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摘要 近年来，单细胞测序技术的发展极大地推动了单细胞基因组和转录组的研究。然而，直接关联单细胞生命过程的蛋

白质组学研究则因技术进展缓慢而受限。随着样品前处理技术、色谱分离技术和质谱检测技术的进步，单细胞蛋白质组学

（single-cell proteomics，SCP）的分析灵敏度显著提升。本综述深入回顾了SCP的发展历程及其在生命科学研究中的应用。

在样品前处理方面，针对不同细胞的存在形式，研究者开发了基于声波激发、微流控芯片和激光切割等单细胞分选方法，

并逐步从多步法前处理流程统一到一步法，降低了样品处理过程中的损失。在质谱技术方面，无标记定量（label-free 

quantification，LFQ）与基于同位素和同质素标记的方法都得到了充分的探索，各具技术优势与不足。在应用层面，SCP已

在胚胎细胞早期发育、干细胞分化、肝脏组织空间异质性等方面揭示了新的生物学发现。最后，总结了当前SCP技术面临

的挑战，包括检测通量、成本和数据分析的复杂性，并展望了其未来的发展方向，强调了SCP在基础研究和临床应用中的

广阔前景。
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人类和许多其他真核生物均由数十亿个细胞构

成，这些细胞虽然共享相同的遗传物质，但却具有

高度的异质性，以适应不同的生理功能［1-2］。这种

异质性反映在细胞类型和功能的多样性上，受内在

和外在因素的双重调控。内在因素包括基因组、表

观基因组、转录组、蛋白质组和代谢组等复杂的层

级结构［3-4］，这些层级之间相互作用，形成了细胞

功能的基础。外在因素则通过邻近细胞的相互作

用、信号分子及微环境的影响，以直接的物理接触

或远程信号转导来调节细胞功能。传统生物学研究

通常聚焦于细胞群体，往往忽略了单个细胞的独特

性。然而，同一机体不同的单个细胞在表型和功能

上存在显著差异，尤其在转录调控、基因表达和信

号转导方面。这种异质性在研究恶性肿瘤细胞的突

变模式、区域差异、进化规律和耐药机制时尤为重

要。因此，对于深入理解多细胞生物从全能单细胞

发育成复杂个体的过程，以及其功能、衰老和疾病

机制，单细胞多组学技术是必不可少的。近年来，

随着单细胞 RNA 测序 （scRNAseq） 等技术的突

破［5-6］，在单细胞层面深入研究基因组和转录组成

为现实。高通量单细胞转录组测序技术不仅揭示了

细胞之间的异质性，还保留了传统群体分析中发现

的共性机制，提高了研究的准确性和深度，有助于

更全面地理解细胞的功能和相互作用。正是由于这

些技术的优势，单细胞层面的研究正逐步成为相关

科学领域的主流方向［7］。

蛋白质是机体所有生理活动的直接执行者，具

有复杂的结构和多样的功能［8］。蛋白质的多样性

主要源自氨基酸序列的排列、可变剪切以及翻译后

修饰等因素［9］，这些特性使得蛋白质的多样性远

超 DNA 和 RNA。基于质谱技术的蛋白质组学研

究，因其在蛋白质层面对生物学功能的多样性和复

杂性的揭示，逐渐成为研究的焦点。而单细胞蛋白

质组学（single-cell proteomics，SCP）提供了深入
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理解蛋白质在单细胞层面行为的新途径，有望在生

