
中国细胞生物学学报  Chinese Journal of Cell Biology 2022, 44(1): 204–213 DOI: 10.11844/cjcb.2022.01.0025

王洪博士, 中国医学科学院血液病医院(中国医学科学院血液学研究所), 实验血

液学国家重点实验室和国家血液系统疾病临床医学研究中心, 细胞生态海河实验
室研究员, 蛋白质组学平台负责人。长期致力于基于质谱的前沿蛋白质组学和代
谢组学技术的开发及其在血液学领域的应用。近五年的主要研究成果在Cancer 
Cell、Nature Communications、Genome Biology、Molecular Neurodegeneration和
Clinical Proteomics等国际学术期刊上发表。
https://www.x-mol.com/groups/Wang_Hong/publications

收稿日期: 2021-11-05              接受日期: 2021-12-06
#共同第一作者

*通讯作者。Tel: 022-23909114, E-mail: wanghong@ihcams.ac.cn; Tel: 022-23909287, E-mail: niumingming@ihcams.ac.cn
Received: November 5, 2021              Accepted: December 6, 2021
#These authors contributed equally to this work
*Corresponding authors. Tel: +86-22-23909114, E-mail: wanghong@ihcams.ac.cn; Tel: +86-22-23909287, E-mail: niumingming@ihcams.ac.cn

基于质谱的血液蛋白质组学: 血液学研究的新焦点
付莉霞#  程子倩#  王洪*  牛明明*

(中国医学科学院血液病医院(中国医学科学院血液学研究所), 实验血液学国家重点实验室, 
国家血液系统疾病临床医学研究中心, 细胞生态海河实验室, 天津 300020)

摘要      随着包括单细胞蛋白质组学在内的前沿蛋白质组学技术日趋成熟, 其在血液学领域

的应用也迅速扩展。该文简要介绍了基于质谱的蛋白质组学技术及其研究方法, 讨论了血液蛋白

质组学领域的最新研究进展, 并对血浆/血清及外泌体蛋白质组学进行了分析与评述。最后对血液

蛋白质组学的未来发展趋势进行了展望, 预计临床血液蛋白质组学必将成为血液学下个十年的研

究焦点之一。
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MS-Based Blood Proteomics: Emerging Research Focus in Hematology
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Abstract       With cutting-edge MS (mass spectrometry)-based proteomic technologies (e.g. single-cell pro-
teomics) getting mature nowadays, their application in hematology is quickly expanding. This article briefly intro-
duces MS-based proteomics, then reviews recent progress in blood proteomics, and further comments on the tech-
nological improvements of plasma/serum proteomics and the potential of extracellular vesicle proteomics. Finally, 
the future development of clinical blood proteome is prospected. Clinical blood proteomics will certainly become a 
research focus in near future.
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由中国医学科学院血液病医院(中国医学科学

