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文题释义：
单细胞转录组测序技术：指在单个细胞水平上对mRNA进行扩增和测序的一项技术，能够揭示单个细胞的基因表达状态，反映细胞间的异
质性，识别不同的细胞亚群，已经被广泛应用于各个研究领域。
椎间盘退变：是椎间盘组织与年龄相关的生物力学改变，是一系列脊柱退行性疾病的发病基础，严重时会导致椎间隙高度丢失、髓核突出
甚至脱出，引起脊髓受压、神经根刺激症状，若不及时干预，将严重影响生活质量。

摘要
背景：椎间盘退变在临床上被认为是引起下腰痛的主要病因，但由于椎间盘退变发病机制尚不明确，目前仍缺乏有效手段来延缓疾病进
展。单细胞转录组测序技术可以在单个细胞水平对mRNA进行扩增和测序，揭示单个细胞的基因表达强度，根据细胞的异质性发现组织中
的不同细胞亚群，在分子水平上研究椎间盘退变的发病机制，为其早期诊断和治疗提供新的理论依据。
目的：介绍了单细胞转录组测序技术的基本原理并综述了近年来单细胞转录组测序技术在椎间盘退变发病机制中的研究进展。
方法：应用计算机系统检索PubMed、Web of Science、中国知网和万方数据库中2012-2022年出版的文献，英文检索词为：“single-cell 
RNA sequencing，intervertebral disc degeneration，sequencing technology”；中文检索词为“单细胞转录组测序，椎间盘退变，测序技
术”。排除重复、质量较差及不相关的文献，最终纳入70篇文献进行综述分析。
结果与结论：①鉴定了稳态软骨样细胞、肥大软骨样髓核细胞、纤维髓核细胞等新型细胞亚群，识别了这几种细胞亚群的标记基因、转录
因子，并阐述了这几种细胞亚群在椎间盘退变发生发展过程中的功能及分化轨迹和细胞命运，同时提出了祖细胞概念，确定了具备祖细胞
特性的细胞亚群，在小鼠体内验证了该细胞亚群治疗椎间盘退变的有效性。②识别了兼具软骨特性和纤维特性的纤维软骨样纤维环细胞和
纤维环干细胞，并在体外结合纤维软骨诱导剂和丝素蛋白及透明质酸制备了一种新型复合水凝胶，通过小鼠体内实验验证了这种水凝胶既
能修复纤维环组织也能恢复软骨基质，对于椎间盘退变有显著治疗效果。③在终板软骨组织中发现了调节性软骨细胞，其在椎间盘退变进
展中出现2种截然不同的命运并明确了2种命运中的差异基因，细胞间通讯分析表示调节性软骨细胞与内皮细胞之间互相作用从而促进血
管生成。④在退变椎间盘组织中鉴定出巨噬细胞、T细胞、髓系祖细胞和嗜中性粒细胞等免疫细胞，证明了椎间盘退变过程中存在免疫反
应，并发现载脂蛋白诱导了巨噬细胞M1和M2亚型的极化，这种极化过程通过MIF信号通路放大炎症反应来影响髓核祖细胞的活性。
关键词：单细胞转录组测序；椎间盘退变；发病机制；测序技术

Single-cell RNA sequencing and the pathogenesis of intervertebral disc degeneration

Cheng Haotian, Zhao Xiaofeng, Lu Xiangdong, Zhao Yibo, Fan Zhifeng, Qi Detai, Wang Xiaonan, Zhou Runtian, Jin Xinjie, Zhao Bin
Second Clinical Medical College of Shanxi Medical University, Taiyuan 030001, Shanxi Province, China 
Cheng Haotian, Master candidate, Second Clinical Medical College of Shanxi Medical University, Taiyuan 030001, Shanxi Province, China
Corresponding author: Zhao Bin, MD, Chief physician, Second Clinical Medical College of Shanxi Medical University, Taiyuan 030001, Shanxi Province, China

Abstract
BACKGROUND: Intervertebral disc degeneration is clinically considered to be the main cause of low back pain, but due to the unclear pathogenesis of 
intervertebral disc degeneration, there is still a lack of effective means to delay the progression of the disease. Single-cell RNA sequencing technology can 
amplify and sequence mRNA at the single-cell level, reveal the gene expression intensity of a single cell, discover different cell subsets in tissues according to 
the heterogeneity of cells, study the pathogenesis of intervertebral disc degeneration at the molecular level, and provide a new theoretical basis for its early 
diagnosis and treatment.
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文章特点—

文章阐述了单细胞转录组

测序技术的原理，综述了

其在椎间盘退变发病机制

中的研究进展。

髓核及髓核细胞亚群

纤维环及纤维环细胞亚群

终板软骨细胞

免疫细胞

分析细胞间的异质性，

识别不同的细胞亚群，

对椎间盘退变的发病机

制研究及分子治疗具有

指导意义。
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0   引言   Introduction
下腰痛是肌肉骨骼系统的一种常见退行性疾病，几乎每个人在一

