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• 单细胞基因组变异图谱绘制及分析技术

- 体细胞基因组变异

- 体细胞基因组变异图谱绘制和分析技术
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基因组学图谱概貌
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Different classes of mutation operating in the human genome.

Freeman et al. Genome Res 2006 

基因组遗传变异
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• 细胞演化的观点：从演化的角度看待正常细胞的增殖和肿瘤的发生、发展

- 细胞从哪里来到哪里去
- 细胞群体的异质性
- 细胞的克隆演化

Li Ding, Timothy J. Ley, et al. Nature. 2011

正常细胞：
细胞群体高度异质
（没有细胞克隆）；

肿瘤细胞：
细胞群体同质化
（单一的细胞克隆）

– >期望 现实

体细胞基因组遗传变异
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体细胞基因组变异

- 来源和特征

与胚系突变的异同、突变频率

- 特定的检测技术

高异质性、细胞微起始量

- 用于识别细胞群体的异质性和细胞谱系关系

突变率->记录细胞从哪里来到哪里去

- 细胞类型特异性的表型和致病效应

体细胞突变eQTL

突变的累积与克隆膨胀：肿瘤组织中的体细胞突变可检测

需求：

解析单细胞基因组变异
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9.5%
11.7%

18.4%
在40岁以下的人群中
，可检测到的体细胞突
变是罕见的，但频率随
年龄的增加而明显增加

随着年龄的增长，克隆体细胞突变的频率增加
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体细胞突变导致的血液癌症的总体风险

其他风险：

心血管死亡包括致命性
中风(出血性或缺血性中
风)和致命性心肌梗死
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• 单细胞基因组变异图谱绘制及分析技术

- 体细胞基因组变异

- 体细胞基因组变异图谱绘制和分析技术
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第一代测序平台

第二代测序平台

第三代测序平台

AND MORE……

Next-generation sequencing technologies
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第二代测序平台测序原理
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（I）Amplification Clusters
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（II）Simultaneous Synthesis
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（III）Imaging and Repeat Cycles
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PF(pass filtering) :每个read的前25个碱基中，“质量不好的”碱基只允
许有1个；如果超过1个，整条read即被抛弃。

一个荧光信号被判读为某一个碱基，存在概率P发生错误。每一个碱基用QV值进行质量评估，
定义为：QV = -10 x lg P或-10 x lg P/(1-P)。

如果碱基识别的准确率是99.9%，则错误率是0.1%，QV是30。Qv=ASII(char)-33。

（IV）Raw data and fastq format
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Sequencing or Re-sequencing: 

• Whole genome data

• Probe capture测序

• RAD 酶切测序

建库策略-> 不同的组学图谱
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Single cell technology

➢脱扣率

➢覆盖度

➢均一性 准确进行拷贝数筛查

➢扩增成功率
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MDA(multiple displacement amplifcation)

2002 PNAS

恒温扩增
优点：极大改善了之前基于PCR
的扩增偏好导致的基因组覆盖度
低、不均一的情况。

缺点：基因组覆盖度还是比较低，
存在一定的非特异性扩增问题。

多重置换扩增技术
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SCMDA (single-cell multiple displacement amplifcation )
2017 Nature Methods

SCcaller 

进一步提高了基因组覆盖
度(depth大于等于5的
reads数占85%)；显著降
低了false positive rate。

改良版的多重置换扩增技术
SNV calling方法
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指数扩增 VS. 线性扩增
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MALBAC(multiple annealing and looping-based amplification cycles)

2013 Science

优点：进一步提高了基因组覆盖度(93%)，
并减少了扩增错误。

缺点：引入非特异性的引物，
还是存在一定的非特异性扩增问题

多次退火环状循环扩增技术
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扩增覆盖度及均一性比较

MALBAC

MDA

MALBAC:~ 93% 的基因组能够被扩增，扩增

均一性好，可进行CNV分析

MDA: 50-70%的基因组能够被扩增,扩增均一

性差，不适合进行高分辨率CNV分析

Chenghang Zong, Science, 2012

ADO比较

Lei Huang, et al. Annu Rev Genomics 

Hum Genet. 2015
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LIANTI (linear amplification via transposon insertion) 
2017 Science

进一步提高了基因组覆盖度(97%)，提高了均一性。

通过转座子插入实现线性扩增
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LIANTI 文章中对目前几种single-cell DNA seq方法的比较
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Organoid culture strategy and mutation load in stem cells

Boxtel,Nature,2016
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Age-associated accumulation of somatic point mutations in human ASCs
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structural variation in normal ASCs
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A new strategy for cultural cloning
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•Re-sequencing or de novo 
sequencing

