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单细胞测序技术在卵母细胞研究中的应用进展
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摘要  卵母细胞作为生殖配子之一，是几乎所有哺乳动物生育能力的基础，其发育过程和遗传变化至关重要。

单细胞测序技术能够对单个细胞进行分离和检测，并提供更为准确的细胞遗传学信息。近年来，该技术在卵母细

胞的相关研究中得到了广泛运用，使我们能更加深入地了解不同状态下卵母细胞的异质性特征。本文对单细胞测

序技术的原理和其在卵母细胞发生及成熟过程中的研究应用进行了综述，并回顾了该技术在研究及评估卵母细胞

质量方面的重要作用。
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Abstract

As one of the reproductive gametes, oocytes form the basis of reproductive capacity in nearly all 
mammals, with their developmental processes and genetic variations being crucial.  Single ⁃ cell 
sequencing enables the isolation and detection of individual cells, offering more precise genetic 
information at the cellular level.  In recent years, it has been widely applied in oocyte⁃related research, 
facilitating a deeper understanding of oocyte heterogeneity under various conditions.  This review 
outlines the principles of single ⁃ cell sequencing and its applications in oogenesis and oocyte 
maturation.  Additionally, it also reviews the significant role of single⁃cell sequencing in the study and 
assessment of oocyte quality.
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卵母细胞在女性生育能力中扮演着至关重要的

角色。单细胞测序（single⁃cell sequencing，SCS）作

为一项能够揭示单个细胞基因组、转录组或表观遗

传组变化的技术［1］，于 2009 年首次被 Tang 等［2］成功

应用于小鼠卵母细胞和卵裂球的测序。随后该技术

在发育生物学、肿瘤学等研究领域得以广泛应用。

通过单细胞测序，我们可以更精准地分析卵母细胞

在不同发育阶段和状态下的特征，从分子层面深入

理解其发生发育、功能调控和病理机制，同时也为相

关疾病的预防、诊断和治疗提供了创新的方向。
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1 单细胞测序技术概述

