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Abstract
Gastric cancer (GC) is the fifth most common cancer 
worldwide and the third leading cause of cancer death. 
With the development of single-cell RNA-sequencing 
(scRNA-seq) technology, the research on GC has gradually 
developed from the histopathological level to the 
transcriptional level. In this paper, we discuss the principle 
of scRNA-seq technology and its application in GC research, 
including the transcriptional characteristics and origin 
of GC precancerous lesions, intratumor heterogeneity of 
primary tumors, tumor microenvironment, and metastatic 
dissemination.

© The Author(s) 2023. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.
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摘要
胃癌(gastric cancer, GC)发病率居全球常见癌症第五
位, 死亡率居第三位. 随着单细胞RNA测序(single-cell 
RNA-sequencing, scRNA-seq)技术的发展, 人们对GC
的研究已经开始逐渐从组织病理学水平发展到单细
胞转录水平. 本文对scRNA-seq技术原理及其在GC研
究中的应用, 包括其在揭示GC癌前病变的转录特征
与起源、原发性肿瘤的瘤内异质性、肿瘤微环境和
转移性播散等方面的应用进行了综述.

© The Author(s) 2023. Published by Baishideng Publishing 
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核心提要: 单细胞转录组测序技术已成功应用于研究胃

癌的癌前病变、肿瘤异质性、肿瘤微环境和转移性播散

等方面, 我们对已发表的研究进行了全面的分析, 总结这

一技术在胃癌研究中的优势, 以评估我们已经取得的进

展和未来的方向.

文献来源: 张鑫, 王艳春, 刘纯杰. 单细胞转录组测序技术在胃癌研究中

的应用. 世界华人消化杂志 2023; 31(2): 48-55  

URL: https://www.wjgnet.com/1009-3079/full/v31/i2/48.htm  
DOI: https://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v31.i2.48

0  引言

胃癌(gastric cancer, GC)发病率居全球癌症第五位, 死亡

率居第三位[1]. GC的病例分型方法有很多, 最常用的是

Laurén分型和世界卫生组织(World Health Organization, 
WHO)分型. Laurén分型根据腺细胞的形态、分化和内

聚性将GCs分为肠型、弥漫型和混合型[2]. 肠型GC发生

前, 胃黏膜发生一系列变化, 称为Correa级联反应, 先后

通过炎症、化生、异型增生, 最终进展为腺癌[3]. 弥漫性

GC通常表现出低分化状态, 缺乏细胞间黏附, 呈现弥漫

性侵袭性生长模式. WHO基于组织病理学特征将GC分
为腺癌、壁细胞癌、乳头状癌、管状癌、黏液腺癌、

印戒细胞癌和低黏附性癌等[4]. 尽管这些分类方法简单

明了, 但过度依赖主观辨别, 并且忽视了复杂的背景因

素, 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H. pylori )和EB病毒

(epstein-Barr virus, EBV)感染[5]. 虽然对胃癌研究进展迅

速, 但在单细胞转录水平的研究还很有限. 
单细胞RNA测序(single-cell RNA-sequencing, 

scRNA-seq)是在单细胞水平对转录组进行扩增与测序, 
通常对分离的单细胞直接裂解进行cDNA反转录和扩

增, 而后对cDNA扩增产物进行建库测序. 该方法于2009
年[6]首次用于哺乳动物细胞的测序与分析, 并在其后的

十几年中取得了快速发展. 最初的研究该方法仅限于一

次对少数细胞进行测序, 但随着高通量系统的开发, 包
括纳米孔[7,8]、微滴[9,10]和微流体平台[11]的开发, 使得它可

以对数千个细胞进行并行测序, 同时降低了成本. 独特

分子标识符(unique molecular identifiers, UMI)的使用[12], 
极大地提高了scRNA-seq的数据质量和可重复性[13]. 目
前, 10×Genomics微滴系统已成为高通量scRNA-seq最
广泛使用的平台, 能够在单个实验中分析多达10000个
细胞[10], 已经广泛应用于癌症研究. 

scRNA-seq需要将活细胞悬浮液作为输入材料, 在
组织活细胞悬液制备过程中, 每种组织类型(如乳腺、胰

腺、肝脏、胃)需要不同的分离方案. 全血、培养细胞及

流式分选细胞均可用于scRNA-seq, 不需要进行解离, 但
需要有足够的细胞数. 10×Genomics技术适用于直径小

于40 μm-50 μm的活细胞, 如细胞直径超出此范围, 需采

用其他方法进行测序, 例如Smart-seq2. 10×Genomics批
量单细胞测序只有3'端约98 bp, 平均15 M-30 M数据量, 
一般每个细胞检出约3000个基因, 并不能做到全长测[15]. 

