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　　[摘要]　单细胞测序技术作为近10年来高速发展起来的一门新兴技术,能够在单个细胞水平上对基因组、
转录组、表观遗传组、蛋白组甚至多组学联合进行高通量测序,以揭示细胞的异质性,并通过分析获得不同组织器

官细胞的基因表达谱,从而帮助我们更加深入理解各个组织器官的细胞多样性。动脉粥样硬化是许多心血管疾

病病理的主要原因,其所引起的并发症如心肌梗死和卒中是导致全球性死亡的重要原因。近年来,单细胞测序技

术已被广泛地应用于动脉粥样硬化的研究,并取得了重要进展。本文主要就单细胞测序技术在动脉粥样硬化研

究中的最新应用进展作一综述。
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Abstract　Single-cellsequencingtechnologyisanemergingtechnologythathasdevelopedrapidlyinthepast
decade.Itcanperformhigh-throughputsequencingofthegenome,transcriptome,epigenome,proteomeandeven
multi-omicsatthesinglecellleveltorevealcellularheterogeneity.Byanalyzingthegeneexpressionprofilesof
cellsindifferenttissuesandorgans,ithelpsustobetterunderstandthecellulardiversityofvarioustissuesandor-
gans.Atherosclerosisisthemaincauseofpathologyofmanycardiovasculardiseases,anditscomplicationssuch
asmyocardialinfarctionandstrokeareimportantcausesofglobaldeath.Inrecentyears,single-cellsequencing
technologyhasbeenwidelyusedinthestudyofatherosclerosisandhasmadeimportantprogress.Thisarticle
mainlyreviewsthelatestapplicationprogressofsingle-cellsequencingtechnologyinthestudyofatherosclerosis.
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　　动脉粥样硬化是一种慢性炎症性疾病,其特征

表现为在大中型动脉中形成富含细胞和脂质的粥

样斑块。它的基本发展过程为起初由各种危险因

素(包括高脂血症、高血压、糖尿病、吸烟、肥胖、年
龄等)引起内皮损伤,内皮细胞出现功能障碍,导致

低密度脂蛋白(LDL)在局部内膜下大量积聚,这些

LDL易于被氧化修饰形成氧化低密度脂蛋白(oxi-
dizedLDL,ox-LDL),进 一 步 促 进 炎 症。在 ox-
LDL和各种炎症因子的诱导下血单核细胞迁入内

膜并分化为巨噬细胞,以清除氧化的 LDL,随着

LDL的不断摄入,最后形成泡沫细胞[1]。在摄入

过量的LDL后,巨噬细胞发生凋亡,凋亡细胞通过

胞葬作用再被其他巨噬细胞吞噬清除,而随着斑块

的进展,凋亡细胞越来越多,当其数量超出巨噬细

胞的清除能力,就会发生凋亡后坏死,导致坏死核

心的形成[2]。随着炎症反应的持续进行,迁入内膜

的血管平滑肌细胞(VSMC)凋亡,弹性纤维被破

坏,纤维帽变薄,斑块变得不稳定,最终出现斑块破

裂,引发血栓栓塞或管腔堵塞,从而导致心肌梗死

或卒中。整个过程由包括巨噬细胞、淋巴细胞、单
核细胞、VSMC、内皮细胞等在内的多种细胞及各

种细胞因子相互作用驱动形成,了解动脉粥样硬化

斑块细胞成分的多样性并阐明动脉粥样硬化中的
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免疫反应有望对该疾病产生进一步的认识,并为临

