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[摘 要] 随着新技术的发展以及研究模式的创新，肿瘤免疫的研究迎来了飞速发展，肿瘤免疫治疗也取得了令人瞩目的临床

疗效，共同推动了肿瘤免疫学从机制研究到临床转化、从单一学科到多学科融合的整体提升。然而，肿瘤免疫学研究依然面临着

诸多挑战，如临床肿瘤的动物模型复制、肿瘤内在调控的复杂性及其与宿主微环境的关系、免疫治疗靶点的筛选及疗效预测，这

些问题限制了肿瘤免疫的深入发展及进一步应用，但也给基础与临床免疫学研究者带来了新的研究机遇。因此，本文从研究模

式的转变、研究机制的创新、研究方向的拓展、治疗靶点的筛选与评估、研究技术的革新与应用等五个方面，总结并展望了肿瘤免

疫与免疫治疗的研究现状及面临的挑战。
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Tumor immunity and immunotherapy: opportunities and challenges
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[Abstract] With the development of new technology and the innovation of research mode, tumor immunological research has achieved

rapid development, and tumor immunotherapy has also shown remarkable clinical efficacy, jointly promoting the improvement of tumor

immunology from mechanism research to clinical transformation and from single discipline to multi-disciplinary integration. However,

multiple challenges still exist in tumor immunological research, such as the animal model replication for clinical tumor study, the

complexity of tumor intrinsic regulation and its relationship with host microenvironment, and the screening of immunotherapy targets

and the prediction of treatment effect. These problems limit the further development and application of tumor immunology, but also

bring research opportunities to basic and clinical immunology researchers. Therefore, this review summarizes the research status and

challenges as well as looks into the future of tumor immunity and immunotherapy in five aspects: the change of research model, the

innovation of mechanism, the exploration of research objects, the screening and evaluation of therapeutic targets, as well as the

application and innovation of new technologies.
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肿瘤免疫及免疫治疗是近年来肿瘤学及免疫学

