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基于单细胞转录组学分析胰岛缺血性损伤分子机制
及核心转录因子的鉴定

董博清　王颖　王晨鸽　毕焕京　王婧雯　马睿阳　郑瑾　薛武军　丁小明　李杨

【摘要】　目的　 探讨胰岛移植损伤过程中的分子机制和细胞间相互作用。方法　使用炎症因子处理的小鼠胰

岛的单细胞转录组数据，基于 Seurat 包进行数据处理，并通过整合数据以去除批次效应。根据已知标志物对各个

细胞亚群进行注释。基于 CellChat 包对炎症因子处理组中的细胞互作进行分析，基于细胞表面受体和配体的表达

情况推断细胞间的相互作用。使用基因集富集分析明确炎症因子处理后 β 细胞中富集的生物过程。最后鉴定出差

异表达的转录因子，并使用供者胰岛缺血性损伤的微阵列数据集以及蛋白质印迹法进行验证。结果　在小鼠胰岛

中共发现了 7 个不同的细胞亚群，其中 β 细胞占据的比例最大。细胞互作网络分析结果显示，导管细胞与其他细

胞之间的相互作用数量和强度最高。基因集富集分析结果显示，炎症因子处理后，β 细胞中的免疫反应正向富

集，而肽类激素、胆汁酸代谢以及离子稳态下调。在小鼠的单细胞转录和供者胰岛缺血性损伤的微阵列数据集中

鉴定出共同的差异转录因子早期生长反应因子 1（EGR1）、核因子-κB 抑制因子 α（NFKBIA）、转录激活因子

3（ATF3）。其中，NFKBIA、ATF3 表达上调，EGR1 表达下调。EGR1 蛋白表达量在冷缺血 24 h、48 h 及 72 h
后下调。结论　 EGR1 为与胰岛冷缺血密切相关的转录因子，未来的研究应重点探讨 EGR1 及其下游靶基因的具

体机制，以期为胰岛移植的临床治疗提供更有效的策略。
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【Abstract】  Objective   To  explore  the  molecular  mechanisms  and  cell-cell  interactions  in  the  injury  process  of
pancreatic  islet  transplantation. Methods   Single-cell  transcriptome  data  from  mouse  islets  treated  with  inflammatory
factors  were  used,  and  data  processing  was  performed  using  the  Seurat  package,  with  integrated  data  to  remove  batch
effects.  Cell  subpopulations  were  annotated  based  on  known  markers.  Cell-cell  interactions  in  the  inflammatory  factor-
treated group were analyzed using the CellChat package, and inferred based on the expression of cell surface receptors and
ligands. Gene set enrichment analysis was used to clarify the biological processes enriched in β-cells after treatment with
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inflammatory factors.  Finally,  differentially expressed transcription factors were identified and verified using microarray
datasets of donor islet ischemic injury and Western blotting. Results  A total of 7 different cell subpopulations were found
in mouse islets, with β-cells being the most abundant. Cell-cell interaction network analysis showed that the number and
strength of  interactions between ductal  cells  and other  cells  were the highest.  Gene set  enrichment  analysis  showed that
after treatment with inflammatory factors, the immune response was positively enriched in β-cells, while peptide hormone
metabolism, bile acid metabolism, and ion homeostasis were downregulated. The common differential transcription factors
identified  in  the  mouse  single-cell  transcriptome  and  the  microarray  dataset  of  donor  islet  ischemic  injury  were  early
growth response 1 (EGR1), nuclear factor-κB inhibitor α (NFKBIA), and activating transcription factor 3 (ATF3). Among
them,  NFKBIA  and  ATF3  were  upregulated,  while  EGR1  was  downregulated.  The  expression  of  EGR1  protein  was
downregulated after 24 h, 48 h, and 72 h of cold ischemia. Conclusions EGR1 is a transcription factor closely related to
islet cold ischemia, and future research should focus on the specific mechanisms of EGR1 and its downstream target genes,
in order to provide more effective strategies for clinical treatment of islet transplantation.

