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摘要：肿瘤新抗原是精准免疫治疗的关键靶点，其肿瘤特异性与免疫原性决定了临床转化潜力。作为唯一能够

直接、无偏解析体内主要组织相容性复合体（major histocompatibility complex, MHC）呈递肽的技术，基于质谱的

免疫肽组学为肿瘤新抗原的发现提供了证据链。近年来，得益于质谱仪灵敏度的提升、离子迁移等技术的整合，

免疫肽组学实现了覆盖度与定量稳定性的显著提升，推动了候选新抗原的高通量发现与优选，为挖掘肿瘤新抗原

提供了技术支撑。本文围绕“质谱免疫肽组学鉴定肿瘤新抗原的技术体系”，系统综述样本制备与免疫肽富集、

质谱检测、数据库搜索等关键环节的研究进展与技术瓶颈，讨论其在融合基因组和转录组信息的免疫肽解析中

的应用潜力，并展望免疫肽组学作为关键上游技术在精准免疫治疗与个体化疫苗研发中的发展方向。
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Abstract: Tumor  neoantigens,  arising  from  tumor-specific  genetic  and  post-transcriptional
alterations,  represent  highly attractive targets  for  precision cancer  immunotherapy due to their  strict
tumor specificity and low risk of off-target toxicity. Accurate identification of neoantigens presented
on  major  histocompatibility  complex  (MHC)  molecules  remains  a  central  challenge,  as  most
candidate neoantigens predicted from genomic or transcriptomic data are not ultimately processed and
presented  on  the  cell  surface.  Mass  spectrometry  (MS)-based  immunopeptidomics  is  currently  the
only experimental approach capable of directly and unbiasedly identifying naturally presented MHC-
bound  peptides,  thereby  providing  critical  evidence  for  validating  tumor  neoantigens  at  the  protein
functional  level.  Over  the  past  decade,  substantial  advances  in  MS  instrumentation,  ion  mobility
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separation,  and  data  acquisition  strategies  have  markedly  improved  the  depth,  sensitivity,  and
quantitative robustness of immunopeptidomic analysis. These developments have enabled systematic
characterization of  tumor antigen landscapes from increasingly limited biological  material  and have
accelerated  the  transition  of  neoantigen  discovery  from  computational  prediction  to  experimental
verification. In this review, the current methodological framework of MS-based immunopeptidomics
for  tumor  neoantigen  identification  was  comprehensively  summarized,  with  an  emphasis  on  key
technical  steps,  recent  innovations,  and  remaining  challenges.  The  immunopeptidome  sample
preparation  strategies  were  first  discussed,  focusing  on  mild  acid  elution  and  immunoaffinity
purification.  While  mild  acid  elution  offers  simplicity  and  scalability,  its  limited  specificity  and
susceptibility  to  contaminating  peptides  restrict  its  application,  particularly  for  complex  tissue
samples. Immunoaffinity purification using anti-MHC antibodies remains the gold standard due to its
high  specificity  and  ability  to  capture  native  MHC-peptide  complexes,  although  issues  related  to
sample loss, throughput, and reproducibility persist. Emerging microfluidic and automated platforms
have shown promise  in  addressing these  limitations  and enabling high-sensitivity  analysis  of  scarce
clinical  specimens.  Next,  recent  progress  in  mass  spectrometric  detection  technologies  that  are
tailored  for  immunopeptidomics  was  reviewed.  Chemical  derivatization  and  isobaric  labeling
strategies  have  been  developed  to  enhance  peptide  ionization  efficiency,  chromatographic
performance,  and quantitative accuracy.  Advances in  MS design,  including ion trapping,  high-duty-
cycle  detection,  and ion  mobility  separation  (IMS),  have  substantially  improved the  detectability  of
low-abundance immunopeptides. Modern platforms integrating ion mobility with rapid fragmentation
schemes  now  support  high-coverage  immunopeptidome  profiling  at  low  cellular  inputs,  thereby
expanding the applicability of immunopeptidomics to clinically relevant samples. The data acquisition
and  analysis  strategies  were  further  examined,  highlighting  the  complementary  roles  of  data-
dependent  acquisition  (DDA),  data-independent  acquisition  (DIA),  and  targeted  mass  spectrometry.
DDA  remains  indispensable  for  high-confidence  peptide  identification  and  spectral  library
construction,  whereas  DIA  offers  improved  reproducibility  and  quantitative  consistency.  Hybrid
workflows combining DDA-derived spectral libraries with DIA analysis currently represent the most
reliable approach for large-scale immunopeptidomic studies. Targeted mass spectrometry techniques,
supported by isotopically labeled standards, enable absolute quantification and validation of selected
neoantigens, providing a critical bridge to translational and clinical applications. Finally, the database
construction  strategies  for  neoantigen  discovery  were  summarized,  including  mutation-derived
databases, non-canonical translation databases, and post-translational modification-specific databases.
Integration  of  multi-omics  data  has  greatly  expanded  the  identifiable  antigen  repertoire  beyond
conventional  coding  mutations,  revealing  neoantigens  originating  from  RNA  editing,  alternative
translation events, and modified peptides. Despite these advances, challenges remain in database size
control,  false  discovery  rate  (FDR)  management,  and  functional  immunogenicity  validation.  In
conclusion, MS-based immunopeptidomics has evolved into a central technology for experimentally
grounded tumor neoantigen discovery. Continued progress in instrumentation, computational analysis,
and  standardized  workflows  is  expected  to  further  enhance  sensitivity,  reproducibility,  and  clinical
feasibility.  Coupled with artificial  intelligence-driven data interpretation and integrative multi-omics
approaches,  immunopeptidomics  is  poised  to  play  an  increasingly  important  role  in  precision
immunotherapy and personalized cancer vaccine development.
Key  words: immunopeptidomics；mass  spectrometry  detection； database  construction； neoantigen
identification；multi-omics integration
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癌症已成为全球范围内威胁人类健康的

