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摘要    金属组学是一门新兴的前沿交叉学科, 是对若干涉及金属相关生命过程的

分子机制以及对细胞与组织内全部金属离子和金属配合物进行综合研究的学科. 在
金属组学中, 生命体系中所有的金属蛋白质、金属酶以及其他含金属的生物分子统

称为金属组, 这个概念与基因组学中的基因组和蛋白质组学中的蛋白质组相类似. 
本文对金属组学中涉及的若干概念进行阐述, 并将着重介绍金属组学中的研究技术

和方法, 特别是“组和技术”, 即把一种高分辨率分离技术如凝胶电泳/激光切除、

色谱或者毛细管电泳与一项高灵敏度检测方法, 如电感耦合等离子体质谱、电喷雾

电离质谱、基质辅助激光解吸附质谱或者 X 射线荧光/吸收光谱联合起来. 并重点分

析了这些方法的优缺点以及在分离鉴别金属蛋白、磷酸化蛋白以及硒蛋白、确定金

属蛋白的结构与功能的关系和医药中的金属药物活性抗药性方面的研究中的应用.  
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1  引言 
尽管矿物元素在自然界中只是痕量存在, 但它

们在生物体系的生理和病理中起到十分重要的作用. 
至少有 20 种矿物元素, 例如铁、铜、钴、钼、硒和

锌, 是生命必需的元素; 有些元素, 例如镉、汞和铅, 
是潜在的毒素, 这类元素在细胞内的浓度必须得到

精确的控制[1]. 据估计, 每三个蛋白质中, 就有一个

需要一种金属离子(通常为过渡金属离子, 比如铜、

铁、锌或钼)作为协同因子来完成催化、调节或者结

构功能 ,  因此这种蛋白质被称为“金属蛋白质

(metalloprotein)”[2]. 某些金属蛋白质, 比如金属硫蛋

白(metallothionein), Hpn(一种幽门螺杆菌中的镍结合

蛋白)和铁蛋白(ferritin)对于细胞内的金属动态平衡 

和解毒过程起到决定性作用 [3~5]; 金属伴侣蛋白

(metallochaperone) 保 护 并 且 协 助 金 属 酶

(metalloenzyme)的功能化[6,7]; 某些金属蛋白质, 比如

Fur(ferric uptake regulator)、PerR(peroxide regulator)、
MtsR(metal transport repressor)和 NikR(nickel respon- 
sive regulator)调控细胞内金属离子浓度和输运 [8,9]; 
金属酶催化特定的酶反应, 比如核酸合成、代谢、抗

氧化等. 因此, 化学元素分析成为诸多领域, 如生物

化学、生物学、药学、药理学、营养学、农学和环境

科学等中的重要学科, 并被广泛地发展, 以便 在 分
子 层 次 上了解其对生物的重要性和毒性[10,11].  

随着 1995 年第一个生命体的基因组被测序[12], 
特别是 2000 年人类基因组的完成[13,14], 生物学中各 
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类“组学(omics)”得到长足的发展. 组学着眼于利用

大通量分子分析技术来研究生命体系中的一个特定

组分, 其中比较常见的是基因组学和蛋白质组学, 前
者侧重于生命体系的全基因序列的测定, 而后者研

究细胞、组织和器官中蛋白质的分布、结构、功能和

相互作用[15]. 目前在高通量样品分离技术, 特别是软

电离质谱的长足发展, 使得系统生物学中蛋白质组

的表征成为可能[16~18].  
“金属组(metallome)”特指对于细胞或者组织中

所有的金属离子组分的研究, 例如元素分布、自由金

属离子的平衡浓度或者在某个组织、细胞和器官中的

自由元素的组成[19~21]. 对于金属组的研究, 以及金属

组与基因组、转录组、蛋白组和代谢组的关系被称为

“金属组学(metallomics)”[22]. 对于金属组学的研究, 
通常需要特定的分析手段, 以完成体内分布、识别、

量化, 体外功能分析和生物信息学的预测(图 1)[21]. 
因此金属组学是一门跨学科的, 致力于全面系统生

物体系中金属离子的转运、利用和功能的研究, 从而

与基因组学和蛋白质组学相辅相成. 金属组学其中

一个重要的领域是金属蛋白质组学 (meta l lopro- 
teomics), 即对与蛋白质结合的金属离子功能的研 
 

 
 
图 1  金属组学涉及的实验方法 
对组织或细胞样品进行体内分布、识别、量化, 体外功能分析和

生物信息学的预测. 蛋白质混合物经过若干技术的分离后利用质

谱或者 X 射线荧光/吸收光谱进行化学元素分析. 纯化的蛋白质通

过结构基因组学平台(X 衍射或者核磁共振)和高通量 X 射线吸收

光谱识别金属蛋白质. 生物信息学利用蛋白质的一级序列结构来

预测金属离子结合位点, 在前面分析步骤中获得的信息可以修正

生物信息学的预测. 高通量 X 射线吸收光谱、序列分析以及比较

模拟对金属蛋白质进行综合分析, 能够有效地提高结构基因组学

平台的效率 

究[23~25]. 金属组学相对于基因组学和蛋白质组学而

言仍处于初级阶段, 但基因组学与蛋白质组学为金

属组学提供了大量的数据资料以及若干能快速推进

其发展的关键技术. 金属组学的几个重要研究方向：

(1) 金属蛋白质及其模拟物的结构-功能分析; (2) 环
境和生物体系中金属蛋白质的分析识别和生物痕量

元素的化学分析; (3) 金属离子的生物调控及代谢; (4) 
与痕量金属元素有关的疾病的医学诊断以及金属药

物(metallodrug)的医疗(前)应用. 蛋白质组学是在蛋

白质层次上大规模研究基因及其细胞功能 [15,26], 因
此金属组学与蛋白质组学之间的共同点是对金属蛋

白质结构与功能的研究. 由于篇幅的限制, 本综述将

着眼于硒/磷酸化/金属蛋白质的识别、金属蛋白质的

结构-功能以及金属药物的医疗应用, 同时会涉及相

关的分析技术. 有兴趣的读者可以参阅本领域的相

关文献, 一般性的(比如 Haraguchi[22], Łobinśki 等[27], 
Sun 等 [28], Chance 等 [24], Szpunar[20], Bettmer[23], 
López-Barea和Gómez-Ariza[29])或者以方法为中心(比
如 Łobinśki 等[10,17], Shah 和 Caruso[18], Aebersold 和 
Mann[16], Szpunar[30], Chance 等[31], Gao 等[32], Prange
和 Pröfrock[33]). 

