
 

 

单细胞蛋白质组学描绘人原代 CD8+ T 细胞蛋白图谱

李春雨，张越阳，张汉卿，叶　慧
（中国药科大学多靶标天然药物全国重点实验室，江苏 南京　210009）

摘要：本研究建立了针对单个人原代 CD8+ T细胞的单细胞蛋白质组学分析方法。采用 CellenONE全自动单细

胞分选仪，实现对单细胞的温和、精准分离，使用 timsTOF Ultra 2质谱仪进行蛋白质及翻译后修饰的高灵敏鉴

定。结果表明，从单个人原代 CD8+ T细胞中鉴定到 2 500余种蛋白质和 16 000余条肽段；蛋白亚细胞定位分析

显示其分布主要为细胞质（1 186个）、细胞核（891个）、线粒体（261个）及细胞膜（181个）。翻译后修饰分析显

示，在单个细胞中鉴定到 32种磷酸化、64种甲基化及 356种乙酰化修饰蛋白。功能富集分析表明，所鉴定到的

蛋白质功能主要富集于核糖体与免疫相关通路。综上，本研究描绘了人原代 CD8+ T细胞的蛋白质组组成及翻译

后修饰谱，证实了单细胞蛋白质组学技术在解析单细胞复杂生命活动方面的应用潜力。
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Single-Cell Proteomic Profiling of Human Primary CD8+ T Cells

LI Chun-yu,  ZHANG Yue-yang,  ZHANG Han-qing,  YE Hui
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Abstract: Single-cell  proteomics  (SCP)  has  emerged  as  a  transformative  technique  that  overcomes

the  averaging  effects  inherent  in  bulk-cell  analyses,  enabling  high-resolution  profiling  of  protein

expression  and  post-translational  modification  (PTM)  with  single-cell  resolution.  Human  primary

CD8+ T cells  serve as  central  effector  cells  in the human immune response,  playing crucial  roles  in

combating  pathogenic  infections  and  mediating  immune  surveillance.  Understanding  the  proteomic

architecture  of  human  immune  cells  is  crucial  for  elucidating  their  diverse  functional  states,  yet

human primary CD8+ T cells remain largely unexplored by single-cell proteomics (SCP) due to their

characteristically  small  cellular  size  and  extremely  limited  protein  content,  which  collectively  pose

significant  technical  obstacles  for  high-sensitivity  protein  identification  and  PTM  detection  at  the

single-cell level. This study successfully established a robust SCP analytical workflow to characterize

the proteomic landscape of individual  human primary CD8+ T cells.  The workflow first  utilized the

CellenONE automated single-cell sorter for gentle and precise cell isolation, and was followed by the

analysis  of  protein  composition  and  PTM identification  using  the  high-sensitivity  timsTOF  Ultra  2

mass  spectrometer.  This  SCP  approach  consistently  identified  over  2  500  proteins  and  more  than
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16 000 peptides from individual human primary CD8+ T cells. Protein abundance across single cells

demonstrate  strong  reproducibility,  with  pairwise  correlations  exceeding  0.77  and  a  median

coefficient of variation (CV) of 28.61%. Subcellular localization analysis revealed that the identified

proteins  are  primarily  distributed  in  the  cytoplasm  (1  186  proteins),  nucleus  (891  proteins),

mitochondria  (261  proteins),  and  cell  membrane  (181  proteins),  reflecting  the  diverse  functional

compartments  within  human  primary  CD8+  T  cells.  Furthermore,  PTM  profiling  identifies  32

phosphorylated, 64 methylated, and 356 acetylated proteins per cell, with acetylation being the most

prevalent modification. These PTM proteins are also mainly localized to the cytoplasm and nucleus.

