扩增技术(multiple annealing 

and looping-based amplification, MALBAC)是近年来

新发展的一种全基因组扩增技术[27]. 它通过引入一

个准线性的预扩增过程来降低指数扩增带来的偏向

性. 我们最近报道了一种微流控芯片用于实现并行

化的哺乳动物单细胞 MALBAC 全基因组扩增反应[46]. 

实验者还可以对细胞载入和全基因组扩增的整个过

程进行监控. 芯片的结构和实验过程如图 3 所示. 测

序结果显示, 经过 MALBAC 扩增的测序覆盖深度无

论在同一芯片的不同单元之间或在不同芯片之间 , 

都具有高度的重复性. 基于这个特点, 我们以标准样

品作为参照, 对其他样品进行校正处理, 获得了高准

确度的 CNV 检测结果. 同时发现, 测序覆盖深度与

序列的 GC 含量存在正相关, 提出了在缺乏标准样品

的情况下使用序列 GC 含量进行校正提升 CNV 检测

准确度的可能. 该微流控装置为单细胞全基因组测

序样品的前处理提供了一种简便的办法, 在尽可能

减少手工操作的时间内, 降低对操作者经验的需求

的同时, 也降低了样品被污染的风险. 这些优势使得

该技术非常适用于医疗检测等应用中.  

3  集成微流控芯片在单细胞全转录组测序
样品制备中的应用 

单细胞全转录组测序是测定单个细胞内所有基

因的表达量. 对于来自相同器官组织的细胞, 尽管它

们在遗传物质上是一致的, 但任何两个细胞其实并 
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图 3  用于哺乳动物单细胞的 MALBAC 全基因组扩增微流控芯片[46]. (a) 芯片示意图, 其中紫色为流体层管道, 洋红色为

控制层管道; (b) 操作流程(细胞在磷酸盐缓冲液(phosphate buffered saline, PBS)中分散后, 通过手动控制相应的阀门将单

细胞俘获到特定区域中, 之后对细胞进行裂解, 并最终进行两步的 MALBAC 扩增反应); (c) 与微流控芯片配套的热循环

系统和成像系统(PDMS 芯片与硅片结合后, 放置于帕尔贴器件上; 装置的底部为水冷); (d) 芯片上单个细胞的散射成像 
(网络版彩图) 
 

非完全相同[6,47]. 在这些细胞中, 基因表达的差异性

会始终存在, 即使是相同组织来源的细胞, 甚至完全

同类型的细胞, 它们个体之间基因表达的丰度依旧

会有所不同. 更进一步地, 在同一个细胞的不同时期, 

基因表达量也会有所差异. 基因表达的异质性普遍

存在于大量细胞群体中, 并对各种生命过程产生着

重要的影响. 一系列的生命活动, 包括细胞周期和凋

亡的调控[48,49]、癌症的产生和复发[21,50]、组织分化和

胚胎发育[38,39]、免疫反应[51]以及神经活动[52]等, 都与

基因表达量的差异有着密切的关系. 然而, 传统的基

于大量细胞的系综测量会掩盖掉这种异质性, 为了

揭示这种差异性, 就必须使用单细胞技术对转录组

进行研究.  

单细胞的全转录组测序分析(RNA-Seq)是用于

定量分析大量细胞中基因表达的异质性的强力工  

具[53]. 在典型的单细胞转录组测序实验中, 数十乃至

成百上千的单细胞从组织或者培养液中分离出来 , 

每个细胞的转录子都逆转录成 cDNA. 这些 cDNA 经

过扩增和进一步处理后, 进行二代测序[53]. 由于单细

胞样品往往具有含量极少的 RNA, 要获得这些样品

之间存在的微妙的生物学差异信息, 对于实验方法

的准确度和灵敏度会有较高的要求.  

