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摘要 组蛋白修饰是表观遗传调控的重要机制, 在生命活动调节中发挥基础作用. 组蛋白修饰高度复杂, 目前

已报道30多种化学修饰类型和数百个修饰位点, 因此组蛋白修饰全景高效表征技术的开发对于组蛋白修饰解析

和后续生物学功能研究至关重要. 近年来随着高分辨质谱技术的发展, 质谱技术已成为系统性鉴定组蛋白修饰的

主要手段. 质谱通过检测修饰引入的质量位移, 一方面可以对不同组蛋白修饰类型进行无偏向性鉴定和定量分

析, 另一方面还能检测到未知翻译后修饰的质量位移, 成为新型翻译后修饰发现的最关键技术之一. 本评述关注

近年来基于质谱的组蛋白修饰鉴定技术研究, 并且总结了近年来报道的新型组蛋白修饰.
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1 引言

真核生物的染色质基本单元为核小体 , 由约

147 bp的DNA缠绕核心组蛋白(H2A、H2B、H3、H4)
八聚体组成, 核小体间通过H1相连

[1]. 组蛋白的氨基酸

残基上可发生多种酶促或非酶促反应, 形成30余种结

构各异的组蛋白翻译后修饰(histone PTM)[2,3], 发生于

近180个不同氨基酸位点上
[2,4], 形成复杂的“组蛋白密

码”(histone code). 组蛋白修饰受到精细调控: 包括催

化修饰添加的修饰酶(writer)、催化修饰去除的去修

饰酶(eraser)以及识别修饰基团的读取器(reader)[5]. 组

蛋白修饰起到重要表观遗传调控作用
[6], 可通过改变

电荷分布促进染色体解聚, 还能通过reader影响下游

效应分子的募集
[7]
来调控基因表达

[8~10]. 组蛋白PTM
的失调与神经系统疾病、炎症和肿瘤等多种疾病相

关
[11,12], 是药物研发的重要靶点, 如美国食品药品监督

管理局(FDA)已批准靶向组蛋白乙酰化的HDAC抑制

剂伏立诺他、罗米地辛等用于T细胞淋巴瘤、多发性

骨髓瘤治疗
[13]

等.
组蛋白修饰检测的主要手段包括蛋白免疫印迹分

析、染色质免疫共沉淀测序(ChIP-seq)分析、质谱分

析等. 其中蛋白免疫印迹是使用抗体检测蛋白翻译后

修饰的经典分子生物学手段. ChIP-seq分析
[14]

结合化

学交联、抗体富集以及高通量测序手段, 可分析目标

修饰位点在基因组上的分布. 在ChIP-seq基础上开发

的核酸酶靶向切割和释放(CUT&RUN)技术、靶向剪

引用格式: Chen K, Zhao W, Zhang J, Zhao S, Li H, Tan M. Mass spectrometry-based technologies for histone PTM analysis and novel PTM discovery. Sci Sin
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切及转座酶(CUT&Tag)技术可简化实验流程、降低样

本起始量并缩短检测周期.但上述方法均高度依赖抗体,
并且单次只能分析单个修饰位点, 即便最新报道的多

通道定量ChIP (MINUTE-ChIP)技术也仅能同时分析6
个修饰位点

[15], 难以系统解析复杂的组蛋白密码.
随着高分辨质谱技术的发展, 蛋白质组学技术已

成为蛋白及蛋白翻译后修饰研究的关键工具, 包括自

上而下(top-down)、自中而下(middle-down)和自下而

上(bottom-up)三种检测策略, 其中自下而上策略应用

最为广泛. 质谱通过检测PTM引入的质量位移, 可无

偏地对PTM进行高通量分析, 并且可以鉴定到未知翻

译后修饰的质量位移. 进一步结合化学同位素标记、

代谢同位素标记、非标定量等策略, 还可实现对组蛋

白PTM的系统定量分析. 因此在组蛋白修饰的全景表

征、新型修饰的鉴定等研究中被广泛应用, 如图1所
示. 本评述主要关注基于蛋白质组学的组蛋白修饰鉴

定技术的发展, 以及近年来基于质谱的新型组蛋白修

饰的报道.

