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定量蛋白质组同位素标记技术及应用

龙晓辉张耀洲*

(浙江大学生命科学学院，杭州 310029; I 浙江理王大学生命科学学院，杭州 310018)

摘要 定量蛋白质组学是对蛋白质组进行精确的定量和鉴定的学科，突破了传统蛋白质纽

研究集中于对蛋白质的分离和鉴定，着重于定性定量解析细胞蛋白质的动态变化信息，史真实地

反映了细胞功能、过程机制等综合信息。以同位素为内标的质谱分析新技术的提出，显示出可同

时自动鉴定和精确定量的能力，代表了目前定量蛋白质纽研究的主要发展方向。对近年来定量蛋

白质纽学同位素标记技术和应用研究所取得的重要进展以及最新的发展动态进行了综述。
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蛋白质组学是以细胞蛋白质为基础的整体生物

学研究方法，是继基因组学后生命科学领域最具前

景的新兴学科之 -[1] 。蛋白质组研究最初的日标是

找到方法以大规模分离并鉴定蛋白质，摆脱以往只

能研究单个或少数蛋白质状态，已形成相对成熟的

技术和有效蛋白质研究手段。

然而，日前大量的研究旨在解释细胞的蛋白质

功能和调控等过程变化信息，在对细胞蛋白质组结

构鉴定同时，其动态变化研究显得更为重要。所谓

定量蛋白质组学(quantitative proteomic时，即对一个

基因组表达的全部蛋白质或一个复杂的混合物体系

中所有蛋白质进行精确的定量和鉴定学科的诞生[匀，

标志蛋白质组研究己从静态的定性分析过渡到动态

变化的定量研究 L来。作为蛋白质组学基本战略组

分，近年来有关各种技术的建立、数据的连续扩

充，显示其变得越来越重要，促进了人们对细胞蛋

白质功能和过程机制理解，使预测和解决目前生物

领域许多挑战变为可能。

目前定量蛋白质组研究建立和发展的技术平台

主要有双向电泳-质ìf技术(two-dimensional gel elec­

trophoresis-mass spectrometry, 2DE爪1S)[3]、蛋白质

芯片 [4]及基于问位素标记的质谱分析技术[2] 等。

2DE-MS 是比较成熟的早期技术，近年来取得的改

进和最近荧光双向差示电泳和丙烯酌肢标记技术的

提出使重复性和精确度进一步改善，但由于技术本

身局限性并没实现真正意义的全蛋白质分析:蛋白

质芯片由于具有高通量、做型化及自动化等优点已

逐渐引入到定量蛋白质组研究上来，但目前其标准

化、适用范围等方面还存在许多不足，如何保持蛋

白质天然活性等尚需技术更大的发展 ;rm 以同位亲

为内标的 MS 1'[接定量分析新技术的提出，突破了

前两种技术局限性并显示出可同时精确定旨和鉴定

的能力，成为当今定量蛋白质组研究技术的主要发

展方向。

1 稳定同位素标记技术

质谱是很好的蛋白质鉴定工具， f且不同的蛋白

质或多肤在质谱中有不同的离子化效率，所以不能

从质i普图中对蛋白质(肤)进行定量分析。以稳定同

位素为内标，将物理化学性质相同、质量不同的问

位素掺入两种样品，混合后不同状态的相同蛋白质

(肤)因质量差异在质谱图中表现为-对峰，通过比

较质谱峰强弱，精确定量出蛋白质不同状态 F表达

量的变化。

目前采用两种不同标记技术路线，以同位素元

素或氨基酸形式在培养细胞中引入标属生物掺入标

记(biological incorporation labeling) ;用化学试剂在

蛋白质提取后的酶解前、中、后攻击蛋白质(mO特

殊残基位点引进标记属化学衍生标记(chemical deri­

vation labeling) 。

1. 1 生物惨入标记

该方法最早由 Oda 提出并对酵母细胞竹二了初步

尝试研究[5] 。在这个过程中，将不同状态 F的酵母

细胞在两种不同的培养基(富含重质 15N 或 Ir.常 14N 元

素)中单独培养，然后等量混合两种酵母细胞，提取

蛋白质， 2DE 分离，最后将感兴趣的蛋 (J质膜酶的
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j主晓炳í:咋:定量虽白质组同位素标记技术及应用

