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·临床研究·
EGFR敏感突变肺腺癌获得性耐药特征的

单细胞转录组分析

陈宇，邵卓伟，陈伟庄，焦文睿，吴仕波

【摘要】目的 应用单细胞转录组探索表皮生长因子受体（EGFR）敏感突变的肺腺癌靶向治疗获得性耐药后的分

子特征及其肿瘤微环境。方法 6例 EGFR敏感突变的晚期肺腺癌患者纳入了本研究，包括 3例初治患者（初治

组）和 3例一线酪氨酸激酶抑制剂（TKIs）治疗耐药患者（耐药组），分别对其肿瘤活检样本进行单细胞转录组测序，

比较两组患者肿瘤微环境组成、细胞簇功能表型及细胞相互作用等方面的差异。结果 整合数据后共获得 63 184

个细胞，耐药组募集了更高比例的肿瘤相关成纤维细胞和髓系细胞。上皮细胞层面，相关性分析显示转录因子

CCAAT/增强子结合蛋白（CEBPB）、Fos家族成员 B（FOSB）、FOS和 JUNB可能通过激活上皮-间质转化，促进肿

瘤的进展；T细胞层面，弱杀伤、高耗竭KLRD1+CD8+T细胞和高耗竭MKI67+CD8+T细胞占比在耐药组更高，而强

杀伤 GZMK+CD8+T细胞在初治组占比更高；髓系细胞层面，本研究鉴定了一个新的脂质相关肿瘤相关巨噬细胞

（LA_TAM）亚群，并且其在耐药组中的占比更高；细胞互作分析显示，相比于初治组，耐药组 CD8+T细胞与 LA_
TAM存在更强的细胞交互。结论 上调的促肿瘤转录因子、CD8+T细胞免疫功能受损以及具有免疫抑制特性LA_
TAM亚群的浸润可能参与了获得性耐药，为耐药后的治疗策略提供了潜在的研究方向。
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携带表皮生长因子受体（epidermal growth factor

receptor，EGFR）敏感突变的肺腺癌患者，绝大部分

都能从酪氨酸激酶抑制剂（TKIs）治疗中受益 [1]。但

是获得性耐药不可避免，其耐药机制主要包括 EGFR

依赖及非依赖性信号通路 [2-3]。近年来，肿瘤微环境

（tumor microenvironment，TME）与 TKIs耐药相关性

日益被重视，微环境中调节T细胞、树突状细胞、巨噬

细胞及成纤维细胞等各种免疫细胞介导的免疫反应

可能参与 TKIs的耐药机制[4]。当前，已有部分研究通

过细胞模型及临床样本，在单细胞层面展示TKI耐药

的潜在机制，并为克服耐药提供可能的方案 [5]。本研

究通过对EGFR敏感突变的初治和TKI耐药的肿瘤活

检样本行单细胞转录组测序，比较两组间肿瘤微环境组

成、细胞簇功能表型以及细胞相互作用等方面差异，探讨

肿瘤TKI治疗后耐药相关的分子特征和特异性TME，为
耐药后的治疗策略提供相关参考，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 按照人口学特征相似的原则进行配

