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体外培养人胸腺组织切片残余细胞类型、分子表达谱与质量评估的研究
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［摘要］ 目的 拟通过单细胞转录组测序技术（single-cell RNA sequencing，scRNA-seq）解析移植

前体外培养人胸腺组织切片的残余细胞类型和功能，并利用培养上清液分子标志物的水平特征建立胸

腺组织切片质量评估方法。方法 收集 2023年 5月至 2024年 1月在重庆医科大学附属儿童医院心胸

外科接受心脏外科手术的18例先天心脏病患者废弃的胸腺制备成胸腺组织切片。体外培养14 d后，通

过 scRNA-seq鉴定残余的细胞类型，联合基因本体论（gene ontology，GO）和京都基因与基因组百科全书

（Kyoto encyclopedia of genes and genomes，KEGG）富集分析残余细胞的功能，并查阅胸腺组织切片培养

的相关文献筛选出指示胸腺细胞功能的分子标志物。采用ELISA检测上清液分子标志物的蛋白水平

变化，绘制受试者工作特征曲线（receiver operating characteristic curve，ROC），以曲线下面积（area under 
the curve，AUC）判定上清液分子标志物对胸腺组织切片质量的评估价值。将分子标志物判定为质量检

测合格与质量检测不合格的胸腺组织切片移植至 6~8周龄Balb/c-nude雄性小鼠（体质量 14~17 g）皮下

（对照组不移植胸腺组织切片），通过流式细胞术和组织学检测分析移植后免疫重建效果。结果 
①scRNA-seq数据显示，胸腺组织切片中含有 11种细胞，主要细胞为上皮细胞、成纤维细胞和 T细胞。

GO 和 KEGG 富集分析显示，上皮细胞与趋化作用、上皮细胞发育、细胞基质粘附、紧密连接等条目相

关；成纤维细胞主要与细胞外基质组织、上皮细胞增殖、负向调控细胞迁移、肌动蛋白细胞骨架调节等

条目相关；T细胞主要与T细胞分化、T细胞活化的调控、T细胞凋亡、T细胞受体信号等条目相关。②筛

选出CCL19、CCL21、CXCL12、CXCL16、IL16、SELL作为指示胸腺细胞功能的分子标志物，与第 1天相比，

CCL19、CCL21、CXCL12 和 CXCL16 蛋白分泌量伴随体外培养显著增加（P<0. 05），IL16 和 L-selectin
（SELL表达分泌的蛋白）蛋白分泌量伴随体外培养显著下降（P<0. 05）。联合 IL16和L-selectin生成预测

因子Pre1评估体外培养 1 d的胸腺组织切片质量的价值最高，ROC曲线下面积为 0. 883。联合CCL19、
CCL21、CXCL12、CXCL16生成预测因子Pre2评估体外培养 14 d的胸腺组织切片质量的价值最高，ROC
曲线下面积为 0. 948。③裸鼠移植实验证实：与对照组相比，质量检测合格的胸腺组织切片能在体内发

