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单细胞测序技术在胃癌研究中的应用∗
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摘要：胃癌是一种高度侵袭性的癌症，在靶点、调控机制、免疫微环境的细胞种类、状态和亚群分布等方面具有很强的异质性，
传统的群体水平分析无法精确揭示这些差异性。 而单细胞测序技术（ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＳＣＳ）具有能够鉴定细胞异质性的

优势，有助于为胃癌异质性的研究拓宽新思路，对胃癌的精准诊断、筛选潜在免疫治疗靶点和预后评估具有重要价值。 该文

综述了单细胞测序技术在胃癌免疫微环境、胃癌细胞异质性、早期胃癌病变和胃癌细胞图谱构建等方面的应用。
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　 　 胃癌 （ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ，ＧＣ） 作为一种高度侵袭性的癌

症［１］ ，死亡率高，预后差，平均 ５ 年生存率不到 ２０％ ［２⁃３］ 。 幽

门螺杆菌感染、吸烟、高盐饮食、高肉类摄入和胆汁反流等

均是胃癌的临床危险因素［４⁃５］ 。 基于胃癌的传统测序方法

是多细胞水平的，比如转录组测序技术，是提取器官、肿瘤

组织或者细胞群的混合 ＲＮＡ 进行测序，最终得到的信号值

代表多个细胞群体水平，无法精确揭示其中的基因表达差

异等异质性的信息，而这些肿瘤生物学特征差异对于癌症

的诊疗及预后有重要意义［６⁃７］ 。 二代测序技术的飞速发展，
极大地促进了对肿瘤发病机制的深入研究［８］ 。 单细胞测序

技术能更精准地从细胞、基因以及分子层面揭示 ＧＣ 的发

生、发展和转移机制，提高 ＧＣ 的诊断和个体化治疗以及预

后评估水平。

１　 单细胞测序技术

　 　 随着流式细胞术 （ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｃｅｌｌ ｓｏｒｔｉｎｇ，
ＦＡＣＳ） ［９⁃１０］ 、激光捕获显微切割 （ ｌａｓｅｒ ｃａｐｔｕｒｅ ｍｉｃｒｏｄｉｓｓｅｃ⁃
ｔｉｏｎ， ＬＣＭ） ［１１⁃１２］ 以及微流控（ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ） ［１３］ 等单细胞分

离技术的出现以及新一代测序平台的广泛应用，单细胞测

序技术应运而生［１４］ 。 单细胞测序技术是对单个细胞进行测

序分析的一项新技术，能够弥补传统高通量测序的局限性，
对单个细胞进行无偏倚、高通量和高分辨率的转录组分

析［１５］（图 １），从而揭示单个细胞的基因结构和基因表达状

态，反映细胞间的异质性并将其归类分析，进行个性化研

究。 因此，该技术可应用于检测循环肿瘤细胞的分子表型

分型［１６］ 、发现早期的肿瘤细胞、监测肿瘤内异质性以及指导

靶向精准治疗等［１７］ 。 单细胞测序主要涵盖转录组和基因组

两部分，通过分析比较单个细胞的 ＲＮＡ 和 ＤＮＡ 序列来反映

转录组和基因组的变化。

图 １　 单细胞 ＲＮＡ 测序工作流程

　 　 单细胞转录组是基因组和表观基因组的功能性读数。 理想情况下，转录组分析应能准确地捕捉到生物体最小功
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能单元（单个细胞）中所有种类的全长 ＲＮＡ 的精确数量。
Ｔａｎｇ 等［１８］ 首次使用单细胞转录组测序（ ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌ ＲＮＡ⁃
Ｓｅｑ，ｓｃＲＮＡ⁃Ｓｅｑ）技术在单个小鼠卵母细胞和卵裂球进行分

析，随后经过不断优化，包括单细胞 ｍＲＮＡ 深度测序文库构

建方法、提高测序通量等，使得单细胞转录组测序能够适用

于更多研究中。 诸如单细胞标记反转录测序 （ ｓｉｎｇｌｅ⁃ｃｅｌｌ
ｔａｇｇｅｄ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ＳＴＲＴ⁃ｓｅｑ） ［１９⁃２０］ 、模板

转换法（ ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ａｔ ５′ｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ ＲＮＡ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ，
ＳＭＡＲＴ⁃ｓｅｑ） ［７］ 、体外线性（ ＩＶＴ）扩增单细胞转录组的方法

（ｃｅｌｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ｌｉｎｅａｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ＣＥＬ⁃
ｓｅｑ） ［１７］ 、单细胞全转录扩增技术（ｗｈｏｌｅ⁃ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ａｍｐｌｉｆｉｃａ⁃
ｔｉｏｎ ｆｏｒ ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌｓ，Ｑｕａｒｔｚ⁃ｓｅｑ） ［２１］ 以及日本理化所开发的

Ｑｕａｒｔｚ⁃ｓｅｑ２［２２］等方法的发展和运用，大大拓展了 ｓｃＲＮＡ⁃ｓｅｑ
分析技术的应用范围。 目前，ｓｃＲＮＡ⁃ｓｅｑ 分析逐渐成为研究

细胞间转录组的差异性，揭示细胞类型、亚型、状态和发展

轨迹等的有效方法［２３］ ，在揭示肿瘤发生发展、细胞异质性、
微量样品的转录组分析、真核生物转录组基因复杂性等方

面被广泛应用。
单细胞基因组扩增和测序技术在肿瘤发生机制研究和

临床诊断中发挥了不可替代的作用。 ２０１１ 年，Ｎａｖｉｎ 等［２４］

利用简并寡核苷酸引物 ＰＣＲ （ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｅ ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｐｒｉｍｅｄ ＰＣＲ， ＤＯＰ⁃ＰＣＲ）全基因组扩增及 ＤＮＡ 测序技术对

来自多基因组肿瘤的 １００ 个单细胞和单株原发肿瘤及其肝

转移的 １００ 个单细胞进行测序分析，揭示了乳腺癌单细胞

水平的基因组拷贝数变异（ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ，ＣＮＶ） ，推
断出肿瘤的克隆演化过程。 而后，随着多重置换扩增（ｍｕｌ⁃
ｔｉｐｌｅ ｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＭＤＡ） ［ ２５］和多重退火和基于

环状循环扩增 （ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ａｎｄ ｌｏｏｐｉｎｇ⁃ｂａｓｅｄ ａｍｐｌｉｆｉ⁃
ｃａｔｉｏｎ ｃｙｃｌｅｓ，ＭＡＬＢＡＣ） ［２６］等技术的涌现，基因组覆盖率得

到了提高，ＰＣＲ 错误率也迅速降低［２７］ 。 近年来，随着科研人

员对单细胞全基因组测序的精确度及覆盖度的高要求，单
细胞全基因组扩增技术也在不断改善与提高中，比如利用

微流体反应器进行单链测序（ ｓｉｎｇｌｅ⁃ｓｔｒａｎｄｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｕ⁃
ｓｉｎｇ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｒｅａｃｔｏｒｓ， ＳＩＳＳＯＲ）方法［２８］ ，通过转座子插入

的线性扩增 （ｌｉｎｅａｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ，ＬＩ⁃
ＡＮＴＩ）方法［２９］等。