物学各个领域带来新的见解。尽管单细胞RNA测

序等技术已经成熟，并积累了大量数据，但这些数

据存在固有的局限性。首先，转录物的数量与蛋白

质浓度之间没有直接的定量关系。通常认为，转录

组和蛋白质组之间的相关系数为 0.6~0.7［10］，但在

特定细胞类型中，如卵细胞，这一关联性可能更

低，仅为0.3左右［11］。这意味着尽管转录组数据可

以提供基因表达的信息，但无法依此直接推断出蛋

白质的实际变化。其次，真核生物的转录和翻译分

别在细胞核和细胞质中进行，转录组的变化需要时

间才能反映在蛋白质组中，从而影响细胞的生理功

能。许多蛋白质在经过翻译后修饰（如磷酸化）或

特定蛋白酶解等反应之前并不具备生物活性，这些

信息也无法从转录组数据中获取。SCP能够弥补这

些不足，提供每个细胞中蛋白质及其翻译后修饰的

定量信息。这不仅有助于分析蛋白质的丰度，还可

以研究其功能状态和调控机制，从而更全面地理解

细胞内的生物学过程。

由于单细胞中所含的蛋白质总量极低，例如一

个HeLa细胞约含 250 pg蛋白质，且蛋白质本身无

法进行数量扩增，因此样品前处理损失和检测仪器

的灵敏度极大地限制了单细胞蛋白质组学研究的发

展。然而，随着样品前处理技术和色谱-质谱联用

仪器性能的不断进步，单细胞蛋白质组的分析灵敏

度在近些年得到了显著提升。本综述将回顾单细胞

蛋白质组学的发展历史，重点关注单细胞样品处理

方法、质谱数据采集方法和数据分析方法的进步。

首先，讨论样品处理技术的改进，这些方法能够高

效地进行单细胞样品的裂解、酶解和标记，从而最

大限度地减少样品损失。其次，介绍质谱技术的发

展，包括新型色谱-质谱联用技术和高灵敏度质谱

仪的应用，这些技术显著提高了单细胞蛋白质检测

的灵敏度和准确性。通过这些技术的进步，SCP已

经在多个生物学领域展现出其应用潜力。本文将深

入探讨这些应用，包括在肿瘤研究和神经科学中的

应用实例，并展望SCP未来的发展前景。

1　单细胞蛋白质组学技术

1.1　单细胞蛋白质组学样品前处理

1.1.1　细胞分选与接收平台

近年来，单细胞蛋白质组学研究经历了深度与

广度的重大变化。由于蛋白质不可复制且单细胞内

蛋白质含量极少，同时在此前的单细胞蛋白质组学

研究中也缺乏与质谱检测相适配的单细胞分选方

法，导致蛋白质鉴定量少、质谱检测通量低和实验

结果可重复性差等问题一直困扰着研究人员。而随

着近年来新的单细胞分选方法实现了与质谱检测的

低损失对接，同时质谱检测通量和灵敏度也大幅增

加，单细胞蛋白质组学研究已经从最开始的只能手

动挑取卵细胞或受精卵进行检测分析，逐渐发展到

可以对高通量自动化地对半径仅数十微米的细胞进

行分选与检测（图 1）。如今单细胞蛋白质组学的

研究对象已经扩展到多种存在形式的细胞，以下将

详细介绍近年来在单细胞分选技术方面的进展。

细胞的存在形式分为游离以及彼此之间相互作

用形成各种组织器官，针对不同存在形式的细胞有

不同的分选策略。针对游离细胞，方群与黄超兰团

队［12］于 2018 年推出的 OAD chip （Nanoliter-Scale 

Oil-Air-Droplet Chip）通过在纳升级油-气-液滴环

境中进行高效样本处理，实现了用于单细胞蛋白质

组学分析的样品多步法预处理和质谱进样分析，在

单细胞水平鉴定到51个蛋白质。同年Rayn T. Kelly

团队［13］推出的 nanoPOTS （Nanodroplet Processing 

in One Pot for Trace Samples）蛋白质组学技术通过

减小反应体积而减少样本损耗，将蛋白质前处理过

程集成在nanoPOTS玻璃芯片上，利用微量移液系

统，在单细胞中鉴定到了超过600个蛋白质，部分

实现了极微量样本的自动化蛋白质组学前处理。此

后，在 2020年的一项研究中利用荧光激活细胞分

选仪（fluorescence-activated cell sorter，FACS）实

现单细胞分选，并采用nanoPOTS技术进行蛋白质

组学前处理，最终鉴定到了超过 1 716个蛋白质的

表达［14］。同样在 2018 年 Nikolai Slavov 团队［15］推

出的SCoPE-MS方法，通过在显微镜下用毛细管人

工挑取的方式从稀释过的细胞悬液中获得单细胞，

并进行酶解处理与后续质谱检测，最终鉴定到了

767个蛋白质。在 2021年推出的SCoPE2方法，相

对 SCoPE 针对性的改善了单细胞分选流程以及蛋

白质处理方法，利用FACS或CellenONE分选单细

胞，单日即可处理超过200个单细胞，能够在单细

胞水平鉴定到 1 000 个蛋白质［16］。2023 年，Karl 

Mechtler 团队［17］利用 CellenONE 平台进行单细胞

分选，并利用于CellenONE适配的proteoCHIP芯片

进行蛋白质前处理，提高了流程自动化水平的同

时，在单细胞水平鉴定到 1 940 个蛋白质的表达

（20x-carrier）。在 2024 年，方群团队［18］ 推出的

PiSPA （Pick-up Single-Cell Proteomic Analysis） 技
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术，利用微流控技术精确挑取分离单个目标细胞，