育成胸腺结构，并有效提升裸鼠外周血中 T细胞的比例（P<0. 01），而质量检测不合格的胸腺组织切片

移植到裸鼠体内无法重建裸鼠的 T细胞发育。结论 移植前胸腺组织切片残留的组成细胞主要为上

皮细胞、成纤维细胞和T细胞；IL16和L-selectin可作为判定胸腺原料质量的潜在指标。CCL19、CCL21、
CXCL12和CXCL16可有效评估胸腺组织切片成品的质量。
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［Abstract］ Objective　To analyze the composition and function of residual cells in pre-
transplantation human thymic slices by single-cell transcriptomics sequencing (scRNA-seq), and established a 
quality assessment method for thymic slices based on the expression levels of molecular markers in the culture 
supernatant.  Methods　The discarded thymus from 18 patients with congenital heart disease undergoing 
surgical treatment in Department of Cardiothoracic Surgery of Children’s Hospital Affiliated to Chongqing 
Medical University from May 2023 to January 2024 were collected and prepared into thymic slices.  After  the 
slices were cultured in vitro for 14 d, scRNA-seq was employed to identify the residual cell types, and gene 
ontology (GO) and Kyoto encyclopedia of genes and genomes (KEGG) enrichment analysis was performed to 
analyze the biological function of the residual cells.  Then based on the literature concerning thymic slice 
culture, the molecular markers indicating thymocyte function were screened out.  ELISA was applied to detect 
the changes in protein levels of molecular markers in the supernatant.  Receiver operating characteristic (ROC) 
curve was plotted and assess the value of the molecular markers in the supernatant in evaluating the quality of 
thymic slices with area under the curve (AUC).  Then, the qualified and unqualified thymic slices determined 
by our obtained molecular markers were transplanted subcutaneously into male nude mice (6~8 weeks old, 
weighing 14~17 g), respectively, and the male nude mice without transplantation of the thymic slices served as 
control group.  Flow cytometry and histologic analysis were utilized to observe the immune reconstitution after 
transplantation.  Results　① scRNA-seq identified 11 cell types in thymic slices, dominated with epithelial 
cells, fibroblasts, and T cells.  GO and KEGG enrichment analysis showed that epithelial cells were involved 
in enrichment entries related to chemotaxis, epithelial cell development, cell matrix adhesion and tight 
junction; fibroblasts were involved in enrichment entries related to extracellular matrix, epithelial cell 
proliferation, negative regulation of cell migration, and regulation of actin cytoskeleton; T cells were mainly 
related to T cell differentiation, regulation of T cell activation, T cell apoptosis, and T cell receptor signaling.  
② Molecular markers, CCL19, CCL21, CXCL12, CXCL16, IL16 and SELL were identified to indicate 
thymocyte function.  Compared with the levels of the first day, the protein secretions of CCL19, CCL21, 
CXCL12 and CXCL16 were significantly increased during in vitro culture (P<0. 05), while the protein 
secretions of IL16 and L-selectin (protein form of SELL) were significantly decreased (P<0. 05).  The combined 
predictor Pre1 from subset of cytokines (IL16 and L-selectin) had the highest value in the quality assessment 
of thymic slices after 1 d of culture (AUC=0. 883), and the combined predictor Pre2 from subset of cytokines 
(CCL19, CCL21, CXCL12 and CXCL16) had the highest value in the quality assessment after 14 d of culture 
(AUC=0. 948).  ③ Transplantation in nude mice indicated that the qualified thymic slices could develop to 
thymus structure in vivo, and effectively increase the proportion of T cells in peripheral blood (P<0. 01), while 
the unqualified thymic slices could not obtain the reconstitution of T cell development.  Conclusion　The 
main residual component cells in thymic slices are epithelial cells, fibroblasts and T cells.  IL16 and 
L-selectin can be used as potential indicators to determine the quality of donor thymic samples.  CCL19, 
CCL21, CXCL12 and CXCL16 can effectively evaluate the quality of thymic slices before transplantation.

［Key words］ human thymic slices； residual cell type； molecular markers； quality assessment
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胸腺是机体重要的中枢免疫器官，是 T细胞发育

