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摘要       揭示酶与底物之间的对应关系是理解修饰酶相关信号调控网络的重要基础. 生物质谱可以实现对大

量丰度不同的底物进行定性及定量监测,在复杂体系的酶促动力学的研究中具有重要地位. 本文简要综述了生

物质谱技术在修饰性酶底物筛选及动力学常数测定中的应用,主要内容包括基于蛋白库和肽段库的体外底物筛

选、细胞体内底物筛选以及动力学常数通量化测定4个方面. 此外,还对生物质谱在该领域中的发展进行了展望.
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翻译后修饰,是指蛋白质被翻译以后的化学修饰,
包括磷酸化、乙酰化、糖基化和甲基化等侧链上的

化学修饰以及蛋白质主链的选择性酶切[1~3]. 已知的

蛋白质翻译后修饰已经超过300种, 通过修饰性酶的

双向调控作用下发生动态可逆变化,从而在调节蛋白

质的活性、结构和功能上发挥着非常重要的作用. 例
如,其中非常重要的一种蛋白质翻译后修饰——磷酸

化修饰,底物蛋白在蛋白激酶和磷酸酯酶的双向调控

中发生动态可逆的磷酸化与去磷酸化[4], 蛋白质由于

被磷酸化而改变其三级结构,从而改变蛋白质的许多

性质如酶活性、与其他蛋白质的相互作用、在细胞

的亚定位、泛素化等, 进而调控细胞的功能[5,6]. 使蛋

白质发生磷酸化的酶是蛋白激酶,激酶磷酸化底物蛋

白质,底物蛋白质也可能是激酶,可以在激活的条件下

进一步激活下游蛋白质,这些酶与底物蛋白质之间的

特异性磷酸化相互作用构成了复杂的磷酸化调控网

络,异常的蛋白质磷酸化表达及变化与许多疾病的发

生有着千丝万缕的关系[7,8]. 人类的疾病, 从根本上来

说大多数都与体内修饰性酶活性异常有关,理解修饰

酶相关信号调控网络的一个重要基础是揭示酶与底

物之间的对应关系,其研究成果可以为抑制剂筛选、

药物开发和临床医学提供许多有效信息[7,9~12]. 例如,
Shishkova等人[13]通过定量蛋白质组学技术对甲基化

转移酶CARM1底物进行系统筛选后,鉴定到300个以

上体内CARM1相关的精氨酸甲基化位点,并且90%以

上底物在体外得到验证. 在这基础上, 该研究组发现

除了CARM1催化结构域之外, CARM1蛋白N端与底

物的识别和底物发生甲基化修饰的过程也密切相关,
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从而为CARM1抑制剂的开发提供新思路. 因此,发展

通量化针对修饰性酶在复杂体系中的动力学研究方

法, 例如, 底物的筛选以及底物催化效率常数的测定

方法等,将有助于提高蛋白质翻译后修饰研究水平.
在研究酶促反应体系时,最关键的是监测酶底物

的减少与消失或者产物的形成与增加,因此从大类上

可以分为定性研究与定量研究. 定性研究, 属于发现

式的研究方法, 主要通过与初始样品状态的对比, 发
现消失的反应物或者新生成的产物来对酶促体系进

行研究, 多应用于简单的单底物单个酶的酶促体系.
定量研究则相对比较灵活,从定量方式上可以分为绝

对定量和相对定量. 但由于绝对定量的方法需要已知

浓度的底物或者产物作为内标,而对于复杂反应体系,
制备所有底物或其对应产物的绝对内标成本高且费

时费力,因此多数情况下主要通过对比两个酶促反应

时间点之间的反应物或者产物的浓度变化,利用相对

定量信息去分析酶底物特异性信息、酶活性以及酶

底物的动力学信息. 其中, 底物催化效率常数的大小

与复杂体系中酶作用在不同底物的相对反应速率呈

正相关,准确地测量相应的催化效率常数可以为酶底

物筛选提供量化的理论依据,实现精准化修饰性酶底

物及抑制剂筛选. 生物质谱技术由于其高通量、高灵

敏度、高分辨率的优势,可以轻松实现对高低丰度或

翻译后修饰等各种底物的监测,在修饰性酶动力学研

究中发挥着不可忽视的作用[1,14,15]. 本文简要综述了近

几年生物质谱技术在蛋白质组学修饰性酶底物筛选

及动力学研究中的应用,并对其发展前景进行展望.

