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摘要&蛋白质组学是后基因组时代的科研热点!其研究方向主要涵盖蛋白质表达谱'蛋白质翻译后修

饰谱'蛋白质相互作用谱和单细胞蛋白质组等定性分析以及相对和绝对定量分析!现已广泛应用于生

物'医药及病理研究中"由于质谱具有灵敏'准确'高通量等特点!是蛋白质组学研究必不可少的工

具"本文综述了近年来基于质谱技术的蛋白质组鉴定及定量方法!并展望未来蛋白质组学研究的发

展方向"
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世纪
>"

年代!随着基因组学的迅速发

展!人类基因组测序工作初步完成"

+""2

年!

人类基因组草图正式发表(

2

)

!标志着生命科学

正式进入后基因组时代"人们逐渐意识到基

于
V1/0

水平的研究并不能包含生命的全部

信息!因此对于生命活动的直接执行者...蛋

白质研究逐渐成为热点"不同于传统方法针

对一种或者几种蛋白质的研究!澳大利亚学者



U%LL%6V&

等(

+

)于
2>>#

年首次提出%蛋白质组

学&这一概念!即%从整体水平对特定时间或环

境下细胞或组织内基因组所表达的全部蛋白质

结构和功能进行研究&"蛋白质组学研究的对

象动态且多变!与基因组学相比更加复杂"而

随着高通量蛋白质组分析技术及方法的发展!

其已广泛应用于生物'医药及病理研究等领域!

逐渐成为驱动精准医学发展的强劲动力"

蛋白质组研究主要包括
!

个方面+表达蛋

白质组学'结构蛋白质组学和功能蛋白质组

学(

!

)

"其中!表达蛋白质组学是对细胞组织或

个体的蛋白质表达谱分析以及其蛋白质组成含

量和变化规律的检测,结构蛋白质组学侧重于

亚细胞蛋白质组的分析!对于细胞组成及通路

研究具有重要意义,功能蛋白质组学则是蛋白

质组研究的最终目的!即阐明某功能相关蛋白

质的活动规律以及蛋白质间相互作用的问题"

蛋白质组学技术主要用于对蛋白质组进行定性

鉴定以及定量分析!因其具有%整体性&和%动态

性&的特点!需要灵敏'准确且高通量的技术方

法作为支撑"质谱#

G=

$技术的出现很好地解

决了这一难题!使得蛋白质组学发展更加迅速

高效(

#

)

"

自
+"

世纪初!

@I8V&8*

发明质谱并将其

应用于同位素研究起!纵观质谱的发展历史!其

历程近似于指数曲线"

2>;9

'

2>;;

年发明的基

质辅助激光解吸电离#

V6BR%*6&&%&BHXL6&HR

XH&8R

7

B%8*%8*%C6B%8*

!

G0O.N

$

(

3

)和电喷雾电

离#

HLHMBR8*&

7

R6

(

%8*%C6B%8*

!

:=N

$

(

5

)使得质谱

从有机化学的应用过渡到生物大分子的检测"

+"

世纪
>"

年代中期!各种基于质谱的蛋白质

分析策略基本上取代了
:XV6*

降解分析方法!

成为鉴定多肽和氨基酸序列的主流方法(

9

)

"近

年来!质谱技术发展迅速!已成为蛋白质组研究

最突破且应用最广泛的技术手段之一"质谱仪

的基本构造主要分为样品导入系统'离子源'质

量分析器'检测器以及数据分析系统
3

个部

分(

;

)

"而近年来的串联质谱#

G=

*

G=

$以及在

进样前串联液相色谱#

L%

b

F%XMIR8V6B8

[

R6

7

I

(

!

O'

$的广泛应用!使得蛋白质组样品的分离'鉴

定和定量效率得到极大提升(

>

)

"

本文将综述基于质谱的蛋白质组学的发展

及应用!并讨论和展望未来的发展前景"

!

!

蛋白质组鉴定技术

蛋白质组学方法可用于蛋白质及蛋白质组

的定性分析!传统的蛋白质鉴定方法!如免疫印

迹法'化学测序法等通常耗时耗力!且精度较

低!不适用于高通量蛋白质组的研究"质谱技

术的出现意味着高通量自动化蛋白质或蛋白质

组鉴定时代的来临!基于质谱的多种蛋白质组

鉴定方法陆续出现!主要包括二维凝胶电泳

#

+.:

$

<

串联质谱分析以及多维液相色谱
<

串联

质谱分析(

2"

)

!用于蛋白质表达谱的构建!蛋白

质
<

蛋白质相互作用分析以及蛋白质翻译后修

饰等研究"

!?!

!

蛋白质表达谱分析技术

随着质谱技术的发展与普及!大规模获取

生物体全部蛋白质信息的设想成为可能"由于

在基因组层面的研究缺乏对于蛋白功能'修饰

及加工信息方面的了解!因此需要建立规模化

的蛋白质表达谱以达到此目的"另外!蛋白质

表达谱的构建不仅对深入了解整体蛋白质组信

息非常重要!而且也是生物体蛋白功能以及蛋

白质之间相互作用研究的基础及前提(

2"

)

"

!?!?!

!

组织或器官蛋白质表达谱分析技术

由于技术条件的限制!早期蛋白质表达谱

研究仅限于简单生物!所使用的手段多是基于

二维凝胶电泳分离结合质谱技术对蛋白质进行

鉴定!如采用
+.:

结合
G0O.N<@E-

*

G=

进

行肽质量指纹图谱分析技术(

2"

)

"之后!随着质

谱技术的发展!其准确度及鉴定通量不断提升!

