
中国肿瘤生物治疗杂志  http://www.biother.cn

Chin J Cancer Biother, Jul. 2025, Vol. 32, No.7

∙临床研究∙DOI：：10.3872/j.issn.1007-385x.2025.07.011              
       

[基金项目]  云南省“万人计划”名医专项（No. YNWR-MY-2019-037）；国家自然科学地区科学基金（No. 82360579）；昆明医

科大学第二附属医院对外合作项目（No. 2022dwhz06）；云南省科技厅-昆医联合专项重点项目（NO：202401AY07 0001-053）

[作者简介]  李荣姬（1999—），女，硕士生，住院医师，主要从事妇科肿瘤研究工作

[通信作者]  杨丽华（扫码获取作者联系方式）

基于单细胞测序探索卵巢癌上皮细胞异质性和肿瘤微环境免疫特征

李荣姬，赵丽珠，杨丽华（昆明医科大学第二附属医院  妇科，云南  昆明  650101）

[摘  要]  目的：基于公开的卵巢癌（OC）单细胞测序数据并利用生物信息学方法构建OC上皮细胞亚型，探究上皮细胞异质性

及其对OC肿瘤微环境（TME）的影响。方法：使用GSE118828卵巢癌单细胞数据集的分析得到的8种细胞类型及基因表达矩阵

结果，使用反卷积方法估计整体转录组测序（bulk RNA-seq）数据中的细胞组成，依据上皮细胞丰度将OC分为高上皮细胞亚型

（C1型）和低上皮细胞亚型（C2型）。分析C1型与C2型患者的生存时间及免疫微环境差异。基于C1、C2型及OC早期（Ⅰ~Ⅱ

期）、晚期（Ⅲ~Ⅳ期）组间的差异表达基因（DEG），筛选与OC进展相关的上皮细胞相关基因并分析其对TME的影响。通过人类

蛋白质图谱（HPA）数据库数据验证OC进展中上皮细胞相关基因的蛋白表达水平。结果：C1型患者的OS明显优于C2型患者

（P < 0.05）。C1、C2型具有完全不同的免疫微环境浸润特性，C1型中辅助性T（Th）细胞、M1型巨噬细胞和激活的树突状细胞浸

润程度显著高于C2型（均P < 0.05）。晚期高上皮细胞OC患者HAS1、DAPL1、ADH1B基因表达增加（均P < 0.05），同时，DAPL1

基因在OC中的表达与巨噬细胞、Treg细胞的浸润程度呈正相关（P < 0.05）。HPA数据库数据证实，DAPL1蛋白在OC组织中表

达显著增加。结论：卵巢癌高上皮细胞亚型可能由于Th细胞、M1型巨噬细胞和激活的树突状细胞的高度浸润发挥抗肿瘤作用；

上皮细胞相关基因DAPL1的高表达可能会诱导巨噬细胞、Treg细胞的浸润程度，从而促进OC的进展。
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Exploration of epithelial cell heterogeneity and immune characteristics of the 
tumor microenvironment in ovarian cancer based on single cell sequencing

LI Rongji, ZHAO Lizhu, YANG Lihua (Department of Gynecology, the Second Affiliated Hospital of Kunming Medical University, 

Kunming 650101, Yunnan, China)

[Abstract]  Objective: To investigate epithelial cell heterogeneity in ovarian cancer (OC) and its impact on the tumor 

microenvironment (TME) by constructing OC epithelial subtypes using publicly available single-cell RNA sequencing (scRNA-seq) 

data and bioinformatics approaches. Methods: Eight cell types and gene expression matrices were identified from the GSE118828 OC 

scRNA-seq dataset, and a deconvolution approach was used to estimate cellular composition in bulk RNA sequencing (bulk RNA-seq)  

data. OC samples were stratified into high-epithelial (C1) and low-epithelial (C2) subtypes based on epithelial cell abundance. 

Differences in overall survival (OS) and immune microenvironment features between patients with C1 and C2 subtypes were analyzed. 

