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基于质谱的单细胞蛋白质组学分析方法及应用

秦少杰，　 白　 玉∗，　 刘虎威
（北京大学化学与分子工程学院， 北京分子科学国家研究中心， 北京 １００８７１）

摘要：细胞是生命体的最小组成单位，遗传及外部环境等因素使单细胞异质性广泛存在于众多生物体中。 传统的

生物学实验获得的结果多是大量细胞的平均测量值，因此在单细胞层面开展研究对于精确理解细胞的生长发育以

及疾病的诊断与治疗至关重要。 而作为重要的细胞和生命活动的执行者，蛋白质由于其不具备扩增特性，且种类

繁多、丰度低、动态分布范围宽，与核酸等其他生物大分子相比，其单细胞组学研究相对滞后。 而在所有的检测手

段中，荧光检测以及电化学分析方法具有极高的灵敏度，但是囿于其研究通量有限，以及电化学活性依赖，很难成

为普适性的单细胞蛋白质组学研究方法。 质谱分析作为传统蛋白质组学中最为核心的研究技术，由于其高灵敏、
高通量、结构信息丰富等特点，在单细胞蛋白质组学研究中独树一帜。 该文综述了近年来基于质谱的单细胞蛋白

质组学研究中的代表性方法，根据质谱分析前蛋白质分离方式的差异，将其分为基于毛细管电泳分离、液相色谱分

离和无分离手段的直接检测 ３ 类方法，在介绍研究现状的同时对这些方法在细胞通量、蛋白质鉴定数目、灵敏度以

及方法应用方面进行了总结与比较。 最后，基于目前研究中面临的挑战以及发展趋势对基于质谱的单细胞蛋白质

组学的研究前景进行了展望。
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ｍａｉｎｌｙ ｄｅｐｅｎｄｓ ｏｎ ｉｔｓ ｇｏｏｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ， ｎａｎｏｌｉｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ， ｌｏｗ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ， ｌｏｗ ｓａｍ⁃
ｐｌｅ ｌｏｓｓ， ａｎｄ ｇｏｏｄ ｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ｗｉｔｈ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ． Ｉｎ ｒｅｃｅｎｔ ｙｅａｒｓ， ｉｔ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｉｎｃｒｅａｓ⁃
ｉｎｇｌｙ ａｐｐｌｉｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｌａｒｇｅ⁃ｖｏｌｕｍｅ ｅｍｂｒｙｏｓ， ｇｅｒｍ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ｅｖｅｎ ｓｏｍａｔｉｃ ｃｅｌｌｓ． Ｍｏｒｅ
ｔｈａｎ １ ０００ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ｓｉｎｇｌｅ ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ｕｓｉｎｇ ｔｈｉｓ ｓｔａｔｅ⁃ｏｆ⁃ｔｈｅ⁃ａｒｔ ｓｉｎｇｌｅ⁃ｃｅｌｌ
ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ｍｅｔｈｏｄ． Ｉｔ ｉｓ ｗｏｒｔｈ ｎｏｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓｉｎｇｌｅ⁃ｃｅｌｌ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｖｏｌｕｍｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＬＣ ｇｒａｄｕａｌｌｙ
ｒｅｄｕｃｅｓ ｔｏ ｔｈｅ ｎａｎｏｌｉｔｅｒ ｌｅｖｅｌ， ａｎｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ｌｏｓｓ ｃａｎ ｂｅ ｒｅｄｕｃｅｄ ｂｙ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｎｇ ａ ｓｅｒｉｅｓ ｏｆ
ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｉｎｔｏ ｓｍａｌｌ ｖｏｌｕｍｅｓ， ｓｅｔｔｉｎｇ ｓｅａｌｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ， ａｎｄ ｒｅｄｕｃｉｎｇ
ｗａｓｈｉｎｇ ｓｔｅｐｓ． Ｈｏｗｅｖｅｒ， ｔｈｅ ａｄｅｑｕａｃｙ ｏｆ ｃｅｌｌ ｌｙｓｉｓ， ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅｎｅｓｓ ａｎｄ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ａｎｄ ｔｈｅ ｌａｂｅｌｉｎｇ ｏｆ ｐｅｐｔｉｄｅ ｓｅｇｍｅｎｔｓ ａｒｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｆａｃｔｏｒｓ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ
ａｎｄ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ＣＥ ｏｒ ＬＣ ｐｒｉｏｒ ｔｏ
ＭＳ ａｎａｌｙｓｉｓ， ｔｈｅ ｄｉｒｅｃｔ ＭＳ ａｎａｌｙｓｉｓ， ａｓｓｉｓｔｅｄ ｂｙ ｌａｂｅｌｌｉｎｇ ａｎｄ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ， ｅｌｉｍｉｎａｔｅｓ
ｃｏｍｐｌｉｃａｔｅｄ ｓａｍｐｌｅ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｎｄ ｓｉｍｐｌｉｆｉｅｓ ｔｈｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｂｙ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ
ａｎｄ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ． Ｉｔ ａｌｓｏ ｒｅｎｄｅｒｓ ｈｉｇｈｅｒ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｍｕｌｔｉ⁃ｏｍｉｃｓ ｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ． Ｓｏ ｆａｒ，
ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｌｉｍｉｔｅｄ ｄｕｅ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｘｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍ⁃
ｐｌｅｓ． Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ， ｔｈｅ ａｓｐｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ， ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ， ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｐｅｃｉｅｓ， ａｎｄ ａｐｐｌｉ⁃
ｃａｔｉｏｎｓ ａｒｅ ｓｕｍｍａｒｉｚｅｄ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｍｅｔｈｏｄ ｍｅｎｔｉｏｎｅｄ ａｂｏｖｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｓｐｅｃｔ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ⁃ｃｅｌｌ ｐｒｏ⁃
ｔｅｏｍｉｃ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＭＳ ｉｎ ｔｈｅ ｆｕｔｕｒｅ ｉｓ ａｌｓｏ ｄｉｓｃｕｓｓｅｄ．
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ （ＣＥ）； ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ＬＣ）； ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ
（ＭＳ）； ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ； ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ； ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌ； ｒｅｖｉｅｗ

