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摘　要：随着现代生物医学的发展，基因测序技术已经在肿瘤学研究的多个领域得到广泛应用，但对肿瘤

整体进行测序往往会掩盖细胞之间的异质性。为了探索单个肿瘤细胞的行为特性，肿瘤细胞异质性已成为

从事肿瘤方面研究的科研和临床专家目前共同关注的焦点。单细胞转录组测序能从单个细胞的水平揭示同

一肿瘤内不同细胞之间的变异程度与相互联系。随着单细胞分离、二代测序技术的发展，单细胞转录组测

序日趋成熟。未来在临床中，单细胞转录组测序技术将会在肿瘤的早期诊断、监测、临床预后以及个体化

用药等方面得到越来越广泛的应用。
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The applications of single-cell RNA-Seq in the studies of intratumor 
heretogeneity and clinical medicine
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Abstract: With the development of modern biomedicine, gene sequencing technology has been widely used in 
many fields of oncology research. But sequencing the entire tumor perhaps conceals the heterogeneity between 
cells. In order to explore the behavior of the individual cell, intratumor heterogeneity becomes researchers’ and 
clinical experts’ common concern at present. Single-cell RNA-Seq is aimed to reveal the interrelation and variation 
between cells within the identical tumor at the level of single-cell. With the development of single-cell isolation and 
the next-generation sequencing (NGS) technology, the single-cell sequencing become more and more mature. In the 
future, the single-cell transcriptome sequencing technology will become more widely applied in early diagnosis, 
monitoring, clinical prognosis and individualized therapy of tumors in clinical practice.
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∙ 技术与应用 ∙

肿瘤细胞间的异质性是指构成实体肿瘤的不同

细胞之间具有不同的基因型和表现型，这种差异导

致了肿瘤增殖能力、侵袭能力和药物敏感性的不同，

最终会影响到肿瘤患者的诊断、治疗以及病情进展。
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表1　单细胞转录组测序技术中几种常见cDNA文库构

