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基于单细胞转录组测序解析胰腺癌合并糖尿病患者肿瘤微环境特征及潜在的治疗

靶点
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［摘要］ 目的 通过分析转录组和单细胞转录组数据，建立高糖及胰腺癌原位小鼠模型探究胰腺

癌（pancreatic cancer，PDAC）合并糖尿病（diabetes mellitus，DM）肿瘤微环境变化并寻找潜在治疗靶点。

方法 整合单细胞转录组和普通转录组数据，采用生物信息学分析比较 PDAC 合并 DM（DM 组）以及

PDAC不合并DM组（non-DM组）的肿瘤细胞和肿瘤免疫微环境特征。将 20只 6周龄雄性C57BL/6小鼠

（体质量 18~20 g），用随机数字表法分为 2组（n=10）：高糖组（STZ组），连续腹腔注射溶于柠檬酸盐缓冲

液的链脲佐菌素（streptozocin，STZ）（50 mg/kg，终浓度 1%）；对照组（Control组），同步注射等量不含 STZ
的柠檬酸盐缓冲液。采用尾尖血糖检测小鼠血糖水平。将胰腺肿瘤细胞原位接种于对照组和 STZ组

小鼠后，收集肿瘤浸润免疫细胞和肿瘤细胞。采用流式细胞术评估高糖环境对以下指标的影响：总

CD8+ T 细胞和调节性 T 细胞（regulatory T cells，Treg）数量；表达 Ki67、肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis 
factor-α，TNF-α）、颗粒酶 B（granzyme B，GZMB）和干扰素 γ（interferon-γ，IFN-γ）的 CD8+ T 细胞亚群数

量；CD8+ T 细胞表面程序性死亡受体 1（Programmed Death-1，PD-1）、淋巴细胞活化基因 3（lymphocyte 
activation gene-3，LAG-3）和T细胞免疫球蛋白黏蛋白-3（T cell immunoglobulin and mucin domain-3，Tim-3）
的表达水平；肿瘤细胞表面程序性死亡配体 1（programmed death-ligand 1，PD-L1）的表达情况；肿瘤相关

巨噬细胞表面主要组织相容性复合体Ⅰ类分子（major histocompatibility complex class I，MHC-Ⅰ）和甘露

糖受体（cluster of differentiation 206，CD206）的表达情况。结果 生物信息学分析揭示了，与 non-DM组

相比，DM组中显著上调基因与预后不良相关（P<0. 001），2型导管细胞比例增加，具有更高的拷贝数变

异水平（P<0. 001）；在肿瘤免疫微环境中，DM组 Treg细胞的比例增加（P<0. 05），CD8+ T细胞的耗竭得

分升高（P<0. 001），并伴随效应分子的表达下调，抑制性检查点的表达上升，M2样巨噬细胞的M2得分

显著增高（P<0. 001）。动物实验及流式细胞术实验发现，与 Control组相比，STZ 组小鼠生存时间更短

（P<0. 001），总体 CD8+ T 细胞比例减少（P<0. 01），Treg 细胞比例增加（P<0. 001），表达 Ki67、TNF-α、

GZMB、IFN-γ的CD8+ T细胞比例降低（P<0. 001），CD8+ T细胞表面PD-1（P<0. 001）、LAG-3（P<0. 001）和

Tim-3（P<0. 01）表达上升，肿瘤细胞表面 PD-L1表达上调（P<0. 001），肿瘤相关巨噬细胞表面CD206分

子表达上升（P<0. 001），而MHC-Ⅰ分子表达下调（P<0. 001）。结论 高糖促进 PDAC免疫抑制性微环

境形成；针对 2型导管细胞及肿瘤微环境中的免疫抑制细胞，并结合免疫检查点双重抗体治疗，可能改

善患者的预后情况。

［关键词］ 糖尿病；胰腺癌；单细胞转录组；肿瘤微环境；治疗靶点

［中图法分类号］ R735. 9；R730. 23；R730. 51 ［文献标志码］ A

DOI：10. 16016/j. 2097-0927. 202501022

［基金项目］ 国家自然科学基金青年科学基金项目（81902927）
［通信作者］ 梁后杰，E-mail：lianghoujie@sina. com

黄 硕，E-mail：huangshuo317@tmmu. edu. cn
2097-0927/Copyright ©  2025， 陆军军医大学（第三军医大学）。这篇开放获取文章遵循 CC BY 许可协议 （https：//creativecommons. org/licenses/by/4. 0/）
引用格式：彭　涵，潘雨薇，王雪松，等 . 基于单细胞转录组测序解析胰腺癌合并糖尿病患者肿瘤微环境特征及潜在的治疗靶点［J］. 陆军军医大学

学报，2025，47（10）：1069-1080. DOI：10. 16016/j. 2097-0927. 202501022.
Citation：PENG H，PAN Y W，WANG X S，et al. Characterizing tumor nicroenvironment features and identifying potential therapeutic targets in patients with 
diabetes mellitus and pancreatic cancer based on single-cell transcriptome sequencing［J］. J Army Med Univ，2025，47（10）：1069-1080. DOI：10. 16016/
j. 2097-0927. 202501022.

