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摘　要：质谱 (mass spectrometry) 是一种将分子离子化并根据其质荷比 (m/z) 进行分离和检测的分析技术，

可对物质进行精确的定性和定量。质谱技术应用于生物大分子尤其是蛋白质分析，形成了生物质谱的技术

体系。可以说，生物质谱技术发展的很多里程碑是以蛋白质研究挑战为核心驱动力的，生物质谱技术的每

一次突破，也加深了研究者对蛋白质结构和行为的理解。本文将对蛋白质研究驱动的生物质谱技术做一概述，

包括质谱技术的发展历史和技术框架、生物质谱技术的前沿进展、生物质谱技术应用热点和趋势以及我国

生物质谱技术的发展。
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Protein research-driven biological mass spectrometry
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Abstract: Mass spectrometry is an analytical technique that ionizes molecules, then separates and detects them 
according to their mass-charge ratio, which can accurately characterize and quantify substances. Biological mass 
spectrometry technology is now widely applied to the analysis of biological macromolecules, especially proteins. 
Many milestones in the development of biological mass spectrometry are driven by protein research challenges. 
Every breakthrough in biological mass spectrometry technology has deepened the understanding of the structure 
and behavior of proteins. This review will give a description of protein research-driven biological mass spectrometry 
technology, including the history and technical framework of mass spectrometry, the frontier progress of biological 
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质谱 (mass spectrometry) 是一种将分子离子化

并根据其质荷比 (m/z) 进行分离和检测的分析技术。

质谱技术工作流程可分为几个主要步骤 ： (1) 离
子化 ；(2) 离子传输 ；(3) 离子碎裂 ；(4) 质量分析 ；

(5) 检测。质谱仪通常由以下几个核心部件组成 ：

(1) 离子源 ( 主要有电喷雾离子化、基质辅助激光

解吸离子化 ) ；(2) 离子传输和质量分析器 ( 主要有

四极杆、飞行时间、离子阱等 ) ；(3) 检测器 ( 包括

电子倍增器、微通道板等 ) ；(4) 真空系统 ( 机械泵、

分子涡轮泵等 ) ；(5) 电子控制与数据处理系统 ( 控
制软件、谱图解析软件等 ) ；(6) 离子碰撞池 ( 对于

复杂分子如蛋白质和多肽，需要将离子进一步碎裂，

获得碎片信号，进行结构解析 )。分子质量是所有

物质固有和特异的属性，只要能将物质离子化，质

谱就能对其进行定性，同时质谱对离子的检测是浓

度依赖的，提供了定量信息，因此质谱技术对物质

的定性和定量能力是无可替代的。

如果回溯质谱技术的发展历史，我们会发现，

在物理学的世纪 ——20 世纪，在伟大的 1905 年，

爱因斯坦在瑞士发表了相对论。与此同时，在欧洲

海峡对面的英国剑桥卡文迪许实验室，汤姆逊开始

研究阳极射线，他发现放电管中的氖在电磁场作用

下，会出现两条阳射线抛物线，随后阿斯顿加入卡

文迪许实验室，制作了最初的阳离子偏转器，证实

了同位素的存在，这是质谱仪的雏形
[1]，这一起步

迄今约 120 年。在这 120 年中，科学家们不断激发

各种分子成为带电离子，在电磁场中运动，进而被

分辨和检测。

在质谱技术发明后的近 80 年里，大部分应用

是针对小分子的，如今对于无机和有机小分子的应

用仍非常广泛，在生命科学中，也独立衍生出代谢

组学这一分支。然而，在此起彼伏的技术浪潮中，

最令人激动的还是质谱技术应用于生物大分子，尤

其是蛋白质。因为蛋白质本身的复杂性和动态性，

对技术的分辨率、准确度、覆盖率、灵敏度有不同

层次的要求。依据 PubMed 数据统计，从 1980 年到

2024 年，每隔 5 年以 mass spectrometry 为关键词查

询，检索得到的文章数量从 994 篇增长到 27 732 篇；

若以 protein mass spectrometry 查询，文章数量则从

113 篇增加到 10 342 篇，无论是增长速度还是占比，

蛋白质相关研究都超过其他应用 ( 图 1)。
可以说，生物质谱技术发展的很多里程碑是以

蛋白质研究挑战为核心驱动力的，生物质谱技术的

每一次突破，也加深了研究者对蛋白质结构和行为

图1  每隔五年以mass spectrometry和protein mass spectrometry为关键词检索得到的论文数量

统计图(1980—2024年)(PubMed)
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的理解。目前关于质谱技术的综述资源已非常丰富，