建方法的特点比较

方法 灵敏度 通量 成本

mRNA-Seq 高 低 低

SMART-Seq 较高 低 高

SMART-Seq2 高 低 低

CEL-Seq 较高 高 低

1.1　单细胞的分离

将单个肿瘤细胞从实体肿瘤中分离出来目前常

用方法有：显微操作、激光捕获、荧光激活细胞分选、

微流体技术等 ( 图 1)。显微操作主要是针对含有肿

瘤细胞的混悬液，以人工的方式在高倍显微镜的观

察下挑出单个的肿瘤细胞 ( 图 1A)，这种方法对操

作者的熟练程度要求很高，且整个过程耗时较长、

难度较大。激光捕获是通过激光切割的方式直接从

组织中分离细胞 ( 图 1B)，但难免会损伤到染色体，

会对后续的结果产生潜在的影响。荧光激活细胞分

选 (fluorescence-activated cell sorting, FACS) 技术是流

式细胞技术的一种衍生，预先用带荧光标记的抗体

来识别特殊的细胞表面标记分子，通过流式细胞仪

识别荧光信号将目的细胞分选出来 ( 图 1C)，是目前

分离单细胞最有效的一种方法
[12]。已有 17 种标记

分子在该技术中应用，可以同时识别出多种具有复

杂免疫表型的细胞亚群 [13-14]，还可以发现新的细胞

亚群，如近年来新发现一种 T 细胞亚群具有干细胞

样记忆性且具有高度增殖的能力 [15]。FACS 可有效

地在 96 或 384 孔板上每个孔获得 1 个单细胞，纯度

接近 100%，获得上百个目的单细胞只需要短短几

分钟的时间 [16]。FACS 的缺点是要求的细胞数量要

多，需要的样本初始体积较大，使一些小体积或微

量样本 ( 如细针穿刺液 ) 分离单细胞受到了制约 [17]。

微流体技术的出现是对 FACS 很好的补充 ( 图 1D)，
微流体芯片可用于稀有细胞的筛选、基因测序、单细

胞分析等多个方面，其具有反应体积小、使用样品量

少、反应速度快、大量平行处理等优点，因此，在单

细胞转录组测序中也得到了越来越广泛的应用 [18]，尤

其是循环肿瘤细胞的单细胞测序 [19-20]。

1.2　转录组测序

单细胞转录组测序在技术上面临众多困难，主

要包括：起始 RNA 量少，通常只有 10 pg ；无法保

证大部分 mRNA 都被逆转录成 cDNA ；无法高效地

得到全长 cDNA，而不是靠近 poly(A) 尾的断裂的

cDNA[21]。Ramskold 等 [22] 和 Picelli 等 [23] 提出了一

早在 19 世纪人们已经在显微镜下发现，即使同一

组织也是由若干种不同形态特征的细胞构成的 [1]。

在 20 世纪 70 年代，科学家证实了肿瘤组织中存在

不同的细胞亚群，这些细胞之间具有不同的增殖、

转移以及抗药物作用能力，且具有不同的细胞膜表

面分子标记，但这些只是对肿瘤细胞间差异的初步

认识 [2-4]。随着单细胞测序技术的发展，研究者更

多地将目光投向肿瘤细胞异质性的研究中。肿瘤细

胞的表型随着整个细胞周期的进行会发生动态的变

化，这种变化会深入到细胞的分子结构，如转录组。

单细胞转录组测序是研究肿瘤组织中不同细胞之间

基因差异性表达的一项重要方法，达到从基因层面

研究细胞之间变异程度的目的 [5-6]。对肿瘤细胞间异

质性的深入研究有助于更好地解决肿瘤的侵袭性、

转移性、耐药性等为临床工作者所困扰的问题 [7-9]。

单细胞转录组测序包括几个关键步骤，如分离单细

胞、提取 RNA、cDNA 扩增建库、深度测序等。以

上各项技术目前均有比较成熟的解决方案，但仍有

一定的缺陷，正是这些技术的不断更新和发展为肿

瘤细胞异质性的研究奠定了坚实的基础。随着这些

技术在临床应用，将会给肿瘤患者的诊断、预后、

个体化治疗等方面带来益处 [10]。本文将对目前单细

胞转录组测序中常用到的技术进行介绍，并对单细

胞转录组测序在肿瘤基础研究和临床应用两个方面

进行综述。

1　单细胞转录组测序技术

由于肿瘤细胞异质性的存在，以往对由各种

细胞混合组成的组织进行测序并分析结果会掩盖

不同细胞之间在基因组和功能上的改变和差异，

单细胞技术能很好地解决这一问题。大体上讲，

单细胞技术分为单细胞基因组测序和转录组测序，

两者分别针对不同的研究目的。单细胞基因组测

序是为了研究整体的基因突变情况，包括单核苷

酸变异、插入和缺失突变等。单细胞转录组测序

通常针对的是细胞的基因调控，尤其是像肿瘤干

细胞和早期胚胎细胞这类具有高度异质性的细胞

类型，有助于分析细胞的基因调控网络、基因重组、

细胞分化等过程。另一方面，单细胞转录组测序

通过更精确的检测率来展示和转录相关的分子改

变，如信使 RNA、微小 RNA、内含子保留、选择

性剪接、长链非编码 RNA、融合基因等
[11]。表 1

列举了几种单细胞转录组测序技术中 cDNA 文库

构建方法的特点。
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种命名为 Smart-Seq 的单细胞转录组测序方案，该

方案较以往的方法具有更高的敏感性和精确性，大

大地提高了转录本的读序覆盖度和对单核苷酸多态

性的识别能力。

从单细胞中提取 RNA 到建立 cDNA 文库进行

测序的过程中，最大的难点在于如何将微量的由

RNA 反转录的 cDNA 扩增到测序仪所要求的最低

量，且在经过多个循环后仍具有高度保真性，以往

的全基因组扩增方法显然不能满足要求。近年来涌

现出了多种针对单细胞转录组测序的 cDNA 扩增

方法，根据合成第二条 cDNA 链时使用的酶可分

为 PCR 法 ( 如 mRNA-Seq[6]、Smart-Seq[22]、Smart-
Seq2[23]、STRT-Seq[24] 和 SMA[25])、体外转录法 ( 如
CEL-Seq[26]) 和 Phi29 聚合酶法 ( 如 PMA[25])。Tang
等 [6] 采用的 mRNA-Seq 方法，通过末端 DNA 转移

