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一、背景介绍 

在免疫医学中我们仍然面临许多挑战。首先，在肿瘤免疫学方面，我们正重定向免疫系统

药物的方向，以治疗实体肿瘤，这是一项极为艰巨的工作。目前只有 25%左右取得疗效，并且

在开发和确定生物标志物方面仍然面临许多挑战。其次，在细胞和基因治疗方面，我们正努力

在全球扩大免疫细胞药物的规模。最后，对于炎症和传染病，尤其是对于新冠肺炎，如何治疗

免疫系统以避免致命性炎症，这是个尚未解决的问题。 

研究人员需要思考的是，如何利用强大的免疫系统交付最有效的持久性治疗以对抗肿瘤、

传染病、自身免疫病及其他各种疾病？另外，在进入临床后，如何开发出更好的免疫生物标志

物，以便理解哪些病人的免疫系统会让病人获得更好的疗效？围绕以上挑战的真正痛点是很难

进行相关的高效免疫生物学检测，市面上的很多解决方案无法解决免疫细胞的细胞生物学核心

方面问题，以致研究人员无法在治疗方法开发中获得早期的指导方向。 

当前，免疫治疗的基础研究、药物开发、产品生产和质控、临床前开发、临床应用和监管

等各方面的研究和探索都会涉及到对细胞因子、趋化因子和生长因子等蛋白的定量分析，或是

对胞内参与信号转导的磷酸化蛋白进行检测。传统的检测方法只能检测相关样品中分泌到溶液

中的各类蛋白的平均浓度，这是诸多细胞和组织的共同分泌的结果，只能得到被平均化的结果。

此外相关样品都具有很大的异质性，包含的细胞种类很多，而具有关键作用的仅仅是其中一小

部分细胞，传统的检测方法得到的平均化检测结果，与后期实验结果、筛选目标细胞类群、分

析免疫治疗产品效能和预测患者治疗效果等方面的相关性较差，这大大地限制了免疫治疗的研

究开发和实际应用。 

二、IsoPlexis 单细胞功能蛋白组学分析技术 

IsoPlexis 单细胞功能蛋白组学分析技术可以从根本上解决以上这些挑战所面临的痛点。  

目前，生物分析重心正在向单细胞层面转移，与此同时，细胞分析技术也在不断发展。每

个细胞的生物层面分辨度与传统的流式细胞技术和单个细胞基因组学检测差别很大。流式细胞

技术通常可用于检测多重细胞表面标志进行细胞表型，然而无法获得功能层面的单细胞信息。

此外，检测 DNA 和 RNA 也是单细胞分析领域的彻底变革，然而 RNA 不能直接等同于功能蛋白

质，因而无法提供蛋白质组学功能层面的数据，从而无法直接与治疗结果相关。IsoPlexis 单细

胞功能蛋白组学分析技术将对临床研究和科学知识的发展带来革命性的变化。 

IsoPlexis 公司及其技术基于其创新性和独特的单细胞蛋白质组学解决方案，自推出以来屡

获奖项。在 2017 年被 The Scientist 选为 2017 十大医疗技术发明第一位，荣获创新奖榜首（The 

Top Innovation of 2017 (The Scientist)）；同年还获得“Fierce Innovation Award”和“PackardFellow”

奖项。在 2018 年又荣获了“工业设计界奥斯卡””美誉的德国“红点奖”（reddot design award 

winner），并评为 2018 年度 10 大顶级分析解决方案供应商。在 2020 年，该系统荣获了被称为

“创新届的奥斯卡”的爱迪生奖。爱迪生奖于 1987 年由美国电机工程学会设立，以发明家托

马斯·爱迪生命名，仅授予给科技界最创新、最杰出和最具国际影响力的产品和企业家。此外，

该集成系统还被《科学家》期刊、Fierce、BIG Innovation 和 Red Dot 等机构评为“最佳创新或

设计”奖。 
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图 1：Isoplexis 技术荣获奖项 

1. IsoPlexis 单细胞蛋白质组学检测原理 

Isoplexis单细胞分泌蛋白质组技术采用 IsoCode芯片，含有数千个亚纳升级别的微小腔室，

可同时捕获成千上万个单细胞，通过细胞表面标志物检测小室中细胞的存在，再搭配独有的基

于 ELISA 的蛋白质组学条形码技术，在这些小室中采集多达 30 种以上的功能蛋白质，即真正

的分泌蛋白，通过蛋白质组学条形码技术检测单核细胞中最强大的功能细胞。 

 

图 2. Isoplexis 单细胞分泌蛋白质组学检测原理 

蛋白质组学条形码技术具有高度多重性，位于玻片下方的抗体可以捕获细胞分泌出来的蛋

白质，然后通过结合荧光分子的二抗形成夹心 ELISA，从而检测出蛋白浓度。该过程在所有小

室中同步进行，因而可以获得所有小室中单个细胞分泌的蛋白组学信息。该方法经过实验室优

化验证，蛋白检测灵敏度高，全自动化流程，操作简单。 

 
图 3：Isoplexis 单细胞分泌蛋白质组学检测原理示意图 
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对于单细胞胞内磷酸化蛋白组学检测，被小室捕获的单个细胞会经过细胞裂解，释放出胞

内蛋白，通过 IsoCode 芯片玻片底部的抗磷酸化蛋白抗体捕获，经由相应的荧光二抗检测其信

号强度，从而获取但细胞水平的整个蛋白信号通路网络。 

 

图 4：Isoplexis 单细胞胞内磷酸化蛋白组学检测原理示意图 

2. IsoLight 系统介绍 

IsoLight 全自动单细胞功能蛋白质组学分析系统由 IsoLight 仪器、 IsoSpark 软件和

IsoCode/CodePlex 芯片组成，涵盖了多个实验操作和检测体系，其功能相当于多台高端分析设

备、液体处理器、清洗站、显微镜、培养箱和微阵列扫描仪，相当于将整个实验室变成一款精

致的端到端系统。 

 

