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译者的话

在后基因组时代 ， 生物学家正在对基因组的功能进行研究 。 蛋白质组学是生

物技术的最新领域 ， 它将对基因组功能的研究做出巨大贡献 。 基因只含有制造蛋

白质的指令 ， 而细胞的各种各样的生理功能是由蛋白质来完成的 。 蛋白质组学将

组织或细胞中的蛋白质作为一个系统来研究 ， 而不像在蛋白质化学中那样只研究

蛋白质的单一组分 。 在不同的细胞中会有不同的蛋白质的表达 ， 在相同细胞的不

同状况中 （如处在疾病状态的细胞中） ， 也会有某些不同的蛋白质的表达 。 细胞

只有一个基因组 ， 但可能有许多不同的蛋白质组 。 蛋白质组比基因组更复杂 。 这

种复杂性还表现在蛋白质有很多难以预测的翻译后修饰 、 蛋白质蛋白质相互作

用以及折叠成各种形状的三维结构 。 从蛋白质的氨基酸序列不一定能推测蛋白质

的功能 ， 而蛋白质组学的研究可以揭示蛋白质的表达和功能 。 各国科学家目前正

在用蛋白质组学对人类全部蛋白质进行分类 ， 研究人类蛋白质的相互作用 ， 以便

开发更有效的药物 。
蛋白质组学面临的挑战是必须研究复杂的蛋白质体系 。 这要求我们分析各种

各样的蛋白质 ， 这些蛋白质大部分以修饰的形式存在并且是低丰度的 。 枟蛋白质

组学导论 ——— 生物学的新工具枠 一书描述了应对这个巨大挑战的工具和方法 。 本

书介绍了分析蛋白质和肽的各种方法 ， 重点阐述了不同质谱仪及相关数据库检索

算法的基本原理和使用方法 ， 详细描述了质谱在蛋白质组学中的应用 。 本书作者

DC 利布莱尔 （Daniel C ． Liebler） 教授是有丰富蛋白质组学研究和教学经验

的科学家 ， 尤其在使用质谱技术及相关算法鉴定蛋白质方面有很高造诣 。 他特别

重视蛋白质组学的应用 ， 发表了一系列用质谱技术研究蛋白质修饰的文章 。 作者

力图使本书成为一本可供有生物化学背景的学生和科学家使用的入门教材 ， 书写

流畅 ， 深入浅出 。 蛋白质组学领域最权威的科学家之一 J R 耶茨 （ John R ．
Yates） 教授称本书是蛋白质组学的极好的导论和综述 。

本书共分三部分 。 第 Ⅰ 部分用两章描述了蛋白质组学和蛋白质组的定义 ， 阐

述了蛋白质组学诞生和发展的基础以及在新生物学中的地位 ， 讨论了蛋白质组与

基因组的关系 。 第 Ⅱ 部分介绍了蛋白质组学的工具和方法 。 在第 ４ 章和第 ５ 章讨

论了蛋白质和肽的分离方法以及蛋白质的消化技术 。 蛋白质和肽的分离包括使用

二维 SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳 （２DSDSPAGE） 、 制备等电聚焦 、 HPLC 、 串

联液相层析和毛细管电泳 。 第 ６ 章详细描述了 MALDITOF 质谱仪和 ESI 串联

质谱仪的结构和工作原理以及它们的优缺点 ， 讨论了在蛋白质组学研究中如何选

用不同的质谱仪 。 第 ７ 章的主题是用肽质量指纹谱鉴定蛋白质 ， 讨论通过测定的
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肽质量与数据库理论肽质量的比较进行蛋白质鉴定的方法 。 第 ８ 章到第 １０ 章主

要阐述如何用串联质谱分析肽序列 ， 描述了从串联质谱谱图鉴定蛋白质的软件工

具 （主要介绍 Sequest） ， 也介绍了如何使用 SA LSA 算法采集串联质谱数据特

征 。 第 Ⅲ 部分详细介绍了质谱和相关技术在蛋白质组学中的应用 ， 描述了在蛋白

质采集和在蛋白质表达谱的研究中 ， ２DSDSPAGE 和 MALDITOF 质谱以及肽

的多维层析和 LC串联质谱分析的应用 （第 １１ 章 、 第 １２ 章） ； 讨论了在鉴定蛋

白质蛋白质相互作用和蛋白质复合物以及鉴定蛋白质修饰中 ， 质谱以及 Sequest
和 SA LSA 算法的应用 （第 １３ 章 、 第 １４ 章） 。 最后一章指出了蛋白质组学的新

的发展方向 ， 包括新质谱仪 、 自动化和蛋白质微阵等 。
相信本书将为从事生命科学和医学研究的专业人员 ， 以及学习生命科学和生

物技术的本科生和研究生助一臂之力 。

张继仁
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序

自 １９５８ 年克劳斯 · 比曼 （Klaus Biemann） 教授首先用质谱仪分析氨基酸以

来 ， 质谱技术已有了长足发展 。 Biemann 最初的实验所面临的棘手问题是怎样将

非极性分子引入质谱仪产生离子 。 １９５８ 年以后出现的几种新型电离技术和样品

导入方法 ， 促进了生物分子的分析 ， 如化学电离 、 电场解吸 、 场致电离 、 等离子

体解吸以及快原子轰击 （FAB） 等新型电离技术 ， 鉴定肽和蛋白质的方法也得以

发展 。 １９８７ 年由于在生物分子中引入了基质辅助激光解吸电离 （MALDI） 以及

电喷雾电离 （ESI） ， 质谱技术有了跃进 。 这两种电离技术也给肽和蛋白质分析

带来极大飞跃 ， 其中一个关键质谱技术是串联质谱 。
在 ２０ 世纪 ８０ 年代早期唐纳德 · 亨特 （Donald Hunt） 教授开始在肽和蛋白

质序列分析中发展和应用串联质谱 。 FAB 是一项软电离技术 ， 可产生完整的质

子化分子 ， 使得用于肽序列分析的方法得以改进 。 FAB 是肽序列测定的主要突

破 ， 该技术可以使肽稳定电离 ， 无需通过其他方法增加肽的挥发性 。 FAB 与串

联质谱的联用 ， 形成了快速肽序列测定方法学 。 处理复杂肽混合物时 ， 大多数方

法采用离线 HPLC 进行分离 。 人们通过这种方法对许多蛋白质进行了序列测定 ，
并发展了许多重要的方法 。 然而分离方法与 FAB 的在线结合一直未能发展出可

靠易行的方法 。 直到电喷雾电离使分离技术与质谱仪直接联用 ， 这个问题才得到

解决 。 分析灵敏度的增加以及样品处理的简化和自动化使肽和蛋白质分析的各个

方面都得以提高 。
质谱的这些进展与全球协同进行的人类基因组序列测定很好地衔接在一起 。

基因组序列测定工作包括人类基因组及许多模式生物的基因组 ， 并已产生大量的

序列信息 。 １９９３ 年 ， 几个研究小组发现质谱数据可用来检索数据库 ， 以鉴定所

研究的蛋白质 。 １９９４ 年发展了用串联质谱数据检索序列数据库的方法 ， 使研究

者能在 “书的后面看到答案” 。 如果 “书” 是已得到序列分析的生物基因组 ， 答

案基本上肯定是在书后面的部分 。 翻译后修饰和氨基酸序列改变等复杂问题可通

过研究从基因组序列推出的蛋白质序列得以解决 。
２０ 世纪 ９０ 年代在生物科学中人们对质谱的兴趣和应用迅速增长 ， 质谱在新

千年将会像 SDSPA GE 一样普遍和重要 。 生物学家将依赖质谱判断其实验结果 。
如果生物学家需要使用质谱技术来分析实验 ， 那么他们怎样了解质谱艺术和蛋白

