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　 　 三 阴 性 乳 腺 癌 （ t r i p l e -nega t i ve  b r ea s t 
cancer，TNBC）是指缺乏雌激素受体（estrogen 
receptor，ER）、孕激素受体（progesterone 
receptor，PR）和人表皮生长因子受体2（human 
epidermal growth factor receptor 2，HER2）表

达 的 一 类 乳 腺 癌 亚 型 ， 占 乳 腺 癌 患 者 总 数 的

12%~18%［1-2］。相对于乳腺癌其他亚型，TNBC
患 者 在 诊 断 时 原 发 肿 瘤 大 ， 恶 性 程 度 高 。 由

于缺乏相关治疗靶点，TNBC对激素疗法和靶

向 治 疗 都 不 敏 感 ， 目 前 采 用 以 化 疗 为 主 的 全

身治疗方案。其中新辅助化疗（neoadjuvant 
chemotherapy，NAC）是伴有较高肿瘤负荷的

TNBC患者的首选治疗方案［3］。但约有50%的

TNBC患者对NAC表现出耐药性，导致该疾病整

体的难治性［1，4］。

　　有研究［5-8］表明，TNBC患者存在高水平
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的体细胞突变、TP53频繁突变以及复杂的非整

倍体重排，导致广泛的瘤内异质性。以往关于

TNBC患者化疗耐药性的研究仅基于靶向标志物

或高通量基因组的组织分析，而且在化疗期间重

建克隆进化的能力有限［5，9］。近年来，随着高

通量测序时代的来临，单细胞测序（single-cell 
sequencing，SCS）技术不断发展，逐渐成为一

种研究TNBC肿瘤复杂性的理想方法。SCS可获

得单个细胞基因组、转录组和表观遗传学信息，

从而可以有效地识别单个肿瘤细胞产生的独特突

变表型，是解决瘤内异质性、重建进化谱系和检

测稀有亚种群的强大工具，为提高TNBC的精准

治疗水平提供了新思路［10-11］。

1  SCS概述

　　与传统高通量测序技术分析细胞整体性特

征信息不同，SCS技术是在单个细胞基础上实现

对基因组、转录组和表观遗传组等的高通量测序

分析，从而能够剖析单个细胞基因表达的动态信

息，揭示不同细胞的差异和进化关系［12-13］。由

于组成生物机体的每个细胞都是独一无二的，传

统的高通量测序通过检测混合样本中集合细胞的

平均基因表达情况，只能粗略地揭示细胞间的生

物学差异，因此可能掩盖了一些关键基因表达变

化及细胞具体分化机制，不利于一些生物学变化

过程中详细机制的研究。而SCS技术很好地解决

了这一问题。因此，利用SCS技术可以帮助我们

更好地解释机体精细变化的分子机制，为传统的

生物学研究提供新的视野。目前，SCS主要分为

单细胞基因组测序、转录组测序、表观遗传学测

序及多组学测序；其具体流程包括单细胞分离捕

获及测序与数据分析。

1.1 单细胞分离捕获

　　单细胞分离捕获是SCS的首要步骤，也是

SCS成功的关键。单细胞分离捕获的方法主要包

括连续稀释法、单细胞显微镜操作法、流式细胞

术（flow cytometry，FCM）、微流控技术、激光

捕获显微切割术（laser-capture microdissection，

LCM）等［14-20］，这些方法大多数都需要从新鲜

的癌症组织中制备细胞悬浮液。不论起始样本如

何，制备高质量的单细胞悬浮液对于单细胞分离

捕获及后续的序列扩增与测序至关重要。

1.2 SCS
1.2.1 单细胞基因组测序

　　单细胞基因组测序需要在分离得到的单细胞

中提取DNA，然后对提取到的DNA进行进一步

的全基因组扩增（whole-genome amplification，

WGA），再通过DNA二代测序技术进行测序

分析，最终检测出多种不同类型的基因改变。

WGA的主要方法包括多重置换扩增（multiple 
displacement amplification，MDA）、退行性寡核

苷酸聚合酶链反应（polymerase chain reaction，

PCR）和多重退火环状循环扩增等。其中，MDA
由于对全基因组的覆盖率高，因此多用于单核苷

