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高通量DNA测序仪    Miseq 长片段高通量测序系统

核酸提取--建库--测序--数据分析
全流程配套基因组技术服务

生物分析仪DNA剪切仪

   Nextseq500高通量测序系统

基因组技术平台情况简介

核酸片段回收仪 脉冲场电泳系统

基因组组装分析仪 Qubit荧光计



C1单细胞自动制备系统 10X Genomics 全基因组解码系统

实现单细胞分选/富集
稀有/大量--全长/3’--测序--数据分析

全流程配套单细胞测序技术服务

基因组技术平台情况简介

细胞和组织采集系统

低通量

细胞数量：<100个
建库策略：Smart-seq2 

中通量

细胞数量：<1000个
建库策略：Smart-seq2 

高通量

细胞数量：> 1 x 105个
建库策略：3’端



Roche定量PCR仪 微滴式数字PCR仪

全自动核酸纯化系统

MassARRAY核酸质谱分析系统

基因组技术平台情况简介

多重基因表达分析系统移液工作站

核酸提取--绝对定量—多重表达—SNP/甲基化
完整核酸定量分析技术服务
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单细胞测序的发展
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单细胞测序的基本流程



单细胞悬液制备
组织细胞裂解

方法/方案 描述

机械法 通过切割、切块、移液器吹打等方法机械切割和破坏组织

酶解法 使用胶原酶、胰蛋白酶、中性蛋白酶、弹性蛋白酶等多种酶来消化组织，裂解蛋白键

组合方案 在自动化系统的帮助下，机械法和酶解法可以依次或同时进行，实现更广泛的裂解

富集（可选）

方法/方案 描述

离心 通过密度梯度离心，根据细胞大小、形状或密度富集细胞

基于磁珠的富集 通过磁珠结合抗体的阳性/阴性筛选来富集感兴趣的细胞群（包括活细胞)

流式细胞荧光分选 通过荧光基团/荧光素结合抗体的阳性/阴性筛选来富集感兴趣的细胞群（包括活细胞)

