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[摘 要] 近年来，随着肿瘤微环境（tumor microenvironment，TME）和免疫治疗的研究不断深入，TME中肿瘤浸润免疫细胞

（tumor infiltrating immune cell，TIC）已成为研究人员关注的热点。对TIC进行量化分析有助于了解免疫系统在人类恶性肿瘤中

的作用及其机制，并对肿瘤免疫治疗提供新的见解和帮助。在传统的肿瘤组织测序分析结果中，基因表达往往忽略了组织中的

细胞组成和类型，因此肿瘤组织中低丰度细胞的基因表达情况会被掩盖。随着分析算法的不断发展，越来越多的工具被开发应

用于分析肿瘤组织中免疫细胞的基因表达情况，实现对肿瘤组织中免疫细胞的成分进行计算和量化。
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肿瘤组织不仅由肿瘤细胞组成，其成分还包括

肿瘤微环境（tumor microenvironment，TME）中的其

他细胞，如成纤维细胞、血管内皮细胞、基质细胞、免

疫细胞等[1-2]。在这些细胞中，肿瘤浸润免疫细胞

（tumor infiltrating immune cell，TIC）在肿瘤发生、发

展和治疗过程中发挥了重要的作用。因此，对不同

类型的TIC进行定量分析有助于阐明肿瘤发生、发展

及治疗过程中免疫应答的机制，同时为肿瘤治疗方

法的免疫原性进行评估，为患者提供合理的治疗方

案[3]。不仅如此，对肿瘤组织中免疫细胞进行量化分

析还有助于寻找诊断和治疗肿瘤的新型标志物[4]。

目前，针对TIC的研究方法主要包括免疫组织化学、

免疫荧光、流式细胞术等，但是由于分析通量的限

制，上述技术无法实现对TME中免疫细胞的成分进

行量化。二代测序技术（next generation sequencing，

NGS）和 单 细 胞 转 录 组 测 序（single-cell RNA

sequencing，scRNA-seq）技术则提供了大量描述TME

的测序数据，这些高通量数据能够直观地提供TIC的

细胞信息，再对测序数据的特征基因的表达情况进

一步分析计算后，便能够得出TME中不同免疫类型

细胞及其他类型细胞的组分。在本综述中，将对

TME中的TIC进行概述，并重点介绍几种基于测序

数据对TIC进行量化分析的方法和工具，以及这些工

具在肿瘤研究领域的应用和发展前景。

1 TIC概述

在肿瘤的发生过程中，TIC能够影响免疫抑制和

免疫逃避，从而调控肿瘤的生长[5]。目前已知参与肿

瘤调控的免疫细胞类型包括T淋巴细胞（T细胞）、B

淋巴细胞（B细胞）、巨噬细胞、中性粒细胞、树突状细

胞（dendritic cell，DC）、自然杀伤（natural killer，NK）

细 胞 以 及 髓 源 性 抑 制 细 胞（myeloid-derived

suppressor cell，MDSC）等[2]。这些免疫细胞在 TME

中扮演了不同的角色，在肿瘤发生和发展的过程中，

一些对肿瘤具有促进作用的TIC会占主导地位，阻碍

了肿瘤抑制性TIC发挥功能（图1）。无论是促癌TIC

还是抑癌TIC，都能成为肿瘤免疫治疗的靶向目标。

图1 浸润TME中的免疫细胞及其作用

1.1 T细胞

T细胞在抗肿瘤适应性免疫反应中扮演了核心

角色。在TME中T细胞主要分为3个亚群：辅助T细

胞（CD4+ T细胞）、细胞毒性T细胞（CD8+ T细胞）和

调节性T（regulatory T，Treg）细胞。其中CD4+ T细胞
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由于抗原性质和细胞因子等调控因素，还会分化为

