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基于生物质谱的蛋白质组学绝对定量方法研究进展
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摘要!蛋白质组学定量方法包括相对定量和绝对定量两部分(相对定量蛋白质组学"也称比较蛋白质组学$

是指对不同生理病理状态下细胞’组织 或 体 液 蛋 白 质 表 达 量 的 相 对 变 化 进 行 比 较 分 析!绝 对 定 量 蛋 白 质 组

学是测定细胞’组织或体液蛋白质组中每种蛋白质的绝对量或浓度(目前蛋白质组学的绝对定量方法主要

有基于内标法的蛋白质组学绝对定 量 方 法 和 基 于 质 谱 数 据 统 计 分 析 的 非 标 记 方 法(蛋 白 质 组 学 定 量 的 信

息可以帮助了解蛋白质在相互作用网 络 中 所 起 的 作 用!通 过 对 临 床 生 物 标 记 物 绝 对 量 的 分 析#可 以 帮 助 直

观地判断疾病的发生和发展过程#这对于临床诊断和疾病治疗都具有现实的指导意义(

关键词!定量蛋白质组!绝对定量!同位素标记法!非标记定量法!生物质谱
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!!人类基因组计划的完成#必然促使科学家对

其功能$即功能基因组%进行研究&’$!’(由于仅仅

从基因组学的角度无法完全正确预测基因转录

过程中发生的剪切)拼接以及在翻译时开放阅读

框架密码子的起始)终止位置和翻译后的各种修

饰情况#科学家们先后启动了以不同研究对象为

目标的蛋白质组研究计划#如人类血浆蛋白质组

研究计划)人类肝脏蛋白质组研究计划)人脑蛋

白质组研究计划等#以解决与人类健康密切相关

的基础科学 问 题 和 实 践 问 题(自 从!"世 纪("
年代蛋白质组名词首次出现 以 来&)’#经 过’"多

年的发展#蛋白质组学的研究已经取得了巨大的

进展(蛋白质组学的技术进步主要包括!不同机

理和模式的分离技术$如各种电泳技术)色谱技

术%的有效组合&K$%’#以获得对蛋白质或多肽混合

物的高效分离"不同离子源)不同类型质量分析

器的优化组合以及与多维)多模式分离技术的联

用&M$#’#为分离分析复杂生 物 体 系 中 蛋 白 质 混 合

物奠定了基础"另外越来越多的生物物种基因组

测序工作的完成和生物信息学工具的发展#为规

模化)通量化进行蛋白质组的鉴定和数据分析提

供了保障(随着蛋白质组研究的不断深入#蛋白

质组学研究中仅能提供蛋白质种类和修饰信息

的定性分析技术已经不能满足目前研究工作的

需要#因此#定量蛋白质组学技术和方法的研究

正逐渐成为领域方法学研究的热点(蛋白质组

学定量方法分为相对定量和绝对定量两部分!相
对定量蛋白质组学$也称比较蛋白质组学%是指

对不同生理病理状态下#细胞)组织或体液蛋白

质表达量进行的相对比较分析#如基于二维凝胶

电泳$!$V*%技术直接对处于不同状态下蛋白质

表达变化的比较分析&&’)荧光胶内差示电泳技术

$7-<</;/03-,.-0$P/././83;:B>:;/?-?#VEO*%&(’以

及基于 同 位 素 亲 和 标 签$-?:3:B/8:7/7,<<-0-32
3,P?#E=JY%与 质 谱 分 析 结 合 的 相 对 定 量 技

术&’"$’’’)等 量 标 签 相 对 定 量 方 法$-?:[,;-83,P?
<:; ;/.,3-U/ ,07 ,[?:.53/ b5,03-3,3-:0#