床提供新的治疗策略。
在单细胞测序技术出现之前,研究者们通常所

使用的高通量测序技术需要从整个群体的批量细

胞中获得足够的样本,因而测得的实际是这个细胞

群体平均水平的基因表达,而不是单个细胞[3],由
于细胞异质性的存在,即使是相同来源的细胞,也
可能携带差异明显的遗传信息,因此可能导致测序

的结果也出现一定程度的偏差。随着单细胞测序

技术的发展与应用,传统高通量测序技术的局限性

得到弥补,新兴的技术和知识让我们能够有机会去

详细的探究细胞异质性,发现并识别罕见的细胞亚

群以及研究包括动脉粥样硬化在内的各种疾病中

所涉及的细胞之间的相互作用。
1　单细胞测序技术概述

单细胞测序技术目前主要可分为基因组测序、
转录组测序、表观遗传组测序、蛋白组测序以及多

组学联合测序分析。每种测序技术也各有其不同

的代表性的测序方法,已经有许多文章对各种测序

方法优势和局限性作了详细讨论[4-6],本文主要聚

焦于单细胞转录组测序技术在动脉粥样硬化方面

的研究讨论,对其他组学技术不再赘述。研究者们

可以根据实验目的、项目规模、所需成本、细胞类型

和数量、测序深度等选择不同的测序技术。
1.1　单细胞RNA测序技术简介

单细胞转录组测序(single-cellRNA-sequen-
cing,scRNA-seq)技术主要指在单细胞水平上扩增

和测序整个转录组。它也包含了一大类广泛的技

术和方法,每种技术和方法都有其各自的优势和局

限性。自2009年来,Tang等[7]开发了第一种单细

胞RNA 测序方法(TangRNA-seq),此后10余年

来,多种单细胞 RNA 测序技术逐渐被开发应用,
scRNA-seq技术得到了飞速的发展和突破,这些技

术在处理细胞数目(数百到数万)的能力,分离单细

胞的方法,转录本的覆盖率等等都各有不同,但所

有的这些技术都遵循一个一般的工作步骤,即①分

离单个细胞;②获得和处理 RNA;③将 RNA 反向

转录成cDNA;④扩增cDNA;⑤文库制备和测序;
⑥数据处理和分析。其中单细胞的分离作为测序

的第一步也是关键的一步,对后续的测序处理具有

极其重要的影响。接下来本文将主要讨论单细胞

分离和代表性的单细胞RNA测序技术。
1.2　单细胞的分离

进行单细胞测序的第1步是获得高质量的单

细胞悬液。由于死亡细胞释放的游离 RNA 往往

会影响单细胞RNA 数据的质量,因此在细胞分离

过程中必须考虑保持细胞活性以保证样本的可靠

性。对于从血液和骨髓等液体组织或胸腺、脾、淋
巴结等软组织中分离获取活细胞的处理方法相对

容易,而对从像血管、心肌等组织中分离获取活细

胞则需要进行更优化的酶消解和机械分离方法,以
保证所获得样本的活性。不同的血管组织对解离

方案的耐受各有不同,需要采取各自单独的解离程

序,包括使用不同的解离酶及不同的酶解顺序等,
甚至青年或老年来源的血管也需要区分考虑以优

化解离方案。解离过程中不可避免会发生细胞死

亡并产生细胞碎片,而细胞碎片的存在会降低测序

深度,因此在解离时需要尽量消除细胞碎片。此

外,制备细胞悬液所花的时间长短也会改变转录结

果,并可能导致错误的读数,尤其是像血管内皮细

胞和平滑肌细胞这样容易发生失巢凋亡的细胞,需
要尽快处理以保持细胞活性,因此,组织处理的速

度也至关重要。总之,解离方案的设计应当在保证

