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【提要】 膀胱癌是泌尿系统常见的恶性肿瘤之一，其发病率和病死率居于我国泌尿系统肿瘤首位。单细

胞转录组测序可用于分析肿瘤发生、发展及其演化过程机制，作为深入研究肿瘤微环境（TME）及鉴定肿瘤发展

过程中起关键作用的免疫细胞亚群及异常表达基因的有效手段，为肿瘤诊疗提供精准遗传信息。本文针对单

细胞转录组测序在膀胱癌 TME、TME异质性、TME免疫细胞亚群及预后等研究中的应用进行综述，以期为膀胱

癌的研究提供新的思路。
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  研究表明，临床上 90%~95% 的尿路上皮癌为膀
胱癌［1］。膀胱癌是世界上十大最常见的癌症之一，根
据全球癌症统计数据显示，2020 年全球新发膀胱癌
病例数为 573 278 例，膀胱癌是男性第 6大常见癌症
和第9大癌症死亡原因［2］。根据浸润深度膀胱癌可分
为非肌肉浸润性膀胱癌（non⁃muscle invasive bladder 
cancer，NMIBC）和肌肉浸润性膀胱癌（muscle invasive 
bladder cancer，MIBC），其中约 75% 的患者最初被诊
断为NMIBC［3］。膀胱癌的发病率高、预后较差，进展速
度和复发率高于泌尿系统的其他肿瘤［4］。晚期膀胱癌
患者常出现肿瘤转移和化疗耐药性，给患者带来巨大
的身心痛苦和经济负担［5］。有研究结果显示，肿瘤细
胞异质性和肿瘤微环境（tumor microenvironment，TME）
细胞亚型或特征与膀胱癌进展和治疗反应密切相
关，可显著影响膀胱癌患者的预后［6］。
  单细胞测序是一种细胞水平测序工具，可用于分
析数千个单个细胞的转录组学、基因组学、蛋白质组
学、表观遗传组学、代谢组学等多组学特征［7-8］。单细
胞转录组测序（single⁃cell RNA sequencing，scRNA⁃seq）
是单细胞测序技术之一，最早由 Tang 等［9］于 2009 年
报告，可以定量揭示基因表达谱、外显子剪接、等位
基因特异性表达［10］。scRNA⁃seq 能够在单细胞层面
高分辨率剖析药物异质性的靶向途径，在肿瘤细胞、
TME 的联合疗法中发挥重要作用［11］。此外，与传统
的转录组测序相比，scRNA⁃seq的主要优势是能够对

细胞类型特异性差异表达进行分析，并能够将识别

出的细胞亚群进一步描述为已知的细胞类型，且基

于计算和模拟数据可以重建细胞轨迹，从而推断癌

细胞之间的状态转换［12-13］。因此，将 scRNA⁃seq应用

于复杂多变的肿瘤组织及 TME 研究中，可以对肿瘤

细胞定位、恶性细胞和基质细胞之间相互作用及恶

性细胞异常表达的分析起到积极作用，为肿瘤的靶

向治疗提供依据，也有助于深入了解 TME 在膀胱癌

进展中的作用［14-15］。本文就 scRNA⁃seq 在膀胱癌的

TME、TME异质性、TME免疫细胞亚群及预后研究中

的应用进行综述。

1 scRNA⁃seq在膀胱癌 TME及其异质性研究
中的应用

1.1 scRNA⁃seq 在膀胱癌 TME 研究中的应用 肿瘤

细胞的发生、发展和侵袭与其 TME 密切相关。膀胱

癌是缺乏免疫侵袭性的癌症，其 TME 的组成尚不清

楚［16］。复杂的TME及其与肿瘤细胞内在机制之间的

相互作用可能是膀胱癌进展、免疫治疗反应较差甚

至治疗失败的原因之一［17］。
  scRNA⁃seq 分析是定义异质群体中细胞类型或

亚群的工具。Chen等［18］利用 scRNA⁃seq 技术制作膀

胱癌 TME 细胞图谱，发现膀胱癌细胞表达低水平的
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主要组织相容性复合物Ⅱ类分子，提示下调的免疫

