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基于免疫分析法的单细胞蛋白质检测技术研究进展
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[ 摘要 ] 单细胞分辨率下解析蛋白质表达，对探究细胞异质性、肿瘤微环境及推进临床精准医学等基础生物学研究具有重要意义。伴随

材料化学、核酸化学、蛋白质化学的进步，以及新型检测设备与数据处理系统的迭代升级，单细胞蛋白质检测方法快速发展。其中，基

于免疫分析法的单细胞蛋白质检测技术，凭借良好的靶向性和广泛的适用性，成为单细胞蛋白质分析的重要手段。综述了基于免疫分析

法的单细胞蛋白质检测技术的原理、优缺点及应用，并对单细胞蛋白质分析技术的发展趋势进行了展望。
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Research Progress of Single-Cell Protein Detection 
Techniques Based on Immunoassay
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[Abstract] Analyzing protein expression at the single-cell resolution is of crucial significance for exploring cellular heterogeneity and 
tumor microenvironment, and advancing basic biological research such as clinical precision medicine. With the advancement of material 
chemistry, nucleic acid chemistry, protein chemistry, as well as the iterative upgrading of new detection equipment and data processing 
systems, single-cell protein detection techniques have developed rapidly. Among them, single-cell protein detection techniques based on 
immunoassay, with their good targeting ability and wide applicability, have become important means for single-cell protein analysis. This 
article reviews the principles, advantages and disadvantages, as well as the applications of single-cell protein detection techniques based on 
immunoassay, with a prospect of the development trends of single-cell protein analysis technology.
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细胞是生物体结构与功能的基本单元，除病毒

外，几乎所有生物体均由细胞构成。研究机体细胞

的功能及其协同机制，对揭示生命本质具有重要意

义。尤其在肿瘤研究中，细胞异质性导致肿瘤发生、

发展进程及治疗响应存在显著差异 [1]。因此，深入

了解肿瘤细胞异质性以及肿瘤微环境中各类细胞的

相互作用，是实现癌症精准诊疗的关键。在此背景下，

单细胞分析技术应运而生。通过解析单个细胞内功

能性分子，该技术能够揭示细胞功能及肿瘤细胞异

质性相关机制，为阐明疾病病因、筛选治疗靶点及

探索新型治疗模式提供重要依据 [2]。

随着高通量测序技术的进步，多种单细胞基因

分析技术相继涌现，包括 CEL-seq，MARS-seq，
Paired-seq，SMART-seq 和 ScNaUmi-seq 等 [3]， 以
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及用于单细胞空间转录组学分析的 10×Visium[4]，

Image-seq[5]，Slide-tags[6]，Slide-seqV2[7]，MERFISH
和 seqFISH[8] 等。这些技术极大地推动了细胞功能

研究，各器官与组织的细胞基因和转录图谱正逐步

完善。然而，仅从中心法则上游分子层面解析细胞

功能存在局限性，对单细胞内蛋白质等功能大分子

的分析，才能更直观地反映细胞的生理状态与功能

特性 [9]。因此，单细胞蛋白质分析技术已成为当前

研究的重要方向。

目前，单细胞蛋白质分析技术中，除单细胞质

谱等少数直接检测方法外，多数依赖基于抗体识别

的免疫分析技术。抗体凭借高亲和力和强特异性，

能够靶向单细胞内低丰度蛋白质，与传统方法相比，

显著降低了检测限，提升了检测灵敏度。通过与流

式细胞术、微流控芯片、质谱、纤维荧光成像、拉

曼光谱分析等技术联用，免疫分析方法还可实现高

通量检测，并获取蛋白质迁移信息，为下游特定表

型细胞的分离与分析提供支持。本文将系统综述近

年来基于免疫分析法的单细胞蛋白质检测技术的原

理、优缺点及其在药理学研究中的应用，并对该领

域未来发展趋势进行展望。

1  单细胞蛋白质免疫印迹技术
基于群体细胞的蛋白质印迹法起源于 20 世纪

80 年代，现已发展至单细胞水平。该技术通常利用

微流控技术分离单个细胞，使其沉降于凝胶中，再

经细胞裂解、电泳、转膜、抗体结合及显影等常规

蛋白质印迹流程，实现单细胞蛋白质检测。 
Liu 等 [10] 开发了液滴印迹法（DropBlot analysis，

DropBlot）。该技术通过油包水体系将单个经多

聚甲醛固定的细胞封装于微液滴中，利用电转移

技术将液滴内细胞裂解物定量转移至聚丙烯酰胺

（polyacrylamide，PA）凝胶芯片的微孔内，实现

凝胶内单细胞蛋白质免疫印迹（single-cell Western 
blotting，scWB）。DropBlot 技术成功检测到保存 6
年以上的人源性乳腺癌肿瘤标本中的4种蛋白靶标，

