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单细胞测序技术在食管癌研究中的应用
吕天琦  曹张磊  蔺元斌  李琳  郑建萍*

(中国科学院宁波材料技术与工程研究所, 宁波慈溪生物医学工程研究所, 宁波 315300)

摘要      近年来, 单细胞测序技术不断发展, 为破译单个细胞的生物学特征提供了前所未有的

机会。该技术能够解决细胞异质性的难题, 以其强大的技术优势正在将肿瘤学研究的精密度和准

确度推动到新的高度。食管癌是最具“中国特色”的恶性肿瘤, 具有肿瘤高异质性的特征, 临床上尚

缺乏有效的治疗策略。目前, 单细胞测序技术已被广泛应用于食管癌领域的研究, 并取得了丰富的

研究成果。该文简要介绍了单细胞测序技术, 系统总结了该技术在食管癌中的应用, 并探讨了食管

癌细胞异质性、肿瘤微环境、肿瘤的发生与发展机制以及耐药机制研究的最新进展, 期望能为食

管癌的精准医疗提供新思路。
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Abstract       In recent years, the rapid development of single-cell sequencing technologies have provided 
unprecedented opportunities to decipher the biological characteristics of individual cells. These techniques are able 
to resolve the difficult problem of cellular heterogeneity, driving the precision and accuracy of oncology to new 
heights with the powerful technical advantages. Esophageal carcinoma, with highly heterogeneous molecular char-
acteristics, is a unique malignant tumor in China. There is still no effective clinical treatment strategy for esopha-
geal cancer. At present, single-cell technologies have been widely used in esophageal cancer research and achieved 
favourable results. This review introduces methods of the single-cell sequencing, summarizing and discussing the 
latest progress in the aspects such as cellular heterogeneity, tumor microenvironment, tumor occurrence and devel-
opment, and drug resistance mechanism research in esophageal cancer. It is hoped that this paper can provide novel 
insights into the precision medicine of esophageal cancer.
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食管癌是最具 “中国特色 ”的恶性肿瘤 , 全球

食管癌患者约一半在我国。食管癌具有区域高发

性和肿瘤高异质性的特点 , 预后较差 , 治疗后五年

生存率不足20%[1-2]。根据病理类型的不同 , 食管癌

主要分为食管鳞癌 (esophageal squamous cell carci-
noma, ESCC)和食管腺癌(esophageal adenocarcinoma, 
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EAC)。在我国约90%的食管癌患者属于ESCC, 而欧

美国家食管癌患者的病理类型以EAC为主。中西方

食管癌患者的肿瘤分子特征差异显著 , 目前临床上

尚无针对我国食管癌患者的特异性生物标志物 [3]。

因此 , 迫切需要提高对食管癌肿瘤细胞异质性分子

特征的认识 , 以助于提高食管癌的精准诊断和个体

化治疗水平。

单细胞测序技术是近年来发展迅速的新一代

高通量测序技术 , 一经推出就受到广泛关注。目前 , 
单细胞测序技术已成为揭示细胞分子图谱以及解决

传统高通量测序技术无法解决的细胞异质性问题的

革命性工具 [4-5], 并被广泛应用于癌症、生殖发育、

微生物以及植物等研究领域[6-9]。单细胞测序技术在

揭示食管癌肿瘤异质性以及内在致病机制等方面具

有十分重要的研究意义 , 相关的研究成果有助于鉴

定食管癌诊断与预后相关的生物标志物以及发现新

的治疗靶点。本文总结了单细胞测序技术在食管癌

细胞异质性、肿瘤微环境、肿瘤的发生与发展以及

治疗耐药分子机制等方面的应用进展 , 期望能为食

管癌的精准诊断与联合治疗策略奠定理论基础。

1   单细胞测序技术简介
近年来, 单细胞测序技术不断发展, 已经能够实

现对单个细胞在转录组、基因组和免疫组等水平进

行深入分析 , 这一强大的高通量测序工具对生物医

学研究产生了深远的影响和贡献 , 并将肿瘤分子生

物学研究的精密度和准确度推到了新的高度 [10-14]。

与传统的大量样本测序不同 , 单细胞测序的工作流

程通常包括单细胞分离与捕获、单细胞文库制备与

测序、数据分析与可视化三个方面(图1)。
1.1   单细胞分离与捕获

从样本中分离和捕获高质量的单个细胞是单

细胞测序的第一个关键步骤。目前 , 已经开发出了

多种单细胞分离技术 , 包括显微操作、荧光激活

细胞分选 (fluorescent activated cell sorting, FACS)、
激光捕获显微切割 (laser capture microdissection, 
LCM)、磁激活细胞分选 (magnetically activated cell 
sorting, MACS)和微流体技术[14]。其中, 显微操作效