质组学的方法呢 ？ D C 利布莱尔 （Daniel C Liebler） 教授的 枟蛋白质组学导

论 ——— 生物学的新工具枠 一书可以指导我们了解质谱并且在蛋白质组学研究中使

用质谱 。 这本书描述了通常使用的质谱仪和基本的电离技术 ， 这对于确定特定研
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究中如何选用质谱仪的类型是重要的 。 对于非专业研究人员来说 ， 使用质谱数据

检索数据库是重要的改进 ， 这样就不再需要掌握解释质谱图的技巧 。 本书描述了

对基础检索算法的基本理解 ， 并阐述了其局限性 ， 最后描述了质谱在蛋白质组学

中的应用 。 本书为研究生和所有对迅速发展的蛋白质组学基础知识感兴趣的生物

学家提供了极好的蛋白质组学导论和综述 。

J R 耶茨 （ Joh n R ． Yates）
Scripps Research Institu te
La Jolla ，CA
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前 　 　 言

本书是蛋白质组学这个新领域的导论 ， 侧重描述怎样分析研究蛋白质和蛋

白质组 。 尽管人们对蛋白质组学的兴趣日益浓厚 ， 但是对蛋白质组学的工具和

技术了解还很少 。 本书注重向生物学家介绍新工具和新方法 ， 对生物学学生和

有经验的生物学家都适用 。 任何学过研究生生物化学课程的人都可以很容易地

理解什么是蛋白质组学以及如何研究蛋白质组 。 有经验的生物学家会发现本书

大部分内容是熟悉的 ， 但是这些内容被重新整合并围绕蛋白质组的研究展开

阐述 。

基因组序列测定 、 分析仪器 、 计算能力和易于使用的软件工具等方面的重大

进展已不可逆地改变了生物学的发展方向 。 过去我们一直研究生物系统的单个组

分 ， 而现在可以综合地并且在精确的分子细节上研究生物系统本身 。 我们面对的

任务是有效地利用新技术和处理大量的数据 ， 更重要的是我们需要调整思想去理

解与单一组分相对的复杂体系 。

枟蛋白质组学导论 ——— 生物学的新工具枠 这本书最早是用质谱进行肽序列分

析的短期课程讲义 ， 这门课程是由 Donald F ．Hunt 博士 １９９８ 年在北卡罗来纳州

Durham 的生物医学资源设施协会会议上讲授的 。 那时我的同事 Tom M cClure
博士和我在亚利桑那大学毒理中心和亚利桑那癌症中心建立了一个新的蛋白质组

学研究机构 。 Tom 参加了 Hunt 的课程 。 他回来后 ， 将授课内容传授给我们几

个 。 我们于 １９９８ 年 ８ 月在亚利桑那大学开设了一个为期四天的关于质谱和蛋白

质组学的训练班 ， 共有 ５０ 个学员接受了培训 ， 学员包括研究生 、 实验室工作人

员和教授 。 对这个训练班的热烈反响反映了以某些易接受方式将蛋白质组学的新

技术和在研究中的潜在应用介绍给科学家的需要 。 这个训练班促进了本书的

诞生 。

本书是写给初学者的 。 我的目的是让他们熟悉蛋白质组学的重要工具和应

用 ， 所以对某些仪器和应用的描述并不是非常严谨的 。 本书不是实验室手册或最

新技术汇编 。 有几本很好的书更详细地描述了蛋白质分析技术 、 质谱仪器和技

术 ， 以及这些技术的应用 。 在这个领域中研究方法的发展和应用是非常迅速的 ，

没有哪本书是真正时新的 。 在我将蛋白质组学介绍给同事后令我兴奋的是同事们

创造性地运用这些新技术 ， 这将促进蛋白质组学的发展 。
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本书分成三部分 。 第 Ⅰ 部分介绍蛋白质组学主题 ， 描述它在新生物学中的位

置 ， 分析蛋白质组的性质 。 第 Ⅱ 部分介绍蛋白质组学研究的工具 ， 解释它们怎样

工作 。 第 Ⅲ 部分解释这些工具怎样用来解决不同类型的生物学问题 。

感谢 Jeanne Burr 、 Laura T iscareno 、 Julie Jones 、 Dan Mason 、 Beau Han
sen 、 Hamid Badghisi 、 Linda M anza 、 Richard Vaillancourt 、 Tom McClure 、
Arpad Somogyi 和 George Tsaprailis ，他们提出了很好的建议 ， 阅读书中各章的

草稿并给出评语 ， 提供某些图解的样品数据 。 感谢 Elizabeth Hedger 杰出的秘书

工作 。 最后 ， 感谢我的妻子 Karen 和儿子 Andrew 对我写作的支持 。

D C 利布莱尔 （Daniel C ． Liebler） ， PhD
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Ⅰ 　 蛋白质组学和蛋白质组



1 　 蛋白质组学和新生物学

１ １ 　 新生物学

蛋白质组学是研究与基因组相对应的蛋白质组的学科 。 术语 “蛋白质组学”
（proteomics） 和 “蛋白质组” （pro teome） 是 Marc Wilkins 及其同事在 ２０ 世纪

９０ 年代早期提出的 ， 对应于描述生物中全部基因的术语 “基因组学” （ genom
ics） 和 “基因组” （genome） 。 这些 “omics” 术语代表了对怎样思考生物学和

生物体系工作方式的重新定义 （图 １１） 。 直到 ２０ 世纪 ９０ 年代中期 ， 生物化学

家 、 分子生物学家和细胞生物学家还在研究单独的基因和蛋白质或与生物化学途

径相关的少量组分 。 那时可用的技术有 Nor thern 印迹法 （用于基因表达分析）
和 Western 印迹法 （用于蛋白质分析） ， 利用这些技术研究和分析多基因或多蛋

白质是非常困难的 。

图 １ １ 　 基因组学和蛋白质

组学的生物化学关系

三项进展形成了新生物学的基础 ， 改变了

生物学研究前景 。 第一项是 ２０ 世纪 ９０ 年代基

因 、 表达序列标签 （EST） 和蛋白质序列数据

库的发展 。 作为许多生物基因的部分信息库 ，
这些资源很有价值 。 ２０ 世纪 ９０ 年代后期的基

因组序列测定工作 ， 阐明了细菌 、 酵母 、 线虫

和果蝇的完整基因组序列 ， 最近阐明了人类基

因组完整序列 。 植物和其他广泛研究的动物基

因组的序列最近也已完成或接近完成 。 这些基

因组数据库是我们最终从中获取对生物体系理

解的信息库 。
第二项重要进展是引入易于操作的 、 基

于浏览器的生物信息学工具 。 利用这些工具从上述数据库中获取信息 。 现在可以

在几秒钟内从完整的基因组内检索特定的核酸或蛋白质序列 。 这样的数据库检索

工具与其他工具和数据库结合利用 ， 根据已存在的特定功能结构域和基序可以预

测蛋白质产物的功能 。 这样一批基于互联网的免费工具使生物学家可以通过台式

电脑检测基因和基因产物的结构与功能 ， 探索大量感兴趣的生物化学问题 。
第三项重要进展是寡核苷酸微阵 。 微阵含有在玻片上或芯片上的一系列基因

专一性寡核苷酸或 cDNA 序列 。 将感兴趣样品的 DNA 混合物荧光标记后与微阵进

行杂交 ， 可以一次探测几千个基因的表达 。 一个微阵可以代替几千个 Northern 印
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迹法分析 ， 可以在做一次 Northern 印迹的时间内完成 。 通过使用双色荧光探针标