2 基于质谱的组蛋白修饰鉴定技术

利用质谱进行组蛋白PTM的分析一般需要对样

本中的组蛋白进行分离纯化. 组蛋白提取通常采用酸

提法: 即通过低渗溶液破碎细胞膜后以酸性溶液抽提

组蛋白, 最后使用三氯乙酸进行沉淀
[16,17]. 组蛋白样

本可进一步通过十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电

泳(SDS-PAGE)按分子量分离
[18], 或者经由反相高效液

相色谱法(RP-HPLC)按亲疏水性分离
[19]. 分离后的组

蛋白可由经典溶液内酶切或胶内酶切进行质谱样本

准备.

2.1 基于化学衍生化的组蛋白修饰质谱分析

胰蛋白酶(trypsin)是经典蛋白质组学中常用的工

具酶, 可特异性切割赖氨酸(K)和精氨酸(R)残基C末
端. 但由于组蛋白富含K和R, 酶切后产生的部分肽段

较短且亲水性强, 在液相色谱-质谱联用(LC-MS/MS)
分析中的色谱行为较差. 2007年, Garcia等[20]

提出基于

图 1 (网络版彩图)基于蛋白质组学的组蛋白修饰鉴定策略及主要应用
Figure 1 (Color online) Proteomic-based strategies for histone PTMs identification and their major applications.
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化学丙酰化标记的组蛋白修饰鉴定方法, 在酶切前使

用丙酸酐对游离氨基和单甲基化的氨基进行丙酰化标

记, 使trypsin仅能切割R以避免产生过短肽段; 酶切后

继续对新生肽段N端的α-氨基进行丙酰化标记, 提高

肽段疏水性以改善色谱行为, 主要获得的2价与3价衍

生化肽段也易于后续质谱解析. 该方法还可结合稳定

同位素化学标记(如氘代丙酸酐)对组蛋白修饰进行相

对定量
[21].

除了使用丙酸酐以外, 后续研究也开发了基于其

他衍生化试剂的组蛋白修饰鉴定策略. 例如, 丙酸酐

标记存在较高副反应, 如丝/苏/酪氨酸(S/T/Y)上的过

丙酰化、酸性氨基酸和C末端的酯化或酰胺化等
[22,23].

为了改善上述问题, 2013年, Liao等[24]
使用反应活性较

低的N-羟基琥珀酰亚胺丙酸酯(NHS-Pr)替代丙酸酐以

减少过丙酰化. 2015年, Maile等[25]
提出使用异氰酸苯

酯(PIC)标记肽段N端以提高肽段离子化效率, 使低丰

度修饰(如H3K4甲基化)更易被检测. 2021年, Kucharí-
kova等[26]

用三甲基乙酸酐(TMA)替代丙酸酐, 实现对

修饰异构肽(isobaric peptide)的色谱分离. 同年Zappa-
costa实验室

[27]
采用化学乙酰化标记分析H4上K与R的

单/双甲基化等.

2.2 基于代谢同位素标记的组蛋白修饰质谱分析

基于细胞培养的稳定同位素标记(SILAC)技术通

过在培养基中添加稳定同位素标记的重标氨基酸对蛋

白进行标记, 通过轻重标肽段一级质谱峰曲线下面积

(AUC)进行相对定量. 该方法标记效率高、无化学衍

生化的副反应且操作误差小. 如2018年, 耿美玉等
[28]

利用SILAC分析了EZH2抑制剂对肿瘤细胞组蛋白修

饰的影响, 对111个组蛋白修饰位点进行了准确定量.
脉冲式技术(pSILAC)通过切换细胞培养条件(如将轻

标培养基切换为重标)来标记新生蛋白, 以分析蛋白的

合成、降解与修饰周转率
[29]. 2010年, Garcia团队

[30]
利

用pSILAC评估不同组蛋白亚型及其修饰周转率, 发现

乙酰化的整体周转率高于甲基化. 2015年, Alabert
等

[31]
结合pSILAC与新生染色质捕获技术, 分析了染

色质复制中组蛋白修饰的变化. 超级SILAC (super-SI-
LAC)技术则扩展了SILAC在组织样本中的应用. 其引

入SILAC重标的组蛋白标准品作为内参, 实现组织样

本间的修饰相对定量
[32]. 此外, 添加同位素标记的修

饰供体也可标记对应组蛋白修饰类型以进行质谱分

析. 如2010年, Garcia团队
[33]

