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摘要：最近研究表明，即便是处于同一种群中的微生物细胞，在基

因转录和翻译、蛋白活性、以及代谢物丰度等多个水平都可能存在

显著差异，说明微生物细胞间存在着多个层次上的异质性；同时，

传统微生物学研究方法需要将所研究的微生物对象在实验室实现再

次培养，然后对纯培养的微生物种群进行研究，这样往往造成实验

室的研究结果无法真实地反映微生物细胞在自然界中的原始状态，

急需发展新的原位研究手段；此外，自然界中的微生物目前只有极少

部分可以在实验室中进行培养，仍有大量微生物无法通过传统方法进

行发掘和研究。单细胞尺度微生物学为解决这些微生物学研究中的重

要挑战提供了一种新的策略和技术思路，有望帮助我们更为直观、深

入地了解每个细胞内部的状态，以及其在自然界的生理生态功能。本

文对单细胞尺度微生物学研究的意义以及当前单细胞尺度微生物学

的研究方法，特别是新兴的微生物单细胞组学方法进行了介绍。 

关键词：单细胞尺度微生物学，异质性，不可培养微生物，单细胞基

因组学，单细胞转录组学 

传统的微生物学研究一般以某一细胞种群作为研究对象，在群

体水平上对该种类细胞进行研究。然而，近来越来越多的研究发现，  
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即使处于同一群体中的微生物细胞也会在基因

转录和翻译、蛋白质活性、以及代谢物丰度等多

个水平存在着差异，即细胞间的异质性。传统的

研究方法由于以群体细胞为研究对象，观测得到

的结果实际上是群体内各个细胞状态的平均值，

无法反映出细胞间的异质性。此外，传统的微生

物学研究由于在群体水平进行，往往依赖于对某

一类细胞的分离与纯培养；然而，越来越多的研

究发现微生物在自然界中普遍以相互依存的形

式存在，分离和获得纯培养技术并不一定对所有

的微生物都可行。因而，传统研究方法一方面可

能无法反映出微生物在自然界中的真实状态，另

一方面也难以对不能实现纯培养体系的目标微

生物进行研究[1]。新兴的研究技术，如宏基因组

学和宏转录组学方法等，虽然不需要进行纯培养

富集，从一定程度上解决了天然样本的分析问

题，但对于复杂群体中微生物细胞间的异质性，

以及群落结构的深层次解析仍存在着一定的  

困难[2]。 

作为一个新兴的研究方向，单细胞尺度微生

物学的相关研究方法为解决上述三点问题提出了

可行的策略和技术手段：一方面，单细胞水平的

分析能很好地反映出种群内部细胞个体状态，进

而了解到整个群体的异质性分布；另一方面，单

细胞水平的分析不依赖于对细胞的纯培养，能够

在对天然样本进行直接分析的同时，解析微生物

在自然界复杂环境中的状态。本文重点综述了单

细胞尺度微生物学研究的意义，并从微生物单细

胞分离与分析两方面综述了当前单细胞尺度微生

物学的前沿研究方法，特别是对新兴的各种组学

方法在单细胞尺度微生物学领域的应用进行了重

点介绍。 

1  单细胞水平微生物研究的内容与

意义 

随着相关技术的发展与完善，单细胞水平研

究逐渐成为许多领域的研究热点。虽然相比于动

物和植物，微生物没有复杂的器官分化，但是对

微生物进行单细胞水平研究有助于我们研究微生

物在群落内部的分工、细胞间相互作用、细胞间

异质性等关键问题。下面，我们将从异质性、原

位分析与不可培养性 3 个方面，概述微生物单细

胞水平研究的内容与意义。 

1.1  微生物的异质性 

在自然界中，由于需要面对复杂的外部环境

与各种可能的胁迫条件，微生物通过种群中个体

基因型与表型的多样性，保证某些个体在严酷条

件下的存活，实现种群的存续[3]。一般而言，细胞

间异质性的来源可分为以下 4 种：基因的随机表

达、表型可塑性、基因型可塑性、以及可逆的基

因型变异[4]。研究表明，细胞固有的、外在的表达

噪声以及双峰与双稳态机制都可能是基因随机表

达的诱因[4]。表型可塑性[5]多由于种群内部个体所

处的微环境差异，导致细胞间的基因表达差异，

并最终反映为表型差异以及群体内部分工。例如：

在许多生物膜系统中，氧气、营养成分以及代谢

物浓度的分布差异，会使生物膜表面与内部的细

胞、生物膜上与培养基中的游离细胞呈现出完全

不同的表型[6–8]。基因型可塑性一般与外界环境的

压力相关：在环境胁迫下，群体内部来自同一单

克隆的不同子代细胞会发生不同类型的突变；最

终，发生有利突变的少量细胞会存活下来，并逐

渐形成一个或数个新的亚群，而这些亚群之间可

能会互相竞争，也可能长期同时存在[9–10]。可逆的
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基因型变异一般来源于细胞内部的诸多分子机

