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摘要  单细胞组学技术在动物研究中已经得到广泛应用, 但在植物学领域尤其是保卫细胞研究中还处于起步阶段。由保卫

细胞构成的气孔承担着植物生命过程中水分散发及气体交换大门的作用。将单细胞组学技术应用到保卫细胞功能解析中将

有助于了解保卫细胞参与的基本生理过程。该文综述了植物单细胞组学技术的发展、保卫细胞研究现状及单细胞组学技术

在植物保卫细胞研究中的初步应用, 为借助该技术解决植物生物学中保卫细胞发育、代谢及对环境胁迫响应等基本问题提

供研究思路和方法。 
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细胞的异质性(heterogeneity)是一个普遍存在的

生物学现象。即使是同一来源的细胞, 细胞与细胞之

间也存在差异, 即异质性。这种异质性会因细胞周期、

细胞微环境以及基因表达的随机性而不同。异质性的

存在导致同一细胞亚群中的个体细胞之间存在巨大

差异。这些差异可能会对植物的发育和抗性产生重要

影响。单细胞组学技术和单细胞数据分析工具的发展

为人们解决细胞异质性问题提供了很大的帮助。在单

细胞水平上对包含多个细胞类型的样本进行组学检

测, 即单细胞组学技术已成为一种研究植物细胞有力

的新工具, 可以给研究者提供更多新的生物学信息。

利用该技术不仅可以进一步验证过去已有的研究方

法及结论, 也能够据此发现新的生物学规律(Barkla 
and Vera-Estrella, 2015; Efroni and Birnbaum, 
2016; Barkla et al., 2016)。 