2  硒/磷酸化/金属蛋白质的识别 

2.1  金属结合蛋白 

金属与蛋白质之间的相互作用在很大程度上决

定了许多蛋白质的功能以及金属药物的药效. 金属

离子结合到蛋白质分子的正确位置上依赖于一系列

的调控过程, 包括金属伴侣蛋白质的运输和协助. 金
属组学的一个重要目的是识别金属蛋白质(金属酶、

金属输运蛋白质和金属应激蛋白质), 特别是蛋白质

的金属结合位点, 证实生物体系中存在金属蛋白质

以及金属/蛋白质结合比例.  
两维电泳(2DE)常被用来分离生物体系中的蛋白

质组分, 而金属鳌合亲合层析柱(immobilized metal 
affinity chromatography, IMAC)可被用来预分蛋白质

组分[25,34], 从而提高蛋白质分离的效果. 作者曾经从

幽门螺杆菌中利用 IMAC 和 2DE 分离鉴定了 22 个镍

结合蛋白, 这些蛋白主要参与细胞进程、氧化应激和

细菌代谢[35]. 利用相似的方法, Sarkar 和同事从肝癌

细胞株HepG2中分离鉴定了 67个铜及锌结合蛋白质, 
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其中大部分蛋白质具有金属结合位点, C(X)nC (n = 
2~4)或者 H(X)mH (m = 0~5)[36,37]. 上面的研究结果验