和成熟的关键场所［1-2］。T 细胞在胸腺中的发育是由

胸腺定植前体细胞迁移到胸腺后，经历 T细胞谱系决

定、T细胞受体基因重排，在皮质区和髓质区依次完成

阳性选择和阴性选择，生成既可以识别自身主要组织

相容性复合体（major histocompatibility complex，MHC）
分子递呈的抗原、又能对自身外周组织抗原耐受的

CD4+/CD8+T细胞，因此胸腺对于建立机体的自身免疫

耐受至关重要。胸腺发育成熟的T细胞进一步输出到

外周，应对纷繁复杂的危险信号。胸腺功能随年龄增

长而逐渐退化，衰老的胸腺上皮细胞可分泌因子抑制

胸腺细胞的发育与输出［3］，导致T细胞输出下降、外周

T细胞库的多样性下降、T细胞的功能紊乱，是老年人

免疫功能低下的重要原因［4］。此外，胸腺功能退化还

与肿瘤、感染和自身免疫疾病的发病率增加密切相

关［5］，因此逆转人体的胸腺功能一直是免疫学研究的

前沿热点。

20世纪 90年代，MARKERT等［6］利用废弃的胸腺

组织在体外制备出 0. 5~1. 0 mm 厚度的组织切片，经

体外培养后，胸腺组织切片中的 T淋巴细胞会逐渐凋

亡，最后仅保留胸腺基质细胞和组织架构。他们进一

步将胸腺组织切片移植到完全型迪格奥尔格综合征

（complete DiGeorge’s syndrome，cDGS）患儿的大腿肌肉

后，重建了 cDGS 患者的胸腺功能和外周免疫力［7-9］，
此技术已于 2021年获得美国食品药品监督管理局的

批复。由于胸腺组织切片在移植前需经历体外培养

14~21d，因此，针对胸腺组织切片成品的质量评估是

移植前的关键环节。先前的质量评估方案主要依赖

组织学检测，通过 HE 染色评估胸腺组织切片中残留

淋巴细胞的含量、组织骨架的完整性和胸腺小体的数

量，同时通过免疫组化评估 CD3+T 细胞和 CK14+上皮

细胞的含量［10-11］。但是此方案存在 3个问题：①组织

学检测评估时间较长，影响后续手术安排；②每次检

测均需要消耗组织切片；③仅依靠组织学检测并不能

准确反应组织切片中有效细胞的功能。因此，临床需

要开发一个快速评估胸腺组织切片质量的方案。

本研究拟通过单细胞转录组测序技术（single-cell 
RNA sequencing，scRNA-seq）解析胸腺组织切片中促

进胸腺重建的主效细胞和功能基因，筛选指示胸腺细

胞功能的分子标志物，并利用受试者工作特征曲线

（receiver operating characteristic curve，ROC）评价分子

标志物对胸腺组织切片质量的评估价值，建立上清液

分子标志物评估体系。

1　材料与方法

1. 1　主要试剂

Trypsin-EDTA 购自北京索莱宝科技有限公司，人

Fc 段受体封闭剂、生物素抗人 CD45 抗体购自美国

Biolegend公司，PBS溶液、胎牛血清、台盼蓝染液购自

美国 Gibco 公司，抗生物素磁珠购自德国 Miltenyi 公
司，CCL19、CCL21、CXCL12、CXCL16、IL16、L-selectin 
ELISA 试剂盒购自美国 R&D system 公司，BV421抗鼠

CD3、PerCP-Cy5. 5抗鼠 CD4、PE 抗鼠 CD8a、FITC 抗鼠

CD45、APC 抗鼠 TCR- β、BV421 抗人 Epcam、PerCP-

Cy5. 5 抗人 CD45 等流式抗体购自美国 BD 公司，免疫

组织化学抗体抗人 CK5、抗人 CK14、HRP标记二抗购

自美国 Invitrogen公司，DAB显色试剂盒购自北京中杉

金桥生物技术有限公司，抗鼠 CD3、抗鼠 CD4 和抗鼠

CD8a购自英国Abcam公司。

1. 2　人胸腺组织的来源及处理

收集 2023 年 5 月至 2024 年 1 月重庆医科大学附

属儿童医院心胸外科的 18例先天性心脏病患者在接

受心脏外科手术时所废弃的胸腺组织。患者均签署

书面知情同意书，允许废弃胸腺组织用于科学研究，

废弃胸腺组织的使用通过了重庆医科大学附属儿童

医院伦理委员会伦理审查［（2023）年伦审（研）第

（178）号］。参照实验室前期的方法［12］在重庆国际免

疫研究院细胞平台实验室将供体胸腺样本（胸腺原

料）制备成胸腺组织切片，经体外培养 14 d 后进行成

品放行，胸腺组织切片成品可依据组织学标准分为质

量检测合格组与质量检测不合格组［10］。质量检测合

格的标准为：①胸腺组织切片仍存在胸腺小叶结构，

主要通过胸腺小体区分皮质区和髓质区；②淋巴细胞

清除率达 80%以上；③单个视野可观察到 2个及以上

的胸腺小体。不符合上述任一条件的即纳入质量检

测不合格组。

1. 3　单细胞悬液制备及上皮细胞富集

取体外培养 14 d 的胸腺组织切片成品置于 5 mL 
0. 25% Trypsin-EDTA中，并使用手术剪刀将组织切片

剪切为组织匀浆，以释放细胞，然后经 70 μm 细胞滤

网过筛后，在 4 ℃下以 150×g 离心 5 min，收集细胞沉

淀，重悬于添加有 2%胎牛血清的PBS中，得到单细胞

悬液。使用人Fc段受体封闭剂（1∶200）封闭 5 min，并
经生物素抗人CD45抗体（1∶400）孵育 5 min以及抗生

物素磁珠标记 15 min 后，通过磁珠分选仪（德国

Miltenyi公司）分选，负选去除CD45+免疫细胞。

1. 4　scRNA-seq及数据分析

使用 0. 4% 台盼蓝溶液对细胞活性进行检测，
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细胞活性大于 85% 后方可进行上机测序。使用