植物气孔是由植物表皮的2个特化保卫细胞围成

的小孔, 是植物从大气中吸收CO2以及通过蒸腾作用

丧失水分的大门。气孔开闭与陆生植物抗旱生理及作

物产量积累密切相关。研究气孔开闭机理对于解析作

物抗旱反应、合理利用水分、提高作物产量以及了解

植物细胞内特定信号转导过程都具有重要的生物学

意义。一方面植物激素及外部环境信号均可影响植物

气孔开度, 另一方面成熟保卫细胞与相邻表皮细胞间

没有胞间连丝存在(孟繁霞等, 2000), 因此具有相对

独立结构的保卫细胞成为研究植物细胞信号转导机

制的模式材料。同时, 也正是保卫细胞结构的独特性, 
使得对保卫细胞直接进行单细胞组学研究成为可能。

目前在保卫细胞信号转导研究中, 已经建立起完善的

细胞学、生理学以及蛋白质组学等各学科交叉的实验

技术(Yang et al., 2008; Zhao et al., 2008; Misra et 
al., 2014)。本文将着重介绍单细胞组学技术、植物保

卫细胞研究现状及单细胞组学技术在植物保卫细胞

研究中的应用, 以期帮助人们更好地理解和研究植物

保卫细胞功能及相关信号转导机制。 

1  单细胞组学技术 

原生质体分离、流式细胞分选和激光捕获显微切割技

术使得单细胞的批量获得成为现实。最早的单细胞组

学技术主要进行单细胞全基因组测序和转录组测序, 
分别针对单细胞DNA和RNA进行详细的序列比对和

基因表达量分析, 从而揭示相应细胞基因组和转录组

的变化。目前, 单细胞组学技术也包括蛋白质组学、

代谢组学和翻译组学等内容。 
单细胞组学技术通常包含以下步骤: 单细胞分离

与纯化、单细胞鉴定、单细胞检测与分析。本文以单

细胞基因组学和单细胞转录组学为例来阐述常用的

技术路线: 单细胞分离与纯化, DNA/RNA的提取和扩

·专题论坛· 
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增, 测序以及后续分析和应用。 

1.1  单细胞的分离 

单细胞组学技术的第1步是单细胞的分离和提取, 主
要是克服植物细胞壁的壁垒, 目前常用的方法主要有

如下4种: 手动分选、荧光激活细胞分选、激光捕获显

微切割及微流控技术(图1) (Gross et al., 2015)。此外, 
还有原生质体分离和生物免疫磁性微球分离技术。 

手动分选术: 在荧光显微镜的辅助下用注射器分

离单细胞, 该方法可操作性差, 获得细胞数量少又耗

时。荧光激活细胞分选技术(fluorescence activated 
cell sorting, FACS): 待分选细胞经特异性荧光染料

染色后, 根据染色细胞在激光照射下荧光信号转换的

电信号进行细胞分选 (Iyer-Pascuzzi and Benfey, 
2010; Carter et al., 2013)。激光捕获显微切割技术

(laser capture microdissection, LCM): 在显微镜下

选择性地将目的细胞或组织碎片粘到EVA (ethylene 
vinylacetate)膜上。该膜是一种可以被低能红外激光

脉冲激活的热塑膜, 从而达到分离特定细胞或组织的

目的(Ludwig and Hochholdinger, 2014; Thakare et 
al., 2014; Anjam et al., 2016; Zhu et al., 2016)。微

流控技术(microfluidics): 一种用于精确控制微量液

体的技术。微流控芯片是实施该技术的平台, 通过极

细的管道对液体实施操控, 进而控制单细胞样品的操

作 (Grasso and Lintilhac, 2016; Maisch et al., 
2016)。生物免疫磁性微球分离技术(immunomniag- 
netic microspheres, IMMS): 基于抗原和抗体反应通

过磁性微球将特定细胞从混合物中分离的方法。该方

法方便、快速, 分离的细胞纯度高, 具有较好的生物

活性(Mustroph et al., 2013)。以上几种单细胞分离方

法均各有优缺点, 在植物单细胞组学研究中均有不同

程度的应用。就保卫细胞而言, 由于其相对独立的结

构特点, 更宜采用原生质体分离技术、荧光激活细胞

分选技术和激光捕获显微切割技术。实际操作中可根

据所选实验材料的差异选用不同的分离技术。例如, 
分离拟南芥(Arabidopsis thaliana)保卫细胞及其前体

细胞时, 由于已知的保卫细胞Marker基因较多, 可以

采用荧光激活细胞分选技术进行分离; 而分离C4植

物Gynandropsis gynandra的保卫细胞时, 则宜采用

激光捕获显微切割技术。 

1.2  DNA/RNA的扩增  

单个细胞中DNA和RNA含量非常低(有的低至几个

pg), 常规的测序仪对其难以检测。因此需要对这些 
 

 
 
图1  单细胞分离方法(改自Gross et al., 2015) 
 
Figure 1  Schematic overview of single-cell separation technologies (modified from Gross et al., 2015) 
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DNA和RNA样品进行大量扩增, 同时尽量减少碱基

错配。目前常用的基因组扩增技术主要有4种: 简并

寡核苷酸引物PCR (degenerate oligonucleotide pri- 
med PCR, DOP-PCR)、多重置换扩增(multiple dis-
placement amplification, MDA)、多次退火环状循环

扩增(multiple annealing and looping based ampli-
fication cycles, MALBAC)和乳液全基因组扩增(em- 
ulsion WGA, eWGA)。 

DOP-PCR是一种快速、有效且不依赖物种的全

基因组DNA扩增方法 , 该方法利用部分随机引物

5′-CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG-3′在 基 因 组

中分布频率较高的3′端ATGTGG碱基为引导, 以该6
个碱基的随机序列结合低退火温度来扩增起始位点, 
从而达到扩增整个基因组的目的 (Telenius et al., 
1992; Deng et al., 2014)。MDA是一种等温链置换扩

增技术, 该技术利用高保真、强持续能力的φ29 DNA
聚合酶及抗核酸外切酶的随机六核苷酸引物对全基

因组进行扩增, 具有比较高的基因组覆盖率(Dean et 
al., 2002; Cápal et al., 2015)。MALBAC采用特殊引

物, 使得扩增子尾巴互补成环, 从而达到近乎线性扩

增的结果。该方法通过形成闭合环来抑制DNA片段的

重复复制, 保持DNA扩增的均匀性, 解决了传统方法

中对单细胞基因组扩增的强烈偏好性问题。该技术在

单个细胞水平实现全基因组93%的高覆盖率, 同时也

能够准确检测染色体拷贝数的变异 (copy number 
variations, CNV) (Zong et al., 2012)。eWGA利用微

流控技术, 将单细胞基因组DNA片段分散在不同微

型乳液反应体系, 每一反应体系只含有极少量基因组

DNA片段以保证扩增的均一性, 所有反应体系均可

达到饱和扩增。通过去乳化作用混合反应体系使各

DNA片段扩增子间的差异最小化。eWGA方法能够减

少扩增偏好性, 提高基因组覆盖率, 发现单细胞CNV
并实现高精度的SNV (single-nucleotide variations)
检测(Fu et al., 2015), 该方法可以与包括MDA在内

