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单细胞转录组测序技术在肝纤维化中的研究进展

万令飞 ， 潘文婷 ， 雍雨婷 ， 李元帅 ， 赵悦 ， 阎新龙 *

北京工业大学化学与生命科学学院，北京 100124

摘 要：肝纤维化是一种严重威胁人类健康的疾病，单细胞转录组测序技术为揭示其复杂的病理机制提供了全新途径。

传统的研究方法在识别肝纤维化中不同细胞亚群及其基因表达变化方面存在局限，难以深入理解疾病机制。概述了单

细胞转录组测序技术在肝纤维化过程中对不同细胞亚群类型的研究进展，单细胞RNA测序技术能够精确地解析不同细

胞类型的基因表达及异质性，揭示肝纤维化过程中细胞亚群的动态变化及相关基因的表达，进而有助于理解各类细胞亚

型在肝纤维化中的功能、相互作用及其对疾病进展的贡献。进一步探讨了该技术在肝纤维化研究中的重要意义与应用

前景，通过这一技术，可以鉴定出与纤维化相关的关键基因和信号通路，为早期诊断、治疗靶点的发现以及新疗法的制定

提供理论依据。此外，结合空间转录组测序技术，研究者可以在空间维度上观察细胞在组织中的分布，进一步提升对肝

纤维化微环境的理解。该技术有助于深入理解肝纤维化的病理机制，为寻找新的治疗靶点和制定早期诊断及治疗策略

提供了创新思路。
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Abstract：Hepatic fibrosis poses a significant threat to human health. Single-cell transcriptome sequencing technology offers a 
novel approach to elucidate its complex pathological mechanisms. Traditional research methods are limited in identifying the dif⁃
ferent cell subpopulations and their gene expression changes in hepatic fibrosis， making it difficult to fully understand the dis⁃
ease mechanisms. This paper summarized the research progress of single-cell transcriptome sequencing technology in identifying 
various cell subtypes during the process of hepatic fibrosis. Single-cell RNA sequencing technology can precisely analyze the 
gene expression and heterogeneity of different cell types， revealing the dynamic changes in cell subpopulations and their gene ex⁃
pression during hepatic fibrosis. This， in turn， helped in understanding the functions， interactions， and contributions of various 
cell subtypes to the progression of the disease. The paper further discussed the significance and prospects of this technology in he⁃
patic fibrosis research. By using this technology， key genes and signaling pathways related to fibrosis can be identified， providing 
a theoretical basis for early diagnosis， the discovery of therapeutic targets， and the development of new treatments. Additionally， 
with the integration of spatial transcriptome sequencing technology， researchers can observe the spatial distribution of cells with⁃
in tissues， further enhancing the understanding of the microenvironment of hepatic fibrosis. This technology aids in deepening 
the understanding of the pathological mechanisms of hepatic fibrosis and offers innovative ideas for discovering new therapeutic 
targets and developing strategies for early diagnosis and treatment.
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肝纤维化是由于肝脏长期炎症导致的渐进性

纤维化发展导致的肝脏疾病。目前临床上面临的

最大挑战是如何在早期发现和干预肝纤维化以阻

止病程的进展。本综述重点介绍了单细胞转录组

测序技术在肝纤维化研究中的进展和潜在应用，

以期揭示单细胞尺度基因表达的变化，并寻找新

的治疗靶点，为该疾病的早期诊断和治疗提供新

的策略。单细胞 RNA 测序能够在单细胞尺度获

得不同类型细胞的详细信息，包括肝细胞、肝星状

细胞、肝内免疫细胞等，揭示肝纤维化过程中细胞

类型和亚群的变化，纤维化相关的基因表达变化，

不同细胞类型在肝纤维化中的功能和相互作用。

根据这些发现，有望为肝纤维化治疗提供新的理

论基础，从而寻找新的治疗靶点。

1　肝纤维化简述

当肝脏发生组织受损、酒精或药物损伤、免疫

性疾病或自身代谢疾病、受到病毒感染时，往往伴

随着肝纤维化的发生。肝纤维化是肝脏组织面对

损伤时的一种保护机制，当组织受到损伤时，肝星

状细胞激活为肌成纤维细胞，分泌炎症因子以及

合成细胞外基质（extracellular matrix， ECM），这些

变化共同参与修复应对肝损伤。如果引发损伤的

因素得到及时终止或移除，肝纤维化的部分可以

恢复为正常肝脏组织［1-5］。但如果损伤较为严重

或持续反复发作时，ECM 成分（主要为胶原蛋白

与纤连蛋白）会持续过度累积，导致组织结构破

坏，器官功能障碍甚至衰竭，有可能发展为肝硬化

甚至肝癌［6-8］。

肝纤维化的发展导致肝功能持续性受损，主

要包括肝小叶结构的扭曲和破坏、血管分布的紊

乱，以及肝细胞的坏死。这些改变会导致肝功能

衰竭，影响身体的代谢、解毒以及免疫功能。早期

研究认为肝纤维化是不可逆的［9］，但随着研究的

深入，在小鼠肝纤维化模型以及一项针对乙型肝

炎患者的抗病毒治疗研究中发现，纤维化程度有

所改善甚至恢复［10］，但可惜的是目前对于肝硬化

晚期的患者，仍然缺乏有效的肝纤维化治疗手段，

肝移植可能是唯一的治疗选择。因此，如何早期

发现和干预肝纤维化，有效避免进一步的肝功能

损伤和严重的并发症，成为亟待解决的关键问题。

图1 肝纤维化病理示意图[8]

