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Abstract
Colorectal cancer (CRC) is the third most common mali-
gnancy worldwide. The poor prognosis of CRC is primarily 
driven by tumor metastasis and genetic mutations. In China, 
the incidence of CRC continues to rise, contributing to an 
increasing public health burden. Single-cell sequencing 
(SCS) provides high-resolution genomic, transcriptomic, and 
epigenetic prof﻿iling at the single-cell level. It helps uncover the 
molecular mechanisms of tumor metastasis and the dynamic 
complexity of the tumor microenvironment, and plays a 
critical role in CRC research. It elucidates the processes of 
tumor initiation, progression, and dissemination, providing 
new insights into tumor heterogeneity, circulating tumor 
cells, and therapeutic targets. Moreover, SCS shows great 
considerable promise in multi-omics integration and clinical 
translation, supporting studies on metastasis mechanism, 
target identification, and the development of personalized 
therapeutic strategies. This review summarizes recent 
advances in SCS and multi-omics sequencing technologies, 
as well as the challenges in integrating SCS with artificial 
intelligence.

© The Author(s) 2025. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.
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摘要
结直肠癌(colorectal cancer, CRC)是全球第三高发恶
性肿瘤, 其不良预后主要归因于肿瘤转移和基因突变
等因素. 在我国, CRC发病率亦呈逐年升高趋势, 疾病

单细胞测序技术在结直肠癌中的研究进展

宫甜甜, 刘艳坤

在线投稿: https://www.baishideng.com
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负担日益严. 单细胞测序技术(single-cell sequencing, 
SCS)可在单个细胞分辨率下实现基因组、转录组和
表观遗传学分析, 揭示肿瘤转移的分子机制及肿瘤微
环境的复杂动态特征, 在CRC研究中发挥重要作用. 
该技术有助于阐明肿瘤的发生、发展与转移的驱动
机制, 为肿瘤细胞异质性、循环肿瘤细胞和肿瘤药物
靶点的研究提供新视角. SCS技术在多组学整合及临
床转化中的潜力巨大, 为转移机制研究、靶点发现和
个性化诊疗策略提供了重要支持. 本文综述了SCS技
术的发展、多组学测序及与人工智能带来的挑战.

© The Author(s) 2025. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.

关键词: 单细胞测序; 结直肠癌; 异质性; 循环肿瘤细胞; 
肿瘤微环境

核心提要: 单细胞测序技术以极高分辨率解析结直肠癌

的肿瘤异质性、循环肿瘤细胞及肿瘤微环境动态演变, 
揭示细胞亚群功能、转移机制与免疫调控网络. 结合人

工智能与多组学整合, 该技术推动精准靶点发现及个体

化治疗策略构建, 为结直肠癌研究提供全新视角与临床

转化潜力.

文献来源: 宫甜甜, 刘艳坤. 单细胞测序技术在结直肠癌中的研究进展. 世

界华人消化杂志 2025; 33(10): 771-780 

URL: https://www.wjgnet.com/1009-3079/full/v33/i10/771.htm  
DOI: https://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v33.i10.771

0  引言

结直肠癌(colorectal cancer, CRC)是全球高发且死亡率

居高不下的消化道恶性肿瘤之一[1]. 根据最新统计显示

CRC是位居肺癌和乳腺癌之后的第三大恶性肿瘤, 且男

性患病率大于女性[2]. 对社会经济发展与公共卫生体系

构成严峻挑战. 晚期CRC患者的高病死率主要源于肿瘤

快速进展和远处转移, 转移性患者5年生存率约为10%[3]. 
CRC最常见的转移部位是肝脏, 约15%-25%的患者在初

诊时已发生肝转移, 且多表现为化疗耐药及预后不良[4]. 
肿瘤微环境(tumor microenvironment, TME)在CRC进展中

发挥核心调控作用[5], 但TME内多种细胞及其分泌的细

胞因子促进CRC发展协同机制尚未完全阐明.
肿瘤异质性是导致CRC治疗困难的核心因素, CRC

高度异质性驱动肿瘤细胞适应TME变化, 从而增强侵

袭性与耐药性, 这也是现有治疗方案疗效受限的重要

原因[6,7]. 传统分析方法仅能分析肿瘤组织整体特征, 难
以揭示细胞层面的癌症的发生、发展及转移的内在机

制, 从而忽视肿瘤细胞的内在异质性导致错失关键生物

信息[8]. 随着分子生物学和测序技术的革新, 单细胞测序

(single-cell sequencing, SCS)技术兴起, 为解析细胞异质性

与细胞间相互作用提供了单细胞分辨率的全新视角, 精
准鉴定少见细胞类型和功能亚群, 突破传统分析方法局

限性[9]. 本文将综述SCS技术在CRC中的研究进展.