1  以蛋白库为筛选库的底物筛选方法

修饰酶底物筛选的生物学方法的缺点包括实验

周期长、劳动强度大,无法实现通量化筛选、鉴定等.
尽管体外酶促实验方法不能完全反映体内的过程,所
确定的底物只能说是潜在底物,但是凭其简单、快速

的优点,在通量化筛选、鉴定修饰性酶底物中获得了

广泛的应用. 现代蛋白质组学技术用于筛选修饰性酶

底物的方法,能够实现修饰性酶底物和被修饰位点的

同时鉴定,这为修饰性酶的底物筛选提供有效途径.
以磷酸化修饰为例,一个蛋白质可以被多个激酶

磷酸化, 因此是多个激酶的底物, 但是它们的作用位

点即磷酸化位点往往是不同的. 判断一个蛋白质是否

为某一激酶潜在底物的最常用、最简单的方法是体

外磷酸化. 在这种方法中, 将一种激酶与细胞的总蛋

白质提取液和三磷酸腺苷(adenosine triphosphate, ATP)
共同孵育一段时间, 经过分析鉴定, 那些被磷酸化的

蛋白质就是潜在的底物蛋白质. 但是这种方法存在一

个很大缺陷,由于细胞中的总提取物中本来就包含很

多激酶, 当加入ATP孵育后这些激酶也将使它们的底

物蛋白质发生磷酸化,从而被目标激酶磷酸化的蛋白

质不能被特异性监测、识别出来. 为了解决由于这种

内在的激酶造成的背景磷酸化的干扰,目前已经发展

了很多方法,包括基因工程改造激酶[16~18],激酶底物追

踪与解析[19],蛋白质组芯片[20]等. Zhang等人[21]将细胞

提取物中的总蛋白质固载于固相微球上进行体外磷

酸化, 细胞提取液中的干扰激酶在被固载后, 与其他

蛋白质相互作用的机会大幅度降低而难以使其他蛋

白质发生磷酸化,从而有效抑制背景磷酸化对激酶底

物筛选的影响. 进一步利用磷酸化蛋白质组学分析技

术鉴定潜在的激酶底物蛋白及其磷酸化位点,实现通

量化鉴定激酶底物蛋白质及其作用磷酸化位点的目

的. 与其他同类方法相比,该方法更简单经济,并且该

固相方法同样适用于其他修饰性酶底物的研究. Bian
等人[22]在Zhang等人[21]方法基础上, 将体外固相激酶

反应、定量蛋白质组学和规模化磷酸化位点数据库

的应用相结合,发展了一个整合的磷酸化蛋白质组学

分析流程,用于CK2激酶底物蛋白的高通量规模化筛

选,从356个蛋白质中鉴定到了605个高可信度的潜在

底物位点.
除了蛋白质磷酸化以外,生物体内还有蛋白质乙

酰化、甲基化、糖基化等三百多种翻译后修饰,确定

其他蛋白质修饰酶与底物之间的关系也非常重要. 蛋
白质的选择性酶切是一种特殊的蛋白质翻译后修饰,
它可以通过特异性水解蛋白质从而不可逆地改变蛋

白质的性质和功能,调节细胞的生长、代谢、死亡及

免疫等过程[23]. 人类蛋白酶数量超过500个,大约占人

类基因组的2%,许多遗传病被发现与蛋白质的特异性

水解有关[24]. 例如, 含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解

酶(caspase), 在细胞凋亡、分化、炎症反应等过程中

发挥着重要作用[25,26], 因此对其研究备受生物化学家

和医学家青睐. 大规模筛选caspases底物蛋白已经取

得一定进展[26~30],这些数据对于癌症治疗、神经退行

性疾病等方面的研究具有重要的指导意义. 因此, 发



  中国科学 : 生命科学     2018 年    第 48 卷    第 2 期

153

展高通量蛋白酶底物分析方法,了解蛋白酶与其底物

之间的关系,可以提供整个蛋白降解网络信息,有利于

实现蛋白酶靶向的相关疾病治疗[31]. 与磷酸化、糖基

化等这类可以通过亲和富集方法进行直接提取的修

饰性肽段不同,由蛋白酶水解产生的肽段存在于大量

