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1.1 蛋白质组学 

蛋白质组学( Proteomics)是从整体水平上研究细胞内蛋白

质的组成、活动规律及蛋白质与蛋白质的相互作用，是

功能基因组学时代一门新的学科。 

质谱法 

用电场和磁场将运动的离子按它们的质荷比分离后进

行检测的方法。测出离子准确质量即可确定离子化合

物组成。 



蛋白质组学与质谱有何联系？ 

蛋白质的化学结构即氨基酸序列的多

变性决定了其不同的结构和性质，

蛋白质的结构和动力学变化对其功

能的影响也至关重要；而质谱技术

为蛋白质组学研究提供了通量和分

子信息，从而才能进一步研究蛋白

质的结构、功能和相互作用。 



1.2 质谱仪组成 

离子源——质量分析器——收集器 

 

   关键参数 

   灵敏度，分辨率，质量准确度，从肽碎
片的离子质谱中获得丰富信息的能力 

 



1.3 电离蛋白质和多肽的方法 

1 ESI(电喷雾电离) 

     带电液滴蒸发，液滴变小，液滴表面相斥的静电荷密度增大。当液
滴蒸发到一定程度，液滴表面的库仑力使液滴爆炸。产生的小液滴
继续这个过程。随着液滴的水分子逐渐蒸发，就可获得自由徘徊的
质子化和去质子化的蛋白质分子。 

2 MALDI(基质辅助激光解析电离) 

      利用对使用的激光波长范围具有吸收并能提供质子的基质（一般用
小分子或结晶化合物）将样品与其混合溶解并形成混合物，在真空
下用激光照射该混合体，基体吸收能量并传递给样品，从而使样品
解吸电离。 



1.4 质谱分析的流程 

步骤： 

（1）、样品搜集—

—凝胶电泳分离 

 

（2）、蛋白切割—

—胰蛋白酶消化处
理——形成多肽片段 

 

（3）、对多肽的色

谱分析与液喷雾（高
压液相色谱法） 

 

（4）、质谱分析，
搜集信号 

 

（5）、数据处理

（通过将读取的数据
信号与已知序列作对
比）读出蛋白序列 



1.5 几种质谱仪的原理图 



二、识别读取肽链的方法 

     使用肽的CID光谱（即碰撞诱导光谱）比靠肽质量图得到的结果要清晰。

除了肽的质量外，CID光谱的峰值也提供了关于序列的信息。 

• 肽序列标签法：从峰值中提取一小段明确的核苷序列结合质量信息作

为肽序列标签，让它作为一个探针去确定肽的来源。 

• 交叉方法：在数据库中的肽序列用来形成理论的质谱，用测出来的质

谱和理论的质谱的重叠确定最佳匹配。 

• “基于匹配的可能性”：从数据库中肽序列计算出来的片段与观察到的

峰值进行比较，计算出一个分数，根据分数去分析肽可能的来源。 

 

• 然后通过与已知数据库比对，从而识别出肽链中氨基酸的类型 

 



三、蛋白质的定性与定量分析 

（1）2DE(双向电泳)和MS的结合 

• 具体过程：用双向电泳的方法将蛋白质进行染色，
分离，每个被观察到的蛋白质点靠染色的强度来量
化，再挑选切离一些点，然后做质谱分析（MS）。 

 

• 双向电泳已经是一个超过25年的成熟的技术，支持
大量基因产物的并发定量分析。  

• 2-DE面临的挑战是高分辨率和重复性，高分辨率确
保蛋白最大程度的分离，高重复性允许进行凝胶间
配比。 



（2）LC-MS/MS（液相二级质谱） 

 

将色谱的分离能力与质谱的定性能力相结合，常用于
蛋白分析，特别在药物分析中有着广泛应用。 

 

存在三个技术问题： 

1 一维的肽色谱分析法不能提供足够的峰容量来区分
开肽混合物，比如全部的溶菌产物。（目前可以用
二维或三维的层析分离，从而测出极低丰富度的蛋
白质） 

2 MALDI 和ESI-MS 中，分析物的数量和测出的信号
强度的关系很复杂，还不能完全理解。（目前用同
位素标记结合质谱仪的方法） 

3  用这个方法收集到的数据量非常大，为了找到一
张能正确识别蛋白质的图谱将会耗费大量的时间。 

 



利用同位素标记的三种蛋白质组学定量分析方法 

流程：蛋白标记—（消化酶切）—数据搜集—（质谱仪分析）—数据分析 



四、应用 

1. 蛋白质分析 

 

2. 蛋白质相互作用 

 

3. 分析蛋白质的修饰 



4.1 应用于蛋白质分析 

基于质谱的蛋白质组学在生物学问题上应用得较好的三个方面： 

1. 建立蛋白质连锁图谱； 

2. 使用蛋白质识别技术注释或矫正基因组序列； 

3. 通过定量方法分析蛋白质表达谱作为细胞状态函数，从而推

断细胞功能。 

  

 



4.2 应用于蛋白质相互作用 

基于质谱的蛋白互作实验分三个部分： 

诱导物呈现，复合物的亲和纯化，结合蛋白分析 

 

存在的问题： 

如果一个抗体或其他试剂能够使蛋白质与其结合的蛋白质特
定分开，那么这个蛋白就可以作为诱导物，但是当前没有
足够全面的抗体库，许多抗体没有很好的免疫沉淀反应或
缺乏专一性。 

解决方法： 

将蛋白质上结合一个tag（标签），抗体和tag进行结合，使
标记的蛋白质与其结合的蛋白质分开。 

 



人类核仁中存在400多

种蛋白，目前很难将

各个蛋白单独分离提

纯，只能对其进行一

个广泛的分类，因此

要研究他们之间的相

互关系和作用仍然是

一个很大的挑战 

蛋白互作研究举例——核仁内的蛋白互作 



4.3 应用于分析蛋白质修饰 

5种重要的蛋白质翻译后修饰（ PTMs ）: 

磷酸化、糖基化、泛素化、乙酰化和甲基化 

 

蛋白质翻译后加工和修饰过程存在着一系列复杂的相
互关系，许多翻译后的修饰是可控和可逆的,尤其是
蛋白质磷酸化,通过多种机制控制着生物功能。 

 

通过质谱法确定单修饰类型和位点，用不同的肽谱图
来“覆盖”尽可能多的蛋白质序列，通过检查比对分
析的质量来确定具体的蛋白质修饰，然后通过手工
或计算机辅助各个修饰之间的相互联系。 

 



用系统生物学的方法研究蛋白质组学 



面对蛋白质组学的挑战 

——我们还需要解决以下问题 

1. 建立更加完善全面数据库 

2. 提高质谱对复杂蛋白互作的信息提取能力
与分析能力 

3. 提高实验技术上对复杂细胞器蛋白的分离
提纯能力（如对核仁中的大量复杂蛋白的
分离） 

4. 从系统水平上研究蛋白质网络和相互关系
以及与外界的联系，而不是孤立地研究某
一个蛋白的性质与功能 
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标记技术。 

 

Mathias Mann 

发明蛋白质体内标记技术 
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