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摘要：细胞作为生物体结构和功能的基本单位，其个体层面的异质性（如细胞亚群差异、发育动态及肿瘤微环境

调控机制等）在群体测量中往往被掩盖。为揭示这些关键的生物学信息，单细胞分析技术已成为前沿研究热点。

然而，相较于易扩增的遗传物质，以单细胞蛋白质组为核心的多维度分析面临样品组成高度复杂、丰度低且动态

范围宽等严峻挑战。质谱技术凭借其检测灵敏度高、分子覆盖范围宽等优势，已成为深入解析单细胞中功能分

子信息网络的强有力工具。本文系统综述了近年来基于质谱的单细胞多维度多组学研究进展，重点聚焦单细胞

蛋白质组、分泌组等分析方法的创新与应用，并对该领域未来的发展方向进行展望。
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Abstract: As  the  fundamental  structural  and  functional  unit  of  living  organisms,  individual  cells
exhibit substantial differences in phenotype, function, and molecular composition, even under a uniform
genomic  background.  This  cellular  heterogeneity—encompassing  subpopulation  differentiation,
dynamic  developmental  processes,  and  microenvironmental  interactions—is  often  obscured  in
traditional  bulk  measurements.  To  overcome  this  limitation,  single-cell  analysis  techniques  have
emerged  as  powerful  tools  in  systems  biology,  enabling  dissection  of  cell  states  and  functional
transitions  at  an  unprecedented  resolution.  Although  single-cell  RNA sequencing  and  other  nucleic
acid-based  omics  approaches  have  advanced  rapidly,  single-cell  multidimensional  multi-omics
centered on the proteome continues to face significant challenges due to the intrinsic non-amplifiable
nature, low abundance, and wide dynamic range of proteins and metabolites. Mass spectrometry (MS)
has  become a  cornerstone  of  single-cell  multi-omics  research,  offering  high  sensitivity,  quantitative
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robustness,  and  broad  molecular  coverage.  This  review  provides  a  systematic  overview  of  recent
advances in MS-based single-cell multi-omics analysis, with a focus on strategies for proteomic and
integrated  multi-omics  profiling.  Key  aspects  including  sample  preparation,  data  acquisition  and
processing,  and  spatially  resolved  omics  are  discussed  to  illustrate  the  value  of  MS  in  elucidating
multilayered  molecular  interaction  networks  within  individual  cells.  Key  advances  in  sample
preparation—including nanoliter-volume microreactors, carrier-assisted quantification strategies, and
fully integrated microfluidic platforms—have dramatically enhanced protein recovery and analytical
throughput. Likewise, cutting-edge acquisition strategies, such as data-independent acquisition (DIA),
plexDIA, and nDIA, have expanded proteome depth while maintaining quantitative accuracy in low-
input contexts.  Beyond intracellular  dimensions,  this  review also highlights developments in single-
cell  secretome  analysis.  Both  targeted  approaches  (e.g.,  barcoded  antibody  chips,  CITE-seq)  and
untargeted  MS-based  methods  (e.g.,  SCSP)  are  evaluated  in  terms  of  sensitivity,  scalability,  and
coverage,  which  offer  crucial  insights  into  intercellular  communication,  immune  regulation,  and
tumor microenvironmental dynamics. Finally, the review highlights current challenges, including low
signal  intensity,  limited  spatial  and temporal  resolution,  and data  integration complexity.  It  outlines
prospective  directions  for  the  field,  such  as  the  development  of  spatially  resolved  multi-omics,  AI-
assisted  data  interpretation,  and  standardized  pipelines  for  reproducible  high-throughput  analysis.
Collectively,  MS-based  single-cell  multidimensional  multi-omics  is  poised  to  reshape  biomedical
research,  providing  powerful  tools  to  unravel  the  molecular  mechanisms  underlying  health  and
disease at single-cell resolution.
Key  words: single-cell  multidimensional  analysis； mass  spectrometry  techniques； proteome；
secretome；biomedical applications

细胞作为生物体结构和功能的基本单位，在

遗传物质相同的前提下，受基因表达调控的内在

机制及与微环境动态互作的共同驱动，表现出高

度异质性。这种异质性在生物发育和疾病发生

发展等生命过程中发挥着关键作用 [1-3]。然而，

传统的大规模细胞群体测量往往会掩盖关键的

生物学信息，例如细胞亚群 [4]、细胞生长发育 [5]

及肿瘤生长的微环境因素 [6]等。为揭示这些信

息，单细胞分析技术应运而生。该技术通过单独

分析循环肿瘤细胞等高度异质性的细胞，不仅为

阐明肿瘤形成等病理过程及其他重要生理机制

提供了科学依据，也为活体检测和疾病治疗提供

了新的视角和思路[7-8]。

细胞是由核酸、蛋白质、糖类、脂质等生命

物质组成，遵循中心法则运行的高度有序系统[9]。

近年来，单细胞 RNA测序（scRNA-seq[10]）的突破

性进展，使得生物体转录组图谱的高精度解析成

为可能 [11-12]。然而，单一的转录组数据难以全面

揭示细胞的复杂性，其在研究蛋白质动态表达、

代谢网络调控、表观遗传修饰以及细胞互作机

制等关键生物学过程中存在显著局限性 [13]。一

方面，为了全面理解单个细胞中基因型和表型

之间的联系，有必要在细胞内所有分子水平上表

征细胞异质性，尤其是作为生命活动直接执行者

的单细胞蛋白质组 [14-15]；另一方面，基于单一组

学的研究无法全面反映生命进程的变化，从同一

细胞个体而非同一样品中的不同细胞获得多组

学信息，已成为生物学研究的重要目标[16]。除胞

内的单细胞多组学分析外，细胞间交流频繁，解

析细胞外空间和局部微环境维度的单细胞分泌

组，可为单细胞异质性解析提供关键信息和重要

补充[17-18]。

相较于遗传物质可扩增的特性极大简化了

scRNA-seq分析，以单细胞蛋白质组为核心的新

型单细胞多维度多组学分析仍面临众多挑战：目

标分子种类繁多（＞104 种）、含量极低（zmol级）、

多组分分离过程中样品易丢失、代谢产物时空

动态变化显著等 [19-21]。这给单细胞分析方法和

仪器的检测灵敏度、分辨率、选择性和通量提出

了极高要求。传统单细胞分析方法（如免疫荧光
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（IF）[22]和表面增强拉曼光谱（SERS）[23]）依赖标记

技术，存在检测分子覆盖度低、交叉干扰等问

题；基于抗体的技术（REAP-seq[RNA element and
protein sequencing][24]）和单细胞条形码芯片（SCBC
[single-cell barcoding chip] [25]）虽能实现多组学联

