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拉曼光谱技术在单细胞表型检测与分选中的应用进展

王喜先，孙晴，刁志钿，徐健，马波

（中国科学院青岛生物能源与过程研究所 单细胞中心，山东 青岛 266101）

摘要：基因组测序、编辑与合成技术日新月异，推动了基因型“设计”和“合成”能力的突飞猛进，同时也使人

工细胞的表型检测成为合成生物学发展的瓶颈之一。对于细胞功能的快速测试与评价，单细胞分析技术具有重要

意义与前景，但理想的解决方案需要具备活体无损、非标记式、提供全景式表型、能分辨复杂功能、快速高通量

且低成本、能与组学分析联动等特征。拉曼光谱技术具备上述所有特征，能够提供单细胞的化学成分组成及分子

结构等信息，是一种高效的单细胞表型识别技术。本文首先概述了拉曼组概念和基于拉曼组的细胞功能表型识

别，包括代谢产物定性和定量、底物代谢和互作表征、细胞种类和状态鉴定以及环境应激检测等；其次，根据拉

曼信号的分类、拉曼信号检测模式和目标细胞分选策略，对现有的拉曼分选平台及其在细胞表型分选中的应用进

行分析总结；最后，对单细胞拉曼光谱技术在合成细胞表型检测与分选面临的问题、潜在解决策略进行了探讨和

展望。单细胞拉曼光谱技术不仅为细胞工厂的高通量、全景式表型检测与筛选提供了全新的解决方案，还将推动

“单细胞精度的表型组-功能基因组”作为一种新的生物大数据类型，服务于“数据科学”驱动下的合成生物

技术。

关键词：合成生物学；拉曼光谱技术；细胞工厂；单细胞表型识别；高通量分选

中图分类号：Q939.97  文献标志码：A  

Advances with applications of Raman spectroscopy in single-cell 
phenotype sorting and analysis

WANG Xixian，SUN Qing，DIAO Zhidian，XU Jian，MA Bo

（Single-cell Center， Qingdao Institute of Bioenergy and Bioprocess Technology， Chinese Academy of Sciences， Qingdao 266101， 
Shandong， China）

Abstract: In synthetic biology, methodological innovations in sequencing, editing and synthesis of genes and whole 

genomes have resulted in unprecedented development in “design and manufacturing of genotypes”. On the other hand, 

“testing of cellular phenotypes and functions” has increasingly become one of major bottlenecks. Single-cell 

technologies have tremendous impacts and potentials in rapid testing of cellular phenotypes and functions. However, 
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such single-cell methods should allow non-invasive live-cell probing, be label-free, provide landscape-like phenotype 

sorting, distinguish complex functions, operate with high speed, sufficient throughput and low-cost, and finally, be able 

to integrate with downstream omics analysis. Raman spectroscopy has all the above features, and can provide 

information on the chemical composition and molecular structure of single cells, making it an efficient single-cell 

phenotyping technology. In this review, we first introduce the concept of Ramanome and Ramanome-based 

phenotyping technologies, including detecting and quantifying products, measuring profiles of substrates and 

metabolites, discriminating cell types or states, and characterizing stress response and modeling environmental 

changes. We then summarize the development of existing Raman-activated cell sorting (RACS) platforms in 

phenotyping and sorting of cell factories such as including spontaneous Raman, resonance Raman, and coherent 

Raman, the modes for acquiring Raman signals including static modes on dry slice and in liquid as well, flow modes by 

trap-free and trap-and-release manners, and principles for target cells sorting including Ejection by pulsed laser, 

dragging by optical tweezer, and sorting by microfluidics operation and droplets. We also highlight the applications of 

different RACS platforms, including the sorting of carotenoid-producing yeast and cyanobacteria cells, astaxanthin 

(AXT) -hyperproducing microalgae cells, triacylglycerol (TAG) -producing yeast cells, etc. Finally, challenges with 

single cell Raman spectroscopy (SCRS) in the phenotyping and sorting of synthetic cells and their perspectives are 

outlined and discussed. We propose that SCRS will bridge phenotypes and genotypes in science and technologies 

through coupling with downstream high-throughput cell sorting and omics profiling. This bridge will lead to novel and 

creative solutions to high-throughput, landscape-like testing and screening of synthetic cells. Moreover, it will fulfill 

the promise of Raman spectroscopy-enabled single-cell “phenome-genome” as a new type of biological big-data, and 

accelerate the pace of “data-driven” synthetic biology.

Keywords: synthetic biology; Raman spectroscopy; cell factory; single-cell phenotyping; high-throughput sorting

自 2000年《自然》（Nature）杂志报道人工合

成基因线路研究成果以来，合成生物学研究在全

世界范围内引起了广泛关注，被多个国家和国际

组织机构评为未来的颠覆性技术［1-3］。合成生物学

的核心使命是在阐明并模拟生物合成基本规律的

基础之上，人工设计并构建新的、具有特定生理

功能的生物系统，从而建立药物、功能材料或能

源替代品等的生物制造途径［4］。其技术的跨越式

发展，取决于“基因型设计”“基因型合成”与

“细胞表型测试”这三大共性技术环节（design-

build-test）的突破［5］。近年来，借助于芯片技术和

下一代高通量测序平台，基因合成的通量、保真

度和成本大幅度改进［6-8］。基因编辑、组装及转移

技术的进一步发展，更使得对生命体的改造从单

基因操作进入了对整个基因组设计改造的时

代［9-14］。至此，业界构建突变体甚至人工细胞的能

力已经突飞猛进。然而，细胞表型测试速度与通

量的发展却缓慢得多，有时候甚至落后几个数量
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级。例如，从基因型突变体库来筛选目标表型组

