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［摘要］ 黑色素瘤是皮肤癌中致死性最高的一种恶性肿瘤，其发生、发展机制复杂，具有高度侵袭性、转移性和致

死性，患者预后差。因此，加强该病基础研究尤为重要。单细胞转录组测序作为近年来快速发展的新技术，以其特有的

优势如探索细胞亚群的异质性、鉴定稀有细胞、使用生物信息算法揭示不同组织细胞的分化轨迹等，极大地推动了黑色

素瘤的基础与临床研究发展。本文就黑色素瘤单细胞转录组测序研究中肿瘤异质性和肿瘤免疫方面的进展进行综述。
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［ Abstract ］ Melanoma is the most lethal type of malignant tumor among skin cancers. The mechanism of its 
development and progression is complex, and it is highly invasive, metastatic and lethal, with a poor prognosis. Therefore, 
it is particularly important to strengthen the basic research on this disease. Single-cell transcriptome sequencing, a rapidly 
developing new technology in recent years, has greatly promoted the basic and clinical research of melanoma with its unique 
advantages, such as exploring the heterogeneity of cellular subpopulations, identifying rare cells, and using bioinformatics 
algorithms to reveal the differentiation trajectories of different tissue and cells. This article reviews the progress in single-cell 
transcriptome sequencing studies of melanoma in terms of tumor heterogeneity and tumor immunity.
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黑色素瘤起源于黑色素细胞，是一种主要发

生于皮肤的恶性肿瘤，尽管发病率相较于其他皮

肤癌较低，但其具有高度侵袭性、易发生广泛转

移、致死率高的特点，占皮肤癌死亡率的 75% 以

上［1-2］。作为一种高免疫原性的肿瘤，黑色素瘤已

被广泛作为开发免疫疗法的模型。目前，基于免

疫检查点的免疫治疗如靶向免疫调节受体细胞毒

性 T 淋巴细胞相关蛋白 4（cytotoxic T lymphocyte 
associated protein 4，CTLA-4）和程序性死亡受体

1（programmed death-1，PD-1）或程序性死亡受体

配体 1（programmed death-ligand 1，PD-L1）的抗

体，已经拓展了黑色素瘤的治疗方式。虽然针对转

移性黑色素瘤的免疫治疗在缓解率上已有较大的提

升，但仍有很大一部分晚期患者无法从免疫治疗中

获益，或者在治疗早期就发生了肿瘤复发或进一步

进展，存活时间缩短［3］。以往组织基因组和转录组

数据大大推动了对黑色素瘤免疫治疗反应的生物学

过程的探索，但对数百万个细胞信号进行平均汇总

使数据失去了肿瘤组织微环境中罕见和独特细胞亚

群的信息，而这些亚群有可能是确定肿瘤发生、发
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展的关键［4-5］。单细胞测序技术可以解析每一个细

