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II    人类蛋白质相互作用的研究策略

大规模蛋白质质谱分析[1,2]

质谱分析的方法主要有下列几种：

1

质谱分析用于蛋白质的研究具有许多优点[3]，如灵敏度高，能为极微量的样品提供信息；与色谱联用，

适用于复杂体系中痕量物质的鉴定或结构测定。总的来说，质谱分析具有准确性高、操作简易、快速等优

点。

1.1
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样品分子可以与碱金属离子加合，如[M+Na]和[M+K]，这种加合方式有助于形成离子，而这种现象则有

助于生物分子的离子化。

因此，使用氯化钠溶液对样品表面进行处理有助于提高加合离子的得率。在分析过程中加热样品也有助

于提高得率。在FAB离子化过程中，可同时生成正负两种离子，这两种离子都可以进行质谱分析。样品分子

如带有强电子捕获结构，特别是带有卤素原子，则可以产生大量的负离子。
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在上述技术中，对于前三种技术的研究最为深入，应用范围也最为广泛。

质谱分析的方法主要有下列几种：
1.2

1.2.1 蛋白质样品的准备[17,18]

样品制备是双向电泳中最为关键的一步，这一步的操作将直接影响2-DE的结果。但是，目前并没有形成

一个通用的制备方法。尽管处理方法多种多样，但都遵循下面几个基本原则：

尽可能提高样品蛋白的溶解度，抽提最大量的总蛋白，减少蛋白质的损失；

减少对蛋白质的人为修饰；

破坏蛋白质与其它生物大分子之间的相互作用，并使蛋白质处于完全变性状态。

根据以上原则，样品制备需要四种主要试剂：

变性剂，主要包括尿素和硫脲；

表面活性剂，常使用NP-40、TritonX -100、CHAPS与Zwittergent系列等双性离子去垢剂；

还原剂，最常用的是二硫苏糖醇，其它可供选用的还原剂还有二硫赤藓糖醇、磷酸三丁酯等。

此外，也可以选择性地加入三羟甲基氨基甲烷、蛋白酶抑制剂如EDTA、PMSF或蛋白酶抑制剂

cocktails以及核酸酶等。
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样品的来源不同，所使用的裂解缓冲液也不尽相同。通过不同试剂的合理组合，以达到对样品蛋白的最

大抽提率。在对样品蛋白质提取的过程中，必须考虑到去除影响蛋白质可溶性和2-DE 重复性的物质，比如核

酸、脂、多糖等大分子以及盐类小分子。大分子的存在会阻塞凝胶孔径，盐浓度过高则会降低等电聚焦的电

压，甚至会损坏IPG胶条，这些都会造成2-DE的失败。而样品制备的失败是很难通过后续工作的完善或改进

来弥补的。

核酸的去除可采用超声或核酸酶处理，超声处理应控制好条件，并防止泡沫产生；而加入的外源核酸酶

则会出现在最终的2-DE胶上。脂类和多糖都可以通过超速离心除去。降低盐浓度可以采用透析，但需时过

长；此外，也可以采取凝胶过滤或沉淀/重悬法脱盐，但该方法会造成蛋白质的部分损失。因此，处理方法必

须根据不同的样品、所处的状态以及实验的目的和要求进行选择，以获得最佳的实验结果。

1.2.2 蛋白质双向电泳

1.2.3 图象分析

双向电泳（2-DE）是蛋白质组学研究的三大

核心技术之一。2-DE在蛋白质组学研究中处于非

常重要的位置，它可用于蛋白质转录及转录后的修

饰研究、蛋白质组的比较和蛋白质间的相互作用、

细胞分化凋亡研究等许多方面。由于该技术具有较

高的分辨率和灵敏度，目前已成为分析复杂蛋白混

合物的基本工具。现正，研究人员还在不断改进

2-DE，使得这一技术日趋完善。

2-DE首先进行等电聚焦电泳（IEF），然后

采用十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-
PAGE）对蛋白质进行第二向电泳；在 IEF中，蛋

