
基于单细胞转录组测序解析肝外胆管癌

异质性：探索肿瘤奥秘与临床突破

一、引言

1.1 研究背景

1.1.1 肝外胆管癌概述

肝外胆管癌是一种源于肝外胆管（包括肝门区至胆总管下端）上皮细胞的恶性肿瘤 ，其发病

隐匿，早期症状不明显，多数患者确诊时已处于中晚期。胆管癌发病率较低，在全球范围内，

其发病率约为每 10 万人中 1 - 2 例，但近年来有逐渐上升的趋势 。肝外胆管癌的发病与多种

因素相关，包括胆管结石、原发性硬化性胆管炎、先天性胆管囊肿、肝吸虫感染等。其中，胆

管结石长期刺激胆管上皮，引发慢性炎症，进而增加癌变风险；原发性硬化性胆管炎患者，由

于胆管壁反复炎症和纤维化，胆管癌的发生风险可高达 10% - 30% 。

肝外胆管癌严重威胁人类健康，其恶性程度高，预后较差。患者 5 年生存率通常低于 20%，

中位生存期仅为 12 - 24 个月 。手术切除是唯一可能治愈的方法，但由于早期诊断困难，仅有

约 20% - 30% 的患者在确诊时可行根治性手术 。对于无法手术切除的患者，治疗手段包括化

疗、放疗、靶向治疗等，但疗效有限，患者生存质量和生存期均不理想。因此，深入了解肝外

胆管癌的发病机制和生物学特性，寻找有效的诊断和治疗靶点，对于改善患者预后具有重要意

义。

1.1.2 肿瘤异质性的概念与影响

肿瘤异质性是指肿瘤细胞在生长、代谢、侵袭、转移以及对治疗的反应等方面存在的差异，这

种差异不仅体现在肿瘤细胞之间，还包括肿瘤微环境中的非肿瘤细胞



 。肿瘤异质性可分为肿瘤间异质性和肿瘤内异质性。肿瘤间异质性指不同患者的肿瘤细胞之

间存在差异，导致不同患者对相同治疗方案的反应不同；肿瘤内异质性则是指同一肿瘤内部不

同区域的肿瘤细胞之间存在差异，使得肿瘤内部细胞的生物学行为不一致 。

肿瘤异质性对癌症治疗和预后产生诸多不良影响。在治疗方面，由于肿瘤细胞的异质性，部分

肿瘤细胞可能对化疗药物、靶向药物或免疫治疗药物不敏感，导致治疗效果不佳，容易出现复

发和转移 。例如，在乳腺癌中，不同亚型的肿瘤细胞对内分泌治疗和靶向治疗的敏感性差异

显著，HER2 阳性乳腺癌对曲妥珠单抗等靶向药物敏感，而三阴性乳腺癌则缺乏有效的靶向治

疗靶点，预后较差 。在预后方面，肿瘤异质性增加了疾病进展和复发的风险，使得患者的生

存时间缩短，生存质量下降 。此外，肿瘤异质性还给癌症的诊断和监测带来困难，传统的检

测方法难以全面反映肿瘤细胞的特征，容易导致误诊和漏诊 。

鉴于肿瘤异质性在癌症发生发展和治疗中的重要作用，研究肝外胆管癌的异质性具有迫切性和

重要意义。通过深入探究肝外胆管癌的异质性，有望揭示其发病机制，发现新的治疗靶点，为

个性化治疗提供理论依据，从而提高肝外胆管癌的治疗效果和患者生存率。

1.2 单细胞转录组测序技术介绍

1.2.1 技术原理

单细胞转录组测序技术是在单细胞水平对全转录组进行扩增与测序的新技术，能够深入揭示细

胞间的基因表达差异，为肿瘤异质性研究提供关键技术支持。其基本流程涵盖单细胞悬液制备

、细胞捕获、RNA 提取、逆转录扩增、文库构建、测序及数据分析等多个关键步骤。

在单细胞悬液制备环节，需要从组织样本中获取单细胞。对于实体组织，常采用酶消化、机械

解离等方法，将组织分散成单个细胞。例如，对于肝外胆管癌组织，可使用胰蛋白酶、胶原酶

等消化酶，在适宜的温度和时间条件下，将组织消化成单细胞悬液，期间要严格控制消化条件

，以避免细胞损伤和死亡 。获取单细胞悬液后，便进入细胞捕获阶段。常见的细胞捕获技术

有荧光激活细胞分选（FACS）、微流控技术、微孔板技术等。FACS 依据细胞表面标志物的

荧光信号，对目标细胞进行分选捕获；微流控技术则借助微芯片上的微小通道和反应腔室，实

现单细胞的高效捕获和处理，如 10× Genomics 平台利用微流控技术，将单细胞与带有条形

