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单细胞测序揭示Ly6E分子对乳腺癌 4T1细胞移植瘤微环境中DC浸润

及功能的抑制作用
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[摘  要]  目的：本研究利用单细胞RNA测序分析技术（scRNA-seq）初步探索乳腺癌4T1细胞表达淋巴细胞抗原6复合物E（Ly6E）

调控肿瘤免疫微环境（TIME）的潜在机制。方法：利用CRISPR-Cas9技术构建Ly6e基因敲除小鼠乳腺癌4T1细胞（Ly6E-KO），观

察其和野生型细胞（Ly6E-WT）体外增殖和体内生长能力的差异。流式细胞术分选两类肿瘤组织中的CD45阳性细胞，再进行scRNA-

seq分析。对于测序结果，首先利用Seurat软件包筛选差异表达基因谱，根据标记基因进行注释；再利用Cellchat和Monocle2软件

分析细胞互作关系和特定免疫细胞的演化轨迹。结果：与Ly6E-WT 相比，Ly6E-KO体外增殖能力无显著差异，但体内生长能

力显著降低（P<0.001）。ScRNA-seq分析显示，Ly6E-KO移植瘤浸润DC比例显著高于Ly6E-WT，且DC处于更加活跃的增殖和分

裂状态；三种DC亚群（pDC、cDC1和cDC3）与T细胞均存在显著的互作关系。同时发现，Ly6E-KO肿瘤中浸润T淋巴细胞增殖、活

化及效应相关的基因表达水平均升高，提示Ly6E-KO具有更强抗肿瘤能力。最后，本研究对人类乳腺癌队列的 scRNA-seq数据进

行了分析，进一步证实了上述发现。结论：肿瘤细胞Ly6e基因敲除后可通过增加TIME中DC活化及浸润，继而增强机体抗肿瘤免

疫应答。
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Single-cell sequencing reveals the inhibitory role of Ly6E on DC infiltration and 
function in the microenvironment of 4T1 breast cancer cell transplanted tumor
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[Abstract]  Objective: To preliminarily explore the potential mechanisms by which lymphocyte antigen 6 complex, locus E  (Ly6E) 

regulates tumor immune microenvironment (TIME) in breast cancer 4T1 cells using single-cell RNA transcription sequencing 

technology (scRNA-seq). Methods: A mouse breast cancer 4T1 cell line with Ly6e gene knockout (Ly6E-KO) was constructed by 

CRISPR-Cas9 technology. The in vitro proliferation and in vivo growth capabilities of Ly6E-KO cells were compared to those of the 

wide type 4T1 cells (Ly6E-WT). CD45-positive cells from both types of tumor tissues were sorted by flow cytometry and analyzed 

using scRNA-seq. The sequencing results were first screened for differentially expressed gene profiles using the Seurat software 

package and annotated based on marker genes. Then, Cellchat and Monocle2 software were used to analyze the cell-to-cell interactions 

and the evolutionary trajectories of specific immune cells. Results: Compared with Ly6E-WT, Ly6E-KO cells showed no significant 

difference in in vitro proliferation capability but demonstrated significantly reduced in vivo growth capability (P<0.001). ScRNA-seq 

analysis showed that the proportion of infiltrated DCs in Ly6E-KO cell transplanted tumors was significantly higher than that in Ly6E-

WT cell transplanted tumors, and the DCs were in a more active state of proliferation and division. Three DC subsets (pDC, cDC1 and 

cDC3) showed significant interactions with T cells. Additionally, genes related to T lymphocyte proliferation, activation and effector 

functions were more highly expressed in Ly6E-KO tumors, suggesting that Ly6E-KO offers stronger anti-tumor capabilities. Finally, 

scRNA-seq data from a human breast cancer cohort were analyzed, further confirming the above findings. Conclusion: Ly6e gene 

knockout in tumor cells can enhance the anti-tumor immune response by increasing DC activation and infiltration in TIME. 
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淋巴细胞抗原 6 复合物 E（lymphocyte antigen 6 

