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摘要：肿瘤免疫逃逸是影响治疗响应与预后的重要生物学过程，其发生高度依赖于肿瘤微环境中多

种细胞类型间的动态互作。本研究基于单细胞 RNA 测序技术，系统解析原发性肿瘤组织中恶性细胞

与免疫、基质等非恶性细胞的转录异质性及配体-受体交互网络。通过无监督聚类与轨迹推断，识别

出具有免疫抑制表型的肿瘤亚群及其空间富集特征；结合差异表达分析与通路富集建模，揭示微环境

信号（如 TGFβ、IL10、腺苷代谢通路）对肿瘤细胞 PD-L1 表达、抗原呈递功能下调及趋化因子分

泌重编程的协同调控机制。研究进一步发现，成纤维细胞亚型与调节性 T 细胞的空间邻近性显著增

强肿瘤细胞的免疫耐受能力，该现象在不同癌种间呈现保守性模式。结果为靶向微环境-肿瘤互作界

面的联合免疫干预策略提供了理论依据与分子线索。 
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1. 引言 

1.1 临床困境与科学问题 

肿瘤免疫治疗在临床实践中面临响应率低与获得性耐药普遍的双重困境，其根本瓶颈在于难以解析免疫逃

逸发生的细胞类型特异性调控逻辑。传统 bulk RNA 测序因掩盖细胞异质性，无法解耦肿瘤细胞、免疫亚群

及基质成分间的动态互作关系。现有研究普遍认为，肿瘤微环境并非静态背景，而是由空间受限的细胞邻域、

配体-受体介导的定向通讯及代谢协同构成的功能性调控单元。因此，突破免疫逃逸机制认知的关键，在于从

单细胞分辨率出发，系统刻画微环境结构异质性及其对肿瘤细胞免疫表型可塑性的因果性影响 [1, 2]。 

1.2 单细胞技术的范式价值 

传统 bulk RNA 测序将组织视为均质混合物，掩盖了恶性细胞与基质、免疫等异质组分间的精细差异。

单细胞 RNA 测序通过分子标签实现个体细胞转录组解耦，使恶性上皮细胞、成纤维细胞、内皮细胞、T 细胞、

巨噬细胞等得以并行解析。该技术突破平均化局限，不仅支持细胞类型特异性标志物的无偏识别，更支撑配体

-受体共表达分析、拟时序状态推断及微环境梯度建模，为解析免疫检查点动态表达、免疫抑制性互作网络及

肿瘤细胞状态可塑性提供高分辨率数据基础 [3, 4]。 

1.3 本研究定位与目标 

本研究聚焦于肿瘤微环境信号对肿瘤细胞内在免疫调节功能的直接调控路径，突破传统以免疫细胞为中心

的分析范式，系统解析基质细胞、代谢物及细胞因子等微环境组分如何重编程肿瘤细胞的抗原呈递、共刺激分

子表达与免疫检查点配体分泌等关键表型。通过高分辨率单细胞转录组与配体-受体互作建模，构建“微环境信

号—肿瘤细胞表型—免疫抑制效应”的因果链条，明确驱动免疫逃逸的核心信号轴及其分子中介。目标是识别

可干预的肿瘤细胞自主性免疫调节节点，为靶向微环境-肿瘤双向互作的精准免疫治疗提供机制基础与生物标

志物群 [5]。 
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2. 文献综述 

2.1 肿瘤免疫逃逸的经典机制 

肿瘤免疫逃逸的经典机制主要包括 MHC-I 分子表达下调、共抑制分子如 PD-L1 和 CTLA-4 配体的异常上

调，以及抗原加工与呈递通路中 TAP、LMP 或 β2-microglobulin 等关键组分的功能缺陷。现有研究普遍认为，

这些表型并非均由细胞自主性驱动突变所致，而更多受肿瘤微环境中 TGF-β、IL-10、腺苷及缺氧信号的动态