– Reads mapping （BWA, BOWTIE
，SAMtools）
– Reads assembly

• Index reference sequences
bwa index-a is/bwtsw ref.fa
– is: <2Gb
– bwtsw:>2Gb

•Mapping
bwa aln ref.fa short_read.fq> aln_sa.sai

•Output alignments in the SAM format 
bwa samse ref.fa aln_sa.sai short_read.fq> aln.sam
bwa sampe ref.fa aln_sa1.sai aln_sa2.sai read1.fq read2.fq > aln.sam
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单核苷酸变异的基因组测序检测

单细胞基因组单核苷酸变异

大量假阳性 、假阴性

De novo  or not
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Individual sequence

Zero level

32

Read depth signal

Reads

Mapping

Reference genome

Counting mapped reads

拷贝数变异的基因组测序检测
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CNVs

Zheng, Bioinformatics,2013
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Zheng, Bioinformatics,2013

Inferring CNVs by combining read depth and allele frequency
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The temporal order of 
replication of all the 
genomic segments, is 
called replication-
timing.

From www.replicationdomain.org

一种假阳性CNV的产生
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http://www.replicationdomain.org/


The read counts profile is highly consistent with the 
replication timing in mouse IPSCs.

Advanced Science,2025
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Early S phase is extended, in particular mouse iPSCs. 

Extended S phase induced pseudo copy number variations.
Advanced Science,2025
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• 单细胞表观基因组图谱绘制及分析技术

- 表观基因组

- 单细胞表观基因组图谱绘制和分析技术
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Goldberg AD, Allis CD, Bernstein E. Cell 128, 635-8 (2007)

表观遗传学分子机器概览
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表观基因组
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In1957,Conrad Waddington proposed the concept of an epigenetic landscape to 

represent the process of cellular decision-making during development.  At various 

points in this dynamic visual metaphor, the cell (represented by a ball) can take 

specific permitted trajectories, leading to different out comes or cell fates.

Goldberg AD, Allis CD, Bernstein E. Cell 128, 635-8 (2007)

细胞的发育、分化及其表观遗传学解释
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DNA甲基化是由DNA甲基转移酶
(DNA Methyl-Transferase, 
DNMT)催化S-腺苷甲硫氨酸作为甲
基供体，将胞嘧啶转变为5-甲基胞
嘧啶(mC)的一种反应。

在哺乳动物中mC约占C总量的2-7
％，一般说来，DNA的甲基化会抑
制基因的表达。

肿瘤发生时，肿瘤细胞全基因组甲基
化程度仅为正常细胞的20-60%，是
重要的临床诊断指征。

DNA Methylation, DNA甲基化

Passive DNA demethylation

Active DNA demethylation  (Tet)
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• 单细胞表观基因组图谱绘制及分析技术

- 表观基因组

- 单细胞表观基因组图谱绘制和分析技术

国
家
生
物
信
息
中
心
版
权
所
有

国
家
生
物
信
息
中
心
版
权
所
有

国
家
生
物
信
息
中
心
版
权
所
有

国
家
生
物
信
息
中
心
版
权
所
有

国
家
生
物
信
息
中
心
版
权
所
有

国
家
生
物
信
息
中
心
版
权
所
有

国
家
生
物
信
息
中
心
版
权
所
有

国
家
生
物
信
息
中
心
版
权
所
有

国
家
生
物
信
息
中
心
版
权
所
有



酶切DNA甲基化位点
抗体富集DNA甲基化位点
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Bisulfite DNA甲基化测序
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Bisulfite-free direct detection of 5-methylcytosine and 
5-hydroxymethylcytosine at base resolution
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第三代测序仪 : Base Modification Detection
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ATAC-seq （transposase-accessible chromatin using sequencing）建库：
检测染色体开放区域
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Bulk测序技术的单细胞化

单细胞表观基因组技术-单细胞处理

高通量单细胞表观基因组技术-barcode

高效加接头- Tn5

One tube操作（减少DNA损失）

三代长读长测序加持
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• 单细胞基因组图谱的应用
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人类生殖过程的遗传学检测阶段 胚胎培养和胚胎发育

Day 5 stage – 囊胚期Day 4 stage

Day 1 stage Day 2 stage Day 3 stage

取样时间点
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胚胎评估
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检测第一极体和第二极体染色体，从而推测卵细胞染色体整倍性

