
·综　　述·　　ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１４．３２．０３７

单细胞测序技术在肿瘤基础研究中的应用

陈　诚
１，杨　军

２综述，董　坚
２△审校

（１．昆明医科大学第一临床学院，昆明６５００３１；２．昆明医科大学第一附属医院肿瘤内科，昆明６５００３２）

　　关键词：肿瘤；基础研究；临床研究；单细胞测序

中图分类号：Ｒ７３５．３ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７１８３４８（２０１４）３２４３７４０３

　　随着人类基因组计划（ｈｕｍａｎｇｅｎｏｍｅｐｒｏｊｅｃｔ，ＨＧＰ）和国

际人类基因组单体型图计划（ｔｈｅｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＨａｐＭａｐｐｒｏ

ｊｅｃｔ）的完成以及高通量生物芯片技术的成功研发，以全基因组

测序为目标的基因组结构初步分析已经完成。研究发现，肿瘤

是在细胞水平的恶性克隆，同时，恶性肿瘤细胞通过对自身的

不断的“改良”以适应宿主各种环境。从进化上来说，能够引发

恶性肿瘤的细胞即所谓“成功”的肿瘤细胞，其具备将遗传模板

传递给下一代肿瘤细胞的能力，而能够引致远处转移的恶性肿

瘤细胞其自身必定带有其他肿瘤细胞亚群所不具备的信息。

因此，在单克隆水平去分析这些肿瘤克隆的发生、发展、转移

等，有可能揭示恶性肿瘤产生的具体机制。由于恶性肿瘤本身

的异质性，在原发灶的肿瘤细胞群可能是由具备血管生成、侵

袭能力、转移特性等不同方面的能力或是具备多功能的细胞亚

群所组成。目前普遍认为，倾向于发生远处转移的一些细胞亚

群在亲代肿瘤中已然存在，不同的转移灶可从不同的单个细胞

增生而来，并且这些发生转移的细胞亚群受多重机制的调控。

如果能够以单个细胞进行整个全基因组范围的分析，不仅取材

更经济，更重要的是细胞可能达到真正的纯化，实验所得结果

更精确也更可靠。因此，探索单个肿瘤细胞的遗传信息并对其

进行分析成为肿瘤基础研究人员的梦想。

２０１１年，由纽约冷泉港实验室、德州大学安德森癌症研究

中心开发并报道单细胞测序技术（ｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，

ＳＮＳ），该技术能够突破传统癌症基因组研究的如混合样品测

序无法判断具体突变来源及频率，无法解释癌症的发生、发展

以及演化过程中的细节，难以区分主动与被动突变；细胞系测

序无法除去体外培养时产生的新突变等问题［１］。目前，对于恶

性肿瘤单细胞测序已应用于神经胶质瘤、肾癌、血液肿瘤等恶

性肿瘤的发病机制等的研究，同时，也有研究者将该技术应用

于乳腺癌转移机制方面的研究［２４］。将单细胞的纯化技术联合

单细胞测序技术应用于肿瘤的相关机制研究必将能够取得突

破性进展。

１　单细胞测序技术的原理

单细胞测序主要包括单细胞基因组测序和转录组测序，通

过对单个细胞内的ＤＮＡ和ＲＮＡ进行序列分析，分别揭示单

个细胞的基因组和转录组的变化情况。单细胞全基因组测序

是对选定的目的细胞的全部基因组序列进行非选择性、均匀扩

增，随后利用外显子捕获技术进而高通量测序。单细胞转录组

测序是利用高通量测序技术进行ｃＤＮＡ测序，从而获取特定

器官或组织在某一状态下的几乎所有转录本，主要用于在全基

因组范围内挖掘基因调节网络，尤其适用于存在高度异质性的

干细胞及胚胎发育早期的细胞群体。与活细胞成像系统相结

合，单细胞转录组分析更有助于深入理解细胞分化、细胞重编

程及转分化等过程及相关的基因调节网络。

２　单细胞分离技术

２．１　单细胞分离的重要性　既往关于肿瘤的相关机制的研究

中，研究样本主要来源于在体外培养的肿瘤细胞系以及患者的

肿瘤标本。由于样本采集及单细胞分离技术受限的原因，几乎

所有的癌症基因组研究结果都来自包含多种不同细胞群（包括

肿瘤细胞及其他正常细胞亚群等）的肿瘤样本，混杂的细胞中

掺杂许多干扰信号，导致目标肿瘤细胞亚群内那些包含有与肿