院血液学研究所)发起的血细胞图谱计划目前已取

得多项重要研究成果, 特别是基于单细胞转录组绘

制的生理和病理情况下的血细胞图谱, 为深入研究

造血谱系的分化、干细胞的发育、各种血液疾病

的发生发展机制及治疗方法建立了基础。绘制血

细胞的蛋白质组学图谱将是血液学下一阶段的研

究重点。随着蛋白质组学技术的飞速发展, 特别是

高通量和超灵敏的深度蛋白质组学技术及单细胞

蛋白质组学技术的日益成熟, 过去无法实现的许多

临床血液蛋白质组学研究在今天已经成为了可能。

比如, 最新的超灵敏蛋白质组学技术已经实现了对

纳克级微量样本的深度分析, 为解析包括人类造血

干细胞在内的各种微量临床样本的蛋白质组学图

谱奠定了基础; 高通量单细胞蛋白质组学技术的快

速发展将实现在蛋白质水平精准解析造血谱系的

分化过程。除此之外, 包括血浆/血清以及外泌体蛋

白质组学等的关键技术突破也将把血液学的研究

拓展至新的维度。

1   基于质谱的蛋白质组学技术的发展
1.1   基于质谱的蛋白质组学技术

1.1.1   简要历史回顾      质谱(mass spectrometry, MS)
技术早在19世纪末就已经出现 , 但直到20世纪后半

叶才逐渐应用于对蛋白质的研究。相较于1920年提

出的基因组学 , 蛋白质组学的概念一直到1994年才

被正式提出(图1)。1897年, THOMSON发现电子, 随
后发现带电离子在电场和磁场中的运动规律 , 为质

谱技术作出了开创性的工作[1]。1966年, 质谱技术被

用于寡肽测序, 成为质谱研究蛋白质的开端[2]。由于

蛋白质大分子不易离子化 , 质谱技术一直局限于分

子量小的耐热化合物研究。直到 20世纪80年代末 , 

时间线展示从1960年前到现在质谱和蛋白质组学技术领域的代表性技术发展。CID: 碰撞诱导解离; SRM/MRM: 选择/多重反应监测; ECD: 电
子捕获解离; ICAT: 同位素编码亲和标签; SILAC: 细胞培养中稳定同位素标记; HUPO: 人类蛋白质组组织; iTRAQ: 相对和绝对定量等压标签; 
HCD: 高能碰撞解离; HPP: 人类蛋白质组项目; HPA: 人类蛋白质组图谱。

Timeline indicates representative technological development in the field of mass spectrometry and proteomics occurred from before 1960 to the pres-
ent. CID: collision-induced dissociation; SRM/MRM: selected/multiple reaction monitoring; ECD: electron capture dissociation; ICAT: isotope-coded 
affinity tags; SILAC: stable isotope labelled amino acid for cell culture; HUPO: human proteome organization; iTRAQ: isobaric tags for relative and 
absolute quantification; HCD: higher-energy collisional dissociation; HPP: human proteome project; HPA: human protein atlas.

图1   质谱和蛋白质组学技术发展的简要历史回顾

Fig.1   Representative landmark events in mass spectrometry and proteomics
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两种软电离方法—电喷雾电离 (electrospray ioniza-
tion, ESI)和基质辅助激光解吸电离 (matrix assisted 
laser desorption ionization, MALDI)的开发才实现了

生物大分子的温和离子化 [3-4]。此后 , 质谱技术在生

命科学领域得到广泛应用并迅速发展 , 如今已成为

分子和细胞生物学研究的重要工具以及蛋白质组学

领域的核心技术。

1.1.2   质谱技术      质谱是一种将化学物质电离为

带电离子进而检测其质荷比的分析技术。质谱仪

主要由离子源、质量分析器和检测器构成。离子源

电离分析样品, 将其转换为气相的带电离子, 常用

的离子源是ESI和MALDI。由于MALDI与液相分

离方法不兼容, ESI目前已成为蛋白质组学分析中最

常用的电离方法[5]。质量分析器通过电场或磁场控

制离子的运动, 确定分析物的质荷比(mass-to-charge 
ratio, m/z)及其相对强度, 从而得到质谱图。早期常

用的分析器有飞行时间(time of flight, TOF)、四极

杆(quadrupole)、离子阱(ion trap)和线性离子阱(linear 
ion trap)等[6]。20世纪90年代末诞生的轨道阱(orbi-
trap)克服了早期设备在分辨率、质量精度、扫描速

