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　　精确测量多个不同生理或病理条件下生物样本中蛋白质表达量的变
化是定量蛋白质组学（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ）研究的重要内容。与传统
的蛋白质定量方法（见表１）相比，组学规模的蛋白质定量可以实现在一
次实验中对成百上千个蛋白质的定量测定和比较分析，为规模化发现和
验证疾病诊断的生物标志物以及发展新的药物靶标提供了重要手段。

表１　传统的蛋白质定量方法［１］

方法 原理 特点

凯氏定氮法 基于蛋白质的元素组成（蛋白
质的含氮量在１６％左右）。

测定蛋白质的总量。优点：适用性好。
缺点：非蛋白氮的干扰，操作过程繁琐。

Ｌｏｗｒｙ法（比色
法）

双缩脲法（碱性溶液中蛋白质
的肽键与Ｃｕ２＋反应形成紫色
络合物）结合Ｆｏｌｉｎ酚试剂法
（酚试剂被蛋白质中的氨基酸
残基还原呈深蓝色）。

蛋白质含量的相对定量分析。优点：可
以对多个样本同时分析。缺点：需要已
知含量的蛋白质标准品，对样本溶解度
要求高，酚试剂稳定性差，反应易受多
种物质干扰。

考马斯亮蓝法

（比色法）
考马斯亮蓝 Ｇ－２５０与蛋白质
的复合物在５９５　ｎｍ有很高的
光吸收系数，并且吸光度与溶
液中蛋白质浓度成正比。

测定蛋白质总量。优点：操作简便，灵
敏度较高，复合物稳定。缺点：非特性
吸附产生干扰，样品要完全溶解，样品
不能回收使用。

紫外光谱吸收

法

蛋白质中芳香族氨基酸在２８０
ｎｍ有特异吸收，肽键在小于
２４０　ｎｍ波长（通常在２１５　ｎｍ）
有吸收。

测定蛋白质的总量。优点：操作简便，
灵敏度高，样本不损失。缺点：精确度
差，其他吸收物质干扰，要求溶液完全
透明。

　　近十年来，随着高精度生物质谱技术的发展和基于生物信息学的海
量数据处理技术的进步，规模化地精确测量细胞内蛋白质组的表达变化

已经成为现实。定量蛋白质组研究方法也从传统的基于二维凝胶电泳（ｔｗｏ　ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，２－
ＤＥ）结合质谱鉴定的策略向着更高准确度、更大动态范围和更高通量的方向发展。

　　蛋白质组学定量方法根据是否对蛋白质／多肽进行标记可以分为标记和非标记两类（见表２）；而根据定
量目的的不同又可以分为相对定量和绝对定量，前者是对不同样本中相同蛋白质群表达量的相对变化进行
分析，而后者是对样本中单个蛋白质或蛋白质组的绝对量或浓度进行测定。目前，基于多重标记的蛋白质组
相对定量和基于多反应监测（ＭＲＭ）针对有限数量的目标蛋白质群的绝对定量方法及其应用发展较快，而采
用非标记技术对蛋白质组进行绝对定量分析是未来的重要发展方向。

１　蛋白质组标记定量方法的研究

　　标记定量方法是基于在肽段中引入稳定同位素标记（如 ２　Ｈ、１３Ｃ、１５　Ｎ、１８　Ｏ），使得在同一次质谱扫描中标
记“轻”和“重”同位素的多肽具有相同的色谱行为和离子化效率，此时成对出现的质谱峰信号的相对强度可
以精确地反映样品中多肽的丰度比例（蛋白质的比例）。因此该方法具有良好的定量可靠性，不仅可以用于
不同样品间的相对定量分析，还可以用于蛋白质的绝对定量分析。

　　根据稳定同位素掺入的方式，标记方法可以分为代谢标记、酶促标记和化学标记等。经典的体内代谢标
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色 谱 第３１卷

