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摘要：非经典蛋白是指源于传统上被归类为“非编码区”或位于“暗基因组区域”的翻译产物，其正日益成为肿瘤

生物学及精准医学领域研究的新焦点。随着核糖体图谱、翻译组全长测序、蛋白质从头测序技术的快速发展，大

量先前被忽视的非编码区来源的暗蛋白和在经典编码区内通过非典型机制产生的蛋白变体，已被证实广泛参与

肿瘤的代谢重编程、信号传导、免疫逃逸机制及临床耐药性等关键环节。本文系统综述了非经典蛋白的发现历

程、在肿瘤发生发展中的分子作用机制、作为肿瘤特异性抗原的潜在价值，以及当前临床应用面临的挑战与未来

发展方向。
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Abstract: Non-canonical  proteins  are  translation  products  that  arise  from  genomic  regions
historically  classified  as  “ non-coding”   or  situated  within  the  so-called  “ dark  genome” .  They  also
encompass  proteins  or  variants  produced through atypical  translational  mechanisms within  classical
protein-coding  genes,  such  as  alternative  reading  frames  (aORFs),  upstream  open  reading  frames
(uORFs),  non-AUG  initiation,  and  ribosomal  frameshifting.  For  a  long  time,  these  translational
products were largely overlooked because they tend to be short, expressed at low abundance, and lack
recognizable  conserved domains,  thereby evading detection by standard gene-prediction algorithms.
Over the past decade, methodological advances have dramatically altered this view. High-resolution
ribosome profiling,  long-read  and  full-length  translatome sequencing,  single-cell  transcriptomic  and
translatomic  approaches,  improvements  in  high-sensitivity  mass  spectrometry  and  de  novo  peptide
sequencing,  and  integrated  proteogenomic  pipelines  have  collectively  enabled  robust  identification
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and confident peptide assignment for numerous dark-proteome members and non-canonical isoforms.
Experimental  validation,  ranging  from  targeted  proteomics  and  immunopeptidomics  to  functional
perturbation assays, now supports the biological existence and functional relevance of numerous such
peptides. A growing body of evidence indicates that non-canonical proteins are not mere translational
noise but can exert substantial biological effects: they rewire cellular metabolism, modulate canonical
signalling  cascades,  influence  proteostasis  and  stress  responses,  remodel  the  tumour  immune
microenvironment,  and  contribute  to  resistance  against  chemotherapy,  radiotherapy  and  targeted
agents.  Importantly,  many  non-canonical  products  exhibit  tumour-restricted  or  tumour-enriched
expression patterns and include sequence elements absent from normal tissues. These properties make
them  compelling  candidates  for  tumour-specific  biomarkers,  neoantigens  for  personalized
immunotherapy, and novel molecular targets for precision interventions. Despite this promise, major
challenges remain for their  routine clinical  translation.  These include heterogeneous and incomplete
annotation  criteria,  variable  detection  sensitivity  and  reproducibility  across  platforms,  high  false-
positive rates in peptide identification, a lack of scalable functional assays to assign mechanistic roles,
and unresolved questions around immunogenicity and safety of  targeting these molecules.  To move
the field forward, coordinated efforts are advocated to establish community standards for annotation
and  reporting,  to  integrate  complementary  multi-omics  datasets,  to  develop  high-throughput
functional  screening  pipelines,  and  to  design  early-phase  clinical  studies  prioritizing  safety  and
translational feasibility. This review synthesized the technological milestones and current mechanistic
insights  into  non-canonical  proteins  in  cancer,  evaluated  their  translational  potential  as  biomarkers
and therapeutic targets, and outlined strategic priorities to accelerate their responsible integration into
precision oncology practice.
Key words: noncanonical proteins；dark proteome；tumor markers；tumor neoantigens

随着人类基因组计划（human genome project）

的推进与完成，生命科学研究正式迈入后基因组

时代，蛋白质组学探索不断向纵深发展 [1]。随着

蛋白质组学技术的持续发展与进步，蛋白质组

学能够更直接地揭示肿瘤发生发展的分子机

制[2]。在过去 20年间，蛋白质组学研究经历了从

蛋白质鉴定、定量分析到翻译后修饰解析的跨

越式进步。然而，在经典蛋白之外，生物界还存

在大量被称为“暗蛋白质（dark proteins）”的神秘

组分[3]。早期的“暗蛋白质组（dark proteome）”主

要指“缺失蛋白”，即基因组预测但未被质谱或

抗体证实的蛋白[4]；而如今的“暗蛋白质组”已拓

展为更宏大的框架，还包含由非经典开放阅读框

（ncORFs）编码的功能微肽、难以检测的蛋白变

体以及结构和功能尚不明确的蛋白种类，其检测

难度往往源于这些分子的理化特性与低丰度等

因素 [5]。这一概念的演变，体现了学界对人类基

因组编码能力复杂性和蛋白质组多样性的认知

不断深化[3-4]。

暗蛋白构成了基因组注释缺口的重要部分，越

来越多的研究[3,6]表明，这些暗蛋白深度参与肿瘤

的发生发展、转移乃至耐药的过程，并在神经退

行性疾病等其他重大病理过程中扮演着重要角色。

本文将以肿瘤为核心场景，系统梳理暗蛋白

发现技术的革新、功能机制的解析及临床转化

的路径；回顾质谱、生物信息学及转录组学如何

协同突破传统检测盲区；深入探讨暗蛋白在肿瘤

信号网络、代谢重编程及免疫微环境中的多方

位作用；并重点评估其作为下一代治疗靶点和生

物标志物的临床潜力；最后，讨论暗蛋白研究面

临的挑战与未来方向。

 1    非经典蛋白概述

 1.1    非经典蛋白来源与分类

在肿瘤生物学领域中，蛋白质研究长期集中

于由经典编码基因经转录、翻译生成的产物。

人类基因组中大约只有 2%的基因是编码基因，

绝大多数转录本缺乏编码开放阅读框，被视为非
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编码 RNA（ncRNA），包括微小 RNA（microRNA）、

