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基于单细胞 RNA 测序技术探讨胰腺癌异质性的研究进展 
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【摘要】胰腺癌是致死率极高的恶性肿瘤，目前临床上针对胰腺癌的主要治疗手段为手术、放疗和化疗，由

于其肿瘤异质性及肿瘤微环境（Tumor microenvironment, TME）异质性的存在，使得免疫治疗效果十分有限。传

统的高通量测序存在无法揭示肿瘤异质性的局限性，而单细胞 RNA 测序（single-cell RNA sequencing，scRNA-

seq）在单个细胞水平揭示同一肿瘤内不同细胞之间的变异程度与相互联系，达到从基因层面研究细胞之间变异程

度的目的。其在探索肿瘤异质性、发现新的细胞亚群以及分析 TME 中细胞间相互作用关系方面具有很大优势。

本研究就 scRNA-seq 在绘制胰腺癌图谱、挖掘胰腺癌肿瘤和 TME 异质性、鉴定关键细胞亚群以及提供新的治疗

靶点等方面进行深入分析，scRNA-seq 鉴定 2 型导管细胞是胰腺癌的恶性细胞群，鉴定了 7 个肿瘤相关中性粒细

胞（Tumor associated neutrophils, TANs）亚群，其中 TAN-1 为促肿瘤亚群，提出了靶向 CCL5/SDC1 轴可能对胰

腺癌治疗有效；靶向 RIPK2 联合免疫治疗可能成为胰腺癌新型治疗策略，本研究旨在为胰腺癌 scRNA-seq 尝试

开发研究提供理论参考。 
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【Abstract】Pancreatic cancer, a highly fatal malignant tumor, is currently treated through surgery, radiotherapy, and 

chemotherapy. The effectiveness of immunotherapy is limited due to the heterogeneity of the tumor and tumor 

microenvironment (TME). Traditional high-throughput sequencing fails to reveal tumor heterogeneity, while single-cell 

RNA sequencing (scRNA-seq) enables the study of genetic variation and interconnection between cells in the tumor. This 

technology has significant advantages in exploring tumor heterogeneity, identifying new cell subpopulations, and analyzing 

cell-cell interactions in the TME. This study provides an in-depth analysis of the role of scRNA-seq technology in mapping 

pancreatic cancer, exploring intratumoral and microenvironmental heterogeneity of tumor and TME, identifying key cell 

subclusters and providing new therapeutic targets. The study identified type 2 ductal cells as the malignant cell population 

in pancreatic cancer tissues and 7 tumor-associated neutrophil (TANs) subpopulations, among which TAN-1 is a tumor-

promoting subpopulation. It was proposed that targeting the CCL5/SDC1 axis may be effective in the treatment of 

pancreatic cancer. Targeted RIPK2 combined with immunotherapy may become a new therapeutic strategy for pancreatic 

cancer. The findings aim to serve as a theoretical reference for further research on single-cell sequencing technology in 

pancreatic cancer. 
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胰腺癌是预后极差的恶性致死性肿瘤之一，据