记包括 １５　Ｎ体内代谢标记［３］、ＳＩＬＡＣ［４］等。在此基
础之上对ＳＩＬＡＣ技术进行扩展，发展了一系列新的
方法，如ｃｕｌｔｕｒｅ－ｄｅｒｉｖｅｄ　ｉｓｏｔｏｐｅ　ｔａｇｓ（ＣＤＩＴｓ）［５］和

ＳＩＬＡＣ双重（使用两种不同的“重”氨基酸）标记［６］

等。近年来，随着ＭＲＭ的广泛应用，对于大批量内
标的需求催生了基于ＳＩＬＡＣ策略进行重组表达串
联体蛋白质（ＱｃｏｎＣＡＴ，ｃｏｎｔａｍｅｒｓ　ｏｆ　Ｑ　ｐｅｐｔｉｄｅｓ）技
术，以规模化制备内标肽段［７］。利用该技术可以将
来源于不同蛋白质的特异肽段整合在一个 Ｑｃｏｎ－
ＣＡＴ蛋白质中。通过在蛋白质重组表达时加入重
标氨基酸的方法，得到大量蛋白质的内标肽段，避免
了传统的化学合成肽段费时、费力的问题，有利于对
目标蛋白质进行相对或绝对的定量分析［８］。

　　２００１年，Ｆｅｎｓｅｌａｕ实验室［９］首先将１８　Ｏ酶切标
记的方法用于蛋白质组相对定量的研究。随后，人
们不断对此方法进行改进，重点解决其标记效率、标
记稳定性和回交等问题。Ｚｈａｏ等［１０］使用酶促进剂

Ｒａｐｉｇｅｓｔ　ＴＭＳＦ改善肽段的分散度，使用微波加热提
高反应效率，使标准肽段的 １８Ｏ 标记效率高达

１００％；再使用高浓度还原剂和烷基化试剂对胰酶彻
底灭活，抑制了 １８Ｏ－１６Ｏ回交反应，标记肽段６天内
稳定。现在，固定化酶技术的发展大大提高了１８Ｏ酶
切标记的效率和稳定性，利于该标记定量方法的进
一步广泛应用。

　　在标记方法中，化学标记的种类最为繁多，应用
也最为广泛。依据标记标签的不同，化学标记可以
分为同位素标记和等量异序标签标记。代表性的化
学标记方法包括标记多肽（蛋白质）Ｎ 端氨基的

ｉＴＲＡＱ［１１］、标记肽段Ｃ端羧基（－ＣＯＯＨ）的酯化标
记、针对半胱氨酸巯基（－ＳＨ）的ＩＣＡＴ［１２］、以及与质
谱多反应监测（ＭＲＭ－ＭＳ）技术联用的ｍＴＲＡＱ标记
技术［１３］等。化学标记定量技术发展的一个重要方
向是多重定量标记，如ｉＴＲＡＱ最大的特点就是可以
进行八重定量标记，从而大大提高了分析效率。最
新的串联质谱标签（ｔａｎｄｅｍ　ｍａｓｓ　ｔａｇ，ＴＭＴ）最多可
以实现十八重标记，再加上高分辨质谱仪的使
用［１４］，规模化精确定量多种细胞状态下相同蛋白质
的表达变化已经变为现实。

　　金属元素化学标记蛋白质组定量也是近年来发
展的一类新方法，也拓展了蛋白质组定量的新思路。

与稳定同位素标记方法相比，金属元素标记方法具
有试剂价廉易得［１５］、可发展成多重标记技术、可与
生物质谱和元素有机质谱联用、可用于蛋白质组相
对和绝对定量的双重优势［１６］等特点。

２　蛋白质组非标记（ｌａｂｅｌ　ｆｒｅｅ）定量方法的研究

　　相对于传统的标记定量方法，非标记定量方法
不需要在样本分析前对蛋白质／多肽进行标记，避免
了样本标记处理环节造成的可能的样品损失，在检
测肽段的数量、蛋白质的覆盖率和分析通量方面具
有较大优势，且不受样品来源和数量的限制，因而近
年来得以迅速发展［１７－２０］。