长 链 非 编 码 RNA（lncRNA）和 环 状 RNA
（circRNA）[7-10]。然而，近年来随着基因组学和蛋

白质组学技术的飞速发展，暗蛋白受到研究者广

泛关注。这些蛋白质并非来源于传统的蛋白质

编码基因，而是来源于基因组的“非编码”区域

或异常翻译事件，它们在肿瘤的发生、发展及免

疫应答中扮演着意想不到的关键角色，为癌症诊

断和治疗提供了全新的思路和靶点。根据生物

合成起源，肿瘤中的非经典蛋白主要可分为非编

码区来源的微蛋白和经典编码区内通过非典型

机制产生的蛋白变体两大类，具体信息列于表

1。非编码区来源的微蛋白主要包括 5’UTR/3’
UTR/CDS内重叠 ORF产生的暗蛋白、 lncRNA/
lincRNA/伪基因转录本中短开放读码框（sORF）
编码的暗蛋白、circRNA驱动的 ORF编码蛋白

等 3类；而经典编码区内通过非典型机制产生的

蛋白变体则主要指经典 CDS基因通过非典型翻

译机制（如非-AUG起始、N端延伸）产生的变体

蛋白。
 
 

表 1    非经典蛋白的分类

Table 1    Classification of non-classical proteins

类别
Type

来源
Origin

特点
Feature

代表性蛋白
Representative protein

参考文献
Reference

非编码区来源的微蛋白 5’UTR/3’UTR/CDS内重叠ORF
产生的暗蛋白

翻译起始及框架非典型（可能位
于5’UTR、3’UTR或CDS内部重

叠阅读框），长度较短

如MPEP（MYC-uORF
peptide）、ASNSD1-
uORF microprotein

[11-12]

lncRNA/lincRNA/伪基因转录本中
sORF编码的暗蛋白

原本标注为非编码RNA（如
IncRNA、伪基因），多数暗蛋白
产物长度＜100 aa，部分研究

[14]也将100～150 aa以内的翻译
产物纳入讨论范畴

如NBASP、HOXB-
AS3

[13-14]

circRNA驱动的ORF编码蛋白 翻译机制非常非典型（无5’cap、
环状结构、IRES驱动）

如FNDC3B、
circPIAS1-108aa

[15-18]

经典编码区内通过非典型
机制产生的蛋白变体

经典CDS基因通过非典型翻译
机制（如 非-AUG起始、N端延伸）

产生的变体蛋白

来自传统蛋白编码基因，但翻译
起始位置、阅读框、起始密码子
（如非-AUG）等发生改变，从而

产生新的蛋白变体

如PTEN N-terminal
extension proteoform

[19-21]

 

 1.1.1    CDS/5’UTR/3’UTR内重叠 ORF产生的暗

蛋白　这一类暗蛋白起源于传统 mRNA注释以

外的区域，它们的翻译起始方式与经典蛋白不

同，如 5’非翻译区（5’UTR）上的上游开放读码框

（uORF）、3’非翻译区（3’UTR）中的下游ORF（dORF）
或在 CDS内部但处于不同阅读框的重叠 ORF
（altORF/intORF）[22-23]。近年来，通过核糖体测序

分析、质谱和 CRISPR筛选等技术发现 ，这些

ORF虽短，通常只有几十至数百个氨基酸，但却

能编码具有生物活性的“微蛋白” [24-26]。有研究

发现，在儿童高危型髓母细胞瘤中，位于 ASNSD1
基因 5’UTR的 uORF所翻译出的微蛋白“ASNSD1-
uORF microprotein”是 MYC驱动型肿瘤细胞生

存的依赖因子 [12]。此外，还有研究发现，一种由

MYC mRNA 5'-UTR内的 ORF编码的分泌性微

蛋白 MPEP可作为 TRKB受体酪氨酸激酶的激

动配体发挥作用，促进胶质母细胞瘤干细胞生

长，独立于 MYC蛋白功能 [11]。此类产物常常逃

避免疫监视，可能作为新的肿瘤抗原，同时其翻

译起始位置多样且与主 CDS蛋白的功能不同或

相辅相成。近年来，uORF、dORF及 CDS内重

叠 ORF在癌症中的作用受到学界重视，并为肿

瘤诊断、治疗和新抗原发现提供了新视角。

 1.1.2      lncRNA/lincRNA/伪基因转录本中 sORF
编码的暗蛋白　过去被标注为“非编码”的转录

本，如 lncRNA、长间隔非编码 RNA（lincRNA）、

伪基因转录本，近年来被发现含有能够翻译的

sORF，这些 sORF可编码长度通常为低于 101～150
个氨基酸的微蛋白 [27-30]。这些转录本最初被注

释为非编码 RNA而被认为不具有蛋白质编码能

力，但随着翻译组学和相关多组学技术的快速发

展，越来越多的研究揭示它们具有实际的翻译活

性，并且其编码的暗蛋白在各种生物过程中发挥

功能性作用，特别是在癌症发生和进展中表现出

重要的生物学功能。此类微蛋白可能参与 RNA
剪接、翻译调控、代谢通路、信号复合体的组装

等生物学过程。例如，在神经母细胞瘤中，由

lncRNA FAM201A编码的小蛋白 NBASP被证明
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通过与 FABP5结合并抑制 MAPK通路，从而抑

制 肿 瘤 进 展 [13]。 在 结 直 肠 癌 中 ， 由 lncRNA
HOXB-AS3编码的 HOXB-AS3 peptide通过与异

质核核糖核蛋白 A1（hnRNP A1）直接结合来干

扰 hnRNP A1调控的剪接机制，抑制肿瘤细胞增

殖、迁移与肿瘤形成[14]。类似地，其他由 lncRNA
编码的微蛋白在结直肠癌、肾细胞癌中也被报

道具有促癌或抑瘤作用。这类发现提示着“非

编码”转录本的编码潜力和生物学功能正被学

界重新评估。

 1.1.3    circRNA驱动的 ORF编码蛋白　circRNA
是通过反向剪接（back-splicing）形成的闭合环状

结构 RNA，不具有典型的 5’cap和 3’poly(A)尾
巴[22]。在传统认知中，circRNA多被视为 miRNA
海绵或蛋白结合分子，而近年来发现，其中一些

circRNA含有可被翻译的 ORF，并能通过 IRES
（内部核糖体进入位点）、m6A修饰驱动或滚环

翻译（rolling-circle）机制产生微蛋白 [22,31]。这些

由 circRNA翻译出的蛋白在肿瘤中逐渐显示出

功能潜力，可能介入信号传导、代谢调控、免疫

逃逸或新抗原产生[31]。有研究指出，由 circPIAS1
编码的 108 aa蛋白可通过影响 STAT1的 SUMO
化促进免疫诱导铁死亡逃逸 [18]。还有研究指出，

