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【提要】 骨关节相关疾病种类较多，主要包括炎症类（如类风湿性关节炎）、外伤或生理性

疾病（如骨质疏松）等，发病机制较复杂。单细胞测序主要包括转录组测序、表观基因组测序及

全基因组测序，能够较精细、准确地反映组织的状态。因此，单细胞测序技术在发现和解析骨关

节相关疾病发病机制方面有广阔的应用前景。文章针对单细胞测序技术在关节软骨细胞、髓核

细胞、滑膜细胞和巨噬细胞中的应用进行综述，为今后骨关节疾病发病机制的临床研究和基础

实验提供理论依据。

【关键词】 单细胞测序；骨关节疾病；细胞；发病机制

  【文章编号】 1673⁃6575（2024）04⁃0439⁃05     DOI：10.11864/j.issn.1673.2024.04.17
脊柱退变性疾病、脊髓损伤、骨关节退变性疾

病、免疫相关性关节病、创伤、骨原发性肿瘤等是常

见的骨科相关疾病［1-3］，给患者个人、家庭和社会造成

了巨大的负担。随着研究的深入越来越多的学者骨

科相关疾病的分子机制及新的有效治疗手段进行

了［4-5］探讨。

单细胞测序主要包括转录组测序、表观基因组

测序及全基因组测序。单细胞转录组测序是指在单

个细胞水平上对 RNA 进行高通量测序和分析的技

术，其可从表达量、细胞量及细胞组成等多个角度描

述样本，使研究人员能够了解转录组细胞间的变异，

识别不同的细胞类型，并获得病理过程的新视角，有

助于全面了解疾病的病理生理学，促进制订有效的

治疗方案［6］。
转录组测序技术可以鉴别生物成分、识别新基

因，并阐明参与疾病过程的相关信号网络，现已被用

作研究骨科疾病的有力工具［7］，但因其不能揭示特定

细胞亚群或单细胞水平的基因表达差异，限制了其

在疾病病理生理学研究中的应用［8］。
在生物学研究中，单细胞测序与普通转录组测

序相比具有四大优势［9-10］：（1）可以揭示细胞异质性

或特定的亚簇；（2）可以描绘组织在生理和病理过程

中不同细胞状态、转变和分化的轨迹；（3）富集分析

结果可用于构建异质性细胞的信号模型；（4）可以揭

示细胞群之间的调节网络。单细胞测序的发现提高

了医者对疾病的整体理解，从而为预防甚至治愈骨

科相关疾病提供了有前景的方案。本文就单细胞测

序技术在骨关节相关疾病研究中的应用进行概述。

1 单细胞测序技术在关节软骨细胞中的应用

关节软骨主要由软骨细胞组成，软骨细胞由间

充质干细胞分化而来，在细胞外基质代谢和维持软

骨组织稳态中发挥重要作用。不同亚型软骨细胞的

生理功能不同，细胞的表型决定软骨能否发挥正常

功能，甚至影响骨关节功能。目前通过单细胞测序

已经发现部分可能与骨关节疾病相关的细胞亚群，

但直接影响骨关节疾病发生发展的软骨细胞亚群仍

需进一步研究明确。不同疾病单细胞拷贝数有差

异，因此可以通过单细胞RNA测序技术分析鉴定具

有特定鉴别标记和转录因子的细胞亚群，从而确定

不同骨关节疾病的细胞类型，从细胞分子的层面上

阐明疾病的发生机制。

目前已发现关节软骨中的软骨细胞亚型包括肥

大性软骨细胞、前肥大性软骨细胞和增生性软骨细

胞。肥大性软骨细胞可调控软骨内周围基质的矿

化，前肥大性软骨细胞具有调节增生性分化的功能，

增生性软骨细胞主要分布于生长板增生性区域［11-12］。
近年来有研究在骨关节炎中发现了衰老细胞，其具

有衰老相关分泌表型和细胞周期阻滞的特征，清除

衰老细胞可缓解创伤后骨关节炎［13］。
软骨祖细胞表达干细胞相关表面的标记，并可

多向分化，因此其有维持细胞自我更新、促进软骨细

胞修复的作用［14］。软骨祖细胞迁移至损伤部位后，

能分化成软骨细胞、成骨细胞［15］。迁移的软骨祖细

胞募集到受伤的软骨后，能够进行原位组织修复，相

对于非迁移的半月板细胞，迁移的细胞更具成克隆

性、过表达的祖细胞标记，以及更大的侧群。基因表

达谱分析结果表明，与其他半月板细胞相比，具有祖

细胞特性的细胞簇与软骨祖细胞更为相似；与关节
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软骨一样，半月板损伤后调动了具有强大修复潜力

