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• 新进展 •

单细胞转录组测序及其在心血管疾病中的应用进展

胡月1，2，赵卓1，2

【摘要】　单细胞转录组测序（scRNA-seq）是在单细胞水平对全转录组进行扩增与测序的一项新技术。研究表

明，scRNA-seq除了可以揭示心血管细胞多样性、鉴定干细胞分化轨迹及明确细胞间的通讯外，还可以描述心脏发育

及遗传学图谱，进而有助于促进心血管研究领域取得突破性进展。本文主要综述了scRNA-seq的流程、应用扩展、与

其他单细胞技术的比较及其在心血管疾病中的应用进展，旨在为心血管疾病发病机制及治疗靶点研究提供一定参考。
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【Abstract】　Single-cell RNA sequencing (scRNA-seq) is a new technique to amplify and sequence the whole 
transcriptome at the single cell level. Studies have shown that, in addition to revealing cardiovascular cell diversity, identifying 
stem cell differentiation tracks and clarifying cellular communication, scRNA-seq can also describe cardiac development 
and genetic maps, thus contributing to breakthroughs in cardiovascular research. This article reviews scRNA-seq processes, 
application extensions, and comparison with other single-cell technologies and the advances in its application in cardiovascular 
diseases, in order to provide reference for the study of pathogenesis and therapeutic targets of cardiovascular diseases.
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近年随着解剖学、基因组学等学科发展及检查技术改

进，心血管疾病的诊疗水平不断提高，但目前心脏发育轨迹

和分化方向及病理状态下细胞异质性和基因间的相互作用尚

不清楚。单细胞技术及组学分析的出现，促进了心血管精准

医学的发展。随着人类基因组计划的完成［1］，单细胞测序

技术呈现迅猛发展，并为生物医学科学实验研究提供了强

有力的技术支持，其中单细胞转录组测序（single-cell RNA 
sequencing，scRNA-seq）是在保证高分辨率的前提下从复杂

组织中捕获数千个单细胞的转录谱，以识别和靶向控制心血

管疾病的异常通路及基因，协助临床医生制定有效的治疗策

略。研究表明，scRNA-seq除了可以揭示心血管细胞多样性、

鉴定干细胞分化轨迹及明确细胞间的通讯外［2］，还可以描述

心脏发育及遗传学图谱［3］，进而有助于心血管领域取得突破

性进展。本文主要综述了scRNA-seq的流程、应用扩展、与其

他单细胞测序技术的比较及其在心血管疾病中的应用进展，

旨在为心血管疾病发病机制及治疗靶点研究提供一定参考。

1　scRNA-seq的流程

自2009年scRNA-seq流程建立以来，多种scRNA-seq技

术平台相继出现，且在单细胞捕获手段、扩增方式、转录本

覆盖度等方面有不同程度的优化。目前，scRNA-seq基本流

程为样品制备、单细胞捕获、扩增与文库制备、测序和数据 
分析［4］。

1.1　样品制备　scRNA-seq的基础是使用机械分离和酶消化

的方法从组织中分离出单细胞样本，但不同组织或细胞类型

中的细胞培养条件及活力不同，故采取的组织处理及消化方

法有所不同。因此，研究人员应优化样品制备流程，最大限

度地增加单细胞数量及活性，同时降低细胞死亡率［4］。 
1.2　单细胞捕获　目前，单细胞捕获手段随着细胞体积不同

而发生改变，主流单细胞捕获方法有激光捕获、荧光激活细

胞分选（fluorescence-activated cell sorting，FACS）、微液滴

和微流控等［5-7］。其中FACS是利用散射和荧光信号将细胞分

选到96孔板或384孔板上，细胞样本可以长时间保存，这提

高了实验的灵活性且对细胞的损伤较小，但基于平板限制其

分类的细胞数量有限。Fluidigm C1系统是微流控细胞捕获方

法的主要代表之一，其优点是使用较小体积的细胞悬浮液、

细胞外部污染风险较低，但该系统要求活细胞数量较多、分

析规模受限，且对细胞大小均匀性的要求高、成本较高［4］。

Drop-seq和10×Genomics Chromium系统属于微液滴细胞捕获

方法，其是利用DNA条形码技术对包裹在油滴中的单个细胞

进行分析，可以快速分析数千个单细胞，大幅减少了每次分

析所需时间和成本；但其仍然存在对mRNA分子捕获率低、在

基因检测方面效率不高等缺点［8］。
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1.3　扩增与文库制备　单细胞测序技术突破了传统技术以细

