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摘要 本文系统综述了质谱技术在抗体组学研究中的应用进展，探讨了其技术优势、应用场景与当前挑战。抗体的多样性

不仅源于基因重组与体细胞超突变等机制，更体现在蛋白质层面的翻译后修饰及结构异质性。近年来，B细胞受体（BCR）

测序虽能追踪抗体基因的重组路径，但难以反映实际分泌抗体的功能状态。因此，质谱技术凭借高灵敏度和高分辨率，能

在蛋白质层面进行直接解析，已成为抗体研究的核心分析手段。基于质谱的抗体蛋白质组学测序（Ab-Seq）技术，主要包

括依赖参考数据库的自下而上（bottom-up）、自中而下（middle-down）和自上而下（top-down）方法，以及不依赖参考数

据库的从头（de novo）测序技术，实现了从肽段、结构域到完整抗体分子的多层次、高精度表征。本文系统梳理了各类质

谱分析策略的技术原理、应用场景与发展动态，并剖析了各自的优势与局限。进一步提出整合BCR-seq与Ab-seq的协同分

析策略，通过构建基因-蛋白质关联图谱，为抗体组的研究、抗体药物的结构解析与疫苗效力评估提供有力的研究工具。
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抗体作为适应性免疫系统的关键效应分子，通

过基因重组、体细胞超突变和克隆选择等机制可产

生超过1012种抗体［1］，这些数量惊人的抗体构成了

生物体应对病原体入侵的特异性防御屏障，这种多

样性不仅体现在抗原结合位点的结构变异上，更反

映在抗体分子糖基化、磷酸化等翻译后修饰（post-

translational modifications， PTMs） 的 动 态 调

控上［2-5］。

近年来，随着测序技术的发展，B 细胞受体

（B cell receptor，BCR）测序已实现对BCR基因组

的系统性解码，能够追踪抗体基因的V（D）J重组

路径、体细胞超突变模式及克隆演化路径等［6-8］。

然而，抗体分为膜型抗体和分泌型抗体，膜型抗体

表达在B细胞表面，参与抗原识别和B细胞激活，

分泌型抗体是B细胞激活后分泌的可溶性蛋白质，

主要存在于血清、组织液和黏膜分泌液中［9］，仅

凭基因序列难以完全反映抗体的真实功能状态，基

因测序技术仅能捕获抗体多样性的“基因蓝图”，

无法揭示其PTMs、空间构象稳定性及抗原结合活

性等关键功能属性，这制约了抗体组库研究的临床

应用转化。

质谱技术凭借其高灵敏度、高分辨率以及强大

的定性和定量能力，已成为抗体研究不可或缺的核

心工具［10］。随着离子化技术的持续发展与轨道阱

（Orbitrap）等高精度质量分析器的广泛应用，结合

不断完善的生物信息学算法，高分辨质谱技术显著

提升了对血清抗体的解析能力，已成为抗体药物结

构特异性表征的关键支撑手段。该技术能够直接在

蛋白质层面进行分析，从而精准鉴定抗体蛋白的完

整氨基酸序列，特别是其关键的可变区（variable 

region，V区）特征，这对于理解抗体多样性及特

异性结合机制至关重要。其次，质谱技术能全面解

析抗体上的多种PTMs，如糖基化、氧化、磷酸化
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和泛素化等，准确识别这些修饰的位点及丰度分

