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磷蛋白组的研究技术及其进展
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摘 要 真核细胞中蛋白质磷酸化是一个重要事件。真核细胞利用可逆的蛋白磷酸化来控制许多细胞过程包括

信号转换、基因表达、细胞周期等。磷蛋白组的研究涉及磷蛋白的分离和鉴定，磷酸化残基定位和定量分析。由于

蛋白质磷酸化是一个动态过程，在细胞中磷蛋白含量低，磷酸化位点可变，且磷酸肽的质谱信号常常会受到抑制，

所以磷蛋白的分析存在更多的困难。本文介绍了国内外在磷酸蛋白的分离鉴定及定量分析方面的研究技术以及

进展情况。目前，质谱仍然是核心的鉴定技术，寻找更好富集方法是最大的挑战。定量蛋白组学是对蛋白质的差

异表达进行精确的定量分析。目前还不存在一种独立的方法可以完成磷蛋白的分离、鉴定，以及磷酸位点的定位

和定量分析。随着样品分离技术和相关仪器的发展，磷酸蛋白快速、准确、全面分析鉴定将能够实现。
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! 磷酸蛋白研究背景

多学科的相互渗透和研究技术手段的高速发展，生命科

学在 #$ 世纪取得了巨大的进步。特别是在基因组研究方面

已取得了许多的成果，包括人类基因组在内的多种生物的基

因组全序列测定已陆续完成，面对庞大的遗传信息，人们开

始关注这些序列信息与生命活动之间的直接或间接的联系。

基因的功能是什么？它们又是如何发挥这些功能的？

基因是遗传信息的携带者，蛋白质才是生命活动的执行

者，在蛋白质水平上揭示生命现象的本质和活动规律是后基

因组———蛋白组研究的重点。蛋白组具有时空性和可调节

性。在不同组织和细胞中蛋白质的表达是不同的。机体处

在不同的环境、不同的发育阶段其蛋白质的表达也是不同

的。蛋白质表达的复杂性，体现了生命活动的复杂性。而高

等生物具有基因剪切、蛋白质翻译后修饰和自我剪切等特

性，遗传信息的表现规律就更加复杂。蛋白质的翻译后修饰

包括糖基化、磷酸化、蛋白质降解、30硝酸化，精氨酸甲基化、

3DE 核糖基化等等，是蛋白质行使正常生理功能所必需的。

真核细胞中的蛋白质磷酸化作用主要发生在丝氨酸、苏

氨酸和酪氨酸残基上，机体利用可逆的蛋白磷酸化来控制许

多细胞过程包括信号转换、基因表达、细胞周期等［!，#］。研究

表明，在真核细胞中随时有 !F% 的蛋白质处于磷酸化状态，

这些蛋白质的磷酸化能通过改变自身三维构象来调节其活

性［%，A］。特别是在真核细胞的信号转换中，蛋白质的磷酸化

有着举足轻重的地位。如在中枢神经系统中，几乎所有的兴

奋性神经递质信号受体调控的方式都是磷酸化与去磷酸

化［4］。丝氨酸、苏氨酸、酪氨酸残基上的磷酸化是非常重要

的蛋白质功能调节器，因此正确鉴定磷蛋白的结构以及磷酸

化位置是研究磷蛋白功能的主要任务之一。而蛋白质磷酸

化在机体内是一个动态的过程，在不同条件下蛋白质磷酸化

的定量分析是研究蛋白质差异表达的内容［2 G 1］。

蛋白质磷酸化的全面分析，又称磷蛋白组学（E/’HI/’0
I-’@6’;<.H），包括磷蛋白和磷酸肽的鉴定，确定磷酸化定位和

定量。磷蛋白组学的全面分析主要面临几方面的挑战：其

一，通常细胞中磷酸化蛋白质的拷贝数相当低。其二，蛋白

质磷酸化的位点是可变的，一种蛋白质可能有多种磷酸化形

式。其三，多数研究蛋白质磷酸化的分析技术有一个限定的

动态范围，意味着主要的磷酸化位点能够定位，次要的磷酸

化位点的鉴定就十分困难。最后，磷酸酶能水解磷酸残基，

在分离和纯化过程中必须抑制它的活性。

" 磷蛋白组的主要分离技术

目前，磷蛋白组的分析鉴定普遍采用多种分离技术结合

单极或多极质谱的鉴定方法，技术的关键在于磷酸化蛋白质



或磷酸化肽的分离和富集。

!"# 凝胶电泳分离技术

早在 !"#$ 年 %’&’(()** 就利用二维凝胶电泳（+,-./01)2.
30-2’* 4)* )*)56(-78-()303，9:;）对大肠杆菌总蛋白进行分离，目

