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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。但是高等

生物作为高度分化的系统，其差异基因表达分析往往需要大

量纯化的同质细胞。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。用ＰＣＲ方法分析单个细胞中的基因组

ＤＮＡ或ｍＲＮＡ已成为可能，自２０世纪９０年代Ｂｒａｄｙ等［１］

成功从单个血细胞中扩增出所有 ｍＲＮＡ以来，该技术已被

迅速应用于单细胞水平上的基因表达研究。本研究在上述

方法基础之上对各步条件加以优化改进，建立了稳定可靠的

单细胞ＲＴＰＣＲ实验体系，包括序列非依赖性扩增全细胞

ｍＲＮＡ的ＳＣＰｏｌｙ（Ａ）ＰＣＲ方法和引物特异性扩增目的基因

的ＳＣＲＴＰＣＲ方法。

１　材料和方法

１．１　引物特异性扩增

１．１．１　单细胞悬液的制备　取指数期生长的人皮肤成纤维

细胞，以０．２５％胰酶消化后离心洗涤２次，弃上清，ＰＢＳ重悬

细胞。

１．１．２　细胞裂解逆转录液的配制　在冰上配制１００μｌ４×

细胞裂解逆转录液：４μｌＮＰ４０，４μｌＲＮａｓｉｎ，１６μｌｄＮＴＰ，４

μｌＯｌｉｇｏ（ｄＴ）１９２４（０．５Ｄ２６０／ｍｌ），７２μｌＨ２Ｏ。每５μｌ分装于

薄壁ＰＣＲ反应管中，置冰上备用。

１．１．３　单个细胞的获取与裂解　取上述单细胞悬液少许于

表面皿中用ＰＢＳ适当稀释，在倒置显微镜下用微吸管吸取单

个细胞，吸入体积控制在５μｌ以内，分别加入至已含细胞裂

解液的ＰＣＲ管中，空白对照（对照Ⅰ）管中加入无细胞的等

量ＰＢＳ。稍离心后置冰上２ｈ充分裂解细胞。

１．１．４　基因组 ＤＮＡ消化　依次加入２μｌ１０×ＤＮａｓｅⅠ

Ｂｕｆｆｅｒ，１μｌＤＮａｓｅⅠ（Ｓｉｇｍａ），４μｌ５×ＰｏｗｅｒｓｃｒｉｐｔＢｕｆｆｅｒ和

３μｌＨ２Ｏ；另设置无此步骤的对照组（对照Ⅱ），其中仅加入４

μｌ５×ＰｏｗｅｒｓｃｒｉｐｔＢｕｆｆｅｒ和６μｌＨ２Ｏ。室温１５ｍｉｎ后加入

１μｌＳｔｏｐ液，对照组加入１μｌＨ２Ｏ，７０℃１０ｍｉｎ后放回冰上

冷却。

１．１．５　逆转录　向各管中加入１μｌＰｏｗｅｒｓｃｒｉｐｔ逆转录酶

（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ），不加逆转录酶而加入１μｌＨ２Ｏ的反应管设置为

对照Ⅲ。稍离心，４２℃１ｈ，７０℃１５ｍｉｎ灭活，放回冰上。

１．１．６　ＰＣＲ扩增　分２轮进行。引物由上海生工生物工程

技术服务有限公司合成。βａｃｔｉｎ引物：１Ｆ５′ＧＣＴ ＡＴＣ

ＣＡＧＧＣＴ ＧＴＧＣＴＡ ＴＣ３′，１Ｒ５′ＡＣＴ ＧＴＧ ＴＴＧ ＧＣＧ

ＴＡＣＡＧＧ ＴＣ３′，２Ｆ５′ＴＣＧ ＴＧＡ ＴＧＧ ＡＣＴＣＣＧ ＧＴＧ

ＡＣ３′，２Ｒ５′ＴＣＧＴＧＧＡＴＧＣＣＡＣＡＧＧＡＣＴＣ３′，目的

片段长 ３７６ｂｐ。ＤＰＨ２Ｌ 引物：Ｆ５′ＣＡＣＣＣＴ ＣＡＣＣＣＡ

ＣＴＣＴＧＧＴＧ３′，Ｒ５′ＧＧＧＴＴＧＣＣＡＡＧＣＣＴＣＴＧＣＣ

３′，目的片段长３７９ｂｐ。第一轮ＰＣＲ：向逆转录产物反应管

