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单细胞测序在淋巴瘤精准诊疗中的突破与前瞻*
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  【摘要】 淋巴瘤具有高度异质性,而传统的高通量测序仅分析高丰度细胞的平均表现,并不能满足淋巴瘤诊断及

治疗所需的大量遗传学信息,使其临床上精准诊疗存在挑战。单细胞测序技术能够在单个细胞水平对淋巴瘤进行分

析,捕获低丰度关键细胞信息,从而分析肿瘤细胞之间的微环境,进而对淋巴瘤的特性进行解析,助力淋巴瘤的分型、精
准诊断、治疗分层以及耐药机制分析。现总结单细胞测序技术分析淋巴瘤肿瘤微环境的相关研究,并回顾其在淋巴瘤

精准诊疗中带来的突破与前瞻。
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Breakthroughsandfutureperspectivesofsingle-cellsequencingin
precisionlymphomacare
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  【Abstract】 Lymphomasarehighlyheterogeneous,traditionalbulkhigh-throughputsequencingonlycapturesthe
averageprofileofabundantcellsyetandfailstoprovidetheextensivegeneticinformationrequiredforaccuratediagnosis
andtherapy,posingamajorchallengetoprecisiononcology.Single-cellsequencing,however,enablesanalysisatthein-
dividual-celllevel,retrievinglow-abundancecriticalcellularinformationanddissectingthetumormicro-environmenta-
mongmalignantcells.Consequently,itfacilitateslymphomasubtyping,precisediagnosis,therapeuticstratification,and
investigationofdrug-resistancemechanisms.Nowthispapersummarizesstudiesthathaveemployedsingle-cellsequen-
cingtodissectthelymphomatumormicro-environmentanddiscussthebreakthroughsandfutureprospectsthistechnolo-

gybringstoprecisiondiagnosisandtreatmentoflymphoma.
【Keywords】 Single-cellsequencing;Lymphoma;Tumorheterogeneity;Precisionmedicine

  淋巴瘤是一种淋巴组织增生性的异质性恶性肿

瘤,其发病率逐年攀升,对人类生命健康造成严重威

胁。目前,淋巴瘤病理类型复杂,依据其病理类型可

分为 非 霍 奇 金 淋 巴 瘤 (non-Hodgkinlymphoma,

NHL)和霍奇金淋巴瘤(hodgkinlymphoma,HL)两
类,前者发病率远高于后者,约占总发病率的90%,主

·9421·西部医学2025年9月 第37卷第9期 MedJWestChina,September2025,Vol.37,No.9



要亚型包括B细胞淋巴瘤(B-celllymphoma,BCL)
[弥漫大B细胞淋巴瘤(DiffuselargeB-celllympho-
ma,DLBCL,32%)、滤泡性淋巴瘤(follicularlym-
phoma,FL,20%)、边 缘 区 淋 巴 瘤(marginalzone
lymphoma,MZL,8%)、套细胞淋巴瘤(mantlecell
lymphoma,MCL,4%)]和 T 细 胞 淋 巴 瘤(T-cell
lymphoma,TCL;而后者主要分为结节硬化型、富于

