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摘要：磷酸化修饰是蛋白质最主要的翻译后修饰形式之一，磷酸化蛋白质组学从整体上观察细胞或组织中磷酸化修饰的状态及其变化，为探讨

药物刺激和环境应激下生物体受损的生物学过程提供新的视角．针对磷酸化蛋白质组学技术的发展以及其在环境毒理研究中的应用展开综

述．首先，从磷酸化肽富集、磷酸化蛋白的鉴定和磷酸化位点的预测、定量磷酸化蛋白质组学研究 ３ 个方面对磷酸化蛋白质组学技术的研究内

容和分析策略进行了概述．在此基础上，按照离体实验、活体实验以及毒性作用通路分析 ３ 部分对磷酸化蛋白质组学在环境毒理研究中的应用

进行了详细阐述．最后，总结了目前磷酸化蛋白质组学研究的不足，并有针对性地提出了磷酸化蛋白质组学在环境毒理研究中的发展方向．
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２ 期 梁雪芳等：磷酸化蛋白质组学技术的发展及其在环境毒理研究中的应用

１　 引言（Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ）

蛋白质是生命活动的主要执行者，许多蛋白质

的活性是通过翻译后的修饰作用进行调节的，其中

磷酸化修饰是蛋白质最主要的翻译后修饰形式之

一，哺乳动物细胞内有 １ ／ ３ 以上的蛋白质可以被磷

酸化，在脊椎动物基因组中，有 ５％的基因编码的蛋

白质是参与磷酸化和去磷酸化过程的蛋白激酶和

磷酸（酯）酶（Ａｌｏｎｓｏ ｅｔ ａｌ．， ２００４； Ｃｏｈｅｎ， ２００２； 姜

铮等， ２００９； 隋少卉等， ２００７）．蛋白质磷酸化可以

通过改变蛋白质的活性、细胞定位以及与其他蛋白

的相互作用来调节蛋白质的功能，在信号传导、基因

表达、细胞分裂等许多生物学过程的调控中起着重要

作用．例如，胞外刺激信号可以通过细胞膜上受体酪

氨酸激酶和配体介导的蛋白质的磷酸化和去磷酸化，
引起下游蛋白的响应，从而形成一系列信号通路，将
信号由细胞膜传导至细胞核，从而调控细胞的生物学

过程（Ｓｅｏ ｅｔ ａｌ．， ２００４）．因此，研究蛋白质的磷酸化修

饰对于更好地理解机体内一些受磷酸化影响的信号

通路机制是十分必要的（Ｎｉｌｓｓｏｎ， ２０１１）．
由于磷酸化蛋白质的总量低，磷酰键容易断

裂，且磷酸化和去磷酸化处在动态平衡之中，因此

分析蛋白质的磷酸化要比普通的蛋白质的鉴定困

难得多，需要高灵敏度的方法以及大量的生物样

品，而传统的分析方法如放射性自显影、免疫印迹

等不仅工作量大，而且一次能够分析的磷酸化蛋白

质数量有限，限制了蛋白质磷酸化的分析 （ Ｓｅｏ
ｅｔ ａｌ．， ２００４）．另外，大多数磷酸化蛋白质含有一个

以上的磷酸化位点，并且以不同磷酸化形式的混合

物存在，因此蛋白质磷酸化的定量研究和磷酸化位

点的鉴定在进一步探讨磷酸化蛋白质的功能时尤

为重要（Ｎｉｌｓｓｏｎ， ２０１１； 姜铮等， ２００９； Ｓｅｏ ｅｔ ａｌ．，
２００４）．用蛋白质组学的理念和分析方法研究蛋白质

磷酸化修饰，可以高通量地识别和鉴定生物体内磷

酸化蛋白质的表达及其变化，从整体上观察细胞或

组织中磷酸化修饰的状态及其变化，为探讨药物刺

激和环境应激下生物体受损的生物学过程提供新

的视角．近年来磷酸化蛋白质组学逐渐被应用于环

境毒理学的研究中，本文就磷酸化蛋白质组学技术

的发展以及其在环境毒理研究中的应用展开综述．

２ 　 磷酸化蛋白质组学的研究内容和分析策略

（ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ａｎｄ ａｎａｌｙｔｉｃａｌ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｏｆ
ｐｈｏｓｐｈｏｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ）

目前系统的磷酸化蛋白质组学研究包括对磷

酸化蛋白的种类、磷酸化位点的鉴定以及不同条件

下各种磷酸化蛋白的定量分析．一般来说，传统的蛋

白质组学分析方法可以用来分析磷酸化修饰，但是

由于磷酸化蛋白特性的限制，磷酸化蛋白质组分析

又具有其自身的特点．首先磷酸化蛋白质表达丰度

低，磷酸化的肽段很容易淹没在大量非磷酸化的肽

段中，因此磷酸化蛋白质组的分析常常需要先进行

磷酸化蛋白或肽段的富集以及染色或标记；其次，
磷酸化肽段本身所具有的负电性使其在正离子模

式的质谱分析中信号受到抑制，在 ＭＡＬＤＩ （ｍａｔｒｉｘ
ａｓｓｉｓｔｅｄ ｌａｓｅｒ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ， 基质辅助激光解

析电离）源的质谱仪中磷酸化肽段的信号丰度会比

其相应非磷酸化肽段的信号强度要低很多，因此，
如果用这项技术分析蛋白质的磷酸化必须进行蛋

白质或肽段的预分离，如一维或二维凝胶电泳分离

或 高 效 液 相 色 谱 （ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ， ＨＰＬＣ）分离；第三，磷酰键较肽键

容易断裂，使磷酸化蛋白比非磷酸化蛋白鉴定困难

得多． 使用常规质谱仪所配置的碰撞诱导解离

（ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ， ＣＩＤ） 碎裂时易发生

磷酸基团的中性丢失，导致碎裂不完全，造成二级

谱图质量变差，需要采取其他碎裂方式，如电子捕

获解离（ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｃａｐｔｕｒｅｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ， ＥＣＤ）、电子转

运解离（ ｅｌｅｃｔｒｏｎｔｒａｎｓｆｅｒ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ， ＥＴＤ）等，以使