微流体细胞分选 利用基于荧光基团/荧光素结合抗体的阳性/阴性筛选的低压微流体，来富集感兴趣的细胞群

质量控制

方法：细胞计数仪 、流式细胞仪；

评估指标：细胞大小、活率、是否有聚集物、浓度是否合适。



单细胞分离
低通量单细胞分离方法

方法/方案 描述

梯度稀释 梯度稀释细胞悬液至每孔一个细胞

口吸移液 使用玻璃毛细管分离单细胞

显微操作 用自动微量移液管分离单细胞
激光捕获显微切割 用激光从组织切片中分离单细胞
流式细胞荧光分选 使用电荷分离含有单细胞的微滴

高通量单细胞分离方法

方法/方案 描述

微流控系统 微流控芯片分离流动槽中的细胞

微液滴平台 利用微液滴制备装置将单细胞分离到微液滴中，然后裂解并捕获目标DNA/RNA

微孔 通过芯片中的微孔捕获单细胞

组合标签 经过两轮随机分配至微孔板，结合转座酶进行标记，可以使完整细胞核标记上独特的条形码



文库制备及测序
单细胞分析的扩增方法

扩增策略
转录组 全长RNA-Seq、mRNA末端标签扩增、靶向panel、IR-Seq
基因组 MDA、MALBAC、DOP-PCR、靶向panel

表观基因组 ATAC-seq、HiC
蛋白质检测 AbSeq、ClTE-Seq

文库及测序

根据测序平台进行建库，文库构建完成后进行文库质检及测序。



数据分析
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单细胞测序技术实验设计

C1单细胞自动制备系统 10X Genomics 全基因组解码系统细胞和组织采集系统

低通量

细胞数量：<100个
建库策略：Smart-seq2 

中通量

细胞数量：<1000个
建库策略：Smart-seq2 

高通量

细胞数量：> 1 x 105个
建库策略：3’端



细胞和组织采集系统

该系统以脉冲负压为动力，毛细管为采集工具，可以和大部分倒置显微镜兼容，根据细胞的形态，位置或荧光

标记，从贴壁细胞培养快速而有效地分离特异性细胞，也可以从悬浮细胞培养采集单细胞和从三维细胞培养采集单

个多细胞团。

1、对微切割的样品要求不需要固定,可切割：新鲜冷冻组织、蔗糖处理的组织、新鲜活组织。 

2、样品采集过程不涉及化学，热，激光和辐射处理：对细胞影响很小，保证细胞的活性和完整性，所分离的组

织或细胞可以提取高质量的DNA，RNA和蛋白质，供下游研究使用。



C1单细胞自动制备系统

优势：

• 一体化：完整的自动化流程一步操作实现从细胞捕获、制备到核酸样本的获取，极大程度去除污染风险和人工操作误差； 

• 准确：视觉验证捕获单细胞的准确性，自动化系统降低人为误差，提高数据稳定性、平行性； 

• 灵活：可扩展到全转录组及各种发现，如DNA-seq、ATAC-seq； 

• 简便：以优化的流水线工作流程和直观的界面简化细胞分离和制备过程； 

• 快速：10小时内完成从细胞上样到样本收集全过程。 



10X Genomics 全基因组解码系统

10X genomics
Gel Beads

细胞和扩增Mix

油

收集 逆转录 去除油



10X Genomics 全基因组解码系统

细胞悬液 测序文库构建 数据分析和可视化

优势：

• 超高细胞通量：微流体“双十字”交叉系统为8通道系统，每个通道最高可捕获10000细胞，8通道一次可检测细胞范围为500-

80000个细胞；

• 细胞捕获效率高：单个细胞捕获效率高达65%，可准确鉴别稀有细胞类型，利于稀有样本或小细胞量类型样本研究； 

• 多态率低：多态率（同一个GEM包含2个及2个以上细胞）低于0.9%/1000细胞。  



样品前处理--制备细胞悬液

细胞清洗与过滤

活力评估

细胞计数



样品要求及悬浮液制备过程中注意事项

1、细胞大小<40 μm，若细胞大于40 μm，可考虑采用细胞核进行测序；

2、输入细胞悬液应含有70%以上的活细胞，减少细胞聚集物、死细胞、非细

胞核酸和潜在的逆转录抑制剂；

3、当死细胞>30%时，建议进行细胞过滤，离心等操作去除死细胞，最终细

胞总数>1X105，细胞浓度在700-1200 cells/μl；

4、在实验过程中应最大限度地保持细胞活力，尽量缩短细胞制备时间，准确

地测量输入细胞浓度；

5、在对细胞进行清洗和计数后，细胞悬液应当保存于冰上，直至用于后续的

上机和文库制备步骤。在理想情况下，一旦制备好样品，应在30 min内进行

下游步骤。



1:1 细胞混合物

离心去上清

重悬细胞

细胞计数

转移到冷冻管，
-80 ℃冷冻>4 h

液氮保存

复苏细胞

转移到离心管中

细胞清洗及过滤

细胞计数

上机

新鲜冷冻人鼠细胞系混合物



细胞核悬液
预冷Lysis Buffer溶解细胞

用预冷的Nuclei Wash and Resuspension 
Buffer清洗及再悬浮细胞核

细胞计数>1000 cells/μl

细胞过滤（除碎片、死细胞）

细胞计数>1000 cells/μl

上机



分离小鼠胚胎神经组织

神经组织

去除培养基至刚好没过组织

2 mL木瓜蛋白酶溶液

37 ℃，20 min孵育，
并轻轻搅拌

研磨组织

细胞清洗及过滤

细胞计数

上机

沉淀碎片



肿瘤组织
预冷1XDPBS清洗肿瘤

组织并剪碎

加入酶混合液放入
组织处理器处理

离心并去除上清

重悬沉淀

70 μm膜过滤 

离心，重悬沉淀

加入1X红细胞去除液

4 ℃孵育10 min

加预冷Wash Buffer

离心，重悬沉淀

细胞计数 

上机



甲醇固定细胞
细胞

预冷1XDPBS清洗细胞，离心

200 μl 预冷1XDPBS悬浮细胞

800 μl 预冷甲醇逐滴加入

-20℃孵育30 min

-20℃或-80℃储存（6周以内）
或立即进行下一步

平衡甲醇固定的细胞到4℃

离心去除上清

细胞清洗及过滤

细胞计数

上机



苔原原生质体悬浮液

恒温摇床（85 rpm），

25°C酶解1h加入酶解液 500 rcf，10min
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主要应用