证了金属组学对于搜索与金属动态平衡相关的蛋白

质是非常有效的.  
Nielsen 等人开创了将凝胶电泳 / 激光切除

(GE-LA)技术与电感耦合等离子质谱(ICP-MS)技术联

合使用的新技术(GE-LA-ICP-MS), 因其具有较高的

解析度而引起了人们的关注[38]. 在电泳分离阶段, 必
须考虑到十二烷基磺酸钠的浓度、pH 值以及电场大

小, 以求达到最理想分辨率的同时保持金属-蛋白质

复合物的自然状态. 在传统的电泳检测方法后, 利用

放射自显影的方法对凝胶电泳进行检测. 这项技术

的最大限制在于必须使用放射性标记的金属进行分

析. 相对来说, LA-ICP-MS 是一种更为简便的方法, 
因此是一种更具竞争力的替代检测方法. 随着检测

下限下降到千万亿分之一摩尔, 且生物材料中有充

足形态的微量元素, 可以利用自然界的同位素以及

多种元素同时检测的技术 . 在一个标准的 GE-LA- 
ICP-MS 实验过程中, 约束在一维或二维蛋白胶上的

激光束通过切割或者打洞的方式分离出样品, 并在

连续氩气的作用下转入 ICP-MS 进行质谱鉴定[38,39]. 
这种方法的有效性通过藻青菌中的一个研究较为透

彻的锌和镉结合金属硫蛋白进行了验证, 并用来寻

找和确认大肠杆菌细胞质中的锌和镉结合蛋白 [40]. 
值得注意的是金属蛋白质复合物与共价键的蛋白质

在蛋白胶中的解析度差别较大, 这使得非变性电泳

的解析度成为 GE-LA-ICP-MS 应用中的瓶颈.  
现在, 由于第三代同步辐射微探针光束仪器的

使用以及方法的改进 , 使得同步辐射 X 射线荧光

(XRF)更多地被用于检测单个细胞活细胞区室[27]. 当
原子受到足够能量的基础 X 射线的撞击后, 核内的

电子被撞击出去, 使核处于激发状态, 激发态的核可

以发出特征性的射线, 随后会出现灭磁, 这就可以提

供照射区域样品的元素组成[41]. X 射线微光束有很高

的空间分辨率(约为 0.1 µm), 且样品深度可达 1 mm, 
可以用来对细胞内痕量元素分配定位的分析, 例如

利用痕量元素 Fe, Zn 与 P, S, Cl, K 通过 XRF 微光束

检测绘制酿酒酵母以及人类癌细胞的化学图谱 [42]. 
同样的方法也应用于亚细胞结构的线粒体及高尔基

体中的铜离子定位[43]. 在 XRF 实验后加上如液相色

谱或凝胶电泳的分离试验来检测生物样本中所含金

属离子. 对脐橙的蛋白条带的扫描发现其含有 Ca, Cu, 
Fe, K及Zn, 随后通过火焰原子发射/吸收光谱法对其

定量检测. 在另一个实验中, 对人类肝脏中癌细胞金

属蛋白的分布进行了检测[44~47], 通过等电聚焦对肿

瘤的线粒体、细胞液及其周围正常组织的线粒体细胞

液含 Zn, Cu, Fe 及 Mn 的蛋白质进行分离, 并通过

XRF 进行检测. 结果发现, 对于胞浆蛋白, 肿瘤组织

的条带比周围正常组织的条带要低, 而在线粒体中

的金属蛋白, 两个组的结果相近. 这指出了不同金属

离子的分配可能会影响肝组织中肿瘤的生长[46].  
有些组织是通过螯合过剩的金属离子以保护其

自身免受重金属离子的毒害. 如富含半胱氨酸的一

个小蛋白(约 6~7 kDa)–金属硫蛋白[4]. 蛋白质对于生

命必需金属如 Zn2+, Cu+或者毒性金属(Cd2+、Hg2+、

As3/2+)的代谢、体内平衡控制、解毒等功能都是所必

需的[48~51]. 如幽门螺旋杆菌中含有镍的酶―脲酶以

及氢化酶. 这两种酶的活性对于幽门螺杆菌在极端

酸性的胃环境中的生长是必不可少的[9]. 但是, 高浓

度的镍离子对其却是有毒的, 所以体内需要一系列

的蛋白去维持镍离子的浓度. 幽门螺杆菌合成了一

种与众不同的富含组氨酸的蛋白, Hpn(图 2)[49,52]、一

个富含组氨酸及谷氨酸的与 Hpn 类似的蛋白 Hpnl[51]

以及一个末端富含组氨酸和半胱氨酸的 GroES 分子

伴侣 HspA[48]. 当有过剩的镍离子存在的条件下, Hpn
及 Hpnl 的翻译都不受镍调控蛋白(NikR)的调控[53]. 
一个敲除了 hpn 基因的幽门螺旋杆菌细胞株, 对 Ni2+

与 Bi3+的敏感性比野生型的幽门螺旋杆菌要高 4 倍. 
这说明了它潜在的通过螯合多余金属离子以缓解毒

性的作用. 在中等浓度条件下(Kd = 7.1, 1.1 及 3.8 
µmol·L−1), Hpn, Hpnl 与 HspA 分别与 5, 2 及 2 摩尔倍

数的镍离子结合. 镍离子是可逆结合的, 与螯合配体

EDTA 及环境中的 pH(对应于 Hpn、Hpnl 及 HspA,  
pH1/2 约 6.3, 4.6 及 3.8)相关. 与之相反的是 Bi3+离子

的结合是不可逆的. 凝胶过滤质谱法与非变性电泳

都证明了 apo-Hpn, Hpnl 及 HspA 分别存在高分子量

聚合物或者是在溶液中有一系列的高分子量聚合物. 
Bi3+与蛋白的结合会改变其四级结构, 使之从七聚物 
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图 2    
通过金属组学的方法对低聚物的形成以及富含组氨酸的 Hpn 的金

属结合能力进行研究[49,50]. Hpn 洗脱图(利用 ÄKTA explorer 100 
FPLC 系统对 280 nm 吸收进行连续监控, 柱子为 Superose 12 
(10/300)), 洗脱液含有 20 mmol·L−1 HEPES, pH 7.4, 500 mmol·L−1 
NaCl, 500 mmol·L−1 咪唑以及 5 mmol·L−1 DTT. (a) Hpn 蛋白非变

性电泳相同的图; (b) 通过平衡透析以及 ICP-MS 研究蛋白的金属

结合能力 
 

变成了二聚物. 这暗示了铋离子可能干涉 HspA 的生

物功能. 含有 hpn 基因的大肠杆菌的菌株比不含有

hpn 基因的大肠杆菌在 Ni2+压力的情况下生长得更快. 
与之对应的是, 在 Cu2+、Zn2+存在的条件下, 两种菌

株的生长情况基本相同[49,50]. 这些实验说明了Hpn对
镍的储存及高浓度时的保护有一定影响[9,54]. 使用

Ni2+过剩的 M9 培养基对大肠杆菌菌株 BL21(DE3)培
养, 其细胞表达的 HspA 有野生型及 C 末端缺失的突

变型, 暗示了 C 末端可能在高浓度 Ni2+存在的情况下

对细胞起到保护作用. 但大肠杆菌在高浓度 Bi3+条件

下呈现的是相反的结果. 因此 HspA 可能扮演了双重

角色：在镍离子不足的条件下, 它能够通过给出自身

的 Ni2+以促进其它蛋白对镍离子的获得; 而在镍离子

过剩的条件下, 可螯合镍离子以解毒. 同时 HspA 也

可能是铋离子治疗幽门螺杆菌引起的胃溃疡的潜在

靶位点[48]. 敲除大肠杆 hpnl 基因的实验结果暗示了

Hpnl 在外部镍离子浓度高时起到了一定作用. Hpnl
可能扮演了结合 /储存或是在高镍浓度时的解毒作 
用[51]. 因此我们实验课题组所得的数据揭示了幽门

螺杆菌中富含组氨酸的蛋白质都有如下特征与作用：

形成低聚物、保护细胞免受金属毒害以及保存/功能

伴侣的作用.  

2.2  磷酸化蛋白 

翻译后修饰(PTM)可以改变酶的活性、结合位

点、以及蛋白的结构. 在翻译后修饰的各种类型中,
蛋白的磷酸化是最常见的, 蛋白质的磷酸化就是在

丝氨酸(约 90%)、色氨酸(约 10%)以及酪氨酸(约
0.05%)的侧链添加磷酸酯基团. 从生物学角度来看, 
磷酸化是蛋白质最重要的共价修饰, 错调磷酸化与

