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细胞培养稳定核素标记技术的发展与应用
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　　［摘要］　细胞培养稳定核素标记（ｓｔａｂｌｅｉｓｏｔｏｐｅｌａｂｅｌｉｎｇｂｙａｍｉｎｏａｃｉｄｓｉｎｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅ，ＳＩＬＡＣ）技术是一种利用稳定核素

标记细胞内蛋白并根据质谱丰度比率进行定量的体内代谢标记技术。结合不同的蛋白亲和富集方式，可以获得较高灵敏度和

准确性的蛋白定量信息。本文综述了ＳＩＬＡＣ技术的发展历史、原理、特点以及应用，着重介绍了其在研究蛋白质与小分子间

的相互作用、定量蛋白组学以及蛋白翻译后修饰等方面的应用进展。
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　　蛋白质是生命活动的直接执行者，要深入认识

复杂的生命活动必然要在整体、动态以及作用网络

的水平上开展蛋白质组学研究。因此，以细胞内全

部蛋白质及其活动方式为研究对象的蛋白组学成为

后基因时代生命科学的重要研究内容［１］。传统的蛋

白组学研究方法主要以双向凝胶电泳技术为主［２］，

但是它在膜蛋白样品溶解性、低丰度蛋白质检测、极

酸极碱蛋白质及低分子量和高分子量蛋白质分离等

方面仍存在着很大的局限性［３］。稳定核素标记和高

分辨率质谱（ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＭＳ）
［４］的发展使人

们可以利用蛋白定量的方法获取细胞内某些特异的

或互补的生物学信息［５］。细胞培养稳定核素标记

（ｓｔａｂｌｅｉｓｏｔｏｐｅｌａｂｅｌｉｎｇｂｙａｍｉｎｏａｃｉｄｓｉｎｃｅｌｌｃｕｌ

ｔｕｒｅ，ＳＩＬＡＣ）是一种新兴的基本无毒副作用的细胞

培养标记方式，该技术结合高分辨率质谱开展的蛋

白定量已经成为定量蛋白组学研究的重要工具［６］。

本文就ＳＩＬＡＣ技术的发展历史、方法原理以及应用

等方面作一综述。

１　犛犐犔犃犆技术的发展历史

稳定核素标记技术的出现依赖于质谱技术的发

展及其在小分子化合物定量方面的应用。２０００年左

右，Ｃｈａｉｔ等
［７］以及随后的 Ｌａｈｍ 等

［８］首次运用含

有１３Ｃ和１５Ｎ的培养基标记微生物进行蛋白相对定
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量。２００２年，Ｏｎｇ实验室改进了Ｃｈｅｎ等
［９］提出的

氨基酸核素标记（ａｍｉｎｏａｃｉｄｃｏｄｅｄｍａｓｓｔａｇｇｉｎｇ，

ＡＡＣＴ）技术，建立了ＳＩＬＡＣ法
［１０１１］。在之后的发

展中，ＳＩＬＡＣ技术的适用对象逐步扩大，从最初的哺

乳动物细胞标记发展到酵母细胞［１２］、植物细胞［１３］、

整体哺乳动物［１４］、组织样品［１５］、线虫［１６］等众多研究

领域。近年来，ＳＩＬＡＣ 技术结合质谱、液质联用

（ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｍａｓｓ

ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＨＰＬＣＭＳ）已经成为生物医学定量蛋

白质的有效方法之一，无论在功能蛋白研究［１７］还是

整体蛋白质组的差异检测［１８］均有着广泛的应用。

２　犛犐犔犃犆技术原理

ＳＩＬＡＣ技术是利用含有稳定核素的氨基酸进行

代谢标记的蛋白质相对定量技术，其主要实验流程

参见图１。

图１　细胞稳定核素标记技术（犛犐犔犃犆）实验流程图
［１９］

犉犻犵１　犜犺犲狑狅狉犽犳犾狅狑狅犳狊狋犪犫犾犲犻狊狅狋狅狆犲犾犪犫犲犾犻狀犵狅犳

犪犿犻狀狅犪犮犻犱狊犻狀犮犲犾犾犮狌犾狋狌狉犲（犛犐犔犃犆）
［１９］

ＳＤＳＰＡＧＥ：Ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃ

ｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ；ＬＣ：Ｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；ＭＳ：Ｍａｓｓｓｐｅｃ

