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［摘要］ 单细胞转录组测序联合空间转录组测序可解析组织内每一个细胞的转录组表达谱和空间位置信息，有

助于探究细胞的基因表达水平和组织的三维重建，解读细胞异质性，理解细胞间的联系和相互作用，对于深入探讨疾

病发生和发展的细胞与分子机制具有重要意义。纤维化疾病累及全身多个器官，病程极为复杂，缺乏有效的抗纤维化

治疗方法，因此仍需加强对此类疾病的全面认识。近年来，单细胞转录组测序联合空间转录组测序已应用于纤维化疾

病的病理生理机制研究中，取得了较多进展。本文简要介绍单细胞转录组测序联合空间转录组测序技术，并对其在纤

维化疾病研究中的应用进展作一综述。
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can analyze the transcriptome and spatial location information of each cell within the tissue, which helps to explore the 
gene expression level of cells and the 3-dimensional reconstruction of tissue, decipher cell heterogeneity, understand the 
connections and interactions between cells, and deeply explore the cellular and molecular mechanisms of disease development 
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当组织受到某种损伤因素刺激后，成纤维细胞

被激活，增加收缩力的同时，分泌炎症介质并合成

细胞外基质（extracellular matrix，ECM），这些成

分共同启动损伤修复反应。当损伤轻微或非重复性
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损伤时，损伤修复反应是有效的，仅导致过量 ECM
成分的短暂积累，然后迅速消除，促进正常组织结

构的恢复。然而，当损伤严重或重复损伤时，ECM
成分持续积累，就可能破坏组织结构，发生器官功

能障碍，最终导致器官衰竭。组织 ECM 成分过度

积累就会形成纤维化，可累及全身多个器官，导致

纤维化疾病［1-2］。纤维化的病因除感染炎症反应外，

还包括衰老、机械性损伤、代谢性损伤（如高血

糖、高血脂）、基因突变和自身免疫性损伤等［2］。

纤维化是一个高度动态的过程，如果持续进展最终

会引发器官功能障碍乃至个体死亡，在工业化国家

有高达 45% 的死因是由纤维化疾病造成的［1］。目

前，此类疾病的治疗除尽可能消除病因外，仍缺乏

有效的抗纤维化治疗方法。

多种细胞参与纤维化疾病发病过程。成纤维

细胞是一种间充质细胞，存在明显的异质性和可塑

性，激活状态成纤维细胞通过产生复杂的 ECM 参

与组织稳态维持和组织重构［3］。免疫细胞是炎症

反应和组织损伤修复的主要调节细胞，包括巨噬细

胞、T 细胞、B 细胞、自然杀伤细胞、中性粒细胞

等细胞类型及其亚类，均受到感染情况、组织损伤

修复程度和自身免疫状况的影响，在纤维化疾病进

程中发挥重要作用［4-6］。关于纤维化疾病的研究还

涉及病变部位实质细胞及内皮细胞的作用、各种细

胞谱系来源及发展、细胞间相互作用及其与微环

境之间的相互作用等，相关研究虽然取得了一定的

进展，但仍存在许多未解之谜。单细胞 RNA（转

录组）测序（single-cell RNA sequencing，scRNA-
seq）［7］联合空间 RNA（转录组）测序（spatial 
RNA sequencing，spRNA-seq）［8］的出现和发展，