complex, locus E, Ly6E），又称干细胞抗原 -2（stem 

cell antigen-2, SCA-2）、胸腺共享抗原 -1（thymic 

shared antigen-1, TSA-1）等，是淋巴细胞抗原6（LY6）

家族的重要成员之一[1-2]。来自不同课题组的研究显

示，肿瘤组织高表达的Ly6E与卵巢癌、浸润性乳腺

癌、前列腺癌、胃癌和肺癌等多种类型肿瘤患者的预

后不良密切相关，提示Ly6E可作为肿瘤患者预后判

断的一个重要指标[3-6]。鉴于Ly6E蛋白在肿瘤细胞中

高表达，多个课题组制备靶向Ly6E的抗体偶联药物

并证实具有抗肿瘤疗效[7-9]。ALHOSSINY 等[10]研究

发现，Ly6E在乳腺癌患者肿瘤组织中高表达，且可能

通过TGF-β/smad信号通路介导肿瘤的发生、发展，提

示 Ly6E 可能通过调控肿瘤免疫微环境（tumor 

immune microenvironment, TIME）介导肿瘤免疫逃

逸。然而，关于Ly6E如何调控TIME，相关的研究文

献极其有限。单细胞 RNA 测序（single cell RNA 

sequencing, scRNA-seq）技术的快速发展使得识别罕

见和新型免疫细胞类型并可揭示TIME中的不同免

疫细胞亚群可能的互作机制[11]。为了探索 Ly6E 对

TIME可能的免疫调控机制，本研究在筛选Ly6E表达

水平不同的小鼠肿瘤细胞株的基础上，通过构建

Ly6e基因敲除及野生型4T1小鼠乳腺癌细胞株，利用

scRNA-seq 研究两类肿瘤细胞原位荷瘤模型中

TIME，通过比较分析免疫细胞亚群的特征及不同细

胞间互作机制，旨在探明肿瘤细胞表达Ly6E在TIME

中的潜在调控机制。

1  材料与方法

1.1  主要材料与试剂

小鼠三阴性乳腺癌细胞株 4T1购自美国典型培

养物保藏中心（American Type Culture Collection, 

ATCC），6～8周龄雌性BALB/c小鼠购自集萃药康公

司，动物饲养于福建医科大学实验动物中心 SPF 级

屏障系统内，实验动物合格证号为 SCXK（粤）2020-

0054，温度维持在 20~26 °C，湿度维持在 50%~80%，

小鼠自由采食和饮水，每天观察状态，实验动物使用

和操作严格遵循福建医科大学动物实验管理委员会

相关规定，研究方案已通过动物福利伦理审查（伦理

审批号：2023-Y-0430）。

FastPure Cell/Tissue Total RNA Isolation Kit V2

（#RC112-01）购 自 Vazyme 公 司 ，PrimeScript™ RT 

reagent Kit with gDNA Eraser（#RR047A）和 TB 

Green Premix Ex Taq（#RR420L）购自 TaKaRa 公司，

山羊抗鼠 Ly6E 抗体（#NBP1-52176）购自 Novus（中

国）公司，驴抗山羊 IgG（#A-11055）、抗鼠CD45抗体