码的凝胶微珠包裹在油滴中，实现大规模单细胞捕获 。



细胞捕获后，进行 RNA 提取。由于单细胞中的 RNA 含量极少，对提取技术要求极高。通常

采用特殊的试剂盒或方法，如基于磁珠的 RNA 提取方法，利用磁珠表面的特异性基团与



 RNA 结合，经过多次洗涤和洗脱，获得高纯度的 RNA 。RNA 提取后，进行逆转录和扩增。

逆转录是将 RNA 转化为 cDNA，常使用逆转录酶和随机引物或 oligo (dT) 引物来实现。扩增

则是为了增加 cDNA 的量，满足后续测序需求，常用的扩增方法有 PCR 扩增和体外转录扩增

（IVT）。在这一过程中，UMI（Unique Molecular Identifier）技术被广泛应用，它为每个 

mRNA 分子添加独特的分子标签，能够有效区分真实的转录本和扩增过程中产生的重复序列

，提高定量准确性 。

扩增后的 cDNA 用于文库构建。文库构建需在 cDNA 两端添加特定的接头序列，使其能够与

测序平台适配。常用的文库构建方法有基于 PCR 的文库构建和基于连接的文库构建。基于 

PCR 的文库构建通过 PCR 反应引入接头序列；基于连接的文库构建则利用 DNA 连接酶将接

头序列连接到 cDNA 上 。构建好的文库在高通量测序平台上进行测序，目前常用的测序平台

如 Illumina 测序平台，采用边合成边测序的原理，能够快速、准确地测定 cDNA 的序列信息 

。

测序完成后，便进入数据分析阶段。数据分析涉及多个步骤，首先进行数据质量控制，去除低

质量的测序数据和接头序列；然后进行数据比对，将测序 reads 映射到参考基因组或转录组

上；接着进行基因表达定量，计算每个基因在单细胞中的表达水平；再通过降维、聚类分析，

识别不同的细胞亚群；最后进行差异基因分析、功能富集分析等，挖掘细胞亚群间的差异基因

及其功能，揭示细胞的生物学特性和潜在的调控机制 。

1.2.2 在癌症研究中的优势

与传统测序技术相比，单细胞转录组测序在癌症研究中展现出诸多显著优势。首先，单细胞转

录组测序能够精准揭示细胞间差异。传统测序技术以大量细胞为研究对象，所获结果是细胞群

体的平均信号，会掩盖细胞间的异质性 。例如，在研究肝外胆管癌时，传统测序可能无法区

分肿瘤细胞、癌旁细胞及免疫细胞等不同细胞类型的基因表达差异，而单细胞转录组测序能够

对单个细胞进行分析，清晰展现每个细胞的基因表达谱，从而准确识别不同细胞亚群及其特征

基因，为深入了解肿瘤细胞的生物学行为提供关键信息 。

其次，单细胞转录组测序有助于发现罕见细胞类型。肿瘤组织中存在一些罕见细胞类型，如肿

瘤干细胞、循环肿瘤细胞等，它们在肿瘤的发生、发展、转移和耐药中起着关键作用，但由于

其数量稀少，在传统测序中易被忽视



 。单细胞转录组测序凭借其单细胞分辨率，能够有效检测到这些罕见细胞类型，深入研究其

基因表达特征和生物学功能，为肿瘤治疗提供新的靶点和策略 。

再者，单细胞转录组测序能够深入解析肿瘤微环境。肿瘤微环境由肿瘤细胞、免疫细胞、成纤

维细胞、内皮细胞等多种细胞以及细胞外基质组成，对肿瘤的生长、侵袭和转移具有重要影响 

。单细胞转录组测序可以全面分析肿瘤微环境中各种细胞的基因表达谱，揭示细胞间的相互作

用和信号传导网络，例如研究免疫细胞与肿瘤细胞之间的免疫逃逸机制、肿瘤血管生成的调控

机制等，为肿瘤免疫治疗和抗血管生成治疗提供理论依据 。

此外，单细胞转录组测序还可用于肿瘤的早期诊断和预后评估。通过对肿瘤组织或外周血中的

单细胞进行测序分析，能够检测到早期肿瘤细胞的分子特征，实现肿瘤的早期诊断；同时，根

据肿瘤细胞的基因表达特征，预测肿瘤的复发、转移风险和患者的预后情况，为临床治疗决策

提供重要参考 。

1.3 研究目的和意义

本研究旨在运用单细胞转录组测序技术，全面且深入地剖析肝外胆管癌的异质性，明确不同细