1069



陆军军医大学学报，2025，47（10） http：//aammt. tmmu. edu. cn

Characterizing tumor nicroenvironment features and identifying potential 
therapeutic targets in patients with diabetes mellitus and pancreatic cancer based 
on single-cell transcriptome sequencing
PENG Han1， 2， PAN Yuwei3， WANG Xuesong1， 2， SUN Yixin1， 2， HUANG Shuo1， 2， LIANG Houjie1，2　　 1Department 
of Oncology， Southwest Cancer Centre， 2Radiation Treatment Centre， First Affiliated Hospital， Army Medical 
University （Third Military Medical University）， Chongqing； 3School of Medicine， Chongqing University， Chongqing， 
China.

［Abstract］ Objective　To investigate the changes in the tumor microenvironment of pancreatic 
cancer (PDAC) complicated with diabetes mellitus (DM) in a mouse model of hyperglycemia and orthotopic 
pancreatic cancer by analyzing transcriptome and single-cell transcriptome data in order to identify potential 
therapeutic targets.  Method　By integrating single-cell transcriptome and bulk transcriptome data, 
bioinformatics analysis was conducted to compare the characteristics of tumor cells and tumor immune 
microenvironment between PDAC patients with DM (DM group) and those without DM (non-DM group).  
Twenty male C57BL/6 mice (6 weeks old, weighing 18~20 g) were randomly divided into a hyperglycemic 
group [STZ group, continuous intraperitoneal injection of 50 mg/kg streptozocin (STZ) (final concentration of 
1%) dissolved in citrate buffer], and a control group (Control group, an equivalent volume of citrate buffer 
without STZ at the same time points), with 10 mice in each group.  Tail-tip blood glucose level was measured 
to monitor glycemic status.  After orthotopic inoculation of pancreatic cancer cells in both Control and STZ 
groups, tumor-infiltrating immune cells were harvested.  Flow cytometry was employed to determine the effects 
of hyperglycemia on: total CD8+ T cell and Treg cell populations; CD8+ T cell subsets expressing Ki67, TNF-α, 
granzyme B (GZMB) and IFN-γ; surface expression of PD-1, lymphocyte activation gene-3 (LAG-3) and T cell 
immunoglobulin and mucin domain-3 (Tim-3) on CD8+ T cells; programmed death-ligand 1 (PD-L1) expression 
on tumor cells; and tumor-associated macrophage surface expression of major histocompatibility complex class 
I (MHC- Ⅰ) and cluster of differentiation 206 (CD206).  Results　Bioinformatics analysis revealed that, 
compared to the non-DM group, the genes significantly up-regulated in the DM group were associated with 
poor prognosis (P<0. 001).  The proportion of type 2 ductal cells was increased in the DM group, exhibiting 
higher levels of copy number variation (P<0. 001).  In the tumor immune microenvironment of the DM group, 
there was an increase in the proportion of Treg cells (P<0. 05) and an elevated exhaustion score for CD8+ T 
cells (P<0. 001), accompanied by down-regulated expression of effector molecules, up-regulated expression of 
inhibitory checkpoints, and a significant increase in the M2 score of M2-like macrophages (P<0. 001).  Animal 
experiments and flow cytometry found that, compared to the Control group, the STZ group had a shorter 
survival time (P<0. 001), with decreased proportions of total CD8+ T cells (P<0. 01) and CD8+ T cells 
expressing Ki67, TNF- α, GZMB and IFN- γ (P<0. 01), increased proportion of Treg cells (P<0. 001), up-

regulated expression of PD-1, LAG-3 and Tim-3 on the surface of CD8+ T cells (P<0. 001), and up-regulation 
of PD-L1 on tumor cell surface (P<0. 001) and enhanced expression of CD206 on the surface of tumor-
associated macrophages, while down-regulated expression of MHC-I (P<0. 001).  Conclusion　High glucose 
promotes the formation of an immunosuppressive microenvironment in PDAC, and targeting type 2 ductal cells 
and immunosuppressive cells in the tumor microenvironment, combined with dual immune checkpoint 
antibody therapy, may improve patient prognosis.  