【 Key  words】  Islet  transplantation;  Type  1  diabetes  mellitus;  Single-cell  transcriptome;  Cell  communication;
Transcription factor; Cold ischemia; Early growth response ; Activating transcription factor

 

1 型糖尿病（type 1 diabetes mellitus，T1DM）是

一种常见的自身免疫性疾病，主要由免疫系统攻击和

破坏胰腺中的 β 细胞所致，导致体内胰岛素分泌不

足。T1DM 是儿童最常见的内分泌疾病之一，影响全球

近 3 000 万人，占所有糖尿病病例的 10%[1]。T1DM

的早发性和终身依赖胰岛素治疗，给患者生理和心理

上带来了严重的负担。此外，T1DM 患者还伴随多种

并发症，如心血管疾病、肾病和视网膜病变等，显著

影响了患者的生活质量和寿命[2]。

胰岛移植是 T1DM 临床治疗的方案之一，通过

移植供者的胰岛细胞来恢复 T1DM 患者体内的胰岛

素分泌功能[3]。相比于药物及胰岛素治疗，胰岛移植

在胰岛素依赖的减少或停止、低血糖发作的控制以

及 T1DM 并发症的预防等方面均表现出显著的疗

效。然而，胰岛移植还面临诸多挑战，尤其是供者胰

岛离体后以及移植后的免疫反应对于胰岛细胞的损

伤，显著降低了胰岛移植的临床疗效[4]。单细胞转录

组学在细胞水平上分析基因表达，可以揭示胰岛细胞

类型和状态的多样性。在 T1DM 及胰岛移植相关研

究中，单细胞转录组学能够测量及推断胰岛细胞的转

录本的动态变化，在细胞层面上为胰岛发育及损伤的

分子机制及药物靶点鉴定提供了新视角[5-6]。本研究

旨在应用单细胞转录组学探讨胰岛损伤过程中的潜在

分子机制和各个细胞亚群的动态变化，通过生物信息

学鉴定并验证胰岛损伤中的核心转录因子，以期为优

化胰岛保存技术、提高胰岛细胞存活率和功能提供科

学依据和新的治疗靶点。
 

1    材料与方法
 

1.1    单细胞转录组数据获取与处理

从 基 因 表 达 综 合 （Gene  Expression  Omnibus，

GEO）数据库下载小鼠胰岛的单细胞转录组数据

（GSE183010）。在胰岛缺血性损伤以及胰岛移植过

程中，炎症被认为是促进胰岛损伤的重要机制之一。

在该数据集中，处理组使用炎症因子处理小鼠胰岛，

模拟胰岛损伤过程中的炎症反应，对照组不进行处

理。单细胞转录组数据基于 Seurat 包（4.4.0 版本）

进行处理，纳入线粒体基因比例小于 10%、检测到的

基因数大于 500 及基因表达总 Count 数大于 500 的细

胞，而后进行数据的归一化及放缩[7]。该数据集共包

括 4 个样本，为了去除不同样本间处理因素外的批次

效应，基于 rpca 方法进行数据整合。在数据整合后，

通过主成分分析和降维，对细胞进行聚类分析。根据

既往研究中确定的小鼠胰岛中各个细胞亚群的标志物

进行细胞注释，并计算各个细胞亚群所占的比例[8-9]。 

1.2    细胞互作分析

细胞互作分析是一种利用单细胞转录组数据来研

究不同细胞亚型之间通讯的技术。本研究在处理组

中，应用 CellChat 包（1.6.1 版本）基于细胞表面受

体和配体的表达情况，推断细胞间的相互作用。该算

法通过输入细胞的基因表达数据，并将基因表达与信

号配体、受体与其同因子之间的相互作用的先验数据

相结合来对细胞-细胞通信的概率进行模拟[7]。 

1.3    β细胞的基因集富集分析及差异转录因子鉴定

使用 FindMarkers 函数来识别处理组和对照组的
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β 细胞中的基因差异表达情况，随后基于 GSVA 包

