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拉曼激活细胞弹射耦合测序（RACE-Seq）是微生物组单细胞分析的手段之一，但其基因组覆盖
度通常不超过10%，而且核酸扩增成功率低，极大限制了其应用。中国科学院青岛生物能源与过
程研究所单细胞中心系统评估和优化了该技术，并改进了单细胞基因组扩增环节，从而提高了R
ACE-Seq的基因组覆盖度和核酸扩增成功率（图1）。该工作近日发表于Analytical Chemistry。

作为微生物在自然界中的存在形式，微生物组（菌群；Microbiome）与人体和自然界的过去、现
在和未来息息相关。但是，菌群中绝大部分微生物组分通常难以快速培养和利用，因此，微生物
组又被称为“生命暗物质”。如何识别和利用“生命暗物质”中的功能组分，一直是生命科学和
环境科学中的一个共性方法学问题。

针对这个瓶颈，单细胞中心和业界同行前期发明了一系列单细胞拉曼分选技术与装备（RACS-
Seq; Biotechnol Adv, 2019; doi: 10.1016/j.biotechadv.2019.04.010）。RACS-Seq技术家族的工作原理均
为，基于单细胞拉曼光谱来从菌群样品中直接识别和分选特定代谢功能的细胞，进而与核酸提取
、扩增和测序对接，从而深刻理解菌群中“谁在做什么？如何做？”。其中的RACE-Seq技术将
菌群细胞风干后、在弹射芯片表面平铺成单层，逐一采集拉曼光谱后，采用另一束激光将目标拉
曼光谱的细胞从芯片表面弹射到接收芯片的小孔中，进而在小孔中进行核酸扩增和测序文库制备
。但是，在已发表的RACE-Seq应用于人体或菌群分析的工作中，单细胞基因组测序的覆盖度普
遍很低（很少超过20%，大多在10%以下），同时其完整流程的成功率也不高，以致于通常需要
把几个乃至几十个细胞弹射至同一个小孔中，混合进行基因组扩增和测序，以提高实验的成功率
。这种低覆盖度而且混合测定的单细胞基因组数据，从根本上阻碍了在细胞“个体”水平的基因
组结构分析与代谢功能重建。

为了揭示RACE-Seq基因组覆盖率极低的原因，单细胞中心苏晓璐与公衍海带领的研究小组，基
于长期努力，从实验操作和数据计算分析两个角度入手，建立了系统性的RACE-Seq方法和芯片
的质量评估和控制体系。在此基础上，全面、定量地评估了细胞裂解条件、核酸扩增条件和拉曼
测量条件等每一环节的关键参数对RACE-Seq基因组测序质量的影响。结果发现，激光照射强度
在拉曼信号采集过程中至关重要，并与单细胞核酸扩增（MDA）的成功率成反比。

针对这些问题，研究人员开发出了二代RACE-Seq（图1）：在单细胞扩增体系中加入特定油相并
充分震荡，产生大量随机包裹的微体积液滴，造成每个DNA片段在破乳前均达到饱和扩增，从
而大幅提高RACE-
Seq中单细胞基因组的覆盖度。这种操作方法简单快速，而且容易实现自动化。
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与第一代RACE-Seq相比，该二代技术可将纯培养大肠杆菌（每个MDA体系含5个弹射出的细胞
）单细胞基因组覆盖度从 < 20% 提高到50%。针对土壤菌群样品的测试表明（每个MDA体系含2
~5个弹射出的细胞），二代技术可将MDA反应的成功率从58%提高到 90%，而将MDA产物16S扩
增成功率从0%大幅提升至83%。基于这些优点，单细胞中心开发了RACE-
Seq试剂盒（图2），以服务于各种环境样品和应用场景。

尽管如此，由于拉曼全谱采集对于细胞活性的破坏，RACE-Seq目前还难以实现在“一个”细菌
细胞水平的高覆盖度基因组测序或细胞培养。针对这些局限性，研究人员正在开发一系列液相拉
曼分选耦合测序器件，以建立与完善一个高拉曼全谱信号质量、高基因组测序覆盖度、高效保护
细胞活性、一个细菌细胞精度的微生物组分析技术服务体系。

苏晓璐和公衍海是论文的共同第一作者。该工作得到中科院先导B项目、青岛海洋科学与技术试
点国家实验室、国家自然科学基金等的支持。
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图1. 二代RACE-Seq技术的总体示意图
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图2. 针对二代RACE-Seq设计的菌群单细胞拉曼弹射耦合核酸扩增试剂盒
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