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　 　 【摘要】 单细胞测序技术可对分散的单个细胞分别进行基因组、 转录组、 表观遗传组或多组学测序ꎬ 可从较少的肿

瘤细胞中获得取可能多的信息ꎮ 相较于整体测序ꎬ 对单细胞测序技术在肿瘤内和肿瘤间异质性的研究有助于了解肿瘤动

态变化机制ꎮ 利用单细胞测序技术研究脑恶性肿瘤进展过程中不同阶段的分子标志物、 特殊信号通路、 基因表达及免疫

应答等ꎬ 为脑恶性肿瘤的评估、 诊断、 分型和治疗提供了新的思路ꎮ 本文将对单细胞测序及其与未来脑恶性肿瘤的诊疗

进展进行综述ꎮ
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　 　 利用测序技术分析肿瘤遗传变异、 特异性代谢活

动及进化过程ꎬ 对肿瘤发生及进展机制的研究有重要

意义ꎬ 且为肿瘤临床治疗提供理论基础ꎮ 相对于整体

测序ꎬ 单细胞测序技术更有利于阐释肿瘤异质性ꎬ 且

能从有限的样品中获得更多的信息ꎮ 成人最常见的脑

恶性肿瘤是脑转移瘤ꎬ 而原发脑恶性肿瘤以胶质母细

胞瘤 (ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａꎬ ＧＢＭ) 最为常见ꎬ 存在较强的异

质性ꎮ 在分子病理指导精准医疗的背景下ꎬ 脑恶性肿
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瘤患者或因无法接受颅脑手术而失去分子病理检测和

更有效的靶向治疗的机会ꎮ 同时ꎬ 由于颅脑手术创伤

较大ꎬ 多数患者无法在病情进展时重复手术治疗ꎬ 利

用外周血、 脑脊液等微创活检的方式进行病程监测并

指导个体化治疗是脑肿瘤治疗的方向ꎮ 因此ꎬ 鉴于单

细胞测序技术的优势ꎬ 其在脑恶性肿瘤临床诊疗中的

应用备受期待ꎮ 本文将综述单细胞测序技术流程及应

用该技术进行肿瘤研究的进展ꎬ 并结合脑恶性肿瘤的

特征对单细胞测序技术在其诊疗中的应用进行展望ꎮ

１　 单细胞测序技术发展概述

癌细胞具有基因组不稳定性ꎬ 在肿瘤起始和进展

过程中可积累大量遗传突变ꎬ 如单核苷酸突变、 染色

体变异等ꎮ 利用测序技术测定癌细胞突变类型、 功

能ꎬ 有助于探究癌症发生发展机制ꎬ 并有针对性地研

制治疗方案ꎮ 依据 ＤＮＡ 复制的分子生物学原理ꎬ
Ｓａｎｇｅｒ 等利用双脱氧核苷酸链终止法进行 ＤＮＡ 片段

测序ꎬ 开启了基因组测序的新时代ꎮ 但 Ｓａｎｇｅｒ 测序

法操作繁琐、 耗时长、 成本高ꎬ 大规模应用受限ꎮ 随

着荧光染色和毛细管微阵列电泳技术应用于基因组测

序ꎬ 第二代测序技术 ( ｎｅｘｔ￣ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬ
ＮＧＳ) 基于 “边合成边测序” 的原则ꎬ 实现大规模、
高通量测序ꎬ 显著降低了测序成本ꎮ ＮＧＳ 法也具有

一定局限性ꎬ 包括测序片段较短ꎬ 不能反映基因组长

片段的变异ꎬ 如拷贝数变异 (ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎꎬ
ＣＮＡ) 和染色体结构变异ꎮ 第三代测序利用单分子实

时测序及基于二代测序的合成长读长测序技术ꎬ ＤＮＡ
片段读长可至数十 Ｋｂꎬ 同时可进行完整的 ｍＲＮＡ 测

序ꎬ 有利于对特殊基因的外显子剪切进行精确

分析[１] ꎮ
既往肿瘤多组学研究通常采用 ＮＧＳ 和 / 或 Ｓａｎｇｅｒ

测序技术进行肿瘤组织整体测序ꎬ 获得一块肿瘤组织

中成千上万个细胞的总体特征ꎬ 在鉴别并筛选肿瘤相

关突变基因、 信号通路方面取得大量成果ꎬ 促进了肿

瘤临床诊断和治疗的发展ꎮ 但肿瘤组织存在异质性ꎬ
且不同亚型的肿瘤细胞之间的相互作用可影响疾病进

程ꎮ 与肿瘤组织整体测序相比ꎬ 单细胞测序技术在评

估肿瘤内异质性及解决特殊临床问题方面具有优势ꎮ
第一ꎬ 单细胞测序技术可用于分析肿瘤内异质性ꎮ 第

二ꎬ 对于一些浸润生长的肿瘤ꎬ 单细胞测序技术的应

用可更高效地分析肿瘤信息ꎮ 例如胰腺癌活检组织中

肿瘤细胞仅占 ３０％ꎬ 其余为大量基质细胞ꎮ 此时ꎬ
肿瘤细胞中基因组变异可因频率过低而不能检出ꎬ 尤

其是 ＣＮＡ 等变异可因测序深度不足而被忽略ꎮ 第三ꎬ
对于肿瘤组织样本ꎬ 临床常因取样少等原因样本受

限ꎬ 如细针活检样本、 外周血循环肿瘤细胞 ( ｃｉｒｃｕ￣
ｌａｔｉｎｇ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓꎬ ＣＴＣｓ) 等ꎬ 不足以构建测序文库ꎬ
单细胞测序或可为临床决策提供有价值的信息[２] ꎮ