布，揭示其对蛋白质功能、稳定性及相互作用的调

控作用，为抗体功能研究提供直接的分子证据，有

效弥补了基因序列信息与实际蛋白质状态之间的

偏差［11-13］。

通过同步获取BCR测序的基因重组特征、质

谱解析的蛋白质修饰谱组数据，能够系统阐明抗体

多样性产生的分子机制，这种基因-蛋白质-功能的

多维关联分析，为抗体组研究、抗体药物的结构解

析与疫苗效力评估提供了有力的研究工具。近年

来，抗体序列结构及功能等方面已取得诸多进展，

随着质谱技术的持续发展，抗体的研发技术不断提

升，已经发展出依赖参考数据库的自下而上

（bottom-up）、自中而下（middle-down）和自上而

下 （top-down），以及不依赖参考数据库的从头

（de novo）测序等研究方法。本文针对这些质谱技

术对抗体组学研究应用及最新进展进行分析和总

结，探讨其技术优势、应用场景及当前面临的挑

战，以期为未来的抗体研究提供指导和参考。

1　抗体的基本结构

抗体的精密结构是解析免疫机制的关键，通常

抗体是 Y 型结构（图 1），其 Y 形结构通过二硫键

将两条相同的重链 （heavy chain，H 链） 和轻链

（light chain，L链）连接起来，每条链分为V区和

恒定区（constant region，C区）。

1.1　可变区（V区）：抗原识别的分子基础与表征

难点

V区位于L链靠近N端的1/2（约含108~111个

氨基酸残基）和H链靠近N端 1/5或 1/4 （约含 118

个氨基酸残基），包含 4 个框架区 （franwork 

region，FR） 和 3 个互补决定区 （complementarity 

determining region， CDR）， V 区 L 链 （VL） 的

CDR在24~34、50~56、89~97氨基酸位置，V区H

链 （VH） 的 CDR 在 31~35、50~56、95~102 氨基

酸位置。V区的多样性由V（D）J基因重排、体细胞

高频突变 （somatic hypermutation，SHM） 和 N 区

插入等机制产生，其中CDR3的多样性最高，直接

决定抗原结合的特异性［14-15］。这种特性使得传统结

构生物学方法（如X射线晶体学）难以高通量、全

面地捕获其天然溶液状态下的构象分布及细微的化

学修饰（如CDR区发生的氧化），从而构成了对其

功能关键区域进行精准结构表征的首要挑战。

1.2　恒定区（C区）：效应功能的调控中心与修饰

复杂性

C区位于L链靠近C端的1/2（约含105个氨基

酸残基）和H链靠近C端的3/4区域或4/5区域（约

从 119 位氨基酸至 C 端），决定抗体的效应功能。

根据重链 C 区的不同，抗体可分为 IgA、 IgG、

IgM、IgD和 IgE，对应α、γ、μ、δ、ε五种不同类

型H链，各类别在免疫应答中发挥不同作用。其中

IgG因高丰度、长半衰期及强中和能力成为治疗性

抗体的主要形式，IgG进一步分为4个亚类（IgG1、

IgG2、IgG3、IgG4），其铰链区结构差异影响功能

特异性［16］。尤为重要的是，Fc 段存在多种 PTMs

（如糖基化、氧化、脱酰胺等），不同类别和亚类之

间，甚至同一亚类内的修饰模式都可能存在差异，

直接影响抗体的稳定性、半衰期和效应功能。这种

PTMs的复杂异质性，对分析技术的分辨率、灵敏

度及定量准确性提出了极致要求，是抗体质控与功

能研究中的又一核心表征难题。

1.3　铰链区：结构域模块化分析与酶切工具

连接Fab与Fc的铰链区（hinge region）构象十

分灵活，使抗原结合区域能够在空间上自由移动，

更加有效地结合不同位置的抗原。铰链区可被木瓜

蛋白酶、胃蛋白酶这两种非特异性酶切割形成Fab 

段（抗原结合区）和Fc段（效应功能区），Fab段

通过CDRs识别抗原表位，而Fc段则激活补体系统

或介导抗体依赖性细胞毒性［17-18］。除木瓜蛋白酶和

胃蛋白酶外，还有不少特异性酶能把抗体分成Fab

段和Fc段［19］。它们的主要差别在于，不同的酶在

抗体铰链区的切割位置不一样，这会影响到 Fab、

F（ab'）2和Fc片段的大小（表1）［20-26］。这些酶切工

具不仅为研究抗体各结构域的独立功能提供了手

段，更重要的是，它们为质谱的自中而下（分析~

25 ku片段）和自上而下（分析完整分子）策略提

供了关键的样品预处理方法，使得针对完整抗体或

其 大 片 段 的 结 构 与 修 饰 进 行 直 接 分 析 成 为

可能［24，27-29］。



·842· 2026；53（4）生物化学与生物物理进展  Prog. Biochem. Biophys.

2　基于质谱的抗体组分析技术

抗体组的高效分析在很大程度上取决于样品前

处理的质量，尤其是目标抗体的有效分离与富集。

由于血清、血浆或黏膜分泌物等生物样本中的抗体

库组成复杂，包含多种同种型 （如 IgG、 IgA、

Table 1　Antibody hinge region cleaving enzyme
表1　抗体铰链区裂解酶

蛋白酶名称

木瓜蛋白酶

胃蛋白酶

IdeS (FabRICATOR®)

IdeZ (FabRICATOR®Z)

SpeB (FabULOUSTM)

OgpA (OpeRATOR®)

IgdE (FabALACTICA®)

BdpK (FabDELLO)

Kgp (GingisKHAN®)

IgMBRAZORTM

靶抗体类型

IgG

IgG

IgG

IgG

IgG

IgA1

IgG1

IgG1

IgG1

IgM

切割位点

铰链区

铰链区

铰链区下方（CPPCPAPELLG/GPSV）

铰链区下方（CPPCPAPELLG/GPSV）

铰链区上方（KTHT/CPPCPAPE）

O-糖基化铰链区裂解

铰链区上方（KSCDKT/HTCPPC）

铰链区上方（KSCDK/THTCPPCP）

铰链区上方（KSCDK/THTCPPC）

IgM铰链区

来源

番木瓜（Carica papaya）

胃黏膜（Gastric mucosa）

酿脓链球菌

（Streptococcus pyogenes）

马链球菌兽疫亚种

（Streptococcus equi SSP. zooepidemicus）

酿脓链球菌（Streptococcus pyogenes）

肺炎链球菌

（Streptococcus pneumoniae）

无乳链球菌（Streptococcus agalactiae）

蛭弧菌（Bdellovibrio bacteriovorus）

牙龈卟啉单胞菌（Porphyromonas gingivalis）

NA
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Fig. 1　Schematic diagram of the structure of IgG antibodies and their subclasses
图1　IgG抗体结构及其亚类示意图