速度的同时,优化解离方案以产生均匀的细胞悬浮

液、去除碎片并使该过程具有可重复性。McDo-
nald等[8]采用并验证了一种具有高度可重复性的

分离小鼠主动脉的方法,首先用乙二胺四乙酸

(EDTA)进行灌注和去除主动脉,然后解剖外膜,
用小剪刀沿其长度切开主动脉,并将其内皮朝上固

定在硅胶覆盖的平板上,随后,将切开的血管置于

37℃的胰酶中5min,用薄手术刀将其切碎,再将细

胞悬液放置在含有5%胎牛血清的组织培养液的

试管中,以灭活胰酶。然后进行细胞离心并用含有

BSA 的 PBS 洗 涤,暴 露 在 核 糖 核 酸 酶 A
(RNAseA)中 5 min 以去除结合在内皮表面的

RNA,再用离心机低速短时离心并洗涤2次。最

后对细胞悬液进行计数并评估其活性。该团队使

用该方案,已经重复性地获得了97%的细胞存活

率,并且这种解离方案可以使内皮细胞得到显著的

富集[9]。该方法通过循环的低速短时离心和洗涤

来减少细胞碎片,在分离过程中使用 EDTA 可以

有效螯合钙,帮助减少内皮细胞之间的黏附,通过

机械破碎来提高组织解离的速度,并且使用手术刀

相比剪刀造成的损伤更少,因此尽可能同时保证了

速度与细胞活性,并减少了误差。此外,关于其他

器官组织的解离方法也已有较为详细的探索和研

究[10-11],研究人员应该根据组织标本类型选择合适

的方法,尽可能减少细胞损伤。获得单细胞悬液后

的下一步则是进行单细胞分离,目前为止,已有多

种技术方法用于分离单细胞,包括荧光活化细胞分

选技术(FACS)、免疫磁珠细胞分选(MACS)、显微

操作法、微流控、梯度稀释法和激光捕获显微分离

法(LCM)。其中FACS目前应用最为广泛。
1.3　单细胞RNA测序技术

目前已经开发出来的单细胞 RNA 测序技术

有10多种,根据转录覆盖率的不同,这些方法可以

分为两种类型,即全长转录测序方法和基于标签的

方法[12]。全长转录测序方法主要包括Smart-seq、
Smart-seq2、MATQ-seq等,其中最具代表性的方

法就是Smart-seq2。其原理是利用 FACS技术将
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单个细胞分离并放置在96孔板或384孔板中进行

cDNA的逆转录合成,再加入 PCR 引物和细胞识

别条形码,然后将细胞转移到单个试管进行 PCR
扩增。由于使用了高保真逆转录酶、模板转换和预

扩增来提高cDNA产量,因此不需要额外的专门设

备就可以获得覆盖良好的全长转录本[13]。基于标

签的方法是通过与唯一分子标识符(uniquemolec-
ularidentifiers,UMIs)结合以提高定量准确度,
UMI是1个由几个核苷酸组成的序列,可以通过

逆转录将其整合到每个转录本中,当提供大量的

UMIs时,每个转录本最终都有1个随机的唯一条

形码,因此相同的随机条形码序列仅由于 PCR 扩

增而出现。通过对唯一条形码进行计数,可以准确

地评估转录本的复制数量,因此基于标签的方法主

要用于基因表达定量。大部分的scRNA-seq技术

都采用了基于标签的方法,主要方法有10×Chro-
mium、Drop-seq、inDrop、CEL-seq、CEL-seq2、
MARS-seq、STRTS-seq等。这些方法中最具代表