白质因等电点不同而被分离。

在 SDS-PAGE 中，蛋白质则因具有不同的分

子量而被分离开，之后再用考马斯亮兰或银染进行

显色，便可以借助Pdquest等软件对结果进行比对

分析了。

由于蛋白质具有等电点和分子量这两个彼此不

相关但又非常重要的性质，2-DE可同时利用这两个

性质的差异来分离蛋白质，因此2-DE对于蛋白质的

分离可以达到极高的分辨率和灵敏度，该技术甚至

能分离细胞中多达5000种的蛋白。

2-DE在分离蛋白质混合样品、比较差异方面

具有不可替代的作用。该技术通过与质谱鉴定技术

相结合，还可鉴定出大型蛋白复合物的各组分；与

其它生物学技术如分子生物学、分子遗传工程、免

疫学、微量蛋白质的自动氨基酸序列分析相结合，

可以快速准确地发现和鉴定新蛋白。

双向电泳的第一向IEF电泳采用IPGphor[19]，

将使分离操作变得轻松简单。 IPGphor由半导体

温控系统（18℃ -25℃）和程序化电源（8000V, 
1.5mA）两部分组成。可采用普通型胶条槽一步完

成胶条的水化、上样和电泳，从而大大减少操作步

骤。IPGphor一次可进行12个胶条槽的电泳（7、
11、13、18、24cm），此外，由于所采用的是高

电压（8000V），可大大缩短聚焦时间。最新推出

的通用型杯上样胶条槽因采用可移动的上样杯和电

极，适合任何长度的IPG胶条，尤其适合极性等电

点蛋白的分离。

2-DE图谱分析不能依靠本能的直觉，因为每一个图象上斑点的上调、下调及出现、消失，都可能在生理

和病理状态下产生，所以必须依靠计算机为基础的数据处理，进行定量分析。在具备一系列高质量的2-DE凝
胶（低背景染色，高度的重复性）的前提下，图象分析包括斑点检测、背景消减、斑点配比和数据库构建。
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1.2.4 质谱分析（图4）

1.2.4.1 肽质指纹术（PMF）

1.2.4.2 肽片段的部分测序

首先，对银染蛋白点进行胶内酶切、脱色、还原、烷基化、酶解（用胰蛋白酶）、萃取及冻干；然后，

将制备好的样品置于质谱仪上进行分析。该技术采用线性模式、正离子谱测定，离子源加速电压为20kV，离

子延迟提取500ns，质谱信号单次扫描累加50次，以多肽质量标准为外标。

该技术用酶（最常用的是胰酶）对由2-DE分离的蛋白在胶上或在膜上于精氨酸或赖氨酸的C-末端处进

行断裂，断裂所产生的蛋白片段的精确分子量通过质谱来测量（MALDI-TOF-MS或ESI-MS），采用这一技

术所获得的肽段的质量可精确至0.1个分子量单位。

所有肽段质量最后与数据库中理论肽段质量相配比（理论肽是由实验所用的酶来“断裂”蛋白产生

的）。

配比的结果是按照数据库中肽片段与未知蛋白共有的肽片段数目作一个“排行榜”，“冠军”肽片段可

能代表一个未知蛋白。若冠亚军之间的肽片段存在较大差异，且这个蛋白可与实验所示的肽片段覆盖良好，

则说明鉴定正确的可能性较大。

肽质指纹术本身并不能揭示所衍生的肽片段或蛋白质。为进一步鉴定蛋白质，出现了一系列质谱分析方

法，可用来描述肽片段。用酶或化学方法从N-末端或C-末端按顺序除去氨基酸，便形成梯形肽片段。

以一种可控制的化学模式从N-末端降解，可产生大小不同的一系列的梯形肽片段，而且所得一定数目的
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肽质量可由MALDI-TOF-MS测量。另一种方法涉及羧基肽酶的应用，该方法从C-末端除去不同数目的氨基

酸后便形成肽片段。化学法和酶法可产生相对较长的序列，其分子量非常精确，以至于连赖氨酸（128.09）
和谷氨酰胺（128.06）这两个分子量相差无几的氨基酸都能细致区分。或者，在质谱仪内应用源后衰变

（PSD）和碰撞诱导解离（CID）技术，目的是产生包含有仅异于一个氨基酸残基质量的一系列肽峰的质

谱。因此，可以基于此来推测肽序列。而且，在MALDI反应器上分析肽片段PSD就能产生部分序列信息。

首先进行肽质指纹鉴定；

然后，一个有意义的肽片段在质谱仪被选作“母离子”，在飞至离子反应器的过程中降解为“子离子”。

在反应器中，用逐渐降低的电压可测量至检测器的不同大小的片段。但经常产生不完全的片段。

目前采用肽片段来测序的方法始于70年代末的CID，可以在一个三联四极质谱ESI-MS或MALDI-TOF-
MS联合碰撞器内完成。在ESI-MS中，由电雾源产生的肽离子在质谱仪的第一个四极质谱中测量，有意义的