磷酸化肽段中的磷脂键在碎裂过程中保持较好的

完整性，提高二级谱图质量，增加磷酸化肽段位点

鉴定的可靠性 （ Ｌｅｉｔｎｅｒ ｅｔ ａｌ．， ２０１１； 隋少卉等，
２００７； 衣泰龙等， ２０１４）．下面具体介绍磷酸化蛋白

质组学研究中的分析策略（图 １）：
２．１　 磷酸化肽段的富集

目前常用的磷酸化肽段富集手段主要包括抗

体富集法、固相金属离子亲和色谱 （ Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ
ｍｅｔａｌ ｉｏｎ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＩＭＡＣ）、金属氧化

物亲和色谱 （ Ｍｅｔａｌ ｏｘｉｄｅ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，
ＭＯＡＣ） 、化学修饰法以及基于色谱技术的分离

富集．
２．１．１　 抗体富集法 　 检测酪氨酸磷酸化蛋白质的

单克隆抗体是已知的较好的检测磷酸化蛋白质的

抗体， 它具有较强的亲和力，可以有效地免疫沉淀

酪氨酸磷酸化的蛋白质，可用于酪氨酸磷酸化蛋白

质组学研究（Ｐａｎｄｅｙ ｅｔ ａｌ．， ２０００）．而针对丝氨酸、
苏氨酸磷酸化修饰肽段的抗体特异性较差，但这种

低亲和力的抗体用于免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）分析

９９３
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中， 也可取得很好的效果（Ｇｒøｎｂｏｒｇ ｅｔ ａｌ．， ２００２）．然
而用这一方法检测磷酸化蛋白质的局限性在于同

一蛋白质可能会因为其不同的磷酸化状态而分布

于二维电泳图的不同位置， 从而降低了蛋白质的浓

度； 同时，用非序列特异性的抗体检测丝氨酸磷酸化

和苏氨酸磷酸化的蛋白质可能会产生假阳性结果（姜

颖等， ２００３）．用免疫沉淀（ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ， ＩＰ）对
磷酸化的蛋白质先进行富集，可大大降低非磷酸化

蛋白质的干扰，提高检测的正确性，但如果要达到

可鉴定水平，它需要大量的抗体和样品，而且鉴定

出的蛋白质多为高丰度蛋白质 （ Ｃｏｌｌｉｎｓ ｅｔ ａｌ．，
２００７）．

图 １　 磷酸化蛋白质组富集、质谱鉴定及定量策略示意图

Ｆｉｇ．１　 ｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｆｏｒ ｐｈｏｓｐｈｏ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ， ＭＳ ｓｃａｎｎｉｎｇ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

２．１．２　 ＩＭＡＣ 富集法　 ＩＭＡＣ 是利用磷酸基团与固

相化的 Ｆｅ３＋、Ｇａ３＋、Ｃｕ２＋等金属离子的高亲和力来富

集磷酸肽（Ｐｏｓｅｗｉｔｚ ｅｔ ａｌ．， １９９９）．该方法的优点在于

对每个可溶磷酸肽，不管其长度如何，都有富集作

用，而且 ＩＭＡＣ 柱洗脱下的样品可直接用于反相高

效液相色谱（ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｐｈａｓｅ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ， ＲＰ⁃ＨＰＬＣ）分析，但这种方法的局

限性在于一些与 ＩＭＡＣ 柱结合能力较弱的磷酸肽或

某些因有多个磷酸化位点而难以洗脱的磷酸肽有

可能丢失；某些酸性基团（如天冬氨酸和谷氨酸）、
电子供体（如组氨酸）也会结合到柱上， 造成非特异

性吸附（Ｐｏｓｅｗｉｔｚ ｅｔ ａｌ．， １９９９）．Ｆｉｃａｒｒｏ 等（２００２）在

亲和提取前对肽混合物进行甲酯化反应，使肽链中

的羧基都转化为羧甲酯，不仅抑制了非特异性吸

附，还减少了游离羧基对亲和位点的竞争，使磷酸

肽的提取更完全． Ｚｏｕ 研究小组（Ｆｅｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２００７；
Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌ．， ２００８）发明了一种新的 ＩＭＡＣ 树脂，该材