性的是基于液滴的10×Chromium 技术,也是目前

商业化最成功的技术[14],该技术通过微流控芯片

将 UMIs、引物和酶凝胶珠与单个细胞混合,并包

裹在微液滴中进行反应。细胞在这些液滴中裂解,
裂解后释放的 mRNA与凝胶珠上的细胞标签序列

结合,形成单细胞凝胶珠(GEMS),随后,mRNA
在液滴中进行逆转录产生cDNA,然后液滴破裂释

放cDNA,从而以统一的方式构建文库。该技术的

细胞捕获效率可达65%,每个微流控芯片可以在

10~20min内处理来自8个样本的数万个细胞,每
次允许同时无偏向地选择大量细胞进行测序,与
Smart-seq2相比,该技术大大提高了吞吐量,且无

需严格要求细胞同质性,与同样基于液滴的高通量

scRNA-seq技术 Drop-seq和inDrop 相比,10×
Chromium 具有更高的分子灵敏度和精密度以及

更少的技术噪音,10×Chromium 的出现极大地降

低了scRNA-seq的成本,加速推动了单细胞转录

组学研究的发展[14-15]。作为目前商业化最成熟的

技术,10×Chromium 技术已被广泛应用于动脉粥

样硬化领域的单细胞研究,是目前在小鼠[16-18]及

人[19]动脉粥样硬化斑块的研究中使用最多的单细

胞测序技术。但该技术仍存在转录覆盖率较低,不
能用于异构体的识别剪接及等位基因表达分析等

缺点,且对需要测序的细胞总量和活性要求较高。
2　单细胞转录组测序在动脉粥样硬化中的应用

动脉粥样硬化的形成是一个持续且复杂的慢

性炎症反应过程,参与组成动脉粥样硬化斑块的主

要成分包括内皮细胞、平滑肌细胞、巨噬细胞、淋巴

细胞和沉积的脂质及各种胶原、弹性纤维等。近年

来随着单细胞测序技术在动脉粥样硬化中的研究

应用,使得这些参与形成动脉粥样硬化斑块的细胞

的异质性被进一步揭示出来,为动脉粥样硬化斑块

的组成及治疗提供了新的见解。
2.1　单细胞转录组测序与 T细胞

T细胞作为一种免疫调节细胞,在动脉粥样硬

化的发展及斑块形成中发挥重要作用。scRNAseq
首次用于动脉粥样硬化领域,是在载脂蛋白 E-/-

(ApoE-/- )缺陷小鼠模型中研究叉头盒 P3+ 调节

性T细胞(ForheadboxP3+ Tregs)的可塑性和异

质性,Butcher等[17]利用270个细胞生成的scR-
NAseq数据鉴定了3个主要的 T 细胞亚群,包括

Treg、1型 T 辅助细胞(Th1)和中间可塑性 Th1/
Treg亚群。scRNAseq数据确认了先前未表征的

Th1/Tregs亚群的存在,这种中间表型的特点是多

种免疫抑制基因的表达降低,如 Tnfrsf4、Tnfrsf9、
Tnfrsf18等和 Treg谱系转录因子的表达下调,包
括 Ikzf2、Ikzf4 和 Foxp3。 Winkels 等[18] 使 用

Apoe-/- 和 Ldlr-/- 小鼠建立动脉粥样硬化模型,
并对其主动脉 CD45+ 白细胞进行测序,鉴定了11
个白细胞亚群,其中5个 T细胞亚群,分别是记忆

型 T 细胞群、TH17、TH2、CD8+ T 细胞、CD4+/
CD8+ 混合细胞群。这其中记忆型 T 细胞群的频

率超过了 TH17细胞群,此外,Winkels等[18]利用

质谱流式细胞术(CyTOF)检测主动脉白细胞,检
测 到 两 个 CD4+ T 细 胞 群:CD5medLy-6Chigh 和

CD5highLy-6Cneg,这与scRNAseq数据中记忆型 T
细胞亚群中低 CD5和高 Ly6c1的基因表达相同,
而与 TH17亚群的表达正好相反。这两个亚群中

