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　　[摘要]　空间组学是继单细胞测序技术之后的另一个生物技术研究热点,其能够弥补单细胞测序技术无法

获取细胞空间分布信息的缺陷。空间组学主要研究细胞在组织样品中的相对位置关系,以揭示细胞空间分布关

系对疾病的影响。近年来,空间组学在头颈肿瘤的发生机制、靶点探索、药物研发等诸多方面有了新的进展,本文

围绕空间组学技术在头颈肿瘤诊疗多方面的最新进展做一概述。
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Abstract　Spatialomicsisanotherresearchhotspotofbiotechnologyaftersingle-cellsequencingtechnology,

whichcanmakeupforthedefectthatsingle-cellsequencingtechnologycannotobtaincellspatialdistributionin-
formation.Spatialomicsmainlystudiestherelativepositionofcellsintissuesamplestorevealtheeffectofcell
spatialdistributionondiseases.Inrecentyears,spatialomicshasmadenewprogressinthepathogenesis,target
exploration,drugdevelopmentandmanyotheraspectsofheadandnecktumors.Thispapersummarizesthelatest
progressofspatialomicsinthediagnosisandtreatmentofheadandneckcancer.
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　　头颈肿瘤(headandneckcancer,HNC)是全

球第6大最常见的癌症,且发病率逐年上升,每年

新增约108万例[1-3],最常见类型为头颈部鳞状细

胞 癌 (headand necksqamouscellcarcinoma,
HNSCC),占所有头颈部恶性肿瘤的90%以上[4]。
头颈癌是一种异质性疾病,可累及头颈部区域内的

多个部位,例如鼻旁窦、鼻腔、口腔、咽、喉、唾液腺

和甲状腺。同时,不同部位的头颈癌组织学类型差

异也很大,例如,口咽黏膜癌分为角化型鳞癌、非角

化型鳞癌和腺样囊性癌[5],常见的甲状腺癌病理组

织学为乳头状癌、滤泡状癌、髓样癌和未分化癌[6]。
然而,复杂的空间异质性成为当前有效治疗 HNC
患者的主要障碍[7]。

空间组学技术是指利用在单细胞或亚细胞分

辨率水平捕获的高通量空间分布信息差异,进行空

间异质性量化、空间域识别和差异微环境分析,探
究基因组、转录组、蛋白组、代谢组信息等在细胞状

态及组织形态变化的空间异质性[8]。空间组学技

术的诞生使肿瘤及瘤周细胞的分布特点、免疫环境

状态、应激水平以及细胞之间相互作用有了全新

的、精准的研究方法。本文旨在讨论空间组学在

HNC个体化诊疗中的研究进展,从空间异质性的

角度探索 HNC的诊疗靶点。

1　空间组学概述

在过 去 5 年 间,单 细 胞 转 录 组 分 析 技 术

(scRNA-seq)的蓬勃发展彻底改变了我们评估细

胞异质性的方式,该类技术可以基于转录组信息对

细胞类型进行精细划分,揭示了肿瘤组织与非肿瘤

组织在细胞和分子水平的动态性和多样性[9-10]。
尽管在肿瘤分子生物学和细胞生物学领域取得了

革命性的突破,这类技术并未在高分辨率下揭示不
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同细胞类型的空间分布关系,不同类型的细胞之间