Th1、Th2、Th9、Th17 和 Tfh 等多个亚型细胞[6]。Th1

细胞被认为是肿瘤免疫中最重要的辅助免疫细胞类

型，其分泌的细胞因子，如 γ -干扰素（interferon-

gamma，IFN-γ）和趋化因子（chemokine），能够增强

CD8+ T细胞的免疫反应[7]。此外，Th1细胞还能够招

募NK细胞和M1型巨噬细胞至肿瘤部位，从而引导

免疫细胞对肿瘤细胞进行清除[8]。与Th1相反，Th2

细胞在TME中的作用较为复杂。传统上认为Th2细

胞对肿瘤具有促进作用，在胰腺癌中 Th2 细胞在

MyD88的诱导下能够促进胰腺细胞癌变和肿瘤细胞

增殖[9]。但DO等[10]研究发现，在肿瘤中Th2细胞可

与肿瘤浸润嗜酸性粒细胞协同作用发挥抗肿瘤作

用。Th9细胞是分泌 IL-9的细胞亚群，在肿瘤中Th9

细胞不仅能够激活免疫应答，还可以杀伤肿瘤细

胞[11]。同Th2细胞类似，Th17细胞在肿瘤中具有双重

作用，不仅可以通过促进肿瘤血管生成或抑制免疫

活性从而促进肿瘤生长，还能募集CD8+ T细胞，产生

IFN-γ介导抗肿瘤免疫反应[12]。CD8+ T细胞是抗肿

瘤免疫反应的主要成分，经过与DC和CD4+ T细胞相

互作用，启动形成效应T细胞，再进一步识别主要组

织相容性复合体Ⅰ（major histocompatibility complex

Ⅰ，MHCⅠ）中的肿瘤相关抗原后，最终对肿瘤细胞

进行杀伤和消除[13]。在乳腺癌、肺癌、结直肠癌等多

种恶性肿瘤中，CD8+ T细胞的浸润水平与良好预后

有密切关联[14]。

在TME中，同时还存在着一类具有免疫抑制作

用的 Treg 细胞亚群，在大多数肿瘤患者外周血中，

Treg细胞的比例明显升高，LIU等[15]通过研究发现高

比例的Treg细胞与肿瘤患者的不良预后密切相关。

Treg细胞抑制免疫活性的途径有很多，最主要的方式

是通过促进 IL-10、转化生长因子 -β（transforming

growth factor-β，TGF-β）、IL-35等免疫抑制因子的产

生，或者通过消耗抗肿瘤因子 IL-2，以此来抑制效应

细胞发挥功能。也有研究[16]证明，Treg细胞可以通过

穿孔素、颗粒酶或凋亡相关因子（factor related

apoptosis，FAS）的相互作用直接杀死效应细胞。Treg

细胞不仅能对效应T细胞产生影响，其表达的细胞毒

性 T 淋巴细胞相关抗原 4（cytotoxic T-lymphocyte

associated antigen 4，CTLA-4）可以与 CD80 和 CD86

结合并影响DC的成熟，从而抑制DC向T细胞提呈

刺激信号[16]。

1.2 B细胞

与T细胞相似，存在于TME中的B细胞也具有

多种不同的亚群，包括调节性B（regulatory B，Breg）

细胞、浆细胞和记忆B细胞等。每种亚群对肿瘤的免

疫作用机制也并不相同。Breg细胞在肿瘤中的作用

与Treg细胞类似，Breg细胞在黑色素瘤中分泌 IL-10

抑制辅助T细胞产生 IFN-γ和肿瘤坏死因子-α（tumor

necrosis factor-α，TNF-α），从而促进黑色素瘤的发

展[17]。而在其他的研究[18]中还发现，Breg细胞分泌的

TGF-β促进CD4+ T细胞向Treg细胞转变，从而促进

肿瘤进展。与Breg细胞不同，浆细胞和记忆B细胞

在TME中主要发挥抗肿瘤作用。MAO等[19]研究发

现，表达CD27 的浆细胞能够通过 IL-10 通路抑制

IL-17的产生，从而减少血管内皮生长因子（vascular

endothelial growth factor，VEGF）的表达，达到抑制肿

