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［摘要］　高等动物的基因表达分析往往受制于大量纯化同质细胞的取材困难，由于细胞异质性的影响，常规研究方法也无法

识别细胞间表达特性的差异。单细胞水平是切实表明综合性基因表达最行之有效的研究途径，而单细胞逆转录ＰＣＲ又是该

水平上基因表达研究最有力的工具。与常规ＲＴＰＣＲ相比，该技术在各个环节上都有着显著差异。为此，详尽论述了单细胞

逆转录ＰＣＲ技术在各个环节上的要点包括显微操作、扩增和分析方法、基本注意事项等内容以及该技术在实际科研中的应用

情况。
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　　发育、细胞生长、分化和癌变等过程与全基因组表达的

选择性激活和时空调节密切相关，因此这些过程中基因表达

模式的改变已成为当今生物学研究的热点之一。高等动物

作为高度分化的系统，其基因表达分析往往需要大量纯化的

同质细胞，一般要求细胞数量在１０６以上，这无形中就增加了

实验研究的难度，特别是对于那些来源极其有限的珍贵样本

就更为明显。尽管原位杂交／ＰＣＲ能检测到未纯化细胞中的

ＲＮＡ或蛋白，但前提是目的细胞能通过可见的或位置标记

加以确认，并且每次只能检测单个已知基因，从而限制了这

些技术的应用范围。消减杂交、差异显示等技术虽可研究多

基因表达的异同，但是需要大量的同质细胞提取ＲＮＡ以制

备探针。同时，由于细胞异质性的影响，采用常规方法获取

的细胞，其研究结果只能说明一个细胞群中基因表达的大致

情况，而那些导致了细胞分型甚至细胞间惟一差别的表达特

性却不能得知。此外，基因表达绝不是孤立的，由基因表达

决定的细胞特性，其实是许多基因表达产物相互结合和相互

作用的结果。而要能切实的表明这种综合性的基因表达，在

单细胞水平上进行研究无疑是最行之有效的途径［１］。ＰＣＲ
方法凭借其极为灵敏的检测水平，已经使得分析单个细胞的

基因组ＤＮＡ或ｍＲＮＡ已成为可能［２３］，单细胞ＲＴＰＣＲ的

出现则为该水平上的基因研究提供了最有力的工具。

１　单个细胞的获取

　　要进行单细胞ＲＴＰＣＲ，如何获取单个细胞就显得至关

重要，单个细胞的获取需要非常高的准确性，这与仪器设备

的精度和操作者的熟练水平是密切相关的。目前获取单个

细胞的方法大致有４种。

　　第一种是利用膜片钳技术吸取单个细胞［４］。膜片钳技

术为此提供了较为理想的方法，该技术既可对单细胞的电生

理功能进行研究，同时亦可借助膜片钳电极所形成的吸收通

道，吸取单个细胞，对其进行单细胞水平的分子生物学研究。

在相差显微镜观察下，可以借助于膜片钳电极，直接用电极

将待选取的单个细胞吸取出来，将其转入Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，

然后可用去污剂将吸取细胞的细胞质膜溶解，同时注意保持

溶出核膜的完整，再通过离心，就可将细胞核和核内所含有

的基因物质分离出来。

　　第二种提取单个细胞的方法是采用与流式细胞技术结

合的荧光激活细胞分类技术（ＦＡＣＳ）来获取单个细胞［５］。该

技术方法分离细胞的效果更好，可快速、准确地分离单个细

胞，或分离任何数量的同一种类细胞。而且通过ＦＡＣＳ分离

的细胞，还可在对其含有的基因进行分析之前，对其功能加

以研究。因为此方法应用对细胞具有选择特异性的荧光探

针，所以可在选择分离细胞的同时，就该细胞的细胞周期、质

膜特性、细胞表面或胞质内的特异性标记等方面，综合地进

行多指标的研究。

　　第三种方法是采用激光显微切割技术从组织切片中直

接分离获取单个细胞［６］。该方法将激光技术与显微切割相

结合，可从实体组织的染色切片中，得心应手地获取单个细

胞。具体地说，该方法借助于激光器发射一定能量的激光，

从而使组织切片中（冰冻切片或石蜡切片）待取的单个细胞

和其周围的组织细胞分离。然后，再借助一个特定的微型探

针，将待检的细胞挑取出来。通过该技术方法取得的单个细

胞，其核酸降解程度亦非常的低［７］。

　　最后一种方法就是从单细胞悬液中直接实施显微操作

吸取单个细胞［８］。在采用过滤、酶消化等方法制备得到单细

胞悬液后，可以在倒置相差显微镜下直接利用显微操作系统

的微吸管吸取单个细胞。上述几种方法相比各有利弊，具体

采用哪种方法还应当取决于人力、物力、资金等实际条件。

２　单细胞ＲＴＰＣＲ的扩增和分析方法

　　由于单个细胞中的 ｍＲＮＡ数量很少，大约只有１ｐｇ左

右，因而与常规的ＲＴＰＣＲ相比，单细胞ＲＴＰＣＲ在各个环

节上都有着显著差异。常规 ＲＴＰＣＲ首先要将组织中的
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ｍＲＮＡ或总ＲＮＡ抽提出来之后才能进行后续步骤，单细胞