合检测，但受限于高质量抗体的获取，仅可定量

分析少量靶标分子。

相比之下，质谱（MS）技术通过直接检测特

征碎片离子的质荷比（m/z），无需标记即可同步

实现蛋白质、代谢物及脂质的定性与定量分

析。近年来，单细胞分选系统（如 CellenONE平

台）与高灵敏离子化技术（如纳升电喷雾电离

（nanoESI））的协同创新，显著提升了单细胞分析

通量和检测灵敏度，使现代质谱的检测灵敏度突

破至单分子层面（zeptomole级）。结合其宽动态

范围（＞105）、高选择性及非靶向分析能力，质谱

技术已成功应用于单细胞蛋白质组、代谢组及

脂质组的深度解析 [26-28]，揭示出传统方法难以捕

捉的亚细胞分子梯度分布与瞬时代谢波动 [29-30]。

这些技术优势使质谱成为整合单细胞多维度多

组学信息、构建分子调控网络的核心工具，为揭

示细胞异质性的生物学本质提供了独特而强大

的研究范式。

本文将综述基于质谱的单细胞多维度多组

学分析技术的发展现状和应用，包括胞内的单细

胞蛋白质组分析、胞外的单细胞分泌组分析，以

及同一细胞多组学分析。通过深入探讨这些领

域的前沿进展与相关应用，展望未来单细胞多维

度多组学技术在生命科学和临床医学中的应用

前景。

 1    基于质谱的单细胞多维度蛋白质组分析

蛋白质是生命活动的直接执行者，其多样化

的翻译后修饰与动态相互作用构成了细胞功能

调控的关键分子基础。基于质谱技术的单细胞

蛋白质组学研究，不仅能够实现数千种蛋白质的

精准定量，还能解析其翻译后修饰位点（如磷酸

化、泛素化）的空间分布与动态变化，为揭示蛋

白质构效关系及调控网络提供系统视角 [31]。然

而，单细胞蛋白质组分析面临严峻的技术挑战：

单个哺乳动物细胞（如 HeLa细胞）总蛋白含量仅

约 250 pg，其中低丰度调控蛋白（如转录因子）的

拷贝数可低至数百分子[32]，且蛋白质缺乏类似核

酸的扩增手段。因此，基于质谱的单细胞蛋白质

组分析面临的核心挑战是如何实现样品前处理

的高回收率和质谱分析的高灵敏度。

 1.1    单细胞蛋白质组样品制备

当前 ，单细胞蛋白质组学主要采用基于

bottom-up策略的技术路线，即先将蛋白质酶解

成肽段，然后进行液质联用分析。其样品处理流

程沿袭群体细胞蛋白质组学的核心步骤（提取、

变性、还原、烷基化与酶解），但微量样品在多步

转移操作中的表面吸附损失成为制约质谱检测

灵敏度的瓶颈[33]。

由于蛋白质与肽段在任意表面均存在难以

完全消除的非特异性吸附，研究者提出通过极限

缩小反应体积以减小接触界面的策略，从而提升

单细胞蛋白质组分析的灵敏度和覆盖度。早期

方法，如单细胞蛋白质组学质谱（SCoPE-MS）[34]

在离心管内进行样品前处理，通过与串联质量标

签（TMT）标记的载体细胞混合，成功实现了单个

小鼠胚胎干细胞的蛋白质组定量分析；然而，微

升级的样品处理体积导致了显著的样品吸附损

失。其优化版本 SCoPE2[35]通过将单细胞分选在

384孔板中，使样品处理体积减少至 1 µL，大幅

提高了样品处理回收率和效率，并结合 TMT标

记实现了上千个单细胞的高通量分析。为进一

步适配皮克级的单细胞蛋白质含量并将蛋白质

损失降至最低，样品处理体积需进一步压缩至纳

升级；这一需求已超出现有传统微孔板平台的极

限，因此需要依赖专为微量单细胞样本设计的高

灵敏度单细胞处理平台。

随着微流控芯片技术的发展，具有低吸附表

面与精准体积控制能力的新型平台逐步成为主

流 [36]。例如，方群团队 [37]开发的 OAD-chip芯片，

通过油 -气 -液滴与顺序操作液滴阵列 （SODA）

技术，能够在 550 nL液滴中实现单细胞前处理，

并使用液质联用系统从单个 HeLa细胞中鉴定

出 51种蛋白质；Kelly团队 [38]开发的 nanoPOTS
芯片，通过在载玻片上施加疏水涂层，并将反应

液滴体积压缩至 200 nL，单个 HeLa细胞蛋白质

覆盖度突破 600种 [39]。改进型 nanoPOTS（N2）芯
片[40]引入嵌套纳米孔结构，将反应体积进一步降

低至 30 nL以下，不仅使样品处理通量提升至

240个单细胞，同时将单个 HeLa细胞蛋白鉴定

数量提升至 1 500种以上。张祥民团队[41]创新性
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地使用内径为 22 μm的毛细管作为反应容器，开

发了集成化蛋白质组分析装置（iPAD），将反应

体系缩小至纳升级，在 2 nL体积中完成单细胞

的捕获、裂解与酶解，并从单个 HeLa细胞中鉴

定出 81种蛋白质，验证了单细胞在超低体积下

进行样品处理的可行性。

最近，结合新一代皮升级单细胞分选平台（如

CellenONE），Leduc等 [42]开发了纳米蛋白质组学

样品制备（nPOP）分析方法。该方法通过在载玻

片上沉积单细胞液滴，能够在平行制备数千个单

细胞样品的同时，在低至 8 nL体积中完成样品

处理 ，单细胞蛋白质鉴定数量跃升至 3 000～
3 700种，标志着痕量蛋白质组样品处理技术迈

入高回收率与高通量并重的新纪元。

尽管纳升级芯片平台已在痕量样品处理方

面取得显著进展，但单细胞分选与质谱进样过

程中频繁的移液操作仍造成不可忽视的样本

损失。为解决这一问题，研究者纷纷转向构建

自动化和集成化平台，以最大程度减少操作步骤

与界面吸附，提高蛋白质组学分析的灵敏度与稳

定性。

Ctortecka等 [43]开发的 proteoCHIP芯片采用

复合聚四氟乙烯材质，可直接与 CellenONE平台

对接，在保持纳升级样品处理能力的同时，消除

了分选与转移过程中的移液步骤，在单细胞水平

稳定实现了近 2 000种蛋白质的鉴定。Gebreyesus
团队 [44]进一步构建了集成蛋白质组学芯片

（iProChip）微流控装置，集成从细胞输入到蛋白

质组样品处理的全流程，依托液压驱动实现纳升

级精确操控，配合全自动化液体工作站，使单细

胞蛋白质鉴定数量达到约 1 500种。

在此基础上，Yang等[45]在油包水芯片（OAD-

chip）基础上结合数字微流控技术，开发了集成

单细胞蛋白质组样品处理的有源矩阵数字微流

控芯片（AM-DMF-SCP）系统。该系统利用电场

控制液滴在油包水环境中的运动，自动完成细胞

悬液的分割、转移与反应，可在单个 HeLa细胞

中平均鉴定 2 258种蛋白质。为降低微流控芯片

设计的复杂性，方群团队 [46]提出了“点取式”单

细胞蛋白质组分析（PiSPA）工作流程，采用纳升

级液体处理机器人执行单细胞捕获、蛋白质组

前处理和质谱进样在内的全流程自动化操作，在

大幅减少人为操作损失的同时，将蛋白质覆盖度

提升至 3 000种以上。

除提升自动化水平外，整合前处理步骤、降低

操作次数也是当前单细胞样品处理方法发展的

重点方向。Ye团队[47]开发的单细胞集成化前处

理技术（One-Tip），将细胞裂解、蛋白质提取与酶

解步骤整合于两性离子涂覆的 Evotip芯片上，全

程仅需单细胞吸取和加入裂解消化试剂 2个移

液步骤，将吸附损耗控制在 1%以内，可从胚胎单

细胞中鉴定 6 216种蛋白质。该团队进一步推出

了Chip-Tip方法[48-49]，通过将Evotip与 proteoCHIP-
EVO96芯片相结合，无缝对接了 CellenONE单细

胞分选平台与质谱系统（图 1），实现了几乎完全

无移液的样本处理流程，从单个 HeLa细胞中鉴

定出超过 5 000种蛋白质，标志着单细胞蛋白质

组学深度覆盖分析的时代正式来临[50]。

综上所述，自动化集成化平台的发展不仅大

幅提高了单细胞蛋白质组的样品处理通量，还

从根本上减少了人为操作造成的样品损失，为实

现高通量、高灵敏度的单细胞蛋白质组分析奠

定了坚实基础。但现有方法在超低丰度蛋白

（＜10 copies/cell）分析、跨膜蛋白分析及翻译后
 

Single-cell sample

preparation

~2.5 h

Direct transfer and clean-up

~10 min

LC-MS/MS analysis

ProteoCHIP EVO96

CellenONE Evosep one Orbitrap astral

图 1    Chip-Tip 方法示意图[48]