Gene  Ontology  (GO)  and  Kyoto  Encyclopedia  of  Genes  and  Genomes  (KEGG)  analyses  indicated

that the functional categories of proteins in human primary CD8+ T cells are predominantly enriched

in  ribosomal  and  immune-related  pathways,  emphasizing  the  central  role  of  protein  synthesis  and

immune  regulatory  networks  in  human  primary  CD8+  T  cell  function.  In  conclusion,  the  SCP

workflow developed in this study presents the first high-resolution proteome and PTM atlas of human

primary CD8+ T cells, providing a valuable foundation for elucidating complex cellular processes and

guiding future research into disease mechanisms and therapeutic targeting.
Key  words: single-cell  proteomics； human  primary  CD8+  T  cells； post-translational  modification；
mass spectrometry

单细胞蛋白质组学（single-cell proteomics, SCP）

技术可在单个细胞水平实现蛋白质的定性定量

及蛋白翻译后修饰（post-translational modification,

PTM）分析，突破了传统群体细胞平均化分析的

局限，在解析细胞功能表型异质性及挖掘潜在治

疗靶点等领域具有重要的应用前景 [1]。近年来，

单细胞分选技术和高灵敏、高分辨率质谱技术

迎来了飞速发展，为单细胞蛋白质组的深度解析

提供了技术支撑[2]。例如，由Wang等[3]开发的PiSPA

（pick-up  single-cell  proteomic  analysis）技术将单

个哺乳动物细胞的蛋白鉴定量提升至 3 000种；

Sabatier等 [4]和 Ye等 [5]分别开发的  SC-pSILAC

（single-cell  pulsed  stable  isotope  labeling  by  amino

acids in cell culture）和 Chip-Tip 技术，在单个 HeLa

细胞中成功鉴定出 4 000余种和 5 000余种蛋白质。

目前 ，主流的单细胞分选技术是微流控

（microfluidics）和全自动单细胞分选（CellenONE）

技术。微流控技术具有试剂消耗量少、检测灵

敏度高、子系统集成量大等优点 [6]；全自动单细

胞分选技术具有自动化程度高、温和无损伤、精

确度高、实时图像记录等优点[7]。两者均是单细

胞捕获的有力工具，且均可低损耗地完成样品前

处理 [8-9]。高灵敏度质谱仪的发展显著提升了蛋

白质组检测深度，为单细胞蛋白质组的深度检测

和生物医学研究奠定了基础。例如， timsTOF

Ultra 2已被报道能够在极微量样本上实现高灵

敏度的蛋白质组学分析[10-11]。

CD8+ T细胞是人体免疫应答的核心效应细

胞，在对抗致病性损伤和免疫监视中发挥关键作

用：既可杀伤恶性细胞，又可通过记忆 T细胞实

现对继发性感染的长期保护 [12]。CD8+ T细胞的

功能发挥是一个高度复杂的动态过程[13]，涉及多

种蛋白质的表达及翻译后修饰的精准调控 [14]。

当前对人原代 CD8+ T细胞的单细胞功能认知主

要依赖单细胞转录组技术，因此迫切需要建立单

细胞蛋白质组学技术，为解析其蛋白质和 PTM

的动态变化提供支撑。

本研究以人原代 CD8+ T细胞为研究对象，

系统描绘原代免疫细胞的单细胞蛋白质组学特

征。并整合单细胞分选和高灵敏蛋白质组检测

技术，建立适用于人原代 CD8+ T细胞的单细胞

蛋白质组学分析方法，旨为免疫机制研究和疾病

治疗提供技术支撑。

 1    实验部分

 1.1    主要仪器与装置

timsTOF Ultra   2捕 集 离 子 淌 度 质 谱 仪 、

nanoElute2液相分离系统：德国 Bruker公司产品；
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CellenONE单细胞分选平台：法国 Cellenion公司

产 品 ； 低 温 高 速 离 心 机 ： 美 国 Thermo  Fisher
Scientific公司产品；细胞计数仪：中国瑞沃德公

司产品。

 1.2    主要材料与试剂

磷酸盐缓冲溶液（PBS）：中国 Servicebio公司

产品；Ficoll、EasySepTM Human CD8+ T cell lsolation
Kit试剂盒 ：加拿大 STEMCELL Technologies公
司产品；Human CD3/CD28.2：美国 Biolegend 公司

产品；Konsfi肝素钠抗凝管：中国菏泽京宁辉安

生物科技有限公司产品；红细胞裂解液：德国美

天旎公司产品；RPMI 1640粉末、青链霉素混合

溶液：美国 Gibco公司产品；胎牛血清（FBS）：中
国依科赛公司产品；Recombinant Human lL-2：美
国 PeproTech公 司 产 品 ； 甲 酸 （FA， 质 谱 级 ）、