拓展了纤维化疾病的研究途径，使得在空间分辨率

水平上解码纤维化疾病的细胞和分子基础、进而在

组织原位解析细胞间相互作用及其机制成为可能，

这势必会加快推动抗纤维化治疗新策略的出现。本

文在简要介绍该联合技术的基础上，着重讨论其在

纤维化疾病研究中的应用进展。

1 scRNA-seq联合 spRNA-seq简介

转录组这一术语于 1999 年被提出［9］，特指

在细胞、组织或生物体中表达的所有 RNA 分子的

完整集合，转录组学则是针对转录组所进行的研

究。在过去的 20 余年里，转录组学经历了 3 个发

展阶段［10］：（1）bulk 转录组学，所得到的是组织

中所有细胞基因表达数据的均值；（2）单细胞转

录组学，将组织解离后得到每个单细胞的基因表

达数据；（3）空间转录组学，在组织原位同时获

得基因表达数据和空间分布数据。转录组学的迅

猛发展依赖于高通量测序技术［11］和不断涌现的革

命性技术［12-13］，包括微流控技术、细胞标识（条

形码标签）和核酸标识［唯一分子标识符（unique 
molecular identifiers，UMI）］技术、原位捕获技术、

数据分析技术等。

目前，scRNA-seq和 spRNA-seq已进入高通量高

速发展时代，这 2 种技术的基本实验流程相似，即顺

序进行样本制备、核酸捕获、cDNA 合成、核酸扩

增、文库构建及测序、数据可视化，但两者在样本

制备和核酸捕获方面方法不同，最终数据可视化后

结果有所区别（表 1）。由于 scRNA-seq需将组织转

化为单细胞悬液，因而细胞必然失去了原有的空间

位置信息。spRNA-seq可以解决 scRNA-seq空间定位

不足的问题，但至今该技术得到的大多是组织原位

微细区域（含 1 个到数个细胞）的基因表达数据，

较少能够达到真正意义上的单细胞水平。近年来常

将这 2 种技术联合使用，既可以优势互补，又可以弥

补各自的局限性，在诸如发现新的细胞类型和微量

细胞亚群、理解组织中细胞异质性、追踪细胞发育

谱系及发展遗传轨迹、探索细胞微环境相互作用和

免疫应答反应、解析正常组织发育和疾病病理生理

进程、研究治疗策略和研发新型药物等众多领域均

具有无可限量的应用前景。

表 1 单细胞 RNA 测序和空间 RNA 测序的差异

Tab 1 Differences between single-cell RNA sequencing and spatial RNA sequencing
Item Single-cell RNA sequencing Spatial RNA sequencing

Sample preparation methods Dissociation of fresh tissue into single 
cell suspensions (enzymatic digestion, 
mechanica l  separa t ion ,  phys ica l 
precipitation, etc.)

Fresh tissue being either frozen in isopentane 
or embedded in optimal cutting temperature 
compound-or formalin-fixed and parrffin-embedded 
sample, sectioned, and imaged

Nucleic acid capture methods 
(tagging process)

Microfluidics (water-in-oil or micropores) In situ capture, bidirectional microfluidics, laser 
microdissection, gel beads, etc.

Data visualization results Gene expression data for each single 
cell

Gene expression data of tissue in situ microregions 
(containing 1 to several cells)
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表 2 单细胞 RNA 测序联合空间 RNA 测序在纤维化疾病中的研究

Tab 2 Single-cell RNA sequencing combined with spatial RNA sequencing in fibrotic disease research
Disease Etiology Subject Result Reference

Pulmonary 
fibrosis

Silica suspension was injected into 
the trachea (silicosis)

Mice Inflammatory proliferating fibroblasts regulate the cell cycle, 
drive inflammatory response, and promote fibrosis through the 
GREM1/PPP2R3A pathway.

［14］

Crocidolite asbestos fibres suspension 
was injected into the trachea (asbestosis)

Human, 
mice

Monocyte-derived alveolar macrophages self-sustain through 
M-CSF/M-CSFR signaling and contribute to fibroblasts 
proliferation through PDGFA.

［15］

Respiratory viral infections Human, 
mice

In severe respiratory viral infections, injury-reactive lung 
fibroblasts produce ADAMTS4 to remodel the ECM and 
promote intense immune cell infiltration, leading to ARDS.

［16］

IPF Human In the IPF fibrosis niche, abnormal basal cells are located 
at the edge of myofibroblast foci, and macrophages derived 
from profibrotic monocytes promote the formation of ectopic 
bronchial vascularization.

［17］

Liver 
fibrosis

End-stage cirrhosis Human The spatial transcriptome distinction between parenchymal 
and fibrotic regions of the liver is highly consistent with 
conventional histology, with a significant increase in 
heterogeneous mesenchymal cells, monocytes, hepatic 
macrophages, T cells and B cells in the fibrotic regions.

［18］

Biliary atresia Human In the fibrotic niche in biliary atresia, transcriptome enrichment 
of immune cell subsets in profibrosis-related pathways may be 
the root cause of abnormally rapid liver fibrosis.