合的细胞通常需要花费大量的人力、经费和时间

［生产抗疟药前体的微生物细胞工厂的筛选约动用

了 150 人 . 年（human-year）的工作量［15-16］］。因

此，细胞表型测试已成为合成生物技术发展的

“限速步骤”之一。

无论是从天然环境中寻找、识别和鉴定生物

元件与模块，还是表征、理解和筛选人工设计的

基因回路与网络，关键环节之一均是其活性以及

功能在活体细胞内的快速测试与评价。单个细胞

是地球上生命的基本单元和进化的基本单位，因

此，单细胞分析技术，即在单个细胞精度上的功

能识别与表征，能够在最“深”的水平挖掘生命

元件、刻画细胞功能与理解生命过程［17-21］。同时，

单细胞分析直接分析每个细胞个体的功能，因此

可极大缩短培养周期甚至跳过烦琐且耗时的培养

过程，从而克服环境中大部分微生物细胞尚难培

养这一挑战，这对于从人体与环境微生物组中挖

掘 生 物 元 件 、 模 块 或 底 盘 细 胞 具 有 重 大 的

意义［22-23］。

对于细胞功能表型的快速测试而言，理想的

单细胞分析/分选技术需要具备6个特征［24-25］：①活

体检测。在很多情况下，元件与模块的功能，只

有在活体细胞中进行非侵入式的测量与探究才具

有生物学意义。同时，活体检测意味着，经检测

后的细胞可直接进行后续培养或其他操作。②无

需标记。从天然元件挖掘的角度讲，自然界中微

生物细胞是极为丰富的资源，但微生物群体又极

其复杂，目前尚无广谱适用的细胞标记手段。从

基于模式底盘细胞的优势菌株筛选角度讲，与潜

在需要测量的细胞功能相比，能够利用荧光探针

等对细胞进行标记的表型与功能仍极为有限。因

此，非标记式的细胞检测具有重要优势。③提供

全景式的表型信息。研究人员感兴趣的许多细胞

功能是由多个表型共同反映或决定的，如果只测

量单一的表型或单个化合物、蛋白、基因的表征，

往往难以探测目标功能，而同时能提供多种表型

乃至测量表型组的“全景式”分析则具有重要的

优势。④能分辨复杂功能。许多重要甚至核心的

细胞功能由多个基因共同反映或决定，因此针对

单一蛋白或化合物分子的检测经常难以分辨与识

别这类功能。⑤快速、高通量且低成本。大体系

突变体库中目标细胞的比例通常会低于万分之一，

这对单细胞精度的表型分析速度、通量和成本都

提出了很高的要求。⑥与单细胞功能基因组联动

分析。单细胞精度的基因组、转录组、蛋白质、

代谢组、表观组等是生命科学方法学研究前沿进

展最迅速的领域之一［26-28］。如果能够通过细胞分

选，将单细胞表型或表型组的分析与这些单细胞

功能基因组手段直接对接，将能够在真正意义上

建立单细胞精度的“表型-基因型”模型，从而带

来细胞个体、细胞群体乃至细胞群落层面合成生

物学的突破。单细胞拉曼光谱技术具备上述所有

特征，本文将主要总结近年来拉曼光谱技术在单

细胞表型检测与分选中的应用进展，并讨论该领

域的关键问题与发展方向。

1 拉曼组（Ramanome）技术是单细
胞表型组（phenome）识别的创新
工具

代谢物是细胞中基因表达的最终产物，也通

常是细胞表型与功能的最直接载体，代谢表型能

够为了解细胞的功能提供最灵敏的动态画面，因

此代谢物组的检测，包括代谢状态的识别，是细

胞表型检测最直接、最有效的手段之一［29］。质谱

是一种高灵敏、高特异性、能够准确定量且具有

强大的化合物结构解析能力的代谢表型检测手段，

也是传统细胞表型测试的经典方法［30］。虽然随着

质谱检测技术的进一步发展，特别是质谱流式的

问世［31］，在一定程度上提高了质谱的单细胞表型

检测能力［32-34］，但是单个细胞特别是单个微生物细

胞的代谢产物极为微量，且不具备核酸那样的可

扩增属性，因此，传统基于质谱的合成细胞表型

检测主要还是在“群体”水平。此外，基于质谱

的检测手段均涉及细胞破碎，因此难以耦合目标

单细胞的分选、培养或测序等单细胞组学技术。

1.1 基于荧光标记策略的单细胞表型检测

荧光检测方法具有超灵敏、高特异性、高可

靠性和高通量等优势，是目前应用最为广泛的单
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细胞表型检测技术之一［35-36］。当目标表型具有自发

荧光时，如色素类、生物碱类等产物，可直接通

过检测自发荧光信号实现表型的识别表征［37-40］。基

于自发荧光信号的检测简单方便，然而自然界中

大多数细胞或目标表型均没有自发荧光，因此需

要对细胞进行外在的荧光标记。目前荧光标记策

略已有很多，如荧光底物、荧光报告蛋白、核酸

传感和免疫荧光等。荧光底物法在酶活筛选中应

用最为广泛，标记了荧光基团的底物在酶的催化

作用下可释放荧光基团从而产生荧光信号，根据

荧光信号的强弱实现酶活检测［41-43］。自绿色荧光报

告蛋白 GFP被发现以来，其他颜色荧光报告蛋白

及其衍生物被广泛开发利用［44-45］。荧光蛋白可作为

融合蛋白检测目标蛋白的表达量，亦可作为报告

蛋白（如转录因子生物传感器和核糖体生物传感

器等）用于目标代谢产物的检测［46-47］。核酸传感器

主要包括核酸适配体和 DNA-fluorophore-quencher 

荧光探针，通常具有特定的构象，而该构象会随

着与目标物质的结合而发生改变，进而引起荧光

信号的变化［48-49］。免疫荧光法主要原理基础是抗原

抗体的特异性结合，通过荧光标记的抗原或抗体

与待测细胞表达的相应抗体或抗原结合，最终通过

荧光信号实现表型的识别。基于上述日趋成熟的荧

光标记技术并进一步耦合高通量分选策略发展的荧

光 流 式 分 选 （fluorescence-activated cell sorting，

FACS）技术已成为当前应用最为广泛的单细胞表型

识别与分选技术之一［50］，但传统FACS在分泌表型

检测方面尚存在很大局限性。近年发展起来的基于

液滴微流控的荧光激活液滴分选（fluorescence-

activated droplet sorting， FADS）技术由于采用液

滴包裹细胞，解决了传统FACS难以解决的细胞分

泌表型检测这一难题［51-53］。目前，FADS已被广泛

地用于哺乳动物细胞、微生物细胞等的高通量筛

选［54-58］。同时，Nitta等［59］通过耦合 FACS 和人工智

能技术，开发了基于高通量高分辨度图像处理的单

细胞表型检测分选平台（intelligent imageactivated 

cell sorting， IACS）。Schraivogel 等［60］通过开发

高速多色荧光图像处理平台，开发了超高速

（15 000 events/s）的基于荧光图像的细胞分选平台

（high-speed image-enabled cell sorting， ICS）。此

外，基于光谱流式技术的索尼 ID 7000TM更是实现

了40色荧光分析，很大程度解决了传统FACS多色

荧光干扰的难题［61］。该些技术的发展极大拓展了

FACS的应用范围，加速了合成生物学“检测”的

环节，使之得以匹配“设计”和“合成”的通量，

促进了合成生物学的发展。

如前所述，尽管基于荧光的细胞表型检测具

备诸多优点，但FACS通常需要外加荧光标记，因

此在单细胞分选方面仍存在一定的局限性：①细

胞适用性有限。自然界中绝大部分细胞，特别是

微生物细胞，其生物标识物经常未知，也没有普

适性的标记方法。同样地，绝大部分目标产物通

常也缺乏特异性的荧光探针。因此，荧光检测的

细胞类型适应范围相对较窄。②难以开展“原位”

