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摘　要：肿瘤是机体在各种致癌因素作用下，遗传物质受损导致特定细胞失去对正常生长调控，引起

其克隆性异常增生而形成的恶性赘生物。随着单细胞分离技术及单细胞测序技术日益成熟，单个肿瘤细

胞全基因组测序已成为肿瘤研究的一个崭新的领域。该文就对单个肿瘤细胞的获取及单个肿瘤细胞测序

研究进展进行综述。
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Abstract：  Malignant neoplasm is a class of diseases, in which a cell, or a group of cells display uncontrolled

growth. With the development of the technology of single-cell separation and sequence, sequencing single tumor

cell has become a new area of cancer research. We review the proceedings on sequencing and obtaining for single

tumor cell.
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1986年，诺贝尔奖获得者Renato Dulbecco[1]在

“肿瘤研究的转折点：人类基因组测序”一文中指

出：如果人类想更多地了解肿瘤，从现在起必须关

注细胞的基因组。2005年，美国首次宣布实施“肿

瘤基因组计划”，并规划在未来 13年里找出肺癌、

脑癌、卵巢癌等所有困扰人类的癌症基因。5年过

去了，研究人员湮没在人类基因组的繁杂序列中。

国际癌症基因组研究团队(International Cancer Genome

Consortium，ICGC)的研究者们希望对 25 000个肿

瘤样本进行全面测序，从而获得大量不同肿瘤基因

组全序列。虽然测序技术已经更新换代，但是测序

仍是项繁杂的工作。然而，外显子测序技术的成熟[2]

使研究人员能够在测序进程中精简工作，提高效

率，并删除对癌症研究没有意义的基因序列。2009

年，Tang等[3]应用转录组分析单个细胞，精确分析

了取自四细胞胚胎和卵母细胞的单个小鼠细胞的转

录组，从而使单细胞测序成为可能。技术的突破成

为肿瘤研究的转折点[4,5]，单个肿瘤细胞测序成为肿

瘤研究的新领域。

1　单个肿瘤细胞的提取

为了获得尽可能纯的肿瘤组织、细胞用于肿瘤

基因组学研究，人们开展了一系列肿瘤组织纯化技

术：从各种手工显微切割纯化技术到借助各种机械

手段并经显微切割纯化肿瘤组织，再发展到激光切

割分离单细胞，到现在的高级流式细胞仪分离单个

肿瘤细胞。

 ·技术与应用·
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起初，研究者是用手术刀片或注射用针头分离

单个细胞[6 ,7 ]。实际应用中，用手术刀片大体纯化

肿瘤组织(区分种瘤与非肿瘤) ；而注射针头(借助显

微镜)对瘤组织的纯化技术虽然可以使纯化达到细胞

水平，但是对显微操作技巧要求非常高，而且并不

能准确地筛选出单个肿瘤细胞， 因而限制了该操作

技术的广泛应用。

随着肿瘤基因组学研究的逐步深入，纯化技术

的重要性日渐显现，各种不同方式的肿瘤组织纯化

技术相继涌现：(1)选择性紫外线显微切割，是利

用塑料的透明、抗有机溶剂及易切割等特点，以塑

料片代替玻璃载玻片，将组织切片直接贴在透明塑

料片上，在肿瘤组织切片中适当的区域剪下，使用

显微镜区分不同的细胞。实验过程中选用墨水阻挡

紫外线，防止紫外线对组织的直接照射，从而保护

被筛选的细胞。这种技术的局限性在于只能对小于

50个细胞的肿瘤 DNA 进行保护[7 ,8 ]。(2)1994年，

Zhuang等[9]在高倍镜下，利用纤细的玻璃针头提取

遗传性斑痣性错构瘤的肿瘤细胞获得成功，并用该

技术对该肿瘤的杂合性丢失进行研究。该技术虽可

以在一定程度上获取少量的肿瘤细胞，但是对操作

者要求较高，难以应用于大规模实验研究中。(3 )