［Key words］ diabetes mellitus； pancreatic cancer； single cell RNA sequencing； tumor 
microenvironment； therapeutic target
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糖尿病（diabetes mellitus， DM）已成为严峻的全

球公共卫生问题［1］。多项流行病学研究表明，DM 导

致的高血糖会增加胰腺癌（pancreatic cancer， PDAC）、

乳腺癌、肺癌和结肠癌等多种肿瘤的发生风险，并导

致预后不良［2-5］。有研究表明，非糖尿病（non-DM）患

者血糖水平（包括随机血糖及空腹血糖）的升高与

PDAC的患病率正相关，且血糖水平较高的病人，其肿

瘤的恶性程度也相对较高［6］。
PDAC的发病率与死亡率在全球呈现持续上升的

趋势，预计到 2030 年成为癌症死亡的第二大原因［7］。
2022 年中国新发病例超 11 万例，死亡病例超 10 万

例［8］。PDAC 患者早期无临床症状或临床症状不典

型，导致大部分患者确诊时往往已处于疾病的中晚

期，患者的总体5年生存期仅约为10%［9］。
DM 的主要特征是高血糖，近期研究证实高糖损

害γδ T细胞的抗肿瘤活性［10］，高糖还可诱导肿瘤细胞

的细胞程序性死亡 -配体 1 （programmed cell death 
ligand 1 ， PD-L1）的高表达来介导肿瘤免疫逃逸［11］。
合并DM是晚期癌症患者接受免疫治疗预后不良的独

立风险因子，这可能与高血糖导致的特殊免疫抑制状

态有关［12］。
先前的研究使用单细胞转录组测序（single-cell 

RNA sequencing， scRNA-seq）和空间转录组学（spatial 
transcriptomics， ST）表 征 PDAC 肿 瘤 微 环 境（tumor 
microenvironment ， TME）中各种细胞组成和功能状

态，揭示了TME中细胞动态演变和空间变化［13-14］。然

而，DM合并 PDAC是一个更复杂的情况，TME不仅受

到肿瘤细胞和生态位的影响，还有来自高糖的压力。

结合前期学者相关研究，本研究推测高糖可能加剧

PDAC 肿瘤微环境的异质性，导致免疫抑制微环境的

形成和恶化，从而促进肿瘤细胞的侵袭生长以及对免

疫治疗的抵抗。鉴于此，本研究将基于转录组、单细

胞转录组测序数据，深入探索DM合并 PDAC的 TME，

旨在揭示 DM 在 PDAC 发生发展过程中的重要作用，

为免疫治疗新靶点和新的治疗方法提供更多可能。

1　材料与方法

1. 1　数据分析

1. 1. 1　单细胞转录组数据的获取与质控　　从国家

生物信息中心（genome sequence archive，GSA）数据库

（https：//ngdc. cncb. ac. cn/gsa/）PRJCA001063 中 下

PDAC单细胞转录组测序数据，包括 10例合并DM（定

义为DM组）和 14例不合并DM（定义为 non-DM组）的

PDAC 样本。使用 Seurat 工具包（版本 4. 3. 0）进行质

控，计算基因总数、唯一分子标识符计数及线粒体含

量，排除表达不足的细胞和基因，以及高线粒体基因

表达的细胞，最终获得 41 986 个细胞用于聚类分析。

使用Harmony算法（版本 0. 1. 0）矫正不同样本的批次

效应。

1. 1. 2　单细胞转录组数据的降维聚类及注释　　根

据 Seurat官方流程，对质控整合后的数据进行标准化

和归一化处理，以达到不同细胞之间的基因表达量具

有可比性；使用寻找高变基因函数选择高变基因；对

数据进行主成分分析后，选取前 15个主成分进行后续

数据分析；选定合适分辨率后进行细胞聚类；使用 t分
布 随 机 邻 域 嵌 入（t-distributed stochastic neighbor 
embedding，tSNE）技术对细胞的聚类分群结果进行非

线性降维以及可视化。

使用“FindAllMarkers”函数识别确定分辨率下每

个亚群的差异表达基因，借助SingleR工具包对细胞亚

群进行初步注释，并结合相关文献以及亚群特异性差

异基因进行最终注释。使用气泡图或者热图形式展

示每个细胞亚群特异性高表达基因。

1. 1. 3　Ro/e 分析　　使用 Omicverse（版本 1. 6. 0）工

具包中的Ro/e方法以评估细胞亚群组织分布的情况，

Ro/e 代表观察到的细胞数与预期细胞数的比值。若

Ro/e≥1，则表明该细胞亚群的数量高于随机期望，表

现为富集；若 Ro/e<1，则表明该亚群细胞数量低于随

机期望，即表现为消耗［15］。
1. 1. 4　单细胞转录组数据差异分析与通路富集　　

使用“Findmarkers”函数寻找 2 组间差异表达基因，根

据 |log2（FoldChange）|≥0. 58 和校正后 P<0. 05 确定显

著上下调基因。使用 ClusterProfiler 工具对分子特征

数据库（molecular signatures database，MsigDB）提供的

50 条肿瘤相关特征通路以及京都基因与基因组百科

全书（Kyoto encyclopedia of genes and genomes， KEGG）
通 路 进 行 基 因 集 富 集 分 析（gene set enrichment 
analysis， GSEA）。