SCS 是一种高通量测序技术，旨在分析细胞间

的遗传变异和基因表达差异［1］。与传统方法不同，

SCS 能够对单个细胞进行检测、区分稀有细胞并生

成细胞图谱，从而揭示细胞间的异质性特征。SCS
的主要流程包括单细胞分离、测序及数据分析。此

外，SCS 与多组学结合是目前的应用热点之一。

1. 1　单细胞分离   单细胞分离的关键在于保持细

胞结构的完整性和核酸质量。由于卵泡结构独特

且体积较大，Tang 等［2］采用手工方法分离卵母细

胞，包括使用移卵针取出卵母细胞⁃颗粒细胞复合

体，以及透明质酸酶去除卵丘细胞。这是当前人类

卵母细胞最常用的分离方法［3］。在动物模型中则常

采用细胞裂解法，即使用Ⅳ型胶原酶和胰蛋白酶消

化整个卵巢组织，随后在细胞悬液中挑选卵母细

胞［4］。针对高通量的单细胞分选技术，由于成熟卵

母细胞直径较大可能堵塞分选平台管道，因此更适

用于女性胎儿生殖细胞（fetal germ cells，FGCs）以

及卵巢中体细胞的测序［5］。

1. 2　单细胞测序   SCS 可涵盖 DNA 和 RNA 的测

序 。 单 细 胞 水 平 DNA 测 序（single⁃cell DNA se⁃
quencing， scDNA⁃seq）最主要的应用方向是全基因

组测序（whole genome sequencing，WGS），其过程

主要包括 DNA 序列的扩增和高通量检测。 2013
年，Hou 等［6］首次对单个人类卵母细胞进行了基因

组分析。scDNA⁃seq 另一个重要方向是表观遗传组

测序，包括 DNA 甲基化测序、染色质结构测序、组

蛋 白 修 饰 测 序 等 。 单 细 胞 水 平 RNA 测 序

（single⁃cell RNA sequencing， scRNA⁃seq）则一般用

于检测基因的表达情况。基于不同的单细胞分离

方 式 、扩 增 方 法 和 检 测 偏 好 等 ，衍 生 出 了 多 种

scRNA⁃seq 方 法 及 测 序 平 台 ，包 括 SMART⁃seq、
MARS⁃seq、10×Genomics等［7］。

1. 3　数据分析   单细胞测序数据分析过程主要包

括原始数据的质控、预处理以及读段比对。在

scDNA⁃seq 中，WGS 主要关注拷贝数变异（CNV）

和单核苷酸变异（SNV），而表观遗传组测序则侧重

于甲基化差异和组蛋白修饰分析。在 scRNA⁃seq
中，除了关注传统 RNA 测序中的基因表达和可变

剪切，细胞聚类和拟时序分析是 SCS 中特有的分析

内容，这对于研究卵母细胞的发生及成熟尤为重

要。细胞聚类通过 K⁃means 等算法对具有相似表达

模式的细胞归类，以了解细胞的异质性和类型分

布。拟时序分析旨在揭示单细胞在发育或分化中

表达模式的动态变化，从而推断细胞的发育轨迹或

时间顺序。

1. 4　 单 细 胞 测 序 与 多 组 学 结 合   目前，SCS 与多

组学结合已成为卵母细胞研究的重要策略，其中单

细 胞 蛋 白 质 组 学 结 合 液 相 色 谱⁃串 联 质 谱

（LC⁃MSMS）［8］以及单细胞脂质组学结合基质辅助

激光解吸电离（MALDI）质谱成像［9］已应用于研究

卵母细胞的蛋白质及脂质表达。新兴的 SCS 技术，

如 scCOOL⁃seq 技术可以对卵母细胞进行多达 5 个

层面（染色质状态、核小体定位、DNA 甲基化、基因

组拷贝数变异和染色体倍性）的分析［10］。这些技术

的发展在单细胞层面拓展了对卵母细胞研究的广

度和深度。

2 各阶段卵母细胞的单细胞测序研究

卵母细胞经历发生、发育以及成熟等多个关键

阶段。SCS 不仅能揭示卵母细胞的发生发育轨迹，

并且能深入研究卵母细胞成熟过程中的关键分子

和调控机制，进而识别潜在的生殖障碍。

2. 1　卵母细胞的发生   卵母细胞起源于胎儿原始

生殖细胞（primordial germ cells， PGCs）。PGCs 在

胎儿早期经过有丝分裂和增殖后形成卵原细胞，即

最初的卵母细胞。女性 PGCs 和卵原细胞可以统称

为 FGCs，其对卵巢发育和卵泡生成至关重要。

2015 年 Guo 等［11］首次应用 SCS 检测了人类女

性 4~19 周胎儿的 FGCs，结果显示，4~10 周 PGCs
的 DNA 甲基化逐渐降至最低，但该期间整体转录

水平相对稳定。相比之下，17 周处于减数分裂的卵

原细胞之间则表现出强烈的转录组异质性。随后，

该团队的另一项 SCS 研究进一步将 FGCs 划分为 4
个连续的发育阶段，分别为有丝分裂期、RA 信号响

应期、减数分裂前期和卵母细胞发生期［12］。其中，

有丝分裂期和 RA 信号响应期的 FGCs 多位于浅皮

层，而减数分裂前期和卵母细胞发生期的 FGCs 多

位于卵巢深层，说明 FGCs 的发育在空间上具有特

定分布。该研究还发现，处于卵母细胞发生期的

FGCs 不仅富集了与细胞骨架、激素信号等相关的

基因，还富集了与凋亡相关的基因，提示一部分

FGCs可能正在经历凋亡。

在小鼠研究方面，Niu 等［13］对小鼠从胚胎发育

第 11. 5 天到出生后第 5 天的 FGCs 进行了 SCS 研

究，将其划分为减数分裂前期、细线前期、细线期、
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偶线期、粗线期、双线期、静止期以及死亡期。其中