研究。胞内的荧光标记经常会改变细胞的原位状

态，有时甚至会影响细胞活性，因此该方法通常

仅限于能够进行胞外荧光标记的表型检测，而且

难以进行真正意义上的“原位”研究。③难以获

取全景式复杂表型。FACS通常只能获得与区分很

有限的细胞信息数据，如形态、折射率、反射率

或荧光强度等有限指标，难以表征单细胞全景式

的“代谢表型组”。即使针对哺乳动物细胞、大肠

杆菌、酵母等模式底盘细胞体系的荧光探针及标

记策略已很成熟，通常也难以用一种探针同时检

测不同表型，如底物代谢活性、代谢产物谱等，

往往需要同时进行多种标记，这就会增加操作的

复杂性，并会对标记的稳定性带来干扰，且同时

多标记的相互干扰也是问题。

1.2 基于非标记策略的单细胞表型检测

为克服荧光标记所带来的困扰，非标记的表

型检测技术受到广泛关注。振动光谱技术，主要

包括红外光谱和拉曼光谱［62］，作为一种新兴的非

标记检测技术，已被广泛用于单细胞表型检测。

红外光谱通常采用近红外区多色光作为激发

光源，激发样品中分子能级跃迁，进而检测其红

外吸收光谱。近些年发展的同步辐射作为一种新

型的红外光源，有效克服了传统碳硅棒（globar）

光源亮度弱，单细胞检测灵敏度低的问题［63］。但

红外光谱最大的缺点是水分子的强红外吸收，而

活体细胞中水分子占比较高，且测试往往需要在
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水溶液中进行，这极大地限制了红外光谱技术在

活体单细胞表型识别中的应用。

拉曼光谱是一种散射光谱，是化合物中分子

键被激发到虚能态却尚未恢复到原始态所引起的

入射光被散射后频率发生变化的现象［64］。每个单

细胞拉曼光谱由分别对应于一类化学键的超过

1500个拉曼谱峰组成，该谱峰可作为单细胞特有

的“分子指纹图”，进而反映出特定细胞内化学物

质的成分及含量的多维信息［图 1（a）］。特定时空

状态下一个细胞群体的单细胞拉曼光谱的集合称

为“拉曼组”［ramanome，见图 1（b）］［24， 65］。拉曼

组在单细胞精度，可快速、低成本地测定与监控 

“代谢物组”，其变化可反映和表征该细胞体系全

景式、几近无限的“状态”与“功能”。此外，水

分子在关键的指纹区没有很强的信号干扰，使其

具备活体检测的能力。因此，拉曼组技术具备理

想单细胞表型分析/分选技术所需要的几乎所有特

征，是单细胞表型组（phenome）识别的理想工

具［24， 66-67］。自然界中大多数细胞表型的自发拉曼

信号较弱，为稳定提高拉曼检测的灵敏度，已发

展了基于标记策略的表面增强拉曼探针技术

（surface-enhanced Raman scattering，SERS）［68］。通

过检测SERS探针的强拉曼信号，已实现活体肿瘤

的靶向检测［69］、活细胞中多聚糖检测［70］、糖基化

蛋 白 的 特 异 性 检 测［71］、 端 粒 长 度 评 估［72］、

microRNA 检测［73］、细胞膜修复的动态追踪［74］和

单个活体细胞中 O-GlcNAcylation成像研究［75］等。

虽然基于标记策略的SERS技术稳定提高了拉曼检

测灵敏度，但其前提仍然需要标记，因此面临和

荧光标记相同的局限性。据此，本文将主要讨论

基于非标记拉曼的细胞表型识别及分选。

2 基于拉曼组技术平台的细胞表型识别

基于拉曼光谱强大的表型识别能力，现已发

展了一系列拉曼组技术平台。每个单细胞拉曼光

谱均是一个信息丰富的生化指纹图谱，可指示细

胞的代谢状态，因此可以基于单峰、多峰乃至全

谱的组合模式进行建模从而解析不同细胞表型。

最近，针对不同场景、不同细胞、不同表型的拉

曼表型检测表明，拉曼组技术平台可以解析或预

测不同细胞功能表型（图 2），如在一定程度上量

化检测细胞利用含氢［76］、含碳［77］等底物的代谢速

率，测定各种拉曼敏感产物（色素［78］、甘油三

酯［79］、淀粉［80］、蛋白［81］等）的多样性及其含量，

表征细胞的环境应激性（如微生物药敏［82］、微生

物药物应激机制［83］、肿瘤药敏性与药物应激机

制［84］等），检测细胞之间的代谢互作［85］，重建细

胞内代谢物相互转化网络（拉曼组内关联分析，

IRCA）［86］，也可区分不同的物种［87］等。

2.1 基于拉曼组的合成产物检测

对于微生物细胞工厂而言，不同合成产物的

同步化、高通量、低成本检测对于优势菌株的工

程改造并选育以及相关机制的研究至关重要。相

较于质谱（有损）和荧光（需标记）检测技术，

图图1　拉曼组概念示意图［24］

Fig. 1　Concept of Ramanome [24]
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拉曼组技术可以在无损且非标记的状态下同步检