且支持在100 ℃高温下孵育1 ~ 2小时进行细胞裂解，

适用于生物储存库中不同固定条件的细胞样本分析。 
然而，scWB 技术仍存在灵敏度不足和检测通

量低的问题。为降低检测限，Long 等 [11] 将电泳分

离与抗体检测过程解耦，先将蛋白质转移至硝酸纤

维素膜，再使用酶标抗体进行检测，有效放大检

测信号，实现低丰度靶标的检测。应用该改进方

法检测表达增强型绿色荧光蛋白（enhanced green 
fluorescent protein，EGFP）的 HEK293 T 细胞，阳 
性检出率达 100%，较传统凝胶内检测方法提高了

15.5 个百分点。针对 scWB 重复抗体剥离过程限

制多重蛋白检测的问题，Lomeli 等 [12] 开发了基于

飞行时间多路离子束成像的单细胞免疫印迹技术

（multiplexed ion beam imaging by time-of-flight of 
single-cell immunoblotting，scIB-MIBI-TOF）。该技

术采用金属标记抗体，避免光谱重叠，将单次可检

测蛋白种类从约 3 种提升至约 40 种，大幅提高检测

通量，并成功检测到 U251-tGFP 细胞中 2 种不同形

式的 EGFP。该技术拓展应用于免疫细胞和耐药相

关蛋白检测，有望用于预测异质肿瘤的耐药性。Xu
等 [13] 则提出基于荧光-淬灭适配体的单细胞蛋白质

印迹法（fluorescent-quenching aptamer-based single-
cell Western blotting，FAS-WB），设计了一对分别

标记荧光基团和淬灭基团的互补适配体。每轮成像

由荧光适配体识别靶标，成像后通过杂交互补适配

体淬灭荧光信号，实现连续检测。该迭代淬灭策略

突破了多重检测限制，省去抗体剥离步骤，避免信

号损失；同时，适配体因尺寸小，可更快渗透进入

PA 凝胶。FAS-WB 每个检测周期不到 25 分钟，成

本仅为传统抗体探针的 1/1 000，显著提升了检测效

率。通过同时检测 Lncap 细胞内癌抗原 125、上皮

细胞黏附分子、蛋白酪氨酸激酶 7、人表皮生长因

子受体 2（human epidermal growth factor receptor 2，
HER2）这 4 种蛋白，验证了该方法的有效性。

尽管上述改进在一定程度上提升了单细胞蛋白

质检测的灵敏度和通量，但 scWB 技术仅适用于裂

解后的细胞，无法保留细胞的完整性及位置信息，

限制了其在临床领域的应用。

2  基于微流控的单细胞免疫检测技术    
细胞内多数蛋白质丰度较低，亟需高灵敏度和

高特异性的分析方法。近年来，微流控设备与电化

学发光、荧光免疫（微珠或固相载体）、侧流免疫

层析等免疫检测平台的融合，使微型免疫检测技术

成为研究热点。如典型的荧光微流控免疫分析法通

过微流控设备将单个细胞捕获至独立微室，利用微

室中的荧光条形码免疫磁珠，实现细胞表面蛋白或

裂解后胞内蛋白的检测，根据荧光颜色和强度即可

解码出蛋白种类与丰度。   
Lu 等 [14] 基于钌标记抗体在三丙胺存在下于电

极表面氧化发光的原理，开发了电化学发光检测系

统，用于活细胞表面蛋白检测。研究发现，经肿

瘤坏死因子 α、淋巴素（lymphonectin，LT）α3 和

LTα1β2 等活化剂刺激后，人脐静脉内皮细胞的细胞

间黏附分子-1 表达显著上调，与预期相符。该方法

背景信号低，信噪比高，无需繁琐的细胞分离步骤，
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避免了分离过程中细胞表面蛋白的改变，但检测蛋