料是利用 Ｚｒ４＋ 或 Ｔｉ４＋ 螯合到磷酸酯聚合物上所构

成，将这种材料应用于小鼠肝脏磷酸化蛋白富集，

有效性及选择性均明显优于 Ｆｅ３＋ ⁃ＩＭＡＣ．
２．１．３　 ＭＯＡＣ 富集法　 ９０ 年代初期，以 ＴｉＯ２和 ＺｒＯ２

为代表的金属氧化物在磷酸化肽段富集的研究中

逐渐兴起（Ｌｅｉｔｎｅｒ ｅｔ ａｌ．， ２０１１）．这种 ＭＯＡＣ 方法是

利用金属氧化物与磷酸肽上的磷酸基团的亲和能

力实现对磷酸肽的相对富集，该技术在对磷酸化肽

段富集时的选择性和灵敏度方面都优于 ＩＭＡＣ 技

术，而且其化学稳定性也比 ＩＭＡＣ 技术高，对缓冲液

添加剂如盐、表面活性剂、变性组分等的耐受力更

强（Ｌｅｉｔｎｅｒ ｅｔ ａｌ．， ２０１１； Ｐｉｎｋｓｅ ｅｔ ａｌ．， ２００４）．将金属

氧化物与磁性材料相结合组成的核⁃壳复合微球，既
便于分离又节省时间，近年来得到了广泛的应用．Ｌｉ
等（２００８）发展了一种 Ｆｅ３Ｏ４＠ ＴｉＯ２复合微球并用于

小鼠肝脏磷酸化蛋白的富集，共鉴定 ５６ 个磷酸化肽

（６５ 个磷酸化位点），显示了该雌性复合材料的高特

异性和高灵敏度．另外，纳米材料因为具有较大的比

表面积，也被应用到了 ＩＭＡＣ 和 ＭＯＡＣ 中，进一步增

强了该技术对磷酸化肽段富集的巨大潜力．例如，
Ｎｅｌｓｏｎ 等（２０１０）使用 ＺｒＯ２和 ＨｆＯ２纳米材料对复杂

００４
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样品进行磷酸化肽富集，特异性大于 ９９％，优于

ＴｉＯ２纳米材料，而且这些材料经过简单再生就可以

被重新利用，在磷酸化蛋白质组学领域具有良好的

应用前景．此外，研究人员也发展了一些新的金属氧

化物材料用于磷酸化肽的富集，取得了很好的效

果， 如 Ｎｂ２ Ｏ５ （ Ｆｉｃａｒｒｏ ｅｔ ａｌ．， ２００８ ）， ＳｉＯ２⁃Ｌａ２Ｏ３

（Ｊａｂｅｅｎ ｅｔ ａｌ．， ２０１２）等．
２．１．４　 化学修饰法 　 化学修饰法是一种将磷酸肽

上的磷酸基团用另一种亲和配基取代，再用亲和提

取的方法从混合物中分离富集磷酸肽的方法．主要

有两种取代方式：一种是使磷酸基团在碱性条件下

发生 β⁃消除反应生成双键，再用巯基乙醇通过加成

反应取代磷酸基团的位置，最后通过交联剂在巯基

上连接生物素，并用亲和素色谱柱分离，这种方法

只适合于磷酸化丝氨酸和苏氨酸的取代（ＭｃＬａｃｈｌｉｎ
ｅｔ ａｌ．， ２００３）；另一种是通过化学反应将胱氨加到磷

酸基团上，再通过巯基乙胺与碘乙酰树脂柱的共价

结合使磷酸化肽得以纯化，这种方法同时适合于磷

酸化丝氨酸肽段、苏氨酸肽段和酪氨酸肽段的取

代，但是为了避免副反应的影响，需要对肽段中的

一些活性基团进行保护，整个反应过程比较复杂，
容易造成大量的样品损失，同时该方法只能用于磷

酸肽的富集，而不适用于磷酸化蛋白（Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌ．，
２００１）．
２．１．５　 基于色谱技术的分离富集 　 由于磷酸集团

的强负电性，磷酸化肽在离子交换色谱中的保留特

性与其他未修饰的肽段形成明显对比，因此尽管离

子色谱的峰容量较其他色谱低，但仍得到了广泛的

应用（Ｎｉｌｓｓｏｎ， ２０１１）．在强阳离子交换色谱（ ｓｔｒｏｎｇ
ｃａｔｉｏｎ⁃ｅｘｃｈａｎｇｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ， ＳＣＸ）中，肽段在 ｐＨ
２．７ 的条件下进行酸化，再利用盐度和 ｐＨ 的增加进

行洗脱．在 ｐＨ ２．７ 时，磷酸化肽由于本身所带的负

电荷，经胰蛋白酶水解后，比其他肽段少一个正电

荷，净电荷为＋１，因此是 ＳＣＸ 柱子上最早洗脱下来

的成 分 （ Ｈｅｎｎｒｉｃｈ ｅｔ ａｌ．， ２０１１； Ｈｅｎｎｒｉｃｈ ｅｔ ａｌ．，
２０１２）．与 ＳＣＸ 相反，在强阴离子交换色谱（ ｓｔｒｏｎｇ
ａｎｉｏｎ⁃ｅｘｃｈａｎｇｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ， ＳＡＸ）中，磷酸化肽

保留时间较其他肽段长，同时 ＳＡＸ 不仅可以富集磷

酸化肽，而且可以分离具有不同数量的磷酸基团的

磷酸化肽（Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０１０）．但是 ＳＣＸ 和 ＳＡＸ 除

了富集磷酸化肽也可以富集其他酸性肽段（如乙酰

化肽），造成非特异性吸附．
亲水 交 互 作 用 色 谱 （ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ， ＨＩＬＩＣ）根据蛋白 ／肽段的极性对样

品进行分离，与反相色谱相反，它由极性固定相和

亲水性流动相组成（Ｊａｎｄｅｒａ， ２０１１）．磷酸化肽由于

极性高可以较强地结合在 ＨＩＬＩＣ 的固定相而与其他

肽段分离（Ｓｉｎｇｅｒ ｅｔ ａｌ．， ２０１０）．将 ＨＩＬＩＣ 和 ＩＭＡＣ 结

合可以极大地提高对磷酸化肽的选择性，对海拉细

胞磷酸化肽的分离中，ＨＩＬＩＣ⁃ＩＭＡＣ 对磷酸化肽的选

择性几乎达到 １００％，共鉴定 ９１４ 个磷酸化肽（１０００
个磷酸化位点），显示了极强的富集能力（ＭｃＮｕｌｔｙ
ｅｔ ａｌ．， ２００８）．

静电排斥⁃亲水交互作用液相色谱（ｅｌｅｃｔｒｏｓｔａｔｉｃ
ｒｅｐｕｌｓｉｏｎ⁃ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，
ＥＲＬＩＣ）与 ＨＩＬＩＣ 类似，但它在原有固定相加入了静

电排斥特性来优化色谱的选择性．这种色谱性质的

叠加通过改变有机相或溶剂的 ｐＨ 以及使用盐度梯

度就可以实现对磷酸化肽选择性的调整（Ａｌｐｅｒｔ，
２００７）． Ｇａｎ 等 （ ２００８） 比较了 ＥＲＬＩＣ、 ＳＣＸ、 ＳＣＸ⁃
ＩＭＡＣ 对磷酸化肽的富集效果，在对人上皮癌细胞

