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基于单细胞转录组鉴定动脉粥样硬化自身免疫表征

姚海鹏, 钱勇江, 王中群
(江苏大学附属医院心血管内科,江苏省镇江市 212001)

[摘　 要] 　 [目的] 　 基于单细胞转录组生物信息学方法探讨动脉粥样硬化免疫微环境特征,挖掘免疫炎症与动

脉粥样硬化之间潜在的联系。 [方法] 　 从 GEO 数据库中提取单细胞转录组数据集 GSE159677,可视化分析颈动

脉粥样硬化斑块区及其近心端毗邻非斑块区细胞组成成分,利用 CellChat 整合细胞间通讯网络,分析细胞间交互

作用差异,识别动脉粥样硬化斑块免疫炎症信号通路差异,探索动脉粥样硬化免疫微环境中细胞间受体-配体特异

性变化通路。 [结果] 　 本研究从单细胞测序的视角分析了动脉粥样硬化斑块内的细胞构成和细胞通讯。 研究发

现,在动脉粥样硬化斑块的细胞构成中内皮细胞和平滑肌细胞减少,而 T 细胞、单核细胞、巨噬细胞及软骨细胞明

显增加。 通过细胞通讯分析,发现树突状细胞、单核细胞、巨噬细胞、自然杀伤细胞与内皮细胞间的通讯作用及部

分细胞与单核细胞间的通讯作用均有显著的改变,相关信号通路包括 CXCL 家族与 ACRK1、CCL 家族与 ACRK1、
MIF 与 CD74 等配体-受体互作。 MIF、ANXA1、YNF、RETN、LGASL9 等对单核细胞以及 NAMPT、CCL2、TNFSF12 对

内皮细胞的通讯改变在免疫炎症反应调控动脉粥样硬化机制中起着关键作用。 [结论] 　 免疫炎症微环境在动脉

粥样硬化斑块形成过程中发挥了重要调控作用。
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Identification of autoimmune characterization of atherosclerosis based on single cell
transcriptome
YAO Haipeng, QIAN Yongjiang, WANG Zhongqun
(Department of Cardiology, Affiliated Hospital of Jiangsu University, Zhenjiang, Jiangsu 212001, China)
[ABSTRACT] 　 　 Aim 　 To explore the characteristics of immune microenvironment of atherosclerosis based on the
bioinformatics method of single cell transcriptome, and to explore the potential relationship between immune inflammation
and atherosclerosis. 　 　 Methods　 Single cell transcriptome data set GSE159677 was extracted from the GEO database to
visually analyze the cellular components of carotid atherosclerotic plaque and its adjacent non-plaque area. 　 CellChat was
used to integrate intercellular communication networks, analyze the difference in intercellular interaction, identify the differ-
ence in the immune inflammatory signal pathway of atherosclerotic plaque, and explore the specific change pathway of inter-
cellular receptor-ligand in the atherosclerotic immune microenvironment. 　 　 Results　 In this study, the cellular composi-
tion, and cellular communication in atherosclerotic plaques were analyzed from the perspective of single cell sequencing. 　
It was found that in the cellular composition of atherosclerotic plaques, endothelial cells and smooth muscle cells
decreased, while T cells, monocytes, macrophages, and chondrocytes increased significantly. 　 Through the analysis of cel-
lular communication, it was found that there were significant changes in the communication between dendritic cells, mono-
cytes, macrophages, natural killer cells, and endothelial cells, and between some cells and monocytes, including CXCL fami-
ly and ACRK1, CCL family and ACRK1, MIF and CD74 and other ligand-receptor interactions. 　 The communication of
MIF, ANXA1, YNF, RETN, and LGASL9 to monocytes and the communication of NAMPT, CCL2, and TNFSF12 to endo-
thelial cells play an important role in the immune inflammatory response regulating the development of atherosclerosis. 　 　
Conclusion　 Immune inflammatory microenvironment plays an important role in the formation of atherosclerotic plaque.
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　 　 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)是以大中动