对入组，2021年 3月至 2023年 11月在宁波市医疗

中心李惠利医院治疗的 6例具有EGFR敏感突变的

晚期肺腺癌患者纳入了本研究，包括 3例初治患者

（初治组）和 3例一线TKIs治疗耐药患者（耐药组）。

本研究获得宁波市医疗中心李惠利医院医学伦理委

员会批准（批件号：KY2020PJ142），所有研究者均同

意参加本研究并签署书面知情同意书。

1.2 方法

1.2.1 单细胞测序数据 从样本中获得单细胞悬浮

液，进行 cDNA合成以及单细胞测序分析。使用 Cell

Ranger软件对数据进行预处理。利用 Seurat软件包

建立单细胞测序数据分析对象，去除低质量细胞。进

行全局缩放归一化后，采用同质化处理进行批次效

应校正。然后进行主成分分析，以获得细胞聚类前

30的基因。并根据标记的特征，进行细胞亚群的注释。

1.2.2 识别标记基因 通过 Seurat的 Find AllMar-
kers功能，识别各细胞类型的差异表达标记基因。除

了 ＜ 0.05和|avg logFC|＞ 0.25的标准外，还要求
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注：A～ B为汇总样本的单细胞的 t-分布随机邻域嵌入图（tSNE），按簇（A）、亚型（B）着色；C为各样本细胞类型的 tSNE图；D为两组各类

细胞比例的桑基图。B cell为 B淋巴细胞；CAFs为肿瘤相关成纤维细胞；Endothelial为内皮细胞；Epithelial为上皮细胞；Mast为肥大细胞；

Myeliod为髓系细胞；Neutrophil为中性粒细胞；NK为自然杀伤细胞；Plasma为浆细胞；T cell为 T淋巴细胞

图 1 单细胞转录组图谱
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标记基因在每个群组中超过 25%的细胞表达。使用

cluster Profiler 进行基因本体和 Hallmark 通路富集

分析。

1.2.3 细胞相互作用分析 使用 Cell Chat 推断不

同细胞簇的相互作用。将配体和受体的表达特征投

射到手动选定的路径网络，并评估通讯概率，随后进

行子簇间通讯概率的统计测试。利用 R 包 ggplot2

绘制点图和圈图。

1.2.4 转录因子活性分析 在默认参数下，使用单

细胞调控网络推断和聚类的单细胞转录因子分析计

算转录因子活性。从单细胞测序数据中推断出转录

因子、基因调控网络和细胞类型。

1.3 统计方法 采用R 4.2.2软件进行统计学分析。

去除低质量细胞时，基因数＜ 200或＞ 5 000的细胞

及线粒体转录本比率超过 25%的细胞被去除。利用

Addmodulescore 对细胞的杀伤性和耗竭性进行评

分。使用 R软件包 ggplot2绘图。 ＜ 0.05表示差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组单细胞转录组分析 汇总样本后，得到一

个由 63 184个细胞和 50个细胞簇组成的数据集。

利用标记基因的表达信息，确定10种不同的细胞群，

各种细胞群在每个样本中相应的聚类特征被可视

化。采用桑基图描述 TME的组成特征，结果显示耐

药组募集更高比例的肿瘤相关成纤维细胞和髓系细

胞，而初治组中B细胞和浆细胞的占比更高，见图 1。
2.2 耐药组上皮细胞的潜在侵袭表型 基于 4 137

个上皮细胞，获取了一个14个细胞簇组成的数据集。

对 DEGs进行通路富集分析发现，耐药组富集于上

皮 间 质 转 化（epithelial-mesenchymal transition，

EMT）和肿瘤血管生成等关键通路。通过耐药组上

调基因与上调转录因子的交集分析，发现 CEBPB、
FOSB、FOS和 JUNB这 4个转录因子存在重叠。并

且这 4个转录因子的表达量归一化得分在两组间差

异均有统计学意义（均 ＜ 0.05）。此外，这些转录

因子的得分均与 EMT得分呈正相关（ =0.28、0.25、
0.34、0.37，均 ＜ 0.05），见图 2。
2.3 耐药组 T 细胞的抗肿瘤免疫功能受损 共获

