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单细胞转录组测序技术及其在肿瘤研究中的应用进展

胡静涵1，胡懿凡1，蒋俊锋2，熊 俊2*

1. 海军军医大学（第二军医大学）基础医学院学员队，上海 200433
2. 海军军医大学（第二军医大学）基础医学院组织胚胎学教研室，上海 200433

［摘要］ 单细胞转录组测序是指对单个细胞的全部 RNA 进行逆转录、扩增和测序后再进行生物信息学分析的技

术，近年来发展迅猛。该技术能在单细胞水平诠释细胞的异质性，已广泛应用于生命科学各领域尤其是肿瘤等疾病的

研究。本文主要介绍单细胞转录组测序技术的流程和技术发展，同时分析总结其在肿瘤异质性、肿瘤转移、肿瘤微

环境和抗肿瘤药物研发等方面的应用进展。
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自 1977 年 Sanger 发明双脱氧链终止法开启了

第一代测序技术后，测序技术逐渐成为人类探索基

因最有用的工具。随着技术的不断进步，测序的样

本逐渐由组织或大量细胞发展至如今的单细胞层

面［1］，即单细胞测序，该技术包括单细胞基因组测

序、单细胞转录组测序和单细胞表观遗传组测序

等，其中以单细胞转录组测序最为通用。单细胞转

录组测序技术始于 2009 年，Tang 等［2］基于高通量

测序平台对单个小鼠卵裂球和卵母细胞的转录组进

行的测序，此后该技术方法不断改进革新，商业化

的单细胞高通量测序也已发展成熟并得到广泛应

用，对生命科学的研究起到了巨大的推动作用。

单细胞转录组测序通过对单个细胞中转录本

进行非靶向定量，实现了在单细胞分辨率下解析基
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因表达情况的目标，能够更加深入地研究细胞类

型、细胞功能、细胞亚群及其异质性、细胞谱系

等，还常用于识别新的细胞类型、确认罕见的细胞

群、构建细胞状态和系统发育的图谱。该技术具

有独特的优势，已成为生命科学研究的焦点技术，

改变了生物界和医学界许多领域的研究方式［3］。

在肿瘤领域，单细胞转录组测序技术已在肿瘤异质

性、肿瘤转移、肿瘤微环境、抗肿瘤药物研发等方

面的研究中广泛应用，拓展并加深了人们对肿瘤的

认识，为肿瘤的防治提供了新的思路和策略。

1 单细胞转录组测序技术流程及技术发展

单细胞转录组测序常使用单细胞 RNA 测序

（single-cell RNA sequencing，scRNA-seq）获取每

一个细胞的 RNA 表达数据，前提是使用新鲜组织

或在组织保存液中暂时保存的组织；对于冷冻保存

的组织样本，则可采用单细胞核 RNA 测序（single-
nucleus RNA sequencing，snRNA-seq）［4］。2017
年，“带有 DNA 标签的抗体”被引入该技术体系，

通过联合基于抗体检测的蛋白标记技术，进一步发

展出细胞索引转录组和表位测序（cellular indexing 
of transcriptomes and epitopes by sequencing，CITE-
seq）［5］及 RNA 表达和蛋白测序（RNA expression 
and protein sequencing，REAP-seq）［6］，实现了单

细胞维度下的蛋白质信息与转录组信息的整合。单

细胞多组学测序可以同时对单个细胞中的基因组、

转录组、表观遗传组和染色质可及性中的 2 种及以

上同时测序，并开展联合分析［7］。

单细胞转录组测序主要流程包括单细胞的分

离获取、核酸的扩增、测序文库的构建、测序和分

析（图 1）。

图 1 单细胞转录组测序技术的流程和方法

Fig 1 Process and methods of single-cell transcriptome sequencing
smart-seq: Switching mechanism at 5' end of the RNA transcript; smart-seq2: Switching mechanism at 5' end of the RNA transcript 2; 

cel-seq: Cell expression by linear amplification and sequencing; cel-seq2: Cell expression by linear amplification and sequencing 2; 

drop-seq: Droplet-based scRNA-seq; indrop: Indexing droplet RNA sequencing; PCR: Polymerase chain reaction.
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获取高活性比例的单细胞悬液是单细胞测序

