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检测灵敏度高，可检测更多基因和转录本

可经济高效地处理多达数十万个细胞，揭示稀有细胞类型
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简介 
单细胞RNA测序（scRNA-Seq）将单细胞捕获和条码与新一代

测序（NGS）结合起来，可提供复杂组织的高分辨率视图。研

究人员可以利用scRNA-Seq研究异质细胞群、发现稀有细胞类

型，并在细胞水平上表征疾病和发育过程。然而，由于专门的

实验设备需要初始资本投入、试剂成本高昂以及可扩展性有限

等原因，单细胞测序的普及速度放缓。Illumina Single Cell 3' 

RNA Prep改变了这种情况。

Illumina Single Cell 3' RNA Prep*可实现单细胞mRNA捕获、

条码编制和文库制备，无需复杂的工作流程或微流控技术。与

因美纳测序和信息学解决方案相结合，Illumina Single Cell 3' 

RNA Prep提供了一个简便且可扩展的工作流程（图1），让更多

实验室可以使用高性能scRNA-Seq。

* Illumina Single Cell 3' RNA Prep的前身是Fluent PIPseq V 3' Single Cell RNA Kit。

便捷的工作流程

Illumina Single Cell 3' RNA Prep工作流程易于实施，不需要昂

贵的微流控设备或劳动密集型方案1。用户可以使用简单的手动

工作流程，在桌面式仪器上进行单细胞研究，停止点灵活。对

于在一段时间内采集的样本或需要运输的样本，该检测试剂盒

在样本处理前与DSP-甲醇固定†兼容，这扩展了scRNA-Seq实

验的实用性。

检测工作原理
Illumina Single Cell 3' RNA Prep使用新颖的PIPseq™化学技术

进行简单、可扩展的单细胞mRNA捕获和条码编制（图2）1。粒

子模板即时分区（PIP）使用模板粒子进行乳化，模板粒子包括

与水凝胶珠结合的带条码寡核苷酸。在样本制备过程中，目标

细胞悬浮液与模板粒子和油混合，并通过涡旋分离成模板化乳

液。然后裂解乳液中的细胞，并通过带条码的模板捕获mRNA。

乳液被破坏，通过逆转录从捕获的mRNA生成cDNA，并进行扩

增，从而为每个单独的细胞创建一个cDNA文库。然后使用标准

文库制备方法将单细胞cDNA文库处理成测序文库，再进行NGS

处理。使用DRAGEN™ Single Cell流程和Partek™ Flow软件分

析测序数据。

† DSP，二硫代双（琥珀酰亚胺基丙酸酯）。

图1：Illumina Single Cell 3' RNA工作流程
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高质量性能
Illumina Single Cell 3' RNA Prep可提供具有

高转录本和基因灵敏度的高质量数据（图3、

图4、表1）。这种温和的分离技术有助于检

测其他方法经常漏检的脆弱细胞。最新版本

的PIPseq化学技术降低了环境RNA背景，将

某些细胞类型2中基因和转录本的灵敏度提

高30%，并减少测序伪影，从而获得更多可

用的NGS数据。

图2：利用PIPseq化学技术捕获单细胞mRNA并进行条码编制

图3：高分辨率scRNA-Seq可捕获单细胞中的mRNA

（A）条码排序图和（B）使用NIH3T3（小鼠）和HEK 293（人类）细胞系混合培养物的散
点图，检测到4106个细胞，捕获率为80%，使用Illumina Single Cell 3' RNA Prep T2试剂
盒时，多重率（同一反应中有两个或更多细胞）小于5%。

在样本制备过程中，目标细胞悬浮液与模板粒子和油混合，并通过涡旋分离成乳液。乳液中的

细胞被裂解，mRNA被模板颗粒中带条码的寡核苷酸捕获。捕获的mRNA经过反转录，通过有

限循环PCR、片段化、接头连接和扩增生成cDNA文库。测序后，使用DRAGEN Single Cell流

程和Partek Flow软件分析数据。分析软件会生成汇总指标、细胞聚类图、差异基因表达表和标

准特征条码矩阵。
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灵活、可扩展的解决方案
Illumina Single Cell 3' RNA Prep采用基于涡旋器的简单

方法，具有经济实惠的扩展性。如果细胞数量较多，可使

用较大容量的PIP管1。从数百个细胞到数十万个细胞的广

泛处理范围支持从试验和低细胞多样性项目到复杂组织分

析的研究应用需求1。目前的试剂盒配置可对每个样本进

行多达2000个细胞（T2试剂盒）、10,000个细胞（T10

试剂盒）、20,000个细胞（T20试剂盒）或100,000个细

胞（T100试剂盒）的分析。该检测方法能够提高细胞通

量，从而更好地揭示稀有细胞类型（图5）。利用可用的

96个唯一双标签序列，样本多重分析让用户可以同时运

行多个样本（表2）。 

（A）冷冻保存的人外周血单核细胞（PBMC）的UMAP降维分析（Uniform 
Manifold Approximation and Projection），使用Illumina Single Cell 3' RNA 
Prep T20试剂盒检测到31,613个细胞，捕获率为79%。（B）用Illumina Single 
Cell 3' RNA Prep T100试剂盒对冷冻组织中的小鼠脑细胞核进行UMAP检测，检
测到155,000个细胞核，捕获率为78%。