的各种扩增方法兼容, 在很多方面也优于当前流行的

其它单细胞扩增技术。 
对于RNA的扩增来说, 主要是将样品中的RNA

反转录为cDNA, 再针对cDNA进行扩增。目前有3种
方法可用于扩增单细胞cDNA: (1) PCR指数扩增; (2) 
IVT (in vitro transcription)扩增; (3) φ29 DNA聚合酶

扩增。一般而言, 收集到单细胞后, 裂解液裂解细胞

膜, 然后将释放出来的RNA反转录成cDNA。第1种扩

增方法为指数扩增, 扩增速度快但容易造成引物二聚

体的堆积。第2种方法为线性扩增, 该方法比PCR指

数扩增慢, 但更为严格准确。第3种扩增方法是利用

φ29 DNA聚合酶进行扩增, 该方法需要将cDNA环化, 
然后进行滚环式扩增, 类似于基因组DNA的扩增。这

3种方法各有优缺点, 可以根据特定的实验条件进行

选择。 

1.3  测序以及后续分析 

单细胞测序一般分为单细胞基因组测序(单细胞基因

组学)和单细胞转录组测序(单细胞转录组学)。无论哪

种基因测序, 由于单个细胞中所含DNA/RNA量非常

少, 达不到目前主流测序平台的建库要求, 都需要先

行全基因组或全转录组扩增。事实上, 目前的技术很

难做到完全的全基因组水平上的扩增, 最终导致基因

组中有些区域可以扩增到, 有些区域则扩增不到, 未
扩增到的区域将无法被测序, 因此存在测序数据对基

因组覆盖度的问题。在经费有限的情况下, 采用生物

信息学策略即基因型填充(imputation)来减少低深度

测序对基因型缺失的影响是一种可行的方法(Huang 
et al., 2010, 2015)。另外, 扩增过程存在序列依赖性

偏好, 即在扩增到的区域, 有些区域扩增的多, 有些

区域扩增的少。因此在后续生物信息学分析中, 怎样

有效去除扩增偏爱性以及怎样衡量基因表达量将会

是一个重要且必须考虑的方面。实际操作中通常会通

过增加生物学重复并结合qRT-PCR (real-time quan-
titative PCR)对基因表达结果进行验证, 或者采用二

代数据组装的保守基因进行定量评估, 进而评判转录

组表达实验结果的可靠性。但目前尚未见专门针对单

细胞, 尤其是针对特定扩增方法开发的生物信息分析

软件或算法的报道。随着单细胞测序数据的增多, 相
信会很快涌现出新的算法和软件。 

2  植物保卫细胞研究现状及亟待解决的

问题  

植物保卫细胞在调节光合作用中的二氧化碳捕获和

水分状态上具有重要作用。为此, 保卫细胞已经进化

出多种机制来感知来自外部环境的各种刺激; 同时, 
不同种属植物在进化中形成不同的气孔发育模式及
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排列方式来适应不同的生存环境。这里我们简要总结

近年来关于保卫细胞信号转导及气孔发育方面的研

究进展及亟待解决的重要问题。 
目前, 已知蓝光和红光均可促使气孔开放以保证

光合作用所需CO2的供应。蓝光通过激活保卫细胞质

膜中的H+-ATPase活性调节胞质渗透势, 引起气孔开

放。有研究表明, 蛋白激酶HT1 (HIGH TEMPERA- 
TURE 1)缺失时, 能够抑制红光和低浓度CO2诱导的

气孔开放, 而β-碳酸酐酶CA1 (carbonic anhydrases 
1)和CA4 (carbonic anhydrases 4)双突变体对CO2浓

度低敏感, 但表现出红光调节的气孔开放表型, 从而

证实红光和CO2反应之间关系的复杂性(Matrosova 
et al., 2015)。ABA信号转导通路已经被广泛研究, 植
物激素ABA通过影响保卫细胞Ca2+、K+通道活性进而