瘤生长的目的。AMMIRANTE 等[20]在卵巢癌中发

现，表达CD20的记忆B细胞会高表达MHCⅠ，表明

其可以将肿瘤抗原提呈并活化T细胞的抗肿瘤免疫

反应。SHI等[21]同样在胰腺癌中发现了多种记忆B

细胞，如 IgG+和 IgA+记忆B细胞，这些记忆B细胞能

够促进Th1细胞免疫反应，从而发挥抗肿瘤活性。

1.3 巨噬细胞

巨噬细胞是TME中免疫细胞的重要组成部分。

通常巨噬细胞可极化为经典激活（M1型）巨噬细胞

和替代激活（M2型）巨噬细胞，在TME中的巨噬细胞

被认为更接近于M2型，其极化与所在微环境的信号

影响更为密切，包括肿瘤细胞来源的因子和TME中

的调节因素都能促进其向 M2 型巨噬细胞极化[22]。

大量研究表明，在TME中巨噬细胞的浸润程度能在

不同程度上促进肿瘤发展，包括肿瘤免疫抑制形成、

促 进 肿 瘤 转 移 和 血 管 生 成 等 。 在 肝 细 胞 癌

（hepatocellular carcinoma，HCC）[23]和卵巢癌[24]组织中

发现，活化的巨噬细胞会产生 IL-10，其诱导程序性死

亡蛋白-配体1（programmed death ligand-1，PD-L1；也

称B7-H1）和B7-H4两种分子的表达，从而抑制细胞

毒性 T淋巴细胞（cytotoxic T lymphocyte，CTL）发挥

抗肿瘤功能。此外，巨噬细胞还能通过上皮-间质转

化（epithelial-mesenchymal transition，EMT）增强肿瘤

的转移并促进肿瘤进展。HUANG等[25]发现，在鼻咽

癌患者体内由巨噬细胞分泌的细胞因子CCL18促进

肿瘤细胞的EMT进程。不仅如此，巨噬细胞分泌的

TNF-α、VEGF和TGF-β能够调控肿瘤血管生成，为肿

瘤生长提供养分，有些甚至能够诱导肿瘤细胞或巨

噬细胞进入其他部位，从而导致肿瘤的快速转移[26]。

目前，临床上针对巨噬细胞的治疗靶点主要包括

CSF-1R、CD40、CD47等，但尚未在独立的临床试验

中得到验证，明确巨噬细胞对肿瘤的具体作用机制

仍需深入研究。

1.4 中性粒细胞和MDSC

中性粒细胞占外周血白细胞的 50%以上，在人
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体免疫反应过程中发挥重要的作用。在肿瘤中，中

性粒细胞根据极化状态也可分为N1型和N2型两种

亚型，其中N2型的功能与M2型巨噬细胞类似，对肿

瘤及其血管生成具有促进作用，当极化过程中TGF-β

被阻断后，中性粒细胞便会极化为N1型中性粒细胞，

抑制肿瘤的进展和转移。中性粒细胞在肿瘤中促进

和限制作用并不单一，对肿瘤的发生、发展和免疫抑

制均有影响[27]。由中性粒细胞吞噬过程产生的大量

活 性 氧（reactive oxygen species，ROS) 和 活 性 氮

（reactive nitrogen species，RNS），能够诱导 p53 突变

损伤端粒DNA，从而促进上皮细胞向肿瘤细胞转化，

以促进肿瘤的发生[28]。除了诱发肿瘤外，中性粒细胞

分泌的弹性蛋白酶直接影响肿瘤细胞并降解胰岛素

受体底物，从而激活肿瘤细胞内PI3K信号通路，促进

肿瘤细胞的增殖[29]。在其他研究[30]中还发现，中性粒

细胞能够通过维持肺癌细胞中Snail的表达，或分泌

组 织 基 质 金 属 蛋 白 酶 抑 制 剂 1（tissue matrix

metalloproteinase inhibitor-1，TIMP-1）诱导肿瘤细胞

的EMT进程，促进肿瘤的转移。有研究者[30-31]发现，

中性粒细胞能够分泌大量的MMP9和VEGF，促进胃

癌的血管生成，加快肿瘤的生长与转移。ZHOU等[32]