Fig. 1    Schematic diagram of Chip-Tip[48]
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修饰动态解析等方面仍存在不足。此外，由于单

细胞空间蛋白质组学可以提供传统游离单细胞

分析所缺乏的原位空间位置信息，已逐渐成为研

究人员关注的焦点 [51-52]，但与之匹配的、基于空

间分选技术（如激光捕获显微切割（LCM））的高

可靠性自动化单细胞蛋白质组处理平台仍处于

初步探索阶段。面向下一代技术，核心发展方向

将集中于仿生抗粘附界面材料开发（以最小化非

特异性吸附损失）、人工智能（AI）驱动的自适应

样品处理方案构建，以及与 LCM等空间技术无

缝整合的全自动高精度操作平台研发。

 1.2    单细胞分泌组样品制备

细胞分泌的蛋白质（统称为分泌组）是一类

由细胞合成后分泌到细胞外发挥重要生物学功

能的蛋白质，主要包括生长因子、细胞外基质成

分、细胞因子和激素等。分泌组是介导细胞间

通讯并完成特定生物学功能的重要介质，主要通

过经典、非经典和细胞外囊泡（EV）3种途径释

放 [53-54]。这类蛋白质不仅对理解人类生物学至

关重要，更是多种重大疾病（如癌症、心血管疾

病、神经退行性疾病）相关信号通路的核心调控

因子。作为药物研发与疾病诊断的关键靶点，它

们可用于动态监测致病机制、疾病进展及药物

反应 [17,55-56]。研究表明，分泌组的组成是高度动

态的，取决于细胞类型和微环境刺激，表现出高

度异质性 [57-58]。为解析由蛋白质功能（而非遗传

因素）决定的非遗传性细胞异质性，并弥补细胞

内单细胞蛋白质组分析所缺失的胞外维度信息，

迫切需要在单细胞水平进行分泌组分析。

单细胞分泌组无法直接采用单细胞蛋白质

组的方法，主要因为质谱对低丰度、瞬时分泌蛋

白的检测灵敏度不足，且分泌物易被稀释、扩散

或降解，难以实现稳定捕获和定量分析；相比之

下，基于抗体的方法具有较高的特异性、灵敏度

和可靶向性，能够更有效地识别和定量单细胞

水平的分泌产物[59]。因此，目前直接测量特定单

细胞分泌蛋白质的方法主要依赖于抗体的靶向

分析技术，包括以酶联免疫斑点（ELISPOT）[60]和

荧光激活细胞分选（FACS）为代表的流式细胞

术 [61-62]。前者基于免疫的检测方法可用于活细

胞分泌分析，但通常仅限检测单个细胞中的至

多 3种目标蛋白质；流式细胞术通过检测细胞表

面捕获的分泌蛋白或其受体，可实现 10余种分

泌蛋白的同时测量，但其多重检测能力受限于光

谱重叠和抗体标记选择。为进一步提高分泌蛋

白检测通量，Spitzer等[63]开发的质谱流式细胞术

（CyTOF）利用金属同位素标记抗体并结合电感

耦合等离子体质谱（ICP-MS）检测，克服了光谱

限制，可检测超过 35种分泌蛋白。然而，该方法

需要大量细胞样本（＞106 个），且涉及细胞固定

等步骤，无法满足对同一细胞进行多参数分析或

快速平行测定大量单细胞（＞1 000个）的需求。

得益于微流控芯片技术的发展（如制备微升至皮

升级反应室系统及在有限区域内形成高密度抗

体条形码阵列），新一代高通量单细胞分泌组靶

向分析方法——单细胞条形码芯片（SCBC）应运

而生[64-66]。SCBC芯片利用装载细胞的微流控通

道和相交的气动阀门，将细胞隔离在亚纳升微室

阵列中，可同时对数百至数千个单细胞进行大规

模并行分析。随后，利用集成在芯片上的空间编

码抗体条形码带（而非依赖荧光标记），通过检测

信号位置来识别和定量分泌蛋白，可满足数十种

细胞因子的检测需求。在此基础上，Xue等 [67]

通过结合空间和光谱编码策略，将单细胞分泌的

细胞因子的检测数量提升至 42个。

但上述方法只能用于分析特定的目标分泌

蛋白，难以全面深入表征细胞间通讯和分泌异质

性。LC-MS技术能够提供分泌蛋白组的规模化

解析，是未来单细胞分泌组分析的重要发展方

向。然而，基于质谱的单细胞分泌组分析面临巨

大挑战：需从细胞培养基中高丰度的共存血清蛋

白（g/L级）背景下，区分、捕获和检测单细胞来

源的极低丰度分泌蛋白（约 ng/L 级）和细胞外囊

泡蛋白（EVs, 103～105 vesicles/mL）[68-69]。最近，He
等 [70]首次提出了结合选择性富集和纳流液相色

谱-串联质谱（NanoLC-MS/MS）分析的单细胞分

泌组规模化分析方法（SCSP），示于图 2。该方法

集成了以下关键步骤：1）在微流控芯片上分离和

培养经 L-叠氮基高丙氨酸（AHA）代谢标记的单

个细胞；2）利用炔烃功能化的毛细管微反应器，

通过点击化学反应特异性富集新合成的分泌蛋

白和细胞外囊泡蛋白；3）使用  NanoLC-MS/MS
进行高灵敏度分析。该技术成功从单个 HeLa细
胞中平均定量了  389个分泌蛋白和细胞外囊泡

蛋白，与单细胞抗体条形码芯片方法相比，显著

提高了单细胞分泌组的鉴定覆盖度。
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目前，基于质谱的单细胞分泌组研究仍处于

起步阶段，现有方法的鉴定覆盖度和分析通量仍

有待提高，亟需开发单细胞分泌组高通量与深度

覆盖分析的新方法，为研究分泌调控机制的异质

性提供新见解。

 1.3    单细胞蛋白质组质谱数据采集

近年来，随着高精度色谱-质谱仪的持续发

展，样品的色谱分离效率和质谱检测灵敏度显著

提升，使得仪器性能不再是限制单细胞蛋白质组

分析的主要瓶颈。然而，在具体的质谱分析方法

层面，单细胞蛋白质组分析仍面临信号强度低、

动态范围广（跨越 6个数量级）以及背景噪声干

扰严重（噪声信号占比＞50%）等多重挑战[13]。为

提升信号强度、覆盖宽动态范围、抑制背景噪

声，研究者持续从数据采集策略、信号处理算法

等多个维度进行优化，推动单细胞蛋白质组质谱

分析向更高灵敏度的方向发展。

早期技术，如 SCoPE-MS采用基于 TMT的

同步连续采集方法，通过引入载体蛋白（carrier
proteome）增强低丰度肽段的 MS1信号，实现了

单细胞水平约 500种蛋白质的定量分析 [34]。然

而，数据依赖性采集（DDA）模式仅覆盖 20%～

30%的前体离子，且过量载体蛋白（通常添加 10～
100倍）会压缩低丰度信号的动态范围，降低定量

精度。为增强信号检测深度，研究者转向数据非

依赖性采集（DIA）。DIA将质谱扫描范围划分

为连续窄窗口（通常 2～4 u），循环采集所有碎片

离子信息，信号利用率提升至＞80%，单细胞蛋白

质鉴定数量突破 1 000种。但 DIA谱图复杂，应

用于单细胞样品分析需依赖高精度谱图库与智

能解卷积算法提升鉴定效率 [71]。Demichev等 [72]

