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单细胞RNA测序技术揭示卵巢高钙血症型
小细胞癌复发病灶的细胞分子特征
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［摘要］ 背景与目的：卵巢高钙血症型小细胞癌（small cell carcinoma of the ovary, hypercalcemic type，SCCOHT）是高度

恶性的、极为罕见的原发性未分化卵巢癌，本研究旨在分析SCCOHT肿瘤微环境及细胞分子特征，探究潜在药物靶标。方

法：收集1例SCCOHT患者盆腔复发病灶，应用单细胞RNA测序（single-cell RNA sequencing，scRNA-seq）寻找关键细胞亚

群及潜在药物靶点，进一步在细胞学层面进行验证。结果：SCCOHT复发病灶中有诱导性多能干细胞（induced pluripotent 
stem cell，iPSC）、神经施万细胞、神经上皮细胞和巨噬细胞4种细胞亚群和12个细胞亚簇。iPSCs细胞亚群显著上调的基因

主要富集于细胞周期调控，其中PLK1基因上调最为显著。PLK1蛋白在SCCOHT组织切片中呈阳性表达，在SCCOHT细胞

系中表达水平升高。结论：揭示了SCCOHT的肿瘤微环境由iPSC、神经施万细胞、神经上皮细胞及巨噬细胞组成，鉴定出

iPSC关键细胞亚群，寻找到PLK1基因作为潜在的治疗靶点。
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［Abstract］ Background and purpose: Small cell carcinoma of the ovary, hypercalcemic type (SCCOHT) is a highly malignant, 
extremely rare primary undifferentiated ovarian cancer. This study aimed to reveal the tumor microenvironment and cellular and 
molecular characteristics of SCCOHT, and to explore potential drug targets. Methods: We collected recurrent pelvic lesions from 
one patient with SCCOHT, and applied single-cell RNA sequencing (scRNA-seq) to explore key cell subsets and potential drug 
targets. We further verified them at the cytological level. Results: There were four cell subsets and twelve cell subclusters of induced 
pluripotent stem cell (iPSC), neural Schwann cells, neuroepithelial cells and macrophages in the recurrent lesions of SCCOHT. The 
expression of genes significantly up-regulated by iPSC cell subgroups were mainly concentrated in cell cycle regulation, among 
which PLK1 was the most significantly up-regulated gene. PLK1 protein was positively expressed in SCCOHT tissue sections and 
increased in SCCOHT cell lines. Conclusion: It was revealed that the tumor microenvironment of SCCOHT was composed of iPSCs, 
neural Schwann cells, neuroepithelial cells and macrophages. The key cell subsets of iPSCs were identified, and PLK1 gene was 
found as a potential therapeutic target.
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卵巢高钙血症型小细胞癌（ s m a l l  c e l l 
carcinoma of the ovary, hypercalcemic type，
SCCOHT）是一种临床上极为罕见的原发性未

分化卵巢癌类型，肿瘤生物学行为具有高度恶

性，组织构成及其起源迄今仍未完全确定 ［1-2］。

SCCOHT好发于年轻女性，平均年龄约24岁，约

62%的患者以恶心、呕吐、不明原因的高钙血症

作为首诊症状。目前对SCCOHT主要采取手术、

化疗、放疗相结合的综合治疗方案，因其对放疗

和化疗敏感性差，所以预后极差，且易复发，1
年存活率仅为50%，5年存活率＜10%，约74.5%
的患者会复发，且其中位复发或进展时间仅为6.5
个月 ［3］。SCCOHT是一种少见的单基因突变肿