［19］

Mice model of developmental early-
onset liver failure (TD mice)

Mice Submicron resolution spatial barcoding technology (Seq-scope) 
shows that inflammatory macrophages and hepatic stellate cells 
in TD liver increased and intertwined, and new cell populations 
such as Hep Injured population have increased significantly.

［20］

Renal 
fibrosis

Chronic kidney disease, mice model 
of unilateral ureteral obstruction

Human, 
mice

Pdgfra＋/Pdgfrb＋ myofibroblasts are the main ECM-producing 
cells in renal fibrosis, which specifically express Nkd2 and 
have been shown to be potential targets for renal fibrosis 
therapy in cells and organoids.

［21］

Mice model of ischemia-reperfusion 
injury and unilateral ureteral obstruction

Mice The epithelial cells have common and segment-specific damage 
and repair responses, and the 2 distinct proximal tubular cell 
states after injury have different metabolic characteristics, with 
transiently activated lipid metabolism and PLIN2＋ lipid droplets 
appearing early in ischemia-reperfusion injury.

［22］

Diabetic kidney disease Human Vascular endothelial cells, fibroblasts with elevated expression 
of CCL19, and immune cells are enriched mainly in areas of 
renal fibrosis. Differentially expressed genes in parenchymal 
cells are enriched in inflammatory signaling pathways. 
Intercellular crosstalk revealed that most cell interactions are 
associated with chemokines.

［23］

Skin 
scarring

A stented wound model (mimics 
the wound healing kinetics of tight-
skinned humans)

Mice In the process of skin wound healing, there is a significant 
increase in the expression of fibrosis-related markers in some 
fibroblasts. Subsequently, fibroblasts undergo migration and 
differentiation. Ultimately, the fibrosis state is maintained 
through continuous inflammatory signals within the scar tissue.

［24］

Skin dermis Human,  
mice

The different fibroblast subgroups in the dermis have different 
functions in promoting human epidermal reconstruction in 
terms of Wnt signal transduction, interferon γ responsiveness, 
and introducing acellular dermis.

［25］

Keloids Human The cells within scar tissue exhibit heterogeneity, with 
activation of mesenchymal transition in endothelial cells and 
dysregulation of TGFβ/SMAD signaling pathway, leading to 
reciprocal interaction between fibroblasts and endothelial cells.

［26］

2 scRNA-seq 联合 spRNA-seq 在纤维化疾病研究

中的应用

纤维化疾病可以发生在身体里的多个器官，

常见的有肺纤维化、肝纤维化、肾纤维化、皮肤

瘢痕、心脏纤维化等，这些纤维化疾病在临床上最

为常见，且临床意义重大，因此成为重点研究的对

象。近几年来，scRNA-seq 联合 spRNA-seq 已应用

于很多纤维化疾病的研究（表 2）［14-28］。
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2.1 肺纤维化 肺纤维化是一种慢性进行性肺部

