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单细胞测序技术在多发性骨髓瘤研究及其精准医疗中的应用

Single-cell sequencing technology in the study of multiple myeloma and its application 
in prescision medicine
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[摘  要]  由于多发性骨髓瘤(MM)细胞及其微环境的高度异质性，导致其诊断和治疗方面面临巨大挑战。单细胞测序

（sc-Seq）技术是一种以单个细胞为测试对象，分析其细胞内遗传信息的研究工具，近年来 sc-Seq在MM研究及治疗中广泛应用，

为其更精准的诊断及个体化治疗作出了重要贡献。本文论述了近年来 sc-Seq技术在MM细胞异质性、免疫微环境、生物标志物

及其在精准诊疗等方面应用的研究进展，为MM的基础与临床诊疗研究提供了参考依据。
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多发性骨髓瘤（multiple myeloma，MM）是血液

系统中常见的恶性肿瘤[1]，其分子遗传学突变复杂、

染色体易畸变、骨髓瘤细胞与其外围环境之间的相

互作用，这些因素一起促进了骨髓瘤细胞的增殖、存

活和耐药[2-3]。另外，MM克隆内显著的遗传异质性使

得对其精准治疗面临极大的挑战[4-6]。传统测序对象

是混合细胞样本，获得数据是所有细胞基因表达的

平均水平信息，容易忽略数量占比虽小但有着重要

作用的细胞信息。随着流式细胞技术、微流控制技

术等单个细胞获取技术方法的涌现，结合第二代测

序平台的建立，单细胞测序（single-cell sequencing，

sc-Seq）技术得到广泛应用[7-8]。sc-Seq技术是指以单

个细胞为测试对象，通过对单细胞样本制备和捕获，

应用高通量测序技术全方位分析单个细胞内的遗传

信息的方法，可以精确地检测单个细胞内的基因表

达，有助于了解细胞的异质性。本综述详细介绍了

sc-Seq技术在MM及其前体阶段应用的进展，总结了

在MM研究中 sc-Seq技术在发现新肿瘤细胞亚群、精

确识别肿瘤细胞间的异质性、发掘新的生物标志物、

分析免疫细胞图谱、了解免疫微环境等方面的重要

作用，讨论了其在精准诊疗应用中的前景和挑战，以

期为相关研究者或临床医生在MM的基础研究或临

床治疗方面提供较为全面的理论参考资料。

1  sc-Seq在MM基因异质性研究中的应用

1.1  MM基因的异质性

内部克隆异质性是肿瘤的普遍特征，MM也不例

外。MM是一个多阶段进展的疾病，包括最初阶段

意义未明的单克隆丙种球蛋白血症(monoclonal 

gammopathy of undermined significance，MGUS)、冒

烟型骨髓瘤(smoldering myeloma，SMM）至最终进展

至有症状MM，其中起着推动作用的便是遗传学异质

性和克隆演变。KEATS等[9]通过连续比较基因组杂

交分析，首次提出了MM细胞克隆演变过程的模式。

在细胞克隆演变过程中，细胞基因组DNA的突变不

断积累，致使其遗传多样性增加，最终导致肿瘤具有

不同基因突变型的亚细胞克隆，从而使不同亚克隆

肿瘤细胞的生物学特性如侵袭能力、生长速度、对药

物的抗性等产生明显差异，并在驱动基因驱动下保

留优势肿瘤亚群[10-12]。其中 KRAS、NRAS、BRAF、

TP53、DIS3等基因的驱动突变使浆细胞克隆具有更

好的克隆适应性和选择性优势，使这些细胞能够向

MM进化。这种克隆内显著的遗传异质性被认为是

MM患者预后不同的关键因素，也是寻找单一治疗方

法的主要障碍[13]。另外，研究人员一直未能明确病情

稳定的MGUS和 SMM如何转化为活动期MM的关

键因素。鉴于MM大部分的遗传复杂性可能出现在

无症状阶段，有望开发出起源于亚克隆性和克隆性

异质性的先兆疾病早期检测方法。只有开发了这些

工具，临床医生才能有效地实施精确干预，以延缓或

防止疾病进展。

1.2  sc-Seq在MM基因异质性及其克隆演变中的应用

MM患者肿瘤样本的 sc-Seq提供了亚克隆性和

克隆进化存在的证据，并能够识别 MGUS、SMM、

MM不同疾病阶段的转录组谱。首批单细胞全外显

子测序基因分型的研究在6例 t(11；14)MM患者中进

行[14]，发现MM中存在 2~6个主要亚克隆，以及存在

线性和分支进化进展模式。随后的单细胞基因组工
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作一直致力于对MM及其无症状前体进行分子图谱

