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摘要: 定量蛋白质组学已经成为后基因时代的重要研究方向之一。目前该领域的研究主要采用无标记定量方法和

稳定同位素标记定量法。其中，基于稳定同位素标记的蛋白质组定量方法发展非常迅速，已为生命科学研究提供

了重要的技术支撑。本文分析了基于稳定同位素标记的蛋白质组学定量方法，包括相对定量方法和绝对定量方

法，并对其发展进行了展望。
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Abstract: Quantitative proteomics is an important research field in post-genomics era． There are two
strategies for proteome quantification: label-free methods and stable isotope labeling methods which have
become the most important strategy for quantitative proteomics at present． In the past few years，a number
of quantitative methods have been developed，which support the fast development in biology research． In
this work，we discuss the progress in the stable isotope labeling methods for quantitative proteomics inclu-
ding relative and absolute quantitative proteomics，and then give our opinions on the outlook of proteome
quantification methods．
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对细胞、组织和整个生物体的表达蛋白质进行

定量分析是后基因时代面临的主要挑战之一［1］。
蛋白质 组 定 量 分 析 可 以 分 为 相 对 定 量 和 绝 对 定

量［2］。相对定量是研究不同情况下同一蛋白质组

样品组成含量的变化，如细胞受到刺激前后蛋白质

表达的差异; 绝对定量是研究样品中目标蛋白质的

具体量，如拷贝数或浓度。
早期的蛋白质组定量主要利用双向凝胶电泳或

双向差异凝胶电泳来实现。虽然该方法对蛋白质分

离具有较高的分辨率，然而无法对疏水、低丰度和翻

译后修饰蛋白质进行定量。近年来基于液相色谱-
串级质谱联用的方法得到了快速发展，已成为蛋白

质组定量的主流技术。该方法可以分为无标记定量

法和稳定同位素标记定量法。其中，基于稳定同位

素标记的蛋白质组定量方法可以在不同步骤实现样

品混合，可以同时实现多重标记及消除色谱-质谱联

用分析过程中不稳定性带来的定量误差等优点，已

成为定量蛋白质组学研究中最常用的方法。
根据同位素引入的方式，基于稳定同位素标记

的蛋白质组定量方法可以分为代谢标记法、化学标

记法和酶解标记法。采用不同方法，标记同位素的

样品在不同步骤混合; 越早混合，样品预处理步骤引

入的误差越小，定量的准确度越高。进行相对定量

时，采用代谢标记法则样品在细胞水平混合; 采用化
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学标记法则样品在蛋白质或者肽段水平混合; 采用

酶解标记法则样品在肽段水平混合。进行绝对定量

时，样品在蛋白质或者肽段水平混合( 见图 1 ) 。本

文结合近期发表的文献，对基于稳定同位素标记的

蛋白质组定量方法进行综述和评述。

图 1 基于质谱的蛋白质组学定量方法及实验流程( 改编自文献［2，3］)

Fig． 1 Mass spectrometry-based quantitative proteomics methods and workflows ( adapted from references［2，3］)