人类病理学密切相关, 因此它成为最值得研究的翻

译后修饰种类[55]. 磷酸化是可逆的且迅速的, 它可以

精确地改变蛋白的性质, 因此影响许多关键的步骤, 
如蛋白-蛋白之间的相互作用、细胞信号、细胞骨架

的重新利用、细胞周期以及细胞间的相互作用[56]. 因
此, 对蛋白磷酸化程度的研究是十分重要的. 对蛋白

磷酸化位点的了解可以揭示潜在的药物靶点以及有

助于全面地了解生物系统网络. 传统地对磷酸化的

研究是通过对 ATP或磷酸盐中的放射性元素 32P或者
33P 与蛋白的共价结合来研究的. 但这种方法有其固

有的缺点, 因此, 非放射性元素的方法被逐渐开发与

改进.  
磷酸化研究最大的问题就是磷酸化通常都是非

常低计量的, 动态范围也有限, 高度复杂化的同时却

难于定量[57]. 至于其复杂性, 磷酸化的一个数据库

(http//www.phosphosite.org)至 2008 年 12 月已经列出

了超过 55000 个磷酸化位点, 且这一数字还将不断升

高. 磷酸化的动态范围十分大(约 109), 在细胞中, 有
的磷酸化的蛋白有上亿个拷贝, 有的磷酸化蛋白只

有几个. 因此在对整个细胞或者组织溶解并对蛋白

质进行消化后, 对所有磷酸肽的检测几乎是不可能

的. 因此必须选择性地浓缩磷酸化的蛋白/肽, 其中

较成熟的方法包括：抗磷酸化酪氨酸抗体[58]、金属亲

和层析(IMAC)[59]、化学修饰[60,61]和强阳离子交换色

谱法(SCX)[62]. 图 3 总结了若干过去几年中最重要的

工作. 用高结合力的抗磷酸化酪氨酸抗体与酪氨酸

磷酸化蛋白/肽结合的免疫共沉淀的方法, 通常特异

性好且回收率量较高. 但同样的方法应用于丝氨酸、

色氨酸蛋白磷酸化的检测却难以得到较好的结果 , 
主要是因为这两种抗体结合能力较低. 总体来讲, 研
究丝氨酸、色氨酸以及酪氨酸蛋白磷酸化, IMAC 可

以说是最佳的方法[63], 这种方法通过 32P 或 33P 放射

性标记检测, 可以回收总细胞 90%的磷酸化蛋白[64]. 
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图 3  定量磷酸化蛋白质组学时间轴发展里程碑 

 
磷酸蛋白/肽带负电荷的磷酸基团与氰基乙酸(NTA)
或者亚氨基二乙酸(IDA)结合的硬金属离子, 如 Fe3+、

Ga3+、Al3+[65]以及 Zr4+ [66]通过静电相互所用以及配位

作用键合. 通过严格控制实验条件或者通过盐酸饱

和甲醇甲基酯化羧酸以减少酸性氨基酸谷氨酸以及

天冬氨酸的肽链与 IMAC 的非特异性结合[67]. 
基于水溶性磷酸盐选择性地与多空微球双齿结

合[68], 二氧化钛(TiO2)逐渐成为最常用的富集磷酸化

蛋白/肽的的方法, 特别是样品经过 2, 5-二羟基苯甲

酸(DHB)处理, 能有效地降低 TiO2 的非特异性结合. 
因此, 可以不需要通过化学修饰样品就可以富集磷

酸化肽[69]. 这种方法所需要的准备时间较短, 且相比

金属离子亲和树脂层析效果更好. 新兴的磷酸化蛋

白质组工具 , 特别是基质辅助激光解吸附质谱

(MALDI)以及电喷雾电离(ESI)质谱 [57,65], 逐渐取代

了传统的运用艾德曼测序以及 32P 磷酸化肽绘图对磷

酸化位点的定位, 推动了全磷酸化蛋白质组研究的

进展[70]. IMAC 以及 TiO2 都能无缝的与纳米液相色谱

仪、ESI、MALDI-MS/MS 或电子转移分离 (ETD) 
MS/MS 联合使用[71], 使得分离与鉴定的重复性较好, 
可以检测分离低至千万亿分之一摩尔范围的磷酸化

肽[68,72,73].  
强离子交换色谱法(SCX)是一种代替金属离子为

基础的富集方法, 它可以为随后的质谱(MS)分析分

离磷酸化的肽段 [62,29]. 样品与强离子交换色谱柱结

合主要是依靠负电基团与正电基团之间的相互作用. 
如果加样是在强酸条件下(pH 约为 2.7), 羧酸呈中性, 
只有赖氨酸、精氨酸、组氨酸以及肽链的 N 端带一

个正电荷, 磷酸基团保持带负电, 胰蛋白酶水解得到

C 末端为赖氨酸、精氨酸的肽链. 因此, 大多数胰蛋

白酶解的未磷酸化肽链的净电量为+2, 而磷酸化的

肽链总电量从+2 降到了+1, 因此相对未磷酸化肽链, 
其对应的磷酸化肽链与 SCX 树脂结合能力减弱. 增
加洗脱液中盐浓度, 可以使磷酸化的肽链先于未磷

酸化肽链洗脱出来, 因此可以选择性地富集. 这项技

术的一个缺点是需要大量的原材料(数十毫克的蛋白), 
不能用于少量或数量有限的样品检测.  

对复合生物样品的检测时, 单一的富集步骤往

往无法得到足够特异性以及回收率. 每一种金属元

素富集磷酸化的肽链有轻微的不同, 多种金属离子

在一次 IMAC富集同时使用, 可能可以得到最大范围

的结果. 同时, 两次甚至三次联合使用 IMAC/TiO2、

IP 以及 SCX 富集可以提高对磷酸化肽链的检测. 例
如, 抗磷酸化酪氨酸 IP 与 IMAC 联用分析酪氨酸磷

酸化被成功地应用于小鼠脂肪细胞、人类 Jurkat 细

胞、以及人类乳腺癌表皮细胞的表皮生长因子受体

(EGFR)信号网的检测[65].  
ICP-MS 的引进为蛋白质磷酸化的研究提供了新

的方法, 它具有对元素的高选择性、高灵敏度以及与

结构无关反应 , 能够得到明确的定性定量的结果 . 
Wind 等人[74~79]开创了平行使用 ICP-MS 和 ESI-MS, 
并且与毛细管液相色谱(µLC)无缝联用, 以研究 31P
特异性检测以及分子量的确定. µLC-ICP-MS 检测的

