
第30卷 第1期
2018年1月

Vol. 30, No. 1
Jan., 2018

生命科学

Chinese Bulletin of Life Sciences

文章编号：1004-0374(2018)01-0063-11

DOI: 10.13376/j.cbls/2018009

收稿日期：2017-06-30； 修回日期：2017-08-14
基金项目：国家自然科学基金项目(91629105，81572365，
81372591)；中国医学科学院医学与健康科技创新工程

项目(2016-I2M-1-001)
*通信作者：E-mail: zhaoxh@cicams.ac.cn

循环肿瘤细胞单细胞测序——液体活检的新视角
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摘　要 ：循环肿瘤细胞是实体肿瘤原发灶或转移灶侵袭、脱落进入外周血的，具有高活力、高转移潜能的

肿瘤细胞。由于肿瘤存在异质性，导致肿瘤组织高通量测序分析难以发现低丰度肿瘤干细胞的基因组特征。

循环肿瘤细胞单细胞测序，通过比较患者外周血循环肿瘤细胞、肿瘤原发灶和转移灶及转移淋巴结中单细

胞基因组、转录组和表观遗传组的差异，避免肿瘤异质性的干扰，为认识肿瘤的生物学进程提供了全新视角。

现综述了运用单细胞测序技术分析实体肿瘤外周血循环肿瘤细胞基因组变异的主要技术和研究进展。
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Single cell sequencing analysis of circulating tumor cells: 
a new horizon of liquid biopsy
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(State Key Laboratory of Molecular Oncology, National Cancer Center/Cancer Hospital, 

Chinese Academy of Medical Sciences & Peking Union Medical College, Beijing 100021, China)

Abstract: Circulating tumor cells (CTCs), shed from primary or metastatic tumors, have high activity and 
metastatic potential. Due to the tumor heterogeneity, it is challenging to discern the real information of genomic 
characteristics of low abundant tumor cells, such as tumor stem cells, by traditional high-throughput sequencing of 
tumor tissues. Conducting aggregate analysis of CTCs, primary and metastatic tumor lesions as well as lymph node 
through single cell sequencing can compare genomic, transcriptomic and epigenomic differences without the 
interference of heterogeneity, and these new technologies provide a new perspective to explore the biological 
process of cancer. We reviewed recent progress on single-cell genomic sequencing technique and its applications in 
analysis of CTCs in peripheral blood from cancer patients.
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循环肿瘤细胞 (circulating tumor cell, CTC) 是
由上皮来源肿瘤原发灶或转移灶侵袭、脱落进入血

液循环系统的具有高活力、高转移潜能的肿瘤细胞。

CTC 是肿瘤液体活检 (liquid biopsy) 的重要组成之

一，是实时监测肿瘤进展的窗口 [1-3]。通常，肿瘤

组织的高通量测序分析是基于百万细胞混合样本的

分析，体现了细胞整体的基因组特征，但忽略了肿

瘤细胞的异质性 (heterogeneity)，致使像 CTC 和肿

瘤干细胞 (cancer stem cell, CSC) 等低丰度，但功能

重要细胞的基因组特征被稀释。因此，CTC 的单细

胞测序分析技术应运而生 [4-5]。通过 CTC 的单细胞

测序可以比较外周血 CTC、肿瘤原发灶和转移灶，

以及转移淋巴结中单细胞基因组、转录组和表观遗

传组的差异，减少肿瘤异质性的干扰，为认识肿瘤

发生发展的生物学进程提供了全新视角 [6-9]，已用

于乳腺癌、结直肠癌、恶性黑色素瘤、肺癌和前列

腺癌等肿瘤研究。本文综述了运用单细胞测序技术
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分析实体肿瘤外周血 CTC 基因组变异的研究进展。