胞群体为研究对象、忽略了细胞间异质性的缺点，其是以单

细胞为研究对象，对单细胞裂解得到的超微量基因扩增十几

万倍以构建能达到测序水平的cDNA文库，进而进行测序及数

据分析［9］。目前，常用的扩增方法主要有两类：基于单细胞

全基因组扩增（ingle-cell whole-genome amplification，WGA）

和单细胞转录组扩增（whole-transcriptome amplification，

WTA），详见图1。

WTA与WGA不同：WTA首先将RNA反转录为cDNA，再

以cDNA为对象进行扩增。其中CEL-seq在cDNA合成过程中使

用了独特的分子标识，可线性扩增mRNA，从而减少扩增偏

倚［10］，且对于较大范围的转录组扩增具有成本效益。Smart-
seq2优先选择全长cDNA作为其末端转移酶活性底物，且允许

回收全长cDNA，这进一步完善了反转录过程，增加了单细胞

cDNA文库的产量及长度，灵敏度高且扩增偏倚较低；同时，

Smart-seq2还可以分析每个单细胞转录本的所有外显子，检测

不同剪接变体，其应用领域更为广泛［11］。

1.4　测序和数据分析　除单细胞基因组测序、scRNA-seq
外，单细胞测序技术还包括单细胞表观组测序。单细胞表观

组测序的优势为：其是以单细胞水平为基础，可获得全基因

组的甲基化水平，这对于表观遗传学的时空特异性研究具有

重要意义。与单组学测序技术相比，多组学测序技术可以更

系统地了解生物异质性与多样性，通过空间维度信息与时间

轨迹结合分析，弥补了单组学测序技术的缺点，丰富了实 
验结果。

细胞聚类分析是单细胞测序技术特有的数据分析内容，

其通过数据库或现有的细胞标记基因，识别细胞特异性标记

物，以区分不同的细胞亚群，是数据分析的前提［12］，在此基

础上，可以进行差异表达分析［13-15］、GO功能聚类分析［16］、

拟时序分析［17-19］等。

2　scRNA-seq的应用扩展

2.1　细胞互作　细胞互作指细胞间通过受体-配体相结合的

方式进行识别与信号传递，其是生物体维持复杂生命活动的

重要前提［20］。目前，基于scRNA-seq从基因层面探究细胞互

作已经取得一定进展。如WANG等［21］基于scRNA-seq比较健

康状态和衰竭状态人心肌细胞和非心肌细胞的相互作用，揭

示了非心肌细胞在调节心肌细胞行为方面具有积极作用。此

外，多组学整合分析是开展细胞互作研究的新方向，其是将

scRNA-seq与免疫检测相结合的单细胞RAID技术［22］，可以

在mRNA和磷酸化蛋白质水平上研究不同类型细胞对环境刺激

的反应并捕捉细胞内磷酸化过程。同样，INS-seq技术［23］是

将scRNA-seq与细胞内蛋白质活性测定相结合，可以同时从细

胞新陈代谢、信号活性、免疫标记等多个方面进行分析，增

加了表观遗传学、分子信号通路、细胞代谢状态与细胞发育

图谱多样性相结合的可能性。

2.2　空间转录组技术　scRNA-seq在提取单细胞的过程中破

坏了单细胞在组织中的特定空间位置，进而不能有效识别基

因在生理或病理微环境中的表达差异［24］。而为了同时获得

细胞的空间位置信息和基因表达数据，STÅHL等［25］于2016年

开发了“空间转录学”技术，其是通过独特的位置条形码对

组织中的mRNA进行捕获，并保持其空间位置信息，这在一

定程度上推进了基因分布的可视化发展。近年来，空间转录

组学技术得到了快速发展，其具体分类见图2。其中，基于活

细胞标记技术是最新的空间转录组学技术。HU等［26］发明的

ZipSeq技术是基于活细胞标记技术的代表之一，其是利用光

控系统，将DNA条形码映射到活细胞上，进而获得细胞中基

因的实时表达信息。目前，空间转录组技术已被广泛用于组

织细胞空间异质性及基因表达的研究，且其为发育分化谱系

绘制、细胞功能状态解读、疾病模型探索等多个领域提供了

技术支持，已成为生物科学研究的核心技术。

2.3　轨迹分析　传统的谱系追踪方法是以细胞中特异的遗传

标记为基础，通过追踪其在后代细胞中的表达完成的［27］。但

由于特异的遗传标记数量有限，无法准确追踪全部后代细胞

类型，从而忽视了细胞的异质性，导致研究者对原始细胞分

单细胞测序基因扩增

单 细 胞 转 录 组 扩 增
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图1　单细胞测序技术的扩增方法分类
Figure 1　Amplification method classification of single cell sequencing technology
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化及发育方向的把握存在偏差。近年随着scRNA-seq及计算方