三乙基碳酸氢铵 （TEAB）：美国 Thermo  Fisher
Scientific公司产品；乙腈、水：均为质谱级，德国

Merck公司产品；月桂酰基麦芽糖苷（DDM）：中

国 阿 拉 丁 公 司 产 品 ； Sequence级 胰 蛋 白 酶

（Trypsin）：中国北京生夏蛋白技术公司产品。

 1.3    实验条件

 1.3.1    人原代 CD8+ T细胞的提取　抽取健康志

愿者外周血至肝素钠抗凝管 ，将全血转移至

50  mL离心管后 ，用等体积 PBS稀释。加入

1.5倍体积 Ficoll，以 800 r/min离心 20 min，弃去

上清后将细胞层转移至 15 mL离心管。加满 PBS
进行洗涤，以 1 500 r/min离心 10 min后弃去上清

液。再加入 1 mL红细胞裂解液，4 ℃ 静置 5 min
裂解红细胞，随后用 PBS洗涤 2次。弃去上清液

后用 1 mL PBS重悬细胞，依据说明书按细胞量

加入 Cocktail抗体，室温旋转孵育 5 min。然后加

入适量磁珠振荡 30 s，混匀，使用磁力架磁吸

2～3次 。 用 1  mL含 Human  CD28.2及 IL-2的

10%FBS 1640培养基将分选后的细胞重悬并计

数，最后以 1×106 个细胞/mL密度接种于预包被

Human CD3的 6孔板中培养。

 1.3.2    单细胞蛋白组样品的制备　将新鲜细胞

用无菌 PBS缓冲液重悬，调节细胞浓度至（2～
3）×105 个细胞/mL。在 384孔板各孔中预先加入

1 μL Master Mix（超纯水中含 0.2%DDM、20 mg/L
胰蛋白酶、100 mmol/L TEAB的单细胞裂解酶解

液），随后使用 CellenONE分选流程进行单细胞

分选。分选完成后 ，用封口膜密封孔板 ，将

CellenONE冷水机温度设为 50 ℃，加湿器湿度调

至 70%；将孔板置于 50 ℃ 环境中孵育 1.5 h进行

酶解。酶解结束后，向每孔补加 2.5 μL 0.1%甲酸

水溶液（A相溶液）。

 1.3.3    数据采集方法　采用 nanoElute2超高效

液 相 色 谱 仪 与 timsTOF Ultra   2质 谱 仪 （配 备

CaptiveSpray离子源）联用分析。单细胞样品在

15 cm自填装色谱柱（内径 50 μm，1.6 μm C18 填
料）上分离，柱温 50 ℃；流动相：A相为 0.1%甲酸

水溶液，B相为 0.1%甲酸乙腈溶液；洗脱梯度：

0～10 min（4%～28%B），10～13 min（28%～35%B），
13～14  min（35%～80%B）， 14～21  min（80%B）；
流速 150 nL/min。

质谱仪采用 Compass Hystar 软件，以正离子

模式运行数据非依赖采集的平行累积连续碎裂

（DIA-PASEF）模式。质量扫描范围 m/z  300～
1 500；1/K0（离子淌度的倒数）起始 0.64 Vs/cm2、

终止 1.45 Vs/cm2，斜坡时间 120 ms，锁定循环比

100%；毛细管电压 1 600 V，干燥气流量 3.0 L/min，
干燥温度 200 ℃。二级质谱参数：循环时间 1.13 s，
在 m/z 395～996范围内设 25个 25 Th隔离窗口，

碰撞能量随离子迁移率线性变化（1/K0=1.6 Vs/cm2

时为 59 eV，1/K0=0.6 Vs/cm2 时为 20 eV）。

 1.3.4    数据分析　所有数据均采用 Spectronaut
v18（Biognosys）软件的directDIA+方法结合Uniprot
2025版本的人类参考数据库进行分析。胰蛋白