发现，中性粒细胞分泌的CCL2和CCL17能够募集巨

噬细胞和Treg细胞，促进肝癌细胞的增殖，并增强肿

瘤细胞对索拉非尼的耐药性。在某些条件下，中性

粒细胞能够抑制肿瘤的生长，TME中缺氧因素能够

诱导CXCL1、CXCL2和CXCL5的表达，这三种因子

能够募集 N1 型中性粒细胞发挥抗肿瘤作用[33]。

FINISGUERRA 等[34]的研究则发现，中性粒细胞在

TNF 的诱导下，细胞内 met 原癌基因（met proto-

oncogene，MET）表达上升，从而导致MET依赖性诱

导 型 一 氧 化 氮 合 酶（induced nitrogen monoxide

synthase，iNOS）的产生，这种MET依赖性的 iNOS对

肿瘤细胞具有明显的细胞毒性，能够杀死肿瘤细胞

并抑制肿瘤生长和扩散。

MDSC是由骨髓细胞分化而来的免疫细胞，对肿瘤

免疫逃逸过程具有一定作用。在小鼠模型[35]中发现，

MDSC可以通过多种分子机制提高肿瘤的免疫抑制能

力并促进肿瘤进展，由于人体内的MDSC异质性较强，

使其在不同肿瘤中的具体作用机制尚不明确。根据小

鼠模型中的参考数据，人体内的MDSC可以分为以CD15

阳性表达为特征的粒细胞亚群（G-MDSC）和以CD14阳

性表达为特征的单细胞亚群（Mo-MDSC）。YOUN等[35]

在荷瘤小鼠体内分别分析了两种MDSC的免疫抑制活

性，结果发现Mo-MDSC能够产生一氧化氮抑制T细胞

功能，当加入 iNOS抑制剂LMMA后，Mo-MDSC的免

疫抑制活性明显减弱。相比之下，在G-MDSC亚群中

则检测到高水平的ROS，使用ROS抑制剂过氧化氢酶

对其进行阻断后，免疫抑制活性也降低了。有趣的是，

尽管作用机制不同，两种亚群都可能抑制T细胞发挥作

用，对于这种现象，YOUN等推测可能是由于ROS或一

氧化氮导致亚硝酸盐含量增加引起T细胞活性降低。

HOECHST等[36]在人体肿瘤中发现，HCC内Mo-MDSC

能够促进IL-10依赖性的Treg细胞增加；BRANDAU等[37]

