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基于单细胞RNA测序的胃癌淋巴转移的
细胞学特征及分子机制研究*

邹媛远,黄 洋,周连帮△

(安徽医科大学第二附属医院普外科,合肥
 

230601)

  [摘要] 目的 探讨胃腺癌淋巴转移过程中的细胞学特征及相关分子机制的改变。方法 收集2019年

9-12月该院胃肠外科13例行胃癌根治术患者的胃癌组织及癌旁组织,利用单细胞RNA测序技术揭示标本

中的细胞学特征及相关标记基因。利用实时定量PCR(RT-qPCR)检测主细胞3的标记基因XIST和窝状黏液

细胞3标记基因CXCL5的表达水平。分析XIST、CXCL5在淋巴结转移阳性和阴性胃癌患者表达水平的差

异。结果 主细胞3和窝状黏液细胞3在胃癌淋巴转移阳性的癌组织明显富集。主细胞3的标记基因XIST
在淋巴转移阳性患者胃癌组织表达水平为(0.297±0.261),高于淋巴转移阴性患者胃癌组织的表达水平

(0.025±0.023),差异有统计学意义(P<0.05)。窝状黏液细胞3的标记基因CXCL5在淋巴转移阳性患者胃

癌组织表达水平为(0.036±0.019),高于其在淋巴转移阴性患者胃癌组织的表达水平(0.008±0.007),差异有

统计学意义(P<0.05)。拟时序分析发现主细胞可能是胃癌发生的起源。结论 XIST、CXCL5可能是胃腺癌

淋巴转移的潜在信号。
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  [Abstract] Objective To
 

investigate
 

the
 

changes
 

in
 

cytological
 

characteristics
 

and
 

related
 

molecular
 

mechanism
 

in
 

the
 

process
 

of
 

the
 

lymphatic
 

metastasis
 

in
 

gastric
 

adenocarcinoma.Methods The
 

gastric
 

cancer
 

tissues
 

and
 

paracancerous
 

tissues
 

from
 

13
 

patients
 

undergoing
 

radical
 

gastrectomy
 

in
 

the
 

department
 

of
 

gastro-
intestinal

 

surgery
 

in
 

this
 

hospital
 

from
 

September
 

to
 

December
 

2019
 

were
 

collected.The
 

single-cell
 

RNA
 

se-
quencing

 

technology
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

cytological
 

characteristics
 

and
 

related
 

marker
 

genes
 

in
 

the
 

sam-
ples.Real-time

 

quantitative
 

PCR
 

(RT-qPCR)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

the
 

marker
 

gene
 

XIST
 

in
 

chief
 

cell
 

3
 

and
 

the
 

marker
 

gene
 

CXCL5
 

in
 

pit
 

mucous
 

cell
 

3.The
 

differences
 

in
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

XIST
 

and
 

CXCL5
 

in
 

patients
 

with
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

and
 

non-metastatic
 

gastric
 

cancer
 

were
 

analyzed.
Results The

 

chief
 

cell
 

3
 

and
 

pit
 

mucous
 

cell
 

3
 

were
 

significantly
 

enriched
 

in
 

the
 

gastric
 

cancer
 

tissues
 

with
 

positive
 

lymphatic
 

metastasis.The
 

expression
 

level
 

of
 

chief
 

cell
 

3
 

marker
 

gene
 

XIST
 

was
 

(0.297±0.261)
 

in
 

positive
 

patients
 

with
 

lymphatic
 

metastasis,which
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

negative
 

patients
 

with
 

lymphatic
 

metastasis
 

(0.025±0.023).The
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

expression
 

level
 

of
 

CXCL5,a
 

marker
 

gene
 

of
 

pit
 

mucous
 

cell
 

3
 

was
 

(0.036±0.019)
 

in
 

the
 

gastric
 

cancer
 

tissues
 

of
 

patients
 

with
 

positive
 

lymphatic
 

node
 

metastasis,which
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

gastric
 

cancer
 

tissues
 

of
 

patients
 

with
 

negative
 

lymphatic
 

node
 

metastasis
 

(0.008±0.007).The
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).
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The
 

quasi-time
 

sequence
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

main
 

cell
 

might
 

be
 

the
 

origin
 

of
 

gastric
 

cancer.Conclusion 
XIST

 

and
 

CXCL5
 

might
 

be
 

the
 

potential
 

signals
 

of
 

lymphatic
 

metastasis
 

in
 

gastric
 

adenocarcinoma.
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  胃腺癌是一种起源于胃黏膜的恶性肿瘤,其最常