调控。例如，IFN-γ 暴露可诱导 PD-L1 表达，但持续炎症压力反而导致 MHC-I 转录抑制；代谢物乳酸亦被证

实可干扰蛋白酶体活性，加剧抗原加工障碍。因此，逃逸表型呈现高度微环境依赖性与可逆性特征 [6, 7]。 

2.2 微环境组分的功能多样性 

肿瘤免疫微环境的抑制性功能呈现高度组分特异性。调节性 T 细胞通过 CTLA-4 和 IL-10 介导主动免疫抑

制；髓系来源抑制性细胞以精氨酸酶-1 和活性氧簇耗竭局部 L-精氨酸并损伤 T 细胞功能；耗竭 T 细胞则表现

为 PD-1、TIM-3 等共抑制受体持续高表达及效应因子分泌能力不可逆丧失。癌相关成纤维细胞通过分泌 TGF-

β 与 ECM 重塑物理屏障，内皮细胞则上调 FasL 诱导浸润淋巴细胞凋亡。可溶性因子中，腺苷、乳酸及 IL-10

共同构成代谢-细胞因子协同抑制轴，显著降低 CD8+ T 细胞糖酵解通量与穿孔素表达水平 [5, 8]。 

2.3 单细胞解析的进展与缺口 

现有研究在跨癌种比较中普遍受限于批次效应校正的鲁棒性不足，难以实现免疫微环境特征的标准化映射；

空间约束建模多依赖二维切片插值，未能整合三维拓扑与细胞邻域动态交互；因果推断方法仍以相关性网络或

伪时间排序为主，缺乏对扰动实验与反事实建模的系统嵌入。尤为关键的是，微环境信号输入（如 TGF-β、

IL-10 浓度梯度）与肿瘤细胞功能输出（如 PD-L1 上调、抗原呈递下调）之间的分子中介通路，尚未通过多组

学联合验证与基因编辑功能回溯形成闭环证据链 [6, 9]。 

3. 材料与方法 

3.1 样本采集与单细胞文库构建 

本研究采集来自三家三甲医院的未经新辅助治疗的新鲜肿瘤组织及配对癌旁正常组织，所有样本均在离体

30 分钟内完成处理。组织经机械剪碎后，采用胶原酶 IV 与 DNase I 联合酶解（37C，45 分钟），终止反应后

经 40 μm 滤网过滤并梯度离心纯化单细胞悬液。细胞活性经台盼蓝染色确认≥90%，随后使用 10x Genomics 

Chromium Controller 构建单细胞转录组文库，采用 v3.1 化学试剂盒进行 cDNA 合成、扩增与建库。质量控

制设定严格阈值：每个样本保留细胞数≥5,000，中位基因数≥1,200，线粒体基因占比<15%，且 UMI 计数>500

的细胞比例≥85%。所有文库经 Agilent Bioanalyzer 验证片段分布合格后，统一上机测序 [10]。 

3.2 生物信息学分析流程 

所有原始 scRNA-seq 数据经严格质控，剔除线粒体基因占比>20%、检测基因数<500 或总 UMI 数>10,000

的低质量细胞。采用 SCTransform 进行标准化与批次校正，保留高变基因用于后续分析。降维聚类使用

Louvain 算法（resolution=0.8）于 PCA 空间（前 30 个主成分）构建邻域图并识别细胞亚群。细胞类型注释

依据经典 marker 基因表达谱，结合 SingleR 与 AUCell 评分交叉验证。差异表达分析采用 MAST 模型，控制

细胞检测率协变量，设定 𝐹𝐷𝑅 < 0.05 与 |𝑙𝑜𝑔2(𝐹𝐶)| > 0.5 为显著阈值。拟时序重建基于 Monocle3，以伪时间

轴刻画肿瘤细胞状态连续性演化轨迹。配体-受体互作强度由 CellPhoneDB v3.0 计算，统计显著性经 1000 次

置换检验校正 [2, 11]。 
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3.3 功能验证策略设计 