记 ， 两个不同样品的基因表达谱可直接在一个玻片或芯片上进行比较 。
图 １ ２ 是一块含有酿酒酵母基因组中 ６ ０００ 个基因单一序列的玻片 。 这样的

一个微阵可以测定酵母基因组所有基因的表达 。 显然 ， 这使我们面临新生物学的

巨大挑战 。 我们可以观看整个系统 ， 但这几千个数据点所包含的信息超出了我们

直观解释的能力 。 新的组合算法 、 自组作图和类似的工具等最新的方法有助于生

物学家理解这些数据 。

图 １ ２ 　 酵母基因组芯片

该酵母 cDNA 微阵由斯坦福大学 Patrick Bro wn 博士的实验室制作 （ht tp ： ／／cmgm stanford edu／ pbrown／） 。

微阵带来的最重要的变化是使生物学家进行 “宏观” 思考 。 细胞有成千上万

的以不同组合方式进行的基因表达 。 细胞的生死是由这些基因的表达和其蛋白质

产物的活性决定的 。 无论是跨膜受体 、 转录因子 、 蛋白激酶或是伴侣分子 ， 每种

蛋白质所表达的功能只有在同一细胞内其他蛋白质的功能和活性同时表达时才有

意义 。 因此生物学家正在努力做宏观思考 ， 去理解系统而不只是理解组分 ， 寻求

复杂性的意义 。
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１ ２ 　 蛋白质组学 ？ 它不过是我们过去称之为蛋白质

化学的学科 ！
　 　 对新思想 、 术语和方法人们通常说它们其实不是新发展来的 ， 因此解释蛋白

质组学与蛋白质化学的不同是很重要的 。 表 １ １ 对各自的主要特征作了小结 。 蛋

白质化学包括研究蛋白质的结构和功能 ， 通常涉及物理生物化学或机械酶学 。 研

究工作通常包括完整序列测定 、 结构测定以及进行结构控制功能的模型研究 。 物

理生物化学家和酶学家在同一时间内只研究一个蛋白质或多亚基蛋白质复合物 。
表 1 1 　 蛋白质化学和蛋白质组学的不同

蛋白质化学 蛋白质组学

单一蛋白质 　 　 复杂混合物

全序列分析 　 　 部分序列分析

强调结构与功能 　 　 强调通过数据库匹配进行蛋白质鉴定

结构生物学 　 　 系统生物学

蛋白质组学研究多蛋白质系统 ， 重点研究作为一个大系统或部分网络的组成

的多个不同蛋白质的相互作用 。 蛋白质组学需进行复杂混合物的分析 ， 不是通过

完整序列测定进行鉴定 ， 而是在数据库匹配工具帮助下进行部分序列测定 。 蛋白

质组学的内容是系统生物学 ， 而不是结构生物学 。 换句话说 ， 蛋白质组学的要点

是鉴定系统的行为而不是任何单一组分的行为 。

１ ３ 　 我们能测定基因表达 ， 为什么还要有蛋白质

组学 ？
　 　 基因微阵提供了细胞中大量或全部基因表达的快速检测 。 然而从 mRNA 水平

并不一定能预测细胞中相应蛋白质的水平 。 各种 mRNA 不同的稳定性和不同的翻

译效率能够影响新蛋白质的产生 。 蛋白质形成后 ， 在稳定性和转换速度上有很大不

同 。 许多参与信号传导 、 转录因子调节和细胞周期控制的蛋白质迅速转换 ， 这是其

活性调节的一种方式 。 mRNA 水平没有告诉我们相应蛋白质的调节状态 ， 蛋白质

的活性和功能常有一些内源翻译后的改变 ， 也会因环境因素而改变 。

１ ４ 　 蛋白质组学 ： 对分析的挑战
如何同时测定一个生物中大量或全部基因的表达似乎已通过引入 cDNA 或

寡核苷酸微阵得以解决 。 用 DNA 微阵和相关方法分析基因表达依赖于两个重要

工具 ： 聚合酶链反应 （PCR） 和寡核苷酸与互补序列的杂交 。 但是没有类似的工

具用于蛋白质分析 。 首先 ， 没有蛋白质 PCR 等价物 。 目前不可能有多肽分子以

类似于核苷酸通过 PCR 复制的方式复制 。 少量的寡核苷酸可以通过 PCR 进行扩

增 ， 而少量的蛋白质必须在没有任何扩增的情况下进行测定和分析 。
第二 ， 蛋白质不能专一性与互补氨基酸序列杂交 。 WatsonCrick 碱基配对
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允许寡核苷酸与互补序列杂交 。 一个特定的互补寡核苷酸序列可以作为高度专一

性探针 ， 一个特定的 mRNA 或其他核酸片段可以与之结合 。 这种专一性允许在

微阵上有一个特定的点以便识别单一序列 。 尽管抗体和寡核苷酸结合子 （ap tam
er ， 也称适体） 可以识别特定的肽或蛋白质 ， 但是这种识别不能简单地根据序列

来预测 ， 而寡核苷酸的杂交则可以根据序列来预测 。
另一个蛋白质组学的特有问题是细胞中每一个蛋白质产物并不一定只有一种

分子实体 。 这是由于蛋白质有翻译后修饰 。 修饰的内容和变化随不同的蛋白质 、 细

胞的调节机制和环境因子而变化 ， 许多蛋白质以多种形式存在 。 对任何特定基因的

多种蛋白质产物进行检测和区分的必要性使蛋白质组学在分析方面更具挑战性 。
蛋白质组的分析需要一套不同于基因表达分析的工具 ， 能够对修饰和非修饰

的蛋白质进行检测和定量的分析 。 我们怎样应对这项任务是这本书的主题 。

１ ５ 　 蛋白质组学的工具

尽管上面描述了分析蛋白质组学的不利条件 ， 但是鉴定蛋白质组及其组分实

际上可以完成 。 这是由于以下 ４ 种重要工具的发展和结合使用给研究人员提供了

灵敏性和专一性较高的识别和鉴定蛋白质的方法 。
第一种工具是数据库 。 蛋白质 、 ES T 和基因组序列数据库共同提供了生物

表达全部蛋白质的完整数据库目录 。 例如 ， 根据对果蝇的所有编码序列的分析 ，
我们知道有 １１０ 个果蝇基因编码具有 EGF 类结构域的蛋白质 ， ８７ 个基因编码具