10×Genomics 单细胞测序进行 cDNA 的扩增与文库构

建及上机测序。通过 10×Genomics 测序得到的数据，

进行生物信息学分析，基于 10×标准输出文件创建

Seurat对象，对原始数据进行清洗与质控后使用主成分分

析将数据降维并在无监督的情况下进行聚类分析。采用

统一流形逼近与投影（uniform manifold approximation 
and projection，UMAP）将数据可视化，根据以往文献报

道的细胞群体标志基因［13-17］对所得到的主要细胞类

群进行鉴定，其中T细胞为CD3E、上皮细胞为EPCAM、

成纤维细胞为 COL1A1、B 细胞为 CD79A、树突状细胞

为 ITGAX、巨噬细胞为 LYZ、内皮细胞为 CD34、平滑肌

细胞为 IGFBP4、血管平滑肌细胞为 ACTA2，继而分析

差异基因的表达，使用clusterProfiler包对差异表达基因

进行基因本体论（gene ontology，GO）和京都基因与基因

组百科全书（Kyoto encyclopedia of genes and genomes，
KEGG）富集分析。

1. 5　ELISA实验

收集质量检测合格组的胸腺组织切片体外培养

1、5、9和 14 d的上清液，分析上清液分子标志物的蛋

白水平变化趋势。收集质量检测合格组与质量检测

不合格组胸腺组织切片体外培养 1和 14 d的上清液，

比较质量检测合格组与不合格组的分子标志物蛋白

水平差别。采用 ELISA 检测 CCL19、CCL21、CXCL12、
CXCL16、IL16、L-selectin的表达水平，操作步骤按试剂

盒说明书进行，检测各孔450 nm处的光密度值［OD（450）］，
按照标准曲线计算实验结果。

1. 6　裸鼠胸腺组织切片移植模型构建

实验所用Balb/c-nude雄性小鼠 9只，6~8周龄，体

质量 14~17 g，购自成都药康生物科技有限公司［动物

许可证号：SYXK（渝）022-0001］，按照随机数字表法分

为（n=3）：质量检测合格组、质量检测不合格组和对照

组。在陆军军医大学实验动物中心中饲养小鼠和进

行手术移植。采用 2% 异氟烷对小鼠进行麻醉，在裸

鼠后背形成 1. 0~1. 5 cm 的皮肤切口；移植体外培养

14 d的胸腺组织切片，质量检测合格组植入质量检测

合格胸腺组织切片，质量检测不合格组植入质量检测

不合格胸腺组织切片，对照组小鼠不移植胸腺组织切

片；用可吸收缝合线缝合后背皮肤，以防止皮肤张开；

移植手术结束后给予抗生素水喂养1周，自由饮水摄食，

分笼饲养 16周。所有实验方案已获得陆军军医大学

动物伦理委员会的审批（AMUWEC20230393）。

1. 7　HE染色

取体外培养 14 d的胸腺组织切片，以及移植术后

16周，2%异氟烷麻醉处理后，断颈处死小鼠并取移植

部位组织，浸入 4% 多聚甲醛中固定，经脱水浸蜡、石

蜡包埋、连续切片后，进行常规 HE 染色，检测胸腺组

织切片以及移植物的组织结构。

1. 8　免疫组化实验

移植术后 16周小鼠的移植物进行石蜡切片的制

备，制备过程同HE染色过程中的制片方法，切片厚度

为 3 μm，石蜡切片经 65 ℃烤片、脱蜡、水化后，使用

3%H2O2灭活内源性过氧化物酶，用10%山羊血清室温

封闭 1 h。4 ℃孵育CD3（1∶200）、CD4（1∶2 000）、CD8a
（1∶2 000）、CK5（1∶100）、CK14（1∶800）过夜以及室温孵

育二抗1 h后，用DAB显色试剂盒进行显色。苏木素染

液复染细胞核，经 0. 5%盐酸乙醇分色、自来水冲洗返

蓝、脱水后，滴加中性树脂封片，进行图像采集。

1. 9　流式细胞术分析

1. 9. 1　检测负选与未负选的人胸腺组织切片的上皮

细胞和免疫细胞比例　　体外培养 14 d 的人胸腺组

织切片消化后得到的单细胞悬液与抗体CD45、Epcam
常 温 孵 育 15 min。 孵 育 后 的 样 品 均 用 BD FACS 
LSRFortessaTMX-20 流式细胞仪检测 CD45+免疫细胞

