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内皮细胞（endothelial cells，ECs）在血管和淋巴管的内表面形成一层单层内皮1。不仅在血管和组织之间的气体和代谢物交换中起着重要作用，ECs还在健康和病理条件下调节血流动态、凝血、血管生成2,3和炎症4。根据其在血管系统中的解剖位置，静止组织中的ECs可分为动脉内皮细胞（arterial endothelial cells，ArtECs）、静脉内皮细胞（venous endothelial cells，VenECs）、毛细血管内皮细胞（capillary endothelial cells，CapECs）和淋巴内皮细胞（lymphatic endothelial cells，LECs）5。此外，周细胞（pericytes，PCs）6和平滑肌细胞（smooth muscle cells，SMCs）7也是血管系统中不可或缺的组成部分。无论癌症发生在哪个器官，肿瘤内皮细胞都是肿瘤微环境的关键组成部分，促进肿瘤进展和转移。由于血管生成是癌症的标志之一8，抗血管生成疗法（anti-angiogenic therapies，AATs）被广泛应用于多种癌症9,10。通过抑制血管生成和ECs的存活11,12，AATs在临床前动物模型中显著降低了肿瘤血管密度13。AATs在癌症患者中显示出临床和生存益处10,14，这归因于复杂的生理和病理机制，包括逆转非肿瘤器官中由血管内皮生长因子（VEGF）引起的全身综合征14,15。然而，AATs的应用受到疗效不足和抗药性的限制，这在不同肿瘤和患者之间存在差异9,10，表明ECs表型在肿瘤间和肿瘤内存在变异。长期以来，人们认识到ECs是异质的，并具有特化的表型，在不同的血管床和器官中执行独特的功能5,16，这可能是AATs局限性的原因之一17。单细胞转录组测序技术在识别内皮细胞异质性和鉴定特化表型方面具有重要作用18。这项技术能够以单细胞分辨率揭示内皮细胞的多样性和功能特性，帮助我们更好地理解内皮细胞在肿瘤微环境中的作用，并识别出具有特定功能的内皮细胞亚群19。通过整合单细胞转录组测序数据，我们可以更精准地设计抗血管生成疗法，提高其在不同肿瘤类型和患者中的疗效。因此，我们制定了《泛肿瘤异质性血管细胞整合及鉴定指南》，为临床和科研工作者提供标准化的参考依据。该指南基于国内外相关文献，并征求了相关领域专家和学者的意见，旨在规范和指导内皮细胞的研究与应用，促进抗血管生成疗法的发展。后续将根据相关领域的研究进展适时修订，以适应临床应用的需要。　
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泛肿瘤异质性血管细胞整合及鉴定指南
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[bookmark: _Toc24884219][bookmark: _Toc17233334][bookmark: _Toc17233326][bookmark: _Toc26648466][bookmark: _Toc24884212]本文件给出了基于单细胞转录组测序数据整合与识别不同功能血管相关细胞的标准化数据处理方法，包括单细胞数据整合，污染因素去除，批次矫正以及细胞亚型鉴定方法等。
本文件适用于肿瘤微环境、血管生成及内皮细胞研究的科学家和研究人员使用。
本文件适合各级医院肿瘤科、病理科等相关科室临床医师以及从事临床教学、科研等工作者使用。
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下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
[bookmark: _GoBack]Tumor vasculature at single-cell resolution
[bookmark: _Hlk168429125]Understanding tumour endothelial cell heterogeneity and function from single-cell omics
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下列术语和定义适用于本文件。

单细胞转录组测序 single-cell RNA sequencing; scRNA-seq
单细胞转录组测序是一种测序技术，用于捕获和定量分析单个细胞的mRNA分子。这种技术允许研究人员在单细胞水平上研究基因表达，从而提供了对细胞间异质性、细胞发育轨迹和细胞间相互作用的深入理解。

