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单细胞分析研究进展

丁钟欢 综述!卢忠心%审校

"华中科技大学同济医学院附属武汉中心医院检验科!武汉
6#%%%%

$

!!

关键词"单细胞#

!

分离#

!

组学分析

中图法分类号"

j"4##

文献标志码"

)

文章编号"

!&2"456++

"

"%!3

$

%24!%6#4%6

!!

细胞是组成人体组织与器官的基本单位#通过细

胞集合进行的研究通常会错失很多重要信息#主要是

由于细胞集合性研究反映的是这一细胞集体的平均

水平#而单个细胞间表达的信息往往千差万别(肿瘤

细胞的突变状态)表观遗传状况以及相关蛋白的表达

水平等重要信息可能只有一小部分甚至少数几个细

胞表达*

!

+

(另外#很多能反映疾病状态的珍贵细胞#

如母体血胎儿细胞)循环肿瘤细胞$

(7(

&的数量非常

稀少#很容易被大量的背景细胞所干扰*

"

+

(因此#近

年来随着个体化医疗的发展及二代测序技术的提高#

单细胞分析逐渐受到关注(

单细胞分析即是通过相应的技术对单个靶细胞

进行分离提取#并通过全基因组扩增及二代测序等技

术对靶细胞内的基因组信息)蛋白信息进行分析的过

程(通过单细胞分析#会将肿瘤进展过程中的细胞变

化)单个
(7(

的遗传状态)细胞与细胞间的异质性)

利用胎儿细胞遗传疾病等问题迎刃而解*

"

+

(本文将

从近年来单个细胞的分离与提取手段)全基因组扩增

及下游组学分析等研究进展作一综述(

$

!

单细胞的分离与提取

!!

单个细胞的分离与提取是进行单细胞分析的前

提条件(流式细胞术等传统细胞分离方法对单细胞

的分离效果并不理想%近年来#有很多学者对单细胞

的分离与提取方法进行了不断地探索(新发展的方

法是结合了几种传统方法的特点而建立的新方法(

例如#

()E*7[P

等*

#

+于
"%!+

年报道的单个
(7(

的

分离检测系统
4)>>;(

=

:C

3

4(

=

:Ĉ@A<CH

3系统将离心)

染色)镜检)细胞挑选集于一体#大大提高了单细胞分

离的效率(

另外#传统方法的改进与发展也是近年来研究的

'

#6%!
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热点#很多方法是基于微流控芯片检测方法的改进(

如
bR)P-

等*

6

+利用油性小滴将细胞隔离为单个细

胞#再与微流控芯片系统结合进行检测#其单细胞的

分离效率超过
5%X

(

)P7̂ [T]

等*

+

+将分离
(7(

的声动力分选富集芯片与介电电泳芯片结合成联合

式的微流控系统可用于单个
(7(

的检测(还有

bR)P-

等*

&

+报道的,

#,

凝胶岛-芯片芯片#

)P74

[̂T]

等*

+

+报道的不同组分结构芯片#以及
].E

等*

2

+报道的单细胞检测芯片等都表明其对单细胞具

有较好的分离效果(另外#也有免疫磁珠法的改进#

如
R\)P-

等*

3

+报道表明用微磁珠与微流控芯片结

合的新方法能提高对
(7(

的捕获效率#在癌细胞模

型中的捕获效率超过
52X

(也有人工细胞提取技术

的改进#如
e[/R.P[

等*

5

+首先将乙二醇二丙烯酸酯

光聚合水凝胶与微阵列捕获进行结合对单细胞进行

分离和下游分析(

]1[PZ./

等*

!%

+报道的自动激光

微分离法能准确地分离特异性染色的单个靶细胞(

此外#也有利用靶细胞的新特性或利用新技术进行单

细胞分离的新方法#如
,ZP-

等*

!!

+发现在封闭的小

室内用激光诱导前向转移技术也能很好地对单个细

胞进行分离(

(RZP

等*

!"