蛋白质表达谱的研究对象也由简单的模式生物

逐渐转为复杂生物!如鼠及胚胎(

2"

)等!随之衍

生了一系列非二维凝胶电泳分离技术策略!例

如+基于多维液相色谱分离的蛋白质鉴定技术

#

GFXAN@

$

(

22

)

'

@8

7

<.8\*

分析策略(

22

)

'亚蛋白

质组#

=FW<

7

R8BH8V%M&

$分析策略(

2"

)等"

组织器官蛋白质表达谱的构建对于疾病机

理以及药物靶点的发掘意义重大"为此!陈曼

等(

2+

)利用高效液相色谱#

$AO'

$联合
<̂:]6M<

B%ZH

质谱建立了帕金森病#

A.

$患者患病组及

对照组的蛋白质表达谱!通过对患病组及对照

组差异表达蛋白质的统计分析!发掘出了潜在

的生物标志物"李瑞阳等(

2!

)以其课题组设计

的串联转录因子效应元件#

BR6*&MR%

7

B%8*Y6MB8R

RH&

7

8*&HHLHVH*B&

!

@-1:&

$为基础!开发了新

!5;
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型转录因子富集法#

BR6*&MR%

7

B%8*Y6MB8RRH&

7

8*&H

HLHVH*B&8*B%

7

!

@E@

$!富集了肝实质细胞体

外培养过程中的转录因子!并结合质谱分析其

动态变化!构建了肝细胞培养和转录因子表达

谱分析系统"

P%6*

[

等(

2#

)利用蛋白质组和磷酸

化蛋白质组图谱!对
22"

对与乙型肝炎病毒感

染相关的临床早期肝细胞癌#

$''

$的肿瘤及

非肿瘤组织进行特征分析!发掘了
$''

的异

质性!并利用这一点将
$''

分为
!

种亚型!为

肝细胞癌肿瘤生物学的发展以及临床个性化治

疗奠定基础"

!?!?(

!

相互作用蛋白质组分析技术
!

蛋白质

之间的相互作用#

7

R8BH%*<

7

R8BH%*%*BHR6MB%8*

!

AAN

$在生命体分子结构中扮演着重要角色!绝

大多数的细胞功能和生理活动都是由非共价

AAN

实现的(

23

)

"据估计!在智人中发生的
AAN

在
2+

!

2""

多万之间!但其中有记录的高质量

定性研究只有
3

万个左右(

23

)

!因此对
AAN

的认

识及探索仍任重道远"免疫沉淀技术#

%VVF<

*8

7

RHM%

7

%B6B%8*

!

NA

$是研究蛋白互作的常用技

术!包括
'8<NA

#蛋白
<

蛋白$'

1NA

#蛋白
<1/0

$'

'INA

#蛋白
<./0

$!通常根据互作的分子类型和

检测目的对其进行高通量检测(

25

)

"蛋白质组学

的快速发展为蛋白互作研究提供了高通量的平

台!实现了从网络水平大规模深入理解互作机

理!剖析其在疾病防治及药物研究中的作用"

高通量检测互作技术主要包括两类!第一

类是以酵母
<

双杂交系统为代表的遗传方

法(

29

)

!主要测量成对的相互作用,第二类是大规

模生化方法(

29

)

!鉴定多个蛋白质之间复合物的

相互作用!主要包括蛋白质芯片技术#

7

R8BH%*

MI%

7

BHMI*%

b

FH

$和串联亲和纯化
<

质谱分析技术

#

B6*XHV6YY%*%B

(7

FR%Y%M6B%8*<V6&&&

7

HMBR8VHBR

(

!

@0A<G=

$

(

2;

)

"

基于质谱的
@0A<G=

技术分析步骤如下+

首先使用诱饵#抗体或标签$捕获蛋白!与之互

作的蛋白会被同时捕获!然后将诱饵与其潜在

的相互作用蛋白一起洗脱!随后采用液相色谱
<

串联质谱#

O'<G=

*

G=

$进行鉴定和定量(

2"

)

"

刘艳霞等(

2>

)采用
'8<NA

技术结合纳升级液相

色谱
<

串联质谱#

*6*8<O'<G=

*

G=

$检测多柔比

星处理组细胞与对照组细胞的核内乳癌细胞核

内丝切蛋白#

M8Y%L%*

$相互作用蛋白的差异!探

讨了多柔比星对细胞周期的影响"

G6L8Z6**6

(

6

等(

+"

)在
NA

和
G=

基础上!发展了一种高通量

$@<NA

*

G=

法!用于从人细胞系中分离和鉴定

内源性蛋白复合体!同时还提出了一种将
$@<

NA

*

G=

数据去卷积成离散蛋白质复合物的方法!

解决了这类研究一部分数据限制的问题"此外!

蛋白质互作网络的构建及多种数据库#如

4%8?1N.

'

=@1N/?

和
N*B0MB

等$的建立也为蛋

白质互作研究提供了更广泛的途径(

+2

)

"

转录后基因调控在很大程度上是由
1/0

转录本与
1/0

结合蛋白#

1/0W%*X%*

[7

R8<

BH%*&

!

14A&

$的相互作用介导的!在生物过程

中起着重要作用(

25

)

"

14A&

调控
1/0

的剪

接'稳定性'核输出和翻译等过程!因此
14A&

与
V1/0

互作研究对完善蛋白质相互作用网

络至关重要(

++

)

"由于
14A&

产量较低!各个科

研团队开发了许多方法用于细胞中
14A&

的分

离富集"最先提出的分离策略是由
$H*BCH

(

+!

)

和
O6*XBI6LHR

(

+#

)实验室独立开发的!称为%相

互作用组捕获#

%*BHR6MB8VHM6

7

BFRH

$&策略!其

过程首先用紫外光#

T_

$将
14A&

交联到
1/0

上!然后通过与寡聚脱氧核糖核酸小球#

8L%

[

8<

X@

$杂交!从细胞中富集
7

8L

(

01/0<

蛋白复合

物!酶解后进行质谱检测!此方法已广泛用于

14A&

与
V1/0

互作研究中"而另一种名为

141<N.