２　 肿瘤单细胞测序技术概述

相对于整体测序ꎬ 单细胞测序数据的获取依赖于

某些技术的发展ꎬ 包括单个细胞的分离及分选、 单细

胞全基因组测序和全外显子测序、 单细胞转录组扩增

及测序、 单细胞表观遗传测序ꎬ 以满足测序底物要

求、 测序成本降低和足够的测序细胞数量、 控制并评

估测序结果的偏倚及误差ꎮ
２􀆰 １　 肿瘤单细胞分离及分选

分离及分选用于测序的单个细胞是肿瘤单细胞测

序技术的重要步骤ꎬ 主要包括实体肿瘤细胞、 肿瘤干

细胞 (ｃａｎｃｅｒ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ ＣＳＣｓ)、 ＣＴＣｓ 和骨髓播散肿

瘤细胞 ( ｄｉｓｓｅｍｉｎａｔｅｄ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓꎬ ＤＴＣｓ) [３] ꎮ 其中ꎬ
实体瘤可通过机械切割及胶原酶消化分散为单个细

胞ꎬ 而 ＤＴＣｓ 来源于骨髓穿刺ꎮ 同时ꎬ 该技术还可应

用于肿瘤微环境中其他类型细胞的分离及分选ꎬ 如免

疫细胞ꎮ
ＣＴＣｓ 是存在于患者循环系统中的肿瘤细胞ꎬ 在

血液中数量非常少ꎬ 每毫升血液仅有数十或数百个

ＣＴＣｓ[４] ꎬ 目前分离主要依据其物理或生物学特性ꎮ
与循环系统中的血细胞相比ꎬ ＣＴＣｓ 体积更大、 密度

小且所带电荷与表面蛋白相关ꎬ 据此可利用梯度离

心、 微流体惯性聚焦 ( ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｉｎｅｒｔｉａｌ ｆｏｃｕｓｉｎｇꎬ
ＭＩＦ)、 微滤过器 (ｍｉｃｒｏｆａｂｒｉｃａｔｅｄ ｆｉｌｔｅｒｓꎬ ＭＦ) 法和双

向电泳法等进行分离[５] ꎮ ＣＴＣｓ 的生物学分离方法包

括免疫磁珠分离 (ｉｍｍｕｎｏｍａｇｎｅｔｉｃ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎꎬ ＩＳ)、 经

微流体免疫分离 (ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ￣ｅｎａｂｌｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｅｐａｒａ￣
ｔｉｏｎꎬ ＭＩ)、 固相酶联免疫斑点技术 (ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｉｍｍｕ￣
ｎｏｓｐｏｔꎬ ＥＰＩＳＰＯＴ) 法和入侵实验 ( ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｓｓａｙꎬ
ＩＡ) 等[５] ꎮ 其中最常见的是 ＩＳ 法ꎬ 该技术利用携带

捕获剂 (通常为特异性抗体) 的免疫磁珠富集具有

特异性膜蛋白的 ＣＴＣｓꎮ 基于该技术建立的 ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ
检测系统已获得美国食品药品监督管理局 (Ｆｏｏｄ ａｎｄ
Ｄｒｕｇ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎꎬ ＦＤＡ) 的批准[６] ꎮ 考虑到测序成

本及肿瘤异质性ꎬ 在将样品分散成单个细胞后ꎬ 有时

需进一步分选用于测序的单细胞ꎬ 特别是从实体肿瘤

中取得的样本ꎮ 样本细胞筛选通常根据 ＣＴＣｓ 的特殊

分子标志或细胞表型进行ꎬ 包括流式细胞术 ( ｆｌｏｗ
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ｃｙｔｏｍｅｔｒｙꎬ ＦＡＣＳ)、 微流体 (ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ) 系统、 显

微操作 (ｍｉｃｒｏｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎ) 法和激光捕获显微切割

(ｌａｓｅｒ ｃａｐｔｕｒｅ ｍｉｃｒｏｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎꎬ ＬＣＭ) [５] ꎮ
２􀆰 ２　 单细胞全基因组测序和全外显子测序

从单个细胞中提取的遗传物质不足以进行全基因

组测序及分析ꎬ 因此ꎬ 通常使用多重置换扩增 (ｍｕｌ￣
ｔｉｐｌｅ ｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔ ａｍｐｌｉｌｉｃａｔｉｏｎꎬ ＭＤＡ)、 ＰＣＲ 或二者

相结合的方法进行基因扩增ꎬ 如多重退火和成环循环

扩增 (ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ａｎｄ ｌｏｏｐｉｎｇ ｂａｓｅｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｃｙｃｌｅｓꎬ ＭＡＬＢＡＣ)ꎮ ＰＣＲ 技术最先用于单细胞基因组

扩增ꎬ 包括选择散布在基因组中的保守序列或随机寡

核苷酸序列作为扩增引物ꎮ 由于基因组中不同位点与

引物结合能力不同ꎬ 在基因组扩增的过程中ꎬ 存在大

量的序列信息丢失ꎮ 目前选择处于细胞周期中的四倍

体细胞、 简并寡核苷酸引物 ＰＣＲ (ｄｅｇｅｎｅｒａｔｅ ｏｌｉｇｏｎｕ￣
ｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｒｉｍｅｄ￣ＰＣＲꎬ ＤＯＰ￣ＰＣＲ) 进行扩增[７] ꎬ 同时ꎬ
选择自我复制的细胞进行测序可能导致结果存在偏倚ꎮ
ＭＤＡ 技术利用 ϕ２９ ＤＮＡ 聚合酶和耐核酸外切酶的随机

