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''%摘要&'单细胞转录组测序'F;Cc"?FE6(是在单细胞水平上进行的无偏性*高通量以及高分辨率的转录

组分析) 与普通转录组测序相比"F;Cc"?FE6 不是简单研究组织细胞的平均基因表达"而是将 Cc"映射到单

个细胞"可用于发现全新的细胞类型"揭示细胞异质性"鉴定罕见细胞等方面) 近年来"越来越多的 F;Cc"?

FE6 相关研究聚焦眼科"该技术有望成为一种能够揭示复杂的视网膜发育生物学过程和疾病发生机制的全新

工具"对眼科临床治疗具有指导性意义) 本文对 F;Cc"?FE6 的发展和技术流程作简要介绍"详细阐述其在识

别各种视网膜细胞亚型*分析视网膜细胞发育轨迹*视网膜类器官的应用等方面的研究) 系统性总结了
F;Cc"?FE6 在糖尿病视网膜病变*年龄相关性黄斑变性等视网膜疾病的发生机制和诊疗方法研究中的最新研

究进展"主要包含在疾病发生和发展中的细胞特异性分子和调控通路的变化信息等"将有助于寻找治疗视网

膜疾病的潜在新靶点)
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''普通转录组测序得到的是群体细胞中基因的平均表达水

平"主要用来比较不同组织*不同发育时间点之间转录组的差

异"掩盖了单个细胞间存在的差异 -&K(. ) 而单细胞转录组测序

'F17Y2E?;E22Cc"FE65E7;17Y"F;Cc"?FE6(并行检测成千上万个

样本"能实现对单个细胞的无偏性*高通量以及高分辨率的转

录组分析
-*K-. ) F;Cc"?FE6 检测细胞之间转录组差异敏感度更

高"可用于识别细胞特异性标志物"揭示不同细胞间或细胞亚

型间的转录差异和预测其对相关生物信号通路的影响"是研究

复杂生物系统内细胞异质性的有效方法
-,. ) 目前"F;Cc"?FE6

技术已广泛应用于多个领域"在眼科主要涉及揭示胚胎视网膜

和类器官的发育及形成过程"以及视网膜疾病过程中的细胞本

身状态变化*细胞间的复杂作用机制等"拓宽了对视网膜结构

和正常生理功能的理解"并为视网膜疾病的起因*进展和治疗

方面的研究奠定了理论基础) 本文就 F;Cc"?FE6 在视网膜发

育及疾病发生和发展中的作用研究进展进行综述)

E>,$BT(9,#Y技术

E:E'F;Cc"?FE6 技术起源和发展
(++= 年"D07Y等 -9.

首次提出 F;Cc"?FE6 技术"将转录谱分

析方法从一个或几个转录本发展到无偏倚的*同时分析数千个

转录本) 随着更灵敏*性价比更高的单细胞分离方法的出现"

高通量技术的创新"以及不断优化的操作流程*分析工具的提

出"F;Cc"?FE6 技术已经取得了巨大进步"其灵敏度和效率都得

到了提高)

基于转录组覆盖率的不同"将 F;Cc"?FE6 分为两类$'&(全

长转录物测序方法 'D07Y/EUV<3*@504U\?#E6*#/04U?FE6*#/04U?

FE6(*A"D@?FE6 和 #oBEC?FE6(# ' (( *w末端转录物测序方法

'O.!?FE6*O.!?FE6(*OZU<#E6*P4<[?FE6*$7P4<[*#E6?eE22*#B!1D?

