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基于单细胞转录组测序分析人肋来源软骨细胞的异质性

师  航，李  佳，刘  霞，蒋海越

文题释义：

单细胞转录组测序：以单个细胞为单位通过全基因组或转录组扩增进行高通量测序，能够揭示单个细胞的基因结构和基因表达状态，反映

细胞间的异质性，其在肿瘤、干细胞研究、发育生物学等领域有重要应用，是现今生命科学研究的焦点。

细胞异质性：多细胞生物个体由多种形态功能不同的细胞组成，细胞在多次分裂增殖期间会发生分子生物学或基因方面的改变，从而产

生细胞状态或类型的多样性，这种多样性为细胞异质性。研究细胞异质性，是一个单细胞层面的范畴，单细胞间的异质性存在于DNA、
RNA、蛋白等各个层面。

摘要

背景：肋软骨是人体组织中一类重要的软骨来源，常作为软骨自体移植和组织工程构建的种子细胞来源。单细胞测序是分析细胞异质性的

强大工具，可针对肋软骨细胞进行细胞异质性的深入研究。

目的：通过单细胞转录组测序分析人肋软骨组织细胞分群情况，以及每个细胞亚群参与的生物学过程。

方法：临床获取1例31岁小耳重建手术后废弃的肋软骨组织制成原代细胞悬液，经10X Genomics平台进行单细胞分离，使用Gel Bead Kit V3
构建单细胞RNA-seq文库，Illumina Novaseq6000测序仪对文库进行测序，并利用主成分分析和T分布随机邻域嵌入进行降维，获得4个亚群

细胞，进而获得不同亚群细胞的标记基因，再对每个细胞亚群的标记基因进行GO和KEGG分析，分析这些基因可能参与的生物学过程。

结果与结论：测序共获取6 634个细胞，符合质控标准。将肋软骨细胞划分为4个细胞亚群，分别为以COL10A1、S100A2为标记基因的肥大

软骨细胞群；以BMP2、COL2A1为标记基因的软骨细胞群；以FOS、JUN为标记基因的增殖性细胞群；以MYLK、CD146为标记基因的干细胞

群。将肋软骨细胞进一步划分细胞亚群，有利于深入了解肋软骨细胞的异质性，对其作为种子细胞应用及疾病认识都有积极意义。
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Abstract
BACKGROUND: Costal cartilage is an important source of cartilage in human tissues. It is often used as a source of seed cells for cartilage autograft and tissue 
engineering. As a powerful tool for analyzing cell heterogeneity, single-cell sequencing can conduct in-depth research on costal chondrocyte heterogeneity.  
OBJECTIVE: Single-cell transcriptome sequencing is used to analyze the cell grouping of human costal cartilage tissue and the biological processes involved in 
each cell subgroup.
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文章快速阅读：

文章特点—

△通过对 31 岁患者的肋软骨组织进行单细

胞转录组测序分析，初步将细胞分为 4 个

亚群，包括肥大软骨细胞群、软骨细胞群、

增殖性细胞群和干细胞群，提示在肋软骨

发育中可能有多种干细胞参与；

△明确细胞亚群间的转归和影响，深入了解

各细胞亚群的特性和潜能，对后续绘制肋

软骨细胞的发育轨迹及作为种子细胞构

建组织工程软骨提供研究基础，也为明确

软骨相关疾病的发生机制提供线索。
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平台对肋软骨单

细胞悬液进行数

据提取
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0   引言   Introduction
肋软骨是主要的自体软骨来源

[1]
，肋软骨细胞作为种子

细胞
[2]
，在细胞治疗

[3-6]
、组织工程等领域都有广泛应用

[7-9]
。

因此，对肋软骨细胞进行深度测序，表征细胞异质性图谱，

甚至发现其中全新的细胞类型，对其临床应用具有重要指导

意义。

复杂的生物系统由单个细胞的协同功能共同决定，传

统方法虽然提供了大量的基因组或转录组数据，但却无法

揭示造成这种复杂性的细胞异质性
[10]
。新一代的高通量测

序方法 —— 单细胞转录组测序 (single-cell RNA-sequencing，
scRNA-seq) 可以对单个细胞的 DNA 或 RNA 分子进行深度测