1　肿瘤异质性与单细胞测序分析

肿瘤异质性是指肿瘤在生长过程中，经过多次

分裂增殖，其子细胞呈现出分子生物学或基因表达

等差异，使肿瘤出现生长速度、侵袭能力、药物敏

感性和预后等不同表型的现象，是恶性肿瘤的特征

之一。肿瘤异质性可使肿瘤细胞适应肿瘤微环境的

改变，促进肿瘤耐药与进展。

通常，肿瘤异质性包含由不同细胞之间的基

因与表型不同构成的肿瘤内异质性 (intra-tumor 
heterogeneity) 和由不同肿瘤细胞之间的基因与表型

不同构成的肿瘤间异质性 (inter-tumor heterogeneity)
两类。肿瘤内异质性指同一肿瘤中存在不同肿瘤细

胞亚群，既有致瘤细胞亚群，也有非致瘤细胞亚群。

不同肿瘤细胞亚群的基因组学 ( 如基因组、体细胞

突变和表观遗传修饰等 ) 和肿瘤生物学 ( 转录组、

蛋白质组和代谢组等 ) 存在明显不同
[10]。不仅针对

肿瘤细胞，还包括肿瘤微环境 ( 如淋巴细胞浸润和

MHC 分子类型等 ) 以及肿瘤细胞与肿瘤微环境的

相互作用均不同 [11]。肿瘤内异质性使肿瘤细胞既有

时间异质性 ( 原发性肿瘤与继发性肿瘤不同 )，又

有空间异质性 ( 相同肿瘤不同区域不同 ) 之分。目

前认为，肿瘤内异质性与基因突变的随机性和环境

因素及其作用的不均一性有关 [12]。如推测具有自我

更新和扩增能力的肿瘤干细胞具有形成肿瘤异质性

的能力，以及认为不同基因型的肿瘤细胞具有相

同的肿瘤形成能力的克隆进化 (clonal evolution) 学
说 [13-14]。肿瘤间异质性指不同患者，相同来源肿瘤

间的差异，这些肿瘤亚群具有特殊分子标记和不同

肿瘤生物学行为，从而造成了对临床预后的不同影

响 [15]。肿瘤间异质性来源于肿瘤细胞对基因组修饰、

表观遗传修饰的不同响应产生不同的肿瘤表型，以

及起源于不同肿瘤分层的不同肿瘤细胞亚群等因

素 [16]。此外，肿瘤间质异质性还与肿瘤微环境中的

细胞和胞外基质的异常调控有关，如肿瘤间质中含

有不同的肿瘤相关成纤维细胞、巨噬细胞、肿瘤浸

润淋巴细胞等，它们均在肿瘤恶性转化过程中发挥

重要作用 [17]。

研究发现，肿瘤原发灶、转移淋巴结、转移灶

以及不同转移灶之间存在包括基因组变异、RNA
转录和蛋白质表达谱等多层面的异质性。2012 年，

Vermaat 等 [18] 采用定制的 “Cancer Mini-Genome” 芯

片对结直肠癌原发灶和肝转移灶样本中肿瘤相关信

号通路所包含的 1 264 个基因的外显子组进行了测

序分析，发现结直肠癌原发灶及其肝转移灶之间基

因组差异十分显著。此外，也有研究发现，结直肠

癌原发灶和转移灶中 KRAS、BRAF、PIK3CA 突变

和 PTEN 表达，以及 EGFR 通路状态明显不同 [19-20]。

Colombino 等 [21] 对比了恶性黑色素瘤的原发灶、转

移淋巴结，以及脑和皮肤转移灶中的 BRAF、NRAS
和 p16CDKN2A 的突变状态，发现转移淋巴结与原

发灶相似性高于脑和皮肤转移灶。同样，乳腺癌和

肺腺癌的研究中也发现了相似的结果。乳腺癌中

HER2 的表达和肺腺癌中 EGFR 的突变在肿瘤原发

灶、转移灶，以及不同转移灶之间差异较大 [22-23]。

肿瘤的异质性导致肿瘤组织混合样本的高通量

测序分析结果主要体现了肿瘤细胞整体的基因组特

征，忽略肿瘤细胞的异质性致使像 CTC 和肿瘤干

细胞等低丰度，但功能重要的细胞的基因组特征被

稀释。因此，采用肿瘤组织和 CTC 的单细胞测序

分析对认识肿瘤的生物学进展十分必要。

2　循环肿瘤细胞

CTC 是实体肿瘤患者外周血中的一群具有高

活力、高转移潜能的肿瘤细胞，是肿瘤液体活检的

重要肿瘤标志之一。CTC 数目和表型与其原发肿瘤

病灶的进展存在一定的量效关系，观察和分析 CTC
数目和表型改变可以间接了解肿瘤病灶的性质，通

