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单细胞测序在肺癌中的研究进展
俞孟军  谭金晶  王敬慧

【摘要】肺癌是世界上死亡率最高的恶性肿瘤，肿瘤内部存在着明显的异质性，目前研究认为这种异质性在

肺癌研究中有重要的临床意义。对于这种异质性的研究通常使用测序技术，而一般测序技术只能从整体的角度解释

样本之间的差异，其分辨率不足以描绘单个细胞之间的差异。因此人们迫切希望从单细胞层面来获得肿瘤微环境中

的细胞类型、状态和亚群分布以及细胞之间的通讯行为等信息。单细胞测序技术解决了这一难题。利用该技术将有

助于深入了解肺癌的发生和发展机制，并发现新的诊断标记物和治疗靶点，为今后肺癌患者的精准治疗提供理论参

考。本文介绍了单细胞测序技术的发展，并重点讨论了其在肺癌肿瘤异质性、肺癌肿瘤微环境、肺癌侵袭和转移以

及治疗反应和耐药等方面的研究。
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肺癌是世界上死亡率最高的恶性肿瘤。据最 新的

Cancer Statistics 2021数据显示，预计2021年美国新发肺癌

占癌症新发病例的12.4%，并会导致21.7%的癌症死亡，是

致死率最高的恶性肿瘤[1]。根据国家癌症中心2019年发布

的数据，肺癌是2015年我国发病率和死亡率最高的癌症[2]。

目前肺癌的主要治疗方式为手术、化疗、放疗、靶向和免疫

治疗等。靶向治疗的出现对于有特定驱动基因突变的患者

产生了良好的治疗效果，但不可避免地发生耐药和疾病进

展等问题[3,4]。同时，缺乏预测疗效的生物标志物和缓解率

较低限制了免疫治疗的临床发展。肿瘤异质性是肿瘤治疗

面临困难的重要原因。目前认为单细胞层面的研究能够获

得更多的关于肿瘤异质性的有价值信息。汤富酬实验室在

2009年应用单细胞RNA测序（single-cell RNA sequencing, 

scRNA-seq）分析单个小鼠的转录组[5]，使单细胞层面的分

析成为可能。肺癌常常表现出瘤内基因组的显著差异性，

其克隆的多样性影响了临床的诊断和治疗[6]。单细胞测序

（single-cell sequencing, SCS）技术的应用为了解肺癌免疫

微环境、发生和发展以及免疫治疗机制提供了可能[7]。本

文将介绍单细胞测序技术的相关进展，并对其在肺癌肿

瘤异质性、肿瘤微环境、侵袭和转移及治疗反应和耐药性

等方面进行综述。
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1	 单细胞测序技术

单细胞测序的目的是 通过 新一代测序技术（n e x t 

generation sequencing, NGS）来识别单个细胞的基因组序

列信息，并获得细胞间遗传物质和蛋白质差异的信息，从

而更好地了解单个细胞在微环境中的作用[8]。单细胞测序

还可以研究单核苷酸变异、拷贝数变异、单个细胞DNA水

平的基因组结构变化、RNA水平的基因表达变化、基因融

合、选择性剪接、DNA甲基化和组蛋白修饰等[9]。

1.1  单细胞测序技术的发展   单细胞测序的步骤主要包

括：单细胞分离、核酸扩增、构建文库、高通量测序和数据

分析。其关键是提取获得完整的有活力的靶细胞。用于单

细胞分离的技术方法很多，包括梯度稀释法[10]、机械显微

操作技术[11]、激光捕获显微切割技术[12]、荧光激活细胞

分选[13]、免疫磁分离[14]、微流控平台[15]等。

目前常用的单细胞测序平台有S M A R T- s e q 2 [16]、

Fluidigm C1[17]、10X Genomics[18]、BD Rhapsody[18]等。10X是

到目前为止商业化最成功的平台，在主流高影响因子的期

刊上有可信的数据发表，并且都与Smart-Seq数据的结果存

在比较。其优点包括高通量、低成本、操作简便、流程自动

化程度高、支持文献数量多等。但对细胞总量及活性要求