研究发现，肺癌和膀胱癌中G-MDSC可以影响T细胞

抗原受体的表达，抑制T细胞的增殖能力。

1.5 其他类型免疫细胞

除了上述几种类型的免疫细胞外，TIC 还包括

NK细胞和DC。NK细胞是人体内的一种杀伤型天

然免疫细胞，同时其分泌的 IFN-γ、TNF-α等细胞因子

参与机体免疫的调节。在肿瘤中，当 NK细胞表面的

激活受体（NKp30和NKp46）接收刺激信号后，自身

能够发生活化，从而发挥对肿瘤细胞的杀伤作用。

NK细胞对肿瘤的抑制作用主要通过 3种方式进行：

（1）细胞活化后释放穿孔素和颗粒酶裂解肿瘤细胞；

（2）分泌TNF，诱导肿瘤靶细胞凋亡，但这一过程往

往需要靶细胞表面受体发挥作用；（3）分泌 IFN-γ，抑

制肿瘤细胞的增殖及其表面连接蛋白的表达，从而

抑制细胞增殖和转移[38]。然而，在TME中，由于一些

诱导因子（如NKG2A、TIGIT、PGE2等）激活NK细胞

表面抑制性受体，导致NK细胞无法活化，从而无法

识别和杀伤肿瘤细胞[39]。因此，由于NK细胞的固有

免疫特性和杀伤效果，如何利用细胞因子对TME中

的NK细胞进行启动激活，或者通过过继性手段使用

体外诱导培养的NK细胞用于肿瘤治疗已经成为目

前肿瘤免疫治疗的有效手段之一。

DC是一种抗原提呈细胞，其表面可以表达MHC

分子及T细胞活化所需的刺激因子等，在诱导和

调控机体内的适应性免疫反应中发挥重要的作

用。在肿瘤中未成熟 DC 能够识别并捕获来自

凋亡肿瘤细胞的相关抗原，分化为成熟 DC，此

时 DC 在形态上会出现明显的树突状结构。成

熟的 DC 将抗原进一步加工为免疫原肽，并将其

加载到 MHCⅠ类分子上，提呈给抗原特异性 T

细胞以供识别，从而启动 T 细胞介导的肿瘤免疫

反应 [40]。然而，肿瘤细胞分泌的免疫抑制因子

（如 VEGF、TGF-β和 IL-10等）会引起DC分化异常

和成熟障碍，从而无法有效识别抗原并提呈给T细胞

进行免疫反应，造成肿瘤免疫逃逸的发生[41]。目前基

于DC的研究主要以排除肿瘤中影响DC分化和成熟

的诱导因素，或者研发 DC 疫苗激活 T 细胞免疫反

应。其中DC疫苗已经广泛应用于包括卵巢癌、前列

腺癌、胶质瘤、乳腺癌等多种类型肿瘤的治疗中。
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2 基于测序数据的免疫细胞量化分析方法

