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摘要
糖尿病视网膜病变(ＤＲ)是糖尿病常见的视网膜并发症ꎬ
全身危险因素、炎症反应、氧化应激反应均参与了 ＤＲ 的
发生与发展ꎬ是工作年龄人群首要的致盲性眼病ꎮ 传统的
测序方式解释了 ＤＲ 的病理机制ꎬ为临床的诊断及治疗提
供了重要参考ꎬ但仍具有局限性ꎮ 近年来兴起的单细胞转
录组测序技术( ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ)在单个细胞水平对 ｍＲＮＡ 进
行转录组分析ꎬ可精准识别视网膜疾病中新的细胞亚型ꎬ
鉴别罕见细胞ꎬ揭示细胞的异质性ꎬ有助于阐明视网膜疾
病的发生发展轨迹ꎬ深入探索与疾病有关的基因调控关
系ꎬ为今后精准医疗提供指导ꎮ 文章就单细胞测序技术以
及在 ＤＲ 研究中的应用进行综述ꎬ探讨不同类型细胞在与
ＤＲ 相关的作用机制ꎬ以期更好的将 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 应用于
ＤＲ 的研究中ꎬ寻找潜在的治疗靶点从而助力 ＤＲ 相关研
究的临床转化ꎮ
关键词:单细胞转录组测序ꎻ糖尿病视网膜病变ꎻ细胞机
制ꎻ异质性
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０引言
糖尿病视网膜病变(ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬＤＲ)是糖尿

病患者常见的视网膜微血管并发症ꎬ也是导致工作年龄人
群致盲的重要原因ꎮ 根据流行病学调查显示ꎬ我国约有
２５％的糖尿病患者同时患有 ＤＲꎬ有研究报道 ２ 型糖尿病
患者一旦被诊断为 ＤＲꎬ每年约有 １１％的患者出现视力损
害[１]ꎮ 随着人们生活水平的提高ꎬＤＲ 的防治已成为一个
全球化的公共卫生挑战ꎬ对该疾病病理生理学、发病机制
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的研究一直是眼科学研究的重点方向ꎮ 随着单细胞分离
技术和高通量测序技术的不断发展ꎬ极大地推进了单细胞
转录组测序技术(ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌ ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ)
的进展ꎮ ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 有助于研究者从单个细胞水平发现
新的细胞亚型、揭示细胞的遗传结构和表达、阐明细胞生
长发育的变化、分析细胞与细胞之间的异质性[２]ꎮ 目前
ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 已被广泛应用于眼科领域ꎬ对视网膜及脉络膜
疾病的研究日新月异ꎬ为深入探索 ＤＲ 的病理机制、疾病
进展提供新思路[３]ꎮ
１ ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ的概述

与传统的大量样本测序不同ꎬｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 的流程通常
包括单细胞分离与捕获、文库制备与测序、数据分析与可
视化三个方面ꎮ

从样本中分离并捕获高质量的单细胞是 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ
的第一步ꎮ 传统的细胞分离方法包括梯度稀释法、显微操
作法、 荧 光 激 活 细 胞 分 选 法 ( ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｃｅｌｌ
ｓｏｒｔｉｎｇꎬＦＡＣＳ) 和激光捕获显微切割技术 ( ｌａｓｅｒ ｃａｐｔｕｒｅ
ｍｉｃｒｏｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎꎬＬＣＭ) [４]ꎮ 随着高通量测序平台的创建ꎬ磁
激活细胞分选技术(ｍａｇｎｅｔｉｃ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｃｅｌｌ ｓｏｒｔｉｎｇꎬＭＡＣＳ)
和微流体的细胞分选平台的应用极大地提高了单细胞分
离的效率、规模和精度[５－６]ꎮ

单细胞文库制备与测序是 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 的核心ꎬ单个
哺乳动物细胞的 ＲＮＡ 总量约为 １０ ｐｇꎬ只有 １％－５％是转
录组 ＲＮＡꎬ与单细胞转录组文库构建的最低标准相距甚
远[７]ꎬ因此研究者需要根据研究目的进行单细胞文库的
制备ꎮ