和Epcam+上皮细胞的比例。

1. 9. 2　检测移植后裸鼠外周血 T 细胞比例　　胸腺

组织切片移植小鼠 16周后，采集裸鼠尾静脉血并与抗

体 CD3、CD8a、CD4、CD45、TCR- β 常温孵育 15 min。
孵育后的样品均用BD FACS LSRFortessaTMX-20流式

细胞仪检测 CD3+TCR- β+T、CD4+T 和 CD8a+T 细胞在

CD45+细胞中的比例。

1. 10　统计学分析

数据处理采用 GraphPad Prism 10. 0软件，符合正

态分布的计量资料用 x̄±s 表示，每组实验至少重复

3 次。对于 2 组独立样本的计量资料的比较，使用

独立样本 t 检验进行分析；对于组内不同时间点的计量

资料的比较，采用重复测量的方差分析，使用Turkey检
验进行第一个时间点与组内其余时间点的比较；对于

多组独立样本的计量资料的比较，采用 one-way 
ANOVA分析，并使用 Turkey检验进行组间两两比较，

P<0. 05表示差异具有统计学意义。利用 SPSS 27. 0软

件绘制单一以及联合分子标志物的 ROC 曲线，构建

Logistic回归方程对多种分子标志物进行联合评估，计

算曲线下面积（area under the curve，AUC），判断单一

及联合分子标志物的评估价值。

2　结果

2. 1　scRNA-seq揭示胸腺组织切片的细胞图谱

为了鉴定胸腺组织切片残余的细胞类型，对体外

培养 14 d的胸腺组织切片进行了 scRNA-seq（图 1A）。
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通过酶消化获得单细胞悬液，其中 2个样本使用磁珠

负选以去除 CD45+免疫细胞，使得 Epcam+上皮细胞的

比例从 11. 3% 提高至 47. 0%（图 1B）。UMAP 分析显

示胸腺组织切片主要由 11 类细胞群构成，包括 T 细

胞、B 细胞、自然杀伤 T 细胞、内皮细胞、树突状细胞、

单核细胞、巨噬细胞、上皮细胞、成纤维细胞、平滑肌

细胞和血管平滑肌细胞。未负选样本中，T细胞占比

59. 95%、上皮细胞占比 7. 20%、成纤维细胞占比

14. 16%（图 1C），CD45+负选后的样本主要为上皮细胞

和成纤维细胞（图 1D）。图 1E、F显示标记基因在特定

细胞群体中高表达，进一步证明细胞注释的准确性。

以上结果表明上皮细胞、成纤维细胞和 T细胞是胸腺

组织切片的主要组成细胞群体。

2. 2　胸腺组织切片残余细胞的生物功能

对上皮细胞、成纤维细胞和T细胞 3个细胞群体，

通过分子功能、细胞组分、生物过程数据库进行GO富

A：实验技术流程图；B：流式细胞术检测分选和未分选样本的Epcam+上皮细胞和CD45+淋巴细胞比例；C：未分选样本的不同细

胞类型占比分布图；D：散点图展示细胞分群及细胞来源；E：气泡图展示不同细胞类型特异性标记基因的表达水平；F：UMAP
展示9种主要细胞中代表性标记基因的表达情况

图 1　scRNA-seq分析胸腺组织切片中残余细胞亚群的构成
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集分析，结果显示，上皮细胞主要富集包括趋化作用、

