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单细胞测序揭示溃疡性结肠炎中干细胞的衰老状态

马屹诺，陶飞飞，周莉莎，王美晶，赵立鑫，孙洋
（南京大学生命科学学院，医药生物技术全国重点实验室，南京 ２１００２３）

摘要：目的　分析溃疡性结肠炎发生发展过程中细胞类型以及基因表达的动态变化。方法　采用单细胞测序技术对溃疡性
结肠炎模型鼠以及正常鼠的肠道组织进行生物信息学分析。经过质控，共有５８７１４个细胞用于构建结肠炎数据集进行下游
分析，再通过降维聚类、基因本体（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）分析和Ｍｏｎｏｃｌｅ拟时间分析等技术手段着重分析了结肠炎发生发展过程
中的上皮区室变化。结果　在结肠炎样本中细胞亚群与细胞亚群间的互作关系相比于正常样本发生了明显变化。分析结果
发现，大多数上皮细胞亚型在结肠炎阶段遭到破坏而数量减少。对维持干细胞功能十分重要的 Ｗｎｔ通路出现了抑制。Ｐｐｉａ
（ＣｙｃｌｏｐｈｉｌｉｎＡ）Ｂｓｇ（Ｂａｓｉｇｉｎ）配受体对在炎症样本中的表达降低。结论　炎症状态下基质细胞分泌的 Ｐｐｉａ耗竭导致干细胞
衰老，最终扰乱上皮细胞稳态而加重结肠炎。
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　　溃疡性结肠炎（ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅｃｏｌｉｔｉｓ，ＵＣ）是一种累
及结肠黏膜及黏膜下层的慢性炎性疾病。它主要从

直肠持续向结肠近端延伸，表现为广泛的黏膜炎症

和溃疡［１］。ＵＣ是由于遗传、环境影响及免疫失调
等多种因素相互作用而产生，关于 ＵＣ的肠上皮细
胞发生的变化目前尚不清楚［２３］。尽管治疗取得了

进展，但只有约 ４０％的患者在一年后达到临床缓
解，因此现在仍迫切需要创新的诊断和治疗

策略［４］。

单细胞 ＲＮＡ测序（ｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌＲＮＡｓｅｑ，ｓｃＲＮＡ
ｓｅｑ）能够在转录层面高分辨率地表征组织的基因表

达水平，为进一步了解疾病发生机制提供了数据基

础［５６］。ｓｃＲＮＡｓｅｑ技术揭示了参与疾病发病机制
的细胞亚群，为将基因组与病理联系起来提供了新

的见解。有研究表明，肠道黏膜屏障损伤成为 ＵＣ
发生发展的重要因素。肠道黏膜屏障由多种肠道上

皮细胞协同构成，肠道上皮细胞又是由肠道干细胞

（ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｓｔｅｍｃｅｌｌ，ＩＳＣ）分化而来［７８］。因此，利用

ｓｃＲＮＡｓｅｑ技术研究 ＩＳＣ在 ＵＣ状态下细胞类型以
及蛋白表达的动态变化对研究ＵＣ的发生发展机制
有着重要意义。

本实验通过对正常样本和ＵＣ样本进行单细胞
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测序并进行深入分析，通过分析 ＵＣ状态下的细胞
类型和细胞亚群间的配受体对的基因表达的影响，
推断结肠炎环境中的细胞互作改变，以了解 ＵＣ主
要细胞群的差异表达基因及其作用机制，为该病的

临床诊治提供参考。

１　材料与方法
１１　实验材料与仪器

２５％葡聚糖硫酸钠盐（ｄｅｘｔｒａｎｓｕｌｆａｔｅｓｏｄｉｕｍ
ｓａｌｔ，ＤＳＳ；货号：１６０１１０，ＭＰＢｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ公司）；
组织解离试剂盒［货号：１０２００１２，新格院生物科
技（中国江苏）公司］，其他实验用化学品（美国

ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）；微型离心机（Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４２５，
美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）用于收集解离的单细胞
悬液。