早期细胞簇高表达多能性标记基因和有丝分裂相

关基因，而晚期细胞簇高表达减数分裂相关基因。

此外，每个检测时间点都包含了多个细胞簇，表明

小鼠的 FGCs 是非同步发育的。随后的多项小鼠

FGCs 的 SCS 研究也得出了相似的结论，并发现

Dpy30 与减数分裂基因启动子的 H3K4me3 修饰相

关，而 Tcfl5 能与减数分裂基因启动子区域结合并

激活相关基因，说明 Dpy30 和 Tcfl5 在小鼠卵原细

胞减数分裂的启动中可能存在关键作用［14⁃17］。

目前有证据表明，哺乳动物的卵巢皮层可能存

在卵原干细胞（oogonial stem cells，OSCs），然而其

是否存在仍有争议［18］。Wagner 等［19］对成人卵巢皮

层 的 SCS 研 究 发 现 ，使 用 OSCs 特 异 性 标 记 物

DDX4 抗体所捕获细胞，其多能性标记物、OSCs 标
记物以及卵母细胞标记物的表达均极低。作者认

为这些细胞不是 OSCs，而是血管周围细胞。相反，

Alberico 等［20］使用 SCS 在成人卵巢皮层中成功鉴定

出与 OSCs 匹配的生殖细胞谱系，并指出 Wagner
等［19］的 SCS 工作流程存在问题。随后，Bhartiya
等［21］指出，由于 SCS 通常在较低的离心速度下制备