肽片段被送至第二个四极质谱中，经惰性气体轰击而成为碎片，所得产物在第三个四极质谱中测量。

与MALDI-PSD相比，CID稳定、强健、普遍，肽离子片段基本沿着酰胺键的主架被轰击产生梯形序列。

连续的片段间差异决定此序列在那一点的氨基酸的质量。由此，序列可被推测。由CID图谱还可获得的几个

序列的残基，叫做“肽序列标签”。这样，联合肽片段母离子的分子量和肽片段距N-末端、C-末端的距离将

足以鉴定一个蛋白质。

1.2.4.3 氨基酸组分分析

氨基酸组分分析于1977年首次作为鉴定蛋白质

的一种工具，是一种独特的“脚印”技术。

该技术利用了蛋白质异质性的氨基酸组分特

征，使之作为一种独立于序列的属性，且不同于肽

质量或序列标签。Latter首次表明关于氨基酸组分

的数据能用于在2-DE凝胶上鉴定蛋白质。通过使用

具有放射标记的氨基酸来测定蛋白质的组分，或者

将蛋白质印迹到PVDF膜上，并在155℃进行酸性水

解1h，采用这一简单步骤来提取氨基酸，所得每一

样品的氨基酸在40min内自动衍生并由色谱分离，

常规分析为100个蛋白质/周。依据代表两组分间数

目差异的分数，对数据库中的蛋白质进行排榜，

“冠军”蛋白质具有与未知蛋白质最相近的组分，

考虑到冠亚军蛋白质分数之间的差异，仅冠军蛋白

质的可信度大。

目前网络上有多个程序可用于氨基酸组分的分

析，如AACompIdent、ASA、FINDER、AAC-PI、
PROP-SEARCH等。其中，在PROP-SEARCH中，

组分、序列和氨基酸的位置被用来检索同源蛋白质。

但改程序仍存在一些缺点，如由于酸性水解的不足或

者部分降解，会产生氨基酸的变异，故应联合其它的

蛋白质属性进行鉴定。

质谱的准确性对测定结果有很大影响，因此质

谱测序现在仍很难应用于对未知蛋白序列的测定。肽

和蛋白的质谱序列测定方法具有快速、用量少、易操

作、所需样品量小等优点，这些都非常适合现在科学

研究的需要。

我们相信，随着各种衍生化方法和酶解方法的不

断改进，2-DE的应用以及质谱技术的不断完善，质谱

将会成为多肽和蛋白质分析最为有效的工具之一。

1.2.5 肽质量指纹图谱的数据库查询 （图4）

将结果通过软件进行肽质量指纹图谱（PMF）查询。在数据库中选择SWISS-PORT/TrEMBL，PMF中
的肽片段质量控制在1－5 kDa，肽片段分子质量最大容许误差控制在±0.5 u之间，选择胰酶，酶解片段不完

全选择为1个，物种来源选择人类，离子选择[M+H]加和平均，固定修饰选择脲甲基半胱氨酸。
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褪色的胶斑点 还原和烷基化
胰酶消化

肽段提取

纳升电喷雾电

离串联质谱

基质辅助激光解析

电离飞行时间质谱

质谱鉴定目标蛋白

搜索蛋白质数据库蛋白身份鉴定
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D
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图4 蛋白质质谱分析流程

1.2.6 微量测序

蛋白质的微量测序已成为蛋白

质分析和鉴定的基石，可以为相关

研究提供充足的信息。尽管氨基酸

组分分析和肽质指纹谱（PMF）可

鉴定由2-DE分离的蛋白，但最普通

的N-末端Edman降解仍然是鉴定的

主要技术。目前已实现蛋白质微量

测序的自动化。首先，使经凝胶分

离的蛋白质直接印迹在PVDF膜或玻

璃纤维膜上，再进行染色、切割，

然后直接置于测序仪中，这样就可

用于亚皮摩尔（subpicomole）水平

的蛋白质的鉴定。近来，应用自动
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化的Edman降解，可产生短的N-末端序列标签，这