　　传统的非标记定量方法包括准确质量结合色谱
保留时间标签法（ａｃｃｕｒａｔｅ　ｍａｓｓ　ａｎｄ　ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ
ｔａｇ　ｍｅｔｈｏｄ，ＡＭＴ）［２１，２２］、Ｄｅｃｙｄｅｒ－ＭＳ［２３，２４］和基于质
谱归一化的非标记定量方法。基于质谱的归一化定
量方法的理论基础是多肽的丰度与其在质谱中被检

测到的次数或者质谱峰强度具有一定的相关性。如
蛋白质丰度指数方法（ｐｒｏｔｅｉｎ　ａｂｕｎｄａｎｃｅ　ｉｎｄｅｘ，

ＰＡＩ）［２５］、多肽匹配数（ｐｅｐｔｉｄｅ　ｈｉｔｓ）［２６］、谱图计数
（ｓｐｅｃｔｒａｌ　ｃｏｕｎｔ）［２７，２８］、多肽离子强度计数（ｐｅｐｔｉｄｅ
ｉｏｎ　ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ　ｃｏｕｎｔｉｎｇ）［２９，３０］等。在此基础之上又发
展了综合多肽计数（ｐｅｐｔｉｄｅ　ｃｏｕｎｔｉｎｇ）、谱图计数
（ｓｐｅｃｔｒａｌ　ｃｏｕｎｔ）和碎片离子峰强度（ｆｒａｇｍｅｎｔ－ｉｏｎ
ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ）等３种信息的归一化非标记定量方法ＳＩＮ
（ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ　ｓｐｅｃｔｒａｌ　ｉｎｄｅｘ）［３１］以及将谱图计数的非
标记定量方法与ＳＩＬＡＣ定量方法整合的ＳＩＬＡＣ多
肽计数比例分析（ＳＩＬＡＣ　ｐｅｐｔｉｄｅ　ｃｏｕｎｔ　ｒａｔｉｏ　ａｎａｌｙ－
ｓｉｓ，ＳＰｅＣｔＲＡ）定量方法［３２］等。这些方法均具有较
好的准确性和灵敏度，能应用于复杂生物样品的高
通量蛋白质组定量分析。

　　近年来，Ａｅｂｅｒｓｏｌｄ等［３３，３４］发展了将 ＭＲＭ绝对
定量和非标记定量相结合进行高通量蛋白质组定量

分析的策略，采用了基于每个蛋白质中信号最强肽
段（“ｂｅｓｔ－ｆｌｙｅｒ”ｐｅｐｔｉｄｅｓ）信号强度的定量策略
（Ｔｏｐ３），取得了很好的定量结果。Ｓｃｈｗａｎｈｕｓｓｅｒ
等［３５］将基于ｉＢＡＱ（ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ　ｂａｓｅｄ　ａｂｓｏｌｕｔｅ　ｑｕａｎｔｉ－
ｆｉｃａｔｉｏｎ）的定量方法与多肽计数、ＰＡＩ、ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ、

Ｔｏｐ３等定量方法进行了详细的比较研究，发现

ｉＢＡＱ定量方法具有更好的准确性。若结合样本的
上样量，可以实现对大批量蛋白质的准确绝对定量
分析［３６］，其定量效果甚至可以与 ＭＲＭ绝对定量结
果相媲美，突破了传统非标记定量方法一般用于相
对定量分析的局限，扩展了非标记定量方法的应用
范围。

　　鉴于非标记定量技术对ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析平台
的稳定性、样本处理的重现性、数据处理软件以及海
量数据处理方法的可靠性等都有极高的要求，因此
需要对上述条件进行严格系统的质控，才能保证定
量结果的准确性。