1  单细胞测序技术的定义及起源

SCS技术是指在单个细胞水平均匀扩增DNA或RNA, 进
行标记建库和高通量测序, 获得单个细胞的基因表达谱, 
从而揭示细胞的遗传物质信息. 该技术可深入解析细胞

异质性, 并对单个细胞的基因组、转录组和表观遗传组

进行全面研究, 为理解细胞功能和状态提供新视角[10-12]. 
此外, SCS技术可识别细胞亚群、解析细胞间通讯和调

控网络, 有助于揭示疾病发生发展的复杂机制, 并推动

疾病预后判断与药物研发.
单细胞研究始于早期分子生物学技术的发展. 自聚

合酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR)问世, 科学

家们便尝试将其用于单细胞系统的精细分析. Sanger第
一代基因测序技术出现[13], 使得基因测序成为研究细胞

遗传变异与疾病的重要工具. 2005年, 二代基因测序技

术技术出现了登上历史舞台, 该技术具有高通量、低成

本的优点, 能够一次对几百万条DNA分子进行测序. 但
是二代测序无法进行全基因组覆盖, 读长较短. 因此, 出
现了第三代测序技术, 该技术通量更高且读取长度(>20 
kb)能够有效提高对遗传信息的捕获能力, 不需要扩增

DNA就可直接测序[14]. 2009年, Tang等[15]首次利用高通

量测序对小鼠卵母细胞和单卵裂球细胞分析, 正式提

出SCS概念, 开启了SCS的新纪元[16]. 2011年, SCS技术开

始应用于人类肿瘤细胞DNA测序[17]. 2013年, 《Nature 
Methods》和《Science》均将其评为年度最具创新性

的技术之一, 并列为最值得关注的六大领域之首[18]. 随
着测序与扩增技术不断进步, 尤其是微流控技术(Drop-
seq[19]、inDrop[20]和Microwell-seq[21])的发展, SCS实现了

高通量, 打破了早期测序通量低的限制. SCS技术正在重

塑生命科学研究格局, 推动肿瘤学、免疫学、植物学等

领域展现广阔的临床应用前景[15].

2  单细胞测序技术分类与局限性

2.1 单细胞测序技术分类 SCS技术包括单细胞DNA测

序(single-cell DNA sequencing, scDNA-seq)、单细胞RNA
测序(single-cell RNA sequencing, scRNA-seq)和单细胞

ATAC测序(single-cell ATAC sequencing, scATAC-seq)等(图
1). scDNA-seq的出现极大的推动了基因组学研究, 该技

术主要聚焦于DNA分子的异常和变异, 可在单细胞水平

捕捉拷贝数变异和单核苷酸多态性[22], 为揭示细胞异质

性、分化过程与演化机制提供重要信息. 表1总结了应
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用最多的scDNA-seq技术[23-27]. 目前, 应用最为广泛的是

