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贝锦新博士, 中山大学肿瘤防治中心研究员、二级教授、博士生导师, 实验研究

部副主任, 华南恶性肿瘤防治全国重点实验室PI。国家优青、“新世纪优秀人才”、
广东省 “特支计划 ”百千万领军人才、广东省杰出青年医学人才获得者。课题组

主要从事恶性肿瘤等复杂疾病精准医学和转化医学研究 , 研究内容围绕“精准医

学”核心理念, 紧密结合临床和基础研究, 旨在通过基因组、表达谱、基因组编辑、

单细胞测序等组学手段 , 发现与恶性肿瘤等重大疾病早期诊断、个体化治疗靶

点或方案、疗效判断等相关的生物标志物和策略, 并阐明疾病致病分子机制, 为
实现肿瘤的个体化精确诊治提供有效产品。至今已在Cell、Lancet Oncol、Nat 
Genet、STTT、J Clin Invest、Adv Sci、Nat Commun、Genome Biol、Leukemia
等国际知名专业杂志上发表论文120余篇, 申请专利13项(其中已获授权7项)。

单细胞测序技术在人胚胎免疫系统发育中的应用进展
何帅  贝锦新*

(华南恶性肿瘤防治全国重点实验室, 广东省恶性肿瘤临床医学研究中心, 中山大学肿瘤防治中心, 广州 510060)

摘要      免疫系统发育在胚胎发育早期便已启动, 涵盖了免疫细胞的生成、播散、分化和成

熟等关键过程。这些过程不仅对胚胎组织的正常发育至关重要, 还为新生儿出生后的免疫防御能

力奠定了基础。然而, 由于组织细胞的复杂性, 以往基于组织块的研究方法难以充分揭示胚胎免

疫系统分化发育的精细过程。单细胞测序作为一种高通量单细胞分析技术, 显著提升了对细胞、

组织和器官复杂性的理解。该技术的发展为研究人胚胎免疫系统的发育提供了强大支持, 使研究

者能够在单细胞水平上解析免疫细胞的多样性、动态变化及发育轨迹, 从而为探索胚胎期免疫细

胞的组织分布、发育路径、谱系关系和功能特性提供了全新视角。此外, 单细胞测序技术在研究

免疫细胞与微环境相互作用方面也展现了重要价值, 揭示了免疫系统发育异常对胚胎发育的关键

影响。该文综述了单细胞测序技术在人胚胎免疫系统发育研究中的最新进展, 包括关键技术方法、

重要发现及其在临床应用中的潜力。通过对这些前沿研究进行总结, 期望为全面理解胚胎免疫系

统的复杂性和多样性提供有价值的参考, 为免疫系统疾病研究和治疗策略带来新的启发。 
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Abstract       The development of immune system begins early during embryonic life, encompassing essential 
processes such as the generation, dispersion, differentiation, and maturation of immune cells. These processes are 
crucial not only for the development of embryonic tissues but also for establishing the foundation of immune defense 
mechanisms in newborns. However, due to the complexity of tissue cells, traditional methods based on tissue block 
have struggled to fully reveal the intricate processes of immune system differentiation and development in embryos. 
Single-cell sequencing, a high-throughput technique for single-cell analysis, has significantly enhanced the understand-
ing of the cellular complexity within tissues and organs. This technology has provided powerful support for studying 
the development of the human embryonic immune system, enabling researchers to analyze the diversity, dynamic 
changes, and developmental trajectories of immune cells at the single-cell level. This approach offers new perspectives 
for investigating the tissue distribution, developmental pathways, lineage relationships, and functional characteristics 
of immune cells during embryogenesis. Moreover, single-cell sequencing has proven to be valuable for studying the 
interactions between immune cells and their microenvironment, highlighting the critical impact of immune system 
developmental abnormalities on embryo development. This review aims to summarize the latest progress in the ap-
plication of single-cell sequencing technology in human embryonic immune system, including key technical methods, 
major discoveries, and its potential clinical applications. By consolidating these cutting-edge studies, it is expected to 
provide valuable insights for a comprehensive understanding of the complexity and diversity of the embryonic im-
mune system, offering new inspiration for immune system disease research and therapeutic strategies.

Keywords       single-cell sequencing; embryonic immune system; immune cells; interactions; differentiation 
and development; microenvironment

胚胎发育是一个复杂而精密的调控过程 , 在这

一阶段 , 多个器官和系统逐渐形成并开始发挥生物

学功能。其中 , 免疫系统的正常发育对胚胎发育、

出生后个体健康维持和疾病防御至关重要[1-2]。胚胎

时期免疫系统不仅负责在早期生命阶段提供基本的

防御功能 , 也为胎儿的免疫耐受和新生儿自我防御

奠定基础 [2]。因此 , 研究胚胎期免疫系统的发育过

程有助于我们更好地理解免疫系统的建立机制以及

可能影响个体后续免疫功能的关键因素。在胚胎发

育过程中 , 免疫系统的早期发育依赖于造血干细胞

(hematopoietic stem cell, HSC)的分化和迁移, 最早的

造血活动发生在卵黄囊 (yolk sac, YS)中 , 接着在胎

儿肝脏和骨髓中开始造血 [3]。HSC在不同的发育阶

段逐渐成熟, 产生了不同谱系的免疫细胞, 包括髓系

细胞 (如单核细胞、巨噬细胞和树突状细胞 )和淋巴

系细胞 (如T细胞和B细胞 ), 并在胎儿发育的不同阶

段进入外周循环 , 逐渐形成与成年免疫系统相似的

细胞群体(图1)[1,4-5]。

传统的免疫学研究方法 , 如流式细胞术和基于

组织块的基因表达分析 , 已经帮助科学家们揭示了

胚胎期免疫系统的基本发育过程, 然而, 这些方法存

在相当大的局限性。基于组织块的研究方法只能

提供细胞群体的平均信息 , 掩盖了不同细胞之间的

异质性 , 这可能导致关键的细胞亚群以及细胞之间

相互作用发挥的重要功能被忽略。因此 , 研究者迫

切需要一种能够精确分析单个细胞的技术 , 以揭示

免疫系统发育过程中更细微的变化。单细胞测序技

术的出现为解决这一难题提供了可能 , 这一技术能

够在单细胞水平上获取基因组、转录组或表观遗传

等组学数据, 从而帮助研究者识别单个细胞的类型、

状态和分子特征。单细胞RNA测序(single cell RNA 
sequencing, scRNA-seq)是其中应用最为广泛的一种

方法, 通过检测单个细胞中的mRNA分子, 揭示不同

细胞的基因表达谱 , 为分析胚胎期免疫细胞的发育

提供了全新的视角。

单细胞测序技术在胚胎免疫系统研究中取得

了几项重要突破。首先 , 它帮助研究者识别了胚胎

早期免疫细胞的种类。科学家们利用 scRNA-seq发
现了多个新的免疫细胞亚群 , 并阐明了这些细胞在

胚胎发育不同阶段的动态变化。其次 , 单细胞测序

揭示了免疫系统发育过程中细胞间的相互作用。此

外 , 单细胞测序技术还揭示了新的胚胎免疫耐受机

制。总的来说 , 单细胞测序技术的引入为研究胚胎

免疫系统的发育带来了新的契机。这一技术不仅揭
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示了免疫细胞的发育轨迹和功能状态 , 还帮助科学