化， MS 根据峰对强度定量，串联质谱(MS/MS)分

析鉴定(其流程见图 lA) ， 该实验不但定量了蛋白质

相对二十:度还定量了磷酸化位点。随后方法发展为结

合三维色ì~(liquid chromatogram, LC)分离;以 13C 、

35S 等代砰 15N 标记以及同位素排除法(t.!P培养基中重

同位素乍度远低于其天然丰度)分析也见报道[6] 。

{且以同位亲元素形式掺入培养基可能影响细胞

生长条件且昂贵，用于高等生物(如哺乳动物)则显

得力不从心，最近生物掺入标记的进展是以同位素

氨基酸如抗代(或氢)Leu(Arg 等)形式引入，提供了

定量分析哺乳动物培养细胞的机会，研究显示这些

特定氧某酸能 100% 掺入，不影响生长条件，并可

用于翻 i手后修饰研究[7] 0 

1.2 同位素亲和标签(回归lpe-coded affinity tag, ICAT) 

Gygi等l剖开发的ICAT是目前应用最广泛并己商

品化的化学衍生标记试剂，它由 3 部分组成:活性

反应基因(腆乙酌肢)，可与细胞蛋白质的半脱氨酸

(Cys) JX)lìz; 连接子(含 8 个筑或氢称为重或轻试剂)

可寻|入稳定同位素:亲和标签(生物素)用来分离含

Cys 的多肤，结构式见罔 lB 。这个方法流程包括

以下 4 步: (的提取不同细胞样品的蛋白质，分别与

重或轻试剂反应; (b)混合并酶解; (c) 亲和 LC 分

离; (d)在线 LC/MS(MS/MS)定量和鉴定分离的肤，

见图 lAo 因膜酶消化后含 Cys 的多肤覆盖了绝大多

数蛋 (1 质，如人 26.6% 含 Cys 的多肤代表了 96.1%

蛋白质，酵l寻 10% 的含 Cys 肤代表 80% 的蛋白质，

况且许多化学物可攻击 Cys，所以针对 Cys 标记提

(A) 标记方案

亡生物掺入(培养细胞)

ICAT 或罩列试)ÌlJ标iê.

C~前标12:

N 端标记

N 月、、;

与仇~又N忡~…忏λI
λ^ A 凡

来和索 ，t楼子(重或较) Cys 反应基因

(8) ICAT 试剂

图 1 蛋白质或肤的各种同位素标记策略

样 iih 者IU正在机、记后混合酶解、分离并经 MS (MS/MS) 定量和

鉴定 lli LJ J员。
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供了减小复杂性的好的靶点:亲和 LC 选择性分离