-YaJQ%&’!’和金属元素络合物 标 签 结 合 质 谱 相

对定量方法&’)’等"绝 对 定 量 蛋 白 质 组 学 是 测 定

蛋白质组中每种蛋白质的绝对量或浓度(在有

机体中#蛋白质的相互作用是非常复杂的#在真

核生物蛋白质组中#每K个蛋白质中就有一个蛋

白 质 可 能 参 与 多 个 不 同 的 蛋 白 复 合 物 的 组 成(
由于不能确定一个蛋白是否代表一个复合物的

化学计 量 核 心$?3:-8>-:+/3;-8*8:;/+%#而 使 此

蛋白在相互作用网络中的功能难以捉摸#尽管有

一些全功能蛋白已经通过免疫亲和的方法得到

分离#但还不能确定它们是否具有严格的化学计

量#所以为了充分了解蛋白质在相互作用网络中

的功能#就 必 须 用 量 的 信 息 来 表 征 蛋 白 质&’K’(
绝对定量对于临床疾病的诊断和治疗具有明显

的现实意义&’%’#蛋白质生物标记物量的变化#可

以直接反映疾病的发展状况#因此#通过对疾病

不同时期生物标记物绝对量的监测#可以直观地

判断疾病的发展情况#制定相应的治疗措施(由

于蛋白质绝对量在蛋白质相互作用及临床上具

有重要意义#所以#相关的方法学研究备受关注#
并取得了一定的进展#本工作主要对此方法进行

评述(

A!基于内标法的蛋白质绝对定量

ABA!同位素标记的肽段作为内标的蛋白质组绝

对定量

基于同位素标记的肽段作为内标的 蛋 白 质

绝对定量的基本策略是!在被定量蛋白质的氨基

酸序列中选择一段相对分子质量大小适中$一般

为"6(!!Z5%)质 谱 信 号 响 应 较 强 的 肽 段 作 为

模板#用化学合成或细胞培养的方法合成带有一

定同 位 素$如’)=)’%D)!G%标 记 的 相 同 肽 段$仅

相对分子分量有差异%作为内标#通过检测肽段

的质谱信号强度之比$峰高或峰面积比%来对相

应蛋白质进行绝对定量(应用内标法的前提条

件是!’%被绝对定量的蛋白质酶切要充分"!%被

选择作为内标肽段模板的肽段和蛋白质间存在

一定的定量关系(

O/;[/;等&’M’用化学合成的方法合成了同位

素标记亮氨酸的肽段作为待测蛋白质的内标#应
用选择反应监测$Aa@%质谱法对细胞溶菌产物

中提取的蛋白质及相应的磷酸化蛋白进行绝对

定量研究(为了评价该方法的可行性#他们将已

知浓度系列的标准肌红蛋白加入酵母细胞溶菌

产物中#在 此 背 景 下#以 肌 红 蛋 白 的 某 段 肽 段

$\IYOG_*Y\*c和 J\*\Ia%为 模 板#化 学

合成 同 位 素 标 记 的 相 应 肽 段$\IYOG_*Y\&
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*c和J\*\&Ia!其 中\&代 表 亮 氨 酸 被 同