的互作方式也尚不明确[11]。同时,肿瘤细胞与微

环境中的免疫细胞是否存在竞争或协作关系,血管

内皮细胞在特定区域内如何促进肿瘤细胞增殖和

转移,细胞内基质如何促使肿瘤发生免疫逃逸等诸

多与空间异质性相关的问题尚未解决[12]。空间组

学技术 可 以 更 深 入 地 了 解 组 织 内 感 兴 趣 区 域

(ROI)中的肿瘤细胞及微环境各组分的相互作用。
在此背景下,我们回顾了近年来空间组学在 HNC
中的应用进展,总结归纳早期诊断和个体化治疗的

重要手段。
2　HNC空间基因组学研究进展

2.1　空间基因组学概述

作为最早被提出来的一门交叉生物学学科,基
因组学主要研究生物体内基因组的结构、功能、进
化、定位和编辑等,以及它们对生物体的影响,从而

对生物体所有基因进行体表征、定量研究及不同基

因组间的比较研究。2009年单细胞测序技术的问

世将基因组学研究推进到空间层面,科研人员可以

通过对特定肿瘤区域的单个细胞的遗传信息测序分

析,在分子水平充分了解肿瘤内各类细胞间的基因

组差异及他们在微环境中的可能存在的相互作用。
2.2　空间基因组学在头颈部肿瘤的研究现状

Qi等[13]的头颈鳞状细胞癌的单细胞测序报告

中发现,HNC患者的非肿瘤细胞可以按细胞类型

分为8个大类:T 细胞、B细胞、巨噬细胞、树突状

细胞、肥大细胞、内皮细胞、成纤维细胞和肌细胞。
然而,到目前为止计算分析发现,这些非肿瘤细胞

的差异表达基因并未完全按照细胞的起源进行聚

类,这表明了在肿瘤微环境各组分间存在空间异质

性,也说明了不同患者的基因组表达更加多样化。
因此,单个细胞的特定空间环境的治疗靶点成为科

研人员的研究热门方向。Yost等[14]结合使用单细

胞转录组测序(scRNA-seq)和单细胞 T 细胞受体

测序(TCR-seq)对基底细胞癌进行研究,表明肿瘤

相关成纤维细胞(CAF)在肿瘤发生、肿瘤存活、细
胞外基质重构、免疫系统抑制、肿瘤侵袭中的作用。
Leung等[15]专注于单细胞基因组测序(scRNA-
seq)、外显子组测序和靶向深度测序,研究了2例

结直肠癌患者转移过程中的细胞克隆及分化。这

项研究强调,了解肿瘤中单细胞水平的克隆性对于

同时捕获和维持空间信息至关重要。Nichterwitz
等[16]报道了一种称为地形图单细胞测序(TSCS)
的方法,该方法结合使用激光捕获显微切割技术

(LCM)和单细胞基因组测序来测量乳腺癌患者中

单个肿瘤细胞的基因组拷贝数概况。这种方法保

留了单个细胞的空间环境,这对于特定位置的治疗

靶向策略至关重要。尽管以上研究是并非针对

HNC空间基因组进行,但它们成功地提出了应对

与空间组学分析相关挑战的策略。
3　HNC空间转录组学研究进展

3.1　空间转录组学概述

转录组学作为一门在整体水平上研究细胞中

基因转录情况及转录调控规律的学科,已经成为当

下在RNA水平研究基因表达情况的主流手段之

一。常规转录组测序和单细胞转录组测序无法还

原细胞所处的原始位置信息,而传统的原位杂交技

术又很难实现高通量检测。近年来兴起并发展的

空间转录组学技术弥补了这一局限[17],并在肿瘤

空间异质性的研究中发挥了重要的作用。目前已

经开发出了多种空间转录组学技术,包括以单分子

荧光原位杂交技术(smFISH)[18]和多重容错性荧

光原位杂交(MERFISH)[19]为主的转录组空间定

位技术,和以原位测序技术(ISS)[20]和原位转录组

测序(slide-seq)[21]、高 分 辨 率 空 间 转 录 组 技 术

(HDST)[22]为主的转录组测序技术。目前可以大

范围商用空间转录组学技术包括10XGenomics公司

的Visium 技术[23]、Nanostring公司的 GeoMx[24]和

CosMx[25]技术,通过将冷冻的组织切片定位到排

列有反转录引物与独特的定位条形码阵列的特殊

载玻片上,最终提供高质量的转录组数据以及它们

完整的二维位置信息。目前,这项技术已经在乳腺

癌[26]、黑色素瘤[27]、前列腺癌[28]、胰腺癌[29]、头颈

癌[30]和心脏疾病[31]等多种肿瘤或疾病的空间异质

性研究中取得进展。
3.2　空间转录组学在头颈部肿瘤的应用

空间转录组学使我们对 HNC的病理特征与

基因表达的相关性有了全新的认识。肿瘤基因组

图谱(TCGA)将肿瘤基因组分为经典型、间充质

型、基础型和非典型[32]。最近的一项研究通过对

头颈鳞癌的组织芯片进行 HPV 原位杂交,按照

HPV相关性对 HNC重新分为5个亚型:HPV+
间充 质 型、HPV—间 充 质 型、HPV + 经 典 型、
HPV—经典型和基础亚型。结合生物信息学分析

得出,无论 HPV 状态如何,与烟草使用相关的基

因组突变在经典亚型中高表达,这说明了缺氧可能

是导致 HPV相关 HNC发生发展的关键因素[33]。
Brooks等[30]为探究缺氧对肿瘤进展的机制,对

163例口咽鳞癌的石蜡包埋组织切片(FFPE)样本

进行免疫浸润相关的CD3+ 和缺氧调控蛋白LAG3
多重免疫荧光处理后,使用空间转录组测序技术对

基因表达进行量化,结果发现,缺氧高/免疫低 组相

对缺氧低/免疫高 组在一部分基因中表现出很大的

差异,包括 CA9、SLC2A1(GLUT1)和 SLC16A1
(MCT1),其产物大多参与pH 调节和葡萄糖代谢,
缺氧特征中代表的26个基因中的23个在缺氧低/
免疫高 和缺氧高/免疫低 或混合亚组之间表现出显著