序，是研究单个目标细胞中基因组、转录组、非编码 RNA 的

测序方法
[11]
。单细胞转录组测序是使用整个转录组的数千个

细胞去鉴定细胞类型，它的分析有助于深入理解干细胞多能

性与发育分化
[12]
、细胞重编程

[13]
、疾病发生与治疗等过程

的基因调节网络
[14]
。骨关节置换术后的软骨样本的单细胞测

序结果表明，关节软骨中有 7 个不同状态的软骨细胞群：增

殖性软骨细胞群、肥大软骨细胞群、肥大前软骨细胞群、纤

维软骨细胞、效应软骨细胞、调控软骨细胞及自我平衡软骨

细胞，拟时间序列分析发现增殖软骨细胞比肥大软骨细胞发

育更早期，而纤维软骨在这些细胞中处于发育的最晚期
[15]
。

对健康的半月板组织的单细胞测序，聚类得到 7 个细胞亚群，

分别为软骨细胞祖细胞、纤维软骨细胞、预肥大软骨细胞及

纤维软骨细胞祖细胞、增殖纤维软骨细胞、调节性软骨细胞、

内皮细胞
[16]
。这些文章不仅明确了每个亚群的标记基因以及

主要的生物功能，深度挖掘了软骨发育轨迹，还筛选出了相

关疾病的候选基因。

该研究对肋软骨组织来源细胞的表达数据进行单细胞转

录组测序分析，将不同的细胞聚类为不同的亚群，并对其进

行注释，得到各亚群细胞的标记基因。随后，对于每个细胞

亚群的标记基因进行 GO 分析和 KEGG 信号通路富集分析，

完成肋软骨细胞的亚群鉴定和功能分析。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   单细胞转录组测序分析。

