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摘要 当今分子生物学领域内，蛋白质组已成为研究的热点。基因组相对较稳定，而且各

种细胞或生物体的基因组结构有许多基本相似的特征；蛋白质组是动态的，随内外界刺激

而变化。对蛋白质组的研究可以使我们更容易接近对生命过程的认识。但同时对数千种

（甚至更多）蛋白质特性的研究也提出了一个很大的技术挑战。双相凝胶电泳（2DE）、

质谱技术、酵母双杂交技术以及生物信息学的发展在一定程度上解决了这一技术难题。本

文拟对此类技术及其在各领域的应用作一简要介绍。  
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1  概念及相关内容 

蛋白质组（proteome）一词是由Wilkins等于 1996 年提出的，用来描述一个细胞、组

织或有机体表达的所有蛋白质
[1,2]
。蛋白质组学 (proteomics) 则是研究特定时间或特定条

件下这些蛋白质表达情况的科学
[1,2]
 。 

蛋白质组学从其研究目标方面可分为表达蛋白质组学和结构蛋白质组学。前者主要研

究细胞或组织在不同条件如药物或疾病状态下蛋白质的表达和功能，这将有助于识别疾病

特异蛋白、药物作用靶点、药物功效和毒性标记等
[3]
，目前蛋白质组学的研究在这方面开

展的最为广泛，其运用技术主要依赖双相凝胶电泳（ Two-dimensional gel 

electrophoresis，2DE）技术以及图像分析系统, 当对感兴趣的蛋白质进行分析时可能用

到质谱。由于蛋白质发生修饰后其电泳特性将发生改变，这些技术可以直接测定蛋白质的

含量，并有助于发现蛋白质翻译后的修饰，如糖基化和磷酸化等
[1]
。 

结构蛋白质组学的目标是识别蛋白质的结构并研究蛋白质间的相互作用。蛋白质之间

的相互作用与控制细胞生长、复制等的代谢和信号通路有关，蛋白质之间相互作用的改变

可能引起人类疾病，因此蛋白质之间的相互作用在识别新的药物干预靶点方面有很大的潜

力
[4]
。近年来，酵母双杂交系统是研究蛋白质相互作用时常用的方法，同时研究者也将此

方法不断改进
[5]
。有研究者最近发现在研究蛋白质相互作用时通过纯化蛋白复合物并用质

谱进行识别是很有价值的
[1]
。 

2  目前蛋白质组学研究的相关技术 

目前蛋白质组学研究在表达蛋白质组学方面研究的最为广泛，其分析通常有三个步

骤：第一步，运用 2DE 技术分离样品中的蛋白质；第二步，应用质谱技术或 N 末端测序鉴

定 2DE 分离的蛋白质；第三步，应用生物信息学技术存储、处理、比较获得的数据。现概

述如下： 

2.1 2DE 以及相关技术 

2.1.1 2DE 原理  

2DE 在 1975 年出现, 是一项广泛应用于分离细胞、组织、或其他生物样品中蛋白质混

合物的技术。它根据蛋白质不同的特点分两相分离蛋白质。第一相是等电聚焦(IEF)电泳， 

根据蛋白质等电点的不同进行分离。蛋白质是两性分子，根据其周围环境 pH 可以带正电

荷、负电荷或静电荷为零。等电点（pI）是蛋白质所带静电荷为零时的 pH，周围 pH 小于

其 pI 时，蛋白质带正电荷，大于其 pI 时蛋白质带负电荷。IEF 时，蛋白质处于一个 pH 梯

度中，在电场的作用下，蛋白质将移向其静电荷为零的点，静电荷为正的蛋白将移向负

极，静电荷为负的将移向正极，直到到达其等电点，如果蛋白质在其等电点附近扩散， 
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那么它将带上电荷重新移回等电点。这就是 IEF 的聚焦效应，它可以在等电点附近浓集蛋