酶特异性设置为允许最多 2个漏切位点，蛋白质

和肽段的假发现率（FDR）均设置为不超过 1%，

数据分析时删除角质蛋白（keratin）等污染蛋白[15]。

蛋白质的乙酰化、甲基化、磷酸化和甲硫氨酸氧

化（M）被设定为可变修饰，半胱氨酸氨甲酰化被

设定为固定修饰。

亚细胞蛋白数据信息来源于 Uniprot网站

（Universal Protein，https://www.uniprot.org）。将蛋

白编号序列导入网站，批量获取所有蛋白的亚细

胞定位信息，然后筛选为“Nucleus、Cytoplasm、

Mitochondrion、Cell membrane”这 4个类别。

 2    结果与讨论

 2.1    单细胞蛋白质组学工作流程

相较于 HeLa等易培养细胞系，人原代 CD8+

T细胞体积更小（直径～10 μm[16]）且蛋白含量低

（约 47.35 pg/细胞 [17]），这给蛋白质组学分析技术

提出了更高要求，详情列于表 1。为实现温和高
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效的单细胞处理，本研究采用 CellenONE全自动

单细胞分选平台，其采用压电液滴生成技术，避

免机械接触导致的细胞损伤，几乎对各类细胞

（如肿瘤细胞、免疫细胞、神经细胞）实现“零损

伤”；且液流速度远低于传统流式分选，显著降

低剪切力影响；仪器配备荧光和明场双光路成像

系统，结合 AI算法精准筛选细胞直径、圆度等

参数。此外，该平台支持纳升级反应体系，有效

降低样本需求与试剂用量，适用于低丰度、高灵

敏的单细胞样品前处理流程 [20]。timsTOF Ultra 2
质谱仪采用捕集离子淌度（TIMS）技术，具有超

高的离子传输效率与灵敏度，仅需 25 pg蛋白即

可检测出超千种蛋白质，为外周血单个核细胞

（PBMC）、免疫细胞、细菌细胞或亚细胞器的蛋白

质组学开辟了新的细胞和疾病生物学研究范式[21]。

本研究建立了单细胞蛋白质组学分析流程，

示于图 1a，并将其应用于人原代 CD8+ T细胞的

蛋白质组学功能分析。首先利用 anti CD8+ T磁

珠从人血液样本中分选出人原代 CD8+ T细胞

群，经培养后，通过 CellenONE全自动单细胞分

选仪完成温和、高效的单细胞分选与样本前处

理，最后利用 timsTOF Ultra 2质谱仪进行信息采

集。分选前，先统计 100个目标细胞的粒径、伸

长率和圆度，将符合正态分布的参数区间设置为

人原代 CD8+ T细胞的分选标准[22]。粒径分布参

数为 13～17 μm，伸长率分布参数为 1.3～2，圆度

参数为 1～1.1，示于图 1b～1d。
 2.2    单细胞蛋白质组学鉴定人原代 CD8+ T 细

胞的蛋白特征

对 10个人原代 CD8+ T细胞的分析结果表

明，单细胞检测的蛋白质数量和肽段数量存在

一定异质性。在 10个单细胞中，CD8+ T cell-5检

测到的蛋白质和肽段数量最多（3 078种蛋白质，

20 489条肽段），CD8+ T cell-8最少（2 189种蛋白

 

表 1    本研究方法与现有单细胞蛋白质组学技术的性能对比

Table 1    Performance comparison between this research method and existing single-cell proteomics techniques

方法
Method

细胞类型
Cell type

细胞分离分选方法/质谱仪
Cell isolation/MS instrument

单细胞蛋白鉴定量
Protein identifications

per cell/种

单细胞直径
Cell diameter/μm

单个细胞蛋白含量
Protein content
per cell/pg

PiSPA HeLa 细胞 液滴微流控技术/timsTOF Pro ～3000 ～20[18] 250 [19]

SC-pSILAC HeLa 细胞 CellenONE/Orbitrap Astral ～4000 ～20 [18] 250[19]

Chip-Tip HeLa 细胞 CellenONE/Orbitrap Astral ～5000 ～20[18] 250[19]

本研究方法 人原代 CD8+ T 细胞 CellenONE/timsTOF Ultra 2 ～2500 ～10 [16] 47.35[17]
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注：a. 工作流程；b. 粒径；c. 伸长率；d. 圆度