制，如位点特异性重组、甲基化修饰等方式，最

终形成微生物的“相变异”(phase variation)。这一过

程在致病菌中尤其常见，并往往与致病菌的致病

性密切关联。例如：在大肠杆菌中，I型菌毛表达

会在感染期间受 fim 基因的反转调节[11]；鼠伤寒

沙门氏杆菌中，鞭毛由 fliC 和 fljB 基因合成的鞭

毛蛋白构成，细胞通过可逆反转 fljB的启动子区，

调控 fljB 以及其下游的 fljA 基因的表达，FljA 蛋

白通过转录后调控的方式抑制 fliC 基因的表达，

从而实现某一类鞭毛蛋白基因的表达[12–13]。 

尽管上述四类异质性来源已经在某些方面得

到了证实，但其中的诸多机理仍未在分子水平得

以系统的阐明。相关研究一方面依赖于对微生物

表型的实时检测，另一方面也需要通过对目的细

胞群体或个体的分离，以进行相关分子水平的深

入分析，从而揭示异质性背后的分子机理。 

1.2  微生物的原位分析 

微生物在自然环境中与实验室纯培养环境中

所处的环境往往存在着极大的差异：一方面，纯

培养体系的培养条件经过优化，各种营养物质较

为充足，而自然环境中，各种营养物质一般较为

匮乏，且可能存在着各种抑制生长的物质，致使

基因表达谱、蛋白、代谢物种类都与实验室纯培

养环境下存在差异；另一方面，微生物在自然界

中时时刻刻处于和其他微生物的相互作用中、生

物膜系统等复杂系统中，物种之间与种群内部的

群感效应(quorum-sensing)、信号传导等与纯培养

状态下也有着很大的不同。为解决以上问题，有

必要利用实时、非侵入性的研究方法，对上述复

杂环境中的微生物进行原位分析，了解微生物细

胞在自然界的天然生理状况，这对于微生物生态

学以及环境生物学研究都有着重要的意义。 

1.3  不可培养微生物  

据估计，目前自然界中的细菌与古细菌仅有

不到 1%能够在实验室中进行纯培养。这意味着，

传统的基于纯培养的研究方法仅仅揭示了自然界

的冰山一角，仍然有许多“暗物质”等待着新的方

法去发掘其中的内容，如新的功能型化合物、抗

生素、以及新的物种等。另一方面，人们很早就发

现，很多微生物、特别是一些病原微生物，能够进

入一种被称为“活的但不可培养”的状态[14–15]。在这

种状态下，细胞内代谢活性极低、不能在正常的

培养基中生长，但在某些条件下能够通过活化恢

复生长能力[14,16]。并且研究发现，处在这些状态

下的某些致病菌仍具有致病性[17–19]。因此，对这

些问题进行分子水平的深入解析，在食品卫生安

全、疾病防治等方面都有着重要的意义。 

单细胞尺度微生物学的相关研究方法由于可

以直接以单一细胞为起始材料，在避免了细胞培

养过程的同时，可以从自然界直接获取细胞，并

对其“原位”状态进行分析、获知微生物在自然界

中最为原始的状态，无疑为解决上述问题提供了

有效的工具。例如：早期基于荧光与光谱的方法

可以在不破坏细胞的前提下，实时检测群体内异

质性分布与个体的表型、转录信息、蛋白质、代

谢物等生理指标[20]；而近期的单细胞测序方法可

以与适当的细胞分离方法结合，获取群体内每个

个体的基因型与表达谱等信息[21–22]。  

2  单细胞尺度微生物学的重要研究

方法 

相比于动物、植物细胞，微生物细胞的单细
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胞尺度分析有着多方面的难点。微生物细胞壁组

