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单细胞转录组探究胃癌转移过程中 MHC-Ⅱ类分子的
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摘要 目的：使用单细胞转录组数据绘制胃癌免疫微环境组成图谱，探究胃癌转移过程中 MHC-Ⅱ类分子演进缺失的免疫机

制。方法：在 GEO 数据库中获取胃癌原发癌和转移癌单细胞数据集，基于 R（4.1.2）、Python（3.7），对该数据集进行分群、拷贝数

变异（CNV）、拟时序、基因集变异（GSVA）分析、转录因子分析、非负矩阵分解、免疫细胞细分亚群和基因集富集分析，并结合来

自 TCGA 等数据库的多个公共转录组数据集，验证所得出的结论。结果：拟时序分析反映 MHC-Ⅱ类分子在癌症转移过程中演

进缺失，转录因子分析观察到 IRF1、STAT1 等转录因子在原发癌中的高表达，非负矩阵分解探查到原发癌中独有的干扰素

（IFN）γ 表达模块，但原发癌展现了较冷的免疫微环境。免疫细胞的亚群分类展示了树突状细胞、巨噬细胞、T 细胞等在微环境

中的分布。细胞通讯分析显示 MDSC 样和 SPP1+肿瘤相关巨噬细胞（TAM）抑制了转移癌中 IFNγ 的分泌并表现了促血管生成活

性。基于这两种 TAM 的生物标志构建的评分在胃癌中具有预后意义（Log-Rank P<0.05）。scPAGE 在较大规模的 bulk 转录组层

面对单细胞分析获得的结果进行了验证。结论：TAM 介导 IFNγ 分泌抑制，其在转移癌较原发癌中分泌相对较少，是 MHC-Ⅱ在

两者间表达出现差异的原因之一。针对 MDSC 样 TAM 和 SPP1+ TAM 的研究可能是肿瘤免疫治疗的另一突破点。
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Single -cell transcriptome analysis revealed the evolutionary deletion of MHC-Ⅱ expression in gastric
cancer metastasis
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Abstract Objective：To depict the immune microenvironment atlas of gastric cancer and to explore the immune mechanism under the
evolutionary deletion of MHC-Ⅱ expression in gastric cancer metastasis with single-cell transcriptome data.Methods：A single-cell data
set of primary and metastatic gastric cancer was obtained from the Gene Expression Omnibus（GEO）database，combined with multiple
datasets like TCGA. With R（4.1.2）and Python（3.7），clustering，copy number variation（CNV）analysis，pseudotime analysis，gene set
variation analysis（GSVA），transcription factor analysis，consensus non-negative matrix factorization analysis，immune cell subpopulation
analysis and gene set enrichment analysis were conducted. Combined with multiple public transcriptome data sets from TCGA and other
databases，the conclusions were verified. Results：The depleted expression of MHC-Ⅱ in metastatic cancer was observed by pseudotime
analysis，while a high expression of IRF1 and STAT1 in primary carcinoma was observed by transcription factor analysis. Consensus
Non -negative Matrix Factorization obtained a unique IFNγ expression module from the primary tumor，but a colder immune
microenvironment was observed in primary tumor. Immune cell subpopulation analysis reveals the distribution of dendritic cells，
macrophages and T cells in the tumor microenvironment. Cell chat analysis shows that MDSC -like and SPP1 + Tumor -associated
Macrophages（TAM）were found to play a crucial part in angiogenesis. The score constructed on the basis of TAMs′ biomarkers shows
prognostic significance in gastric cancer（Log-Rank P<0.05）. ScPAGE verified the results of single cell analysis at the bulk transcriptome
level. Conclusion：The inhibition of IFNγ emission mediated by TAM in metastatic tumor may contribute to the difference of MHC-Ⅱ
expression between the primary and metastatic sites. Research on MDSC-like and SPP1+ TAM may become another breakthrough point of
tumor immunotherapy.
Key words stomach neoplasms；single-cell analysis；single-cell RNA-seq；TAM；SPP1；MHC-Ⅱ

