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180 标记法在定量蛋白质组学中的应用

谭颖王玉霞李晶葛志强*

(天津大学化工学院制药工程系，天津 300072)

摘要 基于质谱技术去识别和检测蛋白质表达差异是一个热点，有助于生物过程和体系的

分子机制的研究。近年来各种基于质谱技术的定量蛋白质组学研究方法发展较快，相对其他方法

而言川80 标记法是一种较为理想、相对容易实现并且在不断完善的体外标记方法，最近在定量蛋

白质纽学研究中应用较多。现对 180 标记法原理、特点以及技术方法的优化和应用进展进行综述。

关键词 定量蛋白质组学; 180 标记法:

蛋白质生11学研究初期主要是力求获得生物体的

蛋白质表达陆， 1币随着蛋白质组技术的不断成熟，

定量蛋白质主It学的研究最近已经成为这个学科中的

焦点问题。对忏前的研究水平丽言，定量蛋白质组

学研究主要指的是蛋白质的相对定量。当细胞生理

或者外部环境条件改变时，细胞体内的蛋白质乍度

水平会发生相应的变化，或者通过蛋白质转录后修

饰来诱导相关机制的改变。 !ζ量蛋白质组学可以分

析不同状态严的蛋白质表达谱的相关蛋白质的相对

含量，或者其翻译后修饰的程度寺，从而有利于系

统理解蛋 (1)页组分的功能，有助 f生物过程和l体系

的分子机制的研究[11 0

质 i昔(mass spectrometry, MS)技术的发展给细胞

内蛋白质乍度的枪测提供了一个平台，己成为定量

蛋白质组学研究的核心技术。近年来基于质谱技术

的定量蛋白质组学研究方法主要有双向聚丙烯酌肢

凝胶电tJ]((two-dimensional gel electrophoresis, 2DE) 、

稳定同位素标记法和L1r标记定量法。 180 标记法属

于体外稳定同位素标记法中的一种。

尽管定量蛋白质组学研究发展很快，在短短的

几年时间且，由传统的 2DE，到现在热门的各种各

样的稳定同位素标记法，再到新发展的非标记定量

法，但是乍度差异的检测 ß良(threshold)、定量的线

性范!韦|以及准确性-直是定量蛋白质组学亟待解决

的问题。此外，有较为完整的蛋白质覆盖率，易

于操作等也是定量蛋白质组学研究方法需要达到的

要求。相对其他应法， 18 0 标记法是…→种较为理

想、容易实现的定量蛋白质组学研究方法。

1 180标记法的原理
180 标记法的基本操作过程是:将对照组和实

验组的蛋白质样品分别在 160 水中和 180 水中酶解，

然后将酶解得到的肤段等体积混合上样，用液相色

谱-串联质谱仪(LC-MS/MS)进行肤段的定性检测和

相对定量，从而得到相应的蛋 (1 质的信息。 u

酋先将 180标记法应用到定量蛋白质组的是Yao

等[匀，他们用这种方法研究了不同血清型的腺病

毒，证明了该H法的可行性，发现在高浓度的 180

水中(>959毛)，被膜蛋白酶酶解得到的肤段会被两个

180 J.桌子标记1:(传统认为是 A个 180) ，不会发生口J

逆反应，这是 180 标记法应用于定量蛋白质组学研

究的必要条件。 并且他们还提出了数据处理中 180/160

的计算厅法。随后他们又证明除膜蛋白酶外， 01u­

C 、 Lys-N、膜J疑乳蛋白酶也适合于 180 标记法，并

且可明显提高标记效率。同时对 180 标i己的原理也

进行了阐述[3叫他们认为这种方法是量的原理是:

蛋白质样品在发生膜蛋白酶酶解反应时，水中的。

原子会与肤段 C 末端的两个氧原子发生交换反应(图

1)，这样分别在 160 和 H10 水中酶解得到的不同样品

中对应肤段在分子量 t会相差 4 Da，而这种差异不

会明显地影响肤段在液相中保留时间的差异，因此

在一级 MS Ì'普图中相应的标记和非标记肤段会一前

→后的出现，通过比较肤段峰强度或峰面积，从而

实现肤段的相对定量。

Stewart 等[51对 180 标 i己法在蛋白质组学中应用
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R' R' 、Ser-Enz R' 