1. 1. 5　 inferCNV 识 别 恶 性 细 胞 亚 群　　 采 用

inferCNV 的 R 版本（1. 14. 2），以 T 细胞和 B 细胞为参

考细胞谱，评估细胞的拷贝数变异（copy number 
variation， CNV）得分，通过基因表达数据推断 CNV 结

果，采用偏差平方的平均值衡量CNV水平。

1. 1. 6　癌症基因组图谱（the cancer genome atlas，
TCGA）数据分析　　通过GDC-client工具下载胰腺癌

转录组测序数据，使用DESeq2（版本 1. 38. 3）计算DM
组 和 non-DM 组 之 间 差 异 表 达 基 因 ，根 据 |log2
（FoldChange）|≥0. 58和校正后 P<0. 05确定显著上下
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调 基 因 ，使 用 R 语 言 的 limma 包（版 本 3. 54. 2）、

clusterProfiler包（版本 4. 7. 1）和 org. Hs. eg. db包（版本

3. 15. 0）进行GSEA分析。

根据 TCGA队列的DM临床信息，将患者分为DM
组（n=38）和 non-DM 组（n=109）。使用基因集变异分

析（gene set variation analysis，GSVA）算法，计算每个样

本 38 个显著上调基因集的富集分数，计算 DM 组和

non-DM组的患者得分的中位数，将患者划分高得分组

和低得分组。使用 Survival包结合分组信息以及临床

预后信息绘制生存曲线图。

1. 1. 7　基因集打分　　收集T细胞耗竭相关基因，使

用 Seurat 包中“AddModuleScore”函数对每个 T 细胞进

行打分后，使用小提琴图进行 non-DM组和DM组耗竭

得分比较。收集巨噬细胞M1/M2表型相关基因，使用

Seurat 包中“AddModuleScore”函数对每个髓系细胞进

行打分后，使用箱式图展示各亚群得分的差异。

1. 1. 8　单核-巨噬细胞拟时序分析　　使用Monocle2
（版本 2. 24. 1）进行拟时序分析。提取原始计数数据，

清洗和归一化处理，建立数据集对象，按照 Monocle2
默认参数完成单核-巨噬细胞的拟时序分析。

1. 2　主要实验试剂与实验动物

本研究采用的主要试剂包括：青霉素/链霉素溶

液、胎牛血清、PBS 溶液、高糖 DMEM 和 RPMI-1640 培

养基购自美国Gibco公司，链脲佐菌素（streptozotocin，
STZ）购自美国 Sigma 公司，柠檬酸盐缓冲液购自上海

源叶生物科技有限公司，碘伏手术液购自海氏海诺集

团有限公司，基质胶购自美国 Corning公司，红细胞裂

解液购自上海碧云天生物技术股份有限公司，Cell 
Activation Cocktail 购自美国 Biolegend 公司，Cytofix/
Cytoperm 购自美国 BD biosciences 公司。程序性死亡

受体 1（programmed death-1，PD-1）、淋巴细胞活化基因

3（lymphocyte activation gene-3，LAG-3）、T 细胞免疫球

蛋 白 黏 蛋 白 -3（T cell immunoglobulin and mucin 
domain-3，Tim-3）、PD-L1、白细胞共同抗原（cluster of 
differentiation 45，CD45）、甘 露 糖 受 体（cluster of 
differentiation 206，CD206）、主要组织相容性复合体Ⅰ
类分子（major histocompatibility complex class I，MHC-

Ⅰ）、干扰素 γ（interferon-γ，IFN-γ）、肿瘤坏死因子-α
（tumor necrosis factor-α，TNF-α）、颗粒酶 B（granzyme 
B，GZMB）、叉头框蛋白 P3（forkhead box P3，FOXP3）、