２　 单细胞测序技术在 ＧＣ 研究中的应用

２．１　 ＧＣ 免疫微环境方面的单细胞测序技术研究　 肿瘤免

疫微环境（ＴＭＥ）的重要组成部分是肿瘤浸润的免疫细胞，
包括 Ｔ 淋巴细胞、Ｂ 淋巴细胞、自然杀伤细胞、巨噬细胞等细

胞亚群；这些免疫细胞既对肿瘤细胞起杀伤作用 （例如

ＣＤ８＋Ｔ 细胞、自然杀伤细胞），又能够促进肿瘤发展［３０］ 。 因

此，肿瘤微环境已成为一个潜在的抗癌靶点，对其的研究已

成为肿瘤生物学的热点［３１］ 。 单细胞测序技术是分析 ＴＭＥ
中细胞成分异质性的有力工具，通过 ｓｃＲＮＡ⁃ｓｅｑ 分析可以检

测到使用内窥镜切除的肿瘤组织中更多样的 ＴＭＥ 免疫细

胞，甚至可以检测肿瘤中的 Ｂ 细胞或 Ｔｒｅｇ 细胞的亚群［３２］ ，
故而可作为分析肿瘤微环境高度可行的平台。

为了筛选 ＧＣ 潜在的、新的免疫治疗标志物和靶点，

Ｓａｔｈｅ 等［３３］从 ７ 例 ＧＣ 患者和 １ 例肠道上皮化生（ＧＩＭ）患者

中获取组织，对其进行单细胞转录组分析，结果发现与正常

胃组织相比，同一种类型的细胞具有异质性。 这种异质性

在肿瘤内和肿瘤间均存在，如巨噬细胞具有转录异质性，不
符合 Ｍ１ ／ Ｍ２ 型巨噬细胞；细胞毒性 Ｔ 细胞（ＣＴＬ）内具有肿

瘤耗竭 Ｔ 细胞型亚组等。 此外，该学者通过单细胞测序和

受体配体相互作用分析了 ＴＭＥ 专有的细胞间通讯，有助于

了解肿瘤生物学，对筛选 ＧＣ 的潜在免疫治疗靶点具有重要

价值。
ＧＣ 的发展过程是从非萎缩性胃炎到慢性萎缩性胃炎，

再到肠上皮化生，最终进展为 ＧＣ。 在 ＧＣ 进展过程中 ＴＭＥ
细胞的变化尚未阐明，因此，ｓｃＲＮＡ⁃ｓｅｑ 技术可以帮助检测

特定的细胞和转录特征，以揭示 ＴＭＥ 细胞与 ＧＣ 的关联。
Ｙｉｎ 等［３４］使用单细胞测序技术在 ＧＣ 发展过程中的各个阶

段生成了各种 ＴＭＥ 细胞的动态转录组图谱，检测出一组与

ＴＭＥ 细胞致癌相关的关键转变标记，如 ＰＬＡＵ、Ｓ１００Ａ８ 和

ＣＬＥＣ１０Ａ 基因，并描绘了这些细胞的动态致癌轨迹。 因此，
未来可以基于上述的关键转变基因确定免疫抑制检查点靶

点，从而创立新的免疫疗法，以有效预防和控制肿瘤的发生

和转移［３５］ 。
２．２　 ＧＣ 免疫细胞方面的单细胞测序技术研究　 近年来，肿
瘤免疫疗法已成为肿瘤治疗领域的热点，但由于难以确定

可用于临床的生物标志物，肿瘤免疫疗法仍面临诸多困难。
单细胞测序技术作为研究肿瘤免疫的一个有力工具，能够

预测潜在的抗癌靶点，在 ＧＣ 的免疫治疗中有极高的实用价

值。 ２０２０ 年，Ｆｕ 等［３６］利用 ｓｃＲＮＡ⁃ｓｅｑ 对 ２ 例 ＧＣ 患者的组

织和 ３ 例 ＧＣ 患者的外周血进行转录组分析，发现与癌旁组

织相比，ＧＣ 癌组织中耗竭性 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞中的干扰素调节因

子 ８（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ８， ＩＲＦ８）表达下调，且 ＧＣ 患

者外周血中 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞中 ＩＲＦ８ 的表达也降低，提示 ＩＲＦ８
的表达与 ＧＣ 相关，可能成为免疫治疗的潜在靶点。 该研究

从肿瘤浸润 Ｔ 细胞表型的转换机制切入，对不同的免疫细

胞亚群进行鉴定，并对其发育轨迹进行描述，在单个细胞水

平上揭示了 ＧＣ 患者 Ｔ 细胞的异质性。 另有学者揭示了 ＧＣ
的免疫抑制机制，并为 ＧＣ 的免疫检查点疗法筛选了潜在靶

点［３５］ 。
肿瘤免疫中，ＣＤ８＋效应 Ｔ 细胞起到重要的抗肿瘤作用，

但肿瘤介导的 Ｔ 细胞耗竭阻碍了 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞正常发挥细

胞毒性，从而导致免疫抑制［３７］ 。 研究表明，在肿瘤发生发展

过程中可变启动子（ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ）在肿瘤特异基因表

达的调控方面发挥了相当重要的作用［３８］ 。 Ｓｕｎｄａｒ 等［３９］ 用

ｓｃＲＮＡ⁃ｓｅｑ 分析证实了 ＧＣ 中可变启动子高负荷表达的 Ｔ 细

胞活性水平降低，并表现出免疫耗竭的特征。 进一步对接

受免疫治疗的胃肠道癌症患者分析发现，可变启动子高负

荷表达与低负荷表达相比，ＧＣ 的无进展生存期更短。 这提

示了可变启动子与 ＧＣ 患者免疫细胞之间具有相关性，借助

单细胞测序技术进一步揭示了 ＧＣ 的免疫抑制机制，为今后

ＧＣ 患者的临床治疗提供了潜在的免疫治疗新思路。
２．３　 ＧＣ 细胞异质性方面的单细胞测序技术研究　 肿瘤异

质性是导致肿瘤药物治疗耐药性的重要原因，也是肿瘤精
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准医疗所面临的挑战。 胃腺癌（ＧＡＣ）作为一种高度侵袭性

