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活细胞转录组测序技术的核心是通过对活细胞中的部

分细胞质进行微创提取，并对极其微量的细胞质RNA进行

扩增，实现在进行单细胞转录组测序后，依旧保持细胞的存

活和功能，从而可以跟踪细胞的动态变化。

研究进展

◎本报记者 王迎霞

◎本报记者 赵汉斌
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细胞是生命的基本单位，了解它的过去、现

在和未来不仅有助于我们了解正常的发育过程，

也对理解疾病的产生和发展至关重要。然而，想

要看清细胞的“前世今生”仍然面临很大的技术

困难。

8月 17日，中国科学院深圳先进技术研究院

合成生物学研究所研究员陈万泽以共同第一作

者身份在国际顶级期刊《自然》杂志上发表长文，

介绍了他们研究团队在国际首创的活细胞转录

组测序技术（Live-seq），该技术首次让单细胞进

行转录测序后，依然能保持细胞存活，首次实现

了活细胞全基因表达的连续观测。

“该研究实现了使用活细胞转录组测序技

术对同一个活细胞多次分离部分细胞质进行

多次转录组测序，表明这一技术有望在将来用

于构建单个活细胞的转录组系列变化动态模

型。该研究为单细胞转录组测序提供了全新

的研究策略，为我们理解生命过程的动态变化

提供了强有力的手段，是这一领域的又一重大

突破。” 北京大学生命科学学院教授汤富酬

评论道。

为什么人类体内的细胞拥有的基因组几乎

一样，但是每个人却各不相同呢？基因组中数万

个基因表达与否和表达程度高低，很大程度上决

定了细胞的种类和功能。

因此，如果知道细胞不同时间的基因表达的

变化，就能够了解细胞的过去、现在和未来。

当前，单细胞转录组测序技术是了解细胞状

态的重要手段，通过单细胞转录组测序能够看清

细胞现在所有基因的表达状态。但是该技术在

理解细胞的动态变化方面却面临很大挑战。

“利用单细胞转录组测序技术来观测细胞状

态的前提，是需要将细胞裂解，提取其中的 RNA

来测定每个基因表达量的高低，但这样就不可避

免地杀死了细胞。”陈万泽说道，“使用单细胞转

录组测序技术，也只能了解到一个细胞当下的状

态，却不能了解它的过去，也无法知晓它将来的

功能。”