率低、通量小, 对操作人员的技术要求较高, 适用于

分离珍稀样本的少数细胞 , 如循环肿瘤细胞 (circu-
lating tumour cell, CTC)或生殖细胞 [15]。LCM适用

于从福尔马林固定、石蜡包埋或冷冻固定的样本中

分离单细胞 [16]。对于FACS、MACS和微流体技术 , 
组织样本通常需要通过机械剪碎并结合酶消化法来

将其制备成单细胞悬液。FACS利用荧光标记目标

细胞表面标志物并使用光检测器来捕获被标记的细

胞 , 该系统对初始单细胞悬液的细胞数目要求较高 , 
不适用于无法获取足够细胞数目的研究项目[17]。基

于MACS的微孔芯片技术 , 通过重力、流体等方式

将细胞悬液中的单个细胞分离至微孔中 , 随后用带

有条形码的磁珠捕获单细胞 , 实现了高通量且低成

本的单细胞捕获 [18]。基于液滴的微流体技术将单个

图1   单细胞测序流程简图

Fig.1   Schematic diagram of the single-cell sequencing workflow
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细胞、反应试剂等通过微滴生成装置包被在一个“油
包水”的乳液滴中, 在保证分选效率的同时降低了成

本, 对于稀有细胞以及成千上万个单细胞均适用[19]。

微流体技术还被广泛应用于从血液中分离并捕获

CTC, 利用细胞表面标记以及物理特性实现了CTC
的自动化富集和分离[20]。

1.2   单细胞文库制备与测序

2009年 , TANG等 [5]首次报道了单细胞转录组测

序(single-cell RNA sequencing, scRNA-seq)技术。此后, 
scRNA-seq不断发展 , 其文库制备通常包括3个步骤 : 
反转录、cDNA第二链合成和cDNA扩增 [21]。根据文

库制备过程中 cDNA扩增方式的不同将 scRNA-seq
分为全长转录本测序和转录本3′或5′端测序。其中 , 
单细胞全长转录本测序, 例如SMART-seq2和SCRB-
seq等 , 能够在每个细胞中检测到更多的基因数 , 可
以分析等位基因的特异性表达, 但细胞通量较低, 而
且单个细胞的建库成本较高 [22-23]。考虑到 scRNA-
seq的成本问题 , 诸如CEL-seq2、STRT-seq、Drop-
seq、MARS-seq、Microwell-seq和SCRB-seq等只对

转录本的3′或5′端进行测序, 通过在反转录过程中对

细胞内的每个mRNA分子使用独特的分子标识符以

消除PCR(polymerase chain reaction)偏差 , 从而大大

提高扩增的精确度[24-26]。

scRNA-seq技术的发展也为单个细胞的 T细
胞受体测序 (single-cell T cell receptor sequencing, 
scTCR-seq)开辟了新的道路 [27]。通过 scRNA-seq与
配对scTCR-seq联合分析, 可以重建参与免疫反应的

T细胞克隆 , 从而理解T细胞的异质性和可塑性 , 并
探究适应性免疫的相关机制 [28-29]。在单细胞基因

组测序 (single-cell DNA sequencing, scDNA-seq)
方面 , 对单个细胞极微量DNA的高保真和无偏的

全基因组扩增是限制该技术发展的主要因素。目

前 , 单细胞全基因组扩增方法主要包括简并寡核苷

酸引物PCR(degenerate oligonucleotide-primed PCR, 
DOP-PCR)、多重置换扩增 (multiple displacement 
amplification, MDA)、多次退火循环扩增技术 (mul-
tiple annealing and looping-based amplification cycles, 
MALBAC)以及通过转座子嵌入的线性扩增 (linear 
amplification via transposon insertion, LIANTI)[30-33]。

其中, DOP-PCR和MDA这两种方法都涉及PCR指数

扩增, 因此会产生序列依赖性偏差, 导致某些基因组

区域过度扩增而其他区域扩增不足 , 最终获得不完

整的基因组。MALBAC采用基于循环的线性扩增

方式, 实现了仅对原始基因组进行扩增, 减少了PCR
指数扩增带来的序列依赖性偏差 [32]。在LIANTI中 , 
单个细胞的基因组被独特设计的含有T7启动子的

Tn5转座酶随机片段化 , 使得DNA片段能够通过体

外转录得以线性扩增[34]。最近, XING等[35]报道了一

种新的单细胞全基因组扩增方法 , 被称为互补链的

多重末端标记扩增 (multiplexed end-tagging amplifi-
cation of complementary strands, META-CS)。该方