１２　ＵＣ动物模型的构建
Ｃ５７ＢＬ／６ｊ小鼠［雄性，ＳＰＦ，８周，（２０±２）ｇ，集萃

药康公司］。所有小鼠（ｎ＝９）保持在２２～２５℃的温
度下，湿度为５０％ ～５５％，暗光循环为１２ｈ，动物福
利和实验程序是根据实验动物护理和使用指南（美国

国立卫生研究院）和南京大学的相关伦理法规进行

的。动物实验伦理经南京大学动物实验福利伦理审

查委员会通过，批准编号为ＩＡＣＵＣ２０１００１０。
小鼠驯化３ｄ后，对照组小鼠正常饮水，模型组

小鼠连续７ｄ给予溶于饮用水２５％ ＤＳＳ诱导 ＵＣ
模型，然后正常饮水约１４ｄ后，再次连续７ｄ给予溶
于饮用水２５％ＤＳＳ，最后颈椎脱臼处死小鼠，取出
结肠组织。

１３　单细胞测序文库制备
首先，从小鼠中获得健康／炎症组织样本后立即

进行处理，将每个样品切成小块（＜１ｍｍ３）。接着，
使用组织解离试剂盒消化小鼠的组织样本以获得单

细胞悬浮液。然后按照 １０ｘＧｅｎｏｍｉｃｓ制造商的方
案，将浓度为１０００ｃｅｌｌｓ·μＬ－１的单细胞悬浮液加
载到１０ｘＧｅｎｏｍｉｃｓＣｈｒｏｍｉｕｍＣｏｎｔｒｏｌｌｅｒ上进行单细
胞微流控分选。将逆转录试剂、条形码凝胶珠和分

配油与细胞混合，在乳液中生成单细胞凝胶珠以进

行后续逆转录、文库构建与上机测序。

１４　单细胞数据的预处理与降维聚类
首先，使用ＣｅｌｌＲａｎｇｅｒ软件（版本 ｖ３１０）对数

据进行比对、条形码分配和 ＵＭＩ计数，参考集为
ＧＲＣｈ３８３００。然后，使用 Ｒ中的 Ｓｅｕｒａｔ包（版本
ｖ４３０）［９］将过滤后的计数矩阵转换为稀疏矩阵，
排除表达少于２００个基因或多于４００００个基因的

细胞，以及线粒体读数超过２０％的细胞。接着对数
据进行对数归一化和缩放，并回归计算由于 ＵＭＩ计
数和线粒体读数百分比引起的细胞间变异。然后通

过“ＦｉｎｄＣｌｕｓｔｅｒｓ”函数进行细胞聚类，使用主成分分
析（ＰＣＡ）提取前１０个主成分定义细胞身份，最后使
用“ＲｕｎＵＭＡＰ”函数进行降维和可视化。针对亚群
细胞聚类，不同类型的细胞被单独提取，并根据它们

各自的前２０个主成分基于视觉检查使用不同的分
辨率进行聚类。

１５　炎症基因集打分
基于单细胞数据集，计算在各个样本中炎症基

因的相对表达量，以基因集的相对表达量为评估炎

症特征的标志。用以计算炎症特征的基因包括

ＩＦＮＧ、ＩＦＮＧＲ１、ＩＦＮＧＲ２、ＩＬ１０、ＩＬ１２Ａ、ＩＬ１２Ｂ、
ＩＬ１２ＲＢ１、ＩＬ１２ＲＢ２、ＩＬ１３、ＩＬ１７Ａ和 ＩＬ１７Ｆ等４２个炎
症相关基因，炎症基因集来自 Ｓｍｉｌｌｉｅ等［１０］定义的

结肠炎相关的炎症基因。

１６　拟时间分析
Ｍｏｎｏｌｅ２（ｖ２２４０）用于细胞拟时间分析［１１］。

用于进行排序的基因集是根据干细胞中的差异表达

基因定义的。利用 ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌＧｅｎｅＴｅｓｔ函数探索
细胞分化过程中的基因动力学。通过评估细胞在各

片段中的基因表达，揭示了基因随细胞分化的变化

趋势。

１７　通路分析
使用Ｓｅｕｒａｔ（ｖ４３０）中的“ＡｄｄＭｏｄｕｌｅＳｃｏｒｅ”