ＲＴＰＣＲ显然无法进行抽提步骤，因而在获取单个细胞后，

在适当体积的裂解液中将细胞裂解，然后直接以裂解产物为

模板进行 ＲＴＰＣＲ。由于没有抽提，裂解产物中含有蛋白

质、ＲＮＡ以及基因组ＤＮＡ等各种成分，蛋白质因其量极其

稀少，可以忽略对单细胞ＲＴＰＣＲ的影响，但裂解产物中的

基因组ＤＮＡ相对于 ｍＲＮＡ却有可能造成极大的干扰。避

免这一影响有两种处理，一是在进行逆转录之前先用

ＤＮＡａｓｅⅠ消化基因组 ＤＮＡ，另一种方法就是在设计ＰＣＲ
引物时尽量使引物结合序列跨越相邻外显子的结合处［９］。

　　由于起始模板数量很少，单细胞ＲＴＰＣＲ必须采用最适

当和最有效的措施进行扩增，才能够得到理想的产物。应用

传统的单对引物对单细胞中的目的 ｍＲＮＡ进行一轮 ＲＴ

ＰＣＲ扩增，得到的产物并不够理想，往往不能保证扩增后得

到足够的产物量，因而便会影响ＰＣＲ扩增后检测结果的客

观性，甚至有可能得不到所希望的结果。而且，在这种单对

引物ＲＴＰＣＲ扩增过程中，也容易出现一些尽管少见、但稳

定性很差的转录产物［１０］。如果采用嵌套设计的两对巢式

ＰＣＲ引物，进行两轮ＲＴＰＣＲ扩增，则扩增后得到的产物量

和可靠性就会大大提高。嵌套式ＰＣＲ扩增方法，需要设计

两对嵌套式ＰＣＲ引物，一对为外引物，另一对为内引物。当

取得单个细胞后，先将其 ｍＲＮＡ逆转录成ｃＤＮＡ，然后对反

转录后的ｃＤＮＡ进行先后两轮的扩增。即先扩增外引物所

包含的ｃＤＮＡ片段，然后再将此第一轮扩增产物，依内引物

所包含的ｃＤＮＡ片段进行增量扩增，这样便会使非常少量的

模板，得到足够量的产物。两轮ＰＣＲ扩增反应完成之后，对

产物进行凝胶电泳检测，从而便可依电泳结果，判断明确待

测基因是否在单个细胞中表达。嵌套ＰＣＲ方法扩增后产物

的稳定性明显提高，并且还可用来分析同源基因的位点和亚

位点。然而，嵌套ＰＣＲ方法有时也会出现扩增产物失败的

情况，并且设计有效和协调的嵌套ＰＣＲ引物也存在一定困

难。此外，在大多数情况下，嵌套ＰＣＲ扩增后，所取得的分

析结果一般仅限于待测基因中相当局限的下游片段，而基因

其他区域潜在的多种特征性信息则有可能丢失［１１］。

　　如果要完整地获得单个细胞中表达的基因信息，则应该

对细胞中所有表达的 ｍＲＮＡ进行分析，这就需要对包括加

尾在内的所有ｍＲＮＡ进行整体扩增，Ｂｒａｄｙ等［１２］创立的Ｐｏ

ｌｙ（Ａ）ＰＣＲ方法通过序列非依赖性扩增全细胞ｃＤＮＡ得以

实现这一目的。该法以含有Ｐｏｌｙ（Ａ）的 ｍＲＮＡ为模板，以

Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１９２４为引物合成ｃＤＮＡ第一链，在第二步中用末端

转移酶加上一个３′Ｏｌｉｇｏ（ｄＡ）尾，这样产生出的ＤＮＡ其两端