（#11-0453-82）及LIVE/DEAD染色试剂（#L34955）均

购自Thermo Fisher Scientific公司, CRISPR基因敲除

慢病毒载体LentiCRISPR-V2（#52961）购自Addgene，

嘌呤霉素（#540222）购自 Sigma 公司，流式分选仪

（BD FACS Aria Ⅲ）和流式细胞仪（BD FACS Verse）

均购自BD公司，CFX96型qPCR仪购自Bio-Rad公司。

1.2  qPCR法分析不同小鼠肿瘤细胞株Ly6e表达水平

使用FastPure Cell/Tissue Total RNA Isolation Kit 

V2从体外培养的小鼠肿瘤细胞株中提取总RNA，使用

PrimeScriptTM RT reagent Kit with gDNA Eraser反转录试

剂盒获得cDNA，使用TB Green Premix Ex Taq试剂盒

进行qPCR。Ly6e上游引物为ccaggagaaagaccattactgt，

下游引物为acaccgagattgagattgacat；GAPDH上游引物为

cctgcctcaccaccttcttg，下游引物cctgcctcaccaccttcttg。样

品总体积为 25 μL，在 qPCR仪器设定以下程序进行

qPCR：95°C 30 s；PCR反应，95°C 5 s，60°C 30秒，40个

循环；绘制溶解曲线。以GAPDH为内参基因，用2-ΔΔCt

法计算出Ly6e mRNA的相对表达水平。

1.3  流式细胞术分析不同小鼠肿瘤细胞表面Ly6E表

达水平

制备不同小鼠肿瘤细胞系单细胞悬液，使用山

羊抗鼠Ly6E抗体，驴抗山羊 IgG对细胞进行染色，洗

涤重悬细胞后使用流式细胞仪检测。

1.4  构建Ly6e基因敲除的4T1细胞系

将 3对靶向 Ly6e基因的 sgRNA序列（sg-1：5'-tat 

cacgttatctgccgctg-3' ，5'-cagcggcagataacgtgata-3' ；sg-2：

5'-tgtcaatctcaatctcggtg-3' ，5'-caccgagattgagattgaca-3' ；

sg-3：5'-catgcagggaatgtcaacct-3'，5'-aggttgacattccctgcatg-

3'）克隆至CRISPR基因敲除慢病毒载体LentiCRISPR-

V2中，再用HEK293T细胞包装慢病毒并感染4T1细胞，

感染24 h后用嘌呤霉素加压筛选，qPCR法确定有效敲

除Ly6e基因的转染细胞，再通过亚克隆方案获取单克

隆细胞，用qPCR及流式细胞术鉴定Ly6e基因稳定敲除

及未敲除的4T1细胞系，分别命名为Ly6E-KO和Ly6E-

WT。

1.5  构建 4T1 小鼠原位移植瘤模型并分离肿瘤组

织、分选细胞

在BABL/c小鼠腹部右侧第二对乳腺脂肪垫内
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注射 Ly6E-KO 和 Ly6E-WT 细胞（5×105个细胞/只），

