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单细胞表观遗传成像方法研究进展 

王梦灵，郝 翟，张左玲，王 琛，宋沁馨，邹秉杰* 
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【摘要】表观遗传修饰在调控基因表达、细胞命运决定及疾病发生中扮演关键角色，其时空动态特性与

细胞异质性密切相关，需要利用合适的分析技术进行精准解析。对此，传统均质样本分析方法难以捕捉单细

胞层面的表观调控差异，而单细胞表观遗传成像技术在细胞异质性分析方面已展示出良好的应用，并随着该

领域技术发展，其在空间分辨率与动态监测方面也已取得突破。本文对近几年开发的基于光学显微技术的免

疫荧光成像、基于核酸扩增的原位标记荧光成像、基于基因编码的荧光蛋白成像等单细胞表观遗传成像方法

进行了系统总结，并对它们的成像原理作简要说明。文章重点关注了这些方法的检测通量性能、成像分辨率

以及信号放大性能，并概述了它们在实际科研和临床工作中的应用，以期为新的单细胞表观遗传成像方法的

开发提供参考，同时推动相关技术向疾病机制解析、表观药物筛选等生物医学与精准医疗的转化应用。 
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【Abstract】Pigenetic modifications play a crucial role in regulating gene expression, cell fate determination, 

and disease occurrence. Their spatiotemporal dynamic characteristics are closely related to cellular heterogeneity, 

which requires the use of appropriate analytical techniques for precise interpretation. Traditional homogeneous 

sample analysis methods are difficult to capture epigenetic regulatory differences at the single-cell level, while single-

cell epigenetic imaging techniques have shown good applications in the analysis of cellular heterogeneity. With the 

development of this field, they have also achieved breakthroughs in spatial resolution and dynamic monitoring. This 

article systematically summarizes the single-cell epigenetic imaging methods developed in recent years based on 

optical microscopy technology, such as immunofluorescence imaging, in situ labeling fluorescence imaging based 

on nucleic acid amplification, and fluorescent protein imaging based on gene encoding. It briefly explains their 

imaging principles and focuses on the detection throughput performance, imaging resolution, and signal amplification 

performance of these methods. It also provides an overview of their applications in actual scientific research and 

clinical work, with the aim of providing references for the development of new single-cell epigenetic imaging 

methods and promoting the transformation and application of related technologies in the fields of disease mechanism 

analysis and epigenetic drug screening in biomedicine and precision medicine. 

【Keywords】Single-cell imaging; Epigenetics; Immunofluorescence; Fluorescence imaging; Fluorescent 

protein; Progress 

 

恶性肿瘤一直是人类面临的重大健康威胁之一，

经典的“Peter Nowell 克隆演化理论”[1]认为，癌细

胞是由人体内发生致癌基因突变的正常细胞逐渐转

变而来，这一过程经过不断地克隆扩增和筛选积累，
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最终形成肿瘤。然而，值得注意的是，在一些恶性肿