开发了数据非依赖采集蛋白质组学的专用软件

包——DIA-NN，结合卷积神经网络 （CNN），将

DIA数据分析的信噪比（S/N）提升 5倍，变异系

数 （CV）控制在＜12%，显著提高了定量精度。

DIA-NN支持大规模样本的并行分析，速度较传

统工具快 10倍，已成为单细胞 DIA分析的基础

标准。

在上述方法基础上，为进一步提高低输入样

本信号鉴定能力 ，Krull等 [73]提出匹配增强器

（MEs）方法（DIA-ME），通过将低输入样本谱图

特征与高输入参考样本对齐，利用迁移学习补偿

信号缺失，结果示于图 3a。将该方法应用于 U-2
OS单细胞干扰素 γ（IFN-γ）响应研究时，蛋白质

覆盖率提升 40%，成功捕捉 STAT1磷酸化的时

间依赖性激活。为进一步提高 DIA分析的通

量 ， Slavov团队 [74]开发了多重通路 DIA方法

（plexDIA）。该方法预设质量偏移窗口（Δm/z 0.5～
1.0），单次进样可分析 3～5个单细胞，通量提升

3倍的同时保持稳定的定量精度（CV＜15%），示

 

N3

N3 N3

N3

N3

N3

N3

N3

N3

N3

N3

N3

N3

N3

N3

N

N
N

N N

N
N

N

N

N

N

N

OH
H2N

O

Single-cell Alkyne micro-reactor

Cell

AHA

Secreted proteins

Proteins in extracellular vesicles (EVs) Microfluidic chipCell inlet Outlet
EV surface proteins

Single-cell capture On-chip cell cultureProteins in cell culture medium

Click

In situ digestion Clean-up Secretome enrichmentNanoLC-MS/MS

图 2    单细胞分泌组分析示意图[70]

Fig. 2    Schematic diagram of SCSP[70]
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于图 3b。在肿瘤微环境解析中，利用该方法从

10个单细胞中揭示了 EGFR通路关键蛋白的表

达异质性及耐药亚群的代谢 -激酶协同调控机

制。Thielert等[75]开发了多重标记DIA方法（mDIA），

将稳定二甲基标记与 DIA采集结合，实现至多

5个通路的同时测定。mDIA利用多路复用通道

相互隔离的特点，将其中 1个通道作为非干扰性

的内标蛋白质组（spike-in proteome）参考通道，结

合开发的 RefQuant算法，在不损失鉴定深度的前

提下，将鉴定数量和通量提升 2倍。mDIA在空

间蛋白质组学中具有独特优势，其工作流程可无

缝集成到深度视觉蛋白质组学（direct visualization
of proteomes，DVP）管道中，将空间蛋白质组分析

通量提升 4倍。
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图 3    DIA-ME 数据分析示意图（a）[73]，plexDIA 中保留时间估计精度的提高（b）[74]

Fig. 3    Schematic diagram of DIA-ME data analysis (a)[73], and improvement of retention time estimation
accuracy in plexDIA (b)[74]

 

随着质谱性能的提升 （如四极杆 -Orbitrap-

Astral三合一平台），Guzman等 [76]提出了窄窗口

DIA（nDIA）策略。该方法采用 200  Hz超高速

MS/MS扫描与 1 u窄窗口设计，实现近乎全肽段

覆盖分析（＞95%）。在 3～4.5 h分析时间内，即

可完成人类蛋白质组约 12 000种蛋白质的检测，

灵敏度达 amol级。应用该方法，研究者成功从

仅 250 pg的 HeLa细胞肽段中鉴定多达 7 400种

蛋白质，分析通量达 50个单细胞/天。利用其深

度覆盖和高精度定量能力 ，分析了初始态人

多能干细胞 （naive  hPS）和滋养外胚层样细胞

（TE-like），为囊胚形态调控（如 TE上皮化、囊腔

形成）提供了蛋白质层面的机制线索，助力体外

受精（IVF）中可移植囊胚的筛选[77]。

从 DDA到 nDIA，单细胞质谱技术通过数据

采集策略与智能算法的协同创新，持续突破灵敏

度与通量极限。未来，随着深度学习 AI大模型

的加入、时空分辨率信息的融入以及与临床应

用的深度结合，该技术有望进一步揭示更复杂的

生物网络机制，为疾病诊疗与系统生物学提供革

命性工具。

 2    单细胞多组学分析

单细胞多组学分析技术通过整合基因组、

转录组、蛋白质组与代谢组等多层次分子网络

信息，为解析细胞异质性的分子机制提供了系统

性的研究工具。该技术能够揭示跨组学互作驱

动的细胞状态转换机制，解决单一组学难以解析

的关键科学问题，如转录后调控对蛋白质丰度的

非线性影响、代谢物对表观遗传修饰的动态调

控等 [16,78]。这种多组学整合的研究范式不仅有

助于描绘“中心法则”的完整动态过程，更能系

统揭示从核酸、蛋白质到代谢物的级联调控网

络，为深入理解细胞功能异质性提供分子基础。

然而，当前大多数单细胞多组学研究仍局限于以

转录组为核心的数据整合，通常结合基因组和染

色质可及性（如 ATAC-seq）进行分析。要实现真

正意义上的功能解析，必须从蛋白质组这一细胞

功能的主要执行者出发，在单细胞水平同步整合

转录组、代谢组和翻译后修饰组（PTM组）的信

息。这种全维度的单细胞多组学研究面临的核

心技术挑战在于超微量样本的并行处理：不同组

学检测方法在样本制备（如转录组依赖 mRNA
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逆转录扩增、蛋白质组需酶解获得肽段、代谢组

需完整分子提取）和数据产出形式上存在显著差

异，传统串联式分析方法常因样本耗尽导致数据

缺失，且难以维持分子关联的时空一致性；同时，

单细胞尺度的超微量样本对检测灵敏度提出极

限要求，多组学信号采集易受处理步骤引入的背

景噪声干扰 [79]。质谱技术凭借其在蛋白质组、

代谢组和 PTM组分析中展现的宽动态范围、高

灵敏度和深度覆盖等优势，已成为实现同一细胞

内多组学同步分析的关键技术。特别值得关注

的是，随着空间组学技术的快速发展，质谱技术

因其无标记检测特性、高复用分析能力和全蛋

白质组覆盖优势，在单细胞空间多组学研究中展

现出独特价值。空间分辨的质谱技术（如基质辅

助激光解吸电离质谱成像（MALDI-MSI）、解吸

电喷雾电离质谱（DESI-MS）等）能够在不破坏样

本空间信息的前提下，同时获取多种生物分子的

原位分布特征，为在组织微环境背景下解析单细

胞分子特征提供了革命性工具。这种空间多组

学技术与单细胞测序技术的结合，使得研究人员

能够在保留细胞空间位置信息的同时，获取单细

胞分辨率的全基因组、转录组和蛋白质组数据，

为发育生物学、神经科学和肿瘤微环境研究提

供了全新的研究视角 [80-81]。这种空间维度的扩

展不仅丰富了单细胞分析的层次，更为全面理解

细胞-微环境互作机制提供了关键技术支持。

 2.1    单细胞蛋白质组-转录组分析

根据“中心法则”，蛋白质的翻译是通过

mRNA指导蛋白质合成的核心生命过程。然而，

细胞内 mRNA并非静态存在，其丰度与定位受

转录后加工、稳定性调控、运输及降解等复杂机

制的动态调节。因此，仅依赖转录组信息难以准

确预测蛋白质的实际表达水平。此外，不同细胞

状态下的 mRNA与蛋白质表达之间常常存在显

著偏差，这进一步增加了预测的复杂性[82]。为更

全面地理解细胞的功能状态，整合单细胞转录

组与蛋白质组数据，对于揭示细胞异质性、解析

信号通路动态及构建精确细胞功能图谱至关

重要。

早期结合单细胞转录组与蛋白质组的技

术主要基于核酸标记抗体，如 CITE-seq （cellular
indexing  of  transcriptomes  and  epitopes  by
sequencing）[83]和 REAP-seq[24]，它们利用连接寡核

