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摘要：蛋白质翻译后修饰（PTM）作为调控蛋白质功能、拓展生命复杂性的核心分子开关，在细胞信号转导、代谢

调控及疾病发生发展中扮演着重要角色。然而，PTM固有的低丰度、高动态范围以及化学结构的异质性（尤其是

高度复杂的糖基化修饰），严重制约了对其进行全面、深度的解析。尽管基于质谱（MS）的蛋白质组学已成为该领

域的主流技术，但传统分析流程在富集特异性、修饰位点精准定位以及对数据库依赖性等方面仍面临显著的技

术瓶颈。本综述系统梳理了磷酸化、糖基化及赖氨酸酰化等关键 PTM的生物学功能、经典分析策略及其局限

性。在此基础上，重点探讨了人工智能（AI），尤其是深度学习算法在突破上述技术壁垒中的应用潜力；详细论述

了 AI驱动的计算范式如何通过构建高精度的谱图库预测模型、优化位点定位算法（如降低假阳性率）以及开发

不依赖数据库的复杂糖肽鉴定策略，从而显著提升 PTM分析的覆盖度与准确性。本文进一步阐述了这些新兴技

术在临床转化中的实际价值，重点列举了其在膀胱癌尿液外泌体诊断标志物筛选、KRAS突变肺癌磷酸化信号网

络解析及胰腺癌耐药机制研究中的突破性进展。展望未来，随着 AI算法与单细胞蛋白质组学及多组学数据的深

度融合，以及新材料、新富集策略的不断发展，不仅将有助于系统揭示 PTM的时空动态调控规律，更将为精准医

学背景下的疾病早期诊断与靶向治疗提供强有力的技术支撑。
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Abstract: Post-translational  modifications  (PTMs)  function  as  fundamental  molecular  switches  that
govern  protein  activity  and  exponentially  expand  the  functional  complexity  of  the  proteome  far
beyond the genomic blueprint. These modifications play pivotal and multifaceted roles in regulating
essential  biological processes,  including cellular signal transduction, metabolic homeostasis,  and the
initiation  and  progression  of  various  pathogenic  conditions.  However,  the  comprehensive  and
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in-depth  characterization  of  the  PTM  landscape  remains  a  formidable  analytical  challenge.  This
difficulty  stems  primarily  from the  inherent  physicochemical  characteristics  of  PTMs,  such  as  their
substoichiometric abundance, the wide dynamic range in biological samples, and significant structural
heterogeneity—a complexity that is particularly pronounced in the analysis of intricate modifications
like  glycosylation.  While  mass  spectrometry  (MS)-based  proteomics  has  emerged  as  the  dominant
technology  in  this  field,  traditional  analytical  workflows  are  frequently  hampered  by  significant
technical  bottlenecks.  These  limitations  are  most  evident  in  the  lack  of  enrichment  specificity,
ambiguous site localization, and a heavy dependency on incomplete reference databases. This review
systematically summarized the critical biological functions of key PTMs, including phosphorylation,
glycosylation,  and  lysine  acylation,  while  also  providing  a  critical  evaluation  of  classical  analytical
strategies  and their  inherent  limitations.  Building on this  foundation,  the  transformative  potential  of
artificial intelligence (AI)—specifically advanced deep learning algorithms—as a revolutionary force
capable of breaking through these longstanding technical barriers was focused on in our discussion.
The  ways  in  which  AI-driven  computational  paradigms  are  reshaping  the  field  were  elaborated  in
detail  by  enabling  the  construction  of  high-precision  virtual  spectral  libraries,  optimizing  site
localization  algorithms  to  rigorously  control  false  localization  rates,  and  facilitating  the  database-
independent  identification  of  complex  glycopeptides.  Collectively,  these  advancements  result  in  a
significant  enhancement  in  the  depth,  coverage,  and  accuracy  of  PTM  analysis.  Furthermore,  this
article  elucidated  the  practical  utility  of  these  emerging  technologies  in  clinical  translation.
Breakthrough  progress  in  specific  applications  was  highlighted,  such  as  the  screening  of  diagnostic
glycosignatures  in  urinary  extracellular  vesicles  for  bladder  cancer,  the  decoding  of  dysregulated
phosphorylation  signaling  networks  in  KRAS-mutant  lung  cancer,  and  the  elucidation  of  molecular
mechanisms underlying drug resistance in pancreatic cancer. Looking forward, the deep integration of
AI  algorithms  with  single-cell  proteomics  and  multi-omics  data,  coupled  with  the  continuous
development  of  novel  enrichment  materials,  will  be  instrumental  in  decoding  PTM  regulatory
networks. This convergence promises to systematically reveal the spatiotemporal dynamics of PTMs,
thereby  providing  robust  technical  support  for  early  diagnosis  and  the  development  of  targeted
therapies in the era of precision medicine.
Key  words: post-translational  modification  (PTM)；mass  spectrometry  (MS)； artificial  intelligence
(AI)；spectrum interpretation；clinical application

 1    研究背景
 1.1    蛋白质翻译后修饰是解码生命复杂性的分

子开关

蛋白质是生命活动中的分子机器，在生命过

程中发挥关键作用。然而，仅依靠人类基因组中

约 2万个编码基因所表达的蛋白质，远不足以支

撑人体复杂的生理功能和动态调控网络。翻译

后修饰 （post-translational  modifications,  PTMs）是
在蛋白质翻译完成后，通过酶促或非酶促反应对

特定氨基酸残基进行共价修饰的过程，也是拓展

遗传密码功能的最高效方式之一。PTM通过重

塑蛋白质的空间构象、电荷分布、亲疏水性及相

互作用界面等理化性质，将有限的基因蓝图扩展

为功能浩瀚的蛋白质功能网络，进而实现对生命

活动的动态与精准调控。

目前已知的 PTM种类已超过 700种，包括

磷酸化、乙酰化、甲基化、泛素化、SUMO化、糖

基化、棕榈酰化、肉豆蔻酰化、异戊二烯化、胆

固醇化、谷胱甘肽化、瓜氨酸化等。这些修饰通

过精确调控蛋白质的活性、稳定性、相互作用及

亚细胞定位，构成了细胞信号网络的基础，赋予

了蛋白质在合成后应对环境变化的功能可塑性[1]。

PTM调控机制主要体现在以下几方面：1）调控

酶活性与信号转导：通过动态调控蛋白质催化活
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性进而激活或抑制信号通路，如激酶级联反应中

