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　　唯一不变的就是变化本身，对细胞而言亦是如此。一个受精卵发育为一个复杂个体，正常体细胞变成肿瘤细胞，细胞作为生命的基本单位，其

状态的动态变化既是健康发育的基础也是疾病产生的原因。从光学显微镜对细胞形态变化的观察，到绿色荧光蛋白对细胞基因、表达定位等变化的追

踪，再到分子记录器在基因组中稳定写入曾经发生的分子事件，以及单细胞转录组测序的发展允许了细胞全转录组的变化拟时序推测，每一次细胞动

态变化记录的技术变革都极大的推动了细胞生物学的发展。同时，应当认识到，既有的方法要么受限于对细胞形态或者少数几个基因的动态表征，

要么依赖于拟时序分析中多种在实际细胞体系中可能无法满足的假设，我们目前还没不能直接地测量细胞全转录组状态变化。 

 

文章上线截图 

文章上线链接：https://www.nature.com/articles/s41586-022-05046-9 

　　8月17日，中国科学院深圳先进技术研究院与瑞士洛桑联邦理工学院Bart Deplancke课题组、苏黎世联邦理工学院Julia Vorholt课题组的合作成

果以article长文的形式在Nature上发表。题目为"Live-seq enables temporal transcriptomic recording of single cells"。 

　　深圳先进院合成生物学研究所陈万泽研究员（原瑞士洛桑联邦理工学院博士后）、Orane Guillaume-Gentil、Bart Deplancke和Julia Vorholt为

共同第一作者。  

　　这项研究开发了活细胞转录组测序技术（Live-seq），首次实现了让单细胞进行转录组测序后依然能够保持细胞存活。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。 

　　基因表达程序的变化是细胞对外源和内源刺激反应的重要表现。对单个细胞的连续观测一直是细胞对刺激反应、变化的重要研究手段，活细胞成

像应该是最早的方法。随着显微成像技术的发展和荧光标记手段的进步，显微成像已经可以实现从体外细胞培养到体内环境下对基因表达的动态观

测。基因编辑技术的发展促进了分子记录器的出现。通过细胞原生的或者人工合成的基因线路，对刺激的感应并将信息写入基因组，实现对历史分子

事件的记录。这些技术的发展和应用，促进了细胞生物学的研究，如活细胞成像已经成为了现代细胞生物学实验室的常用的一种手段；分子记录器虽

然出现不久，但是它在体内多场景的适用性和稳定性上有很大的潜力。但是，它们在记录基因表达上有一个共同的限制：在一个细胞中只能同时记录

一个或几个基因的表达。   

　　另一方面，自2009年汤富酬首创了单细胞mRNA测序以来，我们不再只依靠少数几个基因的表达来了解细胞类型，而可以用整个转录组的状态来更

加系统全面的定义细胞类型和状态。单细胞转录组变革了我们对细胞状态异质性的解析能力，推动了发育生物学、肿瘤细胞学、免疫学和干细胞生物

学等各个领域的发展。然而，我们只能测量细胞的静态状态，无法像前述的活细胞成像那样连续观测细胞的动态或者检查细胞后续的表型。为了克服

这个限制，多种基于计算或者标记的方法被开发出来，这些方法基于一个共同的假设：群体的静态分布可以模拟个体的动态运动。通过不同的数学模

型和/或对新旧RNA的标记等手段，把转录组相似的细胞连接起来产生一条轨迹来代表一个细胞的变化路径。这些方法提供了大量有意义的生物学认
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知，但是同时值得注意的是，由于这些方面的前提假设在复杂细胞系统不一定能被满足，其提供的变化路径应该被解读为一种统计学上的预期，而非

