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iTRAQ技术在动物生产中的应用
马  静1  武开乐1  库西塔别克•买买提依不拉音1  邵  伟1,2*

(1新疆农业大学动物科学学院, 乌鲁木齐 830052; 2新疆肉乳用草食动物营养实验室, 乌鲁木齐 830052)

摘要      近年来, 蛋白质组学的迅速发展使得相关实验技术也突飞猛进。与其他技术相比, 同
位素标记相对和绝对定量(isobaric tags for relative and absolute quantification, iTRAQ)技术以其高

通量、高灵敏度、高重复性和能对各种复杂样品进行相对和绝对定量研究等优点迅速被广大学

者接受, 成为蛋白质组学定量研究的主要手段之一。iTRAQ技术的不断优化, 使得它在动物、微

生物等领域得到广泛应用。该文主要介绍了iTRAQ技术的基本原理和优缺点, 并对iTRAQ技术在

肉牛肌肉发育及品质中的作用进行了分析; 介绍了奶牛乳蛋白质差异分析及乳房炎防御蛋白质筛

选; 介绍了绵羊产肉性能、毛囊发育及肠道免疫; 介绍了生猪骨骼肌发育, 猪圆环病毒II型(porcine 
circo virus type 2, PCV2)疾病防御, 并进行冻存精液的影响因素的分析; 介绍了肉鸡肌肉发育; 同
时也对蛋壳品质及鸡传染性法氏囊病(infectious bursal disease, IBD)防御机制研究等方面的研究

进展进行了综述, 以期为畜牧科学研究和生产实践提供依据。

关键词       同位素标记相对和绝对定量; iTRAQ; 蛋白质组学; 肉品质; 差异蛋白质表达

Application of iTRAQ Technology in Animal Production
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(1College of Animal Science, Xinjiang Agricultural University, Urumchi 830052, China; 

2Laboratory of Herbivore Nutrition for Meat andNilk in Xinjiang, Urumchi 830052, China)

Abstract       In recent years, the rapid development of proteomics has led to rapid advance in related 
experimental techniques. Compared with other technologies, isobaric tags for relative and absolute quantifcation 
(iTRAQ) technology is widely accepted by the majority of scholars with its high-throughput, high sensitivity 
and high repeat ability, which allows it to be employed in a variety of complex samples for relative and absolute 
quantitative research. It has become one of the main means of proteome quantitative research when it is combined 
with multi-dimensional liquid chromatography and tandem mass spectrometry technologies. With the continuous 
optimization of iTRAQ technology, it has been widely used in animals, microorganisms and other fields. This 
paper mainly covers the basic principles, advantages and disadvantages of iTRAQ technology and its application 
in animal production, and mainly summarizes the following contents. The impact of iTRAQ technology in beef 
muscle development and quality are analyzed. The differential analysis of milk protein in dairy cows and the 
screening of defense protein for mastitis are introduced and the meat performance, hair follicle development and 
intestinal immunity of sheep are illustrated. This paper goes over briefly the development of skeletal muscle of 
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随着人类基因组计划的顺利完成, 生命科学研

究进入了功能基因组学时代。相较于基因, 蛋白质

从组成、结构和功能上显得更为复杂, 更贴近生命

活动的本质, 针对蛋白质组学的研究成为功能基因

组学的核心研究内容之一。如今, 与蛋白质组学相

关的技术和设备更新换代较快, 一些新的方法也被

应用于蛋白质组学研究中, 同步分析多个样本的蛋

白质含量, 鉴别不同组织与个体的差异蛋白质也变

得愈加精确与便捷。目前常用的有双向荧光差异凝

胶电泳(two-dimensional fluorescence difference gel 
electrophoresis, 2D-DIGE)、同位素编码的亲和签

(isotope-coded affinity tags, ICAT)、稳定同位素标

记氨基酸介质细胞培养技术(stable isotope labeling 
of amino acids in culture, SILAC)和同位素标记相对

和 绝 对 定 量(isobaric tags for relative and absolute 
quantifcation, iTRAQ)等。然而, 2-DE、ICAT、
SILAC等技术存在不同的技术限制和缺陷, iTRAQ
技术以其独特的优势弥补了不足, 在蛋白质组学定

