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摘要：单细胞蛋白质组学是继单细胞基因组学与转录组学之后兴起的前沿研究领域，致力于在单细胞分辨率下

系统性表征蛋白质的表达水平与功能状态，从而直接揭示生命活动的分子执行基础。相较于传统的群体细胞分

析技术，该方法能够有效解析细胞群体内部的异质性，识别被群体平均信号掩盖的关键生物学信息。然而，由于

样本起始量极低、目标蛋白质动态范围广以及蛋白质无法像核酸一样进行扩增，使其分析面临严峻的技术挑

战。本文系统综述了基于质谱技术的单细胞蛋白质组学全流程研究进展，涵盖单细胞分选、样本前处理平台构

建、色谱分离、质谱检测与数据采集策略、生物信息学分析方法，以及该技术在生命科学多个领域的应用现状，并

对其未来的发展方向与前景进行展望。
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Abstract: Cellular  heterogeneity  is  a  fundamental  characteristic  of  biological  systems,  influencing

development,  physiological  function,  and  disease  progression.  While  single-cell  transcriptomics  has

revolutionized  our  understanding  of  gene  expression,  mRNA  levels  often  correlate  poorly  with

protein abundance due to post-transcriptional regulation. Consequently, single-cell proteomics (SCP)

has emerged as a critical frontier, aiming to characterize the functional molecular executors of life at

single-cell  resolution.  However,  SCP  faces  significant  technical  hurdles  compared  to  nucleic  acid

sequencing,  primarily  due  to  the  ultra-low  abundance  of  proteins  in  single  cells  (sub-nanogram

levels),  the  inability  to  amplify  proteins,  and  the  high  dynamic  range  of  the  proteome.  This  review

systematically  synthesized  the  rapid  technological  evolution  across  the  entire  SCP  workflow.
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1)  Single-cell  isolation:  strategies  ranging  from  fluorescence-activated  cell  sorting  (FACS)  to  laser
capture microdissection (LCM) for spatial context were discussed, highlighting the transition toward
automated,  image-guided  dispensing  systems  (e.g.,  CellenONE)  that  ensure  high  cell  viability  and
accurate  isolation.  2)  Sample  preparation:  the  review emphasized  the  shift  toward “miniaturization”
and  “ integration”   to  mitigate  surface  adsorption  and  sample  loss.  The  innovative  nanoliter-scale
processing  platforms  were  introduced  in  this  study,  including  droplet-based  microfluidics  (SODA,
PiSPA),  nanowell  chips  (nanoPOTS),  and  all-in-one  devices  (ProteoCHIP,  Chip-Tip).  These
platforms have successfully reduced reaction volumes to the nanoliters scale, significantly enhancing
peptide  recovery.  3)  Chromatography  and  mass  spectrometry:  the  impact  of  narrow-bore  capillary
columns  and  robust  low-flow  LC  systems  (e.g.,  Evosep  One)  on  sensitivity  was  analyzed.
Furthermore,  the  integration  of  advanced  ion  mobility  technologies  (TIMS/PASEF)  and  high-field
Orbitrap  analyzers  (e.g.,  Orbitrap  Astral)  have  revolutionized  detection  limits,  enabling  the
identification of over 5 000 proteins from single cells. 4) Data acquisition and analysis: the transition
from  data-dependent  acquisition  (DDA)  to  data-independent  acquisition  (DIA),  particularly  direct-
DIA (library-free), is highlighted as a standard for improving data completeness and reproducibility.
Additionally,  the  emergence  of  deep  learning  algorithms  (e.g.,  scPROTEIN)  and  specialized
databases (SingPro, SPDB) that address the challenges of high missing values and batch effects was
discussed.  The  review  lighlighted  the  critical  development  of  spatial  proteomics  (e.g.,  deep  visual
proteomics),  which  maps  protein  expression  to  tissue  architecture,  resolving  the  “ loss  of  position
memory”   inherent  in  dissociated  samples.  This  work  further  showcases  the  application  of  SCP  in
decoding macrophage heterogeneity, tracing stem cell differentiation trajectories, and elucidating drug
resistance  mechanisms  in  cancer.  Despite  remarkable  progress,  challenges  remain  regarding
throughput,  depth  of  coverage,  and  multi-omics  integration.  Future  developments  must  focus  on
further automating sample preparation, enhancing the sensitivity of ionization sources, and integrating
SCP  with  transcriptomics  and  metabolomics.  Ultimately,  standardization  of  workflows  and  data
analysis is essential to translate SCP from an exploratory research tool into a robust clinical platform
for precision medicine and biomarker discovery.
Key  words: single-cell  proteomics； cellular  heterogeneity； single-cell  sorting； mass  spectrometry
analysis；microfluidics technology；data-independent acquisition (DIA)

细胞是生物体形态和功能的基本单位。人

体及其他真核生物均由数十亿个细胞构成，尽管

同一个体来源的细胞通常具有相同的基因组，但

受基因转录、翻译等遗传信息表达过程中的随

机性 ，以及表观遗传调控和微环境差异等因

素的影响，即使同一组织内的细胞也会表现出显

著的表型异质性。这种细胞间异质性普遍存在

于正常组织和疾病状态（如肿瘤）中，对生物体的

发育、生理功能及疾病的发生发展具有重要影

响 [1-2]。然而，传统生物学研究主要基于大量细

胞的群体（如组织、器官、细胞群等）分析，得到

的结果是全部细胞的平均测量值，这不仅掩盖了

细胞个体间的异质性，更可能遗漏关键生物学信

息 [3]。因此，在单细胞分辨率下解析细胞间异质

性，对于深入揭示生命活动规律和疾病机制具有

重要意义。

近年来 ，基因扩增以及单细胞 RNA测序

（scRNA-seq）等技术的突破，使得在单细胞层面

解析基因组与转录组成为现实。然而，mRNA作

为基因表达的中间产物，会经历转录调控、可变

剪接等过程，导致最终丰度与蛋白质水平之间相

关性较差，因此无法直接反映细胞的最终功能状

态。相比之下，蛋白质是生命活动的主要执行

者，其表达丰度和翻译后修饰状态等直接决定细

胞的生物学表型。因此 ，单细胞蛋白质组学

（single-cell proteomics, SCP）应运而生，其能够提
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供比转录组更直接且功能相关的分子信息，在