家理解了免疫系统如何与其他细胞相互作用 , 维持

胚胎发育的平衡。随着技术的不断进步 , 单细胞测

序将进一步推动对胚胎免疫系统复杂性的研究 , 为
未来的临床应用奠定坚实的基础。

1   单细胞测序技术进展
scRNA-seq首次出现于2009年 , 允许在单个细

胞水平上以更高的分辨率研究基因表达 , 避免了对

不同细胞类型的基因表达水平进行平均 , 可以表征

样本中存在的细胞类型及其基因表达 , 此后成为研

究人体各种组织和器官中单细胞水平基因表达的标

准[6]。此外, 该方法允许识别和表征基因表达谱异常

的细胞 , 这反过来可能为疾病发展机制提供新的见

解[7]。

主要的 scRNA-seq技术实验策略是相似的。首

先, 必须通过解离组织器官来分离单个细胞。然后, 

提取单个细胞的RNA并将其反转录成互补 cDNA、

加条形码并扩增。最后 , 产生用于高通量测序的文

库 , 紧接着进行后续生物信息学分析和实验验证 [8]。

与 bulk RNA-seq相比 , scRNA-seq文库通常包含用

于识别不同细胞身份的额外序列片段(细胞条形码)
以及独特的分子标识符(unique molecular identifiers, 
UMIs)[9]。UMIs的使用极大地提高了单细胞转录本

定量的准确性 , 从而可以识别和去除因 cDNA的大

量扩增而产生的重复序列。根据捕获的转录本覆

盖率 , 这些方法可以分为两类 : (1) 全长转录本测序

(Smart-seq2[10]、SUPeR-seq[11]和MATQ-seq[12]); (2) 
5ʹ-或3ʹ-末端转录本测序 (Drop-seq[13]、Seq-Well[14]、

10x Genomics Chromium[15]、DroNC-seq[16]或STRT-
seq[17])。目前, 最流行的scRNA-seq方法是商业化平

台, 例如BD Rhapsody[18]、TaKaRa/Clontech iCell[19]

和10× Chromium技术[15], 而10× Genomics几乎主导

了 scRNA-seq市场。尽管10× Genomics在市场上很

在人类早期生命中, 血液和免疫系统的发育发生在多个解剖部位。造血的主要部位从胚外YS转移至胚内主动脉–性腺–中肾区(AGM)、肝脏和

骨髓。T细胞的分化和成熟仅限于胸腺。免疫细胞随后迁移至其他淋巴或外周器官, 包括淋巴结、皮肤、肠道、肾脏和肺部, 并适应各自器官

的微环境。不同类型的免疫细胞在妊娠不同阶段发育并成熟, 以满足建立免疫耐受和功能性应答的发育需求。这个过程使发育中的胚胎为妊

娠期及出生后可能的抗原暴露做好准备。ILCP: ILC前体; CDR3: 互补决定区3; TdT: 末端脱氧核苷酸转移酶。

During early human life, the development of blood and immune systems occurs in multiple anatomical sites. The primary site of hematopoiesis shifts 
from the extraembryonic YS (yolk sac) to the intra-embryonic AGM (aorta-gonad-mesonephros) region, liver, and BM (bone marrow). The differentia-
tion and maturation of T cells are confined to the thymus. Immune cells then migrate to other lymphoid or peripheral organs, including lymph nodes, 
skin, gut, kidneys, and lungs, adapting to the microenvironment of each organ. Different types of immune cells develop and mature at different stages 
of pregnancy to meet the developmental requirements of establishing immune tolerance and functional responses. This process prepares the developing 
embryo for potential antigen exposure during pregnancy and after birth. ILCP: ILC precursor; CDR3: complementary-determining region 3; TdT: termi-
nal deoxynucleotidyl transferase.

图1   人类免疫系统的时间和空间发育过程(根据参考文献[4]修改)
Fig.1   Temporal and spatial development of the human immune system (modified from the reference [4])
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流行, 但迄今为止仍然没有适合所有需求的scRNA-
seq方法。因此 , 平台或方法的选择取决于特定研

究的目的和所选用测序平台的优势。这些商业化

的平台往往需要专业的仪器设备 , 因此价格高昂 , 
这限制了单细胞测序技术的大规模普及。2017年 , 
CAO等 [20]利用细胞自身作为反应容器 , 开发了一

种组合索引策略来分析单个细胞核的转录组 , 称
为 sci-RNA-seq(单细胞组合索引RNA测序 )。类似

地 , ROSENBERG等 [21]在2018年描述了一种基于分

割池连接的转录组测序 (SPLiT-seq)的策略 , 该策略

使用组合条形码来分析单细胞转录组。除此之外 , 
HAN等 [22]利用琼脂糖凝胶作为物理分割孔并与定

制化磁珠相结合 , 替代了商业微孔板或者油包水仪

器。这些方法使得单细胞测序不再依赖于外部商

业化仪器 , 极大地降低了成本 , 使得单细胞测序技

术应用能够大范围普及。

虽然单细胞测序技术能以单细胞分辨率分析

每个细胞基因表达谱 , 但由于需要将组织解离成单

个细胞 , 这一过程丢失了细胞在组织器官内的位置

信息 , 从而忽略了依赖于特定空间结构的细胞间相

互调控关系。空间单细胞组学方法的兴起 , 允许在

组织原位环境中以亚细胞或者单细胞分辨率研究转

录组 , 同时保留细胞空间位置信息 , 真实地反映组

织内调控网络和生态位。单细胞空间多组学技术被

Nature列为2022年值得关注的七大技术之一 , 其发

展和持续创新的基础是一系列已建立的空间单一组

学方法。这些方法可分为基于测序的方法和基于成

像的方法。基于测序的空间转录组学利用数千个阵

列和空间条形码寡聚dT点(10× Genomics Visium)、
或者独特的DNA条形码珠 (Slide-seq[23])甚至条形码 
DNA纳米球 (Stereo-seq[23])附着在载玻片表面上 , 通
过将原位细胞中的RNA逆转录成cDNA后构建文库

并测序, 以获取特定位置细胞的基因表达谱信息。

基于成像的空间转录组学利用单分子荧光原位杂

交 (single molecule fluorescence in situ hybridization, 
smFISH), 例如MERFISH[24]和 seqFISH[25], 能够以高

精度和亚细胞分辨率对单细胞中数千个基因转录本

和基因组位点进行成像 , 从而能够在其天然组织环

境中对RNA进行单分子检测。最近商业化的几个

空间组学平台可用于以单细胞分辨率对组织切片进

行基于自动成像或者测序的空间转录组分析 , 包括 
NanoString CosMx(基于 smFISH)[26]、Vizgen MER-

SCOPE(基于MEFISH)[27]和10× Genomics Xenium[28]

平台 , 使得单细胞空间组学可操作性极大增强。其

中10× Genomics Xenium平台允许同时对转录组和

几十个蛋白质进行基于成像及测序的联合分析 , 降
低了空间转录组测序的操作难度 , 同时增加了捕获

同一个细胞的组学信息维度。尽管有这些优势 , 空
间转录组学技术因操作及数据分析复杂、单分子检

测灵敏度有限、成本高昂以及对高质量组织切片的

依赖仍然面临实际应用限制。此外 , 不同平台之间

缺乏标准化流程导致研究结果难以被比较 , 且该技

术只能显示静态空间分布 , 无法揭示细胞的动态变

化。同时, 大多数空间转录组学仅聚焦于mRNA水平, 
缺乏蛋白质及表观修饰层面的信息 , 这可能不足以

全面了解细胞的功能状态。尽管存在这些不足 , 但
随着分辨率提升、多组学整合和标准化流程的改进, 
空间转录组学在未来依然具有巨大的应用潜力。

2   单细胞测序技术在胚胎免疫系统最新

研究进展
以往对于胚胎免疫系统的研究大多基于bulk水

平 (图2), 这限制了我们对人免疫系统发育精细过程

的理解。近年来 , 单细胞测序技术的发展使得胚胎

免疫系统的研究取得了突破性进展。科学家们利用

scRNA-seq、单细胞TCR测序 (scTCR-seq)、空间转

录组以及其他单细胞组学技术 , 描绘了胚胎发育过

程中免疫细胞谱系图 , 揭示了免疫细胞与微环境的

相互作用 , 并深入研究了胚胎免疫系统发育异常导

致胎儿疾病的关键分子机制。这些研究为理解胚胎

免疫系统发育提供了全新的视角 , 并为未来的临床

应用奠定了基础。以下本文将对单细胞测序在不同

免疫细胞类型中的研究进展进行综述。

2.1   单细胞测序应用于胚胎造血干细胞发育

HSC通过自我更新和多向分化产生所有类

型的血细胞 ,  在人类整个生命周期中维持造血。

人类HSC出现在卡内基分期 (carnegie stage, CS) 
13~17[4~6孕周(post-conceptual weeks, PCWs)]之间

的AGM区域, 可能通过主动脉内造血窦(intra-aortic 
haematopoietic cluster, IAHC)[29]发育而来。尽管 , 
主动脉内皮细胞 (aortic endothelial cells, AEC)发育