测不同代谢产物。这些优势已使得拉曼组技术被

广泛应用于不同细胞中不同合成产物的表征［24， 67］。

2.1.1 类胡萝卜素

类胡萝卜素是一类在药物、食品、化妆品、

保健品中广泛应用的功能性生物分子［88-89］。由于类

胡萝卜素中的强电子-光子耦合效应，其拉曼信号

呈现共振拉曼效应，使得 1520 cm-1（C=C弹性振

动）、1158 cm-1（C—C 振动）和 1007 cm-1（甲基

扭动）处的拉曼特征峰被极大增强［90］。微藻是自

然界中类胡萝卜素含量最高的生物资源之一，如

雨生红球藻高产虾青素、硅藻高产藻黄素［91］。在

雨生红球藻中，1520 cm-1处的拉曼峰强度和虾青

素的含量高度相关，因此，该特征峰已被用于定

量表征虾青素含量［92-94］。基于共振拉曼光谱，

Alexandre等实现了活体细胞中硅甲藻黄素和岩藻

黄质的评估，并进一步探讨了硅甲藻黄素深度氧

化为岩藻黄质的光保护机制［95］。值得注意的是，

由于光合色素通常具有相似的发色团，因此其拉

曼光谱极其相似，仅通过原始拉曼光谱难以区分

不同色素。Collin等［92］通过开发多变量曲线分辨

率算法（multivariate curve resolution， MCR）有

效解决了上述问题，实现了雨生红球藻活细胞中

虾青素、β-胡萝卜素和叶绿素的区分，从而可以监

测虾青素的动态合成。

2.1.2 脂质

脂质在细胞功能的几乎所有方面均发挥着重要

作用，如膜的构建、能量存储、信号转导等。中性

脂质，如甘油三酯（TAG），既可作为作为保健品，

亦可转化为生物柴油。因此，胞内甘油三酯的快速

检测和定量极其重要。大多数脂质分子含有丰富的

C—H、C=C、C—C 键等，均呈现较强的拉曼特

征峰，如 1650 cm-1 （C=C 拉伸）、 1440 cm-1

（—CH2扭曲）、2800～3000 cm-1（CH2对称和非对

称拉伸）等［96］。基于该些特征峰，已实现模式细

胞体系酵母、微藻等的总脂、甘油三酯及不饱和

度等拉曼表征［79， 81， 96-98］。

2.1.3 多糖

多糖在工业上有着极为广泛的应用，如作为

底物用于生物柴油和生物乙醇的生产。多糖分子

通常含有丰富的 C—C、C—H 键和吡喃糖环等，

均呈现较强的拉曼特征峰。研究表明，478 cm-1

（吡喃糖环的骨架振动模式）处拉曼特征峰与细胞

内淀粉含量呈现近乎线性相关性（R2 = 0.9893），

因此该峰被广泛用于表征胞内淀粉含量［80， 99-100］。

同样地，1050 cm-1（C=O拉伸振动）特征峰与糖

原高度相关，已被用于检测根瘤菌细胞中的糖原

动力学［101］。此外，纤维素（cellulose）、半纤维素

图图2　拉曼组在单细胞精度所能反映的表型功能［24］

Fig. 2　Cellular functions to be characterized by Ramanome[24]
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（hemicellulose）和胶质（pectin）均具有明显的拉

曼特征峰，目前已实现基于拉曼光谱技术表征植

物细胞壁的组成及结构［102-104］。

2.1.4 其他产物

聚 羟 基 脂 肪 酸 酯 （polyhydroxyalkanoate， 

PHA）是一种可被多种细菌生产的具有广泛应用

价值的可生物降解酯。Samek等［105］基于 1736 cm-1

特征峰实现Cupriavidus necator细胞的胞内PHA快

速识别和量化表征。Botryococcenes是一种液态烃

类化合物，可用作动力燃料。Weiss 等［106］基于

1640 cm-1 和 1647 cm-1 特征峰实现 Botryococcus 

braunii细胞中Botryococcenes合成和分布表征。两

性霉素B是一种光谱抗生素。Miyaoka等［107］基于

1559 cm-1特征峰实现 Streptomyces nodosus 细胞中

两性霉素B的合成检测，为高产抗生素菌的筛选提

供了新思路。

2.2 基于拉曼组的底物代谢检测

底物代谢及不同底物下细胞活性是细胞工厂

的重要特征。稳定同位素探测（stable isotope 

probing， SIP）技术已被广泛用于代谢流分析及功

能微生物细胞鉴定等［108-109］。常用的稳定同位素包

括 13C、15N和 2H等，这些同位素的摄入会改变分子

质量，从而引起振动状态的改变，最终使得细胞

拉曼光谱发生变化［110-112］。

2.2.1 13C稳定同位素

对于光合细胞而言，无机碳（如CO2）是主要

碳源，因此识别突变体库或环境样本中高效固定

CO2的细胞对于生物资源挖掘和生态研究至关重

要。通过 13C标记的碳酸氢钠作为碳源，并耦合共

振拉曼检测，Jing等和Li等成功从生物群体中发现

了光合固碳细胞［77， 113］。Venkata 和 Shigeto 等通过

在 Schizosaccharomyces pombe细胞培养的底物中添

加 13C标记的葡萄糖，并耦合时序拉曼成像发现 13C

被转化至蛋白和脂质中［114］。除葡萄糖外，13C标记

的果糖、半乳糖、萘等也被添加到大肠杆菌、芽

孢杆菌等细胞的培养基中，通过检测蛋白相关拉

曼峰的位移变化，揭示了细胞在不同碳源底物中

对碳源的分解代谢抑制机制［115］。

2.2.2 15N稳定同位素

在固氮杆菌属中，通过 15N标记的氮气饲喂细

胞，可以引起细胞色素 C 的拉曼特征峰 1129 cm-1

（C—14N）红移到 1114 cm-1（C—15N）处。基于该

特点，可快速识别土壤中的固氮菌并检测该些菌

对氮源的利用效率［116-117］。此外，基于 15N稳定同位

素标记耦合拉曼检测，Han等［118］实现了铜绿微囊

藻（Microcystis aeruginosa）对氯化铵的摄取及微

囊藻毒素（毒性次级代谢产物）生物合成的快速

表征。

2.2.3 2H稳定同位素

水（H2O）是所有生命体所必需的代谢底物，

水的摄入速率可以反映细胞的代谢活性。当细胞

摄入重水（D2O）时，化合物中的氢原子（H）将

被氘原子（D）取代，从而在拉曼光谱的静默区出

现碳氘（C—D）峰（2040～2300 cm-1），通过量化

碳氘峰便可检测细胞代谢活性。基于该方法，Berry

等［76］揭示了嗜黏蛋白阿克曼氏菌（Akkermansia 

muciniphila）和产酸拟杆菌（Bacteroides acidifaciens）

对 黏 蛋 白 和 碳 水 化 合 物 的 不 同 降 解 模 式 ；

Yonamine等［119］检测并比较了不同单个微藻细胞的

光合效率；Olaniyi等［120］检测了具有羟甲基纤维素

降解活性的细菌。2H除了标记水之外，还可标记

葡萄糖，细菌代谢 2H-葡萄糖后同样在拉曼光谱上

呈现碳氘峰，因此可用于量化细胞对葡萄糖的利

用率［76］。

2.3 基于拉曼组的物种区分

单细胞拉曼光谱可以作为单个细胞的分子指纹

图谱，因此潜在可以区分具有不同系统发育背景的

细胞，即区分细胞物种［121］。目前基于单细胞拉曼光

谱技术已实现不同酵母类型的区分［122］。Kochan

等［123］通过拉曼特征峰（1444 cm-1、1656 cm-1 和

1740 cm-1）表征细胞内脂质体以及脂肪酸组成，可

以区分携带单基因突变的单个工程酵母细胞。此

外，通过拉曼光谱和化学计量学方法对来自 13个

芽孢杆菌和芽孢杆菌相关物种的 66株菌株进行了

区分，物种水平分类的准确度为 80%～100%［124］。

不同的根瘤菌突变体也可以通过单细胞拉曼光谱

根据细胞色素C、糖原和聚羟基丁酸酯（PHB）的
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拉曼信号来区分［101］。对于金黄色葡萄球菌、白色

