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摘要

了解重症新型冠状病毒肺炎（COVID-19）患者单核细胞的免疫学特征（包括与纤维化相关的特征）对了解
疾病的重症化机制和阻止疾病恶化至关重要。本研究共纳入7名COVID-19患者（包括3名重症/危重症
患者和4名普通型患者）和6名健康对照者。采集7名COVID-19患者不同疾病时期外周血样本，包括重
症/危重症时期血样3例，轻症时期血样4例，康复期血样7例。将以上血样和6例健康对照者血样进行单
细胞转录组测序分析。本研究发现在COVID-19重症/危重症时期，单核细胞发生显著变化。单核细胞在
外周血单个核细胞中占比增加，多样性却显著降低。同时本研究发现两个新的COVID-19重症疾病特异
性单核细胞亚群：Mono 0和Mono 5。这两个亚群表达双调蛋白基因（AREG）、表皮调节素基因（EREG）
和细胞因子基因 IL-18，KEGG分析显示富集的ErbB信号通路，这两个亚群可能具有促纤维化和促炎的特
征。进一步分析发现Mono 0和Mono 5发生代谢改变，包括糖酵解/糖异生的增加和HIF-1信号通路的增
加。本研究同时发现一个疾病重症前期取得的样本显示出与重症/危重症时期样本相似的单核细胞
UMAP图谱。本研究发现了两种新的COVID-19重症疾病特异性单核细胞亚群，可作为重症COVID-19
的潜在预测因子和治疗靶点。

© 2021 THE AUTHORS. Published by Elsevier LTD on behalf of Chinese Academy of Engineering and Higher 
Education Press Limited Company. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license 

(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

1. 背景

新型冠状病毒肺炎（COVID-19）目前已迅速蔓延至

世界各地，成为全球大流行病。截至2021年1月末，已感

染 9000多万人。在该疾病暴发初期，有报道称大约 20%

的感染患者会发展为重症，死亡率为4% [1]。然而，疾病

重症化机制尚不完全清楚。因此，迫切需要研究重症疾病

相关特征及机制，以降低死亡率并改善预后。

先天性和适应性免疫反应在COVID-19疾病进展中起

到重要作用，了解COVID-19重症或危重症患者的免疫特

征至关重要。单核细胞是重要的先天免疫细胞群之一。在

COVID-19重症或危重症患者中，单核细胞和巨噬细胞过

度增殖[2]，可引起继发性噬血细胞性淋巴组织细胞增多

症（sHLH）[3]，导致细胞因子风暴和致命后果[3]。CO‐

VID-19患者的病理亦发现大量单核细胞浸润至肺、心脏、

淋巴结、脾脏、肾脏和其他器官中。此外，单核细胞是诱
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导肺纤维化的主要细胞之一[4‒5]。肺纤维化是COVID-19