FE6*A"C#?FE6 和 #OĈ ?FE6 等 ( 或 ,w末端转录物测序方法

'#DCD?FE6( -). ) 其中"#/04U?FE6 和 #/04U?FE6( 广泛应用于单细

胞全长 /Cc"分析"可以提供基因突变*选择性剪接和等位基

因特异性表达的信息
-I. ) 基于微滴的技术"例如 P4<[?FE6*

$7P4<[ 和 OV4</15/"通常可以提供更高的细胞通量和更低的测

序成本"更适合定量测量大规模*低测序深度的细胞转录组"而

基于微孔技术的 #OĈ ?FE6*#/04U?#E6( 适合定量测量小规模的

转录组
-=. ) #oBEC?FE6 和 A"D@?FE6 可以同时捕获 [<2Z"阳性

和 [<2Z"阴性的转录物"用于测序长链非编码 Cc"和环状

Cc""为在单细胞水平上全面探索编码和非编码 Cc"的表达

动态提供了机会
-&+K&&. ) 每种 F;Cc"?FE6 技术都有不同的特征*

性能和自身的优缺点"应平衡研究目标和测序成本以采用特异

性 F;Cc"?FE6 方法 -). ) 此外"研究发现 F;Cc"?FE6 的单细胞分

离过程会破坏细胞的空间定位和相互作用信息"而空间转录组

测序技术能提供完整的组织空间位置信息
-&(. ) 由于二者的天

然互补性"#213E?FE6*&+ab1F15/以及 #UE4E<?FE6 等 F;Cc"?FE6 联

合空间转录组测序也正以迅猛的发展势头被生命科学研究所

广泛运用
-&*. )

E:F'F;Cc"?FE6 的技术流程

F;Cc"?FE6 技术的代表性工作流程包括单细胞分离*提取

和纯化 Cc"*制备测序文库*高通量测序以及数据分析 -&-. )

进行 F;Cc"?FE6 首先需要将组织消化解离成单细胞悬液"

再进行清洗*过滤*计数和细胞活力评估) 荧光激活细胞分选

可根据细胞的大小*形状或细胞表面标志物的表达进行有偏向

的选择"而基于微液滴技术的 &+sLE?7</1;FOV4</15/以及较

晚推出的基于微孔技术的 P̂CV0[F<3Z平台可实现细胞的无

偏向分离
-). ) 单细胞全转录组扩增是进行后续单细胞测序的

前提"从 BOC扩增*$bD扩增到高保真 Pc"聚合酶扩增"扩增

技术逐渐成熟"已可以实现稳定的单细胞建库流程 -&,. )

F;Cc"?FE6 最主要的难点是如何在短时间内分离得到尽可能多

的单个细胞"市场上现有的高通量单细胞检测平台是基于微液

滴技术的 &+ sLE7</1;FOV4</15/ 和 基 于 微 孔 技 术 的 P̂

CV0[F<3Z平台 -&9. ) 这 ( 种技术将成千上万个细胞划分到纳米

级别的水隔间中"在此生成的 ;Pc"共享一个细胞条形码"并

将其建库*排序"使用单元格条形码关联各个分区"最终可以做

到单细胞及其每个转录本都获得特异性细胞R分子标签"以此

实现高通量测序
-&). ) 前者的细胞通量高达 I+ +++ 个细胞"细

胞捕获率最高可达 9,h"还拥有周期快速*成本低的优势#后者

的细胞捕获效率最高可达 I+h"具有多样本兼容性的特点和成

像系统"能实现转录组K蛋白组联合分析) 但两者对细胞总量

及活性要求较高"仅适用于大量的新鲜组织样本"而以低温冻

存状态进行保存的珍贵样本不适用于 F;Cc"?FE6-&I. )

F;Cc"?FE6 的数据分析流程为单细胞转录组数据预处理*

数据归一化*数据降维与可视化*转录组亚群特征基因筛选*以

及单细胞转录组数据挖掘) 研究者也能根据不同的研究目标

对 F;Cc"?FE6 的数据做细胞聚类*细胞分类*细胞交流预测和

轨迹重建等功能探究分析
-&=. )

F>,$BT(9,#Y在视网膜细胞中的应用

越来越多的研究表明"F;Cc"?FE6 是一类能够揭示视网膜

发育生物学过程的全新*有力的工具"近年来已被用于识别各

种视网膜细胞亚型*分析视网膜细胞发育轨迹等研究 -(+. )

F:E'F;Cc"?FE6 在鉴定视网膜细胞类型中的应用

视网膜主要由视网膜色素上皮 '4EU1702[1Y/E7UE[1UVE2102"

CB.(细胞*视网膜感光'4EU1702[V<U<4E;E[U<4"CB(细胞*双极细

胞'_1[<204;E22" Ô(*视网膜神经节细胞 '4EU1702Y07Y21<7 ;E22"

CLO(*水平细胞' V<41\<7U02;E22"NO(*无长突细胞*A{22E4胶质

细胞'/{22E4Y2102;E22"ALO(等多种细胞组成 -(&. ) 面对这种有

着复杂的生理学和细胞多样性的视网膜组织"P4<[?FE6 具有更

高的测序成本和通量优势
-((. ) A0;<FX<等 -(*.

