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摘　要：在原肠运动过程中，原条的位置上出现一类新的细胞将上胚层和下胚层分隔开，并且形成新的胚层，

这层新的细胞称为中胚层。中胚层细胞将来分化为血液、骨骼、肌肉、肾脏、结缔组织、真皮、泌尿生殖

系统等重要的组织和器官。其中，血液系统是维持正常生命活动的重要组成部分。血液系统形成过程受到

复杂而又精细的分子调控。近年来，随着单细胞 RNA 高通量测序技术和生物信息学分析方法的不断发展，

中胚层细胞的分子特性、命运图谱及其血系分化机理的神秘面纱被逐步揭开。
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Abstract: The mesoderm derives from a new layer between epiblast and hypoblast during gastrulation, and the 
vertebrate mesoderm can differentiate into various tissues including blood, skeleton, muscles, kidney, connective 
tissue, dermis, and urogenital system. Blood is one of the most important constitutions for maintaining life activity. 
Blood derivation process is regulated by complex and sophisticated molecular events. Recent years, the 
development of high-throughput RNA sequencing (RNA-seq) at the single-cell level and analytical method in 
bioinformatics has already led to profound new discoveries in molecular properties of mesoderm, lineage separation 
and cell fate commitment, and mechanism of hematopoietic lineage commitment.
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中胚层 (mesoderm) 起源于表胚层上皮，是在

原肠期上胚层和下胚层之间形成的新的胚层结

构 [1]。原肠运动是脊椎动物身体形成过程中的一个

很重要的发育时期。原始外胚层后端部位上原条的

形成标志着哺乳动物原肠运动的开始。从原始外胚

层增殖的细胞向原条迁移，这些迁移的细胞聚集的

部位介于原始外胚层和原始内胚层之间，因此称为

中胚层 [2]。新形成的胚层随后发生形态移动，导致

终末内胚层 (definitive endoderm, DE) 和中胚层的分

离、不同器官原基的出现。多项小鼠早期胚胎研究

针对原条和外胚层进行了细胞谱系示踪实验，广泛

地分析了中胚层细胞的形成和分布 [2-4]。研究表明，
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胚内的外胚层、中胚层和内胚层由起初的单层上皮

样的上胚层迁移分化而来，随后三胚层进一步分化

为体内各种组织和器官。随着胚胎的继续发育，不

同的中胚层细胞将会产生不同的重要的细胞类型，

其中包括血细胞、血管细胞、骨细胞、软骨细胞、

心肌细胞、骨骼肌细胞、结缔组织细胞、肾细胞和

皮肤细胞，因此，中胚层的研究在临床应用上具有

极其重要的价值。由于中胚层细胞的特殊性，如何

捕获特定类型的中胚层细胞群体是研究中胚层细胞

功能的关键。

上皮细胞向间充质细胞转化 (epithelial-to-
mesenchymal transition, EMT) 发生在原肠运动中，

促使细胞向胚胎的特定部位迁移
[5]。EMT 在进化上

是一个非常重要和非常保守的发育过程。在早期胚

胎发育的过程中，EMT 的发生促使胚胎形态结构

形成；在胚胎发育的后期，EMT 还参与组织器官

的发生。小鼠早期胚胎发育进入到原肠运动时，胚

胎后端的原条区域细胞中的 EMT 被激活，促使原

始外胚层细胞开始向内迁移形成中胚层和终末内胚

层，胚胎开始形成三胚层的结构 [5]。

在小鼠体内，原肠运动起始于 E6.5 (embryonic 
day 6.5)，并且持续进行到 E7.5。大约在 E5.5，胚

胎中的基因表达出现区域差异 [6-8]，在这种分子模

式的启动下，随后在原肠运动中发生明显的形态改

变，形成三胚层的形态结构，即外胚层、中胚层和

终末内胚层，将来发育成所有胚胎组织的祖细胞 [9]。

细胞离开原条的时间点决定了细胞将来具有不同的

命运。起初离开原条的细胞形成胚外中胚层、心脏

中胚层、颅中胚层以及终末内胚层；后来离开的细

胞形成侧板中胚层和轴旁中胚层。这样，原条在它

的稳定的区域中，通过 EMT 过程持续性地增殖生

成一系列有序的细胞类型。在 EMT 的持续作用下，

胚胎的形态结构发生一系列的转变 [10-13]。原肠期发

生的 EMT 过程受到了一些关键分子的调控。例如，

EMT 的启动受控于分泌因子 ( 如 Wnt、Nodal、FGF
和 BMP 等 )、多能性因子 ( 如 SOX2) 和间充质因

子 ( 如 SNAIL1) 等的作用 [14-15]。上胚层细胞向原条

的迁移能力受到细胞表面蛋白 Crumbs2 和 myosin 
IIB 表达分布的调控 [16]。原条中 E-cadherin (EMT
的关键分子 ) 的表达在转录水平和翻译后水平分别