白通量仍存在局限。    
相对于电化学法，荧光免疫法因检测通量高而

备受青睐。Armbrecht 等 [15] 构建了含 1 026 个微室

（单室体积 152 pL）的微流控平台，可同时捕获单

细胞与荧光条形码免疫磁珠。细胞裂解后，释放的

蛋白与磁珠结合，通过磁珠荧光特征实现蛋白定性

定量分析。该团队应用此平台对 MCF-7，SK-BR-3
和 HEK-293T 细胞内甘油醛-3- 磷酸脱氢酶、半乳糖

凝集素-3 和半乳糖凝集素-3 结合蛋白进行多重免疫

测定，结果与高通量 RNA 测序数据一致，检测限 
低至 1.8×103 个分子。后续研究通过增设物理控

制阀 [16] 优化芯片结构，实现全血中循环肿瘤细胞

（circulating tumor cell，CTC）的物理分离，在检测

乳腺癌单个 CTC 分泌的粒细胞生长刺激因子时，检测

限达 1.5 μg · L-1，灵敏度和特异性优异，细胞捕获效率

达 95%以上，集成化设计显著提升临床样本检测效率。   
为实现单细胞蛋白的高灵敏检测，Yu 等 [17] 结

合普通荧光显微镜、自制毛细管皮升操作设备及

气泡黏附细胞取样技术，开发了单细胞皮升液体

操作技术（single-cell picoliter liquid operating tech-
nology，scPILOT）。该技术采用量子点标记抗体微

阵列，通过显微成像计数单细胞中超低拷贝数蛋白，

可在 50 pL 反应单元内检测单细胞中 1 ~ 1 500 个拷

贝的超低丰度蛋白，线性与重复性良好。应用该技

术检测三阴性乳腺癌细胞中 HER2 蛋白，揭示其表

达存在显著细胞间异质性，为信号网络中关键蛋白

的验证和定量提供了有力工具。Lv 等 [18] 设计了近

红外光（near-infrared light，NIR）响应微流控芯片，

整合尺寸选择性侧流微阵列与金纳米棒预嵌明胶

（NIR 响应水凝胶）捕获单元，实现高纯度、高活

力单 CTC 的捕获与位点特异性释放。临床检测结果

显示，该芯片可从 11 名癌症（乳腺癌、肺癌、结肠

癌）患者血液中成功捕获 CTC，而 5 名健康对照样

本均呈阴性，验证了其临床应用价值。

总体而言，微流控芯片与免疫分析法结合的单

细胞蛋白质检测技术，兼具裂解细胞与完整活细胞

检测能力，可覆盖胞内蛋白、膜蛋白及分泌蛋白检测，

在临床药理学研究中优势显著。该技术操作简便，

可自动化完成单细胞分离与分析，但受荧光通道数

量限制，检测靶标通量仍有待提升，且难以提供蛋

白质在细胞内的空间分布信息。  

3  质谱流式细胞技术
质谱流式细胞术（mass cytometry，MC）是基

于质谱原理的单细胞多参数检测技术，通过过渡元

素标记抗体，利用抗体和待测样品的免疫结合，最

终借助电感耦合等离子体-质谱（inductively coupled 
plasma-mass spectrometry，ICP-MS）进行检测。该技 
术最早被称为飞行时间质谱流式细胞术（cytometry 
by time-of-flight mass spectrometry，CyTOF），目前 
主要分为悬浮质谱流式细胞术（suspension mass 
cytometry，SMC）和成像质谱流式细胞术（imaging 
mass cytometry，IMC）两大类。

Bendall 等 [19] 使用过渡金属同位素标记抗体，

将结合抗体-同位素偶联物的细胞以单细胞液滴形

式喷入约 5 500 K 的电感耦合氩等离子体中，促使

细胞蒸发并产生原子电离，随后利用飞行时间质谱

仪对元素离子进行采样和定量分析。该方法可同时

测定单个人骨髓单核细胞中的 31 种靶标蛋白，突

破了荧光通道限制，为解析健康人造血系统免疫信

号提供了全面视角，标志着 SMC 在单细胞生物学

研究中的重要突破。为获取空间信息，Giesen 等 [20]