使用重甲基化SILAC (hm-
SILAC), 利用重标甲硫氨酸作为甲基化供体进行标记,
实现高可信度的组蛋白甲基化鉴定.

2.3 基于DIA的组蛋白修饰质谱分析

传统的数据依赖性采集(DDA)模式仅碎裂并检测

高强度前体离子, 而低丰度肽段不易被检测到, 数据重

现性低且缺失值较多
[34].而数据非依赖性采集(DIA)模

式通过分窗口扫描, 对一级谱的所有前体离子进行检

测, 获得碎片离子混合谱图
[35]. 该方法增强了对低丰

度肽段的检测, 减少了批次差异, 提高了重现性, 已被

广泛应用于蛋白组学和磷酸化修饰组学等研究
[36,37].

在组蛋白修饰分析中, DIA模式还可解析修饰异

构肽. 修饰异构肽由于分子量和序列相同, 在DDA模
式下难以区分, 如包含H4K5/8/12/16的GKGGKGLG-
KGGAKR单乙酰化肽段由于修饰位点的不同可能有4
种异构体

[38,39], 而DIA模式可利用二级谱(MS2)中不同

异构体的特征碎片离子对它们进行精准区分与定

量
[38]. 另外, DIA相比DDA对低丰度肽段友好, 其在单

细胞蛋白组学中具有广泛应用. 2024年, Sidoli等[40]
通

过结合cel lenONE单细胞分选及样本制备系统和

timsTOF Ultra质谱DIA采集技术, 在单细胞水平进行

组蛋白修饰定量分析, 该方法定量分析了68种组蛋白

修饰肽, 通过组蛋白修饰水平的差异区分了HDAC抑
制剂处理组与对照组的细胞，并识别了药物响应异质

性细胞亚群, 为表观遗传药物机制研究提供了新技术

手段.

2.4 基于抗体富集的组蛋白修饰质谱分析

基于抗体的修饰肽段富集策略也经常与质谱分析

结合, 应用于鉴定低丰度组蛋白修饰. 该策略通常使用

针对特定PTM类型的泛抗体, 对带有目标修饰的酶切

肽段进行基于免疫沉淀(IP)的富集, 以提高目标修饰

肽段在待测样本中的相对丰度并提高质谱鉴定深度.
若与定量策略整合使用还能实现对低丰度组蛋白修饰

的深度定量分析. 例如, 2019年, 芝加哥大学赵英明团

队
[41]

使用泛乳酰化抗体富集对组蛋白乳酰化位点进

行质谱鉴定, 并结合SILAC策略对组蛋白乳酰化定量

全景进行表征. 该方法能针对特定修饰类型进行深度

质谱检测, 但是局限于对抗体的依赖并且每次检测主

要针对一种修饰类型.
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2.5 其他基于质谱的组蛋白修饰分析

2014年, Garcia团队
[42]

利用靶向质谱技术研究组

蛋白修饰, 通过体外实验获得修饰肽段的质荷比、保

留时间以建立靶向列表, 进而针对目标肽段进行MS2
扫描, 改善对组蛋白修饰特别是低丰度修饰的检测效

果. 2019年, 该团队还提出基于直接进样的质谱检测

(DI-MS)方法, 实现1 min内检测近200种组蛋白修饰

肽, 相比常规LC-MS/MS分析显著缩短了质谱分析的

时间
[43]. 2024年, 该团队将捕集型离子淌度(TIMS)与

平行累积连续碎裂(PASEF)模式结合进行组蛋白修饰

分析, 其中TIMS可基于离子淌度区分不同肽段以提高

鉴定分离维度, PASEF则加快了MS2扫描使得修饰肽

鉴定数量大幅增加
[44].