酸突变的检测，而后两者对基因组扩增的均一性

好，对大于1 Mb拷贝数变异的检测具有更高的灵

敏度和特异度［21-22］。

1.2.2 单细胞转录组测序

　　单细胞转录组测序可直观地反映基因的表达

情况，能更准确地辨别处于不同状态或发展阶段

的细胞。具体方法为：在单细胞分离和RNA提

取后，先将捕获的mRNA反转录为cDNA，再用

PCR或体外转录的方法进行全转录组扩增，最终

进行测序分析。主要方法包括：Tang法、5’末端

转换的RNA转录本测序、Quartz测序法（Tang法

的简化和改进版本）、细胞表达的线性扩增测

序、单细胞标记反转录测序、数组基和乳化基

测序法等［23］。由于每个单细胞都有成千上万份

mRNA转录本，而染色体DNA分子只有2份，因

此单细胞RNA测序的发展相较于DNA测序已取

得显著进展。

1.2.3 单细胞表观遗传学测序

　　表观修饰包括DNA甲基化、羟甲基化、非

编码RNA调控、组蛋白修饰、染色质重构及与

染色质结合的结构调节蛋白等［24］。除基因组本

身以外，其表观修饰也对基因表达调控起着重

要作用，尤其是DNA甲基化。目前，DNA甲基

化可以用多种方法绘制全基因组图谱，如甲基化

特异性限制性内切酶、亲和纯化以及单细胞简

化代表性亚硫酸氢盐测序法（single-cell reduced-
representation bisulfite sequencing，scRRBS）等，

胡喜娥，等  单细胞测序在三阴性乳腺癌新辅助化疗中的应用研究进展



《中国癌症杂志中国癌症杂志》2021年第31卷第3期 223

其中，scRRBS已被广泛用于单细胞DNA甲基化

的研究中，因其允许单碱基分辨率和DNA甲基化

水平的绝对定量，被认为是金标准［25］。

1.2.4 单细胞多组学测序

　　单细胞多组学测序为研究实体瘤发生、发展

过程中的各种分子机制以及进一步探讨各细胞基

因组、转录组和表观遗传学三者之间的关系提供

了极大帮助。Hou等［26］开发了一种单细胞三重

组学测序技术，可同时分析单个哺乳动物细胞的

基因组拷贝数变异以及DNA甲基化组和转录组

信息，为分析基因组和表观基因组异质性对细胞

群中转录组异质性的复杂贡献提供了新途径。

Macaulay等［27］利用G&T-seq（一种从单细胞分

离和测序基因组DNA和全长mRNA的方法），对

来自小鼠和人类的220多个单细胞平行测序，最

终同时获得了单个细胞的基因组和转录组信息。

2  SCS在TNBC的NAC中的应用

　　NAC最初仅用于局部进展期或炎性乳腺癌，

而现在用于可手术的患者中，特别是在TNBC患

者中更为常见。NAC使患者能够进行保乳手术，

实时监测治疗反应，有利于在术前评估个体肿瘤

的化疗敏感性；NAC过程中还可以同时添加其

他系统性疗法以改善治疗效果并预测未来复发风

险；此外，以原发性肿瘤对NAC的反应特性作为

主要结果的临床试验设计加速了新药的评估和批

准［28］。因此，在如今强调个体化治疗的时代，

NAC在TNBC中的意义愈发突出。

　　有研究［29］表明，约2/3的局部TNBC患者在

NAC后出现残留疾病，复发风险很高。如何优

化化疗应用是TNBC研究领域的重要课题之一。

TNBC患者NAC耐药性的基因组和分子基础至今

尚不明确，部分原因可能是缺乏在罕见亚群中检

测及分析基因组信息的方法。因此，SCS技术由

于前文所述优点，或可成为解决这一难题的有力

工具，其具体应用前景有以下几个方面。

2.1  确定肿瘤亚型，分群精准治疗

　　目前在TNBC的NAC领域一个重要课题就是

如何在达到最大治疗效果的同时尽可能地减少不

必要的治疗及药物不良反应，从而使患者真正受

益。肿瘤的异质性是指肿瘤细胞增殖过程中不同

时间、空间细胞遗传物质在复制、转录和翻译的

不同层面发生变化，导致子代细胞在基因型和表

型中均存在差异，从而促进肿瘤的进化［30］。根

据乳腺癌ER/PR/HER2表达谱及Ki-67标记指数的

不同，共分为5个亚型；而TNBC是所有亚型中突

变数量最多的、具有广泛瘤内异质性的肿瘤。

　　NAC后未达到病理学完全缓解的TNBC患

者预后通常较差，可能与存在少数对传统化疗

不敏感的TNBC细胞亚群有关，从而导致后续转 
移［4］。Navin等［19］应用SCS对2例乳腺癌患者肿