含 Cys 肤，理论上一种独特的肤被鉴志就叮知道其

母蛋白质，只分析含 Cys 肤从而简化了分析过程。

近年来 ICAT 技术本身又取得许多进展，形成

了 ICAT 系列技术。第三代可剪切 ICAT [9]( cleavable 

ICAT, cICAT)在连接子和亲和素间引入酸剪切位点，

MS 分析前移去亲和标签，分析灵敏度提高了数

倍;而固相 ICAT 将亲和素连接于国相介质并引入

光剪切位点，一步完成标记、分离步骤并耐受强烈

洗脱条件; Sebastiano 等Iωl以乙烯基毗吭代替腆乙

酷版活性基因，使修饰效率得以改善(能 100% 与

Cys 反应)且不影响其他功能团; Olsen 等[11]合成了

一种称为 Hys 的试剂，以 His 亲和标签代替生物素，

6 个I3C代替 8个7王7而f

可靠性主要出现在T筑瓦化的肤， 13C 代替筑质量相对

较小， LC 分离时有相同的延迟时(邸，连接子上有

1夷酶切位点，降低了复杂性及提高了检测限，并

可扩展到不同的多肤。

综上所述，生物掺入标记技术由于不同样品在

蛋白质提取前标记并混合，不需任何体外衍生步

骤，减少了样品处理带来的误差，是到目前为止最

精确的标记方法，适合任何形式的氨基酸作为标记

前体，但可变性较少(只有 20 种天然氨基酸、 5 种元

素可获得)，只适合培养细胞系;而 ICAT 标记策略

灵活多变，可用于非培养细胞，适合各种类型样

品，包括体液和活体组织，虽精确性和覆盖率不如

前者，但具有富集且减小复杂性的优势，且多为结

合LC 分离，可分析低拷贝和难珞性蛋白质，但ICAT

对不含 Cys 或 Cys 存在修饰的蛋白质则不适用。

1.3 其他标记策略

鉴于 Cys 的局限性，非 Cys 氨基酸残墓的化学

衍生标记策略也陆续开发合成，包括攻击 Met、 Try

等的试剂[12.13] ;蛋白质酶解产生的肤其援基端(C 端)

在酶解过程中经过醋化以及氨基端创立趴在酶解后通

过酌基化也可引入标记[14.15] ;另外，在标记技术方

面，还提出了依据不同化学物质掺入的化学编码亲

和标签及依据质量差异的质量标记标签等非同位素

标记技术[16] 。

除此之外，同位素标记技术也被扩展到探索复

杂混合物的功能蛋白质群方面(如磷酸化、糖墓化

及酶蛋白质等)的分析。例如，可通过生物掺入标

记比较磷酸化和非磷酸化肤对应的 14N和 15N峰值强

度可用于磷酸肤的定量[坷，而化学衍生的磷酸试剂

PhIAT[17]经 P 消除反应移去磷酸基团并经 Michael 亲
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电加成引入标记也可用于磷酸化蛋白质的定量分