受到Snail和P38-MAP激酶复合物的调控 [17-19]。可见，

原肠期中胚层细胞的出现和三胚层结构形成受到了

非常精密和复杂的分子调控。

中胚层向血系分化的过程同样也受到了关键基

因和重要信号通路的调控。例如，Flk1 基因的表

达有助于中胚层细胞迁移和早期造血的激活 [20] ；

SCL[21]、ETV2[22]、Runx1[23]、GATA1[24] 和 GATA2[25]

等关键转录因子的表达促使中胚层向造血干细胞

(hematopoietic stem cells, HSCs) 和祖细胞分化；BMP、
Notch 和 Wnt 等信号转导通路的激活促进中胚层细

胞向血液和血管发育 [26-27]。可见，中胚层向血系分

化的过程也是一个非常复杂的过程，该过程受到转

录因子、膜蛋白和信号转导通路的协同调控。

近年来，生物技术的发展有利于更好地认识生

命体的发生和发展。例如，单细胞 RNA-seq 技术不

断地发展成熟，为研究小鼠早期胚胎发育和早期胚

胎 HSCs 起源提供了新的技术手段，有利于更加细

致地了解生命个体的复杂性和独特性。这项技术的

发展有助于打破原有的思维认知，更加接近生命个

体的本来面貌，为基础医学向临床转化提供了新的

思路和方法。

1　中胚层的发生和血系分化的分子机理研究

1.1　中胚层关键基因的表达和信号通路的激活

中胚层形成的过程中涉及到很多关键基因的表

达和信号通路的激活。其中，细胞内的转录因子 ( 如
Brachyury、Lhx1、Mesp1、Smad2、Smad3 和 Fubp1   
等 ) 的表达调控很大程度上决定了中胚层的命运。

Brachyury (T) 基因的表达产物是一种 T-box 转录因

子，T 基因的突变导致小鼠早期胚胎不能产生足够

多的中胚层，严重阻碍了中胚层衍生结构的形态发

生，尤其是影响后期脊索的形成 [28-29]。初期的中胚

层细胞的形成需要表达 T 基因，在原肠作用过程中

T 基因是最先在原条部位表达的基因，随后在脊索

和尾芽中也发现 T 基因的表达 [30-31]。在胚胎干细胞

(embryonic stem cells, ESCs) 和原肠作用研究中，T
基因最早被用来作为早期中胚层和内胚层分化的

标志基因，因为这两类细胞是从原条迁移分化而

来的 [32]。Lhx1 在中胚层和内胚层形态发生运动过

程中发挥很重要的作用，Lhx1 的缺失影响中胚层的

迁移，同时会下调 PAPC ( 由 Pcdh8 基因编码 ) 的
表达 [33]。在非洲爪蟾的胚胎发育过程中，PAPC 通

常与 Frizzled 7受体相互作用，激活RhoA-JNK通路，

可能通过非经典的 Wnt 信号通路来控制细胞的迁移

运动 [34-35]。但是，在小鼠早期胚胎发育过程中，

Lhx1 参与中胚层的迁移运动是否通过 PAPC[36] 或通

过 Wnt 信号通路发挥作用，到目前还不是很清楚。

另外，小鼠胚胎中缺少 Mesp1 的表达将会抑制中胚
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层细胞的移动能力 [37]。Smad3 为着床后的早期胚胎

发育阶段提供重要的信号。当 Smad3 缺失时，会阻

碍前轴中内胚层的形成。当上胚层同时缺失 Smad2
和 Smad3 时，会严重阻碍轴旁中胚层的形成，这说

明早期胚胎发育和细胞命运决定受控于 Smad2 和

Smad3 信号量 [38]。当 ESCs 缺失转录因子 Fubp1 表

达时，ESCs 将会延迟向中胚层分化，并且，ESCs
向拟胚体 (embryoid bodies, EBs) 分化过程中胚层标

志基因 T 和 Flk1 的表达受到抑制，T 的靶基因 Snai2
和Foxa2的表达也显著降低。并且，Fubp1敲除 (knock 
out, KO) 的 ESCs 向红系分化的能力显著减弱 [39]。

