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【摘要】目的 探讨肺腺癌免疫微环境中 T 细胞亚群的组成特征、功能状态变化及其与巨噬细胞的潜在互作

机制。方法 基于肺腺癌单细胞转录组测序数据，首先进行质量控制和细胞聚类分析，并依据经典标记基因完成

主要细胞类型注释；在此基础上，引入深度学习模型对细胞亚群注释结果进行辅助验证。进一步对 T 细胞与髓系

细胞进行亚群分析，并结合功能评分、轨迹推断及配体-受体分析，系统解析 T 细胞功能演化过程，探讨其与巨

噬细胞之间的细胞互作关系。结果 肺腺癌样本中以 T/NK 细胞和髓系细胞为主要免疫组成。T 细胞可分为效应

性、耗竭性等多个亚群，其功能状态随疾病进展发生动态变化。轨迹分析显示，效应性 CD8+ T 细胞逐渐向耗竭

状态演化。进一步分析发现，SPP1+巨噬细胞可能通过特定配体-受体通路与 T 细胞发生互作。结论 肺腺癌免疫

微环境中 T 细胞功能具有显著异质性，其耗竭过程可能与特定巨噬细胞亚群的免疫调控作用相关。本研究为理解

肺腺癌免疫调控机制提供了新的证据。 
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【Abstract】Objective To investigate the composition of T cell subsets, their functional state dynamics, and potential 
interactions with macrophages in the immune microenvironment of lung adenocarcinoma. Methods Based on single-cell 
RNA sequencing data from lung adenocarcinoma, quality control and unsupervised clustering were first performed, 
followed by annotation of major cell types using canonical marker genes. Subsequently, a deep learning-based approach 
was introduced for supportive comparison of cell subset annotation results from an independent computational perspective. 
Further subcluster analyses were conducted for T cells and myeloid cells. Functional scoring, trajectory inference, and 
ligand-receptor interaction analyses were integrated to systematically characterize T cell functional evolution and to explore 
potential interactions between T cells and macrophages. Results T/NK cells and myeloid cells constituted the major 
immune cell populations in lung adenocarcinoma samples. T cells could be classified into multiple subsets, including 
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effector and exhausted phenotypes, with functional states dynamically changing during disease progression. Trajectory 
analysis revealed a gradual transition of effector CD8+ T cells toward an exhausted state. In addition, macrophages 
characterized by SPP1+ expression were found to potentially interact with T cells through specific ligand–receptor signaling 
pathways. Conclusion T cells in the immune microenvironment of lung adenocarcinoma exhibit pronounced functional 
heterogeneity, and their exhaustion may be associated with immunomodulatory effects mediated by specific macrophage 
subsets. This study provides additional insights into immune regulatory mechanisms in lung adenocarcinoma. 
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肺癌是全球发病率和死亡率均居前列的恶性肿瘤，

