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单细胞 RNA测序技术在水产养殖动物上的应用
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摘要：单细胞 RNA测序技术是生命科学领域中的革命性技术，为动植物的细胞异质性图
谱构建、细胞谱系追踪、免疫响应机制解析等研究提供了强有力的工具。近年来，单细胞
RNA测序技术在水产养殖动物中也得到了广泛应用。本文就单细胞 RNA测序技术的发展、
原理及其在水产养殖动物研究中的应用进行综述，并对其目前存在的问题及未来发展趋势
进行分析与展望，以期推动该技术在水产养殖动物研究中更广泛的应用，加速水产养殖动
物单细胞水平生命活动的调控机制研究进程。
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单细胞 RNA 测序 (single cell RNA sequencing，

scRNA-seq)是对单个细胞内 RNA进行高通量测

序的一种技术。自 2009年问世以来[1]，该技术不

断更新迭代，已被证明是生命科学领域中的革命

性技术，广泛应用于发育生物学、神经生物学、

免疫学、微生物学等研究领域[2-5]，并在药物研发、

疾病治疗等方向展现出广阔的应用前景 [6]，成为

揭示单个细胞内 RNA转录本的异质性和复杂性，

挖掘生物体不同细胞类型及其功能的有效技术手

段。目前，单细胞 RNA测序技术已向多维度、空

间化方向发展，成为研究复杂生命现象的利器。

近年来，随着测序成本的不断降低，测序技

术的稳定性不断提高，scRNA-seq技术的应用迅

速扩展到非模式物种的研究中，包括农作物、畜

禽、水产动物等，为非模式物种的细胞异质性

和功能研究带来了变革性的进展 [7-9]。近几年，

scRNA-seq技术在水产动物中的应用日益广泛，

并取得众多成果，人们对水产动物的认知也逐步

转移到了细胞水平。本文就 scRNA-seq技术在水

产养殖动物中的应用及相关研究成果进行简要综

述，探讨 scRNA-seq在水产动物应用中的难点及

潜在应用前景，以期为水产养殖动物细胞功能解

析等研究提供依据。
 

1    单细胞 RNA测序技术概况
 

1.1    单细胞 RNA技术的发展

单细胞转录组学是基于高通量测序原理测定

基因表达的组学技术。Eberwine等[10] 第一次使用

体内反转录和体外转录的方法对单个细胞的单个

基因的表达进行测定，为后续微阵列全转录组分

析技术的开发与应用奠定了基础[11]，促进了单细

胞测序技术的出现。单细胞测序技术出现于

2009年，Tang等 [1] 将高通量 DNA测序与微阵列
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全转录组分析技术结合，通过单细胞 RNA测序生

成第一个单细胞转录组。随后单细胞 RNA测序技

术取得了飞速发展，近年来相继出现 Smart-seq、
MARS-seq  (massively  parallel  single-cell  RNA
sequencing)、 Drop-seq  (droplet  microfluidics-based
platform)、10×Chromium等高通量单细胞转录组

测序技术，为构建单细胞基因表达图谱提供了重

要的技术支持[7, 12]。

随着技术的不断成熟，单细胞 RNA测序技

术逐步走向商业化[13]，测序成本不断下降，测序

深度和细胞分辨率逐渐提升。10×Genomics、BD
Biosciences、Illumina等公司相继推出了单细胞测

序平台。其中 10×Genomics的应用最为广泛。该

平台开发的 10×Chromium具有较高的一致性和灵

敏度[14]，具有细胞捕获高效、测序周期短、成本

低且操作简便等优点 [10-11]。该技术利用分选、扩

增、建库接合一体的方式加强自动化水平从而使

得操作更为便捷，“双十字”的通道可一次性捕捉

500~80 000个细胞，相比于其他平台 30%左右甚

至 3%的细胞捕获率，该技术中油包水的微液滴

体系单细胞捕获率可达 65%[12, 15]。 

1.2    单细胞 RNA测序的步骤
 

样品制备和测序文库构建　　样品制备是

单细胞 RNA测序技术中至关重要的步骤，细胞悬

液的制备质量直接影响后续测序效果 [16]。单细胞

RNA测序根据样品制备方法的不同可以分为两种：

单细胞 RNA测序 (scRNA-seq)和单细胞核 RNA
测 序 (single  nuclei  RNA  sequencing,  snRNA-seq)。
scRNA-seq需要将目标组织解离为单细胞悬液，