每 3 d用电子游标卡尺测量小鼠肿瘤的长径（a）和垂

直于长径的横径（b），皮下移植瘤平均直径按照公式

计算，即肿瘤平均直径=（a+b）/2，同时观察小鼠的饮

食、活动等情况。荷瘤后第7天二氧化碳窒息法处死

小鼠并手术剥离肿瘤组织，制备单细胞悬液，使用流

式分选仪分选LIVE/DEAD-CD45+的细胞。

1.6  scRNA-seq及测序数据的预处理

按照 10×Genomics公司提供的制造商方案准备

scRNA-seq文库，利用Seurat软件包进行细胞质控[12]，

将质量较低的细胞被排除在分析之外，满足后续分

析的细胞质量要求同时满足 200条<nFeature_RNA

<10 000条、线粒体基因占比<10%。经过质控制后，

共成功捕获了约 25 000个单细胞。利用Seurat软件

包的FindAllMarkers函数筛选差异表达基因谱，随后

根据标记基因进行注释。

1.7  使用CellChat进行细胞-细胞互作分析

为了能够对细胞间通信进行系统分析，本研究

对不同的每种细胞类型进行了聚类。用CellChat软

件包探索不同DC亚群和其他免疫细胞之间的配体-

受体对（http://www.cellchat.org/）[13]。选择在特定簇

中超过 10% 的细胞中表达的受体和配体进行后续

分析。

1.8  肿瘤浸润免疫细胞亚群的轨迹推断

使用拟时序推理算法 Monocle2 进行了轨迹分

析[14]，以重建肿瘤浸润DC亚群的细胞分化轨迹。细

胞轨迹中的不同分支可能区分特定细胞类型内分子

上不同的细胞亚群。

1.9  基因集富集分析

利用 org. Hs. eg. db，clusterProfiler，enrichplot 和

ggplot 2个数据包，对Ly6E-KO与Ly6E-WT中DC的

差异基因进行基因集富集分析（Gene Set Enrichment 

Analysis, GSEA）。根据《GSEA 用户指南》的建议

（https://www.gsea-msigdb.org/gsea/）：小于 0.25 的错

误发现率（FDR）和小于 0.05的调整后P值表明差异

具有统计学意义。

1.10  单样本基因集富集分析及细胞周期等DC功能

相关分数评分

根据给定的基因表达谱，应用单样本基因富集

分 析（single-sample gene set enrichment analysis, 

ssGSEA）计算富集分数。该分数代表每个样本中某

一基因集的绝对富集程度。细胞周期评分使用

Seurat 软件包内置的 Cell-Cycle Scoring 功能进行细

胞周期分析。本研究细胞周期分群使用既往文献报

道已定义的43个G1/S和54个G2/M细胞周期基因的

核心集合[12]。

1.11  利用乳腺癌患者单细胞测序数据分析Ly6E表

达水平与免疫细胞浸润关系

利用基因组学数据库（Gene Expression Omnibus, 

GEO）网站（https://www. ncbi. nlm. nih. gov/geo/）中

GSE176078数据集，即 26例原发性未经治疗的单细

胞测序数据[15]，引用肿瘤微环境单细胞数据库

（Tumor Immune Single-cell Hub, TISCH）网站（http://

tisch.comp-genomics.org）相关注释结果对该数据集

细胞亚群注释并在此基础上进行分析[16]。

1.12  统计学处理

体外细胞和体内肿瘤生长的数据采用GraphPad 

Prism 8软件进行绘图和数据分析，单细胞测序结果

使用R studio 软件进行数据分析。符合正态分布的

计量数据以 x̄±s 表示。两组间比较采用独立样本 t检

验，多点时间的计量资料采用重复测量的方差分

析，t检验及方差分析前确认数据呈正态分布并进行

方差齐性检验。以P<0.05或P<0.01表示差异具有统

计学意义。

2  结  果

2.1  Ly6e基因敲除后对4T1细胞生长能力的影响

利用CRISPR技术构建了 3个靶向 Ly6e基因的

sg-RNA慢病毒表达载体并转染4T1细胞，qPCR显示

均可显著降低Ly6e基因的表达（图1A）。随后，选择

Sg-2转染 4T1细胞，通过亚克隆方法筛选 Ly6e基因

低表达的单克隆细胞株，qPCR和流式细胞术分析均

表明：S2-8和S2-10克隆的Ly6e 基因表达显著降低

（P<0.000 1）。最后，选择Ly6e基因稳定敲除S2-8克

隆与未敲除的 S2-7 克隆，分别命名为 Ly6E-KO 和

Ly6E-WT（图 1B、C）。两株细胞体外生长能力无差

异（图1D），但在乳腺原位荷瘤模型中Ly6E-KO肿瘤

生长速度显著降低（图1E，P<0.001）。

2.2  移植瘤组织 scRNA-seq数据聚类分析获取标志

细胞群和标志基因

为了探讨肿瘤细胞 Ly6e 基因敲除后是否影

响TIME浸润的免疫细胞，本研究构建了4T1小鼠乳

腺癌原位移植瘤模型 ，荷瘤第 7 天成瘤率为

100%。荷瘤第 7 天，Ly6E-KO 和 Ly6E-WT 组肿瘤

大小差异无统计学意义，分离肿瘤组织中 CD45

阳性细胞进行 scRNA-seq，共获取了 25 547个细胞

样本（13 721 个来自 Ly6E-KO 和 12 276 个 来 自

Ly6E-WT）进行分析。通过 UMAP 聚类和亚群特

征分析，结合既往报道的 scRNA-seq 免疫细胞分

类依据 [16-17]，本研究将这些免疫细胞分为 8 个亚

群：包括 T 细胞（表达 Cd3D）、B 细胞（表达 Cd79a

和 Cd79b，Cd19）、成纤维细胞（Fibro，表达Col1a1和
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Col1a2）、中性粒细胞（Neu，表达Ly6g和S100a9），DC