生中都会发作下腰痛，根据 2017 年全球疾病负担研究的系统分析，下

腰痛在 354 种疾病中致残率最高，可影响全球约 80% 的人口
[1]
，在美国，

下腰痛导致的经济成本超过 1 000 亿美元
[2]
。椎间盘退变是引起下腰痛

的主要原因之一，研究表明，椎间盘退变随着年龄的增长而自然发生，

老年人椎间盘退变的患病率高达 90%[3]
，机械创伤、生活方式改变和某

些遗传因素可导致一些继发性疾病的发生
[4]
，如椎间盘突出症、椎管狭

窄症等，引起腰痛、感觉异常、肢体无力等症状
[5]
，严重影响患者的

生活质量，给家庭和社会经济带来了巨大负担。然而，目前对于椎间

盘退变的发病机制尚不完全明确，其危险因素复杂多样，相关的部分

学术观点也一直存在争议。椎间盘退变目前的治疗方案分为药物治疗、

物理治疗和手术治疗，针对早期椎间盘退变，往往采用口服非类固醇

类抗炎药、对乙酰氨基酚等，也可以联合热敷、按摩及各种伸展、协

调性锻炼，旨在缓解症状、改善生活质量
[6]
。一旦保守治疗失败并出现

伴有严重症状的椎间盘疾病 ( 神经根性疼痛、间歇性跛行、退行性脊柱

侧凸、马尾综合征等 )，需要进行手术治疗，目的是控制症状并尽量避

免残疾，但其成本昂贵，且可能出现术后复发、脊柱活动性丢失、邻

近节段退变等并发症
[7]
。目前仍缺乏预防椎间盘退变发生或延缓椎间盘

退变进展的有效手段
[8]
。因此，探索椎间盘退变的分子发病机制，寻找

新的诊断和预防手段来延缓椎间盘退变进展，一直是骨科脊柱领域研

究的焦点问题。

自 2009 年单细胞转录组测序技术 (single-cell RNA sequencing， 

scRNA-seq) 首次出现，近年来吸引了大量国内外学者的关注，相关的

测序技术及方法不断更新，已经成为了新的研究热点。传统的转录组

分析是使用批量 RNA 测序技术 (bulk RNA-seq) 进行的，这是对一个细

胞群体的总 RNA 进行测序的方法，可以测量细胞群体中每个基因的

平均表达水平，但却无法分析样本中的细胞异质性，对于基因表达

的本质研究还不够深入，而 scRNA-seq 能对组织中的细胞进行独立分

析，在单细胞水平上构建每个细胞的表达谱，揭示单个细胞的基因

表达状态，反映细胞间的异质性，发现新的稀有细胞类型并识别不

同的细胞亚群，深入了解细胞发育分化过程中的表达调控机制。目前

scRNA-seq 技术已经广泛应用于肿瘤、心血管病、免疫、神经科学等领 

域
[9-11]

，但有关椎间盘退变的研究尚处于起步阶段，部分学者使用

scRNA-seq 技术在椎间盘退变进展中识别了不同的细胞亚群，并提出

这些细胞亚群可能在疾病不同时期中发挥功能，在分子层面上对椎间

盘退变的治疗提出了新的思路。文章通过总结国内外相关文献，就椎

间盘退变的发病机制、scRNA-seq 技术方法及其在椎间盘退变发病机

制中的研究进展进行综述，以期为椎间盘退变的预防及治疗提供新的 

参考。

OBJECTIVE: To introduce the basic principles of single-cell RNA sequencing technology and review the research progress of single-cell RNA sequencing 
technology in intervertebral disc degeneration in recent years.
METHODS: A computer was used to search PubMed, Web of Science, CNKI and WanFang databases for the literature published from 2012 to 2022. Key words 
were “single-cell RNA sequencing, intervertebral disc degeneration, sequencing Technology” in Chinese and English. Duplicate, poor-quality and irrelevant 
articles were excluded; a total of 70 articles were eventually included. 
RESULTS AND CONCLUSION: (1) We identified new cell subsets such as homeostatic chondrocytes, hypertrophy chondrocyte-like nucleus pulposus cells and 
fibrous nucleus pulposus cells, identified the marker genes and transcription factors of these cell subsets, and described the functions, differentiation paths 
and cell fate of these cell subsets during the development and progression of intervertebral disc degeneration, and proposed the concept of progenitor 
nucleus pulposus cells. A cell subpopulation with progenitor nucleus pulposus cells properties was identified and its effectiveness in treating intervertebral disc 
degeneration was verified in mice. (2) Fibro chondrocyte-like annulus fibrosus cells and annulus fibrosus stem cells with both cartilage and fiber properties were 
identified, and a new type of composite hydrogel was prepared by combining fibrous cartilage inducers silk fibroin and hyaluronic acid in vitro. Experiments 
in mice demonstrated that this hydrogel could repair both annulus fibrosus tissue and cartilage matrix, and was remarkably effective in the treatment of 
intervertebral disc degeneration. (3) Regulatory chondrocytes were found in endplate cartilage. Two distinct fates in the progression of intervertebral disc 
degeneration were analyzed and the differential genes in the two fates were identified. Intercellular communication analysis indicated that regulatory 
chondrocytes interact with endothelial cells to promote angiogenesis. (4) Immune cells such as macrophages, T cells, myeloid progenitor cells and neutrophils 
were identified in the degenerated intervertebral disc tissues, demonstrating the existence of immune response during intervertebral disc degeneration. It 
was found that apolipoprotein induced the polarization of macrophages M1 and M2 subtypes, and this polarization process affected the activity of progenitor 
nucleus pulposus cells by amplifying the inflammatory response through the MIF signaling pathway.
Key words: single-cell RNA sequencing; intervertebral disc degeneration; pathogenesis; sequencing technology 
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pathogenesis of intervertebral disc degeneration. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2024;28(1):93-99. 

图 1 ｜ PubMed 数据库和中国知网数据库检索策略

PubMed 数据库 中国知网数据库

#1 Single-cell RNA sequencing[Title/Abstract]
#2 Intervertebral disc degeneration[Title/Abstract]
#3 Sequencing Technology[Title/Abstract]
#4 #1 OR #2 OR #3  
#5 #1 AND #2  
#6 #2 AND #3  
#7 #1 AND #2 AND #3  

#1 单细胞转录组测序
#2 椎间盘退变
#3 测序技术
#4 #1 OR #2 OR #3 
#5 #1 AND #2  
#6 #2 AND #3 
#7 #1 AND #2 AND #3 

1   资料和方法   Data and methods
1.1   资料来源   
1.1.1   检索人及检索时间   第一作者在 2022 年 9 月进行检索。

1.1.2   检索文献时限   2012 年 1 月至 2022 年 9 月。

1.1.3   检索数据库   中文数据库：中国知网、万方数据库；英文数据库：

PubMed、Web of Science 数据库。

1.1.4   检索词   中文检索词：单细胞转录组测序、椎间盘退变、测

序技术；英文检索词：single-cell RNA sequencing，intervertebral disc  
degeneration，sequencing technology。
1.1.5   检索文献类型   研究原著、综述和荟萃分析。

