
 

·药学前沿·

单细胞蛋白质成像方法进展
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摘　要　单细胞蛋白质的差异化表达及其亚细胞定位同机体的生理状态和病理机制密切相关。单细胞蛋白质原位成像方法

的发展为空间单细胞蛋白质组学研究以及单细胞蛋白图谱绘制提供了强有力的工具。本文对近几年开发的基于抗体有序多

轮孵育的循环免疫荧光成像、基于金属元素标签抗体的质谱成像、基于抗体 DNA 条形码的荧光成像、基于基因编码的荧光蛋

白成像、基于拉曼光谱或 X 射线的光谱成像等单细胞蛋白质成像方法进行了总结，并对它们的成像原理作简要说明。文章重

点关注了这些方法的多重性能、成像分辨率以及信号放大性能，并分析了它们在实际科研和临床工作中的应用特点，希望为

新的单细胞蛋白质成像方法的开发提供参考，并为生物医学和精准医学的发展提供助力。
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Abstract    The  differential  expression  and  subcellular  localization  of  single-cell  proteins  are  closely  related  to
the physiological state and pathological mechanisms of the body. The development of single-cell protein in situ
imaging  methods  provides  powerful  tools  for  spatial  single-cell  proteomics  research  and  single-cell  protein
profiling.  This  article  summarizes  the  single-cell  protein  imaging methods  developed in  recent  years,  including
the  circulating  immunofluorescence  imaging  methods  based  on  ordered  multi-round  antibody  incubation,  mass
spectrometry imaging based on metal element labeled antibodies, fluorescence imaging based on DNA-barcoded
antibody, gene encoded fluorescence protein imaging and spectral imaging based on Raman spectroscopy or X-
ray  spectroscopy,  with  brief  explanation  of  the  imaging principles  of  these  methods.  It  focuses  on the  multiple
performance,  imaging  resolution  and  signal  amplification  performance  of  these  methods,  and  analyzes  their
application  characteristics  in  practical  scientific  research  and  clinical  work,  in  the  hope  of  providing  some
reference  for  the  development  of  more  revolutionary  single-cell  imaging  methods,  and  promoting  the
development of biomedical and precision medicine.
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细胞是人体结构和功能的基本单位，而蛋白质

是细胞内提供结构、传递基因组信息、调节基因表

达、控制信号传导、催化代谢反应和运输物质的基

本生物大分子，是细胞生命活动的主要承担者 [1]。

对蛋白质的结构、功能和含量的研究有助于了解人

体生理结构功能[2]、疾病发生机制[3]、信号调节[4] 等

生物学过程，从而为疾病的诊断和治疗提供依据。

早期的蛋白质分析方法大多在组织水平上开

展研究，以反映一种或多种蛋白质表达的群体平均

特征[5]。然而，细胞异质性研究[6] 表明，即使在同一

来源的培养细胞中，细胞表型也不尽相同。这是由

于尽管人体中的细胞共享几乎相同的基因组，但经

历转录、翻译以及翻译后修饰等过程[7] 之后，其蛋

白质表型往往千差万别，以此来发挥机体多样化的

生物功能。人类细胞图谱计划（human  cell  atlas
project，HCAP）[8] 和人类生物分子图谱计划（human
biomolecular atlas program，  HuBMAP） [9] 强调了相