迄今为止, 利用scRNA-seq技术开展的胃癌研究可

大致分为四个主要领域: (1)癌前病变的转录特征与来

源; (2)原发性肿瘤的瘤内异质性(intratumor heterogeneity, 
ITH); (3)肿瘤微环境(tumor microenvironment, TME); (4)
转移性播散. 在这些研究中, scRNA-seq方法通常用于分

析癌前病变的来源和转录特征, TME中的细胞类型和

细胞状态, 以及肿瘤细胞的亚型等. 分析TME中的细胞

状态可以揭示不同的基质细胞和免疫细胞类型是如何

被重新编程的, 反映出可能促进或抑制肿瘤生长的不同

生物学功能. 同样, scRNA-seq方法可以通过分析增殖、

干细胞、缺氧、上皮间质转化(epithelial-mesenchymal 
transition, EMT)、代谢和其他肿瘤标志的基因特征, 深
入了解肿瘤细胞的表型多样性. scRNA-seq相对于批量

RNA-seq的优势在于能够进行细胞类型特异性差异表达

分析, 以确定TME中的细胞类型是否在治疗或进展等条

件下表达不同的基因. 下面就scRNA-seq技术在GC研究

中上述四个方面的应用研究进展进行综述. 

1  癌前病变的转录特征与来源

认识癌前病变的特征与来源, 对于阐明肿瘤发病机制, 
阻断肿瘤发生, 治愈疾病具有重要意义. 慢性H. pylori感
染和自身免疫性胃炎患者均容易发生胃萎缩和化生, 能
够显著增加患胃腺癌的风险[15,16]. 它们引起胃癌发生与

一些对最终恶性转化至关重要的癌前事件密切相关: 壁
细胞丢失(萎缩)、黏液颈部细胞增生、解痉肽表达化生

(spasmolytic polypeptide-expressing metaplasia, SPEM)和肠

上皮化生(intestinal metaplasia, IM)[3,17]. SPEM的细胞和分

子生物学特性受到了人们特别的关注, 它被认为是肠化

生、异型增生和腺癌的潜在细胞来源[18,19]. 而慢性萎缩

性胃炎(chronic atrophic gastritis, CAG)和IM是肠型GC的
主要癌前病变[20]. 细胞类型的转换在从癌前病变到癌变

的级联反应中起着关键作用. SPEM可由成熟的主细胞

产生, 这些主细胞进行细胞重编程(也被称为“回生”), 
涉及细胞结构降解、祖细胞相关基因激活和重新进入

细胞周期[21]. 在慢性炎症过程中, 颈黏膜细胞也可能表

现出可塑性, 并发生SPEM病变. CAG表现为壁细胞和产
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生胃蛋白酶原主细胞的丧失, 而IM表现为肠道特异性细