过外周血 CTC 可以监测肿瘤进展的观点已得到广

泛共识 [1-3]。

解剖学家和病理学家很早就观察到实体肿瘤患

者外周血存在 CTC 的现象。由于相对于血细胞的

数量来说，外周血中的 CTC 丰度很低，属于稀有

细胞，分离十分困难。随着生物学技术的进步，特

别是新型纳米材料和微流控等技术的进步，2004 年，

美国食品药品管理局 (FDA) 批准了用于检测转移性

乳腺癌外周血 CTC 的技术 [24]，已在乳腺癌、前列

腺癌、肝癌、肺癌、卵巢癌、食管癌、胰腺癌、宫

颈癌、结直肠癌、头颈部肿瘤和胃癌等多种肿瘤患

者外周血中检测到 CTC。
2.1　循环肿瘤细胞的富集与鉴定

分离稀有细胞需要富集捕获。CTC 的富集技

术主要有基于细胞表面标志的富集和基于微流控芯

片的富集技术。基于细胞表面标志的富集主要有正

性富集 (positive selection)和负性富集 (negative selection)
两种策略，即用抗上皮细胞黏附分子 (epithelial cell 
adhesion molecule, EpCAM)、角蛋白 (cytokeratin, CK)
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等抗体捕获、富集上皮来源的肿瘤细胞和 ( 或 ) 用
抗间叶组织来源的血细胞 CD45 抗体去除白细胞。

如 FDA 批准用于乳腺癌和前列腺癌临床诊断的 CTC
方法中使用的 CellSearch 富集法，通过 EpCAM、

CD45 抗体捕捉血液中 EpCAM+ 细胞，去除 CD45+

的细胞后对分离的 CTC 计数分析 [1-2,25]。另一种

CTC 捕捉技术采用微流控芯片。根据 CTC 生物学

和物理学特性，分离肿瘤患者外周血单核细胞

(peripheral blood mononuclear cell, PBMC) 并在稳定

缓慢层流控制下使其通过经 EpCAM 抗体包被的

微流控芯片，CTC 被 EpCAM 抗体捕获结合于芯

片底部，而其余淋巴细胞随液体流出，如 CTC-
iChip 法 [26-27]。

CTC 的鉴定主要采用免疫荧光、染色体原位

杂交 (fluorescence in situ hybridization, FISH) 和 RT-
PCR 分析等。那些分离的外周血有核细胞经免疫荧

光染色呈现 EpCAM+、CK+ 和 CD45− 表型，具有染

色体异倍体改变，特定肿瘤相关基因突变等为上皮

来源的 CTC[2,28-29]。

2.2　循环肿瘤细胞的主要生物学特性

外周血 CTC 也是一种具有异质性的肿瘤细胞，

不同肿瘤来源的 CTC 表面标志不同、大小不一，

呈现单个或成团簇样 (cluster) 等。研究发现，外

周血出现 CTC 是上皮来源实体肿瘤形成的早期事

件 [24] ；外周血 CTC 可以同时或双向刺激肿瘤原发

灶和转移灶中的肿瘤细胞生长 [30] ；CTCs 呈现团簇

样是肿瘤干细胞的标志，肿瘤患者外周血出现 CTC
团簇提示肿瘤进展 [31]。

检测 CTC 的临床意义主要有以下几种。(1) 
CTC 作为临床肿瘤 TNM 分期的重要补充。基于解

剖学特点的 TNM 分期存在许多不足，2007 年，CTC
被美国临床肿瘤学会 (American Society of Clinical 
Oncology, ASCO) 推荐为肿瘤标志物，作为肿瘤

TNM 分期的重要补充。同时，2017 年发布的第 8

版美国癌症联合委员会 (American Joint Committee 
on Cancer, AJCC) 乳腺癌癌症分期手册中肯定了

CTC 的意义，临床晚期乳腺癌外周血 CTC ≥ 5 个 / 
7.5 mL，临床早期乳腺癌外周血 CTC ≥ 1 个 /7.5 
mL 提示预后不良，证据水平为 II 级 [1]。(2) 疗效监