ｔｒｏｍｅｔｒｙ

实验过程中，需要在实验组和对照组细胞的培

养基中分别加入含有重型稳定核素（如１３Ｃ、１５Ｎ）或轻

型稳定核素（如１２Ｃ、１４Ｎ）的必需氨基酸，大约经过５～

１０次传代后，测定重型核素的标记效率，确保其在

９５％以上。稳定核素标记可以造成质谱中蛋白碎片

离子质量的偏移，以此区分序列相同而质量不同的

肽段。通常使用的重型氨基酸有２Ｈ３亮氨酸、
１３Ｃ６

精氨酸、１３Ｃ６
１５Ｎ４精氨酸和

１３Ｃ６赖氨酸等，与轻型氨

基酸相比，它们能使碎片质量分别发生３、６、１０、６的

偏移。在细胞标记完成后，根据样品处理同一性原

则，将实验组和对照组的细胞或者细胞蛋白等比例

混合，经过ＳＤＳＰＡＧＥ或者亲和纯化等方式分离目

的蛋白后酶解。酶解通常在胶内进行，常用的酶包

括胰酶、ＬｙｓＣ、ＡｒｇＣ等，它们的切割位点为Ａｒｇ或

Ｌｙｓ的Ｃ端，因此保证酶解的片段均含有重型或轻

型氨基酸，通过比较同一氨基酸序列轻、重稳定核素

的丰度比即可完成蛋白质的相对定量［２０２１］。

ＳＩＬＡＣ技术与传统的体内外标记方式相比，具

有标记效率高、无细胞毒性、无需样品预处理、适于

低丰度蛋白的鉴定等优点。重型核素标记细胞与

轻型核素标记细胞的蛋白样品可以在实验的早期

混合，避免了酶解消化以及各步分离纯化操作所产

生的实验误差。ＳＩＬＡＣ技术的局限性主要体现在

不能直接分析临床组织细胞样本、原代培养细胞标

记效率低，细胞中存在精氨酸脯氨酸转换等问

题［２２２４］。

３　犛犐犔犃犆技术的应用进展

３．１　ＳＩＬＡＣ研究蛋白质与其他分子的相互作用

３．１．１　蛋白质与ＤＮＡ的相互作用　ＤＮＡ位点特

异性结合蛋白的性质是研究基因的表达调控的重要

内容［２５］。结合适当的亲和富集方式，ＳＩＬＡＣ技术可

以在确定ＤＮＡ位点特异性结合蛋白方面发挥独特

的优势。Ｓｐｒｕｉｊｔ等
［２６］利用ＳＩＬＡＣ技术和ＤＮＡ亲

和富集，展示了完整的用于研究转录因子结合位点、

单核苷酸多态性、甲基化ＣｐＧ岛等功能性ＤＮＡ元

件的实验流程。Ｋａｐｐｅｉ等
［２７］采用ＤＮＡ生物素亲和

纯化以及ＳＩＬＡＣ质谱鉴定技术筛选出与端粒双链

重复序列作用的蛋白 ＨＯＴ１。ＨＯＴ１是端粒端粒

酶相互作用过程中第一个与端粒ＤＮＡ结合的蛋白。

它通过同源异型结构域识别端粒ＤＮＡ序列，同时与

有活性的端粒酶复合物以及卡哈尔体（ＣＢｓ）相互作

用，完成端粒酶的招募，从而正性调节端粒的伸长。

这项发现促进了人们对端粒酶的招募和选择机制的

理解，有助于解决端粒酶功能障碍等问题。

３．１．２　蛋白质与ＲＮＡ的相互作用　与ＲＮＡ生成

和作用的蛋白质以及蛋白质相互作用因子是转录组

学、ＲＮＡ沉默等研究的热点问题
［２８］。Ｌｅｅ等

［２９］在研

究蛋白质与ＥＢ病毒转录的小ＲＮＡ分子ＥＢＥＲ１相

互作用时，通过噬菌体衣壳蛋白 ＭＳ２、ＭＢＰ 与

ＥＢＥＲ１的亲和性，分离纯化ＥＢＥＲ１蛋白质复合物，
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发现了与ＥＢＥＲ１相互作用的蛋白异质核糖核蛋白

