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  摘 要:呼吸系统疾病在全球范围内病死率较高,其早期诊断和精准治疗需求迫切。蛋白质组学的发展为

该领域带来新机遇,其中基于邻近延伸扩增分析(PEA)的Olink技术因高灵敏度、高特异度和多重蛋白质检测

优势,已在生物标志物发现、转化医学及疾病分型、疗效监测等方面发挥重要作用。该文聚焦 Olink技术在慢

性阻塞性肺疾病(COPD)、哮喘、特发性肺纤维化(IPF)、肺动脉高压(PAH)、肺肿瘤等呼吸系统疾病中的研究

进展,重点涵盖了生物标志物挖掘、疾病分型、疗效监测等内容,同时探讨样本标准化处理、数据解读等关键问

题,并展望其与多组学研究、人工智能结合的发展方向,为呼吸系统疾病精准医学提供新思路。
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Abstract:Respiratory

 

diseases
 

have
 

a
 

high
 

mortality
 

rate
 

worldwide,and
 

there
 

is
 

an
 

urgent
 

need
 

for
 

early
 

diagnosis
 

and
 

precise
 

treatment.The
 

development
 

of
 

proteomics
 

has
 

brought
 

new
 

opportunities
 

to
 

this
 

field,a-
mong

 

which
 

Olink
 

technology
 

based
 

on
 

Proximity
 

Extension
 

Assay(PEA)
 

has
 

played
 

an
 

important
 

role
 

in
 

bio-
marker

 

discovery,translational
 

medicine,disease
 

typing,and
 

efficacy
 

monitoring
 

due
 

to
 

its
 

high
 

sensitivity,

high
 

specificity,and
 

advantages
 

in
 

multiple
 

protein
 

detection.This
 

review
 

focuses
 

on
 

recent
 

progress
 

in
 

apply-
ing

 

Olink
 

technology
 

to
 

the
 

study
 

of
 

respiratory
 

diseases,including
 

chronic
 

obstructive
 

pulmonary
 

disease
 

(COPD),asthma,idiopathic
 

pulmonary
 

fibrosis
 

(IPF),pulmonary
 

arterial
 

hypertension
 

(PAH),lung
 

cancer,

and
 

so
 

on.Key
 

aspects
 

such
 

as
 

biomarker
 

identification,disease
 

subtyping,and
 

efficacy
 

assessment
 

are
 

high-
lighted.Critical

 

challenges
 

including
 

sample
 

standardization
 

and
 

data
 

interpretation
 

are
 

discussed,along
 

with
 

future
 

directions
 

integrating
 

multi-omics
 

approaches
 

and
 

artificial
 

intelligence.These
 

developments
 

offer
 

promising
 

avenues
 

for
 

advancing
 

precision
 

medicine
 

in
 

respiratory
 

diseases.
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  全球疾病负担研究显示,截至2019年,慢性呼吸

系统疾病仍然是全球第三大死亡原因,导致约400万

人死亡,严重威胁人类健康[1]。呼吸系统疾病病因复

杂且异质性强,给临床诊断和治疗带来了巨大挑战。
传统的单一生物标志物检测往往难以全面反映疾病

状态,因此迫切需要能够进行高通量、多维度蛋白质

分析的新技术。Olink技术是蛋白质组学领域的一项

重要突破,其核心邻位延伸分析(PEA)技术可实现对

超微量样本中数千种蛋白质的同步、精准定量。本文

通过综述Olink技术在呼吸系统疾病中的临床应用,
评估其潜在临床价值,分析目前存在的主要局限性与

技术挑战,并展望未来的发展方向,以期为推动呼吸

系统疾病精准医学研究与临床转化提供参考。

1 Olink蛋白质组学技术的原理与比较分析

1.1 技术原理 Olink技术作为一种高通量蛋白质

组学分析工具,其核心为基于抗体-蛋白特异性结合与
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PEA扩增原理,生成可扩增的高灵敏度、高特异度的