图 5：IsoPlexis 全自动单细胞功能蛋白质组学分析系统 

该系统有三项工程创新： 

（1）软件支持的光学系统 

将样本加载到单细胞芯片后，借助软件支持的高度灵敏光学系统，可以进行单细胞检测，

并基于量化抗体的蛋白质组学检测，与每个细胞相匹配，以及立即在进程中将数据编译入软件。 

首先，多色激光通过与 IsoCode 芯片上小室内某个细胞相关联的表面荧光，对每个细胞进

行灵敏而精确的成像。其次，通过光学系统可以定量检测每个单细胞浓度为 2-2,000 pg/ml 的

蛋白质。软件可以在进程中量化与每个单细胞相关联的高度多重性蛋白质。最后，这些定量数

据被直接导入到 IsoSpark 软件中，以便以端对端的方式查看我们超强大的生物学结果。 
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（2）流体动力学支持的流动室 

基于流体动力学的流动室底部标记有最高品质的 ELISA 试剂，细胞流均匀，完全自动，而

且可以实现最大限度地一致性。这与现有的多重蛋白质组学检测系统有很大的不同，现有的系

统要求执行多个不同的移液和清洗步骤，以便获取数据。 

IsoLight 系统仅需要一次简单的移液器加样操作，然后对 IsoCode 芯片成像，运行检测芯

片，而无需清洗站。每次最多可以检测每个细胞的 32 项分析物，获得高度多重性的二抗夹心

ELISA 数据。该方法高度灵敏，配合自动超级细胞亚群检测，可以在四份样本中检测获得大量

的单细胞蛋白质组学数据集，提高检测能力的同时最大限度改善了一致性。 

（3）硬件与软件的深度连接 

在完成二抗夹心 ELISA 和成像后，从每次 IsoSpark 运行中收集的所有数据会被立即编译入

IsoSpark 软件平台，以便查看，并在当天进行分析。IsoSpeak 是最强大的功能分析软件，可以

在当天就根据仪器上的数据获得结果。使用这款软件，只需按下按钮即可查看数据，并获得对

关键机械和预测性结果的揭示，从而推动免疫医学的进步。 

硬件和软件的深度连接可以组织数据集，让使用人员可以立即利用数据，研究其中的差异。

按钮时数据查看，方便任何用户识别数据分层，这是最有效的实验室合作工具，可以提供高阶

图像和输出功能，有助于推进整个组织的决策。 

IsoSpeak 软件的真正功效在于，使用人员无需再做那些行政工作和后端编程，以及许多软

件过程中最耗时间，但产出最少的那些步骤。同样，IsoLight 系统有助于使用人员将更多的时

间花在有效的工作和思考上面，而不是执行重复而繁琐的 ELISA 板手动操作。 

  

图 6. IsoSpeak 软件可视化数据分析工具部分展示，包括 t-SNE 三维图、PSI 柱形图、PAT-PCA 主成分分

析图等。 

3. 检测功能 

（1）免疫分析 

IsoPlexis 技术可以在目前已知的每种免疫细胞表型基础上，添加新的功能性蛋白质组学层
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面的丰富数据，从而鉴定每种细胞的完整功能性。它的独特之处在于可以明确核心表型细胞中

每一个细胞的分泌蛋白质组学特点，它以独有的高度多重分泌蛋白检测形式，分析这些细胞的

实际功能性质，帮助揭示在疾病中发挥重要保护作用的超级细胞亚群以及损伤机体的不良细胞

亚群，从而展示出另外的生物学新价值，即与治疗结果建立相关性。在临床前期，我们展示了

以独有的方式预测哪些治疗方法能够对各种适应症产生最持久的疗效。在临床期，我们展示了

生物标志物，如何通过分析功能强大的细胞预测更全面的疗效，以便更好的治疗免疫系统并增

强疗效。 

作为单细胞多重细胞因子分析的金标准，IsoPlexis 技术通过有效利用超级免疫细胞亚群，

对其分泌的多重细胞因子在单细胞水平上进行大数据分析，以评估每个免疫细胞的功能，为免

疫医学及相关临床应用做出贡献。 

到目前为止，我们可以提供从发现到生物标志物的全范围免疫分析，从小鼠到非人灵长类

动物，再到人类，涵盖整个研发光谱。我们目前提供的 IsoCode 芯片检测对象包括： 

i. 小鼠适应性免疫和炎症性蛋白组学检测组合 

ii. 非人灵长类适应性免疫蛋白组学检测组合 

iii. 人适应性、先天性免疫和炎症性蛋白组学检测组合 

这些组合还在不断扩展中，我们将会陆续增加与免疫蛋白质组学有关的更多靶向检测组合。 

表 1. IsoCode 单细胞分泌蛋白组学检测指标 

IsoCode 芯片 检测蛋白种类 

Human Adaptive Immune  Granzyme B, IFN-γ, MIP-1α, Perforin, TNF-α, TNF-β, GM-CSF, IL-2, IL-5, IL-7, 

IL-8, IL-9, IL-12, IL-15, IL-21, CCL11, IP-10, MIP-1β, RANTES, IL-4, IL-10, IL-13, 

IL-22, TGFβ1, sCD137, sCD40L, IL-1β, IL-6, IL-17A, IL-17F, MCP-1, MCP-4 

Non-Human Primate 

Adaptive Immune 

TNF-α, MCP-1, IL-2, IL-4, MIP-1β, IL-6, IL-8, IL-1β, RANTES, IFN-g, IP-10, MIP-

1α, MIF, GM-CSF 

Mouse Adaptive Immune Granzyme B, IFN-γ, MIP-1α, TNF-α, GM-CSF, IL-2, IL-5, IL-7, IL-12p70, IL-15, 