促使气孔关闭。PIP2;1 (PLASMA MEMBRANE INT- 
RINSIC PROTEIN 2;1)是近期鉴定的一个ABA诱导

气孔关闭防止水分外流的关键水通道蛋白(Grondin 
et al., 2015)。然而, 一些新的ABA信号组分在信号网

络中还没有合适的定位; 同时保卫细胞中ABA、H2O2

和Ca2+诱导气孔关闭信号网络中的一些关键组分尚

未被鉴定出来。其它植物激素在调节气孔运动方面也

有重要作用, 但这些不同的植物激素之间是否存在信

号交叉作用, 交叉点的确定仍是一个重要问题。此外, 
植物在应对各种生物与非生物胁迫时, 保卫细胞感知

胁迫诱导产生各种化学物质, 并将之整合成活性氧和

钙信号等, 通过调节细胞膨压转换成相应的气孔运

动。因此, 明确保卫细胞如何实现这些信号的整合并

优化至适当的气孔开度是阐明气孔应对环境变化做

出快速反应的关键。 
气孔对环境变化的长期响应通过影响其发育过

程实现。bHLH (basic-helix-loop-helix)类转录因子

(SPCH: SPEECHLESS、MUTE和FAMA)控制着气孔

细胞发育的起始、增生及分化, 由分泌肽、受体激酶

及下游的促分裂原活化蛋白激酶级联信号成分形成

细胞与细胞之间的通讯 , 共同决定气孔发育模式

(Pillitteri and Torii, 2012)。SPCH可以结合在拟南芥

1/3基因的启动子上, 特异地调控气孔发育过程, 细
胞在分化过程中通过DNA修饰、转录后调控和异染色

质化关闭了大量基因的表达(Lau et al., 2014)。因此

气孔发育的表观遗传调控机制是一个有待详细研究

的问题。MUTE作为一个拟分生组织到保卫细胞母细

胞转化期间的bHLH型转录因子, 其如何精确调节靶

基因仍然未知。FAMA既可作为转录激活子又可作为

抑制子调控分化基因的表达, 通过开启保卫细胞分化

和限制保卫细胞母细胞的不对称分裂调控气孔发育

的最后一步, 但其详细分子机制仍不清楚。总之, 一
方面气孔发育研究已经揭示了转录因子在调节气孔

的起始、增殖及分化方面的特定功能; 另一方面, 研
究发现气孔发育过程反过来也可以影响气孔的开闭

(Dow et al., 2014)。信号转导关键组分、分泌肽配体、

受体激酶及MAPK信号组分的鉴定打开了一扇解析

气孔运动与发育信号机制的大门。然而, 气孔运动和

发育的一系列重要问题仍然没有得到充分的阐明, 但
目前单细胞组学技术的发展为我们回答这些问题提

供了可能的技术支撑。 

3  单细胞组学技术在植物保卫细胞研究

中的初步应用 

尽管目前动物单细胞组学技术较为成熟, 但在植物

中, 由于细胞壁的存在导致单细胞内容物难以获取, 
使这一技术的应用举步维艰。严建兵课题组发展了一

种简单可行的用于分离玉米(Zea mays)四分体小孢

子的方法, 并提取其完整DNA, 进行了植物单细胞全

基因组测序, 使人们对玉米遗传重组规律有了新的认

识, 为作物的遗传育种提供了有价值的信息(Li et al., 
2015)。Efroni等(2016)采用FACS技术分选荧光标记

的细胞原生质体, 通过单细胞RNA测序技术分析拟

南芥根再生过程中特定细胞的基因表达变化, 解析植

物组织再生过程中细胞命运的转化机制。近年来, 单
细胞组学技术在植物保卫细胞中的应用主要包括转

录组学、蛋白质组学、代谢组学和翻译组学。 

3.1  单细胞转录组学 

单细胞水平的基因表达分析能够加深我们对异常细

胞分子机制的理解, 识别微量基因表达或罕见非编码

RNA, 帮助人们揭示其基因调控网络(Harada et al., 
2010; Thakare et al., 2014; Anjam et al., 2016)。与

