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蛋白质分离和鉴定的新技术新方法研究进展
杨开广１，２，３，　张丽华１，２，３，　张玉奎１，２，３

（１．中国科学院大连化学物理研究所，辽宁 大连 １１６０２３；
２．中国科学院分离分析化学重点实验室，辽宁 大连 １１６０２３；
３．国家色谱研究分析中心，辽宁 大连 １１６０２３）

摘要：综述了国家重大科学研究计划“蛋白质分离和鉴定新技术新方法”课题的研究进展：高丰度蛋

白质去除方面，采用强阳离子交换色谱（ＳＣＸ）和反相色谱（ＲＰＬＣ），构建二维液相色谱分离系统；利
用分子印迹技术制备高丰度蛋白质印迹聚合物．低丰度蛋白分离富集方面，采用新型功能材料磷酸
化蛋白质／多肽、糖基化蛋白质／多肽、蛋白质／多肽实现对低丰度蛋白质的选择性富集．多维、多模
式、阵列式的蛋白质高效分离方面，利用循环分离体积排阻色谱（ｃｓｒＳＥＣ）和 ＲＰＬＣ的联用构建多维
分离系统；构建弱阴弱阳离子混合色谱－固定化酶反应器－ＲＰＬＣ－电喷雾质谱系统．高灵敏鉴定新
技术新方法方面，发展液质联用接口技术，以中空纤维膜为根本，设计以此为核心的集成化样品预处

理装置；新发展多肽衍生试剂，能够将肽段在质谱的检测灵敏度提高１—２个数量级；在靶体材料方
面，采用复合核壳纳米功能靶体材料；在质谱数据处理方法方面，基于遗传算法发展筛选标准优化策

略．这些新技术和新方法为蛋白质组研究提供了有效的方法．选择性吸附材料的研制为蛋白质组学
研究中高丰度蛋白质去除和低丰度蛋白质富集提供了新的途径，进而避免了复杂体系对目标蛋白质

鉴定的干扰．以多维、多模式、阵列式的蛋白质高效分离技术为核心构建的平台，实现了蛋白质组的
高效、高通量、高可靠性分离；以液相色谱／质谱联用为核心的高灵敏鉴定的新技术新方法的发展，提
高了低丰度蛋白质的质谱鉴定灵敏度和准确度．
关键词：蛋白质组；高丰度蛋白去除；低丰度蛋白富集；色谱分离；质谱鉴定
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０　引言
生命活动的功能执行体是蛋白质，对蛋白质进

行深入系统的研究不仅有助于全景式地揭示生命

活动的本质，而且有些关键蛋白质也是研究疾病机

理和诊治药物等的直接靶体库［１－２］．对蛋白质复杂
多样的结构功能、相互作用和动态变化的深入研

究，以期在分子、细胞和生物体等多个层次上全面

揭示生命现象的本质，是后基因组时代的主要科研

任务［３］．同时，蛋白质组学研究成果将催生一系列
新的生物技术，带动医药、农业和绿色产业的发展，

引领未来生物经济．
生命科学的快速发展得益于技术革新和方法

进步．众所周知，人类基因组测序计划的提前完成
主要依赖于创新技术支撑平台———９６通道毛细管
电泳测序技术［３］．在蛋白质组学的研究中，人体内

的蛋白质和蛋白质复合物的数量达数百万种，其表

达量具有很宽的动态范围，理化性能也存在很大的

差异；高丰度蛋白质因表达量大而易于被分离鉴

定，但中低丰度蛋白质由于数量庞大、组成复杂而

不易被研究；并且高丰度蛋白质也会掩盖、屏蔽、结

合大量的低丰度蛋白质，给具有潜在生物学意义的

中低丰度蛋白质的分离鉴定造成极大的困难［４］．本
文就国家重大科学研究计划“蛋白质分离和鉴定的

新技术新方法”课题的核心———高丰度蛋白质去除

和低丰度蛋白质分离富集新技术及多维、多模式、

阵列式的蛋白质高效分离和高灵敏度鉴定技术等

进行综述．

１　痕量蛋白分析中高丰度蛋白质去除
新技术

　　组织、细胞、体液等复杂生物体系中存在大量
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的高丰度蛋白质，它们的存在掩盖了数目众多、且