Fig. 1 Liver fibrosis pathological diagram[8]
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此外，肝纤维化也是肝癌发展的重要因素之

一。慢性炎症和纤维化的存在增加了肝癌的发生

风险。通过了解和干预肝纤维化过程，可以降低

肝癌的发生率。在最新的研究中，许多新的生物

标志物和成像技术被用于评估肝纤维化的程度和

进展。例如，临床上将血清标志物，如AST和血小

板比率指数（aspartate aminotransferase to platelet 
ratio index，APRI）评分、肝纤维化 4 因子指数（fi⁃
brosis 4 score，FIB-4）、血清胶原蛋白、血清透明质

酸、层黏连蛋白等作为非侵入性的指标用于评估

肝纤维化的程度。此外，磁共振成像、超声瞬时弹

性成像（transient elastography，TE）和血流动力学

成像等技术也被广泛用于评估肝脏的纤维化程

度。在治疗方面，药物治疗仍然是目前主要的治

疗方法。临床上常用的抗纤维化药物包括肝素、

非甾体抗炎药物和抗氧化剂等，一些中药方剂如

安络化纤丸、复方鳖甲软肝片、扶正化瘀片，在动

物实验和临床研究中均显示一定的抗纤维化作

用［11-14］。此外，近年来一些新的靶向治疗药物也显

示出了一定的疗效，如法尼醇 X 受体（farnesoid X 
receptor，FXR）激动剂［15］、奥达夫明（aldafermin，又
名 NGM282，一种成纤维细胞生长因子 19 类似

物）、西尼昔洛韦（cenivriviroc，C-C 趋化因子受体

2/5拮抗剂）等。然而，这些治疗方法仍然存在一

些限制，如副作用较大、疗效不稳定等，仍需进一

步的研究和临床验证，以确定其安全性、有效性和

长期疗效。

综上所述，肝纤维化是一种严重的肝脏疾病，

对全球公共卫生和个体健康有重要的影响。利用

单细胞 RNA 测序深入了解肝纤维化的病理生理

过程，研究肝纤维化的机制和相关信号通路，有助

于发现新的治疗靶点和开发有效药物，从而为肝

纤维化的治疗提供指导，对于预防、早期诊断和治

疗肝纤维化以及相关并发症具有重要的意义。

2　单细胞转录组测序技术的原理和方法

与传统研究方法相比，单细胞转录组测序技

术能够以更高的分辨率揭示细胞内的异质性和功

能差异，从而更全面地理解肝纤维化疾病发展过

程中微环境的变化［18-20］。这种技术的应用不仅能

够帮助我们更深入地理解肝纤维化的发展过程，

还为未来的研究提供了更为精准和全面的数据基

础。单细胞转录组测序技术的核心流程涵盖了单

细胞样本的采集和处理、RNA 测序和文库构建、

高通量测序，以及随后的下游数据分析。这一技

术最显著的优势在于其在单个细胞水平上的高分

辨率，因此能够探测并鉴定新的细胞类型，揭示细

胞的状态和功能，发现新的细胞亚型和转录变

异。通过识别个体细胞之间的差异，单细胞转录

组测序技术为精准医学奠定了基础，为疾病的诊

断、治疗以及药物研发提供了更为精确的指

导［21-22］。其独特之处在于能够深入挖掘细胞层面

的信息，为科学研究和医学实践提供了前所未有

的细致洞察，为未来的生物医学研究和临床应用

开辟了崭新的可能性。

2.1　单细胞样本的获取和处理

获取和处理单细胞样本是进行单细胞转录组

测序的关键步骤，直接影响下游数据分析的可靠

性。一般而言，常规的单细胞样本获取和处理流

程包括细胞分离、单细胞捕获、RNA 提取以及

cDNA文库构建。

细胞分离的具体方法因样本来源和研究目的

而异，常用策略包括机械分散、酶消化、化学溶解

和离心等。对于血液等免疫细胞本身即为单个细

胞的样本，可通过离心等方式直接富集，或者通过

流式细胞术有选择地富集特定细胞类型，以供后

续文库构建和测序。而对于实质器官组织如肝

脏，通常需使用胶原酶等组织裂解液，在酶解后通

过筛网分离获得单个细胞悬浮液，为后续流程提

供样本。确保细胞完整性和细胞膜的完整性对后

续的RNA提取和测序质量至关重要。因此，需要

在实验条件方面严格控制，并对单细胞样本进行

质控和验证。利用细胞计数仪准确计算细胞数

目，进行 RNA 质量检测以及扩增效率的评估，这

些步骤都是不可或缺的。这样的质控流程能够确

保获得高质量的单细胞转录组测序数据，为后续

的深入分析提供可靠的基础。

2.2　RNA测序和数据分析

在单细胞测序过程中，首先需要对提取的

RNA进行逆转录，将RNA转录成互补DNA（cDNA）。
这一步骤通常涉及逆转录酶的使用，结合随机引

物或特定引物，以合成第一链 cDNA。随后，对单

个细胞的 cDNA 进行预扩增和文库构建，以便为

后续的测序提供充分准备。这一过程包括将

cDNA片段连接到特定的测序接头上，以便在高通
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量测序平台，如 Illumina或其他测序平台上进行测