重症及危重症患者常见肺部表现[6]。截至 2021 年 1 月，

没有大规模研究报告COVID-19幸存者的长期随访结果；

然而，根据严重急性呼吸综合征（SARS）和中东呼吸综

合征（MERS）的经验，预计许多COVID-19幸存者将遗

留肺纤维化。肺纤维化导致肺功能下降，部分严重病例发

展为不可逆的肺功能丧失，甚至需要肺移植[7]。COVID-

19 引起的肺纤维化将是一个沉重的负担。因此，了解

COVID-19重症及危重症患者中单核细胞的免疫学特征，

探索单核细胞与肺纤维化是否相关对于了解致病机制、预

防疾病重症化和开发有效治疗至关重要。

本研究应用单细胞 RNA 转录组测序（single-cell 

RNA sequencing, scRNA-Seq）对来自重症或危重症期、

重症前期、轻症期、恢复期COVID-19患者和健康对照的

外周血单个核细胞（peripheral blood mononuclear cell, 

PBMC）中的单核细胞进行深入表型分析，以了解单核细

胞的特定免疫特征，并探索单核细胞亚群在重症或危重症

COVID-19中的作用。

2. 方法

2.1. 研究对象及临床特征

2020年 2—4月，在浙江大学医学院附属第一医院前

瞻性纳入 7例COVID-19实验室确诊患者及 6例健康对照

者。按照COVID-19指南分类（附录A中的表S1），根据

患者入组时的疾病严重程度，7例患者中 3例为重型或者

危重型，4例为普通型。7名患者入组时采集外周血，3例

重症/危重症患者（P01~P03）血标本为S1、S2和S3，记

为重症/危重症组，简称S组；4例普通型患者（P04~P07）

血标本记为M1、M2、M3和M4，记为轻症组，简称M

组。同时采集7名患者中部分患者恢复期的血标本（分别

记为R1~R7，记为恢复期组，简称R组）。图1所示为7名

患者临床样本采样时间点。如表 1所示，6名健康对照者

为N01~N06，其血样标本记为N1~N6，记为健康对照组，

简称N组。追踪随访 7名COVID-19患者病情变化，发现

其中1例普通型患者P05在随访期间发展为重型患者，因

此该患者在入组时采的血样M2亦被称为“重症前期”血

样标本。综上所述，本研究共收集了 20个 PBMC样本，

包括14个COVID-19患者的PBMC样本和6个健康对照的

PBMC样本。

此外，本研究对7名患者的临床结局和肺纤维化情况

进行了随访。在本研究中，所有S组患者和一名M组患者

（P05，后期发展为重症）在随访期间发现有不同程度肺

纤维化（图2）。

2.2. PBMC的制备和储存以及单细胞捕获和文库构建

采集COVID-19患者和健康对照者的外周静脉血。使

用Ficoll-PaqueTM PREMIUM (GE Healthcare，美国)，按步

骤分离得到静脉血中 PBMC。将 PBMC重悬于冷冻溶液

[10% 二甲基亚砜（DMSO）和 90% 非灭活胎牛血清

（FBS）]，以 1 ℃∙min−1的速率逐渐降低至−80 ℃，并冷

冻保存[8]。

图1. 本研究7名COVID-19患者的临床病程时间表。SARS-CoV-2核酸检测采用逆转录定量实时聚合酶链反应（RT-qPCR）检测法。“RT-qPCR+”表

明样本SARS-CoV-2核酸呈阳性。左侧的彩色条表示7例患者在入组时的疾病分型。患者5（P05）在采集M2样本4天后发展为重症。
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BD RhapsodyTM单细胞分析系统（BD Biosciences，美