量研究中得到了广泛的应用。

1   iTRAQ标记技术的概念与操作程序
iTRAQ技术是由美国应用生物系统公司在

2004年开发的一种功能强大的多肽体外标记的新技

术[1]。iTRAQ试剂是一种小分子同重元素化学物质, 
由报告基团、肽反应基团和平衡基团三部分组成。

采用4种或8种同位素编码的标签, 通过特异性标记

多肽的氨基基团, 然后进行串联质谱分析, 可同时比

较4种或8种不同样品中蛋白质的相对含量或绝对含

量。以8种不同的同位素试剂为例, 标记试剂基团形

成8种相对分子质量均为305的等量异位标签, 通过

连接反应与酶解后的肽段氨基酸N-端及赖氨酸侧链

连接的胺发生标记反应, 完成多肽的稳定同位素标

记, 可同时比较8种不同样品中蛋白质的相对含量或

绝对含量[2]。

iTRAQ的操作程序如下。样品先经胰蛋白质

酶裂解、烷基化, 所产生的肽段用iTRAQ试剂多重

标签进行差异标记, 再将标记样本相混合, 进行LC-
MS/MS分析; 最后采用生物信息学技术, 对每一个

iTRAQ实验产生的成千上万个光谱、数千个可识别

多肽和上百个可鉴定蛋白质进行分析和解释。许

多新近开发的数据管理和分析工具可以用来分析

这些庞大的数据, 如ProQuant、ProteinPilot等。最

近, Shadforth等[3]开发了i-Tracker软件, 可以通过

noncentroided串联质谱峰列表中提取离子峰报告率, 
并可以很容易地与Mascot及Sequest蛋白质鉴定工具

连接。

2   iTRAQ标记技术在动物生产中的应用
2.1   肉牛生产中的应用

随着人们生活水平的提高以及人们对肉类品

质的密切关注, 肉品质方面的研究也越来越多。肉

品质受多方面因素的影响, 利用蛋白质组学技术可

以寻找、筛选并鉴定与肉质有关的标记蛋白质, 全
面而深入地研究肉品质的形成机制及其与持水性、

嫩度和风味等特性之间的相关性[4]。目前, 在肉品质

研究中最常用、最成熟的技术是采用高分辨率的双

向电泳技术结合先进的质谱方法对蛋白质或多肽进

行鉴定, 已利用双向电泳在牛肉中发现了3个与嫩度

相关的标记蛋白质[5]。虽然国外已有多个牛肉双向

电泳的报道, 但大部分蛋白质分离效果不很理想, 导
致获得的蛋白质少, 影响全面评估牛肉中重要功能

蛋白质的发现和鉴定。

贺花等[6]在研究中使用iTRAQ结合质谱的方

法, 对秦川牛背最长肌样品中的蛋白质进行分离和

鉴定, 共成功鉴定1 321个蛋白质, 对于较小分子量

(<20 kDa)和较大分子量(>100 kDa)的蛋白质, 均能

达到很好的分离效果。郝瑞杰[7]在用iTRAQ技术对

不同品种/品系/类群牛背最长肌的蛋白质进行分析

后, 筛选到了6个与脂肪细胞增殖和分化有关的蛋

白质, 初步推测了肌内脂肪沉积的可能调控机理。

pig, the defense of porcine circo virus type 2 (PCV2), and the analysis of the influencing factors of frozen semen 
are included. The muscle development of broilers is elaborated and the research progress of eggshell quality 
and the defense mechanism of infectious bursal disease (IBD) are analyzed, in order to provide the basis for the 
scientific research and production practice of animal husbandry.

Keywords       isobaric tags for relative and absolute quantification; iTRAQ; proteomics, meat quality; 
differentially expressed proteins
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Bjarnadottir等[8]利用iTRAQ技术研究年轻挪威红公

