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植物差异蛋白组学研究中几项主要技术的探讨
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摘要：蛋白质是细胞内的关键物质，是生命活动的体现者．对蛋白质的研究，将有助于阐明生命现象的某些
重要机制．目前植物高通量差异蛋白组学技术的发展日新月异，但主要包括双向电泳（２ＤＥ）、双向荧光差
异凝胶电泳（ＤＩＧＥ）、同位素亲和标签（ＩＣＡＴ）、同重同位素标记相对和绝对定量（ｉＴＲＡＱ）４种技术方法．因
此，就以上４种技术方法进行探讨，以期更好他利用蛋白组学相关技术．
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ａｂｓｏｌｕｔｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ

　　 蛋白质组学是研究生物体各种层次下总蛋白
质的各种生理生化特性及不同时空下的变化规律．
它以植物组织或细胞中的总蛋白质为研究对象，这

是继人类基因组计划完成后在分子生物学水平上对

生命活动的第２步探索，是后基因组时代研究的核
心内容之一［１－２］．传统的研究策略通常是采用基因
芯片，基因序列表达分析等方法从转录水平（ｍＲ
ＮＡ）分析基因的表达变化［３］．而有研究［２］表明，基

因的ｍＲＮＡ表达水平与蛋白水平表达并不完全呈
正相关关系，他们之间的相关系数大约只有０．３．从

基因到蛋白质的表达，存在着 ｍＲＮＡ剪接，蛋白质
翻译调控及修饰，蛋白的成熟后剪接，蛋白质在亚细

胞的定位和蛋白与蛋白之间的相互作用等过

程［４－５］．因此，基因组中绝大部分基因及其功能都有
待于在蛋白质水平上得到揭示与阐述．而差异蛋白
组学就是研究生物体在特定条件下所表达的差异蛋

白质，是目前使用最广泛的蛋白组学研究策略之一．
植物蛋白组学起步虽然较人类和微生物蛋白组

学晚，但近年来随着高通量蛋白组学技术的发展成

熟和越来越多植物全基因组序列测定的完成，差异



蛋白组学被广泛应用于植物遗传多样性分析，逆境

下的生物及非生物胁迫，植物生长发育等领域的研

究，并取得了迅速发展，其涉及植物的各组织器官细

胞，细胞和亚细胞等水平的研究［６－８］．虽然高通量植
物差异蛋白组学的发展日新月异，但主要包括双向

电泳（２ＤＥ）、双向荧光差异凝胶电泳（ＤＩＧＥ）、同位
素亲和标签（ＩＣＡＴ）、同重同位素标记相对和绝对定
量（ｉＴＲＡＱ）４种技术方法．本文就以上４种主要技
术与方法进行了优缺点的比较，以期在蛋白组学研

究中更好地利用相关技术．

１　双向电泳（２ＤＥ）

２ＤＥ（ＴｗｏＤｉｍｅｎｓｉｏｎａｌＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ）的基本
原理为，首先根据蛋白质等电点的差异在不同 ｐＨ
梯度的胶内进行等电聚焦分离，然后转到聚丙烯凝

胶上进行电泳，按照相对分子质量的大小进行第２
次分离．蛋白质分子经过两次分离后，按照其等电点
和相对分子质量的不同二维的分布在聚丙烯凝胶

上，接着经过各种方法（硝酸银、考马斯亮蓝、荧光

等）对蛋白质进行染色，最终有效地将蛋白质以图

谱的形式显示出来．基于对应蛋白质点灰度、荧光强
弱比较不同处理、不同生理病理条件、不同时间等情

况下，细胞、组织和体液内某种蛋白质含量的高低，

从而获得某条件下的差异蛋白点，最后采用质谱技

术进行蛋白质的鉴定．
双向凝胶因其成本低，操作简单目前仍然是蛋

白组学研究中一种重要的分离方法，但其也存在一

些局限性，主要表现在以下几个方面［９－１４］：１）由于
ＩＰＧ胶条只能分离ｐＨ３～１１的蛋白质，所以极酸或
极碱的蛋白质不能通过双向电泳进行有效分离．２）
由于疏水性蛋白质在蛋白提取过程中不能有效地溶