为HSC已在小鼠模型中证明 , 但其详细过程、调控

元件以及HSC与微环境细胞相互作用在人中仍不

清楚 , 这妨碍了将人类多能干细胞 (pluripotent stem 
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cell, PSC)诱导分化为HSC后应用于移植和建立相

关疾病模型。虽然 , IAHC含有大量造血细胞 , 但可

用于移植的HSC很少 [30], 这表明其功能不成熟 [31]。

新生HSC定植于肝脏、成熟并获得强大的骨髓移植

能力 , 这一过程与小鼠HSC不同 , 至今仍然无法在

培养物中重现人类HSC的成熟或精确定位其成熟

阶段[32-33]。

HSC出现之前有几个不依赖于HSC的祖细胞

起源 [34-35]。YS首先产生原始红细胞和巨噬细胞 , 
然后产生启动胎儿肝脏造血的红髓祖细胞 (eryth-
romyeloid progenitor, EMP), 至少在小鼠中是这样

的[35-36]。在人类中, YS源性骨髓祖细胞(YS-derived 
myeloid-biased progenitor, YSMP)在CS12[37]时期

迁移到肝脏。最近的谱系追踪研究表明祖细胞会

插图展示了目前妊娠早期和中期发育组织中先天和适应性免疫细胞的分布以及它们在器官发育中的作用。组织驻留巨噬细胞包括中枢神经

系统中的小胶质细胞、皮肤中的朗格汉斯细胞(LC)、肝脏中的库普弗细胞、基质巨噬细胞(MΦ), 以及潜在的红髓和肺泡巨噬细胞(AM)。肺 
NK细胞具有强效抗体(Ab)和细胞因子诱导的细胞毒性, 但偏向于耐受HLA–细胞表型。在皮肤中, 成熟的肥大细胞通过IgE对过敏原敏感, 红系

祖细胞的分化可能补充胎儿肝脏红细胞。先天B1 B细胞在胎儿肝脏和骨髓中占主导地位, 并伴有幼稚和记忆B-2 B细胞出现, 而肠道中的B细
胞主要是单克隆, 并且不同个体之间没有B细胞受体(B cell receptor, BCR)共享。B细胞谱系扩增发生在妊娠中期的骨髓中。脾树突状细胞(DC)
具有抗原呈递能力, 但也用以维持T细胞耐受。T细胞在胸腺、皮肤和肠道中具有先天样的快速反应表型(γδ T细胞), 但强烈偏向于介导(母体)
耐受性表型, 在肠道黏膜中显示TCR多样性和效应记忆表型 。脐带血CD71+红细胞(未显示)是围产期免疫抑制剂 , 可能源自胎儿肝红细胞前体。

The illustration depicts the distribution of innate and adaptive immune cells in early and mid-gestational tissues, along with their roles in organ de-
velopment. Tissue-resident macrophages include microglia in the central nervous system, LC (Langerhans cells) in the skin, Kupffer cells in the liver, 
stromal MΦ (macrophages), and potentially red pulp and AM (alveolar macrophage). Pulmonary NK (natural killer) cells exhibit potent Ab (antibody)- 
and cytokine-induced cytotoxicity but tend to exhibit a tolerant HLA– cell phenotype. In the skin, mature mast cells are sensitized to allergens via IgE, 
and the differentiation of erythroid progenitors may supplement fetal liver erythrocytes. Innate B1 B cells dominate in the fetal liver and bone marrow, 
accompanied by the appearance of immature and memory B-2 B cells. B cells in the gut are primarily monoclonal, with no BCR sharing between dif-
ferent individuals. B cell lineage expansion occurs in the mid-gestation bone marrow. Splenic DC (dendritic cell) possesses antigen-presenting abilities 
but is also involved in maintaining T cell tolerance. T cells exhibit an innate-like rapid-response phenotype (γδ T cells) in the thymus, skin, and gut but 
are strongly skewed toward mediating (maternal) tolerance. In the intestinal mucosa, they show TCR diversity and an effector memory phenotype. Cord 
blood CD71+ erythrocytes (not shown) are perinatal immune suppressors, possibly derived from fetal liver erythroid progenitors.

图2   人类胚胎组织驻留免疫细胞和功能特征(根据参考文献[5]修改)
Fig.2   Tissue-resident immune populations and functional features in human fetuses (modified from the reference [5])
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产生长寿的子代细胞 , 包括小胶质细胞和组织驻

留巨噬细胞[37-38], 从而对免疫细胞均来自于HSC这

一教条提出了挑战。此外 , 在不依赖于HSC的祖

细胞中观察到了淋巴细胞谱系分化潜能 , 而这一

特性以往被认为是HSC特有的能力 [34,39-41]。尽管

发育性造血在小鼠中涉及多个解剖部位 , 包括卵

黄囊、胎盘、大动脉 , 甚至头部和心脏 [42-44], 但它

们对人HSC发育的贡献尚不清楚[30]。

GOH等 [45]对 3~8 PCWs时期的YS组织进行了

单细胞测序分析 , 重建了从YS造血内皮细胞到早

期 HSC祖细胞的分化发育轨迹。他们发现 YS中
的HSC似乎是由 IL33+ ALDH1A1+ AEC通过造血内

皮细胞 (hemogenic endothelium, HE)产生的 , 这与

CALVANES等 [39]的发现一致。HSC可早于AGM出

现 , AGM前的早期HSC具有偏向分化为红系、巨核

细胞 (megakaryocyte, MK)和髓系细胞的潜能。然

而AGM期以后 , 剩余的早期HSC偏向分化为红系和

MK, 而晚期HSC偏向分化为淋巴细胞和MK。这与

CS14时期后在YS内首次观察到淋巴细胞 (ILC祖细

胞、NK细胞和B谱系细胞 )一致 [45]。YS微环境中的

内皮细胞 (endothelial cell, EC)可通过产生干细胞因

子(KITLG)和NOTCH1/2来维持和支持HSC池[46]。这

些在AGM期以前产生的HSC可能是胎肝造血前胚

胎免疫细胞的重要来源。

发育中的HSC嵌入AGM区域并受其微环境影

响。与许多其他发育过程一样, HSC发育依赖于和

相邻组织及区域之间的相互作用。CROSSE等 [47]

在单细胞分辨率下描绘了主动脉 (CS16时期 )中HE
的异质性, 发现CDH5+CD45+ HSC群体与中央内皮

网络密切相关, 并通过动脉特征下调的桥接内皮细

胞群与动脉细胞亚群间接相关。此外 , EDN1可能

通过表达内皮素受体的其他AGM群体 (包括内皮

细胞、周细胞、间充质细胞、神经嵴和巨噬细胞 )
间接作用于HSC发育 [47]。最近早期CS12~CS14(排
卵后 27~32天 )的单细胞转录组学分析也表明人内

