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摘  要 : 蛋白质组学是全景式鉴定、定量蛋白质，并研究蛋白质功能的学科。基于高分辨质谱的鸟枪法蛋白

组学研究技术首先利用不同的位点特异性蛋白酶对复杂蛋白质样品进行酶解，进而利用质谱获得蛋白质相关的

定性和定量信息。为了获得高质量的质谱信息，前期的样品处理和质谱数据采集同样重要。本文对蛋白组学中

常用的 Trypsin、Lys-C、Glu-C 等位点特异性蛋白酶的酶切特点进行了总结，并综述了目前常用的几种酶切组

合策略和样本预处理技术在提高蛋白质组学研究效率中的作用。 

关键词 : 蛋白质组学，蛋白质水解酶，多种酶组合技术，过滤器辅助样品制备技术  
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Abstract:  Proteomics is a powerful subject focusing on large-scale study of protein structures and functions. A complete 

enzymatic digestion of protein complexes is the key step in modern high-resolution and high-throughput mass spectrometry 

(MS)-based identification and quantification. To achieve MS analysis, both peptide sample pretreatment and data 

acquisition are prerequisite in proteomic studies. In this paper, we summarized both the enzymatic proprieties of three 

common proteolytic enzymes, Trypsin, Lys-C and Glu-C, the optimization of multi-enzyme combination and an advanced 

sample pretreatment in proteomics research. 
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蛋白质组  (Proteome) 的狭义定义是指生

物的细胞、组织或者器官所有蛋白质，包括基

因转录、翻译后直接产物及其翻译后修饰 

(PTM) 的蛋白质的总和。蛋白质是生物学功能

的直接执行者，表达失调可能会导致疾病的发

生和发展。因此，对蛋白质表达水平、功能、

相互作用、细胞内定位信息的获取和生物体本

身蛋白质基础的了解，是研究这些蛋白质生物

学功能的前提和基础[1-3]。蛋白质组学是系统鉴

定和定量生物体蛋白质，并研究蛋白质生物学

功能的新兴学科。 

蛋白质组学研究的初期阶段，复杂蛋白样

品的分离主要是通过双向  (2D) 凝胶电泳技

术。质谱技术的发展和软电离技术的发展，使

得基于凝胶电泳分离的蛋白质鉴定成为可能[4]。 

蛋白质组学研究中，胶内消化的局限性在

一定程度上限制了蛋白质检测的动态范围。相

比较而言，蛋白质溶液消化预处理的方法逐渐

地崭露头角[5]。随着液相色谱分离技术、质谱鉴

定技术和生物信息解析蛋白质序列技术的发

展，鸟枪法蛋白质组 (主要是 Bottom-up蛋白质

组) 逐渐成为基于质谱的蛋白质组定性鉴定和

定量的核心技术。但多年来位点特异性蛋白酶

的开发及其在蛋白质组样品制备中的优化、使

用没有得到应有的重视，一定程度上影响了蛋

白质组学学科的发展。 

本文主要从 3 种常见的蛋白水解酶出发，

对它们的优缺点和蛋白质组学样品预处理等方

面进行阐述，并对蛋白质水解酶的发展趋势和

应用前景做出展望。 

1  蛋白质组学研究常用的蛋白酶 

蛋白水解酶种类繁多，在生物体内通过对

蛋白样品的消化 (如氨基酸肽键之间水解)，实

现蛋白质的降解、吸收及激活等复杂而重要的

功能[6]。蛋白水解酶主要涉及多种生理过程，包
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括组成蛋白质氨基酸的分选和回收、细胞周期、