解于裂解液中，导致一些疏水性蛋白（如膜蛋白等）

不能在 ２ＤＥ胶上显现．３）相对分子质量大于
２００ｋＤａ的蛋白质分子进入ＩＰＧ胶条时比较难，而相
对分子质量小于１０ｋＤａ的蛋白质分子又容易从胶
条中扩散，导致２ＤＥ不能有效分离相对分子质量
偏大或偏小的蛋白质分子．４）即使使用最宽的
２４ｃｍ的ＩＰＧ胶条，最多也只能分离染色到３０００多
个蛋白点．同时由于２ＤＥ分辨率等因素的限制，导
致低丰度蛋白被高丰度蛋白所掩盖而不能被检测．
５）２ＤＥ的重复性有待进一步提高，且工作量大、费
时、费力，难以实现自动化．目前２ＤＥ的主要优势

应用是同工酶和异构酶的发现，食品分析，蛋白质的

修饰等方面．

２　双向荧光差异凝胶电泳（ＤＩＧＥ）

ＤＩＧＥ（ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌＩｎＧｅ１Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ）的原
理是，将不同的样品用不同荧光标记后等量混合，接

着用单一的２ＤＥ胶进行分离，在不同波长激光的
激发下，发出不同荧光，目的是实现两个蛋白质样品

之间差异蛋白的定量分析（ＬｉｌｌｅｙａｎｄＤｕｐｒｅｅ，
２００６）．该技术克服了２ＤＥ过程中不同次凝胶间存
在重复性差的问题，使蛋白点的匹配，差异定量分析

等更加准确．在 ＤＩＧＥ分析时，为了排除系统误差，
在实验设计时，通过交叉染色可以有效地消除定量

分析时的系统误差［１５］．
与传统基于染色分析的 ２ＤＥ方法相比较，

ＤＩＧＥ在避免不同胶之间重复性差需要定量分析等
问题上有非常明显的优势，但是与传统２ＤＥ相比，
ＤＩＧＥ也存在一些问题．尽管不同染料标记的蛋白质
样品，其相对分子质量和等电点没有明显的改变，

２ＤＥ中不会发生偏移，但是标记的蛋白质与相同的
而未标记的蛋白质相比，它们在２ＤＥ胶上的位置
发生了偏移而不在同一位置，这会对下一步挖去差

异点进行质谱鉴定产生影响，可能存在蛋白质点被

其他未标记蛋白质点污染的问题［１６－１８］．因此在切点
挖胶前，用传统染料对２ＤＥ进行染色以找到需要
切取的差异蛋白点位置，再取点进行后续的质谱分

析；或者在进行 ＤＩＧＥ分析时，同时跑一块２ＤＥ胶
用传统考马斯亮蓝或蛋白染料进行染色，依据ＤＩＧＥ
分析差异蛋白质点信息，在传统染色２ＤＥ胶上进
行挖取对应的差异蛋白质点［１９］．如今，ＤＩＧＥ广泛应
用于植物差异蛋白质组学的各项研究中．

３　同位素亲和标签（ＩＣＡＴ）

Ｇｙｇｉ（１９９９）［２］率先建立了ＩＣＡＴ（ＩｓｏｔｏｐｅＣｏｄｅｄ
ＡｆｆｉｎｉｔｙＴａｇ）技术．该技术由３个部分组成：即活性
反应基团，可特异性的与蛋白质肽段上的半胱氨酸

残基反应；引入稳定同位素的连接子；亲和标签用来

分离含半胱氨酸的多肽．相对于其他定量蛋白组学
研究，ＩＣＡＴ定量有以下优点［２０－２２］：１）因为蛋白质分
离是在肽段水平上进行，任何来源的蛋白质样品均

可进行定量分析．２）通过选择含有半胱氨酸残基的
亲和性肽段，结果可降低后续质谱分析的复杂性．
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３）烷基化反应即使在有盐、去垢剂及稳定剂存在下
都可以进行．４）能够测量和鉴定出各种低丰度蛋
白，提高蛋白鉴定的效率．５）ＩＣＡＴ可与任何类型的
免疫，物理分离方法兼容，因此能很好地定量分析微