重大公共卫生问题。传统的手术、放疗和化疗

手段虽能在一定程度上控制肿瘤进展，但由于

肿瘤的高度异质性及对正常组织的非特异性

损伤，疗效和安全性仍受显著限制。而免疫治疗

通过激活机体自身免疫系统识别并清除肿瘤细

胞，为癌症治疗开辟了新路径，其中，肿瘤抗原的

精准识别是实现免疫治疗特异性和持久疗效的

关键。

肿瘤新抗原由体细胞基因突变、基因重排

或异常翻译事件产生，仅在肿瘤细胞中表达并由

主要组织相容性复合体（MHC）呈递至细胞表

面，可被 T细胞识别并诱导特异性免疫应答，从

而有效避免对正常组织的攻击，显著降低免疫相

关不良反应。肿瘤新抗原兼具肿瘤特异性与免

疫原性，因此被认为是精准免疫治疗的理想靶点。

然而，肿瘤新抗原的发现面临诸多挑战，肿

瘤基因突变的高度异质性导致潜在抗原谱极为

复杂；同时，在免疫肽组中的丰度通常极低，使得

传统基因组或转录组预测方法难以验证其真实

呈递状态。基于质谱的免疫肽组学技术通过对

肿瘤组织或细胞中 MHC呈递肽段的富集、分离

与高分辨质谱检测，实现对天然免疫肽的直接鉴

定，其整体技术流程包括样本裂解、MHC-肽复

合物富集、肽段分离、液相色谱-串联质谱（LC-
MS/MS）分析及数据库检索等关键步骤。随着质

谱仪灵敏度、分辨率及数据采集模式的持续优

化，并结合多组学整合分析，该技术正不断推动

新抗原研究从预测走向实证。

本文将系统综述基于质谱的免疫肽组学在

肿瘤新抗原鉴定领域的研究进展，重点分析样本

制备、质谱检测、数据采集及数据库构建等关键

技术环节的创新与挑战，并展望其在肿瘤免疫治

疗与精准医学中的应用前景。

 1    免疫肽组样本制备

 1.1    免疫肽的理论丰度与检测局限

理论上，每个有核细胞表面约表达 5×105～
1×106 个 MHC-I分子[1]，鉴于每种 MHC等位基因

可呈递数千至上万种不同肽段，理论上单个细胞

可同时展示约 104～105 种独特免疫肽 [2-3]。然而，

这一庞大而复杂的理论免疫肽库在实际质谱分

析中仅能被部分解析。由于个体 MHC分子与

其结合肽的丰度分布极不均衡，特定肽段在单细

胞中的拷贝数通常处于极低水平。以百万级细

胞样本为例，若某肽段在单细胞中平均仅有几十

至百个拷贝数，其总体丰度仍可能低于质谱检测

限，极易被掩盖在复杂的背景信号中 [4]。因此，

样本制备的纯度、富集效率及整体回收率直接

决定了免疫肽组检测的深度与可靠性。在肿瘤

细胞中，这一问题尤为突出，MHC分子的表达常

因免疫逃逸机制而被下调，抗原加工通路也可能

发生突变或功能障碍，导致可被呈递的免疫肽数

量明显减少 [5-6]。此外，由于肿瘤组织样本的异

质性及有限量采样，肿瘤免疫肽组的检测灵敏度

与覆盖度受到显著制约。如果想在有限样本中

获取尽可能全面、真实的免疫肽谱，就必须最大

限度地降低富集过程中的非特异性结合与物理

损失。因此，免疫肽组样本制备的关键是在高特

异性富集与低损失回收之间取得平衡。

 1.2    弱酸洗脱

1987年，Sugawara等 [7]首次利用酸性柠檬酸

缓冲液处理细胞，发现可特异性消除表面 MHC-I
分子抗原性，为弱酸洗脱（mild acid elution, MAE）
技术的出现奠定了基础。MAE技术源于对MHC
与肽相互作用的早期研究，其核心原理是利用

