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肝癌微环境时空异质性与个体化免疫治疗
成怡斐  高强*
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摘要      肿瘤免疫微环境(tumor immune microenvironment, TIME)是一个高度复杂的生态系统, 
肿瘤细胞与免疫细胞在时间、空间维度动态互作, 产生时空异质性(spatiotemporal heterogeneity)。
值得注意: 肝癌免疫微环境异质性与临床表型显著相关; 抗原呈递、趋化因子、免疫代谢等相关机

制参与了免疫微环境异质性的时空调控。未来, 随着研究工具不断进步、对时空异质性解析逐渐

深入, 基于个体免疫微环境动态特征, 建立个体化免疫治疗(personalized immunotherapy)新策略, 将
使更多肿瘤患者获益。
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Spatiotemporal Heterogeneity of Liver Cancer Microenvironment 
and Personalized Immunotherapy

CHENG Yifei, GAO Qiang*
(Department of Liver Surgery and Transplantation, Liver Cancer Institute, Zhongshan Hospital Fudan University, Shanghai 200032, China)

Abstract       TIME (tumor immune microenvironment) is a highly organized ecosystem made of cancer cells 
and surrounding immune cells. These two components communicate and interact with each other at spatial and 
temporal levels, resulting in spatiotemporal heterogeneity. It’s noteworthy that spatiotemporal TIME heterogeneity 
closely correlates with clinically relevant neoplastic phenotypes. And antigen presentation, chemokine programs, 
and immune metabolism play key roles in the regulation of spatial and temporal TIME heterogeneity. With the ap-
plication of novel research approaches, spatiotemporal TIME heterogeneity will be further decoded, prompting 
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personalized liver cancer immunotherapy strategies based on distinct spatiotemporal TIME patterns. Advances in 
spatiotemporal TIME heterogeneity research will ultimately bring benefits to patients in clinical settings.

Keywords        tumor microenvironment; spatiotemporal heterogeneity; immunotherapy; tumor heterogeneity

肿瘤异质性(tumor heterogeneity)是肿瘤区别于正

常组织的重要特征, 包括肝癌在内的多种实体瘤中, 
高度异质性均被报道与临床不良预后显著相关[1-3]。

肿瘤与微环境相互作用, 异质性不断演化: 异质性增

高促进肿瘤发生免疫逃逸(immune escape), 进而导

致肿瘤不断进展[4]及出现治疗耐药[5]。在肿瘤内部

不同部位、肿瘤演化不同时期、治疗的不同节点, 
肿瘤异质性存在显著差异, 即时空异质性(spatiotem-
poral heterogeneity)[6-7]。

肿瘤异质性源于肿瘤细胞本身的异质性和微

环境异质性(microenvironment heterogeneity)。靶向

治疗(targeted therapy)主要针对肿瘤细胞, 其在肺癌

(如ALK突变)[8]及黑色素瘤(如BRAF突变)[9]中取得

了较好的临床疗效。然而, 由于肝癌细胞缺乏“癌基

因依赖(oncogene addiction loop)”[10], 尚没有靶向特

定突变的肝癌治疗药物, 目前一线靶向药物均为多

激酶靶点抑制剂, 且临床疗效欠佳: 仑伐替尼(RE-
FLECT研究[11])和索拉非尼(SHARP研究[12])治疗进

展期肝癌患者, 客观缓解率分别仅18.8%和2.0%。

近来 , 靶向微环境异质性的免疫治疗取得了

显著进展 :  免疫治疗联合抗血管生成药物 (anti-
angiogenic agents)显著改善晚期肝癌患者生存 (IM-
brave150研究 [13]、ORIENT-32研究 [14]), 免疫治疗联

合靶向药物成功实现晚期肝癌降期(downstaging)转
化治疗, 变“不可切除”为“可切除”[15]。这提示靶向

微环境异质性的综合治疗思路或将为治疗模式带来

变革。

在本综述中, 我们主要以肝癌为对象, 系统性

探讨了肿瘤微环境时空异质性演化机制和研究进

展, 并展望了基于时空异质性关键要素进行“精确打

击”的临床免疫治疗新策略。

1   肝癌异质性驱动微环境时空演化
肝脏在生理状态下即具有异质性[16]。成人肝脏

由50~100万个肝小叶组成, 每个小叶构成一个独立

功能单元(functional zonation)。小叶自中央静脉至

门脉区, 形成了辐射状的局部微环境, 氧气、营养物

质、激素浓度、基因表达、代谢功能[17]呈现显著梯

度分布, 肝脏的生理异质性可能是肝癌时空异质性

的演化基础。

1.1   肝癌具有广泛异质性

肝癌是异质性最强的实体瘤之一[18]。肿瘤异质

性的程度与肝癌临床预后显著相关[19]。肝癌的异质

性是多层次、多水平、多维度的。肝癌患者间存在

个体间异质性(inter-patient heterogeneity)[20], 同一个

患者个体内异质性(intra-patient heterogeneity), 按观

察的病灶数量不同, 又可分为单灶肿瘤内异质性(in-
tra-tumor heterogeneity)和多灶肿瘤间异质性 (inter-
tumor heterogeneity)[21]。在表型水平, 混合型肝癌的