法能够在单管反应中分别标记和扩增两条DNA链 , 
通过DNA互补性几乎消除了所有的假阳性 , 达到了

目前已有方法中最高的精确度。

1.3   数据分析与可视化

单细胞测序生成的数据通常需要经过两个分

析处理程序 : 预处理和下游分析。其中 , 预处理主

要包括数据的质量控制、批次效应校正和标准化

3个步骤[36-37]。单细胞测序的下游数据分析通常需

要根据具体的实验需求来制定。以 scRNA-seq为
例, 下游数据分析通常包括细胞聚类、细胞轨迹和

拟时序的重建、差异基因表达、基因通路富集分

析和细胞相互作用推断等 [38]。细胞聚类是单细胞

测序研究的主要目标之一, 通过细胞聚类结合细胞

类型注释绘制肿瘤单细胞图谱。通过拟时序分析

重建细胞发育轨迹 , 对于理解癌症发生和进展过

程中细胞的动态转变过程以及发现中间过渡状态

细胞具有重要意义。分析差异基因表达可以检测

肿瘤进展过程中的关键基因, 基因通路分析可以鉴

定与肿瘤发生、上皮细胞 –间充质转化 (epithelial-
mesenchymal transition, EMT)以及免疫应答等信

号通路相关的细胞亚群。通过分析配体 –受体相互

作用, 推测肿瘤细胞与免疫细胞、非免疫细胞之间

的相互作用, 有助于了解疾病进展过程中的免疫反

应并鉴定新的治疗靶点[39-40]。

2   单细胞测序技术在食管癌研究中的应用
目前 , 运用单细胞测序技术进行的食管癌研究

越来越多 , 并取得了丰富的研究成果 (表1)。现有的

研究集中在探索食管癌肿瘤细胞图谱和细胞异质

性、鉴定肿瘤发生和发展期间动态基因表达谱 , 揭
示免疫微环境复杂成分、发现新细胞亚群以及解析

耐药机制等方面。这些研究进展为全面理解食管癌

发生和致病机制奠定了丰富的理论基础 , 并为改善
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食管癌的临床治疗和患者预后提供重要依据。

2.1   食管鳞癌和食管腺癌肿瘤异质性方面的单细

胞研究

ESCC和EAC具有截然不同的分子特征 , 从而

导致了广泛的食管癌肿瘤内和肿瘤间异质性。揭示

ESCC与EAC的异质性细胞图谱, 并阐明不同病理类

型肿瘤细胞群体的分子特征 , 将有助于针对两种食

管癌制定不同的治疗策略 , 并为研发新的靶向治疗

表1   单细胞测序在食管癌中的研究总结

Table 1   Summary of the studies in esophageal cancer using single-cell technologies
技术

Technology
样本

Sample
主要成果

Main achievement
参考文献

Reference

scRNA-seq Tumors from three ESCC patients and 
two EAC patients  

NOTCH signaling was exclusively activated in ESCC, but not in EAC [41]

scRNA-seq data SRP119465 Cell cycle-associated genes were correlated with EAC cells stemness, and 
DNA replication and DNA damage repair were correlated with ESCC cells 
stemness

[42]

Five human ESCC tumors and five 
matched adjacent samples

Identified a list of tumor-specific genes and four malignant signatures, LAG3 and 
HAVCR2 were regarded as potential targets for immunotherapy in ESCC

[47]

Blood, tumors and matched 
adjacent samples from 11 ESCC 
patients

Tumor-specific CST1+ myofibroblast was associated with poor prognosis in 
ESCC

[51]

Tumors from eight ESCC patients FGF2 as an important regulator of SPRY1 expression involved in establishing the 
dysfunctional state of CD8+ T cells in ESCC

[52]

Tumors from one ESCC mouse model Hypomethylation-induced CCL20 promotes ESCC progression and immune 
disorder

[53]

Seven human ESCC tumors and 
paired adjacent tissues

IL-32 has different roles in Treg cells and CD8+ T cells, and it can potentially 
be a target for ESCC cancer immunosuppressive therapy

[57]

Esophageal samples of 4NQO-
induced mice  

Identified a set of key transitional signatures associated with oncogenic evolution 
of epithelial cells and depict the landmark dynamic tumorigenic trajectories

[59]

Duodenal, gastric, oesophageal and 
BE samples from eight patients

BE was marked by LEFTY1 and OLFM4, and exhibited a profound transcrip-
tional overlap with oesophageal submucosal gland cells

[62]

Gastroesophageal junction tissues 
from healthy and ESCC patients

BE originates from the gastric cardia and that EAC arises from undifferentiated 
BE cells

[65]

Squamous esophagus tissues and BE 
tissues from two patients

Loss of RNF128 Iso2–UBCH5C and persistence of the Iso1–UBCH5A complex 
favors mutant p53 stability to promote BE cell survival

[66]

KYSE-30 ESCC cells and paclitaxel 
resistant cells

The existence of an intrinsic paclitaxel resistance in KYSE-30 cells, carfilzomib 
could attenuate the paclitaxel resistance in Taxol-R cancer cell

[69]

Tumors from five SA-ESCC patients 
and five NACT-ESCC patients

CD8+ T cell levels were significant different between NACT-ESCC and SA-ESCC 
patients, and LAG3 was suggested as a potential immunotherapeutic target

[71]

KYSE-180 ESCC cells and radiation 
resistant cells

Identified genes and pathways related to development of radioresistance in ESCC [73]