研究中受到极大关注的领域。肿瘤免疫治疗，尤其

是免疫检查点阻断疗法与CAR-T细胞治疗等，在肿瘤

治疗中取得了令人瞩目的效果，为重新审视并发掘

免疫系统在肿瘤发生发展中的作用提供了极好的机

遇[1-2]。在层出不穷的创新成果以及与日俱增的国际

竞争面前，如何聚焦方向、形成自身的特色与创新，

取得受国际同行认可的原创性理论创新和突破性科

研成果，是目前面临的亟待解决的重要问题。年末

岁初，总结过往，展望未来，从研究模式的转变、研究

机制的创新、研究方向的拓展、治疗靶点的筛选与评

估、研究技术的革新与应用等五个方面，系统总结了

肿瘤免疫与免疫治疗的研究现状及挑战。

1 研究模式的转变：推进从临床到动物模型再到临

床的研究模式

1.1 研究的现状

动物模型成功模拟了肿瘤的发生、发展及转移

过程，是肿瘤研究的利器。目前，动物肿瘤的模型主

要分为接种（原位及异位）与自发性肿瘤模型[3]。通

常采取的策略是动物模型中发现现象、做机制研究，

最后临床验证，即“模型研究到临床验证”的模式。

然而，动物模型最大的问题在于使用的肿瘤模型往

往不能很好地复制临床肿瘤的组织复杂性与遗传异

质性[4]，从而导致研究的不一致性，尤其是很多在

动物模型研究中有效的治疗方法，在临床实际

应用中没有效果。因此，推进“从临床到动物模

型再到临床”的模式转变十分必要，即从临床发

现现象，到动物模型构建、体外机制研究，再到临床

样本研究验证。

在机制研究方面，为更好地验证动物模型实验

结果，可以在人的肿瘤细胞系中验证，也可以把人的

肿瘤细胞系或肿瘤组织接种到免疫缺陷小鼠体内

进行验证。随着3D组织培养技术的发展，全新的肿

瘤体外模型不断开发应用。人们能够在三维的框架

里，诱导组织分离的具有干性的细胞分化生长成为

类器官（organoid）[5]。与其他临床模型相比，类器官

极好地模拟了肿瘤微环境的异质性，可应用于寻找

个体化抗肿瘤疗法，比如化合物库的筛选；体外对免

疫细胞进行激活，再应用到患者体内，寻找和筛选

肿瘤免疫疗法[6-7]。此外，类器官可以研究肿瘤

发生发展中肿瘤突变的出现和积累过程；协助

阐明病原体与肿瘤病变之间的联系，建立肿瘤发

病模型；利用CRISPR/Cas9等技术，筛选肿瘤发生的

重要遗传学基础；还可以与免疫细胞和成纤维

细胞等共培养，模拟肿瘤微环境[8-10]。近期研

究[11]表明，肿瘤类器官在组织学特征、细胞多样

性、基因表达和突变等方面与母本肿瘤间具有

极高的相似性，可用于药敏实验，以及通过建立

CAR-T等免疫治疗模型来制定个性化治疗。因此，肿

瘤类器官具有很好的基础研究和临床应用前景。

1.2 面临的挑战

1.2.1 肿瘤异质性是临床研究的最大难点 临床

肿瘤样本的异质性是临床研究遇到的最大困难。这

种异质性不但体现在具有不同遗传背景的患者之

间，每个患者的肿瘤内部也表现出很大的异质性[12]。

因此，聚焦具体肿瘤亚型、扩大肿瘤样本和合理利用

统计学方法十分必要。尤其是在肿瘤类型的选择
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上，找到多种肿瘤共性固然最好，但一种肿瘤、一种