较于组织水平，单细胞水平的分析可以更加全面地

揭示蛋白质的表达模式。

空间蛋白质组学技术[10] 的发展揭示了蛋白质

受到严格调控的亚细胞定位与机体疾病和健康的

密切关系。在分析蛋白质的表达含量的同时，获取

单细胞蛋白质的空间位置信息有助于对蛋白质生

理功能、疾病发生机制和药物治疗机制进行更加全

面深入的解读。例如，研究发现，人表皮生长因子

受体 2（ human  epidermal  growth  factor  receptor  2，
HER2）蛋白具有核膜和细胞质膜两种定位模式[11]、

中国仓鼠卵巢细胞（CHO细胞系）膜上的白细胞分

化抗原 20（CD20）受体在药物利妥昔单抗处理前后

分别具有二聚体和高阶链状结构[12]。

单细胞蛋白质成像方法[13] 可以将蛋白质的空

间位置和表达量同时可视化，便于直观研究单细胞

蛋白质的功能状态及其与疾病发生的内在关联。

本文对近几年涌现出的单细胞蛋白质成像方法进

行分类总结，并对它们的基本原理和应用优势等作

简要介绍，重点关注了方法的多重性能、成像分辨

率和信号放大性能，以期为新的单细胞蛋白质成像

方法的开发提供参考，并为生物医学和精准医学的

发展提供助力。 

1    基于抗体有序多轮孵育的单细胞蛋白质荧光

成像

抗原抗体结合是单细胞蛋白质外源性成像方

法的核心原理，抗体对靶标蛋白质识别的高特异性

和结合亲和力保证了成像的准确性和选择性[14]。免

疫荧光（immunofluorescence，IF）[15] 方法利用荧光基

团标记的抗体识别单细胞靶标抗原，能够特异性地

成像靶标蛋白质。然而，荧光显微镜有限的通道数

和荧光基团的光谱重叠限制了免疫荧光成像方法

的进一步发展，传统的免疫荧光成像最多只能同时

成像 3~5种蛋白质靶标。因此，研究人员致力于打

破这些限制，开发更高多重的单细胞蛋白质免疫荧

光成像方法。

Gerdes等[16] 提出了多重免疫荧光（multiplexed
tissue immunofluorescence，MxIF）方法，在每轮成像

过后使用碱性氧化化学策略在 15 min内消除花青

基染料荧光，之后再进行下一轮抗体孵育及成像。

该方法为单细胞蛋白质的高通量荧光成像提供

了思路。Lin等 [17] 开发的循环免疫荧光 （ cyclic
immunofluorescence，CycIF）方法（如图 1所示）使用

过氧化氢氧化使荧光基团失去活性，清洗过后再进

行下一轮抗体孵育，以此实现多重成像。该方法对

15种靶标进行了分析，降低了成像成本。Gut等[18]

提出的迭代间接免疫荧光成像（4i）方法，可在同一

细胞样品中实现 40种蛋白质成像，进一步提高了

检测通量。这几种方法均使用了化学反应对荧光

基团进行灭活处理来实现迭代免疫荧光成像。

Mondal等 [19] 介绍了化学可切割荧光抗体

（cleavable fluorescent anti bodies， CFAs）方法（如图 2
所示），使用一种新的叠氮基可切割连接体来连接

抗体与荧光基团，一轮成像结束后，启动化学反应

断裂连接体，清洗去除荧光基团后再进行下一轮免
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疫染色与成像。Ko等[20] 展示的分裂加速荧光团交