胞的转录组数据，能更深入地了解肿瘤发生、发展

关键机制——驱动免疫治疗应答和耐药的内源和外

源性机制［6-7］。

根据测序分子对象的差异，单细胞测序主要包

括单细胞基因组测序、单细胞转录组测序、免疫

组学测序、拷贝数测序、转座酶和核染色质测序

以及单细胞表面蛋白检测等［8］。单细胞 RNA 测序

（single-cell RNA sequencing，scRNA-seq）是目前应

用最广泛的单细胞测序方法，该技术使得研究人员

能够以单细胞分辨率对数百个、数千个甚至上万个

分析物进行无偏倚检测，并充分表征不同细胞类型

和细胞间相互作用的多样性［9］。研究者通过对肿瘤

和肿瘤微环境进化的动力学及其相互作用的研究，

能深入了解黑色素瘤发生、发展的机制和肿瘤治疗

反应的生物学过程。本文综述了 scRNA-seq 在黑色

素瘤肿瘤异质性方面和肿瘤免疫方面的研究进展。

1 scRNA-seq在解析黑色素瘤异质性方面的进展

作为一种高度恶性的肿瘤，黑色素瘤不仅存在

肿瘤间异质性，肿瘤内部也具有高度异质性，而且

对于目前的治疗也存在异质性，这些被 scRNA-seq
结果进一步证实。

1.1 肿瘤间和肿瘤内异质性 肿瘤和肿瘤微环境

的异质性可大致分为肿瘤间异质性和肿瘤内异质 
性［10-11］。肿瘤间异质性也称为患者间的异质性，指

患者之间不同肿瘤基因型的变化［12］。肿瘤异质性

是肿瘤进展、治疗耐药和复发的主要驱动因素［13］。

Tirosh 等［14］在 2016 年首次应用 scRNA-seq 评

估 19 个转移性黑色素瘤，发现了一种罕见的耐药

黑色素瘤细胞亚群，该亚群在含有小眼畸形相关

转 录 因 子（microphthalmia-associated transcription 
factor，MITF）的异质性肿瘤中表达高水平的受体

酪氨酸激酶 AXL，这是通过 Raf 丝氨酸 / 苏氨酸激

酶（Raf proto-oncogene，RAF）/ 丝裂原活化的细

胞外信号调节激酶（mitogen-activated extracellular 
signal-regulated kinase，MEK）抑制剂靶向治疗后

的克隆选择实现的。MITF 通过对黑色素细胞分

化、增殖和转移潜力的多途径影响，对黑色素瘤

的异质性发挥重要作用。特别是黑色素瘤中的低

MITF 被证明可诱导表型转换，是黑色素瘤的另一

种侵袭机制［15］，这种转录因子的表达变化可导致

抗性黑色素瘤亚群的产生［16］。

scRNA-seq 能够检测肿瘤亚克隆，确定单个细

胞的转录状态和表型差异［17-19］。不同的转录程序

和细胞命运的不同阶段有助于肿瘤内异质性的产

生，即在患者的单个肿瘤中存在具有独特遗传特征

的不同肿瘤细胞亚群，这些细胞亚群可以出现在肿

瘤的不同区域，获得克隆优势并随着时间的推移而

进化［12,20］。Durante 等［21］通过分析葡萄膜黑色素瘤

（uveal melanoma，UM）患者原发和转移性肿瘤

中肿瘤微环境、非肿瘤细胞的基因组及转录状态

变化，发现具有低转移率和标志性驱动突变（真核

翻译起始因子 1AX 连锁和剪接因子 3B 亚基 1）的

UM 亚克隆 1 随着有助于肿瘤进展的典型 / 非典型

畸变的发展而继续进化；而具有乳腺癌易感基因相

关蛋白 1 失活突变的 UM 亚克隆 2 创造了免疫抑制

微环境，通过免疫逃逸促进肿瘤转移。这种潜在的

肿瘤微环境异质性为患者最初对免疫治疗抵抗或治

疗后复发的成因提供了更深入的解释。

Gerber 等［22］通过对 3 个不同基因突变型黑色

素瘤转移患者 307 个单细胞的 scRNA-seq 分析，发

现了参与增殖、氧化磷酸化、色素沉淀和细胞基质

的基因表达模式，描述了黑色素瘤短期培养的瘤间

和瘤内异质性，提示可能与患者的生存情况相关。

有趣的是，基因表达模式与具有相关患者生存数据

的临床基因表达研究一致，进一步证明了这些单细

胞分析的临床意义［23］。他们鉴定了 1 个低丰度的亚

克隆，该亚克隆高表达 ATP 结合盒转运蛋白、表面

标志物 CD271 和 CD133 以及多种醛脱氢酶［22］。 
因此，单细胞基因表达模式可能提供优于 B-Raf
原癌基因丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激酶（B-Raf proto-
oncogene，serine/threonine kinase；BRAF）/MAPK
抑制剂治疗的新治疗靶标。Wouters 等［23］通过对

10 个黑色素瘤培养物的 scRNA-seq 分析探讨了黑

色素瘤细胞是否会在不同的分化状态之间转换，

分化的一端是黑色素细胞，另一端是间质样状态，

结果发现共享的基因调控网络是黑色素细胞和间

质样状态的基础，这 2 种状态都存在于 1 个中间状

态中；在这 2 种状态中，Y 染色体性别决定区 -盒

转录因子（sex-determing region of Y chromosome-
box transcription factor，SOX）9 在去分化阶段和

SOX10 在分化阶段发挥着重要作用。中间状态与

黑色素细胞状态共享一些转录调节子如 SOX10、
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转录因子家族激活蛋白 2 和 MITF，但也与间质样

状态共享其他转录调节子如 FOS 样抗原 1（FOS 
like antigen 1，FOSL1）、 干 扰 素 调 节 因 子 3
（interferon regulatory factor 3，IRF3）及信号转导

和转录激活因子 1（signal transducer and activator 
of transcription 1，STAT1）。在 SOX10 敲除后，通