是将质谱的序列标签概念用于Edman降解，而且业

已成为一种强有力的蛋白质鉴定策略。当对Edman
的硬件进行简单改进后，可以迅速产生N-末端序列

标签达10～20个/d，序列检签将适于在较小的蛋白

质组中进行鉴定。若联合其它蛋白质属性，如氨基

酸组分分析、肽质质量、表现蛋白质分子量、等电

点等，则鉴定出的蛋白质会更加可信。选择BLAST
程序，可与数据库相比对。目前，采用一种名为

Tagldent的检索程序，既可以进行种间比较鉴定，

又提高了其在蛋白质组研究中的作用。

由于质谱实验过程中有多种因素的影响，例如

质谱中存在着大量的物理噪声、化学噪声, 不规则

碎裂的离子谱峰、部分离子谱峰缺失、谱峰重叠等

复杂现象，这导致直接在原始质谱数据上识别肽序

列存在着很多的干扰信号。我们通过对大量串联质

谱图的观察和研究分析，发现其中的同位素峰具有

稳定的模式可以加以利用。众所周知，多肽主要是

由C、H、N、O、S、P元素组成，它们在天然情况

下存在着稳定的同位素，不同元素组成的肽，存在

着不同的同位素分布，我们称之为同位素模式，如

图8。这些同位素模式有助于判断是否存在谱峰重

叠现象。有效的多肽碎片离子会存在一系列有规律

的同位素，噪声则不然。因此首先可以应用同位素

模式来识别质谱中的有效峰和噪音。 
根据质谱中的同位素模式信息，作者提出了一

种利用同位素模式来预测离子分子式的新算法——

FFP[11]。根据C、H、N、O、S、P元素的天然稳定

分布，可以计算出一个分子式的理论同位素模式，

与实验谱中的模式距离最小的分子式认为是正确

的，加上对一个有效分子式的线性约束，可将分子

式预测问题建模为一个二次规划问题。通过求解该

问题，同时结合数据库中的统计规则，可以高精度

确定Q-TOF型质谱500u以下谱峰所对应的离子分子

式。在50组Q-TOF数据上对0~300u范围内的离子进

行分离（图5）。

许多研究证明了质谱能成功用于蛋白质结构的研究[20-26]，即一级结构（构成蛋白质的单元氨基酸通过肽

键连接形成的线性序列）、二级结构（α螺旋、β折叠、β转角、π螺旋、随机卷曲等基本结构单元）、三

级结构（蛋白质在二级结构形式的基础上进一步盘曲、折叠而形成特定格式的三级结构）及四级结构（蛋白

质多条多肽链之间相互作用所形成的更为复杂的聚合物，并具有一定功能的结构形式）。但目前为止，质谱

在蛋白组学中的应用主要还是集中于对一级结构的研究。

图5 同位素标记的蛋白质质谱分析
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图6 酵母双杂交系统分析流程

