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蛋白质磷酸化修饰组学在脓毒症研究中的应用前景
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【摘要】 脓毒症是由感染引起的全身炎症反应综合征，其发病机制复杂，预后差，是临床危重患者死亡的主要原因之一。

磷酸化修饰是蛋白质翻译后修饰最主要的形式之一，磷酸化修饰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，

为脓毒症分子机制的研究提供新的视角。文章主要探讨蛋白质磷酸化修饰组学在脓毒症研究中的应用价值，综述磷酸化修饰组

学技术的发展及其在脓毒症研究方面的应用前景。结合磷酸化修饰组学技术的特点，为脓毒症的深入研究提供新的研究途径，

从而更全面了解脓毒症的发病机制。
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【粤遭泽贼则葬糟贼】 Sepsis is a systemic inflammatory response syndrome caused by infection. With complex pathogenesis and poor
prognosis, it is one of the main causes of death in clinical critical patients. Phosphorylation is one of the main types of post蛳
translational modifications. The states and changes of phosphorylation of cells or tissues can be observed through the
phosphoproteomics, which can provide a new perspective for the study of the molecular mechanism of sepsis. This article mainly
investigates the value of phosphoproteomics in the study of sepsis and reviews the development of phosphoproteomics and the prospect
of its application in the research of sepsis. With the characteristics of phosphoproteomics, a new research approach is provided for the
further study of sepsis. Its advantages are helpful to comprehensively understand the pathogenesis of sepsis.

【Key words】 Sepsis; Prateomics; Phosphorylation
Fund program: National Natural Science Foundation of China (81671888)
DOI：10.3760/cma.j.issn.1673蛳4378.2019.05.018

脓毒症是由感染引起的全身炎症反应综合征，

是一种宿主对感染的反应失调而导致的危及生命

的器官功能衰竭［1］。研究指出，全球每年约有 3 150
万人罹患脓毒症，而由其致死的人数高达 530 万，

且其发生率仍在逐年增加，严重威胁人类健康［2蛳3］。
脓毒症的发病机制复杂，目前尚无有效的治疗方

法，针对脓毒症多器官功能损伤的发病机制和防治

策略是全球危重症医学学者们共同探究、亟待解决

的 问 题 。 蛋 白 质 翻 译 后 修 饰 （protein post 蛳
translational modifications, PTMs）是生物体细胞对蛋

白质合成后进行的共价加工，与许多重要的生命进

程控制相关，其不仅是表观遗传学的核心内容，还是

蛋白质执行功能的最高形态。目前已知的 PTMs 种
类超过 400 种，几乎所有的蛋白质均可发生 PTMs，
并且同一个蛋白质还可同时具有多种 PTMs［4］。磷酸

化是 PTMs 最为重要的一种形式，也是目前研究最

多、理解最为透彻的一种翻译后修饰，几乎参与所

有生物过程［5］。磷酸化修饰在人类多种疾病的发病

过程中发挥着关键性的作用，利用磷酸化修饰组学

进行全面而又深入的研究，可以揭示疾病发生、发展
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的相关机制［6蛳7］。在脓毒症相关通路中，磷酸化蛋白

