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摘要 ：

[背景] 单细胞 RNA 测序技术（scRNA-seq）和空间转录组测序技术的兴起使得肺部疾病得以
深入研究，但这两者在矽肺中的研究甚少。

[目的] 利用 scRNA-seq 联合空间转录组测序技术探索矽肺巨噬细胞中差异表达基因（DEGs）
和潜在诊断基因。

[方法] 雄性 C57BL/6 小鼠（5~6 周龄，22~30 g）随机分为 4 组，即生理盐水（NS）组 7 d、NS 组
56 d、SiO2 组 7 d 及 SiO2 组 56 d，每组各 1 只。SiO2 组小鼠通过气管滴注 SiO2 悬液（0.2 g·kg−1

，

50 mg·mL−1）构建矽肺模型，对照组小鼠给予相同体积 NS，第 7、56 天分别摘取右肺用于 scRNA-
seq 以及左肺用于空间转录组测序。利用主成分分析技术和均匀流形逼近和投影降维，捕获
细胞群。应用 R 语言的 Find Markers 函数分析两组肺组织中巨噬细胞的 DEGs 变化，对相应
的 DEGs 进行基因本体富集分析和京都基因与基因组百科全书信号通路分析，同时应用
STRING 及 Cytoscape 软件的 CytoHubba 插件进行蛋白相互作用网络分析，筛选出关键（Hub）
基因。运用空间转录组测序探究 Hub 基因在肺组织切片上的原始位置以及在肺巨噬细胞中
的映射。最后验证 Hub 基因在矽肺病患者肺组织和小鼠矽肺模型中表达水平的关联性以及
运用受试者工作特征曲线验证 Hub 基因诊断效能。体外实验应用细胞活力检测技术，验证
SiO2 刺激下小鼠巨噬细胞（RAW264.7）活力的变化。

[结果] scRNA-seq 显示共捕获并定义了 20 个细胞群。scRNA-seq 和空间转录组测序结果显示，

与 NS 组相比，在 SiO2 组小鼠肺组织中观察到巨噬细胞数量增多且聚集在病灶区。共筛选出
97 个巨噬细胞 DEGs，包括 75 个上调基因，主要富集于中性粒细胞的趋化和迁移、趋化因子
受体结合、肿瘤坏死因子信号通路、细胞因子-细胞因子受体相互作用通路、白介素-17 信号
通路等过程中；22 个下调基因，主要富集于晚期内吞体、过氧化物酶体增殖物激活受体信号
通路和酒精性肝病信号通路等过程中。共筛选出 2 个核心模块和 3 个 Hub 基因，包括 Ccl2、
Ccl7、Ptgs2，scRNA-seq 显示与 NS 组相比，它们在 SiO2 组的表达水平升高且聚集在新增的巨
噬细胞中，空间转录组测序显示它们聚集在炎性伴有结节病灶区；CCL7、PTGS2 在矽肺患者
肺组织中表达量相较于健康者增高，受试者工作曲线下的面积分别为 0.850 和 0.786。与 0 h
相比，SiO2 刺激下 3 h、6 h、12 h RAW264.7 细胞活力增强（P < 0.05）。

[结论] 通过生物信息学筛选出了矽肺小鼠肺组织的 3 个 Hub 基因（Ccl2、Ccl7、Ptgs2）和 2 个
潜在诊断基因（CCL7、PTGS2）可能是潜在的矽肺早期阶段的分子生物学标志物，对矽肺的发
生发展和预后存在一定的影响。
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Abstract:

[Background] The rise of  single cell  RNA sequencing (scRNA-seq)  and spatial  transcriptome se-
quencing  technologies  has  allowed  for  intensive  study  of  lung  diseases,  but  both  have  been
poorly studied in silicosis.

[Objective] To  explore  differentially  expressed  genes  DEGs  in  silicosis  macrophages  by  scRNA-
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seq combined with spatial transcriptome sequencing and analyze the potential diagnostic genes.