其它组学研究相比, 当前植物单细胞转录组学数据相

对是最完整的。Leonhardt等(2004)用拟南芥保卫细

胞原生质体分离结合基因芯片技术描绘了保卫细胞

基因转录表达谱, 找到64个主要在保卫细胞中表达
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的转录本。Wang等(2011)通过对脱落酸处理的拟南

芥进行保卫细胞转录组分析, 发现保卫细胞中有909
个基因特异地受脱落酸调节, 这些结果均对保卫细胞

功能基因组学研究提供了重要帮助。Adrian等(2015)
采用FACS方法分选拟南芥不同发育时期叶片保卫细

胞及其前体细胞, 结合RNA-seq和微阵列芯片技术

研究气孔发育中的不同类型细胞转录组学, 解析气孔

发育进程中的关键事件, 为深入研究气孔保卫细胞发

育过程提供了有价值的参考。Aubry等(2016)以同为

醉蝶花科的C4植物G. gynandra和C3植物Tareneya 
hassleriana为研究对象, 通过激光显微切割技术分

别分离2类植物的保卫细胞和叶肉细胞, 进行C3和C4

植物单细胞转录组学分析, 结果表明, 保卫细胞中大

多数离子和CO2信号调节模式在2类植物中没有变化, 
差异主要体现在影响气孔行为的碳代谢相关通路基

因表达上; 数据分析也表明, C4植物中至少存在2个
基因调控网络协同调控叶维管束、叶肉细胞和保卫细

胞基因的表达。对以上基因进行深入研究有助于通过

基因工程手段将C4植物光合特征应用到C3植物, 以
提高农作物产量。总之, 单细胞转录组技术由于其高

通量、自动化及流程性而广泛用于分析不同植物保卫

细胞的发育及信号转导过程, 从而不同程度地解析植

物气孔发育和环境应答的分子机制。 

3.2  单细胞蛋白质组学 

高等植物具有多种类型的细胞, 不同类型的细胞具有

各自的功能。对不同类型细胞的蛋白特性进行分析, 
不仅可以揭示其特殊细胞功能, 也可以更加深入地了

解有机体是如何协调工作的。Zhao等(2008)利用双向

凝胶电泳、液相色谱、基质辅助激光解吸电离串联飞

行时间质谱(matrix-assisted laser desorption/ioniza- 
tion time of flight/time of flight mass spectrometry, 
MALDI-TOF/TOF MS)和多维蛋白质识别技术(multi- 
dimensional protein identification technique, Mud-
PIT)对拟南芥保卫细胞原生质体进行检测, 发现336
个以前转录组学未找到的蛋白 , 并通过GO (gene 
ontology)分析找到52个可能的信号蛋白。其中 , 
TGG1 (Thioglucoside Glucohydrolase 1)是一种催

化硫代葡萄糖苷水解、产生异硫代氰酸盐等降解产物

的葡萄糖硫苷酶, 该酶在保卫细胞蛋白质组中丰度非

常高。tgg1突变体对ABA抑制的保卫细胞内流K+通道

和气孔开放不敏感, 暗示硫代葡萄糖苷-葡萄糖硫苷

酶系统参与保卫细胞对ABA的响应。随后, Zhao等
(2010)进一步采用同位素亲和标记、同位素标记相对

和绝对定量技术 (isotope-coded affinity tags and 
isobaric tags for relative and absolute quantitation, 
iTRAQs)以及与质谱分析相结合的相对定量技术