通过近 7年的努力，陈万泽与合作者开发了

活细胞转录组测序技术，其核心是通过对活细胞

中的部分细胞质进行微创提取，并对极其微量的

细胞质 RNA 进行扩增，实现在进行单细胞转录

组测序后，依旧保持细胞的存活和功能，从而可

以跟踪细胞的动态变化。

论文通讯作者、瑞士洛桑联邦理工学院教授

巴特·普朗克（Bart Deplancke）表示，该技术兼具

全基因表达分辨率和动态解析能力，是目前对单

细胞转录组直接动态测量、偶联细胞现有状态和

其后续表型的唯一解决方案。

不杀死细胞就能进行测序

如何在不杀死细胞的前提下，看到细胞的动

态变化？

“我们首先想到的是外泌体，它是细胞向外

面吐出来的小泡，里面有蛋白质、RNA 等物质。

如果我们把单个细胞的外泌体都收集起来，再对

其中的 RNA 进行测量，或许就可以在一定程度

上反映细胞状态而又不杀死细胞。”陈万泽说道。

单个细胞中仅有 10 皮克的 RNA，这相当于

一克的一千亿分之一的重量，而细胞分泌的外泌

体中的 RNA 更是少之又少。研究团队设计了

一种微流控技术用以完成单细胞捕获、外泌体收

集等，但他们发现由于外泌体中的 RNA 数量太

少，根本无法实现单细胞分子水平的观测。

随后，陈万泽尝试利用在生命科学领域非

常 小 众 的 原 子 力 显 微 镜 来 获 取 细 胞 中 的

RNA。它有一个很尖的硅探针，多用来检测物

质表面性质。研究团队通过对探针进行表面活

化、修饰、洗脱等改造，让其能够把细胞中的

RNA“钓”出来。

“这种探针很细，对细胞的损伤很小，就像鱼

钩一样，改造后可以把细胞中的 RNA‘钓’出来，

并能保证细胞继续存活。我们改造了数十个探

针 后 ，结 果 只 在 两 个 细 胞 上 成 功‘ 钓 ’到 了

RNA。”陈万泽回忆道，当时购买一个原子力显

微镜探针需要 800 美元，研究成本太高，成功率

太低，这种情况让这项研究再次面临阻碍。

历经两次碰壁终于“吸”出RNA 在细胞观测技术史上，显微成像和基因编辑

介导的分子记录等技术不仅能观察细胞的生长、

分裂、死亡等过程，还能观测细胞中的单个或几

个基因指标。

2009 年，单细胞转录组测序技术为更系统

全面地定义细胞类型和状态提供了变革性手

段。但人们仍然只能观察到细胞的静态状态，

无法连续观测细胞的动态或者检查细胞后续的

表型。

如果将利用单细胞转录组测序技术观测细

胞，比喻为看一张细胞在分子水平的高清图片，

那么利用活细胞转录组测序技术观测细胞，就好

比看一部细胞的高清电影，能够看见它的“前世

今生”。

“活细胞转录组测序技术可以回答细胞怎样

的过去决定了它的现在，不仅知道细胞为何存在

差异，还知道这些差异从何而来。”陈万泽介绍。

在验证实验中，研究团队利用活细胞转录组

测序技术直接测定了同一个巨噬细胞在不同时

间的状态变化，发现细胞起始状态的少数基因的

表达差异和噪音（如 Nfkbia、Gsn 等）是决定细胞

后续反应差异的重要原因。然而，普通的单细胞

转录组测序技术无法找到这些规律。

陈万泽表示，尽管活细胞转录组测序技术

仍然存在诸多挑战，需要进一步完善，比如低

通 量 、暂 不 能 在 体 内 应 用 、在 高 度 极 化 且

mRNA 分布不均的细胞中无法实现全细胞转

录组测序、对细胞更多次的采样还需进一步研

究等，但该技术首次实现了活细胞连续观测，

也为单细胞测序技术发展带来了更多可能性。

未来，团队将进一步进行深入研究，提高活细

胞转录组测序技术的可用性。

细胞测序结果从“高清图片”到“高清电影”

活细胞转录组测序技术活细胞转录组测序技术
只需微创提取只需微创提取，，即可看清细胞即可看清细胞““前世今生前世今生””

在一次偶然的学术交流中，陈万泽与导师了

解到，瑞士苏黎世联邦理工学院的朱丽亚·沃尔

特（Julia Vorholt）实验室开发了一种特殊的原子

力显微镜，能够吸出一部分细胞质。

一番交流后，陈万泽团队与朱丽亚·沃尔特

实验室一拍即合，展开了联合攻关。联合团队对

一系列的实验过程进行了优化，解决了 RNA 降

解、低温下的快速操作、超微量样品转移、采样通

道清洗避免交叉污染、图像下追踪细胞等多个问

题，保证了实验结果的可靠性。

联合团队利用重新改造后的活细胞转录组

测序技术，对 5 种类型共 295 个细胞进行了测

序，发现该技术能够有效区分不同类型的细

胞，且平均每个细胞能检测到约 4112 个基因的

表达信息。

仅对少量的细胞质进行测序，是否就能代表

细胞的状态？

“我们平行比较了单细胞转录组测序结果，

发现活细胞转录组测序结果与普通的单细胞转

录组测序结果高度吻合，证明活细胞转录组测序

技术能够很好地体现细胞的全转录组状态。”陈

万泽说道。

细胞的存活率又如何保证呢？

“这种特殊的原子力显微镜探针尖端只有几

百个纳米大小，对细胞损伤极小。吸取约 5%—

50%的细胞质后，细胞体积可以快速恢复到正常

水平，存活率为 85%—89%，细胞能进行正常分

裂。通过一系列的功能分析和分子表征，我们没

有发现活细胞转录组测序技术对细胞的状态有

显著的影响。”陈万泽表示。

对此，审稿人在评审意见中也写道：“由于

细胞测序后仍旧存活，活细胞转录组测序技术

首次实现了对同一个细胞全基因表达的连续测

量。”