法的发展，基于scRNA-seq数据的轨迹分析在无明确特异的遗

传标记的状态下仍能够对细胞发育及分化谱系进行追踪［28］。

其中基于Monocle算法的伪时序轨迹分析最具代表性［29］，

其原理是根据测序细胞之间表达模式的相似性进行推断，进

而对单细胞进行排序并沿轨迹放入一维空间中，在此基础上

于高维空间中构建谱系树，进而得到细胞复杂的动态分化过

程［30］。但伪时序轨迹分析因存在非线性中间产物干扰、测

序深度不稳定、批次效应明显等缺点，并不能完全替代传统

谱系追踪方法［28］。因此，伪时序轨迹分析的计算方法仍在不

断改进，目前基于Monocle算法改进的Monocle 3算法已被用于

角膜缘基底上皮细胞的轨迹分析［31］及肿瘤细胞变异基因的捕

捉［32］。未来随着技术不断进步，有望实现空间转录组、发育

轨迹分析和细胞分子属性的相互结合，以揭示不同细胞、不

同发育阶段的基因密码及构建未开发物种的胚胎发育图谱。

3　scRNA-seq与其他单细胞技术的比较

3.1　单细胞核RNA测序（single-nucleus RNA sequencing，

snRNA-seq）　与scRNA-seq相比，snRNA-seq不受解离条件

限制，且有解离偏差小、与冰冻样品相容度高、能消除解离

诱导的转录应激反应等优势［33］，且能更准确地反映原始组

织中的细胞组成和基因表达。WOLFIEN等［34］通过对成年哺

乳动物心脏进行snRNA-seq发现，成熟的心肌细胞起源并不

单一，且其还鉴定出具有双重作用的内皮细胞起源的心肌细

胞亚群。但细胞核中mRNA含量相对较低，故snRNA-seq并不

是对所有细胞及基因捕捉、分析均具有高敏感性。THRUPP
等［29］研究发现，与scRNA-seq相比，snRNA-seq鉴别载脂

蛋白E（apolipoprotein E，ApoE）、半胱氨酸蛋白酶抑制剂3
（recombinant cystatin 3，CST3）等与阿尔茨海默病有关的部

分基因的敏感性较差。此外，SLYPER等［35］对新鲜和冷冻

的临床肿瘤样本进行scRNA-Seq和snRNA-seq，结果显示，

snRNA-seq对免疫细胞的分析能力较scRNA-seq差。因此，研

究人员应将snRNA-seq数据与细胞表型、蛋白质组学单细胞技

术结合，以便准确而全面地把握研究对象。

3.2　质谱流式细胞技术（cytometry by time-of-flight，
CyTOF）　由于基因翻译后的修饰过程是基因调控和信号通

路激活中的关键过程，所以细胞中mRNA水平与蛋白质表达

并不是一一对应。因此，利用单细胞测序技术分析蛋白质组

学对探究疾病的发病机制具有重要作用。其中CyTOF作为一

种高纬多参的单细胞测序技术，因其对单细胞识别正确率

高、测量参数广泛，故可精确分析细胞内的信号通路网络及

免疫分型，是分析单细胞蛋白质组学的主要工具之一［36］。

如FERNANDEZ等［37］通过对AS患者颈动脉斑块及血液中T淋

巴细胞进行CyTOF和scRNA-seq发现，AS患者CD4
+ T淋巴细胞

亚群与健康人群不同，其部分T淋巴细胞亚群表现出耗竭状

