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［摘 要］ 胃癌发病和肿瘤微环境重编程密切相关，但肿瘤微环境的复杂性与异质性限制了胃癌的个体化精准诊疗。单细胞

转录组测序技术从探讨肿瘤微环境重编程过程出发，可在单细胞水平“描绘”胃癌中肿瘤微环境的“景观”，深入探索肿瘤微环

境各细胞亚型间的相互作用，揭示肿瘤微环境调控胃癌进展与转移的免疫新机制，探究肿瘤微环境诱导胃癌化疗耐药的分子

机制，挖掘肿瘤微环境中胃癌潜在的免疫治疗新靶点，提供预测肿瘤微环境影响胃癌预后的新方法等，为研究胃癌起源、发病

机制、疾病进展以及免疫耐受等提供更全面、精准的证据。文章就单细胞转录组测序技术在胃癌微环境重编程研究中的应用

现状作一综述，力求为胃癌的精准诊治提供新思路。
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［Abstract］ Gastric cancer is closely related to the reprogramming of the tumor microenvironment，but the complexity and
heterogeneity of the tumor microenvironment presents a significant challenge to the development of individualized and precise diagnose
and treatment strategies for gastric cancer. Focusing on the reprogramming process of tumor microenvironment，single⁃cell sequencing
technology can depict the“landscape”of the gastric cancer tumor microenvironment at the single ⁃cell level，explore the interactions
between cell subtypes and their components，reveal the novel immune mechanisms by which the tumor microenvironment regulates the
progression and metastasis of gastric cancer，explore the molecular mechanism of chemo⁃resistance in the tumor microenvironment of
gastric cancer，identify the potential immunotherapy targets for gastric cancer within the tumor microenvironment，and provide a new
prediction method for the prognosis of gastric cancer. The technology will provide more comprehensive and precise evidence for the
study of origin，pathogenesis，progression，and immune tolerance in gastric cancer. The following paper reviews the application of single⁃
cell RNA sequencing technology in the reprogramming of the tumor microenvironment in gastric cancer and attempts to provide new
ideas for the precise diagnosis and treatment of gastric cancer.
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胃癌（gastric cancer，GC）作为最常见的消化道

恶性肿瘤之一，多见于东亚、东欧、南美洲人群，其

癌症相关发病率及病死率在全球范围内均居于前

列［1］。GC是一种具有显著异质性的疾病，表现出高

度的组织学、转录组和基因组变异，导致不同的临

床特征和治疗反应［2］，因此深入探索GC异质性对于

不同个体的精准诊治具有重要意义。

肿瘤微环境（tumor microenvironment，TME）作
为影响肿瘤异质性的重要因素之一，在肿瘤进展中

不断重编程，以选择最具适应性的细胞亚型［3］。

TME不仅由多种细胞类型组成，包括肿瘤细胞、成

纤维细胞、免疫细胞、内皮细胞、脂肪细胞、神经元

等，还涵盖了肿瘤细胞周边的淋巴管和脉管系统、

细胞因子等［4］。这些成分通过一个巨大的分子信息

网络相互作用、相互交流。TME重编程与肿瘤异质

性密切相关。深入探讨TME重编程对于掌握GC异

质性及精准诊治意义重大，但因TME的复杂性，目

前尚缺乏有效的研究手段。

随着研究技术的不断更新，转录组/蛋白组测序

使得GC异质性的研究成为可能。传统的批量转录

组测序技术将组织或者细胞群作为研究材料，从中

获得不同基因表达谱的混合物。但是肿瘤细胞之

间以及 TME内的转录组程序存在高度异质性，由

“稀有”细胞群或细胞类型驱动的肿瘤恶性化的真

正信号可能不会被批量RNA测序检测到［5］。这一

问题激发了新一代测序技术——单细胞转录组测

序技术的诞生，单细胞转录组测序技术使得单细胞

水平上的肿瘤转录组研究变为可能。

1 单细胞转录组测序在胃癌TME研究中的应用

1.1 单细胞转录组测序可“描绘”胃癌不同阶段的

TME“景观”

