
妇科恶性肿瘤主要包括宫颈癌（cervical cancer，
CC）、卵巢癌（ovarian cancer，OC）、子宫内膜癌（endo⁃
metrial cancer，EC）、外阴癌、妊娠滋养细胞肿瘤等，

其中前三者在临床最为常见。根据 2020年全球癌

症数据统计显示，CC、OC和EC的新发病例数分别

约为 60.4万、31.4万、41.7万，死亡病例数分别约为

34.2万、20.7万、9.7万［1］。在中国，根据最新数据统

计显示，CC、OC和EC的发病率分别为 17.69/10万、

8.47/10万、10.54/10万，病死率分别为 5.52/10万、

4.04/10万、2.53/10万［2］。妇科恶性肿瘤的发病率不

断增长并且呈现出年轻化的趋势［3］。随着科学技术

的不断发展，单细胞测序技术的兴起为探究妇科恶

性肿瘤的发生发展轨迹、免疫微环境的结构组成等

提供了更为实用的平台。

单细胞测序技术是指在单个细胞水平上，对基
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因组、转录组、表观基因组等遗传信息进行高通量

测序分析的一项技术。随着技术的不断更新与突

破，单细胞测序技术现已被广泛应用于癌症生物

学、神经生物学、免疫学、临床诊断、胚胎学、产前诊

断等多个领域的研究。本文将从单细胞测序技术

的进展及其在妇科恶性肿瘤研究中的相关应用方

面进行综述，并展望其发展前景。

1 单细胞测序技术的兴起与发展

传统测序技术有通量高、成本低、时间短等优

点，但其所检测的DNA和RNA来源于大量细胞，最

后获得的数据为整个细胞群的平均数值［4］。然而，

细胞之间的遗传信息往往存在差异，即细胞的异质

性，大量细胞平均的结果可能会掩盖某一小群稀有

细胞的基因表达信息，而了解肿瘤细胞的异质性对

于肿瘤的诊断、明确肿瘤性质以及针对性个体化治

疗均有重要影响［5］。

单细胞测序技术可以针对单个细胞进行分析，

包括单个细胞的基因组、转录组、表观遗传学和蛋

白质组等信息，发现和比较不同细胞的基因表达差

异。单细胞测序技术自2009年首次被报道以来，已

广泛应用于生命科学领域［6］。2013年，单细胞测序

技术被《自然·方法》（Nature Methods）杂志评为年度

技术［7］。同年，《科学》（Science）杂志将单细胞测序

列为年度最值得关注的六大领域榜首，认为该项技

术将改变生物学和医学界的许多领域［8］。单细胞测

序技术的出现和发展在阐明肿瘤发生发展机制、肿

瘤分子分型、鉴定稀有细胞、绘制细胞谱系、指导肿

瘤靶向精准治疗和预测患者预后等方面发挥了重

要作用。

单细胞测序主要包括基因组学、转录组学、

表观基因组学和蛋白质组学等方向的测序技

术。单细胞基因组测序（single⁃cell DNA sequencing，
scDNA⁃seq）是在单细胞水平通过全基因组扩增技

术对单个细胞微量全基因组DNA进行扩增，获得高

覆盖率的完整基因组后进行外显子捕获进而高通

量测序，scDNA⁃seq主要用于检测细胞中的染色体

数目变异、拷贝数变异、单核苷酸多态性等信息，了

解细胞之间的遗传差异、探究细胞进化关系等［9］。

单细胞转录组学测序主要包括单细胞转录组测序

（single⁃cell RNA sequencing，scRNA⁃seq）和单核转录

组测序（single nuclei RNA sequencing，snRNA⁃seq）。
scRNA⁃seq是一种在单个细胞水平对转录组信息进

行高通量测序的技术，其应用最为广泛，有助于识

别和表征细胞类型、状态、谱系和分化方向，尤其是

在肿瘤学领域，它已成为深入研究肺癌［10］、肝癌［11］、

乳腺癌［12］等肿瘤的核心工具。基于液滴的 10×Ge⁃
nomics Chromiu和基于平板的RNA模板测序5'端切

换机制（plate ⁃ based switching mechanism at the 5’
end of RNA template sequencing，SMART ⁃ seq2）是
scRNA⁃seq的两种常用方法［13-14］。snRNA⁃seq是通