第三步数据分析包括预处理和下游分析ꎬ预处理包括
质量控制、批次效应校正和数据归一化[８]ꎮ ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 受
细胞破碎、死亡或细胞混合污染的影响ꎬ产生部分低质量
数据ꎮ 质量控制(ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌꎬＱＣ)是可将偏差的原始
序列数据进行预处理ꎬ以减轻其对下游分析结果的影
响[９]ꎬ帮助改善分批培养或捕获细胞时出现的误差[１０]ꎮ
另外ꎬ数据归一化通常可以校正由捕获效率、测序深度、转
录组缺失和其他技术因素引起的意外偏差ꎬ以便可以在样
本内或样本间比较ꎬ对下游分析有着重要作用[１１]ꎮ 下游
数据分析包括细胞聚类、细胞轨迹分析、拟时序分析、差异
基因表达、基因集合富集分析和基因调控网络推断等ꎬ可
根据具体研究方向制定ꎮ 作为一种新兴技术ꎬｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ
在现已广泛应用于眼科学、肿瘤病学、胚胎发育等研究中ꎮ
２ ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ在正常视网膜研究上的应用

ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 是揭示视网膜复杂性的有力工具ꎬ对视网
膜细胞深入探索帮助我们进一步了解疾病的本质ꎮ 既往
研究利用 Ｄｒｏｐ－ｓｅｑ 技术分析了 ４４ ８０８ 个小鼠的视网膜细
胞ꎬ鉴定出 ３９ 个细胞亚群ꎬ创建了视网膜细胞基因表达的
分子图谱[１２]ꎮ 同时研究者们利用 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 对小鼠视网
膜上的无长突细胞[１３]、双极细胞[１４]、视网膜神经节细
胞[１５]的细胞亚型、基因表达进行分析ꎬ将细胞的基因表达
与其功能和形态学特征联系起来ꎬ对单个细胞及其亚型有
进一步的认识ꎮ Ｌｕｋｏｗｓｋｉ 等[１６] 汇编了人类视网膜单细胞
转录组图谱ꎬ共确定了 １８ 个转录不同的细胞群ꎬＶｏｉｇｔ
等[１７]指出 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 研究有助于确定视网膜疾病中的
基因表达改变ꎮ 除此以外ꎬｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 还运用于鉴别角
膜细胞类型并进行基因差异表达分析[１８] ꎬ用于对眼外伤

修复的分子机制研究[１９] ꎬ眼部肿瘤等疾病的生物靶点和
标记物[２０] ꎬ为疾病诊断、精准治疗和预后评估带来新
思路ꎮ
３ ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ在 ＤＲ中不同类型细胞作用机制的研究
３.１ 小胶质细胞 　 慢性炎症在 ＤＲ 的发展中起着重要作
用ꎬ小胶质细胞(ｍｉｃｒｏｇｌｉａꎬＭＧ)作为中枢神经系统的主要
免疫细胞ꎬ参与了 ＤＲ 的炎症反应ꎬ也参与血－视网膜屏障
破坏、微血管病变及神经损伤过程ꎮ Ｂｏｅｃｋ 构建了 ＤＲ 的
小鼠模型ꎬ并利用 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 对健康小鼠以及模型小鼠
的视网膜样本进行分析ꎬ结果显示 ＭＧ 是构成视网膜缺血
和新血管形成的主要髓样细胞群ꎬ实验组小鼠视网膜中激
活的 ＭＧ 还显示出特征基因 Ｔｍｅｍ１１９ 和 Ｈｅｘｂ 的下调ꎮ
另外在 ＭＧ 中与细胞分裂相关基因显著上调ꎬ同时与趋化
因子信号通路相关的聚类因子ꎬ如 Ｃｃｌ２、Ｃｃｌ３、Ｃｃｌ４、Ｃｃｌ７、
Ｎｅｓ 和 Ｃｘｃｌ１４ 均呈上调趋势ꎬ证明这些因子参与小胶质细
胞的活化和迁移ꎬ导致缺血性新生血管眼病的发生[２１]ꎮ
Ｌｖ 等[２２]进行了一项针对 ＤＲ 炎症反应的研究ꎬ发现激活
的 ＭＧ 是促炎因子的主要来源ꎬＩＬ－１β 和 ＴＮＦ－α 等炎症
因子表达得明显增多ꎬ能有效促进血管生成ꎮ Ｈｕ 等[２３] 利
用 ＤＲ 患 者 的 视 网 膜 纤 维 血 管 增 殖 膜 ( ｖｉｔｒｅｏｕｓ
ｆｉｂｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｍｅｍｂｒａｎｅｓꎬＦＶＭｓ)鉴定出八种不同的细胞类
型ꎬ其中 ＭＧ 作为主要的细胞群体可进一步四种亚型ꎬ根
据功能分析显示 ＭＧ(１)亚型具有促纤维化以及成纤维化
特性ꎬ且ＭＧ(１)亚型的激活与 ＦＶＭｓ 的形成密切相关ꎮ 此
外ꎬ激活的 ＭＧ 还表达 ＳＰＰ１ 基因ꎬＳＰＰ１ 可作用于 ＦＶＭｓ
中的其他细胞类型ꎬ参与组织重塑和细胞基质交互应答过
程ꎮ 还有研究利用 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 揭示健康视网膜和糖尿病
视网膜上每种细胞类型的主要调控基因ꎬ通过比较健康视
网膜和糖尿病视网膜上可变的转录起始位点( ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｓｔａｒｔ ｓｉｔｅꎬ ＴＳＳ)的表达发现 Ｍüｌｌｅｒ 细胞和 ＭＧ 中凋亡信号
升高ꎮ 鉴于 ＤＲ 中多种血管和神经细胞的持续凋亡ꎬ
Ｍüｌｌｅｒ 细胞和 ＭＧ 的凋亡信号可能被认为是 ＤＲ 的早期
迹象[２４]ꎮ