的内在祖细胞群［16］。
某些基因的表达可调节软骨细胞的分化过程，

并决定软骨分化所处的阶段，如软骨细胞从增殖期

向肥大期分化时，肥大软骨细胞中碱性磷酸酶和十

型胶原蛋白基因的表达水平会显著增加［17］。在健康

人的半月板中除了纤维软骨细胞、调节性软骨细胞、

增殖前软骨细胞、软骨祖细胞和增殖纤维软骨细胞，

还发现纤维软骨细胞祖细胞和内皮祖细胞 2种具有

祖细胞特性的新亚型，拟时序分析发现纤维软骨细

胞祖细胞和内皮细胞处于细胞动态发育起始处［18］。
有学者认为关节炎软骨修复失败的原因与炎性

环境相关，在炎性环境下软骨祖细胞无法从软骨深

层迁移到表面修复损伤的软骨［19］。Grandi等［20］通过

利用健康软骨和骨关节炎的软骨样品，建立单细胞

图谱，揭示了不同的软骨细胞祖细胞和炎症调节亚

群，共表达白细胞介素-1RI/肿瘤坏死因子RII的软骨

细胞亚群可降低炎症反应，以CD24标记的炎症抑制

亚群对炎症具有抵抗力。因此，有学者认为可以通

过软骨细胞的分化来明确骨关节炎的发展进程［21］。
Ji等［22］对骨关节炎患者的 1 464个软骨细胞进行

分析鉴定，明确 3个新表型的细胞群：效应软骨细胞、

调节性软骨细胞和稳态软骨细胞。效应软骨细胞可

能通过氨基酸代谢、三羧酸循环和糖酵解等过程为

细胞提供能量，参与软骨的合成和分解。调节性软

骨细胞通过免疫调节间接参与代谢，其中一部分调

节性软骨细胞也高水平表达免疫特异性的标志物，

呈现与免疫细胞相似的功能，说明其可能参与调节

免疫反应或炎症引起的代谢失衡。稳态软骨细胞表

现出与细胞周期调节、代谢过程和发育相关基因的

高表达，这意味着其可能在骨关节炎进展的背景下

对昼夜节律时钟发挥作用。因保护性基因高度表

达，这 3个细胞群对骨关节炎进展具有保护作用。此

外，Ji等［22］还鉴定了 2个肥大软骨细胞亚群：肥大软

骨细胞-A，其高表达与软骨发育和结缔组织发育相

关的基因；肥大软骨细胞-B亚群，高表达与细胞外基

质组织、骨化和矿化相关的基因。

Chou等［23］对膝关节炎组织进行单细胞测序，也

鉴定出了调节性软骨细胞、纤维软骨细胞、稳态软骨

细胞、肥大软骨细胞和肥大前软骨细胞；还发现了两

种新的软骨细胞群体：修复性软骨细胞和前成纤维

软骨细胞，前者因细胞外基质信号传导和胶原纤维组

织相关基因的高表达而表现出高修复能力，后者因成

纤维细胞相关基因和白细胞介素（interleukin, IL）-11
的高表达可能在 ERK 信号传导中发挥重要作用。

Zhang 等［24］通过单细胞测序分析明确纤维软骨细胞

主要存在于晚期骨关节炎中，并影响胶原蛋白的形

成，从而影响软骨的拉伸刚度和强度。由此可知，通