度及灵敏度等方面的不足, 在蛋白质组学应用中显

示出巨大的潜力[7]。目前, 为应对生物样本中复杂

的蛋白质组学成分, 多通过结合不同分析器的特点, 
采用多种质量分析器串接的杂合质谱仪, 如常用的

Exploris 480和tims TOF pro等。蛋白质分析还可应

用非质谱技术, 如基于特异亲和试剂的方法(蛋白芯

片[8]、ELISA和免疫组织化学)或者基于核酸适配体

的方法, 但这些方法过度依赖于试剂的特异性, 不适

用于复杂生物样本的大规模和深度分析[9]。伴随着

质谱技术的飞速发展, 基于质谱的蛋白质组学已逐

渐成为后基因时代的学科焦点。

1.2   蛋白质组学分析的策略

1.2.1   蛋白质组学分析的基本策略      基于质谱的

蛋白质组学分析策略通常包括: 直接分析完整蛋白

质的自上而下蛋白质组学(top-down proteomics)和
对蛋白质消化后产生的肽段进行分析的自下而上蛋

白质组学(bottom-up proteomics)。由于生物样本蛋

白质组的高度复杂性, 对完整蛋白质进行分离和质

谱分析具有很大的挑战。相对而言, 肽段更容易被

分离、离子化和解离, 因此bottom-up蛋白质组学的

应用更为普遍, 是目前对复杂蛋白质样本进行大规

模和高通量分析的标准方法[10]。

1.2.2   蛋白质组学分析步骤      基于质谱的蛋白质

组学分析主要包括3个步骤: 样本预处理、质谱数据

采集和生物信息学数据分析(图2)。在bottom-up蛋白

质组学研究中 , 从不同样本中提取的蛋白质由蛋白

质水解酶(如胰蛋白酶)酶切成肽段, 肽段再经液相色

谱 (liquid chromatography, LC)进行分离 , 经由ESI进
入质谱仪进行分析 , 产出具有质荷比信息的质谱谱

图, 再由蛋白质组学软件如MaxQuant、SEQUEST和
JUMP等完成对质谱数据的蛋白质数据库搜索 , 从而

完成对蛋白质的鉴定和接下来的定量分析 [11-13]。在

此基础上, 再通过生物信息学方法找到差异蛋白, 并
将蛋白质组学数据与其他组学数据进行整合分析 , 
以实现提出或者验证生物学假说的目的。

1.2.3   蛋白质组学分析方法      质谱数据采集主要

有三种模式: 数据依赖采集(data-dependent acqui-
sition, DDA)、数据非依赖采集(data-independent 
acquisition, DIA)和靶向蛋白质组学(targeted pro-
teomics)。三种方法各有优劣, DDA扫描速度快且灵

敏度高, 在蛋白质组学研究领域被广泛应用, 但其

缺点是在不同样本的对比分析中会出现缺失值[14]。

DIA改善了DDA出现缺失值的问题, 但其数据更

复杂, 因此数据分析较DDA繁杂, 且需要在分析新

样本前预先生成特定谱库。同时, 由于DIA与串联

质量标签(tandem mass tag, TMT)等化学标记不兼

容, 所以不适合进行样本的预分馏, 因此鉴定的覆

盖率和深度通常不高[15]。Targeted模式中的目标

肽及其裂解特性是已知的, 适合用于验证目标肽

的存在或定量分析, 而不能用于发现新的蛋白[16]。

1.2.4   蛋白质组学的定量方法      对不同生理病理

状态下蛋白质的差异性表达进行精准定量分析 , 
是蛋白质组学在生物医学研究中的关键。串联质

谱技术 (MS/MS)中 , 首先通过一级质谱 (MS1)分析

前体离子 (比如蛋白质裂解产生的肽段 ), 随后前

体离子经碰撞裂解产生碎片子离子 , 经由二级质

谱 (MS2)进行分析。常用的定量方法有无标记法

(label-free)和基于化学标记法 (labeling)。无标记

的方法已经从半定量计数发展到基于MS1或MS2
的更精准的蛋白定量分析。化学标记方法包括基

于MS1(如 ICAT和SILAC)和基于MS2(如 iTRAQ、

TMT和DiLeu等 )的标记方法 [17]。基于MS1的标记

方法由于光谱更为复杂 , 因此鉴定效率较低 , 且最

多只能标记 2~3个样本 ; 而基于MS2的标记方法则
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极大地提高了分析的通量 , 如最新的TMT试剂已

经能实现同时对 18个样本进行标记。TMT标记法

由于其高复用能力和高蛋白质组覆盖率已被广泛

用于大规模蛋白质组学研究之中[18], 但基于MS2的
标记方法也存在高噪音干扰引起的比值压缩 (ratio 
compression)问题。我们通过优化分析策略并结合