测和预后判断。CTCs 可直接提示肿瘤患者对治疗

的反应，CTC 数目持续升高提示肿瘤对治疗反应差，

恶性肿瘤患者外周血出现 CTC 提示预后不良，治

疗后 CTC 出现或数目增多与肿瘤复发相关。(3) 指
导肿瘤个体化治疗。转移灶的生物学特点与原发灶

细胞存在差异，通过 CTC 体外分离培养 (ex vivo 
culture) 可以检测药物敏感性，根据病灶的生物学

特性制定个体化治疗方案 [32]。(4) 转移复发的早期

预警。肿瘤转移是肿瘤患者死亡的主要原因。目前

检测肿瘤转移的方法主要是影像学方法，即便采用

高分辨率的影像学方法尚难以检测那些在细胞水平

的早期肿瘤转移事件。通过高分辨率的影像学检查

结合动态监测 CTC 数目与性质改变，可发现肿瘤

病灶潜在的转移线索，为早期针对性治疗提供可能。

3　单细胞分选和测序分析

3.1　单细胞分选

由于外周血 CTC 属于稀有细胞，一些传统的单

细胞分选方法，如荧光激活细胞分选法 (fluorescence 
activated cell sorting, FACS) 不适合 CTC 单细胞分选。

用于 CTC 单细胞分选的方法主要包括显微操作分

选法、微流控技术分选法、DEPArray 和 CellCelector
分选系统等 ( 表 1)。

显微操作分选法 (micropipette isolation) 是在高

倍显微镜下，借助显微机械操纵仪或可视化镊子完

成单细胞分选 [33]，优点是可有效控制目的细胞的挑

选、转移和释放，确保所挑选细胞的准确性，成本

较低，但耗时长、通量低，易对目的细胞造成机械

损伤，适用于群体中含量较少的目标细胞的分离，

表1  CTC单细胞分选方法比较

分选方法 分选对象 耗时 优点 缺点 参考文献

显微操作分选法 细胞数少的组织和细胞悬液等 长 准确性高、成本低廉 耗时长、通量低，易对目 [33-34]
        的细胞造成机械损伤 
微流控技术分选法 细胞数多的细胞悬液等 短 通量高、反应体积小、 成本高、细胞丢失率高 [36,43]
           空间密闭污染少 
DEPArray分选系统 CTC悬液 长 可视化、半自动 上样体积小，不可直接从 [7,39-40]
        外周血中分离富集CTC 
CellCelector分选系统 CTC悬液 短 保留细胞活性、准确 成本高、仪器依赖性高 [42]
       性高、耗时少 
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可用于经 CellSearch 或 MagSweeper 技术富集的有核

细胞的分选 [6,34-35]。微流控技术分选法 (microfluidics)
可与下游基因组扩增技术偶联，一步完成单细胞分

选、裂解与扩增，如 Fluidigm 的 C1 单细胞扩增仪

通量高 ( 每张芯片可完成 96 个单细胞分选 )、反应

体积小 ( 可提高扩增效率，减少试剂消耗 )、污染

少和对测序的影响小等，缺点是对黏性、非球形细

胞捕获率低，芯片成本较高 [36-37]。DEPArray 分选

系统 (Di-Electro-Phoretic Array system) 是指从混合

细胞群中分离稀有细胞的半自动分选系统 [38]。通过

荧光标记使待分选细胞可视化，单个细胞被芯片上

微电极形成的“电子笼”捕获，再通过开启或关闭

微电极将分选并捕获的目的细胞移动到芯片上合适

的位置，置于合适媒介中以便进入后续测序分析 [39]。

缺点为耗时长、上样体积小 ( 仅 14 µL)，外周血样

本需事先分离富集 CTC 后才能用该系统分选，已用

于乳腺癌和结直肠癌 CTC 单细胞水平的研究 [7,40-41]。

CellCelector 分选系统是从混合细胞群中分离稀有细

胞的自动分选系统，通过多功能机器人系统自动检

索单细胞和细胞克隆以实现单细胞分选，直接通过

机械分离目的细胞或克隆，不影响细胞活性，可实

时观察细胞影像进行细胞分选，耗时短、准确率高 [42]。

3.2　单细胞全基因组扩增

单细胞内 DNA 含量仅为 6~7 pg，不能满足全

基因组测序所需的 DNA 含量，需要对单细胞内全

基因组进行高保真、高效和无偏差的基因组扩增。

全基因组扩增技术 (whole-genome amplification, WGA)
的发展促进了单细胞基因组测序技术的进步 [44]。

基于 PCR 扩增法，即改进传统 PCR 的特异引

物或随机引物的 PCR 扩增法，如引物衔接 PCR 
(linker-adapter PCR, LA-PCR)、引物延伸预扩增 PCR 
(primer extension pre-amplification PCR, PEP-PCR)
和简并寡核苷酸引物PCR (degenerate oligonucleotide- 
primed PCR, DOP-PCR) 等，解决了随机引物退火动