对细胞的存活率有较高的要求，一般用于新鲜组

织样本的制备。snRNA-seq是对目标组织进行细

胞核抽提 [17]，对细胞核的完整性有较高的要求，

一般用于冷冻组织样本的制备。这两种样品制备

方法各有优劣，scRNA-seq仅适用于新鲜组织样

本，且不适用于含大细胞 (直径大于 40 μm)的样

本类型，此外在解离过程中会诱导应激基因的表

达。snRNA-seq冷冻样本可以弥补细胞解离时激

活基因表达的问题[18]，适用样本类型丰富，但是

无法捕捉细胞质中的 mRNA。有研究对 scRNA-
seq和 snRNA-seq结果进行比较评估[18-19]，证实二

者虽然在核内小部分基因之间具有差异性[20]，但

是在读数的结构与排列，多重态的灵敏度以及测

序范围等方面保持较高的一致性，因此可以根据

研究对象组织特点选择合适的样本制备方法[21]。

样品制备后的细胞分选分为非特异性分选和

特异性分选。非特异性分选是随机将样本中的细

胞捕获进行直接测序，例如微流控技术[22] 利用微

米级的微管道来实现精准分选细胞；特异性分选

是将样本中特定的细胞挑选出来再测序，如流式

细胞术通过检测细胞的特异性荧光信息达到分选

细胞的目的[23]。相较于特异性分选所需特异性标

记具有局限性、测序通量较低且干扰信号较多等

问题，非特异性的细胞捕获方法应用更为广泛[24]。

10×Genomics测序技术中，利用微流控、油

包水和 barcode标记等非特异性分选技术，实现高

通量的单细胞分离和捕获 (图 1)。文库的构建利用

微流体装置生成液滴，带有条形码的微珠和细胞

一起包裹进液滴，形成油包水结构 (GEM)。GEMs
形成后进行反转录反应，每个细胞的 cDNA文库

都带有自己独特的分子标识 (unique molecular identi-
fier，UMI)。然后将所有细胞的 cDNA文库混合

构建测序文库，上机测序[25]。 

数据分析　　高通量测序后产生大量短读序

列，质量控制和过滤后将原始数据中相同 barcode
的片段进行聚类，将有效序列片段映射到参考基

因组，进而确定每个基因的表达水平，获得每个

细胞的基因表达矩阵。再根据基因数、mRNA分

子数、线粒体基因占比等参数进行质控，去除质

量差的细胞进行标准化和归一化，便于下游的分

析 (图 1)。数据分析中一般采用降维聚类图将基因

表达相似的细胞聚集在一起，进行细胞分群，利

用 maker基因对细胞群进行类型鉴定，并进行后

续的拟时序分析、细胞通讯分析、细胞周期分析等。 

2    单细胞 RNA测序技术在水产养殖动物

上的应用

该应用主要集中在鱼类、甲壳类和贝类 (表 1)，
所用组织包括头肾、淋巴、肝胰脏、鳃、性腺组

织以及血液、胚胎等。较多的研究聚焦于细胞图

谱的绘制、描述图谱特征、解析前人未曾研究或

未知的细胞图谱。随着分析策略的不断开发，研

究者借助拟时分析、细胞通讯分析等方法，使得

解析组织、胚胎分化发育过程也成为水产动物单

细胞研究的方向之一。另外，单细胞 RNA测序技

术也应用于水产动物的免疫机制和环境响应机制

研究中，凭借着单细胞分辨率，单细胞 RNA测序
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反转录　reverse transcription 
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(c) (d)
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参考基因组　reference genome

量化
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拟时分析
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通路富集
enrichment

细胞周期分析
cell cycle analysis

差异基因分析
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细胞通讯
cell-cell interation

组织
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解离
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凝胶磁珠
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单细胞核
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单细胞悬液/酶的混合物
single cell suspensions/

enzymes

磁
珠
Gel

溶液试剂
mixture
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图 1    单细胞 RNA测序流程图[25]

(a)样品制备，(b)文库构建，(c)数据处理，(d)数据分析。

Fig. 1　Schematic diagram of single cell RNA sequencing[25]

(a) sample preparation, (b) library construction, (c) data processing, (d) data analysis.