细胞分化和迁移、组织的形态发生和重塑等过

程[7]。蛋白质水解过程的异常或失调和许多病理

过程密切相关，例如癌症、关节炎和心血管疾

病等[8]。 

根据国际酶学委员会 (EC) 分类，蛋白水

解酶属于 3.4 亚类 (水解主要作用在肽键上)，

分为肽段内切酶和外肽酶。肽段内切酶作用于

蛋白质内部的肽键，而外肽酶酶切的氨基酸肽

键主要来自于蛋白质 N-端或 C-端，因此也称为

氨肽酶或羧肽酶。蛋白酶的进一步分类主要是

基于它们的催化机制、特异性和其他性质。如

大多数已知蛋白酶的活性位点为半胱氨酸、丝

氨酸、天冬氨酸、谷氨酸、苏氨酸、天冬酰胺

或者是和水结合的金属离子，这些活性位点也

可以作为蛋白酶类型的定义。蛋白水解酶的特

异性往往比较低，只有少量酶切位点特异性的

蛋白酶可以用于蛋白质组学研究。目前常用的

蛋白酶主要有胰蛋白酶 (Trypsin)、谷氨酰基内

切酶 (Glu-C)、赖氨酰基内切酶 (Lys-C) 和天冬

氨酸酰胺基内切酶 (Asp-N) 等。 

胰蛋白酶是一种稳定的蛋白质水解酶，其

水解位点位于蛋白质底物 C 端侧链的精氨酸和

赖氨酸相连的肽键。Lys-C 是一种丝氨酸蛋白

酶，它能特异水解赖氨酸的羧基端 (与精氨酸相

连时除外)，可以产生比胰蛋白酶更长的酶解肽

段。Lys-C也比胰蛋白酶更为稳定，在一些苛刻

的条件中，例如 8 mol/L尿素中，活性不受影响，

因此 Lys-C 经常在胰蛋白酶酶切之前使用。

Glu-C也是一种常见的胞内蛋白酶，能特异切割

蛋白质底物 C 端的天冬氨酸及谷氨酸相邻的肽

键，发挥酶活力的最适 pH范围在 4.0–9.0之间，

且酶切特异性易受缓冲液的影响。在碳酸氢铵

和醋酸铵缓冲液中，该酶对谷氨酸残基的酶切

特异性更高；而在磷酸盐缓冲液中，谷氨酸和

天冬氨酸残基均可被酶切。三种蛋白水解酶单

独使用的时候，都可以特异性地酶切蛋白质的

序列。采用不同蛋白水解酶的组合，对蛋白序

列的确认和一些翻译后修饰位点的鉴定都是非

常有帮助的。 

1.1  胰蛋白酶 

胰蛋白酶 (EC 3.4.21.4)，是一种丝氨酸蛋

白酶，在脊椎动物和无脊椎动物中广泛表达。

胰蛋白酶在表达时通常以无活性的酶原 (胰蛋

白酶原) 形式表达，经肠激酶或者胰蛋白酶本身

活化后形成具有活性的胰蛋白酶。该酶可特异

地在蛋白质底物的赖氨酸和精氨酸的羧基端进

行酶切水解，但当赖氨酸和精氨酸后的氨基酸

是脯氨酸时，水解不会发生。胰蛋白酶消化可

产生含有一个碱性精氨酸或者赖氨酸结尾的短

肽，比较适合肽段的碎裂，形成较强的 b 和 y

离子系列对，适于现有的鉴定算法。另外，该

酶价格合理，在实践中得到了广泛应用。 

目前常见的胰蛋白酶以猪源、牛源和人源

胰蛋白酶为主。以人为例，胰腺分泌阳离子型

胰蛋白酶原 (Cationic trypsinogen)、阴离子型胰

蛋白酶原 (Anionic trypsinogen) 和脑胰蛋白酶

原 (Mesotrypsinogen) 等 3种胰蛋白酶原。这些

胰蛋白酶原的编码基因分别为 PRSS1、PRSS2

和 PRSS3。胰蛋白酶原在胰脏中表达后被分泌

到胰液，并随胰液转运到小肠。在肠激酶的作

用下，胰蛋白酶原的 N 端保护序列 (识别位点

为 DDDDK) 被切除并激活。被激活的胰蛋白酶

被称为 β-胰蛋白酶，可进一步激活更多的酶原。
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对猪阳离子胰蛋白酶的结构分析发现经过 EK