将免疫细胞化学与高分辨率激光消融技术联合应用

于 CyTOF，开发出 IMC，可在亚细胞分辨率下同时

成像 32 种蛋白质及其修饰。利用该技术分析磷酸

酪氨酸磷酸酶抑制剂处理的 HMLE 细胞，发现丝裂

原活化蛋白激酶（mitogen-activated protein kinase，
MAPK）通路和 Janus 激酶 -信号转导与转录激活

因 子（Janus kinase-signal transducer and activator of 
transcription，JAK-STAT）通路相关蛋白，如细胞外

信号调节激酶（extracellular signal-regulated kinase，
ERK）1 的 T202 和 Y204 位 点、ERK2 的 T184 和

Y186 位点、p38 丝裂原活化蛋白激酶（p38 mitogen-
activated protein kinase，p38MAPK）的 T180 和 Y182
位点、STAT5 的 Y694 位点磷酸化水平显著升高，

而核因子-κB 通路、AMP 活化蛋白激酶通路等非酪

氨酸磷酸化位点无明显变化。此外，IMC 应用于人

类乳腺癌样本时，能够表征细胞亚群、细胞间相互

作用及肿瘤异质性。Baughn 等 [21] 采用 SMC 方法，

对 49份新诊断或复发/难治性多发性骨髓瘤（multiple 
myeloma，MM）患者的原发性肿瘤样本进行分析，

检测 34 种靶标，鉴定出 13 个表型元簇，绘制出原

发性MM首份大规模单细胞蛋白质图谱。Sheng等 [22]

设计高复用 IMC 检测面板，量化 134 名肝癌患者及

7 名健康供体样本中的 36 种组织生物标志物，生成

562 张单细胞分辨率的高复用组织学图像，首次揭

示肝癌肿瘤微环境的多种拓扑功能单元。   
尽管 MC 技术显著提升了靶标检测通量并实现

了对蛋白位置信息的获取，但其仍存在局限性：其

一，检测能力受金属同位素数目的限制，难以达到

组学水平的多重检测；其二，金属同位素标记抗体
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成本高昂，导致检测费用居高不下。