卵细胞染色体整倍性检测
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遗传学检测—原理

• 正常和染色体重复的测序数据对比

Monosomy 

16

Monosomy  

22
Trisomy  3

Trisomy  8
5p deletion

1p deletion Monosomy 

16

Monosomy  

22

低覆盖度基因组测序   
   
  –拷贝数分析
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胚胎嵌合分析 原理+示例

➢嵌合胚胎含有不同核型的细胞系（两种及两种以上）；

➢不同核型的细胞测序得到的序列数目不同；

chr4单体
chr21三体

chr12嵌合三体

测序结果指示：chr12数据整体上移，
但并未达到三体标准阈值，推测囊胚存
在嵌合性的chr12三体细胞。

该囊胚解冻后进行FISH验证，
发现21%细胞为chr12三体，其
余细胞为正常二体。
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人类植入前胚胎的DNA甲基化特征：精卵结合后，父母的表观遗传记忆信息（基因组DNA甲基化）被
大规模的擦除，而印记基因的甲基化得以精确维持、重复序列元件上也保留了大量DNA甲基化，从而
传递给子代；胚胎着床后，基因组DNA重新甲基化。

PGC产生于胚胎发育的早期，是发育为成熟的精子和卵母细胞的前体细胞。人类原始生殖细胞在发育过
程中会经历大规模的DNA甲基化擦除，在胚胎发育到第10-11周时，DNA甲基化水平降至最低点，仅
有7%左右保留下来。是人类所有已知类型的体内正常细胞中DNA甲基化程度最低的细胞类型。
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Haplotype Assembly and Inference

非家系群体/家系
(merlin)
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Daughter 

9436

Mother 

9437

Father 

9438

Q
3

1
8

X

D
1

8
3

E

Q
3

1
8

X

D
1

8
3

E

单体型是位于一条染色体特定区域的一组相互关联，
并倾向于以整体遗传给后代的单核苷酸多态的组合。

辅助生殖单基因病技术原理-单体型 （拒绝ADO ）

Father Mother Child

C T C T C C

A G A A A G

Father Mother Child

C T C T C C

G A A A G A

Genotype Haplotype
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PGD单基因病 α-地贫 缺失型

父亲 母亲

F1 F2 M1 M2

chr16 189971 C C T C

chr16 207731 C G C C

chr16 212649 C T C C

chr16 218735 G A A A

chr16 221057 C T T T

chr16 221126 T C C C

chr16 223735 G G

chr16 224619 C T

chr16 232773 T G T T

chr16 232787 T T T T

chr16 234632 C G G G

chr16 235579 T C C C

chr16 240280 C A A A

chr16 241210 G G G G

chr16 244785 A G G G

chr16 272349 G G G G

chr16 280860 [C,T] [T,C] [T,C] [C,T]

chr16 304514 T C C C

chr16 336660 A A G A

chr16 404750 T T T T

chr16 571904 C C C T

chr16 899974 G A G G

chr16 1114458 A A A G

胚胎1 胚胎2 胚胎3 胚胎4 胚胎5 胚胎6 胚胎7

F1 M1 F1 M2 F1 M2 F2 M1 F1 M2 F2 M1 F2 M1

C T C C C C T T C C C C C C

C C C C C C G C C C G C G C

C C C C C C T C C C T C T C

G A G G G G A A G G A A A A

C T C C C C T T C C T T T T

T C T T T T C C T T C C C C

G G G G G G G G G G G G G G

C C C C C C T T C C T T T T

T T T T G T

T T T T T T T T T T T T T T

C G C C C C G G C C G G G G

T C T T T T C C T T C C C C

C A C C C C A A C C A A A A

G G G G G G G G G G G G G G

A G A A G G A A G G G G

G G G G G G G G G G G G G G

[C,T] [T,C] C C C C T T C C T T T T

T C C C T C C C T T C C C C

G G A A A A A G A A G G A G

T T T T T T T T T T T T T T

C C T T C T C C C T C C C C

G G A A G G A G A G

A A A A A A A G G G A G

病型 缺失型单基因病

疾病 α-地贫

父亲 正常

母亲 SEA +3.7 Del

胚胎1 3.7 Del

胚胎2 SEA Del

胚胎3 SEA Del

胚胎4 3.7 Del

胚胎5 SEA Del

胚胎6 3.7 Del

胚胎7 3.7 Del

α-地贫检测结果
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HLA配型
5号胚胎与先证者
单体型完全一致

PGD    HLA配型

HLA配型检测
结果
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单基因病辅助生殖遗传学检测-MARSALA

单基因突变、染色体异常、连锁分析的同时检测

做法：将扩增产物分为3个部分，分别进行
CNV检测、致病位点检测以及SNP分析。此方
法测序测序数据量较少（1M reads），成本较
低、所以临床应用多，目前主要是这种做法
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遗传性肿瘤辅助生殖遗传学检测

遗传性肿瘤PGD能帮助患癌夫妇或患癌高风险夫妇筛选出不
携带遗传性肿瘤易感基因致病突变的胚胎，阻断遗传性肿瘤
的遗传，降低后代患癌风险。

遗传性肿瘤综合征与癌症风险
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注：课件部分图片源自网络
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