[Methods] Male C57BL/6 mice (5-6 weeks old, 22-30 g) were randomly divided into 4 groups: normal saline (NS) group for 7 d, NS group
for 56 d, SiO2 group for 7 d, and SiO2 group for 56 d, with 1 mouse in each group. A silicosis model was constructed by tracheal drip injection
of SiO2 suspension (0.2 g·kg−1, 50 g·cm−2), and the control mice were given the same volume of NS. The right lung was removed for scRNA-
seq and the left lung for spatial transcriptome sequencing on day 7 and day 56, respectively. Cell populations were captured using principal
component analysis techniques and dimensionality reduction of uniform manifold approximation and projection. The Find Markers function
in R language was applied to analyze the DEGs changes of macrophages in two groups of lung tissues, and the corresponding DEGs were
subjected  to  Gene  Ontology  enrichment  analysis  and  Kyoto  Encyclopedia  of  Genes  and  Genomes  signaling  pathway  analysis,  while
STRING and CytoHubba plug-ins of  Cytoscape software were applied to protein-protein interaction network analysis  to screen out key
(Hub) genes. Spatial transcriptome sequencing was used to explore the original location of Hub genes on lung tissue sections and their
mapping in lung macrophages. Finally, the correlation of Hub gene expression levels in lung tissues of silicosis patients and mouse silicosis
models was verified, the diagnostic efficacy of Hub gene using subject operating characteristic curves (ROC). In vitro experiments by applying
cell viability assay were conducted to verify the changes in viability of mouse macrophages (RAW264.7) under SiO2 stimulation.

[Results] The scRNA-seq revealed a total of 20 clusters captured and defined. The results of scRNA-seq and spatial transcriptome sequencing
showed an increased number of macrophages in the lung tissue of the SiO2 group compared to the NS group and clustered in the focal
areas. Among the 97 macrophage DEGs screened out, 75 were up-regulated genes, and mainly enriched in chemotaxis and migration of
neutrophils, chemokine receptor binding, tumor necrosis factor signaling pathway, cytokine-cytokine receptor interaction pathway, and
interleukin-17 signaling pathway; and 22 were down-regulated genes, and mainly enriched in late endosomes, peroxisome proliferator-
activated receptors signaling pathway,  and alcoholic  liver  disease signaling pathway.  A total  of  2 core modules and 3 Hub genes were
screened out, including Ccl2, Ccl7, and Ptgs2. The scRNA-seq showed that they were expressed at elevated levels in the SiO2 group compared
to the NS group and clustered in additional  macrophages,  and the spatial  transcriptome sequencing showed that they clustered in in-
flammatory  areas  with  nodular  lesions.  The CCL7 and PTGS2 expressions  were  increased in  the  lung  tissue  of  SiO2 patients  compared
with  the  healthy  subjects,  and  the  areas  under  the  working  curve  of  the  subjects  were  0.850  and  0.786,  respectively.  The  viability  of
RAW264.7 cells was enhanced under SiO2 stimulation at 3 h, 6 h, and 12 h compared to those without the stimulation (P < 0.05).

[Conclusion] Bioinformatics  screening  have  identified  3  Hub  genes  (Ccl2, Ccl7,  and Ptgs2)  and  2  potential  diagnostic  genes  (CCL7 and
PTGS2) in the lung tissue of silicosis mice, which may be potential molecular markers of early-stage silicosis with implications for the de-
velopment and prognosis of silicosis.

Keywords: silicosis; single cell RNA sequencing; spatial transcriptome sequencing; differentially expressed gene; protein-protein interaction
network; enrichment analysis

  

矽肺是吸入大量游离的二氧化硅（silicon dioxide,
SiO2）粉尘引起的以肺组织弥漫性进行性纤维化为特
征的疾病，既是威胁人们身体健康的医学难题，也是
危害公共卫生的社会问题[1]。根据国家卫生健康委员
会发布的 2020 年全国职业病报告，职业性尘肺病及
其他呼吸系统疾病 11 877 例（职业性尘肺 11 809 例）[2]。
矽肺纤维化会导致肺部功能严重受损并表现为不同
程度的呼吸系统疾病，如咳嗽、咳痰、胸闷，随着病程
的恶化，甚至会引起肺结核、气胸等严重并发症[3]。近
年来关于矽肺的研究较多，Chen 等[4]发现阻断自噬降
解可能会加重人矽肺病中的肺泡巨噬细胞凋亡，这与
Zhao 等[5]发现一致，即靶向肺泡巨噬细胞可能是治疗
肺纤维化疾病的前瞻性途径。肺泡巨噬细胞作为一种
驻留在肺组织中的固有细胞，在维持肺部内环境的稳
定和宿主防御方面扮演着重要角色[6]。研究表明，在矽
肺早期，肺泡巨噬细胞极性转化和活化后能够识别并
吞噬 SiO2 颗粒，启动炎症反应，通过释放促炎因子、趋
化因子等参与矽肺纤维化进程[3]。尽管如此，由于矽肺
病理的复杂性，关于矽肺的研究大多限于探究成纤维
细胞在疾病发生发展中的作用[7–9]