有酪氨酸激酶催化结构域的蛋白质 。 在进行果蝇蛋白质组学研究时 ， 我们检索大

量已知的可能蛋白质结构域 。 当用限定的序列信息 ， 甚至原始质谱数据 （见下

文） 进行检索时 ， 我们可以根据质谱数据与数据库的匹配情况鉴定蛋白质组分 。
第二种工具是质谱 （MS） 。 质谱仪的使用在过去十年中有了极大的革新 ， 在

发展为分析生物分子 ， 特别是分析蛋白质和肽的高灵敏度和高可靠性上达到顶

点 。 M S 仪器的使用可提供三类分析 ， 这三类分析在蛋白质组学分析中都非常有

用 。 首先 ， MS 可以进行 １００ kDa 或更大完整蛋白质的精确质量测定 。 估计蛋白

质质量的最好方法是 MS 分析 ， 而不是测定蛋白质在十二烷基硫酸钠聚丙烯酰

胺凝胶电泳 （SDSPAGE） 的迁移 。 高精度蛋白质质量测定的应用有限 ， 因为它

们往往不够灵敏 。 净质量对精确鉴定蛋白质往往是不充分的 。 其次 ， MS 也能对

蛋白质水解消化产生的肽进行精确的质量测定 。 相对于完整蛋白质质量测定 ， 肽

质量测定可以有高灵敏度和高质量准确度 。 可以直接用肽质量测定数据在数据库

中进行检索 ， 这样常常可以确切鉴定靶蛋白质 。 最后 ， MS 可以对蛋白质水解消

化得到的肽序列进行分析 。 目前认为 MS 是肽序列分析中的最新技术 。 MS 序列

数据为蛋白质鉴定提供了最有力和最精确的方法 。
蛋白质组学的第三个必要工具是对数据库中特定蛋白质序列与 MS 数据进行

比对的各种软件 。 前面提到从 MS 数据可以测定序列 ， 但是这种从头开始分析成
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百上千的谱图时是一项费时费力的任务 。 蛋白质组学软件将未分析的 MS 数据 ，
在特定算法的帮助下与蛋白质 、 ES T 和基因组序列数据库的序列相比对 ， 自动

检测大量用于蛋白质序列匹配的 MS 数据 。 然后研究人员检查自动检测的结果 ，
估计数据的质量 ， 所用的时间比手工解释每一张谱图要少得多 。

蛋白质组学的第四种必需工具是蛋白质的分析分离技术 。 在蛋白质组学中蛋

白质分离有两个目的 。 第一 ， 通过将蛋白质混合物分离成单一蛋白质或蛋白质小

组以简化复杂蛋白质混合物 。 第二 ， 蛋白质的分离分析可以比较两个样品蛋白质

的不同表观 ， 研究者可以标记用于分析的特定蛋白质 。 ２DSDSPAGE 是最广泛

用于蛋白质组学的技术 。 ２D 凝胶电泳也许是在复杂样品中分离蛋白质的最好单

项技 术 。 其 他 的 蛋 白 质 分 离 技 术 ， 包 括 １DSDSPAGE 、 高 效 液 相 层 析

（HPLC） 、 毛细管电泳 （CE） 、 等电聚焦 （IEF） 和亲和层析 ， 也都是分析蛋白

质组学的有用工具 。 最有力的技术是将不同的蛋白质和肽分离技术结合为多维技

术 。 例如 ， 离子交换液相层析 （LC） 与反相 （RP） HPLC 的串联是分离复杂肽

混合物的有力工具 。
这四种工具的结合形成了蛋白质组学当前的技术 ， 每一种工具在技术上都发

展迅速 。 在本书的后面几章我们将讨论每一种分析工具 。

１ ６ 　 蛋白质组学的应用
蛋白质组学技术确实很新颖 ， 但是鉴定蛋白质组究竟是为了什么呢 ？ 根据目

前的实践 ， 蛋白质组学包括 ４ 项主要应用 ， 它们是 ： ① 采集 ； ② 蛋白质表达谱 ；
③ 蛋白质网络谱 ； ④ 蛋白质修饰谱 。 下面对上述每一项进行简短定义 ， 在本书其

后各章将详细讨论 。
采集是鉴定样品中所有 （或尽可能多） 的蛋白质 。 采集主要是直接对蛋白质

组进行分类 ， 而不是通过基因表达 （如通过微阵） 数据来推断蛋白质组的组成 。
蛋白质组学中采集需要耗费大量的劳动 ， 以使蛋白质得到最大程度的分离 ， 然后

使用 MS 和相关的数据库以及软件工具进行鉴定 。 有几种采集方法 ， 每一种都有

其优点 。 这些方法的联用可直接分析证实那些只能从基因表达数据推断的数据 。
蛋白质表达谱是鉴定生物或细胞特定状态 （如分化 、 发育状态或疾病状态）

下蛋白质的表达或药物 、 化学或物理刺激下蛋白质的表达 。 表达谱其实是特殊的采

集形式 ， 分析中比较一个特定系统的两种不同状态 。 例如 ， 比较正常细胞和病理细

胞中哪些蛋白质有不同的表达 。 这种信息对于检测药物治疗的潜在靶子极为有用 。
蛋白质网络谱是在生物系统中测定蛋白质之间相互作用的蛋白质组学方法 。

大多数蛋白质在执行功能时与其他蛋白质密切相关 。 这些相互作用决定蛋白质功

能网络 （如信号传导级联过程和复杂的生物合成或降解途径） 的功能 。 大多数蛋

白质蛋白质相互作用是通过体外纯化的蛋白质和用酵母双杂交系统获得 。 通过

亲和俘获配对技术与分析蛋白质组学方法相结合 ， 蛋白质组学可以鉴定更复杂的
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蛋白质网络 。 蛋白质组学方法已用来鉴定多蛋白质复合物的组分 。 在细胞中多蛋

白质复合物与点到点的信号传导途径有关 。 蛋白质网络谱可以测定途径中所有参

与者的状态 。 蛋白质网络谱是蛋白质组学最具远大前景的应用之一 。
蛋白质修饰谱是鉴定蛋白质怎样和在何处被修饰的 。 许多蛋白质翻译后的修

饰控制着蛋白质的靶向 、 结构 、 功能和转换 。 此外 ， 许多环境化学因素 、 药物和

内源化学因素可产生修饰蛋白质的活性亲电体 。 研究人员已开发了各种分析工具

用以鉴定修饰蛋白质和修饰的性质 。 修饰蛋白质可用抗体测定 （如用特定磷酸化

氨基酸残基的抗体） ， 但是一个特定修饰的精确序列位点往往是未知的 。 蛋白质

组学方法是研究翻译后修饰的性质和序列专一性的最好方法 。 这项方法的扩展允

许在一个网络中同时鉴定调节蛋白质的修饰状态 ， 这是蛋白质组学技术的重要扩

充 。 这些方法用新方式回答蛋白质组的化学修饰怎样影响生物系统的问题 。
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2 　 蛋白质组