Differentially expressed genes (DEGs) between C1 and C2 subtypes, as well as between early-stage (stageⅠ~Ⅱ) and late-stage (stage 

Ⅲ-Ⅳ) OC groups were identified to screen epithelial-related genes associated with OC progression, and their influence on the TME 

was analyzed. Protein expression of the epithelial-related genes in OC progression was validated using data from the Human Protein 

Atlas (HPA) database. Results: Patients with the C1 subtype exhibited significantly better OS compared to those with C2 subtype 

(P < 0.05). The C1 and C2 subtypes demonstrated distinct immune microenvironment infiltration profiles. Infiltration levels of T helper 

(Th) cells, M1 macrophages, and activated dendritic cells (DCs) were significantly higher in the C1 subtype (all P < 0.05). In late-stage 

OC patients with C1 subtype, the expression of HAS1, DAPL1, and ADH1B was significantly upregulated (all P < 0.05). Furthermore, 

DAPL1 expression was positively correlated with the degree of macrophage and regulatory T cells (Treg) infiltration in OC (P < 0.05). 

HPA database analysis confirmed that DAPL1 protein expression was significantly upregulated in OC tissues. Conclusion: The high-

epithelial subtype of ovarian cancer may exert anti-tumor effects through extensive infiltration of T helper (Th) cells, M1 macrophages, 

and activated dendritic cells within the tumor microenvironment. Conversely, upregulation of the epithelial-related gene DAPL1 may 
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induce the infiltration of macrophages and Treg, thereby promoting OC progression.
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原发性卵巢癌（ovarian cancer, OC）的组织学类

型中 90% 以上为上皮性卵巢癌（epithelial ovarian 

cancer, EOC）, EOC的发展和进展与上皮组织密切相

关[1-2]。在以往的单细胞测序数据中观察到，卵巢肿

瘤组织的细胞构成以上皮细胞和T细胞为主[3]。尽管

EOC的发生机制还缺乏足够的理论依据，但不可否

认其发生与上皮细胞之间存在紧密联系。肿瘤微环

境（tumor microenvironment, TME）是肿瘤细胞生存

和发展的重要场所[4]。在TME中，免疫细胞浸润是决

定肿瘤发生、发展及抗肿瘤治疗效果的关键因素之

一，不恰当的免疫疗法可能会导致肿瘤对后续治疗

的抵抗[5]。肿瘤异质性会影响肿瘤的生长速度、侵袭

性和药物敏感性，从而对患者的预后产生重要的影

响[6]。因此，对OC的TME异质性研究有助于为靶向

和免疫治疗提供新的靶点和方案。单细胞转录组测

序（single cell RNA sequencing, scRNA-seq）可以在单

个细胞层面上对生物样品进行基因组测序，克服了

用传统组织样本测序无法克服的细胞异质性难

题[7-8]。目前，scRNA-seq在研究OC不同的T细胞浸

润模式、筛选与T细胞耗竭相关的基因等方面均发挥

了重要作用[9-10]，但其在OC上皮细胞异质性的探索方

面仍然不足。为探索 OC 上皮细胞异质性及其对

TME的影响，本研究使用 scRNA-seq数据估计出整

体转录组测序（bulk RNA-seq）数据中的细胞组成，基

于上皮细胞丰度确定了不同的OC亚型，通过免疫微

环境及免疫细胞浸润分析上皮细胞及其相关基因对

免疫微环境的影响，旨在为OC的靶向免疫个体化治

疗和临床决策提供参考依据或新思路。

1  材料与方法

1.1  数据库数据下载及分析

从癌症基因组图谱（The Cancer Genome Atlas,

TCGA；https://portal.gdc.cancer.gov/）获得 379份具有

临床信息的 OC 样本（TCGA-OV，卵巢癌基因组图

谱）作为试验集，TCGA数据库内包含浆液性、黏液性

及其他 EOC，用于分析细胞类型与患者总生存期

（OS）之间的关系。从基因表达综合数据库（Gene 

Expression Omnibus, GEO；https://www.ncbi.nlm.nih.