读者可以借助各种途径获得相关知识。以下仅对蛋

白质研究驱动的生物质谱技术做一概述。

1　生物质谱技术的前沿进展

1.1　离子化与离子淌度技术

早期的离子化技术，通常采用电子轰击，这种

所谓“硬”离子化方法，对于蛋白质或多肽这样连

接键较弱的分子，往往过度碎裂而丢失了序列信息，

因此质谱技术在其诞生后 80 年的时间里，对生物

大分子的应用非常有限。1984 年，John Fenn 发明

了电喷雾方法 (electrospray ionization, ESI)，1985 年

田中耕一发明了基质辅助激光解析离子化方法

(matrix-assisted laser desorption ionization, MALDI)，
这两种被称为“软”离子化方法

[2-3]，对大分子尤

其是蛋白质兼容，从此打开了生物质谱技术的大门，

而这两位卓越的开拓者，也在 2002 年获得了诺贝

尔化学奖。

针对生物大分子尤其是蛋白质，ESI 和 MALDI
一直是主流的离子化方法。质谱前一定的液相色谱

分离可提高灵敏度和分辨率，液相色谱 - 电喷雾离

子化联用是有效的分离分析平台。为进一步提高灵

敏度，还将纳升级流速的液相色谱与纳升喷雾相连。

早期的液相进样往往在变性条件 ( 如反相色谱中的

乙腈洗脱 ) 下，蛋白质的空间结构基本不会保留。

为了解析蛋白质构象，发展了非变性质谱 (native 
MS)，即在接近生理条件下，蛋白质或蛋白质复合

物进入电喷雾进行分析，其关键点是液相缓冲液既

能保持蛋白质的构象，又不抑制电喷雾的效率。这

一方法在蛋白质 ( 如抗体药物 ) 和蛋白质 - 药物复

合物的结构解析中发挥重要作用
 [4]。在复杂体系中，

分子通过液相分离和离子化以后，仍然可能是混合

物，此时已进入气相环境，在此条件下，添加电场

驱动离子按一定规律迁移，称为离子淌度 (ion 
mobility)，从而进一步分离不同特性的离子，此方

法相当于增加了一个维度的分离和信息，有助于复

杂体系难以分辨的物质比如同分异构体或翻译后修

饰的解析
[5-6]。在 ESI 离子化相关技术大规模应用

于蛋白质尤其是蛋白质组研究时，MALDI 因其适

用于固体样本，也很快找到了最合适的应用场

景 —— 质谱成像，将组织切片置于 MALDI 离子源，

在激光激发下，部分分子离子化后，进行分子空间

分布定量，目前成为空间蛋白质组学的一种关键技

术
[7]。ESI 和 MALDI 都是在真空环境下工作，近

年来，常压离子化技术 (ambient ionization) 的开发

试图在自然大气压环境下完成离子化，比如解吸电

喷雾离子化 (desorption electrospray ionization, DESI)
等 [8]，这类技术能快速有效地进行组织原位分析，

在蛋白质质量成像等领域有应用潜力。

1.2　新型碰撞技术与Top-Down技术

仅仅是检测蛋白质或多肽的分子量仍然不够，

因为氨基酸的序列信息才是蛋白质或多肽的真正密

码。研究者进一步针对蛋白质或多肽，在离子化至

检测器的运动路程上，设计了碰撞室 (collision 
cell)，把蛋白质或多肽通过各种方法碎裂。完整分

子量测定是一级质谱，测定的分子离子称为母离子

(parent ion)。碰撞后的片段分子量测定是二级质谱，

测定的片段离子称为子离子 (daughter ion)。具备一

级质谱和二级质谱功能的技术称为串联质谱技术

(tandem mass spectrometry)。至此，蛋白质或多肽

的完整分子量、碎裂片段的分子量都可以被检测到，

从而实现了定性。当然，如果蛋白质序列上出现修

饰 ( 如磷酸化、糖基化 )，相应片段的质量会发生

偏移，从而被质谱捕捉。碰撞碎裂方式有：惰性气

体介导的碰撞诱导解离 (collision induced dissociation, 
CID)和高能碰撞解离 (high-energy dissociation, HCD)、
电子碰撞诱导解离 (electron capture dissociation, ECD
和 electron transfer dissociation, ETD)、光子碰撞诱