白，从而分离电荷差别极微的蛋白。 

pH 梯度的形成最初是在一个细的包含两性电解质的聚丙烯酰胺凝胶管中进行。在电流

的作用下，两性电解质可形成一个 pH 梯度。但由于两性电解质形成的 pH 梯度不稳定、易

漂移、重复性差，80 年代以后，研究人员研制了固定 pH 梯度的胶条（IPG）。此种胶条的

形成需要一些能与丙烯酰胺单体结合的分子，每个含有一种酸性或碱性缓冲基团。制作

时，将一种含有不同酸性基团的此分子溶液和一种含有不同碱性基团的此分子溶液混合，

两种溶液中均含有丙烯酰胺单体和催化剂，不同分子的浓度决定 pH 的范围。聚合时丙烯酰

胺成分与双丙烯酰胺聚合形成聚丙烯酰胺凝胶。 

第二相是 SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)，根据蛋白质的分子量不同进行分离。

此相是在包含 SDS 的聚丙烯酰胺凝胶中进行。SDS 是一种阴离子去污剂，它能缠绕在多肽

骨架上使蛋白质带负电，所带电荷与蛋白质的分子量成正比，在 SDS 聚丙烯酰胺凝胶中蛋

白质分子量的对数与它在胶中移动的距离基本成线性关系。SDS-PAGE 装置有水平和垂直两

种形式，垂直装置可同时跑多块胶，如 Amersham pharmacia Biotech 的 Ettan DALT II 

系统可同时跑 12 块胶，提高了操作的平行性。 

经过 2DE 以后，二维平面上每一个点一般代表了一种蛋白，这样成千种不同的蛋白即

可被分离，有关蛋白质的等电点、分子量及每种蛋白的数量信息也可以得到。 

2.1.2 检测技术 

蛋白质组学分析对 2DE后的染色技术要求很高，除了标准的敏感性要求外，还要求染

色技术的线性和均一性
[6]
。目前有多种染色方法，如考马斯亮蓝染色、银染色、及荧光染

色等。银染比考马斯亮蓝染色灵敏度高，已有学者对这两种方法进行了比较，如

PhillipCash等在检测肺炎链球菌红霉素敏感株和抵抗株表达的蛋白时，用考马斯亮蓝G-

250 染色，发现了 200 多种蛋白，PI 4-7，分子量 15000-110000，在相同的PI和分子量范

围下用银染检测到 360 多种蛋白
[7]
。但是银染的线性效果并不是很好，并且对质谱分析干

扰大。考马斯亮蓝染色线性、均一性较高, 对质谱干扰较小, 但其敏感性较低。较理想的

是荧光染色，Thierrry Rabilloud等比较了两种荧光剂RuBps和Sypro Ruby的效果，发现

其敏感性、线性都很好，对质谱干扰小
[6]
， ，但其成本较高。实验时，可以根据不同的目

的选用不同的方法。 

2.1.3 分析技术 

2DE 图像所产生的大量蛋白质点是单纯用肉眼分析无法完成。目前有多种图像分析软

件可用于胶的图像分析，如 MelanieII (BioRad), PD Quest (BioRad), Phoretix 2D 

Full,又称 2D Image Master Elite (Amersham Pharmacia Biotech) 等，这些软件可以完

成蛋白质点的识别、匹配等，具有很强的分析功能，但其缺点是需要很多的图像手工校

对，一般分析一个图像需要 8-10h。 

2.1.4 评价 

2DE是目前唯一的一种能溶解大量蛋白质并进行定量的方法，具有高通量、重复性好、

敏感性较高等优点
[8]
。它能同时分离和定量数千种甚至上万种蛋白

[8]
。它的分辨率极高，

等电聚焦相可以区分PI相差 0.1 的蛋白质，SDS-PAGE相可以区分分子量相差 1kD的蛋白质
[9]
。 

其缺点是由于蛋白表达水平的差异较大，一些低丰度的蛋白不易检测
[8,10]
。另外某些

基因的表达产物在 2D胶中呈多点或不同基因的表达产物共点，使 2D胶数据的比较、定量更

加复杂
[8]
。2DE分离的蛋白数量受诸多因素影响，疏水性的膜蛋白（往往是药物设计最好的

靶点）很难用此法分离，同时染色技术的灵敏度和线性范围不足以呈现所有分离的蛋白

质。目前，人们采用多种方法来减少这些缺点，如通过增加上样量分离低丰度蛋白，应用

窄范围固定pH梯度胶条、蛋白层析等技术提高分离的蛋白数目，应用荧光染色提高检测灵

敏度等。 

2.2  质谱技术 

2.2.1 原理 

对 2DE所产生的上千个蛋白用传统的方法如Edman降解法等进行分析将是一个很艰巨的

任务。质谱技术的发展解决了这一难题。它需要三个步骤，首先通过离子化装置将分子转

化为气态离子，接着通过质谱分析器按照质荷比（m/z）的不同进行分离，最后转化到离子
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检测装置
[4]
。目前，用来分析蛋白质和肽的样品离子化技术主要包括基质辅助激光解吸收