Ａ４３１ 中磷酸化蛋白的分离鉴定中，共鉴定 ２０５８ 个

磷酸化肽，其中 ＥＲＬＩＣ、ＳＣＸ、ＳＣＸ⁃ＩＭＡＣ 鉴定得到的

磷酸化肽分别占 ３８％、５％、５７％． ＥＲＬＩＣ 和 ＳＣＸ ⁃
ＩＭＡＣ 同时鉴定到的磷酸化肽占二者鉴定总数的

１２％．由此，不同富集方法的联用有利于提高磷酸化

肽的鉴定率．
２．２　 磷酸化蛋白的鉴定和磷酸化位点的预测

样品制备完成后，需要利用质谱技术对磷酸化

肽进行检测，并进一步确定蛋白质的磷酸化位点．在
真核生物中，磷酸化主要发生于丝氨酸、苏氨酸和

酪氨酸等残基；而在细菌中，蛋白质主要通过天冬

氨酸、谷氨酸和组氨酸等残基被磷酸化 （ Ｌｅｉｔｎｅｒ
ｅｔ ａｌ．， ２０１１； 姜颖等， ２００３）．在磷酸化蛋白质组学

研究中，磷酸肽会产生特异的离子片段，如 Ｈ２ＰＯ
－
４，

ＰＯ－
３， ＰＯ－

２（相对分子质量分别为 ９７、７９ 和 ６３），质谱

中这些离子的出现表明样品中含有磷酸肽．此外，多
肽骨架片段化技术可使肽链序列重构，如果序列中

包含 磷 酸 化 残 基， 则 可 以 对 其 进 行 明 确 定 位

（Ｂｏｅｒｓｅｍａ ｅｔ ａｌ．， ２００９； Ｓｅｏ ｅｔ ａｌ．， ２００４）．目前主要

利用串联质谱（ＭＳ ／ ＭＳ）对磷酸化位点进行确认，
而在 ＭＳ ／ ＭＳ 鉴定过程中由于低的电离效率以及中

性丢失导致磷酸化肽序列的鉴定仍面临困难．ＭＳ ／
ＭＳ 的前体离子扫描、中性丢失扫描等分析方式可

以通过分析磷酸肽产生的特征离子直接从肽混合

物中找到磷酸化肽段（Ｂｏｅｒｓｅｍａ ｅｔ ａｌ．， ２００９； 隋少

１０４
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卉等， ２００７）．
２．２．１ 　 撞诱导解离 （ ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ，
ＣＩＤ） 　 ＣＩＤ 碎裂方式下，可通过产生的 ｂ、ｙ 特征离

子来解析肽序列（图 ２）．磷酸化丝氨酸和磷酸化苏

氨酸残基上的磷酸基团通常不稳定，会丢失一个中

性的磷酸（Ｈ３ＰＯ４）， 产生 ９８ Ｄａ 质量数的变化．但
是，ＣＩＤ 模式下大部分能量用于此项碎裂，导致肽骨

架的碎裂程度不够，限制了肽序列信息的获取，从
而也不利于磷酸化位点的鉴定 （ Ｂｏｅｒｓｅｍａ ｅｔ ａｌ．，
２００９）．不过，中性丢失后产生的离子可以在三级质

谱中进一步碎裂，这样可以获得更详细的磷酸化肽

序列和磷酸化位点的信息，但是这种方法对离子的

丰度有要求而且也相应地降低了碎裂肽段的总数

（Ｅｎｇｈｏｌｍ⁃Ｋｅｌｌｅｒ ｅｔ ａｌ．， ２０１３； Ｌｅｉｔｎｅｒ ｅｔ ａｌ．， ２０１１）．
相对于丝、苏氨酸，磷酸化酪氨酸的磷酸基团比较

稳定，通常产生 ８０ Ｄａ 质量数的变化（丢失 ＨＰＯ３）．
碎片离子谱上质荷比（ｍ ／ ｚ）为 ２１６ 的亚胺离子可以

作为磷酸化酪氨酸的特征离子 （ Ｅｎｇｈｏｌｍ⁃Ｋｅｌｌｅｒ
ｅｔ ａｌ．， ２０１３）．

图 ２　 肽链碎裂点示意图

Ｆｉｇ．２　 Ｃｌｅａｖａｇｅ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｅｐｔｉｄｅ ｂｏｎｄｓ

２．２． ２ 　 电子捕获解离（ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｃａｐｔｕｒｅｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ，
ＥＣＤ） 　 ＥＣＤ 是通过低能量的自由电子与质子化的

多电荷蛋白质或肽离子，在相互作用的过程中由于

放热而瞬间产生碎裂，主要产生由主链上的 Ｎ—Ｃ
（ａ）键断裂而形成的 ｃ、 ｚ 离子 （图 ２） （贾伟等，
２００７）．ＥＣＤ 优先断裂二硫键，但对蛋白质和多肽的

主链断裂无偏好性，主链断裂覆盖度高，保留翻译

后修饰基团，基本无中性丢失．这些优点使 ＥＣＤ 在多

磷酸修饰的肽段分析中成为极具有效性的碎裂手段，
可应用于大片段肽段、整体蛋白的鉴定（Ｔｏｐ⁃ｄｏｗｎ 技

术）．但是，ＥＣＤ 只能在傅立叶变换离子回旋共振质谱

（ Ｆｏｕｒｉｅｒ ｔｒａｎｓｆｏｒｍ⁃ｉｏｎ ｃｙｃｌｏｔｒｏｎ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ， ＦＴＩＣＲ） 中应用，费用昂贵 （ Ｂｏｅｒｓｅｍａ
ｅｔ ａｌ．， ２００９； Ｅｙｒｉｃｈ ｅｔ ａｌ．， ２０１１； 贾伟等， ２００７）．
２．２．３ 　 电子转运解离（ ｅｌｅｃｔｒｏｎｔｒａｎｓｆｅｒ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ，
ＥＴＤ） 　 ＥＴＤ 通过将一个电子从活泼的阴离子基团

上转移到带正电荷的肽段上，诱发肽段主链发生类

似于 ＥＣＤ 中的 Ｎ—Ｃ （ａ）键的断裂，产生互补性的 ｃ
和 ｚ 离子（图 ２） （刘科辉等， ２００８）．ＥＴＤ 与 ＥＣＤ 的

碎裂机理是类似的，二者都是电子与带多电荷的肽

段或蛋白质阳离子进行相互反应的过程中而产生

碎裂的，电子在碎裂过程中起到了至关重要的核心

作用，它们之间的主要差别是 ＥＣＤ 的电子是自由电

子，而 ＥＴＤ 中的电子是通过小分子的阴离子提供

的．另外，ＥＴＤ 使用四极杆离子阱而不是 ＦＴＩＣＲ 作为

离子捕集和检测设备，离子阱质谱相对于 ＦＴＩＣＲ 是

一种廉价、易于维护并广泛应用的质谱仪，因此基于

ＥＴＤ 的质谱分析可以更为广泛的应用于蛋白质组学

领域中（Ｂｏｅｒｓｅｍａ ｅｔ ａｌ．， ２００９； 孙瑞祥等， ２０１０）．
２．３　 定量磷酸化蛋白质组学研究

对于各种环境条件或药物处理等外界刺激下

磷酸化蛋白量的变化，目前的蛋白质组学定量技术

包括基于凝胶的定量技术和基于质谱的定量技术．
基于凝胶的定量方法主要以荧光染料染色 Ｐｒｏ⁃Ｑ
Ｄｉａｍｏｎｄ 结 合 双 向 电 泳 （ ｔｗｏ ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ， ２⁃ＤＥ）和差异凝胶电泳（ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ
ｉｎ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ， ＤＩＧＥ）技术为基础．基于质谱