疾病，因肺部逐渐形成大量的纤维化组织导致肺功

能逐渐下降。肺尘埃沉着病（又称尘肺）是肺纤

维化的常见病因之一，其中较为严重的是吸入二氧

化硅（SiO2）所致的硅肺，是目前职业病防治中的

首要疾病，它会增加肺结核等肺部感染、慢性阻塞

性肺疾病和癌症的风险［29］。Shi 等［14］对比了硅肺

模型小鼠和对照小鼠，通过 scRNA-seq 确定所有

主要的细胞类型并生成成纤维细胞的转录图谱，

通过 spRNA-seq 确定不同类型细胞的精确定位，设

置 7 d 和 56 d 的时间点以确定细胞谱系发育，结果

鉴定出在病变区域存在的炎症增殖成纤维细胞以

炎症和增殖基因高表达为特征，表达 TGFβ 超家族

成员 gremlin 1（GREM1），GREM1 通过靶向蛋

白磷酸酶 2 调节亚单位 B"α（protein phosphatase 2 
regulatory subunit B"α，PPP2R3A）调节细胞周期，

并驱动炎症反应，导致成纤维细胞活化、增殖和迁

移，随后发展为 SiO2 诱导的不可逆肺纤维化。该

研究提示，GREM1/PPP2R3A 通路可能是硅肺早期

治疗的潜在靶点。

石棉沉着病又称石棉肺，是因长期吸入石棉粉

尘而引起的以肺纤维化为主要病变的职业性尘肺。

肺组织中存在着几种巨噬细胞群体，包括：（1）肺 
泡巨噬细胞，来源于胎儿单核细胞，在胎儿出生后

不久就在肺泡内增殖，能够自我更新，持续存在；

（2）间质巨噬细胞，包括血管周围和支气管周围

巨噬细胞，表现出不同的组织定位和功能；（3）单 
核细胞衍生的肺泡巨噬细胞，由受损局部微环境中

存在的因素驱动其募集和分化［30］。Joshi 等［15］利

用 scRNA-seq 与 spRNA-seq 等技术研究石棉诱导

的肺纤维化小鼠模型和人肺纤维化组织，发现单核

细胞衍生的肺泡巨噬细胞特异性定位于纤维化区域

成纤维细胞附近，并表达血小板源生长因子亚基 A

（platelet derived growth factor subunit A，PDGFA）

等促成纤维细胞增殖的分子，该细胞还表达巨噬

细胞集落刺激因子（macrophage colony-stimulating 
factor，M-CSF），以自分泌的方式参与自身细胞类

型的维持；阻断 M-CSF/ 巨噬细胞集落刺激因子受

体（macrophage colony-stimulating factor receptor，
M-CSFR）信号转导可使纤维化生态位的单核细胞

衍生的肺泡巨噬细胞缺失并改善肺纤维化。该研究

提示，M-CSF/M-CSFR 信号通路是控制致病性巨噬

细胞自我维持和持续存在的新靶点。

ECM 由结构蛋白、降解或修饰 ECM 的蛋白酶

和糖苷酶等组成［31］。肺感染呼吸道病毒后，ECM
蛋白酶上调并重塑 ECM，与非免疫肺细胞（上皮

细胞、内皮细胞等）一起协同促进免疫细胞迁移到

损伤部位，激活特定细胞群（如肌成纤维细胞），

影响感染的结局并引起肺纤维化。Boyd 等［16］通过

scRNA-seq 发现呼吸道病毒感染能诱导肺成纤维细

胞产生多种功能状态，包括 ECM 合成状态、损伤

反应状态、干扰素反应状态；通过 spRNA-seq 发

现损伤反应性成纤维细胞在病毒感染期间主要分

布于炎症间质区域，并检测到该区域高表达血小

板反应蛋白解整合素金属肽酶 4（a disintegrin and 
metalloproteinase with thrombospondin motifs 4，
ADAMTS4）。研究表明在严重流感病毒感染期

间，过度激活的损伤反应性肺成纤维细胞驱动了致

命的免疫病理，通过产生 ADAMTS4 等 ECM 重塑

酶及炎症因子改变肺部微环境，以牺牲肺功能为代

价促进强烈的免疫细胞浸润，导致急性呼吸窘迫综

合征的发生。该研究提示，靶向损伤反应性肺成纤

维细胞 ECM 蛋白酶活性，有望成为严重呼吸道感

病毒感染时保护肺功能的有效途径。

特发性肺纤维化（idiopathic pulmonary fibrosis， 
IPF）是一种原因不明、以弥漫性肺泡炎和肺泡结

Disease Etiology Subject Result Reference
Cardiac 
fibrosis

Heart failure, myocardial infarction 
model

Human, 
mice 

Cardiac fibroblasts maintain quiescent state by degrading 
TGFβ, and regulate cardiomyocyte homeostasis and fibrosis 
through the Htra3-TGFβ-IGFBP7 pathway.

［27］

Hypertrophic cardiomyopathy Human Potential key genes for cardiomyocyte transition to failure 
and fibroblast activation are identified, in which knockdown 
AEBP1 promoting fibroblast activation and overexpressing 
AEBP1 attenuating TGFβ-induced fibroblast activation.