分析[15]。 LEDERGOR 等[16] 用单细胞转录组测序

（single-cell RNA sequencing, scRNA-seq）技 术 对

MGUS、SMM、MM和轻链淀粉样变性患者的样本进

行基因表型分析，发现在上述疾病的不同阶段都存

在转录异质性。SMM患者和MM患者之间的分子

图谱相似，与连续批量测序研究中确定的克隆稳定

性结果一致。此外，JANG等[17]对患有MGUS、SMM、

新诊断 MM 和复发和/或难治性 MM 的个体进行

scRNA-seq分析，发现了反映疾病阶段的44个持续过

表达的基因，其表达水平与 MM 进展、复发难治性

MM总生存率密切相关。

最初 scRNA-seq依赖于在单个时间点采集的患

者样本。随着 sc-Seq联合多组学的应用，整合相同细

胞的转录组学和遗传分析建立了单细胞肿瘤簇的分

子克隆演变史。sc-Seq研究[18]表明，浆细胞克隆具有

转录稳定性，在向MM的转变过程中并没有出现新

的转录簇。相比之下，簇中更多的动态转移和克隆

性生长导致疾病复发，与治疗干预引起的克隆性倾

斜一致。通过追踪诱导细胞可塑性和治疗逃逸的遗

传异常和转录适应机制，可以改善MM患者的预后。

新的治疗技术，例如对侧支敏感性的进化引导，可能

被用作控制或克服有害的克隆进化，并引导MM细

胞克隆对另一种新药物的敏感性[19]。在MM中，关于

这种策略的数据可以通过从单细胞肿瘤反应数据开

发的侧支敏感性图来获取。这些研究表明，MGUS

或 SMM进展迅速的个体可能携带突变的亚克隆基

因，被认为处于向MM转化的门槛上。只要有正确

的基因组信息和临床干预，可以在无症状状态转化

为MM之前拦截克隆进化。然而，目前小队列批量

测序研究不足以在所有MM队列中推广，需要从随

访时间更长、队列更大的患者中提取更多的序列样

本。由此可见，sc-Seq 分析揭示了浆细胞遗传异质

性、细胞类型构成和状态、基因表达特征和克隆进化

模式，推动了起源于亚克隆性和克隆性异质性MM

先兆疾病的早期检测方法的研究，同时整合多组学

数据应用于临床。

2  sc-Seq在MM液体活组织检查中的应用

2.1  MM的液体活组织检查

疾病状态的无创监测、早期进展预测、治疗反应

评估和复发的早期发现均依赖于分子标志物。液体

活组织检查的对象是外周血中存在的肿瘤细胞附属

产物 ,如循环游离 DNA(circulating cell-free DNA，

cfDNA) 和循环肿瘤细胞 (circulating tumor cell，

CTC)等，其样本收集简便、非侵入性，其检测结果可

以指导MM患者的诊断和精确药物治疗，并有可能

实时监测疾病，是一种很有前途的研究技术。CTC

是一种罕见的肿瘤细胞，它从骨髓渗出到外周血中，

有助于在没有浆细胞白血病的情况下在整个骨骼中

建立MM病变的运输和转移过程[20]。鉴于CTC是完

整的细胞，它们用于DNA、RNA和蛋白质含量的多

组学分析。然而，从大量白细胞的背景中富集并选

择CTC，然后从这一微小的细胞中提取核酸，是一个

巨大的技术挑战。cfDNA包含肿瘤来源的DNA，这

些DNA是在非肿瘤DNA的背景下流入外周血的，非

肿瘤DNA主要来自于凋亡细胞。cfDNA可用于分析

肿瘤基因组的突变和非遗传方面，包括甲基化模式、

片段组学和拓扑学[21-22]。

2.2  sc-Seq技术在MM液体活组织检查中的应用

由于肿瘤细胞和微环境存在异质性, 相同的治

疗对同一个患者不同部位的肿瘤细胞群的反应存在

差异, 单一部位的骨髓穿刺不能反映患者肿瘤细胞

的总体特征, 然而从患者的多个肿瘤部位获取骨髓

样本又是一个巨大的挑战[23]。液体活检的出现打破

了这一僵局，在MM中，液体活检不仅可以捕捉MM

患者的肿瘤异质性，又由于恶性浆细胞可重复采样

（因为原始肿瘤没有被切除）并且具有足够的产量用

于捕获分析，使得CTC在MM中具有较大的临床应

用潜力[24-25]。鉴于CTC是完整的细胞，它们可以被捕

获用于DNA、RNA 和蛋白质含量的多组学分析。

sc-Seq的飞速发展推进了有关CTC在MM中的临床

研究。首批关于MM液体活检的 sc-Seq来自LOHR

等[26]对 10 例来自 MM 患者的 CTC 和配对骨髓的分

析，该研究证明了 CTC 在 MM 中的临床应用潜力。

他们将单个CTC进行基因分型，并与临床级别的骨

髓样本批量测序进行比较，结果发现在骨髓中检测

到的所有与MM相关的克隆性突变（KRAS、BRAF、

IRF4和TP53）都在单个CTC中检测到。重要的是，

在2例临床骨髓测序未能报告MM突变的患者中，单

一的 CTC 分析能够检测到并恢复 TP53、NRAS 和

BRAF的驱动突变。这一结果表明，单个CTC具有与

原代骨髓细胞相似的遗传和转录信息，在MM的发

展或诊断、治疗过程中，液体活检可以伴随甚至取代

骨髓活检，用于患者来源肿瘤细胞的遗传和转录图

谱分析，从而实现风险分层和精准医学，而不需要骨

髓活检。此外，这项研究还发现，单个CTC中存在异

常基因表达，这是由于原发MM 事件，如易位：携带

t（11；14）和 t（6；14）的细胞分别过表达 CCND1 和

CCND3。这些数据说明了单个CTC在诊断和监测先

兆疾病患者分子表型方面的额外潜力。GO富集分

析表明，CTC逃离骨髓的机制可能涉及炎症、缺氧、
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细胞周期、细胞迁移和上皮向间充质转化等分子途