脉内皮下间隙脂质沉积及斑块形成为特征的一种

病理学改变,是导致心血管疾病的重要病理基

础[1]。 As 所致的心血管疾病具有高发病率、高死亡

率的特点,是目前导致全球死亡的首要疾病[2]。 近

些年,越来越多的证据表明,As 是一种环境和基因

共同作用的慢性炎症性疾病[3],炎症反应贯穿 As
发生发展,内皮细胞、淋巴细胞、平滑肌细胞、巨噬

细胞在其发病中起重要作用。 但是炎症在 As 病理

生理学中的作用是复杂的,尚不十分清楚。 为了研

究 As 的免疫炎症微环境,本研究借助公共数据库上

颈动脉内膜剥脱术临床标本的单细胞测序数据,基
于单细胞转录组数据,利用生物信息学方法,系统

分析 As 免疫炎症微环境的特异表达以及细胞间通

讯差异,解释不同免疫细胞间的交互作用在 As 发生

发展中扮演的角色,为精准化治疗提供理论基础。

1　 材料和方法

1. 1　 数据来源及类型

单细胞转录组数据来源于 Gene Expression Om-
nibus 数据库,基于 10×Genomics 单细胞转录组测序

检测了颈动脉内膜剥脱术患者的活检组织。 样本

包括颈动脉 As 斑块区(GSM4837523、GSM4837525、
GSM4837527)及其近心端毗邻非斑块区(GSM4837524、
GSM4837526、GSM4837528)。
1. 2　 数据整合及降维、聚类

分析数据前,使用 Seurat(3. 0. 3 版本)进行基

于无监督图聚类来分析 scRNA-seq 数据。 去除样本

间的批次效应,并过滤数据。 具体方案:纳入基因数

500 ~10 000 个 UMI(unique molecular identifiers)、线
粒体基因比例<30%的细胞,否则认为低质量细胞,剔
除后续分析。 将质控后的数据使用 Normalize Data 函

数进行标准化,使用 Find Variable Features 函数选择

高变基因。 利用 Seurat 的相互主成分分析(principal
component analysis,PCA)功能进行整合数据。 选取前

15 个主成分采用统一流行逼近和投影 ( uniform
manifold approximation and projection,UMAP)的方式

可视化降维[4],并对细胞的占比进行可视化处理[5]。
1. 3　 细胞间通讯分析

运用 Single R 对细胞进行自动注释后,将数据

导入 CellChat 分析,可视化整合细胞通讯网络。 使

用圆图、热图显示任意两个细胞组之间的交互数量

或交互强度。
1. 4　 数据分析平台及统计学分析

采用 R 语言(4. 2. 0 版本)编程以及 R 包 ggplot 2
进行可视化处理,P<0. 05 被认为差异具有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 免疫炎症细胞亚群的识别

应用 scRNA-seq 分析了 3 例行颈动脉内膜剥脱

术的患者颈动脉 As 斑块区及其近心端毗邻非斑块

区的细胞差异,将单细胞测序数据进行数据归一

化、降维分析、聚类分析,然后将所有细胞分为 15 个

细胞簇。 包括 B 细胞、T 细胞、树突状细胞、自然杀

伤细胞、巨噬细胞、粒系-巨噬系祖细胞、髓系祖细

胞、单核细胞、CD34-前体 B 细胞等 11 个免疫细胞

簇,也包括软骨细胞、成骨细胞、平滑肌细胞、组织

干细胞等其他细胞簇(图 1)。

图 1. 单细胞转录组数据降维图

CMP 为髓系祖细胞,DC 为树突状细胞,NK cell 为
自然杀伤细胞,GMP 为粒系-巨噬系祖细胞,

preB cell CD34-为 CD34-前体 B 细胞。
Figure 1. Dimensionality reduction map of single cell

transcriptome data

2.2　 As斑块区与其近心端毗邻非斑块区细胞聚集差异

不同样本来源的细胞簇所占比例不同,表现出

个体差异(图 2)。 进一步对颈动脉 As 斑块区及其

近心端毗邻非斑块区中的细胞进行分析,发现 As 斑
块区中的单核细胞、巨噬细胞、T 细胞、软骨样细胞

的构成有显著的上升,而内皮细胞、成纤维样细胞、
平滑肌细胞及组织干细胞的比例有显著的下降(图
3 和图 4)。 这说明在颈动脉斑块中,存在着更加活
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跃的免疫炎症反应,也提示免疫细胞参与 As 进展,
对其发展起着重要作用。