得 24 662个 T细胞、32个集群可供下游分析。通过

标记基因表达信息，确定 8种细胞亚群。通过计算

优势比（ ）来探索这些亚群的组间分布，结果显示

CD4+Naive T细胞倾向于富集在耐药组中，除ANK3+

CD4+T细胞和 CD4+Naive T细胞外，其他 6种亚型

在初诊组中的 较高（均 ＜ 0.05）。为研究 T细

胞的功能特征，对 CD8+T细胞进行杀伤性评分和耗

竭评分，结果表明，弱杀伤、高耗竭KLRD1+CD8+T细
胞和高耗竭MKI67+CD8+T细胞占比在耐药组更高，

而强杀伤GZMK+CD8+T细胞在初治组占比更高（均

＜ 0.05），见图 3。
2.4 鉴定新型免疫抑制性 LA_TAM 亚群 共获得

8 005个髓系细胞，细分成 10个细胞簇，并通过热图

展示其 DEGs的归一化表达水平。根据标记基因表

达信息，确定了 LA_TAMs和树突状细胞等 8个亚

群。鉴于 LA_TAM亚群的转录谱与M2样 TAMs相
似，并且在两组中比例均最高，推断 LA_TAM亚群

可能具有M2样 TAMs细胞功能。TGFB1、CD163

和MRC1这 3个通常作为肿瘤促进因子和M2极化

标志的基因，在耐药肿瘤中显著过表达（均 ＜

0.05），见图 4。
2.5 LA_TAM 与耗竭的 CD8+T细胞的细胞相互作

用分析 对新定义的LA_TAM亚群免疫抑制，通过
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注：A为 T细胞按亚型着色的 tSNE图；B为 T细胞各亚群优势比的热图；C为 CD8+T亚群杀伤性评分的方框图；D为 CD8+T亚群耗竭得

分的方框图

图 3 T细胞的特征差异
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注：A为耐药组富集通路的点阵图；B为耐药组上调基因和上调转录因子的维恩图

图 2 上皮细胞的不同特征

A B

注：A为 DEGs归一化表达水平的热图；B为髓系细胞的 tSNE图，按细胞亚型着色；C为髓系细胞亚群比例的桑基图；D为转化生长因子、

血红蛋白清道夫受体和甘露糖受体 C 型 1表达水平的小提琴图。LA_TAMs 为脂质相关肿瘤相关巨噬细胞；DC2为淋巴样树突状细胞；

Neutro为中性粒细胞；CCL5_TAM为趋化因子配体 5/肿瘤相关巨噬细胞；Ang_TAM为血管生成肿瘤相关巨噬细胞；Pro_TAM为增殖性肿

瘤相关巨噬细胞；DC1为髓样树突状细胞；DC3为 3型树突状细胞；M2为M2样肿瘤相关巨噬细胞 FABP5为脂肪酸结核蛋白 5；APOC1
为载脂蛋白C1；APOE为载脂蛋白E；FOLR2为叶酸受体 2；PKIB cAMP为依赖型蛋白激酶抑制剂 ；CD1C为1型树突状细胞亚型；CLEC10A
为C型凝集素域家族 10成员A；CSF3R为粒细胞集落刺激因子 3受体；FCGR3B为低亲和力Fc 受体 IIIb；S100A8为钙结合蛋白A8；CCL5
为 C-C趋化因子 5；GNLY为颗粒溶素；GZMA为颗粒酶 A；FCN1为岩藻多糖酶；VCAN为多功能蛋白聚糖；TIMP1为组织金属蛋白酶抑

制因子 1；MKI67为增殖标记物 Ki-67；STMN1为微管解聚蛋白 1；TUBB为 -微管蛋白；LAMP3为溶酶体相关膜蛋白 3；FSCN1为肌成束

蛋白-1；CCL19为趋化因子配体 19；CLEC9A为 DC-NK凝集素家族受体；IRF8为干扰素调节因子 8；XCR1为 C趋化因子受体 1
图 4 髓系细胞的不同特征
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细胞互作分析进一步证明。结果表明，在耐药组中，