径[27]。液体活检可以作为一种有用的筛查工具使

MM早期预警成为可能。但是，液体活检与临床常规

使用的骨髓样本的诊断率是否等效仍有待确定。随

着 sc-Seq分析等精准技术的更新迭代，相信血清生物

标志物终将进入临床应用。

3  sc-Seq在MM免疫微环境研究中的应用

3.1  MM的免疫微环境

基因组学研究表明，MM具有广泛的克隆异质

性；然而，很多已经存在遗传改变浆细胞群的MGUS

或SMM期患者却没有症状，提示仅仅有单克隆浆细

胞基因组的改变不足以驱动MM的发生发展。MM

的特征是浆细胞在骨髓微环境中恶性增生。复杂的

骨髓微环境中存在多种细胞如骨髓基质细胞、成骨

细胞、破骨细胞及间充质干细胞、免疫细胞等以及非

细胞成分，对骨髓瘤细胞的增殖起到维持作用，尤其

是多种免疫细胞，如T细胞、NK细胞、巨噬细胞、DC

等发生显著的功能紊乱，产生免疫抑制微环境，进一

步促进了MM的发生发展和免疫逃逸[28-29]。近年来，

免疫治疗成为了治疗MM的基石，阐明MM免疫抑

制微环境的形成过程及其分子机制，对于进一步发

展免疫治疗具有重要的临床意义。

3.2  sc-Seq在MM免疫微环境检测中的应用

传统测序技术对肿瘤微环境（TME）的异质性束

手无策 , 随着 sc-Seq 技术的发展和应用 , 对 MM 的

TME 形成以及免疫细胞功能失调有了更深的认

识[30-31]。一项对来自 MGUS、低危或高危 SMM 和

MM的患者骨髓微环境样本（CD138-或CD45+细胞部

分）进行 scRNA-seq的分析发现，在无症状阶段即可

表现出免疫细胞组成失调，伴随NK细胞、非经典单

核细胞和巨噬细胞以及T细胞大量聚集，其中细胞毒

性记忆T细胞表达的颗粒酶转变可能与MM的一种

免疫逃逸机制相关[24]。有研究[32]证明，MM浆细胞和

TME之间的相互作用可诱导肿瘤细胞休眠。休眠的

MM浆细胞对标准疗法具有抵抗力，有助于形成微小

残留病（minimal residual disease，MRD），以后导致疾

病复发、进展。对小鼠休眠浆细胞群的 scRNA-seq分

析显示，它们表达髓样转录组特征的基因上调，包括

IRF7、Ax1、Mpeg1、Spic、Sirpa等，这一现象解释了为

什么克隆稳定/静止进展的个体在MGUS或SMM阶

段有基因组突变的浆细胞而没有症状[33]。总之，

sc-Seq分析表明，尽管驱动基因改变是维持肿瘤细胞

适应性的关键，但表型可塑性和肿瘤生态系统内微

环境的相互作用也会影响肿瘤的分化。

另外，sc-Seq分析推动了靶向MM的TME治疗

研究。DE JONG等[28]通过 scRNA-seq分析发现，MM

的TME中非造血基质细胞，尤其是炎性间充质干细

胞(inflammatory MSC，iMSC)，可支持肿瘤细胞存活

并参与 MM 细胞免疫调节基因的表达。当前治疗

MM的方法不可逆转骨髓的炎症微环境，即使在治疗

成功后，骨髓仍保留了 iMSC特征，导致疾病无法被

完全清除。进一步研究非免疫细胞在调节肿瘤和免

疫反应中的分子基础和新的机制将有助于改进TME

靶向治疗方法，以克服表型可塑性和肿瘤繁殖。如