换（scission-accelerated fluorophore exchange，SAFE）
方法，利用对生物体无毒的快速生物正交点击化学

反应断裂荧光基团的结构，以此来去除成像后的荧

光基团，实现了对活细胞的多重时空成像。这类方

法是通过分离抗体和成像后的荧光基团来实现迭

代成像。

上述方法利用抗体的多轮孵育迭代成像以及

不同的荧光淬灭方法打破了荧光光谱重叠的限制，

实现了多重免疫荧光成像，加速了免疫荧光成像研

究的进程。然而，抗体的迭代孵育过程非常耗时

（每轮孵育需数小时）；抗体剥离过程可能对单细胞

抗原表位造成潜在的破坏，对多重成像的质量产生

影响；缺少了对于荧光信号的放大，只有使用分辨

率较高的显微镜才能成像，增加了成像成本。 

2    单细胞蛋白质谱成像

质谱法（mass spectrometry，MS）[21] 通过分子电

离和质量分析获得分子的质荷比（m/z）信息，并通过

分子量计算及结构分析来推断待测物的种类。质

谱成像[22] 方法使用离子束或激光对细胞样品进行

逐像素扫描，得到的离子通过质谱仪检测，而后将

质谱仪的检测数据整理重构还原为单细胞蛋白质

的空间表达量图谱。这类方法以质荷比为依据来

区分靶标蛋白质，可以规避样品的生物自发荧光对

成像的背景干扰，显著降低成像的背景信号；样品

扫描和数据采集一次性完成，避免了迭代过程对抗

原表位的潜在损伤；且使用带有不同金属同位素标

签的抗体可以实现对单细胞蛋白质更高多重的成像。

多重离子束成像质谱（multiplexed  ion  beam
imaging，MIBI）[23] 用同位素纯元素金属报告标签标

记的抗体对细胞样品进行免疫孵育（如图 3所示），

然后用二次离子质谱法对样品进行成像。这类方

法可以同时分析 100种靶标蛋白质，且其分辨率可

与高倍光学显微镜所达到的分辨率相媲美。

成像质量细胞术 （ imaging  mass  cytometry，
IMC）[24]（如图 4所示）将稀土金属标签标记的抗体

用于免疫孵育，然后用电感耦合等离子体质谱法对
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其进行激光消融，通过质谱仪分析来获得成像数

据。该方法能达到 1 μm的横向分辨率，且可以对

40多种靶标同时检测。Hosogane等 [25] 将 IMC方

法与 DNA信号扩增的 SABER（signal amplification
by exchange reaction）方法联用来提高成像的灵敏

度，使用稀土金属标签标记的 DNA成像链对单细

胞低丰度靶标蛋白质进行成像，拓宽了 IMC方法的

应用范围。

基质辅助激光解吸/电离（matrix-assisted laser
desorption  ionisation，MALDI） [26] 技术是质谱法中

常用于生物样本分析的一种软电离方式。方法使

用辅助基质与样品表面分子形成共结晶薄膜，基质

从照射到样品表面的激光中吸收能量使样品表面

分子电离，产生分子离子用于质谱仪检测。基于

MALDI的质谱成像不需要使用抗体，是一种无标

记的成像方式。Kompauer等[27] 介绍的大气压基质

辅助激光解吸/电离（MALDI）质谱成像方法，横向

分辨率为 1.4 μm。Niehaus等[28] 的透射模式几何结

构基质辅助激光解吸电离质谱成像（ t-MALDI-
MSI）方法改进了激光照射的透镜结构，获得了小

于 1 µm的像素尺寸，在脑组织中的像素尺寸可达

600 nm。

质谱成像具有高度机械化和自动化的特点，易

于商业化应用。然而，质谱数据采集过程大多需要

在真空条件下进行，方法对于分析环境、仪器设备

及专业操作人员都有较高的要求，这限制了这类方

法的进一步推广。且由于靶标离子化过程中使用

的离子束或激光束的直径限制，目前报道的质谱成

像方法的分辨率停留在微米或亚微米级别，对单细

胞精细结构的成像能力有待提高。 

3    基于抗体 DNA条形码的单细胞蛋白质荧光

成像

DNA碱基配对的可编程性[29] 使其能够用于大

规模的信息传递，把 DNA寡核苷酸单链与抗体结

合起来，通过将 DNA链的序列设计成条形码来区分

不同的抗体，从而进一步区分抗体所对应的靶标蛋

白质。这一思路大幅提高了单细胞蛋白质成像的

通量，部分解决了重复抗体孵育耗时的问题；且能

够引入概率成像模式，有利于成像分辨率的提高。
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Jungmann等[30] 提出的 DNA点积累纳米形貌

成 像 （ points  accumulation  for  imaging  nanoscale
topography，DNA-PAINT）方法，利用 DNA条形码

来实现单细胞蛋白质的高分辨率成像。方法对短

DNA成像链与靶标抗体上 DNA条形码瞬时结合

的过程进行连续监测，获得了小于 30 nm成像分辨

率。Chung等 [31] 进行了 DNA成像链设计的改进，

通过引入类似分子信标的茎环结构和个别碱基对

不匹配，精确控制了成像链的结合动力学，进一步

提高了成像精度和速度，同时减少了背景信号的干

扰。Reinhardt等 [12] 利用双色交换 DNA-PAINT进

一步提高了成像精度（如图 5所示），获得了亚纳米

级的分辨率，可用于单细胞精细结构的准确成像。

然而 DNA-PAINT方法分辨率的提高是以牺牲速

度为代价的，无法满足临床对于单细胞蛋白快速诊

断的需求；方法需使用昂贵的超分辨率显微镜，成

像成本较高，仅适用于对少数靶标的精细成像，在

单细胞蛋白质多重成像方面的应用有限。
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图 5    双色 DNA点积累纳米形貌成像（DNA-PAINT）方法成像原理
 