位素标 记"作 为 内 标!应 用Aa@ 质 谱 法 检 测 肌

红蛋白的绝对量!并与已知加入的量进行对比#

L/20:0等$’#%采 用 人 工 基 因 表 达 合 成 特 定

蛋白质的方法对!"种鸡骨骼肌蛋白质进行绝对

定量!其基本策略是&首先找到每种待定量蛋白

质的标签 肽 段’Q$肽 段"!然 后 找 到 相 应 的 表 达

这些标签肽段的基因片断!用人工方法将这些基

因片断转载到大肠杆菌中进行复制和表达!所得

到的蛋白质’Q=JY$蛋白质"中包含了上述的所

有标签肽段!同时这些肽段的所有氮元素被相应

的’%D 同 位 素 替 换 ’在 蛋 白 表 达 介 质 中 以

’%DGK=.作为唯一氮源"(将已知量的 Q=JY$蛋

白质与待测蛋白样品进行混合!胰酶酶切后!进

行质谱分析!被’%D标记的Q$肽段和相应的未被

标记的 Q$肽段在质谱上被区分开来!根据 各 自

的质谱信号强度和Q=JY$蛋白已知加入量可以

绝对定量样品中的待测蛋白质#但此方法存在

的 局 限 性 有&’"所 选 肽 段 相 对 分 子 质 量 要 在

’"""!!"""以内’以保证在质谱上有较强的信

号响应"!不能含半胱氨 酸’防 止 Q=JY$蛋 白 形

成复杂的分子内或分子间的二硫键"!且在整个

Q=JY$蛋白中每个肽段都是唯一的(!"Q=JY$
蛋白质 相 对 分 子 质 量 不 能 太 大!如 果 超 过’%"
Z5!Q=JY$蛋白的合成将比较困难#

除了上述方法外!G,U.-?等$’&%应用’&H标记

的肽段作为内标!比较了在溶液中和经胶上酶切

两种方法处理的蛋白质绝对定量的可行性#结

果表明!在溶液中’&H标记的绝对定量方法是精

确的#经胶上酶切分离后!蛋白质的绝对定量会

出现较大误差!其主要原因是选择作为内标的肽

段胶上回收率很低(另一种原因是不同的肽段在

胶上的回收率也是不同的#@,22,等$’(%应用同

位素标记 和 液 相 色 谱 选 择 反 应 检 测’\=$Aa@"
技术对细胞周期转化和凋亡过程中的K个磷酸

化调节蛋白进行绝对定量分析!以研究蛋白质的

磷酸化作用对细胞周期转化和凋亡的调节作用#

ABC!同位素标记的氨基酸作为内标的蛋白质组

绝对定量

此方法的策略是&将待测定的蛋白质在强酸

条件下!进行完全的水解!全部形成氨基酸混合

物!然后加入已知量的同位素标记的氨基酸作为

内标!经 @J\VE$YHI$@A质 谱 检 测 一 对 氨 基

酸的质谱峰强度以实现对氨基酸的浓度测定!再
根据 此 氨 基 酸 在 蛋 白 中 的 含 量!计 算 出 蛋 白 的

量#@-;P:;:7?Z,2,等$!"%采 用 酸 水 解 法 将 已 知

序列的蛋白质水解成氨基酸!加入同位素标记的

氨基酸后!用标记和未标记的氨基酸的质谱峰强

度比值和蛋白质中所含此氨基酸数目来计算该

蛋白质的绝对量#此方法简便)灵敏)测 定 的 动

态范围宽!但是存在如下不足&’"需要预先知道

要 定 量 的 蛋 白 质 的 氨 基 酸 序 列 组 成(!"采 用

@J\VE源时!基质会对某些氨基酸的质谱峰产

生干扰()"较难应用于复杂蛋白混合物中蛋白质

的绝对定量#

ABD!基于电感耦合等离子体质谱测定元素的蛋

白质绝对定量

电感耦合等离子体质谱’E=_$@A"法是测定

化合物中某一元素的方法!主要应用在环境中微

量元素的分析和检测#它在蛋白质组定量中的

应用主要是对蛋白或肽段中所含的磷或硫元素

进行精确测定!从而根据磷或硫元素在蛋白或肽

段中 的 含 量 来 计 算 该 蛋 白 或 肽 段 的 绝 对 量#

D,U,1,等$!’%应 用 此 方 法 对 蛋 白 质 组 中 的 磷 酸

化蛋白进行了定量研究!其基本策略是&在酶切

后的磷酸化肽段混合物中加入一适当的磷酸化

合物LD__作 为 内 标!经%G_\= 分 离 后!在

E=_$@A中检测磷元素的质谱峰强度!同时在同

样的色谱条件下 用 *AE$@A进 行 定 性 鉴 定 肽 段

的氨基酸序列!通过内标的峰强度和已知的加入

量!以及每个肽段含磷酸残基的个数!就可以计

算出含磷 酸 肽 段 的 绝 对 量#虽 然E=_$@A检 测

磷元素受其他元素的干扰较小!但是用含磷的化

合物LD__作 为 内 标!在 质 谱 上 的 响 应 与 肽 段

的响应还是会出现细微的差别!从而给该方法的

定量带来误差#
为 了 弥 补 这 方 面 的 不 足!A8>,5+.:<</.