F4/80、CD11b、CD4、CD8、Ki67 抗体均购置于美国

Biolegend公司。

本实验所涉及的 C57BL/6 小鼠（雄性，6 周龄，体

质量 18~20 g）购自北京华阜康生物科技股份有限公

司。C57BL/6小鼠均在陆军军医大学第一附属医院实

验动物中心饲养，并经陆军军医大学实验动物福利伦

理委员会审核（AMUWEC20237076），符合动物伦理和

动物福利要求。

1. 3　细胞株和细胞培养

小鼠胰腺导管腺癌细胞系Panc-02-GFP由陆军军

医大学第一附属医院张月博士馈赠，培养于含100 U/mL
青霉素/链霉素和 10% 胎牛血清的高糖 DMEM 培养

基中。

1. 4　实验动物处理及分组

1. 4. 1　实验动物分组　　采用完全随机化分组，通

过 GraphPad Prism 软件生成随机序列，将 20 只雄性

C57BL/6 小鼠分为以下 2 组。高糖组（STZ 组，n=10）：

腹腔注射pH=4. 2的柠檬酸盐缓冲液（含STZ，50 mg/kg，
终浓度 1%），每日 1次，连续 5天，末次注射后第 10天

检测随机血糖，采用尾尖采血法通过血糖仪测定，以

血糖≥16. 7 mmol/L为建模成功标准，筛选 5只纳入后

续实验。对照组（Control组，n=10）：腹腔注射等量pH=
4. 2柠檬酸盐缓冲液（不含 STZ），给药频率、周期及操

作均与实验组完全一致，并且与实验组同步进行血

糖检测，确保实验条件可比性，剔除血糖异常升高

（≥11. 1 mmol/L）或体质量异常下降者后，筛选 5只小

鼠纳入后续实验。

1. 4. 2　原位小鼠胰腺癌模型建立　　 STZ 组和

Control 组小鼠均进行 5% 异氟烷的吸入麻醉，维持其

麻醉状态于 1. 5%~2. 0%，并将小鼠置于仰卧位进行固

定。腹部剃光并用碘伏手术溶液消毒，通过左侧肋下

切口，向胰尾部注射 1×106个溶于 15 μL PBS+15 μL基

质胶的胰腺导管腺癌细胞系 Panc-02-GFP。注射操作

完毕后，缝合腹膜及皮肤，用碘伏消毒缝合处。

1. 4. 3　流式细胞术　　提取肿瘤组织中的免疫细胞

后［16］，进行流式细胞实验。①CD8+ T 细胞染色：用

Cell Activation Cocktail（2 μL/mL）刺激CD8+ T细胞，在

37 ℃、CO2 培养箱中孵育 6 h 后，使用抗 CD45、CD8
对细胞表面分子染色，在 4 ℃条件下，使用 Cytofix/
Cytoperm对细胞悬液进行固定、透化 20 min，抗 IFN-γ、
TNF-α、GZMB 进行胞内染色 30 min；抗 PD-1、LAG-3、
Tim-3 进行表面染色 30min；抗 Ki67 进行胞核内染色

30 min。②Treg 细胞染色：使用抗 CD45、CD4 表面标

记后固定破核，在4 ℃条件下，抗FOXP3核内染色30 min。
③巨噬细胞染色：将巨噬细胞在 4 ℃下使用抗 CD45、
F4/80、CD11b、CD206、MHC-Ⅰ进行表面染色 30 min。
④肿瘤细胞染色：分析带 GFP 标签的胰腺癌肿瘤细

胞，使用抗PD-L1在4 ℃下进行表面染色30 min。
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流式数据经BD系统采集，FlowJo软件分析对照组

和实验组中的 CD8+ T 细胞、Treg、M2 型巨噬细胞等细

胞群体进行细胞数量、标志物表达水平等方面的定量

比较。

1. 5　统计分析方法

采用R4. 2. 3软件进行统计并分析。使用非配对 t
检验对两组间CNV水平进行统计，对于两个及以上类

别的分类变量之间的关联性分析，采用了 χ2检验；满

足正态分布的计量资料数据以 x̄±s 表示，组间比较采

用双侧非配对 t 检验；Kaplan-Meier 分析通过 survival
包进行分析。P<0. 05则差异具有统计学意义。

2　结果

2. 1　DM 组患者肿瘤细胞 CNV 得分高且富集增殖侵

袭相关通路

通过降维聚类分析后进行细胞注释，共得到 10个

带有特异性标签的细胞亚群（图1A、B）。通过比较2组

患者的细胞亚群比例以及 Ro/e 图发现，DM 组中腺泡

细胞和 2型导管细胞显著富集，而B细胞、T细胞、髓样

细胞比例降低（图1C~E）。

两组间总体细胞差异基因分析，发现 38个显著上

调基因以及 12 个显著下调基因，并且 38 个上调基因

中差异最显著的前 10 个基因如 REG4、TFF1、TFF2 等

在2型导管细胞中显著高表达（图2A、B）。为确定2型

导管细胞是否为恶性细胞，使用 inferCNV工具包评估

各细胞亚群的CNV水平，发现 2型导管细胞的CNV水

平显著高于其他亚群，故将 2型导管细胞定义为肿瘤

细胞（图 2C）。通过比较 1型、2型导管细胞CNV水平，

发现 DM 组 2 型导管细胞 CNV 水平显著高于 non-DM
组（P<0. 001），表明DM组 2型导管细胞恶性程度更高

（图 2D）。通路分析发现， DM 组中的 2 型导管细胞

显著富集肿瘤增殖和侵袭相关通路，并且伴随代谢相

关通路的改变（图 2E）。为深入探究在 DM 组中显著

上调的基因对 PDAC 患者临床预后的影响，通过生存

分析，发现DM组中，高表达上调基因的患者预后越差

（P<0. 001）；而在non-DM组无此相关性（图2F、G）。

!""