内皮细胞 endothelial cells；ECs
内皮细胞是覆盖血管内表面的一层扁平细胞，形成了血管壁的内衬。这些细胞在动脉、静脉、毛细血管以及淋巴管中均有分布，构成了血管内皮​​。

血管内皮细胞 vascular endothelial cells；VECs
血管内皮细胞是位于血管内壁的内皮细胞，负责调节血管的通透性、血液流动以及血管的收缩和扩张。血管内皮细胞在维持血管完整性和功能中起关键作用，参与血管生成、炎症反应和血管舒张等过程。

动脉内皮细胞 arterial endothelial cells；ArtECs
动脉内皮细胞是指覆盖在动脉血管内壁的单层扁平细胞，属于内皮细胞的一种。它们在维持血管功能和结构的完整性方面发挥关键作用。

静脉内皮细胞 venous endothelial cells；VenECs
静脉内皮细胞是覆盖在静脉血管内壁的单层扁平细胞，属于内皮细胞的一种。它们在调节血液回流、维持血管通透性和血管生物学功能方面起重要作用。

毛细血管内皮细胞 capillary endothelial cells；CapECs
毛细血管内皮细胞是指覆盖在毛细血管内壁的单层细胞。这些细胞在微循环系统中起关键作用，负责调节血液与组织之间的物质交换。

淋巴管内皮细胞 lymphatic endothelial cells；LECs
淋巴管内皮细胞是覆盖在淋巴管内壁的细胞，属于内皮细胞的一种。它们在调节淋巴液流动、免疫监视和维持组织液平衡方面起重要作用。

壁细胞 mural cell；MCs
壁细胞是一类存在于血管壁和微血管壁的支持细胞，包括平滑肌细胞和周细胞。它们在维持血管的结构完整性和功能稳定性方面起着关键作用。

周细胞 pericytes；PCs
周细胞是一种位于毛细血管和小静脉周围的间质细胞，嵌入在内皮细胞基底膜内。它们的主要特征是具有突起状结构，可以延伸到血管壁上，与内皮细胞形成物理和功能上的联系 。

平滑肌细胞 smooth muscle cells；SMCs
平滑肌细胞是内脏器官中的关键细胞，负责调节管腔和空腔器官的收缩和舒张。它们的结构、功能和调节机制使其在维持内脏器官的正常功能中扮演着重要角色。

