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蛋白质翻译后修饰研究进展
阮班军1  代  鹏1  王  伟1  孙建斌1  张文涛1  颜  真1*  杨静华2*

(1肿瘤生物学国家重点实验室, 第四军医大学药学院药物基因组学教研室, 西安 710032; 2美国波斯顿大学

肿瘤外科实验室及VA临床蛋白组学实验室, 波斯顿  02130, 美国)

摘要      蛋白质是执行细胞功能的基本功能单元, 其表达受基因组和表观遗传学的调控。通常, 
蛋白质在表达以后还需要经过不同程度的修饰才能发挥所需要的功能。这种翻译后修饰过程受到

一系列修饰酶和去修饰酶的严格调控, 使得在某一瞬间细胞中蛋白质表现出某种稳定或动态的特

定功能。最新的研究表明, 真核细胞中存在着各种各样的蛋白质修饰过程, 其中大约70%目前还无

法解释。有理由认为, 这种经过了特定修饰的蛋白质, 更客观地反映了细胞的各种生理以及病理过

程。因此, 除了基因组所编码的“裸”蛋白质组的表达以外, 更需要对经过翻译后修饰的蛋白质     及蛋

白质组的调控过程进行深入的研究。该文对常见翻译后修饰以及研究方法进行了综述。

关键词      蛋白质组; 蛋白质翻译后修饰; 基因组; 分子鉴定
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Abstract      Although protein expression is regulated through genetics and epi-genetics, its function is deter-
mined by many factors, of which post-translational modification (PTM) is particularly important. Protein modifica-
tions are precisely regulated through a variety of modifiers and de-modifiers, most of which are yet to be defined. 
Most physiological or pathological processes are usually regulated through typical but complex and dynamic PTM 
patterns and networks. Reasonably, proteome of PTM is more precise to describe the physiological or pathological 
processes of cells at the molecular level to clarify protein functions and easy to find out biomarkers and molecule 
targets for disease diagnosis and drug development. Here we reviewed some common types of modifications of pro-
teins and methods in PTM research.  
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组中的独特基因表达程序。以上两种学科的研究都

只是停留在基因的层面, 然而蛋白质作为生命活动

的直接执行者, 还需要经过不同程度的加工和修饰

才能发挥功能。最新的研究表明, 真核细胞中存在

着各种各样的蛋白质修饰方式, 调控着细胞的各种

蛋白质是执行细胞功能的基本功能单元, 其表

达受基因组、表观遗传学和翻译后修饰多个层次的

调控。基因组学的主要任务是研究生物基因组的组

成以及组内各基因的精确结构、相互关系与表达调

控; 表观基因组[1]则指示了每种细胞类型及其基因
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生理以及病理过程, 因此对经过翻译后修饰的蛋白

质和蛋白质组需要更为深入的研究。本文对常见的

蛋白质翻译后修饰、多种修饰的功能协同作用对生

理和病理的影响以及蛋白翻译后修饰的常用研究方

法进行了综述。

1   蛋白质翻译后修饰概述 
早在HGP实施期间的1995年, 蛋白质组(pro-

teome)一词就由澳大利亚学者Williams和Wilkins[2]

提出, 该词源于蛋白质(protein)与基因组(genome)两
个词的组合, 意指“proteins expressed by a genome”, 
即“一个细胞或一个组织基因组所表达的全部蛋白

