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Abstract: Cancer immunotherapy is one of the most promising biological therapies. The dynamic changes 
of the immune microenvironment of heterogeneous tumors are critical factors in determining the interaction 
and therapeutic efficacy between tumor and immune microenvironment. Therefore, quantitative analysis of 
its constituent cells, related genes, and phenotypes in real time is of great importance. The methods used to 
analyze tumor immune microenvironment include immunohistochemistry, flow cytometry and so on. With 
the development of next-generation sequencing technology, transcriptome RNA sequencing data analysis has 
become one of the important methods to determine the composition of tumor immune microenvironment. This 
article focuses on the common methods of bulk RNA sequencing data analysis and related research progress.
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摘  要：肿瘤免疫治疗是目前最有希望的生物学疗法之一。异质性肿瘤免疫微环境的动态变化是判定肿

瘤与免疫微环境相互作用和治疗疗效的关键因素，因此，实时对其组成细胞、相关基因和表型的量化分析

至关重要。用于肿瘤免疫微环境的分析方法包括免疫组织化学、流式细胞术等。随着新一代测序技术的发
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展，转录组RNA测序数据分析成为确

定肿瘤免疫微环境组成的重要方法之

一。本文重点总结了常用的批量RNA
测序数据分析方法及相关研究进展。
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0  引言
肿瘤免疫微环境（tumor immune microenvi-