念珠菌等临床微生物的分类，通过拉曼直接测定

平板上的单克隆菌落可将分类时间缩短至 6 h［125］。

对于微藻等光合单细胞，通过检测共振拉曼信号

可以区分不同藻株［87， 126］。此外，除通过检测细胞

本身拉曼特征已实现物种区分外，通过检测气态

代谢产物（如甲基硫化物、烷烃、酮、醛和芳香

化合物等），非标记的 SERS技术同样可实现物种

区分［127］。

2.4 基于拉曼组的环境应激检测

细胞对环境的应激反应是微生物细胞工厂的

重要特征之一。单细胞拉曼光谱可反映单个细胞

的代谢状态，因此可用于模拟或预测细胞的应激

反应特征。Chiu等和 Singh等［128-129］基于拉曼检测

探究了酵母细胞胞内脂质和蛋白等主要组分对高

渗或高温胁迫的应激反应。Heraud等［130］发现在不

同营养条件下，盐生杜氏藻细胞表现出不同的拉曼

光谱形态，反映了不同的代谢状态。对于模式生物

大肠杆菌，已建立了一系列拉曼识别码来快速检测

抗生素、酒精和重金属等环境压力下的细胞应激机

制［83， 131-133］。此外，拉曼光谱在细胞耐药性测试方面

也显示出巨大的潜力，如Tao等［82］基于重水拉曼技

术，提出基于代谢活性的最小抑制浓度（minimum 

inhibitory concentration based on metabolic activity， 

MIC-MA），用于量化表征单细胞的耐药性，并可

检测药物作用下非生长但有代谢活性的细胞，这对

遏制抗生素耐药性传播至关重要。除自发拉曼外，

通过高灵敏地检测细胞分泌物（如绿脓菌素，

pyocyanin），非标记的SERS技术也已实现细胞的群

体应激感知（quorum sensing， QS）［134］。

2.5 基于拉曼组的代谢互作检测

代谢相互作用（例如碳底物的交换等）广泛

存在于单细胞生物中。但如何直接检测代谢互作

是当前面临的挑战。用 13C标记的葡萄糖培养大肠

杆菌并进一步饲喂线虫，通过拉曼光谱可观察到

碳源在食物链中的传递并可揭示代谢通路［135］。当

共培养巴伊不动杆菌和大肠杆菌时，以柠檬酸作

为唯一碳源并耦合多种同位素标记，单细胞拉曼

光谱的变化表明巴伊不动杆菌分泌的腐胺和苯丙

氨酸可以被大肠杆菌利用［85］。稳定同位素标记结

合拉曼检测也被用于揭示沼泽中不同物种之间碳

源和氮源的转化［136］。因此，拉曼检测可用于单细

胞水平上分析细胞间的代谢相互作用和共生关系。

3 基于单细胞拉曼光谱的细胞分选

基于单细胞拉曼光谱技术强大的表型识别能力，

现已发展了一系列拉曼激活细胞分选平台（Raman-

activated cell sorting， RACS），见图 3［24， 67， 137-138］。

通过这些平台能够分离出特定功能表型的单细胞，

整个表型识别和分选过程无损，因此分离的细胞

可以直接与下游基因组，甚至是转录组、蛋白组、

代谢组等组学研究无缝衔接。因为拉曼激活细胞

分选无需标记，所以其理论上可分选自然界中近

图图3　拉曼激活细胞分选平台

Fig. 3　Raman-activated cell sorting platforms

211



合成生物学 第 4 卷

乎所有的细胞。目前拉曼流式分选平台的研究时间相

对较短，根据拉曼采集时细胞的运动状态，大体上分

为静止模式和流动模式两大类，前者主要包括拉曼弹

射分选（Raman-activated cell ejection， RACE）［139］、

静态拉曼光镊分选（Static-Raman tweezer， Static-

RT）［140-141］、重力驱动拉曼光镊液滴分选（Raman-

activated gravity-driven encapsulation， RAGE）［142］，

后者主要包括流式拉曼光镊分选（Flow-Raman 

tweezer， Flow-RT）［143］、拉曼微流分选（Raman-

activated microfluidic sorting，RAMS）［144］、拉曼微液

滴分选（Raman-activated droplet sorting， RADS）［145］、

介电单细胞捕获/释放拉曼激活液滴分选（positive 

dielectrophoresis-based RADS， pDEP-RADS）［146］

以及相干拉曼微流分选（Coherent-RAMS）［147-148］。

该些平台有效地耦合了单细胞拉曼表型识别、分

选、基因型分析或培养，为合成生物表型的表征

和分选提供了重要手段。

3.1 静态模式拉曼激活细胞分选平台

静态模式拉曼激活细胞分选平台的最大优势

是可以精确分离单细胞到单个管中（one cell per 

tube），从而与下游单细胞基因组等组学联动，最

终实现表型和基因型的精确耦联。

3.1.1 拉曼弹射分选（RACE）
其基本原理是在拉曼测量基片上溅射一层薄

膜（通常为铝膜），将合适浓度的细胞悬液点在该

基片上并室温风干；通过拉曼光谱识别到目标细

胞后，可施加一束高频脉冲激光，将目标细胞弹

射剥离到收集孔内［139］。该方法可灵活实现单孔单

细胞或多细胞的收集。基于该平台，Song等［78］从

红海水样中成功分离出新的富含类胡萝卜素的细

菌，通过单细胞测序发现了新的类胡萝卜素合成

相关基因，进一步耦合重水拉曼技术，从泰晤士

河中成功分离出耐药菌，通过单细胞测序对耐药

菌进行了鉴定［149］。Wang等［150］实现了基于代谢活

性的人体肠道菌群微生物筛选鉴定。该方法操作

相对简单，分选准确率高，但要实现细胞弹射分

离需要在拉曼检测后翻转基片，该过程增加了系

统操作的复杂性，而且在开放环境中操作易带来

污染风险。为解决上述问题，Jing等［77］采用了透

明 ITO 石英作为基片，实现了检测后无需翻转基

片，同时发展了一体化（all-in-one）接收芯片，克

服了污染问题，最终实现了海洋固碳菌的分离鉴

定。该方法最大的弊端是干片条件拉曼检测及激

光弹射分选会对细胞造成一定的损伤，单细胞测

序覆盖度一般不超过 20%［77-78， 151］。为降低损伤，

Liang等［152］在弹射基片上添加了琼脂糖薄膜，以

达到水相弹射效果，最终弹射后真核细胞（酿酒

酵母）的存活率为 63%、革兰氏阴性菌（大肠杆

菌）为 22%、革兰氏阳性菌（鼠李糖乳酸杆菌）

为 74%。为进一步提高单细胞测序覆盖度，Su