导解离包括紫外光解离 (ultraviolet photodissociation， 
UVPD)和红外多光子解离 (infrared multiphotodissociation, 
IRMPD) 等。这些碎裂方式各有偏好性，在肽链中

产生不同位置断裂的片段 [9]。另外，随着对整体蛋

白质序列分析的需求增加，发展了自上而下 (Top-
Down) 方法 [10]，即不进行蛋白质酶解，直接测定分

子量和序列，这自然需要更强或更复杂的碎裂方法，

一般会采用电子诱导解离或者光子诱导解离 [11]。自

上而下 (Top-Down) 方法与前述的非变性进样方式

结合，在解析蛋白质 - 小分子相互作用等方面很有

发展潜力 [12]。

1.3　高分辨质量分析技术

质量分析器的作用就是使得不同离子按一定规

律得到分离，质谱的分辨率是一个重要的性能参数。

常用的质量分析器包括四极杆 (Quatrople)、离子阱

(Ion trap)、飞行时间 (TOF)、轨道阱 (Orbitrap)、傅

里叶回旋共振 (FTICR) 等类型 [13]。对于蛋白质这种

长链化合物，分子量越大，多样性越高，所需要的

分辨率就越高。早期的高分辨质谱主要是磁质谱和

傅里叶回旋共振 (FTICR) 质谱，但这类质谱的质量
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分析器造价和维护成本高，难以广泛使用。在 21
世纪初，蛋白质组研究推进之时，对通用小型化高