过提取并标记样本的细胞核，制成单细胞核悬液进

行测序，从而研究单个细胞核内转录本的技术，其

被广泛运用于核膜完整的不同组织和细胞类型的

冷冻样品分析，尤其是脑肿瘤分析，因为其难以获

得新鲜脑组织用于研究［15］。表观遗传学是连接基

因组学和细胞表型的重要调控环节，单细胞表观基

因组学测序主要涉及单个细胞的DNA甲基化、组蛋

白修饰、核小体排列、染色质的三维构象等，以便研

究基因调控的特异性。单细胞蛋白质组学测序的

基础在于质谱分析，研究人员为减少蛋白质损失改

进了蛋白质制备和分离的程序，发展了质谱流式细

胞术和成像质谱流式技术［16］，促进了在单细胞分辨

率下更深入的定量蛋白质组学测序。单细胞蛋白

质组学测序对于在蛋白层面揭示肿瘤异质性及治

疗耐药性具有重要意义［17］。

单细胞测序技术主要包括 4个步骤：①从细胞

群中分离单个细胞；②提取、处理和扩增每个细胞

的遗传物质；③制备包括细胞遗传物质的测序库；

④使用第二代测序仪对该库进行测序。

2 单细胞测序技术在妇科恶性肿瘤研究中的应用

2.1 单细胞测序技术在妇科恶性肿瘤发生发展机

制及异质性研究中的应用

2.1.1 CC
CC是女性生殖系统最常见的恶性肿瘤［1］。90%

以上的CC发生于宫颈外鳞状上皮和宫颈内柱状上

皮的过渡区［18］，在某些生理或病理条件下，过渡区

的柱状上皮被鳞状上皮所取代，即化生。过渡区活

跃性化生与人乳头瘤病毒（human papilloma virus，
HPV）感染的风险相关［19］，HPV是CC的主要高危因

素，但HPV感染导致正常宫颈组织到宫颈癌前病

变，再到CC这种转变过程的潜在机制尚不清楚。

研究人员通过对 2例HPV-正常子宫颈组织、

2例HPV+正常子宫颈组织、2例HPV+高级别鳞状上

皮内瘤变（high⁃grade squamous intraepithelial lesion，
HSIL）和 3例HPV+CC组织进行 scRNA⁃seq及空间

转录组学测序（spatial transcriptomics sequencing，
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ST⁃seq）联合分析，首次鉴定出了代表3个不同疾病

阶段特有的“HPV相关簇”。“HPV相关正常上皮簇”

