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摘要

年龄相关性黄斑变性(ＡＲＭＤ)是临床中常见的老年性致

盲性眼病ꎬ可造成中心视力的不可逆丧失ꎬ其发病机制复

杂ꎬ尚未阐明ꎬ治疗方法有限ꎬ诊疗效果不佳ꎮ 传统的转录

组测序方法基于细胞群体水平获得细胞群的平均差异ꎬ或
反映数量占优势细胞的生物信息ꎬ而单细胞转录组测序

(ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ)能对单个细胞的 ｍＲＮＡ 进行转录组分析ꎬ可
用于发现新的细胞亚型、揭示细胞异质性、鉴定罕见细胞、
理解细胞分化ꎮ 本文简述了 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 的技术原理ꎬ及
其在视网膜、脉络膜发育及 ＡＲＭＤ 研究中的应用ꎬ提出了

该项技术的缺陷和新兴技术的发展趋势ꎬ为深入研究视网

膜、脉络膜生理学、ＡＲＭＤ 疾病病理生理学及其发病机制

提供新的思路及视角ꎬ以期对 ＡＲＭＤ 的靶向治疗提供理

论依据ꎮ
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０引言

细胞在多次分裂增殖期间发生分子生物学或基因的改

变ꎬ产生细胞状态或类型的多样性ꎬ这种多样性被称为细胞

异质性ꎬ普遍存在于多细胞生物个体中ꎮ 传统的测序方法

忽视细胞异质性ꎬ只能反映细胞群体的平均差异ꎬ而单细胞

技术可揭示细胞间异质性ꎬ在更深层次上探究生命活动的

本质和规律ꎮ ２０１３ 年单细胞测序技术被 Ｓｃｉｅｎｃｅ 评为年度

最值得关注的六大领域榜首ꎬＮａｔｕｒｅ Ｍｅｔｈｏｄｓ 将该技术评为

２０１３ 年度 最 重 要 的 方 法 学ꎬ ２０１５ 年 再 度 登 上 Ｓｃｉｅｎｃｅ
４６９
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Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ 封面ꎬ２０１８ 年单细胞转录组测序

(ｓｉｎｇｌｅ－ｃｅｌｌ ＲＮＡ－ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ)被 Ｓｃｉｅｎｃｅ 评为年

度突破技术ꎬ２０１９ / ２０２０ 年单细胞多组学和单细胞空间转录

组测序再次评为年度技术ꎬ成为最值得期待的生物技术之

一ꎮ ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 在单细胞水平对转录组进行扩增与测序ꎬ
直接比较来自不同生物条件的细胞转录组信息ꎬ对细胞分

群、发现新的细胞类型、识别疾病进展中起重要作用的罕见

细胞、理解细胞异质性、生物多样性等具有重要意义ꎮ 目前

ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 已被应用于眼科领域ꎬ其在视网膜、脉络膜生理

学、视网膜疾病如年龄相关性黄斑变性(ａｇｅ－ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ
ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎꎬＡＲＭＤ)中的研究日新月异ꎬ为探究 ＡＲＭＤ 病

因ꎬ发展规律和靶向治疗提供新的视角ꎮ
１ ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ技术简介

ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 是在单细胞水平对转录组进行测序的一项

新技术ꎬ其技术路线包括单细胞捕获、ｍＲＮＡ 反转录、ｃＤＮＡ
扩增、测序文库构建、高通量测序和数据分析[１]ꎮ 目前提取

单细胞的方法有:荧光激活细胞分选、激光捕获显微切割、
手动细胞分选、微流体和微孔等[２]ꎮ 一个单细胞中的总

ＲＮＡ 量大约只有 １０ｐｇꎬ而其中的 ｍＲＮＡ 含量只有 ０.２ｐｇꎬ为
获得足够的转录信息ꎬ需要进行扩增ꎬ目前常用的扩增方法

包括 ＰＣＲ 扩增法、ＩＶＴ 扩增法、等温扩增法等ꎬ其中 ＰＣＲ 扩

增法中的 Ｓｍａｒｔ －ｓｅｑ(ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ａｔ ５’ ｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ
ＲＮＡ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ) / Ｓｍａｒｔ －ｓｅｑ２ 具有里程碑意义[３－４]ꎬ其利用

ｍＲＮＡ 识别序列、ＭＭＬＶ 逆转录酶等方法既能将 ｍＲＮＡ 高

效扩增到需要的数量级ꎬ又可尽量避免 ＰＣＲ 偏差而得到均

一覆盖的文库ꎮ ＩＶＴ 扩增如 ＣＥＬ －ｓｅｑ ( ｃｅｌｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ
ｌｉｎｅａｒ ａｍｐｌｉｆｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ) / ＣＥＬ－ｓｅｑ２[５]采用线性扩