精准解析肿瘤异质性、高通量药物筛选 [4]、细胞

分化 [5]、胚胎发育 [6]等方面具有不可替代的研究

价值。

目前，在单细胞水平上分析蛋白质组仍面

临诸多挑战：1）样本蛋白质丰度极低：单个哺

乳动物细胞直径约为 10 μm[7]，其蛋白质含量低

于 0.4 ng，且蛋白质不能像 DNA或 RNA一样通

过扩增手段提高其含量 [ 8]，这对检测技术的灵

敏度提出了极高要求；2）技术灵敏度与覆盖度

要求高 ：细胞内蛋白质的丰度跨越多达 10个

数量级，高丰度蛋白质产生的离子信号会严重

抑制低丰度蛋白质 （如关键转录因子与激酶）

的检测 ，导致后者难以被有效识别和鉴定 [ 9]；

3）高通量样本制备瓶颈：为获得具有统计学意

义的检测结果，通常需对数百至数千个单细胞

进行平行分析，然而，从单细胞分选、裂解、消

化到肽段回收的多步骤流程存在效率低、样本

损失严重等问题，限制了分析通量与实验重复

性。因此，如何高效、无污染地获取大量单细

胞，并最大限度减少样本损失，以实现与下游

质谱分析平台的高效衔接，成为亟待解决的关

键问题；4）数据解析的复杂度高：由于质谱采

样深度低导致的高比例缺失值，以及实验操作

产生的批次效应等，给后续的数据归一化、统

计分析及生物学解析带来了巨大挑战 [ 10]；5）蛋
白质动态修饰检测难度大：蛋白质的功能高度

依赖翻译后修饰（post-translational modifications，
PTMs），如磷酸化、乙酰化等。在单细胞层面

精确表征这些低丰度、动态变化的 PTMs事
件，对质谱检测技术的灵敏度和特异性提出了

远超常规蛋白质组分析的要求。

尽管面临诸多挑战，近年来，研究人员在单

细胞分选、微量样本处理、高灵敏度质谱数据采

集以及数据分析方法等方面取得了一系列重要

突破，推动了该领域的持续发展。本文将系统综

述上述关键技术的进展，探讨其在临床研究中的

潜在应用，并展望未来的发展前景。

 1    单细胞分离技术

为实现单细胞蛋白质组学分析，首要步骤是

从复杂生物样本中高效、精准地分离单个完整

细胞。目前，常用的单细胞分离策略主要包括有

限稀释法、显微操作法、流式细胞荧光分选技术

（fluorescence  activated  cell  sorting， FACS）、激光

捕获显微切割技术（laser capture microdissection，
LCM）以及微流控技术，这些方法在操作原理、

通量水平和适用场景上各具特色。

有限稀释法基于统计学原理，通过将细胞悬

液梯度稀释至低浓度后分装至多孔板，使每个孔

中平均仅含 1个细胞。该方法操作简便、对设

备要求低，但存在分离效率不高、通量受限以及

难以确保单克隆性的缺点，因此目前主要应用于

单细胞克隆培养等特定研究场景[11]。

显微操作法依赖高分辨率倒置显微镜与微

吸管装置，通过负压吸附或机械移动实现对目标

细胞的物理提取，示于图 1a。该方法可精准选择

形态完整且活性良好的细胞，尤其适用于粘附性

较弱的细胞类型，但存在分离效率低、操作技术

要求高等局限性，目前主要应用于生殖医学与胚

胎学领域的精细操作[12]。

FACS是一种基于光学检测与液滴动力学原

理的高通量单细胞分选方法，示于图 1b。经荧

光标记的细胞在鞘液驱动下以单列形式通过激

光照射区，依据其光散射特性及荧光信号被实时

识别，并触发液滴充电系统使其携带特定电荷，

最终在高压电场中实现定向偏转与单细胞收集[13]。

FACS具有分选速度快、多参数分析能力强等优

势，广泛应用于血液、骨髓及肿瘤等复杂样本中

的细胞分离 [14-17]。然而，该技术依赖特异性荧光

标记抗体，设备成本高昂，且在高速分选过程中

可能因剪切力和激光暴露而影响细胞活性。

LCM是一种用于从实体组织样品中分离特

定目标细胞的有效方法，示于图 1c。该技术首先

通过显微成像对感兴趣区域的细胞进行可视化

定位，随后施加激光脉冲激活聚合物薄膜，使其

受热膨胀并包裹目标细胞，从而实现从复杂异质

性组织切片中精确分离目标细胞 [18]。值得注意

的是，与流式细胞术、微流控单细胞分选等典型

单细胞技术不同，LCM本质上是一种基于形态

学识别，具有高空间分辨率的“准单细胞”或靶

向细胞群分离技术，其分离精度取决于操作者的

界定，既可以精确到单个细胞，也可以是由数十

个细胞组成的微小同质区域。因此，该方法在保

留原始空间位置信息以及兼容各类固定与包埋

组织样本方面具有独特优势，尤其适用于病理切
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片中特定表型细胞区域的精准获取。然而，LCM

分离通量较低且激光活化过程可能引起局部热

效应，对细胞结构及生物大分子的完整性构成潜

在风险，进而影响下游分子分析的准确性。

微流控技术通过在 μm级通道中精确操控

pL～μL级的流体，实现对单个细胞的高效操纵

与分离，示于图 1d。其主要策略包括：1）油基液

滴分离：利用油-水两相在微通道中形成独立微

小液滴，将细胞包裹于液滴内，以实现单细胞隔

离 [19]；2）基于气动阀门的捕获：通过调节气压控

制芯片内柔性膜的形变，进而开关微通道，实现

对单细胞的精准捕获与释放 [20]；3）流体陷阱捕

获：设计尺寸匹配细胞的微阱或微腔结构，借助

流体剪切力或重力作用实现单细胞的被动捕

获。微流控平台具备高通量处理能力、极低试

剂与样本消耗、良好的可集成性和自动化潜力，

已成为单细胞分析领域的重要技术平台[21]。

此外，全自动单细胞分选技术（CellenONE

single-cell dispenser，CellenONE）结合了图像引导

的压电声学液滴分配技术与实时光学监控功能，

可在毛细管喷嘴处对流动中的细胞进行动态成

像，并仅分选符合预设标准的单细胞液滴。该系

统具有样本起始量少、细胞活性保持良好、分选

准确率高以及高度自动化等优势，尤其适用于蛋

 

a b 细胞悬液

超声波喷嘴振动器
（形成液滴）

（前向散射）

分析器
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注：a. 显微操作单细胞分选图；b. 荧光激活细胞分选图；c. 激光捕获显微切割图；d. 不同微流控单细胞分离方法

图 1    单细胞分选技术

Fig. 1    Single-cell sorting technology
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白质组学等对细胞完整性和生理状态要求较高

的研究场景。

 2    单细胞蛋白质组学前处理平台

成功分离单细胞后，需对其进行蛋白质组学

样本前处理，包括细胞裂解、蛋白质还原、烷基

化及酶解等步骤。然而，传统操作流程因步骤繁

多且频繁进行液体转移，易导致微量样本在管壁

发生吸附或在操作过程中损失，进而显著降低蛋

白质的鉴定覆盖度。因此，开发能够最大限度减

少样本损失的前处理策略，已成为提升单细胞蛋

白质组分析深度的关键环节。近年来，研究人员

已开发出多种面向单细胞蛋白质样本的处理平

台与技术方案，具体信息列于表 1，其核心设计

理念可归纳为“微型化”与“一体化”：通过将反

应体系缩小至纳升甚至皮升级水平，并将多步处

理流程集成在单一密闭装置中，可有效减少液面

接触面积及样本转移次数，从而在提升检测通量

的同时显著减少样本损耗。

2018年 ， Slavov团 队 [22]提 出 SCoPE-MS
（single-cell  proteomics  by  mass  spectrometry）方
法，采用人工显微操作实现单细胞分离，并结合