单细胞转录组测序技术

癌症

宏基因组学

干细胞发育及分化研究

发育生物学

免疫学神经生物学

植物生物学

法医学

等位基因-特定基因表达



光照对斑马鱼胚胎细胞昼夜节律振荡的影响

发表时间：2020

研究对象：斑马鱼头部

分离方法：10X Genomics

建库策略：3' 端

测序平台：Novaseq 6000

观察到松果体48个追踪细胞中有39个

显示出昼夜节律振荡，表明nr1d1:VNP-fish

可以在连续成像下报告细胞的昼夜节律振荡。



杆状细胞的基线表达水平高于非杆

状细胞，斑马鱼幼虫松果体感光细胞经

历了叠加在细胞类型特异性发育轨迹上

的昼夜节律振荡。

光照对斑马鱼胚胎细胞昼夜节律振荡的影响



IDH突变型胶质瘤基因表达差异

发表时间：2017

研究对象：胶质瘤单细胞

分离方法：流式细胞荧光分选

建库策略：Smart-seq2

测序平台：Nextseq 500

1、IDH 突变型胶质瘤的2 个不同亚型星形

胶质细胞瘤和少突胶质细胞瘤中的基因表达

存在差异。

2、单细胞RNA-Seq表明，基因表达差异是

由特征肿瘤事件和肿瘤微环境组成所致。



小鼠体感神经元图谱及转录特征

1、体感神经发生导致神经元处于转录非特化状态，

其特征是转录因子的共同表达，随着发育的进行，这

些转录因子被限制在选择亚型上。

2、从广泛到受限的转录因子协调维持其表达亚型特

异性基因表达机制。

3、发现支持了一个模型，在这个模型中，从中间和

最终靶区发出的信号通过调节受亚型限制的转录因子

的选择，将细胞从转录非特化状态过渡到转录独特的

亚型，从而促进神经元的多样化。

发表时间：2020

研究对象：小鼠体感神经元

分离方法：10X Genomics

建库策略：3' 端

测序平台：NextSeq 500



斑马鱼空间模式全转录图构建

发表时间：2015

研究对象：斑马鱼胚胎

分离方法：手工操作

建库策略：Smart-seq

测序平台：Hiseq 2000

研究通过空间绘制从斑马鱼胚胎分

离的851 个单个细胞并创建空间模

式的全转录组图对Seurat 进行了

验证。Seurat 可正确定位细胞的

罕见亚群，并可绘制空间受限细胞

以及表达模式更分散的细胞。



维生素A-维甲酸调节造血干细胞休眠

发表时间：2020

研究对象：小鼠造血干细胞

分离方法：荧光激活细胞分选

                  C1单细胞自动制备系统

建库策略：Smart-seq2

测序平台：Hiseq 2500

1、单细胞转录组数据表明，休眠HSC 的特征是

Myc 基因表达水平低，维甲酸基因表达水平高。

2、休眠HSC 表达了低水平的基本生物合成通路

所需的基因，而休眠HSC 转化为激活HSC 的特

征是生物合成基因表达持续升高



CAR-T细胞的克隆动力学和单细胞转录谱分析
发表时间：2020

研究对象：B细胞恶性肿瘤

分离方法：流式细胞荧光分选

                  10X Genomics

建库策略：5' 端转录组

                  V（D）J 文库

测序平台：HiSeq 2500

1、TCRB测序显示，CAR-T细胞克
隆多样性在IPs中最高，输注后下降。
2、scRNA-seq表明，输注后扩增的
克隆主要来源于输注的细胞毒性和
增殖基因表达更高的簇。
3、发现了与CAR-T细胞注射后行为
相关的转录机制。



生理性血脑转运功能随着年龄的增长而受损

1、血浆蛋白很容易渗透到健康的脑

实质，由血脑屏障特异性转录程序维

持运输。

2、发现生理性蛋白质在健康大脑中

的转运程度、随着年龄的增长广泛的

血脑屏障功能障碍的机制以及增强药

物传递的策略。

发表时间：2020

研究对象：小鼠

分离方法：流式细胞荧光分选                                                       

                  10X Genomics

建库策略：Smart-seq2 & 3' 端

测序平台： NextSeq 550



大西洋和太平洋原绿球藻基因组种群结构差异

1、太平洋的种群比大西洋的更为多样，由明显

更为共存的亚种群组成，而缺乏优势亚种群。

2、来自这两个地点的原绿球藻似乎是由具有不

同基因组主干的不重叠的不同亚群组成的，可

能反映了不同的海洋特定微生态位。

3、系统发育密切相关的菌株携带与海洋相关的

营养物质获取基因，可能反映了海洋之间主要

选择压力的差异。

发表时间：2017

研究对象：环境中原绿球藻

分离方法：流式细胞荧光分选

扩增建库：MDA

测序平台：Illumina GAIIx



黑色素瘤的细胞生态体系及对靶向和免疫治疗的影响

1、发现同一肿瘤内的恶性细胞显示出与

细胞周期、空间关系和耐药性相关的转录

异质性。

2、同一肿瘤包含具有MITF 高表达水平的

细胞，以及具有低MITF 水平和AXL 激酶

水平升高的细胞（易于发生早期耐药性的

细胞）。浸润的T 细胞分析揭示了排除程

序、与T 细胞活化/ 扩张的联系和患者变

异性。

发表时间：2019

研究对象：黑色素瘤

分离方法：流式细胞荧光分选

建库策略：Smart-seq2

测序平台：NextSeq 500



拟南芥植物细胞基因表达图谱

1、对超过10000个拟南芥根细胞的原

生质体（过滤后得到7552个细胞）进

行单细胞转录组测序，细胞聚类分群

得到9个主要的细胞亚群；

2、进一步分析表皮组织数据，研究

根毛细胞和非毛细胞的分化。将表皮

组织和根冠组织细胞重新聚类，得到

11个细胞亚群。

发表时间：2019

研究对象：拟南芥根尖

分离方法：10X Genomics

建库策略：3' 端

测序平台：HiSeq 4000



服务内容 方法/仪器 送样要求

单细胞转录组分析

全长转录组 人工操作/C1单细胞自动
制备系统

细胞活率在90%
以上；动物组
织需解离成单
细胞悬液，植
物细胞需制成
原生质体；细
胞直径小于40 
µm，细胞直径
过大的样品，
可以制备细胞
核悬液；

3' 端/5' 端转录组
C1单细胞自动制备系统
/10X Genomics 全基因

组解码系统

单细胞基因组分析 全基因组 人工操作/C1单细胞自动
制备系统

单细胞测序技术服务内容
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