皮细胞与 HSC之间存在谱系分化关系。通过将

CD34+CD45–CD44+作为标志物可从EC群体中 10
倍富集HE细胞。HSC发育过程中 , 间充质和上皮

细胞可能是潜在的生态位成分 , DLK1-NOTCH、

SPP1-CD44、WNT2B-FZD4和 IL11-IL11RA以及

间充质细胞表达的BMP4在HE分化为HSC中发挥

潜在作用[48]。同时发现EC或AEC与HE之间的相互

作用包括NOTCH(JAG-NOTCH和DLL-NOTCH)、
TGFB(TGFB1-TGFBR1、TGFB1-TGFBR2和
BMP2-SMO)和 VEGF(VEGFA-FLT1、VEG-
FA-KDR和VEGFA-NRP1)相关配体 –受体 [49]。这

些研究在单细胞层面揭示了人胚胎HE发育为HSC
的精细调控路径及相互作用微环境。

目前用于鉴定人类HSC的特征性分子缺乏区

分度 , 无法识别在不同造血部位的HSC及成熟的

HSC。CALVANES等 [39]构建了人类造血组织的单细

胞转录组图谱 , 发现了HSC特征RUNX1+HOXA9+M-
LLT3+MECOM+HLF+SPINK2+能够在整个妊娠期将

HSC与其他祖细胞区分开。除了AGM区域外 , 新生

HSC还存在于胎盘和YS中 , 这与GOH等 [45]的发现

一致。AGM区域的HSC在6周时定植于肝脏 , HSC
转录因子机制的建立则是在HSC出现时确定的 , 而
它们的表面蛋白分子在整个发育过程中不断演变。

AGM HSC向肝脏定植, 并在这一过程中获得了HSC
成熟标记物PROM1/CD133和HLA-DR[50]。

在人类胎儿发育过程中HSC逐渐定植于骨髓, 在
此自我更新并维持出生后个体终身造血。XU等 [51]通

过单细胞测序进一步明确了HSC转录组从胚胎向成

人转变是一个连续变化过程而不是跳跃式进展 , 这
与GOH等 [45]发现HSC表型在发育过程中不断演变的

结论一致 , 也与LI等 [52]在小鼠中观察到的结果相似。

scRNA-seq分析人类胎儿骨髓和脾脏中HSC及其微环

境细胞转录组图谱 , 揭示了骨髓HSC在12 PCWs后才

具备在NOG小鼠中重建长期多谱系造血功能, 而在14 
PCWs及其以前的脾脏中未检测到功能性HSC[53], 并
且早期造血干细胞和多能祖细胞 (hematopoietic stem 
cell/multipotent progenitor, HSC/MPP)的功能活性低于

晚期细胞。XIE等[54]的研究也支持HSC/MPP在妊娠中

期开始具备干性特征 , 然后维持到出生。HSC的维持

和自我更新调节可能依赖于NF-κB通路(涉及NFKB2、
REL和RELB)的参与[55-56]。在妊娠早期, HSC/MPP的干

性降低以及祖细胞中干扰素信号较强 , 使得HSC更接

近于白血病细胞。而中期妊娠后 , HSC谱系分化潜力

增强, 伴随着有氧代谢水平的上调 [54]。细胞间通讯分

析发现网状细胞 (reticular cells, CAR)和DLL4阳性EC
是人胎儿骨髓中HSC生态位调控因子的主要来源 , 通
过CD44、NOTCH1/2和CD74支持造血, 并通过SELE、
CXCL12和PTN调节HSC迁移和驻留。这些研究揭示

了人类胎儿骨髓中HSC定植机制及开始造血的精确
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时间节点 , 并为未来研究HSC发育及定植机理提供了

宝贵参考[53]。

SOMMARIN等 [57]使用CITE-seq对胎儿肝脏中

祖细胞的分子表达谱进行了分析。发现HSC的经典

标记 , 例如CD90和CD49F, 在成人和胚胎中是保守

的, 而CD135和CD123在不同细胞表达广泛, 可捕获

不同的细胞亚群。分子特征分析发现胎儿HSC核心

特征与儿童白血病特征相似, 这一发现与XIE等[54]发

现早期HSC具有接近于白血病细胞的特征一致。这

些发现强调了胎儿和成人血细胞之间的分子和免疫

表型差异 , 这对于未来研究儿童白血病和一般血液

细胞发育机理具有重要意义[57]。

这些发现极大地扩展了我们对胚胎HSC起源、

分化、定植机理的认知。同时通过分析细胞间相

互作用 , 揭示HSC与微环境相互作用的细胞类型及

调控信号 , 强调HSC更新及维持受到内在转录及外

界微环境信号的共同调控 , 为体外培育功能完善、

存活率高的HSC提供了新的见解 , 推动了体外诱导

HSC向临床应用转化。

2.2   单细胞测序应用T细胞分化发育

胸腺介导T细胞的成熟和选择, 在适应性免疫和

中枢耐受的建立中发挥着重要作用。先前对人类胎

儿胸腺器官发育和早期T淋巴细胞生成的研究主要

局限于形态学描述[58-59]。在妊娠第6周胸腺器官开始

发育, 在第8周初(CS20)胸腺上皮细胞(thymus epithe-
lial cell, TEC)发生分化, 早期淋巴祖细胞从胎儿肝脏

迁移到胸腺, 胸腺播种祖细胞(thymic seeding progeni-
tor, TSP)在胸腺中出现 , 幼稚T细胞在此发育 [60]。早

期胸腺祖细胞发育成初始T细胞并迁移到其他组织

中 [40,61]。功能性胸腺和循环T细胞在妊娠10~11周时

产生 [62]。第12周后 , 皮质和髓质上皮区域明显分离 , 
出现CD4+和CD8+单阳性(single positive, SP) T淋巴细

胞 [60,63]。除TEC外 , 其他几种基质细胞 , 如间充质细

胞和内皮细胞 , 协同促进T淋巴细胞生成 [58,64-66]。然

而 , 这些基质细胞的构成和分子特征以及它们与胸

腺中造血细胞的潜在相互作用仍然不清楚。新的证

据表明, T淋巴祖细胞的存在可独立甚至早于CS14时
期AGM区域出现的HSC[30,67-69]。此外, 具有长期单系

T细胞植入能力的造血祖细胞出现在CS16时期AGM
区域 , 然后才出现在CS17时期的胚胎肝脏中 [30]。这

些发现对传统T细胞分化自HSC提出了挑战 , 此外 , 
这些具有分化成T细胞能力的祖细胞特征在人中知

之甚少。最近 , scRNA-seq揭示了小鼠胸腺器官发生

过程中TEC的变化图谱[70-72]。然而, 人体器官以物种

特有的模式和节奏成熟 [58,73-74], 小鼠发育模式与人存

在很大差别 , 仍需要对人类胸腺进行全面的研究和

表征。

ZENG等 [40]对人类跨越胚胎和胎儿阶段胸腺、

AGM区域、肝脏以及血液进行了单细胞测序 , 发
现了早在第 5周时独特类型的前胸腺T淋巴祖细胞

就出现在AGM区域。胎儿胸腺中的第一个早期胸

腺祖细胞 (early thymic progenitor, ETP)与胎儿肝脏

中TSP具有相同的转录特征 , 通过轨迹分析揭示了

ETP可能来源于TSP。胚胎ETP和胎儿ETP细胞亚群

1(ETP1)表达干细胞和祖细胞标记物CD34和SPINK、
T细胞受体 (T cell receptor, TCR)基因TRDC[75]、T细
胞谱系相关转录因子RUNX3[76]和B淋巴谱系相关基