酶 (肠激酶，Enterokinase) 活化，露出第 16位

氨基酸残基新的 N 端序列。该序列可插入靠近

第 195 位的丝氨酸的位置，并且跟相邻的天冬

氨酸形成离子对，从而实现其他氨基酸的结构

重排，其中 Gly193 被重排到合适的位置而形成

氧阴离子穴，最终完成胰蛋白酶的激活，形成

的活性位点的关键氨基酸包括 His57、Asp102

和 Ser195[9]。 

β-胰蛋白酶除了可以对底物蛋白进行酶切

外，也可以发生自消化，比较典型的是在

Lys131-Ser132 之间发生自切而产生 α-胰蛋白

酶。α-胰蛋白酶通过分子内二硫键维持其完整

的分子状态，但其活性显著降低。因此通过化

学修饰降低胰蛋白酶自消化是维持其高蛋白酶

活性的重要方法。位点特异性修饰如乙酰化[10]

和甲基化[11]是目前通用的抑制胰蛋白酶自消化

策略。 

此 外 ， 胰 蛋 白 酶 与 胰 凝 乳 蛋 白 酶 

(Chymotrypsin) 在胰脏中共表达。在纯化过程

中这 2 种蛋白酶很难完全分开，因此在纯化的

胰蛋白酶中难于完全去除胰凝乳蛋白酶的活

性，这使得动物来源的胰蛋白酶具有非特异性

酶切活性。因此，需要对纯化产物进行甲苯磺

酰苯丙氨酰氯甲酮 (TPCK) 处理，以达到淬灭

胰凝乳蛋白酶的作用。 

1.2  赖氨酰基内切酶 (Lys-C) 

Lys-C 是特异酶切蛋白 C 端赖氨酸残基的

胞内蛋白酶，Masaki 等第一次从无色杆菌

Achromobacter lyticus M497-1 的肉汤培养基中

分离纯化得到[12]。该酶具有很强的特异性，特

异水解蛋白质 C 端赖氨酸的肽键，其中也包括

赖氨酸和脯氨酸形成的肽键[12-13]，其反应的 pH

范围比较广，在 8.5 到 10.7 之间[14]。除了底物

的专一性特性，该酶还具有其他特异的特征，

如蛋白水解活性高于牛源的胰蛋白酶几个数量

级[14]，在 5 mol/L尿素 (甚至更高) 和 0.1% SDS 

(十二烷基磺酸钠) 的溶液中也能表现出高效的

活性，这些特点弥补了胰蛋白酶在上述溶液中

酶切活性低的缺陷。由于 Lys-C 的这些优点，

Masaki等成功地利用Achromobacter 蛋白酶作为

工具，开展蛋白的氨基酸序列研究[15]。 

自从 Lys-C 发现以来，主要基于原始菌株

对该蛋白酶的作用机理和蛋白酶的纯化进行研

究。Lys-C 主要从 A. lyticus[11]、绿脓假单胞菌

Pseudomonas aeruginosa[16] 和 产 酶 溶 杆 菌

Lysobacter enzymogenes[17] 等 菌 株 合 成 。

Kuhlman等[18]以 L. enzymogenes ATCC 27796作

为研究对象，基于不含动物源成分的培养基生

产的纯 Lys-C 蛋白酶，该蛋白酶对于赖氨酸残

基的特异性酶切更强，且内毒素低、耐存储、

并可反复冻融，更适于在蛋白质组学研究中广

泛使用。 

1.3  谷氨酰基内切酶 (Glu-C) 

金黄色葡萄球菌胞内蛋白酶 Glu-C 是丝氨

酸蛋白酶[19]，它可以特异地酶切与蛋白 C 端谷

氨酸或者天冬氨酸残基结合的肽键，但是与前者

相比，对后者的酶切速率要慢大约 300多倍[20]。

该酶在 pH 3.5−9.5 范围内均有活性，最佳活性

的 pH 在 4.0 到 7.8 之间。研究表明氟磷酸盐可

以特异地抑制其活性[21]。通过对蛋白质序列的

优化并且经过重组表达，分别实现大肠杆菌

Escherichia coli[22]、枯草芽胞杆菌 Bacillus 

subtilis[23]、灰色链霉菌 Streptomyces griseus[24]

等宿主中的重组表达和纯化。和大多数蛋白水

解酶一样，大肠杆菌中表达 Glu-C (Glu V8) 也
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存在自身降解现象[25]。Ono 等对前肽序列研究