1 基于稳定同位素标记的相对定量方法

基于稳定同位素标记的蛋白质组相对定量方法

分为基于一级质谱( 如细胞培养稳定同位素标记

( SILAC) ［4］、二甲基化标记［5］等) 和串级质谱( 如等

重同位素标记相对与绝对定量方法( iTRAQ) ［6］、等
重肽末端标记方法( IPTL) ［7］等) 的定量方法。前者

通过比较轻重标记的样品在一级质谱的峰强度 /峰
面积实现蛋白质组的相对定量分析; 后者通过比较

样品在二级或者三级质谱的特征性碎片离子的峰强

度实现蛋白质组的相对定量分析。
1． 1 基于一级质谱的相对定量方法

适用于基于一级质谱的相对定量方法的稳定同

位素标记试剂种类多、数据分析软件对其的支持较

好，因此目前得到了较为广泛的使用。常用的方法

有 SILAC、15N 标记［8］、二甲基化标记、质量差异同位

素标记相对与绝对定量标签( mTRAQ) 标记［9］、18O
标记［10］等。其中 SILAC 和15 N 为代谢标记; 二甲基

化标记和 mTRAQ 为化学标记; 18 O 标记为酶解标

记。
1． 1． 1 基于代谢标记的相对定量方法

代谢标记是指在细胞或生物体成长过程加入含

有稳定同位素标记的培养基，完成细胞或生物体标

记的方法。常见的代谢标记方法有 SILAC 和15 N 标

记法，尤其 SILAC 法使用更为广泛。该方法是在细

胞培养过程中加入稳定同位素标记的必需氨基酸，

如赖氨酸( K) 和精氨酸( R) ，使得每条肽段相差的

质量数恒定。与15 N 方法相比，由于肽段的质量差

异数与氨基酸种类和数目无关，因此简化了相对定

量分析的难度。
为了解决 SILAC 法只适用于细胞样品分析的

不足，发展了培养基衍生同位素标签( CDITs) ［11］、
同位素标记蛋白质组( SILAP) ［12］和超级 SILAC( su-
per-SILAC) ［13］等方法。这些方法采用稳定同位素

标记的细胞样品作为内标，通过与不同状态的组织

样品混合，实现了组织样品蛋白质组表达的差异分

析。此外，为了便于考察在体内蛋白质组的动态变

化，如蛋白质的生成和降解，脉冲 SILAC ( pulsed SI-
LAC) ［14，15］( 见图 2) 应运而生。该方法首先将经过

不同刺激的细胞在轻标记的培养液中培养，之后分

别转入中标记和重标记的培养液中培养; 通过比较

中标记和重标记的比值，实现不同刺激条件下蛋白

质表达量的差异分析。或将在轻标记培养液中培养

的细胞分成两份，分别接受不同的刺激，并分别进行

中标记和重标记; 再通过比较中、重标记的比值，实

现不同刺激条件下蛋白质表达量的差异分析［15］。
为降低同位素峰的干扰对定量的影响，基于一

级质谱的定量方法通常要求 MS1 的质量差大于 4
Da。近期，Hebert 等［16］提出了中子编码 SILAC 法

( NeuCode SILAC) ; 利用13C、15N 和2H 同位素因核结
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图 2 脉冲 SILAC 原理示意图［14，15］

Fig． 2 Principle of pulsed SILAC［14，15］

合能而导致的质量亏损，通过高分辨( 分辨率( Rs )

＞ 200 000) 质谱对这细微的差异进行分析，实现了

采用不同稳定同位素标记的两种蛋白质组样品的相

对定量分析。该方法理论上可以实现多重样品的标

记，但是对质谱的分辨率要求极高。
虽然基于代谢标记的方法在定量蛋白质组领域

得到了极为广泛的使用，但是仍有一些不足: 1 ) 成

本较高; 2) 难以用于人的组织样品及体液的分析;

3) 同位素标记氨基酸的使用会导致标记蛋白质的

表达不同于非标记蛋白质的表达［17］; 4 ) 在细胞培

养过程中存在精氨酸向脯氨酸转化的现象。
1． 1． 2 基于化学标记的相对定量方法

除代谢水平标记外，通过体外化学标记引入同

位素是一种非常有价值的蛋白质组相对定量方法;