等$!!%采用柱前同位素稀释质谱法对含硫的蛋白

或肽段进行了定量的方法学研究!将不与含硫的

肽段有作用 的 同 位 素)KA直 接 加 入 到 色 谱 的 流

动相中!以)KA作为内标存在于整个样品分离和

质谱鉴定过程的始终!以消除不同肽段间其他元

素在质谱中的干扰!从而使该方法更具可行性#
电感耦合等离子体质谱法测定特定元素的蛋白

质绝对定量方法的优点是元素专一性强!受化合

物本身的性质影响较小!可以进行多元素多同位

素检测#但也存在一些缺点&’"流动相中的有机

相含量影响 @A信号检测(!"需要保证流动相流

速的稳定性()"被定量的肽段与其他被定量的肽

段要能被分开(K"同时需要其他质谱方法对其序

列进行鉴定方可定量#
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ABE!基于同位素标签标记的肽段用于蛋白质组

的绝对定量

此方法的基本策略是!用一对同位素标签分

别结合到待测样品的肽段和合成的氨基酸序列

相同的肽段上"这样就形成了物理化学性质相同

而相对分子量不同的同位素标签化合物标记的

一对肽段"经质谱检测即可测定样品中的蛋白或

肽段的绝对量#-YaJQ$E?:[,;-8Y,P?<:;a/.$
,3-U/,07J[?:.53/Q5,03-3,3-:0%试剂的绝对定

量方法 是 此 类 的 典 型 代 表#a:??等&!)’合 成 了

-YaJQ试剂"并同时将其应 用 到 蛋 白 质 组 的 相

对定量 和 绝 对 定 量 中#-YaJQ 试 剂 由 报 告 基

团"平衡基团 和 氨 基 专 一 反 应 试 剂$DGA%三 部

分组成#报告 基 团 由 不 同 的’)=标 记 而 产 生 相

对分子质量为’’K(’’%(’’M(’’#的差异"为了保

证在一级质谱上能产生相同的相对分子质量"用
不同个数的’)=和’&H来平衡报告基团的相对分

子质量差异"使得报告基团和平衡基团的总相对

分子质量保持’K%不变#经氨基专一反 应 试 剂

部分与肽段的D末端氨基和赖氨酸的&氨基反

应后"在一级质谱上被 不 同 报 告 基 团 的-YaJQ
试剂标记的相同肽段"由于总相对分子质量不存

在差异而出现在同一质荷比位置)而在二级质谱

上"由于中 性 离 子$=H%丢 失"报 告 基 团 断 裂 下

来"分别形成’’K(’’%(’’M(’’#的相对分子量差

异#根据报告基团的质谱峰强度或峰面积来相

对定 量 不 同 状 态 的 样 品"如 果 合 成 一 个 内 标 肽

段"同时用-YaJQ试 剂 标 记"即 可 通 过 加 入 合

成肽段作为内标肽段和待测肽段报告基团的峰

强度比值测定出相应肽段或蛋白的绝对量#

ABI!非同位素标记的肽段用于蛋白质组的绝对

定量

除了上述同位素标记的肽段或氨基 酸 作 为

内标的方法外"也可以选择与被定量肽段性质非

常相近的非同位素标记的肽段作为内标"对相应

肽段或蛋 白 进 行 绝 对 定 量#@,2;等&!K’采 用 马

肌红蛋白作为内标蛋白"经胰酶梅切后"选择其