瘤，约90%以上的患者都存在SMARCA4基因的胚

系或体系突变，这也被视为SCCOHT的主要发病

特征 ［4］。SCCOHT中SMARCA4基因突变会导致

其编码的BRG1蛋白表达缺失，这也常作为其诊

断的重要指标。

肿瘤微环境包括多种细胞类型，这些细胞

类型的存在共同导致肿瘤生长和转移，从而引起

发病。肿瘤微环境中的每个细胞都具有独特的基

因组、表观基因组、转录组和蛋白质组。即使是

基因相同的细胞也会在驱动、调节、转录和翻

译的机制上有所差异，从而导致不同的基因表

达。既往研究 ［5］发现，SCCOHT虽然作为一种

单基因突变肿瘤，具备较低的肿瘤突变负荷，但

在其肿瘤微环境中，依然存在增加的肿瘤浸润

淋巴细胞和高表达的程序性死亡［蛋白］配体-1
（programmed death ligand-1，PD-L1）。然而对

于SCCOHT的肿瘤微环境内细胞类型的构成仍缺

乏足够的认识。

SCCOHT的靶向药物主要是利用SMARCA4
功能缺失引起的已知合成致死作用，以及通过无

偏遗传筛选得到的靶标，包括EZH2抑制剂 ［6］、

受体酪氨酸激酶（receptor tyrosine kinase，
RTK）抑制剂 ［7］、细胞周期蛋白依赖性激酶4/6
（cyclin-dependent kinase 4/6，CDK4/6）抑制

剂 ［8］等。目前，SCCOHT靶向治疗的临床效果

有限，还需要更多的研究来探究SCCOHT的潜

在药物靶标。单细胞RNA测序（single-cell RNA 

sequencing，scRNA-seq）以其极高的分辨率无疑

成为探索SCCOHT肿瘤微环境及潜在药物靶标的

有力工具。

1 材料和方法

1.1  组织样本

收集2020年10月—2021年6月就诊于复旦大学

附属妇产科医院、经病理学检查诊断为SCCOHT
的盆腔复发病灶肿瘤组织，同时收集另外3例
SCCOHT患者的手术切除组织切片及3例由于良性

病变进行卵巢切除手术的组织切片。本研究经复

旦大学附属妇产科医院伦理委员会审查通过，并

已取得患者知情同 意。

1.2  实验细胞

人SCCOHT细胞系COV434  ［9］购自美国

Sigma公司，并进行短串联重复序列（ shor t 
tandem repeat，STR）验证其SMARCA4突变信

息；人卵巢正常上皮细胞IOSE80、高级别浆液性

卵巢癌细胞系OVCAR3及OVCAR8均为本课题组

前期购买、鉴定和保存。

1.3  实验方法

1.3.1  数据处理

使 用 R 语 言 S e u r a t 包 筛 选 基 因 数 量 为

200 ~ 7  500、线粒体基因比例小于20%、血红蛋

白基因比例小于5%的细胞，整合各样本数据并

使用harmony矫正批次效应。

1.3.2  降维聚类与细胞注释

使用RunPCA函数及RunTSNE函数进行细

胞降维聚类，查看标记基因的表达并进行细胞 
注释。

1.3.3  轨迹分析

利用Monocle包分析调节性T细胞（regulatory 
T cells，Treg）发育轨迹。使用newCellDataSet
函数创建数据集进行后续分析，随即设置max_
components为2和“DDRTree”进行降维，并使

用“orderCells”对细胞进行排序，获得细胞发育

轨 迹。

1.3.4  scCancer算法

分析每个细胞基因表达值与数据库提
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供的参考值相比的基因拷贝数变异（ c o p y 
number variation，CNV）信息，并根据整体