分辨仪器的需求日益凸显。2005年，赛默飞 (Thermo)
公司的轨道阱分析器问世 [14]，它既具有高分辨能力，

又小型化而便于使用，成为生物质谱仪史上划时代

的技术。此后 20 年，轨道阱分析器相关技术不断升

级，发展到 100K~500K 分辨率水平。飞行时间分析

器也有完成高分辨的能力，理论上飞行管越长，分

辨率就越高，但这无疑增加空间和控制上的困难。

近年来，采用反射技术缩小尺寸，并在飞行管的温度

稳定性上有一系列改进，使得 TOF 与轨道阱分析器

并驾齐驱，可完成复杂体系的蛋白质非靶向定性和

定量，形成了目前主流的高分辨生物质谱技术。三

重四极杆虽然分辨率不高，但因其灵敏度和选择性

的优势，在蛋白质和多肽靶向定量方面占有一席之地。

1.4　质谱谱图采集和解析技术

由于质谱检测的质荷比范围有限，通常通过蛋

白酶如胰蛋白酶将蛋白质切成小的多肽片段，每

个肽段的定性完成后也就完成了蛋白质的定性，这

一流程称为“bottom-up”—— 自下而上。早期质

谱碎裂产生二级谱图方法主要是数据依赖采集

(data-dependent acquisition, DDA)。也就是说，丰度

高的离子先被捕获和碎裂得到二级谱图，然后再

依次按丰度捕获其他离子。这种方式会带来一个问

题，就是在蛋白质组复杂体系中，低丰度肽段难以

捕获。近年来，针对这一难题，发展了非数据依赖

采集 (data-independent acquisition, DIA)，即根据质

荷比的窗口进行谱图采集，这样不仅兼顾了高丰度

和低丰度肽段，还使得实验间的定性和定量重复性

得以改善 [15]。在复杂体系中，非数据依赖采集的窗

口越小，速度越快，分辨率也就越高。因此，质谱

仪的扫描速度也一再突破极限，目前已有超过 200
赫兹扫描速度的高分辨质谱仪出现，为蛋白质组复

杂体系的解析提供强有力的支持 [16]。

采集到肽段质谱谱图后，常用的方法是借助物

种的基因组序列翻译出理论蛋白质数据库，通过质

谱实验谱图和理论谱图的比对，确定多肽乃至蛋白

质的序列。相关流程最关键是控制假阳性和提高匹

配灵敏度。如果没有蛋白质序列的参考数据库，直

接通过谱图进行序列分析，称为“从头测序”(de 
novo sequencing)，这一过程准确度受谱图质量影响

大，准确度不够高 [17]。

1.5　面向蛋白质组复杂体系的质谱技术

20 世纪 90 年代后期，John Yates 发展了鸟枪

法 (Shotgun) 质谱技术，无须分离细胞蛋白质，而

是将其混合物酶解成肽段，通过液相色谱分离后，

再进入质谱进行定性和定量，这一策略很快得以推

广并成为蛋白质组学的主流平台 [18]。在蛋白质组复

杂体系定性和定量需求的驱动下，生物质谱技术开

始在分辨率、灵敏度、扫描速度和准确度方面快速

更新迭代。随着研究的进展，研究者们意识到，蛋

白质组的变化比想象的更多，对这些成分的定性就

是一个挑战。比如已发现的几百种修饰如磷酸化、

泛素化和糖基化等需要进行富集，才能在复杂样本

中被定性和定量 [19]。上千万个单氨基酸多态性位

点 (single amino-acid polymorphism, SAP) 给每个蛋

白质都增加了多样性和动态性，也要求质谱技术进

一步提升其能力 [20]。在复杂性很高的情况下，对每

个蛋白质的氨基酸鉴定的覆盖率会降低，此时，可

采用多酶合一的方法来增加对蛋白质和修饰的覆盖

率 [21]。不同物种、细胞、组织、体液的蛋白质组复

杂性并不相同，比如血浆的蛋白质组种类很多，而

且高丰度蛋白质如白蛋白会抑制低丰度蛋白质的检

测，因此，血浆蛋白质组的研究深度目前还是一个

挑战 [22]。有趣的是，即便在高度混杂的背景情况下，

高分辨质谱仍然能定性到特异肽段，我国科学家借

助质谱技术确定了哈尔滨古人类化石中的蛋白质来

自丹尼索瓦人 [23]，高灵敏度质谱技术发掘了穿越时

空的蛋白质信号，为考古学做出了贡献。在定量水

平，借助 DIA 采集模式可实现高覆盖非靶向定量，

借助稳定同位素标记实现多重定量，借助多反应监

测或平行反应监测完成靶向定量。

1.6　人工智能与生物质谱技术

质谱仪扫描速度的加快，意味着海量图谱的产

生，深度学习和人工智能最先应用的方向即是质谱

谱图解析。比如 DeepSearch 采用 Transformer 提取

肽段和谱图特征，引入对比学习框架，可以在零学

习的情况下完成准确的肽段定性 [24]。针对从头测序

的准确度较低的问题，InstaNovo 基于 Transformer
和扩散模型进行优化，显著提高了从头测序的准确

度，在免疫肽、纳米抗体测序方面提升了性能 [25]，

并拓展到对蛋白质修饰的分析。基于临床或疾病模

型的样本分析会产生大量数据，人工智能辅助的识

别在空间蛋白质组学方面也大有用武之地，PLATO
通过迁移学习重构了空间蛋白质组分布 [26]。“AI for 
Science”虽然刚刚起步，但因其在解决复杂体系问

题和解析大数据方面的能力，必将和质谱技术结合，

在生物医药领域发挥日益重要的作用 [27]。
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2　生物质谱技术应用热点和趋势