具有重要生物功能的中低丰度蛋白质，使得这些蛋

白质的分离鉴定极为困难［５］．因此发展通用型高丰
度蛋白质的去除技术，对生物样品中大量高丰度蛋

白质定点、选择性地去除，是蛋白质分离鉴定急需

解决的重要技术难题之一．在生物学中，传统的高
丰度蛋白质去除方法为抗体法，但是该方法存在抗

体来源有限、使用和保存条件苛刻、无法重复使用、

成本较高等明显缺点［６］．最近从色谱联用和人工抗
体的角度发展了许多痕量蛋白分析中高丰度蛋白

质去除新技术．
在色谱联用方面，以强阳离子交换色谱（ＳＣＸ）

作为第一维分离，反相色谱（ＲＰＬＣ）作为第二维分
离，构建二维液相色谱分离系统，通过在第二维分

离中选择阵列色谱模式以提高分析效率［７－８］．通过
对液相色谱柱的种类、上样量、梯度条件以及蛋白

质的分辨率和回收率等参数的系统筛选，大幅提升

了系统对蛋白质，特别对中低丰度疏水性蛋白质的

分辨率，改善了高丰度蛋白质的拖尾现象，对大量

高丰度蛋白质的去除能力得到显著提高．以正常人
肝脏蛋白质组为对象（如图１所示），对人肝脏蛋白
质组进行高效的分离，可以一次性去除５８种高丰度
蛋白质，鉴定到的中低丰度蛋白质数目为未经去除

样品的３倍［８］．该方法是目前技术方法中一次去除
高丰度蛋白质、未知高丰度蛋白质数量最多、成本

最低且通用性最强的方法．同时该方法可针对不同
样品的高丰度蛋白质进行精确的色谱定位，并可根

据下游实验需要，有针对性地去除目标蛋白质［７］，

因此该方法具有很强的灵活性和实际应用潜力．
在人工抗体方面，利用分子印迹技术制备高丰

度蛋白质印迹聚合物（包括磁性材料、介孔材料、整

体材料和温敏材料），并用于高丰度蛋白质去除，可

将中低丰度蛋白质的鉴定数量提高２０％［９－１１］．这种
通过合成制备的人工抗体，具有操作简单、选择性

高、价格低廉（成本低于抗体柱１％），且具有多次重
复使用的特点，有望成为广谱性高丰度蛋白质去除

材料［１２］．

２　复杂生物体系中低丰度蛋白分离富
集新技术

　　生命过程中的功能蛋白、重大疾病的靶标蛋白
往往都是低丰度蛋白质，发展高效的低丰度蛋白质

富集技术不仅有助于重大疾病的诊断，更为揭示生

ａ）人肝脏蛋白质组（６２组分）

ｂ）去除高丰度蛋白后

图１　ＳＣＸＲＰＬＣ二维色谱分离图

命活动重要规律提供技术支持．当前一般采用新型
功能材料实现对低丰度蛋白质的选择性富集，针对

的对象一般有翻译后修饰蛋白质／多肽或者内源
性肽．

在磷酸化蛋白质／多肽选择性富集材料和技术
方面，通过溶胶凝胶法制备的二氧化钛气凝胶材

料，富集容量达到４９０．７ｍ２／ｇ，是当前商品化二氧
化钛微球富集容量的１０倍，利用该材料从鼠肝线粒
体中 鉴 定 的 磷 酸 化 肽 段 数 目 是 商 品 化 的

１．６倍［１３－１４］．最近发展的基于有机 －无机杂化硅胶
整体柱的新型Ｔｉ４＋－固定化金属亲和色谱（ＩＭＡＣ）
材料，用于鼠肝线粒体富集组分酶解产物中磷酸化

肽的选择性富集，可鉴定到２２６条磷酸化肽，２４６个
磷酸化位点，１４８个磷酸化蛋白质簇 （ｐｒｏｔｅｉｎ
ｇｒｏｕｐ）［１５］．以三磷酸腺苷二钠为配体的固定化金属
离子磁性材料，在 ＢＳＡ与 βＣａｓｉｎ在摩尔比为
５０００∶１的情况下，仍然能够富集到 βＣａｓｉｎ酶解产
物中的磷酸化肽段；并且利用该材料可以从鼠肝线

