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自然衰老小鼠脂肪组织中免疫细胞的变化及其临床意义
肖　 飞1,伍玉洁2,袁维敏2,许展翔2,孙崇奎2,孙　 颖1,2

1. 成都中医药大学医学与生命科学学院,四川 成都 611137;2. 四川省医学科学院·四川省人民医院(电子科技大学附属医院)
老年医学中心,四川 成都 610072

【摘要】 　 目的　 使用单核转录组测序技术测定脂肪组织中免疫细胞亚类在老龄化过程中的变化,探讨其在免疫衰老和

炎性衰老相关疾病中的作用。 方法　 从 2 月龄和 26 月龄(相当于人类年龄 20 岁和 80 岁)C57BL / 6J 小鼠获取脂肪组织样本,
提取总 RNA,构建文库并进行转录组测序。 通过筛选差异表达基因并进行 GO 与 KEGG 分析,分析免疫细胞亚类在老龄脂肪

组织中的作用。 利用细胞通讯分析(CellChat)分析免疫细胞各亚群之间的细胞互作联系。 结果　 脂肪组织在衰老过程中,出
现促炎性 M1 型巨噬细胞和 CD8 γδ T 细胞比例的增加,而抗炎性 M2 型巨噬细胞和 Naive B 细胞比例减少。 CD8 γδ T 细胞和

活化的 Naive B cells 的比例和绝对数量变化最为显著,并且其差异基因数量最多。 CellChat 分析得到老龄组免疫细胞间的互

作对(253 个)较年轻组(298 个)减少,免疫细胞间的互作呈现持续慢性低度炎症状态。 结论　 通过单核转录组测序鉴定出老

龄过程中脂肪组织中免疫细胞的显著变化,揭示了脂肪组织中免疫细胞在维持组织稳态和调节局部炎症反应中的作用。 这

一研究可为解释免疫衰老提供科学依据,为预防和治疗免疫衰老相关疾病提供了新的思路。
【关键词】 　 脂肪组织;免疫细胞;富集分析;细胞通讯

【中图分类号】 R339. 38　 　 　 【文献标志码】 A　 　 　 【文章编号】 1672-6170(2025)05-0059-07

Changes in immune cells in adipose tissue of naturally aged mice and their clinical signifi-
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2. Sichuan Academy of Medical Sciences & Sichuan Provincial People’s Hospital(Affiliated Hospital of Uni-
versity of Electronic Science and Technology of China), Chengdu 610072, China

【Corresponding author】　 SUN Ying
【Abstract】　 Objective　 To determine the changes in immune cell subsets in adipose tissue during aging and to explore their

role in immune aging and inflammatory aging-related diseases by using single-nucleus transcriptome sequencing technology. Methods　
Adipose tissue samples were obtained from 2 months and 26 months C57BL / 6J mice ( equivalent to 20 and 80 years old in human
age). Total RNA was extracted, libraries were constructed, and transcriptome sequencing was performed. The roles of immune cell
subtypes in aged adipose tissue were analyzed by screening differentially expressed genes and conducting GO and KEGG analyses. Cell
communication among immune cell subgroups was examined using CellChat analysis. Results　 During the aging process, there was an
increase in the proportion of pro-inflammatory M1 macrophages and CD8 γδ T cells in adipose tissue, while the proportion of anti-in-
flammatory M2 macrophages and Naive B cells decreased. The changes in the proportion and absolute number of CD8 γδ T cells and
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activated Naive B cells were the most significant, with the largest number of differentially expressed genes. CellChat analysis revealed
that the number of interactions among immune cells in the aged group (253 interactions) was reduced compared to the young group
(298 interactions), with immune cell interactions exhibiting a chronic and persistent low-grade inflammatory state. Conclusions　 Sin-
gle-nucleus transcriptome sequencing has identified significant changes in immune cells within adipose tissue during aging. This reveals
the roles of immune cells in maintaining tissue homeostasis and regulating local inflammatory responses. This study provides scientific
evidence for explaining immune aging and new perspectives for preventing and treating immune aging-related diseases.

【Key words】　 Adipose tissue; Immune cells; Enrichment analysis; Cell communication

