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1. 10x Genomics 单细胞转录组 

1.1. 样本类型： 

a)新鲜组织样品：包括但不限于人、鼠等动物的新鲜组织。 

b)血液：包括但不限于人、鼠 

c)细胞悬液：人或动物的单细胞悬液 

d)水稻或拟南芥根尖的原生质体悬液。（注：对于非人、鼠物种需提前沟通样品背景及技术

方案。） 

e)细胞系样本 

f )冻存组织样本 

样本要求： 

a）新鲜组织样品 

（1）直接寄送新鲜组织样本，由客户进行目标组织取样，生工生物进行目标组织的解离，

具体方法可参考以下： 

新鲜组织取样后，后续所有操作均需在 4℃低温进行（在制冰机制备的碎冰上操作）。将新

鲜的组织放在培养皿中，去除非研究组织，坏死组织等。取 0.4-1g 的新鲜目标组织部位到

新的培养皿中，加入 1XPBS 对新鲜的目标组织块进行几次清洗，去除血渍，小心移净液体。

使用已灭菌的剪刀和镊子将目标组织部位剪成 2-4mm3 大小的组织块；将清洗后的组织块

转移到完全浸润于 4℃预冷 1.5ml 样品管的美天旎组织保存液中，2-8℃避光运输，取样后 

30 小时内到达生工生物实验室，进行组织解离，送来的组织生工生物均默认为目标组织。 

注：寄送实验样品建议使用美天旎组织保存液，货号 130-100-008，客户可自行购买或联

系生工生物实验室寄送。 

（2）预约上门实验：由客户进行目标组织取样，生工生物到达客户所在实验室进行现场目

标组织的解离，和单细胞悬液质检捕获上机以及 RT 反应等，上门实验需提前预约，具体细
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节及注意事项请见 1.2 预约实验说明。 

 

b）血液 

（1）对于无法处理新鲜全血的客户，具体方法可参考以下： 

抽取新鲜的外周血 5mL 至 EDTA 抗凝管(紫色帽子)中，轻摇混匀。注意不要产生凝血块，

所有操作均需在无菌条件下进行，准备新鲜的全血样本需不少于 5mL 并采用 EDTA 抗凝，

样本需 24h 内送达，4℃运输。 

样品运输：取样后 4℃运输，或者将全血抗凝管使用缓冲介质包裹后，外部使用冰袋包装后

寄送，注意从-20℃取出的冰袋不要直接接触样品，以免造成血液样本结冰，导致样品局部

冻伤而使细胞失活。 

（2）对于有条件处理全血，收集 PBMC 的客户，具体制备方法可参考以下： 

抽取新鲜的外周血 5mL 至 EDTA 抗凝管(紫色帽子)中，注意所有的操作均需在无菌条件

下进行，准备的新鲜全血样本需不少于 5mL 并采用 EDTA 抗凝。 

1.向全血样本中加入等量 1XPBS 稀释全血。 

2. 在离心管中加入适量分离液（当稀释后血液体积小于 3mL 时，加入 3mL 分离液；大于

等于 3mL， 加入等体积分离液。但二者的总体积不能超过离心管的三分之二，否则会影响

分离效果），将 稀释后的血液平铺到分离液液面上方，注意保持两液面界面清晰。（可以使

用巴氏德吸管吸取 血液，然后将血液小心的平铺于分离液 上，因为两者的密度差异，将形

成明显 的分层界面。如果样品较多加样时间较 长，在离心之前出现红细胞成团下沉属 正

常现象。）  

3. 室温， 水 平 转 子 500~1000g ， 离 心 20~30min（血液的体积越大所需的离心 力

越大，离心时间越长，最佳的分离条件需摸索，离心转速最大不超过 1200g），（注意离心

机降速设置中一定要设置成   no break，使离心升速与降速平缓）。 

4. 离心后将出现明显的分层：最上层是稀释的血浆层，中间是透明的分离液层， 血浆与分

离液之间的白膜层即为单个核细胞层，离心管底部是红细胞与粒细胞。  
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5. 小心的吸取白膜层细胞到 15mL 洁净的离心管中， 10mL PBS 或细胞洗涤液洗涤白膜层