其中肺腺癌是非小细胞肺癌中最常见的组织学亚型[1]。

由于肺腺癌在分子特征、细胞组成及免疫微环境层面

具有显著异质性，不同患者在疾病进展速度、治疗反应

及预后方面存在较大差异[2]。近年来，随着免疫治疗在

肺腺癌中的广泛应用，肿瘤免疫微环境在肿瘤发生发

展及治疗应答中的作用逐渐受到关注，其中免疫细胞

的组成及功能状态被认为是影响抗肿瘤免疫反应的重

要因素[3-5]。 
肿瘤免疫微环境由多种免疫细胞和基质细胞共同

构成，其中 T 细胞、自然杀伤细胞、髓系细胞以及肿

瘤相关成纤维细胞等在调控肿瘤进展中发挥着关键作

用[6-8]。既往研究表明，免疫细胞在肿瘤微环境中并非

静态存在，其组成比例和功能状态会随着肿瘤进展不

断发生变化。尤其是 T 细胞，在抗肿瘤免疫中处于核

心地位，其活化、耗竭及免疫抑制等不同功能状态与肿

瘤进展和免疫治疗疗效密切相关[9]。然而，传统基于

bulk 转录组或免疫组化的方法难以在细胞分辨率层面

解析免疫细胞的复杂异质性及其动态变化过程。 
单细胞转录组测序（single-cell RNA sequencing, 

scRNA-seq）技术的发展，为系统解析肿瘤免疫微环境

提供了新的研究手段[10]。该技术能够在单细胞水平刻

画基因表达特征，从而识别不同细胞类型及其亚群，并

揭示其功能状态差异[11]。已有多项研究利用 scRNA-seq
技术对肺腺癌免疫微环境进行了刻画，识别出多种免

疫细胞亚群，并提示免疫抑制相关细胞在肿瘤进展过

程中逐渐富集[12,13]。随着单细胞数据规模的不断扩大，

除传统基于聚类和标记基因的注释方法外，部分研究

也引入深度学习等计算方法从整体表达模式出发对细

胞类型进行预测或分群，提供不同计算视角的参考[14]。

目前关于肺腺癌免疫微环境的研究主要集中于免疫细

胞类型和亚群的鉴定，对免疫细胞功能状态及其动态

变化的系统性整合分析仍相对不足。 
基于上述背景，本研究基于肺腺癌单细胞转录组

测序数据，系统刻画肿瘤免疫微环境中主要细胞类型

及其亚群特征，在此基础上重点关注 T 细胞功能状态

的变化。通过结合功能评分、轨迹推断方法，解析 T 细

胞在肺腺癌进展过程中的功能演化特征，并进一步通

过配体-受体分析探讨 T细胞与巨噬细胞之间的潜在互

作关系。本研究旨在从单细胞层面加深对肺腺癌免疫

微环境动态变化及其潜在调控机制的理解，为后续相

关研究提供生物学依据。 
1 材料和方法 
1.1 数据来源与研究对象 
本研究所用数据均为公开发表的肺腺癌 scRNA-

seq 数据。通过检索公开数据库中已发表的肺腺癌单细

胞研究，筛选纳入原发肺腺癌组织样本进行分析。所有

数据均来源于公开数据集，仅用于二次数据分析，不涉

及新的样本采集或伦理审批。 
1.2 单细胞转录组数据预处理 
单细胞转录组数据的预处理在 R 语言环境中完成，

主要基于 Seurat 软件包进行分析。首先对原始表达矩

阵进行质量控制，去除检测到基因数少于 200 或超过

7500 的细胞，同时剔除线粒体基因表达比例高于 5%
的细胞，以减少低质量细胞及潜在技术噪声的影响。此

外，采用基于 Scrublet 算法的双细胞检测方法排除可

能存在的双细胞或混合信号。经上述步骤，共获得

152342 个高质量细胞用于后续分析（表 1）。质量控制

后的数据采用 Seurat 软件包进行了数据的标准化和特

征基因筛选，以减少技术噪声对结果的影响。 

表 1  公共数据来源及样本与细胞数量分布 

数据来源 检索编号 样本量 细胞量 

GEO GSE117570 3 1466 
GEO GSE123902 7 10130 
GEO GSE131907 12 26208 
GEO GSE149655 2 605 
GEO GSE150938 12 40308 
GEO GSE171145 9 1406 
GEO GSE189357 9 66001 

Code Ocean PMID：34663877 10 6218 
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1.3 细胞类型注释与分群分析 
质量控制后的数据进行标准化和特征基因筛选，

并采用主成分分析（principal component analysis，PCA）

进行线性降维。由于本研究包含多组样本，在 PCA 降

维后引入了 Harmony 算法对不同样本进行批次效应校

正，以确保多组数据之间的技术变异最小化。在此基础

上，利用统一流形近似与投影（uniform manifold 
approximation and projection，UMAP）方法进行非线性

降维可视化，并基于无监督聚类算法对细胞进行分群。 
在细胞类型注释阶段，结合经典标记基因对主要

细胞类型进行人工注释，包括 T 细胞（CD3D、CD2）、
NK 细胞（GZMA、KLRD1）、髓系细胞（LYZ、CD68）、
B 细胞（CD79A、MS4A1）、浆细胞（JCHAIN）、肥