总之，转录因子是否正常表达直接影响哺乳动物中

胚层的形成。

信号转导通路 ( 如 FGF、Wnt、BMP 和 Nodal)
上的关键基因的表达激活，可促进原肠期中胚层的

形成。当胚胎中 Fgfr1 发生突变，上胚层细胞内

Snai1 的上调和 Cdh1 的下调受到抑制，不能够进行

正常的 EMT 过程，可导致细胞不能在胚胎后端迁

移分化形成原条 [40]。Fgfr1−/− 胚胎中 Tbx6 和 T 的表

达也下调了，直接影响中胚层细胞的迁移能力 [40-41]。

无论是 Wnt3 和 β-catenin的突变 [42]，还是 Wnt 共受

体 LRP5 和 LRP6 同时缺失 [43]，结果都无法形成中

胚层。相反，缺失 Wnt 通路上的负调控因子 axin2 [44]

或异常表达 Wnt8C [45] 均会诱导形成异常的原条。

FGFR1 与 Wnt 信号的互作可直接调控 T 基因的表

达。Fgfr1−/− 细胞具有高 E-cadherin 活性，改变细

胞中 E-cadherin 和 β-catenin 之间的物理关联，会减

少 β-catenin 在细胞核的停留，最终导致 Wnt/β-catenin
信号通路下的靶基因 T 的表达下调 [40-41]。胚胎缺失

BMP 受体 BMPR1A 后不能形成中胚层，甚至胚胎

在原肠运动前就被阻断 [46-47]。在中胚层祖细胞

中，T 与 BMP4 信号分子 SMAD1 相结合发挥作用。

BMP4-SMAD1 和 T 的互作确保了中胚层细胞的分

化，同时，抑制了细胞向内胚层方向分化的命运 [48]。

Nodal 信号通路的完全缺失会阻碍三胚层的形成。

如果逐渐降低 Nodal 信号的转导将会导致轴旁中胚

层的大量缺失，这说明原条前端的形成需要高浓度

的 Nodal 信号来诱导 [49]。若同时缺失 Nodal 的拮抗

因子 CER1 和 LEFTY1 会诱导形成异常的原条 [50]。

小鼠早期胚胎发育过程中 Lefty2 发生突变，会导致

原条扩张而过度生成中胚层细胞 [51]。小鼠早期胚胎

同时缺失 Tet1、Tet2 和 Tet3 基因的表达时，E6.5 的

外胚层细胞中的 Lefty1 启动子区域的 DNA 甲基化

水平显著性升高，也使得 E7.25 的胚胎后端细胞中

Lefty2 的启动子区域甲基化水平显著升高，引起

Nodal 信号放大，进而阻碍了中胚层细胞迁移和中

胚层的形成 [52]。可见，FGF、Wnt、BMP 和 Nodal
信号转导通路的正常激活是哺乳动物原肠期中胚层

形成的关键。

1.2　中胚层向血系分化

在小鼠早期胚胎发育过程中，有些中胚层细胞

将会向着血系方向分化，进而形成 HSCs，最终生

成所有类型的血细胞。因此，寻找并研究这些特殊

的中胚层细胞成为揭示早期胚胎造血过程的关键。

在此，以 Flk1 基因的研究进展为例，阐明中胚层

向血系分化的发育过程 [53]。

Rossant 等 [20] 发现，Flk1+ 中胚层细胞起初会

向卵黄囊迁移分化负责原始造血，随后迁移到胎肝

和成体中形成永久造血；Flk1 的表达有助于胚胎后

端原条部位的中胚层细胞向卵黄囊和胚内的早期造

血部位移动，Flk1 的缺失则会导致中胚层细胞不能

准确向血岛移动和定位。Flk1 在中胚层细胞的表达

象征胚胎造血的开始，在小鼠的卵黄囊、胎肝和骨

髓中出现的 Flk1+ 细胞是一类 HSCs 的祖细胞 [54]。

造血细胞系和内皮细胞系都是由中胚层细

胞衍生分化而来，这两类细胞由同一类成熟的

祖细胞发育而来，这类祖细胞称为成血 - 血管细胞

(hemangioblast) [55]。由于缺少细胞表面标志物，很

难获取成血 - 血管细胞的祖细胞，这对研究成血 -
血管细胞之前的发育阶段造成了很大的困难。

Fehling 等 [56] 利用转基因技术，在小鼠 ESCs 中将

GFP 打靶到中胚层基因 T 上，来探究中胚层细胞特