多项研究均提示利用 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 对 ＭＧ 有了新的认
识ꎬ进一步证实 ＭＧ 参与了 ＤＲ 的炎症反应ꎬ并与新生血
管的形成、视网膜细胞的凋亡有密切联系ꎮ
３.２ Ｍüｌｌｅｒ 细胞 　 Ｍüｌｌｅｒ 细胞是视网膜上特异性的神经
胶质细胞ꎬ为视网膜提供结构支持ꎮ 在正常情况下ꎬ
Ｍüｌｌｅｒ 细胞通过分泌细胞因子来维持血－视网膜屏障的完
整性ꎬ参与神经和血管的形成和调节ꎮ 利用 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑꎬ
学者分析了 ＤＲ 模型小鼠的视网膜细胞ꎬ验证了 Ｍüｌｌｅｒ 细
胞在血－视网膜屏障上的重要作用ꎬ并在细胞水平上将
Ｍüｌｌｅｒ 细胞分为 Ｃｔｘｎ３＋Ｍüｌｌｅｒ 细胞和 Ｃｔｘｎ３－Ｍüｌｌｅｒ 细胞
两个亚群ꎬＣｔｘｎ３＋Ｍüｌｌｅｒ 细胞特异性表达了许多与血－视
网膜屏障清除代谢废物相关的基因ꎬ如水通道蛋白 ＡＱＰ４
和 ＧＡＢＡ 转运蛋白ꎻ同时也上调分化抑制因子Ｉｄ１－４和转
录因子 Ｈｅｓ１、Ｓｏｘ９ 的表达ꎬ均提示 Ｃｔｘｎ３＋Ｍüｌｌｅｒ 细胞在促
进内皮损伤和血管生成中发挥潜在作用[２５]ꎮ Ｂｅｃｋｅｒ 等[２６]

采用 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 分析了 ４３ 名 ＤＲ 遗体捐赠者的 ８０ 份视
网膜样本ꎬ发现视网膜神经节细胞的特异性基因在 ＤＲ 的
进程中持续下调ꎬ这暗示着视网膜神经节细胞在 ＤＲ 中存
在普遍的丢失ꎬ并指出 Ｍüｌｌｅｒ 细胞与组氨酸和 β－丙氨酸
的代谢有关ꎮ Ｚｈａｎｇ 等[２７] 进一步验证了这一观点ꎬＤＲ 与
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双极细胞、Ｍüｌｌｅｒ 细胞、视网膜色素上皮细胞和视锥细胞
数量显著减少有关ꎬ同时也与周细胞、视杆细胞、间变性细
胞和 ＭＧ 数量显著增加有关ꎬ且利用 ＫＥＧＧ 途径富集分析
发现 Ｍüｌｌｅｒ 细胞参与囊泡循环、ＩＬ－１７ 信号传导、Ｔｏｌｌ 样受
体信号传导和溶酶体途径等炎症反应相关途径ꎬ与 ＤＲ 的
进展密切相关ꎮ