1.1.6   检索策略   见图 1。

1.1.7   检索文献量   中文文献 384 篇，英文文献 2 350 篇。

1.2   纳入标准   ①研究内容与椎间盘退变的发病机制相关；②研究内容

与 scRNA-seq 基本原理相关；③研究内容与 scRNA-seq 在椎间盘退变中

识别不同细胞亚群、探寻发病机制、提出组织工程治疗思路密切相关。 
1.3   排除标准   ①与文章主题相关性低的文献；②研究质量较差、证据

等级较低的文献；③重复性研究。

1.4   质量评估   共检索到 2 734 篇相关文献，排除 2 664 篇，实际纳入

70 篇，中文 4 篇，英文 66 篇。检索流程见图 2。

图 2 ｜文献检索流程图

检索中国知网数据库、万方

数据库获得相关文献 384 篇

非重复性文献 2 232 篇

相关性文献 976 篇

排除重复文献 502 篇

全文阅读排除 906 篇

浏览题目和摘要排除文献 1 256 篇

最终纳入 70 篇文献，来源于中国知网 2 篇，来源于万方医学网 2 篇，

来源于 PubMed 数据库 52 篇，来源于 Web of Science 数据库 14 篇

检索 PubMed 数据库、Web of Science
数据库获得相关文献 2 350 篇
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2   结果   Results 
2.1   椎间盘退变概述   
2.1.1   正常椎间盘结构   椎间盘是连接邻近椎体的纤维软骨组织，它通

过脊柱传递由体质量和肌肉活动引起的轴向负荷，并在一定程度上维持

脊柱的屈曲、伸展、侧弯和旋转等功能
[12]
。椎间盘由中央的髓核组织、

外层的纤维环及上下软骨终板三部分组成，健康成人椎间盘中不含神经

和血管。髓核组织是最重要的功能单位，在维持椎间隙高度和缓冲脊柱

轴向负荷中起到关键作用
[13]
。髓核组织由髓核细胞和细胞外基质组成，

髓核细胞负责维持细胞稳态
[14]
，可以合成并分泌蛋白聚糖、Ⅱ型胶原等

细胞外基质成分，其中 Aggrecan 是髓核细胞分泌最丰富的蛋白聚糖，

可与透明质酸结合、聚集形成多聚体，富含带有负电荷的硫酸化基团侧

链，通过调节渗透压来维持水合作用，保持髓核组织的亲水性，对脊柱

承受的轴向负荷起缓冲作用。纤维环组织是由 15-25 个同心层组成的层

状结构，可以划分为外层纤维环和内层纤维环，每层包含平行排列的Ⅰ

型胶原纤维和Ⅱ型胶原纤维
[15]
，此外弹性蛋白纤维在胶原纤维之间创建

了一个跨层桥接网络，具有强大的弹性和可膨胀性，在脊柱负荷期间抵

抗椎间盘的横向扩张并维持完整的结构
[16]
。软骨终板位于椎体和椎间盘

之间，约为 0.6 mm 厚，结构类似于透明关节软骨，能够通过毛细血管

的弥散功能将营养物质运输至椎间盘内，维持了椎间盘内的正常代谢
[17]
。

2.1.2   椎间盘退变发病机制   椎间盘退变是由椎间盘生理结构变化引起

的，随着年龄的增长持续进展。据报道，椎间盘退变的病因可能与遗传

易感性、糖尿病、年龄、吸烟、感染、异常的生物力学负荷相关
[18]
，

在影像学上表现为 T2 加权 MRI 上髓核组织的含水量减少，由高亮信号

影转变为低信号黑影。根据影像学表现的不同，先后有学者依据髓核组

织的信号强度、髓核组织与纤维环组织的界限及椎间隙高度分别提出了

Pfirrmann 分级和改良的 Pfirrmann 分级
[19-20]

，用来指示椎间盘退变的发

展与变化。

目前多数学者认为，椎间盘退变发生的病理生理学机制可能与多种

致病因素导致的细胞外基质合成 / 分解代谢失衡有关，见图 3，过度的

机械负荷使 DNA 损伤，促进细胞衰老，导致转化生长因子 β、胰岛素样

生长因子等合成代谢因子的分泌减少，抑制了细胞外基质的合成
[21]
，髓

核细胞、纤维环细胞及免疫细胞 ( 如巨噬细胞、T 细胞、嗜中性粒细胞

等 ) 产生炎症因子，如肿瘤坏死因子 α、白细胞介素 1α/β、白细胞介素

6、白细胞介素 17、白细胞介素 8、白细胞介素 2、白细胞介素 4、白细

胞介素 10、干扰素 γ 和各种趋化因子
[22]
，这些炎症因子的激活诱导线

粒体损伤，导致椎间盘组织能量供应不足
[23]
，同时促进细胞外基质分解

酶的合成，如基质金属蛋白酶和聚蛋白多糖酶，促进了细胞外基质的降

解，引起细胞外基质代谢的不平衡
[24]
。此外，过度的机械负荷和炎性刺

激还会诱导氧化应激，产生大量活性氧，进一步加速细胞衰老并诱导细

胞凋亡
[25-26]