最低限度约为 0.1 pmol 磷酸肽链. 在一个研究中, 31P
以及 32S 作为磷酸化的内标, 而 32S 作为去磷酸化的

内标. 通过 µLC-ICP-MS检测得到 31P与 32S比值, 并
转化成为磷酸化程度的值. ESI-MS/MS基于蛋白质特

征性片段化模式用于鉴定磷酸化的残基, 从而在 Plxl
与 Plkl 中分别找到三个和一个新的磷酸化位点[77]. 
类似的方法(µLC-ICP-MS 加上 nano-LC-离子阱质谱 
(ITMS))被用于检测人类脑脊髓液蛋白磷酸化 [80]. 
GE-LA-µLC-ICP-MS 也被用来鉴定磷酸化蛋白 [75], 
这项技术对于 31P 信号强度与磷出现在凝胶电泳的量

的相关性很好. 联合使用 µLC-ICP-MS 和 ESI-MS 是

生物研究中最行之有效的方法. 毛细管液相色谱有
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许多优点, 如高分离效率、溶剂消耗率低以及所需样

品量小. 然而, 大多数现有的 µLC-ICP-MS和ESI-MS
的耦合系统都是相关实验室自己开发的系统, 只有

能够达到商业化才能得到广泛应用.  

2.3  硒蛋白 

硒是生命活动所必不可少的元素, 但过量的硒

却是有毒的 . 在生物体系中 , 硒以无机物的形式如

Se(Ⅳ) (亚硒酸盐, SeO3
2−), Se(Ⅵ) (硒酸盐, SeO4

2−), 
硒化物(如 HgSe), 或者形成一系列具有不同分子量

和电荷数的有机硒化合物, 例如从最简单的 MeSeH
到复杂的硒蛋白[81]. 硒化酵母中有超过 20 种的硒化

合物, 包括硒半胱氨酸、硒甲硫氨酸、甲基硒代半胱

氨酸、腺苷硒代人属半胱氨酸以及无机物[81].  
硒半胱氨酸(Sec)通常由遗传密码子 UGA 编码, 

这个密码子通常是作为终止信号, 但是受到具有茎

环结构的真核生物以及古细菌 3’端 RNA 非编码区或

细菌编码区 (也就是所谓的硒半胱氨酸插入序列

(SECIS)元素及相关的核糖体机制改编程序)刺激下, 
重新翻译成为硒半胱氨酸 [82]. 由于某种未知原因 , 
SECIS 元素在真核生物、细菌以及古细菌中并不存在

高保守的初级序列或者二级结构. 因为 UGA 最常见

的功能就是作为蛋白的终止密码, 现有的基因注释

也只是将 UGA 记载为终止密码子. 因此, 在蛋白质

预测中硒蛋白读码框经常被错译或者是漏译.  
一种基于鉴定 SECIS 元素或其同系物以及编码

潜在 UGA 密码子的算法被发展成为哺乳动物硒蛋白

基因信号的标准[83]. 利用该方法, 在人类、小鼠以及

大鼠基因中鉴定出十六种已知的硒蛋白以及六种新

的硒蛋白(表 1)[83], 只有两种已知的哺乳动物硒蛋白  
 

表 1  Kryukov 等报道的人类硒蛋白基因[83] 

Selenoprotein Chromosomal location No. of exons No. of amino acids  
in the protein Sec location 

Thyroid hormone deiodinase 1; THD1 1p32.3 4 249 126 

THD2 14q31.1 2 265 133 
THD3 14q32 1 278 144 
Glutathione peroxidase 1; GPx1 3p21.31 2 201 47 
GPx2 14q23.3 2 190 40 
GPx3 5q33.1 5 226 73 
GPx4 19p13.3 7 197 73 
GPx6 6p22.1 5 221 73 
Selenoprotein H; SelH 11q12.1 4 122 44 
SelI 2p23.3 10 397 387 
SelK 3p21.31 5 94 92 
SelM 22q12.2 5 145 48 
SelN 1p36.11 12 556 428 
SelO 22q13.33 9 669 667 

SelP 5p12 4 381 59, 300, 318, 330, 345, 
352, 367, 369, 376, 378

SelR; methionine-R-sulfoxide reductase; MsrB 16p13.3 4 116 95 
SelS 15q26.3 6 189 118 
SelT 3q24 6 182 36 
SelV 19q13.13 6 346 273 
SelW 19q13.32 6 87 13 
Sep15 1p22.3 5 162 93 
Selenophosphate synthetase 2 − − 448 60 
Thioredoxin reductase 1; TrxR1 12q23.3 15 499 498 
TrxR2; TGR 3q21.2 16 656 655 

TrxR3 22q11.21 18 523 522 
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没有被找到, 这是由于人类基因组序列中 SPS2 基因

的缺失以及硫氧还蛋白还原酶 2 中罕见的 SECIS 元

素. 其中的谷胱甘肽过氧化酶 6(GPx6)是通过同源性

搜索人类基因组鉴定的. 半胱氨酸取代型的小鼠与

大鼠 GPx6 解释了其无法直接通过此算法鉴定[83]. 随
后的实验通过用 75Se代谢标记细胞证实了 Sec插入新

鉴定的硒蛋白中. 进一步的统计分析表明生物信息

学的方法鉴定了所有人类以及啮齿动物基因组中所

有常见的硒蛋白. 生物信息学鉴定出了人类基因组

以及 EST 数据库中 10 个新的人类硒蛋白基因, 这些

蛋白在人类基因组注释中没被正确预测或未被预测

到[13,14]. 
硒蛋白中相对较强的碳与硒之间的共价键使得

在十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( S D S - 
PAGE)、2D 电泳或者放射自显影的时候硒不容易丢