２０２３ 年 Ｎｉｕ 等[２８]利用 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 将视网膜细胞分为
１７ 个转录簇ꎬ结果表明 Ｍüｌｌｅｒ 细胞(簇 ６)ꎬ以及所有视杆
细胞、双极细胞、视锥细胞和血管内皮细胞ꎬ均与增殖性糖
尿病视网膜病变(ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬ ＰＤＲ)密
切相关且在疾病的进展中发挥巨大作用ꎮ 另外基于全基
因组关联研究的富集分析确定视网膜醛结合蛋白 １
(ｒｅｔｉｎａｌｄｅｈｙｄｅ－ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １ꎬＲＬＢＰ１)是一种有研究前
景的 ＤＲ 治疗靶点ꎬ糖尿病患者视网膜 ＲＬＢＰ１ 表达降低ꎬ
研究表明 Ｍüｌｌｅｒ 细胞过表达 ＲＬＢＰ１ 基因可减轻 ＤＲ 相关
的神经血管变性ꎮ

上述研究均表明ꎬ利用 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 揭示 Ｍüｌｌｅｒ 细胞
能够特异性地上调或下降 ＤＲ 病情进展中的相关基因ꎬ对
维持血－视网膜屏障的稳定具有重要意义ꎬ也进一步反映
了疾病的病理变化ꎬ为临床诊疗提供新的治疗策略ꎮ
３.３巨噬细胞　 巨噬细胞主要来源于血液中的单核细胞ꎬ
机体在受到炎症刺激时ꎬ单核细胞进入损伤部位活化为巨
噬细胞ꎬ同时分泌大量炎症因子ꎮ 巨噬细胞参与血管生
成ꎬ是调节组织再生、修复和纤维化的关键细胞[２９]ꎮ Ｖａｎ
Ｈｏｖｅ 等[３０]研究表明 ＤＲ 小鼠视网膜上免疫细胞显著增
加ꎬ收集到的 ２１９ 个免疫细胞可进一步分为单核细胞ꎬ巨
噬细胞和小胶质三个细胞群ꎬ研究发现小胶质细胞、巨噬
细胞、白细胞和淋巴细胞活化ꎬ以及单核细胞和白细胞分
化均促进 ＤＲ 的进展ꎮ Ｍｅｎｇ 等[３１] 在基于 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 对
ＤＲ 的研究中发现ꎬ患者的视网膜纤维血管膜中 Ｔ 细胞、
Ｍ１ 型巨噬细胞、Ｍ２ 型巨噬细胞的含量显著增多ꎬ结合差
异表 达 和 共 表 达 的 综 合 分 析 发 现 ＣＯＬ５Ａ２ꎬ ＣＡＬＤ１ꎬ
ＣＯＬ６Ａ３ꎬＣＯＲＯ１Ｃ 和 ＣＡＬＵ 是 ＰＤＲ 中 Ｍ２ 型巨噬细胞相
关的生物标志物ꎮ ２０２２ 年 Ｗｅｎ 等[３２] 利用 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 发
现糖尿病小鼠视网膜中 Ｋｄｍ６ａ 的表达增加ꎬ视网膜上小
胶质细胞 / 巨噬细胞中的 Ｋｄｍ６ａ 具有激活靶基因的作用ꎬ
通过促进 Ｌｃｎ２ 的表达和糖酵解进程而加剧了 ＤＲꎮ 这些
发现均表明ꎬｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 揭示巨噬细胞在 ＤＲ 研究中起着
重要作用ꎬ为了解疾病进展ꎬ基因表达以及靶向治疗 ＤＲ
提供新思路和依据ꎮ
３.４ 内皮细胞　 Ｂｏｎｅｖａ 等[３３] 收集患者玻璃体切割术后视
网膜新生血管膜( ｒｅｔｉｎａｌ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒ ｍｅｍｂｒａｎｅｓꎬＲＮＶ)进
行 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑꎬ发现 ＲＮＶ 主要是由于内皮细胞、巨噬细
胞、肌成纤维细胞、以及大量分泌的细胞外基质蛋白和几
种类型的胶原蛋白组成ꎮ 其中内皮细胞还可细分为抗原
呈递 内 皮 细 胞 ( ａｎｔｉｇｅｎ － ｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬ
ＡＰＥＣ)、α －平滑肌肌动蛋白阳性内皮细胞 ( α － ｓｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬα－ＳＭＡ＋ＥＣ)、增殖内
皮细 胞 ( ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬ ｐｒｏｌ. ＥＣ )ꎮ Ｓｕｎ
等[３４]利用链脲佐菌素诱导模型小鼠的视网膜进行
ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ研究将内皮细胞分成Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ三个不同的亚
组ꎬⅢ亚组仅存在于 ＤＲ 中是糖尿病视网膜病变特异性内
皮细胞( ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎａ ＥＣｓꎬ ＤＲＥＣｓ)ꎮ 为探索 ＤＲＥＣｓ 在