KYSE-180 ESCC cells and radiation 
resistant cells

Radioresistance-associated genes and signaling pathways that were aberrantly 
expressed in radioresistant ESCC cells were identified

[74]

scRNA-seq data SRP119465 Six novel biomarkers for diagnosis and prognosis of ESCC were validated [76]
scRNA-seq
scTCR-seq

Seven tumors and matched adjacent 
tissues

Exhausted T and NK cells, Tregs, alternatively activated macrophages and tolero-
genic dendritic cells are dominant in the TME

[50]

Sixty human ESCC tumors and four 
adjacent normal tissue samples

Dissecting the tumor microenvironment compositions of ESCC, and identify 
several markers significantly associated with patients’ survival

[46]

scRNA-seq
scDNA-seq

BE and gastric cells from two human 
biopsies

Identified seven genes that facilitate the distinction between different BE stages on 
histological sections

[64]

scWES-seq Tumors from two ESCC patients Forty-two recurrent radioresponsive genes was identified in ESCC patients [75]

scRNA-seq, single-cell RNA sequencing; scTCR-seq, single-cell T cell receptor sequencing; scDNA-seq, single-cell DNA sequencing; scWES-seq, 
single-cell whole exome sequencing; ESCC, esophageal squamous cell carcinoma; EAC, esophageal adenocarcinoma; 4NQO, 4-nitroquinoline 1-oxide; 
BE, barrett’s esophagus; NACT, neoadjuvant chemotherapy; SA, surgery alone; TME, tumor microenvironment.
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药物提供希望。

为了深入解析食管癌肿瘤细胞异质性, WU等[41]

对来自3例ESCC和2例EAC患者的368个肿瘤细胞进

行了scRNA-seq。分析细胞之间的相关性, 发现来自

ESCC和EAC的肿瘤细胞聚类为不同的细胞亚群, 并
且它们各自具有独特的肿瘤微环境特征 , 这些结果

进一步证实了食管癌中存在固有的和特异的肿瘤异

质性。重点分析癌症关键调控因子相关的信号转导

途径 , 作者发现WNT信号在ESCC和EAC中均被显

著激活 , 但是相关的配体和受体却不相同。值得关

注的是 , NOTCH信号仅在ESCC而不在EAC中被激

活 , 并且ESCC中的NOTCH信号激活与患者生存相

关 , 这可以指导ESCC的临床治疗。WU等 [42]继续在

单细胞水平上探究ESCC和EAC之间的肿瘤干细胞

异质性 , 并确定了与之相关的特征基因和信号转导

途径。该研究表明 , 细胞周期信号转导途径与EAC
的肿瘤干细胞特性高度相关, 而DNA复制和DNA损

伤修复途径相关基因在ESCC的肿瘤干细胞中高度

富集。之前的研究已经证明 PARP4在多种人类复

杂肿瘤中均表现为上调 [43], WU等 [42]的研究验证了

PARP4可作为ESCC潜在的新型肿瘤干细胞标志物 , 
其高表达与患者不良预后相关。值得关注的是 , 目
前临床上已有几种PARP类抑制剂, 并且它们在非小

细胞肺癌的治疗中表现出优异的疗效 [44-45]。因此 , 
此类 PARP抑制剂可作为ESCC治疗的有效补充疗

法, 这对于开发针对ESCC干细胞的靶向治疗新方法

具有至关重要的意义。运用单细胞测序取得的这些

研究成果, 提升了我们对ESCC和EAC肿瘤细胞异质

性的认识 , 已经鉴定的若干个生物标志物可能为未

来的食管癌临床治疗提供一些指导。

2.2   食管癌上皮细胞异质性方面的单细胞研究

食管癌是起源于食管上皮的恶性肿瘤 , 评估

食管癌上皮细胞的异质性分子特征 , 对于揭示食

管癌肿瘤细胞起源具有重要意义。最新的研究中 , 
ZHANG等[46]通过对来自多达60例ESCC患者的超20
万个细胞进行 scRNA-seq, 解析了ESCC肿瘤细胞的

异质性。该研究共鉴定了8个主要细胞亚群, 其中上

皮细胞表现出显著的拷贝数变异(copy number varia-
tions, CNV), 被认定是恶性细胞。通过二次聚类, 将
这些上皮细胞分为38个亚群 , 其中多达24个上皮细