适用于细胞、体液、组织等多种样品分析。现有的化

学标记试剂多数通过与氨基或巯基反应引入稳定同

位素。最常用的是基于 N-羟基琥珀酰胺( NHS) 化

学和还原胺反应，如 mTRAQ 和二甲基化标记，其中

二甲基化标记使用更为广泛。
Hsu 等［5］发展的二甲基化标记是利用甲醛和氰

基硼氢化钠组合标记肽段所有的活性氨基。该方法

具有反应条件温和、快速、高效、无明显副反应、同位

素试剂种类多、价格低廉等优点。Raijmakers 等［18］

使用预柱进行在线标记，不仅减少了标记时间，而且

降低了人为因素带来的误差，提高了定量的准确性

和精密度。该课题组［19］还实现了在线二甲基化标

记与二维液相色谱-基质辅助激光解吸-飞行时间质

谱 ( 2DLC-MALDI-TOF /TOF MS ) 的 联 用。此 外，

Wang 等［20］ 在 固 相 标 记 后 利 用 RPLC-SCX-RPLC-

ESI-MS /MS 平台分析了人肝癌样品与正常组织样

品，发现了 94 种蛋白质在肝癌样品中上调，249 种

蛋白质在肝癌样品中下调。Boersema 等［21］建立了

二甲基化标记的标准流程，并分别建立了固相萃取

柱标记、溶液标记和在线反相预柱标记三种方法。
Qin 等［22］以磷酸化功能修饰的有序介孔有机硅为吸

附剂，实现了内源性磷酸化肽段的富集和原位二甲

基化标记，并成功用于肝癌病人和正常人血液中内

源性磷酸肽的相对定量分析。Sun 等［23］在利用酰

肼球富集糖肽的同时，进行糖肽的原位二甲基化标

记，实现了高准确、高回收率的糖蛋白质组相对定量

分析。
利用二甲基化标记试剂的组合可以实现样品的

多重标记，进而实现多种样品的蛋白质组相对定量。
Boersema 等［24］ 利 用 CH2O 和 NaCNBH3、CD2O 和

NaCNBH3 以及13CD2O 和 NaCNBD3 3 种标记试剂的

组合，实现了蛋白质胰蛋白酶酶解产物的三重标记。
Song 等［25］用轻、重试剂标记相同的样品，中标试剂

标记另一份样品，实现了准三重标记; 通过比较轻重

标记，一次运行可得到两个定量结果，实现了高准确

度和高精度的蛋白质组相对定量分析。Hsu 等［26］

利用 CH2O、CD2O、NaCNBH3 和 NaCNBD3 4 种试剂

组合标记 Lys-C 酶解的肽段，实现了 4 种样品的同

时分 析; 利 用 CH2O、CD2O、
13 CD2O、NaCNBH3 和

NaCNBD3 有机组合标记 Lys-C 酶解产物，还可以实

现五重样品的同时分析。
1． 1． 3 基于酶解标记的相对定量方法

18O 标记是目前酶解标记的唯一方法［10］。采用

该方法仅需要在酶解过程中使用 H2
18O。使用的蛋

白酶可以为胰蛋白酶( trypsin) 、胰凝乳蛋白酶( chy-
motrypsin) 、Glu 蛋白酶( Glu-C) 和多肽内切酶( Lys-
C) 等丝氨酸蛋白酶类; 在这些酶的催化下，可以在

肽段 C 端增加 2 个18O 原子。18O 标记既可用于非修

饰蛋白质组的相对定量，而且也可以将肽段末端

的18O 标记与去糖链过程的18 O 标记相结合，实现糖

肽位 点 和 糖 链 的 相 对 定 量 分 析［27，28］。此 外，将

iTRAQ 和18O 标记结合，还可以在实现糖蛋白质样

品多重定量的同时，实现糖肽位点的确认［29］。将
18O与二甲基化标记相结合，还可基于等重标记实现

蛋白质组的高精度和高准确度的相对定量分析［30］。
近期基于固定化酶反应器的酶解也逐渐被用于

酶解标记。该方法不仅能减少标记过程中回交的发

生，还能显著提高标记效率，缩短标记时间［31，32］。
1． 2 基于串级质谱的相对定量方法

尽管基于一级质谱的蛋白质组定量方法种类
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多，应用广泛，但是仍存在以下问题: 1) 定量的准确