函数计算自定义目标基因集的平均表达量。该函数

计算单个细胞亚群内特征基因集的平均表达水平，

减去随机选择的对照基因集特征集平均表达情况，

作为特征基因集的打分。本研究对于 Ｗｎｔ通路抑
制强度、抗原呈递强度以及 ｓｅｎＭａｙｏ衰老基因集打
分的分析基于该方法。

１８　细胞间通讯分析
为了识别细胞相互作用，应用了基于 ＣｅｌｌＣｈａｔ

的细胞通讯分析［１２］。ＣｅｌｌＣｈａｔ将基因表达数据作
为输入，通过将基因表达与现有配受体数据库集
成，对细胞间通讯的概率进行建模，基于相互作用计

算均值和细胞通讯显著性，从而获得两个细胞亚群

之间的配体受体对的互作概率与互作强度。
１９　统计检验

所有的统计分析基于Ｒ语言（ｖ４２３），结果均
表示为（均值 ±标准差）。本文使用 ＣｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ
提供的函数进行基因本体（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）富集
分析，并使用默认方法即超几何分布检验以及
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Ｂｅｎｊａｍｉｎｉ＆Ｈｏｃｈｂｅｒｇ法计算Ｐ值与校正Ｐ值；差异
基因的 Ｐ值基于 Ｓｅｕｒａｔ包提供的 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩和检
验方法计算；另外，同样使用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩和检验计
算不同样本间的细胞数量变化的显著性。

２　结　果
２１　小鼠溃疡性结肠炎数据集的构建

为了探究结肠炎发生发展过程中的细胞类型

以及基因表达的动态变化，本研究对 ＤＳＳ诱导的
小鼠溃疡性结肠炎模型（ｎ＝５）以及正常小鼠的肠
道组织（ｎ＝４）进行单细胞测序（图１Ａ）。小鼠在
饮用２５％ ＤＳＳ溶液后，出现了明显的体质量下
降，此外，苏木精伊红（ＨＥ）染色显示，健康小鼠结
肠黏膜形态正常，可见正常平行隐窝结构，隐窝内

有整齐排列的杯状细胞；而 ＤＳＳ组小鼠结肠组织
可见隐窝萎缩与隐窝分支，杯状细胞减少或其中

黏液消失，证明 ＤＳＳ成功诱导了小鼠溃疡性结肠
炎发生［１３］（图１Ｂ）。

经过质控、去除线粒体含量过高、空液滴以及双

细胞等测序质量不佳的单元后，共有５８７１４个细胞用
于构建结肠炎数据集进行下游分析。经过数据预处

理以及降维聚类后，依据特征分子的表达水平，将数

据集注释为五个细胞区室，包括上皮细胞（Ｅｐｃａｍ＋，
ｎ＝１９６４２），基 质 细 胞 （Ｃｏｌ１ａ１＋／Ｐｅｃａｍ ＋，
ｎ＝１３２３９），髓系细胞（Ｌｙｚ２＋，ｎ＝１１６１４），Ｔ细胞
（Ｃｄ３ｄ＋，ｎ＝７０８４）与Ｂ细胞（Ｍｓ４ａ１＋，ｎ＝７１３５）。
紧接着，分别对每一个细胞区室进行重新预处理、降

维聚类以及细胞注释，共鉴定出了 ３９个细胞亚型
（图１Ｃ、Ｄ）。

在细胞组成数量上，正常样本上皮细胞的数量

高于结肠炎样本（Ｐ＝００２５９），髓系（Ｐ＝００３４１）
与Ｂ细胞（Ｐ＝００３５５）数量普遍低于结肠炎样本，
而基质（Ｐ＝０８３０８）和 Ｔ细胞（Ｐ＝０１８６３）数量
在两类样本间异质性较大，没有明显区别。结肠炎

进展中上皮的破坏［１４］以及免疫细胞浸润［１５］等事件

的发生可能导致了这种细胞数量差异（图１Ｅ）。此
外，基于炎症基因集对各样本的炎症严重程度进行

打分，结果显示相对于正常样本，结肠炎样本的炎症

打分大多呈现升高趋势，这与造模情况相符（图

１Ｆ）。令人意外的是，ＤＳＳ４样本的炎症分数较低，
推测是由于ＤＳＳ４样本制备过程中免疫细胞的丢失
导致，因为该样本中的免疫细胞占比较低（图１Ｅ），
因此，这不会对后续针对上皮细胞等其他细胞区室