瘤中的100个单细胞进行分析，发现了3个不同的

单克隆亚群，其中1个扩增形成了原发肿瘤并由

此导致播散转移，该研究表明，乳腺癌的生长是

由于不间断地克隆扩增造成的。正是因为乳腺癌

不同克隆亚群的不间断生长，使得乳腺癌分化出

不同的亚型。因此，运用SCS技术精准识别和表

征这些不同的细胞亚型，可以监测和指导TNBC
靶向治疗，从而有助于生存率的提高。

　　此外，SCS能够发现具有潜在治疗靶点的细

胞亚群，在促进个体化治疗方面是一种很有前景

的工具。来自哈佛大学医学院的研究小组［31］应

用单细胞图谱发现了TNBC的亚克隆异质性和侵

袭性疾病状态，研究人员通过对未治疗的原发性

TNBC的肿瘤细胞进行单细胞RNA测序，证实其

具有细胞异质性，并通过聚类分析确定了5个不

同的上皮细胞簇；其中第2簇具有较高的增殖能

力，进一步研究表明，该细胞簇与乳腺癌细胞起

源的管腔祖细胞特征相关，是一类恶性细胞亚

群，其快速增殖可能驱动肿瘤进展，从而导致

TNBC较差的生存结果。另外，Chung等［32］利用

单细胞转录组测序技术对11例乳腺癌患者的515
个细胞进行研究，发现乳腺癌细胞在不同亚型和

关键的癌症相关通路上表现出瘤内异质性。

　　上述证据表明，SCS技术有助于加深我们对

于TNBC肿瘤异质性的理解，能够在TNBC的NAC
前发现瘤体中可能存在的恶性程度不同的肿瘤亚

型以指导精确诊断，不仅有助于实现不同亚型的

患者分类，选择NAC受益群体，而且还可能为预

后不良的TNBC患者提供潜在的预测因子或治疗

靶点，从而有效指导TNBC的精准治疗。
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2.2  揭示耐药机制，监测药物反应

　　TNBC是一种侵袭性亚型，容易对化疗产生

耐药性，使其治疗面临重大挑战。目前该领域有

一个尚未解决的问题，即化疗耐药是由于先前存

在的稀有亚克隆的选择和适应而产生的（适应性

耐药），还是通过诱导新突变而产生了新的化学

耐受表型（获得性耐药）。这个问题已经在细菌

系统中研究了几十年，但在大多数人类癌症中仍

然知之甚少。

　　SCS的结果强调了肿瘤内遗传异质性在肿瘤

发展进化中发挥重要作用，并表明未经治疗的肿

瘤内遗传异质性是肿瘤耐药的关键因素［30，33］。

Kim等［34］应用单细胞DNA和RNA测序分析了

20例在NAC期间的TNBC患者的纵向样本，发现

TNBC耐药基因型是先前存在的，并且是由NAC
自适应选择，而TNBC患者化疗后可自适应地发

生基因组突变和拷贝数畸变，并通过转录重编

程进化出耐药表型，该研究通过SCS技术表明，

TNBC患者的耐药模型是由适应性耐药与获得性

耐药共同建立。因此，运用SCS技术有助于揭示

TNBC在NAC中的耐药发生机制，从而指导临床

医师及时调整NAC方案，使TNBC患者获得最佳

治疗效果。

　　此外，Lee等［35］将单细胞转录组测序技术

分别应用于未经化疗、对紫杉醇化疗敏感以及对

紫杉醇化疗耐药的转移性乳腺癌中进行研究，结

果显示，耐药细胞含有38种特定的变异RNA，

后者参与微管稳定、细胞黏附和细胞表面信号转

导，且耐药细胞的基因表达谱与未处理细胞相

似，只是在数量上翻了几番。因此，SCS技术对

于揭示细胞在药物刺激下动态的应激反应机制具

有巨大潜力。

　　以上研究表明，SCS技术不仅可阐述肿瘤的

耐药机制，解释部分TNBC患者NAC失败和复发

的原因，还预示着耐药TNBC患者进一步治疗的

潜在可能，提示SCS技术的应用可为TNBC患者

NAC耐药的检测与评估开辟新道路，对于NAC过

程具有重要意义。

2.3  阐明转移机制，发现治疗靶点

　　TNBC是一种高侵袭性和转移性的乳腺癌亚

型，多项研究［36-38］表明，该亚型的患者在一线

治疗后有频繁转移和高复发率。探索和阐明乳腺

癌肿瘤细胞转移机制、发现NAC新靶点一直都是

该领域研究者不遗余力追求的目标，而SCS技术

或可为其提供有力工具。

　　乳腺导管原位癌（ductal carcinoma in situ，

DCIS）是一种早期乳腺癌，仅10%~30%的DCIS
病例会进展为浸润性导管癌（invasive ductal 
carcinoma，IDC）［39］。在分析DCIS患者大块