　 　 细胞是构成生物体的基本单位［１］，由于遗传因

素、生化噪音［２］、细胞微环境［３］ 等诸多因素使得单

个细胞之间存在着广泛的异质性。 因此，单细胞研

究不仅使人类对细胞与生命的本质有更为精确的认

识，也为疾病的诊断、分型、治疗以及预后提供了更

为强有力的工具［４，５］。 蛋白质作为生命活动的主要

承担者，可以为其提供更为直接且更有价值的表型

信息，因此成为单细胞研究的热点目标。 单细胞内

蛋白质种类繁多，丰度低，动态分布范围宽［６］ 且无

法扩增，因此对检测手段提出了更高的灵敏度要求。
在众多高灵敏分析方法中，荧光检测方法的灵敏度

可以达到单分子水平［７］，并且具有动态跟踪能

力［８］，但是其蛋白质检测通量有限。 然而电化学检

测方法虽然细胞干扰小［９］，但受限于蛋白质通量［１０］

以及电化学活性［１１］的要求，无法对多种蛋白质进行

同时检测。 质谱作为研究蛋白质组学的一种常规方

法，其灵敏度高，通过已有的蛋白质数据库，可以同

时对上万种蛋白质进行定性以及定量，并且可以提

供丰富的蛋白质结构信息。 但是由于单个体细胞内

的蛋白质总量平均只有约 １００ ｐｇ［６］，利用质谱直接

进行检测会面临样本复杂度和单细胞灵敏度等挑

战，因此质谱前的分离技术对于提高方法检测灵敏

度以及蛋白质定性定量的准确度来说十分必要。 目

前，基于质谱的单细胞蛋白质组学研究方面的综述

仍较少［６，１２－１６］，并且以分离方式为主线进行梳理的

还未见报道。 本文综述了近几年基于质谱的具有代

表性的单细胞蛋白质组学研究方法及其应用。 根据

质谱分析前分离技术的差异，我们从基于毛细管电

泳⁃质谱（ＣＥ⁃ＭＳ）、液相色谱⁃质谱（ＬＣ⁃ＭＳ）以及无

分离的直接检测模式等 ３ 方面进行介绍，并从细胞

以及蛋白质分析通量，方法灵敏度，蛋白质来源及其

丰度，以及方法的应用等角度对上述方法进行总结

与比较。

１　 基于毛细管电泳的分离

　 　 毛细管电泳因其成本较低，分析速度快、分离效

率高，已广泛应用于复杂生物样本的分离分析［１７］。
ＣＥ 具有 ｎＬ 级进样量，可直接在细胞或组织中进行

微区取样，从而避免基质干扰［１８］、氧化损伤［１９］ 等，
基于 ＣＥ⁃ＭＳ 的单细胞蛋白质组学分析研究及应用

开展较早。 ２０１４ 年，Ｓｕｎ 等［２０］借助超灵敏的电驱动

鞘液型接口将毛细管区带电泳与串联质谱相结合，
从 ３００ ｎｇ Ｈｅｌａ 细胞的蛋白酶解液中鉴定到 ２ １００
种蛋白质，并对牛血清白蛋白的酶解液中添加的血

管紧张肽Ⅱ进行检测［２１］，检出限可以低至 ２ ａｍｏｌ，
相对标准偏差值小于 ４％。 与少量细胞或者少量蛋

白酶解液的分析相比，对单个细胞中内源蛋白质的

分析更能反映细胞的状态和功能。 受限于方法的灵

敏度，因此人们首先尝试在较大的单细胞中利用

ＣＥ⁃ＭＳ 进行内源蛋白质的分析，其中最具代表性的

就是 Ｎｅｍｅｓ 教授课题组的工作。 该课题组［２２］ 首先

将目光瞄准经典的 １６⁃细胞非洲爪蟾早期胚胎的囊

胚细胞（见图 １ａ）。 利用显微解剖的方法从胚胎中

分离得到单细胞，之后依次经历细胞裂解、蛋白质还

原与烷基化，以及过夜酶解等蛋白质组学前处理流

程，最后通过毛细管电泳⁃微升电喷雾⁃高分辨质谱

（ＣＥ⁃μＥＳＩ⁃ＨＲＭＳ）对蛋白质进行定性以及定量分

析，最终从单个囊胚细胞（直径约 １５０ μｍ）的 ２０ ｎｇ
非卵黄蛋白中鉴定到了 １ ６３０ 种蛋白质。 通过比较

不同发育阶段的胚胎细胞的蛋白质组鉴定结果，发
现在胚胎的转录程序尚未开始的发育阶段早期，细
胞沿着胚胎的多个体轴的翻译模式具有显著的异质

性，该结果为之前报道的单细胞转录组测序的结

果［２３］提供了补充。 毛细管由于内径小于囊胚细胞

的大小（见图 １ｂ），因此在光学显微镜的指导下，可
以利用毛细管对 １６⁃细胞胚胎特定区域进行采样，
取样速度不仅更快，也提高了空间分辨率。 Ｌｏｍ⁃
ｂａｒｄ⁃Ｂａｎｅｋ 等［１９］对胚胎进行亚细胞区域采样后，
提取物在压力作用下转移至微管中进行蛋白质酶

解。 进样 １０ ｎＬ 酶解液后，利用毛细管电泳⁃纳升电

喷雾⁃高分辨质谱分析，得到低至 ７００ ｚｍｏｌ 的检出

限，并在 ５ ｎｇ 蛋白酶解物中鉴定到约 ８００ 种蛋白

质。 利用该方法分析胚胎细胞向神经组织细胞分裂

分化过程中的蛋白质组变化。 结果表明，与显微解

剖方法相比，微采样的方法耗样少、采样流程简化，
且由于基质干扰的大大降低使蛋白质鉴定能力显著

增强。 除此之外，该课题组还对体积略小一些的单

个活斑马鱼胚胎进行了研究，通过控制肽段流出速

度使之与质谱的数据采集周期相匹配，进一步提高

了肽段的分析和鉴定能力，研究结果也证实了不同
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类型的胚胎细胞间的表达异质性。 而在 ＣＥ 前加入