序。构建好文库后进行高通量测序，通过生成大

量短序列来记录单个细胞的转录组信息［23］。

得到下机数据文件后，就可以对其利用的生

物信息学数据分析方法进行数据处理，分析流程

包括以下步骤。①质控（quality control），对测序

数据进行质量控制，包括检查测序质量、序列长度

和碱基质量。这有助于确定数据的可靠性，并且

可以筛除低质量的序列。②比对（alignment），将

测序读取与参考基因组或转录组进行比对。这可

以确定每个读取的起源和定位，以便后续的基因

表达定量和分析。③基因表达定量（gene expres⁃
sion quantification），通过将测序读取映射到参考

基因组或转录组，计算每个基因的表达量。这可

以得到每个细胞中基因的表达水平，用于后续的

细胞聚类和分析。④标准化（normalization），对基

因表达数据进行标准化，以消除不同细胞之间的

技术偏差和批次效应。常用的标准化方法包括每

千个碱基的转录每百万映射的转录本数（tran⁃
scripts per million， TPM）和每千个碱基的转录每百

万映射读取的读长数（fragments per kilobase of exon 
model per million mapped reads，FPKM）等。⑤细

胞聚类与降维（cell clustering and dimensionality re⁃
duction），使用聚类算法（如 k-means、DBSCAN 等）

将细胞根据基因表达模式进行聚类，并使用降维

方法，如主成分分析（principal component analysis，
PCA）、t-SNE、uMAP等，将高维数据可视化为二维

或三维图形，以揭示细胞的异质性和亚群分布。⑥
差异表达基因分析（differential expression gene 
analysis， DEGA），通过比较不同细胞群体之间的