单个病灶内部, 肉眼即可分辨出两种组织类型[22]; 在
直径为1.3 cm的小肝癌中[23], 显微镜下能观察到高、

中、低三种不同分化程度的肝癌细胞, 对应区域局

部免疫浸润水平也截然不同。在分子水平, 我们观

察到肝癌患者间在基因组、转录组、蛋白组、磷酸

蛋白组水平存在显著的异质性[20], 系统衡量以上异

质性因素, 我们鉴定到三种分子亚型(肝脏代谢驱动

亚型、微环境失调亚型、增殖驱动亚型), 较TNM分

期有更好的预后预测能力。此外, 利用高通量技术, 
我们进一步揭示了表型异质性的克隆起源、进化轨

迹[24-25]、驱动模式[26-28]以及肿瘤与微环境的相互作

用[20]。

1.2   肝癌克隆演化塑造免疫微环境

伴随肿瘤基因组异质性演化, 肿瘤抗原谱也呈

现动态变化。肝癌亚克隆与微环境相互作用, 最终

形成免疫抑制性微环境[29]。在癌前病变时期, 驱动

突变发生, 肝癌相关突变位点产生肿瘤新抗原(tu-
mor neoantigens, TNA)并特异性激活微环境中的T
细胞。克隆演化过程中, 异质性不断增强, 长期、持

续性抗原刺激将导致T细胞功能障碍, 出现免疫忽视

(immune ignorance)和免疫治疗原发耐药。对19例
人肝癌临床样本进行高通量测序发现, 在异质性高

的肿瘤中, 免疫微环境发生重编程(reprogramming), 
T细胞群向耗竭表型分化[19]; 体内实验研究通过模

拟高度异质性胰腺癌克隆, 成功诱导了免疫逃逸表

型和“T细胞豁免”(non-T-cell-inflamed)微环境, 进一

步支持了肿瘤进化中的异质性变化对于局部免疫
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微环境具有塑造作用, 而微环境中细胞的丰度、位

置、功能分化也反映了肿瘤异质性的变化[30]。此

外, 在乳腺癌肺转移模型中, 高度异质性的原发肿

瘤的不同亚克隆合作, 通过局部和系统性免疫反应, 
在转移靶器官间质构建起一个“促转移”微环境(pro-
metastatic niche), 提示肿瘤异质性也可能通过影响

转移性肝癌及肝癌远处转移微环境, 进而促进转移

过程的发生[31]。

1.3   免疫压力与肿瘤进化相互博弈

肿瘤是一个复杂的生态系统(tumor ecosystem), 
肿瘤异质性是在微环境选择压力下逐渐累积形成

的, 免疫微环境则是选择压力中至关重要的因素之

一。肝癌克隆演化是肿瘤细胞与免疫微环境共同进

化的过程, 随着肿瘤克隆的异质性不断增强[20,27], 微
环境也历经演化[25,32], 即“免疫编辑(immunoediting)”
过程 , 主要包括 : “免疫清除 (elimination)”、“免疫平

衡(equilibrium)”和“免疫逃逸(escape)”三个阶段[33]。

在肿瘤时空演化的动态过程中, 肿瘤的内在因

素(如: 基因组不稳定性、异倍体性)以及微环境的外

在因素(如: 免疫编辑、肿瘤与间质)紧密互作。肿

瘤基因组和表观组的改变, 显著影响肿瘤浸润淋巴

细胞的丰度和活性[34], 而免疫浸润反过来也会影响

肿瘤增殖潜能与克隆组成[35-36]。肿瘤与微环境的相

互作用, 克隆演化和免疫压力相互博弈、动态变化, 
形成了微环境的时空异质性。

2   微环境时空异质性的研究进展
对于患者个体而言, 微环境时空异质性(图1)有

三大特征。(1) 时间异质性(temporal heterogeneity): 
在肿瘤演化和治疗前后的不同时间点, 微环境存在

显著差异[23]; (2) 空间异质性(spatial heterogeneity): 在
同一病灶内部, 不同部位病灶间, 微环境存在显著差

异[25,36-38]; (3) 免疫细胞的多样性(diversity)和可塑性

(plasticity): 关键细胞亚型及组成比例动态变化[39-40], 
对于外界变化产生快速响应, 具有很强的可塑性和

缓冲能力[40-41]。目前, 对于上述特征的认识尚不全

面。

此外, 只有适度的异质性有利于肿瘤时空演化[42]: 
异质性过低会导致微生态可塑性和适应性不足, 而
异质性过高又会影响肿瘤生存和微环境整体功能, 
因此明确时空异质性调控机制至关重要。深入解析