scRNA-seq技术, 该技术可在单个细胞水平全面捕获转

录本, 直观揭示细胞间的异质性, 准确区分细胞在不同

状态或发育阶段的特异性分子特征[28], 在揭示基因间调

控关系和组织构成方面具有重要作用, 表2总结了当前

主要scRNA-seq技术[21,29-34]. 其次, scATAC-seq则聚焦于

染色质的开放状态. scATAC-seq利用高活性的Tn5转座

酶选择性标记并切割开放的染色质区域, 可深入解析单

细胞水平的染色质开放状态和基因调控的表观遗传机

制[35]. 通过整合细胞捕获与文库构建, 显著提升了实验

效率和通量[35].
单一组学难以全面解析癌症的异质性本质, 需要单

细胞多组学联合应用, 以系统解析癌症的发生发展, 增
强研究的可靠性与精确度.
2.2 SCS技术的局限性 传统批量转录组测序在宏观层面

对大量细胞群体进行平均化分析, 从而获得细胞群体的

整体基因表达特征. 然而, 该方法存在明显局限性, 它会

掩盖低丰度的关键信息, 进而忽略单细胞层面特有的基

因表达模式及细胞异质性. 相比之下, SCS技术在解析细

胞异质性、追溯细胞发育轨迹以及识别新型细胞亚群

等方面具有显著优势, 并已在揭示CRC发生发展机制方

面取得重要进展[36]. 尽管如此, SCS技术仍存在一定局限

性. 首先, 在技术层面存在数据偏倚风险. 目前SCS的细

胞捕获效率仍有待提高, 如10X Genomics Chromium平台

的捕获率约为65%, 而BD Rhapsody捕获率仅约为30%[37]. 
此外, 在CRC组织解离过程中, 细胞活性易受损, 这可能

进一步加剧数据偏倚, 影响结果的可靠性. 因此, 发展更

高效率、更高保真性的细胞捕获技术, 仍是未来重要的

研究方向.
SCS技术在CRC临床应用方面也面临诸多挑战. 尽

管基于多重探针杂交的方法已将检验灵敏度提升至单

分子水平, 但其高昂的成本、较长的实验周期及复杂的

实验操作流程, 限制了该技术在临床大规模应用推广的

可能性[38]. SCS数据本身具有高稀释性和高噪音的特点, 
对数据分析提出了更高的要求. 其中之一是批次效应, 
即因不同测序平台、文库构建方案、测序运行及试剂

批次等引入系统性偏差, 导致不同批次数据之间难以直

接比较. 为缓解该问题, 可通过合理设计实验批次分配

     

表  1  单细胞基因组测序技术

方法 原理 优点 不足 参考文献

连接锚定型PCR 用蛋白酶K处理单细胞释放DNA, 用限

制性内切酶将DNA切割成片段, 链接特

异接头形成起始模版, 变性、退火和延

伸进行循环扩增

高精度检测DNA拷贝数

变异和基因位点变化; 降

低序列选择偏好性

实验成本较高; 扩增效率

和通量较

[23]

退变寡核苷酸引物PCR 使用含有退变序列的引物, 在低温退火

阶段结合目标DNA的多个位点并启动

扩增, 引物3'端包含特定序列, 可随机

结合DNA, 通过多轮循环完成DNA扩增

降低区域偏好性; 适用于

染色体CNV检测和基因

克隆

随机引物设计可能造成

效率低于特异性引物; 基

因组覆盖率较低; 对低起

始量DNA扩增偏差大

[24]

多重置换扩增 采用Phi29 DNA聚合酶和随机的六聚

体引物在恒温条件下扩增DNA, 生成

50-100 kb长片段

覆盖度和均匀性较好, 不

同位点扩增偏差小于3倍; 

适用于长片段DNA的高

保真扩增, 操作简单

Phi29 DNA聚合酶昂贵且

扩增时间长; 指数扩增可

能导致偏倚、覆盖不均

[25]

转座子介导线性扩增 整合Tn5转座酶和T7RNA聚合酶实现

单细胞基因组线性扩增. Tn5转座酶随

机片段化DNA, T7启动子介导线性扩

增, 通过逆转录和第二条链合成双链

LIANT产物用于测序

扩增均匀性高; 减少扩增

偏差; CNV检测精度高; 

揭示细胞间变异

操作复杂; 存在C-T型假

阳性突变

[26]

多重退火环状循环扩增 链置换活性DNA聚合酶生成半扩增子, 

随机引物包含27个核苷酸序列和8个可

变核苷酸的随机引物, 扩增子头尾互补

成环状结构, 58 ℃退火进行扩增, 成环

后采用PCR扩增

基因组覆盖率高(>95%)

且覆盖深度≥1x; 敏感检

测CNV和SNV

需严格控制温度和扩增

步骤; 对实验操作环境要

求高; 假阳性率高

[27]

LA-PCR: 链接锚定型PCR; DOP-PCR: 退变寡核苷酸引物PCR; MDA: 多重置换扩增; LIANTI: 转座子介导线性扩增; MALBAC: 多重退火状循环扩增; 

PCR: 聚合酶链式反应; CNV: 拷贝数目变异; SNV: 单核苷酸变异.
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并结合校正算法, 建立统一的质量控制标准和预处理流

程, 从而提高数据的可比性和可靠性. 在CRC研究中, 深
入理解肿瘤细胞与TME的相互作用至关重要. 然而, SCS
技术无法保留细胞在原始组织中的空间位置信息, 使得

研究者难以准确判断不同细胞亚型在组织中的分布及

相互间的空间关系. 为攻克这一难题, 将空间转录组学

(spatial transcriptomics, ST)技术与SCS技术进行整合, 能
够有效定位基因表达的空间分布模式, 有望直观揭示基

因相互作用、免疫浸润等关键生物学过程的空间结构

基础[39].