MALDI-TOF/TOF MS寻找保卫细胞中ABA信号与G
蛋白α亚基GPA1的关系, 通过对拟南芥Col野生型及

gpa1-4突变体进行ABA处理前后保卫细胞蛋白质组

学分析, 发现有18个保卫细胞蛋白受到GPA1影响, 
对这些蛋白进行功能分析, 发现GPA1能够抑制保卫

细胞光合作用, 并能促进保卫细胞中活性氧的有效利

用。Zhu等(2009)结合iTRAQ和二维液相质谱技术, 
对酶解纯化欧洲油菜(Brassica napus)保卫细胞和叶

肉细胞进行蛋白质组学分析, 并对其中427种蛋白进

行定量分析, 鉴定到74种蛋白是保卫细胞所特有的, 
并发现参与能量、转运、转录、细胞结构和信号转导

的蛋白主要在保卫细胞中表达, 而参与光合作用、淀

粉合成、抗病/防御/胁迫和其它代谢途径的蛋白大多

在叶肉细胞中表达; 保卫细胞中66个ABA依赖的和

38个ABA下调表达蛋白特异响应钙震荡、活性氧反

应、光合及信号转导。这些结果是对已有保卫细胞转

录组数据的补充和完善, 同时也为进一步分析保卫细

胞参与的生物与非生物胁迫响应提供了新的研究思

路和方向。但植物单细胞蛋白质组学的研究依然受制

于单个细胞待分析蛋白浓度过低(低于仪器检测极限)
的问题。相信随着分析检测技术的发展, 这一问题应

该很快会得到解决。 

3.3  单细胞代谢组学 

与其它组学研究方法类似, 特定类型细胞的代谢组学

研究会受植物组织多细胞异质性的影响。利用物理或

者化学分析方法, 如GC-TOF-MS (gas chromatog-
raphy-time of flight-mass spectrometry) (Schad et 
al., 2005)、 LCM和 LMPC (laser microdissection 
optionally coupled to laser pressure catapulting) 
(Kehr, 2003)及MALDI (matrixassisted laser desorp-
tion/ionization) (Sturtevant et al., 2016), 能够帮助

研究者进行不同类型植物单细胞代谢组学的定性与

定量研究。 
拟南芥和蚕豆(Vicia faba)代谢组学研究表明 , 
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保卫细胞中黄酮类物质、活性氧、脱落酸、一氧化氮

和生长素的积累与渗透胁迫及致病菌(如假单胞杆菌)
引起的信号级联反应密切相关(Desikan et al., 2004; 
He et al., 2013; Jin et al., 2013; Joudoi et al., 2013; 
Ou et al., 2014; Misra et al., 2015a)。随着苯丙烷类

和黄酮类化合物含量的上升, 拟南芥保卫细胞产生更

多的抗病、抗虫及抗紫外线辐射的保护性物质(He et 
al., 2013)。对鸭跖草(Commelina communis)和拟南

芥保卫细胞脂类进行分析, 结果表明, 脂肪酸类物质

在植物应对生物与非生物胁迫的气孔反应中发挥重

要作用(Sun et al., 2013)。Misra等(2015b)通过施加

HCO3
–增加二氧化碳浓度来研究油菜保卫细胞和叶

肉细胞代谢组学的变化, 发现HCO3
–处理的不同类型

细胞代谢物存在明显差异, 其中氨基酸、苯丙烷类化

合物、还原类代谢物、生长素和细胞分裂素在叶肉细

胞中含量明显上升; 而保卫细胞初级碳代谢物、氮代

谢物(如氨基酸和嘌呤等)、防御反应相关物质(如生物

碱、酚和类黄酮类)均有不同程度的增加, 暗示不同类

型细胞在响应HCO3
–时表现出C/N代谢平衡的差异。

Jin等(2013)运用液相质谱多重反应检测质谱法(LC- 
multiple reaction monitoring-(MRM)-MS method)分
析了拟南芥保卫细胞原生质体, 经ABA处理后发现了