淋巴细胞型、混合细胞型、淋巴细胞消减型。淋巴瘤

的确切分类对于制定治疗计划和预后至关重要。然

而,上述不同淋巴瘤亚型在疾病病理生理学、进展和

治疗过程中表现出明显的细胞异质性,这为临床诊断

及治疗带来极大挑战。大量研究表明肿瘤微环境在

淋巴瘤的发生发展中起至关重要的作用[1]。基于上

述发现,该疾病治疗策略逐渐聚集于肿瘤微环境靶向

疗法,也将免疫疗法带到了淋巴瘤治疗的最前沿。其

中,阻断抑制受体的抗体[例如阻断程序细胞死亡1
配体(PD-1)和细胞毒性T淋巴细胞相关蛋白4(CT-
LA-4)]和克服免疫逃逸[例如使用组蛋白脱乙酰化酶

抑制剂和嵌合抗原受体T(CAR-T)细胞]为目前研究

的热点。上述方法虽在一定程度上将治疗策略优化

得更具特异性从而提高患者生存率,但不同个体之间

的反应差异较大、PD-1耐药以及CAR-T失效为治疗

带来挑战。
近年来,随着分子生物学和科技的发展进步,淋

巴瘤的诊断、分期、重新分期及评估工具则同步更新,
这其中单细胞测序(singlecellsequencing,SCS)备受

关注。SCS技术因其能够在单个细胞水平上分析各

基因的表达,而在精准医疗领域中展现出巨大潜力。

SCS主要类型包括单细胞基因组测序、单细胞转录组

测序、单细胞表观基因组测序、空间SCS以及单细胞

多组学测序等,而单细胞测序可以抓取单个细胞的基

因表达信息、捕获细胞间变异,从而深入了解生物异

质性,进而对疾病类型进行诊断、分层和治疗[2]。因

此,SCS或许能够通过解析淋巴瘤中单个恶性和浸润

性免疫细胞的遗传和转录特征,探究淋巴瘤内的遗传

多样性、肿瘤微环境内恶性细胞和免疫细胞之间的相

互作用,从而精确表征各种类型淋巴瘤的异质性,最
终确定更有效的分子靶向诊断和治疗策略。本文旨

在总结SCS技术在淋巴瘤精准诊疗的进展与突破,以
期为淋巴瘤的诊疗提供前瞻性的思路。

1 SCS技术在淋巴瘤精准诊疗中的应用:从机制到

临床

1.1 靶向淋巴瘤异质性

1.1.1 侵袭性转化机制解析 FL约占NHL20%,
异质性极高。多数患者长期处于无症状、低肿瘤负荷

状态,但每年仍有2~3%突然转变为DLBCL,预后急

剧恶化。传统泛基因表达研究仅证实FL队列间高度

异质,却无法解释“转化之路”。SCS可从单细胞层面

解读组织结构和分子差异,为破解转化机制提供新工

具。Han等[3]对20例FL淋巴结和3例反应性淋巴

结进行单细胞转录组测序,首次在FL肿瘤微环境中

发现细胞毒性CD4T细胞群;该细胞群能够通过T-
bet/EOMES介 导 抗 病 毒 免 疫,但 会 因 肿 瘤 细 胞

MHC-Ⅱ缺失而增殖受限,进而发生肿瘤免疫逃逸。
整合外显子数据则提示,CREBBP和EZH2突变可能

与 MHC-Ⅱ下调相关,为干预提供方向。Clémentine
等[4]对11名转化前/后配对FL、11例六年内无进展

FL和2例反应性淋巴结进行全基因组测序和转录组

测序,揭示FL恶性细胞转化及微环境互作。研究发

现:MYC靶基因、OxPhos和 mTOCRC1通路随基因

组畸变累积而紊乱;CD8细胞经CD70-CD70轴被激

活,为恶性B细胞提供增殖信号并自身耗竭;更重要

的是,微环境互作(如CD8中LAG3浸润)比单纯恶性

B细胞特征更能预示转化风险。上述研究通过表征恶

性B细胞及其肿瘤微环境在转化过程中的克隆和表

型共同进化,为开发创新免疫疗法提供了途径。同时

利用肿瘤微环境生态系统建立和验证生物标志物,助
力淋巴瘤的精准诊断和治疗。

1.1.2 罕见亚型解码 原发性中枢神经系统淋巴瘤

(primarycentralneroussystemlymphoma,PCNSL)
属于相对罕见 NHL亚型,同样具有高侵袭性。PC-
NSL患者生存率低,临床诊治面临挑战。现行诊断金

标准———淋巴结活检联合形态-免疫组化常因组织量

小或患者术前激素使用史出现假阴性,而快速靶向测

序灵敏度有限,故需SCS技术对PCNSL异质性及亚

型进行准确、快速解码。Wei等[5]单细胞转录组测序

分析鉴定出PCNSL13个细胞亚群和3个功能迥异的

B细 胞 亚 组。其 中,B 细 胞-2 簇 上 调 NCL、LTB、

NEAT1等,正向调控MHC-I类抗原加工和T细胞毒

性,这表明B细胞抗原呈递能力强,可与T细胞协同

抗肿瘤;CD74或为调节B细胞与其他免疫细胞间信

号传导关键靶点,但该研究未鉴定表征恶性和非恶性

B细胞。研究依据染色体畸变、组织起源、转录谱和超

扩增克隆鉴定出PCNSL4个恶性B细胞簇[6];另一项

研究[7]对8例免疫功能正常PCNSDLBCL患者的

CD45+CD19+和CD45+CD19- 细胞进行单细胞转录

测序、配对单T细胞受体测序(TCR)和B细胞受体测

序(BCR),发现BCL2高表达是PCNSDLBCL特有

促肿瘤亚型特征,其通过上调LYN 和BLK 激活B细

胞受体信号通路,促进克隆演化和免疫监视逃逸;肿
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瘤免疫微环境由耗竭CD8+ T细胞和非抗原特异性