预分离过程，可进一步提高蛋白质鉴定数量。 Ｃｈｏｉ
等［２４］通过在 ＣＥ 前加入用于预分离的反相 Ｃ１８ 微

柱，对单细胞水平下的老鼠海马体神经元的蛋白质

酶解物进行了分析（见图 １ｃ），最终从 ５００ ｐｇ 蛋白

酶解物中鉴定到 １４１ 个蛋白质。 虽然这一灵敏度已

接近单细胞水平，但样本复杂度相比单个细胞仍较

低。 此外，其他高灵敏分析技术也被用于单细胞检

测，Ｇｅｎｇ 等［２５］ 将毛细管电渗驱动与激光诱导荧光

技术相结合，实现了单个 Ｈｅｌａ 细胞中 Ｈｅｒ２ 蛋白的

原位检测。 类似的，Ｃｈｅｎ 等［２６］ 利用可以透膜的荧

光探针实现单个单核巨噬细胞内半胱氨酸组织蛋白

酶家族的标记与检测。 尽管借助荧光的检测技术灵

敏度明显提高，但是蛋白质通量仍较低，远未达到组

学的研究需要。 因此发展基于毛细管电泳的高通量

质谱方法仍然十分必要。

图 １　 基于毛细管电泳的单细胞蛋白质研究［１９，２２，２４，２８］

Ｆｉｇ． １　 Ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｔｕｄｉｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ （ＣＥ） ［１９，２２，２４，２８］

　 ａ． ｗｏｒｋｆｌｏｗ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｅｍｂｒｙｏ ｃｅｌｌ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ ｓｔｕｄｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ｍｉｃｒｏｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｂｏｔｔｏｍ⁃ｕｐ ｒｏｕｔｉｎｅ； ｂ． ｗｏｒｋｆｌｏｗ ｏｆ ｌａｂｅｌ ｆｒｅｅ ｍｉｃｒｏ⁃
ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ； ｃ． ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＥ ｗｉｔｈ ＲＰ ｆｒａｃｔｉｏｎａｔｉｏｎ ｔｏ ｅｎｈａｎｃｅ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ； ｄ． ｓｕｃｃｅｓｓｉｖｅ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ
ｍｉｃｒｏｓａｍｐｌｉｎｇ ｆｒｏｍ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ ｔｏ ｎｕｃｌｅｕｓ．

　 　 如前所述，利用毛细管的微小管径实现单细胞内

容物的提取以及转移，可避免单细胞有限体积的内容

物由于容器和管路吸附等原因造成的样品损失，对于

后续的蛋白质组学研究具有重要意义。 Ｌｅｅ 等［２７］ 对

生长在毛细管外壁的海兔神经元施加侧向刺激后，

将释放的神经肽通过位于反射方向的填充毛细管柱

（ＰＥＭＣ）进行收集，洗脱后利用基质辅助激光解吸

附离子化质谱（ＭＡＬＤＩ⁃ＭＳ）检测刺激过程中单个神

经元的神经肽含量的变化。 将毛细管的直径进一步

缩小至普通单细胞尺寸范围内（≤１０ μｍ），可以实

现亚细胞分辨率的直接检测。 Ｚｈａｎｇ 等［２８］ 利用管

径 １０ μｍ 的毛细管对田螺特定神经元的细胞质以

及细胞核进行先后取样（见图 １ｄ），进而利用离子淌

度质谱（ ＩＭＭＳ）发现了一种新的神经肽物种，揭示

了神经元细胞内的区域表达异质性。
　 　 综上，基于 ＣＥ⁃ＭＳ 的单细胞分析应用主要集中

在大体积细胞的蛋白质组研究上，其实验流程与常

规的蛋白质组学基本一致。 利用比单细胞尺寸更小

的毛细管管径对亚细胞区域进行内容物的提取以及

转移，是毛细管应用的一大特色。 但 ＣＥ 与质谱接

口的稳定性不足、ＣＥ 方法重复性略差、电泳分离过

程受 ｐＨ 值和温度等因素的影响，以及蛋白酶解物

在电泳过程中的吸附造成样本损失等问题的存在，
限制了 ＣＥ⁃ＭＳ 在单细胞蛋白质组学中的进一步应

用。 因此亟待开发更为实用、简便、易重复的方法。
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２　 基于液相色谱的分离

　 　 与毛细管电泳相比，液相色谱，尤其是纳升液相

色谱（ｎａｎｏＬＣ）在单细胞蛋白质组学研究中的应用

更为广泛［１４］，这主要依赖于其良好的重现性、ｎＬ 级

进样量、较低的流速（ｎＬ ／ ｍｉｎ）、较少的样品损失以

及与 ｎａｎｏＥＳＩ⁃ＭＳ 的良好串联能力。 其中，μｍ 级

内径的色谱柱提供了更高的分离能力，大大提高了

图 ２　 基于液相色谱的单细胞蛋白质研究［２９，３１，３５，３９］

Ｆｉｇ． ２　 Ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｔｕｄｉｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ［２９，３１，３５，３９］

　 ａ． ｔｈｅ ｐｉｐｅｌｉｎｅ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ｏｎ ｓｉｎｇｌｅ ｅｍｂｒｙｏ ｂｌａｓｔｏｍｅｒｅｓ； ｂ． ｗｏｒｋｆｌｏｗ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌ ＰｒｏｔＥｏｍｉｃｓ ｂｙ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ
（ＳＣｏＰＥ⁃ＭＳ）， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ ｌｙｓｉｓ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｔａｇ （ＴＭＴ） ｌａｂｅｌｉｎｇ； ｃ． ｃｏｎｃｅｐｔｕａｌ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｉｎｔｅｇｒａｔ⁃
ｅｄ ｃａｐｉｌｌａｒｙ⁃ａｓｓｉｓｔｅｄ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｄｅｖｉｃｅ⁃１ （ ｉＰＡＤ⁃１）； ｄ． ｗｏｒｋｆｌｏｗ ｏｆ ｎａｎｏｄｒｏｐｌｅｔ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｉｎ ｏｎｅ ｐｏｔ ｆｏｒ ｔｒａｃｅ ｓａｍ⁃
ｐｌｅｓ ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｐｌａｔｆｏｒｍ．

被分析物的信号强度。 ｎａｎｏＬＣ 与高灵敏纳升电喷

雾质谱的联用，被广泛应用于大体积的胚胎或生殖

细胞，以及体细胞中。 Ｓｕｎ 等［２９］ 利用纳升液相色谱

的反相分离模式研究了非洲爪蟾早期胚胎的囊胚细

胞，单次实验从 １６ 细胞分裂阶段的细胞中鉴定到了

１ ４００ 种蛋白质类别（见图 ２ａ），通过比较不同阶段

蛋白质的表达情况，证实了随着分化程度的不断加

深，囊胚细胞间的异质性逐渐增强。 为了进一步提

高肽段间的分离效果，Ｓｕｎ 等［２９］ 利用强阳离子交换

色谱柱对样品进行预分离，然后利用超高效液相色

谱⁃质谱（ＵＰＬＣ⁃ＭＳ）进行分析，借助 ８ 通道等重标

签相对和绝对定量（ ｉＴＲＡＱ）策略，一次实验比较了

胚胎细胞的 ４ 个不同分化阶段（每阶段细胞利用两

个通道标记），且鉴定蛋白质数目提升到 ４ ０００ 种［３０］。

在体细胞分析方面，Ｓｌａｖｏｖ 课题组［３１］ ２０１８ 年发展

了一种基于 ＬＣ 分离的单细胞蛋白质定性以及相对

定量方法 单细胞蛋白组学质谱（ＳＣｏＰＥ⁃ＭＳ）。
该方法首先在显微镜下将单个 Ｈｅｌａ 细胞挑选至玻

璃管中，经过超声破碎、过夜酶解等蛋白质前处理步

骤后，利用一系列串联质谱标签（ ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｔａｇ，
ＴＭＴ）标记技术对不同细胞间的蛋白质进行相对定

量。 标记后的不同细胞酶解产物混合后利用 ＬＣ⁃
ＭＳ ／ ＭＳ 分析 （见图 ２ｂ）。 工作中引入了 “载体”
（ｃａｒｒｉｅｒｓ）这一概念，即将上百个细胞按照单细胞的

操作流程进行样品处理，利用单独的 ＴＭＴ 通道进行

标记，再与待测细胞混合后同时检测。 载体的存在

减少了单细胞样品由于表面吸附造成的损失，同时

为质谱离子化过程提供足够的多肽，以获得足够的

信息供后续多肽的鉴定。 这一概念的提出为后续单

细胞技术［３２］的发展提供了重要参考。 利用这一技

术，他们研究了小鼠胚胎干细胞分化过程中蛋白质

组层面的变化，并对不同分化时期的细胞进行了聚

类分析，揭示了单细胞转录组以及蛋白质组方面的

相似性以及差异性。 然而，该方法的细胞分析通量

依然有限，样品处理时间较长且蛋白质覆盖度不高。
为了克服上述问题，该课题组［３３］ 发展了第二代单细
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胞蛋白组学质谱技术，其主要改进在于通过在纯水

中冷热交替实现细胞裂解；引入微孔板进行细胞样

品处理从而提高通量；通过自动化操作提高分析效

率。 此外，结合数据驱动下的质谱参数优化（ＤＯ⁃
ＭＳ）以及数据驱动下的保留时间归属（ＤＡＲＴ⁃ＩＤ）
两种算法，实现了实验参数的交互优化，并提高了蛋

白质归属的置信度，全方位地优化了单细胞蛋白组

学质谱技术。 利用该方法分析了在没有极化细胞因

子的情况下，均质单核细胞分化成类巨噬细胞的过

程，揭示了类巨噬细胞的蛋白质组连续变化的状态

以及类巨噬细胞可能出现的异质性现象。 得益于更

少的样本损失及较高的分析通量，人们不断尝试在

类似微孔板的微小体积内进行单细胞样品处理。 张

祥民课题组［３４］ 于 ２０１５ 年报道了利用直接细胞进

样、在线酶解、ｎａｎｏＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析的方法建立的

第一代用于 １００ 个细胞分析的集成蛋白组分析装置

（ ｉＰＡＤ⁃１００）。 通过采用更细的色谱柱（２２ μｍ）、更
小直径的 ＥＳＩ 喷针（３ μｍ）以及更高灵敏度的质谱，
他们发展了 ｉＰＡＤ⁃１ 方法（见图 ２ｃ） ［３５］。 结合毛细

管的单细胞转移能力，在 ２ ｎＬ 体积中实现细胞的管

内裂解、蛋白质消化，通过后续的 ｎａｎｏＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ
分析，从单个 Ｈｅｌａ 细胞中平均鉴定到 １２６ 种蛋

白质。
　 　 微流控技术由于具备以微米尺度空间对流体进

行操控的特点，从而具有高集成性、高通量、自动化、
廉价易得的优势［３６］，近年来在单细胞分析技术中发

展迅速。 此外，纳升级液滴中存在明显的微滴加速

现象［３７］，也会提高蛋白质前处理的效率，因此基于

液滴的微流控技术为单细胞蛋白质组学研究提供了

新的、有效的工具。
　 　 ２０１８ 年，Ｆａｎｇ 课题组［３８］ 构建了纳升级空气⁃油
界面的液滴负载芯片（ｏｉｌ⁃ａｉｒ ｄｒｏｐｌｅｔ ｃｈｉｐ）。 该芯

片引入了油层，避免了有限体积液滴的挥发，使得细

胞裂解、酶解等过程均可在一个液滴中进行，有效避

免了单细胞样本的损失。 样本处理后通过将每一个

液滴吸入毛细管中，进入 ｎａｎｏＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 进行分

析。 几乎在该技术出现的同时，Ｚｈｕ 等［３９］ 也建立了

一个纳升级反应器来实现少量细胞的蛋白质前处

理，构建了一种痕量样品一体化处理平台，简称

ｎａｎｏＰＯＴＳ（ｎａｎｏｄｒｏｐｌｅｔ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｉｎ ｏｎｅ ｐｏｔ ｆｏｒ
ｔｒａｃｅ ｓａｍｐｌｅｓ）（见图 ２ｄ）。 其中每个液滴的体积仅