为了克服以上问题，研究者开发了多种质量

标签试剂，包括金属螯合聚合物（metal chelating 
polymer，MCP）、小分子质量标签、聚合物微珠及

纳米粒子标签等。Zhang 等 [23] 通过巯基-马来酰亚胺

反应和叠氮-二苯并环辛炔点击反应，在铂/二苯胺

复合物的悬垂基团上引入低聚乙二醇（polyethylene 
glycol，PEG）合成制得新型铼质量标签，解决了

传统 MCP 标签仅能结合硬金属离子及易发生聚合

物沉淀的问题；该聚合物标签可与商用金属偶联抗

体协同用于多参数单细胞免疫检测，拓展了质量标

签的应用范围。Dang 等 [24] 报道了基于纳米金属有

机框架（nanometal organic framework，NMOF）的

Zr-NMOF 质量标签，直径约 33 nm，在水中分散均

匀且稳定性高（储存期超 1 年），信号放大倍数较

MCP 标签增加 5 倍，适用于 CyTOF 中的高灵敏和

高通量单细胞生物标志物检测，且与其他质量标签

兼容性良好。Chen 等 [25] 开发基于 PEG 功能化的介

孔 卟 啉 框 架（mesoporous porphyrinic framework，
MPF）用于 SMC 分析，该 MPF 可螯合 Sn，W，

Pt，Pd 等 27 种非镧系金属稳定同位素，有效扩展

了 CyTOF 的检测通道，克服了传统 MCP 材料中负

载金属种类有限的缺点。Liu 等 [26] 采用聚苯乙烯纳

米颗粒这一极易得的经典材料作为金属载体，通过

优化细胞染色缓冲液降低非特异性结合，灵敏度较

传统 MCP 标签提高 5 倍，为增加检测通道提供了

低成本方案。   
随着 MC 技术的发展，其与其他技术的联用在

临床研究中展现出重要价值。Wang 等 [27] 将 SMC
与基于质谱的无标记单细胞蛋白质组学进行整合，

探 究 了 强 直 性 脊 柱 炎（ankylosing spondylitis，
AS）的免疫特征。该研究纳入 44 名未经治疗的

AS 患者、14 名经非甾体抗炎药和抗风湿药物治疗

的 AS 患者和 31 名健康个体，揭示出 32 种免疫标

记物与细胞表型的临床关联，为系统地了解 AS 的

发病机制提供了新的见解，有助于进一步开发新的

治疗策略。

目前，MC 技术可检测裂解细胞及固定细胞，

适用于细胞内各类蛋白质检测，已在医院、高校等

科研机构逐步应用。然而，昂贵的仪器设备和较高

的分析成本，限制了其更广泛的普及与应用。

4  免疫荧光显微成像技术
免疫荧光常与荧光显微镜联用，以成像方式呈

现数据。其优势在于能够以亚细胞分辨率提供细胞

位置信息，结合邻近技术，可间接推断蛋白-蛋白相

互作用（protein-protein interaction，PPI），直观反

映细胞生理过程。免疫荧光主要有 3 种模式：直接

使用荧光标记一抗检测靶蛋白；通过荧光标记二抗

间接放大一抗信号；新兴的荧光标记核酸法则为抗

体添加核酸标签，利用核酸的可编程性和可扩增性，

将蛋白质信号转化为核酸信号，显著提升检测灵敏

度和检测通量。

Cai 等 [28] 开发的快速多重免疫荧光法，利用特

殊的可重复标记染料，突破传统荧光显微镜通道限

制，实现 25 种标记物同时成像。通过单像素分析，

该方法成功揭示了 WNT/β-连环蛋白通路和 v-akt 鼠
胸腺瘤病毒癌基因同源物编码蛋白/哺乳动物雷帕

霉素靶蛋白通路中信号蛋白的表达水平与核-质易

位现象，解析了激酶的磷酸化活性及其在信号通路

中的调控作用。针对染料直标抗体检测低丰度蛋

白灵敏度不足的问题，Saka 等 [29] 提出通过交换反

应信号放大的免疫染色（immunostaining with signal 
amplification by exchange reaction，Immuno-SABER）

技术，通过 DNA 条形码抗体与引物交换反应生成正

交 DNA 串联体，实现信号高度复用与快速放大，

信号放大倍数可达 5 ~ 180 倍。该技术在小鼠视网

膜冷冻切片实验中，精准识别 VLP1+calretinin-，

VLP1-calretinin+ 和 VLP1+calretinin+ 这 3 种细胞群，

在药物-细胞作用机制研究、生物标志物筛选及新

药研发等领域具有重要应用价值。Liu 等 [30] 提出

的计算机辅助设计-杂交链式反应（computer-aided 
design-hybridization chain reaction，CAD-HCR）技术，

利用靶标触发等温扩增形成荧光聚集体，经寡核苷

酸洗涤链去除后进行下一轮杂交成像。CAD-HCR
产生的荧光信号与靶蛋白丰度呈正相关，且反应条

件温和，这种可逆HCR可扩展至活细胞膜蛋白分析，

为细胞信号传导、PPI 网络解析及罕见病诊断提供

技术支持。   
在蛋白质相互作用研究方面，Raykova 等 [31] 开

发的分子布尔逻辑方法，以邻近探针与滚环扩增为

信号放大手段，经探针杂交、缺口酶识别、标签侵入、

连接、滚环放大等步骤，实现细胞内源性蛋白质相

互作用的高灵敏、高特异性可视化检测，有效区分

单细胞不同细胞器中的蛋白质。该方法还可通过定

量荧光产物数量间接反映蛋白质丰度，为药效评价

与精准医疗提供量化依据。Tao 等 [32] 基于荧光原位

杂交（fluorescence in situ hybridization，FISH）原理，

开发了高效多重 π-FISH 彩虹方法，通过 4 步 DNA
链杂交实现核酸信号逐级放大，并结合荧光探针可

视化。将不同单链 DNA 条形码偶联抗体，利用该

方法可将蛋白质信号转换为核酸信号，实现靶蛋白
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超灵敏、高特异性原位多重检测。在 HeLa 细胞检