高，缺乏质控点及平台环境较为封闭等不足也限制了其进

一步的推广。总的来说，研究者应根据自己的需求选择适

合自己的单细胞测序平台。

1.2  单细胞测序技术的应用方向  单细胞测序主要应用

于单细胞基因组测序（DNA测序）、转录组测序（R NA测

序）、表观遗传测序及空间转录组测序等，它们可以揭示细

胞在不同阶段的功能和不同方面的特征。

单细胞基因组测序技术将分离的单个细胞的DNA进

行扩增后进行高通量测序，用于揭示细胞群体间差异和

细胞进化关系。到目前为止，这种测序技术主要用于发现

DNA分子中的异常[19]。单细胞转录组测序技术主要应用

于胚胎发育、免疫系统和肿瘤多个领域，鉴定多种组织中

不同类型细胞转录组特征。除了基因组本身，表观遗传修

饰（特别是DNA甲基化）和不同的染色质成分在基因表达

调控中也起着重要作用[20]。单细胞测序技术的快速发展

使在单细胞水平上测量DNA甲基化成为可能。通过这些

单细胞表观基因组研究，可以在单细胞分辨率下分析有关

染色质修饰及其潜在调控效应的信息，能够补充单细胞

DNA测序和RNA测序获得的DNA变异和RNA表达之外的

数据[21]。

单细胞空间转录组[22]分析将基因的表达与组织切片

的免疫组化图像进行整合，从而将组织内不同细胞的基因

表达信息定位到组织的原始空间位置上去，区分哪些基因

在组织内是活跃的，可以直观检测组织中不同部位基因表

达的差异。目前单细胞空间转录组测序技术主要用于神经

科学、生物发育和肿瘤等多个领域，为细胞功能、表型和

组织微环境中位置的关系提供了重要信息。

2	 单细胞测序在肺癌中的应用

单细胞测序技术在解析人类癌症细胞和生物复杂性

方面起到了重要作用，其中许多癌症是高度异质性的，这

是因为除了不同的恶性细胞亚群外，还有各种基质和免疫

细胞类型。目前单细胞测序技术在黑色素瘤[23]、乳腺癌[24]、

结直肠癌[25]等肿瘤中有了广泛的应用，对肺癌的研究也在

不断深入。

2.1  肿瘤异质性  近年来，人们对于单个肿瘤中存在的细胞

多样性有了一定的了解，但对于这种异质性如何影响肿瘤

行为和临床结局仍处于萌芽阶段[26]。

如果能对早期肺结节的细胞类型和基因图谱有所了

解，那么人们就能更好地理解早期肺癌的发生和发展的

机制，做到早筛早诊早治。Lu等[27]使用scR NA-seq技术在

单细胞水平上解析磨玻璃结节腺癌（ground glass nodules 

adenocarcinoma, GGN-ADC）的全面图谱，成功鉴定出肿

瘤细胞、内皮细胞、T细胞等8种细胞类型。通过对GGN-

ADC中细胞表型的全面分析，他们对肺癌的致癌作用有了

更深刻的理解，这将有助于今后的预防和治疗。

肺癌的死亡率高和治疗预后差主要在于其异质性，为

了剖析肺癌的这种异质性，Maynard等[28]从30例肺癌患者

中，获取了49份临床活检标本，这些标本分别来自治疗前

和治疗中。通过对比治疗前后肿瘤微环境所发生的变化，

他们发现这些细胞展现出了极为复杂和动态的肿瘤生态

系统。癌细胞的scR NA-seq能比临床常规基因检测方法发

现更多的靶向癌基因。治疗后存活的癌细胞表现出肺泡细

胞通路活化特征，提示治疗可诱导癌细胞向原始细胞状态

转变。这表明癌细胞和肿瘤微环境会在抗癌药的作用下，

变得更有可塑性。

2.2  肿瘤微环境  单细胞技术已被用于描述肺癌[29]、乳腺

癌[30]、结直肠癌[31]、头颈鳞状细胞癌[32]等的肿瘤微环境

（tumor microenvironment, TME），包括免疫细胞和基质细

胞，这是其余方法无法实现的。

肿瘤浸润性髓样细胞（tumor-infiltrating myeloid cells, 

TIMs）包含单核细胞、巨噬细胞、树突状细胞和嗜中性粒
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细胞，已成为癌症生长的关键调节剂。这些细胞可以多样