异性地向成血 - 血管细胞分化的发育调控过程。该

研究根据 GFP 和 Flk1 的表达情况，将细胞分成

GFP−Flk1−、GFP+Flk1− 和 GFP+Flk1+ 共 3 个 亚 群，

用来呈现从中胚层前体细胞到成血 - 血管细胞的发

育过程。在 ES 向 EB 分化的前 3 天里，不同阶段

的细胞的基因表达情况是不同的；CD31+Kit+T–

Flk1− 可代表未分化的 ES 细胞；GFP–Flk1– 中胚层

前体细胞表达 Nodal 和 Fgf5 ；GFP+Flk1− 成血 - 血
管中胚层细胞除了表达 Nodal 和 Fgf5 以外，还特

异性表达 Bmp2、Wnt3a 和 Wnt8a；GFP+Flk1+ 成血 -
血管细胞中 Nodal 和 Fgf5 的表达下调的同时，还

特异性表达 Bmp2、Bmp4、Runx1 和 Scl [56]。可见，

GFP-T 的 ES 细胞模型提供了一种可用于评估新的

因子和基因在中胚层细胞向血系分化过程中调节作

用的新方法。

VE-cadherin、PECAM-1 (CD31)、Tie2、Endoglin
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和 CD34 是成体内皮细胞和胚胎内皮细胞 (endothelial 
cells, ECs) 的表面分子。Ema 等 [57] 利用免疫组化实

验发现，表达这些标志基因的 EC 细胞来源于小鼠

E6.75 胚外的 Flk1+ 中胚层细胞的一类亚群细胞。利

用流式细胞技术对表达标志基因的 ECs 进行检测，

发现 ECs 中存在一类表达 GATA1 ( 原始红细胞标

志基因 ) 的细胞亚群。另外，原始造血集落形成实

验结果也表明，原始红细胞祖细胞富集于 PECAM-1
和 Tie2 阳性细胞中。可见，原始红细胞的生成起源

于一类表达 VE-cadherin、PECAM-1、Tie2、Endoglin
和 CD34 的 Flk1+ 中胚层祖细胞 [57]。

Lancrin 等 [55] 发现，Flk1+T+ 中胚层祖细胞具

有内皮细胞潜能和 HSCs 潜能，该类细胞属于成血 -
血管细胞。在小鼠早期胚胎 E7.5 神经板阶段，Flk1+T+

细胞在转录因子 SCL 的作用下，生成 Tie2hic-
Kit+CD41− 生血内皮细胞，随后在头褶期 Flk1+T+ 细

胞可能会进一步迁移到血岛部位，在 E10.5 的主动

脉 - 性腺 - 中肾区 (aorta-gonad-mesonephros, AGM)
的背主动脉中也存在这类细胞。Tie2hic-Kit+CD41−

生血内皮细胞可在转录因子 Runx1 的作用下向

CD41+CD45+ 永久造血细胞分化；相反，当缺失表

达 Runx1 时，Tie2hic-Kit+CD41− 生血内皮细胞无法

向永久造血细胞分化，而是分化成 CD41+CD45− 原

始造血细胞 [55,58]。可见，Flk1+T+ 中胚层祖细胞在关

键转录因子的调控下向造血细胞分化。

1.3　转录因子与血系分化

在小鼠早期胚胎发育过程中，有些关键的转录

因子 ( 如 SCL、ETV2、Runx1、GATA1 和 GATA2 等 )
在促进早期胚胎中胚层细胞向血系形成的过程中起

到重要的作用。在此，对部分关键的转录因子在血

系分化过程中发挥的作用进行简单介绍。

Ismailoglu 等 [21] 发现，在 ES 细胞分化过程中，

转录因子 SCL 的持续性表达可以显著提高 ES 细胞

向 HSCs 分化。同时，在早期的中胚层分化过程中，

脉冲似地表达 SCL 可以促使 PDGFRα+Flk1− 轴旁中

胚层细胞向 Flk1+PDGFRα−侧板中胚层细胞分化 [21]。

SCL+ 的中胚层细胞通过细胞自分泌作用向 HSCs 分
化，在此过程中细胞可能通过激活 Ihh [59]、BMP 
-4 [60-61]、Activin A [62]、VEGF [63] 等分泌因子的分泌，

