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摘要    蛋白质组学是对细胞或生物体全部蛋白质的系统鉴定、定量并阐释其生物

学功能的学科. 自 21 世纪初期开始, 随着高精度、高灵敏度和快速扫描质谱仪的出

现和快速发展以及微量蛋白质组样品高效分离技术的进步, 蛋白质组学获得了快速

发展, 并在生理过程与病理机制研究等几乎所有生命科学研究领域得到了广泛的应

用. 过去 10 年, 中国蛋白质组学研究在政府的支持和广大蛋白质组学研究人员的努

力下呈现出腾飞式的发展态势. 本文综述了人类肝脏蛋白质组计划和 2010~2013 年

中国蛋白质组学技术的发展.  
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自 2003 年 “中国人类蛋白质组组织 ”(China 

human proteome organization, CNHUPO)成立至今 , 

中国的蛋白质组学研究经历了十年多的发展, 呈现

出百家争鸣、百花齐放的局面. 继中国科学家领衔

“人类肝脏蛋白质组计划 ”(human liver proteome 

project, HLPP)之后, 2014 年 6 月, “中国人类蛋白质组

计划”(china human proteome project, CNHPP)在京启

动, 标志着中国科学家开始向全面、精确地阐释人体

全器官蛋白质组这座高峰冲刺. 本文在已有综述[1~4]

的基础上, 以人类肝脏蛋白质组计划和 2010~2013年

中国蛋白质组学技术的发展为主题进行综述. 

1  人类肝脏蛋白质组计划的发展与成就 

2003 年, 由贺福初及其科研团队[5]提出的“人类 

肝脏蛋白质组国际计划”开始实施, 这是中国科学家首

次领衔国际重大科研合作项目. 近年来, 中国蛋白质组

学研究团队密切合作、联合攻关, 在以下 3 个方面取得

了阶段性的新进展(图 1): 系统性地注释肝脏蛋白质表

达谱和蛋白质修饰谱(两谱); 最大纬度地绘制肝脏蛋白

质的亚细胞定位与相互作用网络图(两图); 建设完成了

大规模的肝脏蛋白质组学研究材料和数据库(肝脏蛋白

质组组织样本库、抗体库和开源质谱数据库, 三库). 
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图 1  中国人类肝脏蛋白质组计划(CNHLPP)取得的进展 

1.1  肝脏蛋白质组表达谱 

人类个体间的遗传背景、生存环境乃至心理和精

神状态等诸多方面存在显著差异, 这决定了人类肝

脏组织样本具有一定的异质性. 为了绘制具有代表

性的人类肝脏表达谱, 中国蛋白质组学团队与国际

同行合作, 系统评价了肝脏组织样本个体差异对蛋

白组学研究结果的影响, 建立了国际首份完整的人

体组织器官蛋白质组学的样品制备标准化工作流程

(standard operating procedures, SOPs), 为人类肝脏蛋

白质组国际计划的实施奠定了基础[6]. 在此基础上, 

中国蛋白质组学研究团队对各种生理和病理状态下

肝脏组织样本进行了系统的蛋白质组学研究, 共鉴

定到双肽段以上高可信的肝脏蛋白质 6788 个. 其中

3721 个蛋白质在肝脏组织中被首次鉴定. 这是迄今

为止人类蛋白质组学研究计划中最大的单一组织脏

器的蛋白质组数据集, 引领并促进了国际蛋白质组

合作计划的深入开展. 

中国蛋白质组学研究团队进而对这些鉴定蛋白

质的丰度信息进行了系统研究, 发现这些蛋白质横跨

6 个数量级的丰度范围, 其中 78%的蛋白质(5294 个)

位于中等或偏下信号强度区间, 而首次鉴定的 3721个

蛋白中的 3069个蛋白均属于低丰度蛋白. 如在肝脏中

低丰度表达的细胞色素 P450家族的 4个分子和 3个离

子通道相关蛋白在肝脏组织中被有效鉴定[7,8].  

1.2  肝脏蛋白质组修饰谱 

肝脏蛋白质的翻译后修饰, 如磷酸化、乙酰化等

研究也被广泛开展. 复旦大学管坤良和熊跃团队[9]在

肝脏蛋白质的乙酰化修饰谱方向开展了卓有成效的

研究, 拓展了人体生理和病理条件下代谢及其调控

的研究领域. 利用实验室自己研制的特异高效的乙

酰化肽段富集抗体, 实现了肝脏组织中大量乙酰化

修饰肽段的富集和大规模鉴定. 对这些鉴定的乙酰

化肽段进行系统的生物信息学研究, 发现几乎所有

参与中间代谢的酶蛋白, 如糖酵解、糖异生、三羧酸

循环、尿素循环、脂肪酸和糖原合成等途径的蛋白质

被乙酰化修饰. 这些代谢酶蛋白质分子的乙酰化修

饰程度与细胞内能量物质, 如葡萄糖、氨基酸和脂肪

酸的浓度关系密切. 这些结果显示, 各种酶蛋白的乙

酰化修饰对细胞内的能量代谢起着重要的调节作用. 

不仅如此, 赵国屏和管坤良、熊跃团队[10]合作, 以沙

门氏菌(Salmonella)为研究对象, 发现在不同碳源培

养条件下, 核心代谢酶分子的乙酰化修饰水平发生

剧烈的波动, 以适应细胞生长和能量代谢的需要. 部 

分限速酶的乙酰化修饰还参与调控糖酵解/糖异生、 

柠檬酸循环/乙醛酸循环的代谢转化过程. 这些研究

不仅证实了基础和能量代谢酶类分子的乙酰化修饰

在原核和真核生物中高度保守, 同时也发现酶蛋白

的乙酰化修饰参与了机体代谢过程的调控, 奠定了 
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蛋白质乙酰化作为代谢调控者的基础. 这些研究结

果被分别发表在 Science 同一期上. 为表彰管坤良与

熊跃在蛋白质翻译后修饰蛋白质组学研究中的杰  

出贡献 , 中国蛋白质组组织(CNHUPO)在第八届中 

国蛋白质组学大会(2013, 重庆)为其颁发了学术贡  

献奖.  