质谱后校正等方法 , 有效地降低了干扰影响 , 显著

地提高了定量的精准度[19]。

1.2.5   蛋白质的翻译后修饰      蛋白质可以通过各

种翻译后修饰来增加其功能的多样性。人体细胞

通过各种蛋白质翻译后修饰, 动态调节着几乎所有

的细胞活动和生物功能。常见的修饰类型包括磷酸

化、泛素化及糖基化等[20]。基于质谱的蛋白质组学

方法同样适用于翻译后修饰的大规模分析。由于样

本中发生修饰的肽段丰度低且动态范围广, 质谱检

测前常需要对修饰蛋白进行富集, 如使用金属离子

(IMAC及TiO2等)对磷酸化蛋白进行富集或采用抗

体或凝集素等对其他多种修饰蛋白进行富集[21]。目

前, 最新的质谱技术已经能够对数万个磷酸化位点

进行高通量检测和精准定量[22]。

1.2.6   高通量深度蛋白质组学      蛋白质鉴定的深

度和覆盖率是评估蛋白质组学技术的重要指标。在

生理病理过程中发挥关键调控作用的蛋白质丰度通

常较低, 因此需要更高深度的蛋白质组学平台对其

进行分析。目前应用较广的是与TMT串联标记相结

合的液相色谱质谱联用平台—TMT-LC/LC-MS/
MS(图3)[23]。该平台充分利用了TMT标记法在提高

样本通量上的优势, 将其与高分辨率二维液相色谱

和串联质谱联用, 成功实现了同时在27个生物样本

中对10 000个左右蛋白质的精准定量分析[18]。目前

应用较广的深度蛋白质组学研究方法还包括液相色

谱和离子迁移质谱联用的LC-IMS-DIA-MS平台, 该
平台也可实现对组织蛋白的深度分析[24], 但是由于

其与TMT标记法不兼容, 且不适合联用二维液相色

基于质谱的蛋白质组学分析流程主要包括样本采集、样本预处理、质谱数据采集和生物信息学数据分析。CSF: 脑脊液; PTM: 蛋白质翻译后

修饰; PRM: 平行反应监测。

Major steps in MS-based proteomics consist of sample collection, pre-MS sample processing, mass spectrometry data acquisition, and post-MS data analysis. 
CSF: cerebrospinal fluid; PTM: post-translational modification; PRM: parallel reaction monitoring. 

图2   基于质谱的蛋白质组学分析流程

Fig.2   Schematic diagram of major steps in a standard MS-based proteomics analysis
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谱进行样本预分馏, 因此在蛋白质组的检测深度上

不及TMT-LC/LC-MS/MS平台。

作为后基因组时代的学科焦点 , 目前的蛋白

质组学及其相关技术正在蓬勃发展, 人体蛋白质组

图谱草案已经报道了 92%蛋白质编码序列的质谱

证据 [25]。最新的高通量、高灵敏及高深度的蛋白

质组学平台已经能够实现在小于微克级的临床组

织或者细胞等复杂生物样本中快速地定量分析上

万个蛋白质 [26]。基于质谱的蛋白质组学技术已经

成为生物医学研究中不可或缺的部分。

2   基于质谱的蛋白组学在血液系统中的

应用
2.1   基于质谱的蛋白组学在血细胞研究中的应用

蛋白质是基因密码的效应者 , 是所有细胞功

能的执行分子 , 同时也是绝大多数药物的作用靶

点。尽管全基因组测序 (whole genome sequencing, 
WGS)、全外显子测序 (whole exome sequencing, 
WES)及RNA测序 (RNA-sequencing, RNA-Seq)已经