IgG抗体结构示意图及其4种亚类。上：IgG分子由两条重链（蓝）和两条轻链（紫）组成Y形结构，经蛋白酶切割后产生两个Fab段（抗原

结合区）和一个Fc段（效应功能区）；可变区（VH和VL）包含框架区（FR1~FR4）和互补决定区（CDR1~CDR3），负责抗原结合。下：人

IgG1~IgG4四种亚类，主要差异在于铰链区长度。
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IgM）及其亚类，因此在质谱分析前需采用高特异

性的亲和纯化方法以降低背景干扰并获得高质量数

据。样品前处理不仅影响后续质谱检测的灵敏度和

准确性，更是实现精准定量的关键。目前常用的策

略包括利用 Protein A/G与抗体 Fc区结合，或使用

Protein L 特异性识别 kappa 链的 Fab 区，从而实现

对不同类别或结构域抗体的选择性富集［30-31］（表

2），此外，Protein G除可用于完整 IgG的富集外，

在某些条件下也可用于Fab片段的捕获。值得注意

的是，不同物种及抗体亚类与各类亲和配体的结合

特性存在显著差异，例如：人类 IgG1、 IgG2 和

IgG4与Protein G结合较强，而 IgG3则较弱；小鼠

总 IgG 及 IgG1、IgG2a、IgG2b 等多通过 Protein A

进行有效捕获。这些方法的选择需综合考虑抗体物

种来源、亚类分布及研究目标，以确保在降低非特

异性吸附的同时，最大程度保留目标抗体的结构完

整性与生物活性。

在获得高纯度抗体样品后，可进一步通过酶切

等处理将其转化为肽段混合物，并通过液相色谱-

串 联 质 谱 （liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry，LC-MS/MS）进行系统表征。基于质

谱的抗体组分析技术能够实现抗体V区与C区序列

的高通量解析，并同时鉴定糖基化、氧化等多种

PTMs的位点与程度。通过整合定量信息，该技术

可全面揭示不同抗体亚类的分布、特异性抗体的动

态变化以及结构异质性对抗体功能的影响，从而在

系统水平上阐明抗体组的组成与功能关联。

Table 2　The affinity of Protein A, Protein G, and Protein L for antibodies from different species[30-31]

表2　Protein A, Protein G, Protein L对不同种属抗体的亲和能力[30-31]

人类

小鼠

大鼠

山羊

绵羊

兔子

马

牛

豚鼠

猪

总IgG

IgG1

IgG2

IgG3

IgG4

IgM

IgD

IgA

总IgG

IgG1

IgG2a、2b

IgG3

IgM

总IgG

IgG1

IgG2a

IgG2b

IgG2c

总IgG

IgG1

IgG2

总IgG

IgG1

IgG2

总IgG

总IgG

总IgG

总IgG

总IgG
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+
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+
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+++

+

+

+

-
-

+++

+

+

+

+

+

+++
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+
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+++

+++
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+++
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+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

-
-
-
-
-
-
+

NA

-
NA

+++

种属 抗体类型 Protein A Protein G Protein L（kappa）链
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狗

猫

鸡

总IgG

总IgG

总IgY

+++

+++

-

-
-
-

NA

NA

-

续表2

种属 抗体类型 Protein A Protein G Protein L（kappa）链

+结合，-不结合，NA无数据。

现有两种策略。一种是依赖参考数据库的策

略：包括自下而上、自中而下和自上而下这三种方

式（图 2）；二是不依赖参考数据库的策略：从头

测序技术，直接从抗体蛋白的氨基酸序列出发，尤

其适用于未知抗体或物种缺乏基因组数据的

场景［32-35］。

2.1　自下而上策略

自下而上是目前最成熟、应用最多的蛋白质分

析质谱技术，将纯化的抗体在变性条件下进行还原

和烷基化后，使用质谱特异性蛋白酶解进行蛋白质

水解，将完整抗体分子酶解为小分子肽段，然后通

过 LC-MS/MS 对这些肽段进行分析鉴定［36-37］。该

技术凭借成熟的操作流程、优异的灵敏度以及出色

的高通量性能，已成为大规模抗体组库研究的首选

方案。其在抗体研究中的核心优势在于，能够对复

杂样本（如血清、细胞培养上清）实现高通量、高
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Fig. 2　Different analysis strategies for the antibody panel based on mass spectrometry
图2　基于质谱的抗体组的不同分析策略

三种基于质谱的蛋白质组学分析策略的工作流程：自下而上蛋白质组学分析将蛋白质酶解为小肽段（7~30个氨基酸），经色谱分离后进行

一级质谱（MS1）和二级质谱（MS2）分析，通过鉴定肽段来推断蛋白质信息；自中而下蛋白质组学分析则产生较大的肽段（>30个氨基

酸），在保持更多序列信息的同时进行质谱分析，有助于识别翻译后修饰和序列变异；自上而下蛋白质组学直接分析完整蛋白质，不经酶

解，可全面表征蛋白质的完整分子质量及修饰组合。
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灵敏度的深度覆盖，尤其擅长鉴定高丰度抗体及常