前 9:; 已成为蛋白组研究的核心技术之一。9:; 利用蛋白

质分子之间的等电点和分子量的差异，在相互垂直的方向进

行 9 次电泳分离，使蛋白组的分辨率提高了 ! < 9 数量级。

近几年经过多方面的改进提高了 9:; 的分辨率和重复性。

特别是 !"=9 年开发了固定化 7> 梯度介质（?11-@0*0A)/ 7>
4(’/0)26，?BC），克服了两性电解质阴性飘移和 7> 梯度性等

缺点。由于可以随意精确设定的稳定 7> 梯度，极大地改善

了 9:; 的分辨率和重复性，这是 9:; 技术上的一个重大突

破。但当前 9:; 技术还存在以下几个缺陷：（!）极端蛋白质

的丢失，包括拷贝数低于 !DDD 的低丰度蛋白；极酸和极碱蛋

白的检出；分子量极大（ E 9DDF:）和极小（ G !DF:）的蛋白；

难溶蛋白的检出。（9）9:; 技术的自动化问题。（H）9:; 的

载量限制，目前最多能达到 14 级水平，不能满足高通量分析

研究的需要。（I）后修饰蛋白的拖曳现象。虽然 9:; 存在一

些局限性，但目前在蛋白组的研究还是一种不可替代的手

段［" J !!］。

!"! 层析法分离磷蛋白

常用的磷蛋白分析方法是用胰蛋白酶消化磷酸蛋白，获

得特异的多肽片段，经反相色谱柱分离结合电喷雾质谱进行

分析鉴定。>K//*)36-2 等用 >BLM.;N?.ON（高效液相色谱.电
喷雾质谱联用技术）鉴定小鼠蛋白激酶 M!"在体内的磷酸

化位点，确定该酶的一级结构［!9］。反相色谱柱在分离磷蛋

白混合物的同时可以去掉盐分，但是由于多数磷酸肽具有亲

水性，故样品在分离过程中有较大的损失。鉴于磷酸蛋白和

磷酸肽的亲水性质，>P O’63K1-6- 等用分离纯化寡核苷酸 -*.
04- QH 来分离磷酸蛋白［!H］。;P +P M802 报道用多孔石墨碳柱

（B-(-K3 4(’780605 5’(@-2）来富集磷酸蛋白［!I］。对于一些复杂

的蛋白混合物，以及弥补二维电泳对极端等电点及极端极性

的蛋白分离的局限性，发展了多维液相色谱法（OK*60/01)2.
30-2’* *0RK0/ 58(-1’6-4(’78S），蛋白混合物先经过强阳离子交换

柱或分子筛，再反相柱分离，然后直接进入质谱里得到分离

和鉴定。由于二维色谱法分离的原理与 9:; 不同，成为 9:;
互补的分离方法。二维色谱法能弥补 9:; 的缺陷，对极端蛋

白的分离没有偏向性，具有放大效应，分离得到较多的蛋白能

满足后续的鉴定，与质谱直接连接使自动化程度高、重复性

好，避免了 9:; 显色、切胶和消化过程的损失。基于这些优

点，随着 LMTLM.ONTON（二维液相色谱.二级质谱联用技术）的

发展和改进，很可能会取代 9:;.ON 在蛋白组研究的地位。

BPM’- 等 运 用 了 微 型 固 定 金 属 亲 和 层 析（ ?11-@0*0A)/
1)6’* ’UU0206S 58(-1’6-4(’78S，?OVM）在离线或在线形式下完成

