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一 基本概念

1. 基因组(Genome)：单倍体细胞核、细胞器或病毒粒子

所含的全部DNA或RNA。

真核细胞基因组：指一个物种的单倍体染色体组上所含

有的一整套基因。

真核生物细胞器中叶绿体DNA→叶绿体基因组；

线粒体DNA→线粒体基因组。

原核生物其环状DNA分子上所含有的基因为一个基因组。
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2 基因组学（Genomics）：研究生物体基因组的

组成、结构与功能的学科。

• 结构基因组学（structure genomics）：研究

基因组的结构并构建高分辨的遗传图、物理图、

序列图和转录图以及蛋白质组成与结构的学科。

• 功能基因组学（functional genomics）：

利用结构基因组学研究所得到的各种信息在基

因组水平上研究编码序列及非编码序列生物学

功能的学科。
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3 蛋白质组（proteome）：

PROTEOME is the PROTEins expressed by a

genOME or a tissue.

由一个细胞的基因组所表达的全部相应的蛋白质；

或某种细胞或组织的基因组中表达的所有蛋白质。

•功能蛋白质组（functional proteome）：细胞在
一定阶段或与某一生理现象相关的所有蛋白质。

4 蛋白质组学（proteomics）：研究细胞内全

部蛋白质（蛋白质组）的组成、结构与功能的学科。
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The emergence of proteomics

With the rapid advances in protein analytical technologies, fueled by 
the addition of mass spectrometry, sequence databases and database 
search tools, in the early 1990s it became possible for protein 
chemists to identify and to examine the expression of many, if not all, 
of the proteins resolvable by 2DE, and the possibility for large-scale 
protein studies seemed attainable . It was in this context that in 1994, 
at the first 2DE meeting in Siena Italy, the term  “proteome” was 
coined. The proteome was defined as the protein complement of the 
genome , and the process of studying the proteome became known as 
“proteomics” . 
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与基因组的关系
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与功能基因组的关系
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与传统蛋白质研究的区别

n 个体→→ 整体

n 分析静态性质→→ 比较动态变化

n 孤立个体→→ 相互作用

n 结构→→ 功能

n 小规模、非连续→→ 高通量、自动化
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蛋白质组与基因组的特点比较：

基因序列不能反映蛋白质的功能，蛋白质远比核酸复杂。

①与DNA修饰不同，蛋白质的修饰有磷酸化、糖基化、
乙酰化、疏基化等。
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②在形成成熟的mRNA的过程中，一个基因由于拼接方

式的不同能编码多个不同的蛋白。
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③蛋白在细胞的定位可以改变；

④蛋白对环境的改变也会产生反应；

⑤mRNA水平常常不反映蛋白质表达的水平，而且即使存在

一个开放阅读框也不保证只代表一个蛋白；

⑥基因表現不一定完全反映在蛋白质，由基因组较难预测

蛋白质的修饰及调控，也无法预测蛋白质间的交互作用；

⑦蛋白质组是一个动态的概念，同一细胞，处在不同的发

育阶段，细胞中的蛋白质也会发生相应的变化，从而导致

不同的蛋白质组。
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Expressional Proteomics

Prostate tumor Normal
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Structural Proteomics

n Separation

n Identification

n Identification of the PTM (post translation

modification)

n Comparison of the Proteome in different

states. (health/disease;drug treated/untreated)
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Structural Proteomics

• High Throughput 

protein structure 

determination via X-

ray crystallography, 

NMR spectroscopy or 

comparative 

molecular modeling
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n Localization within the cells

n Protein complex determination

n Protein-Protein Interaction / Interaction Network

n Function the proteins involved in.

(Metabolic and regulatory pathway;

Signal transduction pathway)

Functional Proteomics
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Functional Proteomics
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二.蛋白质组分析的基本方法和技术

1 蛋白质鉴定方法

质谱技术出现以前 最成功的方法是Edman化学降解法

1950年由Edman首先提出

Edman化学降解法所使用的试剂是异硫氰酸苯酯

（phenylisothiocyanate,PITC）
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肽与PITC在pH8－9的条

件下反应生成PTC－肽

（苯异硫甲氨酰肽）。

在强酸作用下，可使靠

近PTC基的氨基酸环化，

肽键断裂形成噻唑啉酮

苯胺

（Thiazolinone,ATZ）

衍生物和一个失去末端

氨基酸的新生肽链。新

生肽链有一个新的N端，

可以重复上述反应。
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• 如此不断循环，可依次使构成肽链的氨基酸，