CD5的表达与Ly-6C呈负相关,Ly-6C可以作为记

忆 T细胞的标志之一,CD5的表达水平与 TCR信

号转导和抗原诱导的增殖相关,在抑制性较低且易

于转变为效应 T 细胞的诱导 Tregs上高度表达。
Tregs的标志性标记CD25(IL-2受体)的缺乏也表

明这两个亚群可能是中央记忆型 T细胞或效应 T
细胞。这一发现可能说明动脉粥样硬化中的主要

T细胞亚群是效应或记忆型T细胞,而不是调节性

T细胞,其原因则可能是由于T细胞发生了表型转

化,部分调节性 T 细胞转化为了效应 T 细胞。
Depuydt等[19]对18例患者颈动脉斑块的3282个

细胞进行了scRNA-seq分析,T 细胞占所有细胞

的50%以上,是人类斑块中最多的细胞群,再根据

不同的分化和激活状态对 CD4+T 细胞进行亚聚

类,从而确定了5个不同亚群,其中两个亚群呈现

细胞毒性基因表达谱,高表达 GZMA、GZMK 和

PRF1,而 GMZB水平较低,表明病变血管中存在

细胞毒性 CD4+T 细胞。其他亚群中则包括有显

示幼稚和中央记忆型基因表达特征的 CD4+ T 细

胞。对CD8+T细胞的亚聚类揭示了3个 CD8+T
细胞亚群,分别为表达 CD69的效应记忆细胞亚

群、具有细胞毒性特征并缺乏 CD69表达的终末分

化细胞毒性 CD8+T 细胞亚群和1个中央记忆 T
细胞样亚群。
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2.2　单细胞转录组测序与B细胞

B细胞通过其产生抗体和分泌细胞因子的能

力在先天性和适应性免疫中发挥关键作用,在动脉

粥样硬化的发展进程中也起着重要的调控作用。
在动脉粥样硬化斑块中B细胞仅少量存在,大多数

B细胞主要存在于外膜中[20]。B细胞通常被分为

B1和B2两个亚型,B1型发挥预防和抑制动脉粥

样硬化的作用,B2细胞则能够促进动脉粥样硬化

发展;根据分布位置和表面标志物等的不同,B1和

B2细胞还可以被进一步划分为不同亚群[21]。为了

验证scRNA-seq是否可以从斑块中检测出B细胞

的这种异质性,Winkels等[18]通过scRNA-seq和

质谱流式细胞术(CyTOF)对小鼠和人的动脉粥样

硬化病变进行了研究,与先前的研究相同,动脉粥

样硬化主动脉中的B细胞含量很小,研究者们通过

对西方饮食诱导的小鼠动脉粥样硬化主动脉中

CD19+ 细胞进行亚聚类确定了3个不同的亚群,一
个亚群显示出与B1细胞核心标志物特征相匹配的

表达(CD43HighB220negCD11bHigh),另外两个亚群的

表面标志物(CD43negB220high、CD43lowB220high)则为

具有促动脉粥样硬化B2细胞表面标志物特征,并
显示高表达促动脉粥样硬化形成的递质干扰素-γ
(IFN-γ)和粒-巨噬细胞集落刺激因子(GM-CSF)
的特点,验证并进一步揭示了斑块中B细胞的异质