NGS的发展及测序成本的降低使人们可以更轻

松地获得TME的测序数据。利用不同的算法对这些

高通量测序数据分析后，计算出TME中免疫细胞及

其他非肿瘤细胞的组分和比例。和其他方法相比，

基于测序数据的量化分析方法不仅在分析通量方面

实现了提升，在细胞亚群识别的准确性方面也进一

步提高（表1）。

表1 常见TIC分析方法比较

方 法

免疫组织化学分析

免疫荧光分析

流式细胞荧光分选术

NGS数据分析

scRNA-seq数据分析

通量

低

低

一般

高

高

原 理

使用带有染料标记的特异性抗体

通过抗原抗体反应进行呈色

使用带有荧光标记的抗体，通过抗

原抗体定位反应进行呈色

使用特异性荧光标记的抗体对

细胞进行染色

使用标记基因或反卷积算法对

测序数据进行分析

基于单细胞测序数据，对细胞进

行定性及定量分析

准确性

高

高

高

一般

较高

分析细胞

类型/次

较少

较少

较少

较多

较多

成 本

较高

较高

较高

一般

较高

特 点

可识别 1~2种细胞亚群，并观察细胞

的形态及空间分布

可识别 1~2种细胞亚群，并观察细胞

的形态及空间分布

可同时识别4~5种类型细胞亚群

可同时对多种细胞进行定性和定量

分析，受算法和测序噪声干扰，准确

性有待提高

同时对多种细胞进行定性和定量分

析，由于测序样本前期处理方式的差

异，测序准确性较NGS有所提升

2.1 基于标记基因的分析方法

目前，基于测序数据分析TIC的方法主要以标记

基因和反卷积算法为主[42]，基于标记基因方法分析主

要使用单样本基因集富集分析（single sample gene

set enrichment analysis，ssGSEA）进行标记基因的筛

选，得到不同类型免疫细胞的标记基因后，对样本的

表达谱进行统计分析，最终得到样本中免疫细胞的

组成和浸润水平。

ARAN等[43]基于 ssGSEA开发了细胞定量分析工

具 xCell，能够计算 64种类型免疫细胞的富集分数。

来自中国的科研团队[44]基于 ssGSEA算法开发了另

一种分析T细胞浸润丰度工具 ImmuCellAI，与 xCell

相比，ImmuCellAI尽管只能预测 24种免疫细胞的丰

度，但通过引入一个补偿矩阵对标记基因表达进行

加权和重估，从而降低了噪声干扰并提高了预测结

果的准确性。此外，在 ImmuCellAI所预测的24种免

疫细胞类型中包含18种T细胞亚群，使其在T细胞的

分析类型和预测精度方面表现出优势[44]。

2.2 反卷积量化分析方法

与基于标记基因的分析方法不同，反卷积算法直

接对样本中细胞类型进行量化并计算比例。其原理是

将特征基因表达矩阵m以线性方程的形式m=Sf体现

出来，其中方程中S代表参考细胞的特征基因表达矩阵，

f则是每种细胞组成的向量，事先将S定义完成后，通过

特征基因表达矩阵m对 f进行反推运算（图2）。

目前几种常用的TIC量化分析工具都以反卷积

算 法 为 基 础 ，如 CIBERSORT[45]、TIMER2.0[46]、

EPIC[47]、ABIS-seq[48]等，但在执行反卷积运算时存在

差异。CIBERSORT以微阵列方式构建了特征表达

矩阵（LM22）来定义免疫细胞，然后使用 Nu-支持

向量回归方法（v-SVR）对 f进行反卷积运算，最后将

计算得到的细胞类型向量转化为丰度分数。通过验

证后发现，v-SVR在反卷积运算过程中对测序数据

中 的 噪 声 具 有 更 强 的 抗 变 性（ 鲁 棒 性 ）[45]。

TIMER2.0 使用了线性最小二乘回归法进行反卷

积求解 [46]，研发人员从 IRIS 数据库和 HPCA 数据

库中获取免疫基因作为特征矩阵，计算了 32种恶性

肿瘤中6种免疫细胞的浸润情况。由于TIMER2.0未

对免疫细胞丰度进行转换，只计算了基因表达与免

疫细胞浸润的相关性，所以不能以分数的形式直观

表现TIC的浸润程度[46]。RACLE等[47]使用约束性最

小二乘回归将非负性约束条件引入反卷积运算，开发

出能够分析免疫细胞和其他非肿瘤细胞比例的工具

EPIC。EPIC将来自免疫细胞和其他非肿瘤细胞的特

征基因整合后建立了特征矩阵，因此，EPIC能够对不同的

细胞类型进行量化分析，在分析非免疫类型细胞方面实

现了突破，算法也在黑色素瘤患者的淋巴结样本分

析中得到了验证。

2.3 同时反卷积细胞组分和表达基因的分析方法

与 CIBERSORT、TIMER2.0 等只针对细胞组分
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进行反卷积运算的方法不同，ZHONG等[49]开发了一