的分析产生不良影响。

２２　干细胞在结肠炎中抗原呈递能力以及 Ｗｎｔ通
路抑制信号增强

由于结肠炎进展中上皮细胞会出现破坏以及表

型变化，因此首先聚焦于上皮细胞在结肠炎发展中

的改变。上皮区室包含７种主要的细胞亚型，分别
是肠上皮细胞（ｅｎｔｅｒｏｃｙｔｅｓ，Ｅ０１）、杯状细胞（ｇｏｂｌｅｔ
ｃｅｌｌｓ，Ｅ０２）、肠道干细胞（ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，Ｅ０３）、过渡增殖
细胞（ｔｒａｎｓｉｔａｍｐｌｉｆｙｉｎｇｃｅｌｌ，Ｅ０４）、簇状细胞（ｔｕｆｔ
ｃｅｌｌｓ，Ｅ０５）、肠嗜铬细胞（ｅｎｔｅｒｏｃｈｒｏｍａｆｆｉｎｃｅｌｌｓ，Ｅ０６）
与肠 内 分 泌 细 胞 （ｅｎｔｅｒｏｅｎｄｏｃｒｉｎｅｃｅｌｌｓ，Ｅ０７）
（图２Ａ和２Ｂ）。

从细胞亚群的组成来看，部分上皮细胞亚型

（Ｅ０５、Ｅ０６与Ｅ０７）在结肠炎阶段遭到破坏而数量显
著减少，这与上皮细胞在炎症阶段减少的趋势相符

（图２Ｃ）；令人意外的是，肠道干细胞的数量反而在
结肠炎中增多，根据报道［１６］，肠道炎症存在的情况

下往往会出现肠道干细胞的凋亡或功能缺失而非数

量增加，这与本实验结果不符。为了了解干细胞在

结肠炎进展中的功能变化，本研究鉴定了干细胞在

结肠炎样本相对正常样本显著变化的基因，其中４９
个基因上调，３１个基因下调（图２Ｄ）。选择上／下调
基因集中变化显著的子集进行 ＧＯ分析，结果显示
干细胞在结肠炎阶段上调的通路有 Ｗｎｔ信号通路
负调节功能、多肽抗原的加工与传递、ＭＨＣＩｂ表达
增多等（图２Ｅ和２Ｆ）；下调的通路包括细胞消化和
碳酸脱水酶活性等（图２Ｅ）。

不难发现，在结肠炎阶段中，对维持干细胞功能

十分重要的Ｗｎｔ通路出现了抑制［１７］，同时抗原呈递

相关基因表达增加，意味着干细胞在结肠炎阶段虽

然数量增加，但是出现了表型改变，可能无法发挥正

常干细胞维持肠道上皮细胞稳态的功能，进而促进

了结肠炎进展。

２３　肠道干细胞在炎症环境中逐渐发生表型改变
通过使用Ｍｏｎｏｃｌｅ２推断干细胞的拟时间分化

轨迹以描绘其在结肠炎进展中的动态变化过程。基

于干细胞在结肠炎样本以及正常样本的差异基因作

为排序基因重建了干细胞的拟时间分化轨迹，在该

轨迹中，正常干细胞处于分化起点，结肠炎细胞按推

断的分化顺序排列在轨迹的主干上（图３Ａ）。
对处于轨迹上的每个细胞的抗原呈递能力以及

Ｗｎｔ通路抑制信号进行打分，发现两类功能的打分
均与拟时间呈正相关，这提示，随着分化进行，干细

胞的 Ｗｎｔ的抑制信号增加，抗原呈递能力也增强
（图３Ｂ）。
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Ａ－结肠炎数据集构建示意图（Ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ－正常小鼠；ＤＳＳｇｒｏｕｐ－溃疡性结肠炎模型小鼠）；Ｂ－葡聚糖硫酸钠（ＤＳＳ）造模期间小鼠的体质量变化以及正常组与

ＤＳＳ组小鼠的结肠组织苏木精伊红（ＨＥ）染色图像；Ｃ－主要的细胞区室和细胞类型统一流形逼近与投影（ＵＭＡＰ）图；Ｄ－特征基因在数据集中的表达分布；Ｅ－数

据集中细胞在不同细胞区室以及样本间的数量分布差异；Ｆ－各样本的炎症特征打分。

Ａ－ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｎｇｔｈｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｏｌｉｔｉｓｄａｔａｓｅｔ（Ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ－ｈｅａｌｔｈｙｍｉｃｅ；ＤＳＳｇｒｏｕｐ－ｍｉｃｅｗｉｔｈＤＳＳｉｎｄｕｃｅｄｃｏｌｉｔｉｓ）；Ｂ－ｗｅｉｇｈｔｃｈａｎｇｅｓｏｆ