上皮细胞发育、细胞基质粘附、MHC-Ⅱ类蛋白复合体

等条目（图 2A）；成纤维细胞主要富集包括细胞外基质

组织、上皮细胞增殖、负向调控细胞迁移等条目（图

2B）；T细胞主要富集包括T细胞分化、T细胞活化的调

控、T 细胞凋亡等条目（图 2C）；同时将差异基因进行

KEGG富集分析，上皮细胞主要与紧密连接、细胞粘附

分子等条目相关（图 2D）；成纤维细胞主要与肌动蛋白

细胞骨架调节、细胞外基质受体相互作用等条目相关

（图 2E）；T细胞主要与T细胞受体信号、趋化因子信号

等条目相关（图 2F）。以上结果表明，体外培养能有效

维持胸腺组织切片中上皮细胞和成纤维细胞的生物

学功能，是胸腺功能重建的主效细胞。

2. 3　筛选能指示胸腺功能的分子标志物

为了筛选胸腺上皮细胞、成纤维细胞和 T细胞功

能的分子标志物，深度挖掘这 3个细胞群体中分泌相

关基因的表达，将与细胞因子产生相关的通路进行锚

定，并从中筛选出 46 个基因。其中 CCL19、CXCL16、
CCL20、CCL21 和 MIF 等 17 个基因主要在上皮细胞中

表达；MMP1、IL6、FGF7、IGFBP5和 CXCL12等 16个基

因主要在成纤维细胞中表达；IL16、TNFSF8、ITGB2和

SELL等 13个基因主要在 T细胞中表达。结合胸腺组

织切片培养上清液中细胞因子的功能，进一步从中筛

选出了 6 个特征性基因：CCL19、CCL21、CXCL16、
CXCL12、IL16和 SELL作为胸腺功能的分子标志物（图

3A）。UMAP 图显示 CCL21 和 CXCL16 主要表达在上

皮细胞，CXCL12特异表达在成纤维细胞，CCL19主要

表达在上皮细胞，部分表达在成纤维细胞。IL16 和

SELL特异性表达在T细胞（图 3B），以上结果提示这些

分子标志物可望作为胸腺组织切片的功能指示物。

2. 4　体外验证胸腺组织切片培养过程中分子标志物

含量的动态变化

为了探究体外培养过程中分子标志物的动态变

化，进一步检测了培养上清液中分子标志物的分泌情

况。ELISA结果显示，CCL19、CCL21、CXCL16在第 5、
9和14天的含量均显著高于第1天（P<0. 05，图4A~C），

CXCL12 在第 9 和 14 天的含量均显著高于第 1 天（P<
0. 05，图 4D），IL16在培养第 5、9和 14天的含量均显著

低于第 1 天（P<0. 01），L-selectin（SELL 表达分泌的蛋

白）在培养第 9 和 14 天的含量显著低于第 1 天（P<
0. 05，图 4E、F）。以上结果表明，伴随体外培养，上清

液中 CCL21、CCL19、CXCL16 和 CXCL12 的分泌量呈

上升趋势，而 IL16和L-selectin的分泌量呈下降趋势。

图2　上皮细胞、成纤维细胞和T细胞差异基因的GO（A~C）和KEGG（D~F）通路分析
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2. 5　分子标志物对胸腺组织切片的质量评估

为了验证分子标志物对胸腺组织切片质量的评

估效能，依据组织学检测将体外培养 14 d的胸腺组织

切片分为质量检测合格组和质量检测不合格组，其中

质量检测合格组的胸腺组织切片T细胞清除率达 90%
以上，上皮网络保存完整；而质量检测不合格组的胸

腺组织切片出现无胸腺小体、局部组织坏死或者核溶

解等现象（图5A）。ELISA检测结果显示，体外培养1 d
时，质量检测合格组分泌的 IL16和L-selectin显著高于

质量检测不合格组（P<0. 01）。体外培养 14 d时，质量

检测合格组分泌的 CCL19、CCL21、CXCL12、CXCL16
显著高于质量检测不合格组（P<0. 01，图5B）。

A：上皮细胞、成纤维细胞和T细胞分泌的细胞因子图谱； B： UMAP展示分子标志物基因在不同细胞群体中的表达情况

图3　T细胞、成纤维细胞、上皮细胞的分子标志物基因筛选

a：P<0. 000 1，b：P<0. 01，c：P<0. 05，与第1天比较

图 4　上清液分子标志物（A~F）含量的动态变化（n=3，x̄±s）
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进一步使用 ROC 曲线分析分子标志物对胸腺

组织切片的质量评估价值。体外培养 1 d 时，IL16、
L-selectin 的 AUC 分别为 0. 792 和 0. 805，评估价值较

高（AUC>0. 7，P<0. 05），建立 Logistic回归方程进行联

合评估，纳入 IL16（X1）与L-selectin（X2）为协变量，评估

公式为Logit（P）=0. 001 0X1-0. 000 3X2-3. 891 0，将2个

协变量拟合成联合评估因子Pre1，其AUC为 0. 883，拟
合因子 Pre1 大于截断值提示胸腺组织切片的质量合

格（表 1，图 5C）；体外培养 14 d 时，单个分子标志物

CCL19、CCL21、CXCL12、CXCL16 的 AUC 为 0. 818、
0. 870、0. 792、0. 805，评估价值较高，建立Logistic回归

方程进行联合评估，纳入 CCL19（X1）、CCL21（X2）、

CXCL12（X3）、CXCL16（X4）为协变量，评估公式为

Logit（P）=0. 001X1+0. 005X2-0. 001X3+0. 004X4-42. 803，
将 4 个协变量拟合成联合评估因子 Pre2，其 AUC 为