力学不同、酶的保真性不高和指数形式扩增等问题，

但仍有扩增产物覆盖度低且不均匀、扩增偏差和等

位基因缺失等不足，有可能造成单核苷酸变异

(single-nucleotide variation, SNV) 导致假阳性的问

题 [45-46]。

多重置换扩增法 (multiple displacement amplification, 
MDA) 采用随机六聚体为引物，持续合成能力强、

保真性高和链置换活性强的 φ29DNA 聚合酶，在

30 ℃时完成扩增 [47-48]。等温条件下，具有核酸外切

酶活性的随机引物与模板结合，扩增时 φ29DNA 聚

合酶可以取代模板的互补链，被取代的单链 DNA
作为新的模板进一步扩增，呈现分枝状结构，完成

指数形式扩增，最终形成 5~10 kb 的扩增子片段。

MDA 是常用的单细胞全基因组扩增方法，覆盖度

高且均匀、准确性好、扩增子长，但存在等位基因

缺失率高、指数扩增造成依赖于序列的偏差，以及

忽略细胞间异质性等不足，不适合检测拷贝数变异

(copy-number variation, CNV)[5,49]。许多扩增方法在

MDA 的基础上进一步改进，如微孔置换扩增系统

(microwell displacement amplification system, 
MIDAS) 通过微流控技术减少反应体积，从而减少

扩增造成的偏差，可对纳升体积的微孔中上千个单

细胞基因组同时扩增，从而提高扩增反应均一性 [50]。

乳化全基因组扩增(emulsion whole-genome amplification, 
eWGA) 将基因组 DNA 片段分散入皮升级乳化液滴

中，在足够长的时间中，每个反应体系均可达到饱

和，减少了扩增时依赖于序列的差异。与经典

MDA 相比，该方法保证了高覆盖度，提高了准确

性和分辨率 [51]。Picher 等 [52] 在 MDA 系统中引入

DNA引物酶 Thermus thermophilus PrimPol (TthPrimPol)
形成复制起始聚合物，可同时执行 DNA 链的起始

和延伸功能，该 WGA 方法被命名为 TruePrime。
与原始 MDA 相比，该方法扩增产物量增加，所得

产物片段更长，对少量初始 DNA 模板的敏感度更

高。该方法覆盖度和均一性更好，重现性提高，可

进行 CNV 分析。此外，由于等位基因缺失 (allelic 
dropout, ADO) 造成的 SNV 数目下降，SNV 检测假

阳性率降低。MDA 反应中链置换过程会形成嵌合

体 (chimera)，但是该方法仍依赖于 φ29 的链置换活

性，所以，对嵌合体的形成并无改善 [52]。

多重退火 - 环化循环扩增法 (multiple annealing 
and looping-based amplification cycles, MALBAC) 是
一种类线性的扩增法。在延伸形成半扩增子后升温

使产物从模板脱落，降温形成发夹结构以防止进一

步扩增，从而保证只基于原始模板上的扩增，整个

反应循环 8~12 次，产生微克级基因组样本 [53]。由

于该方法为类线性扩增，避免了扩增偏差，均一度

高，更适用于 CNV 的检测，但由于其使用的 Taq 
DNA 聚合酶保真性低，造成 SNV 检测中假阳性率

较高 ( 约比 MDA 高 40 倍 )[49]。

转座子插入线性扩增法 (linear amplification via 
transposon insertion, LIANTI) 系统中引入特殊设计

的 Tn5 转座子，其中包含的 T7 启动子可随机与基

因组结合，进而通过体外反转线性扩增为数千个
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RNA 拷贝，随后通过反转和第二链合成形成

LIANTI 扩增子，用于文库构建。与其他扩增方法

相比，该方法覆盖度和均一性均有提升，降低了等

位基因缺失率和假阳性率 [54]。

单细胞内 DNA 含量在 pg 级别，所以在扩增

中应特别注意防止来自环境和操作者的污染以减少

非特异性扩增，应在无菌、可控气压的条件下操作

并控制污染。

3.3　单细胞全基因组测序

单细胞测序分析技术由美国安德森癌症研究中

心和冷泉港实验室于 2011 年研发 [4]。常用的下一代

测序 (next generation sequencing, NGS) 平台包括 454 
Life Sciences/Roche、Illumina 和 Applied Biosystems 的
SOLiD 系统 [55-56]。单细胞基因组测序首先检测扩增