低 pH值环境破坏 MHC与肽的非共价结合，实

现从细胞表面洗脱目标肽段。该技术具有操作

简便、成本低、无需依赖特异性抗体等优点，可

在不裂解细胞的前提下获取表面 MHC结合肽，

从而有效避免细胞内蛋白降解产生的非特异性

肽污染。如，Fortier等[8]利用MAE从活细胞中洗

脱 MHC-I类肽，能够从约 1×108 个活细胞中获得

约 2 000～4 000条可鉴定的肽段，同时避免了因

使用洗涤剂导致的低亲和力肽丢失。此外，MAE
在悬浮细胞样本处理中表现优异，可实现规模化

样本的快速处理。

然而，该方法存在诸多缺陷，MAE易导致大

量非免疫肽类污染物。Lanoix等[9]报道，MAE提

取物中 MHC-I类肽的相对比例约为 30%～40%，

还包含相当一部分其他污染肽。Mao等 [10]提到，

MAE可能会非特异性地释放表面肽或膜蛋白

质，增大结果偏差。此外，MAE方法对样本类型

要求苛刻，不适用于实质组织样本，对冷冻细胞

的处理效果不佳，且可能导致部分低亲和力肽丢

失，影响对免疫肽组全貌的准确呈现。
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 1.3    免疫亲和纯化