态，且进一步鉴定出与斑块易损性相关的巨噬细胞亚群，进

而推动了心血管免疫靶向治疗进展。同样，CHEN等［38］通过

对动脉瘤小鼠模型主动脉平滑肌细胞进行CyTOF发现，KLF4
基因促进了转化生长因子β（transforming growth factor-β，

TGF-β）信号的缺失，其与高脂血症结合可促进收缩型平

滑肌细胞重新编程为间充质干细胞，进而促进动脉瘤的发生 
及发展。

3.3　组学分析　表观基因组学分析是多组学分析的重要

分支，包括DNA甲基化、组蛋白乙酰化、磷酸化等［39］。

ASARE等［40］通过对高脂血症小鼠进行骨髓重建实验发现，

组蛋白去乙酰化酶9（histone deacetylase 9，HDAC9）通过与

κB抑制蛋白激酶（inhibitor of kappa B kinase，IKK）结合而

导致IKK去乙酰化及激活，进而诱发巨噬细胞和内皮细胞的炎

症反应，提示抑制HDAC9有利于延缓AS进展。此外，代谢组

学分析可以发现位于基因组下游的新陈代谢变化，能更好地

评估疾病的生理学改变［41］。MURASHIGE等［42］通过对110例

心力衰竭患者及非心力衰竭患者动脉、冠状静脉和股静脉血

液进行代谢组学分析发现，脂肪酸是心脏的主要能量来源，

心力衰竭患者心脏酮类和乳酸消耗更多，并伴有较高的蛋白

水解率。与scRNA-seq相比，代谢组学将上游遗传信息、转录

和蛋白质组变异及细胞微环境进行整合，能够更好地反映疾

病的分子机制。目前，单细胞多组学结合分析技术正在迅速

空间转录组学技术

基于原位杂交技术基于显微切割表达技术 基于原位测序技术 基于原位捕捉技术 基于活细胞标记技术

NICHE-Seq

RNA断层扫描测序技术
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单 分 子 荧 光 原 位 杂 交
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激光捕获显微切割技术
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环状单分子荧光原位杂
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原位测序（ISS）
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原位单细胞测序
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（HDST）

Slide-Seq

10×Genomics Visium

空 间 多 组 学 测 序 技 术
（DBIT-Seq）

APEX-Seq

TIVA

ZipSeq

图2　空间转录组学技术分类
Figure 2　Classification of spatial transcriptome techniques
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发展，分析转录组和开放染色质及组蛋白修饰的多重组学技