引物进行全基因组扩增ꎬ 该过程无需重复温度循环ꎬ
且错配率低于常规 ＰＣＲ[８]ꎮ ＭＡＬＢＡＣ 技术首先利用特

殊的随机引物 (包括 ２７ 个氨基酸固定序列和 ８ 个氨基

酸的可变序列) 进行ＭＤＡꎬ 再对扩增产物进行 ＰＣＲ 扩

增[９]ꎮ 有研究表明ꎬ ＭＤＡ 的基因组覆盖率高于 ＤＯＰ￣
ＰＣＲ 及 ＭＡＬＢＡＣꎬ 利用该方法测序对单核苷酸位点

变异 ( ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｖａｒｉａｎｔｓꎬ ＳＮＶ) 的检出率更

高ꎻ 但 ＤＯＰ￣ＰＣＲ 和 ＭＡＬＢＡＣ 对基因组覆盖的均一性

更强ꎬ 有利于检出长度超过 １ Ｍｂ 的 ＣＮＡ[１０] ꎮ
单细胞全外显子测序 (ｓｉｎｇｌｅ￣ｃｅｌｌ ｗｈｏｌｅ ｅｘｏｍｅ ｓｅ￣

ｑｕｅｎｃｉｎｇꎬ ｓｃＷＥＳ) 需进行外显子捕获和富集ꎬ 主要用

于编码基因的 ＳＮＶ 分析ꎮ 相对于 ｓｃＷＥＳꎬ 单细胞全基

因组测序 (ｓｉｎｇｌｅ￣ｃｅｌｌ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬ ｓｃＷＧＣ)
更利于 ＣＮＡ 分析并获得非编码区信息ꎬ 但由于存在基

因组覆盖率的限制ꎬ ＳＮＶ 的检出效率较低ꎮ 在乳腺癌

中应 用 单 细 胞 核 基 因 组 测 序 ( ｎｕｃｌｅｕｓ ｇｅｎｏｍｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬ ｎｕｃ￣Ｓｅｑ) 技术对 Ｇ２ / Ｍ 期多倍体细胞核进

行扩增和测序分析ꎬ 可达到单碱基对分辨率[１１]ꎮ
２􀆰 ３　 单细胞转录组扩增及测序

单细胞 ＲＮＡ 测序 ( ｓｉｎｇｌｅ￣ｃｅｌｌ ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬ
ｓｃＲＮＡ￣Ｓｅｑ) 包括 ｃＤＮＡ 构建、 ｃＤＮＡ 扩增和测序ꎬ 其

结果可显示细胞特异性表达谱和外显子转录的剪切及

修饰过程ꎬ 有助于分析细胞间的异质性ꎮ 不同基因的

转录水平差异较大ꎬ 多数 ｍＲＮＡ 拷贝数较低ꎬ 因此

需通过扩增达到转录组测序所需的富集程度ꎮ Ｓｍａｒｔ￣
Ｓｅｑ / Ｓｍａｒｔ￣Ｓｅｑ２、 Ｐｈｉ２９ 转录组扩增 ( ｐｈｉ２９￣ｔｒａｎｓｃｒｉｐ￣

ｔｏｍｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ＰＴＡ) 和基于半随机引物 ＰＣＲ 的

转录组扩增 (ｓｅｍｉ￣ｒａｎｄｏｍ ｐｒｉｍｅｄ ＰＣＲ￣ｂａｓｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐ￣
ｔｏｍｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ＳＴＡ) 是常见的扩增手段ꎮ 由于存

在扩增偏差ꎬ 通常将上述技术与特殊分子识别

(ｕｎｉｑｕｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｒｓꎬ ＵＭＩｓ) 技术联用ꎮ ＵＭＩｓ
可进行内参控制并定量检测基因表达ꎮ 近期ꎬ 在

Ｓｍａｒｔ￣Ｓｅｑ２ 基础上使用 Ｔｎ５ 转座酶进行 ｃＤＮＡ 富集

可获得完整的转录起始位点信息ꎬ 其在 Ｂ 淋巴细胞

转录组测序中表现出较好的准确性和可重复性[１２] ꎮ
此外ꎬ 类似于高通量二代测序技术ꎬ Ｄｒｏｐ￣Ｓｅｑ 可实

现单细胞 ｍＲＮＡ 的高通量测序ꎬ 该技术将单个细胞

分离至纳升大小的 ＰＣＲ 体系中ꎬ 同一个细胞来源的

扩增产物具有相同的序列标记ꎬ 可显著提高测序

效率[１３] ꎮ
２􀆰 ４　 单细胞表观遗传测序

２􀆰 ４􀆰 １　 单细胞甲基化测序

基于传统的重亚硫酸盐甲基化测序过程ꎬ 单细

胞全基因组重亚硫酸盐测序技术的测序效果已在小

鼠基因组中得到验证[１４] ꎬ 该技术首先对单细胞

ＤＮＡ 进行多次重亚硫酸盐转换处理ꎬ 然后在 ＤＮＡ
片段加上标记序列并进行扩增、 测序ꎮ 相比于传统

方法ꎬ 可有效减少重亚硫酸盐处理导致的 ＤＮＡ 降

解和信息损失ꎮ 另一种常见的技术是简化重亚硫酸

盐测 序 ( ｒｅｄｕｃｅｄ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬ
ＲＲＢＳ)ꎬ 该技术使用核酸内切酶消化 ＤＮＡ 并富集特