逐一水解，形成ATZ－衍生物(ATZ-氨基酸极易

被有机溶剂抽提，并在水溶液中转化成稳定的

乙酰苯硫脲氨基酸phenylthiohydantoin-

AA,PTH-氨基酸)

• 根据上述Edman降解原理进行肽链顺序分析的方

法可分为手工测序与自动化测定。
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利用质谱进行蛋白质鉴定主要有两种方法

（1）肽质量指纹谱（Peptide mass fingerprint,PMF）法：

是在经过蛋白质分离后（如利用2DE技术分离蛋白质），将蛋

白质取出，用特定的酶进行酶切，获得肽段混合物，而后进

入质谱进行肽段质量的测定，从而获得该蛋白质各切割肽段

的质量，通过这些质量搜索已有的数据库，得以进一步识别

出该蛋白质

（2）串联质谱（Tandem mass spectrum）法：是在蛋白质酶

解后，对酶解肽段进一步裂解，并对其裂解产物（各种碎片

离子）进行质谱检测，最后利用这些测定的质量反推肽段的

氨基酸序列
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二.蛋白质组分析的基本方法和技术

2.双向凝胶电泳

（Two-dimensional gel electrophoresis, 2-DGE 或 2-DE ）

蛋白质组技术的核心。

第一向：等电聚焦凝胶电泳

(Isoelectrifocusing gel electrophoresis,IEF）

第二向：SDS-PAGE 

(Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel

electrophoresis)十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳
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• 1975: P.H. O’Farrell, J. Klose 
independently invent a 2-D protein 
electrophoresis system
(1) Isoelectric focusing in urea 

and carrier ampholytes in a 
tube gel

(2)Size separation in SDS on a
vertical slab gel

– detection by radio-labeling
or Coomassie blue staining

2-DE: In the beginning

E. coli extract O’Farrell, J Biol Chem, 1975
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2-D Electrophoresis: Traditional 

Method
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⑴ IEF 原理：

蛋白质是两性物质，在不同pＨ溶液下所带净电荷不同，

当其净电荷为零时的pＨ值即为该蛋白的等电点pＩ。蛋

白质在具有pＨ梯度的电场中，当pＨ<pI时，向负极移

动 ；pＨ>pI 时，向正极移动。随着移动，蛋白质的净电

荷逐渐减小，直至为零，此时pＨ＝ pI ，蛋白质不再移

动而被聚焦。

由此可知，等电聚焦是利用具有不同等电点的蛋白

质在线形pＨ梯度下泳动，并聚焦于其 pI值相同的pＨ位

置，达到蛋白质混合物分离的方法。
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线形pＨ梯度的形成:

1) .载体两性电解质pＨ梯度

常用两性电解质AmpholineTM ,一种多氨基多羟基

两性化合物的混合物。ＭＷ：300—1000Da,直流电

场下，从正极→负极连续 pＨ梯度，分辨率可达

0.01pH单位（图示原理）
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IEF with Carrier Ampholytes
gel
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+ –
pH 3 pH 7.5 pH 10

+ –
pH 3 pH 7.5 pH 10

+ –
pH 3 pH 7.5 pH 10

+ –
pH 3 pH 7.5 pH 10

2-D Electrophoresis

The 1st D: Isoelectric Focusing
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2) .固相pＨ梯度

固相pＨ梯度：Immobiline 由7种丙烯酰胺衍生物组

成，可与丙烯酰胺和甲叉双丙烯酰胺共同聚合，使pH梯度

固定于凝胶中→Immobiline干胶条→IPG（Immobilized

pH gradients）,分辨率可达0.0001pH单位。
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IPG （immobilized pH gradient）的优点

n pH梯度稳定，不受溶液及电场影响，电泳重复性好

n 分辨率高，可达0.0001pH

n pH范围灵活

窄带IPG用于特定pH范围的二次分离

宽带IPG可提高碱性蛋白质的分辨率

n 上样量大，平衡时蛋白质不易洗脱，易转移至SDS胶
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3–10

4–7

3–6

5–8

7–10

ReadyStrip
TM  

IPG Strips

High-purity monomers

Narrow ranges for resolution of

low-abundance proteins

Overlapping gradients for “cyber gels”