性特点。B细胞具有强大的特性和作用,对动脉粥

样硬化的形成既有保护也有促进的作用,利用单细

胞测序技术,揭示出斑块中B细胞异质性,绘制动

脉粥样硬化中的B细胞免疫网络,将可能为动脉粥

样硬化的治疗提供新的策略。
2.3　单细胞转录组测序与巨噬细胞

巨噬细胞在动脉粥样硬化的发病机制中起主

要作用,是动脉粥样硬化斑块中最主要的免疫细胞

类型,在斑块形成、发育及破裂中发挥重要作用。
目前已有较多利用scRNAseq技术对小鼠和人的

正常或动脉粥样硬化病变血管的巨噬细胞进行的

研究,这些研究提供了更详细的动脉粥样硬化巨噬

细胞转录图谱和细胞亚群[18-19,22-24],大多数研究表

明,巨噬细胞是动脉粥样硬化斑块中最主要的免疫

细胞类型,并且晚期动脉粥样硬化小鼠的巨噬细胞

总数比例还会进一步增加[22]。巨噬细胞具有高度

的可塑性,在受到不同的微环境因素作用如各种细

胞因子、流体剪切力等影响下会极化为不同表

型[23],以前的组织学研究主要将巨噬细胞分为促

炎型 M1巨噬细胞和抗炎型 M2巨噬细胞,随着研

究的进展,现在我们已经发现并划分了更广泛更细

致的巨噬细胞表型[24]。通过使用scRNAseq等技

术,利用 Apoe-/- 和 Ldlr-/- 小鼠建立动脉粥样硬

化模型,目前的研究数据显示斑块巨噬细胞可以细

分为至少3个主要的巨噬细胞群,包括常驻型巨噬

细胞、炎性巨噬细胞和 TREM2hi 巨噬细胞,其中促

炎巨噬细胞和 TREM2hi 巨噬细胞几乎只存在于病

变的主动脉中,健康小鼠的主动脉中只发现常驻型

巨噬细胞亚型[22]。TREM2hi 巨噬细胞不属于以往

的巨噬细胞分型(M1和 M2)中的任何一种,富集

分析显示其具有独特的转录特征,包括胆固醇代

谢、胆固醇流出和氧化磷酸化功能,类似于泡沫表

型。Cochain[22]、Kim[25]和 Lin[26]等3个团队各自

独立的研究都单独描述了 Trem2hi 巨噬细胞,证实

了这一 巨 噬 细 胞 亚 型 存 在 的 可 靠 性。Depuydt
等[19]对人颈动脉斑块的研究也发现了3个巨噬细

胞亚群,其中2个为炎性巨噬细胞亚群,富集经典

的促炎和免疫途径,其炎症小体活化增加并且表达

TNF和 TOLL样受体(TLR);第3个巨噬细胞亚

群则表达泡沫细胞和促纤维化标志物中的基因,该
亚群还被检测出同时表达平滑肌细胞标志物 AC-
TA2和巨噬细胞标志物LGALS3和CD68,表明这

一巨噬细胞亚群还可能获得平滑肌细胞(SMC)的
部分 特 征。Fernandez等[27]使 用 scRNA-seq 和

CITE-seq对来自6个人类动脉粥样硬化斑块的总

共7169个CD45+ 细胞进行单细胞免疫细胞测序

和绘制细胞图谱,其研究结果显示斑块巨噬细胞的

转录改变与小鼠动脉粥样硬化实验中巨噬细胞的

异质性类似,包括炎性细胞亚群和泡沫细胞亚群,
其中泡沫巨噬细胞亚群的表型可能与小鼠动脉粥

样硬化斑块中发现的 TREM2hi 巨噬细胞相当,进
一步揭示了炎性和泡沫巨噬细胞亚群的存在。

单细胞测序技术为我们揭示了小鼠和人类动

脉粥样硬化中的巨噬细胞亚群,泡沫和非泡沫巨噬

细胞的鉴定及作用可能作为预防动脉粥样硬化进

展的潜在治疗靶标,但不同的研究之间仍然存在着

差异,这些差异可能与各个团队使用的scRNA-seq
技术的不同以及实验条件、人员操作等有关,而综

合这些研究,我们能够从中得到一些一致性的结

果,相信随着技术的发展和研究的深入,巨噬细胞

亚群还可能会得到进一步表征,而与其他如单细胞

蛋白质组学及表观遗传组学等技术的联合应用,也
可能进一步揭示其调控途径和细胞功能。
2.4　单细胞转录组测序和内皮细胞

除了免疫细胞,非免疫细胞也在动脉粥样硬化

的形成过程中发挥重要作用,内皮细胞功能障碍会

导致脂质、炎症细胞和凝血物质等的聚集,以及

VSMC的增殖和迁移,从而促进动脉粥样硬化斑块

的形成。越来越多的单细胞技术已经被应用于小

鼠及人类正常和动脉粥样硬化血管非免疫细胞的

研究,以更深入了解它们在疾病中的作用。最近,
Kalluri等[28]研究揭示了来自健康小鼠主动脉的3
个内皮细胞亚群,差异基因表达分析显示最大的亚

群表达内皮细胞标记(VCAM1),另一个亚群表达

参 与 脂 质 转 运 的 基 因 (Cd36、Fabp4、Lpl 和

Gpihbp1)和血管生成标志物(Flt1),第三个亚群则

·774·
周阳,等.单细胞测序技术在动脉粥样硬化研究的应用进展

ZHOUYang,etal.Applicationprogressofsinglecelltranscriptomesequencinginthestudyof...



