
肺癌是死亡率最高的癌症，每年约有 160万人

死于肺癌［1-2］。肺癌也是中国最常见且严重威胁人民

健康的恶性肿瘤。最新数据统计，中国肺癌发病率

为 57.26/10 万，病死率为 45.87/10 万［3］。肺癌按照病

理类型可分为两类：小细胞肺癌和非小细胞肺癌

（non⁃small cell lung cancer，NSCLC），其中NSCLC是

肺癌的主要病理类型，包括鳞癌、腺癌和大细胞癌。

在过去10年中，免疫疗法的成功极大改变了肿

单细胞RNA测序技术在非小细胞肺癌研究中的应用
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［摘 要］ 肺癌是世界范围内死亡率最高的癌症，其中以非小细胞肺癌（non⁃small cell lung cancer，NSCLC）最为常见。以CAR⁃T
细胞治疗、免疫检查点阻断为代表的肿瘤免疫治疗，成为肺癌免疫治疗研究领域的前沿热点，但由于肿瘤免疫抑制性微环境、

肿瘤特异性抗原的缺乏以及耐药性等不良因素的影响，其临床治疗效果仍不理想，亟需探究肺癌相关新的分子靶点和分子机

制。单细胞RNA测序（single⁃cell RNA sequencing，scRNA⁃seq）技术是在单细胞水平对转录组进行高通量测序的一项新技术，

可以研究单个细胞内的基因表达情况，从而了解细胞的功能和状态。利用该技术有望深入了解肺癌的发生发展机制，发现新

的肺癌治疗靶点，揭示肺癌耐药性产生的分子机制，进一步完善对患者的预后和风险评估，促进肺癌精准医学的发展。本文对

scRNA⁃seq在NSCLC中的应用和研究进展进行综述。
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［Abstract］ Lung cancer，of which non⁃small cell lung cancer（NSCLC）is the most common，has the highest mortality rate worldwide.
Tumor immunotherapy，represented by CAR⁃T cell therapy and immune checkpoint blocking，has become a frontier hot spot in the field
of cancer research. However，due to the tumor immunosuppressive microenvironment，the lack of tumor specific antigen and drug
resistance，the therapeutic effect is still not ideal，and it’s urgent to explore new molecular targets and related molecular mechanisms.
Single⁃cell RNA sequencing（scRNA⁃seg）is a new technology for high⁃throughput sequencing of transcriptome at the single⁃cell level，
which can study gene expression in a single cell to understand the function and state of the cell. Using this technology，it is expected to
find new targets for the cancer treatment and further understand the mechanism of tumor occurrence and development. This review
summarizs the application and research progress of scRNA⁃seq in NSCLC.
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瘤学领域的研究和治疗格局，以免疫检查点阻断为

代表的免疫疗法有着显著的临床反应［4］。近年来针

对程序性细胞死亡受体 1（programmed cell death 1，
PD1）/程 序 性 细 胞 死 亡 配 体 1（programmed cell
death ligand 1，PD⁃L1）的免疫检查点阻断剂（im⁃
mune checkpoint blockade，ICB）在治疗多种类型人