的磷酸化开关 [2]；2）决定蛋白质的降解命运：如

泛素化介导的蛋白酶体降解途径直接调控蛋白

质的稳定性与半衰期 [3]；3）构筑蛋白动态互作网

络：通过改变蛋白质的相互作用界面，介导蛋白

复合物的组装与解离，如磷酸化和 SUMO化对

蛋白复合物组装的影响 [4-5]；4）指导蛋白质的亚

细胞内定位与运输：如 DHHC家族酶（蛋白质棕

榈酰转移酶 ）通过催化外周膜蛋白 （如 Gao、
MGNC）的 S-棕榈酸化增强疏水性，从而稳定其

在质膜上的锚定 [6]；5）参与表观遗传调控：如组

蛋白 H3K4me3甲基化与 H3K27ac乙酰化，通过

调控染色质结构、维持增强子功能，直接参与基

因表达的表观调控[7]。

 1.2    PTM 的功能重要性及临床应用价值

相对于基因组与转录组，蛋白质组的复杂性

因 PTMs的广泛存在而呈指数级放大。据估计，

PTMs使得人体蛋白质种类超过百万种，其丰度

差异可跨越 7个数量级以上，这为蛋白质组学研

究带来了独特的挑战与机遇。在多种重大疾病

中，对 PTMs的深入研究已成为阐明其发病机

制、发掘新型生物标志物和治疗策略的核心[8-9]。

在神经退行性疾病中，蛋白质的异常 PTM
是其错误折叠与致病的关键始动因素。以阿尔

茨海默病 （Alzheimer's  disease,  AD）为例，Tau蛋

白发生异常的磷酸化、乙酰化、泛素化等多种

PTMs，其构象发生改变并错误聚集，形成神经纤

维缠结（neurofibrillary tangles,  NFTs），继而破坏

神经元微管网络稳定性，引发线粒体功能障碍和

突触损伤，最终驱动疾病的进展。值得注意的

是，特定磷酸化位点（如 p-Tau202、p-Tau231等）

已被证实与 AD严重程度高度相关，可作为临床

诊断和疾病分期的关键生物标志物[10-11]。

在代谢性疾病中，PTM调控网络同样贯穿

始终。PTMs在糖异生、三羧酸（TCA）循环和糖

酵解等主要代谢通路间建立了精密的联系，直接

影响胰岛 β细胞的活力与功能。胰岛素受体

（insulin  receptor,  IR）激活会启动 1个由 PTM精

密调控的信号级联反应，其中蛋白激酶 B（PKB）、
丝裂原活化蛋白激酶（MAPK3/1）、胞外信号调

节激酶（ERK1/2）以及AMP活化蛋白激酶（AMPK）

等关键分子被磷酸化修饰，从而精准调控机体能

量稳态。相反，在已缺失 2个 Ins1等位基因的小

鼠中，再删除 2个 Ins2等位基因后，成年小鼠

β细胞胰岛素生成量急剧下降，同时伴随不可避

免的高血糖以及 β细胞显著增殖。这与 PKB的

过度磷酸化有关 [12]，提示 PTMs失衡与代谢性疾

病的发生发展密切相关。

在肿瘤免疫领域，PTM的动态调控决定了肿

瘤细胞能否成功逃逸免疫监视。例如，程序性死

亡配体 1（PD-L1）的稳定性受到不同 PTM的对

话调控（crosstalk）。一方面，糖原合成酶激酶 3β
（GSK3β）可磷酸化 PD-L1的 T180和 S184位点；

另一方面，发生在 N192、N200和 N219位点的

N-糖基化修饰则会竞争性干扰这一磷酸化过程，

从而稳定 PD-L1的表达，显著促进肿瘤细胞的免

疫逃逸，示于图 1。这一机制的阐明为基于 PD-
L1肿瘤免疫治疗提供了全新的干预靶点与策略[13]。

综上所述，PTM作为调控蛋白质功能的关

键机制，在疾病发生发展及临床转化方面均具有

不可替代的科学价值与临床意义。

 2    PTM 常见类型及其机制与功能

根据催化方式的不同，PTMs主要分为酶促

修饰（ePTMs）与非酶促修饰（nPTMs）两大类，二

者在特异性、可逆性和生物学意义上存在本质

区别。ePTMs由特异性生物酶催化，由于人体中

修饰酶和去修饰酶常成对存在，因此 ePTMs大
多具有高度可逆性和底物特异性，从而能够对细

胞的生命活动进行精准调控。nPTMs则是在没

有酶参与情况下发生的自发化学反应，其过程易

受细胞内代谢产物浓度及环境因素（如氧化应

激）的影响，这类修饰通常不可逆且随机性较强，

因而其异常累积常与代谢紊乱及多种疾病的病

理过程密切相关。

 2.1    磷酸化

磷酸化（phosphorylation）是最普遍、研究最

深入的 PTM之一，是细胞信号转导网络的核心

机制。绝大多数磷酸化属于酶促可逆反应。在

蛋白激酶（protein kinase）的催化下，三磷酸腺苷

（ATP）中的 γ-磷酸基团被共价转移至靶蛋白的

丝氨酸（Ser）、苏氨酸（Thr）或酪氨酸（Tyr）残基

的羟基上 [14]，这一过程可被蛋白磷酸酶（protein
phosphatase）逆转，从而实现对蛋白质功能的动

态“开/关”调控[15]。此外，在氧化应激条件下，活

性氧（ROS）也可诱导发生非酶促的磷酸化修饰[16]。
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蛋白激酶是最大的蛋白超家族，磷酸化修饰

通过引入负电荷基团改变蛋白质构象及相互作

用界面，进而改变底物活性，参与细胞内几乎所

有重要的生命活动 [17]。磷酸化是细胞信号传递

的主要方式：表皮生长因子受体（EGFR）自身磷

酸化修饰（尤其是酪氨酸残基的磷酸化）是激活

下游信号通路的核心机制，而酪氨酸 Y1068位

是 EGFR中 1个高度保守且功能重要的磷酸化

位点。磷酸化的Y1068通过招募含有 SH2或 PTB
结构域的下游信号分子，激活RAS-RAF-MEK-ERK
通路，调控细胞增殖、分化及存活 [18-19]。磷酸化

调控细胞周期进程：定量磷酸化蛋白质组学揭示

有丝分裂期间磷酸化位点的广泛富集，即超过一

半已鉴定的受调控磷酸化位点在有丝分裂中达

到峰值，提示细胞周期中涉及的调控过程远多于

单一信号通路 [20]，示于图 2。细胞周期蛋白依赖

性激酶（CDKs）通过磷酸化 Rb蛋白，促使其与转

录因子 E2F解离，从而驱动细胞周期从 G1期向

S期转换，实现对细胞生长的精确调控 [21]。1）磷
酸化参与表观遗传调控：组蛋白的磷酸化直接影

响染色质结构（疏松或紧密），从而调控基因转

录。例如，组蛋白 H3第 10位丝氨酸（H3S10）的
磷酸化由多种激酶催化，其磷酸化会增加组蛋白

尾部的负电荷，削弱组蛋白与 DNA及核层蛋白

相关蛋白之间的相互作用，导致染色质结构疏

松，使转录因子更易结合 DNA启动子区域，从而

促进基因转录[22]。2）磷酸化参与代谢调控：细胞

代谢（如糖酵解和 TCA循环）的关键步骤由代谢

酶催化，而这些酶的活性可通过磷酸化快速调

节，从而适应细胞能量需求或环境变化。以糖酵

解途径中的关键限速酶丙酮酸激酶（PKM2）为
例，其活性受到精密的磷酸化调控：成纤维细胞

生长因子受体 1（FGFR1）能够直接磷酸化 PKM2
的 105位酪氨酸残基（Y105），这一磷酸化事件通

过阻碍变构激活剂果糖 -1,6-二磷酸（FBP）的结

合，抑制 PKM2形成其高活性的四聚体形态。这

种由酪氨酸磷酸化驱动的 PKM2活性抑制，使得

糖酵解中间代谢产物更多地流向生物合成途径，

最终赋予了肿瘤细胞独特的代谢优势，从而加速

其生长与增殖[23]。

鉴于磷酸化在细胞信号网络中的核心地位，

其调控失常是促使肿瘤恶性表型形成的关键驱

动因素。一个经典的例子是慢性粒细胞白血病

（CML），其标志性的 BCR-ABL融合蛋白由于染

色体易位所致，导致 ABL酪氨酸激酶处于持续、

失控的组成性激活状态。这种异常的磷酸化级
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CDK4/6 inhibitor