细胞真正变化的轨迹。而这些限制的根本原因是单细胞测序时裂解杀死了细胞，因而无法连续测量。 

　　针对这个挑战，陈万泽研究员和合作者此次开发了活细胞转录组测序（Live-seq），在进行单细胞转录组测序后，依旧保持细胞的存活和功能。

该技术核心是对部分细胞质进行微创地提取，并对其微量的细胞质RNA进行扩增。具体地，该技术整合改造了多种跨学科技术（如图一）：1）具

备纳米级移动分辨率和皮牛顿力学灵敏度的原子力显微镜，实现超精密显微操作；2）亚皮升级别的微/纳流控通道和液压调节系统，实现微量（约1皮

升）样品提取和转移； 3）纳米级的、中空可定量的、可和细胞膜无缝密封的特殊探针，可以实现微创的细胞质提取；4）相偶联的实时跟踪成像和细

胞培养系统，可以长时间锁定同一个细胞；5）高灵敏度的RNA扩增测序；6）对前述步骤的无缝整合。 

图一 Live-seq的基本原理 

　　 Live-seq只是对少量的细胞质进行测序，其结果是否能代表细胞的状态？为了回答这个问题，作者对多种类型和状态的细胞进行活细胞测

序，并平行地和单细胞测序结果进行比较。结果显示活细胞测序结果和单细胞测序结果高度吻合，证明了Live-seq能够很好的体现细胞的全转录组状

态。另一个疑问就是这个过程是否会改变细胞状态甚至杀死细胞。首先，作者对包括干细胞在内的多种细胞类型进行评估，发现绝大部分细胞在

Live-seq后仍然存活。同时，细胞分裂依然能够正常进行（图二）。然后，通过对巨噬细胞对细菌脂多糖LPS刺激的反应和脂肪干细胞分化过程的观

测，发现细胞的反应没有因Live-seq有明显变化。最后着，对接受和未接受细胞质提取的细胞全转录组进行比较，也未发现大量的基因表达变化。这

些结果显示，Live-seq没有对细胞的活性和功能产生较大影响。  

图二 Live-seq对细胞的影响。黄色的细胞被提取了细胞质，蓝色和紫色的细胞没有被处理。 

　　 由于细胞测试后仍旧存活，Live-seq首次实现对同一个细胞全基因表达的连续测量。作为概念验证，Live-seq直接测定了同一个巨噬细胞和

脂肪干细胞在刺激前后的变化路径（如图三显示）。Live-seq可以回答细胞怎样的过去决定了它的现在。即使是单克隆来源的巨噬细胞对细菌脂多

糖的反应依旧有很大的异质性。利用这个模型，作者展示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，同时处于细S期的细胞对刺激反应也更弱。对应的，普通的单细胞转录组无法找到这些规律。