免 疫 亲 和 纯 化 （immunoaffinity  purification,
IP）技术起源于 Campbell等 [11]于 1951年提出的

固相免疫吸附概念，该团队通过将蛋白抗原固定

在不溶性载体上，实现了抗体的特异性结合与分

离。这一策略成为免疫层析与抗原-抗体分离技

术的理论起点。随后，研究者将其应用于免疫肽

组学，通过特异性抗体富集 MHC-肽复合物，开

发出解析 MHC配体特征、建立肽结合基序与构

建 MHC配体数据库的关键手段[12-13]。免疫沉淀

（IP）是当前免疫肽组样本制备的主流技术，利用

抗 MHC抗体的特异性识别能力，从复杂样本中

富集MHC-肽复合物，并经酸洗脱使肽段与MHC
分离，进而获得目标肽段。该方法可直接捕获天

然存在的免疫肽，真实反映体内抗原呈递状态，

为解析免疫识别机制提供了实验基础。

目前，该技术已被广泛用于系统研究不同

MHC等位基因的肽结合谱，揭示抗原呈递的多

样性规律，为肿瘤免疫相关抗原及新抗原筛选提

供了高置信度支持 [12]。与 MAE相比，IP依赖抗

体与 MHC的高特异性结合，能够从细胞、组织

等复杂样本中选择性地富集 MHC结合肽，显著

降低非特异性肽段干扰，所得样本纯度远高于

MAE，二者的性能对比情况列于表 1。然而 ，

IP技术亦存在局限性。如，流程复杂，包括细胞

裂解、抗体孵育和多步洗涤等步骤，实验周期长

且易造成样本损失；另外，回收率受抗体亲和

力、裂解效率及操作条件的影响，不同实验批次

间的波动可达 20%～30%，难以实现 MHC配体

的动态监测或连续提取，尤其在微量样本和高通

量研究中的应用受限[13]。

为克服这些限制，研究人员尝试通过自动化

与微型化技术提升 IP的稳定性与效率。Feola
等 [14]开发的 PeptiCHIP微流控平台在芯片表面

固定抗 MHC抗体，实现免疫纯化的微量化与高

效化，显著降低了抗体用量并缩短操作时间。

Stutzmann等 [15]设计的 CHIP-IP系统在芯片内集

成流体控制模块 ，实现样本自动化加载与洗

脱，有效减少了人工转移导致的损失，使检测灵

敏度提高约 3倍。这些基于微流控的新平台为

临床有限样本及高通量免疫肽组研究提供了可

行路径。

 2    质谱检测技术优化

 2.1    肽段化学修饰与标记

免疫肽的低丰度与非酶切特性导致其在质

谱检测中的鉴定率较低。针对这一问题，研究者

通过化学修饰与化学标记技术改善肽段的色谱

分离性能、电离效率及定量准确性，从而提升免

疫肽检测的灵敏度与覆盖度。

在化学修饰策略中，二甲基化主要作用于肽

段 N末端及含胺氨基酸残基。该方法通过增加

肽段疏水性改善反向色谱分离效果，使保留时间

延长、峰形更对称，从而显著提升质谱分辨率[16]。

但二甲基化对肽段碎片化模式影响有限，难以提

高序列覆盖度，因此常与其他修饰技术联用以增

强鉴定效率 [16-17]。烷基酰胺化主要修饰肽段的

酸性氨基酸及羧基端 [16-17]，在质谱碎裂过程中，

该修饰可诱导产生更多 y离子，提高肽段序列覆

盖度与数据库匹配准确性，同时增强电离效率，

使检测灵敏度提升 2～5倍。需要注意的是，试

剂浓度对反应效果影响显著，如二甲基氨基丙胺

应控制在 10～20 mmol/L范围内，浓度过大会引

起非特异性修饰，从而降低结果的可信度[16-17]。

与化学修饰不同，化学标记技术旨在引入可

定量的报告基团，以实现多样本的对比。串联质

谱标签（tandem mass tag, TMT）是目前免疫肽定

量研究中最常用的标记策略 [18]。该策略可实现

最多 35个样本的并行分析，结合同步前体选择-
MS3 模式可提升低丰度肽的检测灵敏度，能够在

单次实验中获得高置信度的相对定量结果。更

重要的是，TMT标记可同时关联免疫肽组与蛋

白质组数据，揭示免疫肽来源及形成机制[18]。但

其对不含赖氨酸的肽段定量灵敏度较低，且存在

 

表 1    MAE 与 IP 技术在免疫肽组学样本制备中的

性能比较

Table 1    Comparison of the performance of MAE
and IP techniques in immunopeptidomics sample

preparation

参数
Parameter

弱酸洗脱
MAE

免疫沉淀
IP

样本类型 均匀细胞样本 细胞、复杂组织样本

富集特异性 较低 高

操作复杂度 简单 复杂

样本量要求 较大 较小

适用范围 快速初筛，
适合中等规模实验

高精度分析，
适合临床与高精度研究
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同位素干扰问题，需通过优化色谱条件和碎裂能

量进行控制。

在实际应用中，二甲基化与烷基酰胺化联用

可实现优势互补，显著提高免疫肽的鉴定数量与

质量；TMT标记技术则在免疫肽动态变化研究

及临床多组学整合分析中展现出独特优势，为免

疫肽定量研究提供了重要的技术支撑。

 2.2    质谱检测技术

质谱检测技术以高灵敏度、高特异性和精

确定量能力，成为解析免疫肽特征及挖掘肿瘤新

抗原的核心手段。与传统蛋白质组学相比，该技

术可直接检测体内天然非酶切免疫肽，显著提高

低丰度肽段的检出率。

新型离子聚积释放技术在提升检测灵敏度

方面展现出潜力。以 ZenoTOF技术为例，在传

统 QTOF体系基础上集成了 Zeno阱模块，可在

TOF检测前暂存并同步释放离子，使离子利用率

由传统的 10%～20%提升至 90%以上 [19]。最新

一代 ZenoTOF质谱对肽分子实现了飞摩尔级灵

敏度 ，线性动态范围达 5个数量级。Dorvash
等[20]在 ZenoTOF 7600系统上整合了 ZenoSWATH
DIA采集模式，在低至 106 个 Panc1细胞（相当于

约 1 mg组织）的输入量下，鉴定到 720～940条

肽段，经干扰素 γ（IFN-γ）处理后，检测数量进一

步增加至 3 070～6 540条。

此外，离子迁移分离（ion mobility separation,
IMS）技术的应用也是提升质谱检测灵敏度的关

键。该技术在质谱检测前对离子进行预分离，有

效降低了肽段的共流出干扰，使低丰度肽离子在

“干净背景”中完成检测 ，从而提高信噪比。

Bruker公司的 timsTOF系列质谱仪通过 tims阱
结合平行累积 -串行碎裂 （parallel  accumulation-
serial fragmentation, PASEF），实现了沿 IMS阱的

多维同步释放，既提升了低丰度肽的检测灵敏

度，又支持高密度 MS2 扫描，使低输入量样本也

能获得高 MS2 覆盖。其中，timsTOF Ultra能够在

单细胞灵敏度（0.125 ng）下鉴定 5 000多种蛋白

质和 55 000条多肽，且拥有高置信度。Phulphagar
等 [21]利用 timsTOF  SCP平台并优化 PASEF参

数 ，仅需 106 个 A375细胞即可鉴定 800余种

MHC-I肽，单次分析可覆盖 15 000条独特肽段，

检 测 效 率 较 Exploris+FAIMS系 统 提 升 4倍 。

Thermo公司最新推出的 Orbitrap Astral系统在此

基础上进一步整合了多项创新技术，其“双场”

设计将传统 Orbitrap分析器与采集速率高达

200 Hz的 Astral分析器协同运行，兼顾高分辨率

与高速扫描；同时，在离子路由多极杆中蓄积离

子形成紧密离子包，提高了进入分析器的离子利

用率，从而在低输入量样本下仍能获取大量 MS2

事件；在蛋白质组学表现方面，能够从 250 pg HeLa
细胞蛋白酶切产物中鉴定出超过 6 500种蛋白

质。结合 FAIMS Pro Duo接口，Orbitrap Astral可
在低至 105 个细胞的投入量下鉴定出超过 5 000
条肽段，显著提升了低丰度免疫肽的检测能力和