牛背最长肌较嫩与较硬的肉发现3个与嫩度相关的

蛋白质。

2.2   奶牛生产中的应用

2.2.1   乳蛋白质的差异分析      蛋白质是乳中发挥

各种功能的关键分子, 不同的物种及泌乳时期, 乳中

蛋白质组分及含量存在一定的差异。Yang等[9]利用

iTRAQ技术得到了黑白花奶牛、荷斯坦奶牛、牦牛、

水牛、山羊、骆驼、马和人奶中乳脂球膜蛋白质表

达谱, 分析了哺乳动物种间乳脂球膜蛋白质组分的

显著差异及其可能的生理功能。

泌乳期间, 初乳与常乳在蛋白质组成上只

存在细微的改变, 但是乳蛋白质含量变化显著。

Reinhardt等[10]采用iTRAQ结合串联质谱技术分析了

初乳和常乳乳脂肪球膜蛋白质的含量变化, 发现常

乳中有26个蛋白质含量上调, 19个蛋白质含量下调, 
主要涉及脂肪合成、分泌和传递等生物学功能。杨

永新等[11]检测了分娩后第1、7和21 d牛奶蛋白质的

含量变化, 结果发现, 牛初乳中主要涉及物质转运和

免疫活性等生物学功能的IgG、IgM、转铁蛋白质

和白蛋白质等含量上调。Zhang等[12]的研究显示, 产
犊后前9 d期间有三分之一的蛋白质, 尤其是免疫球

蛋白的含量显著下降。

2.2.2   乳房炎防御蛋白质的筛选      奶牛乳腺炎是

一种发病率高、治愈难、淘汰率高和经济损失大的

乳腺疾病之一, 严重影响动物健康、牛奶质量和牛

奶生产效益。诱发奶牛乳腺炎的因素很多, 病因复

杂, 但病原微生物感染为主要因素, 金黄色葡萄球菌

是最严重主要的致病菌之一。李蕊等[13]采用iTRAQ
技术结合液质联用技术, 共筛选到168个与奶牛金黄

色葡萄球菌型乳腺炎密切相关的差异表达蛋白质; 
通过生物信息学分析发现, 有30个差异蛋白质与乳

腺组织的防御、免疫和炎症反应有关。

Timothy等[14]分别将健康的牛和被金黄色葡萄

球菌感染而患乳腺炎的牛分泌的乳汁分离为乳清、

乳脂肪球膜和外来体三部分, 并使用iTRAQ技术进

行检测。目前共发现, 2 971种乳蛋白, 其中有300多
种蛋白质被证明与宿主的防御系统有关, 又有94种
蛋白质在健康奶牛与被感染奶牛的乳汁表现出很大

的差异。

2.3   羊生产中的应用

2.3.1   产肉性能及品质分析      随着经济的发展, 人

们对羊肉的需求也在不断增加, 尤其是瘦肉多、脂

肪少、肉质鲜嫩的羔羊肉, 深受欢迎。因此挖掘肉

用特性相关的分子基础, 具有较大的理论和实践意

义。

FABP4能够参与细胞内脂肪酸的转运, 调控

脂肪酸代谢, 是研究动物脂肪沉积及代谢的重要

候选基因。许瑞霞等[15]利用qPCR和iTRAQ技术研

究FABP4基因在阿勒泰羊尾脂沉积与代谢中的作

用, 结果显示, 在非饥饿组与饥饿组尾脂中FABP4 
mRNA与蛋白质水平的差异均不显著(P>0.05)。这

表明, FABP4基因可能不是绵羊尾脂沉积与代谢两

种极端差异表型的决定基因。

赵珺等[16]对内蒙古绒山羊背最长肌、臂三头肌

和臀肌进行差异分析; 筛选得到8条与肌肉肉质显著

相关的通路, 建立了绒山羊骨骼肌差异蛋白质谱, 找
到了3种骨骼肌的差异蛋白质并挖掘到了与肉质相

关的基因。陈立娟等[17]通过蛋白质组学技术研究蛋

白质磷酸化对羊肉嫩度的调控机制, 分析得到蛋白

质磷酸化可能通过对宰后肌肉糖酵解和肌肉收缩的

作用影响肉的嫩度。

2.3.2   毛囊发育及结构分析      羊毛的发育和生长

受到多方面的影响, 体重下降、毛囊发育等都会对

其产生明显影响。Almeida等[18]利用iTRAQ技术探

讨饲养控制对羊毛纤维结构和蛋白质的影响及这些

蛋白质在毛囊纤维形成中的作用, 确定了体重变化

对羊毛纤维直径及羊毛品质改变的影响。于梦然

等[19]利用iTRAQ结合LC-MS/MS技术比较山羊皮肤

毛囊生长期和休止期差异表达蛋白质, 尝试寻找影

响毛囊发育的重要蛋白质, 得到158个差异表达蛋白

质, 72个蛋白质表达上调, 86个蛋白质表达下调。另

外, 在这些差异表达蛋白质中有9种角蛋白质表达上

调, 2种角蛋白质表达下调。

2.3.3   肠道免疫研究      崔凯等[20]采用iTRAQ技术

分别对断母乳湖羊羔羊肠道差异表达蛋白质进行分

析, 共鉴定得到5 338个蛋白质, 差异蛋白质389个, 
其中143个表达上调, 246个表达下调。差异表达蛋

白质主要参与生物学过程包括免疫系统、物质代

谢、生物黏附和细胞移动等过程。Nagaraj等[21]引进

iTRAQ技术研究绵羊抵抗胃肠道线虫感染的作用机

理, 鉴定得到了4 468个蛋白质, 其中有158个差异蛋

白质, 80个表达上调, 78个表达下调。这些差异蛋白

质可能为抗寄生虫的免疫反应提供了有效的基础。
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2.4   生猪生产中的应用