测实验中，该方法成功呈现长链非编码 RNA 核富

集丰富转录本 1、RNA 聚合酶Ⅱ和 MAPK15 基因组

位点的空间分布，验证了其多生物分子同时检测能

力。  
免疫荧光成像技术适用于固定后细胞膜蛋白与

胞内蛋白检测，也支持蛋白质与基因组的多模态分

析。然而，该技术仍面临多重挑战：受荧光通道限

制，难以同时分析大量靶标；多轮次成像耗时较长；

图像分析与数据处理复杂度高。未来需进一步优化

技术，提升检测速度与通量。

5  基于免疫核酸标签测序的单细胞蛋白质分析
    技术 

近年来，下一代测序（next generation sequencing， 
NGS）在单细胞领域的应用主要集中于转录组测序 [33]。

为全面解析细胞功能与病理状态，将固定细胞或组

织的光学成像与 NGS 相结合，可用于蛋白质检测，

其检测通量显著高于传统方法。该技术流程为：首

先使核酸标签抗体与样品共孵育，完成显微成像后，

通过光裂解释放核酸标签并进行测序，进而实现核

酸标签与抗体、抗体与抗原的一一对应解码。其中，

转录组和表位的细胞标签测序、RNA 表达和蛋白质

测序分析等技术 [34-35]，虽然可同时对蛋白质和转录

组进行高通量检测，但无法实现蛋白质的亚细胞定

位。   
为获得空间信息，Merritt 等 [36] 开发了数字空间

分析（digital spatial analysis，DSP）平台，支持蛋

白质和 RNA 高度多重空间分析。该平台通过光裂解

连接子（photocleavable linker，PC linker）将寡核苷

酸标签与亲和试剂（抗体或 RNA 探针）偶联，利用

特定波长光照射样品特定区域，断裂 linker 键以释

放光裂解寡核苷酸。释放的索引寡核苷酸经微毛细

管抽吸收集，分配至微量滴度板后，采用 nCounter
系统或 NGS 进行数字化读取。该方法检测蛋白质可

达单细胞分辨率，RNA 检测限低至约 600 个 mRNA
转录本。该研究团队利用 nCounter 系统对淋巴组织、

结直肠肿瘤组织和自身免疫组织中 44 种蛋白和 96
个基因（928 个 RNA 探针）进行空间分析，并通过

NGS 对 1 412 个基因（4 998 个 RNA 探针）分析验

证了该技术的有效性。进一步应用于黑色素瘤患者

临床试验样本，成功鉴定与免疫治疗反应相关的生

物标志物，为阐释联合免疫疗法机制提供重要依据。

DSP 平台可在 48 小时内收集 384 个样本区域，从

组织制备到数据输出的完整流程耗时 1.5 ~ 2.5 天，

相比多轮循环成像更自动化、操作更简便。然而，

该平台依赖昂贵设备及基于靶向杂交的 mRNA 条形

码，灵敏度较低，至少需 20 ~ 300 个细胞方可进行

测序。

Sheng 等 [37] 提出一种组合索引方法，借助

DNA 条形码抗体和分裂池测序技术量化单细胞蛋

白质丰度。研究中使用 29 个 DNA 条形码抗体染色

10 例血液恶性肿瘤患者临床样本中的外周血单核细

胞（peripheral blood mononuclear cell，PBMC），

经蛋白表达数据聚类分析显示，特定患者的蛋白

丰度与已知病史高度吻合，表明该方法可精准鉴

定致病细胞亚群，在复杂样本（如白血病患者样

本）检测中极具应用潜力。Vistain 等 [38] 开发的邻

近 测 序（proximity sequencing，Prox-seq） 单 细 胞

分析方法，整合单细胞 RNA 测序（single-cell RNA 
sequencing，scRNA-seq）与邻近连接技术（proximity 
ligation assay，PLA），可同时测量细胞外蛋白、蛋