种“完全”反卷积算法——数字排序算法（digital

sorting algorithm，DSA），这种算法能够对样本中的细

胞组分和标记基因同时进行反卷积求解。为了验证

算法的有效性，研究者使用来自小鼠肝、脑和肺 3个

部位细胞定量混合样本进行了测试，结果如实地体

现了细胞组分和基因表达的情况。另一种“完全”反

卷积算法——微阵列显微切割差异分析（microarray

microdissection with analysis of differences, MMAD）

也通过了由 4种血液癌细胞系混合的样本进行的验

证[50]。与传统反卷积算法相比，“完全”反卷积算法不

需要事先定义特征基因矩阵，直接实现对基因表达

和细胞组分的同时定量分析，当样本中的细胞类型

无法确定时，“完全”反卷积算法将更具优势。

图2 反卷积算法量化细胞组分的原理

2.4 其他分析肿瘤免疫的工具和算法

除了上述量化分析方法外，还有几种使用其他

方法对TIC进行评估的工具。TIminer是一种对肿瘤

样本中免疫基因组进行整合分析的工具，其中包括

了利用 GSEA 进行 TIC 量化分析的模块[51]。此外，

TIminer 还能够在测序数据中对人类白细胞抗原

（human leukocyte antigen，HLA）进行分型，通过突变

数 据 和 HLA 分 型 结 果 预 测 新 的 肿 瘤 抗 原[51]。

ESTIMATE算法通过分析肿瘤中免疫细胞和基质细

胞的比例计算肿瘤纯度[52]，通过 ssGSEA得到基质细

胞和免疫细胞的标记基因后，然后利用标记基因对

样本进行免疫评分和基质评分，再将两种分数加权

整合为“ESTIMATE”评分用于评估肿瘤纯度。从

ESTIMATE算法分析得到的免疫评分和基质评分，已

经被广泛应用于多种癌症中免疫相关预后标志物的

筛选和研究[4，53]。

3 量化TIC分析方法在肿瘤研究中的应用

3.1 鉴定肿瘤预后标志物

TIC 与肿瘤细胞的相互作用对肿瘤的分类、复

发、耐药性及预后具有重要的影响。通过对TIC进行

量化分析，能够帮助研究人员筛选肿瘤中与免疫微

环境有关的基因及作用机制，改善肿瘤患者的预后

情况。JIA 等[54]利用 ESTIMATE 算法对脑胶质瘤中

免疫相关基因进行筛选，并进一步分析了其预后价

值，通过来自TCGA和CGGA两个数据库中样本数

据的验证，筛选出了 21个尚未报道过的脑胶质瘤预

后标志物。TGFβ2 是调节免疫细胞功能的重要因

子，XIAO等[55]通过TIMER2.0分析发现，TGFβ2与胃

癌中巨噬细胞的浸润程度具有显著相关性，预后分

析的结果表明高表达的TGFβ2和巨噬细胞的标记基

因（如CD163、PTGS2、VSIG4）都能导致胃癌患者的

不良预后，推测TGFβ2可能是通过胃癌中浸润的巨

噬细胞促进肿瘤发展，并能够作为胃癌的潜在预后

标志物。此外，一些免疫相关的基因，如TNFSF13B[56]、

LPAR1[57]、Fibulin-1[58]等均被证明在不同肿瘤内能够

影响TIC的浸润程度，并具有成为恶性肿瘤预后标志

物的潜力。

3.2 构建肿瘤风险评估模型

与单基因评估预后的方式相比，基于多基因的

风险评估模型在稳定性和准确性方面更具优势。通

过使用TIC量化分析工具筛选与免疫细胞浸润相关

的候选基因，并构建基于多基因的预后评估模型是

目前TIC量化分析的主要用途之一。TIAN等[59]通过
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CIBERSORT分析后发现，巨噬细胞的高水平浸润与