因 IGLL1[77], 表明其具有分化为多谱系细胞的潜力。

胚胎ETP(仅在第8周出现 )与胎儿ETP1(主要在第9
周和第 10 周)相比 , 与细胞迁移和黏附相关的基因

CXCL12和TPGS1在胚胎ETP中富集 , 但在胎儿ETP1
中缺乏 , 表明造血功能祖细胞可能在胸腺血管化前

后通过不同的途径迁移到胸腺原基中。分化发育路

径分析表明 , 在人类胎儿肝脏中的淋巴祖细胞有两

种不同发育潜力 : 一种分化为T淋巴谱系 , 另一种则

保留B淋巴谱系潜力。此外, 造血细胞和基质细胞之

间的细胞相互作用参与了T淋巴细胞生成和胸腺器

官发生。无论是胚胎或者胎儿ETP, 都与TEC具有强

烈的相互作用 , 这提示TEC在造血祖细胞定植于胸

腺和T淋巴细胞发育中发挥关键作用。内皮细胞参

与调控T淋巴细胞祖细胞和前体细胞的迁移和运动 , 
通过MADCAM1-CD44、CFH-SELL和CD34-SELL
与T淋巴细胞祖细胞和前体细胞进行通讯。同时 , 间
充质细胞和ETP还可通过 IGF-IGFR相互作用 , 这与

胰岛素样生长因子在小鼠早期T淋巴细胞发育中的

功能一致 [40]。这些发现为造血细胞和TEC的生物学

功能提供了丰富的见解 , 为设计成功的T淋巴细胞再

生策略、体外免疫重建及重构各种获得性及先天性

T细胞缺陷综合征的胸腺提供了重要参考。

PARK等 [61]对人类一生中胸腺细胞进行了全面

的单细胞表征 , 发现在早期胎儿样本 (7至8 PCWs)
中 , 淋巴室包含NK细胞、γδ T细胞和 ILC3, 而分化

的αβ T细胞很少且主要出现在双阴性 (double nega-
tive, DN)阶段 , 此后他们逐渐从双阳性 (double posi-
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tive, DP)阶段发育到SP阶段, 在12 PCWs左右达到平

衡。相反 , 先天淋巴细胞的比例减少。通过分化发

育轨迹分析 , 揭示了从CD4–CD8– DN细胞开始 , 逐
渐表达CD4和CD8成为CD4+CD8+ DP细胞 , 然后通

过CCR9高表达T αβ(进入 )阶段转变为成熟CD4+或

CD8+ SP细胞的清晰分化发育过程。此外, 从DN-DP
连接处分出的独立细胞谱系最终发育为 γδ T细胞。

DN和DP细胞包括早期高增殖和晚期静息两个阶

段。分析还显示胸腺可能存在两个不同来源的Treg
祖细胞 , CD25+FOXP3– Treg(高表达MIR155HG)和
CD25+FOXP3low细胞亚群。单细胞TCR分析表明, 非
常规T细胞的TCR库相对有限, 部分表达αβ TCR, 少
数表达 γδ TCR, 呈现有限的克隆扩增。αβ T细胞与

DP T细胞使用相似的基因编码TCR, 暗示其可能源

于胸腺细胞–胸腺细胞正选择, 而非通过皮质TEC正
向选择 [61]。这些发现首次在单细胞水平揭示了人胸

腺中T细胞的分化发育过程及其与微环境的相互作

用[61]。

以往研究表明 , 胎儿受到保护不会暴露于非母

体抗原, 但在胎儿肠道中发现了CD45RO+ T细胞, 这
提示其受到过抗原刺激并产生了记忆表型。LI等 [78]

通过质谱流式细胞术、单细胞RNA测序和高通量

TCR测序系统分析了人类胎儿肠道中的CD4+ T细胞

亚群 , 发现记忆型CD4+ T细胞高表达Ki-67(细胞分

裂标志物 )和CD5(TCR亲和性标志物 ), 并产生细胞

因子 IFN-γ和 IL-2, 同时表现出细胞激活和促炎效应

功能相关的分化轨迹。TCR库分析表明这些记忆型

CD4+ T细胞亚群存在克隆扩增、特异的库特征以及

亚群之间的相互联系。总体而言 , 这些结果表明人

类胎儿肠道中记忆CD4+ T细胞的存在可能与外来抗

原暴露相关[78]。

屏障组织中的淋巴细胞在宿主防御和稳态维

持中发挥关键作用。这些细胞在特定的发育窗口

期间定居于组织中 , 并表现出独特的表型和功能。

DHARIWALA等 [79]发现 , 虽然胎儿皮肤中的大多数

常规αβ T细胞 (Tconv)具有初始、增殖性表型 , 但部

分CD4+ T和CD8+细胞表现出记忆样特征 , 并倾向

于产生干扰素 IFNγ。皮肤Treg在妊娠中期逐步积

累 , 与毛囊发育的时间和区域相关。这些胎儿皮肤

Treg表现为效应记忆表型 , 但在关键效应分子表达

上与成人Treg不同。T细胞在人类皮肤中还扮演着

对抗病原体和肿瘤的重要免疫防御角色。REITER-

MAIER等 [80]通过单细胞分析 , 发现了一种在胎儿皮

肤和肠道中富集的αβγδ T细胞 , 其在总CD3+ T细胞

中所占比例在妊娠过程显著下降 , 足月分娩的新生

儿皮肤和出生后1~2年的非发炎包皮样本中不存在

αβγδ T细胞。TCR测序数据显示, αβγδ T细胞与单阳

性αβ T细胞的CDR3序列重叠较少, 表明他们可能是

独立发育的谱系。此外, 单阳性αβ T细胞基因特征、

细胞因子表型和体外受体–配体相互作用分析表明 , 
该细胞参与早期皮肤发育。αβγδ T细胞对磷酸抗原

有反应性 , 提示它们参与了保护胎儿在子宫内免受

感染。这些发现揭示了胚胎皮肤中存在独特的T细
胞类型, 这些T细胞参与了胎儿皮肤的免疫监督和分

化发育[80]。

2.3   单细胞测序应用于B细胞分化发育

B-1前体细胞的生成始于YS和主动脉旁脏壁膜 , 
而在中期妊娠时在骨髓和胎肝中生成。在胎儿发育

末期 , B-1前体细胞减少而B-2细胞生成激增 [81-82]。成

熟的B-1细胞可以由主动脉旁脏壁膜的B-1前体细胞

和卵黄囊发育而来。在8周时胎肝和大网膜中可检测

到B细胞 , 而在13~23 PCWs时可以在脾脏中检测到B
细胞 [83]; 在15 PCWs时在胸腔和腹腔中可检测到明显

的CD5+ B细胞 [83]。在妊娠8~13 PCWs的胎儿肝脏中 , 
已检测到M链的表达 , 以及表面 IgM、IgD和CD20的
表达 [84]。胎儿外周血循环中的B细胞出现在妊娠12 
PCWs, 在妊娠16~20 PCWs时可以在骨髓中发现它们

的踪迹 , 这些细胞表达CD19、CD20、CD21、CD22、
HLA-DR、IgM和 IgD[85]。与成人相比 , 胎儿CD5+ B细
胞(B-1 B细胞)比例更高, 被认为是新生儿的第一道防

线[86]。

B细胞发育过程包括严格的多步骤调控。B细

胞发育始于BM, 其中共同淋巴祖细胞(common lym-
phoid progenitor, CLP)通过表达转录因子 (如PAX5)
控制CLP向B细胞谱系分化[87]。BENDALL等[88]应用

质谱流式细胞术基于已知B细胞发育的经典标志物

(CD34、CD38、CD10、CD19、IGH和CD20)的表达, 
利用Wanderlust轨迹分析揭示了其他关键发育标志

物(包括Tdt、CD24、CD79B、VPREB和IL7RA)的特

定顺序。这些标志物对应着重链和轻链重排等重要

事件的关键时间点。然而 , 质谱流式细胞术具有偏

倚和局限性 , 因为它仅探测44种已知的蛋白标志物 , 
而不考虑未知标志物的转录组特征。为了解决这一

问题 , 在另一项研究中 , 对人类和小鼠骨髓B细胞进
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行scRNA-seq分析, 以研究缺氧诱导因子-1α对B细胞