度受噪音离子的干扰，造成低峰强度组分的定量结

果不准; 2) 定量动态范围低; 3 ) 难以实现同时超过

四重标记。为解决上述问题，近年来基于串级质谱

的蛋白质组相对定量方法受到了越来越多的关注。
基于串级质谱的蛋白质组相对定量方法可以分

为基于报告离子和碎片离子的两种定量方法。前者

主要是使用等重标记试剂，如 iTRAQ 和串联质量标

签( TMT) ［33］等，通过二级谱或三级谱的报告离子强

度实现定量; 后者则利用不同标记肽段的成对的碎

片离子的强度实现定量。
1． 2． 1 基于报告离子的相对定量方法

iTRAQ［6］和 TMT［33］是最常用的基于报告离子

的蛋白质组相对定量方法。其中利用 iTRAQ 试剂

可以实现八重标记，利用 TMT 试剂可以实现六重标

记。通过方法改进或者与其他方法结合，可实现更

多重的标记，进而提高蛋白质组相对定量的通量，是

该类方法的研究目标之一。Dephoure 等［34］将三重

SILAC 标记结合六重 TMT 标记，实现了 18 种样品

的同时分析。Werner 等［35］ 和 McAlister 等［36］ 利用

高分辨质谱将 TMT 试剂由六重增加为八重，显著提

高了该方法的分析通量。近期也发展了一些新的基

于报告离子的相对定量方法，包括 N，N-二甲基化亮

氨酸定量标签 ( N，N-dimethyl leucines，DiLeu) ［37］、
氘代等重氨基反应标签( deuterium isobaric amine-re-
active tags，DiART) ［38］、加州理工等重标记( Caltech
isobaric tags，CIT) ［39］、可裂解等重亲和标签( cleava-
ble isobaric labeled affinity tag，CILAT ) ［40，41］。其中

CIT 可以根据需要设计试剂，实现 n 重标记; CILAT
单次实验可以实现十二重标记。

然而，等重标记方法的不足在于，共洗脱组分和

目标组分在碎裂池内共碎裂，会影响定量的准确度，

存在所谓的低估效应( underestimation) ，即在复杂生

物样品分析中，共碎裂的离子产生的报告离子会干

扰目标母离子在二级谱中报告离子的强度，使得实

验中得到蛋白质的定量结果低于真实值。为了解决

该问题，Gygi 等［42］将二级谱中高强度的碎片离子进

一步碎裂，利用三级谱中的报告离子强度进行定量。
除此以外，Gygi 等［43］利用 TMT 标记在二级谱中会

产生与 TMT 报告离子互补的离子———TMT 互补离

子( TMTC ) ，由于 TMTC 特异性强，通过去卷积处理

也可以实现肽段的准确定量。
1． 2． 2 基于碎片离子的相对定量方法

基于碎片离子的相对定量方法也可以解决基于

报告离子的相对定量方法存在的低估效应。该方法

将肽段的 N 端和 C 端分别用轻标和重标试剂标记，

使肽段在一级质谱上具有相同或相似的 m/z 而无

法分辨，在二级谱碎裂时会形成成对的碎片离子，利

用这些碎片离子强度之比可以实现蛋白质的相对定

量分析。等重肽末端标记方法( IPTL) ［7，44，45］是该类

方法的第 1 个实例，并已经实现了 3 次技术更新，分

别利用 SA( succinic anhydride) 及其同位素形式标记

肽段的 N 端氨基、MDHI( 2-methoxy-4，5-dihydro-1H-
imidazole) 及其同位素形式标记肽段的 C 端赖氨酸

上的氨基、利用 2 种肽段鉴定时得分值的不同实现

肽段和蛋白质的相对定量［7］。为了提高标记效率

和速度，该课题组［45］又开发了第二代 IPTL。使用
SA 标记肽段的 N 端氨基，同时使用甲醛标记肽段

的 C 端赖氨酸上的氨基，并开发了基于强制搜索的

IsobariQ 定量软件。最近，为进一步提高相对定量

的通量和选择性，该课题组［44］利用二甲基化标记方

法在酸性条件标记肽段的 N 端，碱性条件下标记肽

段的 C 端赖氨酸上的氨基，并利用甲醛标记试剂种

类多的特点实现了三重标记( 见图 3) 。这也是该类

方法唯一实现多重标记的实例。
等重末端标记定量方法( QITL) ［30］利用甲醛标

记肽段的 N 端氨基，18O 标记肽段的 C 端( 当 C 末端

为 K 时需要胍基化) ，从而实现等重标记。该方法

定量覆盖率接近 85%，为现有该类方法中定量覆盖

率最高的方法。
除化学标记外，代谢水平标记也可以实现肽段

的 等 重 标 记。体 内 终 端 氨 基 酸 代 谢 标 记
( IVTAL) ［46］是在代谢水平实现等重标记的实例之

一。该方法在细胞培养时用( K6，R0 ) 和( K0，R6 )