IL-18, IL-21, sCD137, CCL11, CXCL1, CXCL13, IP-10, RANTES, Fas, IL-4, IL-10, 

IL-13, IL-27, TGFβ1, IL-6, IL-17A, MCP-1, IL-1β 

Human Innate Immune IFN-γ, MIP-1α, TNF-α, TNF-β, GM-CSF, IL-8, IL-9, IL-15, IL-18, TGF-α, IL-5, 

CCL11, IP-10, MIP-1β, RANTES, BCA-1, IL-10, IL-13, IL-22, sCD40L, IL-1β, IL-6, 

IL-12-p40, IL-12, IL-17A, IL-17F, MCP-1, MCP-4, MIF, EGF, PDGF-BB, VEGF 

Human Inflammation GM-CSF, IFN-γ, IL-2, IL-12, TNF-α, TNF-β, IL-4, IL-5, IL-7, IL-9, IL-13, CCL11, IL-

8, IP-10, MCP-1, MCP-4, MIP-1α, MIP-1β, RANTES, IL-10, IL-15, IL-22, TGF-

β1, IL-1β, IL-6, IL-17A, IL-17F, IL-21, Granzyme B, Perforin, sCD40L, sCD137 

（2）胞内信号蛋白组学 

IsoPlexis 的单细胞细胞内蛋白质组解决方案源自加州理工学院的多个实验室，所有实验室

都在寻求更好的方法来监控癌细胞中的蛋白质-蛋白质相互作用，目的是开发针对性的治疗方

法。使用 Western 印迹，质谱和流式细胞仪等传统方法，在给定时间只能跟踪两种蛋白质类型。 

利用 Isoplexis 系统，研究人员可以监控 30 种或更多的蛋白质通路，并在同一天获得结果。
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在以前的技术中，磷酸化蛋白被用于鉴定单个蛋白质的功能，而没有关于它们如何协同工作的

见解。单细胞细胞内蛋白质组以相同的方式揭示了该功能，但也能够提供整个蛋白质信号传导

通路的背景信息，从而揭示整体网络如何运作。了解细胞通路的整个网络可以使研究人员更好

地了解异常细胞的下游效应，更好地评估癌症靶向治疗疗效，将免疫治疗和靶向治疗推进到一

个更加精确和个性化的阶段。除此之外，对 COVID-19、自身免疫性疾病以及许多其他疾病也能

够开发出更精确的个性化疗法。 

表 2. IsoCode 单细胞胞内蛋白组学检测指标 

IsoCode 芯片 检测蛋白种类 

Human Tumor Signaling P-IkBA, Cleaved PARP, P-Stat5, Alpha Tubulin, P-p44-42 MAPK, P-Stat3, P-Rb, 

P-NF-kB p65, P-PRAS40, P-eIF4E, P-MEK1-2, P-S6 Ribosomal, P-p90RSK, P-

Stat1, P-Met 

Human Adaptive Immune 

(Coming Soon) 

P-Akt, P-p53, P-PD1, P-LCK, P-CD3 zeta, P-Zap70, P-CCR7, P-CD28, P-41BB, P-

MEK 1/2, P-P44/42 MAPK (ERK1/2), P-Jak1, P-Jak2, P-AMPK, P-PI3K, P-

mTOR, P-P21, P-LAT, P-NF-kB p65, Alpha Tubulin 

（3）细胞群体水平自动化多重蛋白质组学检测 

许多实验室目前面临的问题是没有途径使用全自动化系统，但又有进行高度多重蛋白质组

学检测的需求，因而不得不花大量的时间在重复而繁琐的蛋白质检测手动操作步骤上。此外，

对于获得的大量样本数据还需要生物学家处理，存在人为干预解读有误的风险。最后，研究人

员往往需要花费大量时间积累样本，以便一次性批量检测，减少批次间误差。 

IsoLight 系统可以提供全自动化的多重蛋白质组学检测方案，手动加样只需要 5 分钟，每

个样本只需要 11μl（复孔），全自动化流程，避免人为操作误差，有效节省时间。CodePlex 系

统同样是基于经过高度验证的条形码 ELISA 技术，与 IsoCode 的区别是检测对象是大量细胞的

蛋白质组学。 

三、IsoPlexis 技术特点 

1. 单细胞分离和捕获： 

每个 IsoCode 芯片可分离和捕获 1250 个以上单细胞，并对单个细胞进行独立分析，获得

单细胞异质性信息。 

2. 单细胞水平的分泌蛋白检测分析 

IsoSpark利用 IsoCode芯片可以分离和捕获单细胞，并检测每个单细胞分泌相关细胞因子、

趋化因子和生长因子等蛋白的能力，获得蛋白组学信息，用于评估单细胞功能，从而预测体内

生理学和临床相关性。 

3. 多重分析 

可一次性检测 30 种以上分泌蛋白，只需一次检测便能获得项目研究所需的大量信息，且

各蛋白功能信息具有相关性，并减少样品需求量和实验时间。 
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4. 高度灵敏 