图三 活细胞测序的新可能：（左图）对同一个细胞转录组的连续分析；（右图）偶联细胞起始的转录组状态（因）和后续细胞对刺激的反应

（果）。 

　　 Live-seq仍然有多个缺点。比起高通量的单细胞转录组，Live-seq还是一个低通量的手段；Live-seq目前还不能在体内应用；在高度极化而mRNA

分布不均的细胞（如神经细胞）中，Live-seq可能无法体现全细胞转录组；更加多次的采样对细胞的干扰还需要更多的研究。通过未来持续的发展，

如自动化提高通量、通过和双光子显微镜联用运用于体内样品等，这些缺点有望得到改善和克服。尽管仍然有很多不足，Live-seq第一次使得对活

细胞的连续观测成为可能，希望这个可能可以催生更多新的可能。 

　　该研究得到了国家重点研发计划及深圳合成生物创新研究院的支持。 

　　专家评论 

　　卢健森 （北京大学汤富酬实验室博士）| 汤富酬（北京大学生命科学学院教授） 



　　解析细胞在生长发育以及应对外届刺激等过程中在基因表达层面的动态变化特征，是发育生物学领域的重大问题。近年来，随着单细胞组学测序

技术以及相应的生物信息学分析方法的迅猛发展，越来越多的方法被应用于胚胎发育过程中细胞分化谱系和发育路径的构建。然而，要在单细胞分辨

率准确地描绘胚胎发育路径，仍具有很大挑战性。 

　　 目前对细胞分化路径的研究主要有两类研究策略：（1）采用活细胞实时成像和谱系重构等方法得到在胚胎发育的细胞增殖、分化、迁移过程中

候选基因的动态变化；（2）采用在不同时间点平行进行单细胞转录组测序的方法推断在胚胎发育的细胞增殖、分化、迁移过程中所有表达基因（转录

组）的动态变化。前者由于实验方法的限制往往只能对少数几个基因的表达进行实时示踪，难以对全转录组的上万个基因的表达动态进行分析。而后

者采用的单细胞转录组测序需要裂解被分析的细胞，因而无法在保留该活细胞的情况下检测其基因表达情况。也就是说，如果要保持目标细胞存活就

无法分析其转录组；如果要分析目标细胞的转录组就需要杀死该细胞（无法保持该目标细胞存活）。所以，目前基于单细胞转录组测序来重构细胞分

化轨迹的方法需要基于一个前提假设，就是将单个细胞的转录组状态（通过单细胞RNA-seq测序可以获得）视为同一细胞类型在动态变化过程中的一个

无偏快照（snapshot）。在此基础上依据不同基因的共表达情况（Qiu et.al, 2017），或是mRNA剪接模式的单向变化（RNA velocity）（La Manno

et.al, 2018）等构建出细胞分化轨迹。目前仍然缺少在对一个单细胞进行转录组分析后仍然保留该活细胞以用于后续功能和表型分析的方法。 

　　 近日，瑞士洛桑联邦理工学院Bart Deplancke课题组的陈万泽（已在中科院深圳先进技术研究院建立独立课题组）等人发表了基于流体力显微镜

（FluidFM）的保留活细胞（不需要杀死目标细胞）的单细胞转录组测序方法Live-seq。该方法通过对活细胞进行部分细胞质RNA取样，结合优化了的

超低起始量mRNA的扩增方法，实现了在不需要杀死目标细胞（保留活细胞）的情况下对该细胞进行转录组测序。利用该方法，作者研究了RAW246.7巨

噬细胞在初始状态下对LPS刺激的响应情况。 

　　有意思的是，作者还实现了使用Live-seq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的可行性，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。当然，该技术也存在改进的空间，例如细胞质提取的过程目前依赖于体外FluidFM的操作。未来能否进一步简

化操作流程，能否将该技术应用到体内胚胎发育的研究中，还需要进一步的探索。总之，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。 

　　PI与课题组简介： 

　　陈万泽，研究员，博士生导师，现就职于中国科学院深圳先进技术研究院合成生物学研究所。2013年于厦门大学获得博士学位（师从细胞

生物学家韩家淮院士），2015年于瑞士洛桑联邦理工学院从事博士后研究（师从Bart Deplancke教授），2021年入职中科院深圳先进技术研究院。以

第一作者身份在Nature, Nature Cell Biology, Nature Communications, Cell Research, JBC等杂志上发表多篇学术论文。 

　　实验室通过对细胞命运决定机制进行研究，探讨这些过程在正常生理和病理下的作用，提高我们对细胞命运的理解，继而尝试对细胞命运进

行干预，为疾病的治疗提供可能的策略和参考价值。实验室的特色：注重多学科交叉的新技术开发，比如首创了活细胞测序技术。该技术使单细胞进

行转录组测序后仍能保持活性，是目前在时间维度对同一个细胞进行直接连续观测的唯一手段。此外还有多个单细胞分析新技术已经进入应用阶段，

这些新技术为细胞命运决定机制的研究和功能改造提供了独特的研究视角。 

　　实验室主页: http://isynbio.siat.ac.cn/view.php?id=416 

　　课题组长期招募热爱探索和富有韧性的博士后、硕博士研究生、研究助理。有意申请者请将个人简历以邮件方式发送至wz.chen@siat.ac.cn。 

　　更多招聘详情可查阅：中科院深圳先进院合成所陈万泽课题组诚聘生物信息学、造血干细胞方向-博士后/研究助理/技术员 (qq.com) 
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