中的一段肽段作为内标而对人血清中的人肌红

蛋白进行绝对定量研究)由于马肌红蛋白和人肌

红蛋 白 的 高 度 同 源 性"肽 段 氨 基 酸 序 列 几 乎 一

样"只是在D端存在一个氨基酸的差异"这使得

它们物理化学性质非常相近"这就保证了内标和

待测定的肽段在反相色谱中能共洗脱"且在质谱

中有非常相似的响应信号"从而保证了该定量方

法的可行性#为了考察该方法的准确性"选择一

个含有已知量人肌红蛋白的人血清样本作为实

际样本"通过向此样本中加入不同浓度的标准人

肌红蛋白绘制标准曲线"曲线的反向延长线与横

坐标交点的相应横坐标值即为此方法测定的上

述实际样本中人肌红蛋白的绝对浓度#经过真

实值和测定值的比较"发现该方法测定的人肌红

蛋白的量与真实值一致#

C!无标记!1#8&1=/"&&"蛋白质组绝对定量

对质谱数据的分析发现"通过对不同浓度下

蛋白质检测到的肽段数目(鉴定的概率得分(被

鉴定肽段的离子数(色谱保留时间等研究"蛋白

质的浓度 经 一 些 相 应 的 数 学 变 换 后$如 指 数 变

换%会与质谱数据的某些参数呈现一定的线性关

系#这一发现"可以根据肽段的质谱数 据"间 接

的估计蛋白混合物中单一蛋白的绝对量#

D,Z,+5;,等&!%’研究发现"一个蛋白质在一

级 @A中被鉴定到的所有肽段质谱峰强 度 的 平

均值与该蛋白质在混合物中的量存在一定的对

应关系#由于不同肽段离子化效率的差异"单个

肽段的 @A峰强度很难直接反映该肽段 或 对 应

蛋白的量"但是"当理想数目的肽段被检测到时"
就可以将所有肽段的峰强度进行标准化"肽段的

离子化能力也相当于被均一化"则平均的质谱峰

强度将可能与蛋白的量呈现一定的相关性#根

据这一理 论"利 用\=$IY$@A获 得 高 准 确 度 的

肽段相对分子量来作为鉴定蛋白的质量标签"将
匹配的每个蛋白质所有标签肽的峰强度进行标

准化"用标准化的峰强度比值反映蛋白质在混合

物中的相对含量#标准蛋白和简单的实际样本

验证表明"此方法是可行的"且有望应用于较复

杂的实际样本中#

A-.U,等&!M’发现随着蛋白浓度的降 低"被 质

谱检测到的肽段数目依次减少#通过研究蛋白

质酶切肽段的质谱响应信号强度的规律及其与

该蛋白质绝对量的关系"建立了一种无标记的蛋

白质组绝对定量方法#其基本策略是!将M种标

准蛋白酶切后"进行质谱分析"分别在每个蛋白

的酶切肽段中选择前)个峰强度最高的肽段"取
这)个肽段峰强度的平均值"对该蛋白在样品中

的物质的量浓度作关系曲线"发现每个蛋白浓度

与其)个肽段峰强度平均值成较好的线性关系"
以乙醇脱氢酶为标准物质来确定通用信号响应

因子$50-U/;?,.?-P0,.;/?B:0?/<,83:;%"根 据 此

响应因子和相应的其他蛋白的肽段的质谱信号

响应强度来计算此蛋白的绝对量#
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E?>->,+?等!!#"采用指数化修正的蛋白丰度