亚型采取一种策略，也是非常有意义。

1.2.2 目前的研究模型难以模拟肿瘤微环境 如

前所述，类器官等临床研究模型还面临着一些挑战。

如缺乏肿瘤微环境，很难模拟肿瘤细胞与微环境细

胞间的相互作用。人源化小鼠的利用在一定程度上

可解决这个问题，可以利用该小鼠结合类器官、肿瘤

组织接种等模拟肿瘤微环境[13]。此外，提高效率并

降低模型构建时间，以及开发高通量药物和免疫治

疗筛选的方法也是模型研究的重点。

1.2.3 动物模型无法模拟临床现象 这也是对临

床现象进行深入机制研究中遇到的很大困难。临床

现象多种多样，往往出乎意料，但很多现象在小鼠模

型上很难复制。小鼠模型有助于机制的阐述，但如

果没有合适的小鼠模型也非无路可走。借助于肿瘤

体外以及人源化小鼠模型，也可以很好地阐述机制。

2 研究机制的创新：肿瘤内在分子调控与宿主免疫

微环境

2.1 研究的现状

2.1.1 肿瘤基因突变影响免疫微环境 癌基因的

激活或抑癌基因的突变不仅对肿瘤细胞本身有内在

的影响，还可以对肿瘤与宿主细胞间的相互作用产

生影响，参与塑造肿瘤免疫微环境[14-15]。肿瘤发生发

展过程中的常见突变基因可以参与免疫细胞的募

集、激活或抑制。

抑癌基因p53的突变可以通过调节炎性信号通

路及免疫细胞的募集来调节肿瘤的免疫微环境[16]。

p53的突变或功能缺失可引起核因子κB（NF-κB）信号

激活，促进细胞因子的分泌，招募和激活肿瘤相关巨

噬细胞等免疫细胞[17]；通过激活ROS，突变的p53可以

激活JAK-STAT信号通路，从而募集巨噬细胞、中性粒

细胞等，抑制CD8+ T细胞功能[18]。癌基因MYC可以诱

导CCL9和IL-23表达，CCL9介导巨噬细胞的募集、血

管生成及T细胞、B细胞的功能失调，IL-23抑制NK细

胞和T细胞在肿瘤中的聚集[19]；激活的MYC通过CCL5

和IL-1β触发肥大细胞向肿瘤部位的快速募集和激

活[20]；此外，MYC可以直接与CD47和PD-L1基因的启

动子结合，抑制T细胞和巨噬细胞的抗肿瘤免疫功

能[21]。突变的KRAS通过肿瘤细胞分泌的GM-CSF促

进中性粒细胞向肿瘤募集[22]。肿瘤细胞中Notch的

异常活化诱导促炎细胞因子IL-1β和CCL2的表达，

促进肿瘤相关巨噬细胞的募集[23]。WNT/β-catenin

通路的激活可以通过抑制CCL4、CCL5等趋化因子的

分泌，抑制树突状细胞（dendritic cell，DC）的迁移

和CD8+ T细胞的激活，甚至影响免疫治疗效果（如

PD-1抑制剂治疗）[24]。抑癌基因PTEN的缺失促进

NF-κB介导的多种细胞因子的分泌，诱导巨噬细胞、