并作用在细胞自己身上来促使其向造血分化。在红

系中，SCL 可能还与 LMO2 [64]、GATA1 [65]、GATA2 [66]

等红系转录因子共同作用来维持细胞的特性。

ETV2 是另一个在血系分化过程中起重要作用

的转录因子。在小鼠的胚胎发育过程中，ETV2 在

一个很短的发育窗口期进行表达，起始表达于 E7.0，
E8.5 之后其表达量开始降低，ETV2 还在 E7.75 的

卵黄囊中参与生血内皮的发育 [22]。早期胚胎发育过

程中如果 ETV2 发生突变，胚胎可因缺失 HSCs 和
内皮细胞而无法存活 [67]。另外，Etv2 的过表达可

以促使小鼠胚胎诱导形成 Flk1+ 中胚层细胞，在

BMP、Notch、Wnt 受到抑制的情况下 Etv2 的表达

可以促使胚胎 Flk1+ 中胚层细胞的生成，缓解抑制

作用，同时，促使 Flk1+ 中胚层细胞向 HSCs 和内

皮细胞方向分化。Lee 等 [63] 证明了 ETV2 作用于下

游的 BMP、Notch 和 Wnt 信号，进而调节 Flk1+ 中

胚层细胞、血液和血管的发育。Park 等 [68] 在研究

中发现，ETV2、VEGF 和 FLK1 之间的作用可以诱

导调节血管的再生。在成年鼠后肢缺血损伤后，内

皮细胞中的 Etv2 基因被再次激活，接着通过调节

VEGF/FLK1 信号通路来促使血管再生。2017 年，

Xu 等 [69] 发现，骨髓移植或 HSCs 损伤后，造血干

细胞祖细胞中的 Etv2 基因被活性氧激活，这有利

于造血干细胞祖细胞发生自分泌、迁移和再生。另

外，c-Kit的表达可以缓解因 Etv2 缺失表达而导致

的体外造血细胞祖细胞的增殖缺陷和体内短效的骨

髓移植等症状，因此，造血干细胞祖细胞的再生能

力可能和 ETV2 在细胞中激活下游基因 c-Kit的信

号通路有关。

Runx1 是另一个与血系分化相关的转录因子。

在胚胎发育过程中，Runx1 参与在卵黄囊内由生血

内皮细胞生成红系 / 髓系祖细胞 (erythroid/myeloid 
progenitors, EMPs) 和 HSCs 的过程。Runx1 的缺失

会减少卵黄囊内的 EMP 的形成，但不影响胎肝中

的 EMP 的数量。另外，在生血内皮生成 EMP 的过

程中，需要持续性地表达 Runx1。Tober 等 [70] 在

Tanaka 等 [71] 的研究结果基础上，进一步发现了在

小鼠胚胎从 E7.5 发育到 E10.5 的 3 d 内，EMP 的生

成依赖于 Runx1 的表达。Runx1 的缺失不影响中胚

层细胞向 I 型造血干细胞前体细胞 (pre-HSCs type I) 
VE-cad+CD45−CD41+ 细胞的形成，但却阻碍 II 型
造血干细胞前体细胞 CD45+ 细胞之后的发育 [72]。

在 HSCs 和造血祖细胞形成过程中，发现转录因子

Runx1 与 GATA2、SCL、ERG 之间发生直接的蛋

白质互作。在造血作用刚刚开始阶段，在生血内皮

细胞中发现有 Runx1 的表达，并且 Runx1 可以迅速

地与 SCL/TAL1、FLI1 结合，进而促使细胞进入造

血的命运 [73]。因此，造血系统的发育过程受到 Runx1
的精细调控。
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目前，在胚胎造血过程研究中已发现起关键作