，但对接触 SiO2 粉尘

的肺部巨噬细胞进行生物标记物的识别以及利用生
物信息学探究一些潜在的差异表达基因（differentially
expressed genes, DEGs）、Hub 基因和相关信号通路的
文献少有报道，而这将有助于及早发现矽肺并了解矽
肺发生发展的分子机制，并为矽肺患者的早期筛检提
供候选靶点。因此，需要进一步扩大对矽肺的细胞和
分子水平的认识，提高对该病的诊断和防治水平。

随着生物信息学技术的迅猛发展，单细胞 RNA 测
序技术（single cell  RNA sequencing, scRNA-seq）和空间
转录组测序技术的兴起使得肺部疾病得以深入研究，包
括特发性纤维化中内皮细胞异质性的鉴定[10]以及对损
伤的纤维化反应所需的过渡性巨噬细胞的病理亚群的
特征[11–12]

，两者的联合使用可以发现细胞在时间维度和
空间维度上的完整基因信息[13–14]。为揭示肿瘤分子生物
学的启动事件，进而识别可能作为诊断生物标志物的
Hub 基因，scRNA-seq 和空间转录组测序技术正积极地被
用于癌症的研究之中[15]

，但这两者在矽肺中的研究甚少。
本研究旨在基于不同种类的亚群细胞的标记基

因，对矽肺小鼠模型巨噬细胞的 DEGs 进行基因本体
分析（Gene Ontology, GO）和京都基因与基因组百科全
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书（Kyoto Encyclopedia  of  Genes and Genomes,  KEGG）
信号通路分析以及构建蛋白-蛋白互作（protein-pro-
tein interaction, PPI）网络以寻找 Hub 基因，为后续探
索 SiO2 粉尘诱导矽肺发病的分子机制及寻找潜在诊
断标志物提供依据。

 1    对象与方法
 1.1    仪器与试剂

SiO2 颗粒（约 80%的颗粒直径在 1~5  μm 之间；
Sigma-Aldrich，美国），二氧化碳培养箱（ESCO，新加坡），

高温低速冷冻离心机（Eppendorf，德国），DMEM 培养
基（Corning，美国），细胞计数试剂（Cell Counting Kit-8,
CCK-8）试剂盒（APExBIO，美国）及 Spectra Max 微板阅
读器（BioTek，美国）。
 1.2    CCK-8 检测细胞活力

将小鼠单核巨噬细胞白血病细胞 RAW264.7 细胞
以每孔 1×105 个接种在 96 孔板中，在 5%CO2、37 ℃
的条件下继续培养，待细胞完全贴壁后，分别在 0、1、
3、6、12 和 24 h，结合前期实验室研究结果 [16]

，使用
50 μg·cm−2 SiO2 悬液刺激 RAW264.7 细胞，接着将 CCK-
8 试剂加入细胞培养液中，37 ℃ 避光孵育 2~4 h。孵
育后使用微板阅读器记录 450 nm 处的光密度，以未
含细胞的完全培养基为空白对照，以 0 h SiO2 刺激点
为平行对照，细胞活力=[(实验孔光密度-空白孔光密度)/
(对照孔光密度-空白孔光密度)]×100%。
 1.3    小鼠矽肺模型的建立

从南京医科大学实验室购买C57BL/6 小鼠（22~30 g），
5~6 周龄，雄性（避免雌性小鼠生理周期对实验结果的
影响），在恒温（23°C）、恒湿（50%）条件下进行 12 h：12 h
的光/暗循环，自由进食和饮水。采用随机数表法，将
小鼠随机分为实验组与对照组，每组各 2 只，共 4 只。
对照组分为生理盐水（normal saline, NS）7 d 组和 56 d
组，每组各 1 只。实验组分为 SiO2 7 d 组和 56 d 组，每
组各 1 只。每组小鼠均采取腹腔注射戊巴比妥钠麻醉，

颈部剃毛后，75%酒精消毒皮肤，手术暴露气管。SiO2

组将制备好的 SiO2 混悬液（0.2 g·kg−1
，50 mg·mL−1）[1，16]

一次性气管内滴注。NS 组给予相同体积的无菌 NS。
NS 组与 SiO2 组小鼠均分别在第 7 天和第 56 天经磷
酸盐缓冲液（phosphate buffered saline, PBS）灌流右心
室后收集肺组织。所有用于测序的小鼠经计算机断层
扫描、苏木精-伊红染色法、天狼星红染色证实，均已
符合疾病模型[17]。所有动物手术均严格按照《美国国立
卫生研究院实验动物护理和使用指南》执行。本实验方