基因表达水平，鉴定差异表达的基因。这有助于

理解细胞类型的特征和功能。⑦功能注释和通路

分析（functional annotation and pathway analysis）对

差异表达的基因进行功能注释，鉴定关键的生物

学通路和功能模块。这有助于理解细胞状态和功

能的调控机制。

以上只是单细胞 RNA 测序中 RNA 测序和数

据分析的一般流程，具体的方法和工具选择可能

会根据研究目的和数据特点而有所不同。随着该

领域的不断发展，也涌现出了许多专门用于单细

胞转录组数据分析的软件和工具，如 Seurat［24］、

Scanpy［25］、CellRanger［26］、Monocle［27］等，它们提供

了丰富的功能和算法，以支持单细胞数据分析。

3　单细胞RNA测序鉴定肝纤维化微环境

细胞类型与分类

3.1　肝星状细胞

肝星状细胞（hepatic stellate cells， HSCs）是

肝脏中的重要细胞类型，主要分布于肝小叶的腔

隙间质。在正常情况下，肝星状细胞保持静止状

态（quiescent HSCs， qHSCs），表达 desmin 和卵磷

脂视黄醇酰基转移酶（lecithin retinol acyltransfer⁃
ase， LRAT），具有储存维生素 A 和其他脂溶性物

质的功能［28- 29］。然而，当肝脏受到损伤时，肝星状

细胞被激活，迁移至损伤部位，并转化为表达平滑

肌肌动蛋白（α⁃smooth muscle actin， α-SMA）和胶

原蛋白的肌成纤维细胞［30-31］。这一转变导致激活

的肝星状细胞开始产生胶原蛋白和其他胶原样基

质蛋白，从而促使肝组织中纤维化的形成。

通过单细胞RNA测序的研究，发现肝纤维化

的肌成纤维细胞中，有 62%~67%来源于特异表达

Tcf21+qHSCs亚群的激活，同时85%的癌相关成纤

维细胞也来源于这个亚群［32］。此外，另一项研究

通过CCl4诱导肝纤维化小鼠的单细胞测序结果显

示，静息状态的 HSCs相对保守，而肌成纤维细胞

分为 4 个亚群，分别是高表达平滑肌肌动蛋白以

及胶原蛋白的 MFB Ⅰ，表达炎症相关基因的

MFB Ⅱ，由增殖的成纤维细胞构成的 MFB Ⅲ和

混合表型的 MFB Ⅳ［33］，在肝损伤的刺激下，HSCs
减少 LRAT 的表达，进而转化为高表达 α-SMA 的

肌成纤维细胞［34］。另外，通过深入研究 HSCs 的
特性和功能，可以更好地理解肝脏纤维化的机

制。研究者利用单细胞 RNA 测序解析出小鼠

NASH 肝脏富集了 4 个不同的 HSC 簇，其中一个

代表经典的活化肌成纤维细胞簇，其他 3 个 HSC
簇包括一个增殖相关簇、一个中间激活状态簇以

及一个免疫炎症相关簇［35］。然而，对于 HSCs 的
研究仍面临一些挑战，包括分离和纯化方法的改

进，以及 HSCs 与其他细胞类型相互作用机制的

深入揭示。

总之，肝星状细胞作为肝脏纤维化的关键细

胞类型，在激活和转化为肌成纤维细胞过程中扮

演着重要角色。未来的研究应该持续深入探究

HSCs的来源、功能和调控机制，为肝脏纤维化的

治疗和预防提供更有效的策略。
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3.2　门静脉成纤维细胞

门静脉成纤维细胞（portal fibroblasts， PFs）在

肝脏纤维化中与肝星状细胞类似，是肌成纤维细

胞的主要来源，负责产生关键的结缔组织成分，特

别是胶原蛋白。研究人员通过单细胞 RNA 测序

技术对肝纤维化患者的门静脉成纤维细胞进行详

细分析，揭示了其特殊的功能和表达特征。

在研究中发现，门静脉成纤维细胞不仅具有

肌成纤维细胞的功能，还表现出间充质干细胞的

特征。这种双重身份使得它们在肝纤维化的微环

境中具有更广泛的影响。具体而言，门静脉成纤

维细胞的增殖能力使其能够响应肝脏损伤，并迅

速转化为肌成纤维细胞，进一步推动了纤维化的

进程。有趣的是，通过对小鼠肝脏的研究，研究者

成功地鉴定出 Slit2+ 门静脉间充质细胞（portal 
mesenchymal cell，PMSC）。这一亚群不仅具备间

充质干细胞的特性，而且表现出生成增殖性肌成

纤维细胞的潜能［36］。这个新的发现拓展了我们

对门静脉成纤维细胞异质性的认识，进一步强调

了它们在纤维化过程中的复杂作用。此外，通过

比对HSCs与PFs之间的差异基因表达特征，研究

人员发现一氧化氮受体可溶性鸟苷酸环化酶仅

在HSCs中特异性表达，而PFs则不表达。谱系追

踪数据和单细胞RNA测序分析进一步显示，对于

胆汁淤积性肝损伤过程，活化并经历显著扩增的

PFs是胶原沉积的主要来源，而HSCs对过度胶原

沉积的贡献较小。这突显了门静脉成纤维细胞

在不同类型肝损伤中的动态响应和不同贡献。

尽管已经取得了一些重要的发现，门静脉成纤维

细胞的研究仍面临一些挑战。细胞分离和纯化

方法的改进仍然是一个关键问题，解决该问题可

以确保从混合群体中准确获取门静脉成纤维细

胞并保持其特性的完整。此外，进一步阐明与其

他细胞类型的相互作用机制也是未来研究的重

要方向。

综上所述，门静脉成纤维细胞在肝脏纤维化

中的复杂性与其间充质干细胞特性相结合，使其

成为肝脏损伤响应中不可或缺的关键参与者。深

入研究门静脉成纤维细胞的特性和功能将有助于

更全面地理解肝脏纤维化的机制，为预防和治疗

提供新的策略。

3.3　上皮细胞

在过去的研究中，有广泛的观点认为在组织

纤维化的演变过程中，上皮细胞可能通过上皮-间

质转化（epithelial-mesenchymal transition， EMT）成

为肌成纤维细胞的一个潜在来源［37-38］，然而，最近

的研究结果强调，在肝脏纤维化中，无论是肝细胞

还是胆管细胞，都被实验证明并非是肝纤维化肌

成纤维细胞的来源［39-40］。因此，对于肝脏纤维化

的特定背景而言，上皮细胞似乎更倾向于通过分

泌细胞因子的机制来激活肝星状细胞，从而推动

肝纤维化的进展。

这一系列的研究结果进一步加深了我们对纤

维化过程中上皮细胞作用的理解。尽管以往的研

究主要关注上皮-间质转化作为上皮细胞参与纤

维化的途径，但在肝脏纤维化中，上皮细胞更多地

表现为通过分泌调节激活HSCs的方式，从而间接

地促进肝纤维化的进程。一些研究发现，当肝细

胞中的Notch通路被激活［41］，或者Anxa2基因过表

达时［42］，这些上皮细胞通过旁分泌的方式显著增

加了骨桥蛋白（osteopontin， OPN）的表达，从而促

使肝星状细胞激活，并在肝纤维化的发展中发挥

着重要作用［43］。

总体而言，上皮细胞的角色在纤维化中不同于

其他组织，对于肝脏纤维化的理解需要更深入的研

究。这将有助于揭示肝脏纤维化的更多机制，并为

未来针对性的治疗策略提供新的方向。

3.4　巨噬细胞

巨噬细胞作为免疫系统中的关键成员，不仅

具备吞噬、清除病原体和细胞垃圾的功能，同时也

是炎症反应和组织修复中不可或缺的参与者。在

肝纤维化的早期阶段，巨噬细胞参与对损伤的应

答，通过释放炎症介质如细胞因子和趋化因子来

调节炎症反应。这一过程释放的炎症介质可促进

其他免疫细胞的迁移和激活，进一步加剧肝脏炎

症反应，并促使纤维化过程的启动。

近期通过单细胞RNA测序技术的应用，研究

者在肝纤维化中发现了两个特异性亚群，它们被

定义为瘢痕相关巨噬细胞（scar-associated macro⁃
phages， SAMΦ）。这些细胞在纤维化的肝脏组织

中显著富集，表达特异性标记物如 TREM2 和

CD9，表现出促进纤维化的表型［44］。这一发现不

仅在 CCl4诱导的纤维化小鼠中得到验证，而且在

非酒精性脂肪肝（NAFLD）中同样能发现 SAMΦ
的存在，并且与纤维化程度呈正相关。另一项研

究发现，在 CCl4诱导的肝纤维化中，脾脏来源的
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CD11b+细胞在肝脏内积聚为 Ly6Clo巨噬细胞，加

