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摘　要　类风湿关节炎、骨关节炎、椎间盘退变、骨质疏松症是骨科常见疾病，其发病机制目前尚未完全明确。单细胞ＲＮＡ测序

是近年来快速发展起来的一种高通量测序技术，已被应用于骨科常见疾病发病机制的研究中，并取得了一定的研究成果。本文概

述了单细胞ＲＮＡ测序，并对其在类风湿关节炎、骨关节炎、椎间盘退变、骨质疏松症等骨科常见疾病发病机制研究中的应用进展

进行了综述。
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　　类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）、骨关节
炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）、椎间盘退变（ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌｄｉｓｃ
ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ＩＤＤ）、骨质疏松症（ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ，ＯＰ）均
是骨科临床常见疾病，在给患者带来痛苦的同时也给

家庭和社会带来了沉重的经济负担［１－４］。随着医疗

技术的不断发展，越来越多的新药物、新技术应用于

这些疾病的治疗，并取得了一定的疗效。但这些疾病

的发病机制目前尚未完全明确，揭示其发病机制、明

确其治疗靶点，将有助于提高其预防、诊断和治疗水

平。单细胞 ＲＮＡ测序（ｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，
ｓｃＲＮＡｓｅｑ）是近年来快速发展起来的一种高通量测
序技术，能够在单项研究中分析数万个单细胞的转录

组［５］。该技术可以用来探索组织细胞的异质性，能够

在转录水平对同类细胞进行亚型划分，甚至识别出未

知的细胞类型，进而为疾病发病机制的研究提供更加

详细的信息［６］。本文概述了 ｓｃＲＮＡｓｅｑ，并对其在
ＲＡ、ＯＡ、ＩＤＤ、ＯＰ等骨科常见疾病发病机制研究中的
应用进展进行了综述，以期为这些疾病的深入研究提

供参考。

１　ｓｃＲＮＡｓｅｑ概述
传统的基因表达分析，均集中于某一组织或组织

中某一类细胞的基因表达。然而，有研究［７－８］发现，

在相同生理条件下或相同外部刺激下，同一类细胞中
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单个细胞的基因表达存在差异性。因此，以细胞群为

单位进行基因表达分析的精确性欠佳。ｓｃＲＮＡｓｅｑ是

一种高通量测序技术，能够快速检测数万个单细胞的

基因转录情况［９］。该技术可以使我们对同类细胞在

转录水平上进行亚组划分、发现新的或稀有的细胞类

型、了解健康和疾病组织之间的细胞表达差异等。

ｓｃＲＮＡｓｅｑ的基本步骤包括单细胞分离和捕获、细胞

裂解、逆转录、ｃＤＮＡ扩增和测序及数据分析等［１０－１１］：

①利用微流控技术、机械力或化学方法将组织解离，
并基于特定的方法选择和捕获单个细胞；②裂解捕获

的单细胞并获得 ＲＮＡ；③将 ＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ；

④通过 ＰＣＲ扩增 ｃＤＮＡ，并进行文库构建和测序；

⑤根据研究目的对数据进行分析。目前，ｓｃＲＮＡｓｅｑ

已被广泛应用于微生物学、免疫学、神经病学和肿瘤

学等领域，在疾病的预防、诊断、治疗等方面具有巨大

的应用潜力［１２］。

２　ｓｃＲＮＡｓｅｑ在骨科常见疾病发病机制研究
中的应用

２．１　ＲＡ

ＲＡ是一种典型的自身免疫性疾病，其基本病理

表现为慢性滑膜炎、血管翳形成等，可导致软骨和骨

破坏［１３］。ＲＡ的发生与免疫细胞关系密切，但其具体

机制尚未完全明确［１４－１５］。Ｚｈａｎｇ等［１６］为了分析 ＲＡ

和系统性红斑狼疮免疫细胞的差异性，对 ＲＡ患者、
系统性红斑狼疮患者及健康人外周血中单核细胞的

ｓｃＲＮＡｓｅｑ原始数据进行了处理和分析，结果显示，
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ＲＡ患者中 ＣＤ８＋ Ｔ细胞占比和 ＦＣＧＲ３Ａ＋单核细胞

占比高于健康人，ＣＤ８＋Ｔ细胞占比和自然杀伤细胞

占比高于系统性红斑狼疮患者。Ｚｈａｎｇ等［１７］建立了

ＲＡ小鼠模型，并采用 ｓｃＲＮＡｓｅｑ分析了 ＲＡ模型小
鼠和正常小鼠股骨和胫骨骨髓中单核细胞的类型，发

现ＲＡ模型小鼠ＲＡＮＫ＋ＴＬＲ２－单核细胞亚群较正常

小鼠增加，进一步研究发现 ＲＡＮＫ＋ＴＬＲ２－单核细胞

亚群对破骨细胞形成起重要作用。Ｚｈａｎｇ等［１８］通过

ｓｃＲＮＡｓｅｑ、蛋白组学分析等方法对７９例 ＲＡ患者的
滑膜组织进行细胞分析，并构建了３１４０００个滑膜组
织细胞的单细胞基因转录图谱。Ｚｈａｎｇ等［１９］采用流