瘤发生、浸润或转移相关的信号可能被平均化甚至被无限稀

释。为了尽可能的获得单个细胞用于肿瘤基因组学研究，研究

人员开展了一系列的细胞纯化技术并进行优化。目前，对于单

细胞的分离技术主要两大类：（１）基于细胞培养以达到单个细

胞分离的目的；（２）分离技术是基于仪器的单个细胞的分选。

２．２　基于培养的方法　（１）有限稀释法：主要是针对肿瘤细胞

系进行单个肿瘤细胞的分选，将细胞配制成系列浓度梯度的细

胞悬液，接种于９６孔板等培养器皿中，从而使某些孔中只有１

个细胞。由于操作费时，且无法保证对单个肿瘤细胞的分离和

纯化，因此，不能大规模开展。（２）软琼脂培养法：其主要应用

于新鲜采集的肿瘤标本内单个肿瘤细胞的筛选，利用实体瘤细

胞能在软琼脂上生长并形成克隆的原理，可将少量的肿瘤细胞

从大多数非恶性细胞内分离出来。目前，由ＣｅｌｌＢｉｏｌａｂｓ公司

的开发的克隆原性肿瘤细胞分离试剂盒（ｃｌｏｎｏｇｅｎｉｃｔｕｍｏｒｃｅｌｌ

ｉｓｏｌａｔｉｏｎｋｉｔ，ＣｙｔｏＳｅｌｅｃｔ）能够将单个肿瘤细胞进行分离纯化，

达到单细胞分离的需求。

２．３　基于仪器分选的方法　（１）单细胞显微操作法：利用玻璃

针头等在高倍镜下进行细胞分选，该方法获取细胞数量少，且

操作难度大、易损伤目的细胞，因此难以应用于大规模实验研

究中。（２）流式细胞仪分选细胞：通过超声波使样本细胞团分

散成单个细胞，使带不同电荷的细胞经过电场偏向不同方向，

或是通过荧光标记目的细胞进行分选，从而达到分选以及获取

单个细胞的目的，该技术分离迅速，纯度高。（３）激光捕获显微

切割：在组织切片上覆盖一层透明的膜，显微镜下选择目的细

胞后，利用脉冲式红外激光束使膜熔化，冷却后该位置的细胞

牢固地黏附在膜上面，从而实现细胞分离，利用该方法可方便、

确定分离靶细胞。（４）免疫磁珠分离：其原理是基于细胞表面

抗原能与连接有磁珠的特异性单抗相结合，在外加磁场中，与

磁珠相连的带有表面抗原的细胞被吸附而滞留在磁场中，不能

与磁珠连接着的细胞不在磁场中停留，从而使目的细胞得以分
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离。这是目前最为常用的循环肿瘤细胞（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒ

ｃｅｌｌ，ＣＴＣ）富集方法，现已有ＦＤＡ批准上市的专业产品Ｃｅｌｌ

ＳｅａｒｃｈＴＭＳｙｓｔｅｍ（Ｖｅｒｉｄｅｘ）。

３　单细胞测序技术在肿瘤相关基础研究中的应用

３．１　肿瘤发生发展机制的研究　２００８年，Ｌｅｙ等
［５］利用流式

细胞分选技术分选出ＡＭＬ患者的肿瘤细胞，随后对这些肿瘤

细胞进行了遗传突变检测，发现了可能与 ＡＭＬ有关的基因；

２００９年，Ｔａｎｇ等
［６］分析了单个小鼠细胞的四细胞胚胎和卵母

细胞的转录组，同年，Ｍａｙｅｒ等
［７］通过激光显微切割技术分离

单个的外周血淋巴细胞，然后对一类少见的遗传性大肠癌家

族性腺瘤性息肉综合征的致病基因 ＡＰＣ基因进行了测序分

析，获得了完整的ＡＰＣ基因突变数据。２０１０年，Ｃｌａｒｋ等
［２］及

Ｐｌｅａｓａｎｃｅ等
［８］分别对胶质瘤细胞系Ｕ８７及小细胞肺癌细胞系

ＮＣＩＨ２０９进行了的单个肿瘤细胞测序分析，研究所得结果为

肿瘤的基因诊断提供了新的线索；２０１１年 Ｈａｎｎｅｍａｎｎ等
［９］采

用高分辨率微阵列比较基因组杂交（ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｇｅｎｏｍｉｃｈｙ

ｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＣＧＨ）技术，通过显微切割技术分离出单个的结肠

癌细胞系 ＨＣＴ１１６的细胞，随后对这些细胞进行了拷贝数变

异（ｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｖａｒｉａｔｉｏｎｓ，ＣＮＶ）的检测。最新的研究结果显