中性粒细胞和调节性T细胞（regulatory T cell,

Treg）在肿瘤中募集[25]。

因此，研究肿瘤内在基因突变及功能缺失，有助

于阐述肿瘤免疫微环境形成的机制，在一定程度上

可以解释不同类型肿瘤之间及肿瘤内部在免疫细胞

浸润和激活方面的异质性。

2.1.2 肿瘤代谢重塑与免疫微环境 细胞代谢是

调控能量（ATP）产生和生物大分子（核苷酸、氨基酸

和脂质等）合成等的重要生命过程[26]。线粒体在代

谢过程中发挥重要作用，其中的氧化葡萄糖、氨基酸

和脂肪酸通过三羧酸循环来产生ATP，并促进糖、氨

基酸和脂肪酸三大代谢物的相互转化[27]。脂肪酸合

成和脂肪酸氧化为细胞储存、获取能量，也参与细胞

膜的产生和脂质信号转导[28]。氨基酸中，谷氨酰胺

是氮的重要来源，可以合成非必需氨基酸。此外，包

括丝氨酸、甘氨酸、支链氨基酸和乳酸在内的代谢产

物可以作为能量产生和合成代谢过程的原料[29]。

肿瘤代谢异常是肿瘤发生发展的重要特征之

一[30]。与正常细胞葡萄糖代谢的氧化磷酸化途径相

比，肿瘤细胞偏好于有氧糖酵解途径（也称为

Warburg效应），即利用丙酮酸到乳酸的转化来产生

ATP[31]。同时，葡萄糖衍生产生的碳作为重要的碳

源，通过代谢中间产物，转变成其他含碳化合物，提

供肿瘤细胞增殖所需的物质来源，实现细胞ATP生成

与生物大分子合成的平衡,称为肿瘤的代谢重编程

（metabolic reprogramming）[32]。

肿瘤的代谢重编程调控肿瘤免疫微环境是目前

的研究热点。肿瘤细胞通过对肿瘤微环境中营养物

质的竞争性消耗、代谢产物的抑制作用等因素重塑

肿瘤免疫微环境[33]。肿瘤细胞可以竞争性消耗微环

境中的葡萄糖，从而抑制有效的抗肿瘤免疫，如T细

胞、NK细胞、巨噬细胞和DC的功能。葡萄糖减少能通

过IRE1α-XBP1反应途径抑制线粒体呼吸和细胞因子

产生，抑制CD8+ T细胞的产生和功能[34]。细胞毒性细

胞，如CD8+ T细胞和NK细胞，在谷氨酰胺、丝氨酸、甘

氨酸或支链氨基酸减少的情况下，杀伤功能受到明

显抑制[35]。近期研究[36]表明，肿瘤竞争性地消耗甲

硫氨酸，通过影响T细胞组蛋白修饰导致其功能受

损。微环境中葡萄糖和谷氨酰胺的减少能通过抑制

T细胞中UDP-N-乙酰基葡萄糖胺的合成而促进Treg

细胞的发育[37]。肿瘤代谢过程中产生的代谢产物

（如乳酸）也能抑制免疫细胞的功能。肿瘤细胞产生

的乳酸作为糖酵解产物，通过诱导血管内皮生长因

子的表达和肿瘤相关巨噬细胞的M2样极化，促进肿
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瘤发展[38]；微环境中累积的乳酸抑制T和NK细胞中