国）用于捕获单个PBMC的转录组数据。BD Rhapsody利

用微孔分离单细胞，使细胞分布到微孔板（cartridge）的

20万个微孔中完成单细胞捕获。加入磁珠（bead），磁珠

上种有特定的逆转录引物，包括一个细胞条形码（cell 

barcode）、唯一的分子标识符（unique molecular identifier, 

UMI）和 poly dT。细胞与磁珠匹配。加入裂解液使每个

细胞裂解，mRNA被磁珠上的 cell barcode序列捕获。对

磁珠进行回收，发生逆转录反应完成cDNA合成。每一个

cDNA 5ʹ末端都带有UMI和 cell barcode，以此来区分不用

细胞类型。使用BD Rhapsody™全转录组分析（WTA）扩

增试剂盒（BD Biosciences，美国），包括随机启动和扩展

（RPE）、RPE 扩增聚合酶链反应（PCR）和 WTA index 

PCR 进行转录组文库的制备。使用高灵敏度 DNA 芯片

（Agilent，美国）和生物分析仪 2200（Agilent，美国），

基于Qubit高灵敏度DNA检测试剂盒（Thermo Fisher Sci‐

entific，美国）进行文库定量。

2.3. 单细胞转录组测序

使用 Illumina 测序仪（Illumino，美国）进行测序。

利用NovelBio Bio-Pharm技术，使用NovelBrain云分析平

台†分析 scRNA 序列数据。UMI 工具用于单细胞转录组

RNA分析，以识别细胞条形码的白名单。使用UMI-tools

测量本研究 20个样本中每个细胞不同基因转录本的UMI

数量，进行数据过滤、细胞质量控制及绘图等。检测到的

基因超过200个且线粒体UMI率低于30%的细胞被认为通

过细胞质量控制。Seurat package 3.1 ‡用于之后的细胞标

准化。随后，对数据进行主成分分析（PCA）以及 t分布

随机相邻嵌入（tSNE）构造、均匀流形近似和投影

（UMAP）构造。

使用基于图的聚类技术（分辨率= 0.8），根据PCA得

出的前 10 个主成分获得细胞聚类结果。使用“FindAll‐

Markers”函数通过Wilcoxon秩和检验确定特征基因（In

倍数变化＞0.25, p＜0.05, min.pct＞0.1）。对相同细胞类型

的聚类进行重新 tSNE分析、基于图的聚类和标记分析。

2.4. 拟时序分析

本研究使用拟时序分析（pseudo-time analysis）明确

各单核细胞亚群之间的关系。使用具有DDR-Tree和默认

参数的Monocle 2 ††分析单细胞轨迹。在Monocle评估之

前，本研究从Seurat聚类结果中选择标记基因，并确定通

过筛选的细胞的原始表达计数。根据拟时序分析，进行分

支表达式分析建模（BEAM）测试。然后，按照伪时间顺

序构建多条轨迹评估分支和线性分化。从理论上讲，在轨

迹图中驻留在相同分支上的细胞比位于相邻分支上的细胞

更具有关联性。

2.5. 细胞间通讯分析

使用CellPhoneDB（一个公开的受体、配体及其相互

作用的数据库），对细胞之间通讯分子进行系统评估。并

注释在不同时间点聚类的膜蛋白簇、分泌的蛋白簇和外周

蛋白簇。根据相互作用和通过Seurat标准化获得的标准化

细胞矩阵，确定均值和细胞通讯意义（p＜0.05）。

2.6. SCENIC分析

为了评估转录因子的调控强度，本研究应用单细胞调

控网络推理和聚类的流程（pySCENIC, v0.9.5），使用

RcisTarget和GRNboost的 20 000-motif数据库，进行单细

胞调节网络推理和聚类（SCENIC）分析[9]。

2.7. QuSAGE分析

基因表达定量集（QuSAGE）分析可以对不同的基因

集进行富集度分析，比较不同群体之间差异。为了表征给

定基因组的激活度，如通路激活，本研究进行了QuSAGE

（2.16.1）分析。

† www.novelbrain.com.
‡ https://satijalab.org/seurat/.
†† http://cole-trapnell-lab.github.io/monocle-release.

图2. 本研究中最终发展为重症的患者随访期间的胸部计算机断层扫描

（CT）成像。（a）S1首次症状出现约6个月后胸部CT；（b）S2首次症状

出现约6个月后胸部CT；（c）S3首次症状出现约两个月后胸部CT；（d）
M2首次症状出现约两个月后胸部CT。
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2.8. 共调控基因分析