微环境时空异质性特征及其调控机制, 将极大丰富

我们对肿瘤生物学的理解, 有助于更好地指导肿瘤

临床诊疗。

2.1   肿瘤异质性研究工具

过去, 由于测序技术通量和分辨率的限制, 我们

对肿瘤异质性的认识存在过度简化: 免疫组织化学

能够标记的微环境成分在个位数, 而批量测序(bulk 
sequencing)无法将微环境和肿瘤区分开, 因而产生

的数据解释度有限。近年来, 研究工具的发展提供

了更高分辨、更高通量、更多维度的数据, 是驱动

时空异质性研究向前的重要力量。具体来说, 高维

单细胞技术[43](如: 单细胞多组学[44]、空间组学[45]、

高通量流式[46]、高通量成像[47])、微环境细胞示踪

(肿瘤细胞[48-49]、免疫细胞[50])、高通量基因筛选[51]、

转基因肿瘤模型[52]和图像深度学习[53-54]等多种新方

法、新技术问世, 这些技术和方法已经能够在单细

胞分辨率下, 揭示完整的组织空间结构, 追踪肿瘤演

化的动态过程。这为我们研究微环境异质性的时空

变化特征及其调控机制, 从肿瘤与微环境互作角度

解释临床现象, 解决临床问题提供了重要保障。

2.2   微环境时间异质性

微环境中的肿瘤和免疫成分能够快速响应环

境变化, 因而在时间维度上呈现动态特点, 构成了微

环境时间异质性。在肝癌中, 通过高通量的研究方

法, 我们得以从多角度包括早期与晚期、原发与复

发、治疗响应与治疗耐药、原位与转移等理解肝癌

的时间异质性。具体来说: (1) 对晚期肝癌和早期肝

癌进行单细胞测序, 揭示了CTL时间序列显著不同, 
且晚期肝癌中浸润的CTL显著下调杀伤分子, 提示

进展期病灶免疫抑制增强[55]。(2) 在进展期肝癌中, 
对比肝内转移(intrahepatic metastases, IM)和原发病

灶, 转移灶侵袭前沿显著富集M2巨噬细胞, 该群巨

噬细胞高比例表达免疫耗竭分子, 提示转移过程中

微环境趋向免疫抑制[25]。(3) 在配对原发和复发病

灶中, 我们鉴定到JAK1和RB1等新的驱动突变, 同
时表征到复发癌中CTL浸润数量减少且肿瘤核心浸

润呈现“荒漠化”, 提示突变可能通过显著改变肿瘤

免疫原性促进免疫抑制和免疫逃逸[25]; 此外, 早期复

发肝癌单细胞测序也证实, 复发肿瘤细胞特异性上

调PD-L1和CTLA-4, 提示复发微环境中肿瘤免疫逃

逸增加[56]。(4) 比较转移性肝癌新辅助治疗队列中

敏感和耐药的样本, 我们发现巨噬细胞的分化状态

与治疗响应显著相关, 并在单细胞水平鉴定到一群
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MRC1+CCL18+巨噬细胞与治疗耐药显著相关, 提示

治疗耐药与微环境免疫抑制之间显著相关[38]。未来, 
多时间点(特别是治疗前后)采样整合高维单细胞分

析技术, 细化分群更好地表征时间异质性, 并为临床

疗效预测提供重要参考; 在动物模型上研究肿瘤时

间异质性的分子机制, 将提示新的治疗靶点。

2.3   微环境空间异质性

微环境中不同空间区域, 免疫细胞组成的空间

分布、相对丰度和功能状态存在显著差异, 构成了

微环境空间异质性, 且微环境空间特征与肿瘤进展

和治疗响应密切相关[57]。微环境空间异质性的代

表性研究来自卵巢癌[37], 该研究揭示了同一卵巢癌

肝癌免疫微环境时间异质性研究的不同维度: 肿瘤演化和治疗前后的不同时间点, 微环境存在显著差异。肝癌免疫微环境空间异质性研究的

不同维度: 在同一病灶内部, 不同部位病灶间, 微环境存在显著差异。MO: 多中心发生; IM:  肝内转移; CR: 完全缓解; PR: 部分缓解; SD: 疾病

稳定; PD: 疾病进展; oligo-Met: 寡转移; multiple-Met: 多发转移。 
Temporal heterogeneity of liver cancer TIME: distinct immune features can be observed along the course of tumor evolution and clinical interven-
tions. Spatial heterogeneity of liver cancer TIME: specific immune cell subtypes are skewed in intrahepatic and extrahepatic microenvironment. MO: 
multicentric origin; IM: intrahepatic metastases; CR: complete response; PR: partial response; SD: stable disease; PD: partial disease; oligo-Met: oligo-
metastases; multiple-Met: multiple-metastases.

