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海市“浦江人才计划”和江苏省“双创人才计划”。在单细胞的功能基因组学、肝干细胞及肝癌干细胞

的基础研究与临床转化、前列腺癌的精准治疗、转基因小鼠和肝纤维化的发生机制等领域进行了长期

的研究，作为项目负责人先后承担了国家自然科学基金等6项科研项目，参与了国家973计划、863计划项

目等多项研究工作。先后在 Cell、Nature、Cancer Discov、Cell Stem Cell、Oxid Med Cell Longev、Sci
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[摘 要] 单细胞测序技术是指以单个细胞为单位，通过高通量测序技术全方位分析单个细胞内的遗传信息，其已成为现代生物

学深度研究的一种强有力工具，使生物医药领域研究和临床应用转化研究达到了传统测序方法难以实现的极高精确度和灵敏度。

目前，单细胞转录组测序（又称“单细胞RNA测序”，scRNA-seq）已成为最广泛应用的单细胞测序技术。简要介绍 scRNA-seq技术

的发展历程、技术原理和方法，系统阐述其应用在肿瘤异质性、肿瘤转移、肿瘤免疫、肿瘤耐药等基础领域的研究成果及其在肿瘤精

准医疗的临床转化与应用中的研究进展，单细胞测序技术的发展和应用必将推动肿瘤精准医疗迈向更高水平。
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[Abstract] Single-cell sequencing is a new technology for comprehensive analysis of genetic information at single cell level through high-

throughput sequencing technology. Single-cell sequencing has become a powerful tool for in-depth research in modern biology. Single-cell

sequencing technologies have enabled the research in biomedical field and clinical translation to achieve a high level of accuracy and

sensitivity that traditional sequencing technology couldn’t achieve. At present, single-cell transcriptome sequencing (often referred to as

“single-cell RNA sequencing”, scRNA-seq) has become the most widely used single-cell sequencing technology. In this paper, the development

history, technical principles and methods of scRNA-seq are briefly introduced. In addition, the research achievements of scRNA-seq in the

basic research fields of tumor heterogeneity, tumor metastasis, tumor immunity and tumor drug resistance, as well as its research progress

on translational medicine and application in tumor precision medicine are systematically described, in hope to promote tumor precision

medicine to a higher level through the development and application of single-cell sequencing technology.
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单细胞测序（single-cell sequencing）技术是

指以单个细胞为单位，通过对单细胞遗传物质扩增、

标记、建库和测序，最后对单个细胞基因组或转录组

展开数据分析。目前，已经开发了多种单细胞测序

方法，包括单细胞转录组测序(又称“单细胞RNA测

序”，single-cell RNA sequencing,scRNA-seq)[1]、

单细胞全基因组测序(single-cell whole-genome

sequencing，scWG-seq)[2]、单细胞全基因组甲基化测
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序 (single-cell whole-genome methylation