（表达 Itgax）、巨噬细胞（M1型表达 Itgam和Csf1；M2

型表达 Itgam 和 Arg1）及 MDSC（表达 Il1B 和 Arg2）

（图 2A）。同时，本研究比较分析两类肿瘤TIME免

疫细胞类型组成差异，发现在 Ly6E-KO 中，DC、T

细胞和 M1 型巨噬细胞的比例高于 Ly6E-WT，而

M2型巨噬细胞则呈相反趋势（图 2B 、C）。这

些结果表明 ，Ly6e 基因敲除后肿瘤组织抗肿瘤

免疫应答能力更强。

A：qPCR法分析Ly6e基因的有效敲除 sg-RNA载体；B、C：qPCR和流式细胞术分析Ly6e基因敲除的单克隆细胞株；

D：Ly6E-KO和Ly6E-WT细胞株体外增殖能力的比较；E：Ly6E-KO和Ly6E-WT原位荷瘤后生长能力的比较。

ns：差异无统计学意义，***P<0.001，****P<0.000 1。

图1    Ly6e基因敲除对4T1肿瘤细胞体外增长及体内生长的影响

2.3  Ly6E-KO肿瘤组织中DC亚群的浸润比例显著

高于Ly6E-WT

鉴于 Ly6E-KO 肿瘤组织中 DC 浸润比例高于

Ly6E-WT，本研究进一步对DC亚群进行再聚类和特

征分析。DC谱系分为浆细胞样DC（plasma-cell like 

DC, pDC）和常规DC（conventional DC, cDC），且基于

既往 scRNA-seq 研究的定义[18-19]，将 DC 分成三个不

同的亚群：pDC（表达Ms4a4c）、cDC1（表达Arsb、Ckb

和 FGD2）及 cDC3（表达 Ccr7、Lamp3、Fscn1）（图

3A）。结果显示：三种DC亚群在Ly6E-KO中比例均

高于Ly6E-WT（图3B）。三种DC亚群拟时序轨迹演

化分析显示：DC可能经历从pDC到 cDC1，最终转变

为cDC3的过程（图3C）。为了验证这一假设，本研究

比较了这三种DC亚群 4个方面特征的差异，即成熟

度、迁移能力、免疫调节分子、以及Toll样受体（Toll-

like receptor, TLR）相关活化分子的表达水平。结果

显示，相较于其他两个亚群，cDC3表现出更高的成熟

度、迁移及调节能力；以TLR为主的DC活化相关基

因表达水平较低，而Cd274等免疫抑制分子表达水平

较高（图 3D）。由此可见，Ly6E-KO肿瘤浸润DC比

例高于Ly6E-WT，提示Ly6e基因敲除的肿瘤细胞更

容易发生肿瘤抗原的提呈及启动T细胞应答。

2.4  TIME中DC亚群与其他免疫细胞间通信的鉴定

为了更加明确DC与其他免疫细胞的关系，本研

究使用CellChat工具确定细胞间通信，结果如图 4A

所示：在DC亚群之间或与T、M1、M2、中性粒细胞等

之间观察到大多数相互作用，提示 DC 细胞亚群在

TIME的细胞间通讯中起着核心作用；三种DC亚群

对 M2 细胞群体的传出作用最强（图 4A）。考虑到

TIME中DC细胞主要发挥抗原提呈及活化T细胞的

作用，本研究重点分析DC不同亚群与T淋巴细胞的

相互作用，结果显示：DC细胞不同亚群与T细胞间均

有紧密联系；作为初始状态的DC亚群，pDC对T细

胞的传入作用最强（图4B）。随后，本研究探索DC细
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胞不同亚群对T细胞通讯的配体-受体对，结果显示：

