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［摘要］ 单细胞多组学技术是指结合多种不同的生物学技术，对单个细胞进行多方面的分析和研究，从而获得更

全面、更准确的单细胞数据。该技术包括单细胞基因组学、单细胞转录组学、单细胞蛋白质组学、单细胞表观组学

等。单细胞多组学技术的发展为我们提供了一种更加精确理解生物体内复杂的细胞类型和功能的方式，尤其是对于

异质性细胞群体中少数的特殊细胞类型如干细胞或罕见癌细胞，具有非常重要的应用价值。通过融合不同技术获得

的信息，单细胞多组学可以更准确地描述单个细胞在多个生命事件和过程中的状态与变化，为生命科学的研究提供更

加全面和深入的视角。本文系统概述了目前代表性单细胞多组学技术的发展现状，总结了其在生物学研究中的重要

应用和巨大潜力。
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［ Abstract ］ Single-cell multiomics, involving various biological techniques for multifaceted analysis and research 
on a single cell to generate more comprehensive and accurate single-cell datasets, includes single-cell genomics, single-
cell transcriptomics, single-cell proteomics, single-cell epigenetics, etc. Single-cell multiomics technology provides a more 
precise way to comprehend the complex cell types and functions, particularly for the more specialised cell types within the 
heterogeneous cell populations, such as stem cells or rare cancer cells, which have very important application value. By 
integrating information from different technologies, single-cell multiomics can more accurately characterise the state and 
changes of a single cell during multiple life events and processes, providing a more comprehensive and in-depth perspective 
for life science research. This article provides a systematic overview of the current representative single-cell multiomics 
technologies and summarizes their important application and potential in biological research.

［ Key words ］ single-cell sequencing; single-cell multiomics; genomics; transcriptomics; proteomics; epigenetics; 
heterogeneity

［ Citation ］ ZHANG J, JIANG Y, ZI X. Single-cell multiomics technology and applications［J］. Acad J Naval Med 
Univ, 2024, 45(2): 161-167 . DOI: 10.16781/j.CN31-2187/R.20230446.

DOI: 10.16781/j.CN31-2187/R.20230446

传统上，细胞都是在群体中被研究，故无法准

确地揭示细胞之间的差异，尤其对于少数遗传或表

型变异的细胞也难以检测和分析。为了突破传统生

物学研究方法的局限性，以更加精确、细致的方式

了解复杂的生命活动，单细胞测序应运而生［1］。通

过单细胞测序技术，研究者可以在高精度、高通量

的情况下分析每个细胞，区分细胞类型、鉴定细胞

功能、预测细胞拷贝数变异、了解细胞间的分化关

系、研究细胞间的互作关系，进而揭示样本间的差

异机制［2-6］。

单细胞测序可以揭示细胞间异质性，展现出同

一细胞类型在不同状态下基因表达、表观遗传和代

谢等方面的差异。通过单细胞测序技术可以获得

每个细胞的完整信息，从而揭示细胞异质性和复杂

性。单细胞测序还可以确定细胞类型，这对于研究

细胞功能及某些情况下需要准确地确定每个细胞的
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类型和功能［6-10］至关重要。例如在研究肿瘤时，最