过改变纤维软骨细胞的功能可促进胶原蛋白形成，

为骨关节炎提供了新的治疗方向。

在青年人群的健康椎间盘中也分析鉴定出调节

性软骨细胞、稳态软骨细胞和效应软骨细胞，这些胞

外基质特征差异的软骨细胞亚群，为进一步探索软

骨细胞维持椎间盘稳态的机制提供了新的视角［25］。
上述研究完善了软骨细胞的分类，发现了新的

软骨细胞亚群，提高我们对骨关节炎的认识，但新的

软骨细胞亚群在人体内的功能及发病机制有待进一

步研究探索。

2 单细胞测序在关节髓核细胞中的应用

椎间盘退变被认为是导致腰痛的主要病理因

素，了解人类椎间盘退变的分子机制对于制订椎间

盘退变相关疾病的治疗策略至关重要。Ling等［26］通
过单细胞RNA测序对切除的不同级别退变椎间盘进

行有关椎间盘退变进展过程中的分子程序、谱系进

展模式和细胞通信路径分析，发现了代谢稳态髓核

细胞、黏附髓核细胞、炎症反应髓核细胞、内质网应

激髓核细胞的新细胞亚型和细胞类型特异性基因特

征，还鉴定了纤维软骨髓核细胞和CD70+、CD82+祖髓

核细胞。椎间盘退变晚期，炎症反应髓核细胞和纤

维软骨髓核细胞占髓核细胞的比例较高。Ling等［26］

还鉴定了包括巨噬细胞、T细胞、骨髓祖细胞和中性

粒细胞在内的免疫细胞，进一步分析表明，巨噬细胞

和祖髓核细胞在进展过程中通过巨噬细胞迁移抑制

因子和NF-kB信号通路发生显著的细胞间相互作用。

此外，在椎间盘退变的进展过程中发现了巨噬细胞

M1和M2细胞亚型的动态极化，基因集功能富集分析

结果表明巨噬细胞极化在调节细胞代谢，特别是髓

核祖细胞中具有重要作用。椎间盘退变晚期的髓核

细胞主要由与炎症和内质网反应以及纤维软骨活性

相关的细胞组成。此研究结果为在单细胞分辨率和

相对全转录组规模下鉴定髓核细胞群提供了新的见

解，并明确了免疫细胞和髓核细胞之间的细胞通信，

以及与特定细胞亚群相关的判别标志。这些新发现

为有效和功能性地操纵人类椎间盘退变相关的生物

修复和医疗保健提供了参考。

Gan等［25］使用单细胞RNA测序技术分析健康椎

间盘髓核、纤维环、软骨终板组织，鉴定出髓核祖细

胞亚群、髓核祖细胞亚群特异性高表达间充质祖细

胞标志物 PDGFRA 和中胚层来源间充质标志物

PRRX1，提示髓核内可能存在具有干性潜能的细胞

群体。进一步分析发现部分髓核祖细胞亚群高表达

干性基因 PROCR 和软骨生成相关的重要转录因子

SMAD3，同时应用免疫荧光染色证实了PROCR+细胞
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内 p-SMAD3高度活化。随后，研究人员利用 PROCR
富集分析了髓核祖细胞群体，发现该细胞群具有较