ronment, TIME）主要由肿瘤微环境中各种免疫

细胞及其相关因子构成。近年来，免疫治疗在癌

症治疗和预防方面取得了重大进展，已发展成为

癌症治疗的支柱产业 [1]，其目的是激发机体的免

疫细胞对癌细胞进行特异性识别和攻击 [2]，主要

包括癌症疫苗 [3]、免疫检查点抑制剂 [4]和过继细

胞疗法[5-6]。免疫治疗在治疗某些恶性肿瘤中取得

了显著疗效[7]，但多数肿瘤患者的临床获益还很

有限。其中TIME组成差异及其在肿瘤进展不同

阶段的动态变化是不同肿瘤患者疗效差异的重要

因素[8]。因此，TIME组成的量化分析对于判定患

者免疫状态、定义预测性生物标志物和确定新的

个体化治疗方案至关重要。

1  肿瘤免疫微环境分析方法及其发展
免疫组织化学和免疫荧光染色法是量化肿瘤

组织TIME中细胞组成的常用方法，通过以标志物

如荧光素、酶、某种金属等显色物质标记抗体，

利用抗体和抗原的特异性结合来检测免疫细胞或

因子的定位和定量方法 [9]。近年来多重免疫组织

化学/免疫荧光技术逐渐被应用，可实现单张组织

切片上的多个标志物同时检测分析[10-11]。例如一

种基于酪胺信号放大的多重免疫荧光技术可实现

在同一组织切片样本上复染7 种以上抗原[12]。此

外，通过提取组织细胞并对其进行荧光标记，流

式细胞术可依据细胞大小和荧光标记进行细胞分

类和计数。相比于传统的流式细胞仪和分选仪，

目前该技术也进行了升级换代，可用于检测更多

种荧光标记和复杂细胞构成等[13]；然而，流式细

胞术与免疫组织化学法相比，丢失了样本的空间

信息。因此，将CyTOF（Cytometry by Time-Of-
Flight）大规模细胞术与免疫细胞化学和免疫组织

化学技术、高分辨率激光消融系统和低色散激光

消融室相结合的成像质谱流式细胞术应运而生，

该方法可在石蜡包埋的肿瘤组织切片上读取三十

多种标志物[14]。

近年来随着新一代测序技术快速发展，高通

量测序方法使生物医学领域相关研究发生了重要

转变，例如获取转录组测序（RNA sequencing, 
RNA-Seq）数据及其分析技术的发展已产生了许

多重要发现[15]。批量转录组测序（bulk RNA-seq）
技术的出现推进了对细胞群体的特性认识，单细

胞转录组测序（scRNA-seq）技术将细胞基因表达

的认识推进到单细胞的层面，目前已在新细胞类

型的发现、揭示细胞异质性等方面展现出优势。

近几年出现的空间转录组测序技术可以在获得基

因表达数据的同时获取细胞的空间位置信息，

进一步推进了对组织原位细胞真实基因表达的

研究 [16]。空间转录组测序及scRNA-seq等技术目

前过于昂贵，对样本质量要求较高，无法常规使

用。此外，单细胞解离效率的细胞特异性差异可

能会使细胞比例产生偏差[17]。虽然bulk RNA-seq
在揭示细胞异质性等方面还有所欠缺，但考虑到

scRNA-seq及空间转录组测序应用到大量样本的

可行性，bulk RNA-seq依旧在肿瘤免疫微环境分

析等方面发挥着重要作用。目前很多研究采用体

现组织原态的系列时间点bulk RNA-seq数据分析

样本细胞构成，或者基于表达模式相关性分析辅

助证明scRNA-seq或空间转录组测序结果。肿瘤

浸润性免疫细胞的组成可以使用基于一组免疫特

异性标记基因或表达特征的计算方法从大量肿瘤

RNA-seq数据中表征。本文主要对肿瘤组织批量

RNA-Seq数据的免疫浸润分析方法及其研究进展

进行综述和分析。

2  基于批量RNA-seq数据的分析方法
2.1  基于标记基因的分析方法

常用的标记基因分析方法主要基于基因富集

分析实现。基因富集分析是根据基因在样本中的

相对表达量对基因进行排序，通过判断一组细胞

特异性标记基因倾向于出现在列表的顶部（或底

部）来判断细胞表型，并计算富集分数[18-19]。然

而，富集分数通常不能代表微环境中不同细胞类

型的相对数量，也无法比较不同细胞类型的相对

丰度比例，这是该分析方法的弱点。目前，基于

标记基因的分析方法已开发了包括MCP-counter、
TIminer、xCell、ImmuCellAI等一系列工具，使批

量RNA-seq数据分析简单易行。

由Becht等开发的MCP-counter能够对异质性肿

瘤组织中多种免疫细胞和基质细胞群的丰度进行

量化分析，已被用于量化19 000多个样本中32种非

造血系肿瘤的免疫细胞和其他基质细胞[20]，由于

其输出结果用任意单位表示，它们不能直接解释

为细胞分数，也不能在细胞类型之间进行比较。

TIminer是首个通过RNA-Seq数据执行综合免疫

基因组分析的工具，在分析免疫浸润特征之外，

还可以进行人白细胞抗原分型、新抗原预测、肿

瘤免疫原性的量化等分析[21]。与MCP-counter、
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TIminer直接得到细胞富集分数不同，xCell将富