1.2   时间及地点   实验于 2019 年 11 月至 2021 年 1 月在中国

医学科学院整形外科医院研究中心完成。

1.3   材料   样本来源于 1 例 31 岁女性患者经小耳重建手术后

废弃肋软骨组织，该研究获得了中国医学科医学院整形外科医

院伦理委员会机构审查委员会的批准，患者签署知情同意书。

实验试剂和仪器：PBS、1% 青霉素 - 链霉素、胰酶、4%

锥虫蓝 (Gibco，美国 )；Ⅱ型胶原酶 (Sigma，美国 )；恒温摇床 

( 上海智诚分析仪器有限公司 )；S1000 TM Touch Thermal Cycler 

(Bio Rad， 美 国 )；Agilent 4200(Capital Bio Technology， 北 

京 )；Countess® Ⅱ Automated Cell Counter(Invitrogen，美国 )。
1.4   方法   

1.4.1   人软骨细胞的分离和扩增   首先，从手术室获取新鲜肋

软骨，并将其置于冰上的 PBS 和 1% 青霉素 -链霉素的溶液中，

在 20 min 内运送到实验室。将肋软骨切成 1 mm3
的小块，在

含 100 mg/L 青霉素和 100 mg/L 链霉素的磷酸盐缓冲盐水溶液

中洗涤，添加 0.25% 胰酶，在 37 ℃，80 r/min 下摇动 30 min， 

弃去上清液，添加 0.2% Ⅱ型胶原酶，在 37 ℃，80 r/min 下摇

动 8 h。使用锥虫蓝染色计数活细胞，如果原代细胞活力高于

80%，将用 10X Genomics 平台对样品进行上机处理。

1.4.2   细胞捕获和单细胞文库的构建   将样本细胞悬液送至

博奥晶典 ( 北京 ) 公司进行测序，使用微流体芯片将单个

细胞与单个凝珠 (beads) 形成“油包水”的液滴，在液滴中

裂解捕获的细胞，通过 Oligo(dT) 磁珠富集带有 polyA 尾的

mRNA，随后在 Fragmentation Buffer 中用二价阳离子将得到

的 mRNA 随机打断。以片段化的 mRNA 为模版，寡核苷酸

为引物，在 M-MuLV 反转录酶体系中合成 cDNA 第一条链，

随后用 RNaseH 降解 RNA 链，并在 DNA polymerase Ⅰ体系

下，以 dNTPs 为原料合成 cDNA 第二条链。纯化后的双链

cDNA 经过末端修复、加 A 尾并连接测序接头，用 AMPure 

XP beads 筛选 370-420 bp 的 cDNA 进行 PCR 扩增并再次使用

AMPure XP beads 纯化 PCR 产物，最终获得文库。在测序的

flow cell 中加入 4 种荧光标记的 dNTP、DNA 聚合酶以及接头

引物进行扩增，在每一个测序簇延伸互补链时，每加入一个

被荧光标记的 dNTP 就能释放出相对应的荧光，测序仪通过

捕获荧光信号，并用计算机软件将光信号转化为测序峰，从

而获得待测片段的序列信息。

1.4.3   Cell Ranger测序   Cell Ranger软件是从10X Genomics网站

METHODS:  A 31-year-old case of costal cartilage tissue discarded after a microtia reconstruction operation was obtained clinically and made into a primary 
cell suspension. Single-cell isolation was performed on the 10X Genomics platform. A single-cell RNA-seq library was constructed using Gel Bead Kit V3, and 
the library was analyzed by Illumina Novaseq6000 Sequencing and dimensionality reduction using Principal Component Analysis and  t-Distributed Stochastic 
Neighbor Embedding were used to obtain four subgroups of cells, and then to obtain marker genes for different subgroups of cells. GO and KEGG analyses were 
performed on the marker genes of each cell subgroup to analyze the biological processes that these genes may participate in.  
RESULTS AND CONCLUSION: A total of 6 634 cells were obtained by sequencing, which met the quality control standards. The costal chondrocytes are divided 
into four cell subgroups, namely, hypertrophic chondrocyte population with COL10A1 and S100A2 as marker genes; chondrocyte population with BMP2 and 
COL2A1 as marker genes; and proliferative cells with FOS and JUN as marker genes; stem cell population with MYLK and CD146 as marker genes. The further 
division of costal chondrocytes into cell subgroups is helpful for in-depth understanding of the heterogeneity of cost chondrocytes, and has positive significance 
for its application as seed cells and understanding of diseases.
Key words: single-cell transcriptome; sequencing; costal cartilage; chondrocytes; marker gene; cell grouping
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(https://support.10Xgenomics.com/single-cell-gene expression/ 