中依次加入５μｌ１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ，２、５或８μｌＭｇＣｌ２（２５

ｍｍｏｌ／Ｌ）（反应终浓度分别为１、２．５和４ｍｍｏｌ／Ｌ），４μｌ

ｄＮＴＰ，各 １μｌ的 βａｃｔｉｎ１Ｆ、１Ｒ 引物或 ２Ｆ、２Ｒ 引物或

ＤＰＨ２Ｌ的Ｆ、Ｒ引物，加 Ｈ２Ｏ调整体积为２７μｌ，最后加入１

μｌＪｕｍｐＳｔａｒｔ
ＴＭＴａｑＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ（Ｓｉｇｍａ），反应总体积为

５０μｌ。反应条件：９４℃２ｍｉｎ；２５个循环：９４℃３０ｓ，５５℃３０

ｓ，７２℃４５ｓ；７２℃５ｍｉｎ。第二轮ＰＣＲ：取第一轮ＰＣＲ产物１

μｌ重建以下反应体系：１０μｌ１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ，４、１０或１６μｌ

ＭｇＣｌ２，８μｌｄＮＴＰ，各２μｌ的βａｃｔｉｎ２Ｆ、２Ｒ引物或ＤＰＨ２Ｌ

的Ｆ、Ｒ引物，加Ｈ２Ｏ调整体积为９９μｌ，最后加入１μｌＪｕｍｐ

ＳｔａｒｔＴＭＴａｑＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ，反应总体积为１００μｌ。反应条

件：９４℃２ｍｉｎ；３０个循环：９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃４５ｓ；

７２℃５ｍｉｎ。

１．１．７　结果分析　取第二轮ＰＣＲ产物５μｌ，行１．５％琼脂

糖凝胶（含０．５μｇ／ｍｌ溴化乙锭，ＥＢ）电泳（８０Ｖ，１ｈ），凝胶

成像系统进行摄影记录；部分第二轮ＰＣＲ产物送上海英俊

生物技术公司进行ＤＮＡ测序，测序结果用ＢＬＡＳＴ软件与

ＧｅｎＢａｎｋ数据库进行比对分析。

１．２　序列非依赖性扩增

１．２．１　单细胞悬液的制备　同１．１．１方法。

１．２．２　细胞裂解逆转录液的配制　在冰上配制１００μｌ２×
细胞裂解逆转录液：４０μｌ５×ＰｏｗｅｒｓｃｒｉｐｔＢｕｆｆｅｒ，２μｌＮＰ

４０，４μｌＲＮａｓｉｎ，８μｌｄＮＴＰ，２μｌＯｌｉｇｏ（ｄＴ）１９２４，４４μｌＨ２Ｏ。

每５μｌ分装置冰上备用。
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１．２．３　单个细胞的获取与裂解　同１．１．３方法。

１．２．４　逆转录　ＰＣＲ管置７０℃１０ｍｉｎ后，放回冰上，加入

１μｌＰｏｗｅｒｓｃｒｉｐｔ逆转录酶，对照组仅加入１μｌＨ２Ｏ。稍离

心，４２℃１ｈ，７０℃１５ｍｉｎ灭活，放回冰上。

１．２．５　加尾　加入９μｌ新配制的２×加尾缓冲液和１μｌ

ＴＤＴ末端转移酶（Ｐｒｏｍｅｇａ）。３７℃１５ｍｉｎ，７０℃１０ｍｉｎ灭

活。（每１００μｌ的２×加尾缓冲液配制：４０μｌ５×ＴＤＴＢｕｆｆ

ｅｒ，２０μｌｄＡＴＰ，４０μｌＨ２Ｏ）。

１．２．６　ＰＣＲ扩增　向逆转录产物反应管中依次加入１０μｌ

１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ，１６μｌＭｇＣｌ２，４０μｌｄＮＴＰ，１０μｌＰｏｌｙ（Ａ）