类肿瘤方面取得了较好的临床疗效［5-6］，多种抗

PD⁃1/PD⁃L1 抗体药物已被美国食品药品监督管理

局（food and drug administration，FDA）批准用于晚期

NSCLC 患者的二线治疗［7］。表皮生长因子受体

（epidermal growth factor receptor，EGFR）激酶反复突

变以及间变性淋巴瘤激酶（anaplastic lymphoma
kinase，ALK）融合的发现，也给NSCLC患者的治疗带

来了显著变化［8-9］。虽然靶向治疗改善了部分NSCLC
患者的临床预后，但其 5年生存率仍低于 20%。对

于无敏感基因突变的肺癌患者，靶向药物疗效不

佳、预后不良，且耐药性限制了这些药物的临床治

疗效果［10］。因此，寻找肺癌新的分子靶点、了解

NSCLC的耐药机制对于促进肿瘤的免疫治疗、改善

患者的生存预后至关重要。

高 通 量 单 细 胞 RNA 测 序（single⁃cell RNA
sequencing，scRNA⁃seq）数据统计分析改变了以往人

们对细胞研究的方式。细胞生活在一个动态环境

中，与周围环境相互作用、相互影响。主成分分析

（principal component analysis，PCA）可以识别已知和

未知的细胞簇；在二维投影归一化基因表达谱后，

进行细胞层次重建；以单细胞基因表达数据推断细

胞特异性基因调控网络，并结合单细胞拟时序分

析，从而可以在二维空间中聚类基因表达信息。

scRNA⁃seq数据统计分析有3个方向，分别为细胞类

型鉴定、推断基因调控网络以及细胞层次结构的重

构。近年来，scRNA⁃seq技术已被广泛应用于多种

癌症的发生发展机制研究，包括皮肤黑色素瘤［11］、

NSCLC［12-13］、肝细胞癌［14-15］、基底细胞癌［16］、结直肠

癌［17-18］和乳腺癌［19］等。这些研究全面描绘了肿瘤异

质性图谱；发现了肿瘤免疫特征、不同的免疫抑制人

群、较少定义的免疫细胞亚群以及肿瘤相关信号转导

网络；鉴定了驱动耐药性、预测转移风险和介导可塑

性的细胞群等［20］。本文将 scRNA⁃seq在NSLCL中的

应用和研究进展进行综述。

1 揭示NSCLC微环境

肿瘤微环境（tumor microenvironment，TME）是

肿瘤细胞与周围组织、基质细胞相互作用形成的一

个复杂的综合系统。肿瘤细胞与TME内基质细胞

的相互作用不仅影响肿瘤的生长，还影响肿瘤的侵

袭和预后［21-22］。肿瘤细胞缺乏均一性，进一步导致

肺癌的靶向治疗难度加大。scRNA⁃seg可以有效识

别和描述TME内细胞的变化和特殊类型的细胞亚

群，从而有助于改善肿瘤治疗效果和评价转归预后。

研究人员分别从拷贝数变异（copy number vari⁃
ation，CNV）和基因表达谱（gene expression profile，
GEP）两个维度解析 NSCLC 的异质性，把肺腺癌

（lung adencocarcinoma，LUAD）患者和肺鳞形细胞癌

（lung squamous cell carcinome，LUSC）患 者 分 成

LUADm（腺癌有突变）、LUADn（腺癌无突变）和

LUSCn（鳞癌无突变）3组进行分析，发现LUSC患者

的肿瘤细胞在降维分析后形成了多个特异性聚类，

提示LUSC的癌细胞异质性高于LUAD；此外免疫细

胞在样本中的差异也很大，LUAD样本显示强烈的

炎性微环境，T细胞几乎占 50%。除此之外NSCLC
的异质性还体现在肺上皮细胞，肺上皮细胞聚类分

析揭示了两个不同的Ⅱ型肺泡上皮细胞（alveolar
type 2 cell，AT2）簇，其中，相比AT2⁃2细胞，AT2⁃1细
胞高表达CEACAM6、KITLG、FOXC1等促进细胞增