析:糖基化蛋白质 0- 型(糖基与蛋白质的 Shr/Ser 残

基结合)可以采用 P 消除法， N- 糖基化(糖基与蛋白

质的 Asn 残基结合)可先以探针进行富集，再进行标

记[18 ， 19] ;通过合成的试剂以活性依赖方式选择性结

合某特殊酶类己用于了磷酸激酶、半肮氨酸蛋白酶

等分析[叫，提供了潜在的研究酶的定量途径。这些

针对特殊蛋白功能群的标记策略提高了功能蛋白质

群的覆盖率也促进了靶蛋白的深度分析。

2 定量蛋白质组同位素标记技术的应用

应用同位素标记联合质谱分析技术进行定量蛋

白质组研究的发展十分迅速，包括蛋白质复合物及

相互作用的组成动态变化研究、翻译后修饰研究、

亚细胞器研究、扰动产生的蛋白质差异分析，以及

疾病靶标和药物开发平台等方面。

2.1 膜蛋白

鉴于蛋白质组的复杂性，通常在亚蛋白质组

(如某种细胞器/组织)水平上进行研究，这对进一步

了解蛋白质功能线索有重要意义。例如，膜蛋白

(真核生物膜蛋白还可能存在翻译后修饰)在细胞通路

和疾病研究中起着重要作用，但由于膜蛋白溶解性

较低， 2DE 不能有效分离，膜蛋白的研究进展一直

较为缓慢。 Arnott 等[21]应用生物掺入标记方法用抗

体选择性地定量检测了前列腺癌膜表面的蛋白质，

被称为"质谱西印记法(Mass-Western)"，不需胶

分离或其他初步纯化步骤:而 Olsen 等 [11]用 Hys 试

剂标记，以 NP+ 亲和柱分离，成功用于可鼠前脑和

后脑膜蛋白定量蛋白质组研究，直接系统地检测鉴

定了 355 个膜蛋白，测定了其中 281 个蛋白质的变

化，显示了其高通量能力; Han 等 [22]则采用了

ICAT-MS 结合多维 LC 分离，完成了对人正常和白

血病细胞的微粒体多达到00个蛋白质分化分析，其

中鉴定了近 500 种膜蛋白并定量了它们在不同刺激

下的反应差异，是到目前为止对膜相关蛋白的最综

合的分析。

2.2 大分子复合物及相互作用

蛋白质通常不是单独而以复合物形式表现功

能，并形成了相互作用调控网络，研究复合物组分

和含量的动态变化能了解重要生化事件中的调控机

制及网络概貌。己有很多关于蛋白质复合物的研究

报道，如对 S. cerevisiae 的转录机器多蛋白质复合

物的鉴定[23]及对线粒体新陈代谢活动关键的丙酣酸

脱氢酶复合物间的组成和丰度分析等。

-综述-

Ranish等[25]发展了 DNA启动子亲和纯化法，分

离了酵母细胞不同状态下(野生型和温度敏感突变型)

的核蛋白 RNA 聚合酶 II (Pol II)起始前复合物(包括

数 10 种亚单位，能与 DNA 启动子的 TATA 框结合

启动转录)，以 ICAT 结合 LC/MS 分析了该复合物

特殊组分及丰度的动态变化。尽管 Pol II 机器→些

相关因子已被报道鉴定，却无法区分被鉴定蛋白质

是 Pol II 组分还是与之共纯化的蛋白质，而酵母双

杂交不能在生理条件下研究相互作用， {h!定量质i普

方法通过对野生型和温度敏感突变型(使转录失活)蛋

白质的比较， 49 个蛋白质在温度敏感突变型比野生

型低于1.9 倍(其中有 45 个己知是组分)， I材丽能从

共纯化蛋白质中区分出 Pol II 组分(即使比共纯化的

蛋白质丰度低头为研究者进行复合物纯化及综合分

析提供了→个有力的工具; Brand 等[26J定量分析了

鼠白血病分化期间与转录因子 NF-E2pI8/MafK复合

物相互作用的蛋白质及变化。在分化期间，白细胞

的自球蛋白基因调控区与转录因子 NF-E2pI8/ MafK 

结合为自球蛋白表达所必需，研究结果证实了 MafK

为双功能分子，与该分子相互作用的蛋白质从

Bachl(共抑制子)转换为 NF-E2p45(共激活子)是从抑

止转为活跃的关键的一步，在终端分化前随着相互

作用的变化顺激活自球蛋白的表达，该工作提供的

定量信息增进了复合物及相互作用变化的深度了解。

2.3 扰动诱导发现细胞新通路机制

细胞可对体内及环境变化作出反应，引起调控

网络通路的改变和重建。为研究表皮生长因子受体

(epidermal growth factor receptor, EGFR)通路， Schulze 

等[27]用了一种合成肤方法，只合成EGFR 的 Src 蛋白

SH3 域，以 SH3 的 Tyr磷酸化和非磷酸化形式做"诱

饵"，在培养细胞中用统(或氢)Leu 标记检验了与配

体蛋白质 Grb2 相互作用过程，结果和来自 Src 依赖

SH3 域对肌动蛋白修饰、内吞的信号事件一致，证

实了 SH3 功能域对信号通路是非常重要的:无独有

偶， Blagoev 等[28]对鼠细胞经 EGFR剌激和未刺激不

同状态进行了代谢标记，以配体蛋白 Grb2 的 SH2 域

(可结合磷酸化 EGFR)亲和纯化了 EGFR ， LC/MS/MS 

高灵敏度定量分析并鉴定了 228 个蛋白质，发现许多

相关蛋白质的变化，其中 28 个在剌激后表达提高，

包括组蛋白 H3，菌丝蛋白及调零素等，并发现了两

个新蛋白质。

Ong 等[7] 以 Leu(筑或氢)掺入标记研究了鼠肌肉

细胞分化模型的蛋白质表达变化，发现上调的蛋白

质包括甘油醒 -3- 磷酸脱氢酶和丙酣酸激酶M2 等，
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龙H尧辉吁: Æl量蛋白质组同{江东标记技术及应用