为了确定基因共调控网络，本研究使用Monocle 3的

“find_gene_modules”函数和默认参数，进行共调控基因

分析（co-regulated gene analysis）。

2.9. 统计分析

统计方法的明确描述与相关结果见图中。

2.10. 伦理声明

本研究由浙江大学医学院附属第一医院伦理委员会

（IIT20200148A）批准。

3. 实验结果

3.1. COVID-19患者PBMC的单细胞转录组图谱

为研究COVID-19患者独特的外周免疫反应，本研究

对来自COVID-19患者和健康对照组的共20个PBMC样本

进行单细胞转录组测序分析。经过严格的质量控制和过

滤，本研究共对84 095个外周血单核细胞进行测序，平均

每个样品4205个细胞（附录A中的表S2）。根据最显著差

异表达基因（DEGs），上述细胞被聚集成 24个亚群[图 3

（a）和（b）]，包括单核细胞（S100A9、HLA-DRA 和

CD14）、CD4+ T细胞（CD3D、CD3E和CD4）、CD8+ T细

胞（CD3D、CD3E和CD8A）、B细胞（MS4A1、CD19和

CD79A）、浆细胞（TNFRSF17 和 CD79A）、巨噬细胞

（ADGRE1）、树突状细胞（CD1C和HLA-DRA）、自然杀伤

细胞（CD3D、CD3E、NKG7 和 GNLY）、红细胞（HBA1

和HBB）和巨核细胞（PF4和 ITGA2B）等[图3（c）]。

与对照组相比，COVID-19患者免疫细胞失调，尤其

是在重症和危重症时期[图 3（b）和（d）]。在不同分组

中，免疫细胞比例差异大。单核细胞、CD8+ T细胞和浆

细胞占比在COVID-19患者与对照组之间存在显著性差异

[图 3（a）、（b）、（d）]。COVID-19患者单核细胞的比例

相较对照组显著增加，并在恢复期下降，表明循环单核细

胞可能在COVID-19发病机制中发挥重要作用。与对照组

相比，COVID-19患者CD8+ T细胞数量减少，尤其是在重

症或危重症时期，表明COVID-19患者的免疫细胞耗竭可

能和疾病严重程度相关。大多数免疫细胞在恢复期均恢

复，说明COVID-19对免疫细胞的影响是可逆的。本研究

中，重症/危重症组与轻症组在单核细胞数量上没有显著

差异，但UMAP表明重症/危重症组单细胞发生显著改变

[图3（a）和（b）]。

3.2. COVID-19重症/危重症患者PBMC的单核细胞图谱

为了揭示COVID-19患者独特的单核细胞特征，本研

究对单核细胞进行单独分析。使用 re-tSNE法对单核细胞

亚群进行可视化聚类分析，根据差异基因表达分为 12个

亚群，记为Mono 0~Mono 11。这12个亚群根据最显著差

异基因标记为Mono 0 [双调蛋白基因（AREG）、表皮调节

素基因（EREG）、抵抗素基因（RETN）、免疫球蛋白κ常
数基因（IGKC）、细胞因子基因（IL-18）]、 Mono 5 

[AREG、EREG、IGKC、IL-18、干扰素α可诱导蛋白27基

因（IFI27）]、Mono 1、Mono 4、Mono 11、Mono 6 [趋化

因子（C-C基元）配体 5基因（CCL5）、淋巴毒素β基因

（LTB）、人 HLA II 类组织相容性抗原 DQ alpha 1（HLA-

DQA1）]、Mono 2、Mono 10 [干扰素引导蛋白 44样基因

（IFI44L）、干扰素α可诱导蛋白26基因（IFI6）、干扰素引

导蛋白含三角形四肽重复3基因（IFIT3）、干扰素刺激基

因 15 （ISG15）、 IFI27]、Mono 9 (IFI6, IFI27)、Mono 3 

(IGKC, HLA-DQA1, IFI6)、 Mono 7 (RETN) 和 Mono 8 

(RETN, IGKC, IFI6) [图4（a）和附录A中的图S1]。

本研究发现单核细胞的组成在不同组之间存在显著差

异[图 4（b）]。与M、R和N组相比，S组循环单核细胞

的多样性显著降低（附录A中的图S2）。S组的单核细胞

主要由Mono 0和Mono 5构成。另外，样本M2（M2样本

为“重症前期”血样）的单核细胞也主要由 Mono 0 和