PARP inhibitor Curcumin CSN5
STUB1
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图 1    PTM 串扰对免疫检查点 PD-L1 的精细调控[13]

Fig. 1    Crosstalk of PTM in the fine regulation of immune checkpoint PD-L1[13]
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联反应持续激活下游多条增殖与生存通路（如

STAT、PI3K/AKT、RAS/MAPK通路），导致骨髓

中粒细胞系的克隆性异常扩增 ，最终驱动了

CML的发生 [24-25]。与这种因染色体易位导致的

融合蛋白不同，在实体瘤中，激酶基因自身的突

变是更为常见的致癌机制，非小细胞肺癌中的

EGFR突变便是其中的典范。EGFR激酶结构域

的功能获得性突变 （gain-of-function  mutations），

如外显子 19缺失或 L858R点突变，使其能够自

发地、持续地发生自身磷酸化，无需配体激活。

这种失控的磷酸化信号同样通过激活 PI3K-

AKT和 RAS/MAPK等通路，赋予肿瘤细胞无限

增殖的能力。值得一提的是，正是基于对 BCR-

ABL和突变型 EGFR这些异常磷酸化事件的深

入解析，直接催生了伊马替尼[26]和 EGFR-TKIs[27]

等革命性的靶向药物。

 2.2    糖基化

糖基化（glycosylation）是指在酶的催化下，将

预先合成的糖链共价连接至蛋白质等大分子底

物上的过程，是目前最复杂、最多样的 PTM之
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图 2    细胞周期中磷酸化蛋白质组的动态变化[20]

Fig. 2    Dynamic changes of the phosphoproteome during the cell cycle[20]
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一。糖链在单糖组成、支链结构、连接异构体和

化学键类型等方面存在显著差异，这种多维度的

结构多样性使得糖基化修饰呈现出巨大的组合

可能性和高度复杂性，从而极大地拓展了蛋白质

的潜在功能空间。根据糖链与底物的连接方

式，糖基化可分为以下几种主要类型：1）N-连接

糖基化（N-linked glycosylation）：在内质网中，寡

糖链通过糖苷键共价连接到新生肽链的天冬酰

胺（Asn）残基上，该修饰对蛋白质的正确折叠、

稳定性及膜定位至关重要。2）O-连接糖基化

（O-linked  glycosylation）：主要发生在高尔基体

（Golgi）中，单糖被逐一添加到 Ser或 Thr残基的

羟基上。3）O-GlcNAc糖基化（O-GlcNAcylation）：
这是一种特殊的 O-连接糖基化类型 ，指单个

N-乙酰葡糖胺（GlcNAc）分子修饰核质蛋白的 Ser/
Thr残基，在信号转导和转录调控中扮演类似磷

酸化的分子开关角色。4）C-连接糖基化（C-linked
glycosylation）：是一种较罕见的修饰类型，通过

碳-碳键将甘露糖连接到色氨酸（Trp）残基上 [28]。

糖基化的生物合成是一个多步骤过程。首

先，单糖需被核苷酸（如尿苷二磷酸-N-乙酰葡糖

胺，UDP-GlcNAc）激活，形成高能的糖基供体；随

后，这些活化的单糖在内质网或高尔基体等细胞

器中，经由不同的合成与转移途径逐步组装成复

杂的糖链。正是这些合成途径的多样性，决定了

糖基化修饰的高度复杂性。

糖基化通过直接改变蛋白质构象与相互作

用界面，在细胞内外发挥着不可或缺的生物学功

能，示于图 3[29]。糖基化修饰参与蛋白质的质量

控制与定位：在内质网中，N-糖基化是蛋白质正

确折叠的“质量监控”系统；同时，它也是一种

“定位信号”，例如高尔基体中 N-连接聚糖上的

甘露糖-6-磷酸（M6P）标记，可引导其修饰的蛋白

质靶向递送到溶酶体[30]。此外，糖基化修饰还参

与细胞间的识别与通讯：细胞表面的糖链构成了

细胞的“身份标识”，在炎症反应中，E-选择素

（E-selectin）通过其 N端凝集素结构域识别白细

胞表面糖蛋白（如 PSGL-1、CD44）上的唾液酸化
 

Cell

adhesion

Ligand

binding

Effector

function

Processing and

activity regulation

Receptor

dimerizationEctodomain

cleavage
Signalling

Signalling
SignallingGPCR

Processing by

pro-protein

convertases

R-X-X-R-T/S

Cell-cell

interaction

Bacteria-host

interaction
Intracellular

trafficking
Golgi

Siglecs

AdhesinsSelectins
ER

Glycoprotein

foldingGalectins
Nucleus

DNA Pol Ⅱ Pathogen mimicry

Nutrient sensing

and signallingEndocytosis

Antibody

图 3    蛋白质糖基化的多效性与核心生物学功能[29]

Fig. 3    Pleiotropy and core biological functions of protein glycosylation[29]