见的PTMs，为抗体组库的全面筛查与定量比较提

供了强大工具。

然而，其应用于抗体研究时也存在鲜明的固有

局限与挑战。由于抗体序列（尤其是CDR）的多

样性，标准胰蛋白酶切位点可能分布不均，导致关

键功能区域的肽段覆盖不全或产生过长、过短的肽

段，影响离子化与检测效率。更重要的是，该策略

将完整蛋白质结构解构为肽段，不可避免地导致更

高层次结构信息的丢失，例如 CDR 的空间构象、

不同结构域上修饰之间的关系等。这使得全长序列

（尤其是V区）的从头组装面临挑战，对糖基化等

复杂修饰的精细表征能力受限。此外，该策略高度

依赖已知序列数据库，在很大程度上限制了其对全

新抗体或罕见变异体的发现能力［38］。

针对上述挑战，该领域已发展出多项标志性的

方法与优化策略，显著提升了自下而上在抗体关键

区域解析上的能力。在提升序列覆盖方面，使用胰

蛋白酶（trypsin）、赖氨酰精氨酰内肽酶（又称为

胰蛋白酶镜像酶，LysargiNase）、赖氨酸特异性蛋

白酶（Lys-C）、赖氨酸特异性蛋白酶（Lys-N）、胰

凝乳蛋白酶（chymotrypsin）、谷氨酸特异性蛋白酶

（Glu-C）、精氨酸特异性蛋白酶（Arg-C）和天冬氨

酸特异性蛋白酶（Asp-N）等多种蛋白酶进行联合

酶解，增加抗体序列的覆盖度［39-40］，已经是抗体解

析的常用工具。例如，Peng等［41］通过使用 9种互

补 蛋 白 酶 并 结 合 高 能 碰 撞 解 离 （high-energy 

collision dissociation，HCD）与电子转移/高能碰撞

解 离 （electron-transfer/higher-energy collision 

dissociation，EThcD）双重碎裂模式，实现了对治

疗性单克隆抗体赫赛汀（曲妥珠单抗）的近乎全序

列覆盖，在可变区的序列准确率达到 99%。Yang

等［42］还开发了乙酰化赖氨酰精氨酰内肽酶（又称

为乙酰化胰蛋白酶镜像酶，acetylated LysargiNase，

Ac-LysargiNase），比 LysargiNase 具有更高的活性

和稳定性，和胰蛋白酶一起创建互补离子系列，分

别从C端和N端进行酶切，使两端的离子覆盖率能

够达到100%［42-43］。

在质谱分析中，为了提高抗体CDR的覆盖率，

通常会采用多种二级碎裂技术的组合。碰撞诱导解

离 （collision-induced dissociation， CID） 与 HCD

可高效产生 b/y型离子，提供基础序列信息；而电

子转移解离（electron transfer dissociation，ETD）、

电 子 捕 获 解 离 （electron capture dissociation，

ECD）、 电 子 活 化 解 离 （electron activated 

dissociation，EAD） 等技术则能产生 c/z 型离子，

更好地保留不稳定的PTMs，EThcD可同时提供b/y

和 c/z离子，显著提升序列覆盖与修饰定位的可靠

性，更重要的是这几种模式利用亮氨酸和异亮氨酸

侧链的差异性中性丢失，可以成功区分这对同分异

构体，使大分子质量蛋白质及修饰位点鉴定成为可

能 ； 紫 外 光 解 离 （ultraviolet photodissociation，

UVPD）则能产生更均匀的碎片离子分布，有利于

大 肽 段 的 解 析 ， 从 而 显 著 提 升 CDR 的 覆 盖

率［37，44-45］（表 3）。除上述核心策略外，质子转移

电荷还原（proton transfer charge reduction，PTCR）

作为补充手段，通过电荷状态调控，可以将序列覆

盖率推至87%［27］。

尽管如此，必须指出自下而上策略的局限性是

结构性的。多重酶解与组合碎裂在提升信息量的同

时，也加剧了信息的“碎片化”。这种片段化分析

模式，导致完整糖型在单个抗体分子上的精确组

合，以及不同修饰在空间上的关联性信息永久丢

失。因此，尽管自下而上策略在序列鉴定与修饰筛

查方面不可替代，但其在揭示抗体更高层次的结构

和功能关联方面存在局限，需要自中而下与自上而

下策略进行补充。

Table 3　Main mass spectrometry fragmentation patterns［37，44-45］

表3　主要质谱碎裂模式［37，44-45］

碎裂模式

碰撞诱导解离（CID）

高能碰撞解离（HCD）

电子转移解离（ETD）

电子捕获解离（ECD）

电子活化解离（EAD）

电子转移/高能碰撞解离（EThcD）

紫外光解离（UVPD）

能量类型

碰撞能量

高能碰撞

电子转移

电子捕获

电子轰击

电子转移+高能碰撞

紫外激光

主要离子

b/y

b/y

c/z

c/z

c/z

c/z/b/y

a/b/y/x

特点

常规肽段鉴定；能量可控

碰撞能量更高；产生的碎片更丰富

保留修饰，适合大分子

保留修饰，适合大分子

保留修饰，适合大分子

综合ETD和HCD优势，能区分L/I

可调节光波长；需要紫外激光源
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2.2　自中而下和自上而下策略

