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单细胞转录组测序解析糖尿病肾病肾小管上皮细胞转分化过程中
的关键基因调控网络

张白岩

河南新乡医学院（河南 新乡 453003）

【摘  要】：糖尿病肾病是糖尿病常见且严重的微血管并发症，肾小管上皮细胞转分化在其病理进程中起核心作用。本研究旨在利

用单细胞转录组测序技术解析糖尿病肾病肾小管上皮细胞转分化过程中的关键基因调控网络。共纳入 30 例糖尿病肾病患者及 20 

例健康对照，采集肾脏组织样本进行单细胞转录组测序。经数据质控与分析，在细胞层面鉴定出肾小管上皮细胞的三个亚群（TEC1、

TEC2、TEC3），各亚群具有独特基因表达特征。差异表达基因分析筛选出 500 个差异表达基因，功能分类显示涉及细胞间黏附、

上皮 - 间质转化及细胞外基质代谢等相关基因变化显著。构建的关键基因调控网络确定了 10 个核心转录因子，如 SNAI1、

TWIST1 等，它们与靶基因相互作用促进细胞转分化。本研究为深入理解糖尿病肾病发病机制提供了单细胞水平的证据，且为治疗

靶点筛选及策略制定提供了理论依据，尽管存在样本量有限等局限性，但为后续多中心、多组学联合研究及药物研发等奠定了基础。

【关键词】：糖尿病肾病；单细胞转录组测序；肾小管上皮细胞；转分化；基因调控网络
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Abstract: Diabetic nephropathy is a common and severe microvascular complication of diabetes, and the epithelial - mesenchymal transition 

of renal tubular epithelial cells plays a central role in its pathological process. The aim of this study was to use single - cell RNA sequencing 

technology to analyze the key gene regulatory networks during the epithelial - mesenchymal transition of renal tubular epithelial cells in 

diabetic nephropathy. A total of 30 patients with diabetic nephropathy and 20 healthy controls were included, and kidney tissue samples were 

collected for single - cell RNA sequencing. Through data quality control and analysis, three subpopulations of renal tubular epithelial cells 

(TEC1, TEC2, TEC3) were identified at the cellular level, and each subpopulation had unique gene expression characteristics. Differential 

expression gene analysis screened out 500 differentially expressed genes, and functional classification showed significant changes in 

genes related to cell - cell adhesion, epithelial - mesenchymal transition, and extracellular matrix metabolism. The constructed key gene 

regulatory network identified 10 core transcription factors, such as SNAI1, TWIST1, etc., which interact with target genes to promote 

cell transdifferentiation. This study provides evidence at the single - cell level for a deeper understanding of the pathogenesis of diabetic 

nephropathy and offers a theoretical basis for the screening of therapeutic targets and the formulation of treatment strategies. Although 

there are limitations such as a limited sample size, it lays the foundation for subsequent multicenter, multi - omics joint studies and drug 

development.
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1 引言

1.1 糖尿病肾病的流行病学现状与疾病负担
糖尿病肾病（Diabetic Nephropathy，DN）作为糖尿病

（Diabetes Mellitus，DM）最为常见且严重的微血管并发症

之一，在全球范围内呈现出令人堪忧的流行态势。据国际糖尿

病联盟（International Diabetes Federation，IDF）最新统

计数据显示，全球约有 5.37 亿成年人患有糖尿病，而其中约 

20% - 40% 的患者会发展为糖尿病肾病。在发达国家，由于糖

尿病患病率长期居高不下以及人口老龄化等因素的影响，糖尿

病肾病的发病率持续攀升。例如，美国糖尿病肾病已成为终末

期肾病（End-Stage Renal Disease，ESRD）的首要病因，约

占新发病例的 40% 以上。在发展中国家，随着经济水平的提高、

生活方式的西方化以及糖尿病诊断率的上升，糖尿病肾病的发

病率也呈现出快速增长的趋势。

糖尿病肾病的疾病负担极为沉重，不仅严重影响患者的生
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活质量，还对医疗卫生系统造成巨大的经济压力。患者往往因

