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单细胞测序技术在口腔鳞状细胞癌研究中的应用

曹 澄1，王 剑1，胡建道1，沈志森2*
(1宁波大学附属人民医院，宁波 315000；2宁波大学附属李惠利医院，宁波 315000)

摘要：单细胞测序技术是在单细胞水平上对目标细胞遗传信息进行测序。该技术已应用于众多医学领

域，在研究肿瘤细胞的异质性、肿瘤的发生、发展及耐药性等方面具有独特的优势。口腔鳞状细胞癌

是高侵袭性头颈部癌之一，其局部复发风险高，存活率低于一般头颈癌组，以手术治疗为主，放射和

化学治疗为辅。然而，多数口腔鳞状细胞癌患者预后不佳，存在局部复发和高转移。本文总结了单细

胞测序技术的发展及其在口腔鳞状细胞癌研究中的应用，旨在为口腔鳞状细胞癌的精准诊治提供新的

见解。
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Abstract: Single-cell sequencing technology involves sequencing the genetic information of target cells at
the single cell level. This technology has been applied across various medical fields and offers unique
advantages in studying the heterogeneity of tumor cells, tumor initiation, tumor development and drug
resistance. Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is one of the highly invasive cancers in the head and neck
region, with a high risk of local recurrence and lower survival rates compared to other head and neck cancer
types. Treatment primarily involves surgery, with radiation and chemotherapy as adjuvant therapies. However,
the prognosis for most OSCC patients is poor, with a high incidence of local recurrence and metastasis. This
review summarizes the development of single-cell sequencing technology and its applications in the study of
OSCC. The aim is to provide new insights for the precision diagnosis and treatment of OSCC.
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口腔癌是目前世界上常见的癌症之一，仅2020
年，全世界有超过37万例新发病例，超过17万人

因此死亡[1]。其中，约90%口腔癌为口腔鳞状细胞

癌(oral squamous cell carcinoma，OSCC)。OSCC的
发生跟复杂的遗传和环境因素密切相关。吸烟、

饮酒、人乳头瘤病毒感染和嚼槟榔都是OSCC的主
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要原因[2,3]，虽然OSCC的治疗已经从手术切除发展