表明其 5 个位点突变可以使 Glu-C 抑制其自身

降解现象[26]，这是由于前导肽序列中 4 个氨基

酸发挥了分子内伴侣的作用[25]，有效地保护自

身的序列。但是对于去除前导肽序列的重组表

达 Glu-C的方法至今还没有人报道。 

在蛋白质组学研究中，Glu-C单一酶切可以

很好地应用于分离和富集磷酸化肽段的鉴   

定[27]。与单一酶切相比，Glu-C与胰蛋白酶联用

不仅有效地提高蛋白质鉴定的序列覆盖度，而

且提升了基于质谱检测的可信度[28]。 

Asp-N、糜蛋白酶和胃蛋白酶等蛋白酶虽然

在一些实验中有采用，但与 Trypsin、Lys-C、

Glu-C这 3种常见的酶相比，这些非常见蛋白酶

在酶切条件和兼容性方面，都不是很成熟，例

如 Asp-N 是一种金属蛋白内切酶，从莓实假单

胞菌 Pseudomonas fragi 的突变菌株中分离出

来，水解的蛋白 N端天冬氨酸和半胱氨酸残基，

平均分子量为 24.5 kDa，酶切的最佳 pH为 6.0

和 8.5[29-30]。 

糜蛋白酶  (Chymotrypsin) 别名胰凝乳蛋

白酶、α-糜蛋白酶、甲-糜蛋白酶，是胰液中消

化酶的一种，主要在十二指肠中发挥水解酶的

作用，酶切蛋白和多聚肽[31]。商品化的糜蛋白

酶主要来源于牛胰腺，糜蛋白酶优先酶切的是

酰胺键 C 端的疏水性氨基酸 (例如酪氨酸、苯

丙氨酸和色氨酸)，肽键的水解位置含有其他氨基

酸 (亮氨酸和蛋氨酸) 水解速率将会降低[32-33]。 

胃蛋白酶和胰蛋白酶、糜蛋白酶一样是消

化系统中 3 种主要的蛋白降解或者蛋白水解酶

之一，是天门冬氨酸水解酶家族成员之一。在

消化的过程中，这些酶特异酶切氨基酸的肽键，

共同作用把膳食蛋白酶切成它们的共同组成成

分，例如肽段和氨基酸，促进肠膜吸收。胃蛋

白酶酶切位点比较广泛，其中最有效的酶切序

列是疏水性氨基酸之间的肽键，更适宜的是芳

香族氨基酸，例如酪氨酸、苯丙氨酸和色氨   

酸[34]。该酶在酸性环境中具有较高活性，其最

适 pH值约为 3。在中性或碱性 pH值的溶液中，

胃蛋白酶会发生解链而丧失活性，相对于蛋白

质组学实验中的酶切条件，这种条件比较苛刻。 

LysargiNase蛋白水解酶主要酶切蛋白 N端

的赖氨酸和精氨酸残基[35]，虽说这种性质在蛋

白质组学中备受关注，但是其来源比较少，酶

活性也不理想，难于使用。在我们的研究中也

观察到此现象，结果待发表。因此，目前这些酶

在蛋白质组学大规模数据集中应用相对比较少。 

2  蛋白质组学常用胰蛋白水解酶的不足

及优化 

商品化胰蛋白酶主要来源于猪或牛的胰

脏，经分离纯化得到。这种方法得到的胰蛋白

酶虽然产量很大，但是存在病原污染等危险，

其安全性和活性不能得到保障，从而限制了它

在生物制药中的应用。此外，由于动物胰脏中

的胰糜蛋白酶与胰蛋白酶的性质极其相似，提

取纯化过程中二者较难分开，因此胰蛋白酶常

伴有糜蛋白酶活性。糜蛋白酶为非特异性酶，

具有催化酶切酪氨酸、苯基丙氨酸和色氨酸等

氨基酸的活性。这使得酶切位点过多，产生的

肽段太短，不利于质谱鉴定。此外，不加修饰

的胰蛋白酶会自身酶解成肽段，影响蛋白质测

序和肽段的质谱分析。 

胰蛋白酶原具有自身活化和自身降解的特
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性，在真核系统中表达，难于得到完整的胰蛋