瘤案例中，基因组学的研究结果缺乏强致癌基因的

突变，且肿瘤内遗传异质性难以完全解释耐药、转

移等恶性表型[2]。这一矛盾促使研究人员将研究视

角从传统的遗传调控转向非遗传调控层面，尤其是

表观遗传修饰。研究表明，表观遗传修饰的变化是

恶性生物学结果的重要原因，包括肿瘤增殖、分化、

自我更新、治疗抗性和肿瘤转移。 

“表观遗传学（epigenetics）”一词，是由著名

的遗传学家 Conrad Waddington 于 1942 年首次提出
[3]，用于描述基因表型发生可遗传变化而基因的

DNA 序列没有相应变化的现象。通过研究 DNA 甲

基化、组蛋白修饰、染色质可及性等可遗传的分子

标记，表观遗传学揭示了基因表达调控的时空特异

性及其在发育、疾病中的核心作用[4-6]。然而，传统

的表观遗传分析往往聚焦于群体细胞（bulk cells）的

平均信号，掩盖了细胞间表观调控的异质性。尽管

当前的单细胞表观遗传检测技术通过高通量测序方

法，在解析细胞异质性方面取得了显著进展，但其

技术框架仍存在关键局限：基于组织解离的单细胞

分选流程会破坏细胞原有的空间组织结构，导致表

观遗传特征在复杂组织中的三维空间定位信息产生

不可逆丢失。而此类空间信息对理解表观基因组如

何在天然组织微环境中调控细胞命运具有不可替代

的生物学意义。因此，开发保留空间分辨率的单细

胞表观遗传成像技术已成为突破现有方法瓶颈、揭

示表观调控网络时空动态的核心方向。 

本文系统梳理和总结了近几年涌现的单细胞表

观遗传成像技术，并对它们的基本原理和应用优势

等作简要介绍，重点对比了不同方法的信号放大性

能和成像分辨率，以期为优化单细胞表观遗传成像

的灵敏度与时空精度提供参考，同时推动相关技术

向疾病机制解析、表观药物筛选等生物医学与精准

医疗的转化应用。 

1 基于光学显微技术的单细胞表观遗传成像 

光学显微技术是基于可见光与荧光探针，对生

物样本实现亚细胞至纳米级成像的核心手段。传统

的宽场荧光显微镜利用特定波长激发荧光标记物，

通过物镜收集发射光生成二维图像，但其分辨率往

往受限于衍射极限（约 200 nm）。超分辨显微技术

如 随 机 光 学 重 建 显 微 镜 （ stochastic optical 

reconstruction microscopy, STROM）等，突破了传统

光学显微镜的衍射极限，使成像分辨率达到纳米级

（20-50 nm），为单细胞表观遗传修饰和亚细胞结构

研究提供了革命性工具[7]。 

Franek 等[8]提出的一种结合超分辨显微镜与单

分子 DNA 纤维分析的技术方案，利用 FISH 探针定

位和免疫荧光成像，结合 STED/STORM 技术突破

衍射极限，实现了对表观遗传标记的高分辨率可视

化与定量分析。Xu 等[9]展示了基于 STORM 的超分

辨成像技术，通过免疫荧光标记 10 种组蛋白修饰，

结合三维定位算法，首次在单细胞哺乳动物细胞核

中揭示了三种由组蛋白修饰驱动的高阶染色质结构。

Xie 等[10]展示的三维染色质可及性光激活定位显微

镜技术（3D ATAC-PALM），利用携带光激活荧光

探针的 Tn5 转座酶标记染色质开放区域，结合晶格

光片显微镜，在甲醛固定的细胞中解析了可及染色

质结构域（ACDs）的空间分布，为理解基因组的空

间组织和基因表达调控机制提供了新视角。 

这类方法都是基于超分辨成像显微技术，通过

免疫荧光标记来实现表观遗传修饰的单细胞高分辨

率成像。然而，这些方法仍然依赖抗体特异性，且成

像过程较为复杂，需要定制的设备和专业的操作技

能，限制了这些技术的广泛应用。 

Farhy 等[11]开发的基于高内涵显微成像的表观

遗传学景观多参数分析（microscopic imaging of the 

epigenetic landscape， MIEL）平台，通过整合免疫

荧光染色与机器学习算法，实现了表观遗传药物的

高通量分类和剂量反应评估。Alvarez-Kuglen 等[12]

介绍了基于高内涵显微成像的染色质和表观遗传年

龄评估方法（imaging-based chromatin and epigenetic 

age， ImAge），通过整合免疫荧光成像、自动化显

微镜与机器学习算法，实现了单细胞水平表观遗传

标记空间组织的衰老轨迹分析。这类技术体系通过

整合免疫荧光标记、高内涵显微成像系统与机器学

习驱动的图像解析算法，实现了单细胞分辨率下表

观遗传修饰的定量空间分析。然而，其实际应用仍

面临抗体特异性不足、技术门槛较高、结果的可重

复性受限于成像参数的挑战。 

上述方法通过整合传统免疫荧光法和先进的显

微技术，突破传统荧光显微镜的衍射极限，在单细

胞水平实现了染色质结构与表观遗传修饰的纳米级
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空间解析。然而，其广泛应用仍面临多重挑战：抗体