殖迁移的基因，意味着可向恶性肿瘤转化。研究还

揭示了肿瘤异质性与肿瘤中性粒细胞的相关性，细

胞组成和肿瘤亚型的关联分析发现中性粒细胞在

LUSC中的浸润比例更高，且表现出一定的髓样抑

制细胞（myeloid derived suppressor cell，MDSC）特

征，如表达人类多形核髓样抑制细胞（polymorphonu⁃
clear MDSC，PMN⁃MDSC）的标志物 LOX⁃1，体现了

肿瘤浸润中性粒细胞功能的多样性和复杂性［23］。

肿瘤相关中性粒细胞（tumor⁃associated neutro⁃
phil，TAN）的增加与NSCLC的恶性进展和预后不良

有关这一结论在其他肺癌研究中也得到证实，并提

示中性粒细胞浸润受肿瘤内在驱动机制调控。研

究人员构建了一种转录因子 Sox2过表达而肿瘤抑

制因子 Lkb1丢失的NSCLC小鼠模型（SL小鼠），接

着在 SL小鼠中敲除Nkx2⁃1构建 SNL小鼠，发现在

SNL小鼠内耗尽TAN可减少鳞状细胞癌的发生，这表

明TAN与鳞状细胞癌的发生密切相关［24-25］。既往研

究显示中性粒细胞多、瘤内异质性高这两个因素是

肺癌免疫治疗效果不好的独立指标，中性粒细胞数量

和肿瘤异质性可能是肺癌免疫治疗呈现差异的关键

因素［26-27］。

Lambrechts等［28］利用 scRNA⁃seq验证了NSCLC
基质细胞之间存在很强的个体间差异，并对内皮细
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胞、成纤维细胞等在内的主要类型基质细胞进行了

详细的研究。通过对比癌和癌旁组织，发现肿瘤内

皮细胞的抗原呈递和免疫细胞归巢相关基因（如

CCL2、CCL18、ICAM1）被下调，有助于形成肿瘤免疫

耐受；癌组织中存在异于癌旁组织的成纤维细胞类

型，表达独特的胶原蛋白和细胞外基质分子（如

COL1A1和COL4A1），进一步对成纤维细胞进行功

能分析，发现其高表达参与调控血管生成和肌生成

的相关基因（如 MEG2C、MYH11、ITGA7），揭示了

TME内成纤维细胞的功能特异性。

一些研究表明，TME中免疫细胞的类型、密度和

位置在疾病进展中起着核心作用［29-30］。Sharma等［31］

分析了 LUAD、癌旁组织和循环血液中不同免疫细

胞谱系的分布，发现肿瘤组织中含有更多数量的免疫

细胞，这些免疫细胞包含所有主要的免疫细胞谱系，

最为丰富的是淋巴细胞和单核巨噬细胞，而NK 细胞

的占比显著降低。除此之外，还观察到与CX3CL1趋
化因子相关的单核巨噬细胞的浸润。对来自 14 例未

接受治疗的NSCLC患者的 12 346 个 T 细胞进行深

度 scRNA⁃seq，进一步揭示了 T细胞在肺癌中的变

化，发现除了肿瘤浸润性 CD8+ T细胞经历衰竭之

外，还确定了两个可能处在衰竭前状态的 CD8+ T细

胞簇群，且与肺癌预后相关，高度“耗竭”T细胞由于

其表观遗传变化对 ICB表现出耐药性，而“预耗竭”

T细胞则与较好的预后相关；研究还观察到肿瘤调

节性 T 细胞（Treg）的异质性，其特征在于 TN⁃
FRSF9 的双峰分布，IL1R2表达阳性的肿瘤 Treg激
活与NSCLC的预后不良相关［13］。这些研究详细描

述了 TME 内细胞的变化，将有助于进一步了解

NSCLC中TME内细胞的功能状态和动力学，更好地

实现肿瘤分层和精准治疗。

2 发现新的NSCLC相关基因和信号通路

NSCLC的发生发展机制尚未明确，scRNA⁃seq
可以鉴定出在肿瘤发生发展过程中发挥关键作用

的异常基因和信号通路，为靶向治疗药物的研发提

供理论依据。EGFR基因突变是NSCLC最常见的突

变基因，检出率高达51.33%［32］，EGFR酪氨酸激酶抑

制剂（EGFR⁃tyrosine kinase inhibitor，EGFR⁃TKI）是

EGFR突变晚期NSCLC的标准治疗药物，然而由于

EGFR突变的晚期NSCLC具有高度异质性，往往存

在 1种基因以上的共突变，可通过多重分子机制促

进耐药肿瘤细胞克隆增殖，导致临床治疗效果不

佳。研究人员通过对最初存在和不存在EGFR突变

的肺癌细胞同时进行基因组分析，发现大多数肿瘤

患者晚期阶段都产生了EGFR突变。然后进一步定

义了阻碍EGFR抑制剂反应的新途径，包括Wnt/β⁃
catenin信号通路改变和细胞周期基因CDK4、CDK6
的突变［33］。在NSCLC中，Wnt/β⁃catenin信号通路与