质谱检测磷酸肽［!$ J !#］。?OVM 利用金属螯合离子（&)H W 、V*H W

和 C’H W ，C’H W 对磷酸基团亲和力的更强），达到选择性分离

浓缩磷酸蛋白的目的。?OVM 是基于阴离子磷酸基团的存

在，能较好地富集磷酸化丝氨酸、苏氨酸和酪氨酸残基肽。

?OVM 主要的问题是金属螯合离子对磷酸基团的亲和力易受

到酸性基团（如谷氨酸和天门冬氨酸）和电子供体基团（如组

氨酸）的影响。磷酸蛋白的洗脱也受到金属离子的种类、柱

的材料和洗脱过程的影响。为消除肽链中酸性基团的影响，

&05’((- 等在磷酸蛋白上柱前对酸残基进行酯化作用，获得了

更好的特异性［!=］，并用该法从总酵母蛋白中获得了数百个

磷酸蛋白。如果将 ?OVM 进一步的改进，有望成为分离磷酸

蛋白最好的工具之一。

!"$ 免疫沉淀

目前，用于富集磷酸化酪氨酸、丝氨酸和苏氨酸蛋白的

抗体已商业化，但仅有抗磷酸酪氨酸抗体的效果较好，在富

集和鉴定低丰度酪氨酸磷酸化蛋白相当有效。抗体是用于

免疫沉淀反应的特殊蛋白，能专一性地从复杂的蛋白混合物

将磷酸蛋白中富集出来。XP O’(5K3 等利用免疫沉淀反应获

得并鉴定了人血小板蛋白中的酪氨酸磷酸化蛋白［!"］。先用

9:; 分离人血小板蛋白的片段，用抗磷酸酪氨酸的抗体免疫

印迹识别磷酸蛋白，可疑蛋白点经胰蛋白酶水解在 OVL:?.
+%&.ON（基质辅助激光解吸离子化.飞行时间质谱）鉴定，确

定了几个酪氨酸磷酸化蛋白。VP B’2/)S 等为了鉴定表皮生

长因子受体（;70/)(1’* 4(-,68 U’56-( ()5)76-(，;C&Q）信号途径

的几个组分，运用免疫沉淀方法提取引起 ;C& 响应酪氨酸

磷酸化蛋白分子，并用一维电泳结合电喷雾串联质谱鉴定了

" 个信号分子，其中 # 个已确认为表皮生长因子受体信号组

分。同时鉴定了最近发现的 Y’Z.9（一种鸟苷酸转换因子），

并证实 Y’Z.9 为 ;C&Q 的配基，在 ;C& 响应时其酪氨酸残基

发生了磷酸化。这些提示了该方法可成为鉴定细胞表面受

体组分的有效途径［9D］。

!"% 化学修饰法

通过对磷酸盐的化学修饰，也可达到从复杂混合物中富

集磷酸肽的目的。磷酸盐的化学修饰有两种化学修饰方法，

!.消除反应和二亚胺缩合反应［9!，99］。这两个方法要求大量

的样品且仅对高丰度蛋白容易检测，所以实际运用并不多，

若能结合其他的分离方法提高对低丰度蛋白的检测率，化学

修饰法还是一种有前途的方法。!.消除反应是在强碱性条

件下处理磷酸蛋白样品，使磷酸丝氨酸和磷酸苏氨酸残基上

发生!.消除反应，形成#!不饱和键。;:+ 作为亲核试剂，提

供一个硫醇基团与生物素亲和标记连接，可在相应的生物素

亲和柱上得到富集。!.消除反应之前样品需用酸处理，使半

胱氨酸和蛋氨酸残基氧化，避免与生物素反应。该方法能减

少磷酸蛋白混合物因多步纯化带来的损失，但磷酸酪氨酸不

易发生!.消除，故受到限制。二亚胺缩合反应适合含有磷酸

酪氨酸的蛋白质，但需几个化学反应和多个纯化步骤，因而

样品损失也较大。

$ 磷蛋白组的主要鉴定技术

=D 年代末两种软电离技术的发明，使质谱迈入了生物

大分子的研究领域，并极大地推动了蛋白组研究进程，和

9:; 一起成为目前蛋白质研究的核心技术。这两种软电离
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技术分别是电喷雾离子化（!"#$%&’()&*+ ,’-,.*%,’-，!/0）和基质