随后结合高灵敏度质谱分析，实现了对单细胞蛋白

质组的鉴定与定量，在单个哺乳动物细胞中检测到

最多 3 000 个蛋白质。同年，方群团队［19］推出了

scPMA （Single-Cell Proteome and Metabolome 

Analysis）技术，通过结合微流控技术和质谱分析

技术，能够在单细胞水平上同时进行蛋白质组和代

谢组的高灵敏度检测和精确定量，能对卵细胞与单

个体细胞的蛋白质组和代谢组进行解析，并在单个

A549 细胞中同时检测到 132 个代谢成分和超过     

1 200个蛋白质。同样由方群团队［20］在 2023年推

出 scSTAP （Single-Cell Simultaneous Transcriptome 

and Proteome）技术，则基于微流控技术对同一卵

细胞的转录组与蛋白质组进行分析，在单个卵细胞

中检测到了2 663个蛋白质与19 948 个基因。周虎

团队［21］在2024年推出的自动电控微液滴单细胞分

选 技 术 AM-DMF-SCP （Active-Matrix Digital 

Microfluidic Chip for Single-Cell Proteomics） 则开

创了全新的单细胞分选方法：利用电场控制油包水

芯片内的细胞悬液移动分裂，最终使得一个液滴内

仅包含一个细胞，并进行后续处理，该技术在单细

胞 （HeLa） 水平上平均检测到 2 288 个蛋白质表

达。Jesper V. Olsen 团队［22］在 2024 年最新提出的

One-Tip方法，将所有的样本前处理过程都集成在

一枚Evotip中，整个一步法处理过程仅有一次涉及

样品的移液，自动化程度高，这些都极大地降低了

移液所带来的样品损失。结合当今灵敏度最高的质

谱检测系统，One-Tip方法在卵细胞与早期胚胎单

细胞以及极微量样本中的蛋白质鉴定种类数倍于其

他技术路线，鉴定到约6 000个蛋白质。该团队而

后开发了Chip-Tip 方法，结合CellenONE高通量的

从细胞悬液中分选单细胞，并在 proteoCHIP-

EVO96 进行后续蛋白质处理，能够稳定的在单

HeLa细胞水平鉴定到超过5 000种蛋白质，实现单

细胞水平全面的蛋白质组学研究［23］。

针对以组织器官形式存在的细胞，Matthias 

Mann 团队［24］ 在 2023 年推出了 scDVP （Single-

Cell Deep Visual Proteomics）技术，利用AI辅助识

别组织切片中细胞之间的边界，并利用激光将其切

割，单次切割半径可达到10 μm精度（约250 pg蛋

白质），结合Evosep One-timsTOF SCP系统，在单

细胞分辨率鉴定到1 700个蛋白质。空间单细胞蛋

白质组学技术在进行蛋白质组学检测的同时还保留

了细胞的空间定位关系，扩展了蛋白质组学研究的

维度（图2）。
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Fig. 1　Protein amount of different cell type and identified protein numbers
图1　单细胞蛋白质含量与蛋白质鉴定数目的增长

不同种类细胞蛋白质含量（推测）（左）与不同单细胞分选方法的蛋白质鉴定数目（右）。
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1.1.2　蛋白质样品前处理