3  SCS技术在CRC中的应用

3.1 揭示CRC肿瘤细胞异质性 肿瘤异质性是指肿瘤细

胞增殖过程中因基因组突变、表观遗传修饰及微环境

适应性变化, 导致细胞在基因表达、蛋白功能、侵袭能

力和治疗响应等方面存在差异[6]. 该特性是驱动肿瘤复

发、转移和耐药的关键因素, 也是实现精准治疗的主要

障碍[40]. SCS技术对单个肿瘤细胞进行独立高通量分析, 
从基因表达谱和表观遗传修饰等层面揭示细胞间差异, 
从而深入解析其驱动机制[7]. 该特性不仅影响肿瘤细胞

增殖和侵袭能力, 还促进其适应TME的动态变化, 从而

推动转移并逃避免疫监视. 深入了解肿瘤异质性对于靶

向治疗至关重要.
根据空间分布和来源, 肿瘤异质性可分为两类: 肿

瘤内异质性, 指肿瘤内不同细胞间在基因和表型差异, 
包括空间和时间两个维度[41]; 以及肿瘤间异质性, 指不

同患者或肿瘤类型细胞间的基因与表型差异. 多项研究

利用SCS技术揭示了CRC中复杂特征. Dai等[42]通过SCS
检测分析鉴定出5个具有独特分子标记的上皮细胞亚群, 
证实CRC肿瘤细胞存在高度异质性. SCS技术不仅能揭

示样本中核酸多态性的异质性, 还能揭示细胞间的差异, 
为肿瘤早发现和早诊断提供了新方法. Liu等[43]比较同一

     

表  2  主要单细胞转录组组测序技术

方法 技术简介 优点 缺点 期刊 参考文献

Tang RNA-seq 以富含T的多聚核苷酸作为引物合成cDNA, 

在3'末端添加Poly(A), 再用poly(T)引物合成第

二条cDNA链并扩增, 获得DNA片段

检测转录本全长; 高

灵敏度和特异性

3 '端偏倚, 仅检测带

有poly(A)尾的mRNA; 

成本高

Nature methods [21]

Smart-Seq 低渗溶液裂解单细胞, 将RNA的poly(A)尾与

含有Oligo(dT)序列的核苷酸引物杂交, 合成

cDNA的第一条链, 全长转录本上添加poly(C), 

完成第二条链

高覆盖率; 高敏感度, 

可识别低、高丰度转

录本; 适用稀有细胞 

低丰度转录本捕获率

有限; 不能区分PCR

引入的突变, 大于4 kb

序列不能高效转录 

Nature methods [29]

Smart-Seq2 将oligo(dT)引物与RNA杂交逆转录成cDNA并

在3'端添加C尾.利用Tn5转座酶将cDNA片段

化, 链接3'端和5'端引物合成cDNA第二条链

高覆盖率; 无需纯化; 

测序深度为106

操作复杂; 对样本质

量和完整性要求高; 

价格较高

Nature protocols [30]

CEL-seq 从单细胞逆转录开始, 利用带有lllumina PI接

头、T7启动子、细胞条形码、锚定polyT的

引物将mRNA逆转录成cDNA, 第二条链合成

后启动IVT构建DNA文库

条形码标记可实现高

通量分析, 减少扩增

偏差; 误差低; 污染小; 

灵敏度高、准确、可

重复

3'端偏倚, 高丰度转录

本优先扩增; 操作较

复杂

Nature protocols [31]

Quartz-seq 将带有Oligo(Dt)引物与mRNA的poly(A)尾杂

交, 在反转录酶的作用下合成cDNA的第一条

链, cDNA形成发夹结构

可定量检测细胞异质

性及细胞周期阶段; 

高重复性; 减少PCR

副产物

样本质量要求高和需

完整的mRNA; GC含

量、长度差异产生扩

增偏倚

Genome biology [32]

MARS-seq 利用流式细胞术分选单细胞, 随后进行自动

化分析, 利用三重条形码标记技术做RNA测

序

高通量(同时处理数千

单细胞); 细胞分类精

确 

技术复杂; mRNA易降

解; 扩增偏差 

Science [33]