初仅有少量的突变细胞可以驱动肿瘤发展，通过单

细胞测序可以检测到这些极少数的突变细胞并深入

研究其特征。同时，单细胞测序可以探索生命发展

过程，如从单个受精卵到成熟的组织和器官的不断

分化和分裂过程，及比较不同发育阶段细胞间的差

异，从而更好地理解生命的发展过程［11］。

随着单细胞技术的发展，研究范围从转录组扩

展到了基因组［12-14］、表观组［15-23］、蛋白质组［24］

等多个组学水平，由此诞生了多项单细胞多组学 
技术。

1 单细胞多组学技术的特点和应用场景

在肿瘤发生等复杂的生物过程中，异质性同时

存在于基因组、转录组、表观组、免疫组等多层

面，基因相同的肿瘤细胞可能具有不同的 DNA 甲

基化、基因表达、克隆扩增等，常需要基于单个细

胞进行多个组学技术联合才能更加准确地将它们

分类为不同亚群，揭示更深层的生物学机制。基于

此，研究人员开发出了可同时捕获 2 种或 2 种以上

单细胞组学的测序技术——单细胞多组学技术。

单细胞多组学技术能多层次、多角度地描绘

细胞间的异质性，挖掘各层组学之间的直接和潜在

联系，从而更加全面和系统地描绘细胞的状态和命

运［25］，与单组学相比，多组学更侧重对细胞完整

信息的采集，因此可以更好和更全面地反映细胞特

征［26］。比如，联合单细胞转录组与基因组可以发

现细胞遗传变异的多样性；联合单细胞转录组和

蛋白质组可以发现蛋白表达的特异性等（表 1）。

单细胞多组学技术是单细胞分析技术发展的前沿，

也是单组学技术发展的必然趋势。本文系统概述了

目前代表性单细胞多组学技术的发展现状和未来趋

势，总结了其在生物学研究中的重要应用和巨大潜

力，以期为各科学研究提供参考。

表 1 单细胞多组学技术相关研究概况

Tab 1 Overview of related studies on single-cell multiomics

Method Data types provided Publication 
year Reference

Genome and transcriptome sequencing DNA, RNA 2015 ［27］
Genomic DNA-mRNA sequencing Genomic DNA, mRNA 2015 ［28］
Target sequencing Genomic and coding DNA, 

mRNA
2019 ［29］

Hi-C and RNA sequencing employed simultaneously DNA, RNA 2023 ［30］
Single-cell chromatin accessibility and transcriptome sequencing Chromatin accesibility, RNA 2019 ［31］
Methylome and transcriptome sequencing from single cells DNA methylation, mRNA 2016 ［32］
Proximity ligation assisted yield-enhancing RNA detection mRNA, protein 2016 ［33］
RNA expression and protein sequencing mRNA, protein 2017 ［34］
Cellular indexing of transcriptomes and epitopes by sequencing mRNA, protein 2017 ［35］
Intranuclear cellular indexing of transcriptomes and epitopes by sequencing mRNA, protein 2021 ［36］
Improved single-cell chromatin overall omic-scale landscape sequencing DNA, DNA methylation, 

chromatin accesibility, RNA
2019 ［37］

Single-cell nucleosome, methylation and transcription sequencing DNA, DNA methylation, 
chromatin accesibility, RNA

2018 ［38］

Single-cell triple omics sequencing DNA, DNA methylation, RNA 2016 ［39］
Sequencing of nuclear protein epitope abundance, chromatin accessibility 
and the transcriptome in single cells

Chromatin accesibility, mRNA, 
protein

2022 ［40］

2 几种单细胞多组学技术简介

2.1 联合单细胞基因组和转录组 联合单细胞基

因组和转录组技术是对单个细胞的基因组和转录

组进行平行分析，从而使体细胞变异和基因表达差

异联系起来。基因组信息可用于构建细胞系进化

树，这对于理解正常发育、疾病病因和进展非常重

要。目前已经开发了几种对基因组和转录组进行

单细胞多组学分析的方法，包括单细胞基因组与转

录组测序（genome and transcriptome sequencing， 
G&T-seq）［27］、基因组DNA-mRNA 测序（genomic 
DNA-mRNA sequencing，DR-seq）［28］、Target
测序（Target sequencing，TARGET-seq）［29］及同时 
检测 Hi-C 和 RNA 测序（Hi-C and RNA sequencing 
employed simultaneously，HiRES）［30］等。

2015 年 Macaulay 等［27］利用 G&T-seq 技术对
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220 个小鼠和人类细胞进行了测序，首次观察到当

细胞丢失或获得染色体拷贝时该区域的基因表达

也会出现相应的变化（减少或增加）。通过 DR-
seq 技术，研究者也发现细胞间转录数变异较大的

基因通常与拷贝数减少的位点相关，反之亦然，这

意味着拷贝数变异可以驱动单细胞间基因表达的变 
异［28］。TARGET-seq 技术于 2019 年由 Rodriguez-
Meira 等［29］提出，是一种新的单个肿瘤细胞表征基