式细胞仪分离了 ＲＡ患者滑膜组织中的 Ｔ细胞、Ｂ细
胞、单核细胞和成纤维细胞等，并采用 ｓｃＲＮＡｓｅｑ进
行分析，建立了５２６５个单细胞基因转录图谱，并发现
了１８个稀有细胞亚型。ｓｃＲＮＡｓｅｑ在揭示 ＲＡ免疫
细胞异质性方面具有独特的优势，为 ＲＡ的发病机制
研究提供了新思路。

２．２　ＯＡ
ＯＡ是骨科临床上常见的关节退行性疾病，以关

节软骨破坏、滑膜病变及软骨下骨硬化等为主要病理

特征［２０］。慢性炎症在关节软骨破坏和滑膜病变的进

展中起着重要作用。Ｚｈｏｕ等［２１］从 ＧｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
Ｏｍｎｉｂｕｓ数据库中获得ＯＡ患者和健康人半月板组织
单核细胞的 ｓｃＲＮＡｓｅｑ数据，其中包括了６８３３个单
细胞的数据，属于 ＯＡ患者的单细胞３５７７个、健康人
的单细胞 ３２５６个；通过分析发现，ＯＡ患者 ＨＬＡ
ＤＲＡ＋、ＣＤ７４＋和 ｉｔｇａ６＋单核细胞占比较低，健康人

Ｓ１００Ａ９＋、ＣＤ１４＋和 ｍｓ４ａ７＋单核细胞占比较高。

Ｚｈｅｎｇ等［２２］通过分析 ＧｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＯｍｎｉｂｕｓ数据
库中ＯＡ和ＲＡ的 ＲＮＡ微矩阵数据和 ｓｃＲＮＡｓｅｑ数
据，发现了ＯＡ和ＲＡ的ＲＮＡ修饰相关的差异表达基
因，并采用 ｓｃＲＮＡｓｅｑ等方法分析 ＯＡ和 ＲＡ患者的
关节滑膜组织样品以及小鼠模型的组织样品，进而对

数据分析的差异表达基因进行了验证。Ｚｈａｏ等［２３］为

了进一步探究肥大细胞在ＯＡ中的作用，采用ｓｃＲＮＡ
ｓｅｑ分析了ＯＡ患者的滑膜细胞，结果显示ＯＡ患者的
滑膜肥大细胞除了表达典型标志物 ＫＩＴ、ＴＰＳＡＢ１、
ＣＰＡ３和 ＨＤＣ外，还表达特有标志物如 ＨＰＧＤ、ＣＡＶ
ＩＮ２、ＩＬ１ＲＬ１、ＰＲＧ２和 ＣＫＬＦ。Ｙｏｓｈｉｍｏｔｏ等［２４］通过分

析ＯＡ患者的ｓｃＲＮＡｓｅｑ数据探究软骨细胞衰老与蛋
白糖基化的关系，结果发现 ＯＡ进展过程中，细胞衰

老与蛋白糖基化相关，尤其与 Ｏ连接的糖基化关系
密切；在 ＯＡ患者的软骨细胞中，Ｎ乙酰半乳糖胺基
转移酶家族（Ｏ连接的糖基化起始阶段的关键蛋白）
的表达显著上调，而 Ｎ乙酰半乳糖胺基转移酶家族
的表达水平与软骨细胞衰老进程相关。

２．３　ＩＤＤ
ＩＤＤ是导致腰椎间盘突出症等脊柱退行性疾病

的主要原因，与创伤、衰老等因素有关［２５］。髓核是椎

间盘的重要组成部分，ＩＤＤ发病机制的相关研究也多
集中于髓核细胞。Ｚｈａｎｇ等［２６］采用 ｓｃＲＮＡｓｅｑ分析

了ＩＤＤ患者与健康人的髓核细胞，根据基因表达差异
将髓核中的软骨细胞分为７个亚型，其中有４个亚型
是首次报道，进而为ＩＤＤ发病机制的研究提供了新思
路。Ｚｈａｏ等［２７］采用 ｓｃＲＮＡｓｅｑ分析、加权基因共表