术已被逐步开发，并成为推动精准医学发展的重要工具。

4　scRNA-seq鉴定发育与成熟心脏细胞的异质性　

scRNA-seq的发展使揭示心脏新的细胞类型、细胞亚群异

质性及描述不同细胞类型的空间和时间表达模式成为可能。

如XIAO等［43］通过对小鼠胚胎心脏进行scRNA-seq发现，

Hippo信号通路中的Lats1和Lats2通过抑制YAP的靶基因Dhrs3
而使心外膜下细胞分化为心脏成纤维细胞，且介于心外膜和

心脏成纤维细胞之间的过渡细胞亚群C20发出的异常信号会导

致心脏构型改变。此外，Lats1和Lats2促进心外膜祖细胞向心

脏成纤维细胞转变的同时，在控制细胞外基质成分和血管重

塑等方面也发挥了重要作用。scRNA-seq可以鉴定发育与成熟

心脏细胞的异质性，这对于心脏发育分子机制的研究具有重

要意义。

5　scRNA-seq在心血管疾病中的应用

5.1　先天性心脏病　SURYAWANSHI等［44］通过对自身免疫

性先天性心脏传导阻滞（congenital heart block，CHB）患儿的

心脏及健康胎儿心脏进行scRNA-seq发现，干扰素刺激基因

过表达及干扰素信号激活过程对CHB的发生具有重要意义，

且基质细胞对促进基质沉积和纤维化导致CHB发生具有潜在

作用。HU等［45］对线粒体心肌病及正常小鼠心脏细胞核进行

scRNA-seq，发现线粒体心肌病小鼠心脏细胞生长分化因子

15（growth differentiation factor 15，GDF-15）表达上调，揭示

了心脏细胞中GDF-15特异性基因调控网络。上述研究表明，

scRNA-seq有助于发现先天性心脏病新的基因和机制。

5.2　成人心脏病　scRNA-seq的出现更新了人们对心脏病发

病机制和新型治疗靶点的认识。NOMURA等［46］通过对单个

心肌细胞进行scRNA-seq，构建了心肌细胞重构轨迹，阐明了

编码心肌肥大和衰竭形态和功能特征的基因程序。在心肌肥

厚早期，心肌细胞激活了与心肌细胞大小有关的线粒体代谢

基因，并与ERK1/2和Nrf1/2转录网络相连，开启了心肌重构

程序；在心肌肥厚晚期，p53信号通路被特异性地激活，随后

进入心肌细胞体积增大和心力衰竭过程［46］。此外，scRNA-
seq还可追踪心肌梗死早期、发展期和恢复期的细胞转变。

在心肌梗死早期阶段，成纤维细胞被激活，形成胶原蛋白瘢

痕，进而减少了心脏破裂的发生。但在心肌梗死恢复期，成

纤维细胞最终会导致心力衰竭［47］。因此，研究激活后的成纤

维细胞有助于研究人员更好地理解其在心肌梗死发病机制中

的作用。

5.3　血管病变　动脉粥样硬化（atherosclerosis，AS）是一种

慢性炎症性疾病，与血管内皮细胞功能障碍、髓细胞富集、

脂质沉积及泡沫细胞形成等相关［48-49］。scRNA-seq在AS中应

用的研究［50-54］见表1。此外，随着scRNA-seq在腹主动脉瘤

（abdominal aortic aneurysm，AAA）中的应用及空间转录组

学的发展，人们对AAA的细胞异质性及不同细胞功能有了更

深入的理解。如YANG等［55］通过对AAA早期主动脉细胞进行

scRNA-seq发现，在AAA进展过程中平滑肌细胞密度下降，

其中收缩型平滑肌细胞表达减少、合成型平滑肌细胞表达增

加；该实验还鉴定出炎症性巨噬细胞Mφ-2是AAA早期主要

富集的巨噬细胞类型，提示通过scRNA-seq可揭示AAA发展过

程中平滑肌细胞、巨噬细胞的异质性。

5.4　COVID-19相关心脏损伤　SARS-CoV-2可与血管紧张

素转换酶2（angiotensin-converting enzyme 2，ACE2）受体结

合，并经过跨膜蛋白酶丝氨酸蛋白酶2（transmembrane serine 