　 　 随着年龄增长,机体会逐渐进入一种系统性慢

性炎症状态[1] 。 这种慢性炎症状态与动脉粥样硬化

性疾病[2]、代谢性疾病[3]、阿尔茨海默症[4] 等多种

年龄相关疾病的发生密切相关。 国内外研究均有

提示,随着机体衰老,免疫细胞会发生一系列变

化[5]。 骨髓生态[6]、先天免疫细胞和适应性免疫细

胞的衰老是关键因素[7],它们共同导致了高水平的

无菌性炎症和多种炎症因子的释放,这些因子成为

炎症性衰老的标志[8]。
脂肪组织在全身健康和衰老过程中扮演了重

要角色[9, 10]。 作为最大的能量储存器和内分泌器

官,脂肪组织维持着葡萄糖、脂质和能量的稳态,同
时也对衰老相关的系统性变化和疾病风险产生深

远影响[11]。 研究发现,小鼠的白色脂肪组织会早于

其他器官出现老化相关的基因表达变化,提示脂肪

组织可能在炎症性衰老中起到驱动作用[12]。 脂肪

组织的衰老主要表现在以下几个方面:脂肪组织的

重分布、脂肪祖细胞和干细胞功能的减退以及脂肪

细胞自身的衰老[13]。 此外,脂肪组织中大量存在的

免疫细胞不仅对能量储存具有重要意义,还可能在

炎症性衰老的进程中发挥重要作用[14]。 因此,研究

脂肪组织中免疫细胞伴随衰老出现的变化,对于揭

示全身性炎症反应的机制,进而为免疫衰老相关疾

病的预防和治疗提供新策略,具有重要意义。 本研

究将通过单核转录组测序技术,探讨这些免疫细胞

亚类的变化。

【基金项目】国家自然科学基金资助项目(编号:82102575);四

川省科技计划项目(编号:2021YJ0564)
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1　 资料与方法

1. 1　 一般资料　 实验于 2023 年 6 月在四川省人

民医院老年疾病研究所完成采样。 研究对象为雌

性 C57BL / 6J 小鼠,共 8 只,其中 2 月龄(2M)4 只、
26 月龄(26M)4 只。 每只小鼠分别采集腹股沟皮下

脂肪和性腺周围内脏脂肪组织样本。 小鼠按照标

准实验条件饲养,遵循 12 小时的光照 /黑暗周期,自
由进食和饮水。 在采样前,小鼠经过全面健康评

估,包括体重、活动水平、食欲、毛发和皮肤状况等

方面。 确保小鼠无异常行为或生理迹象,并测量体

温、心率、呼吸频率和血压,以保证这些指标在正常

范围内。 饲养环境也经过严格检查,确保清洁、适
宜的温度、湿度和通风条件。 从 2 月龄和 26 月龄的

雌性 C57BL / 6J 小鼠中分离出皮下和内脏脂肪组

织,每个年龄组各两个样本。 总共收集八个样本用

于单核转录组测序。 组织样本用预冷的 PBS-EDTA
溶液清洗后,使用 GEXSCOPE®细胞核分离溶液进

行细胞核提取,并在 PBSE 中重悬。 通过 40 微米滤

器过滤并用 DAPI 染色,确保细胞核鉴定为 DAPI 阳
性单体。
1. 2　 单核 RNA 测序 　 将单核悬液浓度调整为(3
~ 4) ×105 核 / ml 的 PBS 溶液后加载至微流控芯

片,利用 GEXSCOPE®单核 RNA 测序试剂盒( Sin-
gleron Biotechnologies)按说明书构建 snRNA-seq 文

库,于 Illumina HiSeq×10 平台行 150 bp 配对末端测

序,皮下与内脏脂肪组织采用相同测序方案。 实验

流程如下:先以 Qubit dsDNA HS Assay Kit 定量双链

DNA,将文库按摩尔浓度平衡至 2 nM 并混合于同

一泳道,通过 Hamilton 自动化系统完成样本均匀化

处理;随后合并样本并调整 PhiX 浓度至 0． 25 nM,
涡旋离心后冰上备用;最终经 NovaSeq Xp 工作流程

参数配置后启动测序。 数据质控标准为 nFeature_
RNA>500、nCount_RNA>1000 且 percent. mt<15% ,
采用 Celescope 工具将序列比对至 Mus musculus
GRCm39 基因组,借助 Harmony 校正批次效应。 基

于 Seurat 平台进行生物信息学分析,通过 PCA 的

ElbowPlot 确定 30 个主成分维度,以 clustree 优化

0． 1 分辨率的 UMAP 降维聚类,结合已知标志基因

完成细胞群注释,利用 FindMarkers( log2FC>1,P<
0． 05)筛选差异基因,并行 Monocle3 与 Velocity 轨

迹分析以解析基因表达动态。
1. 3　 数据的注释及整合 　 在单核 RNA 测序分析

中,使用 Seurat 包的 runUMAP 函数进行数据降维和

可视化。 通过主成分分析(PCA),识别数据中的主

要变异性,并选择 30 个主成分,基于 ElbowPlot 的结

果来避免过度拟合。 使用 clustree 方法以 0． 1 的分

辨率对数据进行聚类,细致定义不同的细胞群体。
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这种方法基于基因表达模式对细胞进行分类,识别