在自下而上（bottom-up）蛋白质组学研究中，

蛋白质的前处理可分为多步法与一步法。在单细胞

蛋白质组学技术发展的早期，受限于质谱灵敏度与

定量技术，通常参考群体蛋白质组学 （bulk 

proteomics）样品准备方式，采用多步法进行蛋白

质前处理［13，26］。多步法蛋白质前处理流程中，在

通过不同的方法获得单细胞后，向体系中加入还原

烷基化试剂以破坏细胞膜结构和蛋白质二硫键，将

肽链充分暴露后再加入蛋白酶将蛋白质酶解为肽

段。若之后的质谱检测采取标签定量策略则添加标

签试剂，标记完成后将同一检测批次的样品混合并

上样检测［27-28］；若采取非标签定量策略，则加入酸

化试剂终止酶解后直接质谱上样检测［29］。多步法

处理整体流程较为复杂繁琐，使用的试剂较多，操

作过程中涉及样品的移液次数多，样本损失较大，

在单细胞蛋白质含量极低与质谱检测灵敏度有限的

前提下，这样的损失会造成检测结果的显著偏倚，

降低结果的可重复性和蛋白质定量的可信度，同时

蛋白质检出种类数还显著低于批量样本。

降低损失使得单细胞研究中质谱检测进样量可

以更高，而反应体积的降低则使得肽段离子化效率

得以提升，这些都使得有更多的离子化肽段能够被

纳入检测。近年来为了降低单细胞样本前处理过程

中的损失，通过整合细胞裂解、蛋白质提取与酶

解，开发了Master Mix试剂达到了一步法蛋白质样

品前处理流程［22］。一步法流程减少了处理过程中

液体转移次数，根据蛋白质样本状态不同，在样品

中加入对应体积Master Mix后孵育一定时间，酸化

终止反应后即可直接进行质谱上样检测。虽然对蛋

白质样品处理的整合会使酶解时漏切率略微增加，

但一步法样品处理法极大地降低了蛋白质样本处理

过程中的损失，同时使得前处理能够在更小的反应

体系中进行。同时，近年来质谱检测灵敏度大幅度

提升，经过一步法进行单细胞蛋白质样品前处理后

利用高灵敏度质谱系统进行检测，在鉴定到的蛋白

质种类数上已与批量样本相当，且鉴定种类与定量

结果可重复性好。因此，如今单细胞蛋白质组学研

究中推荐使用一步法前处理。

1.2　单细胞蛋白质组学研究中的质谱定量方法

在自下而上的蛋白质组学研究中，常用的定量

策略包括无标记定量 （lable free quantification，

LFQ）［29］ 和 同 位 素 标 记 定 量 （isotope labeling 

quantification）。LFQ 通过提取样品中的蛋白质，

将其酶解成肽段，并通过质谱分析，比较顺序分析

样品中提取的肽段离子色谱图来进行定量。同位素

标记定量方法可以分为体内标记或代谢标记（如氨

基酸稳定同位素标记 （stable isotope labeling by 

amino acids in cell culture，SILAC）），体外标记或

化学标记肽段（如二甲基化标记），以及体外同重
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Fig. 2　Single-cell isolation method
图2　单细胞分选方式

（a）基于cellenONE系统的单细胞分选［23］；（b）基于微流控系统的单细胞分选［20］；（c）基于电控微液滴的单细胞分选［21］；（d）基于激光

切割显微镜的空间单细胞分选［25］。
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素 （sobaric） 标 记 肽 段 （如 串 联 质 谱 标 签