化地进入多种状态，进一步促进或限制肿瘤的生长，但是

人们对此知之甚少。单细胞测序可以特异性识别肿瘤微环

境中某一类细胞及其对应的基因表达特征。Lavin等[33]利

用scR NA-seq分析18个肺腺癌患者的肿瘤免疫微环境，得

到了TREM2、CD81、MARCO、APOE等肿瘤浸润巨噬细胞

的特征性基因。

Zilionis等[34]使用scR NA-seq对非小细胞肺癌（non-

small cell lung cancer, NSCLC）患者的TIMs进行定位，发现

了25个TIMs状态，其中大多数在患者中可被重复发现。

此外，他们还对小鼠TIMs进行了分析。通过比较物种间的

TIM，他们发现树突状细胞和单核细胞之间的种群结构几

乎完全一致。这表明不同物种的骨髓细胞高度相似。这项

研究为将来解释髓系细胞在癌症中的确切作用提供理论

基础，TIMs或许可成为免疫治疗新靶标。

Guo等[29]采用降维聚类分析NSCLC患者的单细胞测

序数据，发现一些细胞类群的T细胞耗竭特征基因表达相

对较低，定义它们为预耗竭细胞，并证实“预耗竭”与耗竭

T细胞比率高与肺腺癌更好的预后相关。同时，他们还观

察到肿瘤调节性T细胞（regulatory T cells, Tregs）内的异质

性，其特征是TNFRSF9（抗原特异性Tregs的激活标记）的

双峰分布，这些激活的肿瘤Tregs的基因特征与肺腺癌的不

良预后相关。研究治疗前后的T细胞表达状态，有助于识

别和预测接受免疫调节剂治疗的NSCLC及其他类型肿瘤

的预后。

同样，Lambrechts等[35]通过单细胞转录组探索了肺鳞

癌基质细胞的亚群分类、基因功能、关键标志基因，共鉴

定出52个基质细胞亚群，包括迄今被认为是同质的不同类

型的肿瘤相关成纤维细胞、内皮细胞和肿瘤浸润免疫细

胞，并发现肿瘤基质细胞基因表达的动态变化，反映了肿

瘤微环境的复杂性。例如，肿瘤内皮细胞下调免疫细胞归

巢途径，肿瘤CD8+ T细胞上调脂肪酸氧化途径。因此，肿

瘤基质的独特特征可能成为新颖疗法的切入点。

2.3  侵袭和转移  侵袭和转移代表了一个高度复杂的过程，

是大多数癌症患者死亡的原因之一[36]。

Kim等[37]研究了转移性肺腺癌的单细胞转录组分析。

从44例患者的正常组织或早期或转移癌的208,506个细胞

中，确定了偏离正常分化轨迹并主导转移的癌细胞亚型。

在所有阶段，基质和免疫细胞的动态变化创造了促肿瘤和

免疫抑制的微环境。

循环肿瘤细胞（circulating tumor cells, CTCs）是指从

肿瘤原发灶或转移灶脱落进入外周血液循环系统的肿瘤

细胞[38]。CTCs是液体活检的主要靶点，是肿瘤预后监测

的重要生物标志物。研究[39]表明，肺癌患者CTCs数量与临

床不良预后相关。基于单细胞测序技术研究肺癌患者的

CTC，不仅可以发现新的CTC生物标志物，还可以在分子

水平上揭示肿瘤细胞的转移机制。Ni等[40]通过全基因组测

序观察到特征性的癌症相关的单核苷酸变异和CTC外显

子组中的插入/缺失。来自单个患者的每个CTC，无论癌

症亚型如何，表现出的拷贝数变异（copy number variation, 

CN V）具有高度一致性，表明CN V与肿瘤的转移可能相

关，为今后基于CNV的肺癌诊断和治疗提供思路。

小细胞肺癌（small cell lung cancer, SCLC）因较难获