质”。其对应于基因组的所有蛋白质构成的整体, 将
研究从个别蛋白质扩展到从整体水平研究蛋白质。

然而, 对于蛋白质组的功能实现却远比想象中的复

杂。研究发现, 蛋白质组处于一个新陈代谢的动态

变化过程中, 蛋白质的合成在不同时空下受到不同

因素的调控, 同一种细胞的生长与活动, 因不同时

期、不同条件其蛋白质组也在不断变化过程中, 病
理或疾病治疗过程中的细胞蛋白质组及其变化也与

正常生理过程不同[3]。即虽然高等生物体内所有细

胞仅拥有一个相同的基因组, 但不同分化的组织细

胞却拥有不同的蛋白质组。

其中, 蛋白质翻译后修饰作为蛋白质功能调节

的一种重要方式, 对蛋白质的结构和功能至关重要, 
也是蛋白质组复杂性的主要原因之一。据估计, 人
体内50%~90%的蛋白质发生了翻译后修饰, 有的是

肽链骨架的剪接, 有的是在特定氨基酸侧链上添加

新的基团, 还有的是对已有基团进行化学修饰[4]。生

物体通过种类繁多的修饰方式直接调控蛋白质的活

性, 也大大扩展了蛋白质的化学结构和功能, 显著

增加了蛋白质的多样性和复杂性, 使可编码的蛋白

质种类大大超过了20种天然氨基酸的组合限制。因

此, 经典的一个基因一个蛋白的对应关系早已经被

打破, 据估计人类基因组可编码蛋白质的2万个基

因, 可表达超过20万个功能蛋白质。目前已经确定

的翻译后修饰方式超过400种, 常见修饰过程有磷酸

化、泛素化、甲基化、乙酰化、糖基化、SUMO化、

亚硝基化、氧化等等, 表1列出了Swiss-Prot Knowl-
edgebase更新至2014年6月所收集的以实验方法发

现的蛋白质翻译后修饰的种类和频率。然而, 我们

已掌握的蛋白修饰过程还非常有限, 至少70%还不

为人知, 包括未知的修饰种类、未知的修饰蛋白质、

未知的蛋白修饰位点等。蛋白质修饰分为可逆和不

可逆两种方式, 不可逆的如O位的羧基端甲基化, 而
磷酸化、N-位甲基化、N-乙酰化修饰均属于可逆的

修饰, 会随着细胞的生理状态和外界环境变化而改

变, 从而起到细胞内外信号传递、酶原激活的作用, 

表1  蛋白质翻译后修饰频率(http://selene.princeton.edu/PTMCuration/)
Table 1   Frequency of post-translational modification of proteins (http://selene.princeton.edu/PTMCuration/)

频率 修饰类型 频率 修饰类型

Frequency Modification Frequency Modification

39 818 Phosphorylation 156 ADP-ribosylation

9 119 Acetylation 140 Citrullination

5 976 N-linked glycosylation 82 Farnesylation

3 181 Amidation 81  S-nitrosylation

1 774 Methylation 63 Deamidation

1 698 Hydroxylation 62 Geranyl- geranylation

1 338 O-linked glycosylation 57 Formylation

1 136 Ubiquitylation 52 Nitration

921 Pyrrolidone Carboxylic Acid 39 GPI anchoring

595 Sulfation  33 Bromination
503 Sumoylation 29 S-diacylglycerol cysteine
413 Gamma-Carboxyglutamic Acid 21 FAD

348 Palmitoylation 9 571 Others

184 Myristoylation  67 975 Total characterized
156 C-linked glycosylation     77 546 Total processed
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因此可以作为蛋白质构象和活性改变的调控开关, 
一旦发生异常的修饰常常导致疾病的发生。正因如

此, 对蛋白质序列及其多样化的修饰尚待更为深入

的探究, 以阐明蛋白质多样化的动态修饰对蛋白质

功能和细胞功能的影响及其分子机制。

2   常见的蛋白质翻译后修饰
2.1   磷酸化

作为研究最广泛以及体内最为常见的蛋白质

翻译后修饰——蛋白质磷酸化修饰, 在蛋白激酶的

作用下, 将一个ATP或GTP上γ位的磷酸基转移到底

物蛋白质的氨基酸残基上, 影响了人类细胞中超过

1/3的蛋白质的功能。磷酸化发生的位点通常是Ser、
Thr、Tyr侧链的羟基或是His、Arg、Lys侧链的氨

基, 少数发生在Asp和Gln的侧链羧基或Cys的侧链

巯基, 因此, 可将磷酸化蛋白质分为O-磷酸化、N-磷
酸化、酰基磷酸化和S-磷酸化四类(图1)[5]。研究发

现, His位点发生磷酸化修饰的频率高于Tyr[6]。近年

来, 随着磷酸化肽段富集手段和高精度生物质谱发

展, 蛋白质磷酸化修饰位点的鉴定从数量和精度上

得到了长足发展, 然而如何将这些磷酸化蛋白质与

催化其磷酸化的蛋白质激酶一一对应成为了近年

来该领域的热点和难点问题。Tian等[7]在一项研究

中首次从蛋白质组学层面对嗜热四膜虫的蛋白质

磷酸化修饰进行分析, 该研究以具有1 069个蛋白质

激酶(人类仅为518个)的单细胞真核模式生物——

嗜热四膜虫为研究对象, 利用TiO2对磷酸化肽段进

行了富集, 并利用2D(SCX/RP)-nanoLC-MS/MS技术

鉴定得到了1 008个蛋白质的2 238个磷酸化修饰位

点。

磷酸化修饰几乎发生在生命活动的各个过程, 
如细胞膜上的Na+-K+-ATP酶泵的磷酸化控制钠离子

和钾离子的胞内浓度; Src家族Tyr激酶的磷酸化是

它激活的“开关”, 将使其构象改变从而能识别下游

蛋白[8]; 在细胞周期调控中, CDKs(cyclin-dependent 
protein kinases)这一类Ser/Thr激酶是否能激活Cy-
clins并形成复合物, 决定了细胞周期是否阻滞[7]。磷