酶在新合成的 cDNA 的 3' 末端加上一串 A 或 G，

然后用多聚寡核苷酸 T 或 C 做引物合成其互补链。

Smart-Seq、Smart-Seq2 和 STRT-Seq 等方法采用模

板转换的方式合成互补 cDNA 链，CEL-Seq 法在合

成第一链之后，通过引入 RNA 聚合酶合成互补

cDNA 链，而 SMA 法用随机的寡核苷酸引物合成

互补 cDNA 链。通过上述方法扩增建立的 cDNA 文

库经过实验室准备后便可进行二代测序 (next-
generation sequencing, NGS)，分析数据最终得出

结果。

Fluidigm 公司最新研发的 C1 平台可以将单细

胞转录组测序过程中的单细胞分离、反转录、cDNA
扩增等步骤自动化地在微流控芯片中进行，之后用

转座酶技术构建 cDNA 文库，由于微流控芯片和转

座酶技术的应用显著地提高了测序通量 [27-28]。C1 平

台在单细胞 RNA-Seq 中的应用将会为研究者提供

强有力的技术支持和保障，极大程度地节省了时间

和人力。

2015 年，Macosko 等 [29] 新开发的一种名为

Drop-Seq 的技术，该技术利用微流体装置将大量带

有 DNA 条形码 (barcoded) 的微珠送入液滴中，微

珠上的条形码会与每个单细胞的一部分基因相结

合，研究者可以通过批量测序所有的基因来追踪每

个基因的来源细胞。Klein 等 [30] 也同时开发了一种

类似的技术——inDrops，两者除了生成微珠方式和

一些技术细节外，得到的结果是一致的。Drop-Seq
或 inDrops 技术极大地降低了单细胞测序的成本

并提高了测序效率，期待这项技术在未来单细胞

RNA-Seq 领域能得到广泛应用并为研究者带来便利。

图1　几种常见单细胞分离方法示意图
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2　单细胞RNA-Seq在肿瘤异质性研究中的应用

近些年来，随着单细胞转录组测序技术不断发

展，越来越多的研究者借助这项技术投入到肿瘤异

质性的研究中。Welty 等 [31] 对前列腺癌细胞采用微

阵列的方法进行转录组检测，结果显示单细胞组与

5 细胞、10 细胞组相比有较低的假阳性率。Dalerba
等 [16] 通过单细胞 PCR 分析结肠癌基因表达，得出

肿瘤组织内包含多个细胞分化亚群，充分地展示了

肿瘤细胞间具有很大的异质性。Patel 等 [32] 对 5 例

神经胶质母细胞瘤的 430 个细胞进行单细胞 RNA-
Seq，结果表明神经胶质母细胞瘤肿瘤细胞间具有

不同的细胞亚群，异质性大的肿瘤类型预后更差。

循环肿瘤细胞 (circulating tumor cell, CTC) 的检测可

应用于肿瘤早期诊断，以及化疗药物的疗效评估、

耐药性的检测、肿瘤复发的监测等，CTC 与肿瘤的

转移和复发有着密切关系。循环肿瘤细胞在血液中

的数量虽然稀少，但对其的研究有助于寻找一些与

肿瘤转移相关的基因和通路。Yu 等 [33] 通过对胰腺

癌大鼠模型的循环肿瘤细胞进行单细胞 RNA-Seq，
发现 Wnt2 基因可能与胰腺癌循环肿瘤细胞的富集

有关，WNT 可能是参与调控这一过程的主要信号

通路。Powell 等 [34] 用 MagSweeper 方法对转移性乳

腺癌患者的循环肿瘤细胞首次进行高维度基因表达

分析，筛选了一些与乳腺癌转移 (NPTN、S100A4、
S100A9) 和上皮 - 间叶组织转化 (VIM、TGFβ1、ZEB2、
FOXC1、CXCR4) 相关的基因。Cann 等 [35] 同样用