蛋白质磷酸化是重要的功能信号传导分子, 参

与并调控了众多生命过程. 中国科学院大连化学物

理研究所邹汉法团队和华中科技大学薛宇团队[11]合

作 , 开展了大规模的基于固定化金属亲和层析法

(immobilized metal affinity chromatography, IMAC)富

集的肝脏蛋白质组磷酸化研究, 并发展了磷酸化的

生物信息学技术, 鉴定了肝脏组织中 2998 蛋白质上

的 9719 个磷酸化位点. 利用这个大规模的磷酸化蛋

白质鉴定数据集, 发现人类肝脏可能包含 10000 多个

节点的磷酸化激酶与特异性底物分子的磷酸化蛋白

质分子网络, 为磷酸化信号途径及其网络的分子机

制研究奠定了基础.  

1.3  蛋白质相互作用和亚细胞定位网络构建 

蛋白质相互作用(protein-protein interaction, PPI)

信息的揭示不仅有助于了解蛋白质分子所处的细胞

内的分子环境, 而且可进一步探索这些分子可能参

与的代谢途径或信号通路, 从而为这些蛋白质的功

能及其分子机制研究创造条件. 因此 PPI 网络的构建

也是 HLPP 计划的重要研究内容和主要目标之一. 通

过大规模蛋白质组学研究至今已经形成多种模式生

物 , 如 多 种 病 原 细 菌 、 酵 母 (Saccharomyces 

cerevisiae) 、线虫 (Caenorhabditis elegans) 和果蝇

(Drosophila melanogaster)等的蛋白质相互作用网络

图. 这些相互作用的发现为整合生物学、疾病分子机

制研究与药物筛选提供了有力的实验和数据支撑 . 

但目前 PPI 的建立主要面临的挑战是由于污染蛋白

的存在带来的假阳性率偏高, 多数组学实验研究结

果仅仅有少部分可被实验证实.  

北京蛋白质组研究中心贺福初、杨晓明和王建团

队[12]选取了肝脏组织样本中的 5026 个蛋白分子进行

了系统深入的蛋白质-蛋白质相互作用关系研究. 利

用成熟的酵母双杂交技术平台和严格的假阳性排除

技术, 该团队成功地鉴定了 2582 个蛋白质的 3484 种

相互作用. 通过生物化学与分子生物学、细胞高内涵

筛选系统验证发现相互作用的阳性率高达 72%. 深

入地分析这些相互作用数据, 该团队还发现了系列

决定肝脏特征表型以及疾病状态的独有的蛋白质相

互作用. 这是人类肝脏蛋白质相互作用网络(human 

liver protein interaction network, HLPN)国际合作项目

中率先完成的首个脏器、器官蛋白相互作用大型数据

集. 这个网络的系统构建对于理解人类肝脏蛋白质

相互作用网络功能具有重要的价值.  

人类肝脏蛋白质组计划(HLPP)的研究进展得益

于蛋白质组学研究技术的进步和蛋白质组学的发展. 

HLPP 以构建“两谱、两图、三库”为总目标, 为蛋   

白质组学技术的研发提出了明确的科学问题和发展

目标.  

2  蛋白质组学技术的发展 

蛋白质组学更高层次的研究离不开技术的发展, 

而技术的发展又为蛋白质组学提供新的视角和思维

方式. 在过去的 3 年中, 中国蛋白质组学研究团队在

蛋白质组学样品制备、微量复杂样品的高效色谱分

离、翻译后修饰蛋白质的富集、蛋白质组鉴定和定量

分析以及生物信息学工具的发展等蛋白质组学研究

的几乎所有方面都取得了显著发展.  

2.1  蛋白质组样品的制备 

蛋白质组学样品来源于细胞或者组织内部的全

部蛋白质, 具有蛋白质种类复杂多样、丰度范围宽泛

等特点, 这给蛋白质组的高覆盖鉴定和高精度定量

造成了巨大的困难. 国内一些实验室对样品的制备

环节进行了大量的探索, 开发了多种化学或生物介

质材料, 在一定程度上消除了高丰度蛋白对高覆盖

蛋白质组学鉴定的影响, 开拓了蛋白质组学研究的

新领域.  

(1) 低丰度蛋白质化学富集介质的开发.  以磁

性微球为载体偶联多种亲和介质, 形成了多种高效

的蛋白质分离和富集复合材料, 并已经成为化学介

质方法中最有效的方法.  

新型的磁性材料多以磁性无机粒子与有机高分

子结合形成具有特殊结构的磁性微球, 在此过程中

通过共聚及表面改性等方法赋予其表面不同的功能

基团. 复旦大学杨芃原团队和张祥民团队[13]根据金

属离子亲和色谱原理, 将 Cu2+离子固定在高比表面

积的介孔二氧化硅微球载体上, 利用该微球的多孔
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道特性和高密度的 Cu2+与肽段的结合力, 可以较高

效地从微量的混合样品中富集肽段样品[13]. 邹汉法

等人[14,15]合成了具有Yolk-Shell结构的磁性介孔碳微

球颗粒. 利用该材料的中孔结构的强磁性响应, 可以

从人血清中选择性地提取低丰度的内源性肽段. 该

团队利用这种微球从 20 µL的人血清样品中高效地提

取出了 3402 种不同的内源性多肽. 这些内源性多肽

通常丰度较低, 但生理活性显著. 其高效鉴定为血清

中的生物标志物的筛选创造了条件. 中国科学院大

连化学物理研究所张玉奎和张丽华团队与南开大学

陈朗星团队[16,17]合作, 通过点击化学的方法将 Fe3O4

纳米颗粒与亚氨基二乙酸共价连接, 制备成了强磁

性和超高吸附容量新型材料. 该材料可特异性吸附

血红蛋白等血浆中高丰度蛋白. 这些新技术的发展

和新材料的开发有效地去除或者降低了血液样品中

高丰度蛋白的干扰, 大大提高了低丰度蛋白的鉴定

能力和序列覆盖度, 提高了从血液样品中发现生物

标志物的能力, 因此具有良好的理论和实用价值.  

(2) 富集低丰度蛋白质的生物介质的研发.  针

对特定的生物学问题, 设计开发具有针对性的生物

介质元件, 可实现相关生物因子的高效特异的富集. 