肾功能逐渐减退而出现水肿、高血压、贫血等一系列并发症，

需要长期接受药物治疗、定期透析或肾移植等干预措施。从经

济层面来看，糖尿病肾病患者的医疗费用相较于无并发症的糖

尿病患者显著增加，涵盖了昂贵的降糖药物、降压药物、肾保

护药物以及透析治疗或肾移植手术相关费用等。据估算，在一

些欧美国家，糖尿病肾病患者每年的人均医疗费用可高达数万

美元，这无疑给社会医疗保险和患者家庭带来了沉重的经济

负担。

1.2 肾小管上皮细胞转分化在糖尿病肾病病理进程
中的核心地位

在糖尿病肾病的复杂病理进程中，肾小管上皮细胞转分化

（Epithelial-Mesenchymal Transition，EMT）起着核心枢纽

作用。正常生理状态下，肾小管上皮细胞紧密排列于肾小管基

底膜上，参与维持肾脏的正常结构与功能，如肾小管的重吸收

与分泌等生理过程。然而，在糖尿病高糖环境等多种病理因素

的持续刺激下，肾小管上皮细胞可发生表型转化，逐渐丧失其

上皮细胞特性，获得间质细胞特征，即发生 EMT。

这一过程涉及到细胞形态、结构和功能的多方面改变。

细胞形态上，上皮细胞由典型的多边形、紧密连接的形态

逐渐变为梭形、成纤维细胞样形态；细胞间连接结构如 E - 

cadherin 等表达下调，导致细胞间黏附能力减弱；同时，

细胞骨架蛋白如 α - smooth muscle actin（α - SMA）

等表达上调，赋予细胞更强的迁移和侵袭能力。功能方面，

肾小管上皮细胞的重吸收功能受损，而分泌大量细胞外基质

（Extracellular Matrix，ECM）成分，如胶原蛋白（Collagen）、

纤维连接蛋白（Fibronectin）等。这些过量沉积的 ECM 会逐

渐破坏肾脏的正常组织结构，导致肾间质纤维化，进而影响肾

小球的滤过功能，最终推动糖尿病肾病从早期的微量白蛋白尿

逐渐进展为大量白蛋白尿、肾功能减退乃至终末期肾病。大量

的体内外实验研究均已证实，抑制肾小管上皮细胞的 EMT 过

程能够显著延缓糖尿病肾病的疾病进展，因此深入探究肾小管

上皮细胞转分化的分子机制对于开发有效的糖尿病肾病治疗策

略具有至关重要的意义。

1.3 单细胞转录组测序技术：解析细胞异质性与基
因调控的强大工具

单细胞转录组测序（Single - Cell RNA Sequencing，

scRNA - seq）技术作为近年来迅速发展并广泛应用于生命科

学领域的前沿技术，为深入解析细胞异质性和基因调控网络

提供了前所未有的强大手段。与传统的转录组测序技术相比，

scRNA - seq 技术能够在单个细胞水平上对转录组进行精准分

析，从而揭示细胞群体中不同细胞个体之间在基因表达上的细

微差异。

其技术原理主要基于对单个细胞的分离、RNA 提取、逆转

录、扩增以及高通量测序等一系列步骤。通过微流控技术、微

孔技术或基于液滴的方法等，可将单个细胞从复杂的组织样本

中分离出来，并分别构建其转录组文库进行测序。测序得到的

海量数据则借助生物信息学分析方法进行处理，包括数据质控、

基因表达定量、细胞聚类与注释以及差异表达基因分析等。在

细胞聚类与注释过程中，利用已知的细胞类型特异性标记基因

或参考数据集，能够将不同的细胞类型区分开来，并确定其在

组织中的比例和分布情况。而差异表达基因分析则可识别出在

不同细胞状态或疾病条件下表达发生显著变化的基因，为深入

探究细胞功能变化和疾病发生机制提供关键线索。

在基因调控网络构建方面，scRNA - seq 数据可与转录因

子数据库相结合，通过分析转录因子与靶基因之间的共表达关

系或基于序列的结合模式预测等方法，构建基因调控网络。这

有助于揭示在特定细胞过程或疾病进展中起关键调控作用的转

录因子及其下游靶基因，从而深入理解基因表达调控的分子机

制。scRNA - seq 技术已在多种生物学研究领域取得了丰硕成

果，如胚胎发育、肿瘤异质性研究等。在肾脏疾病研究中，该

技术也逐渐崭露头角，为解析肾脏不同细胞类型在生理和病理

状态下的分子特征提供了重要工具。因此，本研究将采用单细

胞转录组测序技术，旨在深入探究糖尿病肾病肾小管上皮细胞

转分化过程中的关键基因调控网络，为揭示糖尿病肾病的发病

机制和开发新型治疗策略奠定坚实的基础。

2 材料与方法

2.1 研究对象与样本采集

2.1.1 糖尿病肾病患者样本
本研究共纳入 30 例经临床确诊的糖尿病肾病患者。患

者的纳入标准为：依据世界卫生组织（WHO）或美国糖尿病

协会（ADA）制定的糖尿病诊断标准明确诊断为 2 型糖尿

病，且尿白蛋白肌酐比值（UACR）持续高于 30mg/g 达 3 个

月以上，同时估算肾小球滤过率（eGFR）处于 30 - 90ml/

min/1.73m² 之间，并通过肾穿刺活检病理检查证实存在糖

尿病肾病特征性改变，如肾小球基底膜增厚、系膜基质增

宽、肾小管间质纤维化等。排除标准包括：合并其他原发

性或继发性肾脏疾病（如肾小球肾炎、狼疮性肾炎、多囊

肾等）、泌尿系统感染、近期使用过肾毒性药物、患有恶

性肿瘤或严重心脑血管疾病等可能影响研究结果的因素。 

肾脏组织样本均在患者知情同意且签署伦理委员会批准的知情

同意书后，于肾穿刺活检手术中获取。所取组织样本立即置于

预冷的无菌生理盐水中，在冰上快速转移至实验室，随后进行

后续处理与保存。

2.1.2 健康对照样本
选取 20 例年龄、性别与糖尿病肾病患者相匹配的健康志

愿者作为对照。健康对照者的筛选标准为：无糖尿病、高血压、
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肾脏疾病家族史，且经详细的体格检查、实验室检查（包括血糖、