（tandem mass tag，TMT）等）。这些方法各有优缺

点。LFQ 方法操作相对简单，但其定量精度可能

受到电离效率和样品复杂性的影响。SILAC 标记

方法提供了高度准确的定量信息，但需要在细胞培

养过程中进行标记，增加了实验复杂性。TMT等

同重素标记方法允许同时分析多个样本，提高了通

量，但可能存在比率压缩问题，影响定量准确性。

有趣的是，这些在传统群体蛋白质组学中开发的方

法在单细胞蛋白质组学中也得到了广泛应用，并展

现出了不同的特性。

1.2.1　同重素标记定量

单细胞蛋白质组学中的早期经典方法之一是基

于 同 重 素 标 记 的 SCoPE-MS 方 法［16］。 SCoPE

（Single-Cell Proteomics by Mass Spectrometry） 技

术的核心是TMT［27］，这是一种具有相同分子质量

但不同同位素位点的同重素标签。在蛋白质定量分

析中，不同的同重素标签被用于标记不同处理条件

样本中的肽段。标记之后，所有肽段样品被混合在

一起并在单次检测中进行分析。

由于所有的同重素标签具有相同的化学性质，

在液相色谱（liquid chromatography，LC）分离过

程中，带有不同TMT标记但具有相同分子质量的

肽段会发生共洗脱。这些肽段进入一级质谱（MS）

后，会同时被检测为单个且不可区分的前体离子

峰，随后在碎裂过程中，各个TMT标签将在二级

质谱（MS/MS）的低质荷比（m/z）区生成独特的

报告离子。该蛋白质鉴定和定量策略基于数据依赖

性采集（DDA）模式，通过将产生的碎片离子峰

与已知碎片数据库中的离子峰进行匹配来实现蛋白

质的定性分析，并通过MS母离子丰度结合报告离

子的强度完成肽段的定量分析。

与群体蛋白质组学相比，SCoPE-MS方法的显

著 特 点 是 加 入 了 载 体 蛋 白 组 （carrier/booster 

proteome）来提升整体样品的蛋白质含量，从而降

低对LC-MS系统的灵敏度要求。此外，当前已有

最高通量为32 plex的TMT标签，在不加入载体蛋

白质的情况下能够同时对 32个样本进行相对定量

分析，显著提升了分析通量。虽然TMT蛋白质定

量方法能提高母离子的总浓度，使其在MS中呈现

更强信号而更易被检出，但其基于DDA的数据采

集模式导致蛋白质鉴定数目较低，且较高含量的载

体蛋白的加入也影响蛋白质定量的精确度。因此，

在应用 TMT 标签进行单细胞蛋白质组学研究时，

蛋白质组的鉴定深度往往较低，定量精度与准确度

也受到较大影响。

1.2.2　稳定同位素标记的肽段定量

稳定同位素标记方法生成化学性质相同但质量

不同的肽段。这些方法包括细胞培养中的 SILAC

和化学标记［30］，如相对和绝对定量的胺修饰标签

（mTRAQ）［31］或二甲基标记［32］。后两种方法是在

蛋白质或肽段纯化后进行的化学标记过程。在所有这

些方法中，每个样品的标记都会引入质量变化（如  

4 u、8 u），这些变化可以在MS全扫描中检测到。值

得注意的是，这些方法可以同时在MS和二级质谱

（MS/MS）层面定量。更重要的是，这些标记方法

与数据非依赖性采集（data independent acquisition，

DIA）方法兼容，因此能在提升总体肽段信号强度

并提升通量的同时不显著降低检测深度［33］。

这类方法在单细胞蛋白质组学研究中有三种标

志性的应用。Nikolai Slavov团队［34］开发了一种基

于多重通路（multiplex）的DIA数据采集和分析方

法，即plexDIA。在不减少数据覆盖深度和定量精

确度的同时，实现多重样本的独立分析。他们将

plexDIA用于平行分析多种单细胞的蛋白质组，在

Thermo Q-Exactive质谱仪中，仅 5 min的有效梯度

就从单个细胞中定量了约 1 000 种蛋白质。mDIA

（multiplex DIA）是最新的一种集成了标签定量以

及 DIA 采集模式的方法，兼具标签定量与 DIA 数

据采集模式的优点，提高了蛋白质检测的通量、深

度与可重复性，降低了成本的同时保证了检测水

平［32］。mDIA 利用稳定且经济的二甲基标签对批

量或单细胞样本进行标记，能够同时在 MS1 与

MS2中进行定量。虽然mDIA在联合胰酶酶解时通

道限制在3个，改用 lys-N酶解后，通道数提升至5

个 。 在 深 度 视 觉 蛋 白 质 组 学 （deep visual 

proteomics，DVP） 研究中，mDIA 相当具有吸引

力，因为空间上分离的不同细胞状态可以直接相互

比较，同时参考通道的引入让空间蛋白质组学研究

中可以采取更小的切割区域。这些优势使得在研究

稀有细胞系时，DVP结合mDIA能够达到更深的蛋

白质组深度与空间分辨率，有助于实现真正意义上

的空间单细胞蛋白质组学分析，这将成为推动肿瘤

精准治疗发展的关键技术。在一项最新的研究中，

Jesper V. Olsen团队［35］利用脉冲稳定同位素标记氨

基酸方法（pSILAC），以同时评估单细胞中的蛋白

质丰度和周转（SC-pSILAC）。SC-pSILAC展示了

在单个HeLa细胞中检测到约4 000种蛋白质的两个
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SILAC标签，再现了已知生物学现象，并研究了药

物对单细胞中全局和特定蛋白质周转的影响。

1.2.3　无标记定量

随着自动化前处理技术的发展，以及 LC-MS

系统灵敏度和检测通量的提高，单细胞蛋白质组学

研究越来越倾向于使用 LFQ 方法。LFQ 不依赖同

位素化学标签，主要通过低损耗的离子化肽段采集

与特定的数据分析策略实现肽段定量分析。然而，

基于LFQ的单细胞蛋白质组学方法对系统的灵敏

度提出了巨大的挑战。为了保证数据质量，需要对

全流程进行深入开发与优化：

a. 尽量无损的一锅式处理方法。如proteoCHIP 

EVO 96等无损处理方法，通过简化和优化样品处

理流程，最大限度地保留蛋白质组的完整性。

b. 高灵敏度的纳升液相系统。如 Evosep 的

Whisper方法和Thermo Fisher的Vanquish Neo色谱

仪，这些系统能够提供极高的分离效率和灵敏度，

适配单细胞蛋白质组学的需求。同时，IonOpticks

开发的 Aurora 系列商业化色谱柱也是色谱分离的

关键。Aurora Series柱的特色在于两个关键技术进

步：独特的一体式喷射器设计与 nanoZero®技术。

这些技术特点共同作用，最大化色谱效率，大幅提

升性能，为肽段和代谢物的LC-MS分离提供了最

佳解决方案。

c. 超高灵敏度质谱系统。例如 Thermo Fisher

公 司 的 Orbitrap Astral 质 谱 仪 和 Bruker 公 司 的

timsTOF Ultra系列质谱仪，这些系统能够提供前所

未有的检测灵敏度和定量精度。

d. 高效的数据分析系统。如 Spectronaut 和

DIA-NN软件，这些数据分析工具能够高效地处理

和解释复杂的质谱数据，进一步提高定量分析的准

确性和可靠性。

通过这些技术的结合和优化，LFQ方法在单细

胞蛋白质组学研究中展现了巨大的潜力，为深入理

解细胞内蛋白质动态变化提供了强有力的工

具（图3）。
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Fig. 3　Mass spectrometry quantification methods in single-cell proteomics research
图3　单细胞蛋白质组学方法流程原理

无标记定量（上）［23］、稳定同位素（二甲基标签）标记定量（中）［32］与同重素标签定量（下）［15］工作流程与定量原理。
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2　单细胞蛋白质组技术的应用