一片未开垦的盐碱荒滩地，在没有经过任何改良的情况下种上玉米，不

仅出了苗，还长得比人高。这是啥情况？

“秘笈”就是三个字：微生物。

近日，科技日报记者在宁夏农垦暖泉农场采访时看到，试验田里，绿油

油的玉米长势喜人，密密织起一片一望无际的青纱帐。在场的众人纷纷表

示：“谁能想到它们是在盐碱严重的荒滩地上长起来的？还是科技给力！”

“5年前我带领团队分离筛选了成千上万的微生物，最终获得一批优良

菌株，可以显著提高玉米的抗盐碱能力。”北方民族大学生物科学与工程学

院教授杨国平说。

盐碱地里种植作物很难出苗，但是经过微生物技术处理，出苗率能达到

85%左右。

杨国平团队的研究以微生物诱导植物抗盐碱技术为核心，以微生物液

体有机肥为载体，将玉米抗盐碱微生物施入土壤，在玉米根际形成优势菌

群，让玉米在盐碱地里成功生长。

针对宁夏本地土地盐碱化严重的实际情况，杨国平团队开发了玉米抗

盐碱微生物技术。2021年，该技术获得了农业农村部颁发的玉米抗盐碱微

生物产品登记证。目前，该技术已在新疆、内蒙古等地示范试验 20多万亩。

“我们通过应用微生物刺激植物抗盐碱研究成果，激活了农场部分贫瘠

的土地，提高了土地利用率，把‘荒沙滩’真正变成了‘金沙滩’。”宁夏农垦暖

泉农场三队三片区负责人王金福说。

今年，在银川市科技局的立项支持下，玉米抗盐碱微生物技术在宁夏农

垦暖泉农场 50亩盐碱沙荒地进行实地应用。

该技术利用微生物提高植物的抗盐碱能力，在不改变盐碱地原有性状

的情况下，让植物能够正常生长，一边种植一边改良土地。“这一新技术开启

了盐碱地利用的新纪元。”银川市科技局相关负责人表示。

连续使用该技术种植作物 3 年后，抗盐碱微生物菌群将在盐碱地全面

定殖，从而改善盐碱地土壤结构，而且该方法具有成本低、方法简单、效果持

久、可与现有农艺栽培措施无缝衔接等优点。

“我希望将前人总结出的盐碱地治理技术与微生物技术相结合，并快速

扩大推广，使宁夏的中重度盐碱地长出更多粮食。”杨国平信心满满。

微生物助盐碱荒滩长出青纱帐

科技日报讯（记者马爱平）近日，中国农业科学院作物科学研究所玉米

优异种质资源发掘与创新利用团队联合国内高校及科研机构共同研究，揭

示了玉米父、母本杂种优势群趋同与趋异选择的遗传规律，解析了玉米基因

组分化特征及其对杂种优势的贡献，为新时期玉米自交系创制和杂种优势

利用提供理论指导。相关研究成果发表在《自然·植物》上。

玉米单产水平的提升主要取决于父、母本杂种优势群的持续改良和配

组方式的优化。然而，现代育种过程中父、母本杂种优势群的遗传改良规律

及其基因组学基础尚不清楚。

该研究收集整理了 1604份国内外不同育种时期、不同杂种优势群的代

表性玉米自交系，覆盖了全球主要玉米主产区育种应用的父本群和母本群，

并针对 21个农艺性状开展了多环境、多角度的表型精准鉴定和基于重测序

的基因型精准鉴定。通过对超过 305 万个表型数据点和 2.2 亿个遗传变异

位点分析发现，父本群和母本群的农艺性状改良既存在趋同选择，也存在趋

异选择。趋同选择性状多与耐密高产育种目标相关，表现为父、母本群均向

花期更早熟、籽粒更大、产量更高等方向改良；而趋异选择性状可能与母本

及其杂交种的熟期和籽粒脱水速率相关，表现为穗粗、穗行数、轴重在母本