产物的总量和片段分布，对合格的样本构建文库。

文库制备包括：将扩增产物随机打断为 DNA 小片

段、末端修复、加 A、加接头和 PCR 扩增等过程

获得所需文库，文库浓度和扩增片段分布质检合格

后进行测序。

单细胞基因组测序数据分析基本流程与 NGS
相似。首先，对原始下机数据进行过滤并评估测序

质量，然后，将过滤后的数据比对到参考基因组上

并对相应指标质控。由于 WGA 带来的覆盖度不均

一和高嵌合体率，数据需要预处理，如对核酸文库

进行标准化处理进而可采用传统拼接方法对其拼

接
[57]。目前，针对单细胞顺序开发的数据分析方法

包括 SmashCell、Velvet-SC 和 SPAdes 等，这些高

性能计算平台和生物信息学方法一定程度上克服了

扩增带来的覆盖度不均一的问题，获得单细胞内生

物遗传信息 [58-60]。单细胞基因组测序能提供包括基

因组重排、插入、重复、倒置和转位等大规模基因

组结构变异以及 CNV 和 SNV 等基因组结构变异信

息。其中，SNV 包括单碱基插入、缺失和突变。通

过这些基因组结构变异可发现肿瘤驱动基因和生物

标志物，还可以了解肿瘤发生发展进程 [61]。

4　循环肿瘤细胞单细胞测序

CTC 作为肿瘤进展的重要标志，实体肿瘤患

者外周血 CTC 单细胞全基因组测序分析有助于对

肿瘤的发生发展，尤其是肿瘤异质性和耐药性等问

题的认识，可发现肿瘤发生发展关键基因的变异，

发现新的驱动基因，了解肿瘤的克隆起源及其进化

机制，认识肿瘤各亚型之间的基因序列差异，发现

新的生物标志物 [44]。通过单细胞测序获得的信息更

为全面，弥补了根据单一活检进行肿瘤分层治疗的

不足，广泛用于辅助肿瘤早期诊断、治疗药物选择、

预后预测和复发监测等，促进肿瘤的精准治疗，为

肿瘤的诊断和预后提供一种非侵入性的检测方法

( 表 2)。
4.1　促进肿瘤精准分型

前期许多研究在单细胞水平采用 Sanger 测序

或 NGS 方法检测 CTC 中特定基因突变，发现肿瘤

患者间以及同一肿瘤患者中的异质性，如通过

Sanger 测序揭示乳腺癌 CTC 之间，以及 CTC 与肿

瘤组织中 PIK3CA 基因突变的异质性很大。此外，

还可根据 CTC 中 TP53 基因突变，发现 CTC 异质

性亚群 [7,62]。在结直肠癌研究中，发现不同的 CTC
中 BRAF、PIK3CA 和 KRAS 等位点突变，提示存在

个体间和同一个体内较大的肿瘤异质性。同样，针

对恶性黑色素瘤中 BRAF 和 KIT 突变测序发现 CTC
和肿瘤组织之间具有高度异质性 [6, 63]。

此外，通过全基因组测序和比较基因组杂交

(array comparative genomic hybridization, aCGH) 技

术，在全基因组水平研究 CTC 中 CNV 变异模式。

通过对乳腺癌 CTC 进行 aCGH 分析发现，相同病

理类型的不同患者 CTC 中 CNV 变异具有高度异质

性，提示可根据 CNV 变异模式进一步对乳腺癌精

准分型 [40]。一项关于胃癌、结直肠癌、乳腺癌和肺

癌等多种肿瘤的 CTC 单细胞全基因组测序研究发

现，同一患者的不同 CTC 具有高度一致的全基因

组 CNV 变化模式，而不同肿瘤以及不同病理类型

( 如肺腺癌和肺鳞癌 ) 相同肿瘤，CTC 的 CNV 变异

模式差异较大。与上述研究相似，乳腺癌患者 CTC
中 CNV 变化模式较复杂，提示 CNV 可作为进一步

精准分型的依据 [64]。

4.2　揭示肿瘤转移机制

肿瘤复发转移是肿瘤致死的主要原因，通过

CTC 单细胞测序分析 CNV 等变异模式有助于了解

肿瘤转移的机制。Heitzer 等 [35] 用 aCGH 在单细胞

基因组水平分析了结直肠癌原发灶、转移灶和 CTC
中的 CNV 变异模式，发现 CTC 中含有与肿瘤原发

灶和转移灶相同的 CNV 变异，也含有新 CNV 变异。

Lohr 等 [8] 选择 10 例外周血未检测到 CTC 的转移

性前列腺癌病例，分别对其肿瘤原发灶和转移灶组

织样本作了外显子组测序分析。在原发灶中发现了

10 个称为“早期突变”的变异，在转移灶中发现了

56 个称为“转移突变”的变异。继而，选择另外两

例外周血含有 20 个以上 CTC 的转移性前列腺癌病
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例，对其肿瘤原发灶、转移灶和 CTC 单细胞进行

