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【摘要】近年来，心血管疾病中由晚期动脉粥样硬化导致的心肌梗死（ＭＩ）成为全球主要的死亡原因之一。在ＭＩ中由于其细胞
具有高度的异质性，目前在临床阶段一直无有效的靶向治疗策略。揭示单个细胞的基因结构和基因表达状态的单细胞测序技术正

在各个领域飞速发展，并在ＭＩ的临床研究中逐渐被重视。现综述ＭＩ单细胞测序方法，并探讨ＭＩ细胞异质性、潜在的治疗靶点、心
脏重构预后机制，有望为精准和靶向治疗提供依据。
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　　目前心肌梗死（ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ，ＭＩ）在全球
死亡原因中居于榜首，近年来，中国的发病率也在不

断升高。此前，国际上对 ＭＩ的临床研究都只局限在
转录组测序，通过提取组织、器官或细胞研究 ｍＲＮＡ
的表达水平［１］。为进一步提高治愈率，同时减少 ＭＩ
对于心脏的损害，优化预后效果，迫切需要一种新型

技术，针对一种特定细胞的结构和功能详细探索，更

加微观地研究和诊断 ＭＩ发病的机制，由此来制定个
体化的靶向治疗方案。

１　单细胞技术的概述

１１　单细胞测序技术的起源

２００９年，汤富酬教授［２］对单个卵裂球和卵母细胞

的转录组进行测序，对单细胞测序 （ｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ｓｃＲＮＡｓｅｑ）这一概念完成了首次诠释，创
造了重大的技术突破。这项研究首次使用兼容的高

通量ＲＮＡ测序，为细胞测序开辟了新途径。
１２　单细胞的分离和捕获

目前分离单细胞样品的方法主要包括有限稀

释［３］、显微操作［４］、激光捕获显微切割（ｌａｓｅｒｃａｐｔｕｒｅ
ｍｉｃｒｏｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ，ＬＣＭ）［５］、荧光激活细胞分选法［３］和微

流控技术［３］。

有限稀释使用手动移液器或移液机器人来分离

单个细胞，这种方法已经过时，因为它不能排除一些

小细胞群。显微操作是通过结合显微镜和微量移液
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器施加吸力，手动捕获单个细胞，但通过显微操作获

得的细胞可能会遭受机械损伤。ＬＣＭ是当前一种先
进的分离工具，样品在染色或者平衡后立即移动到

ＬＣＭ设备上去，以定向组织切片来切割单个细胞。该
方法成功地保持了细胞形态和结构，并保留了空间位

置信息。荧光激活细胞分选法通过在各种类型的流

式细胞仪中细胞的特定表面分子，用荧光标签标记来

对单个细胞进行分类。细胞流快速通过激光束以提

供光激发，然后利用下游的光学检测器捕获具有特定

信号的细胞。微流控技术在微观尺度上高通量控制

流体，从而使庞大的群体分离出罕见的单细胞，具有

精细的选择性和灵敏度［６］，但缺点是这种方法是固定

芯片架构，将电池的选择限制在一定尺寸的窗口内，

局限性依旧存在［７］。

１３　单细胞的文库制备
ｓｃＲＮＡｓｅｑ的文库制备是 ｓｃＲＮＡｓｅｑ中最需攻克

的难关，其中，最大的挑战是最大限度地减少 ＲＮＡ损
失并提高信息精度［２］。在将 ＲＮＡ转化为第一链互补
脱氧核糖核酸（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙＤＮＡ，ｃＤＮＡ）之后，所得
的 ｃＤＮＡ 通 过 聚 合 酶 链 反 应 （ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）或体外转录扩增。目前，有两种ＰＣＲ扩
增方法：一种是使用信号介导的核糖核酸扩增技术；

另一种是将ｃＤＮＡ的５’末端与ｐｏｌｙ（Ａ）或 ｐｏｌｙ（Ｃ）连
接起来，以在ＰＣＲ中构建通用衔接子。而体外转录这
种扩增方法和过程，需要对扩增的ＲＮＡ进行额外一轮
逆转录，这会导致额外的３’覆盖偏差。这两种方法都
可能导致放大偏差。为了克服扩增相关偏差，引入了

唯一分子标识符在逆转录步骤中对细胞内每个单独

的ｍＲＮＡ分子进行条形码编码，从而提高 ｓｃＲＮＡｓｅｑ
的定量性质并通过有效消除 ＰＣＲ扩增偏差来提高读
取准确性。最终 ＰＣＲ产物的一条特殊链与特殊分子
反向补体，并通过 ＤＮＡ连接酶与单链分子连接，获得
单链环状ＤＮＡ文库。
１４　ｓｃＲＮＡｓｅｑ出现的一些固有方法学弊端及其局
限性