背景蛋白质中, 如何特异性地提取相应酶切肽段, 排
除鉴定时的背景干扰是实现蛋白酶底物筛选的关键.
基于凝胶电泳的方法[32],是将蛋白酶处理与不处理的

样品蛋白进行分离从而找出差异蛋白点,进而采用质

谱鉴定或者定量蛋白质组学方法筛选底物蛋白,该类

方法没有对底物蛋白或者酶切肽段进行特异性富集,
在大量背景干扰之下,鉴定到的蛋白酶底物对应的蛋

白丰度通常相对较高. Wang等人[33]发展了一种基于

固相酶切反应的蛋白酶底物的体外筛选方法(图1). 该
方法直接将蛋白裂解液中的蛋白质固载在固相载体

上作为底物筛选库, 然后加入蛋白酶进行反应, 底物

蛋白被特异性酶切之后生成产物肽段进入溶液中,同
时非底物蛋白仍被完整地保留在固相载体上,通过离

心分离就可以得到由目标蛋白酶酶解产生的酶切肽

段. 经过胰蛋白酶二次酶解后, 利用质谱对肽段进行

鉴定. 该研究组将此方法用于凋亡执行酶caspase-3的
底物筛选,采用定量蛋白质组学技术,最终从急性T细
胞白血病细胞(Jurkat)中筛选出1098个体外caspase-3底
物蛋白以及503个酶切位点,对于研究caspase-3酶介导

的凋亡机理具有重要意义.
Mahrus等人[28]发展了一种酶化学方法修饰蛋白

酶处理的N端肽段并进行选择性分离的方法. 该方法

利用substiligase和含有TEV酶切位点的生物素标记的

肽段与蛋白酶产生的肽段的N端α-伯胺基团进行反应,
经过二次胰蛋白酶酶解后,采用固载亲和素微球特异

性富集含有修饰的肽段,再进一步通过TEV酶酶切释

放产物肽段后进行质谱鉴定. 该研究组将此方法成功

应用于依托泊苷(etoposide)诱导的急性T细胞白血病

细胞(Jurkat)凋亡过程中caspase底物蛋白的研究,并成

功筛选出292个caspase底物蛋白以及333个酶切位点.
通过将该方法与选择性反应监测技术(selected reaction
monitoring, SRM)相结合,该研究组还分析了不同药物

诱导不同细胞系凋亡过程中caspase的底物及酶切位

点[34,35], 通过比较结果发现caspase酶切位点既具有保

守性, 又具有细胞依赖性或药物特异性.

2  以肽库为筛选库的底物筛选方法

修饰性酶在催化蛋白发生相应修饰时,具有高度

特异性的特点. 修饰性酶催化结构域的空间结构与氨

基酸分布往往是影响酶促底物特异性的关键因素,修
饰性酶催化结构域的空间构象决定了只有具有特定

结构的底物序列才可以被发生催化作用,而也正是酶

催化结构域的氨基酸分布决定了底物序列的亲疏水

性和带电性质等. 因此, 直接研究修饰性酶底物蛋白

的特异性氨基酸序列(motif)对于预测酶底物、揭示修

饰性酶在生物体内发挥的作用同样具有指导意义.
目前在肽段层次上进行修饰性酶底物筛选的方法

很多[36~38]. 基于合成肽库进行特异性分析的方法具有

高通量、高效率的优点[39],将合成肽库与质谱结合的

方式可用于分离富集难度较大的修饰性底物的研究,
如蛋白质精氨酸甲基转移酶的底物筛选[40]. 但是人工

合成肽库费时、成本高,并且肽段序列可能不包含在

现有的数据库中而造成数据分析困难[41]. 采用蛋白质

组衍生化肽段库不仅能够匹配生物体内表达的蛋白,
而且相对于合成肽库构建比较容易,已被广泛用于修

饰性酶的研究[42,43]. Wang等人[44]以经过去磷酸化处理

图 1     基于固相酶切反应的蛋白酶底物的筛选方法流程图(网络版彩图)[33]
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的细胞裂解液的胰蛋白酶酶解液作为酶促反应体系,
对酪蛋白激酶2 (casein kinase 2, CK2)激酶进行特异性