+利用微量吸管液体乳胶生

成器生成很多乳糜状的油性小滴#能将单个细胞包被

在此环境中进行全基因组扩增和下游分析(

总的来说#这些研究均表明#可根据靶细胞的不

同特性进行多种不同方法的单细胞分离#但是这些分

离方法仍局限于实验室探索阶段#高效)特异)简单的

单细胞分离方法有待进一步的验证(

/

!

单细胞信息分析

/$$

!

全基因组扩增
!

单细胞基因组
,P)

水平低至

&

GF

#每个基因只含有
"

个拷贝数#因此#利用普通方

法进行单细胞基因组扩增与分析是不可行的*

"

+

(目

前为止#传统的全基因组扩增方法主要包括点聚合酶

链反应$

,[*4*(1

&)多重置换扩增法$

E,)

&)多重退

火及环式循环扩增法*

"

+

(由于基因组覆盖的广度不

同)鸟嘌呤与胞嘧啶碱基水平差异产生扩增偏倚)等

位基因缺失)等位基因优先扩增等因素会使这些全基

因组扩增方法间存在明显的差异#能影响下游的微阵

列芯片及二代测序分析(

因此#近年来人们也在对全基因组扩增方法进行

不断的改进与探索(最近#

(RZP

等*

!#

+的转座子插

入线性扩增法通过转座子插入进行线性放大#

,P)

被含有
72

启动子的
7A+

转座子随机片段化#

72

启

动子允许线性扩增#该方法能在千碱基分辨率进行微

拷贝数变异$

(P)

&)单核苷酸变异$

/PU

&的检测(

*.(RZ1

等*

!6

+报道了一种特殊的
,P)

聚合酶
4

7:K*H@I*8?

酶#具有比
*K@"5,P)

酶具有更强的聚

合活性#利用该酶进行的多重置换扩增反应比
*K@"5

具有更广的基因组覆盖度及单核苷酸变异位点检测

能力(

TZ\P-

等*

!+

+通过一种油性
4E,)

#能在纳米

级体积的基础上进行高效的单细胞全基因组扩增(

总之#随着单细胞#特别是
(7(

)循环胎儿细胞等

珍贵细胞在临床中扮演着越来越重要的角色#单细胞

全基因组扩增技术逐渐受到重视#为下游测序及相应

基因组分析提供良好的基础(

/$/

!

单细胞基因组测序分析
!

全基因组测序是筛查

单细胞
/PU

及
(P)

的有效手段#是检测拷贝数变异

的有效工具(目前为止#大规模平行测序技术主要在

"

个平台上进行检测!

.??;I@AB

公司的
R@/C

a

"

E@/C

a

平台以及
7KCHI8 @̂9KCH/>@CA:@D@>

公司的
.8A78H4

HCA:

测序平台*

!&

+

(

R@/C

a

平台因测序覆盖度更广及

价格较为低廉而被更广泛地使用(而
.8A78HHCA:

平

台则更倾向于靶向测序#是临床上用于突变等检测的

金标准(另外#不同类型变异的检测所要求的测序深

度不同%如单细胞拷贝数变异分析所要求的测序深度

较浅#可低至
%$!

!

"$%f

#而单细胞单核苷酸变异的

测序深度则较大#为
#%$%

!

+%$%f

*

!2

+

(

值得一提的是#在基因组中#外显子虽然只占其

全长的
!X

#却包含了约
3+X

疾病相关的变异位点#

因此#外显子组测序也十分重要(外显子组测序只对

外显子进行富集)扩增#所以其相比全基因组测序能

更加高效)更利于编码序列的读取(目前#几种可用

于单细胞外显子建库的方法包括
P@IJ?C-CAS9/C

a

4

(B

G

)

)

F

@?CA:/;HC/C?C>:

)

.??;I@AB7H;/C

a

及
PCd:CHB

Zd8IC

*

!3

+

(

(R.T)E)]\1.