MK167+CD8+T细胞与 LA_TAM之间互作更强，而

KLRD1+CD8+T细胞与LA_TAM之间互作在两组中

强度相当。根据这两种 T细胞的高耗竭评分，结合

互作关系提示 LA_TAM诱导了耗竭性 CD8+T细胞

的积累。进一步研究发现，特异性配体-受体介导的

活化，促进了从LA-TAM到T细胞亚群的信号转导，

见图 5。

3 讨论

本研究对EGFR敏感突变初治和TKI耐药患者

的肿瘤组织进行单细胞转录组比较分析，结果展示

了肿瘤异质性和TME的表达特征，揭示了耐药相关

的信号通路及其特定的免疫抑制特征。

研究显示，EMT参与 EGFR-TKI治疗诱导的耐

药机制[5]。本文基于两组间的差异表达基因，发现耐

药组存在 EMT 等通路富集。EMT 的过程通常由

NFKB2、RELB、FOSL1和 JUNB等调控因子组成的

基因调控回路控制 [6]。部分调控因子与肺癌耐药的

相关性已有报道[7]，包括DUSP1和 FOS等一些关键

蛋白可能导致肺癌 TKIs 治疗耐药出现和持续。而

CEBPB对NRF2通路激活的肺癌细胞产生NRF2介
导的耐药至关重要 [8]。 在本研究中，耐药组显著上

调 FOS、FOSB、JUNB和CEBPB表达，并与 EMT得

分呈正相关，表明这 4 种转录因子可能通过上调

EMT参与耐药性的发生，与既往的研究结果一致。

T细胞耗竭通过抑制受体的过表达和效应性细

胞因子的减少，导致癌细胞免疫逃避[9]。在 Tex的多

个发展阶段中，KLRD1已被验证作为 Texprog3的

关键指标 [10]。同样，MKI67与也 T细胞耗竭密切相

关，在肝癌的 T细胞耗竭中起着重要作用 [11]。本研

究观察到 KLRD1+CD8+T 细胞和 MKI67+CD8+ T 细

胞更多分布于耐药组中，其耗竭评分明显高于初治

组。结合以往的研究，推测耗竭的 KLRD1+CD8+T细

胞和 MKI67+CD8+T 细胞可能促进肿瘤进展和 TKI

耐药。GZMK 是实体肿瘤中预后良好的生物标志

物，GZMK+细胞可能是 TME中的重要效应细胞[12]。

初治组具有更高的优势比和细胞毒性评分 GZMK+

B

A

注：A为 LA-TAM与 T细胞亚群互作关系，红色表示在耐药组中互作强度高，蓝色代表初治组互作强度高；B为耐药组和初治组之间显著

激活的配体-受体对

图 5 细胞相互作用分析

不同相互作用强度

耐药组中互作强度

初治组中互作强度

配体-受体对
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CD8+T细胞，提示其在抗肿瘤免疫中的作用。

在TKIs治疗复发患者中，TAMs具有激活旁路、

抑制抗肿瘤免疫活动和促进 M2 样极化等作用。

TAMs向M2表型的极化促进肿瘤的生长 [13]。而脂

质代谢与 TAMs 极化密切相关 [14]。而基于 M2样
TAM与 CD8+T细胞细胞互作，导致 CD8+ T细胞转

化为不可逆转的耗竭状态，并降低肿瘤患者总体生

存率 [15]。本研究发现了一个新的具有M2样转录特

征、并在耐药肿瘤中过表达免疫抑制标记基因的

LA_TAM亚群，还与MK167+CD8+T细胞有着强大

的细胞互作，这提示 LA_TAM在耐药性 TME发挥

着重要作用。本研究还提示，促进 LA-TAM到 T细

胞亚群的信号转导的特异性配体-受体涵盖PDCD1、
TIM3等重要的免疫检查点。

综上所述，本研究初步探索了潜在的 TKI耐药

机制，上调的促肿瘤转录因子、CD8+T细胞免疫功能

受损以及具有免疫抑制特性 LA_TAM 亚群的浸润

可能参与了靶向治疗获得性耐药，为耐药后的治疗

策略提供了潜在的研究方向。
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