细胞。300g，4℃ 离心 10min（注意离心机降速设置中一定要设置成   no break，使离

心升速与降速平缓）。 

6. 弃上清，5mL 的 PBS 或细胞清洗液重悬细胞，300g，4℃ 离心 10min。注意离心机降

速设置中一定要设置成   no break，使离心升速与降速平缓）。 

7. 重复步骤 6  

8. 弃上清，进行红细胞裂解处理后，300g，4℃ 离心 10min . 弃上清，1XPBS 重悬细胞。

DeNovix® CellDrop FL 细胞计数仪计数，以按照 2×106-1×107/mL/管细胞浓度进行冻存，

（冻存液配制： 90%FBS+10%DMSO）放入冻存管中，梯度降温盒保存置于-80 摄氏度冰

箱。 

样品运输：将样品管用封口膜封口，再放置于 50mL 离心管中或封口袋中，里面添加棉花等

固定（切勿在 50 mL 管内或其他支撑物内加入液氮等危险品），使用厚度 4cm 以上的泡沫

箱包装，10kg 以上的干冰运输。注意样品运送前保存在-80°C 冰箱；样品保存期间切忌

反复冻融。 

（3）预约上门实验：由客户抽取新鲜的外周血 5mL 至 EDTA 抗凝管(紫色帽子)中，轻摇

混匀，注意不要产生凝血块。生工生物到达客户所在实验室进行现场 PBMC 细胞收集，和

单细胞悬液质检捕获上机以及 RT 反应等，上门实验需提前预约，具体细节及注意事项请见

1.2 预约实验说明。 

 

C）单细胞悬液样品 

（1 ）新鲜组织制备细胞悬液，具体制备方法可参考以下： 

手术后将切下的组织浸于 1X PBS 管中移至超净台，用 1X PBS 将新鲜组织清洗干净，在培

养皿中用无菌手术剪将新鲜组织在剪碎成约 0.5mm3 的组织匀浆，所有操作均需在 4℃低

温进行（在制冰机制备的碎冰上操作）； 

以小肠组织为例，按下表的比例消化至细胞悬液：37℃恒温摇床孵育 30min： 
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表 1     小肠组织细胞悬浮液配比 

试剂 体积/终浓度 

组织匀浆 X 

培养液(90%DMEM+10%FBS) (5-10)X 

胶原酶 I 10% 

胰酶 10% 

注：对于不同组织类型要根据文献使用不同的酶和消化方法 

消化完成后，在超净台内将细胞悬液用 40μm 细胞筛过滤，收集滤过液，4℃，300×g 离

心 5min 去上清，保留管底沉淀；加入(1XPBS+0.04%BSA)重悬细胞。 

悬液要求： 

细胞活率：≥80%（DeNovix® CellDrop FL 细胞计数仪计数，或血求计数板用显微镜判断）。 

细胞形态：细胞大小均一，直径介于 7-40µm（注：对于非人、鼠物种请提前沟通客户样品

的细胞大小，若细胞直径过小（<7µm）请确定客户是否有能准确计数及检测活

率的方法及仪器。推荐使用 DeNovix® CellDrop FL 细胞计数仪，进行组织解

离制备单细胞悬液的客户，有流式分选条件的建议用流式细胞仪去除死细胞。） 

悬液背景：细胞团及碎片杂质<5%，。若有红细胞，还需进行裂红处理，无细胞粘连，无明

显的细胞碎片和细胞团，并保证细胞的完整性。 

细胞数目：细胞数目≥10 万 

细胞悬液:  不能存在反转录抑制剂，即不含有 Ca2+和 Mg2+。 

样品运输方式： 

A. 4℃运输,细胞悬液需要在 30 分钟内送达生工生物单细胞测序组实验室。 

B. 超过 30 分钟需进行细胞冻存，冻存方法：细胞数目≥10 万进行冻存（冻

存液配制： 90%FBS+10%DMSO）冻存液重悬混匀，放入冻存管中，梯度

降温盒保存。使用厚度 4cm 以上的泡沫箱包装，10kg 以上的干冰运输。
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样品保存期间切忌反复冻融。 

（2）预约上门实验：由客户进行单细胞悬液的制备。生工生物到达客户所在实验室进行现

场单细胞悬液质检，并单细胞捕获上机以及 RT 反应等，上门实验需提前预约，具体细节及

注意事项请见 1.2 预约实验说明。 

 