利用 P4<[?#E6 技

术在 &( V 内对 &+ +++ 个单细胞文库进行快速测序和分析"将

-- I+I 个单细胞聚类到 *= 个视网膜细胞群中"以更节省*高效

的形式验证了传统研究中视网膜的主要细胞类型和相对丰度"

并创建系统性的基因表达分子图谱"为视网膜生理学的研究提

供了里程碑意义) 此外"g0/0Y0U0等 -(-.
使用 F;Cc"?FE6 鉴定

了雏鸡视网膜的 &*9 种细胞类型和 &- 种视网膜发育中间体"

填补了卵生动物视网膜细胞图谱)

针对于复杂的视网膜组织"普通转录组测序不能准确反映
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细胞之间的特异性) 而 F;Cc"?FE6 能够在细胞分离和测序之

前先确认细胞形态*功能和亚型标志物"从而精确反映单个视

网膜细胞的基因表达情况
-(,. ) #VEXV04等 -(9.

通过对小鼠的

(, +++ 个 Ô的 F;Cc"?FE6 数据进行无监督分析"将此前被认

为是单一种群的 Ô&* Ô, 细胞划分为 Ô&"* Ô&^和 Ô,"?

P"并前所未有地发现了稀有细胞 ÔI* Ô= 的内源性标志物神

经丝氨酸蛋白酶 & 和分子伴侣蛋白 =) 该研究还提出 Ô&^细

胞在早期发育中的形态呈黄体样"而在成年期保持分子双极

样"在以往的研究中容易被错误地归类为黄体素细胞而难以被

发现
-(9K(I. ) 因此"随着 F;Cc"?FE6 技术的应用和成熟"基于形

态学的视网膜神经元类型也将有可能获得新的分类和定义)

随后又有研究在成年小鼠视网膜的 F;Cc"?FE6 数据中发现了

D?CLO和 >?CLO的新亚型"并根据 CLO在视神经夹伤模型中

的存活能力存在的相对强弱将 CLO划分为耐受性 CLO和易感

性 CLO) 使用基于 F;Cc"?FE6 筛选出的耐受性尿皮质激素

'754<;<4U17"UI&(基因"腺相关病毒过表达 UI& 以及注射 UI& 重

组蛋白可提高夹伤后 CLO的存活率 -(=. )

F:F'F;Cc"?FE6 在视网膜发育研究中的应用

哺乳动物视网膜的发育是视网膜祖细胞'4EU1702[4<YE71U<4

;E22"CBO( 以时空特异性方式分化为不同类型神经元的过

程
-*+. ) 传统的视网膜发育表达谱研究在解剖材料的规模上受

到限制"而 F;Cc"?FE6 技术可以对中枢神经系统的细胞类型以

及控制其发育的基因调控网络进行全面分类"已被应用于动物

模型*原发性人类视网膜和视网膜类器官研究中 -*&. )

O204X 等 -*(.
对从神经发生开始'胚胎期第 && 天(到神经发

育完成'出生后第 &- 天(中 &+ 个发育时间点的 &(+ I+- 个视网

膜细胞进行 F;Cc"?FE6 分析"全面描述了视网膜神经发生过程

中的基因表达变化"不仅揭示了小鼠视网膜发育的完整转录轨

迹"还发现核因子 $'75;2E5FW0;U<4$"c>$(转录因子促进了晚期

CBO细胞周期的正常退出"cW10*cW1_ 或 cW1a的功能丧失分别

导致 ALO分化缺陷和视网膜形态紊乱) 眼部组织不能直接从

活体患者身上获得"而死后人体组织常常无法对应其人口统计

学和疾病特征"这是眼内单细胞基因表达研究的阻碍 -**. ) 而

胚胎干细胞和诱导多能干细胞可以通过产生患者特异性视网

膜细胞"即衍生出人类视网膜类器官以高度模拟原代组织 -*-. )

视网膜类器官作为一个更容易获得的组织来源"为研究人类视

网膜的发育过程提供了一个窗口
-*,. ) O<2217 等 -*9.