。因椎间盘组织存在于无血管、高渗、缺氧的微环境中，产

生的细胞废物无法得到彻底处理，这些刺激的积累使椎间盘微环境稳态

进一步失调，还会损伤组织的自我更新能力，加速椎间盘退变的进展，

形成恶性循环
[27]
。当椎间盘组织的结构发生严重改变时，椎间隙高度大

量丢失，椎间盘失去其生物力学功能，纤维环组织开始出现裂隙，大量

炎症因子聚集，促进脑源性神经营养因子、神经生长因子及血管内皮生

长因子生成
[28]
，诱导椎间盘组织中新生血管形成和神经生长，这些炎性

刺激的增加与神经血管生长引起的痛觉过敏导致了椎间盘源性疼痛。当

纤维环组织的完整性被破坏，在长期椎间盘退变的条件下会引起椎间盘

突出症、椎管狭窄症，从而出现神经压迫的症状如疼痛、麻木、无力等。

2.2   scRNA-seq 技术方法   scRNA-seq 技术方法包括单细胞分离、mRNA
反转录及 cDNA 扩增、高通量测序、数据分析 4 个步骤

[29]
，见图 4，其

中单细胞分离、mRNA 反转录及 cDNA 扩增是整个技术流程的重点，对

最终结果的准确性起关键作用
[30]
。

2.2.1   单细胞分离   scRNA-seq 的第一步是在样本中分离捕获单个细胞。

常用的单细胞分离方法包括连续稀释 (serial dilution)、激光捕获显微切

割 (laser capture microdissec-tion，LCM)、荧光激活细胞分选 (fluorescence 
activated cell sorting，FACS) 和微流控分选 (Microfluidics)[31]

，见表 1。

2.2.2   mRNA 反转录及 cDNA 扩增   根据细胞类型的不同，单个细胞的

RNA 含量仅为 1-50 pg[37]
，但高通量测序所需要的 DNA 样品量为 200 ng

以上，无法满足测序的要求，因此要将mRNA反转录为 cDNA后进行扩增。

表 1 ｜单细胞分离方法

分离方法 原理 优缺点

连续稀释 连续稀释细胞群 操作简便，但精确度低、可重复性差

激光捕获显

微切割 (LCM)
在显微镜下通过可视化直

接从固体组织样本中分离

单个细胞
[32]

对特定区域的细胞进行精确切割，保留

空间位置信息，但容易破坏细胞的完整

性
[33]

荧光激活

细胞分选
(FACS)

将待测细胞制成单细胞悬

液，通过荧光标记的方法

对特定细胞进行分选
[34]

精确度高、通量高，但起始时需要大量

细胞，在分选过程中易造成细胞损伤

微流控分选 将细胞分离至纳升级的微

容器后捕获单个细胞
[35-36]

所需起始样本量低、通量高、成本低

图 3 ｜椎间盘退变的发病机制

图 4 ｜单细胞转录组测序 (scRNA-seq) 的技术方法

反转录

在 cDNA 扩增过程中，为避免不等比例扩增造成的测序结果偏倚，特异

性分子标签 (unique molecular identifiers，UMI) 被当前大部分 scRNA-seq
技术所应用，每个 UMI 分别代表一个单独的转录本，使每个细胞和基因

的转录本数量被量化，以校正偏倚，提高定量准确性
[38]
。目前常用的单

细胞转录组扩增方法有模板转换法扩增技术 (SMART-seq/SMART-seq2)、
体外线性扩增技术 (CEL-seq/CEL-seq2)、大规模平行扩增技术 (MARS-seq)、
微流体技术 (Drop-seq)，见表 2。

表 2 ｜常用单细胞转录组测序技术 (scRNA-seq) 方法

技术名称 发表

年份

第一作者 转录

区域

特点

SMART-seq 2012 RAMSKÖLD[39]
全长 可以得到 cDNA 全长，提高转录本的

测序覆盖率，但通量低、灵敏度低

SMART-seq2 2013 PICELLI[40]
全长 在保证转录本全长覆盖的基础上较

SMART-seq 灵敏度提高

CEL-seq 2012 HASHIMSHONY[41] 3′ 端 采用线性扩增技术，较传统 PCR 技术

灵敏度高

CEL-seq2 2016 HASHIMSHONY[42] 3′ 端 在 CEL-seq 的基础上进一步提高了灵

敏度，约为其 3 倍

MARS-seq 2014 JAITIN[43] 3′ 端 通量大，可以同时检测多个细胞，在

检测基因表达方面有较高的准确性
[44]

Drop-seq 2015 MACOSKO[45] 3′ 端 快速、廉价、高通量，但测序深度较

浅，通常每个细胞只能检测到 10%-
50% 的转录组

(1) SMART-seq：SMART-seq 是一个具有里程碑意义的重要技术，由

RAMSKÖLD 等
[39]

学者在 2012 年提出，在 cDNA 的 3′ 末端添加几个超过

模板的 C 碱基，再进行模板转换和 PCR 扩增得到 cDNA 全长。SMART-
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seq技术的优势是可以提高转录本的测序覆盖率，但具有通量低、成本高、

耗时长等缺点，且灵敏度不高，在实际中应用较少。SMART-seq2 是在

SMART-seq 的基础上优化而来，在灵敏度和准确度上有所提高，降低了

扩增偏倚
[40]
。

(2) CEL-seq：HASHIMSHONY 等
[41]

通过反转录带有 poly-A 尾巴的

mRNA 片段，利用体外转录 (IVT) 对 mRNA 进行线性扩增，获得足够的

cDNA 构建文库。这解决了以往 mRNA 提取量不足的问题，相比于传统

的 PCR 扩增技术也具有更高的灵敏度。随后该研究者对 CEL-seq 进行改

进研发出 CEL-seq2，它通过使用 3′ 端标记法显著提高了灵敏度
[42]
，大

约是 CEL-seq 的 3 倍。

(3) MARS-seq：MARS-seq 是一种自动化的 scRNA-seq 方法，由 JAI-
TIN 等

[43]
学者提出，通过对来自目标样本的单个细胞进行荧光激活细胞

分选，可以高效地识别不同组织和疾病的独特细胞类型。MARS-seq采用3′
末端计数 mRNA 测序方法，可生成部分 cDNA 转录本 ( 非全长 )，在初始

反转录步骤中，cDNA 在体外转录 (IVT) 汇聚和扩增之前使用 UMI 标记、

定量单个细胞内单个基因的表达水平，从而减少扩增步骤带来的操作偏

倚，实现了 cDNA 扩增的多重检测，既简化了过程，又显著提高了样品

通量，对复杂组织中的高效采样具有显著优势
[44]
。

(4) Drop-seq：MACOSKO 等
[45]