d）水稻或拟南芥根尖的原生质体悬液 

原生质体悬液要求： 

（1）原生质体数量：要求样品的原生质体数量大于 1x105个，建议达到 106个； 

（2）原生质体浓度：1x105-1.2x106 /ml，如浓度过低需要进行浓缩收集，可能影响最终的

原生质体数量； 

（3）细胞活性：通过 FDA 荧光显微镜进行检测，要求制备的原生质体活细胞数量在 80%

以上； 

（4）细胞大小：要求原生质体直径小于 40 μm，大于 40μm 需要处理为细胞核才能上机； 

（5）细胞培养基及缓冲液不能含有 Ca 2+和 Mg 2+等影响酶活性的物质； 

（6） 对于制备好的原生质体，建议进行预约上门实验。生工生物到达客户所在实验室进

行现场原生质体悬液质检，并单细胞捕获上机以及 RT 反应等，上门实验需提前预约，具体

细节及注意事项请见 1.2 预约实验说明。 

 

e）细胞系样本 

（1）细胞系寄送要求：以贴壁细胞为例，一般选择生长良好的细胞系，以生长至 1/3-1/2

瓶底壁为宜。细胞系直接运输：去掉旧培养液，灌满新的培养液，使用不透气的盖子， 将

培养瓶盖用封口膜封紧，放些缓冲介质避免培养瓶大幅度晃动，常温运输即可。 

（2）预约上门实验：由客户提供生长良好的细胞系，以生长至 1/3-1/2 瓶底壁为宜。生工

生物到达客户所在实验室进行现场细胞系解离或客户自己解离，和单细胞悬液质检捕获上机

以及 RT 反应等，上门实验需提前预约，具体细节及注意事项请见 1.2 预约实验说明。 
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f）冻存组织样本 

（1）新鲜目标组织取样后，4℃低温进行（在制冰机制备的碎冰上操作）。将新鲜的组织放

在培养皿中，去除非研究组织，坏死组织等。取组织样本量≥4g 的新鲜目标组织部位到新

的培养皿中，加入 1XPBS 对新鲜的目标组织块进行几次清洗将清洗后的组织块转移到冻存

管中加入冻存液（冻存液配制：80%DMEM+10%FBS+10%DMSO）, 梯度降温盒保存。放

置-80℃冰箱 

（2）实验局限性：只可进行单细胞抽核实验 

（3）运输方式：注意样品运送前保存在-80°C 冰箱，取出后立即置于干冰箱中。使用厚

度 4cm 以上的泡沫箱包装，10kg 以上的干冰运输。样品保存期间切忌反复冻融。 

 

1.2. 预约实验说明  

1） 样品要求 

组织样品：确保样品新鲜无明显坏死；寄送样品需确保组织离体后 48h 之内，且在 9：

00-15：00 点之间到达实验室，晚于 15：00 的组织保护液保存至第二天实验。 

细胞悬液：确保客户的细胞悬液满足样品质检要求。 

2） 预约前提 

有客户签字并返回公司的合同。预约实验前，需指定技术支持，由项目技术支持确认商

务信息合规，否则不能预约实验。 

3） 预约时间及方式 

预约时间： 

A.寄送样本：建议及早预约，一般本地提前 2 天、外地提前 3 天预约成功率较高。 

B.上门服务：建议提前一周预约成功率较高。 

预约方式 

A.寄送样本：预约前请填写《生工生物高通量单细胞测序送样表》，发邮件预约并抄送技术
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支持或项目助理。预估到样时间。 

B.上门服务：预约前请填写《生工生物 10×Genomics 单细胞上门服务信息确认表》，发邮

件预约并抄送技术支持或项目助理；注明时间和地点，时间具体到小时。 

注：无特殊情况不得轻易更改实验时间，如确需不同项目间做时间调换，请提前沟通确认。 

4） 客户细胞悬液制备完成时间要求 

为了保证细胞的活性，同批次的多个样本，第一个样品和最后一个样品悬液制备完时间控制

在 30 分钟之内。 

若客户需在同一天进行 2 批或 2 批以上的悬液制备，第一批悬液在上午 9 点之后完成制

备，最后一批悬液在下午 16:00 点之前完成制备，且批次之间相隔 1 小时以上。 

 

1.3. 风险提示 

以下任何一种情况出现，样品将判定为不合格，相关影响及风险说明如下： 

(1) 组织样品未在 2-8℃组织保护液中保存及运输，或在合格条件下保存时间过长（超过 

48h） 

• 将影响细胞活率。 

• 可能导致细胞基因表达特征变化，数据失真。 

(2) 细胞直径过小（<7µm） 

• DeNovix® CellDrop FL 细胞计数仪检测细胞大小范围介于 7-60µm，细胞过小可能会

导致细胞计数不准，影响最终获得的有效细胞数，需要客户自行准备能够准确计数及检测活

率的仪器。 

(3) 细胞直径过大（>40µm） 

• 细胞直径介于 30µm-40µm，可能堵塞微流控通道，导致建库失败或获取的有效细胞

数偏离预期。 
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• 细胞直径>40µm 的细胞会堵塞 10x chip 微流控管道，可考虑抽核建库，但是抽核建