MagSweeper 方法对前列腺癌患者的单个 CTC 进行

了 mRNA-Seq 分析，发现了 181 个在前列腺癌 CTCs
里高表达的基因，其中有 34 个基因分别与肿瘤细胞

代谢和细胞周期及有丝分裂等过程相关，并通过信

号通路分析 (ingenuity pathway analysis, IPA) 发现了

细胞周期 G2/M DNA 损伤检查点调控通路的异常。

Ramskold 等 [22] 用 Smart-Seq 方案对黑素瘤循环肿

瘤细胞进行全转录组单细胞测序，识别了该肿瘤

CTCs 不同的基因表达类型，还发现了一些候选的

肿瘤分子标记物。

以上研究成果表明，肿瘤细胞间具有很大的异

质性，癌基因 (oncogene) 在同一肿瘤的不同细胞之

间表达差异很大，根据不同的基因表达类型可以将

癌细胞分为多个亚群，反映了从肿瘤干细胞到分化

成熟的肿瘤细胞之间存在一个动态变化的过程，可

能与每个细胞生存的微环境有关，肿瘤细胞异质性

越高则预后越差，不同的基因表达类型是导致肿瘤

恶性程度或者耐药性等差异的主要原因。随着单细

胞 RNA-Seq 技术的广泛应用，对单个肿瘤细胞的

转录组进行分析，有望研究清楚肿瘤细胞的来源及

其分化演变的过程，找到导致肿瘤侵袭、转移、耐

药的机制以及相关基因和通路，对肿瘤的临床治疗

提供靶向及指导。

3　单细胞RNA-Seq在临床中的应用

随着单细胞测序在肿瘤研究领域取得了骄人的

成果，人们开始探索如何能把这项技术与临床相结

合，解决一些实际问题，给肿瘤患者带来益处。在

肿瘤的诊断、转移早期监测、个体化治疗等方面已

有初步的尝试。

3.1　肿瘤的早期诊断

在临床上，癌症早期患者病灶处往往只有少量

的肿瘤细胞，因而难以诊断，常常会因为误诊、漏

诊而错过最佳的治疗时机，加快病情发展。在低级

别的乳腺原位癌患者中，仅有 5%~10% 会突破基底

层而更具有侵袭性 [36]。Allred 等 [37] 的研究表明，

在乳腺癌的早期，个别肿瘤细胞确实会具有特殊的

基因特征。因此，如果能利用从原位癌患者体内少

量肿瘤细胞提取的 DNA 或 RNA 的信息，通过单细

胞测序技术而检测出是否含有那些具有高度侵袭性

的肿瘤干细胞，就可以此对肿瘤的恶性程度做出判

断，及时地调整治疗策略。通过对抽血或细针穿刺

等微创方式获得的样本进行转录组分析，可以使患

者得到快速的即时诊断 (point-of-care diagnostic)。
3.2　利用循环肿瘤细胞监测恶性肿瘤的转移

单细胞测序的另一个主要的应用方向就是通过

对循环肿瘤细胞进行基因分析来达到监测肿瘤转移

的目的，使医生能尽早地做出临床干预来控制肿瘤

转移的发生。循环肿瘤细胞是指少量侵袭力强能够

突破原发灶释放到循环系统中的肿瘤细胞，这类细

胞非常稀少，估计与血细胞的比例为 1:10 000 万 [38]。

尽管比例很低，但是还是可以通过一些特殊的表型

分子标记来识别，这类标记分子往往与上皮 - 间叶

组织化生这一肿瘤转移的特征性病理过程有关 [39]。

早年间通过对化疗后转移到骨髓的肿瘤单细胞进行

转录组微阵列分析就已经发现，细胞外基质金属蛋

白酶诱导因子 (extracellular matrix metalloproteinase, 
EMMPRIN/CD147) 与肿瘤的侵袭性和化疗抵抗性

相关 [40]。对黑素瘤患者的 CTC 进行 RNA-Seq 发现，

多种膜蛋白基因的异常表达与 CTC 的侵袭性和逃

避机体免疫监视的能力有关，研究者采用 SMART-
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Seq 方案获得了近乎全长的转录组，由此来寻找黑