Three lengths

--- 7 cm, 11 cm and 17 cm

--- 0.5 mm x 3.3 mm
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其中，IPGphor等仪器，重复性好，自动化高
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⑵ 第二向 SDS-PAGE

SDS与蛋白质的疏水部分结合，破坏蛋白质的折
叠结构，因此，蛋白质亚基的电泳迁移取决于
亚基分子量的大小，而电荷因素可被忽略，由
于分子筛作用按蛋白质分子量大小进行分离。

常规电泳装置或自动化装置。
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+ –

pH 3 pH 7.5 pH10

charge

size

The 2nd D: SDS-PAGE

Proteins 

migrate 

through the 

gel at a rate 

proportional  

to their size.

Smallest 

proteins travel 

the furthest 

distance



Laboratory of plant molecular  cytogenetics



Laboratory of plant molecular  cytogenetics

Mini-PROTEAN™ 3 Dodeca™ Cell

High-throughput 12 gel 

capacity

Rapid results with 35 minute 

run times

High resolution separations 

with gel to gel 

reproducibility

Simplified assembly and 

space saving design

“2-D in a day”
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2 蛋白质的检出

对蛋白（肽）点检出的方法有：

（1）考马斯亮蓝染色(Coomassie blue staining): 

方法简单易操作、可重复性好；灵敏度低（比银染

低50－100倍）、斑点有限（<300spot）；要求样品

的蛋白含量高。

（2）银染(silver staining)：最常用、最敏感的非放

射性方法，灵敏度高(0.1ng)；可重复性差，线性范

围狭窄。步骤繁琐，易污染环境。
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（3）放射性标记（autoradiography）： 32P/ 35S放

射性标记（radio labeling）灵敏度最高

(<0.1ng)；但操作繁琐，周期长，污染环境。

（4）荧光染料染色（fluorescent dyes staining）：

灵敏度接近sliver银染高于考马斯亮蓝染色，

线性范围宽，多种波长；价格昂贵；不污染环

境。

，



Laboratory of plant molecular  cytogenetics

3 图象扫描和图谱数字化分析

对2—DGE图谱图象扫描，如激光扫描，计算机图像

分析软件自动准确地进行斑点检测和差异分析，确定每个

蛋白质点地等电点和分子量→ 蛋白质组数据库

中国蛋白质组图谱数据库：http：//202.127.18.190

(2002年)。标志着我国加入了蛋白质组研究的世界大舞

台。

蛋白质组数据库(proteome database)被认为是蛋白质组
知识的储存库，包含所有鉴定的蛋白质信息，如蛋白质的
顺序、核苷酸顺序、2-D PAGE、3-D结构、翻译后的修饰、
基因组及代谢数据库等
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重要蛋白质数据库的下载地址

数据库 地址

NCBI’s Entrez proteins                      http://www.ncbi.nlm.nih.gov

Swiss-Prot                                            ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/uniprot/

RefSeq                                                  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/

TrEMBL                                               ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/uniprot/

GenPept                                                ftp://ftp.ncifcrf.gov/pub/genpept/

Ensemble                                              http://www.ensemble.org/

Hinv-DB ORF http://www.jbir.aist.go.jp/hinv/index.jsp

UniRef100                                             ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/uniprot/

IPI(International protein index) ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/IPI/current/

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/uniprot/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/
ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/uniprot/
ftp://ftp.ncifcrf.gov/pub/genpept/
http://www.ensemble.org/
http://www.jbir.aist.go.jp/hinv/index.jsp
ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/uniprot/
ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/IPI/current/
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(DIGE)

蛋白质组研究的

技术路线
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Proteomics DIGE Workflow

Image analysis

Sample Prep

Image acquisition

Automated 

spot picking
Spot digestion

MALDI spotting

LWS 

Laboratory workflow system

2D Separation
Sample 

labeling
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4 研究蛋白质组的质谱技术

质谱是将样品分子离子化后，根据离子间质

荷比（m/z）的差异来分离并确定分子量，它

是一种高灵敏度、高特异性的快速鉴定生物分子

的技术。
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蛋白质组研究的质谱技术具体做法是：

双向电泳 分离到蛋白质点 切割

胶内的酶解或转移到PVDF膜上酶解 质谱分析

质谱仪由进样装配、离子化源、质量分析器、离子检测器

和数据分析系统组成
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离子化源 质量分析器 离子检测器
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1）MALDI-TOF-MS
(Matrix-assisted laser desorption/ionizarion–time-of-

flight mass spectrometry) 