图1   肝癌免疫微环境的时空异质性

Fig.1   Spatiotemporal heterogeneity of liver cancer TIME
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患者的不同转移灶间, 分别存在“冷”(T细胞排斥)和
“热”(T细胞浸润)两种微环境状态, 且治疗反应(敏感

或耐药)与微环境的冷与热显著相关。

我们在肝癌中应用多重荧光技术, 在大样本分

析中纳入空间分布特征, 首次揭示了一群在肿瘤边

缘区富集的边缘浸润B淋巴细胞(margin-infiltrating 
B lymphocytes, MIL-B)。MIL-B细胞在肿瘤侵袭前

沿分布显著高于癌和癌旁, 且MIL-B数量与肿瘤大

小、血管侵犯呈显著负相关, MIL-B富集对应肿瘤

患者的积极预后[58]。这提示仅根据免疫浸润数量进

行“冷”、“热”肿瘤“二分法”, 存在对微环境过度简化

的问题, 还需考虑微环境空间异质性。

三级淋巴结构(tertiary lymphoid structure, TLS)
是高度有序且具有特殊功能的免疫单位, 在空间局

部形成免疫热点, TLS内部树突状细胞(dendritic cell, 
DC)、B细胞和T细胞显著富集。肝癌内部TLS是抗

肿瘤免疫起始的重要战场[59], 免疫浸润空间特征是

肝癌预后的重要因素之一[54]。利用深度学习技术[53], 
我们发现TLS空间位置与预后显著相关: 癌旁TLS对
应不良预后, 而肿瘤内部TLS对应积极预后; 依据以

上发现, 我们提出基于微环境TLS空间异质性的免

疫分型(immune class)和预后指数(C-index), 预测效

果显著优于传统的TNM分期(0.73 vs 0.63, P<0.001)。
以空间异质性为切入点, 利用高维技术解析空间定

位信息、免疫细胞亚型和功能分化状态, 结合临床

特征, 或将鉴定出更多具有重要意义的空间免疫精

细结构。

除单灶的空间微环境特征外, 我们勘察多发病

灶发现: 多中心起源(multicentric origin, MO)多发肝

癌的不同病灶间[25]、同一患者的不同转移灶间[38]微

环境显著不同。另外, 对肝癌样本多组织位点(肿瘤、

淋巴结、外周血、腹水等 )单细胞测序 [60]分析揭

示, 肝癌浸润免疫细胞存在跨组织时空异质性, 如: 
LAMP3+树突状细胞能从肿瘤中迁移至引流淋巴结, 
THBS+巨噬细胞具有向腹水迁移分化的潜能。在同

一时间点, 进行多位点采样和高维单细胞分析技术, 
或将为全面在体肿瘤空间异质性监测提供新的思

路。

2.4   免疫亚群多样性与可塑性

免疫微环境是一个高度复杂的整体。研究微

环境中不同免疫亚群的多样性及其临床意义, 为
全面理解微环境演化提供了重要支持。利用高通

量流式、多重免疫荧光、单细胞测序等技术, 我
们在肝癌中进行了系列探索。(1) 细胞毒性T细胞

(cytotoxic T cell, CTL)和调节性T细胞 (regulatory T 
cell, Treg)平衡[61]: 首次在肝癌中提出瘤内免疫平衡

(intratumoral balance), 发现杀伤性免疫细胞CTL和
抑制性免疫细胞Treg, 较单一指标能更好地预测患

者预后; (2) 微环境B细胞多样性[62]: 揭示了肝癌微环

境中7种不同分化状态的B细胞亚型, 并鉴定出5种B
细胞亚型与肝癌的积极预后显著相关; (3) 黏膜相关

恒定T(mucosal-associated invariant T, MAIT)细胞 [63]: 
发现了抑制性MAIT细胞在肝癌微环境中显著富集, 
其密度增高与肝癌不良预后显著相关。(4) 抑制性

PD1HiCD8+T细胞[64]: 根据细胞表面PD-1表达水平, 
细分微环境中的CD8+T细胞亚群, 筛选到一群特征

性的PD1Hi CD8+T细胞。该群细胞具有免疫抑制表型: 
高表达LAG3、TIGIT在内的多种耗竭相关抑制性

分子, 而低表达杀伤性分子, 是肝癌微环境由“活化”
转为“耗竭”的重要指征; (5) 滤泡辅助性T细胞(T fol-
licular helper cell, Tfh)与Treg共定位[53]: 在肿瘤内部

的免疫热点TLS中我们观察到, Tfh显著富集, 局部抗

肿瘤免疫激活, 提示良好预后; 但同时该区域内Treg
细胞比例同步升高, 提示局部免疫抑制因素和免疫

激活因素相互博弈; 此外, 肿瘤内部TLS与肿瘤癌旁

TLS中的Treg细胞数量呈正相关, 提供了癌旁TLS导
致肝癌不良预后 [65]的新线索。(6) CCL18+巨噬细胞

与XCL1+ CD8+T细胞[55]: 系统性阐明了肝细胞肝癌

免疫微环境中29种特征细胞亚型(n=41, 698细胞), 
其中CCL18+巨噬细胞富集与肝癌预后呈显著负相

关 , 而XCL1+CD8+T细胞富集与肝癌预后呈显著正

相关 ; (7) MRC1+CCL18+巨噬细胞与CTLA4+CD8+T
细胞 [38]: 绘制了肠癌肝转移时空免疫全景 (n=178, 
630细胞), 揭示了肝转移灶内富集多种免疫抑制细