根据Correa’s级联反应，GC的发生发展是一种

从非活动性或慢性活动性胃炎到癌前病变最后发

展为胃腺癌的进展过程［6］。目前大多数研究局限于

胃癌或转移性胃癌等单一阶段，针对癌前病变以及

多病变阶段的研究较少。Wang等［7］研究了从胃炎

到胃癌的整个过程中TME细胞组成的动态变化，该

研究从43例受试者中提取了包括正常人群、慢性萎

缩性胃炎、肠上皮化生、胃癌、腹腔转移等多种胃癌

发展阶段的组织及胃癌患者和健康人群的外周血

单个核细胞标本，对其进行单细胞转录组测序，发

现不同组织群的免疫细胞和基质细胞的丰度及组

成存在很大差异，说明在GC发展的不同阶段，都伴

随着TME的重编程。该研究全面分析了TME中免

疫细胞及基质细胞亚群，展现了 GC多病变阶段

TME的细胞异质性。通过拟时序分析揭示随着GC
进展，CD8+T细胞发生重编程，T细胞耗竭相关转

录因子的表达增加以及抑制性免疫检查点基因上

调；通过鉴定肿瘤相关巨噬细胞（tumor associated
macrophage，TAM）亚群、树突状细胞（dendritic cell，
DC）亚群发现随着GC进展，髓系细胞由免疫刺激状

态转变为免疫抑制状态；通过对B细胞及浆细胞进

行亚聚类分析发现胃癌前病变中 IgA+浆细胞显著富

集；通过对成纤维细胞、内皮细胞、血管平滑肌细

胞、间皮细胞等基质细胞进行亚群鉴定，发现随着

GC进展，基质细胞发生重编程，可能驱动肿瘤血管

生成和免疫抑制信号。此外，一项胃癌前病变和早

期GC的单细胞研究详细描绘了非萎缩性胃炎、慢

性萎缩性胃炎、肠上皮化生、早期GC的胃黏膜单细

胞图谱，发现早期GC细胞从起源上更接近化生干

细胞样细胞（metaplastic stem⁃like cell，MSC），这提

示GC细胞可能来源于化生微环境中的MSC［8］。由

此可见，单细胞转录组测序技术不但能很好地展现

GC进展过程中 TME细胞的动态变化，而且能以新

的视角展现GC的细胞起源。

1.2 单细胞转录组测序可深入探索TME细胞与GC
细胞间的相互作用

TME中的各种细胞亚型之间存在复杂的相互

作用，这是引起TME重编程、导致TME异质性的重

要原因之一，其中肿瘤相关基质细胞、巨噬细胞是

TME中复杂细胞间相互作用的关键介质［9-10］。Sun
等［11］利用单细胞转录组测序技术结合细胞间通讯

分析技术确定肿瘤与正常组织中可能的细胞⁃细胞

相互作用，发现肿瘤相关基质细胞与肿瘤血管生成

密切相关，内皮细胞簇和平滑肌细胞簇表达高水平

的Notch配体 Jagged 1（JAG1）和δ样配体1（delta like
ligand 1，DLL1），通 过 与 Notch 受 体 NOTCH1、
NOTCH3、NOTCH4相互作用参与血管形成过程，同

时平滑肌细胞簇通过自身表达的血管生成素 2（an⁃
giopoietin 2，ANGPT2）与内皮细胞簇表达的相应受

体酪氨酸激酶（tyrosine kinase，TEK）结合调控内

皮细胞的存活和迁移。Sathe等［12］研究验证了这一

结论，内皮细胞中存在显著的自分泌和旁分泌的血

管生成调节因子Notch信号通路，还发现Notch信号

通路也在成纤维细胞中存在。

目前许多研究已经证实肿瘤相关成纤维细胞

（cancer⁃associated fibroblast，CAF）和肿瘤细胞之间

··286



的相互作用在肿瘤发生发展中起着关键作用，而

TME中的其他细胞和CAF间的相互影响被认为是

促进肿瘤进展的另一个关键因素［13］。Li 等［14］通过

分析配体⁃受体介导的潜在的细胞间相互作用，观察

到GC样本中内皮细胞与成纤维细胞之间的相互作

用，并确定了由前列腺素因子（prostaglandin factor，
PGF）、血管内皮生长因子 A（vascular endothelial
growth factor A，VEGFA）、血小板源性生长因子

