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人胸腺基质发育及退化的单细胞转录组分析
李雨晨，白丽莲，黄荷凤，刘欣梅
上海交通大学医学院附属国际和平妇幼保健院妇产科，上海市胚胎源性疾病重点实验室，上海 200030

［摘要］目的·探索人类胸腺基质细胞在不同发育阶段的转录动态。方法·利用人类胸腺单细胞转录组数据E-MATB-8581，借助蛋

白质相互作用数据库分析不同类型胸腺基质细胞在胚胎期、婴儿期和成人期的分群特点，并计算基因表达差异，结合富集分析推测它

们功能变化。结果·相比于树突状细胞，胸腺上皮细胞（thymic epithelial cell，TEC）、内皮细胞（endothelial cell，Endo）和成纤维

细胞（fibroblast，Fb）由不同发育阶段造成的基因表达差异更为显著。Ⅰ型髓质TEC （medullary TEC，mTEC）细胞在成年期的抗原

提呈功能下降，主要组织相容性复合物（major histocompatibility complex，MHC）Ⅱ类分子表达下调。在出生后的胸腺中，Fb逐渐富

集参与T细胞抗原识别、分化和激活的功能。在胚胎期和婴儿期，Endo上调表达的基因主要富集与细胞外基质等相关的通路，而出生

后则富集抗原提呈相关通路，并上调 2类MHC分子的表达。结论·生物信息学方法揭示了mTEC、Fb和Endo是易受胸腺发育和退化

影响的细胞类型。人类胸腺生理性退化可能主要影响T细胞分化中的阴性选择。
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[Abstract] Objective·To explore the transcriptomic dynamics of human thymic stroma cells across different developmental stages. Methods·The

single-cell transcriptome datasets of human thymus were downloaded from ArrayExpress (E-MATB-8581). The cellular maps of thymic stroma cells

across different developmental stages were analyzed based on protein-protein interaction. The differentially expressed genes of fetal, infant and adult

stages were calculated. The cell state alternation across different developmental stages was predicted based on functional enrichment analysis. Results·

The transcriptomic dynamics of thymic epithelial cells (TEC), endothelial cells (Endo) and fibroblasts (Fb) were more remarkable compared with

dendritic cells. In adult thymus, there was decline of antigen presenting function and down-regulation of major histocompatibility complex (MHC) class

Ⅱ genes in medullary TEC type Ⅰ cells. The fibroblasts enriched functions related to antigen recognition, differentiation and activation of T cells in

postnatal thymus. The up-regulated genes of thymic Endo enriched functions such as extracellular matrix during fetal and infant stages, while up-

regulated MHC genes and enriched pathways associated with antigen presenting in adult thymus. Conclusion·Bioinformatics analysis revealed that

mTEC, Fb and Endo were the susceptible stroma cell types in response to thymic development and senescence. The involution of human thymus may

affect the negative selection of T cell differentiation mostly.
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胸腺是建立适应性免疫及自身免疫耐受的关键器官。

T 细胞在胸腺内的分化有赖于以胸腺上皮细胞 （thymic

epithelial cell，TEC）、成纤维细胞（fibroblast，Fb）和树

突状细胞（dendritic cell，DC）等为代表的胸腺基质细胞

形成功能健全的微环境［1］。在胸腺内，分化中的 T 细胞

在TEC诱导下完成T细胞受体（T cell receptor，TCR）基

因重排形成 TCR 组库，并识别由 TEC 和 DC 等抗原提呈

细胞（antigen-presenting cells，APC）通过主要组织相容

性复合物（major histocompatibility complex，MHC）提呈

的自身抗原肽，作出适当强度的免疫反应，完成阳性选

择和阴性选择，获得成熟的免疫反应功能，并清除自身

反应性T细胞，建立免疫系统稳态［2］。

人类胸腺皮质和髓质TEC分化大约始于胚胎第 8周，

10~12周时皮、髓质分界逐渐清晰；12~15周时，胸腺淋

巴细胞数量达到高峰，T细胞在趋化因子作用下向外周淋

巴组织迁移［3］。胸腺的体积于青春期达到高峰，并在成年

论著·基础研究
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后逐渐退化［4］。了解胸腺的发育和退化，对于研究机体免