图 1 在 Ser-Enz 催化下蛋白质水解反应中 180 标记原理[ZI

Ser-Enz 即丝氨酸蛋白水解酌，包括膜蚕白酶、 GIu ，C 、 Lys 】C 、

膜i疑乳蛋白酶等。蛋白质在丝氯酸蛋白水解酶的作用下发生水解

反应时. H2"0 水中的 "0 原子与肤段 C 末端的两个氧原子发生交

换反应。 i主反问为可逆反问。但是在自纯度的 18 0 水中、优化

的 pH r或;在特定的酶(如 Lys-N)作用等情况 F. ì主 -pJ 逆反)ÎI;_朝结

合两个 180 原 f 方向进行。

的可行性做了进一步的确认，证明标记后的肤段在

正常的操作条件 F很稳定，即使在普通水中存放也

不会发生可逆反应，并且对标记过程中的具体步骤

进行了完善。

Wang 等[6]提出了一种反 I Í:iJ标记策略(inverse

labeling)，即两种相反的 180 标记实验同时进行，一→

组实验为待测蛋白质样品进行 180 标记，对照样品

不标记:另-组实验为对照样品进行 180 标记，待

测样品不标记。这种策略可以检验定量的准确性，

尤其是对那些表达有显著差异的蛋白质的相对定量

有验证作用。

2 不同定量蛋白质组学研究方法的比较

目前定量蛋白质组学研究方法很多，但每种方

法都或多或少存在不足。 2DE-MALDI-TOF 是研究

定量蛋白质组学的传统万法，但实验重复性差，不

能研究某些疏水性蛋白质如膜蛋白质、等电点极酸

或极碱的蛋白质以及分子量极大或极小的蛋白质:

分离效果不佳，某些蛋白质点包含斗中以上的蛋白

质:动态检测范围小，自动化程度低，费时费力。

尽管双色荧光标记体系在 2DE 中的应用可以解决实

验重复性差的问题，但仍不能解决 2DE 最根本的问

题，因此应用于定量蛋白质组还是勉为其难。

体内稳定同位素标记法有一个显著优点是在样

品制备的初期，蛋白质就被标记上了，从而减少了

样品问由于实验操作造成的差异，有利于提高定量

的准确度。但是对血清等兀法在培养基中培养的样

综述

品来说，这种方法是不适用的。

目前同位素编码亲手rl标签(isotope-coded affinity 

tagging, ICAT)是较为成熟的定量蛋白质组学研究)J

法。它的创新之处在于能够分离纯化含半脱氨酸残

基的蛋白质，从而能够减低蛋白质样~ld昆合物的复

杂程度。但是令人遗憾的是， ICAT 枉法仅能分析

含有半肮氨酸残基的蛋白质的局限性也成为它最大

的缺陷。此外，高昂的试剂费用和 MS 分析之前多

步骤的前处理都影响了它的应用。

非标记定量法是最近才提出的应用于定量蛋白

质组学研究的新方法。它的提出是因为稳定同位素

标记法具有一些共同的缺点，既试剂昂贵，致使大

规模的蛋白质组学实验无法进行:此外，稳iζ同位

素标记法无法满足多样品同时比较的要求。的确，

在目前稳定同位素标记法不经济而且 l问题颇多时，

非标记定量法具有深入研究的价值， {I::[是由于目前

质谱技术水平的限制，非标记定量法的灵敏度和准

确性都比不上标记定量法，因为标记定量法将离子

抑制效应、背景噪音和仪器条件等系统误芽的影响

降到了最小[7] 。所以非标记定量法要在在量蛋白质

组学研究中得到广泛应用，还有很漫长的路要走。

相比其他定量蛋白质组学研究方法， 180 标记

法有许多优点:

(1) 180 标记法属于一种酶标记法，相对于 ICAT

等化学标记来说，它标记效率高。

(2)在普通水或者 180 水中酶解是很普遍的，可

以标记所有酶解的肤段，可用于很多不同类型的蛋

白质研究(ICAT局限于对含有半肮氨酸残墓的蛋白质

的研究)，从而使相对定量所有的蛋白质成为可能。

(3) 180 标记法不会改变肤段的物理性质，从而

不会有色谱峰的漂移等问题。第一代 ICAT 试剂包

含了 8 个 lHf2H ， IHf2H 的同位素效应比较明显，会

导致同种蛋白质在标记后洗脱速度不同，进丽降低

了检测的准确度。

(4)可以标记多种不同类型的样品，如组织、

细胞溶解物、血清、尿样寺，没有体内稳定同位

素对样品类型的局限性。

(5) 180 标记法可以和特定蛋白质富集技术联

用，如用于富集含有半肮氨酸残基肤段的共价连接

树脂技术[8] 。

(6)肤段在蛋白质水解分裂的同时，在 C 端扫çì~

I二了，避免了人为的化学稳定同位素的标记，也就

避免了ICAT方法中标记的繁琐上作以及实验操作带
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来的误差。

(7)有较白的准确性。 180 标记法的定量准确性

不比 ICAT 低l9l ，可以对l.5 倍以上的蛋白质表达差

异做出可信的;LUEllol ，的J非标记定量只能对 2.5 倍

以上的蛋白质表达差异做出可信定量171 。

3 180标记法的技术进展及应用进展

提高Æ茧的准确性是所有岸量蛋白质细学研究

方法都要考虑的问题， 180 标记法也不例外。在 180

标记法 11 1 ，标 iG效率的挺高(保证分子量差异 4 Da) 