（platelet⁃derived growth factor，PDGF）及其受体介导

的尖状内皮细胞和成纤维细胞亚群之间的相互作

用，提示了成纤维细胞与肿瘤血管生成密切相关。

此外，TME中基质细胞与免疫细胞间的相互作

用也十分复杂，Li等［15］对 8对胃癌及癌旁组织进行

单细胞转录组测序，分析了CAF各亚群间的特点以

及CAF调控的TME成分之间的动态通讯，发现炎性

CAF（inflammatory CAF，iCAF）通过分泌 IL ⁃ 6 和

CXCL12 与 T 细胞相互作用，而细胞外基质 CAF
（extracellular matrix CAF，eCAF）通过骨膜蛋白（peri⁃
ostin，POSTN）与 M2型巨噬细胞相互作用。提示

iCAF和 eCAF可以动员周围的免疫细胞发生重编程

以构建有利于肿瘤生存的微环境。另有研究发现，

TAM与肿瘤相关基质细胞通过受体 ⁃配体对（如

CSF1⁃CSF1R、PROS1⁃AXL等）正反馈调控，以维持

亲肿瘤的微环境［11］。由此可见，在单细胞水平探究

GC细胞亚群间的受体⁃配体相互作用，可构建GC
TME中基质细胞与免疫细胞相互作用的网络，为选

择肿瘤免疫治疗的新靶点提供新思路。

1.3 单细胞转录组测序可揭示 TME调控GC进展

与转移的免疫新机制

肿瘤进展过程中，一方面肿瘤通过竞争代谢

物，分泌细胞外囊泡和细胞因子，降低自身抗原表

达，抑制TME中的细胞毒性免疫细胞数量、功能，从

而产生免疫耐受，另一方面大量促癌免疫细胞维持

肿瘤生长并加速肿瘤进展，进一步抑制细胞毒性免

疫细胞的功能［16］。Wang等［17］使用单细胞转录组测

序技术对3对GC及配对的淋巴结转移癌进行分析，

发现参与GC淋巴结转移过程的生物标志物包括

Erb⁃B2受体酪氨酸激酶 2（Erb⁃B2 receptor tyrosine
kinase 2，ERBB2）、紧密连接蛋白 11（claudin 11，
CLDN11）和细胞周期蛋白依赖性激酶 12（cyclin
dependent kinase 12，CDK12），以及原癌基因FOS和
JUN。Huang等［18］则聚焦GC的腹膜转移，利用单细

胞转录组测序技术发现在GC腹膜转移过程中DC
比例减少，Treg细胞以及幼稚T细胞的比例增加，而

单核细胞样DC［高表达CD14、CD163、纤维胶凝蛋

白 1（ficolin 1，FCN1）、MAF bZIP转录因子 B（MAF
bZIP transcription factor B，MAFB）、S100钙结合蛋白

A9（S100A9）、免疫球蛋白G Fc段受体1A（high affin⁃
ity immunoglobulin gamma Fc receptor 1A，FCGR1A），
而低表达CD1C和MHC⁃Ⅱ］却表现出高度多样性和

促血管生成表型，使其抗原递呈能力降低，促血管

生成能力增加。这有助于腹膜转移癌的免疫抑制

及促血管生成。

此外，多项研究显示 TME生态系统可以通过代

谢重编程影响细胞脂质代谢活动，导致免疫细胞功

能障碍，最终导致免疫抑制、免疫耐受，促进肿瘤进

展与免疫逃逸。Zhang等［19］利用单细胞转录组测序

与批量RNA测序技术获取数据库中的脂质代谢相

关基因（lipid metabolism⁃related gene，LMRG），发现

谷胱甘肽过氧化物酶 3（glutathione peroxidase 3，
GPX3）和烟酰胺 ⁃N⁃甲基转移酶（nicotinamide N⁃
methyltransferase，NNMT）作为肿瘤促进因子在GC进
展中起着关键作用，且M2巨噬细胞在高危组中明显