到多学科综合性治疗，包括手术、放疗、化疗及

免疫治疗，但5年总生存率仍保持在50%左右[4]。

为了寻求更积极的治疗方法，越来越多的研究聚

焦在OSCC遗传生物学上。单细胞测序技术(single
cell sequencing，SCS)已成为揭示肿瘤细胞分子图

谱、研究肿瘤内在致病机制的革命性工具。与传统

的多细胞测序方法相比，单细胞测序技术在很大程

度上保留了肿瘤细胞间的异质性信息[5]。而免疫特

性、生长速度、侵袭能力等表型异质性最终导致肿

瘤对不同抗肿瘤药物的敏感性差异或放射敏感性

差异[6]。本文将从肿瘤细胞异质性、肿瘤微环境、

肿瘤发生发展、治疗与预后等方面综述单细胞测

序技术在OSCC研究中的应用进展。这些进展将为

OSCC的精确诊断和综合治疗策略开辟新的前景。

1 单细胞测序技术

随着测序技术的迅速发展，SCS已成功实现对

单个细胞在转录组、免疫组、表观组等水平进行

多样性分析。其中，单细胞转录组测序(single cell
RNA sequencing，scRNA-seq)是目前生物医学研究

及临床应用中运用最广泛的一种，其基本原理是

通过扩增微量RNA分离单个细胞，然后通过高通

量测序获得单个细胞的表达谱，鉴定细胞类型，

分析细胞发育的时空过程，计算细胞间的通讯和

调控网络[7]。SCS的出现，为提高分子生物学研究

的准确度、探索遗传和功能异质性、检测罕见细

胞簇和重建进化谱系提供了强大的工具[8,9]。SCS的
步骤主要分为三步：单细胞分选、核酸扩增、高

通量测序与数据分析[10]。

1.1 单细胞分选

单细胞分选是单细胞测序的首要步骤，其关键

在于分离和收集大批量高质量完整的目标细胞

群，尽可能保留细胞的各种特征。Gross等[11]详细

介绍了5种单细胞分选方法，即限制稀释法、显微

操作法、荧光激活细胞分选术 ( f l u o r e s c e n c e
activated cell sorting，FACS)、激光捕获显微切割

(laser capture microdissection，LCM)和微流体技

术[10,12]。这些单细胞分选方法各有利弊，可根据实

验需要选择合适的分选方法(表1)。FACS具有高通

量和分选能力强的主要优点，但可能对某些细胞

有损害[13]。LCM是唯一能够获取目标细胞空间位

置的技术，但操作难度高。显微操纵器辅助细胞

拾取是一个手动过程，因此速度很慢，但可以最

大程度地控制单个细胞。限制稀释依赖于统计分

布，易于实施并且可以自动化。然而，单细胞的

存在通常需要随后进行验证。除了这些成熟的技

术外，新型微流体细胞分选仪亦具有众多优点，

如需要的样本量小、分选压力比较低、细胞应激

现象发生的概率也较低[14]。

1.2 核酸扩增

组织或细胞群体中的每个单细胞因累积的新生

突变而具有自己独特的基因组，如单核苷酸变异

(single-nucleotide variant，SNV)、结构变异

(structural variations，SVs)、拷贝数变异(copy
number variant，CNV)和非整倍体等。突变的频率

反映了细胞群体基因组完整性的丧失，这是癌症

和衰老问题的关键所在[15]。为了检测单细胞特有

的突变，需要单细胞全基因组测序，所以全基因

组扩增是必不可少的。全基因组扩增包括：简并

寡核苷酸引物聚合酶链式反应 ( d e g e n e r a t e
oligonucleotide primed PCR，DOP-PCR)、多次位移

扩增(multiple displacement amplification，MDA)、
多次退火和基于环的循环扩增(multiple annealing
and looping-based ampl i f ica t ion cycles，
MALBAC)、乳化全基因组扩增(emulsion whole-
genome amplification，eWGA)、通过转座子插入

的线性扩增技术(linear amplification via transposon
insertion，LIANTI)以及互补链多重末端标记扩增

技术(multiplexed end-tagging amplifi cation of

表 1 单细胞分选技术优缺点比较

分选技术 操作难度 费用 分选功能 自动化 通量 对细胞完整性的影响

微流体
LCM
FACS
显微操作法
限制稀释法

容易
难
容易
难
容易

低
高
低
低
低

不可分选
可分选
可分选
不可分选
不可分选

自动
半自动
自动
人工
自动

高
低
高
低
高

少
经常损害
经常损害
少
少
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complementary strands，META-CS)等[16,17]。其中，

MDA不适合固定后的单细胞样本扩增，但适用于

新鲜样本的单细胞基因组扩增[18]。MALBAC运用

线性扩增，显著减少了实验偏倚，既可用于新鲜

样本的单细胞基因组扩增，也可用于固定后样本

的单细胞基因组扩增。而eWGA不仅能精确地检测

SNV和CNV，且适用于所有全基因组扩增 [ 19 ]。

LIANTI可以克服传统扩增方法中的偏好性扩增，

不仅保持了扩增的均一性，而且降低了扩增错误

率及等位基因丢失率[16,20]。此外，META-CS可在

单管反应中对两条DNA链进行标记和扩增，借助

DNA互补性几乎消除了所有假阳性，其精确度是

目前已知方法中最高的[21]。

1.3 高通量测序与数据分析

纵观测序技术的发展历史，提高测序速度、降

低测序成本和提升测序精确度是测序技术发展的

目标。近十年众多高通量测序技术应运而生，如

Salmen等[22]开发了一种基于平板和微流控的单细

胞测序技术(vast transcriptome analysis of single cells
by dA-tailing，VASA-seq)，应用于3万多个小鼠胚