（ 1.46.0 版 本 ） 进 行 基 因 集 富 集 分 析 （ gene  set

enrichment analysis，GSEA）。GSEA 的数据集源于

MSigDB 数 据 库 ， 包 括 m2.cp.reactome.v2023.2.Mm.

symbols 及mh.all.v2023.2.Mm.symbols，校正后的P 值<

0.05 被认为是显著富集的。转录因子在调控其基因转

录的过程中发挥着重要作用， |log2FC|>2、校正后

P 值<0.001 且细胞占比>0.1 的转录因子被认为是在

β 细胞中差异表达。 

1.4    微阵列数据处理

于 GEO 数据库获取人胰岛缺血性损伤的数据集

（GSE89120）。该数据集中，胰岛来自脑死亡供者

和在胰腺肿瘤手术中获得的正常胰岛，使用 limma 包

（3.54.2 版本）对数据进行校正，随后基于 t 检验比

较单细胞转录组中鉴定的转录因子。 

1.5    转录因子验证

本研究中胰腺来源于 5 例供者，由陕西省红十字

会以及西安交通大学第一附属医院人体器官移植伦理

委员会批准（审批号：DCD20230119、DCD20230227、

DCD20240070、 DCD20240075、 DCD20240082） ，

均来源于公民逝世后器官捐献，由西安交通大学第一

附属医院捐献器官获取与分配科获取。

对于冷保存 0、12、24、48、72 h 的胰腺组织，

采用胶原酶消化方法、不连续密度梯度法分离胰岛细

胞，裂解后提取总蛋白。采用蛋白质印迹法检测早期

生 长 反 应 因 子 （ early  growth  response，EGR）1 及

GAPDH 表达，并使用 ImageJ 软件进行分析。 

1.6    转录因子下游靶基因的鉴定

基于 TRRUST 数据库，预测转录因子 EGR1 的

下游靶基因，使用 Cytoscape 进行可视化。 

1.7    统计学方法

所有统计分析及可视化基于 R 语言（4.1.2 版

本），双侧 P<0.05 为差异有统计学意义。 

2    结　果
 

2.1    小鼠胰岛损伤的单细胞转录组

对原始数据进行去除批次效应后的结果见图 1A，

处理组与对照组中的细胞亚群无明显的批次效应。基

于降维及聚类分析，得到了 14 个细胞分群（图 1B）。

结合既往研究对各个分群进行手动注释，最终得到

7 个不同的细胞亚群，分别为 β 细胞、α 细胞、δ 细

胞、巨噬细胞、内皮细胞、星形细胞以及导管细胞

（图 1C、D）。在各个细胞亚群中，β 细胞在对照组

及处理组中占据的比例均最大（图 1E）。 

2.2    细胞互作网络

导管细胞与其他细胞之间相互作用的数量及强度

均为最高（图 2）。以 β 细胞作为配体，共筛选出

81 个相互作用对（图 3），其中强度前 5 的细胞通讯

均为细胞通过分泌的信号分子进行的，分别是降钙素

受 体 介 导 的 信 号 传 导 通 路 （β 细 胞 和 内 皮 细 胞 ，

0.45）、巨噬细胞迁移抑制因子介导的信号传导通路

（β 细胞与导管细胞，0.45；β 细胞与巨噬细胞，0.41）

及胰岛素通路（β 细胞与内皮细胞，0.38 及 0.36）。 

2.3    基因集富集分析

对 β 细胞的 GSEA 结果显示，reactome 数据集中

前 5 上调的基因集分别是抗原加工交叉提呈、白细胞

介素 1 家族信号传导、TNFR2 非典型核因子（nuclear

factor，NF）-κB 途径、真核生物的翻译起始及淋巴

细胞和非淋巴细胞之间的免疫调节相互作用；前 5 下

调的基因集分别是离子稳态、胶原蛋白生物合成和修

 