通过对人类

视网膜类器官的 F;Cc"?FE6 数据进行聚类分析和伪时间分析"

确定了视网膜细胞类型的出现顺序"揭示在第 9+ 天时已存在

大量 ALO*CLO和视锥细胞"第 =+ 天开始出现视杆细胞和更

多的 ALO"第 (++ 天时大量的 ALO和少量的视杆细胞已发育

成熟) !5 等 -*).
对视网膜发育的 &9 个时间点以及人视网膜类

器官分化的 - 个早期阶段进行了大规模 F;Cc"?FE6 分析"确定

了发育中视网膜黄斑*外周以及不同 NO群体之间的基因表达

差异"发现人类和小鼠在视网膜发育过程中在控制视锥细胞和

NO的转录因子表达以及形成黄斑模式的基因调控网络的差异

性) 不仅为未来对人类视网膜发育的研究提供了路线图"还指

出了现有动物模型在人类疾病研究方面的局限性) A0<等 -*I.

利用 F;Cc"?FE6 报道了从视网膜神经发生前后 9 个时间点获

取的三维视网膜类器官中分离的 -,) 个单细胞的转录组学研

究"发现细胞周期蛋白 P& 通过激活神经母细胞特异性转移因

子 & 的表达增加视网膜发育过程中神经元的比例"而 CB细胞

的比例保持不变)

J>,$BT(9,#Y在视网膜疾病诊疗中的应用

近年来"F;Cc"?FE6 技术已经广泛应用于视网膜疾病研究"

空前详细地提供了糖尿病视网膜病变 ' 310_EU1;4EU17<[0UVZ"

PC(*年龄相关性黄斑变性 '0YE?4E20UE3 /0;52043EYE7E40U1<7"

"AP(*自身免疫性葡萄膜炎 '05U<1//57E5TE1U1F""o(*视网膜

母细胞瘤'4EU17<_20FU</0"C_(发生和发展中的细胞特异性分子

和调控通路的变化信息"有助于寻找治疗视网膜疾病的潜在新

靶点)

J:E'F;Cc"?FE6 在 PC中的应用

PC是指由长期高糖环境引起的视网膜局部微血管病理改

变
-*=. "其早期起病隐匿"实现 PC的早期诊断和治疗尤为重

要
--+K-&. ) #57 等 -(+.

在对照组和链脲佐菌素诱导的糖尿病小鼠

视网膜构建的大规模转录组图谱中发现糖尿病小鼠视网膜细

胞中 PC特异性内皮细胞的代谢*剪切应力和血管通透性通路

的相关基因下调"白细胞介素'17UE42E5X17"$!( &) 信号通路的炎

症因子基因表达通路上调"这些结果为探究 PC的潜在治疗靶

点提供了新线索) 一项应用 F;Cc"?FE6 技术分析 "X1/_0小鼠

视网膜细胞的研究指出"在 "X1/_0小鼠视网膜大胶质细胞中"

细胞骨架*细胞周期*肽酶调节等反应性胶质增生标志物上调"

此发现支持大胶质细胞在视网膜神经退行性疾病中起关键作

用的新观点
--(. ) 另一项 F;Cc"?FE6 研究报道了自发性%型糖

尿病猴视网膜的 F;Cc"?FE6 图谱"发现肿瘤坏死因子 &通过自

分泌的方式介导小胶质细胞激活"而视锥细胞分泌的转化生长

因子?#'U407FW<4/17YY4<]UV W0;U<4?#"DL>?#( ( 抑制 ALO的激

活
--*. "首次证实了在 PC早期 ALO的活化会被细胞间相互作

用所限制
---. ) c15 等 --,.