白复合物和 mRNA。通过计数 PLA 产物，不仅能推

断蛋白质丰度、量化基因表达，还可表征不同细胞

类型中未知的蛋白质相互作用。该研究团队设计针

对 38 个免疫细胞标记物的 Prox-seq 探针对，可测量

多达 741 种蛋白质复合物，并在单个 PBMC 中验证

了方法的可行性，将单细胞蛋白复合物检测数量从

个位数提升至数百个，大幅提高蛋白质检测通量。

总体而言，基于免疫核酸标签测序的技术操作

简便，适用于固定后细胞膜蛋白与胞内蛋白检测，

当前研究多聚焦于单细胞多模态分析。但该类技术

普遍存在亚细胞空间信息丢失的问题，需结合成像

等辅助手段以实现单细胞层面的全面分析。

6  基于拉曼光谱的单细胞蛋白分析技术
表面增强拉曼散射（surface-enhanced Raman 

scattering，SERS）基于金、银等纳米结构的表面等

离子体共振效应，可显著增强拉曼信号。当外加电

场作用于金属纳米颗粒（nano-particle，NP）表面时，

激发局部表面等离子体共振，使电磁场在金属表面

高度富集，产生表面增强效应。样品与该效应相互

作用后，可产生强烈的拉曼散射信号，实现高灵敏

度检测。

利用 SERS 进行单细胞蛋白分析最简便的方法

是直接检测细胞裂解物的 SERS 光谱 [39]，但该方法

具有破坏性。为实现活细胞检测，Hossain 等 [40] 尝

试将 NP 导入细胞，然而 NP 存在均匀性差、重复性

低及细胞毒性等问题，无法用于细胞长期监测。  
针对上述局限性，Wen 等 [41] 开发了单细胞等

离子体免疫夹心法（single-cell plasmonic immuno-
sandwich assay，scPISA），该技术整合体内免疫亲
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和提取与 SERS，能够定量检测单个活细胞内的信

号蛋白及蛋白复合物，其拉曼强度与蛋白丰度呈正

相关，可实时评估单细胞水平蛋白表达动态变化。

scPISA 具有超高灵敏度，可在单分子水平检测低拷

贝数蛋白，仅需约 60 个细胞即可完成检测，且检测

耗时短（15 分钟内）。研究团队以凋亡通路相关蛋

白细胞色素 c 和半胱天冬酶-3 为标志物，利用该方

法对放线菌素 D、星形孢菌素、二甲双胍等细胞毒

性药物进行体外评估，结果与传统方法一致。  
为提升蛋白检测通量，Wen 等 [42] 进一步合成了

具有明显区分特征峰的拉曼报告分子，开发出多重

单细胞等离子免疫夹心法。该方法可同时检测单个

活细胞内多种（最多 5种）细胞质和细胞核信号蛋白，

能够在 10 ~ 24 小时的长时间尺度下，动态解析单细

胞内表皮生长因子受体 /磷脂酰肌醇 3-激酶信号通

路调控机制及其对细胞迁移的影响，为揭示不同迁

移表型的分子机制提供了技术支持。

Zhang 等 [43] 提出了一种使用微芯片的电穿孔辅

助表面增强拉曼散射方法，将细胞定位、电穿孔和

SERS检测集成于同一微芯片，实现对单个活细胞内、

外分子的无标记、无创和连续检测。通过对阿霉素

处理的耐药及非耐药 MCF-7 和 MDA-MB-231 细胞

进行 24 小时连续动态监测，该技术成功阐明了 2 种

不同耐药乳腺癌细胞系药物治疗的分子机制。

基于 SERS 的单细胞蛋白分析技术突破了传统裂

解或固定细胞检测的限制，可实时动态监测活细胞内

蛋白表达变化，支持多次重复取样且不损伤细胞，适

用于细胞各部位蛋白质检测，检测速度快（分钟级），

有效弥补了其他方法难以分析活细胞靶标动态变化

的缺陷。然而，该技术仍存在局限性，如无法获取蛋

白质空间分布信息，检测通量有待进一步提升。

上述各技术及相关应用详见表 1。

表 1  单细胞蛋白质检测技术及其应用

Table 1  Single-cell protein detection techniques and their applications

技术平台 方法 优缺点 适用范围 应用 参考文献

蛋白印迹 scIB-MIBI-TOF 40 重；高选择性；破坏性；丢失空间
信息

裂解细胞；膜蛋白和胞
内蛋白

免疫细胞和耐药相关蛋白
检测，预测肿瘤耐药性

[12]