２ １ 　 蛋白质组与基因组

每一个人类细胞中含有制造一个完整的人所需的全部信息 。 然而 ， 并不是全

部基因在所有细胞中都表达 。 编码细胞实现基本功能 （如葡萄糖代谢 、 DNA 合

成） 必需酶的基因在所有细胞中表达 ， 而具有高度专一功能的基因只在特定类型

的细胞中表达 （如视紫红质在视网膜色素上皮细胞中表达） 。 一个细胞中表达两

类基因 ： ① 必需功能蛋白质的基因 ； ② 行使细胞专一性功能蛋白质的基因 。 因

此 ， 一种生物有一个基因组 ， 但有许多蛋白质组 。
任何细胞的蛋白质组是所有可能基因产物的某种子集 ， 但这并不意味着蛋白

质组比基因组简单 。 事实正相反 ， 任何蛋白质 ， 即使只是同一个基因的产物 ， 也

可能存在多种形式 。 在一个特定的细胞内或在不同的细胞之间 ， 蛋白质的存在形

式可能不同 ， 大多数蛋白质都以几种不同的修饰形式存在 。 这些修饰影响着蛋白

质的结构 、 定位 、 功能和转换 。
在这一章从 ５ 个方面讨论蛋白质组 。 首先 ， 扼要讨论蛋白质的 “生命周期” ，

从蛋白质作为翻译产物在核糖体上出现 ， 到翻译后的多种修饰 ， 再到最终降解 。
第二 ， 讨论可根据蛋白质的序列基序 、 结构域的结构和生化功能分成具有不同标

准组件结构的蛋白质 。 第三 ， 讨论功能蛋白质家族在基因组中的分布 。 第四 ， 通

过基因组序列讨论在生物系统中有多种功能和冗余功能的蛋白质组 。 最后 ， 讨论

在特定时间内影响一个蛋白质在细胞中存在数量的各种因素 ， 并讨论这些因素给

蛋白质组学分析方法带来的困难 。

２ ２ 　 蛋白质的生命周期

蛋白质的合成是通过在核糖体上将 mRNA 翻译成多肽来进行的 。 大多数情

况下 ， 最初的多肽翻译产物要进行某种类型的修饰后才具有功能 。 这些修饰统称

为 “翻译后修饰” ， 包括各种可逆和不可逆化学反应 。 已报告有接近 ２００ 种不同

类型的翻译后修饰 。 图 ２ １ 表明一个原型蛋白质的生命周期 ， 并总结了一些修饰

作用 。
蛋白质是 mRNA 序列通过核糖体翻译产生的 。 半胱氨酸的巯基形成二硫键

的折叠和氧化 ， 使多肽随机卷曲具有二级结构 。 若干 “永久” 修饰 ， 如谷氨酸的

羧化和去除 N端甲硫氨酸 ，在多肽生成的早期发生 。在高尔基体的进一步加工
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图 ２ １ 　 蛋白质的生命周期

产生糖基化 。 蛋白质到特定的亚细胞或细胞外区域的专一性运送往往需要有前导

肽或信号肽序列 ， 这些前导肽或信号肽在完成定位后被蛋白水解酶切割除去 。 某

些蛋白质上还进行辅基加成作用 。 一个特定蛋白质可与其他蛋白质结合形成多亚

基复合物 。 半胱氨酸残基的棕榈酰化或异戊二烯化辅助蛋白质进入膜内或嵌在膜

上 。 这些不同程度的 “永久” 性修饰和运送使功能蛋白质进入细胞的特定位置 。
蛋白质在细胞内的特定部位执行其功能 。 翻译后修饰调控许多蛋白质的活

性 ， 最重要的和研究较深入的翻译后修饰是丝氨酸 、 苏氨酸或酪氨酸残基的磷酸

化 。 磷酸化可以使酶活化或失活 、 改变蛋白质蛋白质相互作用和连接 、 改变蛋

白质结构 、 引起蛋白质降解 。 蛋白质的磷酸化以各种形式调节蛋白质的功能 ， 是

信号传导级联反应 、 细胞周期调控和其他重要细胞功能的快速调控中的关键开关 。
蛋白质也易受损伤 。 在生物系统中普遍存在的自由基和其他氧化剂导致蛋白

质的氧化损伤 。 半胱氨酸巯基对氧化特别敏感 。 甲硫氨酸 、 色氨酸 、 组氨酸和酪

氨酸残基容易发生氧化 。 氨基酸也易受脂类和糖类氧化产物的攻击 ， 这包括活化
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的 α ， β不饱和羰基化合物 。 除了这些引起蛋白质修饰的内源因素外 ， 辐射 、 化

学和药物等环境因素也能引起蛋白质的共价修饰或氧化修饰 。 许多修饰作用可引

起蛋白质失活 。 各种修饰因素都可改变某些蛋白质的结构 。
蛋白质修饰对于引发蛋白质降解的过程很重要 。 某些蛋白质磷酸化后迅速与

泛素连接 ， 并被 ２６S 蛋白酶体复合物降解 。 细胞中其他因素也可导致蛋白质的泛

素化 ， 包括氧化损伤和蛋白质的其他修饰 。 蛋白质也可以通过溶酶体酶降解 。
图 ２ １ 表明了蛋白质组的一个要点 ： 在细胞中任何时间任何蛋白质都可能以

多种形式存在 ， 从而使蛋白质组变得异乎寻常地复杂 。 另一方面 ， 蛋白质组的状

态反映了细胞的所有功能状态 。

２ ３ 　 具有标准组件结构的蛋白质

另一种研究蛋白质的方式是把它们想像成具有标准组件或标准组件拼接的结

构 。 某些氨基酸序列倾向于形成如 α 螺旋或 β 折叠的二级结构 ， 或随机卷曲结

构 。 特定的氨基酸序列和从这些序列产生的二级结构具有特定的性质和功能 。 可

以认为氨基酸序列片段是功能的建筑部件或组件 。 大自然用这些组件建造了工具

箱 ， 通过这个工具箱 ， 可以建造多种具有相关功能的蛋白质 。
具有特定性质和功能的蛋白质标准组件单位称为 “基序” 或 “结构域” 。 不

同蛋白质中存在的结构域 ， 其可识别序列有类似性质或功能 。 一般在使用时 ， 这

些术语往往可替换使用 。 在某些情况下 ， 基序或结构域的氨基酸序列高度保守 ，
不随蛋白质的不同而变化 。 还有一些情况下 ， 一个序列中某些关键氨基酸以重复

形式存在 ， 而另一些氨基酸可有各种变化 。
即使某些短序列也能赋予蛋白质某些专一性修饰 。 例如 ， N糖基化的蛋白

质序列中多含有三肽序列 “AsnXaaSer／T hr” 。 在这个序列中 ， 靶子天冬酰胺

之后可以是任何氨基酸 ， 接下来的氨基酸是丝氨酸或是苏氨酸 。 如果 Xaa 是脯

氨酸 ， 则不能进行糖基化修饰 。 尽管这个三肽序列并不能保证一定进行 N糖基

化修饰 ， 但是它提供了一种基序 ， 这种基序提供可能的生物化学作用 。
较长氨基酸序列常形成结构域 ， 赋予蛋白质特定的性质或功能 。 某些结构

域结构只是赋予一个肽段重要物理性质 ， 如跨膜结构域 ， 一般形成跨脂双层膜

的 α 螺旋 。 另一些结构域能够为重要酶底物和辅基提供氢键或其他接触 。 例

如 ， 真核丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶有一个富甘氨酸的核心结构域 。 这个富甘氨

酸区域位于与 ATP 结合的赖氨酸残基和作为催化中心的保守的天冬氨酸残基

周围 。 在许多情况下 ， 结构域由二级结构单位的结合组成 ， 如螺旋环螺旋结

构域 。
基序和结构域对蛋白质组的意义是它们代表从蛋白质序列到蛋白质功能的翻

译 。 当已知性质和功能的结构域和基序出现在未知功能的蛋白质中时 ， 可以推测

其细胞功能 。 简言之 ， 分析蛋白质组学可以确定序列 ， 序列可以确定功能 。
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２ ４ 　 功能蛋白质家族