gov/geo/）获取 380 个具有临床信息的 OC 的 bulk 

RNA-seq样本（GSE140082），用于验证上皮细胞占比

与 OC 患者 OS 的关系，并构建 OC 上皮细胞亚型。

scRNA-seq数据采用课题组前期使用的GSE118828

数据集的分析结果[11]，该数据集包含9例浆液性EOC

患者的 scRNA-seq数据。

1.2  构建基因表达参考矩阵并估计bulk RNA-seq样

本的细胞占比

使用 Cibersortx（https://cibersortx. stanford. edu/）

中的“Create Signature Matrix”功能将 GSE118828 数

据集的单细胞聚类结果进行分析，得到基因在每种

细胞中的平均表达量，将其作为基因表达参考矩阵。

使用“Impute Cell Fractions”功能分别估计出TCGA-

OV、GSE140082数据集每个样本中的细胞组成，各种

细胞占比之和为1。

1.3  分析不同类型细胞与患者OS之间的关系

在 Sangerbox 云平台（http://sangerbox.com/）中，

使用“Kaplan-Meier生存曲线绘制”功能，整合TCGA-

OV数据的生存时间、生存状态和样本中细胞占比的

结果，分析不同类型的细胞与患者OS之间的关系。

1.4  构建OC上皮细胞相关分型

由于GSE140082数据集中有 379个样本具有完

整的生存时间、生存状态及分期信息，本研究将其用

于构建OC上皮细胞亚型，并用于筛选OC进展相关

基因。基于上皮细胞在TCGA-OV数据集样本中占

比的最佳截断值将GSE140082样本分为2个亚型，定

义为高上皮细胞OC亚型（cluster 1, C1型）及低上皮

细胞OC亚型（cluster 2, C2型）。

使用微生信平台（https://www. bioinformatics.

com.cn/）中的“三维主成分分析”（three-dimensional 

principal component analysis, 3D PCA）功能对C1、C2

型进行 PCA，用以评估分型的稳定性。再次使用

Sangerbox云平台中的“Kaplan-Meier生存曲线绘制”

模块验证2个亚型的预后差异。

1.5  筛选与OC进展相关的上皮细胞相关基因

进入 Sangerbox 云平台，使用“limma”方法筛选

C1、C2 型 之 间 的 差 异 表 达 基 因（differentially 

expressed gene, DEG）。将GSE140082数据集中的样

本进行分组，FIGOⅠ~Ⅱ期患者为早期组，Ⅲ~Ⅳ期为

晚期组，再次使用 Sangerbox云平台中的“limma”筛

选早期组和晚期组之间的 DEG。交集 C1、C2 型及

早、晚期之间的DEG，共得到 8个与肿瘤进展相关上

皮细胞基因。

为了验证与肿瘤进展相关上皮细胞基因在OC

中的表达水平，进入 GEPIA2 交互分析平台（http://

gepia2.cancer-pku.cn/#index），依次分析 8 个基因在

OC组织与正常卵巢组织中的表达差异。对其中差

异显著的 3个基因（HAS1、DAPL1、ADH1B）继续进
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行免疫相关性分析。

1.6  不同亚型与3个关键基因的免疫特征及相关性

分析

1.6.1  C1、C2型免疫特征分析

为探索OC中上皮细胞对免疫微环境的调控，使

用 R 语言（https://www.r-project.org/）中的“estimate”

包对GSE140082表达矩阵进行分析，得到每个样本

的 TME 打分。使用“ggpubr”包对每个样本的 TME

打分文件及分型结果文件进行分析，得到C1型与C2

型的免疫微环境差异。

使 用 R 语 言 中 的“CIBERSORT”功 能 对

GSE140082表达矩阵进行免疫细胞浸润分析，获得

每个样本中免疫细胞的浸润情况。使用“reshape2”、

“ggplot2”、“ggpubr”包对C1、C2型进行免疫细胞浸润

差异分析，并绘制差异表达的箱线图。

1.6.2  HAS1、DAPL1、ADH1B基因的免疫相关性分析

进入TIMER2.0数据库，使用“Immune Association”

分析模块中的“Gene”，分析HAS1、DAPL1和ADH1B在

OC中的表达水平与免疫细胞浸润程度的相关性。

1.7  人类蛋白质图谱（Human Protein Atlas, HPA）数

据库中DAPL1蛋白表达验证

进入 HPA 数据库（http://www.proteinatlas.org），

输入基因“DAPL1”搜索，在“Tissue”内选择“Ovary”