粒体中鉴定到４０６条磷酸化肽，５３８个磷酸化位点
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和３１３个磷酸化蛋白质簇［１６］．磷酸酯锆纳米磁珠材
料也是最近发展起来的用于磷酸化肽富集的材料，

与国际上常用的 Ｆｅ３＋ＩＭＡＣ相比，Ｔｉ４＋ＩＭＡＣ，Ｚｒ４＋
ＩＭＡＣ可以从鼠肝蛋白质中分别多鉴定４．６倍和３．
９倍的磷酸肽［１７］．

在糖基化蛋白质／多肽选择性富集材料和技术
方面，通过蒸馏沉淀聚合法以甲基丙烯酸（ＭＡＡ）、
乙烯基苯硼酸（ＶＰＢＡ）为单体，Ｎ’Ｎ－亚甲基双丙
烯酰胺为交联剂，制备了核壳结构的硼酸基质聚合

物微球Ｐｏｌｙ（ＭＢＡｃｏＭＡＡ）＠ＶＰＢＡ．利用硼亲和策
略在糖蛋白／糖肽的捕集中操作简便、不破坏糖链
结构且与质谱兼容的特点，能够富集到辣根过氧化

氢酶（ＨＲＰ）中１８条糖基化肽段，且检测限可低至５
ｎｍｏｌ［１８］．为了缩短整个样品预处理时间，简化操作
步骤，进而提高位点鉴定的灵敏度，以亲水作用色

谱（ＨＩＬＩＣ）为富集手段，以ＳＣＸ为溶剂交换接口，串
联糖基肽酶固定化酶反应器（ＰＮＧａｓｅＦＩＭＥＲ），构
建了ｎＬ级集成化平台，实现了糖肽预处理过程中
的富集、解离一体化，使整个糖基化位点鉴定预处

理过程在１ｈ内完成，系统的灵敏度可低至５ｆｍｏｌ．
实际样品分析中，上样６μｇ鼠脑蛋白酶解产物，鉴
定到 Ｎ －连 接 糖 基 化 位 点 １９５个，糖 蛋 白
１２１个［１９］．

在蛋白质／多肽普适性富集材料和技术方面，
利用聚醚砜中空纤维膜微透析技术，实现蛋白质／
多肽富集，使蛋白质的检测灵敏度提高 ３０倍以
上［２０］；利用磁性氧化硅介孔材料为富集材料，用于

鼠脑中内源性肽段的富集，可从鼠脑中鉴定到６０条
不同的内源性肽段［２１］；利用新型铜离子螯合的功能

化磁性介孔材料，用于内源性肽的富集，能够将内

源性肽段的检测灵敏度提高约３５倍，并已经成功用

于富集人血清和尿样样品中８００～３５００Ｄａ的内源
性肽段［２２］．

３　多维、多模式、阵列式的蛋白质高效
分离新技术

　　在多维、多模式、阵列式多维分离系统方面，采
用离子交换色谱作为第一维分离模式，１８支（可扩
展）ＲＰＬＣ作为第二维分离模式，建立了多维阵列式
色谱分离系统，并研制了与之配套的组成１８通道阵
列蛋白质富集预柱，对馏分进行富集、除盐、转移，

结合蛋白质馏分质谱靶上快速酶解新技术，可在

５ｍｉｎ内对分离的数千个蛋白质馏分同时酶解，并行
质谱鉴定分析，该系统是目前国际上最快的多维色

谱分离系统［２３］．Ｈ．Ｍ．Ｙｕａｎ等［２４］利用循环分离体

积排阻色谱（ｃｓｒＳＥＣ）和ＲＰＬＣ的联用构建了多维分
离系统（见图２），ｃｓｒＳＥＣ分离可以提高蛋白质的分
辨率和分离度，与 ＲＰＬＣ的联用相当于三维液相的
分离效果，系统峰容量达到 ３６００，与目前国际上蛋
白质分辨率最高的分离技术２ＤＰＡＧＥ相当，同时有
效克服了２ＤＰＡＧＥ的歧视效应．Ｃ．Ｙ．Ｈｏｕ等［２５］构

建了弱阴弱阳离子混合色谱 －固定化酶反应器 －
ＲＰＬＣ－电喷雾质谱（ＷＡＸ／ＷＣＸＩＭＥＲＲＰＬＣＥＳＩ／
ＭＳ／ＭＳ）系统，实现蛋白质分离与多肽的分离的在
线联用．此方法不仅解决了传统离线方法分析时间
长、样品易丢失和污染、重现性差等问题，还克服了