为克服自下而上策略因酶解导致的结构信息碎

片化问题，自中而下与自上而下两种质谱分析方法

应运而生。它们避免了将完整抗体彻底消化为短

肽，从而在更高层次上保留了抗体的结构完整性，

与自下而上策略相互补充，共同构成了从肽段、结

构域到完整分子的多尺度抗体质谱分析体系。

自上而下技术直接对完整抗体分子（~150 ku）

进行质谱分析，从根本上避免酶解过程带来的信息

损失，能够全面保留抗体的天然结构和翻译后修饰

信息。然而，该技术对质谱平台与分析流程均提出

了更高要求：仪器需具备高质量分辨率、宽质量范

围以及高效碎裂能力，以应对完整抗体分子       

（~150 ku） 产生的多电荷、宽分布离子信号；同

时，数据解析软件需能处理高度复杂的碎片谱图，

并实现对大质量范围内多种修饰的准确归属。虽然

该方法会产生高度带电的碎片离子，数据解析较为

复杂，但在完整抗体表征方面具有不可替代的

优势［46］。

尽管门槛极高，但自上而下策略已在完整抗体

表征方面取得标志性突破。例如，Peng等［41］利用

自上而下技术从患者血清 IgG1 中检测到 Fab 糖基

化的M蛋白，这可能与单克隆丙种球蛋白血症或

多发性骨髓瘤等疾病有关，这种直接从外周血样本

中确定M蛋白序列的能力为理解这些疾病的分子

机制提供了机会。在技术层面，结合EAD等高效

碎裂技术，可实现对完整抗体及其亚单位的高分辨

率表征［47］。此外还可以结合ECD等技术，解析接

近1 Mu的 IgM五聚体和 IgG基寡聚体的序列标签，

从重糖基化的 IgA1抗体中获得清晰的抗原结合区

序列信息［48-49］。

自中而下技术作为连接自下而上与自上而下的

桥梁，通常利用 IdeS、IgdE 等特异性蛋白酶在抗

体铰链区进行切割，产生约 25~50 ku 的 Fab、        

F（ab'）₂或Fc片段，在保持结构域完整性的同时显

著降低了质谱分析的复杂性。该策略在保留关键结

构信息（如CDR完整性、结构域内二硫键与局部

修饰）与实现较高序列覆盖之间取得了较好平衡，

尤其适用于靶向分析抗体的功能区域［29，50］。因此，

自中而下策略尤其适用于对抗体关键功能区域进行

靶向深度表征。

然而，25 ku左右的多电荷前体离子会导致二

级谱图高度复杂与碎片离子信号重叠，严重阻碍对

关键修饰位点的精确解析，针对这一挑战，PTCR

与离子淌度 （ion mobility spectrometry，IMS） 等

辅助技术展现出关键价值。PTCR通过气相离子-离

子反应降低离子电荷态有效简化谱图，从而有效

“解卷积”高度重叠的谱图，大幅度提升序列覆盖

的深度［51］；而 IMS 则依据碰撞截面积 （collision 

cross section，CCS） 的差异，在质谱检测前对具

有细微构象或修饰差异的抗体片段进行分离。例

如，Fiala等［12］整合 timsTOF系统的 IMS功能，成

功对低至纳克级的 IgG1 Fab 片段进行了高质量分

析，并区分了其不同的微异构。这些技术极大地增

强了对结构域水平微观异质性的深度解析能力，为

抗体尤其是双特异性抗体、抗体 -药物偶联物

（antibody-drug conjugate，ADC）等复杂结构抗体

的精准表征提供了强大工具［52-53］。

综上所述，这两种策略与自下而上方法形成技

术互补，自中而下在结构域水平提供平衡的分辨率

和完整性，自上而下则专注于完整分子的全面表

征，三者共同构成了抗体质谱分析的完整技术体

系。最新研究趋势表明，这些方法的结合（如自中

而下预分离后进行自上而下分析）正在成为深入解

析抗体结构与功能关系的重要途径。这种多尺度整

合策略不仅拓展了质谱技术在抗体研究中的应用范

围，也为抗体药物的开发和优化提供了更全面的分

析手段。

2.3　从头测序策略

从头测序（de novo sequencing）技术是一种不

依赖蛋白质数据库的质谱解析技术，该技术通过直

接解析质谱数据中的肽段序列信息，能够有效克服

传统质谱蛋白质组学方法对参考数据库的依赖性，

为新型抗体和稀有突变体的鉴定提供了新的解决方

案［54］。近年来，该领域已从依赖固定规则的算法，

演变为一个多层次计算模型驱动的快速发展领域，

其技术演进的核心在于如何更有效地从高噪声、高

复 杂 度 的 质 谱 数 据 中 提 取 并 组 装 序 列 信

息（表4）［55-67］。

基于传统机器学习的算法，如Novor采用谱图

（spectrum graph）结合决策树（decision tree）的方

法［55］，迟浩团队开发的 pNovo系列算法，持续推

动了该领域的发展，其中 pNovo3引入支持向量机

（support vector machine， SVM） 来提升分类性

能［56］。随着深度学习技术的发展，卷积神经网络

（convolutional neural network，CNN） 和循环神经

网络（recurrent neural network，RNN）的组合架构

逐渐成为主流［57-62］，其中CNN通过局部感受野捕
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获质谱图中相邻碎片离子的特征模式，RNN则利