学者开发了以微流控技术为基础的

Drop-seq，他们利用微流控装置将带有 UMI 的 oligo-dT 引物和细胞一起

装入微小的液滴，在各单管中平行进行反转录、PCR 扩增，建立了快速、

廉价、高通量的单细胞转录组测序方法，据报道其成本是荧光激活细胞

分选的十分之一。但 Drop-seq 技术只能对 3′ 端转录的 mRNA 进行测序，

可能会有少量信息丢失。

2.2.3   高通量测序及平台   高通量测序技术可以对数百万个 DNA 同时进

行测序
[46]
，主要有全长测序与基于标签测序 2 种方法。目前最常用的单

细胞测序平台主要是 10X Genomics 公司的 Chromium 系统和 BD 公司的

Rhapsody 系统，此外还有 ICELL8 单细胞分析平台、Illumina® Bio-Rad® 和

Fluidigm C1 单细胞全自动制备系统
[47]
。10xGenomics Chromium 单细胞

平台的测序原理与 Drop-seq 技术相似，基于微流控液滴捕获细胞，能高

效地进行单细胞标记、测序和分析，在短时间内每个样本可以测得几万

个细胞的转录组信息，在降低成本的同时显著提高了单细胞转录组测序

分析的效率。

2.2.4   数据处理及分析   scRNA-seq 数据处理及分析流程包括数据预处理

( 质量控制、归一化、数据标准化等 )、细胞和基因水平的后续分析
[48]
。

完成高通量测序后会产生大量基础数据，在 scRNA-seq 数据分析前必须

严格过滤数据并进行质量控制，在预处理中把特异分子标签序列、连接

序列、接头序列去除，并通过移除低质量碱基和被污染的 DNA 等来控

制数据质量，提高了数据分析的精度及效率。数据标准化是预处理的关

键步骤，直接关系到下游分析结果的可靠性，目前常用的方法是 CPM、

Scran、Seurat 和 Scater 等 [49]
，通过这些统计学方法消除各单细胞文库

之间的差异，降低因测序深度、表达模式不同而导致的偏倚，提高数据

的可信度
[50]
。细胞和基因水平的后续分析是利用生物信息学手段将所得

到的数据进行过滤和可视化处理，基于过滤后获得高质量的细胞基因表

达谱，对细胞进行差异基因表达的鉴定、降维分析、聚类分析、细胞轨

迹推测、寻找 marker 基因、功能富集分析等。

2.3   scRNA-seq 在椎间盘退变发病机制中的研究   
2.3.1   髓核及髓核细胞亚群   髓核是位于椎间盘中心的凝胶状组织，因

其细胞外基质中含有大量的蛋白聚糖而具有高水平的水合作用，为椎间

盘提供了独特的生物力学特性。髓核细胞是球形的软骨样细胞，分布密

度约为 4×106/cm2
，目前被广泛认为是调控合成代谢和分解代谢并维持

细胞外基质稳态的主要细胞群
[51]
，有学者认为，髓核细胞表型和功能的

变化、髓核细胞的衰老及凋亡在诱导髓核组织失水和促进椎间盘退变进

展方面起着重要作用。CHERIF 等
[52]

学者对同一个体的非退变椎间盘和

退变椎间盘进行了 scRNA-seq 分析，基于差异基因表达的聚类分析描绘

了 14 个不同的细胞亚群，鉴定了大量与椎间盘退变相关的生物标志物，

与非退变椎间盘相比，退变椎间盘中与氧化应激反应相关的线粒体基因

(MT-CYB、MT-ND2) 的表达量明显下降，提示氧化应激可能是椎间盘退

变发展的重要机制，此外，该团队还提出了 SPTSSB、S100A1、MGP 和

DCN 等基因通过抑制细胞外基质分解酶的活性在炎症反应、离子转运和

预防组织损伤方面发挥重要作用，这些不同细胞类型及细胞亚群之间的

特异性生物标志物和相互作用为椎间盘退变的治疗提出了具有潜在治疗

靶点的新研究路径。

HAN 等
[53]

通过 scRNA-seq 技术对正常髓核组织和退变髓核组织在

基因组和转录组水平上进行分析，鉴定了稳态软骨样细胞 (homeostatic 
chondrocytes，HomCs) 并识别其上游调控因子 FOS 和 JUN，HomCs 是早

期椎间盘退变细胞，功能富集于调节翻译过程及蛋白质 /RNA 代谢，面

对拓扑不正确的蛋白质、温度异常、转化生长因子 β 等细胞因子的刺

激，HomCs 具有显著的抗应激、维持细胞稳态的功能，能够有效地延

缓椎间盘退变的进展。剖析细化细胞分化轨迹，研究发现了髓核组织

中软骨样细胞在椎间盘退变进展中分化的 2 种截然相反的命运，命运 2 
(F2-C) 中的软骨样细胞过表达多种炎性趋化因子如 CXCL2 和 CXCL8，上

调了 COL1A1、COL1A2、COL3A1 和 MMP13 多种与细胞外基质分解相关

的基因，这可能与干扰素信号通路的激活、IFIT1 和 IFIT2 等基因的上调

相关，通过发挥抗增殖和促凋亡作用来促进椎间盘退变进展，并提出干

扰素诱导基因的上游调控成分 JAK1/STAT1 可能成为下一步从分子机制上

治疗椎间盘退变的新靶点。

为了深入探究髓核细胞不同亚群与椎间盘退变发生发展的相关性，

TU 等
[54]

通过对 8 例椎间盘退变患者髓核组织的 39 372 个细胞进行了无

偏转录的 scRNA-seq 分析，根据不同功能鉴定了髓核细胞的 6 个亚群，

发现肥大软骨样髓核细胞 (hypertrophy chondrocyte-like nucleus pulposus 
cells，HT-CLNPs) 几乎存在于椎间盘退变全程，在其亚群 HT-CLNPs- Ⅱ中