活化T细胞核因子的上调，导致γ干扰素产生减少、抑

制T细胞和NK细胞的功能和存活，从而介导肿瘤免

疫逃逸[39-40]。

此外，肿瘤微环境中浸润的免疫细胞本身可以

降低微环境中的营养物质水平。例如，葡萄糖可以

被调节性 DC、髓源性抑制细胞（myeloid-derived

suppressor cell，MDSC）和肿瘤邻近内皮细胞高度

利用，形成免疫抑制性微环境[41]。此外，通过竞争葡

萄糖，Treg细胞可以诱导CD4+ T和 CD8+ T细胞的凋

亡[42]。另外，免疫抑制性细胞可能通过代谢物的积

累抑制有效的抗肿瘤免疫功能。例如，Treg细胞因

氧化应激诱导凋亡后，大量释放ATP并转化为腺苷，

并通过腺苷和A2A途径阻断抗肿瘤T细胞免疫[43]。

MDSC通过二羰基甲基乙二醛介导T细胞功能抑制，影

响肿瘤免疫治疗效应[44]。

2.2 面临的挑战

深入研究肿瘤基因变化和免疫微环境之间的关

系及潜在机制，可能为抗肿瘤免疫治疗提供新的靶

点。然而，大多数研究集中在一个特定的癌基因或

抑癌基因上，或集中在原发肿瘤上，缺乏对相关基因

相互作用网络的了解，以及对于整个宿主微环境的

解析。

在肿瘤代谢研究方面，其代谢动态变化和异质

性以及检测手段的缺乏是目前研究的最大难点。肿

瘤代谢容易受到环境因素的影响，肿瘤与肿瘤之间、

甚至肿瘤不同组织区域间都存在代谢的异质性和动

态变化。因此，寻找合适的时间点以及体外检测技

术，研究复杂环境及肿瘤内在因素对肿瘤代谢表型

的影响成为重大挑战。其次，研究手段的缺乏也是

重要的限制因素。目前，检测肿瘤细胞的代谢状态

往往依赖以质谱技术为基础的代谢组学检测，检测

的可重复性以及后期的验证存在困难。

3 研究方向的拓展：宿主微环境与肿瘤转移及转移

器官选择性

3.1 研究的现状

肿瘤的转移是肿瘤学研究的热点与难点。“种子

和土壤”假说揭示了微环境这一“土壤”对于肿瘤转

移形成的必要性[45]。原位肿瘤可以在肿瘤转移前通

过分泌性物质诱导骨髓来源的细胞募集到转移靶器

官中，形成转移前微环境（pre-metastatic niche）[46]。

循环肿瘤细胞到达靶器官后，微环境提供了定植、生

存信号、逃避免疫监视和代谢支持，保护肿瘤干细胞

表型和细胞可塑性而不受分化信号的影响。而后，

微环境通过提供生存信号、促进肿瘤细胞的免疫逃

逸等，可以进一步促进肿瘤转移[47]。

肿瘤可以在诸多不同器官中形成转移，如淋

巴结、肺、肝、骨及脑等，这涉及肿瘤转移的又一

重大科学问题——转移器官选择性[48]。不同肿

瘤具有不同器官转移的偏好，同一肿瘤转移到

不同器官的预后不一样，这与异质性免疫微环

境，即不同的器官有不同的组织定居和募集的

免疫细胞有关。例如，转移性尿路上皮癌中，转

移到肝的肿瘤往往预后较差，而转移到淋巴结

的肿瘤更有可能对治疗产生反应[45]。肝是免疫

耐受器官，诱导产生免疫抑制相关MDSC和肝巨噬

细胞（Kupffer细胞），从而抑制CD8+和CD4+效应T细

胞的激活[49]。肿瘤肝转移对免疫治疗的反应较差，

患者生存期较短，这与CD8+ T细胞在肝中浸润减少，

功能受抑制有关。最新研究[50]表明，肿瘤肝转移从

体循环虹吸大量激活的CD8+ T细胞，活化的抗原特异

性Fas+ CD8+ T细胞在肝内与FasL+巨噬细胞相互作

用后发生凋亡。骨微环境中，休眠的肿瘤细胞

表达 DKK1(Dickkopf-1)以抑制 Wnt 信号，抑制增

殖相关抗原，逃逸 NK细胞的杀伤[51]。同时，适应

性免疫的抑制也促进骨转移微环境的形成。例

如，浆细胞样DC促进Th2型反应，抑制 CD8+ T 细胞

功能，促进 Treg成熟和功能[52]。

肺也是多种肿瘤转移的常见部位，也是转移前

微环境研究的热点。肺基质细胞在原位肿瘤的驯化

下，分泌趋化因子等募集骨髓来源细胞，促进肺基质

重塑，介导免疫抑制性微环境形成，有利于循环肿瘤

细胞在肺部的定植，进而促进肿瘤肺转移的形成[53]。

肺泡Ⅱ型上皮细胞分泌趋化因子，从而招募中性粒

细胞[54]。中性粒细胞在肺微环境中的功能备受关

注，其通过依赖花生四烯酸5-脂氧合酶合成白三烯，

支持白三烯 B4 受体 2 阳性肿瘤细胞的增殖和定

植[55]。中性粒细胞也可分泌组织蛋白酶G和中性粒

细胞弹性蛋白酶来降解抗肿瘤因子血小板反应素1，

从而促进肺转移[56]。此外，肺中极化的中性粒细胞

可以抑制 CD8+ T 细胞的激活，从而抑制抗肿瘤免

疫[57]。在肿瘤细胞定植后，能够在肺微环境中存活

至关重要。VEGFR1+骨髓来源造血祖细胞表达的VLA-4

与肿瘤诱导的成纤维细胞中的纤维连接蛋白（VLA-4

配体）相互作用，为肿瘤细胞提供了适宜的生存土

壤[58]。肿瘤细胞还利用成纤维细胞产生骨膜蛋白和

肌腱蛋白C，诱导Wnt和 Notch信号，促进肿瘤细胞

存活[59-60]。

因此，研究转移靶器官中不同的微环境对于肿

瘤转移的影响，尤其是单细胞测序等新技术的引入，

有助于更好地理解微环境如何调节细胞的可塑性和
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免疫逃逸，有利于阐述肿瘤转移的机制，为转移到不