北京蛋白质组研究中心秦钧团队[18]发明了一种转录

因子 DNA 结合序列串联阵列(catTFRE), 能够从微量

细胞样品中高效率的富集转录因子. 利用该亲和介

质从单个细胞样品中鉴定到了 400 多个转录因子, 而

从 11 个不同类型的细胞中共鉴定到 878 个转录因子, 

涵盖了细胞内近 1/2 的基因组编码的转录因子产物, 

实现了转录因子的高覆盖鉴定. 同时, 该课题组的刘

琼明等人[19]利用荷尔蒙反应元件(HREs)DNA 序列作

为亲和介质, 成功地从小鼠(Mus musculus)肝脏组织

样品中富集到了低丰度的内源性核受体因子. 生物

介质方法的优势在于可针对不同的生物学问题, 设

计不同的反应原件, 针对性地高效富集和鉴定低丰

度的蛋白质因子, 进而揭示基因调控的复杂分子机

制. 有效鉴定目的蛋白是研究这些蛋白质功能的前

提. 这些高效的化学介质和生物介质的开发, 可实现

目的蛋白质亚组的富集, 有效地增加了蛋白质组学

的测序深度, 增强了利用蛋白质组学技术解析生命

奥秘的能力.  

(3) 蛋白质样品高效酶切处理技术的研究进展.  

目前, 蛋白质组学的鉴定和定量主要采用从肽段到

蛋白, 即自下而上(bottom up)的策略, 因此蛋白质水

解成为肽段的过程是高端蛋白质组学技术研究中的

重要一环. 如何实现蛋白质组样品酶消化的高效性

与特异性是蛋白质组学样品制备技术研究的热点.  

复旦大学刘宝红等人[20]发明了一种微芯片反应

器, 通过将蛋白酶固定在具有较大比表面积的纳米

粒子上, 最大程度地提高了蛋白酶和蛋白质样品的

接触面积, 提高了底物蛋白质的水解效率. 利用该反

应器, 胰蛋白酶水解蛋白质底物的速度可达到 400 

mmol L min µg, 可实现蛋白质组样品的快速水

解. 此外, 该反应器还能够与后续的液相色谱和质谱

联用蛋白质样品检测平台具有很好的兼容性, 可实

现蛋白质水解和肽段的在线检测.  

复旦大学张祥民团队和杨芃原团队[21,22]发现激

光辅助水解可提高蛋白质水解的效率, 缩短水解反

应的时间. 该方法不仅价廉, 还可在几秒钟内实现低

至 2 µL 样品的快速、高效的酶解和快速检测, 因此适

于高通量蛋白质组学的研究[22]. 为了提高蛋白质组

的覆盖度, 邹汉法等人[23]采用多种酶组合串联水解

的策略, 取得了良好的效果. 张玉奎和张丽华课题组[24]

还合作开发出了在线的自动化蛋白质快速水解技术

和装置, 促进了高通量蛋白组学研究.  

有趣的是, 邹汉法等人[25]发现胰蛋白酶不仅具

有水解酶的作用, 还有连接酶的活性. 这是世界上首

次报告该蛋白酶具有连接酶的活性. 该团队发现蛋

白酶在水相条件下具有水解酶的活性, 但在含有较

高有机相的环境中则起到连接酶的作用. 该酶促标

记反应条件温和, 标记区域的特异性高, 可有效减少

常规化学标记方法中肽段降解和副反应的发生. 据

此, 该团队发展了特异的 N 端稳定同位素标记肽段

的新方法, 并成功应用于定量蛋白质组学分析. N 端

特异性标记的肽段可以形成丰富的 b 和 y 离子, 这为

肽段从头测序技术的开发奠定了良好的基础.  

2.2  蛋白质组鉴定技术的发展 

受益于色谱系统的高效分离技术的发展以及快

速、高精度高分辨质谱仪器的开发, 基于色谱-质谱联

用技术平台的蛋白质组学深度覆盖成为现实. 多维

液相色谱耦联串联质谱技术是大规模、高覆盖蛋白质

组学研究的重要手段. 北京蛋白质组研究中心丁琛

等人[26]开发了一套快速、高效的鉴定和定量蛋白质组

的研究策略, 使得鉴定以及定量的深度和效率得到

了双重提高. 利用这种方法, 在 12 h 的质谱分析时间 
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内达到 8000 个人类细胞基因产物的鉴定量. 这种

“Fast-seq”策略省略了“脱盐”这个步骤, 并且通用于

常规的无标定量和基于标记技术的相对和绝对定量

蛋白质组定量技术. 同样利用传统的 2D-MS 技术平

台, 对肝脏蛋白质组学研究取得了不错的成绩[27,28]. 

杨芃原团队[27]结合密度梯度离心和 2D-MS 技术系统

分析了 C57BL/6J 小鼠肝脏核蛋白质组, 有效鉴定了

748 个低丰度蛋白, 为肝脏核蛋白质组研究提供了借

鉴. 多维液相色谱分离技术也同样适用于磷酸化蛋

白质组学研究. 邹汉法团队[29]建立了一套新的反相-

反相(reverse phase-reverse phase, RP-RP)二维色谱联

用技术, 其中第一维选择离线高 pH 反相液相色谱分

离, 第二维是在线的低 pH 反相液相色谱, 并直接串

联质谱仪. 这两维分离技术交叉极大地降低了蛋白

质样品的复杂性, 成功地将磷酸化肽段和位点鉴定

数量提升到 8000 多个. 除此之外, 蛋白质组学在生

物标志物的鉴定与发现以及药物疗效评估等方面发

挥着独特的作用[30~32]. 血浆分泌蛋白质组学研究有

力的支撑了生物标志物发现, 利用质谱技术鉴定比

较了正常细胞与乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)

相关肝癌细胞分泌蛋白质组, 共鉴定了 1365 个蛋白, 

第一次报道了MMP1(Metalloproteinase 1)比现在常用

的肿瘤标志物甲胎蛋白(-fetoprotein, AFP)具有更好

的灵敏度与特异性[30].  

2.3  定量蛋白质组学及其应用 

由定性到定量是蛋白质组学发展的必然趋势 . 