基因拷贝数变化的情况对细胞进行恶性打

分（malignScore）。scCancer参考R包算法

inferCNV来估计初始CNV分布图。然后，通过滑

动窗口来获得细胞的CNV值，并将恶性评分定义

为它们的平方的平均值。

1.3.5  免疫组织化学染色

烤片；脱蜡；置于 3 % 过氧化氢溶液中

10 min；磷酸缓冲盐溶液（phosphate-buffered 
saline，PBS）洗3次，每次5 min；抗原修复；

转移至湿盒，用免疫组织化学笔圈出组织边

缘；3%过氧化氢溶液滴于切片上，37 ℃温育 
25 min；一抗温育：湿盒中4 ℃过夜；自然复温 
1 h；二抗温育，37 ℃温育1 h；加入二氨基联苯

胺（diaminobenzidine，DAB）显色液；苏木精

复染，脱水；置于二甲苯Ⅰ和Ⅱ中各5 min；中

性树胶1 ~ 2滴封片。

1.3.6  蛋白质印迹法（Western blot）

蛋白样品制备；蛋白定量；配胶；电

泳：电泳程序先设置为60 V，待样本跑到下层

胶（15 ~ 30 min），将程序调整为120 V，约 
70 min；转膜：转膜程序设置为300 mA，然后

根据所需要的蛋白分子质量调整转膜的时间；

封闭：用含有吐温-20三乙醇胺缓冲盐溶液（tris-
buffered saline Tween，TBST）配制5%的脱脂

牛奶，将膜浸泡其中，室温摇床上缓慢摇45 ~  
60 min；一抗温育：将封闭结束的膜按照不同相

对分子质量大小进行裁剪，置于相应的一抗中，

在摇床上4 ℃温育过夜；二抗温育：置于5%脱脂

牛奶配置的二抗中，室温60 min；显色。

1.3.7  实时荧光定量聚合酶链反应（real-time 

fluorescence quantitative polymerase chain reaction，

RTFQ-PCR）

提取RNA样本后按照日本Takara公司反转录

试剂盒中的体系配体比配制反应体系，反应时

间的设定条件一般均为37 ℃反应15 min，85 ℃
反应5 s。以反转录得到的cDNA为模板进行，实

验过程中所有样品和试剂均置于冰上保持低温环

境，并且注意避光。将cDNA稀释3 ~ 5倍后进行

上样。反应程序为95 ℃ 30 s；60 ℃ 5 s，60 ℃ 
34  s；40个循环，并添加溶解曲线（95 ℃ 15 s，
60 ℃ 1 min，95 ℃ 15 s）。

1.4  生物信息学分析

1.4.1  GO分析

使用Fisher算法对样品间不同基因组完成转

录基因的分子功能（molecular function，MF）、

细胞组成（cellular component，CC）、生物学过

程（biological process，BP）的富集解析。根据

上述分析结果，运用超几何检验，找出差异表达

基因明显富集的GO条 目。

1.4.2  KEGG分析

使用KEGG数据库系统结合KEGG注释结果

对差异基因开展通道分析，并用超几何分布试验

的方法分析各个通道中差异基因富集的显著性。

2 结　　果

2 .1   依据Fine数据库进行细胞类型注释，

SCCOHT中存在4种细胞亚群和12个细胞亚簇

利用marker基因和单细胞测序细胞类型注释

软件SingleR ［10］相结合，注释细胞类型。SingleR
软件以RNAseq的数据资料为参照系，选取高变

异的基因，经过反复比较和循环运算，最后得出

一种预测细胞类型的注解结果（图1）。

参照Main数据库进行比对与注释提供的信

息比较简略，除C10细胞亚群被定义为巨噬细胞

以外，其余所有细胞亚群被定义为神经细胞。

而与Fine数据库进行对比注释提供的信息相对丰

富。其中，C1、C3、C4、C6、C7细胞亚群被定

义为诱导性多能干细胞（induced pluripotent stem 
cell，iPSC），C0、C2、C5、C8、C11细胞亚群

被定义为神经施万细胞，C9被定义为神经上皮细

胞，C10被定义为巨噬细胞。虽然在两种数据库

的比对与注释之下，均未定义出经典的卵巢肿瘤

细胞或肿瘤上皮细胞，但Fine数据库可以提供更

加丰富的信息与结果，因此采用Fine数据库的比

对结果进行后续分析。

对相同细胞亚群进行合并，发现iPSC细胞

亚群占比超过50%，在本次获取的样本中占比最
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多，神经施万细胞占比仅次于iPSC细胞亚群，神

经上皮细胞占比较少，而巨噬细胞数量最少。

2.2  SCCOHT肿瘤微环境中细胞亚群的恶性

程 度

在细胞的生长、分化过程中，各个细胞

状态是一个不断发生变化的过程，肿瘤内不同

细胞所处的生长分化状态也有所不同，拟时序

（pseudotime）分析就是通过特殊计算了解所

有基因表达模式，并将每个细胞安排在自己的

生长和分化轨迹上。为进一步了解细胞亚群之

间的分化变化情况，我们利用Monocle软件进行

pseudotime分析。

在进行pseudotime分析后，发现5个关键的

细胞分化时间节点（图2）。在细胞分化的时间

图1  细胞注释后依据cluster的TSNE可视化结果

Fig. 1  Visualization results of TSNE based on cluster after cell annotation

A: Results refered to Main database; B: Results refered to Fine database.