366 质  谱  学  报 第 47 卷



路易斯 X（sLeX）糖基化修饰抗原，进而介导白细

胞在血管壁的稳定粘附与滚动[31]。

糖基化途径的遗传缺陷会导致一类被称

为 先 天 糖 基 化 缺 陷 病 （congenital  disorders  of
glycosylation, CDG）的严重人类遗传病 [31]，例如

与早衰样综合征相关的糖胺聚糖核心半乳糖转

移酶缺乏症[32]。在获得性疾病中，糖基化异常同

样是推动病理进程的关键因素。例如，在射血分

数保留型心力衰竭（HFpEF）中，己糖激酶 1（HK1）
的异常定位会导致蛋白 N-糖基化水平下降，使

得糖胺代谢中间产物更多地流向 O-GlcNAc修
饰途径，进而引发血管新生障碍，并最终驱动

HFpEF的发展[33]。

RNA糖基化（glycoRNA）的发现是近年来生

命科学领域的重大突破之一，打破了蛋白质为糖

基化唯一大分子底物的传统观念。这一现象由

诺贝尔奖得主 Carolyn Bertozzi团队于 2021年首

次报道 ，该研究发现特定小 RNA（如 Y RNA、

miRNA）通过 N-糖基化修饰核苷酸 acp3U位点，

形成 glycoRNA[34-35]。功能研究表明，这种新颖的

修饰不仅能够调控 RNA的稳定性、介导其在细

胞表面的定位，还可影响其与免疫受体的相互作

用。GlycoRNA的发现极大地拓展了糖生物学

与 RNA生物学的功能版图，其在物种间的保守

性也暗示了其具有重要的基础性生物学意义。

 2.3    赖氨酸酰化

赖氨酸酰化（lysine acylation）是调控细胞功

能的核心 PTM之一，泛指将来源于细胞代谢中

间产物的不同酰基（acyl group）连接至蛋白质赖

氨酸残基 ε-氨基的过程。这类修饰的核心分子

机制是通过中和赖氨酸侧链的正电荷，改变蛋白

质的构象、稳定性及相互作用界面，进而在表观

遗传调控、代谢调控和免疫应答等多个层面发

挥关键作用。在众多赖氨酸酰化修饰中，乙酰化

是研究最为系统且深入的经典类型；而近年来，

乳酸化等一系列与细胞代谢状态直接关联的新

型酰化修饰也不断被发现，它们共同揭示了细胞

通过感知代谢物水平精准调控基因表达和细胞

功能的内在机制。

 2.3.1    乙酰化（acetylation）　乙酰化是调控细胞

功能的核心 PTM之一，在表观遗传调控、代谢

调控和免疫应答等多个层面发挥关键作用。乙

酰化是指在乙酰转移酶的催化下，将乙酰辅酶

A（acetyl-CoA）的乙酰基（–CO–CH3）共价连接到

蛋白质底物上的过程[36-37]。赖氨酸乙酰化（lysine
acetylation, Kac）是研究最为广泛的功能性乙酰

化类型，其修饰靶点为赖氨酸残基侧链的 ε-氨
基，是一个高度动态且可逆的过程。该修饰的可

逆性由赖氨酸乙酰转移酶（KATs）和赖氨酸脱乙

酰酶（KDACs）这对“书写器和擦除器”（writer &
eraser）系统共同精密调控[21,38]。由于组蛋白是乙

酰化最重要的底物之一，KATs和 KDACs被分

别称为组蛋白乙酰转移酶（HATs）和去乙酰酶

（HDACs）。值得注意的是，赖氨酸乙酰化的供体

是核心代谢物乙酰辅酶 A，这一特征直接将细胞

的代谢状态与蛋白质乙酰化调控网络紧密关

联。N-末端乙酰化（N-terminal acetylation）则是最

普遍的乙酰化形式之一，在超过 80%的人类蛋白

中均可发生 [39]。该过程由 N-末端乙酰转移酶

（NAT）复合物催化 ，修饰新生肽链 N-末端的

α-氨基，且通常是不可逆的 [40]。此外，O-乙酰化

（O-acetylation）是一种相对少见的修饰类型，主

要发生在丝氨酸和苏氨酸的羟基侧链上。

乙酰化通过中和赖氨酸的正电荷或诱导构

象改变，实现对下游生物学过程的调控。表观遗

传调控是乙酰化最经典的功能。例如，组蛋白

H4K16位点的乙酰化（H4K16ac）能中和其正电

荷，减弱其与 DNA及相邻核小体（如 H2A）的静

电相互作用，从而降低染色质的压缩程度，促进

染色质结构开放，最终有利于转录因子结合及基

因表达激活，示于图 4 [41-44]。此外，BET家族蛋

白（如 BRD4）可作为乙酰化信号的阅读器（reader），
其溴结构域能够特异性识别组蛋白乙酰化位点

（如 H3K9ac、 H4K16ac）， 并 将 RNA聚 合 酶 II
（RNAPII）和转录延伸因子（如 P-TEFb）招募至染

色质，进而高效启动基因表达 [45-46]。乙酰化亦可

直接调控代谢酶活性：例如，磷酸戊糖途径的

限速酶——葡萄糖-6-磷酸脱氢酶（G6PD），其关

键位点（K403/K488）的乙酰化会抑制其酶活性，

从而对细胞的氧化还原状态和生物合成产生影

响 [47]。乙酰化在抗病毒天然免疫中扮演着重要

角色：干扰素（IFN）通路的多种关键蛋白（包括

cGAS、RIG-I、MAVS和 IRF3等）的活性和稳定

性均受到乙酰化的精密调控，从而影响宿主对病

毒感染的响应[48]。

乙酰化调控网络的失衡与肿瘤、代谢疾病
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及神经退行性疾病的发生发展进程密切相关[49]。

例如，抑癌基因 p53的乙酰化缺陷会削弱其功

能，进而促进肿瘤的发生[50]；G6PD的异常乙酰化

与代谢疾病的病情恶化密切相关[47]；HDAC的过

度激活则与阿尔茨海默病的病理进程密切相关[50]。

 2.3.2    乳酸化（lactylation）　乳酸化是一种新发

现的 PTM，可直接将细胞代谢状态与蛋白质功

能关联起来。乳酸化通过将糖酵解产物——乳

酸，以乳酰基的形式共价连接到靶蛋白的赖氨酸

残基上，从而实现对细胞功能的精准调控。乳酸

化的发生途径兼具酶促和非酶促 2种：1）酶促途

径主要由组蛋白乙酰转移酶（如 p300）催化，利

用乳酰辅酶 A（lactyl-CoA）作为供体，将乳酰基

转移至赖氨酸 ε-氨基上 [51]；部分丙氨酰-tRNA合

成酶（AARS）也能在 ATP的协助下，直接利用乳

酸分子对目标蛋白质的赖氨酸残基进行修饰。

2）非酶促途径是在高乳酸环境（如肿瘤微环境或

缺氧组织）中，乳酸化可通过非酶促方式自发发

生，例如乳基谷胱甘肽介导乳酸分子直接与赖氨

酸 ε-氨基发生酯化反应[52]。值得注意的是，乳酸

化与乙酰化可在同一赖氨酸残基位点发生竞争

性修饰，富含组蛋白乳酸化修饰的基因组区域的

乙酰化水平通常较低[53]，这种动态竞争使细胞能

够根据代谢状态（如糖酵解水平）在不同的基因

时空表达程序之间进行切换。

乳酸化最核心的功能是作为一种表观遗传

修饰，可直接将细胞代谢状态与基因转录关联起

来。乳酸作为糖酵解的终产物，其水平波动会直

接影响乳酰辅酶 A的供给，进而调控组蛋白乳

酸化的程度 [54]。例如，在免疫应答过程中，巨噬

细胞中的组蛋白乳酸化（如 H3K18la）能够响应

高糖酵解环境，促进细胞向免疫抑制性 M2表型

极化，以此调控巨噬细胞的命运决策[55]。

鉴于乳酸化在代谢-表观遗传偶联中的关键

作用，其调控失调与多种重大疾病的病理进程

密切相关。在肿瘤发生发展进程中，乳酸化可通

过调控基因表达为肿瘤细胞提供代谢优势。例

如，在眼部黑色素瘤中，组蛋白乳酸化通过上调

YTHDF2的转录，加速抑癌基因 PER1 mRNA的

降解，进而驱动肿瘤的发生 [56-57]。类似的促癌机

制也在非小细胞肺癌 [57]和软骨肉瘤 [58]中得到证

实。在心血管疾病中，乳酸化对维持心肌细胞的

生理功能至关重要。在心力衰竭进程中，心肌肌

球蛋白 α-MHC关键位点 K1897的乳酸化水平降
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低，破坏了其与 Titin蛋白的相互作用，导致心肌