在肿瘤细胞中，FNDC3B的表达升高与细胞增

殖、侵袭能力增强及患者不良预后相关[15-17]。该

类暗蛋白的出现强调了翻译机制的高度非典型

性，也扩展了蛋白质组学边界，且 circRNA编码

的蛋白可能成为肿瘤生物学和免疫治疗中的新

靶点。

 1.1.4    经典 CDS基因通过非典型翻译机制产生

的变体蛋白　即便是传统注释的蛋白编码基因

（CDS）也并非总是只产生一种标准蛋白形式。越

来越多的证据表明，这些基因能够开启非典型翻

译机制：例如，采用非-AUG起始密码子（如 CUG、

GUG）形成 N端延伸或截短的异构蛋白形式

（proteoforms）；这些变体蛋白在定位、稳定性、

互作网络或功能上与经典形式截然不同 [21,32-34]。

在癌症背景下，这类变体蛋白被发现具有重要的

生物学意义，比如，由 PTEN基因非-AUG起始编

码生成的 N端延伸型蛋白，其定位和功能可能

与经典 PTEN蛋白不同，从而为 PI3K/AKT通路

带来新的调控维度 [19-21]。尽管这类机制尚未得

到系统研究，但它们拓展了蛋白质组的复杂性，

并提示我们应更全面地审视“经典”基因的翻译

产物多样性。

 2    非经典蛋白检测技术革新：照亮“暗蛋白

质组”

 2.1    传统方法的局限与暗蛋白质组发现困境

近年来，许多研究报道了通过核糖体测序分

析等技术发现大量的非经典开放读码框在转录

本中被翻译 [35]，暗示“暗蛋白质组”远比传统注

释的蛋白编码基因所反映的要更丰富。然而，当

研究者试图用传统鸟枪法质谱（shotgun MS）法
去验证这些翻译产物时，发现可被检测和鉴定出

的微蛋白比例非常低。有研究指出，尽管 Ribo-seq
显示大量翻译事件发生，但在酵母细胞中通过

MS仅鉴定到少量非经典蛋白[36]。

导致这一困境的原因是多方面的：其一，现

有蛋白质组学方法的设计主要面向典型蛋白而

非“微蛋白”这一类别；另一方面，这些新蛋白所

具有的特殊生物学特征使其难以在传统蛋白质

组学流程中被捕捉。这种“方法学-数据库-生物

特性”三重制约，使得暗蛋白的研究陷入瓶颈。

 2.1.1    传统蛋白质组学的局限性　传统蛋白质

组学流程中，MS/MS获得的肽段数据通常通过

与传统的“经典蛋白”数据库匹配进行鉴定，这

类数据库中只包含由已有注释基因衍生的蛋白

序列。然而，传统蛋白质组学技术与数据库框架

并未针对这些暗蛋白量身定制，许多暗蛋白在传

统数据库中未被注释，因此这些信号极可能被视

为噪音或伪检出予以过滤。尽管这些数据库在

持续更新，但其收录的蛋白质序列仍仅限于经过

实验验证或通过同源性预测并被注释为编码基

因的区域。那些位于非编码区域的潜在 ORFs，
或因 RNA剪接、翻译重编程而产生的新型蛋白

质变体，几乎被完全排除在数据库之外。质谱分

析软件（如MaxQuant、Spectronaut）通常会过滤掉

与任何数据库序列不匹配的谱图，从而导致大量

来源于非经典蛋白的质谱信号被当作噪音丢弃，

最终造成系统性的检测偏差[36]。此外，在非经典

蛋白鉴定中 ，错误发现率 （false  discovery  rate,
FDR）控制也因数据库构建、伪库设计（decoy）偏
差等问题而变得更加复杂。有研究指出，当用非

经典蛋白与典型蛋白一并控制整体 FDR时，非

经典蛋白子集的实际 FDR往往被低估 [36]。因
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此，若数据库内不纳入 ncORF-产物或微蛋白条