失. 通过在硒缺乏的动物体内加入 75Se 示踪剂的方 
法找到了 28 个分子量在 8~116 kDa 之间的含硒蛋 
白 [84,85]组织之间的差异性, 说明了特定组织中含硒

蛋白有其特殊的功能. 亚细胞结构间也存在差异性, 
说明一些硒蛋白对细胞内一些不同的活动起到一定

的影响作用[84,86]. 尽管这种方法灵敏性高, 但还是需

要用到放射性元素, 因此无法用来进行人体实验. 另
一种常用的方法是在ESI MS/MS鉴定前利用 ICP-MS
监视纯化硒复合物前体[87], 这种方法鉴定出甘蓝根

中的硒-甲基化硒甲硫氨酸、葱和蒜中的 γ-谷酰-硒-
甲基化硒半胱氨酸、巴西坚果中的一种含硒肽链、以

及香菇中的硒复合物[30]. 虽然非变性电泳分辨率不

高, GE-LA-ICP-MS 并不是最理想的鉴定金属蛋白复

合物的方法, 但它在鉴定硒蛋白(含硒半胱氨酸)以及

含硒蛋白(含硒甲硫氨酸)中非常有用. 用这种方法在

被硒污染的地区的水鸟的胚胎与鱼类卵巢鉴定出许

多与含硒蛋白条带 [88]. 在红细胞中通过 1D GE- 
LA-ICP-MS 鉴定出一条含谷胱甘肽过氧化物酶的条

带[39].  
目前为止, 总共找到 22 种哺乳动物的硒蛋白[89], 

几乎所有都只有一个 Sec 残基. 其中比较重要的包

括：硒状态生化指标的主要蛋白—— 硒蛋白 P[90], 硒
酶如谷胱甘肽过氧化物酶(催化过氧化物降解)、1 型

碘代甲腺原氨酸脱碘酶(催化甲腺素脱碘成为三碘甲

腺原氨酸)以及硫氧还原蛋白还原酶(触发细胞信号中

的氧化应激反应). 这些硒蛋白质的功能特点已经被 
详尽研究, Sec 通常都出现在酶的活性位点. 这些 
酶与其半胱氨酸取代型的酶相比活性提高 10~100 倍, 
这很可能是因为 Sec 独特的电离以及氧化还原性 
质[82].  

3  金属蛋白质的结构-功能研究 
对蛋白结构的描绘是理解其功能以及结构与功

能之间联系的基础. 传统的研究结构的工具是 X 射

线结晶[91]与核磁共振(NMR)[92]. 其他的一些技术, 如
穆斯堡尔谱、X 射线吸收光谱测定法(XAS), 电子顺

磁共振(EPR)、共振拉曼光谱(RR)以及磁圆二色谱

(MCD)在金属蛋白中金属结合位点的详细结构特征

研究中是必须的 [32,93~95]. 在本文中 , 我们集中介绍

XAS 在金属蛋白的结构-功能研究中的应用. 对于

RR、MCD、EPR 或者穆斯堡尔谱进行的类似研究, 读
者可以参考其他针对性的综述[94,96~99].  

X 射线吸收光谱(XAS)是一种非侵入性技术 ,  
其原理是分析同步加速辐射源产生 X 射线的光子, 
被元素吸收后获得的光谱, 接着检测所产生的荧光

强度. X 射线吸收光谱是根据 X 射线的能量, 分成两

个区 , 靠近边缘 (XANES) 和远离边缘 (EXAFS). 
XANES 给出了氧化状态、共价键、位点分子对称性

以及配位数的信息; 而 EXAFS 给出的是关于金属结

合环境, 如配位数目、配体的识别(配位的元素如 O、

N、S)以及金属与各自配体的距离的结构信息 [32]. 
XAS 可以方便地检测环境与生物样品中金属与金属

配合物结构-功能的关系, 如空间布局、元素的化学形

态、金属的氧化状态. 例如, 该方法被用来研究人类

肺细胞[100,101]中 Cr(VI)随时间摄取与分配以及人卵巢

细胞[100,101]中 Cr的氧化状态. 结果发现在体外铬酸盐

复合物的可溶性几乎决定了铬的氧化状态：在细胞中

可溶的 Cr(VI)盐被还原成为 Cr(III), 而当细胞暴露于

不可溶的(微溶的)铬酸盐复合物时有部分 Cr 仍保持

Cr(VI)[101].  
其他结构检测方法如 NMR 和 X 射线结晶学, 这

些技术可以联合或者作为一个补充被运用于鉴定金

属环境 . 考虑到原子核内部测定的高精确性 (从
0.0001~0.001 nm), EXAFS 非常适用于检测金属结合

位点发生的氧化还原或底物结合变化时, 因为这类
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反应结构的改变通常小于 0.01 nm, 远超出了蛋白质

结晶谱学的精确值(大约 0.15 nm)[32,102]. 通过联合使

用 EXAFS、前稳态动力学和计算群论化学的技术, 得
到了锌催化位点的配位数、结构以及伴随的金属配位

键的键长的改变[103]. XAS可与NMR联合使用解析溶

液中金属蛋白的结构. NMR 能够提供金属蛋白质中

的质子间距离、二面角以及原子内向量这些结构信息. 
单独使用 NMR 确定金属中心是不可能的. EXAFS 的

数据提供了一些缺失的信息, 正如在研究细菌中铜

转运蛋白中所体现的[104].  
阿尔茨海默氏病(AD)是一种神经逐步退行性疾

病, 伴有 β-淀粉样蛋白 (Aβ, 含有 42 个氨基酸) 沉积. 
Aβ 通常是以可溶的形式出现在生物液体中, 它的结

构从自然状态过渡到 β片层聚集形态, 并伴随并行增

加神经毒素的功能. 越来越多的证据表明在 AD 影响

的大脑中, 过渡金属如铜、铁参与了淀粉样蛋白沉淀

升高的反应, 铜在 Aβ 中准确的结合位点可能是 AD
病因的关键[105]. 目前XAS对Aβ(1–40)-Cu2+的研究发

现, 蛋白质与金属离子之间是以 1︰1 的比率结合, 
说明 Cu2+可能与三个组氨酸(His6、His13、His14)上
三个氮键合(键长 0.185~0.194 nm)以及两个氧原子

(一个键长 0.200 nm, 来自 Tyr10; 另一个键长 0.191 
nm, 属于一个水分子或是另一个氨基酸)相连的[106].  