用的转录因子十分有限，胚内中胚层细胞是通过怎

样的分子调控机制逐步地形成造血细胞，仍值得进

行深入的研究。

2　单细胞RNA-seq技术在小鼠中胚层和胚胎

造血方面的研究应用

RNA-seq 技术问世之前，Mitiku 和 Baker [74] 利

用基因芯片技术对 E3.5 到 E7.5 的整个小鼠胚胎进

行了转录组的检测和评价。然而，小鼠早期胚胎从

E3.5到 E7.5的发育过程是一个细胞大量增殖、分化，

胚胎形态结构发生剧变的连续性事件。在此发育期

间的细胞之间存在极显著的差异，那么整体评价胚

胎的转录组信息不能反映中胚层细胞的转录特征。

为了还原细胞的真实转录组信息，需要解决两个方

面的问题，一方面需要捕获到单个细胞，另一方面

要对单个细胞的转录本进行检测。捕获单个细胞有

多种方法，如口吸管法、显微操作法、荧光激活细

胞分选法 (FACS)、激光显微捕获切割法 (LCM)、
微流控法等 [75]。单个哺乳动物细胞总 RNA 含量为

10~30 pg，其中，mRNA 占 1%~5%[76]，直接检测

这么低含量的mRNA是不可能的。为了解决该问题，

汤富酬研究员于 2009 年结合单细胞 mRNA 扩增技

术和 RNA-seq 测序平台建立起第一个单细胞 RNA-
seq 技术 (scRNA-seq)[77]。随后，科学家们又相继开

发出 STRT-Seq、SMART-Seq、CEL-Seq、Quartz-Seq、
DP-Seq、SMART-Seq2、STRT-Seq UMI、MARS-Seq、
CEL-Seq UMI、SCRB-Seq、Cyto-Seq、SC3-Seq、
Drop-Seq 等单细胞 RNA-seq 技术 [78]。这项技术的

不断发展将科学家们的眼光聚焦到胚胎发育、器官

发生、HSCs 起源分化、循环肿瘤细胞等方面的研

究上。

2.1　单细胞RNA-seq技术在早期胚胎中胚层研究中

的应用

2016 年，Göttgens 课题组 [79] 利用单细胞 RNA- 
seq 技术获得并分析了 1 205 个来源于小鼠 E6.5、
E7.0、E7.5、E7.75 的早期外胚层细胞、Flk1+ 细胞、

Flk1+CD41+ 细胞以及 CD41+ 细胞的转录组信息。

根据关键标志基因表达的不同，他们将 1 205 个细

胞分为脏壁内胚层、胚外外胚层、外胚层、早期中

胚层祖细胞、后端中胚层、内皮细胞、血液祖细胞、

原始红细胞、尿囊中胚层、咽中胚层等 10 组。转

录组数据经降维处理和分析发现，Flk1+ 中胚层细

胞与由后端原条发育而来的尿囊、血液、内皮细胞

之间有关联。GO 分析显示，假定的前端的基因与

体节发育、内胚层发育、Nocth 信号通路有关联，

具有前端中胚层的特性。相反，假定的后端中胚层

基因簇与 BMP 信号通路、下肢的发育、内皮细胞

的分化等有关联，这些特性与后端原条的细胞特性

一致。另外，与正常的胚胎比较，Tal1−/− 胚胎中没

有发现表达血液祖细胞和原始红细胞的基因表达簇

的细胞，这与 Tal1−/− 胚胎不能形成原始的红细胞的

表型一致，说明 Tal1 是小鼠早期胚胎发育过程中一

个重要的调控因子。该课题组从单细胞水平上对关

键调控因子重新评价，有助于更深入精细地认识小

鼠胚胎发育过程中细胞命运方向和分子水平的变化

之间的关系。

2017 年，金颖课题组 [80] 在小鼠早期胚胎发育

中的细胞谱系分离研究方面有了新的进展。该课题

组从 E5.5、早期 E6.5 和晚期 E6.5 的小鼠早期胚胎

中分离得到约 600 个单细胞，随后利用单细胞

RNA-seq 技术和高通量 qPCR 技术对这些单细胞进

行了检测，获得了早期外胚层、脏壁内胚层和胚外

外胚层的转录组信息，在生物信息学的分析过程中

引入 65 个细胞谱系分化的特异性标记基因和 90 个

胚层特异性标记基因，并且与 Göttgens 课题组 [79]