图2  细胞分化时间与亚群细胞分化轨迹展示

Fig. 2  Display of cell differentiation time and subpopulation cell differentiation track

A: Display of cell differentiation time; B: Display of cell differentiation track.
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期调控通路
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化时间较晚、恶性程度较高的细胞亚簇。既往文 
献 ［12-13］报道，干细胞主要分为3种基本类型，包

括胚胎干细胞（embryonic stem cell，ESC）、肿瘤

干细胞（cancer stem cell，CSC）和iPSC。这3种主

要的多能干细胞类型都具有同样的干性、组织再

生功能和机体自我更新能力等独特性质 ［12］。与

其他干细胞不同，ESC在正常生理条件下几乎不

存在致瘤性，而CSC和iPSC都具备一定的致瘤特

性 ［12］。因此，iPSC很可能是影响SCCOHT复发、

进展等恶性行为的关键细胞亚群。

对iPSC与非iPSC进行差异基因功能富集GO
和KEGG分析，结果显示，在多能干细胞细胞亚

群中显著上调的基因功能主要富集于细胞周期、

细胞分裂等相关功能调控通路。其中，PLK1
基因显著上调，且涉及最多的信号转导通路 
（图4）。

2.4  SMARCA4和PLK1蛋白在SCCOHT细胞

系、人卵巢正常上皮细胞系及高级别浆液性卵巢

癌细胞系中的表达水平

为明确SMARCA4和PLK1蛋白在SCCOHT细

胞系中的表达水平，检测了SMARCA4和PLK1
蛋白在SCCOHT细胞系COV434、人卵巢正常上

皮细胞系IOSE80和高级别浆液性卵巢癌细胞系

OVCAR8中的表达水平。结果显示，在COV434
细胞中，SMARCA4蛋白不表达，PLK1表达水

图3  恶性程度分值及恶性程度分类的TSNE可视化结果

Fig. 3  TSNE visualization results of malignant degree score and classification

A: Visualization results of malignant degree scores. Each cell subpopulation contains cell components with high malignant degree scores; 
B:  Visualization results of classification of malignant degree. Except for a few macrophages, other cells are defined as malignant.
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平明显升高，并且显著高于IOSE80（P = 0.001）
及OVCAR8（P = 0.001）。而在OVCAR8细胞

中，SMARCA4和PLK1蛋白有表达，SMARCA4
蛋白表达水平高于IOSE80细胞（P  = 0.001）
和COV434（P = 0.001），PLK1蛋白表达水平

低于IOSE80细胞（P = 0.001）和COV434细胞

（P = 0.001，图 5）。

2.5  SMARCA4和PLK1 mRNA在SCCOHT细胞

系、人卵巢正常上皮细胞系及高级别浆液性癌细

胞系中的转录水平

为进一步明确SMARCA4和PLK1 mRNA在

SCCOHT细胞系中的转录水平，检测SMARCA4
和PLK1 mRNA在SCCOHT细胞系COV434、人

卵巢正常上皮细胞系IOSE80和高级别浆液性

癌细胞系OVCAR8中的转录水平。结果显示，

在COV434细胞中，SMARCA4 mRNA水平显

著低于IOSE80细胞（P  = 0.001）和OVCAR8
细胞（P = 0.001），PLK1 mRNA水平显著高

于IOSE80细胞（P  = 0.007）及OVCAR8细胞

（P = 0.002，图6）。

2.6  PLK1在SCCOHT肿瘤组织中的表达水平

进一步通过免疫组织化学染色比较SCCOHT
患者肿瘤组织中及因良性病变行手术治疗患者

的卵巢组织中PLK1的表达。结果显示，正常

卵巢组织中PLK1表达阳性率较低，SCCOHT
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图4  对iPSC与非iPSC进行差异基因功能富集分析

Fig. 4  Differential gene function enrichment analysis was conducted for iPSC and non iPSC

A, C: GO analysis of the differential genes between iPSC and non iPSC indicates that the differential genes are mainly enriched in mitosis, mitosis, 
chromosome separation and other functions, of which PLK1 gene is significantly up-regulated; B, D: KEGG analysis of the differential genes between 
iPSC and non iPSC indicates that the differential genes are mainly enriched in tumor related pathways, cell cycle regulation, oocyte division, etc., of 
which PLK1 gene is significantly up-regulated.