细胞，而制备 OSCs 需要较高的离心速度，因此

OSCs 未被纳入 SCS 分析。未来，综合运用 SCS 和

其他技术将有助于深入探讨 OSCs 的存在和特性

争议。

2. 2　卵母细胞的成熟   成熟的卵母细胞指能够接

受精子受精并形成正常发育胚胎的卵母细胞。卵

母细胞在发育和成熟的过程中经历了由生发泡期

（geminal vesicle， GV）到 第 二 次 减 数 分 裂 中 期

（metaphase Ⅱ， MⅡ）的转变。相应地，卵泡的发育

阶段也由原始/初级/次级卵泡阶段进入格拉夫卵

泡阶段。

Virant⁃Klun 等［22］利用 SCS 绘制了人类卵母细

胞成熟过程中的蛋白质组和分泌组图谱，结果显示

TDRKH 蛋白主要在未成熟卵母细胞中富集，而

WEE2、PCNA 等蛋白则在成熟卵母细胞中富集，其

中 WEE2 主要与减数分裂调控相关。Zhang 等［23］的

scRNA⁃seq 分析表明 ZP1、GDF9 等基因的表达在

人类卵母细胞成熟过程中逐渐上调，这些发现在食

蟹猴中也得到了验证［4］。此外，Hu 等［24］使用了双组

学方法对人类及小鼠卵母细胞的成熟过程进行了

研究，发现从 GV 期到 MⅡ期基因组整体的转录水

平下降。在两者的差异表达基因（differentially ex⁃
pressed genes， DEGs）中，MⅡ的富集基因主要涉及

减数分裂调控，但其仅在翻译水平而非转录水平上

增加。该研究还证实了 OOSP2 蛋白是诱导人类卵

母细胞成熟的关键分子之一。

另一些 SCS 研究则关注于卵母细胞成熟过程

中甲基化的变化。这些研究表明，卵母细胞在发育

和成熟的过程中甲基化水平总体上调，伴随着甲基

化酶相关基因（如 DNMT1 和 DNMT3B）的表达增

加［10，24，25］。另外，Yao 等［26］发现在卵母细胞成熟过

程中 m（6）A 甲基化水平升高，而敲低 m（6）A 甲基

转移酶复合物 METTL3 会对小鼠卵母细胞的成熟

造成不良影响。以上结果提示甲基化在卵母细胞

的成熟过程中扮演了重要的角色。

SCS 还用于探明卵母细胞成熟缺陷的原因。

Ntostis 等［27］的研究表明人类卵母细胞从 GV 期向

MⅡ期转变时，线粒体相关转录本的减少随着年龄

的增长更为显著，进而影响了卵母细胞的成熟潜

力。其他 SCS 研究则揭示了剪接体表达异常以及

ENSA 等 基 因 与 人 类 卵 母 细 胞 的 成 熟 缺 陷

有关［28， 29］。

3 卵母细胞质量的单细胞测序研究

卵母细胞的质量直接影响受精结局和胚胎质

量，而衰老、疾病和环境暴露均能对其产生负面影

响。此外，辅助生殖技术也在一定程度上影响卵母

细胞的质量。SCS 有助于深入了解卵母细胞的质

量变化及相关机制，从而为改善生殖健康提供重要

的理论基础。

3. 1　衰老对卵母细胞质量的影响   随着女性年龄

的增长，卵母细胞的质量逐渐下降。Zhang 等［30］通

过 scRNA⁃seq 发现，与年轻女性相比，年长女性的

卵母细胞中与转录激活、氧化应激和免疫功能相关

的基因显著上调，而与 DNA 损伤修复相关的基因

显著下调。该研究随后通过小鼠敲除模型验证了

TOP2B 基因在影响卵母细胞质量方面的关键作

用，该基因与氧化应激后 DNA 双链断裂的修复密

切相关。其他人类 SCS 研究则表明，年轻和年长女

性卵母细胞的 DEGs 主要涉及泛素化调节、减数分

裂和细胞周期［3， 31］。动物模型的 SCS 研究显示，年

轻和年长小鼠卵母细胞的 DEGs 与线粒体功能、内

质网应激和抗氧化作用相关［32］，且年长的卵母细胞

通常表现出较高的转录组异质性、较低的转录组复

杂性以及较低的 CpG 甲基化水平［33］。Wang 等［4］发

现食蟹猴卵母细胞衰老的一个重要特征是抗氧化
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基因 GPX1 和 GSR 下调。总的来说，这些结果表明