血管生成 angiogenesis
血管生成是指从现有血管中生成新血管的生物学过程。这个过程在许多生理和病理情况下都非常重要，包括胚胎发育、伤口愈合、月经周期以及肿瘤生长和转移等。
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为了使本标准更加全面与适用，前期收集了涵盖31种癌症类型的scRNA-seq数据，包括372名患者和437个样本。经过数据处理和细胞注释过程，本标准最终收录了183,977个血管细胞（见表1）。这些scRNA-seq数据主要涉及7种技术平台：10x Genomics Chromium、BD Rhapsody、DropSeq、Microwell-seq、SeekOne DD Chip、Seq-well和Singleron。对于可获得原始scRNA-seq数据集，我们量化了基因表达计数矩阵；否则，我们下载了CPM/TPM矩阵并用于下游分析。总共有四种技术生成的数据集需要从原始数据开始处理，包括10x Genomics Chromium、BD Rhapsody、Singleron和SeekOne DD Chip。
原始数据处理
10x Genomics Chromium平台：FASTQ文件使用CellRanger toolkit（v.6.1.2）进行比对和定量分析，初步过滤后的UMI矩阵由Cell Ranger流程生成，并用于下游分析。
BD Rhapsody平台：FASTQ文件通过BD Rhapsody™分析流程（BD Biosciences）进行处理，并在CWL-runner中实现。唯一分子标识符（Unique Molecular Indentifier，UMI）计数使用BD Biosciences开发的递归替换误差校正（recursive substitution error correction，RSEC）算法进行校正，以纠正测序和PCR错误。条形码寡核苷酸结合抗体（单细胞多重试剂盒；BD Biosciences）用于通过BD Rhapsody分析流程推断样本来源。
Singleron平台：使用 SCOPE-tools 将 FASTQ 测序数据映射到人类基因组。首先，对读段1进行过滤并提取细胞条形码和UMI，将其添加到读段2的ID中。然后，利用 cutadapt 对读段2进行修剪。接着，使用 STAR 将修剪后的读段2比对到参考基因组上。使用 featureCounts 将已比对的读数定位到基因的基因组位置。最后，合并具有相同细胞条形码、UMI和基因的读数，得到每个细胞每个基因的UMI数量。
SeekOne DD Chip平台：使用SeekOneTools（Beijing SeekGene BioSciences）处理FASTQ原始数据，处理过程与Cell Ranger流程相似，最终输出每个细胞在不同基因上的UMI值。
注：所有读段都比对到GRCh38版本的参考基因组中（ensemble version 99）。
质量控制与数据过滤
首先，我们对每个单细胞数据集应用Seurat管道20，根据细胞内表达的基因数目、UMI数目，对细胞进行过滤20。然后，我们使用CellCycleScoring函数计算线粒体和核糖体UMI计数的百分比，以及S期和G2M期的评分。接着，我们过滤掉线粒体UMI计数超过30%的细胞，并使用Scrublet的默认参数去除潜在的双细胞21。
主要细胞亚群注释与血管细胞提取
使用“LogNormalize”方法对基因计数表达矩阵进行标准化，比例因子为10,000，并通过FindVariableFeatures函数使用“vst”方法识别前2,000个高变异基因。随后，使用SCTransform函数对高变异基因表达矩阵进行标准化，应用回归方法去除线粒体和核糖体基因百分比、细胞周期和供体的影响。接着，使用RunPCA函数进行主成分分析，然后用R包harmony中的RunHarmony函数对前30个主成分进行技术和样本效应校正22。通过FindNeighbors函数构建SNN图，并使用基于“harmony reduction”的FindClusters函数中的“Louvain算法”对细胞进行聚类。对于所有数据集，分辨率参数设置为2.0，以产生足够细化的聚类23。接下来，根据经典标记物的表达对血管细胞群进行注释，内皮细胞（endothelial cells，ECs）使用PECAM1，壁细胞（mural cell，MCs，包括平滑肌细胞/周细胞）使用RGS5、PDGFRB、ACTA2和TAGLN。然后，我们使用FindAllMarkers函数识别每个血管群中的差异表达基因。发现某些群高表达编码热休克蛋白的基因，可能与先前描述的组织解离操作有关23-25。我们统计了在解离相关群中复发率超过30%的标记基因，将其定义为解离诱导基因，并进一步使用AddModuleScore函数计算解离诱导基因评分。此外，识别出一些污染群，显示出黑素细胞（PMEL、MLANA和TYRP1）、上皮细胞（EPCAM）、红细胞（HBB、HBA1和HBA2）、髓系细胞（CD163、CD14和LYZ）、T/NK细胞（CD2、CD3D、PTPRC和KLRD1）以及B/浆细胞（CD79A和MS4A1）的特征。这些与解离相关和污染的群被排除在后续分析之外。