见的转移方式是淋巴结转移,淋巴结转移与胃腺癌患

者的治疗反应、局部复发和长期生存直接相关,不仅

能够评价患者的预后,而且对于治疗模式的选择也是

至关重要的[1]。单细胞RNA测序是一种在单细胞水

平上对整个转录组进行扩增和测序的新技术。一些

基于单细胞测序对胃癌的研究已经发表,但较少涉及

与淋巴转移相关细胞学的研究[2-4]。本研究收集淋巴

结转移阳性及阴性的胃腺癌组织及癌旁组织标本,采
用单细胞测序技术进行分析,利用实时定量PCR(real

 

time
 

quantitative
 

PCR,RT-qPCR)技术对相关分子表

达水平进行验证,旨在发现与胃癌淋巴转移有关的细

胞学特征及分子改变,为胃癌的临床诊断和治疗提供

了新的见解,现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

选取2019年9-12月本院接受胃切除手术的13
例胃腺癌患者术中切除的肿瘤组织及癌旁组织,标本

经病理检查确诊。患者术前未进行过放化疗,且对本

研究均知情同意。单细胞RNA文库试剂盒均由南京

新格元生物有限公司提供;SYBR
 

Green
 

PCR(Pow-
erTrackTMSYBR

 

Green
 

Master
 

Mix)试剂盒、Trizol
试剂购自美国Thermo

 

Scientific有限公司。

1.2 方法

1.2.1 分组

单细胞RNA测序:胃癌组织及癌旁组织根据淋

巴结转移情况,分为4种类型,即N1、T1(无淋巴结转

移的癌旁及肿瘤组织),N2、T2(有淋巴结转移的癌旁

及肿瘤组织)。RT-qPCR:胃癌标本13例依据术后病

理结果分为淋巴结转移阳性组及淋巴结转移阴性组。

1.2.2 单细胞RNA测序

按照试剂盒说明进行单细胞分离。利用Seurat
程序进行细胞类型鉴定和聚类分析,将FindClusters
函数的参数分辨率设置为0.6用于集群分析。使用

功能FindMarkers对不同标本或连续聚类之间的差

异表达基因进行鉴定。

1.2.3 RT-qPCR检测XIST和CXCL5表达水平

提取胃癌组织按照试剂盒说明进行PCR,相对表

达水平用2-ΔΔCt 法计算。以 GAPDH 为内参,XIST
上游引物5'-TGG

 

ATA
 

GAG
 

GAC
 

CCA
 

AGC
 

GA-

3',下 游 引 物5'-CAA
 

GAC
 

TGG
 

CCC
 

AGG
 

CAT
 

AA-3';CXCL5上 游 引 物5'-CAA
 

GTT
 

CCC
 

TCC
 

CCA
 

CTC
 

AC-3',下游引物5'-TGC
 

TAA
 

AAA
 

CCC
 

GAC
 

AGG
 

CA-3';内参 GAPDH 上游引物5'-CAA
 

CGA
 

ATT
 

TGG
 

CTA
 

CAG
 

CA-3',下 游 引 物 5'-

AGG
 

GGT
 

CTA
 

CAT
 

GGC
 

AAC
 

TG-3'。

1.3 统计学处理

采用SPSS23.0软件进行数据分析,计量资料以

x±s表示,比较采用独立样本t检验,以P<0.05为

差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 胃腺癌中单细胞转录组图谱和不同细胞类型

分别从淋巴结转移阴性和阳性组的胃腺癌组织

中获得1
 

461和2
 

951个单细胞转录本进行分析,共

鉴定出10种主要细胞类型。与淋巴转移阴性组比

较,淋巴转移阳性组的主细胞占比明显升高,见图1。

图1  胃腺癌中不同细胞类型占比

2.2 与胃癌转移相关的一种主细胞亚型

根据主细胞的转录谱自动聚类,主细胞亚聚类显

示4簇,分别为主细胞1、主细胞2、主细胞3和主细胞

4。采用拟时序分析法进行了转录轨迹分析,发现存

在主细胞2、主细胞3、主细胞1向癌细胞的转录过渡

状态。主细胞3在淋巴转移阳性患者的胃癌组织标

本中明显富集,见图2。
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  A:主细胞亚聚类的比例;B:从主细胞到癌细胞的转化过程。

图2  与胃癌转移相关的一种主细胞亚型

2.3 与胃癌转移相关的一种窝状黏液细胞亚型

窝状黏液细胞亚聚类为3簇,窝状黏液细胞1和

窝状黏液细胞2主要存在于淋巴结转移阴性组的标

本中,与肿瘤组织(T1)比较,在正常组织(N1)中含量

略有增加。窝状黏液细胞3主要富集于淋巴结转移

阳性组的标本中。使用受体-配体相互作用实现了细

胞通信网络。在这个网络中,窝状黏液细胞3与癌细胞

之间的相互作用最为明显。窝状黏液细胞3标记基因

CXCL5在窝状黏液细胞3中特异性表达,见图3。

2.4 淋巴结转移阳/阴性组胃癌组织XIST、CXCL5
表达水平比较

RT-qPCR检测结果显示,淋巴结转移阳性组的

胃癌组织中XIST、CXCL5表达水平均高于淋巴结转

移阴性组(P<0.05),见表1。
表1  淋巴结转移阳/阴性组胃癌组织XIST、CXCL5

   表达水平比较(x±s)