胞亚群来自不同患者的肿瘤 , 并且这些细胞表现出

高度细胞增殖和EMT通路的激活 , 而其余的14个细

胞亚群则显示出免疫相关通路被激活的特征 , 这些

结果再次证实了ESCC中普遍存在肿瘤异质性。重

要的是 , 该研究通过队列分析证明恶性上皮细胞的

黏膜程序相关基因 (AGR2、CXCL17和MUC20等 )的
表达水平与ESCC患者的存活率显著相关 , 并且高

黏膜活性的肿瘤细胞迁移和促血管生成能力均受到

抑制 , 进而表现为患者预后良好。与此同时 , CHEN
等 [47]也在单细胞水平上揭示了ESCC的恶性上皮细

胞表现出高度异质性的CNV状态。通过分析恶性

和非恶性上皮细胞之间的差异基因表达 , 确定了一

系列可能促进ESCC肿瘤进展的特异性基因 (例如

IGFBP2、IGFBP3、ODC1和SOX4)。此外 , 该研究

发现与非恶性细胞相比, ESCC恶性细胞表现出代谢

途径的显著富集 , 其中氧化磷酸化途径的异质性最

高 , 这不同于之前报道的氧化磷酸化代谢途径主要

在非恶性细胞中富集[48]。这些研究表明, ESCC的上

皮细胞具有高度异质性 , 并且在肿瘤发生和发展过

程中起促进作用, 为深入了解ESCC的发病机制和进

展机制提供了研究基础。

2.3   食管癌肿瘤微环境方面的单细胞研究

肿瘤微环境是肿瘤细胞赖以生长和发展的复

杂环境 , 阐明肿瘤发生过程中肿瘤微环境的细胞组

成及相关转录组的动态变化 , 对于探究肿瘤的免疫

疗法至关重要 [49]。最近 , 免疫治疗药物已被用于一

线治疗失败的晚期ESCC患者的临床试验, 但是仅显

示出对总体存活率的中度改善。目前 , 临床上的食

管癌免疫疗法还十分有限 , 因此亟待需要探索食管

癌的肿瘤微环境并鉴定潜在的免疫治疗新靶点。

为了全面表征ESCC的肿瘤微环境图谱, ZHENG
等 [50]利用 scRNA-seq结合 scTCR-seq对从7例ESCC
患者的肿瘤及其癌旁组织中分离出的 80 787个免

疫细胞进行分析。结果显示 , ESCC的肿瘤微环境

细胞主要由耗竭T细胞、耗竭NK细胞、调节性T细
胞 (Treg)、激活的巨噬细胞以及耐受性树突细胞组

成, 这表明ESCC肿瘤微环境存在炎症且受到免疫抑

制。在这些免疫抑制细胞群中 , 耗竭CD8+ T细胞表

现出了从耗竭前期状态至耗竭末期状态的连续进展

过程 , 并且耗竭中期的两个细胞亚群CD8-C5-CCL5
和CD8-C6-STMN1可能是更适合的ESCC免疫疗法

靶点。目前的免疫疗法旨在恢复耗竭T细胞的免疫

反应 , 为了深入探究T细胞在食管癌免疫治疗中的

调控机制 , CHEN等 [51]利用 scRNA-seq对食管癌的T
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细胞耗竭过程进行了详细的描述。通过分析T细胞

的基因表达 , 发现SPRY1在两个细胞亚群 (CD8_C7-
PRDM1和CD8_C8-SPRY1 TEX)中特异高表达。此外, 
该研究还揭示了FGF2作为SPRY1表达的重要调节

剂 , 共同参与了食管癌CD8+ T细胞功能耗竭状态的

建立 , 为阻断FGF2-SPRY1信号通路以改善T细胞功

能以及杀伤肿瘤活性提供了重要依据。此外, CHEN
等 [47]发现免疫抑制受体LAG3和HAVCR2在ESCC的
NK细胞和CD8+ T细胞中高度表达 , 可作为ESCC免
疫治疗的潜在检查点分子。

肿瘤微环境中的趋化因子通过影响肿瘤免疫

在肿瘤发生和进展中发挥重要作用。最新的研究

发现 , 低甲基化诱导上皮细胞中CCL20的表达上

调 , 进而导致ESCC肿瘤微环境中的CD4+ T细胞免

疫紊乱并促进了ESCC的进展 , 因此靶向CCL20可
能是ESCC潜在的一种有效治疗方法 [52]。促炎细胞

因子也被证明与肿瘤免疫相关 , LI等 [53]发现 , IL-32
在ESCC的肿瘤微环境中同时具有抗肿瘤和抗免疫

反应的功能 , 既能促进CD8+ T细胞中 IFNγ的表达

来增强抗肿瘤活性 , 同时又能诱导CD4+ T细胞中的

Foxp3表达来抑制肿瘤免疫反应, 因此, IL-32可能成

为ESCC癌症免疫抑制治疗的靶点。值得关注的是 , 
已有的一些报道认为B细胞在免疫疗法中也具有潜

在的重要功能[54]。CHEN等[47]发现, 食管癌的两种B
细胞亚群具有潜在的异质性, 并且与肿瘤细胞增殖、

分化以及炎症反应高度相关 , 这就为ESCC的B细胞

免疫疗法提供了研究证据。

在肿瘤微环境中 , 巨噬细胞、树突细胞和成纤

维细胞等非免疫细胞在破坏适应性免疫和促进肿瘤

生长方面也具有关键作用 [49,55-56], ZHENG等 [50]发现 , 
高表达巨噬细胞正相关基因 (CD163和CD206等 )的
ESCC患者具有较好的预后效果 , 可以将这类基因作