pDC亚群对T淋巴细胞互作配体-受体最多；相比于

其他两个DC亚群，cDC3亚群对T淋巴细胞互作配

体-受体中CCL5-CCR5及CCL5-CCR1的通讯概率较

高（图4C）。

A：免疫亚群标记基因的UMAP可视化分析（左图），8个免疫细胞亚群的代表性标记表达（右图），点大小表示表达标记的细胞的

比例，点颜色显示标记的平均表达水平；B：Ly6E-KO和Ly6E-WT肿瘤中8个免疫细胞亚群的UMAP可视化分析；C：两种肿瘤组

织中8个免疫细胞亚群浸润比例分析。

图2    Ly6E-KO和Ly6E-WT移植瘤TIME的特征

2.5  Ly6E-KO和Ly6E-WT肿瘤组织中DC的功能特性

鉴于Ly6E-KO和Ly6E-WT中DC浸润能力存在

差异，本研究进一步比较分析Ly6E-KO和Ly6E-WT 

DC的细胞周期评分，结果发现，在Ly6E-KO中DC多

处于G2M、S期（图5A），说明Ly6e基因敲除肿瘤组织

中DC处于更加活跃的增殖和分裂状态。差异表达

基因（differentially expressed gene, DEG）分析结果显

示，Ly6E-KO中DC的Cxcl16、Ccr7、Mfge8基因的表

达显著高于Ly6E-WT（图 5B）。GSEA分析DC通路

显示，Ly6e基因敲除肿瘤组织中DC的抗肿瘤相关通

路上调，如 TNF-α、IFN-α和 IFN-γ等通路；同时观察

到能量代谢相关的通路下调，如氧化磷酸化等（图

5C）。为了进一步探索Ly6e基因敲除肿瘤组织DC功

能的改变是否影响T细胞表型及功能，本研究比较分

析Ly6E-KO和Ly6E-WT组织中T细胞表型及功能相

关基因表达水平，结果显示，Ly6e基因敲除后T细胞

增殖、活化及效应相关的基因均显著升高，包括细胞

因子及活化效应分子（IL2、Ifng和Gzmb）及共刺激与

抑制分子（Ccr7、Cd28、Icos、Tnfrsf9、Ctla4、Lag3）等

（图5D）。

2.6  乳腺癌患者肿瘤组织测序结果提示 Ly6E表达

水平与DC功能相关

根据TISCH网站对于GSE176078数据集细胞注

释的结果，单独分析了26例患者肿瘤细胞中Ly6E的

转录水平（图 6A），并根据其中位数值将肿瘤患者分

为Ly6EHigh组（n=13）和Ly6ELow组（n=13），分析两组患

者肿瘤浸润各类免疫细胞比例差异。有意义的发现

是Ly6Elow肿瘤微环境中T细胞浸润水平和细胞毒性
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T细胞功能相关基因（GZMB、GZMH、GZMK、PRF1）