果能够逆转MM免疫抑制微环境，将可有助于完全

清除MRD，使得治愈MM成为可能[34-35]。

早期单细胞研究有力地证明了免疫分子表达、

细胞类型组成特征以及肿瘤细胞和免疫微环境之间

的串扰（免疫抑制肿瘤微环境）在疾病进展中起着关

键作用[30, 32-33]。目前，MM 的预后风险模型依赖于

MM的临床和遗传生物标志物；然而，它们无法解释

免疫性或非免疫性TME中同时发生的变化。sc-Seq

技术能对TME 中的免疫细胞类型进行准确分析，通

过评估疾病进展或治疗反应，在改善患者预后分层

方面也具有潜在的实用价值，并可帮助寻找肿瘤治

疗潜在的新靶点。

4  sc-Seq在MM精准医疗中的机遇和挑战

精准医疗是指通过患者的临床病史信息、病理、

影像和基因组信息、分子图谱等，在正确的时间，用

正确的治疗方法，治疗正确的患者，为患者量身定制

个体化治疗方案。MM中特定的驱动基因突变及其

共性或排他性的功能相关性在很大程度上仍未被探

索。由于肿瘤内不同的亚克隆具有不同的特性，它

们对治疗的反应也会不同。传统转录组测序技术明

确了实现精准医疗面临的第一步挑战是揭示肿瘤细

胞的分子异质性，而 sc-Seq可以提供患者的多种致病

基因的分子信息，同时结合大数据，锁定更多的疾病

特征，为肿瘤诊疗提供精准的遗传信息，从而指导制

定预防和治疗方案，真正实现“对症下药”。

为了使精准医疗真正具有变革意义，必须致力

于通过MM的早期诊断和治疗，特别是在MGUS或

SMM 阶段，提高患者生活质量和降低医疗成本。

sc-Seq可能揭示驱动发病机制分子事件的顺序以及

这些事件是如何赋予风险的，从而使在临床证据或

症状出现之前就能够基于分子标志物识别肿瘤。这

种方法可以帮助根据高危预后事件或驱动程序突变

状态，决定早期干预是否有利于患者，在转变为显性

MM，当高度变异的克隆变得更难瞄准和根除之前，

阻止疾病进展。另外，sc-Seq分析在液体活检应用时

样本易于采集，可以指导MM患者的管理和精准医

·· 636



黄婷, 等 . 单细胞测序技术在多发性骨髓瘤研究及其精准医疗中的应用

疗，具有实时监测疾病进程的潜力。

5  结  语

sc-Seq是基于第二代测序技术进一步发展起来

的新兴技术，它拓宽了对MM的理解，推动了MM个

体化诊疗的发展，使之向精准医疗策略迈进。同时，

对MM异质性的研究又进一步推动了 sc-Seq分析等

精准检测技术的改进和应用。将基因测序与表型分

析相结合的多重组学研究将提供真正的从MGUS、

SMM到MM的整个疾病过程中细胞类型和微环境

失调的全貌。精准预防策略仍在开发中，并将针对

患有MGUS和SMM的无症状个体进行早期干预，以

阻止MM的进展。过去十年中获得的基因组信息研

究结果将转化为有可能改善MM患者预后的方法。

最终，这些数据将能够帮助专业人员对MM各疾病

阶段进行分子图谱分析、识别关键的致癌基因，并制

定专门的治疗方案，推动精准诊疗和精准预防的

发展[36-38]。
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