胞类型的出现, 包括杯状细胞和肠细胞[22-24]. 
Bockerstett等[25]用小鼠模型, 应用scRNA-seq技术对

SPEM转录特征和细胞来源进行了研究. 他们建立了胃

黏膜慢性炎症损伤和急性药物损伤小鼠模型. 研究确定

了主要的小鼠胃组织细胞谱系以及SPEM和增生性/肥
大性粘液颈部细胞, 证实了健康胃组织中不存在SPEM
细胞. 同时研究还认为SPEM应该包括不表达成熟主细

胞转录本(如Gif)的三叶形因子2(trefoil factor 2, TFF2)+粘

蛋白6(mucin 6, MUC6)+细胞, 且不论是药物, 还是慢性炎

症介导的壁细胞缺失, 所诱导的SPEM转录程序几乎是

相同的, 与病因无关; 但慢性炎症环境中的SPEM细胞还

表达一些独特的与免疫调节相关的转录本. Bockerstett
等[26]还建立了H. pylori感染的B6小鼠模型, 并进行了

scRNA-seq分析. 经转录组和免疫荧光分析表明, 胃动

蛋白-3(gastrokine 3, GKN3)在健康小鼠胃组织中表达缺

失, 而在自身免疫性胃炎和H. pylori感染性胃组织中的

SPEM细胞中有特异性表达. 人胃组织样本的免疫荧光

染色与小鼠结果一致, GKN3在健康人胃体中未检测到, 
但在慢性萎缩性胃炎期间的胃体组织中能够诱导表达. 
在炎症过程中, 颈黏膜细胞和主细胞均能够转变为缺乏

SPEM或肠道细胞相关转录本的黏液表型, 这表明这些

细胞尚未形成SPEM, 处于“前SPEM”细胞类型, 拟时

间轨迹分析确定这两种细胞类型可能参与了表达特异

分子Gkn3的SPEM细胞形成. 这一研究扩大了对炎症诱

导的SPEM起源的理解. 
还有研究者应用scRNA-seq技术对人胃组织进行癌

前病变分析. Zhang等[27]的研究数据显示, 与正常胃组织

相比, 在癌组织和慢性胃炎黏膜组织样本中很少检测到

表达氢/钾离子交换ATP酶α肽(ATPase H+/K+ transporting 
subunit alpha, ATP4A)和氢/钾离子交换ATP酶β肽(ATPase 
H+/K+ transporting subunit beta, ATP4B)的壁细胞, 表明胃

壁细胞缺失. 拟时间轨迹轴和特定代表基因的拟时间表

达动力学分析表明, 主细胞可以呈现一种转分化为黏膜

颈部细胞, 然后转化为SPEM的细胞分化路径, 为胃主细

胞向MUC6+TFF2+特征的SPEM转变提供了分子证据. 另
有一项研究[28]对人胃癌前病变和早期胃癌的单细胞转

录图谱进行了详细分析. 研究综合对各类细胞在癌前和

早癌中转录特征的分析表明: (1)腺体黏液细胞在化生

过程中倾向于获得肠干细胞样表型; (2)Hes家族BHLH
转录因子6可用于标记前杯状细胞簇, 帮助鉴定早期化

生; (3) 嗅觉受体家族51亚家族E成员1是早期恶性肿瘤

中独特内分泌细胞的标记; (4)激肽释放酶10基因可以作

为癌细胞特异性分子标记物, 能够在临床实践中准确识

别早期GC. Kumar等[29]建构的包含20万个细胞的GC单

细胞图谱发现了一种新型和罕见的细胞型(STF4). 该型

细胞表达与内皮细胞(质膜囊泡相关蛋白)和成纤维细

胞(G蛋白信号调节器5)相关的标记物, 可能正在经历内

皮间质转化(endothelial-mesenchymal transition, EndoMT), 
这是内皮细胞获得间质或肌成纤维细胞表型的过程. 
EndoMT与TME可塑性、抗肿瘤治疗耐药以及转化生长

因子-β和骨成形蛋白信号转导有关. KLF转录因子2(KLF 
transcription factor 2, KLF2)是一种可以调节浆细胞归巢

的基因, 研究发现KLF2基因高表达的上皮细胞可能与

弥漫型GC中的浆细胞募集有关. 
综上所述, 胃上皮细胞中的主细胞、颈黏膜细胞、

内皮细胞等均可能在外部刺激下发生转录特征改变进

而发展成为癌细胞, 利用scRNA-seq技术鉴定和验证这

些改变, 可能有助于发现GC的起源, 进而为临床上预防

GC发生和进展提供一些有效的参考资料, 减少恶性GC
的发生. 