表1. 泛肿瘤单细胞转录组数据统计
	肿瘤类型
	缩写
	测序技术
	患者数量
	样本数量
	细胞数量

	Acral Melanoma
	AM
	10x5, BD Rhapsody, Singleron
	19
	30
	12,770

	Breast Cancer
	BC
	10x, 10x5, 10x3, Singleron
	19
	19
	3,851

	Basal Cell Carcinoma
	BCC
	10x5, 10x3, BD Rhapsody, Singleron
	15
	21
	9,363

	Bladder Cancer
	BLCA
	Singleron
	9
	9
	9,688

	Cholangiocarcinoma
	CHOL
	10x3
	6
	8
	4,077

	Cutaneous Neurofibroma
	cNF
	10x
	3
	3
	3,128

	Colorectal Cancer
	CRC
	10x3, 10x5
	26
	32
	2,668

	Cutaneous Squamous Cell Carcinoma
	cSCC
	10x3, BD Rhapsody, Singleron
	5
	6
	840

	Cervical Squamous Cell Carcinoma
	CSC
	Singleron
	2
	3
	2,782

	Cutaneous T Cell Lymphoma
	CTCL
	10x5
	15
	28
	31,283

	Endometrial Cancer
	EC
	10x3
	5
	5
	2,543

	Ependymoma
	EPN
	10x3
	2
	2
	261

	Esophageal Carcinoma
	ESCA
	DropSeq
	52
	54
	15,807

	Glioblastoma
	GBM
	10x, Microwell-seq, Singleron
	7
	8
	972

	Gastric Cancer
	GC
	10x5
	28
	28
	6,213

	Gastrointestinal Stromal Tumor
	GIST
	10x5
	1
	2
	185

	Hepatocellular Carcinoma
	HCC
	10x3
	15
	15
	5,593

	Head and Neck Squamous Cell Carcinoma
	HNSCC
	BD Rhapsody, Singleron, SeekOne DD Chip
	16
	21
	6,593

	Meningiomas
	MEN
	10x3
	3
	7
	4,482

	Melanoma
	MEL
	BD Rhapsody, Singleron
	9
	12
	3,610

	Neuroendocrine Tumor
	NET
	10x3
	10
	12
	7,255

	Non-small Cell Lung Cancer
	NSCLC
	10x3, BD Rhapsody, Singleron
	17
	18
	2,549

	Ovarian Cancer
	OC
	10x3, DropSeq
	31
	31
	7,442

	Osteosarcoma
	OS
	10x3
	14
	14
	 3,645 

	Pancreatic Cancer
	PDAC
	Singleron
	3
	3
	245

	Prostate Cancer
	PCa
	Seq-well
	15
	15
	2,567

	Pheochromocytoma
	PHEO
	SeekOne DD Chip
	6
	6
	8,423

	Penile Squamous Cell Carcinoma
	PSCC
	BD Rhapsody, Singleron
	4
	8
	3,259

	Renal Cell Carcinoma
	RCC
	10x3
	14
	14
	20,419

	Thyroid Carcinoma
	TC
	10x, 10x3, Microwell-seq
	14
	16
	5,041

	Uveal Melanoma
	UVM
	10x5
	1
	1
	68
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细胞和基因筛选
首先，整合由多个平台生成的异质性血管细胞。筛选过程中，去除了在少于100个细胞中表达的基因，以及表达少于200个基因或多于4000个基因的细胞。
基因表达矩阵标准化
对整合后的基因表达矩阵进行标准化处理，检测出前2000个高变异基因。为减少线粒体基因和核糖体基因百分比、细胞周期、解离诱导基因特征、技术和供体的影响，使用ScaleData函数对高变异基因计数矩阵进行Z-score标准化。
批次效应消除
为消除批次效应，利用R包simspec中的cluster_sim_spectrum函数计算聚类相似谱（Cluster Similarity Spectrum，CSS）26，并采用默认参数。
具体步骤如下：
i. 将每个供体的细胞进行分组，基于预先计算的前20个主成分应用Louvain聚类，分辨率设置为0.6。
ii. 计算每个供体中每个聚类的高变异基因平均表达量。
iii. 计算每个供体中细胞和聚类之间的Spearman相关系数。
iv. 对于每个细胞，将其与不同供体中不同聚类的相关性进行Z-score转换，这些相关性被连接起来，形成了最终的CSS维度27,28。
v. 在CSS维度上执行UMAP可视化。
血管相关细胞的主要群落注释
根据经典基因表达，ECs被注释为淋巴管内皮细胞（lymphatic endothelial cells，LECs）和血管内皮细胞（vascular endothelial cells，VECs），其中血管内皮细胞包括动脉内皮细胞（arterial endothelial cells，ArtECs）、静脉内皮细胞（venous endothelial cells，VenECs）和毛细血管内皮细胞（capillary endothelial cells，CapECs）。此外，我们检测到正在经历内皮-间充质转化（endothelial-to-mesenchymal transition， EndoMT）的VECs，这些细胞共表达内皮和间充质标记物。此外，在相应的癌旁组织中，还鉴定出两种特定组织的内皮细胞，包括肾小球细胞（renal glomerular cells，RGCs）和肝窦内皮细胞（liver sinusoidal ECs，LSECs）（表2，图1）。
表2. 血管相关细胞标记基因
	细胞分类
	细胞亚分类
	标记基因