过时间序列监测和对细胞进行拟时序分析，发现了

2 个极端状态（SOX10 和 SOX9 的表达）之间的顺

序过渡。因此，转录中间状态确实存在并以独特的

基因调节网络为特征，而不是以细胞的异质性混合

为特征，进一步支持不同黑色素瘤细胞状态之间转

录可塑性的概念。

1.2 治疗反应异质性 临床上对肿瘤治疗反应异

质性越来越重视，特别是对于治疗后复发或复发并

出现疾病进展的患者［24］。靶向单一生物途径的药

物可能诱导肿瘤细胞出现新的突变，导致复发和进

展［25］，这些药物可以引起肿瘤细胞分子组成的变

化，导致对治疗抵抗的克隆优势生长［26］。

目前关于黑色素瘤治疗反应异质性的研究大

多来自于靶向药物治疗。Tirosh 等［14］分析了表达

不同水平 AXL 恶性细胞的异质性混合细胞群，结

果发现 AXL 高表达细胞在接受维罗非尼（BRAF
抑制剂）或达帕菲尼（BRAF 抑制剂）和曲美替尼

（MEK 抑制剂）治疗的肿瘤中具有耐药性。因此

推测，传统靶向治疗失败的患者应使用基于检查点

的免疫疗法。此外，低 MITF/AXL 比值被认为是

早期耐药的预测因子［27］，因此 miRNA 调控 MITF
表达可作为一个新的治疗靶点，以逆转黑色素瘤

中许多其他 miRNA 通路失调的耐药表型［28-30］。 
MITF 的表达通过色素沉着基因［包括编码多巴

色素异构酶的多巴色素互变异构酶（dopachrome 
tautomerase，DCT）］的活跃转录来调节黑色素的

生成［31］。Ho 等［32］发现，在使用 BRAF 抑制剂治

疗之前，DCT 在人类黑色素瘤细胞的罕见耐药亚

群中表达上调，从亲代细胞中分选的细胞显示 DCT
富集的细胞比整个培养的细胞更能抵抗 BRAF 抑

制剂。研究还发现了一个以 WNT 家族成员 5A、

AXL、表皮生长因子受体、血小板源生长因子受体

B 和 JUN 表达为特征的过渡群体，该群体接近耐药

群体，处于预耐药状态［33］。通过检测单细胞的拷

贝数变异发现这一过渡（预耐药）群体来自几个不

相关的克隆谱系，很可能反映了一个短暂的阶段，

而不是特定的克隆［32］。因此，DCT 被确定为未治

疗群体中单个耐药克隆的标志，与瞬时基因调控耐

药的机制联合可能是潜在的治疗靶点。

Rambow 等［34］以皮下注射患者来源的 BRAF 

V600E 突变型黑色素瘤细胞的小鼠进行 BRAF 抑制

剂达帕菲尼治疗，待移植瘤在治疗中消退后对微小

残留病灶（minimal residual disease，MRD）进行了 
scRNA-seq，发现 MRD 的亚克隆结构中富集了

神经嵴干细胞（neural crest stem cell，NCSC）、

侵袭性细胞、饥饿样黑色素瘤细胞（starved-like 
melanoma cell，SMC）和色素细胞等 4 种不同的细

胞状态。从拟时序分析的单细胞轨迹显示，早期增

殖状态通过 2 种不同的发育轨迹发展为 NCSC 和

SMC。该研究确定了不同的药物耐受性转录状态，

其不同的组合共同出现在异体移植模型和治疗中患

者的活检 MRD 中；其中一个表现为 NCSC 的转录

程序，主要由核受体维甲酸 X 受体 γ 驱动，维甲酸 
X 受体拮抗剂减少了 MRD 中 NCSC 的积累并延迟

了抗性的发展。总之，治疗耐药似乎沿着单细胞转

录组学确定的不同发育轨迹发展，这一发现可能推

动新治疗方法的出现。综上所述，不同异质性药物

反应的时序分析加深了研究者对耐药发生的理解，

对未来的有效治疗组合产生影响。

2 scRNA-seq在解析黑色素瘤肿瘤免疫方面的进展

作为一种高免疫原性肿瘤，多种免疫细胞参与

构成了黑色素瘤的肿瘤微环境，这些免疫细胞对肿

瘤的进化施加了微环境选择压力，并介导了对一些

全身性治疗的应答。通过测序技术对肿瘤微环境的

无偏倚分析越来越多地被用于研究肿瘤微环境和黑

色素瘤中的细胞相互作用和分子变化。

2.1 肿瘤微环境中的免疫细胞及细胞间互作 scRNA-seq 
在针对肿瘤微环境中的免疫细胞最常见的应用之

一是表征肿瘤浸润淋巴细胞（tumour-infiltrating 
lymphocyte，TIL）的组库和数量。通过转移性黑

色素瘤的 scRNA-seq 分析，Deng 等［5］发现不同的

T 细胞亚群和 TIL 的比例与免疫治疗反应及患者结

局相关。值得注意的是，代谢途径异常激活的耗竭

T 细胞比例较高与不良预后相关，而幼稚 / 记忆细

胞和细胞毒性 T 细胞比例较高与良好预后相关。

Sade-Feldman 等［35］对接受免疫治疗的黑色素瘤患

者 48 个样本中约 16 000 个免疫细胞的转录组学
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特征进行分析，发现了 2 种不同的 CD8＋ T 细胞状