图 1    单细胞蛋白质组学分析工作流程及人原代 CD8+ T 细胞分选参数

Fig. 1    Workflow of single-cell proteomics analysis and sorting parameters of human primary CD8+ T cells
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质，13 737条肽段），平均可检测到 2 500余种蛋

白质和 16 000余种肽段，示于图 2a。在 10个细

胞中共鉴定到 3 956种蛋白质，其中 1 553种为

共同表达，示于图 2b。相关性分析显示，单细胞

间蛋白质丰度具有较高相关性（R＞0.77，中位变

异系数（CV）值 28.61%），示于图 2c、2d。对 10个

细胞整体鉴定到的蛋白质亚细胞定位分析表明，

有 1 186、891、261、181个蛋白质分别定位于细

胞质、细胞核、线粒体和膜蛋白，示于图 2e。上

述结果成功实现了单个人原代 CD8+ T细胞的深

度蛋白质组覆盖，证明所建立的方法可在单细胞

水平系统解析复杂免疫细胞的蛋白质组构成。

相较于传统群体细胞分析，单细胞水平的蛋白质

组学研究突破了“平均化”瓶颈，能够直接揭示

免疫细胞内部真实的蛋白质丰度、空间定位及

其功能状态，为解析人原代 CD8+ T细胞中的蛋

白质分布和功能提供了丰富信息。

 2.3    单细胞蛋白质组学解析人原代 CD8+ T 细

胞蛋白质的功能特征

蛋白质是维持细胞基本生命活动的主要承

担者，与疾病的发生发展密切相关。在单细胞分

辨率下解析蛋白质谱，能够突破群体细胞分析中

功能信息被平均化的局限，揭示蛋白质在基本生

命活动、核心功能执行及特定调控路径中的潜

在分工。为深入解读人原代 CD8+ T细胞蛋白质

组的蛋白质功能和生物学意义 ，本研究综合
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图 2    单细胞蛋白质组学描绘人原代 CD8+ T 细胞的蛋白质特征

Fig. 2    Single-cell proteomics profiles the protein characteristics of human primary CD8+ T cells
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10个单细胞的蛋白质组学数据进行 GO（gene

ontology analysis）分析与 KEGG（kyoto encyclopedia

of genes and genomes analysis）分析。GO分析表明，

其显著富集于剪接体介导的 mRNA剪接、细胞

质翻译等生物学过程，示于图 3a；KEGG分析表

明，其富集于肌萎缩侧索硬化症、帕金森症相关

通路，示于图 3b。以上研究表明，单细胞蛋白质

组学能够深入揭示免疫细胞的功能分工与分子

特征，为理解蛋白质在免疫调控中的复杂作用提

供了高分辨率的视角。

膜蛋白是 T细胞免疫应答的关键介质[23]，对

图 2e中检测到的细胞膜蛋白进行 GO分析，表

明其显著富集于细胞内导入、囊泡介导的运输

调控和细胞黏附的正向调控等生物学过程，提示

细胞通讯的关键作用，示于图 3c。同时，KEGG

分析表明，膜蛋白富集于内吞作用、吞噬体等物

质转运通路，且与抗原加工呈递通路和免疫激活

相关，示于图 3d。上述结果表明，单细胞膜蛋白

组学可揭示 T细胞亚群膜蛋白特征，为精准免疫

干预提供依据。

 2.4    单细胞蛋白质组学描绘人原代 CD8+ T 细

胞蛋白质组的翻译后修饰谱

翻译后修饰是细胞内蛋白质功能调控的重

要机制，涉及多种类型的化学修饰。这些修饰参

与调控蛋白质的稳定性、活性、亚细胞定位及

与其他分子的相互作用 [24]，不仅在细胞信号传

导、代谢调控等生理过程中发挥作用，也在疾病

的发生发展中扮演关键角色[25]；并且翻译后修饰

谱是转录组等其他组学技术难以实现的。因此，

单细胞蛋白质组学在揭示关键修饰位点、解析

免疫细胞功能调控机制中具有不可替代的应用

价值[26]。

综合 10个单细胞的 PTM数据，单个人原代

CD8+ T细胞蛋白质组中平均可鉴定到 32种磷酸

化修饰蛋白、64种甲基化修饰蛋白及 356种乙

酰化蛋白，示于图 4a。通过对 10个细胞综合鉴

 