Siegel 等人 2025 年预测数据，胰腺癌死亡率位于第 3

位 [1]，5 年生存率不足 5%，预计到 2030 年将成为癌

症死亡的第二大原因[2]。由于其缺乏早期诊断的可靠标

志物、恶性程度高及放化疗耐药，80-85%的胰腺癌患

者在诊断时已经出现转移，丧失根治性手术切除的机

会，80%的胰腺癌患者最终死于肿瘤转移[3]。目前临床

上的主要治疗手段为手术、放疗、化疗和介入治疗[4-5]，

但治疗效果有限。与其它实体瘤不同，由于其复杂的瘤

内异质性以及肿瘤免疫抑制微环境的存在，胰腺癌免

疫治疗效果十分有限，未来攻克胰腺癌免疫治疗的难

点，将为改善胰腺癌患者预后提供重要理论支持。 

单细胞测序技术作为近年来新兴起来的测序技术，

主要有单细胞基因组测序（single-cell DNA-sequencing, 

scDNA-seq）、单细胞 RNA 测序（single-cell RNA 

sequencing, scRNA-seq）、转座酶可及染色质测序的单

胞 分 析 （ single-cell assay for transposase-accessible 

chromatin sequencing, scATAC-seq）以及单细胞 T 细胞

受体测序（single-cell T cell receptor sequencing, scTCR-

seq）等[6]。其中，scDNA-seq 是在利用单细胞测序技术

在单细胞层面上分析其 DNA 信息的技术，它能够提供

单细胞 DNA 信息，解析遗传图谱[7]；scATAC-seq 通过

能从表观遗传学角度来解析基因遗传信息[8]；scTCR-

seq 在描述 T 细胞分化发育、绘制 T 细胞图谱中具有

重要作用，可以帮助我们理解 TCR 介导识别抗原特异

性及免疫调节的机制[9]。由于目前研究及应用最广泛的

是 scRNA-seq，因此本文将重点阐述 scRNA-seq 技术

及其在胰腺癌中的研究进展。相比传统的测序技术，

scRNA-seq 测序能从单个细胞的水平揭示同一肿瘤内

不同细胞之间的变异程度与相互联系，达到从基因层

面研究细胞之间变异程度的目的[10]。scRNA-seq 技术

在探索肿瘤异质性、发现新的细胞亚群以及分析肿瘤

微环境（Tumor microenvironment, TME）中细胞间相互

作用关系方面具有很大优势，目前在肿瘤、干细胞、微

生物等多个研究领域被广泛应用。 

1 scRNA-seq 技术概述 

Tang 等人于 2009 首次报道了 scRNA-seq[11]，一开

始这项测序技术只能对不超过 100 个细胞进行研究，

随着高技术的快速发展，目前已经可以对上万单个细

胞的 RNA 信息进行解析。scRNA-seq 流程一般包括：

（1）单细胞悬液制备；（2）单细胞核酸扩增；（3）

测序文库制备；（4）测序及数据分析。 

1.1 单细胞悬液制备 

单细胞悬液制备是 scRNA-seq 的第一步，也是最

关键的一步。通常在获得肿瘤组织后先用不同的组织

消化酶对组织进行消化，以获得单细胞悬液，之后通过

微流控技术，使每一个单独的细胞与唯一微珠结合，随

后通过油包裹，形成独特的“油包水”的结构，由于微珠

中携带大量的唯一的细胞条形码和唯一分子标识符

（Unique molecular identifier, UMI），可以用来标记不

同的细胞和核酸。如此一来，每一个细胞的每一个核酸

就有了独特的标记。 

1.2 单细胞核酸扩增 

由于单细胞中的 RNA 含量很低，逆转录后无法直

接进行后续建库测序，需要扩增。在获得上述的细胞后，

通常先进行裂解，以释放 mRNA，在酶、dNTP、引物

及缓冲液的作用下，mRNA 逆转录为 cDNA。目前常

见的 DNA 扩增方法包括基于 PCR 的 DNA 片段扩增、

基于位点置换扩增的 DNA 片段扩展以及基于多重退

火环状循环扩增的 DNA 片段扩展。 

1.3 文库构建及测序分析 

ScRNA-seq 文库构建包括以下几个步骤：（1）用

不同的酶对上述扩增的 cDNA 进行片段化；（2）修复

片段化的 DNA 并在其末端加入 A 核苷酸；（3）将获

得的样品纯化后测序。目前 scRNA-seq 有三种方法：

全长测序、5'端测序以及 3'端测序。5'端测序适用于低

质量样本，胰腺癌研究中常用 3'端测序以覆盖更多基

因。scRNA-seq 分析过程大同小异，主要涉及到质量控

制、数据标准化及矫正、降维、差异表达及功能富集分

析等。但由于 scRNA-seq 获得的是成千上万个单细胞

mRNA 的表达量，对数据分析来说是强大的挑战，耗

时耗力，需要专业的团队进行。 

2 scRNA-seq 在胰腺癌研究中的应用 

由于胰腺癌组织内细胞构成复杂，存在高度异质

性，因此常规的二代测序会忽视细胞间的差异，无法准

确的揭示肿瘤组织里不同细胞的基因表达，而 scRNA-

seq 可以在单个细胞层面上揭示同一肿瘤内不同细胞

之间的变异程度与相互联系，达到从基因层面研究细

胞之间变异程度的目的，因此在多种肿瘤如乳腺癌、骨

肉瘤、胆囊癌中被广泛研究[12-14]，对胰腺癌的研究也在
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不断深入，本研究重点阐述 scRNA-seq 在揭示胰腺癌