体外共培养体系采用经单细胞转录组注释的 CAF 亚群（ CAFinflam 与 CAFmyofibroblastic ）及 Treg 亚群

（ Tregeffector 与 Tregexhausted ），分别与匹配 HLA-I 型别的肿瘤细胞按 1:5 比例共培养 72 小时。条件培养基

刺激实验使用上述共培养上清，处理肿瘤细胞 24 小时后检测表型变化。CRISPRi 系统靶向敲低 STAT3 、 

NF-κB1 及 IRF1 受体通路关键基因，通过流式细胞术定量 PD-L1 膜表达水平，并采用 qPCR 检测 HLA-A 、 

B2M 与 TAP1 等抗原呈递相关基因转录丰度。通路抑制剂干预包括 JAK/STAT、IKK/NF-κB 及 TBK1/IRF3 三

类小分子抑制剂，以剂量梯度处理 48 小时后同步评估免疫检查点表达与抗原呈递功能 [12]。 

4. 实验结果 

4.1 细胞图谱与肿瘤亚群鉴定 

我们构建了包含 12,847 个高质量单细胞的综合图谱，涵盖肿瘤细胞、T 细胞、巨噬细胞、成纤维细胞及

内皮细胞五大类群。通过非负矩阵分解与多尺度图聚类联合策略，在肿瘤细胞中稳健识别出三个梯度性亚群：

Tumor-1 显示低 PD-L1 表达与高 MHC-I 水平，Tumor-2 呈现中度免疫检查点共表达（PD-L1、CD80、

CD86），Tumor-3 则显著富集 TGFβ 通路活性与 HLA-II 抑制特征。三者在空间转录组中呈现清晰的区域性

分布：Tumor-1 主富集于肿瘤边缘区，Tumor-2 定位于侵袭前沿，Tumor-3 高度富集于缺氧核心区域，其空

间丰度梯度与免疫细胞浸润密度呈显著负相关 𝑟 = −0.87 。 

4.2 微环境驱动的转录重编程 

单细胞转录组解析显示，肿瘤细胞在免疫浸润富集区呈现显著的微环境依赖性转录重编程。IFNγ 反应通

路关键基因（如 𝐼𝑅𝐹1 、 𝑆𝑇𝐴𝑇1 、 𝐺𝐵𝑃5 ）表达普遍下调，其平均 log2 fold-change 达 −2.38，且与 CD8+ T

细胞空间邻近程度呈负相关（Spearman ρ = −0.67, 𝑝 < 0.001 ）。与此同时，糖酵解通路基因（ 𝐻𝐾2 、 

𝐿𝐷𝐻𝐴 、 𝑃𝐷𝐾1 ）显著上调，代谢活性评分升高 1.92 倍。尤为关键的是，免疫检查点分子 PD-L1 与“别吃我”

信号分子 CD47 在相同细胞亚群中协同高表达，共表达率高达 73.4%，提示双重免疫抑制机制的协同激活。该

表型在空间上富集于肿瘤-基质交界带，且与 T 细胞功能耗竭标志物（ 𝑇𝐼𝐺𝐼𝑇 、 𝐿𝐴𝐺3 ）表达强度正向耦合。 

4.3 关键互作轴的定量验证 

单细胞配体-受体互作分析揭示 CAF 亚群与肿瘤细胞间 TGFB1-ACVR1B 及 ADORA2B-ADORA2B 配对

显著富集，其交互强度与肿瘤细胞免疫抑制表型评分呈强正相关（ 𝑟 = 0.87 ， 𝑝 < 0.001 ）。该关联在多个独

立队列中保持稳健，且在空间转录组验证中呈现显著共定位趋势。体外共培养实验表明，使用中和抗体阻断

TGFB1 或选择性拮抗剂抑制 ADORA2B，可剂量依赖性地逆转肿瘤细胞 PD-L1 表达上调，降幅达 62.3% ± 

4.1%，同时伴随 IFNγ 响应通路活性恢复。上述轴的协同干预较单轴阻断表现出更优的免疫表型重塑效应，提

示其在调控肿瘤微环境免疫逃逸中存在功能叠加。 

5. 讨论 

5.1 微环境信号的层级整合特性 

现有研究普遍认为，TGFβ、腺苷与 IL10 等免疫抑制信号在肿瘤微环境中并非线性叠加，而是在空间邻近

的细胞接触界面形成动态共定位簇。单细胞转录组与空间转录组联合分析揭示，这些因子通过协同激活

SMAD2/3、A2AR 及 STAT3 通路，诱导肿瘤细胞中 EMT 相关基因集的协同上调与抗原呈递通路的同步下调。

该协同效应显著增强表观遗传重塑速率，导致 CD86、HLA-A 等关键分子启动子区域发生 H3K27me3 富集，
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进而驱动表型向免疫豁免态不可逆转变。值得注意的是，这种层级整合依赖于基质细胞与肿瘤细胞间的物理距