注：A 图为组别的降维聚类图；B 图为细胞聚类的降维聚类图；C 图为细胞亚群的降维聚类图；D 图为各细胞亚群的

标志基因；E 图为各细胞亚群所占的比例。

图 1    小鼠胰岛的单细胞转录组学

Figure 1    Single cell transcriptomics of mouse pancreatic islets
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饰酶、肽类激素代谢、P 型三磷酸腺苷（adenosine

triphosphate，ATP）酶的离子传输、血小板钙稳态。

在 hallmark 数据集中，前 5 上调的基因集分别是

干 扰 素 γ 反 应 、 干 扰 素 α 反 应 、 通 过 NF-κB 的

TNFA 信号传导、同种异体排斥反应及炎症反应；下

调的基因集有胰岛 β 细胞及胆汁酸代谢。
 

2.4    差异转录因子的鉴定

β 细胞中，在炎症因子处理组和对照组间共鉴定

出 407 个差异表达基因，其中 229 个上调，178 个下

调（图 4）。与小鼠的转录因子取交集后，共得到差

异表达的转录因子 28 个（表 1）。人胰岛缺血的微

阵列数据集分析结果显示，EGR1、NF-κB 抑制因子

α（NF-κB  inhibitor  α，NFKBIA） 及 转 录 激 活 因 子

3（activating transcription factor 3，ATF3）表达差异

有统计学意义（均为 P<0.05），并且其表达方向和

单细胞转录组一致，其中 EGR1 在微阵列数据中的平

均表达量最高（图 5）。
 

2.5    转录因子的验证

由于 EGR1 在小鼠单细胞转录组中的 β 细胞和人

胰岛缺血性损伤的数据集中均表达下调，并且其平均

表达量高于其余 2 个转录因子，因此选择 EGR1 进行

验证。结果显示，冷缺血 24 h、48 h 及 72 h 后 EGR1

蛋白相对表达量均下降（均为 P<0.05，图 6）。 

2.6    转录因子下游靶基因预测

共预测 EGR1 下游的靶基因 71 个（图 7），其中

7 个基因在单细胞转录组数据中差异表达（表 2），

6 个基因在处理组中上调，分别为 CCL2、ICAM1、

SOCS1、FAS、GADD45B、IL1B；PDX1 下调。 

3    讨　论

胰岛移植过程包括获取供者胰腺，从胰腺中分离

出胰岛并通过门静脉或肝外部位移植[10]。在移植过程

中，炎症反应和胰岛移植的结局密切相关[11-14]。炎症

因子可诱发细胞程序性死亡，导致胰岛细胞损伤。胰岛

 

图 2    小鼠胰岛中各细胞亚群间细胞通讯的数目以及强度

Figure 2    The number and intensity of cell communication
among various subpopulations of cells in mouse islets

 

图 3    小鼠胰岛细胞间通讯分布

Figure 3    Distribution of intercellular communication in
mouse islets

 

图 4    胰岛 β细胞中的差异表达基因

Figure 4    Differentially expressed genes in pancreatic islet
β cells
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表 1    差异表达的转录因子

Table 1    Differentially expressed transcription factors

基因 log2FC 校正后P值 基因 log2FC 校正后P值

TNFAIP3 3.40 P<0.001 STAT1 3.73 P<0.001

IRF8 6.07 P<0.001 STAT2 2.79 P<0.001

NFKB2 2.10 P<0.001 IRF1 3.03 P<0.001

DACH1 −2.19   P<0.001 PDX1 −2.59   P<0.001

LMO2 3.53 P<0.001 DDIT3 2.55 P<0.001

FOS −2.24   P<0.001 MAFA −3.77   P<0.001

NR1H3 −3.29   P<0.001 IRF9 2.28 P<0.001

NOTCH1 −2.32   P<0.001 NFKBIA 2.31 P<0.001

ETV1 −2.61   P<0.001 IRF7 2.34 P<0.001

NPAS2 2.33 P<0.001 NUPR1 2.70 P<0.001

BCL6B −2.01   P<0.001 EGR1 −2.78   P<0.001

CTF1 −2.42   P<0.001 ATF3 3.31 P<0.001

E2F1 −2.31   P<0.001 SOX4 −2.32   P<0.001

HNF1B −2.03   P<0.001 CSF1 2.47 P<0.001

 