Wang等 [32] 提 出 的 DNA交 换 成 像 （ DNA
exchange imaging，DEI）方法实现了快速有序的原

位单细胞蛋白质成像。他们利用 DNA条形码标签

偶联的抗体对样本进行免疫孵育，然后使用与条形

码互补配对的 DNA成像链（不同荧光基团修饰）对

不同靶标进行成像。一轮成像结束后，使用缓冲液

快速地解离 DNA成像链（10 min以内），洗涤后再

进行下一轮成像。该方法只需要一次抗体孵育，将

抗体迭代过程替换为耗时更短的 DNA配对及解链

过程，这一设计大幅提高了多重成像的速度。

Goltsev等 [33] 提出的索引共检测（co-detection
by indexing，CODEX）方法（如图 6所示）在一次抗

体孵育之后，利用不同荧光核苷酸 dNTP的原位聚

合实现了快速高多重的单细胞蛋白质成像。该方

法的特点是每轮成像只采集一对 DNA成像链的荧

光信号，适用于分析成对蛋白质的相互作用及其变

化与疾病的关系。

Zhao等 [34] 提出的多路原位标记（multiplex in
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图 6    索引共检测（CODEX）方法成像原理
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situ tagging，MIST）策略，将多色、多周期分子分析

技术与条形码微珠抗体阵列和 DNA编码抗体库相

结合，检测 20种靶标蛋白质，解码只需要使用 3种

荧光颜色、3个连续的漂白和成像周期。该方法引入

了荧光颜色顺序编码，可以快速分析单细胞中数十

到数百种靶标，具有较高的成像通量。Makino等[35]

使用杂交链式反应 （ hybridization  chain  reaction，
HCR） [36] 开发了变色荧光条形码 （ color-changing
fluorescent barcode， CCFB）方法（如图 7所示）。他

们在同一 DNA条形码上杂交了多种颜色的成像链

和对应的荧光淬灭链，条形码最初只呈现一种荧光

颜色。一轮成像过后，置换下荧光淬灭链，呈现出

相邻成像链的荧光颜色。该方法可以一次性杂交

所有 DNA成像链，再依次按顺序变换颜色，实现了

同一靶标的有序颜色变化编码，使得成像通量呈指

数级上升，使用 m 种颜色和 n 次成像可检测 mn 种

靶标，同时进一步提高了成像速度。

这些方法通过对于抗体上 DNA条形码互补配

对的 DNA成像链的信号进行迭代检测，消除了耗

时的多次抗体孵育过程，提高了成像速度和多重

性。然而，这些方法由于没有对抗体上的 DNA条

形码进行信号放大，因此仅适用于对细胞中高表达

的蛋白质进行成像分析，对低丰度靶标蛋白质成像

能力有限。

Saka等 [37] 发明的免疫 -交换反应 （ immuno-
SABER）方法运用引物交换反应（primer exchange
reaction，PER）[38] 对抗体上的 DNA条形码进行扩增

（如图 8所示），通过正交扩增子与 DNA成像链的

互补配对产生 5~180倍的高度多重信号放大。这

种信号放大方法可以将扩增子预先制备好再用于

成像，缩短了成像周期，在提高成像灵敏度的同时

降低了成像成本。但长单链扩增子并非原位生成，

在投入细胞后的靶标识别过程中可能产生非特异

性信号，干扰靶标蛋白质的成像。

滚环扩增（rolling circle amplification，RCA） [39]

是一种等温核酸扩增的技术，利用独特的 DNA聚

合酶（例如 phi 29 DNA聚合酶）在温和的温度条件

下以环状单链 DNA为模板对靶标 DNA单链进行

扩增，得到数百拷贝的长单链扩增子。Söderberg
等[40] 使用 RCA技术在原位对抗体上的 DNA条形
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图 7    变色荧光条形码（CCFB）编码成像原理
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图 8    免疫-交换反应（Immuno-SABER）成像原理
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码进行信号扩增（如图 9所示），观察到了单细胞内