成相对复杂多样，一方面在 DNA、RNA提取时难

以裂解，另一方面也令很多在动物、植物细胞中

可用的外源探针、标记物等无法进入细胞。很多

微生物细胞中含有色素，往往限制了诸如荧光蛋

白、荧光杂交探针等基于光学的分析方法。此外，

微生物细胞，特别是原核微生物细胞体积更小

(2–3 μm；动物细胞 10–20 μm)[23]，因而胞内 RNA

含量更低(<10 fg)，相比动物细胞总 RNA 含量可

以达到 10 pg，二者相差 103以上[22]，且原核微生

物 mRNA稳定性差、半衰期短，使得单细胞转录

分析的技术难度更大。下面，我们将从荧光与光

谱类方法、单细胞尺度微生物的分离与分选方法

以及新兴的单细胞组学方法 3 个方面，概述当前

单细胞尺度微生物学的前沿研究方法。 

2.1  基于荧光与光谱类方法的单细胞分析 

传统的荧光与光谱类方法由于能够对目标群

体进行实时与非侵入性的检测，在单细胞尺度微

生物学的相关研究中有着广泛的应用；并且，由

于相关方法可以实现细胞的无损检测，也为后续

目标细胞的分离以及后续分析带来了可能。 

荧光类方法可利用细胞内部色素的自发荧

光、外源转入荧光蛋白基因进行表达，或通过荧

光染料对目的细胞群体进行特异性染色，进而对

细胞进行检测。常见的研究方法包括荧光原位杂

交、多色荧光蛋白、结合特异性染色剂的流式细

胞术分析等。例如：Cassona 等人利用荧光报告系

统，实现了艰难梭菌中的单细胞基因表达监测，为

研究这一常见的致病菌提供了有效的研究手段[24]；

Taniguchi 等人利用 YFP 荧光蛋白在大肠杆菌单细胞

中实现了单分子水平的蛋白组学与转录组学分析[25]。

值得一提的是，随着技术的不断发展，复杂的多

色流式细胞术、荧光染料与相应的仪器为复杂群

体的高通量分析与高效活体分选提供了可能。 

光谱类方法一般包括拉曼光谱分析、微光束

分析等。拉曼光谱分析方法利用物质的拉曼效应，

可以直接对细胞内各种化合物进行定性、定量分

析，并可以结合微液滴与微流控设备等平台进行

高通量的分析与活体分选。目前国内外都已有相

关的商业化单细胞拉曼分选仪；相比于荧光类方

法，拉曼光谱类方法不需要任何标记物，无损检

测细胞内的代谢物，对于细胞活力和可培养性都

没有要求，在单细胞尺度微生物学的分析工作中

有着良好的应用前景 [26–34]。例如：中国科学院

青岛生物能源与过程研究所开发了集单细胞拉

曼光谱采集、荧光信号采集、显微观测、细胞活

体分选等功能于一体的单细胞拉曼光谱分选仪，

通过毫秒级拉曼图谱采集技术与拉曼激活细胞

弹射技术相结合，在对细胞内化合物进行实时检

测的同时，可将特定拉曼表型的细胞从复杂微生

物群落中分离并应用于下游分析中 [32–33]，并利

用这一技术首次在单细胞水平定量表征了微藻

产油过程，实现了单细胞精度的微藻细胞群体合

成甘油三酯过程的动态定量监测 [31]。微光束分

析方法主要包括 X 光光谱、吸收光谱以及离子

束方法等，利用微小的激光光束，直接对细胞内

的元素进行诸如浓度、化学状态、胞内分布等情

况进行分析，从而获知整个群体营养成分的分布

异质性[22]。 

2.2  单细胞尺度微生物的分离与分选方法 

目前，单细胞尺度微生物学研究中常见的细

胞分离与分选方法主要有：梯度稀释、细胞捕获、

显微操作、流式分选以及微流控芯片技术等。其

中，梯度稀释与显微操作方法多用于常规的单细

胞分离，其过程具有随机性，难以进行特异性分

选；流式分选与微流控芯片技术由于多采用自动
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化机器，一方面分选效率有着明显的提高，另一