software /downloads/) 获得的。使用 cellranger 计数模块进

行比对、过滤、条形码计数和单分子标签 (unique molecular 

identifier，UMI) 计数，以生成特征条形码矩阵并确定聚类。

使用主成分分析进行降维，T 分布随机邻域嵌入可视化后通

过 K-means 算法和 Graph-based 算法生成聚类。

1.4.4   主成分分析   主成分分析是一种减少数据集的维数，

同时保持数据集之间最大差异的一种算法。这是通过保留低

阶主成分，忽略高阶主成分做到的，这样低阶成分往往能够

保留住数据的最重要方面。主成分分析限于线性维数，它不

能解释特征之间的复杂多项式关系，但它降维相对较快，当

与稀疏的矩阵一起使用时，它可以扩展到非常大的数据集。

1.4.5   T 分布随机邻域嵌入   T 分布随机邻域嵌入非线性降维

算法是通过识别具有多个相似特征的数据点，投射到不同数

据簇中的一种算法，它也是一种用于大型高维数据可视化的

统计方法，它使用概率分布来估计嵌入的情况，将数据投射

到各个孤立的簇中，实现细胞群的可视化。

1.4.6   K-meas 算法   K-means 聚类是一种划分聚类算法，计

算原理是先随机选择 k 个对象作为凝聚点，按照就近原则将

其余对象向凝聚点凝集，并计算其余对象与凝集点的距离，

计算距离的方法一般选择欧氏距离。凝集结束后，计算出各

个初始分类的中心位置，用计算出的中心位置重新进行聚类，

K-means 聚类通常适用于样本量较大的连续型变量，并且要

求已知类别数。

1.4.7   簇细胞类型注释和标记基因鉴定   使用 SingleR 突出显

示已知的标记基因可识别簇，分别对每个亚群与其他所有亚

群的基因表达平均值进行比较，获得每个亚群较高表达的基

因集合，即标记基因，使用 VlnPlot 函数生成标记基因的小

提琴图。 

1.5   主要观察指标   ①碱基含量的分布；②基因数和单分子

标签数比例；③特异性基因在亚群中表达量分布。

1.6   统计学分析   采用 SPSS 25.0 统计软件分析。计量资料以

x-±s 表示，行独立样本 t 检验，P < 0.05 为差异有显著性意义。

2   结果   Results 
2.1   10X Genomics 样品处理和 cDNA 文库制备   人肋软骨

组织制备成单细胞悬液，使用 Countess® Ⅱ Automated Cell 

Counter 进行细胞计数和细胞活率测定，细胞活率为 85%，

将细胞浓度调整为 1×109 L-1
。利用 Illumina HiSeq 测序平台进

行测序和初级分析，进行数据可视化，在单细胞水平上生成

了肋软骨组织中基因表达的深层转录图，获得 6 634 个细胞

进行分析，检测到单个细胞的单分子标签和基因中位数分别

为 16 405 和 2 956。81.8% 的测序饱和率表明对可用转录本

进行了全面取样。以上数据见图 1A。

对数据分析之前进行了严格的数据质控，首先检测了碱

基含量的分布，见图 1B，其用于检测有无 AT、GC 分离现象。

理论上普通文库的 G 和 C 碱基及 A 和 T 碱基含量每个测序

循环上应分别相等，且整个测序过程稳定不变，呈水平线。

由于随机引物扩增偏差等原因，常常会导致在测序得到的每

个 read 前几个碱基有较大的波动，这种波动属于正常情况。

由图 1B 中 GC 含量分布看出，未检测到 AT、GC 分离现象。

在文库构建过程中可能会掺入死细胞，或者多个细胞被捕获

在同一个液滴中，产生潜在的多重细胞，因此利用基因数和

单分子标签数进行质控，见图 1C，基因数大于 5 000、大部

分细胞的单分子标签数大于 10 000，是一组高质量的测序数

据。随着测序数据量的增加，单细胞检测到的基因数量和单

分子标签的数量也随之增加，两者之间呈明显正相关，见图

1D。细胞的单分子标签数与基因数的相关性可以确定是否有

大量死亡或濒死细胞的线粒体污染，此次数据得分为 0.89，

符合要求，可以进行后续分析。

2.2   根据单细胞转录组测序数据进行细胞分群   为了深入剖

析肋软骨细胞的异质性，首先对表达数据单分子标签归一

化，然后主成分分析降维，见图 2A，选取 K-means 聚类算

法进行细胞分群，同时利用 T 分布随机邻域嵌入进行可视化

的聚类分析，获得了 4 个聚类 (Cluster) 的细胞群，不同类的

细胞亚群标记为不同的颜色，见图 2B。每个亚群都有特异

的标记基因，图中显示了各亚群中前 20 名的差异基因，见

图 2C。结合软骨细胞特征性基因在各群中的表达情况，发现

Cluster1 是以 COL10A1、S100A2 为标记基因的细胞群，这群

细胞在该样本中占比 36%；Cluster2 是以 BMP2、COL2A1 基

因为标记基因的细胞群，细胞数占总样本的 36%；Cluster3

是以 FOS、JUN 基因为标记基因的细胞群，细胞数占总样本