白酶原，并且其活化为有活性的胰蛋白酶会对

宿主细胞造成一定的毒性[36]。本实验室利用大

肠杆菌作为表达体系，实现了猪胰蛋白酶原的

重组表达。胰蛋白酶原以包涵体的形式表达，

经过复性和乙酰化修饰等步骤，成功获得稳定

性和活性远远高于动物来源胰蛋白酶的重组乙

酰化胰蛋白酶，目前该酶已用于大规模蛋白组

学研究[10]。 

蛋白质组学基于高精度现代质谱仪可对复

杂蛋白样品进行鉴定、定量以及翻译后修饰中

的位点分析。在鸟枪法蛋白质组学中，上述分

析多数基于胰蛋白酶进行酶切实现的，但是并

不是所有的序列都可以通过这种方法检测到[38]。

由于整个蛋白质序列中精氨酸和赖氨酸残基分

配不均和数量的限制，可能导致特定区段序列

偏长，不利于质谱鉴定。在一些感兴趣的序列

区域，例如，转膜区包含丰富的翻译后修饰位

点，容易形成漏切，胰蛋白酶的酶切不完全，

影响了蛋白质的有效鉴定[39]，不利于重要蛋白

的后续功能分析。为提高特异性消化的效率，

在实践中利用 Lys-C 和胰蛋白酶的级联消化可

获得更完全的消化肽段[38]。另一方面，在大多

数酶切产物中胰蛋白酶完全酶切所产生的肽

段，56%以上的长度少于 6个氨基酸残基。这些

肽段太小，也不利于质谱的鉴定，从而限制了

蛋白质肽段的覆盖[40]。 

3  蛋白质组学样品的溶液酶切的劣势和

优化 

目前蛋白质酶解成肽段的策略主要包括胶

内消化和溶液酶切两种。胶内消化涉及去污剂

对蛋白质的溶解，首先通过 SDS-PAGE 对蛋白

质的分离接着进行胶内消化[41]。溶液酶切主要

通过溶解能力较强且酶切兼容性的试剂抽提蛋

白质，例如尿素和硫脲进行蛋白质的变性，实

现蛋白质的有效溶出。随后通过降低尿素或者

其他解离试剂浓度，实现变性条件环境下蛋白

质的溶液消化 (‘in-solution’ digestion)[42]。胶内

消化的优势是基于强去污剂 SDS 溶解蛋白比较

完全，但是其缺点是肽段的抽提效率难以保证、

操作复杂和不易进行自动化处理等。溶液消化

易实现自动化，可以进行大容量平行样品处理，

为了实现对复杂样品的质谱前预分离，需要采

用 HPLC (SCX 或者高 pH-C18) 对消化肽段进

行分离[43-44]，但缺点是很难保证蛋白样品的完

全溶解、消化时容易被其他干扰物质影响等。

因此如何实现蛋白质的充分溶解，排除表面活

性剂的干扰是实现溶液酶切成功的关键。为了

得到更充分的酶切，多种技术应运而生，并得

到业界的广泛使用。 

3.1  膜辅助样品制备  (Filter-aided sample 

preparation, FASP) 技术在蛋白质样品预处

理中的应用 

SDS 可以对细胞和组织样品来源的蛋白样

品溶解，是目前溶解能力最强的表面活性剂。

但是 SDS浓度高于 0.1%时会影响胰蛋白酶的消

化，进而影响肽段在质谱检测中的离子化。因

此，SDS 的去除是蛋白质组学研究尤其是溶液

酶切中非常重要的因素。FASP技术[45]是最近几

年发展起来的一种对质谱样品前期处理的方

法。该方法首先通过 SDS 完全溶解蛋白质组样

品，然后通过超滤装置 (如 3 kDa，10 kDa超滤

管) 用 8 mol/L尿素缓冲液将 SDS缓冲液替换出
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来，避免 SDS对蛋白质消化和质谱分析的干扰。