2  原发性胃腺癌转录异质性

肿瘤异质性与肿瘤的发生、发展和复发密切相关; 它是

肿瘤生物学行为的一个基本特征, 不同的发病过程、自

然进化和干预反应可能产生新的分子表型. 分子表型可

以揭示与临床特征、治疗反应、肿瘤耐药性和预后相

关的广泛个体差异[30]. 肿瘤驱动基因和靶向这些基因的

药物的发现为攻克肿瘤提供了可能性, 但是异质性的存

在使得肿瘤治疗具有挑战性. 因此, 准确理解肿瘤异质

性, 制定合理的肿瘤治疗方案成为精准医学的重点. 
scRNA-seq技术的发展为揭示单个细胞的转录特

征提供了一种有效的手段, 并为探索肿瘤内异质性开辟

了一种新方法[31]. 肿瘤内异质性是指在第一次细胞恶性

转化后, 每个子代都可能获得新的基因突变和分子表

型, 因此肿瘤是不同克隆肿瘤细胞的混合物[30]. 胃腺癌

(gastric adenocarcinoma, GA)是一种异质性恶性疾病的原

型, 具有多种亚型和临床表现[10]. 单纯依赖组织病理学

的诊断分类方法已经无法满足临床需求, 在分子水平上

分析肿瘤行为对于分析GA异质性越来越重要. 癌症基

因组图谱(The Cancer Genome Atlas, TCGA)[32]基因分型

提出了一种新的分子分类, 将GA分为四个亚型: EBV阳

性型肿瘤、微卫星不稳定型肿瘤、基因组稳定型肿瘤

和染色体不稳定型肿瘤. 这项研究分析整合了大量数据, 
系统地揭示了四种亚型的分子特征, 并首次揭示了EBV
感染是GA分类的一个重要因素, 但模糊了不同细胞亚

群的分子特征. 
Zhang等[27]的研究揭示了肿瘤内部和肿瘤之间分

化程度的高度多样性, 并确定了具有不同表达谱的五

个GA细胞亚组. 细胞分化程度与GA预后相关, 低分化
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程度可预测GA预后不良. 五个GA细胞亚组中三个亚

组表现出不同的分化程度, 这与Laurén分型的组织病理

学特征非常吻合. 另外两个亚组显示出独特的转录特

征: 一个是表达主细胞标记物(例如胃脂肪酶F和胃蛋

白酶原C)和环指蛋白43的亚组, 与胃底腺型GA一致. 另
一个亚组是EBV感染亚组, 它们特异性表达免疫相关

标记基因淋巴细胞抗原-6(lymphocyte antigen 6, Ly6)家
族成员(如LY6K )和主要组织相容性复合物II类(major 
histocompatibility complex-Ⅱ, MHC-Ⅱ )基因(HLA-DPA1
和HLA-DPB1). Kim等[33]的研究也发现肠型和弥漫型癌

细胞具有不同的化生细胞谱系: 肠型癌细胞沿着肠化生

谱系分化, 而弥漫型癌细胞类似于新生途径; 研究还发

现了一种独特的癌细胞群, 即上皮-肌成纤维细胞转变

(epithelial-myofibroblast transition, EmyoT)型, 其特征是

正常上皮细胞在癌变过程中转分化为肌成纤维细胞, 并
与不良的临床预后相关. Sathe等[34]的研究结果显示肿

瘤上皮细胞有拷贝数改变, 并定义了GC1和GC2两种上

皮细胞, 分别代表肿瘤特异性上皮细胞和化生类细胞. 
GC1型细胞的EMT和Kirsten大鼠肉瘤病毒癌基因同源

性信号通路明显上调. GC2型细胞显著增加了胃癌标记

基因角蛋白7和角蛋白17、SRY-Box转录因子4和Hes家
族BHLH转录因子1的表达, 这些基因与化生发病机制

有关[28]. 与正常细胞相比, GC1和GC2均具有包括Myc、
DNA修复和Notch信号通路的上调. 