发现一种独特的细胞标志物 CHRDL2，可以通过竞争性抑制骨形态发生

蛋白来抑制软骨细胞的发育，而其亚群 HT-CLNPs- Ⅰ中功能高度富集于

抑制细胞凋亡、调节昼夜节律等通路，可以促进细胞外基质的合成，

在椎间盘退变的进展过程中发挥潜在的保护作用，为椎间盘退变的治

疗提供新的方向。纤维髓核细胞主要存在于Ⅳ级和Ⅴ级退变髓核组织

中，是晚期椎间盘退变细胞，其中纤维化相关基因 CRTAC1、COL3A1 和

MMP2 表达水平显著上调，可能通过促进细胞外基质分解、加速细胞衰

老及凋亡发挥功能，纤维髓核细胞还可以在白细胞介素 1β 介导下上调

血管内皮生长因子的表达，从而促进椎间盘中的新生血管形成，这些新

生血管的形成可以带来细胞因子、免疫细胞和神经生长因子，在加速椎

间盘退变进展的同时引起慢性腰背痛。为探究髓核组织是否存在祖细胞 

(progenitor nucleus pulposus cells，ProNPCs)，该学者还进行了细胞分化

轨迹分析，发现在髓核和纤维环交界区域内一类高表达 CD90 的髓核细

胞，称之为 CD90+ NPCs，并通过实验验证 CD90+ NPCs 可以分化为成骨

细胞、脂肪细胞和其他髓核细胞亚型，在轻度退变个体中，CD90+ NPCs
具有较强的成软骨能力，因此可以认为 CD90+ NPCs 具有祖细胞特性，

但对于其起源、分化及生态位还需进一步研究。

GAO 等
[55]

通过 scRNA-seq 技术发现一类表达尿紧张素Ⅱ受体

(urotensin Ⅱ receptor，UTS2R) 的髓核细胞群对细胞迁移、生长具有调

控功能，谱系示踪表明 UTS2R ProNPCs 以其生态位因子 tenascin-C(TNC)
存在于髓核组织外围，产生功能性髓核细胞，经分析参与细胞分化、发

育和稳态相关的几条信号通路 ( 如转化生长因子 β、表皮细胞生长因子

等 )，随后通过体内实验将 UTS2R ProNPCs 联合 TNC 移植到小鼠受伤的

椎间盘中，结果发现治疗组可明显延缓椎间盘退变的进展，确定了具有

祖细胞特性的 UTS2R ProNPCs，为椎间盘退变的治疗提供新的线索和策

略。这些结果为在单细胞分辨率和全转录组范围内鉴定髓核细胞亚群提

供了新的见解，通过识别关键细胞亚群、祖细胞、信号通路和转录因子，

模拟细胞亚群间的相互作用，深入了解细胞命运的确定，有效地为人类

椎间盘退变发生发展相关的生物修复和医疗保健提供新的线索。

2.3.2   纤维环及纤维环细胞亚群   纤维环组织的承重功能由Ⅰ型胶原蛋

白和细胞外基质实现
[56]
，纤维环细胞外基质由纤维蛋白和软骨基质组成，

当受到较高的机械应力时，纤维环细胞外基质的分解促进椎间盘退变发

生
[57]
，长期的生物力学变化还会导致纤维环组织的急性撕裂，进一步引

起椎间盘突出症。FERNANDES 等
[58]

以正常髓核组织与纤维环组织为样

本绘制 2 种不同细胞群的基因表达谱，通过 scRNA-seq 对差异基因表达

及功能富集分析，发现纤维环细胞的标志性转录因子 FOXM1 可以结合

和激活其靶基因 CENPF、CCNB1、CCNB2、KPNA2 和 PLK1 来调节细胞周

期和有丝分裂的进展，同时 FOXM1 也可以激活生存蛋白 BIRC5，能够有
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效抑制细胞凋亡，在维持健康纤维环细胞数量和活力方面发挥重要功能。

KDM4E 可能参与髓核细胞转录组细胞外基质相关基因的调控，进一步调

节细胞外基质代谢，此外正常的髓核细胞可能通过表达 DKK3 抑制 Wnt/
β-catenin 信号通路来预防椎间盘退变的发生。

WANG 等
[59]

通过 scRNA-seq 技术绘制了小鼠的纤维环单细胞图谱，

分析了纤维环细胞的异质性，确定了共表达纤维化标志物 SP7 和软骨标

志物 Sox9 的纤维软骨样纤维环细胞 (fibro  chondrocyte-like annulus fibro-
sus cells，FcAFs) 以及纤维环干细胞 (annulus fibrosus stem cells，AFSCs)，
设计了一种可以在体外诱导 AFSCs 产生 FcAFs 的纤维软骨诱导剂，根据

纤维环细胞外基质的双重特征，将纤维软骨诱导剂结合到甲基化的丝素

蛋白和透明质酸中制备出一种可光固化的新型复合水凝胶，将其植入到

椎间盘退变小鼠模型的纤维环组织中，可以促进损伤的纤维环层状组织

修复，同时还能有效地恢复软骨基质，为椎间盘退变提供了新的组织工

程治疗思路。

2.3.3   终板软骨细胞   软骨终板是位于椎间盘上下方的透明软骨，是椎体

和椎间盘的连接部分，其功能是通过弥散机制为椎间盘供给营养
[60]
。软

骨终板是中央凹陷式结构，作为椎体和椎间盘之间的压力传递器，在压

力传递过程中软骨终板可以分散部分压力，当过度的机械负荷使软骨终

板区域受损时，相邻椎间盘的营养供应明显受限，促进了椎间盘退变的

发生
[61]
。为探究终板软骨细胞间的异质性，LI 等 [62]