对蛋白质组进行准确、高效的定量研究将极大地促进

人类对以蛋白质为基础的生理和病理分子机制的理

解. 近年来, 多种新型定量标记技术被开发, 并在生

命科学研究领域得到了广泛的应用. 这些技术根据

样品制备时标记与否, 分为无标定量、化学标记定量

和代谢标记定量等 3 种主要的技术策略. 三者各有优

缺点, 但后两者的定量精度较高, 在定量蛋白质组学

研究中得到了有效的推广.  

(1) 化学标记法定量策略的发展.  化学标记法

是在体外对制备的蛋白质或多肽样品进行标签标记, 

可对任何细胞、组织和器官等几乎所有的蛋白质组样

品进行定量研究, 操作简便, 应用范围广. 但传统的

技术存在一定的技术难题, 有待深入研究和改进. 针

对同位素相对标记与绝对定量技术(isobaric tags for 

relative and absolute quantitation, iTRAQ)在复杂生物

样本存在标记偏性, 中国科学院北京基因组研究所

刘斯奇团队[33]开发了新的同位素标记策略——氘同

位素氨基反应标签标记策略(deuterium isobaric amine 

reactive tag, DiART), 并对这两种标记方法在碎裂机

制、可定量蛋白数以及定量精度方面做了详实的对比. 

结果表明, DiART 比 iTRAQ 策略中的报告离子信号

强度高, 定量精度更为准确, 并且显现出较 iTRAQ

更低的报告离子定量比例的压制, 更有利于在肽段

层面的精确定量研究.  

翻译后修饰定量蛋白质组学因兼具富集修饰和

准确定量双重挑战, 难度更大. 邹汉法团队[34]发展了

一种新的磷酸化蛋白质组学定量策略, 能够显著提

高蛋白质定量精度和通量. 将对照组、实验组和一个

重复对照组分别用“轻”、“中”和“重”稳定性同位素标

记的二甲基正常肝组织、肝癌细胞的磷酸化肽进行三

重标记, 并利用反相色谱/强离子交换色谱/反相色谱

的在线多维液相色谱对标记后混合的样品进行深度

分离简化, 经过 42 h 的分离鉴定机时, 实现了 1800

个磷酸化肽段的近 2000 个磷酸化位点的鉴定和定 

量[35].  

在定量标签方面, 邹汉法团队[36]也取得了较好

的成果. 该小组开发的新颖的肽段 N-端同位素标记

策略, 该策略使用含有不同稳定同位素的甲醛作为

标记试剂, 可以在肽段的 N-端发生二甲基化的修饰, 

从而进行标记定量. 该策略在复杂生物样本中可以

达到 98%的 N-端位点选择特异性和 99%的标记效率.  

(2) 代谢标记法定量策略的发展.  稳定同位素

代谢标记技术(stable isotope labeling by amino acids 

in cell culture, SILAC)是定量蛋白质组学中的金标准. 

杨芃原等人[35]交替使用 13C6-Arg和 13C6-Lys对两组样

品进行稳定性同位素代谢标记. 将样品等比例混合

后, 使用特异性的蛋白内切酶 Lys-N 和 Arg-C 进行消

化, 产生以 Lys为N-端和Arg为 C-端的肽段. 对非起

始或者结尾的样品蛋白肽段产物, 两组样品在一级

质谱中分子离子的 m/z 值一致, 这些母离子在碎裂后

生成的二级质谱谱图中将产生相同质量迁移单位的 b

和 y 系列离子对. 依据 b 和 y 系列离子对的信号强度

比, 可实现更为精确的定量. 但对于 N 端或 C 端的肽

段, 能可在一级质谱谱图中形成一定质量单位迁移

的离子对, 不仅有利于区分这些末端肽段, 而且可实

现这些末端离子对的直接定量.  
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中国科学院上海生命科学研究院的曾嵘团队[37]

则将基于 SILAC 的定量蛋白质组学方法向转化医学

应用推进了一步. 该课题组将 SILAC小鼠应用到 IgA

肾病患者血清和尿液的蛋白质组学研究中, 发现了

一系列可提供临床诊断的候选关键蛋白分子, 如: 补

体 C3, 白蛋白 , VDBP, ApoA1, IGFBP7 等 . 这是

SILAC 标记小鼠在人类疾病小鼠模型的体液蛋白质

组学的直接应用, 这为新的生物标志物筛选提供了

新的系统鉴定方法.  

除了定量蛋白质组样品外, 中国科学院水生生

物研究所葛峰团队 [38,39]将 SILAC 技术成功应用到

microRNA(miR)生物功能的定量研究, 选择 siRNA方

法敲低 U266 骨髓瘤细胞内源性 miR-21 的细胞系作

为研究材料, 然后利用 SILAC 方法对 miR-21 潜在的

靶标分子进行系统的定量研究 , 最终使用 Western 

blot 和报告基因策略证实了 STAT 3 蛋白抑制分子

(protein inhibitor of activated STAT 3, PIAS3)能够抑

制信号转导子和转录激活子 3 (signal transducer and 

activator of transcription 3, STAT3)的激活的关键分子

是 miR-21 的直接底物.  

2.4  蛋白质组翻译后修饰研究的技术发展 

蛋白质翻译后修饰 (post translational modif- 

ication, PTM)在各种生物进程中都发挥着重要的作用. 

比如目前研究比较深入的磷酸化、糖基化、泛素化等

修饰, 在蛋白质功能和定位等方面都发挥着重要的

作用. 种类繁多的蛋白质翻译后修饰极大地增加了

蛋白质组的复杂度和动态范围. 同时由于高丰度蛋

白的抑制效应, 使得对蛋白质翻译后修饰的鉴定和

定量成为挑战. 因此, 发展有效的 PTM 富集策略对

质谱的鉴定分析显得尤为重要.  

(1) 磷酸化蛋白质组学的技术发展.  蛋白质磷

酸化修饰是目前研究最为成熟的翻译后修饰类型 . 

中国蛋白质组学家在磷酸化肽段富集方法的开发、质

谱分析、生物信息学支撑和功能研究等诸多方面均取

得了突出的成绩和进展.  