肽组覆盖深度[22]。

质谱检测技术的更新迭代将免疫肽组学推

向了“低样本量-高覆盖度”的新阶段，对低丰度

肽的检出显著增强，为发现临床微量样本的新抗

原提供了可行路径。

 3    数据采集与分析策略

 3.1    数据依赖采集

与传统蛋白质组学不同，免疫肽来源于细胞

内 MHC分子呈递的天然非酶切肽，其长度、修

饰类型及裂解位点呈高度多样化，缺乏可预测的

酶切特征，导致数据库搜索匹配效率较低、假阳

性率较高。因此，数据采集策略直接影响免疫肽

组分析的深度与准确性。数据依赖采集（DDA）

通过在 MS1 全扫描中实时选取强度最高的前若

干母离子并触发 MS2 碎裂，从而获得高质量碎

片谱用于肽段序列解析，凭借其可获得高置信

度、高分辨率的单肽碎片谱，在免疫肽研究中具

有不可替代的作用。1992年，Hunt等 [23]首次利

用 DDA鉴定 MHC-A2.1结合肽，揭示了 MHC呈

递肽的序列特征，奠定了免疫肽组学研究的技术

基础。随后，随着高分辨率质谱的发展，DDA在

单次分析中可鉴定数百至上万条 MHC相关肽

段[21]，广泛用于抗原呈递与免疫识别研究。

近年来，DDA技术在采集策略与算法层面

均得到改进。Gomez-Zepeda等 [24]通过延长捕集

离子淌度质谱（trapped ion mobility spectrometry,
TIMS）梯度时间并调整 MS2 帧数，使数据采集完

整性提升 5.4%，结合 MS2 谱图预测与重评分算

法 ，肽段鉴定率进一步提升 30%～40%，利用

106 个 JY人 B淋 巴 母 细 胞 系 （JY  human  B
lymphoblastoid cell line）即可鉴定 5 738个MHC结
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合肽，有效改善了短肽与非典型谱图的匹配准

确性。碎裂方式的改进同样提升了 DDA的

检测深度。Caron等 [25]引入电子转移 /高能碰

撞 解 离 （electron-transfer/higher-energy  collision
dissociation, EThcD）模式，可同时生成 b/y与 c/z
系列离子，使 MHC-I肽 MS2 匹配可信度由 10%
提升至 39%，显著增强了 DDA对非典型肽段的

鉴定能力。Shapiro等 [26]结合临床需求，进一步

设计出 NeoDiscMS工作流程，将二代测序技术

（next generation sequencing, NGS）实时生成的个

体化突变数据库直接整合至质谱采集过程，实现

了实时搜索驱动的 DDA采集，动态优先选择潜

在突变肽进行碎裂分析，使突变肽鉴定数量提升

了 3～5倍，并将分析周期缩短至 24 h以内。

DDA技术参数的一系列优化提升了免疫肽

的检出能力，然而，获得高置信度的肽序列仍需

通过手动或半自动验证 DDA谱图，基于此构建

的高质量特异性质谱库也可为后续训练数据非

依赖采集搜索算法奠定基础。

 3.2    数据非依赖采集

数据非依赖采集（DIA）技术因具有高通量

和良好重复性在免疫肽组学中受到关注，但其涉

及 MS2 谱图 ，增加了肽段序列解析的不确定

性。天然非酶切免疫肽序列复杂、不可预测，使

得直接基于 DIA进行高置信度鉴定面临困难。

目前，较为成熟的解决方案是采用 DDA辅

助的质谱库-DIA策略，即先通过 DDA获得高可

信度免疫肽鉴定结果并构建质谱库 ，再用于

DIA数据的匹配与定量。Dorvash等 [20]利用高

pH值反相色谱对提取的 MHC结合肽混合物进

行预分离，并结合 DDA模式分析各馏分，构建了

一个超过 23 000条独特肽段的高质量定制质谱

库，基于该质谱库开展的 DIA分析共检测到约

8 571条免疫肽，比传统 DDA提升了 26%。Pak
等 [27]建立了 BigLib多 MHC整合谱库，整合 40
个样本，覆盖 61种 MHC等位基因，使 DIA鉴定

率较样本特异谱库提升约 2倍、较 DDA提升约

3倍，其中 92%～96%的肽段为真实 MHC结合

肽。进一步再利用 BigLib作为参考，采用 Prosit
预测高能碰撞诱导解离谱和保留时间标准化指

数，生成预测谱库，在识别 39种肿瘤相关抗原

及 2条非经典免疫肽时，准确度仅比实验谱库

低 7%～10%，并且能够发现 DDA未覆盖到的额

外肽段。

随着 DIA采集模式和数据解析算法的不断

发展，无需实验谱库的 Direct-DIA策略在免疫肽

组学中的可行性也逐渐得到验证。Oliinyk等 [28]