Xiang等[35]也通过scRNA-seq探讨了GC细胞分化方

面的异质性. 研究通过细胞分化轨迹分析确定了三个

具有不同分化状态的亚群, 基于GC分化相关基因 (GC 
Differentiation-related Genes, GDRG)的分子分型, 成功地

预测了患者的总生存率(overall survival, OS)、临床病理

特征、免疫浸润状态和免疫检查点基因表达. 亚型Ⅰ的

OS最好, 亚型Ⅱ的OS次之, 亚型Ⅲ的OS最差. 亚型Ⅰ含

有更多记忆激活的CD4+T细胞、M0巨噬细胞和激活的

NK细胞, 这些特征与更好的OS相关; 亚型Ⅱ/Ⅲ有更多

的记忆静息CD4+T细胞、静息肥大细胞和幼稚B细胞, 
这些细胞的较高浸润密度与较差的OS相关. 研究通过多

变量Cox回归分析和方差分析生成八个GDRG相关的预

测信号, 结合风险评分(risk scoring, RS)和临床病理特征

预测3年和5年的OS, 并通过GDRG的RS特征与预后临床

病理特征相结合, 构建了临床病理-基因组列线图, 该列

线图具有很强的预测性能和较高的准确性. 这项研究强

调了 GC 细胞分化对预测患者临床结果和潜在免疫治疗

反应的意义. 
scRNA-seq技术在研究肿瘤异质性方面具有独特的

优势, 但还缺乏统一的可用于临床分型标准. 相信随着

该技术的不断成熟和测序数据量的不断增加, 准确定义

肿瘤的异质性将进一步推进GC的精准治疗. 

3  胃癌肿瘤微环境

TME是一种包含多种细胞类型的细胞环境, 如成纤维

细胞、内皮细胞和免疫细胞. TME的细胞特征在肿瘤增

殖和转移中起着重要作用. TME影响肿瘤细胞存活以及

对免疫检查点阻断等治疗的反应, 它的主要组成部分是

免疫细胞的多样化和失调的细胞状态[36]. 虽然阻断免疫

检查点蛋白(cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4, 
CTLA4)和程序性细胞死亡受体1(programmed cell death 
protein 1, PD-1)的抗体已被批准用于治疗多种癌症[37], 但
部分癌症患者从这些治疗中获益甚微. 导致这种抗体

治疗研究的局限性的主要原因是无法描述单个细胞对

检查点抑制剂的反应能力. 因此, 以scRNA-seq为基础的

TME分析为肿瘤细胞在其起源组织内的生长、免疫浸

润和细胞间相互作用提供了更为精确的细胞图像特征. 
3.1 免疫细胞 GC-TME中的免疫细胞主要包括T细胞、

B细胞、巨噬细胞、树突状细胞(dendritic cells, DCs)
等. 耗竭的T细胞(exhausted T cells, TEx)和调节性T细
胞(regulatory T cells, Treg)富集是GC免疫抑制的重要特

征. Sathe等[34]的研究发现与正常组织相比, TEx表达多

个免疫检查点[细胞程序性死亡蛋白1(programmed cell 
death 1, PDCD1)、T细胞免疫球蛋白和ITIM结构域(T 
cell immunoglobulin and ITIM domain, TIGIT)、CD96、甲

型肝炎病毒细胞受体2(hepatitis A virus cellular receptor 2, 
HAVCR2)、淋巴细胞活化基因3、CTLA4、V-set免疫调

节受体]蛋白, 这些检查点的表达水平是免疫抑制程度

的一个指标. 研究还发现胃TME中Treg显著富集, 也提

示了一种重要的免疫抑制模式. Li等[38]也发现Tregs细胞

在胃肿瘤组织中显著富集, 免疫抑制相关基因的表达增

加(例如排卵蛋白、半乳糖凝集素1、双特异性磷酸酶4
和白细胞介素2受体α); 还观察到一个特殊的耗竭CD8+T
细胞簇, 他的特点是耗竭标记物PDCD1、CTLA4、
HAVCR2、淋巴细胞活化基因3(lymphocyte-activation 
gene 3, LAG-3)和TIGIT表达水平低, 这可能是胃癌患者

免疫治疗获益有限的分子水平证据. Sun[39]发现白介素

17(interleukin 17, IL-17)+CD8+ T细胞可能通过细胞因子

IL17、IL22和IL26促进肿瘤生长; 这类细胞可能起源于

组织驻留记忆T细胞, 并分化为耗竭状态, 可能是T细胞

溶解耗竭路径之外的替代耗竭路径. 
Fu等[40]研究发现与正常样本相比, 干扰素调节因

子8(interferon regulatory factor 8, IRF8)在耗竭的CD8+T细
胞中下调. IRF8的下调与短期OS相关, 在免疫系统细胞

中起负调节作用. GC患者外周血中分离的Treg的赖氨

酸去甲基酶5D (lysine demethylase 5D, KDM5D)和肾上
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腺素受体β2(adrenoceptor beta 2, ADRB2)表达上调, 并且