目，在质谱数据处理中，这些候选项极可能在

“搜库”阶段就被排除，从而造成目标蛋白发现

率低下。

 2.1.2    非经典蛋白性质的特殊性　除数据库问

题外，暗蛋白独特的理化性质和丰度特征也为其

被传统质谱方法识别构成了重大障碍。首先，由

于这些蛋白通常长度极短（几十至百余氨基酸），

对应可生成的胰蛋白酶酶切肽段数量少、肽段

覆盖度低，从而降低了 MS识别的概率；传统鸟

枪法质谱若无专门的富集和优化策略，往往很难

对其实现有效覆盖[36]。Papadopoulos等[37]在酵母

相关研究中指出，相比经典蛋白，非经典蛋白更

难产生可观的肽段，从而导致检测率显著偏低。

这些蛋白通常表达量极低，部分还可能被迅速降

解，导致细胞内稳态水平较低，即使通过开放搜

索策略推测出某些非经典肽段的存在，但对其进

行后续的体外验证也较为困难。而且，在液相色

谱-质谱分离或离子化过程中，其可能因基质抑

制、前体离子信号弱、噪声干扰相对显著的问题

进一步影响检测限。因此，从理化层面而言，暗

蛋白属于“质谱弱信号”群体，传统流程缺乏专

门适配方案，导致相关质谱信号丢失严重。

长期以来，蛋白质研究主要集中于经典编码

基因，而对非编码区域的翻译潜力认知不足，许

多非经典 ORFs被默认为“转录噪音”或“翻译

噪音”，其生物学意义长期被低估 [38]。数据库注

释缺失、搜库流程过滤、理化特征不利于检测、

蛋白丰度极低、降解速率快、检测信号弱等因

素，共同造成了“我们知道有翻译事件发生，却

无法广泛检测到产物”的悖论。只有通过优化

数据库、富集短肽、优化酶切条件和提高检测灵

敏度等方法改进质谱策略，并结合多组学（如

Ribo-seq+MS+免疫肽组）联用方法，才能突破这

一发现困境。

 2.2    多组学技术革新突破检测瓶颈

依赖标准数据库分析“暗蛋白质组”的策略，

极大地限制了对非经典蛋白质的发现与鉴定。

近年来，多组学技术的交叉融合与创新，为系统

性揭示这些“隐藏的蛋白质宇宙”提供了强大的

工具，正在逐步突破长期存在的检测瓶颈。

 2.2.1    核糖体图谱　核糖体图谱（Ribo-seq）技术

通过高通量测序捕获被核糖体保护的 mRNA片

段，从而精确绘制全基因组范围内的翻译活性位

点 [39]。Ribo-Seq的序列片段被称为核糖体足迹

（RFs），长度通常为 30 nt，这些片段受到核糖体

的保护，免受核酸酶的消化 [40]。Ribo-seq数据可

用于研究翻译控制的各个方面，如核糖体暂停、

密码子使用、选择性剪接和无意义介导的衰

变 [41-43]。其优点在于不仅可以直接监测翻译的

过程，无需预先知晓蛋白质编码潜力，即可直接

鉴定正在被翻译的 ORFs，包括位于注释基因之

外的非经典 ORFs；还可以高分辨率定位起始密

码子，能够准确识别非 AUG起始等非经典翻译

事件，进而揭示新的翻译起始位点。此外，Ribo-
seq技术还能提供翻译动态信息，同时评估翻

译效率，为区分功能性翻译与随机噪音提供可

靠依据，已成为发现新型微肽和非经典蛋白的

“雷达”，是构建全新注释数据库的关键数据源

头[44]。Zheng等[26]在结直肠癌中结合 Ribo-seq与

CRISPR的多组学策略，鉴定到多个“隐匿 ORF”
（cryptic ORFs）在癌细胞中可被翻译，且其中 1个

暗蛋白 SMIMP可通过与 SMC1A相互作用增强

对细胞周期抑制基因的表观遗传抑制，从而促进

结直肠癌细胞的增殖与肿瘤生长，提示这些隐

匿 ORF编码产物可能在肿瘤发生发展中具有致

癌性功能。同样，Camarena等[45]在肝细胞癌中利

用 Ribo-seq和免疫肽组学 （immunopeptidomics）
技术鉴定到许多源自 ncORFs的肿瘤特异抗原。

 2.2.2      翻译组全长测序　翻译组全长测序

（ribosome-nascent  chain  complex,  RNC-seq）是 一

种与 Ribo-seq互补的技术，它通过蔗糖梯度离心

富集与核糖体结合的新生肽链复合物，并对其对

应的 mRNA进行全长测序 [46]。该方法可以富集

低丰度的转录本，进而有效富集传统转录组测序

中容易忽略的、正在翻译的低丰度 mRNA，弥补

传统转录组测序对低丰度转录本的检出盲区。

同时，因其全长测序的特性，该技术有助于识别

由可变剪接、基因融合等产生的新型转录本及

其翻译产物。RNC-seq可对 Ribo-seq所鉴定的

翻译事件提供更直接的支持与验证，从而提高非

经典翻译事件判断的可靠性[47-48]。

 2.2.3      蛋白质基因组学　蛋白质基因组学

（proteogenomics）通常被定义为将样本的基因组

和转录组信息与质谱驱动的蛋白质组学数据进

行整合的一类方法学 [49-50]，其核心思想是利用样
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本特异性的核酸序列构建定制化的蛋白质序列