标志物,从而有效避免交叉反应并显著提升了数据准

确性[2],Olink技术原理见图1。这一原理赋予该技

术在呼吸系统疾病研究中独特的优势,借助 Olink
 

Explore平台,研究者仅需微量生物样本(如血浆、支
气管肺泡灌洗液或脑脊液等)即可开展跨物种的高通

量蛋白质组学分析[3-5]。Olink技术具备的多重蛋白

检测能力,支持单次实验同步分析数千种蛋白质,大
幅提高了检测效率并拓展了数据维度[6],其检测灵敏

度可达fg/mL~pg/mL级别,能够精准识别低丰度生

物标志物,为心血管疾病、神经退行性疾病及呼吸系

统疾病的预防与治疗提供了重要的分子生物学依据

与技术支撑[7-9]。

图1  Olink技术原理

1.2 与传统蛋白质检测技术的比较 系统性对比分

析表明,Olink技术相较于传统主流蛋白质检测技术

具有显著优势。在检测灵敏度方面,Olink技术显著

优于传统酶联免疫吸附试验(ELISA),其fg/mL~
pg/mL级别的检测限可精准捕获疾病早期低丰度生

物标记物,为临床早期疾病诊断及大规模流行病学筛

查提供技术支持[3,10]。在实验操作效率方面,Olink
技术克服了质谱(MS)技术流程复杂、样本需求量大

的局限性,通过高通量并行检测实现多指标同步分

析,显著提升检测通量并降低实验成本[10]。在检测线

性范围与特异度方面,Olink技术通过独特的 DNA
条形码扩增策略,有效克服传统抗体芯片的交叉反应

问题,而且其线性范围覆盖数十个数量级,可精准反

应复杂样本中蛋白表达谱的细微变化[11]。Olink技

术与传统蛋白质检测技术的系统性比较分析见表1。

表1  Olink技术与传统蛋白质检测技术的系统性比较分析

特性 Olink
 

PEA ELISA MS 抗体芯片

多重能力 高(可达3
 

000+) 低(通常单一) 中-高 中

灵敏度 极高(fg/mL~pg/mL级) 高(pg/mL~ng/mL级) 中(受限于富集步骤) 中-高

样本消耗量 极低(1~6
 

μL) 中-高(50~100
 

μL/单指标) 中-高(10~100
 

μL) 低-中(50~200
 

μL/多指标)

通量 高 低 低-中 中

特异度 极高(双抗体结合) 高 高(基于m/z) 中(存在交叉反应)

定量性能 优秀 优秀 良好 良好

主要优势 高多重、高灵敏、低样本量 金标准、操作简单 无偏发现、蛋白修饰 成本较低、通量较高

  注:m/z为质核比。

2 Olink技术在呼吸系统疾病研究中的应用

2.1 慢性阻塞性肺疾病(COPD) Olink技术在

COPD炎症亚型分型及临床转化中展现出显著优势。

研究证实,该技术通过高灵敏度多重蛋白检测能力,

能够精准识别以嗜酸性粒细胞或中性粒细胞为主导

的炎症亚型,为解析COPD异质性提供了分子分型依

据[12]。基于Olink平台构建的复合生物标志物模型

(如整合肺功能参数、炎症因子及蛋白酶谱)可显著提

升急性加重事件的预测效能,有效区分高危人群并指

导个体化干预[4]。值得注意的是,COPD核心表型肺

功能下降与特定蛋白标志物,如肿瘤坏死因子相关凋

亡诱导配体(TRAIL)的动态变化呈显著负相关[13],

该发现为预测模型的生物学机制验证提供了关键证

据,并且Olink技术能在传统肺功能或临床症状出现

显著改变之前,揭示治疗在分子层面的早期生物响

应,从而推动治疗策略的精准化[14]。在精准治疗监测

领域,Olink技术通过实时追踪治疗前后蛋白质表达

谱的动态变化,揭示了衰老细胞清除剂(Senolytic)组
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合达沙替尼和槲皮素对COPD患者的气道上皮细胞