［28］

GREM1: Gremlin 1; PPP2R3A: Protein phosphatase 2 regulatory subunit B'' α; M-CSF: Macrophage colony-stimulating 
factor; M-CSFR: Macrophage colony-stimulating factor receptor; PDGFA: Platelet derived growth factor subunit A; ADAMTS4: 
A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs-4; ECM: Extracellular matrix; ARDS: Acute respiratory distress 
syndrome; IPF: Idiopathic pulmonary fibrosis; PLIN2: Perilipin 2; CCL19: C-C chemokine ligand 19; TGFβ: Transforming growth 
factor β; IGFBP7: Insulin like growth factor binding protein 7; AEBP1: AE binding protein 1.

续表 2
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构紊乱最终导致肺纤维化为特征的疾病，预后差。

近来对其发病模式的认识已从由成纤维细胞驱动转

变为由上皮驱动［32］，这尚待进一步确证。Adams
等［17］通过对 IPF 患者、吸烟和非吸烟对照、慢性

阻塞性肺疾病患者的肺组织进行 scRNA-seq 分析，

绘制了 IPF 的单细胞转录图谱，证实其上皮、内皮

和基质细胞中的异常细胞群体极具复杂性和多样

性，同时还鉴定出包括促纤维化巨噬细胞群在内的

18 种免疫细胞亚群。该研究描述了 IPF 中的纤维

化生态位，异常基底细胞（共表达基底上皮、间充

质、衰老和发育标志物）与肌成纤维细胞灶交界，

在促纤维化单核细胞衍生的巨噬细胞存在的情况

下，形成异位支气管血管化的病变，即在纤维化区

域出现ⅩⅤ型胶原蛋白 α 1 链（collagen type ⅩⅤ α 
1 chain，COL15A1）＋CD31＋内皮细胞，而正常肺

中 COL15A1＋细胞局限在大气道附近的血管内皮。

该研究使用免疫组织化学方法对细胞进行空间定

位，如果利用 spRNA-seq 将更有利于解读复杂多样

的异常细胞群体间的关联，为其治疗提供有效的解

决方案和理论基础。

2.2 肝纤维化病 毒性肝炎或代谢性慢性肝病是

引起肝纤维化和肝硬化的主要原因，纤维化程度与

肝脏疾病进展相关，是影响肝脏疾病结局和罹患肝

细胞癌风险的关键因素［33］。Chung 等［18］将 scRNA-
seq、spRNA-seq 数据与基因去卷积分析相结合，

以鉴定终末期肝硬化时肝实质区域和纤维化区域

富集的特定细胞类型，并分析相关基因的表达。研

究中 spRNA-seq 结果清楚地识别出了存在不同基

因表达的组织区域，与常规组织学区分的肝实质区

域和纤维化区域高度一致，在纤维化区域中异质性

间充质细胞、单核细胞、肝巨噬细胞、T 细胞和

B 细胞明显增多，提示 scRNA-seq 联合 spRNA-seq 
可完善细胞谱系的定位和确定基因表达含量，有助

于寻找抗纤维化靶点。

胆道闭锁是一种严重的炎症性和纤维化性的

胆道疾病，异常快速肝纤维化致使该病预后不佳。

Ye 等［19］通 过 scRNA-seq 和 spRNA-seq 揭 示 了 胆

道闭锁纤维化生态位的分子表达、细胞谱系和空

间免疫微环境。该研究发现，纤维化生态位内的

免疫细胞亚群包括“中间”CD14＋＋CD16＋单核细

胞、瘢痕相关巨噬细胞、自然杀伤 T 细胞、过渡

性 B 细胞和纤维胶凝蛋白 3（ficolin-3，FCN3）＋ 

中性粒细胞；基因功能和信号通路富集分析显