等*

!3

+对这
6

种方法进

行评估结果显示#

.??;I@AB

平台能更高效地对编码及

翻译区域的碱基进行读取(此外#

PCd:CHBZd8IC

技

术结合了样本准备的简化程序及
7H;/C

a

的富集程

序#使
,P)

需要量更少)时间需求更短*

!5

+

(

/$'

!

单细胞转录组分析
!

在单细胞中#

I1P)

虽然

水平较低#但也存在着上千个拷贝数#这使单细胞转

录组分析成为可能*

"

+

(而
I1P)

需经过反转录为

>,P)

后经
*(1

扩增后才能进行测序分析#因此#高

效)无偏差地反转录是扩增)测序的先决条件(细胞

外转录本线性
1P)

扩增法是最早被用于扩增转录组

1P)

的方法#促进了单细胞转录组分析的发展*

"%

+

(

目前#主要有以下几种改良的
>,P)

扩增法!全组

*(1

扩增法)

#S

末端扩增法及链开关介导的反转录扩

增*

"!

+

(另外#几种新的
1P)

测序方法也在探索与发

展中#其中包括!细胞内转录本分析)单分子荧光原位

杂交及荧光原位杂交
1P)

测序等*

"

+

(

/$1

!

单细胞蛋白质分析
!

单细胞蛋白质分析对了解

细胞信号通路及细胞间的异质性具有重要的作用(

传统的蛋白检测方法例如凝胶电泳法)免疫测定法)

层析法)质谱法都需要大量的细胞作为标本(因此#

'
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单细胞蛋白质分析的主要瓶颈在于单细胞内及其只

有少量的蛋白质而缺乏有效的扩增方法*

""

+

(最近#一

些方法学的发展也能使单细胞蛋白质分析具有较好

的灵敏度与特异度*

"

+

(如
T.P,/71[E

等*

""

+报道的

以微流控芯片为基础#发展的小型流式细胞仪能对少

量细胞$

!%%

!

!%%%

&进行分析(

EZTT[1/

等*

"#

+的

研究表明#通过加入毛细管电泳改进质谱的方法使其

灵敏度提升#能同时对单细胞中多达
6%

项参数进行

测量(

,ZP-

等*

"6

+报道显示#的通过多聚赖氨酸标签

结合微流控芯片的方法能有效对单个
(7(

细胞蛋白

质水平进行评估(即便如此#单细胞蛋白质分析仅仅

是一个开端#更简便)更灵敏的单细胞蛋白质检测方

法与手段有待进一步的探索和研究(

'

!

小
!!

结

!!

目前#单细胞的分离与提取方法仍未成熟#近年

来探究的方法常以各种传统方法相结合)传统方法的

改进以及利用新特性等方式为主%全基因组扩增的发

展为单细胞基因组及转录组序列分析奠定了良好的

基础%单细胞蛋白质表达分析为细胞间通路及其相互

作用提供了条件%完善单细胞分离)提取手段及信息

分析方法对研究细胞间异质性及稀有细胞用于疾病

诊断等方面具有重要的意义(
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Z1)/

在老年股骨转子间骨折行
*̂ P)

治疗围术期的应用

胡
!

定!倪卫东 综述!罗
!

刚%审校

"重庆医科大学附属第一医院骨科
!

6%%%!&

$

!!

关键词"股骨转子间骨折#

!

术后快速康复#

!

围术期

中图法分类号"

1&32$6

文献标志码"

)

文章编号"

!&2"456++

"

"%!3

$

%24!%6&4%6

!!

随着社会人口的老龄化#出现老年骨质疏松症的

患者越来越多#而股骨转子间骨折多是由骨质疏松症

引起#骨折的发病率亦逐渐增高*

!