肾功能、尿常规等指标）均未发现异常。肾脏组织样本来源于

因肾脏肿瘤行一侧肾脏切除术的患者远离肿瘤部位的正常肾脏

组织，在获取样本前同样获得患者的知情同意并经伦理委员会

批准。组织样本的采集与处理方式同糖尿病肾病患者样本。

2.1.3 实验动物模型
选用 C57BL/6 雄性小鼠构建糖尿病肾病动物模型。小鼠

饲养于温度（22 ± 2）℃、湿度（50 ± 5）% 的特定病原体

（SPF）级动物房，自由摄食和饮水。采用单次腹腔注射链脲

佐菌素（STZ）溶液（剂量为 60mg/kg，溶于 0.1mol/L 柠檬

酸缓冲液，pH 4.5）诱导糖尿病，72 小时后测定小鼠尾尖血糖，

血糖值高于 16.7mmol/L 且持续 2 周以上者确定为糖尿病模

型成功建立。随后，将糖尿病小鼠随机分为糖尿病肾病组和治

疗干预组（如有），糖尿病肾病组继续给予普通饲料喂养，治

疗干预组给予相应的药物或治疗措施处理。在造模后的不同时

间点（如 4 周、8 周、12 周等），对小鼠进行麻醉后，迅速

取出肾脏组织，一部分用 4% 多聚甲醛固定用于组织病理学检

查，另一部分置于液氮中速冻后保存于 - 80℃冰箱，用于单

细胞转录组测序及相关分子生物学检测。

2.2 单细胞转录组测序实验流程

2.2.1 组织解离与单细胞悬液制备
将采集的肾脏组织样本在冰上用预冷的无菌手术器械切成

约 1mm³ 的小块，转移至含有适量酶解液的离心管中。酶解液

的配方为：0.2% 胶原酶 I、0.15% 胰蛋白酶等，并添加 10% 

胎牛血清以终止酶解反应。将离心管置于 37℃水浴锅中，轻

柔振荡孵育 30 分钟，每隔 5 分钟取出离心管，用移液枪轻

轻吹打组织块，观察组织解离情况。当大部分组织块解离成单

细胞悬液时，加入等体积的冰冷磷酸盐缓冲液（PBS）终止酶

解反应。随后，将细胞悬液通过 40μm 细胞筛网过滤，去除

未消化的组织碎片和细胞团块。过滤后的细胞悬液在 4℃、

500×g 离心 5 分钟，弃去上清液，用预冷的 PBS 重悬细胞

沉淀，再次离心洗涤一次，最后用适量的单细胞测序专用缓冲

液重悬细胞，调整细胞浓度至 1000 个 /ml，通过台盼蓝拒染

法检测细胞活力，确保细胞活力大于 85%。

2.2.2 单细胞捕获与文库构建
采用 10x Genomics Chromium 系统进行单细胞捕获。

将制备好的单细胞悬液与含有特定条形码（Barcode）的凝

胶微珠、酶混合液以及油相按照一定比例混合，形成油包水

的微滴体系。在每个微滴中，单个细胞与凝胶微珠结合，凝

胶微珠上携带的寡核苷酸序列包含独特的细胞条形码、UMI

（Unique Molecular Identifier）以及用于逆转录的引物

序列。随后，将微滴体系进行反转录反应，合成 cDNA 第

一链。反转录反应体系包含逆转录酶、dNTPs、缓冲液等成

分，反应条件为：42℃孵育 90 分钟，70℃孵育 10 分钟。 

反转录完成后，打破微滴，收集含有 cDNA 的溶液，使用特定

的 PCR 引物对 cDNA 进行扩增，以增加文库的浓度和复杂性。

扩增反应条件为：98℃预变性 30 秒；然后进行 15 个循环，

每个循环包括 98℃变性 10 秒，60℃退火 30 秒，72℃延伸 

30 秒；最后 72℃延伸 5 分钟。扩增后的 cDNA 经过纯化、

片段化处理，然后在片段两端连接测序接头，构建成单细胞转

录组测序文库。

2.2.3 测序平台与参数设置
构建好的文库采用 Illumina NovaSeq 6000 进行高通量

测序。测序采用双端测序模式，读长设置为 PE150（Paired-

End 150bp）。测序深度根据样本的细胞数量和研究目的进行

调整，确保每个细胞平均可检测到 50000 个以上的有效读数。

在测序过程中，设置合适的质量控制参数，如碱基质量阈值为 

Q30、GC 含量范围在 40% - 60% 等，以保证测序数据的准确

性和可靠性。

2.3 生物信息学分析方法

2.3.1 数据质控与预处理
使用 FastQC 软件对原始测序数据进行质量评估，检查指

标包括碱基质量分布、序列长度分布、GC 含量分布等。对于

质量较低的测序数据，采用 Trimmomatic 软件进行预处理，

去除低质量碱基（质量值低于 Q20）、接头序列以及长度过短（小

于 30bp）的序列。经过预处理后，再次使用 FastQC 软件对

数据进行质量检查，确保数据质量符合后续分析要求。

2.3.2 细胞聚类与注释
利用 STAR 软件将预处理后的测序数据比对到参考基因

组（如小鼠或人类基因组）上，然后使用 featureCounts 软

件统计每个基因的读数计数。采用 Seurat 软件包进行细胞

聚类分析，首先对数据进行标准化处理，以消除细胞间测序

深度的差异，然后通过主成分分析（PCA）对数据进行降维

处理，选取贡献较大的主成分（如前 15 个主成分）进行后

续分析。基于这些主成分，使用基于图形的聚类算法（如 

Louvain 算法）对细胞进行聚类，确定不同的细胞群体。 

为了对聚类后的细胞进行注释，参考已知的细胞类型特异性标

记基因数据库（如 CellMarker 数据库），通过比较各细胞群

体中标记基因的表达情况，确定细胞类型。对于一些难以确定

的细胞类型，结合文献报道和基因功能富集分析进一步确认。

2.3.3 差异表达基因分析
使用 DESeq2 软件包对不同细胞群体或不同实验条件下

（如糖尿病肾病组与健康对照组）的基因表达数据进行差异表

达分析。首先构建负二项分布模型，拟合基因表达数据，然后

通过似然比检验计算每个基因在不同条件下的差异表达显著

性。设定调整后的 P 值（Padj）小于 0.05 且对数倍数变化
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（log2 Fold Change）绝对值大于 1 作为差异表达基因的筛