同器官的肿瘤提供不同的治疗策略。

3.2 面临的挑战

同样，肿瘤转移微环境的研究面临着诸多挑战：

一是不同器官的微环境不一样，细胞组成各异，构成

复杂的调控网络，很难找到普遍适用的转移规律，很

难单独对其中某一群亚群进行研究。二是同一细胞

存在表型和功能的高度可塑性，在不同部位、转移的

不同阶段的功能变化较大，存在极化现象。例如中

性粒细胞，在肿瘤早期和后期的功能以及作用机制

都不一样。三是获取临床转移样本非常困难，尤其

是在研究转移前微环境，因为转移前组织很难检测，

而且通常不会被切除。而转移后的肿瘤组织，多由

于处于肿瘤晚期，而失去手术机会。

4 治疗靶点的筛选与评估：新抗原、新靶点与有效性

4.1 研究的现状

4.1.1 寻找肿瘤新抗原 肿瘤抗原的寻找对于肿

瘤免疫至关重要。最常研究的肿瘤特异性抗原

（tumor specific antigen，TSA）为非同义单核苷酸

变异（single nucleotide variant，SNV）新抗原。

其他受到关注的肿瘤抗原来源于基因融合、可变剪

接、突变框架移位、内源性逆转录病毒（endogenous

retrovirus，ERV）等[61]。

SNV新抗原备受关注，其会导致蛋白质的非同义

变化，从而触发抗原特异性T细胞反应，其作为肿瘤

新抗原具有一定的优势[62]。但它们作为疫苗靶点的

适用性可能仅限于免疫原性较高的肿瘤，如黑色素

瘤等。与SNV新抗原不同，可供选择的TSA不一定局

限于基因外显子。肿瘤抗原负荷的预测证明，一些

SNV低的肿瘤含有高选择性TSA的表达。例如，透明

细胞肾细胞癌是一种免疫检查点抑制剂敏感的肿

瘤，具有较低的SNV负荷，但高表达移码突变新抗原

和肿瘤特异性ERV抗原[63]。因此，研究更多种类的

TSA可拓宽治疗性疫苗和免疫治疗效果评估的范围

和数量。

ERV存在于多种肿瘤中，其与肿瘤的发生和发展

密切相关（如黑色素瘤、卵巢癌、前列腺癌和肾癌等）[64]。

这些肿瘤富集的ERV可以通过多种机制激活固有和

适应性免疫系统。ERV信号通过固有免疫识别受体

（如RIG-I）识别病毒RNA，引起下游NF-κB活化和Ⅰ

型干扰素释放，介导炎症反应[65]。此外，ERV源性蛋

白抗原可诱导B细胞和T细胞介导的适应性免疫反

应。因此，肿瘤特异性ERV抗原可用于抗肿瘤细胞治

疗和治疗性疫苗，ERV的表达也与临床预后和免疫治

疗应答均有很强的相关性。近期，多项研究揭示了

肿瘤细胞 ERV 表达的调控机制。由甲基转移酶

METTL3-METTL144蛋白复合物介导的m6A RNA甲基化

能够抑制肿瘤细胞ERV的表达[66]。组蛋白去甲基酶

LSD1促进了肿瘤细胞ERV在内的重复元件的表达，导

致Ⅰ型干扰素的激活，从而刺激抗肿瘤T细胞免疫并

抑制肿瘤生长[67]。

4.1.2 靶向免疫微环境的肿瘤免疫治疗 肿瘤免

疫治疗，如免疫检查点阻断疗法、CAR-T细胞治疗等，

在肿瘤治疗中取得了较好的效果，提高了部分患者

的长期生存率[68]。因此，通过靶向肿瘤微环境中的T

细胞、髓系细胞和其他细胞来调节抗肿瘤免疫成为

目前研究的重点。免疫检查点阻断疗法是近年来肿

瘤免疫治疗最为突出的进展，在多种肿瘤中取得

了显著疗效，这也驱使研究者寻找更多的免疫

检查点分子、研究调控免疫检查点分子表达的

机制、寻找预测和提高免疫检查点阻断疗法效果

的新策略，最终使该疗法惠及更多肿瘤患者[69]。因

此类研究及综述较多，本文不进行详细介绍。

4.1.3 寻找预测和提高肿瘤免疫治疗效果的新策

略 针对CTLA4或PD-1（PD-L1）的免疫检查点阻断疗

法在治疗不同类型肿瘤方面取得了较大突破。然

而，只有一部分患者能从中受益。因此，解析免疫治

疗抵抗的驱动因素、寻找预测指标至关重要。免疫

检查点抑制剂疗效受多种因素的影响，这些因素涉

及肿瘤基因组学、宿主遗传学、PD-L1水平、肿瘤微环

境以及肠道微生物等[70]。

此外，利用新技术解析肿瘤微环境中免疫细胞

的异质性，对于开发针对免疫细胞的靶向治疗及预

测免疫检查点阻断疗法的效果具有重要的指导意

义。以单细胞测序为代表的新技术的发展极大地推

动了该领域研究。北京大学张泽民课题组[71-72]利用

Smart测序技术（Smart-seq）绘制了肺癌和结肠癌中

T细胞在单细胞水平的免疫图谱，全面分析了肿瘤浸

润T细胞的亚群特征、细胞异质性、组织分布以及药

物靶基因的表达，揭示了T细胞在肿瘤微环境中的动

态变化。近期，Nature发表了来自三家研究机构的

关于B淋巴细胞与三级淋巴结构的研究[73-75]，发现肿

瘤组织中的CD20阳性B细胞和三级淋巴结构密度，

以及三级淋巴结构和肿瘤面积比是肿瘤免疫疗法新

的预测因子，尤其是在治疗早期阶段。

4.2 面临的挑战

测序技术等大规模筛选技术的发展，完善了肿

瘤新抗原预测体系，指导后续的免疫治疗。因此，不

断革新测序技术寻找合适的抗原、完善参照数据库

及评判指标是做好肿瘤抗原预测的关键因素。此

外，很多测序预测的抗原并不能被有效地翻译成蛋
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白抗原，这也是为什么某些肿瘤的测序预测与实际