对单细胞的基因表达进行大规模的调查有助于

发现一些罕见的细胞 , 并获得它们之间的谱系关  

系[54]. 然而这种调查需要一系列高效的手段用于细

胞的俘获和 mRNA 的测序样品制备. Kriegstein 研究

组与 Fluidigm公司合作[54], 利用图 4中基于微流控技

术的 C1 仪器俘获了大脑皮质中 11 类总计 301 个单细

胞, 对其转录组进行了样品制备和测序分析. 结果显

示, 对单细胞的转录组进行较浅深度的测序, 就已经

足够用于细胞种类的区别和生物标记的识别. 通过

这一方法, 研究者识别出了发育中的大脑皮质中各

种细胞, 包括多种祖细胞和神经细胞的亚型. 同时研

究者发现, 在人类的放射状胶质细胞的 Notch 信号通

路中存在着两个新的靶点, 即 EGR1 和 FOS, 这点不

同于小鼠. 该方法显示出基于微流控芯片的单细胞

俘获结合较浅深度的转录组测序可以有效地用于组

织中细胞种类的分析和比较. 

最新的研究发现, 在微流控芯片中进行从单细

胞转录组样品的制备, 可以使转录组测序结果具有 
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图 4  使用C1系统俘获单细胞并进行转录组样品制备[54]. (a) C1系统的结构图(其中的关键部件包括用于控制微流控集成芯

片的气动部件, 以及用于样品制备化学反应的温控部件); (b) 从左到右依次为包含夹具的完整的微流控集成芯片(试剂和

细胞分别从夹具中的对应位置引入, 反应产物从夹具的其他口中导出)、集成化微流控芯片的结构示意图(粉色圆圈为

PDMS 芯片和夹具之间的接口, 红色为控制层, 蓝色为流体层, 绿色为连接控制层的管线)、一个单细胞被俘获在 4.5 nL 的

俘获区域示意图(每个集成微流控芯片有 96 个俘获区域, 平均的俘获数量为 72±5 个细胞); (c) C1 系统的反应流程(网络版

彩图) 
 

更高的准确度和灵敏度. 我们设计了一个可用于单

细胞转录组样品制备的微流控芯片, 使用了具有较

高灵敏度的 Tang2009 方法[55]进行逆转录, 如图 5 所

示[56]. 单细胞在微流控器件中被俘获和裂解后, 其中

具有多聚腺苷(poly(A))尾巴的 mRNA 被逆转录为

cDNA. 双链的 cDNA 经过收集后, 在二代测序平台

上完成测序. 我们对总计 94 个样品进行了实验和分

析, 其中包括小鼠的胚胎干细胞单细胞样品和提取

后的 RNA 技术重复. 结果显示, 相比传统的试管实

验, 微流控芯片上的单细胞转录组样品制备显示出

了更高的检测灵敏度和更优秀的测量精度. 我们认

为, 这是由于微流控芯片平台针对单细胞转录组测

序应用有几个显著的优势: (1) 纳升级别的微反应器

均通过光刻确定了形状, 消除了试管实验中因为移

液和人为操作引入的错误和随机误差, 使得反应的

平行性有了保证. (2) 将细胞俘获、筛选和裂解在一

个封闭的微流控器件内完成, 可以最大程度地减少

外源性 RNA和 RNA酶造成的污染. 而在传统的试管

实验中, 由于体系开放且人工操作繁多, 引入污染的

可能性大大增加. (3) 在一个微小体系内进行扩增反

应, 相对地提升了原始模板的浓度, 使得反应的效率

和特异性得以提升[45]. 利用这一方法, 对 10 个单细

胞样品, 每个测序 0.2M 序列, 就可以基本重构出大

量细胞样品的转录组分布信息. 可见, 在大规模的单

细胞转录组分析中, 利用微流控技术和高通量测序

相结合, 能创造出非常大的价值.  