sequencing，scWGMs)[3]、单细胞染色质可及性测序

(single-cell assay for transposase accessible

chromatin using sequencing，scATAC-seq)[4]及单细

胞 多 组 学 测 序（single-cell multi-omics

sequencing technology，scCOOL-seq)[5]等，基于这些

方法进行生物信息学分析，可以对单个细胞的基因

组、转录组或表观基因组等单独或同时进行全面而

精确的分析，使人们能够在单细胞水平上检测基因

表达谱、追踪细胞发育谱系等[1]。

近年来，单细胞测序技术发展迅猛，2017年被

Nature杂志评论为“遗传学显微镜”[6]，scRNA-seq技

术也于2018年被Science杂志评为十大科技突破之

首[7]。此后，单细胞多组学研究方法[8]和单细胞空间

转录组技术[9]于2019年和2020年先后被Nat Methods

杂志评为生命科学领域年度创新方法。由此可见，

单细胞测序技术已成为现代生物学研究的一种有力

工具，为生物医药相关领域研究和临床应用转化提

供了传统测序方法所难以实现的突破[10]。目前，单

细胞测序技术应用最广泛的是scRNA-seq，本文重点

阐述其在肿瘤研究及精准医疗中应用的研究进展。

1 scRNA-seq技术的发展历程

scRNA-seq是在单个细胞水平对细胞基因表达

等信息进行检测，基本技术原理是采用一定的分离

技术将组织中的所有细胞分散为单个细胞，并对单

个细胞中的所有mRNA进行反转录扩增和高通量测

序，分析单个细胞的转录组特性并探究细胞的异质

性。其发展历程大致分为三个阶段。

1.1 单细胞全长转录组测序

scRNA-seq技术始于2009年，TANG等[1]创新性地使

用了一种基于PCR的单细胞mRNA反转录扩增方法，结

合NGS技术首次实现了scRNA-seq，使人们能够在单个

细胞的分辨率下检测基因表达。随后，RAMSKÖLD等[11]

于2012年利用模板转换原理开发了单细胞全长RNA测

序（switching mechanism at 5’end of the RNA

transcript sequencing，SMART-seq）的方法，真正实

现了单细胞全长转录组测序。后来，耶鲁大学SHERMAN

实验室的PAN等[12]和樊荣教授实验室的HAN等[13]也共

同开发了基于Phi29 DNA聚合酶的mRNA转录组扩增

(Phi29-mRNA amplification,PMA）等单细胞全长转录

组测序技术。

1.2 基于条码和标签的 scRNA-seq

早期的单细胞全长转录组测序方法虽然实现了单

细胞层次的转录组测序，但其通量较低、成本高，且很

难判断测序后得到的数据是否真实。为此，科学家们

逐渐将细胞条码（cell barcode，CB）和/或唯一分子标

签（unique molecular identifiers,UMI）引入到单细

胞测序技术中。CB是一小段核酸序列,在单细胞测序

时，单一细胞将获得唯一CB；在混合测序时，利用CB就

可区分样品中不同的单细胞。UMI也是由随机碱基组

成的一段核酸序列，在单细胞测序时，在反转录过程中

同一细胞中每一条转录本上都会添加一个UMI，使得测

序读长可以对应到单个转录本，从而去除扩增噪声和

偏好性，做到了对单细胞中转录本的准确定量。基于

CB和UMI的scRNA-seq,扩展建立了单细胞标记的逆转

录 测 序 （single-cell tagged reverse

transcription sequencing，STRT-seq)[14]、通过线性

扩增和测序进行细胞表达测序（cell expression by

linear amplification and sequencing，CEL-seq)[15]