的方法则是通过分析交联的胰蛋白酶

肽来鉴定
14A

结合区(

+3

)

"

141<N.

法不需要

对
1/0

进行富集!因此可以提供
1/0

结合蛋

白质组的无偏差瞬时图像信息"

除了这两种依赖核酸序列或亲和试剂特异

性识别分离交联的
14A&<1/0

复合物的方法!

也可以直接利用结合蛋白
<1/0

结合物的理化

特性从游离的
1/0

中富集
14A&

"例如!

J1<

/0J

(

+5

)和正交有机相分离#

EEA=

$

(

+9

)这两种

方法使用的是标准的
@R%C8L

试剂"苯酚
<

甲苯

萃取#

A@H]

$法(

+;

)则利用改性的苯酚
<

甲苯有机

层!并在中性和酸性
7

$

值下连续萃取"与
EL%

[

8<

X@

的互作捕获法相比!这
!

种方法在哺乳动物

细胞中可以富集鉴定到更多的
14A&

"

!?!?+

!

单细胞蛋白质组分析技术
!

细胞是生

物体最基本的结构单元!在生物体生命进程中

发挥着重要作用"不同的因素!例如遗传学'表

观遗传学'微环境或基因表达的不同都可以导

#5;
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致细胞异质性(

+>

)

"细胞异质性是细胞系统的

基本属性之一!也是各研究领域重要的基础问

题(

!"

)

"然而!常规的大规模组学通常是对大量

细胞进行分析!得到的结果一般是细胞群的平

均值(

!2

)

"因此!对单个细胞的蛋白组成和含量

进行分析!对细胞的功能研究是非常必要的"

+"+"

年
!

月!郭国骥等(

!+

)利用
G%MR8\HLL<&H

b

高通量单细胞测序分析技术!首次从单细胞水

平上系统性地绘制了跨越胚胎和成年
+

个时

期'涵盖
;

大系统的人类细胞图谱!发掘了单细

胞研究在免疫及疾病方面的重要应用"

+""#

年!

.8Z%MI%

及
/8L6*

(

!!

)共同提出了

单细胞蛋白质组学#

&%*

[

LHMHLL

7

R8BH8V%M&

$的

概念"与传统的蛋白质组学方法相比!单细胞

蛋白质组学可以更加准确'系统地揭示细胞内

蛋白质的翻译后修饰'分子相互作用和信号通

路(

!#

)

!有助于生物标记物的发现!这将推动生

物学和医学的发展变革"然而!由于在单细胞

中发现的物质种类繁多'浓度极低(

!3

)

!因此面

临非常巨大的挑战性"近年来!单细胞蛋白质

组学技术主要包括单细胞
UH&BHR*WL8BB%*

[

'流

式细胞术'质谱法(

!5

)

'微流控芯片技术和化学

细胞仪等(

!#<!3

)

"黄超兰等(

!9

)将微流控技术与

传统猎枪蛋白质组学技术相结合!开发了一种

纳升规模的油气液滴#

*6*8L%BHR<&M6LH8%L<6%R<

XR8

7

LHB

!

E0.

$芯片!并将其应用于小鼠单个

卵母细胞蛋白质组分析"结果表明!此芯片系

统使进样效率'序列覆盖度'疏水蛋白富集效率

以及酶解效率均得以大幅提升!从而提高了单

细胞样品的分析灵敏度"

高灵敏度和高覆盖度的质谱技术作为一种

有效的单细胞分析工具!有着广阔的应用前景"

目前!已经发展了电喷雾电离质谱#

:=N<G=

$'

二次离子质谱#

=NG=

$'激光质谱和电感耦合等

离子体质谱#

N'A<G=

$

(

!3

)等多种单细胞水平上

的质谱技术"由于单体细胞的蛋白质含量极

低!对质谱技术提出了更高的要求"为此!秦少

杰等(

!;

)通过对不同质谱分析前的分离技术进

行总结和比较!分析了多方法联用在单细胞蛋

白质组学研究中的优势"目前的大多数单细胞

质谱技术在操作时都需要破坏细胞!这限制了

对细胞发育过程中或药物治疗期间的动态变化

分析(

!>

)

"而这一障碍可以通过开发破坏性最

小的采样方法以及提高仪器灵敏度来解决"目

前研究表明!

G=

结合其他分析工具!如膜片

钳'荧光显微镜和拉曼光谱仪等对单细胞蛋白

质组进行分析!既可以减少破坏作用!又有利于

捕获更多的细胞动态信息'探索细胞行为和发

掘特定亚群(

!>

)

"

!?(

!

翻译后修饰蛋白质组分析技术

翻译后修饰#

7

8&B<BR6*&L6B%8*6LV8X%Y%M6<

B%8*

!

A@G&

$是指通过蛋白质水解或在一个或

多个氨基酸残基上添加修饰基团来改变蛋白质

性质和功能的共价修饰"蛋白质的翻译后修饰

不仅仅是%装饰品&!它可以决定蛋白活性状态'

定位'转运以及与其他蛋白质的相互作用(

#"

)

"

早期不断优化
:XV6*

降解法用于翻译后修饰

蛋白的鉴定!而后质谱技术的发展使得
A@G&

的定性及定量更加精确(

#"

)

"常见的
A@G&

包

括磷酸化'糖基化'泛素化和磺酸化等!分析步

骤基本相同"通常根据修饰类型的不同调整所

使用的富集方法及质谱裂解方式!以期得到更

准确的分析结果"

!?(?!

!

磷酸化蛋白组分析技术
!