Drop-seq 基于微流控的方法将组织解离成单细胞悬液, 

将单细胞与STAMP条形码微粒包裹在液滴

中. 细胞在液滴中裂解, 释放mRNA携带条形

码和不同UMI, 进而逆转录、扩增和测序 

高吞吐量; 低成本; 通

过条形码可追溯细胞

来源; 应用广泛

细胞丢失和双细胞现

象; 有GC含量偏倚

Nature methods [34]

Tang RNA-seq: 全转录组测序; Smart-seq: 单细胞全长转录组测序; Smart-seq2: 单细胞全长转录组测序; CEL-seq: 单细胞线性扩增转录组测序; 

Quartz-seq: 石英单细胞转录组测序; MARS-seq: 大规模并行单细胞转录组测序; Drop-seq: 基于液滴微流控的单细胞转录组测序.
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肿瘤不同区域的基因异质性, 探索TME动态变化对肿瘤

特征的影响. 发现不同区域在突变谱和拷贝数变异存在

差异, 提示空间异质性可能是导致活检诊断结果和药物

反应不一致. 这一发现为多点取样或多维度分析在精准

诊疗中的应用提供理论依据. Zhao等[44]通过SCS对CRC
成纤维细胞进行聚类分析, 鉴定出四种不同分布和功能

的亚群, 基于每个亚群的差异表达基因构建了预后风险

模型, 为临床风险分层提供参考.
SCS技术不仅是揭示CRC异质性的强大工具, 也为

发现靶点、优化诊断策略和预后评估模型构建奠定基

础. 但实现临床转化仍需多维度整合与功能验证.
3.2 SCS技术在CRC循环肿瘤细胞中的应用 SCS技术

在CRC早期诊断和生物标志物中展现出巨大潜力. 相比

于传统的液体活检或组织活检, SCS的高分辨率可鉴定

罕见细胞亚群和提供更精准的分子图谱, 助力CRC早期

筛查. 循环肿瘤细胞(circulating tumor cells, CTCs)是从原

发肿瘤或转移灶脱落进入外周血的活跃肿瘤细胞, 具有

高度侵袭性和转移潜能. 传统CTCs检测依赖上皮细胞黏

附分子等标志物, 可能存在漏检上皮-间质转化(epithelial 
mesenchymal transition, EMT)的亚群, 而SCS能全面解析

CTCs异质性[45], 捕获其转录组和基因组特征. 研究发现, 
EMT高表达亚群与转移风险显著相关, 提示CTCs可作

为液体活检标志物, 实时监测肿瘤进展[46,47]. EMT是上皮

细胞向间质细胞转化的关键过程, 伴随细胞顶-基极性

丧失、粘附性下降及细胞骨架重塑, 使肿瘤细胞获得侵

袭和迁移能力[48]. 该过程受Wnt/β-环连蛋白等经典信号

通路和ZEB1、ZEB2等转录因子调控相关, 导致E-钙黏

蛋白下调, N-黏钙蛋白和波形蛋白上调, 进一步促进转

移. Wei等[49]利用scRNA-seq分析转移性CRC患者的CTCs
异质性, 鉴定出高表达EMT基因的亚群, 其表现出更强

的侵袭和耐药性. 与此同时, PRL-3也被证实可通过促进

EMT增强肿瘤细胞的侵袭和转移能力[50]. 这些结果表明, 
SCS在解析CTCs异质性和阐明EMT机制方面具有重要

价值, 为预测转移风险和制定个体化治疗方案提供了新

思路. Smit等[51]通过对CTCs分析, 发现低剂量的Akt抑制

剂(MK2206)和mTOR抑制剂(RAD001)能抑制CTCs衍生

细胞系生长, 提示PI3K/Akt/mTOR通路是潜在抗CRC转
移治疗靶点, 为个体化用药提供了科学依据. 在转移过

程中, CTCs还发生代谢重编程, 其代谢特征异质性是驱

动转移潜能差异的关键因素[52], 提示对单个CTCs进行代

谢组学分析可鉴定转移相关代谢物标志物, 实现基于单

细胞代谢特征的CRC转移风险分层.
综上, 通过SCS技术能够提供超越传统单一活检的

全面肿瘤信息, 弥补肿瘤分型与分层治疗中的不足. 结
合CTCs分析, SCS在早期诊断、预后评估及个体化用药

策略中显示出广阔前景, 对推动CRC精准治疗具有重要

意义.
3.3 肿瘤微环境的动态变化 TME作为癌细胞赖以生

存、发展与演进的动态生态系统, 由免疫细胞、基质细

胞、肿瘤细胞、血管和细胞外基质(extracellular matrix, 

图  1  单细胞测序的简要示意图. scDNA-seq: 单细胞DNA测序; scRNA-seq: 单细胞RNA测序; scATAC-seq: 单细胞ATAC测序.