胎细胞的测序，通过对整个单细胞转录组动态变

化的分析，发现了大量非编码RNA的细胞类型标

记。该技术不仅可高通量捕获细胞群体，而且操

作省时、成本低，为单细胞测序领域的发展提供

了新的助力。

根据研究目的和测序类型的不同，数据分析方

法也会有所不同。在单细胞表观组测序和单细胞

基因组测序中，数据分析流程与传统高通量测序

的方法相似。而单细胞转录组测序数据分析常包

括质量控制、数据标准化、批效应校正、细胞周

期分配、特征选择、降维可视化、细胞聚类、差

异性表达、拟时序分析、细胞相互作用推测、基

因通路富集分析等步骤[23]。质量控制、数据标准

化、批效应校正又称预处理，是scRNA-seq数据分

析的第一步。细胞聚类是进一步scRNA-seq数据分

析的基础。Lin等[24]通过鉴定细胞类群，构建首个

下咽癌单细胞转录组学图谱，为下咽癌的研究提

供了全新的、系统性的视角。基因差异性表达分

析可揭示肿瘤发生发展中的关键基因，不但可以

对单个基因值进行比较，还可以对基因表达水平

分布进行比较。而基因通路富集分析则可用于识

别肿瘤发生与发展、免疫应答、上皮细胞-间充质

转化(epithelial-mesenchymal transition，EMT)等信

号通路相关的细胞亚群[25,26]。

2 单细胞测序技术在OSCC研究中的应用

近年来，研究者已将SCS广泛应用于OSCC研
究，主要集中在OSCC肿瘤异质性与微环境、

OSCC发生与发展以及探讨OSCC治疗和预后预测

等方面。这些研究成果(表2)为OSCC发病机制的探

表 2 单细胞测序在口腔鳞状细胞癌研究中应用的汇总

分析方法 研究对象 主要成果 参考文献

scWES-seq 5个OSCC标本
在所有亚位点中识别出0~2个相同的突变，异质性与物理分离呈负相关，且一对分化
良好的样本比分化较差的样本更相似

[27]

scRNA-seq TCGA数据库下载头颈鳞状
细胞癌和正常人体样本数据

揭示了头颈部恶性肿瘤的代谢异质性，绘制头颈部恶性肿瘤微环境中的细胞代谢基因
表达谱

[28]

scRNA-seq 23个OSCC标本
发现CD4+细胞毒性T淋巴细胞表达颗粒酶的扩增，颗粒酶具有独特的基因表达模式，
可诱导细胞凋亡

[29]

scRNA-seq 131个OSCC标本
揭示了口腔鳞状细胞的多步转录组景观，并证明TDO2+肌成纤维细胞是免疫治疗的潜
在靶标

[30]

scRNA-seq TCGA数据库下载OSCC和
正常人体样本数据

利用12个代谢相关基因特征构建风险预测模型，评估了这12个基因在肿瘤和非肿瘤细
胞中的表达情况，验证了两簇在细胞水平上存在不同程度恶性肿瘤的肿瘤细胞

[31]

scRNA-seq 小鼠模型
鉴定出17种参与致癌作用的细胞亚型，第七种(干细胞)和第九种(角质形成细胞)致癌
亚型在与MYC相关的途径中参与最显著

[32]

scRNA-seq GEO和TCGA数据库下载
OSCC和正常人体样本数据

CCDC43在更晚期的口腔鳞状细胞中上调，并且是生活条件差的独立预后因素，
CCDC43的高表达可能会损害人体的抗肿瘤免疫力，促进口腔鳞状细胞的转移

[33]

scRNA-seq 28个OSCC标本
强调了CAF和p-EMT肿瘤细胞间的相互作用机制，为OSCC的诊断和预后提出了生物
标志物

[34]

scRNA-seq 6个未经治疗的OSCC标本 TCF1/TCF7 T细胞可作为调节OSCC免疫应答的新治疗靶点，有望成为新的预后标志物 [35]
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索、治疗预后判定、新靶向药物的研制等提供了

重要依据。

2.1 OSCC肿瘤异质性方面的单细胞研究

OSCC中呈现出具有异质性的肿瘤干细胞样细

胞群，被鉴定为舌癌干细胞，肿瘤的复发、不良

预后归因于这些细胞亚群，它们对传统的放射治

疗和化学治疗具有抵抗力，又称“化学抗性细胞

亚群”[36]。Zandberg等[27]对5个OSCC标本进行全外

显子组测序(scWES-seq)，在所有亚位点中仅识别

出0~2个相同的突变，异质性与物理分离呈负相

关，且一对分化良好的样本比分化较差的样本更

相似。在OSCC标本多个活检位点中仅发现TP53突
变，而未发现其他所谓的“驱动突变”。Xiao等[28]