在 timsTOF平台上建立了 diaPASEF模式，在仅

5×105 个细胞条件下可检测到 3 426条肽段；结

合细胞培养中氨基酸的稳定同位素标记技术

（stable  isotope  labeling  by  amino  acids  in  cell
culture, SILAC）定量标记，在 106 个单等位基因

细胞中可定量 13种新抗原，检测限达 33 amol，
验证了 DIA在低样本量下具有较高的灵敏度与

稳定性。Ritz等 [29]在 Q Exactive平台上通过优

化 DIA隔离窗口宽度，在 108 个细胞样本中可鉴

定超过 10 000条 MHC-I肽，且在 106 个细胞条件

下仍保持约 50%的检出率，并在血清及组织样本

中展现出良好的重复性。

目前 ，DDA辅助的光谱库 -DIA策略是免

疫肽组学中最稳健、最可靠的分析路线。同时，

随着高分辨率质谱平台、离子淌度分离技术及

Direct-DIA方法的不断成熟 ，DIA在低输入量

及临床相关免疫肽分析中的应用潜力正在持续

提升。

 3.3    靶向质谱分析

靶向质谱分析通过预设目标肽的质荷比

（m/z）和保留时间，实现特定肽段的精准捕获与

定量，是新抗原验证及临床样本靶向分析的核心

方法。该技术以“已知靶点”为基础，兼具高灵

敏度与高定量精度，可在复杂背景中实现低丰度

肽的高置信度检测与验证。

为进一步提升检测精度与灵敏度，研究者在

靶向质谱分析中引入了多种内标校准与信号触

发策略，实现了免疫肽的绝对定量与动态监测。

Hassan等 [30]首次提出基于同位素标记肽 -MHC
复合物的内标策略，在细胞裂解后直接加入内

标，使其参与免疫纯化全过程，有效校正了 90%～

99%的肽段损失 ，使 JY细胞中次要组织相容

性抗原的定量误差控制在 1.5%以内，实现了免

疫肽的高精度绝对定量。Stopfer等 [31]开发的

SureQuant-IsoMHC技术通过合成重氨基酸标记

的免疫肽标准品，构建内嵌多点校准曲线，在

SKMEL5黑色素瘤细胞中定量分析 18种肿瘤相

关抗原，检测限达 10 amol，表达范围覆盖近 4个

数量级；在 1.1 mg肿瘤穿刺样本中可检测 7种低
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丰度抗原 ，而传统 DDA仅能识别最多 2种。

Pollock等 [32]提出的由偏移质量触发精确质量高

分辨率精确定量（triggered by offset mass accurate-
mass  high-resolution  accurate  quantitation,
TOMAHAQ）技术结合内标触发的平行反应监测

与 TMT标记，实现了多肽同步检测，在 MC38小

鼠结肠癌细胞中定量分析了 223种合成新抗原，

灵敏度提升至 amol/μL水平。该技术还可动态

监测抗原呈递变化，如药物诱导 Adpgk（R304M）

突变蛋白降解后，新抗原呈递量增加 2～3倍，揭

示了药物调控免疫表位呈递的分子机制。

靶向质谱技术通过结合同位素内标校准与

靶向质谱采集，实现了免疫肽的绝对定量和动态

监测，适用于药物应答评估及肿瘤新抗原验证。

但由于需预设目标肽特征（如，m/z、保留时间

等），限制了该技术在未知新抗原发现中的应用。

 4    数据库搜索

 4.1    突变来源数据库

免疫肽组质谱鉴定结合突变来源数据库构

建是精准挖掘突变相关免疫肽并发现肿瘤新抗

原的核心策略。该方法通过整合多组学与公共

突变信息，突破传统仅依赖个体外显子组测序

（whole-exome sequencing,  WES）的局限，不仅提

升了低丰度突变肽的检出灵敏度，还弥补了个体

测序中稀有或未检测突变覆盖不足的问题[33]。

在数据库构建方面，Wang等 [34]针对肝细胞

癌（hepatocellular carcinoma, HCC）突变负荷低、样

本异质性高的特点，基于 COSMIC数据库整合

了 3 306例 HCC体细胞突变，利用该库对 HepG2
细胞 MHC-I免疫肽组进行质谱分析，共鉴定出

16条突变肽，而基于 WES专属数据库仅检出

1条突变肽。在应用层面，该策略已成功揭示多

种肿瘤的新抗原特征。Bassani-Sternberg等 [35]结

合 MaxQuant与宽松突变调用，在 5例黑色素瘤

患者原发组织中鉴定出 11条突变肽，其中 4条

可诱导自体 T细胞免疫应答，SYTL4突变肽已

被证实可被肿瘤浸润淋巴细胞识别，直接验证了

其免疫原性。此外，针对突变来源数据库构建的

准确性需要对近邻突变进行校正。Hundal等 [36]