另一种研究蛋白质组的方式是将它分成具有类似功能的蛋白质家族 。 例如 ，
某些蛋白质具有结构作用 ， 另一些蛋白质参与信号传导途径 ， 还有一些蛋白质调

控如核酸合成或糖代谢等必需代谢途径 。 根据结构域及其相关功能作用的分类 ，
Venter 及同事推测出人类基因组所编码蛋白质的功能分布 （图 ２ ２） 。

图 ２ ２ 　 推测的人类基因组蛋白质产物的功能

［Vente r et al ．（２００１） Science ， ２９１ ∶ １３０４ ～ １３５１］

与中间代谢和核酸代谢有关的酶占蛋白质组的 １５ ％ 。 与结构和蛋白质合成

与转换相关的蛋白质 （细胞骨架蛋白 、 核糖体蛋白 、 分子伴侣和蛋白质降解相关

因子） 总共占 １５ ％ ～ ２０ ％ 。 信号传导蛋白和 DNA 结合蛋白占 ２０ ％ ～ ２５ ％ 。 尽

管这些数字给由蛋白质功能来解析基因组提供了有价值的参考数据 ， 但我们并不

能确定在细胞中某一特定时间某一特定蛋白质或某类特定蛋白质的表达量 。 接近

４０ ％ 的基因组编码的蛋白质功能尚属未知 。 确定这些基因产物的功能是人类功能

基因组学面临的最基本的挑战 。

２ ５ 　 从基因组推算蛋白质组

对鉴定生物基因组的研究人员来说一个最有趣的问题是 “有多少基因 ？” 。 这

个问题的答案可以使我们得到共有多少蛋白质存在于蛋白质组中的概念 。 几种生

物的全部基因组序列已经测序完成 ， 这些数据允许分析家预测所有基因的产物 。
根据推测的每一个基因产物的氨基酸序列 ， 按照蛋白序列中所含的结构域和序列
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基序已对它们进行分类 。 例如 ， 酿酒酵母有 １１９ 个基因编码具有真核蛋白激酶结

构域的蛋白质 ， 另外有 ４７ 个基因编码具有 C２H２ 类型锌指结构域的蛋白质 。 结

构域序列特征与基因组序列的比较表明生物基因组为各种类型蛋白质编码 。
最近对酿酒酵母 、 线虫和果蝇的分析揭示出这些生物的基因组大小与预测的

蛋白质组容量之间有着非常有趣的关系 。 Gerald Rubin 和同事根据已存在的特定

的结构域 ， 对通过流感嗜血杆菌 、 酿酒酵母 、 线虫和果蝇基因组预测的蛋白质产

物进行了分类 （图 ２ ３） 。 比较所有预测的蛋白质产物 ， 结果表明基因组中存在

序列与其他物种蛋白质序列稍有不同的蛋白质 。 通过对这些冗余蛋白质产物 （称
为平行进化同源物） 的校正可以计算每一种生物的 “核心蛋白质组” 。 这种核心

蛋白质组代表生物的不同蛋白质家族的汇集 。

图 ２ ３ 　 根据流感嗜血杆菌 （１ ７０９ 个基因） 、 酿酒酵母 （６ ２４１ 个基因） 、 秀丽新小

杆线虫 （１８ ４２４ 个基因） 和果蝇 （１３ ６０１ 个基因） 基因预测的蛋白质产物

实心柱表明为单一蛋白质编码的基因 ， 空心柱表示为平行进化同源物编码的基因 。

对这些生物的核心蛋白质组的研究揭示出两个令人感兴趣的方面 。 首先 ， 一

种生物的复杂性和基因组中基因数量之间的关系是复杂的 。 当然 ， 酵母要比细菌

的基因数目多 ， 比蠕虫和蝇类少 。 然而 ， 蝇类 （果蝇） 是比蠕虫 （线虫） 要复杂

得多的生物 ， 它却有较少的基因 （蝇类 １３ ６０１ 个 ， 蠕虫 １８ ４２４ 个） ， 有较少的核

心蛋白质组 （蝇类有 ８ ０６５ 个特有蛋白质 ， 蠕虫则有 ９ ５４３ 个） 。 这说明生物复杂

性并不是因为数量较大的基因数目 ， 而更为复杂的基因调节和蛋白质产物的功能

可用以说明蝇类的更高的复杂性 。 第二 ， 平行进化同源物的数量在蠕虫和蝇类中

显著增加 。 这反映了蠕虫和蝇类几乎大约一半的基因是其他基因的复制 。 含有复

制基因的基因家族常常形成相同染色体上的基因簇 。
最近完成的人类基因组序列测定表明人类基因组有 ３０ ０００ ～ ４０ ０００ 个基因 。

人类的复杂性与蠕虫相比有极大的不同 ， 人类基因组仅是蠕虫编码基因的两倍 ，
这确实令人感到惊奇 。 人类基因组中的单一基因与平行进化同源物的数目还不能
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确切估计 。 然而 ， 已经公认的是人类的复杂性在于人类蛋白质组的多样性 ， 而不

是人类基因组的大小 。

２ ６ 　 基因表达 、 密码子偏倚和蛋白质水平

研究蛋白质组的关键课题之一是细胞中某个特定蛋白质的表达水平 。 蛋白质

表达水平变化极大 ， 从几个拷贝到多于百万个拷贝 。 但细胞中蛋白质表达水平与

其意义大小无关 。 中间代谢的关键酶或结构蛋白质在每个细胞中有几千拷贝或更

多 ， 而与细胞周期调节有关的某些蛋白激酶在每个细胞中仅有几十个拷贝 。 酿酒

酵母有 ６ ０００ 个基因 ， 根据 mRNA 水平推测 ， 有大约 ４ ０００ 个基因在任何时间都

表达 。
细胞中某一蛋白质在某一特定时间的表达由下列因素控制 ： ① 基因的转录速

度 ； ② mRNA 翻译成蛋白质的效率 ； ③ 细胞中蛋白质的降解速度 。 基因表达确

实在很大程度上决定蛋白质水平 。 然而 ， 有些研究表明基因表达自身并不与蛋白

质水平紧密相关 。 这一发现也证明了前面提到的 mRNA 的翻译效率和蛋白质降

解速度对细胞内蛋白质表达水平的影响 ， 同时也指出了基因表达分析 （如微阵）
的局限性 。

许多基因受可诱导转录因子的调节 ， 这些转录因子又是受多种外界环境影响

因素的调节 。 许多基因表达水平也受内部决定因素 ——— “密码子偏倚” 现象的影

响 。 “密码子偏倚” 描述了一个生物为相同氨基酸编码时偏向于使用某些密码子 。
所以 ， 含有不常使用的密码子的基因倾向于较低水平表达 。 根据酵母基因计算的

密码子偏倚值约从 ０ ２ 到 １ ０ 。 密码子偏倚值为 １ ０ 时有最高水平基因表达 。 大

多数酵母基因的密码子偏倚值小于 ０ ２５ ， 表明这些基因在相对低水平表达 。
比较酵母某些蛋白质的蛋白质水平 、 mRNA 表达和密码子偏倚值 ， 尽管在

某些方面不完全一致 ， 但可以概括如下 。
 具有低密码子偏倚值的基因倾向于低水平表达 ， 无论根据 mRNA 表达或

蛋白质水平的分析都是如此 。
 当基因的密码子偏倚值为 ０ ２５ 或更低时 （如大多数基因） ， mRNA 水平

与蛋白质水平的相关性很差 （ r ＜ ０４） 。 对大多数高表达的基因 （密码子偏倚值

大于 ０ ５ 的基因） ， mRNA 水平与蛋白质水平的相关性要高很多 （ r ＞ ０８５） 。
 长寿蛋白质比短命蛋白质 （迅速降解的蛋白质） 以明显较高的丰度存在 。
因而尽管基因表达测定可能表明蛋白质水平的改变 ， 但很难从基因表达水平