酸化也是细胞呼吸过程的重要参与者, 线粒体中氧

化磷酸化的过程需要NADPH氧化酶的磷酸化调控, 
电子传递链中蛋白分子之间的相互作用由磷酸化调

控[8]。此外, 蛋白质降解也需要依赖于ATP参与的磷

酸化修饰。

2.2   糖基化

在生物体内, 糖类一般并不单独存在, 而是连

接在蛋白质或脂类分子上分别构成糖蛋白和糖脂, 
其中以己糖最为多见, 包括葡萄糖半乳糖和甘露糖

以及它们的一些简单修饰形式, 如葡萄糖的α-羟基

被酰化氨基取代生成 N-乙酰葡糖胺。根据蛋白质

A: O-磷酸化; B: N-磷酸化; C: 酰基磷酸化; D: S-磷酸化。

A: O-phosphorylation; B: N-phosphorylation; C: acetyl-phosphorylation; D: S-phosphorylation.

图1  磷酸化反应过程示意图

Fig.1  Schematic diagram of phosphorylation
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被糖类修饰形式的不同把蛋白质糖基化分成N-糖基

化、O-糖基化、C-糖基化和糖基磷脂酰肌醇锚定连

接四类[9]。最近几年, 对糖基转移酶的研究大幅度增

加, 主要针对这些酶的三维空间结构与反应机制, 在
对N-糖基化、O-糖基化的研究中发现, 在受体激活过

程中存在一些不常见的折叠方式与化学机制[10]。另

外, 来自上海交通大学系统生物医学研究院的研究

人员首次提出了内质网中可能存在新的蛋白质O-乙
酰半乳糖胺(GalNAc)糖基化调控机制, 挑战了教科

书上关于蛋白质的O-GalNAc糖基化过程只发生在高

尔基体中这一传统观念[11]。N-糖基化是最为常见的

糖基化修饰, 该修饰是由多糖与蛋白质的Asn残基的

酰氨氮连接形成, 糖链为N-乙酰葡萄糖胺(GlcNAc), 
发生在特定的氨基酸模序Asn-X-Ser/Thr或Asn-X-
Cys上。根据单糖的位置, N-糖基化修饰可以进一步

划分为复杂型多糖(图2A)、混合型多糖(图2B)和高

甘露糖型多糖(图2C), 研究表明, 三种类型的糖链具

有共同的生物合成起源, 即高甘露糖聚合物前体[12]。

图2  三种不同N-糖基化修饰类型的结构示意图

(根据参考文献[12]改编)
Fig.2  Schematic diagram of three different N-glycosylation 

type (modified from reference [12])