肿瘤发生和细胞损伤后的再生有关，因此，Wnt/β⁃
catenin通路可能作为肺癌免疫治疗的靶点［34-35］。除

此之外，研究人员对分别带有EGFR、KRAS和多个

致癌驱动突变的 3 例 NSCLC 患者肿瘤样本进行

scRNA⁃seq，发现带有EGFR突变患者癌细胞簇的特

征是NPC2和表面活性剂基因（SFTPB、SFTPC、SFT⁃
PD）高表达；且成纤维细胞与其他2例患者的成纤维

细胞相比，含有富含亮氨酸的小分子蛋白多糖（small
leucine rich proteoglycan，SLRP）家族和丝氨酸蛋白

酶抑制剂（serpin F1）的成员，表明这些成纤维细胞

可能通过激活 Wnt 信号通路等方式参与AT2 细胞

衍生为癌细胞的过程，为NSCLC的治疗提供了新的

研究方向［36］。

肿瘤相关巨噬细胞（tumor ⁃ associated macro⁃
phage，TAM）在NSCLC进展中具有重要作用，scRNA⁃
seq发现在M2样 TAM中，mincle基因高表达；敲除

mincle基因之后可观察到M1样 TAM占比显著增

加；过继转移mincle基因沉默的骨髓来源的巨噬细

胞可显著抑制肿瘤进展，以上研究结果表明TAM中

mincle基因可作为NSCLC治疗的潜在分子靶点［37］。

Sinjab等［38］对早期 LUAD scRNA⁃seq样本进行互作

分析，发现上皮细胞的免疫检查点蛋白CD24与巨

噬细胞的SIGLEC10以及树突状细胞的HAVCR2之
间的相互作用增加，进一步分析CD24基因，发现其

在正常肺组织、肺部非典型腺瘤样增生和肺肿瘤中

表达逐渐增加，且与促肿瘤和免疫抑制相关基因

（如TIGIT、CTLA4、FOXP3）的表达呈正相关，而与抗

肿瘤免疫标志物（如GZMB、GZMH、PRF1）的表达呈

负相关；CRISPR 技术敲除 CD24或使用 CD24中和抗

体后，小鼠LUAD细胞的生长被显著抑制，因此CD24
可能作为LUAD免疫治疗的一个新的分子靶点。

3 用于NSCLC代谢组学研究

机体细胞正常的新陈代谢包括合成与分解代

谢，其中包含糖类、脂类、氨基酸等各种代谢通路，

它们通过产生能量、完成生物合成分解来影响细胞

的生长和凋亡。然而在肿瘤形成前期，这些细胞的

代谢相关基因可被重新编程，导致其克隆性异常增

生，逐步发展为肿瘤细胞并促进其增殖［39］。
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早期发现NSCLC是提高患者生存率的关键，目