聚集，提示脂质代谢与TAM的M2极化相关。由此可

见，单细胞转录组测序技术为TME促GC肿瘤发展、

发病机制的研究提供了可靠有力的工具，相信以后随

着单细胞转录组测序及相关技术的普及应用，GC发

病新机制将会被不断揭示。

1.4 单细胞转录组测序为研究 TME诱导GC化疗

耐药的分子机制提供方法

新辅助化疗（neoadjuvant chemotherapy，NCT）作
为无法进行根治性外科手术治疗的GC患者的一项

重要治疗方案，旨在缩小肿瘤体积并降低肿瘤分

期，从而为一部分患者提供手术切除机会并提高整

体预后［20］。然而，肿瘤在治疗期间对化疗药物产生

耐药性，对NCT提出了重大挑战，了解GC化疗耐药

性的机制有助于针对肿瘤耐药的新策略研发及提

高GC患者的预后［21］。TME在肿瘤化疗诱导耐药中

起着重要作用，TME内的细胞异质性是导致GC化

疗耐药的重要原因。Yin等［22］利用公共数据库中不

同胃黏膜病变阶段的单细胞转录组测序数据获取

不同病变状态下成纤维细胞的数据信息，分析其与

5⁃氟尿嘧啶和顺铂治疗耐药相关基因的相关性，发

现 CAF 在 TME 中通过分泌肽基脯氨酰异构酶 C
（peptidylprolyl isomerase C，PPIC）影响葡萄糖代谢

和氧化磷酸化、细胞外基质重塑，导致GC化疗耐

药。可见GC TME中的代谢重编程与细胞重编程是

GC化疗耐药的重要机制。在GC中，CAF表现出高
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度异质性，表达不同标志物的CAF亚群可能在GC
耐药中发挥不同的作用［23］。Jia等［24］对50个原发性

GC的单细胞转录组测序结果进行分析，定义了胰岛

素样生长因子（insulin⁃like growth factor，IGF）阳性的

CAF亚群 IGF+CAF。他们通过细胞间通讯分析技术

发现 IGF1+CAF高表达胶原、纤连蛋白、Wnt配体，并

与GC上皮细胞表面的相应受体结合，介导上皮间

质转化的生物学过程，促进GC的侵袭与迁移，而

IGF信号通路显著富集于化疗后疾病进展的GC样

本中，提示 IGF1+CAF可能通过介导GC上皮细胞的

上皮间质转化导致肿瘤细胞获得化疗耐药表型。

由此可见，单细胞转录组测序技术基于对TME中细

胞进行分类及细胞间通讯分析为探究TME影响GC
化疗耐药的分子机制提供了可能的研究方向。

1.5 单细胞转录组测序可挖掘 TME中GC潜在的

免疫治疗新靶点

虽然针对GC治疗的新方法如免疫检查点抑制

剂（immune checkpoint inhibitor，ICI）、代谢抑制剂和

免疫代谢的关键酶等已经被应用于GC的临床治疗

中，如人表皮生长因子受体 ⁃ 2（human epidermal
growth factor receptor⁃2，HER⁃2）单克隆抗体、程序性

细胞死亡受体⁃1（programmed cell death receptor⁃1，
PD⁃1）单克隆抗体以及程序性细胞死亡受体⁃配体1
（programmed cell death receptor⁃ligand 1，PD⁃L1）单
克隆抗体等，但是晚期 GC患者的治疗获益仍有

限［25-26］。因此，寻找新的免疫治疗靶点以提高疗效

尤为重要。Fan等［27］对 20例GC腹膜转移样本进行

单细胞转录组测序，发现性别决定区 Y 框 9（sex
determining region Y⁃box 9，SOX9）在GC及腹膜转移

癌中显著上调，与GC的不良预后显著相关，并且与

GC的干性、侵袭性和转移有关。该研究还发现

SOX9在抑制 CD8+T细胞应答和白血病抑制因子

（leukemia inhibitory factor，LIF）介导的巨噬细胞M2
极化中起关键作用。针对 SOX9或LIF/白血病抑制

因子受体（leukemia inhibitory factor receptor，LIFR）
的集落刺激因子 1受体（colony⁃stimulating factor⁃1
receptor，CSF1R）的抑制剂 PLX3397以及针对 LIFR
的抑制剂EC359已经进入临床研发阶段，研究发现

使用PLX3397和EC359联合阻断M2型巨噬细胞中

的 CSF1R和 LIF/LIFR，可以显著抑制M2型巨噬细

胞标志物趋化因子配体 2（chemokine ligand 2，
CCL2）和 IL⁃10，增加SOX9高表达GC细胞的T细胞

应答，这为GC腹膜转移癌患者的治疗提供了新思

路。Park等［28］同样对单细胞转录组测序结果分析

发现肌动蛋白α2（actin alpha 2，ACTA2）的表达与

GC ICI的反应相关，并定位到了CAF，他们发现CAF
中α⁃平滑肌肌动蛋白（alpha⁃smooth muscle actin，α⁃
SMA）表达水平较高，且相比 ICI应答者，无应答者

CAF中ACTA2低表达，提示ACTA2在 CAF中的表

达与 ICI反应有关。此外，靶向髓系细胞检查点作

为目前 ICI的辅助治疗也是目前新兴的治疗方案。

补体激活片段C5a受体 1（complement component 5a
receptor 1，C5aR1）作为髓系检查点，具有调节 TAM
的免疫抑制特性和CD8+T细胞免疫耐受的作用，阻