离子化质谱(MALDI)和电子喷射离子化质谱(ESI)。MALDI通常与飞行时间质谱(TOF)相结

合。TOF主要用来测量分析物飞过固定的路径所需的时间。另一种鉴别蛋白质的方法是串联

质谱(MS/MS)。在这种情况下，经质谱分析的肽段进一步断裂并再次进行质谱分析，这样可

得到肽序列的部分信息。 

2.2.2 评价  

质谱技术能清楚地鉴定蛋白质并能准确地测量肽和蛋白质的分子量、氨基酸序列及翻

译后的修饰。目前MS/MS是唯一能够迅速测序N末端封闭或共价修饰肽段的方法
[11]
。质谱技

术很灵活，能与多种蛋白分离、捕获技术联用，对普通的缓冲液成分相对耐受
[11]
，能快速

鉴定大量蛋白质点，而且很灵敏
[10]
，在一些情况下，仅需 10-15 fmol的蛋白

[10,12,9]
, 这在

只能得到极少量蛋白的情况下鉴别蛋白是很有用的。在实际工作中可将几种技术结合应

用，如串联质谱与Edeman微测序技术相结合
[11]
，MALDI质谱与纳米电子喷射质谱相结合

[22]
，这些技术相互互补，为分析 2DE所分离的大量蛋白质提供了有效的手段。 

质谱技术是一项强大的分离分析技术，但它只能分离气体状态的带电分子，而且，一

次只能分析带正电或带负电的分析物。质谱分析很难区分两种同源性极高的蛋白。由于质

谱分析只是描述蛋白的少量多肽，因此可能把删节的蛋白当成是原来的蛋白。通常只适用

于象酵母等基因组序列已知的个体。 

2.3  酵母双杂交系统 

酵母双杂交系统的建立得力于对真核生物调控转录起始过程的认识。细胞起始基因转

录需要有反式转录激活因子的参与。转录激活因子在结构上是组件式的(modular), 即这些

因子往往由两个或两个以上相互独立的结构域构成, 其中有DNA结合结构域(DNA binding 

domain, 简称为DB)和转录激活结构域(activation domain, 简称为AD), 它们是转录激活

因子发挥功能所必需的。 单独的DB虽然能和启动子结合, 但是不能激活转录，而不同转录

激活因子的DB和AD形成的杂合蛋白具有激活转录的功能。DB与AB分别能与多肽X和Y结合，

由DB和AD形成的融合蛋白现在一般分别称之为“诱饵”(bait)和“猎物”或靶蛋白(prey 

or target protein)。 如果在X和Y之间存在相互作用, 那么分别位于这两个融合蛋白上的

DB和AD就能形成有活性的转录激活因子, 从而激活相应基因的转录与表达。这个被激活

的、能显示“诱饵”和“猎物”相互作用的基因称之为报道基因(reporter gene)。 通过

对报道基因表达产物的检测, 反过来可判别作为“诱饵”和“猎物”的两个蛋白质之间是

否存在相互作用
[14]
。用酵母双杂交系统检测蛋白质之间的相互作用通常会存在假阳性或假

阴性的问题，已有许多学者对此系统进行了改进，并且将其扩展到检测DNA-蛋白质，RNA-