定的片段进行分析ꎬ 在检测 ＣｐＧ 岛方面更有优

势[１５] ꎮ 受限于单细胞 ＤＮＡ 含量ꎬ 相较于整体样品

甲基化测序ꎬ 单细胞 ＤＮＡ 甲基化测序技术的 ＣｐＧｓ
位点覆盖率较低ꎮ
２􀆰 ４􀆰 ２　 单细胞染色体结构测序

肿瘤细胞的遗传物质不稳定ꎬ 染色体结构可发

生变化ꎮ 基于染色质转座酶结合实验ꎬ ｓｃＡＴＡＣ￣Ｓｅｑ
技术利用 Ｔｎ５ 转座酶对染色质开放区域进行测

序[１６] ꎬ 可用于细胞间异质性分析ꎬ 但该方法仅针

对染色质开放结构进行测序ꎮ 此外ꎬ 基于染色体构

象捕获的全基因组高通量 Ｈｉ￣Ｃ 可用于检测染色体的

三维构象ꎬ 如染色质环和拓扑结构域[１７] ꎮ 目前ꎬ
单细胞染色体结构测序普遍具有单次测序数据较

少、 基因组不能全覆盖的局限性ꎬ 但上述两种主要

的技术目前还无可替代ꎮ 单细胞核小体结构和甲基

化测序技术通过 ＧｐＣ 甲基转移酶处理ꎬ 可同时获得

染色质开放区域、 ＤＮＡ 甲基化和核小体相位的序列

信息ꎬ 还可筛选转录因子结合位点和脱氧核糖核酸

酶高敏感性位点 (ＤＮａｓｅ ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｓｉｔｅｓꎬ ＤＨＳｓ)
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等有重要意义的序列[１８] ꎮ
２􀆰 ４􀆰 ３　 单细胞非编码 ＲＮＡ 测序

机体细胞中存在大量对细胞功能有重要调节作用

的非编码 ＲＮＡꎮ 全 ＲＮＡ 测序可获得 ｍＲＮＡ 及包括长

链非编码 ＲＮＡ ( ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓꎬ ｌｎｃＲＮＡｓ) 在

内的非多聚腺苷酸 ＲＮＡ [ｎｏｎ￣ｐｏｌｙ (Ａ) ＲＮＡ] 序列

信息ꎮ 对于 ｌｎｃＲＮＡｓꎬ 可根据其序列长度、 外显子数

量、 序列进化保守性等特点从全 ＲＮＡ 测序结果中筛

选有用信息[１９] ꎮ 但使用寡脱氧胸苷酸 (ｏｌｉｇｏ￣ｄＴ) 进

行全 ＲＮＡ 测序对 ｎｏｎ￣ｐｏｌｙ (Ａ) ＲＮＡ 的覆盖率仍有待

提高ꎮ 随机置换扩增测序技术 ( ｒａｎｄｏｍ ｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬ ＲａｍＤＡ￣Ｓｅｑ) 可应用于单细

胞 ＲＮＡ 全长测序ꎮ 该技术将逆转录随机置换扩增技

术和部分随机引物相结合ꎬ 对 ｎｏｎ￣ｐｏｌｙ (Ａ) ＲＮＡ 有

较高的灵敏度[２０] ꎮ 同时ꎬ 另一项研究简化了单细胞

ＲＮＡ 测序技术的长度筛选过程ꎬ 结合信息学分析可

获得如 ｍｉｃｒｏＲＮＡ、 ｔＲＮＡ 片段和小核 ＲＮＡ (ｓｍａｌｌ ｎｕ￣
ｃｌｅｏｌａｒ ＲＮＡｓꎬ ｓｎｏＲＮＡｓ) 等短序列测序结果ꎬ 且在人

类胚胎干细胞中得到验证[２１] ꎮ
２􀆰 ４􀆰 ４　 单细胞多组学共测序

单细胞基因组、 转录组及表观遗传组学等多组学

同时测定ꎬ 可获得多维度信息ꎬ 在细胞间异质性、 代

谢特异性分析等方面有重要意义ꎮ 目前ꎬ 已有多个平

台可以通过细胞质与细胞核分离、 基因组和转录组分

离的方法ꎬ 同时进行单细胞全基因组、 转录组和甲基

化组测序[２２] ꎮ

３　 单细胞测序技术在肿瘤中的研究进展

３􀆰 １　 循环肿瘤细胞

肿瘤患者外周血中存在 ＣＴＣｓ 和 ＣＴＣｓ 簇ꎮ 有关

肿瘤转移的研究表明ꎬ 肿瘤细胞可发生上皮间质转化

(ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ￣ｔｏ￣ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎꎬ ＥＭＴ) 并侵入血

管ꎬ 在循环系统中存活的部分肿瘤细胞即为 ＣＴＣｓꎬ
其与肿瘤转移有关[２３] ꎮ 此外ꎬ 医源性因素也可导致

ＣＴＣｓꎮ 从前列腺癌患者外周血中通过微液滴系统富

集 ＣＴＣｓ 并进行单细胞 ＲＮＡ 测序ꎬ 结果显示患者自身

和不同患者之间的 ＣＴＣｓ 转录组具有异质性ꎬ 且发现

耐药性相关的雄激素受体存在基因突变和剪切变异ꎬ
该过程受上调的非经典 Ｗｎｔ 信号通路调控[２４] ꎮ 相比

于单个 ＣＴＣ 细胞ꎬ ＣＴＣｓ 簇具有更强的转移能力ꎮ 一

项研究对结肠癌、 乳腺癌、 胃癌和前列腺癌原发肿瘤

ＣＴＣｓ 进行分析ꎬ 结果表明后者特殊基因的 ＣＮＡ 变异

显著提高ꎬ 如 Ｍｙｃ 和第 １０ 号染色体缺失的磷酸酶张

力蛋白同源物基因 (ｇｅｎｅ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ａｎｄ ｔｅｎｓｉｏｎ ｈｏ￣
ｍｏｌｏｇｙ ｄｅｌｅｔｅｄ ｏｎ ｃｈｒｏｍｓｏｍｅ ｔｅｎꎬ ＰＴＥＮ)ꎬ 提示潜在