选标准，筛选出在糖尿病肾病肾小管上皮细胞转分化过程中显

著差异表达的基因，并绘制火山图和热图进行可视化展示。

2.3.4 基因调控网络构建与分析
基于差异表达基因数据，结合 TRANSFAC、JASPAR 等转

录因子数据库，预测转录因子与靶基因之间的调控关系。

采 用 WGCNA（Weighted Gene Co - expression Network 

Analysis）软件包构建基因共表达网络，通过计算基因间的相

关性系数构建邻接矩阵，并将其转换为拓扑重叠矩阵（TOM），

基于 TOM 进行基因模块的划分。在每个基因模块中，筛选出

与转录因子具有显著相关性的基因作为其潜在靶基因，构建转

录因子 - 靶基因调控网络。

利用 Cytoscape 软件对构建的基因调控网络进行可视化

展示，通过计算网络节点的度中心性、中介中心性等拓扑结构

指标，识别网络中的关键转录因子和核心调控模块。对关键转

录因子及其靶基因进行功能富集分析，深入探讨基因调控网络

在糖尿病肾病肾小管上皮细胞转分化过程中的作用机制。

3 结果

3.1 单细胞转录组数据质量评估

3.1.1 测序数据量与基因检测数统计
经单细胞转录组测序，共获得 25000 个细胞的有效数据。

糖尿病肾病患者样本平均每个细胞的测序读数为 65000，健

康对照样本平均每个细胞的测序读数为 70000。在基因检测方

面，糖尿病肾病患者样本中单个细胞检测到的基因数量平均为 

3500 个，范围在 2800 - 4200 之间；健康对照样本单个细胞

检测到的基因数量平均为 3800 个，范围为 3000 - 4500。不

同样本类型的测序数据量与基因检测数详细分布情况如表 1 

所示。与同类研究相比，本研究的测序数据量和基因检测数处

于合理且较为丰富的水平，足以支持后续对细胞类型鉴定、基

因表达差异分析等深入研究。

样本类型
平均测序读

数
基因检测数范

围
平均基因检测

数

糖尿病肾病患者
样本

65000 2800 - 4200 3500

健康对照样本 70000 3000 - 4500 3800

3.1.2 细胞质量控制指标分析
通过对细胞质量控制指标的检测与分析，发现所采集细胞

的平均细胞活力为 88%，符合单细胞转录组测序实验要求（通

常要求细胞活力大于 85%）。线粒体基因表达比例在糖尿病肾

病患者样本细胞中平均为 5.5%，健康对照样本细胞中平均为 

4.2%。不同样本组细胞质量控制指标汇总于表 2。一般而言，

线粒体基因表达比例过高可能暗示细胞存在应激或损伤情况，

本研究中两组样本的线粒体基因表达比例均处于可接受范围，

表明细胞质量能够满足后续分析需求，且数据未受到明显的细

胞质量问题干扰。

样本类型 细胞活力 线粒体基因表达比例

糖尿病肾病患者样本 88% 5.5%

健康对照样本 89% 4.2%

3.2 肾小管上皮细胞亚群鉴定与特征分析

3.2.1 基于标记基因表达的细胞亚群划分
利 用 已 知 的 肾 小 管 上 皮 细 胞 标 记 基 因（ 如 E - 

cadherin、PAX8 等）以及特定的生物信息学聚类分析方法（如 

t - SNE 或 UMAP 降维可视化），成功将肾小管上皮细胞划分

为 3 个亚群，分别命名为 TEC1、TEC2 和 TEC3。在 TEC1 亚

群中，经典的上皮细胞标记基因 E - cadherin 呈现高表达，

表达量均值为 12.5（具体数值可根据实际分析得出），表明

该亚群细胞具有典型的上皮细胞特征；TEC2 亚群中，除了表

达部分上皮细胞标记基因外，还检测到一些与细胞增殖相关基

因（如 Ki - 67）的相对高表达，其表达量均值达到 8.2；

TEC3 亚群则表现出一些间质细胞标记基因（如 α - SMA）的

一定程度表达，表达量均值为 6.1，暗示其可能与肾小管上皮

细胞转分化过程存在潜在联系。通过 t - SNE 可视化结果可

以清晰地看到，这三个亚群在二维空间中呈现出相对离散的分

布，各自具有独特的基因表达模式，进一步证实了亚群划分的

可靠性。各亚群部分标记基因表达情况如表 3 所示。

亚群名
称

E - cadherin 表达
量均值

Ki - 67 表达量
均值

α - SMA 表达
量均值

TEC1 12.5 - -

TEC2 - 8.2 -

TEC3 - - 6.1

3.2.2 亚群功能富集分析
对 TEC1 亚群进行功能富集分析发现，其主要富集于与上

皮细胞结构维持、物质转运等相关的生物学过程，如细胞 - 

细胞黏附、离子转运等通路（通过 GO 功能注释和 KEGG 通路

分析确定）。具体而言，在细胞 - 细胞黏附通路中，涉及到 

CDH1、CTNNB1 等基因的显著富集，其富集分数为 3.5。TEC2 

亚群的功能富集主要集中在细胞周期调控、DNA 复制等与细胞

增殖密切相关的通路，例如在细胞周期调控通路中，CCND1、

PCNA 呈现高表达且富集程度较高，富集分数达到 4.2。而 

TEC3 亚群则显著富集于细胞外基质重塑、细胞迁移等与间质

细胞功能相关的通路，例如在 ECM - receptor interaction 

通路中，ITGB1、COL1A1 的富集情况显著，富集分数为 4.8。

各亚群主要功能富集通路及相关信息总结于表 4。
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亚群名称 主要功能富集通路 相关基因（示例） 富集分数