胃癌（gastric cancer，GC）的高发病率和不良预 后使其成为世界范围内的一个主要健康问题。转移

是胃癌晚期病情进展、影响患者生存的重要事件[1]。

探索主要组织相容性复合物（MHC）-Ⅱ在肿瘤中的

调控机制一直是肿瘤免疫研究的热点，促进 MHC-
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Ⅱ类分子在肿瘤细胞的表面表达一直被作为一种

激活肿瘤免疫的方法。

新兴的单细胞转录组研究正在成为研究肿瘤

发生、转移等机制的重要工具[2]。目前罕有文献使用

单细胞转录组针对胃转移癌进行研究，且研究重心

都在建立胃原发癌和转移癌的微环境图谱[3-4]。本文

使用 scRNA-seq（single-cell RNA sequencing）分析

技术对一公共单细胞数据集进行再次探索，发现了

MHC-Ⅱ分子在原发癌和转移癌中的差异表达并探

索其相关机制（图 1A）。
1 材料与方法

1.1 数据获取 GEO（Gene Expression Omnibus）数
据库（https：//www.ncbi.nlm. nih.gov/geo/）中序列号为

GSE163558 的单细胞数据集被选择作为本文主要

数据。数据包括 3 个胃原发癌样本（PT1、PT2、PT3）、
两个肝转移癌样本（Li1、Li2）、两个淋巴结转移样本

（LN1、LN2）、一个腹膜转移癌样本（P1）、一个卵

巢转移癌样本（O1）。使用 R 包 Seurat（4.1.0）读入、

质控、分群。质控淘汰细胞标准有：（1）细胞表达

基因<300 个。（2）线粒体基因组的 UMI（Unique
Molecular Identifiers）>50%。（3）核糖体基因组的

UMI<3%。线粒体基因、MALAT1 管家基因和在少于

3 个细胞中检测到的基因被去除。根据标准流程进

行归一化等处理，然后使用 R 包 Harmony（0.1.0）整
合转移癌和原发癌样本。

1.2 癌细胞分析

1.2.1 拷贝数变异（CNV）、拟时序、基因集变异

（GSVA）分析 CNV（Copy Number Variation）探索

使用了 R 包 inferCNV（1.11.2）。转移相关基因列表

是根据前人对 TCGA 泛癌的转移研究制作 [5]，并加

入了 MHC-Ⅱ相关分子的基因。Monocle（2.22.0）标
准流程用于拟时序分析。利用 CytoTRACE（0.3.3）从
另一角度对癌症细胞进行拟时序分析 [6]。GSVA
（Gene Set Variation Analysis）分析中，按照亚群比例

从每个样本抽取 1 200 个细胞，使用 R 包 scater
（1.22.0） 中函数 aggregateAcrossCell 获取伪 bulk
（pseudobulk）值。按照样本表达特征的聚类使用了

R 包 ConsensusClusterPlus（1.58.0），使用 R 包 GSVA
（1.42.0）进行基因集变异分析。通路评分的依据来

自 Alexander Bagaev 等提出的免疫微环境分类[7]。

1.2.2 转录因子分析和非负矩阵分解 使用

SCENIC（1.2.4）探索癌细胞中转录因子的表达情况。

使用基于 Python 的 cNMF（Consensus Non-negative
Matrix Factorization，http：//github.com/dylkot/cNMF）
模块对癌症细胞进行非负矩阵分解。采取 Chen 等[8]

的方法提取基因表达特征（signature）。使用 Metas－
cape（https：//metascape.org/gp/index.html）网站对其

进行基因富集注释。

1.3 免疫细胞细分亚群和基因集富集分析（Gene
Set Enrichment Analysis，GSEA） 按照 Seurat 标准

流程处理亚群细胞。T 细胞和髓系细胞分群主要参

考了张泽民团队 [9-11]的文章，CAF（cancer associated
fibroblast）的分群则参考了 Elyada 等 [12]和 NuRmik
等 [13]的研究。R 包 irGSEA（1.1.2）被用于细胞亚型