疫稳态的维持、自身免疫疾病的发生规律和免疫功能重建

等方面均有重要意义［5］。

由于正常人类胸腺样本不易获取，过去对胸腺发育

和退化的研究主要来自小鼠等模式生物，并且通常局限

于整个组织水平或分选的特定细胞类型［6-7］。近年来，单

细胞RNA测序（single-cell RNA-sequencing，scRNA-seq）

技术的发展使得我们能从少量组织样本中获得单细胞分

辨率的转录组图谱，以揭示生物学过程中的细胞异质

性［8-10］。尽管目前已有针对人类胸腺的 scRNA-seq研究发

表，且覆盖了从胚胎至成年的各个生命时期，但这些研

究倾向于将来自不同发育时间点的样本进行整合分析，

而忽略了由发育阶段变化造成的生物学差异［11-12］。

为了探索人类胸腺基质细胞在不同发育阶段的转录

动态，我们利用ArrayExpress数据库中的人类胸腺单细胞

转录组数据 （E-MATB-8581）［12］ 进行生物信息学分析。

根据样本来源的孕周 （post-conception weeks，PCW） 和

出生后年龄将其划分为胚胎期、婴儿期和成人期，分析

不同类型的基质细胞在各个发育阶段的基因表达差异，

并结合富集分析推测潜在的功能变化。

1 资料与方法

1.1 单细胞转录组数据准备

从 zenodo 数 据 库 下 载 DOI 编 号 为 10.5281/

zenodo.3572422的E-MATB-8581［12］的“细胞-基因”表达

矩阵，根据原数据提供的细胞类型注释，选取了 DC 细

胞、TEC细胞、内皮细胞（endothelial cell，Endo）和 Fb

细胞等亚群进行后续分析。该公共数据代表的胸腺样本

来自人类胚胎期（孕 7~17周）、婴儿期（3、6、10、15、

30月龄）及成人期（13~35岁），包含的生命阶段较完整，

符合本研究的需要。

1.2 细胞分群

主要使用 R 语言 Seurat 对软件包表达矩阵进行分

析［13］。保留符合以下条件的细胞数据：①检测到基因数>

500。②检测到转录本数>2 000。通过 Log-Normalize 方

法，设置 10 000为放缩因子，对转录本计数进行归一化。

使用R语言RSCORE软件包［14］，参考蛋白质-蛋白质相互

作用 （protein-protein interaction，PPI） 数据库 BioGRID

（4.2.192）［15］，对 10 000个高可变基因构建加权的相关性

网络，并根据相关性将多个基因模块化，最终每个细胞

的基因表达信息被转换为基因模块的评分值。基于该

“细胞-模块”矩阵进行主成分分析（principal components

analysis，PCA） 降维。根据碎石图选取前 25 个主成分

（principal components，PC），使用统一流形逼近与投影

（uniform manifold approximation and projection， UMAP）

进行非线性降维，在二维平面反映细胞间的相似

程度［16］。

1.3 差异表达分析

对同一细胞亚型，以不同发育阶段作为分组变量，

使用Wilcoxon秩和检验鉴定各个时间点的差异表达基因。

为了减少样本间批次效应的影响，将发育轨迹划分为 7~8

孕周组（07-08PCW）、9~11孕周组（09-11PCW）、12~15

孕周组（12-15PCW）、16~17孕周组（16-17PCW）、婴儿

期组（Infant）和成人期组（Adult）。使用Bonferroni校正

法进行多重检验校正，修正后 P值<0.05认为差异具有统

计学意义。选取各个阶段中差异表达满足 | log2 FC| > 0.5

的基因用于基因本体论（Gene Ontology，GO）功能分析

和京都基因与基因组百科全书 （Kyoto Encyclopedia of

Genes and Genome，KEGG）通路富集分析。

1.4 GO功能及KEGG通路富集分析

使用 R 语言 clusterProfiler 软件包对各个阶段富集表

达的差异基因进行 GO 功能注释和 KEGG 通路富集分

析［17］。使用 Benjamini-Hochberg 校正法校正多重检验 P

值，修正后P值<0.05时认为富集分析结果有统计学意义。

2 结果

2.1 人胸腺基质细胞的分群

基于 UMAP 结果，几种主要基质细胞在二维平面上

能相互区分（图1A）。我们根据经典的细胞亚型标记基因

验证了分群的可靠性（图 1B）。TEC高表达泛上皮细胞标

记基因 EPCAM 和 TEC 标记基因 FOXN1［3］，其中皮质

TEC （cortical TEC，cTEC）表达 PSMB11。DC的亚群分

别 高 表 达 DC1 标 记 基 因 CLEC9A、 DC2 标 记 基 因

CLEC10A 和活化 DC （activated DC， aDC） 标记基因

LAMP3［18］。Endo 高表达标记基因 CDH5［19］。Fb 则高表

达 PDGFRA 和 COLEC11， 以 及 2 型 Fb 标 记 基 因