和特异分子标识符序列测序（unique molecular

identifiers sequensing，UMI-seq)[16]等。

1.3 高通量的 scRNA-seq

CB 和 UMI 概念的引入，为人们开发高通量

scRNA-seq 奠定了基础。 2015 年 ，哈佛医学院

MACOSKO团队[17]和KLEIN团队[18]同时开发了基于微流

控液滴法的单细胞高通量液滴测序（droplet-

sequencing， Drop-seq） 和 inDrop （indexing

droplet）高通量scRNA-seq方法，进一步推动了单细

胞测序技术的发展，大大提高了单细胞分析的深度

和广度。在上述方法中，细胞被捕获并封装在凝胶

乳胶珠中进行CB或UMI标记，从而实现了一次实验

可同时对数千甚至上万个细胞进行scRNA-seq，且定

量相对准确。后来，人们又利用微孔板法也实现了

高通量 scRNA-seq。HAN 等[19]利用微孔板法进行

scRNA-seq，确定了所有主要人体器官的细胞组成类

型 ，并 且 构 建 了 人 体 细 胞 景 观（human cells

landscape，HCL），为人类生物学研究提供了丰富的

资源。FAN等[20]开发的微孔捕获测序技术CytoSeq是

一种结合了NGS和CB的无须机器人或自动化就能够

同时分析几千个微孔单元的单细胞分析技术。新

格元生物科技有限公司在此基础上开发了一站式、

全 方 位 、高通量 scRNA-seq 技术平台 Singleron

GEXSCOPE®[21]。表1总结了各种scRNA-seq方法的性

能特点。

2 高通量 scRNA-seq技术的原理和方法

scRNA-seq以单个细胞为研究对象，通过单细胞

分离，对单个细胞中的mRNA进行捕获，再进行反转录

生成cDNA，经过均匀扩增、标记建库，再进行测序，最

后对scRNA-seq数据展开生物信息学分析，从而获得

所需的分析结果。目前常见的高通量scRNA-seq技
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术原理主要有两种：（1）液滴法，其将特制的凝胶微

珠与单细胞悬液混合，使单细胞与凝胶微珠结合，利

用微流控技术将细胞输入油相孔道形成“油包水”，

并且凝胶微珠表面含有CB或UMI，可以将遗传物质片

段进行特异标记；（2）微孔法，其使用含有大量孔洞

的蜂窝板，将细胞悬液与标记磁珠加入至蜂窝板中，

使细胞通过重力沉降进入孔洞，标记磁珠上有类似

液滴法中的序列结构，在细胞捕获后可在显微镜下

直观地获得捕获数及细胞状态等信息。

表1 各种 scRNA-seq方法性能的比较

方 法

SMART-seq

CEL-seq

Drop-seq

CytoSeq

inDrop-seq

检测通量

低

低

高

高

高

种 类

基于孔板

基于孔板

基于微珠

基于微珠

基于微珠

敏感性

+++++

+++++

++

++++

+

分辨率

+

+

+++

+++

+++

优 势

全长转录组

——

成本低

分离温和

成本低

不 足

成本高

易被其他杂细

胞RNA污染

细胞类型区分

欠准确

——

——

文献

[12]

[16]

[18]

[21]

[19]