质参与并发挥着重要的功能。利用蛋白质组学的理

念和分析方法，规模化地研究磷酸化蛋白质及其相

互作用，可以从整体上观察细胞或组织中磷酸化修

饰状态及其变化，为脓毒症相关分子机制的研究提

供了一个全新的视角。

1 蛋白质磷酸化修饰组学技术

蛋白质磷酸化修饰是指在蛋白质激酶催化下，

ATP 上的磷酸基团转移到蛋白质氨基酸残基上的

过程，也是生物体内重要的共价修饰之一。在哺乳

动物的细胞生命活动中，30%编码在基因组中的蛋

白质可以发生磷酸化［8］。且能够发生磷酸化修饰的

最主要的 3 种蛋白质分别是丝氨酸、苏氨酸和酪氨

酸，三者比例为 1 800∶200∶1［9蛳10］。蛋白质磷酸化

不同程度地参与到了细胞调控的各种信号通路之

中，为揭示人类疾病的具体研究机制提供了重要的

靶点［11］。蛋白质磷酸化修饰组学技术主要分为蛋白

质/肽的富集技术、生物质谱技术和生物信息学分

析。

1.1 蛋白质/肽的富集技术

由于磷酸化蛋白质/肽丰度低，故在与传统的蛋

白质组学研究技术的比较中，蛋白质磷酸化修饰组

学技术的特点在于其应用了富集技术。高效而简化

的富集技术可以为后续磷酸化蛋白或肽段的鉴定

提供纯净的样品，直接影响实验的准确性。目前根

据蛋白质复合物的富集水平主要分为两种模式：基

于蛋白质水平的富集和基于肽段水平的富集。

基于蛋白质水平最常用的富集方法是免疫富

集法，即利用抗体与磷酸基团特异性识别并与之结

合，从而得到磷酸化蛋白。但由于抗原抗体结合的

特异性，此法对抗体的要求较高，而目前商品化的

抗体中，仅抗磷酸酪氨酸抗体富集效果尚佳，丝氨

酸、苏氨酸由于其抗原决定簇小、空间位阻大且特

异性差而较少被应用［12］。
目前研究中，应用较广且被认可的是基于肽段

水平的磷酸化富集。这种富集方法多基于色谱分析

法，常用的色谱方法有固定金属离子亲和色谱法和

金属氧化物亲和色谱法。固定金属离子亲和色谱法

因为其亲和力强、纯化率高、简单易行、价格低廉等

优点，近些年已在磷酸化富集中得到广泛的应用，

常用的金属离子有 Fe3+、Ti4+和 Zr4+等［13］。金属氧化物

亲和色谱法的具体机制尚不明确，TiO2 是应用最多、

最成熟的金属氧化物［14］。Thingholm 等［15］根据以上

两种富集方法互补的特点，将两种富集方式创造性

地结合起来，建立了连续洗脱固定金属离子亲和色

谱富集策略：先用固定金属离子亲和色谱法对磷酸

化肽段进行富集，再用 TiO2 进行二次富集，目的在

于进一步提高富集效率，使结果中鉴定到的磷酸化

肽段数量明显提高。

1.2 生物质谱技术

随着蛋白质组学的快速发展，生物质谱技术在

蛋白质组学中的应用不断深入，从最初的蛋白质结

构鉴定到功能层次的蛋白质翻译后修饰定性和定

量研究，生物质谱技术不断发展进步，逐渐成为蛋

白质组学研究中的核心技术［16］。生物质谱技术是对

磷酸化蛋白及磷酸化位点进行鉴定的重要手段。常

用的方法有基质辅助激光解析电离飞行时间质谱

法与液相色谱串联质谱法。基质辅助激光解析电离

飞行时间质谱法具有高灵敏度、高通量、样品靶点

可多次应用测定的特点，经磷酸酯酶处理的肽段，

质荷比会产生变化，通过检测这种变化即可确定磷

酸化位点。由于液相色谱出色的分离效果，降低了

离子抑制效应，所以应用液相色谱串联质谱法分析

蛋白质磷酸化位点较为普遍［17］。
应用定量标记技术（如稳定同位素氨基酸细胞

培养技术、同位素标记相对和绝对定量技术、串联

质谱标签技术）结合液相色谱蛳质谱联用是目前使用

较普遍的蛋白质定量分析技术，这种联用技术可以

实现更高通量的蛋白质定量分析［18］。
1.3 生物信息学分析

近年来，随着磷酸化蛋白质研究的深入，磷酸

化的相关数据也在不断积累，为了使数据更好地整

合、储存和应用，一大批的磷酸化数据库涌现出来，

如表 1。
表 1 磷酸化数据库

目前，关于磷酸化蛋白质组学主流的生物信息

数据库名称 网址

Phospho.ELM http://phospho.elm.eu.org/about.html
PhosphoSitePlus http://www.phosphosite.org/homeAction.do
PHOSID http://www.phosida.com/
PhosphoPep version2.0 Home http://www.phosphopep.org/
PhosPhAt 4.0 http://phosphat.mpimp蛳golm.mpg.de/
NetworKIN 3.0 http://networkin.info/search.php
PhosphoPOINT http://kinase.bioinformatics.tw/
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学分析项目包括：聚类分析、GO 功能注释以及