超滤装置被认为是一个“蛋白质组反应器”，可除

去去污剂，实现缓冲液的替换，减少化学修饰。

随后通过两步酶切，从而实现蛋白的完全溶液

酶切。 

FASP 方法包括 4 步：1) 先用 SDS 对蛋白

样品进行完全溶解，并对蛋白中的二硫键进行

还原；2) 通过超滤实现 8 mol/L尿素替换 SDS

和对还原的半胱氨酸进行烷基化修饰；3) 在   

8 mol/L尿素条件下充分利用 Lys-C耐受高浓度

尿素的特性，首先进行 Lys-C 过夜消化，有效

避免功能重要但易聚集沉淀蛋白质的丢失，进

而将溶液稀释至 2 mol/L尿素后，添加胰蛋白酶

继续消化 4 h；4) 肽段的洗脱和脱盐。 

FASP 方法一个重要的特征是其过滤膜可

以保留高分子量的物质 (蛋白质和 DNA)，过滤

低分子量的物质 (杂质和消化的肽段)。选择一

个理想分离能力的超滤管是非常重要的。消化

结束后通过超滤收集滤过液并真空干燥和脱盐

获得的肽段，适合后续的 LC-MS/MS 分析。该

方法操作简单，并且其蛋白质鉴定效率和覆盖

度高于胶内消化，因而得到了越来越多的应用。 

FASP 方法可以耐受来自于任何起源生物

材料中的蛋白质裂解液 (含 SDS)，因此不论哪

个亚细胞定位的细胞或者蛋白质都可以有效地

增溶，膜蛋白也不例外。随着超微体积过滤装

置的出现，FASP可以处理微克级以上的蛋白。

在 FASP 的原始文献初次报道中[45]，作者采用

20 mg小鼠组织的蛋白质组样品，其中包括脑组

织、眼睛组织、肝脏组织、脾脏组织和骨骼肌

组织，单个流程中最多可以鉴定超过 1 000个蛋

白，其中膜蛋白数量为 797±43个。并且对蛋白

的序列覆盖度和对疏水性较高的蛋白如膜蛋白

的鉴定数量上有明显优势。在哺乳动物的复杂

蛋白质组深度覆盖分析中，FASP技术也是一个

重要的样品处理技术。本实验室利用 FASP 方

法，进一步优化膜蛋白的提取和溶解缓冲液的

方法并进行质谱分析，获得了比胶内消化更多

的膜蛋白，充分证明了 FASP在处理特殊样本方

面可替代胶内消化，如膜蛋白等特殊样本中有

很好的应用前景。同时对于一些微量级、珍贵

的样本 (如染色体和核蛋白等)，应该也是很不

错的选择。 

3.2  蛋白水解酶组合及其在提高消化效率和

蛋白质鉴定覆盖度中的应用 

多种蛋白酶组合酶切蛋白质样品的策略已

被广泛地应用。不同的研究者通过不同酶切组

合技术，旨在实现样本鉴定中的高覆盖和更多

的蛋白鉴定。 

基于单一蛋白酶测序常采用的策略是通过

使用蛋白的馏分简化样品复杂度和对目的蛋白

富集，进而增加蛋白鉴定数量和提高序列覆盖

度[46-47]。近来，通过选择多种蛋白酶组合酶切

来提高蛋白序列覆盖研究已取得了新的进展。

由于具有高的蛋白水解酶活性和酶切位点特异

性，胰蛋白酶仍然是质谱技术中应用最普遍的

酶。但是胰蛋白酶对底物蛋白质消化不完全，

而且折叠紧密的蛋白质具有胰蛋白酶抵抗性，

降低了胰蛋白酶对蛋白鉴定数量和序列覆盖度

的贡献。 

Yates 实验室 [48]发明了一种组合消化的策

略，通过 Lys-C 与胰蛋白酶互补进行消化，弥

补了这些缺点。胰蛋白酶紧接着 Lys-C 消化，

克服了紧密折叠蛋白对水解的抑制。Saveliev
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等[49]也发明了一种 Trypsin/Lys-C Mix的方法使