收缩功能障碍 [59]。在主动脉夹层发病过程中，

March2的表达缺乏会通过 PKM2二聚体乳酸化

促进 H3K18la水平升高，进而增强 p53驱动的细

胞凋亡，加剧疾病的进程 [60]。此外，组蛋白乳酸

化修饰在心肌梗死后的修复基因激活中也发挥

着重要作用[61]。

 3    经典质谱技术在 PTM 解析中的应用

与挑战

基于质谱（mass spectrometry, MS）的蛋白质

组学技术是系统性解析 PTM的核心手段。在传

统的分析流程中，首先将从细胞或组织裂解液中

提取的蛋白质，经特异性蛋白酶（如胰蛋白酶）酶

切为较短肽段，以满足质谱分析的要求。然而，

由于 PTM修饰肽段的丰度通常远低于未修饰肽

段，因此 PTM信号易被高丰度背景肽段淹没。

特异性富集能够较好地解决这一问题，即利用目

标修饰的独特性质（如亲和力、电荷或化学标

签），将修饰肽段从复杂的肽段混合物中分离出

来。富集后的修饰肽段经液相色谱（LC）分离

后，进入串联质谱（MS/MS）仪检测，最终通过数

据库检索等生物信息学方法，对肽段序列、修饰

类型及精确位点进行鉴定与确证。这一“富集-
鉴定”的通用流程构成了 PTM分析传统流程的

基础，但针对不同类型的 PTM修饰开展分析时，

仍需应对各具特异性的技术挑战。

 3.1    磷酸化的传统质谱分析策略与技术瓶颈

全细胞裂解液经胰蛋白酶（trypsin）酶切后得

到的复杂肽段混合物，通常是开展磷酸化修饰质

谱分析的起点。获得肽段混合物后，需对其进行

特异性富集，常用的富集方法包括固定化金属离

子 亲 和 层 析 （immobilized  metal  ion  affinity
chromatography, IMAC）和金属氧化物亲和层析

（metal oxide affinity chromatography, MOAC）。
IMAC的原理是带负电荷的磷酸基团与带

正电荷的金属离子会发生高亲和力的相互作

用。通过将金属离子（如三价铁离子（Fe3+）、镓

离子（Ga3+）等）螯合（chelated）于层析填料上，即

可制备得到固相亲和介质。当肽段混合物流经

该介质时，磷酸化修饰的肽段会被特异性捕获，

而大部分未修饰肽段则直接流走，从而实现磷酸

化肽段的高效富集[62]。

MOAC的原理是将金属氧化物（代表性材料

为二氧化钛（TiO2）和四氧化三铁（Fe3O4））表面作

为路易斯酸，进而与作为路易斯碱的磷酸基团形

成强相互作用。TiO2 材料对水溶液中的磷酸根

离子具有极强的亲和力，同时，通过使用含取代

有机酸（如二羟基苯甲酸（DHB）、邻苯二甲酸或

乙醇酸）的高度酸性上样缓冲液，可高效抑制酸

性肽段的非特异性结合，以此实现对磷酸化肽段

的高选择性富集[63-64]。

不同富集方法对于不同类型磷酸化肽段的

选择性存在差异。IMAC对多磷酸化肽段具有

更高的亲和力，但在处理复杂样本时，其结合容

量与选择性存在一定局限；相比之下，TiO2 对单

磷酸化肽段表现出更高的富集效率，但因多磷酸

化肽段与 TiO2 结合过强而往往难以被高效洗

脱。上述技术限制也推动了将 IMAC与 MOAC
相结合的富集策略的发展，例如顺序洗脱固定化

金属离子亲和色谱（sequential elution from IMAC,
SIMAC）法[65]。

在完成对磷酸化肽段的高效富集后，样品随

即进入质谱分析的核心环节。首先，富集所得的

肽段混合物经由反相液相色谱 （reverse-phase
liquid chromatography, RP-LC）进行在线分离，即

利用肽段的疏水性差异，使其进入质谱仪的时

间产生先后顺序，以降低进入质谱仪样品的复

杂性。随后 ，分离后的肽段通过电喷雾电离

（electrospray ionization,  ESI）技术进入串联质谱

仪 。 质 谱 仪 采 用 数 据 依 赖 采 集 模 式 （data-
dependent  acquisition,  DDA）：首先在一级质谱

（MS1）中对洗脱的肽段进行扫描，快速测定其质

荷比（m/z）和信号强度；然后，智能筛选出信号强

度最高的若干个母离子（precursor ions），对其逐

一进行碎裂，并检测产生的碎片离子，最终获得

对应的二级质谱图[66]。

在数据解析层面，采集到的二级质谱图是鉴

定肽段序列的关键。传统的生物信息学分析流

程是借助自动化搜库软件（如Mascot、Sequest等），

将实验获得的成千上万张谱图与理论上蛋白质

酶切、修饰后产生的肽段谱图进行比对和打

分。通过这种方式，不仅能够鉴定出肽段的氨基

酸序列，还可初步判断其是否携带磷酸化修饰。

尽管上述分析流程已被广泛应用，但解析磷

酸化这类高度动态且复杂的 PTM时，仍面临诸
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多技术瓶颈。其中，磷酸化位点定位的模糊性是