增的测序方法使扩增错误率降低ꎮ 利用 Ｐｈｉ２９ 聚合酶进行

扩增的 ＰＭＡ 法[６]属于等温扩增法ꎬ但扩增随机性大ꎬ时常

会导致整个基因组不同区域的扩增倍数相差巨大ꎮ 目前常

用的单细胞测序平台是基于微流控体系的 １０Ｘ Ｇｅｎｏｍｉｓ 公

司的液滴法[７]及 ＢＤ 公司的微孔法[８]ꎬ它们把单细胞提取、
附加 ＤＮＡ 标签、ｍＲＮＡ 捕获、ｍＲＮＡ 反转录与扩增、ｃＤＮＡ 建

库和高通量测序后的数据分析整合在一起ꎬ大大提升了单

细胞测序通量和成本ꎬ还能得到带有独特分子标签的单细

胞基因序列信息ꎮ 液滴法通过微流控技术将带有 ｂａｒｃｏｄｅ、
ＵＭＩ 分子标签、引物及酶的凝胶微珠与单细胞混合形成颗

粒ꎬ做出一个基于油包水乳浊液酶反应原理的分子生物学

分析系统ꎮ 微孔法是将细胞悬液与标记磁珠加入含有约

２０００００ 个孔的蜂窝板ꎬ每个孔中容纳一个细胞ꎬ不仅可一次

性捕获大量细胞ꎬ还能同时实现转录组和蛋白组测序ꎮ 获

得的海量数据需要进一步处理分析ꎬ进行数据质控、基因组

对比、数据归一化(包括消除基因特异性偏差和调整细胞间

计数分布差异等)ꎬ然后使用细胞聚类分析、主成分分析和

ｔ－分布随机邻域嵌入算法等进行线性与非线性降维ꎬ实现

对高维数据的降维和可视化[９－１０]ꎬ最终获得大量单细胞基

因序列信息ꎮ
２ ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ在神经视网膜研究中的应用

２.１ ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 在神经视网膜细胞类型鉴定中的应用　
ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 在眼科中的应用主要集中在视网膜细胞亚型、
相关基因表达和通路的研究上ꎮ 视网膜是高度异质性的组

织ꎬ通过形态学、生理学和分子学标准将神经视网膜分为神
经节细胞、双极细胞、无长突细胞、水平细胞、光感受器细胞
５ 种类型ꎬｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 还可将其再细分为 １００ 多种细胞亚
型[１１]ꎮ 例如ꎬＲｈｅａｕｍｅ 等[１２] 确定了 ４０ 个不同的鼠视网膜

神经节细胞簇ꎬ并在每种细胞类型中鉴定了富集的基因ꎬ且
在视网膜神经节细胞亚型中确定了区分左右眼的特异性标
记基因ꎬＳｈｅｋｈａｒ 等[１３] 将鼠双极细胞分为１５ 个细胞簇ꎬ
Ｍａｃｏｓｋｏ 等[１４]在小鼠视网膜中鉴定了 ２１ 个不同的无长突

细胞簇ꎮ 细胞亚型的进一步细化分类ꎬ能将细胞的基因表
达特征与其功能和形态学特征联系起来ꎮ
２.２ ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ在黄斑中心凹与外周神经视网膜差异基因
分析中的应用　 黄斑中心凹处的神经元信息传递呈单线连

接ꎬ故此区视觉非常敏锐ꎬ当黄斑区病变时ꎬ视力明显下降ꎬ
为比较黄斑中心凹与外周神经视网膜细胞的区别ꎬ有研究
从死亡后 ６ｈ 内处理的三组人类供体眼获得中心凹和外周
神经视网膜样本ꎬ得到 ８２１７ 个细胞ꎬｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 发现外周
神经视网膜视锥细胞明显少于中心凹ꎬ且中心凹视锥细胞

富含 ＰＣＰ４、ＹＢＸ１、ＰＲＤＸ１ 等ꎬ其分别在突触可塑性蛋白形
成、细胞增殖和应激反应中发挥作用[１５－１７]ꎮ 此外ꎬＢａｎｉｎ
等[１８]报道了黄斑区 ２０ 个高表达基因(如 ＳＬＣ１７Ａ６、ＳＮＣＧ、
ＮＥＦＬ、 ＮＥＴ１、 ＳＴＭＮ２、 ＹＷＨＡＨ、 ＵＣＨＬ１、 ＤＰＹＳＬ２、 ＡＰＰ、
ＮＤＲＧ４、ＴＵＢＡ１Ｂ、ＭＤＨ１、ＥＥＦ２)和 ２３ 个在视网膜周边区域
高表达的基因(如 ＳＡＧ、ＲＣＶＲＮ、ＵＮＣ１１９、ＧＰＸ３、ＰＤＥ６Ｇ、
ＲＯＭ１、ＡＢＣＡ４、ＤＤＣ、ＰＤＥ６Ｂ、ＧＮＢ１、ＮＲＬ)ꎮ 中心凹 Ｍüｌｌｅｒ
细胞也表现出不同于外周神经视网膜的基因表达谱ꎬ中央
凹 Ｍüｌｌｅｒ 细胞富含 ＦＡＢＰ５(参与神经元分化和神经元损伤