分别培养不同的细胞; 混合后用 Lys-N 和 Arg-C 两

种酶对蛋白质进行酶切，其中一部分肽段会产生 N
端为 K、C 端为 R 的序列。这些肽段在一级质谱上

没有差异，而碎裂时会产生明显的碎片离子对，进而

实现蛋白质组的相对定量。索引离子触发二级谱离

子定量方法( iMSTIQ) ［47］是利用代谢标记和化学标

记相结合的方法实现等重标记。
基于碎片离子的蛋白质组相对定量方法的优点

在于，可以克服使用离子阱类质谱的 1 /3 效应，通过

使用特征性的碎片离子，提高定量的准确度和精密

度。然而该方法同样存在标记步骤繁多、标记选择

性和反应效率有待提高，以及二级质谱复杂度成倍

增加会降低肽段得分、进而减少可定性和定量的蛋

白质数目等问题。

2 基于稳定同位素标记的绝对定量方法

基于上述方法，实现上万蛋白质的相对定量分
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图 3 Triplex-IPTL 流程图［44］

Fig． 3 Triplex-IPTL approach［44］

a． different variations of isotopically labeled formaldehyde and cyanoborohydride for dimethylation result in labels of different masses． The combina-
tion of label“L”and“H”and“M1”and“M2”，respectively，results in peptides of the same mass and containing the same number of deuterium iso-
topes．

b． Triplex-IPTL labeling of three samples can be achieved by combining the labels ( N-/C-terminus) L /H，M1 /M2，and H /L．
c． MS /MS fragmentation pattern and correct peak assignments for b-and y-ions are depicted．

析已成为现实。然而，对于临床诊断等，仅仅知道有

哪些蛋白质是差异蛋白质尚无法满足要求，仍需要

知道目标蛋白质的绝对定量信息。
基于抗体的绝对定量方法( 如酶联免疫吸附测

定( ELISA) ) 具有很高的选择性和灵敏度，但是受限

于抗体种类，且分析通量有待提高。基于质谱的绝

对定量方法能够实现多种目标蛋白质的定量，因此

受到了广泛的关注。其中，基于稳定同位素标记的

绝对定量方法是向待测样品中加入已知量的同位素

标记的内标肽段、蛋白质或由多种目标肽段构建的

串联体，并以此衡量样品中目标蛋白质的量。
基于稳定同位素标记肽段为内标的绝对定量方

法包括绝对定量法( AQUA) ［48］、18 O 标记［31］、二甲

基化标记肽段［49］或者 mTRAQ 标记肽段［9］; 同位素

标记蛋白质为内标的绝对定量方法包括全序列重标

记蛋白质标准物绝对定量法 ( PSAQ) ［50］、绝对 SI-
LAC 方法( absolute SILAC) ［51］和全序列表达稳定同

位素标记蛋白( FlexiQuant) ［52］等; 同位素标记的串

联体为内标的绝对定量方法包括定量串联体( Qcon-
CAT) ［53］、等电串联体( iQCAT) ［54］等; 基于目标蛋白

质片段的绝对定量方法包括蛋白抗原决定基标签

( PrEST) ［55］等。上述方法的实验流程［56］如图 4 所

示。由于内标与样品混合的步骤越靠前，绝对定量

的准确度越高，因此理想的内标应该是同位素标记

的蛋白质; 该蛋白质应具有与目标蛋白质相同的三

级和四级结构、相同的翻译后修饰和已知的蛋白质

浓度［57］。
2． 1 以同位素标记肽段为内标物的绝对定量方法

AQUA 方法［48］是将待测样品酶解后加入已知

量的人工合成的含有稳定同位素标记的肽段内标物

或者用化学法标记上同位素的肽段内标物，通过比

较目标肽段和添加内标物的信号强度，得到目标肽

段的含量。由于该方法内标肽容易从商业公司获

取，因而在绝对定量中得到了极为广泛的应用。基
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图 4 基于稳定同位素稀释的蛋白质绝对定量分析