FBN1［20］。

Fb主要来自胚胎阶段和成人阶段，并依据不同发育

阶段分成离散的 2群细胞。然而，来自同一阶段内不同时

间点、不同建库策略的 Fb细胞几乎完全混合，提示这种

离散分群可能来源于胚胎期和成人期的生物学差异，而

866



李雨晨，等 人胸腺基质发育及退化的单细胞转录组分析

http://xuebao.shsmu.edu.cn 上海交通大学学报（医学版），2021，41（7）

Note：A. Cells were colored according to cell populations (top-left), developmental time points (top-right), and developmental stages (bottom-left). B. Visualization of cell-

type marker gene expression with UMAP. PCW—post-conception weeks; M—months; Y—years.

图1 人类胸腺基质细胞的UMAP分群图

Fig 1 UMAP plots of human thymic stroma cells
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非 批 次 效 应 。 TEC 主 要 以 cTEC 和Ⅰ型 髓 质 TEC

（medullary TEC，mTEC）细胞为主，其次是高表达自身

免 疫 调 控 基 因 AIRE （autoimmune regulator） 的Ⅱ型

mTEC。尽管相同TEC亚型的细胞形成了相对集中且连续

的分群，但来自不同时间点的细胞并未完全混合。类似

地，来自胚胎期和成年期的Endo也形成了连续但不混合

的分群。DC1、DC2 和 aDC 亚群之间能清晰地区分，但

来自不同发育阶段的同一亚群细胞则被均匀混合。以上

结果提示，基于PPI构建基因相关性网络的分析方式，既

有效地区分了不同细胞类型，同时揭示了可能由发育阶

段造成的差异，且相比于DC，这种差异在TEC、Endo和

Fb中更为显著。

2.2 APC随发育进程的转录动态

对差异基因的 GO 和 KEGG 分析显示，cTEC 在胚胎

早期主要富集包括核糖体参与的蛋白合成和加工等功能，

而自 9周龄开始直到成年则主要富集抗原提呈、自身免疫

疾病相关的信号通路（图 2A）。此外，在出生后，cTEC

下调表达与黏着斑（focal adhesion）、PI3K-Akt信号通路

相关的基因（图 2B）。与 cTEC略有不同，Ⅰ型 mTEC在

胚胎和婴儿期主要富集抗原提呈相关的信号通路，在成

年期则富集与核糖体、mRNA 代谢和细胞凋亡等有关的

Note：A. Up-regulated genes. B. Down-regulated genes.

图2 人类 cTECs差异基因的KEGG通路分析

Fig 2 The KEGG pathway analysis of differentially expressed genes of human cTECs
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信号通路，并相应下调多种自身免疫疾病相关通路的基

因（图 3A）。Ⅱ型mTEC在胚胎期和婴儿期的功能富集与

Ⅰ型 mTEC 相似，但在成年期的差异表达基因未发现显

著上调的信号通路，仅发现少数下调的基因可能与糖代

谢相关（图3B）。

2类 DC细胞自胚胎期至成人期均富集包括抗原提呈

或多种自身免疫疾病相关的通路。其中，与其他时期相

比，孕 7~8周时的DC1细胞下调表达 1型糖尿病等疾病相

关的基因，而婴儿期 DC1细胞和胚胎期相比，还富集细

胞凋亡相关的通路（图 4A）；出生后的 DC2 细胞和胚胎

期相比，还富集肿瘤坏死因子 （tumor necrosis factor，

TNF） 信号相关的通路，并且下调表达和糖类或蛋白质

代谢相关的基因（图4B）。

我们进一步关注 MHC 分子，即人白细胞抗原

（human leukocyte antigen，HLA）基因在各个时间点的表

达差异。cTEC中的HLA基因大多在孕 12周后表达上调，

此后的发育阶段中无显著差异（图 5A）。而早在孕 9~11

周时，Ⅰ型 mTEC 中的 HLA 基因即呈现表达上调，并持

续到婴儿期；进入成年期后，Ⅰ型mTEC中的多种MHC-

Ⅱ类分子基因，包括 HLA-DQB1、 HLA-DQA1、 HLA-

DRB5、HLA-DPA1、HLA-DPB1和HLA-DRB1等均显著下

调，MHC-Ⅰ类分子基因 （HLA-A、HLA-B、HLA-C 等）

的下调则较轻微（图 5A）。HLA 基因的表达模式在成年

Ⅱ型 mTEC 细胞中未发现显著改变（图 5A）。2 类 DC 细

胞的 HLA分子均自胚胎早期就开始表达，在出生后达到

Note：A. mTEC(Ⅰ). B. mTEC(Ⅱ).