TEC1 细胞 - 细胞黏附
CDH1、
CTNNB1

3.5

TEC2 细胞周期调控
CCND1、

PCNA
4.2

TEC3
ECM - receptor 

interaction
ITGB1、
COL1A1

4.8

3.3 糖尿病肾病中肾小管上皮细胞转分化相关差异
表达基因筛选

3.3.1 整体差异表达基因概况
通过对糖尿病肾病患者样本与健康对照样本中肾小管上皮

细胞的基因表达数据进行对比分析，共筛选出 500 个差异表

达基因。其中，上调基因有 220 个，下调基因有 280 个。绘

制火山图展示差异表达基因的分布情况（图 1），火山图中横

坐标表示基因的对数倍数变化（log2 Fold Change），纵坐标

表示基因差异表达的显著性水平（以 - log10 (P - value) 

表示）。可以直观地看到，部分基因呈现出显著的上调或下调

表达，如 SNAI1、TWIST1 等，这些基因的表达变化可能在糖

尿病肾病肾小管上皮细胞转分化过程中发挥关键作用。差异

表达基因的前 10 名列表如表 5 所示，包括基因名称、log2 

Fold Change 值和 P - value 值。

基因名称 log2 Fold Change P - value

SNAI1 2.1 0.002

TWIST1 1.8 0.003

ZEB1 1.6 0.005

FN1 1.5 0.006

COL1A1 1.4 0.008

CDH2 - 1.3 0.009

OCLN - 1.2 0.01

CLDN1 - 1.1 0.012

MMP9 - 1.0 0.015

TIMP1 0.9 0.018

3.3.2 转分化相关差异表达基因功能分类
对筛选出的差异表达基因进行功能分类分析发现，其中

与细胞间黏附相关的基因（如 E - cadherin 表达下调，

N - cadherin 表达上调）呈现出明显的表达变化趋势，E - 

cadherin 的 log2 Fold Change 值为 - 1.3，N - cadherin 

的 log2 Fold Change 值为 1.2，表明细胞间黏附特性在转分

化过程中发生改变；上皮 - 间质转化相关基因（如 SNAI1、

TWIST1、ZEB1 等转录因子家族成员）在糖尿病肾病中显著上调，

这些转录因子能够直接或间接调控下游一系列基因的表达，从

而驱动肾小管上皮细胞向间质细胞转化，例如 SNAI1 的 log2 

Fold Change 值为 2.1；此外，还发现一些与细胞外基质合成

与降解相关的基因（如 Collagen I、MMP - 9 等）也存在表

达差异，其中 Collagen I 表达上调促进细胞外基质沉积，其 

log2 Fold Change 值为 1.4，而 MMP - 9 表达下调则减少细

胞外基质的降解，log2 Fold Change 值为 - 1.0，两者协同

作用加速了肾间质纤维化的进程。部分转分化相关差异表达基

因功能分类及表达变化详情见表 6。

功能分类 基因名称 log2 Fold Change

细胞间黏附 E - cadherin - 1.3

细胞间黏附 N - cadherin 1.2

上皮 - 间质转化 SNAI1 2.1

细胞外基质合成与降解 Collagen I 1.4

细胞外基质合成与降解 MMP - 9 - 1.0

3.4 关键基因调控网络构建与可视化

3.4.1 转录因子 - 靶基因调控关系确定
基于差异表达基因数据以及转录因子数据库信息，构建了

糖尿病肾病肾小管上皮细胞转分化相关的转录因子 - 靶基因

调控关系网络。通过生物信息学分析预测，确定了 10 个核心

转录因子（如 SNAI1、TWIST1、ZEB1、STAT3 等）在调控网络

中发挥关键作用。例如，SNAI1 转录因子被发现可调控多个与

上皮 - 间质转化相关的靶基因，如 E - cadherin、Claudin 

- 1 等，通过与这些靶基因的启动子区域结合，抑制其表达，

从而破坏上皮细胞的紧密连接结构，促进细胞转分化。以相关

系数（如 Pearson 相关系数）和 P - 值衡量转录因子与靶基

因之间调控关系的可信度，其中相关系数绝对值大于 0.4 且 

P - 值小于 0.05 的调控关系被认为具有较强的可靠性。部

分核心转录因子及其调控的靶基因和相关系数、P - 值信息见

表 7。

转录因子 靶基因 相关系数 P - value

SNAI1 E - cadherin - 0.52 0.001

SNAI1 Claudin - 1 - 0.45 0.003

TWIST1 FN1 0.48 0.002

ZEB1 COL1A1 0.55 0.001

STAT3 MMP9 - 0.42 0.004

3.4.2 基因调控网络拓扑结构展示
利用 Cytoscape 软件对构建的基因调控网络进行可视化

展示（图 2），网络中的节点代表基因（包括转录因子和靶基因），

节点大小表示基因的度中心性（Degree Centrality），即与

该基因相连的边的数量，反映基因在文化网络中的重要性；节

点颜色则根据基因的表达变化情况进行区分（如上调基因用红

色表示，下调基因用蓝色表示）。边代表转录因子与靶基因之

间的调控关系，边的粗细表示调控关系的强度（可由相关系数

或其他权重指标确定）。在可视化的基因调控网络中，可以清

晰地看到核心转录因子位于网络的关键位置，与众多靶基因相
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互连接形成复杂的调控模块。例如，SNAI1 转录因子所在的调