蛋白质磷酸

化是一种常见的翻译后修饰!作为快速可逆的

手段来调节蛋白质活性以及传导信号!它基本

上参与协调了所有的细胞进程(

#2

)

"真核生物

蛋白质中常发生磷酸化的氨基酸为丝氨酸'酪

氨酸和苏氨酸(

#+<#!

)

"据估计!至少
+

*

!

的细胞

蛋白含有
2

个或多个磷酸化位点(

#2

)

"磷酸化

调控是细胞健康和疾病的中心机制!并且已经

成为蛋白质组学研究的主要内容之一"因此!

需要高通量的技术对生理和病理条件下发生的

大量磷酸化蛋白质进行定性和定量分析!而质

谱技术的进步可满足这一要求"

磷酸化蛋白质组学的常用实验策略是将细

胞裂解提取蛋白质!然后对提取的蛋白质进行

酶解!再对其中的磷酸化肽段进行
O'<G=

*

G=

分析(

##

)

"由于蛋白质的磷酸化是一种低化学

计量的修饰!磷酸化蛋白的丰度通常较低!因

此!非磷酸化肽#或蛋白$的%背景噪声&中富集

磷酸肽#或蛋白$是质谱分析面临的挑战(

#3

)

"

随着该领域的发展!出现了各种各样的富集策

略(

#5

)

!包括基于抗体的亲和捕获'磷酸化氨基

酸的化学衍生化'基于金属离子的亲和捕获和

离子交换层析!以及经典的用于磷酸化酪氨酸

35;
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研究的免疫沉淀技术等"其中最常用的是基于

金属离子的亲和富集技术!包括固定化金属亲

和层 析 #

NG0'

$或 金 属 氧 化 物 亲 和 层 析

#

GE0'

!通常使用
@%E

+

$

(

##<#9

)

"这两种技术在

许多实验室中得到了很好的应用!在常规的

O'<G=

*

G=

分析中可鉴定得到大量的磷酸化

位点"最常见的磷酸化肽段分级方法是强阳离

子交换#

='J

$色谱"实验证明(

#2

)

!高
7

$

值的

反相色谱对磷酸化肽段分级非常有效!能够实

现深入的磷酸化蛋白质组覆盖!但对用于分离

的色谱柱的性能要求较高"

许多科研工作侧重于优化磷酸化样本富集

策略和分级技术!以降低富集复杂度和最大限

度地提高采样深度"李素贞等(

#;

)通过将基于

@%

#,

<NG0'

材料的磷酸肽富集方法与早期发

明的
=$+

超亲体#

=$+&F

7

HRW%*XHR

$亲和层析

相结合!实现了对肝癌细胞系
$''OG5

细胞

中酪氨酸磷酸化#

7

@

(

R

$肽段的大规模富集!并

结合
O'<G=

*

G=

及
G6]̂ F6*B

软件对富集得

到的肽段进行检测及数据分析"

.8*

[

等(

#>

)采

用同样的方法有效地从复杂的小鼠骨骼肌组织

蛋白裂解液中回收低丰度的
7

@

(

R

肽段!并结

合同位素标记得到了高通量的鉴定结果"此

外!

G%68

等(

3"

)利用
@%E

+

富集法!结合亲水作

用色谱分级及
O'<G=

*

G=

鉴定!揭示登革病

毒#

.:/_<+

$感染后的宿主蛋白磷酸化修饰情

况"

)I68

等(

32

)对方法进行了改进!即将填充

有
@%E

+

和
'2;

反相填料结合
+

个相连的离心

装置对磷酸肽富集和分级!可用于分析大量尿

磷蛋白样本!适用于尿磷蛋白生物标志物筛选

和药物反应研究"

=F*

等(

3+

)同样利用此方法

实现了小鼠肝脏酪氨酸磷酸化肽段的快速'高

通量富集分离"

%̂*

等(

3!

)则报道了一种利用

表面吸附原子转移自由基聚合物#

=N<0@1A

$

开发的新型毛细管柱!并将其成功应用于高效

特异性富集
$H

7

?+

细胞裂解产物的低浓度磷

酸化肽段!其负载能力较常规毛细管柱高!且与

多种功能化单体兼容!在毛细管反向色谱'离子

交换和亲和层析方面具有广泛的应用前景"

蛋白质磷酸化作为最常见的翻译后修饰!

研究前景广阔!且随着更多成熟'高效的富集策

略不断出现!人类对磷酸化蛋白质组也将会有

更深入的认识"

!?(?(

!

糖基化蛋白组分析技术
!

蛋白质糖基

化是翻译后修饰中最常见'最复杂的类型之一"

据估计!参与淋巴细胞激活与调亡'抗原识别清

除及信号传递等多种生命过程的人源蛋白质

中!超过一半发生了糖基化修饰(

3#

)

!并且在蛋

白质的折叠'降解'定位及运输中均发挥重要的

作用"而目前数据库中糖蛋白的信息量相对较

少!因此针对生物体蛋白质的糖基化研究意义

重大"

根据糖基侧链连接蛋白氨基酸残基的不

同!可以分为几种不同类型的糖基化修饰"

.<

连接的糖基化#

.<L%*DHX

[

L

(

M8&

(

L6B%8*

$和
E<

连

接的糖基化#

E<L%*DHX

[

L

(

M8&

(

L6B%8*

$是最常见

的两种类型!其糖肽键分别与天冬酰胺和丝氨

酸*苏氨酸残基相连(

33

)

"除此之外!糖基磷脂

酰肌醇锚#

[

L

(

M8&

(

L<

7

I8&

7

I6B%X

(

L%*8&%B8L6*<

MI8R

$

(

35

)和蛋白聚糖#

7

R8BH8

[

L

(

M6*

$等类型常

出现于糖基化蛋白质组研究中"

质谱与其他分离技术相结合已成为分析蛋

白质糖基化的有力工具(

39

)

"然而!糖基化蛋白

的低丰度和异质性使质谱分析面临挑战!因此!