因分型和转录组测序的方法。该技术首先将单细胞

温和地裂解后高温灭活蛋白酶，然后将互补 DNA
和基因组 DNA 的特异性引物添加到混合物中进行

反转录和 PCR，所得互补 DNA 和扩增混合物用于

制备基因分型文库和转录组文库并进行测序。通过

该技术揭示了骨髓增生性肿瘤干细胞和祖细胞中的

转录和遗传肿瘤异质性，为突变和非突变细胞的失

调途径提供了见解，可用于肿瘤内异质性的确定性

分析以及治疗抗性肿瘤亚克隆的鉴定和表征［29］。

在高等真核生物中，基因组在细胞核内的三维

空间构象对细胞功能至关重要，如增强子常常通过

三维空间相互作用对远端目的基因的转录活性起

调控作用。三维基因组水平上的异常也被发现与

包括癌症在内的多种疾病的发生密切相关。然而，

三维基因组与基因表达的整体关系仍然存在争议。

2023 年 Liu 等［30］报道了一种新型单细胞多组学技

术 HiRES，首次基于测序方法实现了在单细胞水平

对转录组和三维基因组的同时检测。HiRES 技术首

先在细胞群体水平进行原位反转录和染色质构象捕

获，通过流式分选得到单细胞，再对每个单细胞进

行扩增后测序。利用该技术对小鼠胚胎样本进行测

试，揭示了在谱系演化过程中特异性染色质相互作

用与转录调控和细胞功能密切相关。

2.2 联合单细胞表观基因组和转录组 单细胞转

录组和表观组联合的双组学技术不仅可以鉴别细胞

类型和状态，还可以揭示控制基因表达的机制。单

细胞转录组技术主要通过 RNA 测序技术检测单个

细胞的基因表达，而表观组则包括 DNA 甲基化、

染色质修饰和蛋白质修饰等多个方面，可通过亚硫

酸氢盐测序（bisulfite sequencing，BS-seq）［23］、 
利用转座酶研究染色质可及性的高通量测序（assay 
for transposase accessible chromatin with high-
throughput sequencing，ATAC-seq）［41］和染色质

免疫共沉淀测序（chromatin immunoprecipitation 

sequencing，ChIP-seq）［42］等技术检测。将以上这

2 类数据联合分析可以揭示更加全面、准确的细胞

调控机制和表观修饰特征。单细胞转录组和表观组

联合具有广泛的应用前景，例如抗肿瘤药物研发、

神经科学研究和发育生物学研究等领域，该技术可

通过大规模单细胞测序数据和精细的表观组分析，

为研究人员深入了解单个细胞的异质性、发展阶段

和功能状态等提供有力支持。

传统的表观组学技术（如 BS-seq、ATAC-seq
等）常常无法区分不同细胞类型之间的异质性，而

单细胞转录组学则可以对不同细胞类型的基因表

达进行测定。但单细胞转录组学方法中 RNA 分子

的放大和扩增会导致失真和噪音，影响数据的准确

性，为了解决这一问题，研究者们开发出单细胞的

甲基化和转录组测序（methylome and transcriptome 
sequencing from single cells，scM&T-seq）技术［32］。

与传统的甲基化和转录组测序相比，scM&T-seq 同

时结合了微小规模的 DNA 甲基化酶处理和单细胞

测序技术，可以在单细胞水平上同时测定 DNA 甲

基化和基因表达，从而揭示单个细胞的表型、基因

调控机制及其表观修饰特征。Angermueller 等［32］

于 2016 年利用该技术首次实现了在单个细胞中研

究特定基因甲基化与其转录的关系，且通过分析 61
只小鼠胚胎干细胞证实启动子甲基化与单个细胞中

的转录呈负相关，但不同细胞中这种调控关系的强

度并不相同。

Liu 等［31］2019 年报道了单细胞染色质可及性

和 转 录 组 测 序（single-cell chromatin accessibility 
and transcriptome sequencing，scCAT-seq） 技 术，

该技术也可同时检测染色质可及性及同一单个细

胞内转录组。scCAT-seq 采用核质分离的方案进行

mRNA 和细胞核开放染色质的捕获，同时以加入外

源载体 DNA 的方式降低染色质 DNA 的损失，并基

于 ATAC-seq 和 Smart 测序第 2 版［43］的建库原理完

成染色质可及性和全长转录组 2 个组学信息的测

序，通过该技术构建了第 1 个早期胚胎中染色质可

及性和转录组整合的单细胞图谱。

2.3 联合单细胞转录组和蛋白质组 单细胞转录

组和蛋白质组联合的双组学技术是将单细胞的转录

组和蛋白质组同时分析的一种技术，它可以在单细

胞水平上探测基因表达和蛋白表达之间的关系，并

揭示细胞内复杂的生化过程和信号传递网络。通过
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该技术可以获得更全面、更准确的单细胞信息，同