从基因层面极大地提升了我们对血液学和血液疾病

的认知。但有研究表明 , 在血细胞中mRNA和蛋白

质表达水平的相关性较差 , 且许多蛋白质翻译后修

饰, 如蛋白质的磷酸化及泛素化等, 在调节血细胞生

物功能中起着至关重要的作用 [27]。因此 , 对血细胞

蛋白质组和翻译后修饰组的深度解析能够填补血液

学领域的许多空白 , 完善对各种血液系统疾病的理

解。基于质谱的蛋白质组学技术已经成为所有涉及

蛋白质的生物学研究的重要支柱 , 被广泛应用于所

有生物医学研究 , 在阐明疾病发生发展机制和探索

治疗靶点等领域取得重要成果的同时 , 在对各种血

细胞的研究中也取得了诸多令人欣喜的成果(图4)。
2.1.1   基于质谱的蛋白质组学与血液系统疾病机制

研究      基于质谱的蛋白质组学在探索血液疾病机

制的研究中发挥着关键的作用。RAFFEL等 [28]通过

蛋白质组学研究证实了 , 与正常的造血干祖细胞相

比 , 白血病干细胞有自己独特的代谢特征和靶向通

路 , 且其代谢途径的改变主要表现在蛋白质组而非

转录组水平。SHI等 [29]利用蛋白质相互作用组筛查 , 

流程图展示了基于TMT-LC/LC-MS/MS的高通量深度蛋白质组学平台的主要实验步骤。

Schematic workflow shows the major steps involved in TMT-LC/LC-MS/MS-based high-throughput deep proteomics platform.
图3   代表性高通量深度蛋白质组学平台的流程图

Fig.3   Schematic workflow of a MS-based high-throughput deep proteomic pipeline
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首次发现了氨基酸调控免疫细胞功能的机制 , 证实

了氨基酸信号转导是允许和维持mTORC1激活和

Treg细胞功能编程的关键因素。DEEB等 [30]通过对

弥漫性大B细胞淋巴瘤患者的冰冻组织样本进行基

于SILAC定量的蛋白质组学分析 , 发现了部分在无

进展患者中特有的蛋白质的表达 , 为临床患者亚型

分类提供了蛋白质层面的证据。MCDONNELL等[31]

还通过整合蛋白质磷酸化组和代谢组 , 发现了其特

有的磷酸化通路及代谢重编程 , 揭示了间变性大淋

巴瘤患者的发病机制。此外 , 通过对大队列慢性淋

巴细胞白血病 (chronic lymphocytic leukemia, CLL)
患者的临床样本分析 , MEIER-ABT等 [32]揭示了CLL
的蛋白质组学图谱 , 并解释了CLL靶向药物的作用