库样本检测的基因数可能偏低；有效数据占比可能偏低（分析结果中的 Fraction Reads in 

cell）。 

(4) 经去死细胞处理后，细胞活率仍低于 80%（DeNovix® CellDrop FL 细胞计数仪计数）。 

• 可能影响最终获得的有效细胞数。 

• 可能导致有效的 Reads 数低（分析结果中的 Fraction Reads in cell），因为细胞处

于死亡或者凋亡状态，细胞碎片、杂质以及游离的 RNA 都会导致背景噪音中 Read 比例

升高，相应有效细胞中 Reads 比例就低。 

•  细胞活性低表明 mRNA 降解，mRNA 降解导致基因检出少，同时死亡细胞释放大量 

RNA 到环境中，导致正常细胞与背景噪音的强度接近，使得有效细胞也无法根据阈值筛选

出来。样本处于死亡或者凋亡状态，此时线粒体基因组会被测到一定比例。 

(5) 经过滤、清洗等处理，细胞悬液中仍有>5%的细胞团、颗粒或杂质。 

• 可能堵塞微流控通道，导致获取的有效细胞数偏离预期；可能导致有效的 Reads 数低

（分析结果中的 Fraction Reads in Cell），因为细胞处于死亡或者凋亡状态，细胞碎片、

杂质以及游离的 RNA 都会导致背景噪音中 Read 比例升高，相应有效细胞中 Reads 比

例就低。 

(6) 细胞悬液中细胞浓度低于 100 Cells/µL，低出细胞计数仪量程范围。 

• 致使无法细胞计数，导致获取的有效细胞数严重偏离预期。 

(7) 经必要的过滤和去除死细胞处理后，细胞悬液浓度低于所需浓度。 

• 导致获取的有效细胞数可能低于预期。 

(8) 制备细胞悬液时所用 PBS 含有 Ca2+和 Mg2+。 

• Ca2+和 Mg2+会影响反转录过程，导致建库失败。 

上述因组织或细胞悬液不合格而可能导致测序数据不符合预期或项目失败的风险，需客户提

前知情，在项目进行过程当中，在发现（不限于）上述不合格情况时，实验人员会第一时间

反馈技术支持，由技术支持与客户取得联系并充分说明现象和相关风险，经确认后继续完成
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实验。 

1.4.样本寄送须知 

1.4.1 寄送准备 

由于 10x Genomics 单细胞建库实验的特殊性，请于样品寄送前 3 天沟通预约，以便进

行实验安排。样品寄出后请及时告知快递信息。 

1.4.2 试剂耗材说明及注意事项 

组织保存液 2-8℃保存，不可冷冻，使用时始终置于碎冰（4℃）上。 

组织保存液不含抗生素及抗真菌剂等组分，如有需要可先于细胞培养基中添加。 

所用耗材（离心管或冻存管）需保证无菌。 

1.4.3 样本处理和运输 

新鲜样本量：0.4-1g。 

样本处理：切取新鲜组织 0.4-1g，立即加入 4℃预冷的 1.5ml 样品管的组织保存液中，并

保证样本完全浸没于组织保存液中（如果样品已置于其他 Buffer 或培养基中，需先将

Buffer 或培养基弃净后再加入保存液）。 

样本运输：样本管中尽量加满组织保存液，避免管内存在气泡，保证管口密封且不会在运输

中弹开、漏液；2-8℃避光运输，保证组织取样后 30h 之内到达实验室进行解离。注：新

鲜组织不可冷冻，避免与冰袋直接接触；造成细胞冻伤。 

 

冻存组织样本量: ≥4g 
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冻存细胞数目：≥10 万 

样本运输：使用厚度 4cm 以上的泡沫箱包装，10kg 以上的干冰运输。注意样品运送前保

存在-80°C 冰箱；样本置于干冰中间位置，样品保存期间切忌反复冻融。 

 

寄样时请填写完整的样品信息单，用自封袋密封后随样品一起寄送，样品运送 

地址： 

地址 上海市松江区香闵路 698 号生工生物工程（上海）股份有限公司 

联系人 高通量测序部单细胞实验组 

电话 021-57072133/2097/2177/2059 

邮箱 rna_sample@sangon.com 

邮编 201600 

 
 