糖基化是真核生物蛋白质功能调节的基本环节, 
异常糖基化往往伴随着生理病理过程的异常。有研

究发现, N-GlcNAc可以通过Ser或Thr残基, 以单糖分

子连接到蛋白质上, 生成O-GlcNAc。该种修饰可发

生在许多与癌变相关的蛋白分子上, 如β2连环蛋白、

p53、pRb家族等。O-GlcNAc化也与糖尿病[13]、神经

退变性疾病[14]等疾病有关。因此, O-GlcNAc可以作

为临床上这些疾病诊断的分子标志物。目前, 已经

有超过600种蛋白质被鉴定发生了O-GlcNAc化, 但

其中只有低于15%的修饰位点得到了鉴定, 大多数

来自于脑和脊髓组织。O-GlcNAc修饰的重要性及

与磷酸化修饰之间的联系, 正在成为继磷酸化修饰

之后的又一个蛋白质翻译后修饰研究热点[15]。

2.3   泛素化

泛素是一种含76个氨基酸的多肽, 存在于除细

菌外的许多不同组织和器官中, 具有标记待降解蛋

白质的功能。被泛素标记的蛋白质在蛋白酶体中被

降解。由泛素控制的蛋白质降解具有重要的生理意

义, 它不仅能够清除错误的蛋白质, 还对细胞周期调

控、DNA修复、细胞生长和免疫功能等都有重要的

调控作用。

泛素蛋白C末端的Gly通常都经由异肽键与底

物蛋白的氨基连接在一起, 最常见的连接是与底物

蛋白Lys的ε氨基相连以及与底物蛋白的N末端相连。

最近还发现, 可以与Cys、Ser和Thr相连[16]。泛素控

制蛋白质水解的整个过程是通过泛素–蛋白酶体系

统(ubiquitin proteasome system, UPS)进行的[17], 介导

了真核生物体内80%~85%的蛋白质降解。去泛素

化酶(deubiquitin, DUB)可以将靶蛋白上的泛素蛋白

水解下来。由于DUB酶的存在, 泛素化作用只能是

暂时的。这种动态修饰过程构成了一个可逆的“开
关”, 来控制底物蛋白的不同功能状态, 调控细胞内

的多种生理活动[18](图 3)。

图3  蛋白质的泛素化修饰过程示意图

Fig.3  Schematic diagram of protein ubiquitination process

内质网相关的降解过程能清除错误折叠蛋白

的分泌途径, 同时介导一些内质网残留蛋白的调控

降解过程。研究发现, 一种蛋白与一种泛素连接酶

之间相互作用的细微增加, 都能引发信号底物的降

解, 一项最新的研究解析了其中的作用机制, 指出去

泛素化可以作为一种信号放大器, 放大信号, 从而进

行下游调控[19]。
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泛素化修饰途径在人体免疫调节过程中发挥

着重要的作用, 其不仅能够通过降解免疫调控蛋白

的方式来抑制免疫反应, 也能通过多泛素化修饰作

用激活NF-κB和IRF途径中的激酶来启动一些免疫

反应。随着能确定蛋白类型及其修饰状况的质谱

检测等高灵敏度检测技术的进步, 我们能够更容易

地发现泛素化途径的底物, 并且近年来发现了多种

UBD蛋白, 因此我们更容易地弄清楚泛素化修饰途

径在机体免疫调控中发挥的真正作用, 这将有助于

我们对免疫性疾病的诊疗技术研究[20]。

细胞内很多受泛素途径修饰的蛋白质都参与

控制细胞内肿瘤发生相关生理或病理进程, 比如细

胞周期调控、凋亡、受体下调以及基因转录等多种

重要的细胞进程, 所以一旦泛素修饰系统出了问题

就很有可能引起人体各种肿瘤的发生。因此, UBL
系统也是治疗肿瘤的靶点之一, 有望开发出更多有

效的抗癌疗法和药物[21]。

2.4   SUMO化

随着泛素化的研究, 科学家们相继发现了一

些类泛素蛋白, 其中小泛素相关修饰物(small ubiq-
uitin-related modifier, SUMO)是最受瞩目的一类。

SUMO化与泛素化修饰过程相似, 也是一个多酶参

与的酶联反应, 但两个途径参与的酶则完全不同。

首先, SUMO化修饰比泛素化修饰多一步成熟化的

过程, 即SUMO前体在SUMO蛋白酶(如Ulp1)的作用

下, C-端的4个(或多个)氨基酸残基被切除, 生成成熟

的SUMO并露出C-端2个Gly残基。接着, 在SUMO
化活化酶E1、结合酶E2和连接酶E3的作用下完成

SUMO化修饰过程, 并且这个过程是可逆的, 称为去

SUMO化[22-23](图4)。

图4  蛋白质的SUMO化修饰过程示意图

Fig.4  Schematic diagram of protein SUMOylation process

2012年, 来自德国马普生物化学研究院的研究

人员以DNA双链断裂修复作为例, 解析了类泛素蛋

白SUMO的作用新机制, 指出蛋白之间的SUMO化

修饰稳定相互作用是由DNA结合SUMO连接酶催

化, 并由单链DNA开启的, 而且只有整体清除几种修

复蛋白的SUMO化修饰, 才会通过大量减慢DNA修

复, 影响同源重组途径。因此, 研究人员认为SUMO
能协同作用于几种蛋白, 单个修饰叠加促进有效修

复, 这也就是说, SUMO化修饰过程也许常常能靶向

一组蛋白, 而不是单个蛋白, 局部修饰酶和高度特异

性启动则能确保特异性[24]。

SUMO化修饰不介导蛋白质的降解, 但依然对

许多生理过程产生重要作用。例如, 通过调节蛋白

质之间的相互作用、影响靶蛋白在细胞内的分布、

阻碍泛素蛋白对靶蛋白的共价修饰、提高靶蛋白的

稳定性等。此外, SUMO还借助各种方式参与DNA
复制和修复以及转录调控过程[25]。

Akt基因是一种原癌基因, 其表达产物蛋白激

酶B(protein kinase B, PKB)具 有Ser/Thr激 酶 活 性, 
作为磷脂酰肌醇-3-激酶(phosphoinositide-3-kinase, 
PI3K)信号转导通路下游的信息分子, 已在许多常见

肿瘤的研究中发现其过量表达, 而研究人员已证实, 
SUMO化修饰是一种新型的Akt激活机制, 因此, Akt
的SUMO化可能为肿瘤的治疗提供新的靶点[23]。