推断蛋白质的水平 。

２ ７ 　 分析蛋白质组学的结论和意义

在任何生物中 ， 蛋白质组是所有基因产物的 ３０ ％ ～ ８０ ％ 的汇集 。 虽然某些

蛋白质以较高水平表达 （每个细胞 １０４ ～ １０６ ） ， 但是大多数蛋白质都以相对低的
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水平表达 （每个细胞 １０１ ～ １０２ ） ， 与基因表达的绝对量无关 ， 大多数蛋白质以多

种翻译后修饰形式存在 。 这样就给蛋白质组学提出了巨大挑战 ： 我们必须找到测

定大量不同蛋白质种类的方法 。 这些蛋白质大多以相对低水平存在 ， 很多以多种

修饰形式存在 。 本书的下一部分描述可以用来应对这个令人生畏的问题的工具 。
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Ⅱ 　 蛋白质组学的工具



3 　 分析蛋白质组学概述

在详细讨论分析蛋白质组学之前 ， 我们先概述一些基本方法 。 蛋白质分析鉴

定建立在这样一个基本事实上 ： 大多数含有 ６ 个或 ６ 个以上氨基酸的肽序列在一

图 ３ １ 　 蛋白质组分析的基本流程图

个生物的蛋白质组中是惟一的 。 换句话

说 ， 我们可以将一个 ６ 氨基酸肽定位于

单一基因产物中 。 因而 ， 如果能得到肽

的序列 ， 或者能精确测定肽的质量 ， 就

可以通过与蛋白质序列数据库的匹配来

鉴定肽片段的蛋白质来源 （图 ３ １） 。 当

然某些 ６ 肽可能定位于多个蛋白质 ， 但

典型的多次 “命中” 来自相关蛋白质的

高度保守区域 （如在第 ２ 章讨论的平行

进化同源物） 。 如果可以得到定位于相

同蛋白质的几个肽序列 ， 这将加强匹配的准确性 。 因而分析蛋白质组学的本质是

将蛋白质转换成肽 ， 得到肽的序列 ， 然后根据在数据库中的序列匹配鉴定相关的

蛋白质 。
图 ３ １ 描述了分析蛋白质组学的要素 。 大多数分析蛋白质组学的问题始于蛋

白质混合物 。 混合物中含有不同分子质量 、 不同修饰作用和不同溶解度的完整蛋

白质 。 蛋白质必须经切割消化成多肽片段 ， 因为质谱仪往往不能直接对完整的蛋

白质进行质量和序列的测定 。 现代 MS 仪器可以分析复杂的肽混合物 ， 但是组分

相对简化的肽混合物更有利于收集数据和分析 。
因而 ， 利用 MS 分析蛋白质混合物时 ， 需将含有多种组分的复杂混合物分

离 ， 以获得组分较少的简单混合物 。 先分离出完整的蛋白质 ， 然后消化切割成

肽 ； 也可以先将蛋白质切割成肽 ， 在分析前分离肽 。 第 ４ 章和第 ５ 章描述了蛋白

质和肽的分离以及将蛋白质切割成肽 。
有两种类型的质谱仪可用于分析多肽 。 第一种类型属于基质辅助激光解吸电

离飞行时间 （MALDITOF） 仪器 ， 主要用以测定多肽的质量 。 第二种类型属

于电喷雾电离 （ESI） 串联 MS 仪器 ， 用于分析多肽的序列数据 。 在第 ６ 章将对

这些仪器进行描述 。
在特定软件的帮助下 ， 将质谱仪数据与数据库中的肽序列进行比对以鉴定肽

和肽序列 。 这样可基本上确定混合物中蛋白质的特性 。 进行这种类型的匹配比

对 ， 不需经过直接的 MS 数据分析 。 第 ７ 章至第 ９ 章描述这些软件工具的使用和
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蛋白质鉴定方法 。
分析蛋白质组学总的来说是一个测定过程 。 在测定中 ， 蛋白质混合物转换成

肽混合物 ， 得到肽 MS 数据 ， 在软件帮助下进行数据库检索 ， 鉴定相关的蛋白

质 。 蛋白质组学之所以作用强大是因为这种测定可用于从各种实验设计产生的多

种不同蛋白质样品 。 蛋白质组学之所以是多用途的是因为通过这种测定可以分析

用各种 “前端” 实验得到的样品 。 这些前端实验和它们的应用是本书第 Ⅲ 部分的

主要内容 。
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4 　 蛋白质和肽的分析分离

４ １ 　 概 　 　 述

这一章描述用于 MS 分析的蛋白质样品的分离方法 。 在蛋白质组分析的这一

阶段必须考虑以下两个方面 （图 ４ １） 。 首先 ， 需将完整蛋白质转换成肽 。 常利

图 ４１ 　 蛋白质组学分析中蛋白质的分离和消化

用蛋白水解酶对蛋白质进行消化 。 第

二 ， 需将高度复杂的蛋白质和肽混合物

分离形成较简单的混合物 。 这样 MS 仪

器能更好地获得混合物各组分的有用数

据 。 这两个步骤没有固定的次序 。 可以

先分离蛋白质 ， 然后消化并分析肽 。 也

可以先将复杂的蛋白质混合物消化成

肽 ， 然后分离肽 。 在这里将讨论每一种方法的优缺点 。

４ ２ 　 复杂蛋白质和肽混合物

在讨论分离和消化方法之前 ， 让我们先考虑复杂蛋白质混合物的问题 。
M S 仪器能够从相对复杂的混合物样品中获得肽数据 。 然而 ， 当样品混合物的

复杂程度降低时 ， MS 能鉴定很多的肽片段 。 样品复杂性和如何处理样品的复

杂性可以比作印刷一本书 。 假如将书中所有的字都印在一张纸上 ， 会产生一张

被油墨弄得基本上全黑的纸 ； 而把要印刷的字分配到多张纸上 ， 降低复杂性 ，
可以很容易地阅读每一张纸上的字 。 对蛋白质和肽的分离我们采用类似的方

法 ， 基本上是以 “一次一张纸” 的方式将肽混合物引入 MS ， 让仪器尽可能地

阅读纸上的内容 。
在分离不同类型的蛋白质和肽时 ， 应该先考虑在蛋白质组分析中需要处理的

不同蛋白质和肽的数量 。 根据已知人类基因组的数量 ， 一个人细胞中含有约

２０ ０００个不同表达水平的蛋白质 。 假定其平均大小为 ５０ kDa ， 含有平均水平的赖

氨酸和精氨酸 ， 那么每个蛋白质产生约 ３０ 个胰蛋白酶肽 。 这样一个细胞的蛋白

质可产生约 ６００ ０００ 个胰蛋白酶肽 。 下文中将看到 ， 这一数字即使对最有效的多

维蛋白质和肽分离策略也是一个极大的挑战 。

４ ３ 　 从生物样品抽提蛋白质

在实际研究中 ， 我们首先是收集生物样品 ： 一块组织 、 一个平板上培养的细
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胞 、 一瓶细菌 、 一片叶子等等 。 样品通常经研磨 、 匀浆 、 超声破碎或其他的破裂

方法 ， 产生在水缓冲液或悬浮液中含有细胞 、 亚细胞组分和其他细胞碎片的羹汤

般黏稠物质 。 通过若干技术从这种羹汤般黏稠物中抽提蛋白质 。 对于蛋白质组分

析 ， 目标是回收尽可能多的蛋白质 ， 并尽可能地减少其他生物材料 （如脂类 、 纤

维素 、 核酸等） 的污染 。 抽提蛋白质时常用到以下试剂 ：
 去 污 剂 （如 SDS 、 ３ ［ （３胆 胺 丙 基 ） 二 甲 基 氨 ］ １丙 烷 磺 酸 酯