Mono 5构成（图S2）。样本M2单核细胞UMAP图谱与S

组相似（附录A中的图S3）。除Mono 0和Mono 5外，S1、

S2、S3和M2几乎没有其他单核细胞亚群。此外，Mono 0

和Mono 5仅存在于S1、S2、S3和M2中，这些样本来自

重症/危重症患者或最终发展为重症/危重症的患者。因

此，Mono 0和Mono 5被认为是COVID-19重症疾病特有

的或者特异性单核细胞亚群。

3.3. 重症疾病特异性单核细胞Mono 0和Mono 5的基因表

达模式

本研究进一步分析COVID-19重症疾病特异性单核细

胞亚群Mono 0和Mono 5的特征。DEG分析和GO分析表

明，Mono 0 和 Mono 5 特异性高表达促纤维化基因，如

AREG、EREG、ADAM金属肽酶含血小板反应蛋白 1基

元2基因（ADAMTS2）和细胞因子 IL-18基因[图4（c）]。

IL-18被认为是巨噬细胞活化综合征（MAS）的关键驱动

因素[10]。此外，单核细胞亚群Mono 0还表达激素相关

基因——抵抗素基因（RETN）。KEGG 通路分析显示

Mono 0和Mono 5中ErbB信号通路显著富集。该通路可以

被 AREG 和 EREG 与 EGFR 的结合激活 [ 图 4 （d）和
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（e）]。并且该通路已被证实与SARS患者的肺部纤维化相

关。此外，本研究发现，在疾病期间出现重症疾病特异性

单核细胞Mono 0和Mono 5的患者，在随访期间均出现不

同程度肺纤维化（图2）。本研究推测单核细胞亚群Mono 

0 和 Mono 5 可能与 COVID-19 患者的肺纤维化有关。且

Mono 0和Mono 5表达 IL-18，推测这两个亚群可以促进

重症患者体内的炎症。

本研究使用SCENIC分析，发现AREG由激活转录因

子3（ATF3）和PR结构域蛋白1（PRDM1）驱动；EREG

是 由 转 录 因 子 ATF3、 Jun 二 聚 化 蛋 白 2 （JDP2）、

PRDM1、同源框 A5 （HOXA5）和干扰素调控因子 1

（IRF1） 驱动； ADAMTS2 由 ATF3、 PRDM1、 IRF1 和

Kruppel 样因子 9（KLF9）驱动；RETN 由 Jun 原癌基因

（JUN）驱动[图S1（c）]。

3.4. 单核细胞亚群的拟时序分析

为研究各单核细胞亚群之间的联系和功能变化，并确

定单核细胞亚群与不同疾病状态的关系，本研究进行拟时

序分析明确单核细胞的分化轨迹并生成轨迹图。如图 5

（a）和附录A中的图S4所示，轨迹图的左侧下降轨迹主

图3. COVID-19患者和对照组PBMC的单细胞图谱。（a）来自不同疾病分型患者和对照组的所有 20个PBMC样本的UMAP；（b）不同组的UMAP，
即重症/危重症组（S）、轻症组（M）和恢复期组（R）（Rm表示从轻症疾病状态恢复，Rs表示从重症/危重症疾病状态恢复），以及健康对照组（N）；
（c）不同类型免疫细胞的差异基因热图；（d）不同分组中不同免疫细胞的比例。X轴对应于每组，Y轴对应于每个样本中每个细胞类型的比例；使用

Wilcoxon秩和检验计算p值（p < 0.05为显著差异）。
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要由单核细胞亚群Mono 1、2、3、4、6、7、8、9、10和

11构成，这些单核细胞亚群主要分布在轻症组、恢复期

组以及健康对照组中。而右侧的上升轨迹由单核细胞亚群

Mono 0和Mono 5构成，这两个亚群主要分布在重症/危重

图4. 单核细胞亚群特征的变化。（a）单核细胞UMAP展示单核细胞12个亚群分布；（b）不同分组患者和对照组的单核细胞UMAP；（c）亚群Mono 0
和Mono 5中高表达基因的小提琴图谱；（d）Mono 0亚群中AREG和EREG的富集通路；（e）Mono 5亚群中AREG和EREG的富集通路。CDKN1A：
周期蛋白依赖激酶抑制因子1A；HBEGF：肝素结合EGF样生长因子；PIK3R1：磷酸肌醇-3-激酶调节亚基1；PAK2：p21蛋白（Cdc42/Rac）-活化激