2.5   乙酰化

蛋白质的乙酰化修饰影响着细胞生理的各个

方面, 主要集中在对染色体结构的影响以及对核内

转录调控因子的激活方面, 参与了包括转录调控、

信号通路调控、蛋白质稳定性调控、细胞代谢和

病原微生物感染调控等多个生理病理过程而被广泛
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关注。2012年, 清华大学生命学院俞立教授课题组

在Science杂志发表文章, 揭示了蛋白质乙酰化修饰

对细胞自噬调控的分子机制, 指出组蛋白乙酰化酶

Esa1以及去乙酰化酶Rpd3通过调节自噬发生关键蛋

白Atg3的乙酰化水平, 从而实现对自噬过程的动态

调控[26]。

目前文献报道的乙酰化修饰主要有三大类: N-
端α氨基乙酰化修饰(图5A)、 Lys的位氨基乙酰化(图 
5B)和Ser/Thr的乙酰化修饰。2006年, Mukherjee等[27]

通过研究鼠疫耶尔森菌分泌的毒力因子Yop J对细

胞MAPK通路和NFκB信号通路的阻断作用发现了

乙酰化修饰可以发生在磷酸化修饰的Ser位点上, 
从而竞争磷酸化修饰来干扰宿主细胞信号转导通

路。此类非氨基乙酰化修饰很有可能是一种未被发

现的存在于真核生物细胞自身的一种新的修饰类

型, 为乙酰化修饰在生理调控领域开拓了新的空间。

科学界早期一般认为, 乙酰化修饰功能主要集

中在对细胞染色体结构的影响以及对核内转录调控

因子的激活方面。但是, 复旦大学的科研人员通过

通量化的蛋白质组研究和不同物种的代谢通路研究

发现, 在生理状况下, 存在着大量非细胞核的蛋白被

乙酰化修饰。中国科学院上海生命科学院赵国屏院

士和复旦大学赵世民领导的科研团队发现, 在沙门

氏菌(Salmonella)中, 作为对不同碳源的响应, 中心

代谢酶被广泛而有差异地可逆乙酰化, 并伴随着细

胞生长和代谢流的变化, 可逆代谢酶乙酰化确保细

胞可以通过即时感应细胞能量状态和灵活地改变反

应速率或方向来响应环境变化[28-29]。

A: N-端α氨基乙酰化; B: 赖氨酸ε氨基乙酰化。

A: Nα-terminal acetylation); B: ε-amino group of lysine acetylation.

图5  乙酰化反应过程示意图

Fig.5  Schematic diagram of acetylation

2.6   甲基化

 甲基化是指从活性甲基化合物(如S-腺苷基甲

硫氨酸)上将甲基催化转移到其他化合物的过程, 底
物包括核酸、蛋白、激素和脂类。1964年, Allfrey等[28]

首次报道了Arg甲基化, 在随后的研究中人们发现其

在信号转导、转录活化、蛋白质分拣等生命过程中

发挥着重要作用。

蛋白质甲基化修饰是在蛋白质甲基转移酶的

作用下, 将甲基转移至特定的氨基酸残基。常见的

甲基化发生在Lys(图6A)和Arg(图6B)上, 分为组蛋

白Lys/Arg甲基化[29]和非组蛋白Lys/Arg甲基化[30], 分
别由相应的蛋白质Lys甲基化酶和Arg甲基化酶介导

反应。甲基化是一种可逆的修饰过程, 去甲基化酶

主要有Lys特异性去甲基化酶和包含Jumonji结构域

的蛋白质去甲基化酶家族。

蛋白质的甲基化修饰增加了立体阻力, 并且取

代了氨基酸残基上的氢, 影响了氢键的形成。蛋白

质发生甲基化后, 变换了肽链原来的结构顺序, 可以

编码出更多的信息, 从而调控信号分子间和信号分

子与目标蛋白之间的相互作用, 进而参与多种生命

调控过程, 如转录调控、RNA加工和运输、蛋白翻译、

信号转导、DNA修复、蛋白质相互作用、细胞发育

与分化等, 并与一些疾病(如肿瘤[31]、心血管疾病)的
发生发展密切相关。

3   蛋白质修饰的协同与动态调控网络
在生物体内, 各种蛋白质的修饰种类繁多, 并

且存在“时空特异性”, 即蛋白质修饰类型和程度随

着生物发育过程、生存环境与内在状态的变化而不

断发生变化, 使蛋白质的修饰成为一个动态变化的

过程, 而且往往各种修饰不是孤立存在的, 同一生理

或病理过程的发生, 需要各种修饰的蛋白质共同作

用, 同一个蛋白质又可以同时拥有一种以上的蛋白

质修饰过程, 彼此之间相互影响、相互协调。

阿尔茨海默氏病(Alzheimer’s disease, AD)[32]