胞, 如: CTLA4+CD8+T细胞和MRC1+CCL18+巨噬细

胞, 进一步发现MRC1+CCL18+巨噬细胞与肿瘤细胞

之间存在密切通讯, 可能通过SIRPA-CD47相互作

用。

基于微环境中关键免疫亚群复杂的时空异质

性(表1), 用单独一种微环境细胞功能状态, 或单独

一个肿瘤演化过程中的横截面, 尚不足以代表微环

境的特征。肿瘤−免疫调定点学说 (cancer-immune 
set point)[40]指出, 在时空演化进程中, 多种细胞因

子、趋化因子、免疫与非免疫细胞等不同要素动
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态互作, 赋予微环境高度可塑性: 微环境中的免疫

耐受因素(tolerogenic determinants)和免疫激活因素

(immunogenic determinants)共同构成连续谱 (con-
tinuum), 使整个肿瘤微生态处于连续不断的动态平

衡。

2.5   微环境时空异质性调控机制

CHEN和MELLMAN[41]在2013年提出了肿瘤免

疫循环(cancer-immune cycle)的模型, 阐明了肿瘤−
免疫互作的基本过程, 也揭示了微环境时空异质性

演化的基本机制。针对基本过程中的三个重要步

骤, 我们聚焦(1) 肿瘤抗原呈递(antigen presentation); 
(2) 免疫细胞迁移; (3) 免疫细胞杀伤, 从抗原性(anti-
genicity)、趋化因子(chemokine)和免疫代谢(immune 
metabolism)三方面, 探讨肝癌时空异质性调控的调

控机制。

2.5.1   抗原呈递时空调控      抗原呈递是微环境时

空异质性的重要调控因素。肿瘤抗原表达量下降以

及肿瘤抗原呈递机制的异常, 显著降低肿瘤抗原性, 
影响CTL对肿瘤的识别与杀伤, 阻遏抗肿瘤免疫[70]。

抗原性调控具有显著时空异质性。(1) 空间异质性: 

抗原性改变的单位是亚克隆, 空间上肿瘤不同区域

的抗原性并不是均一的; (2) 时间异质性: 肿瘤发生

发展过程中, 抗原性随着克隆演化过程也呈现动态

变化。应用免疫基因组学技术[25], 我们发现, 抗原

呈递机制异常在肝癌中较为普遍, 最常见的HLA杂

合性丢失(loss of heterozygosity, LOH)发生在HLA-
C03:02、HLA-B24:02等位点。LOH导致抗原性异常, 
肿瘤细胞表面呈递抗原肽无法被TCR识别, 肝癌细

胞由此成功躲避T细胞攻击与杀伤, 实现免疫逃逸。

此外, 应用多组学联合预测[71], 我们发现FGFR2基因

融合突变在不同肝癌患者间的分布存在异质性, 合
成并验证了突变对应多肽(新抗原)能够被有效递呈, 
并特异性激活免疫细胞。应用高通量筛选结合免疫

表型分析(immunophenotyping)技术, 进一步解析肝

癌抗原呈递机制及免疫响应, 将极大促进我们对时

空异质性形成和演化的理解。靶向抗原性的治疗策

略, 也将为肝癌治疗提供新思路。

2.5.2   趋化因子时空调控      除了抗原呈递异常外, 
趋化因子介导的肿瘤−免疫互作也是肿瘤免疫抑制

的又一重要机制。趋化因子与趋化因子受体相互作

表1   肝癌微环境关键免疫细胞、空间定位及其预后价值

Table 1   Cell subtypes, location and features of key immune cells in liver cancer TIME
细胞亚群

Cell subtype
空间定位

Location
功能/预后

Function/prognosis
参考文献

References

CTL Intra-tumor + [61]

Treg Intra-tumor − [53,61]

Peri-tumor − [53]

MAIT Intra-tumor − [63]

PD1HiCD8+T Intra-tumor − [64]

XCL1+CD8+T Intra-tumor + [55]

CTLA4+CD8+T Intra-tumor − [38]

LAYN+CD8+T Intra-tumor − [66]

CD161+CD8+T Intra-tumor − [56]

MKI67+CD8+T Ascites − [60]

Tfh Intra-tumor + [53]

Peri-tumor − [65]

CCL18+Mφ Intra-tumor − [55]

VCAN+Mφ Ascites − [60]

LAMP3+DC Intra-tumor − [60]

lymph node − [60]

CCR1+CD14+monocyte Intra-tumor − [67]

CD20+B Tumor margin + [58]

N2 Intra-tumor − [68-69]

微环境细胞亚群功能或预后特征。+: 抗肿瘤/积极预后; −: 促肿瘤/不良预后。

Function and prognostic features of immune cell subtypes. +: anti-tumor/good prognosis; −: pro-tumor/poor prognosis.
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用, 将特定的免疫细胞亚型招募到肿瘤微环境局部, 
导致多样的微环境表型和治疗响应[72]。在肝癌微环