#$

$"

%$

"

细
胞
比
例

&
'

A：PDAC 单细胞转录组数据降维聚类细胞分布图；B： 不同细胞亚群标志基因的气泡图；C：分组样本的 tSNE 图；D：non-DM 组

和DM组细胞亚群的细胞比例堆叠柱状图；E： 所有细胞亚群组织偏好性的Ro/e图

图1　PDAC肿瘤微环境的细胞构成
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2. 2　DM组患者CD8+ T细胞耗竭且免疫功能受损

为了研究肿瘤微环境中T细胞的内在景观和潜在

功能，将 T细胞重新降维聚类，鉴定出 4个 T细胞亚群

（图3A），由经典标记基因注释（图3B）。相较于non-DM
组，DM组Treg亚群丰度显著增加（P<0. 05，图3C、D）。

T细胞的耗竭得分小提琴图提示，与 non-DM组相

比，DM组 T细胞获得更高的细胞耗竭得分（P<0. 001，
图 3E）。进一步分析T细胞各亚群耗竭状态，发现DM
组CD8+ T细胞耗竭得分显著高于non-DM组（P<0. 001），
即 DM 组中 T 细胞呈现的高耗竭表型主要归因于

CD8+ T细胞亚群的高耗竭状态（图 3F）。同时，CD8+ T
细胞效应分子TNF、IFNG、GZMB、GZMH的表达在DM

!

"

#

$"

%
&
'
!
(
&
)
*
+
,
-
.
'
/

$#0! $#1" # #1" #1!

2/)3- 4/56/.3

"7

"#

7

#

+
8
9

水
平

"7

"#

7

#

+
8
9

水
平

"1##

#1:7

#17#

#1!7

#

整
体
生
存
率

!;#1"

!7 7# :7 "## "!7

时间
<

月

"1##

#1:7

#17#

#1!7

#

整
体
生
存
率

!# =# >#

时间
<

月

!;#1### ??

A：non-DM组和 DM组的差异基因火山图；B：前 10显著上调基因的 tSNE图；C：细胞亚群 CNV水平的小提琴图；D：non-DM组和

DM 组导管上皮 CNV 水平的小提琴图  a：P<0. 001；E：DM 组 2 型导管上皮细胞 GSEA 结果的棒棒糖图；F：non-DM 组显著上调

基因不同表达水平的生存曲线；G： DM组显著上调基因不同表达水平的生存曲线

图2　DM组患者肿瘤细胞的特征
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组低于 non-DM 组（图 3G）。以上结果表明，高血糖情

况下 CD8+ T 细胞表现出抗肿瘤免疫应答受损的耗竭

状态。

进一步比较两组之间免疫检查点表达水平，发现
与non-DM组相比，PD-1、Tim-3、TIGIT、LAG3等抑制性

检查点在DM组的CD8+T细胞中显著过表达（图 3H），

DM组中胰腺肿瘤细胞表达更高的 PD-L1、PD-L2受体

（图 3I）。通过对 TCGA 数据集基因集富集分析发现，

DM 组 PD-L1 表达和 PD-1 检查点信号通路显著富集

（图3J）。

a： P<0. 05， b： P<0. 001，与non-DM组比较

A：T 细胞亚群降维聚类细胞分布图；B：T 细胞亚群标志基因热图； C：non-DM 组和 DM 组 T 细胞亚群比例堆叠柱状图；

D：non-DM 组和 DM 组各患者细胞亚群比例的箱式图；E：non-DM 组和 DM 组整体 T 细胞的耗竭得分的小提琴图；F：non-DM 组

和 DM 组 T细胞亚群的耗竭得分的小提琴图；G：non-DM 组和 DM 组 CD8+ T细胞效应分子表达的气泡图；H：non-DM 组和 DM 组

CD8+ T 细胞抑制性检查点表达的气泡图；I：non-DM 组和 DM 组 2 型导管细胞抑制性检查点受体表达的气泡图；J：DM 组中

PDAC中PD-L1表达和PD-1检查点通路的GSEA富集图

图3　DM组中CD8+ T细胞耗竭与免疫功能受损
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2. 3　髓样细胞亚群在DM组中的异质性和功能分化