前尚无可靠的血液检测指标用于早期NSCLC的诊

断，研究人员对 5例早期NSCLC患者的组织样本进

行 scRNA⁃seq，发现脂质代谢在不同细胞类型中广

泛失调。通过分析肿瘤细胞与正常上皮细胞间的

差异基因，发现肿瘤细胞下调的基因主要富集在脂

代谢相关途径。对聚类得到的9种上皮细胞分别进

行分析，发现与正常上皮细胞相比，肿瘤细胞中甘

油三酯代谢、甘油磷脂代谢、脂肪酸合成和不饱和

脂肪酸合成等多条代谢通路均发生异常变化，其中

甘油三酯和甘油磷脂代谢相关基因在早期肺癌患

者的多种类型细胞中下调，并最终确定了9种脂质，

包含 3种溶血磷脂酰胆碱、5种磷脂酰胆碱和 1种

甘油三酯，作为早期肺癌检测的指标，这可能使

NSCLC患者获益于早期诊断，进而提高NSCLC患者

的生存率［40］。

循环肿瘤细胞（circulating tumor cell，CTC）可用

来实时监测肿瘤动态、评估治疗效果，实现精准个

体治疗。己糖激酶 2（hexokinase 2，HK2）作为一个

与肿瘤Warburg效应密切相关的酶，可用于检测血

液中高糖酵解活性的肿瘤细胞。这一标志物与血

清肌酸激酶（creatine kinase，CK）联合检测可大幅提

升Ⅲ/Ⅳ期NSCLC患者外周血中 CTC的检出率，其

原因在于新标志物能够发现NSCLC患者血液中广

泛存在的之前被忽略的 CK阴性 CTC。scRNA⁃seq
表明CK阴性CTC与CK阳性CTC有相同的全基因

组拷贝数变异谱，揭示它们具有相同的起源［41］。

还有学者构建了一个基于铁死亡相关基因的

肺癌预后模型，同时评估了预后模型的性能。通过

癌组织和癌旁组织之间的差异分析，获得 6 497个

差异表达基因（differentially expressed gene，DEG），

并将这些DEG与NCBI和KEGG数据库中 1 164个

铁死亡相关基因的共同基因确定为候选铁死亡相

关基因，然后通过单因素COX分析筛选出 283个候

选模型铁死亡相关基因，最终确定了21个与患者预

后显著相关的铁死亡相关基因，用于预后风险模型

的建立。接着通过ROC曲线分析、PCA分析等验证

了该模型具有良好的预测能力，可以准确地区分高

危和低危人群，且与预后相关的基因（如 CAV1、
CDC25C、CHEK2、DKK1、E2E7）可作为NSCLC患者

总生存时间独立的预后指标［42］。

4 揭示NSCLC耐药分子机制

ICB的出现使NSCLC的治疗策略转向以基因改

变引导的靶向治疗，如EGFR⁃TKI阿法替尼和奥西

美替尼以及ALK抑制剂阿列替尼、克唑替尼的使

用，使肺癌的临床治疗效果得到了显著改善。同时

肿瘤耐药性的出现已成为临床治疗面临的重大挑

战，新的治疗策略或药物在提高患者生存率方面的

需求尚未得到满足。

Aissa等［36］在研究NSCLC患者对 TKI产生耐药

的过程中发现经过靶向药物治疗之后，肿瘤细胞的

基因表达亚型和细胞周期均发生了变化；不同用药

手段有利于抗性基因，如MAPK级联激活，CALD1、
CCDC80、TPM1、TACSTD2 恢复表达等，意味着这种

药物诱导的耐药其实是可逆的；同时在不同NSCLC
细胞系中均观察到抗凋亡基因、NF⁃κB和MAPK通

路在早期耐药细胞中激活，提示在不同肺癌细胞系

中早期耐药基因表达有一定的共性，选择合适的以

及合理使用靶向药物可能通过下调特定的细胞存

活机制来减缓肿瘤细胞群的耐药性。除此之外，

Kashima等［43］通过对肺癌组织样本和 EGFR⁃TKI耐
药细胞模型的 scRNA⁃seq 检测，发现除 AURKA、

VIM和AXL等已知耐药基因之外，CD74在 EGFR⁃
TKI耐药中也发挥了重要作用，其上调会诱导细胞

的耐药性并抑制细胞凋亡。研究者还发现 TME中

的巨噬细胞而非肿瘤细胞表达的表皮调节素可诱

发 EGFR⁃TKI耐药，提示TME的细胞与肿瘤细胞的

相互作用也是诱发耐药的重要因素之一［44］。

顺铂（CDDP）和培美曲塞（PEM）联合化疗是

LUAD的主要治疗方案之一，然而药物抗性的出现

极大地限制了其治疗效果。研究人员发现 miR⁃
6077为LUAD中CDDP/PEM抗性的关键驱动因素。

对接受CDDP/PEM联合治疗的LUAD患者样本进行

scRNA⁃seq，发现 CDDP/PEM可诱导 cdkn1和 keap1
上调，实验证明miR⁃6077可以通过 cdkn1a⁃cdk1介

导细胞周期停滞和 keap1⁃nrf2⁃slc7a11/nqo1介导铁

死亡，保护LUAD细胞免受 CDDP/PEM 诱导的细胞

死亡，从而在体外和体内导致LUAD细胞的耐药，这

一发现为克服LUAD的耐药性提供了一个新的治疗

策略［45］。

5 用于NSCLC预后分析与风险评估

NSCLC患者的生存预后问题是患者和家属关

注的最主要问题，由于肿瘤的异质性导致进行精准

的预后评估有一定难度。研究人员选取18例LUAD
患者的癌组织、癌旁组织和血液样本进行 scRNA⁃
seq，研究发现 I期肿瘤就可以使得T细胞和NK细胞
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发生显著改变，T细胞在TME中的比例更高，NK细