的转移机制ꎮ 且同一来源的 ＣＴＣｓ 之间显示出相对保

守的 ＣＮＡ 模式ꎬ 同种肿瘤不同来源的 ＣＴＣｓ 之间以及

原发肿瘤和 ＣＴＣｓ 之间 ＳＮＶ 谱系存在较大差异ꎬ 且

ＳＮＶ 的发生具有更强的随机性[２５] ꎮ 由于存在扩增偏

差和基因组测序覆盖程度的限制ꎬ ＣＴＣｓ 的 ＳＮＶ 研究

发展需单细胞全基因组测序技术的进一步优化ꎮ
３􀆰 ２　 肿瘤进化及异质性

单细胞水平的研究可用于分析肿瘤内和肿瘤间的

异质性ꎬ 有助于肿瘤诊断、 治疗ꎬ 特别是对治疗过程

中出现放化疗抵抗的机制研究有重要意义ꎮ 利用 ｎｕｃ￣
Ｓｅｑ 技术研究乳腺癌克隆进化可知ꎬ 单倍体重排发生

在肿瘤早期ꎬ 在肿瘤细胞克隆扩增时染色体相对稳

定ꎻ 点突变则持续发生且与克隆异质性相关ꎮ 同时ꎬ
相比于雌激素受体阳性细胞ꎬ 三阴性乳腺癌肿瘤细胞

突变率更高[１１] ꎮ 利用肺腺癌患者肿瘤细胞进行异种

移植ꎬ 并对药物处理前后的异种移植肿瘤细胞进行单

细胞 ｍＲＮＡ 测序ꎬ 可根据转录组将细胞分为不同的

药物敏感性亚型[２６] ꎮ 依赖于多组学技术的发展ꎬ ｓｃ￣
Ｔｒｉｏ￣Ｓｅｑ 应用于人肝细胞肝癌基因组、 甲基化组和转

录组共测序ꎬ 并根据 ＳＮＶ、 ＤＮＡ 甲基化水平和转录

组谱将被测细胞分为 ２ 个亚型ꎬ 不同亚型具有不同的

免疫识别潜能[２７] ꎮ 在单细胞基因组学和转录组学研

究的基础上ꎬ 表观遗传学测序结果可对基因组转录和

翻译过程提供更多信息ꎮ
３􀆰 ３　 分子标志物筛选

既往黑色素瘤、 胰腺肿瘤等相关研究提示ꎬ 特征

基因突变和基因重排谱是目前肿瘤诊断和预后评估的

标志物之一[２８￣２９] ꎮ 针对肾透明细胞癌的单细胞外显

子测序结果与既往利用整体测序技术得到的突变谱不

同ꎬ 且在被测序的 ２５ 个细胞中未发现显著的克隆亚

型[３０] ꎮ 另一项针对膀胱癌的研究中ꎬ 对分离的膀胱

癌干细胞、 膀胱癌非干细胞、 膀胱上皮细胞等类型的

细胞进行单细胞 ＤＮＡ￣Ｓｅｑꎬ 结果显示膀胱癌干细胞存

在克隆同源性ꎬ 并发现了新的与肿瘤起始和细胞增殖

相关的突变基因[３１] ꎮ 由于受到肿瘤异质性和测序成

本的限制ꎬ 被测序细胞的选择至关重要ꎬ 因此ꎬ 不仅

需要发展高通量单细胞测序技术ꎬ 还应建立用于单细

胞检测的细胞分选标准ꎮ 目前ꎬ 已有研究利用单细胞

ＲＮＡ 测序结果ꎬ 构建能预测胶质瘤患者生存预后的

转录组特征谱[３２] ꎮ
３􀆰 ４　 肿瘤转移

实体肿瘤可发生远处转移和微转移ꎮ 肿瘤细胞微
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转移 ＤＴＣｓ 通常出现在骨髓中ꎬ 部分对治疗有抗性ꎬ
可进展为肿瘤骨转移、 内脏转移ꎮ 利用单细胞测序技

术可检出 ＤＴＣｓ 并定位其原发灶ꎮ 从乳腺癌患者骨髓

样品中分离得到单个细胞并进行全基因组测序ꎬ 将序

列信息中的 ＣＮＡ 模式和原发肿瘤、 淋巴结转移灶进

行比对ꎬ 可确定 ＤＴＣｓ 的原发肿瘤来源[３３] ꎮ 另一方

面ꎬ 对肿瘤原发灶和转移灶进行单细胞测序有助于发

现肿瘤转移和定植相关的分子标志物及生态位特点ꎮ
对头颈鳞癌原发灶及淋巴结转移灶进行单细胞全外显

子组和转录组测序ꎬ 结果显示原发灶细胞表达谱具有

空间特异性ꎬ 位于前缘的细胞部分上皮间质转化

( ｐａｒｔｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ￣ｔｏ￣ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎꎬ ｐ￣ＥＭＴ )
水平较高ꎬ 可作为肿瘤转移的预测标志[３４] ꎮ
３􀆰 ５　 肿瘤微环境及免疫微环境