2.4.1   肌肉生长发育影响探究      Xu等[22]分析了梅

山猪背最长肌组织4个时间点的蛋白质表达谱, 发现

了66个差异表达的蛋白质, 这些差异蛋白质的功能

主要与骨骼肌的生长和发育密切相关。熊火等[23]用

蛋白质组学分析得出饲喂高脂饲粮显著影响生长育

肥猪骨骼肌中涉及葡萄糖和能量代谢、脂质代谢以

及应激反应的相关蛋白质含量。程小芳等[24]配制3
个不同低蛋白质水平日粮饲喂断奶21天的仔猪, 通
过iTRAQ技术比较分析饲喂低蛋白质日粮平衡氨基

酸对断奶仔猪背最长肌生长相关蛋白质表达规律, 
初步推测, 17%蛋白质水平日粮可能最有利于断奶

仔猪骨骼肌生长。Zhang等[25]为了阐明非淀粉多糖

酶(non-starch polysaccharide enzyme, NSPE)对骨骼

肌影响的机制, 应用iTRAQ同量异位标签来研究在

生长猪的最大肌肉(LM)中蛋白质组变化, 发现总共

51种蛋白质在对照组和NSPE组之间的LM中差异表

达。差异表达蛋白质的功能分析显示, 与能量生产、 
蛋白质合成、肌肉分化的蛋白质的丰度增加有关。

2.4.2   免疫相关分析      猪圆环病毒II型(porcine 
circo virus type 2, PCV2)是断奶后多系统衰竭综合

征的主要致病因子, 该病毒在全世界范围传播, 导致

养猪业蒙受巨大的经济损失。借助iTRAQ技术结合

二维液相色谱串联质谱法定量地识别肺泡巨噬细胞

中PCV2感染组与未感染组的差异蛋白质表达情况. 
Lu等[26]在感染后的不同时间段内共鉴定到145个差

异显著的细胞蛋白质, 这些差异蛋白质与细胞结构、

细胞黏连、信号转导及它们的相互作用等生物过程

相关, 为后期阐明PCV2的发病机制奠定了基础。

2.4.3   精液冻存的影响分析      冷冻损伤是精液冷

冻保存所必须面对的一个难题, 它会破坏细胞结构, 
引起细胞蛋白质水平的改变, 降低精子的活性和功

能。Chen等[27]利用iTRAQ技术与液相串联质谱分析

对种猪新鲜精子及冻融后精子的蛋白质提取物进行

处理, 总共得到了41种差异表达蛋白质, 其中35种表

达上调, 6种表达下调(P<0.05)。他们通过生物信息

学软件进行处理, 这些差异蛋白质大多数与精子获

能、黏连、能源供应和精卵结合等功能密切相关, 
并认为, 精液冻存会影响蛋白质含量和降低受精能

力。

2.5   肉鸡生产中的应用

随着家禽业生产力的不断发展, 鸡肉在国内肉

类消费占据很大部分。付瑞琦等[28]用iTRAQ技术在

不同发育阶段的北京油鸡的胸肌组织中共鉴定到

517个蛋白质, 其中210个显著下调, 210个显著上调, 
初步筛选出了调控肌肉发育与脂肪代谢的关键蛋白

质。王红杨等[29]利用iTRAQ技术获得影响胚胎期至

生长早期鸡胸肌发育及肌内脂肪沉积的关键通路及

核心蛋白质。

氨是与高氨血症相关的代谢紊乱毒素, 大多数

针对氨的毒性研究主要集中在神经系统以及胃肠道

上。暴露于高浓度氨气下影响免疫器官和小肠绒毛

的发育, 同时严重减低了平均日增重和采食量。张

继泽等[30]研究发现, 肉鸡暴露于高浓度氨气下可诱

发氧化应激, 严重影响小肠黏膜的营养吸收和免疫

功能。Zhang等[31]利用iTRAQ技术鉴定出不同浓度

氨气条件下鸡肝脏组织中的30个差异蛋白质, 这些

蛋白质均与营养代谢、免疫应答、转录和翻译、应

激反应及解毒作用相关。

2.6   蛋鸡生产中的应用

在商业化和集约化蛋鸡生产中常出现蛋壳破

损等问题, 对鸡蛋品质和生产成本带来严重影响及