原性可能有助于避免免疫检测。此外该研究还发现

溶酶体相关膜蛋白 3 阳性的树突状细胞亚群表达多

种细胞因子，如CCL17、CCL19和CCL22，这有助于免

疫抑制 TME 的形成。Zheng 等［19］通过 scRNA⁃seq 对

膀胱癌组织及癌旁组织样本进行检测，发现肿瘤细

胞附近的部分间质细胞可能会募集肿瘤相关巨噬细

胞，推测TME的形成可能早于肿瘤细胞的产生，并为

肿瘤细胞的生长提供适宜的环境，这说明 scRNA⁃seq
有助于加深对高级别和转移性膀胱癌的细胞和分子

异同新特征的理解，这可能为肿瘤治疗提供潜在的

治疗靶点。Lee等［20］使用 scRNA⁃seq描绘化疗耐药的

转移性肌肉浸润性膀胱尿路上皮癌的肿瘤图谱，并

分析治疗时的肿瘤演变和TME变化，发现 scRNA⁃seq
具有可视化难治性癌症TME并识别分子治疗靶点和

细胞治疗靶点的能力。

1.2 scRNA⁃seq 在膀胱癌 TME 异质性研究中的应

用 Kerzeli 等［21］在研究 NMIBC 向 MIBC 转变的关键

步骤的实验中，利用 scRNA⁃seq分析鉴定了 8个起源

于尿路上皮的异质性细胞群，这些异质性细胞与健

康膀胱中的尿路上皮细胞不同，在致癌物诱导的膀

胱肿瘤中存在高度增殖或癌干性基因表达特征，这

提示存在细胞周期失调基因表达谱的细胞可能是具

有侵略性的肿瘤细胞亚克隆。这些结果与 Heide
等［22］观察到的人类尿路上皮性膀胱癌肿瘤内异质性

研究结果一致，可根据尿路上皮性膀胱癌细胞的遗

传特征将其识别为克隆突变。Yu 等［23］对取自膀胱

癌患者的健康膀胱组织样本中的 12 423个细胞和来

自小鼠膀胱的 12 884个细胞进行 scRNA⁃seq，并对这

些膀胱细胞的类型及其基本功能进行分类，从而获

得人类膀胱和小鼠膀胱的单细胞转录组图谱（包括

16个人类膀胱细胞簇和 15个小鼠膀胱细胞簇），研究

结果揭示了人类膀胱细胞和小鼠膀胱细胞类型的同

源性和异质性，以及人类膀胱细胞和小鼠膀胱细胞

进化的保守性和异质性，为研究膀胱细胞类型及特

定细胞标志物、信号受体和基因提供了理论依据，有

助于了解膀胱细胞类型与疾病之间的关系。

  肿瘤细胞和TME的异质性与尿路上皮癌患者的

临床结局和治疗反应显著相关［6］。Jin等［24］对 7个肿

瘤组织和 6个邻近正常组织进行 scRNA⁃seq分析，并

结合公开发表的两项 scRNA⁃seq研究数据（涉及 8个

肿瘤组织和 6个正常组织），阐明了肿瘤细胞、免疫细

胞和基质细胞的转录组学异质性，以及尿路上皮癌组

织和正常尿路上皮组织中细胞亚簇之间的相互作用。

  复发的膀胱癌比原发膀胱癌具有更高的异质

性，其免疫细胞、基质细胞的复杂性更高。研究表

明，在各种类型的肿瘤中，肿瘤内异质性与染色体不

稳定性、肿瘤侵袭性、耐药性有关，高水平的异质性

可能导致预后不良，并可能传递到复发的肿瘤组织

中［25-26］。为研究原发膀胱癌和复发膀胱癌的 TME异

质性及绘制膀胱癌复发图谱，Liang 等［27］对 3 个原发

膀胱癌组织、4个复发膀胱癌组织及 1个正常膀胱组

织（共 62 460 个高质量细胞）进行 scRNA⁃seq，发现 2
种肿瘤干细胞亚型、1 种炎症性肿瘤相关成纤维细

胞（cancer associated fibroblast，CAF）亚型与膀胱癌的

复发有关。

2 scRNA⁃seq在膀胱癌 TME免疫细胞亚群研
究中的应用

  TME 是一个复杂的系统，是各种细胞和生化分

子的集合，包括CAF、免疫细胞、肿瘤细胞、内皮细胞、

基质细胞等［28］。一旦 TME 形成，许多免疫细胞如巨

噬细胞、T淋巴细胞可通过趋化作用募集到 TME中，

帮助肿瘤细胞实现免疫逃逸，进一步促进肿瘤的生

长增殖［29］。TME中的两个主要非肿瘤成分为免疫细

胞和基质细胞，细胞间的相互作用会影响癌症的发

生和对治疗的反应［30］。还有研究表明，肿瘤表型不

仅取决于癌细胞的内在特性，还取决于 TME 中免疫

细胞的活性［31］。
2.1 CAF CAF 是 TME 中的主要基质细胞类型，与

多种癌症的发病机制有关［32］，因此 CAF 被认为是癌

症治疗的靶标［33］。在TME中成纤维细胞可被重编码