声波裂解与同位素标记（tandem mass tag，TMT）
技术，在单个细胞中成功鉴定出 767种蛋白质。

然而，该方法存在人工操作效率低、样本因管壁

吸附而损失严重以及检测灵敏度有限（仅可检测

拷贝数≥105 的蛋白质）等局限性。为克服上述

问题，该团队在 SCoPE-MS基础上进一步开发

了 SCoPE2方法。该方法采用流式细胞分选技

术将单细胞分配至 384孔板，利用 mPOP（minimal
proteomic  sample  preparation）方法 （基于冷冻 -加
热循环）进行细胞裂解，并将反应体系缩小至

1 μL，显著提高了实验通量与结果重复性，实现

了对上千个单细胞的高通量 TMT定量分析 [23]。

随后，该团队又开发了更先进的 nPOP方法，通

过引入 CellenONE单细胞自动分选系统，可在纳

升级液滴中并行处理超过 2 000个细胞[24]。由于

所用设备为商业化平台且具备良好的自动化兼

容性，该方案更易于在常规实验室推广应用。

在“一锅法”样本处理策略方面，Tsai等 [25]

开发了 SOP-MS（surfactant-assisted one-pot sample
preparation  coupled  with  mass  spectrometry）方法 ，

通过采用质谱兼容的表面活性剂与低吸附性材

料，实现了单细胞样本的“一锅法”制备。该方

法可在单个细胞中定量分析 146种蛋白质，在包

含约 20个细胞的组织切片样本中可将定量蛋白

质数量提升至 1 200。后续研究中，该团队进一

步 结 合 iBASIL（lmproved  boosting  to  amplify
signal with isobaric labeling）策略，实现了对纳克

级样本的高灵敏度磷酸化蛋白质组分析，在 1 μg
蛋白质裂解物中鉴定出超过 3 000条磷酸肽 [41]。

此外 ，Masuda等 [26]开发了一种油中水滴消解

（water  droplet-in-oil  digestion，WinO）法 ，将分选

后的单细胞引入乙酸乙酯包裹的水相液滴中，并

在液滴内完成还原、烷基化及酶解等步骤，结合

TMT标记技术，成功实现了单细胞中 462种蛋

白质的定量分析。针对单细胞样本中肽段易因

管壁吸附而损失的问题，任艳等 [27]设计了 Mad-
CASP（mass-adaptive  coating-assisted  single-cell
proteomics）策略，通过引入特异性设计的合成肽

段以占据容器表面的吸附位点，并利用其独特的

酶切模式（每 4个氨基酸插入 1个赖氨酸残基），

在质谱检测中有效排除了干扰信号。该方法无

需依赖特殊仪器设备，可在 3～4 h内完成 96个

样本的处理 ，并在单个 HeLa细胞中鉴定约

1 240种蛋白质。上述方法均基于常规实验室设

备，通过化学与生物化学手段对操作流程进行系

统优化，在保持较高通量的同时显著提升了单细

胞蛋白质组分析的可行性与重复性，为其广泛应

用提供了坚实的技术基础。

微流控技术因其具有样本消耗量少、高度

集成化以及良好的封闭性等优势，已成为单细

胞蛋白质组前处理的重要发展方向。近年来，多

个研究团队相继开发出一系列代表性微流控平

台，显著提升了单细胞蛋白质组分析的灵敏度与

通量。

2013年，方群团队[42]研发了基于液滴的全自

动 微 流 控 系 统——序 控 液 滴 阵 列 （sequential
operation droplet array，SODA），实现了皮升级至

纳升级液滴在生成、融合与转移等过程中的全

自动化操控。2018年，该团队[28]进一步基于 SODA
平台设计了一种纳米级油-气-液滴芯片（oil-air-
droplet，OAD），通过引入原位固定式微反应器及

油-气-液夹层结构设计，有效降低了样本与芯片

表面的接触面积，并显著抑制了液滴蒸发带来的

样品损失。利用该系统，研究团队成功从单个
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HeLa细胞和单个小鼠卵母细胞中分别鉴定出

51种和 355种蛋白质。2024年，该团队 [29]推出

了 PiSPA（pick-up single-cell proteomic analysis）平
台，该平台结合细胞悬液中靶细胞的明场形态特

征或荧光标记信号，通过图像引导的毛细管探针

实现单细胞的精准捕获，并将其分配至纳升级尺

度的反应管中；随后，在反应管内加入纳升级试

剂完成蛋白质组学前处理。此外，该反应管可直

接与液相色谱自动进样器联用，显著减少了因反

复移液导致的样品损耗，最终在单个哺乳动物细

胞中实现了超过 3 000种蛋白质的定量分析。同

年，该团队 [30]报道了 scPMA（single-cell proteome
and metabolome analysis）技术，通过整合微流控

平台与超高灵敏度质谱检测方法，实现了单细胞

水平上蛋白质组与代谢组的同步分析，在单个

A549细胞中平均定量了 816种蛋白质和 72种

代谢物。

2018年 ， Kelly团 队 [31]开 发 了 nanoPOTs
（nanodroplet  processing  in  one  pot  for  trace
samples）平台，即一种基于玻璃芯片的纳米液滴

反应系统，集成多个纳米级反应孔，能够在小于

200 nL的微小体积内完成蛋白质组样本的前处

理。该芯片不仅显著减少了反应过程中溶剂的

挥发，其表面的疏水特性还可有效抑制非特异性

污染物的吸附。利用该平台，研究人员成功从

10个 HeLa细胞中鉴定出约 1 500种蛋白质；进

一步结合 FASC技术与 nanoPOTs平台，实现了

在单个 HeLa细胞中鉴定出 669种蛋白质 [43]。该

团队后续研发出嵌套式 nanoPOTs（N2）芯片，将

反应体积进一步缩小至 30 nL，通量提升至原来

的 5倍，单次可并行处理 243个细胞，并兼容基

于同位素标记的单细胞蛋白质组学定量分析[32]。

应用 N2芯片，研究团队在 3种不同细胞系的单

细胞水平上稳定定量了约 1 500种蛋白质，并成

功识别出多种膜蛋白标志物。

2022年，陈拥军团队 [33]报道了集成细胞捕

获、裂解、酶解和脱盐功能的 iProChip（integrated
proteomics chip）芯片，可实现整个蛋白质组学工

作流程自动化，显著减少了因多次移液导致的样

本损失。基于该平台，该团队进一步开发了专用

于单细胞分析的 SciproChip（single-cell integrated
proteomics chip）芯片，通过缩小反应腔室体积、

优化细胞捕获结构布局等改进措施，使细胞利用

率提升了 40%。此外，通过缩减芯片整体处理体

积以及 C18脱盐柱长度，进一步减少了样品在处

理过程中的损失。结合数据非依赖性采集

（DIA）技术，该方法在单个哺乳动物细胞中平均

鉴定出约 1 500种蛋白质。

2024年，周虎团队[34]提出一种基于有源矩阵

数 字 微 流 控 （active-matrix  digital  microfluidic
chip，AM-DMF）的单细胞蛋白质组样本前处理

方案（active-matrix digital microfluidic chip for single-
cell  proteomics，AM-DMF-SCP）。该研究利用电