外显子组测序分析，发现 CTC 中含有 9 个与原发

灶相同的“早期突变”和 41 个与转移灶相同的“转

移突变”，提示 CTC 既含有肿瘤原发灶又含有转移

灶的基因变异信息，有可能从 CTC 的变异了解肿

瘤转移的机制 [8]。2017 年，Gao 等 [64] 对取自一位

结肠癌患者的 28 个原发灶肿瘤细胞、5 个 CTC 以

及 3 处转移淋巴结进行了全基因组测序分析。他们

发现原发灶的 28 个肿瘤细胞中 CNV 变异具有较大

异质性，即任意两个原发灶细胞的 CNV 变异相关

系数在 0.09 到 0.96 之间；而 5 个 CTC 间 CNV 变

化模式相似，与 3 处转移淋巴结的 CNV 变异接近，

而且与肿瘤原发灶中的某一亚群细胞相似，表明肿

瘤转移过程中 CNV 的变化模式呈现逐渐收敛的趋

势，提示可能仅有恶性程度较高的一群肿瘤细胞可

从原发灶进入循环系统并随后形成转移灶。通过综

合分析 SNV、CNV 以及结构变异提出一个形成多

区间 CNV 的两步模型，即首先在 DNA 复制过程中

由于一系列的复制叉停顿和模板转位形成多区间拷

贝数增加，随后通过同源重组进一步将该区域扩增

到较高的拷贝数，从更深的层次揭示了肿瘤 CNV
形成的原因

[64]。

4.3　动态监测肿瘤进展

作为液体活检的重要组成，越来越多的研究尝

试将 CTC 携带的肿瘤变异信息用于肿瘤临床治疗。

2014 年，Dago 等 [65] 通过分析取自去势抵抗性前列

腺癌患者 4 个治疗时间点，即化疗前、阿比特龙治

疗前、症状明显缓解和症状加重时的外周血 CTC
全基因组 CNVs 变异，并结合 CTC 形态和雄激素

受体 (androgen receptor, AR) 表达水平等综合分析，

发现不同时期 CTC 中 CNVs 变化模式显著不同，

尤其是在阿比特龙无效和症状加重时出现一种 AR
强阳性、CNVs 变化较大并存在 MYC 基因扩增的

CTC 细胞亚群，这一恶性 CTC 细胞亚群的出现与

患者对阿比特龙耐药性之间具有显著相关性。他们

的研究表明，CTC 单细胞测序可以动态监测肿瘤患

者对治疗的响应，及时发现肿瘤细胞的进化和疾病

进展，建立了一种多参数综合分析的液体活检新方

案 [65]。

Ni 等 [9] 对经 CellSearch 分离的非小细胞肺癌

CTC 基因组采用 MALBAC 扩增，通过单细胞外显

子组测序分析 CTC 中肿瘤相关 SNV 和插入 / 缺失

(insertions/deletions, INDEL) 变异，发现不同患者药

物靶点相关的点突变 (EGFR、PIK3CA 和 RB1) 不同，

可作为个体化治疗选择的依据。动态监测一例肺腺

癌患者的治疗过程，发现从 3 个治疗时间点 ( 化疗

前、一线化疗和肿瘤进展后行二线化疗前 ) 分选的

CTC 中随着疾病进展呈现不同的 SNV 变异，GO
分析提示 ALPK2、KIF16B、TP53、MYH7、TTLL2 和

PAK2 的变异可能参与疾病进展，反映对治疗的响

应情况。此外，小细胞肺癌和肺腺癌具有不同的

CNV 变异模式，可辅助肿瘤诊断 [9]。

因此，通过单细胞测序动态监测肿瘤原发灶细

胞、CTC 和肿瘤转移灶细胞，可以非侵入性地实时

了解肿瘤进展，了解肿瘤患者关键癌基因与抑癌基

因，以及基因组 CNV 的变异情况，为肿瘤早诊、

动态治疗监测以及发现耐药变异等重要个体化治疗

信息提供依据，具有潜在临床应用前景。对比外周

血 CTC 和肿瘤原发灶、转移淋巴结以及转移灶中