ｍｉｃｅｄｕｒｉｎｇＤＳＳｉｎｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｉｍａｇｅｓｏｆｃｏｌｏｎｔｉｓｓｕｅｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈＨＥｆｒｏｍｎｏｒｍａｌａｎｄＤＳＳｇｒｏｕｐｓ；Ｃ－ＵＭＡＰｐｌｏｔｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｍａｊｏｒｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐａｒｔｍｅｎｔｓ

ａｎｄｃｅｌｌｔｙｐｅｓ；Ｄ－ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｆｅａｔｕｒｅｇｅｎｅｓｉｎｔｈｅｄａｔａｓｅｔ；Ｅ－ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒｓａｃｒｏｓｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐａｒｔｍｅｎｔｓａｎｄｂｅｔｗｅｅｎｓａｍｐｌｅｓｉｎｔｈｅ

ｄａｔａｓｅｔ；Ｆ－ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｆｅａｔｕｒｅｓｃｏｒｅｓｆｏｒｅａｃｈｓａｍｐｌｅ．

图１　溃疡性结肠炎组织的单细胞景观
Ｆｉｇ１　Ｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｌａｎｄｓｃａｐｅｏｆｕｌｃｅｒａｔｉｖｅｃｏｌｉｔｉｓｔｉｓｓｕｅ

　　鉴定了随拟时间改变的基因，包括上调与下调基
因，并对这些基因进行了ＧＯ分析（图３Ｃ和３Ｄ）。在
随干细胞分化而下调的基因中，富集到的条目包括内

肽酶活、丝氨酸内肽酶活等；有趣的是，在随干细胞分

化而上调的基因中，富集的条目除Ｗｎｔ抑制活性外，还
有数个响应胞外环境变化的条目，例如糖胺聚糖结合、

硫化合物结合与细胞黏附因子结合等，这可能意味着胞

外环境变化带来的蛋白互作的改变重塑了干细胞表型。
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Ａ－上皮细胞的ＵＭＡＰ图；Ｂ－上皮细胞亚群的特征基因表达分布；Ｃ－上皮细胞亚群在正常样本以及结肠炎样本的数量差异，１）Ｐ＞００５，２）Ｐ≤００５；Ｄ－结肠炎

干细胞与正常干细胞的差异基因；Ｅ－上／下调基因的ＧＯ富集结果；Ｆ－上调通路的基因通路概念网络。

Ａ－ＵＭＡＰｏｆｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ；Ｂ－ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｇｅｎｅｓｏｆｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｕｂｓｅｔｓ；Ｃ－ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｕｂｓｅｔｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｓｔａｇｅｓ，１）Ｐ＞００５，２）Ｐ≤００５；Ｄ－ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｇｅｎｅｓｏｆｃｏｌｉｔｉｓｓｔｅｍｃｅｌｌｓａｎｄｎｏｒｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；Ｅ－ＧＯｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｕｐ／ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ；Ｆ－ｇｅｎｅｓｐａｔｈｗａｙ

ｃｏｎｃｅｐｔｎｅｔｗｏｒｋｏｆｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｐａｔｈｗａｙｓ．

图２　结肠炎发展中上皮细胞的变化趋势
Ｆｉｇ２　Ｔｒｅｎｄｓｉｎｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｃｏｌｉｔｉｓ

２４　结肠炎中干细胞与基质细胞的互作增强
使用ＣｅｌｌＣｈａｔ评估不同细胞亚群间的配受体

对的基因表达推断结肠炎环境中的细胞互作改变，

尤其是干细胞相关的细胞互作变化。通过统计所有

细胞亚群间的互作网络，计算所有配受体对的互作
数量与互作强度的总量，发现在结肠炎样本中，细胞

间互作的强度与互作数量均高于正常组（图４Ａ）。
进一步地，热图展示了在结肠炎样本中所有细

胞亚群间的互作关系相对正常样本的变化趋势，注

意到，基质细胞作为配体，肠道干细胞作为受体的互

作关系在结肠炎样本中上调最明显（图４Ｂ和４Ｃ）。
前文分析显示干细胞在炎症环境下响应胞外环境的

通路上调，而基质细胞往往直接参与胞外环境的构

建，据此推测，炎症环境下基质细胞的配体表达变化

可能改变了肠道干细胞的表型，并最终导致肠道上

皮稳态失调，促进结肠炎发生发展。

２５　炎症环境下Ｐｐｉａ的耗竭促进干细胞衰老
在ＣｅｌｌＣｈａｔ分析结果中，进一步提取了炎症中

基质细胞干细胞互作中改变显著的配受体对（图
５Ａ和５Ｂ），同时，还鉴定了配体基因在基质细胞上
的表达谱变化（图５Ｃ）。需要强调的是，ＰｐｉａＢｓｇ作
为唯一在炎症样本中表达降低的配受体对，已经有
报道［１８］称Ｐｐｉａ的耗竭会导致干细胞的衰老状态，
并且Ｐｐｉａ的表达在炎症基质细胞中也降低。因此，
这一信号的缺失有可能使炎症肠道干细胞转化为衰

老状态；对于大部分配受体对而言，在炎症阶段的
相互作用增强，例如 ＰｔｎＳｄｃ４、Ｌａｍｂ１Ｄａｇ１与
Ｃｏｌ１ａ２Ｃｄ４４等，意味着基质细胞有可能通过上调这
些信号促进干细胞的衰老状态（图５Ｂ）。

为了确定炎症中干细胞的一系列表型（变化如

抗原呈递能力以及Ｗｎｔ通路抑制信号增强）是由衰
老带来的改变，使用Ｓａｕｌ等［１９］总结的ＳｅｎＭａｙｏ基因
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Ａ－Ｍｏｎｏｌｅ２预测的结肠干细胞的分化轨迹；Ｂ－干细胞分化过程中的功能变化；Ｃ－热图展示沿拟时间轨迹显著上调／下调的基因；Ｄ－沿拟时间上／下调基因的

ＧＯ富集结果。

Ａ－ｔｈｅｐｒｅｄｉｃｔｅｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｔｒａｊｅｃｔｏｒｙｏｆｃｏｌｏｎｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；Ｂ－ｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｓｔｅｍｃｅｌｌｓｄｕｒｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ；Ｃ－ｔｈｅｈｅａｔｍａｐｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｇｅｎｅｓｔｈａｔｗｅｒｅ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ／ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄａｌｏｎｇｔｈｅｑｕａｓｉｔｅｍｐｏｒａｌｔｒａｊｅｃｔｏｒｙ；Ｄ－ｔｈｅＧＯｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｕｐ／ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｇｅｎｅｓａｌｏｎｇｔｈｅｐｓｅｕｄｏｔｅｍｐｏｒａｌ

ｔｒａｊｅｃｔｏｒｙ．

图３　拟时序分析揭示炎症环境下干细胞的分化轨迹
Ｆｉｇ３　Ｐｓｅｕｄｏｔｉｍｅａｎａｌｙｓｉｓｒｅｖｅａｌｓｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｔｒａｊｅｃｔｏｒｙｏｆｓｔｅｍｃｅｌｌｓｉｎｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

集鉴定数据集中干细胞的衰老情况。ＳｅｎＭａｙｏ基因
集能够在单细胞水平上表征衰老细胞并识别关键的

细胞间信号通路，在所有的上皮细胞亚群中，Ｅ０３干
细胞具有最高的衰老评分（图５Ｄ），而且结肠炎干
细胞的衰老评分显著高于正常干细胞（图５Ｅ）。

３　讨　论
本研究以 ＤＳＳ诱导的溃疡性结肠炎小鼠模型

为基础，建立了一个结肠炎数据集，并通过降维聚

类、ＧＯ分析与Ｍｏｎｏｃｌｅ拟时间分析等技术手段着重
分析了结肠炎发生发展过程中的上皮区室变化，同

时提出，基质细胞分泌的Ｐｐｉａ在炎症状态下耗竭会
导致干细胞衰老，最终扰乱上皮细胞稳态，加重

结肠炎。

在哺乳动物中，肠上皮是最活跃的自我再生组

织，依赖隐窝底部的干细胞的分化增殖进行更

新［２０］。当干细胞衰老发生后，其再生能力受损，导

致肠道功能障碍，导致４０岁以上人群患肠道疾病的
风险大大提高，其中包括溃疡性结肠炎［２１］。在肠道

衰老尤其是干细胞衰老过程中，与免疫细胞和微生

物组的直接相互作用会导致肠道慢性炎症，并与肠

道干细胞内在变化协同作用以在衰老过程中建立和
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Ａ－正常样本与结肠炎样本的互作强度与互作数量；Ｂ－热图展示炎症样本相对正常样本的互作改变情况，热图颜色标度为正常样本的互作数量与炎症样本的互