用序列记忆机制逐步推断氨基酸序列。值得指出的

是，Bioinformatics Solutions Inc. （BSI） 团队开发

的 DeepNovo 及其面向 DIA 数据的变体 DeepNovo-

DIA是这一范式下具有广泛影响力的实现，其采用

双模型迭代解码框架，通过离子特征卷积与序列循

环建模协同工作，显著提升了测序的准确性与适

用性［57-58］。

近年来，更先进的模型架构不断推动该领域向

前 突 破 。 图 神 经 网 络 （graph neural network，

GNN）通过将质谱峰关系建模为图结构，有效捕

获了离子间的全局拓扑特征［63］；Transformer则凭

借其自注意力机制实现了对谱图上下文的整体建

模，催生了如Casanovo、π-HelixNovo等高性能变

体［64-65］。最新进展如 InstaNovo引入扩散编码器增

强鲁棒性，π-PrimeNovo采用非自回归Transformer

大幅提升解码效率，显示该领域在精度与速度两方

面持续优化［66-67］。

在算法性能的实证比较方面，已有众多研究进

行了深入探讨。Beslic 等［68］在同一大型人类谱图

库 上 重 新 训 练 多 个 主 流 模 型 （包 括 Novor、

pNovo3、 DeepNovo、 SMSNet、 PointNovo 和

Casanovo），以公平评估其在抗体数据上的表现，

结果显示Casanovo和PointNovo在不同酶切条件下

均展现出更高的肽段召回率［68-69］。Tran等［70］直接

测 试 了 多 个 工 具 （包 括 PEAKS、 PointNovo、

Casanovo和GraphNovo）在跨物种及模拟数据上的

泛化能力。研究发现，尽管所有工具在与其训练数

据相近的人类样本上表现最佳，但当面对亲缘关系

较远的物种数据时，性能均出现下降，这揭示了当

前算法在跨域泛化方面仍存在局限性。综合来看，

以 Casonovo 和 GraphNovo 为代表的基于先进架构

（如Transformer与图神经网络）的模型在多项评估

中表现出相对更优且稳健的性能。

结合多种蛋白酶酶解技术，并通过 ECD 或

HCD/EThcD等多重碎裂技术，与软件算法相结合，

可 以 实 现 抗 体 序 列 的 高 效 覆 盖 和 准 确 组

装［34-35，71-72］。但将从头测序成功应用于抗体研究仍

面临一系列整合性挑战。实验上，对起始样品的纯

度与丰度有较高要求，高度依赖高质量的样品制备

与富集，并需结合多种蛋白酶与互补碎裂技术以获

取高信息量的谱图。在数据分析层面，现有模型在

面对低信噪比谱图、混合克隆背景以及存在多种

PTMs共存的复杂肽段时，其识别与解析能力仍显

不足。此外，算法的跨数据集泛化能力也有待提

高，如在远源物种数据上性能往往下降，提示当前

方法在普适性上仍存在局限。

抗体从头测序的发展需进一步融合实验设计与

智能计算。一方面应发展更精准的样本处理与多维

质谱采集策略，从源头降低数据复杂性；另一方面

需构建能够处理大规模克隆共存、整合多维度谱图

信息，并直接输出完整修饰谱的新一代算法平台。

通过实验科学与计算科学的深度协同，从头测序有

望从一项序列解析技术，演进为能够系统阐明抗体

组多样性、动态变化及功能关联的核心分析体系，

为抗体药物研发与免疫精准诊疗提供坚实基础。

Table 4　De novo sequencing analysis algorithm
表4　从头测序解析算法

软件/模型名称

Novor

pNovo

DeepNovo DeepNovo-DIA

SMSNet

PointNovo

GraphNovo

PepNet

Spectralis

Casanovo

π-HelixNovo

π-PrimeNovo

InstaNovo

算法/模型类型

Spectrum graph+Decision tree

Spectrum graph+SVM

CNN+RNN

CNN+RNN

PointNet+RNN

GNN

CNN

CNN

Transformer

Transformer

Non-autoregressive Transformer

Transformer+Diffusion encoder