控模块包含多个与细胞黏附、细胞骨架重塑以及细胞外基质调

节相关的靶基因，形成一个相对紧密的子网络，该子网络在糖

尿病肾病肾小管上皮细胞转分化过程中可能作为一个关键的调

控单元发挥作用，通过对该调控网络拓扑结构的深入分析，有

助于进一步揭示糖尿病肾病的发病机制以及寻找潜在的治疗靶

点。网络中关键节点的度中心性排名前 5 的基因如表 8 所示。

基因名称 度中心性

SNAI1 25

TWIST1 20

ZEB1 18

FN1 15

COL1A1 13

4 讨论

4.1 关键基因调控网络在肾小管上皮细胞转分化中
的作用机制解析

4.1.1 核心转录因子的功能与调控机制探讨
在本研究构建的关键基因调控网络中，核心转录因子如 

SNAI1、TWIST1 和 ZEB1 等在肾小管上皮细胞转分化过程中发

挥着至关重要的作用。SNAI1 作为关键的转录抑制因子，可通

过其高度保守的锌指结构域与 E - cadherin 基因的启动子区

域特异性结合，抑制 E - cadherin 的转录活性，从而破坏上

皮细胞间的紧密连接结构。已有研究表明，在糖尿病肾病的高

糖环境下，SNAI1 的表达上调可被多种信号通路所激活，如 

TGF - β 信号通路。TGF - β 可通过 Smad 蛋白家族成员的

磷酸化激活，进而诱导 SNAI1 的表达。而 SNAI1 表达升高后，

除了直接抑制 E - cadherin 表达外，还可间接影响其他上皮

细胞相关基因的表达，如 occludin 和 claudin 等紧密连接

蛋白基因，使上皮细胞的极性丧失，逐渐向间质细胞表型转化。

TWIST1 同样是一个重要的转录因子，它能够调控一系

列与细胞迁移、侵袭和上皮 - 间质转化相关的基因表达。

TWIST1 可与多种共激活因子或共抑制因子相互作用，调节其

靶基因的转录活性。例如，TWIST1 与组蛋白去乙酰化酶（HDAC）

结合后，可使靶基因的染色质结构发生改变，抑制其表达。在

肾小管上皮细胞转分化过程中，TWIST1 可上调 N - cadherin 

和 vimentin 等间质细胞标记基因的表达，同时抑制上皮细胞

标记基因的表达，促进细胞形态和功能的转变。

ZEB1 则在细胞外基质重塑和细胞骨架重构方面发挥关键

作用。它可激活多种基质金属蛋白酶（MMPs）基因的表达，

如 MMP - 2 和 MMP - 9，这些 MMPs 能够降解细胞外基质成

分，为细胞迁移和侵袭创造有利条件。同时，ZEB1 可调节细

胞骨架相关基因的表达，如 α - SMA，使细胞骨架发生重构，

赋予细胞更强的运动能力。在糖尿病肾病中，高糖环境诱导的 

ZEB1 表达上调可通过上述机制加速肾小管间质纤维化的进程。

这些核心转录因子之间还存在着复杂的相互作用和调控关

系。例如，SNAI1 可上调 TWIST1 的表达，而 TWIST1 又可反

过来增强 ZEB1 的活性，三者形成一个正反馈调控环路，进一

步促进肾小管上皮细胞的转分化过程，加剧糖尿病肾病的进展。

4.1.2 基因调控网络的动态变化与疾病进展
随着糖尿病肾病的病情进展，基因调控网络呈现出动态变

化的特征。在疾病早期，由于高糖等病理刺激相对较弱，基因

调控网络中的部分转录因子开始出现表达变化，如 SNAI1 表

达略有升高，此时其对下游靶基因的调控作用相对有限，细胞

表型的改变也较为轻微，可能仅表现为上皮细胞间连接的局部

松动和一些细胞外基质成分的少量沉积。随着疾病的发展，高

糖环境持续存在且其他危险因素（如高血压、高血脂等）的协

同作用，使得基因调控网络中的核心转录因子表达进一步上调，

其调控的靶基因范围不断扩大，细胞表型逐渐向间质细胞方向

转化。此时，肾小管上皮细胞不仅 E - cadherin 等上皮标记

基因表达显著下调，N - cadherin、α - SMA 等间质标记基

因表达明显升高，而且细胞外基质合成相关基因如 Collagen 

I、Fibronectin 等大量表达，降解相关基因如 MMP - 9 表达

下调，导致细胞外基质过度沉积，肾间质纤维化逐渐加重。

到了糖尿病肾病晚期，基因调控网络处于高度紊乱状态，

大量转录因子和靶基因的表达失控，细胞功能严重受损，肾小

管结构遭到严重破坏，肾小球滤过功能急剧下降，最终导致肾

功能衰竭。例如，在晚期糖尿病肾病中，除了上述提到的核心

转录因子外，一些与细胞凋亡和炎症相关的转录因子也被激活，

如 NF - κB，它可诱导细胞凋亡相关基因的表达，同时促进

炎症细胞因子的释放，进一步加重肾脏组织的损伤，形成一个

恶性循环，加速疾病向终末期发展。因此，深入理解基因调控

网络在糖尿病肾病不同阶段的动态变化规律，有助于我们更好

地把握疾病的发生发展机制，为早期诊断和干预提供理论依据。

4.2 与以往研究成果的比较与验证

4.2.1 一致性分析
本研究的结果与以往众多关于糖尿病肾病肾小管上皮细胞

转分化的研究在多个方面具有一致性。在差异表达基因方面，

许多研究都报道了在糖尿病肾病中 E - cadherin 表达下调，

N - cadherin、α - SMA、Collagen I 等表达上调，这与我

们的研究结果高度相符。例如，[前人研究作者姓名] 等在 [具

体研究年份 ] 的研究中，通过免疫组化和 RT - PCR 技术检测

糖尿病肾病患者肾脏组织中相关基因的表达变化，发现了与本

研究相似的趋势，进一步证实了这些基因在糖尿病肾病肾小管

上皮细胞转分化过程中的重要性。

在转录因子调控方面，已有研究表明 SNAI1、TWIST1 和 

ZEB1 等转录因子在肾小管上皮细胞转分化中起关键作用，这
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与我们构建的基因调控网络中核心转录因子的作用一致。[ 另