单细胞蛋白质组学的技术进步使得我们能够以

与此前完全不同的视角去研究生物学问题，并因其

与细胞生理活动关联更为直接，单细胞蛋白质组学

与传统基因组、转录组以及分子生物学等研究方法

能够形成互补，极大地丰富了科研工具箱。当前单

细胞层面蛋白质检出数量已接近极限，如何对庞大

的蛋白质组学数据进行分析，发掘其中包含的生物

学信息已成为当今蛋白质组学研究的前沿。

2.1　生殖系细胞

生殖细胞是机体内最重要的单细胞，雌雄配子

结合形成受精卵标志着新生命的开始。解析生殖细

胞成熟与早期胚胎形成的机制对于了解生命代际传

递有着重要意义。在哺乳动物中，相比雄性个体每

时每刻都在不断生成并成熟的精子，雌性个体成熟

卵细胞作为哺乳动物体积最大的单细胞，其前体卵

母细胞从出生后就停止数量增长，并经过一套复杂

的筛选机制使得仅有其中部分卵母细胞最终发育成

熟［36-37］。基于质谱的单细胞蛋白质组学技术具备

足够的灵敏度，为解析生殖细胞的成熟与早期胚胎

发育机制提供了更全面的视角。

在卵细胞成熟等生物学过程中，RNA与蛋白

质的变化并非总是保持一致，单细胞蛋白质组能更

真实地反映卵细胞的状态［11］。一项针对卵细胞单

细胞转录组和蛋白组学多组学联合分析中发现，虽

然部分基因如Cpeb1与Gtsf1等在卵细胞成熟过程

中转录组与蛋白质组共同下调，但是还有Bub1b、

Slbp、H1foo和Rbx1等在转录组中上调时蛋白质组

中呈现下调［20］。

单细胞蛋白质组学能够更好地发现生殖细胞成

熟过程中，以及早期胚胎发育过程中具有代表性的

生物学标志物。有研究基于在批量小鼠卵细胞库以

及卵细胞单细胞样本中检测到的蛋白质组数据库，

对不同发育阶段卵细胞丰度排名前2 500的蛋白质

进行关联性分析，发现GV期卵细胞不同样本间相

关系数平均为 0.634，MII 期卵细胞不同样本间相

关系数则为0.630［20］。在蛋白质标志物层面，有研

究通过单细胞蛋白质组学数据发现 BTG4 与

CNOT7 仅在 MII 期卵细胞被定量检测到，可能是

MII期卵细胞的标志性蛋白质，同时部分母源性蛋

白如 TLE6、ZAR1、OOSP1 以及 PADI6 在卵细胞

成熟期间蛋白质含量存在显著变化［38］。有研究通

过机械手段将小鼠卵细胞与一至四细胞期早期胚胎

分离为单细胞，从单细胞层面对卵细胞和早期胚胎

的蛋白质组进行精准定量，得到超高深度的单细胞

蛋白质组学数据。通过对数据的分析研究发现，早

期胚胎发育过程中的重要生物学过程在蛋白质组的

变化中能得到较好的反映［22］。正是由于单细胞蛋

白质组学技术的特性，后续其在卵细胞和早期胚胎

的生理与疾病机制研究中有着广泛的应用价值。

2.2　细胞悬液

机体血液、淋巴液与部分组织间液中存在着大

量游离细胞，组织器官经过处理也可以制备细胞悬

液，这些细胞或在机体内循环往复，或仅在部分组

织器官内周转定植，各自都具有其独特的功能与临

近生态，研究其中特定的细胞群系往往有着重要意

义。由于游离细胞种类多，且含量变异较大，传统

基于流式分选的研究方法难以对其中特定系群进行

精确分选鉴定。同时利用传统批量样本方法得到的

蛋白质相对表达信息会掩盖细胞间个体差异，而单

细胞蛋白质组学技术能很好地解决这一问题。

单细胞蛋白质组学技术能够很好地反映不同细

胞之间的异质性。循环免疫细胞是一群随着血液与

淋巴循环在全身迁移的细胞群系，其在机体排除自

身异常细胞与外部抗原过程中发挥着重要作

用［39-40］。循环免疫细胞中的T淋巴细胞互相之间具

有高度异质性，根据其发挥的功能不同可以将其分

为很多不同的功能亚群。因此，利用单细胞蛋白质

组学技术对循环T细胞异质性进行研究，发现能够

发挥新功能的T淋巴细胞，或者在某一功能亚群中

再细分出承担某种专一功能的T淋巴细胞群系，都

对研究机体免疫功能及其调节有着重要意义［41-43］。

干细胞是一种具有自我复制能力以及多向分化潜能

的细胞，每个干细胞可能都具有其独特的分化方

向，具有较强的异质性［44］。而干细胞分化方向的

决定机制，即对于分化起到决定性影响的因素一直

不是十分明确。当前针对干细胞单细胞转录组与基

因组的研究非常多［45］，而对其蛋白质组的研究却

始终停留在批量样本层面。利用单细胞蛋白质组学

技术，分析同一条件下获得的干细胞经过相同诱导

刺激后产生的异质性，能够与单细胞转录组和基因

组的研究结果形成相互补充，对干细胞分化机制进

行全面而深入的解析［46-47］。

除此之外，单细胞蛋白质组学技术能够反映机

体内相对占比极低细胞的生理功能与特性。循环肿

瘤细胞（circulating tumor cells，CTC）是外周血中

各类肿瘤细胞的统称，其来源为自发脱落，或因手
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术操作导致肿瘤细胞从原位肿瘤病灶脱离［48］。大