源性蛋白质的相互作用。相较于引物交换反应的

方法，RCA方法更加简便易行，且放大倍数大幅提

高，为单细胞蛋白质多重信号放大成像提供了新的

途径。

Liu等 [41] 利用杂交链式反应（HCR）技术开发

了具有由靶标触发的可逆组装能力的 DNA扩增系

统（如图 10所示），可实现原位 100倍信号放大。

该方法同样可以在原位产生扩增子，且扩增产物

可以在清洗缓冲液中很快解链，加快了循环成像的

速度。

基于抗体和 DNA条形码的单细胞蛋白质荧光

成像方法实现了固定细胞中蛋白质靶标空间位置

和表达量的直观可视化。DNA成像链循环迭代打

破了荧光光谱重叠的限制，DNA条形码可编程和可

扩增的特性将成像通量提高至数十甚至上百种，且

能够产生数百倍的信号放大，成像速度也不断加

快。然而，基于抗体的单细胞蛋白质成像方法适用

于固定细胞的成像，无法用于观测活细胞中的蛋白

质运动以及蛋白表达水平的动态变化。 

4    基因编码的单细胞荧光蛋白成像

1962年，研究人员在水母中发现了荧光明

亮、结构稳定的绿色荧光蛋白（green  fluorescent
protein，GFP）[42]。自此，基于基因编码的荧光蛋白

成像方法成为活细胞生理活动可视化的强大工

具。2008年，诺贝尔化学奖授予了发现和研究绿色

荧光蛋白的 3位科学家，表彰他们为改变活细胞生

物分子成像模式做出的贡献[43]。

Chalfie等 [44] 发现编码绿色荧光蛋白的 DNA
附近存在一段抑制绿色荧光蛋白表达的序列，将这

段序列删除后，他们成功在异源的细菌和蠕虫中获
 

DNA条形码抗体孵育
挂锁探针杂交

挂锁探针连接 滚环扩增成像

图 9    滚环扩增（RCA）成像原理
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图 10    杂交链式反应（HCR）方法成像原理
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得了稳定表达的绿色荧光蛋白。这项研究使得绿

色荧光蛋白在活细胞成像中的应用成为可能。

Tanenbaum等[45] 开发了 SunTag系统，该系统

通过基因工程表达重复多肽阵列，招募多个拷贝的

抗体融合蛋白与之结合。他们成功制备了增强

绿色荧光蛋白（enhanced  green  fluorescent  protein，
EGFP）融合的单链可变片段（single chain variable
fragments，scFv）抗体，其与靶标蛋白共表达的多

拷贝同源肽的结合可以将绿色荧光强度与靶标

蛋白的动态表达关联起来，实现活细胞内靶标

蛋白质的原位信号放大荧光成像。Dufourt等 [46]

使用 SunTag方法对活果蝇胚胎中单个 mRNA
（messenger ribonucleic acid）翻译的时间、位置和动

力学进行了可视化成像（如图 11所示），通过对上

皮-间质转化诱导转录因子 Twist新生多肽的观察，

揭示了 mRNA翻译效率的空间异质性。SunTag方

法允许在活细胞中对靶标蛋白进行动态成像，多拷

贝同源肽的信号放大提高了成像精度。然而，仅使

用绿色荧光蛋白难以对细胞内的多种蛋白质同时

成像，且活细胞中游离的绿色荧光蛋白融合单链可

变片段抗体（EGFP-scFv）也会产生的潜在背景荧

光，干扰对于靶标蛋白质的观察。
  

SunTag标签

核糖体

绿色荧光蛋白融合
单链可变片段抗体

mRNA

5’
3’