快了肝脏纤维化的进程。通过脾脏切除和脾细胞

输注的实验，研究者观察到脾细胞能够迁移至纤

维化的肝脏。通过单细胞 RNA 测序对纤维化肝

脏中纯化的脾脏来源的CD11b+细胞进行注释，发

现了一种 CD11b+CD43hiLy6Clo的脾单核细胞亚型

（sM-1s），在纤维化的脾脏和肝脏中显著增加并转

化为巨噬细胞［45］。在肾脏损伤纤维化的研究中，

巨噬细胞通过巨噬-肌成纤维转化（macrophage-to-

myofibroblast transition， MMT）现象，被发现能够

转分化为肌成纤维细胞，从而促进纤维化的进

程［46-48］，在肝纤维化方面的一项研究中，通过对临

床肝纤维化组织样本和多个动物模型进行免疫荧

光染色，发现巨噬细胞在这些样本中发生了

MMT。此外，研究还发现在 CCl4诱导的肝纤维化

模型、高脂饮食（high fat diet， HFD）引起的非酒精

性脂肪肝模型以及乙醇诱导的酒精性脂肪肝模型

中，巨噬细胞可以转化为肌成纤维细胞。不过，尽

管这些发现十分引人注目，目前还缺乏单细胞层

面的研究来充分证实这一观点。

尽管当前已经取得了一些重要的发现，但仍

然有许多亟需解决的问题。对于巨噬细胞的单细

胞层面的更深入研究将有助于全面理解它们在纤

维化中的动态变化和相互作用。此外，对于巨噬

细胞是否经历 MMT 的详细认识仍然需要更多的

验证。这些进一步的研究将为未来的治疗策略提

供更具针对性的方向，以应对肝脏纤维化这一复

杂而具有挑战性的疾病。

3.5　淋巴细胞

研究者使用单细胞 RNA 测序技术对人体正

常肝脏中的免疫细胞进行了详细的研究，对 B 细

胞和 T 细胞进行了深入的分析。研究发现，在人

体肝脏中存在多个离散的细胞群落，包括 4 种

CD4+T 细胞、7 种 CD8+T 细胞、2 种 NK 细胞、7 种 B
细胞、4种浆细胞和 8种髓系细胞亚群。特别是发

现了 4 种 CXCR6+的 T 和 NK 细胞亚群，它们在肝

脏中具有显著的异质性、不同的功能和突出的稳

态增殖能力。研究还提出了一种基于不同趋化因

子受体的T和NK细胞的普遍分类系统，并通过表

型、转录因子和功能进行了验证。此外，研究还在

人体脾脏和肝脏中全面揭示了B细胞和浆细胞亚

群［49］。另外，在利用单细胞RNA测序技术解析日

本血吸虫感染小鼠肝纤维化免疫网络的研究中发

现，CD4+T（4）和 Prf1+T（5）两种 T 细胞亚群只存

在于感染组中，并且在感染组中，NKT 细胞、

CD8+T 细胞和 NK 细胞中的 Fasl 表达较高。通过

CellChat 分析发现在血吸虫病肝纤维化进程中，

FASLG信号通路（Fasl-Fas）与 T（5）亚型细胞和内

皮细胞密切相关。另外在纤维化肝脏中，表达M2
标记基因的单核吞噬细胞［mononuclear phagocyte
（1）， MP（1）］主要表达 Arg1、Retnla和 Chil3，这表

明 Kupffer 细胞可能发生 M2 样极化。通过 Cell⁃
Chat进行的 CXCL和 CCL信号通路分析显示，Cx⁃
cl16-Cxcr6、Ccl6-Ccr2 和 Ccl5-Ccr5 是最主要的受

配体分子对，并且 T 细胞与单核吞噬细胞之间存

在密切的相互作用［50］。另一项关于胆道闭锁（bil⁃
iary atresia， BA）的单细胞转录组的研究中，揭示

了与纤维化相关的免疫景观，在纤维化病变区域

存在着包括“中间型”CD14+CD16+单核细胞、瘢痕

相关巨噬细胞、NKT细胞、过渡性B细胞和 FCN3+

中性粒细胞等免疫亚群。

鉴于淋巴细胞在免疫应答中的关键作用，需

要不断深化对肝脏疾病免疫学的理解以及开发相

关疾病的治疗手段，随着单细胞RNA测序技术的

不断发展，我们期待未来进一步揭示淋巴细胞在

肝纤维化过程中的精细调控网络，为制定更加精

准的干预手段和治疗策略打下坚实基础。

3.6　肝窦内皮细胞

研究表明，肝窦内皮细胞（liver sinusoidal en⁃
dothelial cells， LSECs）在肝纤维化中的失调与炎

症反应、血管重塑和纤维化过程密切相关［51-53］。

LSECs 的功能异常可能导致血管内皮屏障的破

坏，进而促进炎症因子的释放和血小板聚集，进一

步加剧肝损伤和纤维化［54］。此外，LSECs 还能通

过分泌细胞因子和调节血管张力等方式参与肝纤

维化的调控。

最近一项研究利用单细胞转录组测序技术，

对来自健康人体供体肝脏的异质肝内皮细胞（en⁃
dothelial cells， EC）进行了详细的转录组分析。研

究结果发现，肝内存在 3 种不同的 EC 亚群，分别

是 1 区域的肝窦内皮细胞（LSECs）、2 和 3 区域的

LSECs 以及血管 EC［55］。另外一项研究通过配对

细胞RNA测序，揭示了小鼠肝脏内皮细胞基因的

分区模式，并根据肝细胞的基因表达确定了内皮

细胞在肝小叶中的定位［56］。根据 Ramachandran
等［44］的研究，他们在单个人体肝脏细胞水平上解
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析了人类肝硬化的纤维化病灶。其中，他们鉴定