案由东南大学实验动物伦理委员会批准（20190121002）。
 1.4    scRNA-seq

将第 7 天和第 56 天收集的肺组织切割成 1 mm3

大小后使用肺分离试剂盒（Miltenyi Biotech，130-095-
927，德国）得到单个细胞，使单个细胞悬浮在含 0.04%
胎牛血清的 PBS 中，最终捕获的细胞数目约为 1×104。
将成功捕获的细胞放置在单个基因组规模的代谢网
络中进行反转录，得到条形码编码。测序部分由北京
博奥生物技术有限公司完成。先后使用 Cell  Ranger
4.0.0 软件和 Cellranger aggr 插件对数据归一化进行主
成分分析和无监督聚类。
 1.5    空间转录组测序

将第 7 天和第 56 天收集肺组织后立即用最佳切
片温度包埋胶包埋，放于−80 ℃ 保存，使用冰冻切片
机制作 10 μm 厚度肺组织切片，送至北京博奥生物技
术有限公司完成测序。使用 10× Space Ranger 软件得
到特征条形码矩阵，基于 10 个主成分图进行聚类算
法在二维空间中实现点的可视化。
 1.6    DEGs 筛选、GO 及 KEGG 信号通路富集分析

主成分分析降维后选取前主成分并使用 R 软件
（4.0.3）的 Seurat 包进行均匀流形逼近和投影（uniform
manifold approximation and projection, Umap）聚类分
析，接着使用 Seurat 包的 Find Markers 函数分析模型
组小鼠肺组织与对照组小鼠肺组织之间的 DEGs，计算
差异倍数（fold  change,  FC）、q 值，并根据 P < 0.05 和
log|2FC|≥1 的标准筛选 DEGs。使用 Metascape 在线网
站（https://metascape.org/gp/index.html#/main/step1）
对巨噬细胞 DEGs 进行 GO 功能富集和 KEGG 信号通
路分析，分析 DEGs 可能参与的生物学过程、分子功能、
细胞成分及信号通路等，以各部分基因富集数目排名
前 5 且 P < 0.05 为入选标准。
 1.7    PPI 网络的构建及 Hub 基因的筛选

利用 STRING 数据库 （http://string-db.org/）以及
Cytoscape 软件联合分析构建巨噬细胞差异基因蛋白
互作网络。根据 CytoHubba 插件中 5 种分类方法：最
大 邻 域 分 量（maximum  neighborhood  component,
MNC）、最大邻域分量密度（density of maximum neigh-
borhood component, DMNC） 、 径向度（Radiality）、闭
合性（Closeness） 、偏心率（EcCentricity），选择每种排
名方法的前 20 个基因。

利用 MCODE 插件以及 Venn 软件 （http://bioin-
formatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/）依据连接度筛
选出 Hub 基因以及 PPI 网络中最显著的模块。接着在
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R（4.0.3）软件中利用 Find Markers 函数计算 Hub 基因
的归一化表达值、q 值以及 log|2FC|。
 1.8    Hub 基因在矽肺患者肺组织中的验证

基于 Pang 等[18]公开的数据（矽肺组织来自肺移植
的晚期矽肺病患者，对照组的肺组织来自健康捐赠
者），在矽肺患者中对筛选出的 Hub 基因进行验证以
及分析本研究 SiO2 小鼠模型中 Hub 基因与其存在的
关联性。使用 R 软件包（3.5.2）生成受试者工作特征曲
线（receiver operating characteristic curve, ROC），计算
曲线下面积（the area under the curve, AUC），判断 Hub
基因的诊断价值。
 1.9    统计学分析

数据以平均值±标准误表示。使用 SPSS 23.0 进行
非配对 t 检验（两组）或方差分析（two-way ANOVA；三
组及以上）比较未配对的数值数据。检验水准 α=0.05。

 2    结果
 2.1    SiO2 诱导小鼠巨噬细胞的变化

本研究一共定义了 20 个聚类的细胞群，如图 1A
所示，相较于 NS 组，SiO2 组 7 d 和 56 d 中巨噬细胞数
量均增多（图 1B、C）。细胞活力实验中，相较于 0 h，
SiO2 刺激后 3 h、12 h、24 h 巨噬细胞活力增加（P < 0.05）
（图 1D）。
 2.2    差异基因筛选及 PPI 网络的构建

将筛选到的 97 个 DEGs 导入到 PPI 网络复合体
中，该复合体包含了 79 个节点，824 个边界，其中包
括 75 个上调基因和 22 个下调基因（图 2A）。使用
Cytoscape 软件的 MCODE 插件对 PPI 网络进行分组，