的定量方法主要包括：代谢标记技术 （ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｌａｂｅｌｉｎｇ），化学标记技术（ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ
ｉｓｏｂａｒｉｃ ｔａｇｓ），无标记定量技术（ ｌａｂｅｌ⁃ｆｒｅｅ）等，近年

来基于质谱的定量技术逐渐成为主流．
２．３．１　 基于凝胶的定量技术 　 该方法利用荧光染

料 Ｐｒｏ⁃Ｑ Ｄｉａｍｏｎｄ 直接对聚丙烯酰胺凝胶中的磷酸

化蛋白质进行选择性染色，无需同位素或特异性抗
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体，通过荧光扫描仪检测可以直接显示出一维或二

维凝 胶 电 泳 胶 上 分 离 的 磷 酸 化 蛋 白 质． Ｐｒｏ⁃Ｑ
Ｄｉａｍｏｎｄ 对非磷酸化蛋白质的反应性很低，荧光强

度会随着蛋白质磷酸化程度的不同而呈现出一定

的量的变化．这种染料与质谱兼容，胶上的蛋白质点

可以通过胶上酶切进行质谱鉴定．快速简单，易观

测，成本较低，但是灵敏度低，难以检测疏水性膜蛋

白和低丰度蛋白（隋少卉等， ２００７）．
２．３．２　 基于质谱的定量技术

（１） 代谢标记技术

细胞培养同位素标记法（ ｓｔａｂｌｅ ｉｓｏｔｏｐｅ ｌａｂｅｌｉｎｇ
ｗｉｔｈ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｉｎ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ， ＳＩＬＡＣ）是一种典型

的代谢标记技术， 采用含有轻、重同位素型必需氨

基酸的培养基进行细胞培养，细胞传代若干代后，
细胞内蛋白被同位素稳定标记，将蛋白质等量混合

后进行分离和质谱鉴定，根据一级质谱图中两个同

位素型肽段的面积比较进行相对定量（隋少卉等，
２００７）．ＳＩＬＡＣ 方法最主要的优点是可以实现不同的

样品在细胞水平上进行混合，因而在后续步骤中减

少了样品处理带来的误差．但是，并不是所有的细胞

系都适合在 ＳＩＬＡＣ 的特殊培养基中培养；而且为了

使蛋白稳定标记，ＳＩＬＡＣ 技术对细胞的传代数有一

定限制，母细胞系或在体外不能分裂的细胞不能进

行 ＳＩＬＡＣ 标记（Ｅｙｒｉｃｈ ｅｔ ａｌ．， ２０１１； Ｎｉｌｓｓｏｎ， ２０１１）．
（２） 化学标记技术

同位素标记相对和绝对定量（ ｉｓｏｂａｒｉｃ ｔａｇｓ ｆｏｒ
ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｎｄ ａｂｓｏｌｕｔｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ，ｉＴＲＡＱ）和串联质谱

标记（ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｔａｇｓ， ＴＭＴ）是分别由美国应用生

物系统公司（Ａｐｐｌｉｅｄ ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ Ｉｎｃ， ＡＢＩ）和 Ｔｈｅｒｍｏ
公司发展的用于体外标记蛋白质或多肽的试剂．每
个同重标签包括肽反应基团、平衡基团和报告基团

（４ 重 ｉＴＲＡＱ 试剂分子量：１１４⁃１１７ Ｄａ；８ 重 ｉＴＲＡＱ
试剂分子量：１１３⁃１１９ Ｄａ；６ 重 ＴＭＴ 试剂分子量：
１２６⁃１３１ Ｄａ），在二级质谱中碎裂释放出报告离子进

行蛋白质的定量（Ｎｉｌｓｓｏｎ， ２０１１）． ｉＴＲＡＱ 技术可以

对肽段进行体外标记，因此对样品来源没有限制．缺
点是蛋白经过酶解后再进行标记，这个过程使得从

蛋白质提取到消化为肽段的样品处理过程无法监

控，可能引入误差，影响实验精度 （ Ｅｙｒｉｃｈ ｅｔ ａｌ．，
２０１１； Ｎｉｌｓｓｏｎ， ２０１１； Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０１１）．

二甲基标记（ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｌａｂｅｌｉｎｇ） 利用甲醛与多

肽 Ｎ－端氨基或赖氨酸（Ｌｙｓ） ｅ－氨基发生还原胺化

反应，生成的席夫碱再被硼氢化钠还原，实现氨基

的二甲基化，使肽段质量数相差 ４Ｄａ （Ｈｓｕ ｅｔ ａｌ．，
２００３）．与酰基化标记的 ｉＴＲＡＱ 方法不同，二甲基标

记提高了氨基的碱性，在一定程度上避免了对某些

酶解肽段的离子化的抑制．二甲基标记技术快速、高
效且价格低廉，可用于标记细胞或组织，目前该方

法有三重同位素标记可同时分析 ３ 个样品（Ｎｉｌｓｓｏｎ，
２０１１）．二甲基标记已经广泛应用在全蛋白质组定

量、蛋白翻译后修饰和蛋白相互作用的研究中（Ｐａｎ
ｅｔ ａｌ．， ２０１３； Ｗｕ ｅｔ ａｌ．， ２０１１）．

１８Ｏ 标记技术（ ｏｘｙｇｅｎ⁃１８ ｌａｂｅｌｉｎｇ）是在蛋白质

酶切时或酶切后加入 Ｈ２
１８Ｏ，在蛋白酶催化作用下

将羧基上的 ２ 个１６Ｏ 替换成１８Ｏ，使肽段质量数相差

４ Ｄａ（隋少卉等， ２００７）．１８Ｏ 标记技术不产生副产

物，并能与多种磷酸化肽段富集方法连用，适于低

丰度磷酸化肽段的定量标记，但是用１８Ｏ 进行同位

素标记经常产生标记一个氧原子和两个氧原子不

等的现象，即产生分子质量＋２ 和＋４ 两种混合的产

物，一般选用全扫描的离子色谱面积（ＥＩＣ）或峰强

度定量，ＥＩＣｓ 在分辨率上有一定的局限性而且经常

会与其他共洗脱的峰重叠．此外，１８Ｏ 与１６Ｏ 交换速率

也依肽段的大小，氨基酸的类型，酶的类型以及肽

段序列而有所变化 （ Ｅｙｒｉｃｈ ｅｔ ａｌ．， ２０１１； Ｎｉｌｓｓｏｎ，
２０１１； Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０１１）．