集分数转换为线性比例，并使用溢出补偿技术减

少密切相关细胞类型之间的依赖性，从而克服了

基因富集分析不能跨细胞类型比较的缺点[22]。当

然，xCell一个重要限制是估计的结果是浓缩分

数，不能解释为细胞比例。与xCell一样基于单样

本基因富集开发的ImmuCellAI将量化目标放在了

T细胞亚群，可以较精确地估算24种免疫细胞类型

（包括18个T细胞亚群）相对丰度[23]，对T细胞亚

群的分析具有一定的优势。

小鼠TME免疫浸润分析可以通过与人的基

因进行同源转换后使用以上工具进行分析，但可

能会因为部分基因的无法转换使结果出现误差，

针对这一问题，MCP-counter、ImmuCellAI开发

了适用于小鼠组织样本转录组数据的分析方法，

mMCP-counter可以量化小鼠的12种免疫细胞和4种
基质细胞[24]，ImmuCellAI-mouse以三层的分层策

略从bulk RNA-seq数据中估计36种免疫细胞（亚）

类型的丰度[25]。

2.2  反卷积算法

反卷积算法的原理是将混合物中的基因表达

建模为该基因在不同类型细胞中表达的线性组

合，其基因表达谱汇总在特征矩阵中，由混合物

中细胞类型的相对分数加权[19]。该算法可直接从

异质性样本数据中提取特定细胞信息，并对其进

行量化和计算比例[26]。然而，组织TIME中细胞基

因表达谱可能与该算法所参考的基因表达谱存在

差异，因而产生误差。此外，由于参考细胞谱系

特异性基因相对较少，也可能出现多重共线性问

题[27]。基于反卷积算法开发的在线工具有CIBER-
SORT、TIMER、EPIC、quanTIseq等。

CIBERSORT是目前常用的基于反卷积原理开

发的免疫浸润分析工具，以微阵列方式构建了一

种称为LM22的白细胞基因特征矩阵，该矩阵可

区分包含7种T细胞，以及记忆B细胞和自然杀伤

细胞在内的22种人类血细胞表型，使用nu-持向量

回归（ν-SVR）估算细胞分数[28]。CIBERSORT可

以以单细胞测序数据为参考计算bulk RNA-seq数
据的免疫浸润，在噪声、未知混合物含量和密切

相关的细胞类型方面优于其他方法，但由于受到

参考资料保真度的限制，可能会在经历异型相互

作用、表型可塑性或疾病引起的失调的细胞中结

果发生偏差。2020年该团队为了提高数字化细胞

计数的性能和多功能性将CIBERSORT扩展到一

个名为CIBERSORTx的新计算框架中，与其他方

法相比，CIBERSORTx具有可以在没有抗体、组

织解离或活细胞的情况下从复杂组织中剖析细胞

异质性的优势[29]。癌症免疫治疗研究的数量和复

杂性不断增加，对分析和可视化快速积累的临床

和癌症基因组学数据提出了新的挑战，癌症研究

人员缺乏一种综合的计算工具来方便地探索和可

视化肿瘤免疫学及基因组学数据，TIMER是第一

种允许用户对肿瘤免疫学、临床和基因组学数据

进行综合分析的方法，为每种癌症类型选择与肿

瘤纯度（肿瘤组织中恶性细胞的百分比）负相关

的信息基因，并对所选基因的表达进行线性最小

二乘回归法进行反卷积求解，应用免疫细胞表达

特征分析了32种癌症类型中6种免疫细胞浸润情

况，允许用户交互式探索免疫浸润与基因表达、

临床结果、体细胞突变和体细胞拷贝数改变等广

泛因素之间的关联[30-31]，但其结果不能直接解释

为细胞分数，也不能在不同的免疫细胞类型和数

据集之间进行比较。EPIC是Racle等使用约束性最

小二乘回归将非负性约束条件引入反卷积运算，

从而开发出可以从大量的肿瘤基因表达数据中同

时估算癌细胞和免疫细胞比例的工具[32]，但没有

考虑与癌症免疫学相关的免疫细胞，如调节性T
细胞（Treg）细胞、树突状细胞等。quanTIseq使
用了约束最小二乘回归执行反卷积运算，以强制

细胞分数为非负且其总和不超过1，来量化与肿

瘤免疫学相关的十种免疫细胞类型 [33]。EPIC和 
quanTIseq具有直接生成细胞分数的优势。TIMER 
2.0是在TIMER基础上的更新版本，该版本集成了

TIMER、CIBERSORT、EPIC、quanTIseq、MCP-
counter和xCell这6种免疫浸润细胞的算法，为癌症

基因组图谱或肿瘤表达谱的免疫浸润分析提供了

可靠的工具[34]。

3  批量RNA-seq分析方法的应用
目前，RNA-seq数据的分析方法广泛应用于

生物医学领域研究。对TIME组成的量化分析有

助于鉴定肿瘤预后标志物，筛选肿瘤免疫治疗新

靶点。xCell、CIBERSORT、TIMER等批量RNA-
seq数据分析方法中较为常用的算法工具常与空间

转录组测序和scRNA-seq数据进行联合分析[35-36]。

Zhou等[37]应用CIBERSORT评估了白介素-1野生

型组（IL-1-WT）和突变组（IL-1-MT）结肠腺

癌患者TME中22种免疫细胞的比例，发现肿瘤浸

润淋巴细胞在IL-1-MT结肠腺癌患者组织TIME中

显著富集，免疫反应相关评分更高。Bao等[38]通
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过scRNA-seq鉴定了三阴性乳腺癌的肿瘤间和肿

瘤内的异质性，使用CIBERSORT估计bulk RNA-
seq数据中M2样TAM的丰度，发现M2样TAM与三

阴性乳腺癌患者的不良预后相关。Xiong等 [39]利

用xCell分析bulk RNA-seq数据结合scRNA-seq及
空间转录组数据综合分析发现非转移性糖蛋白B
（GPNMB）在胶质母细胞瘤细胞从原神经细胞型

到间质型转变过程中发挥重要作用，并通过细胞

共培养进一步揭示这些源自单核细胞的高GPNMB
巨噬细胞亚群也可以有效地阻止T细胞不被树突状

细胞激活。

毋庸置疑，应用上述工具估算的相关结果还需

要独立的相关实验进行验证，例如流式细胞术、免

疫组织化学及免疫荧光等。例如，Newman等[28]为

比较CIBERSORT估算结果与组织中白细胞真实含

量，利用流式细胞术对早期非小细胞肺癌肺组织标

本和来自滤泡性淋巴瘤中的免疫细胞亚群进行比较

分析，结果显示CIBERSORT结果与流式细胞术测

量值显著相关。xCell相关结果也通过应用流式细

胞术等验证了xCell输出的富集分数等[22]。

4  总结与展望
免疫疗法为恶性肿瘤患者治疗带来了治愈新

希望，TIME组成和动态变化是评估疗效和转换

实施方案的重要参考指标。新一代RNA测序技术

的广泛应用可逐步实现对TIME的动态检测和分

析。除了估算TIME中免疫细胞组成和相对丰度比

例，还可以通过估算RNA-seq数据中特定免疫表

型的大规模变化，评估治疗后免疫应答类型的动

态变化，以分析并预测患者对免疫治疗的反应。

此外，数据中免疫组库包含TCR/BCR互补决定区

的多样性，可用于评估免疫系统与肿瘤进展的关

联，联合TMB相关数据实时检测TIME，预测肿瘤

进展并及时调整治疗策略。总之，虽然目前对于

TIME组成和量化分析方法还有诸多限制，相信随

着技术发展和多种研究方法的联合应用，可深入

揭示TIME构成和演化机制，从而为临床治疗提供

更可靠的指标参考。
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