对低丰度糖肽进行富集和质谱分析是目前蛋白

质糖基化研究的重点"常用的分离富集亲和技

术主要包括亲水相互作用色谱法#

I

(

XR8

7

I%L%M

%*BHR6MB%8*MIR8V6B8

[

R6

7

I

(

!

$NON'

$

(

33

)

'肼化

学富集法(

3;

)

'凝集素亲和技术和硼酸亲和层析

等(

3>

)

!其中近年来最常用的是
$NON'

和凝集

素亲和技术"

$NON'

富集原理是以水
<

水溶性

有机溶剂混合物作为流动相!利用糖肽和非糖

肽的亲水性差异分离富集!以去除非糖肽干扰!

达到不破坏糖肽糖链结构的富集目的"秦伟捷

等(

5"

)利用
$NON'

富集结合质谱鉴定!发展了

一种选择性去糖基化新策略!并获得了首个人

尿液蛋白质
E<?LM/0M

糖基化修饰数据集,黄

怡等(

52

)基于此技术!从完整糖肽水平对贝伐单

抗#抑制肿瘤血管生成的抗体药物$糖型进行定

性定量分析!优化并建立了糖肽的高灵敏度'全

覆盖的定性定量分析技术流程"凝集素可用于

捕获特定糖蛋白或糖肽!实现保持肽链完整性

的富集"例如!谭增琦等(

5+

)利用凝集素亲和富

集技术结合液质联用!对小鼠乳腺上皮细胞及

乳腺癌细胞中平分型
?LM/0M

糖基化修饰的蛋

白质进行鉴定及功能研究,赵洋等(

5!

)基于人源

55;
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半乳糖凝集素
!

的糖识别结构域#

'1.

$!构造

了
?6L

!

'

和
@HBR6<?6L

!

'

两种重组凝集素亲和

柱!并将其成功用于人肝癌细胞系
$H

7

?+

的

糖蛋白富集"

各种糖蛋白骨架在质谱中的断裂规律不

同!可根据需求的不同选择相应的质谱体系对

糖蛋白进行分析"当仅研究糖蛋白中糖骨架信

息时!需使糖'肽分离而防止肽骨架结构被破

坏!因此可使用低能量的碰撞诱导解离方式"

若需要将肽骨架断裂时!可采用高能量的碰撞

诱导解离肽段!也可采用电子捕获解离#

:'.

$

以及电子转移解离技术#

:@.

$

(

5#

)

"例如!张思

琦等(

53

)使用
:=N<:@.<G=

*

G=

!鉴定得到人源

转录因子叉头盒蛋白
02

#

-EJ02

$在体外
77

<

?6L/0M<@+

酶的
E<?6L/0M

修饰位点
<=!33

,

=B6ZH*I6

[

H*

等(

55

)采用
'N.

和
:@.

技术结合

'2;

多孔石墨化碳#

A?'

$

<O'<:=N<̂ @E-<G=

*

G=

!对人
'2<

抑制物#

'2<N*I

$进行了深入的位

点特异性
.<

和
E<

糖基化分析!为进一步研究

这些糖链修饰的功能奠定了基础"

!?(?+

!

泛素化蛋白组分析技术
!

泛素化修饰

是泛素分子在一系列特殊酶类的作用下!从细

胞内选出靶蛋白分子并对其进行修饰的过程"

泛素化在蛋白质定位'代谢'降解中发挥着重要

作用!参与了包括细胞周期转录及免疫反应在

内的几乎一切生命活动(

59

)

"只有一个泛素分

子连接靶蛋白称为单泛素化!靶蛋白上多个赖

氨酸残基均连接泛素分子则为多泛素化(

5;

)

"

UH&BHR*WL8BB%*

[

#

U4

$是定量蛋白质泛素化广

泛使用的生化方法"徐平(

5;

)课题组基于此方

法引入了泛素结合结构域#

@IT4.

$!构建了串

联杂交法#

@T-<U4

$!将合成的泛素链或泛素

化的共轭物在固体膜上的信号可视化!准确定

量膜上的多泛素化信号!具有极高的灵敏度和

较宽的动态范围"

基于质谱泛素化位点的鉴定需首先对样品

进行胰蛋白酶解!结合泛素化的抗体肽段富集

方法!实现泛素化肽的定性定量"例如!

J%68

等(

5>

)设计了一种新的胰蛋白酶和
0M<O

(

&6R

[

%<

/6&H

串联消化的高效泛素化鉴定流程!随着泛

素化富集技术的发展!使得低丰度泛素化肽段

的高效鉴定成为可能"例如!

0D%V8Z

等(

9"

)将

特异性泛素结合结构域 #

FW%

b

F%B%*W%*X%*

[

X8V6%*&

!

T4.&

$结合
=NO0'

技术进行泛素化

蛋白质组分析"基于
T4.

的高泛素亲和力!

?68

等(

92

)构建了串联杂合
T4.

#

B6*XHVI

(

<

WR%XT4.

!

@IT4.

$用于高效'无偏性富集不

同类型泛素链的泛素化蛋白及质谱分析,

$

`

HR

7

H

等(

9+

)还开发出特异性分离富集泛素化蛋白的

串联泛素结合实体#

B6*XHVFW%

b

F%B%*W%*X%*

[

H*B%B%H&

!

@T4:

$技术!以及
K#;

或
K5!

或线

性#

G2

$多泛素化蛋白选择性结合的链特异性

@T4:

技术"这些泛素化蛋白质特异性富集

结合质谱分析对泛素化蛋白质组的研究具有重

要意义"

!?(?I

!

磺酸化蛋白组分析技术
!

蛋白质磺酸

化是发生在活性半胱氨酸残基上的一种可逆修

饰!是将半胱氨酸上的巯基#.