辅助激光解吸离子化（1*%&,23*((,(%#4 "*(#&34#(’&)%,’- ,’-,.*%,’-，

15670），!/0 能产生多电荷峰扩大了分子量的测定范围，同

时提高了灵敏度和准确性，而且 !/0 能方便地与分离技术联

用，实现蛋白质分离鉴定的自动化。15670 主要生成单电荷

离子，使质谱图中的离子与混合物中的蛋白质或肽有良好的

对应关系。质谱的电离技术的突破，解决了生物大分子分子

量快速准确的测定问题，结合各种分离技术使蛋白组的研究

深入到对蛋白质后修饰分析和高级结构的探索以及蛋白质

之间的相互作用水平［89 : 8;］。

磷酸肽的鉴定分析对现有的质谱技术提出了巨大的挑

战。理论上，蛋白质的每个磷酸化成分均能被质谱检测，但

实际上质谱对蛋白质水解片段的分析极少能有 <==>的覆

盖率。磷酸基团的阴离子电荷妨碍胰蛋白酶的消化，而磷酸

蛋白水解所得的肽却不能象非磷酸化肽那样可以直接进行

质谱鉴定。首先，在阳离子模式下（蛋白质检测通常使用的

模式）非磷酸肽的存在会削弱磷酸肽离子的信号，所以来自

磷酸肽的信号通常受到抑制。其次，样品中存在质量数相同

而磷酸化位点不同的肽使分析变得复杂。其三，肽质量指纹

不能直接产生序列信息，准确的磷酸化残基的鉴定是不容易

的。最后，用该法分析磷酸化要求纯度较高的蛋白或肽，需

与一维或二维电泳或高效液相色谱纯化。

!"# 质谱技术

1567031/ 已成功地用于非磷酸化蛋白质的鉴定分析，

通过获得胰蛋白酶水解的肽质量指纹图，与理论水解产物的

质量比较从而获得蛋白质的序列信息。5? /%#-(@*""# 等将

156703ABC31/ 与磷酸酶消化处理相结合准确鉴定磷酸肽残

基位置［8D］。磷酸酶处理之后，磷酸盐的缺失引起的特有的

质量变化。个别情况还可以区分磷酸肽中的丝氨酸、苏氨酸

和酪氨酸之间的磷酸化，因为在阳离子模式下，含丝氨酸和

苏氨酸的磷酸肽呈质量数为 EF 7 的损失（来自 G9HBI），而含

酪氨酸的磷酸肽具有质量数为 F= 7 的损失（来自 GHB9 ）。

如果先用 015J 纯化富集磷酸肽，质谱的鉴定工作会更有意

义。KL",*-M 1* 等尝试用阴离子模式鉴定样品中的磷酸肽，

检测到一些在阳离子模式中较弱的信号［8N］。H*%%#&(’- 等利

用 H/7（H’(%(’L&$# 4#$*+，源后衰减技术）31567031/ 获得低

于 )O’" 的磷蛋白的序列信息和确定的磷酸化位点，但 H/73
1567031/ 对操作人员的技能要求很高，获得一张好的质谱

图的困难限制该方法的使用［8F］。近几年，与 1567031/ 结合

的串联质谱也较多地运用于磷蛋白的分析鉴定，如 156703
P3ABC（基质辅助激光解吸离子化3四极杆3飞行时间质谱），

156703ABC3ABC（基质辅助激光解吸离子化3二级飞行时间质

谱），156703,’- %&*)（基质辅助激光解吸离子化3离子井质谱）

等，它们不仅提供快速的磷酸肽鉴定，而且准确确定磷酸化

的位置，但是使用这些仪器时，15670 的一些缺点是不能克

服的，而且磷酸肽的分离纯化仍是分析鉴定的关键所在。

!"$ 先驱离子扫描

由 J07（J’"",(,’-3,-4L$#4 4,((’$,*%,’-，碰撞诱导分裂）所产

生的片段中，磷酸肽不仅产生特殊序列的片段而且一些片段

含有特殊的磷酸基团。在串联质谱先驱离子扫描（H&#$L&(’&3
,’- ($*--,-M）实验中，这些特殊的磷酸片段离子可以作为磷

酸化肽的报告离子。/?5? J*&& 等将 <、8O6 的未分离的蛋白

质消化物在碱性条件下直接注入电喷雾质谱中，流速 8= Q I=
-6RO,-，质荷比为 NE（HB9

: ）的先驱离子扫描给出含有磷酸肽

分子离子的质谱图［8E］。如果蛋白质序列已知，提供的肽分

子质量足以鉴定特殊磷酸化序列。如果蛋白质序列未知，用

串联的质谱先驱离子扫描同样可提供氨基酸序列和磷酸化

位点。该方法有高的选择性和灵敏度，且适合丝氨酸、苏氨

酸和酪氨酸残基，但由于极性变化而不适合液质联机方法。

!"! %&’()*+&,(-. 技术

/?7? /S, 等已成功地应用 !J7（!"#$%&’- $*)%L&# 4,((’$,*3
%,’-，电子捕获分裂）和 CA0JT31/（ C’L&,#& %&*-(U’&O ,’- $+$"’3
%&’- &#(’-*-$#3O*(( ()#$%&’O#%&+，傅立叶离子变换回旋加速共