通过分析 430例肿瘤样本发现，约 5%的体细胞

突变与 89 bp范围内的近邻变异同相，若未校

正，可导致 8～11个氨基酸长度的肽段假阳性率

和假阴性率分别为 6.9%、2.6%。在黑色素瘤样

本中，MARCH10基因突变与生殖系单核苷酸多

态性共存，未经校正时被误判为强结合肽，而校

正后仅表现为弱结合，提示近邻变异对突变肽结

合预测具有重要影响。经此类校正与优化，基于

突变数据库的免疫肽组分析显著提升了突变肽

识别的准确性与可信度，既可在高突变负荷肿瘤

中系统揭示新抗原谱系，也能在低突变负荷肿瘤

中提高稀有突变肽的检出率。

 4.2    非经典来源数据库

在免疫肽组研究中，非经典来源数据库是突

破传统编码区抗原局限、挖掘非典型肿瘤抗原

的重要途径。该类数据库整合非编码转录本、

RNA编辑事件及新开放阅读框（novel open reading
frame, nuORF）等信息，依托多组学数据构建，显

著扩展了免疫肽组的抗原来源范围，尤其在低突

变负荷肿瘤抗原补充与临床免疫靶点验证中展

现出独特价值。目前已报道的非经典来源蛋白/
肽数据库及其数据来源、规模与验证方式列于

表 2。
 
 

表 2    非经典来源蛋白/肽数据库概况

Table 2    Overview of non-canonical protein/peptide
databases

数据库
Database

来源
Source

数据库容量
Database size

验证级别
Validation level

FuncPEP ncRNA 112 实验验证

ncEP 77

cncRNADB 1818 ncRNA识别

MicroProtcinDB ～50k

SPENCER ～29k

LncPep lncRNA ～10M

TransLnc ～580k

riboCIRC circRNA 2 247

NCPbook Genomes ～180k 基因组验证

SmProt ～25k

sORF.org ～26k

OpenProt Trascriptomes ～4M 转录组预测

注：k表示千级条目数量；M表示百万级条目数量
 

Chong等 [37]针对黑色素瘤与肺癌样本，整合

WES、单细胞测序及核糖体测序数据，对非编码

转录本进行系统性翻译预测，并按三框翻译生成

多肽序列。研究采用“突变位点上下游各延伸
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50个氨基酸”的策略压缩数据库规模，在保证覆

盖度的同时显著提升质谱匹配效率，为非编码来

源抗原的系统识别奠定了基础。Ouspenskaia等[38]