是一种以记忆力损害和认知障碍为主的中枢神

经系统退行性疾病, 在AD中扮演重要角色的淀粉

样 前 体 蛋 白(amyloid precursor protein, APP)可 以

被SUMO1和SUMO2修饰, 该修饰可以降低β-淀
粉样蛋白(amyloid-β, Aβ)的积聚。推测AD患者中

可能存在APP代谢过程中的SUMO化失调[33-34], 但
失调的SUMO是否是AD的潜在危险因素以及能
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否成为治疗AD的靶蛋白, 尚需要更多的临床研

究。另外, 在AD的发病机制中存在另一个重要

的蛋白质——tau蛋白。tau蛋白是一种微管结合

蛋白, 也是泛素E3连接酶的底物, 可经UPS途径

降解。已知tau蛋白上有多个磷酸化位点, 其中有

21个Ser/Thr位点可能发生过度磷酸化。正常的

tau蛋白每分子只含有2~3个磷酸化基团, 而AD患

者的tau蛋白每分子会含有5~9个磷酸基团, 使其

构型发生改变, 不能与微管结合而形成不溶性沉

积[35]。Dorval等[36]发现, tau蛋白也为SUMO的底物

蛋白, 通过Lys340与SUMO1共价结合参与SUMO化

过程, 和泛素化处于一种动态平衡状态, 推测SUMO
化直接拮抗泛素或者通过阻止泛素与蛋白酶体的

结合而产生抑制tau蛋白降解的作用。另外, tau蛋
白SUMO化位点Lys340恰好位于其微管结合位点

的第4个重复序列上, 应用磷酸酶抑制剂增加tau蛋
白的磷酸化, 能刺激tau蛋白SUMO化, 提示tau蛋白

SUMO化可能与其磷酸化有关。还有研究表明, AD
患者的脑组织中tau蛋白也有过度糖基化的发生, 其
异常修饰的顺序有可能是先糖基化, 再磷酸化, 最后

泛素化[37], 构成了一个复杂调控网络。

近年来发现, 蛋白质巯基亚硝基化(S-nitrosyl 
ation, SNO)与AD也有着密切的关系。研究发现, 
发 动 蛋 白 相 关 蛋 白1(dynamin-related protein 1, 
Drp1)[38-39]、载脂蛋白E(apolipoproteinE, ApoE)[40]、

细胞周期依赖蛋白激酶(cyclin-dependent kinase, 

A: Lys甲基化; B: Arg甲基化。 
A: lysine methylation; B: arginine methylation.

图6  甲基化反应过程示意图

Fig.6  Schematic Diagram of Methylation
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Cdk)[41]、10号染色体缺失的磷酸酶及张力蛋白同

源基因(phosphatase and tensin homolog deleted on chro-
mosometen, PTEN)[42]、 热 休 克 蛋 白90(heat shock
protein90, Hsp90)[43]等多种蛋白质巯基亚硝基化与

AD的病理机制存在诸多广泛的联系。

组蛋白是另一个研究较多的常见的多修饰蛋

白质。四种常见组蛋白(H2A、H2B、H3和H4)的
游离氨基端具有多个修饰位点, 包括乙酰化/去乙酰

化、甲基化/去甲基化、泛素化/去泛素化[44]、磷酸

化[45]以及SUMO化、生物素化等, 其最基本的作用

是调控基因表达, 例如组蛋白甲基化多导致基因沉

默, 去甲基化则相反; 乙酰化一般使转录激活, 去乙

酰化则相反。这些修饰方式及其作用的发挥并不是

相互独立的, 很多时候它们通过协同或拮抗来共同

发挥作用, 形成多亚基复合物, 与核小体重修饰复合

物(NuRcs, 如Swi/Snf、RSC、NURF)相互作用, 重
修饰染色质[46]。有证据表明, 这些重修饰复合物通

过组蛋白尾部由这些复合物所调节的启动子处不同

乙酰化方式的因子募集和识别而联合起作用。另外, 
修饰的发生受细胞生理状态的影响, 如DNA复制或

转录时常会发生组蛋白的去甲基化与乙酰化, 激活

基因的表达。

可见, 单纯的单一蛋白质、单一修饰的研究难

以阐明生理病理机制, 只有运用组学的方法, 对生理

病理状态下的蛋白质修饰动态网络进行研究, 才有

可能找到问题的答案。

4   蛋白质翻译后修饰常用的研究方法
蛋白质翻译后修饰的常用方法, 包括蛋白质分

离技术、以生物质谱(mass spectrum, MS)为代表的

鉴定技术、蛋白质相互作用分析技术以及生物信息

学技术等, 用于对蛋白质的高级结构、修饰、定位、

活性、相互作用以及功能的研究。

4.1   蛋白质的分离技术

双向凝胶电泳技术(two dimensional gel electro-
phoresis, 2D-PAGE)是常用的蛋白质分离技术, 由
O’Farrell于1975年创立, 用于分离细胞或组织蛋