为了了解金属插入的过程, 簇合物的形成以及

在不同生长阶段金属蛋白的表达调控, 可以采用高

通量的 XAS 技术[31,107,108]. 迄今为止, 这一领域所有

已公布的工作都与结构基因组学有关, 其目的是确

定一个蛋白功能家族中至少一个蛋白 3D 结构, 从而

为家族的其他蛋白提供一个模板[23]. 迄今, 结构基因

组中心从纯化蛋白到最后 3D 结构的确定, 成功的比

率仅约为 10%~15%[109]. Scott 和同事设计了一个一英

尺宽的聚碳酸酯材质的具有 25 孔, 每空直径 1.5 mm
的样品固定装置, 放入 XAS 液氦低温器[108]. 在最初

的研究计划中, 焦酚火球菌 2200个开放读码框(ORF)
中的大部分通过高通量技术被克隆纯化, 并用 X 射

线结晶或 NMR 的方法对其结构进行检测. 每次操作, 
可以对 25 个开放读码框检测样本同时进行, 样品量

只需要 3 µL. 通过 X 射线荧光检测金属离子 Co, Ni, 
Cu, Zn 的分布, 继而通过 XANES 以及 EXAFS 进一

步分析, 得到的关于金属结合位点的结构可以用以

构建一个金属结合位点序列的数据库[108].  

4  金属药物的临床应用 

4.1  抗幽门螺杆菌的铋金属药物 

铋为基础的三联疗法已普遍应用于治疗与幽门

螺杆菌(H. pylori)感染相关的胃炎、胃溃疡[3]. 铋离子

能伴随协同阴离子与人类转铁蛋白(hTF)以及乳铁传

递蛋白的 N 以及 C 端的结合位点紧密连接[110,111]. 
Bi2-hLF 复合物阻断了大鼠 IEC-6 细胞对 59Fe-hLF 的

摄取, 表明装入了 Bi3+的 hLF 能通过“受体介导的内

吞作用”被蛋白受体识别并摄取进入细胞[111]. 已知

病人的胃的分泌液中有大量的 hLF 以及胃酸, Bi3+可

能因此阻挠铁的代谢或是在细菌中与蛋白质或酶相

互作用. 对 Bi3+竞争性与人类朊蛋白或 hTF 结合的研

究表明, 即使把朊蛋白的量提高到 13 倍, 超过 70%
的铋离子仍是与转铁蛋白结合[112]. 因此 hTF 是在血

浆中 Bi3+的主要运输者, 意味着它在铋的药物学研究

中扮演了重要的角色.  
病原微生物, 如幽门螺杆菌, 能产生大量的酶类, 

因此人们认为铋金属抗溃疡药物主要是通过抑制酶

的活性实现的. 铋已经证实可以抑制幽门螺旋杆菌

中许多酶类, 如胞浆酒精脱氢酶(ADH)、F1-ATP 酶以

及脲酶[113]. 它能与酵母酒精脱氢酶的硫醇基团结合, 
使得多聚体的酶逐步分解, 从天然状态的四聚体变

成二聚体[114]. 还发现铋金属复合物可能是通过阻断

底物进入活性酶位点[115]来抑制脲酶[116].  
金属蛋白质组学的技术, 例如 2DE, MALDI/ESI- 

MS 和 ICP-MS, 常用于金属药物与疾病病原学、病理

学相关的分子靶位点的检测[28]. 我们对未加入以及

加入胶体次枸橼酸铋(CBS)处理的幽门螺杆菌的蛋白

质组进行了比对分析[117]. 发现通过 CBS 处理后有八

种蛋白的表达量出现了上调或下调的变化. 其中四

种蛋白(HspA, HspB, NapA 以及 TsaA)同时是铋结合

蛋白, 暗示了抑制作用与直接与铋结合间存在着某

种联系. HspA 被证实可以与 Ni2+以及 Bi3+结合, 而这

种蛋白在调节 Ni2+体内动态平衡中起到重要作用[48]. 
幽门螺旋杆菌的细胞经过铋离子处理后脂质过氧化

氢物与氯高铁血红素的增加证实了铋离子能降低氧

化应激. 铋离子还导致了蛋白酶活性近八倍的下降. 
因此, 酶活性的抑制、调节细胞氧化应激和干扰镍的
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动态平衡可能是铋金属抗幽门螺杆菌分子机制的关

键[117].  