高通量scRNA-seq的技术流程主要分为图1所

示几个关键步骤，包括单细胞解离及分离、RNA捕获

和扩增后文库构建、高通量测序以及数据分析。

图1 scRNA-seq技术流程图

3 scRNA-seq和肿瘤精准医疗的基础研究

3.1 scRNA-seq推动肿瘤异质性的研究

传统转录组测序技术只能测知混合细胞的平均

基因表达信息，因而会掩盖肿瘤细胞之间的异质性

与细胞亚群之间的表达差异。scRNA-seq技术则可

解决此技术的缺陷，其能够在单细胞层面对细胞的

基因表达进行高分辨率的分析，可发现不同肿瘤细

胞亚型之间的转录表达差异，避免了传统基因组技

术平均信号所产生的结果误差，进而为肿瘤异质性

的应对方法提供了研究基础；也为肿瘤诊疗提供精

准的遗传信息，可以真正实现“对症下药”。

scRNA-seq技术可用于分析肿瘤发展及其演变

过程中的机制研究，帮助对肿瘤微环境（tumor

microenvironment，TME）中的表达异质性进行深入

研究，并且鉴定出一些在肿瘤发展过程中发挥关键

作用的细胞亚群及异常表达的基因。GOJO等[22]运用

scRNA-seq技术分析了室管膜瘤的分子群和解剖位

置，探究其肿瘤细胞异质性和发育起源，发现预后良

好的室管膜瘤主要含有分化良好的细胞，而侵袭性

室管膜瘤则富含未分化的细胞群，揭示了室管膜瘤

生物学中与临床行为相关的发育层次。WU等[21]采用

新格元GEXSCOPE®单细胞测序技术全面解析了42例

晚期NSCLC患者的穿刺样本，发现不同患者来源的肿

瘤在细胞组成、染色体结构、分化轨迹及细胞间信号

网络等方面都存在显著的异质性，该研究还首次发

现了肿瘤异质性和肿瘤相关中性粒细胞之间的关联

性，为后者在NSCLC中的功能研究及其在免疫治疗疗

效中的潜在预测作用打开了新的视角。TME中的基

质细胞在多大程度上被结直肠癌（colorectal

cancer,CRC）细胞转化一直是个谜。ZHOU等[23]对 21

例稳定的CRC患者和6例无癌的老年人进行了单细

胞多组学测序，为深入认识CRC中TME间质细胞的基

因组变化提供了有价值的数据。

乳腺癌的TME较为复杂，其中不同细胞的相互作

用在肿瘤进展和治疗反应中发挥重要作用。因此，

单细胞技术为探究其肿瘤异质性提供了良好帮助。

WU等[24]利用单细胞与空间分辨转录组学分析技术对

乳腺癌进行研究，开发了一种固有亚型分类单细胞

方法（single-cell method of intrinsic subtype

classification，SCSubtype）来揭示复发性肿瘤细

胞的异质性，并利用一种通过测序来进行转录组和

表 位 的 细 胞 索 引 技 术（cellular indexing of

transcriptomes and epitopes by sequencing，
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CITE-seq）进行免疫分型，为抗肿瘤免疫调节提供了