核心挑战之一。在常用的碰撞诱导解离（CID）

或高能碰撞解离（HCD）碎裂模式下，连接在丝氨

酸和苏氨酸上的磷酸基团化学性质极不稳定，易

以中性丢失的形式从肽段上脱落。这会导致二

级质谱图中磷酸化相关特征信息严重缺失，同时

造成可用于确认氨基酸序列的碎片离子信号极

弱。因此，当单个肽段内存在多个潜在磷酸化位

点时，仅依靠传统搜库算法往往难以精准判断修

饰发生的具体位置 ，进而导致假定位率 （false
localization rate, FLR）居高不下。电子转移解离

（ETD）等基于电子的互补碎裂技术能够完整保

留肽段上的磷酸基团，显著提升位点定位的准确

性，在很大程度上解决了这一难题。然而，受限

于仪器购置成本与扫描速度，ETD技术通常仅配

置于高端质谱机型，尚未在常规实验室中普及。

因此，当前绝大多数磷酸化蛋白质组学数据仍来

源于基于 CID/HCD碎裂模式的质谱仪。如何突

破硬件设备的限制，借助先进的数据处理工具从

发生中性丢失的质谱图中挖掘出精准的位点信

息，已成为提升仪器普适性与磷酸化修饰分析深

度的关键切入点。

此外，为解决这一问题，传统研究中引入了

Ascore等专门后处理算法进行概率评估，计算每

个潜在修饰位点是真正位点的概率，仅将概率高

于阈值的结果纳入最终报道 [67]。但这一方面增

加了数据分析的复杂性，另一方面其判定准确性

仍受限于原始质谱图的质量。

其次，富集策略的偏好性导致覆盖度不全。

如前所述，IMAC和 MOAC等经典富集方法均存

在选择性偏好，单一富集策略无法捕获细胞内全

部磷酸化事件，导致最终获得的磷酸化图谱不完

整，甚至可能遗漏关键信息。

最后，低丰度磷酸化信号的检测灵敏度仍面

临技术瓶颈。许多在信号通路中位于上游，起到

开关作用的关键磷酸化事件的修饰丰度极低。

在 DDA模式下，质谱仪优先选择高丰度离子进

行碎裂，微弱而重要的磷酸化信号往往因强度低

于检测阈值而被忽略，这一问题在样本量有限的

临床研究中表现得尤为突出[68]。

 3.2    糖基化的传统质谱分析策略与技术瓶颈

与磷酸化修饰类似，糖基化蛋白质组学研

究同样始于对修饰肽段的特异性富集。常用

的富集策略包括亲水相互作用层析（hydrophilic
interaction chromatography, HILIC）和凝集素亲和

层析（lectin affinity chromatography），它们分别利

用糖链的强亲水性实现糖肽的分离 [69]和利用不

同凝集素对特定链结构的特异性识别与结合能

力实现目标糖肽的富集[70]。

富集后的糖肽同样采用液相色谱-串联质谱

（LC-MS/MS）进行分析，但其数据解析的复杂性

远高于磷酸化等结构简单的翻译后修饰。这是

因为在二级质谱碎裂过程中，肽段骨架与连接的

复杂糖链会同时发生断裂，生成的谱图中包含肽

段碎片离子、糖链碎片离子及丢失部分糖基的

肽段离子。

因此，在进入数据库检索环节时，算法不仅

需要从谱图中解析出肽段的氨基酸序列，还需同

时鉴定出其所连接糖链的精确组成与结构。这

通常需要依托 Byonic、pGlyco等专用的搜库软

件，并结合预先构建的糖链结构数据库开展综合

判定[71]。同时，利用现有研究总结出的特异性诊

断离子，例如 N-乙酰葡糖胺会产生的 m/z 204.087
离子，也可以帮助判断糖肽结构[72]。

糖肽鉴定过程的复杂性为糖基化修饰分析

带来了与磷酸化修饰分析有所区别的核心技术

瓶颈。首先，糖基化修饰的种类繁杂。同一蛋白

质的同一糖基化位点上，往往连接着数十种甚至

上百种结构各异的糖链。糖链的结构异质性本

身已使分析难度大幅增加，同时该特征还会将单

个位点对应的质谱信号极大地分散至多种糖肽

形式上，导致每种糖肽的信号强度都较低。正如

前文所述，低丰度信号极易导致修饰信号被忽

略，这也为糖基化修饰的精准分析带来挑战。其

次，混合型二级谱图使得传统方法难以通过一张

谱图就同时获得高质量的肽段序列和糖链结构

信息，这对相关解析算法的性能提出了严苛挑

战。最后，鉴定高度依赖糖链数据库，而数据库

本身是由已知的糖链结构构成的，对于生物样本

中新型、稀有或非典型的糖基化修饰完全无法

鉴定，限制了糖基化修饰的相关研究进展[73]。

 3.3    赖氨酸酰化的传统质谱分析策略与技术

瓶颈

对于赖氨酸酰化，以当前研究最深入的乙酰

化为例，其传统分析流程的首个核心环节同样是

特异性富集。与前文所述的富集方法不同，乙酰
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化修饰分析最常用的方法是免疫亲和富集法。

特异性抗体能够广谱性识别并结合乙酰化修饰

的赖氨酸残基，且不受其周围氨基酸序列的影

响。通过将抗体固定在琼脂糖或磁性微珠上，即

可实现对所有乙酰化修饰肽段的分离。富集后

的酰化肽段将经历与磷酸化分析高度相似的

LC-MS/MS分析及数据库检索流程[74]。

然而，这种高度依赖抗体的富集策略同样也

是制约赖氨酸酰化分析的核心瓶颈。首先，抗体

的特异性与亲和力可能存在偏差。不同批次抗

体的质量参差不齐，可能存在脱靶效应或是在不

同序列背景下乙酰化位点亲和力不均一的问

题。富集过程也可能存在偏差，使最终获得的乙

酰化图谱难以真实、全面地反映实际修饰情

况。其次，近年来各类新型的赖氨酸酰化修饰被

不断发现，例如乳酸化、琥珀酰化、巴豆酰化

等。然而，相对应的抗体开发速度远滞后于新型

酰化修饰的发现速度，针对这些新兴修饰，往往

长期缺乏可靠的富集工具 [75]。开发兼具高特异

性与高亲和力的抗体，需要经历漫长且极具挑战

性的过程，严重阻碍了对这些新型修饰进行全蛋

白质组规模的系统性研究。最后，与其他 PTM
类似，赖氨酸酰化修饰的丰度通常极低 [76]，这对

富集效率提出了极高要求，同时也对抗体质量提

出了更严格的要求。

 3.4    传统方法的挑战与新范式的需求

综上所述，针对不同类型 PTM的分析流程

既具有各自的特点，也面临着普遍存在的共性技

术瓶颈。首先是灵敏度与覆盖度的局限，PTM
信号的低丰度以及富集方法的选择性共同导致

了单一的传统工作流程难以获得完整且无偏倚

的 PTM图谱。其次是数据解析的复杂性与不确

定性，化学修饰基团自身的化学特性（如磷酸基

团易丢失、糖链复杂且易碎裂等）导致位点定位

错误率高、鉴定通量低。最后是对先验知识的

过度依赖，无论是糖基化分析高度依赖已知糖链

组成的数据库，还是新兴酰化修饰因缺乏抗体而

导致研究受阻，均体现出现有研究方法在探索全

新、未知修饰事件时存在的不足。因此，亟需能

够超越传统算法局限，从复杂而不完整的数据中

学习深层规律并做出精准预测的分析新范式。

 4    AI 算法用于 PTMs 谱图分析

质谱技术是解析 PTM谱图的核心手段。然

而，PTM的低丰度、修饰位点的不确定性，以及

复杂修饰（如糖基化）带来的谱图异质性问题，均

为实现高通量、高精度的 PTM组学分析带来了

巨大挑战。近年来，人工智能（artificial intelligence,
AI）算法，特别是深度学习，通过谱图预测和质量

控制等策略，从根本上革新 PTM谱图的解析范

式，示于图 5。
 4.1    AI 助力磷酸化蛋白质组的精准位点定位与

定量

磷酸化谱图解析的核心挑战在于修饰位点

 

瓶颈1：低丰度&覆盖度
不全 (富集偏好性)

瓶颈2：灵敏度不足
(低丰度信号丢失)

瓶颈3：解析困难&不准确 (位点
模糊, 谱图复杂, 依赖数据库)

PTM富集 (IMAC,

TiO2, HILIC, 抗体等)
LC-MS/MS分析
(DDA模式为主)

传统数据解析 (数据
库搜索, Ascore等)

生物样本
(细胞、组织、体液)

AI位点定位算法、AI糖肽/复杂
谱图解析 (含DB非依赖)