髓样细胞群的无监督聚类揭示了 6 个细胞亚群

（图 4A），根据各细胞亚群排名靠前的 3个差异基因进

行注释（图 4B）。使用“AddModuleScore”参数对每个

细胞进行巨噬细胞的 M1/M2 特征打分，发现 SPP1+、
CCL18+ 巨噬细胞获得了更高的M2得分（图 4C），因此

将这两群细胞定义为M2样的肿瘤相关巨噬细胞。相

较于 non-DM组，DM组中这两群巨噬细胞亚群获得了

更高的M2得分（P<0. 001，图 4D），表明DM组中M2样

肿瘤相关巨噬细胞丰度增加。

使用 Monocle2算法对单核-巨噬细胞进行拟时序

分析，发现 S100A8+单核细胞位于发育轨迹的初始

段，MKI67+ 巨噬细胞和 CCL18+ 巨噬细胞分别位于两

条发育轨迹的末尾段（图 4E、F）。并且 M2 得分在第

一条发育轨迹中随着拟时序时间发展而升高。同

时，在第一条发育轨迹中，DM 组的肿瘤相关巨噬细

胞主要位于细胞状态转变路径的末端，并具有更高

的M2得分（图 4G、H）。

2. 4　高糖环境下小鼠 PDAC 模型中免疫细胞表型和

功能变化分析

为了验证高糖是否能够通过重塑PDAC免疫微环

境进而影响肿瘤进展。建立高糖小鼠模型后，将

Panc-02-GFP细胞原位注射到C57BL/6小鼠胰腺中，成

功构建原位PDAC模型（图 5A）。通过生存分析发现，

STZ 组小鼠胰腺原位荷瘤后生存期显著缩短（P<
0. 001，图5B）。

为了评估PDAC肿瘤微环境中T细胞的功能和状

态，收集原位荷瘤 18天后 STZ组和Control组小鼠的胰

腺肿瘤组织并采用流式细胞术进行分析。结果提示，

相较于 Control组，STZ组肿瘤微环境中 CD8+ T细胞比

例明显降低（P<0. 01，图 5C），表达Ki67分子的CD8+ T
细胞比例显著下降（P<0. 001，图 5D），表明 CD8+ T 细

胞增殖能力受抑制。STZ 组 CD8+ T 细胞表面显著高

表达 PD-1（P<0. 001）、LAG-3（P<0. 001）和 Tim-3（P<
0. 01）等免疫抑制检查点分子，同时伴随胰腺肿瘤细

胞表面 PD-L1 分子的高表达（P<0. 001，图 5E~H）。

此外，STZ 组肿瘤相关巨噬细胞表面 CD206 分子高

表达（P<0. 001），而 MHC-Ⅰ分子低表达（P<0. 001，
图 5I、J）。进一步地评估 CD8+ T 细胞的功能，发现相

较于 Control 组，STZ 组表达 TNF-α（P<0. 001）、GZMB
（P<0. 001）、IFN-γ（P<0. 01）的 CD8+ T 细胞比例显著