1997年，Lee等[10]使用新型的精确性较高的显微机

械操作系统纯化实体肿瘤组织。该系统由光学显微

镜、手工三轴机械显微操作系统及一次性皮下注射

针组成。实现了纯化肿瘤组织时，可以进行单个目

标细胞切割的目标。(4)1998年，美国NIH的 Litta

实验室开发了激光捕获显微切割( l a se r  c a p tu re

microdissection, LCM)技术。该技术核心是利用激

光对显微镜下的生物样本(组织、细胞簇、单细

胞、染色体、染色体片段等)进行无接触显微切割

和分离，并且能保证样品无污染，其切割精度可达

1 mm[11]。LCM实现了目标细胞与周围细胞完全分

离的目标，但是仍然对操作者要求较高，不适宜于

大规模分离单细胞。

随着各种肿瘤标志物的发现及免疫技术与流式

细胞技术的发展，实现了半自动化的单个肿瘤细胞

分离。高级流式细胞仪带有细胞分选功能，一种是

使用捕获的方法来分选细胞；另一种是通过充电的

液滴在电场中偏转来使目标细胞分离，流式分选肿

瘤细胞优越性在于能分选复杂分子标记的肿瘤细

胞，如要分选出白血病患者骨髓中 CD34 +CD13 -

CD45 dim的幼稚细胞，通过流式细胞仪逻辑程序设

计，可以实现 4 通道分选细胞。当然，流式分选

最大的缺点就是分离后样本的污染。

而新开发的克隆原性肿瘤细胞分离试剂盒

(Clonogenic Tumor Cell Isolation Kit，CytoSelect)，

提供了一种更好的肿瘤细胞分离纯化方案，其分离

原理是大多数实体瘤细胞均能在软琼脂上生长并形

成克隆，利用该原理，可以将少量的肿瘤细胞从大

多数非恶性细胞内分离出来。该克隆的原细胞分离

试剂盒，首先对实体瘤进行消化获得单个细胞，然

后将细胞置于半干的软琼脂中培养 6～8 d，待形成

克隆后，使用细胞筛获得肿瘤单细胞，并用于后续

的实验。

2　单肿瘤细胞基因组测序研究现状

单个肿瘤细胞测序是指利用现有的免疫及组织

分离技术分离出单个肿瘤细胞后，提取其DNA，利

用单细胞测序技术，进行单细胞测序，从而获取单

细胞全基因组的图谱。

2.1　从血液中分离单个肿瘤细胞，对血液系统肿

瘤进行单细胞测序

急性骨髓性白血病(acute myeloid leukemia，

AML)，是一种骨髓性造血芽细胞(而非淋巴性芽细

胞)异常增殖的血液系统恶性肿瘤，其特点是骨髓

内异常细胞快速增殖而影响了正常造血细胞的产

生。Grimwade[12]研究表明，急性骨髓性白血病是

成年人最常见的急性白血病，其发病率随着人的年

龄而增加，年龄越大其预后也越差，目前治疗方案

主要依赖综合治疗，这种疾病的治疗已20年没有新

进展。

随着肿瘤基因组计划的实施，AML的基因组

图谱也逐渐出现。2008年，美国华盛顿医学院的

Ley等[13]完成了对一位50多岁死于AML的患者的基

因组测序工作。他们利用高级流式细胞术分离出细

胞表面 CD13、CD 33和 CD117阳性，但 CD34阴

性的肿瘤细胞，并检测它的遗传突变。为了防止

DNA受到损伤，所有样本均在患者接受癌症治疗前

采集。同时设立对照，对该女性皮肤样本的染色体

组进行测序。随后，将患者的肿瘤基因组与其正常

皮肤样本基因组进行了比较，在患者肿瘤基因组中

接近 270万个单核苷酸变异中，接近 98%同样也在

患者皮肤样本的DNA中检测到。最终在患者的肿瘤

DNA中仅发现了10个可能与AML有关的遗传突变，

其中8个很罕见，这也是首次发现的与AML有关的

基因。通过单细胞分析技术，测得每个肿瘤样本细

胞拥有 9 个突变。
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这项研究的意义在于首次确定人类癌症基因组

的全DNA序列，并与同一个体的正常组织相比较，

这一研究虽未能提供基因治疗AML的新方法，但它

为以后AML的基因治疗提供重要的理论基础。当

然，它也为大规模癌症基因组测序和单细胞肿瘤测

序奠定了基础。

2.2　从细胞系中分离肿瘤细胞进行单细胞测序

细胞系是指原代培养物成功传代后的细胞，

主要用于科学研究。2007年，Ehrich等[14]研究了

肿瘤细胞系基因组，包括脑组织( D 1 2 3 4 0 3 5 和

D123062)、乳腺癌(D1234086)、肾(D1234142)、

白细胞(D1234148)、肺(D1234152)的样本。研究结

果表明，大部分肿瘤细胞的部分基因(20%的基因)

有改变。虽然大多数基因只在一种肿瘤中(35个基

因)的甲基化发生变化，但是在许多不同形式的肿

瘤之中也有共同的基因(7个基因)改变。这也为肿

瘤细胞系研究提供了一个平台。

U87MG细胞系是一个已应用40年，并被 1 700

多种刊物引用的成胶质瘤细胞系。2010年，Clark

等[15]利用 U87的成胶质瘤细胞系进行测序。他们从

胶质瘤细胞系中分离出单个肿瘤细胞，提取DNA，

将 45 µg DNA长链随机地截断，从而变为数十亿

个不同的DNA片段，然后利用ABI测序(由Applied

Biosystems公司开发)进行读取，结果发现肿瘤细胞

发生 2 384 470个单核苷酸变异(SNVs)，191 743个

小的插入和缺失，1 314个巨大的结构变化。对 512

个基因进行突变分析发现，包含 154个 SNVs、178

个插入突变、145个大缺失和高达 35个染色体内部

易位 [ 1 5 ]。

这项研究的意义在于：(1)提供了癌症全基因测

序图，为寻找癌细胞内独特的基因突变提供了线

索；(2)首次完成了脑癌细胞系全基因组测序，是

截至目前最为彻底地测序分析的单个癌症细胞系。

这项研究成果在单个肿瘤细胞的个性化基因治疗方

面迈出了崭新的一步。

2.3　从实质性肿瘤中分离单个肿瘤细胞对肺癌进

行单细胞测序

从实质性肿瘤组织到单个肿瘤细胞，再到单细

胞测序，从中找到肿瘤发生的机制，这一直是肿瘤

基因组学家们的梦想。

2010年，欧洲的Sanger研究所的Pleasance等[16]