量蛋白质．
ＩＣＡＴ虽然引入了内标，但是仍然存在一些缺

点，有待改进［２３－２５］．如：１）只有含半胱氨酸残基的
蛋白质被标记和分析，不含半胱氨酸残基的蛋白质

将被丢失，因此对总蛋白的鉴定并非完全．２）ＩＣＡＴ
在ＭＳ／ＭＳ质谱分析过程中一直保留在蛋白质的肽
段上，这将影响下阶段肽段的检测同时增加数据搜

索分析的复杂性．３）ＩＣＡＴ的标记效率不可能是
１００％，最高只有８０％左右．４）在ＩＣＡＴ标记时，ＩＣＡＴ
对高丰度蛋白标记的倾向性，导致低丰度蛋白质标

记效率低下而不能被后续鉴定和定量．这些都大大
限制了ＩＣＡＴ技术的应用和发展．

４　同重同位素标记相对和绝对定量（ｉＴＲＡＱ）

ｉＴＲＡＱ（ＩｓｏｂａｒｉｃＴａｇｓｆｏｒＲｅｌａｔｉｖｅａｎｄＡｂｓｏｌｕｔｅ
Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ）是一种可同时对 ４种或 ８种蛋白质
样品进行标记，一次实现对标记的蛋白质进行精

确定量的比较蛋白组学研究方法．该试剂由 ３部
分组成：一端是标签分子部分，由相对分子质量

为１１４，１１５，１１６，１１７Ｄａ等的报告集团组成，从
而可形成４种或８种不同的标记．另一端为肽反
应部分，是将 ｉＴＲＡＱ试剂与蛋白质或蛋白质酶解
肽段氨基酸反应，因细胞中所有蛋白质或蛋白质

酶解肽段均存在氨基末端，所以通过 ｉＴＲＡＱ试剂
标记后可对所有蛋白质及酶解肽段进行鉴定分

析，大大提高了蛋白鉴定的效率．试剂分子的中
间部分为相对分子质量为 ３１，３０，２９，２８Ｄａ的质
量平衡臂，可确保所有的 ｉＴＲＡＱ标记的相对分子
质量为１４５Ｄａ，这保证了ｉＴＲＡＱ标记的同一肽段
的核质比相同，提高了鉴定结果的准确性．ｉＴＲＡＱ
的操作流程见图１．

ｉＴＲＡＱ与 ＩＣＡＴ相比，有如下优点［２６－３０］：１）
ｉＴＲＡＱ标签通过对所有蛋白质的末端氨基或蛋白
质酶解肽段的末端氨基酸标记，因此可以标记所有

的蛋白质或蛋白质酶解肽段，这样既能提高蛋白质

鉴定的覆盖率，同时可使蛋白质定量结果更加可靠．
２）标记过程操作实现了高通量、速度快、标记完全，
标记效率可达９８％以上．３）ＩＣＡＴ标记一次只能分

析两个样品，而ｉＴＲＡＱ试剂可以同时分析４个或８
个样品，有效实现了多重比较，并减少了不同批次实

验之间的系统误差．

ｉＴＲＡＱ试剂除了可用来进行相对定量外，还可
以进行绝对定量，通过用ｉＴＲＡＱ试剂标记已知的标
准蛋白质，实现样品的绝对定量分析［３１］．目前，
ｉＴＲＡＱ已成为定量蛋白组学研究中一种比较主流
及普遍的技术和工具．

综上所述，蛋白质是继基因组之后研究生命活

动的最重要大分子物质，对蛋白质结构和功能的研

究，将有助于阐明各种情况下生命活动的作用机制．
目前ｉＴＲＡＱ技术虽然只能对样品进行定量分析，且
存在试剂价格仍然较昂贵等不足和缺点，但该技术

在蛋白组学研究中存在明显的优势，必然在未来蛋

白组学水平上解释生命活动的机制中发挥重要

作用．
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