酶2；NCK2：NCK衔接蛋白2；ARAF：A-Raf原癌基因，丝氨酸/苏氨酸激酶；ELK1：ETS转录因子ELK1，ETS癌基因家族成员；GSK3B：糖原合成

酶激酶3β；NRAS：成神经细胞瘤RAS病毒（v-ras）癌基因同源物；ABL1：ABL原癌基因1，非受体酪氨酸激酶；HRAS：v-Ha-ras Harvey鼠肉瘤病毒

癌基因同源物；RAF1：Raf-1原癌基因，丝氨酸/苏氨酸激酶；MTOR：雷帕霉素的机制靶点（丝氨酸/苏氨酸激酶）；MAPK10：丝裂原活化蛋白激酶

10；STAT5B：信号转导子和转录激活子5B；ABL2：ABL原癌基因2，非受体酪氨酸激酶；EIF4EBP1：真核翻译起始因子4E结合蛋白1；NRG4：神

经调节蛋白4；CAMK2B：钙/钙调素依赖性蛋白激酶 IIβ；BAD：BCL2相关的细胞死亡激动剂；BTC：β细胞素；CBLC：Cbl原癌基因C，E3泛素蛋

白连接酶；ERBB4：v-erb-b2禽红细胞白血病病毒癌基因同源物4；SHC3：SHC（含Src同源性2结构域）转化蛋白3；CAMK2A：钙/钙调素依赖性蛋

白激酶 IIα；PAK3：p21蛋白（Cdc42/Rac）-活化激酶3；NRG2：神经调节蛋白2；EGF：表皮生长因子；GAB1：GRB2相关结合蛋白1；SHC1：SHC
（含Src同源性2结构域）转化蛋白1；PIK3R3：磷酸肌醇-3-激酶，调节亚单位3（γ）；RPS6KB2：核糖体蛋白S6激酶，70 kDa，多肽2；PIK3CA：磷

脂酰肌醇-4,5-二磷酸3-激酶，催化亚单位α；BRAF：B-Raf原癌基因，丝氨酸/苏氨酸激酶；MYC：v-MYC禽骨髓细胞增多症病毒癌基因同源物；TG‐
FA：转化生长因子α；MAPK9：丝裂原活化蛋白激酶9；AKT3：v-akt小鼠胸腺瘤病毒癌基因同源物3；CBLB：Cbl原癌基因B，E3泛素蛋白连接酶；

PIK3CB：磷脂酰肌醇-4,5-二磷酸 3-激酶催化亚单位β；NCK1：NCK衔接蛋白 1；PTK2：蛋白酪氨酸激酶 2；PIK3CG：磷脂酰肌醇-4,5-二磷酸 3-激
酶，催化亚单位γ；NRG1：神经调节蛋白 1；SOS1：非七激酶子同源物 1（果蝇）；PIK3CD：磷脂酰肌醇-4,5-二磷酸 3-激酶催化亚基 δ；CAMK2D：

钙/钙调素依赖性蛋白激酶 II δ；CRKL：v-crk禽肉瘤病毒CT10癌基因同源物样；MAP2K7：丝裂原活化蛋白激酶7；ERBB3：v-erb-b2禽红细胞白血病

病毒癌基因同源物3；KRAS：Kirsten大鼠肉瘤病毒癌基因同源物。
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症组中。轨迹图从左向右的轨迹反映了单核细胞“恶化”