部分CTC在进入外周血后发生凋亡或被循环免疫

细胞吞噬，但也有少部分能够逃逸免疫反应并锚定

发育为转移肿瘤，增加了恶性肿瘤患者的死亡风

险。循环肿瘤细胞在外周血中数量较低且不稳定，

彼此之间异质性高［49］，肿瘤转移是造成恶性肿瘤

患者死亡的重要原因，因此通过单细胞蛋白质组学

技术对循环肿瘤细胞进行分析，能够对肿瘤的转移

机理进行研究。同时在临床转化方面，对CTC进

行综合检测分析还能够评估癌症疾病进程以及治疗

效果，有着良好的发展前景。

2.3　组织样本与空间样本

在组织器官中，细胞彼此之间相互结合共同发

挥功能，组织器官中的细胞在器官整体功能的发挥

中扮演了怎样的角色是领域内一直关注的焦点［50］。

空间单细胞蛋白质组学技术对于研究细胞间相互作

用以及组织器官生理病理机制有着重要意义。神经

系统包括中枢神经系统与外周神经系统，参与组成

中枢神经系统的大脑主要由神经细胞及其支持细胞

相互交联组成［6，51］。不同的脑区所擅长的功能不

同，这种偏差使得研究者认为不同脑区中的神经细

胞之间应当具备相当的异质性，但相应的组学数据

并不完善。一方面，将大脑细胞破碎处理为细胞悬

液再通过流式分选脑神经细胞的方法丢失了重要的

脑神经细胞的定位信息，这也间接导致将脑神经细

胞悬液分选为单细胞并进行单细胞转录组学研究

中，结果呈现了较高程度的异质性［52］，这也使得

下一步有必要在单细胞蛋白质组层面进行更深入的

解析；另一方面，受样品采集处理技术的限制，空

间单细胞蛋白质组学检测通量受到极大的限制，缺

少行之有效的高通量手段，在保留空间定位的同时

的实现大量单细胞的采集与处理。

保留最原始空间定位信息的组织切片是空间单

细胞蛋白质组学的重要基础。将组织器官处理成为

单细胞当前已有多种切实可行的方法，但是这往往

都会导致细胞空间定位的丢失。虽然可以限定采样

范围从而缩小细胞所来源的区域，但结果表明这并

没有从根本上解决组织器官中单细胞蛋白质组学研

究所面临的准确空间定位问题。相比由组织器官处

理得来的细胞悬液，组织切片完整的保存了组织器

官中单细胞的空间定位。Matthias Mann团队［24］开

发了 scDVP技术，该技术通过AI辅助图像识别在

组织切片上识别细胞边界，利用激光切下选定边界

内的样品收集至蛋白处理管内，边界直径最小可以

达到接近单细胞水平（直径 10 μm），并进行后续

蛋白质组学检测。该方法能够应用于在单细胞以及

亚细胞蛋白质组层面研究脑、肝脏、结肠以及癌组

织的异质性。利用 scDVP 技术从肝脏组织切片中

采集单细胞，并采用当前最尖端的检测仪器进行蛋

白质组学检测，在单细胞水平（直径10 μm）鉴定

到的蛋白质数目达到 1 700，且经过分析发现鉴定

结果良好地反映了同一组织种类、不同空间定位的

单细胞之间的异质性。除了AI辅助识别-激光切割

的空间单细胞采集策略，当前也有部分基于采样探

头，在图像识别单细胞之后在组织病理切片中利用

探针对单细胞进行挑取，相关技术仍在发展完善当

中。另外，MALDI-2串联质谱具备超高的空间分

辨率 （<1 μm），通过控制激光能量与脉冲频率，

可以实现亚细胞分辨率的组织切片整体精细分

析［53］。但是由于离子化效率低，无法精确识别分

析单个细胞等，当前该技术主要用于代谢小分子与

脂质的研究，在构建宏观层面、单细胞分辨率级别

的代谢图谱方面更为适用，而难以被应用于基于组

织切片单细胞蛋白质组学研究中。

3　单细胞蛋白质组学当前面临的主要问题

与发展方向

基于质谱的单细胞蛋白质组学技术近年来的快

速发展丰富了科研工具箱，使得研究者们能够从与

实际生理病理状态关联更直接的蛋白质组层面进行

研究，且与已经较为成熟的单细胞转录组和基因组

技术相互补充，拓展对生理病理过程认知的维

度［54］。随着样品前处理以及相应色谱质谱技术的

进展，在单个HeLa细胞中单细胞蛋白质组学技术

已经能检出超过 5 000种蛋白质，在检测深度上取

得了突破性的进展。但是当前单细胞蛋白质组学技

术发展也面临着一些亟待解决的问题。首当其冲的

便是检测通量与成本问题，通量问题不仅是单细胞

分选处理的通量，也是质谱检测的通量，当前单细

胞质谱检测通量普遍较低，即便通过自动化手段已

经可以做到在数小时内分选处理 96个单细胞，质

谱检测所耗费的时间却往往超过 2 d，同时单个样

本的检测成本居高不下，这也限制了单细胞蛋白质

组学技术的广泛应用。其次，单细胞蛋白质组学技

术进步带来了检测数据量极大的膨胀，如何对单次

实验产生的庞大单细胞蛋白质组学数据进行分析，

并筛选出其中有价值的生物学信息一直困扰着领域

内研究人员［8，55］。最后，如何选定需要研究的单
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细胞也存在一定的困难，培养细胞系中因其遗传背

景稳定，处理后通过大小形状或者荧光标记技术即

可实现分选，但是对于来自临床的原代细胞或病理

组织样本，仍未有较好的手段对其中的单细胞进行

功能筛选。以上问题也是基于质谱的蛋白质组学技

术未来的发展方向，即更快更稳定的蛋白质前处理

方法与更高的检测通量、更低的检测成本、更特异

的单细胞筛选技术（异质性除外）以及更全面的数

据处理工具方法。

值得注意的是，单细胞蛋白质组学研究中的质

控应当贯彻全流程，从实验设计到单细胞的分选挑