特异性表达肿瘤抑制因子 SLC5A8和DERL3，表明

HPV感染后保护机制将相应地被激活；“HPV相关

HSIL 簇”高度表达癌前病变关键分子 VSIG1 和

CASC9；“HPV相关 CC簇”特异性表达 CALML5和
CASP14，曾被证明与头颈癌和口咽癌等HPV相关

癌症患者的复发和生存结局密切相关。另外，对不

同疾病阶段的各种细胞亚群的空间结构分析表明，

在HPV+正常子宫颈组织中，HPV感染上皮的病毒滴

度较低，而在HPV+HSIL组织中，HPV基因整合主要

发生在HSIL病灶，而不是腺体和结缔组织区域。鳞

状细胞癌组织中HPV基因表达呈现广泛空间分布，

证实了持续性HPV感染对CC发生的决定性影响。

这项研究发现了可能决定 CC进展的关键节点基

因，为HPV相关的CC发生研究提供了新的见解［20］。

Chumduri等［21］关于子宫颈上皮细胞及间质细

胞 scRNA⁃seq的研究表明，柱状上皮细胞和鳞状上

皮细胞来自不同的子宫颈驻留的特异性干细胞群，

它们分别受到来自间质的正向和反向Wnt信号的调

控，相反的间质信号构成生理状态下过渡区的内稳

态。他们利用小鼠宫颈化生模型，进一步证明宫颈

间质在化生过程中经历了广泛的重塑，Wnt抑制因

子DKK2的表达增加，激活了静止的鳞状干细胞并

促进其生长，这些干细胞侵入过渡区的柱状上皮或

作为宫颈内的化生灶。这项研究表明子宫颈过渡

区的稳态并不完全是通过一种上皮细胞向另一种

上皮细胞的转分化来维持的，为阐明维持宫颈上皮

连接的机制提供了重要的概念性进展。

2.1.2 OC
OC是病死率最高的妇科恶性肿瘤，预后差［1］。

由于早期大多无症状，OC被诊断时多为晚期，其

5年生存率仅为30%。手术切除和全身辅助化疗仍

然是OC的主要治疗方法。然而，高达 75%的患者

会出现化疗耐药性。此外，大多数患者存在术后复

发，预后较差［22］。因此，探索OC复发转移的生物学

机制、建立新的特征模型作为OC患者的有效预测

指标迫在眉睫。

研究人员搜集了 4例原发性OC样本，2例未经

治疗的OC腹膜转移肿瘤样本和2例复发OC样本进

行 scRNA⁃seq，通过对单细胞基因表达数据进行时

间分辨分析来确定转移性OC中肿瘤细胞的发育序

列，并确定细胞的起始亚群，接下来将转移性肿瘤

中鉴定出的起始细胞追溯到原发性肿瘤，以了解其

原始特征并鉴定具有代表性的生物标志物。研究

结果显示，在不同的OC亚群中，复发通常由特异性

表达CYR61的原发性肿瘤细胞亚群引发。此外，研

究发现表达RGS5的癌症相关成纤维细胞亚群对肿

瘤转移起到重要作用，联合CYR61/RGS5表达的评

分与OC患者的无复发生存率显著相关。用于免疫

组织化学双染色的新型生物标志物CYR61/RGS5对
预测临床OC的复发具有巨大潜力［23］。

高级别浆液性卵巢癌（high⁃grade serous ovarian
cancer，HGSOC）是最具侵袭性和最常见的 OC 亚

型，约占所有病例的 70%［24］。为揭示OC关键的遗

传、表观遗传和转录组学特征及其相互调控关系，

探索HGSOC新的分子机制和寻找潜在的治疗靶点，

研究人员改进了单细胞多组学测序技术（single cell
chromatin overall omic ⁃ scale landscape sequencing，
scCOOL⁃seq），同时分析单个癌细胞的体细胞拷贝

数变化、DNA甲基化、染色质可及性和转录组。研

究发现，OC细胞中与干扰素（interferon，IFN）信号、

金属硫蛋白和代谢相关的基因表达水平普遍上调，

IFN信号和金属硫蛋白表达水平的上调受到启动子

去甲基化和卫星细胞、LINE1低甲基化的影响。此

外还发现基因表达和DNA甲基化在匹配的原发和

腹部转移肿瘤细胞中显示出相似的模式，这表明转

移细胞可能存在于原发肿瘤亚克隆中。另外，残留

DNA甲基化水平高、CCN1和HSP90AA1表达上调

的癌细胞系具有更大的潜在转移特性［25］。

2.1.3 EC
EC是全世界女性生殖系统第二大常见的恶性

肿瘤，在北美、东欧地区发病率最高［1］。在美国，EC
已超过宫颈癌成为最常见的女性生殖系统恶性肿

瘤，并且发病率与死亡率呈现连年增长的趋势［26-27］。

子 宫 内 膜 样 癌（endometrioid endometrial cancer，
EEC）是最常见的子宫内膜癌类型，占病例的 75%~
85%［28］。目前治疗方式以全子宫、双附件加淋巴结