获得正常卵巢组织内 DAPL1 的蛋白表达水平，在

“Cancer”内选择“Ovarian cancer”获得 OC 组织中

DAPL1的蛋白表达水平，本研究利用该数据库提供

的免疫组织化学信息，在蛋白质水平比较DAPL1在

OC组织及癌旁组织中的表达差异。

1.8  统计学处理

本研究中生物信息分析采用Cibersortx数据分析

平台、Sangerbox云平台、微生信平台、TIMER2.0数据

库（https://timer. cistrome. org/）、R 语言等，并采用

Wilcox检验比较不同亚组间的差异。以P < 0.05表

示差异有统计学意义。

2  结  果

2.1  与OC患者OS相关的细胞类型

基于课题组前期GSE118828数据集分析得到的

8种细胞类型、基因表达矩阵，采用Cibersortx估计的

每个样本中的细胞组成及SangerBox云平台“Kaplan-

Meier”分析结果（图 1）显示，在TCGA-OV样本中，B

细胞、上皮细胞及内皮细胞占比与OC患者的OS呈

正相关（均P < 0.05），而软骨细胞占比与患者的OS

呈负相关（P < 0.05）。

图1    不同细胞类型与OC患者OS的关系（TCGA-OV数据集）

2.2  OC中的高、低上皮细胞亚型分类

基于Cibersortx分析结果所得上皮细胞丰度，将

GSE140082数据集中的OC样本分为C1型和C2型，

C1型包含 258个样本，C2型包含 121个样本。微生

信平台“3D PCA”结果显示，两组的样本能够被稳定

地区分开（图 2A）。 SangerBox 云平台“Kaplan-

Meier”分析结果显示，C1型OC患者的OS明显优于

C2型患者（P < 0.05，图2B）。
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A：C1、C2型的3D PCA图；B：C1、C2型间Kaplan-Meier生存曲线。

图2    OC患者上皮细胞亚型的PCA及生存分析

2.3  获得8个与OC进展相关的上皮细胞相关基因

SangerBox云平台“limma快速差异分析”结果显

示，OC中C1、C2型间共有218个DEG（丨logFC丨≥ 1，

P < 0.05；图 3A）。早、晚期 OC 样本之间共有 46 个

DEG（丨logFC丨≥1，P < 0.05；图3B）。交集C1、C2型

及早、晚期之间的DEG，共得到 8个与OC进展相关

的 上 皮 细 胞 相 关 基 因 ，分 别 为 ADH1B、DPT、

BBOX1、HAS1、FAP、DAPL1、FAM181A、CLIC5。其

中，与正常卵巢组织相比，ADH1B、HAS1 基因在

OC 患者中表达增高，而 DAPL1 基因表达降低（均

P < 0.05，图3C）。同时，HAS1、DAPL1、ADH1B基因

在晚期OC患者中表达均显著高于早期OC患者（图

3D，均P < 0.05）。

A：C1、C2亚型差异分析火山图；B：早、晚期间差异分析火山图；C：ADH1B、DAPL1、HAS1基因在OC与正常卵巢组织中表达差异

箱线图；D：ADH1B、DAPL1、HAS1基因在早、晚期OC中的表达差异箱线图。*P < 0.05。

图3    差异分析及基因表达分析
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2.4  上皮细胞及其相关基因与OC的TME的关系

R语言对C1、C2型免疫特征分析结果显示，C1

型的免疫评分（immune score）、基质评分（stromal 

score）和综合评分（estimate score）均显著低于C2型，

而肿瘤纯度（tumor purity）显著高于C2型（均P < 0.001；

图4A~D）。同时，在C1型中辅助性T（Th）细胞、调节

性T（Treg）细胞、M1型巨噬细胞和激活的树突状细

胞（DC）浸润程度高于 C2 型，而幼稚 B 细胞、幼稚

CD4+ T 细胞以及单核细胞浸润程度低于 C2 型

（P < 0.05，图 4E）。此外，DAPL1基因在OC中的表

达水平与Treg细胞、单核细胞、巨噬细胞、DC的浸润

程度呈正相关（均P < 0.05）。HAS1、ADH1B基因的

表达与上述免疫细胞的浸润程度无明显相关性

（P < 0.05，图4F~I）。

A：C1、C2亚型基质评分小提琴图；B：C1、C2亚型免疫评分；C：C1、C2亚型综合评分；D：C1、C2亚型肿瘤纯度；E：C1、C2亚型免疫

细胞浸润箱线图，；F：DAPL1基因与Treg细胞相关性；G：DAPL1基因与巨噬细胞相关性；H：DAPL1基因与单核细胞相关性；

I：DAPL1基因与DC相关性。*P < 0.05，***P < 0.001。

图4    OC上皮细胞亚型TME分析及DAPL1基因免疫相关性分析

2.5  DAPL1蛋白在OC组织中呈高表达

通过HPA数据库分析DAPL1蛋白表达水平变化，

结果（图5）显示，在正常卵巢组织中DAPL1蛋白几乎不

表达，而在OC组织中DAPL1蛋白表达水平显著增加。
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图5    HPA数据库证实OC组织中DAPL1蛋白表达增加