机制。我们与合作者通过整合深度蛋白质组和磷酸

化组的网络分析, 系统地揭示了调控T细胞激活的网

络信号通路和关键调控因子[33]。

2.1.2   明确不同谱系造血细胞发育途径和表面蛋白

表达特征及其功能      对处于不同发育阶段的血细

胞的蛋白质组学解析, 是从分子层面系统阐明造血

细胞发育过程、理解由发育异常导致的各种血液疾

病和探索新的血细胞亚型的关键。XU等[34]通过深

度蛋白质组学筛查, 发现了调节红细胞发育的关键

调控因子和新的调控机制, 同时证明了对蛋白质降

解的调控在红细胞发育过程中的重要作用。通过我

们开发的深度蛋白质组和磷酸化组分析平台, KEN-
NEDY等[35]成功发现了新的免疫细胞亚群, 并重新

剖析了B细胞的表型及功能。此外, UNWIN等[36]还

通过蛋白质组学筛查, 发现了干细胞及其后代的分

子特征, 并明确了干细胞自我更新和骨髓衰竭的机

制。基于质谱的蛋白组学能够进一步解析不同谱系

细胞的表面蛋白、发育过程及其机制, 并有助于发

现新的细胞亚群, 为阐明血液系统疾病的发生发展

提供理论依据。

2.1.3   发现血液系统疾病治疗靶点      基于质谱的

蛋白质组学和以蛋白质组学为中心的多组学整合研

究已在探索各种疾病精准靶向治疗方法的研究中展

现出了巨大的潜力和应用前景。通过应用我们最新

的全蛋白质组和磷酸化组分析平台并结合单细胞转

录组以及先进的网络分析方法, GOCHO等[37]证实了

在T细胞急性淋巴细胞白血病(T-lineage acute lym-
phoblastic leukemia, T-ALL)患者中LCK和BCL2信号

转导以及T细胞在成熟阶段的异质性, 从而解释了其

靶向治疗的作用机制及癌细胞对药物的敏感性。此

外, 我们与合作团队通过超敏细胞膜蛋白质组与转

录组等多组学分析, 发现了位于小儿T-ALL癌细胞

表面的新特异性抗原, 并生成了新的CAR-T细胞用

于治疗, 取得了良好的治疗效果, 该研究证明了超灵

敏细胞表面蛋白质组分析在探索新的免疫治疗靶点

的巨大潜力[38]。再者, 通过蛋白质组学和磷酸化组

学可以明确白血病细胞系对单靶点药物的耐药机

制, 为指导临床用药提供理论依据[39]。基于质谱的

蛋白质组学研究能够发现无法被转录组检测到的血

液系统疾病的潜在药物靶点, 并与其他组学研究结

合, 明确耐药机制, 进而为临床病人的个体化用药提

基于质谱的新兴蛋白质组学技术在前沿血液学和血液病的基础、转化和临床研究中的应用。HSC: 造血干细胞; pQTL: 蛋白质数量性状位点。

Cutting-edge MS-based proteomics technologies to address emerging basic, translational and clinical research questions in the hematology and blood 
diseases field. HSC: hematopoietic stem cell; pQTL: protein quantitative trait loc.

图4   基于质谱的蛋白质组学在血液学和血液系统疾病研究中的应用

Fig.4   Application of MS-based proteomics in hematology and blood diseases
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供指导。