注：A 图为脑死亡供者胰岛和正常胰岛转录因子表达比较，与正常胰岛组比较，aP<0.05；B 图为 GSE89120 数据集中

转录因子表达；C 图为对照组与处理组 EGR1 表达比较；D 图为对照组与处理组 NFKBIA 表达比较；E 图为对照组与处理

组 ATF3 表达比较。

图 5    差异表达转录因子的表达

Figure 5    Expression of differentially expressed transcription factors
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细胞还可以直接接收信号传导，激活多种胰岛转录因

子[15]，导致程序性死亡基因转录，并最终导致胰岛细

胞死亡。研究人员正利用胰岛培养的离体期来进行

基因修饰，以永久修饰胰岛并提高胰岛对炎症损伤的

抵抗力。单细胞测序技术近年也被广泛应用于胰岛

相关的研究中，揭示细胞异质性和免疫微环境的复

杂性[16-19]。

本研究使用小鼠胰岛的单细胞转录组学，发现排

斥反应过程在炎症因子处理后富集，表明炎症因子处

理和胰岛移植排斥反应有相近的转录本变化。离子稳

态以及 P 型 ATP 酶的离子传输均在炎症因子处理后

下调，表明炎症因子能通过影响离子稳态以及跨膜转

运，导致细胞内钠、钙离子的浓度失衡，破坏细胞膜

电位和信号传导，最终引发细胞凋亡和功能障碍[20]。

肽类激素在维持胰岛细胞功能和全身代谢平衡中扮演

着关键角色[21]，β 细胞分泌的胰岛素是最重要的肽类

激素之一，它调节血糖水平，并通过复杂的反馈机制

影响其他激素的分泌和代谢。本研究发现炎症因子处

理后 β 细胞中的肽类激素代谢显著下调，表明炎症反

应会损害 β 细胞胰岛素的分泌。此外肽类激素的合成

和分泌也依赖于内质网的正常功能，因此在该过程也

可能产生了内质网应激，影响胰岛素的折叠和分泌[22]。

胆汁酸代谢也是本研究发现胰岛损伤过程中潜在的靶

点，该过程显著下调。胆汁酸可以促进胰岛素分泌[23]，

并抑制炎症反应，改善胰岛素抵抗[24]。本研究基于细

胞通讯分析揭示了 β 细胞和其他细胞间的串扰，这对

于维持胰岛的正常功能和完整性至关重要[25]。β 细胞

与内皮细胞之间通过降钙素受体介导的信号传导途径

的互作，强调了血管化在胰岛移植中的关键作用。内

皮细胞通过促进移植胰岛的血管再生，促进其存活和

增强其功能。通过 VEGF-A 等因子增强血管反应可

以显著影响胰岛移植的成功率，但需要找到最佳剂

量，以免过表达导致炎症和胰岛功能受损[26]。β 细胞

和内皮细胞之间的胰岛素信号通路不仅控制葡萄糖稳

态，而且在移植胰岛的功能整合中发挥作用，维持有

效的胰岛素信号传导对 β 细胞移植的整体成功至关重

 

注：与 0 h 比较，aP<0.05。

图 6    胰岛冷缺血处理后 EGR1 蛋白表达

Figure 6    Expression of EGR1 protein of pancreatic islets after cold ischemia treatment

 

图 7    EGR1 下游靶基因

Figure 7    Downstream target genes of EGR1

 