基于 29个健康及癌症样本的 Ribo-seq数据，提

出“样本-组织-全数据集”三级分层预测模式，构

建了 nuORF数据库，共收录 323 848个 nuORF，
数据库规模比传统转录组参考库缩小了 25倍，

在特异性与计算效率间实现了平衡。该研究首

次系统性揭示了未注释蛋白普遍存在于 MHC-I
呈递体系中，强调了翻译调控层面对免疫肽生成

的影响。Zhang等 [39]从 RADAR数据库中提取

1 369个 A-to-IRNA编辑位点，并结合 RNA-seq
验证编辑转录本表达，建立 RNA编辑肽专属数

据库，用于识别由 RNA编辑事件驱动的免疫

肽。研究表明，RNA编辑可为肿瘤细胞提供额

外的抗原多样性来源，其产物在部分样本中的丰

度显著高于正常组织，提示此类肽段可能具有潜

在的免疫靶点价值。

非经典肽来源数据库通过系统整合多层组

学信息与功能验证数据，为解析非典型抗原的免

疫呈递规律、揭示肿瘤特异抗原生成机制及拓

展肿瘤免疫治疗靶点资源提供了新的研究框架。

 4.3    翻译后修饰相关数据库

翻 译 后 修 饰 （post-translational  modification,
PTM）对蛋白质的结构和功能至关重要，免疫肽

组源于蛋白质被蛋白酶切割后呈递的片段，因此

蛋白质上的 PTM往往也会保留并体现在免疫肽

上，不同 PTM不仅改变肽段与 MHC的亲和力，

还会影响 T细胞受体（T cell receptor, TCR）的识

别，调节肽段免疫原性。目前较常见的免疫肽修

饰有磷酸化 [40]、糖基化 [41]与瓜氨酸化 [42]等，其

中，磷酸化修饰在 MHC-I/II呈递肽中均可见 [43]，

肿瘤激酶网络失常导致磷酸化位点谱异常[44]，相

关片段被加工后呈递，因此多数磷酸化免疫肽具

有一定的肿瘤特异性 [45]。相比之下，糖基化、瓜

氨酸化等修饰免疫肽来源蛋白多为分泌型或膜

蛋白，天然降解路径以内吞-溶酶体为主，更多由

MHC-II呈递 [41, 46-47]。这些 PTM为肽段赋予了可

被 TCR有效识别的“化学标签”，在不同患者间

呈现更高的重现性与普适性[48]。

相较于突变或非经典来源数据库，PTM相

关数据库构建更复杂，需先进行开放式搜索来

捕捉未知 ΔMass，再以定向闭合搜索做位点级定

位确定修饰类型。Zhai等 [49]在强直性脊柱炎

（ankylosing spondylitis, AS）患者外周血单个核细

胞（peripheral blood mononuclear cell，PBMC）蛋白

质组中，采用开放式搜索发现+72.021 u的半胱

氨酸位点质量偏移显著富集，随后利用特异抗

体进行靶向富集与质谱确证，最终显示半胱氨酸

羧乙基化可在多种蛋白质上生成 MHC-DR4限

制的修饰型新抗原，诱导 CD4+T细胞与自身抗

体应答，并与 AS等免疫相关病理相关联。此

外，面向泛 PTM的计算平台不断完善，显著提升

了 PTM免疫的肽识别效率与准确度。Fasoulis
等 [50]开发了 APE-Gen2.0平台，将 PyTMs插件与

OpenMM分子动力学引擎结合，实现了多种类

型 PTM肽的快速建模与能量最小化，通过锚点

识别模块修正非典型免疫肽构象，显著缩短了建

模时间，并在磷酸化及瓜氨酸化肽结合预测中显

著提升了精度。Kacen等 [51]开发了 PROMISE工

具用于检测 29种 PTM组合，亚组水平假阳性率

控制在 5%的条件下，在 210个样本中共鉴定出

32 798条修饰肽。

PTM相关数据库为泛修饰免疫肽的系统发

现提供了关键支点。随着预测建库、结构建模

与新型质谱技术的协同推进，修饰相关免疫肽的

检测深度与定位置信度有望进一步提升，为普适

性新抗原的挖掘提供可行路径。

 5    总结与展望

基于质谱的免疫肽组学已成为连接肿瘤多

组学信息与功能免疫研究的核心技术，为新抗原

精准鉴定与个体化免疫治疗提供了前所未有的

可能。从样本制备、质谱采集到数据库构建的

系统优化，使免疫肽检测的深度与准确性持续提

升。弱酸洗脱与免疫沉淀策略的改进提高了

MHC结合肽的提取纯度与重现性；DIA和靶向

质谱等先进采集模式的引入，显著提高了低丰度

免疫肽的检出灵敏度与定量稳定性；突变来源、

非经典来源及 PTM数据库的建立，为免疫肽组

学提供了全新的数据支撑框架，使抗原发现从传

统编码突变扩展至非编码、翻译调控与修饰层

面，形成了多维度的免疫抗原谱系。

尽管免疫肽组学取得了显著进展，但仍面临

关键挑战。首先，质谱检测高度依赖样本量和信

号强度，限制了其在微量临床样本中的应用；其
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次，免疫肽结合预测、谱图匹配及数据库搜索受

到算法精度与参考数据覆盖度的制约；此外，突

变、非经典及 PTM肽的免疫原性验证尚缺乏系

统性实验标准，阻碍了从数据发现到临床转化的

闭环建立。

因此，未来的发展方向应聚焦于“智能化”

与“标准化”两条主线。在智能化方向，人工智

能（AI），尤其是深度学习模型，有望在免疫肽组

学的多个关键环节中发挥重要作用。基于免疫

肽实测数据训练的 AI谱图生成与解析模型，可

提高低信噪比谱图及非经典肽段的鉴定可信度；

结合保留时间与碎片强度的联合建模，有助于压

缩搜索空间、降低假阳性率，从而改善复杂免疫

肽 库 中 的 整 体 鉴 定 性 能 。 同 时 ， AI驱 动 的

MHC结合与抗原加工模型可通过持续整合实测

免疫肽数据，不断优化对不同 HLA等位基因呈

递偏好的刻画，为新抗原优先级评估提供更可靠

的依据。

在标准化方向，通过统一免疫肽富集与数据

解析流程，并结合可迁移的算法模型和评价体

系，有望提升不同研究结果之间的可比性与稳

定性。进一步将免疫肽组学与单细胞免疫组学

和空间组学数据相结合，将有助于从时间和空

间维度更精细地解析抗原呈递过程。随着算

法、质谱性能及临床微量样本处理流程的协同

优化，免疫肽组学有望从抗原发现拓展至免疫应

答评估与疗效监测，成为精准免疫治疗的重要技

术支撑。
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