成功的前提。样本通过酶解、机械分离、物理沉

淀等方法制成单细胞悬液，亦可进行筛选得到靶细

胞悬液。单细胞测序发展之初由于单细胞分离获

取技术受限，通常使用有限稀释法、显微操作法、

激光捕获显微切割、流式分选或磁珠分选等方法，

但只能检测数量有限的细胞（约几十至几百个）。

随着条形码单细胞标识技术的出现，单细胞测序进

入了高通量时代。微珠携带有数百万条寡核糖核

苷酸，包含细胞条形码和唯一分子标识符（unique 

molecular identifier，UMI），分别用于标识细胞和

核酸。使用微珠时，主要通过微滴技术和微孔技术

来获取单细胞及其中的核酸：前者通过微流控技术

使细胞悬液中的单个细胞仅与一个微珠结合，随后

输入油相孔道，形成“油包水”的微滴；后者通过

微流控技术将细胞悬液中的单个细胞分散至各个微

孔中，再分别与一个微珠结合［8］。

单细胞中所含全部 RNA（即全转录组）含

量极低，通常为 pg 级，无法达到建库测序的需

要，因此先要进行核酸扩增，再进行 cDNA 文库

构建、测序和分析。近十年来，单细胞全转录组

扩增测序方法主要包括 RNA 转录物 5' 端转换机

制测序（switching mechanism at 5' end of the RNA 

transcript，smart-seq）［9］及 RNA 转录物 5' 端转换

机 制 测 序 2（switching mechanism at 5' end of the 

RNA transcript 2，smart-seq2）［10］、 细 胞 表 达 线

性扩增测序（cell expression by linear amplification 

and sequencing，cel-seq）［11］及细胞表达线性扩增

测 序 2（cell expression by linear amplification and 

sequencing 2，cel-seq2）［12］、液滴单细胞 RNA 测

序测序（droplet-based single-cell RNA sequencing，

drop-seq）［13］ 和 索 引 液 滴 RNA 测 序（indexing 

droplet RNA sequencing，indrop）［14］ 等 技 术（表

1），不同方法各具优势和不足。近年来还不断有

新的方法涌现，如使用 RNA 转录物 5' 端转换机制

测 序 3（switching mechanism at 5' end of the RNA 

transcript 3，smart-seq3）在等位基因和同源异构

体分辨率下检测单细胞 RNA［15］和利用 dA 尾对单

细胞进行大量转录组分析测序（vast transcriptome 

analysis of single cells by dA-tailing，VASA-seq）来

检测单细胞中的总转录组［16］。与此同时，研究者

们也意识到组织原位空间生态位内单细胞研究的必

要性并开发了相应的技术［17］，将单细胞转录组测

序与空间转录组测序联合应用，更好地解释了细胞

间的相互联系和相互作用，加深了对细胞微环境的

认识［18］。

表 1 单细胞全转录组扩增方法

Tab 1 Methods of single-cell whole transcriptome amplification

Method Description

 smart-seq The technique uses full-length cDNA for amplification and template switching. RNA is reverse-
transcribed into cDNA using oligo (dT) VN primer and MMLVRT, and the second strand of cDNA 
is subsequently synthesized using adapter-GGG and MMLVRT. Finally, the double-stranded cDNA 
is amplified by 12-18 PCR cycles.

 smart-seq2 It is an improved version of smart-seq. On the basis of the first generation, betaine is added during 
the reverse transcription process and LNA is added during the second chain synthesis.

 cel-seq The technique uses IVT for linear amplification of nucleic acid after cDNA synthesis by reverse 
transcription. It uses primers including T7 promoter, 5' adapter, barcode, and oligo (dT) VN primer.

 cel-seq2 It is an improved version of cel-seq. UMI sequence is added into primers to mark the transcript.

 drop-seq and indrop Both are based on liquid microfluidics technology. They wrap a single cell and a bead containing 
captured RNA in a liquid drop, and then load the barcode primer for amplification. After the 
enrichment of mRNA in the liquid drop, the bead is merged for library building and sequencing.