图 11    重复多肽阵列 SunTag方法成像原理
 

为了提高荧光蛋白的成像通量，研究人员对

绿色荧光蛋白的结构和发光原理进行了深入研究，

并对其结构进行设计和优化，开发了一系列亮度

更高、成熟更快且不易被光漂白的荧光蛋白变

体，例如：黄色荧光蛋白（YFP） [47]、橙色荧光蛋白

（OFP） [48]、蓝色荧光蛋白（BFP） [49] 以及红色荧光

蛋白（RFP）[50] 等。这些荧光蛋白的开发允许活细胞

内多种蛋白质的正交动态成像，拓展了荧光蛋白

多重成像的应用范围。Qian等[51] 提出的时间多重

成像（temporally multiplexed imaging，TMI）方法利

用可逆光切换荧光蛋白（reversibly photoswitchable
fluorescent proteins，rsFP）的荧光衰减特性实现了单

通道下多种靶标的同时成像，进一步提高了活细胞

蛋白质多重成像性能，可用于细胞内分子信号网络

的动态监测。

Cabantous等 [52] 设计了分裂绿色荧光蛋白系

统，只有当两个分裂体组合成完整的绿色荧光蛋白

时，才能产生荧光。该设计降低了背景荧光对成像

的干扰，提高了成像的灵敏度和特异性。Feng
等[53] 又设计了更为明亮的双色分裂荧光蛋白，为内

源性蛋白之间相互作用网络的成像提供了更多可

能。Sekhon等[54] 开发的适应性开启成熟荧光传感

器（adaptable, turn-on maturation，ATOM）同样利用

了分裂荧光蛋白，将单体（monobody）或纳米体

（nanobody）插入荧光蛋白结构中，只有单体或纳米

体与靶标蛋白的特异性结合能够启动荧光蛋白成

熟，产生荧光。该方法进一步提高了荧光蛋白成像

的特异性和灵敏度。

基因编码的单细胞荧光蛋白成像方法在活细

胞内源性蛋白质成像领域有着独特的优势和广阔

的应用前景，适用于多种胞内生理现象的动态观

察。然而，该方法需要通过生物工程手段让靶标蛋

白融合标签，较为繁琐，并且难以用于临床样本如

肿瘤组织、循环肿瘤细胞的蛋白分析。 

5    单细胞蛋白质光谱成像
 

5.1    拉曼光谱成像

拉曼光谱 [55] 是激光照射样品表面后产生的

波长发生变化的散射光，可以提供样品化学结构、

相和形态、结晶度以及分子相互作用的详细信息。

且相较于荧光光谱成像，拉曼光谱成像是一种无标

记的显微镜成像方法，具有较高的成像分辨率和灵

敏度。

受激拉曼激发荧光（stimulated Raman excited
fluorescence，SREF）[56] 方法是通过受激拉曼泵浦至

中间振动本征态，再上转换至电子荧光态，将振动

共振编码到荧光发射的激发光谱中。该方法利用

窄振动线宽实现了细胞中多重 SREF成像，打破了

荧光的“颜色障碍”，将拉曼光谱与荧光光谱相结

合。因其高灵敏度，无需等离子体增强便可实现全

远场单分子拉曼光谱和成像。

高阶相干反斯托克斯拉曼散射（higher-order
coherent anti-Stokes Raman scattering，HO-CARS）显
微镜[57] 方法研究了高阶非线性光学过程，使用新的
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检测波长实现了高对比度。因此方法具有固有的