通过对瘦素受体缺陷的%型糖尿病小

鼠视网膜进行 F;Cc"?FE6 分析"指出视黄醛结合蛋白 & 将有希

望成为 PC的治疗新靶点) 他们发现视黄醛结合蛋白 & 在 PC

视网膜中表达降低"且其在 ALO中的过表达减轻了 PC相关的

神经血管变性)

在增生性 PC中"尖端细胞分化和发芽使视网膜组织血管

重建"尖端细胞若无法形成适当的血管将发展为渗漏和易出血

的病理性改变
--9K-). ) d04X030等 --I.

通过分析氧诱导性视网膜

病变'<aZYE7?1735;E3 4EU17<[0UVZ"Q$C(小鼠模型的 F;Cc"?FE6

数据"观察到在诱导后第 &) 天时视网膜中存在异常的 # 样尖

端细胞"并证实酪氨酸激酶 , 基因缺失抑制了 Q$C期间视网膜

的血管重建"而非典型 DL>?#信号可以改善视网膜血管重建和

神经缺血性视网膜病变) #/1UV 等 --=.
对第 &- 天的 Q$C?内皮型

一氧化氮合成酶 'E73<UVE217 71;U41;<a13EFZ7UV0FE"EcQ#( iRi
和

EcQ#KRK
小鼠视网膜血管内皮细胞进行 F;Cc"?FE6 分析"发现抑

制 EcQ# 会促进尖端细胞极化"这有利于血管生成以及 PC病

理性新生血管的正常化) 而在以往传统的研究中很难确定

!*),!中华实验眼科杂志 (+(, 年 9 月第 -* 卷第 9 期'OV17 .̀a[ Q[VUV02/<2" 5̀7E(+(,"b<2:-*"c<:9
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EcQ# 是否可以参与内皮细胞发芽期间内皮尖端细胞的极化过

程) 此外"以 F;Cc"?FE6 技术为核心的研究已探索出有助于

PC治疗的药物"例如"舒地尔可以改善由增生性 PC中间变性

淋巴瘤激酶 , 表达降低所引起的深层血管的形成"并减少新生

血管丛的数量
--)",+. )

J:F'F;Cc"?FE6 在 "AP中的应用

"AP是老年人盲的主要原因"先前关于 "AP的遗传学研

究认为主要的危险因素包括基因遗传*紫外线暴露*饮食习惯

和心血管疾病等
-,&. ) 随着 F;Cc"?FE6 技术的研究进展"研究者

更多地将 "AP发病机制与基因联系起来) AE7<7 等 -,(.
使用

微流控和 #E6?eE22F;Cc"?FE6 平台"对 9 例 "AP患者死后的视

网膜细胞悬液进行测序"发现与 "AP相关的多个基因表达增

加"其中包括'形胶原蛋白 &* 链 ';<220YE7 02[V0?*' ;V017"

?[/B_=() ?[/B_= 是一种与 "2[<4U综合征相关的基因"研究

发现大多数 "2[<4U综合征患者出现眼部黄斑疾病"支持了

?[/B_= 是 "AP易感基因的观点 -,*. ) 此外"利用 F;Cc"?FE6

联合全基因组关联分析进一步探究视网膜细胞的基因特征"还

发现与 "AP遗传风险明显相关的细胞是视锥细胞*大胶质细

胞*ALO和血管内皮细胞"这与传统的 "AP主要由 CB细胞和

CB.细胞的病理改变引起的观点不一致 -,(",-. ) b<1YU等 -**.
利

用 F;Cc"?FE6 技术发现"与外周视网膜相比"中央凹转铁蛋白

表达量少"这提示中央凹转铁蛋白的相对缺乏可能会通过增加

中央凹区域氧化损伤的易感性而促使 "AP的发生) 该研究还

证明细胞周期调控基因在 "AP的脉络膜中特异性上调"细胞

周期调控基因能够响应补体激活并诱导内皮细胞凋亡"为

"AP中视网膜毛细血管损伤机制研究提供了新的思路)