的恢复[１９])、ＨＥＳ５(与胶质形成有关)ꎬ外周 Ｍüｌｌｅｒ 细胞富
含转铁蛋白和金属硫蛋白基因家族成员 ＭＴ１Ｇ 和 ＭＴ３ꎮ 且

总体而言ꎬＭüｌｌｅｒ 细胞的许多基因在不同的单细胞数据集
上表现出一致的中心凹或外周神经视网膜富集ꎮ 这些研究
提供了黄斑中心凹具有敏锐视觉的理论支持ꎮ
３ ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ在视网膜色素上皮层和脉络膜研究中的应用
３.１ ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ在视网膜色素上皮层和脉络膜生理学研究

中的应用　 视网膜色素上皮层(ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｎｅｂｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍꎬ
ＲＰＥ)与脉络膜联系紧密ꎬＲＰＥ－玻璃膜－脉络膜毛细血管复
合体对维持光感受器微环境有重要作用ꎬＲＰＥ 为感觉层视
网膜的外层细胞提供营养ꎬ吞噬和消化光感受器细胞外节
膜盘维持新陈代谢ꎮ 脉络膜是一种多样化的结缔组织ꎬ包
括施万细胞、黑素细胞、成纤维细胞和几类常驻白细胞ꎬ
ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 鉴定了两组在转录上不同的施万细胞簇[２０]ꎬ它
们均表达典型的施万细胞标志物 ＰＬＰ１ꎬ其中簇 １ 高表达髓
鞘蛋白(ＭＰＺ)和髓鞘碱性蛋白(ＭＢＰ)ꎬ簇 ２ 高表达非髓鞘
施万细胞基因 ＳＣＮ７Ａ 和 ＮＣＡＭ１[２１]ꎬ有髓轴突的传导速度

更快ꎬ但缺少髓鞘的轴突是受损轴突的快速反应者[２２]ꎮ 脉
络膜血管丰富ꎬ在解剖学上分为三层ꎬ深大口径血管(Ｈａｌｌｅｒ
层)ꎬ中等口径血管(Ｓａｔｔｌｅｒ 层)ꎬ以及致密的浅表毛细血管
网ꎬ此 血 管 系 统 向 外 层 视 网 膜 供 应 约 ８５％ 的 血 液ꎮ
ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ检测了上诉三层的特异表达基因ꎬ动脉表达
ＳＥＭＡ３Ｇ、ＨＥＹ１ꎬ静脉表达 ＤＡＲＣꎬ脉络膜毛细血管表达

ＣＡ４、ＰＬＶＡＰ [２０]ꎮ ＡＲＭＤ 的发病特征为光感受器细胞的进
行性损伤ꎬ因此ꎬ研究 ＲＰＥ－玻璃膜－脉络膜毛细血管复合体
生理学为进一步理解 ＡＲＭＤ 发病机制有较大意义ꎮ
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３.２ ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ在黄斑区和外周视网膜色素上皮层或脉络
膜差异基因表达研究中的应用　 ＡＲＭＤ 的解剖学异常集中
在黄斑区 ＲＰＥ 和脉络膜ꎬ而某些遗传性视网膜疾病如视网
膜色素变性病变位于外周视网膜ꎬ这种损伤模式被认为是
由于黄斑区和外周 ＲＰＥ 或脉络膜之间的分子差异导致ꎬ激
发了学者对这两个区域分子差异的研究ꎮ Ｍｕｌｌｉｎｓ 等[２３] 利
用 ＲＮＡ 测序和 ｑＰＣＲ 研究发现黄斑和外周 ＲＰＥ 或脉络膜
之间存在差异表达的基因ꎬ例如ꎬＢＥＳＴ１ 在外周 ＲＰＥ 细胞中

高表达ꎬ ＩＣＡＭ１ 在黄斑区脉络膜中高表达ꎬ此结果在
ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ中得到印证ꎮ 以往的转录组测序技术比较黄斑
区和外周 ＲＰＥ 或脉络膜基因后发现许多 ＲＰＥ 特异性基因ꎬ
如 ＬＲＡＴ、ＲＰＥ６５ꎬ总体表现为在外周视网膜中的高度富

集[２４]ꎬ然而 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 中ꎬ这些 ＲＰＥ 特异性基因在黄斑和
外周的表达量非常相似ꎮ 这种差异归因于黄斑区与外周脉
络膜细胞密度的不同ꎬ脉络膜在黄斑以下最厚ꎬ径向变

薄[２５]ꎬＲＰＥ 特异性基因表达量被黄斑区中更多的脉络膜细
胞稀释ꎬ使这类基因在外周视网膜表达显得更高ꎬｓｃＲＮＡ－
ｓｅｑ 消除这一误差ꎬ体现了其区别于传统测序技术只反映细
胞群平均差异的优势ꎮ ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 为深刻理解视网膜和脉