肿瘤 细胞悬液

细胞裂解与

核酸提取

scDNA-seq 全基因组扩增

scRNA-seq

全转录组扩增

主成分分析
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ECM)等共同组成. 这些组分通过细胞间通讯、代谢重

编程和免疫调控等机制共同驱动肿瘤进展[5]. 血管网络

负责输送氧气与营养物质并清除代谢废物; 基质细胞和

免疫细胞分泌多种因子和细胞因子调节肿瘤行为; ECM
则提供结构支持并参与信号传导. 通过动态解析TME的
细胞异质性及空间互作关系, 能够系统揭示不同肿瘤细

胞亚群的分子调控机制及其生物学效应[53].
T细胞作为TME中核心免疫效应细胞, 其功能状

态与免疫治疗效果密切相关. 在肿瘤转移早期, 由T/
NK细胞介导的免疫反应可抑制肿瘤细胞的迁移; 然
而, 在CRC发生肝转移的阶段, T细胞易发生耗竭, 表现

为CD4+T细胞数量显著增加而CD8+T细胞数量减少, 从
而削弱抗肿瘤免疫应答[54]. Zhang等[55]利用scRNA-seq
对CRLM组织及癌旁组织解析, 发现T细胞活化和趋化

因子在免疫细胞中亚群中高度活跃, 并鉴定出93个与

肿瘤浸润免疫细胞功能失调相关基因. 此外, TME与
调控PD-1/PD-L1(programmed cell death protein-1, PD-1/
programmed cell death ligand-1, PD-L1)表达水平调控密切

相关. 肿瘤相关巨噬细胞(tumor-associated macrophages, 
TAMs)不仅促进肿瘤细胞表达PD-L1, 肿瘤细胞还可通

过调控COX2/mPGES1/PGE2通路诱导TAMs和髓源性

抑制性细胞表达PD-L1, 从而增强免疫抑制功能[56]. 综
上, TME通过免疫细胞功能失衡及PD-1/PD-L1通路的异

常活化, 共同塑造了一个高度免疫抑制环境, 显著影响

CRC的进展与免疫治疗反应.
肿瘤相关成纤维细胞(cancer-associated fibroblasts, 

CAFs)是TME中最丰富的基质细胞, 具有显著功能异质

性. 研究表明, CAFs通过分泌多种细胞因子激活PI3K-
AKT等信号通路促进EMT, 并通过ECM动态重构与细

胞通讯网络促进肿瘤侵袭、转移及耐药. Pelka等[57]应

用SCS技术对28名错配修复功能完整型(mismatch repair-
proficient, pMMR)患者和34名错配修复功能缺陷型

(mismatch repair-deficient, dMMR)CRC患者的癌及癌旁

组织测序, 发现两种亚型中均存在炎症表型CAFs亚群, 
且在dMMR患者中显著富集, 提示不同错配修复亚型的

TME免疫活性在存在差异, 直接影响肿瘤生物学行为及

免疫治疗疗效.
CRC的临床进展与治疗反应亦呈现高度异质性. 约

50%的CRC患者会发生转移, 且大多数病例无法手术

切除. 免疫检查点抑制剂(immune checkpoint inhibitors, 
ICIs), 如PD-1/PD-L1单抗和抗细胞毒性T淋巴细胞相关

抗原-4的单抗, 已在包括CRC在内的多种肿瘤中获批

应用[58]. 约15%-20%的患者属于dMMR型, 导致微卫星

不稳定(microsatellite instability, MSI). MSI多由错配修复

蛋白缺失导致的功能缺陷, 其分为微卫星高度不稳定

(microsatellite instability-high, MSI-H)型、微卫星低度不

稳定型和微卫星稳定(microsatellite stability, MSS)型. 其
中, dMMR/MSI-H因具有较高的肿瘤突变负荷(tumor 
mutational burden, TMB)和大量免疫细胞浸润而被称之