 

表 1    单细胞 RNA测序技术在水产养殖动物上应用

Tab. 1    Applications of single-cell RNA sequencing in aquaculture animals

动物分类
animal

classification
物种
species

组织
organization

研究方法/平台
approach/platform

研究方向
research direction

参考文献
references

脊椎动物　
Vertebrata

尼罗罗非鱼　Oreochromis niloticus 头肾 scRNA-seq; 10× platform 免疫细胞图谱 [26]
尼罗罗非鱼　Oreochromis niloticus 前肾 scRNA-seq; 10× platform 病毒感染后的免疫细

胞图谱
[27]

半滑舌鳎　Cynoglossus semilaevis 精巢 scRNA-seq; DNBelab C4 雄性和伪雄性精巢细
胞图谱

[28]

半滑舌鳎　Cynoglossus semilaevis 卵巢 scRNA-seq; DNBelab C4 卵巢细胞图谱 [29]
斜带石斑鱼　Epinephelus coioides 脑 scRNA-seq; 10× platform 感染神经坏死病毒的

中脑细胞图谱
[30]

斜带石斑鱼　Epinephelus coioides 精巢 scRNA-seq; 10× platform 成体精巢细胞图谱 [31]
大菱鲆　Scophthalmus maximus

鳃、后肠、肝、
脾、头肾

scRNA-seq; 10× platform 免疫细胞图谱 [32]

大菱鲆　Scophthalmus maximus 头肾、脾脏、
鳃、后肠

scRNA-seq; 10× platform 免疫细胞图谱 [33]

大西洋鲑　Salmo salar 鳃 snRNA-seq; 10× platform 鳃细胞图谱 [34]
大西洋鲑　Salmo salar 肝脏 snRNA-seq; 10× platform 宿主对细菌感染反应

的肝细胞图谱
[35]

大西洋鲑　Salmo salar 头肾 scRNA-seq; 10× platform 病毒感染后的免疫细
胞图谱

[36]

大西洋鳕　Gadus morhua 淋巴细胞 scRNA-seq; Drop-seq 淋巴细胞图谱 [37]
海龟、红耳龟、红腿象龟和中华鳖
Chelonia mydas, Trachemys scripta
elegans,
Chelonoidis carbonaria and Pelodiscus
sinensis

免疫细胞 scRNA-seq; 10× platform 免疫细胞图谱 [38]

虹鳟　Oncorhynchus mykiss 血细胞 scRNA-seq; 10× platform B细胞抗体基因多样
性分析

[39]

虹鳟　Oncorhynchus mykiss 血液B细胞 scRNA-seq; 10× platform 不同类型　B细胞异
质性图谱

[40]