强的体外克隆形成能力，与拟时序分析结果一致，体

外实验证实 PROCR+细胞具有成骨、成软骨和成脂三

系分化能力。

椎间盘退变是由髓核细胞功能障碍和髓核祖细

胞衰竭引起的。目前，由于缺乏体内研究证实髓核

细胞是否是异质的并且在整个人生阶段都含有髓核

祖细胞，髓核细胞在椎间盘退变期间的细胞应用受

限。Gao 等［27］的研究中，纯化的髓核细胞的单细胞

RNA 测序用于绘制四个分子定义的群体，并在小鼠

和人类标本中鉴定出表达尿紧张素Ⅱ受体的产后髓

核祖细胞，这些髓核祖细胞在椎间盘退变期间明显

耗尽。谱系追踪表明，尿紧张素Ⅱ受体+髓核祖细胞

优先位于髓核外围，其利基因子Tenascin-C并产生功

能性髓核细胞。这也证明了将具有生腱蛋白-C的尿

紧张素Ⅱ受体联合髓核祖细胞移植到受伤的椎间盘

中可以减轻椎间盘退变的进展。该研究提供了一个

新的髓核细胞图谱，确定了具有再生潜力的常驻髓

核祖细胞，并揭示了对椎间盘退变具有前景的诊断

和治疗靶点。

3 单细胞测序在关节滑膜细胞中的应用

正常滑膜以滑膜成纤维细胞为主，滑膜成纤维

细胞充当破坏基质重塑和损伤滑膜组织的直接效应

物，是免疫炎症反应的重要角色［28］。滑膜细胞包括

巨噬细胞样A型细胞和成纤维样B型细胞，其分泌的

滑液可减少关节软骨的吸收作用、吞噬功能和摩擦

系数。单核巨噬细胞和滑膜成纤维细胞是骨关节破

坏和炎症性关节疾病的影响因素［29］。
单细胞测序技术在关节滑膜组织中的应用，可

以分析鉴定出细胞异质性和表达差异。滑膜组织的

改变是多数关节疾病（如结核性滑膜炎、类风湿性关

节炎、创伤性滑膜炎等）发病机制及临床表现中的重

要环节。正常滑膜组织与病变滑膜组织之间，不同

类型疾病的滑膜组织之间，其细胞亚群类型是不同

的。因此通过对不同时期滑膜组织进行测序分析，

得出疾病不同时期具有特异性基因表达的不同细胞

亚群，有助于对疾病进行科学分期。应用单细胞测

序技术对大样本患者群体进行测序，可以鉴定出一

些特异性病理标记，从而区分疾病不同的治疗反应

和临床轨迹［30］。Donlin等［31］通过平行高维分析（包括

质谱分析法、单细胞测序和大体积测序）研究类风湿

性关节炎滑膜组织样本，发现类风湿性关节炎滑膜

组织中一些未知细胞的异质性和主要的细胞类型，

同时也揭示类风湿性关节炎特异的病理改变与不同

的细胞类型之间有特定关系。

Stephenson 等［32］对 5 例类风湿性关节炎患者的

20 387个滑膜组织细胞进行单细胞转录组分析，发现

13个细胞亚群，并确定了这些不同亚群成纤维细胞、

NK细胞和 T细胞在滑膜中的空间位置，首次展现出

一个全面的滑膜组织细胞图谱。Mizoguchi等［33］利用

单细胞RNA测序对骨关节炎和类风湿性关节炎患者

的滑膜细胞亚群进行分析，发现不同疾病的滑膜成

纤维细胞位于滑膜的不同区域，如骨关节炎中的滑

膜成纤维细胞主要聚集在滑膜浅层且不聚集在血管

周围；而类风湿性关节炎中滑膜成纤维细胞主要分

布在滑膜深层伴有淋巴细胞浸润的血管周围，基因

功能分析也揭示了其在破骨细胞形成和免疫细胞募

集上的潜在作用。

Zhang 等［34］利用流式细胞分选技术整合单细胞

测序技术，确定了 3种CD4+ T细胞亚群、3种CD8+ T细

胞亚群、4种单核细胞亚群、4种成纤维细胞亚群和4种
B细胞亚群的特征；并在类风湿性关节炎滑膜中发现

以下细胞状态的扩张：THY1（CD90）+HLA-DRAhi亚成

纤维细胞、IL-1B+促炎单核细胞、ITGAX+TBX21+自身

免疫相关B细胞以及 PDCD1+的外周辅助 T细胞和滤

泡辅助 T细胞。以GZMK+、GZMB+、GNLY+为标志，定

义不同的 CD8+ T 细胞亚群。将炎症介质定位到细

胞源头，例如表达 IL-6 的 THY1+HLA-DRAhi 成纤维

细胞、产生 IL-1B的促炎单核细胞等，这些细胞群体

可能是类风湿性关节炎发病机制的关键媒介。Zhang
等［34］进一步分析在细胞亚群中共同或差异表达的与

疾病相关基因如干扰素和炎症反应基因等，以期寻

找疾病干预或治疗靶点。

介导关节炎中炎症或组织损伤的不同成纤维细

胞亚群的生物学功能也是学者研究的目标。研究发

现，在消退性和持续性关节炎的小鼠模型中，成纤维

细胞活化蛋白（Fibroblast activating protein-α，FAP）-α
阳性成纤维细胞的缺失抑制了骨侵蚀和炎症［35］。单

细胞转录分析确定了 2个成纤维细胞 FAPα+亚群，局

限于滑膜衬里层的 FAPα+THY1-破坏性成纤维细胞

和位于滑膜亚衬里的 FAPα+THY1+免疫效应成纤维

细胞。当过继转移到关节中时，FAPα+THY1-成纤维

细胞主要介导软骨和骨损伤，而FAPα+ THY1+成纤维

细胞主要导致持续和更严重的炎症性关节炎。

Cai 等［36］通过单细胞测序发现类风湿性关节炎

和骨关节炎患者的滑膜成纤维细胞分为 3个主要细

胞亚群，其中滑膜成纤维细胞亚群在类风湿性关节

炎患者中的数量是骨关节炎患者的 3倍，两种疾病中

滑膜成纤维细胞虽然具有异质性，但是具有相似的

转变过程，因此这两种疾病可能存在重叠的发病机

制。该研究还进一步明确了可能对类风湿性关节炎

和骨关节炎中滑膜成纤维细胞功能状态具有一定调
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节效应的信号通路，包括WNT信号通路、转化生长因