模型的分子调控机制:治疗24
 

h后,炎症相关蛋白如

CXC趋化因子配体8(CXCL8)、CC趋化因子配体

(CCL)5、CCL3及多种蛋白酶如血清基质金属蛋白酶

(MMP)-2、MMP-12的分泌显著减少,为动态监测药

物在分子层面的抗炎疗效提供了直接证据[15]。基于

上述研究,Olink技术在COPD治疗监测中的应用潜

力体现在其能够系统性地描绘治疗响应谱,这不仅限

于验证某特定疗法的有效性,未来或可比较不同治疗

方案(如不同Senolytic药物、抗炎生物制剂等)所诱

导的特异性蛋白表达变化模式,从而在分子层面区分

作用机制与疗效特点。抑或通过多组学整合分析,构
建COPD治疗响应的动态网络模型,系统解析药物作

用靶点与临床表型的时空交互关系,从而推动个体化

医疗向分子精准化迈进。

2.2 哮喘 哮喘作为一种表型高度异质性的慢性气

道疾病,其临床表型与分子内型的精准识别对个体化

治疗策略制订具有决定性意义[16]。最新研究证据基

于Olink技术对哮喘-COPD重叠(ACO)患者血浆蛋

白质谱的深度解析,解释了年龄依赖性免疫分型特

征:在60岁以上的老年患者群体中,CXCL9的诊断

效能显著,可有效区分 ACO 与单纯哮喘表型;而

MCP-3在60岁以下的患者群体中展现出 ACO 与

COPD的鉴别价值[17]。在机制层面,CXCL9作为干

扰素-γ(IFN-γ)诱导的Th1型趋化因子,其表达水平

与Th1细胞浸润程度呈正相关,提示老年ACO患者

存在Th1/Th2免疫失衡特征;而 MCP-3通过CCL7
受体介导的中性粒细胞趋化作用,可能参与COPD相

关气道重塑进程[18-19]。CXCL9和 MCP-3分别指向

了不同年龄段ACO患者独特的免疫通路,这种年龄

特异性生物标志物谱的发现或许意味着ACO并非单

一疾病过程,其内在机制可能随年龄动态演变。在疗

效监测领域,Howell等[20]通过分析重度嗜酸性哮喘

患者接受美泊利单抗治疗后的痰液和血浆样本,发现

口服泼尼松龙的患者样本中多种炎症相关蛋白显著

下调,包括白细胞介素(IL)-4、IL-5、IL-13、CCL24和

CCL26,且治疗响应者的嗜酸性粒细胞计数与蛋白标

志物变化呈强相关性。此外,Olink技术还可系统解

析治疗诱导的免疫微环境重塑。Fang等[21]通过对过

敏性哮喘患者的血浆蛋白质组的系统分析,成功识别

出与如IL-5RA和PRG2这类真菌致敏相关的特异性

上调蛋白。以上得出,Olink技术的价值不仅限于其

高通量特性,更在于其能够提供多维度的蛋白质动态

谱数据,为动态追踪治疗反应、揭示药物作用的分子

网络提供多维数据支持,这有望推动哮喘治疗从传统

的“一刀切”模式向真正个性化的精准医疗转变。
 

2.3 特发性肺纤维化(IPF) IPF作为一种病因未

明、以肺泡结构异常重塑及细胞外基质过度沉积为特

征的慢性进行性肺疾病[22],早期临床表现常缺乏特异

性,确诊高度依赖高分辨率计算机断层扫描(HRCT)
及外科肺活检,导致诊断流程复杂且存在显著滞后

性[23]。Olink蛋白质组学技术的突破性进展,为IPF
的精准诊断与动态监测提供了革新性解决方案。例

如,Lin等[24]通过基于Olink炎症面板系统分析了92
种炎症相关蛋白,发现IPF患者血清中IL18R1及其

相关分子(TNFSF1、OSM、S100A12)呈现显著高表

达特征,且与患者生存期缩短及肺功能恶化呈强相关

性;其中IL18R1作为IFN-γ信号通路关键调控分子,
其表达与肺泡巨噬细胞 M1型极化程度正相关,提示

其可能反映IPF进展中的Th1/Th2免疫失衡状态。
 

在动态监测领域,Olink技术展现出多维度临床转化

价值,与肺功能下降相关的生物标记物CCL-18、C反

应蛋白(CRP)基线水平联合检测可预测IPF患者12
个月内病情进展风险[25];急性发作期患者血清转化生

长因子-β1(TGF-β1)水平显著升高,且与BALF中性

粒细胞比例呈正相关,为临床医生提供早期干预的分

子依据[26-27]。同时,该技术也被应用于评估抗纤维化

药物(如尼达尼布、吡非尼酮)的疗效,通过对比治疗

12月前后IL-6及 MMP-7等促纤维化因子水平变化

来衡量药物的治疗效果及病情进展,从而助力治疗方

案的个性化调整[28]。上述研究证实,Olink技术通过

系统解析IPF分子病理网络,其临床应用价值体现在

构建基于IL18R1/TNFSF1的诊断模型以减少侵入

性检查依赖、整合CCL-18/CRP/TGF-β1动态变化实

现急性加重风险分层、通过治疗前后蛋白表达谱差异

(如IL-6/MMP-7变化率)指导个体化用药调整,最终

有望通过精准策略改善IPF患者预后及生活质量,推
动该疾病管理向分子精准化迈进。

2.4 肺动脉高压(PAH) PAH是一种以肺小动脉

结构重塑为特征的慢性进展性疾病,其本质上是一个

持续演变的病理生理过程[29]。近年来,Olink技术则

通过多维度蛋白质组学分析,系统揭示了PAH 中炎

症网络与血管重塑通路的时空交互特征,揭示存在于

肺动脉平滑肌和内皮细胞的TMEM16A的异常表达

与血管张力调节失衡密切相关[30]。在炎症机制解析

方面,Olink技术揭示了PAH广泛的炎症蛋白网络,
例如 Mickael等[31]通过血浆蛋白质组分析发现,特发

性肺动脉高压(IPAH)和硬皮病相关肺动脉高压

(SSc-PAH)存在差异性炎症标志物表达谱:VEGFA、

CD8A、CXCL9、MMP1、IL-15RA、PD-L1、HGF、
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TNF、4E-BP1、CCL28、CD40等促炎因子在两型中均