目前基于质谱的蛋白质组学已经被用于在血

细胞的发育分化、血液系统疾病的发生发展机制和

靶向用药等研究中进行诸多探索并取得重要成果。

相信随着各种前沿质谱技术的不断成熟, 蛋白质组

学将在血细胞和各种血液病的研究中发挥愈加重要

的作用。

2.2   血浆/血清蛋白质组

根据WHO疾病分类组织(international classifi-
cation of disease, ICD)的统计, 人类疾病的种类超过

14 500种, 然而血浆/血清作为临床检验最重要的样

本, 其来源的蛋白质生物标记物目前仅有不足200个
被FDA批准用于临床使用。因此, 血浆/血清蛋白质

组学领域亟需先进的技术来探索新的血浆/血清蛋

白质生物标志物。虽然血细胞只占全血的45%, 血
浆占超过一半, 但是相较于在血细胞领域的广泛应

用和所取得的重要成果, 对血浆/血清的蛋白质组学

研究所取得的成果则非常局限, 这主要是因为其极

端的复杂性和超广的蛋白质丰度范围, 如丰度最高

的20种蛋白质就占血浆蛋白质组总量的90%以上, 
而蛋白质组丰度跨度更是超过10个数量级, 在血浆

里检测低丰度蛋白质的难度就如同在地球上所有人

口里准确定位到某个个体, 这为血浆/血清蛋白的研

究带来极大的挑战。不过, 血浆/血清蛋白质组学技

术已实现了不少突破, 随着新技术的不断发展, 我们

相信基于血浆/血清蛋白质组学的研究将在探索疾

病新的生物标志物方面实现更多突破。

2.2.1   血浆/血清蛋白质组学的研究瓶颈      筛查深

度的不足是限制质谱技术在血浆/血清中发现新的

疾病标志物的主要瓶颈之一。目前绝大多数基于质

谱的筛查技术在血浆/血清中只能检测到不超过500
个的丰度最高的蛋白质, 在血浆/血清蛋白质组中的

覆盖率不足5%, 而目前已被批准临床使用的标志物

绝大多数都来自于这500个蛋白质, 这意味着占血浆

蛋白质总数95%以上的蛋白质仍没法被当前绝大多

数的筛查技术检测到。虽然目前已有部分方法可以

通过去除高丰度血浆蛋白质来提高检测深度, 但却

存在高丰度蛋白质去除不完整、非特异性去除低丰

度蛋白质以及实验误差大等不足。除检测深度外, 
另一个关键难点是实验方法的通量, 由于临床血液

样本的个体差异较大, 血浆生物标志物的研究通常

至少需要分析数百个临床样本。因此, 提高分析临

床样本的通量也是目前血浆/血清蛋白质组学技术

的主要发展方向。

2.2.2   血浆/血清蛋白质组学的研究进展      为了提

高蛋白质组学筛查的深度, 目前常用的研究手段包

括通过免疫耗竭预先去除血浆中的高丰度蛋白质和

通过液相色谱等进行复杂蛋白质组的预分馏以降低

高丰度蛋白质对血浆中低丰度蛋白质的检测的干

扰。此外多个课题组也在通过不断改进蛋白质组学

分析方法来提高检测通量, GEYER等[40]通过结合自

动化样本处理和快速液相色谱技术等实现了每天检

测60个样本, 大大提高了检测的通量, 但却在一定程

度上牺牲了检测深度, 每个样本只能定量分析不到

500个蛋白质。为攻克上述难点, 我们开发了一个新

的平台, 实现了在保持较高检测通量的同时, 将血浆

蛋白质定量分析覆盖率从5%左右提高到了50%左

右, 该平台是目前已报道过的最深度的血浆/血清蛋

白质组学平台[41]。该平台通过TMT标记将检测通量

提高了十倍以上, 同时免除了免疫耗竭的步骤, 并通

过二维液相色谱对复杂肽段混合物进行深度的预分

离, 首次实现了在单次实验中同时定量分析11个血

浆样本中接近5 000个的血浆蛋白质。目前, 我们最

新的平台已经能够将单个实验中的样本分析数量从

11个提高至29个。我们相信未来的检测平台将在检

测通量和蛋白质覆盖率之间找到一个平衡, 以同时

实现高通量和高深度的血浆蛋白质组学研究。

目前, 每年只有1到2个新的血浆蛋白质生物标

志物获准临床使用, 而绝大部分临床正在使用的疾

病标志物在上个世纪之前就已经推出。尽管已经有

许多通过基于质谱的血浆蛋白质组学筛查疾病生物

标志物的研究, 但却几乎均未能实现临床的转化应

用, 这主要是受限于过去技术在检测深度和通量上

的缺陷。近年来, 随着新技术在各方面的不断突破, 
我们有理由相信血浆蛋白质组学研究将为血液学领

域的发展拓展出一片新的天地。

2.3   血细胞或血浆来源的外泌体蛋白质组

外泌体(extracellular vesicles, EVs)是当前生物

医学领域的一个研究热点。外泌体是由细胞主动分

泌到胞外的有膜包裹的微囊泡, 是调控细胞间信息

传递的关键介质, 参与着几乎所有正常生理功能和

疾病的发生发展, 在疾病生物标志物、药物精准靶

向递送和作为新的生物药剂等临床转化研究中展现

出巨大的潜力。由血细胞和血浆分泌的外泌体通过
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血液系统可以转移到人体所有器官和组织, 能参与