黄鳝　Monopterus albus 性腺 scRNA-seq; 10× platform 卵精巢的单细胞发育
图谱

[41]
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技术具有精准揭示响应病毒感染或环境胁迫的主

要细胞类型及其分子机制的绝对优势。 

2.1    鱼类

单细胞转录组测序技术在鱼类中的应用主要

集中在经济物种尼罗罗非鱼、半滑舌鳎和大西

洋鲑，研究方向包括免疫机制和生殖发育调控

等[26-29, 34-36]。

在免疫机制研究方面，Niu等 [26] 首次利用

scRNA-seq绘制了尼罗罗非鱼头肾的免疫细胞转

录组图谱，鉴定出 B 细胞、T 细胞、非特异性细

胞毒性细胞 (NCC)和单核/巨噬细胞 (Mo/MΦ) 4种

细胞类型，并根据细胞异质性和基因表达特性将

NCC进一步划分为 4个亚群，这是硬骨鱼中 NCC
细胞第一次完整描述，为未来研究鱼类 NCC的分

化及其在低等脊椎动物免疫系统中的功能研究提

供了重要信息。该研究还发现 hvcn1基因作为转

录因子在 NCC自发性的细胞异质性中的驱动作用。

Wu等 [27] 利用 scRNA-seq对尼罗罗非鱼头肾白细

胞进行分析，共鉴定出 5种免疫细胞群 (B细胞、

T细胞、颗粒细胞、巨噬细胞和树突状细胞)，其

中 T细胞检测到 4种亚型，该亚群的多样性为人

们探究鱼类 T细胞及免疫细胞的成熟和分化提供

了新线索。 Wang等 [30] 利用 scRNA-seq绘制了斜

带石斑鱼脑组织的细胞图谱，得到 5种细胞类型：

神经细胞、少突胶质细胞、星形胶质细胞、免疫

细胞和内皮细胞，RGNNV病毒感染后，免疫细

胞中的巨噬细胞数量明显增加且大多数促炎因子

基因表达发生显著变化，神经细胞中 GLU1和

GLU3细胞数量减少最多，被证实是 RGNNV病

毒的易感细胞。该研究利用 scRNA-seq技术成功

破译了宿主的病毒易感细胞和免疫反应机制，为

解析鱼类病原宿主互作反应研究提供了新思路。

在动物的繁殖和配子发生机制方面，Liu等[29]

利用 scRNA-seq构建了半滑舌鳎卵巢的单细胞转

录图谱，鉴定出 3种不同发育状态的生殖细胞及

5种体细胞，细胞通讯分析结果显示，半滑舌鳎

与哺乳动物卵子发生相似，其生殖细胞与颗粒细

胞间存在双向作用，与膜细胞间仅存在单向作用。

单细胞转录组分析结果显示，半滑舌鳎与食蟹猴

(Macaca fascicularis)卵子发生进化的生物过程非

常保守。此外，研究者利用单细胞测序技术解析

了半滑舌鳎雄鱼和伪雄性精子发生的调控机制[28]，

鉴定出 5种生殖细胞和 6种体细胞，发现伪雄鱼

的精原细胞中 Ca2+信号通路相关基因表达降低，

CaSR 基因和 MAPK信号因子表达上调，精母细

胞中减数分裂启动不足，为探索鱼类精子发生机

制和脊椎动物生殖系统进化提供了重要线索。 

·续表 1·

动物分类
animal

classification
物种
species

组织
organization

研究方法/平台
approach/platform

研究方向
research direction

参考文献
references

脊椎动物　
Vertebrata

牙鲆　Paralichthys olivaceus 头肾 scRNA-seq; 10× platform 细菌感染后头肾细胞
图谱

[42]

非洲肺鱼　Protopterus annectens 肺、鳃 scRNA-seq; DNBelab C和10×
platform

肺、鳃细胞图谱 [43]

亚洲鲈鱼　Lates calcarifer 卵巢 scRNA-seq; Drop-seq 卵巢细胞图谱 [44]
尾索动物　
Urochorda

玻璃海鞘　Ciona intestinalis 精巢细胞 scRNA-seq; DNBelab C4 精巢图谱 [45]
玻璃海鞘　Ciona intestinalis 胚胎 scRNA-seq; 10× platform 胚胎发育谱系图 [46]
萨氏海鞘　Ciona savignyi 胚胎 scRNA-seq; Smart-seq2 胚胎发育谱系图 [47]

棘皮动物　
Echinodermata

海星　Patiria miniata 胚胎 scRNA-seq; Drop-seq 胚胎发育谱系图 [48]
紫海胆　Strongylocentrotus purpuratus 胚胎 scRNA-seq; Drop-seq 胚胎细胞异质性响应 [49]
紫海胆　Strongylocentrotus purpuratus 胚胎 scRNA-seq; 10× platform 胚胎发育谱系图 [50]
紫海胆　Strongylocentrotus purpuratus 幼虫 scRNA-seq; 10× platform 幼虫细胞图谱 [51]

节肢动物　
Arthropoda

脊尾白虾　Exopalaemon carinicauda 鳃组织 scRNA-seq; 10× platform 鳃细胞图谱及异质性
响应

[52]

凡纳滨对虾　Litopenaeus vannamei 肝胰腺 scRNA-seq; 10× platform 低温胁迫下肝胰脏细
胞图谱

[53]

凡纳滨对虾　Litopenaeus vannamei 血淋巴 scRNA-seq; 10× platform 血淋巴细胞图谱 [54]
凡纳滨对虾　Litopenaeus vannamei 血淋巴 scRNA-seq; 10× platform 亚硝酸盐暴露下血淋