境中, 我们研究发现: (1) 肝癌细胞CCL15高表达, 趋化

局部CCR1+免疫细胞聚集, 微环境中的CCR1+CD14+

单核细胞显著上调免疫抑制相关基因[67]; (2) 通过分

泌CXCL5、IL-8、IL-17等, 肝癌细胞将肿瘤相关中

性粒细胞(tumor associated neutrophil, TAN)招募到

肿瘤局部, 在肝癌微环境中TAN分化为N2亚型[68-69]。

微环境通过调控趋化因子, 招募多种抑制性免疫细

胞, 共同参与构建抑制性微环境, 促进肝癌发生发

展。利用高通量测序结合空间分析技术, 解析微环

境多种趋化因子和免疫细胞亚型空间分布特征, 将
为全面理解微环境中免疫细胞迁移和区域免疫功能

带来新突破。针对不同患者的微环境趋化因子特点, 
联合靶向特定的趋化因子/趋化因子网络(chemokine 
networks), 预期能够增敏现有的肿瘤治疗方案, 特别

是调控微环境的免疫治疗。

2.5.3   免疫代谢时空调控      代谢是微环境中所有

细胞生存和发挥功能的关键因素。相比于趋化因子、

抗原呈递, 微环境代谢的时空变化更为迅速, 且高

度复杂[73]。肿瘤细胞和免疫细胞共享基础代谢, 但
两者之间代谢也存在差异, 即代谢异质性(metabolic 
heterogeneity)。深入解析微环境中不同细胞的代谢

异质性, 特别是免疫细胞的代谢特征, 将为选择性调

控微环境中免疫细胞功能, 进而增强抗肿瘤免疫反

应提供新思路。

肝脏是人体的“代谢工厂”, 肝癌中也存在多项

肝脏特异性代谢通路改变。我们已知, 肿瘤代谢是

肝癌区别于其他肿瘤的重要特征之一[20], 但免疫代

谢在肝癌中的作用尚未被阐明。在转移性肝癌中[38], 
我们初步揭示了免疫代谢对于微环境的时空调控: 
(1) 肝转移灶抑制性的MRC1+巨噬细胞高表达代谢

相关基因, 富集众多代谢相关通路, 提示该群细胞在

肝转移灶中发生代谢重编程; (2) 转移灶和原发灶相

比, MRC1+CCL18+巨噬细胞代谢活性(以氨基酸代

谢为特征)显著增高; 化疗敏感和耐药样本相比, 巨
噬细胞代谢通路差异巨大, 提示免疫细胞代谢存在

时空异质性; (3) 转移灶MRC1+CCL18+巨噬细胞同

时上调IL4I1、MIF等巨噬细胞功能分子, 提示免疫

代谢时空异质性与免疫功能时空异质性存在平行关

系。最近一项研究应用FDG探针检测微环境中的代

谢物[74], 证实肿瘤细胞和免疫细胞间存在营养分配

(nutrient partitioning)现象: 癌细胞选择性摄取谷氨

酰胺和脂肪酸, 免疫细胞选择性摄取葡萄糖, 形成了

分明的代谢生态位(metabolic niche)。如能利用高维

单细胞技术结合代谢组学, 揭示微环境免疫代谢通

路及代谢物的异质性, 将有助于开发全新的生物学

标志物用于临床检测, 联合增强微环境免疫代谢或

进一步提升免疫治疗疗效。

3   基于时空异质性的个体化免疫治疗
微环境时空异质性参与到肿瘤演化、免疫逃逸

等多个环节, 与肿瘤进展和治疗抵抗密切相关。解

读个体微环境时空异质性的“罗塞塔石碑”(空间异

质性、时间异质性、免疫亚群的多样与可塑性、时

空异质性调控机制), 用基础研究发现指导临床诊断

标准和治疗方法, 有望实现个体化免疫治疗, 具有极

大的临床转化价值。

针对微环境时空异质性, 我们可以从诊断和治

疗两方面, 设计免疫治疗综合策略(图2), 主要思路

包括: 筛选新型生物标志物(biomarker), 建立综合免

疫分型 (classification); 联合免疫治疗增敏 (immuno-
therapy sensitization), 设计肿瘤新抗原疫苗 (cancer 
neoantigen vaccine)、细胞免疫治疗 (adoptive cell 
therapy, ACT)等。

3.1   靶向微环境时空异质性——个体化诊断

3.1.1   生物标志物      肝癌中各类已知免疫细胞亚

型空间异质性与其抗肿瘤/促肿瘤作用已有系统性

回顾[29], 如: 肿瘤边缘区的CD20+B细胞是抗肿瘤的, 
是预后良好的生物标志物; 而肿瘤内部的MAIT细胞

是促肿瘤的, 是预后不良的标志物。然而, 以单一免

疫细胞作为预后标志物, 过度简化了肿瘤与微环境

间、微环境中多种细胞类型间复杂的时空互作, 甚
至会得到互相矛盾的结论。未来, 一方面要以微环

境中各种细胞亚型为单位, 细分免疫细胞亚群的表

型和功能; 另一方面要从时空异质性出发, 揭示某一

时间点、特定区域内不同免疫细胞类型组合共定位

背后的生物学意义及相关临床特征, 鉴定关键免疫

参数(key immune parameters), 构建基于微环境的生

物标志物网络模型(biomarker network), 预计将进一

步提升临床预后和疗效预测效能。

3.1.2   综合免疫分型      CNLC[75-76]、BCLC[77]、以

及TNM[78]是我国肝癌治疗指南推荐的分期方案[79]; 
但临床上经常观察到, 处于同一分期的患者会出现
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截然不同的临床结局。依据肿瘤细胞的突变谱, 可
以将肝癌分为增殖型(proliferation class)和非增殖型