传统鸟枪法技术分辨率不足的缺点，通过分析细胞

提取蛋白质，采用该方法可鉴定２８４种蛋白，是传统
鸟枪法的１．３倍，同时分析时间也缩短了２０ｈ，为蛋
白质组分析提供了一种高效、高通量的技术平台．
将具有高度正交性和高分辨率的二维液相色谱

（ＲＰＲＰ）与所发展的一种Ｔｉ４＋ＩＭＡＣ富集磷酸肽的

图２　集成化蛋白质分析平台的搭建
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方法相结合，利用高质量精度质谱（Ｏｒｂｉｔｒａｐ）鉴定和
自主研发的数据处理平台（Ａｒｍｏｎｅ）对正常人肝组
织中磷酸化位点进行规模化鉴定，在严格控制假阳

性率（ＦＤＲ＜１％）的情况下，从４０ｍｇ人肝组织蛋白
中鉴定了３１４９个非冗余磷酸化蛋白，１０６８１个非冗
余磷酸化肽段，９９９５个非冗余磷酸化位点，这是目
前为止人类肝脏蛋白质组学磷酸化蛋白研究中最

大的数据库之一，为该策略应用于磷酸化蛋白质组

学规模化的定量分析奠定了基础［２６－２８］．
酶的固定化是通过各种方式，如共价、吸附、交

联、包埋等，将酶固定在一定的载体上．其目的是为
了更加方便地发挥酶的生物催化功能，相比于自由

的酶分子，经过固定化的酶分子易于和底物分离；

可以重复使用，降低成本；可大大降低酶的自降解，

提高酶解的通量；易于实现酶解的自动化，为多维、

多模式、阵列式的蛋白质高效分离提供重要单元部

件［２９］．在微酶反应器新技术方面，已实现在有机 －
无机杂合材料制备整体柱基质固载胰蛋白酶，此新

型ＩＭＥＲ能够在１００ｓ内获得蛋白质在自由溶液中
１２ｈ以上的酶解效果［３０］．不同性能的 ＩＭＥＲ也陆续
出现：亲水性基质的 ＩＭＥＲ有效地降低了蛋白质的
残留情况，改善了低丰度蛋白质酶解［３１］；可再生型

的ＩＭＥＲ，可用于不同蛋白酶的固定化，并且可以多
次重复使用［３２］；基于磁性纳米微球的ＩＭＥＲ，不仅可
以显著提高了酶固载量和酶活性，还有利于离线操

作时的简便操作，更大大加速了反应速度与通量，

消除了酶自降解造成的复杂背景，提高低丰度蛋白

质的酶解与鉴定的能力，能够高效、简便地实现多

维色谱分离后数以千计的蛋白质组分快速靶上酶

解．此外，针对磁性纳米微球的 ＩＭＥＲ，还发展出了
多种快速酶解新技术与新方法，包括微波辅助酶解

新方法和红外激光（８０８ｎｍ）辅助酶解，前者１５ｓ完
成酶解过程，后者可将酶解时间缩短到５ｓ，达到溶
液中１２ｈ以上的酶解效果，在肝脏蛋白质组初步应
用中，该方法在酶解效率方面具有明显优势［３３－３５］．