2.1　从蛋白质组到蛋白质网络

蛋白质组学的研究深入到细胞层面后，蛋白质

相互作用的研究越来越受到重视。细胞内的蛋白质

不是单个起作用，而是通过与其他分子形成可调控

的分子网络，分子网络的行为决定了最终的细胞行

为。在此，蛋白质组学对质谱技术的要求更上一层，

如何发现和定量蛋白质和其他分子间的相互作用成

为新的研究前沿。由于细胞内的蛋白质与其他分子

的相互作用往往是非共价的，非共价键在电喷雾质

谱中难以保留。此时，化学生物学登场了，研究者

们引入各种活性基团，发展了所谓生物正交反应

(biorthogonal reaction)，借助酶催化或光催化等方法

实现邻近标记 (proximity labeling, PL)，在生理条件

下快速原位标记蛋白质，再用质谱方法鉴定被标记

的蛋白质，从而捕捉蛋白质相互作用或蛋白质亚细

胞器成分 [28-29]。也可采用各种化学交联方法，使蛋

白质和其他分子交联起来，进一步结合质谱进行定

性定量分析，即所谓交联质谱技术 [30](crosslinking 
mass spectrometry, XL-MS)，从而确定蛋白质 - 蛋白

质、蛋白质 - 小分子、蛋白质 -DNA、蛋白质 - 药物

之间的相互作用 [31-33]。目前，这方面的技术刚刚起

步，还面临诸多问题，比如对复杂样本的交联效率、

瞬时相互作用检测的准确性、对复杂数据的解读

能力都有待提高。另一个充分利用质谱技术分析复

杂体系的方向是诸如限制酶切质谱 (limited proteolysis 
mass spectrometry, LiP-MS) 等方法，将小分子与细

胞或组织裂解液孵育，若小分子与蛋白质的某些区

域结合，则酶切行为会发生变化，从而快速筛选出

与小分子相互作用的蛋白质及区域 [34]，其筛选通量

及对复杂体系的兼容度比其他方法更胜一筹。

2.2　从一级结构到高级结构

自生物质谱技术出现以来，大多数工作集中在

对蛋白质一级序列的分析，早期有零星的工作尝试

用质谱技术进行结构生物学研究，比如用氢氘交换

质谱技术 (hydrogen deuterium exchange mass spectrometry, 
HDX-MS) 研究蛋白质构象 [35]，但相比其他结构生

物学方法，质谱技术因对结构解析的精度有限，并

非主流。然而，随着 AlphaFold 的横空出世，结构

生物学的研究重点迅速从静态结构转到动态结构。

人工智能的迅猛发展对数据规模提出要求。质谱技

术因为通量高、速度快、对复杂样本容受度高，能

较好适应上述需求，近两年相关技术得以发展，逐

渐在蛋白质动态结构解析中占据更重要的地位。比

如非变性质谱 (native MS) 分析在保留蛋白质空间结

构的条件下，结合高能碰撞技术，进行序列和构象

解析 [36] ；羟基自由基蛋白质印迹技术 (hydroxyl 
radical protein footprinting, HRPF) 则通过对蛋白质

进行快速氧化标记和检测 [37]，解析蛋白质的构象

变化。蛋白质的群体行为是时间依赖的，即是高度

动态的，比如蛋白质和小分子的结合往往在微秒到

毫秒尺度已经发生和达到稳态，需要结合 HDX、

HRPF、电镜等各种不同时间尺度的方法来解析 [38]。

2.3　从组织到单细胞空间分布

随着质谱仪的扫描速度越来越快，通量越来越

高，研究者们不再满足仅仅在完整组织水平定量蛋

白质组，而是进一步追求揭示蛋白质组织空间定量

分布，甚至单细胞水平的蛋白质组分析。基于蛋白

质标记和电感耦合等离子体飞行时间 (inductively 
coupled plasma TOF, ICP-TOF) 的流式质谱技术可以

实现单细胞靶向蛋白质的定量 [39]。借助激光显微切

割或单细胞分离制备平台，结合更灵敏的质谱检测

技术，单细胞和空间蛋白质组非靶向分析已经不是

梦想 [40]。基于 MALDI 等方法的质谱成像也在分辨

率上达到单细胞水平 [41]。在临床组织上通过显微切

割方法，结合高灵敏度高分辨质谱仪，已实现组织

深度成像分析 (deep visual proteomics, DVP)，此方

法已在遗传性肝病中绘制了单细胞分辨率的蛋白质

毒性图谱 [42]。目前的瓶颈在于质谱的通量还不足以

达到全组织细胞覆盖。一旦解决通量和深度问题，

单细胞空间蛋白质组学研究将大放异彩。

2.4　从实验室到临床

精准医学的提出，把各种组学推到了临床研究

技术的核心位置。以质谱为基础的蛋白质组学在生

物标志物的发现、药物靶标的发现、干预治疗的评

价等方面发挥重要作用。基于质谱定量的蛋白质组、

磷酸化蛋白质组等在肿瘤分子分型中占据核心地

位 [43-44]。我们的工作发现，基于质谱定量的蛋白质 -
磷酸化蛋白质网络药物敏感性判别模型的准确度

优于基因组突变判别。在 CPTAC 计划的支持下，美

国目前已有 30 多种肿瘤组织的蛋白质组被诠释，加

深了对肿瘤特征的了解，并推动了药物研发 [45-46]。

质谱技术直接与临床对接，甚至出现了床边质谱仪，

在手术过程中通过质谱检测，帮助治疗决策 [47]。

3　我国生物质谱技术的发展 

我国的生物质谱技术与国际上较为同步，尤其
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有意思的是，田中耕一第一次用英文发表基质辅助