图3 人类mTECs差异基因的KEGG通路分析

Fig 3 KEGG pathway analysis of differentially expressed genes of human mTECs
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峰值，并持续至成年（图5B）。

2.3 Fb细胞随发育进程的转录动态

Fb 1 型细胞在胚胎期主要上调胰岛素样生长因子 2

（insulin-like growth factor 2， IGF2）、转化生长因子 β -1

（transforming growth factor-β1，TGF-β1），在胚胎期和婴

儿期上调 COL1A1 和 COL3A1 等胶原 α链基因 （图 6A）。

Fb 2型细胞的胶原基因表达谱和Fb 1型细胞类似。然而，

2 种 Fb 自婴儿期开始即上调 MHC-Ⅰ类分子基因 （HLA-

B、HLA-C）（图6A），并在成人期下调表达多种胶原基因

（图 6B）。此外，2种 Fb在出生后阶段均上调多种趋化因

子配体基因，包括CXCL14、CCL19和CCL21等。作为比

较，我们发现Ⅰ型 mTEC 的 CCL19 和 CCL21 在成年期较

胚胎和婴儿期下调（图6C）。

GO和KEGG分析提示，2种Fb细胞在胚胎期的功能

以核糖体相关的蛋白质合成或加工为主。Fb 1型细胞在婴

儿期主要富集细胞外基质（extracellular matrix，ECM）相

关的通路，而在成人期则富集抗原提呈相关的通路（图

7A）。与Fb 1型细胞略有不同，Fb 2型细胞在婴儿期和成

人期均富集抗原提呈和免疫反应相关的通路（图 7B）。而

2种Fb在成人期的下调基因均富集了以蛋白质消化吸收和

Prion病等为主的信号通路。以上结果提示，在出生后的胸

腺发育中，Fb从以一般基质细胞的支持功能为主，逐渐产

生参与T细胞抗原识别、分化和激活的功能。

Note：A. DC1. B. DC2.

图4 人类胸腺DCs差异基因的KEGG通路分析

Fig 4 KEGG pathway analysis of differentially expressed genes of human thymic DCs
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Note：A. cTEC, mTEC(Ⅰ) and mTEC(Ⅱ). B. DC1 and DC2.

图5 人类胸腺APCs中HLA基因的表达差异

Fig 5 Differential expression of HLA genes in human thymic APCs
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Note：A. Differentially expressed genes. B. Differentially expressed collagen genes. C. Expression of CCL19 and CCL21 in human mTEC (Ⅰ).

图6 人类胸腺Fb1和Fb2在不同发育阶段的差异表达基因

Fig 6 Differentially expressed genes of human thymic Fb1 and Fb2 across development stages
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2.4 Endo随发育进程的转录动态