子-β信号通路、FcεRI信号通路和ERBB信号通路等

都可能是潜在的治疗靶点。

4 单细胞测序在关节巨噬细胞中的应用

巨噬细胞被认为与慢性炎症性疾病（如类风湿

性关节炎）有关。有学者通过单细胞RNA测序技术

分析骨关节炎，发现共有 61种细胞因子和生长因子

调节 7种软骨细胞表型，产生 IL-1β（骨关节炎中的经

典致病性细胞因子）的滑膜细胞，其主要是炎性巨噬

细胞和树突状细胞，具有与HLA-DQA1、HLA-DQA2、
OLR1或 TLR2对应的表面蛋白共表达的特征。消除

这些致病性关节内细胞亚群的策略可能是人类骨关

节炎的治疗选择［23］。
 Culemann等［37］对健康和炎症关节内巨噬细胞亚

群的起源、分化和组成进行时空分析，并探讨相关巨

噬细胞在关节炎中的作用，发现有一组具有上皮细

胞的典型的CX3CR1+巨噬细胞在滑膜内层形成动态

膜状结构的免疫屏障，并在物理上隔离关节，限制炎

症反应。嵌入滑膜组织的局部增殖的CX3CR1-单核

细胞池维持CX3CR1+巨噬细胞数量，与募集的单核细

胞衍生的巨噬细胞不同，这些单核细胞衍生形成的

巨噬细胞会积极促进关节炎症。

HBEGF+炎症巨噬细胞新发现于类风湿性关节炎

中，这群细胞高表达生长因子EREG、HBEGF，以及促

进炎症反应的基因PLAUR、NR4A3和CXCL2，因此干

扰该群巨噬细胞-成纤维细胞作用轴也成为类风湿

性关节炎治疗的新方向［38］。
在类风湿关节炎中，无药物治疗时症状缓解的

免疫调节机制尚未清楚。有研究者认为持续存在的

滑膜组织巨噬细胞有利于缓解类风湿性关节炎的症

状，其机制可能与滑膜组织巨噬细胞有助于关节维

持稳态有关［39］。该学者通过单细胞转录组学分析了

32 000个滑膜组织巨噬细胞，并鉴定了早期/活动性

类风湿性关节炎、难治性/活动性类风湿性关节炎和

持续缓解的类风湿性关节炎患者的表型变化。在具

有不同稳态、调节和炎症功能的四个 STM亚群中，每

种临床特征由 9 个离散表型簇的不同频率决定。 
Alivernini 等［40］研究得到的细胞图谱与对滑膜活检

荧光激活细胞分类的滑膜组织巨噬细胞进行的深

表型、空间和功能分析相结合，揭示了两个滑膜组

织巨噬细胞亚群（MerTKposTREM2high 和 MerTKpo⁃
sLYVE1pos），其独特的缓解转录组特征丰富了炎症

的负调控因子。这些滑膜组织巨噬细胞是消炎脂质

介体的有效生产者，并在体外诱导滑膜成纤维细胞

的修复反应。缓解率低的MerTKpos 滑膜组织巨噬细

胞与停止治疗后疾病发作风险增加相关。因此，

MerTKpos 滑膜组织巨噬细胞亚群的治疗性调节可能

是类风湿性关节炎的潜在治疗策略。

总之，单细胞测序促进了骨关节疾病研究的巨

大发展，并为这些疾病提供了新的潜在诊断、治疗方

法。在骨关节疾病研究中，我们更应该从骨关节疾

病的病理生理学和组织微环境的动态变化，来识别

疾病的调节亚群或特异性亚群；以及通过明确单细

胞水平上不同亚群之间的相互作用，以确定关键的

信号通路，特别是组织细胞和免疫细胞之间的信号

通路。单细胞测序与其他新兴技术的结合，不仅可

以解决单一技术的局限性，还将产生关于细胞身份

的特殊信息，并实现更详细和准确的细胞分类，极大

地增进我们对骨关节疾病发病机制的了解，并为其

提供潜在的治疗方法。但是，单细胞测序的研究成

果需要通过流式细胞术、谱系追踪、细胞功能研究和

敲除动物实验等传统的生物技术进行更严格的验

证，因此单纯的单中心单细胞数据不可避免地限制

了骨关节疾病研究的范围和深度。期待今后世界各

地的研究人员能够共享数据并进行合作，使单细胞

测序技术在骨关节疾病研究中获得更多突破， 以推

动对骨关节疾病病理生理机制的研究进展。
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