（３） 无标记定量技术

基于标记的定量方法受制于样品数量的限制

和复杂的标记步骤，而无标记定量技术基于质谱数

据即可进行定量，其依据是蛋白质丰度与质谱数据

一级谱图肽段峰强度或二级谱图数目呈现一定相

关性．无标记定量技术对质谱稳定性有严格要求，稳
定性差的质谱平台难以得到有统计学意义的定量

信息（Ｓｏｄｅｒｂｌｏｍ ｅｔ ａｌ．， ２０１１）．
质谱多反应监测（ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，

ＭＲＭ）技术是利用三重四级杆对特定肽段或蛋白进

行定量的一种无标记定量技术 （ Ｕｎｗｉｎ ｅｔ ａｌ．，
２００５）．ＭＲＭ 的原理是在第一级四极杆（Ｑ１） 中选择

性检测特定母离子，母离子在第二级四极杆（Ｑ２）中
碰撞解离，在第三级四极杆（Ｑ３）中选择性检测特定

子离子，这样，只有符合设定值的母离子－子离子信

号被特异性地检测到，因此 ＭＲＭ 可以用来特异性

地检测磷酸化蛋白 （ Ｅｙｒｉｃｈ ｅｔ ａｌ．， ２０１１； Ｓｈｅｒｒｏｄ
ｅｔ ａｌ．， ２０１２）．ＭＲＭ 有效地去除了大量干扰离子，具
有灵敏度高、重现性好、准确度高等优点 （ Ｕｎｗｉｎ
ｅｔ ａｌ．， ２００５）．
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３　 磷酸化蛋白质组学在环境毒理研究中的应用

（Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｐｒｏｔｅｏｍｉｃ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ ｉｎ
ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ）

磷酸化蛋白质组学技术的发展为研究有毒物

质对生物体的毒性作用提供了有力的工具，为阐明
环境污染物的毒性作用通路和作用机制提供了新
的视角．目前，磷酸化蛋白质组学不仅在离体 （ ｉｎ
ｖｉｔｒｏ）实验中得到开展（表 １），而且已经应用在活体
（ ｉｎ ｖｉｖｏ）实验中（表 ２）．研究的毒性作用对象主要是
免疫系统、神经系统和肝脏．研究内容主要包括差异
磷酸化蛋白及磷酸化位点的鉴定、生物标志物的筛

选，以及有毒物质对生物体信号通路的影响和作用
机制的解析．
３．１　 离体（ｉｎ ｖｉｔｒｏ）实验

离体实验的实验对象主要来自哺乳动物细胞，
包括小鼠、大鼠和人的免疫细胞、神经细胞和癌细
胞．采用的磷酸化蛋白质组学技术主要包括 ２⁃ＤＥ ／
ＤＩＧＥ 结合 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ／ ＴＯＦ⁃ＭＳ，ＩＭＡＣ 或 ＴｉＯ２富集
技术结合 ＳＩＬＡＣ 等定量技术或无标记定量技术（表
１）．通过高通量的磷酸化蛋白鉴定和分析，探讨有毒

物质对生物体信号通路的影响和作用机制，发展新
的生物标志物．Ｃａｒｕｓｏ 等（２０１４）在研究 Ｈｇ２＋对小鼠
Ｂ 淋巴细胞系 ＷＥＨＩ⁃２３１ 的毒性作用时，首先利用
ＴｉＯ２富集结合 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 的方法，鉴定得到样品中
的磷酸化蛋白并通过生物信息学分析得到 Ｂ 细胞
受体信号通路是 Ｈｇ２＋ 的主要作用通路且 Ｌｙｎ 蛋白
（Ｓｒｃ 家族一种蛋白磷酸激酶，参与 Ｂ 细胞受体信号

通路）是蛋白相互作用网络中的关键蛋白，同时鉴
定了 ７ 个 Ｌｙｎ 磷酸化位点；之后利用 ＭＲＭ 对磷酸
化的 Ｌｙｎ 蛋白进行了定量，结果表明低剂量的 Ｈｇ２＋

可以通过对 Ｌｙｎ 蛋白的磷酸化来刺激 Ｂ 细胞受体
信号通路，而高剂量的 Ｈｇ２＋导致 Ｌｙｎ 蛋白 １９３、１９４、
５０１、５０８ 位点的酪氨酸残基磷酸化增加，同时指出
磷酸化 Ｌｙｎ 蛋白可作为 Ｈｇ２＋ 暴露的潜在生物标
志物．

ＳＩＬＡＣ 是离体测试中较为常用的标记定量技
术，在环境毒理学研究中也有应用．Ｓｃｈｕｌｚ 等（２０１３）
用 ＩＭＡＣ⁃ＨＩＬＩＣ⁃ＴｉＯ２富集技术结合 ＳＩＬＡＣ 定量技术

对 １ ｎｍｏｌ·Ｌ－１ 四氯二苯并⁃ｐ⁃二 英 （ ２， ３， ７， ８⁃
ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｏｄｉｂｅｎｚｏ⁃ｐ⁃ｄｉｏｘｉｎ， ＴＣＤＤ）暴露的大鼠肝癌

细胞系 ５Ｌ 进行磷酸化蛋白质组研究，共得到 ５６４８
个磷酸化肽段，２１５６ 个磷酸化蛋白；在暴露阶段
（０～２ ｈ）共有 ３０ 个磷酸化蛋白发生显著变化，这些
蛋白主要与基因转录调节和小 ＧＴＰ 酶相关通路相