3 基于蛋白质组学的新型组蛋白修饰报道

经典的组蛋白修饰——乙酰化和甲基化在1963~
1964年被相继发现

[45,46]. 组蛋白甲基化包括赖氨酸单/
双/三甲基化(Kme1/2/3)和精氨酸单/双甲基化(Rme1/
Rme2), 都来源于S-腺苷甲硫氨酸. 不同甲基化位点发

挥不同的表观遗传调控功能, 如H3K4、H3K79甲基化

激活转录, 而H3K9、H3K27、H4K20甲基化等抑制转

录
[47,48]. 赖氨酸乙酰化(Kac)供体为乙酰辅酶A, 其来源

包括ATP柠檬酸裂合酶
[ 4 9 ]

及乙酰辅酶A合成酶

(ACSS2)催化
[50,51]

产生. Kac一方面通过中和赖氨酸的

正电荷降低组蛋白-DNA静电作用并开放染色质, 另一

方面能被含溴结构域(BRD)蛋白识别并介导后续调控
[3].

近些年得益于质谱技术的发展, 大量研究基于质

谱鉴定未知质量位移, 发现了新的组蛋白修饰类型.
经典新型组蛋白PTM的研究流程如下: (1) 高分辨质

谱识别未报道的质量位移; (2) 推测修饰的潜在元素

组成与结构; (3) 结合多学科方法进行验证, 包括化学

生物学(合成修饰肽段并对比色谱质谱行为)、免疫化

学(基于抗体的蛋白免疫印迹检测)与分子生物学(研究

修饰供体、底物及上下游调控酶等)等手段. 按照该流

程, 近20年来相继报道了二十余种新型组蛋白修饰, 特
别是新型组蛋白酰化修饰(图2), 拓展了组蛋白修饰密

码及其表观遗传调控网络.

3.1 新型组蛋白酰化修饰

2011年, 美国芝加哥大学赵英明研究团队
[52]

整合

溶液内酶切、胶内酶切和化学丙酰化标记的策略, 使

用限制性搜库和非限制性搜库的数据库检索方法鉴定

组蛋白修饰全景. 该研究总共检测到130个组蛋白修饰

位点, 其中包括未报道的修饰位点如18个赖氨酸单甲

基化、8个精氨酸单甲基化, 并发现了一种新修饰类

型赖氨酸巴豆酰化(Kcr). 研究人员首先合成巴豆酰化

肽段与内源修饰肽段进行LC-MS/MS分析, 结果两者

在色谱中保留时间一致、在质谱中二级谱碎裂模式一

致. 随后利用重标巴豆酸对细胞进行代谢标记, 在质谱

检测中成功鉴定到重标巴豆酰化修饰. 上述质谱分析

结果证明鉴定到的内源质量位移属于赖氨酸巴豆酰

化. 该修饰具有刚性平面结构, 其供体巴豆酰辅酶A是
丁酰辅酶A和乙酰辅酶A的代谢中间产物 , 也可由

图 2 (网络版彩图)组蛋白主要新型酰化修饰结构示意图
Figure 2 (Color online) Structures of representative histone acylation.
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ACSS2催化巴豆酸生成. 其催化酶包括p300/CBP、
GCN5、MOF, 去修饰酶包括HDAC1/2/3/8和SIRT1/2/
3, 可被YEATS和DPF结构域相关蛋白识别