CD8+ T细胞组成。上述研究均解析了PCNSL的肿

瘤微环境,助力精准诊断和治疗。

1.2 微环境驱动的治疗抵抗 肿瘤微环境是由淋巴

细胞、髓系细胞、成纤维细胞和多种分子组成的复杂

体系,其特点是免疫抑制特征,通过释放抗炎细胞因

子,如IL-4和TGF-β,使T细胞偏向Th2状态,并将

肿瘤相关巨噬细胞极化为抗炎表型,以抑制免疫治

疗[8]。在淋巴瘤中,淋巴瘤细胞不仅依赖肿瘤微环境

来生存和增殖,而且还通过特异性调控不同的机制,
逃脱宿主的免疫监视,使目前的免疫治疗策略失效。
目前,液体活检因具有动态检测及在 PCNSDLBCL
中表现出100%的灵敏度而广泛应用于分析微环境驱

动的治疗抵抗。然而,该技术对样本质量要求高、成
本高以及多中心之间存在信息壁垒,结果准确性有

异。关于 SCS与 肿 瘤 微 环 境,一 方 面 有 研 究 表 明

CAR-T细胞自身受免疫微环境限制,其主要形式是

CAR-T细胞耗竭。单细胞研究发现,CAR-T细胞耗

竭过程中,抑制性受体(PD-1、Lag3、Tim3和TIGIT)
的表达上调,并通过CTLA-4抑制PI3K/AKT通路,
最终 导 致 CAR-T 细 胞 抗 肿 瘤 功 能 受 损、治 疗 失

败[9,10]。另一方面,肿瘤微环境中的免疫抑制细胞,
包括调节性T细胞、髓源性抑制细胞和肿瘤相关巨噬

细胞能够通过抑制CAR-T细胞的增殖、活化和细胞

毒性,从而限制其抗肿瘤反应[11]。有研究进一步表明

肿瘤微环境中的抑制性巨噬细胞同样对免疫治疗产

生抑制,即其能够通过唾液酸结合性免疫球蛋白样凝

集素9(SIGLEC9)-受体黏蛋白1(mucin1)信号通路

诱 导 巨 噬 细 胞 表 达 PD-L1、M-CSFR、CD206 和

CD163,从而将其转化为具有免疫抑制功能的肿瘤相

关巨噬细胞[12]。

1.3 诊断与分型革新 淋巴瘤的诊断及分型长期依

赖形态/免疫组化,主观差异大。高通量测序的引入

为淋巴瘤基因组景观提供了高分辨率、快速、深入的

视图,改善了现有指南中的亚分类和患者风险分层。

2022年一项有关FL单细胞的研究利用质谱技术,在
单细胞水平对155份诊断性淋巴结的肿瘤和免疫区

室进行全面分析,识别出两种主要亚型:伴 EZH2、

TNFRSF14和 MEF2B 突 变 的 生 发 中 心 B 细 胞

(GCB)、伴滤泡辅助性T细胞增加的记忆B细胞;后
者与肿瘤内表型多样性及DLBCL转化风险增加独立

相关[13]。另一项DLBCL单细胞转录组研究则将传

统ABC/GCB二分法中的两种亚型各细分为5~7个

功能亚群[14]。此 外,一 项 针 对 华 氏 巨 球 蛋 白 血 症

(WM)/IgM型淋巴浆细胞淋巴瘤的研究表明,单细胞

转录组测序联合BCR可区分 WM 是否伴有 MBL/

CLL克隆,纠正传统免疫分型误差;同时根据 CX-
CR4、AHNAK、CD23等表达特 征,将 MYD88-mut
WM进一步分为4个分子亚型,并与血清IgM水平及