蛋白检测灵敏度可达 2-2000 pg/ml，对于极低含量的分泌蛋白也可以有效检测，适合单细

胞水平应用，避免关键蛋白信息遗漏。 

5. 高通量 

可一次同时检测 8 个样本。 

6. 全自动化 

无需值守的全自动化单细胞蛋白组学分析，仪器自动完成细胞捕获、细胞培养、孵育、加

入试剂、样品清洗、信号读取和数据分析等操作，节省人力和时间，提高实验效率，加快研究

进展。该系统平均每次运行可节省 4.5 小时的动手时间和 3 小时的数据分析时间，大大加速实

验效率。 

7. 强大的数据分析能力 

以测得的每个细胞分泌各种细胞因子、趋化因子和生长因子水平为基础，利用 IsoSpeak 软

件进行大数据分析，从而获取样品中关键细胞的比例和它们的综合能力，比如多功能强度指数

（PSI，Polyfunctional Strength Index）等，并得到各种散点图、柱状图、PCA 主成分分析等图表，

直观的呈现样本数据，获得具有洞察力的结果，从而便于使用人员很好地分析和判断相关免疫

细胞和免疫治疗产品的综合能力。在早期研发阶段，作为筛选指标；在生产阶段，作为工艺流

程的质控指标；在临床阶段，还可以预判患者对特定免疫治疗产品的反应；在临床治疗后，监

控患者免疫状态和预测患者生存期。 

8. 多样化检测模板 

既有现成的检测模板，比如：T 细胞肿瘤免疫、天然肿瘤免疫、自身免疫性疾病和传染病

等研究专题；也可根据用户需求，定制检测模板。 

9. 操作简单 

仪器操作简单易学，用户仅需将准备好的细胞悬液样本加入 IsoCode 芯片，放入 IsoSpark

仪器中，每个样本手动操作小于 3 分钟。直观的软件界面，人性化的状态指示灯设计，LED 触

摸屏操作，无需资深的专业技术人员，适合多用户使用环境。 

10. 技术广受认可 

诺华、凯特制药、龙沙等国际生物医药企业和美国德州大学 MD 安德森癌症中心（MD 

Anderson）等科研高校院所均在使用，近几年发表文献已近百篇，包括众多影响力高的国际期

刊。 

四、IsoPlexis 技术应用 

1. 肿瘤免疫学研究 

在实体瘤免疫治疗中，通过 Isoplexis 技术可以在早期鉴定能驱动超级 T 细胞的不同激动剂
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组合，进而与体内的持久疗效相关联。 

加州大学洛杉矶分校戴卫·格芬医学院 2020 年在 Nature Communications 上发表了一篇名

为“Persistence of adoptively transferred T cells with a kinetically engineered IL-2 receptor agonist”

文章，揭示动态工程化 IL-2 受体激动剂可以提高过继转移性 T 细胞在体内抗肿瘤治疗的持久

性。文章中使用的动态工程化的 IL-2 受体激动剂 NKTR-214，是在 IL-2 结构上添加了 6 个聚乙

二醇（PEG）分子，形成了无活性的药物。在给肿瘤患者注射之后，这 6 个 PEG 修饰会逐渐脱

落，形成了有活性的 2-PEG 和 1-PEG 的形式，2-PEG 形式的 IL-2 可以与 CD8+T 细胞和 NK 细胞

表面的受体结合，刺激免疫细胞的增殖，1-PEG 的形式 IL-2 并不与调节性 T 细胞增殖受体结合，

从而不增加调节性 T 细胞增殖。 

在文章中，作者发现输注 ACT+NKTR-214 的黑色素瘤小鼠模型可以获得更持久的抗肿瘤效

应，而 T 细胞是增强抗肿瘤应答的主要细胞成分。为了进一步比较 ACT + NKTR-214 与 ACT + IL-

2 处理后小鼠的 T 细胞功能特征，作者采用 IsoPlexis 单细胞分泌蛋白组检测技术评估了过继转

移的 CD8+ T 细胞在单细胞水平分泌多种细胞因子的能力，即多功能性，在单细胞水平共分析

了 28 种细胞因子的分泌情况（图 A）。 

 

  

图 7. Isoplexis 单细胞分泌蛋白组学检测技术用于评估黑色素瘤 ACT 治疗中，不同激动剂驱动免疫细胞多功

能效应。 

小鼠黑色素瘤治疗模型研究结果： 

1) 输注 ACT+NKTR-214 的黑色素瘤小鼠显示诱导多功能性 T 细胞能力增强。与 ACT+IL-2

组相比，ACT+NKTR-214 诱导脾脏和肿瘤中多功能性细胞提高 1.7 倍和 10 倍。尽管分

泌两种细胞因子的细胞百分比相当，但 NKTR-214 诱导出现一群高度多功能 CD8+ T 细
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胞（分泌≥3 种细胞因子）。而 ACT+IL-2 处理的小鼠脾脏中则不存在这种高度多功能性