[3].
在随后几年中 , 带有酸性侧链的丙二酰化

(Kmal)[53]、琥珀酰化(Ksucc)[53]、戊二酰化(Kglu)[54]和
带有极性侧链的2-羟基异丁酰化(Khib)[55]、β-羟基丁

酰化(Kbhb)[56]等相继被报道. 带有酸性侧链的Ksucc、
Kmal和Kglu将赖氨酸残基转化为负电荷状态, 更显著

地促进染色质解聚. 其中Ksucc供体琥珀酰辅酶A来自

三羧酸循环(TCA)和支链氨基酸代谢
[57], Kmal供体丙

二酰辅酶A由Ac-CoA羧化或奇数脂肪酸β-氧化生

成
[58], Kglu供体戊二酰化辅酶A与赖氨酸和色氨酸代

谢相关
[54]. GCN5被报道可催化Ksucc和Kglu的添加,

SIRT5可催化这三种酸性酰化修饰去除
[59], SIRT7则有

去除Ksucc和Kglu的活性
[ 60 ] . 在reader研究方面 ,

GAS41被报道可识别Ksucc, 但具体表观遗传调控功

能未知
[61]. 带有极性侧链的Khib于2014年被报道

[55],
潜在供体是2-羟基异丁酰辅酶A, 可能来源于肠道菌

群代谢, p300和TIP60可催化修饰形成, HDAC1/2/3催
化去除

[62~64]. 2016年发现的Kbhb与Khib是异构体
[56],

以酮体代谢产物β-羟基丁酸为供体, 受p300和HDAC1/
2/3动态调控

[65].
2018年 , 外源组蛋白修饰苯甲酰化(Kbz)被发

现
[66], 其供体苯甲酰辅酶A来源于食品添加剂苯甲酸

钠. 苯甲酰化可由GCN5添加, SIRT2去除
[67], 被

MOZ、AF9、YEATS2识别
[68]. 2019年, 乳酰化修饰

(Kla)被报道, 其代谢来源于糖酵解产物乳酸
[41]. 该修

饰由p300添加, HDAC1/2/3去除
[69], ACSS2与GTP特异

性琥珀酰辅酶A合成酶(GTPSCS)被报道可介导其供

体乳酰辅酶A生成
[70,71]. 乳酰化有三种可能异构体, 分

别是L型乳酰化、D型乳酰化和羧乙基化, 这三种异构

体可通过LC-MS/MS分析加以区分. 在常规LC-MS/
MS分析中, 羧乙基化合成肽段保留时间与细胞内源肽

段不一致, 而通过手性衍生化串联LC-MS/MS分析能

进一步区分L型与D型乳酰化, 研究人员通过上述方法

证明细胞内主要乳酰化形式为L型乳酰化
[72]. 2021年

发现的异烟酰化(Kinic)是一种含吡啶环的酰化修饰,
和Kbz一样属于外源代谢物引入的组蛋白修饰, 其供

体异烟碱辅酶A来源于抗结核类药物异烟肼, 修饰水

平受p300/CBP和HDAC3调控
[73]. 同年, Kibu和Kmea

也被报道, 分别是Kbu和Kcr的异构体, 但相关表观遗

传功能尚未充分研究
[74,75].

2023年, 另一个酮体代谢相关的组蛋白修饰乙酰

乙酰化(Kacac)被发现, 其主要由HBO1添加, HDAC3
去除

[76], 供体乙酰乙酰辅酶A是酮体代谢途径的代谢

物
[77]. 2023年, 乙酰甲基化(Kacme)的发现颠覆了相同

位点不能同时发生Kac与Kme的传统认知. 研究发现,
一些甲基化位点可在p300催化下发生乙酰化修饰形成

赖氨酸乙酰甲基化. 该修饰与丙酰化质量位移一致, 但
两者二级质谱图中会产生不同的诊断离子 : 其中

Kacme在二级谱图中存在诊断离子m/z 157.1335和m/z
270.1812, 而Kpr诊断离子为m/z 140.1070, 研究人员正

是通过质谱检测中的特征诊断离子差异对两者加以区

分
[78].