=$

$氧化为磺酸

#.

=E

!

$

$的过程(

9!

)

!在蛋白质的氧化还原调

控中起着至关重要的作用"由于磺酸化具有不

稳定性!通常很难被直接检测或分析!因此在过

去的几十年中!发展了许多磺酸化标记方法"

+"";

年!

1HXX%H

等(

9#

)引入名为
.0C<2

的原位

磺酸探针!这是一种带有叠氮基团的双甲酮标

记探针!可以结合磷酸化试剂!通过
=B6FX%*

[

HR

反应选择性地富集'鉴定磺酸化修饰的蛋白质"

然而!由于以双甲酮为基础的探针不能穿透细

胞膜!因此其不能用来标记活细胞中的磺酸化

蛋白"

+"22

年!

A6FL&H*

等(

93

)开发了另一种具

有细胞透性的炔基标记双甲酮类似物
.S*<+

!

与其他基于双甲酮的探针相比!其稳定性更好'

标记效率更高"

S6*

[

等(

95

)优化了此工作流

程!并将其命名为
=FLYH*G

!结合
.S*<+

探针

以及
<̂:]6MB%ZHG=

分析!定位了
1KE

结肠

腺癌细胞中蛋白磺酸化位点!之后进一步通过

亲和纯化和
UH&BHR*WL8BB%*

[

相结合的方法对

其进行了验证"为了发展二代探针技术!使磺

酸化修饰的标记鉴定更加全面准确!

?F

7

B6

等(

99

)开发了
#

种新的炔烃标记探针!其中!一

种基于苯并噻嗪的探针#

4@.

$显示出最高水

平的
0<

磺酰胺反应性!与
.S*<+

相比!标记效

率提高了
+

个数量级以上"

-F

等(

9;

)利用此

4@.

探针!通过铜催化的叠氮
<

炔环加成反应

和强阳离子交换#

='J

$技术!结合
O'<G=

*

G=

分析!全面系统地鉴定及定量了
1KE

细胞蛋

白的磺酸化位点!证实了其标记的高效性"

95;
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此外!在磺酸化蛋白质组研究中!氯磺酰乙

酰氯#

'=0'

$'

.<

羟基琥珀酰亚胺酯类'邻磺基

苯甲 酸 环 酐 #

=0'0

$及 磺 苯 基 异 硫 氰 酸

#

=AN@'

$等常用的磺酸化试剂对鉴定物引入磺

基!从而起到辅助解离肽段以及质谱测序的作

用(

9>

)

"然而!磺酸化试剂的毒性'副反应等问

题会干扰鉴定准确度(

;"

)

!成为此类研究亟待解

决的难点"尽管近年来科研人员对于磺酸化的

兴趣与日俱增!但磺酸化蛋白质组学的研究依

然相对较少(

;2

)

!仍需进一步的探索及挖掘"

(

!

蛋白质组学定量技术

随着蛋白质组学的发展!仅局限于对蛋白

质类型及修饰的定性分析已无法满足科研需

求"在此情况下!定量蛋白质组学技术应运而

生!成为近年来生命科学的研究热点之一"蛋

白质组学的定量技术是在已知蛋白类型的基础

上!结合质谱技术给出的信号强度对其表达量

及丰度进行定量"这不仅需要对实验进行周密

设计!同时对实验的每个步骤有较高的要求"

蛋白质组的定量技术主要包括非靶向的相对定

量技术!以及靶向的绝对定量技术(

;+

)两种类

型"定量蛋白质组学技术的发展进步!对疾病

标志物发现及临床应用具有重要意义"

(?!

!

蛋白质组相对定量技术

蛋白质组相对定量技术又称为比较蛋白质

组学技术!是指对不同生理病理状态下的细胞或

组织中蛋白质的表达量进行相对的比较分析"

根据是否对蛋白质进行同位素标记!相对定量技

术可分为标记定量和非标记定量(

;!

)两大类"

(?!?!

!

蛋白质组标记定量技术
!

蛋白质组标

记定量技术#

&B6WLH%&8B8

7

%ML6WHL%*

[b

F6*B%Y%<

M6B%8*

$是指利用同位素标签标记蛋白或多肽!

结合高准确度的质谱技术!通过对同位素标记

后肽段的串联质谱结果确定肽段的序列!并且

通过同位素峰的信号强度差异对肽段丰度进行

定量分析的手段(

;+

)

"标记定量技术可用于大

规模样品分析!可避免由于提取以及前处理技

术不同而产生的误差"

根据标签类型的不同!将蛋白质组标记定

量技术方法分为化学标记法及代谢标记法两种

类型(

;#

)

"目前用于定量的化学标签策略种类

较多!其中最常用的一种化学标签是对半胱氨

酸的巯基进行标记(

;3

)

"根据标记对象的不同!

可分为母离子标记以及子离子标记两类(

;#

)

"

母离子标记是将标签所产生的质量差在一级谱

图上进行观测!从而达到对蛋白定量的目的"例

如!同位素亲和标签技术#

%&8B8

7

H<M8XHX6YY%*%B

(

B6

[

&

!

N'0@

$和同位素标记蛋白质标签技术

#

%&8B8

7

H<M8XHX

7

R8BH%*L6WHL&

!

N'AO

$

(

;3

)

"它

们根据所设计的同位素标签具有相同的电离行

为和效率的假设!在蛋白酶处理之前将标记好

的不同样品的蛋白混合在一起!可以在多肽水

平上减少每组样品间的差异"虽然早期经常采

用
N'0@

和
N'AO

标记方法!但这两种标签分

子质量较大!无法分析不含
'

(

&

的蛋白!因此

现在很少使用(

;3

)

"为了得到更直观精确的定

量结果!通过分析肽段化学标签的子离子!即利

用质谱二级碎裂后产生的报告离子进行定量"

典型的有相对和绝对定量的同位素标记技术

#

%&8W6R%MB6

[

Y8RRHL6B%ZH6*X6W&8LFBH

b

F6*B%<

B6B%8*

!