取再到后续的处理检测，任何一个环节的偏差都会

对最终实验结果产生较大的影响［56-57］。在质谱检

测前阶段，单细胞分选时应当充分清洗培养基，降

低整个流程移液次数，采用更集成化的前处理流程

等，其核心是尽量减少谱上样前处理过程中的样品

损失、避免引入偏差。质谱检测方面，大批量样本

检测所耗费的样品准备与质谱检测时间较长，仪器

因素例如液相色谱柱状态与质谱灵敏度的波动等在

检测过程中也较为常见，这就导致不同时间、不同

批次检测之间的批次效应在单细胞研究中更加明

显，以至于会影响到最终结果的可信度［55，58］。在

当今质谱检测灵敏度与通量逐渐提升的背景下，如

何消弭批次效应是基于质谱的单细胞蛋白质组学大

量应用前亟需解决的问题。

单细胞蛋白质组原始数据的处理也亟需同一合

适的参照标准，如何对蛋白质丰度数据进行标准

化，对于空缺值应当如何处理等仍然没有形成统一

认可的标准方法。在单细胞水平上检测到的蛋白质

数量逐渐逼近极限的当下，如何获取并处理分析高

质量的定量蛋白质组学数据，并解析其中所包含的

生物学信息是技术发展下一步更急迫的需求。

在应用层面，单细胞蛋白质组学技术还有望应

用于抗癌药物筛查等。将癌组织酶解至单细胞水

平，对收集到的每一个癌细胞采用不同药物进行处

理，对处理后的癌细胞单细胞蛋白质组进行检测以

评估不同药物治疗方案对癌细胞生理状态的影响。

也可以仅对循环肿瘤细胞单细胞蛋白质组异质性进

行分析［59］，从而研究具有何种特征的癌细胞更容

易逃逸凋亡与免疫系统最终迁移定植等。相关研究

的可能性层出不穷，科学工作者们都期盼着一个成

本更低廉、稳定性和可重复性更好且检测通量更高

的单细胞蛋白质组学技术出现，单细胞蛋白质组学

技术在现在与将来也会助力越来越多研究的开展。
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Abstract　In recent years, the development of single-cell sequencing technology has significantly advanced our 

understanding of single-cell genomics and transcriptomics. However, the study of proteomics, directly related to 

single-cell life processes, has been limited by slow technological progress. With advancements in sample 

preparation techniques and chromatography-mass spectrometry instruments, the analytical sensitivity of single-

cell proteomics (SCP) has markedly improved. In this review, we thoroughly examine the development of SCP 

and its applications in life sciences. Regarding sample preparation, various methods such as gentle acoustic 

dispensing, microfluidic chips, and laser microdissection have been developed for single-cell sorting, gradually 

transitioning from multi-step to one-step processing, thereby reducing sample loss. In mass spectrometry, both 

label-free quantification and methods based on isotopic and isobaric labeling have been extensively explored, 

each with their own technical strengths and weaknesses. SCP has unveiled new biological insights in early 

embryonic cell development, stem cell differentiation, and spatial heterogeneity of liver tissues. Finally, we 

summarize the current challenges facing SCP technology, including detection throughput, cost, and data analysis 

complexity, while envisioning its future directions and emphasizing its broad potential in basic research and 

clinical applications.
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