有 ２００ ｎＬ（面积为 ０􀆰 ８ ｍｍ２），且利用石蜡膜进行密

封可大大减少样品损失。 利用该方法可从 １０ ～ １４０

个 Ｈｅｌａ 细胞中鉴定到 １ ５００ ～ ３ ０００ 种蛋白质。 随

后，他们对实验流程进行了进一步优化，包括引入流

式细胞仪（ＦＡＣＳ）进行单细胞的准确分选［４０］，利用

ＴＭＴ 技术进行相对定量［３２］， 使用更细管径的

ｎａｎｏＬＣ 柱进行分离，以及采用超高分辨率质谱进

行数据采集［４１］ 等。 经过对 ｎａｎｏＰＯＴＳ 技术的多步

优化和改进，最终在标记条件下实现单个 Ｈｅｌａ 细胞

中 １ ４００ 种蛋白质的鉴定，在无须标记条件下实现

了大约 ３６０ 种蛋白质的鉴定，这也是迄今为止无标

记条件下在单个体细胞中鉴定到的最多蛋白质

数目。
　 　 总结上述工作可以发现，基于液相色谱的单细

胞样本处理体积逐渐降至 ｎＬ 级别，将一系列蛋白

质组学样品处理步骤整合在微小体积中，通过设置

密封条件、减少洗涤步骤等方式来降低样品损失，进
而结合 ｎａｎｏＬＣ⁃ＭＳ 进行分离和检测。 然而，细胞裂

解过程的充分与否，蛋白质前处理的步骤是否完整

高效，以及是否对肽段进行标记等步骤仍然是影响

蛋白质鉴定的数目与种类的重要因素。

３　 无分离手段的直接检测

　 　 与借助 ＣＥ 和 ＬＣ 进行质谱前蛋白质分离相比，
不经酶解和分离而直接进行质谱分析的方法由于待

测物含量低、样品复杂程度提高，导致检测到的蛋白

质种类十分有限。 但其样品前处理步骤大大简化，
蛋白质间的相对位置关系得以一定程度的保留，可
提供目标分子的空间分布信息，为质谱成像提供了

可能。 其中最具代表性的技术有 ＭＡＬＤＩ⁃ＭＳ 以及

二次离子质谱（ＳＩＭＳ）、无机质谱流式及其成像等。
　 　 ＭＡＬＤＩ⁃ＭＳ 因其较高的空间分辨率，可以同时

对组织中上百种小分子的种类及其分布进行分

析［４２］，因此在质谱成像中表现突出。 Ｚａｖａｌｉｎ 等［４３］

首先开发了真空透射式ＭＡＬＤＩ 离子源，用于证实胰

岛细胞内胰岛素的亚细胞定位，由于透射式的聚焦

光路特点，该方法可实现 １ μｍ 的空间分辨率。 然

而，由于真空条件下细胞生理状态难以保持，该方法

无法真实反映细胞内的蛋白质状态。 而常压基质辅

助激光解吸附离子化质谱（ＡＰ⁃ＭＡＬＤＩ⁃ＭＳ）可在接

近细胞生理状态下对其进行分析，但是方法的分析

灵敏度不足，使其在单细胞层面的应用面临挑战。
２０１７ 年，Ｋｏｍｐａｕｅｒ 等［４４］在 ＡＰ⁃ＭＡＬＤＩ 离子源的基

础上进行了改进，通过激光共轴反射式的设计，以及

使用较大数值孔径的聚焦物镜，获得了 １􀆰 ４ μｍ 的
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激光空间分辨率，以及大于 １００ ０００ 的质量分辨率，
这也是目前 ＡＰ⁃ＭＡＬＤＩ 离子源所能达到的最高分

辨率，并实现了亚细胞分辨率下肽段以及脂质代谢

物的分析。 由于传统小分子基质的干扰和离子抑制

现象，利用ＭＡＬＤＩ 离子源对细胞中小分子代谢物的

鉴定相对困难。 Ｃｏｍｉ 等［４５］ 结合液相微萃取手段，
在 ＭＡＬＤＩ⁃ＭＳ 所提供的信息辅助下，对不同肽段含

量的胰岛细胞进行分类，并采用萃取的方式对代谢

物进行后续 ＥＳＩ 检测，该方法避免了有机基质对代

谢物检测的干扰，实现了代谢物与多肽的共同检测。
为了进一步提高 ＭＡＬＤＩ 离子化效率， Ｎｉｅｈａｕｓ
等［４６］在透射式 ＭＡＬＤＩ 成像装置中引入了红外激光