学者通过 scRNA-seq 
技术对人体非退变椎间盘组织中的终板软骨进行分析，鉴定了调节性软

骨细胞，并通过拟时序分析研究其分化轨迹，在调节性软骨细胞的发育、

分化过程中发现了 2 种截然不同的命运，命运Ⅰ的细胞功能富集于激活

内在和外在的凋亡信号通路、蛋白质复叠、促进血管生成等功能，诱导

软骨终板的退变；命运Ⅱ的细胞功能富集于促进成骨细胞分化、Ras 蛋
白信号转导和转录正向调节等功能，有助于软骨生长、维持稳态，而这

2 种命运受 COL10A1、SPP1、IBSP、MT1G、MT1X、OGN 等基因调控，

研究学者认为维持这几种差异基因表达的平衡至关重要，一旦平衡状态

被打破，可能发生不同的细胞功能和细胞命运。细胞间通讯分析还发现

RegCs 产生血管内皮生长因子 A(VEGFA)，通过旁分泌或自分泌的方式与

内皮细胞中的血管内皮生长因子受体 (VEGFA/KDR 或 VEGFA/FLT1 信号通

路 ) 结合，这表明着调节性软骨细胞与内皮细胞之间的相互作用具有促

血管生成的功能，进一步促进了椎间盘退变。因此，对于调节性软骨细

胞更深层次的了解、靶向治疗的研究在将来可能成为减缓甚至逆转椎间

盘退变的新方法。

2.3.4   免疫细胞   椎间盘已经被普遍认为是无免疫器官，有学者提出由

纤维环、软骨终板组成的血液 - 髓核屏障将髓核组织从宿主免疫系统中

分离出来，限制了免疫细胞和免疫介质进入髓核组织中引起炎症反应
[63]
。

当血液 - 髓核屏障受损时，髓核组织会触发免疫反应，失去蛋白聚糖并

变得纤维化
[64]
，同时基质金属蛋白酶和炎症因子如白细胞介素 1β、肿

瘤坏死因子 α 等在椎间盘微环境中过量表达
[65]
，据报道，这些细胞因子

是由免疫细胞产生，如巨噬细胞、CD8 T 细胞等，促进椎间盘组织产生

炎性疼痛并加速了椎间盘退变的进展。LEE 等
[66]

在小鼠针刺椎间盘模型

的组织学分析中发现椎间盘退变组有明显的巨噬细胞浸润，这与 SILVA
等

[67]
的研究结果是一致的，即巨噬细胞可能在白细胞介素 1β 介导下调

节蛋白聚糖和Ⅱ型胶原相关基因的表达来干扰细胞外基质合成，诱导椎

间盘的退变；WANG 等
[68]

通过 scRNA-seq 技术推测在椎间盘退变的病理

过程中产生了一种特殊类型的免疫微环境，募集到多种类型的巨噬细胞

和调节性 T 细胞 (regulatory T cells，Tregs)，这些免疫细胞通过转化生长

因子 β 和 MAPK 等信号通路调节 ID1、PTPRK 和 RAP2C 基因的异常表达，

从而促进椎间盘的病理改变。

LING 等
[69]

对 3 例 Pfirrmann Ⅱ级、Ⅲ级、Ⅳ级的人髓核组织进行

scRNA-seq 分析，鉴定了包括巨噬细胞、T 细胞、髓系祖细胞和中性粒细

胞在内的免疫细胞，功能分析显示这些免疫细胞大部分参与中性粒细胞

活化、中性粒细胞脱颗粒、凋亡信号等相关通路。轨迹分析发现在椎间

盘退变的进展过程中载脂蛋白诱导了 M1 型巨噬细胞的活化，M2 型巨

噬细胞的比例下降，这表明巨噬细胞 M1 和 M2 两种亚型的动态极化可

能在放大炎症级联反应中发挥重要作用，通过细胞间的相互作用分析，

研究者们推测核因子 κB 介导的巨噬细胞极化可能通过 MIF 信号通路诱

导炎症反应来影响髓核祖细胞的活性。总体而言，这些结果表明，椎间

盘退变过程中由免疫细胞介导的炎症性改变是一个复杂的过程，涉及多

种细胞类型在疾病不同阶段的相互作用，了解椎间盘中的巨噬细胞积累、

定位和表型转变可以提高对椎间盘退变病理生理学的了解，可能有助于

确定未来的治疗靶点，见表 3。

表 3 ｜单细胞转录组测序技术 (scRNA-seq) 在椎间盘退变发病机制中的
研究

第一作者 发表

年份

组织

来源

细胞类型 主要成果与结论

CHERIF[52] 2022 人 髓核细胞 鉴定了大量与椎间盘退变进展相关的生物

标志物，提出氧化应激可能是椎间盘退变

发展的重要机制

HAN[53] 2022 人 髓核细胞 鉴定了稳态软骨样细胞并分析其具有抗应

激、调节代谢的功能，提出了软骨样细胞

的 2 种分化命运及相应的调控因子

TU[54] 2022 人 髓核细胞 识别了肥大软骨样髓核细胞和纤维髓核细

胞并标记了相应的细胞标志物，初步识别

了一类具有祖细胞特性的髓核细胞

GAO[55] 2022 小鼠 髓核细胞 在小鼠体内发现了一类髓核祖细胞并标记

其生态位，通过小鼠体内实验验证其对椎

间盘退变有显著治疗效果

FERNANDES[58] 2020 人 纤维环细

胞

绘制了纤维环细胞的基因表达谱，识别了

纤维环的标志性转录因子和靶基因，提出

细胞凋亡是椎间盘退变发生的重要机制

WANG[59] 2022 小鼠 纤维环细

胞

在小鼠体内鉴定了纤维软骨样纤维环细胞

和纤维环干细胞，并以其为基础制备了新

型水凝胶应用于小鼠椎间盘退变的治疗，

取得了良好的疗效

LI[62] 2022 人 终板软骨

细胞

鉴定了调节性软骨细胞并探索其 2 种相反

的分化命运，识别了 2种命运的调控基因，

并发现调节性软骨细胞与内皮细胞相互作

用从而促进血管生成

WANG[68] 2021 人 免疫细胞
( 来源于髓

核组织 )

识别了多种椎间盘退变发展过程中的免疫

细胞，并推测了这些免疫细胞发挥作用的

调控基因和相应通路

LING[69] 2022 人 免疫细胞
( 来源于髓

核组织 )