　　ｓｃＲＮＡｓｅｑ出现的一些固有方法学弊端及其局限
性表现在：第一，在 ｓｃＲＮＡｓｅｑ普及之路中，Ａｄａｍ
等［８］发现，在３７℃下解离会引起细胞转录组的“人为
变化”，导致结果不准确，其反应就是人工转录应激反

应。该反应代表了在解离的过程中可能会诱导应激

基因的表达，从而使细胞转录模式被人为改变，导致

结果的不准确。为了解决该问题人们寻找到了更加

精确的捕获方式，对单核 ＲＮＡ进行测序，但此法只能
用于捕获和检测，可能无法对 ｍＲＮＡ进行加工和各种
生物学、工程学研究［２］。ｓｃＲＮＡｓｅｑ的发展和应用依

旧任重而道远。第二，目前的 ｓｃＲＮＡｓｅｑ方法存在某
些技术问题。传统的通量限制、确定适当细胞数量和

测序深度的限制以及数据处理障碍是其重要的挑战。

ＭＩ潜在发病机制实际上是冠状动脉粥样硬化。
由此可知，将未来的研究建立在基于动脉粥样硬化模

型的 ＭＩ模型不失为一个可行的研究方向。同时，在
目前的大多数研究中无法将高维转录组测序数据与

蛋白质表达和成纤维细胞结构和功能测量相结合。

即转录水平与蛋白质水平的相关性较差。未来仍需

结合其他技术来更好地阐明健康和疾病状态的动态

差异。

１５　ｓｃＲＮＡｓｅｑ技术的前景
ｓｃＲＮＡｓｅｑ技术的发展为心血管疾病机制研究提

供了新的视角。这种新技术已应用于人类发病机制

的研究［９］。现在，ｓｃＲＮＡｓｅｑ分析研究不仅可在单个
细胞内使用分子信息，而且通过跨各种细胞和器官，

具有允许在单个细胞水平上探索细胞信号传导的优

势，从而鉴定潜在的新型细胞间通信［１０］。

ｓｃＲＮＡｓｅｑ技术与在细胞群水平上研究基因表达
模式的批量ＲＮＡ测序不同［１１］，ｓｃＲＮＡｓｅｑ最显著的优
势是能获得单个细胞的基因表达谱。它可以显示复

杂和罕见的细胞群，揭示不同细胞类型之间的特异性

差异。

研究一种细胞类型内的异质性，并发现传统的批

量测序可能忽略的潜在的生物学过程是未来发展的

前景。

２　ＭＩ的概述
２１　ＭＩ的简要介绍

ＭＩ是一种心血管疾病，是世界上主要的死亡原因
之一［１２］。ＭＩ是由于心脏长期缺血而引起的心肌永久
性损伤，心脏缺血后可出现炎症、纤维化和左心室功

能障碍等病理状况。目前的手术方法足以增强心肌

灌注，但无法逆转病理变化。

２２　ＭＩ后免疫细胞的作用及意义
心脏中主要的免疫细胞有巨噬细胞、树突状细

胞、粒细胞、Ｂ细胞、Ｔ细胞以及自然杀伤细胞［１３］。在

ＭＩ发生后，随着心肌细胞（ｃａｒｄｉａｃｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌ，ＣＭＣ）
死亡，梗死区域组织坏死，激活炎症反应。这些免疫

细胞既可促进心肌凋亡和炎症的发生，又可促进受损

心肌的再生。同时在 ＭＩ后，心脏愈合所经历的三个
重叠阶段（炎症、愈合和心脏重构）中，这些免疫细胞

又会在不同的时段发挥不同的作用。但之后由于坏

死的心肌炎症细胞被清除，形成肉芽组织，最终又转

化为胶原瘢痕，虽然心脏可维持基本功能，但 ＭＩ后不
平衡或未解决的免疫反应会加重组织损伤，降低心脏
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泵血功能，引发适应不良的心脏重构和心力衰竭的临