为“热肿瘤”, 对ICIs敏感[59]. 帕博利珠单抗单药一线治

疗可实现33%的客观缓解率, 为患者带来显著且持久的

疗效[60]. 2023年《中国临床肿瘤学会指南》已推荐帕博

利珠单抗、纳武利尤单抗联合伊匹木单抗作为dMMR/
MSI-H晚期CRC的一线姑息治疗方案, 但是该亚型仅占

CRC的5%. 大多数患者为pMMR/MSS型, 其TMB较低和

免疫细胞浸润缺乏, 被称为“冷肿瘤”, 对单药ICIs应答

率低. 因此, 目前临床治疗策略倾向于联合用药. 研究表

明, 在一线抗血管内皮生长因子药物联合化疗的基础上

加入ICIs, 可显著改善pMMR/MSS型CRC患者的治疗效

果[61].
综上, CRC的肿瘤微环境具有高度动态性和复杂的

细胞互作网络, 其异质性深刻影响肿瘤进展与免疫应答. 
不同MMR亚型的免疫活性差异决定了对免疫检查点抑

制剂的敏感性, 也为个体化治疗策略的制定提供了关键

依据.

4  人工智能与空间转录组技术在肿瘤微环境研究中的

进展

4.1 人工智能促进的肿瘤微环境多组学研究新策略 随
着SCS技术研究通量的持续提升, 所产生的数据规模呈

指数级增长, 其高维、高噪音及高稀疏特征对传统生

物信息学分析方法提出了严峻挑战. 在此背景下, 人工

智能(artificial intelligence, AI), 特别是机器学习(machine 
learning, ML)和深度学习(deep learning, DL)正逐渐成为

分析和解读单细胞多组学数据不可或缺的工具. 近年来, 
AI技术在数据预处理、批次效应校正、降维及聚类及

细胞类型注释等方面取得显著进展. 在癌症scRNA-seq
研究中, ML和DL模型已被应用于区分不同癌症亚型区

分、鉴定细胞群体、新的预后生物标志物的发现[62-64]

及预测肿瘤抗原免疫原性[65]. 细胞类型注释与功能状态

鉴定是解析TME的基础. 传统聚类方法(如PCA、t-SNE/
UMAP)高度依赖研究者的先验知识, 处理过程耗时且主

观, 对于百万级别细胞大型数据集几乎难以适用. 基于

深度学习的自动化算法(如scANVI、CellTypist)通过预

训练的模型或迁移算法, 实现对海量细胞快速、精准注

释. 相关研究采用CellTypist工具, 成功对近百万个免疫

细胞进行了系统注释. 精细刻画了CRC组织中免疫细胞

的特异性功能状态. 进一步验证了基于AI与SCS结合策

略在识别细胞亚型及实现大规模数据标准化分析方面

的巨大潜力, 为深入研究癌症的复杂微环境提供了有力
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支撑[66].
4.2 单细胞与空间转录组的整合分析 尽管SCS技术在

解析多种癌症的细胞与分子特征等方面取得了重要突

破, 但其组织解离过程中会导致细胞空间信息丢失, 仅
能获得单一类型的组学信息, 限制了对细胞间的空间相

互作用和组织结构的系统解析. ST技术的出现有效弥补

了这一不足, 其能够在完整组织切片上构建转录组文库

并结合空间定位信息, 使得研究人员在组织切片上定位

单个细胞的基因表达谱和空间分布模式[67]. 通过融入空

间维度, ST技术极大的增强了对TME结构的精确解析, 
提升了临床预后判断的精准性. 这种高分辨率解析涵盖

新型细胞与组织特征的识别、基质细胞与免疫细胞的

复杂相互作用等, 也为“冷肿瘤”向免疫应答型肿瘤

的转化提供了潜在靶点. 多项研究已利用ST技术揭示

了CRC相关的新表型特征. 研究发现, CAF-A和CAF-B
在CRC中起关键作用, 它们能显著抑制NK细胞功能并

破坏细胞因子和趋化因子网络. 在CAFs富集区域, NK
细胞数量减少而巨噬细胞显著增多. 进一步机制研究

揭示, CAFs通过调节肿瘤相关巨噬细胞间接抑制NK细

胞活性[68,69]. Lu等[70]利用公共数据库分析鉴定出转移性

CRC中存在特征性癌细胞亚群EP1(KRT17、LAMC2和
EMP1高表达)与SPP1+巨噬细胞的交互作用, 诱导PD-L1
上调和免疫抑制, 构建促转移微环境. 在另一项ST研究