诱导的后离子化过程，使得离子产率与灵敏度提高

了几个数量级，空间分辨率达到 ６００ ｎｍ，有望对一

些低丰度肽段以及蛋白质实现亚细胞区域的成像。
如前所述，ＭＡＬＤＩ 基质会对待测分子检测产生抑制

效应，因此如果将待测分子与基质在成像前进行分

离，则会显著改善检测效果。 Ｌｉ 等［４７］利用纳秒激光

触发的点击化学反应实现了局域空间 （大约 ５０
μｍ）内微电场和温度梯度的构建，以及蛋白质表面

赖氨酸的标记，利用神经肽与基质小分子的迁移能

力差异来实现两者的分离，从而提高小鼠脑组织中

神经肽段检测灵敏度。 该方法有望进一步拓展到单

细胞水平。 此外，Ｋüｓｔｅｒ 等［４８］借助微流控技术实现

ＭＡＬＤＩ 靶板上的单液滴分散，利用 ＭＡＬＤＩ⁃ＭＳ 对

单液滴中血管紧张肽的酶解产物进行了监控。 如将

该方法与单细胞分散进样相结合，可避免细胞间的

交叉污染，有望用于单细胞的高通量分析。
　 　 ＳＩＭＳ 自从诞生之初就以极高的空间分辨率以

及三维动态成像能力在质谱成像领域独树一帜。 纳

米二次离子质谱（ｎａｎｏＳＩＭＳ）技术的横向分辨率甚

至达到 １００ ｎｍ 以内［４９］，从空间分辨率的角度与单

细胞甚至亚细胞水平相匹配。 然而，有机分子和生

物大分子的分析一直是 ＳＩＭＳ 的分析瓶颈。 此外，
ＳＩＭＳ 技术对真空条件的要求高、同位素干扰明显以

及定性能力差等因素的存在，也给单细胞蛋白质的

研究带来了巨大阻碍［５０，５１］。 截至目前，这方面的工

作仍十分有限。 现有方法多采用借助低背景同位素

进行蛋白标记后检测的方式，研究通量大为降低。
Ｖｒｅｊａ 等［５２］构建了一种 Ｆ１９同位素荧光双功能探针，
通过非天然氨基酸插入以及点击化学反应将探针固

定在靶蛋白表面，实现了 ＳＩＭＳ 以及荧光显微镜下

单细胞双通道三维立体成像。

　 　 无机质谱流式（ｍａｓｓ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ）在无机质谱

免疫分析方法的基础上［５３］，集成了传统流式细胞术

的高通量，从原理上避免了荧光通道之间的干扰，大
大提高了蛋白质检测数量和通量［５４］。 发展至今，已
经在临床诊断［４，５５］、药物筛选［５６］ 等众多生命医学领

域发挥了重要作用。 无机质谱流式的原理是通过将

稀土元素与抗体偶联形成探针，进而与细胞或者组

织进行孵育，实现探针的识别。 将分散后的单细胞

以雾滴形式引入电感耦合等离子体⁃质谱（ ＩＣＰ⁃ＭＳ）
进行检测。 通过检测探针上标记的稀土元素的含量

就可以实现单细胞中相应蛋白质的定量，从而得到

不同单细胞的表达图谱。 ２０１７ 年，Ｂｏｄｅｎｍｉｌｌｅｒ 课

题组［５７］应用无机质谱流式细胞仪分析了 ＨＥＫ ２９３Ｔ
细胞中表皮生长因子受体信号网络及其动态变化与

２０ 种节点蛋白质丰度的关系，揭示了信号网络状态

的丰度依赖性，并且证实了新的信号网络关系。 此

外，该课题组［５５］ 还将其应用于固定组织的二维成

像。 利用探针标记组织后，通过直径 １ μｍ 的紫外

激光实现标记组织表面稀土元素的解吸附，进而在

气流带动下完成后续的 ＩＣＰ⁃ＭＳ 检测。 该方法同时

定量了肿瘤组织中与乳腺癌相关的 ３２ 种蛋白标志

物的含量，在证实原有 ４ 种经典的乳腺癌疾病分型

基础上，进一步提出了更多亚型的分类。 值得注意

的是，当时他们并没有整合空间信息来进行细胞分

型，且病人样本数目较少。 近期，他们对 ３５２ 个乳腺

癌病人的组织进行了成像质谱流式的分析［４］，通过

加入临近细胞簇的信息，创造性地提出了“细胞群

落”的概念，并且据此产生的分型结果与长达 １５ 年

的病人生存曲线结果有很好的对应关系。 此外，他
们后续结合了基因组［５８］ 以及转录组［５９］ 的视角对乳

腺癌疾病给出了更为综合的多组学解释。 该工作证

实了单细胞蛋白质组学甚至多组学的研究对于肿瘤

的精准诊断至关重要，无疑将推动单细胞技术在癌

症精准医学方面的应用。
　 　 除了检测与抗体偶联的稀土元素含量外，利用

一些有机质谱标签也可以实现蛋白质信号的转移甚

至放大检测。 相比无机质谱流式，有机质谱流式的

方法不局限于稀土元素的种类以及纯度，可设计性

更强，并且具有更好的信号放大能力，因此在未来有

更大的发展空间。 本课题组在这一领域开展了相关

工作，例如 Ｘｕ 等［６０］将质谱标签与靶标蛋白的抗体

自组装在 Ａｕ 纳米颗粒表面，与细胞孵育实现蛋白

质识别标记后，利用芯片喷雾实现多通道小分子标
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签的解离与检测，从而表征多种靶标蛋白的浓度。
该方法的检出限可以低至 ｚｍｏｌ，已经比较接近单细

胞的水平。 进而 Ｘｕ 等［６１］结合微流控芯片实现了单

细胞排列，并利用 ｎａｎｏＥＳＩ⁃ＨＲＭＳ，搭建了多维度有

机质谱流式细胞分析平台。 通过检测蛋白质标记质

量标签和细胞内容物小分子，该平台创新性地实现

了单细胞水平的 ６ 种蛋白质及 ８４ 种代谢物的同时

检测，并在多种肿瘤细胞分型和肿瘤耐药异质性研

究中开展应用。

表 １　 代表性的单细胞蛋白质组学研究方法
Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｍｅｔｈｏｄｓ

Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ
ｍｅａｎ

Ｍｅｔｈｏｄ　 　
Ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ

（ｃｅｌｌ ｎｕｍｂｅｒｓ ／
ｒｕｎ）

Ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ

ｎｕｍｂｅｒ１）
Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ＣＥ ｂａｓｅｄ ｍｉｃｒｏｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ［２２］ １ １６３０ （ ｌａｂｅｌ） ２） ２５ ａｍｏｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ａｎｄ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ａｓｙｍｍｅ⁃
ｍａｃｒｏｓａｍｐｌｉｎｇ［１９］ １ ３４１ ７００ ｚｍｏｌ ｔｒｙ ｏｆ Ｘｅｎｏｐｕｓ ｅｍｂｒｙｏ， ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｅｍｂｒｙｏｓ
ＲＰ ｐｒｅ⁃ｆｒａｃｔｉｏｎａｔｉｏｎ［２４］ １ １４１ ２６０ ｚｍｏｌ ｍｏｕｓｅ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ ｐｒｏｔｅｏｍｅ

ＬＣ ｂａｓｅｄ ｍｉｃｒｏｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ［２９］ １ １５００ － Ｘｅｎｏｐｕｓ ｅｍｂｒｙｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ａｎｄ
ｍｉｃｒｏｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ
ｉＴＲＡＱ ｓｔｒａｔｅｇｙ［３０］