场精确操控油包水微滴中的细胞悬液，实现细胞

的移动与分裂，从而在芯片上直接完成单细胞分

离与样本制备，其反应体系低至 10 nL，有效降低

了样本损耗与试剂消耗。同时，该平台支持多样

本并行处理，显著减少了传统逐一样本处理带来

的批次效应。结合 DIA分析策略，在 15 min液

相色谱梯度洗脱下，实现了对单个 HeLa细胞平

均 2 258种蛋白质的鉴定。

尽管上述微流控平台在降低样本损失、提

升检测通量及增加鉴定深度方面表现出显著优

势，但其广泛应用仍受限于对专用设备的依赖以

及对操作经验的较高要求，加之商业化系统较昂

贵，目前在常规实验室中的普及仍面临挑战。

为最大限度降低样本转移过程中的损失，多

个研究团队开发了可与液相色谱-质谱系统直接

联用的一体化蛋白质组学前处理平台。Carr团
队 [35]研发了一种专用于高通量样品制备芯片—
proteoCHIP EVO 96。该芯片基于 96孔板设计，

采用低吸附性聚四氟乙烯（polytetrafluoroethylene，
PTFE）材料并通过微加工技术制造 ，能够与

cellenONE自动分选系统集成，可实现单细胞样

本的精准分配、细胞裂解及蛋白酶解。该平台

通过与 Evosep One液相色谱系统耦合，将酶解产

生的肽段直接导入 Evotips（一次性固相萃取柱）

进行脱盐与富集，随后结合 Bruker timsTOF Ultra
质谱仪进行分析，在单细胞水平实现了高达 4 000
种蛋白质的鉴定，平均每个细胞鉴定约 3 500种

蛋白质，检测动态范围跨越 4个数量级。

2022年 ， Mann团 队 [36]提 出 了 T-SCP（true
single-cell  derived proteomics）工作流，该流程整

合了流式细胞分选、微型化样品制备、超低流速

液相色谱分离以及新型捕获离子迁移率质谱技

术，显著提升了检测灵敏度，在单个 HeLa细胞中
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成功鉴定出 843种蛋白质。为进一步简化蛋白

质组学前处理流程，Olsen团队 [37]于 2024年开发

了 One-tip方法，基于 Evotip技术，仅需 2次移液

操作即可完成样本制备，并实现与液相色谱-质
谱（LC-MS）联用的在线连接，有效减少了样品转

移过程中的损失。该方法全流程耗时约 70 min，
具备较高的自动化水平。结合 Orbitrap Astral质
谱仪上的窄窗口数据独立采集（narrow-window
data-independent  acquisition，nDIA）策略，在约 20
个细胞中可鉴定出超过 5 000种蛋白质和 46 000
条肽段。随后，该团队进一步整合 CellenONE系

统、proteoCHIP EVO 96平台、Evosep One液相色

谱系统及 Orbitrap Astral质谱仪，构建了“Chip-
Tip”工作流，显著提高了单细胞蛋白质组学的样

本通量与蛋白质鉴定深度[38]。该流程在单个HeLa
细胞中实现了超过 5 000种蛋白质的鉴定，并能

够在未经富集的样本中直接检测到磷酸化和糖

基化等翻译后修饰，为功能蛋白质组学研究提供

了系统性的分析视角。

单细胞蛋白质组学技术已成功实现对单个

细胞分子图谱的构建，并揭示细胞间的异质性特

征。然而，该类技术依赖于组织解离过程，导致

细胞在原始微环境中的空间定位信息完全丧

失。这种空间“位置记忆”的缺失，制约了对细

胞间相互作用、组织空间架构及其相关疾病病

理机制的深入理解。为此，近年来，单细胞分辨

率下的空间蛋白质组学技术快速发展，旨在将蛋

白质表达谱精确映射至组织的空间坐标，从而在

完整保留组织结构背景的前提下解析细胞功能

与调控网络。

目前，该方向已涌现多种技术路径，如成像

质谱流式技术 （imaging mass  cytometry,  IMC）利
用金属标记抗体与激光剥蚀-电感耦合等离子体

质谱联用，可实现数十种蛋白质标志物在组织切

片中的单细胞空间定量 [44]。基于抗体的空间蛋

白质组学方法，如循环荧光成像（co-detection by
indexing，CODEX）等，则通过多轮荧光成像，可

在单细胞分辨率下同时检测数十种蛋白质，并保

留其空间邻域信息 [45]。在非抗体依赖的质谱空

间蛋白质组学技术中，Mann团队 [39]开发了深度

视觉蛋白质组学（deep visual proteomics，DVP）技
术。该技术整合了人工智能辅助的细胞表型识

别、自动化激光显微切割及超高灵敏度质谱分

析，能够在保留组织空间信息的基础上，实现单

细胞水平的高覆盖率蛋白质组定量。郭天南团

队[40]研发的 FAXP（filter-aided expansion proteomics）
技术亦可在单细胞尺度上解析细胞或组织的空

间蛋白质表达特征。该方法通过水凝胶介导的

组织膨胀策略，结合激光显微切割、自动化移液

系统与高灵敏度质谱检测，在肝细胞核和单个肝

细胞中分别平均鉴定出 2 368种和 3 312种蛋白

质。此外，质谱成像（mass spectrometry imaging,
MSI）技术，如基质辅助激光解吸电离质谱成像

（matrix-assisted  laser  desorption/ionization  mass
spectrometry imaging，MALDI-MSI）的常规空间分

辨率为微米级。邹贻龙团队与 Piatkevich团队通

过将水凝胶膨胀技术与 MALDI-MSI技术结合，

实现了高分辨率、高灵敏度的非靶向深度空间

蛋白质组解析[46]。

然而，该领域仍面临多重技术挑战：首先，灵

敏度与分辨率的权衡——高空间分辨率通常意

味着样本量极低，对蛋白质组覆盖深度造成限

制；其次，多路检测能力与通量——基于抗体的

方法通量高，但需依赖抗体质量与可用性，成本

较高，质谱方法覆盖全面但通量较低；此外，数据

分析的复杂性——空间蛋白质组数据兼具高维

分子信息与二维 /三维空间拓扑，需要开发专门

的计算工具进行整合解析。

未来发展趋势将集中在：1）技术整合与多组

学空间映射：将空间蛋白质组与转录组、代谢组

等多层信息在单细胞水平关联，构建更立体的分

子调控网络；2）超高分辨率与高灵敏度质谱技术

突破：如结合单细胞蛋白质组前处理与亚细胞级

激光捕获或开发新型电离技术；3）人工智能驱动

的全自动分析：从细胞表型识别、区域选择到数

据整合与生物学解释，实现端到端的智能空间生

物学研究。

 3    单细胞蛋白质组的色谱分离

高效的色谱分离能够有效降低样本复杂度，

减弱低丰度肽段的离子抑制效应，从而显著提升

蛋白质组检测的深度与动态范围。实现高效质

谱检测的关键在于采用稳定的低纳升级流速的

液相色谱系统，选用更细内径及更小粒径填料的

色谱柱，并优化色谱梯度洗脱条件。

常规蛋白质组学研究通常采用内径为 50 μm
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或 75 μm的色谱柱。为满足单细胞样本分析需