的表位特异性不足可能引入交叉反应信号；依赖先

进的显微成像仪器，成像成本高昂；高通量成像产

生的大量数据需依赖定制化算法，数据处理复杂。 

2 基于核酸扩增方法的单细胞表观遗传成像 

DNA 碱基配对的可编程特性为单细胞表观遗

传成像提供了分子编码基础。通过点击化学反应或

生物素-链霉亲和素系统，可将特异性单链 DNA 探

针共价偶联至靶向抗体或直接修饰于表观遗传标记

上，形成“抗体-DNA”或“表观标记-DNA”复合

探针。这些修饰了 DNA 的复合探针进一步结合等温

核酸扩增策略可线性放大荧光信号，无需结合先进

的显微技术和复杂的自定义算法就能实现单拷贝表

观修饰的原位可视化。 

Chen 等[13]提出的基于碱基编码扩增的荧光原

位杂交（base-encoded amplifying FISH， BEA-FISH）

方法（如图 1 所示），通过酶促反应或化学标记将

修饰位点转化为 DNA 条形码，并触发滚环扩增反应

放大荧光信号，实现了单细胞内 5-羟甲基尿嘧啶

（5hmU）等低丰度修饰的原位数字化定量分析。然

而，该方法只能应用于固定细胞样本与丰度较低的

靶标的单次成像，无法考察不同的 DNA 甲基化修饰

之间潜在的联系。 

为进一步研究不同的 DNA 甲基化修饰之间的

潜在联系，Xue 等[14]介绍的基于邻位连接的差异化

可视化（pairwise proximity-differentiated visualization）

方法（如图 2 所示），通过 DNA 纳米技术实现了单

细胞内 DNA 表观遗传修饰 5fC 和 5hmC 的空间定

位及邻近关系分析。然而，该方法仍然有着只能应

用于固定细胞样本和检测通量有限的局限性，且由

于化学或酶促标记的使用，依旧无法对特定的 DNA

或 RNA 序列进行成像。 

 

图 1  基于碱基编码扩增的荧光原位杂交（BEA-FISH）方法原理 

 

图 2  基于邻位连接的差异化可视化方法原理 

 

Kint 等 [15] 提 出 的 表 观 遗 传 可 视 化 分 析

（epigenetic visualization assay, EVA）方法，通过原

位生化反应和 RNA-FISH 技术实现了单细胞水平上

特定基因表观遗传标记的定量检测以及与基因转录

状态相关联的研究。虽然该方法可以对单细胞中特

定基因的表观遗传标记进行检测和定量分析，但成

像通量与分辨率均有限。 

上述方法主要依赖化学标记或酶促反应对

DNA 表观遗传修饰进行成像分析，无需借助先进的

显微技术，有着较好的检测灵敏度。但是此类方法

难以精准定位特定基因位点，且基于酶促标记的方

法原理无法应用于 RNA 表观遗传修饰的检测，技术

应用推广受限。 

在 RNA 表观遗传修饰成像检测方面，Ren 等[16]

提出了基于邻位连接的原位杂交 m6A 成像（m6A-

specific in situ hybridization mediated proximity 

ligation assay, m6AISH-PLA）方法（如图 3 所示）。

该方法利用一对邻近探针分别靶向 RNA 序列和

m6A 修饰位点，通过抗体介导的邻近连接反应结合

原位滚环扩增反应生成可检测的荧光纳米簇，实现

了对特定基因 m6A 修饰的成像分析。然而，该方法

的成像通量相对较低，一次实验能够检测的样本数
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量有限，难以满足大规模高通量的检测需求。 