%@10̂

$!以及串联质量标签技术#

B6*<

XHVV6&&B6

[

!

@G@

$

(

;#

)

!它们是具有相同质

量的等量标签"目前商品化的
%@10̂

标记分

为
#

标及
;

标!

@G@

常用
#

*

5

*

2"

标(

;+

)

"近年

来!

%@10̂

及
@G@

技术广泛用于疾病诊断以

及药物研究"例如!

J%8*

[

(

;5

)

'

.F

等(

;9

)分别利

用
%@10̂

技术研究了脑外伤后认知障碍患者

和急性心肌梗死#

0GN

$患者血清蛋白质组的

变化!发掘新生物标志物!为疾病诊断提供了新

方向,

1H*

(

;;

)

'

@6*

[

等(

;>

)则分别利用
%@10̂

技术分析了胆管癌和胰腺癌患者与对照组的血

清蛋白质组!揭示了
+

种癌症的潜在治疗靶点,

)I8F

等(

>"

)利用基于
@G@

的定量蛋白质组学

技术!研究了骨质疏松症患者在脊柱融合术中

骨髓微环境的蛋白质变化!揭示其发病机制,

$8F

等(

>2

)利用
@G@

标记!探讨了二氢青蒿素

抗肝癌的作用效果!为进一步了解抗肝癌的相

关分子机制奠定了基础"此外!其他化学标记

策略!如2;

E

'

2#

*

23

/

'

2+

*

2!

'

'苯胺和苯甲酸标记'

碘乙酰苯胺标记等也逐渐应用于组学研究!使

标记技术具有更多的选择性"

代谢标记与化学标记不同!需在蛋白质生

物合成的第一阶段进行!因此!获得样品后可以

立即混合!从而避免样品处理#蛋白质提取'分

级'消化等$过程中产生的偏差"由于此特性!

;5;
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使用代谢标记法可以适当减少技术重复次数"

典型的代谢标记技术是基于氨基酸标记的稳定

同位素氨基酸细胞培养技术#

&B6WLH%&8B8

7

H

L6WHL%*

[

W

(

6V%*86M%X&%*MHLLMFLBFRH

!

=NO0'

$

(

>+

)

!

其基本原理是在细胞培养时加入轻'重同位

素标记的必需氨基酸#通常为赖氨酸和精氨

酸$!在蛋白层次混匀样本!避免了后续操作所带

来的定量误差!提高了定量的准确性"早期

=NO0'

技术只适用于活体培养的细胞!而后基于

此发展出
=F

7

HR<=NO0'

(

>!

)和
/HF'8XH=NO0'

(

>#

)

等技术!并将其广泛应用于医学中组织'体液等样

本的研究"

(?!?(

!

蛋白质组非标记定量技术
!

标记定量

法应用范围广泛!但也存在一定的缺陷"例如!

标记试剂成本昂贵'样品制备过程较为复杂等"

另外!复杂样品中存在电离竞争以及样品处理

重复精度限制(

>3

)

!

G=

信号多变且不可预测!易

加大误差!影响定量准确度"因此!直接依赖离

子
G=

信号强度进行相对定量技术!即蛋白质

组非标定量技术#

L6WHL<YRHH

b

F6*B%Y%M6B%8*

$

(

>3

)

逐渐受到重视"这种技术不需要昂贵的标记试

剂!且适用于任何类型蛋白质的相对定量!具有

较高的定量准确度!目前已普遍应用于定量蛋

白质组研究中"

非标记定量技术主要分为谱图计数法和信

号强度法两大类"谱图计数#

&

7

HMBR6LM8F*B&

!

=

7

'

$

(

>5

)的原理是利用肽段匹配的二级谱图数

量进行定量"理论上来说!丰度越高的蛋白!质

谱碎裂后得到的肽段数和二级谱图数越多"基

于此!

?R%YY%*

等(

>9

)开发了归一化谱图计数法

#

*8RV6L%CHX&

7

HMBR6L%*XH]

!

=N*

$!优化了
=

7

'

的可重复性!提高了鉴定准确度"

A%HR&V6

等(

>5

)

利用
=N*

评估并比较了
!

种非标定量蛋白质组

学流程,

0&6R6

等(

>;

)开发了总离子计数法#

B8B6L

%8*M8F*B

!

@N'

$!对定量低丰度蛋白时的
=

7

'

进行优化"

信号强度法最早由
'IHL%F&

等(

>>

)提出并验

证!是基于一级谱图母离子强度的定量!通过比

较母离子的面积及信号强度对样品中的蛋白质

进行定量分析"例如!

/6D6VFR6

等(

2""

)提出!

在混合样品的一级质谱检测中!所鉴定到
2

个

蛋白中所有肽段峰强度平均值与该蛋白量正相

关"

=%LZ6

等(

2"2

)则发现!蛋白浓度与质谱检测

所得到的
!

个信号最高离子峰强度的平均值正

相关"随后!

?R8&&V6**

等(

2"+

)基于此提出了

@!Â

法#

@8

7

!

7

R8BH%*

b

F6*B%Y%M6B%8*

$用于定

量计算"

通常根据实验需求的不同!选择不同的质

谱数据采集模式!如数据依赖采集模式#

X6B6

XH

7

H*XH*B6*6L

(

&%&

!

..0

$和数据非依赖采集

模式#

X6B6%*XH

7

H*XH*B6*6L

(

&%&

!