为ESCC的预后生物标志物。类似地 , CHEN等 [47]证

实了ESCC存在复杂的具有促肿瘤功能的巨噬细胞

异质性表型 , 并且高表达MHC II的巨噬细胞可能是

ESCC的潜在免疫治疗靶点。此外, ZHANG等[46]发现, 
树突细胞的一个亚群 (tDC)高表达免疫检查点基因

(PD-L1和PD-L2), 并且能够与多种T细胞亚群相互作

用 , 表明该 tDC细胞亚群参与ESCC免疫异质性肿瘤

微环境的形成。通过发育轨迹分析 , ZHANG等 [46]还

发现ESCC肿瘤微环境中的成纤维细胞具有两种中

间状态 , 并且这些细胞能够产生各种促炎细胞因子

和募集免疫细胞的细胞因子, 进而可能在ESCC进展

中起关键作用。在最近的研究中, DINH等[57]也证明

了ESCC肿瘤微环境中的免疫细胞和髓系细胞具有

复杂的异质性特征 , 其中CST1+肌成纤维细胞具有

高度的肿瘤异质性特征 , 并且与患者的不良预后有

关。这些研究深入探索了食管癌的肿瘤微环境 , 揭
示了其中浸润免疫细胞与非免疫细胞的详细分子特

征, 并挖掘了潜在的治疗靶点, 这将为开发出针对食

管癌的特异免疫疗法提供坚实的理论基础。

2.4   食管癌发生和发展方面的单细胞研究

快速发展的测序技术已经揭示了食管癌的许

多遗传特征 , 但食管癌的发展是从炎症到浸润性癌

症的多步复杂的致病过程 , 目前我们对于食管癌的

动态发生过程还知之甚少 [58]。深入解析食管癌的发

生和发展过程并揭示相关的分子机制 , 对于食管癌

的早期诊断与有效治疗意义至关重大。

为了揭示ESCC的发生和发展方式 , YAO等 [59]

利用化学致癌物4-硝基喹 -1-氧化物 (4-nitroquinoline 
1-oxide, 4NQO)诱导小鼠ESCC的发展来模拟人的

ESCC致瘤过程 , 重点分析ESCC发生过程中上皮细

胞和肿瘤微环境细胞的表达变化。分析上皮细胞的

动态转变轨迹, 发现从EpiC1细胞亚型开始食管上皮

细胞即存在两种分化命运 , 其中一些细胞转化为非

恶性的EpiC4细胞 , 而另一些细胞则转化为恶性的

EpiC6细胞。通过分析非上皮细胞的动态转录组变

化, 研究人员发现从增生阶段开始, 成纤维细胞高表

达趋化因子, 且伴随着髓样细胞抗原呈递的减少, 从
而导致了肿瘤发生过程中细胞应答的下调。这也导

致了巨噬细胞和中性粒细胞的积聚和激活 , 最终形

成慢性炎症环境 , 并促进致癌物转化的上皮细胞的

存活和增殖。这些发现为阐明ESCC的发生和发展

做出了突出的贡献 , 然而获得同一患者的食管连续

病变样本是极其艰难的 , 该研究还局限在小鼠模型

中 , 未来将该研究成果应用于人食管癌研究中还需

更多的实验来证明。

巴雷特食管 (barrett’s esophagus, BE)是EAC的癌

前病变阶段, 其发病率在过去几十年中急剧增加。BE
是食管下段多层鳞状上皮转化为单层柱状上皮的一

种病理现象 , 其不同的形态学外观发生阶段与发展为

EAC的风险程度有关 [60-61]。为了探究BE的细胞起源 , 
OWEN等 [62]对来自同一患者的正常食管、BE、胃、

十二指肠分别进行 scRNA-seq。通过分析基因表达
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谱和细胞相关性 , 发现与肠道或胃细胞基因表达特征