数据库，从而在质谱数据搜索中识别变异肽段、

拼接异构体、起始位点变异等先前未注释的开

放阅读框，以此补充基因或转录层面的信息盲

点 [50-51]。与传统“仅依赖公共蛋白数据库”的蛋

白质组学相比，蛋白质基因组学在研究非经典蛋

白方面具有独特且关键的优势 [52-53]。蛋白质基

因组学通过将样本的 RNA-seq、长读长转录组

和 Ribo-seq转译为候选肽序列并加入搜索数据

库，使研究者能够在质谱搜索中直接检索源自

lncRNA、5’/3’UTR、内含子等在传统数据库中未

被注释的肽段，从而大幅提高对低丰度或未注释

翻译事件的检测灵敏度和特异性[25]。此外，蛋白

质基因组学流程可以把多组学证据联合起来，为

候选非经典肽提供“多证据”支持，显著降低假

阳性率并增强对真实翻译事件的置信度 [54]。近

年来，随着质谱技术的不断发展和成熟，蛋白质

基因组学在疾病机制研究中的作用日益凸显，特

别是在肿瘤发生发展、肿瘤抗原研发、肿瘤分型

分子标志物筛选及精准医疗领域[55]，通过将免疫

肽组学与肿瘤特异性蛋白质基因组数据库联合，

其已成为发现肿瘤特异性新抗原（neoantigens）与
优选免疫治疗靶点的有力工具[56]。此外，蛋白质

基因组学还在传染性疾病、心血管疾病、药效评

价、炎症、新药开发等多个领域得到应用[57]。例

如，在约 5%的非小细胞肺癌（NSCLC）病例中，

ALK基因重排会驱动肿瘤的形成 [58]。这一发现

促成了 ALK抑制剂的开发，包括克唑替尼和塞

瑞替尼，并获得了美国食品药品监督管理局（FDA）

批准，可用于 ALK基因重排阳性的肺癌患者，这

不仅改变了众多患者的生存质量，还降低了近年

来全球非小细胞肺癌的死亡率[59]。

 2.2.4    从头测序技术　在蛋白质组学研究中，液

相色谱-串联质谱（LC-MS/MS）是常用的蛋白质

鉴定与定量技术，但该技术往往依赖已有的蛋白

质数据库 [60-61]，如何在复杂的样品中准确检测和

定量蛋白质类肿瘤标志物是其面临的挑战 [62]。

从头测序 （de  novo）技术可直接从串联质谱

（MS/MS）谱图推断肽段的氨基酸序列，在不依赖

已知数据库的情况下，直接从质谱数据中解码出

肽段的氨基酸序列，从而发现与已知序列均不匹

配的、完全新颖的蛋白质序列，进而提高未知肽

段的识别率，这种方法尤其适用于研究由遗传变

异 、 RNA编辑等产生的独特蛋白变体。 De
novo技术为研究人员发现肿瘤新抗原提供了

“数据库以外”的路径，突破了已知蛋白质组注

释的局限，拓展了肿瘤特异抗原的发现范围。Luo
等 [63]采用 de novo方法对肝癌样本进行分析，发

现与数据库搜索相比，该方法识别了更多突变基

因对应的肽段，显示了其在新抗原发现中的数据

库“补缺”潜力，有望加速临床癌症疫苗的开发。

然而，由于在质谱检测过程中，酶切、噪声处理

可能会出现离子丢失等问题，导致质谱质量的波

动，这给 de novo带来了极大挑战。此外，de novo
技术对质谱图质量要求极高，且推导过程计算难

度大、复杂度高、结果容易出错[64]。但随着算法

的不断优化（如基于深度学习模型），其准确性和

可靠性正在显著提升，并成为蛋白质组学研究中

不可或缺的补充手段。随着蛋白质组学领域的

不断发展，de novo技术的进步对于揭示蛋白质

的结构和功能变得愈发关键[65]。

综上，核糖体图谱和翻译组测序为发现翻译

事件提供了“线索”，蛋白质基因组学利用这些

线索构建“新地图”并指导质谱仪在这张新地图

上进行“精准导航”，而从头测序则作为最终的

“探险家”去确认那些地图上未曾标记的“新大

陆”。这些多组学技术的协同应用，正在推动蛋

白质组学进入一个全新的发现时代。

 2.3    生物信息学工具升级

非经典蛋白的系统性发现高度依赖于生物

信息学工具的重大升级，主要体现在数据库资源

的丰富与预测算法的精准化两方面。传统的、

静态的参考数据库正被动态的、可定制的数据

库生成流程所补充和替代。例如 ， sORFs.org、
OpenProt 等综合性数据库系统地收录了来自多

种预测工具和 Ribo-seq研究的 ncORFs数据，为

研究者提供了宝贵的基础资源 [66-67]。更重要的

是，诸如 ProteoGenerator、CustomProDBJ等工具

允许用户直接整合样本特异的基因组和转录组

（如 RNA-seq）数据，自动构建包含所有可能的经

典和非经典 ORF的定制化蛋白质序列数据库，

为后续的蛋白质基因组学分析奠定了坚实基

础 [68]。此外，基于深度学习的从头肽测序模型

DeepNovo能够不依赖数据库，仅根据质谱数据

推断出肽段的氨基酸序列，从而识别出未被数据

库记录的肽段，为暗蛋白研究带来希望[64]。
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在预测算法层面，早期的计算工具主要依赖

进化保守性序列和固有 ORF特征进行预测。如

今，基于机器学习和深度学习的新一代算法（如

deepribo、ORFfinder及其进阶应用）能够更智能

地整合多组学特征（特别是 Ribo-seq的读段分

布、周期性和翻译效率），显著提高了对具有翻

译潜力的非经典 ORF，尤其是短 ORF的预测精

度，并有效降低了假阳性率 [69]。PyPropel是旨在

简化蛋白质序列数据处理的 Python软件包，能

够高效处理、注释及整合多来源的蛋白质（包括

未充分注释的）序列与特征，特别适用于机器学

习研究；它能提供广泛的功能，以促进蛋白质序

列数据的预处理、结构和功能描绘以及后处理，

并且支持整合来自多个来源的蛋白质特征 [70]。

CPC2是基于序列特征、进化保守性等指标，评

估转录本（尤其是非编码 RNA）的编码潜力，可

快速、准确地评估 RNA转录本的编码能力；CPC2

模型具有物种中立性，使其有利于研究不断增长

的非模式生物转录组，甚至是注释不佳或缺乏基

因组组装的生物体转录组 [71]。PhyloCSF是一种

利用进化保守方法检测蛋白质编码区域的成

熟方法，其输入多序列比对（MSA）和相关物种的

系统发育树，计算基于密码子替换率和密码子频

率的评分，以此反映该区域编码或非编码的可能

性 [72]。 IRESpy/IRESfinder等工具可以预测内部

核糖体进入位点（IRES），这是许多 circRNA等非

经典 mRNA翻译起始的关键元件 [73]。OpenProt
收录多物种的非经典或替代 ORF及其预测的

蛋白序列、结构和功能注释，支持定制化数据库

构建[74]。这些算法与定制数据库的紧密结合，共

同构成了从海量数据中筛选和验证非经典蛋白

的强大计算引擎，极大地加速了这一前沿领域的

探索进程。部分生物信息处理工具的具体信息

列于表 2。
 
 

表 2    生物信息分析工具描述

Table 2    Description of bioinformatics analysis tools

名称
Name

网址
Website

参考文献
Reference

功能描述
Function description

DeepNovo https://github.com/nh2tran/DeepNovo [64] 直接从串联质谱（MS/MS）数据中进行从头测序
和数据库搜索，以鉴定多肽、重建蛋白质序列

sORFs.org http://www.sorfs.org [66] 鉴定、查询和评估sORF的编码潜力

DeepRibo https://github.com/Biobix/DeepRibo [69] 从Ribo-seq数据中精确预测正在被核糖体活跃
翻译的ORF

ORFfinder https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/ [69] 从任意核酸序列中查找所有可能的ORF

PyPropel https://github.com/2003100127/pypropel [70] 在原核生物基因组中高精度预测蛋白质编码基
因

CPC2 http://cpc2.cbi.pku.edu.cn [71] 快速、准确地从转录本序列中区分蛋白质编码
RNA与非编码RNA

PhyloCSF/PhyloCSF++ https://github.com/cpockrandt/PhyloCSFpp [72] 评估转录本是否具有蛋白质编码潜能

IRESfinder https://github.com/xiaofengsong/IRESfinder [73] 识别mRNA序列中内部核糖体进入位点（IRES）

OpenProt https://www.openprot.org/ [74] 系统收录并整合了来自多物种的非经典ORF及
其翻译产物的实验与预测证据

 