等［153］优化了多重置换扩增（MDA）过程，从而

将基因覆盖度由<20%提高到>50%。

3.1.2 静态拉曼光镊分选（Static-RT）
光镊是一种广泛使用的基于聚焦光束辐射压

力的细胞/粒子操纵技术［154］，通过将拉曼检测和光

镊技术耦合发展了拉曼光镊技术。第一代拉曼光

镊为静态模式，即细胞/颗粒的检测，操纵均在静

止或相对静止的状态下完成。Xie等［155］最先将拉

曼光镊技术用于单个生物细胞的探究。为了进一

步提高分离效率，Xie 等［141］设计了微腔室芯片，

最终实现不同生理状态的细胞表型识别和分离。

Huang等［140］直接在矩形毛细管中完成细胞表型的

拉曼识别，通过光镊将目标细胞拖拽到毛细管的

另一端完成细胞分选，最后将毛细管折断实现目

标细胞的物理分离和回收，并最终完成了单细胞

基因组分析。基于该平台并耦合重水标记，Berry

等［76］从小鼠盲肠菌群中分离出了活性菌，并通过

基因组分析对分离的细菌进行了鉴定。和RACE相

比，静态拉曼光镊的拉曼信号检测及细胞分选均

是在水相中完成，在很大程度上了降低了损伤，

但其通过折断毛细管的方式获取分选后单个或多

个目标细胞的效率较低，而且通量仅有数分钟一

个细胞。

3.1.3 重力驱动拉曼光镊液滴分选（RAGE）
拉曼识别到目标表型细胞后，如何精确获取

分选的单/多细胞，是直接耦合下游组学研究的关

键。Fang等［156］采用开放式微流控芯片，利用光镊

直接将细胞拖到芯片外，并通过毛细作用力吸取

分选后的细胞，基于该方法，并耦合单细胞转录

组测序，探究了胃癌细胞的药物敏感性［157］。开放
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式芯片设计利于光镊拖拽和细胞导出，但也带来

了污染的风险。Xu等［142］开发了一种耦合拉曼光

镊和重力驱动液滴单细胞包裹导出的拉曼细胞分

选技术（RAGE），克服了密闭芯片环境中单一光

镊力难以实现目标细胞脱离焦平面导出的问题，

通过耦合液滴微流控技术，完成了目标单细胞的

精准分选和快速导出，实现所测即所得。因为水

相检测可以降低激光照射带来的损伤，加之液滴

生成过程有油相的引入可以提高 MDA 扩增效

率［153］，所以RAGE分选后，目标大肠杆菌单细胞

的全基因组测序覆盖度达到了约 95%。基于

RAGE，Jing等［158］实现了土壤菌群中高代谢活性

细胞和产类胡萝卜素细胞的分选，并通过单细胞

全基因组测序对细胞进行了鉴定，发现并非所有

产类胡萝卜素细胞都呈现高代谢活性，因此传统

基于培养的方法无法实现此类细胞的分离鉴定。

3.2 流动模式拉曼激活细胞分选平台

流动模式拉曼激活细胞分选平台最大的优势

是高通量（high throughput），因此更适合细胞工厂

中优势细胞的分选。

3.2.1 流式拉曼光镊分选（Flow-RT）
第一代静态拉曼光镊的分选为手动模式，其

通量较低［140-141］。近年来，通过将拉曼光镊和多流

路微流控技术结合发展了流式拉曼光镊平台［159-161］。

这些平台提高了所能检测的细胞数量及灵敏度，

但其自动化程度依然较低。为进一步提高分选通量，

Casabella等搭建了首套全自动流式拉曼光镊系统，

分选通量提高到～2.8个细胞/min［162］。Lee等［143］基

于全自动流式拉曼光镊平台并耦合重水拉曼技术，

实现了小鼠肠道菌群中高活性菌的筛选（准确率：

约 98%；通量：3.3～8.3个细胞/min），并通过进一

步测序对这些菌进行了鉴定。这是首次基于拉曼

技术自动化分选复杂微生物样品。和其他拉曼分

选平台相比，流式拉曼光镊在微生物小细胞分选

方面有着比较明显的优势，但由于光镊力较弱，

导致无法捕获高速流动细胞且无法快速移动捕获

细胞，因此其分选通量相对较低，无法筛选较大

体系突变体库。

3.2.2 拉曼微流分选（RAMS）
将拉曼光镊和微流控结合解决了自动化问题，

进一步借助于微流控高通量、灵活操控等优势，

也是提高分选通量的绝佳选择。Li等［163］搭建了首

套拉曼计数平台（Raman-activated cell counting， 

RACC），通过检测类胡萝卜素拉曼特征峰实现了

固碳菌的高通量检测（约 120个细胞/min）。Zhang

等［144］通过介电将高速流动单细胞捕获在拉曼激光

位点从而高效完成拉曼检测，该策略为解决由于

大多数细胞自发拉曼信号弱导致无法检测高速流

动细胞的拉曼信号的瓶颈问题提供了新思路，通

过进一步集成基于电磁阀吸吮的分选单元，最终

构建了首套自动化、高通量 RAMS 平台，基于该

平台实现产类胡萝卜素酵母的高通量（约 60个细

胞/min）分选。该套平台受到 The Scientist的专文

推介，为真正意义的拉曼流式分选平台的研制拉

开了序幕。针对色素等具有强共振拉曼信号的表

型，其拉曼信号检测所需时间通常可短至几毫秒

至几十毫秒，这使得在高速流动状态下获取到共

振拉曼信号可行。据此， McIlvenna 等［164］ 在

RACC的原理基础上进一步集成了基于分压的分选

单元，从而实现产类胡萝卜素蓝细菌的分选（约

30个细胞/min）。目前，现有的RAMS平台在强共

振拉曼表型检测筛选方面具有应用空间。但针对

强共振拉曼信号毫秒级检测时间而言，这些

RAMS平台的分选通量依然较低。

3.2.3 拉曼微液滴分选（RADS）
液滴微流控技术具有灵活、高通量等优点。

液滴包裹可对细胞起到保护作用，避免在筛选操

纵过程中遭受损伤。微生物细胞本身尺寸小、难

操纵，经液滴包裹后可直接对液滴进行灵活操纵，

利于提高分选通量和准确率。因此液滴微流控技

术已被广泛用于细胞工厂筛选［165］。Cristobal等［166］

最先将液滴微流控技术和拉曼结合，检测了液滴

中反应后的化学组分，为发展用于细胞分选的

RADS平台奠定了基础。但液滴生成过程中引入的

油相具有很强的拉曼背景干扰、液滴的透镜效应

会影响激光聚焦、细胞在液滴中自由游动会影响

激光对准，如何克服这些难题是发展RADS平台的

关键。Wang等［145］通过先拉曼检测后液滴包裹的

策略有效地克服了上述难题，进一步耦合介电液
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滴分选单元，搭建了真正意义的RADS平台，分选