与标记效率的 ift化盐 180标记法进行相对准确运量的

必要条件。这是|夫]).1 *11 1 的 O 原子与瞅段 C 末端的

两个氧阳i [-ri-I 的程幕。发生的交换反应是可逆的，

很难保iJf 100% 的标记 L两个 180 原子。|玛此，不

断的有耐究有米摸索提高标记效率的方法以及其他

提高运量准确性的方法。

Zhang 等1111采用牛血洁白蛋向作为标准品来检

验 180 标记法标记时的各种条件，认为酶解后标记

(蛋白质酶解成口大段兀1 , r-燥，再在普通水或者 180

水溶解标记)标记效率明显高于酶解时标记(蛋白质在

普通水或者伞 180 水巾悔解)1 标记)，并且优化了 180 标

记法的 pH 丰[1 反应 1时间，证明了在弱酸性条件下

(pH=6.75) 180 标记效率要好于弱碱性条件(在之前的

文献报道中， 180 标记都是在弱碱性条件下进行，

凶为腆蛋门酶在 pH=8.5 时育最大酶活)。酶解和标

i己的最佳反应条件不同，酶解后标记可以满足各自

的最优化条件，从丽捉高酶解效率和标记效率，这

种酶解后标记的方法已经运用开来了 [12.13] 0 Zhang 

等用酶解后和'j\记的万法研究做量的肿瘤细胞蛋白质

样品(1 0 000 个细胞，约 1-4μg 蛋白质)，鉴定出

76 个蛋门质并发现某些蛋白质有显著的变化。说明

180 标记法x敏度较高，可j主用于1散量蛋白质样品

的研究。

Rao 非[ 14.151发现，用 Lys-N 酶解蛋白质，可以

确定只结合了两个 180 [~i子，大大提高了标记效

率。并且，他们用 Lys-N 酶解 180 标记法研究了内

毒素诱寻的人 ARPE-19 细胞的蛋白质组变化，不仅

鉴;民主出了 584 种蛋白质，还完成了 562 种蛋白质的

相对运草。表明 Lys-N 酶解的 180 标记法在复杂蛋

白质样品研究中有很大的运用价值。

~在 f [1 tìíJJ页 i普技术的水平，定量蛋向质组学研

究中样品的ý:!t~程度和应量的准确性是一对相互矛

盾的问题，同为质谱在定量的同时需要花时间来鉴

785 

定肤段[16]。因此，有的科研仁作者考虑通过降低样

品的复杂程度和提高质陆的分辨率未提 I~J 定量结果

的可信性。

一些研究者借助传统的 lDE或者 2DE 方法对蛋

白质样品进行顶分离未降低样品复杂和度，之后在

180 水中酶解标记，再联合 LC-MS/MS 刑'蛋白质进

行鉴定和定量[12. 17 1 0 Chen 咛.:[121 采川.~ 2DE-MALDI-

TOF 及胶内酶解180标记江研究鼠脂肪细胞的分泌腺

蛋白质组，此外他们压采用了|耳边化的快蛋白酶，

从而提高了腆蛋白酶的利用率，更重要的是避免了

180/ 160 的可逆反应，也就捉雨了和F记效率。

Smith等[比]捉出精确质量时!，uJ t11;较(accurate mass 

and time tags , AMTs) 两步策略。该/-;}去的优势在于

LC-FTICR 分辨率很高，能够区分 160/ 180 标记的肤

段间 4 Da 的质量差异，减少肤段峰的交叠，从而

使准确应量成为可能:在 AMTs 策略中，由于第二J

步不需要 MS/MS，扫描Ji'iJ :tt月缩短，扫描次数增多，

这样口I以检测出更多的肤段，有利 j二高通量的肤段

分析。 Smith 课题组用该ÌJ法联合酶解日 180 标记法

研究了人乳腺上皮细胞[町，鉴击和在量了 603 个蛋

白质:用以研究人血浆时[1升，共有 429 个血浆蛋白

质被鉴定和运量，体内药物作用后，血浆中有 25

个蛋白质丰度水平有显著变化。此外，他们还发现

标记后的肤段样品煮沸 10 min , Ib上置 f冰上，可以

使蛋白酶失沽，从而阻止 180/ 160 同逆反应的发生。

4 小结
总的来说， l8014i记法足」种较为理想、容易

实现的运量蛋白质组学研究H1t 0 1i=l.是由于 H 前质

谱技术水平的限制， 180 标记法在在量蛋白质组学

的应用中，最大的问题压有 J二标记后的蛋白质样品

过于复杂。 180 标记法与其他应法，如lj lDE 或者

2DE }j~去， AMTs 策略'等联用， -IIJ 以解决这'问

题。因此，我们完全有理由相信在未来定量蛋白质

组学研究的热潮中， 180 标记法将会扮演十分重要

的角色。
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180 Labeling and Its Application in Quantitative Proteomics 

Abstract 

Ying Tan, Yu-Xia Wang, Jing Li, Zhi-Qiang Ge* 
(Department of Pharmaceutical Engineering, School of Chemical Engineering and Technology, 

刀anjin Universiη" Tianjin 300072, China) 

Quantitative analysis of global protein levels, termed ‘quantitative proteomics' , is important for 

the system-based understanding of the molecular function of each protein component and is expected to provide 

insights into molecular mechanisms of various biological processes and systems. Recently the mass spectrometry 

based quantitative strategies in proteomics research 缸'e developing rapidly. 180 labeling quantitative method is one of 

the relatively practical and feasible methods, which has been widely used in recent ye缸s. The characteristics of 180 

labeling and its development in quantitative proteomics will be reviewed in this article. 

Key words quantitative proteomics; 180 labeling 
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中华医学会生殖医学分会和中国动物学会生殖生物学分会

2007(联合)年会征文通知

由中华医学会生殖医学分会和中国动物学会生殖生物学分会联合主办的 2007(联合)年会，定于 2007 年

4 月在浙江省杭州市召开。此次会议由浙江大学主办，复旦大学、南京医科大学、上海交通大学协办。

现将会议征文通知如r: (1)征文内容包括生殖生物学基础研究:男性生殖医学的基础和临床研究:女性

生殖医学的基础和临床研究:男、女性生殖内分泌学:生殖医学的伦理和心理:生殖医学的法规和政策

管理等。 (2)征文要求:论文全文(限 4000 字以内)及 800 字以内论文摘要，论文题目要求中英文。具体可

登陆会议网站(www.csrmeeting.org)注册后通过"网上征文"项录入。(3)截止日期: 2006 年 12 月 31 日。

(4)参加会议者可授予国家继续教育 I 类学分。 (5)会务秘书处联系方式:地址:浙江省杭州市学士路 2 号浙

江大学医学院附属妇产科医院，邮政编码: 310006。联系人:张艳玲。电话: 0571-87061501-1812 。

传真: 0571-870618780 E-mail: ylzn@zju.edu.cn 。
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