了新的内皮细胞亚群，包括 ACKR1+和 PLVAP+内

皮细胞，这些细胞在肝硬化中扩增，并且局限于纤

维化区域，增强了白细胞的穿越。通过多线路的

配体-受体模型，他们还揭示了这些内皮细胞与纤

维化相关的巨噬细胞和 PDGFRα+胶原蛋白产生

的间充质细胞之间的相互作用，揭示了包括

TNFRSF12A、PDGFR 和 NOTCH 信号通路在内

的多种促纤维化途径在纤维化病灶内的活动。

近年来的研究还发现，LSECs 在肝纤维化中可能

经历内皮向间质转化（endothelial-to-mesenchymal 
transition， EndMT）的过程。EndMT是一种细胞转

化现象，内皮细胞失去特征性的内皮标记物，并获

得间质细胞的特征［57-60］。这种转化可能导致

LSECs 的功能改变和纤维化相关基因的表达增

加，从而促进肝纤维化的进展。

在单细胞RNA测序的引领下，对肝纤维化细

胞类型和分类研究取得了显著进展。通过对肝星

状细胞、门静脉成纤维细胞、上皮细胞、巨噬细胞、

淋巴细胞和肝窦内皮细胞的精细解析，不仅能够

更全面地理解它们在纤维化过程中的角色，而且

还发现许多以往未知的亚群和功能。这一系列的

研究不仅深化了对纤维化细胞表型和功能的认

识，也揭示了它们之间复杂的相互作用网络。然

而，当前的研究仍面临着一些挑战，包括细胞分离

和纯化方法的改进、对细胞互作机制的深入解析

以及对动态变化的更全面理解。

未来的研究应该继续聚焦于肝纤维化的细胞

层面细节，推动技术的不断创新，解决现有技术的

局限性问题，从而更全面、深入地理解纤维化过程

中不同细胞类型的互动和调控机制。这将为未来

治疗策略的开发提供更具针对性的方向，为肝纤

维化的防治做出更大的贡献。

4　单细胞转录组测序技术在肝纤维化疾

病研究中的意义和前景

4.1　鉴定与纤维化相关的关键基因和通路

近年来，单细胞转录组测序技术的发展使得

我们能够更好地理解纤维化发展中的关键基因和

通路。在肝纤维化的研究中，一些关键基因和通

路已被鉴定，并且对于理解纤维化的发病机制和

寻找新的治疗策略具有重要意义。

在纤维化的信号通路中，TGF-β 信号通路被

认为是一个关键的调控因子。TGF-β信号通路的

活化能够促进纤维化细胞的增殖和胶原合成，并

抑制胶原酶的活性。Wnt/β-catenin信号通路也被

发现在纤维化过程中发挥重要作用，它参与了肝

星状细胞的活化和胶原合成。此外，NF-κB 信号

通路的异常活化也与纤维化的发展紧密相关。

此外，研究还发现一些细胞增殖和凋亡相关

基因如 PCNA、Bcl-2 和 Bax 等在纤维化过程中发

挥重要的调控作用［61］。尽管已经鉴定了一些与纤

维化相关的关键基因和通路，但仍然有许多挑战

需要应对。需要更深入地了解这些基因和通路的

调控机制，以及它们在纤维化发展的不同阶段中

的作用。此外，还需要开发新的治疗策略，针对这

些关键基因和通路进行干预，以实现纤维化的逆

转和治疗效果的提高。

通过对肝纤维化相关基因和通路的鉴定和研

究，对于纤维化的发病机制和治疗有了更深入的

了解。然而，还有许多工作需要进行，以进一步揭

示纤维化的复杂调控网络，并寻找新的治疗策略

来改善患者的预后。

4.2　单细胞转录组与空间转录组联用在肝纤维

化研究领域中的应用

在利用 scRNA-seq研究肝脏生理学时的一个

主要挑战是将单个细胞的 RNA 数据与空间信息

整合起来。为了克服这个障碍，空间转录组测序

技术可以对肝脏区带化提供新的见解。Halpern
等［62］通过将 scRNA-seq与单分子RNA荧光原位杂

交（single-molecule RNA FISH， smRNA-FISH）相

结合，对小鼠肝脏区带化进行空间分辨率的RNA
测序，证明肝脏中约 50%的基因在空间上表现出

明显的分区特征，包括一些在肝小叶中间层达到

峰值的非单调分区特征，Dobie 等［63］利用单细胞

RNA 测序来解析健康和肝脏纤维化小鼠中的肝

间质，揭示了 HSCs在肝小叶中的空间分区，其中

将 HSCs在肝小叶的拓扑对称区域中分布定义为

门 静 脉 相 关 HSCs（portal vein-associated HSCs， 
PaHSCs）和中央静脉相关 HSCs（central vein-asso⁃
ciated HSCs， CaHSCs），并且确定 CaHSCs 为中央

小叶纤维化模型中主要的致病性胶原产生细胞。

这些发现为深入理解肝脏纤维化的机制和治疗靶

点提供了重要的见解。未来的研究将进一步探索
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肝脏细胞间的空间相互作用以及其在疾病进展中