的 E6.5~E7.75 早期胚胎单细胞转录组数据进行比对

分析。从分析结果中发现，Oct4+ 早期的外胚层细

胞中存在早期的中胚层前体细胞、晚期的中胚层前

体细胞和其他类型的早期外胚层细胞；根据胚胎的

发育时期不同，发现早期的中胚层前体细胞存在于

E5.5 的早期胚胎中，这类细胞进入到 E6.5 早期发

育阶段时分化为晚期的中胚层前体细胞，到了 E6.5
晚期发育阶段这类细胞分化为中胚层前体细胞，随

后在原条部位出现中胚层细胞，胚外部分开始出现

胚外中胚层细胞。经主成分分析 (principal component 
analysis, PCA) 和扩散映射 (diffusion map) 降维分析

发现，中胚层前体细胞是来源于 Oct4+Gata6−Hand1−

的早期外胚层细胞，在 E6.5 晚期的原条部位存在

一类 Oct4+Gata6+ 细胞，它们将来会迁移分化成为

中胚层细胞和终末内胚层细胞 [80]。这项研究一方面

提升了对小鼠早期胚胎细胞向中胚层和内胚层迁移

分化过程的理解，另一方面也为在单细胞水平上研

究小鼠早期胚胎发育细胞命运决定提供了一个很好

的范例。

2019 年，Göttgens 课题组 [81] 利用商业化的单

细胞 RNA-seq 技术 (10 × genomics) 从 E6.5 至 E8.5
中 9 个连续的时间点的小鼠胚胎中获取到 116 312
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个单细胞的转录组信息，连续检测整个原肠胚形成

过程中各个细胞的基因表达信息。采用生信计算分

析手段，研究人员通过聚类和细胞注释鉴定出 37
个主要的细胞群，还构建了多能细胞向多谱系分化

过程中的分子图谱。通过对细胞转录组数据的分析，

研究人员发现随着胚胎的发育，多能的原始上胚层

细胞数量逐渐减少，在 E6.75 开始出现中胚层和定

向内胚层谱系细胞。从 E7.5 开始，外胚层的谱系

细胞出现，同时，伴随着从每个胚层中出现多样的

细胞类型，这象征着器官发生的开始。通过比较三

胚层的细胞群之间转录组的相似度发现，原始上胚

层与神经外胚层、原条相近，原条与中胚层、内胚

层相近，这个结果与前人的研究结论相一致。在

E8.25 至 E8.5 的器官发生时期，从神经中胚层祖细

胞群衍生而来的神经和中胚层彼此相连，进而分化

成躯干中胚层和脊髓神经组织 [82-83]。哺乳动物原肠

运动时期，胚胎形态和细胞数量发生剧烈变化，细

胞之间异质性很大，以前的研究结果无法解释胚层

谱系分化的问题。Göttgens 课题组 [80] 发表的这项

最新的研究成果，有助于从单细胞水平的层面上认

识中胚层细胞衍变的全过程。

可见，单细胞 RNA-seq 技术的发展推动了国

内外科学家对于哺乳动物胚胎着床后多能干细胞向

中胚层分化机制的深入研究，有助于从单细胞的水

平认识哺乳动物胚胎中胚层的发育轨迹。

2.2　单细胞RNA-seq技术在胚胎造血研究中的应用

虽然小鼠早期胚胎的生血内皮细胞和造血干细

胞前体细胞 (pre-HSCs) 将来衍生为 HSCs，但这个

过程发生的分子机理依然不清楚。随着近年来专注

于潜在的 HSCs 细胞群的分子表达谱研究的增多，

从细胞表达谱所呈现出来的信息可以为 HSC 发生

的分子机理研究提供新的突破口。刘兵课题组 [84]

利用新的细胞表面标志物的组合捕捉到了未成熟的

pre-HSCs，随后利用单细胞 RNA-seq 技术检测主动

脉 - 性腺 - 中肾区 (AGM 区 ) 的内皮细胞、CD45− 
pre-HSCs、CD45+ pre-HSCs 以及胎肝中的 HSCs 的转

录组，并利用生物信息方法学对转录组进行分析，

发现与 HSCs 发生相关的细胞之间存在非常显著的

异质性，与血系分化相关的转录因子在这些细胞中

的表达模式也各不相同。另外，该课题组还发现，

在小鼠胚胎发育过程中 mTOR (mechanistic targets 
of rapamycin) 复合体 2 信号通路的激活对于 HSCs
的生成是必不可少的；相反，在 HSCs 的祖细胞中