Ｄ（ＡＵＦ１／ｈｎＲＮＰＤ）。紫外交联显示ＡＵＦ１的４个

亚型无论在体内还是体外都能够与ＥＢＥＲ１结合，且

以ｐ４０亚型结合能力最强。在被ＥＢ病毒感染的细

胞中，电泳迁移数据说明ＥＢＥＲ１能够与 Ａ／Ｕ富集

元件ＡＲＥ竞争结合ＡＵＦ１ｐ４０蛋白亚型，扰乱含有

ＡＲＥ元件的ＲＮＡ与ＡＵＦ１的动态平衡，破坏细胞

的正常生理活动。该文验证了 ＭＳ２发卡适体捕获

ＥＢＥＲ１核糖核酸蛋白质复合物（ＲＮＰｓ）的可行性，

首次发现ＡＵＦ１蛋白能与ＥＢＥＲ１相互作用，有助于

人们理解ＥＢＥＲ１表达与细胞癌症表型之间的关联。

３．１．３　蛋白质与蛋白酶体之间的相互作用　研究

蛋白质相互作用的方法有酵母双杂交、串联亲和纯

化、免疫共沉淀、蛋白质芯片、等离子表面共振

（ＳＰＲ）以及噬菌体展示等多种技术
［３０］，而ＳＩＬＡＣ技

术结合这些传统方法可以使定性信息转化为定量信

息。Ｋａａｋｅ等
［３１］利用体内串联亲和纯化交联蛋白质

复合体的定量分析（ＱＴＡＸ）策略以及１３Ｃ１５ＮＬｙｓ／

Ａｒｇ稳定核素标记技术鉴定了酵母菌细胞周期特异

性蛋白与２６Ｓ蛋白酶体的相互作用网络。数据基于

ＳＩＬＡＣ比率的显著性、细胞周期特异性以及蛋白功

能等多个指标进行矢量聚类，最终确定了２０组功能

显著的蛋白质蛋白质相互作用（ＰＩＰＳ），其中３组

ＰＩＰＳ的功能与细胞周期密切相关。２０组ＰＩＰＳ整理

后得到３６个与细胞功能相关的蛋白子集、９个组成

蛋白复合物的子集以及２６个信号通路相关的蛋白

子集。该文对蛋白质２６Ｓ蛋白酶体作用网络进行了

大规模分析，为人们研究细胞周期调节过程中蛋白

酶体的动态变化提供了重要信息。

３．１．４　蛋白质与小分子药物的相互作用　经过条

件摸索和改进之后，结合亲和富集和质谱的ＳＩＬＡＣ

技术成为一种适合于药物靶点发现的蛋白定量方

法，该方法无需考虑靶蛋白的丰度以及药物靶蛋白

结合力的强弱，可以直接通过与小分子作用的蛋白

丰度比值确定靶点［３２３３］。Ｄａｕｂ等
［３４］及 Ｂｒｅｉｔｋｏｐｆ

等［３５］在人类慢性髓系白血病细胞Ｋ５６２中转入Ｂｃｒ

Ａｂｌ融合基因，并利用重型核素标记，用以研究伊马

替尼处理后细胞内蛋白与连有蛋白激酶抑制剂的树

脂亲和力的改变，同时定量分析树脂保留蛋白磷酸

化程度的变化情况。实验将ＶＩ１６８３２、ｐｕｒｖａｌａｎｏｌＢ、

ｂｉｓｉｎｄｏｌｙｌｍａｌｅｉｍｉｄｅＸ、ＡＸ１４５９６和ＳＵ６６６８的药物

分子微珠按一定比例混合成非选择性激酶抑制剂

混合物，通过强阳离子交换ＴｉＯ２层析富集磷酸化蛋