基质辅助激光解吸离子飞行时间质谱

该技术是采用固相进样，样品蛋白质在检测前通过还

原、烷基化、酶解、脱盐后以一定比例与基质混合，点

样于点样板上，在空气中自然干燥后置于质谱仪上，用

一定波长的激光打在样品上，使样品离子化，然后在电

场力作用下飞行，通过检测离子的飞行时间计算出其质

量电荷比，从而得到一系列酶解肽段的分子量或部分肽

序列等数据，最后通过相应的数据库搜索来鉴定蛋白质。
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Pulsed laser

Sample plate

Extraction 

grid

Ions

Adopted from Nature, 422,200 (2003)

Matrix-assisted laser desorption/ionization

(MALDI)  基质辅助激光解吸电离
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MALDI = SELDI
337 nm UV laser

MALDI

cyano-hydroxy

cinnaminic acid氰羟桂酸

表面增强的激光解吸离子（Surface Enhanced 

Laser Desorption/Ionization）技术来捕获、检测和
测量复杂生物样品中的肽段和蛋白质的分子量。
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Protein Identification by MS/MS

200 400 600 800 1000 1200 m/z
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2）在离子化方法上，还有一种称为电喷雾离子
化（ESI electrospray ionization mass spectrometry(ESI-

MS) ）。ESI质谱仪与MALDI-TOF质谱仪在蛋白质
组研究中应用较广。它们都是一种“软电离”的
方法，即样品分子离子化时，不会形成碎片离子，
保留了整个分子的完整性。

ESI-MS的特点是液相进样，可较好的与现有的
蛋白质分析方法如HPLC、蛋白质测序技术相匹
配。
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Electrospray Ionization (ESI)

Liquid 

chromatography

Spray 

needle

Nozzle Sampling

cone

Ions

Prof. John B. Fenn

The 2002

Nobel Prize Winner 

in Chemistry

Adopted from Nature, 422,200 (2003)
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Protein Identification by LC-MS/MS

Protein 

mixture

Digestion

Peptides

400           800          1200       1600
m/z

MS

MS/MS

10 20 30 min0

HPLC

Database

Searching

LLTTIADAAK

SAGGNYVVFGEAK

EDDVEEAVQAADR

All peptide sequences Identification of many proteins

1 sequencing attempt per 2 sec.
900 sequencing attempts in 30 min.
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Automated LC-MS/MS Using “V-column” Technique

Loop

Autosampler

Waste

Pump

Waste

Block

Block

Mass

spectrometer

Pumps at 5 µl/min

Pumps at 75 µl/min

Autosampler Capillary column: 75 µm 

Sensitivity: low femtomole (10-15)
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色谱质谱联用包括气相色谱质谱联用(Gas Chromatography-

mass spectrometry ，GC-MS)和液相色谱质谱联用(Liquid 

chromatography - mass spectrometry，LC-MS)，液质联用与气质

联用互为补充，分析不同性质的化合物。

液质联用与气质联用的区别:

气质联用仪(GC-MS)是最早商品化的联用仪器，适宜分析小分

子、易挥发、热稳定、能气化的化合物；用电子轰击方式（EI）得

到的谱图，可与标准谱库对比。

液质联用(LC-MS)主要可解决如下几方面的问题：不挥发性化

合物分析测定；极性化合物的分析测定；热不稳定化合物的分析测

定；大分子量化合物（包括蛋白、多肽、多聚物等）的分析测定；

没有商品化的谱库可对比查询，只能自己建库或自己解析谱图。
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Mass spectrometry applications 

to proteomics
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MS Proteomics Applications

• Protein identification/confirmation

• Determine protein molecular weight

• Detection of post-translational modifications

• De novo peptide sequencing

• Determination of disulfide bonds (# & status)

• Monitoring protein folding (H/D exchange)

• Monitoring protein-ligand complexes/struct.