显著升高,提示共性炎症微环境;而某些标志物则具

有亚型独特免疫应答特征,如 AXIN-1、ST1A1、CX-
CL1、STAMBP、SIRT2、CASP8仅在IPAH 中升高,

TNF-β、CX3CL1、uPA在SSc-PAH中升高,其机制可

能与成纤维细胞向肌成纤维细胞转化相关。此外,

Olink技术还能够精准监测如IL-6及TNF-α等炎症

指标浓度的动态变化,其与肺血管阻力指数呈正相

关,提示可作为无创性病情监测指标[32]。在预后评估

领域,Olink技术通过构建PAH 多蛋白危险分层模

型显著提升预测效能。一项近期研究发现在>700个

蛋白质中,PAH患者中表达上调的14个蛋白质与患

者死亡/肺移植事件独立相关,其中EDA2R、WFDC2
和TNFRSF10B 在 传 统 经 典 的 风 险 评 估 模 型(如

ESC/ERS评分和REVEAL
 

2.0评分)基础上能提供

增量预后信息[33]。此外,也有研究发现血浆中与凝血

和内皮功能障碍相关的血管性血友病因子水平升高

与PAH患者较差的生存率独立相关[34]。或许可以

通过靶向抑制Yokokawa等[35]发现的CRIM1、HGF、

FSTL3、PLAUR、CLSTN2和SPON1这类炎症蛋白

表达延缓甚至逆转疾病进展。

2.5 肺肿瘤 Olink技术以卓越的高灵敏度和高通

量的双重优势,正逐步成为肺肿瘤分子标志物发现与

临床转化研究的核心工具。在早期筛查领域,Olink
血浆蛋白质组分析能够有效识别肺癌高风险个体,且
不同时间点的蛋白标志物可能反映“固有风险”信号

或“隐匿肿瘤”迹象,如PDIA4等蛋白标志物在肺癌

诊断前1~3年即呈现显著升高趋势,而CEACAM5
等分子在影像学未检出病灶时即维持异常高表达,这
种时序性表达特征为构建液体活检风险分层模型提

供了分子依据[36-37]。针对诊断效能提升,另一项利用

Olink免疫肿瘤学panel的诊断性研究证实 CD83/

GZMA/GZMB/CD8A/MMP12
 

5种蛋白联合检测模

型,对于早期及晚期原发性肺癌的诊断性能均优于单

一蛋白,突显了多种蛋白标志物联合策略的价值[38]。
此外,在临床鉴别诊断层面,Olink技术通过检测癌胚

抗原(CEA)和细胞角蛋白19片段(CYFRA)等蛋白

标志物,显著提升了肺结节良恶性判别准确率,并弥

补了影像学检查在定性诊断中的不足,从而提升了对

肺结节恶性风险的预测能力[39-40]。这一策略不仅有

助于减少不必要的侵入性检查,还有望推动肺癌筛查

的精准化。在治疗监测方面,研究者通过对血浆蛋白

组的高通量检测来预测肺肿瘤患者对免疫检查点抑

制剂(ICI)的治疗应答[40-41],通过监测血清CXCL13、

MMP12、CSF-1和IL8水平反映ICI治疗的获益情