蛋白质，小分子-蛋白质之间的相互作用上
[15]
。 

2.4  生物信息学分析 

   分子生物学的发展把生命活动的物质基础追溯到核酸和蛋白质两大类生物大分子,它们

构成了生物数据的主要部分。关于这些生物大分子的结构、相互作用和功能的研究，也产

生着大量数据。生物信息学是在计算机和网络大发展、各种生物数据迅猛增长的形势下组

织数据并从数据中提取生物学新知识的一门科学
[16]
。目前生物信息学已广泛渗透到各个领

域中，例如 2DE及质谱分析后对蛋白质描述的一种方法是肽质量指纹图谱，这种方法需要

精确地确定多肽经过蛋白酶消化后少数几个肽的分子量，然后搜索Genebank、PIR蛋白质数

据库、SWISS-PROT Database及EMBL（TrEMBL）等数据库。下面对几种重要的蛋白质序列

数据库进行大体介绍： 

   SWISS-PROT是对数据人工审读很严格的库。可以说，只有实际存在的蛋白质才被收入。

每一条数据都有详细注释，包括功能、结构域、翻译后的修饰等，以及齐全的引文和到许

多其他数据库的链接。一般说，任何蛋白质序列数据的搜寻和比较都应当从SWISS-PROT开

始。其网址是：http://www.expasy.ch/sprot/

TrEMBL是从EMBL库中的核酸序列翻译出来的氨基酸序列，已经完成了自动注释。它又

分成两部分：SP-TrEMBL 的条目已由专家人工分类并且赋予了SWISS-PROT库的索取号，但

还没有通过人工审读被最终收入SWISS-PROT；REM-TrEMBL包含由于某种原因还没有被收入

SWISS-PROT的条目。其网址是：ftp://ftp.ebi.ac.uk (/pub/databases/tremble/) 如果

想 取 得 SWISS-PROT 和 TrEMBL 中 全 部 条 目 的 清 单 ， 可 访 问 ：

http://www.expasy.ch/sprot/sprot-retrive-list.html

 3

http://www.expasy.ch/sprot/
ftp://ftp.ebi.ac.uk/
http://www.expasy.ch/sprot/sprot-retrive-list.html


PIR是蛋白质信息资源（Protein Information Resource）的缩写。这是一个国际蛋

白质序列数据库，它包含所有序列已知的自然界中野生型蛋白质的信息。此库主要目的是

提供按同源性和分类学组织的综合的非冗余的数据库。其网址是：http://www-

nbrf.georgetown.edu/pir/ 
[16]

此外，网上还有许多关于 2DE 二维胶的数据库，如： 

Caulobacter Crescentus:  http://www.pans.org ; 

Wormpepdatabase:  http://www.proteome.com/database; 