床体征。因此，研究 ＭＩ的免疫系统对于了解如何最
好地平衡炎症过程以诱导修复同时防止过度心脏重

构非常重要［１４］。

３　ｓｃＲＮＡｓｅｑ在ＭＩ中的应用
３１　急性心肌梗死异质性的单细胞研究

在过去的几十年中，传统的分子生物学研究已经

部分揭示了急性心肌梗死（ａｃｕｔｅｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ，
ＡＭＩ）的病理机制，但仍需进一步研究。Ｓｏｎｇ等［１５］使

用ｓｃＲＮＡｓｅｑ方法在单细胞水平上分析疾病异质性。
基于ｓｃＲＮＡｓｅｑ数据集，该实验确定了参与 ＡＭＩ进展
的 ５个枢纽基因（ＡＴＭ、ＣＡＲＭ１、ＣＡＳＰ８、ＣＡＳＰ３和
ＰＰＡＲＧ），也证明了ＡＭＩ中细胞的异质性。
３２　在ＭＩ后单细胞异质性方面的研究

细胞异质性是由周围微环境引起的细胞间转录

组的适度变化，ｓｃＲＮＡｓｅｑ可有效 地 对 其 进 行
分析［１６］。

３２１　巨噬细胞的异质性
巨噬细胞的异质性对揭示 ＭＩ的发病机制有重要

意义。Ｂａｊｐａｉ等［１７］最近在小鼠模型中通过闭塞冠状

动脉左前降支诱导ＭＩ后４ｄ，对分离的单核细胞和巨
噬细胞进行了ｓｃＲＮＡｓｅｑ分析。基于表达标志物的细
胞聚类显示一组单核细胞和七组不同的巨噬细胞。

发现组织驻留的 ＣＣ基序趋化因子受体 ２（ＣＣ
ｃｈｅｍｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＣＣＲ２）－和ＣＣＲ２＋心脏巨噬细胞
差异地协调单核细胞募集。这项实验证实了 ＭＩ后心
脏中巨噬细胞存在异质性。

通过这些细胞类型的配体和受体的单细胞表达

水平，未来的研究可能有助于进一步阐明 ＭＩ后参与
炎症过程的细胞间的相互作用，推动未来配体相互作

用的药物的开发，从而向精准医学领域迈进。

３２２　心外膜细胞和心肌成纤维细胞的异质性
２０２１年，Ｈｅｓｓｅ等［１８］确定了 １１个转录方式不同

的心外膜基质细胞（ｅｐｉｃａｒｄｉａｌｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌ，ＥｐｉＳＣ）群
体，并在ＭＩ后对其进行 ｓｃＲＮＡｓｅｑ，解析了心外膜细
胞的异质性。同时这种异质性与心肌成纤维细胞也

相似。该研究把ＥｐｉＳＣ群体分为３个不同的独立群体
组，每个群体都包含一簇增殖细胞。Ⅰ组占受损心脏
ＥｐｉＳＣ部分的２６％，显示旁分泌因子分泌的一般特征，
具有保护心脏的作用。Ⅱ组由 ４个细胞群组成，占
ＥｐｉＳＣ的４０％，主要表现了在先天免疫反应调节中的
作用。同时Ⅰ组和Ⅱ组转录谱的细胞在ＥｐｉＳＣ中通常
普遍存在，Ⅰ组和Ⅱ组也显示出最多的潜在配体受体
相互作用。而Ⅲ组由５个细胞群组成，占所有 ＥｐｉＳＣ
的３４％，表现出成纤维细胞样表型，但显示预测的细