高共振与非共振背景比，打破了无标记、超分辨率

振动成像的衍射极限，并可以在活细胞中成像。

表面增强拉曼散射（ surface-enhanced  Raman
scattering，SERS）[58] 利用特殊设计的由金属纳米粒

子、拉曼报告分子、生物相容性保护层和传感层组

成的标签实现信号放大，标签与抗体相结合用于单

细胞蛋白质的成像。通过设计标签的尺寸、形状以

及金属种类等可以实现多重成像。

拉曼光谱成像方法的扫描速度快，灵敏度高，

是一种无损分析方法，可以对 20余种单细胞蛋白

质同时成像。但由于难以与信号放大方法兼容，成

像的灵敏度相较于荧光成像方法还有待提高。 

5.2    X 射线成像

X射线能够无损地穿透细胞样品，具有不同原

子序数的元素在被 X射线激发时会发出特征波长

的荧光。X射线荧光显微镜 （X-ray  fluorescence
microscopy， XFM）成像[59] 方法利用这一特性将样

品中的不同元素可视化，可用于研究从整个生物体

到亚细胞区室的元素分布，具有卓越的空间分辨率

和低至数百个原子的灵敏度。

Kounatidis等 [60] 提出了用于低温生物样品成

像的方案，将 3D结构照明显微镜与同步加速器软

X射线显微镜相结合，可在扰动最小的细胞群中提

供扩展细胞体积内细胞超微结构和分子组织的全

面视图，成像分辨率约 30 nm。

多元素 Z标签 X射线荧光（multielement Z-tag
X-ray fluorescence，MEZ-XRF）成像 [61] 策略使用具

有不同原子序数的元素标签与抗体结合，对细胞样

品免疫孵育后，使用不同直径的 X射线束按一定的

步长扫描样品表面，采集特征荧光后将数据重构还

原为单细胞蛋白质空间信息图谱。该方法利用

DNA条形码与核酸信号放大的 SABER方法兼容，

优化了对低丰度靶标蛋白质的成像方案，获得了成

像灵敏度的进一步提升。

X射线荧光成像方法是一种相对无损的成像

方法，成像之后的样品仍可以用于后续实验处理，

易于与其他成像方法兼容。用于信号采集的样品

中元素固有特征荧光不会因为检测次数增加而衰

减，因此可以对同一样品进行重复多次成像。

光谱成像的方法在室温或低温以及一个标准

大气压条件下分析样品，不需要类似质谱成像方法

中苛刻的真空环境，降低了分析成本。将特殊的金

属标签连接在抗体上对单细胞蛋白质进行拉曼光

谱或 X射线成像，扩展了光谱成像的应用范围，也

为单细胞蛋白质成像提供了新的发展方向。 

6    总结与展望

各种单细胞蛋白质成像方法的特点如表 1所

示。单细胞蛋白质成像技术是单细胞蛋白质组学

研究的重要工具，是解析亚细胞水平上蛋白表达水

平、空间分布、生理药理动态过程、蛋白相互作用

及信号通路研究的不可替代的手段。随着科技进

步，单细胞蛋白质成像方法朝着高通量、高灵敏、高

分辨率以及快速单分子成像的趋势发展，并与基因

组学、转录组学、翻译组学成像方法相结合，发展单

细胞空间多组学成像方法，推进单细胞生物分子图

谱的深入解析。

紧跟单细胞蛋白质成像方法发展的脚步，用于

大规模高通量成像数据处理分析的计算机算法技

术也蓬勃发展。机器学习、深度学习、人工智能技

术的运用为成像数据分析的自动化及精确计算提

供了助力。

总之，单细胞蛋白质成像技术具有较高的分析

通量，可以结合原位信号放大技术以较高的成像

分辨率快速构建蛋白质的空间表达图谱，荧光蛋白
 

表 1    单细胞蛋白质成像方法的特点

分 类 方 法 特 点 应 用

抗体多轮孵育 CycIF、SAFE 外源性荧光、迭代多重 细胞类型识别；活细胞多重成像

质谱成像 MIBI、IMC 高通量、自动化 乳腺癌细胞成像；肿瘤细胞亚群异质性分析

抗体DNA条形码 CCFB、Immuno-SABER 可编程、易扩增、高通量、高灵敏
免疫效应蛋白调节机制研究；
单个β-肌动蛋白成像

基因编码荧光蛋白成像 SunTag、TMI 基因工程，内源性荧光 活细胞蛋白质动态成像

光谱成像 拉曼光谱、X射线成像 无损分析、多路复用 组织细胞成像

CycIF：循环免疫荧光法；SAFE：分裂加速荧光团交换法；MIBI：多重离子束成像质谱法；IMC：成像质量细胞术；CCFB：变色荧光条形码法；
Immuno-SABER：免疫-交换反应法；SunTag：SunTag肽阵列标签法；TMI：时间多重成像法
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成像方法还能够动态监测活细胞蛋白质生命过

程。因此这些技术在药理药效研究、临床疾病诊断

筛查等方面具有广阔的应用前景，值得进一步研究

和开发。开发快速、高多重、高分辨的成像方法，配

合适用于多种分析模式的图像数据处理算法，尽快

将现有的成像方法应用于临床是未来单细胞蛋白

质成像方法发展的落脚点，也是科学家们共同努力

的方向。
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