示，通过利用单细胞测序技术所进行的深度测序可发现许多非

常罕见的与人大肠癌发生的密切相关的突变。２０１１年，Ｂａｓｓ

等［１０］通过对９名的大肠癌患者进行了全基因组的测序，得出

了如ＶＴＩ１Ａ和ＴＣＦ７Ｌ２的融合等１１个读码框内的基因融合

事件。２０１２年，Ｈｏｕ等
［４］采用以 ＭＤＡ为基础的单细胞测序

技术对原发性血小板增多症（ｅｓｓｅｎｔｉａｌｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｈｅｍｉａ，ＥＴ）

患者的单个骨髓细胞进行了测序并分析，筛查出在ＥＴ发病和

进展中的驱动基因。随后，该研究团队用同样的方法分析了单

个肾癌细胞的单核苷酸突变特征［３］。

３．２　肿瘤转移机制的研究　通过单细胞测序技术分析来自同

一患者成对的肿瘤原发灶及转移灶的样品中的单个肿瘤细胞

的基因组信息，对比原癌巢肿瘤细胞与转移肿瘤细胞之间突变

位点，从而阐明肿瘤的转移及浸润遗传学机制，可以认识各种

肿瘤细胞之间及个体之间存在差异的起因和解释肿瘤产生的

机制［１１１２］。２０１０年，Ｄｉｎｇ等
［１３］完成了来源于同一患者的４种

组织样本的ＤＮＡ样本的完整序列分析，结果证实转移肿瘤来

源于原发性肿瘤中１个亚类的细胞，与原发灶内的细胞相比，

转移灶内的细胞已发生突变。２０１１年，Ｎａｖｉｎ等
［１］利用全基因

组扩增及ＤＮＡ测序对１００个乳腺癌细胞分别进行了ＣＮＶ的

分析，准确地量化出单个核基因组中的拷贝数，推断出乳腺癌

细胞的群体结构和肿瘤的进化过程［２］。通过对１００个源于多

染色体组肿瘤的单细胞进行分析，发现了３个不同的与肿瘤细

胞连续克隆扩增有关的细胞亚群。接着又对１００个源于单染

色体组肿瘤的原发灶和转移灶的单细胞进行分析后，得出肿瘤

的播散和转移与单个克隆扩增有关。他们还发现了一种不会

发生转移的含有丰富亚群的假二倍体细胞。

３．３　肿瘤干细胞的研究　Ｌｉｕ等
［１４］通过运用单细胞分离技术

所取得的单个肿瘤干细胞接种于特定的培养基培养，进行单细

胞克隆形成分析，观察肿瘤干细胞的自我更新及分化潜能。对

来源于同一乳腺癌细胞系的肿瘤干细胞进行分析发现，单克隆

形成细胞比部分克隆及多克隆形成细胞具有更高的增殖潜能，

提示单克隆形成细胞中可能含有肿瘤干细胞的亚群体。他们

通过对单个肿瘤干细胞的测序研究发现ＣＤ１３３（＋）的高表达

和肿瘤血管生成的密切关系可能与三阴乳腺癌的进展复发有

关。Ｆｅｌｔｈａｕｓ等
［１５］利用单细胞测序技术对口腔鳞状细胞癌的

干细胞研究发现口腔鳞状细胞癌对常规放化疗的抵抗可能由

肿瘤干细胞引起。

４　单细胞测序技术在肿瘤临床治疗方面的应用

４．１　指导肿瘤的治疗　由于单染色体组肿瘤的患者要比多染

色体组肿瘤患者有更好的化疗敏感性和更高的生存率，这提高

了发现研究耐药克隆的可能性，单细胞测序可以提高原发肿瘤

中比较罕见的耐药性克隆的检测灵敏度［１６］。这一方法可能会

解释耐药性克隆是在原发性肿瘤中先天存在还是在治疗后出

现这一问题［１７１８］。此外，通过对１个患者数以百万计的单个肿

瘤细胞进行分析，可以绘制出肿瘤在接受辅助治疗前后的全基

因组多样性图谱。这样的研究在顺铂治疗宫颈癌和卵巢癌放

化疗中已经开始进行，这些研究通过分析肿瘤基因组化疗前和

化疗后的基因拷贝数，检测到一些肿瘤的异质性及预先存在于

原发性肿瘤的亚群在化疗后进一步扩大［１９２０］。利用单细胞测

序技术来进行单个细胞的基因组拷贝数分析可以提供更全面

的基因组信息，一些潜在的癌基因可能会被发现，从而为肿瘤

的治疗提供更好的决策指导。

４．２　评估肿瘤的预后　单细胞测序技术的一个主要应用是它