新型富集材料的开发为高效特异的捕捉磷酸化

肽段提供了保障. 蛋白质组学家从亲和离子、载体材

料、结构等诸多方面进行尝试, 发展了多种新型材  

料 [40~43], 很好地改善了磷酸化肽段的富集效率和特

异性, 为后续大规模研究磷酸化蛋白质组提供了多

种候选材料.  

磷酸化蛋白的消化和洗脱条件与后续 MALDI- 

TOF 质谱分析不兼容, 进行分析之前需要进行调节

pH 值、脱盐等繁琐的步骤. 邹汉法等人[44]将强阴离

子交换毛细管液相色谱与 MALDI-TOF 质谱联用, 简

化了进行质谱分析前样品处理步骤, 同时降低了样品

损失. 该方法适合于单一磷酸化蛋白的磷酸化位点的

鉴定, 能够检测到低至 10~50 amol 的磷酸化肽段.  

在磷酸化肽段富集过程中, 多磷酸化修饰的肽

段的富集和鉴定是其难点. 为了理解富集过程中磷

酸化肽段的竞争关系, 曾嵘等人[45]详细评估了结合

到 Ti 珠子的磷酸化肽段的比例, 提高了富集效率. 

同时发现当 TiO2 珠子量不足时, 更加倾向于富集多

磷酸化肽段. 此外, 北京大学纪建国等人[46]发现柠檬

酸的浓度对于单、多磷酸化肽段与 TiO2 珠子的结合

有密切关系, 该团队发展了级联富集的方法, 通过改

变柠檬酸的浓度来区分多磷酸化和单磷酸化富集.  

为了提高磷酸化蛋白质组的覆盖度, 邹汉法等

人[23]通过利用组合不同酶对蛋白进行酶切来制备样

品. 组合 Glu-C 和 Trypsin 对蛋白质组样品进行消化

和磷酸化肽段富集, 该小组从 HeLa 细胞系中共鉴定

了 8062 个特异磷酸化肽段的 8507 个磷酸化位点, 相

比于单一 Trypsin 酶切, 鉴定量提高了近 1 倍.  

复杂的蛋白质组样品的分离简化也有利于磷酸

化肽段的富集和鉴定. 邹汉法团队[29]发展了利用二

维液相色谱的策略进行磷酸化肽段的分离和质谱鉴

定的高效技术体系. 在这个体系中, 首先利用离线的

高 pH 反相色谱进行肽段分离, 然后利用低 pH 液相

色谱在线分离并进行质谱分析, 由此可提高 30%的

磷酸化肽段的鉴定量. 通过不同磷酸化肽段富集策

略的组合同样能够提高富集效率, 且解决单一方法

存在的富集偏性的问题. 曾嵘等人[47]发展了 1套利用

强阴离子交换结合 TiO2 富集的策略, 第一步采用强

阴离子交换柱富集磷酸化肽段 , 流穿峰部分采用

TiO2 富集磷酸化肽段. 该组合策略实现了对样品磷

酸化蛋白质组的高效且无偏性的富集分析.  

除了定性研究, 翻译后修饰的定量研究对于揭

示其生物学意义更加重要 . 邹汉法等人 [48]利用

Ti(4+)-EPO 纳米颗粒为吸附剂, 富集同位素标记了

的内源性磷酸化肽段. 还发展了 pseudo-triplex 稳定

性同位素双甲基化标记, 实现了高准确性、高通量的

定量磷酸化蛋白质组分析. 这些方法的开发为疾病

发生发展过程中磷酸化修饰相关生物标志物的发现



中国科学: 生命科学   2014 年  第 44 卷  第 11 期 
 

1105 

和分子机制研究创造了条件[34].  

(2) 糖蛋白质组学的技术发展.  蛋白质的糖基

化修饰及失调在正常生理状态和多种疾病发生发展

过程中扮演着重要的角色. 天冬酰胺(N)-连接的糖蛋

白质组研究已经形成了较为成熟的技术体系, 并得

到了比较深入的研究. 为了富集 N 修饰的糖肽, 邹汉

法团队和复旦大学陆豪杰团队[49~52]开发了基于磁性

纳米填料的毛细管柱子, 实现了 N-修饰糖肽的高效

富集. 为了更加高效地分析 N-糖苷修饰的蛋白质组, 

很多实验室系统研究并发展了相应的蛋白质组学平

台, 实现了对血清以及组织样品的糖蛋白质组的分

析 [53~55]. 核心岩藻糖化是蛋白质糖基化中的另一种

重要的修饰形式, 但至今研究尚少. 北京蛋白质组研

究中心的钱小红团队[56]在大规模鉴定核心岩藻糖化

蛋白质的基础上发展了基于多级反应监测的定量蛋

白质组学技术方法, 实现了对核心岩藻糖化蛋白特

异性位点的定向检测和精确定量.  

除了糖蛋白和其特异性修饰位点外, 来自糖蛋

白底物上的多糖同样可被详细表征, 并可作为生物

标志物 . 钱小红等人 [57]发展了一套基于 PCGO(1- 

pyrenebutyryl chloride functionalized free graphene 
oxide)实现快速、高效的多聚糖苷富集策略, 可比较

简便地分析这些多聚糖型. 邹汉法团队[58]同样发展

了基于 OMC 的 N-糖苷的富集策略, 该方法可在有效

去除蛋白质的同时又可特异性的富集糖链, 大大提

高了糖链的信号强度. 杨芃原等人[59]发展了基于酶

切过程中在N-糖末端引入 18O标记糖苷的方法, 实现

了对修饰糖链的定量比较. 这些研究极大地推动了

糖蛋白质组学和生物标志物的研究.  

(3) 泛素化蛋白质组学研究技术的发展.  泛素

化修饰是常见的蛋白质翻译后修饰之一. 泛素链修

饰的特异性也是蛋白质底物发生特异性泛素化修饰的

一种形式. 不同的泛素链修饰携带不同的化学结构信

息，传递底物蛋白特异的生物学功能. 泛素化修饰的

特异性主要由泛素连接酶(E3s)来决定. 然而, 绝大

多数被泛素化修饰的底物蛋白的特异性泛素连接酶

尚不为我们所知. 中国医学科学院高友鹤等人[60]建

立了一套基于 E3 与蛋白质结合结构域相互作用的蛋

白质组学技术特异性鉴定 E3 的底物蛋白的策略, 并

且通过体外反应实验验证了该技术策略的有效性 . 