示，平滑肌细胞 / 成纤维细胞增殖的正向调节通

路及血管内皮生长因子受体 / 血管内皮生长因子 / 

表皮生长因子受体 / 成纤维细胞生长因子的正向调

节 / 反应通路在这些细胞中富集，提示这些免疫细

胞在胆道闭锁所致肝纤维化中起到关键性作用，可

能是胆道闭锁异常快速肝纤维化的根本原因。

Cho 等［20］开发了一种亚微米分辨率的空间条

形码技术，称为 Seq-Scope。该技术中点对点分辨

率平均约为 0.6 μm，其在单细胞水平得到的数据量

与常规单细胞测序数据量相当（4 700 UMI/ 细胞）。

该技术可在亚细胞水平上呈现空间组织细胞的基因

表达数据。研究者将 Seq-Scope 用于早发型肝衰竭

小鼠发育模型（TD 小鼠），揭示了病态肝脏中异

常转录组信息。该技术在肝细胞氧化应激导致的局

部肝损伤、炎症和纤维化反应中可以检测相关细胞

类型，同时也能区分出细胞核、细胞质和线粒体等

结构。研究发现，TD 肝脏中炎症巨噬细胞和肝星

状细胞大量增加并相互交织，新的细胞类群如 Hep 
Injured（损伤反应肝细胞）类群等显著上升。研究

结果为理解肝纤维化的细胞类群及其相互作用提供

了实验证据。

2.3 肾纤维化 肾纤维化是慢性肾脏疾病进展

的标志，其中纤维化形成的细胞起源、功能异质

性和免疫调节等仍存在争议［34］。Kuppe 等［21］使

用 scRNA-seq 分析了人健康肾脏和纤维化肾脏

的近端、非近端小管细胞的转录组，绘制人类肾

脏转录图谱；通过在小鼠中使用遗传命运追踪、

scRNA-seq 和染色质转座酶可及性测序（assay for 
transposase-accessible chromatin using sequencing，
ATAC-seq）以及人纤维化肾的 spRNA-seq，在高分

辨率水平下揭示了人类肾肌成纤维细胞及其前体细

胞的起源和分化。该研究发现血小板源生长因子受

体 α/ 血小板源生长因子受体 β 双阳性的终末分化

的肌成纤维细胞是肾纤维化时主要的 ECM 产生细

胞，裸露角质蛋白同源物 2（naked cuticle homolog 
2，Nkd2）在该细胞中特异性表达，并且在纤维化

过程中持续增加，在人 Pdgfrb 细胞系和肾脏类器官

中均证实 Nkd2 可作为肾纤维化的潜在治疗靶标。

为进一步研究肾纤维化的分子和代谢机制，Li
等［22］利用 sci-RNA-seq3 技术（一种可实现多样本

高通量检测的 scRNA-seq 技术），对肾脏缺血再灌

注（ischemia-reperfusion injury，IRI）模型和单侧

输尿管梗阻模型小鼠肾纤维化早期、中期、晚期进

行了全时间尺度的鉴定，研究涵盖整个肾脏上皮、

内皮、基质和免疫系统在内的 50 种细胞类型或细

胞态，发现肾单位上皮具有共同的和节段特异性的

损伤和修复反应，确定了 2 种损伤的近端小管细胞
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状态具有不同的代谢特征。进一步通过 spRNA-seq
发现 IRI 早期出现瞬时激活的脂质代谢和围脂滴蛋

白 2（perilipin 2，PLIN2）＋ 脂滴，PLIN2 在近端

小管细胞的代谢和能量调控中发挥重要的动态调节

作用。这些全新的发现将加深对此类疾病的认知。

尽管糖尿病激活的纤维化信号在各种组织中

具有共同的特征，但一些器官如心脏、肾脏和肝

脏，会发生更明显和临床意义更显著的纤维化［35］。

糖 尿 病 肾 病（diabetic kidney disease，DKD） 是

糖尿病主要的并发症之一，也是全球慢性肾脏疾

病的主要原因。Chen 等［23］对 DKD 患者的肾脏标

本进行了 scRNA-seq 和 spRNA-seq 分析，发现在

DKD 的肾纤维化区域中富含静脉内皮细胞、C-C
基序趋化因子配体 19（C-C chemokine ligand 19，
CCL19）表达升高的成纤维细胞及免疫细胞，且静