求，研究人员开发出了更小内径的色谱柱。Zhu
等 [47]将色谱柱内径从 75 μm减小至 30 μm，流速

由 350 nL/min降至 60 nL/min，使谱图信号强度

提升 3倍以上，肽段鉴定数量增加 32%。Cong
等 [48]采用 20 μm内径的色谱柱，在 20 nL/min流

速下对单细胞蛋白酶解产物进行分离，并结合

Orbitrap Eclipse Tribrid质谱仪，实现了单个细胞

中 362种蛋白质的鉴定；通过应用 MaxQuant软
件的运行间匹配功能，将鉴定的蛋白质数量提升

至 874种；相较于 30 μm内径的色谱柱，蛋白质

和肽段的鉴定数量分别提高了 30%和 50%。

Xiang等 [49]开发了内径仅 2 μm的窄开口毛细管

柱 （narrow  open  tubular,  NOT），在 790  pL/min极

低流速下实现了肽段的高分辨率分离，仅需输

入 75 pg肽段即可鉴定出超过 1 000种蛋白质，

与 15 μm或 30 μm内径的填充柱以及毛细管电

泳-质谱（capillary electrophoresis mass spectrometry，
CE-MS）系统相比，灵敏度提升了 10～100倍。

在填料、色谱柱结构与工作模式方面，研究

人员开展多项改进与优化。μPAC（microfabricated
parallel analysis columns）微柱阵列色谱柱采用无

孔颗粒与低结合活性设计，显著降低了样本损

耗，适用于超低输入量的样品分析[50]。该技术可

在 10 ng细胞裂解物中鉴定出超过 2 400种蛋白

质，是传统色谱柱肽段和独特蛋白质组鉴定数量

的 2倍，展现出广阔的应用前景。Liang等 [51]开

发了一种新型胺桥杂化整体柱，有效减少了硅醇

基团的非特异性吸附，从而改善了峰形，缩小了

半峰宽并减轻了肽段峰拖尾现象；使用该色谱柱

在 200 pg酶解物中平均可鉴定到 1 062种蛋白

质和 5 257条肽段。Webber等 [52]提出了一种双

柱交替工作模式，以提升单细胞蛋白质组分析通

量。该模式在使 1根色谱柱进行肽段分离的同

时，另 1根色谱柱同步执行洗涤与平衡步骤，从

而为下一次分离做准备 ，实现了每个样本在

7 min梯度内完成分析，日通量可达 206个样本，

为高通量单细胞蛋白质组学研究提供了切实可

行的技术路径。Bache等 [53]推出了 Evosep One
液相系统，通过集成 Evotip C18捕集柱与预设梯

度泵，实现了“样品脱盐-进样-分离”一体化的分

析流程。Evosep One采用 4个低压泵在存储环

中预先建立分离梯度，并由独立的高压泵将预形

成的梯度转移至连接分析柱与质谱的流路中，从

而实现快速高效分离。得益于预设梯度带来的

流程简化，该系统每日可完成 15～500个样本的

分析，在保证高通量的同时具备良好的操作便捷

性，已广泛应用于单细胞及微量样本的蛋白质组

学研究。

 4    单细胞蛋白质组的质谱检测与数据采集

 4.1    单细胞蛋白质组的质谱检测

随着单细胞水平样品制备技术的日趋成熟，

如何对这类极微量样本实现高效、灵敏且稳健

的分析，已成为单细胞蛋白质组学发展面临的关

键问题。传统的液相色谱 -质谱（LC-MS/MS）联
用技术在应对单细胞样本时主要面临两大挑

战：1）极低的样品载量要求质谱系统具备极高的

检测灵敏度；2）高度复杂的样本化学组成要求仪

器具有极短时间内实现快速、高分辨分离与检

测的能力。近年来，质谱硬件的迭代革新与数据

采集模式的不断优化相互协同，显著推动了单细

胞蛋白质组学在分析深度与通量方面的持续

提升。

质谱仪作为单细胞蛋白质组学分析的核心

检测工具，其检测限、扫描速度、质量精度和分

辨率等关键性能参数直接影响数据质量与蛋白

质鉴定深度。随着质量分析器技术的不断进步，

静电场轨道阱（Orbitrap）和捕集离子淌度 -四极

杆-飞行时间（TimsTOF）等高性能质谱平台已被

广泛应用于单细胞蛋白质组学研究。

Orbitrap系列分析器具有卓越的分辨率和质

量精度，已成为深度蛋白质组学研究的核心工

具。Kelly团队 [47]系统评估了多种 Orbitrap质谱

仪在微量样本分析中的性能表现，相较于早期型

号 （如 LTQ-Orbitrap-XL）， Orbitrap  Fusion  Lumos
MS在灵敏度和肽段测序速度方面均有明显改

进；在分析 2 ng细菌裂解物胰蛋白酶消化样品

时，鉴定到的肽段和蛋白质数量分别提升了约

3倍和 1.7倍。随后，该团队 [48]在 Orbitrap Eclipse
质谱仪上开展单个 HeLa细胞分析，与 Orbitrap
Fusion Lumos相比，肽段和蛋白质的覆盖率分

别提升了 36%和 20%。高场不对称波形离子

迁 移 谱 （field  asymmetric  waveform  ion  mobility
spectrometry，FAIMS）技术对于提升单细胞蛋白质

组检测的灵敏度具有显著优势，该技术可在离子
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进入质谱仪前，依据其在高低电场下的迁移率差

异实现毫秒级预分离，从而有效降低背景干扰，

显著提升信噪比。Cong团队 [54]整合纳米液滴样

品制备、超低流速 nanoLC、 FAIMS及 Orbitrap
Eclipse Tribrid质谱仪，实现了从单个 HeLa细胞

中 平 均 鉴 定 到 1  056种 蛋 白 质 ， 较 未 使 用

FAIMS条件下的结果提升了 2.3倍。Zhu等[55]介

绍 了 一 种 基 于 FAIMS过 滤 的 迁 移 鉴 定 的

TIFF（translational ion mobility filtering）方法，利用

三维特征匹配策略 （保留时间、精确质荷比、

FAIMS补偿电压），显著增强了多肽序列的鉴定

效 率 与 可 靠 性 。 应 用 TIFF方 法 可 在 单 个

HeLa细胞中稳定鉴定出超过 1 100种蛋白质，最

高可达 1 700种以上。Orbitrap Astral质谱仪的

问世推动了单细胞蛋白质组学的重大进展，该仪

器具备高灵敏度与快速扫描能力，可通过窄小四

极杆分离窗口实现精确的肽段分析。研究 [56]表

明，在结合 nDIA策略时，其蛋白质鉴定数量可

达 Orbitrap Exploris 480等同类仪器的 2倍。通

过系统优化色谱洗脱梯度、FAIMS电压与 DIA
参数，Bubis等[57]在维持每日 50个样本的高通量

分析能力和优异重复性的前提下，成功在单个

A549细胞中鉴定出超过 5 300种蛋白质。类似

的，Petrosius团队 [58]对 Orbitrap Eclipse与 Orbitrap
Astral两款质谱仪的定量性能进行系统性比对，

在相同条件下，后者定量的肽段数量约为前者

的 2倍。基于此结果，该团队进一步优化了基

于 MS1 的 DIA采集方法，最终在单个 HEK293、
U937及 CD34+ BM细胞中分别实现了超过 3 500、
2 500和 1 300种蛋白质的鉴定。