关，其中芳香烃受体核转位蛋白（ ａｒｙｌ ｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎ

ｒｅｃｅｐｔｏｒ （ＡｈＲ） ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｏｒ， ＡＲＮＴ）在 Ｓｅｒ７７
位点的磷酸化水平的增加表明 ＴＣＤＤ 对基因表达的

影响存在一种新的毒性机制．
此外，其他定量技术如二甲基标记（Ｗｕ ｅｔ ａｌ．，

２０１１）、１８Ｏ 标记技术（Ｄｉｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２００８）等也有应

用，可见磷酸化蛋白质组学在毒理学离体应用中的

发展较为充分，并且正在不断完善．
３．２　 活体（ｉｎ ｖｉｖｏ）实验

活体实验的受试生物主要包括一些水生生物

和哺乳动物（小鼠、大鼠）．对水生生物的磷酸化蛋白

质组研究采用的主要是以 ２⁃ＤＥ 或 ＤＩＧＥ 技术为基

础的蛋白分离手段，而对小鼠和大鼠的研究多采用

基于质谱的磷酸化蛋白质组学技术（表 ２）．微囊藻

毒素 ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｎ⁃ＬＲ （ＭＣ⁃ＬＲ） 是水华发生过程中释

放的主要次级代谢物，对蛋白磷酸酶 ＰＰ１ 和 ＰＰ２Ａ
具有潜在的抑制作用，通过经口喂食或水中投药的

方式对青鳉鱼（ｍｅｄａｋａ ｆｉｓｈ， Ｏｒｙｚｉａｓ ｌａｔｉｐｅｓ）进行暴

露，证明了 ＭＣ⁃ＬＲ 主要积累在生物肝脏，对青鳉鱼

的肝脏、肝脏细胞质、细胞器和细胞膜组分的蛋白

质组及磷酸化蛋白质组进行研究后发现若干与氧

化应激、细胞骨架、信号转导以及代谢等相关的蛋

白发生显著变化（上调或下调），为进一步研究 ＭＣ⁃
ＬＲ 的肝脏毒性并发展生物标志物提供了重要的组

学 依 据 （ Ｍａｌéｃｏｔ ｅｔ ａｌ．， ２００９； Ｍｅｚｈｏｕｄ ｅｔ ａｌ．，
２００８ａ； ２００８ｂ）． Ｄａｉ 的研究小组（ Ｓｈｉ ｅｔ ａｌ．， ２０１３；
Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０１３）用 ＴｉＯ２ 富集结合 ＬＣ⁃ＭＳ⁃ＭＳ 分

离鉴定技术对全氟十二酸（ｐｅｒｆｌｕｏｒｏｄｏｄｅｃａｎｏｉｃ ａｃｉｄ，
ＰＦＤｏＡ）暴露下的大鼠肝脏和睾丸磷酸化蛋白质组

进行了分析，分别鉴定了 ７６９ 和 １７７７ 个磷酸化蛋

白，其中多数蛋白与肝脏损伤和肝脏疾病，精子发

生和精子功能相关；在 ＰＦＤｏＡ 肝脏毒性的研究中，
糖原合成酶激酶 ３ （ ｇｌｙｃｏｇｅｎ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｋｉｎａｓｅ⁃３，
ＧＳＫ３）可能是 ＰＦＤｏＡ 的一个重要靶点，ＧＳＫ３ 的抑

制可能引起血脂水平的增加，同时长期暴露可能造

成胰岛素信号通路的抑制；在 ＰＦＤｏＡ 睾丸毒性的研

究中，通路分析表明丝裂原激活蛋白激酶信号通路

和细胞分裂周期蛋白 ２ 对精子活性和睾丸功能有重

要的影响．
相对于离体实验，磷酸化蛋白质组学技术在毒

理学活体应用中的发展还不充分，尤其在水生生物

的毒理学研究中，目前的研究主要采用基于凝胶的

定量技术，且一般不进行磷酸化蛋白的富集，获得

的磷酸化蛋白数量和位点信息十分有限，同时不利

于获得低丰度蛋白，限制了对化合物毒性机制的进

一步探讨．

４０４
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２ 期 梁雪芳等：磷酸化蛋白质组学技术的发展及其在环境毒理研究中的应用