表 2    EGR1 下游靶基因的功能

Table 2    Function of downstream target genes of EGR1

基因 中文全称 基因功能

CCL2 CC基因趋化因子配体2
在炎症和免疫应答中起
重要作用

ICAM1 细胞间黏附分子1 参与白细胞黏附及迁移

SOCS1 抑制性细胞因子1 负调控细胞因子信号传导

FAS 细胞凋亡因子 参与调控细胞凋亡

GADD45B
生长停滞和DNA损伤
诱导蛋白45β

在细胞周期控制和DNA
修复中起作用

IL1B 白细胞介素-1β 参与炎症反应

PDX1 胰岛生成因子1
在胰腺发育和β细胞功能
维持中起重要作用

第 6 期 董博清等．基于单细胞转录组学分析胰岛缺血性损伤分子机制及核心转录因子的鉴定 ·925·   



要。巨噬细胞通过巨噬细胞迁移抑制因子信号通路

与 β 细胞的相互作用具有双重作用：一方面，巨噬细

胞通过分泌细胞分子促进 β 细胞再生和增殖；另一方

面，巨噬细胞也参与炎症反应，如果调控不当，可能

导致 β 细胞损伤[25]。研究者正探索如何利用巨噬细胞

的有益效应，同时减轻其负面影响，包括使用间充质

干细胞调节巨噬细胞活性[16,27]。胰岛微环境对于 β 细

胞正常功能有重要作用，通过调控 β 细胞与内皮细胞

和巨噬细胞的相互作用，有助于改善移植胰岛的血管

化、减少炎症反应并促进 β 细胞增殖。

本 研 究 鉴 定 出 差 异 表 达 的 转 录 因 子 EGR1、

NFKBIA 及 ATF3。EGR1 是早期生长反应基因，其

表达迅速且短暂地响应多种刺激，包括生长因子、应

激信号、细胞外基质的变化和炎症因子，在细胞应激

反应、增殖、分化和凋亡等多种生物学过程中发挥重

要作用[28]。既往研究表明葡萄糖稳态和胰岛大小受

EGR1 调控，β 细胞中 EGR1 的下调会导致葡萄糖稳

态失调[29]。Leu 等[30] 发现 EGR1 敲除小鼠无法分泌足

够的胰岛素来清除葡萄糖，且 EGR1 缺乏的胰岛未能

维持 β 细胞对于应激的转录反应。本研究还发现胰

岛 EGR1 的表达随着冷缺血时间的延长而降低，既往研

究也发现 EGR1 和缺血性损伤密切相关[31-32]。NFKBIA
的激活与多种死亡效应子保护靶细胞免受细胞凋亡有

关，其编码的蛋白能抑制 NF-κB 的活性，阻止其转

入细胞核，从而抑制 NF-κB 介导的基因转录。然而

NF-κB 的活化和 β 细胞死亡的关联仍存在争议，在许

多研究中得出了相反的结论[33-35]。ATF3 是转录因子

ATF/CREB 家族的成员，其基因表达由多种细胞外信

号诱导，包括细胞因子、趋化因子、缺氧、DNA 损

伤、内质网应激等。然而，ATF3 在胰岛中的作用较

为复杂，存在不同的转录调控网络[36-38]。ATF3 在调

节胰岛细胞凋亡中发挥着复杂的作用，一方面 ATF3
的上调可能促进胰岛细胞的凋亡，导致胰岛功能减

退；另一方面 ATF3 也可能参与细胞的保护性应激反

应，减轻胰岛细胞受损程度，纠正代谢紊乱。

综上所述，本研究基于小鼠的单细胞转录组学筛

选并使用不同冷缺血时间的供者胰岛验证了转录因

子 EGR1 的表达，后续将进一步研究该转录因子的功

能，结合更多临床样本，探讨其在不同供者来源（脑

死亡、心脏死亡）及胰岛移植阶段（获取、分离与移

植后）的表达变化和功能验证，并探索基因修饰方

法，为进一步优化胰岛保存技术、提高胰岛细胞存活

率和功能提供了新的科学依据和潜在的治疗靶点。
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