参考文献

［55］

［56］

［57-58］

［59］

［60］

［63］

［61］

［62］

［64］

［65］

［66］

［67］
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3　BCR测序与质谱抗体蛋白质组学测序

联用

抗体功能的最终实现，依赖于其基因在蛋白质

层面的表达水平。因此，整合BCR-seq的基因信息与

质谱抗体蛋白质组学测序（mass spectrometry -based 

antibody repertoire sequencing，Ab-seq） 的蛋白质

实体信息，成为系统解析抗体组、贯通“基因型-

表型”的必然方向。 BCR-seq 主要包括批量

（bulk）与单细胞（single cell，sc）两种策略，前

者高效捕获群体多样性但丢失轻重链配对信息，后

者能获取天然配对的完整受体序列但通量有限，二

者互为补充，共同形成了从序列到功能的BCR解

析体系［73-84］。

尽管 BCR-seq 技术在抗体分析中具有显著优

势，但它主要侧重于 B 细胞基因组的克隆演化信

息，无法直接解析血清或黏膜分泌物中实际存在的

抗体蛋白质丰度与功能特征，且血清中BCR表达

水平与其对应抗体产生效率之间存在显著差异，二

者的转化关系尚未完全阐明［39］。一项关于破伤风

疫苗免疫应答的研究揭示了BCR-seq与血清抗体检

测结果的重要差异，接种破伤风疫苗后，BCR-seq

可检测到近100种抗体克隆型，但血清中实际存在

的功能性 IgG 抗体仅占 40%，更值得注意的是，   

9个月后血清中持续存在的记忆抗体，其对应的克

隆型不足初始 BCR 检测结果的 5%［85］，这一发现

凸显单纯依赖 BCR-seq 的局限性，证实只有整合

BCR-seq与Ab-seq分析，才能准确评估功能性抗体

水平。

在技术整合层面，BCR-seq与Ab-seq的整合使

用展现出显著优势（图 3），其核心在于构建“个

人定制化”或“疾病特异性”的抗体序列数据库。

通过将质谱获得的肽谱数据与BCR-seq构建的参考

数据库进行比对［86］，将基因组与蛋白质组信息整

合。一方面，BCR-seq提供深度克隆型参考序列，

能显著提升质谱对低丰度、高突变抗体肽段的鉴定

效率和可信度，克服了传统通用参考数据库的匹配

瓶颈；另一方面，Ab-seq 的结果直接验证了哪些

BCR序列被实际翻译、分泌成抗体蛋白，并同时

提供其精确的翻译后修饰谱（如糖型、氧化）和相

对丰度，这是单纯的基因测序无法获得的。

Lê Quý等［32］结合bulkBCR-seq、scBCR-seq和

Ab-seq 三种技术，对健康人外周血 B 细胞的 BCR

和血清抗体的多样性进行全面分析，个体内

bulkBCR-seq 和 scBCR-seq 之间的 VH 基因库特征

高度一致，将 Ab-seq 数据与 BCR-seq 参考库相结

合，成功从血清肽段数据中重建出完整的、配对的

抗体克隆型序列。这种整合策略在疾病研究中也取

得重要突破，如重症肌无力研究揭示了 IgG V 区 

N-糖基化异常与SHM的关联，而多发性骨髓瘤研

�>
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Fig. 3　Schematic diagram of the overall process of antibody repertoire research
图3　抗体库研究总流程示意图

通过蛋白质组学与B细胞受体（BCR）测序两条互补技术路线进行系统性抗体分析的完整实验流程。上方路线为基于LC-MS/MS的抗体蛋

白质组学分析：经血清/血浆分离、IgG纯化、IdeS酶切、Fab片段分离及多酶消化后，通过液相色谱-串联质谱检测获得MS/MS谱图，实现

肽段鉴定与抗体蛋白质组解析。下方路线为基于高通量测序的BCR组库分析：经外周血单个核细胞（PBMC）分离、B细胞富集、RNA提

取后进行高通量测序，构建BCR测序数据库。
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究则发现了免疫球蛋白L链的新型PTMs （如辅酶