通量可达约 260个细胞/min，是目前已报道工作中

全谱分选通量最高的RACS系统［145］。针对雨生红

球藻中虾青素含量的分选准确率达到 95% 以上，

分选后细胞存活率达 93%。此外，目前该分选通

量主要受限于拉曼检测而非系统本身，通过与高

灵敏拉曼检测技术（如相干拉曼、表面增强拉曼

等）耦合，可实现超高通量分选。但是，由于自

然界中绝大多数细胞的自发拉曼信号较弱，RADS

非捕获的检测策略使其同 RAMS 一样，局限于强

拉曼信号（如共振拉曼信号）的检测筛选。

3.2.4 介电单细胞捕获/释放拉曼激活液滴分选

（pDEP-RADS）
实现弱拉曼表型的检测及高通量分选一直是

拉曼分选的目标。如上所述，Zhang等［144］发展的

RAMS 平台集成了介电捕获单元，可将高速流动

单细胞捕获在拉曼激光位点从而延长拉曼采集时

间，以获取到高质量弱拉曼信号。Wang等［145］发

展的RADS平台集成了介电液滴分选单元，实现了

高通量分选。通过将上述平台的优势进行整合集

成，Wang等［146］发展了首套兼具普适性和通量的

介电单细胞捕获/释放拉曼激活液滴分选（pDEP-

RADS）平台，并示范了油脂酵母甘油三酯含量和

不饱和度的筛选，经过一轮筛选成功从二酰基甘

油酰基转移酶基因库中筛选出 3个已报道的强功能

基因和 2 个未报道的弱功能基因。基于 pDEP-

RADS和已研制的介电聚焦技术，中科院青岛生物

能源与过程研究所和星赛生物科技联手推出国内

外首台高通量拉曼流式分选仪FlowRACS，真正将

拉曼分选推向市场应用。

3.2.5 相干拉曼微流分选（Coherent-RAMS）
自发拉曼最大的弊端在于信号弱，导致其检

测通量较低。相干拉曼技术采用“泵浦”（pump）

和“斯托克斯”（Stokes）强脉冲激光沿光路与分

子振动产生相位相干，从而使拉曼信号有数量级

的增强［138］。目前，相干拉曼技术主要包括相干反

斯托克斯拉曼散射（coherent anti-Stokes Raman 

scattering，CARS）［167］和受激拉曼散射（stimulated 

Raman scattering， SRS）［168］。第一代CARS流式检

测平台仅能实现一位的单点采集，最大检测通量

为 100 eps（events per second）［169］。通过采用宽谱

相干光源，Camp等［170］发展了多元CARS（multiplex 

CARS， MCARS）技术，实现了1200～3100 cm-1的

宽谱采集，通过优化检测器，理论检测通量可达

10 000 eps。通过进一步升级激光器等硬件 ，

Hiramatsu 等［171］成功搭建首套可高通量检测指纹

区（400～1600 cm-1）的基于傅里叶转换的 CARS

（FT-CARS），检测通量约为 2000 eps。为了进一步

实现分选功能，Lindley 等［59］在 FT-CARS 的基础

上集成了基于压电阀的分选单元，成功搭建首套

CARS-RAMS，并示范了高产多糖、虾青素的微藻

细胞高通量（约 50个细胞/min）筛选［148］。在 SRS

方面，Zhang等［172］搭建了第一套 SRS流式检测平

台，该平台采用了 32感光像素阵列，因此可获取

到 32 个峰位点，基于该平台示范了不同状态下

3T3-L1细胞的高通量（约 560 eps）识别。明场成

像被用于细胞形态学鉴定，荧光成像也已被广泛

用于目标内涵物的分布表征，从而提供更详实的

形态学表型［59-60］。SRS检测快的特点使其具备成像

的能力，Suzuki等［173］通过采用 4色光源检测策略

搭建了首套基于 SRS 成像的检测系统，示范了微

藻细胞尺寸、胞内叶绿素、多糖和脂质含量表征

以及不同人体细胞的鉴定。为了进一步实现分选

功能，Nitta等［59］在SRS成像检测系统的基础上将

单光源升级为线光源实现细胞界面的快速扫描，

并进一步集成基于压电阀的分选单元，成功搭建

首套拉曼成像激活细胞分选系统（Raman image-

activated cell sorting， RIACS），并示范了 3T3-L1

衍生的脂肪样细胞、高产脂质的衣藻细胞和 13C标

记的眼虫藻细胞的高通量分选（约100 eps）［147］。总

体而言，CARS可以高通量地获取到宽谱信息（约

1900 cm-1），但其缺点在于易受非共振背景的干扰，

影响精确定量，SRS虽然不存在该问题，但其获取

的谱宽较窄（约 200 cm-1），导致其可识别表型信

息量较少。此外，与自发拉曼相比，相干拉曼最大

的特色就是高通量，但也存在着光谱分辨率较低

（约20 cm-1）、无法检测全谱信息的缺点。

3.3 基于 FlowRACS 的酶活筛选

目前，流式拉曼分选在合成生物学中应用最

为成功的案例是基于FlowRACS的二酰基甘油酰基
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转移酶 （DGATs） 酶活的筛选［146］。甘油三酯