苷酸标签的抗体标记细胞表面蛋白质，实现表面

蛋白质组与转录组的同步分析。Chung等 [84]在

CITE-seq技术的基础上开发了 inspire-seq，通过

修饰的双链核酸与抗体结合，并透膜进入细胞与

核蛋白质结合，实现了核内蛋白质组与转录组的

定量协同分析。然而，这些基于抗体的方法存在

显著局限性 ：分析深度有限 （仅 4～82个靶蛋

白），蛋白质定位范围受限，难以满足生物医学深

入研究的需求。

为实现非靶向的蛋白质组分析，基于质谱的

技术逐渐成为主流。由于 MS与 RNA测序原理

不兼容，当前基于 MS的单细胞蛋白质组-转录

组分析策略需对单细胞裂解液进行组分预分离，

以分别进行多组学分析。单细胞样品的微量特

性对分离操作的精细度和后续分析的灵敏度提

出了极高要求。近年来，微流控技术、高通量测序

和质谱技术的协同发展才使此类分析成为可能。

方群团队 [85]在 PiSPA平台基础上开发了单细胞

转录组-蛋白质组同步分析平台（scSTAP），利用

纳升级微流控液体处理机器人和顺序操作液滴

阵列（SODA）技术，将微量单细胞裂解液均分为

2份，分别进行基于MATQ-seq （multiple annealing
and  dC-tailing-based  quantitative  single-cell  RNA-
seq）的转录组分析和基于 MS的蛋白质组分析，

成功在单个卵细胞中检测到 2 663种蛋白质与

19 948个基因。

尽管 scSTAP等方法初步实现了高覆盖度联

合分析，其应用仍局限于较大的卵细胞；在正常

体细胞分析中，测序深度和数据重复性仍有待优

化。此外，由于样本预处理及数据获取方式差

异，基于 MS的单细胞蛋白质组-转录组数据与

先前的宏量测序（bulk sequencing）数据集相关性

有限，亟需借助模态间数据嵌入与对齐算法进行

进一步验证与补充，以降低组学间噪声与技术偏

差的影响。

 2.2    单细胞蛋白质组-代谢组分析

转录组数据难以全面反映细胞的分子状态，

大量研究表明，mRNA与蛋白质丰度之间的相关

性有限（常为中等水平）[86]。此外，蛋白质的翻译

后修饰（PTMs）及代谢物在调控关键信号通路和

反映细胞代谢状态中的作用不可替代，其动态变

化无法从转录数据中直接推断[20]。因此，为深入

理解单细胞中基因型与表型的复杂关联，必须对
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在细胞功能执行及细胞间通讯中发挥至关重要

作用的蛋白质和代谢物进行深度表征。

过去几年间，高灵敏度 LC-MS技术的进步

极大提高了细胞中蛋白质和代谢物的鉴定覆盖

度，使得单细胞等微量样本的多组学同时分析成

为可能。然而，单细胞中代谢物和蛋白质含量极

低，若采用类似 scSTAP的物理均分策略会进一

步稀释样本，显著降低鉴定覆盖率。因此，为解

决这一问题，Li等 [87]开发了亲水修饰微孔芯片

（OEMC）（图 4a），利用芯片表面修饰的配基与蛋

白质的亲水相互作用，实现蛋白质与代谢物的分

离，并通过电喷雾质谱（ESI-MS）鉴定出 132种代

谢物；随后对微孔表面捕获的蛋白质进行原位酶

解，进一步结合 LC-MS平台，成功实现了单细胞

水平蛋白质组与磷酸化蛋白质组的联合分析，鉴

定出 1 200余种蛋白质及超过 500个高度可信的

磷酸位点，建立了首个大规模单细胞磷酸化蛋白

质组数据集。此外，Zhao等 [88]提出了一种基于

自动化显微操作系统的单细胞多组学质谱分析

简化策略（图 4b），作为对传统流程繁琐操作问

题的替代优化方案。该策略通过飞秒激光刻蚀

技术构建体积仅 10 nL的超微反应腔室，实现阵

列式单细胞的高效捕获与芯片内快速酶解，显著

提升了样本处理的通量与一致性。随后，结合自

动化显微操控与不同极性溶剂，依次从同一单细

胞中提取代谢物、磷脂和蛋白质，并利用具备约

2 min快速电离能力的 pulse-ESI源，在单一质谱

平台上实现 3类组分的连续检测，可在单细胞水

平鉴定约 1 400种分子。尽管优化了提取流程以

减少损耗，该方法仍依赖非特异性分子作用进行

分离，难以完全避免低选择性分离机制引发的非

特异性流失与背景干扰。为克服此限制，He等[89]

创新性地开发了毛细管烷基化微反应器（OCAM），

示于图 4c。该方法基于蛋白质的烷基化反应，将

蛋白质共价键合到毛细管微反应器上，然后采用

有机溶剂提取小分子代谢物，实现了同一细胞中

蛋白质与代谢物的高效分离和同时分析。应用

该技术，该团队在单个小鼠卵母细胞中同时鉴定

了多达 3 457种蛋白质和 171种代谢物，展现了

共价固定策略的巨大潜力。然而，该方法仍需经

历蛋白质与代谢物的空间分离与样品转移过程，

限制了其在高通量分析中的应用。为此，Wu等[90]

提出了一种基于质谱信号域分离的无物理转移

策略——单细胞蛋白质组与代谢组联合分析

（scPMA），示于图 4d。该方法在常规 PiSPA流程
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注：图 b中①为单细胞多组学分析的简化工作流程，②为自动化

系统示意图；图 d为通过单次 LC-MS/MS进样同时获取单个细

胞的蛋白质组与代谢物组信息

图 4    基于 HILIC 的代谢物与蛋白质串联提取策略

示意图（a）[87]；高效自动化单细胞多组学质谱策略示

意图（b）[88]; OCAM 策略实现同一单细胞蛋白质-代谢

物组分析示意图（c）[89]；scPMA 分析策略示意图（d）[90]

Fig. 4    Schematic overview of the HILIC-based
tandem extraction of metabolites and proteins (a)[87];

schematic diagram of the highly efficient and
automatic single cell multi-omics mass spectrometry

strategy (b)[88]; schematic diagram of the OCAM
strategy for proteo-metabolome profiling in the same
single cells (c)[89]；schematic diagram of the one-shot

scPMA workflow (d)[90]