的作用，为肝脏疾病的治疗策略提供新的方向和

思路。

4.3　对肝纤维化发病机制的理解

单细胞转录组测序技术在肝纤维化研究中发

挥了重要作用，使研究者对肝纤维化发病机制的

理解更深入。传统的组织 bulk 转录组测序技术

在肝脏中提供了关于基因表达的整体信息，但它

无法解析不同细胞类型之间的细胞异质性和细胞

亚群的多样性。而单细胞转录组测序技术可以对

单个细胞进行高通量分析，揭示不同细胞类型和

亚群之间的异质性，并提供更详细的细胞级别的

基因表达信息。

单细胞转录组测序可以帮助鉴定肝脏中不同

细胞类型和亚群的存在。通过对大量单个细胞的

基因表达数据进行聚类和分析，可以识别出肝细

胞、肝星状细胞、巨噬细胞、淋巴细胞等不同细胞

类型，并进一步细分为更具体的细胞亚群。这有

助于深入了解不同细胞类型在肝纤维化过程中的

功能和相互作用。单细胞转录组测序可以揭示肝

脏中炎症反应和免疫细胞的状态和功能。通过分

析单个免疫细胞（如巨噬细胞、T细胞、B细胞等）

的基因表达模式，可以了解它们在肝纤维化中的

激活状态、细胞因子的分泌模式以及与其他细胞

类型的相互作用。这有助于揭示炎症反应和免疫

调节在肝纤维化中的重要性，以及不同免疫细胞

类型之间的协同作用。单细胞转录组测序可以帮

助了解纤维化过程中的细胞和基质的变化。通过

分析肌成纤维细胞和其他纤维化相关细胞类型的

基因表达模式，可以揭示它们在纤维化过程中的

活性和功能。此外，单细胞转录组测序还可以提

供有关细胞外基质成分和调节因子的信息，从而

帮助我们进一步了解纤维化过程中基质的动态变

化。单细胞转录组测序可以通过追踪不同时间点

的肝组织或模型中的单个细胞，揭示肝纤维化过

程中病理过程的时间轴。通过比较不同时间点的

细胞转录组数据，可以了解在纤维化的不同阶段

细胞类型的变化、基因表达的动态变化以及纤维

化过程的调控机制。

单细胞转录组测序技术为肝纤维化的研究提

供了更全面、细致的基因表达信息，能够揭示不同

细胞类型和亚群之间的异质性和功能差异，帮助

了解肝纤维化的发病机制。

4.4　新的治疗靶点和策略的发现

单细胞 RNA 测序在肝纤维化的研究中已经

发现了一些新的治疗靶点和策略。通过对单个细

胞的基因表达进行深入分析，可以揭示不同细胞

类型在肝纤维化中的功能和相互作用，从而为治

疗提供新的线索。

单细胞 RNA 测序揭示了肝纤维化中免疫细

胞的活化和调控状态，为发现免疫调节靶点提供

了线索。例如，研究发现在肝纤维化过程中，巨噬

细胞和 T 细胞等免疫细胞的活化状态显著增加。

因此，针对这些免疫细胞的调控因子和信号通路

可能成为治疗肝纤维化的新靶点。例如，通过抑

制特定免疫调节分子或调节免疫细胞的活化状

态，可以阻断炎症反应和纤维化过程。单细胞

RNA测序还有助于揭示纤维化细胞（如肌成纤维

细胞）的功能和调控机制，为发现纤维化细胞的靶

点提供了线索。研究发现，纤维化细胞在肝纤维

化中起着重要作用，参与胶原沉积和基质重塑过

程。通过分析纤维化细胞的基因表达，可以发现

与其活性和功能相关的关键基因和信号通路［64］。

因此，靶向调控纤维化细胞的关键基因或信号通

路可能成为治疗肝纤维化的新策略。单细胞

RNA 测序还有助于研究和了解肝纤维化中细胞

外基质的变化和调控。细胞外基质在纤维化过程

中发挥重要作用，影响纤维化细胞的转化和胶原

沉积。通过分析细胞外基质成分的变化和相关基

因的表达模式，可以发现新的靶点和策略。例如，

靶向调控特定细胞外基质成分或调节基质降解和

沉积的信号通路，可以干预纤维化的发展进程。

单细胞 RNA 测序的发现需要进一步的验证

和研究，以确保其在治疗肝纤维化中的可行性和

有效性。此外，肝纤维化是一个复杂的疾病，涉及

多种细胞类型和信号通路的相互作用，因此综合

多个靶点和策略可能是更有效的治疗方法。未来

的研究将进一步探索单细胞 RNA 测序在肝纤维

化治疗中的应用，并加深对该疾病的理解和治疗

策略的发展。

4.5　个体化治疗和精准医学的应用

单细胞转录组测序技术为肝纤维化的个体化

治疗和精准医学开辟了新的途径。这项技术通过

深入分析单个细胞的基因表达，揭示了不同患者

之间的细胞异质性和个体差异，为个性化治疗提

供了关键信息。
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首先，单细胞转录组测序可以帮助鉴别肝纤

维化患者中的不同细胞亚群和基因表达模式。通

过比较不同患者之间的细胞表达谱，可以发现不

同亚群的存在和相关的生物学特征。这一信息可

用于确定患者的疾病状态、预测疾病进展的风险

以及预测患者对特定治疗方法的反应性。其次，

单细胞转录组测序揭示了个体患者肝纤维化中的

分子机制和信号通路的变化。通过分析细胞表达

谱，可以发现不同患者之间的分子特征和潜在的

治疗靶点。这有助于确定适合特定患者的个性化

治疗靶点，并开发相应的药物或治疗策略。最后，

单细胞转录组测序还可以用于监测治疗过程中不

同细胞类型的变化，并评估治疗效果和预后。通

过比较治疗前后的细胞表达谱，可以评估治疗对

纤维化细胞、免疫细胞和其他相关细胞类型的影

响。这有助于监测治疗效果的动态变化，及早发

现治疗失败或复发的风险，并及时调整治疗方案。

个体化的药物筛选和治疗能够提高治疗的有

效性和患者的生活质量及治疗体验。

4.6　技术挑战和未来发展方向

单细胞转录组测序技术在肝纤维化研究中已

经取得了重要进展，但仍然面临一些技术挑战。