白质粗提物、构建特定组织或细胞的蛋白质“二
维参考图谱”, 分析特定条件下病理与生理蛋白质

组的表达差异。2D-PAGE结合MS分析可以实现

较大规模的蛋白质分离和鉴定, 特别适用于修饰

后蛋白质(如糖基化、磷酸化、脱氨等)的发现和

鉴别。然而该技术也存在很多不足, 如对极酸或

极碱性蛋白质、疏水性蛋白质、极大或极小蛋白

质以及低丰度蛋白质难以有效分离, 胶内酶解过

程费时、费力, 难以与质谱联用实现自动化等[47]。

双向荧光差异凝胶电泳(two dimensional fluore- 
scence difference gel electrophoresis, 2D-DIGE)是 同

时分离多个由不同荧光标记的样品, 并以荧光标记

的样品混合物为内标, 对每个蛋白质点和每个差异

都进行统计学分析的蛋白质组学凝胶定量代表性技

术。这一技术具有以下优点: (1)精确, 可以检测到

<10%的样品间差异, 可信度>95%; (2)标准化, 内标

最大程度地降低偏差, 得出精确的实验结论; (3)高
重复性, 极佳的定量重复性和准确的量化蛋白表达

数据; (4)高效, 多个样品在同一块胶上同时分离, 减
少实验时间; (5)简化, 易于使用, 可以完全整合到蛋

白质组工作流程中[48]。 
高效液相色谱(high performance liquid chromat- 

ography, HPLC), 基于样品分子在固定相和流动相之

间的特殊相互作用而实现样品分离, 无须变性处理

样品, 可实现上样、收集、与质谱联用(LC/MS)、在

线分析的自动化。与双向电泳相比, 具有快速、分

辨率高的优点[49]。

4.2   蛋白质的鉴定技术

生物质谱技术是蛋白质鉴定的主要技术, 通过

测定样品的质荷比(m/z)进行高分子物质成分和结

构的精确分析, 基于电离方法的不同, 可分为基质辅

助激光解吸电离–飞行时间质谱(matrix assisted-laser 
desorption ionization-time of flight mass spectrome-
try, MALDI-TOF-MS)与电喷雾–串联质谱(ESI-MS/
MS)[50-52]。ESI-MS使分析物从溶液相中电离, 适合

与液相分离手段(如液相色谱和毛细管电泳)联用分

析复杂样品。而MALDI是在激光脉冲的激发下, 使
样品从基质晶体中挥发并离子化, 适于分析简单的

肽混合物。液质联用(LC/MS)、串联质谱(MS/MS)
的应用, 不仅可获得蛋白质的肽谱图, 更可获得蛋白

质氨基酸序列信息和精确的修饰信息。

EThcD(electron-transfer and higher-energy colli-
sion dissociation)是2012年Christian等[53]提出的在串

联质谱法中使用的一种新的碎片化方案。通过组合

电子转移解离(ETD)和更高的能量碰撞解离(HCD)
生成双碎片离子系列, 并促进广泛的肽骨架碎片。

在电子转移解离步骤之后, 所有的离子, 包括未反
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应的前体离子, 进行碰撞在单一的频谱诱导解离产