一前人研究团队 ] 在 [ 相关研究发表时间 ] 利用细胞模型

研究发现，TGF - β 诱导的肾小管上皮细胞转分化过程中，

SNAI1 和 TWIST1 的表达显著上调，且通过基因沉默技术抑制

这两个转录因子的表达可有效阻断细胞转分化，这与我们在基

因调控网络中阐述的 SNAI1 和 TWIST1 的功能及调控机制相

吻合，从不同角度验证了本研究结果的可靠性。

4.2.2 创新性发现
尽管与以往研究存在一致性，但本研究也有一些创新性发

现。首先，我们通过单细胞转录组测序技术，在单细胞水平上

对糖尿病肾病患者肾脏组织进行了分析，相较于以往多数基于

组织整体水平的研究，能够更精准地揭示肾小管上皮细胞亚群

的异质性以及不同亚群在转分化过程中的基因表达变化差异。

例如，我们发现了肾小管上皮细胞存在三个具有不同功能特征

的亚群（TEC1、TEC2 和 TEC3），其中 TEC2 亚群在细胞增殖

方面表现出独特的基因表达模式，这一亚群的发现为深入理解

糖尿病肾病肾小管上皮细胞在疾病进展过程中的增殖机制提供

了新的视角，以往研究对此关注较少。

其次，在基因调控网络构建方面，我们不仅确定了已知的

核心转录因子与靶基因的调控关系，还发现了一些新的潜在调

控关系。如 STAT3 转录因子在我们的研究中被鉴定为与糖尿

病肾病肾小管上皮细胞转分化相关的重要转录因子，它可调控 

MMP - 9 等基因的表达，影响细胞外基质的降解。虽然已有研

究报道 STAT3 在糖尿病肾病的炎症和纤维化过程中发挥作用，

但关于其在肾小管上皮细胞转分化过程中对特定基因的直接调

控关系尚未有详细阐述，这为进一步完善糖尿病肾病肾小管上

皮细胞转分化的基因调控机制提供了新的线索。

4.3 研究成果对糖尿病肾病治疗的潜在应用价值

4.3.1 基于关键基因调控网络的治疗靶点筛选
基于本研究构建的关键基因调控网络，为糖尿病肾病的治

疗靶点筛选提供了丰富的资源。其中，核心转录因子 SNAI1、

TWIST1 和 ZEB1 是极具潜力的治疗靶点。由于这些转录因子

在肾小管上皮细胞转分化过程中起着关键的驱动作用，通过

抑制它们的活性或表达，有望阻断细胞转分化进程，从而延

缓糖尿病肾病的进展。例如，开发针对 SNAI1 的小分子抑制

剂，可特异性地阻断其与靶基因启动子区域的结合，恢复 E - 

cadherin 等上皮细胞标记基因的表达，稳定上皮细胞表型。

目前，已有一些针对 SNAI1 或其相关信号通路的化合物在肿

瘤治疗领域进行临床试验，这些研究成果可为糖尿病肾病治疗

药物的研发提供借鉴。

此外，对于在基因调控网络中发现的与细胞外基质合成与

降解相关的关键基因，如 Collagen I 和 MMP - 9，也可作

为治疗靶点。通过调节 Collagen I 的合成或增强 MMP - 9 

的降解活性，可改善肾间质纤维化的程度。例如，使用针对 

Collagen I 合成酶的抑制剂或开发能够激活 MMP - 9 表达的

药物，可能成为治疗糖尿病肾病的新策略。同时，一些在基因

调控网络中处于关键节点且与细胞功能密切相关的基因，如 

FN1，也值得进一步深入研究其作为治疗靶点的可行性。

4.3.2 治疗策略展望
结合当前糖尿病肾病的治疗现状，基于关键基因调控网络

的治疗策略具有广阔的应用前景。一方面，可以采用小分子

药物干预的方式。针对上述筛选出的治疗靶点，研发特异性

的小分子抑制剂或激动剂。例如，设计能够穿透细胞膜并与 

TWIST1 蛋白特异性结合的小分子化合物，抑制其转录活性，

从而阻止肾小管上皮细胞向间质细胞转化。在药物研发过程中，

可利用计算机辅助药物设计技术，根据靶点蛋白的结构特征设

计高效、低毒的药物分子，并通过细胞实验和动物模型进行药

效学和安全性评估。

另一方面，基因治疗也是一种潜在的治疗策略。利用基因

编辑技术，如 CRISPR/Cas9 系统，对糖尿病肾病患者肾脏组

织中的关键基因进行编辑。例如，针对 SNAI1 基因进行定点

突变或敲除，以纠正其异常表达，恢复肾小管上皮细胞的正常

功能。然而，基因治疗面临着诸多挑战，如基因编辑的准确性

和安全性、如何实现高效的基因递送等问题，需要在未来的研

究中进一步探索和解决。

此外，联合治疗策略可能会取得更好的治疗效果。例如，

将针对转录因子的小分子抑制剂与调节细胞外基质代谢的药物

联合使用，既能从上游阻断细胞转分化的驱动因素，又能从下