新的见解。

鼻咽癌（nasopharyngeal carcinoma，NPC）的

TME包含一个异质性的动态基质细胞群，然而大规模

RNA测序仍不足以构建NPC浸润性基质细胞的深度景

观。因此GONG等[25]对14名患者的66 627个细胞进

行了scRNA-seq，结合T和B细胞的克隆型鉴定，并根

据基因图谱鉴定与表征了5个主要的基质簇和36个

不同的亚群；又通过与非恶性微环境中的浸润细胞

相对比，揭示了NPC的 TME极具代表性的异质性特

征，包括表型丰度、遗传变异、免疫动力学、克隆扩

增、发育轨迹以及深刻影响患者预后和治疗结果的

分子间的相互作用，显示了NPC异质性特征和患者

PFS之间的相关性。胶质母细胞瘤是一种无法治愈

的恶性肿瘤，异质性的存在是治疗失败的主要原因，

而遗传、表观遗传以及TME都有可能影响其异质性。

NEFTEL等[26]采用scRNA-seq结合Bulk转录组数据的

方法，对胶质母细胞瘤的异质性、细胞状态和遗传多

样性的统一模型进行了推导，发现了其恶性细胞主

要以4种状态存在，且他们受TME的影响，该结果为

攻克胶质母细胞瘤提供了研究蓝图。

骨肉瘤（osteosarcoma，OS）是一种高度侵袭性

的恶性骨肿瘤，多见于儿童和青少年。ZHOU等[27]利

用GEXSCOPE®平台技术解离了来自7个原发性、2个复

发性以及2个肺转移性OS组织，并对得到的瘤细胞

进行scRNA-seq，基于基因表达谱和典型标记的无偏

聚类方法鉴定出了11个主要细胞簇，描述了OS恶性

细胞及其TME的特征；又通过分析推断的拷贝数变异

与轨迹揭示了恶性成骨细胞与恶性成软骨细胞间的

转化，并发现阻断T细胞免疫球蛋白和ITIM结构域

蛋白（T cell immunorecepor with Ig and ITIM

domain,TIGIT)可增强具有高比例TIGIT+的原代CD3+

细胞对OS细胞的毒性作用，这些结果为OS治疗提供

了潜在的靶点。

3.2 scRNA-seq推动肿瘤转移的研究

scRNA-seq技术可在恶性肿瘤转移机制研究中

发挥重要作用，帮助研究者了解转移过程中细胞亚

群所发生的转录组动态变化。恶性肿瘤的转移过程

包括原始肿瘤部位发生转移、在血液或淋巴循环的

扩散传播、远端的组织侵袭以及成功建立远端转移

灶。血液循环肿瘤细胞（circulating tumor cell，

CTC）是由肿瘤组织脱落进入血液循环的肿瘤细

胞[28-29]。血行扩散是肝细胞癌（hepatocellular

carcinoma，HCC）转移的主要途径，而CTC为血行扩散

的“种子”，促进HCC转移至其他微环境并定植。SUN

等[30]对HCC患者4个血管部位的外周血中的CTC进行

分离筛选和富集后，通过scRNA-seq揭示了CTC的转

录动力学与血液运输过程中的应激反应、细胞周期