８ ～４０００ （ ｌａｂｅｌ） － ｅａｒｌｙ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

ＳＣｏＰＥ［３１］ ～１９０ ７６７ （ ｌａｂｅｌ） ｚｍｏｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ
ＳＣｏＰＥ２［３３］ ＞２０００ ＞１０００ （ ｌａｂｅｌ） ｚｍｏｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓ

ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ

ＯＡＤ ｃｈｉｐ［３８］ １ ５１ － Ｈｅｌａ ｃｅｌｌ ｐｒｏｔｅｏｍｅ
ｉＰＡＤ⁃１［３５］ １ １２６ １．７ ｚｍｏｌ ｈｉｓｔｏｎｅ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｉｎ Ｈｅｌａ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ
ｎａｎｏＰＯＴｓ［３２］ ７２ １４００ （ ｌａｂｅｌ） ａｍｏｌ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｅ

ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｍｉｃｅ

ｅｎｈａｎｃｅｄ ｎａｎｏＰＯＴｓ［４１］ ７２ ３６２ ＜ａｍｏｌ Ｈｅｌａ ｃｅｌｌ ｐｒｏｔｅｏｍｅ
Ｄｉｒｅｃｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ＡＰ⁃ＭＡＬＤＩ［４４］ ～１０４－１０５ ２２０ ｐｅｐｔｉｄｅｓ － ｍｉｃｅ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｉｍａｇｉｎｇ
ｂａｓｅｄ ＳＩＭＳ［５２］ ～１０３－１０４ ＜１０ － ｔｈｒｅｅ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｃｅｌｌｓ

ｍａｓｓ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ［５７］ ～１０５－１０６ ４０ ｚｍｏｌ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｎｅｔｗｏｒｋ ｃｈａｎｇｅｓ
ｍａｓｓ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｉｍａｇｉｎｇ［４］ ～１０４－１０５ ４０ ｚｍｏｌ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｓｕｂｔｙｐｉｎｇ

　 １） Ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｎｕｍｂｅｒｓ ｒｅｆｅｒ ｔｏ ｓｉｎｇｌｅ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔ． ２） Ｌａｂｅｌ ｍｅａｎｓ ｐｅｐｔｉｄｅ ｌａｂｅｌｌｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｉｓ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｉｎ ｃｏｒｒｅ⁃
ｓｐｏｎｄｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ． ｉＴＲＡＱ： ｉｓｏｂａｒｉｃ ｔａｇｓ ｆｏｒ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｎｄ ａｂｓｏｌｕｔｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ； ＳｃｏＰＥ： ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌ ＰｒｏｔＥｏｍｉｃｓ； ＯＡＤ： ｏｉｌ⁃ａｉｒ⁃ｄｒｏｐｌｅｔ；
ｎａｎｏＰＯＴＳ： ｎａｎｏｄｒｏｐｌｅｔ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｉｎ ｏｎｅ ｐｏｔ ｆｏｒ ｔｒａｃｅ ｓａｍｐｌｅｓ； ＡＰ⁃ＭＡＬＤＩ： ａｔｍｏｓｐｈｅｒｉｃ ｐｒｅｓｓｕｒｅ⁃ｍａｔｒｉｘ⁃ａｓｓｉｓｔｅｄ ｌａｓｅｒ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ／
ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ； ＳＩＭＳ： ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｉｏｎ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ； －： ｎｏ ｃｌｅａｒ ｄａｔａ．