在胚胎期和婴儿期，Endo主要富集ECM和黏着斑等

相关的通路。而自出生后开始，Endo还富集抗原提呈相

关通路，特别是在成年期同时富集包括 1型糖尿病、自身

免疫性甲状腺疾病相关的通路，并且下调细胞黏附、

ECM或PI3K-Akt信号通路相关的基因。HLA基因的表达

谱显示Endo在出生后显著上调MHC-Ⅰ类和多种MHC-Ⅱ
类分子基因（HLA-DRA、HLA-DRB1、HLA-DRB5、HLA-

DPA1和HLA-DPB1等）（图8）。

3 讨论

在 2 类 MHC 分子中，通常认为 MHC-Ⅰ类分子主要

与 CD8 分子结合，而 MHC-Ⅱ主要结合 CD4［21］。在胸腺

内，cTEC 主要通过提呈 2 类自身抗原肽-MHC 复合物，

刺激 T 细胞前体作出适当强度的免疫反应，使 CD4/CD8

双阳性 （double positive，DP） 细胞获得 MHC 限制性免

疫反应，激活生存信号并分化为 CD4 或 CD8 单阳性

（single positive，SP）细胞［2］。我们的分析发现，自胚胎

期分化成熟以来，人类 cTEC的抗原提呈功能一直持续到

成年，同时 2类 MHC分子的表达均未见明显下调。这些

结果提示，胸腺的生理性退化可能对主要由 cTEC完成的

阳性选择功能影响较小。

由于 mTEC 的抗原提呈主要用于筛选出非自身反应

性T细胞，其抗原提呈功能下降可能使某些自身反应性T

细胞从阴性选择中逃逸，进入外周造成自身免疫疾病［22］。

过去对自身免疫疾病模型NZB小鼠的研究［23］发现，其胸

腺中MHC-Ⅱ阳性的mTEC比例在生理性退化时的数量衰

减较对照组更显著，提示了这类 mTEC 在自身免疫疾病

发生中的潜在作用。我们的分析在单细胞分辨率水平更

Note：A. Fb1. B. Fb2.

图7 人类胸腺Fb 1型和Fb 2型差异基因的KEGG通路分析

Fig 7 KEGG pathway analysis of differentially expressed genes of human thymic Fb1 and Fb2
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精确地推断了人类胸腺生理性退化时最易影响的潜在

mTEC亚型（Ⅰ型mTEC），其在成年期显著下调MHC-Ⅱ
类分子，抗原提呈功能较胚胎期和婴儿期有所下降。考虑

不同MHC分子的亲和性，这一改变可能更容易影响CD4

单阳性细胞，即诸如辅助性T细胞或调节性T细胞等的前

体，进而影响青春期后的机体免疫稳态［24］。值得注意的

是，过去普遍认为表达 AIRE基因的Ⅱ型 mTEC对诱导中

心耐受、调控 mTEC 表达自身抗原肽等过程尤为关

键［25-26］，然而，根据我们的功能富集分析，在成年期，该

类细胞未见显著的转录改变，且AIRE基因本身和HLA基

因的表达也无明显下调。因此，胸腺退化对Ⅱ型mTEC的

影响有待设计实验进一步验证。

对于胸腺中的非 APC 细胞，我们主要分析了 Fb 和

Endo。单细胞测序的细胞分群揭示了两者在出生前后的

转录差异。胚胎期的 Fb 除了表达多种胶原基因参与构

建 ECM 之外，还同时上调 IGF2 基因，这可能与其通过

胰 岛 素 样 生 长 因 子 受 体 （insulin-like growth factor

receptor， IGF-R） 诱 导 胚 胎 期 T 细 胞 前 体 的 发 育 有

Note：A. Differentially expressed genes. B. Expression of HLA genes. C. KEGG pathway analysis of differentially expressed genes of human thymic Endo.

图8 人类胸腺Endo在不同发育阶段的差异表达基因

Fig 8 Differentially expressed genes of human thymic Endo across development stages
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关［27］。IGF2 在出生后的 Fb 中下调，可能提示这种诱导

作用的下降。在成年期，Fb 中多种胶原基因的下调，

则可能使胸腺难以维持有序排列的小叶结构。由于

MHC-Ⅰ类分子通常在人类大多数细胞类型中均有表达，

其表达上调不足以说明 Fb 在出生后分化出抗原提呈的

功能。然而，CCL19 和 CCL21 是 mTEC 通过 CCR7 诱导

SP 细胞进入胸腺髓质的主要趋化因子［28-29］。与Ⅰ型

mTEC 逐渐下调 CCL19 和 CCL21 相对应，出生后的 Fb

上调这 2 个基因提示其具有类似的诱导 T 细胞在胸腺内

迁移的功能，也可能与出生后诱导 T 细胞归巢或退化时

的炎性反应有关。

与 Fb 不同，胸腺中的 Endo 在出生后显著上调 2 类

MHC 分子的表达，并可能由此参与 T 细胞的抗原识别。

与 MHC-Ⅰ类分子不同，MHC-Ⅱ类分子通常由专职的

APC （professional APC） 表达［30］。 MHC-Ⅱ类分子在

Endo 中上调可由 γ干扰素 （γ-interferon，IFN-γ） 诱导，

并参与调控效应-记忆T细胞（effector memory T cells）的

抗原识别［31］，可能是与出生后适应性免疫系统的构建相

协调的改变。

综上所述，我们基于单细胞转录组数据，利用生物

信息学方法，揭示了多种人类胸腺基质细胞在不同发育

阶段中潜在的功能改变，推断了胸腺在出生后发育和退

化过程中易受影响的细胞类型。胸腺生理性退化可能主

要影响 T 细胞分化的阴性选择。这些结果为后续研究人

体免疫系统稳态在生命早、中期的动态改变和胸腺微环

境的体外重建提供了新的依据。
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