应用scRNA-seq揭示了头颈部恶性肿瘤的代谢异质

性，绘制头颈部恶性肿瘤微环境中的细胞代谢基

因表达谱。Silva等[37]验证了舌癌干细胞中CD44基
因高表达，EGFR基因低表达，且舌癌干细胞具有

抗紫杉醇治疗的能力。OSCC细胞在放疗或应用顺

铂和5-氟尿嘧啶后获得癌症干细胞样特性和EMT特
征，这归因于癌症干细胞主要处在非活性G0期，

促使分裂活跃的癌细胞避免被针对性辅助放疗或

化疗药物破坏。因此，放疗或化疗后的癌细胞群

中存在这种癌症干细胞的富集效应，是导致肿瘤

局部复发或远处转移的重要因素[38]。由此可见，

能否根除或限制舌癌干细胞，是预防OSCC复发、

转移的关键。

2.2 OSCC肿瘤微环境方面的单细胞研究

OSCC的发生发展、侵袭转移、免疫抑制与其

复杂的肿瘤微环境(the tumor micro-environment，
TME)密切相关。Tao等[39]认为，口腔肿瘤微环境是

肿瘤发生和转移的关键因素，口腔肿瘤微环境的

探索可以为治疗提供指导，提高患者的整体生存

率和生活质量。口腔肿瘤微环境由适应性免疫细

胞(如T细胞和B细胞)、先天免疫细胞(如单核细

胞、自然杀伤细胞、巨噬细胞、树突状细胞和髓

源性抑制细胞 )、癌相关成纤维细胞 ( c a n c e r -
associated fibroblasts，CAFs)、致癌细胞及细胞外

基质等组成[40]。其中，主要的T细胞分为细胞毒性

CD8+ T细胞、常规CD4+ T辅助细胞、调节性T细胞

等亚群。Chen等[29]采用scRNA-seq和多色免疫荧光

染色，检测浸润于OSCC病变的CD4+ T细胞、CD8+

T细胞和B细胞的免疫应答和效应功能，发现

CD4+细胞毒性T淋巴细胞表达颗粒酶的扩增。颗粒

酶具有独特的基因表达模式，可诱导细胞凋亡。

通过这些T细胞的表达状态可分析出OSCC相关免

疫治疗预后。CAFs是口腔肿瘤微环境中重要的侵

袭催化剂，亦可调节肿瘤药物敏感性，且可通过

上皮-间质转化起到促进肿瘤侵袭的作用 [41 ,42 ]。

CAFs不仅与OSCC局部复发显著相关，并在区域淋

巴结转移瘤中充当了OSCC的共同迁移者。Hu等[30]

研究揭示了口腔鳞状细胞的多步转录组景观，并

证明TDO2+肌成纤维细胞是免疫治疗的潜在靶

标。通过划分OSCC相关的成纤维细胞群体亚

型，分析其不同的表达状态，可深入探讨OSCC
中成纤维细胞的异质性对治疗抵抗的影响。这些

研究也表明，虽然非肿瘤细胞在OSCC中的占比有

所差异，但它们的类型和表达基本是一致的。因

此，针对免疫细胞、CAFs的治疗方案可能对多数

肿瘤有效，但OSCC还需要针对性的靶向治疗

策略。

2.3 OSCC发生与发展方面的单细胞研究

OSCC发生与发展是一个极其复杂的动态致病

过程，我们对其了解甚少。随着测序技术的突飞

猛进，越来越多OSCC的遗传特征被发现及证

实[43]。通过揭示OSCC发生发展中相关的分子机

制，深入探索其发生与发展过程，对OSCC早期诊

断及治疗具有至关重要的意义。Chen等[31]通过分

析scRNA-seq数据，证明了EPCAM、SOX2、
CSGALNACT1、FMOD等12个代谢相关基因标记在

OSCC发生与发展中的临床意义，评估了这12个基

因在肿瘤和非肿瘤细胞中的表达情况，验证了两

簇在细胞水平上存在不同恶性程度的肿瘤细胞。

为了研究OSCC的发生和发展过程，Huang等[32]利

用槟榔碱和4-硝基喹1-氧化物(4-nitroquinoline1-
oxide，4NQO)诱导小鼠OSCC的发展来模拟人的

OSCC发展过程，采用scRNA-seq分析16周和29周
实验组小鼠舌部病变，并与对照组舌部病变进行

比较，鉴定出17种参与致癌的细胞亚型，其中第

七种(干细胞)和第九种(角化细胞)致癌亚型在与

MYC相关的途径中具有最显著的作用。MCM5、
RANBP1和HSP90AB1过表达的顺铂耐药细胞系

HONE1-CIS6的存在进一步验证了这一结果。这些
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细胞亚型生物标志物在口腔癌致癌过程中可应用