表达均高于Ly6Ehigh组（图6B）。鉴于两组浸润DC比

例无显著差异，进一步对两组DC的细胞周期进行评

分，发现Ly6Elow组中DC多处于G2M、S期且CCR7等

基因的表达高于Ly6Ehigh组（图6C）。与小鼠模型获得

的结果基本一致。

A：Ly6E-KO及Ly6E-WT肿瘤微环境中DC不同亚群的UMAP可视化（左图），3个DC亚群的代表性基因表达水平（右图），点大小

表示表达标记的细胞的比例，点颜色显示标记的平均表达水平；B：3个DC亚群在两类肿瘤浸润比例；C：3个DC亚群的伪时间发

育轨迹，颜色表示伪时间状态；D：3个DC亚群相关功能基因相对聚类平均值，颜色代表平均表达水平。

图3    Ly6E-KO及Ly6E-WT肿瘤浸润DC亚群的特征

3  讨  论

Ly6e基因广泛表达于各种淋巴细胞，包括 T细

胞、B细胞、巨噬细胞、DC、中性粒细胞以及NK细胞

等。Ly6E抗原蛋白主要定位于细胞膜上，以GPI结

构的锚定蛋白形式存在[20]。近年来已有多个文献报

道，Ly6e 基因高表达于多种肿瘤组织中，包括在肺

癌、头颈部肿瘤、卵巢癌、黑色素瘤，以及胚胎性肿瘤

等[3-6]。通过免疫组织化学可检测到 Ly6E 蛋白在胃

癌、头颈部肿瘤、胰腺癌、肺癌与乳腺癌患者的肿瘤

组织中表达，而正常组织中未检测 Ly6E 蛋白的表

达[9]。早在 1987年，NODA等[21]用小鼠T细胞杂交瘤

细胞株研究发现，IFN-g选择性上调静息 T 细胞中

Ly6E蛋白表达，推测Ly6E蛋白可能参与调控T细胞

应答。此外，ALHOSSINY等[10]研究也显示，在人乳

腺癌肿瘤组织中，Ly6E表达水平与PD-L1和CTLA-4
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表达水平呈现正相关性，且与肿瘤浸润Treg细胞呈

正相关，预示其介导肿瘤免疫逃逸。然而，到目前为

止，这些数据来源于体外实验或患者肿瘤组织转录

组学数据，未能全面解析Ly6E介导肿瘤免疫逃逸的

具体机制。本研究成功构建并筛选 Ly6e 基因敲除

4T1小鼠乳腺癌细胞株。有意义的结果是：Ly6e基因

敲除对4T1细胞体外增殖能力无影响，但在免疫功能

正常原位荷瘤小鼠模型中生长速度显著低于野生型

细胞，提示Ly6e基因敲除可能具有激活机体抗肿瘤

免疫应答的效应。

A：DC亚群与其他免疫细胞之间的细胞通信强度，线的粗细代表通信强度；B：DC亚群与T淋巴细胞之间的细胞通信强度，线的粗

细代表通讯强度；C：DC亚群与T淋巴细胞信号转导的重要配体－受体对的比较，点的颜色反映通信的可能性，点的大小表示计

算出的P值，空格表示零。

图4    两种肿瘤TIME中DC亚群与其他免疫细胞的相互通讯

随后，本研究通过 scRNA-seq 分析 Ly6e基因敲

除（Ly6E-KO）及野生型（Ly6E-WT）4T1 细胞原位荷

瘤组织中 TIME 差异。与预期结果一致的是，

Ly6E-KO 肿 瘤 组 织 浸 润 的 DC 比 例 显 著 高 于

Ly6E-WT。DC 是 TIME 的重要组成之一。它们

通过捕获、处理肿瘤抗原并将其呈递给 T 细胞，

在激活抗肿瘤反应中发挥着关键作用[22]。DC细胞亚

群分为 pDC和 cDC，其中 cDC又分为 cDC1、cDC2和

cDC3 亚群，cDC1 是启动细胞毒性 T 细胞最有效的

DC，因为它们具有高的交叉呈递特性[23]，而 cDC3属

于“激活”DC表型，类似于分泌 IL-12并具有抗肿瘤

活性的肿瘤浸润性CCR7+DC，但缺乏 cDC1、cDC2和

pDC 关键的基因的表达[18]。CCR7 的表达可能使

cDC3迁移到引流淋巴结。已有研究[24]表明，“激活”