差异表达,这给予我们从代谢干预水平治疗 HPV

·037· 临床耳鼻咽喉头颈外科杂志　 第37卷



相关 HNC新的方向。Schmitd等[34]对142例口

腔鳞癌患者的组织切片使用S100和细胞角蛋白抗

体染色区分肿瘤区域与神经浸润区域,评估了神经

截面直径和神经到肿瘤的距离,并对距离肿瘤不同

距离的神经进行空间转录组学分析。结果表明,人
类肿瘤切片中神经的空间转录组学分析显示基因

表达梯度取决于神经-肿瘤距离。此外,转录组数

据揭示了对肿瘤的增殖、侵袭和免疫反应有关的基

因在更接近肿瘤的神经中表达上调。在体外培养

的神经元细胞系中,神经元细胞显着上调 Anxa2、
Cfl1、Marcks和 Hnrnpa1,并下调Pdcd2,这与患者

转录组数据一致。Schwann细胞上调 Fabp5并下

调 Mbp和 Pdcd2,这也与空间转录组数据一致。
由于轴突可以从体细胞延伸超过1米到神经支配

部位,因此神经元高度分隔并在轴突中表达转录基

因以促进对局部环境的快速反应[35-36]。例如,转录

水平受细胞外信号的调节,并导致损伤部位蛋白质

的快速翻译[37-38]。神经转录组的研究结果促使我们

开发针对微小神经肿瘤的精准治疗与个性化治疗。
4　HNC空间蛋白组学研究进展

4.1　空间蛋白组学概述

空间蛋白组学技术是通过获得组织空间层面

的蛋白定位表达谱对蛋白质定位、蛋白质相关基因

表达通路、蛋白质-蛋白质相互作用、组织微环境等

解析,在蛋白水平反映肿瘤组织空间变化的组学分

析技术[39]。近5年间出现的多重免疫荧光显微成

像技术、超微结构蛋白质定量测序技术、基质辅助

激光解吸电离飞行时间质谱技术等将空间蛋白组

学研究推向了亚细胞级[40]。目前,针对蛋白组开

发的空间检测技术颇多,根据定量方法的差异可以

分为两大类:基于测序的空间蛋白组学技术和基于

质谱的空间组学技术。
4.2　空间蛋白组在头颈部肿瘤的应用

4.2.1　基于测序的 HNC空间蛋白组学　基于组

织样本的蛋白组数字空间分析(DSP)是当前主流

的空间蛋白组测序分析方法。该方法使用寡核苷

酸标签对蛋白质进行多重标记,利用光裂解接头将

亲和抗体链接到寡核苷酸标签上,然后将切割光束

投射到组织样本上,在覆盖1~5000个细胞的感

兴趣区域(ROI)中以待研究空间的模式释放寡核

苷酸。DSP能够在ROI内实现单细胞水平的抗体

计数,并可以使用nCounter系统对靶蛋白及靶基

因的空间分析[41]。然而,DSP不仅可以用于分析

组织芯片样本中的蛋白质和 RNA,还可以用于分

析患者样本中的免疫标记,不论是在肿瘤免疫微环

境研究,还是生物标志物筛查方向,都具有重要的

实用价值。近几年国内外学者也尝试将 DSP技术

在 HNC领域应用,Kulasinghe等[42]对2例口咽鳞

癌患者的未染色肿瘤组织载玻片进行 DSP分析发

现,PD-L1均在2例患者的肿瘤 ROI中高表达,在
同一患者的免疫细胞区域,发现PD-1的蛋白质表

达较低,但PD-L1较高。2例患者在发生区域转移

后均接受了ICI治疗(Nivolumab和Pembrolizum-
ab),ICI治疗后肿瘤区域PD-L1表达较低,且具有

低中度肿瘤突变负荷(TMB)[43]。通过NanoString
GeoMxTM DSP数据分析显示,免疫细胞类型蛋白

质标记物(CD4、CD68、CD45、CD44、CD66b)与口

咽癌疾病进展有关。这些免疫标志物从空间蛋白

组 学 的 角 度,为 HNC 的 免 疫 治 疗 提 供 了 重

要信息。
4.2.2　基于质谱的 HNC空间蛋白组学　质谱分

析(MassSpectrometry,MS)是对小分子蛋白质的

相对分子量测定、化学式的确定及结构鉴定最常用

的方法。基质辅助激光解析电离质谱成像技术

(MALDI-MSI)是近年来发展起来的一种新型的质

谱成像分析方法[44]。该技术能在冷冻切片或石蜡

包埋组织切片上使用二次离子质谱对激光激发后

的抗体进行成像,理论上一次可鉴定50~100个多

肽[45]。同时,组织切片图像可以通过光栅扫描同