3  讨  论

EOC 是女性生殖系统中死亡率最高的恶性肿

瘤，其病死率高达64.4%[12]。尽管目前聚腺苷二磷酸

核糖聚合酶（poly-ADP-ribose polymerase, PARP）抑

制剂已广泛用于OC的维持治疗并改善患者生存期，

但药物外排泵上调、BRCA1和BRCA2基因功能的恢

复等多种机制导致患者产生PARP耐药[13]。研究[14]发

现，卵巢高级别浆液性癌、BRCA1/BRCA2 突变 OC

均来源于输卵管上皮细胞组织，EOC的发生发展与

上皮组织密切相关。因此，探索上皮细胞在OC中的

异质性及其对TME的影响，对实现OC的精准化治

疗具有重要意义。

本研究根据在线数据库数据中上皮细胞丰度构

建了OC上皮细胞相关亚型，生存分析验证了上皮细

胞含量高的OC患者OS明显优于上皮细胞含量低的

患者；同时，2个亚型在TME的渗透特性上存在明显

区别，表明OC上皮细胞分型具有一定临床价值。此

外，上皮细胞含量高的样本中Th细胞、M1型巨噬细

胞和激活的DC具有较高的浸润程度。既往研究[15]表

明，Th细胞可以通过分泌介质吸引单核细胞并诱导

其破坏肿瘤细胞；同时，Th细胞和单核细胞的相互作

用可以促进炎症介质的释放，驱动肿瘤细胞死亡。

M1 型巨噬细胞可以通过分泌肿瘤坏死因子-α

（TNF-α）、生长抑制剂和抗血管生成因子等发挥抗肿

瘤作用[16]。DC则有助于诱导T细胞对肿瘤的抗原抗

体反应，通过免疫系统发挥抗肿瘤作用[17]。因此，上

皮细胞含量高的患者可能由于Th细胞、M1型巨噬细

胞和DC的高度浸润发挥抗肿瘤作用，使患者具有更

好的预后。

OC靶向治疗的开发一直充满挑战。尽管已经

有很多生物标志物（如CA125、HE4、p53等）已经被用

于筛查和监测 OC，但这些标志物也存在许多局限

性，如敏感性和特异性不够高等[18-20]。因此，迫切需

要研发针对OC患者的有效的生物标志物。本研究

筛选出 8个与OC进展相关的上皮细胞相关基因，其

中，ADH1B、DAPL1、HAS1基因在晚期OC中上调，

可能与 OC 的进展相关。与正常卵巢组织相比，

DAPL1基因在肿瘤组织表达增高；与早期OC患者相

比，DAPL1基因在晚期患者中表达增高，其表达上调

可能通过某些途径促进 OC 的进展。研究[21]表明，

DAPL1的表达缺乏促进CD8+ T细胞的扩增并防止

其功能衰竭，从而使免疫系统发挥抗肿瘤作用。此

外，本研究还发现DAPL1基因在OC中的表达程度

与Treg细胞、巨噬细胞等免疫细胞的浸润程度呈正

相关。巨噬细胞在TME中主要表现为M2型，该型

巨噬细胞具有促进肿瘤侵袭和转移的作用[22-24]。Treg

细胞在肿瘤的发病机制中具有免疫抑制作用，可以

分泌TGF-β等抑制性细胞因子阻碍肿瘤内的免疫反

应，使其在肿瘤中起到促进肿瘤进展的作用[25-26]。因

此，DAPL1基因在OC中上调可能通过激活 Treg细

胞、M2型巨噬细胞，从而促进肿瘤进展。最后，通过

HPA数据库数据进一步证实，DAPL1蛋白在正常卵

巢组织和OC组织中的蛋白表达水平存在显著差异。

总之，DAPL1基因可能作为OC的生物标志物为OC

的免疫治疗提供新的思路。

总而言之,本研究发现高上皮细胞OC患者OS优

于低上皮细胞卵巢癌患者，基于上皮细胞占比构建

的OC亚型之间免疫微环境存在明显差异。较多的

上皮细胞可能会诱导OC中Treg细胞、DC及M1型巨

噬细胞的高度浸润,促使它们发挥抗肿瘤作用,从而

降低患者的预后风险。此外，DAPL1基因在晚期OC

中表达增高，其高表达可能会诱导巨噬细胞、Treg细

胞的浸润程度从而促进OC的进展，该基因高表达可

增加患者的预后风险，有望成为OC免疫治疗的新靶

点，值得进一步深入研究。但本研究具有一定的局

限性，本研究结果主要基于生物信息学对公共数据

库分析，缺乏深入的实验和临床验证，在未来将进一

步探索和验证OC高低上皮细胞亚型的特征及其相

关基因的具体作用机制，为OC患者的免疫靶向治疗

和临床决策提供依据。
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