态，CD8＋ T 细胞与特异性转录因子 7（transcription 
factor 7，TCF7）的关联被鉴定为免疫应答的预测

标志物。此外，Li 等［36］发现了黑色素瘤中功能失

调的 T 细胞区室的形成，即早期效应 CD8＋ T 细胞

在肿瘤微环境内转变为耗竭状态，功能失调特征

的强度反映了肿瘤对免疫反应的反应性。与此相

反，B 细胞主导的三级淋巴结构的形成被证明可以

逆转 T 细胞耗竭，并提高肿瘤对免疫检查点抑制剂

（immune checkpoint inhibitor，ICI）的反应性［37-38］。

肿瘤微环境中的髓源性免疫细胞群异质性也

已被进行了深入分析。在抗 PD-1 治疗有效的黑色

素瘤患者中，单核细胞来源的树突状细胞显著富

集；在小鼠模型中，用激动型抗 CD40 抗体靶向

树突状细胞这一抗原呈递细胞群导致效应 T 细胞

扩增和抗肿瘤免疫的应答［39］。对接受 ICI 治疗的

黑色素瘤患者进行的 scRNA-seq 分析发现，在无

应答者中 γδ T 细胞和骨髓细胞表达的触发受体 2 
（triggering receptor expressed on myeloid cell 2，
TREM2）巨噬细胞上调［40］。通过对这些固有免疫