发现了在椎间盘退变进展中载脂蛋白通过

调控巨噬细胞表型的极化放大炎症反应，

进一步影响髓核祖细胞的活性来促进椎间

盘退变发展

3   总结与展望   Summary and prospects 
3.1   既往 他 人在 该 领 域 研 究 的 贡 献 和 存 在 的 问 题   自 DIAZ-HERNANDEZ 
等

[70]
首次将 scRNA-seq 技术应用于椎间盘退变领域以来，引导了大量

学者的深入研究，近年来研究员们通过 scRNA-seq 技术取得了如下成果：

①在获取的椎间盘样本中绘制单细胞图谱，明确了细胞类型，识别了新

的细胞亚群，鉴定了不同的细胞标记物，分析了每个细胞中各个基因的

表达强度；②剖析了细胞分化轨迹并发现分化过程中不同的细胞命运，

同时鉴定不同细胞命运中的关键调控基因；③构建了细胞互作网络，明

确细胞间的相互作用机制。随着测序技术的不断完善，研究的重心也会

转移到对其他类型分子的测量和分析上，如 DNA 甲基化、染色质可及

性以及蛋白质丰度等，此外单细胞多组学、空间转录组技术也是未来的

一大热门方向。然而，如何整合这些不同的数据类型是将来所要面对的

挑战。

3.2   作者综述区别于他人他篇的特点   在文献检索过程中作者发现，作

为近年来的热点技术，scRNA-seq 技术被国内外大量学者广泛应用于肿

瘤、心血管病、免疫、神经科学等领域，但在椎间盘退变领域中研究较

少，而且尚无全面、系统的文章将 scRNA-seq 技术在椎间盘退变领域的

研究成果进行综述。此文详细介绍了 scRNA-seq 的技术方法，更加全面、

深入地阐述了 scRNA-seq 技术在椎间盘退变发病机制领域的应用，并总

结了多位学者近年来在椎间盘退变发生发展过程中发现的关键细胞亚群

及调控基因，提出了可能存在的分子治疗靶点。

3.3   综述的局限性   scRNA-seq 技术目前仍存在局限性，成千上万个细

胞的遗传物质组成的数据库所含数据量庞大，样本的制备及构建文库的

成本高，分析起来更为复杂，所需时间及成本较高。scRNA-seq 技术的

另一个问题是在 mRNA 反转录和 cDNA 扩增时会造成转录样本的丢失，

尤其是 Drop-seq 技术的测序深度较浅，通常每个细胞只能检测到 10%-

50% 的转录组，这导致细胞中部分基因未被检测到，细胞间的基因表达
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综  述

也会有明显误差。这些问题与挑战需要现存技术的更新和发展以及开发

新的技术来解决。且该综述的内容是研究学者们对椎间盘退变发病机制

的探索，目前这些研究成果尚未广泛应用于人类椎间盘退变的治疗中。

3.4   综述的重要意义   椎间盘由髓核、纤维环、软骨终板三部分组成，

每个组成部分的细胞也有较强的异质性，传统的批量 RNA 测序技术 (bulk 
RNA-seq) 只能对一个细胞群体进行测序，在椎间盘组织中只能分析退变

和非退变组织中的差异基因，但是对于细胞间异质性的分析、差异基因

的来源和定位、新型细胞亚群的识别、转录因子的发现、细胞分化轨迹

的探索是不足的，而通过 scRNA-seq 就能很好地解决这些问题，尤其是

细胞亚群、差异基因和细胞标志物的鉴定具有重要意义。

该文章介绍了 scRNA-seq 技术的基本原理，综述了 scRNA-seq 
技术在椎间盘退变发病机制中的国内外研究进展。髓核细胞是调控细胞

外基质合成和分解代谢的重要功能单位，被普遍认为是椎间盘退变发病

中的关键因素，多位学者通过 scRNA-seq 技术鉴定了髓核细胞的多个细

胞亚群，如稳态软骨样细胞、肥大软骨样髓核细胞、纤维髓核细胞，揭

示了各细胞亚群的功能状态，阐述了细胞亚群表型转变的调控因素，发

现了多个在椎间盘退变进展中异常表达的靶标基因、转录因子，推测了

多条可能参与其中的信号通路，同时深入探索具备高分化、增殖能力的

髓核祖细胞。此外，纤维环细胞外基质的损失也会导致纤维环组织纤维

化，终板软骨细胞的退变可能会导致营养供应受限，免疫细胞的激活和

浸润是导致椎间盘微环境中炎症因子产生的原因，通过 scRNA-seq 技术

对纤维环细胞、终板软骨细胞和免疫细胞进行分析，既寻找了纤维环细

胞中的新型细胞亚群，并以其为基础研制椎间盘退变的组织工程治疗方

案，又剖析了终板软骨细胞中调节性软骨细胞的分化轨迹及命运，认为

调节性软骨细胞作为关键细胞亚群可能发挥促进和减缓椎间盘退变的双

重作用，还分析了椎间盘退变发展过程中不同免疫细胞的功能，推测出

巨噬细胞的动态极化在椎间盘退变发展过程中放大了炎症反应。

临床上椎间盘退变的发病机制多种多样且尚无定论，早期通常采

用非手术治疗手段，往往出现严重症状时进行手术干预，对于早期的椎

间盘退变目前缺乏延缓、终止甚至逆转疾病进展的有效手段，文章综述

了多个在椎间盘退变中的关键细胞亚群，以期能够更加深入地了解椎间

盘退变的发病机制，未来能够通过关键细胞亚群及其调控基因制定靶向

治疗方案。

3.5   课题专家组对未来的建议   尽管目前 scRNA-seq技术仍存在局限性、

挑战性，但其在椎间盘退变领域已经取得了一定的研究成果，下一步应

继续改善 scRNA-seq 的技术方法，结合单细胞多组学、空间转录组等技

术应用于椎间盘退变领域研究中，并根据这些研究制定个性化的治疗方

案，开发以分子机制为基础的治疗策略，必要时可以联合 3D 打印手段

重建椎间盘的生理结构和生物力学特性，实现精准靶向治疗。
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