(non-proliferation class)两大类[80], 但这样“二分法”
的结果对于临床特征差异和治疗响应的解释性也不

强。肿瘤和微环境的复杂互作产生时空异质性, 是
导致以肿瘤细胞为中心(tumor-cell-centric)分型效果

不佳的主要原因。2011年首次提出的Immunoscore
评分: 基于病理切片中CD3+T细胞和CD8+T细胞密

度和空间位置, 将结直肠癌患者分为Immunoscore0
至Immunoscore4五型, 在I-III期结直肠癌患者中, 较

TNM分期能更好地预测患者预后 [81-82]。由此 , 研
究者进一步基于TNM分期 , 提出TNM免疫 (TNM-
immune, TNM-I)分期 [83]。2017年发表的泛癌免疫

分析[84]揭示了肝癌微环境主导的特点: 炎性环境(in-
flammatory)和淋巴细胞耗竭 (lymphocyte depleted), 
Immunoscore评分在肝癌中应用有限, 肝癌免疫分型

研究资料也相对其他肿瘤缺乏[85]。根据最新肝癌免

疫分型[86], 约35%为浸润型(inflamed class), 其中约

15%免疫活化型(active), 约7%免疫耗竭型(exhaust-
ed), 约13%类免疫反应型(immune-like); 约65%的患

靶向微环境时空异质性设计免疫治疗综合策略的主要思路包括: 筛选新型生物标志物、建立综合免疫分型、联合免疫治疗增敏、设计肿瘤新

抗原疫苗以及应用细胞免疫治疗。

Personalized immunotherapy approaches based on TIME heterogeneity of liver cancer will be prompted by advances in novel TIME biomarker discov-
ery, integrative immune classification, combined treatment for immunotherapy sensitization, cancer neoantigen vaccine, and adoptive T cell therapy.  

图2   靶向肝癌微环境时空异质性的个体化免疫治疗

Fig.2   Targeting TIME spatiotemporal heterogeneity of liver cancer for personalized immunotherapy
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者为非浸润型(non-inflamed class), 其中约45%中等

浸润型(intermediate), 约20%免疫排斥型(excluded), 
不同分型对应着不同的浸润特征、转录组特征和基

因组特征。

与上述单一因素分型不同, 我们从微环境和肿

瘤两个角度, 基于多组学提出三分型[20]: 其中一型以

微环境失调为特征(S-Me), 而另外两型分别以肿瘤

增殖(S-Pf)和肿瘤代谢(S-Mb)为特征, 其分型预测效

果显著优于TNM分期。后续, 我们整合微环境免疫

浸润和肿瘤免疫编辑, 提出了肝癌“肿瘤−微环境”整
合预后模型[25], 将肝癌分为高免疫逃逸组(high eva-
sion group)和低免疫逃逸组(low evasion group), 并在

多发肝癌队列和TCGA队列中验证了该分型的预后

价值。未来, 通过整合多组学分析, 解析分子、基因、

蛋白多水平特征和特定微环境亚型的对应关系, 纳
入肿瘤和微环境双方面、多因素考量, 建立个体化

的综合肿瘤–免疫图表(cancer immunogram)[87], 将为

定制治疗方案的设计提供重要参考。

3.2   靶向微环境时空异质性—个体化治疗

3.2.1   免疫检查点抑制剂的联合增敏策略      在肝

癌中, 目前免疫检查点抑制剂单药(monotherapy) III
期临床试验报道的客观缓解率均不足20.0%(Check-
mate459研究 [88]为15.0%, KEYNOTE-240研究 [89]为