时揭示细胞内分子之间的复杂相互作用。此外，通

过该技术还可以了解不同细胞状态下基因表达和蛋

白质表达之间的动态变化，以及转录后修饰和蛋白

质修饰之间的关系，从而对细胞发育、疾病诊断和

药物研发等领域提供深入的认识。

Frei 等［33］最早尝试了转录组与蛋白质组联合组

学技术，2016 年其报道了邻位连接辅助提高RNA检

测（proximity ligation assisted yield-enhancing RNA 
detection，PLAYR）技术。该技术是通过流式细胞

仪和质谱仪对单个细胞中的转录本进行高度多重定

量，并可同时进行标准蛋白质抗体染色的技术。在

PLAYR 技术中，蛋白质和 RNA 分别被不同金属核

素的抗体和核素标记的探针标记，利用流式细胞技

术测量核素，可以每秒在数千个细胞中同时检测 40
多种不同的蛋白质表位和 RNA 靶点。

Peterson 等［34］报道的 RNA 表达和蛋白质测序

（RNA expression and protein sequencing，REAP-seq） 
技术可同时测量单个细胞中的蛋白质和 mRNA。

该技术通过与标准流式细胞术方法相似的原理标记

细胞，即用 DNA 条形码连接的抗体代替荧光团，

在流量和质量上取得了重大进步，不仅消除了由荧

光标记的光谱重叠所施加的限制，而且因为使用测

序作为读数而不是通过 PCR 读数，DNA 条形码可

提供多达 6 万个唯一标识。REAP-seq 技术利用逆

转录酶的 DNA 聚合酶活性，在同一反应中可以同

时延伸标记抗体的条形码，合成来自 mRNA 的互

补 DNA。用核酸内切酶Ⅰ降解连接蛋白抗体双链

DNA 上未结合的单链寡核苷酸，还可以防止来自

不同细胞的抗体条形码和细胞条形码之间的串扰。

此外，将硫酸葡聚糖添加到条形码抗体标记的缓冲

液中，可以减少带负电荷的 DNA 条形码与细胞表

面的非特异性结合，并使用同种型对照确定背景噪

声的阈值。相对 PLAYR 技术，REAP-seq 的优点是

高通量，可一次检测 80 多种抗体和超过 20 000 个

基因，还可鉴定和表征未知的细胞表型。

转录组和细胞表位索引测序（cellular indexing of 
transcriptomes and epitopes by sequencing，CITE-seq） 
能够同时测定单细胞转录本与表面蛋白表达，于

2017 年由 Stoeckius 等［35］首次报道，是一种基于

DNA 标签化抗体的单细胞转录组与膜蛋白质组表

征技术。与荧光流式和质谱流式技术不同，CITE-

seq 所使用的单克隆抗体修饰有一段单链 DNA，这

段序列包括 PCR 引物区、条形码区以及一段多聚

腺苷酸。CITE-seq 技术结合了单细胞转录组和流

式细胞术的优势，能够同时测量单个细胞的基因表

达和表面蛋白标记，从而可以对单个细胞进行更全

面和深入的分析。传统的单细胞转录组技术可以揭

示细胞内 RNA 表达的差异，然而并不能推断不同

细胞群的功能差异。而 CITE-seq 技术通过在细胞

膜上带有特定表面蛋白标记的抗体来刻画细胞亚群

及其表型分布，增强了对细胞功能的理解和描述，

有助于获取形态学、功能以及表型等多方面的信

息。通过 CITE-seq 技术可以检测的蛋白质种类数

量较多，一般可达到数十种甚至上百种，有助于在

单个细胞层面上研究复杂的生命科学问题，在肿瘤

免疫学、神经科学以及干细胞与发育生物学等领域

具有重大意义。

2021 年 Chung 等［36］报道了一种核内转录组和

表位细胞索引测序（intranuclear cellular indexing of 
transcriptomes and epitopes by sequencing，inCITE-seq） 
的单细胞多组学技术，可以实现对细胞核内蛋白和

RNA 的同时检测。包括转录因子在内的细胞核内

蛋白本身具有核酸吸附特性，因此在使用 DNA 标

签化抗体时会出现严重的非特异性结合，通过优化

缓冲液引入硫酸葡聚糖来封闭 DNA 标签化抗体，

可极大提高检测的特异性。

2.4 三重和高阶单细胞多组学 为了充分探索细

胞间异质性，研究者还开发了三重和高阶单细胞多

组学技术。2017 年，Guo 等［44］报道了单细胞染色质

整体基因组景观测序（single-cell chromatin overall 
omic-scale landscape sequencing，scCOOL-seq） 
技术，首次在单细胞内、全基因组范围内多层观察