proteinase 2，TMPRSS2）切割病毒S蛋白［56］，进入宿主细胞

并导致COVID-19及心脏损伤的发生［57］。LIU等［58］对胎儿及

成人肺组织和心脏组织进行单细胞RNA测序，结果显示，与

肺组织相比，心脏组织中ACE2表达相对较高，但TMPRSS2表

达相对较低，这在一定程度上降低了心脏对SARS-CoV-2的易

感性，故心脏损伤较轻；而组织蛋白酶L和碱性氨基酸裂解酶

表达上调又增加了心脏对SARS-CoV-2的易感性。此外，研究

人员通过对成人冠状动脉单细胞测序发现，心脏内皮细胞中

ACE2表达水平较高，但TMPRSS2表达水平较低［58］。上述研

究提示，内皮细胞可能是使心脏组织免受SARS-CoV-2感染的

一道屏障，而单细胞测序技术有助于了解SARS-CoV-2对心血

管系统造成的损伤及潜在机制。

5.5　瓣膜疾病　HULIN等［59］通过对出生7 d和30 d小鼠主动

脉瓣及二尖瓣的2 840个单细胞进行基于液滴的scRNA-seq发

现，在出生后瓣膜发育过程中内皮细胞和免疫细胞亚群相对

稳定，但在原始瓣膜和成熟瓣膜中间质细胞亚群的表达水平

和功能均发生了明显改变，该研究首次揭示了心脏瓣膜重塑

过程中细胞的多样性，为研究心脏瓣膜动态平衡及瓣膜疾病

的分子机制提供了新的思路。

6　小结

近年来单细胞捕获方法的革新、基因扩增方法的发展、

多个测序平台的出现及数据分析方式的多样化极大地推动了

表1　scRNA-seq在AS中应用的研究
Table 1　Studies of application of scRNA-seq in AS

作者 种属 组织类型 细胞类型 研究结果

COLE等［50］ 小鼠 主动脉 CD45+白细胞群 描绘了AS小鼠动脉内免疫细胞组成及转化趋势

WIRKA等［51］ 小鼠/人 主动脉 平滑肌细胞
转录因子21可调控AS中平滑肌细胞向纤维肌细胞转变，后者可通过向病变部位浸润而
对AS起保护作用

BUTCHER等［52］ 小鼠 主动脉
CCR5+Th细胞及调

节性T淋巴细胞
AS可增加调节性T淋巴细胞的可塑性，促进干扰素γ（+）Th1细胞及调节性T淋巴细
胞功能紊乱性亚群积聚，进一步促进动脉炎症

YAO等［53］ 人 主动脉 平滑肌细胞
组蛋白H2A变异体H2A.Z在AS平滑肌细胞中表达下调，其过表达后可抑制损伤引起的
血管平滑肌细胞去分化和新生内膜形成，对AS起保护作用 

GU等［54］ 小鼠 主动脉 血管外膜细胞
描绘了血管外膜中异质细胞群的细胞图谱，揭示了AS中血管外膜巨噬细胞和间质细胞
的动态作用

注：AS=动脉粥样硬化
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scRNA-seq在心血管研究领域的应用，如其可以描绘心脏细

胞发育异质性、完善干细胞模型、揭示疾病分子机制及潜在

的治疗靶点。但scRNA-seq仍存在一定局限性：首先，心肌

细胞体积较大，单细胞分选平台对其捕获存在限制；其次，

与snRNA-seq相比，scRNA-seq有与冰冻样品相容度低、转录

应激反应强烈、无法提供核基因表达信息等局限；此外，与

CyTOF相比，scRNA-seq无法在研究基因表达的同时兼顾蛋白

质信息，故无法准确判断基因翻译后修饰异常引起的病理状

态。未来应将scRNA-seq用于糖尿病心肌病、代谢性心脏病、

X综合征等冠状动脉微循环障碍性疾病，以寻找新的突破。此

外，scRNA-seq还应在数据类型多样化及结果可视化等方面进

行改进，以适应实验研究中多组学整合分析的需要。相信随

着技术的不断革新，scRNA-seq将会在心血管疾病研究领域发

挥更大作用。
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