功能的注释和分析。mregDC （mature DCs en－
riched in immunoregulatory molecules） 标 志 来 自

Maier 等 [14]的文章。

1.4 TCGA和单细胞基因对特征（scPAGE）泛癌验
证 在 GDC（Genomic Data Commons）官网获取

TCGA 项目（The Cancer Genome Atlas）中所有具有

转移癌数据肿瘤的表达数据信息，参考 Wang 等[15]

的研究对其进行处理。选取同患者的原发癌和转移

癌RNA 测序数据，使用不同指标进行打分，

Wilcoxon秩和检验验证组间统计学差别意义。使用

FindMarker 函数提取在 SPP1+和 MDSC 样肿瘤相关

巨噬细胞（tumor associated macrophage，TAM）两种

细胞中的 TOP20 高变基因。一种基于主成分分析的

权重确定方法[16]被用于确认 TAM 细胞各个标志基

因在打分中的权重，在 MATLAB Online（https：//
matlab.mathworks.com/）上计算其权重（ωi）并分别乘

以对应的 40 个基因表达值，评分（Score）为：

Score=
40

i = 1
移Eiωi

计算分数的预后价值时，使用时序检验验证分

数的预后价值。生存分析借助了 GEPIA2。
单细胞基因对特征泛癌验证使用基于 Python

（3.6）的 scPAGE（Single-Cell Gene Pair Signatures）
模块（https：//github.com/rwang-z/scPAGE）寻找在原

发癌和转移癌中存在的基因对。在样本中按细胞亚

群比例分别抽取原发癌和转移癌各 2 000 个细胞。

因为 TCGA 数据库中没有胃癌转移灶的 RNA 表

达数据，使用 TCGA 中结直肠癌 RNA 表达数据的

原发癌和转移癌间差异基因作为输入的基因列表

（n=1 618），获得的基因对在 14 个混合（bulk）转录

组验证集中进行验证。

1.5 统计学处理 所有统计方法均采用 R 软件执

行（4.1.2）。对非正态分布的数据采用 Wilcoxon 检验

或 Kruskal-Wallis 检验。采用 R 包 survival 进行生

存分析。采用 Log-Rank 检验来确定各组间的生存

时间是否存在差异。
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2 结果

2.1 MHC-Ⅱ类分子在肿瘤演化中的“缺失”现象 样

本总计 41 367个细胞，降维分群获得 13 个细胞亚群

（图 1B）。示意图展示了部分标志基因（图 1C）。拟时序

分析在基因层面探究了肿瘤的演化进程。monocle热
图展示了随着拟时序演进变化最为明显的 33 个基

因，其中有多个 MHC相关基因（图 1D）；在癌细胞中，

MHC-Ⅱ类分子在原发癌中特异性高表达，而在转移

癌中表达“缺失”（图 1E）。基于 CytoTRACE技术的探

索验证了monocle计算中得出的拟时序结果（图 1F）。
关于原发癌和转移癌的免疫微环境，转移癌样

本中 FABP1、GLUL 表达增加，CXCL1 等免疫抑制

因子则出现了下降的趋势。对经过伪 bulk（pseudo-
bulk）转化过的单细胞样本进行打分（图 2A）。TGCA
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注：A:原发癌的免疫细胞分泌大量 IFNγ，一方面诱导肿瘤自身 IFNγ 的分泌，另一方面通过 JAK/STAT1 通路激活 CIITA，上调肿瘤细胞表面
MHC-Ⅱ类分子表达；转移癌中主要的 IFNγ分泌细胞被抑制；肿瘤细胞MHC-Ⅱ类分子缺失；原发癌的免疫微环境相对较“冷”，而转移癌较“热”；
B：tSNE降维图；C:细胞分群标志气泡图；D：原发癌和转移癌的拟时序关系。热图中，按拟时序上升和下降的基因被分开；E：小提琴图展示MHC-Ⅱ
类基因在原发癌和转移癌中差异表达（M：转移癌，P：原发癌）；F:Cytotrace与Monocle拟时序一致；IFNγ:干扰素 γ；MHC-Ⅱ:主要组织相容性复合物Ⅱ
图 1 降维聚类分群和 CNV探索
Fig 1 Dimensional reduction and exploration on CNV
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中转移癌的抗瘤分数（anti-tumor score）高于原发癌