不同 , BE与食道黏膜下腺细胞具有明显相似的转录

组特征和最稳定的细胞关联强度 , 并且它们共同表

达干细胞基因OLFM4, 暗示着它们具有相同的细胞

起源。此外 , 多达71%的BE细胞富集表达LEFTY1蛋
白 , 而LEFTY1和OLFM4共同标记了BE的祖先细胞

群。西方国家通常以MUC2标记的杯状细胞形态来

诊断BE[63], OWEN等 [62]发现 , ITLN1和SPINK4能够标

记识别更早期的杯状细胞 , 这可能有助于鉴定食管的

早期化生。BUSSLINGER和同事 [64]对BE活检组织样

本分别进行了scRNA-seq和scDNA-seq分析 , 发现发

育异常的BE细胞通常含有染色体不稳定区域 , 并且

这些区域具有特定的 T>C和T>G突变特征。此外 , 
该研究确定了BE的两组标记基因, 能够用于区分BE
的柱状上皮与发育异常阶段 , 并通过组织学实验验

证了CLDN2的表达上调与BE的发育不良阶段相关。

NOWICKI-OSUCH等 [65]使用单细胞测序方法进一

步研究了BE的细胞起源以及发展为EAC的分子机

制。作者对源于健康和疾病患者的胃食管连接组织

分别进行 scRNA-seq、甲基化水平、染色质开放状

态和体细胞突变等分析, 发现BE起源于胃贲门细胞, 
并且是由 c-MYC和HNF4A转录程序所驱动的。此

外 , 该研究还发现EAC起源于未分化的BE细胞 , 这
就为EAC的早期检查策略提供了新启示。与此同时, 
RAY等 [66]揭示了BE进展为EAC的过程与TP53的频

繁突变有关 , 并且改变E2泛素连接酶UBCH5A的催

化活性可以减弱其与E3泛素连接酶RNF128 Iso1的
相互作用, 从而使得含有TP53突变的BE前体细胞死

亡。这些研究为深入了解BE的细胞起源以及BE发
展为EAC阶段的基因突变景观和基因表达模式提供

了丰富的数据资源 , 有助于鉴定EAC特异性生物标

志物, 进而指导EAC的早期诊断。

2.5   食管癌治疗方面的单细胞研究

早在三十多年前 , 紫杉醇已被用于食管癌的

临床治疗中 , 并且在治疗初期表现出良好的治疗效

果。但部分患者会对紫杉醇产生化疗耐药性 , 使得

食管癌患者的总体生存期并没有显著提高 , 预后五

年生存率仍较低 [67-68]。探索食管癌中获得性紫杉醇

耐药性的分子机制 , 将为开发更加有效的食管癌化

疗策略提供潜在的应用价值。WU等 [69]使用低剂量

的紫杉醇长期诱导获得了ESCC细胞株系KYSE-30
的紫杉醇耐药细胞株Taxol-R, 并通过 scRNA-seq分

析它们的细胞表达谱和潜在的耐药调控途径。通过

鉴定细胞亚群 , 发现高表达KRT19的KYSE-30细胞

亚群具有高紫杉醇耐药性, 表明ESCC中存在固有的

紫杉醇抗性。此外 , WU等 [69]发现 , 诱导获得紫杉醇

抗性的Taxol-R细胞具有高蛋白酶体表达和低HIF-1
信号基因表达的特征 , 并且使用蛋白酶体抑制剂卡

非佐米可以减弱Taxol-R细胞的紫杉醇耐药性 , 这为

ESCC的联合治疗提供了新策略。近年来 , 术前采

用紫杉醇联合铂类化疗 , 即新辅助化疗 (neoadjuvant 
chemotherapy, NACT), 能够显著改善ESCC患者的

生存率 , 但治疗效果仍不十分理想 [70]。最新的研究

中 , CHEN等 [71]采用 scRNA-seq探讨了NACT-ESCC
肿瘤的细胞特征, 期望为NACT-ESCC患者提供潜在

治疗靶点。CHEN等 [71]发现 , 接受术前新辅助化疗

的NACT-ESCC患者具有高比例的免疫细胞, 而上皮

细胞和基质细胞比例显著较低。此外 , NACT改变

了ESCC患者肿瘤微环境中的免疫细胞组分, 具体表

现为耗竭CD8+ T细胞以及血浆B细胞比例显著增加, 
同时巨噬细胞高表达抑制CD8+ T细胞活性的因子 , 
并且单核细胞中促炎相关的免疫检查点分子的表达

水平也显著升高。重要的是 , 该研究发现免疫检查

点LAG3可能是NACT-ESCC患者以及未接受NACT
患者的潜在免疫治疗靶点。

目前 , 放射治疗仍然是食管癌联合治疗的标

准方法 , 然而肿瘤的先天性或后天性放射抗性是影

响ESCC放射治疗功效的关键问题 [72]。YANG等 [73]

使用 scRNA-seq探究KYSE-180 ESCC细胞暴露于

12 Gy至 30 Gy累积辐射剂量的动态转录组变化情

况。结果显示 , KYSE-180-12Gy细胞具有显著的异

质性特征 , 并验证了五个相关的差异表达基因 (包
括CFLAR、LAMA5、ITGA6、ITGB4和SDC4)可以

作为ESCC的放射抗性基因。同时 , WU等 [74]也使用

KYSE-180 ESCC细胞并将其连续暴露于五个不同

的累积辐射剂量以诱导放射抗性 , 模拟了ESCC患

者的放射治疗过程。通过分析单细胞水平的抗辐射

转录组特征 , WU等 [74]发现 , 放射抗性基因的表达在

治疗期间会发生动态变化 , 并且 scR4抗辐射细胞亚

群中的放射抗性相关基因的表达水平最高 , 应当被

特别关注。为了更好地了解ESCC放射治疗抗性的

遗传特征 , YANG等 [75]对放射治疗过程中的ESCC患
者的肿瘤样本进行单细胞全外显子测序 , 鉴定了多

个放射敏感和耐药性基因(包括NOTCH1、MAML3、
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CDKN2A、NFE2L2、GAS2L2、OBSCN和TP53等共