 3    非经典蛋白在肿瘤中的多维调控机制
随着转录组学、核糖体足迹测序（Ribo-seq）

和高灵敏度质谱等技术的发展，越来越多的证据

表明，非经典蛋白并非单纯的“翻译噪音”，而是

以多层次、多维度方式参与调控肿瘤的发生与

演进，进而影响肿瘤的侵袭性、转移能力及耐药

性等关键表型。目前已有研究报道的非经典蛋

白在癌症中主要参与的过程示于图 1。
 3.1    驱动肿瘤恶性表型

非经典蛋白在肿瘤中兼具抑癌和促癌的功

能， lncRNAs可通过多种机制调控基因表达 [75]。

一方面，诸多由 lncRNA或 circRNA编码的微肽

被证实为新型致癌驱动因子，可直接增强肿瘤细

胞的增殖和存活能力。例如，由 lncRNA翻译产

生的 UBAP1-AST6蛋白主要定位于细胞核，在

A549肺癌细胞中高表达，其过表达可显著促进

细胞增殖和集落形成，从而推动肿瘤的发生发

展[55]。在中枢神经系统肿瘤中，非经典蛋白同样

表现出显著的致癌驱动作用。研究表明，来源

于 circRNA的翻译产物 C-E-Cad在胶质母细胞
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瘤中高表达，可通过激活 EGFR-STAT3信号通路

维持胶质瘤干细胞的肿瘤发生能力 [76]；此外，由

circ-SMO翻译产生的 SMO-193aa蛋白也可通过

增强 Hedgehog信号通路活性，促进胶质母细胞

瘤的生长和侵袭[77]。另有研究表明，部分非经典

蛋白可发挥抑癌作用，典型代表为 HOXB-AS3
编码的微肽，其在结直肠癌组织中显著下调，能

够抑制肿瘤细胞的增殖、侵袭与转移，并通过调

控代谢通路抑制肿瘤生长，其低表达通常与不良

预后密切相关 [14]。此外，LINC00961编码的微肽

SPAR可通过抑制 mTORC1信号通路限制肿瘤

细胞生长[78]；circLINC-PINT翻译产生的 PINT87aa
可结合 PAF1复合体，抑制多种致癌基因的转录

延伸，从而抑制胶质母细胞瘤细胞增殖与肿瘤形

成[79]。这些研究共同表明，非经典蛋白可作为肿

瘤恶性表型的重要调控因子。

 3.2    介导代谢重编程与耐药

代谢重编程是指细胞通过调整代谢途径以

满足能量与生物合成的需求，从而促进增殖并提

高对外界胁迫的耐受性 [80]。肿瘤代谢重编程是

肿瘤细胞适应快速增殖和复杂微环境的重要机

制，非经典蛋白在这一过程中发挥着不可忽视的

调控作用。肿瘤细胞往往通过增强糖酵解、重

塑线粒体功能或改变脂质代谢途径，以满足能量

和生物合成的需求 [81]，而部分来源于非经典

ORFs的微肽正是这些代谢通路的关键调节因

子。例如，HOXB-AS3编码的 53-aa微肽可通过

干预 PKM的可变剪接，抑制糖酵解相关代谢重

编程 [14]。此外，部分由环状 RNA翻译产生的非

经典蛋白也被证实参与肿瘤代谢相关信号通路

并影响治疗耐受。例如，circAKT3编码的 AKT3-
174aa微肽可通过竞争性抑制 PDK1-介导的 AKT
Thr308磷酸化，显著降低 AKT信号通路活性，从

而抑制胶质母细胞瘤细胞的增殖并降低其放射

耐受性 [82]。类似地，circFBXW7编码的 FBXW7-
185aa可促进 c-Myc蛋白降解，而 c-Myc是驱动

肿瘤代谢重编程和治疗耐受的重要转录因子，该

微肽的缺失与胶质瘤恶性的进展密切相关 [83]。

值得注意的是，非经典蛋白不仅在肿瘤细胞内部

发挥作用，还可通过外泌体介导的细胞间通讯影

响代谢状态。例如，肿瘤相关巨噬细胞（tumor-
associated macrophages，TAMs）可通过外泌体向

乳腺癌细胞传递 lncRNA-HISLA，从而提高肿瘤

细胞的需氧糖酵解水平，并赋予其对化疗诱导凋

亡的显著耐受性；阻断该外泌体-HISLA通路可

明显削弱肿瘤细胞的代谢优势并恢复其对化疗

药物的敏感性[84]。

综上，非经典蛋白通过直接调控肿瘤细胞的

代谢通路，或通过肿瘤微环境中的细胞间通讯网

络，参与肿瘤代谢重编程与治疗耐受的形成。这类
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Fig. 1    Processes involving non-canonical proteins in cancer
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研究提示，非经典蛋白及其相关翻译产物在肿瘤