视网膜中的定位ꎬ研究者进一步分析 ＤＲＥＣｓ 的标记基因
表达ꎬ发现该内皮细胞高度表达毛细血管标记基因 Ｃｘｃｌ１２
和 Ｓｐｏｃｋ２ꎬ但不表达动脉和静脉标记基因ꎬ由此推测
ＤＲＥＣｓ 主要局限于毛细血管中ꎮ 另外 ＤＲＥＣｓ 还激活了
ＩＬ－１７Ａ信号通路等多条炎症通路ꎬ在 ＤＲ 的进展以及炎症
的促进中发挥重要作用ꎬ此研究结果为 ＤＲ 病理学提供了
新的见解ꎬ并为 ＤＲ 的潜在治疗靶标提供了新的线索[３４]ꎮ
３.５单核细胞　 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 可利用不同来源的组织样本在
单细胞水平上的差异表达ꎬ来分析细胞转录的异质性ꎬ人
和动物的视网膜局部样本已广泛应用于研究中ꎮ Ｍａ
等[３５]收集 ＤＲ 患者外周血样本用以分析患者外周免疫细
胞的表型和功能ꎮ 研究者将所有免疫细胞分为五个主要
的免疫细胞谱系ꎬ包括单核细胞、Ｔ 细胞、ＮＫ 细胞、Ｂ 细
胞、树突状细胞ꎮ 在研究中发现单核细胞显示出独特的差
异和高度特异性的功能ꎬ学者进一步将单核细胞分为五个
亚群ꎬ其中促炎性 ＣＤ１４＋＋单核细胞上调了炎性细胞因子
和趋化因子的基因表达ꎬ同时 Ｉ－ｋａｐｐａＢ 激酶 / ＮＦ－ｋａｐｐａＢ
信号通路、Ｔｏｌｌ 样受体信号通路以及肿瘤坏死因子介导的
信号通路被激活ꎬ证明促炎性 ＣＤ１４＋＋单核细胞在糖尿病
性黄斑水肿(ｄｉａｂｅｔｉｃ ｍａｃｕｌａｒ ｅｄｅｍａꎬ ＤＭＥ)的发病机制中
占主导地位ꎬ精确的了解炎症免疫机制ꎬ表明针对这种促
炎单核细胞亚群的抗炎治疗对 ＤＭＥ 患者有所帮助ꎮ
４讨论与展望

本文对 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 进行概述并介绍了 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 在
正常视网膜上的应用ꎬ该技术允许对单个细胞类型进行分
析ꎬ促进了我们对视网膜细胞生物学和疾病病理生理学的
理解ꎬ是临床上探索细胞类型、功能以及细胞间相互作用
的有力工具ꎮ 近年来ꎬ随着 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 的精度及分辨率
的增加ꎬ 许多学者将目光着眼于与 ＤＲ 相关的其他糖尿病
并发症ꎬ利用 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 能够区分各种器官中复杂的细
胞类型并特异性识别细胞的分子特征ꎬ探索细胞间信号通
路ꎬ揭示疾病之间的潜在关联[３６]ꎮ

但目前 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 在临床研究的使用中存在一些局
限:(１)人体组织学标本的获得存在困难ꎬ研究人员常利
用动物标本来替代ꎮ 动物模型虽具有易获得、样本量易控
制的优势ꎬ但以动物模型模拟人类疾病存在着一定的局限
性ꎬ任何一种动物模型都不能全部复制人类的疾病ꎬ只能
提供一种间接性的展示ꎬ片面反映人类疾病ꎮ (２)ｓｃＲＮＡ－
ｓｅｑ 能反映成千上万个单类型细胞的基因组信息ꎬ面对大
量的数据分析以及数据背后临床意义的解读往往需要依
靠临床医生、生物学家以及计算机学家等跨学科合作ꎮ 另
外ꎬｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 花费昂贵、耗时长也限制了学者的研究
进展ꎮ

ＤＲ 是工作年龄人群第一位的致盲性眼病ꎬ随着糖尿
病患者病程的延长ꎬＤＲ 的患病率逐年增加ꎬ致盲率也逐
年升高ꎬ利用 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 大大提高了我们对 ＤＲ 机制、细
胞间通路的了解ꎬ明确与疾病相关的基因调控ꎬ促进 ＤＲ
的临床研究、寻找潜在的治疗靶点ꎬ为今后疾病的早期诊
断、精准治疗提供新思路ꎮ
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