DC的水平与总体生存率增加有关。目前基于DC癌

症免疫疗法已被开发用于在 CRC 患者中诱导 TAA

（例如，CEA、WT1、MAGE或MUC1）特异性CTL[25]。

本研究发现，肿瘤细胞Ly6e基因敲除后，TIME中DC

细胞变化显著，包括：浸润数量增加、呈现出更成熟

的表型、迁移能力增强和增殖状态更活跃等。同时，

本研究也发现，Ly6e基因敲除的肿瘤组织中T细胞的

增殖、活化及杀伤等功能相关基因表达水平显著增

高。这些结果充分表明，肿瘤细胞高表达Ly6E可能

通过抑制DC的抗原提呈及激活T细胞应答，继而介

导肿瘤免疫逃逸。随后，本研究收集GEO数据库中

的原发性乳腺癌队列（n=26）的单细胞RNA测序数据

集，其中包括 11例ER+、5例HER2+和 10例TNBC[15]，

分析Ly6E表达水平肿瘤浸润DC及T细胞功能更的

关系，结果与小鼠模型获得的结论一致。

DC 和巨噬细胞可由单核细胞分化而来 ，

DEVALARAJA等[26]发现单核细胞在血流中循环并迁

移到肿瘤组织中，TIME可使肿瘤内单核细胞分化为

TAM 和 DC。LIU 等[27]报道利用 scRNA-seq 研究发

现，小鼠 cDC3的谱系不同于 cDC2，它由LY6C+单核
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细胞-DC 祖细胞（MDPs）产生。在上述研究的基础

上，本研究发现在 Ly6E-WT 的 TIME 中呈现 DC 和

M1型巨噬细胞浸润低、M2 型巨噬细胞浸润高的

情况，而Ly6E-KO的TIME则相反。因此，本研究推

测肿瘤细胞上Ly6E的表达促进单核细胞在 TIME 中

向 M2 表型分化，后续本研究将深入探讨具体的

调控机制。

A：Ly6E-KO及Ly6E-WT肿瘤微环境DC的细胞周期分布；B：Ly6E-KO和Ly6E-WT肿瘤微环境DC-DEG火山图，其中

|Log2（Fold change）|<1，调整后P值<0.05的基因被认为是显著的，并以红色或褐色突出显示；C：DC-DEG GSEA富集结果；

D：比较Ly6E-KO与Ly6E-WT肿瘤微环境中T细胞表型及功能相关基因表达水平。

图5    Ly6E-KO和Ly6E-WT中DC和T淋巴细胞的功能相关基因表达差异

总之，本研究通过建立 Ly6e 基因敲除和野生

型 4T1 肿瘤组织单细胞图谱，分析了两者在肿瘤

微环境中的各免疫细胞亚群组成差异 ，揭示

Ly6E 对 DC 细胞浸润及功能的影响，为深入探讨

Ly6E 介导肿瘤免疫逃。然而，本研究也存在一

些局限性。例如，本研究的模型是基于荷瘤小

鼠的模型，这可能与人类肿瘤在免疫微环境方

面存在差异。此外，本研究主要关注肿瘤细胞

表达 Ly6E 的调控机制。新近，有研究报道 IFN-g

诱导肿瘤浸润中性粒细胞表达 Ly6E，继而促进

CD8 T 细胞活化而增强 PD-1/PD-L1 阻断剂的抗

肿瘤效应 [28]。靶向 PD-1/PD-L1 的临床实践已表

明，TIME 异质性是影响肿瘤免疫治疗疗效的核

心因素。后续研究将进一步探讨 Ly6E 在不同类

型的肿瘤微环境中的表达分布情况，深入揭示

其在不同 TIME 中的调控机制，为靶向 Ly6E 的抗

体偶联药物及治疗性抗体药物的临床推广应用

提供基础。
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A：GSE176078数据集中26个乳腺癌患者的肿瘤细胞中LY6E转录水平；B：按照表达水平中位数分成Ly6EHigh组及Ly6ELow组，两组

肿瘤TIME中各类细胞浸润的比例（左图）和细胞毒性T细胞功能相关基因转录水平（右图）；C：两组肿瘤TIME中DC细胞的细胞

周期分布（左图）和CCR7基因转录水平（右图）。Tconv：常规T细胞；Tex：耗竭T细胞；Tprolif:具有高增殖能力的T细胞；

SMC：平滑肌细胞。

图6    GEO数据库分析LY6E与人乳腺癌组织浸润DC等免疫激活因子的相关性
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