异质性方面的重要性，总结 scRNA-seq 发现的胰腺癌

组织中的细胞亚群如图 1 所示，主要包括：树突状细

胞（Dendritic Cells，DCs）、自然杀伤细胞（Natural Killer 

Cells, NK cells）、调节性 T 细胞（Regulatory T Cells, 

Tregs ） 、 肿 瘤 相 关 巨噬 细 胞 （ Tumor-associated 

macrophages, TAMs）、肿瘤相关中性粒细胞（Tumor 

associated neutrophils, TANs）、炎症性肿瘤相关成纤维

细 胞 （ Inflammatory tumor-associated fibroblasts, 

iCAFs））、肌纤维母细胞肿瘤相关成纤维细胞

（ Myofibroblastic Tumor-Associated Fibroblasts, 

myFAFs）和抗原呈递肿瘤相关成纤维细胞（Antigen-

Presenting Tumor-Associated Fibroblasts, apCAFs）。 

 

 

图 1 胰腺癌微环境中细胞亚群 

DCs，树突状细胞；NK cells，自然杀伤细胞；Tregs，

调节性 T 细胞；TAMs，肿瘤相关巨噬细胞；TANs，肿

瘤相关中性粒细胞；iCAF：炎症性肿瘤相关成纤维细

胞；myCAFs，肌纤维母细胞肿瘤相关成纤维细胞；

apCAFs，抗原呈递肿瘤相关成纤维细胞。 

2.1 揭示肿瘤异质性 

肿瘤异质性是恶性肿瘤的特征之一，是指肿瘤在

生长过程中，经过多次分裂增殖，其子细胞呈现出分子

生物学或基因方面的改变，从而使肿瘤的生长速度、侵

袭能力、对药物的敏感性、预后等各方面产生差异。传

统的基因测序并不能深入到单细胞层面，因此无法揭

示肿瘤异质性并为肿瘤患者的个性化治疗提供依据。

scRNA-seq 可以克服以上问题，从单个细胞层面分析基

因表达信息及调控网络，揭示肿瘤异质性、指导肿瘤患

者精准个体化治疗。Schlesinger 等人对不同发育阶段

的胰腺癌小鼠模型进行 scRNA-seq，发现胰腺癌腺泡细

胞在小鼠胰腺癌形成的不同阶段存在异质性，揭示了

胰腺癌起源过程中的异质性[15]。研究者们还鉴定了从

早期上皮内瘤变到肿瘤晚期过程中胰腺癌的异质性，

Peng 等人鉴定了胰腺癌组织中的 10 种细胞亚群，通过

CNV 结合差异分析和功能富集，鉴定 2 型导管细胞是

胰腺癌组织的恶性细胞[16-17]。此外，Moncada 等人利用

scRNA-seq 联合空间转录组测序方式揭示了导管细胞、

巨噬细胞、树突状细胞和胰腺癌细胞的亚群具有空间

限制；还发现胰腺癌细胞和应激相关的炎性成纤维细

胞存在共定位，表明胰腺癌 TME 中可能存在癌细胞和

基质细胞的相互作用，共同促进胰腺癌发生发展[18]。

Fan 等人通过对 13 例胰腺癌患者的肿瘤细胞进行单细

胞多组学测序，发现异染色质失稳是胰腺癌发生过程

的重要分子特征，为胰腺导管腺癌的诊断和治疗提供

了参考方案[19]。 

除了对胰腺癌原发肿瘤研究，scRNA-seq 在胰腺癌

转移中的应用也很普遍。Markov 等人筛选了胰腺癌异

体移植小鼠模型中的循环肿瘤细胞（Circulating tumor 

cells, CTCs），进行了 scRNA-seq 后发现有丝分裂调控

基因 BIRC5 在胰腺癌转移过程中明显上调，抑制其表

达可诱导胰腺癌死亡，这一结果为筛选胰腺癌转移靶

点奠定了一定的基础[20]。Makohon 等人对 4 例胰腺癌

患者的 26 个转移组织进行了基因组测序，发现胰腺癌

驱动基因在原发组织和转移组织中出现了相同突变，

这一结果支持临床中对原发肿瘤和转移性肿瘤进行类

似的靶向治疗[21]。Carstens 等人构建自发胰腺癌小鼠模

型并进行 scRNA-seq，发现相较于对照小鼠模型，自发

胰腺癌小鼠模型高表达基因富集的通路与免疫调节、

代谢及上皮转移有关，而上皮间质转化基因 Snail 与

Twist 是调节这些通路的关键节点；表明了胰腺癌肝转

移过程中上皮间质转化（Epithelial to mesenchymal 

transition, EMT）的异质性[22]。 

2.2 揭示 TME 异质性 

除了揭示肿瘤异质性，scRNA-seq 还可以揭示胰腺

癌 TME 异质性。2021 年一项发表在《Cell》杂志上的

研究发现：改变胰腺癌的 TME 可以促使肿瘤细胞从一

种状态转移到另一种状态，这种转变可以影响药物敏

感性[23]。基于 scRNA-seq 和微阵列的空间转录组分析，

Xue等人揭示了雪旺细胞群在胰腺癌 TME 中诱导肿瘤

细胞和 CAFs 向更恶性亚型分化的事实，通过对化疗

前后的胰腺癌样本进行 scRNA-seq，发现 TIGIT 是

CD8+T 细胞的主要抑制性检查点分子，可能导致免疫

治疗的耐药[24]。Elyada 等人采用 scRNA-seq 发现胰腺

癌 TME 中存在 myCAFs、iCAFs 和 apCAFs。研究者

们绘制了胰腺癌 TAN 细胞图谱，鉴定了 7 个 TAN 亚
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群：TAN-0、TAN-1、TAN-2、TAN-3、TAN-4、TAN-