.N0

$"

..0

基于鸟枪法原理!按照离子强度从高到低采集

母离子进行二级碎裂!其结果具有一定的随机

性"

.N0

法在
+"""

年初首次提出!它将扫描

范围分为若干窗口!可以最大限度地获得样本

碎片离子信息!提高定量精度"

+"2+

年!出现

了基于
.N0

的新方法...

=U0@$G=

(

2"!

)

!结

合高分辨质谱仪和优化的采集方案!实现了大

样本队列的快速高通量分析"近年来!也提出

并验证了
.%RHMB.N0

#

X%RHMBX6B6<%*XH

7

H*XH*B

6M

b

F%&%B%8*

$方法(

2"#

)用于蛋白质翻译后修饰蛋

白质组分析!在降低成本提高效率的同时也保

留了
.N0

可重复定量的优势"

(?(

!

蛋白质组绝对定量技术

绝对定量#

6

b

F6

$是蛋白质组学研究最早使

用的方法之一!可通过在样本中加入内标或基

于非内标技术!结合高精度的
G=

测定蛋白质

的绝对丰度"目前!已经发展了多种应用于多

肽和蛋白质绝对定量的策略"例如!张惠萍

等(

2"3

)提出一种基于
O'<G=

的细胞外泌体组

学分析方法!引入同位素内标!对细胞外泌体样

本进行高覆盖度的绝对定量分析"常乘等(

;#

)

从蛋白和肽段层面对质谱原始信号强度进行校

正!从而提出了一种更准确的蛋白质无标绝对

定量方法模型"绝对定量蛋白质组学对质谱检

测的重复性'灵敏度以及检测效率都有很高的

要求!常使用多重反应监测#

VFLB%

7

LHRH6MB%8*

V8*%B8R%*

[

!

G1G

$和平行反应监测#

7

6R6LLHL

RH6MB%8*V8*%B8R%*

[

!

A1G

$

+

种靶向质谱定量

技术"

(?(?!

!

多重反应监测技术
!

多重反应监测早

期也称为选择性反应监测#

&HLHMBHXRH6MB%8*

V8*%B8R%*

[

!

=1G

$"它作为一种高效质谱扫

描模式!在掌握拟定量肽段的保留时间和子离

子质荷比等信息的前提下!一次分析可对数百

个目标肽段进行定量!完全可以取代
:ON=0

和

>5;
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UH&BHR*WL8BB%*

[

等基于抗体的定量技术!广泛

用于组学定量检测领域(

2"5

)

"

G1G

扫描方式

常用于三重四极杆质谱仪!其检测过程是在第

2

个四极杆中选择特定前体母离子!在第
+

个

四极杆中将其碎裂!然后在第
!

个四极杆中检

测选定的肽段子离子"此过程保证了肽段定量

的特异性!可显著提高检测灵敏度并有效地降

低化学噪声!常用于生物标志物蛋白的高通量

检测"例如!

?HRWHR

等(

2"9

)利用
G1G

技术对

人分离酶蛋白#

IFV6*&H

7

6R6&H

7

R8BH%*

$进行

绝对定量,

=I%Z6*

[

%

等(

2";

)利用液相色谱多反应

监测#

O'<G1G

$方法!对肺腺癌表皮生长因子

受体#

:?-1

$酪氨酸激酶抑制剂#

@KN

$敏感性

的潜在生物标志物进行定量研究,

$F6*

[

等(

2">

)则在传统
G1G

方法的基础上!建立并

验证了一种基于
O'

*

G1G<G=

结合免疫亲和

沉淀的靶向蛋白质组学方法!用于富集和定量

人体体液中低丰度高度同源的趋化蛋白亚型"

(?(?(

!

平行反应监测技术
!

平行反应监测技

术是在
G1G

的基础上衍生而来的质谱扫描方

法"由于
A1G

可以选择性指定前体离子和碎

片离子!与
G1G

相比具有更高的选择性及可

信度!因此是一种更为方便的分析方法(

22"

)

"

A1G

扫描方法常用于
<̂:]6MB%ZH

'

<̂:]6MB%ZH

ALF&

或
<̂:]6MB%ZH$-

等高分辨质谱仪上"

例如!

G%MI6HL

等(

222

)提出了一种特异的
A1G

方法!结合
:@.

质谱裂解技术!定量表征了组

蛋白修饰酶药物#如组蛋白去乙酰化酶抑制剂

#

$.0'

$$对组蛋白翻译后修饰的影响"而

A1G

技术也有一定的缺陷!即分析肽段数过多

时!为了保证定量精度!需要及时调整质谱采集

参数"据此!

?6LL%H*

等(

22"

)以
A1G

为基础!研

发了一种内标触发平行反应监测技术#

%*BHR*6L

&B6*X6RX BR%

[[

HRHX<

7

6R6LLHLRH6MB%8* V8*%B8<

R%*

[

!

N=<A1G

$!通过添加内标并且实时调整采

集参数来定量内源肽段!保证了大量肽段数据

分析时的结果准确度"随着
A1G

技术的不断

成熟以及不同类型实验参数的收集建库!它将

在未来获得更广泛的应用"

+

!

总结与展望

质谱技术的发展正在不断提升蛋白质组学

研究的能力!促进蛋白质组学方法应用的深度

和广度"特别是快速'深度覆盖的蛋白质组分

析技术'单细胞蛋白质组学技术以及新型蛋白

质翻译后修饰技术的发展!使得蛋白质组学技

术已成为精准医学时代的主要驱动力"这对蛋

白质组学技术提出了更高的要求!促使发展高

通量'大队列蛋白质组一站式分析平台!包括标

准化'多模式'自动化的样本制备方法!高通

量'高质量和标准化的深度覆盖分析和质控

方法!以及一站式数据处理方法!这些方法的

应用必将对今后生命科学和医疗健康产生重

大影响!也将进一步促进蛋白质组学方法取

得新进展"
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