KDM5D和ADRB2的高表达与GC不良预后相关, 表明

KDM5D和ADRB2可以作为循环血液中的非侵入性标记

物来监测GC患者的预后. 转录因子免疫球蛋白κJ区的重

组信号结合蛋白(recombination signal binding protein for 
immunoglobulin kappa J region, RBPJ)在肿瘤浸润性Treg
中过度表达, RBPJ可能主要通过调节DNA修复、转移

和缺氧来抑制癌症进展. B细胞通过产生γ干扰素、C-C
基趋化因子配体3(C-C motif chemokine ligand 3, CCL3)、
IL-8等细胞因子发挥免疫调节功能. 研究还发现NK细

胞、DC细胞和巨噬细胞在启动抗肿瘤T细胞免疫中起

着关键作用, 是新型胃癌免疫治疗干预的重要靶点. 
B细胞在TME中的作用也逐渐被认识, 他们的表型

和功能可能与患者对免疫治疗的相应有关. Jia等[41]的

TME研究发现GC组织包含大量的黏膜相关淋巴样组织

(mucosal associated lymphoid tissue, MALT)-B细胞, 这些

组织具有成熟的三级淋巴结构(mature tertiary lymphatic 
structures, mTLSs), 而外周血样本中几乎没有MALT-B
细胞. MALT-B细胞是一类IgA+浆细胞, 呈现补体激活通

路相关基因的高表达. 另外, 自然杀伤T(natural killer T, 
NKT)细胞也主要存在于伴有mTLSs的GC组织中. 与正

常TLSs相比, mTLSs组织中可以富集更多类型的免疫细

胞, 且mTLSs组织密度高于正常TLSs组织. 该研究为有

TLS的GC-TME中免疫细胞和肿瘤细胞的特点提供了新

的见解, 并强调了IgA介导的体液免疫在伴有TLS的GC
患者中的潜在重要性. 

通常认为巨噬细胞表型可以表现为M1或M2, 分别

具有抗肿瘤和促肿瘤功能, 但GC-TME巨噬细胞在转录上

是异质的, 并不符合二元M1/M2模式. Sathe等[34]的研究显

示巨噬细胞的异质性与热休克蛋白家族基因、凝血酶

敏感蛋白1、趋化因子(包括CCL20、CCL18、CCL3、
基质金属蛋白酶基因、补体家族和细胞周期调节基

因)的表达差异有关. Zhang等[28]的研究发现巨噬细胞可

能是IL-1B和前列腺素内过氧化物合酶2(prostaglandin-
endoperoxide synthase 2, PTGS2)的主要来源, 前者的基

因型具有更大的GC风险[42], 而PTGS2在通过激活NK-κB
介导炎症过程中起着关键作用[43], 表明炎症微环境中的

巨噬细胞在促进胃肿瘤发生中起着关键作用. Li等[38]定

义了一种可能由单核细胞衍生而来肿瘤相关巨噬细胞

亚群, 这一亚群显示出高活性的血管生成、刺猬信号传

导、上皮间充质转化、NF-κB通路和IL10信号传导, 表
明它在癌症免疫和进展的重塑中具有重要作用. 