组（P<0.05，图 2B），对单细胞数据进行了验证。

2.2 转录因子与 CNV 分析探究 MHC-Ⅱ分子演
进丢失原因 肿瘤演进过程中 MHC-Ⅱ类分子在

转移癌中丢失，基于转录因子的研究对其原因进行

了解释。转录因子 STAT1、IRF1 的作用在原发癌中

更加明显，而转移癌中几乎不能探得（图 2C、2D）。
采用非负矩阵分解（cNMF）验证前文拟时序结果在

样本间的相关性，在原发癌中得到了 3 个聚合模块

（P1、P2、P3），在转移癌中也得到 3 个模块（P4、P5、
P6）。富集分析（图 2E）发现 P1 与细胞对干扰素

（IFN）γ 的反应有关。其他模块中也观察到拟时序分

析中相应的基因变化。癌症与体细胞拷贝数异常紧

密相关，转移癌中发生 CNV 事件的转移相关基因

映射在热图上对应的染色体位置（图 2F）。MHC 相

关基因在转移癌细胞中并未发生 CNV 事件。
A

B

E

C

D

F

注：A:29 个基因分类评分对 pseudobulk 转化后的单细胞样本评分，亚型（subtype）按照表达特征自动聚类；B:对应抗肿瘤特性(anti-tumor)的
评分在 TCGA 转移癌相对原发癌中显著上升（Wilcoxon test，P<0.05）；C:转录因子分析热图；D：tSNE 降维图展示了 STAT1 和 IRF1 两个转录因

子在原发癌和转移癌间的差异表达；E:Metascape 富集得出 P1 对应的通路；F:CNV 热图，出现在 CNV 事件的转移相关基因被映射在热图上
图 2 MHC-Ⅱ在转移癌细胞中的缺失
Fig 2 Evolutionary deletion of MHC-Ⅱ expression in cancer cell
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2.3 免疫细胞在胃癌中的微环境图谱揭示 TAM细
胞亚群特殊意义 免疫细胞的亚群分类展示了复

杂的免疫微环境组成（图 3A、3B、3C）。在免疫细胞

群中，MyCAF 和 iCAF 可以被清晰地鉴定出来，而

apCAF 的相关基因也可以在间质细胞中鉴定得出

（图 3D）。成熟树突状细胞（DC）亚群的 LAMP3+ DC
亚群在免疫细胞亚群中被探得。mregDC 标志基因

对细胞进行的评分结果显示了部分 LAMP3+ DC 的

免疫抑制属性（图 3E）。SPP1+ TAM 在免疫细胞群中

出现。GSEA 分析展示了 SPP1+ TAM、MDSC 样 TAM

较强的促血管生成能力（图 3F）。
2.4 TAM 的细胞通讯研究和胃癌预后评分的构
建、验证 细胞通讯分析解释了细分亚群和 GSEA
发现的现象（图 4A）。首先是 IFNγ，其对原发癌和转

移癌的作用的差异与 MHC-Ⅱ变化一致：在转移癌

中，IFNγ 对转移癌几乎没有作用；而原发癌中，γδT
细胞、NK 细胞、C1Q+细胞和 CD8 效应 T 细胞分泌

了大量的 IFNγ。SPP1+ TAM 和 MDSC 样 TAM 通过

CD80-CTLA4 相互作用在转移癌中对 IFNγ 主要分

泌细胞发挥了抑制作用。C1Q+ TAM 亦在原发癌和

注：A:热图展示 T 细胞细分亚群的高表达基因；B:气泡图展示髓系细胞分群标志；C:小提琴图展示 CAF 分群标志；D:Feature plot 展示 ap－
CAF 标志在 CAF 中有检出；E:峰峦图展示 DC 细胞炎性反应和 mreg 标志物评分；F:峰峦图展示了 TAM 炎性反应和血管生成打分
图 3 胃原发癌和转移癌中的免疫细胞组成和功能

Fig 3 The functions of the immune cell components in primary and metastatic GC
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转移癌中起到了重要的免疫抑制作用。