42个基因), 其中10个敏感性基因突变以及18个耐药

性基因突变特征被验证能够改善ESCC患者的预后 , 
具有潜在的临床实用性。基于对ESCC放射抗性遗

传特征的新见解 , 这些基因突变区域以及放射抗性

相关的信号分子将为ESCC放射治疗提供新机会, 但
相关的研究成果还需大量临床样本的验证。

2.6   食管癌诊断和预后方面的单细胞研究

目前 , 临床上尚无有效的 ESCC生物标志物 , 
使得多数患者不能得到及时的诊断和治疗 , 导致

预后不良。因此 , 迫切需要寻找有效的ESCC诊断

和预后生物标志物 , 以提高相关的治疗效率。最

近 , ZHENG等 [76]通过再分析来自癌症基因组图谱

(The Cancer Genome Atlas, TCGA)和基因表达综合

(Gene Expression Omnibus, GEO)数据库中的ESCC
高通量测序数据集的差异表达基因 , 并通过功能注

释和通路分析筛选出了若干个能够同时预测ESCC
诊断和预后的候选生物标志物 (包括PBK、KIF2C、
NUF2、KIF20A、RAD51AP1和DEPDC1), 为了验

证这些候选基因的表达水平 , 使用来自3名ESCC患
者的scRNA-seq数据集(SRP119465)。对细胞亚群进

行聚类和注释 , 分析候选基因在细胞亚群中的表达

水平, 结果显示这些候选基因主要在癌细胞中表达。

进一步在6个ESCC肿瘤组织及配对癌旁组织中通过

qPCR验证这些已识别基因的表达水平 , 结果表明与

癌旁组织相比 , 肿瘤组织中所有候选基因的表达水

平均显著升高。此外 , 通过免疫浸润分析以更好地

了解候选生物标志物的功能 , 结果显示这些基因的

表达水平与树突细胞浸润呈显著负相关 , 而与其他

免疫细胞浸润没有明显相关性。该研究首次在单细

胞水平上验证了ESCC的候选生物标志物 , 为ESCC
的诊断和预后提供了新的靶点。

3   总结与展望
单细胞测序技术作为一种强大的高通量测序

工具 , 能够以前所未有的高分辨率探究致病细胞群 , 
正在将食管癌研究推向新的精度水平。单细胞测序

技术已广泛应用于食管癌细胞异质性、肿瘤微环境

特征、治疗耐药和预后预测等方面的研究。应用单

细胞测序技术能够提供详细的食管癌上皮细胞与

肿瘤细胞的转录表达谱 , 这对于我们发现稀有细胞

类群, 了解肿瘤内和肿瘤间异质性, 解析食管癌动态

进展过程 , 并揭示耐药机制是非常必要的。在肿瘤

微环境分析方面 , 单细胞测序能够描绘食管癌肿瘤

微环境景观, 指导临床治疗方案。总的来说, 单细胞

测序技术正在彻底改变我们对食管癌分子特征的认

识 , 并提供了对食管肿瘤细胞学和癌症免疫学的深

入洞见, 为未来药物发现提供了重要资源。

但与其他复杂肿瘤相比, 单细胞测序技术在表

征食管癌方面的应用还受到许多限制。现有的研究

局限于提供少数特定类型食管癌患者的转录组或基

因组信息。因此, 我们对食管癌的细胞层次、肿瘤

微环境和耐药机制等的理解还不完全。随着技术的

不断发展, 单细胞测序技术将变得更加高通量、费

用将降低、数据分析流程将简化、耗时更短, 准确

度和灵敏度等各种指标也将得到提升, 这将有利于

开展更大规模的食管癌单细胞测序工作, 并加速相

关研究成果在临床中的应用。在不远的将来, 单细

胞多组学方法和空间转录组学等新技术将加深我们

对食管癌发病机制和耐药机制的理解, 并帮助我们

更全面地了解食管癌的细胞类型和细胞状态, 从而

能够为各种食管癌患者识别新的治疗靶点。更重要

的是, 复发和转移在食管癌患者中经常发生, 未来尤

其需要开拓单细胞测序在食管癌转移机制方面的

研究。此外, 未来还应拓展单细胞测序技术与基于

CTC的液体活检技术的结合, 这将为食管癌的无创

检测及预后监测提供一种极具前景的分析方法(图
2)。随着对食管癌细胞动力学的深入了解, 我们将

迎来食管癌诊治的精准医学新时代, 极大提高个体

化医疗疗效, 最终能够挽救更多食管癌患者的生命。
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