这是一种高通量的特定 E3 酶特异性修饰底物的筛选

方法. 通过基于 E3 与蛋白质结合结构域相互作用的

蛋白质组筛选技术还可鉴定特定泛素链修饰的底物, 

发现并证实了泛素连接酶(E3 ubiquitin-protein ligase, 

LNX1)介导的 PDZ 连接激酶 (PDZ-binding kinase, 

PBK)经泛素化降解途径, 从而抑制细胞的增殖, 增

加细胞对阿霉素的敏感性.  

中国科学院上海生命科学研究院李林团队[61]利

用基于质谱的蛋白质翻译后修饰鉴定策略, 阐明了

Smurf1能介导轴蛋白(axin)K29位的多聚泛素化修饰. 

进一步研究发现这种 K29 的多聚泛素链并不介导轴

蛋白经泛素-蛋白酶体系的降解, 而是引导被修饰的

轴蛋白通过与 Wnt 共受体 LRP5/6 发生相互作用, 引

发 LRP5/6 的磷酸化修饰, 进而抑制 Wnt/-catenin 信

号通路.  

(4) 乙酰化蛋白质组学技术研究进展.  蛋白质

乙酰化修饰是另一种同样具有重要生物功能的蛋白

质翻译后修饰形式. 乙酰化修饰在染色体重塑、转录

因子激活以及调节代谢过程中酶的活性等诸多方面

具有重要作用. 研究蛋白质乙酰化修饰后的功能和

机制的前提是鉴定蛋白质乙酰化修饰位点的. 然而, 

细胞内存在大量的高丰度的乙酰化修饰的组蛋白 , 

这些乙酰化组蛋白的存在将极大的干扰动能多样的

乙酰化非组蛋白的富集和质谱鉴定. 因此, 对于乙酰

化修饰的研究主要受限于针对细胞内低丰度的乙酰

化肽段的亲和纯化技术的发展.  

复旦大学赵世民团队[62]设计了可以运用于细胞

内低丰度乙酰化肽段富集的新方法. 该团队首先获

得了泛乙酰化修饰肽段的特异性抗体和针对精氨琥

珀酸裂解酶第 288 位赖氨酸发生乙酰化修饰的特异

性抗体; 然后通过亚细胞组分的分离, 降低乙酰化组

蛋白的高丰度; 最后, 利用针对乙酰化修饰的抗体进

行亲和富集, 结合 LC-MS/MS技术, 鉴定乙酰化修饰

的肽段和位点.  

2.5  生物信息学发展 

随着高通量蛋白质组学测序技术的快速发展 , 

海量质谱数据特别是高精度质谱数据的“爆炸式”涌

现, 对数据的管理、共享和挖掘提出了挑战. 为此, 

国内生物信息学家在数据质量控制、肽段和蛋白质的

鉴定和定量、从头测序、基因组重新注释、翻译后修

饰蛋白质的鉴定和蛋白质交联鉴定的算法和软件工

具发展等方面，都开展了系统深入的研究工作并取得

了一系列进展. 质谱数据的深度挖掘使蛋白质组学
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成为新蛋白和新修饰发现的有力工具. 此外, 蛋白质

相互作用预测、蛋白质 motif 数据库和基于蛋白质的

生物标志物数据库等开发也取得了较好的研究进展.  

(1) 蛋白质鉴定、定量相关的生物信息工具开发.  

基于质谱数据的蛋白质鉴定流程包括实验和计算两

部分. 计算部分一般包括图谱预处理、数据库搜索和

质量控制 3 个部分.  

在图谱预处理部分, 精确的母离子质量挑选能

够降低鉴定的假阳性, 提高图谱解析率和定量准确

性. 中国科学院计算技术研究所贺思敏团队[63]开发

了 pParse, 利用同位素峰簇中第一同位素峰和最高峰

的位置关系挑选候选峰簇, 并根据相似性和色谱峰

强度确定单一同位素峰, 识别、区分共洗脱肽段, 有

效地提高了图谱解析率.  

在数据的质量控制方面, 北京蛋白质组研究中

心朱云平团队 [64]开发了肽段鉴定质量控制软件

PepDistiller, 用于 MASCOT 搜库结果的数据质量控

制 . 相比于业内广泛使用的质控软件 MASCOT 

Percolator[65], 其对半酶切搜库结果质控的灵敏度有

显著提升. PepDistiller 内置的多线程技术也能大大加

快高通量质谱数据的处理速度. 曾嵘团队[66]开发了

质控工具 BuildSummary, 通过将图谱鉴定结果按照

特定属性分类后单独过滤, 并以蛋白质水平错误发

现率(false discovery rate, FDR)为最终过滤条件, 实

现了多搜索引擎鉴定结果的数据整合, 也适合来自

不同样品或仪器类型的不同数据集的整合.  

搜索引擎是质谱数据解析的基本工具. 贺思敏

团队 [67,68]经过多年努力, 研制了我国具有完全自主

知识产权的搜索引擎 pFind, 并在业内得到了广泛推

广. 中国科学院上海生命科学研究院李亦学团队[69]

也开发了基于支持向量机的多特征整合引擎, 用于

一级图谱鉴定, 其灵敏度和准确性都要优于已有搜

索引擎的 MASCOT, ProFound 等.  