的过继性 T 细胞（图 B 左图）。 

2) ACT+ NKTR-21 诱导过继转移的 CD8+T 细胞的多功能强度指数（PSI，指多功能性细胞

在样本中的百分比%×分泌细胞因子的强度）提高 21 倍。此外，ACT+ NKTR-21 诱导 TIL

细胞的 PSI 增高 1,200 倍。ACT+ NKTR-21 诱导多功能性应答提高主要来自趋化因子

RANTES 和效应细胞因子 MIP-1α、颗粒酶素 B 和 IFN-γ 的产生（图 B 右图）。 

3) 单细胞多功能热图显示，NKTR-214 促进脾脏和肿瘤中多功能性 T 细胞增加，共分泌多

种细胞因子（图 C）。 

人体 I 期临床试验结果： 

为了进一步探讨在人体中给予 NKT-214 药物是否同样也会诱导 CD4、CD8 和 NK 细胞的多

功能性，作者使用相同的单细胞多功能分析芯片，在 I 期剂量递增临床试验（NCT02869295）

中分析了 5 个病人在 NKTR-214 给药后的外周血 PBMC 细胞。结果显示（图 D）： 

1) NKTR-214 给药后，在不同的时间点诱导不同细胞亚群（CD4、CD8 和 NK 细胞）的多功

能性应答不同。 给予 NKTR-214 第一个周期治疗后，在所有病人外周血中均可见到 NK

细胞 PSI 上调，而第二次给药后增加更显著。 

2) 在 NKTR-214 给药后，第一个病人的 CD4 和 CD8 细胞 PSI 未见变化，而其他 4 个病人

的 CD4 和 CD8 细胞 PSI 明显升高，在不同病人 PSI 达到峰值的时间各有不同，说明连

续取样的重要性。 

3) 效应细胞因子和刺激细胞因子在所有细胞亚群中占主导地位。尤其是，对于 CD4+和

CD8+ T 细胞，TNF-α、IFN-γ和 IL-5 是导致 PSI 升高的主要驱动因子。 

肿瘤免疫学的一个重要推动因素是判定所有这些合并治疗方法的相加作用机制，并挑选出

哪些治疗方法可以驱动作用机制和下游的生物标志物，而且对整体癌症免疫学等式具有最有价

值的相加作用。通过全新的单细胞蛋白质组学生物技术，在很大程度上揭示了这些生物学表现

的起源。 

2. 细胞和基因治疗开发 

近年来，以 CAR-T 为代表的细胞疗法持续在抗癌领域掀起浪潮。其中由诺华、Kite Pharma

带来的 CAR-T 细胞产品更是在众多临床试验中证明了自己的潜力，为血液癌症患者的病情带来

了极大的改善，并且都得到了美国 FDA 的一致认可。2017 年，诺华的 CAR-T 细胞药物 Kymriah

和 Kite 的 CAR-T 细胞药物 Yescarta 的接连上市，让 2017 年成为了真正意义上的 CAR-T 年，也

为人类利用细胞疗法攻克恶性肿瘤带来更大的希望。就在今年 6 月，我国药监局（NMPA）正

式批复复星凯特公司旗下 CAR-T 细胞治疗产品益基利仑赛注射液上市，用于治疗二线或以上系

统性治疗后复发或难治性大 B 细胞淋巴瘤成人患者。这也是中国首款获批上市的 CAR-T 细胞治

疗产品，标志着国内 CAR-T 细胞治疗进入下一个新阶段。 

在全球临床实验中心以“CAR-T”和“肿瘤”为关键词进行临床试验的搜索，一共可以搜

索到 800 多项相关的临床研究，单单从研究数量上来看，中国的 CAR-T 疗法已经超过美国（大

于 400 项临床试验），成为如今世界上 CAR T 细胞疗法临床研究数量最多的国家。大量的临床
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试验对于相关癌症中心和企业是一个不小的挑战，研究人员需要对大量患者进行临床标志物分

析预测以及临床反应的全方位的评估检测，而且同时还需要做到对患者的精准施治。 

 

图 8. 全球 CAR-T 临床试验分布 

鉴于 CAR-T 是一种基于患者自身免疫系统的一种革命性疗法，但人体免疫系统又是一个相

当复杂的体系，现有的技术并不能完全覆盖到整体的免疫系统功能，而这也造成了难以对患者

精准施治。因此，如何甄别精准获益于 CAR-T 疗法的人群，以及在治疗过程中找到合适的临床

标志物实时预测其有效性，是突破以上瓶颈的两个重要思路。而 IsoPlexis 全自动单细胞蛋白组

学分析平台可用于评估 T 细胞响应情况，揭示内在响应机制，因此通过 IsoPlexis 对于 Car-T 产

品输注前质量的评估，可使改造后的 Car-T 细胞具有更高的功效和更低的免疫毒性，预测细胞

因子风暴，从而助力 Car-T 细胞产品的开发与筛选，实现精准医疗。 

（1）血液瘤 

在 2017 年 4 月的 AACR（美国癌症研究协会）年会上，IsoPlexis 公布了与 Kite Pharma（现

为 Kite，a Gilead Company）合作的数据，通过使用 IsoPlexis 公司的专有的 IsoCode 芯片检测技

术（SCBC）平台，检测到 CAR-T 细胞产品治疗前的效力与治疗后癌症患者的客观反应的统计学

的显著相关性。研究人员利用该平台分析了 20 例非霍奇金淋巴瘤（NHL）的 CAR-T 细胞治疗产

品，并捕获了确定每种产品的 PSI 或细胞功能特征和强度的数据。Kite Pharma 随后在 2018 年

发表在 Blood 上的一篇文章，揭示输注前多功能性抗 CD19 CAR-T 细胞与非霍奇金淋巴瘤（NHL）

的 临 床 预 后 相 关 。
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图 9. Kite Pharma 使用 IsoPlexis 技术评估 CD19 CAR-T 多功能性，证实其与临床预后相关。 

CAR-T 细胞的多功能性（PSI 指数）是预测病人预后的唯一区分因素，当时也使用了流式细

胞解决方案和大量的细胞 ELISA，但只有 IsoPlexis 单细胞细胞因子组学分析能在这项血液瘤临

床试验中区分出该细胞治疗产品的有效者和无效者，从而推进将更有效的治疗方式推入市场，

带给患者。 

此外，诺华的 CAR-T 疗法研究者也与 IsoPlexis 的研究人员达成了一项合作，旨在通过

IsoPlexis 的自动化平台以检测其 CAR-T 候选产品在患者输注前后的反应相关性。 

 

图 10. 采用 IsoPlexis 单细胞蛋白组学检测技术评估靶向 CD19/CD20/CD22 的 CAR-T 细胞多功能性， 

用于预测难治性情况下（如肿瘤抗原逃逸）的体内疗效持久性。 

（2）实体瘤 

多功能性 CAR-T 细胞在实体瘤治疗中同样也展现出持久的免疫效应。来自美国 NIH 实验室

的研究人员 Dan Li 及其同事们 2020 年在 Gastroenterology 期刊上发表的一篇名为“Persistent 

Polyfunctional Chimeric Antigen Receptor T Cells That Target Glypican 3 Eliminate Orthotopic 