细胞特征的研究，研究者对免疫应答启动有了更深

入的了解，从而更好地指导抗肿瘤 T 细胞应答。

scRNA-seq 也可用于研究细胞间的相互作用。

33个黑色素瘤的 scRNA-seq结果揭示了促进T细胞

排斥的恶性细胞状态，并确定了与免疫治疗应答不

良相关的冷免疫生态位的基因组特征［41］。对 19 例 
黑色素瘤患者的 4 600 多个细胞（包括恶性细胞、免

疫细胞、基质细胞和上皮细胞）进行的 scRNA-seq 
表明，肿瘤微环境极大地影响了黑色素瘤细胞的

基因表达程序［14］。总之，这些研究构建了通过

scRNA-seq 确定新的免疫治疗靶点的平台。

2.2 肿瘤微环境中的免疫逃逸与治疗抵抗 对免

疫治疗抵抗和应答的分析一直是单细胞研究的重

点领域［35-36,41］。Kakavand 等［42］使用靶向单细胞的

方法观察到，对 PD-1 治疗产生获得性耐药的转移性

黑色素瘤患者中分别有 28% 和 22% 的患者肿瘤微

环境中发生了肿瘤磷酸酯酶与张力蛋白同源物缺失

和人类白细胞抗原 A 调节受损，这表明不同患者的

肿瘤通过不同的方式实现耐药。Jerby-Arnon 等［41］对 
33 个人类黑色素瘤进行 scRNA-seq 分析，确定了一

种由恶性细胞表达的与 T 细胞排斥和免疫逃逸相关

的耐药程序；这一程序在一个由 112 例黑色素瘤患

者组成的独立队列中得到验证，该程序在免疫治疗

之前表达并可用于预测抗 PD-1 治疗的临床应答。

阻断周期蛋白依赖性激酶 4/6（耐药程序的一部分）

与免疫治疗联合应用，可以抑制恶性细胞中的这一

程序，抑制黑色素瘤细胞在体外和黑色素瘤小鼠模

型中的生长。综上所述，scRNA-seq 确定了一种与

T 细胞排斥有关的恶性细胞程序，可预测 ICI 的耐药

性，并提出了克服免疫治疗耐药的新治疗策略。

Sade-Feldman 等［35］从 32 例抗 PD-1 抑制剂单

独使用或联合抗 CTLA-4 治疗的转移性黑色素瘤

患者的 48 个肿瘤样本中生成单细胞转录组，发现

在 CD45＋细胞定义的 11 个亚群转录组模式中，耐

药基因亚群富集于 T 细胞耗竭相关基因（淋巴细

胞激活基因 3、PD-1、甲型肝炎病毒细胞受体 2、
T 细胞免疫球蛋白和 ITIM 结构域、CD38）和细

胞周期基因（周期蛋白依赖性激酶 1、细胞周期

蛋白 B1、增殖标志物 Ki-67 和周期蛋白依赖性激 
酶 4）。治疗有效的个体标志物为淋巴毒素 β、
TCF7 和趋化因子受体 7，治疗无效的个体标志物

为趋化因子配体 3、CD38 和甲型肝炎病毒细胞受

体 2。随后研究重点分析了 CD8＋ T 细胞，该细胞

由 2 克隆状态（记忆 / 生存状态和耗竭状态）组成，

分别命名为 CD8_G 和 CD8_B 细胞，应答的主要

群体是 TCF7＋/CD8＋ T 细胞（TCF7 是 Wnt 信号的

一部分，对分化和自我更新至关重要）。T 细胞受

体分析显示，T 细胞受体在耗竭亚群中更常见。总

之，该研究有助于根据亚克隆 T 细胞状态选择对抗

PD-1治疗应答的患者。在一项研究中，Thibaut等［43］

将 8 例未经治疗的黑色素瘤患者的单细胞测序数据

进行重新分析，借助 B 细胞淋巴瘤和黑色素瘤模型

讨论了 γ 干扰素（interferon γ，IFN-γ）在肿瘤微环

境中作为肿瘤免疫主要介质的时空活动，通过联合

注射 CD8＋ 卵清蛋白特异性 T 细胞诱导了肿瘤细胞

表面主要组织相容性复合体Ⅰ类分子的同源表达和 
PD-L1 的上调，但这与 T 细胞和黑色素瘤细胞的近

距离接触无关，支持了免疫细胞可以远距离活动的

观点。结果还证实 CD8＋ T 细胞确实是 IFN-γ 的主

要来源，并且在巨噬细胞和中性粒细胞等不同的细

胞群中发现了 IFN-γ 标记，而黑色素瘤细胞在这些

样本中很少。上述发现提示，人类黑色素瘤中的肿

瘤细胞也可能是微环境中远处免疫细胞的靶标。

3 小 结

肿瘤的异质性和微环境的复杂性是导致治疗
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反应和临床结局不同的主要因素，单细胞测序有助

于研究肿瘤微环境引起的肿瘤异质性和耐药性。

scRNA-seq 是目前应用最广泛的单细胞测序方法之

一，伴随着各种互补的单细胞基因组、表观基因组

和蛋白质组学分析技术，包括单细胞测量基因组序

列、染色质可及性、DNA甲基化、细胞表面蛋白、

小 RNA、组蛋白修饰和染色体构象等［8］，可以更

加全面深入解析疾病发生、发展的机制和规律。

scRNA-seq 揭示的新的关键因素和表型改变，

不仅促进了肿瘤进展，而且导致治疗抵抗。单细胞

图谱为了解治疗应答和耐药性提供了珍贵的见解，

识别关键和稀有的细胞亚群和分子过程也将有助于

加强对癌症患者的诊断，加快新药物开发进程。在

黑色素瘤和其他类型的肿瘤中，scRNA-seq 为发现

与免疫治疗反应和耐药相关的多维生物标志物铺平

了道路，并将有助于开发可能改善癌症患者生存结

局的下一代免疫疗法。

目前最常用的 scRNA-seq 局限于新鲜肿瘤组

织，但该局限已被突破，正在开发并逐渐成熟的针

对冷冻肿瘤组织的单细胞核转录组测序以及针对石

蜡包埋肿瘤组织的甲醛固定和石蜡包埋单细胞转录

组测序方法大大增加了样本的获取途径，提高了临

床样本的利用率。

近年来，空间转录组测序在组织原位同时获得

基因表达数据和空间分布数据，通过在空间分辨率

水平上解码肿瘤疾病的细胞和分子基础，使在组织

原位解析细胞间相互作用及其机制成为可能，不仅

能提供关于肿瘤异质性的信息，还将揭示不同细胞

群的空间组成，这可能与 ICI 治疗特别相关。随着

定制技术的出现，单细胞外显子组测序的新兴技术

将进一步提高我们对具有特定遗传特征耐药克隆出

现的认识，并已在血液系统恶性肿瘤中取得了初步

进展。此外，单细胞和空间等多组学平台的联合发

展以及这些大规模数据集的整合分析，为识别驱动

肿瘤异质性发展的内在、外在和交互过程带来了巨

大的希望，也为预防和治疗肿瘤提供了新的思路。
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