的过程。进一步分析单核细胞亚群沿着轨迹图“恶化”过

程中基因表达的改变，也即单核细胞亚群在健康对照组、

恢复期组和轻症组向重症或危重症组过渡过程中的基因表

达模式的改变。将基因在GO/KEGG等数据库进行功能注

释并进一步构建热图[图5（b）]。根据基因变化趋势的不

同将其分为三组，其中，上调和下调途径列于图 5（b）

中。沿轨迹图，从相对正常的单核细胞亚群到重症疾病特

异性亚群Mono 0和Mono 5，糖酵解/糖异生、HIF-1信号

通路、TNF信号通路和ErbB信号通路上调，而抗原处理

和呈递、吞噬作用和细胞-细胞黏附等功能下调。

3.5. Mono 0与Mono 5比值可能与疾病严重程度相关

虽然样本 S1、S2、S3 和 M2 的单核细胞都主要由

Mono 0和Mono 5组成，但来自重症/危重症时期的样本

S1、S2和S3以Mono 0为主，而重症前期样本M2主要以

Mono 5为主。即Mono 0/Mono 5的比例在重症/危重症样

本与重症前期样本相反。从重症前期样本M2到重症样本

S1和S3，再到危重症样本S2，该比例逐渐升高（图S2），

这表明Mono 0和Mono 5的比例增加可能是患者疾病恶化

或进展的标志。

4. 讨论

单核细胞在COVID-19的致病和疾病进展中起着至关

重要的作用。因此，探索重症/危重症患者单核细胞的特

点及其与细胞因子的关系可以更好地了解重症化机制，并

利于发现阻止疾病重症化新靶点。本研究发现，在COV‐

ID-19重症和危重症时期，单核细胞发生显著变化，其在

外周血中占比增加但多样性显著降低。本研究发现两个新

的重症/危重症COVID-19特异性单核细胞亚群，即Mono 

0和Mono 5。另外，在疾病“重症前期”获得的样本，其

单核细胞图谱与重症/危重症时期相似，这表明单核细胞

在进展为重症/危重症疾病之前已经发生了重症/危重症疾

病的表症变化。这一发现侧面证明单核细胞参与COVID-

19的重症化，与其他研究报道的一致[2]。此外，单核细

胞亚群Mono 0和Mono 5只存在于COVID-19的重症前期

和重症/危重症时期，在COVID-19轻症时期、恢复期和健

康对照组中并不存在。本研究推测，这两个新的单核细胞

亚群参与COVID-19的疾病重症化，同时可作为早期预测

COVID-19重症化的潜在标志物。

本研究进一步分析了COVID-19重症疾病特异性单核

细胞Mono 0和Mono 5特征。Mono 0和Mono 5特异性表

达AREG和EREG，KEGG分析发现ErbB信号通路显著富

集。组织损伤时，大量AREG和EREG被快速诱导表达，

通过激活EGFR途径（在人类中称为ErbB途径）促进修

复 [11‒12]。随着受损组织好转，该修复反应逐渐下调

[13]。然而，过度的炎症或持续性损伤（如重症/危重症

COVID-19）使肺部修复机制失调，引起过度的肌成纤维

细胞分化和胶原沉积，导致瘢痕形成、纤维化和器官功能

损伤[13‒15]。纤维化类似于一种夸张或异常的修复反应

[16]。EGFR信号通路是肺部损伤导致肺纤维化的关键途

径，在 SARS 中就有报道[13,17]。基于上述发现，以及

SARS-CoV-2和 SARS-CoV-1之间的相似性，本研究推测

Mono 0 和 Mono 5 具有促纤维化功能。肺纤维化可能是

COVID-19患者的主要长期并发症，可引起患者慢性呼吸

困难，生活质量下降，给社会带来沉重的负担。因此，迫

切需要寻找针对纤维化的有效干预措施。本研究的发现可

能有助于更好地了解肺部纤维化机制以及寻找早期干预肺

纤维化的靶点。

与其他单核细胞亚群不同，Mono 0和Mono 5特异性

表达 IL-18。IL-18 主要由单核细胞和巨噬细胞被 SARS-

图5. 单核细胞亚群的拟时序分析。（a）单核细胞亚群的拟时序分析；（b）拟时序分析中不同单核细胞亚群的上调和下调通路。
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CoV-2感染等有害因素刺激后分泌，在免疫反应和肺纤维