Hepatocellular Carcinomas in Mice”文章表明，靶向磷脂酰肌醇蛋白聚糖 3（Glypican 3）的持续

多功能性 CAR-T 细胞可以消除小鼠原位肝细胞癌，经 IsoLight 平台鉴定的多功能性 CAR-T 细胞

能够与体内持久疗效直接相关联，并且作为向前推进的依据，帮助研究人员判断应该将哪些治

疗方法推入临床。 

磷脂酰肌醇蛋白聚糖 3（GPC3）是一种癌胎抗原，参与 Wnt 依赖性细胞增殖，在超过 70%

的肝细胞癌（HCC）和其他实体肿瘤中高表达。由于这种蛋白可以促进肿瘤生长，靶向 GPC3 的
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细胞疗法（如 CAR-T 细胞）和双特异性抗体疗法目前正在开发中。 

 

图 11. (A) GPC3 与 HN3 和 hYP7 两种抗体的结合。(B) 在小鼠模型中 CAR - T 细胞产生和评价的原理

图。(C)第二代和第三代 GPC3 CAR 结构示意图。 

本文作者假设 CAR 的功能受表位特异性、亲和力和功能活性影响。他们试图通过进一步修

饰 CAR 结构来提高抗肿瘤活性，而 CAR- T 细胞表征则采用 IsoPlexis 蛋白质组学条形码单细胞

技术来完成。 

小鼠注射 GPC3 特异性人源化 YP7 (hYP7) CAR-T 细胞后，通过抗原诱导选择，T 细胞和多功

能 CAR-T 细胞亚群持续扩增。66%的小鼠肿瘤在第 3 周消退。而使用 HN3 CAR-T 细胞治疗的小

鼠肿瘤负担未见缩小。在输注 hYP7 CAR-T 后 7 周多功能 T 细胞在肿瘤微环境和脾脏中仍可以

检测到。在接种另外的 Hep3B 人肝癌细胞后，经 hYP7 CAR-T 治疗的小鼠仍然可以无瘤生存。 

该研究表明，通过单细胞功能蛋白组学技术鉴定的多功能性 T 细胞与 T 细胞应答持久性和

体内杀伤能力呈正相关。更重要的是，在该 HCC 小鼠模型中，抗原驱动的多功能 hYP7 CAR-T

细胞在肿瘤微环境的持续存在和扩增致使肿瘤消退。IsoPlexis 单细胞功能表型分析揭示了生物

学驱动因素，表明 GPC3 靶向的 hYP7 CAR-T 细胞产物通过增强多功能 CD8+ T 细胞亚群来抑制

Wnt 信号，促进穿孔素/颗粒酶介导的肿瘤细胞凋亡。 

 

图 12. 在 Hep3B 细胞和 G1/A431 细胞刺激后，hYP7 CAR-T 细胞多功能性明显高于 HN3 CAR-T 细胞。 
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3. 传染病研究 

在新冠疫情影响下，毫无疑问传染病和炎症是全球关注的核心领域。IsoPlexis 实现了在功

能上定义参与免疫反应的每一种细胞类型，为患者生物标志物的发现和传染病疫苗和新疗法的

开发提供了更深入的功能机制洞察。 

2020 年 Cell 期刊在线发表了美国科学家的一项最新研究成果。来自华盛顿大学的 James R. 

Heath、Jason D. Goldman 等研究人员合作利用多组学解析了轻度和中度 COVID-19 之间的急剧

变化状态。其中，作者利用单细胞分泌蛋白组学分析发现： 

1) COVID-19 的严重程度与 CD8+ T 细胞多功能的非单调变化相关 

多功能性 T 细胞能产生多种不同的细胞因子，相对于其他 T 细胞可以释放大量的细胞因

子，并主导免疫应答。作者测量了 CD8+ T 细胞分泌的 32 种细胞因子，结果发现在健康和轻症

病例中 PSI 相似，但在中度病例（WOS=3-4）中明显上调，进一步分析显示分泌颗粒酶 B 和穿

孔素的细胞比例增加。重症患者的 PSI 低于中度患者，这与另一项分析（CD8+效应簇百分比）

结果一致。 

 

图 13. 根据 COVID-19 患者 WOS 分组的 CD8 细胞细胞因子分泌频率热图及 PSI 分析。 

2) COVID-19 的严重程度与 CD4+ T 细胞多功能的非单调变化相关 

与健康供体相比，COVID-19 患者的 CD4+ T 细胞 PSI 更高，在中度疾病患者中达到顶峰。

值得注意的是，在 COVID-19 患者样本中，分泌 Th1 细胞因子 IFN-γ、Th17 细胞因子 IL17-A、

IL17-F、Th2 细胞因子 IL-4 和细胞毒分子颗粒酶 B 的 CD4+ T 细胞频率增加，在中度患者中再次

达到高峰，这与 CD8+ T 细胞的趋势一致，但这是否与重症患者的 T 细胞衰竭有关尚不清楚。 

3) COVID-19 患者的单核细胞多功能性与疾病严重程度正相关 

作者还对 COVID-19 患者的单核细胞的多功能强度指数（PSI）进行了表征。与 CD8+ T 细胞

和 CD4+ T 细胞不同，单核细胞的 PSI 随疾病严重程度呈单调增加，有理由推断单核细胞参与了

中、重度 COVID-19 疾病的炎性反应。 
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图 14. (A) 根据 COVID-19 患者 WOS 分组的 CD4 细胞 PSI 分析。(B)根据 COVID-19 患者 WOS 分组的单