Mao 等 [17] 提出的邻近交换辅助多色编码

（ proximity exchange-assisted encoding of 

multichrome, PREEM）方法（如图 4 所示），利用

“AND”布尔逻辑识别和多色编码来实现单细胞

RNA 表观遗传修饰的多重、空间分辨成像。虽然

PREEM 方法在一定程度上有效提高了 m6A RNA 的

多重检测能力，但是在细胞内环境中进行的高度多

重检测往往会导致多个扩增子的空间重叠，影响对

紧密定位的 m6A RNA 的区分。 

 

图 3  基于邻位连接的原位杂交 m6A 成像（m6AISH-PLA）方法原理 

 

图 4  邻近交换辅助多色编码（PREEM）方法原理 

 

Fan 等 [18] 提出的分子差异化编码显微镜

（ molecule differentiation encoding microscopy, 

MDEM）结合正交串联重复 DNA 标识符（orthogonal 

tandem repeat DNA identifiers, OTRDI）方法，通过

差异化 DNA 标记与随机多重反应实现了纳米尺度

下密集生物分子的数字化定量成像。 

上述方法主要通过抗体和探针的双重识别，在

RNA 表观遗传修饰检测中实现了高特异性定位（如
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m⁶A 等），可在常规荧光显微系统下准确解析特定

RNA 分子在细胞内的空间分布特征，且具备较高检

测灵敏度。然而，受标记效率的限制，检测通量仍有

待提升，且难以同步整合多种表观遗传信息与染色

质可及性等分子特征。 

为探测含有多种染色质修饰的纳米环境，Chen

等[19]提出了细胞大分子锚定 DNA 步行索引（cellular 

macromolecules-tethered DNA walking indexing, Cell-

TALKING）方法。该方法通过标记 DNA 修饰位点

和组蛋白 PTM 位点，实现了对多种染色质修饰组合

模式及其亚核分布的分析，克服了当前 DNA 邻近连

接分析技术只能记录单个探针组合的局限性，在临

床标本检测中展现出应用潜力。 

为了在复杂组织中对单细胞进行空间分辨的表

观基因组分析，Lu 等[20]介绍了表观基因组高通量多

发 性 荧 光 原 位 杂 交 （ multiplexed error robust 

fluorescence in situ hybridization, MERFISH）方法（如

图 5 所示）。其特点是通过酶促 DNA 标记、RNA

扩增与多轮荧光探针杂交和解离，将传统表观遗传

检测的测序步骤转化为原位成像，保留组织空间背

景的同时，实现了数百个基因组位点的亚核分辨率

染色质修饰定位。然而，该技术是一种靶向方法，需

要事先了解或假设来选择表观基因组位点，无法像

测序方法那样进行无靶向的全基因组检测。 

 

图 5  高通量多发性荧光原位杂交（MERFISH）方法原理 

 