形成多个模块。根据评分排名筛选出前 2 位的模块，

分别为 16 个节点、168 个边界和 12 节点、80 个边界
（图 2B、C）。

 2.3    差异基因富集分析结果
通过 Metascape 软件对全部 97 个 DEGs 进行分

析，GO 分析的结果见表 1 和表 2。上调的 DEGs 主要
富集在中性粒细胞的趋化和迁移、粒细胞的趋化和迁

移、髓样白细胞的迁移等生物学过程（表 1），而下调
的 DEGs 主要参与髓鞘的调节、脂肪细胞分化的调节、
脂质生物合成过程的调节、神经系统发展的调节、脂
质代谢过程的正向调节等生物学过程（表 2）。在分子

 

0

N
S 

7 d

N
S 

56 d

Si
O 2

 7
 d

Si
O 2

 5
6 d

500

1000

1500

2000

巨噬
细胞

数量
(N

u
m

b
e

r 
o

f 
m

a
cr

o
p

h
a

g
e

)

10

0

−10

−10 −5 0

UMAP_1

NS 7 d NS 56 d SiO2 7 d SiO2 56 d

U
M

A
P

_
2

5 10

1. 巨噬细胞-1 群(Macrophage-1) 
2. 巨噬细胞-2 群(Macrophage-2)
3. 单核细胞(Monocyte)

5. B 细胞(B cell)
6. 分泌免疫球蛋白的 B 细胞(lg-producing B cell)

8. 中性粒细胞(Neutrophil)

4. T 细胞(T cell)

7. 树突细胞(Dendri�c cells)

9. 自然杀伤细胞(NK cell)
10. 内皮细胞-1 群(Endothelial cell-1)
11. 内皮细胞-2 群(Endothelial cell-2)
12. 成纤维细胞(Fibroblast)
13. 肌成纤维细胞/平滑肌细胞(Myofibroblast/vascular smooth muscle cell)
14. 循环基底细胞(Cycling basal cell)
15. 纤毛细胞(Ciliated cell)

17.Ⅰ 型肺泡上皮细胞(AT1 cell)
16. 克拉拉细胞(Clara cell)

18.Ⅱ 型肺泡上皮细胞-1 群(AT2 cell-1)
19.Ⅱ 型肺泡上皮细胞-2 群(AT2 cell-2)
20. 分泌 Igha 的 Ⅱ 型肺泡上皮细胞(lgha+ AT2 cell)

A

B C D

* *
**

0 h 1 h 3 h 6 h 12 h24 h
0

0.5

1.0

1.5

细胞
活力

(C
e

ll
 v

it
a

li
ty

)

 
［注］ A：NS 组和 SiO2 组的 scRNA-seq 结果经归一化后细胞分群在 Umap 图上的展示。B：NS 组和 SiO2 组巨噬细胞在 Umap 图上展示。C：NS 组和

SiO2 组巨噬细胞变化。D：SiO2 刺激下巨噬细胞的细胞活力变化（n=3），与 0 h 相比，*：P<0.05。
［Note］ A: The scRNA-seq results of the NS and SiO2 groups normalized to the cell subpopulation are shown on the Umap graph. B: Macrophages in the NS

and SiO2 groups are shown on the Umap graph. C: Changes of macrophages in the NS and SiO2 groups. D: Cell viability changes of macrophages under
SiO2 stimulation (n=3), compared with 0 h, *: P<0.05.

图 1   SiO2 诱导的矽肺小鼠肺组织中巨噬细胞数量及活力的变化
Figure 1   Changes in the number and viability of macrophages in the lung tissue of SiO2-induced silicosis mice
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功能方面，上调的 DEGs 主要包含趋化因子活性、趋化
因子受体结合、细胞因子活化、CCR1 趋化因子受体结
合等（表 1）。对于细胞成分，上调的 DEGs 明显富集在

溶酶体、质膜的外侧、晚期内吞体等过程中，而下调
的 DEGs 主要包含水解酶活性（作用于酯键）、催化活性
（作用于 RNA）（表 2）。

KEGG 分析结果中，上调的 DEGs 富集于肿瘤坏死
因子信号通路、细胞因子-细胞因子受体相互作用通
路、白介素-17 信号通路、趋化因子信号通路、病毒蛋
白与细胞因子和细胞因子受体的相互作用通路中
（表 1），而下调的 DEGs 包括过氧化物酶体增殖物激活
受体信号通路和酒精性肝病信号通路（表 2）。

 

A B
C

 
［注］ A：DEGs PPI 网络联合体，蓝色圆圈表示下调的 DEGs，红色圆圈表示上调的 DEGs。B、C：通过 Cytoscape 软件中的 MCODE 插件进行分析排名前

2 的模块（程度阈值=2，节点分数截止=0.2，k-core=2，最大深度=100）。
［Note］ A: DEGs PPI network consortia, blue circles indicate down-regulated DEGs and red circles indicate up-regulated DEGs. B-C: Top 2 modules by the