85个ABA信号相关代谢物。Fujii等(2015)选用显微镜

观察结合质谱分析, 在几分钟内检测到活体单细胞中

成千上万个代谢峰。但与基因不同, 单个植物细胞代

谢物浓度过低且代谢物不能扩增, 因此对单细胞代谢

物的分析面临更多困难。为了分析单细胞内如此微量

的代谢物, 研究人员已尝试和发展了多种技术。尤其

在质谱分析中, 标记技术在识别代谢物敏感性和电离

方法方面的进步, 为单细胞代谢物分析带来了新的机

遇。 

3.4  单细胞翻译组学 

DNA的基因信息要经过转录和翻译, 最终生成蛋白

质, 从而执行生物学功能。细胞内mRNA与蛋白质的

相关性极低。因此, 翻译调控是生物体内普遍而重要

的调控层次, 翻译起始效率决定细胞的功能与表型, 
翻译延伸速率决定蛋白质的折叠构象、定位与功能。

翻译组学能够探索翻译调控的过程, 找出翻译差异, 
发现导致这种差异的调控分子(如miRNA和lncRNA
等), 从而得知其进行翻译调控的分子网络。现已知翻

译控制与生物抗逆有着紧密的联系。这些研究将对探

讨植物生长规律和促进农业生产有重要意义。 
Mustroph等(2009)用拟南芥保卫细胞特异表达

启动子pKAT1 (K+通道蛋白)启动核糖体蛋白RPL18 
(ribosomal protein L18)的表达, 结合免疫沉淀和基

因芯片技术解析保卫细胞特异表达蛋白的翻译组学。

该方法能够使人们更好地了解只在特定细胞特异表

达涉及胁迫耐受、代谢及发育相关蛋白的mRNAs转
录后翻译调控机制; 同时对这些仅在特定细胞特定环

境中表达的基因进行鉴定。这些结果将有助于植物学

家更好地研究植物生长发育及对环境响应的调控网

络。但由于大多数种类的植物保卫细胞的Marker基因

未知, 导致相应保卫细胞特异表达的启动子克隆比较

困难, 这在很大程度上限制了单细胞翻译组学技术在

保卫细胞研究中的应用。 

4  展望 

最近几年, 单细胞组学技术逐渐受到重视。随着二代

和三代测序技术的发展, 单细胞多组学联合分析在医

学研究中的应用已经成为可能(Hou et al., 2016)。原

生质体分离技术和激光显微切割技术的发展使单细

胞组学在植物保卫细胞研究中的应用也越来越广泛。

有意思的是, 苏黎世联邦理工学院研究人员最近开发

出一种利用纳米注射器研究HeLa细胞的单细胞组学

新方法, 这种纳米注射器的微型针能够穿透单个活细

胞, 收集细胞核或细胞质内容物。该技术的开发使得

科学家们能够在分子水平上确定单个细胞间的差异, 
以及鉴定和分析稀有类型细胞; 重要的是提取出一些

分子后的细胞仍然处于生活状态, 因此研究人员可以

对同一活细胞多次取样以分析它的RNA和蛋白, 甚
至可能是代谢物(Guillaume-Gentil et al., 2016)。相

信在不久的将来, 植物保卫细胞纳米注射技术的应

用、原生质体分离技术、活细胞成像技术, 结合单细

胞多组学联合分析可以使我们更加全面地理解保卫

细胞的功能(Fritzsch et al., 2012; Misra et al., 2014; 
Hossain et al., 2015)。另外, 随着方法学的不断发展, 
人们在气孔保卫细胞研究方面取得了卓著的成果, 也
对气孔种类、发育以及信号转导过程调控网络有了一

定的了解。但还存在一些重要问题有待深入研究: (1) 
不同环境因素和激素信号如何通过交互作用影响气
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孔发育? (2) 不同物种气孔发育机制有何差异? (3) 
气孔如何感知环境的变化进而实现合理的气孔开度? 
这些问题的解决结合单细胞组学技术的应用将为揭

示气孔发育机制并调控植物抗逆性提供新的思路。 
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Applications of Single-cell Technologies in Guard Cells 

Yanli Niu, Shenglong Bai, Qiyun Wang, Lingyun Liu* 
Key Laboratory of Plant Stress Biology, College of Life Sciences, Henan University, Kaifeng 475004, China 

Abstract  Single-cell technologies have been used in an increasing number of animal studies, but the techniques have 
yet to be widely used in plants, especially in guard cells. Stomatal pores are formed by pairs of guard cells and serve as 
major gateways for both CO2 influx into plants from the atmosphere and transpirational water loss. The application of 
single-cell technologies will be valuable for better understanding the underlying mechanisms of stomatal pores. In this 
review, we discuss single-cell technologies, current research and problems with guard cells and focus on the application 
of single-cell technologies to guard cells. Single-cell technologies may have potential to provide new perspectives for plant 
problems, such as development, metabolism and response to environmental stresses of guard cells. 
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