并与 I~斗列数掘进行了对比i止实了其可靠性; Conrads 

f莘[291定量分析了无机磷酸盐i秀导的鼠造骨细胞蛋白质

的变化，用cICAT 结合质谱鉴定了 2501 个蛋白质的

7227 个肤，同时J&择细胞周期蛋白 Dl(为磷酸化蛋

白质)经传统的 Westem 方法确认，在 ICAT-MS 分析

的变化革1.76 倍， Western 是 2.01 倍，表明了一

次实验能实现哺乳动物细胞数千种蛋白质前导变化研

究的口J操作忡。

2.4 翻译后修饰

叶:多于物过程及功能是靠翻译后包括磷酸化、

糖基化、泛素化等修'cftj调节的，而且修饰是普遍的

和动态的，甚至一个蛋白质有许多修饰位点。如磷

酸化修饰，般发生在蛋白质的 Ser/Thr/Tyr 等位

点，从蛋白质组范围内鉴定磷酸化位点和定量磷酸

化水平的改变是必需也是困难的，况且磷酸化蛋白

质的低丰度使情况更复杂化。早期定量研究是用放

射性 32p 标记和 2DE 分肉， 1旦蛋白质量需求很大井

有放射性危害:或是用免疫印迹提纯并定量分析鉴

在磷酸化蛋白， 1El.磷酸特异性抗体尚不能识别所有

磷酸化蛋白，难以适用高通量的磷酸化蛋白研究。

Oda 穹[51用 15N(或 14N)富集介质和基质辅助激光

解收电离飞行时间质谱(MALDI-TOF-MS)对感兴趣的

酵 HJ磷酸蛋白进行肤指纹图语分析，定量了磷酸化

位点，结果显辰灵敏度可高达 pmol 到亚 pmol 水平:

也有人进行了 Ste20 蛋白的鉴定及{\ì:点的定量;也

许迄今最完全的磷酸化蛋白质细鉴定是 Ficarro 等[301

的 ι作，鉴定了超过 1000 个磷肤位点，井口I扩展

为定量分析。今后磷限化蛋白分析的 4个重要方向

是大规模细胞膜磷酸化蛋白质的分析。

精基化蛋白质对细胞茹附和识别等有重要功

能，也是重要的疾病靶标，但目前蛋白质数据库只

自 172 个被实验证实的人糖基化蛋白质(http://pi r.

georgetown.edu/pirwww/search/textpsd.shtml)。最近

报道了两项有关 N- 型糖蛋白研究的重要工作[山9J : 

前者定量了线虫 250 个糖肤的变化并鉴定了 400 个

位点，归者分析了人血浆和血清糖蛋白并发现了异常'

先天牲精基缺陷造成糖基化通路缺失。方法七两者都

首先用 i可相柱捕获糖蛋白，以 N畸型糖四T酶 PNGaseF

释放糖蛋白，同位素标记糖肤并 MS/MS 分析:两

者不同之处在于捕获;马法及同位素标记路线有所区

别，前者;二固相J疑集索性介导的亲和捕获糖蛋白，

在;如化(或氢)水中消化时掺入标记:后者是糖蛋白

先与间相介质上的毗阱共价结合、洗去非糖蛋白、

PNGaseF 酶解后洗去未结合肤、然后筑(或氢)玻咱
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酸自干标记，仅一个简单的分析就完成了位点、丰度