年长卵母细胞的转录组在氧化应激、DNA 修复以及

能量代谢方面与年轻卵母细胞存在差异，提示这些

功能在衰老的卵母细胞中存在一定程度的损害。

此外，研究人员正利用 SCS 探索衰老卵母细胞

的挽救方法，结果显示通过应用烟酰胺单核苷酸、

聚乙二醇化生长激素或者没食子酸可以恢复小鼠

卵母细胞的线粒体功能、减少活性氧积累并抑制细

胞凋亡［34⁃36］。间歇性禁食也能够恢复小鼠卵母细胞

中 NAD+/Sirt1 介导的抗氧化防御系统［37］。这些方

法将有助于减少卵母细胞受高龄的不良影响，进而

改善年长女性的生殖结局。

3. 2　疾病对卵母细胞质量的影响   多囊卵巢综合

征（polycystic ovarian syndrome， PCOS）是育龄期

女性常见的生殖内分泌疾病，其卵母细胞的发育和

排卵受到干扰。Liu 等［38］对 PCOS 和健康供体的卵

母细胞进行了 scRNA⁃seq 分析，发现两者的 DEGs
主要集中于 GV 期，涉及减数分裂、间隙连接、激素

受体和 DNA 修复等方面。然而，经过辅助生殖治

疗后，PCOS 卵母细胞的受精率和分裂率显著提高，

相关基因在 MⅡ期的表达水平也恢复正常。该团

队随后的研究发现，线粒体功能相关基因 COX6B1
等在 PCOS 卵母细胞的 GV 期被过早激活，而这些

基因在健康供体的 MⅡ期才被激活，提示 PCOS 卵

母细胞质量的下降与 GV 期异常的线粒体功能相

关［39］。此外，PCOS 与肥胖密切相关，而肥胖本身也

是一种慢性疾病。Ruebel 等［40］通过 scRNA⁃seq 发

现，在肥胖女性的卵母细胞中与促炎（CXCL2）和氧

化应激（DUSP1）的相关基因表达上调，而与脂肪代

谢（GAS7）和抗氧化（TXNIP）的相关基因表达下

调。

子宫内膜异位症（endometriosis， EMT）是另一

种育龄期女性常见的妇科疾病，其盆腔内环境的改

变和氧化应激失衡可能导致卵母细胞发育异常。

Ferrero 等［41］的 scRNA⁃seq 研究显示，EMT 和健康

供体卵母细胞的 DEGs 主要与线粒体功能、类固醇

代谢、氧化应激和细胞生长相关，表明这些功能与

EMT 卵母细胞质量下降存在密切关联。

3. 3　环境暴露对卵母细胞质量的影响   环境暴露

可能对卵母细胞质量产生负面影响。SCS 研究显

示，二丁基二氯化锡（DBTCl）可以损害小鼠卵母细

胞的质量，涉及纺锤体、染色体、线粒体和氧化应激

基因表达的改变［42］。同时，环磷酰胺（CTX）可引起

人卵母细胞中抗凋亡基因表达下调，进而诱发其急

性凋亡［43］。另一方面，SCS 研究聚焦于环境暴露对

子代卵母细胞的影响。小鼠的 SCS 研究显示，邻苯

二甲酸二甲酯（DEHP）影响了子代卵巢生殖细胞的

减数分裂，而玉米赤霉烯酮（ZEA）可导致子代卵泡

组装受损，全氟辛酸（PFOA）则引发了小鼠子代卵

母细胞的成熟障碍［44⁃46］。三者均涉及子代卵母细胞

中与线粒体功能、DNA 修复以及细胞凋亡相关基因

的表达改变。此外，Li 等［47］从宫内缺氧小鼠的卵母

细胞中鉴定出 11 个可遗传至 F2 代的 DEGs，主要与

脂质和胰岛素代谢相关。综上，SCS 研究揭示了环

境暴露导致卵母细胞质量下降与线粒体功能障碍、

氧化应激、凋亡等密切相关，并可引发跨代遗传效

应。

3. 4　辅助生殖技术对卵母细胞质量的影响   随着

辅助生殖技术的发展，卵母细胞体外成熟（in vitro 
maturation， IVM）技术备受关注。然而，与体内成

熟（in vivo maturation， IVO）的卵母细胞相比，IVM
卵 母 细 胞 的 发 育 能 力 较 差 。 Zhao 等［48］通 过

scRNA⁃seq 发现，IVM 卵母细胞中线粒体相关基因

ACAT1 和 HADHA 的表达显著下调，可能导致特

定酶活性降低和 Krebs 循环功能障碍，进而引起卵

母细胞发育异常和非整倍体胚胎的出现。在后续

的 SCS 研究中，研究人员发现 IVM 和 IVO 卵母细

胞的 DEGs 主要与线粒体呼吸相关，涉及 GATA⁃1/
CREB1/WNT 以及 Sirtuin 信号通路，且 IVM 卵母

细胞的非 CpG 甲基水平较低［35， 49⁃51］。Guo 等［52］通过

单细胞蛋白质组学分析发现，IVM 卵母细胞中许多

蛋白质保留了类似于 GV 卵母细胞的表达模式，说

明 IVM 卵母细胞仍未成熟。这些研究揭示了 IVM
与 IVO 卵母细胞之间的转录组及蛋白组差异，并说

明 IVM 卵母细胞在发育及能量代谢方面存在一定

的异常。

SCS 还被用于研究冻存对卵母细胞质量的影

响。Huo 等［53］的 SCS 研究发现，冻存卵母细胞与新

鲜卵母细胞相比，其发育相关的基因表达显著变

化，并伴随有 RNA 的降解及热休克蛋白基因（HS⁃
PA1A、HSPA1B）的表达下调。然而，不同冻存时

间的卵母细胞间未发现 DEGs，说明潜在的损害与

冷冻过程本身而非冻存时间相关。

4 总结与展望

SCS 的出现为卵母细胞研究带来了突破性进

展。首先，SCS 揭示了卵母细胞在发生及成熟过程
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的关键分子事件和调控机制，为我们深入理解各阶

段的卵母细胞提供了重要线索。其次，SCS 揭示了

衰老、疾病、环境暴露以及辅助生殖技术对卵母细

胞质量和功能的影响及相关作用机制，为改善生殖

健康以及优化辅助生殖技术提供了重要理论基础。

最后，SCS 还探索了保护和修复卵母细胞的方法，

为改善卵母细胞质量及延缓卵母细胞衰老提供了

新的思路。未来，随着新兴 SCS 技术的不断发展和

SCS 费用的逐渐降低，相信 SCS 将更广泛地应用于

卵母细胞的研究和临床应用，进一步推动生殖生物

学和生殖医学领域的发展。
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