M和N-糖基化）［27，87-88］。值得注意的是，将BCR-seq

与自上而下、自中而下、自下而上和从头测序联用

的质谱策略可全面表征抗体的结构异质性，为治疗

性抗体的质量评估提供了新方法［51， 89-90］。这些研

究共同表明，BCR-seq与Ab-seq的协同分析不仅能

克服单一技术的局限性，更能发现传统方法难以捕

捉的抗体特征变异，为精准免疫研究和抗体药物开

发提供了强有力的技术支撑。

BCR-seq与Ab-seq的协同应用虽然在抗体组学

研究中展现出互补优势，但其实际应用中仍面临一

系列技术和生物学层面的关键挑战［91］。有报道指

出，仅有少数 Ab-seq 肽段 （约 4.8%） 能与 BCR-

seq参考序列匹配，多映射到低丰度克隆型，导致

数据整合效率低［32］。BCR-seq需要合理设计实验，

选择合适的样本类型和采集时间点，以确保能够全

面反映BCR的多样性和动态变化，并且数据库的

构建可能包含潜在的错误，包括测序错误、测序深

度不均匀等，Ab-seq对质谱参考数据库的依赖会降

低对突变抗体的识别，如何构建和更新准确的抗体

序列数据库，以及如何减少对参考数据库的依赖，

是提高Ab-seq分析质量的关键问题。

4　总结与展望

基于质谱的抗体组学研究已实现对单克隆抗体

的深度表征，但在系统解析整个抗体组方面仍面临

诸多挑战。采用 BCR-seq 与 Ab-seq 联合分析的方

法，虽能通过BCR-seq为抗体蛋白质组研究提供基

础序列信息，但 BCR-seq 主要是对 B 细胞进行测

序，其数据无法完全反映循环系统中实际存在的抗

体，从而导致BCR数据库的覆盖范围不全面。因

此，仍需大力发展不依赖参考数据库的质谱方法，

以推动抗体系统的全面解析。

质谱设备的发展为抗体解析提供新的手段。当

前，高性能质谱平台大多支持两种碎裂模式，产生

b/y、c/z离子，多维多级离子阱（Ominitrap）进一

步 将 CID、 EAD 和 UVPD 等 多 种 碎 裂 模 式 结

合［92-93］，可以覆盖所有离子（a/x、b/y、c/z），实

现对肽段氨基酸序列的完整解析，这一技术进展显

著提升从头测序的准确性与可靠性，对于抗体可变

区这类复杂序列的解析具有重要价值。与此同时，

软件算法的不断优化也为抗体解析提供了重要支

持，基于深度学习的从头测序工具，采用卷积

-Transformer混合网络架构，能够从碎片化质谱数

据中有效重建CDR序列，显著降低未知抗体序列

解析的错误率，使单个抗体的解析逐步摆脱对参考

数据库的依赖。

然而，面对人体内真实存在的、高度复杂的多

克隆抗体系统，当前技术体系仍面临严峻挑战。首

先，在样品制备方面，尽管目前已有成熟的富集方

法用于血清中含量较高的 IgG和 IgA等抗体，但对

于血清中含量极低的 IgE抗体，仍缺乏有效的富集

策略，这需要开发更具针对性的分离技术，以提高

这些抗体的检测灵敏度和覆盖率。其次，在测序方

法学上，目前尚未有将自下而上、自中而下和自上

而下3种策略整合应用于抗体分析的成熟方案，未

来的研究应致力于开发多策略协同的分析平台，以

充分发挥各策略的优势，实现从肽段到完整分子的

多尺度、高覆盖抗体组解析。最后，在从头测序方

面，关键在于破解数据解卷积的困局，面对多克隆

抗体谱图中海量、重叠的肽段信号，必须深度融合

先进的生物信息学算法与人工智能技术，通过发展

高通量谱图解析、高精度序列组装以及智能化克隆

家族归类的计算平台，才能从复杂质谱数据中准确

还原出高度多样化的抗体序列全景。

综上所述，克服这些技术瓶颈将是实现全面、

精准抗体组解析的关键。随着高分辨率质谱技术、

多维整合分析策略与人工智能算法的协同发展，有

望逐步揭开人体内完整抗体组库的复杂面纱。这不

仅将深化对抗体免疫应答规律的基础理解，更将为

新一代抗体药物发现、疫苗设计与精准免疫诊疗提

供更有力的支持。
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Graphical abstract

Abstract　Antibodies play a critical role in adaptive immune responses and serve as key components in disease 

diagnosis and treatment. These molecules exhibit dynamic post-translational modifications (PTMs), such as 

glycosylation and phosphorylation, which regulate their effector functions. To date, nearly all of our knowledge 

about antibody repertoires has come from B cell receptor (BCR) sequencing (BCR-seq), which facilitates the 

profiling of clonal composition and the tracing of maturation trajectories within B-cell repertoires. However, 

circulating antibodies found in bodily fluids—such as serum, saliva, milk, mucosal secretions, and cerebrospinal 

fluid—exhibit diversities and specificities beyond what BCR-seq alone can predict. Therefore, identifying and 

quantifying antibody clonotypes at the protein level could enhance diagnosis, prognosis, and treatment strategies 

in personalized medicine. The critical gap between genotype and phenotype necessitates complementary 

methodologies that enable the direct characterization of antibody proteins in their native functional states. Mass 

spectrometry (MS)-based antibody repertoire sequencing (Ab-seq) is currently the only feasible approach for this 

task and primarily includes database-dependent methods—such as bottom-up, middle-down, and top-down 

approaches—as well as database-independent de novo sequencing technology. These strategies enable multi-level, 

high-precision characterization ranging from peptides and domains to intact antibody molecules. Unlike the 

shotgun strategy commonly used in routine proteomics, obtaining full sequences of all antibodies presents unique 
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challenges. It requires specialized methodological adaptations to address issues related to dynamic range, 

sequence variation, and sample complexity. This review introduces the technical principles, methodological 

workflows, and recent applications of various mass spectrometry-based antibody repertoire sequencing (Ab-seq) 

strategies, with a focus on approaches designed to improve sequence coverage and identification accuracy. These 

include multi-enzyme digestion, hybrid fragmentation methods, and artificial intelligence-assisted de novo 

sequencing. By systematically comparing database-dependent techniques—such as bottom-up, middle-down, and 

top-down approaches—with database-independent de novo sequencing, this review outlines their respective 

advantages and limitations in terms of sample throughput, sequence coverage, post-translational modification 

characterization, and data analysis complexity. In addition, this review discusses emerging technological trends, 

including the integration of ion mobility separation, native mass spectrometry, and artificial intelligence-driven 

data interpretation, which are expected to enhance the depth and accuracy of antibody characterization. Although 

current methods continue to face challenges related to sample complexity, dynamic range, and unambiguous 

sequence variant assignment, we emphasize the importance of integrating BCR-seq and Ab-seq data to construct 

gene-protein association maps. These maps help validate sequence accuracy and facilitate epitope discovery. This 

dual-platform strategy helps bridge the gap between genotype and phenotype, thereby enhancing both the 

resolution and scope of antibody repertoire studies. Such an integrative approach also offers a valuable tool for 

therapeutic antibody development, structure-function analysis, and precise evaluation of vaccine efficacy.
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