核细胞细胞因子分泌频率热图和 PSI 分析。 

4. 炎症研究 

Isoplexis CodePlex 多重蛋白检测方法可以通过最少 5μl 血浆样本检测 30 多种炎性生物标

志物，灵敏度可达 pg/ml 级别，从样本到生成报告只需要 1-2 小时。检测过程完全自动化，手

动操作时间仅需 5 分钟。基于这些特点，这项技术可用于实时监测病情危急病人，如新冠肺炎

住院病人，让医生可以尽早了解危及生命的超炎症病理学的发展状况，而不延误给与患者最有

效的治疗。 

2021 年 Immunity 期刊发表了哥伦比亚大学欧文医学中心发表的一项 COVID-19 研究成果

“Longitudinal profiling of respiratory and systemic immune responses reveals myeloid cell-driven 

lung inflammation in severe COVID-19”中，发现炎性因子在重症 COVID-19 病人中，气道中的炎

症因子显著升高。研究人员采用 CodePlex 芯片蛋白质分泌组学方法检测了采集到的 15 个

COVID-19 患者气管冲洗液和血浆样本，每个样本仅需 5.5 μL 即可定量 23 种细胞因子，包括炎

性因子和趋化因子等。 

总体而言，在早期（第 1 天）和后期（第 3-7 天）时间点，在气道和血浆的配对样本中，

细胞因子和趋化因子的含量有显著差异。与血液相比，气道中趋化因子单核细胞趋化蛋白-1

（MCP-1 /CCL2）、巨噬细胞炎症蛋白-1α（MIP -1α /CCL3）和 MIP -1β /CCL4，以及 T 细胞相关细

胞因子颗粒酶 B、IL-7 和 TNF-β 显著升高。相比之下，血液中 CCL2（MCP-1）、CCL3（MIP-1α）、

颗粒酶 B、TNF-β 和 IL-7 则检测不到，而 CCL4/MIP-1β 在不同患者中呈不同水平。血液和呼吸

道都含有不同水平的与 T 细胞效应功能相关的细胞因子（穿孔素、IFN-γ、IL-17 和 IL-2）、天然

免疫相关细胞因子（IL-6 和 IL-8）及 TGF-β。这些结果表明，气道中产生了促炎趋化因子和细胞

因子，而在血液中只能检测到其中的一部分。 
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图 15. (A) 对 15 例 COVID-19 患者早期和晚期气道冲洗液和血浆样本中细胞因子水平。(B)患者气道冲

洗液和血浆样本中细胞因子水平的平均值进行两两比较。(C)热图显示在每个患者的气道和血浆样本的

平均细胞因子水平，显示为 log10(mean X+1) pg/mL。 

5.靶向治疗 

癌症和肿瘤在癌症发生行为中的一个特征是信号传递网络水平升高。癌症细胞生长快速，

大多数细胞需要外部信号来触发其生长或分裂，但癌症细胞会变得不再依赖这些外部信号。这

意味着它们的信号传递网络，即磷酸化蛋白质网络，一直处于活化状态，这也是癌细胞能一直

生长的原因之一。 

大概 20 年前的一项重大创新引入了靶向抑制剂，而现在已经有了很多靶向抑制剂在临床

上的应用。总体而言，这些靶向抑制剂的目的是进入细胞内，并作用于导致磷酸化蛋白质信号

传递网络激活的癌基因病变处。如果从转录本或分泌的蛋白层面来看，很难得到结果，因为这

些只是间接指征。靶向性治疗可以阻断肿瘤的生长通路，但这些细胞往往能够绕道而行，对药

物发展出抗性。因此当前靶向治疗所面临的一项巨大挑战是如何转变我们的治疗方法，不仅要

处理第一通路，对进入细胞阻止癌细胞增生的药物产生抗药性的第二和第三通路，也要同时给

与处理。 

单细胞磷酸化蛋白质组学技术能够反映单个癌细胞的内部活动和信号传导，以研究肿瘤细

胞内相互交联的复杂磷酸蛋白质通路，从而及早预判癌细胞生长的其他路径，以便更准确而且

快速的给药。这意味着，本来正常情况下需要耗费数月时间的一系列实验，现在通过单细胞磷

酸化蛋白质组学技术只需一周就可以完成，从而快速获取抗药性通路信息。在评估药物疗效时

尤其需要这些信息，无论是在患者体内测试药物，希望根据患者的组织细胞活检了解药物的效

果，还是只是用于药物研发工作，Isoplexis 单细胞磷酸化蛋白质组学技术可以帮助实现整个磷

酸蛋白质信号传递网络的检测和分析。 

来自加州理工的研究团队早在数年前就通过单细胞分析，全面绘制了癌细胞迂回前进的路

线，该研究成果发表在 2016 年《Cancer Cell》期刊上，为开发更有效的联合疗法提供了宝贵信

息。Heath 及其同事深入研究了手术获得的胶质母细胞瘤组织。他们发现，胶质母细胞瘤在 48

小时以内就对靶标 mTOR 通路的药物产生了抵抗，即在我们发现任何临床改变之前，胶质母细

胞瘤就开始重新选择生长路径，想办法规避抗癌药物的作用。单细胞磷酸化蛋白质组学技术可

以帮助开发更有效的胶质母细胞瘤联合疗法。该技术对其他癌症的个性化治疗也很有意义，比

如分析黑色素瘤细胞对 BRAF 抑制剂的抵抗。 
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图 16. 单细胞胞内蛋白质组学帮助鉴定导致胶质母细胞瘤耐药的罕见胞内信号特征及稀有细胞亚群。