方面可以通过与荧光、光谱类检测方法结合，对

特定表型细胞进行特异性分选。 

梯度稀释所需的设备与操作都相对简单，但

单细胞的分选成功率并不高[35]。显微操作技术一

般包括机械方法与光学方法[36–37]，通过在显微镜

下选取，可以准确分离出感兴趣的细胞个体；然

而，传统显微操作技术分选通量低，且手动的显

微操作技术对操作人员有一定的要求；而机械或

光学方法都可能对细胞造成损伤，影响后续分析

的准确性。基于流式细胞仪的细胞分选可以通过细

胞大小、形态、自发荧光或特异性染色等方式，在

表型分析的同时高效分选出不同亚群的细胞[38]，在

微生物学、环境生物学等方面有着广泛的应用。但

大型高效的分选型流式细胞仪往往价格昂贵，并

且需要专业的操作人员进行实验与维护。基于微

流控芯片技术的单细胞分离是近几年来较为主流

与热门的研究方法，一方面可以与上述几种方法

相结合，提高细胞分离的准确性与通量，另一方

面也可以与下游的分析过程，如基因组学或转录

组学分析相结合，在实现同步高通量分选与分析

的同时，提高分析的准确性[39]。目前，已有成熟

的商业化微流控芯片，广泛用于单细胞基因组

学、转录组学的分析工作中[40]；同时，也有很多

实验室基于自己的研究对象与研究目的，开发了

多样化的微流控芯片设备[41–44]，例如：中国科学

院青岛生物能源与过程研究所近期开发了名为

“FOCOT” (Facile One-Cell-One-Tube)的微流控平

台，能够精确、高速、低成本地分离获取单个微

生物细胞，同时有效避免了环境中微生物带来的

污染[43]；中科院微生物研究所近期也开发了名为

“MSP” (Microfluidic Streak Plate)的方法，通过微

流控设备与传统培养平皿的结合，实现了微生物

细胞的高通量分离与培养，并将其应用于土壤微

生物的分离与培养，发现了多种能够高效降解多

环芳烃的微生物[44]。此外，目前也有商业化的微

流控芯片 3D打印系统，可直接在实验室中将设计

好的芯片通过 3D打印技术生成[45]，为多样化的研

究提供了便利。 

2.3  单细胞组学方法 

随着各方面检测手段的发展，科学家们可以

对细胞内某一类物质同时进行定性与定量分析，

各种组学技术与系统生物学方法得到了迅速的发

展。目前，微生物单细胞组学的相关研究主要集

中于利用单细胞基因组技术对自然界中不可培养

微生物进行分析[2]、利用单细胞转录组技术研究微

生物群体中的基因表达异质性[22,46]、以及利用高

精度质谱技术进行单细胞蛋白组学与代谢组学的

相关研究[47]等几个领域。 

微生物中的单细胞基因组学研究最早见于

2007年[48]，Marcy等人利用微流芯片对人类牙菌斑

上的细菌进行了分离，并通过多重置换扩增(MDA)

的方法实现了单细胞基因组的测序工作，发现了

属于 TM7门下的一些新的、从未被培养或测序的

新物种。这一开创性的工作证明了利用单细胞基

因组测序的方法对不可培养微生物进行分析的可

行性。随后，又有多项研究利用相似的方法，从

土壤、温泉、人体口腔黏膜、医院水池的生物膜

等环境中发现了更多新的物种[49–52]。美国能源部

联合基因组研究院的研究人员利用流式细胞仪分

选分离方法，对来自不同环境的微生物进行了单

细胞测序，得到了 200 多个细胞的基因组草图，

并从中发现了一个新的嘌呤合成途径[53]。这些研

究表明，将单细胞基因组测序应用于自然界中不

可培养微生物的分析，能够帮助我们在发掘新物

种的同时，从自然界中寻找新的功能性化合物与
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代谢途径，并更为深入地认识自然界中生物之间