血管内皮细胞的细胞通讯分析显示，MyCAF 主

要通过介导胶原纤维分泌和内皮细胞相互作用影

响血管内皮细胞参与血管生成。SPP1+ TAM 主要通

过分泌型磷蛋白 1（SPP1）蛋白的分泌影响血管生

成。MDSC样 TAM通过血管内皮生长因子（VEGFA）
的作用促进血管生成（数据未展示）。

TCGA 泛癌水平（Pan-cancer）的生存分析显示，

SPP1+和 MDSC 样细胞的标志基因高表达预示了较

差的预后（图 4B，Log-Rank P<0.05）。提取 SPP1+

TAM 和 MDSC 样 TAM 的基因标志，通过一种基于

主成分分析的算法确定其权重，构建评分。在 TCGA
数据库腺癌的 RNA 测序数据集中，与原发癌相比，

转移癌的评分较高（P<0.05）（图 4C）；在基于 TCGA
数据库胃癌数据的预后分析中，评分较高组有较差

的预后（图 4D，Log-Rank P<0.05）。
A C

D

E

B

注：A:细胞通讯分析展示了原发癌和转移癌中 IFNγ的分泌情况，TAM抑制了转移癌中的 IFNγ分泌细胞；B:TCGA泛癌中 SPP1基因和MDSC-
like TAM标志评分的预后；C: 根据 SPP1+和MDSC-like TAM构建的分数在原发和转移癌间有显著差异（Wilcoxon test，P<0.05）；D:K-M（Kaplan-
Meier) 图展示了根据 SPP1+ TAM和MDSC-like TAM标志基因构建的评分在 TCGA胃癌中的预后分析价值；E:scPAGE寻找得到的基因对在腺癌如
BRCA（乳腺癌）、GSE191139(胃癌)、预测效果较好，在其他癌肿中如 SKCM（黑色素瘤）则预测效果不佳
图 4 细胞通讯和评分构建、验证
Fig 4 Cell communication and validation of the established score
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在 GEO 数据库获得的胃腺癌、乳腺癌等腺癌

测序数据集合中，利用 scPAGE 基因对的预测获得

了较高的曲线下面积（AUC）分数，来自 GSE191139的

AUC 值达到了 1，TCGA 数据库中 6 种腺癌 AUC 值

达到了 0.75 以上，但在其他肿瘤中得分较低（图

4E）。
3 讨论

在本研究的样本中，转移癌 MHC-Ⅱ分子的表

达较胃原发癌有明显下降且与肿瘤演进的轨迹相

符合。转录因子分析发现了 IRF1 和 STAT1 在原发

癌中相对高表达，CNV 分析排除了 MHC-Ⅱ类基因

的丢失，细胞通讯发现了原发癌相对转移癌癌细胞

所接受 IFNγ 作用上调。Zhou 等[17]研究提示，IRF1 可

以在 IFNγ 作用下表达上调，分泌 IFN 以应对病毒

和肿瘤的危害，这样的活动在肿瘤中形成了一个正

反馈的作用，本文的细胞通讯分析证明了这一现

象。JAK-STAT1 通路也可以在 IFNγ 作用下激活，从

而上调 CIITA 表达，而后者是 MHC-Ⅱ表达的强有

力的促进因素，这和前文中观察到 CIITA与MHC-Ⅱ
在原发癌和转移癌间的差异表达是相符合的 [18-19]。

因此，IFNγ 表达差异引起的 JAK-STAT1 通路激活

状态改变是 MHC-Ⅱ表达差异的重要原因之一。

幽门螺杆菌导致胃癌免疫微环境中 IFNγ 表达

下降的现象已被广泛报道 [20]，由瘤内细菌引起的

IFNγ 升高暂可排除。研究显示，FABP1 和 GLUL 与

胃癌和肝癌较好的预后相关[21-22]，CXCL1 可促进多

种肿瘤的转移[23]。但本研究样本中 FABP1 和 GLUL
转移癌表达增加，CXCL1 表达减少，即在转移癌中，

与原发灶相比，与较好预后相关的基因上调，与较

差预后相关的基因下调，而与较好预后相关的基因

基本代表了“热”的免疫微环境，反之亦然。可以由

此推测，转移癌的免疫微环境相对于原发癌更接近

“热肿瘤”。TCGA 泛癌水平的免疫微环境分型证明

了这一点。所以，原发癌中的微环境并不更“热”，刺

激产生 IFNγ 的原因更多还是来自肿瘤细胞自身。

转移癌细胞通讯分析发现了 SPP1+ TAM 和 MDSC
样 TAM通过 CTLA-4抑制 IFNγ分泌细胞。Gao等[24]