第 6 期 何新宇等：基于质谱的单细胞多维度多组学研究进展 737



基础上，结合捕获离子迁移飞行时间质谱（timsTOF）
技术，通过调节质谱参数和离子淌度窗口，实现

肽段与代谢物信号的原位分辨。具体而言，将电

荷态为 0～1价的前体离子识别为代谢物信号，

2～3价的离子识别为肽段信号，从而在单次 LC-
MS/MS进样和分析周期内同步完成单细胞蛋白

质组与代谢组的检测，有效避免了传统分离转移

步骤导致的信号损失与数据偏倚。该策略已成

功应用于多种肿瘤细胞系 （包括 A549、HeLa、
HepG2），分别平均鉴定到 816、578、293种蛋白

质以及 72、91、148种代谢物，展现出优异的信

号分离能力和数据分析通量。

总而言之，当前以单细胞蛋白质组-代谢组

联合为核心的双组学技术处于起步阶段，已有策

略虽初步实现了单细胞中多种组分的顺序提取，

但在分析通量、方法普适性及对复杂生物系统

的适配能力等方面仍存在明显限制；同时，面向

2种以上组学的同步分析面临更高的技术门槛，

亟需发展更精细的样本分离策略与高效稳定的

多组学质谱平台。展望未来，该技术有望通过结

合空间代谢组学与原位质谱成像以保持组织空

间结构，或借助微流控平台实现活细胞动态培养

与分钟级时间分辨率的采样，以精确捕捉细胞状

态转变和多组学分子的快速变化轨迹，为解析细

胞命运决定、肿瘤微环境演化等关键过程提供

高维数据支撑与新视角。

 2.3    单细胞代谢组-转录组分析

代谢组是汇集表观基因组、基因组和转录

组效应的最后一个组学层面，它直接定义了最接

近生理或疾病状态的细胞表型。然而，单细胞代

谢组学（SCM）仅能提供细胞代谢中间产物和产

物快照，缺乏代谢通量和功能的线索，限制了对

生物学中代谢机制的深入解释。而基于单细胞

RNA转录组学（scRNA-seq）的代谢建模为 SCM
提供了另一种途径，利用来自转录组的代谢途径

的先验知识，可以预测代谢与表型的关系[91]。因

此，为了更精确地表征代谢状态和功能，从同一

单细胞个体水平分析单细胞代谢组和转录组对

于单细胞研究同样重要。

与单细胞蛋白质组-代谢组更关注细胞功能

执行和细胞间通讯不同，单细胞代谢组-转录组

分析更倾向于准确地重现代谢状态和功能，这要

求方法在环境改变（尤其是代谢扰动）中实现对

高度动态的代谢过程进行实时分析[92]，因此单细

胞样品均分的方法不能准确揭示真实的代谢组-
转录组对应关系。近年来，随着基于毛细管的单

细胞原生质采集技术的发展，研究者能够通过细

微的毛细管直接从单个活细胞中提取细胞内的

原生质组分（包括蛋白质、代谢物等），实现对单

细胞内容物的实时精准采样。将此技术与 ESI-
MS相结合，可以实现对单细胞复杂生物分子的

高效、无损、高灵敏度分析，使得在细胞状态转

换过程中识别转录组与代谢组之间未被发现的

关系成为可能 [93-94]。Mao等 [95]开发了单细胞代

谢组和转录组同时分析方法（scMeT-seq），示于

图 5。利用内径 300 nm的纳米毛细管从活细胞

中提取亚皮升级细胞质进行代谢组采集和直接

ESI-MS分析，同一细胞随后经 9 μm毛细管快速
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图 5    scMeT-seq 示意图[95]

Fig. 5    Schematic diagram of scMeT-seq[95]
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裂解并进行 SMART-seq2转录组测序，避免传统

分离法对代谢稳态和细胞活性的干扰，实现低损

耗、高保真的双组学数据采集。将该方法应用于

小鼠腹腔单个巨噬细胞的代谢组-转录组分析，

平均检测到约 100种代谢物和 7 400多个基因，

证明了代谢组与转录组之间的关联性在细胞稳

态与受扰动状态下表现出显著差异，具体体现为

两组学层面的协同调控程度或偏离程度存在状

态依赖性变化，这反映了细胞在不同生理或病理

条件下对基因表达与代谢活动的动态调节机制。

单细胞代谢组与转录组联合分析技术的兴

起，为深入理解细胞内代谢与基因表达的协同调

控提供了强有力的工具。通过同时捕获代谢物

和转录组信息，该技术能够揭示细胞状态转换过

程中复杂的代谢-转录互作，弥补了单一组学无

法全面反映细胞动态变化的局限。然而，目前单

细胞代谢组-转录组联合测序仍面临多项挑战，

包括检测通量较低、代谢物种类和覆盖度有限、

技术灵敏度不足以及数据整合和解析复杂度高

等问题[96]。未来，发展更高效的样本处理和捕获

方法，完善多组学数据融合分析算法，将是推动

该领域发展的关键。同时，结合空间组学和微流

控技术，有望实现细胞代谢与转录的时空动态解

析，为揭示细胞功能异质性和疾病机制提供更全

面的视角，有助于推动精准医学和靶向治疗的发展。

 2.4    单细胞空间多组学

单细胞的高度异质性由细胞内在和外在因

素共同决定，其内在表现为不同“组学”层间复

杂的分子互作网络，外在则体现为细胞通过精确

定位与微环境相互作用实现功能调控，包括受

体 -配体互作、信号通路传导（如形态发生素梯

度）及其他微环境因素影响[97]。传统单细胞多组

学技术虽能提供分子表达谱，却因空间信息缺失

导致对肿瘤异质性、免疫微环境等关键生物学

过程的理解受限[13]。当前，空间转录组测序技术

（ST）已实现从转录组出发的空间多组学分析，

涵盖基因表达、染色质可及性和 DNA甲基化等

信息 [98-99]，但对于空间代谢组和完整蛋白质组的

分析仍需依赖质谱技术。质谱驱动的单细胞空

间蛋白质组与成像技术为此提供了关键解决方

案，其中单细胞空间蛋白质组的核心挑战在于保

持 空 间 信 息 的 同 时 有 效 提 升 检 测 深 度 。

Rosenberger团队 [51]开创性地将单细胞蛋白质组

技术引入空间分析，提出单细胞深度视觉蛋白质

组学（scDVP），通过整合高精度成像、LCM和mDIA，

结合 AI辅助的细胞识别与分离，实现了小鼠肝

脏组织切片中单细胞水平的空间蛋白质组分析，

检测到 1 700种蛋白质，并揭示门静脉与中央区

域间 50%以上蛋白质的显著差异，为无标记发现

组织异质性细胞亚群提供了新范式。在亚细胞

层面，Dong等 [100]发展的过滤器辅助扩增蛋白质

组学 （FAXP）通过组织扩张技术 （体积放大约

20倍）与 LCM联用，结合自研的过滤辅助样品

处理技术，在单个小鼠肝细胞核中平均鉴定到

2 368种蛋白质，将空间分辨率推进至亚细胞水

平。MSI作为另一重要技术方向，通过原位电离

实现蛋白质、多肽、脂质和代谢物的无标记同步

检测 [101]，其发展重点在于提升空间分辨率。目

前 ，超高分辨率次级离子质谱 （如 nanoSIMS、
OrbiSIMS）已达到亚细胞级分辨率 ，高分辨率

MALDI-2质谱也正在突破单细胞微量分子检测

极限 [102]。组织扩展技术的创新应用进一步突破

了仪器限制[103]，如 Chan等[104]开发的凝胶辅助质

谱成像（GAMSI）通过可逆组织扩展将MALDI-MSI
分辨率提升 3～6倍至亚微米级；Zhang等 [105]发

展的组织扩展质谱成像（TEMI）在不牺牲通量的

前提下实现单细胞分辨率，可同步分析数百种生

物分子，并成功应用于肿瘤代谢异质性研究。尽

管单细胞空间多组学技术已取得显著进展，但仍

面临激光显微切割精度不足、质谱成像中高背

景干扰与低丰度分子检出困难等技术瓶颈，特别

是不同分辨率数据的整合分析亟待开发多模态

算法。未来发展方向将聚焦于灵敏度与分辨率

的协同提升，从静态切片分析向动态全景研究转

变，并通过开发自动化整合 MSI/转录组/蛋白质

组数据的分析流程，最终实现单细胞多维度全景

图谱的构建。

 3    单细胞多维度多组学分析的生物医学应用

随着单细胞组学技术的迅猛发展，传统依赖

单一组学的研究模式已难以全面揭示细胞在不

同状态间的转变及其复杂的功能调控机制。基

于质谱的单细胞多维度多组学正逐步成为理解

复杂生命系统的新兴利器。“多维度”强调在单

个细胞中同时解析细胞内部功能状态和外部通

讯行为。其中，细胞内全蛋白质组揭示了细胞功
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能执行层面的关键调控，而细胞分泌组则反映了