切除术为主，根据病理报告是否有高危因素辅以放

化疗。然而，一些年轻患者可能需要保留生育能

力，因此常规手术治疗并不是最好的选择［29］。

在雌激素依赖的EEC发生过程中，子宫内膜在

长时间雌激素影响且无孕激素保护下不受控制地

增生，可由正常子宫内膜发展到非典型子宫内膜增

生（atypical endometrial hyperplasia，AEH），再逐步发

展到EEC［30］，但目前EEC的起源尚不明确。研究人

员应用 scRNA⁃seq分析了正常子宫内膜、AEH和

EEC的细胞，发现EEC来源于子宫内膜无纤毛的腺
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上皮细胞，LCN2+/SAA1/2+细胞是EEC发生的一个特

征亚群，其在正常子宫内膜组织鲜有表达，但在

AEH和EEC的表达呈递增趋势，提示固有的LCN2+/
SAA1/2+上皮细胞亚群可能是EEC的早期标志物。

根据子宫内膜病变LCN2+/SAA1/2+标记计算出的高

危评分患者在 TCGA⁃EEC队列中的生存率明显较

低［31］。

Cochrane等［32］应用 scRNA⁃seq研究来自正常子

宫内膜的类器官模型系统及EC组织，发现纤毛细

胞标志物（DYDC2、CTH、FOXJ1和 p73）和分泌细胞

标志物（MPST）在EC中高表达，并与EC患者的总生

存率呈正相关，这些标志物表达高的女性预后较

好。此外，MPST可与目前用于管理EC患者的临床

病理参数（如年龄、体重指数、肿瘤分期和分级、组

织学亚型、淋巴血管间隙侵犯、淋巴结状态等）相结

合从而预测患者预后，MPST表达能够区分错配修

复缺陷和 p53野生型EC患者的临床结局，MPST高
表达的患者预后较好，而低表达的患者往往预后不

良。MPST表达水平提供了这些临床病理特征未捕

捉到的额外信息，显著改善了与患者结局的相关

性。综上所述，这些标志物可用于EC患者的风险

分层，从而改善EC患者的临床管理。

2.2 单细胞测序技术在妇科恶性肿瘤微环境（tumor
microenvironment，TME）研究中的应用

TME主要是由肿瘤细胞及其周围的免疫细胞、

成纤维细胞和血管内皮细胞等，以及各种细胞外成

分（如细胞因子、激素、细胞外基质和生长因子等）

组成的一个复杂生态系统。不同肿瘤所构成的微

环境中，各种细胞类型的比例差异较大，提示个体

差异性较大。TME不仅在肿瘤发生、发展和转移过

程中起着关键作用，还对患者预后和免疫治疗效果

有深远的影响［33］。

研究通过对3例正常宫颈、2例宫颈高级别上皮

内瘤变（high⁃stage intraepithelial lesion，HSIL）、4例
宫颈原位癌和1例转移淋巴结组织进行了scRNA⁃seq，
发现HSIL产生了一些早期免疫浸润，但活性较低，

主要是组织驻留CD8+T细胞、自然杀伤（natural killer，
NK）细胞及M1样巨噬细胞等的浸润；原位癌表现出

免疫抑制状态，其特征为耗竭性CD8+T细胞、组织驻

留NK细胞和M2样巨噬细胞的高度浸润；而转移淋

巴结的免疫反应则被激活，表现出CD4+T细胞（初始

T细胞和中央记忆T细胞）、细胞毒性CD8+ T细胞、

循环 NK细胞和效应性记忆 CD8+T细胞的高度浸

润，这 3个阶段免疫细胞浸润种类及水平的差异表

明在CC进展过程中，TME呈现动态变化，其对研究

抑制CC发生和进展的新的免疫治疗方法具有重要

意义［34］。

一项对7例不同阶段的HGSOC患者及5例年龄

匹配的正常卵巢样本的scRNA⁃seq测序分析［35］表明，

上皮⁃间充质转化（epithelial⁃mesenchymal transition，
EMT）标志物 NOTCH1、SNAI2、TGFBR1 和 WNT11
的组合可用于预测HGSOC患者的不良预后；表达