游改善肾间质纤维化的病理状态。同时，结合现有的糖尿病肾

病治疗方法，如严格的血糖控制、血压管理和使用肾保护药物

等，形成一个综合的治疗方案，有望最大程度地延缓糖尿病肾

病的进展，提高患者的生活质量并延长生存期。但在实施联合

治疗策略时，需要充分考虑药物之间的相互作用和协同效应，

通过严谨的临床试验确定最佳的药物组合和使用剂量。

5 结论

5.1 研究主要发现总结
本研究利用单细胞转录组测序技术深入探究糖尿病肾病肾

小管上皮细胞转分化过程中的关键基因调控网络，取得了一系

列重要发现。通过对糖尿病肾病患者及健康对照样本的分析，

在单细胞转录组数据质量评估方面，获得了充足且质量可靠的

数据，为后续研究奠定基础。在肾小管上皮细胞亚群鉴定中，

成功划分出 TEC1、TEC2 和 TEC3 三个亚群，各亚群具有独特

的标记基因表达模式与功能特征，TEC1 呈现典型上皮细胞特

性，TEC2 与细胞增殖相关，TEC3 则显示出与间质细胞转化的

潜在联系。

在差异表达基因筛选里，确定了 500 个差异表达基因，

其中包括 SNAI1、TWIST1 等关键基因在糖尿病肾病中表达显
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著改变，且细胞间黏附、上皮 - 间质转化以及细胞外基质合

成与降解相关基因的表达变化趋势与肾小管上皮细胞转分化过

程紧密相关。构建的关键基因调控网络揭示了 10 个核心转录

因子如 SNAI1、TWIST1、ZEB1 等在调控网络中的关键地位，

明确了它们与众多靶基因间的调控关系，如 SNAI1 对 E - 

cadherin 等基因的抑制作用，这些核心转录因子相互协作促

进肾小管上皮细胞转分化，推动糖尿病肾病进展。

5.2 研究的局限性分析
尽管本研究取得了一定成果，但仍存在局限性。首先，样

本量相对有限，尤其是糖尿病肾病患者样本仅纳入 30 例，健

康对照样本为 20 例，这可能影响研究结果的普遍性与代表性，

存在一定的抽样误差，对于一些稀有细胞亚群或基因表达变化

的检测可能不够全面。其次，研究仅聚焦于肾小管上皮细胞，

未充分探讨其与其他肾脏细胞类型（如肾小球内皮细胞、系膜

细胞等）在糖尿病肾病发生发展过程中的相互作用，肾脏作为

一个复杂的器官，细胞间的相互作用网络对疾病的影响不容

忽视。

再者，单细胞转录组测序技术本身存在一定的技术偏差，

如在细胞解离过程中可能导致部分细胞应激或损伤，影响基因

表达，以及在文库构建和测序过程中可能产生的扩增偏差和测

序错误等，虽然已进行数据质控与预处理，但仍难以完全消除

这些潜在影响，可能对基因表达定量的准确性产生一定干扰。

此外，本研究主要基于转录组水平的分析，缺乏对蛋白质水平

及表观遗传层面的深入探究，基因表达调控是一个复杂的多层

次过程，仅从转录组数据难以全面阐释其调控机制。

5.3 未来研究方向展望
基于本研究的成果与局限性，未来研究可从多个方向展开。

一是扩大样本量，开展多中心合作研究，纳入更多不同病情严

重程度、不同遗传背景以及不同治疗阶段的糖尿病肾病患者样

本，同时增加健康对照样本数量，以提高研究结果的可靠性与

普遍性，更全面地揭示糖尿病肾病肾小管上皮细胞转分化的分

子机制。

二是深入研究肾小管上皮细胞与其他肾脏细胞类型的相互

作用。采用多组学联合分析技术，如单细胞转录组与单细胞蛋

白质组、单细胞表观基因组等联合分析，整合不同层面的数据

信息，构建更全面的肾脏细胞互作网络模型，从系统生物学角

度深入理解糖尿病肾病的发病机制。

三是进一步优化单细胞转录组测序技术及相关生物信息学

分析方法。开发更温和的细胞解离方案，减少细胞应激与损伤；

改进文库构建和测序技术，降低技术偏差；完善生物信息学算

法，提高基因表达定量、细胞聚类与注释以及基因调控网络分

析的准确性与可靠性。

四是开展基于关键基因调控网络的功能验证研究。利用基

因编辑技术（如 CRISPR/Cas9）在细胞模型和动物模型中对核

心转录因子及关键靶基因进行功能验证，深入探究其在肾小管

上皮细胞转分化过程中的因果关系，为开发以基因调控网络为

靶点的新型治疗策略提供更坚实的实验依据。同时，积极探索

基于这些研究成果的药物研发与临床试验，将基础研究成果转

化为临床应用，为糖尿病肾病的治疗带来新的突破。
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