治疗反应关联,以期精准诊断和治疗[15]。

2 临床转化突破

2.1 精准治疗决策优化 传统的批量转录组测序仅

报告细胞总体转录水平,对疾病的精准诊断及治疗尚

有不足,一是细胞的异质性会对结果造成偏差;二是

在肿瘤微环境中发挥重要作用的细胞群会因为占比

低而无法通过常规转录组测序提供准确信息。SCS
则为解读肿瘤微环境细胞的异质性提供可能,而肿瘤

微环境的单细胞水平解析可能革新目前淋巴瘤的治

疗方法。一是助力双特异性抗体的构建,针对41例

不同分期DLBCL患者的单细胞转录组测序显示复发

样本中 CD74与IL4R 高表达,基于新靶点构建与

CD20组合分别构建两种体外杀伤活性优于单靶点的

双特异性抗体CD20×CD74和CD20×IL4R[16]。二是

解析免疫治疗疗效与耐药机制,突破治疗失败难点。
针对CD20×CD3双特异性抗体耐药机制的研究则通

过单细胞转录组测序复发/难治性B细胞NHL患者

不同阶段肿瘤活检样本,发现失活型基因突变导致的

CD20沉默是耐药的潜在机制[17];而另一项关于CD19
CAR-T治疗发生耐药的SCS研究则表明CD19基因

沉默、CD20低表达以及CD22缺失的多重抗原丢失是

导致T细胞重定向治疗全面耐药的原因[18]。三是基

于解析微环境特征提出联合治疗策略,突破精准诊治

难点。Xu等[19]采用单细胞转录组测序全面分析弥漫

性大B细胞患者CD58的基因组特征,发现CD58缺

失可以通过激活LYN/CD22/SHP1信号通路来增加

PD-L1和IDO的表达,促进免疫逃逸,进而促进治疗

耐药性,提示 HDACi+ PD-1/IDO双抑制或许是逆

转耐药的新治疗策略。

2.2 动态监测体系优化 传统的淋巴瘤检测为影像

学联合骨髓活检,操作繁琐、侵袭性强、使用频次受

限、滞后明显。目前,新方案提出将淋巴瘤动态监测

搭载上SCS以优化现有体系,例如诊断准确性与组织

活检一致性达70%~95%的液体活检联合组织单细

胞多组学,这一动态监测体系操作更为简易、患者风

险低、使用频次更高,可达每2~4周一次,且能将复

发/耐药预警时间提前,提高患者生存率[20]。之前的

一项循环肿瘤 DNA(ctDNA)联合SCS的研究证实

IGLL5、CD79B、P2RY8、EVT6和 KLHL6基因突变

与DLBCL疾病进展风险有关。其中,IGLL5基因的

治疗前突变与不良预后显著相关,且与TP53在GCB
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亚型中共现率高达5/7,提示两者可能协同驱动恶性

GCB克隆扩增并参与CAR-T耐药[21]。因此,SCS动

态监测可实现非侵入追踪肿瘤进展、关键基因表达及

突变谱,为分型、诊断、疗 效 评 估 和 耐 药 管 理 提 供

依据。

3 挑战与未来

SCS作为近10年来的新兴技术,因其可以表征

复杂疾病中表现出的异质性而备受关注,多项研究均

显示出SCS在医学领域,特别是肿瘤疾病精准诊治中

的巨大潜力,其并致力于将其已应用于复杂疾病的精

准诊疗领域。然而,目前该技术尚未完全成熟,在医

学领域中的落地及应用仍存在诸多挑战。一是特殊

样本瓶颈,如福尔马林固定石蜡包埋(FFPE)组织的

单细胞解离,该样本特性中的交联固定会导致RNA
断裂、胶原致密基质难以机械/酶解,最终导致从样本

中分离的单细胞得率低且碎片多,虽然目前SCS技术

针对这一问题将程序升级为10×GenomicsFixed
RNAProfiling联合gentleMACS提高单细胞解离

率,并增加二次FACS-DAPI去碎片,提升解离的活细

胞比例,以达到在25μm切片上能够成功建库,但上

述方法得到的数据准确度不佳,未来则需进一步优化

解离与标记步骤或开发FFPE组织样本专用逆转录

酶提高全长转录本捕获率[22];而针对脑脊液(CSF)微
量样本,细胞数量低、RNA易降解以及红细胞污染是

该样本进行SCS所面对的主要难点。目前,裂解红细

胞以及升级SCS技术使得解析中枢神经系统淋巴瘤

微环境仅需2000~3000个细胞,未来则可开发微滴式

单细胞捕获芯片提升微量样本(≤0.5mL)测序成功

概率[23]。二是临床落地的可行性,如SCS得到的单

细胞分型淋巴瘤是否需要纳入 NCCN指南。目前,

2024发布的相关指南仅把ctDNA-MRD列为2B类推

荐,单细胞分型还未正式纳入。然而,有研究报道肿

瘤微环境耗竭评分可提前6周预测PD-1耐药[24];两
项前瞻性研究则表明单细胞肿瘤微环境四分型联合

方案患者2年无进展生存期提升。结合上述研究,

SCS得到的单细胞分型淋巴瘤有助于患者的精准诊

断及治疗,能够提升患者生存率,有望成为新的分型

标准,但需要更多的研究进一步探究完整、全面、精确

的分型标准。
除上述挑战外,SCS技术在淋巴瘤精准诊治中的

应用应涵盖以下两方面:一是自体移植后微环境重建

监测———新兴数字孪生模型(daGOAT2.0)将血液生

化、细胞因子与规律更新的SCS数据整合,构建动态

评估系统,监测最佳干预时机;二是空间多组学解析

淋巴结结构域,基于三维肿瘤微环境评分促进治疗分

层。鉴于淋巴瘤对全球人类生命健康的持续威胁,

SCS技术的应用和升级将在解析肿瘤遗传异质性、转
化演进和耐药机制中发挥关键作用。
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