通过分离单细胞，发现肺癌细胞基因组中包含了

22 910个突变基因。他们研究发现大多数突变基因

已成为基因组的一部分，没有害处，但是有些突变

基因会启动癌症发生。他们确定了小细胞肺癌

(SCLC)细胞完整的遗传序列，并且将这一结果与从

同一患者身上获得的正常DNA进行比对。利用大规

模平行测序技术，在 22 910个变异之外，同时也

发现了一个新的肺癌基因CHD7。遗憾的是这次研

究虽然提出了设想，但由于分离技术未成熟，并未

完全实现从实质性肿瘤中分离单细胞，而是采取了

从NCI-H209细胞系及NCI-BL209 (Epstein-Barr-virus-

transformed lymphoblastoid line)中分离细胞，利用

SOLiD(Sequencing bOligonucleotide Ligation and

Detection)平台对分离的单细胞进行分析。

虽然未实现从实际标本中分离单个肿瘤细胞的

测序，但是这为人类癌症单细胞水平研究提供了重

要的信息。这也是第一次详细地进行人类癌症——

肺癌的分析，并对致癌的遗传学突变机制进行了解

释，为肿瘤的单细胞研究打下基础。

3　单个肿瘤细胞测序研究的意义

3.1　发现正常细胞与肿瘤细胞差异，从而找出突

变基因，用于基因诊断

通过单个肿瘤细胞的测序，我们可以更加直接

地了解肿瘤的起源、肿瘤的生长规律，以及认识各

种肿瘤细胞之间及个体之间存在差异的起因和解释

肿瘤产生的机制[14-17]。

3.2　对比原癌巢肿瘤细胞与转移肿瘤细胞之间突

变位点，从而阐明肿瘤的转移及肿瘤的浸润遗传

学机制

2010年，美国华盛顿医学院的Ding等[18]研究

了一位44岁非洲裔美国人乳腺癌患者的4个DNA样

本的完整序列：原发性肿瘤、周围血液、脑转移

和癌旁组织等样本。采用突变分析表明，转移肿瘤

特定选择来自原发性肿瘤的、含有已存在突变的一

个亚类的细胞，并且还会形成少量新突变。如果把

这一结果上升到利用单细胞测序技术，分别对这四

个样本的基因组测序，通过多个细胞测序结果进行

统计分析，这一结果将能更加直接地解释肿瘤转

移、浸润的遗传学机制。

4　单个肿瘤细胞研究的挑战

4.1　肿瘤细胞分离技术的挑战

虽然目前出现了一系列的细胞分离技术(如上所

列)，例如高级流式细胞术，利用肿瘤标志物分离

肿瘤细胞，但是对于含有肿瘤细胞较少的组织进行

单个肿瘤细胞的分离仍是新时期的一大难题。
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4.2　单细胞测序技术的挑战

一个细胞含有 1～6 pg 的mRNA。2006年，

Jensen和Watt[19]利用单细胞测序方法成功完成了人

类表皮干细胞的转录组测序；2008年，成熟的单

细胞测序技术 SOLiD由美国应用生物系统公司推

出，这项新一代的测序技术可对单个细胞和癌症样

品中存在的痕量RNA进行整体的全基因组表达图谱

分析；2009年，Tang等[3]在 Nature上发表了关于

单细胞全转录组分析方法，使单细胞测序逐渐走向

完善。但是由于该过程要求仪器的高度敏感性，使

得单细胞测序的特异性下降，因为微弱的污染都会

影响结果，这也是未来单细胞测序技术遇到的最大

挑战。

5　展望

我们研究各类肿瘤细胞的基因组图谱，希望找

出恶性细胞在基因组水平是否存在统一结构，但是

面对肿瘤异质性的这些问题仍然束手无策。同时肿

瘤的异质性是导致肿瘤耐药性问题的原因[20]。如果

能从单个肿瘤细胞水平对肿瘤单细胞进行测序，并

找出一个肿瘤在单个细胞上的共同结构，揭露出每

个肿瘤细胞的突变规律，这将为药物研究、肿瘤的

靶向治疗提供基础。当然，必须首先对大量的肿瘤

细胞基因组完成测序工作，只有在发现了功能突变

位点之后，单个肿瘤基因组测序才能为肿瘤治疗提

供帮助 [2 1 ]。
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