的 25%；Cluster4 是以 CD90、CD146 基因为标记基因的细胞 

群，细胞数占总样本的数量最少，仅为 3%，见图 2D。

为了进一步区分每个聚类，基于基因平均表达量和亚群

之间的差异表达基因进行协方差统计分析，研究发现标记基因

均具有较高的特异性，可以识别细胞类型，见图 3。Cluster1 

中肥大软骨基因 COL10A1、钙调蛋白 S100A2、抑制基质降

解蛋白 SERPINE2、软骨标记基因 SOX9 表达比较高，成软骨

基因 COL2A1、COL9A1、增殖调控基因 FOS、JUN、BCL2，热

调蛋白基因 HSPA1A 表达相对较低，因此这群细胞高表达肥

大软骨细胞标记基因，将 Cluster1 注释为肥大软骨细胞群。

Cluster2 中 成 软 骨 基 因 COL2A1、COL9A1、SOX9、BMP2，

钙调蛋白 S100A2 的基因表达相对较高，增殖性基因 FOS、
JUN，热调蛋白 HSPA1A，干细胞基因 CD90、CD146 的表达

均比较低，因此 Cluster2 是一群向软骨分化完全，但增殖能

力不强的软骨细胞群。Cluster3 中增殖性基因 FOS、JUN，抑

制凋亡的基因 BCL2，调控细胞生长的基因 HSPA1A、HAPA1B

特异性高表达，软骨分化基因 SOX9、COL2A1，干细胞基因

CD146 在 Cluster3 的表达相对较少，因此 Cluster3 被定义为

一类增殖性细胞群。Cluster4 中肥大软骨基因 COL10A1，成

软骨基因 SOX9、COL2A1 表达均较少，但调控细胞发育相关

的基因 MYLK、干细胞标记基因 CD146、CD90 等在 Cluster4

中特异性表达，将 Cluster4 注释为干细胞群。
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2.3   细胞亚群标记基因参与的生物过程    为了进一步研究

肋软骨组织中各细胞亚群相关的功能状态和潜在的调控因

子，对每个细胞群中富集的差异表达基因进行 GO 和 KEGG

分析，见图 4，结果显示：在被注释为肥大软骨细胞群的

Cluster 1 中，生物学功能方面主要富集细胞间的黏附和对

细胞迁移的调控；在细胞组分方面主要富集在细胞外基质、

细胞外泌体之中；在分子功能方面主要富集蛋白质结合和

细胞黏附等功能。在被注释为软骨细胞群的 Cluster 2 中，

生物学功能方面主要富集软骨细胞分化、Wnt 信号通路的

调节、细胞增殖和凋亡的调节；在细胞组分方面主要富集

在细胞外泌体，细胞外基质中；在分子功能方面主要富集

胶原结合、蛋白质结合、细胞外基质结合等功能。在被注

释为增殖性软骨细胞群的 Cluster 3 中，生物学功能主要富

集信号传导、细胞周期调控等方面；细胞组分方面主要富

集在细胞质、细胞核、细胞外基质等部位；在分子功能方

面主要富集蛋白结合、ATP 结合等方面。在被注释为干细

胞的 Cluster 4 中，生物学功能主要富集在细胞增殖、细胞

分化、细胞黏附、胶原分解代谢等方面；细胞组分主要在

细胞外基质、细胞外泌体、细胞膜等部位；分子功能主要

富集在激活金属酶等方面。综上所述，在细胞组分方面 4

个亚群都主要富集在细胞外基质，在分子功能方面都主要

与蛋白质结合有关。

图注：图中 A 为测序数据质控统

计表；B 为 GC 含量分布图；C 为

基因和单分子标签数小提琴图；D
为基因数与单分子标签数相关性图

图 1 ｜单细胞转录组数据质控结果

Figure 1 ｜ Quality control results 
of single-cell transcriptome data

图注：A为K-means 4聚类的主成分分析图；

B 为 K-means 4 聚类的 T 分布随机邻域嵌

入分析图；C 为各亚群前 20 名差异基因

热图；D 为每个细胞亚群的细胞数量占比

图 2 ｜四个细胞分群及差异基因热图分析

Figure 2 ｜ Analysis of four cell populations 
and differential gene heat map

图 3 ｜标记基因在各 Cluster 中表达的小提琴图

Figure 3 ｜ Violin diagram of the expression of marker genes in each Cluster
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图注：图中 A 为 Cluster1 中富集的差异基因 GO、通路分析；B 为 Cluster2 中富集的差异基因 GO、通路分析；C 为 Cluster3 中富集的差异基因 GO、
通路分析；D 为 Cluster4 中富集的差异基因 GO、通路分析。BP：生物过程；CC：细胞组分；MF：分子功能
图 4 ｜各亚群富集的 GO 分析和通路分析