Platelet activation

Parathyroid hormone synthesis

Salmonella infection

HIV-1 infection

Synaptic vesicle cycle

Ras signaling pathway

                        Calcium reabsorption

Regulation of actin cytoskeleton

Phagosome

Endocytosis

0 5 10 15 20
Counts

5.0
7.5
10.0
12.5
15.0B

P

10 15 20 25

Regulation of receptor-mediated endocytosis

Antigen processing and presentation

Regulation of protein localization to membrane

Cell-cell adhesion

Circulatory system process

Actin filament-based process

Cell activation

Positive regulation of cell adhesion

Regulation of vesicle-mediated transport

Import into cell

15
20
25
30

Count
20
30
40

Carbon metabolism

Pathways of neurodegeneration 

Oxidative phosphorylation

Proteasome

Huntington disease

Spliceosome

Nucleocytoplasmic transport

Prion disease

Parkinson disease

Amyotrophic lateral sclerosis

0 50 100 150
Counts

15

20

25B
P

2 3 4 5

Translational initiation

Ribosomal small subunit biogenesis

Cytoplasmic translation

rRNA processing

Protein folding

Translation

RNA splicing

mRNA splicing, via spliceosome

mRNA processing

Protein transport

20

30

40

50

Count
50
75
100
125
150

a b

Percentage/%

−log
10

(p value)

Percentage/%

−log
10

(p value)

−log
10

(p value)

−log
10

(p value)

c d

注：a. 全蛋白的 GO分析；b. 全蛋白的 KEGG分析；c. 细胞膜蛋白的 GO分析；d. 细胞膜蛋白的 KEGG分析

图 3    全蛋白和细胞膜蛋白的功能富集分析
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定到的上述 3种翻译后修饰蛋白进行亚细胞定

位分析，发现大部分主要分布在细胞质和细胞

核，少部分分布在线粒体和细胞膜，示于图 4b。
随后对 10个细胞综合鉴定到的 3种翻译后修饰

蛋白进行 GO分析，发现乙酰化修饰蛋白显著富

集于核糖核蛋白复合物生物发生、翻译等生物

学过程，示于图 4c；KEGG通路富集分析表明，乙

酰化修饰蛋白主要富集在核质转运、冠状病毒

病、剪接体等相关通路，示于图 4d。甲基化修饰

蛋白显著富集于蛋白质成熟、mRNA剪接等生

物学过程，示于图 4e；甲基化修饰蛋白主要富集

在剪接体、系统性红斑狼疮等相关通路，示于图 4f。
磷酸化修饰蛋白显著富集于 RNA剪接调控、脑

发育等生物学过程，示于图 4g；磷酸化修饰蛋白

主要富集在胃酸分泌、C型凝集素受体信号通路

和血管平滑肌收缩相关通路，示于图 4h。
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图 4    人原代 CD8+ T 细胞蛋白质组的翻译后修饰特征

Fig. 4    PTM profiles of the proteome in human primary CD8+ T cells
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 3    结论
本研究基于 CellenONE全自动单细胞分选

平台与 timsTOF Ultra 2捕集离子淌度质谱仪的

联用技术，建立了高灵敏度的单细胞蛋白质组学

分析方法。该方法在蛋白质含量极低（～47.35 pg）
的单个人原代  CD8+ T细胞中实现了 2 500多种

蛋白质的系统性鉴定，具有高稳定性与可靠性。

对磷酸化、甲基化和乙酰化 3种翻译后修饰的

分析显示，乙酰化修饰蛋白占比显著高于其他修

饰类型，且其亚细胞定位特征与全蛋白质组分布

一致——多数分布于细胞质和细胞核，少数分布

于线粒体和细胞膜。通过 GO/KEGG功能富集

分析发现，全蛋白、膜蛋白与翻译后修饰蛋白均

主要富集于核糖体相关通路及免疫相关通路，提

示人原代 CD8+ T 细胞在免疫应答过程中存在活

跃的蛋白质合成与功能调控网络。综上，本研究

揭示了人原代 CD8+ T细胞蛋白质组及翻译后修

饰谱，为解析免疫应答中细胞功能的动态调控机

制提供了研究路径和谱学数据。
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