脉内皮细胞与成纤维细胞共定位。DKD 中大多数

肾实质细胞的差异表达基因主要富集在炎症信号通

路中。细胞间串扰揭示了 DKD 中的大多数细胞相

互作用与趋化因子有关。这些结果丰富了对肾纤维

化中细胞群、细胞间相互作用和信号通路的了解。

2.4 皮肤瘢痕皮肤 伤口创面愈合是通过纤维化

和瘢痕形成实现的。瘢痕由成纤维细胞沉积的致密

ECM 组成，组织僵硬、血管少、缺少正常皮肤附

件，因此缺乏皮肤的固有功能。Foster 等［24］利用小

鼠支架式伤口模型限制肉环收缩模拟人类伤口，通

过 scRNA-seq 联 合 spRNA-seq 以 及 scATAC-seq，
证实成纤维细胞在伤口愈合过程中的迁移、增殖和

分化是对其局部机械环境破坏的适应性动态反应。

该研究发现在损伤愈合过程中，部分成纤维细胞纤

维化相关标记物（如 Engraed-1、Col1a1、Tgbf2 和

Jun）表达显著提高，随后在向伤口中心迁移时开

始分化，最终愈合的伤口通过瘢痕组织内持续的炎

症信号维持稳定的纤维化状态。该研究定义了成纤

维细胞对损伤反应的时空动态。

为探索人皮肤真皮中成纤维细胞异质性的

程度，Philippeos 等［25］结合人类和小鼠真皮的

spRNA-seq 和人类真皮成纤维细胞的 scRNA-seq，
确定了至少 4 种人真皮成纤维细胞亚群及其定位。

既往研究将 CD26 确定为关键的谱系标志物，且认

为 CD26＋成纤维细胞有助于皮肤纤维化［36-37］，但

Philippeos 等［25］研究发现，存在于大部分成人真皮

中的 CD26 却并不存在于真皮最上层（乳头层）成

纤维细胞中。该研究还发现不同的成纤维细胞亚群

在 Wnt 信号转导、对干扰素 γ 的反应性及引入脱细

胞真皮时，对促进人表皮重建有不同的功能。这些

结果对于了解损伤反应细胞的起源、激活和分化轨

迹至关重要，并有助于制订针对特定成纤维细胞亚

群的治疗策略以促进组织修复。

以往瘢痕疙瘩发病机制的研究主要集中在

成纤维细胞及其功能障碍上。Shim 等［26］应用

scRNA-seq 和 spRNA-seq 分析瘢痕疙瘩组织样本和

正常皮肤对照样本，scRNA-seq 结果揭示了瘢痕疙

瘩内的成纤维细胞、内皮细胞和肌成纤维细胞等细

胞的异质性；spRNA-seq 结果显示与疾病相关的成

纤维细胞在瘢痕疙瘩较深的区域富集，主要位于有

内皮转录物的斑点周围。在瘢痕疙瘩内皮细胞中观

察到间充质标志物激活和 TGFβ/SMAD（线虫 Sma
和果蝇 Mad 的同源基因）信号失调，对间充质和

血管标志物的多重免疫荧光共定位提示瘢痕疙瘩内

皮细胞的间充质活化。细胞 -细胞相互作用分析确

定了瘢痕疙瘩成纤维细胞和内皮细胞之间的重要网

络，spRNA-seq 共定位分析支持这种细胞串扰。该

研究提示纤维血管通信和内皮细胞间充质激活可能

参与瘢痕疙瘩的发病机制。

2.5 心脏纤维化 心脏纤维化是由不同病因所致

心脏疾病的常见病理表现，ECM 蛋白的异常沉积

使心脏间质扩张，最终纤维化的程度会干扰心脏收

缩和舒张功能，并在心律失常的发病机制中发挥

作 用［38］。Ko 等［27］通 过 scRNA-seq 与 spRNA-seq 
等技术阐明，高温需求 A 丝氨酸肽酶 3（high 
temperature requirement A serine peptidase 3，
Htra3）通过降解 TGFβ 维持心脏成纤维细胞的静

止状态。Htra3 是心脏纤维化和心力衰竭的关键调

节因子，压力过载将下调心脏成纤维细胞中 Htra3
的表达，激活 TGFβ 信号促进纤维化，并通过 DNA
损伤积累和诱导衰竭心肌细胞分泌表型而导致心力

衰竭，胰岛素样生长因子结合蛋白 7（insulin like 
growth factor binding protein 7，IGFBP7）是 TGFβ
下游的一种细胞因子，由衰竭的心肌细胞分泌，是