白。结果显示，伊马替尼可以和ＢｃｒＡｂｌ蛋白激酶

的酪氨酸、丝氨酸、苏氨酸等磷酸化位点结合，抑制

ＢｃｒＡｂｌ蛋白激酶与癌蛋白的相互作用。在伊马替

尼处理的细胞组中，Ｓｙｋ、Ｂｔｋ、Ｆｅｒ以及ＦＡＫ激酶磷

酸化位点的ＳＩＬＡＣ比率比对照组降低了约３倍，揭

示伊马替尼除了抑制已知的ＢｃｒＡｂｌ、Ｓｙｋ激酶等靶

点外，还会影响Ｂｔｋ、Ｆｅｒ、ＦＡＫ激酶以及下游的黄素

腺嘌呤二核苷酸合成酶等蛋白的磷酸化，这些蛋白

可能成为ＢｃｒＡｂｌ激酶介导的肿瘤发生过程中的潜

在药物靶点。

在研究蛋白质与小分子的相互作用时，采用不

同的亲和纯化方式可以分离提取特异性作用蛋白。

除此之外，ＳＩＬＡＣ技术可以直接用于反映不同的实

验条件对蛋白表达量的影响，例如：不同的细胞品

系［３６］、不同的细胞培养条件［３７］、药物处理［３８３９］、ＲＮＡ

干扰［４０］、基因敲除［４１］等造成的蛋白表达差异。

３．２　ＳＩＬＡＣ研究蛋白的翻译后修饰过程

３．２．１　磷酸化修饰　磷酸化修饰是活细胞中最基

本的控制细胞信号传导的机制。磷酸化蛋白富集纯

化常用的方式有：强阳离子交换（ＳＣＸ）、ＴｉＯ２亲和层

析、固定化金属亲和层析（ＩＭＡＣ）以及抗磷酸化酪氨

酸抗体亲和纯化等［４２４３］。Ｚａｎｉｖａｎ等
［４４］运用哺乳动

物整体ＳＩＬＡＣ标记技术，结合高分辨率质谱对不同

期皮肤癌的蛋白组以及磷酸化差异进行分析。基于

ＧＯ分析得到了与细胞黏附、蛋白激酶活性以及转录

因子活性相关的蛋白质和磷酸化位点。实验总结了

与皮肤癌各个阶段相关的 ＭＡＰＫ、ＣＤＫ以及ＧＳＫ３

等特异性蛋白激酶的变化情况。文中尤其强调了

ＰＡＫ４ＰＫＣ通路可以在鳞状细胞癌中提高ＳＲＣ激

酶的活性，进而改变鳞状细胞癌的侵袭力，这一发现

可以为皮肤鳞状细胞癌的抗癌研究提供新的靶点。

文中大规模分析了不同癌症时期的蛋白组及磷酸化

水平，得到的蛋白质组功能以及定量信息为人们研

究肿瘤进程提供了有用线索。

３．２．２　甲基化修饰　组蛋白的翻译后修饰在染色

体的稳定以及基因转录调控中发挥着重要作用，

ＳＩＬＡＣ技术结合ＬＣＭＳ可以根据肽段的质量和保

留时间，较好地区分单甲基化以及二、三甲基化等多

种甲基化形式［４５４６］。Ｊｕｎｇ等
［４７］利用重型赖氨酸

Ｌｙｓ８标记Ｓｕｚ１２缺失的小鼠胚胎干细胞，在ＬＴＱ

Ｏｒｂｉｔｒａｐ质谱仪中结合碰撞诱导解离（ＣＩＤ）和电子
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转移解离裂解（ＥＴＤ）对 Ｈ３．２和 Ｈ３．３蛋白进行分