断C5aR1可以促使TAM重编程，显著逆转T细胞耗

竭，重新激活CD8+T细胞的细胞毒性以增强对GC的

抗肿瘤免疫，在与 PD⁃1抗体联合时可以协同增强

CD8+T细胞再激活和诱导肿瘤细胞凋亡［29］。上述研

究表明，单细胞转录组测序技术能够更好地在单细

胞水平发现与肿瘤免疫应答相关的特异性基因，为

GC免疫治疗新药的研发提供有价值的新靶点，具有

重要的临床意义。

1.6 单细胞转录组测序可提供预测 TME影响GC
预后的新方法

虽然GC的治疗效果随着免疫靶向药物的问世

有所改善，但其预后仍不理想，晚期GC患者的 5年
相对生存率低于 10%［30］。批量RNA测序技术提供

了整体水平上影响GC预后的基因特征，但其忽视

了TME的异质性及分子相互作用的复杂性。单细

胞转录组测序技术为鉴定TME中的不同免疫细胞

亚群提供单细胞水平的依据，从而为预测GC患者

的预后提供新方法［31］。Sun等［32］整合GC单细胞转

录组测序数据及批量 RNA测序数据，构建了 1个
由 12个基因组成的NK细胞相关特征基因集（NK cell
related characteristic gene set，NKCAS），区分高、低风

险组，并将NKCAS与临床病理学特征整合后，来预

测GC患者的生存结局。结果显示低风险组存在较

高的NK细胞及CD8+T细胞浸润，风险评分也与炎症

活动呈负相关。Li等［33］也利用类似的方式构建了

7 个基因组成的巨噬细胞标志物基因集（macro⁃
phage marker gene signature，MMGS），建立了基于

MMGS的风险评分模型以预测GC患者的预后。除

了固有免疫细胞，适应性免疫细胞也与GC预后密

切相关。Cai等［34］通过分析单细胞转录组测序和空

间转录组测序数据确定了GC细胞与B细胞之间发

生显著串扰，GC浸润的CD20+B细胞发生重编程，更

倾向于分化为表达 IL⁃10和 IL⁃35的抑制性B细胞，

提示CD20+B细胞具有独特的免疫抑制功能。后续
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该研究通过分析配体⁃受体对，发现LAMA/CD44信
号轴的表达是免疫治疗和GC预后的预测指标。上

述研究表明，单细胞转录组测序技术可揭示影响GC
预后的TME免疫细胞亚群变化，从而构建更科学的

模型，对临床GC患者个体化治疗及干预有一定的

指导意义。

2 单细胞转录组测序技术在研究TME与GC中的

不足与展望

单细胞转录组测序技术可在单细胞水平绘制

GC不同阶段的 TME细胞图谱，并可构建庞大的细

胞间相互作用网络，对解释GC的异质性、探索GC
进展与转移新机制以及挖掘GC免疫治疗新靶点

均具有重要作用。但是，单细胞转录组测序技术

目前仍然存在不足之处。第一、单细胞转录组测

序技术不能反映上游调控网络及下游功能。近几

年来单细胞多模态组学分析逐渐兴起，未来能够

形成以单细胞转录组测序技术为核心的多组学网

络，能够更好地剖析TME的异质性。第二、单细胞

转录组测序技术的成本高昂，限制了其在临床研

究领域的应用。当未来随着单细胞转录组测序技

术的成本降低及普遍应用，才有可能真正进入临

床实践，切实解决临床问题。第三、单细胞转录组

测序技术丢失了关键的空间信息，尚不能完全体

现肿瘤发生发展过程中真实的细胞功能、病理变

化情况。

未来，单细胞转录组测序技术将加深从细胞病

因学角度对疾病的理解，为临床提供更具疗效的分

子靶点，促进新药研发。此外，利用单细胞转录组

测序技术发现的新型生物标志物可构建患者的预

后分层模型，协助临床诊治决策，促进个体化精准

医学的发展。未来的测序技术将提供单细胞水平

上的空间多组学测序［35］，通过解构TME中细胞生态

位的复杂空间结构，帮助进一步理解肿瘤的免疫耐

受与转移机制。随着单细胞转录组测序技术成本

的降低及标准化流程的形成，其将在临床实践中推

广，相信可为GC患者的个体化诊疗提供强有力的

数据支撑。
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