治疗效应不一致的原因[61]。

基于肿瘤微环境的免疫治疗是目前的研究热

点，也存在很多悬而待解的问题。例如，为什么只是

一部分患者对免疫治疗有效？如何对肿瘤患者进

行预筛选以判断免疫治疗的适用性及效果？如

何破解肿瘤异质性限制免疫治疗疗效的难题？等

等。肿瘤微环境的复杂性以及肿瘤患者的异质性，

决定了不能用单一的生物标志物来预测肿瘤免疫治

疗的效果。因此，需要建立一个囊括肿瘤-宿主相互

作用的多参数的预测模型[76]。预测模型需要结合不

同类型的数据进行评估，如肿瘤基因组测序、RNA测

序以及用于评价PD-L1表达、其他检查点分子表达和

反映肿瘤微环境特征的免疫组化检测等。

5 研究技术的革新与应用：推进肿瘤研究的不竭动力

随着基因组学、转录组学、蛋白组学、代谢组学

等领域新技术的不断发展，尤其是单细胞水平的组

学技术，推动着肿瘤免疫学研究从全景式的大规模

筛选到单细胞水平的精细检测。此外，多维度、多指

标以及活体内成像技术的发展，也极大地推动了细

胞间空间定位以及免疫反应的可视化研究。

5.1 肿瘤微环境的单细胞研究

5.1.1 单细胞转录组和基因组研究 单细胞转录

组测序已成为肿瘤学研究的重要工具。单细胞测序

在单细胞水平分析细胞的基因表达特征，根据特征

性基因表达，解释新的细胞亚群。目前，主流的商业

化单细胞测序方法是Smart-seq2和10×Genomics[77]。

单细胞表观基因组学技术可与RNA表达和单核苷

酸多态性（single nucleotide polymorphism，SNP）数

据结合，以确定表观遗传学在基因精确调控中的作

用。最近，已研发了大规模平行测序技术，分析单

个细胞的表观基因组学，可以超高分辨率了解表

观基因组异质性。此外，单细胞多参数法的发展

可在单个细胞水平同时分析表观基因组和转录组

改变[78]。如染色质转座酶可接近性单细胞测序分

析（single cell assay for transposase accessible

chromatin-seq，scATAC-seq）[79]、单细胞亚硫酸氢盐测

序（single-cell bisulfite sequencing，scBS）[80]或

单细胞全基因组亚硫酸氢盐测序（single-cell whole

genome bisulfite sequencing，scWGBS）[81]。对同一细

胞中多个调控水平的分析也是一个快速发展的领域。单细

胞甲基化组和转录组测序（single-cell methylome and

transcriptome sequencing，scM&T）可使用Smart-seq2

和scBS技术在单个细胞水平进行表观遗传学和基因表

达模式平行分析。scM&T基于基因组和转录组测序

（genome and transcriptome sequencing，G&T-seq）

构建，但不使用多重置换扩增(multiple displacement

amplification,MDA)技术进行DNA测序，而是使用scBS

来解读DNA甲基化模式[82]。其他应用于单个细胞分析

的空间转录组学（spatial transcriptomics）技术，如

荧光原位测序、序贯荧光原位杂交或多重抗误差矫正

荧光原位杂交技术等，是另一个快速发展的领域，揭示

了空间维度上肿瘤微环境中各组织类型的细胞群体的

变化[83]。

5.1.2 单细胞蛋白质组学 单细胞蛋白质组学是

另一个备受关注的领域。虽然目前还没有用于全蛋

白组水平分析的商业检测方法，但已经开发了几种

用于单细胞高参数蛋白质分析的技术。质谱流式细

胞技术（cytometry by time-of-flight, CyTOF）是

利用质谱原理对单细胞进行多参数检测的流式技

术，其利用重金属偶联抗体，通过飞行时间电感耦合

等离子体质谱分析来定量蛋白质表达。CyTOF结合

了传统流式细胞仪的高速分析特征以及质谱检测的

高分辨能力，是流式细胞技术发展的新方向[84]。空

间 蛋 白 组 学 研 究 平 台 CODEX（CO-detection by

IndEXing）通过将抗体标记上核酸序列标签，可以在
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（4）质谱流式组织成像：Hyperion组织质谱成像