为 CAF，并已被证明其细胞外基质重塑、细胞因子分

泌与 TME耐药性有关［34-35］。CAF在构建细胞外基质

结构及 TME 的代谢和免疫重编程中发挥作用，从而

影响肿瘤细胞对化疗药物的适应性耐药［36］。
  scRNA⁃seq 是分析 CAF 异质性及不同 CAF 簇之

间差异的有效方法。Zhang 等［37］通过整合不同肿瘤

组织和邻近正常组织的多个 scRNA⁃seq数据集，构建

了多种肿瘤成纤维图谱和多组织细胞图谱，并明确

了促进肿瘤进展的 CAF 簇。此外，还通过比较肿瘤

组织中特异存在的成纤维细胞与正常组织中的成纤

维细胞之间的差异，发现肿瘤特异性成纤维细胞是

活化程度更高的 CAF 簇，可以促进免疫抑制微环境

的形成，同时可能通过调节细胞外基质重塑和抗肿

瘤免疫反应来促进肿瘤进展。

2.2 肿瘤浸润淋巴细胞 肿瘤浸润淋巴细胞（tumor 
infiltrating lymphocyte，TIL）是肿瘤间质中的异质性淋

巴细胞，大多数情况下以 CD3+ T 淋巴细胞和 CD8+ T
淋巴细胞为主，是机体淋巴细胞侵入到肿瘤组织中并

对肿瘤起到识别、抵抗和攻击作用的细胞群体。T淋

455



Guangxi Medical Journal， Mar. 2025， Vol. 47， No.3
巴细胞、CD8+ T淋巴细胞和细胞毒性细胞的活性，在
TIL抗肿瘤免疫中发挥核心作用，但可被TME内的免
疫抑制细胞所抑制［38］。机体识别外来抗原后，CD8+ T
淋巴细胞可以通过释放细胞毒素或细胞表面表达死
亡配体来诱导细胞凋亡。在 MIBC 中位于肿瘤邻近
基质的TIL已被证明可以预测免疫表型、患者存活率
和肿瘤亚型，其中，肿瘤亚型可根据 TIL 的浸润程度
进行分类，即未发炎且TIL低浸润的肿瘤、发炎且TIL
低或高浸润的肿瘤、TIL中度浸润但缺乏程序性死亡
配体1阳性免疫细胞的肿瘤［39］。
  scRNA⁃seq 和大规模细胞计数等单细胞技术的
进展，为学者们深入了解TIL的功能多样性提供更多
途径。Shi等［40］通过结合大量 scRNA⁃seq和RNA测序
数据，构建并验证了由 7个 T淋巴细胞标记基因组成
的预后特征，为T淋巴细胞标记基因在膀胱癌患者预
后中的作用提供了新的见解，并为免疫治疗临床实
践提供指导。对于非转移性膀胱癌患者，根治性膀胱
切除术前以顺铂为基础的新辅助化疗是标准的一线治
疗方案［41］。然而，由耐药性导致的治疗失败较常见，约
40%的患者在膀胱切除术后出现复发和转移［42］。Liu
等［43］通过对 scRNA⁃seq数据集进行综合分析，发现外
核苷三磷酸二磷酸水解酶 1 抑制剂（ectonucleoside 
triphosphate diphosphohydrolase 1 inhibitor， CD39i）在
膀胱癌组织中过表达，并与免疫抑制相关，而且CD39i
与顺铂有协同作用，因此，CD39i可能成为膀胱癌的治疗
靶点，而且CD39i和顺铂联合可能是首选的治疗方法。
2.3 肿瘤相关巨噬细胞 巨噬细胞是一种多功能免
疫细胞，参与调节组织稳态、抵御病原体和促进伤口
愈合。浸润在肿瘤组织中或聚集在实体TME中的巨
噬细胞被定义为肿瘤相关巨噬细胞（tumor⁃associated 
macrophages，TAMs），具有高度的可塑性和异质性，
可随TME的变化调整其功能状态［44］。巨噬细胞传统
上被分为 M1或 M2巨噬细胞，M1巨噬细胞具有抗肿
瘤作用，并表达高水平的肿瘤坏死因子 α、诱导型一
氧化氮合酶或主要组织相容性复合物Ⅱ类分子；M2
巨噬细胞具有促肿瘤作用，表达 CD163、CD206 和高
水平的精氨酸酶 1、白细胞介素 10，从膀胱癌患者分
离出的TAMs主要为M2巨噬细胞［45］。目前已有关于
巨噬细胞在其他类型肿瘤中作用的研究，但仅用少
数研究探讨了膀胱癌中巨噬细胞的丰度、极化状态
与预后、临床结局的关联［46］。Xu等［47］利用免疫功能
正常小鼠构建三重敲除（敲除 Trp53、Pten 及 Rb1 基
因）尿路上皮癌模型，并使用 scRNA⁃seq分析TAMs在
抗程序性死亡受体 1免疫治疗反应中的作用，发现该
模型表现出对抗程序性死亡受体 1 免疫治疗的混合
反应模式，应答者的巨噬细胞浸润程度较高，表明先
天免疫微环境在调节免疫检查点抑制剂治疗反应中
具有潜在作用。