脑胶质瘤的不良预后具有高度的相关性，通过GSEA

对高/低巨噬细胞浸润亚组进行富集分析后筛选出了

5个脑胶质瘤预后不良的基因用于预后风险评估建

模，ROC曲线验证分析结果表明评估模型具有优异

的风险评估能力（AUC=0.748）。 SUN 等[60] 利用

ESTIMATE算法分析计算了1 774例肺腺癌患者的免

疫评分，再通过对高 /低免疫评分组进行差异分

析后，使用加权基因共表达网络分析（weighted gene

co-expression network analysis，WGCNA）筛选出 4个

免 疫 相 关 的 核 心 基 因 进 行 风 险 评 估 ，利 用

ImmuCellAI对预后较差的高风险组免疫细胞浸润水

平分析后发现，在高风险组中Treg细胞浸润水平较

高，其他对肿瘤具有促进作用的免疫细胞（如巨噬细

胞、中性粒细胞）也呈现出高水平浸润状态。WANG

等[61]利用WGCNA和TIMER2.0对来自3个数据集验

证得出的276个共同差异基因进行鉴定，最终筛选了

4个免疫基因进行建模预测HCC的预后情况，通过其

他数据集验证后发现模型具有较高的预后评估准确

性。相对于传统方法主观性较强的特点，基于TIC量

化分析筛选标记基因具有更好的可靠性，利用标记

基因建模的方法已经广泛应用于不同肿瘤的预后风

险评估中，为临床上制定患者预后方案提供了重要

的参考依据。

3.3 筛选肿瘤免疫治疗靶点

除了用于鉴定预后标志物和构建预后风险模型

外，TIC量化分析还被应用于肿瘤免疫治疗靶点的研

究。CXCL5对免疫细胞具有重要的调控作用，可以

促进多种肿瘤的发生和发展。ZHANG 等[62]利用

TIMER2.0分析了胰腺癌中CXCL5与免疫细胞浸润

的相关性，结果发现CXCL5表达增加会上调中性粒

细胞和巨噬细胞的浸润水平，并且与胰腺癌患者的

不良预后显著相关，表明CXCL5可以作为胰腺癌免

疫治疗的潜在靶点。SANG等[63]从HCC综合分子数

据库中筛选出了7个肝癌干细胞的标记基因，并分

析 7 个基因在 HCC 中的表达与免疫细胞浸润水

平的相关性 ，发现 SOX12 的表达上调不仅与

HCC 患 者 的 不 良 预 后 显 著 相 关 ，在 HCC 中

SOX12 还与肿瘤促进型免疫细胞的浸润水平成

正相关，表明SOX12能够作为HCC患者预后和治疗

的潜在靶基因。10号染色体缺失的磷酸酶和张力蛋白同

源物（phosphatase and tensin homology deleted on

chromosome ten，PTEN）在子宫内膜癌中突变率高达

65%。TAO等[64]分析了子宫内膜癌中 PTEN突变对

患者总生存时间和免疫细胞浸润的影响，发现与

PTEN 突变组相比，非突变组预后较差，且肿瘤中

Treg细胞和巨噬细胞的浸润水平明显升高，说明通过

干预手段影响PTEN的突变可以作为子宫内膜癌免

疫治疗和预后改善的靶点。已有的研究表明，利用

TIC量化分析已经成为寻找免疫治疗靶点的可能途

径之一，但是使用该方法获得靶点的准确性和有效

性还需要进一步验证。

4 基于测序数据量化TIC方法的前景与挑战

尽管基于测序数据量化TIC的分析方法已经应用

于许多研究中，但由于肿瘤组织的复杂性和未知性容

易产生噪声对算法的准确性，所以无论是基于标记基

因的分析方法，还是反卷积算法仍然有待改进。

首先，是标记基因及其特征基因矩阵的适用性。

常见的分析工具都基于不同参考基因组设计标记基

因或特征基因矩阵，这些参考基因组和矩阵在不同

肿瘤样本中的通用性还需要进一步验证。除此之

外，由于肿瘤类型之间的差异，不同类型的基质细胞

和免疫细胞对肿瘤免疫的必需性也应该考虑在内，

这样有利于排除非参与性细胞对运算结果的影响。

考虑到这种情况，ImmuCellAI在针对T细胞预测的

准确性方面进行较大的提升，这种针对某一类型细

胞进行分析有可能是TIC量化分析方法后续的发展

方向[44]。

其次，是算法对噪声影响的鲁棒性。当处理较大

的肿瘤组织样本时，未知类型的细胞在组织中常常

占据较大的比例。在运算过程中，未知细胞的基因

表达会干扰定量分析结果，有时甚至会掩盖低丰度

细胞中相同基因的表达，从而导致信号稀释现象[65]。

为了降低这种影响，CIBERSORT使用 v-SVR在反卷

积运算中求解 f，极大程度地改善了噪声的鲁棒性[45]，

以非负最小二乘法进行反卷积的EPIC和 quanTIseq

也取得了类似的效果[47，54]。

最后，需要独立的方法验证这些工具量化分析的

结果。现有分析工具大多使用了流式细胞分选技

术，或者使用一定比例混合的细胞样本进行测试。

自动图像分析技术在近些年不断应用在医学研究领

域，使用该方法对免疫组化切片中的标记细胞进行

定性和定量分析，不仅有助于样本中细胞组分的鉴

定，将多维切片整合后，还能帮助研究者获得组织中

细胞的空间信息[66]。scRNA-seq及分析技术在近些

年来发展迅速，利用该技术能够对肿瘤组织中免疫

细胞或其他细胞类型进行更精确的分析，从而了解

TME 中不同类型细胞的功能和细胞之间的相互作

用。随着 scRNA-seq及分析技术的不断改进，相信这

项技术能够在肿瘤大块组织研究或临床分析中发挥

更大的作用[47, 67]。
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5 结 语

TIC在肿瘤组织对肿瘤细胞的调控和治疗发挥了

关键的作用，进一步了解TIC在肿瘤组织中的作用机制

能为肿瘤治疗提供十分重要的参考和帮助。基于测序

数据的分析方法是目前研究TIC最主要的手段之一，本

文介绍近年来几种著名的量化分析TIC的工具和算法，

这些方法将有助于对肿瘤甚至其他病变组织的异质性

研究，从而为肿瘤治疗提供新的思路。由于测序成本

的不断降低，这使得基于测序数据的分析方法与其他

技术相比，具有更高的普及度和更简便的操作性。不

仅如此，由于测序技术的自身特点，使用测序数据进行

量化分析在通量和精确性方面也有优势。但由于这种

方法对数据的依赖性较高，所以在预测功能和状态方

面会显得无能为力，与传统技术联合使用会很大程度

上解决这一问题，并且能够提供更可靠的证据。同时，

笔者也相信基于测序数据的量化分析细胞组分方法在

今后将得到不断的改进，会有更精准、更强大的分析工

具陆续问世。
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