降低，表明 STZ 组 CD8+ T 细胞的杀肿瘤能力受损

（图 5K~M）。此外，高表达 FOXP3（Treg）细胞比例在

高糖组中显著增加（P<0. 001，图5N）。

3　讨论

3. 1　高血糖促进肿瘤微环境重塑研究现状

全球 DM 患病率不断上升，预计至 2030 年达到

6. 43亿，此外超5亿人患有葡萄糖耐量受损，发病人群

倾向年轻化［17］。研究表明DM与PDAC的发生发展密

切相关［18］，DM 者罹患 PDAC的风险约为 non-DM 人群

的 2倍［19］，高血糖症、胰岛素抵抗与PDAC发生互为因

果［20-21］。近期研究报道，高糖诱导的肿瘤细胞有氧糖

酵解导致己糖激酶 2从线粒体分离，并与 IκBα结合并

磷酸化，导致其降解和 NF-κB激活，增加 PD-L1表达，

从而逃避免疫反应［11］。此外，高糖通过诱导乳酸分泌

抑制AMPK激活，从而损害Vγ9Vδ2 T细胞的抗肿瘤活

性；AMPK激活恢复了这些细胞的抗肿瘤活性［10］。这

些发现共同表明，高血糖上调了肿瘤细胞中 PD-L1的

表达，破坏了 γδ T 细胞的功能，使免疫逃逸和治疗抵

抗成为可能。然而，DM对PDAC肿瘤微环境的影响仍

有待充分阐明。

3. 2　DM组肿瘤细胞潜在治疗靶点的鉴定

既往研究报道，PDAC中 1型导管细胞相对正常，

存在于癌旁组织或肿瘤组织中，而 2型导管细胞则呈

现恶性扩增，并具有高度的增殖特性［22］。本研究也发

现，与 non-DM组相比，DM组 2型导管细胞显著富集且

恶性程度更高。同时，DM 组中肿瘤细胞促癌基因显

著上调，如 REG4、TFF3、FXYD3 等，信号通路分析发

现，与 non-DM组相比，DM组的 2型导管细胞更富集肿

瘤增殖和侵袭相关通路以及与糖尿病代谢相关通路。

因此针对 2 型导管细胞的特异性靶向治疗或可改善

DM合并PDAC患者的预后。

3. 3　DM 组 CD8+ T 细胞耗竭与免疫检查点通路激活

是免疫治疗抵抗的关键机制

CD8+ T 细胞是介导抗原特异性免疫应答的主要

细胞，其功能状态影响其在肿瘤免疫中发挥作用。有

研究显示，肿瘤组织内持续存在的肿瘤抗原持续刺激

肿瘤特异性的CD8+ T 细胞，使CD8+ T 细胞发生功能耗

竭［23］。本研究结果证实，相较于 non-DM 组，DM 组

CD8+ T细胞呈现显著耗竭表型，其增殖能力（Ki67+ 细
胞比例下降）、效应分子（TNF-α、IFN-γ、GZMB）分泌能

力及抗肿瘤免疫应答均显著受损。同时，PD-1、Tim-

3、LAG-3等免疫检查点分子在CD8+ T细胞中过表达，

且肿瘤细胞PD-L1/PD-L2表达显著升高。高糖小鼠模

型进一步验证了上述现象，表明高糖环境通过激活

PD-1/PD-L1轴加剧T细胞耗竭。这一发现与既往临床

观 察 一 致 ，即 DM 组 患 者 对 免 疫 检 查 点 抑 制 剂
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A：髓样细胞亚群的降维聚类细胞分布图；B：不同细胞亚群标志基因的气泡图；C： 细胞亚群的M1/M2得分的箱式图；D：non-DM
组和DM组中SPP1+ 巨噬细胞和CCL18+ 巨噬细胞的M2得分差异箱式图 a：P<0. 001；E：单核-巨噬细胞亚群的分化轨迹  左图：根

据拟时时间着色，右图：根据细胞亚群着色；F：单核-巨噬细胞不同细胞亚群的拟时山脊图；G：单核-巨噬细胞亚群的分化轨迹    
左图：根据M2得分着色，右图：根据non-DM和DM分组着色；H：沿着第一条轨迹的单核-巨噬细胞不同分组的拟时山脊图

图4　髓样细胞亚群在DM组中的异质性和功能分化
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a： P<0. 01， b： P<0. 001
A：建立高糖小鼠模型和原位胰腺癌荷瘤的示意图；B：Kaplan-Meier分析Control组和 STZ组小鼠总体生存率；C：流式细胞

分析实验检测各组 CD3+ T 细胞群中 CD8+ T 细胞的百分比；D：流式细胞分析实验检测各组 CD8+ T 细胞中 Ki-67 分子的表

达；E~G：流式细胞分析实验检测各组 CD8+ T 细胞上的 PD-1、LAG-3、Tim-3 表达；H：流式细胞分析实验检测各组 GFP+ 细
胞表面PD-L1表达；I、J： 流式细胞分析实验检测各组肿瘤相关巨噬细胞表面CD206和MHC-Ⅰ的表达

图5　高糖环境下小鼠PDAC模型中免疫细胞表型和功能变化分析

图5K~M续下页
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（immune checkpoint inhibitor，ICI）的响应率显著降低。

本研究提示，通过联合使用 ICI 来阻断与免疫耗竭相

关的检查点（例如PD-1和LAG-3的双重抗体），或许能

够逆转 DM 合并 PDAC 相关的免疫抑制状态，从而为

个性化免疫治疗开辟新的途径。

3. 4　DM组TME中M2巨噬细胞和Treg介导免疫抑制

既往研究报道了包括免疫抑制细胞（Treg、TAM、

MDSC等）、免疫抑制性分子（PD-L1、CD48及 IL-10 等）

在内的多重因素通过不同机制抑制 CD8+ T 细胞的抗

肿瘤免疫应答，促进CD8+ T 细胞的功能耗竭［24-25］。结

果提示，在髓系细胞的发育路径中，DM组的巨噬细胞

展现出向M2样肿瘤相关巨噬细胞的转变，并且DM组

伴随着 Treg 亚群的显著增加。这些免疫抑制细胞的

富集与CD8+ T细胞耗竭形成恶性循环，共同加剧肿瘤

微环境的免疫抑制状态。靶向清除 Treg或重编程M2
样巨噬细胞可能成为打破这一恶性循环的有效手段。

综上所述，本研究整合单细胞测序数据和转录组

分析，从单细胞转录组层面解析了 DM 合并 PDAC 肿

瘤微环境的异质性，系统阐明高糖通过多种机制重塑

PDAC肿瘤微环境：促进 2型导管细胞恶性转化，增殖

及侵袭；诱导 CD8+ T 细胞耗竭、富集免疫抑制细胞。

这些变化共同导致DM合并 PDAC患者预后极差且对

现有疗法（尤其是免疫治疗）抵抗。未来研究需进一

步探索：①高糖代谢产物（如乳酸、ROS 等）如何直接

调控关键信号通路；②血糖控制（如 SGLT2抑制剂等）

能否逆转 TME免疫抑制；③靶向 TME与 ICI的联合疗

效。通过多组学与临床转化结合，有望为 DM 合并

PDAC患者开辟精准治疗新路径。
利益冲突 本文所有作者声明不存在利益冲突
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