smart-seq: Switching mechanism at 5' end of the RNA transcript; cDNA: Complementary DNA; MMLVRT: Moloney murine 
leukemia virus reverse transcriptase; PCR: Polymerase chain reaction; smart-seq2: Switching mechanism at 5' end of the RNA 
transcript 2; LNA: Locked nucleic acid; cel-seq: Cell expression by linear amplification and sequencing; IVT: In vitro transcription; 
cel-seq2: Cell expression by linear amplification and sequencing 2; UMI: Unique molecular identifier; drop-seq: Droplet-based single-
cell RNA sequencing; indrop: Indexing droplet RNA sequencing.
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2 单细胞转录组测序技术在肿瘤研究中的应用

2.1 肿瘤异质性及细胞亚群划分研究 肿瘤异质

性是指恶性肿瘤在生长过程中，经过多次分裂增殖

后，其子代细胞呈现出基因或分子生物学方面的改

变，使肿瘤的生长速度、侵袭能力、对药物的敏感

性和预后等方面产生差异。单细胞转录组测序可

以清晰地显示肿瘤内部细胞构成，将肿瘤细胞划分

成不同亚群并追踪谱系，有助于理解肿瘤异质性的

起源和形成机制。Neftel 等［19］通过包括 scRNA-seq 
在内的整合分析，发现胶质母细胞瘤中的恶性细胞

以 4 种主要细胞状态存在，并揭示了其转录特征。

Couturier 等［20］使用 scRNA-seq 研究胶质母细胞瘤，

发现肿瘤中容易分裂的癌细胞往往与神经胶质祖

细胞有着共同的基因表达特征，提示这类细胞可

能是肿瘤难以彻底消灭的原因。Castellan 等［21］从

scRNA-seq 数据中分析鉴定了胶质母细胞瘤中胶质

母细胞瘤干细胞（glioblastoma stem cell，GSC）

的基因调控网络，进而发现 Yes 相关蛋白（Yes-
associated protein，YAP）/PDZ 结合基序转录共激

活因子（transcriptional coactivator with PDZ-binding 
motif，TAZ）是调节 GSC 干性和可塑性这一肿瘤

生物学核心事件的关键分子引擎。

Zhang 等［22］利用 scRNA-seq 分析原发性胃腺

癌的转录异质性，确定了 5 个具有不同表达谱的细

胞亚群，并用一组分化相关基因揭示了肿瘤内部和

肿瘤之间分化程度的高度多样性。Chen 等［23］对膀

胱癌进行 scRNA-seq 分析，发现其包含 8 种类型的

细胞，其中上皮细胞又分为 17 个亚群，表明膀胱癌

具有高度异质性。He 等［24］揭示了携带表皮生长因

子受体（epidermal growth factor receptor，EGFR）

突变的早期肺腺癌的腺癌细胞异质性，并提示肿瘤

细胞、基质细胞和免疫浸润细胞之间的复杂相互

作用。Leader 等［25］通过 scRNA-seq 和 CITE-seq 对

人非小细胞肺癌进行分析，研究了瘤突变负荷和

肿瘤蛋白 53 突变情况，构建了非小细胞肺癌的细

化分类及患者分层的数据库。Van Galen 等［26］借助

scRNA-seq 技术对 40 份骨髓样本（来自 16 例急性

髓系白血病患者和 5 名健康供体）进行数据分析，

将造血干细胞的分化类型分为 15 个主要的细胞亚

群，并通过机器学习区分良恶性细胞。这些研究极

大地加深了人们对肿瘤异质性的认知，划分出的细

胞亚群有利于肿瘤发展轨迹的识别，为寻找肿瘤治

疗的靶细胞和靶点提供了基础数据。

2.2 肿瘤细胞转移研究 肿瘤转移是患者死亡的

重要原因之一，从单细胞水平分析影响肿瘤转移的

危险因素，可以为肿瘤转移防治提供新的策略。Xu
等［27］通过 scRNA-seq 鉴定了 9 个乳腺癌细胞亚群，

其中乳腺癌干细胞存在于原发性肿瘤中，并且可以

浸润转移到淋巴结，提示应用 scRNA-seq 可以提前

发现具有潜在转移风险的癌细胞亚群，尽早做出干

预以取得更好的预后。Kim 等［28］通过 scRNA-seq 
发现在肺腺癌中包含 3 种肿瘤细胞状态（tumor cell 
state，tS），包括不同比例的 tS1 和 tS2 细胞及数