研究(图2). 为了除去肽库中内源性磷酸化位点对激酶

特异性研究结果的干扰,将蛋白质衍生化肽库筛选与

二甲基标记定量技术结合,将经过激酶处理的样品与

不经过激酶处理的对照组分别进行稳定同位素二甲

基标记,混合后经过固定钛离子亲和色谱(Ti4+-IMAC)
材料进行磷酸肽特异性富集后再利用液相色谱质谱

联用系统对体系进行定量与定性分析,最终成功鉴定

到404个磷酸化位点, 可用于CK2激酶的特异性研究,
经过分析后最终得到CK2激酶的特异性作用模体为

S/T-D/E-X-E/D. 值得注意的是, 即使发现某个蛋白含

有某种激酶的特异性作用底物序列,并不能说明就是

该对应激酶的底物蛋白,还需要考虑该蛋白质与激酶

的细胞定位, 以及是否能与激酶发生相互作用, 最终

筛选出高可信度的激酶蛋白底物. 该研究组通过将体

外筛选出的CK2底物蛋白与体内磷酸化蛋白质组数据

进行对比,进行潜在CK2激酶底物蛋白筛选,从而最终

筛选得到105个高可信度的潜在底物蛋白.
采用蛋白质组学衍生肽库进行蛋白酶底物筛选

时,为了在肽段层次将蛋白酶产生的肽段与背景肽段

进行有效区分,在降低样片复杂度的同时降低质谱分

析难度,目前主要发展了一系列基于化学方法修饰的N
端选择性标记与分离的方法[45~48]. Schilling和Overall[42]

发展了一种基于蛋白质衍生化肽段库的端基标记方法

PICS (proteomic identification of protease cleavage sites)
用于蛋白酶特异性研究. 基本原理是先将蛋白质酶解

产生的肽段中所有伯胺基团封闭,作为肽段库与蛋白

酶进行孵育,反应后利用生物素(biotin)将新产生的N端
酶切肽段进行标记,进而采用链霉亲和素(streptavidin)

图 2     细胞裂解液构建肽库用于筛选CK2激酶特异性的工作流程图(网络版彩图)[44]
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微球将生物素标记的肽段进行特异性富集,最后利用

质谱对洗脱肽段进行分析. 该方法与传统合成肽库相

比, 不仅避免复杂的操作过程, 还能获得准确的蛋白

酶切位点信息,而且由于蛋白质衍生化肽段库来源于

生物体本身表达的蛋白,该方法确定的蛋白酶特异性

信息对于筛选底物提供的信息更有价值.

3  细胞体内底物筛选方法

基于质谱的修饰性酶底物蛋白细胞体内筛选技

术,主要是通过建立修饰性酶过表达、酶活性抑制或

者酶敲除等体系,进一步结合定量蛋白质组学方法来

实现[13,49~51]. Franz-Wachtel等人[49]构建了一个蛋白激

酶PKD1持续保持活性以及没有活性的两株细胞系体

系, 用于体内PKD1底物蛋白的筛选(图3). 将PKD1的
活化剂处理以上两株SILAC标记的细胞,等量混合后

进行蛋白提取及酶解,利用磷酸化蛋白质组学技术进

行后续磷酸肽定量与定性分析, 最终在没有PKD1激
酶活性的细胞中鉴定到124个丰度明显下调的磷酸化

位点. 将这些鉴定到的位点氨基酸序列与PKD1激酶

已知的底物序列进行对比, 发现具有很高的相似度,
证明该方法鉴定到的底物蛋白具有较高的可信度. 但
是由于细胞中蛋白激酶调控网络非常复杂,通过多级

串联和多通路交叉反应,大部分蛋白激酶都受到细胞

信号传导通路调控,因此采用体内筛选方法得到的蛋

白质在理论上只能属于受该目标激酶调控的蛋白质,
要证明这个底物蛋白属于该激酶的直接底物,还需要

获得更多数据支持. Shishkova等人[13]通过构建甲基化

转移酶CARM1保持活性以及没有活性的细胞系体系,
结合基于串联质量标签(tandem mass tag, TMT)的定量

质谱技术用于CARM1酶底物特异性研究. 为了提高

质谱分析灵敏度,该研究组采用不对称二甲基精氨酸

抗体对CARM1酶底物进行特异性富集, 最终鉴定到

300个以上体内CARM1相关的精氨酸甲基化位点以及

130个以上的底物蛋白.