和免疫逃逸信号有关，并发现趋化因子CCL5为CTC

免疫逃逸的重要介质，其可通过招募Treg细胞促进

免疫逃逸，该结果为解读HCC转移提供了新的视角。

BORAL等[31]对CTC的转录组进行分析，发现一种独特

的“CTC基因信号”，进一步研究后确认了与脑基底细

胞瘤相关的CTC生物标志物和信号通路，可用作脑微

转移检测的筛选工具，或用于辅助脑基底瘤患者的

合理治疗决策和治疗监测。YU等[32]采用微控流装置

从内源性胰腺癌小鼠模型中有效捕获CTC，并对CTC

进行 scRNA-seq，发现 Wnt2是 CTC中富集的候选基

因，其在胰腺癌细胞中的高表达抑制了失巢凋亡

（anoikis），增加了体内转移倾向，并且发现胰腺癌

细胞形成的非黏附肿瘤球与多种Wnt基因的上调有

关，该研究结果确定了CTC可作为预防胰腺癌远端扩

散的候选治疗靶点。

乳腺癌淋巴结转移的分子机制尚不清楚。XU

等[33]利用scRNA-seq技术研究了来自15对原发性肿

瘤和腋窝淋巴结样本的96 796个瘤细胞的转录组

谱，鉴定了 9 个癌细胞亚群，包括 CD44+/ALDH2+/

ALDH6A1+乳腺癌干细胞（breast cancer stem cell,

BCSC），进一步发现BCSC仅存在于原发性肿瘤中，并

进化为浸润淋巴结的转移簇;此外，转录组数据显

示，由NECTIN2-TIGIT介导的相互作用促进免疫逃逸

和淋巴结转移，该研究结果为乳腺癌转移机制提供

了新的见解。ANDERSSON等[34]为解决肿瘤单细胞测

序导致空间信息丢失的问题，使用空间转录组学技

术对HER2阳性乳腺癌中的空间基因表达进行研究，

研究者构建了一个预测模型来推断三级淋巴样结构

的存在，其适用于各种组织类型和技术平台，可结合

不同的数据模式来定义肿瘤中细胞相互作用的高分

辨率图谱，并提供跨组织和癌种的通用工具。

3.3 scRNA-seq推动肿瘤免疫的研究

scRNA-seq技术可用于分析肿瘤与免疫细胞的

关系，帮助寻找肿瘤治疗潜在的新靶点。免疫检查

点阻断是目前肿瘤免疫学研究的热点，通过阻断免

疫检查点分子的作用可以提高抗肿瘤免疫反应，进

而达到消除肿瘤的目的。T细胞免疫球蛋白和黏蛋

白 分 子 3(T cell immunoglobulin and mucin-

containing protein-3，TIM-3)被鉴定为在产生

IFN-γ的T细胞上表达的分子，作为一种重要的免疫

检查点分子被发现。然而，TIM-3在其他几种类型的

免疫细胞上也存在表达，因此尚难以确切知道使用

抗TIM-3单克隆抗体阻断治疗产生疗效的具体机制。

DIXON等[35]使用条件性敲除TIM-3方法结合scRNA-
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seq技术，证明了TIM-3对DC的重要性，在DC上敲除