酵母双杂交系统：猎物与诱饵

酵母双杂交技术原理

2

酵母双杂交技术是研究蛋白质相互作用的一种重要方法。基因的功能由其编码的蛋白质来实现，蛋白质

是基因功能的执行者，而蛋白质功能的发挥是通过蛋白质与小分子底物、蛋白质与核酸以及蛋白质与蛋白质

之间相互作用而实现的。所以，通过研究已知功能蛋白质和未知功能蛋白质之间是否具有相互作用，便可了

解未知蛋白质的功能。酵母双杂交技术就是基于研究蛋白质是否相互作用而建立的，该技术建立十多年来，

已广泛用于研究蛋白质与蛋白质的相互作用，并向大规模、自动化、高通量方向发展且日趋成熟。近几年对

一些模式生物的几乎全部ORF之间相互作用的研究，为大规模研究蛋白质与蛋白质相互作用，以及了解更多

蛋白质的生物学作用和细胞的复杂分子系统提供了范例。

2.1

1989年，Fields S等人[27]报道了一种检测蛋白质与蛋白质相互作用的遗传方法——酵母双杂交技术。它

是利用转录激活因子GAL4的特性而建立的。GAL4由两个结构域组成，一个是N端的DNA结合域（DBD），

一个是C端的转录激活域（AD）。二者可以从核酸一级结构上分开并独立表达出有功能的结构域；而当二者

在物理空间上靠近时可重新获得完整的转录因子活性。它与自然表达转录激活因子GAL4一样，可结合其顺式

元件UASG，并激活信号途径下游半乳糖苷酶基因的转录。

用目的蛋白X的核酸序列同DBD的核酸序列融合可以表达DBD-X，用目的蛋白Y的核酸序列同AD的核酸

序列融合可以表达AD-Y。如果X和Y相互作用，则使DBD和AD两结构域在物理空间上靠近，而重显完整的转

录激活因子功能，激活其下游基因表达。因此，检测GAL4调控的半乳糖苷酶的活性就可判断X、Y是否相互

作用。 
由此可见，酵母双杂交技术研

究蛋白质之间的相互作用是细胞内

实验，即不需提纯蛋白便可研究蛋

白的相互作用， 消除了提纯过程引

起的蛋白变性，因而研究的是有生

物活性的蛋白与蛋白之间的相互作

用，反映了体内的真实作用情况。

因此该技术受到了许多科学工作者

的关注和应用，并促使其应用于大

规模蛋白质与蛋白质相互作用的研

究。

大规模酵母双杂交技术
的发展基础

2.2

大规模双杂交技术的发展与许多

因素有关，其中一些技术的发展和应

用为酵母双杂交技术向大规模、自动

化方向发展打下了基础。
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大规模酵母双杂交技术的应用及筛选方式

大规模酵母双杂交技术的局限性

2.3

2.4

随着技术的发展、进步和基因组测序的实现，酵母双杂交技术用于大规模研究蛋白质与蛋白质相互作用

的报道逐渐增多。研究人员研究了从简单到复杂物种的蛋白质相互作用，结果获得了大量宝贵的相互作用数

据，建立了一些物种的相互作用网络，再现和拓展了许多生物通路规律，揭示了许多未知蛋白的功能和已知

蛋白的新功能。

酵母双杂交筛系统虽因其优点而广泛用于研究蛋白质相互作用，但也有其自身固有的缺点，如实验设

计、结果处理和分析时都要考虑的假阳性和假阴性问题。
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2.4.1 假阴性产生的原因

2.4.2 假阳性产生的原因

有些蛋白由于细胞定位特性可出现假阴性结果。

如细胞内定位不在细胞核的蛋白，尤其定位细胞膜和通过分泌泡分泌到细胞外的蛋白，则难以检测；

蛋白未能正确修饰和折叠；

融合表达可能会影响蛋白修饰和折叠，尤其在酵母双杂交系统中研究异源蛋白相互作用时，蛋白不一

定能正确修饰和折叠，另外，还可能水解异源蛋白；

有的蛋白对酵母菌株有毒性或抑制菌株生长。

诱饵需经自激活检验来决定，无自激活的才可作为诱饵筛库；

开发了一些新的酵母双杂交系统，如分离泛素系统、SOS招募系统等；

选取酵母双杂交筛选所得的部分相互作用作亲和纯化验证以评估所得全部相互作用的可靠性；

收集已有的蛋白相互作用来验证结果。

DBD-X的自激活作用；

一些AD-Y融合蛋白中的Y可能结合DBD或启动子附近序列或蛋白，并能激活转录；

DBD-X与AD-Y并非通过DBD-X－Y-AD直接激活转录，而是通过第3种蛋白或多蛋白的复合体把X、Y募
集到一起，然后激活转录；

 非特异DBD-X－Y-AD相互作用，因为有的蛋白表面具有成簇的疏水氨基酸或其它可引起X、Y非特异

作用的结构；

有些蛋白不激活转录，但可以改变酵母生长活性、通透性、生长速率来使LacZ检测呈现阳性；

酵母菌株的一些适应性改变可导致无相互作用的菌株在营养缺陷选择培养基上生长；

酵母双杂交技术具有操作相对简单、无需提纯蛋白、属于体内实验等优点，被广泛用于蛋白质相互作

用研究。

迄今为止，该技术是用于大规模研究蛋白质相互作用最多的方法。虽然酵母双杂交实现了大规模筛选，

有了自动工作站，但整个流程自动化程度还不高，还需要大量人力辅助。因此，探索和改进大规模酵母双杂

交自动化筛选过程的研究仍在进行。另外，酵母双杂交技术大规模筛选的结果存在假阴性和假阳性高及重复

性差的问题。

为此，人们从实验规程到系统改进和结果处理等多方面进行考虑，如：

但这些只在一定程度上解决了问题。所以，如果条件合适，应同时开展其它大规模蛋白相互作用研究或

验证，如大规模CO-IP、TAP、共定位实验、哺乳动物双杂交系统实验。只有这样，才有利于验证和拓展相

互作用结果而构建规模更大、可信度更高的相互作用网络图，并最终使我们能更好地了解细胞内复杂的分子

系统联系特征及其工作机制。
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