·２２７·
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３　前景与展望

　　总之，蛋白质组学研究已经从单纯提高覆盖率
的定性研究向更加真实地描述生物体本质的定量研

究发展。尽管蛋白质组学定量方法已经取得了显著
的进展，但距离真正准确和方便地描述细胞和生物
体内蛋白质组的丰度及其表达量的变化还有距离，
在定量标记的分析效率、分析通量和准确性上仍存
在较大的提升空间，非标记定量方法的准确性特别
是数据处理软件等均成为今后的重点发展方向。

致谢　感谢卫军营博士在文献收集和文章撰写中提
供的帮助。

参考文献：

［１］　Ｙａｏ　Ｌ　Ｂ．Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ．
２ｎｄ　ｅｄ．Ｂｅｉｊｉｎｇ：Ｐｅｏｐｌｅ’ｓ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｈｏｕｓｅ（药立波．
医学分子生物学实验技术．２版．北京：人民卫生出版社），

２０１１
［２］　Ｗａｓｉｎｇｅｒ　Ｖ　Ｃ，Ｚｅｎｇ　Ｍ，Ｙａｕ　Ｙ．Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｐｒｏ－

ｔｅｏｍｉｃｓ，ＤＯＩ：ｏｒｇ／１０．１１５５／２０１３／１８０６０５
［３］　Ｏｄａ　Ｙ，Ｈｕａｎｇ　Ｋ，Ｃｒｏｓｓ　Ｆ　Ｒ，ｅｔ　ａｌ．Ｐｒｏｃ　Ｎａｔ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ，

１９９９，９６（１２）：６５９１
［４］　Ｏｎｇ　Ｓ　Ｅ，Ｂｌａｇｏｅｖ　Ｂ，Ｋｒａｔｃｈｍａｒｏｖａ　Ｉ，ｅｔ　ａｌ．Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　Ｐｒｏ－

ｔｅｏｍｉｃｓ，２００２，１（５）：３７６
［５］　Ｉｓｈｉｈａｍａ　Ｙ，Ｓａｔｏ　Ｔ，Ｔａｂａｔａ　Ｔ，ｅｔ　ａｌ．Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，

２００５，２３（５）：６１７
［６］　Ｉｍａｍｉ　Ｋ，Ｓｕｇｉｙａｍａ　Ｎ，Ｔｏｍｉｔａ　Ｍ，ｅｔ　ａｌ．Ｍｏｌ　Ｂｉｏｓｙｓｔ，２０１０，６

（３）：５９４
［７］　Ｂｅｙｎｏｎ　Ｒ　Ｊ，Ｄｏｈｅｒｔｙ　Ｍ　Ｋ，Ｐｒａｔｔ　Ｊ　Ｍ，ｅｔ　ａｌ．Ｎａｔ　Ｍｅｔｈｏｄｓ，

２００５，２：５８７
［８］　Ｄｉｎｇ　Ｃ，Ｌｉ　Ｙ　Ｈ，Ｋｉｍ　Ｂ，ｅｔ　ａｌ．Ｊ　Ｐｒｏｔｅｏｍｅ　Ｒｅｓ，２０１１，１０（８）：

３６５２
［９］　Ｙａｏ　Ｘ，Ｆｒｅａｓ　Ａ，Ｒａｍｉｒｅｚ　Ｊ，ｅｔ　ａｌ．Ａｎａｌ　Ｃｈｅｍ，２００１，７３（１３）：

２８３６
［１０］　Ｚｈａｏ　Ｙ，Ｊｉａ　Ｗ，Ｓｕｎ　Ｗ，ｅｔ　ａｌ．Ｊ　Ｐｒｏｔｅｏｍｅ　Ｒｅｓ，２０１０，９（６）：

３３１９
［１１］　Ｒｏｓｓ　Ｐ　Ｌ，Ｈｕａｎｇ　Ｙ　Ｎ，Ｍａｒｃｈｅｓｅ　Ｊ　Ｎ，ｅｔ　ａｌ．Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　Ｐｒｏ－