TIM-3而非在CD8+或CD4+细胞上敲除TIM-3可以促进

强大的抗肿瘤免疫反应。

肺癌是一种高度异质性的肿瘤，癌细胞与TME中

细胞共同决定疾病进展与患者预后，scRNA-seq技术

则能对TME中的免疫细胞类型进行准确分析。GUO

等[36]对来自14名治疗前NSCLC患者的12 346个T细

胞进行了深度scRNA-seq分析,结合表达谱和基于T

细胞抗原受体的谱系追踪，发现组织间存在很大比

例具有高度迁移性的效应T细胞，但除外已经衰竭的

肿瘤浸润型CD8+T细胞，另外还观察到高比例的“准

衰竭”和衰竭的T细胞与肺腺癌的更好预后相关。该

研究为患者分层提供了一种新的方法，并将有助于

进一步了解NSCLC中T细胞的功能状态和动力学。

LI等[37]通过对25名黑色素瘤患者肿瘤中免疫细

胞进行scRNA-seq和单细胞TCR测序（single-cell

TCR sequencing，scTCR-seq）分析，绘制了详细的黑

色素瘤免疫细胞图谱，发现不同免疫细胞亚型在不

同患者中存在显著异质性；尽管丰度不同，但所观察

到的CD8+T细胞的分化途径高度保守，该研究为癌症

中免疫细胞异质性对免疫治疗效果的影响提供了

更多的理论支持。2018 年，SAVAS 等[38]对人乳腺

癌组织中 6 311 个 T 细胞进行 scRNA-seq，发现

CD8+ TRM与患者的较高生存率相关，患者有更好的预

后，推测CD8+ TRM参与对乳腺癌的免疫监测，可能是

免疫检查点疗法的关键靶点。

T细胞介导的适应性细胞免疫在肿瘤免疫反应

中具有关键性作用，而B细胞在肿瘤进展与治疗中的

作用直到最近才被提出。为了深入了解乳腺癌浸润

性免疫细胞，尤其是B细胞亚群的功能和发育动力

学，HU等[39]结合scRNA-seq和抗原受体谱系分析来描

述 三 阴 性 乳 腺 癌（triple negative breast

cancer，TNBC）浸润免疫细胞的特征，得到了TNBC浸

润B细胞的综合图谱。scRNA-seq分析结果表明，B

细胞特征与乳腺癌患者生存率的提高显著相关；肿

瘤浸润B细胞群的功能分析表明，从机制上讲，B细胞

亚群可能通过各种途径参与免疫监测，该研究对肿

瘤浸润B细胞亚群阐明并为肿瘤免疫治疗提供了有

价值的线索。

由于膀胱癌是免疫浸润最少的癌症之一，对于

其治疗策略的设计一直较为困难。CHEN等[40]通过对

8个膀胱癌组织和 3个癌旁组织样本进行 scRNA-

seq，在膀胱癌的TME中识别出了19种不同的细胞类

型，表明肿瘤内高度异质性；并且通过对膀胱癌组织

TME 的绘制，发现了一种癌症相关成纤维细胞

（cancer-associated fibroblast，CAF）亚群，即炎

症 性 癌 症 成 纤 维 细 胞（inflammatory cancer-

associated fibroblasts，ICAF）及其在膀胱癌中的

作用机制，并探寻到了膀胱癌治疗的可能靶点，为膀

胱癌的个体化治疗提供了基础。

3.4 scRNA-seq推动肿瘤耐药性的研究

免 疫 检 查 点 抑 制 剂（immune checkpoint

inhibitor，ICI）在一些黑色素瘤患者体内产生持久

反应，但仍对许多患者不能产生治疗效果，导致耐药

性的分子基础仍然难以捉摸。JERBY等[41]通过对ICI

治疗前后的黑色素瘤患者样本进行scRNA-seq，并将

治疗后患者分为耐药人群与不耐药人群，通过比对

分析后发现，在耐药患者中T细胞浸润少、CDK4/6信

号通路异常活跃；通过在黑色素瘤小鼠模型中使用

CDK4/6抑制剂联合免疫治疗可使肿瘤得到明显抑

制，目前CDK4/6抑制剂已被临床批准用于HR阳性乳

腺癌治疗。

酪氨酸激酶抑制剂（TKI）对携带受体酪氨酸激

酶体细胞突变的某些癌症亚型的患者具有临床疗

效，其作为一线治疗药物在EGFR突变的NSCLC患者

中进行应用。然而该药的临床反应持续时间有限，

大部分患者最终会产生耐药性。为了优化TKI的临

床应用，需要对其内在和获得性耐药机制进行探索。

AISSA 等[42] 使 用 NGS、液 滴 数 字 PCR（droplet

digital PCR，ddPCR）和CB标记技术追踪NSCLC细胞

系PC9的变化，结果表明它们与预先存在的耐药克隆

有关；又利用scRNA-seq技术分析对TKI存在反应的

NSCLC临床前模型，揭示了治疗过程中NSCLC细胞系

模型产生药物耐受的机制。对携带间变性淋巴瘤激

酶（anaplastic lymphoma kinase,ALK）基因重排的

晚期NSCLC患者使用ALK-TKI会产生良好的治疗效

果，但患者仍然产生了获得性耐药，因此识别并认识

这些耐药机制对于设计新的治疗策略十分必要。

OULHEN等[43]选择了6例对ALK-TKI耐药的ALK重排患

者，根据上皮和/或ALK表达特征提供的CTC拷贝数

变异（copy number alteration，CAN）图谱的综合描

述，并通过评估染色体不稳定性（chromosomal

instability，CIN）和等级聚集性分析表征CTC中CNA

的异质性，最终确定了AKL非依赖性通路中的多种

CNA驱动因素，该研究描绘了AKL-TKI异质性耐药细

胞景观图并为针对性地确定治疗策略提供了基础。

TNBC为一种侵袭性的乳腺癌亚型，患者发生化

疗耐药。为了研究TNBC的耐药性是由已存在的罕见

克隆选择引起还是通过获得新的基因突变引起，KIM

等[44]应用单细胞DNA和转录组测序及外显子测序技

术对 20 例 TNBC 患者在新辅助化疗（neoadjuvant

chemotherapy，NAC）期间的样本进行了纵向分析，数
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据表明耐药基因型预先存在，而转录谱是通过对