0. 948，拟合因子 Pre2 大于截断值提示胸腺组织切片

的质量合格（表2，图5D）。

A：质量检测合格组和质量检测不合格组胸腺组织切片的 HE 染色图像；B：体外培养 1 和 14 d 的质量检测合格组胸腺切

片与质量检测不合格胸腺组织切片的上清液分子标志物蛋白水平比较（质量检测合格组：n=11，质量检测不合格组：n=7，
x̄±s）　a：P<0. 001，b：P<0. 01，与质量不合格组进行比较；C：IL16和 L-selectin的单因子及联合评价体外培养 1 d的胸腺组

织切片质量的 ROC曲线；D：CCL19、CCL21、CXCL12、CXCL16的单因子及联合评价体外培养 14 d的胸腺组织切片质量的

ROC曲线

图 5　通过分子标志物对胸腺组织切片进行质量评估

表 1　分子标志物单独或联合检测对体外培养1 d的
                    胸腺组织切片质量的评估效能

指标

IL16
L-selectin
Pre1

AUC
0. 792
0. 805
0. 883

P

0. 042
0. 033
0. 008

95%CI

0. 568~1. 000
0. 592~1. 000
0. 724~1. 000

截断点值

3 280. 150
5 455. 690

0. 667

敏感度

0. 818
0. 909
0. 818

特异度

0. 714
0. 714
0. 857

表 2　分子标志物单独或联合检测对体外培养14 d的
                   胸腺组织切片质量的评估效能

指标

CCL19
CCL21
CXCL12
CXCL16
Pre2

AUC
0. 818
0. 870
0. 792
0. 805
0. 948

P

0. 026
0. 010
0. 042
0. 033
0. 002

95%CI

0. 620~1. 000
0. 696~1. 000
0. 580~1. 000
0. 589~1. 000
0. 568~1. 000

截断点值

30 280. 955
2 863. 150
1 342. 005
2 170. 455

0. 491

敏感度

0. 727
0. 909
0. 727
0. 909
0. 909

特异度

0. 856
0. 714
0. 714
0. 714
0. 857
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2. 6　不同质量的胸腺组织切片移植裸鼠的体内功能

验证

将基于分子标志物联合评估得到的质量检测合

格与不合格的胸腺组织切片分别移植至裸鼠皮下，比

较其在裸鼠体内的免疫力重建效果。术后第 16周，移

植质量检测合格胸腺组织切片的裸鼠，其外周血中

CD3+TCR-β+T、CD4+T和CD8a+T淋巴细胞的比例显著高

于对照组与质量检测不合格组（P<0. 01）；移植质量检测

不合格胸腺组织切片的裸鼠，其外周血中CD3+TCR-β+T
细胞的比例与对照组无差异（图 6A）。移植部位的组

织学检测显示，质量检测合格组的胸腺组织切片在移

植部位发育成完整的胸腺结构，移植部位有网状分布

的人 CK5+和 CK14+上皮细胞，以及大量鼠 T 淋巴细胞

形成的聚集区；而质量检测不合格组的胸腺组织切片

在移植部位脂肪化，无法形成胸腺结构，未检测到人

的上皮细胞和鼠的 T 淋巴细胞（图 6B）。以上结果表

明，只有分子标志物评估合格的胸腺组织切片能在裸

鼠体内发育成胸腺结构，并重建裸鼠的T细胞发育。

3　讨论

3. 1　上皮细胞和成纤维细胞是胸腺组织切片中关键

的结构细胞

本研究利用 scRNA-seq鉴定了体外培养胸腺组织

切片中残余的细胞类型和生物学功能。结果显示上

皮细胞、成纤维细胞和 T细胞是胸腺组织切片体外培

养后期的主要细胞群体。先前的研究显示：上皮细胞

不仅构成胸腺的微环境，同时诱导 T细胞的发育和成

熟［18-19］，其中皮质区上皮细胞调控 T细胞的谱系分化

和阳性选择［20］，髓质区上皮细胞则参与 T细胞的阴性

选择和建立中枢免疫耐受［21］。本研究发现上皮细胞

的差异基因GO富集到细胞基质粘附、上皮细胞发育、

趋化作用和MHC-Ⅱ类蛋白复合体条目，表明：①体外

培养能有效维持胸腺组织切片中的上皮细胞的活性

和功能；②移植的胸腺组织切片能趋化胸腺前体细胞

定植，并提供胸腺T细胞发育的信号。同时，胸腺组织

切片中存在大量的成纤维细胞。作为重要的胸腺基质

A：流式细胞术检测移植后 16 周小鼠外周血中 CD3+TCR-β+T、CD4+T、CD8a+T 细胞比例（n=3，x̄±s）　a：P<0. 01，与对照组

比较；b：P<0. 01，与质量检测合格组比较；B：移植后16周质量检测合格组和质量检测不合格组小鼠胸腺的组织学检测

图 6　不同胸腺组织切片移植小鼠后的免疫重建效果评估
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细胞，成纤维细胞参与调控胸腺上皮细胞的发育、胸腺