络膜生理学提供了巨大帮助ꎬ突出各种细胞类型之间的特
征ꎬ提高对视网膜生理和疾病区域特异性的理解ꎬ为如何应
对视网膜损伤提供新的方向ꎮ
４ ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ在 ＡＲＭＤ研究中的应用

ＡＲＭＤ 能导致患者中心视力的不可逆损伤ꎬ是严重的
致盲性眼病ꎬ临床上将其分为以视网膜玻璃膜疣为特征的
干性 ＡＲＭＤ 和以新生血管生长为特征的湿性 ＡＲＭＤꎬ其与
炎症反应、免疫反应、氧化应激等的相关性成为近年的研究
热点ꎮ
４.１ ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 在 ＡＲＭＤ 与炎症反应相关性研究中的
应用　 Ｎｅｗｍａｎ 等[２６]从基因组水平发现 ＡＲＭＤ 与炎症反应
的相关性ꎬ其与许多趋化因子的高表达有关ꎮ 年龄是

ＡＲＭＤ 最重要的危险因素ꎬＶｏｉｇｔ 等[２０]通过 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 确定
了婴儿和成人脉络膜内皮细胞转录组的差异ꎬ婴儿内皮细
胞富含的 ＫＬＦ２、ＮＲ４Ａ１、ＮＲ２Ｆ２ 能下调炎性表面黏附分子

的表达ꎬ成人内皮细胞则表现出更多促炎基因的表达ꎬ包括
黏附分子 ＶＣＡＭ１、ＩＣＡＭ１、ＳＥＬＥ、ＳＥＬＰ 以及趋化因子受体
ＡＣＫＲ３ 等[２７]ꎮ 随着年龄的增长ꎬ脉络膜内皮细胞炎症介质

的产生有诱发 ＡＲＭＤ 的可能ꎮ
４.２ ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 在 ＡＲＭＤ 与免疫系统相关性研究中的
应用　 Ｎｅｗｍａｎ 等[２６]提出细胞介导的免疫反应是 ＡＲＭＤ 的

核心特征ꎬ推断 ＡＲＭＤ 可能是一类具有共同免疫反应过程
的疾病ꎮ ＡＲＭＤ 的蛋白质组学研究表明ꎬ脉络膜毛细血管
内皮细胞高度表达 ＨＬＡ－Ａ 抗原、ＣＡ４ 和 ＰＬＶＡＰ [２８] 等免疫

因子ꎮ 肥大细胞脱颗粒[２９] 和巨噬细胞向脉络膜募集增

加[３０]与 ＡＲＭＤ 的发病有关ꎮ 补体系统是一个复杂的固有
免疫监视系统ꎬ补体基因的多态性与 ＡＲＭＤ 易感性密切相

关[３１]ꎬ补体因子 Ｈ(ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ｆａｃｔｏｒ ＨꎬＣＦＨ)是补体替代
途径的负调节因子ꎬＣＦＨ 可增强 ＲＰＥ 抗氧化应激的能力ꎬ
该基因的单核苷酸多态性能显著增加 ＡＲＭＤ 的患病风

险[３２]ꎮ 多种补体基因如补体因子 Ｂ (ＣＦＢ)、补体因子
Ｉ(ＣＦＩ)、Ｃ３、Ｃ５ 等的单核苷酸多态性也发现与 ＡＲＭＤ 的发
病存在显著相关性[３３]ꎮ ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 发现 ＣＦＨ 主要在脉络

膜中表达[２０]ꎬ表达量为:脉络膜内皮细胞(动脉>毛细血管>
静脉)>脉络膜基质细胞(成纤维细胞和周细胞)ꎬ且脉络膜

比视网膜表达更多的补体抑制剂及大量重要的补体调节因

子 ＣＤ４６、ＣＤ５５、ＣＤ５９、ＣＤ９３ꎬ提示 ＡＲＭＤ 的补体系统异常主

要发生在脉络膜[２０]ꎮ 补体旁路途径的异常激活使膜攻击复

合物(ｍｅｍｂｒａｎｅ ａｔｔａｃｋ ｃｏｍｐｌｅｘꎬＭＡＣ)在脉络膜毛细血管上

大量沉积[３４]ꎬ是导致脉络膜毛细血管内皮细胞死亡和功能

障碍进而诱发 ＡＲＭＤ 的重要原因[３５]ꎮ Ｍｕｌｌｉｎｓ 等[３６]发现老

年人尤其是 ＡＲＭＤ 供体眼的 ＭＡＣ 表达量高于青年供体眼ꎬ
且青年供眼脉络膜不受 ＭＡＣ 的影响ꎮ ＲＧＣＣ 基因为重要的

补体应答基因ꎬＭＡＣ 一旦被激活ꎬＲＧＣＣ 就会增加炎症基因

的表达[３７]并驱动血管功能障碍ꎬｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 发现 ＡＲＭＤ 脉