到任何疾病的发生发展中。外泌体富含蛋白质, 且
相较于血液中很多因细胞损伤破裂而被动漏出到血

液里的非功能性蛋白质, 外泌体蛋白质通常具有重

要生物学功能, 因此具有更大的潜力成为疾病的特

异性生物标志物。同时, 与暴露在富含蛋白质水解

酶的血液中的其他蛋白质不同, 外泌体蛋白质被外

膜包裹在内, 不会被血液蛋白质水解酶降解, 避免了

血浆中高丰度蛋白质对外泌体蛋白质组研究的干

扰。因此, 对血细胞和血浆来源的外泌体蛋白质组

的研究有望成为血液学领域的新兴热点之一。

2.3.1   外泌体蛋白质组学目前的研究瓶颈      分离

出足够数量和纯度的外泌体是进行外泌体蛋白质组

学研究和发现生物标志物的关键。尽管目前已有包

括超速离心、过滤、尺寸排除层析、免疫亲和捕获

和基于微芯片等大量针对外泌体分离纯化的方法, 
但由于外泌体纳米级的微小尺寸以及极低的蛋白

质产量, 高效的提取外泌体进行蛋白质组学分析仍

然是一个较大的挑战。除此之外, EVs在生物发生、

大小、物理特性、含量和功能等方面都存在高度的

异质性, 这也为其分离纯化带来了极大的困难。尽

管目前还有许多挑战需要攻克, 但是外泌体蛋白质

组学研究所展现出的巨大潜力和应用前景值得血液

学领域更多的关注和投入。

2.3.2   外泌体蛋白质组学在血液学领域的研究进展      
外泌体蛋白质组学技术通常被用作探索临床疾病的

潜在生物标志物。PRIETO等[42]通过血浆外泌体蛋

白组学分析, 在找到辅助诊断进展期CLL的潜在标

志物的同时, 证实了S100A9+外泌体可以促进CLL进
展的特殊机理。中国医学科学院血液学研究所的程

涛和程辉教授及其合作团队[43]通过蛋白质组学筛查

首次证实了由血管内皮细胞分泌的ANGPTL2的外

泌体能加速白血病的进程。对于血液系统疾病而言, 
外泌体蛋白质组学还可以用来阐明外泌体在血液系

统中的生理病理功能、探索疾病发生发展机制以及

开发基于外泌体的药物精准靶向载体和疾病治疗新

策略。

总之, 随着外泌体分离、定量和质控分析方法

的逐渐成熟, 以及基于质谱的超敏外泌体蛋白质组

学技术的不断优化, 对血液外泌体的深入探讨将为

血液系统疾病的基础和临床转化研究提供新的思

路, 如开发应用于血液系统的外泌体药物载体以用

于疾病的精准靶向治疗、提高外泌体的递送药物效

率和特异性以及开发造血干细胞的外泌体药物制剂

等。

3   总结和展望
血液学研究的新阶段迫切需要系统地从蛋白

质层面加深对血液系统疾病的理解, 并与基因组、

转录组和代谢组等多组学相结合以指导基础研究、

临床应用和治疗创新, 从而实现对疾病的精准临床

诊疗。

随着二代测序技术的发展和血细胞分子图谱

计划的提出, 程涛教授领衔的多个研究组已经围绕

血细胞发育、分化维持及病变等方面进行了一系列

研究, 包括但不限于绘制人和小鼠各类血细胞的单

细胞转录组图谱、小鼠造血系统分化层级的RNA
编辑图谱以及再生障碍性贫血病人的血液病理图谱

等, 从基因组和转录组层面注释了血细胞在生理和

病理过程中的改变, 为后续血液生理学和病理学研

究提供了重要的依据和参考。血细胞图谱计划新阶

段的研究重点是将这些重要学术问题的研究重心延

展到蛋白质组学层面, 绘制各种生理和病理情况下

的血细胞、血浆/血清及其来源的外泌体的蛋白质

组学图谱。

蛋白质组学技术在过去十年间的革命性进展

和不断优化让期盼已久的对大规模临床样本的研究

成为可能。由于临床样本具有个体化差异大以及样

本微量等特点, 临床蛋白质组学技术将继续朝着微

量化、高深度和高通量的方向持续发展。除了色谱

和质谱技术的持续全方位提升以外, 样本处理的微

量化、自动化、智能化和模块化将会得到更高的重

视。基于人工智能的多组学网络分析方法和建模也

将持续提高对大数据挖掘的效率。相信基于质谱的

蛋白质组学技术将会迅速从实验室研究延展到临床

应用。

单细胞分子图谱的构建与研究是近年来全球

生物医药领域研究的前沿与热点。单细胞蛋白质组

学技术也在近几年飞速发展, 目前最新的单细胞蛋

白组学技术已经可以在较高通量的基础上实现在单

个细胞中分析1 000个左右的蛋白质[44], 未来的单细

胞技术将继续朝着更高通量、更深的蛋白质组检测

深度和更可靠的定量分析方向持续发展。随着单细

胞蛋白质组学技术的日趋成熟, 相信其将在解析造
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血细胞的发育轨迹和探索新的血细胞亚群等领域取

得重大突破, 革新我们对造血谱系的认知。

总之, 技术的进步已经让曾经的许多愿景变为

今天的现实, 基于质谱的蛋白质组学研究已经在血

液学领域取得了好的开端和多项突破。随着新技术

的不断推出、研究的继续深入和投入的不断加大, 
血液蛋白质组学的未来值得期待。
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