得组织标本无法直接对其进行单细胞测序，通过对CTC

单细胞测序或可推断SCLC进化和进展。Su等[41]通过对化

疗期间的SCLC患者的CTC进行单细胞测序来监测体细胞

突变和拷贝数变化（copy number alteration, CNA）。基于单

个CTC建立的CNA评分是SCLC患者化疗后临床结局的可

能预测指标。该研究结果显示，与高CNA评分（≥0）相比，

低CNA评分（<0）的患者在一线化疗后的无进展生存期和

总生存期均显著延长（PFS: 212 d vs 110.5 d, P=0.004,2; OS: 

223.5 d vs 424 d, P=0.000,6）。

2.4  治疗反应和耐药性  尽管采取积极的治疗措施，肺癌患

者5年生存率仍只有19.8%[42]，一部分患者会复发，甚至发

生远处转移。尽管一部分复发转移患者可以从免疫检查点

抑制剂获益，但大多数患者预后很差[43]。人们对治疗失败

的肿瘤分子和遗传基础以及患者对治疗反应的预测能力的

了解仍是初级的，通过单细胞测序技术可能能够对其有更

深入的了解。

Min等[4 4]分析了从人肺腺癌患者异种移植的34个单

细胞中获得的转录组数据，使用基因模块G64进行聚类分

析，G64模块主要由细胞周期基因组成。他们发现根据基

因模块G64的上调/下调可将34个单细胞明确分为两组，同

样根据G64模块的表达可以将TCGA数据库中的488例肺

腺癌患者分组。G64模块的高表达可能与肺腺癌患者的不

良预后相关。

Kim等[45]从1例肺腺癌患者的异种移植瘤中分离出34

例患者来源的异种移植（patient-derived xenograft, PDX）细

胞。对单个肿瘤细胞进行scRNA-seq基因表达谱分析和表

达突变谱分析。存活的PDX细胞上的scR NA-seq鉴定出与

抗癌药物耐药性相关的候选肿瘤细胞亚群。根据激活的

KR AS突变和风险评分（risk scores, RS）的预后价值，表达

KRASG12D和高RS的PDX细胞可能是耐药的。

揭示肺癌内部肿瘤细胞的亚群分布将有助于寻找到
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具有抗药能力的亚群，为肺癌患者的个性化治疗提供基

础，单细胞测序技术可以发现新的细胞亚群，从而研发新

的靶向治疗药物。Guo等[29]通过对14例NSCLC患者外周

血、癌及癌旁组织中的T淋巴细胞进行单细胞转录组测序，

分析鉴定出肺癌T细胞群体的组成，为特异性靶向T细胞

亚群的免疫治疗方法提供了新的靶标。

3    总结与展望

目前进行的一系列工作已经可以在细胞水平上定义异

质性，单细胞转录组测序是研究人类肿瘤最先进和最广泛

的一种SCS技术，迄今对恶性、免疫和基质细胞亚群以及

促进侵袭和转移的细胞间相互作用具有新颖发现。通过了

解肿瘤的各个亚群分布，识别肿瘤内异质性，认识肿瘤微

环境的构成，为今后的临床研究和个性化治疗提供了指导

方向。但是单细胞测序仍存在较多的问题有待改善，如基

因组和转录组在扩增时应尽量提高覆盖率；降低测序过程

中的技术噪音；提高单细胞的分离水平等。总的来说，单

细胞测序技术的应用必将大大推动肺癌研究的进一步发

展。
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