布鲁克公司推出的 timsTOF系列质谱仪，尤

其是专为单细胞蛋白质组学（scProtomics）优化

设计的 timsTOF SCP，已成为该领域的领先平

台，其核心技术包括捕集离子淌度分离（trapped
ion mobility spectrometry, TIMS）和平行累积连续

碎 裂 （parallel  accumulation  serial  fragmentation,
PASEF）[59]。TIMS技术利用电场与气流之间的

反向作用力，将离子稳定“捕获”于离子漏斗中，

并依据离子淌度差异动态调节电场强度，从而实

现基于迁移率的选择性释放。该过程在气相中

引入额外的分离维度，显著提升了复杂样品中离

子的利用率。PASEF技术则实现了离子累积与

碎裂过程的同步化，在前段 TIMS区域进行离子

累积，在后段 TIMS按淌度顺序依次释放离子，

同时由四极杆选择母离子并在碰撞池中完成碎

裂。这一设计使离子累积、分离与碎裂过程并

行运行，大幅提高了扫描速度，在保持高灵敏度

的同时显著增强了分析通量。Mun等 [60]通过优

化 TIMS参数发现，当离子积累时间为 180 ms、
离子淌度范围控制在 0.7～1.3 V·s/cm2 时，蛋白

质组覆盖深度及低丰度蛋白质的检测能力显著

提升，运用该参数在单个 T细胞中平均鉴定出

365种蛋白质。Karagach等 [61]进一步提出 Slice-
PASEF（parallel  accumulation-serial  fragmentation
with slicing）方法，即设置一系列 m/z 重复但离子