J:J'F;Cc"?FE6 在 "o中的应用

"o是一种威胁视力的眼内炎症性疾病"通常具有复发性

和病程缓慢的特点
-,,. ) F;Cc"?FE6 通过分析组织和血液中的

复杂细胞成分"提供了解 "o复杂免疫调节网络的工具) $!?*I

通过各种免疫细胞参与炎症和自身免疫"但 $!?*I 对 "o中的

各种免疫细胞的调节作用仍缺乏综合全面的分析
-,9. ) !1

等
-,).
使用 F;Cc"?FE6 分析来自正常*实验性自身免疫性葡萄膜

炎'Ea[E41/E7U0205U<1//57E5TE1U1F"."o(和 $!?*I 处理的小鼠

颈部引流淋巴结';E4T1;023401717Y2Z/[V 7<3E"OP!c(的免疫细

胞谱"阐明 $!?*I 对 ."o的影响及其潜在机制"即 $!?*I 下调

$!?&) 信号通路以降低辅助性 D细胞'VE2[E4D;E22"DV( &) 致病

性相关基因'集落刺激因子 (*$!?(* 受体(的表达) $!?*I 的给

药可以通过降低视网膜和 OP!c中 DV&) 的比例来减轻 ."o症

状"进而提出 DV&) 是 $!?*I 在 ."o中作用的中心介质的新观

点) 自身免疫调节剂 _-#8基因敲除小鼠是一种自发性和慢性

进行性 "o的动物模型 -,I. ) NE7Y等 -,=.
对该模型的 9- &=9 个

视网膜细胞进行 F;Cc"?FE6 分析"表示 "o是一种 D细胞驱动

的疾病"揭示浸润在 "o中的多种免疫细胞 DV&*OPI0iD细胞*

D滤泡辅助细胞和调节性 D细胞中的高表达基因"支持 DV& 在

"o中发挥着核心作用的观点"对临床治疗具有重要意义)

J:K'F;Cc"?FE6 在 C_ 中的应用

F;Cc"?FE6 技术能以其高细胞分辨率的优势辨别肿瘤因子

和细胞特征"是研究肿瘤细胞异质性的有效方法"可以指示肿

瘤细胞的来源"为靶向治疗提供依据)

C_ 是由视网膜细胞的 C_ 肿瘤抑制蛋白基因的双等位失

活或 T'?P癌基因扩增所引起的儿童视网膜癌症 -9+. ) F;Cc"?

FE6 能够追溯 C_ 的肿瘤细胞起源"有助于阐述肿瘤发生的机

制
-9&. ) O<2217 等 -9(.

报道了由 Q5) 双等位基因突变引起的 ( 例
C_ 患者的 F;Cc"?FE6 和 F;"D"O?FE6 分析"将 L(RA锥体前体

细胞鉴定为 C_ 的起源细胞"并揭示 [,* 介导的细胞凋亡可能

是导致 C_ 锥体特异性亚团受损的最终事件"从而导致 C_ 的发

生) 虽然该研究样本量小"但为引入 C_ 单细胞分析奠定了基

础"为有效的肿瘤靶向治疗开辟了新的途径)

K>小结与展望

F;Cc"?FE6 以单细胞分辨率分析基因表达水平"具有高通

量和高分辨率的特点"该技术已在多个学科的探索过程中取得

了巨大进步) 在眼科领域中"F;Cc"?FE6 不仅为研究人员提供

极有价值的基因表达数据库"还提供了视网膜发育的关键调控

因子和视网膜疾病相关细胞亚型*特异性标记基因和信号通路

研究等病理生理机制的重要见解"对于临床治疗有指导性意

义) 然而"F;Cc"?FE6 成本高*覆盖率低*长链非编码 Cc"难以

检测等不足仍是 F;Cc"?FE6 成为常规诊断工具的限制因素)

目前大多数基于 F;Cc"?FE6 的临床研究仍处于探索阶段"主要

集中在更好地理解疾病过程以及确定疾病诊断和治疗的标志

物) 但随着测序平台的成熟*更优算法的产生"以及 F;Cc"?FE6

联合空间转录组等多领域技术的进步和融合"F;Cc"?FE6 技术

正以迅猛的发展势头被生命科学研究所广泛运用"未来也极有

可能成为临床医生强有力的工具"使以 F;Cc"?FE6 为基础的个

性化治疗成为现实)
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