量较少的 tS3 细胞，其中 tS2 信号基因的高表达与

肺腺癌患者总生存期较低、肿瘤进展和肿瘤转移密

切相关，因此通过靶向药物阻断 tS2 相关基因的高

表达有望延长患者总生存期。同时该研究还证实，

基质和免疫细胞变化创造了促肿瘤和免疫抑制的微

环境，并且在肿瘤组织和转移淋巴结中发现大量髓

系细胞，提示髓系细胞在肿瘤转移中可能发挥重要

作用。

循环肿瘤细胞（circulating tumor cell，CTC）

是存在于外周血中的各类肿瘤细胞的统称，被认为

是肿瘤转移性前体细胞，少部分 CTC 能逃逸机体

的免疫监视进而产生转移灶。CTC-Tracer 是在域

适应基础上开发出的一种深度迁移学习方法，将从

血液样本中分离的 CTC 的 scRNA-seq 表达谱作为

输入，通过有效地映射原发肿瘤的 scRNA-seq图谱，

CTC-Tracer 可以识别 CTC 并追踪其病变来源，经

验证 CTC-Tracer 具有极高的稳定性和准确性，将

极大地推动液体活检技术在基础研究和临床研究中

的应用［29］。

2.3 肿瘤微环境研究 肿瘤微环境是指肿瘤细胞所

处的周围微环境，包括肿瘤细胞、成纤维细胞、免

疫细胞、骨髓源性细胞和细胞外基质、微血管及各

种信号分子。肿瘤微环境中各种成分相互制约、相

互促进，构成复杂的调控网络。Katzenelenbogen等［30］

提出了 INs-seq（intracellular staining and sequencing，
一种细胞内蛋白免疫检测联合 scRNA-seq 的整合技

术），通过该技术发现对小鼠髓系细胞触发受体 2
（triggering receptor expressed on myeloid cells-2，
TREM2）进行基因消融可抑制肿瘤内调节性骨髓

细胞的积聚，使功能失调的 CD8＋ T 细胞显著减
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少，而自然杀伤细胞和细胞毒性 T 细胞增加，肿瘤

生长也随之减缓。Molgora 等［31］通过 scRNA-seq 发

现 TREM2 的缺失和抗性均与肿瘤浸润中缺乏甘露

糖受体C 型 1（mannose receptor C-type 1，MRC1＋） 
和 C-X3-C 基 序 趋 化 因 子 受 体 1（C-X3-C motif 
chemokine receptor 1，CX3CR1＋）巨噬细胞相关，

髓系亚群表达免疫刺激分子促进 T 细胞反应的改

善。通过测序分析肿瘤进程中 T 细胞、B 细胞、巨

噬细胞等免疫细胞的变化，可以发现自身免疫系统

功能紊乱与肿瘤演变息息相关。由此推断，可通过

调整自身免疫细胞的功能状态及数量减少自身免疫

系统功能紊乱，增加髓系亚群表达免疫刺激分子，

达到杀灭肿瘤的目的。

免疫检查点抑制剂能够利用肿瘤免疫逃逸

的机制加强机体对肿瘤的监视，通过自身的免

疫细胞来杀灭肿瘤细胞。在三阴性乳腺癌和人

EGFR2 过表达的乳腺癌中，肿瘤浸润淋巴细胞

的数量是患者的关键预后因素。Savas 等［32］通

过对乳腺癌中分选 T 细胞的 scRNA-seq，发现具

有肿瘤浸润淋巴细胞的乳腺癌中含有 CD8＋组织

驻留记忆 T 细胞（tissue-resident memory T cell，
TRM），并且 CD8＋ TRM 在乳腺癌中具有较高

的细胞毒性活性，与三阴性乳腺癌患者更好的预

后相关。CD8＋ TRM 有助于乳腺癌免疫监视，并

且是免疫检查点抑制调节的关键靶标。Xu 等［27］ 

还 发 现，由 nectin 细 胞 黏 附 分 子 2（nectin cell 
adhesion molecule 2，NECTIN2）-具有免疫球蛋

白和免疫受体酪氨酸抑制基序结构域的 T 细胞免

疫受体（T-cell immunoreceptor with immunoglobulin 
and immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif 
domains，TIGIT）介导的转移性乳腺癌细胞和肿瘤