AI位点预测
AI谱图预测/生成AI

图 5    AI 赋能 PTM 谱图的深度解析

Fig. 5    AI-powered deep learning for PTM spectral analysis
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的精确定位与假阳性结果的有效控制。策略一

为基于深度学习的磷酸化肽段碎片谱图预测及

虚拟谱图库构建：DeepPhospho依托该策略，显著

提升了数据非依赖采集（DIA）模式下磷酸化肽

段的鉴定深度与定量准确性 [77]。策略二为基于

神经网络的位点定位与质量控制：通过训练神经

网络识别真实的修饰位点特征，可有效控制假定

位率（FLR）。例如，DeepFLR基于卷积神经网络

（CNN），借助预训练结合迁移学习，实现了蛋白

质磷酸化修饰位点的精准定位 [78]；而 Phosformer
则进一步整合了 Transformer模型与物种进化信

息，兼容 DIA和 TMT数据，显著增强了对复杂

样本中磷酸化位点解析的能力[79]。

 4.2    AI 应对完整糖肽水平的糖蛋白质组高通量

精准解析

糖基化分析的核心瓶颈源于糖链结构的高

度异质性和复杂的糖肽碎裂模式。AI算法则通

过精准谱图预测及数据库非依赖匹配策略来应

对这一挑战。复旦大学杨芃原教授与中国科学

院计算技术研究所贺思敏研究员联合开发了

pGlyco系列软件（如 pGlyco 2.0），通过质谱组合

碎裂模式联合糖链优先检索策略，显著提升了糖

蛋白质组的鉴定通量、准确性及检索速度，实现

了完整糖肽的一步式鉴定，并构建了全面且精准

的 N-糖基化蛋白质组数据库 [71]；pGlyco3则进一

步拓展了 O-糖基化修饰的检测能力，挖掘出大

量蛋白质定向运输的关键信号，助力糖基化修饰

的生物学发现 [80]。中国科学院大连化学物理研

究所叶明亮研究员团队开发了 Glyco-Decipher软
件，基于不同糖肽的相同肽段骨架具有相似碎裂

规律的特征，建立了基于“模式识别”的肽段序

列鉴定新方法，实现了无需依赖糖库即可鉴定未

知糖肽及其修饰基团的功能，并能够深度解析位

点特异性糖型的异质性特征 [73]。复旦大学乔亮

教授联合曹纬倩副研究员研发了 GproDIA软

件，采用宽窗口二级谱图采集结合深度学习的糖

肽信号识别策略，并结合肽链-糖链二维错误率

质控方法，成功突破了蛋白质糖基化结构解析的

难题 [81]。乔亮教授团队开发了 DeepGP工具，首

次将图神经网络用于糖结构嵌入，通过多轮训练

策略克服了糖肽质谱数据稀缺的问题，实现了糖

基化肽段质谱图与保留时间的精准预测；进一步

基于完整谱图相似性结合传统搜库打分，成功区

分了组成相同但结构不同的糖基化修饰 [82]。此

外，浙江大学方群教授团队开发的 DeepGlyco算

法专注于提升糖肽碎片谱的预测精度，提高了

N-和 O-糖肽的鉴定覆盖度[83]。

 4.3    AI 驱动赖氨酸酰基化谱图解析

在赖氨酸酰基化等新兴 PTM的研究中，因

缺乏高效富集手段和特异性识别抗体，其修饰位

点的发现与鉴定面临显著的技术瓶颈。在此背

景下，AI驱动的修饰位点预测技术成为突破该

瓶颈的关键路径。以研究相对成熟的赖氨酸乙

酰化为例，基于深度学习的预测工具（如Deep-PLA）

能够整合蛋白质序列特征与 HAT/HDAC等调控

酶的特异性信息，并借助深度神经网络模型，实

现对潜在乙酰化位点的高精度预测。进一步将

这些高可信度的预测结果与后续的质谱实验数

据相结合，不仅可显著提升乙酰化位点鉴定的准

确性与覆盖度，还有助于构建系统性的蛋白质乙

酰化修饰网络及调控图谱 [84]。该策略也为其他

赖氨酸酰基化修饰（如丙二酰化、巴豆酰化等）

的研究提供了可迁移的分析框架。

 4.4    AI 赋能PTM 蛋白质组学驱动的临床转化研究

在突破传统质谱数据解析瓶颈方面，AI算
法，尤其是深度学习，展现出巨大的应用潜力。

而将 AI赋能的新型 PTM分析范式应用于临床

研究中，则是将此类科学潜力转化为实际医疗手

段的可靠路径。近年来，我国学者在这一前沿交

叉领域取得了一系列令人瞩目的成果，充分展示

了其在精准医学时代的广阔应用前景。

膀胱癌（bladder cancer, BC）的早期诊断，尤

其是无创筛查仍面临诸多挑战。复旦大学陆豪

杰教授团队针对这一临床痛点，将研究聚焦于尿

液中的细胞外囊泡（EVs，富含外泌体）。这类囊

泡直接来源于泌尿系统，作为液体活检的目标具

有极大的临床应用潜力。该团队对大规模临床

尿液样本进行高通量尿液 EV N-糖基化蛋白质

组学分析，面对高度复杂的糖链结构和组成数

据，借助机器学习算法开展深度挖掘与模式识

别。通过对 AI模型的训练和筛选，成功构建了

由 8种特定的 N-糖链结构组成的 BC诊断模

型。该模型在独立的验证队列中展现出优异的

诊断效能，可精准区分膀胱癌患者与非膀胱癌对

照人群。这项工作不仅开创性地建立了尿液 EV
N-糖组学作为膀胱癌无创诊断的新方法，更凸显
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了 AI算法在从复杂组学数据中挖掘高价值临床