（CHAPS） 、 胆酸盐 、 吐温） ， 这些试剂有助于溶解膜蛋白质 ， 并有助于膜蛋白质

与脂类的分离 。
 还原剂 ［如二硫苏糖醇 （DT T） 、 巯基乙醇 、 硫脲］ ， 用于还原二硫键或

防止蛋白质氧化 。
 变性剂 （如尿素和酸） ， 用于改变溶液离子强度和 pH ， 破坏蛋白质蛋白

质相互作用 ， 破坏蛋白质的二级和三级结构 。
 酶 （如 DNase ， RNase） ， 用于消化污染的核酸 、 糖和脂类 。
上面列出的这些试剂可以不同的方式结合使用 ， 生物学各个领域的研究者发

展了从各种样品类型 （如叶子和培养的细胞） 中抽提蛋白质的方法 。 在某些方法

中 ， 通常使用蛋白酶抑制剂防止蛋白酶降解蛋白质 。 简言之 ， 有多种从生物样品

中抽提蛋白质的方法 。
必须注意某些试剂可能干扰蛋白质组分析 。 例如 ， 丝氨酸蛋白酶抑制剂苯甲

基磺酰氟 （PMSF） 常用来在组织加工时防止蛋白质降解 。 然而 ， 在某些蛋白质

样品中残存的 PMSF 可能抑制胰蛋白酶的消化作用 。 类似地 ， 去污剂可能干扰

蛋白质分离和蛋白酶解消化 。 了解样品的制备过程 ， 对样品分析的成败是很重

要的 。

４ ４ 　 完整蛋白质的分离

广泛使用的 ， 用于完整蛋白质分离的三种主要方法是 １DSDSPAGE 、 ２D
SDSPAGE 和制备等电聚焦 （IEF） 。 还有一些其他方法 ， 特别是 HPLC ［反相

（RP） 、 大小排阻 、 离子交换或亲和层析］ ， 也用于完整蛋白质的分离 。 分离完整

蛋白质是利用了完整蛋白质的物理性质 （特别是等电点和分子质量） 的不同 。 样

品混合物可以分成较少的组分 （如在 １DSDSPAGE 和制备 IEF 中） ， 或分成多

种组分 （在 ２DSDSPAGE 中有许多点） 。 这些组分分别进行蛋白酶消化 ， 然后

进一步分离肽片段或直接进行肽 MS 分析 。

４ ５ 　 １DSDS P AGE
这种在蛋白质化学中广泛使用的单向分析分离方法也可用于蛋白质组分析 。

在 １DSDSPAGE 中 ， 蛋白质样品溶解在通常含有巯基还原剂 （巯基乙醇或
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DT T） 和 SDS 的上样缓冲液中 （图 ４２） 。 基本原理是 SDS 与蛋白质结合 ， 以与

分子质量约恒定的比例将负电荷 （来自 SDS 硫酸基团） 传递给蛋白质 。 高电压

下 ， 蛋白质SDS 复合物在交联的聚丙烯酰胺凝胶上迁移 ， 其速度取决于它们穿

越凝胶孔基质的能力 。 蛋白质按照分子质量次序分离形成条带 。

图 ４ ２ 　 １DSDSPAGE

样品的 １DSDSPAGE 在交联 （即丙烯酰胺的聚合） 度为 ５ ％ ～ １５ ％ 的凝胶

上电泳 ， 较大蛋白质在低度交联凝胶中较容易通过 。 可以根据样品中蛋白质的预

测特征来选择交联度 。 例如 ， 含有低分子质量蛋白质的样品可以在较高交联度的
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凝胶上得到较好分离 。 也可以选择梯度凝胶 ， 交联度从凝胶的顶部到底部逐渐增

加 。 梯度凝胶可对大范围分子质量的蛋白质进行较好的分离 。
用 １DSDSPAGE 得到的分离度是相当有限的 ， 显示含有单一蛋白质的条带

实际上可能含有多种蛋白质分子 。 细胞粗提物的电泳凝胶上一个跨越约 ５ kDa 范

围的凝胶切片可能含有几十到几百个不同的蛋白质 。 甚至一个 “纯化的蛋白质”
也可能含有多种蛋白质分子形式 。 比较蛋白质样品的 １D 和 ２DSDSPA GE 可以

很明显的看到这一点 。 １DSDSPA GE 分析常显示出看上去纯净的单一条带 ， 而

相同样品的 ２DSDSPAGE 可将相同分子质量条带分解成具有不同等电点的多个

点 。 这可能反映蛋白质的翻译后修饰 ， 而化学修饰几乎不影响 SDS 结合或在聚

丙烯酰胺凝胶上的迁移 。
由于蛋白质分离的目的是降低蛋白质混合物的复杂性 ， 据前面提到的 １D

SDSPAGE 的局限性 ， 使其似乎在蛋白质组分析中用处不大 。 而实际上这种分

离方法的使用取决于样品的复杂性 。 大多数 １DSDSPAGE 在长度为 ５ ～ １５ cm
的泳道分离蛋白质 。 这可以很容易将凝胶切割成 ５ ～ ５０ 条凝胶切片 。 对于高度复

杂的蛋白质混合物 ， 如完整细胞抽提物 ， 每一凝胶切片可能仍含有许多不同的蛋

白质 ， 这样获得的样品仍不够简化 。 然而 ， 用于蛋白质组分析的许多样品并不是

完整细胞抽提物或类似的复杂混合物 。 例如研究蛋白质蛋白质相互作用 （将在

后面几章讨论） 的蛋白质组学方法可能含有相对较少的蛋白质 。 同样 ， 许多生物

体液 ［如脑脊液 （CSF） 、 肺内衬液 （ lunglining fluid）］ 含有较少蛋白质 ， 对于

这些混合物的预先分离 ， １DSDSPA GE 可能是相当合适的 。

４ ６ 　 ２DSDSP AGE
这种分离方法与蛋白质组学是同义的 ， 一直是分离高度复杂蛋白质混合物的

最好方法 。 ２DSDSPA GE 实际上是两种不同分离方法的结合 。 首先 ， 根据等电

点用 IEF 分离蛋白质 。 第二 ， 在聚丙烯酰胺凝胶上电泳进一步分离聚焦的蛋白

质 （图 ４ ３） 。 ２DSDSPAGE 在第一向电泳根据等电点的不同 ， 第二向电泳根据

分子质量的不同分离蛋白质 。
尽管 ２DSDSPAGE 是分离复杂蛋白质混合物的最有效方法 ， 但是在 ２０ 世

纪 ７０ 年代早期采用后的许多年来 ， 没有得到广泛使用 。 这反映了 ： ① 进行 IEF
步骤的技术相对困难 ； ② 使等电聚焦的蛋白质进入 SDSPAGE 凝胶的困难 。 在

２DSDSPA GE 的最初形式中 ， IEF 步骤依赖于 “管式凝胶” ， 这种凝胶需要许

多技巧进行操作 。 而且管式凝胶中的 pH 梯度很难重复 。 细软管式凝胶中含有的

等电聚焦蛋白质很难有效地转移到 SDSPAGE 平板凝胶上 。 因而 ， ２DSDS
PA GE 难于操作 ， 重复性差 。

新式 ２DSDSPAGE 系统的引入大大改善了这一状况 。 新系统使用固相

pH 梯度 （ IPG） 胶条和相对简易的硬件 ， 能很容易地从 IPG 胶条将蛋白质转
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