MCODE plug-in in Cytoscape software (degree cutoff=2, node score cutoff=0.2, k-core=2, and max. depth=100).
图 2   差异基因筛选及 PPI 网络的构建

Figure 2   Differential gene screening and construction of PPI network
 

表 1   上调 DEGs 的 GO 和 KEGG 分析结果
Table 1    Results of GO and KEGG analyses of up-regulated DEGs

 

GO/KEGG 描述(Description)
计数

(Count)
P

生物学过程(Biological process)

　GO:0030593 中性粒细胞趋化(Neutrophil chemotaxis) 12 <0.001

　GO:0071621 粒细胞趋化(Granulocyte chemotaxis) 12 <0.001

　GO:1990266 中性粒细胞迁移(Neutrophil migration) 12 <0.001

　GO:0097529 髓样细胞迁移(Myeloid leukocyte migration) 13 <0.001

　GO:0097530 粒细胞迁移(Granulocyte migration) 12 <0.001

细胞成分(Cellular component)

　GO:0000323 溶酶体(Lytic vacuole) 15 <0.001

　GO:0005764 细胞液泡(Lysosome) 15 <0.001

　GO:0005773 液泡(Vacuole) 15 <0.001

　GO:0009897
质膜的外侧(External side of plasma
membrane)

15 <0.001

　GO:0005770 晚期内吞体(Late endosome) 7 <0.001

分子功能(Molecular function)

　GO:0008009 趋化因子活化(Chemokine activation) 8 <0.001

　GO:0042379
趋化因子受体结合(Chemokine receptor
binding)

9 <0.001

　GO:0031726
CCR1趋化因子受体结合(CCR1 chemokine
receptor binding)

5 <0.001

　GO:0005125 细胞因子活化(Cytokine activation) 11 <0.001

　GO:0048020
CCR趋化因子结合(CCR chemokine receptor
binding)

7 <0.001

KEGG信号通路(KEGG signaling pathway)

　mmu04061
病毒蛋白与细胞因子和细胞因子受体相互
作用(Viral protein interaction with cytokine
and cytokine receptor)

8 <0.001

　mmu04060
细胞因子与细胞因子受体相互作用
(Cytokine-cytokine receptor interaction)

11 <0.001

　mmu04062
趋化因子信号传导途径(Chemokine signaling
pathway)

9 <0.001

　mmu04668
肿瘤坏死因子信号通路(TNF signaling
pathway)

8 <0.001

　mmu04657 白介素-17信号通路(IL-17 signaling pathway) 7 <0.001

 

表 2   下调 DEGs 的 GO 和 KEGG 分析结果
Table 2    Results of GO and KEGG analyses of

down-regulated DEGs
 

GO/KEGG 描述(Description) 计数(Count) P

生物学过程(Biological process)

　GO:0031641 髓鞘的调节(Regulation of myelination) 3 <0.001  

　GO:0045598
脂肪细胞分化的调节(Regulation of fat
cell differentiation)

3 <0.001  

　GO:0046890
脂质生物合成过程的调节(Regulation of
lipid biosynthetic process)

3 0.001

　GO:0051960
神经系统发育的调节(Regulation of
nervous system development)

4 0.003

　GO:0045834
脂质代谢过程的正向调节(Positive
regulation of lipid metabolic process)

4 <0.001  

细胞成分(Cellular component)

　GO:0016788
水解酶活性(作用于酯键)(Hydrolase
activity, acting on ester bonds)

5 0.001

　GO:0140098
催化活性(作用于RNA)(Catalytic activity,
acting on RNA)

3 0.008

KEGG信号通路(KEGG signaling pathway)

　mmu03320
过氧化物酶体增殖物激活受体信号传
导途径(PPAR signaling pathway)

3 <0.001  

　mmu04936 酒精性肝病(Alcoholic liver disease) 3 <0.001  
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 2.4    Hub 基因筛选
Cytoscape 中筛选出的 20 个基因通过 Venn 重叠

出前 3 个 Hub 基因：Ccl2、Ccl7、Ptgs2（图 3）。其归一
化表达值、q 值以及 log|2FC|结果见表 3，其中 Ccl2
的 log|2FC|为 2.62，位于三个 Hub 基因之首。

 2.5    scRNA-seq 联合空间转录组测序探究 Hub 基因
表达水平

scRNA-seq 结果（图 4A）显示，相较于 NS 组，SiO2

组中巨噬细胞内 Ccl2、Ccl7、Ptgs2 表达水平增高且均
聚集在新增的巨噬细胞内，同时 7 d 的表达水平高于

56 d。空间转录组测序的结果（图 4B）显示，相较于
NS 组，SiO2 组中巨噬细胞数量以及 Ccl2、Ccl7、Ptgs2
表达水平升高，7 d 组主要分布在炎性浸润区，56 d 组
分布在炎性渗出伴有实质病变区。
 2.6    矽肺患者组织中 Hub 基因水平