图 2. 各患者样本单细胞转录组降维图

Figure 2. Dimensional reduction map of single cell
transcriptome of each patient sample

图 3. 动脉粥样硬化斑块区及其近心端毗邻

非斑块区单细胞转录组降维图

AC 为 As 斑块区,PA 为近心端毗邻非斑块区。

Figure 3. Dimensional reduction map of single cell
transcriptome in the atherosclerotic plaque area and

its proximal adjacent non-plaque area

图 4. 各细胞簇在动脉粥样硬化斑块区及其近心端毗邻非斑块区所占比例柱状图

AC 为 As 斑块区,PA 为近心端毗邻非斑块区,CMP 为髓系祖细胞,DC 为树突状细胞,NK cell 为自然杀伤细胞,

GMP 为粒系-巨噬系祖细胞,preB cell CD34-为 CD34-前体 B 细胞。

Figure 4. Histogram of the proportion of each cell cluster in the atherosclerotic plaque area and
its proximal adjacent non-plaque area

2. 3　 As 斑块中免疫炎症细胞间的交互作用

基于细胞间通讯差异分析,颈动脉 As 斑块区平

滑肌细胞与其他细胞亚群间存在广泛的交互作用,

这其中与单核细胞、巨噬细胞、树突状细胞等免疫

细胞的交互作用最为明显。 进一步分析细胞间交

互强度差异,发现内皮细胞与自然杀伤细胞、单核
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细胞、T 细胞的交互强度明显高于其他细胞间的交

互强度,这提示了 As 斑块中免疫炎症细胞间通讯作

用明显上调。 成骨细胞在细胞亚群中的比例较低,
交互数量也是广泛下调的;内皮细胞与单核细胞、
自然杀伤细胞、T 细胞间的交互强度明显升高(图

5A 和 5B)。 为了进一步探究 As 斑块区免疫炎症细

胞间的通讯变化,对 As 斑块区及其近心端毗邻非斑

块区总交互数量进行比较,发现 As 斑块区平滑肌细

胞与巨噬细胞、单核细胞、树突状细胞的交互数量

仍较多(图 5C 和图 6A)。

图 5. 动脉粥样硬化斑块区及其近心端毗邻非斑块区细胞通讯网络

A 为细胞间交互作用数量(左)和强度(右)圆图,圆的大小和细胞数量成正比,边缘宽度表示交互数量 / 强度大小;B 为不同细胞亚群间交互作用

数量(左)和强度(右)变化圆图,红色线条表示上调,蓝色线条表示下调;C 为 As 斑块区(左)及其近心端毗邻非斑块区(右)细胞间交互数量圆图。
AC 为 As 斑块区,PA 为近心端毗邻非斑块区,CMP 为髓系祖细胞,DC 为树突状细胞,NK cell 为自然杀伤细胞,

GMP 为粒系-巨噬系祖细胞,preB cell CD34-为 CD34-前体 B 细胞。

Figure 5. Cell communication network in the atherosclerotic plaque area and its proximal adjacent non-plaque area
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　 　 通过绘制细胞间通讯热图(图 6B),发现成骨