TNBC患者化疗反应的重新编程获得的，该研究为消

除TNBC的耐药性提供了依据。

去 势 疗 法（androgen-deprivation therapy，

ADT）是前列腺癌常见的治疗方法，但癌症复发后雄

激素受体（androgen receptor，AR）抑制剂的疗效因

人而异。来自哈佛医学院的研究者[45]通过液体活检

获得CTC后进行scRNA-seq分析，揭示了前列腺癌的

耐药机制并发现其与非经典Wnt通路相关。该研究

中使用了目前较为热门的微流控scRNA-seq技术。

4 scRNA-seq和肿瘤精准医疗研究的临床转化

自从2015年起，美国“精准医疗计划”启动，掀起

了全球精准医疗的热潮，肿瘤等疾病的治疗逐步进

入“精准医疗时代”。精准医疗，即以患者的临床病

史信息、病理、影像和基因组信息等为基础，为患者

量身定制个体化的治疗方案。精准医疗需要快速精

准的基因数据分析，而scRNA-seq可以提供患者的多

种病变基因信息，同时结合大数据，锁定更多的疾病

特征，从而指导制定预防和治疗方案。精准医疗要

惠及每一位患者，必须解决三个问题，即检测的精准

化、检测的自动化和数据分析的无人化，从而可以在

第一时间在任何地点实现患者个体的精准诊疗。通

过建立自动化和智能化的精准检测单位，结合其他

临床数据信息，检测中心能够提供更快、更精准的服

务，帮助医生进行治疗决策。

目前scRNA-seq技术已经能够实现对多达数万

个的细胞进行同时分析，特别适合从基因信息角度

剖析乳腺癌复杂的TME，并评估乳腺肿瘤内及周围细

胞群体的异质性，进而为乳腺癌的精准治疗提供强

力的信息和技术支持。例如，CHUNG等[46]通过分析11

例乳腺癌患者(包括luminal A型、B型及HER2阳性

和TNBC）的515个乳腺肿瘤细胞的转录本后发现，从

HER2阳性肿瘤中分离出的细胞高度多样化，主要表

现为HER2和TNBC表型。此外，从ER/HER2双阳性肿

瘤中分离出的细胞通常是ER亚型，这是因为HER2模

块基因低表达和ER信号通路的激活。因此，单细胞

信息分子图谱可以帮助识别ER途径显著激活的ER/

HER2双阳性肿瘤，并且该肿瘤类型可能受益于强化

内分泌治疗。另外，WAGNER等[47]研究发现，所有临床

亚型的肿瘤都由多个不同表型的细胞组成，但其中

一种特定表型通常占主导优势，并且表型优势对肿

瘤进展和治疗耐药至关重要。例如，占主导地位的

ERa−HER2−Survivinhigh表型与新辅助化疗耐药有关；

luminal B亚型肿瘤中ER+细胞的比例与乳腺癌TME

中的PD-L1+肿瘤相关巨噬细胞以及衰竭T细胞表型

相关，并且影响ICI的疗效。因此，通过scRNA-seq

技术了解患者的肿瘤异质性，有助于选择合适的治

疗方案并改善患者预后。

在精准医疗时代，精准的检测技术推动了癌症

等疾病的个体化诊疗的发展。同时，临床精准诊疗

的需求可以进一步推动精准检测技术的改进和应

用。新技术能够帮助专业人员绘制肿瘤图谱、识别

关键的致癌因素，并制定专门的治疗方案，以推动临

床精准诊疗发展。近年来，精准医学检测技术推动

了精准医学新技术、新靶点、新药物的研发进程。目

前，在精准检测技术和平台方面还存在许多挑战：首

先，不同的NGS技术得到的结果不完全一致，这可能

与样品预处理、NGS平台和算法的差异有关；其次，活

检的敏感性和准确性还需要完善和统一，尚不能用

于肿瘤的早期精准筛查和诊断[48]；还有，scRNA-seq

技术的成本、对新鲜分离细胞的需求和高水平的实

验室要求限制了其广泛的临床应用。此外，有研

究[49]表明针对同一基因突变的治疗在不同的肿瘤类

型中有不同的效果，这可能与信号转导和肿瘤间异

质性的差异有关。未来在表观遗传学、罕见基因检

测、个体化靶向治疗、多基因靶向药物联合治疗等方

面，应广泛探索精准检测技术的应用[50]。总体而言，

精确检测技术可以完成对每个肿瘤患者的分子特征

和突变信息的数据整理分析，从而制定个性化的诊

断和治疗方案。

将scRNA-seq检测融合到临床检验中可以更加

高效地挖掘潜在治疗靶点及发现更多的个体生物标

志物，有效地指导治疗决策和预测治疗效果，从而实

现个体化的肿瘤诊疗。

5 结 语

scRNA-seq是基于NGS技术进一步发展起来的新

技术，它将改变人们对于很多生命现象和疾病的认

识。虽然scRNA-seq技术起步较晚，但是从2009年

最早开始的低通量测序到2015年与微流控技术的结

合，使得scRNA-seq迅速发展成高通量检测平台。高

通量scRNA-seq迅速已经在全球呈现出蓬勃发展的

态势，从美国的“HCA计划”到欧洲的“Lifetime 计

划”，以及我国以浙江大学为首的研究团队完成的

“HCL计划”，都将标志着生物医药学研究从基因组时

代迈向了单细胞时代。随着精准医疗时代的到来，

scRNA-seq技术将不断地结合临床实践促进人类健

康保障的进一步发展。
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