络膜毛细血管中含有丰富的 ＲＧＣＣ[２０]ꎬ认为其可能作为

ＡＲＭＤ 治疗的靶标基因ꎮ 细胞介导的免疫反应、补体基因

的异常表达、补体旁路的异常激活与 ＡＲＭＤ 的易感性密切
相关ꎬｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 加强了对 ＡＲＭＤ 发病机制与免疫反应相

关性的深入理解ꎬ对靶向免疫治疗 ＡＲＭＤ 有重要意义ꎮ
４.３ ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 在 ＡＲＭＤ 与氧化应激反应相关性研究中

的应用　 氧化应激是 ＡＲＭＤ 的发病机制之一ꎬ视网膜内的

铁代谢失调被认为是导致自由基产生进而诱发氧化应激的

原因ꎬ转铁蛋白在 ＡＲＭＤ 患者中的表达增加[３８]ꎬ缺乏视网

膜铁结合蛋白的小鼠会出现 ＲＰＥ 和脉络膜损伤[３９]ꎮ
ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 发现[２０]与外周视网膜相比ꎬ中心凹转铁蛋白表

达量少ꎬ提示中心凹转铁蛋白的相对缺乏可能会增加该区

域内氧化损伤的易感性ꎮ 人类和灵长类动物中心凹含有大

量的叶黄素类胡萝卜素ꎬ它能保护视网膜免受氧化损伤ꎬ
ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 中[２０]ꎬ类胡萝卜素裂解酶 ＢＣＯ２ 在外周视锥感

光细胞中富集ꎬ而在中心凹较少[１５]ꎬ提示类胡萝卜素在中心

凹积累的机制ꎮ 因此ꎬ使用抗氧化应激类药物可能对

ＡＲＭＤ 的治疗有效ꎮ
４.４ ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 在湿性 ＡＲＭＤ 基因表达研究中的应用　
湿性 ＡＲＭＤ 又称渗出性或新生血管性 ＡＲＭＤꎬ较干性

ＡＲＭＤ 少见ꎬ但能迅速导致视力下降、视物变形或中心暗

点ꎮ 基于 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 对湿性 ＡＲＭＤ 的研究中ꎬ脉络膜毛细

血管内皮细胞富集基因 Ｅｇｒ１[２０] 能在细胞应激反应中迅速

激活ꎬ被视为内皮细胞损伤反应的关键介质ꎬ且能上调与血

管功能有关基因如 ＰＤＧＦ、ＦＧＦ、ＴＧＦＢ、ＴＮＦＡ、ＩＣＡＭ１ 等的表

达ꎮ ＡＴＦ３ 基因在湿性 ＡＲＭＤ 供体的脉络膜毛细血管中富

集ꎬ并能被包括 ＤＮＡ 损伤和氧化应激的多种细胞应激源激

活ꎮ Ｍｅｎｏｎ 等[４０]从 ６ 个 ＡＲＭＤ 人类供体眼黄斑部和外周视

网膜中获得约 ２３３３９ 个细胞ꎬ发现 ＴＩＭＰ３、ＶＥＧＦＡ、ＣＯＬ４Ａ３
基因在 ＡＲＭＤ 患者的视网膜中高表达ꎬＴＩＭＰ３ 和 ＶＥＧＦＡ 被

证实与新生血管有关[４１]ꎮ Ｒｏｈｌｅｎｏｖａ 等[４２]诱导小鼠产生脉

络膜新生血管ꎬ进行了一项针对小鼠脉络膜新生血管内皮

细胞基因表达变化的 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 研究ꎬ发现这些内皮细胞

表现出与糖酵解、ＡＴＰ 合成和膜运输有关的几个代谢基因

的异常表达ꎬ说明此状态下的内皮细胞代谢需求极高ꎮ 来

自这个小鼠脉络膜新生血管细胞模型中的 １５ 个最丰富的

基因ꎬ其中有 １１ 个在人类湿性 ＡＲＭＤ 供体中表现出一定程

度的富集ꎮ 基于 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 发现与湿性 ＡＲＭＤ 相关基因的

表达ꎬ为临床针对靶基因治疗湿性 ＡＲＭＤ 提供理论依据ꎮ
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５新兴单细胞测序技术的不断探索

虽然 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 已成为剖析细胞异质性的重要工具ꎬ
但细胞异质性体现在基因组、表观基因组、转录组、蛋白组、
空间ꎬ甚至时间等多个维度上ꎬｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 仅局限于一维层