利用高通量单细胞测序技术可同时获得肿瘤微环

境中的多种信息ꎬ 有助于肿瘤生态位的研究ꎮ 一项关

于转移性黑色素瘤微环境的研究对患者肿瘤组织中的

癌细胞、 免疫细胞、 间质细胞和内皮细胞进行单细胞

ＲＮＡ 测序ꎬ 结果显示肿瘤微环境中细胞间相互作用

的特殊模式ꎮ 针对肿瘤浸润 Ｔ 淋巴细胞的测序分析显

示了该肿瘤组织中 Ｔ 淋巴细胞活化和克隆机制ꎬ 为靶

向治疗和免疫治疗提供了新思路[３５] ꎮ 肿瘤浸润 Ｔ 淋

巴细胞在免疫治疗中有重要作用ꎬ 从肝细胞癌患者血

液、 癌组织及癌旁组织中分离 Ｔ 淋巴细胞并进行单细

胞 ＲＮＡ 测序ꎬ 可根据其分子及功能特性分型ꎬ 结果

显示 ＣＤ８＋Ｔ 细胞和调节 Ｔ 细胞的特异性富集ꎬ 测序

结果亦提示了与之相关的靶基因[３６] ꎮ 此外ꎬ 黑色素

瘤中免疫细胞的测序结果显示ꎬ 单核细胞和树突状细

胞中干扰素 γ 诱导的免疫稳态调节分子的表达谱明显

变化ꎬ 导致抗肿瘤免疫反应被抑制ꎬ 且与肿瘤免疫逃

逸相关[３７] ꎮ 而对于脑转移瘤动物模型的单细胞 ＲＮＡ
测序结果则提示脑肿瘤免疫微环境中小胶质细胞、 骨

髓来源巨噬细胞在肿瘤脑转移、 脑转移瘤治疗抵抗中

起重要作用[３８] ꎮ

４　 脑恶性肿瘤诊治发展概述

胶质瘤约占原发脑肿瘤的 ２７％ꎬ 其中ꎬ 胶质母

细胞瘤是最常见的中枢神经系统原发恶性肿瘤ꎮ 目

前ꎬ 胶质瘤的诊断主要依据影像学和组织病理学ꎬ 治

疗方案主要为手术结合放化疗ꎮ 异柠檬酸脱氢酶

(ｉｓｏｃｉｔｒａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬ ＩＤＨ１) 突变、 Ｏ６￣甲基鸟嘌

呤￣ＤＮＡ 甲基转移酶 ( Ｏ６￣ｍｅｔｈｙｌｇｕａｎｉｎｅ￣ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌ￣
ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬ ＭＧＭＴ) 甲 基 化、 ＴＥＲＴ 启 动 子 突 变、

１ｐ１９ｑ 缺失等基因组变异特点的发现是胶质瘤诊治进

程中的里程碑ꎬ 可指导肿瘤治疗ꎬ 且与患者预后相

关ꎮ 世界卫生组织 (Ｗｏｒｌｄ Ｈｅａｌｔｈ Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎꎬ ＷＨＯ)
于 ２０１６ 年发布的中枢神经系统肿瘤分类指南首次将

这些分子分型与组织病理整合[３９] ꎮ 此外ꎬ 肿瘤相关

抗原表皮生长因子受体 (ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒｒｅ￣ｃｅｐ￣
ｔｏｒꎬ ＥＧＦＲ) 及 ＧＢＭ 肿瘤特异性抗原 ＥＧＦＲｖⅢ突变