聚焦于肿瘤发生过程中的组织重塑过程, 发现间充质干

细胞成纤维细胞亚型减少, 同时FAP+CAF增多并导致代

谢异常(如半乳糖、脂肪酸及胆固醇). 与其他研究结论

一致, 本研究发现SPP1+巨噬细胞增加与CRC患者较低

的无进展生存率相关[71]. 上述研究成果证明了ST技术在

深化肿瘤生物学认知中的价值, 为研究肿瘤进展、稳态

维持及细胞间相互作用机制提供了关键技术支持. 研究

人员正致力于协同利用SCS的高分辨率与ST的空间定

位能力, 以系统阐明CRC的空间异质性, 从而最大限度

地挖掘数据的潜在价值.
多组合整合策略为更精准的治疗策略奠定了基础. 

然而, 这一整合路径面临着挑战: 首先, 在技术层面, 如
何将不同分辨率和覆盖度的多数据高效、无偏倚整合; 
其次, 在数据分析层面, 海量、多维度对AI算法和数据

处理提出更高要求, 需要开发更强大的计算模型; 在临

床转化层面, 如何降低技术成本、建立标准化流程并验

证其临床效用, 是实现广泛应用前必须跨越的障碍.

5  结论

SCS技术在CRC的科研探索与临床实践领域意义重大, 
其应用体现在: 阐释肿瘤细胞的产生与发展机制, 解
析肿瘤及免疫细胞的异质性; 深入剖析动态、复杂的

TME, 为免疫学研究提供方法学支持; 并辅助预测患者

预后. 与此同时, AI成为从大规模转录组数据中提取真

实生物学信息最有力的工具, 在SCS数据分析中推动精

准肿瘤学的发展, 指导个体化治疗. 基于当前研究成果, 
SCS与AI技术的深度整合有望实现CRC的个体化筛查和

临床转化. 然而, 该领域仍面临多重挑战. 一方面, AI在数

据挖掘过程中面临着信息维度不断扩展所导致需数据

量呈指数级增长的问题; 另一方面, SCS技术临床中推广

仍受限于高昂的实验成本、单细胞悬液制备复杂、易

发细胞污染或损伤等问题. 此外, 由于SCS无法保留细胞

空间位置信息, 这一局限性在一定程度上制约了其临床

应用深度. 为应对上述挑战, 将SCS与ST技术进行整合, 
成为极具前景的发展方向. 这种整合策略将显著增强技

术在预后评估、复发风险预测、治疗策略指导和药物

开发等临床环节的应用价值. 未来, 亟需开发更经济、

高效、自动化的平台和分析技术, 同时建立适用于临床

样本质量控制体系. 总之, SCS与AI、ST等前沿技术的

多层次整合, 将共同推动CRC的诊疗模式发生根本性变

革、从宏观向精准的深刻变革, 并持续引领精准肿瘤学

未来的发展方向.
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• 消息 •

《世界华人消化杂志》外文字符标准

本刊讯 本刊论文出现的外文字符应注意大小写、正斜体与上下角标. 静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮下注射sc, 脑

室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写成ML, lcpm(应写为1/min)÷E%(仪器效

率)÷60 = Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成HP, T1/2不能写成tl/2或T , V max不能Vmax, µ不写为英文u. 需排斜体的外文

字, 用斜体表示. 如生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H.pylori ), Ilex 
pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber Chang(命名者勿划横线); 常数K ; 一些统计学符号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t
检验和概率P , 相关系数r ); 化学名中标明取代位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), 

o -(ortho, 邻), O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正丁酯), N -methylacetanilide(N-

甲基乙酰苯胺), o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), l -dopa(左旋多巴), 

p -aminosalicylic acid(对氨基水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; Ibid, et al , po , vs ; 用外文字母代表的物理量, 如m (质

量), V (体积), F (力), p (压力), W (功), v (速度), Q (热量), E (电场强度), S(面积), t (时间), z (酶活性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂

量, Gy), A (放射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓度, mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), b (质量摩尔浓度, 

mol/g), l (长度), b (宽度), h (高度), d (厚度), R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 

基因产物用大写正体, 如P16蛋白.
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