可以检测那些在组织样本中比较罕见的，少于１００个细胞数的

肿瘤细胞。例如只有５％～１０％的早期乳腺癌会进展为浸润

性癌，所以用传统的检测手段无法检测。免疫组织化学发现，

许多早期乳腺癌就可以表现出很明显的肿瘤异质性，利用单细

胞测序技术来监测这些肿瘤的异质性，相应的检测结果可提示

患者的预后，从而可能会对这些肿瘤是否会发展为浸润性癌提

供预测并更好地对肿瘤的治疗进行指导［２１］。

４．３　监测肿瘤的复发　单细胞测序的另一临床应用是在监测

和分析转移性肿瘤治疗过程中的循环肿瘤细胞（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ

ｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ，ＣＴＣｓ）。Ｂｉｄａｒｄ等
［２１］对１１５例确诊为转移性乳腺

癌的患者化疗前及化疗后随访３６个月都进行了血液中ＣＴＣｓ

的检测，２３％的患者可以检测到循环肿瘤细胞，有１０％的患者

在７．５ｍＬ血液中可以检测到１个以上的循环肿瘤细胞。其

结果提示化疗前ＣＴＣｓ的检测可以作为转移性乳腺癌远传转

移无进展生存期和总生存期的一个独立预后因素。Ｒａｏ等
［２２］

对转移性黑色素瘤的循环肿瘤细胞的检测也提示了ＣＴＣｓ与

黑色素瘤的预后及生存率有关。临床医生在患者接受辅助治

疗或化疗后通过监测循环肿瘤细胞来确定肿瘤是否有复发的

可能。

５　展　　望

２０１１年《自然方法》杂志将单细胞测序列为年度值得期待

的技术之一，２０１３年《科学》杂志将单细胞测序列为年度最值

得关注的六大领域榜首。虽然大部分的肿瘤组织样本基因组

学研究可以提供１个患者身上的总体突变趋势，但不能确定是

否所有的肿瘤细胞都包含全套的突变，或者不同的亚群是否包

含这些突变的子集，并且联合推动了肿瘤的进化和发展。而单

细胞测序法向人们提供了探索肿瘤基因组多样性和检测分析

罕见癌症细胞基因组或肿瘤细胞亚群所包含的遗传信息的手

段和方法。同时，在基础研究方面，它还揭示了部分肿瘤发生、

发展及转移的部分机制，并在肿瘤的早期诊断，指导临床治疗，

提示预后复发等方面发挥了积极的作用。笔者相信，随着单细

胞分离技术以及单细胞基因组扩增技术的逐渐成熟，测序成本

的大幅度下降，破译来自单细胞的３０亿碱基的基因组并逐个

细胞比较序列正在变为现实。
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　　远处转移是恶性肿瘤患者病情进展的重要步骤，然而各种

起源的恶性肿瘤发生远处转移的概率有明显的差异，脑转移严

重影响肿瘤病人预后及生活质量。肺癌发生远处转移非常多

见，特别是脑转移，占１０％～８０％
［１２］。而卵巢癌腹盆腔转移

常见，肺、骨转移相对较少，脑转移极少见。有报道称，卵巢上

皮细胞癌（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒ，ＥＯＣ）脑转移发生率为

０．４９％～２．５０％
［３５］。肺癌与卵巢癌脑转移率不同可能是由于

两种癌细胞表面结构存在差异所致。近年来，癌细胞表面不同

结构及功能的分子被广泛研究，如ｎｍ２３、Ｅ钙黏素（Ｅｃａｄｈｅｒ

ｉｎ）抑制转移，ＣＤ４４ｖ６、表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）、整合素

αｖβ３促进转移。本文对以上５种细胞分子在肺癌、卵巢癌中

的表达情况及与远处转移的关系作一综述。
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