的癌症，死亡率高，分子和临床特征复杂［４０］ 。 对 ＧＣ 肿瘤细

胞进行分群分析有助于发现对药物治疗耐药的细胞类群，
对 ＧＣ 的精准治疗有重要的参考意义。 单细胞测序技术可

实现更精准无偏倚地对 ＧＣ 细胞进行分群。 ２０２０ 年，Ｚｈａｎｇ
等［４１］对 ９ 例 ＧＣ 患者和 ３ 例非肿瘤患者样本中的 ２７ ６７７ 个

细胞进行无偏倚的单细胞测序，确定了 ５ 个肿瘤细胞亚群

（Ｃ１～Ｃ５），并对其分子特征进行了描述。 该研究发现 Ｃ４ 亚

群特异性表达基因 ＲＮＦ４３ 富集了 ＷＮＴ 相关信号通路，这与

主细胞主导型胃底腺癌（ＧＡ⁃ＦＧ⁃ＣＣＰ）具有一致性。 另外，
在单细胞层面描述了主细胞有可能向解痉肽表达化生细胞

（ＳＰＥＭ）转变的途径。 该研究在单细胞水平上阐述了胃化

生细胞的起源和胃癌异质性，说明在可预见的未来，单细胞

测序技术可用于检测罕见肿瘤类型（如 ＧＡ⁃ＦＧ⁃ＣＣＰ）及准确

诊断 ＧＡ。
腹膜转移（ＰＣ）是晚期 ＧＣ 患者死亡的首要原因之一，

发生在约 ４５％的晚期 ＧＡＣ 患者中。 Ａｊａｎｉ 等［４２］ 使用单细胞

测序技术结合免疫组化染色检测出 ＰＣ 肿瘤细胞具有高度

异质性，证明了 ＹＡＰ１ 在 ＰＣ 细胞中呈高表达，并使得 ＰＣ 细

胞具有肿瘤干细胞的性质。 该研究还通过联合使用单细胞

测序技术发现 ＹＡＰ１ 高表达可作为 ＧＣ 患者发生 ＰＣ 的靶

标。 因此，干扰或抑制 ＹＡＰ１ 的功能，或与目前的化疗药（如
多西紫杉醇）联合治疗可能对 ＧＣ 治疗有效。 ＹＡＰ１ 抑制剂

可成为新的抗癌药物，为 ＧＣ 患者带来希望。
２．４　 癌前病变和早期胃癌病变方面的单细胞测序技术研究

　 癌前病变向侵袭性疾病进展过程中，肿瘤细胞通常是罕

见的群体，不会大量出现，无法轻易通过常规的针对细胞集

合的测序获得数据。 Ｚｈａｎｇ 等［４３］ 对非萎缩性胃炎（ＮＡＧ）、
慢性萎缩性胃炎 （ ＣＡＧ）、肠上皮化生 （ ＩＭ） 或早期胃癌

（ＥＧＣ）患者的 １３ 例胃窦黏膜样本进行活检，获取 ３２ ３３２ 个

高质量的细胞并进行单细胞转录组分析，以构建单细胞图

谱，同时在细胞和分子 ２ 个层面构建不同病变胃上皮的的

单细胞转录组网络。 基于单细胞图谱，该研究团队发现了

一组胃癌特异性标记基因，其在其他细胞类型中低表达，但
在癌细胞中显著上调， 该组基因包括 ＳＬＣ１１Ａ２、 ＫＬＫ７、
ＳＵＬＴ２Ｂ１ 和 ＬＭＴＫ３ 等。 这些基因作为 ＧＣ 细胞特异性分子

标记，可在 ＧＣ 早期阶段识别癌细胞发育，进而识别早期

ＧＣ［３３］ 。 另外，该研究团队还发现 ＯＲ５１Ｅ１ 可用来标记早期

癌变中的内分泌细胞，ＨＥＳ６ 可能标记出杯状前细胞簇，这
为鉴别早期化生提供重要价值。

Ｏｗｅｎ 等［４４］ 从 ６ 名 Ｂａｒｒｅｔｔ 食管 （ Ｂａｒｒｅｔｔ′ ｓ Ｅｓｏｐｈａｇｕｓ，
ＢＥ）患者和 ２ 名无食管病变患者中获取组织，对其进行单细