系统是基于成像质谱流式（imaging mass cytometry，

IMC）的技术，由CyTOF发展而来。其与激光刻蚀等技

术相结合，能更加有效地识别、鉴定组织微环境中的

生物标志物，在蛋白质定位、蛋白质表达及其相互作

用、细胞类型识别、不同细胞在空间组织结构中的相

互关系等研究中发挥重要的作用[88]。最新研究[89]绘

制了乳腺癌的单细胞病理学图谱，使用质谱流式组

织成像技术同时量化35种标志物，从而获得乳腺癌

患者肿瘤组织的多维病理图像；该研究在单细胞水

平确定了肿瘤和间质细胞的表型、组织结构和异质

性，揭示了肿瘤微环境中的多种细胞特征，并发现了

与临床预后相关的乳腺癌新亚群。

5.2.2 活体内细胞的可视化 活体动物光学成像

主要基于生物发光与荧光技术，采用分子影像方法

评估活体细胞的增殖、存活等生物学行为及其与其

他细胞的相互作用。目前，应用较多的是双光子活

体成像技术[90]。双光子荧光显微镜具有光漂白性

小、穿透能力强、分辨率高、多标记检测等多种特点，

适用于小动物活体光学成像，在肿瘤生物学、免疫细

胞相互作用、免疫治疗可视化等研究中有广泛应

用[91]。

5.3 面临的挑战

单细胞技术在过去几年里发展迅速，但依然存

在着一些问题。目前，多种技术在细胞捕获方法、文

库制备和测序结果解析方面各不相同。大多数的方

案需要单细胞悬液，所以首先要考虑是优化肿瘤分

离方法，产生细胞悬液。实体肿瘤的消化会对肿瘤

的基因表达产生影响，也消除了肿瘤组织的空间信

息。细胞群体通常通过后续的原位分析或者流式细

胞术等进行验证，但会出现基因表达与蛋白表达不

一致的情况，很多低丰度表达的基因往往检测不到，

掩盖了某些关键信息。同时，对单细胞测序数据的

分析需要专业的生物信息学方法，目前尚无统一的

计算方法，甚至是可参照的基因组，为细胞亚群分析

带来困难。因此，对于数据的深度挖掘还有所欠缺，

没有发现真正不同于以往的细胞亚群，对细胞亚群

的功能研究不够。

针对组织成像技术，几种技术的区别就在于抗

体偶联的检测基团不一样。其面临的主要问题是抗

体的特异性，如何选择合适的抗体至关重要。相对

于质谱流式成像CODEX技术的成本较低，但由于其每

轮染色的抗体数量有限，操作比较繁琐，耗时较长。

质谱流式成像的问题与质谱流式类似，还存在扫描

的速度慢、区域小的问题。活体内细胞成像的瓶颈

主要在于活体内的分辨率低以及细胞标记技术不

成熟。目前的显微镜检测技术很难在检测深度上有

所突破，然而，选择强度高、穿透力强、相互干扰小的

荧光染料或者蛋白的范围有限，这也是限制活体内

成像技术进一步应用的主要障碍。

6 结 语

随着新技术的不断涌现与革新及不同学科间交

叉融合的日益紧密，肿瘤免疫研究迎来了飞速的发

展，使得不仅对基础理论有了更加深入的认识，在免

疫相关疾病发病机制研究、临床转化方面也取得重

大进展。但是，肿瘤免疫研究依然面临着诸多难题，

需要从基础理论方面对肿瘤发生发展机制及与肿瘤

微环境的关系进行更深入的探讨。如今，多学科之

间的交叉拓展了肿瘤免疫学研究突破的空间，催生

了新理论与新方向，例如系统生物学应用于肿瘤免

疫学研究，表观及代谢等调控阐述肿瘤免疫反应原

理，新型交叉学科（神经内分泌免疫学等）的出现。

此外，新的技术层出不穷，尤其是以基因组学、转录

组学、蛋白组学、代谢组学为代表的组学技术以及单

细胞测序技术，从广度和精度上提升了肿瘤免疫学

研究的空间，为免疫反应机制研究、免疫细胞新亚群

的发现等提供了极好的研究手段。展望未来，机遇

与挑战并存，虽道路荆棘，但恰逢其时、大有可为。
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