细胞与其微环境间的动态通讯和免疫应答行为，

两者结合可全面描绘细胞内外调控网络，不仅

帮助我们更好地理解细胞分化、发育和代谢等

基础科学问题 [106]，还可为疾病治疗 [107]和临床诊

断 [108]等提供关键信息。与此同时，“多组学”指

在同一生物系统中整合多种组学数据（如转录

组、蛋白质组、代谢组等）进行协同解析的方法，

旨从多个分子层面系统揭示生物过程的调控机

制。相比单一组学，多组学策略能够捕捉不同

层级间的动态关系，如转录与翻译的耦合、蛋白

表达与代谢变化的联动等，从而实现对细胞状

态、功能网络和病理过程的更全面理解，其在描

述新的免疫亚群和定义抗肿瘤免疫的重要调节

因子 [109]、绘制免疫系统的功能网络图谱 [110-111]、

解析导致癌症转移的循环肿瘤细胞（CTC）[112]、

解读肿瘤微环境 [113]、阐明治疗耐药机制 [114]和开

发个性化心脏病医疗工具 [53]等热点生物学问题

的研究中均发挥着至关重要的作用。

本部分将围绕“基于质谱的单细胞多维度多

组学应用”，从生殖发育调控、疾病机制解析和

临床诊疗 3个方面，综述目前单细胞多维度多组

学分析应用现状，并探讨其潜力与挑战。

 3.1    单细胞多维度多组学分析在生殖发育调控

研究方面的应用

单细胞多维度多组学分析为揭示配子形

成、胚胎发育及生育力变化等复杂的生殖发育

过程提供了前所未有的高分辨率视角。

单细胞蛋白质组学技术能以单细胞分辨率

解析生殖细胞成熟与胚胎发育的动态功能调控

网络，为揭示生命代际传递的分子机制提供了全

新视角。在卵细胞等生殖细胞成熟的生物学过

程中，Galatidou等[115]采用 plexDIA技术对年轻与

高龄女性卵母细胞进行单细胞蛋白质组分析，首

次揭示卵母细胞从未成熟生发囊泡（GV期）到

成熟中期 II（MII期）阶段，高龄产妇卵母细胞呈

现显著蛋白质稳态失衡特征，表现为蛋白酶体复

合物、TRiC伴侣蛋白及减数分裂调控因子的表

达水平降低。该发现为卵巢衰老导致生育力下

降的分子机制提供了重要证据，所鉴定的差异蛋

白（如 TRiC组分）或将成为改善卵母细胞质量的

潜在靶标[82]。此外，生殖细胞在形成和成熟过程

中经历一系列高度时序化、空间化的调控事件，

包括转录沉默、翻译激活、蛋白修饰和分泌因子

的动态释放等。方群团队[85]利用 scSTAP对单个

小鼠卵母细胞进行了深度和定量转录组和蛋白

质组分析，实现了 mRNA-蛋白质成对的整体相

关性分析，发现了在转录组和蛋白质组中具有不

同表达模式的五类基因和 Slbp这一在转录本和

蛋白水平之间表现出负相关的 RNA结合蛋白，

构建了基于转录组-蛋白质组的互作网络，为卵

母细胞的生殖发育和质量评估，以及由母体因素

（如饮食或年龄）引起的单个卵母细胞之间的异

质性研究提供了重要的技术支持。

Ye等 [47]采用“one-tip”蛋白质组方法对小鼠

胚胎从卵细胞到四细胞期的早期发育过程变化

进行深度分析，揭示了母源蛋白降解与合子基因

组激活（ZGA）相关蛋白的时序表达，展示了从母

型调控向合子型调控的关键转变过程。Stelloo
等 [116]整合单细胞蛋白质组、磷酸化蛋白质组与

scRNA-seq技术，首次绘制小鼠原肠胚形成的多

维度基因表达调控图谱，鉴定出数百个具有胚层

特异性表达模式的蛋白 （如中胚层标志蛋白

Brachyury）；通过 P300邻近标记技术揭示原肠胚

特异性增强子互作蛋白 ZEB2，并在人类胚胎模

型中验证了 ZEB2调控的跨物种保守性，进一步

拓展了对出生缺陷发生机制的理解。

 3.2    单细胞多维度多组学分析在疾病机制解析

研究中的应用

单细胞多维度多组学分析正逐步成为揭示

病理机制和优化治疗策略的重要工具。相较于

传统基于群体样本的组学分析，单细胞多组学能

够在单细胞分辨率下同时捕捉多种分子层级的

信息 （如转录组、蛋白质组、分泌组、代谢组

等），从而全面揭示细胞异质性、动态调控网络

及细胞间通讯机制，在多种重大疾病研究中展现

出突出的应用潜力。

多系统萎缩 （multiple  system  atrophy,  MSA）

是由 α-突触核蛋白（α-synuclein）在少突胶质细胞

中异常聚集而导致的神经退行性疾病，但其具体

发病机制、触发因素及系统性生物学变化仍不

清楚。深入理解 MSA的单细胞蛋白质组学特

征，有助于揭示潜在的病理机制并发现可靠的生

物标志物。Guzman 等 [76]基于 nDIA方法对来源

于 BA9脑区（前额叶皮层）的 45例 MSA患者与

29名对照者的脑组织进行蛋白质组分析，对每
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个样本实现了超过 6 600种蛋白质组的定量，在