α ⁃SMA、Vimentin、COL3A、COL10A 和 MMP11 的

基质癌相关成纤维细胞（matrix cancer⁃associated
fibroblasts，mCAF）被证实可以诱导肿瘤细胞EMT，
EMT是介导OC侵袭、转移及化学耐药性的主要机

制，具有激活EMT转录程序的HGSOC患者表现出

更差的结局。此外，一种免疫检查点抑制受体T细
胞免疫球蛋白和 ITIM结构域蛋白（T cell immunore⁃
ceptor with immunoglobulin and ITIM domain，TIGIT）
在耗竭性CD8+T细胞上高表达，封闭 TIGIT靶点可

以显著抑制小鼠中卵巢肿瘤的生长，提示TIGIT可
以作为HGSOC免疫治疗的潜在分子靶点。

Horeweg 等［36］通过对 B 细胞进行 scRNA⁃seq
在 EC 中发现了三级淋巴结构（tertiary lymphoid
structures，TLS）的存在，TLS是后天在非淋巴组织中

形成的含有免疫细胞的组织聚集体，B细胞在 TLS
中的聚集对于抑制肿瘤具有关键作用。差异基因

表达分析显示 TLS与 L1CAM过表达相关。通过免

疫组化和共免疫荧光显示L1CAM在成熟的具有生

发中心的TLS中表达极高，与肿瘤中L1CAM的表达

无关，提示L1CAM可作为成熟TLS的标志物。多变

量Cox回归分析显示存在 TLS的EC患者具有更好

的预后，该指标对EC预后的影响是独立的，不受其

他临床病理特征和分子分型的干扰。使用L1CAM
作为免疫组织化学标志物以评估成熟TLS的存在，

可以提高预测EC患者复发和预后的准确性。

2.3 单细胞测序技术在妇科恶性肿瘤细胞学检测

及耐药研究中的应用

恶性腹水在晚期HGSOC患者中经常发生，与肿

瘤耐药和预后不良相关［22］。腹水由多种细胞类型

组成，1/3的卵巢癌患者在诊断时存在恶性腹水，常

见于化疗耐药患者［37］。Izar等［38］使用单细胞 scRNA⁃
seq对 11例HGSOC患者的 22份腹水标本中的大约

11 000个细胞进行分析，发现恶性和非恶性细胞之

间的细胞生物学功能和免疫功能存在显著差异。

恶性细胞具有分化和增殖的作用，而在非恶性细胞

中，癌症相关成纤维细胞（cancer ⁃associated fibro⁃
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blasts，CAF）亚群具有免疫调节作用，其表达的细胞