经济损失。肖俊峰[32]采用iTRAQ技术检测蛋壳中基质

蛋白质差异表达以探究日粮锰水平对蛋壳基质蛋白

质表达的影响。结果显示, 基础日粮添加100 mg/kg锰
显著影响蛋壳中68种基质蛋白质, 其中31种表达上

调, 37种表达下调, 并通过生物信息学发现这些差异

表达的蛋白质与鸡蛋的形成与免疫相关。鸡传染性

法氏囊病(infectious bursal disease, IBD)是一种高度

接触性传染病, 会导致鸡发生严重的免疫抑制疾病, 
增加了对其他病原的易感性, 对养鸡业造成巨大的

经济损失。孙彦婷等[33]采用iTRAQ结合LC-MS/MS
质谱鉴定法对传染性法氏囊病病毒感染鸡胚成纤维

DF-1细胞24 h后的胞质、胞核亚细胞组分的差异表

达蛋白质谱进行分析, 共发现88个差异蛋白质点, 主
要与免疫反应过程、信号转导、能量代谢和细胞调

亡等方面相关, 为传染性法氏囊病病毒的致病机制

研究提供了大量生物信息。

3   iTRAQ标记技术的优缺点
与其他传统技术相比, iTRAQ具有如下优点: 

(1)具有高度的灵敏性, 受蛋白质丰度、等电点和分

子质量等情况的限制低, 能检测到低丰度蛋白质[34]; 
(2)可鉴定的范围很广泛, 几乎可对任何种类的蛋白
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质进行分析[35]; (3)每种蛋白质有更多的肽段可被分

析, 从中可获得更为详尽的样品信息, 提高了蛋白

质鉴定的覆盖率和可信度; (4)可同时标记2~8个样

本, 标记过程更简单, 标记效率更高, 并可同时比较

不同实验处理对样品蛋白质含量的影响; (5)可以对

多种样本进行鉴定, 除培养细胞、组织外, 还包括血

清/血浆、唾液、泪液、鼻分泌物和脑脊液等[36]; (6)
自动化程度高, 可以液质联用, 节省更多的时间及人

力。

但 是, iTRAQ技 术 也 存 在 着 一 些 不 足: (1)
iTRAQ试剂几乎可以与样本中的所有蛋白质结合, 
容易受样本中的杂质蛋白质及样本处理过程中缓

冲液的污染, 需要对样本进行预处理并尽量减少操

作过程中的污染[37]; (2)高丰度蛋白质干扰了低丰度

蛋白质的检测和鉴定; (3)只能对相对丰度进行比较, 
因此只能提供相对的定量; (4)筛选出的蛋白质具有

技术假阳性问题, 很多蛋白质需经修饰如磷酸化后

才能发挥作用, 此时是由修饰后蛋白质而不是原来

蛋白质的表达量决定; (5)数据的复杂度更高, 需要

更多的信息学工具来分析解释; (6)目前iTRAQ试剂

仍非常昂贵, 在一定程度限制了它的广泛应用。

4   总结与展望
蛋白质组学的研究已成为当今生命科学研究

领域中的一个重要分支。iTRAQ作为其中的新兴技

术已引领蛋白质定量分析的蓬勃发展。大量研究表

明, iTRAQ技术在家畜及模型动物蛋白质组学领域

中的应用已趋于成熟, 该技术在寻找结构与功能差

异的蛋白质或探究疾病发生的生物标志物等方面具

有更多的优势。国内结合多维液相色谱和串联质谱

的iTRAQ标记技术可以同时分离和鉴定成百上千种

蛋白质, 具有较好的应用前景。目前, iTRAQ技术虽

然还有一些缺点和不足之处, 但其在生命科学领域

中的应用价值已凸显, 随着科技的不断完善, 该技术

必将在未来的蛋白质组学研究中得到更加广泛的应

用, 为进一步了解蛋白质在生命过程中的动态变化

作出应有的贡献。
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