ｔｅｏｍｉｃｓ，２００４，３（１２）：１１５４
［１２］　Ｇｙｇｉ　Ｓ　Ｐ，Ｒｉｓｔ　Ｂ，Ｇｅｒｂｅｒ　Ｓ　Ａ，ｅｔ　ａｌ．Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，１９９９，

１７（１０）：９９４
［１３］　Ｋａｎｇ　Ｕ　Ｂ，Ｙｅｏｍ　Ｊ，Ｋｉｍ　Ｈ，ｅｔ　ａｌ．Ｊ　Ｐｒｏｔｅｏｍｅ　Ｒｅｓ，２０１０，９

（７）：３７５０
［１４］　Ｖｉｎｃｅｎｔ　Ｃ　Ｅ，Ｒｅｎｓｖｏｌｄ　Ｊ　Ｗ，Ｗｅｓｔｐｈａｌｌ　Ｍ　Ｓ，ｅｔ　ａｌ．Ａｎａｌ

Ｃｈｅｍ，２０１３，８５（４）：２０７９
［１５］　Ｌｉｕ　Ｈ，Ｚｈａｎｇ　Ｙ，Ｗａｎｇ　Ｊ，ｅｔ　ａｌ．Ａｎａｌ　Ｃｈｅｍ，２００６，７８（１８）：

６６１４
［１６］　Ｗａｎｇ　Ｘ，Ｚｈａｎｇ　Ｙ　Ｊ，Ｗａｎｇ　Ｘ　Ｙ，ｅｔ　ａｌ．Ａｎａｌ　Ｍｅｔｈｏｄ，２０１２，４

（６）：１６２９
［１７］　Ｌｉ　Ｑ，Ｓｉｎｇｈ　Ｃ　Ｒ，Ｍａ　Ｓ，ｅｔ　ａｌ．Ｊ　Ｐｒｏｔｅｏｍｅ　Ｒｅｓ，２０１１，１０（５）：

２４２５
［１８］　Ｓｋａｒｒａ　Ｄ　Ｖ，Ｇｏｕｄｒｅａｕｌｔ　Ｍ，Ｃｈｏｉ　Ｈ，ｅｔ　ａｌ．Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，２０１１，

１１（８）：１５０８
［１９］　Ｓｏｄｅｒｂｌｏｍ　Ｅ　Ｊ，Ｐｈｉｌｉｐｐ　Ｍ，Ｔｈｏｍｐｓｏｎ　Ｊ　Ｗ，ｅｔ　ａｌ．Ａｎａｌ　Ｃｈｅｍ，

２０１１，８３（１０）：３７５８
［２０］　Ｓｃｈｉｌｌｉｎｇ　Ｂ，Ｒａｒｄｉｎ　Ｍ　Ｊ，Ｍａｃｌｅａｎ　Ｂ　Ｘ，ｅｔ　ａｌ．Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　Ｐｒｏ－

ｔｅｏｍｉｃｓ，２０１２，１１（５）：２０２
［２１］　Ａｎｄｒｅｅｖ　Ｖ　Ｐ，Ｐｅｔｙｕｋ　Ｖ，Ｂｒｅｗｅｒ　Ｈ，ｅｔ　ａｌ．Ｊ　Ｐｒｏｔｅｏｍｅ　Ｒｅｓ，

ＤＯＩ：１０．１０２１／ｐｒ３００１５４６
［２２］　Ｌｉｕ　Ｋ，Ｚｈａｎｇ　Ｊ，Ｗａｎｇ　Ｊ，ｅｔ　ａｌ．Ａｎａｌ　Ｃｈｅｍ，２００９，８１（４）：

１３０７
［２３］　Ｊｏｈａｎｓｓｏｎ　Ｃ，Ｓａｍｓｋｏｇ　Ｊ，Ｓｕｎｄｓｔｒｏｍ　Ｌ，ｅｔ　ａｌ．Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ．