巴细胞图谱
[55]

日本囊对虾　Marsupenaeus japonicus 血淋巴 scRNA-seq; Drop-seq 血淋巴细胞图谱 [56]
斑节对虾　Penaeus monodon 胰腺细胞和血淋

巴
scRNA-seq; 10× platform 氨氮胁迫下肝胰腺、

血细胞图谱
[57]

软体动物　
Mollusca

香港牡蛎　Crassostrea hongkongensis 血淋巴 scRNA-seq; 10× platform 铜暴露下血细胞图谱 [58]
香港牡蛎　Crassostrea hongkongensis 血淋巴 scRNA-seq; 10× platform 血细胞图谱 [59]
虾夷扇贝　Patinopecten yessoensis 闭壳肌细胞 scRNA-seq; 10× platform 闭壳肌细胞图谱 [9]

腔肠动物　
Coelenterata

半球美螅水母　Clytia hemisphaerica 水螅水母中间态 scRNA-seq; 10× platform 整个生物体细胞图谱 [60]
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2.2    甲壳类

虾蟹类是重要的水产养殖经济品种，虾类是

水生甲壳动物中单细胞测序应用最多的类群，包

括凡纳滨对虾、斑节对虾、日本囊对虾等，主要

涉及环境胁迫应答机制和免疫调控机制等。先天

免疫系统是无脊椎动物的唯一防御系统，无脊椎

动物的先天免疫系统一直是研究者关注的重点，

但无脊椎动物先天免疫细胞的多样性和功能在很

大程度上是未知的[52]，单细胞测序技术的出现促

进了无脊椎动物免疫系统功能研究，近 3年研究

者利用单细胞转录组测序技术对虾类的免疫系统

进行了深入研究，通过绘制虾类的淋巴、血细胞

在不同机制下细胞表达图谱，筛选出潜在的标记

基因，揭示了虾类免疫防御系统的组成和功能。

在日本囊对虾中，Koiwai等[56] 根据单细胞转

录谱结果鉴定出 6种血细胞类型，将日本囊对虾

血细胞进行了统一分类，并推测了参与血细胞成

熟的分化途径和发挥关键作用的细胞生长因子。

Yang等[54] 借助 scRNA-seq确定了凡纳滨对虾血淋

巴中 3种主要免疫细胞：原血细胞、单核血细胞

和粒细胞，定义了一种新的巨噬细胞样亚群 (单核

细胞血细胞 2，MH2)，该细胞群能够吞噬入侵的

副溶血性弧菌 (Vibrio parahaemolyticus)，与哺乳

动物巨噬细胞标记基因存在一致性，说明该细胞

类群可能是哺乳动物巨噬细胞的祖先细胞。这也

提示研究者，一些高度保守的哺乳动物的细胞标

记基因可以用于无脊椎动物的细胞类型鉴定。此

外，该研究还结合分子细胞生物学验证，建立了

凡纳滨对虾血细胞新的分型方法，解决了长期以

来困扰凡纳滨对虾不同分类血细胞功能不清、细

胞亚群界限模糊等问题。

环境胁迫会对虾类的免疫系统造成影响，血

细胞在环境胁迫下会发生相应的应答反应，以适

应不断变化的环境 [61]。研究者利用 scRNA-seq绘