微环境细胞之间的相互作用促进了免疫逃逸和淋巴

结转移的发生，提示干预肿瘤细胞和肿瘤微环境细

胞之间的相互联系可以破坏肿瘤微环境，减少肿瘤

转移。

成纤维细胞是肿瘤微环境的另一核心成分。

Zhou 等［33］借助单细胞多组学测序发现，结直肠癌

肿瘤组织中带有体细胞拷贝数改变的成纤维细胞

比例远高于相邻的正常组织，其中 7 号染色体的富

集最为强烈，同时发现 5 个基因是结直肠癌预后

较差的成纤维细胞特异性生物标志物。Chen 等［23］ 

通过 scRNA-seq 在膀胱癌肿瘤微环境中鉴定出 19

种细胞类型，其中包含 2 种成纤维细胞亚型，即

炎症性肿瘤相关成纤维细胞（inflammatory cancer-
associated fibroblast，iCAF）和肌肿瘤相关成纤维

细胞（myo cancer-associated fibroblast，mCAF），

其中 iCAF 与不良预后密切相关。借助 scRNA-seq
对比正常组织和不同时期肿瘤组织中成纤维细胞的

亚型，探究其在肿瘤进展中的变化，有助于判断肿

瘤的预后，并有望通过针对成纤维细胞的靶向治疗

调控甚至杀灭肿瘤。

胶质母细胞瘤细胞至少存在 3 种亚型，即前神

经元型、经典型和间充质型。Jain等［34］将scRNA-seq 
与空间转录组技术结合，证明在胶质母细胞瘤中肿

瘤相关成纤维细胞（cancer-associated fibroblast，
CAF）与间充质 GSC、内皮细胞和 M2 巨噬细胞邻

近。CAF 被 GSC 趋化吸引，并能够富集 GSC，具

有促肿瘤的作用。Hoogstrate 等［35］通过对比原发性

和复发性胶质母细胞瘤，发现复发性肿瘤细胞表现

为优先向间充质型进展，并通过 scRNA-seq 和免疫

组织化学染色等证实复发性胶质母细胞瘤主要通过

肿瘤微环境重新组织进化而非肿瘤细胞的分子进

化，这些特征与复发生存率显著降低相关。上述研

究结果为胶质母细胞瘤的治疗提供了全新的见解和

思路。

肿瘤相关微生物群也是肿瘤微环境的固有组

成部分。Galeano 等［36］通过将 scRNA-seq 与空间转

录组技术应用于口腔鳞状细胞癌和结直肠癌研究，

揭示了空间、细胞和分子宿主 -微生物相互作用，

并通过引入靶向细菌 16S rRNA 保守区域的引物开

发了一种 scRNA-seq 方法，即入侵 -黏附 -定向表

达测序，用于识别肿瘤细胞相关细菌和与之相互作

用的宿主细胞，通过功能研究发现被细菌感染的癌

细胞以单细胞的形式侵入周围环境，并将髓系细胞

募集到细菌区域。同时数据显示肿瘤内微生物群的

分布不是随机的，主要集中在具有支持肿瘤进展功

能的免疫和上皮细胞微生态位中。对肿瘤内微生物

群的功能效应进行研究和评估，将有助于确定预防

和治疗此类肿瘤的分子和细胞靶点。

2.4 抗肿瘤药物研发 肿瘤耐药性是制约肿瘤化

疗药物和靶向药物疗效的一大难题，又分为内在性

耐药（未接触药物时已存在）和获得性耐药（接

触药物后产生）两大类，肿瘤异质性决定了使用单

一药物的局限性，同时肿瘤细胞的高度可塑性也是
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耐药性产生的根源。Marjanovic 等［37］分析了基因