从头测序技术不依赖数据库而直接利用图谱信

息解析肽段, 常被用于新蛋白和新修饰的鉴定. 但从

头测序算法的图谱质量较高, 限制了该算法在低精

度质谱数据的实际应用. 研究表明, 能被数据库搜索

鉴定的图谱中只有不超过一半的图谱可被从头测序

算法正确鉴定 [70]. 高能碰撞诱导碎裂(higher-energy 

collisional dissociation, HCD) 和 电 子 转 移 碎 裂

(electron transfer dissociation, ETD)技术所生成的高

精度二级质谱谱图的二级碎裂分子离子的连续性好、

离子类型多、质量精度高, 因此使用从头测序算法对

其进行解析, 可取得较好的效果. 而 HCD 和 ETD 图

谱的碎裂离子的类型还具有互补性, 可进一步提升

高精度质谱谱图的从头测序的解析率. 中国科学院

计算技术研究所贺思敏团队和北京生命科学研究所

董梦秋团队[71]合作开发了从头测序软件 pNovo, 充

分利用了 HCD 图谱二级离子高精度以及具有丰富的

internal 离子和 immonium 离子等特点, 使得 pNovo

正确解析图谱数覆盖常规数据库搜索鉴定数的 80%

以上, 并能同时有效鉴定出脱酰氨基修饰和氨基酸

突变. 在该软件升级版 pNovo+中, 除 HCD 图谱外, 

来自同一肽段的 ETD 图谱的二级离子信息(包括 c, z

离子及氢重排离子)被整合入谱图节点构建和动态规

划算法中 , 使得常规搜库约 95%的鉴定结果可被

pNovo+覆盖[72]. pNovo 在新蛋白鉴定方面得到了很

好的应用, 例如中国科学院生物物理研究所苗龙课

题组 [73]利用 pNovo 鉴定到了 1 种丝氨酸蛋白酶

As_TRY-5 及其抑制因子 As_SRP-1. 这 2 种蛋白质是

线虫纲物种中调节精子活化或精子竞争优势的关键

蛋白.  

此外, 贺思敏团队和董梦秋团队[74]合作开发了

用于肽段交联质谱鉴定的软件 pLink, 实现了规模化

的化学交联蛋白质的结构鉴定. pLink 通过图谱预过

滤、候选交联肽段初筛及 KSDP 图谱匹配打分的优 

化[75], 实现了交联肽段的快速鉴定, 并设计了适用于

交联肽段鉴定的 target-decoy 策略, 有效地控制了交

联鉴定的 FDR 水平. pLink 的有效性进一步在纯化的

蛋白质样品、蛋白质复合物、免疫共沉淀样品、模式

生物的全细胞裂解液上得到了验证.  

定量蛋白质组学根据是否需要稳定同位素标记

可以分为无标定量和有标定量两大类. 在蛋白质无

标定量方面, 朱云平团队组和国防科学技术大学谢

红卫团队[76]合作开发了无标定量工具 LFQuant, 实现

了无标实验策略下的蛋白质精确定量. LFQuant 采用

了新的交叉搜索算法, 大大降低了计算复杂度, 提升

了软件的效率, 实现了对多种格式质谱数据的定量

分析. 其核心算法在多组标准数据集上进行了测试

和比较 , 优于目前的定量软件 MaxQuant[77]以及

IDEAL-Q[78], 目前已经成功应用于中国人类染色体

计划等大规模数据的定量分析中[79]. 针对基于稳定

同位素标记数据的定量分析, 朱云平、谢红卫团队[80]

还合作开发了有标定量工具 SILVER. 和其他定量软
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件相比, SILVER 中额外包含了新的定量可靠性评估

指标和过滤打分, 在不降低定量灵敏性的前提下, 提

高了定量准确性. 与目前常用的定量软件 MaxQuant

和 Proteome Discoverer 相比, SILVER 不仅能够对

SILAC、18O 等标记方式进行精确定量, 还能够额外

支持 15N 标记的定量数据分析, 扩大了质谱数据定量

软件的使用范围. 此外, LFQuant 和 SILVER 都具有

用户友好的界面, 能够进行定量结果的系统展示和

统计学分析, 方便用户使用. 贺思敏团队和董梦秋团

队[81]也联合推出了有标定量软件 pQuant, 在肽段定

量时额外考虑了不完全标记的情况, 同时在蛋白质

定量值计算时采用了非参数模型进行评估, 有效提

高其定量准确性.  

(2) 蛋白质基因组学在基因组重注释上的应用.  

后基因组时代, 蛋白质组学不仅仅依靠基因组数据

库进行蛋白质组的鉴定和定量, 也可以反过来对已

有的基因结构注释进行验证和修正. 原核生物基因

组小, 基因结构简单, 可直接通过六框搜索进行基因

组重注释和修正. 真核生物基因组庞大, 基因结构复

杂, 因而对于注释修正算法以及结果的假阳性控制

均有更高的要求, 以保证结果的准确性和灵敏度.  

目前, 国外在利用蛋白质组数据进行基因组注

释的修正方面已发展了一系列算法或工具, 并在小

鼠或人类等高等生物样品数据集上得到了较好的应

用. 国内学者在这个方向也进行了一定的尝试. 上海

生物信息技术研究中心谢鹭和中国科学院上海生命

科学研究院李亦学团队[82,83]合作在使用外显子组合

数据库对小鼠的高精度质谱数据进行了尝试并开发

了 iGepros, 成功应用到基因和蛋白质的整合注释的

研究中. 值得一提的是中国科学家积极参与和领导

国际 HUPO 组织的国际染色体蛋白质组计划

(chromosome-centric human proteome project, C-HPP), 
旨在通过国际合作对各条染色体上基因编码的蛋白

质产物进行鉴定, 并进一步完善基因组的注释. 在该

计划中, 中国团队由中国人民解放军军事医学科学

院、北京蛋白质组研究中心、复旦大学、北京基因组

研究所和暨南大学构成, 并由贺福初、杨芃原、刘斯

奇、何庆瑜等人分别领衔、负责人类 1, 8 和 20 号染

色体上编码基因的蛋白质产物的鉴定工作, 经过两

年的努力, 取得了阶段性进展, 已鉴定 62%左右的人

类基因组编码基因产物, 并有望发现系列新的漏注

释基因[79,84~86].  

(3) 蛋白质翻译后修饰的鉴定和质控.  蛋白质

翻译后修饰(PTM)的鉴定存在两个难点: (ⅰ) 实验检

测难. PTM 的检测属于亚化学计量水平, 且存在时间

短, 一般是瞬时出现或动态变化, 必须依靠高灵敏度

的分析化学检测技术才可能捕获; (ⅱ) 计算难. 蛋白

质修饰类型丰富, 而每种蛋白质的多个氨基酸残基都

可能发生修饰, 使得 PTM 的鉴定碰到“组合爆炸”问题, 

难于处理. 常规的数据库搜索策略需预先指定修饰类

型, 单次搜索允许的单肽段修饰种类和修饰个数都受

到限制, 只能鉴定数据集中的部分质谱数据.  