单细胞基因组、转录组和表观遗传组差异，减少了

肿瘤异质性的干扰，为认识肿瘤发生发展的生物学

进化过程提供了全新视角 [6-9,63]。

4.4　辅助治疗疗效判断

通过 CTC 单细胞转录组测序分析了解肿瘤治

疗疗效也是单细胞测序分析的重要应用方向。2014
年，Ting 等 [71] 采用 CTC-iChip 富集了小鼠胰腺癌

外周血 CTC，并在单细胞水平分析了 75 个 CTC 的

转录组。他们综合分析了上皮细胞、造血细胞和内

皮细胞标志基因的表达水平，发现 CTC 中存在 7
个不同细胞亚群，还发现小鼠胰腺癌 CTC 细胞外

基质 Dcn、Sparc、Ccdc80、Col1a2、Col3a1 和 Timp2
等基因高表达，并与肿瘤远端器官播散相关。2015
年，该团队采用相同方法分析了分选自 13 位前列

腺癌患者外周血的 77 个 CTC，发现 CTC 中的基因

表达异质性较大，还包含雄激素受体 (AR) 突变体

以及剪接异构体等的差异表达。在此基础上，回顾

性分析患者使用 AR 抑制剂及其对抑制剂的响应率，

发现使用 AR 抑制剂后仍表现为前列腺特异性抗原

阳性或仍需要放射治疗患者的 CTC 中，伴随非经

典 Wnt 信号通路及其下游 RAC1、RHOA 和 CDC42
信号被激活，表明 CTC 中细胞信号通路的改变可

能与患者治疗疗效相关
[72]。与 CTC 单细胞基因组

测序分析相比，CTC 单细胞转录组测序分析相对技

术难度较大。

5　问题与展望

单细胞测序是一项正在蓬勃发展的新兴技术，

2013 年，Science 杂志将其列为最值得期待的六大
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领域榜首。但目前该技术尚未完全成熟，如全基因

组扩增人为引入的偏差、覆盖度低、重现性差、等

位基因缺失、假阳性和假阴性等问题以及测序中出

现的错误和拼接软件尚不完善等，使肿瘤异质性、

克隆进化和发现驱动基因等分析还具有挑战。随着

全基因组扩增方法的不断优化和生物信息学的快速

发展，这些问题将会逐步解决。一些覆盖度更高、

均一性更好的扩增方法将会推进单细胞基因组测序

技术的发展。关于单细胞测序的数据分析，目前通

常采用大样本测序分析方法，如 MuTect、VarScan
和 Monovar 等。研究人员也在发展基于单细胞测序

数据分析的方法，如 Sccaller 分析旨在排除扩增造

成的 CG-TA 假阳性突变，提高分析准确度
[73]。

同时，单细胞转录组测序和表观遗传组测序

也在不断发展，结合单细胞基因组测序可进行单细

胞多组学整合分析。汤富酬实验室建立了单细胞

三组学测序方法，对从肝细胞肝癌 (hepatocellular 
carcinoma, HCC) 患者分离的 26 个单细胞同时进行

甲基化、基因组 CNV 和转录组分析，发现可根据

CNV 变异对 HCC 进行亚群分类，不同亚群甲基化

变化规律差异很大 [74]。此外，CNV 增加的区域相

应基因的转录组水平上调，如急性炎症反应、自身

免疫响应和类固醇类代谢等通路 [74]。

鉴于 CTC 在肿瘤发生发展中的关键作用，随

着单细胞测序技术的不断成熟以及 CTC 富集鉴定

技术的标准化，CTC 单细胞测序分析将有助于肿瘤

细胞遗传异质性、进化和耐药等研究。单细胞测序

联合其他组学的整合分析提供大量有价值的信息，

也会促进肿瘤精准医学的发展。
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