项目
淋巴结转移

阳性组(n=6)

淋巴结转移

阴性组(n=7)
t P

XIST 0.297±0.261 0.025±0.023 2.766 0.018

CXCL5 0.036±0.019 0.008±0.007 3.402 0.006

  A:不同亚簇的窝状黏液细胞在标本中的比例;B:细胞通信网络;C:CXCL5在不同细胞类型中的表达情况;D:CXCL5在3个窝状黏液细胞亚

簇中的表达情况。

图3  与胃癌转移相关的一种窝状黏液细胞亚型

3 讨  论

  淋巴结转移是胃癌根治术后复发的最重要危险

因素之一,淋巴结清扫已被证明可以提高胃癌的生存

率[5]。单细胞RNA测序可以更好地揭示细胞之间的
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异质性,识别不同的细胞亚群,剖析细胞分化过程和

细胞作用关系,目前,单细胞RNA测序在胃癌淋巴结

转移中的研究鲜有报道。因此,将单细胞RNA测序

技术应用于胃癌淋巴结转移探寻有关的细胞学特征

和相关分子标志物等十分有必要。
本研究中发现了一种新的主细胞亚聚类———主

细胞3,可能是胃腺癌转移的潜在标志。上皮化生是

胃癌发生、发展的一个重要过程,主细胞的异常分化

被认为是导致上皮化生的主要原因[6-7]。解痉多肽表

达化生(spasmolytic
 

polypeptide
 

expressing
 

metapla-
sia,SPEM)作为胃癌癌前病变,有报道称,发生化生

时,主细胞会直接转化为SPEM 细胞,而当化生消退

时,SPEM细胞则会重新分化为主细胞[8]。本研究通

过拟时序分析发现了在假的时间轴上,存在主细胞2、
主细胞3、主细胞1向癌细胞的转化。本研究发现,主
细胞2与正常主细胞标记基因类似,均高表达LIPF,
而主细胞1和SPEM 细胞相似,均高表达 MUC6、

SOX9[3]。作为正常的主细胞和SPEM细胞之间的中

间状态,主细胞3仅在淋巴转移阳性患者的标本中明

显富集,提示主细胞3可能是主细胞的一种新亚型,
可以作为转移的标志。有了这个实验基础,继续对主

细胞3的差异富集基因XIST进行RT-qPCR实验。

XIST基因是哺乳动物中X基因失活的主调控因子,
据报道,XIST在多种恶性肿瘤中过表达,并与更具有

侵袭性的表型相关[9]。越来越多的研究表明,XIST
异常上调与多种实体肿瘤的晚期肿瘤分期、分化差和

生存期缩短直接相关[10]。整理文献发现,对XIST在

胃癌淋巴结转移的研究鲜有报道。本课题组对XIST
进行RT-qPCR,发现XIST在淋巴结转移阳性组的胃

癌组织中表达水平更高,提示XIST过表达能够促进

胃癌肿瘤细胞的淋巴结转移,从而提高肿瘤的恶性

程度。
本研究发现窝状黏液细胞3主要存在于淋巴结

转移阳性组的标本中,且在胃癌组织中明显富集,通
过细胞互作分析发现其与癌细胞相互作用强烈。同

时GO分析显示窝状黏液细胞3差异基因富集的信

号通路很多与细胞分离、细胞迁移相关,如细胞骨架

蛋白绑定、有丝分裂细胞周期、细胞分裂等[11-12]。对

其差异基因进行分析,发现CXCL5为其标记基因。

CXCL5是实体瘤中肿瘤微环境中重要的趋化因子之

一,研究发现其来源可能与肿瘤微环境中的肿瘤自分

泌和旁分泌有关[13]。根据以往的研究,与相应癌旁组

织及正常组织比较,CXCL5在鼻咽癌、胃癌、结直肠

癌等癌组织中表达水平明显升高[14-16]。本课题组对

CXCL5进行RT-qPCR实验,发现CXCL5在淋巴结

转移阳性组的胃癌组织中表达水平更高,提示CX-
CL5过表达能对胃癌肿瘤细胞的淋巴结转移有促进

作用。
综上所述,本研究将单细胞RNA测序应用于胃

癌淋巴转移,确定了两种可能对淋巴转移有促进作用

的细胞类型———主细胞3和窝状黏液细胞3,并对这

两种细胞类型进行差异基因鉴定,发现其标记基因

XIST、CXCL5在淋巴结转移阳性患者的胃癌组织中

明显高表达,提示主细胞3、窝状黏液细胞3及其标记

基因XIST、CXCL5有望成为预测胃癌淋巴转移和治

疗的分子生物标志物。
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