都已确定并且可用含有Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）的单一引物进行扩增。第

一个ＰＣＲ循环扩增合成ｃＤＮＡ 第二链，随后进行标准的

ＰＣＲ程序。ＰＣＲ引物除含有Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）２４外，还有一额外碱

基序列以提高退火的特异性并且为以后克隆提供方便的限

制性酶切位点。在将扩增得到的ｃＤＮＡ池用于其他目的之

前，验证其代表性是非常重要的。通常可用Ｓｏｕｔｈｅｒｎ印迹法

或ＰＣＲ检测一个普遍高表达基因（如βａｃｔｉｎ）和一个普遍低

表达基因（如ＤＰＨ２Ｌ），由此判断Ｐｏｌｙ（Ａ）ＰＣＲ是否对高低

表达的基因均进行了有效的扩增，另外还需检测在目的细胞

中特异表达的两个基因以进一步鉴定所挑取的细胞是否为

需要的［１３］。

　　也有研究者建立了一种三元尾端ＰＣＲ扩增方法（ｔｈｒｅｅ

ｐｒｉｍｅｅｎｄａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＴＰＥＡ），先对单个细胞中表达的所

有ｍＲＮＡ的大多数３′尾端进行整体性扩增，然后再对待测

基因进行一次传统的ＰＣＲ扩增，以测定任何基因的表达或

缺失。ＴＰＥＡ方法相对比较容易操作，并且能够测定单个细

胞中所有基因的表达信息［１４］。

３　单细胞ＲＴＰＣＲ的注意事项

　　由于研究对象是单个细胞，因而要严格防止污染。ＰＣＲ
的敏感性极高，微量的ＤＮＡ污染也会导致假阳性，为此应当

采取以下措施：（１）进入单细胞操作室前进行风淋，在准备室

内换上专用制服和工作鞋，戴上手套。除必要器材外，其他

实验室的物品不得带入单细胞室；（２）吸头、移液器、试剂等

所有物品为单细胞室专用，并且要经过严格的除ＲＮＡ酶处

理；（３）吸取单细胞时所需的微吸管必须经高温消毒，每挑选

一个细胞更换一次微吸管；（４）ＰＣＲ反应前各种试剂的配制、

加模板、ＰＣＲ反应、电泳检测ＰＣＲ产物分别在不同房间进

行；（５）全部反应应尽可能的减少反应管的用量，并且无任何

抽提过程，以减少样本的丢失和外源性污染。其他措施还包

括经常更换手套（尤其是在接触ＤＮＡ模板的ＰＣＲ产物后），

采用防止气溶胶的一次性吸头等。此外还必须平行设立不

吸取细胞的空白对照和不加逆转录酶的内对照，以检测外源

性ＤＮＡ和基因组ＤＮＡ的污染。

４　单细胞ＲＴＰＣＲ的应用

　　单细胞ＲＴＰＣＲ方法的应用前景非常广阔。首先，单细

胞ＲＴＰＣＲ方法可用于对混合细胞性的实体组织中，研究具

体某种类型细胞的基因和其基因的表达。血液中细胞成分

的种类很多，但由于血液中各种细胞原本便是分散的，因此

现已有各种方法，将具体种类的血液细胞分离，对特定种类

的血细胞进行研究。而实体组织细胞，尤其是有多种类型细

胞混合的实体组织细胞的分离比较困难，因此采用单细胞