制了凡纳滨对虾的血细胞图谱，发现半颗粒细胞

和颗粒细胞是凡纳滨对虾在亚硝酸盐胁迫下异质

性反应的主要细胞类型[51]。Li等[57] 构建了斑节对

虾肝胰腺和血细胞的单细胞转录图谱，鉴定出 7个

细胞类群，在氨胁迫下，对虾的抗氧化系统和

proPO系统被激活，AMPs、proPO、GST 等重要

应答基因不仅可以作为对虾细胞群的标记基因，

也在对虾细胞分化和功能可塑性中发挥着重要作

用。此外，研究发现凡纳滨对虾在低温胁迫下，

肝胰腺细胞中两种细胞类群分别参与信号转导、

感觉器官发育和代谢过程，为凡纳滨对虾抗寒性

的分子机制研究提供了重要线索[51]。 

2.3    贝类

为了探究贝类肌肉组织的细胞组成及其特征，

Sun等 [9] 对虾夷扇贝闭壳肌的横纹肌和平滑肌分

别进行了单细胞转录组测序，鉴定出四大类细胞

类型 (间充质干细胞、神经元细胞、肌肉细胞和淋

巴细胞)共 20个细胞亚群，结合 BrdU-PCNA双免

疫荧光检测、神经元特异性染色和电镜超微结构

观察，查明了扇贝横纹肌中间充质干细胞和神经

元的空间分布特征。研究结果不仅揭示了扇贝闭

壳肌组织高度的细胞异质性，而且为贝类肌肉和

神经细胞发生和功能研究提供了重要信息。研究

者利用 scRNA-seq技术对香港牡蛎血细胞进行分

析，共鉴定出 13个细胞亚群，分为 3种主要类型：

透明细胞、半颗粒细胞和粒细胞，通过各细胞簇

的基因表达分析，推断粒细胞主要参与免疫应答

和自噬过程[59]。随后，研究者利用单细胞转录组

测序分析香港牡蛎在铜胁迫下血细胞的异质性反

应，证实粒细胞是最主要的铜胁迫响应细胞，粒

细胞负责铜积累，并将其转运到其他部位[58]，这

为香港牡蛎铜胁迫响应机制研究提供了重要信息，

也为单细胞水平的铜污染物检测提供了标志物信息。 

2.4    棘皮动物

棘皮动物中，scRNA-seq主要应用于海胆和

海星的胚胎分化发育研究，借助拟时分析重构细

胞谱系，解析胚胎分化发育过程。研究者鉴定了

紫海胆胚胎发育过程中的细胞类型，并利用

DAPT和 C59抑制剂发掘出影响胚胎发育的重要

信号通路：Wnt 和 Delta/Notch 通路[49]。随后，又

阐明了海胆从 8细胞期至原肠胚晚期的细胞类型

及表达变化，提出了 Veg2谱系的细胞会代替原始

生殖细胞 (primordial germ cells，PGC)转化为生殖

细胞谱系的假设 [50]。此外，Foster等 [48] 分析了海

星 8细胞期至原肠胚 6个不同胚胎发育时期的单

细胞转录组，共鉴定出 20种细胞状态，对比紫海

胆桑椹期和原肠胚中期的细胞状态，揭示了胚泡

孔周围的细胞经历快速的细胞状态变化，为海洋

生物发育调控机制的深入研究提供了数据支持。 

2.5    其他水产动物 (海鞘、水母)

除了上述水产动物类群之外，单细胞 RNA
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测序技术还应用于海鞘和水母的研究中，揭示其

细胞类群以及胚胎分化发育调控机制等。Li等[45]