	内皮细胞（ECs）
	淋巴管内皮细胞（LECs）
	LYVE1, PROX1

	
	动脉内皮细胞（ArtECs）
	SEMA3G

	
	静脉内皮细胞（VenECs）
	ACKR1

	
	毛细血管内皮细胞（CapECs）
	RGCC

	壁细胞（MCs）
	周细胞（PCs）
	RGS5, PDGFRB

	
	平滑肌细胞（SMCs）
	ACTA2, TAGLN

	内皮-间充质转化细胞（EndoMT）
	PDGFRB+ EndoMT-I
	PECAM1，PDGFRB

	
	DCN+ EndoMT-II
	PECAM1，DCN

	组织特异性正常内皮细胞
	肾小球细胞（RGCs）
	EMCN，SOST，PLAT

	
	肝窦内皮细胞（LSECs）
	CLEC4G，CLEC1B
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图1. 泛肿瘤血管相关单细胞图谱。(a) 血管相关细胞的UMAP降维可视化结果，不同细胞类型使用不同的颜色进行了标注。(b) 热图展示了不同血管相关细胞的经典基因表达水平。

整合效果量化
通过计算局部逆辛普森指数（Local Inverse Simpson’s Index，LISI）来量化整合效果，使用R包LISI中的compute_lisi函数（https://github.com/immunogenomics/LISI）。该指标反映了细胞邻域中数据集的有效数量。较高的LISI值表示邻域中由更多的数据集提供，从而降低批次效应。经过不同的处理过程，可以观察到LISI水平逐步提高，这表明数据整合效果良好（图2）。
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图2. 血管细胞的数据整合。(a) UMAP图展示了整合步骤后血管细胞的分布（从原始计数到Z-score标准化再到CSS）。经过CSS处理后，不同平台生成的细胞明显聚类。(b) UMAP图展示了各细胞类型的选定标记基因表达。(c) 箱线图展示了每个整合步骤后的LISI值（n = 116,958个细胞）。对于箱线图，中心线表示中位数，箱体范围表示上四分位数和下四分位数，须线延伸至1.5倍四分位距。
[bookmark: _Toc168905285][bookmark: _Hlk169015938]血管细胞鉴定鲁棒性分析
在本研究中，我们对血管细胞鉴定和整合的鲁棒性进行了多方面的详细分析。以下是主要分析点：
[bookmark: _Hlk169015957]数据整合方法选择
我们采用了CSS算法进行数据整合，而非广泛使用的Harmony方法。Harmony因可能导致过度矫正而著称，从而可能掩盖生物学上真实存在的差异。CSS通过不同样本中细胞聚类的相似性来表征每个细胞，生成无监督的无参考数据表示。
[bookmark: _Hlk169015985]批次矫正性能比较
我们对CSS与BBKNN和Harmony等已知方法的批次矫正性能进行了详细比较（图3a）。观察到使用不同批次矫正方法后，内皮-间充质转化（EndoMT-ECs）细胞类型的分布明显不同（图3b）。在我们的研究中，EndoMT-ECs被注释为两种类型：PDGFRB+的EndoMT-I和DCN+的EndoMT-II（图3c）。
LISI分析
通过计算局部LISI，进一步量化了不同方法的单细胞整合效果（图3d）。结果表明，CSS在整合单细胞数据时，相较于BBKNN和Harmony是一种相对温和的方法，能够更好地减少批次效应而不过度矫正。
血管细胞独立聚类现象分析