染色质的可及性和 DNA 甲基化，突出了 DNA 甲基

化和染色质状态的不同模式和功能。该研究在国际

上率先发展了对一个单细胞同时进行染色质状态、

DNA 甲基化、基因组拷贝数变异，以及染色体倍

性的全基因组测序技术，并采用这一技术在单细胞

分辨率上系统、深入地解析了小鼠着床前胚胎发育

过程中表观基因组重编程的关键特征，以及染色质

状态与 DNA 甲基化之间的互动关系。2019 年，Gu
等［37］利用单细胞 DNA 甲基化文库构建方法即单细

胞不加尾和不连接方法对已有的 scCOOL-seq 技术

进行了系统性改进，使得升级版 scCOOL-seq 多组
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学测序技术在保留高准确度和高精度的同时，显著

提高了测序读段的比对率。

单细胞核小体、甲基化和转录组测序是一种三

组学技术，于 2018 年由 Clark 等［38］报道，可对转录

组、甲基化组和染色质的可及性进行联合分析。

2019 年，Argelaguet 等［45］利用该技术从小鼠早期

胚胎中分离了 4 个不同发育时期的单细胞，还绘

制了小鼠原肠胚中染色体可及性、DNA 甲基化和

RNA 表达的单细胞多组学图谱。该技术可以应用

于多个领域，在生命科学领域中用于研究基因表达

调控过程中的 DNA 甲基化修饰机制，从而帮助研

究者更好地了解细胞的分化、重编程和发育等过

程；在疾病生理学领域用于研究癌症和其他疾病中

的相关基因组和表观遗传学变化，并为疾病的诊断

和治疗提供新的思路。

单细胞三组学测序方法是从同一个单细胞中

同时获取 3 种组学高通量测序信息，并从单细胞水

平发现肝癌细胞在 3 种组学上存在密切相互关联的

高度异质性［39］。该技术通过选择性裂解细胞膜，

将细胞质中的 mRNA 与完整细胞核中的基因组

DNA 分开，揭示单个细胞内基因区域 DNA 甲基化

程度与基因表达有着很强的正相关性，且甲基化发

生在不同的基因区域上会对基因表达有不同的调控

作用。研究者们还发现基因组 DNA 的拷贝数与该

区域上的基因表达有很强的正相关性，即 DNA 拷

贝数较多的区域其上的基因表达量也随之增高，反

之亦然，从而在单细胞水平上证明了基因表达的剂

量效应。

单细胞中核蛋白表位丰度、染色质可及性

和 转 录 组 的 测 序（sequencing of nuclear protein 
epitope abundance, chromatin accessibility and the 
transcriptome in single cells，NEAT-seq）技术可对

单细胞中的核蛋白表位丰度、染色质可及性和转

录组进行测序，是一种能够在单细胞中量化核蛋

白以及 ATAC-seq 和 RNA 测序的方法［40］。该技术

使用 GFP 转染、染色分选、抗体偶联，然后让单

链 DNA 结合蛋白与寡抗体相结合并进行寡抗体染

色，最后制备单细胞文库，进行测序和测抗体寡核

苷酸。NEAT-seq 可以在生物学上测量转录因子水

平连续变化的分子后果，同时对一组蛋白质进行相

关设置。由于核蛋白包含许多参与基因调控的蛋白

质，因此，将核蛋白水平与表观遗传和转录状态联

系起来为研究基因调控机制提供了一种强有力的 
方法［40］。

3 单细胞多组学测序技术的前景与展望

单细胞多组学测序技术是一种新兴的技术，结

合了基因组、转录组、表观组和蛋白组等不同细

胞水平的信息，可以深入了解单个细胞的生物学特

征。单细胞多组学测序技术可以在单细胞水平上

进行高通量分析，在许多领域中具有广阔的应用前

景。在医学研究领域，单细胞多组学测序技术已被

用于研究多种疾病，如癌症、自身免疫性疾病和神

经系统疾病等［46-51］。通过单细胞多组学测序分析，

我们可以深入了解每个单个细胞的生物学特征，揭

示疾病发生和发展的机制，进而为疾病诊断、治疗

和预测提供基础依据。在农学领域，单细胞多组学

测序技术可以帮助我们了解植物的多级生长调控机

制和抗性基因的调节机制，对于选育抗逆品种和提

高农产品产量具有重要意义［52］。此外，单细胞多

组学测序技术还可以应用于生物学研究领域，例如

在发育和分化过程中探索细胞命运决定机制，分析

微生物群落的多样性和功能等。随着单细胞多组学

测序技术的不断发展和完善，它将会在越来越多的

领域得到应用，为研究者们提供更好的手段去探寻

生命科学的奥秘，帮助人们更深入地理解和治疗各

种疾病。
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