• 3D Structure determination

• And many more……
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2.DIGE技术

技术简介：DIGE（ Differential in-gel electrophoresis ）即荧光差

异凝胶电泳，用荧光染料（Cy2, Cy3, Cy5）将蛋白质标记上，标记后蛋

白质的等电点和分子量基本不受影响，等量混合标记好的蛋白质后进行

双向电泳，蛋白质表达量的变化即可通过不同荧光的强度来体现。由于

引入了Cy2作为内参，使得在定量效果方面大大强于传统双向电泳。

DIGE技术特点：

（1）定量精确,采用内标而消除了胶与胶之间的实验误差；

（2）检测动态范围更大；

（3）同一张凝胶上可以电泳两个样品，减轻了工作量；

（4）ImageMaster7.0（DIGE）软件可以得到统计学可信的结果，降低了

操作者之间的偏差。
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1多色荧光标记

Differential in-Gel 

Electrophoresis

荧光差异凝胶电泳
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DIGE Labeling Chemistry
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DIGE CyDye  scarce sample labeling kit
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Image Analysis
n 图像捕捉

• 平板扫描仪（Flat-bed scanner）

• 电荷耦合数码相机CCD(charge coupled device Camera)

• 激光密度仪(Laser densitometers)

• 荧光或磷光成像仪（Fluoro-/Phospho- Imaginers）

n 图像处理与分析(software)

• 背景消减与条纹消除(background reduction /streak 
removal)

• 斑点探测（detection）、图形匹配（pattern matching）

• 定量（quantitation)

• 数据分析(data analysis)

• 数据库构建(database construction)
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Large Gel Format Capability

25 x 25 cm platform

22 x 20 cm cutting area –

accommodates the 

protein resolving area 

of any large gel format 
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Spot Picker & In gel Digest

用于制备肽谱的酶需具以下特点：

酶的水解位点专一;

酶切产生的蛋白质肽段大小适合质谱分析并利于数据库检索;

酶自身稳定,不易自降解;

常用蛋白酶：

胰蛋白酶（Trpsin）

酶水解位点在赖氨酸(K)和精氨酸(R)的羧基端

Glu C蛋白酶
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Digestion Protocol
De-stain

100 mM ammonium bicarbonate and acetonitrile

Dehydrate
Acetonitrile

Reduce
10 mM dithiothreitol in 100 mM ammonium bicarbonate, 30 minutes

Alkylate
55 mM iodoacetamide in 100 mM ammonium bicarbonate, 20 minutes

Wash
100 mM ammonium bicarbonate

Dehydrate
Acetonitrile

Digest
6 ng/µL Trypsin in 50 mM ammonium bicarbonate (25 µL), 5 hours at 37ºC

Extract
1% formic acid / 2% acetonitrile (30 µL)

Spot
96-spot MALDI target (2 x 2.5 µL)
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3、ICAT, 同位素编码亲和标记技术

• 特异的化学反应

• 同位素编码的联接子

• 亲和标签

• 硫醇活性反应试剂

四大基本元素

• 不需要凝胶分离过程

• 容易实现自动化操作

• 质谱兼容- µLC-MS/MS

主要的特点

同位素标记的亲和标签（isotope-
coded affinity tag，ICAT）
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对照组溶液用ICAT 轻试剂标记 处理组溶液用ICAT重试剂标记

将样品混合并酶解成肽段

ICAT 标记的肽段亲和纯化

LC-MS/MS分析

通过相对峰强度定量

通过序列信息鉴定蛋白质

1.标记半胱氨酸残基

2. 混合样品并将蛋白酶解

4.在两种操作模式下的m/s 

的两步法分析-定量&测序

5. 计算相对定量，相对信号强度

6. 通过CID—碰撞诱导碎片化
MS/MS 扫描的序列信息鉴定蛋
白质

3.生物素被用于选择半胱氨酸肽段，如
酵母 proteins = 6113 peptides = 

344,855含半胱氨酸的
peptides = 30,619

ICAT 分析流程
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ICAT MS Quantification
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4、蛋白质组学定量研究技术-iTRAQ