3.2 其他新型组蛋白修饰

2019年, 第一种组蛋白单胺化修饰5-羟色胺化

(Qser)被发现, 其供体5-羟色胺可在谷氨酰胺转移酶

(TGM2)催化下生成H3Q5ser. 该修饰位点与H3K4me3
形成共修饰, 增强与转录因子TFIID的结合, 促进转录

激活
[79], 同时阻遏去甲基化酶KDM5和LSD1的结合,

抑制H3K4me3的去除, 维持转录激活状态
[80]. 2020年,

研究人员发现了另一种单胺化修饰——组蛋白多巴胺

化(Qdop), 同样以神经递质多巴胺为供体, 可被TGM2
催化产生H3Q5dop,并与药物成瘾相关

[81].随后在2025
年, 研究人员发现了另一个神经递质介导的组蛋白修

饰——组胺化(Qhis)[82]. 与5-羟色胺化不同, H3Q5his
阻遏H3K4甲基转移酶的结合并抑制H3K4甲基化. 另

外, 人们发现TGM2能同时催化H3Q5单胺化的添加和

去除, 在TGM2调控下, 该H3Q5his水平存在昼夜节律

性并调节相关基因的表达. 上述研究揭示神经递质可

直接修饰组蛋白, 通过调控表观遗传影响神经系统

功能.
除了上述单胺化修饰外, 2023年研究人员发现的

新型组蛋白修饰——脯氨酸羟化, 也能与H3K4甲基化

交互调控
[83]. 脯氨酸羟化酶EGLN2能催化组蛋白

H3P16的羟基化(H3P16oh), 该位点进一步募集去甲基

化酶KDM5以降低H3K4me3水平, 形成的EGLN2-
H3P16oh-KDM5A通路在三阴性乳腺癌中调控WNT/
β-catenin信号网络. 此外, 由于组蛋白对亲电基团敏感,
易发生非酶促共价修饰(NECM). 例如, 甲基乙二醛

(MGO)可通过米拉德反应与K、R形成羧乙基化修饰,
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该修饰可被脱糖酶DJ1去除
[84].乙二醛、3-脱氧葡萄糖

醛酮等也可形成非酶促糖化修饰
[85]. 脂质过氧化产物

4-氧代-2壬烯醛(4-ONE)可通过迈克尔加成反应形成

4-氧代壬酰化(Kgon)修饰, 并被SIRT2去除
[86]. 尿素循

环中产生的氨甲酰磷酸能够形成氨甲酰化(Kcp)修
饰

[87]. 甲硫氨酸代谢产生的同型半胱氨酸可形成同型

半胱氨酸化(Khcy)修饰
[88]. 这些NECM被推测与酶促

修饰在相同位点上发生竞争, 但具体表观遗传调控机

制仍需研究
[89].

4 总结与展望

随着高分辨质谱技术的发展, 基于蛋白质组学进

行组蛋白修饰分析的技术被不断报道, 包括基于化学

衍生化的技术、基于代谢同位素标记技术、DIA技术

等, 这些方法实现了对细胞样本和组织样本内组蛋白

修饰水平的全景定量. 另外, 质谱也是研究新型翻译

后修饰的关键技术手段, 在过去的二十年里包括新型

酰化修饰、单胺化修饰、非酶促共价修饰等在内的二

十多种新型组蛋白修饰被报道, 这些新型修饰极大丰

富了组蛋白修饰密码, 拓宽了表观遗传调控机制. 目

前, 这些新型组蛋白修饰特别是低丰度修饰的质谱鉴

定流程仍比较复杂, 一般通过特异性泛抗体对目标修

饰肽段进行富集后再进行质谱检测, 这限制了对新型

组蛋白修饰的研究, 因此低丰度组蛋白修饰的系统鉴

定技术仍有待开发.
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Mass spectrometry-based technologies for histone PTM analysis and
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Abstract: Histone post-translational modifications (PTMs) serve as a crucial mechanism in epigenetic regulation and
play a fundamental role in the regulation of biological activities. The complexity of histone modifications is remarkable,
with over 30 types of modifications and hundreds of modification sites reported, which makes the development of global
histone PTM analysis techniques critical. In recent years, with advancements in mass spectrometry technology,
proteomics has emerged as a powerful tool for histone modification identification. By detecting mass shifts induced by
PTMs, mass spectrometry enables the unbiased identification of multiple histone modification types, as well as the
detection of new PTMs with unknown amino acid mass shifts. In this review, we focus on recent developments in mass
spectrometry-based techniques for global histone PTM identification and summarize recently discovered new types of
histone modifications.
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