图5  SMARCA4和PLK1蛋白在SCCOHT细胞系COV434、卵巢正常上皮细胞系IOSE80 

和高级别浆液性卵巢癌细胞系OVCAR8中的表达情况

Fig. 5  Expression of SMARCA4 and PLK1 proteins in SCCOHT cell line COV434, normal ovarian epithelial cell line IOSE80 and high-

grade serous ovarian cancer cell line OVCAR8

中PLK1都有不同程度的表达，说明PLK1不仅

在SCCOHT细胞系中高表达，在SCCOHT肿瘤

组织中也呈高表达，提示PLK1高表达可能是

SCCOHT中的一种常见事件（图7）。
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3 讨　　论

本研究分别利用Single R ［10］及Marker基因联

合分析，参考Main数据库和Fine数据库对细胞亚

群进行注释。Main数据库提供的信息相对简略，

图6  SMARCA4和PLK1 mRNA在SCCOHT细胞系COV434、人卵巢正常上皮细胞系IOSE80 

和高级别浆液性癌细胞系中OVCAR8的表达情况

Fig. 6  The expression of SMARCA4 and PLK1 mRNA in SCCOHT cell line COV434, human ovarian normal epithelial cell line IOSE80 

and high-grade serous carcinoma cell line OVCAR8

图7  PLK1蛋白在SCCOHT组织切片中的表达情况

Fig. 7  Expression of PLK1 protein in SCCOHT tissue sections

A: Control represented ovarian tissue resected from a patient diagnosed as ovarian endometrioid cyst; SCCOHT represented surgical resection of 
patient A diagnosed as SCCOHT. B: Control represented ovarian tissue resected from a patient diagnosed as ovarian cyst; SCCOHT represented 
surgical resection of patient B diagnosed as SCCOHT. C: Control represented ovarian tissue resected from a patient diagnosed as ovarian endometrioid 
cyst; SCCOHT represented recurrence patient C diagnosed as SCCOHT.
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Fine数据库提供的信息相对丰富。在Main数据库

的对比注释结果中，除C10细胞亚群被定义为巨

噬细胞以外，其余所有细胞亚群被定义为神经细

胞。而与Fine数据库进行对比注释后，C1、C3、
C4、C6、C7细胞亚群被定义为iPSC，C0、C2、
C5、C8、C11细胞亚群被定义为神经施万细胞，
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C9被定义为神经上皮细胞，C10被定义为巨噬 
细胞。