ＰＣＲ引物（５′ＴＴＴＴＧＴＡＣＡＡＧＣＴ（Ｔ）２４３′，０．０１Ｄ２６０／

μｌ，上海生工生物工程技术服务有限公司合成），１μｌＨ２Ｏ，

最后加入２μｌＪｕｍｐＳｔａｒｔ
ＴＭＡｃｃｕｔａｑＴＭＤＮＡ聚合酶（Ｓｉｇｍａ），

反应总体积为１００μｌ。反应条件：９４℃３ｍｉｎ；２５个循环：

９４℃１ｍｉｎ，４５℃２ｍｉｎ，７２℃５ｍｉｎ；向各管中再加入１μｌ的

ＪｕｍｐＳｔａｒｔＴＭＡｃｃｕｔａｑＴＭＤＮＡ聚合酶，按相同程序再扩增３０
个循环，最后７２℃延伸７ｍｉｎ。

１．２．７　ＰＣＲ扩增效果分析　（１）核酸定量：取２μｌＰＣＲ产

物稀释至１００μｌ，于核酸定量仪中进行定量。（２）全细胞ｃＤ

ＮＡ电泳：１０μｌＰＣＲ产物上样行１．５％琼脂糖／ＥＢ凝胶电

泳，凝胶成像系统摄影记录结果。（３）代表性检测：用ＰＣＲ
检测βａｃｔｉｎ和ＤＰＨ２Ｌ基因的表达水平来测定扩增代表性。

分别取０．５μｌＰＣＲ产物，加入５μｌ１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ，４μｌ

ｄＮＴＰ，各１μｌβａｃｔｉｎ２Ｆ、２Ｒ引物或ＤＰＨ２Ｌ的Ｆ、Ｒ引物，３８

μｌＨ２Ｏ，最后加入０．５μｌＴａｑ酶，反应总体积为５０μｌ。反应

条件：９４℃３ｍｉｎ；３０个循环：９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃３０ｓ；

７２℃５ｍｉｎ。取ＰＣＲ产物１０μｌ行１．５％琼脂糖／ＥＢ凝胶电

泳，凝胶成像系统摄影记录结果。

２　结　果

２．１　引物特异性扩增目的基因

２．１．１　琼脂糖凝胶电泳结果　电泳显示预期位置处可见特

异性条带，βａｃｔｉｎ产物大小为３７６ｂｐ（图１），ＤＰＨ２Ｌ产物大

小为３７９ｂｐ（图２），未见非特异性条带，表明ＳＣＲＴＰＣＲ对

目的基因的扩增具有很好的特异性；空白对照（对照Ⅰ）中未

见任何条带，表明实验未受到外源性ＤＮＡ污染，对照Ⅲ亦未

见任何条带，表明基因组ＤＮＡ在该程序中不能被扩增。

图１　βａｃｔｉｎ的ＳＣＲＴＰＣＲ扩增结果

Ｍ：１００ｂｐ梯度ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；Ｔ：实验组；Ｃ：对照组

２．１．２　ＤＮＡ序列分析　βａｃｔｉｎ和ＤＰＨ２Ｌ的ＰＣＲ产物经

测序分别测出序列３７６ｂｐ和３７９ｂｐ，测序结果用ＢＬＡＳＴ软

件与ＧｅｎＢａｎｋ数据库进行比对分析均为１００％吻合，表明

ＳＣＲＴＰＣＲ对目的基因的扩增具有很好的忠实性。

图２　ＤＰＨ２Ｌ的ＳＣＲＴＰＣＲ扩增结果

Ｍ：１００ｂｐ梯度ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；Ｔ：实验组；Ｃ：对照组

２．１．３　实验条件的优化　（１）基因组ＤＮＡ消化：经ＤＮａｓｅⅠ消

化的实验组未见基因组ＤＮＡ扩增条带，对照Ⅱ中亦未见基因

组ＤＮＡ扩增条带；（２）ＭｇＣｌ２反应终浓度：Ｍｇ２＋为１．０ｍｍｏｌ／Ｌ
时，βａｃｔｉｎ和ＤＰＨ２Ｌ片段的扩增成功率分别为３０％和４０％，

Ｍｇ２＋为２．５ｍｍｏｌ／Ｌ时，两种片段的扩增成功率均为６０％，

Ｍｇ２＋为４．０ｍｍｏｌ／Ｌ时，两种片段的扩增成功率分别为９０％
和８０％，表明提高 Ｍｇ２＋反应浓度有利于提高ＳＣＲＴＰＣＲ的

扩增成功率；本研究中 Ｍｇ２＋浓度优化结果为４．０ｍｍｏｌ／Ｌ，除

特别说明外均同此。（３）巢式引物与单对引物的比较：βａｃｔｉｎ