　 　 无分离方法直接检测的模式操作省去了繁杂的

样品前处理步骤，操作相对简单，其中 ＭＡＬＤＩ 成像

无需借助标记手段，但是截至目前空间分辨率比较

有限，并且检测目标局限于部分代谢物以及肽段，而
在成像前进行基质预分离可有效提高信号强度。 而

质谱流式以及 ＳＩＭＳ 需要借助标记的方法来进行信

号转移，提供了高分辨的空间位置信息，其中无机质

谱流式由于其多组学兼容能力，目前在精准医疗领

域有较多的应用，而有机质谱流式由于其标签设计

更为灵活且具有更强的信号放大能力，因此在单细

胞分析方面正逐渐崭露头角。
　 　 综上，我们将基于不同分离方式的单细胞蛋白

质质谱研究方法归纳于表 １ 中，从表中可见不同的

方法具有其各自的优势与局限。 毛细管电泳的方法

虽然成本较低，设备简单以及分离能力强，但是由于

样品损失、细胞通量低，目前仍局限于较大体积细胞

的蛋白质组学研究，未来可以尝试结合原位单细胞

前处理流程以减少样品损失并提高细胞分析通量。
与此同时，利用不同口径毛细管进行微区采样，为亚

细胞分辨率的单细胞研究带来了便利和可能。 基于

液相色谱的方法，其蛋白质前处理步骤相对完整，但
存在细胞通量相对较低和蛋白质的覆盖度低等问

题。 未来可以从发展低样本吸附的方法，开发高通

量单细胞分离技术，借助标记技术定量以及利用更

高性能的质谱仪器来实现分析结果的进一步优化。
对于无分离模式下的质谱直接分析方法，目前仍无

法实现蛋白质大分子的直接检测，但利用免疫标记

探针和质谱技术可实现单细胞上多个蛋白质的检

测。 后续工作中，如何提高蛋白质的分析通量、发展

新型稳定蛋白质标记技术以及信号输出技术将是单

细胞质谱方法发展的关键。 可见，发展高通量的细

胞分析策略，高蛋白覆盖度以及具有空间分辨的蛋

白质鉴定技术将是该领域面临的挑战和进一步发展

的方向。
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４　 总结与展望

　 　 通过对以上工作的梳理与思考，我们对单细胞

蛋白质组学研究进行了展望。
　 　 首先，从多组学的角度对单细胞进行综合分析

将是未来单细胞技术的必由之路，驱动力来自于人

们越来越需要对细胞进行综合分析以及整体研判来

解释愈加复杂的生物学问题，进而对疾病治疗给出

更为精确的方案。 《自然》出版社将“单细胞多组学

技术”评为“２０１９ 年度技术”，一些学者也对此表示

了充分的赞同与肯定［６２－６４］。 目前，在单细胞转录组

领域，将基因组以及转录组进行结合的方法并不少

见，而将转录组与蛋白质结合的代表性例子只有单

细胞 ＲＮＡ 测 序 方 法 ＣＩＴＥ⁃ｓｅｑ［６５］ 以 及 ＲＥＡＰ⁃
ｓｅｑ［６６］，这两种方法都使用了寡聚核苷酸链偶联的

抗体来实现蛋白质信号与转录组测序的整合，但是

蛋白鉴定数量不超过 ８０ 种。 由于种类多样组成复

杂，单细胞蛋白质组学与代谢组学的整合目前还未

见报道。 考虑到质谱强大的代谢物鉴定能力，未来

基于质谱的多组学技术具有非常大的研究潜力。 总

之，发展单细胞多组学技术，解决蛋白质信号如何与

其他组学信息兼容问题，并最终实现同时检测与数

据分析，是研究人员今后一段时间内所要面临的巨

大挑战。
　 　 其次，微流控技术的天然优势将为单细胞分析

带来高通量以及自动化的可能，高通量大大缩减了

样品处理时间，而自动化则减少了由于人为操作所

带来的少量样品处理的可能误差［６７］，这在处理大量

细胞的过程中尤为重要。 目前基于微流控技术的单

细胞蛋白质组学方法多基于静态液滴形式，因此在

通量方面仍有很大的提高空间，利用微流控芯片强

大的可操控性，在流路中对单细胞复杂的微环境进

行模拟以及实时改变外界刺激将会更真实地反应体

内单细胞的生存环境以及变化过程［６８］，对于疾病的

诊断与了解将会更加准确与深入。 与此同时，发展

微流控与质谱的在线联用技术，无疑将使细胞通量

以及灵敏度等得到进一步提升。 然而如何将不连续

的蛋白质前处理流程与连续的检测相结合，充分发

挥在线联用高通量优势的同时，尽可能减少样品损

失将是必须解决的问题。 此外，由于质谱是目前单

细胞蛋白质组学研究的必要工具，发展高性能的质

谱仪器，建立新的质谱检测方法以及与之配套的蛋

白质鉴定软件等都将是领域关注的重点。

　 　 当然，除了方法本身的纵向发展外，与其他技术

相结合的“横向发展”也十分重要。 例如在现有研

究方法基础上，进行特定亚细胞区域的蛋白质组学、
相互作用蛋白质组学以及某种特定翻译后修饰类型

的蛋白质组学的研究等。 这将有助于诸多生化过程

以及致病机理的全新认识与发现，Ｓｌａｖｏｖ［６９］ 在相关

综述中也表达了类似想法。
　 　 综上，随着基于单细胞蛋白质组学质谱研究方

法的不断发展，单细胞分析方法的灵敏度、蛋白质的

覆盖度、细胞通量、空间分辨率以及多组学的兼容能

力会不断突破我们的认知极限。 更重要的是，单细

胞分析在临床诊断、疾病分型以及细胞发展机制这

些重大生命科学领域方面的应用将会越来越广泛。
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２０１７， ３５（２）： １６４
［５８］ 　 Ａｒｎｏｌ Ｄ， Ｓｃｈａｐｉｒｏ Ｄ， Ｂｏｄｅｎｍｉｌｌｅｒ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｃｅｌｌ Ｒｅｐ，

２０１９， ２９（１）： ２０２
［５９］ 　 Ｓｃｈｕｌｚ Ｄ， Ｚａｎｏｔｅｌｌｉ Ｖ Ｒ Ｔ， Ｆｉｓｃｈｅｒ Ｊ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｃｅｌｌ Ｓｙｓｔ，

２０１８， ６（４）： ５３１
［６０］ 　 Ｘｕ Ｓ， Ｍａ Ｗ， Ｂａｉ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｊ Ａｍ Ｃｈｅｍ Ｓｏｃ， ２０１９， １４１（１）：

７２
［６１］ 　 Ｘｕ Ｓ， Ｌｉｕ Ｍ， Ｂａｉ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ａｎｇｅｗ Ｃｈｅｍ Ｉｎｔ Ｅｄ， ２０２０， ｄｏｉ：

１０􀆰 １００２ ／ ａｎｉｅ．２０２００９６８２
［６２］ 　 Ｚｈｕ Ｃ， Ｐｒｅｉｓｓｌ Ｓ， Ｒｅｎ Ｂ． Ｎａｔ Ｍｅｔｈｏｄｓ， ２０２０， １７（１）： １１
［６３］ 　 Ｍａｒｘ Ｖ． Ｎａｔ Ｍｅｔｈｏｄｓ， ２０１９， １６（９）： ８０９
［６４］ 　 Ｓｃｈｉｅｒ Ａ Ｆ． Ｎａｔ Ｍｅｔｈｏｄｓ， ２０２０， １７（１）： １７
［６５］ 　 Ｓｔｏｅｃｋｉｕｓ Ｍ， Ｈａｆｅｍｅｉｓｔｅｒ Ｃ， Ｓｔｅｐｈｅｎｓｏｎ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｎａｔ

Ｍｅｔｈｏｄｓ， ２０１７， １４（９）： ８６５
［６６］ 　 Ｐｅｔｅｒｓｏｎ Ｖ Ｍ， Ｚｈａｎｇ Ｋ Ｘ， Ｋｕｍａｒ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｎａｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，

２０１７， ３５（１０）： ９３６
［６７］ 　 Ｈｏｓｉｃ Ｓ， Ｍｕｒｔｈｙ Ｓ Ｋ， Ｋｏｐｐｅｓ Ａ Ｎ． Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ， ２０１６， ８８

（１）： ３５４
［６８］ 　 Ｍｉｃｈｎａ Ｒ， Ｇａｄｄｅ Ｍ， Ｏｚｋａｎ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ Ｂｉｏｅｎｇ，

２０１８， １１５（１１）： ２７９３
［６９］ 　 Ｓｌａｖｏｖ Ｎ． Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２０２０， ３６７（６４７７）： ５１２

·１５１·