ＲＴＰＣＲ方法，明确地研究鉴定实体组织中具体类型的细

胞，其意义自然非常重大。

　　第二，单细胞ＲＴＰＣＲ方法在受体研究方面也有非常重

要的意义。运用单个细胞进行其受体的细胞生物学或分子

生物学研究，则较之传统的多细胞研究方法，可获得更多的

受体信息。在对亲离子性谷氨酰胺受体（ＧｌｕＲ）的研究中，选

择性采用多个谷氨酰胺受体亚型基因，设计嵌套ＰＣＲ引物

进行单细胞 ＲＴＰＣＲ扩增，证实在海马神经元中皆表达

ＧｌｕＲ６亚单位ｍＲＮＡ，而 ＧｌｕＲ５只在部分神经元细胞中表

达，ＧｌｕＲ７则不在海马神经元表达。还有学者报道，以不同

的烟碱样乙酰胆碱受体类似剂作用于大鼠大脑新皮质神经

元，可选择性激活共表达血管活性肠肽和胆囊收缩素的中间

神经元，并通过单细胞ＲＴＰＣＲ发现，接受受体类似剂作用

的中间神经元，具有包含α４、α５和β２亚单位的烟碱样受体，

从而阐明了由乙酰胆碱介导的、调节皮质血流的分子结构基

础［１５］。
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　　第三，单细胞ＲＴＰＣＲ方法在离子通道研究方面亦是意

义十分重大的工具。目前，对于细胞电生理研究的广度和深

度都在不断加大，脑研究方面的许多神经元细胞或非神经元

脑细胞，都是通过离子通道研究来获取其功能性认识的。如

细胞中Ｋ＋通道的类型较多，而且不同类型的 Ｋ＋通道都存

在多种亚型。因此，研究具体神经元细胞中相应通道蛋白的

存在与否，以及研究不同处理因素作用于细胞，所引起的离

子通道蛋白的改变，都可很好地借助于单细胞 ＲＴＰＣＲ方

法，从而准确地鉴别特定细胞中表达的各种离子通道和其亚

型［１６］。

　　另外，在基因表达研究方面，从群体细胞水平转向单细

胞水平研究的深入发展也有着独特意义。由于细胞异质性

的影响，采用常规方法获取的细胞，其研究结果只能说明一

个细胞群中基因表达的大致情况，而那些导致了细胞分型甚

至细胞间惟一差别的表达特性却不能得知，这在神经生物学

和分子免疫学研究方面尤其常见。单细胞ＲＴＰＣＲ特别是

近年来实现的单细胞荧光定量ＰＣＲ技术无疑为这一水平上

的研究提供了强有力的工具［１７］。

　　一般来说，在研究基因表达的实验中，得到阴性结果没

有太大意义。然而，由于单细胞ＲＴＰＣＲ能将表达的一个拷

贝ｍＲＮＡ检测出来，因此，如果通过设立适当的控制性对

照，则可得到真正在单细胞中表达的阴性结果。对于单细胞

ＲＴＰＣＲ方法来说，不足之处在于它必须是对于已知序列的

基因进行检测，即使将来明确了人类所有的基因，仍旧需要

对成百上千个基因进行检测。因此，希望未来能开发出有效

检测海量信息的ｃＤＮＡ基因芯片，以最大限度地获得细胞中

基因表达的复杂信息［１８］。
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