的关系。 

由于目前测序技术对样品量的需求，对细胞

基因组的测序必须首先经过扩增放大过程。因此，

扩增过程的准确性对于测序结果的准确性有着决

定性的影响。目前，单细胞基因组学研究中常用

的扩增方法主要有：基于 PCR 的扩增方法，如

DOP-PCR；等温扩增方法，如 MDA；以及多种策

略混合的方法，如 MALBAC。尽管一些实验表明，

MALBAC 方法在动物细胞中有着更小的扩增偏

倚性；但在微生物的相关研究中，MDA方法往往

有着更好的效果[54]。 

相比单细胞基因组分析，单细胞基因表达分

析能够获得更多微生物细胞的生理功能信息。近

期的研究已经实现了对于单个微生物细胞的基

因表达分析，例如：已有报道利用 RT-qPCR 的

方法对大肠杆菌[23]、硅藻[55]、脱硫弧菌[7,56]、蓝

细菌 [57]等微生物单细胞中的基因表达进行研

究，这些方法实现了对少量基因的表达异质性分

析。然而，这些方法一方面依赖于基因组信息进

行特异性引物设计，另一方面难以对细胞内基因

表达进行全面分析。因此，需要发展单细胞转录

组学方法，实现更为便捷、高效的单细胞基因表

达分析。 

微生物中的单细胞转录组学研究目前集中于

相关方法学的开发与细胞间异质性的研究。其中，

真核微生物与原核微生物之间所采用的研究方法

存在着一些差异：一方面，由于细胞中 rRNA 与

tRNA占总 RNA的 90%以上，但在测序分析中研

究者往往并不关心这两种 RNA，基于对测序数据

有效利用的考虑，需要在建库过程中尽量减少这

两种 RNA 的反转录。另一方面，真核微生物的

mRNA普遍具有 poly-A尾结构，而 rRNA与 tRNA

不具有这种结构，因此能够在利用 oligo-dT 引物

进行反转录的同时，去掉多数的 rRNA与 tRNA；

而原核生物的 mRNA由于不具有这一结构，需要

在反转录时采用随机引物，会不可避免地反转录

rRNA与 tRNA，影响 mRNA在最后测序数据中所

占比例。因此，对真核微生物的研究理论上可以

直接采用哺乳动物中使用的相关方法，例如：de 

Bekker等人通过 Ribo-SPIA方法的扩增、利用基因

芯片对黑曲霉的单菌丝进行了转录组的分析[46]；而

原核微生物的相关研究方法还在开发与改进中。

Kang等人利用基因芯片对伯克氏菌进行了单细胞

转录组的分析[21]，通过 5′磷酸依赖的外切酶处理

以及 Phi29 聚合酶进行等温滚环扩增的方法，实

现了低偏倚性与高检出率的单细胞转录组分析。

然而，受限于基因芯片自身的弊端，灵敏度较低

且无法对未知物种进行分析，难以应用于不可培

养微生物。笔者所在天津大学研究团队近期开发

了基于 RNA-Seq的原核微生物单细胞转录组分析

方法，该方法在对蓝细菌集胞藻 PCC6803单细胞

的分析中实现了良好的检出率，并且在对缺氮胁

迫下的蓝细菌细胞的分析中，发现细胞间基因表

达异质性随胁迫时间的增加而增加；其中“移动元

件”相关功能类别下的基因表达异质性增加最为

明显，表明了微生物群体在胁迫条件下通过提高

整体异质性的方式，争取少量个体的存活以及种

群的存续[22]。此外，相关研究通过对被致病菌侵

染的宿主进行单细胞分析，实现了单细胞水平宿

主-病原体的转录组共分析[58–59]，研究结果表明病

原体间的异质性影响宿主细胞间免疫应答的异质

性。这些研究在探寻宿主对致病菌的免疫应答机

制等问题的同时，也为相关研究提供了方法性的

指引[60]。 

微生物单细胞蛋白组学与代谢组学目前主要
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利用微流芯片、荧光蛋白与高精度质谱解析结合