片段采用巢式引物进行两轮ＰＣＲ扩增的成功率为９０％，采用

单对引物进行两轮扩增的成功率为８０％；ＤＰＨ２Ｌ片段采用单

对引物进行两轮扩增的成功率为８０％。

２．２　序列非依赖性扩增全细胞ｍＲＮＡ

２．２．１　琼脂糖凝胶电泳结果　从图３中可以看出，单个细

胞中的全部ｍＲＮＡ均得到了扩增，扩增成功率为７５％，扩增

得到的ｃＤＮＡ主要分布于０．２～２ｋｂ之间，空白对照中未见

任何条带，表明实验未受到外源性ＤＮＡ污染，未加逆转录酶

的对照组亦未见任何条带，表明基因组ＤＮＡ在该程序中不

能被扩增。

图３　ＳＣＰｏｌｙ（Ａ）ＰＣＲ扩增结果

Ｍ：２００ｂｐ梯度ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；Ｔ：实验组；Ｃ：对照组

２．２．２　ＰＣＲ产物核酸定量结果　扩增成功组的ＰＣＲ产物

经核酸定量检测发现均可达μｇ水平，足够常规分子生物学

实验之用。

２．２．３　代表性检测结果　βａｃｔｉｎ和ＤＰＨ２Ｌ从来自单个细

胞的ｃＤＮＡ池中均可得到有效的扩增（图４，图５），表明ＳＣ

Ｐｏｌｙ（Ａ）ＰＣＲ对于单个细胞中的高表达和低表达基因均能

进行有效的扩增。

３　讨　论

　　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

形中就增加了研究难度，特别是对于那些来源极其有限的珍

贵样本就更为明显。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
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达的大致情况，而那些导致了细胞分型甚至细胞间唯一差别

的表达特性却不能得知［２３］。要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。单细胞ＲＴＰＣＲ的出现则为该水平上的基因研究提供

了有力的工具［４］。

图４　βａｃｔｉｎ代表性检测结果

Ｍ：１００ｂｐ梯度ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；Ｔ：实验组ｃＤＮＡ池中扩增的βａｃｔｉｎ条带

图５　ＤＰＨ２Ｌ代表性检测结果

Ｍ：１００ｂｐ梯度ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；Ｔ：实验组ｃＤＮＡ池中扩增的ＤＰＨ２Ｌ条带

　　单细胞ＲＴＰＣＲ与常规ＲＴＰＣＲ相比，在各个环节上都

有着显著差异。由于研究对象是单个细胞，要求严格无菌操

作以防止污染。此外还必须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。本研究中各对照组在电泳上均呈空白结果，显示实

验过程未受到外源性ＤＮＡ和基因组ＤＮＡ的污染，证明在

实验过程中严格无菌操作和设立对照是能够有效的避免污

染。

　　常规ＲＴＰＣＲ首先要将组织中的 ｍＲＮＡ或总ＲＮＡ抽

提出来之后才能进行后续步骤，而单个细胞中的 ｍＲＮＡ一

般在１ｐｇ左右，显然无法抽提，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，再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ＤＮａｓｅⅠ
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。本研究在设计