4.2  抗肿瘤铂金属药物 

顺铂与卡铂已被世界范围内用于治疗多种恶性

肿瘤, 尤其是睾丸癌和卵巢癌[118~120]. 它们被认为有

类似的抗肿瘤机制, 也就是通过铂结合核 DNA 上的

鸟嘌呤位点从而产生 DNA 内链交联以及 DNA 弯曲, 
导致细胞的程序性死亡[121]. 顺铂是通过被动扩散或

主动转运(通过铜转运蛋白 Ctrl)进入细胞的 [122,123], 
这可以解释其有高系统毒性以及许多肿瘤产生的耐

药性[124]. 因此需要发展一种智能的肿瘤特异性分配

系统[125], 将铂金属药物包裹于大分子中, 例如瓜环

与脱铁铁蛋白[126], 被证实有以下两个优点：(1) 防止

药物被如谷胱甘肽、含硫醇蛋白这类亲核体降解; (2) 
通过加强渗透以及保留影响提高药物对肿瘤特异性

地识别[127].  
虽然铂与核酸之间的相互作用十分重要[121], 但

只有很少一部分的顺铂与核 DNA 反应; 依据不同位

点结合间的动力学平衡[128~130], 铂-蛋白复合物实际

上决定了是激活抗肿瘤物质还是使药物失活[124]. 当
铂复合物如顺铂、逆铂、卡铂或奥沙利铂以 3︰1 摩

尔比计入蛋白溶液后 ,  在电喷雾质谱中单铂-细胞 
色素 c (cyt c)物种为主要成分[131]. 因为铂(II)具有 
“软”的特点, 因此在 cyt c 中唯一的一个 Met65, 被认

为是优先的结合位点, His26与His33提供二级的结合

位点. 对牛红细胞超氧化物歧化酶(beSOD)X 射线晶

体结构分析意外地发现铂与 His19 的 Nε、两个氯离 

子以及一个松散结构的水分子结合(图 4 (a))[132]. 这
个发现说明 beSOD 与铂的结合比较特殊, 也就是遵

循氨配体从铂释放; 这个发现同 Deubel 等人的理论

研究相符[133]：在特定的大分子微环境下, 氨的缺失

是可行的, 可能代表了顺铂的一个灭活途径, 因为两

个氨配体是所谓的“非离开群体”, 是铂药物生物活性

所比需的[128]. 同一个实验课题组所做的一个类似的

研究中[134], 铂被发现在鸡蛋的溶菌酶中与 His15 的

Nε 结合, 两个氨分子还有一个可能存在的松散水分

子结合(图 4 (b)). 两个研究中铂结合位点的不同暗示

了特定的蛋白微环境确定氨还是氯被释放[133]. 这两

个铂蛋白的结构提示了组氨酸残基可能是铂的结合

位点, 但对于铂(II)药物优先与氮还是含硫基团结合

仍存在着争论[129,130,135,136], 我们无法排除其他的因素

使得这两种蛋白与众不同.  
甲硫氨酸与组氨酸残基早已被认为与铂药物的

活性有很大联系, 对药物蛋白在蛋白质组水平上相

互作用的探索对了解含铂药物耐药性的分子研究有

很大帮助. 对人类铂敏感与耐铂的卵巢癌细胞系进

行了金属组学的研究, 有多组与铂耐药性相关的蛋

白已经被确定[137~139]. Britten 和同事应用表面增强激

光解析离子化飞行时间质谱(SELDI-TOF-MS), 找到

了两个只出现在耐铂药物卵巢细胞而不出现在铂敏

感细胞系中的候选生物标签(m/z 5041 和 7324)[137]. 
2DE 与 MALDI-MS 帮助识别差异蛋白的表达[138,139], 
发现九种蛋白具有持续的变化, 包括 annexin A3以及

IV, 细胞角蛋白 8 及 18, destrin, 醛脱氢酶 1, cofilin 1, 
GSTO1-1 以及 IDHc. 对这些表达过度或不足的蛋白  

 

 
 

图 4  牛红细胞超氧化物歧化酶(beSOD) (PDB: 2AEO; (a)) 以及蛋清溶菌酶(PDB: 2I6Z; (b)) X 射线结构 
铂(II)结合位点的变型平面突出表示. 在铂化 beSOD中铂(II)原子与组氨酸 19, 两个氯离子以及一个水分子(Pt–O 长度, 0.352 nm)结合; 在
蛋清溶菌酶中铂与组氨酸 15 以及两个氨分子、一个水分子(Pt–O 长度, 0.391 nm)结合 
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序列的分析将十分有意义, 可能会发现新的蛋白标

签, 以及发展新的治疗方法. 

5  展望 
金属组学是一门新兴的前沿交叉学科, 它与生

物催化、环境化学、药物化学、植物生物化学/生理

学以及营养学相互交叉. 它致力于对通过对基因、蛋

白、新陈代谢以及生物系统中其他生物分子的研究来 

了解生物体功能的分子机制. 有以下一些具体的问

题亟待解决：(1) 金属蛋白质的结构-功能分析; (2) 
生物体系中金属蛋白质的分析识别和生物痕量元素

的化学分析; (3) 金属离子的生物调控及代谢; (4) 与
痕量金属元素有关的疾病的医学诊断以及金属药物

的应用. 随着金属组学技术的发展, 如体内研究技、

体外功能研究技术以及生物信息学分析, 将会为以

上问题提供解答.  
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Abstract: Metallomics is an emerging scientific area integrating the research fields related to the understanding of 
the molecular mechanisms of metal-associated life processes and the entirety of metal and metalloid species within a 
cell or tissue type. In metallomics, metalloproteins, metalloenzymes and other metal-containing biomolecules in a 
biological system are referred to as metallomes, similar to genomes and proteomes in genomics and proteomics, re-
spectively. This review discusses the concept of metallomics with a focus on analytical techniques and methods, par-
ticularly the so-called hyphenated techniques which combine a high-resolution separation technique (gel electropho-
resis/laser ablation, chromatography or capillary electrophoresis) with a highly sensitive detection method as ele-
mental (inductively coupled plasma, ICP) or molecular (electron spray ionization (ESI) or matrix-assisted laser de-
sorption/ionization (MALDI)) mass spectrometry, or nuclear X-ray fluorescence/absorption spectrometry. The appli-
cations of these advanced analytical methods in the identification of metallo-/phosphor-/seleno-proteins, probing of 
relationships between structure and function of metalloproteins, and study of clinically used metallodrugs will be 
selectively outlined, along with their advantages and limitations.  

Keywords: metallomics, metallome, metallodrug, metalloprotein, chemical speciation  