素瘤患者的 CTC 存在哪些转录组单核苷酸多态性

(single nucleotide polymorphism, SNP) 可以有助于对肿

瘤的监测 [22]。Cristofanilli 等 [41] 已证明了检测 CTCs
能提示转移性乳腺癌患者的预后和对治疗的反应。

在趋势抵抗性前列腺癌患者中，通过免疫磁珠富集

测试 CTC 水平比前列腺特异抗原 PSA 对整体生存

率有更好的预测作用 [42]。

对 CTCs 进行单细胞测序主要具有两大应用价

值。首先，比肿物活检能得到纯度更高的肿瘤细胞，

且相比腹膜后淋巴结活检大大简化了操作过程；其

次，对样本质量的要求更低，无论是体积仅 7.5 mL
的血液还是穿刺液，都能够对所含有的微量 DNA
或 RNA 信息做出精确分析 [43]。

3.3　肿瘤异质性指导个体化治疗

忽略肿瘤异质性是导致肿瘤治疗效果不佳的潜

在因素，会影响到患者的预后。如何将单细胞测序

得到的肿瘤异质性信息运用到肿瘤的个体化药物治

疗上成为目前研究的一个趋势。Navin 等 [44] 通过单

细胞测序分析了 2 例原发乳腺癌患者基因拷贝数变

异，其中一例是单基因性，另一例是多基因性的，

分为 3 个不同的克隆亚群。Gerlinger 等 [45] 发现了

肿瘤存在多基因重建，63%~69% 的体细胞突变往

往不能被探测到。Powell 等 [34] 的研究表明，根据

不同的基因表达类型可以将乳腺癌患者的 CTCs 分
为 5 个亚群，以往组织活检并不能反应单个癌细胞

的基因表达情况，根据 CTCs 不同的基因类型来制

定治疗策略显得尤为重要。这些研究结果都提示：

组成肿瘤的不同细胞都有不同的基因学改变，这些

改变无法通过对肿瘤整体的检测来发现，而且这些

基因异质性有可能是导致治疗失败的原因。因此，

对肿瘤患者进行单细胞测序有助于发现一些稀有的

和耐药性相关的基因，以加强用药的针对性。

Dalerba 等 [16] 建立了一套基于检测几种关键基因进

行多变量分析计算危害比来预测结肠癌临床预后的

系统，预测效果要优于以往的病理分级制度，临床

医生可以根据这套系统来判断患者预后，以便及时

制定或调整治疗方案。

4　结语与展望

肿瘤细胞异质性是目前肿瘤基因学研究的热

点，肿瘤细胞是组成肿瘤的基本单位，即使同一肿

瘤内也存在着各种不同功能和表型的细胞，研究这

些基本的肿瘤细胞之间的差异会对肿瘤的发生、发

展和演化产生更加深入地了解和认识。

正是单细胞测序技术的不断发展和改进，为肿

瘤异质性的研究奠定了坚实的基础，使研究者对肿

瘤单细胞这一全新领域的探索变得更为容易。今后

一定会有越来越多的肿瘤异质性的研究成果，从而

揭示肿瘤这一人类健康杀手生存的奥秘，使生物学

家和医学家在攻克肿瘤发病机制和治疗肿瘤的道路

上不断向前迈进。

不久的将来，用单细胞测序检测肿瘤异质性一

定会从实验室走向临床，一批全新的单细胞测序产

品将会应用到肿瘤的早期诊断、病程进展和治疗的

方方面面，为肿瘤患者的健康带来福音。
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