胞间相互作用数量最少，并表达较少数量的基因，表

明细胞状态不太活跃。这些研究结果证明了，心外膜

细胞和成纤维细胞的异质性是普遍存在的。ＭＩ后伤
口愈合、再生中的重要心外膜特性现在可归因于特定

的细胞群。ｓｃＲＮＡｓｅｑ有助于破译单个心外膜细胞群
相互作用以特异性刺激起源于心外膜的心脏修复过

程的信号机制。

３２３　ＣＭＳ的异质性
Ｌｉｔｖｉňｕｋｏｖá等［１９］在对ＣＭＳ进行ｓｃＲＮＡｓｅｑ后，确

定了５种心室肌细胞（ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ，ｖＣＭ）
（ｖＣＭ１～ｖＣＭ５），其中ｖＣＭ１占左心室ｖＣＭ的６３．９％，
占右心室 ｖＣＭ的３６．７％。ｖＣＭ２在右心室（３９．９％）
比左心室（９．１％）更富集。然而，ｖＣＭ１和 ｖＣＭ２之间
的差异很小，表明左心室（富含ｖＣＭ１）和右心室（富含
ｖＣＭ２）之间可能存在共享基因序列。在ｖＣＭ中，ｖＣＭ２
具有肌球蛋白基因肌球蛋白重链（ｍｙｏｓｉｎｈｅａｖｙｃｈａｉｎ，
ＭＹＨ）６和钙黏蛋白 １３的最高表达。ｖＣＭ３和 ｖＣＭ４
存在于所有心室区域。ｖＣＭ３转录谱类似于具有视黄
酸响应性ＳＭＣ基因富集（ＭＹＨ３、ＮＥＸＮ和ＣＮＮ９）的突
出右心房群体。ｖＣＭ３还表达应激反应基因。ｖＣＭ５
（约１％）由具有高水平ＤＬＣ１和ＥＢＦ２的细胞组成，调
节棕色脂肪细胞分化和心脏起搏器活性，以及在神经

元谱系（ＳＯＸ５、ＥＢＦ１和ＫＣＮＡＢ１）中鉴定的转录本，还
可能参与电生理学。该试验证明了ＣＭＳ的异质性。

这些实验研究，在 ＭＩ的发生和发展中起到了重
要作用，为将来深入研究其发病和发展机制提供了理

论依据。

３３　单细胞在 ＭＩ的临床诊断关键基因和药物靶点
方面的研究

　　最近ｓｃＲＮＡｓｅｑ的发展使探索单个细胞多样性不
再是遥不可及的梦想［７］。其重新定义了心脏细胞亚

群。这些发现正在改变对细胞组成的理解，并可能有

助于确定各种心脏病的潜在治疗靶点。

ＡＭＩ可发生于动脉粥样硬化性疾病患者，伴或不
伴斑块破裂［２０］。目前，介导炎症斑块破裂的特定循环

免疫细胞亚群仍然难以捉摸。Ｑｉａｎ等［２０］在症状发作

后６ｈ内连续收集斑块纤维帽破裂和非斑块纤维帽破
裂患者在冠状动脉造影前的外周动脉血样，运用

ｓｃＲＮＡｓｅｑ，显示注释了８２５５０个细胞。基因表达的
无监督组织显示 ２７个簇和 ６种细胞类型，Ｔ细胞
（２８１９５，３４．１６％）构成了 ＡＭＩ患者免疫细胞的主要
群体，其次是单核细胞（２４９１０，３０．１８％）、自然杀伤细
胞（２１３４８，２５．８６％）、Ｂ细胞（６３８３，７．７３％）、巨核细
胞（１３７９，１．６７％）和ＣＤ３４细胞（３３５，０．４０％）。经典
和非经典单核细胞构成主要的炎症细胞类型，ＣＣＬ５、
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ＴＬＲ７和 ＣＸ３ＣＲ１等促炎基因在斑块破裂患者中显著
上调，而中性粒细胞活化和脱颗粒基因 ＦＰＲ２、ＭＭＰ９
和ＣＬＥＣ４Ｄ在无斑块破裂患者的中间单核细胞中显著
表达。