生b/y-和c/z-型碎片离子。相较于一般的破碎方法,  
EThcD方案提供了更丰富的MS/MS谱图, 大大增加

了肽序列覆盖面, 可以进行确切的肽测序和PTM定

位[54]。

蛋白质基因组学(proteo-genomics)是一种全新

的分析方法, 最早由哈佛大学Jaffe等[55]于2004年提

出, 是蛋白质组学与基因组学的新兴交叉, 指运用

蛋白质组技术注释基因组, 以弥补以往依赖DNA及

RNA序列信息注释基因组的不足。除此之外, 蛋白

质基因组学技术还可以进行蛋白质翻译后修饰的研

究, 这主要归功于串联质谱技术已经发展成熟, 实现

了对蛋白质组的高覆盖, 使得利用串联质谱数据进

行基因组注释成为可能, Gupta等[56]因此成功绘制出

了S. oneidensis MR-1的蛋白质翻译后修饰全图谱, 
包括对蛋白质的化学修饰、信号肽的切割以及N末

端甲硫氨酸的切割等, 这项技术的应用将给蛋白质

翻译后修饰的研究提供更直观、更全面的信息。

4.3   蛋白质相互作用分析技术

目前, 已建立了包括酵母双杂交系统、免疫共

沉淀(Co-IP)、串联亲和纯化(TAP)技术、表面等离

子共振技术(surface plasmon resonance, SPR)、荧光

共振能量转移(FRET)、GST-Pull-down实验以及蛋

白质芯片等多种研究方法, 这些方法各有所长, 为蛋

白质相互作用的研究提供了有效的分析方法, 也为

蛋白质组学研究奠定了坚实的基础[57]。表面等离子

共振技术(SPR)是目前蛋白质相互作用研究中的新

手段, 其利用一种纳米级的薄膜吸附上诱饵蛋白, 当
待测蛋白与诱饵蛋白结合后, 薄膜的共振性质会发

生改变, 通过检测便可知这两种蛋白的结合情况。

SPR技术的优点是不需标记物或染料, 反应过程可

实时监控, 测定快速且安全, 还可用于检测蛋白–核
酸及其他生物大分子之间的相互作用[58]。

4.4   生物信息学技术

生物信息学是在生命科学、计算机科学和数

学的基础上逐步发展而形成的一门新兴交叉学科, 
是以理解各种数据的生物学意义为目的, 运用数学

与计算机科学手段进行生物信息的收集、加工、存

储、传播、分析与解析的科学。生物信息学虽然以

基因组信息学为核心, 但其在蛋白质组学研究中的

作用日显突出。通过二维凝胶电泳、生物质谱、蛋

白质微阵列等方法所获得的大量数据最终都必须

依赖生物信息学的方法和手段才能实现对蛋白质

的种类、数量、结构和功能的最后确定, 被称为蛋

白质组研究的百科全书。常用的数据库有: Swiss-
Prot[59]、GenBank、PhosphoELM[60]、Phosphosite[61]、

O-glycbase等[62](表2), 修饰相关数据库多集中在磷

酸化和糖基化, 其中SwissProt是高质量的非冗余蛋

白数据库, 同时也有多种翻译后修饰的注释信息, 而
PhosphoELM和Phosphosite详细收录了实验验证的

磷酸化数据。

5   结论与展望
2007年, Dai和Rasmussen[63]在干细胞分化研究

中首次应用“表观蛋白质组(epi-proteome)”一词来特

指组蛋白的CpG甲基化修饰及其形成的特殊图谱, 
认为是干细胞分化中基因表达调控的关键。事实

上, 除了组蛋白之外, 细胞中绝大多数蛋白质在表达

以后都需要经过不同程度的修饰才能发挥相应的功

能。这种翻译后修饰过程受到严格的调控, 使得在

某一瞬间细胞中蛋白质表现出某种稳定或动态的特

定功能。因此我们认为, 这种经过了特定修饰的与

表2   蛋白质翻译后修饰相关数据库

Table 2   Protein post-translational modification databases
数据库 网址 功能

Databases Websites Functions

SwissProt http://www.ebi.ac.uk/swissprot/ Information on post-translational modification of proteins 

PhosphoELM http://phospho.elm.eu.org/ Adatabase of S/T/Y phosphorylation sites

Phosphosite http://www. phosphosite.org/homeAction.do A database of phosphorylation sites

PROSITE http://prosite.expasy.org/ Information on post-translational modification of proteins

HPRD http://www.hprd.org/ Integrated database

RESID http://www.biomedsearch.com/sci/RESID-database/0032931901.html Information on post-translational modification of proteins

O-GlycBase http://www.cbs.dtu.dk/databases/OGLYCBASE/ A database of O-glycosylation

dbPTM http://dbptm.mbc.nctu.edu.tw/ Information on post-translational modification of proteins 
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时间和空间相关联的蛋白质组, 已超越了组蛋白的

单一甲基化修饰, 可以称之为表观蛋白质组。基于

这个概念之上的研究很可能形成一个新的组学概念

和领域——表观蛋白质组学(epi-proteomics), 它可

以更客观地反映细胞的各种生理以及病理过程。最

新的研究表明, 真核细胞中存在的蛋白质修饰过程

的大约70%目前还无法解释。可以预见, 对经过翻

译修饰后的而非“裸”蛋白质及蛋白质组的调控过程

进行深入研究将更加关键, 能够更深层地揭示蛋白

质的多样性和活性状态以及发挥作用的方式和机

理, 并最终为重大疾病的诊断和治疗奠定基础。
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