细胞的迁移和T细胞的免疫耐受［22］。本研究发现胸腺

成纤维细胞的GO富集到上皮细胞增殖和负向调控细

胞迁移条目，提示胸腺组织切片移植后，成纤维细胞可

能通过与上皮细胞互作，共同促进胸腺功能的重建。

此外，本研究发现胸腺组织切片存在较高比例的

T细胞，但是 T细胞的GO富集到 T细胞凋亡相关的条

目，说明残余 T细胞正处于凋亡状态。先前临床试验

显示残余的T细胞并不影响胸腺组织切片在体内的重

建，提示切片中残余的 T细胞和细胞碎片可能被受体

的吞噬细胞清除［23］，移植后其在受者体内产生移植物

抗宿主病的风险也很低。

3. 2　IL16和L-selectin可作为胸腺原料的分子标志物

IL16 由 T 淋巴细胞分泌，可激活 T 淋巴细胞的增

殖［24］，L-selectin 是一种组成性表达于发育中和幼稚

T 细胞上的Ⅰ型跨膜糖蛋白，其在细胞粘附和迁移过

程中脱落［25-26］，并重新表达在膜表面［27］，过往研究表

明上清液中 L-selectin 的含量与培养期间胸腺组织切

片的 T 细胞的数量有关［28］。本研究发现培养上清液

中 IL16和 L-selectin 的蛋白水平随体外培养过程显著

降低，提示这 2个分子标志物具有双重价值，在培养早

期可作为评估胸腺原料的标志物，在培养晚期可作为

预测胸腺 T细胞清除程度和活力下降的生物标志物。

体外培养 1 d 时，质量检测合格与不合格的胸腺组织

切片的上清液 IL16和L-selectin水平有显著差异，证明

其在培养早期有评估胸腺原料质量的潜力。但在体

外培养 14 d时，质量检测合格与不合格的胸腺组织切

片的上清液 IL16和L-selectin水平无显著差异，推测可

能是由于后期合格品中 T细胞被大量清除，同时不合

格品中 T细胞因为凋亡大量减少，导致两组中 IL16和

L-selectin 的含量均显著降低，因此这 2 个因子对 14 d
的胸腺组织切片的评估价值不高。

3. 3　联合 CCL19、CCL21、CXCL12 和 CXCL16 可有效

评估胸腺组织切片的细胞功能

CXCL12 作为胸腺成纤维细胞的分子标志物，其

主要将 CD4+CD8+双阳性阶段的未成熟 T 细胞保留在

皮层，参与阳性选择过程［29-30］。胸腺上皮细胞分泌的

CCL19 和 CCL21 可通过趋化作用将 CD4+CD8+双阳性

阶段的未成熟 T细胞转移至髓质经历阴性选择［30-32］。
CXCL16 仅在胸腺髓质上皮细胞表达［30］，在 T 细胞发

育中的作用尚不清楚。本研究发现体外培养 14 d时，

4个因子对胸腺组织切片质量进行评估，AUC均>0. 7，
且联合后评估价值最高，AUC>0. 9，证明联合标志物

评估能更准确地评价胸腺组织切片成品中上皮细胞

和成纤维细胞的功能。进一步通过裸鼠皮下移植模

型证明了评估体系的可靠性，上述评估方法可规避传

统组织学诊断存在的破坏样品、消耗胸腺切片以及采

样误差等问题，对未来临床上快速准确地进行移植前

质量评估具有重要意义。

综上所述，本研究通过 scRNA-seq 揭示胸腺组织

切片中上皮细胞、成纤维细胞、T 细胞是主要组成细

胞，联合 CCL19、CCL21、CXCL16 和 CXCL12 检测对胸

腺组织切片成品质量的评估价值较高，联合 IL16和L-

selectin可作为评估胸腺原料质量的潜在指标，本研究

为建立胸腺组织切片的分子标志物评估体系提供了

重要的思路。
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