胞的比例则显著降低，提示不良预后。此外还建立

了早期未治疗LUAD的免疫细胞图谱，揭示在早期

病变中富含PPARγhiCD64hiCD14hi PPARγhiIL⁃6hi 巨噬

细胞、CD1C阳性单核细胞、NK细胞和颗粒酶B阳性效

应细胞，这些细胞同时存在于免疫微环境中，与患者

预后相关。PPARγhiCD64hiCD14hi PPARγhiIL⁃6hi 巨噬

细胞和细胞颗粒酶B阳性效应细胞显著减少的患者

有明显的生存劣势［12］。

Maynard等［46］选取了靶向药物治疗前、治疗过

程中肿瘤控制期、进展期 3 种 LUAD 样本进行

scRNA⁃seq，首先分析了所有样本突变率与总生存

期之间的关系，发现突变率低总是与总生存期长相

关。进一步研究发现3组样本细胞存在的共同特征

是肿瘤细胞表面受体酪氨酸激酶信号保持着持续

激活状态，包括常见的EGFR家族，该生长信号是维

持细胞持续增殖的驱动因素，贯穿着肿瘤治疗的全

过程。接着针对进展期组细胞进行深入分析，发现

该组存在 3种特殊的细胞亚群，分别是高表达犬尿

氨酸通路的肿瘤细胞、IDO1+巨噬细胞和高表达细胞

通讯基因（GJB2、GJB3、GJB5）的肿瘤细胞，这3种细

胞群的特征均与较差的预后相关。肿瘤控制期组

呈现较好的预后趋势，与治疗前组和进展期组的差

异显著，其肿瘤细胞高表达肺泡信号相关基因，其

中多个基因的高表达提示预后更好。通过组间对比，

在肿瘤控制期组的AT2中发现NKX2⁃1特异性高表

达，这或许可以作为肺癌预后较好的标志物［46］。

肿瘤风险预测模型可作为预测患者预后的工

具。研究人员使用 scRNA⁃seq检测基因共表达网

络，构建了肿瘤风险预测模型，发现较低免疫浸润、

P53信号通路和Treg细胞的激活是预后差的原因。

此外，此模型还具有预测免疫治疗效果的功能［47］。

还有一些研究人员通过 scRNA⁃seq探究肿瘤细胞干

性指数及干性相关基因与患者预后的关系，发现癌

组织的干性指数高于癌旁组织，且干性指数与肿瘤

分期呈正相关。另外，还发现并鉴定了 CCNA2、
CCNB1、FEN1、SPAG5等 15个干性相关基因，其过

表达与肿瘤组织中较少的免疫细胞浸润有关，这些

基因具有成为预后指标和治疗靶点的潜力［48-49］。

6 小结和展望

scRNA⁃seq从生命活动的基本功能单位——单

细胞的维度帮助剖析复杂的TME，给实体瘤研究提

供了新的思路。scRNA⁃seq可以精准捕获肺癌异质

性和TME内丰富的生物信息，发现新的肿瘤相关基

因和信号通路，从而帮助研究人员更深入地了解

肺癌的发生发展和治疗耐药的关键生物学机制，

有助于指导临床上对肺癌的早期诊断、靶向治疗、

疗效监测与预后评估。未来通过对NSCLC单细胞

数据的深入挖掘，可以探索更多新的治疗靶点以

及疗效预测标志物等，更好地实现患者分层，同时

也为精准医学的过程管理和复发监测提供可能。

相信随着研究队列的逐渐扩大和循证医学证据的

不断积累，scRNA⁃seq必将为肺癌的精准治疗打开

新篇章。
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