代谢调控和耐药形成中具有重要地位，可能成为

克服肿瘤耐药和开发新型治疗策略的重要切入点。

 3.3    重塑肿瘤微环境

除直接作用于肿瘤细胞外，非经典蛋白及其

衍生微肽能够通过分泌或外泌体等形式释放至

胞外，并参与肿瘤微环境（tumor microenvironment,

TME）的动态重塑。TME是肿瘤生态系统的核

心，是肿瘤细胞与免疫细胞、成纤维细胞及其他

基质成分相互作用的关键生态位，其状态直接影

响肿瘤进展、免疫监视和治疗反应 [85]。肿瘤细

胞及肿瘤相关基质细胞可通过分泌包含蛋白、

肽、核酸和脂质的外泌体实现长距离通讯，从而

介导免疫抑制和免疫逃逸 [86-87]。外泌体中含有

大量 ncRNA，作为 ncRNA主要类型之一的外泌

体 miRNA，已被证实是多种癌症的新生物标志

物 [88]。肿瘤相关巨噬细胞来源的外泌体通过分

泌 miRNA介导癌细胞与巨噬细胞之间的通讯，

从而影响肿瘤的增殖和迁移[89]。例如，外泌体中

的信号分子可诱导肿瘤浸润性巨噬细胞向免疫

抑制性的 M2型极化状态转变，抑制 CD8+ T细

胞的细胞毒性活性，促进肿瘤免疫耐受，这一机

制被认为是肿瘤进展的重要推动因素[87,90-91]。此

外，非经典蛋白及微肽还可通过影响抗原呈递和

免疫识别，直接参与 TME的免疫调控。大量免

疫肽组学研究表明，许多来源于非编码区或替代

开放阅读框（altORFs）的非经典肽段能够被加工

并通过 MHC-I类分子呈递于肿瘤细胞表面[92-93]。

这些非经典抗原不仅扩展了肿瘤特异性抗原的

范畴，更可能通过激活或调节 T细胞反应，直接

改变 TME中的免疫细胞组成与功能状态，进而

影响整体免疫微环境的平衡[94]。因此，非经典蛋

白及其衍生物在调控免疫细胞、影响抗原呈递、

重塑免疫微环境等方面扮演着关键角色，其研究

为理解 TME的动态复杂性及开发靶向微环境的

治疗策略提供了新的视角与潜在切入点。

综上所述，非经典蛋白在肿瘤生物学中展现

出极强的功能多样性，部分目前已报道的具有代

表性的肿瘤相关非经典蛋白（参与肿瘤发生发展

的非经典蛋白）列于表 3。

 4    非经典蛋白临床转换路径

非经典蛋白的发现不仅具有重要的理论意

义，更开拓了极具潜力的临床转化路径。鉴于其
 

表 3    参与肿瘤发生发展的非经典蛋白示例

Table 3    Examples of non-classical proteins involved in tumorigenesis and tumor progression

癌种
Cancer type

代表性蛋白
Representative protein

功能
Function

参考文献
Reference

来源
Origin

胶质母细胞瘤 MPEP(MYC-uORF
peptide)

调控MYC表达与代谢 [11] 5′UTR/3′UTR/CDS内重叠ORF产生的
暗蛋白

髓母细胞瘤 ASNSD1-uORF
microprotein

影响翻译效率 [12]

肺癌 UBAP1-AST6 定位于细胞核，促进细胞增殖 [55] lncRNA/lincRNA/伪基因转录本中
sORF编码的暗蛋白

结直肠癌 HOXB-AS3 抑制糖酵解代谢重编程（抑癌） [14]

肝细胞癌 MRPIP 抑制线粒体翻译，从而抑制肿瘤
生长

[95]

多种肿瘤 SPAR 抑制mTORC1信号通路（抑癌） [78]

乳腺癌 HISLA 外泌体传递，增强肿瘤细胞需氧
糖酵解，诱导耐药

[96]

神经母细胞瘤 NBASP 参与基因组稳定性调节 [13]

肝细胞癌 FNDC3B 促进上皮-间质转化（EMT） [15-17] circRNA驱动的ORF编码蛋白

胶质母细胞瘤 PINT87aa 结合PAF1复合体，抑制癌基因
转录

[79]

黑色素瘤 circPIAS1-108aa 调控免疫检查点表达，影响T细
胞杀伤活性

[18]

肝细胞癌 FNDC3B-219aa 促进上皮-间质转化 (EMT) [97]