发育的影响 [89]。BURROWS等 [89]基于B细胞的经典

标志物 (IL7R、CD19、RAG1、RAG2、EIF4EBP1、
TNFRSF13C和CD20)进行了聚类分析, 构建了B细胞

分化轨迹。分析发现了一组独特的基因标志物 , 能
够区分HSC、Pro-B细胞、Pre-B细胞、未成熟B细
胞和成熟B细胞 [89]。另一项 scRNA-seq研究也报道

了人类胎肝和骨髓中B细胞谱系的类似基因表达特

征 [87]。分析不同B细胞状态下依赖缺氧的基因表达

模式揭示了HIF-1α通过限制免疫球蛋白重链–可变

基因的编辑并诱导细胞凋亡 , 来限制前B细胞中的

谱系多样性 [89]。尽管已有研究通过整合空间转录组

学和scRNA-seq研究骨髓微环境[90], 但它们尚未阐明

B细胞发育过程中B细胞区室内的空间结构和细胞

间通讯模式。

SUO等 [91]研究发现 , 在胚胎第二孕期的肠道、

脾脏、皮肤和肝脏等组织内部存在B细胞前体和未

成熟B细胞 , 表明骨髓以外的组织也具备促进前体

B细胞成熟分化的特定微环境 , 颠覆B细胞仅在骨

髓中成熟的传统认知。这与BARNES等 [92]发现胚

胎肺部存在不同发育阶段的B细胞一致 , 表明B细

胞可在胎儿肺部发育。此外 , 这些B1细胞高表达

CD5、CD27、CCR10和SPN, 比成熟B细胞具有更

高的增殖能力和 IGHM表达水平以及较低的 IGHD
表达水平。B1细胞在早期胚胎阶段比例最高 , 随
后逐渐被其他非祖B细胞亚群取代 , 而在胸腺中则

持续存在。B1细胞在BCR重链和轻链中的N/P添
加及CDR3连接区域都比成熟B细胞更短 , 突变频

率也更低。此外 , B1细胞还表现出持续BCR信号

转导特征、TNF-α和NF-κB信号通路转录因子活化

以及较强的自发分泌 IgM能力。这些发现首次在

单细胞水平细致地描绘了人类产前B1细胞的特征

及功能。

STRAS等 [93-94]通过单细胞测序发现 , 胎儿肠道

B细胞持续产生多种细胞因子 (例如 IL-8和TNF-α), 
这提示胎儿B细胞通过 IL-8及TNF-α促进血管生成。

相比于婴儿B细胞 , 胎儿B细胞上调 IL-17、IL-21和 
IL-6, 后两者对于B细胞增殖、成熟和激活至关重

要 [95-97]。这些证据提示胎儿和婴儿B细胞可能具有

不同的功能。此外 , BCR多样性分析表明 , 即使在

检测到有限数量序列的样本中 , BCR库在14周时就

已经具有多样性并随年龄增加。小肠样本中B细胞 

CDR3H区域的平均长度在整个妊娠第二个月和出

生后逐渐增加。儿童CDR3H区域发生的体细胞突

变多于胎儿或婴儿样本 , 这表明B细胞在儿童时期

进一步成熟 [98]。这些发现为我们理解胚胎B细胞分

化发育及功能提供了重要的参考。

2.4   单细胞测序应用于巨噬细胞分化发育

巨噬细胞是一种先天免疫细胞 , 存在于所有组

织中形成 3D网络 , 不仅保护宿主免受微生物侵害 , 
还参与了血管形成、脂肪生成、新陈代谢及神经系

统功能调节 , 在器官发育和组织稳态维持中发挥重

要作用 [99]。在胚胎发育早期 , 巨噬细胞便出现在器

官中, 并能自我更新, 无需HSC补充[45,100]。小鼠的单

细胞图谱研究也表明 , 巨噬细胞在胚胎造血过程中

出现时间比功能性HSC发育要早得多[101]。这提示部

分巨噬细胞发育可能不依赖于HSC的生成。通过小

鼠模型 , 已经发现最早的祖细胞在卵黄囊中在至少

两个不同时间段出现 , 第一波中从不依赖于 c-Myb
的红髓系祖细胞原位分化为巨噬细胞 , 迁移到大脑

雏形中成为小胶质细胞的主要来源 [38]。第二波祖细

胞由 c-Myb依赖性红骨髓祖细胞原位分化为巨噬细

胞 , 并迁移到胎儿肝脏中 , 产生多种谱系 , 包括单核

细胞。它们将迁移到不同的发育组织中 , 并在出生

前开始分化为组织驻留巨噬细胞[102]。然而, 出生后, 
一些组织的巨噬细胞群体依赖于成人HSC源性单核

细胞的持续补充 [103], 另一些则由胚胎早期发育巨噬

细胞在原位增殖补充 [99]。由于材料的限制以及细胞

数量的稀少性 , 我们对人类胚胎中巨噬细胞的起源

和分化的了解仍然十分有限。

BIAN等 [39]对CS11~CS23阶段人类胚胎中的

CD45+造血细胞进行了单细胞转录组分析 , 发现了

CD45+CD34+CD44+祖细胞亚群以及巨噬细胞亚群

是YS中 (CS11时期 )最早出现的CD45+造血细胞之

一。YS衍生的CD45+CD34+CD44+在体外培养中具

有偏向分化为髓系细胞的特性 , 其在肝脏中则可分

化为单核及中性粒细胞两种类型。而HBE1(卵黄囊

来源的有核原始红细胞的标志 [104])基因在YS以及头

部巨噬细胞中均表达 , 表明它们是YS衍生的原始巨

噬细胞。如同在小鼠中观察到的一样 , 其中一些YS
巨噬细胞作为小胶质细胞前体在发育早期迁移到头

部 , 发育成神经胶质细胞 [38]。由YSMP产生的单核

细胞 , 仅在CS17之后发育为脑部单核细胞 , 且数量

有限 , 表明其对头部巨噬细胞数量贡献有限。通过
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整合分析儿童与胚胎头部、肝脏、皮肤以及肺部