进一步分析矽肺患者肺组织和健康者肺组织中
3 个 Hub 基因的水平，发现 CCL7、PTGS2 是差异基因
且为上调基因，而 CCL2 并非差异基因。通过关联分析，

发现 CCL7 在矽肺患者和矽肺小鼠模型中的差异倍数
log|FC|均高于 PTGS2。具体差异倍数值如图 5A 所示。
接着基于表达矩阵，利用 ROC 曲线分析 CCL7 和 PTGS2
基因的诊断效能。如图 5B-C 所示，这 2 个基因的 AUC
均 > 0.7，说明这 2 个基因对矽肺诊断的敏感度和特异
度都很高。
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图 3   Hub 基因的筛选

Figure 3   Hub gene screening

 

表 3   Hub 基因在巨噬细胞内的归一化表达值、q 值以及
log|2FC|

Table 3    Normalized expression values, q-values, and log|2FC| of
Hub genes in macrophages

 

基因(Gene)
标准归一化后的表达值(Normalized expression)

log|2FC| q
NS 7 d NS 56 d SiO2 7 d SiO2 56 d

Ccl2 −0.211 −0.153 1.424 0.284 2.622 1.3×10−111

Ccl7 −0.224 −0.175 0.864 0.278 2.156 5.38×10−72

Ptgs2 −0.416 −0.403 0.234 −0.283 1.162 4.47×10−59
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 3    讨论
本研究通过 scRNA-seq 定义了 20 个细胞簇，发现

在 SiO2 模型组小鼠中，巨噬细胞数量增加，体外细胞
活力实验也显示在 SiO2 刺激后，巨噬细胞活力呈时间
依赖性上升。在 SiO2 处理 56 d 的小鼠肺组织中，巨噬
细胞数量仍持续增高，这可能和巨噬细胞的极化使他
们能够获得与矽肺的两个不同阶段相对应的独特的
促炎或促纤维化功能有关[19]。SiO2 激活巨噬细胞后激
发了炎症反应，M1 巨噬细胞在这一阶段的矽肺中起
着至关重要的作用[20]。随着炎症的发展，肺细胞不断
死亡，当损伤达到一定程度时，组织修复开始。组织修
复依赖于免疫抑制和促进生长的组织微环境，这个阶
段依靠 M2 巨噬细胞通过分泌抗炎细胞因子白介素-

10 和 TGF-β1 来抗炎，促进免疫抑制和组织重塑[21]。因
此，有理由相信 SiO2 组 7 d 小鼠肺组织中巨噬细胞数
目增加可能是 SiO2 对肺泡巨噬细胞的激活和由此引
发的 M1 极化所致，而 56 d 巨噬细胞的持续增多可能
是巨噬细胞 M2 向极化的原因。

本研究通过构建 PPI 网格图以及 Cytoscape 软件
处理后识别了 75 个上调基因和 22 个下调基因，上调
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［注］ A：scRNA-seq 分析巨噬细胞内 Ccl2、Ccl7、Ptgs2 的变化。B：Ccl2、Ccl7、Ptgs2 mRNA 和巨噬细胞的空间表达以及单细胞-空间转录组映射。黄色

框线表示炎症伴有矽结节病灶区。
［Note］ A: scRNA-seq analysis of changes in Ccl2, Ccl7, and Ptgs2 in macrophages. B: Spatial expression of Ccl2, Ccl7, Ptgs2 mRNA and macrophages as well

as single cell-space transcriptome mapping. The yellow boxed line indicates inflammation with focal areas of silicosis nodules.
图 4   小鼠肺组织中 Hub 基因的变化

Figure 4   Changes in Hub genes in mouse lung tissue
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［注］ A：矽肺患者和矽肺小鼠肺组织中 Ccl7 和 Ptgs2 关联性分析。B-C：

矽肺患者肺组织中 CCL7、PTGS2 诊断效能验证 ROC。
［Note］ A: Association of Ccl7 and Ptgs2 in lung tissues of silicosis patients

and silicosis mice. B-C: Validation of ROC for diagnostic efficacy of
CCL7 and PTGS2 in lung tissues of silicosis patients.