+

(保守及手术是治

疗股骨转子间骨折的两种方法#保守治疗的对象是稳

定性骨折#但需长期卧床#容易导致肺部感染)泌尿系

感染)褥疮)深静脉血栓形成等并发症的发生#并发症

例数)死亡例数均高于手术治疗#此方法存在明显缺

点*

"4#

+

(所以现在一般采用手术治疗#且大多数的股

骨转子间骨折采用股骨近端防旋髓内钉$

*̂ P)

&内固

定治疗#人工髋关节置换不作为转子间骨折的常规治

疗方法#仅作为一种补充手段*

6

+

#但如患侧髋关节具

有明显骨性关节炎)股骨头缺血性坏死)类风湿关节

炎#则需行髋关节置换术(虽然手术治疗可明显改善

患者症状#但患者在半年内的病死率仍然较高#其中

住院期间死亡的患者占
!$&X

#且相对于其他普通手

术#并发症的发生率仍明显较高(围术期诱发的应激

反应#加之老年患者体质差及伴有多种基础疾病#很

容易导致术后发生相关并发症(改善疗效)减少并发

症及降低病死率是治疗的目标#所以#有效控制围术

期应激反应是当前的研究重点(在
"%%!

年#术后快

速康复$

Z1)/

&概念由
]CK?C:

和
c@?CI8HC

共同提

出#主要内容包括在循证医学证据的基础上通过改进

医疗行为#将各种有效的方法应用于术前)术中及术

后#以达到围术期的应激反应)患者的痛苦最大限度

地减少及早期恢复器官功能*

+

+

(围术期
Z1)/

环节

包括患者超前镇痛)术前措施)术中措施)术后处理)

功能锻炼等(本文就老年股骨转子间骨折行
*̂ P)

治疗围术期各阶段采取有益于患者的相应优化措施

综述如下(

$

!

超前镇痛

!!

在围术期对于治疗股骨转子间骨折患者的首要

目标是减轻疼痛#其次是改善患肢功能(随着对疼痛

分子机制的研究进展和临床经验的积累#人们逐渐认

识到超前镇痛的实质其实应该是减少有害刺激传入#

进而导致的外周和中枢敏感化#以抑制神经元可塑性

变化#并不特指,切皮前-所给予的镇痛*

&

+

(常用的超

前镇痛药物较多#但临床应用最多的是非甾体抗炎类

药物#可抑制前列腺素的早期产生#进一步减弱痛觉

过敏及手术相关炎性反应(已有文献证实#术前使用

非甾体抗炎药可减少术后目测类比评分#减少阿片类

药物的使用以及促进术后康复*

2

+

(超前镇痛通过减

轻围术期的应激反应#从而降低患者在术中)术后对

镇痛剂的需求量(老年患者因对创伤后应激反应的

耐受性较差#加之镇痛药物对胃肠道的不良反应#容

易导致消化道溃疡甚至消化道出血#帕瑞昔布是选择

性非甾体抗炎药物#选择性抑制
([W4"

#对胃肠道的

不良反应小#以及对心血管系统的影响小加之镇痛效

果好#所以一般采用帕瑞昔布镇痛(入院后即常规予

以帕瑞昔布$特耐&

6%I

F

静脉推注#每日
!

次#至手术

当日(

/

!

术前措施

/$$

!

评估和宣教
!

入院后即采用皮牵引或胫骨结节

骨牵引(股骨转子间骨折多见于高龄患者#多合并高

血压)糖尿病)冠心病等基础疾病(监测)控制血压)

血糖#维持水)电解质)酸碱平衡#积极控制并发症(

因受伤后需卧床#为防止深静脉血栓的形成#入院后

需予以抗凝处理$利伐沙班或低分子肝素等&%患者在

病床上解大小便的不习惯与卧床后胃肠蠕动功能减

弱#入院后应予以促胃肠蠕动及润便药物促进大便排

泄#防止腹胀(老年患者胃黏膜的屏障功能减弱及创

伤#易发生应激性溃疡#入院后需给予保胃药物保胃(

入院后尽快完善相关术前检查#到相关科室会诊#积

'
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