胞亚群的特征及其在肿瘤发生发展中的作用，为揭示肝外胆管癌的发病机制、开发新型治疗策

略提供关键的理论依据和潜在靶点。

具体而言，本研究具有以下重要目的。其一，通过单细胞转录组测序，精准鉴定肝外胆管癌组

织中的各种细胞类型，包括肿瘤细胞、免疫细胞、成纤维细胞、内皮细胞等，以及它们各自的

亚群，绘制高分辨率的肝外胆管癌单细胞图谱，揭示肿瘤组织中细胞组成的复杂性和多样性 

。其二，深入分析不同细胞亚群的基因表达特征，挖掘与肿瘤发生、发展、转移、耐药相关的

关键基因和信号通路，阐明肿瘤细胞异质性的分子基础 。其三，研究肿瘤微环境中不同细胞

亚群之间的相互作用和信号传导网络，探讨肿瘤微环境对肿瘤细胞生物学行为的影响，以及肿

瘤细胞如何通过与微环境中的细胞相互作用来逃避机体免疫监视和促进肿瘤进展 。其四，基

于单细胞转录组测序数据，筛选出具有潜在诊断和预后价值的生物标志物，为肝外胆管癌的早

期诊断、病情监测和预后评估提供新的指标和方法 。

本研究对于肝外胆管癌的治疗和患者生存率的提升具有重要意义。从发病机制理解方面来看，

深入探究肝外胆管癌的异质性，有助于揭示其发病的分子机制，明确肿瘤细胞的起源、分化和

演进过程，以及肿瘤微环境在肿瘤发生发展中的作用，从而为从根本上攻克肝外胆管癌提供理

论支持



 。在治疗策略改进方面，精准识别肿瘤细胞的异质性和肿瘤微环境中的关键细胞亚群及信号

通路，能够为开发更具针对性的治疗靶点和个性化治疗方案奠定基础。例如，针对特定的肿瘤

细胞亚群或肿瘤微环境中的关键细胞和信号通路，设计靶向药物或免疫治疗策略，有望提高治

疗效果，减少不良反应 。此外，筛选出的生物标志物可用于早期诊断，实现疾病的早发现、

早治疗，提高患者的治愈率；同时，也可用于病情监测和预后评估，帮助医生及时调整治疗方

案，改善患者的生存质量和生存期 。综上所述，本研究对推动肝外胆管癌的基础研究和临床

治疗具有重要的理论和实践意义，有望为患者带来新的希望。

二、肝外胆管癌异质性的理论基础

2.1 肝外胆管癌的异质性表现

2.1.1 细胞水平异质性

在细胞水平上，肝外胆管癌表现出显著的异质性。从细胞形态来看，肿瘤细胞呈现出多样化的

形态特征。部分肿瘤细胞可能呈多边形，细胞边界相对清晰，细胞核较大且染色质丰富；而另

一部分肿瘤细胞则可能呈梭形，细胞形态较为细长，细胞核也相应地呈长椭圆形 。这些不同

形态的细胞在肿瘤组织中混合存在，增加了细胞形态的复杂性。例如，在一些肝外胆管癌组织

切片中，可以观察到多边形细胞和梭形细胞交错分布，它们在细胞大小、核质比等方面均存在

明显差异 。

肝外胆管癌细胞的增殖能力也存在显著差异。通过对肿瘤组织中不同区域细胞的增殖活性检测

，发现部分细胞处于快速增殖状态，其增殖标记物如 Ki - 67 的表达水平较高 。这些细胞具有

较强的分裂能力，能够快速增加肿瘤细胞的数量，促进肿瘤的生长。而另一部分细胞则增殖相

对缓慢，Ki - 67 表达水平较低，它们在肿瘤生长中可能起到相对稳定的作用 。研究表明，增

殖能力强的细胞亚群更容易导致肿瘤的快速进展和转移，对患者的预后产生不利影响 。

肿瘤细胞的侵袭能力同样表现出异质性。部分肿瘤细胞具有较强的侵袭能力，能够突破基底膜

，侵入周围组织和血管 。这些细胞通常表达高水平的基质金属蛋白酶（MMPs），如 MMP - 

2、MMP - 9 等，它们能够降解细胞外基质，为肿瘤细胞的侵袭提供条件 。而侵袭能力较弱的

细胞亚群则 MMPs 表达水平较低，在肿瘤的侵袭转移过程中相对处于劣势 。例如，在体外侵

袭实验中，不同细胞亚群穿过基质胶的能力存在显著差异，侵袭能力强的细胞亚群能够在较短



时间内穿过更多的基质胶，而侵袭能力弱的细胞亚群则穿过基质胶的数量较少
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