４　液质联用高灵敏鉴定新技术新方法
当前基于质谱的蛋白质组学研究中，任何样品

经分离后都需送入质谱进行鉴定才能获得其结构

信息．为获得更好的分离效果，通常需要在样品或
多维分离系统中添加必要的变性剂、添加剂等，其

中有些盐类会严重干扰质谱的检测信号，因此，发

展液质联用接口技术、提高质谱的离子化以及发展

新的质谱数据处理方法对蛋白质组学鉴定灵敏度

和准确度至关重要．
在液质联用接口方面，以中空纤维膜为根本，

设计了以此为核心的集成化样品预处理装置，能够

实现样品的在线除盐、调节 ｐＨ、调节有机相浓度以
及蛋白质富集等功能，将盐浓度降低２个数量级，蛋
白质检测信号提高１０倍以上［３６］．

在细内径色谱柱／质谱联用技术方面，新开发
的电喷雾喷针一体化超细内径毛细管整体柱，能使

系统的分离峰容量提高１２．８％，可靠定量信息的蛋
白数目增加１３０％［３７］．此外，新开发的电喷雾喷针
一体化的混合型毛细管色谱柱，鉴定到的蛋白数和

肽段数目也比常规一体化柱提高２０．１％和２１．６％［３８］；

以磷酸锆键合的开管毛细管柱，对磷酸肽的检测限

可达到１０－８Ｍ［３９］．
在质谱离子化技术方面，新发展的多肽衍生试

剂，能够将肽段在质谱的检测灵敏度提高１—２个数
量级［４０］；新出现的蛋白质衍生试剂，可将蛋白质的

检测限降低到１２．８ｎＭ，比直接紫外检测和商品化
的苯异硫氰酸酯标记后荧光检测的检测限降低了

约１００倍和４０倍［４１］．
在靶体材料方面，复合核壳纳米功能靶体材

料，能够将蛋白质／多肽在 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ上的检测
信号提高１—３个数量级，应用于人类大肠癌蛋白质
组研究，发现了８个未报道的低丰度蛋白［４２］；制备

的硼酸修饰纳米金球靶体，可将糖肽的富集、杂质

的洗脱以及质谱鉴定在一个ＭＡＬＤＩ靶板上完成，蛋
白质检测限可达到ｆｍｏｌ／μＬ级［４３］．

在质谱数据处理方法方面，基于遗传算法发展

了筛选标准优化策略，可以应用于不同的样品数

据，并提供优化的筛选标准，进而提高了蛋白质鉴

定的灵敏度和准确性［４４］；Ｘ．Ｎ．Ｊｉａｎｇ等［４５］２００８年
发展了基于ＭＳ２／ＭＳ３匹配的自动磷酸肽鉴定方法，
克服了磷酸肽鉴定时为了提高鉴定结果的准确性

而采用的手工校正的繁杂性；同年发展了一种利用

局部概率计算肽段正确鉴定概率的方法，可以显著

地提高肽段的和蛋白质的鉴定数目，从而提高了质

谱鉴定的准确性和灵敏度，为进一步的差异性分析

和功能注释提供了数据保证［４６］．Ｇ．Ｈ．Ｈａｎ等［４７］发

展了一种基于改进的目标 －伪数据库用于数据检
索，来高灵敏、可靠地鉴定简单磷酸化蛋白样品的

磷酸化位点信息的方法，应用于人体十分重要的磷

酸化激酶ＰＫＡ的磷酸化位点分析，从 ＰＫＡ的４个
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亚基中共鉴定到１７个磷酸化位点，其中５个磷酸化
位点是从未报道过的．Ｘ．Ｎ．Ｊｉａｎｇ等［４８］２０１０年发展
了分类筛选磷酸化肽鉴定的新方法，提高了磷酸化

肽段鉴定的覆盖率和灵敏度，与 ＭＳ２／ＭＳ３方法相
比，使用分类筛选的方法可显著地增加鉴定结果的

数目，增幅在１９％～３３％之间．

５　结语
综上所述，蛋白质分离和鉴定的新技术发展为

蛋白质组学研究提供了有效的方法．选择性吸附材
料的研制为蛋白质组学研究中高丰度蛋白质去除

和低丰度蛋白质富集提供了新的途径，进而避免了

复杂体系对目标蛋白质鉴定的干扰；以多维、多模

式、阵列式的蛋白质高效分离技术为核心构建的平

台，实现了蛋白质组的高效、高通量、高可靠性分

离；以液相色谱／质谱联用为核心的高灵敏鉴定的
新技术新方法的发展，提高了低丰度蛋白质的质谱

鉴定灵敏度和准确度．尽管如此，当前生物系统的
蛋白质组定量仍处于半定量水平，随着蛋白质科学

向纵深发展，对蛋白质组学新方法新技术的研究提

出了新的要求，蛋白质组定量新方法及相关技术的

发展势在必行，它不仅对研究生物样本蛋白质组在

不同状态下表达和翻译后修饰的动态变化进行规

模化分析有重要意义，而且能够从更高精确度、高

覆盖率和高分析通量的角度发现重要生物功能的

蛋白质、筛选与疾病相关的生物标志物以及寻找药

物的靶标．
致谢：感谢科技部国家重大科学研究计划项目
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