5 和 TAN-6，其中 TAN-1 为促肿瘤亚群、并且揭示了

TANs 中高糖酵解活性与促肿瘤功能之间的关联，证明

了缺氧诱导和内质网应激诱导的 TAN-1 特征基因

BHLHE40 的激活是驱动 TANs 向促肿瘤表型发展的潜

在机制[25]。Zhang 等研究人员用 scRNA-seq 分析了胰

腺癌肝转移中的免疫抑制肿瘤微环境，鉴定了胰腺癌

肝转移组织中对促 TME 形成至关重要的基质细胞和

免疫细胞的特定亚群，包括 RGS5+CAF 亚群、CCL18+

脂质相关巨噬细胞、S100A8+TANs 和 FOXP3+Tregs；

转移组织由于缺乏肿瘤-免疫细胞相互作用，而有利于

形成免疫抑制微环境[26]。Chen 等人鉴定了 8 个 T 细胞

亚群，发现胰腺癌肿瘤浸润 T 细胞（Tumor Infiltrating 

Lymphocytes, TILs）通过分泌趋化因子 CCL5 与癌细胞

的 SDC1/4 配体-受体相互作用，促进胰腺癌进展；因

此提出了靶向 CCL5/SDC1 轴可能是一种有效的胰腺

癌治疗方法[27]。TME 在肿瘤发生发展、侵袭转移、免

疫抑制等方面具有重要作用，CAFs 是 TME 中重要组

成成分。Hutton 等人绘制了 18 个小鼠组织和 5 个自发

肿瘤模型的间质组成，揭示了正常组织和肿瘤间质的

异质性，并确定了胰腺癌 TME 中间充质细胞和免疫细

胞亚群之间的协调关系。 

研究者们利用单克隆抗体靶向 CD47 对人源性组

织异种移植模型小鼠进行治疗，采用 scRNA-seq 研究

免疫治疗胰腺癌后 TME 的变化，结果发现：CD47 表

达与肿瘤浸润巨噬细胞的水平相关，抗 CD47 免疫治

疗可以重构胰腺癌的 TME，不同胰腺癌细胞系建立的

小鼠模型对联合抗 CD47 和抗 PD-L1 治疗效果不同，

这也证明不同的胰腺癌细胞系建立了不同的 TME 最

终导致了免疫治疗效果的差异。为了探索胰腺癌免疫

治疗靶点，Sang 等人通过体内 CRISPR 筛选，确定

RIPK2 为胰腺癌免疫逃逸关键基因，scRNA-seq 发现

抑制 RIPK2 可以破坏胰腺癌促纤维增生性 TME，因此

将靶向 RIPK2 与免疫治疗相结合，可能成为胰腺癌患

者潜在的新型治疗策略[28]。Zhou 等人利用原位移植瘤

模型和 scRNA-seq 发现：免疫治疗抵抗的肿瘤组织中

耗竭 CD8+T 细胞和 M2 型 TAM 数量增多，而免疫治

疗响应的肿瘤组织中这两种细胞数量减少，揭示了胰

腺癌免疫治疗 TME 中 TAMs 的异质性。Fei 等人对消

融处理后的小鼠胰腺癌组织 scRNA-seq 发现：远处非