与胶质瘤的预后相关[４０] ꎬ 是靶向治疗、 免疫治疗

(如抗原肽疫苗、 过继免疫治疗等) 的重要靶点ꎮ 在

胶质瘤的诊疗过程中ꎬ 除影像学及临床进展评估外ꎬ
利用血液、 脑脊液中细胞学、 ＤＮＡ 检测或可为临床

进展、 肿瘤复发提供辅助信息[４１] ꎮ 目前ꎬ 胶质瘤治

疗方案的优化仍需深入进行基础研究和临床试验ꎮ
脑转移瘤是最常见的中枢神经系统恶性肿瘤ꎬ 发

病率约为原发恶性肿瘤的 ３ ~ １０ 倍ꎬ 患者预后较差ꎮ
对于首诊脑转移瘤患者ꎬ 手术切除及放疗是主要的治

疗方法ꎮ 对于原发肿瘤化疗敏感的患者ꎬ 也可尝试应

用传统化疗方案治疗[４２] ꎮ 部分患者ꎬ 如 ＥＧＦＲ 突变

或间变性淋巴瘤激酶重排的非小细胞肺癌、 人类表皮

生长因子受体 ２ 阳性的乳腺癌、 ＢＲＡＦ 突变的黑色素

瘤患者ꎬ 发生脑转移后可能从靶向治疗中获益ꎮ 近期

一项关于酪氨酸激酶抑制剂埃克替尼治疗 ＥＧＦＲ 突变

的非 小 细 胞 肺 癌 多 发 脑 转 移 的 Ⅲ 期 临 床 试 验

(ＢＲＡＩＮꎬ ＮＣＴ０１７２４８０１) 结果显示ꎬ 患者无进展生存

期显著延长[４３] ꎬ 此研究依赖于对原发肿瘤和脑转移

瘤的组学研究ꎮ 一项对 ８６ 例对脑转移瘤及其配对原

发肿瘤的单细胞测序研究表明ꎬ 肿瘤发生脑转移后分

子标志物发生变化ꎬ 因此不能完全依赖外周肿瘤的标

志物进行治疗决策ꎬ 该研究亦分析了脑转移瘤在目前

临床药物相关作用通路上的变异情况[４４] ꎬ 为脑转移

瘤的诊治提供了新的思路ꎮ 目前关于脑转移瘤的单细

胞测序研究非常有限ꎬ 仍有待进一步探讨ꎮ

５　 单细胞测序技术在脑肿瘤中的研究现状

５􀆰 １　 特殊分子标志及信号通路

转录因子 ＺＥＢ１ 在 ＥＭＴ、 ＤＮＡ 损伤修复、 免疫抑

制等多种过程中发挥重要作用ꎬ 但既往关于胶质瘤中

ＺＥＢ１ 的功能研究结果存在争议ꎮ 利用单细胞测序技

术测定胶质瘤组织中不同类型细胞的 ＺＥＢ１ 分子表

达ꎬ 结果提示其在肿瘤细胞、 反应性胶质细胞和免疫

细胞之间呈不同表达模式ꎬ 且与 ＥＧＦＲ 倍增、 ＩＤＨ１
突变有关[４５] ꎮ 利用单细胞全基因组测序技术检测

ＧＢＭ 中 ＥＧＦＲ 的变异谱ꎬ 可发现细胞之间 ＥＧＦＲ 的
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ＣＮＡ 不同ꎬ 且存在相关其他类型突变ꎬ 可能是肿瘤