面的测序是不完整的ꎬ因此ꎬ许多新兴的单细胞测序技术应

运而生ꎮ 空间转录组学从一个完整的组织样本中获取全部

的转录组数据ꎬ能够定位和区分功能基因在特定组织区域

内的表达情况[４３]ꎮ 目前的 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 和空间转录组学只

提供了基因表达的静态信息ꎬ这违背了 ＲＮＡ 动力学和转录

活动的随机性ꎬ基于时间序列的单细胞转录组分析可以揭

示细胞生物信息的时间动态[４４]ꎮ 单细胞的异质性本质上是

由基因组、转录组、蛋白组、表观基因组共同定义的ꎬ单细胞

多组学能对同一细胞同时整合多种组学数据ꎬ更完善了细

胞的遗传信息[４５]ꎮ 然而ꎬ这些技术在眼科领域中的应用仍

相对局限单薄ꎬ随着研究者持续不断的探索ꎬ相信单细胞测

序技术多元化、多维化、多方面的研究在不久后将惠及眼科

研究领域ꎮ
６总结与展望

ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 从单细胞水平分析细胞异质性ꎬ是鉴别细

胞与细胞间转录组差异的新兴技术ꎮ 本文总结了 ｓｃＲＮＡ－
ｓｅｑ 在视网膜、脉络膜发育及 ＡＲＭＤ 研究中的应用ꎬ展示细

胞发挥生理学作用与其所表达基因的相互关系ꎬ加深了对

视网膜细胞生物学和疾病病理生理学的理解ꎮ ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ
将转录信息与 ＡＲＭＤ 发病机制相结合ꎬ为深入理解 ＡＲＭＤ
发病机制及靶向诊治方案提供了全新的思路ꎮ 随着

ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ测序成本的不断降低ꎬ学者实现更多方面的生物

学和技术重复ꎬ从而提高了不同生物学条件下检测的多样

性和一致性ꎬ大量的研究将促进新一代视网膜疾病诊治的

发展ꎮ 但 ｓｃＲＮＡ－ｓｅｑ 局限于对细胞异质性一维层面的理解

仍存在较大缺陷ꎬ空间转录组学、时间分辨测序、多组学以

多维、丰富的研究赋予细胞异质性更完整多态的理解ꎬ随着

众多突破性技术的出现ꎬ单细胞测序在眼科领域中的应用

将会朝着更多元化的方向发展ꎮ
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２０ Ｖｏｉｇｔ ＡＰꎬ Ｍｕｌｌｉｎ ＮＫꎬ Ｓｔｏｎｅ ＥＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｉｎｇｌｅ－ｃｅｌｌ ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｉｎ
ｖｉｓｉｏｎ ｒｅｓｅａｒｃｈ: ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏ ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅ. Ｐｒｏｇ Ｒｅｔｉｎ
Ｅｙｅ Ｒｅｓ ２０２１ꎻ８３:１００９３４
２１ Ｌｉｕ ＺＹꎬ Ｊｉｎ ＹＱꎬ Ｃｈｅｎ ＬＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍａｒｋｅｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｃｅｌｌ
ｓｔａｔｅ ｏｆ Ｓｃｈｗａｎｎ ｃｅｌｌｓ ｄｕｒｉｎｇ ｃｕｌｔｕｒｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ. ＰＬｏＳ Ｏｎｅ ２０１５ꎻ １０
(４):ｅ０１２３２７８
２２ Ｇｒｉｆｆｉｎ ＪＷꎬ Ｔｈｏｍｐｓｏｎ ＷＪ. Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｎｏｎｍｙｅｌｉｎａｔｉｎｇ
Ｓｃｈｗａｎｎ ｃｅｌｌｓ. Ｇｌｉａ ２００８ꎻ５６(１４):１５１８－１５３１
２３ Ｍｕｌｌｉｎｓ ＲＦꎬ Ｋｕｅｈｎ ＭＨꎬ Ｆａｉｄｌｅｙ ＥＡꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍａｃｕｌａｒ ａｎｄ
ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｂｅｓｔｒｏｐｈｉｎ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｅｙｅｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｆｏｒ
ｂｅｓｔ ｄｉｓｅａｓｅ. Ｉｎｖｅｓｔ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｖｉｓ Ｓｃｉ ２００７ꎻ４８(７):３３７２－３３８０
２４ Ｗｈｉｔｍｏｒｅ ＳＳꎬ Ｗａｇｎｅｒ ＡＨꎬ ＤｅＬｕｃａ ＡＰꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ
ａｃｒｏｓｓ ｎａｓａｌꎬ ｔｅｍｐｏｒａｌꎬ ａｎｄ ｍａｃｕｌａｒ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｎｅｕｒａｌ ｒｅｔｉｎａ ａｎｄ
ＲＰＥ / ｃｈｏｒｏｉｄ ｂｙ ＲＮＡ－Ｓｅｑ. Ｅｘｐ Ｅｙｅ Ｒｅｓ ２０１４ꎻ１２９:９３－１０６
２５ Ｈｏｓｅｉｎｉ－Ｙａｚｄｉ Ｈꎬ Ｖｉｎｃｅｎｔ ＳＪꎬ Ｃｏｌｌｉｎｓ ＭＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｗｉｄｅ－ｆｉｅｌｄ ｃｈｏｒｏｉｄａｌ
ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｉｎ ｍｙｏｐｅｓ ａｎｄ ｅｍｍｅｔｒｏｐｅｓ. Ｓｃｉ Ｒｅｐ ２０１９ꎻ９(１):３４７４
２６ Ｎｅｗｍａｎ ＡＭꎬ Ｇａｌｌｏ ＮＢꎬ Ｈａｎｃｏｘ ＬＳꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｙｓｔｅｍｓ－ｌｅｖｅｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｒｅｖｅａｌｓ ｇｌｏｂａｌ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ａｎｄ
ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｎｅｔｗｏｒｋｓ. Ｇｅｎｏｍｅ Ｍｅｄ ２０１２ꎻ４(２):１６
２７ Ｃｒｕｚ －Ｏｒｅｎｇｏ Ｌꎬ Ｈｏｌｍａｎ ＤＷꎬ Ｄｏｒｓｅｙ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. ＣＸＣＲ７ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓ
ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ ｅｎｔｒｙ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ＣＮＳ ｐａｒｅｎｃｈｙｍａ ｂｙ ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇ ａｂｌｕｍｉｎａｌ ＣＸＣＬ１２