胞测序，发现癌前病变细胞中与 ＧＣ 进展相关的标记基因，
如 ＳＰＩＮＫ４ 和 ＩＴＬＮ１ 基因标记 Ｂａｒｒｅｔｔ 食管杯状细胞分化的

早期阶段的细胞，有助于鉴别化生。 另外，该研究团队还发

现以 ＬＥＦＴＹ１ 和 ＯＬＦＭ４ 基因为标记的 Ｂａｒｒｅｔｔ 食管中的细胞

与食管黏膜下腺细胞有转录重叠，但与胃或十二指肠细胞

没有重叠。 这些研究揭示了癌前状态下正常组织和细胞间

的转录关系，有助于对癌前病变或 ＧＣ 早期诊断。
２．５　 利用单细胞测序技术构建 ＧＣ 细胞图谱 　 ２０１８ 年 ９

月，人类肿瘤图谱网络（Ｈｕｍａｎ Ｔｕｍｏｒ Ａｔｌａｓ Ｎｅｔｗｏｒｋ，ＨＴＡＮ）
计划启动。 ２０２０ 年 ４ 月，ＨＴＡＮ 研究取得的进展发表于 Ｃｅｌｌ
杂志。 该图谱将使人们全面深入了解癌症生物学，对肿瘤

预防、监测和治疗有重要的指导价值。 ２０２０ 年 ６ 月，Ｇｕｔ 杂
志发表了全方位的胃癌表达谱图谱［４１］ ，并建立了一种新型

的区分良恶性上皮细胞的分类方法。 该研究着眼于非恶性

上皮细胞，阐述了胃化生细胞的起源；着眼于恶性上皮细

胞，构建了一种量化细胞分化程度的计算方法，并揭示分化

程度与 ＧＣ 的预后密切相关；发现了一种新型的 ＧＣ 类型：主
细胞主导型 ＧＣ，并在大规模数据库中验证了这种类型 ＧＣ
的存在。 该研究为剖析 ＧＣ 异质性、预后和解析 ＧＣ 化生演

变进程提供了宝贵的数据资源。 现今，ＧＣ 的基因组图谱已

经被描绘出来。 每个分子亚型的分子特征和新的治疗靶点

已被鉴定。 这些进展使临床将基于基因组和基于表型的诊

断和治疗方法结合起来并应用于精确医学时代的个体 ＧＣ
患者成为可能［８］ 。

３　 小结及展望

　 　 单细胞测序技术能表征大量细胞异质性，并为 ＧＣ 异质

性的研究提供有价值的资源，为 ＧＣ 的诊断和预后评估提供

宝贵的参考资料。 然而，单细胞测序技术还有许多不足之

处，迫切需要改进与创新。 如在获取单细胞时形成的单细

胞悬液，在细胞分选过程中其转录状态是否发生改变，单细

胞检测样品是否能够较为准确地揭示细胞在组织中的空间

结构信息，单细胞是否会打破组织和器官的整体性。 另外，
检测样品的制备受到捕获效率的限制，由于现有技术的破

坏效应或其低效率，珍稀的细胞类群很可能被忽略。 因此，
提高样品制备的效率及转录组和基因组在扩增时的覆盖

率、降低错配率和减少噪音影响，以及建立更完善的生物信

息算法用于评估群体发展趋势，对单细胞测序技术体系进

行优化等都十分必要。
随着单细胞测序技术不断发展，人们对 ＧＣ 研究的新思

路也不断涌现， 特别是基于单细胞多组学研究技术，不仅可

以对来自同一个细胞的多种分子形式进行联合分析，还可

进行多个肿瘤细胞间的多维数据分析，如同步检测单细胞

ＡＴＡＣ 和单细胞 ＲＮＡ 信息的单细胞测序技术（ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ
ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ＡＴＡＣ ａｎｄ ＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｉｔｈ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，
ＳＨＡＲＥ⁃ｓｅｑ） ［４５⁃４６］的开发，实现了在单细胞中同时高质量、高
通量的检测基因表达，为单细胞多组学研究提供了一个可

以参考的范例。 随着单细胞测序技术中具有创新性和创造

性的方法被不断开发和应用，其在未来精准医疗的应用前

景将十分广阔。
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