4  酶促动力学常数的通量化测定方法

底物催化效率常数(kcat/Km)的大小与复杂体系中

酶作用在不同底物的相对反应速率呈正相关,因而可

为酶底物筛选提供量化的理论依据[52],对酶促反应体

系中的底物进行催化效率常数的计算可以实现酶底

图 3     基于激酶活差异细胞株用于体内激酶底物蛋白
筛选的流程图[49]

物的精准筛选,为酶抑制剂和相应药物的设计研发提

供更详细的信息[34,53,54].
Agard等人 [34]将N端肽段富集技术 [55]与 SRM

技术[56]相结合 , 让质谱仅对目标肽段进行质谱信号

采集 , 从而获取准确定量信息 , 并将该方法应用于

caspase蛋白酶的动力学研究,对于反应前后丰度变化

相差500倍以上的底物也能实现准确定量. 该方法能

监测上百种底物随反应时间的相对丰度变化,将数据

代入准一级动力学方程后可以得到每个底物对应的

催化效率常数. 唯一不足的是, 该研究组并没有详细

说明在复杂体系底物催化效率常数计算中准一级动
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力学方程的具体使用条件.
经典米氏方程及其衍生化方程是进行评价酶与

底物催化效率大小及酶选择性的基础[57],  但都是基于

一个纯化的底物与一个酶之间的酶促反应,  如果要将

衍生化方程用于复杂体系,  例如,  单个酶与多个底物

反应体系时,  需要重新对动力学方程进行推导,  从而

获得正确的对应关系及方程使用条件.  Deng等人[54]

以米氏方程为基础进行衍生化处理,  构建复杂体系酶

促反应方程组(图4), 发现在任意一个反应时间点下,
各个底物通过其剩余游离底物浓度对游离酶浓度的

影响, 进而对其余底物的酶促反应速率造成影响, 而
各个底物的酶促反应速率又反过来与下一个时间点

各个底物的剩余浓度相关,以此循环阻止方程的进一

步简化推导.  为了解决这个问题,  该研究组对复杂体

系中的酶促反应进行微分处理, 将各个因素之间的相

互制约顺序化,  从而建立复杂酶促体系酶促动力学

理论模型. 发现当满足
S

K
[ ]

1x

M
X

(体系中所有底物

浓度与其相应米氏常数比值的加和远小于1)条件时,
 可以用准一级动力学方程描述每个底物的反应,  从
而实现底物催化效率的通量化测定.  通过对不同酶

反应时间的样品进行二甲基标记以及质谱分析,  得到

每个底物经过不同酶促反应时间对应的相对丰度变

化,最终成功鉴定到2369个蛋白酶底物并计算出相应

催化效率常数.

5  展望

现有的与生物质谱相结合用于修饰酶底物筛选

方法种类繁多,本研究组已经得到大量关于各种修饰

性酶的底物信息库,由于大部分底物特异性信息是基

于体外筛选方法获得,在真实环境中由于位置等因素

并不一定能与相应修饰性酶发生相互作用,假阳性率

较高. 确定底物蛋白位点的生物学功能, 具有非常重

要的生物学意义,在越来越庞大的底物数据库中如何

进行快速选择,针对少量位点进行深入生物学研究就

变得非常关键. 通过与规模化体内实验得到的位点数

据库比对确实可以提高位点可信度, 另一方面, 结合

定量蛋白质组学技术进行修饰性酶底物精准化的动

力学筛选,根据催化效率常数评价各个底物蛋白与酶

之间相互作用特异性强弱,也可以为底物蛋白筛选提

供强有力的依据. 因此, 建立简单、准确、高通量的

适用于复杂体系酶底物筛选的动力学方法,可以推进

修饰性酶生物功能底物研究进展.

图 4     用于复杂体系底物催化效率的计算的酶促动力学模型示意图(网络版彩图)[54]
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Mass spectrometry based methods for the enzyme substrate
screening and kinetics analysis
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Revealing the relationship between the enzyme and substrate could provide insights into signaling networks. Mass
spectrometry has been widely applied for the large scale interrogation of biological systems in proteomics, and also
has taken an important role in determination of enzyme activities and screening of enzyme inhibitors. In this review,
we introduced the recent advance in the mass spectrometry based methods for enzyme substrate screening and enzyme
kinetics analysis, including in vitro substrate screening using protein-derived library and peptide-derived library, in vivo
substrate screening and high-throughput kinetics analysis, and then gave our opinions on the outlook ofmass spectrometry
in the study of enzyme kinetics in complex system.
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