18.3%), 而联合抗血管生成和免疫治疗[13-14]显著提

升了治疗疗效。这一临床现象提示, 施予免疫治疗

靶向免疫细胞的同时, 调节微环境中的其余要素, 能
够实现治疗增敏(immunotherapy sensitization), 使患

者进一步获益。

肿瘤高度异质性塑造了以耗竭、免疫抑制、纤

维化为特点的微环境, 免疫效应细胞难以浸润到肿瘤

局部发挥作用是一个关键问题。一方面, 从微环境出

发, 促进血管正常化[90], 改善局部氧供、血供、营养

物质在肿瘤和微环境细胞中的分配; 另一方面, 从肿

瘤出发, 促进肿瘤抗原呈递[70], 通过诱导肿瘤细胞免

疫源性细胞死亡(immunogenic cell death, ICD)[91], 局
部肿瘤抗原、细胞因子等大量释放, 将促进免疫细

胞迁移并浸润到肿瘤局部, 激活抗肿瘤免疫反应。

这两方面相辅相成, 促进免疫细胞迁移并浸润到肿

瘤局部与肿瘤细胞竞争生存, 激活抗肿瘤免疫反应。

目前代表性的联用治疗策略包括: 以抗血管生成治

疗[92]为主的靶向治疗(单独联用抗血管生成药物或

联用多激酶抑制剂[93])、放射治疗(radiotherapy)[94]以

及溶瘤病毒(oncolytic viruses)[95]等。未来, 有望发现

更多潜在的综合治疗靶标, 开发新的联合免疫治疗

组合(synergetic therapy)。
3.2.2   肿瘤新抗原疫苗      除了免疫检查点治疗和

细胞治疗外, 通过原位递送肿瘤新抗原疫苗, 也能

增强抗肿瘤免疫应答反应[96]。免疫系统能够识别肿

瘤突变产生的新抗原, 进而启动特异性的攻击和杀

伤。2017年首次报道个体化新抗原疫苗NeoVax对
微环境的激活作用及其临床有效性[97]。2021年跟踪

报道NeoVax诱导的T细胞效应在治疗后4年内仍然

持续存在, 新抗原特异性T细胞克隆多样性也有所

增加[98]。将新抗原(及新抗原组合)递送到肿瘤原位, 
能够重启肿瘤免疫时空周期, 促进T细胞迁移到肿

瘤原位, 起始后续一系列的抗肿瘤免疫效应[96]。由

于肝癌高度异质性, 靶向单一突变克隆开发疫苗可

能导致其他突变克隆激增[5,26], 大概率会导致治疗失

败; 而同时靶向多个突变的组合新抗原疫苗或将有

效降低治疗耐药和免疫逃逸, 并有望最终消灭肿瘤。

通过大队列蛋白基因组学研究, 我们初步揭示了中

国肝癌患者队列的总体抗原谱特征[20]。未来, 优化

新抗原预测算法鉴定抗原谱中的肿瘤特异性突变

(tumor-specific mutation), 结合TCR克隆群分析、单

细胞测序技术、液体活检技术对环境进行高分辨率

微环境分析, 设计个体化新抗原组合疫苗, 同时联合

免疫检查点疗法逆转抑制性微环境, 将有望实现对

个体肿瘤的长期、有效控制。

3.2.3   细胞免疫治疗      与疫苗作用机制类似, 细
胞免疫治疗也通过靶向特定的TNA杀伤肿瘤[99]: 通
过测序鉴定肿瘤中的TNA抗原谱, 从TNA谱中预

测、选择部分TNA用于编辑和筛选患者来源的T细
胞(patient derived T cell), 构建为工程化细胞回输入

患者体内, 激活抗肿瘤免疫反应。微环境时空异质

性给细胞免疫治疗抛出了难题: 随着肿瘤进化, TNA
谱也会发生动态变化, 部分TNA丢失, 导致工程化T
细胞无法靶向肿瘤, 出现治疗耐药。一种思路是, 靶
向主克隆突变产生的TNA(突变对于肿瘤存活和进

展是必要的), 但部分肿瘤由于高度异质性(如肝癌)
主克隆TNA并不在肿瘤细胞上广泛表达, 应用细胞

免疫治疗反而作为筛选压力, 促进其他突变克隆的

免疫逃逸, 目前在肝癌中尚未有治疗报道。另一种

思路是, 靶向肿瘤相关抗原(tumor associated antigen, 
TAA)进行设计, 一般认为TAA在肿瘤细胞中表达
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比例较高, 但TAA和TNA相比, 其对于抗肿瘤免疫

的激活作用逊色不少。目前肝癌中在研(尚未进入

II期临床试验)的包括: 靶向AFP的TCR-T[100], 靶向

CD133[101]或GPC3[102]的CAR-T, 仅观察到初步有效

性。目前, 细胞免疫治疗在各类实体瘤疗效尚不理

想, 且治疗风险较高, 诱导包括正常组织非特异性损

伤、细胞因子风暴(cytokine-release syndrome)及免

疫相关神经毒性(immunological neurotoxicity)等[103]

严重不良反应。总体而言, 实体瘤的个体化细胞免

疫治疗目前面临诸多挑战, 联合多种其他免疫治疗

方法并对时空异质性进行深入解析, 或许能够为细

胞治疗设计提供新思路。

4   总结与展望
肿瘤与微环境共同组成肿瘤微生态, 这是一个

高度复杂、不可拆分的整体。肿瘤与微环境互作是

一个动态的过程, 产生微环境时空异质性。微环境

时空异质性对解释临床现象、指导临床诊疗具有重

要意义。得益于研究工具的进展, 目前已有针对微

环境异质性和时空演化的初步探索, 但是这一领域

仍是方兴未艾。“时空分子医学”理念[104]为微环境时

空异质性研究提供了重要框架: 整合组学数据与影

像和病理资料进行多模态分析[105], 或将进一步发现

分子证据与临床表型之间的联系。

我们认为, 以微环境时空异质性为核心, 以临

床问题为导向, 以系统生物学为框架, 合理运用新方

法、新技术, 在患者样本和实验模型中, 多组学、多

层次深入理解微环境时空异质性的变化, 解析免疫

亚群的异质性和可塑性, 阐明微环境与肿瘤互作调

控微环境的机制, 建立个体化免疫治疗新策略, 将为

基础研究成果向临床应用转化带来新视角与新突

破！
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