在小鼠肿瘤模型中，这些特征与更好的预后及生存期延长有关，可用于临床前研究中预测肿瘤耐药性

和疗效。 

2020 年 5 月，苏州系统医学研究所李贵登课题组、加州理工学院的 David Baltimore 课题

组和西雅图系统医学研究院的 James Heath 课题组合作在《Nature Communications》期刊上发

表了题为“Multi-omic single-cell snapshots reveal multiple independent trajectories to drug 

tolerance in a melanoma cell line”的文章。该文章利用单细胞蛋白组学和代谢数据，揭示了黑

色素瘤细胞早期在药物反应和药物耐受两种状态之间变化的轨迹。研究发现细胞在初始药物反

应状态和药物耐受状态之间存在两条完全不同的路径，并且通过实验和理论都证实了这一发现。

这一研究成果在很大程度上加深了我们对肿瘤细胞耐药性转化的了解，也为以后设计更加有效

的肿瘤联合疗法提供了新的指导。 

通过高维细胞状态空间分析推断单个细胞命运轨迹是一个复杂的挑战，但这对理解从细胞

分化到病变细胞的表观遗传反应的生物学变化具有重要意义。就癌细胞来说，某些最初对靶向

性抑制剂有反应的癌细胞可以在耐药克隆出现之前通过非遗传机制演化成对药物的耐受状态。

对癌细胞如何在药物反应和药物耐受这两种状态之间转变的分子机制的深入理解将会为我们

提供重要的依据来指导使用药物来阻止这种耐药状态的转变。 

早先的研究在信号传导、代谢、转录和表观遗传水平上对药物耐受性进行了机理研究。但

是这些研究中大多数都仅在在整体水平上比较了药物耐受细胞和药物敏感性细胞，抑或是没有

详细的研究这两种状态的轨迹进化特征。该文章选择 BRAFV600E 突变型黑色素瘤癌细胞并建

立针对靶向抑制剂的药物耐受性的模型。在 BRAF 抑制剂作用下，细胞迅速从药物反应性状态

转变为药物耐受状态。并使用单细胞蛋白质组学和代谢测定法来表征这种转变，该测定法旨在

广泛采样与所选癌症特征和特定细胞状态相关的蛋白质和代谢产物。 

在使用 BRAF 抑制剂的前 5 天期间，使用单细胞条形码芯片（SCBC）检测 BRAFV600E 突变

M397 细胞培养物中的选定蛋白质以及葡萄糖摄取，来表征单个黑素瘤细胞中的药物适应性。

在药物治疗的 0、1、3 和 5 天之后，分别取样进行对比： 

1) 在未使用药物的第 0 天，单细胞分析揭示了许多测定标志物的异质水平。许多标志物

表现出了高变异性，包括转录因子 MITF 及 MART1、代谢调节剂 HIF1α 和 p-AMPKα 以

及增殖标记物 Ki67。 

2) 第 1 天药物治疗会抑制葡萄糖的摄取，并抑制大多数代谢调节剂和信号转导磷蛋白以

及 Ki67。这些癌症标志物的抑制反映了最初的 BRAF抑制后关键致癌信号通路的阻断。 
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3) 第 3 天中 MART1 表达的增加以及第五天中的下调，证明该药物还促进瞬时细胞分化，

然后再去分化。 

在单个分析物水平上观察时，单细胞蛋白质组学和代谢分析提供了在第一天时初始药物反

应，第三天时药物诱导的细胞状态变化以及第五条时出现药物耐受性。细胞完全耐药的变化已

经显示在几周后发生。 

 

图 17. 药物处理 M397 细胞不同时长后单细胞蛋白质组学和单细胞代谢物组学分析。（a）单细胞蛋白

质组学和代谢组学联合分析实验设计；（b）蛋白质组学和代谢组学数据聚类热图；（c）小提琴图表示

四个时间点上某些代表性被检测物质的丰度情况。 

共应用了三种算法：FLOW-MAP，t-SNE 和 PHATE

去降低数据级的高维性。FLOW-MAP 分析（图 18）

表明，黑色素瘤细胞主要基于药物暴露时间聚集。

经过 BRAF 抑制剂治疗后，细胞群体最初分裂为占

据 FLOW-MAP 的两个区域。在 d1（绿色点）处，大

多数细胞聚集在 d0 细胞的右上方，而小部分亚群

直接聚集在 d0 组的右侧。这种趋势在 d3 处继续，

大多数细胞聚集在 d1 上方，而少数细胞聚集在小

型 d1 组的右侧。通过 d5（紫色），所有单元都聚集

在图形的右侧。在第 1 天和第 3 天，细胞分叉意味

着上下两种轨迹朝着药物耐受状态的可能性。t-SNE

和 PHATE 分析也表明了两类轨迹的可能性。因此，

对单细胞数据集的计算分析表明，在 BRAF 抑制剂
图 18. 使用 FLOW-MAP 可视化单细胞数据 
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适应的早期阶段出现了分叉的药物反应。 

为了进一步分析分叉的药物反应轨迹，将 Surprisal Analysis 方法应用到单细胞数据集。使

用这种方法，确定了两个主要模块，基于这两个模块的所有 20 种分析物的预测表达与测得的

单细胞数据集非常匹配。每个模块的得分表示其相关标志物在细胞中富集或是抑制程度，并将

得分彩色编码到 FLOW-MAP 图的每个节点上。发现模块 1 的分数沿上下两个路径从负（蓝色）

逐渐增加到正（红色）。模块 2 的得分也出现了同样的变化，这就表明存在一个分隔上下路径

的生理屏障。 

 

图 19. Surprisal 分析显示 MITF 是调节药物反应分岔的转录因子。 

这项研究通过单细胞蛋白质组学和代谢组学解析了药物耐药的异质性反应轨迹，更新了目

前对耐药性发展的认识，为确认有效的治疗组合提供了强有力的方法学。 
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