３．３　 磷酸化蛋白质组学技术在毒性作用通路分析

中的应用

细胞内的大部分信号转导途径都依赖蛋白的

磷酸化使得信号通过级联放大或调控效应蛋白（如
激酶、转录因子、泛素连接酶等）来传递并最终激活

通路．细胞的增殖、分化、免疫、传染以及对外界环境

的适应都依靠蛋白的磷酸化来调节．从整体上研究

信号作用网络对于揭示动态且复杂的信号转导机

制是磷酸化蛋白质组学技术发展的迫切要求和必

然方向（Ｒｉｇｂｏｌｔ ｅｔ ａｌ．， ２０１２）．Ｇｒｕｈｌｅｒ （２００５）等利用

定量磷酸蛋白质组技术 ＩＭＡＣ⁃ＳＩＬＡＣ⁃ＭＳ３研究酵母

对交配信息素的响应，发现促分裂原活化蛋白激酶

信号通路及其下游的转录调节、细胞极性生长的建

立以及细胞周期调节等信号通路是信息素主要的

作用通路．除离体研究外，磷酸蛋白质组技术也被用

于活体．在研究斑马鱼胚胎发育过程中酪氨酸磷酸

化信号通路的变化时，研究人员发现黏着斑、细胞

粘附、细胞分选（轴突导向和组织边界的形成）等是

其中最主要的信号通路．在毒理学研究中，利用磷酸

化蛋白质组技术可以快速找到化学品的靶通路，筛
选出关键的作用蛋白，有助于阐明毒性作用机制

（Ｌｅｍｅｅｒ ｅｔ ａｌ．， ２００７）．为了研究炭疽热对宿主信号

响应的影响，Ｍａｎｅｓ （２０１１）等用非标签定量技术对

炭疽杆菌孢子感染的小鼠脾脏进行了磷酸化蛋白

的分析，在感染后 ４８～７２ ｈ，小鼠脾脏的磷酸化蛋白

质组发生了全面的变化，感染后 ２４ ｈ 内，有 ２６ 个磷

酸化肽段发生显著变化，其中 ８ 个磷酸化蛋白在宿

主免疫应答通路中的作用已有明确注释，这些蛋白

可能成为炭疽热病发的早期预警生物标志物．但是

在这 ２６ 个显著响应的磷酸化肽段有 １６ 个肽段

（６１．５％）的功能不明确，一定程度上限制了炭疽杆

菌毒性作用通路的进一步分析，因此发展磷酸化蛋

白质组的功能特征化分析方法和生物信息学工具

对磷酸化蛋白质组学研究具有重要的意义．

４　 展望（Ｆｕｔｕｒｅ ｐｒｏｓｐｅｃｔｓ）

１） 目前磷酸化蛋白质组学在环境毒理学研究

中的研究方法上多采用基于凝胶的定量技术，且使

用该技术分离鉴定磷酸化蛋白前一般不进行磷酸

化蛋白的富集，获得的磷酸化蛋白数量和位点信息

有限，今后可以在已有研究的基础上发展基于质谱

的定量技术，以获得更加充分的信息．
２） 现有的磷酸化修饰研究技术只能发现或分

析那些结构性磷酸化位点，而蛋白质功能的变化往

往要借助于瞬时的磷酸化变化，因此蛋白质磷酸化

的动态变化研究将是在成熟的磷酸化蛋白质组技

术基础上的必然选择．
３） 对于多肽水平（ｂｏｔｔｏｍ⁃ｕｐ）的磷酸化蛋白质

组学策略，很难对复杂的磷酸化情况给予准确的定

量信息，如一个蛋白的磷酸化是否受到另一位点的

磷酸化或其他修饰作用调控，同一蛋白的两个位点

是否互斥等．通过使用不同的蛋白水解酶有助于克

服这个缺陷，然而样品消耗和分析时间会大量增加．
在深入研究化合物的毒性作用通路时，有必要针对

目标蛋白进行磷酸化的进一步验证．
４） 目前磷酸化蛋白质组学在磷酸化位点的研

究上仍存在一定的难度，这不仅源于磷酸化位点鉴

定的难度，而且源于解析磷酸化位点功能的难度，
在研究化合物的毒性作用时，常有相当一部分蛋白

的磷酸化位点功能未知而影响对其毒性机制的进

一步探讨，因此进一步发展更完善的功能特征化分

析方法和生物信息学工具是未来磷酸化蛋白质组

学研究的一个重要方向．
５） 随着翻译后修饰蛋白质组学研究方法的不

断成熟，不同的翻译后修饰的相互作用（如磷酸化

与泛素化、糖基化、乙酰化等的相互作用）研究正在

成为研究热点，因此多种修饰化的作用网络研究对

于探讨和揭示污染物对复杂生物体功能影响及其

作用机制的又一方向．

术语表（Ａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎｓ）
ＣＩＤ， ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ； 碰撞诱导解离

２⁃ＤＥ， ｔｗｏ ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ； 双向电泳

ＤＩＧＥ， ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｉｎ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ； 差异凝胶电泳

ＥＣＤ， ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｃａｐｔｕｒｅｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ； 电子捕获解离

ＥＲＬＩＣ， ｅｌｅｃｔｒｏｓｔａｔｉｃ ｒｅｐｕｌｓｉｏｎ⁃ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ； 静电排斥⁃亲水交互作用液相色谱

ＥＳＩ， ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ； 电喷雾电离

ＥＴＤ， ｅｌｅｃｔｒｏｎｔｒａｎｓｆｅｒ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ； 电子转运解离

ＦＴＩＣＲ， Ｆｏｕｒｉｅｒ ｔｒａｎｓｆｏｒｍ⁃ｉｏｎ ｃｙｃｌｏｔｒｏｎ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ； 傅里叶变换⁃离子回旋共振质谱

ＨＩＬＩＣ， ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ； 亲水交互

作用色谱

ＩＭＡＣ， Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｍｅｔａｌ ｉｏｎ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ； 固

相金属离子亲和色谱

ＩＰ， ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ； 免疫沉淀

ｉＴＲＡＱ， ｉｓｏｔｏｐｅ ｔａｇｓ ｆｏｒ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｎｄ ａｂｓｏｌｕｔｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ；
同位素标签相对绝对定量
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ＬＣ， ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ； 液相色谱

ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ， ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｃｏｕｐｌｅｄ ｔｏ ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ； 液相质谱⁃串联质谱联用

ＭＡＬＤＩ， ｍａｔｒｉｘ ａｓｓｉｓｔｅｄ ｌａｓｅｒ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ； 基质

辅助激光解析电离

ＭＯＡＣ， Ｍｅｔａｌ ｏｘｉｄｅ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ； 金属氧化物

亲和色谱

ＭＲＭ， ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ； 质谱多反应监测

ＭＳ， ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ； 质谱

ＲＰ， ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｈａｓｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ； 反相色谱

ＳＡＸ， ｓｔｒｏｎｇ ａｎｉｏｎ⁃ｅｘｃｈａｎｇｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ； 强阴离子交

换色谱

ＳＣＸ， ｓｔｒｏｎｇ ｃａｔｉｏｎ⁃ｅｘｃｈａｎｇｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ； 强阳离子交

换色谱

ＳＩＬＡＣ， ｓｔａｂｌｅ ｉｓｏｔｏｐｅ ｌａｂｅｌｉｎｇ ｗｉｔｈ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｉｎ ｃｅｌｌ
ｃｕｌｔｕｒｅ； 细胞培养同位素标记

ＴＭＴ， ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｔａｇｓ； 串联质谱标记

ＴＯＦ， ｔｉｍｅ⁃ｏｆ⁃ｆｌｉｇｈｔ； 飞行时间

责任作者简介：查金苗（１９７５—），男，博士，研究员，主要研

究兴趣包括水生模型生物体系的构建和发展、水环境生物毒

性测试方法、环境内分泌干扰物的筛选技术研究、环境污染

物对水生生物分子毒理机制和水生态系统完整性评估方法

等，在国内外学术刊物上发表高水平论文 ５０ 余篇，ＳＣＩ 论文

３０ 余篇．
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