细胞交互作用下降最为明显,而巨噬细胞交互作用

数量变化最大。 但各细胞亚群的基础量差别较大,
数量变化差异不能很好地解释细胞交互作用的差

异,所以相对于细胞间交互作用数量变化差异,交
互作用强度差异可以更好地反映 As 斑块区及其近

心端毗邻非斑块区细胞间通讯差异。 交互作用强

度变化热图显示,内皮细胞与 T 细胞、单核细胞、树
突状细胞、自然杀伤细胞等免疫炎症细胞的交互强

度明显上调,其中内皮细胞与树突状细胞的交互作

用上调最为明显。 通过对细胞间交互强度差异分

析发现,As 斑块区的免疫炎症细胞间交互作用广泛

上调,其中内皮细胞的交互作用变化最明显。 内皮

细胞作为血管壁的重要组成结构,其功能障碍是早

期 As 进展的标志,可作用于平滑肌细胞,从而产生

纤维斑块,斑块周围的炎症细胞又可调节内皮细胞

表型转化,使得斑块破裂,进一步加重 As 进展。 本

研究发现,内皮细胞和树突状细胞之间存在密切联

系,其细胞间通讯作用可以调节免疫微环境,从而

推动 As 的发展。

图 6. 动脉粥样硬化斑块区及其近心端毗邻非斑块区交互差异

A 为 As 斑块区及其近心端毗邻非斑块区细胞间交互数量柱状图,B 为细胞间通讯数量(左)和通讯强度(右)差异热图。
红色表示上调信号,蓝色表示下调信号。 AC 为 As 斑块区,PA 为近心端毗邻非斑块区,CMP 为髓系祖细胞,DC 为树突状细胞,

NK cell 为自然杀伤细胞,GMP 为粒系-巨噬系祖细胞,preB cell CD34-为 CD34-前体 B 细胞。

Figure 6. Interaction differences between atherosclerotic plaque area and its proximal adjacent non-plaque area

2. 4　 As 斑块中特异性免疫炎症信号通路

通过比较每个信号通路的信息流来识别保守

和环境特异的信号通路,该信息流由推断网络中所

有细胞群之间的通信概率之和定义。 结果发现,
ANGPT、 GALECTIN、 TWEAK、 TGF-β、 PETIOSTIN、
GRN、PAR、IL1、MK 在 As 斑块区及其近心端毗邻非

斑块区中皆有表达,信息流预测显示巨噬细胞迁移

抑制因子 ( macrophage migration inhibitory factor,
MIF)在 As 斑块区中高度活跃,而在非斑块区无富

集,这提示 MIF 参与调控的免疫炎症通路可能是 As
发生的特异性信号通路(图 7)。 既往文献报道配体

MIF 及其多亚基受体 CD74 / CD44 主要介导来自炎症

的信号传导,其在 As 斑块中的特异性富集可能为免

疫炎症相关 As 的分子机制研究提供更多理论依据。
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图 7. 动脉粥样硬化斑块区及其近心端毗邻非斑块区细胞通讯网络中整体信息流差异

左图为 As 斑块区及其近心端毗邻非斑块区中各因子百分比堆叠柱状图,右图为 As 斑块区及其近心端毗邻非斑块区中各因子柱状图;
红色信号表示在 As 斑块区富集,蓝色信号表示在近心端比毗邻非斑块区富集,黑色信号表示在 As 斑块区及其近心端毗邻

非斑块区有同样富集。 AC 为 As 斑块区,PA 为近心端毗邻非斑块区,CMP 为髓系祖细胞,DC 为树突状细胞,

NK cell 为自然杀伤细胞,GMP 为粒系-巨噬系祖细胞,preB cell CD34-为 CD34-前体 B 细胞。

Figure 7. Differences in overall information flow in cellular communication networks in the atherosclerotic plaque area
and its proximal adjacent non-plaque area

2. 5　 As 斑块中免疫炎症细胞间受体-配体差异性表达

为了进一步分析细胞间交互作用差异,绘制了

受体-配体对上调、下调气泡图。 结果发现,As 斑块

区及其近心端毗邻非斑块区中内皮细胞与 T 细胞、
树突状细胞、单核细胞、自然杀伤细胞之间受体-配
体 变 化 存 在 较 大 差 异, TNF-TNFRSF1B、 IFNG-
( IFNGR1 + IFNGR2 )、 CD40LG-( ITGA5 + ITGB1 )、
RETN-CAP1、 IGF1-( ITGA6 + ITGB4)、 CCL8-ACKR1、
CCL18-ACKR1、CCL13-ACKR1、 ADM-CALCRL、 OSM-
(LIFR+IL6ST)、TNF-TNFRSF1B 等信号通路在近心

端毗邻非斑块区中明显下调,而在 As 斑块区中未见

明 显 变 化。 TNFSF12-TNFRSF12A、 CCL2-ACKR1、
CCL3-ACKR1、VEGFB-VEGFR1 等信号通路只在 As
斑块区中明显上调。 这提示 As 斑块形成与多种细