Figure 4 ｜ GO analysis and pathway analysis of each subpopulation enrichment

A

B

C

D
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3   讨论   Discussion
肋软骨是人体组织中一类重要的软骨来源，与耳软骨、

关节软骨相比，其来源更为丰富，取出一部分后对正常生理

功能影响较小，常作为软骨自体移植和组织工程构建的种子

细胞来源
[17]
。针对肋软骨细胞的深入研究对其作为种子细胞

应用及疾病认识都有积极意义。

该研究通过单细胞转录组测序分析，初步将细胞分为

4 个亚群，包括肥大软骨细胞群、软骨细胞群、增殖性细胞

群和干细胞群。与 JI 等 [15]
报道的有关骨关节炎单细胞测序

的分群结果基本一致，其在研究中发现关节软骨中也含有肥

大软骨细胞群、增殖性细胞群、前体细胞群。但在骨关节炎

的细胞分群中有一群标记为稳态软骨细胞的亚群，在肋软骨

中未发现。稳态软骨细胞群中特异性高表达调节生物节律的

PER1 基因和调节细胞周期的 SIRT1 基因
[18-19]

，但这 2 个基因

在肋软骨各亚群中分布比较少且无特异性。骨关节炎测序结

果还将软骨细胞细分出一群调节软骨细胞群，其基因集富集

分析结果显示调节软骨细胞群具有大量与抗原处理和抗原呈

递相关的基因表达，表明这些细胞可能具有免疫细胞功能。

作者分析，肋软骨与关节软骨同样作为透明软骨，因此在细

胞类型上有一致性，但文献中患骨关节炎的关节软骨是病损

组织，因此在细胞分群上会有区别。

目前关于小耳畸形患者的肋软骨是否有发育异常的相关

研究证实：小耳畸形患者除耳郭发育异常外，常伴有其他器

官系统畸形，其中肋软骨畸形达 32.6%[20]
。该研究样本来源

于 31 岁小耳畸形患者的肋软骨组织，在术前对其进行胸部

CT 和 X 射线片检查，排除患者肋软骨发育不全、肋软骨畸形、

肋骨或肋软骨骨折、肋软骨高度钙化等情况，此样本肋软骨

有轻微钙化，结合其年龄属于正常情况。从软骨细胞向肥大

细胞分化进而骨化是透明软骨随年龄变化的一个特征
[21]
。

COL2A1 和 SOX9 是已知的软骨细胞标记基因，COL10A1 是肥

大软骨特异性基因，可促进细胞外基质的钙化
[22]
。根据这些

特征基因，看到在 31 岁女性肋软骨中的成熟软骨细胞和肥

大细胞各占到 36% 左右。软骨细胞肥大化是从成软骨分化到

软骨基质矿化的中间过程，软骨细胞进入增殖、肥大阶段，

表达 COL10A1 使软骨降解，会进一步钙化
[23]
。随着年龄增加，

肥大软骨细胞亚群比例是否会进一步增加，还需要后续不同

年龄样本的测序比较研究。该研究同时也为这些细胞发现新

的标志物，比如在肥大软骨细胞中特异性高表达 SERPINE2。

该基因是丝氨酸蛋白酶抑制剂家族的一员，可以多种方式影

响细胞外基质蛋白的代谢，调节细胞外基质微环境
[24]
。结合

肥大软骨细胞的特性，SERPINE2 可以作为肥大软骨细胞的候

选标记基因。COMP 在软骨细胞亚群中特异性高表达，该基

因通过与其他细胞外基质蛋白 ( 例如胶原蛋白和纤连蛋白 )