激光解析离子化的报告就是在中日会议上，可以说

中国科学界在生物质谱技术最早的发展中已有所贡

献。20 世纪 90 年代后期，在中国科学院的支持下，

中国科学院上海生物化学研究所夏其昌研究组引进

了我国最早的液相色谱 - 质谱仪，在这台质谱仪上，

曾嵘等完成了我国最早的蛋白质一级序列分析、蛋

白质二硫键分析、蛋白质糖基化分析等开创性工作。

2000 年左右，中国科学院上海生命科学研究院构建

了蛋白质组研究平台。2005 年，高分辨轨道阱质谱

仪问世，我国第一台仪器即在该平台启用。这些工

作都为后来的蛋白质科学研究 ( 上海 ) 设施的建设

打下了基础。2015 年和 2018 年，蛋白质科学研究

设施在上海和北京分别正式运行，北京设施和上海

设施都配备了很强的生物质谱平台，十年来都取

得了令人赞叹的成绩。其中上海设施的质谱分析系

统已支撑科学家们取得了一系列重要的前沿科技成

果 ( 超过 20 篇 Cell、Nature、Science 论文 )。例如，

2025 年，上海设施质谱系统与上海科技大学王皓鹏

教授合作在 Nature 发表论文，基于质谱修饰分析技

术，发现了免疫检查点 LAG3 的泛素化修饰及其功

能
[48] ；与中国科学院分子细胞科学卓越创新中心童

明汉教授在 Nature 发表论文，基于交联质谱技术，

解析了减数分裂 DSB 形成关键 SPO11-TOP6BL 复

合物的结构特征
[49] ；与上海科技大学水雯箐教授合

作在 Nature Chemical Biology 发表论文，基于氢氘

交换的结构质谱技术，揭示了 GPCR 的结构调控特

征 [50]。北京设施在肝癌蛋白质组研究等方面有所突

破，贺福初教授团队领导启动了国际蛋白质组 pi-
HuB 计划 [51]。不过，我国在质谱仪器研发制造方

面目前较落后，绝大多数蛋白质研究相关质谱仪依

赖进口。

4　总结与展望

图 2 概括了蛋白质研究驱动的质谱技术内涵和

前沿。作为生命功能的主要执行者，蛋白质的多样

性、动态性和网络化恰恰是生命复杂性的基础，随

着技术的进步，目前对蛋白质一级序列和静态空间

结构的解析能力日趋成熟，而蛋白质动态结构解析

这一难题则颇具挑战。此外，细胞内上万种蛋白质

如何通过自组织完成随时空变化的群体行为，还是

一个谜。相比其他研究方法需要纯化的蛋白质，质

谱技术可以分析复杂样本，基于蛋白质标记或交联

与质谱联用的技术也在朝着微秒尺度进步，未来的

质谱技术应是研究蛋白质复杂动态行为的利器。另

一方面，在临床应用中，蛋白质是核心的生物标志

物和药物靶点，未来的质谱技术将更加强调高通量，

可以对大人群进行多时间点的蛋白质定量监测，从

而反映疾病发生发展和干预相关的个性化变化，在

人工智能的辅助下，生物质谱技术将成为支持临床

诊疗的关键技术。

一百多年前，当汤姆逊和阿斯顿使得阳离子偏

图2  蛋白质研究驱动的质谱技术内涵和前沿
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转的时候，他们可能已经预料到这一技术的应用将

深入到分子的各个层面。四十年前，当 Fenn 和田

中耕一发现了适合生物大分子的离子化方式时，应

是欣喜若狂，因为打开生物学的大门将意味着无穷

无尽的可能。十年前，当蛋白质设施开始运行之时，

生物质谱技术已成为蛋白质科学研究的重要工具。

现在，我们将开启下一个和未来更多的十年，在复

杂体系研究、临床研究和人工智能的发展浪潮中，

我们有理由期待，生物质谱技术将应对更多挑战，

也将不断突破边界。
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