肝细胞癌 PTEN N-terminal
extension proteoform

改变PTEN定位与磷酸酶活性 [19-21] 经典CDS基因通过非典型翻译机制
（如非-AUG起始、N端延伸）产生的变

体蛋白
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肿瘤特异性表达模式和多样的生物学功能，非经

典蛋白已成为发现新型生物标志物、免疫治疗

靶点和精准干预策略的宝贵资源。

 4.1    肿瘤标志物

由于非经典蛋白常由肿瘤特异性基因组变

异或表观遗传重编程（如异常转录翻译等）所诱

导表达，所以它们在体液中的存在或含量变化具

有作为新型诊断、预后或疗效监测生物标志物

的巨大潜力。相较于传统标志物，非经典蛋白可

能表现出更高的肿瘤特异性和早期出现的特

征。已有研究表明，多种长链非编码 RNA存在

于肺癌组织中，参与肿瘤的进展、侵袭、转移和

增殖过程。例如，GAS5已被证明可通过抑制血

管生成，成为肺癌的潜在治疗靶点[98]。另有研究

发现，在非小细胞肺癌（NSCLC）患者血清中，外泌体

MALAT1呈高表达，该分子可通过抑制细胞凋

亡和缩短细胞周期，加速肿瘤的迁移和增殖 [99]；

因此，外泌体 MALAT1可能作为非侵入性生物

标志物用于 NSCLC的诊断，或成为 NSCLC的潜

在治疗靶点。通过质谱或多重抗体检测技术对

这些循环微肽进行定量分析，可为实现肿瘤的无

创早期诊断和动态监控提供新方案。

 4.2    肿瘤新抗原

肿瘤新抗原是源于肿瘤细胞基因突变、能

被免疫系统识别为“非己”的蛋白质片段，是激

活 T细胞免疫应答的关键。非经典蛋白是肿瘤

新抗原的新来源，这些蛋白源于基因组中的“暗

区”，对免疫系统而言是全新的“非己”抗原，

因此能有效打破免疫耐受，激发强烈的抗肿瘤

T细胞反应。非经典蛋白的发现还极大地扩展

了新抗原的“库容”。由于它们的合成通常具有

肿瘤特异性，因此产生的肽段是近乎完美的免疫

靶点，具有高度特异性和极低的自身免疫风险[100]。

另外，由于非经典蛋白的表达高度局限于肿瘤组

织，以其为靶点的免疫疗法有望大幅降低对身体

的毒副作用。通过整合外显子组测序、Ribo-seq
和质谱数据，可以系统性地鉴定出由非经典 ORF
编码、并经 HLA递呈的个体化新抗原肽 [101]。例

如，Tran等 [102]在 1例转移性结直肠癌患者中回

输识别 KRAS G12D突变的 CD8+TIL，使患者的

7个肺转移灶出现完全或接近完全退缩，证明了

新抗原特异性 T细胞治疗在实体瘤中的潜力。

此外， Sahin等[103]采用患者特异性突变构建了多

表位 mRNA疫苗，疫苗输注后成功诱导了肿瘤

特异性 T细胞反应，部分患者实现了长期无复发

生存。这类研究为以肿瘤新抗原为靶点的免疫

策略提供了重要的生物学与临床证据基础。

非经典蛋白的发现打破了对基因组和蛋白

质组的传统认知边界，这不仅丰富了肿瘤蛋白质

组的复杂性，更开辟了癌症生物标志物挖掘和免

疫治疗方案创新的全新方向。随着对这些非经

典蛋白的深入探索和系统解析，将深化对肿瘤生

物学机制的理解，并最终推动更精准、更高效的

癌症诊疗策略的建立与应用[104]。

 4.3    靶向治疗

除免疫治疗外，非经典蛋白本身也可作为直

接靶向干预的分子靶点。对于功能确证的致癌

性微肽，可采用小分子抑制剂、干扰抗体或降解

剂 （如 PROTAC）的策略阻断其功能或诱导降

解。反之，对于具有抑癌功能的微肽，则可考虑

通过 mRNA疗法或肽类替代疗法将其导入肿瘤

细胞内部，重建抑癌信号通路，从而抑制肿瘤生

长[105]。鉴于许多微肽介导肿瘤关键的代谢过程，

靶向这些微肽有望逆转肿瘤的代谢重编程，有效

克服肿瘤细胞的耐药性。另一方面，非编码 RNA
在这些复杂的代谢网络中也发挥着关键的调控

作用，靶向非编码 RNA以调控其翻译产物或下

游代谢网络显著影响肿瘤的代谢状态和生长。

有研究发现，肿瘤组织中 5种 lncRNA编码的多

肽表达水平显著上调，强调了作为有价值癌症生

物标志物的潜力 [106]。此外，Humberto等 [107]在黑

色素瘤和肺癌样本免疫肽组中鉴定出 54种独特

的 circRNA衍生肽，表明这些肽段在免疫治疗中

的应用潜力。总体而言，针对非经典蛋白的靶向

治疗策略正成为肿瘤精准治疗领域中充满前景

的新方向。

 5    总结与展望

非经典蛋白的发现是肿瘤生物学领域的一

次范式转变，极大地拓展了对癌症蛋白质组复杂

性的认知边界。大量证据表明，源自非编码区的

微肽等非经典蛋白绝非“转录噪音”，而是积极

参与了驱动恶性表型演进、介导肿瘤代谢重编

程、重塑肿瘤免疫微环境等核心的生物学过程，

构成了一个全新的肿瘤调控维度。多组学技术

与生物信息学分析方法的交叉融合，特别是蛋白
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质基因组学框架的应用，为系统揭示这座“暗物

质”宝藏提供了强大的技术引擎。

从治疗和临床转化的角度看，非经典蛋白与

经典蛋白在来源、特性及开发策略上存在本质

性差异。经典蛋白来源于已明确注释的蛋白质

编码基因，是经过长期研究的已知靶点，其生物

学功能及与疾病的关联已较为明确。例如，热休

克蛋白（HSPs）作为经典分子伴侣，在肿瘤中的

促生存作用已被广泛阐明，针对 HSP90的抑制

剂研发已持续多年 [108]。经典蛋白的成药路径总

体上是优化迭代式的，例如，针对“不可成药”的

经典蛋白，可通过改进药物形式（如开发抗体偶

联药物或采用 PROTAC等新兴技术）进行降解

来克服“不可成药”挑战[109]。尽管经典蛋白的转

化路径已非常成熟，但仍面临耐药性及部分靶点

难以干预等问题，未来研究方向主要在于开发新

一代作用机制的药物（如 PROTAC）以及攻克现

有疗法的耐药性 [110]。相比之下，非经典蛋白源

于基因组“暗物质”，主要来自基因组非编码区

（如 lncRNA、circRNA或 altORF），这些翻译事件

通常与特定肿瘤类型高度相关，并不出现在传统

注释的蛋白编码基因中，因此具有更强的肿瘤特

异性和低背景毒性。这使得它们在作为靶点时

具备独特优势，能够绕开由经典蛋白介导的耐药

通路。例如，浙江大学团队从肝癌中鉴定出 1个

来源于 lncRNA的微肽 MRPIP，其能通过抑制线

粒体翻译从而抑制肿瘤，是一个全新的干预环

节 [111]。非经典蛋白的成药路径是探索性的，由

于其分子质量小、结构独特，可能没有独立的三

维折叠域或保守结合口袋，与经典蛋白的成药靶

点不同[28]，这使得传统的小分子或抗体策略难以

直接应用。因此，非经典蛋白的开发策略通常更

具探索性，例如可采用肽模仿分子、合成功能片

段、免疫调控或基于结构功能域的设计方法进

行特异性干预。有研究针对上述微肽 MRPIP，基
于其功能和结构域合成了 1个由 20个氨基酸构

成的微肽药物前体分子 PMHR，这是一种全新的

药物形式 [111]。总而言之，经典蛋白的药物开发

是在已知框架内进行深度优化，而非经典蛋白则

致力于开辟全新的靶点领域和药物形态，两者在

转化医学领域面临不同的机遇与挑战。

尽管如此，该领域的研究仍处于高速发展的

早期阶段，还面临着诸多机遇与挑战。首先，需

要进行技术体系的深化升级，开发更高灵敏度、

更高通量的翻译组与蛋白质组学技术，特别是原

位检测技术，以精准定位低丰度微肽的时空表达

动态，并解析其三维空间结构。其次，当前对绝

大多数非经典蛋白的功能仍知之甚少，需利用大

规模的 CRISPR筛选、蛋白质相互作用组学等技

术，系统性地阐明其在肿瘤信号调控网络中的功

能节点作用。将非经典蛋白从基础发现推向临

床应用是最终目标。这不仅需要大规模临床队

列验证其作为生物标志物的可靠性，同时还需要

建立标准化、自动化、个体化的新抗原筛选流

程，以降低研发与应用成本。此外，开发靶向微

肽的创新药物将是未来的一个重要方向。与此

同时，建立专属于非经典蛋白的整合数据库与知

识库，统一注释标准，促进数据共享与数据挖掘，

对于加速领域发展至关重要。

总之，对非经典蛋白的探索正在揭开肿瘤生

物学全新的一页。这些研究不仅有望带来一批

全新的诊断标志物、治疗靶点和免疫治疗策略，

推动肿瘤精准医疗的跨越式发展，更将从根本上

深化对生命遗传信息流动与调控的理解。
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