MSA脑组织中发现免疫球蛋白、补体蛋白、炎

症相关因子等表达水平明显升高，提示局部或系

统性免疫反应的参与可能是 MSA进展的关键机

制之一；同时发现谷氨酸神经递质代谢异常，进

一步证明谷氨酸代谢的改变可能是导致 MSA的

一个潜在原因。

了解单细胞对药物干预的反应，对于开发精

准药物和阐释肿瘤耐药机制至关重要 [117]。Wu
等 [90]将 scPMA方法应用于抗肿瘤药物阿霉素对

A549单细胞蛋白质组和代谢组的影响研究，发

现在药物刺激组中共鉴定出 255种差异表达蛋

白质和 93种差异表达代谢物。基于差异蛋白质

组和代谢组信息，通过联合通路分析分别定位

了 62条和 234条相关通路，证实药物作用机制

与核糖体功能及 DNA复制过程有关；进一步通

过蛋白质组与代谢组联合分析发现，ACOT7蛋

白可直接影响代谢物二十碳五烯酸的合成。He
等 [70]应用 SCSP方法研究人小胶质细胞 HMC3
细胞的分泌蛋白组及其对脂多糖（LPS）治疗的

反应，分析对照组和 LPS刺激组单细胞的分泌组

差异，分别鉴定到 566和 446种蛋白质。研究发

现，信号素-丛蛋白信号相关蛋白（SEMA3C、SLTM、

ARHGDIA）仅在 LPS刺激状态下被鉴定到；另有

28种蛋白质与对照组存在显著差异，其中与神

经退行性疾病途径相关的蛋白质（EIF2S1、VCP、
PSMA2）在 LPS处理的小胶质细胞中表达下调。

该研究为理解神经退行性疾病的药物干预机制

提供了新见解。

巨噬细胞极化是应对微环境变化的重要调

控机制，涉及其在不同刺激下向促炎型（M1）或
抗炎型（M2）表型的功能转变。该过程不仅在维

持机体免疫稳态中发挥关键作用，还与多种疾病

的发生发展密切相关，如 M1型巨噬细胞在感染

防御和抗肿瘤免疫中发挥主导作用，而 M2型则

在组织修复、免疫抑制及肿瘤进展中具有重要

影响。Mao等 [95]利用 scMeT-seq技术构建了巨

噬细胞极化过程的代谢物-基因共表达网络，筛

选出甘油磷酸肌醇、磷酸胆碱和牛磺酸 3种代

谢物。在乳酸预处理的激活态巨噬细胞中进行

功能实验，结果表明，这些代谢物可显著下调炎

症相关基因（如 S100a8），抑制糖酵解通路，同时

上调抗氧化相关基因，诱导巨噬细胞向抗炎表型

（M2-like）极化，表现出类似环磷酸腺苷（cAMP）
的免疫调节效应，为开发新的免疫调控因子和潜

在干预策略提供了理论依据和实验基础。

 3.3    单细胞多维度多组学分析在临床诊疗研究

中的应用

基于质谱的单细胞多维度多组学分析正逐

步从基础研究走向临床实践。尽管目前仅有较

为成熟的单细胞蛋白质组学成功应用于实际研

究，但随着其余多维度多组学技术的不断发展，

这一策略有望成为推动精准医学发展的核心技

术之一。该策略通过在单细胞分辨率下整合蛋

白质组、分泌组等多种分子层级信息，能够深入

解析个体差异、疾病进程和干预效果，为疾病早

筛、风险评估、分型诊断及疗效预测提供更具敏

感性与特异性的分子依据。

Tang等 [118]通过构建跨度 9年的纵向血清单

细胞蛋白质组数据库（涵盖 3 796人 7 565份样

本），系统解析蛋白质动态与衰老进程的关联，鉴

定出 86种与 32项临床特征显著相关的衰老核

心蛋白（如 GDF15、FGF21），并基于 22种关键蛋

白构建蛋白质组健康老化评分（PHAS），实现了

对心脏代谢疾病风险的预测，其预测效能显著优

于传统临床指标。

Guise等 [119]利用 nanoPOTS技术分析死后肌

萎缩侧索硬化症（ALS）和对照组织中单个运动

神经元（MN）的蛋白质表达变化，在单细胞分辨

率下揭示 ALS运动神经元的病理特征，证实囊

泡运输相关蛋白（如 RAB7A）表达持续下调导致

神经突触营养物质运输障碍；发现 TDP-43病理

阳性细胞中 DNA损伤响应通路（ATM-CHK2轴）

异常激活会加速神经元退变。该研究表明，单细

胞蛋白质组学能够捕捉神经退行性病变的早期

分子标志物，为疾病分期诊疗提供了新依据。

Gullotta等[120]针对老龄化导致缺血性卒中风

险增加和预后不良的问题，研究了年龄相关的免

疫系统变化对中风的影响。通过对白细胞的单

细胞蛋白质组分析发现，老年缺血性脑卒中患者

的 CD62Llo中性粒细胞亚群与再灌注和预后较

差相关，揭示了老年中风导致急性粒细胞生成失

调进而影响神经系统疾病预后的机制。

 4    总结与展望

作为生命活动的基本单元，单细胞的异质性
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是驱动复杂生物学功能的核心特征。传统群体

细胞分析技术因无法解析细胞间分子表达的细

微差异，在揭示发育调控、疾病机制等关键科学

问题时存在局限性。单细胞分析技术的兴起，尤

其是以质谱为核心的单细胞多维度多组学分析

技术的突破，为生命科学研究提供了前所未有的

分辨率。以质谱为核心的单细胞分析技术凭借

检测范围广、灵敏度高的特点，成功突破了蛋白

质、代谢物和分泌物等无法扩增分子的检测难

题，在单细胞层面实现了从基因图谱到功能执行

的多维度、多组学解析，涵盖从胞内代谢通路、

基因表达调控、信号转导及能量代谢等核心生

命过程到胞外分子间通信、免疫调节及组织微

环境等复杂多层级生物学现象的系统解析。单

细胞蛋白质组技术直接解析单个细胞内的蛋白

质表达、修饰及功能定位，是揭示细胞异质性和

精准调控机制的核心工具。分泌组作为细胞对

外输出的“分子语言”，驱动微环境重塑与群体

行为协调，是连接个体细胞与宏观生理病理过程

的关键媒介。此外，整合单细胞转录组、蛋白质

组及代谢组等数据，构建“基因表达-表观修饰-
蛋白功能-代谢状态”的全息调控网络，有效突破

单一组学的信息盲区。单细胞胞内蛋白质组、

胞外分泌组与多组学整合共同构成“分子机制-
细胞行为-系统生理”的三级研究体系，推动生命

科学研究从描述性向机制驱动型跨越，为精准医

学提供从诊断标志物到治疗策略的解决方案，最

终实现对复杂生命系统的全面理解。

尽管近年来基于质谱的单细胞多维度多组

学分析技术取得了显著进展，但仍面临诸多挑战

和技术瓶颈。目前对同一细胞的多组学联合分

析，尤其是与分泌组的整合研究，尚处于起步阶

段，缺乏标准化的样品制备流程和深度覆盖的单

细胞分泌组分析策略，分泌组与其他组学的同时

分析尚未实现。同时，现有分析流程在样品分析

通量和多组学样品处理兼容性方面存在局限，质

谱平台虽具备高灵敏度和高分辨率的优势，但受

限于单细胞样本中待测组分含量极低，需依赖长

时间梯度洗脱的色谱分离流程和复杂的多组学

样品预处理步骤，以提升分析深度与重复性。上

述操作不仅显著延长了整体分析周期，还在一定

程度上限制了方法在大规模、高通量单细胞组

学研究中的应用。为提升分离通量与处理效率，

已有研究尝试以毛细管电泳（CE）替代传统纳流

色谱（Nano-LC）实现快速分离[121]，但其分离流程

与色谱仪器性能较液相色谱尚不成熟。此外，目

前尚无统一的数据整合标准，导致多组学数据在

结构、尺度与处理方式上存在显著异构性，阻碍

了不同组学层面信息的深度融合与生物学意义

的系统解析 [122]。因此，亟需发展更全面且自动

化的数据处理流程，以及适用于多组学协同分析

的整合算法和计算框架。如何将质谱分析与空

间信息、活细胞追踪、动态响应等技术融合，实

现更高维度的单细胞系统生物学研究，是未来发

展亟待突破的重要方向。

未来，单细胞多维度多组学在多个层面上仍

有创新发展的空间。首先，整合目前单细胞多维

度多组学的分析方法结合多层次的分析策略，有

望实现单细胞分子的完整建模，全面解释细胞行

为；其次，进一步精细化细胞功能单位，如确定分

子的亚细胞定位和细胞外囊泡，能更精准地干预

细胞调控和靶向治疗[123]；此外，为全面表征细胞

的功能异质性，需进一步结合时空分辨信息 [78]，

发展提供组织原位空间信息的单细胞多组学方

法（如单细胞深度视觉蛋白质组学（scDVP））或
进行活细胞分泌组实时监测，为精准诊断与个体

化治疗提供关键信息。
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