群中降低，而在父本群中增加。在此基础上，研究团队挖掘出一批相关的重

要基因和等位基因，并进一步验证了部分基因的功能。该研究为玉米杂交

种父、母本群的遗传改良、强优势杂交种的选育及全基因组选择育种技术的

开发提供了理论基础与基因资源。

现代玉米杂种优势群

遗传演化的基因组学基础被发现

科技日报讯（记者吴长锋）科技日报记者从中国科学技术大学了解到，

该校工程科学学院储·扎克·史密斯（Zachary J. Smith）教授团队联合国内

科研团队，提出了一种基于线扫描拉曼成像系统和偶氮增强拉曼探针相结

合的快速生物成像方法，实现了对细胞器动态过程的高分辨率、低功耗成

像。相关研究成果日前在线发表于学术期刊《美国化学学会杂志》。

拉曼成像是一种无标记的单细胞分析技术，能够从分子水平获得细胞

的结构和组成信息，广泛应用于生物医药研究领域。然而，研究人员通常需

要在高激光照度下历经数小时才能获得一帧细胞拉曼图像，无法捕捉到细

胞器的时空演变信息。拉曼探针作为另一种拉曼信号增强方法，具有细胞

可透过性、靶向性、低毒性等特点，但是常见的炔烃标记的拉曼探针还无法

满足高分辨率的快速细胞动态成像。

为此，研究人员设计了一种动态偶氮增强拉曼成像系统，能够实现对细

胞器动态过程的高分辨率、低功耗快速拉曼成像。研究人员采用了一种新

型的超灵敏共振拉曼探针，即偶氮增强拉曼探针，在极大提高拉曼信号的同

时，能够抑制荧光背景，相对拉曼强度提高了 3—4 个数量级。结合自主设

计的线扫描拉曼成像系统，可实现对偶氮增强拉曼探针标记后的活细胞中

多种细胞器的快速拉曼成像，并且能够获得全拉曼光谱信息。

该动态偶氮增强拉曼成像系统可用多种偶氮增强拉曼探针对细胞进行

同时标记，实现了线粒体、溶酶体和脂滴的同步成像，并且能够对细胞器动

态过程进行定量且多元的成像，将为生物医药研究提供助力。

新型拉曼成像系统

可清晰捕捉细胞器时空演变信息植物无法移动，因此在长期演化过程中，形

成了一类三萜化合物，其在植物与环境互作过程

中，发挥着吸引虫媒、防御病害天敌以及信号传

递等重要作用。目前已发现的植物三萜化合物

超过 2 万种。对人类而言，它们是药物、保健品

及化妆品的重要来源。

近日，云南师范大学、中国农业科学院农业

基因组研究所、华南农业大学等多家单位共同完

成的一项研究，解析了葫芦科瓜类作物中的一种

三萜化合物——葫芦素的转运分子机制；同时，

还发现植物通过从根表皮细胞外排葫芦素，来改

变根际微生物群落组成，进而提高对植物枯萎病

的抗性。相关研究论文在线发表于著名国际期

刊《自然·植物》。

高价值葫芦素原料获取难度大

在吃黄瓜时，人们常会在瓜的两头尝到一股

难言的苦意，这就是葫芦素在“作怪”。

在前期研究中，团队针对葫芦素生物合成、

调控、驯化及结构多样性等方面展开了系统性研

究，在葫芦科瓜类作物——黄瓜、甜瓜、西瓜中发

现了 3 个葫芦素合成基因簇，共涉及 21 个基因。

团队还发现了直接调控葫芦素合成基因簇的 6

个转录因子，其中发生在果实葫芦素调控基因

Bt 启动子上的突变，是人类驯化葫芦科瓜类作

物果实苦味性状的关键。

一方面，葫芦素可以有效抵御昆虫和其他动

物的啃食，在维持植物的生存、繁衍中发挥着不

可或缺的作用；另一方面，此前的研究表明，葫芦

素具有很好的抗虫、保肝、消炎、抗癌等功效。