对比两种数据库的注释结果，发现在两种数

据库的参照比对下均未定义出经典的卵巢肿瘤细

胞或卵巢上皮细胞。分析原因，一方面可能是由

于本例卵巢肿瘤组织取自盆腔复发病灶组织，并

不是来自于卵巢；另一方面可能是由于SCCOHT
发病率低，目前尚未有研究描绘出SCCOHT的

单细胞转录组图谱；更重要的是，SCCOHT的

基因组和转录组特点为SMARCA4基因的失活突

变  ［14］，进而导致其在mRNA水平无法被检测

出，而scRNA-seq是通过转录组中获取高表达

的基因来进行细胞分类，因此无法直接定义出

SCCOHT细胞亚群。

虽然两个数据库作为参考均未定义出经典

的卵巢肿瘤细胞，但Fine数据库比Main数据库可

以提供更加详细的注释信息，因此，本研究采用

Fine数据库的注释结果进行后续分析。在Fine数
据库的注释结果中，C0、C2、C5、C8、C11细
胞簇被定义为神经施万细胞，C9被定义为神经上

皮细胞，这与SCCOHT的神经-内分泌细胞起源

学说相符 ［15］；C10被定义为巨噬细胞，但数量

极少，验证了SCCOHT的免疫微环境具有较少的

免疫细胞浸润 ［16］；C1、C3、C4、C6、C7细胞

簇被定义为iPSC，占据超过样本的50%细胞量，

且具有干性 ［13］，可能是SCCOHT中的关键细胞

亚群。

众所周知，干细胞主要包括ESC、CSC和

iPSC ［12］。CSC、iPSC和ESC等也都同样具有干

性和细胞自我更新修复等独特能力。在正常生理

状况下，ESC不具备致瘤性，而CSC和iPSC却能

在特定的环境下导致肿瘤发生、进展，也可能导

致临床治疗肿瘤过程中不断出现的药物耐药、复

发和转移等问题 ［17］。与CSC和ESC不同，iPSC
是由人工在体外诱导得到的，目的是将此项技术

应用于临床再生医学领域。临床再生医学在展现

出广泛的技术应用和产业潜力的同时，也对其应

用的安全性提出了更高的要求。

本研究将12个细胞簇中相同细胞亚群合并后

进行TSNE可视化分析发现，iPSC细胞亚群组成

的细胞数量多，iPSC具有多能干性和致瘤性，

因此，我们认为iPSC可能是SCCOHT中独特的细

胞亚群，与SCCOHT高度恶性、易复发、易进展 
相关。

本研究对iPSC细胞亚群与niPSs细胞亚群进

行差异表达基因富集分析，结果显示，在多能

干细胞细胞亚群中显著上调的基因功能主要富集

于细胞周期调控通路。其中，PLK1基因显著上

调，且涉及最多的信号转导通路。

PLK1是一种丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶，普

遍存在于人类真核细胞组织中，结构高度保

守 ［18］。1988年POLO基因首次于果蝇体内被发

现，随后有研究报道了PLK1基因的功能  ［18］。

在细胞有丝分裂进程中，PLK1主要在G2/M期转

化、姐妹染色单体分离、中心体成熟及有丝分裂

后期细胞质分裂等4个方面参与细胞有丝分裂调

控，并且参与控制有丝分裂过程的正常启动和退

出 ［19］。除参加正常的细胞有丝分裂调控以外，

还参与肿瘤的发生、发展过程，尽管PLK1作为

癌基因的证据仍然不足，但越来越多的证据表明

PLK1参与肿瘤发生。

在SCCOHT细胞系、SCCOHT患者的肿瘤

组织中均能检测到PLK1蛋白表达的升高，在

SCCOHT细胞系中也能检测到PLK1 mRNA水平

的升高，说明PLK1的表达升高可能是SCCOHT
中的一种常见事件，PLK1可能在SCCOHT的发

生、发展中发挥作用，并且也预示着PLK1可能

成为高钙血症型小细胞卵巢癌治疗的潜在靶点。

本研究首次将scRNA-seq应用于SCCOHT这

一罕见的妇科肿瘤领域，为以SCCOHT为代表的

罕见疾病的基础研究和临床治疗方案制订提供了

新思路。通过scRNA-seq，初步描绘了SCCOHT
独特的单细胞图谱，鉴定出SCCOHT中存在iPSC
这一关键细胞亚群，并寻找到在关键细胞亚群

中显著上调的PLK1基因，进一步在生物信息

学、细胞学、临床组织样本中进行了验证，发现

PLK1可能成为治疗SCCOHT的潜在靶点。

本研究是通过对1例SCCOHT病例的盆腔复

发病灶组织样本进行scRNA-seq开展的，尚缺乏

在大规模的临床病例中进行单细胞水平的验证和
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对照。同时，复发病灶与原发病灶之间的单细胞

图谱或许存在一定差异，但由于SCCOHT的确诊

往往依赖于术后病理学检查、基因检测报告及

家族史等的综合诊断，而单细胞测序要求组织

保持细胞活性，因此对于原发病灶的获取并行

scRNA-seq较为困难。在细胞注释过程中，未注

释出上皮细胞或肿瘤细胞，这可能与SCCOHT罕

见性有关，关于恶性细胞的鉴定与注释仍需进一

步分析。
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