独特属性和内皮细胞异质性：除了ArtECs，VenECs，CapECs外，还有一些特定器官的EC群体，如维持肝星状细胞在静止状态的LSECs，从而抑制肝内血管收缩和纤维化的发展29；以及具有独特窗孔特征的RGCs，能够处理大量的过滤30。因此，考虑到这些细胞的独特属性和内皮细胞的异质性，数据整合后独立的LSECs和RGCs群体可以作为潜在批次效应被校正的指示。
数据来源和样本组成分析：我们分析了LSECs和RGCs的数据来源、样本组成和样本类型（图3d）。LSECs主要来源于多份样本的相邻非肿瘤组织，这些样本来自两个已发表的数据集：Lu等人的肝癌研究31和Zhang等人的肝内胆管癌研究32。RGCs主要来自一个样本的相邻非肿瘤组织（GSM4735369，83%）。此外，GSM4735369仅贡献了我们的图谱中的RGCs（图3f）。因此，我们可以认为这是一个样本特定的RGCs群体。
独立数据集验证：为了进一步确认这两个细胞群体的身份，我们进行了独立的数据整合测试。我们使用了两个单细胞数据集，每个数据集都有预定义的肝脏和肾脏组织的细胞类型。一个数据集用于LSECs（来自MacParland等人）33，另一个用于RGCs（来自Zhang等人）34。结果显示，新加入的细胞能够与我们的LSECs和RGCs聚合（图3g）。此外，LSEC和RGC相关的细胞标志物（RGC: EMCN、SOST和PLAT；LSEC: CLEC4G和CLEC1C）在我们的LSECs和RGCs中高度表达，进一步支持了我们定义的细胞身份。
综上所述，通过采用CSS算法和多种分析方法，我们确保了血管细胞鉴定的鲁棒性，减小了批次效应的影响，同时保留了生物学上的重要差异，为泛肿瘤异质性血管细胞的整合和研究提供了坚实的基础。
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图3. 数据整合和批次效应矫正分析。(a) 不同方法的UMAP图，展示了CSS、BBKNN和Harmony的整合效果。 (b) 不同批次矫正方法下的EndoMT-ECs分布比较。 (c) PDGFRB+的EndoMT-I和DCN+的EndoMT-II的UMAP图。 (d) 使用不同方法计算的LISI值比较。 (e) LSECs和RGCs的数据来源、样本组成和样本类型分析。 (f) GSM4735369在RGCs群体中的贡献。 (g) 独立数据集的整合验证，展示了LSECs和RGCs的融合情况。(h) LSECs和RGCs相关细胞标志物的表达水平 (RGCs: EMCN, SOST和PLAT; LSECs: CLEC4G和CLEC1C)。
[bookmark: _Toc168905286]小结及展望
在本指南中，我们详细阐述了基于单细胞转录组测序数据，整合和鉴定泛肿瘤异质性血管细胞的方法和流程。通过对183,977个血管细胞的分析，我们成功识别并分类了多种内皮细胞和壁细胞，揭示了肿瘤微环境中血管细胞的复杂性和多样性。这些发现不仅有助于深入理解内皮细胞在肿瘤进展和抗血管生成疗法中的关键角色，还为未来的抗血管生成治疗提供了新的思路和潜在靶点。
随着单细胞技术和数据分析方法的不断进步，我们可以期待更高分辨率和更大规模的数据整合与分析，从而更全面地揭示血管细胞的异质性和功能特性。此外，结合多组学数据和空间转录组学技术，我们将能够更加精准地描绘血管细胞在肿瘤微环境中的动态变化和相互作用。这将进一步推动精准医疗和个性化治疗的发展，为临床应用提供更加坚实的理论基础。我们相信，这些研究成果将促进抗血管生成疗法的优化和创新，提高其在不同肿瘤类型和患者中的疗效，最终为癌症治疗带来新的突破。
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