蛋白质的质谱分析更高效。相对于单一胰蛋白

酶消化，Trypsin/Lys-C Mix 使蛋白质鉴定数量

增加了 20%以上，而且实验变异系数为 0.5%，

表明消化效率的提高可以在重复实验中重现，

这使蛋白质的定量更加准确。这个研究结果也

被 Glatter 等证实[50]。Biringer 等[51]发现胰蛋白

酶和 Glu-C 消化人的脑脊液样品可增加蛋白的

鉴定，也提高了序列覆盖度。Swaney等[40]开展

了多种位点特异性蛋白酶  (Trypsin、Lys-C、

Arg-C、Asp-N和 Glu-C)) 的组合酶切蛋白质组

学研究，结果显示尽管这个方法对于蛋白数量

的增加不显著，但是一定程度上提高了平均序

列覆盖 (从 24.5%到 43.4%)。Nagaraj等[52]首先

对样品进行预分离，接着进行胰蛋白酶、Lys-C

和 Glu-C酶切两种不同方法的组合对 Hela细胞

系进行高覆盖蛋白质组学研究，几乎获得了人

细胞系的高覆盖，共鉴定了 10 255个蛋白和 166 

420个肽段。但上述研究都是基于不连续的酶消

化。最近 Mann实验室开发了一种新的策略[53]，

使用连续的消化并过滤，进行两步和三步消化，

对胰蛋白酶、Lys-C、Glu-C、Arg-C 和 Asp-N

进行多种组合分析。与单一胰蛋白酶消化相比，

Lys-C 和胰蛋白酶的连续使用，能够鉴定多达

40%的蛋白和磷酸化位点。Mirzaei等[54]用 Hela

细胞系通过 1 种、2 种和 3 种酶组合的共计 48

种消化方式，筛选出了特定物种最佳消化组合

的实验方法，结合强阴离子分馏技术，有效地

提高了蛋白质组鉴定的序列覆盖度，共鉴定到 

8 539个蛋白和 419 952个独特的肽段序列，平

均序列覆盖度达到 44.7%。这个数量是在单一起

始样品中鉴定的最高记录。Jacek 和 Mann[53]在

研究连续酶切中使用 FASP技术，可以实现肽段

最大程度的分离，进一步增加了蛋白和肽段的

数量。在低于微克级的蛋白质组样品，Lys-C和

胰蛋白酶连续使用实现比单一胰蛋白酶消化多

鉴定 40%以上的蛋白和磷酸化位点，有效提升

了蛋白鉴定效率，提高了序列覆盖度。 

通过不同酶切技术组合提高蛋白和肽段鉴

定的数量，对于深入研究生物体功能和新基因

的发现提供了新方向。 

4  展望 

随着人类基因组计划的完成，生命科学研

究已进入了后基因组时代。生命科学的主要研

究对象是功能基因组学。近几年的发展，蛋白

质组学获得了高速发展，不论是从软件方面还

是从硬件方面都有了很大的提升。位点特异性

蛋白酶的开发和利用，进一步提升了蛋白质组

鉴定技术的效率。最近 Overall实验室通过蛋白

质重组表达的技术第一次从乙酸甲烷八叠球古

菌Methanosarcina acetivoran纯化表达得到了新

的蛋白水解酶 lysargiNase[35]，可以特异地酶切

蛋白 N 端的赖氨酸和精氨酸残基，促进了蛋白

C端肽段的鉴定。不仅如此，该酶切还可以发生

在赖氨酸或精氨酸单双甲基化的位点，可促进

这些位点表观遗传学修饰的检测。因此对新型

蛋白酶和多酶切组合技术的开发，将促进低丰

度蛋白质及其翻译后修饰位点的鉴定。低丰度

蛋白及其翻译修饰位点的确定可能对疾病机制

研究、发展预警和诊断治疗都有重要的意义。

基于目前的文献报道，多个蛋白酶的组合酶切，

对蛋白鉴定数量的提高没有明显的改善，但是

不同蛋白酶的组合对蛋白的序列覆盖有比较大

的贡献，这对蛋白翻译后修饰以及疾病相关的

突变研究非常有利。胶内消化操作虽然相对成
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熟，但是其操作复杂性以及酶兼容性差等问题，

阻碍了该方法在大规模蛋白组学样品制备中的

应用。目前 FASP方法的应用越来越多，因为其

操作的便捷性、更高的蛋白覆盖率和更多的蛋

白鉴定率，受到蛋白质组学研究者的推崇。但

是有其自身弱势 (如低分子量蛋白的低鉴定率，

尿素对某些蛋白的溶解能力有限等)，促使研究

者对该方法做进一步的优化。 
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