mTOR 信号通路并未激活。此研究首次在单细胞、

单碱基水平上综合性地对小鼠胚胎发育过程中生成

的 pre-HSCs 和 HSCs 的转录组进行了探究，为 HSCs
发生的分子机理研究提供了数据支持。

小鼠胚胎发育过程中，在卵黄囊部位发生两

个连续的造血波形成红系细胞。第一次造血波发

生在 E7.5，第二次造血波发生在 E8.25[85]。第一次

造血波 ( 原始造血 ) 产生有核的原始红细胞，在

E12.5~16.5 细胞核逐渐消失 [86-87]。第二次造血波 ( 定
向造血 ) 从卵黄囊的生血内皮生成 EMPs，随后迁

移至胎肝产生定向红系细胞 [85]。尽管对原始造血和

定向造血在一些关键的表型和分子水平上的差异有

了一定的了解，但对于它们各自祖细胞的认识还不

是很清楚。Göttgens 课题组 [81] 从 E6.5~E8.5 小鼠胚

胎的 116 312 个单细胞转录组数据中提取与胚胎造

血相关的数据并进行聚类分析，其中有 15 875 个细

胞与胚胎造血有关，他们将这些细胞分成了红系细

胞、生血内皮细胞、血细胞祖细胞、内皮细胞和中

胚层等 5 个不同的细胞群，绘制了初级红系细胞发

生的轨迹图。中胚层细胞分化形成造血内皮祖细胞

( 造血内皮祖细胞 1 和造血内皮祖细胞 2)，造血内

皮祖细胞向下分化为造血祖细胞 ( 造血祖细胞 1 和

造血祖细胞 2) 和血管内皮细胞，造血祖细胞再向

下分化形成原始红系细胞 ( 红系细胞 1~4)。分析结

果显示，第一波原始造血过程不经过高表达 Cdh5
和 Pecam1 的成熟的内皮细胞状态

[81]。有些内皮细

胞表达造血标志基因 Spi1 和 Itga2b，这些内皮细胞

可能参与第二波造血过程，在这个过程中 HSCs 和
EMPs 从不同类型的内皮细胞分化而来 [81,88-89]。上

述研究从单细胞水平揭示了胚胎原始造血和定向造

血祖细胞的区别。

3　展望

哺乳动物的原肠运动产生三胚层是一个剧烈变

化的生物学过程，中胚层的形成和中胚层向血系分

化过程有一些关键的转录因子或信号转导通路发挥

重要的作用。如果早期胚胎在原肠运动过程中出现

中胚层细胞的缺失或发育异常，将会导致多种中胚

层组织或器官的疾病，如血液性疾病、肌肉萎缩、

肌营养不良及骨质疏松等。所以，针对中胚层细胞

的特性和中胚层细胞向组织器官分化的分子机理的

研究，对于发育生物学领域和转化医学领域都具有

非常重要的意义。

以前，科学家们利用体外胚胎干细胞分化系统

和转基因小鼠模型，发现了中胚层发生和中胚层向
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血系分化过程中发挥关键作用的一些基因和信号通

路。但是，事实上，人们对中胚层细胞在生物体内

的细胞特性和向不同组织器官分化的分子机制还知

之甚少。其主要原因有 4 点，一是中胚层细胞在早

期胚胎中存在的数量少，位置特殊，没有公认的表

面标志物，很难分离得到中胚层细胞；二是胚胎发

育早期中胚层细胞增殖、迁移和分化的速度快，在

发育的短时间内就已决定了细胞命运，难以捕捉中

胚层早期细胞；三是中胚层细胞之间具有显著的异

质性，不同位置上的中胚层细胞可能具有不同的分

子特性和功能特征；四是中胚层细胞具有多种类型，

在体外条件下还没有建立出可以维持特定类型中胚

层细胞干性的培养体系。基于以上的因素，目前我

们对于中胚层细胞的认识仍然不足，对于中胚层细

胞仍然缺乏系统性的研究。为了能够对中胚层有更

加深入的研究，首先要解决的是如何捕获到具有特

征类型的中胚层细胞，然后才能对其进行分子水平、

细胞水平和功能水平上的研究。

近年来，单细胞 RNA-seq 技术迅猛发展，可

以满足科学家对于大量的单细胞进行高通量的研究

需求。这个技术很快被应用于脊椎动物 (如人、小鼠、

斑马鱼和非洲爪蛙等 ) 早期胚胎发育的研究中，并

且在中胚层的研究方面也取得了一定的成果，其中

就包含了对脊椎动物不同发育阶段不同类型的中胚

层细胞和血系细胞的转录组数据的捕获。这些数据

有助于分析和解读中胚层发生和血系谱系分化的发

生机制。

随着生物技术的迅猛发展，在不久的将来，希

望将中胚层细胞的研究成果早日应用于临床疾病，

如血液性疾病、肌肉萎缩、肌营养不良及骨质疏松

等中胚层相关疾病的治疗上。
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