单细胞转录组测序需要高质量的细胞样本，

而肝组织在采集和处理过程中存在一定的困难。

肝组织是一个复杂的器官，由多种细胞类型组成，

而且在纤维化过程中存在细胞异质性。因此，如

何获取足够数量和质量的单个细胞，并正确地分

离和处理它们是一个挑战。未来的发展方向包括

改进样本采集和处理方法，以提高单细胞转录组

测序的效率和准确性。单细胞转录组测序产生的

数据量庞大且复杂，需要高级的数据分析和解释

方法。由于细胞异质性和噪音的存在，如何准确

地鉴定和分类不同细胞亚群，如何解释细胞之间

的相互作用和信号通路，以及如何从大规模的数

据中提取有价值的信息，都是研究者面临的挑

战。未来的发展方向包括开发更加高效和准确的

数据分析算法和工具，以提高数据解读的速度和

准确性。

单细胞转录组测序技术仍然在不断发展和改

进中。当前的技术仍存在一些局限性，如RNA降

解、低覆盖度和扩增偏差等。此外，由于不同实验

室和平台之间的差异，数据的可重复性和比较性

也面临一定的挑战。未来的发展方向包括改进测

序技术、提高测序的灵敏度和准确性；同时，推动

技术的标准化和规范化，以确保数据的一致性和

可比性。单细胞转录组测序技术提供了对细胞状

态和功能的详细信息，但它仅提供了基因表达信

息。细胞的功能和相互作用受到多种分子层面的

调控，如蛋白质、代谢产物等。因此，未来的发展

方向包括整合多组学数据，如蛋白质组学、代谢组

学和表观遗传组学等，以全面了解细胞状态和疾

病机制。

最终目标是将单细胞转录组测序技术应用于

临床实践和转化医学。这需要将研究结果转化为

可靠的临床指标和治疗策略，以指导临床决策和

个体化治疗。未来的发展方向还包括开展大规模

的临床研究，验证并且优化单细胞转录组测序在

肝纤维化诊断、预测和治疗中的应用，以实现个体

化治疗和精准医学的目标。

5　展望

肝纤维化是一种严重的肝脏疾病，对全球公

共卫生和个体健康具有重要影响，尽管对驱动肝

纤维化的细胞和分子机制的理解取得了重大进

展，但目前仍然没有FDA或EMA批准的抗纤维化

治疗方法，因此，亟需进一步深入了解肝脏和其他

器官中纤维化生态位的复杂机制。本文介绍了肝

纤维化的背景和治疗的重要性，以及单细胞转录

组测序技术在肝纤维化研究中的进展。通过深入

研究肝纤维化的发病机制和相关治疗策略，可以

为预防、早期诊断和治疗肝纤维化及其相关并发

症提供重要的指导。

肝纤维化是多种肝脏疾病的共同终末阶段，

会导致肝功能受损、肝硬化和肝癌等严重后果。

全球范围内肝纤维化和肝硬化是重要的健康问

题，每年导致数百万人死亡。因此，对肝纤维化的

研究具有重要意义。单细胞转录组测序技术是一

种高通量基因表达分析方法，具有独特的优势。

与传统的均质组学方法相比，单细胞转录组测序

技术能够提供更详细和全面的细胞内基因表达信

息，揭示细胞的异质性和功能多样性。通过识别

个体细胞的差异性，单细胞转录组测序技术为精

准医学提供了基础，为疾病诊断、治疗和药物研发

提供了更精确的指导。在单细胞转录组测序技术

的应用中，获取和处理单细胞样本是关键步骤。
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细胞分离通常采用机械分散、酶消化、化学溶解和

离心等方法。确保细胞的完整性和细胞膜完整性

对后续的RNA提取和测序质量至关重要。此外，

RNA 测序和数据分析是单细胞转录组测序的重

要环节。通过逆转录、文库构建和高通量测序，可

以获得大量的短序列读取，对应于单个细胞的转

录组信息。生物信息学数据分析包括质量控制、

比对、基因表达定量和标准化等步骤，以获得准确

的基因表达信息。通过单细胞转录组测序技术的

应用，研究人员在肝纤维化领域取得了一些重要

的进展，他们发现了新的细胞类型和转录变异、揭

示了细胞状态和功能。这些研究有助于深入理解

肝纤维化的发病机制，并为肝纤维化的治疗提供

了指导。研究人员还通过识别肝纤维化中的关键

信号通路，发现了新的治疗靶点，为开发有效的药

物提供了新的思路。

综上所述，单细胞转录组测序技术在肝纤维

化研究中发挥着重要作用。通过深入研究肝纤维

化的发病机制和相关信号通路，可以为肝纤维化

的预防、早期诊断和治疗提供更精确的指导。然

而，尽管单细胞转录组测序技术在研究中展现了

巨大的潜力，但仍然存在一些挑战和限制。例如，

单细胞转录组测序技术在样本处理、测序深度、数

据分析和解释等方面仍需进一步改进。此外，技

术成本和数据处理的复杂性也是需要克服的问

题。未来，在肝纤维化研究中，单细胞转录组测序

技术将继续发挥重要作用。随着技术的进一步改

进和成本的降低，单细胞转录组测序技术将更广

泛地应用于肝纤维化的研究和临床实践中。通过

深入研究肝纤维化的病理生理过程，可以发现新

的治疗靶点，并开发出更有效的药物。此外，单细

胞转录组测序技术还有助于个体化治疗的实现，

为每个患者提供针对性的治疗策略，提高治疗

效果。

总之，单细胞转录组测序技术在肝纤维化研

究中具有广阔的应用前景。通过深入研究肝纤维

化的发病机制和相关治疗策略，可以为预防、早期

诊断和治疗肝纤维化及其相关并发症提供重要的

指导。尽管仍面临一些挑战和限制，但随着技术

的不断进步，单细胞转录组测序技术将提供更深

入和全面的认识，为肝纤维化的预防和治疗带来

新的希望。
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