的方法进行研究。由于蛋白质、代谢物与核酸不

同、不能进行体外扩增，因此在检测上需要更为

精细的方法[61–63]。例如：Jaschinski 等人利用激光

解吸离子化质谱方法，对多种硅藻实现了单细胞水

平的代谢物检测[47]；Newman等人利用流式细胞仪

与绿色荧光蛋白标记的方法，对酿酒酵母进行了单

细胞蛋白组的分析，表明了群体中的蛋白噪声[64]；

Taniguchi等人利用 YFP 荧光蛋白在大肠杆菌单细

胞中实现了单分子水平的蛋白组学与转录组学分

析[25]。此外，近几年来新兴的质谱流式细胞术，

结合了质谱检测方法的高精度与流式细胞术的高

通量，通过金属标记抗体的方法，能够实现动物

细胞中单细胞水平超过 40 个参数的 mRNA 与蛋

白高通量检测[65]。不过，针对微生物的相关抗体

还有待开发，限制了这一技术在微生物单细胞分

析中的应用。 

此外，相较于传统的、基于群体细胞的各种

组学数据分析，单细胞组学数据在分析上有着新

的问题与挑战。例如：单细胞基因组测序往往有

更高的非均一性以及较高的测序错误与嵌合；在

针对自然样本的单细胞测序中，往往缺少完整的

参考基因组，需要从中去除可能的污染，并对拼

接结果的完整性进行评估；单细胞转录组测序在

数据质控、差异表达分析等步骤中都与传统测序

有着不同：单细胞转录组样本的低起始量使测序

结果中有着更大的技术噪声，如扩增偏倚、外源

污染等，需要在数据质控步骤进行合理的过滤；

由于单细胞分析没有重复样，对测序结果的标准

化或归一化流程影响着后续分析的准确性；此外，

单细胞分析往往更为关注群体的异质性、细胞亚

群以及少数群体微进化等信息，如何从测序数据

中发掘出相关信息，决定了最后结论的真实性与

准确性。相比于动物、植物，目前针对微生物的

单细胞生物信息学算法相对较少，主要研究集中

于微生物单细胞基因组测序数据的拼接与拼接结

果完整性的评估，如 SPAdes、BayesHammer以及

CheckM等[66–70]，为更准确地解析单细胞测序分析

结果提供了重要的技术支持。微生物单细胞转录

组学方面，相关研究仍集中于实验技术开发，目

前尚无针对性的生物信息学算法。此外，由于微

生物的基因组相对简单，理论上针对高等动物的

单细胞转录组生物信息学算法[71-72]经过适当的修

改后可以应用于微生物单细胞分析中，有助于微

生物单细胞转录组研究的进一步深入。 

3  总结和展望 

单细胞尺度微生物学的相关方法与研究，对

于我们更好地认识自然界中微生物种类、群落结

构、种群内部分工、基因表达与异质性，探究致

病菌致病机理、微生物耐药性等重大关键问题背

后的答案有着重要的价值。值得提出的是，对于

当前受到广泛重视的微生物组研究工作，单细胞

尺度微生物学的相关研究方法也将有着重要的意

义。例如，尽管目前的宏组学方法能够直接对自

然样本进行分析，但由于当前高通量测序读长以

及测序后数据组装算法的限制，无法对样本的异

质性进行分析，难以对复杂群落结构进行解析，

无法解析物种与基因之间的关系[73]；而宏基因组

结合单细胞水平的分析策略则可以较好地避免以

上问题，既可以作为宏组学研究的补充，亦可以

作为绘制生物群落精细图谱、解析物种间关系等

关键问题的重要分析手段[74]。近年来，多个研究

小组利用单细胞基因组测序的方法，发现了宏基

因组学组装无法发现的病毒等物种信息，揭示了
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细菌、原生生物与病毒之间的相互作用关系[75–79]。 

作为一个新兴的前沿领域，单细胞尺度微生

物学的发展目前仍存在着诸多挑战，例如：受限

于微生物更为复杂的细胞壁结构与更小的体积，

以及目前各种类型检测方法的限制，微生物单细

胞分析的工作相较于哺乳动物单细胞分析难度更

大，且稳定的商业化、流程化检测方法的发展远

不及哺乳动物细胞；但同时，这一领域也拥有极

为广阔的前景：一方面，哺乳动物单细胞分析的

许多已有方法都可以为微生物的方法改进提供参

考；另一方面，新的研究技术的发展，如三代测

序与四代测序技术、质谱流式细胞术、微流控芯

片技术等，都为微生物单细胞分析提供了更为广

阔的前景。总之，发展单细胞尺度微生物学，将

帮助我们更为清晰地认识我们所处的世界，了解

我们所处的环境，也将帮助我们加深对微生物细

胞状态、基因表达调控乃至对疾病病理的认识，

在解决生命科学领域中的许多重大问题的同时，

为传统微生物学研究带来新的思路、新的视野，

推进相关领域的发展。 
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Abstract: Recent studies have shown that even in the same population, there might be significant differences 

among individual cells at both cellular and molecular levels, indicating multiple levels of heterogeneity in microbial 

cells. Meanwhile, depending on establishing pure culture in the laboratory for the targeted microbes, traditional 

microbiology approaches are unable to present the original state of microorganisms in natural environments. 

Moreover, so far only small number of microbial species is cultivated successfully in the laboratory, leaving a great 

deal of microbial information untouched. Single-cell microbiology can be effective tools for addressing these issues 

and providing better and in-depth understanding of state of microbial cells. In this mini-review, we briefly introduce 

the significance of single-cell microbiology, and summarize current state-of-the-art methodologies in this new 

research area, especially the emerging single-cell omics tools for microbial research. 

Keywords: single-cell microbiology, heterogeneity, unculturable microorganisms, single-cell genomics, single-cell 

transcriptomics 
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