“但由于葫芦素获取难度大，制约了它的广

泛应用。”论文共同通讯作者之一的云南师范大

学马铃薯科学研究院教授尚轶告诉科技日报记

者。因此，阐明其合成、调控及运输机理，不仅将

为作物品质与抗性育种提供分子靶标，也是利用

合成生物学技术开发这些植物天然产物商业价

值的前提。

目前，绝大多数研究集中于解析植物三萜化

合物的合成及调控机制，而关于植物三萜化合物

转运机制的研究较少，相关转运蛋白也未见报道。

葫芦素“借刀杀人”对付有害菌

与人的肠道微生物群类似，根际微生物组往

往被称为植物的“第二基因组”，可影响其根系生

长发育、根系对生物和非生物的抗性以及根系对

营养的摄取等过程。

近年来，人们发现植物根系产生的次生代谢

产物在选择性塑造根际微生物组方面发挥着重

要作用，然而这些代谢产物从根系转运到根际土

壤及其调控根际微生物组的作用机制并不清楚。

“甜瓜、西瓜中的葫芦素首先在根表皮细胞

的细胞质中合成。”尚轶说。随后，葫芦素被锚定

在细胞质膜上的 MATE 转运蛋白捕获，并被转

运至植物“体外”，最后进入土壤中。尚轶说，研

究团队首先利用水培方式，发现甜瓜和西瓜根部

可以向营养液中分泌葫芦素 B 和葫芦素 E；在土

壤中种植瓜类作物，其根际土壤中也检测到大量

的葫芦素。

“瓜类作物的根部合成葫芦素等三萜化合

物，需要消耗很多能量，但合成后却将其外排到

土壤中，看起来是一种资源‘浪费’，但这其中必

有道理。”尚轶说，深入研究后，他们发现，实际上

甜瓜向土壤中外排葫芦素 B，是为了提高自身的

抗性。

镰刀菌广布自然界，是一种能引起小麦、水

稻和蔬菜病害的真菌。研究团队研究发现，葫芦

素 B 对土传病原菌——镰刀菌并没有直接杀伤

力，因此他们推测葫芦素 B可能间接影响了根际

镰刀菌丰度。

“通过分析根际微生物及宏基因组测序数

据，并结合体外生化实验验证，我们发现甜瓜根

系分泌的葫芦素 B 可作为碳源诱导根际肠杆菌

生长，而肠杆菌又可促进拮抗细菌——芽孢杆菌

富集，芽孢杆菌可以对镰刀菌产生抗性，从而建

立起植物的防御机制。”论文共同第一作者、南京

农业大学资源与环境学院副教授荀卫兵说。

新发现带来作物选育新思路

研究人员对瓜类植物天然产物转运机制，以

及转运蛋白如何调控植物根际微生物组的研究，

为深入开发利用瓜类植物的潜能，提供了新的思

路。

“此前，对葫芦素调控机制的解析，为利用葫

芦素抗虫的特性培育优质新品种提供了分子靶

标。”尚轶说，黄瓜育种专家已利用这一机制培育

出“叶苦抗虫、果实不苦”的优质新品种，解决我

国华南地区黄瓜易变苦的难题，相关成果获得了

2018年度国家自然科学奖二等奖。

此外，葫芦素合成机制的解析，为利用合成

生物学技术异源高效合成葫芦素提供了先决条

件。在此基础上，葫芦素转运蛋白的发现，将进

一步加速葫芦素合成生物学研究。“通过转运蛋

白实现或加速葫芦素定向胞外运输，从而降低其

对细胞生长的负担或毒性，有利于提高葫芦素产

量，同时也可以简化葫芦素的纯化流程。”尚轶

说。

此项研究，也有助于提高葫芦素在有害生物

综合治理中的应用前景。

转运分子机制被揭示

葫芦素护瓜不只有“苦肉计”这一招
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