研究中观察到 IFNγ 相关基因的丢失诱导了Anti-
CTLA-4 免疫治疗耐药，提示 CTLA-4 和 IFNγ 间的

调节关系。同时，表观遗传修饰对 IFNγ、CIITA 和

MHC-Ⅱ类基因表达的演进缺失也可能起到了重要

作用[25]。

除了对 IFNγ 的抑制作用，SPP1+ TAM 和 MDSC
样 TAM 还在血管生成、免疫抑制中展示了重要作

用。基于这两种细胞生物标志构建的评分在区别原

发和转移腺癌、预测胃癌预后中取得了成功。针对

MDSC 样和 SPP1+ TAM 的清除、分化措施或促进

IFN-γ 在肿瘤环境中的分泌可能会是未来腺癌免疫

治疗的一个突破点。值得一提的是，SPP1+ TAM 在

前人对胃癌的单细胞探索中并未被探得[26]，本研究

证实了 SPP1+ TAM 在胃原发和转移癌中的存在。

scPAGE 技术将单细胞水平的结论推广到了大

样本量的混合转录组层面。基因对在腺癌中表现出

了良好的预测能力，但是在其他肿瘤中效力不佳，

这一定程度上也说明了转移相关基因在肿瘤之间

的异质性。
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1.统计学符号：按 GB/T 3558.1-2009《统计学词汇及符号》的有关规定，统计学符号一律采用斜体。

2.研究设计：应告知研究设计的名称和主要方法。如调查设计（分为前瞻性、回顾性还是横断面调查研究），实验设计（应告
知具体的设计类型，如自身配对设计、成组设计、交叉设计、析因设计、正交设计等），临床试验设计（应告知属于第几期临床试

验，采用了何种盲法措施等）；主要做法应围绕 4个基本原则（重复、随机、对照、均衡）概要说明，尤其要告知如何控制重要非试
验因素的干扰和影响。

3.资料的表达与描述：用 ｘ±ｓ表达近似服从正态分布的定量资料，用 M（QR）表达呈偏态分布的定量资料；用统计表时，要合
理安排纵横标目，并将数据的含义表达清楚；用统计图时，所用统计图的类型应与资料性质相匹配，并使数轴上刻度值的标法符

合数学原则；用相对数时，分母不宜小于 20，要注意区分百分率与百分比。

4.统计学分析方法的选择：对于定量资料，应根据所采用的设计类型、资料所具备的条件和分析目的，选择合适的统计学分
析方法，不应盲目套用 t检验和单因素方差分析；对于定性资料，应根据所采用的设计类型、定性变量的性质和频数所具备的条
件及分析目的，选用合适的统计学分析方法，不应盲目套用 字2检验。对于回归分析，应结合专业知识和散布图，选用合适的回归

类型，不应盲目套用简单直线回归分析；对具有重复实验数据检验回归分析资料，不应简单化处理；对于多因素、多指标资料，要

在一元分析的基础上，尽可能运用多元统计分析方法，以便对因素之间的交互作用和多指标之间的内在联系做出全面、合理的

解释和评价。

5.统计结果的解释和表达：应写明所用统计学方法的具体名称（如：成组设计资料的 t检验、两因素析因设计资料的方差分
析、多个均数之间两两比较的 ｑ检验等），统计量的具体值（如 t=3.45，字2=4.68，F=6.79等）；在用不等式表示 P值的情况下，一般
情况下选用 P>0.05、P<0.05和 P<0.01 3种表达方式，无须再细分为 P<0.001或 P<0.000 1。当涉及总体参数（如总体均数、总体率
等）时，在给出显著性检验结果的同时，应再给出 95%可信区间。
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