上述GC-TME研究主要集中在对肿瘤组织和正常

组织或外周血细胞所做的静态差异表达分析, Yin等[44]利

用单细胞测序分析生成了多个所处疾病不同阶段TME

细胞的动态转录组图. 该研究包含三例非萎缩性胃炎

(non-atrophic gastritis, NAG), 3例CAG, 6例IM和3例GC样
本, 对除上皮细胞外的T细胞、B细胞、巨噬细胞、肥大

细胞、成纤维细胞、内皮细胞和周细胞进行了各阶段

的差异基因分析. 在NAG-CAG-IM-GC变化过程中, 巨噬

细胞参与趋化、抗原呈递和凋亡调节, 并在TME中重构, 
参与氧化磷酸化和ATP生成, 以促进GC进展. 在正常、

癌前期和癌症阶段, 部分CD8+T细胞被耗竭和处于免疫

抑制状态, 而另一部分主导免疫反应的激活, 以抵抗肿

瘤细胞. Treg和NKT细胞主要存在于肿瘤组织中. B细胞

在炎症期积极参与免疫应答, 但在癌症阶段失去功能, 
有诱导凋亡的倾向. 
3.2 肿瘤相关成纤维细胞 除免疫细胞外, 肿瘤相关成

纤维细胞(cancer-associated fibroblasts, CAFs)也是TME的
重要成分, 是肿瘤治疗的潜在靶点, 通过调节细胞外基

质成分影响肿瘤的生长、迁移和侵袭. Li等[45]对GC中
CAF亚群的分类、功能、激活阶段和空间分布进行了

较全面的分析. 研究通过对8对GC和邻近粘膜样本进行

单细胞RNA测序, 分析CAF亚群的特征和受CAF亚群调

控的TME组分之间的动态变化. 研究结果显示CAFs表
现为肿瘤内异质性, 四个CAF子集中的两个CAF亚组, 
即炎症性CAFs(inflammatory CAFs, iCAFs)和细胞外基

质CAFs(extracellular matrix CAFs, eCAFs), 在GC-TME中
与邻近的免疫细胞亚组相互作用. iCAFs通过分泌IL-6
和C-X-C基序趋化因子配体12(C-X-C motif chemokine 
ligand, CXCL12)与T细胞相互作用, 而eCAFs通过表达骨

膜蛋白与M2巨噬细胞相关联. eCAFs作为一种侵袭性

CAF细胞亚类, 降低了胃癌患者的总生存时间. 这一研

究表明, iCAFs和eCAFs不仅具有增强的侵袭活性, 还能

动员周围免疫细胞构建有利于肿瘤的微环境. 因此, 抑
制它们的激活是一种很有前途的治疗GC的策略. Kumar
等[29]的研究发现以抑制素βA和成纤维细胞活化蛋白α
基因共表达升高为标志的CAFs亚群在肿瘤进展过程中

数量不断增加, 可作为不良临床预后的预测因素. 
3.3 化疗对GC-TME的影响 scRNA-seq除了常用于研究

GC-TME的静态单细胞表达图谱和疾病变化过程的动

态单细胞图谱外, 还可以用于研究化疗前后TME的变化. 
化疗在进展期胃癌的一线治疗中普遍采用, 但不同患者

对化疗的反应各不相同. 为了进一步研究标准化疗方案

(氟嘧啶+铂制剂)对TME的影响, Kim等[46]对来自治疗前

和治疗后成对的人表皮生长因子受体-2(human epidermal 
growth factor receptor-2, HER2)阳性和HER2阴性胃癌患

者样本进行了全外显子组测序、全转录组测序和单细

胞转录组测序, 定义了含铂类药物的化疗方案治疗后

TME相关的特征. 化疗期间的TME重塑, 包括NK细胞招
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募、肿瘤相关巨噬细胞减少、M1巨噬细胞复极化和效

应T细胞浸润增加. 在化疗无应答者中可以观察到细胞

程序性死亡-配体1的表达或调节降低或者缺失, 且患者

在治疗中出现Wnt信号通路增强、B细胞浸润增加、表

达LAG-3的T细胞数量增多以及树突状细胞外流, 而在

早期的治疗取样中各组没有观察到显著的基因组变化. 
该研究提供了一份使用标准细胞毒性药物化疗方案引

起的TME变化图谱, 但缺乏功能验证, 也没有解释为什

么尽管基线TME和基因组组成相似, 但一些患者未能良

好地重构他们的TME, 从而导致化疗无应答. 
肿瘤微环境是一种非常复杂且动态的生态系统, 是

肿瘤赖以生存的“土壤”. 随着免疫检查点抑制剂类药

物的大量上市, 肿瘤的治疗已经进入免疫治疗时代. 但
是由于缺乏准确的预测肿瘤免疫反应的标志物, 临床患

者获益不同, scRNA-seq技术作为研究TME的强大工具, 
势必在预测肿瘤免疫治疗反应的标志方面, 为GC免疫

疗法的精准治疗发挥重要作用. 