（TAG）是人体、动物和植物中油脂的主要成分，

它具有极高的能量存储密度，而且在几乎所有细

胞中都存在，因此是自然界的“能量存储货币”。

细胞中 TAG生物合成的最后一步和限速步骤是二

酰基甘油酰基转移酶。自然界中 DGATs的功能极

其多样，其活性不仅调控 TAG 产物的合成效率，

还控制着其饱和度、碳链长度等；这些理化性质

决定了 TAG的用途和经济价值，例如是适合做营

养品还是生物燃油［174-175］。因此，作为油脂分子设

计的关键工具，DGATs 的挖掘和筛选具有重大的

科学意义和应用价值。

但是，传统的 DGATs筛选方法通常包括候选

酶基因在底盘细胞中的表达、细胞扩增培养以积

累足够生物质、从生物质中提取并通过薄层色谱

法分离 TAG产物、用气相和液相质谱来分析和定

量 TAG中组分等繁杂步骤［图 4（a）］［174-175］。这一

流程通常需要一周时间，耗时耗力。而基于

FlowRACS流程［图 4（b）］，可以一次性同步转化

多个基因甚至基因库来构建细胞库，将细胞库进

行诱导累积油脂后直接通过 FlowRACS进行分选，

分选后的细胞可不经过培养直接进行高通量测序，

根据测序数据便可得知功能基因，也可进行平板

单克隆培养，通过 Sanger测序鉴定单克隆，并可

进一步通过传统方法对分选后的单克隆进行更为

深入的表征。基于该策略，Wang 等［146］将空载体

和 9个潜在DGATs功能基因进行同步转化并诱导后，

经过一轮分选并联合测序验证，成功获得3个已报道

的强效基因和2个从未报道过的弱效基因［图4（c）］。

而前期基于传统方法对这 3个强功能基因的筛选和

表征，历时长达数月时间［175］。

与基于生物质提取和质谱分析的传统胞内油

脂分析方法相比，FlowRACS的筛选时间、试剂耗

材和人工成本更少，大大提高了酶的筛选效率。

以 10个基因的功能鉴定为例，传统方法通常需要

约 31天（包括：①转化；②平板培养；③液体培

养；④分子鉴定；⑤诱导；⑥油脂提取；⑦基于

薄层色谱的 TAG分离；⑧基于气相色谱和质谱联

用的 TAG 表征）、约 1000 美元的试剂耗材消耗

（包括：①转化；②平板培养；③液体培养；④分

子鉴定；⑤诱导；⑥油脂提取；⑦基于薄层色谱

的 TAG 分离；⑧气相色谱和质谱联用的 TAG 表

征）和约 25 人 .天的人工成本（包括：①转化；

②分子鉴定；③油脂提取；④基于薄层色谱的

TAG 分离获取；⑤基于气相色谱和质谱联用的

TAG 表征）。而 FlowRACS 仅需要约 5.5 天（仅包

括：①转化；②诱导；③基于 FlowRACS 分选；

④高通量测序）、300 美元（仅包括：①转化；

②诱导；③基于 FlowRACS分选；④高通量测序）

和约 1.5 人 .时的人工成本（仅包括：①转化；

②基于 FlowRACS分选）。而且，当需鉴定的基因

数量进一步增加时，传统方法的时间成本、试剂

耗 材 消 耗 和 人 工 成 本 均 会 成 倍 数 增 加 ， 而

FlowRACS几乎不变（图 5）。因此，FlowRACS非

常适合合成生物较大体系突变体库的筛选。

4 总结和展望

合成细胞表型的测试和分选是合成生物学的

重要核心之一，也是当前的限速步骤之一。发展

高效的表型检测和分选技术对于加速合成生物学

的发展至关重要［176］。传统基于单克隆培养的方法

耗时、费力且成本高。荧光流式，包括 FACS 和

FADS，是目前应用最为广泛的高通量分选技术。

但其需要外加荧光标记的前提又在一定程度上限

制了其应用范围。SCRS技术因其具有活体无损、

非标记式、提供全景式表型、能分辨复杂功能、

快速且低成本、能与组学分析联动等优势，被认

为是一种理想的表型识别技术［24， 66-67］。因此基于

SCRS的RACS技术有望解决合成生物表型检测和

分选的瓶颈问题。然而，RACS在合成生物学领域

的潜力挖掘与实现还需克服诸多挑战，同时也存

在巨大机遇。

在基于拉曼光谱的表型检测方面，拉曼组虽

能够在无需探针的前提下测量底物代谢活性、产

物谱、环境应激等诸多表型［24］，但是在单细胞精

度同时测量这些表型的“全景式”表型组分析尚

需结合特定应用进行示范。其次，拉曼谱中的一

个拉曼峰通常指代有相同或相似化学键的一类物

质，比如蛋白、核酸、油脂、色素等，但仅仅通

过一个或几个拉曼特征峰尚难以特异性地区分具

体是哪种蛋白、哪种核酸、哪种油脂、哪种色素。
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基于拉曼全谱并耦合深度学习算法已被广泛用于

不同表型的区分［160， 162， 177］，这也为特异性地区分

同类不同种物质（如区分合成途径中的前体和终

产物等）提供了新思路，同时也为基于拉曼全谱

的数据算法的构建提出了新的挑战。同时，基于

全谱算法是否可以量化目标产物，甚至同时量化

不同代谢物，基于拉曼光谱可以全景式识别复杂

表型的优势，其在理论上是可行的，但要实现该

目标，需要联合传统方法的准确定性和定量从而

对拉曼光谱特征形成指导作用，最后通过数据训

练建模以实现上述目的。此外，基于无需预知靶

点的标记策略，如稳定同位素标记（13C、15N、2H

图图4　二酰基甘油酰基转移酶体内活性筛选的传统方法和FlowRACS方法的流程比较［146］

Fig. 4　Workflows for in vivo screening of DGAT activities through traditional methods and FlowRACS strategies[146]
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等）策略，可在一定程度上补偿并提高检测灵敏

度、特异性等，更精细地探究细胞的应答过程［24］。

总之，拉曼数据解析将是进一步提升拉曼光谱表

型表征能力的重点，而基于人工智能的单细胞多

模态表型分析将是提升拉曼单细胞表型识别能力

的关键。

在拉曼分选方面，现有这些平台中，静态模

式 RACS能精确将单个细胞分离到单管/孔中，从

而和下游单细胞组学无缝衔接，但其通量很

低［139-142］；流动模式 RACS自动化程度更高，在分

选通量上也有了数量级的提高，但受限于自发拉

曼信号弱的本质问题，其通量仍难以和FACS相提

并论［142-145］；相干拉曼技术的信号灵敏度极高，使

其分选通量有了质的提升，但其光谱分辨率及光

谱信息量相对较少。尽可能多地承接各个平台的

优势将是发展新一代RACS平台的重点。此外，除

FACS、RACS 外，单细胞电阻抗、力学、明场成

像等技术同样可以表征细胞表型［178-181］，因此，多

技术的联用，如荧光和拉曼等［111， 182］，可以进一步

提升表型鉴定的准确率和信息量，将把单细胞表

型组在合成生物学的应用推向新的维度，也必将

是发展趋势之一。

最后，在仪器研制方面，显微拉曼仪目前已

很成熟，市场份额主要被国外公司占据，但拉曼

分选仪目前还比较空缺，在该领域国内尚处于领

先地位。以RACE为关键技术的PRECI SCS，可实

现微生物单细胞的自动化分离并耦合下游单细胞

测序。但其存在单细胞全基因组覆盖度低的问题，

主要是由 RACE 过程所带来的损伤导致的。以

RAGE为关键技术的RAGE-Seq，同样实现了微生

物单细胞分离并耦合下游单细胞测序，其损伤更

小，单细胞全基因组测序覆盖度更高，但第一代

机器自动化程度较低，目前已在研制自动化版本，

有 望 近 期 发 布 。 此 外 ， 研 究 人 员 以 RAMS、

RADS、pDEP-RADS 等流式分选技术为基础发展

了FlowRACS，其自动化程度及通量更高，因此更

适合于合成生物表型检测和分选，已成功示范微

藻、酵母等细胞的色素、油脂等表型的筛选，其

图图5　二酰基甘油酰基转移酶体内活性筛选的传统方法和FlowRACS方法在时间成本、试剂耗材消耗和人工成本的比较［146］

Fig. 5　Consumption of time, labor and reagents for in vivo screening of DGAT activities through traditional methods and 

FlowRACS strategies[146]
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更多所适用的细胞及表型种类有待市场的探索。

总体而言，我国在拉曼分选仪研制方面处于国际

领先地位，但仪器的一些核心部件，如光谱仪、

CCD等仍依赖于进口。因此，全国产化替代将是

接下来需要各行业共同努力的目标。
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