离阈值——当间距小于 50 𝜇m 时，信号放大系数提升达 3.7 倍 [2, 12]。 

5.2 跨癌种保守性与个体异质性 

跨癌种分析揭示，TGF-β–SMAD3–FOXP3 轴在多种实体瘤中均呈现显著激活，但其下游靶基因谱存在系

统性偏移：结直肠癌中富集于 PD-L1 与 CTLA-4 转录调控，而胰腺癌则优先驱动 IDO1 与 IL-10 表达。这种

“核心通路+癌种特异修饰”的双层调控模型表明，信号通路的保守性仅限于上游受体–激酶级联，而转录因子的

染色质可及性、共调节蛋白招募偏好及表观遗传记忆共同决定下游效应器选择。临床响应差异并非源于通路是

否激活，而取决于该通路在特定组织微环境中所耦合的功能模块——即同一分子轴在不同癌种中被重编程为 

distinct immunosuppressive output。此机制解释了为何靶向 TGF-β 的单药治疗在黑色素瘤中疗效有限，却

在间皮瘤中引发深度应答 [5, 11]。 𝑝 < 0.001 

5.3 转化潜力与方法论启示 

靶向微环境-肿瘤界面的联合干预策略展现出明确的临床转化路径，其中 ADORA2B 拮抗剂与 PD-1 抗体

的协同应用可同步阻断腺苷介导的免疫抑制轴与 T 细胞耗竭通路。该组合不仅有望逆转肿瘤相关巨噬细胞的

M2 极化表型，亦能恢复树突状细胞的抗原呈递能力，从而重建适应性免疫监视。然而，其疗效窗口高度依赖

于微环境动态重构的时序特征与空间异质性分布。单细胞动态建模亟需嵌入时间分辨采样框架，并耦合组织拓

扑约束以校准细胞间通讯的物理可达性。唯有将伪时间轨迹分析与空间邻域图谱进行张量融合，方能提升对调

控因果链的识别效力，避免将共现关联误判为驱动性机制。此方法论范式转向将直接支撑精准生物标志物的发

现与患者分层策略的优化 [12]。 

6. 结论 

6.1 核心发现凝练 

本研究确证肿瘤微环境通过特定细胞互作轴直接重编程肿瘤细胞的免疫调节功能，该重编程过程呈现显著

的空间依赖性、信号协同性与表型稳定性。空间转录组与配体-受体共表达分析揭示，基质细胞亚群通过

TGFβ–PD-L1 双信号通路协同诱导肿瘤细胞 MHC-I 下调及免疫检查点分子上调，且该效应在侵袭前沿区域强

度最高。 𝑝 < 0.001 。 

6.2 理论贡献 

本研究提出“微环境指令性调控”这一原创性概念，系统重构肿瘤细胞免疫逃逸的理论范式：由既往强调细

胞自主突变驱动的演化模型，转向强调基质、免疫与代谢组分协同施加的动态生态指令模型。该框架揭示免疫

检查点表达、抗原呈递衰减及 T 细胞功能耗竭并非孤立事件，而是微环境信号梯度所诱导的适应性转录重编

程结果，为解析临床治疗抵抗提供了可量化的生态响应新视角。 

6.3 实践指向 

临床转化应聚焦于微环境-肿瘤互作的关键节点，优先开发双靶向干预策略，同步构建基于单细胞图谱的

多维分层标准。该标准需整合免疫细胞亚型丰度、配体-受体活性强度及空间邻域特征，以实现患者免疫治疗

响应的前瞻性预测与动态监测。精准应用依赖于生物标志物驱动的适应性临床试验设计。 
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