微流控 scPILOT 通量低；超灵敏（1~1 500 个拷贝数蛋
白）；样本量低（50 pL）；设备要求高；
成本高；丢失空间信息

裂解细胞；膜蛋白和胞
内蛋白

研究乳腺癌细胞异质性 [17]

质谱流式细
胞术

SMC 31重；背景低；破坏性；丢失空间信息；
回收率低

裂解细胞；膜蛋白和胞
内蛋白

诊断原发性骨髓瘤 [21]

IMC 32 重，最高可达 100 重以上；保留空
间信息；扫描速度快；技术要求高

固定细胞；膜蛋白和胞
内蛋白

揭示肝癌肿瘤微环境 [22]

显微成像 Immuno-SABER 32 重；灵敏度高；保留空间信息；数
据处理复杂

固定细胞；膜蛋白和胞
内蛋白

区分不同细胞表型 [29]

π-FISH 4 重；灵敏度高；特异性好；信噪比高；
保留空间信息；图像处理要求较高

固定细胞；DNA，RNA
和蛋白质

检测 THP-1 细胞中的染
色体异位

[32]

高通量测序 DSP 44 重；保留空间信息；仪器自动化；
灵敏度低；设备昂贵

固定细胞；蛋白质和
RNA

揭示黑色素瘤免疫疗法的
作用机制

[36]

Prox-seq 741 重；不能保留空间信息 裂解细胞；膜蛋白、胞
内蛋白、分泌蛋白

表征 PPI [37]

拉曼散射 scPISA 5 重；超灵敏；保留空间信息；可连续
动态监测

活细胞；胞内蛋白 评价抗癌药物疗效 [40]

scIB-MIBI-TOF：multiplexed ion beam imaging by time-of-flight of single-cell immunoblotting（基于飞行时间多路离子束成像的单细胞免
疫印迹技术）；scPILOT：single-cell picoliter liquid operating technology（单细胞皮升液体操作技术）；SMC：suspension mass cytometry 
（悬浮质谱流式细胞术）；IMC：imaging mass cytometry（成像质谱流式细胞术）；Immuno-SABER：immunostaining with signal 
amplification by exchange reaction（通过交换反应信号放大的免疫染色）；π-FISH：π-fluorescence in situ hybridization（π-荧光原位杂交）；
DSP：digital spatial analysis（数字空间分析）；Prox-seq：proximity sequencing（邻近测序）；PPI：protein-protein interaction（蛋白-蛋
白相互作用）；scPISA：single-cell plasmonic immunosandwich assay（单细胞等离子体免疫夹心法）

7  总结与展望
基于免疫的检测方法高度依赖抗体的特异性与

亲和力，但市售抗体质量参差不齐，导致检测过程

中脱靶效应难以避免；同时，抗体易与其他类似蛋

白质发生交叉反应，造成非特异性结合，降低信噪比，

过高的背景信号会掩盖靶蛋白信号，因此亟需开发

高亲和力且无交叉反应的抗体。此外，实际样本中，

许多低丰度蛋白（如信号通路相关磷酸化蛋白）虽

在细胞生命活动中发挥关键作用，但其检测面临灵

敏度不足的难题。在复杂生物样品中，多种蛋白质

协同作用，单一信号蛋白的变化会间接影响其他信

号蛋白表达，通过分析多种蛋白表达变化可获取更

多信息，因此开发高通量蛋白质检测方法成为当前

研究的重要方向。
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目前，单细胞蛋白检测技术已应用于蛋白质相

互作用表征、肿瘤异质性与耐药机制研究、癌症治

疗监测、高通量药物筛选等多个药理学研究领域，

但大多仍处于基础研究阶段。主要原因在于，该技

术对专业检测人员依赖性强，且所需设备昂贵，严

重制约了实际应用推广。因此，研发高特异性、高

灵敏度、高通量且低成本的单细胞蛋白质免疫检测

技术，成为科研人员的重要目标。此外，单细胞数

据具有高维、复杂的特点，实现其与深度学习模型

的有效结合，以达成数据分析自动化，也是亟待攻

克的难题。同时，单细胞多组学技术的整合联用，

将是未来单细胞分析技术的重要发展方向。
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