数据 , 发现小胶质细胞亚群特性在胚胎早期已经发

生特化 , 肝脏驻留巨噬细胞命运决定发生在胚胎早

期但程度低于头部 , CS23时期皮肤驻留巨噬细胞中

仅存在少量CD207阳性细胞 , 而在该时期胚胎肺中

巨噬细胞尚未发生特化, 与成人有较大的区别, 提示

肺部组织驻留巨噬细胞在胚胎发育后期或者出生后

发生特化 [39]。这些发现首次在单细胞分辨率水平探

索了发育早期巨噬细胞的特化和异质性 , 明确了人

胚胎早期巨噬细胞发育起源及动态发育过程 , 填补

了人胚胎巨噬细胞发育精确路径的空白。同时也为

开发基于诱导多能干细胞 (induced pluripotent stem 
cell, iPS)衍生的各种组织驻留巨噬细胞方案的改进

和应用提供了理论支持[105]。

巨噬细胞具有异质性 , 在发育和疾病中发挥着

关键作用 , 但在人类发育过程中的组织分布、分子

特征、基因表达谱以及特化功能的研究仍然缺乏。

WANG等 [106]通过对横跨4~26 PCWs时期19个组织

的免疫细胞进行单细胞测序 , 鉴定了15种巨噬细胞

亚群 , 发现了小胶质细胞样和促血管生成巨噬细胞

亚群在不同组织器官中广泛存在。小胶质样细胞在

分子和形态上与中枢神经系统中的小胶质细胞相

似 , 广泛存在于胎儿表皮、睾丸和心脏中。它们是

早期表皮中的主要免疫群体 , 沿着背侧–外侧–腹轴

呈现极化分布 , 并与神经嵴细胞相互作用 , 调节它

们向黑素细胞谱系分化。而促血管生成巨噬细胞

位于胎儿器官的血管周围 , 并且可能源自卵黄囊。

XU等 [51]发现在10~17 PCWs CD163+和CX3CR1+巨

噬细胞在发育早中期遍布整个真皮 , CD163+巨噬细

胞富集分布在真皮中 , 这使得巨噬细胞有更多的机

会靠近表皮基底层和毛囊凸出细胞 (K14+细胞 ), 提
示该群巨噬细胞可能是参与胎儿皮肤发育的主要

巨噬细胞群。BARNES等 [92]发现在胚胎阶段 , 包括

巨噬细胞在内的分泌IL-1β的髓细胞遍布肺部, 且靠

近顶端上皮。体外共培养实验证实 IL-1β可促进人

类肺上皮发育 [92]。而MUNERA等 [107]发现多能干细

胞来源的人类结肠类器官中多种细胞 (包括HE样细

胞和经历典型分化步骤的红髓系祖细胞 )共同发育 , 
最终生成具有功能的巨噬细胞。人类结肠类器官

巨噬细胞获得了与人类胎儿小肠和大肠组织驻留

巨噬细胞相似的转录特征。这些巨噬细胞在接受

促炎和抗炎信号时能够调节细胞因子的分泌 , 且能

够吞噬病原体并对病原细菌产生强烈的免疫反应。

在移植至小鼠体内后 , HCO巨噬细胞在结肠类器官

组织中保持 , 并与结肠上皮形成密切联系 , 不会被

宿主骨髓来源的巨噬细胞取代。这表明HCO中的

HE可产生多能造血祖细胞和功能性组织驻留巨噬

细胞, 进而促进组织稳态[107]。这些发现描绘了人类

巨噬细胞功能的复杂性和发育动力学 , 揭示了它们

在发育过程中的多样化功能。

小胶质细胞是中枢神经系统的免疫细胞 , 在
组织发育和维护中发挥重要作用 , 并且与中枢神经

系统疾病有关 , 但我们对人类胎儿小胶质细胞的发

育缺乏了解。KRACHT等 [108]生成了人类胎儿9~18 
PCWs小胶质细胞的单细胞基因表达和染色质可及

性图谱 , 发现了不同发育周数的小胶质细胞是异质

性群体。小胶质细胞在早期胚胎发育时期开始成熟, 
并逐渐获得类似于具有中枢神经系统监视特性的成

年小胶质细胞表型。随着发育过程中与成人小胶质

细胞特性相关的基因表达水平升高 , 这些基因的染

色质可及性也逐渐增加。因此 , 在胎儿早期发育过

程中 , 小胶质细胞朝着更成熟、具有免疫感应能力

的表型发展 , 这可能导致怀孕早期正在发育的人类

中枢神经系统容易受到环境干扰。小胶质细胞在

人类胎儿发育过程中高表达吞噬相关基因 , 如AXL、
APOE 和 CD68。此外 , 早期小胶质细胞中细胞周

期 (E2F2)、形态发生 (SOX4/11)以及分化和染色质

重塑 (SP1)[103]相关的转录因子活性增加。而老年小

胶质细胞中与其特性相关转录因子 , 例如ETS1/2、
ELF1、ELK3和SPI1活性上调。这些结果表明 , 小
胶质细胞在人类胎儿早期发育过程中具有高度异质

性 , 并在妊娠中期成熟。这解释了正在发育的人类

中枢神经系统在怀孕期间对环境扰动的敏感性 , 这
些神经系统扰动可能对胎儿产生长期的影响[108]。

2.5   单细胞测序应用于其他免疫细胞分化发育

尽管先天淋巴细胞(innate lymphoid cell, ILC)在
成人中的关键作用越来越受到重视 , 但它们在早期

人类胎儿中的发育过程以及分子特征仍然不清楚。

CHEN等[109]在单细胞水平详细描绘了8~12周的胎儿

不同种类 ILC细胞及其祖细胞亚群在肝脏、肺部、

胸腺、脾脏、肠道和皮肤中随着发育进展的异质

性分布 , 鉴定了 IL-3RA作为人胎肝中T、B、ILC和
髓系分化潜能的淋巴祖细胞标志物。发现 IL-3RA+

淋巴祖细胞具有向T、B、ILC和髓系谱系的多能分
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化潜力 , 而 IL-3RA–CD45+CD127+CD34+细胞主要定

向分化为B谱系。通过对 10~17 PCWs胎儿皮肤进

行单细胞测序分析 , 发现GATA3和RORA可能是 ILC
早期分化的核心调控因子 [110], RORA、IRF8、ID2和
NR4A2等因子调控其分化与成熟 [111]。妊娠中期时 , 
TOX2、JDP2、EGR4、NFIB、NFE2L2和MITF等转

录因子促进ILC特化及存活, 而TWIST2则与ILC的抑

制功能相关。PPARα在中期NK细胞中发挥重要作用, 
与Th2样细胞因子调节有关, 提示其可驱动细胞分化

并促进胎儿皮肤发育过程 [51]。这些发现阐明了具有

显著时空异质性的人类胎儿 ILC逐步形成过程的精

确细胞和分子特征[109]。

GU等 [112]通过整合不同阶段的胎儿小肠单细胞

测序 , 发现迁移性DC在妊娠后期出现 , 表达免疫调

节基因(CD274、PDCD1LG2和CD200)、Th2应答基

因 (IL4R、IL4I1、CCL17、CCL22和BCL2L1)以及

激活标记 (CD80、CD83和CD86)[113-114]。成熟DC的
存在支持了胎儿DC具备抗原呈递功能的观点。此

外 , 在迁移性DC中观察到IL15及其受体IL2RG的高

表达, 表明IL-15在DC存活和CD8+CD44hi T细胞记忆

状态分化中发挥重要作用 [112]。胎儿和婴儿肠道中

存在大量CCR7+ DC, 尤其是CD103+ DC, 这对MHC 
I类抗原的交叉呈递至关重要 , 该群DC可通过CCR7
迁移到肠系膜淋巴结进行抗原呈递。其在胎儿肠道