晚期心力衰竭最可预测的标志物。该研究提示心脏

成纤维细胞通过 Htra3-TGFβ-IGFBP7 途径调节心

肌细胞稳态和纤维化的作用，为心力衰竭的治疗提

供了潜在的治疗靶点。

肥厚型心肌病（hypertrophic cardiomyopathy，
HCM）是最常见的心脏遗传性疾病，其特征是心肌

细胞肥大和心脏纤维化，可发展为心力衰竭。深入

阐明 HCM 病理性心脏重塑中的谱系特异性变化，

对于开发缓解进展的疗法至关重要。Liu 等［28］通

过对 HCM 患者和健康供体的心脏组织进行单细胞

核转录组测序，并对患者的组织切片进行 spRNA-
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seq，发现了 HCM 中基因表达、亚群组成和细胞

间通信的谱系特异性变化。根据拟时序分析、差

异表达分析和差异调节网络分析的结果，鉴定了心

肌细胞向衰竭状态过渡过程中的潜在关键基因，如

成纤维细胞生长因子 12、白细胞介素 31 受体 A 和

cAMP 反应元件结合蛋白 5，还揭示了心脏成纤维

细胞活化的转录组动力学，并获知了参与心脏纤维

化的潜在关键基因，如 AE 结合蛋白 1（AE binding 
protein 1，AEBP1）、runt 相关转录因子 1、间充

质同源盒 1、淋巴增强结合因子 1 和神经毒素 3。
利用 spRNA-seq 数据，在患者组织切片上确认了候

选基因、途径和亚群的空间活动模式。实验结果表

明，敲低 AEBP1 可以促进成纤维细胞的活化，而过

表达 AEBP1 则可以减弱 TGFβ 诱导的活化。该研

究全面分析了 HCM 的细胞谱系和转录图谱，为开

发靶向治疗药物奠定了理论基础。

3 小 结

纤维化疾病具有共性的细胞学基础，ECM 的异

常积聚由异常激活状态的成纤维细胞产生，而先天

性和适应性免疫反应在组织损伤修复过程中发挥重

要的调节作用，其中巨噬细胞和 T 细胞被募集并产

生相应表型，进而调节成纤维细胞的活性状态影响

ECM 的重塑。近年来 scRNA-seq 联合 spRNA-seq 
研究进一步证实了纤维化疾病的上述机制，解码了

纤维化的细胞和分子基础。在细胞方面的研究结果

加深了对成纤维细胞、免疫细胞的复杂异质性的认

识，并重新认识了上皮细胞、内皮细胞和纤维化时

出现的异常细胞群体。研究中鉴定出的部分细胞类

群，如硅肺病变区域中的炎症增殖性成纤维细胞、

石棉肺中表达 M-CSF 的单核细胞衍生的肺泡巨噬

细胞、呼吸道病毒感染时损伤反应性肺成纤维细

胞、肾纤维化时的 Pdgfra＋/Pdgfrb＋终末分化的肌成

纤维细胞、皮肤真皮深部的 CD26＋成纤维细胞等，

有望成为抗纤维化治疗的靶细胞。在分子方面的研

究发现，如GREM1/PPP2R3A通路、M-CSF/M-CSFR
通 路、ECM 重 塑 酶 ADAMTS4、Nkd2、Htra3-
TGFβ-IGFBP7 通路、AEBP1、TGFβ/SMAD 通路等，

有望成为抗纤维化治疗的靶分子或靶通路。另外，

IPF 中的异位内皮细胞、DKD 中的静脉内皮细胞与

成纤维细胞共定位、瘢痕疙瘩中的纤维血管通信和

内皮细胞间充质激活等，提示内皮细胞在纤维化进

程中扮演重要角色，仍需加深这一方面的探索。

scRNA-seq 联合 spRNA-seq 在纤维化疾病中

的研究刚刚起步，所取得的海量数据也有待深度挖

掘，目前所取得的一些研究进展仍较多依赖于以往

的认知，因此需要开发出新的计算工具和创造性的

分析方法，并且结合纤维化疾病和动物模型的时间

性差异变化，构建起纤维化疾病的多细胞时空数字

模型；同时随着单细胞其他组学如蛋白质组学、代

谢组学、糖基化组学等取得的研究进展，综合多组

学研究将更加有利于对纤维化疾病的认识和理解，

从而制订精准的纤维化评估体系和治疗策略，推动

抗纤维化治疗的发展。
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