况,因其水平升高与放射学进展前较差的生存期相

关,从而为临床医生调整治疗方案提供重要依据[42]。
另外,某纵向队列研究显示在接受纳武利尤单抗治疗

的转移性鳞状非小细胞肺癌(SqNSCLC)患者中,某些

血浆蛋白与治疗应答和生存相关,例如可溶性蛋白

LAMP3在治疗应答组升高,而IL-6和CXCL13在无

应答组呈现持续高表达,该特征与总生存期缩短显著

相关。在肿瘤进展机制解析中,通过 Olink蛋白质组

学对比肺腺癌组织与癌旁组织,发现IL-8与CCL20
在肺腺癌组织中呈特异性高表达,进一步研究显示

IL-6和VEGFA可能与肿瘤进展相关,并通过JAK-
STAT、Toll样受体及PI3K/AKT等信号通路调控肿

瘤血管生成与侵袭转移[43]。这些突破性发现标志着

肺癌诊疗正从形态学评估向分子功能解析跃迁,为个

体化精准医疗提供多维度决策支持。

2.6 其他 Olink技术在其他呼吸系统疾病的研究,
如阿司匹林加重性呼吸道疾病(AERD)、慢性鼻窦炎

(CRS)和新型冠状病毒感染(COVID-19)的研究中,
同样促进了蛋白质组学的深入探索。在AERD领域,

Olink蛋白组学分析不仅证实了典型2型炎症反应,
还揭示了先天免疫与IL-6家族细胞因子,如制瘤素

M(OSM)与鼻腔上皮屏障损伤标志物(白蛋白)呈现

显著正相关,提示其可能直接参与病理过程;而在

IL-4Rα抑制剂(如度普利尤单抗)治疗后这些与屏障

功能紊乱相关的介质同步下降,证实Olink技术可动

态监测靶向药物治疗的多通路调控效应[44]。针对

CRS,研究者借助 Olink对鼻腔分泌物和血清进行高

通量蛋白检测并结合机器学习,不仅成功区分了CRS
伴鼻息肉、不伴鼻息肉及非甾体抗炎药加重性呼吸道

疾病等亚型,并进一步鉴定出如神经胶质细胞源性神

经营养因子和夏科-莱登晶体蛋白等新型潜在生物标

志物,为CRS的精准诊断开辟了新路径[45]。在CO-
VID-19研究中,Olink通过系统蛋白质组分析发现胸

苷磷酸化酶(TYMP)水平与疾病严重程度指数呈强

正相关,且与血栓事件及炎症指标呈强显著共表达,
提示其可作为评估血栓栓塞风险及炎症风暴的动态

监测指标,并成为潜在的治疗干预靶点[46]。综上所

述,Olink技术不仅验证了已知的炎症通路,更通过无

偏倚的蛋白组筛查揭示了传统分类中未被充分重视

的病理机制,并通过整合血清与局部微环境蛋白表达

谱,实现了从“临床表型”到“分子内型”的跨越,为开

发针对特定蛋白信号的治疗策略及动态预后监测提

供了实质性的数据基础。

3 挑战与未来展望

3.1 局限性与挑战 尽管Olink技术在呼吸系统疾
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病的研究中展现出较高的灵敏度和特异度,但其技术