７６９

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２２ꎬ Ｎｏ.６ Ｊｕｎ. ２０２２　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｄｕｒｉｎｇ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｉｔｙ. Ｊ Ｅｘｐ Ｍｅｄ ２０１１ꎻ２０８(２):３２７－３３９
２８ Ｙｕａｎ ＸＬꎬ Ｇｕ ＸＲꎬ Ｃｒａｂｂ ＪＳꎬ ｅｔ ａｌ. Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ:
ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｃｕｌａｒ Ｂｒｕｃｈ ｍｅｍｂｒａｎｅ / ｃｈｏｒｏｉｄ ｃｏｍｐｌｅｘ ｆｒｏｍ ａｇｅ－
ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｅｙｅｓ. Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ２０１０ꎻ９
(６):１０３１－１０４６
２９ Ｂｈｕｔｔｏ ＩＡꎬ ＭｃＬｅｏｄ ＤＳꎬ Ｊｉｎｇ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｈｏｒｏｉｄａｌ ｍａｓｔ ｃｅｌｌｓ
ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｄｅｇｒａｎｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ. Ｂｒ Ｊ
Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ ２０１６ꎻ１００(５):７２０－７２６
３０ ＭｃＬｅｏｄ ＤＳꎬ Ｂｈｕｔｔｏ Ｉꎬ Ｅｄｗａｒｄｓ ＭＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ
ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｏｒｏｉｄａｌ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｅｙｅｓ ｗｉｔｈ ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ
ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ. Ｉｎｖｅｓｔ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｖｉｓ Ｓｃｉ ２０１６ꎻ５７(１４):５８４３－５８５５
３１ Ｗｈｉｔｍｏｒｅ ＳＳꎬ Ｓｏｈｎ ＥＨꎬ Ｃｈｉｒｃｏ ＫＲꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｃｈｏｒｉｏｃａｐｉｌｌａｒｉｓ ｌｏｓｓ ｉｎ ｅａｒｌｙ ＡＭＤ: ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ
ｔｈｅｒａｐｙ. Ｐｒｏｇ Ｒｅｔｉｎ Ｅｙｅ Ｒｅｓ ２０１５ꎻ４５:１－２９
３２ Ｆｒｉｔｓｃｈｅ ＬＧꎬ Ｉｇｌ Ｗꎬ Ｃｏｏｋｅ Ｂａｉｌｅｙ ＪＮꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｌａｒｇｅ ｇｅｎｏｍｅ－ｗｉｄｅ
ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｈｉｇｈｌｉｇｈｔｓ
ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ ｏｆ ｒａｒｅ ａｎｄ ｃｏｍｍｏｎ ｖａｒｉａｎｔｓ. Ｎａｔ Ｇｅｎｅｔ ２０１６ꎻ ４８ ( ２):
１３４－１４３
３３ Ｃｌａｒｋ ＳＪꎬ Ｂｉｓｈｏｐ ＰＮ. Ｔｈｅ ｅｙｅ ａｓ ａ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ｄｙｓｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｈｏｔｓｐｏｔ.
Ｓｅｍｉｎ Ｉｍｍｕｎｏｐａｔｈｏｌ ２０１８ꎻ４０(１):６５－７４
３４ Ｋｕｍａｒ－Ｓｉｎｇｈ Ｒ. Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ｍｅｍｂｒａｎｅ ａｔｔａｃｋ ｃｏｍｐｌｅｘ ｉｎ
ｄｒｙ ａｎｄ ｗｅｔ ＡＭＤ － Ｆｒｏｍ ｈｙｐｏｔｈｅｓｉｓ ｔｏ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｒｉａｌｓ. Ｅｘｐ Ｅｙｅ Ｒｅｓ ２０１９ꎻ
１８４:２６６－２７７
３５ Ｃｈｉｒｃｏ ＫＲꎬ Ｔｕｃｋｅｒ ＢＡꎬ Ｓｔｏｎｅ ＥＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ｍｅｍｂｒａｎｅ ａｔｔａｃｋ ｃｏｍｐｌｅｘ ｉｎ ａｇｉｎｇ ｃｈｏｒｉｏｃａｐｉｌｌａｒｉｓ. Ｅｘｐ Ｅｙｅ
Ｒｅｓ ２０１６ꎻ１４６:３９３－３９７
３６ Ｍｕｌｌｉｎｓ ＲＦꎬ Ｓｃｈｏｏ ＤＰꎬ Ｓｏｈｎ ＥＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ａｔｔａｃｋ ｃｏｍｐｌｅｘ