作数量的比值；Ｃ－干细胞作为受体细胞，基质细胞作为配体细胞的互作对数量弦图。
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图４　细胞亚群间的细胞互作分析
Ｆｉｇ４　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｅｌｌｔｏｃｅｌｌｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｂｅｔｗｅｅｎｃｅｌｌｓｕｂｓｅｔｓ

Ａ－基质细胞的ＵＭＡＰ图；Ｂ－基质细胞干细胞在正常／炎症阶段的配受体对互作强度；Ｃ－配体基因在基质细胞的表达分布；Ｄ－各上皮细胞亚群的 ｓｅｎＭａｙｏ衰

老评分；Ｅ－正常／炎症来源干细胞的ｓｅｎＭａｙｏ衰老评分。

Ａ－ＵＭＡＰｏｆｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓ；Ｂ－ｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓｔｅｍｃｅｌｌｌｉｇａｎｄｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｔｒｅｎｇｔｈｉｎｎｏｒｍａｌ／ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｓｔａｇｅ；Ｃ－ｌｉｇａｎｄｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｉｎｓｔｒｏｍａｌ
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图５　互作关系的改变促进干细胞在炎症环境下的衰老
Ｆｉｇ５　Ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｐｒｏｍｏｔｅｓｔｈｅａｇｉｎｇｏｆｓｔｅｍｃｅｌｌｓｉｎａｎｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ
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维持慢性炎症［２２］。本研究的数据提示，干细胞衰老

过程中发生了 Ｗｎｔ抑制信号增强和抗原呈递能力
增强等表型改变，实际上，这些表型已经被证明在干

细胞衰老中发生［２３２４］。本研究进一步证实了炎症

环境下的干细胞衰老状态，并描述了这一过程的分

子景观。

此外，本研究还提出了炎症环境下耗竭的 Ｐｐｉａ
可能是促进干细胞衰老的因素之一。ＰｐｉａＣＤ１４７
相互作用，通过激活ＣＤ１４７介导的细胞内下游信号
通路，在多种疾病的进展包括抗凋亡、提高细胞干性

以及促进增殖等［２５］中至关重要。此外，Ｐｐｉａ作为一
种分子伴侣在细胞内也可单独发挥作用，确保干细

胞的结构蛋白质组多样性，保护其免受错误折叠蛋

白质的积累和随后的蛋白毒性应激带来的细胞衰老

风险［２６］。在结肠组织中，基质细胞可能以旁分泌的

模式为干细胞提供Ｐｐｉａ，帮助其维持分化活性。
目前，干细胞疗法是溃疡性结肠炎治疗的研究

方向之一。溃疡性结肠炎主要的治疗手段包括利用

生物制剂促进ＳＴＡＴ３通路激活，从而恢复干细胞活
性，进行上皮修复［２７］；也有研究小组将类器官来源

的肠道干细胞移植到受损结肠中，从而促进结肠修

复［２８］。本研究提供了炎症环境下干细胞衰老的分

子景观，针对这一过程中的如Ｐｐｉａ设计治疗方案将
有助于溃疡性结肠炎治疗方案的改进。
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１５９（２）：５９１６０８．

［１６］　ＬＩＵＣ，ＬＩＪ，ＪＩＮＨ，ｅｔａｌ．Ｃｏｌｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｆｒｏｍｓｅｖｅｒｅｕｌｃｅｒａ
ｔｉｖｅｃｏｌｉｔｉｓｍａｉｎｔａｉｎｓｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｉｍｍｕｎｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｂｙａｌｔｅｒｉｎｇｃｈｒｏｍａｔｉｎａｃｃｅｓｓｉｂｉｌｉｔｙａｎｄｇｌｏｂａｌｍ６Ａｌｏｓｓ［Ｊ］．Ｌｉｆｅ
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