于检测癌前病变患者，识别高危人群并作为治疗

靶点。这些发现为阐明OSCC的发生和发展提供了

实验证据支持，然而获取同一患者口腔连续病变

样本是非常困难的。该研究还受限于小鼠模型的

局限性，将这些研究成果应用于人口腔鳞状细胞

癌的研究中，仍需要更多实验证据来加以证明。

2.4 OSCC治疗和预后方面的单细胞研究

面对OSCC，尽管有手术、放疗、化疗等治疗

方法，但复发和转移的风险仍然不可避免[44]。对

于难治性口腔鳞状细胞癌，问题在于肿瘤细胞中

是否始终存在一个在选择性治疗压力存活下来的

细胞亚群，或者是否获得了能够生存的突变。Cui
等[45]整合了来自癌症基因组图谱数据库(TCGA)的
部分OSCC标本mRNA表达谱和当地OSCC患者的

相关临床信息，进行scRNA-seq分析，建立了一种

新的T淋巴细胞增殖调节因子特征，有助于研究

OSCC中的T细胞增殖和免疫微环境，预测预后和

改善免疫治疗反应。Huynh等[34]整合分析了OSCC
单细胞RNA测序数据集，强调CAFs和部分上皮-间
充质转化(p-EMT)肿瘤细胞的细胞间相互作用网

络，并为转移期间OSCC的诊断和预后提供了生物

标志物。Peng等 [ 35 ]应用单细胞测序分析发现，

TCF1/TCF7 T细胞亚群、三级淋巴结构(TLS)和预

后之间存在很强的关联，还描述了这些单元所依

赖的上游驱动序，TCF1/TCF7 T细胞可作为新的预

后标志物，有望成为调节OSCC免疫应答的新治疗

靶点。Wang等 [33 ]通过基因表达数据库(GEO)和
TCGA下载相匹配的OSCC样本和正常样本数据，

运用单细胞测序分析发现，CCDC43的表达在更晚

期的口腔鳞状细胞中上调，并且是生活条件差的

独立预后因素。除此之外，CCDC43的高表达可能

会损害人体的抗肿瘤免疫力，促进口腔鳞状细胞

的转移。SCS应用研究为OSCC的免疫学研究提供

了深刻的见解，也是未来药物发现的重要线索。

3 单细胞测序技术面临的挑战

SCS作为一种单细胞高通量测序技术，与传统

多细胞水平测序技术相比，在探究各种细胞群

时，具有突出的高分辨率，但也有其局限性。制

备单细胞悬液的过程中，组织的整体性已破坏，

一定程度上影响了其转录状态；而且目标细胞在

组织中的空间结构信息很难通过SCS准确获取；对

单细胞中极微量的RNA或DNA进行高质量扩增

时，存在扩增不全、扩增不均，会影响测序准确

性；海量的测序数据、高额的测序费用，给后续

工作也带来了艰巨挑战。

近年来，随着空间组学测序、基于深度学习的

人工智能、云平台等多种新技术应用于OSCC基础

邻域研究，多方位弥补了单细胞测序的局限性，

有益于对OSCC生物学特征的全面了解。Sun等[46]

对8例口咽鳞癌肿瘤组织和癌旁组织标本进行空间

组学测序，验证了调控赖氨酸羧化的关键酶——2-
酮戊二酸-5-双加氧酶2(2-oxoglutarate 5-dioxygenase
2，PLOD2)的上调与口咽鳞癌的增殖、转移有关，

弥补了单细胞测序技术无法获取细胞空间分布信

息的缺陷。Nagasaki等[47]介绍了能够解决庞大基因

数据处理需求的日本京都大学基因组医学中心部

署的云平台系统。Huang等[48]使用各种基于深度学

习的模型对12种癌症进行了广泛的分析，验证了

其优越性。在未来几年，基于深度学习的人工智

能将为单细胞测序数据分析提供重要的技术

支撑。

4 总结与展望

单细胞测序技术已广泛应用于OSCC研究，为

我们展现了OSCC细胞异质性、细胞亚群分化差异

性、肿瘤微环境对癌组织的影响及细胞间相互作

用机制，有助于寻找有效的OSCC诊断和预后标志

物，拓展了OSCC的治疗方案。随着基于深度学习

的人工智能、云平台等新技术的发展，SCS的测序

通量将不断提高，测序成本将更低，数据分析将

更智能化，耗时将更短，准确度将不断提高。这

将加快OSCC相关研究项目的进程，促进相关研究

成果的转化，加快OSCC个性化精准医疗时代的

来临。
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