大细胞（CPA3、TPSB2、IL1RL1、TPSAB1）、上皮细

胞（KRT19、EPCAM）、内皮细胞（PECAM1、VWF）
及成纤维细胞（DCN、LUM、COL1A1）。同时，引入

基于单细胞组学基础模型 scGPT 的细胞类型预测结果

作为参考[14]，对基于经典标记基因的人工注释结果进

行对照分析，以从不同计算视角刻画肺腺癌免疫微环

境中主要细胞类型的组成特征。 
1.4 T/NK 细胞亚群聚类与注释 
在完成整体细胞类型注释后，进一步提取 T/NK 细

胞群体进行二次聚类分析。采用与整体分析一致的标

准化、降维和聚类流程，对 T/NK 细胞进行精细分群。

结合差异表达基因分析结果及既往研究报道的经典标

记基因，对 T/NK 细胞亚群进行注释，识别效应性 CD8+ 
T 细胞、耗竭性 CD8+ T 细胞等。 

1.5 T 细胞功能状态分析与轨迹推断 
为评估不同 T 细胞亚群的功能状态差异，基于文

献报道的功能相关基因集，对单个细胞进行功能评分

分析。对于不同分组之间的比较，采用 Wilcoxon 秩和

检验评估统计学差异，p 值小于 0.05 视为具有统计学

意义。进一步采用 Monocle2 工具包[15]对 T 细胞进行轨

迹推断，以重建 T 细胞在肺腺癌进展过程中的潜在功

能演化路径。考虑到数据规模较大，在轨迹构建过程中

从每种类型细胞中随机抽取 400 个细胞用于分析，以

在保持代表性的同时降低计算复杂度。 
1.6 髓系细胞分群与细胞互作分析 
在髓系细胞群体中进一步开展精细分群分析，重

点刻画单核细胞、巨噬细胞及树突状细胞（dendritic 
cells, DC）等髓系细胞类型的亚群组成及其转录特征差

异，以揭示肺腺癌免疫微环境中髓系细胞的异质性特

征。 

在此基础上，采用 CellChat 工具包[16]对细胞间潜

在的配体-受体相互作用进行分析，推断巨噬细胞与 T
细胞之间的细胞通讯关系。重点关注 SPP1 相关信号通

路在不同巨噬细胞亚群与 T 细胞之间的互作模式，以

探讨其在肺腺癌免疫微环境调控中的潜在作用。 
2 结果 
2.1 肺腺癌单细胞免疫微环境的整体组成特征 
对肺腺癌单细胞转录组数据进行严格质量控制后，

共获得 152342 个高质量细胞用于后续分析。基于无监

督聚类结果并结合经典标记基因，对细胞类型进行系

统注释。结果显示，肺腺癌组织中免疫细胞成分丰富，

主要包括 T/NK 细胞、髓系细胞，同时还可识别出 B 细

胞、上皮细胞、成纤维细胞及内皮细胞等多种细胞类型

（图 1A-B）。 
从整体组成上看，T/NK 细胞和髓系细胞在所有样

本中占据主要比例，提示二者可能在肺腺癌免疫微环

境中发挥核心调控作用。为从不同计算视角对细胞类

型注释结果进行对照分析，进一步引入基于单细胞组

学基础模型 scGPT 的细胞类型预测结果作为参考（图

1C）。比较结果显示，两种注释方法在主要细胞类型

的组成及整体分布趋势上具有较高一致性（图 1D），

支持后续分析中所采用细胞类型注释结果的稳健性。 
2.2 T 细胞功能状态变化及演化轨迹分析 
鉴于 T/NK 细胞在整体免疫微环境中的高比例分

布，进一步提取该细胞群体进行二次聚类分析。通过精

细分群及差异表达基因分析，共识别出多个具有明确

特征的 T/NK 细胞亚群，主要包括 naïve T 细胞、调节

性 T 细胞（Treg）、效应性 CD8+ T 细胞、耗竭性 CD8+ 
T 细胞等，并包含多种功能状态不同的 NK 细胞亚群

（图 2A）。 
为进一步刻画不同 T 细胞亚群的功能状态变化，

基于功能相关基因集对单个细胞进行功能评分分析。

结果显示，与早期样本相比，晚期样本的效应性 MTIE+ 
CD8+ T 细胞耗竭评分显著升高（p = 0.0003）（图 2B）。
在此基础上，采用 Monocle2 对 T/NK 细胞进行轨迹推