振质谱）结合技术进行肽中磷酸化残基的准确定位，预示这

方法已成为蛋白质和肽序列分析及其后修饰研究强大的方

法［9=］。分子量为 8IV7 异种来源牛酪蛋白，!J7 碰撞分裂

CA0JT 鉴定出第 <; 位丝氨酸发生磷酸化具有同源性。!J7
能比 J07 诱导产生更多的肽的碎片，而且肽或肽碎片没有磷

酸（G9HBI和 GHB9）的损失，这就允许不需要任何蛋白质的降

解处理，直接进行磷酸位点的确定。由于 CA0JT31/ 极高分

辨力（比其他质谱高出十倍以上），一些常用质谱不能分析的

大肽和蛋白质也能在 CA0JT31/ 得到很好的鉴定，而且 CA03
JT 可以研究一个完整的蛋白质，可提供更多的蛋白磷酸化

的信息。但是该技术要求纯的样品和熟练的人员，且仪器昂

贵。

/ 蛋白磷酸化定量分析

蛋白质发生不同的磷酸化，可能处于不同的信号途径。

在不同的生理条件下，一些已知的位点可能根本没有磷酸

化，或少数分子发生了磷酸化，只有极端情况下，所有蛋白质

分子都发生了磷酸化，故细胞内蛋白磷酸化的程度对了解信

号传导及相应的响应机制是研究蛋白质功能的关键之一。

对于非同步细胞的分析，我们关注非磷酸化、弱磷酸化和高

磷酸化肽差异的检测，同样一个蛋白质在多个残基上的磷酸

化比例对其功能的影响也是至关重要的。定量蛋白组学

（PL*-%,%*%,W# )&’%#’O,$(）就是对蛋白质的差异表达进行准确

的定量分析，已逐渐成为蛋白组研究的新前沿［9<］。

传统的磷酸化定量方法仍是磷酸氨基酸分析和 !4O*-
降解，要求富集蛋白样品，依赖于细胞中相关激酶和磷酸酶

的活性，这种定量具有潜在偏差结果［98］。K? B4* 等报道了

全细胞稳定同位素标记研究磷酸肽的准确定量和磷酸化位

点的测量［99］。两组酵母细胞分别在富含<I X（EE? D>）和富含
<;X（ Y ED>）两种基质中平行培养，获得两种标记的蛋白，等

量混合再经电泳分离酶解，15670RABCR1/ 分析。因为<; X 标

记肽的质量数大于<I X 标记的肽，在质谱上产生一对峰，加上

肽链上磷酸基团的质量数差异，可以测定蛋白相对数量和磷
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酸化位点。该方法的灵敏度很高，仅适用于稳定同位素能结

合到蛋白上的情况（如细胞培养），且同位素培养基质可能会

影响细胞的生长和蛋白质的后修饰。最近，同位素亲和标签

（!"#$#%& ’#(&( )**+,+$- $)."，!/01）的使用进一步拓展磷酸化的

定量分析方法［23］。使用!4消除反应引入两种不同分子量的

生物素亲和标签开辟了量化磷酸丝氨酸和苏氨酸肽的一种

途径。!/01 是一种人工合成的化学试剂，分子量约为 5667，

由生物素、含有 8 个可标记氢的 9+,:&; 和 /-" 专一性结合基

团三个部分组成。如果 <+,:&; 用氘标记，!/01 质量数会提高

8 7。两种 !/01 分别与蛋白质反应，酶解后用生物素亲和层

析分离，通过质谱鉴定分析不同来源的蛋白质的表达差异。

=&’:>&;$? 等用!4消除反应用乙硫醇取代了磷酸丝氨酸、苏

氨酸肽中的磷酸部分，硫醇基团连接上生物素亲和标记，可

在相应的柱上得到富集［25］。虽乐观地认为该定量法将变成

磷酸化分析的中坚力量，但化学修饰方法的缺陷限制这种方

法作为蛋白组定量分析的主要途径，因为化学反应的产量

低，磷酸化蛋白种类仅总蛋白的少数。然而用于特殊蛋白的

研究，该方法有巨大潜力。

! 磷蛋白组研究展望

目前还不存在一种独立的方法可以完成磷蛋白的分离、

鉴定，以及磷酸位点的定位和定量分析。决定磷蛋白鉴定分

析的重要参数是目标蛋白的数量，所以富集磷酸肽或蛋白可

以提高鉴定成功的可能性。虽然质谱是目前磷酸蛋白检测

和测序的理所当然的选择，但它的局限性始终存在并影响着

磷酸蛋白的鉴定分析。这意味着磷蛋白的全面分析仍要求

借助于一些传统的方法，如2@ A 标记法等。不过，随着样品分

离技术和相关仪器的发展，快速准确的磷酸蛋白鉴定和磷酸

化位点确定将能够实现。
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