图4：适合实验规模和应用的高分辨率scRNA-Seq

细胞类型 试剂盒规格 基因测序仪 数据量 Reads 细胞 每个细胞的read数

HEK/3T3 T2 NextSeq 2000 System 9.8 Gb 140M 3611 38,633

HEK/3T3 T10 NextSeq 2000 System 23.6 Gb 333M 10,723 31,140

PBMC T10 NovaSeq 6000 System 390 Gb 2.7B 14,307 190,526

PBMC T20 NovaSeq X Plus System 81.3 Gb 674M 31,613 21,314

小鼠肺细胞核 T20 NextSeq 2000 System 8.9 Gb 131M 2768 47,276

小鼠大脑细胞核 T20 NextSeq 2000 System 10.4 Gb 155M 2019 76,784

小鼠大脑细胞核
（固定） T20 NextSeq 2000 System 39.5 Gb 590M 34,596 17,041

小鼠大脑细胞核 T100 NextSeq 2000 System 176.6 Gb 2.6B 155,000 17,068

表1：在因美纳基因测序仪上验证Illumina Single Cell 3' RNA Prep的性能
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单细胞测序应用
Illumina Single Cell 3' RNA Prep的易用性、精确性和灵敏度

使新的研究和发现成为可能。处理更多的细胞数量将加速正常

和疾病状态下的细胞图谱项目，并为基因组规模的功能基因组

学筛选提供助力。scRNA-Seq的广泛应用将使研究癌症、免

疫学、神经科学和其他复杂疾病的实验室受益3–9

神经科学scRNA-Seq

神经组织是包含多种细胞类型的复杂组织，这些细胞在生物体

的整个生命周期中不断重组和重塑。scRNA-Seq是一种宝贵

的工具，可利用转录敏感性对神经元细胞群的真实多样性进行

分类，从而深入了解神经元组织：

• 神经发育和神经退行性疾病9

• 特定神经元群以前未知的作用9

• 神经免疫细胞对疾病和发育的影响10

（A）基于微流控技术的scRNA-Seq对2万个细胞进行了检测，从小鼠脑核中识别出19种不同的细胞类型。（B）Illumina Single Cell 3' RNA Prep对来自同一小鼠脑
核样本制备的超过12万个细胞进行了检测，发现了42种不同的细胞类型：基于微流体的scRNA-seq鉴定出19种细胞类型中的17种，外加25种其他细胞类型。

图5：利用Illumina Single Cell 3' RNA Prep扩大实验规模，揭示更多细胞类型

用于癌症研究的scRNA-Seq

癌症是一种涉及复杂细胞群动态和多样性的疾病。了解驱动癌症

的细胞类型和突变需要复杂的方法。scRNA-Seq已成为一种重

要工具，可用于：

• 详细了解肿瘤微环境的异质性4,5,11,12

• 识别新型癌症生物标志物13,14

• 了解免疫疗法和耐药性的机制3

免疫学scRNA-Seq

免疫系统由不同细胞类型的复杂层次结构组成，这些细胞协同工

作以识别、标记和消除病原体。scRNA-Seq可帮助研究人员：

• 了解免疫细胞群的发育和分化途径15  

• 评估免疫细胞群的作用和功能12,16  

• 研究对病原体的免疫反应6
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多组学应用
Illumina Single Cell 3' RNA Prep可兼容其他多组学测量1,17。

该检测方法允许对捕获的mRNA进行重新解读，以用于定制

的单细胞应用。逆转录过程中生成的cDNA仍然与水凝胶珠结

合，可以重复用于补充富集或扩增反应。这种实验多功能性可

帮助研究人员开展更大规模、更多样的多组学研究，而不受其

他单细胞方法的预算或技术限制。

总结
单细胞NGS分析为癌症研究、免疫学、神经科学等新领域的

发现打开了新的视野。Illumina Single Cell 3' RNA Prep是一

种易于使用且高度可扩展的scRNA-Seq解决方案，它将提升

新手和经验丰富的单细胞研究人员的发现能力。简单的手动

工作流程包括mRNA捕获、条码编制和文库制备，可与因美

纳基因测序仪和数据分析软件无缝集成。Illumina Single Cell 

3' RNA Prep具有高性能和易用性，可赋能更多实验室使用

scRNA-Seq技术。

了解更多 

Illumina Single Cell 3' RNA Prep

单细胞RNA测序

测序仪 NextSeq 550 NextSeq 1000/2000 NovaSeq 6000 NovaSeq X

流动槽 Mid High P1 P2 P3b P4b SP S1 S2 S4 1.5B 10B 25B

每个流动槽的通量 
（read） 130M 400M 100M 400M 1.2B 1.8B 800M 1.6B 4.1B 10B 1.6B 10B 26B

试剂盒规格 每个流动槽的样本数量

T2 1 4 1 4 12 18 8 16 41 100ᶜ 16 100ᶜ 260ᶜ

T10 - 1 - 1 3 5 2 4 12 29 4 29 76

T20 - - - - 1 2 1 2 5 12 2 12 32

T100 - - - - - - - - 1 2 - 2 6

a. 根据每个起始细胞2万条read计算。T2需要5000个起始细胞，每个样本100M条read。T10需要17,000个起始细胞，每个样本340M条read。T20需要40,000个起始细胞，每个样本800M条read。T100需要
20万个起始细胞，每个样本40亿条read。 

b. P3和P4流动槽仅适用于NextSeq 2000基因测序仪。
c. Illumina Single Cell Unique Dual Indexes（96标签，96样本）。每个流动槽可运行超过96样本，支持单个泳道上样。在NovaSeq 6000基因测序仪上使用NovaSeq 6000 Xp工作流程进行独立泳道上样。

表2：Illumina Single Cell 3' RNA Prepa中每个流动槽的样本通量示例

https://www.illumina.com/products/by-type/sequencing-kits/library-prep-kits/single-cell-rna-prep.html
https://www.illumina.com/techniques/sequencing/rna-sequencing/ultra-low-input-single-cell-rna-seq.html
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