相互作用，在软骨的结构完整性中发挥作用
[25]
，COMP 可作

为透明软骨细胞的标记基因。

在细胞亚群中，看到有一群软骨表型表达不明显，但是

其增殖能力较强，在功能上与细胞周期相关的增殖性软骨细

胞群。这群细胞不仅高表达调节细胞增殖的基因如 BCL2、
FOS，热休克蛋白家族基因如 HSPA1A、HSPA1B 等表达也具

有特异性。该家族不仅是机体应激反应迅速产生的特异性蛋

白，同时也可与端粒酶协同作用，具有重要的抗凋亡作用
[26]
，

可作为增殖性细胞亚群的候选标记基因。增殖性软骨细胞占

比达 1/4 左右，其中富集大量调控 RNA 代谢过程的基因，

该群细胞在肋软骨细胞作为种子细胞应用时的作用应受到重

视。

细胞分群中，还有极少比例的干细胞。作者发现注释

为干细胞的亚群中既有 CD146 标记的内皮来源干细胞，也有

CXCR4 标记的神经来源干细胞，还有 COL1A1 标记的纤维母

细胞，CD90 标记的间质来源干细胞，提示在肋软骨发育中

可能有多种干细胞参与。

胶原蛋白家族在标记细胞亚群中发挥了重要作用。一

直以来，Ⅱ型胶原被认为是软骨细胞的特征性标志，肋软骨

中软骨基质以Ⅱ型胶原蛋白为主，也含有少量的Ⅰ、Ⅸ型胶

原蛋白，肋软骨胶原蛋白特别是Ⅱ型胶原蛋白的表达量及分

布决定了其生物学特性
[27]
，Ⅱ型胶原向Ⅰ型胶原的转换，是

被公认为去分化过程的标志
[18]
，此过程使软骨细胞转变为类

似成纤维样细胞，进而失去软骨形成能力
[28]
。该研究中，

COL2A1 在 Cluster2 中表达量最多，在 Cluster4 中表达最少，

COL1A1 基因的表达情况正好相反，在 Cluster2 中表达最少，

在 Cluster4 中表达最多，这个去分化过程是如何进行的，

Cluster1 和 Cluster3 在此过程中发挥了怎样的作用，可以后

续通过 Monocle 轨迹分析进行发育轨迹方面的探索。

GO 分析和 Pathway 通路分析显示，Cluster1-4 的细胞

组分大部分都在细胞外基质中，且生物功能也都与蛋白聚糖

的合成有关，在组织工程化软骨的构建研究中，细胞外基质

是细胞附着的支架
[29]
，为细胞提供生长和代谢的场所

[30]
。

蛋白多糖聚集体是软骨两大特异性基质成分之一
[31]
，细胞外

基质中蛋白多糖聚集体的含量可作为判断体外大量培养扩增

软骨细胞分泌基质功能的可靠依据
[32]
，因此，可以从单细胞

角度上判断肋软骨细胞是种植于组织工程支架的良好种子细

胞。

该研究利用单细胞转录组测序技术对 1例 31岁女性肋软

骨细胞进行分群，初步探讨了肋软骨细胞的异质性。既往研

究表明，肋软骨随年龄的增长会出现不同程度的钙化
[33-34]

，不

同年龄和性别会导致软骨细胞群体生物学特性有差异性
[35-36]

， 

吴迎等
[37]

对 70 例女性肋软骨进行双源 CT 三维重建发现肋

软骨的钙化率随年龄增加，但并不呈正相关。GUO 等
[38]

用

320 例连续小耳畸形患者的 CT 影像学数据进行分析，发现

女性患者的软骨钙化率高于男性 (P < 0.05)。在 6-15 岁组中，

男性和女性的钙化率相似，而其他 3 组中女性的钙化率均高

于男性。此外，女性的中至重度钙化率高于男性，因此下一

步将增加不同年龄、不同性别来源软骨细胞分群研究，进一

步明确细胞亚群间的转归和影响，深入了解各细胞亚群的特

性和潜能，对后续绘制肋软骨细胞的发育轨迹及作为种子细
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胞构建组织工程软骨提供研究基础，也为明确软骨相关疾病

发生机制提供线索。
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