组 织 样 本 的 研 究 中 很 难 精 确 区 分 克 隆 谱 系 。

Casasent等［40］在2018年开发了一种结合激光弹

射的单细胞DNA测序方法，将其应用于10例同时

患有DCIS和IDC患者的1 293个单细胞中，最终

发现原位癌与侵袭性癌各亚群之间存在直接的基

因组谱系，大多数突变和拷贝数畸变于侵袭前就

在导管内完成了进化。Aceto等［41］将单细胞RNA
测序用于乳腺癌骨转移患者的外周血循环肿瘤细

胞分析中发现，雄激素受体（androgen receptor，
AR）的剪接变异体AR-v7可组成性地激活AR信

号通路，在乳腺癌骨转移过程中发挥重要作用，

因此推断转移性乳腺癌患者可能受益于AR靶向

治疗。

　　以上研究表明，SCS技术不仅有助于发现

TNBC侵袭和转移中的亚克隆细胞群，还有利于

探究有关其转移的潜在分子机制，发现NAC中新

的有效靶点，有望为TNBC患者的NAC带来新的

突破。

2.4  探究免疫进化，评估治疗效果

　 　 乳 腺 癌 中 肿 瘤 浸 润 淋 巴 细 胞 （ t u m o r 
infiltrating lymphocyte，TIL）的种类和数量是改

善患者生存的一个强有力的预后因素，特别是在

TNBC中，TIL更具有疗效预测作用［42］。Azizi
等［43］对来自人类乳腺癌中的6 311个T淋巴细胞

进行了单细胞RNA测序，结果表明，具有大量

TIL的乳腺癌含有具有组织驻留记忆T（tissue-
resident memory T，TRM）细胞分化特征的CD8+ 
T细胞，这些CD8+ TRM细胞表达高水平的免疫检

查点和效应蛋白，与早期TNBC患者的生存改善

显著相关。进一步了解TRM细胞的发育、维持和

调控将是TNBC免疫治疗成功的关键，而SCS技
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术在其中的应用显示出巨大潜力。

　　因此，SCS有助于更全面地了解免疫微环境

在TNBC肿瘤进化中的作用，探索肿瘤相关免疫

细胞中较为关键的突变基因和表面标记，从而

便于发现TNBC的NAC过程中应用免疫相关制剂

的新靶点；同时，临床上利用SCS技术对肿瘤

免疫微环境进行分析，以评估患者免疫治疗效 
果［44］，协助制定新的免疫治疗反应评价标准，

由此或可推动TNBC个体化治疗进入新阶段。

3  结语与展望

　　SCS领域正在快速发展，为我们从单个细胞

的精细角度了解肿瘤的遗传、变异、发生、发

展、侵袭和转移等提供有力武器，对生物医学的

发展和进步发挥重要作用。尤其在乳腺癌精准

化、个体化治疗方面显示出广阔的应用前景，对

TNBC的NAC发展进步更具深远意义。但是，任

何一项技术都有其优势与不足，SCS技术及其衍

生的相关技术也存在一定缺陷。首先，在单细胞

分离提取过程中，准确筛选目标细胞且防止被污

染仍然是一个挑战，且各单细胞分离技术都或多

或少存在弊端，需要改善和提升的空间还很大。

其次，在目标分子扩增和测序过程中，覆盖范围

不均、噪音的存在、测序数据定量不准等时有发

生。此外，虽然SCS技术为TNBC患者NAC疗效

监测带来了福音，但由于生物信息学分析的惊人

成本及高昂价格，使已经承受着沉重疾病负担的

患者更加难以接受，从而在一定程度上限制了该

技术在临床上的广泛应用。因此，SCS作为一项

新兴技术目前尚面临着一些挑战，但相信在不久

的将来，SCS技术将能够攻破上述难题，真正造

福于所有TNBC患者。
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