达网络分析、差异性表达分析等方法探索ＩＤＤ发展过
程中髓核细胞亚型的改变及关键基因的表达，结果发

现了５个具有重要生物学功能的髓核细胞亚型，且在
ＩＤＤ发展过程中 Ｒｅｇ髓核细胞亚型数量减少，Ｅｆｆ髓
核细胞亚型数量增加。Ｗａｎｇ等［２８］在腰椎间盘突出

症免疫浸润机制探索和诊断生物标志物鉴定的研究

中，采用 ｓｃＲＮＡｓｅｑ对椎间盘细胞进行分类，分析
ＩＤＤ过程中椎间盘细胞的分化轨迹，结果显示椎间盘
细胞可分为软骨细胞、纤维母细胞、脂肪细胞和上皮

细胞，而多数椎间盘退变的关键基因在软骨细胞中高

表达。Ｚｈａｎｇ等［２９］通过对 ＩＤＤ的微阵列数据和
ｓｃＲＮＡｓｅｑ数据进行分析发现，ＩＤＤ发展过程中 ＬＲＰ
ＰＲＣ、ＧＲＥＭ１、ＸＰＯ１、ＨＮＲＮＰＡ２Ｂ１和 ＵＧＰ２基因表达
上调，ＳＬＣ３９Ａ４基因表达下调，进一步验证分析发现
ＧＲＥＭ１、ＬＲＰＰＲＣ和 ＳＬＣ３９Ａ４是 ＩＤＤ发展的关键蛋
白，可作为ＩＤＤ的潜在生物标志物。Ｚｈａｎｇ等［３０］为了

分析再生髓核细胞与从胚胎脊索发育的髓核细胞的

差异，采用ｓｃＲＮＡｓｅｑ分析了不同阶段的髓核细胞的
差异表达基因，结果显示成熟的髓核细胞中聚集蛋白

聚糖、胶原蛋白Ⅱ、胶原蛋白Ⅵ等细胞外基质蛋白的
表达水平升高，且转化生长因子β、磷脂肌醇３激酶－
蛋白激酶Ｂ等信号分子的表达上调；此外，ＣＤ９＋是成

熟髓核细胞的表面标记物，且随着 ＩＤＤ进展 ＣＤ９＋髓

核细胞数量减少。

２．４　ＯＰ
ＯＰ是一种全身性代谢性骨骼疾病，伴随着骨组

织微结构改变、骨量减少，会导致骨折风险增加［３１］。
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目前尚缺乏有效治疗 ＯＰ的方法。Ｚｈｏｕ等［３２］分析了

１例ＯＰ患者的 ｓｃＲＮＡｓｅｑ数据，发现了１２个与免疫
功能密切相关的枢纽基因，其中ＣＤＫＮ１Ａ和ＴＥＦＭ这
２个枢纽基因的表达水平在间充质干细胞向成骨细
胞转化过程中发生显著变化，提示 ＯＰ与免疫系统之
间存在密切的联系。Ｚｈｅｎｇ等［３３］为了探究二甲双胍

预防高血糖诱导的骨质疏松的作用机制，以二甲双胍

干预高糖诱导的小鼠 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞骨质疏松模型，
发现ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞中过氧化物酶体增殖物激活受
体（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＰＡＲ）γ
的表达量降低，而通过分析人骨组织的 ｓｃＲＮＡｓｅｑ数
据发现，在 ＯＰ患者骨组织中 ＰＰＡＲγ的表达量会升
高，提示ＰＰＡＲγ在二甲双胍预防高血糖诱导的骨质
疏松中起重要作用。Ｚｈａｎｇ等［３４］分析了人骨髓间充

质干细胞的ｓｃＲＮＡｓｅｑ数据，并通过网络药理学分析
鉴定了与ＯＰ相关的诊断基因和治疗药物，结果显示，
Ｆ９基因在ＯＰ诊断方面具有潜在研究价值，而化合物
ＤＢ０３７４２可能是Ｆ９的潜在抑制剂。Ｗａｎｇ等［３５］通过

分析人ＯＰ相关的 ｓｃＲＮＡｓｅｑ数据，发现了许多新的
巨噬细胞亚型，且在破骨细胞形成过程中，锌指蛋白

３６、ＺＦＰ３６Ｌ１、ＤＥＦＡ３等基因的表达量增加；这些发现
提示免疫微环境在ＯＰ的发生过程中起重要作用。

３　小　结
ｓｃＲＮＡｓｅｑ能够在转录水平对同类细胞进行亚组

划分，分析细胞间的差异表达基因，进而揭示疾病发

生时病变组织的细胞特征。因此，ｓｃＲＮＡｓｅｑ能够从
细胞水平探索ＲＡ、ＯＡ、ＩＤＤ、ＯＰ等骨科常见疾病的发
病机制，进而为这些疾病的精准治疗提供研究方向。

ＲＡ、ＯＡ、ＯＰ等疾病的发生与免疫微环境关系密切，多
项研究通过 ｓｃＲＮＡｓｅｑ揭示了与这些疾病发生相关
的免疫细胞及其基因表达特点；而髓核细胞的基因差

异性表达在 ＩＤＤ的发生过程中起重要作用。总之，
ｓｃＲＮＡｓｅｑ在骨科常见疾病发病机制研究中的应用将
为相关疾病治疗靶点的发现提供新的思路。
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