 

图 5  用于单细胞转录组样品制备的微流控芯片[56]. 单个

芯片可同时进行 8 个单细胞的转录组样品制备. (a) 芯片实

物照片. 管道内充满了染料, 蓝色的是控制管道, 紫色的

是流体管道; 单细胞分散的悬液从细胞入口出注入, 反应

试剂从试剂入口中注入, 双链的 cDNA 从产物出口处收集. 
(b) 单个细胞转录组样品制备的反应流程. 在单细胞被俘

获区域(0.86 nL)所俘获后, 被推入到选择腔(S; 1.35 nL), 
进一步进行细胞裂解(1; 3.82 nL)、逆转录(2; 3.82 nL)、 
polyA 加尾(3; 2.70 nL)、引物消化(4; 10.1 nL), 最后进行第

二链 cDNA 合成(5; 128 nL) (网络版彩图) 
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上述的两个研究均在微流控平台上实现了RNA- 

Seq, 细胞数量众多而单个细胞的测序数据量较少 . 

通过对大量的单细胞进行较浅深度的测序, 不仅能

获得与大量细胞 RNA-Seq 一致的结论, 相比对单个

细胞进行总深度相同的测序, 也能获得更多有效的

信息[53,56]. 因此, 对大量细胞进行深度较浅的转录组

测序, 将是利用 RNA-Seq 对异质性组织中细胞进行

分类研究的一个趋势, 也为来自复杂组织或者人工

受激后的细胞动态响应研究提供了新的思路[53].微流

控技术在样品处理上提供高度自动化、可重复、高通

量的优势, 非常适用于该方面的研究.  

4  集成微流控芯片在少量细胞表观遗传组
测序样品制备中的应用 

表观遗传组测序是针对基因组上的表观遗传修

饰(包括组蛋白修饰和核酸修饰)进行定量精确测定

的应用. 一个细胞需要产生和保持它的特性, 在这个

过程中表观遗传调控十分重要. 近期的研究显示, 转

录过程与多种组蛋白修饰有关[57]. 同时, 对于基因功

能信息的识别解释, 也需要对不同类型细胞在不同

阶段的表观遗传信息进行系统性的测序分析[58].  

染色质免疫共沉淀(chromatin immunoprecipita- 

tion, ChIP)是一项用于研究复杂的 DNA-蛋白相互作

用的重要方法 [59]. 通过和微阵列芯片(ChIP-on-chip)

或高通量测序(ChIP-Seq)结合, 这个方法成为一项研

究细胞表观基因调控的重要工具. ChIP 处理的过程, 

由于抗体抓取的效率有限, 产生的 DNA 总量很少, 

同时由于 DNA 片段化和 DNA 蛋白分离过程中产生

的 DNA 损伤, 容易对下游的进一步分析造成不良影

响 [60]. 传统的 ChIP 实验需要大量的样品 (常达到

106~107 个细胞数量)来克服这一低效的过程, 从而获

得可靠的结果[61]. 但是对于一些数量非常有限的样

品, 如早期胚胎细胞或者罕见的肿瘤干细胞, 无法获

得足够数量的细胞, 这就大大限制了 ChIP 的应用. 

一些新近发展的技术将 ChIP-Seq 的样品量减少到

10000 个甚至 5000 个细胞[60], 但都是在数十微升体

积的传统的试管体系中. 利用微流控能很好地解决

这一问题. 在操纵少量细胞样品上, 微流控芯片是一

个理想的平台.  

Quake 研究组[62]设计了一种微流控器件用于对

少量细胞进行高灵敏的 ChIP 分析. 该装置如图 6 所

示, 它具有快速、自动化的特点, 同时也保留了该方

法所具有的特异性. 对于 2 个修饰组蛋白作为目标进

行 ChIP, 结果显示, 用 2000 个细胞通过微流控芯片

获得的结果, 与用 50000~500000 个细胞利用传统方

法获得的结果可以相比较. 这一技术实现了高灵敏

度、快速和自动化的 ChIP 反应, 有助于将 ChIP 应用

到更多有趣和有价值的领域. 