胞及因子共同参与的错综复杂的免疫炎症反应紧

密关联。 横向比较发现,ANXA1 介导的单核细胞和

NAMPT 介导的内皮细胞交互存在一个广泛的减弱。
相对于非斑块区,CCL2、TNFSF12 介导的内皮细胞

以及 MIF 介导的单核细胞在 As 斑块区中普遍上

调,提示这些介导调控免疫炎症细胞的配体在 As 发
展过程中起着重要作用。

本研究发现趋化因子在 As 斑块区广泛上调,但
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与其他趋化因子不同,CCL2-ACKR1 介导的免疫炎

症反应只在 As 斑块区上调,而在非斑块区几乎没有

表达,提示这可能是调控免疫炎症反应从而导致的

As 特异性信号通路(图 8 和图 9)。

图 8. 比较动脉粥样硬化斑块中内皮细胞与其他细胞间配体-受体变化差异

左图为 As 斑块区中内皮细胞下调的配体-受体轴,右图为 As 斑块区中内皮细胞上调的配体-受体轴。
AC 为 As 斑块区,PA 为近心端毗邻非斑块区,CMP 为髓系祖细胞,DC 为树突状细胞,NK cell 为自然杀伤细胞,

GMP 为粒系-巨噬系祖细胞,preB cell CD34-为 CD34-前体 B 细胞。

Figure 8. Comparison of ligand-receptor changes between endothelial cells and other cells in atherosclerotic plaques

图 9. 比较动脉粥样硬化斑块中单核细胞与其他细胞间配体-受体变化差异

左图为 As 斑块区中单核细胞下调的配体-受体轴,右图为 As 斑块区中单核细胞上调的配体-受体轴。
AC 为 As 斑块区,PA 为近心端毗邻非斑块区,CMP 为髓系祖细胞,DC 为树突状细胞,NK cell 为自然杀伤细胞,

GMP 为粒系-巨噬系祖细胞,preB cell CD34-为 CD34-前体 B 细胞。

Figure 9. Comparison of ligand-receptor changes between monocytes and other cells in atherosclerotic plaques
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3　 讨　 论

当前,越来越多的研究证实免疫炎症反应在 As
发生发展中起着关键作用,炎症既是 As 重要的起始

因素,也是 As 斑块不断进展,乃至破裂的促进因素。
在血管黏附因子的作用下,单核细胞转化成巨噬细

胞,巨噬细胞吞噬过多的脂质形成泡沫细胞,泡沫

细胞堆积过多从而形成脂质条纹,促进斑块不稳定

发生和动脉硬化演化。 但目前对于 As 炎症机制尚

不十分清楚,本研究利用 scRNA-seq 为更好地理解

这种疾病的基本机制开辟了新途径。
研究发现,As 斑块中 MIF 信号通路明显上调,

作为炎症介导因子的 MIF,通过促进 T 细胞和单核

细胞募集,从而激活免疫炎症信号通路,将巨噬细

胞转化为泡沫细胞,同时增强胶原酶表达和基质降

解,导致 As 斑块不稳定[6]。 一项动物实验研究报

道,在正常情况下血管内皮细胞中 MIF 的 mRNA 表

达呈弱阳性,不能检测到 MIF 蛋白表达,而在 As 斑

块处 MIF 表达显著增高[7]。 相反,将小鼠的载脂蛋

白基因和 MIF 基因双重敲除后,As 斑块退缩变

小[8]。 MIF 已被证实是颅内 As 的独立危险因素,且
与其狭窄程度呈正相关[9]。

MIF 促进 As 的机制可能在于与其特异性靶分

子 Jab-1 结合形成复合物,激活活化蛋白 1,调控相

关基因转录,进而参与免疫炎症信号转导[10-11]。 既

往对 MIF 参与的信号通路研究发现,这些途径常聚

在丝裂原激活蛋白激酶(MAPK)、磷脂酰肌醇 3 激

酶(PI3K)和核因子 κB(NF-κB)信号通路,也受表

观遗传调控[12]。 MIF 通过触发其细胞表面受体

CD74[13]和抑制硫氧还蛋白结合蛋白(TXNIP) [14]来

诱导 NF-κB 通路。 也可以通过与配体复合物结合

(如 CXCR4)发挥作用,从而促进 As 发展。 既往研

究发现,MIF 细胞因子家族中的 D-DT 与 MIF 同样

可以结合 CD74,但不具有与趋化因子受体 CXCR2
结合的基序。 本研究发现,MIF 与 CD74 和 CXCR4
复合物相结合,激活免疫炎症反应从而加速 As 斑块