时生成,使质谱定量及定性分析数据与蛋白空间位

置一一对应[46]。基于质谱的空间蛋白组学已被证

明可以在胃癌、肝癌、肺癌等多种实体瘤中解决异

质组织标本中蛋白质空间模式的复杂性,HNC也

有相关报道[47-48]。Chi等[49]使用 MALDI-MSI对

11个头颈部新鲜冷冻组织切片样本进行蛋白质分

析,其中包含2例正常下咽黏膜,1例Ⅱ期、1例Ⅲ
期和 1 例 Ⅳ 期 下 咽 癌 组 织 样 本,结 果 发 现

TMSB4X是 HNC的潜在标志物,且其在 MALDI
图像中呈现其信号强度与癌症分期之间的正相关。
在后续的验证实验中,在 HNSCC 细胞系中沉默

TMSB4X降低了肿瘤的增殖和侵袭能力,在体外

及体内试验中证实了 TMSB4X抑制淋巴结转移的

作用。该研究用空间蛋白组学发现了治疗 HNC
的潜在靶点。Piga等[50]的工作证实了 MALDI-
MSI能够根据空间蛋白质组学特征揭示不同类别

的非浸润甲状腺肿瘤(NIFTP)的存在,散发结节

型、嗜酸性细胞分化型和普通型 NIFTP具有很大

的空间异质性。此外,该研究还利用质谱成像分析

了RAS突变和RAS野生型 NIFTP在蛋白质组学

图谱中的异质性,给甲状腺癌的精准分型和个体化

诊疗指明了新的方向。
5　HNC空间代谢组学研究进展

5.1　空间代谢组学概述

空间代谢组学技术是指利用质谱成像技术对

不同组织中的代谢物进行定性、定量、定位三个维

度的分析技术[51]。细胞代谢水平的改变是大多数

癌症的特征[52]。在现代肿瘤研究中,小分子代谢

产物研究可能为了解肿瘤组织中不同生物途径、酶
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和小分子之间的相互作用提供了新的视角[53]。空

间代谢组学的出现提供了检测小分子代谢物在微

环境定位和解剖学关联的机会[54]。
5.2　空间代谢组在 HNC的应用

有研究表明,以赖氨酸为主的某些氨基酸是口

咽鳞状 细 胞 癌 潜 在 的 手 术 安 全 切 缘 生 物 标 志

物[54]。为探索口咽鳞癌中赖氨酸代谢重编程相关

靶点,Sun等[55]收集了包含手术切缘的肿瘤组织和

对应的癌旁组织标本,8例进行基于气相色谱-质谱

(GC-MS)的非靶向代谢分析,20例用于超高效液

相色谱-串联质谱(UHPLC-MS/MS)靶向代谢组

学定量分析,通过检测代谢产物在肿瘤细胞、成纤

维细胞和肿瘤浸润淋巴细胞中的空间表达模式,证
实了调控赖氨酸羧化的关键酶———2-酮戊二酸-5-
双加氧酶2(PLOD2)的上调与口咽鳞癌的增殖、转
移有关,有希望成为治疗原发性口咽鳞癌的新靶

点。Schmidt等[56]使用质谱成像和免疫组织化学

技术筛选并鉴定了头颈鳞状细胞癌中一系列蛋白

质和脂质,并发现头颈鳞癌增殖和侵袭可能依赖于

溶血磷脂的供应。此外,空间代谢组学还可用于定

量评估药物分布和疗效,Menetrey等[57]创新性的

使用定量质谱成像(QMSI)和液相色谱串联质谱

(LC-MS/MS)在头颈鳞癌快速冰冻切片上的肿瘤

组织、正常上皮、唾液腺、肌肉、神经和血管区域测

定凋亡蛋白拮抗剂xevinapant(Debio1143)抑制剂

浓度,在空间维度证实了xevinapant对肿瘤组织的

高亲和力。
6　空间组学肿瘤研究的挑战与展望

空间组学技术将生物体内关键信息投射到组

织区域空间水平,提供了肿瘤空间异质性研究方

法。基于病变组织不同分子水平的多重分析研究

进展将会推动病理学诊断向着精准化、个体化发

展。然而,当前的技术仍有诸多问题亟待解决,例
如固定组织中遗传物质的降解,切片厚度仍达不到

单层细胞水平,细胞色素沉着干扰图像分析等,因
此多组学空间分析技术仍然是未来几十年转化医

学研究中最激动人心的挑战之一。当前,空间组学

的大多数研究展示出了对肿瘤异质性全新的生物

学见解,更广泛地采用空间组学技术无疑会带来新

的癌症诊断和治疗手段。
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