淌度不重叠的采集窗口，实现在一次离子淌度循

环中完成多维数据采集。研究人员结合 cellenONE
细胞分选系统、Agilent Bravo自动化液体处理平

台、Evosep液相色谱系统以及 timsTOF SCP质谱

仪，采用 Slice-PASEF方法，成功实现了对单个细

胞中超过 3 000种蛋白质的稳定、可重复鉴定。

 4.2    单细胞蛋白质组的数据采集

蛋白质组学的质谱数据采集模式主要分为

数据依赖性采集（DDA）和 DIA。

DDA的基本原理是在完成 1次全扫描（MS1）
后，根据信号强度选择若干前体离子进行碎裂，

从而获得其二级质谱图（MS2）。该技术成熟，产

生的谱图可直接通过可靠的算法与数据库进行

匹配。然而，由于固有的随机性以及“动态排

除”机制的存在，其重复性较差，且易遗漏低丰

度的前体离子。在单细胞样品中，由于整体信号

强度较低，此采集方式常导致大量有效的 MS2

谱图缺失，限制了其在大规模单细胞蛋白质组研

究中的应用。早期的单细胞蛋白质组学研究，

如 OAD[30]、 nanoPOTs[33]、 nPOP[24]、 SOP-MS[25]以
及基于多通道标记定量策略的 ScoPE2[23]等均采

用 DDA数据采集模式。Truong等 [62]提出了一

种 DDA宽 窗 口 采 集 （wide  window  acquisition,
WWA）策略，通过扩大分离窗口实现相邻前体离

子与目标前体离子的共分离与共碎裂，相较于标

准 DDA，优化后的 WWA可使 MS2 鉴定到的蛋

白质数量提升约 40%。在缩短色谱梯度洗脱的

条件下，WWA的蛋白质组覆盖范围仅略低于

DIA，但其检测通量大幅提升。

DIA为解决 DDA存在的重现性问题提供了

有效方案。与选择性碎裂特定离子的 DDA不同，

10 质  谱  学  报 第 47 卷



DIA采用系统性、无偏倚的方式，将整个质荷比

范围划分为多个隔离窗口，并依次对各窗口内所

有前体离子进行同步碎裂。该策略确保每次分

析均可获取样品中全部离子的完整碎片信息，避

免了数据缺失，显著提升了数据的重现性与完整

性，特别适用于大规模单细胞样本间的定量比

较。目前，iProchip[36]、AM-DMF-SCP[37]、PiSPA[31]、

DVP[32]、Chip-Tip[41]、FASP[45]等均采用 DIA模式。

在基于 DIA的质谱数据采集过程中，理论上扩

大隔离窗口宽度会导致更多前体离子共洗脱，进

而产生更严重的谱图嵌合现象，最终阻碍肽段的

鉴定。Petrosius等 [63]发现，对于低输入量的样

本，可通过提升分辨率或离子注入时间抵消谱图

嵌合带来的负面影响。此外，研究者还提出了结

合高分辨 MS1（high resolution MS1，HRMS1）与宽

窗口 MS2 的采集策略：通过在连续的 MS2 扫描

之间插入高分辨 MS1 扫描，将 MS2 数据按更细

粒度分段采集，不仅提升了 MS1 色谱峰的采样

密度，也为后续定量分析提供了可靠基础。结果

表明，该 HRMS1 方法在肽段鉴定深度和定量准

确性方面均显著优于传统 DIA方法。

 5    单细胞蛋白质组学的数据分析

单细胞蛋白质组学的数据解析是研究流程

中将原始质谱数据转化为生物学可解读信息的

关键步骤。相较于传统的群体细胞蛋白质组学，

单细胞蛋白质组学数据具有较高的缺失值比

例、显著的技术噪声、复杂的批次效应以及更为

突出的生物异质性等特征。这些特性为数据分

析方法的建立带来了严峻挑战，其核心任务是如

何从信噪比极低的数据中准确区分真实的生物

变异与技术误差，进而实现精确的细胞分型与蛋

白质定量。近年来，研究人员已开发出一系列针

对单细胞蛋白质组学的数据分析工具，旨在应对

缺失值填补、批次效应校正等问题。

在 DDA模式下，通常基于谱图库搜索策略

进行数据解析。该方法的核心原理是依据蛋白

质序列，模拟胰蛋白酶酶解后生成的肽段，并进

一步预测这些肽段在 MS2 阶段碎裂产生的理论

碎片离子谱图。在实验中，通过将检测获得的实

验谱图与理论谱图进行匹配，结合特定的质量控

制规则和谱图相似性评分算法实现对肽段的鉴

定。随后，利用 MS1 中检测到的前体离子强度

或 MS2 中的报告离子信号进行定量分析 [64]。该

分析流程高度成熟，可借助 Mascot、MaxQuant、
FragPipe等集成化软件平台高效完成。

DIA数据解析旨在从全景质谱数据中解码

特定的生物学信息，其核心挑战在于如何对每

个 MS2 谱图，即多个肽段碎片离子的混合信号

进行准确的去卷积处理，并鉴定其中各肽段的身

份及其相对信号丰度。当前主流的 DIA数据分

析策略主要分为基于谱图库的方法（library-based
DIA）和非依赖谱图库的方法（direct-DIA），后者

凭借其一体化的分析流程和更广泛的适用性成

为当前主流的解决方案之一。direct-DIA策略的

基本原理是：不依赖于外部预先构建的、基于数

据依赖采集的谱图库，而是利用深度学习算法直

接从待分析的 DIA数据本身和高分辨、高精度

的 MS1 信息生成推断谱图库进行匹配 [65]。该流

程通常分为 2个步骤：首先，通过对 DIA数据中

所有可检测的 MS1 色谱峰进行峰形解析和同位

素分布拟合，推导出可能的前体离子列表及其对

应的高置信度 MS2 碎片模式，从而构建一个专

属的谱图库；随后，利用生成的谱图库对所有样

本的 DIA数据进行统一搜索和定量分析 [66]。该

策略的优势在于：1）简化流程降低偏倚：无需提

前构建 DDA谱图库，极大地简化了流程，同时避

免了因外部 DDA库与当前实验条件不匹配而产

生的系统性偏倚；2）提升鉴定深度与重现性：其

谱图库来源于全部样本的合并数据，避免了因

DDA随机采样而导致低丰度肽段丢失的问题，

更有利于鉴定低丰度或条件特异性肽段；3）节约

珍贵样本：对于非模式生物、单细胞或微量临床

样本等稀有样本类型，无需预先进行消耗样本

的 DDA建库实验，可直接从同批次 DIA数据中

生成谱图库，最大程度地保留并利用有限样本；

4）保障数据完整性：DIA通常依据 MS2 碎片离子

的色谱峰面积进行定量，由于所有肽段在所有样

本中均被系统性碎裂，因此数据缺失值低，这为

大样本队列的稳健比较提供了坚实基础。

近年来，研究人员开发了一系列单细胞蛋白

质组学数据分析软件来解决缺失值、消除批次

效应与定量准确值等问题。DO-MS（data-driven
optimization of MS）平台可用于 LC-MS参数优化

与多维结果可视化 [67]。SCoPE-MS方法结合载

体蛋白质组和同位素标记实现了对单个细胞的
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分析，但当蛋白质含量过高时，从单细胞组获得

的数据准确性和生物学结论均存在偏差。Cheung
等 [68]给出了载体蛋白质组水平和 SCoPE-MS定

量准确性之间的关系，还推出 SCPcompanion软

件工具，可快速评估单细胞蛋白质组学数据并推

荐相关仪器和数据分析参数以提高数据质量。

Chen等 [69]开发了 DART-ID（data-driven alignment
of retention times for IDentification），实施了原则

性的贝叶斯框架，用于全局保留时间比对，并将

保留时间估值纳入肽谱匹配的置信度估值中；

实验表明，当分析批量或单细胞样本时，DART-
ID在 1%错误发现率（false discovery rate，FDR）下
将数据点数量增加了 30%～50%，减少了缺失数

据。在提高蛋白质鉴定数量方面，Wang等 [70]提

出 DeepSCP，通过基于多个 SCP样品集的保留时

间和基于深度学习的碎片离子强度预测保留时

间，构建肽谱匹配（PSM）的一系列特征，并使用

优化的集成学习模型预测 PSM标签；经验证，

DeepSCP可显著提高 SCP的蛋白质鉴定数量。

数据间比对分析（match between runs, MBR）
是根据同一条肽段的母离子保留时间和 m/z
在不同质谱检测运行中的信号关联起来，从而显

著提高数据的完整性和定量准确性。Kalxdorf
等 [71]提出了一种 iceR（ion  current  extraction  Re-
quantification）定量工作流程，该流程使用离子流

信息进行混合肽鉴定，具备 DDA高识别率和

DIA低缺失值的特点。与常规方法相比， IceR
在 DDA和 DIA质谱数据采集模式下均具有较

好的定量精度、准确性、可靠性和数据完整性。

常规的蛋白质组学数据需经过复杂的批次

校正、归一化以及缺失值的填充等步骤。Vanderaa
等[72]开发了一种 scplainer标准化分析方法，采用

线性模型，通过最少的数据预处理步骤，有效解

决了 SCP数据分析中的批次效应、缺失值和数

据异质性等核心挑战。Scplainer提供方差分析、

差异丰度分析和组分分析等一系列工具，能够从

复杂的数据中提取可靠的生物学信息，基准测试

和数据整合案例均证明了该方法的卓越性能和

广泛适用性。

常规基于库的 DIA分析需要人为进行实验，

近年来，深度学习技术可实现二级质谱图的精准

预测。Gessulat等 [73]开发了 Prosit深度神经网络

模型，以肽段序列、母离子电荷状态和碰撞能量

为输入，直接预测肽段 MS/MS谱图中碎片离子

的信号强度分布。该模型通过大规模、高质量

的质谱数据训练，能够准确模拟肽段在质谱仪中

的碎裂行为。

针对当前 SCP领域面临的肽段定量不确

定、数据缺失、批次效应及噪声高等问题，Li等[10]

设计了专门针对 SCP数据分析的综合框架——
scPROTEIN。该框架结合了多任务异方差回归

模型的肽段量化不确定性评估与基于图对比学

习的细胞嵌入生成技术，实现了量化不确定性估

计、蛋白质数据去噪、消除批次效应及单细胞蛋

白质组特异性嵌入编码等功能于一体的解决方

案。scPROTEIN不仅提升了单细胞蛋白质组数

据分析的准确性与效率，还成功应用于细胞聚

类、批次校正、细胞类型注释、临床分析及空间

解析蛋白质组数据等多个领域，在推动精准医疗

与生物学研究深入发展方面发挥了巨大潜力。

尽管各类算法与数据处理软件极大地提升

了单细胞蛋白质组数据的处理能力，但该领域仍

面临数据异质性高、重复性难以验证、不同研究

间难以直接比较等问题。解决这些问题的关键

在于推动数据的可访问性、可比较性与可重复

性。在这一需求的强力驱动下，一系列单细胞蛋

白质组学专用数据库应运而生。Lian等 [74]开发

了 SingPro数据库，其独特之处在于：1）系统地为

基于质谱和流式细胞术研究提供 SCP原始数

据；2）明确描述 SCP研究的实验细节和任何所

研究蛋白质的表达谱。SingPro数据库共收集

204项研究（包括 129项病例对照研究、21项多

类别研究和 54项单臂研究 ），包含超过 6.25×
108 个细胞和超过 16 000种蛋白质的 SCP原始

数据。Wang等[75]提出一种综合数据库 SPDB，其
具有以下特点：1）数据规模大，收录了来自 4种

不同物种的 3亿个细胞和 8  000多种蛋白质 ；

2）数据内容丰富，除单细胞蛋白质组外，还收录

了对应的转录组与表观遗传数据；3）数据质量

高，所有数据集均进行严格的质量控制和标准化

处理，确保了数据的一致性和可比性。SPDB数

据库为促进单细胞蛋白质组学在肿瘤研究和药

物研发领域的应用奠定了基础。

单细胞数据库的出现和普及是单细胞研究

领域走向成熟和规模化的重要标志。通过将零

散的数据点整合成系统性的知识网络，不仅解决
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了当前的数据存储与分析问题，更为核心生物学