形成,这为进一步了解 As 的病理生理过程具有重要

参考价值,为靶向调控 As 斑块进展提供新的实验理

论依据。
基于对内皮细胞通讯分析发现,趋化因子对病

灶的单核细胞和内皮细胞都有影响。 既往有研究

发现,当趋化因子 CCL2、CCL5、CCL8 和 CXCL9 下

调后,As 斑块变小、巨噬细胞聚集减少以及斑块中

的胶原蛋白和平滑肌细胞增多使得斑块更加稳

定[15]。 当使用 CCR2 / 5 小分子受体拮抗剂 RS102982、
Met-RANTES 后,同样可以缩小斑块,抑制巨噬细胞聚

集[16]。 既往研究证明趋化因子 CCL2 具有促炎和抗

炎的双重作用[17]。 CCL2 可以通过 CCR2 诱导内皮

细胞增殖和迁移[18],同时诱导促炎因子的表达和募

集巨噬细胞,在病变形成中发挥作用[19],这与本研

究发现 CCL2 在斑块的内皮细胞中明显上调的结果

相一致,但鲜有研究证实 CCL2-ACKR1 信号通路调

控 As 进展。 ACKR1 可与 CD82 相互作用,通过上

调 p21 和下调 TBX2[20]来抑制肿瘤细胞增殖并诱导

衰老。 同时,ACKR1 通过隔离 CXCL1、CXCL5 和

CXCL8 参与血管生成的调控[21]。 在转基因小鼠工

程过表达 ACKR1 内皮细胞(通过前内皮素启动子 /
增强剂),ACKR1 有降低 ELR+CXC 趋化因子[22] 的

促血管生成特性。 ACKR1 调控 As 斑块研究较少,
其下调在 ApoE- / -As 模型中似乎有保护作用,但仅

与细胞因子和趋化因子表达以及 T 细胞亚群和炎

性巨噬细胞含量的适度变化有关。
另一个值得关注的是,NAMPT、ANXA1 在 As

斑块的各细胞亚群中广泛下调,提示可能通过抑制

炎症免疫反应从而延缓 As 发生。 研究发现,当发生

免疫炎症反应时,ANXA1 能够与 FPR 结合,使受体

失敏,抑制中性粒细胞和单核细胞的迁移,从而减

少白细胞在感染部位的聚集[23]。 NAMPT 对 As 的

作用一直有不同的结论,有文献[24] 报道 NAMPT 在

对抗氧化应激时起到保护血管平滑肌细胞的作用,
但也有研究证实 NAMPT 在巨噬细胞中有促进炎症

作用[25]。 当 NAMPT 下调,可通过 PPARα-LXRα-
ABCA1 / G1 通路促进胆固醇流出和巨噬细胞 RCT
来发挥抗 As 作用,这表明 NAMPT 具有稳定 As 斑

块、延缓 As 进展的作用。 本研究发现,在斑块组织

中 NAMPT 普遍下调,具体调控机制仍需要进一步

的研究证实。 结合本研究,以上的关键分子有可能

通过结合单核细胞、内皮细胞的特异性受体参与 As
的具体病理过程。

综上所述,本研究通过生物信息学分析,基于

CellChat(0. 0. 1 版)R 包[26] 提供的网络分析和模式

识别方法,对 As 斑块中的细胞通讯特点进行了系统

分析。 关注到 MIF、ANXA1、YNF、RETN、LGASL9 等

对单核细胞及 NAMPT、CCL2、TNFSF12 对内皮细胞

的通讯改变。 虽然还需要进一步的研究,但是这些

因子可能为免疫炎症在 As 中的作用研究提供新思

路,为调控炎症及干预免疫细胞为靶点抑制 As 及心

血管事件的发生提供了更有吸引力的证据。
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