对玻璃海鞘精巢的生殖细胞进行了单细胞 RNA测

序，鉴定了 6个不同状态的精原细胞群体，揭示

了精子发生过程中的动态基因表达和转录调控，

获得 4种精母细胞亚型和玻璃海鞘减数分裂的关

键基因。Zhang等 [47] 利用 scRNA-seq构建了萨式

海鞘从受精卵到原肠胚的单细胞转录组图谱，共

鉴定出 47种细胞类型，通过细胞谱系分析，追踪

各细胞类群的发生时间。该研究为脊索动物胚胎

发育和细胞谱系分化研究奠定重要基础。 

2.6    水产动物细胞 marker基因的研究现状

在单细胞转录组测序中，利用 marker基因对

测序获得的细胞群进行类型鉴定，是数据分析中

最核心的环节。如何找到合适的 marker基因成为

单细胞测序分析中的关键问题。人和小鼠的细胞

marker基因信息是目前动物中最多的，其中 Cell-
Marker数据库就收录了人和小鼠 656种组织、

2 578种细胞类型、26 915个细胞 marker基因 [62]。

与人和小鼠相比，水产动物的细胞 marker基因还

十分有限，尤其是甲壳类和贝类等目前研究瓶颈

较多、功能研究尚比较欠缺的物种。除了综合数

据库 ZFIN (the zebrafish information network)之外，

Zebrahub和 FishSCT数据库是斑马鱼的两个重要

单细胞转录组数据库，其中归纳了斑马鱼多种细

胞类型的 marker基因及潜在的 marker基因，为研

究者提供了开放全面的信息资源 [63-64]。其中 Fish-
SCT是中国科学院大学建立的以斑马鱼为中心的

鱼类单细胞转录组数据库，整理了 8种鱼类 59种

细胞类型的 116个 marker基因和 13 165 个潜在

marker基因以及大量的单细胞表达谱数据。这些

数据库不仅给斑马鱼的单细胞转录组研究提供了

重要基础信息，也为其他水产动物提供了重要参

考信息。目前绝大部分的水产动物都缺乏各自物

种的细胞 marker基因数据库或单细胞转录组数据

库，已知的细胞 marker基因很少，主要是一些高

度保守的 marker基因。例如生殖细胞的 marker基
因 vasa、 nanos、 dead、 end 等 [65-68]， 免 疫 细 胞

marker基因 DLT15、WCL38、CD8等 [69]。因此，

许多水产动物单细胞转录组数据分析时，常采用

脊椎动物的细胞 marker基因进行细胞类型辅助分

析，对于一些同源性比较高的 marker基因，研究

者可结合普通转录组数据或者荧光定量 PCR、原

位杂交等技术进行 marker基因验证，再进行细胞

类型鉴定。目前这种方法对于一些相对保守细胞

类型 (如 T细胞、B细胞、巨噬细胞等)的鉴定还

是十分有效的，但对一些近期进化的细胞类型鉴

定效率较低。 

3    前景展望

单细胞转录组测序技术的出现为水产动物的

细胞异质性图谱构建、细胞谱系追踪、免疫响应

机制等研究提供了强有力的工具，但目前应用的

物种类群还相对较少，尤其在海洋无脊椎动物 (如
虾蟹类、贝类等)中的应用还十分有限。目前海洋

动物的单细胞测序技术应用仍然面临着一些问题

和挑战 [70]，主要的限制因素有：①细胞和分子基

础研究较少，细胞标记基因的匮乏增加了细胞类

群注释的难度 [71]。对于海洋无脊椎非模式物种，

由于自身物种的限制，细胞和分子基础实验难以

开展，细胞标记基因的获得主要通过与脊椎动物

的标记基因进行同源性比较、qPCR或原位杂交验

证。②海洋动物种类繁多，但参考基因组相对较

少且已发表的基因组质量参差不齐。另外，有的

物种基因组 (如甲壳类)的简单序列重复比例较高，

使得单细胞测序的短 reads映射基因组不准确。针

对这些情况，目前常用的解决方法是利用三代全

长转录组测序技术构建目标物种的参考转录本信

息，在此基础上进行单细胞转录组分析。③高质

量单细胞悬液或核悬液的制备方法仍需要大量的

实验积累。淡水动物的单细胞制备与哺乳动物类

似，而海洋动物由于生存环境特殊，细胞渗透压

与哺乳动物差异很大，无法参照哺乳动物的方法

进行单细胞悬液制备，且海水中钙镁离子的浓度

也会影响逆转录酶的活性，因此单细胞悬液的制

备难度较大，需要兼顾细胞活性、渗透压稳定、

酶的活性等多方面因素。对于海洋动物而言，核

悬液制备可能更容易。

近几年，随着单细胞测序技术的不断进步，

单细胞分析也迈入了多组学时代，通过整合单细

胞转录组学、空间组学、表观基因组学、代谢组

学等多尺度数据，多层次、多角度精准解析细胞

的异质性，有助于全面描绘细胞的遗传景观，并

实现细胞的空间分辨[72]。目前单细胞多组学分析

已经在高等动物中有所应用，例如研究者使用

scRNA-seq、单细胞空间代谢组学和免疫荧光结合

的方法，解析人肾脏分化中的代谢细胞命运轨
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迹[73]。scRNA-seq结合蛋白组学表征 30种细胞类

型的状态和变化，绘制小鼠肺细胞图谱[74]。利用

单细胞ATAC+单细胞转录组+bulk RNA-seq+GWAS

解析了人类慢性肾病的发生发展机制，鉴定出细

胞类型依赖的 eQTL，挖掘出肾功能和高血压调控

关键基因[75] 。单细胞测序技术不断取得突破，利

用单细胞多组学技术从更多维度探索生命过程，

为生命科学研究带来一场新的变革。(图 2)。
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图 2    从单细胞组学到多组学及其应用[72]