２００６，６（１６）：４４７５
［２４］　Ｌｉｕ　Ｓ，Ｂａｉ　Ｓ，Ｑｉｎ　Ｚ，ｅｔ　ａｌ．Ｊ　Ｃｅｌｌ　Ｍｏｌ　Ｍｅｄ，２００９，１３（８Ａ）：

１５８６
［２５］　Ｔｈｉｎｇｈｏｌｍ　Ｔ　Ｅ，Ｂａｋ　Ｓ，Ｂｅｃｋ－Ｎｉｅｌｓｅｎ　Ｈ，ｅｔ　ａｌ．Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　Ｐｒｏ－

ｔｅｏｍｉｃｓ，２０１１，１０（９）：Ｍ１１０．００６６５０
［２６］　Ｌｉ　Ｑ．Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，２０１０，ＤＯＩ：

１０．１１５５／２０１０／７３１５８２
［２７］　Ｔｒｕｄｇｉａｎ　Ｄ　Ｃ，Ｒｉｄｌｏｖａ　Ｇ，Ｆｉｓｃｈｅｒ　Ｒ，ｅｔ　ａｌ．Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，

２０１１，１１（１４）：２７９０
［２８］　Ｓｕｎ　Ａ，Ｚｈａｎｇ　Ｊ，Ｗａｎｇ　Ｃ，ｅｔ　ａｌ．Ｊ　Ｐｒｏｔｅｏｍｅ　Ｒｅｓ，２００９，８

（１１）：４９３４
［２９］　Ｇａｏ　Ｂ　Ｂ，Ｓｔｕａｒｔ　Ｌ，Ｆｅｅｎｅｒ　Ｅ　Ｐ．Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，２００８，７

（１２）：２３９９
［３０］　Ｊａｎｔｏｓ－Ｓｉｗｙ　Ｊ，Ｓｃｈｉｆｆｅｒ　Ｅ，Ｂｒａｎｄ　Ｋ，ｅｔ　ａｌ．Ｊ　Ｐｒｏｔｅｏｍｅ　Ｒｅｓ，

２００９，８（１）：２６８
［３１］　Ｇｒｉｆｆｉｎ　Ｎ　Ｍ，Ｙｕ　Ｊ，Ｌｏｎｇ　Ｆ，ｅｔ　ａｌ．Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２０１０，２８

（１）：８３
［３２］　Ｐａｒｋｅｒ　Ｓ　Ｊ，Ｈａｌｌｉｇａｎ　Ｂ　Ｄ，Ｇｒｅｅｎｅ　Ａ　Ｓ．Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，２０１０，１０

（７）：１４０８
［３３］　Ｍａｌｍｓｔｒｍ　Ｊ，Ｂｅｃｋ　Ｍ，Ｓｃｈｍｉｄｔ　Ａ，ｅｔ　ａｌ．Ｎａｔｕｒｅ，２００９，４６０

（７２５６）：７６２
［３４］　Ｌｕｄｗｉｇ　Ｃ，Ｃｌａａｓｓｅｎ　Ｍ，Ｓｃｈｍｉｄｔ　Ａ，ｅｔ　ａｌ．Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　Ｐｒｏ－

ｔｅｏｍｉｃｓ，２０１１，１１（３）：Ｍ１１１．０１３９８７
［３５］　Ｓｃｈｗａｎｈｕｓｓｅｒ　Ｂ．［ＰｈＤ　Ｄｉｓｓｅｒｔａｔｉｏｎ］．Ｂｅｒｌｉｎ：Ｈｕｍｂｏｌｄｔ

Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｔ，２０１０
［３６］　Ｄｉｎｇ　Ｃ，Ｊｉａｎｇ　Ｊ，Ｗｅｉ　Ｊ　Ｙ，ｅｔ　ａｌ．Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，２０１３，

ＤＯＩ：１０．１０７４／ｍｃｐ．Ｏ１１２．０２５０２３
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