出不同的细胞群体。 在细胞类型注释方面,参考特

定于脂肪组织的已发布标记基因,并结合 Seurat 分
析结果,更准确地识别不同的细胞类型。 整个过程

中,监控数据质量和聚类结果,确保结果可靠。
1. 4　 细胞通讯分析　 在使用 Monocle v3 包重建细

胞轨迹,基于单分子标签技术(Unique Molecular I-
dentifier, UMI)矩阵和一组可变基因,揭示细胞分化

路径。 为 确 保 拟 时 序 分 析 的 准 确 性, 使 用

CytoTRACE v3． 7． 1 进行验证,确认分析起点并验证

轨迹的真实性。 使用 CellChat 软件深入探索细胞间

的交流机制。 CellChat 具有全面的配体-受体数据

库,能系统分析细胞间信号传递。 在小鼠脂肪组织

的衰老研究中,CellChat 帮助识别不同细胞类型间

的通讯信号,并揭示随衰老进程变化的细胞间通讯

网络。 这有助于理解衰老过程中脂肪组织内免疫

细胞的相互作用和影响,揭示衰老背后的免疫细胞

分子机制。
2　 结果

2. 1　 脂肪组织中免疫细胞重注释　 使用 UMAP 降

维分析了 2 月龄和 26 月龄小鼠脂肪组织中的免疫

细胞群体(图 1)。 包括 CD8 γδ T 细胞(表达如 Cd2
和 Lef1)、Naive B 细胞(表达如 Ighm 和 Lef1)、M2
型巨噬细胞(表达如 Pparg 和 Cd55)、M1 型巨噬细

胞(表达如 Cd55)、Naive CD4 T 细胞(表达如 Lef1
和 Cd2)、增殖中的 T 细胞(表达如 Top2a、Cenpe 和

Cd2)、活化的 B 细胞(表达如 Cd79b 和 Cd9)、LAM
(脂肪相关巨噬细胞,表达如 Lyz2 和 Adgre1) 和

MME(骨髓源性巨噬细胞,表达如 Il7r 和 Cd55)(图
2)。 可以观察到,随着小鼠年龄的增长,各细胞群

体的比例发生了显著变化。 柱状图进一步量化了

不同细胞亚群在 2 月龄和 26 月龄小鼠中的比例变

化。 结果显示,衰老伴随着促炎性 M1 型巨噬细胞

和 CD8 γδ T 细胞比例的增加,而抗炎性 M2 型巨噬

细胞和 Naive B 细胞比例减少。 此外,26 月龄小鼠

中活化的 B 细胞和 Naive CD4 T 细胞的数量也显著

下降。 右下角的柱状图展示了不同细胞亚群的绝

对数量,确认了以上比例变化的趋势(图 3)。

图 1　 免疫细胞重注释及其 marker gene 气泡图　 a: 免疫细胞重注释图;b: 每个亚类 marker gene 图

图 2　 年轻与老龄小鼠免疫细胞亚类 UMAP 图
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图 3　 免疫细胞各亚类中年轻和老龄鼠来源的细胞占比图

2. 2　 免疫细胞差异基因富集分析　 对小鼠脂肪组

织中的免疫细胞进行了富集分析, 结果显示:
CD8γδT 细胞和活化的 Naive B 细胞差异基因数量

最多。 进一步对这些细胞的差异基因进行了上下

调富集分析。 在 CD8γδT 细胞中,下调的基因通路

主要包括白细胞分化、白细胞激活、T 细胞分化、T
细胞激活、白细胞分化的正调控、炎症反应、T 细胞

迁移、髓系细胞分化、细胞激活的正调控和 Th17 细

胞分化(图 4)。 在 Naive B 细胞中,下调的基因通路

主要涉及免疫反应的正调控、B 细胞受体信号通路、
免疫反应的激活、先天免疫反应的激活、白细胞激

活的调控、胞内受体信号通路、细胞表面受体信号

通路激活免疫反应、防御反应的正调控、对生物刺

激的反应调控和对外部刺激反应的正调控(图 5)。
2. 3　 免疫细胞各亚群之间的细胞互作分析　 进一

步分析老龄小鼠与年轻小鼠之间的免疫细胞相互

作用模式,揭示了衰老对免疫细胞通信网络的影

响。 通过 CellChat 分析,发现年轻组有 298 个互作

对,而老年组有 253 个互作对(图 6、图 7)。 在老龄

小鼠中,免疫细胞之间的互作对显示出与年轻小鼠

不同的变化,具体来说,老龄小鼠中巨噬细胞 M1 与

Naive CD4 T 细胞之间的相互作用增加,此外,老龄

小鼠中巨噬细胞 M2 与 Naive B 细胞之间的相互作

用减少,同时,还观察到 Naive CD4 T 细胞与增殖 T
细胞之间的相互作用在老龄小鼠中也减少(图 8)。

图 4　 CD8γδT 上下调通路　 a:CD8γδT 在老龄小鼠中的上调通路;b:CD8γδT 在老龄小鼠中的下调通路

图 5　 Naive B cells 上下调通路　 a:Naive B cells 在老龄小鼠中的上调通路;b:Naive B cells 在老龄小鼠中的下调通路
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