索引法#应用每个蛋白质所监测到肽段数目来估

计蛋 白 质 的 绝 对 量$通 过 对0,0:$\=*AE$@A%

@A所得到的 质 谱 数 据 进 行 细 致 分 析 和 数 学 计

算变换#发现随着蛋白质浓度的升高#得到的相

应肽段的数目增多#峰面积增强#且肽段数目与

蛋白浓度的对数呈较好的线性关系#将参数经进

一步的指数变换和整理#发现线性关系得到进一

步改进&偏差进一步降低$通过将此方法应用于

标准蛋白和实际样本中验证#发现此方法计算得

到蛋白的绝对量的误 差 与 相 应 +aDJ在VDJ
微阵中表达测定的蛋白质量的误差相近#表明该

方法是可行的$

\-5等!!&"发现蛋 白 质 的 量 与 其 被 质 谱 鉴 定

到的肽段数呈正相关#初步建立了基于?B/83;,.
8:503的蛋白质组定量模型#并将此模型运用于

相对简单的标准蛋白质样品#验证了该模型的可

行性#该方法的动态范围达到!个数量级以上$

\5等!!("建 立 了 一 种 蛋 白 质 表 达 绝 对 定 量 的 模

型’J_*S(#该模型是基于蛋白质被质谱检测的

?B/83;,.8:503?和肽段鉴定概率#通过该模型对

酵母和大肠杆菌蛋白质组进行定量分析#其结果

与 X/?3/;0[.:33-0P&!$V*&+aDJ 结 果 一 致$

A3,3/等!)""基于 蛋 白 质 已 知 浓 度 与 检 测 肽 段 数

之间的对数关系#提出了近似公式进行蛋白质绝

对浓度预测$

D!结!语

随着生物 质 谱 技 术&多 维 色 谱 分 离 技 术 和

!$V*等技术的不断发 展#以 及 对 蛋 白 质 组 表 达

谱&修饰谱和蛋白质组相关新技术&新方法研究

的不断深入#蛋白质组学研究已经取得了较大的

发展$其中#定量蛋白质组学作为目前蛋白质组

学研究的热点之一备受关注#且主要以同位素标

记的相对定量为主#但是目前发展的蛋白质绝对

定量方法主要是针对一个或几个感兴趣的蛋白

进行绝对定量#这对于蛋白质组学而言是远远不

够的$要全面了解所有蛋白质在功能网络中的

作用#就 必 须 对 所 有 的 蛋 白 质 提 供 绝 对 量 的 信

息#所以发展大规模的绝对定量方法是非常必要

的$但目前#除了基于质谱数据统计分析的非标

记定量外#其他的绝对定量方法均无法实现大规

模的绝对定量$这是因为不同的肽段在质谱上

的响应信号不同#在色谱上的保留行为不同等因

素制约着大规模定量方法的发展#虽然在理论上

同位素标记方法能解决上述问题#但对于每个蛋

白质都合成相应的同位素标记的内标肽段是不

现实的$因此#绝对定量蛋白质组学今后发展的

方向之一是在提供操作简便&价格低廉&更灵敏&
更准确&与质谱兼容性好的稳定同位素标记的定

量方法基础上#注重以大规模蛋白质的绝对定量

为目 标#尽 可 能 发 展 大 规 模 高 通 量 的 绝 对 定 量

方法$
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欢迎订阅CFFG年!中国组织工程研究与临床康复"

’中国组织工程研 究 与 临 床 康 复(杂 志 是 美 国’化 学 文 摘($=J%)荷 兰’医 学 文 摘 库*医 学 文 摘(
$*@%)美国’剑桥科学文摘($=AJ%)中国科技论文统计源期刊)中国中文$临床医学类%核心期刊)中

国科学引文数据库等收录期刊+
’中国组织工程研究与临床康复(为周刊#每周二出版#!""&年出版重点为&生物材料)组织工程

支架材料)口腔生物材料,组织工程产品研制以及组织构建,骨科植入体)脊柱植入体)心*脑*外周血

管及血管植入物)人工假体)人工器官,成体干细胞)胚胎干细胞)脐血干细胞)羊膜干细胞)肿瘤干细

胞基础及临床研究,器官*组织*细胞移植,康复工程等组织工程方面的研究+

咨询电邮#=aY*a3P["?-0,68:+
电!!话"!K$!))&(’"M!"!K$!))&K)%!!!传!!真"!K$!))&&’"%
投稿电邮Z<!))&%"&)"?-0,68:+!!Z<!!&)&’"%"?-0,68:+
国内邮发代号#&$%&K
本社订阅#辽宁省沈阳’!""邮政信箱!!邮!!编#’’"""K!!定!!价#’!元*册+
更多信息见XXX61P.8Z<68:+

欢迎订阅!中国神经再生研究$英文版%"$KTT%杂志

Daa杂志由卫 生 部 主 管)中 国 康 复 医 学 会 主 办#全 球 公 开 发 行+=D’’$%K!!*a#EAAD’M#)$
%)#K#月刊+Daa具有良好的国际影响力及学科专业影响力#被下列国际及国内的数据库收录&美国

’化学文摘($=J%)荷兰’医学文摘库*医学文摘($*@%)中国英文版科技期刊数据库$统计源期刊%)中
国科学引文数据库核心库$=A=V%)中文学术期刊全文数据库$=DcE%)’中国学术期刊文摘$英文版%

=AJ=(+

!""&年出版重点&神经发育)神经可塑性)神经信号转导研究,突触发育及可塑性)突触信号)突

触生理学研究,神经环路发育)神经环路与动物行为研究,树突发育与神经环路形成)神经网络功能研

究,视知觉机制)视觉神经生理学研究,感觉系统)感觉整合和行为研究,基底神经核发育及其退行性

疾病研究,以及神经系统疾病的神经生物学研究+
重点推出&神经干细胞研究)神经组织工程研究)中医药干预后神经元变化的分子生物学研究)神

经再生的相关因子研究+
咨询电邮#?41?’"""’M)68:+!!电话&"!K$!))&’"&%!!传真#"!K$!))(K’#&
投稿电邮#?41?’"’"’M)68:+,?41?’"!"’M)68:+
国内邮发代号&&$%&%
本社订阅#辽宁省沈阳’!)K邮政信箱!!邮!!编#’’"""K!!定!!价#’%元*册+
更多信息详见XXX6?41?2468:+6
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