断分析，以重建 T 细胞潜在的功能演化路径。轨迹结

果显示，T 细胞沿着一条连续的演化路径由早期状态

逐步向晚期状态转变（图 2C）。具体而言，具有明显

效应特征的 CD8+ T 细胞位于轨迹起始阶段，随后逐渐

过渡至具有中间特征的状态，最终演化为耗竭性 CD8+ 
T 细胞。 

进一步分析关键基因在轨迹中的动态变化发现，与

T 细胞迁移和活化相关的基因（KLF2）[17]在轨迹早期
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阶段保持较高表达水平，而与免疫抑制和耗竭相关的基

因在轨迹后期逐渐上调（RGS1、TIGIT，图 2D）[18-20]。

上述结果从动态角度揭示了肺腺癌免疫微环境中 T 细

胞由效应状态向功能耗竭状态转变的连续过程。 

 
图 1  肺腺癌单细胞免疫微环境的整体组成特征 

（A）肺腺癌单细胞数据的 UMAP 降维可视化，展示不同细胞类型的整体分布情况；（B）主要细胞类型的经典标记基因表达特征；（C）基

于单细胞组学基础模型 scGPT 的细胞类型预测结果可视化；（D）基于经典标记基因注释与 scGPT 预测结果的细胞数量对照桑基图，展示两

种注释方法在主要细胞类型组成上的一致性。 

 
图 2  T/NK 细胞亚群特征及 T 细胞功能演化分析 

（A）T/NK 细胞二次聚类的 UMAP 降维可视化结果，展示不同 T/NK 细胞亚群在低维空间中的分布情况；（B）不同疾病分期样本中效应性 

MTIE⁺ CD8⁺ T 细胞耗竭评分的比较；（C）基于 Monocle2 的 T/NK 细胞轨迹推断结果，展示 T 细胞潜在的功能演化路径；（D）代表性基因

在 T 细胞演化轨迹中的动态表达变化，包括与迁移和活化相关的基因以及与免疫抑制和耗竭相关的基因。 
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2.3 巨噬细胞亚群特征及其与 T 细胞的潜在互作

关系 
在髓系细胞群体中进一步开展精细分群分析，识

别出多个具有不同转录特征的巨噬细胞亚群。其中，可

观察到两类具有异质性特征的 SPP1 阳性巨噬细胞亚

群在肺腺癌样本中存在（图 3A）。 
为探讨巨噬细胞与 T 细胞之间的潜在相互作用，

进一步开展配体-受体分析。结果显示，SPP1+巨噬细

胞与多种 T 细胞亚群之间存在多条潜在通讯通路（图

3B）。其中，SPP1-CD44 配体-受体配对在多类 T 细

胞中均可检测到，而 SPP1-（ITGA4+ITGB1）配对则

主要富集于特定效应性 CD8+ T 细胞亚群（图 3C-D）。

既往研究表明，SPP1 阳性肿瘤相关巨噬细胞可通过

SPP1-CD44 信号轴参与 T 细胞功能抑制和耗竭过程 21。

结合本研究中观察到的配体-受体互作特征，上述结果

提示，肺腺癌免疫微环境中 SPP1 阳性巨噬细胞与 T
细胞之间的相互作用，可能与 T 细胞功能状态调控相

关。 

 
图 3  髓系细胞异质性及其与 T 细胞的潜在互作分析 

（A）髓系细胞群体的 UMAP 降维可视化结果；（B）基于配体-受体分析的 T/NK 细胞与巨噬细胞之间总体信号通路互作强度示意；（C）

T/NK 细胞与巨噬细胞之间 SPP1-CD44 信号通路的互作关系；（D）T/NK 细胞与巨噬细胞之间 SPP1-（ITGA4+ITGB1）信号通路的潜在互作

关系。 

 
3 讨论 
肺腺癌免疫微环境的复杂性和异质性是影响肿瘤

进展及治疗反应的重要因素。随着单细胞转录组测序

技术的发展，研究者得以在单细胞分辨率层面系统刻

画肿瘤组织中的免疫细胞组成及其功能状态。本研究

基于公开的肺腺癌单细胞转录组数据，对免疫微环境

中的主要细胞类型及其亚群进行了系统分析，并重点

关注 T 细胞功能演化特征及其与巨噬细胞之间的潜在

互作关系。 
本研究结果显示，T/NK 细胞和髓系细胞是肺腺癌

免疫微环境中的主要免疫细胞成分，这一发现与既往

关于肺腺癌免疫微环境的研究结果基本一致。在 T/NK
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细胞的精细分群分析中，本研究识别出效应性 CD8+ T
细胞、耗竭性 CD8+ T 细胞以及多种 NK 细胞亚群。不