因子白介素⁃6和趋化因子CXCL12能够在肿瘤中激

活 JAK/STAT信号，从而促进肿瘤生长和耐药。上

述研究表明在腹水生态系统中不同细胞行使着不

同的功能，不同细胞间的通讯和相互作用可能平衡

疾病进展和对治疗的反应，从治疗上改变这种平衡

可能是重塑耐药环境的一个途径。有研究收集了

来自 14例OC患者的包括原发灶、转移灶、腹水、外

周血以及盆腔淋巴结在内的5个部位共39个样本，

进行 scRNA⁃seq联合T细胞受体测序（T cell receptor
sequencing，TCR⁃seq），发现OC患者腹水中的记忆

T细胞是肿瘤原发灶及转移灶中终末态T细胞的重

要补充池，揭示了肿瘤组织及腹水中巨噬细胞功能

表型和起源的异质性，为深入理解OC腹水对肿瘤

进展的影响以及进一步探索靶向OC腹水的免疫治

疗策略提供了重要的实验依据［39］。

为给具有复发风险的子宫内膜癌患者提供更

多的信息，从而提高免疫治疗的效果，Dou等［40］利用

包括全基因组测序、全外显子组测序、甲基化阵列、

总RNA测序、微小RNA测序、靶向蛋白质组学、全

局蛋白质组学、磷酸化蛋白质组学、乙酰蛋白质组

学和糖蛋白质组学这10个组学平台对138例EC肿

瘤和 20例来自健康供体的正常子宫内膜标本进行

了全面的蛋白质基因组学分析。关于MYC活性与

二甲双胍治疗之间的关联分析表明，二甲双胍对于

治疗MYC活性升高的 EC具有潜在作用；PTEN和

PIK3R1基因突变与AKT磷酸化水平升高及对AKT
抑制剂敏感性增加相关，PIK3R1或许可以成为对

AKT抑制剂产生应答的潜在生物标志物。另外，

CTNNB1热点突变阻断了磷酸化诱导的β⁃catenin降
解，并可能使Wnt⁃FZD拮抗剂对具有CTNNB1热点

突变的 EC耐药。这些发现明确了一些分子标志

物，对于深入探究EC耐药的机制、指导EC患者分层

管理和精准治疗具有重要意义。

3 单细胞测序技术的不足和改进

自从单细胞水平层面探究疾病以来，研究人员

对肿瘤的异质性、肿瘤微环境的复杂性有了进一步

理解，单细胞测序技术被广泛应用于生命科学领

域。近年来，单细胞测序技术在妇科恶性肿瘤研究

中的应用层出不穷，其在阐明肿瘤发生发展机制、

检测肿瘤细胞亚型分类、鉴定稀有细胞、绘制细胞

谱系、指导靶向精准治疗及疾病预后等方面发挥

了重要作用（表 1）。然而，单细胞测序技术在肿

瘤研究方面的应用仍然存在一定局限性，如在

scRNA⁃seq中，一些编码具有重要调控或信号功能

蛋白质的低表达基因即使被检测到，也容易丢失，

并且容易受到技术噪声的影响［41］；由于技术和经费

的限制，来自大块组织的细胞只有小部分可以被测

序［42］，测序的细胞在多大程度上代表了整个组织中

感兴趣的细胞尚不清楚，故亟待解决进一步提高细

胞捕获的通量。此外，在分离过程中，组织中单细胞

的空间信息经常丢失［43］。因此，单细胞测序数据通

常不能显示细胞是如何构成组织的，以实现感兴趣

组织中的协调功能。为了解决这些问题，研究人员

不断研发一些新技术，如荧光原位杂交（fluorescence
in situ hybridization，FISH）、单分子荧光原位杂交

（single molecule fluorescence in situ hybridization，
smFISH）、激光捕获显微解剖、激光扫描显微镜（包

括双光子激光扫描显微镜）和荧光原位测序等，从

而保存或恢复测序单细胞的空间信息［44］。近期，有

研究人员研发了活细胞转录组测序技术［45］，兼具全

基因表达分辨率和动态解析能力，在单细胞进行转

录组测序后依然能够保持细胞存活。空间解析转

录组学（spatially resolved transcriptomics，SRT）是继

scRNA⁃seq后出现的新一代技术，通过 SRT可以帮

助揭示亚细胞RNA分布模式、空间标志和空间调节

的生物过程，这对于理解复杂组织中的基因表达和

调控至关重要［46］。

4 小结与展望

目前，妇科恶性肿瘤的发病率和病死率居高不

下，并呈现年轻化趋势，单细胞测序技术的出现为在

单个细胞水平上进一步深入研究妇科恶性肿瘤提供

了新的方向。将 scDNA⁃seq、scRNA⁃seq、单细胞蛋

白质组学测序以及联合TCR⁃seq等多种技术广泛应

用于妇科恶性肿瘤的研究，在识别肿瘤细胞特殊亚

群、发现肿瘤发生发展中关键性的节点基因、挖掘

TME中的丰富信息、探究耐药性肿瘤细胞的特征等

方面发挥了重要作用，这些发现对于帮助临床确立

精准有效的诊断标志物、治疗靶点、疗效及预后评

价指标等具有重要意义。然而，单细胞测序技术仍

然存在一些不足之处，比如对低表达基因的检出率

不高、缺乏细胞或组织的空间信息等。未来，活细胞

转录组学测序、SRT等技术将会逐步发展并进一步

完善，这些技术的成熟与推广，以及多组学之间的联

合应用将为妇科恶性肿瘤个性化与精准化的诊断、

治疗及预后提供新的思路和理论基础。
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