化中发挥作用[18‒22]。COVID-19患者血清中高 IL-18水

平与疾病严重程度和不良预后相关[23]。IL-18参与重症/

危重症COVID-19患者的细胞因子风暴，导致ARDS [24]。

因此重症患者特异性表达 IL-18基因，说明重症患者单核

细胞可能通过 IL-18 参与细胞因子风暴，促进疾病重症

化。本研究的发现为 IL-18抑制剂是治疗COVID-19的潜

在治疗策略提供了证据[25]。

与其他单核细胞亚群相比，Mono 0和Mono 5发生了

功能和信号通路的改变。在Mono 0和Mono 5中，正常的

单核细胞功能如抗原处理和呈递、吞噬和细胞黏附等功能

下降，而糖酵解/糖异生、HIF-1信号通路和ErbB信号通

路上调。感染可导致单核细胞发生代谢改变[26‒27]。已

有报道称SARS-CoV-2感染可引起单核细胞发生代谢变化

[28 ‒ 29]。一项体外研究指出 SARS-CoV-2 的感染通过

mtROS/HIF-1α/糖酵解轴促进单核细胞糖酵解的增加[29]。

糖酵解的增加促进了病毒复制和促炎细胞因子产生，进而

促进细胞因子风暴形成、T细胞功能障碍和上皮细胞死亡

[29‒30]。此外，糖酵解增加是糖尿病患者感染 SARS-

CoV-2 后易重症化的机制之一 [29]。因此，Mono 0 和

Mono 5中糖酵解增加可能是其促进疾病重症化的机制之

一。糖酵解可能是治疗 COVID-19 的代谢靶点之一。此

外，一项关于 COVID-19 大样本的研究指出糖异生与

COVID-19的严重程度相关，并在疾病进展中起作用[31]。

然而，COVID-19 患者单核细胞中的糖异生尚未被单独

研究，待后续研究报道。因此，靶向代谢途径是治疗

COVID-19或阻止疾病重症化的潜在有效方法[29]。

单核细胞亚群Mono 0和Mono 5之间存在一些差异。

Mono 0主要存在于疾病的重症/危重症阶段，而Mono 5主

要在重症前期阶段。Mono 0与Mono 5的比值在从轻症到

重症，再到危重症的疾病进展过程中动态增加。因此，

Mono 0与Mono 5的比值可能是重症/危重症患者疾病严重

程度和疾病阶段的预测因子。

另外，Mono 0 表达 RETN 基因，这与 Mono 5 不同。

RETN是一种脂肪因子，主要由人类的单核细胞和巨噬细

胞产生[32]。RETN可通过诱导TNF-α、IL-1和 IL-6等细

胞因子促进炎症反应和胰岛素抵抗[33]。RETN基因是与

SARS 相关的最重要的基因之一[34]。在 COVID-19 中，

RETN是中性粒细胞衍生效应物和危重疾病的预测因子

[35]。然而，尚未有研究描述 COVID-19 单核细胞中的

RETN基因表达情况。此外，患有糖尿病或心血管疾病的

COVID-19患者重症化风险高。而糖尿病或心血管疾病与

RETN表达增加相关[36‒37]。本研究推测RETN可能是这

些患者更容易重症化的原因之一。Mono 0表达RETN基

因，可能通过 RETN 的促炎和促胰岛素抵抗作用在

COVID-19重症化中发挥作用，这需要进一步研究。

本研究存在一些局限性。首先，研究的样本量小，特

别是重症前期和重症/危重症样本很少。由于采样困难，

部分患者的样本在疾病的不同时间点并未采集齐全。其

次，由于疫情控制，样本少，本研究一些假设无法进一步

验证。需要样本量较大的研究进一步验证本研究的观察结

果。再次，缺乏其他原因所致ARDS的对照组，如流感所

致ARDS。因而难以全面地解析COVID-19所致单核细胞

变化特征。

综上所述，本研究描绘了COVID-19患者外周血单核

细胞图谱，发现重症及危重症患者单核细胞发生了显著改

变。同时发现两个新的重症特异性单核细胞亚群，这两个

新的亚群可能具有促纤维化和促炎症的特征，是疾病重症

化的潜在预测因子。本研究为更好地理解COVID-19疾病

重症化机制奠定基础，为早期识别重症及危重症患者提供

潜在新的预测因子，为进一步研究COVID-19提供依据。
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