检测及鉴定，有趣的是，该研究表明白蛋白(最丰

富的血清蛋白)不包含任何 N- 糖位点，提取白蛋白

后，这种方法在定量分析血清低拷贝 N- 糖蛋白的有

效性。

泛亲在真核生物细胞蛋白质阵解中充当了信号

分子，可与靶蛋白质 Lys 的 ε- 氨基jC价结合，膜

酶切后的肤在泛素位点包含两个标答Gly可被质谱检

测到。 Peng 等[311用 His 标记的泛素从酵母细胞捕获

泛素化肤，鉴定了 1075 个泛素蛋白质和 110 个泛素

位点，如结合标记技术，将开辟定量研究泛素及类

泛素修饰蛋白质的先问。

2.5 疾病研究与药物筛选

在疾病研究JI由， Xiong 等[321进行了药物干扰

的犬类淋巴肉瘤细胞研究，用凝集素选择了带有一 α­

L- 岩藻糖的糖肤，结合标记技术，发现在化疗过

程中患者血液中岩藻凶醇蛋白浓度降低了超过 2

倍，并鉴定了两种蛋白质 CD44 和 E 茹合分子，己

知与细胞茹合和癌细胞迁移有关，这种方法适合于

与疾病相关糖蛋白质变化差异监测，为寻找异常糖

基化革E蛋白打下了良好基础; Nirmalan 等[331用Ileu

代谢标记监测了→种人致死性的茫原虫在药物四环

素作用过程中的发展和变化，观察到了一系列可能

的靶蛋白的不同效肉，发现了磷酸果糖激酶 N- 转甲

基酶和肌动蛋白 l 哼在周期中的不同变化，这些蛋

白质在疾病中的角色正在研究中。

在药物筛选}J由，为实现自通量筛选候选药物

靶标， Oda 等[341建立了一个系统的新战略: (1)固定

在介质上的不同化学药物与蛋白质作用; (2)标记与

药物结合的蛋白质、酶解、 LC/MS 分离、鉴定与

定量标记肤; (3)转录阵列方法选择候选肤; (4)表

面等离子共振证实激活结构与候选蛋白间的相互作

用。对一种新类理抗癌试剂 E7070 的研究显示了这

种系统方法有利于泪合物中大量尚未证实靶蛋白的

发现，其规模是以前不可能达到的，为加速药物筛

选手H治疗诊断提供了半个极具潜力的平台。

3 小结与展望

定量蛋白质组学是→个快速发展的领域。以同

位素为内标的质谱技术的发展和应用显示其已经发

展成为成熟的技术，并能介入众多的生物和临床的

研究，在i专释生命基本规律和在生物医学应用方面

E示了巨大的潜能。

在现有研究基础上，该技术分析及应用未来的
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发展将主要集中于以 F儿个方面:定量和鉴别能力

的提高，通用标记技术的开发，自动化高通量技术

平台的构建，具有重大生物意义蛋白质的定量研究

以及蛋白质结]代谢的动态监测等。

日前人们己开始进行这些前沿性研究。在定量

能力方面，绝对的定量很难，但并不是不可能的，

Bottari 等问的工作证实了绝对定量的可行性。在技

术平台方面， Belov 等[36]开发出完全自动化、高通

量的现电喷雾离子源/四级杠傅立叶离子回旋共振质

谱分析系统，改善了具重大意义蛋白质组的研究。

在细胞蛋白质代谢监测应用研究方面， Cargile 等[37]

初步尝试了实时监测蛋白质的代谢动态剧转，为阐

明蛋白质合成 /1哗解调控和信号机制提供了新线索。

定量蛋白质m最终目标远不是简单的比较的表

达，而是去阐明和证实细胞代谢和信号网络动态机

制以及优化预测细胞功能;更关键的是，寻求懂得

这些网络在疾病中的异常，为人类最终药物治疗和

健康维护而服务。定量蛋白质组学同位素标记技术

的发展和1应用无疑将加快这→宏大目标的实现。
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Quantitative Proteomics Using Isotope Labeling Techniques 

and Its Recent Application 
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Abstract Quantitative proteomics is defined as the systematic identification and the determination of 

quantitative change in the complete proteome. Quantitative proteomics focus on the information of dynamical changes 

of proteins of complex samples , and is expected to provide new functional insights into the processes of biological 

systems. The use of stable isotopes as intemal standards in mass spectrometry has opened a new era for quantitative 

proteomics and has the potential for studying on proteins by identifying and quantifying automatically and 

simultaneously. Advance in isotope labeling techniques and recent biological applications are reviewed, further de­

velopment based on quantitative proteomics is discussed. 
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