工程小鼠肺肿瘤从肿瘤前增生到腺癌 7 个阶段的

单细胞转录组，结果提示转录状态的多样性随时间

的推移而增加，并通过计算预测异质性的肿瘤细胞

通过共同的、过渡性的高可塑性细胞状态（high-
plasticity cell state，HPCS）介导产生。进一步研

究发现，从小鼠肿瘤和人类患者来源的异种移植中

分离的 HPCS 细胞显示出较高的分化和增殖能力，

HPCS 与人类肿瘤生存率低有关，并在小鼠中显示

出耐药性。该研究认为 HPCS 是大部分异质性的起

点，提出了靶向 HPCS 的治疗策略。Cohen 等［38］通

过 scRNA-seq 发现了多发性骨髓瘤的有效治疗靶

点，寻找新的治疗靶点可以有效解决因长期使用抗

肿瘤药物所致的肿瘤细胞耐药性问题。

Chang等［39］开发了跟踪不同克隆反应的单细

胞 RNA 测 序（tracking differential clonal response by 
scRNA-seq，TraCe-seq）系统，使用慢病毒载体将

3' scRNA-seq 兼容的条形码库（长度 30 nt）稳定

整合到肿瘤细胞基因组中，在亚群和单细胞分辨率

下同时跟踪肿瘤起源并比较肿瘤细胞对不同疗法

的即时反应，解析决定药物反应和耐药性的转录特

征。该系统使直接比较不同疗法的疗效和作用机

制成为可能。Chang 等［39］使用 TraCe-seq 揭示了应

用传统 EGFR 激酶抑制剂与双重 EGFR 抑制剂 -降

解剂后不同的转录反应和耐药机制，两者的区别

在于 EGFR 蛋白是否持续存在，使用降解剂降低

EGFR 水平可能会阻断抑制剂的疗效，而由抑制剂

结合 EGFR 引起的内质网应激的诱导对于实现完全

疗效至关重要。TraCe-seq 技术将大大加速药物反

应机制及耐药机制的研究，加快抗肿瘤药物的研发 
进度。

3 小 结

单细胞转录组测序技术在肿瘤学方面的应用

取得了突飞猛进的发展，极大地推动着肿瘤学研究

的进步，在单细胞水平进行监测可以更好地研究肿

瘤发生、发展及演变过程。使用该技术可以从肿瘤

异质性、肿瘤转移、肿瘤微环境、免疫学治疗、肿

瘤耐药性等方面多角度、多层次更深入地了解肿

瘤，最终实现防治肿瘤的目标。单细胞转录组测序

技术的发展日新月异，方法日趋成熟和多样，应用

也越来越广泛，但该技术仍然存在一定的局限性，

这些局限性目前正在被不断发现、认识和解决。例

如，单一的 scRNA-seq 虽然可以识别异质性的细胞

类型，甚至发现罕见细胞群，但对于细胞在组织原

位的空间分布却无法识别，联合使用空间转录组测

序可以解决这一局限，更好地解释细胞间联系和微

环境相互作用；单细胞的核酸含量极低，容易发生

数据丢失，同时核酸含量低、易降解等性质使扩增

难度增大，还可能出现非特异性扩增等，需要不断

优化实验条件、改进创新技术方法；在分离单细胞

时会打破组织和器官的整体性，其中稀有细胞应该

如何获取以及分离细胞时活性细胞受到刺激、细胞

内部有无发生应激变化无法证实，通过对比解离样

本的 scRNA-seq 数据和冷冻样本的 snRNA-seq 数

据可能有助于发掘和解读相关信息。此外，虽然目

前获得的与肿瘤相关的海量单细胞转录组数据已极

大地推动了肿瘤学研究的发展，但如何加速开发相

应的生物信息学分析手段、更好地进行发掘利用也

是丞待解决的关键问题。单细胞转录组测序技术正

朝着低成本、高通量和高质量的方向发展，随着高

通量单细胞多组学测序技术的不断开发应用，以及

机器学习和人工智能识别的革命性发展，未来一定

会在临床肿瘤诊断、治疗、预后等方面得到更多的

应用。
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