消融处理肿瘤组织中效应性 T 细胞百分比升高，而

Tregs、TAMs 和 TANs 等免疫抑制细胞百分比减少，表

明消融处理可以诱导远处非消融处理胰腺癌组织 TME

重塑，这也为未来联合消融和免疫治疗提供依据。 

Wang 等人通过分析胰腺癌原位肿瘤和肝转移肿

瘤 scRNA-seq 发现：胰腺癌肝转移 P2RX1-TANs

（P2RX1 基因阴性的 TANs 细胞）数量显著上升，

P2RX1-TANs 高表达转录因子 Nrf2，而 Nrf2 介导了

P2RX1-TANs 的 PD-L1 和 Arg1 等免疫抑制分子的表

达，免疫治疗可显著阻断 P2RX1-TANs 对肿瘤杀伤性

CD8+T 细胞的抑制作用。此研究揭示了 P2RX1-TANs

对胰腺癌肝转移免疫抑制微环境形成的调节作用，为

胰腺癌肝转移免疫治疗提供了新的思路和潜在靶标[29]。

Lin 等人通过对 10 个胰腺癌组织和 6 个胰腺癌转移灶

进行 scRNA-seq 后绘制了胰腺癌原发灶和转移灶的细

胞图谱，发现原发灶和转移灶中细胞成分的差异决定

了不同的胰腺癌亚型，并且与胰腺癌患者预后密切相

关[30]。为了明确恒定自然杀伤 T 细胞（Invariant natural 

killer T cells, iNKTs）在胰腺癌肝转移中的作用，研究

者们采用 scRNA-seq 发现：激活的 iNKTs 细胞通过增

加 NK 和 T 细胞活力，促进抗肿瘤效果。 

3 结语与展望 

近年来 scRNA-seq 在胰腺癌研究中取得了快速的

进展，其可以更精准的揭示胰腺癌瘤内异质性、TME

异质性以及剖析不同细胞亚群的发育轨迹，在胰腺癌

发生发展、侵袭转移、放化疗耐药以及免疫治疗抵抗等

研究方面发挥重要作用，为未来胰腺癌患者个体化精

准治疗提供了指导方向，例如基于 scRNA-seq 发现的

RIPK2 靶点已在动物水平层面得到了阳性结果，未来

也期待进入临床试验；基于 scRNA-seq 发现的

CCL5/SDC1 轴也在体外证明了  T 细胞可以通过

CCL5/SDC1 轴促进肿瘤细胞迁移，靶向 CCL5/SDC1

轴可能是一种有效的胰腺癌治疗方法，未来期待临床

试验相关研究。有学者将其与空间转录组学结合，揭示

细胞的时空异质性，能更深入的解析肿瘤。但是

scRNA-seq 仍有一定的局限性，例如：花费高、单细胞

悬液制备困难、捕获分析的单细胞转录组无法反映肿

瘤组织全貌等，有极大的改进空间。未来可能将

scRNA-seq 和其它研究方法进行联合，使我们更深入的

了解胰腺癌的本质。 
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