Yeast protein database:  http://www.proteome.com/YPDhome.html/ 等。 

3  蛋白质组学的应用 

3.1 蛋白质组学在原核生物、真核生物以及多细胞生物体研究中的应用 

3.1.1 蛋白质组学在细菌研究中的应用 

蛋白质组学方法已广泛用于研究细菌在外界环境变化时其表达蛋白的变化情况。如对

霍乱弧菌
[17]
以及大肠杆菌

[18]
在不同酸碱条件下蛋白表达的变化的研究，表明这些病原菌会

随环境的改变而调节蛋白表达以使其达到最大的致病能力。离子是细菌生存和生长所需的

一个重要成分，离子缺少时会促进细菌铁载体合成增加或产生多种毒力因子，有学者用蛋

白质组学方法研究了霍乱弧菌在Fur基因调节下蛋白表达的改变
[19]
，进一步分析了其机

制。 

蛋白质组学可以与基因组学互补，它能识别某些基因的预测产物，尤其是膜蛋白，这

些膜蛋白往往是疫苗的有效成分，如Deb N. Chakravarti 等研究了Hp疫苗的相关组分
[20]
，加速了疫苗的开发。 

蛋白组学研究也应用在细胞周期研究中，如Bjorn等对柄细菌Caulobacter 

crescentus生长周期蛋白图谱比较，发现一个细胞周期中有 48 种蛋白降解，同时有 26 种

生成
[21]
。细菌在繁殖周期的每个阶段合成大量蛋白，表明周期性的蛋白表达有助于细菌充

分利用能源，保持合适的细菌数量，对机体产生一定的作用。这种对细菌细胞周期调控蛋

白表达和降解的研究有助于抗感染措施的制定。 

对细菌某些特异抗原的识别可以为一些疾病提供诊断标记。 Ronald 等应用 2DE、

Western blot以及串联质谱分离并鉴别了结核杆菌的一种Mtb81 蛋白，通过酶联免疫吸附

试验 27 例HIV阳性的结核病患者中 25 例相应抗体阳性，在 67 例HIV阴性的结核病患者中

38 例此抗体阳性，而在 11 例仅HIV阳性的患者中无反应，因此，Mtb81 蛋白有望成为血清

学诊断结核尤其是同时感染HIV的患者的有效抗原
[9]
。 

3.1.2 蛋白质组学在真核生物研究中的应用 

蛋白质组学研究已广泛应用于真核生物的研究中。Michel Perrot等用 2DE及质谱、免

疫杂交、微量测序等方法分离和鉴定了酿酒酵母的 401 种蛋白，309 种以前曾报道过，剩

余的 92 种是新发现的，从而拓展了酵母参考图谱，为研究细胞功能、酵母翻译因子靶点提

供了条件
[10]
。 

3.1.3 蛋白质组学研究在多细胞生物体研究中的应用 

克氏病（Caenorhabditis elegans）线虫是第一个基因被完全测序的多细胞生物体。

它是基因组学研究中的一个重要的典型,因为人类的同源基因可以在这种生物中鉴别。与基

因组不同,蛋白质组在不同的条件下有变化，要了解基因的功能，除了了解其序列，也要了

解实际表达的蛋白量。Sabine P.Schrimpf等用蛋白组学方法研究了克氏病线虫的蛋白图

谱，大部分鉴定的已知细胞功能的蛋白与碳水化合物及脂类代谢有关，或是在胞质、线粒

体、细胞骨架等亚细胞定位的结构蛋白
[22]
。 

3.2 蛋白质组学在植物研究中的应用 

植物蛋白质组学虽然刚刚起步，但它的发展将对植物界有很大的冲击。H型硫氧还蛋白

能减少靶蛋白的二硫键，促使种子发芽。为了更好地了解硫氧还蛋白在种子中的作用，应

先了解其作用的靶蛋白。Hiroyuki Yano等运用蛋白组学方法分离了 20 多种靶蛋白，并鉴

定了其中的 5 种，其中 3 种是变态反应原，2 种与落叶及种子成熟有关
[23]
。海松是欧洲西

南部最重要的松树品种，当树木因风、雪等原因引起树干垂直方向发生变化时，树的底部

会产生压缩木(compression wood，CW)以使树重新回到垂直方向。与CW相关的细胞壁结构

和化学改变是引起木质和纤维制品缺陷的主要原因。Christophe Plomion等用 2DE方法研

究了正常木与压缩木反应蛋白的区别，为及早发现CW并采取预防措施提供了诊断标记
[24]
。 
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3.3 蛋白质组学方法在动物模型中的应用 