基于核酸扩增方法的单细胞表观遗传成像技术

通过 DNA 条形码循环迭代突破了荧光光谱限制。结

合 DNA 条形码的可编程性与可扩增特性，此类方法

将单细胞内染色质修饰、RNA 甲基化及蛋白质等生

物分子的成像通量提升至数十至上百种，实现了单

分子或单位点分辨率的可视化。然而，该类技术受

限于固定细胞样本，无法实时追踪活细胞内生物分

子的动态行为。且这些方法的实现依赖抗体特异性

及复杂的探针设计，在多标记同步检测时存在潜在

交叉干扰风险。 

3 基因编码的单细胞表观遗传成像 

活细胞中表观遗传修饰的动态监测是解析细胞

命运决定机制的核心挑战，其难点在于精准捕获时

空维度上快速且低丰度的表观遗传波动。传统单细

胞表观遗传成像技术多依赖固定细胞或染色质片段

化处理，难以捕捉生理状态下修饰位点的时空动态

特性。近年来，基因编码的荧光成像系统的开发为

实时追踪表观遗传事件提供了可能。 

在 RNA 甲基化成像方面，Zhang 等[21]开发了活

细胞 RNA 甲基化传感器系统（如图 6 所示），当传

感器中的 RNA m6A 阅读器与 RNA m6A 结合时，此

传感器会因结合亲和力而滞留在细胞质中，否则，

传感器会因核定位信号（NLS）而转移至细胞核。该

传感器通过细胞质与细胞核荧光信号比值来指示

m6A 的动态水平，实现活细胞内 RNA m6A 的动态、

单细胞分辨率的监测。然而，该传感器的构建依赖

基因工程技术，操作相对复杂，且只能反映整体的

RNA m6A 水平变化，无法精确到特定 RNA 分子。 

Muñoz-López等[22]开发了基于TALEs的荧光标

记可编程受体，利用其模块化重复单元对碱基的选

择性识别能力，成功实现了对人 SATIII DNA 5mC

的核苷酸分辨率成像分析。该技术具有核苷酸分辨

率，可在不依赖整体靶标可及性差异的情况下分析

5mC，但在临床样本应用中可能存在样本出来、信号

干扰等问题。 

在染色质修饰的动态变化监测方面，Stepanov

等[23]开发了一种基因编码的荧光探针 MPP8-Green，

用于检测 H3K9me3 组蛋白修饰，实现了活细胞内染
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色质状态的动态成像。该方法所需样本量小，实验

成本相对较低，但由于探针设计复杂，目前只能检

测一种组蛋白修饰，无法同时获取多种修饰的信息。 

Feng等[24]开发了EpiGo （epigenetic perturbation 

induced genome organization）-KRAB 系统，该系统

通过 CRISPR 技术将 dCas9-KRAB 与荧光标记的

gRNA 结合，能够在活细胞中同时实现对特定基因

组区域的表观遗传扰动和成像，实时观察 H3K9me3

修饰对基因组组织和转录的影响。不过，该方法实

验操作较为复杂，对实验人员的技术水平要求较高，

且 CRISPR 技术的应用可能存在脱靶效应，影响实

验结果的准确性和可靠性。 

 

图 6  活细胞 RNA 甲基化传感器系统 

 

基因编码的单细胞成像技术凭借其高时空分辨

率与活细胞兼容性，在表观遗传动态过程研究中展

现有着独特的优势和广阔的应用前景，尤其适用于

染色质修饰、DNA 互作等生理事件的实时追踪。然

而，该技术依赖靶标蛋白的基因工程改造，操作流

程复杂且可能干扰天然分子功能；另一方面，基于

基因编辑的标记策略难以直接应用于临床肿瘤样本

的原位表观遗传分析，导致其在疾病诊断场景中的

实用性受限。 

4 总结与展望 

单细胞表观遗传成像技术作为解析表观遗传异

质性与动态调控网络的核心手段，已发展为构建亚

细胞分辨率表观遗传修饰图谱的关键研究范式。当

前技术体系涵盖抗体介导的超分辨成像、核酸扩增

驱动的原位标记及基因编码的荧光蛋白传感器三大

类方法，能够从空间分布、修饰丰度及动态互作等

多维度解析 DNA 甲基化、RNA 甲基化、组蛋白翻

译后修饰及染色质拓扑结构等表观遗传信息。伴随

显微成像技术的革新，该领域正突破光学衍射极限。

越来越多的方法将基于抗体的DNA条形码与RCA、

HCR 等信号放大策略结合起来，成功实现了单分子

水平的高特异性检测。此外，基因编码的荧光蛋白

传感器的引入显著改善了活细胞兼容性，可同步追

踪数十种表观标记的动态重编程过程。 

单细胞表观遗传成像技术的未来突破将围绕三

个核心方向展开：开发非基因编码的活细胞原位标

记策略，以提升临床样本的兼容性；构建多组学整

合成像平台，通过空间转录组与表观修饰的共定位

解析基因调控网络，揭示疾病分子机制；同时结合

深度学习算法实现自动化图像分析，精准量化表观

异质性特征。此外，新型信号放大技术与跨尺度成

像方法的协同应用，将进一步增强单分子检测精度，

支撑多维数据的高效整合，最终推动该技术向临床

诊断与个体化治疗的转化。 
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