表达淋巴管内皮的特征性标志物(Lyve1等),Hu
等[29]对来自人类的未患病心脏动脉的单细胞测序

发现了4个内皮细胞亚群,其中3个血管内皮细胞

亚群,1个淋巴管内皮细胞亚群,3个血管内皮细胞

亚群中1个亚群(EC1)高表达炎症基因(ACKR1、
CCL14和SELE等),主要功能是调节炎症,1个亚

群(EC2)表达IGFBP3和 HEY1,参与调节细胞生

长和心血管发育,第3个亚群(EC3)主要高表达

SULF1和EDN1,其中SULF1对伤口修复过程中

上皮细胞的迁移具有重要作用,免疫荧光则显示与

正常动脉相比,EC3在动脉粥样硬化中数量减少,
因此推断 EC3可以预防动脉粥样硬化和血管钙

化,而 EC1 可 能 有 助 于 动 脉 粥 样 硬 化 的 进 展。
Depuydt等[19]对人颈动脉斑块的研究也揭示了4
个不同的内皮细胞亚群,有3个亚群表达经典的内

皮标 记 CD34 和 PECAM1,以 及 血 管 内 皮 标 记

TIE1,其中一个亚群高表达 ACKR1,参与血管生

成和 受 损 内 皮 的 再 生,另 外 2 个 亚 群 都 表 达

VCAM1,可以促进白细胞的黏附和迁移,这些表达

提示这3个亚群代表活化的内皮细胞,通过细胞黏

附和新血管形成以及介导白细胞外渗而加重晚期

病变中的炎症。最后1个亚群除了表达内皮细胞

标志物外,还表达典型的平滑肌细胞标志物(AC-
TA2、NOTCH3和 MYH11),再加上其平滑肌细

胞相关通路的富集,表明这一细胞亚群可能正处于

由内皮细胞转化为间充质细胞或是间充质细胞转

化为内皮细胞的过程中,显示出内皮细胞相当大的

异质性,这一过程也被称为内皮-间充质转化(En-
doMT),已经有许多研究显示 EndoMT 在动脉粥

样硬化病变进展中发挥作用,并且与炎症应激和内

皮功能障碍有关[30-31],该研究进一步佐证了 En-
doMT可能发生在人类晚期动脉粥样硬化斑块中。
总之,scRNA-seq在患病动物和人类动脉粥样硬化

动脉中的应用将更好地了解内皮细胞的活化状态

和过渡阶段,从而确定内皮病理变化期间的治疗

靶点。
2.5　单细胞转录组测序与平滑肌细胞

VSMCs是血管壁的主要组成部分,也是斑块

形成各个阶段主要成分之一。VSMC早已被证明

在血管中具有显著异质性和可塑性,如在血管钙化

中由收缩型转化为成骨细胞表型[32],在动脉粥样

硬化过程中由收缩型向合成型转化,其不同表型的

调节转变可以直接影响动脉粥样硬化的进展[33-35],
单细胞测序技术的应用使平滑肌细胞的表型调节

被进一步揭示出来。Dobnikar等[36]利用成年小鼠

健康主动脉进行scRNA-seq研究,鉴定了一个罕

见的表 达 多 能 祖 细 胞 标 记 Sca1 的 MYH11 系

VSMCs亚群,这一亚群呈现收缩相关基因的表达

下调,但增加了与炎症和生长因子反应相关的基因

表达。Wirka等[37]利用小鼠主动脉和分离的人类

冠状动脉的scRNA-seq研究确定了 VSMCs分化

为成纤维细胞样细胞的表型改变,这一过程部分依

赖 于 TCF21 的 表 达,结 合 全 基 因 组 关 联 研 究

(GWAS)推断 TCF21促进 VSMC向纤维肌细胞

转化,从而促进动脉粥样硬化病变和纤维帽内纤维