图 5   矽肺患者肺组织中 Hub 基因的表达水平
Figure 5   Expression levels of Hub genes in lung tissues of

silicosis patients

1356  | Journal of Environmental and Occupational Medicine | 2022, 39(12)

www.jeom.org

www.jeom.org


基因主要富集在趋化因子活化以及受体结合等过程
中，这与本研究最终筛选出 3 个 Hub 基因（Ccl2、Ccl7、
Ptgs2）密切相关，而趋化因子的活化可驱动肺部炎症
及纤维化反应[22]。这 3 个基因在 SiO2 组的表达水平均
升高，分布在新增的巨噬细胞中且聚集在炎症浸润伴
有矽结节病灶区。根据 Pang 等[18]公开的数据，发现在
矽肺患者肺组织 CCL7 和 PTGS2 为 DEGs 且为上调，且
两者的 AUC 均高于 0.7，证明可作为矽肺诊断的生物
标志物，敏感度和特异度都很高。但在临床应用中获
取肺组织较难，所以需要进一步探讨所选的基因是否
在肺泡灌洗液和外周血中也具有良好的诊断效能。

趋化因子配体-2（C-C chemokine ligand 2, CCL2）通
过与 C-C 趋化因子受体 2（C-C chemokine receptor  2,
CCR2）结合来介导其作用。在亚慢性和 14 d 急性矽肺
患者肺泡灌洗液中检测到 CCL2 的蛋白含量升高[23]

，同
样地在特发性纤维化（idiopathic  pulmonary  fibrosis,
IPF）受试者的支气管肺泡灌洗液和血清样本中也发
现 CCL2 升高[24]。然而本研究中矽肺患者组织的 CCL2
水平未见升高，这可能与支气管 BALF 以及血清的稀
释效应有关。尽管如此，以上数据仍提示 CCL2 的表达
在矽肺纤维化形成过程中的重要性，通过检测肺泡灌
洗液或者血清的 CCL2 可能是矽肺或者 IPF 患者潜在
的筛检手段。

前列腺素-过氧化物合成酶 2（prostaglandin-en-
doperoxide  synthase  2,  Ptgs2），又称环氧合酶 2（cy-
clooxygenase 2, COX-2），是参与细胞急性炎症反应的
主要分子之一。Wang 等[25]揭示 COX-2 可能通过高表
达参与肺泡炎性反应和肺纤维化早期反应。本研究中
SiO2 小鼠肺组织中检测到的 COX-2 水平低于 CCL7、
CCL2，但矽肺患者组织中却检测到高水平的 COX-2，
且 AUC 大于 0.8，诊断效能较高，这可能归因于小鼠和
人之间存在物种差异。同时有文献报道 COX-2 特异性
抑制剂可以减少小鼠肝脏和肾脏的纤维化[26–28]。因此，

考虑使用特异的 COX-2 阻滞剂和一线抗纤维化药物
会更安全地抑制纤维化患者疾病进展。

趋化因子配体-7（C-C chemokine ligand 7, CCL7）介
导天然和获得性免疫[29]

，对巨噬细胞募集至关重要[30]。
对新冠肺炎患者血浆细胞因子进行检测，发现 CCL7
与疾病严重程度相关[31–32]。同时，Kalafatis 等[33]在 IPF
患者脱细胞组织以及血清中检测到高水平的 CCL7，本
实验在矽肺小鼠以及患者肺组织中均检测到 CCL7，且
矽肺患者组织中 CCL7 高于健康者，AUC > 0.7。鉴于
CCL7 在新冠肺炎、IPF 以及矽肺中的预测作用，本研究

推测未来可通过设计矽肺患者队列扩大样本量进一
步研究，以验证 CCL7 升高与矽肺病程相关性。

但本研究存在一定的缺陷。首先，仅利用动物进
行 scRNA-seq 和空间转录组测序，设置的四个组别均
为一只小鼠，病理结果显示矽肺模型组均已达到疾病
模型，但组学技术需扩大样本量。其次啮齿类动物和
人类之间的遗传、解剖和行为差异使得将小鼠的结果
转化为人类的结果具有不确定性。因此，有必要增加
对矽肺患者的样本测序和分析。最后本研究设计是一个
初步的基因生物信息分析研究，鉴于机体以及矽肺病
理的复杂性，其潜在分子机制以及在矽肺治疗中的预后
影响需结合分子实验和临床研究进行进一步的验证。

综上所述，本研究通过构建小鼠矽肺模型进行
scRNA-seq 和空间转录组测序，一共获得了 97 个巨噬
细胞的 DEGs 以及主要富集的生物学过程和信号通路，

同时获得了 3 个巨噬细胞 Hub 基因 Ccl2、Ccl7、Ptgs2
和 2 个潜在的诊断标志物 CCL7、PTGS2。
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