Ｑｉａｎ等［２０］还发现ＣＤ４效应Ｔ细胞可能通过产生
一系列细胞因子和炎症相关趋化因子来促进斑块破

裂，而ＣＤ８效应Ｔ细胞在无斑块破裂的患者中表达更
多的效应分子，如颗粒酶Ｂ、颗粒裂解肽和穿孔蛋白１，
这可能有助于斑块侵蚀的进展。此外，自然杀伤细胞

和Ｂ细胞在激活炎症细胞和促进斑块破裂中趋化因
子产生方面发挥了重要作用，细胞细胞通信阐述了斑
块破裂患者中由经典单核细胞的炎症激活主导的信

号通路的特征。该研究表明，斑块破裂患者的循环免

疫细胞表现出高度促炎的特征，而斑块侵蚀主要与中

间单核细胞扩增、中性粒细胞活化和脱颗粒有关。这

些发现可能为ＡＭＩ患者的精确治疗提供新的靶点。
３４　单细胞在 ＭＩ的心脏重构、修复与保护方面的
研究

　　心血管疾病是全球死亡的主要原因。由于心脏
的再生能力有限，ＭＩ等缺血事件导致 ＣＭＳ的永久性
丧失和瘢痕组织的替代，最终可能导致心力衰竭。心

脏修复主要包括由炎症反应到增殖反应的全过程［２１］，

前者是由不同种类的促炎白细胞和分子在心肌坏死

刺激下引起，而后者则是由抗炎细胞、细胞因子和成

纤维细胞引起。在 ＭＩ后，心脏重构程度取决于炎症
以及随后的心肌纤维化的个体化强度的平衡。所以

尽管目前的技术可以通过供血重建来挽救心肌，但缺

血再灌注的过程会造成心肌的损伤。Ｐｅｚｈｏｕｍａｎ
等［２１］运用ｓｃＲＮＡｓｅｑ技术，在转录水平上获得第一生
心区（ｆｉｒｓｔｈｅａｒｔｆｉｅｌｄ，ＦＨＦ）和第二生心区（ｓｅｃｏｎｄｈｅａｒｔ
ｆｉｅｌｄ，ＳＨＦ）样本 ＣＭＳ之间的差异表达基因，同时通过
区分双报告基因人胚胎干细胞系来报告 ＦＨＦ和 ＳＨＦ
样ＣＭＳ的分离，以揭示ＴＢＸ５的关键作用及其对心脏
成熟的下游影响。这些影响包括增加关键肉瘤结构

基因的表达以及钙处理机制。该研究表明，ＦＨＦＣＭＳ
可能是更适合心脏再生的候选者。虽然代谢差异可

能归因于ＴＢＸ５表达，但研究并未显示这两个人群之
间的差异。这些发现为进一步研究ＴＢＸ５表达的调节
作为调节体外心脏成熟的潜在方法铺平了道路，可作

为更深入地了解心脏成熟过程以及开发更有效的心

脏再生疗法的平台。

３５　单细胞在ＭＩ的改善与预后方面的研究
２０２２年 Ｚｈｏｕ等［２２］发现，以前的研究大多从不同

状态的组织（如原发性和正常组织）中鉴定出具有高

和低免疫浸润的疾病标志物，导致大家通常忽略了不

同细胞亚群之间的差异。他们认为组织病理学是 ＭＩ
的主要分子特征。于是在此前提下，他们采用ｓｃＲＮＡ
ｓｅｑ筛选 ＭＩ相关分子生物标志物。该实验获得了
８个细胞亚群，每个亚群都有不同的标记基因（例如，
ＴＡＧＬＮ、ＭＹＬ９、ＡＣＴＡ２、ＴＰＭ２、ＲＧＳ５、ＨＩＧＤ１８Ｂ、
ＮＤＵＦＡ４Ｌ２、ＣＯＸ４Ｉ２和ＧＪＡ４由亚群２和３共享；此外，
亚群２特异性表达ＭＹＨ１１和钙调钙素１；而亚群３特
异性表达钙黏蛋白５和环六亚甲基二乙酰胺诱导蛋白１）。
基因在细胞簇中的表达量和比例存在差异，揭示了ＭＩ
的免疫特征，并在单细胞水平上确定了７个ＭＩ的预后
标志物，ＳＨ３ＢＰ４与幼稚 Ｂ细胞和活化的 ＣＤ４３记忆
Ｔ细胞呈显著正相关，ＳＬＣ３Ａ４与γδＴ细胞和ＣＤ１记忆
性Ｔ细胞呈显著正相关，ＬＤＯＣ２和 ＰＣＢＤ４与活化的
ＣＤ４记忆性Ｔ细胞显著正相关，ＰＧＢＤ３与γδＴ细胞呈
显著正相关，以及３个在 ＡＭＩ中表达的基因，这些为
ＭＩ的分子特征和机制提供了新的认识。
４　展望

ｓｃＲＮＡｓｅｑ是一项真正革命性的技术，它极大地
扩展了对各种生物体细胞中转录组的异质性和动力

学的理解。综上所述，在 ＭＩ中，首先，通过这种高分
辨率的研究单个细胞的技术带我们了解了一些细胞

前所未有的异质性，这可能将为临床设计个体化的医

疗策略提供理论依据；其次，研究 ＭＩ发生和发展过程
中的动态细胞变化，未来则可能揭示新的诊断生物标

志物以及识别可能被传统分析方法掩盖的新型治疗

靶点；最后，ｓｃＲＮＡｓｅｑ的应用涉及了 ＭＩ蛋白质组学
和预后方面的研究，希望有助于追踪疾病的遗传起源

以及对疾病表型进行分类，以促进精准医学的发展。

总的来说，ｓｃＲＮＡｓｅｑ技术将极大地扩展我们在心脏
细胞异质性、ＭＩ发病机制和微环境相互作用方面的知
识，并最终为心血管疾病的精准医疗奠定关键基础。
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