ｉｎ ａｇｉｎｇ ｈｕｍａｎ ｃｈｏｒｉｏｃａｐｉｌｌａｒｉｓ: ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｔｏ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｃｈｏｒｏｉｄａｌ ｔｈｉｎｎｉｎｇ. Ａｍ Ｊ Ｐａｔｈｏｌ ２０１４ꎻ１８４(１１):３１４２－３１５３
３７ Ｃｕｉ ＸＢꎬ Ｃｈｅｎ ＳＹ. Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｇｅｎｅ ｔｏ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ３２ ｉｎ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｄｉｓｅａｓｅｓ. Ｆｒｏｎｔ Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃ Ｍｅｄ ２０１８ꎻ５:１２８
３８ Ｃｈｏｗｅｒｓ Ｉꎬ Ｗｏｎｇ Ｒꎬ Ｄｅｎｔｃｈｅｖ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｉｒｏｎ ｃａｒｒｉｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ ｉｓ
ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｒｅｔｉｎａｓ ｆｒｏｍ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ａｇｅ－ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ.
Ｉｎｖｅｓｔ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｖｉｓ Ｓｃｉ ２００６ꎻ４７(５):２１３５－２１４０
３９ Ｈａｄｚｉａｈｍｅｔｏｖｉｃ Ｍꎬ Ｄｅｎｔｃｈｅｖ Ｔꎬ Ｓｏｎｇ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｅｒｕｌｏｐｌａｓｍｉｎ /
ｈｅｐｈａｅｓｔｉｎ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ ｍｏｄｅｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ
ＡＭＤ. Ｉｎｖｅｓｔ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｖｉｓ Ｓｃｉ ２００８ꎻ４９(６):２７２８－２７３６
４０ Ｍｅｎｏｎ Ｍꎬ Ｍｏｈａｍｍａｄｉ Ｓꎬ Ｄａｖｉｌａ －Ｖｅｌｄｅｒｒａｉｎ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｉｎｇｌｅ － ｃｅｌｌ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃ ａｔｌａｓ ｏｆ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎａ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓ ｃｅｌｌ ｔｙｐｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ａｇｅ－ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ. Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎ ２０１９ꎻ１０(１):４９０２
４１ Ｑｉ ＪＨꎬ Ｄａｉ ＧＹꎬ Ｌｕｔｈｅｒｔ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓ１５６Ｃ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ－３ ｉｎｄｕｃｅｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ. Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍ ２００９ꎻ
２８４(３０):１９９２７－１９９３６
４２ Ｒｏｈｌｅｎｏｖａ Ｋꎬ Ｇｏｖｅｉａ Ｊꎬ Ｇａｒｃíａ－Ｃａｂａｌｌｅｒｏ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｉｎｇｌｅ－ｃｅｌｌ ＲＮＡ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｍａｐｓ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ ｉｎ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ. Ｃｅｌｌ Ｍｅｔａｂ ２０２０ꎻ３１(４):８６２－８７７.ｅ１４
４３ Ｃｈｅｎ ＹＷꎬ Ｓｏｎｇ Ｊꎬ Ｒｕａｎ ＱＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｉｎｇｌｅ － ｃｅｌｌ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｉｅｓ: ｆｒｏｍ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｔｏ ｍｕｌｔｉ － ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ.
Ｓｍａｌｌ Ｍｅｔｈｏｄｓ ２０２１ꎻ５(６):ｅ２１００１１１
４４ Ｑｉｕ Ｑꎬ Ｈｕ Ｐꎬ Ｑｉｕ ＸＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍａｓｓｉｖｅｌｙ ｐａｒａｌｌｅｌ ａｎｄ ｔｉｍｅ － ｒｅｓｏｌｖｅｄ
ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｉｎ ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｓｃＮＴ － ｓｅｑ. Ｎａｔ Ｍｅｔｈｏｄｓ ２０２０ꎻ１７
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