方面仍存在一定的局限。首先,该技术依赖于预设的

抗体组合,目前最为全面的 Olink
 

Explore面板仅覆

盖约3
 

000种蛋白质,远低于人类超过两万条蛋白编

码基因,这种覆盖范围的限制可能导致遗漏面板外潜

在的有价值的未知生物标志物,从而制约了新发现的

可能性;其次,其基于PEA的原理在高度异质的临床

样本(如痰液或支气管肺泡灌洗液)中易受到基质干

扰,影响定量的准确性;第三,Olink的数据输出为相

对定量而非绝对定量,这限制了其在跨研究和跨平台

比较中的直接应用;最后,高通量检测带来的成本显

著增加,也进一步制约了该技术在大规模人群筛查中

的广泛应用。此外,Olink技术在临床转化应用方面

上也面临多重挑战。首先,目前大部分研究局限于小

规模队列和回顾性分析,缺乏大规模、多中心、前瞻性

的临床验证作为支撑,这种验证空白使得许多有潜力

的标志物停留在学术论文层面,难以纳入临床实践指

南;第二,蛋白质水平易受样本采集、处理与保存影

响,目前尚缺乏全球统一的前处理指南,导致各项研

究数据难以整合与推广;第三,分析高通量蛋白质组

学数据需要先进的生物信息学方法,如从数百个差异

蛋白中筛选核心标志物、构建多蛋白预测模型,并整

合多维度数据,这对研究者的数据分析能力提出了较

高要求。这些局限与挑战并非孤立存在,而是相互关

联的系统性问题,Olink技术的“靶向优势”在提升效

率的同时,也可能无意中加剧了科学探索的路径依

赖,使研究更易在已知蛋白质网络中循环验证,却难

以突破框架捕获真正的创新信号。

3.2 未来发展方向 Olink技术在呼吸系统疾病研

究领域的未来突破将依赖于技术平台、数据整合与临

床转化等多维度的协同进展。在技术层面,检测面板

将不断扩展与优化,纳入更多经过严格验证的呼吸系

统疾病相关蛋白标志物,以提升检测的覆盖范围与疾

病特异性;与此同时,通过生产工艺的创新与规模化

的应用,进一步降低单样本检测成本,使其更适合大

规模流行病学筛查及公共卫生监测场景。为确保数

据的可靠性与全球可比性,亟须国际研究联盟共同推

动建立涵盖样本采集、保存、检测及分析全流程的标

准化操作体系,并引入人工智能工具进行实时监控与

自动校正分析前变量,实现质控过程的智能化。在数

据解析维度,未来的重点将集中在推动Olink蛋白质

组数据与基因组(GWAS)、转录组(RNA-seq)、代谢

组及微生物组等多层信息的深度融合,从而系统构建

呼吸疾病的分子调控网络,识别关键致病通路,实现

更精细的疾病分型。在此过程中,人工智能与机器学

习技术将发挥核心作用,借助深度学习等算法挖掘高

维蛋白质数据中潜藏的非线性规律,构建高精度的疾

病诊断、分型及预后预测模型。最后,必须推动Olink
技术走向前瞻性临床队列与真实世界研究,通过大型

专病队列系统评估标志物的临床效用,并加速其向体

外诊断产品的转化,最终服务于呼吸系统疾病的精准

用药与全程管理。

4 小  结

  Olink技术作为一种新兴的高通量蛋白质组学方

法,凭借其卓越的灵敏度及多重检测能力,使得从微

量样本中深度挖掘蛋白质信息成为可能,为揭示呼吸

系统疾病的复杂分子机制研究提供了全新视角。该

技术在COPD、哮喘、IPF、PAH及肺肿瘤等呼吸系统

疾病中的生物标志物发现、疾病亚型分类、治疗监测

及预后评估等方面均展现出重要应用价值,推动着呼

吸系统疾病及其他疾病研究向更为精准与实时的方

向发展。总之,Olink技术不仅极大地促进了基础研

究的发展,也为临床精准医学研究提供了新思路。随

着跨学科合作与技术的持续优化,该技术有望成为呼

吸系统疾病早期筛查、精准诊断及个性化治疗的核心

技术,最终惠及全人类。
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