细胞增殖、 克隆变异及产生治疗抗性的机制之一[４６] ꎮ
此外ꎬ 利用单细胞测序技术根据转录组测序结果将肿

瘤组织中的细胞进行分类ꎬ 为进一步分析基因和肿瘤

行为的关系奠定了基础ꎮ 对复发 ＧＢＭ 患者原发肿瘤

及配对复发肿瘤进行单细胞 ＲＮＡ 测序ꎬ 结果提示

ＲＡＳ 信号通路与 ＧＢＭ 复发相关ꎬ 且该结果在一项纳

入 ３０００ 例胶质瘤患者肿瘤组织 ＲＮＡ 测序结果的荟萃

分析中得到证实[４７] ꎮ
５􀆰 ２　 胶质瘤的肿瘤异质性

大量实验证实表观遗传学修饰在肿瘤形成过程中

发挥重要作用ꎮ 一项研究对 ５ 例原发 ＧＢＭ 和 ２ 个

ＧＢＭ 肿瘤干细胞系的 ｌｎｃＲＮＡｓ 表达谱进行单细胞

ＲＮＡ 测序ꎬ 结果提示肿瘤间广泛存在 ｌｎｃＲＮＡｓ 的差

异表达ꎬ 但存在 ３１ 个 ｌｎｃＲＮＡｓ 组成的表达谱可作为

肿瘤干细胞特性的分子标志物[４８] ꎻ 此外ꎬ 可根据 ｌｎ￣
ｃＲＮＡｓ 表达谱将 ＧＢＭ 细胞分为 ４ 种亚型ꎬ 此分型方

式与按照蛋白编码基因分型之间的一致性约为 ７７％ꎮ
对原发 ＧＢＭ 细胞进行单细胞转录组测序ꎬ 其结果显

示癌基因信号、 细胞增殖、 补体￣免疫应答及缺氧反

应等代谢过程具有较强的异质性ꎬ 可据此对 ＧＢＭ 进

行重新分类[４９] ꎮ 针对肿瘤内或肿瘤间异质性的研究

可辅助治疗及预后评估ꎮ
５􀆰 ３　 胶质瘤的肿瘤进化

对 ＩＤＨ１ / ２ 突变的少突胶质瘤细胞进行单细胞

ＲＮＡ 测序ꎬ 结果显示其存在具有神经干细胞表达谱

的细胞亚群ꎬ 其中部分细胞高表达增殖相关基因ꎬ 与

全基因组 ＣＮＡ、 点突变谱相一致ꎬ 这部分细胞被认

为是起始肿瘤增殖[５０] ꎮ 相比于整体测序ꎬ 单细胞测

序技术在展示肿瘤内细胞间异质性方面有较大优势ꎬ
通过该技术可以更精确地分析肿瘤进化过程ꎬ 并筛选

有重要意义的突变形式ꎮ 利用单细胞测序技术探究

ＥＧＦＲ 或 ＰＤＧＦ 突变的 ＧＢＭꎬ 可以分析促血管生成因

子在肿瘤发生、 增殖过程中的作用ꎬ 且发现 ＰＤＧＦ 受

体编码基因中特定位点的缺失与前神经元性 ＧＢＭ 增

殖密切相关ꎬ 提示其可能作为有意义的治疗靶点[５１] ꎮ
５􀆰 ４　 胶质瘤的循环肿瘤细胞

目前ꎬ 关于胶质瘤患者循环系统中是否存在

ＣＴＣｓ 尚存有争议ꎬ 少量研究报道可在 ＧＢＭ 患者外周

血中分离得到 ＣＴＣｓꎮ 另一项研究针对肿瘤细胞端粒

酶设计病毒载体的荧光蛋白以筛选肿瘤 ＣＴＣｓꎬ 利用

单细胞测序技术可对该体系进行验证ꎬ 实验结果提示

胶质瘤患者外周血中存在 ＣＴＣｓꎬ 且高级别胶质瘤患

者外周血中 ＣＴＣｓ 富集程度更强[５２] ꎬ 或可将 ＣＴＣｓ 富

集程度作为一种预后相关的细胞标志ꎮ
５􀆰 ５　 胶质瘤肿瘤微环境和免疫应答

胶质瘤存在浸润生长的特点ꎮ 针对 ＧＢＭ 患者肿

瘤中心细胞、 边缘浸润的肿瘤细胞及不同位置免疫细

胞的单细胞测序结果表明ꎬ 其基因组和转录组具有异

质性ꎬ 位于肿瘤中心和边缘浸润的免疫细胞之间基因

表达也具有特异性ꎮ 此外ꎬ 不同患者之间的浸润肿瘤

细胞具有相对保守的基因突变及表达模式ꎬ 这些基因

可能与肿瘤浸润、 侵袭及 ＧＢＭ 复发相关[５３] ꎮ 对 ＩＤＨ
突变的胶质瘤细胞进行单细胞转录组测序ꎬ 并结合癌

症基因组图谱 (ｔｈｅ ｃａｎｃｅｒ ｇｅｎｏｍｅ ａｔｌａｓꎬ ＴＣＧＡ) 数据

库 ＲＮＡ 谱相关数据进行分析ꎬ 该研究结果显示胶质

瘤免疫微环境中小胶质细胞和巨噬细胞存在富集现

象[５４] ꎮ 此外ꎬ 肿瘤免疫微环境的进展可辅助治疗相

关研究ꎮ 利用单细胞 ＲＮＡ 测序技术发现胶质瘤中存

在外周血来源的巨噬细胞ꎬ 高表达具有免疫抑制功能

的细胞因子ꎬ 且在不同级别胶质瘤中的富集程度不

同[５５] ꎬ 其可能与不同级别肿瘤恶性程度相关ꎮ

６　 未来脑恶性肿瘤诊疗应用展望

６􀆰 １　 早期诊断及动态监测

目前已有部分研究报道了胶质瘤患者外周血中可

分离、 获得 ＣＴＣｓꎬ 依据胶质瘤进展、 复发等过程中

肿瘤组织、 肿瘤干细胞及 ＣＴＣｓ 的分子标志物研究ꎬ
可通过外周血中 ＣＴＣｓ 相关基因突变、 表达及表观遗

传学修饰提示疾病进程、 治疗效果预估并监测是否复

发ꎮ 作为影像学检查的辅助工具ꎬ 其时效性、 预测的

灵敏度及特异度仍有待进一步研究ꎮ ＣＴＣｓ 富集在微

创方面具有一定优势ꎬ ＣＴＣｓ 单细胞测序或可替代组

织活检ꎬ 用于患者初步病理诊断并指导治疗ꎮ 近期一

项研究从 ＧＢＭ 患者外周血中分离并鉴别 ＣＴＣｓꎬ 可作

为胶质瘤复发的微创检测指标之一[５６] ꎮ
此外ꎬ 肺癌、 乳腺癌、 结直肠癌等可发生脑转

移ꎬ 一般预后不佳ꎮ 脑转移瘤的早期检出可为治疗提

供更多的选择ꎮ 单细胞测序技术可对转移相关的

ＣＴＣｓ 及 ＤＴＣｓ 进行多组学测序ꎮ 关于肺癌的研究发

现ꎬ 单细胞全基因组测序可检出 ＣＴＣｓ 中存在的特殊

ＣＮＡ 模式ꎬ 具有指示肿瘤转移的潜能[５７] ꎮ 此外ꎬ 还

可通过单细胞转录组、 表观遗传组测序技术靶向

ＣＴＣｓ 或 ＤＴＣｓ 原发灶ꎮ ＣＴＣｓ 可从患者的外周血中分

离ꎬ 创伤较小ꎬ 且与原发肿瘤联系紧密ꎮ 因此ꎬ 可通

过 ＣＴＣｓ 对肿瘤原发灶及转移进展的动态变化进行监

测ꎮ 由于 ＣＴＣｓ 在血液中富集程度较低ꎬ 因此ꎬ 需更
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高效的 ＣＴＣｓ 捕获和富集技术ꎮ 为了更好地诊断和监

测肿瘤ꎬ 不仅需要更多关于肿瘤形成、 增殖过程的多

组学数据ꎬ 还需对肿瘤原发灶、 ＣＴＣｓ 及肿瘤转移灶

之间在分子、 细胞水平上的关联和变异进行更深入的

研究ꎮ
６􀆰 ２　 个体化治疗

单细胞测序的优势是发现肿瘤内和肿瘤间的异质

性ꎮ 基因组序列变异和特殊表观遗传修饰将导致细胞

表达谱变化ꎬ 这可能使部分细胞在治疗过程中产生耐

药性ꎬ 导致肿瘤细胞未被完全杀灭ꎮ 利用单细胞测序

技术可获得更全面的肿瘤分子特征ꎬ 包括药物作用靶

点、 放化疗抗性标志物等ꎬ 通过靶向特殊分子设计并

完善治疗方案ꎮ 结合针对 ＣＴＣｓ 的单细胞测序技术可

实时监测肿瘤细胞异质性的变化ꎬ 在治疗过程中针对

其分子特征调节治疗方案ꎮ
单细胞测序技术还可对肿瘤微环境及免疫微环境

进行分析ꎬ 可能为临床免疫治疗提供新靶点和思路ꎮ
６􀆰 ３　 肿瘤分型和预后评估

相对于肿瘤组织整体测序ꎬ 单细胞基因组、 转录

组和表观遗传组测序可获得更多特殊分子信息ꎬ 结合

相关分子的功能实验和临床数据ꎬ 可筛选与治疗、 预

后相关的新型分子标志物ꎬ 或针对现有标志物进行更

精确的亚型分类ꎮ 其次ꎬ 多组学信息的整合可补充现

阶段的肿瘤分子分型ꎮ 此外ꎬ 免疫微环境中免疫细胞

的类型、 数目ꎬ 以及 ＣＴＣｓ 富集程度也可作为胶质瘤

预后的标志物ꎮ 对不同级别胶质瘤临床样本中肿瘤相

关巨噬细胞 ( ｔｕｍｏｒ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓꎬ ＴＡＭ) 进

行单细胞测序分析表明ꎬ 对于低级别胶质瘤ꎬ 免疫微

环境中高表达外周血细胞相关基因的 ＴＡＭ 富集程度

与患者预后相关[５５] ꎮ
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