Fig. 2　From single omics to multi-omics and their broad applications[72]

 
单细胞测序技术的迅猛发展为水产动物从单

个细胞水平解析生命活动的调控机制提供了新的

契机。未来研究中单细胞测序技术将在水产动物

的组织细胞异质性、重要经济性状解析、特定细

胞类型的物种进化、细胞分化与发育等研究领域

发挥更大的作用。随着测序技术的改进和革新，

一些高效、低成本、适于水产动物尤其是海洋动

物的单细胞解离、测序技术体系将不断涌现，相

信单细胞转录组测序及单细胞多组学联合分析会

在水产动物中得到更广泛的应用，推动水产动物

研究领域的快速发展。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Applications of single-cell RNA sequencing in aquaculture animals

YU Hong 1,2,     LIN Xi 1,     LI Qi 1,2*

(1. Key Laboratory of Mariculture, Ocean University of China, Ministry of Education, Qingdao　266003, China;
2. Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production Processes,

Qingdao National Laboratory forMarine Science and Technology, Qingdao　266237, China)

Abstract: Single-cell  RNA sequencing  (scRNA-seq)  is  a  revolutionary  technology  for  high-throughput  sequen-
cing  of  RNA  within  individual  cells.  Since  its  introduction  in  2009,  this  technique  has  undergone  continuous
updates and iterations, proving to be a transformative tool in the field of life sciences. It has found wide-ranging
applications in  developmental  biology,  neurobiology,  immunology,  microbiology,  pharmaceutical  research,   dis-
ease treatment, among other fields, demonstrating broad prospects. The versatility of scRNA-seq lies in its ability
to  unravel  the  intricate  heterogeneity  and  complexity  of  RNA  transcripts  within  cells,  thereby  facilitating  the
exploration of different cell types and their functions in organisms. As scRNA-seq technology continues to evolve,
with advancements towards multidimensionality and spatial resolution, it has emerged as a powerful tool for dis-
secting complex biological phenomena at the cellular level. In recent years, the widespread adoption of scRNA-seq
has been facilitated by reduced sequencing costs and enhanced technology stability. This has led to its rapid expan-
sion beyond model  organisms to  non-model  species  like  crops,  livestock,  and aquatic  animals.  The extension of
scRNA-seq to these organisms has yielded transformative insights into cell heterogeneity and function, marking a
paradigm shift in our understanding of these species. Notably, within the realm of aquatic animals, scRNA-seq has
gained substantial traction, driving a profound exploration of cellular dynamics and mechanisms underlying vari-
ous physiological processes. This paper provides a comprehensive overview of scRNA-seq technology, its sequen-
cing methodologies, and its applications in aquaculture animals, alongside a synthesis of relevant research findings.
It  encapsulates  the  breadth  of  scRNA-seq  applications  in  aquaculture,  encompassing  diverse  sample  preparation
techniques and sequencing platforms while highlighting its inherent advantages in studying aquatic animal biology.
Furthermore,  it  delves  into  the  challenges  encountered  in  applying  scRNA-seq to  aquatic  animals.  These   chal-
lenges include the scarcity of marker genes, limited availability and inconsistent quality of reference genomes, and
the  need  for  further  experimental  refinement  in  single  cell  suspension  or  single  nucleus  preparation  methods.
Moreover, this paper offers a forward-looking perspective on potential applications of scRNA-seq in aquaculture,
envisaging  its  role  in  advancing  our  understanding  of  cellular  function  and  regulatory  mechanisms  in  aquatic
organisms. By illuminating unexplored avenues for research and innovation, it  seeks to inspire further  investiga-
tions  leveraging  scRNA-seq  to  unravel  the  complexities  of  cellular  dynamics  in  aquaculture  animals.  Through
interdisciplinary collaboration and technological advancements, scRNA-seq stands poised to catalyze transformat-
ive discoveries that will shape the future of aquaculture and contribute to sustainable practices in food production
and environmental conservation.
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