标志物组合方面的关键作用[85]。

KRAS突变是肺腺癌中最常见且最具挑战性

的治疗靶点之一。中国科学院上海药物研究所

谭敏佳教授团队利用定量磷酸化蛋白质组学技

术，对 KRAS突变型肺癌细胞及临床样本进行系

统研究。面对高度复杂的磷酸化信号网络，该团

队借助先进的生物信息学分析方法，成功解析

FGF/FGFR信号通路在维持肿瘤恶性表型中的

核心调控作用。研究进一步揭示，该通路可通过

异常磷酸化下游关键节点蛋白（如 GAB1、SHP2），
持续驱动癌细胞的增殖与转移潜能。基于上述

关键信号轴，该研究团队提出了 FGFR抑制剂与

MEK抑制剂联合使用的治疗策略，并在临床前

模型中验证了该联合方案具有显著的协同抗癌

效应。这项研究不仅为 KRAS突变肺癌的精准

治疗提供了新思路，也展示了 AI辅助的磷酸化

蛋白质组学在解析复杂疾病机制及指导合理药

物联用方面的重要潜力[86]。

胰腺癌恶性程度极高，且对铁死亡等治疗方式

存在显著的抵抗性。为揭示其潜在的分子机制并

发掘新的治疗靶点，北京协和医院陈杰教授团队

运用位点特异性 N-糖基化蛋白质组学技术，对

包括胰腺癌在内的多种癌细胞系进行系统性分

析。由于糖基化分析需同时实现肽段和糖链的

鉴定，数据高度复杂，因此构建高效、精准的计

算分析流程成为确保研究可靠的关键。通过对

胰腺导管腺癌 （pancreatic  ductal  adenocarcinoma,
PDAC）细胞的糖基化蛋白质组学分析，该研究团

队成功鉴定出一个关键的糖基化调控轴：糖基转

移酶 B3GNT3可介导细胞膜蛋白 4F2hc的特异

性 N-糖基化修饰。进一步研究表明，该异常糖

基化修饰能够稳定 4F2hc蛋白，进而抑制细胞铁

死亡通路，最终赋予胰腺癌细胞抵抗铁死亡的能

力。这项工作不仅揭示了糖基化在胰腺癌耐药

中的关键调控作用，也表明通过计算蛋白质组学

手段筛选得到的异常糖基化轴或相关蛋白，有望

成为逆转耐药的新靶点或预测疗效的生物标志

物，为攻克胰腺癌治疗耐药难题提供了新方向[87]。

综上，AI算法正在从 3个层面重塑 PTM蛋

白质组学的分析范式：1）从“实验驱动”到“计算

驱动”：通过精准的谱图预测，AI能够构建覆盖

度远超实验谱库的虚拟谱库，为 DIA等质谱采

集模式赋能；2）从“模糊匹配”到“精准定位”：

通过复杂的神经网络模型，AI能够实现对修饰

位点、糖链组成等信息的精准解析，并进行可靠

的质量控制；3）从“定性发现”到“动态定量”：

AI算法与 DIA等技术的深度融合，使得对 PTM
动态变化进行高精度、高通量的定量成为可能，

为揭示疾病机制提供了更强大的工具。未来，

将 AI模型与多组学数据进行深度整合，是揭示

PTM复杂调控网络、推动精准医学发展的必然

趋势。

 5    挑战与展望

尽管 PTM研究已取得长足进展，但该领域仍

面临着从技术方法到临床转化的多重挑战。其

中，分析技术的检测灵敏度与数据覆盖度是当前

最核心的技术瓶颈，主要源于两大难题：首先，绝

大多数 PTM的修饰占有率（PTM site stoichiometry）
极低。例如，乙酰化修饰率超过 20%的蛋白仅占

全蛋白质组的 4%[76]，导致微弱的 PTM信号极易

被高丰度的非修饰蛋白信号所掩盖。其次，临床

样本（尤其是体液样本）中蛋白质丰度的动态范

围极宽（可达 106～1010 倍），使得传统质谱技术

难以同时捕获高、低丰度的 PTM事件。

为突破上述瓶颈，未来技术发展的关键方向

在于微量样本制备的自动化与一体化。微流控

芯片技术是实现这一目标的核心平台，其能够将

细胞捕获、成像、蛋白质高效提取及特定 PTM
肽段富集等复杂流程集成于方寸芯片之上，从而

有效解决临床样本量稀少和处理过程中目标物

样品损失的难题。近期，中国台湾中央研究院化

学研究所 Yu-Ju Chen教授与 Hsiung-Lin Tu教授

团队开发的 iPhosChip一体化平台正是该技术方

向的典型范例 [88]。该技术创新性地将多路复用

微流控芯片与数据非依赖采集质谱（DIA-MS）技
术联用，并通过构建与样本输入量相匹配的谱图

库，成功将磷酸化蛋白质组学的检测灵敏度提升

至单细胞水平。该技术已被用于绘制肺癌 EGFR
靶向治疗耐药的单细胞磷酸化图谱，不仅发现了

耐药细胞中细胞骨架重塑异质性等新型分子特

征，还实现了对混合谱系肿瘤亚型的精准分层，

为指导肿瘤精准治疗策略的制定提供了直接的

分子依据。

在硬件系统集成之外，新材料与新试剂的革
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新是突破上述瓶颈的另一关键方向。通过优化

富集材料（如磁珠、色谱柱填料）的表面化学性

质，或研发兼具更高亲和力与特异性的反应试

剂，可进一步降低样本的起始量，并提升目标

PTM肽段的回收率与检测选择性。

PTM组学产生的海量高维数据对生物信息

学分析提出了极高要求。AI算法为此提供了强

有力的解决方案，主要体现在以下 2个前沿方

向：1）多模态 PTM数据整合与临床应用。AI算
法能够高效整合多种 PTM数据及其他组学数

据，从中挖掘出单一组学无法揭示的复杂疾病规

律。例如，加州大学洛杉矶分校 Peipei Ping教授

团队开发的 MIND-S[88]。该平台创新性地结合了

多头注意力机制（用于捕获序列中的长距离依赖

关系）与图神经网络（用于挖掘蛋白质互作网络

信息），不仅实现了对多种 PTM的同时精准预

测，还能够系统性阐明这些 PTM在健康与疾病

状态下参与的关键生物学过程，为解析复杂的

PTM调控网络提供了强大的计算工具。2）单细

胞 PTM组学分析是揭示细胞异质性的新维度。

鉴于细胞异质性是肿瘤耐药、免疫逃逸和疾病

进展的核心驱动力，仅依靠宏观组织样本分析难

以解答关键问题。因此，未来将新兴的单细胞质

谱技术与 AI算法相结合，将为揭示驱动疾病的

稀有细胞亚群（如肿瘤干细胞、耐药细胞株）内

部独特的 PTM调控网络提供不可或缺的关键技

术支撑。

PTM研究领域仍在持续拓展。除琥珀酰

化、巴豆酰化等新兴修饰外，必然还存在大量功

能未知的 PTM类型等待被发现和表征。而大量

已被鉴定的 PTM位点，仍需要借助高通量功能

筛选平台（如 CRISPR修饰文库、磷酸化模拟突

变体库）进行系统性地功能验证。此外，将研究

对象从蛋白质拓展至 RNA（如 glycoRNA）等其他

生物大分子，将是未来极具潜力的研究方向。PTM
与基因突变、表观遗传调控之间亦存在复杂的

交互作用，未来也需要构建整合多维度信息的大

型数据库与知识图谱，以系统性解析 PTM交互

的调控网络。

 6    结语

蛋白质翻译后修饰在调控蛋白质功能、介

导信号转导及维持代谢稳态中发挥关键作用，但

其低丰度性、高动态性及结构复杂性对传统分

析方法带来巨大挑战，制约了对 PTM调控网络

的深入解析。本文系统梳理了磷酸化、糖基化、

赖氨酸酰化等关键 PTM的生物学功能及经典质

谱分析策略，并指出其在检测灵敏度、修饰位点

准确定位及覆盖广度方面的技术局限。本文还

进一步探讨了 AI驱动的深度学习算法在 PTM
谱图预测、修饰位点鉴定及非依赖数据库检索

方面的应用潜力，凸显了其在提升分析精度与通

量方面的优势。未来，通过整合多组学数据、单

细胞技术及新型富集材料，PTM研究有望实现

从机制探索向临床转化的跨越式发展，为疾病的

精准诊断与靶向治疗提供新路径。
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