Michael Fountoulakis等研究了新生小鼠和成年小鼠脑组织中蛋白的变化。发现随年

龄变化最大的是a-胎蛋白，它只在新生小鼠脑中有。22 种蛋白，包括二氢嘧啶酶相关蛋白

1，3，4 及 14-3-3 蛋白，在新生小鼠脑中含量高，而 28 种蛋白，包括二氢嘧啶相关蛋白-

2、动力蛋白-1 及其他一些酶在成年小鼠脑中含量高。这些研究对研究神经系统紊乱性疾

病如Down氏综合征、Alzheimer疾病、精神分裂症及缺血、焦虑等将有重大意义
[25]
。由于

人类疟疾的寄生虫疟原虫的生命周期必须在生物体内完成，这增加了实验室研究的难度。

目前已有学者成功地建立了疟疾的啮齿动物模型，Laurence Florens等应用动物模型分离

了不同生长阶段的疟原虫，并对不同阶段的蛋白质组进行了分析，为发现新的抗疟疾疫苗

或药物提供了依据
[26]
。 

3.4 蛋白质组学与肿瘤研究 

肿瘤涉及到控制正常细胞增殖机制的破坏。对原癌基因的鉴定和描述已通过分子生物

学方法完成。然而有些基因并不是自己单独作用，也不是典型地破坏正常细胞增殖机制。

用传统的生物化学方法、基因、药物学方法都不能分析。蛋白组学技术可以比较正常组织

与癌组织的变化，这种肿瘤相关的变化可以为医疗干预提供新的标记和位点。

Mrtin.J.Page等用蛋白组学技术分离和研究了乳腺癌相关蛋白
[27]
。对肿瘤抗原或与其相关

抗体的分离和鉴定给肿瘤的早期诊断和治疗提供了一种新的方案。Franck M.Brichery等运

用蛋白组学方法研究了肺癌组织中引起体液免疫应答的蛋白及自身抗体。他们所研究的肺

癌病人中多于一半的人血清中有针对AnnexinI或/和II的IgG1 和IgM自身抗体，AnnexinII

自身抗体仅在肺癌病人血清中出现，而AnnexinI自身抗体也在其他类型病人血清中出现。

这些研究有助于推动针对肿瘤中某种蛋白的自身抗体的发展
[28]
。Shugo Nawata等用 2DE及

免疫杂交法研究了鳞状细胞癌肿瘤组织抗原-1、抗原-2，发现了鳞状细胞癌抗原新的酸性

蛋白，有助于开发一种检测此蛋白的系统，为鉴别诊断提供依据
 [29]
。 

3.5 蛋白质组学与药物研发 

蛋白质组学最大的应用前景在药物研发领域。对细胞、组织、体液中蛋白质的研究在

药物研发中有重要作用。蛋白质组学不但能证实已有的药物靶点进一步阐明药物作用的机

制，并能发现新的药物作用位点，还可用来分析分子信号传播过程的应答和调节
[30]
。 

4  展望  

目前有约 60 种微生物的全基因组序列已经测出, DNA 序列信息仅提供了细胞运用其基

因的所有可能方式的一种静态瞬间快照, 蛋白质组学则研究基因编码的活动怎样发生和什

么时候发生(如蛋白翻译), 以及非基因编码的活动之间的关系(如蛋白质翻译后的修饰或蛋

白质、核酸、脂类、糖类之的相互作用)。因为实际蛋白数量反映了翻译的能力和效率、翻

译后的修饰和每个蛋白的转化比率，蛋白质组学分析给基因表达最终产物的研究提供了信

息。因此它是对翻译水平等研究的一种补充，是全面了解基因组表达必不可少的一种手

段，它的发展将给分子生物学领域带来革命性变化。 
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Abstract  To date, proteomics has caused much interest in molecular biology. 
The genome of an organism is relatively stable, and there are many 

similarities between the genome of different cells or organisms. However, the 

proteome of an organism is dynamic. It changes with the intro and outer 

stimulus. The study on proteomics can make us easily know how the vital 
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process goes. But how to deal with thousands of (or even more) proteins at a 

time gives us a great challenge on techniques. The development of two-

dimensional electrophoresis (2DE), mass spectrometry, Yeast two-hybrid system 

and bioinformatics has resolved the problem in some degree. This article will 

introduce these techniques and their applications in molecular biology. 

Key words Proteomics; two–dimensional electrophoresis(2DE); mass 

spectrometry; yeast two-hybrid system; bioinformatics; applications      
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