中的存在可能暗示胎儿发育早期活跃的抗原呈递和

T细胞招募过程[98]。

对天然免疫细胞的深入表征揭示了这些细胞

在不同组织中的异质性分布、分化及发育调控因子。

此外 , 这些研究还揭示了天然免疫细胞在胚胎组织

发育中的关键作用 , 丰富了我们对胚胎免疫系统发

挥功能机制的理解。

3   单细胞测序在胚胎免疫系统疾病中的

应用
单细胞测序为研究胚胎免疫系统发育异常导

致的疾病提供了全新的研究方法。通过细致解析胚

胎免疫系统的发育过程 , 单细胞测序能够揭示免疫

细胞在胚胎期的分化路径和调控网络 , 从而识别发

育异常致病的关键基因和信号通路。这对于发现影

响免疫细胞生成和功能的基因突变、结构异常及早

期发育中的异常调控机制至关重要。此外 , 单细胞

测序还可以揭示胚胎期免疫耐受机制的建立过程 , 

帮助我们理解免疫系统如何在早期发育中避免对自

体组织的攻击 , 从而加深对自体免疫反应成因的认

识。通过分析不同免疫细胞亚群在胚胎期的发育和

功能差异 , 这项技术为胚胎免疫系统发育异常致病

的细胞基础提供了重要信息 , 为开发新的诊断和治

疗方法提供了理论依据。

人类造血干细胞具有很强的再生潜力 , 可以

用于疾病治疗。在早期发育过程中 , 胎儿肝脏中的

造血干细胞经历主动扩增 , 同时保持强大的植入能

力 , 但负责其有效植入的潜在分子程序仍不清楚。

VANUYTSEL等[115]在单细胞转录和蛋白质水平上分

析了胎儿HSC, 以鉴定植入潜力细胞的详细分子特

征。综合分析确定了CD201可以专门富集具有移植

潜力的HSC标志物。这种对植入能力的全面多模式

分析 , 将关键发育时间点的生物功能与潜在的分子

驱动因素关联起来 , 为进一步探索保留造血干细胞

离体植入潜力或在体外造血干细胞生成过程中诱导

这种潜力奠定了基础。

坏死性小肠结肠炎 (necrotizing enterocolitis, 
NEC)和炎症性肠病NEC的发生与小肠免疫系统发

育异常密切相关。GU等 [112]发现在NEC患者的小肠

组织中 , 特定骨髓细胞群体 (特别是NC slan+单核细

胞 )显著增多 , 而部分关键的巨噬细胞和迁移性树突

状细胞则显著减少。此外 , NEC组织中主要免疫分

子MHC-II的表达下调 , 表明髓系细胞抗原呈递能力

减弱。这一变化可能削弱记忆T细胞的生成和维持 , 
导致CD4+和CD8+记忆T细胞比例显著下降。与此

同时 , NEC组织中的髓系细胞表现出增强的炎症特

性 , 伴随大量炎症基因 (如 IL1B、CXCL8和CSF3)上
调 , 反映了免疫系统异常激活的状态。NEC相关的

记忆CD4+ T细胞则与儿童和成人T细胞相似, 呈现出

NF-κB信号通路的活化状态 , 表明其处于高度炎症

性环境中。此外 , 受体–配体分析显示 , NEC样本中

特定受体–配体(如NC slan+单核细胞的CD55/ICAM1
与Treg细胞的ADGRE5)之间的相互作用增强 , 抑制

了T细胞的调节功能, 进而加剧了NEC组织中的免疫

失衡 [112]。总体而言 , NEC组织中髓系细胞和T细胞

的数量、功能和相互作用发生了显著改变 , 表现出

抗原呈递功能减弱、炎症因子丰富和调节功能失衡

等特征。这些免疫特征可能是NEC组织炎症反应和

组织损伤的关键驱动力 , 为理解其发病机制提供了

新的线索。
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尽管胎儿的免疫系统被认为具有耐受性 , 早产

儿仍可能罹患严重的肠道炎症 , 包括NEC。SCH-
REURS等 [116]发现人类胎儿肠道中主要含有表达

肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)的
CD4+CD69+效应记忆(T effector memory, Tem) T细
胞。这些CD4+ T表现出Th1表型及介导上皮生长和

细胞周期的基因表达。类器官共培养实验显示 , 胎
儿肠道CD4+ T细胞通过TNF-α产生剂量依赖性效应: 
少量T细胞促进上皮发育 , 大量则抑制肠道干细胞

(intestinal stem cell, ISC)的增殖。在患有NEC的早

产儿的炎症肠道中 , CD4+ Tem细胞比例高于健康婴

儿肠道 ,  TNF信号通路显著增强。这些发现揭示了

一种独特的产生TNF-α的CD4+ T细胞亚群 , 其在胎

儿肠道中促进黏膜发育 , 但在早产情况下也可能介

导炎症反应[116]。

维持母胎界面蜕膜免疫微环境的稳态对于胎

盘与母体稳定连接和顺利妊娠至关重要。尽管已经

鉴定出维持稳态的关键蜕膜免疫细胞亚群 , 但对反

复流产过程中人类蜕膜白细胞图谱和异质性的系

统了解仍不清楚。GUO等 [117]以单细胞分辨率分析

了从复发性流产(recurrent pregnancy loss, RPL)患者

和健康对照中分离出的18 646个蜕膜免疫细胞 , 发
现RPL患者中NK细胞发育异常 , 维持胚胎生长的蜕

膜NK细胞亚群减少 , 而发挥促炎功能的dNK增加。

RPL患者体内促进体内平衡的巨噬细胞亚群减少 , 
该状态下巨噬细胞而不是dNK细胞更容易与Th1样
T细胞相互作用。这些发现提供了对RPL蜕膜免疫

微环境紊乱的更深入理解 , 为改善该疾病的诊断和

治疗提供了新的理论依据。

这些发现揭示了疾病状态下胚胎免疫细胞组分

和分化调控的异常过程, 阐明了免疫系统发育异常导

致胚胎疾病的分子机制, 为鉴定和治疗胚胎免疫系统

相关疾病提供了新的理论依据和潜在治疗方案。

4   结论与展望
单细胞测序技术的应用为我们理解胚胎免疫

系统的发育提供了前所未有的视角 , 使研究者能够

在单细胞水平上探究免疫细胞的生成、分化、功能

及其在胚胎早期中的动态变化。通过这一技术 , 我
们得以细致地描绘胚胎免疫细胞谱系 , 识别不同发

育阶段的关键调控因子 , 揭示免疫耐受机制的建立

过程 , 并阐明胚胎免疫细胞在不同生理条件下的多

样化表现。未来的研究可以依托单细胞测序技术 , 
对免疫系统相关疾病的发生机制进行更深入的剖

析 , 从而推动对先天免疫缺陷、自身免疫疾病及相

关病理状态的认知。

随着多组学技术的整合应用 , 单细胞测序不仅

可以揭示转录水平的变化 , 还可以与表观遗传学、

蛋白质组学和代谢组学等数据相结合 , 构建全方位

的多组学数据图谱, 从而提供更丰富的生物学信息。

例如 , 通过单细胞ATAC-seq, 我们可以探讨胚胎期

免疫细胞的染色质状态及其基因调控网络 , 而结合

蛋白质组学数据 , 可以进一步明确蛋白表达和细胞

功能之间的关系。这些多层次的数据整合将帮助我

们全面解析胚胎免疫细胞的调控机制 , 识别疾病相

关的分子标记, 并为药物靶点的发现奠定基础。

未来的研究还可以探索胚胎免疫系统与其他

生理系统的互动关系 , 如免疫系统与神经系统、循

环系统和代谢系统的相互作用。胚胎期是多个生理

系统共同发育、建立相互联系的重要时期 , 未来单

细胞测序可以帮助揭示这些系统如何协调彼此发育

和功能 , 避免免疫反应对胚胎自体组织的损伤。这

种跨系统的研究将有助于我们理解胚胎发育中的免

疫耐受、器官发育和稳态调控 , 为疾病的多系统综

合治疗提供理论依据。

在临床应用方面 , 单细胞测序的进展为诊断和

治疗与胚胎免疫系统相关的疾病带来了新的可能。

未来的研究可能会将单细胞测序与人工智能和机器

学习相结合 , 通过对大量胚胎免疫细胞数据的分析 , 
开发疾病预测模型 , 从而实现疾病的早期检测和干

预。此外, 随着基因编辑技术的发展, 单细胞测序还

可用于筛选治疗靶点, 并评估基因编辑的效果, 为个

性化免疫治疗策略的设计提供数据支持。

此外 , 肿瘤的发生过程与正常的胚胎发育密切

相关 , 许多肿瘤相关基因影响胚胎的正常分化 [118]。

在早期的胚胎发育过程中 , 胚胎细胞和肿瘤细胞在

基因表达、增殖、分化及免疫逃逸等方面存在明显

的相似性 [119-120]。研究表明 , 肿瘤细胞与早期胚胎细

胞在基因去甲基化、细胞增殖、自我更新和转化为

未分化干细胞状态等方面具有共同特征 [119]。例如 , 
胎源性肿瘤标志物如甲胎蛋白在肿瘤和胚胎发育

中都高度表达 , 并与细胞的增殖和免疫逃逸机制相

关 [121-122]。肿瘤与胚胎发育的相似性表明 , 肿瘤细胞

可能在胚胎微环境中发生转化 , 参与正常组织分化。
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因此 , 深入研究胚胎发育与肿瘤发生之间的相互作

用 , 有助于揭示肿瘤的发生及免疫逃逸机制 , 寻找新

的治疗策略。

总之 , 单细胞测序技术在胚胎免疫系统发育研

究中的应用潜力巨大。随着技术的不断发展及其与

多组学整合应用的深入 , 单细胞测序将为揭示胚胎

免疫系统的分子机制、开发新型免疫治疗方案和推

动包括恶性肿瘤等复杂疾病的研究提供广阔前景。
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