规律的发现、疾病机制的解析以及未来精准医

疗的发展提供了不可或缺的基础设施。

 6    单细胞蛋白质组学的应用

单细胞蛋白质组学技术正以前所未有的分

辨率揭示生命活动的精细图谱，在细胞异质性解

析、癌症研究、免疫调控、发育生物学及药物作

用机制等关键领域展现出广阔的应用前景。

在解析细胞异质性方面 ，Specht等 [23]利用

SCoPE2平台对 1 490个单核细胞与巨噬细胞中

3 042种蛋白质进行定量分析，揭示了巨噬细胞

蛋白质组状态呈连续梯度分布，表明其异质性可

在无外源极化细胞因子诱导的情况下自发形

成。Brunner等[39]通过 T-SCP工作流识别药物干

预下调控细胞周期的关键标志蛋白，进一步揭示

了不同细胞周期阶段之间的功能异质性。Mann
团队 [76]开发的单细胞深度视觉蛋白质组学技术

（scDVP）实现了小鼠肝细胞蛋白质组在单细胞

水平的空间解析，不仅完成了肝细胞形态的稳健

分割与表征，还精准反映了肝小叶内的细胞分区

特征。

在癌症研究领域，Tsai等 [25]将 SOP-MS应用

于从患者循环肿瘤细胞（CTC）生成的患者来源

细胞系异种移植（PCDX）小鼠模型中，揭示了原

发性和转移性肿瘤之间的不同蛋白质特征以及

同一细胞类型内的细胞异质性。结果发现，表达

水平改变的蛋白质参与肿瘤免疫 （如 S100A
家族成员 61）、上皮细胞分化 （CDSN）和 EMT
（vimentin38，62），这表明肿瘤细胞可能为适应免疫

逃逸和维持细胞状态可塑性经历了选择性压力。

在发育生物学方面，单细胞蛋白质组学技术

为在蛋白质层面精确解析干细胞分化轨迹及细

胞命运决定机制提供了前所未有的高分辨率视

角。Ye等 [41]利用 Chip-Tip平台量化了人诱导多

能干细胞中的干细胞标志物 OCT4和 SOX2，以
及不同胚层来源细胞中谱系特异性标志物（包括

内胚层标志物 GATA4、中胚层标志物 HAND1
和外胚层标志物 MAP2）的定量检测，从而系统

描绘了多能干细胞定向分化的蛋白质动态图谱。

在药物机制研究方面，Fang等[32]采用 scPMA
策略在单细胞水平上系统评估了多柔比星对肿

瘤细胞的干预效应，结果显示，给药后单细胞层

面呈现出显著的蛋白质组与代谢组协同变化特

征。此外，Woo等[77]运用单细胞蛋白质组学技术

对前列腺癌耐药细胞（DRCs）进行系统表征，并

与亲本 PC3细胞比较分析，识别出与细胞体积变

化密切相关的功能亚群，同时还发现一系列在癌

症进展中发挥关键作用的表面蛋白（如 ACTN1、
CD47和 FAT1）及转录因子 （如 COPS2、DDX5、
DNMT1、ENO1、SMARCA5、SNRPB）的表达上

调现象，为阐明耐药细胞的分子机制提供了重要

依据。

 7    总结与展望

本文系统回顾了基于质谱的单细胞蛋白质

组学在样本制备、色谱分离、质谱检测及数据分

析等环节的全链条技术进展。在单细胞分离方

面，从操作繁琐、成功率较低的有限稀释法逐步

发展为采用 CellenONE等全自动单细胞分选系

统，实现了高通量且保持细胞高活性的分选，已

成为当前的主流趋势；在样本前处理方面，微流

控 技 术 （如 SODA、 nanoPOTs、 iProChip、 AM-
DMF-SCP）与一体化处理平台 （如 proteoCHIP、
one-tip、Chip-Tip）的不断革新，显著提升了处理

效率与样品利用率，推动了样本处理向微型化、

自动化和集成化方向发展，已成为主导技术路

径；在色谱分离与质谱检测方面，超细内径色谱

柱、稳定高效的液相色谱系统（如 Evosep One），
以及具备超高灵敏度与高速扫描能力的新一代

质谱仪 （如 Orbitrap Astral、 timsTOF SCP），共同

构建了强有力的硬件支撑体系；在数据采集与

解 析 方 面 ， DIA及 其 衍 生 技 术 （如 diaPASEF、
nDIA）凭借高重现性和低缺失值优势，正逐步成

为大规模单细胞队列研究的标准采集策略，同

时，针对单细胞数据特征开发的专用算法与软件

（如 scplainer、 scPROTEIN），以及日益完善的公

共数据库资源（如 SingPro、SPDB），为从复杂数

据中挖掘可靠的生物学信息提供了重要支持。

尽管单细胞蛋白质组学取得了显著进展，但

仍面临诸多挑战，这亦构成了其未来技术发展及

应用研究的主要方向。首先，实现更高通量与更

深层次覆盖的整合是技术发展的核心目标，这要

求样本前处理平台具备更高的自动化水平与并

行处理能力，同时质谱仪在扫描速度和检测灵敏

度方面有待进一步提升。将单细胞蛋白质组学
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与转录组学、代谢组学等多组学技术在同一细

胞层面进行整合分析，有望为全面解析细胞功能

调控网络提供关键支持。其次，数据分析的标准

化与智能化亟待加强，随着数据规模的迅速增

长，建立稳健、标准化且用户友好的数据分析流

程尤为重要，人工智能与机器学习技术将在数据

质量控制、缺失值填补、批次效应校正、细胞类

型自动注释以及从原始数据中直接预测生物学

表型等方面发挥日益重要的作用。最后，推动临

床转化与应用拓展是该领域的重要发展方向，单

细胞蛋白质组学已在细胞异质性研究、癌症机

制探索、发育生物学及药物作用机理分析等领

域展现出广阔前景，未来的关键任务在于将实验

室研究成果转化为稳定、可重复的临床检测手

段，应用于疾病的早期诊断、分子分型、预后评

估及个体化用药指导，从而助力精准医疗的飞速

发展。
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