然而即使采用双高精的质谱仪(例如 HCD), 图

谱的解析率也只有 50%左右, 因此, 人们认为未解析

的图谱中仍蕴含着丰富的新蛋白、可变剪切、氨基酸

突变和翻译后修饰信息, 亟待挖掘. 目前人们普遍认

为, 未修饰肽段和修饰肽段在样品中是同时存在的, 

因此通过挖掘高频出现的肽段母离子质量差和色谱

保留时间差, 则有望快速发现潜在的修饰类型. 利用

这一原理, 中国科学院计算技术研究所付岩[87]开发

了修饰挖掘工具 DeltAMT. 该软件采用二维高斯混

合模型进行建模, 并设计了 D-score 进行修饰类型过

滤, 可以有效地对单一修饰或混合修饰进行鉴定. 在

实际运用中, DeltAMT 对高丰度修饰(例如一些体外

修饰)有较好的鉴定效果, 但对低丰度修饰的挖掘仍

存在一定困难.  

在对富集的特定修饰类型的实验数据进行处理

时, 翻译后修饰鉴定的数据质量控制对鉴定的准确

性也尤为重要. 不同磷酸化肽段具有不同的碎裂行

为. 邹汉法团队[88]利用这个特征, 在磷酸化三级质谱

策略中运用了分类过滤策略, 即根据二级谱图是否

有中性丢失峰将磷酸化肽段进行分类, 每类单独过

滤, 提高了磷酸化肽段鉴定的分辨率和磷酸化蛋白

质测序的覆盖度, 提高了磷酸化鉴定的灵敏度, 实现

了高效的鉴定. 该团队还发展了人类血清已鉴定蛋

白的正反数据库, 并利用二次搜库质控的策略提高

了磷酸化肽段的鉴定灵敏度, 也降低了搜库时间, 促

进了血液磷酸化蛋白质组学的研究[89]. 利用磷酸化

蛋白质组的大数据集, 李亦学等人[90]发现磷酸化位

点在脊椎动物内特定功能分子的保守性高于其他基

本分子和其侧翼区域. 基此, 认为磷酸化位点在脊椎

动物的进化过程中发挥着重要的作用. 姚雪彪和薛

宇等人[91]分别用特异激酶的磷酸化位点信息预测工

具(GPS2.0)分析了单核苷酸多态性(single nucleotide 
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polymorphisms, SNP)数据, 发现约 70%报道的 SNP

位点是潜在的磷酸化 SNP. 大约有 74.6%的潜在的磷

酸化 SNP 包含了激酶类型相关的磷酸化位点的改变, 

而不是直接产生或者去除磷酸化位点. 这些结果有

助于深入理解人类疾病过程中的基因差异, 并更好

地为个性化医疗服务.  

(4) 蛋白质相互作用预测.  蛋白质自相互作用

的研究有助于蛋白质相互作用网络进化的探索, 揭

示蛋白质的生物学功能. 但目前尚无蛋白质自相互

作用预测工具研究的报道. 在开发蛋白质相互作用

预测工具 PRINCESS 之后, 北京蛋白质组研究中心

李栋团队[92]又相继开发了蛋白质自相互作用预测工

具 SLIPPER. SLIPPER 通过整合功能注释和网络拓扑

结构特征, 采用特征筛选和 Logistic 回归对自相互作

用进行预测发现, 自相互作用蛋白质倾向于含有更

多的结构域, 进化上也更保守, 生物学功能上更倾向

于酶类、看家基因和药物靶点等蛋白质. 由于这些蛋

白质在相互作用网络中多占据关键节点, 因此蛋白

质自相互作用预测研究还为蛋白质相互作用网络构

建和验证创造条件.  

(5) 蛋白质组学研究相关数据库构建的研究进

展.  海量高通量质谱数据的处理催生了质谱数据分

析软件的蓬勃发展. 在基本解决了鉴定和定量问题

后, 这些大数据蕴含的丰富生物功能信息的挖掘同

样需要生物信息学的支撑. 谢鹭团队[93]通过收集覆

盖 20 种人类癌症的 331 套实验数据, 提供了人癌症

差异蛋白质组数据分析可供参考的数据库. 高友鹤

团队[94]通过文献挖掘和人工确认, 建立了人和动物

的尿液蛋白质生物标志物数据库 UPB, 并且发现不

同方法鉴定的生物标志物的低重叠率可能与不同实

验室的实验流程差异有关.  

最近薛宇团队[95]在蛋白质的泛素化和乙酰化预

测方面开发了一些列数据库, 促进了翻译后修饰的

注释研究. 例如, 通过文献挖掘和人工确认, 收集了

26 种 E1, 105 种 E2, 1003 种 E3 和 148 种去泛素化酶

或去类泛素化酶的信息, 结合 E3 的分类研究, 最终

构建了泛素结合和类泛素结合数据库(ubiquitin and 

ubiquitin-like conjugation database, UUCD). 该数据库

收录了横跨 70 个真核生物物种的约 6 万种酶的信息. 

与此类似, 还建立了 CPLA等赖氨酸乙酰化位点数据

库[96,97], 以及收录了包括人在内的 7 种模式生物的上

千种在细胞分化和有丝分裂过程中与中间体、中心体

和着丝粒相结合的蛋白质数据库 MiCroKit[98], 为染

色体相关的蛋白质组学的研究创造了条件.  

3  展望 

在中国蛋白质组学家不懈努力和各种科学基金

的鼎力支持下, 中国的蛋白质组学研究在过去的 3 年

中继续保持了欣欣向荣、蓬勃发展的态势. 中国蛋白

质组学研究团队承担的国际肝脏蛋白质组计划取得

了阶段性成果, 引领了国际器官蛋白质组学的发展, 

并影响着后续的国际人类蛋白质组学研究. 在国际

肝脏蛋白质组计划实施过程中形成的思路、策略、技

术体系和人才队伍为刚刚启动的中国人类蛋白质组

计划的开展奠定了坚实的基础. 可以预见, 通过未来

几年的努力, 人类蛋白质组学的研究成果在阐释生

理与病理过程的分子机制的研究中将会发挥更加积

极的作用, 并为人类的健康事业和生命科学的发展

奠定基础.  
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