化的形成,这表明提高 TCF21活性可能是降低斑

块破裂发生率的一个潜在治疗策略。Pan等[38]结

合SMC特异性图谱和小鼠与人类动脉粥样硬化斑

块的单细胞 RNA 测序鉴定了一种由 VSMC衍生

的过渡性多能细胞亚群,因其细胞中同时检测到干

细胞标志物 Ly6a、内皮细胞标志物 Vcam1和单

核/巨噬细胞标志物Ly6c1的富集,而被称为SEM
细胞,以表现它具有多种细胞标志的特点。通过对

SEM 的定位并结合单细胞基因组分析表明 SEM
细胞可能分化成多种SMC衍生的其他表型细胞,
从而促进动脉粥样硬化的进展,包括分化为巨噬细

胞样和纤维软骨细胞样细胞,并且还具有恢复为

SMC样表型的潜力。Alencar等[39]利用scRNA-
seq研究确定干细胞多能性基因 Klf4和 Oct4是动

脉粥样硬化进展过程中 VSMC转变为多种表型的

关键调节因子。
3　总结与展望

单细胞测序技术的快速发展为解决动脉粥样

硬化等复杂心血管疾病提供了新的手段。总体而

言,单细胞测序技术是绘制动脉粥样硬化组织细胞

组成图谱和描述细胞异质性的理想选择,单细胞转

录组分析将有助于表征细胞在动脉粥样硬化发生

和进展过程中通过不同亚型和状态的转变轨迹。
在动脉粥样硬化的各个阶段应用scRNA-seq将识

别推动疾病进展及不同表现的这一阶段的特定转

录特征,并将是靶向针对患者特定疾病机制的关键

因素。未来的scRNA-seq研究最终可能会帮助我

们直接识别促进疾病的细胞亚群表型,以及调控它

们的途径、细胞因子或其他炎症线索,以获得更精

确的靶向治疗和诊断标记。ScRNA-seq作为一种

很有前景的工具,还可以比较患者样本中细胞间的

通信路径和细胞成分,从而能够更好地对患者进行

分类和治疗。对小鼠和人类动脉粥样硬化绘制全

面系统的细胞图谱,将提高对相关小鼠模型的精确

选择,并从机制上验证人类已识别的靶点和信号通

路,以为疾病的临床治疗提供测试新的免疫疗法的

策略和机会。
复杂心血管疾病的发展过程,往往涉及基因

组、转录组、蛋白组和表观遗传水平等多方面的变

化和调节。多组学技术联合应用可以阐明与疾病

相关的整体生理变化,并为心血管疾病内在调节机

制的研究和精确医学提供全面的解决方案。在未

来的研究中,scRNA-seq技术应该与其他组学技术

相结合,在多个水平上解释包括动脉粥样硬化在内

的心血管疾病发生发展机制,通过结合其他组学信
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息甚至可能会发现疾病中细胞亚群之间潜在的更

大的异质性。同时,单细胞测序在中药的应用研究

也将为理解中药复杂的分子作用机制、指导中药对

包括动脉粥样硬化在内的多种疾病的临床治疗以

及对中药的创新研发提供新的见解。
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害。术后半年的随访未发现起搏器电极各参数异

常。所以高频电刀对起搏器功能的干扰和对电极

的损害都是可以避免的。
综上,术中充分止血是预防囊袋血肿的有效措

施,高频电刀用于起搏器囊肿止血是安全、有效的。
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