3 scRNA⁃seq在膀胱癌预后研究中的应用

  TME 中存在大量肿瘤相关基质细胞及免疫细

胞，这些细胞亚群与尿路上皮癌预后存在密切联系。

可靠的预后预测对于指导临床治疗至关重要，可以

避免治疗失败和耐药［48］。Xiang等［49］从 4例行根治性

膀胱切除术的膀胱癌患者中采集膀胱癌样本并进行

scRNA⁃seq，识别出 15种与铁蛋白相关的预后长链非

编码 RNA（long non⁃coding RNA，lncRNA），并以此构

建铁蛋白相关 lncRNA风险模型，提示这 15种与铁蛋

白相关的 lncRNA在膀胱癌TME中特异性表达，可能

为潜在的治疗靶点。Yu等［50］通过 scRNA⁃seq绘制人类

膀胱细胞图谱，揭示了细胞亚型和肿瘤细胞谱系之间

的关系，确认了上皮间充质转化样细胞不是一组肿瘤

细胞，提出上皮间充质转化样细胞亚型与膀胱癌预后

不良密切相关。甘氨酰⁃tRNA 合成酶 1（glycyl ⁃ tRNA 
synthetase 1，GARS1）属于氨基酰基 tRNA合成酶家族，

在蛋白质合成中起着至关重要的作用，但在人类癌

症预后中的作用及其对免疫治疗的影响仍不清楚。

Nie 等［51］分析 GARS1 mRNA 和蛋白表达水平并评估

其在泛癌中的预后影响，利用 scRNA⁃seq分析GARS1
的生物学功能，最后通过细胞实验验证 GARS1 在膀

胱癌细胞中的生物学意义，指出 GARS1 有望成为膀

胱癌免疫治疗的潜在预后标志物和治疗靶点。

  T淋巴细胞已被证明在抗肿瘤和 TME 塑造中发

挥重要作用，但这些作用在膀胱癌中尚未得到解释。

Shi等［40］对基因表达综合数据库的 scRNA-seq数据进

行全面分析，鉴定出 72个 T淋巴细胞标记基因，并构

建了由 7个基因组成的预后特征模型，为膀胱癌的免

疫治疗提供了新的靶点和理论支持。Zhang 等［52］对
TME 进行细胞表型和转录谱分析，并分析不同细胞

亚群和基因与膀胱癌预后的关联，发现TIL和TME相

关基因可以影响患者的预后，并且可能是膀胱癌患

者预后和免疫治疗反应的重要决定因素。Seiler等［53］

对 343例MIBC患者在新辅助化疗前经尿道切除的标

本进行了全转录组测序分析，开发出一个单样本基

因组亚型分类器，用于预测新辅助化疗背景下具有

最高临床影响的共识分子亚型。

4 小结与展望

  scRNA⁃seq作为一种强大的高通量测序工具，能

够以超高分辨率检测稳态和致病细胞群，目前已被

广泛应用于识别或研究膀胱尿路上皮细胞和膀胱肿
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瘤细胞的异质性、TME 特征、治疗耐药性、膀胱癌干

细胞等，从而将膀胱癌生物医学研究推向更高精度

水平。scRNA⁃seq可提供广泛的转录表达谱，对发现

罕见的细胞亚群、识别肿瘤内异质性、监测膀胱肿瘤

动态进展及揭示耐药机制至关重要。尽管近年来

scRNA⁃seq技术在癌症领域取得了重要的进展，但与

其他人类恶性肿瘤相比，scRNA⁃seq技术在识别膀胱

癌，以及对膀胱癌细胞基质成分、TME和耐药机制等

方面的了解还远远不够。全面了解膀胱肿瘤的细胞

或分子机制是一个长期而艰巨的过程，需要进行大

量研究，而 scRNA⁃seq 过程复杂且昂贵，无法应用于

大量肿瘤样本筛查，在临床实际中也不能应用于个体

化治疗。未来还需拓展 scRNA⁃seq 技术在膀胱癌耐

药和转移机制研究中的应用。随着 scRNA⁃seq 技术

的不断发展，其有望成为高通量、低成本、简化数据分

析过程、减少时间支出的技术，为膀胱癌的更大规模

单细胞测序工作提供准确性和灵敏度更高的结果。
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