相对和绝对定量的等量异位标签(isobaric tags for relative and 

absolute quantitation,iTRAQ)是由美国应用生物系统公司ABI研发的

一种多肽体外标记技术。该技术是一种新的蛋白质组学定量研究技术，

具有较好的定量效果、较高的重复性，该技术采用4种或8种同位素编码

的标签,通过特异性标记多肽的氨基基团,尔后进行串联质谱分析,可同时

比较4种或8种不同样品。

蛋白组学中的方法一直在不断提高。基于高度敏感性和精确性的串

联质谱方法，不需要凝胶，就可以获得相对和绝对定量的蛋白质结果。

iTRAQ和iCAT是这些新进展中的两大主力。



Laboratory of plant molecular  cytogenetics

iTRAQ 试剂盒包括四种同量的胺活性试剂，能对蛋白质

水解的肽段进行标记，因此采用串联质谱方法，可以对肽段

进行精确的鉴别和定量。

iTRAQ 的操作程序一般如下。将蛋白质裂解为肽段，然后

用iTRAQ试剂进行差异标记。再将标记的样本相混合，这样

就可以对其进行比较。与样本结合后，通常用 MudPIT多维

蛋白质鉴定技术进行下一步的操作，用2D液相色谱串联质谱

进行分析。在质谱分析鉴定特殊肽离子片断结构的基础上，

采用美国应用生物系统公司的软件包MASCOT和Protein 

Pilot对每一个肽段进行鉴定。
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iTRAQ labeling principle

Reporter group

Balance  group

Peptide reactive  group
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4-plex 

or 

8-plex
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Sample1

Sample2

Sample3

Sample4

114

115

116

117

digest

digest

digest

digest

mix Data analysisMS

Simple procedure



Laboratory of plant molecular  cytogenetics

iTRAQ characteristics 

• Amino-groups are modified (N-terminus, Lys)

• A set of four or eight reagents, allowing simultaneous     
comparison of four or eight samples.

• All reagents attach nominally same mass tag, giving 
one peak in the MS, but produce different ‘reporter 
ions’ in MSMS, allowing relative quantitation.

Ross et al. Mol Cell Proteomics (2004) 3, 1154.
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iTRAQ鉴定

iTRAQ定量
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iTRAQ papers
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Work Flow chart
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n免疫沉淀法（immuno-precipitation）：

new protein + epitope tag

n亲和层析法(affinity chromatography)：

GST tag fusion

n 酵母双杂交法(yeast two-hybrid)：

Protein Interaction
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Yeast two-hybrid system

n 真核转录因子

DNA结合结构域(DNA binding domain, BD)

转录激活结构域(activation domain, AD)

常用转录因子：Gal4、LexA

n 当两个功能域独立存在时，并不能激活转录，但两者只要相互接近，

即可恢复转录激活功能。

n 杂交体融和蛋白：

BD+X→BD-X (bait)

AD+Y→AD-Y (prey)

共转化/ 接合→→ 报告基因是否激活
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X、Y不存在相互作用

X、Y存在相互作用
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特点

n 基于核酸进行操作，不需要纯化蛋白质

n 真核表达系

n 一个酵母菌可兼容几个不同的质粒

n 是一种在细胞内检测相互作用的方法，免去体

外洗涤，灵敏度高

n 酵母生长迅速、易于操作

n 可利用酵母的生殖特性：a /α单倍体接合
（mating）
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5、Chip-based methods

• specific probe placed at defined position 

in array

• signals indicate the interactions of the 

probe with its target molecule

• Identify the probe molecules and their 

quantity
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http://www.biomedcentral.com/1471-2105/3/22/figure/F1
http://www.biomedcentral.com/1471-2105/3/22/figure/F1
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• 蛋白质组学研究进展
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水稻蛋白质组研究技术路线
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1)发育的蛋白质组学研究。

• 在蛋白质组学概念提出来之前，许多研究者就已采用 2-DE 技术

对水稻各组织器官的蛋白质组分进行分离及比较，Komatsu 等用

2-DE 分析水稻胚、胚乳及叶的蛋白质，考马斯亮蓝染色后分别

检测出约600、100、150个蛋白点，通过 N 端或内部氨基酸测序，

鉴定了27种蛋白质，超过70％的蛋白质 N 端封闭。Tsugita 等对

水稻10种组织器官分离出4892个蛋白质，对其中2.8％的蛋白质

进一步分析，只有1.1％(56个)测序，由于当时基因组及蛋白质数

据库有限，即使一些被测序的蛋白质也不知其功能。水稻重要的

繁殖器官花药在小孢子早期发育易受环境影响，Imin 等通过 2-

DE 分离、银染得到约4000种花药蛋白，代表了整个基因组的10

％，其中53个点得到鉴定，大部分是持家蛋白，分子伴侣，富甘

氨酸蛋白，以及调控翻译的肿瘤蛋白(首次在花药研究中报道)等
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同时，一些与代谢密切相关的亚细胞结构也开展了蛋