上述的微流控芯片尽管以 2000 个细胞作为起始

样品完成 ChIP 过程, 但后期仅限于通过 qPCR 对特

定位点进行分析[62], 并没有通过测序进行全面详细

的分析. 最近本研究组[63]设计了一个微流控器件, 为

ChIP-Seq 服务. 图 7 所示的这个芯片可以完成 ChIP

反应的主要过程, 包括将少量细胞悬液从数十微升

浓缩到纳升级别, 进一步固定、穿透、对染色质进行

片段化, 最终将目标染色质片段俘获到微珠上, 并对

富集后的染色质片段进行洗脱. 之后, 在不需要进行

任何预扩增的情况下, 纯化后的 DNA 片段利用一个

单管反应依次进行末端修复、腺苷酰化, 连接和 PCR

后, 变成测序文库. 最终的结果显示, 利用微流控芯

片制作 ChIP-Seq 样品的制备 , 可以可靠地从低至

1000 个哺乳动物细胞获得高质量的 ChIP-Seq 数据. 

我们从 1000 个细胞获取的 H3K4me3 表观遗传图谱

获得了与利用大量细胞的传统方法相类似的结果 .  

3 种细胞的生物重复实验数据也显示, 利用微流控芯

片进行 ChIP-Seq 样品制备, 其实验结果具有高度的

可重复性. 这一进展有助于推动对于细胞数量有限

的样品 , 特别是早期胚胎样品的表观遗传学图谱  

研究.  

5  总结与展望 

微流控技术作为新生事物, 虽然在近 10 年不断

发展完善, 但是应用在单细胞测序样品处理的领域, 

依然有不足之处和需要改进的地方: (1) 芯片的制作

加工需要相应的微加工设备, 对于大多数实验室来

说初期投入较大; (2) 芯片的设计和制作需要一系列

的专业知识, 对于化学和生物学实验室技术门槛较

高; (3) 尽管利用自动化的仪器设备, 使用一款成熟

的芯片, 操作者可以相对容易地完成实验, 但要针对

某一个特定的应用将芯片和实验方法完善成熟, 还

需要相对较大的时间与资源投入. 例如, 在微流控芯

片中 ,  微小体系下的化学反应会与常规实验存在 
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图 6  用于 2000 个单细胞 ChIP 反应的微流控芯片[62]. (a) 芯片实物照片; (b) 芯片的 AutoCAD 设计图. 流体层为蓝色, 控
制层为红色. 固定后的细胞在 Ring 1 中被俘获和裂解, 其中的 DNA 被片段化. 载有抗体的微珠被导入到 Ring A~D, 与片

段化后的 DNA 混合, 在蠕动泵的作用下实现免疫共沉淀反应. 之后, 微珠在筛漏阀 SV6、SV7 和 SV8 处被拦截成柱, 样
品被洗脱后, 从芯片收集取出(网络版彩图) 
 

 

图 7  用于实现 1000 个哺乳动物细胞 ChIP 过程的芯片[63].  

(a) 芯片实物图(单个芯片包括 4 个并行的反应单元); (b) 
微流控芯片上ChIP-Seq实验流程(第 1步, 染色质碎片进入

到一端封闭的流体管道中; 接着在第 2 步, 染色质碎片和

磁珠混合并进行免疫沉淀反应; 第 3 步, 利用筛漏阀截获

表面具有抗体修饰的珠子, 形成一段小柱子; 完成后进行

第 4 步, 将 DNA 从染色质-抗体-珠子复合物上释放下来; 
第 5 步是对 DNA 片段进行末端修复、腺苷酰化、连接; 最
后一步进行建库扩增测序) 
 

一定差异, 同时也要考虑比表面积以及芯片材料表

面化学特性的影响. 这就要求对原始的化学反应的

参数进行一定的修改, 以及对芯片内部表面进行必

要的化学修饰. (4) 由于芯片体积微小, 也给反应过

程中芯片内部各种物理量的直接测量带来了困难 , 

进而增加了反应优化的难度. (5) 由于芯片内部的管

路和阀门非常微小, 容易造成堵塞, 也对实验环境的

洁净程度提出了要求.  