流程图( 改编自文献［56］)
Fig． 4 Stable isotope dilution strategies for absolute

quantification of targeted proteins ( adapted
from reference［56］)

于相同的原理，在体外对目标肽段进行同位素标记，

如18O［31］、二甲基化［49］或者 mTRAQ［9］标记的肽段，

也可以作为内标物加入到待测体系，用于实现目标

蛋白质的定量。
然而由于该方法是在待测样品酶解后加入内标

物，忽视了样品前处理过程引入的损失，因此定量结

果有不确定性。此外，该方法成本较高，难以实现大

量目标蛋白质的绝对定量分析。
2． 2 以同位素标记蛋白质为内标物的绝对定量方法

除了以标记肽段为内标外，还可以将目标蛋白

质全序列进行同位素标记，如 PSAQ［50］，absolute SI-
LAC［51］和 FlexiQuant［52］等方法。通过这些方法，可

以在细胞外或者细菌体内代谢合成全长的同位素标

记蛋白质。纯化后的蛋白质可以直接加入到细胞提

取液中，实现待测样品中目标蛋白质的绝对定量。
尽管采用该方法可以消除所有样品处理过程引入的

定量不确定性，但是仅适用于可溶性蛋白质的定量

分析。此外，标记过程较为复杂，难以实现大规模目

标蛋白质的绝对定量。
2． 3 以同位素标记串联体为内标物的绝对定量方法

QconCAT［53］利用了重组 DNA 技术，将多种目

标蛋白质的目标肽段模拟构建成新的蛋白质，并将

对应的质粒转入到细菌中，在含有同位素的培养液

中培养，从而引入同位素标记蛋白质。这些蛋白质

经纯化后，在酶解前加入到待测样品的蛋白质提取

液中。该方法不仅可以同时实现多种蛋白质的绝对

定量，而且可以消除酶解过程引入的误差。尽管在

理论上可以有效地产生目标肽段，但是该蛋白质与

目标蛋白质的结构不同，酶解效率也可能存在差别。

此外，由于该方法无法用于蛋白质样品酶解前的分

级过程，通常一种蛋白质只能用一条肽段去定量，缺

乏统计意义。
2． 4 基于目标蛋白质片段的绝对定量方法

Mann 等［55］结合人 PrEST 与 SILAC 方法，实现

了目标蛋白质的绝对定量。首先将 PrEST 在 E． coli
体内表达、纯化并定量后，加入到 SILAC 标记的样

品中，并通过比较两者的强度实现目标的定量。该

方法不仅可以实现多种蛋白质的同时定量，而且由

于内标物可以在样品预处理过程中加入，提高了定

量的准确度。

3 结论与展望

现有的蛋白质组定量方法种类繁多，使用范围

广泛，加速了生命科学的研究进程。然而采用这些

方法时，大部分实验过程都是离线操作。如何减少

人为操作，实现样品定量分析的在线化、集成化，进

而提高定量的通量、准确度和精密度是该领域的发

展方向之一。尽管已有许多商品化标记试剂，但是

仍需要不断发展新型标记试剂，并使其具有标记方

法简单、高效、无副反应、标记后处理简单、定量结果

准确、精密度高、动态范围宽、适用的样品类型范围

广等优点。此外，提高 LC-MS，尤其是 nanoLC-ESI
MS 的重现性，对于提高定量结果的精密度至关重

要。质谱仪扫描速度、质量精度和分辨率的不断提

高，也必将为蛋白质组定量新方法的发展提供新的

机遇。
目前稳定同位素标记的蛋白质组定量方法尚存

在一些挑战，包括如何实现低丰度蛋白质和蛋白质

异构体的定量分析、未知基因库的生物蛋白质表达

谱和翻译后修饰的动态变化分析等。这些问题的解

决，都亟须蛋白质组定量新试剂、新技术和新方法的

不断发展。
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