4  GC转移性播散

GC如果在早期获得诊断, 可进行手术切除并能够获得

良好的治疗效果, 但很多患者通常在晚期才能得到确诊, 
且对治疗有明显的耐药性[47]. 转移的常见部位是腹膜腔, 
形成腹膜转移癌(peritoneal carcinomatosis, PC); 晚期GC
患者对改善性治疗干预的需求很高[48,49]. 腹腔转移的GC
患者的临床症状严重, 总生存期不足6 mo. 在临床上, 因
为患者没有常规分层, 治疗主要依靠经验, 合理规范的

治疗方法非常有限. 
Wang等[50]对15例GA患者的PC进行了单细胞转录

组分析, 深入研究了恶性PC细胞的ITH, 并确定了与患者

生存率的显著相关性. 该研究使用晚期GA患者收集的

冷冻保存PC细胞进行scRNA-seq, 结果发现17q拷贝数的

增加几乎只限于胃黏膜细胞, 并且与较差的存活率相关. 
根据肿瘤细胞谱系组成将PC样本分为两个主要亚型: 胃
优势型(主要是胃细胞系)和胃肠混合型(混合胃和结肠

样细胞), PC的来源细胞分类与患者生存期密切相关: 所
有6例胃肠混合型患者均为长期存活者, 而8例胃优势型

患者中有6例为短期存活者. 这些结果表明, PC肿瘤细胞

的转录组学特征可以预测患者的生存率, 且独立于组织

病理学特征. 胃肠混合型肿瘤在免疫学上更为活跃, 例
如防御素、IL-7信号传导, 补体级联、IL6/JAK/STAT3信
号和干扰素α/γ相关信号通路得到富集. 胃肠混合型肿瘤

有更好的临床结果可能部分原因是对肿瘤具有更积极

有效的免疫反应, 包括较高水平的B细胞和M1极化[51,52], 
较低水平的成纤维细胞和M2样巨噬细胞, 以及较高的

溶细胞活性. 胃优势型肿瘤细胞中显著富集并与较短生

存期相关的信号通路包括细胞周期、DNA修复、PI3K/
AKT/mTOR、mTORC1、Wnt、NF-κB和代谢重编程, 这
些主要是致癌的. 研究还建立了一个独立于临床变量, 
并在多个大规模GA队列中推导和验证的12个基因的预

后特征, 它们对GA癌变和进展至关重要, 并可用于患者

分层. 
晚期GC患者由于无法进行手术切除, 不易获得胃

组织进行研究分析, 但针对外周血液或腹水等比较容易

获得的体液组织进行scRNA-seq, 可能会对患者疾病进

展的动态检测和疗效分析有一定助益. 

5  结论

scRNA-seq是一项很有前途的新技术, 可提供单个细胞

的转录组分析, 是一种探索胃癌及其肿瘤环境内在复

杂性的强大工具. 然而, 作为一项新近发展起来的技术, 
scRNA-seq仍然存在一些局限性: (1)细胞完整性和细胞

活力对随后的单细胞分析都是必要的, 因此不能应用于

保存或处理不佳的临床标本的分析; (2)考虑到细胞捕获

技术和产量的限制, 单细胞技术通常只对肿瘤组织或正

常组织的部分采样进行分析, 被测序的细胞在多大程度

上代表了整个肿瘤微环境中的细胞还不清楚; (3)单细胞

测序成本相对较高, 限制了对大队列肿瘤样本开展研究. 
迄今为止, 大多数单细胞研究仅包括少数患者, 影响对

肿瘤临床特征和结果的准确描述; (4)研究结果大多缺乏

生物学验证, 包括细胞生物学分析和动物模型的体内分

析. 
目前单细胞技术在胃癌中的研究多数用于基础研

究, 其潜在的临床应用, 包括疾病的早期检测、准确诊

断、风险分层、动态监测、疗效分析和预后评估尚未

实现. 因此, 制定标准化的单细胞临床样品处理、降低

分析成本、简化后续数据分析和结果的可视化方法, 向
临床医生和患者解释分析结果, 为临床决策提供有价值

的信息等, 是单细胞技术趋于完善和走向临床应用需要

解决的问题. 此外, 整合scRNA-seq与空间单细胞测序、

单细胞蛋白质组学和单细胞表观基因组学也是未来的

研究方向.
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