尽管设计并完善一款芯片需要一定的投入, 微

流控技术在单细胞测序样品制备上还是有着传统实

验方法难以替代的巨大优势, 并获得越来越广泛的

应用. 这些优点中, 最重要的是, 由于体系体积的大

大减少而带来的局部有效浓度提升, 以及因此提高

了的反应效率和质量. 同时, 封闭体系和微量试剂使

得各方面可能引入的污染大大减少. 通过芯片上反

应单元大规模的集成化和仪器控制的自动化, 利用

微流控技术在提高反应通量的同时, 减少了人为操

作的引入, 使得实验操作一致可控. 而显微成像装置

的引入, 也使得微流控体系下对样品的整个操作可

控性和准确度大大增加. 新一代的芯片在通量规模

不断提高的同时, 也将进一步提高集成度, 通过自身

集成或者与其他设备连用, 来整合反应前期的筛选、

富集和后期的处理、检测等各个步骤. 例如, 将其与

非标记光学成像等技术手段相结合在前期对各个样

品进行筛选和记录, 通过自身集成片上的传感器对

产物进行在线监测, 或者进一步与质谱等仪器进行

联用进行产物检测.  

综合来看, 集成微流控芯片在单细胞全基因组

测序样品、单细胞全转录组测序样品、少量细胞的表

观遗传组测序样品的前处理上, 都有着其独特的优
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势. 在单细胞测序样品的前处理应用中, 微流控技术

非常适用于对大量单个细胞样本进行平行化的处理, 

从而获得大量的平行准确的高质量数据. 微流控技

术不仅提供了方法的集成和实现, 更是提供了一套

技术平台, 为单细胞测序研究提供了新的思路. 

后记 

 英人 William Blake 有诗云:  
To see a World in a Grain of Sand 
And a Heaven in a Wild Flower  
Hold Infinity in the palm of your hand  
And Eternity in an hour 

 诸多前辈曾译此诗, 而我认为弘一法师之译作实为信

达雅之完美体现:  

一花一世界,  

一沙一天国;  

君掌盛无边,  

刹那含永劫.  

 我们利用微流控技术对单细胞的研究, 所追求的也是

这样的境界, 期望能够在最基本的尺度上更加精细地了解

生命活动的关键过程.  

科学家对生命精妙过程的探索是永不停息的, 而生命

本身却又含有许多不确定性, 不论是在单个细胞水平, 还

是拓展到个体. 科学家的个体生命, 亦无法摆脱随机性.  

 本文应中国科学院上海应用物理研究所樊春海研究

员邀请而写, 以纪念英年早逝的优秀分析化学家、我们的

好朋友黄庆研究员.  
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Abstract: Recently, single cell sequencing has become the cutting-edge technology to reveal the complexity of 
biological processes at the finest scale. However, it is not easy to handle single cells precisely, nor to perform the 
small scale reactions accurately. Microfluidics offers a ready solution to control the liquid delivery at the picoliter 
scale, matching the accuracy requirements for single cell analyses. We review the recently reported applications that 
using integrated microfluidic devices to facilitate the sample preparation for single cell sequencing. Various 
sequencing approaches with very limited starting materials, such as single cell whole-genome sequencing, single cell 
whole-transcriptome sequencing, and 1,000-cell chromatin immunoprecipitation sequencing, have been successfully 
performed with microfluidic assistance. Compared to conventional methods, integrated microfluidic devices exhibit 
unique advantages in manipulation and capturing single cells, and provide flexible tools for performing high 
throughput experiments in parallel. The results are highly repeatable and reproducible, showing great potential in 
sample preparation for single cell sequencing. 
 
Keywords: microfluidics, integration, single cell sequencing, sample preparation 
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