白质组学研究，如水稻线粒体，通过质谱分析鉴定了149

个蛋白，并确定了其中85个蛋白质的功能。在制备亚细

胞蛋白质样品时，如有必要可先用显微激光切割技术进

行专一样品的富集后再进一步裂解。其他涉及研究的亚

细胞结构还有质膜，高尔基体膜，叶绿体等。目前水稻

蛋白质组数据库包含了23张参考图，有详细的采样部位、

样品制备及电泳条件，鉴定方法，点击蛋白点链接相应

的信息等 (http:\\gene64.dna.affrc.go.jp/rpd/)。建立高质

量的水稻 2-DE ,参考图谱对水稻蛋白质组学以及水稻基

因组功能的精确注释是非常重要的。
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2)在环境胁迫下的蛋白质组学研究。

Salekdeh 等对干旱胁迫下以及恢复灌溉后水稻叶片蛋白质组

进行分析，发现干旱胁迫下有42个蛋白点的丰度有显著变化，

从而鉴定了一些干旱应答蛋白，这将有助于提高水稻抗旱育种

以及改善作物品质和提高产量。Agrawal 等采用 2-DE 结合氨

基酸测序及免疫杂交技术研究臭氧胁迫下水稻幼苗叶蛋白的表

达，与对照相比，50多个点有差异，其中与光合作用相关的主

要蛋白 RuBisCO 减少，另外诱导出与防御有关的蛋白累积，

包括 OsPR5，OsPR10，SOD，APX，钙结合蛋白等，这些

蛋白可以作为潜在的分子标记检测水稻及其他植物与臭氧
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the Human Liver Proteome Project

(HLPP) 

人类肝蛋白质组计划
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Small Molecule

Screening

LIMS Experiment

Tracking

Protein

Biological 

Samples

Gel Data

Function

Expression

Gene

mRNA/Gene

Expression

Biochemical 

Pathway

External

Databases

Mass Spec

Sequence

Organizing biological information can be pretty complicated...What Is Required: A System for Organizing Knowledge from Data
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Proteomics & Medicine

n 疾病的比较蛋白质组研究

n 病原微生物蛋白质组

n 药物蛋白质组学

n 蛋白质组与毒理学
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Disease comparative proteomics
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Study heart disease with proteomics

n DCM 比较蛋白质组分析

发现了100个DCM中发生特异性表达量变化的心脏蛋白。

分为三类：与细胞骨架和肌球蛋白相关；与线粒体和能量产生相关；与压力

反应相关

n 动物模型蛋白质组分析

大鼠心肌细胞、狗的起搏诱导性心衰(pacing-induced heart failure)和牛的

DCM的心脏蛋白质组

n 心脏特异性抗原研究

鉴定了一些与心脏移植中的急性或慢性排斥反应有关的心脏特异性抗原
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Disease Proteomics
n 肿瘤：

寻找特异性表达标记、新抗体与分化标记

实例：膀胱鳞状细胞癌（squamous cell carcinoma, SCC） 丹麦

n 神经系统疾病：

脑损伤和感染性蛋白质疾病

实例: 老年痴呆症（Alzheimer’s disease）

克雅氏病Creutzfeld-Jakob disease (CJD)

n 心血管疾病：

相关器官与细胞的蛋白质组分析与数据库构建

实例：扩张型心肌病(dilated cardiomyopathy ,DCM)
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病原微生物蛋白质组

n 确定致病菌毒力（virulence）

n 寻找新的诊断标记物（diagnostic marker）

n 为疫苗的研制寻找新的候选抗原

（candidate antigen）

n 阐明药物抗菌机理，为新的抗生素的研制寻找靶点
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Proteomics & Drug development
n 靶点的探测

疾病相关蛋白、信号传递通路中的关键性蛋白、病原微生

物相关蛋白

n 靶点的确认

分析“候选靶点”对药物的敏感性，判断开发价值

n 阐明分子药理机制,提供更为有效、合理的药理筛选模型

n 临床前安全性评价与毒害预测
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Proteomics杂志所刊论文及研究领域
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