KEGG 通路注释等。聚类分析是一种常用的探索性

数据分析方法，其目的是在相似性的基础上对数据

进行分组、归类。聚类分组的结果中，一般组内的数

据模式相似性较高，而组间的数据模式相似性较低，

因此可以有效区分组别［19］。GO 功能注释是一个标准

化的功能分类体系，提供了一套动态更新的标准化

词汇表，并以生物过程、分子功能和细胞组分 3 个方

面描述生物体中基因和基因产物的属性 ［20］。KEGG
通路注释是常用于通路研究的数据库之一，它是研

究人员通过阅读海量文献以特定的图形语言描述众

多的代谢途径以及各途径之间的相互关系［21］。

2 蛋白质磷酸化修饰组学在脓毒症研究中的应用

蛋白质磷酸化修饰组学相关技术的飞速发展

给各个领域的研究提供了新的思路和方法。蛋白质

的磷酸化和去磷酸化调节着细胞信号转导、细胞分

化、细胞生长和凋亡的整个生命活动过程，蛋白质

在蛋白激酶的作用下发生磷酸化，在磷酸酶的作用

下发生去磷酸化，且不同酶可修饰不同蛋白质及其

位点，增加了研究的多样性［22］。
2.1 磷酸化修饰组学在脓毒症诊断和治疗中的应

用

磷酸化修饰组学的研究可以为脓毒症的研究

提供新的生物标志物，有利于对脓毒症严重程度及

预后进行判断。Chiarla 等［23］发现在脓毒症患者中，

血浆磷酸丝氨酸浓度与病情的严重程度具有相关

性，血浆中磷酸丝氨酸浓度越高，疾病的严重程度

和病死率越高，对脓毒症患者血浆磷酸丝氨酸浓度

的测定将为脓毒症的病情诊断提供帮助。

Wang 等［24］利用 Ser蛳313 位点突变构建使之不

能磷酸化的低磷酸化核因子 资B 抑制蛋白 茁
（inhibitor of nuclear factor kappaB 茁, I资B茁）转基因

小鼠，研究低磷酸化 I资B茁 对脓毒症小鼠的保护作

用。研究发现，盲肠结扎穿孔造模后，Ser蛳313 低磷酸

化的 I资B茁 转基因小鼠血清中促炎细胞因子的表达

明显低于野生型小鼠，说明低磷酸化 Ser蛳313 的

I资B茁 能够调控免疫应答和炎症反应，起到脓毒症小

鼠心脏保护作用。Lee 等［25］发现 琢蛳查茄碱的抗炎作

用与抑制活化剂蛋白蛳1 有关，在 c蛳Jun 氨基末端激

酶信号通路中 c蛳Jun 氨基端激酶 N 端反应结构域中

的 Ser63 和 Ser73 的磷酸化可增强其转录活性，琢蛳

查茄碱则可通过减少 c蛳Jun 的磷酸化减低活化剂蛋

白蛳1 的转录，从而发挥抗炎作用。以上研究发现可

为脓毒症相关治疗作用靶点提供新的参考。

2.2 磷酸化修饰组学在脓毒症发病机制研究中的

应用

脓毒症的发病机制复杂，涉及机体多种组织器

官、多种系统的病理生理变化。目前，利用磷酸化蛋

白质组学技术探究脓毒症发病机制的相关研究已

取得相应进展。彭娜等［26］在研究乌司他丁对脓毒症

大鼠心功能及 p38 丝裂原活化蛋白激酶（mito蛳gen蛳
activated protein kinase, MAPK）影响中证实，大剂量

的多种蛋白酶抑制剂乌司他丁可以抑制大鼠心肌

p38MAPK 磷酸化，推测乌司他丁对心功能的保护作

用可能与 p38MAPK 通路磷酸化有关。许磊等［27］通
过免疫印迹技术对脓毒症患者及健康人体内血小板

总造血系细胞特异性蛋白蛳1（hematopoietic lineage
cell specific protein蛳1, HS1）和磷酸化 HS1 进行定量

分析，结果显示脓毒症患者磷酸化 HS1 含量远高于

健康人，Syk、Src 激酶作用能够使 HS1 磷酸化，继而

使之信号转导，此通路与脓毒症引起的血小板异常

活化有关。因此，将蛋白质磷酸化修饰组学技术应用

到脓毒症研究中，对于脓毒症研究的发展具有意义。

3 展 望

目前，在脓毒症研究中蛋白质磷酸化修饰组学

技术的应用还较为局限，相关文献报道较少。蛋白

质磷酸化修饰组学的发展依然存在很多限制，包括

磷酸化蛋白质/肽丰度低、富集损害及效率不佳、检

测鉴定技术灵敏度低等问题。此外有研究表明，发

生磷酸化的位点中，大约 65%的磷酸化位点属于无

功能位点［28］，如何高效地筛选出功能性修饰位点，

也对生物信息学的发展提出较高的要求。因此，完

善和提高蛋白质磷酸化修饰组学相关研究技术，也

将会为脓毒症分子机制的研究提供技术保障，应用

前景值得期待。
利益冲突 所有作者均声明不存在利益冲突
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