同 T 细胞亚群在转录表达谱及功能相关基因表达上呈

现出明显差异，反映出肺腺癌免疫微环境中 T 细胞功

能状态的高度异质性。尤其是耗竭性 CD8+ T 细胞的存

在，提示持续抗原刺激和免疫抑制信号可能在肿瘤进

展过程中对 T 细胞功能产生重要影响。 
进一步的功能评分和轨迹推断分析从动态角度揭

示了 T 细胞功能状态的演化过程。轨迹分析结果显示，

效应性 CD8+ T 细胞并非处于孤立状态，而是沿着连续

的演化路径逐步向耗竭状态转变。这一结果与既往关

于肿瘤微环境中 T 细胞功能耗竭的研究结论相一致，

也支持了 T 细胞功能状态在肿瘤进展过程中呈现连续

变化而非离散转变的观点。相关基因在轨迹中的动态

表达变化，进一步反映了 T 细胞由活跃免疫应答逐渐

转入功能受限状态的过程。 
在髓系细胞分析中，本研究观察到 SPP1+巨噬细胞

亚群在肺腺癌免疫微环境中的显著存在。既往研究表

明，SPP1+巨噬细胞常与肿瘤相关免疫抑制、组织重塑

及肿瘤进展密切相关。本研究的配体–受体分析结果提

示，SPP1+巨噬细胞可能通过多种信号通路与 T 细胞发

生互作，其中部分通路在不同 T 细胞亚群中具有差异

性分布。这一发现为理解巨噬细胞参与 T 细胞功能调

控提供了新的线索，也提示巨噬细胞-T 细胞互作可能

在肺腺癌免疫微环境中发挥重要作用。 
需要指出的是，本研究仍存在一定局限性。首先，

本研究基于公开的单细胞转录组数据进行二次分析，

样本来源和测序平台存在差异，尽管在分析过程中进

行了质量控制和数据整合，但仍可能存在一定的批次

效应。其次，细胞互作分析主要基于转录水平的配体–
受体推断，其结果反映的是潜在的相互作用关系，尚需

进一步通过功能实验加以验证。此外，本研究主要关注

免疫细胞层面的变化，尚未结合肿瘤细胞的分子特征

进行更深入的联合分析。 
综上所述，本研究从单细胞层面系统刻画了肺腺

癌免疫微环境中 T 细胞的功能异质性及其演化特征，

并揭示了特定巨噬细胞亚群可能参与 T 细胞功能调控

的潜在机制。这些结果有助于加深对肺腺癌免疫微环

境动态变化的认识，也为后续相关研究提供了可供参

考的生物学依据。 
4 总结与展望 
本研究基于公开的肺腺癌单细胞转录组测序数据，

对肿瘤免疫微环境中主要免疫细胞类型及其亚群特征

进行了系统分析，重点刻画了 T 细胞功能状态的异质

性及其演化过程，并从细胞通讯角度探讨了巨噬细胞

与 T 细胞之间的潜在互作关系。研究结果显示，肺腺

癌免疫微环境中 T 细胞功能状态具有明显动态变化特

征，效应性 CD8+ T 细胞可沿连续轨迹逐步向耗竭状态

转变；同时，特定 SPP1 阳性巨噬细胞亚群可能通过多

种配体–受体信号通路参与 T 细胞功能调控。上述发现

从单细胞分辨率层面加深了对肺腺癌免疫微环境复杂

性的认识。未来研究可在此基础上，结合更大规模的单

细胞数据、空间转录组学及功能实验验证，进一步解析

免疫细胞互作的时空特征及其与免疫治疗反应的关系，

为肺腺癌免疫调控机制研究和潜在治疗策略探索提供

更为系统的依据。 
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