人βａｃｔｉｎ和ＤＰＨ２Ｌ基因的ＰＣＲ引物时就特别考虑使引物

结合位置跨越相邻外显子交界处，另外我们在细胞裂解后也

使用ＤＮａｓｅⅠ消化基因组ＤＮＡ，同时也设立了不进行基因

组ＤＮＡ消化的对照组，ＰＣＲ产物电泳显示对照组为空白，

表明我们的实验设计确实避免了基因组ＤＮＡ的影响。

　　由于起始模板数量很少，单细胞ＲＴＰＣＲ必须采用最适

当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目的基因进行一轮ＰＣＲ扩增，其产物

的量、稳定性和扩增成功率往往并不够理想。如果采用嵌套

设计的两对巢式引物，进行两轮ＰＣＲ扩增，则扩增产物的量

和可靠性就会大大提高［５６］。本研究中，我们以βａｃｔｉｎ的巢式

引物进行两轮 ＰＣＲ扩增，同时分别以βａｃｔｉｎ的内引物和

ＤＰＨ２Ｌ的单对引物进行两轮ＰＣＲ扩增，结果发现采用巢式引

物进行两轮扩增得到的产物在稳定性与特异性上与采用单对

引物进行两轮ＰＣＲ扩增得到的产物相比并无差异，只是在扩

增成功率上略显优势（９０％ｖｓ８０％）。尽管未如文献所说的

巨大差异，但我们仍然推荐以巢式引物进行两轮扩增为佳。

　　如果要完整地获取单个细胞中基因表达的全部信息，就

需要对所有ｍＲＮＡ进行整体扩增，我们采用的Ｐｏｌｙ（Ａ）ＰＣＲ
方法是通过序列非依赖性扩增全细胞ｃＤＮＡ实现的，其原理

见图６。

图６　序列非依赖性扩增全ｃＤＮＡ示意图

ＰＣＲ引物含有Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）２４和一个１３碱基序列（以Ｘ代表）

　　以含有ＰｏｌｙＡ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１３个碱基（在图６中以Ｘ表示），

这一额外序列是为了提高退火的特异性并且为以后克隆提

供方便的ＲｓａⅠ和ＨｉｎｄⅢ限制性酶切位点［７］。本研究中，单

个细胞中的全部 ｍＲＮＡ经过Ｐｏｌｙ（Ａ）ＰＣＲ的两轮扩增，均

得到了有效扩增，扩增成功率为７５％，扩增得到的ｃＤＮＡ主

要分布于０．２～２ｋｂ之间，各对照显示实验过程未受到外源

性ＤＮＡ和基因组ＤＮＡ的污染。同时核酸定量检测发现，

扩增成功组的ＰＣＲ产物均可达μｇ水平，足够常规分子生物

学实验之用。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印迹或

ＰＣＲ检测一个普遍高表达基因（如βａｃｔｉｎ）、普遍低表达基因

（如ＤＰＨ２Ｌ，白喉酰胺生物合成蛋白２样蛋白）及目的细胞

特异表达的两个基因（以进一步鉴定所挑取的细胞是需要

的。不过在本实验中我们是从均一的细胞株培养物开始，所

以无需检测这一指标）。本研究通过 ＰＣＲ扩增βａｃｔｉｎ和

ＤＰＨ２Ｌ的方法进行了代表性检测，结果符合我们的要求。

以上结果说明单细胞ＲＴＰＣＲ能够对单个细胞的全部 ｍＲ

ＮＡ进行有效的扩增，扩增成功率可达７５％以上，扩增产物
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也可供其他研究所用。

　　本研究通过各个环节的优化，建立了稳定可靠的单细胞

ＲＴＰＣＲ实验体系，该法灵敏度极高，对于单个细胞中的特

定靶基因和全部 ｍＲＮＡ均能进行有效的扩增，扩增成功率

可达７５％～９０％，对目的基因的扩增具有很好的特异性与忠

实性，对单细胞全部 ｍＲＮＡ的扩增产量亦可达μｇ水平，足

够其他常规研究所用。本方法为解决分化系统的异质性和

基因表达模式分析需要大量纯化细胞之间的矛盾提供了一

条途径。从不同细胞中扩增的ｃＤＮＡ可进一步用于构建消

减文库，或在构建ｃＤＮＡ文库后继而进行差异杂交，以筛选

不同细胞或组织间差异表达的基因。随着基因组计划的顺

利完成，应用这种方法可产生少到１个细胞的细胞类型／组

织类型特异的或发育阶段特异的全细胞ｃＤＮＡ，并以此为探

针来筛选微排列于ＤＮＡ芯片上的ｃＤＮＡ文库，从而能够鉴

定在这些细胞中所有基因的表达状态［８］。这对于在高度分

化系统中很难获取足够同质细胞进行基因表达分析的领域

如胚胎发育、干细胞生物学、神经分化或从生物活检标本入

手的体内肿瘤研究都有着广阔的应用前景。
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