析。质谱数据对于大部分已知的 Ｈ３．２、Ｈ３．３甲基

化修饰的准确反映，揭示了此方法在甲基化研究方

面的高灵敏度和特异性。实验首次发现 Ｈ３Ｋ２７ａｃ／

Ｋ３６ａｃ在哺乳动物胚胎干细胞中同时出现，作者推

测两者的协同作用可能会加强转录激活。在Ｓｕｚ１２

缺失组中，作者发现Ｌｙｓ２７位点存在相互拮抗的甲

基化／乙酰化修饰，且液相色谱峰显示 Ｋ２７ｍｅ２／

Ｋ３６ｍｅ２的亚型在甲基化位点中占有很大比例。实

验中，作者比较了ＳＩＬＡＣ质谱定量和蛋白质印迹检

测组蛋白甲基化的优劣，在质谱定量中ＥＴＤ、ＣＩＤ相

结合能够增加肽段的检全率，同时利用反相高效液

相色谱法分离相对分子质量相同的蛋白亚型能够增

强实验的准确性，而蛋白质印迹在检测蛋白甲基化、

乙酰化等多个翻译后修饰共存时存在较大的局限，

这一比较结果促进了ＳＩＬＡＣ质谱定量在组蛋白研

究中更广泛的应用。

３．２．３　糖基化修饰　生物体内５０％以上的蛋白质

存在糖基化修饰，涉及到细胞免疫、蛋白翻译调控、

蛋白降解等众多生物过程，ＳＩＬＡＣ技术结合质谱或

ＬＣＭＳ不仅可以研究糖基化蛋白的变化，还可以用

于确定蛋白的糖基化位点［４８］。Ｂｏｅｒｓｅｍａ等
［４９］利用

ｓｕｐｅｒＳＩＬＡＣ实验对人类乳腺癌不同阶段的血液样

本中Ｎ糖基化的分泌蛋白组进行了定量研究。通

过过滤辅助样品制备（ＦＡＳＰ）的糖肽富集方法和质

谱分析发现了１３９８个Ｎ糖基化肽段。数据集群分

析发现，在晚期癌症阶段丰度较低的蛋白主要与细

胞黏附功能相关，丰度较高的糖基化蛋白主要包括

四旋蛋白（ＴＳＰＡＮ）超家族以及与生长因子信号通

路相关的蛋白。同一阶段的乳腺癌细胞中糖基化蛋

白分布相似，但雌激素受体、孕激素受体以及原癌基

因ｅｒｂＢ２编码的膜受体会出现细胞系间的差异，这

有可能促进人们发现新的与癌症相关的糖基化生物

标记物。

３．３　ＳＩＬＡＣ用于寻找新的生物标记物　ＳＩＬＡＣ技

术可以根据细胞中蛋白表达量或者磷酸化、甲基化、

糖基化程度的不同，确定生物标记物，推动疾病的早

期诊断和治疗［５０］。Ｏｒｓｂｕｒｎ
［５１］详细描述了分析磷酸

化生物标记物的操作流程，为人们分析磷酸化蛋白

以及寻找生物标记物提供了参考。Ｓｕｎ等
［５２］利用

ＳＩＬＡＣ技术分析了人类正常细胞系 ＨＬ７７０２与肝

癌细胞系ＨｅｐＧ２和ＳＫＨＥＰ１之间蛋白组的差异，

鉴定出１１６种蛋白可能是潜在的肝癌生物标记物。

在某些 ＡＦＰ缺陷的肝癌细胞（ＳＫＨＥＰ１ 和 Ｂｅｌ

７４０２）以及大约半数的血清ＡＦＰ低表达的肝癌组织

中，谷氨酰胺转移酶２（ＴＧＭ２）发生过表达。通过

ＥＬＩＳＡ检测发现，肝癌患者血清中ＴＧＭ２水平显著

偏高。据此，他们认为对于血清中ＡＦＰ水平正常的

肝癌患者来说，ＴＧＭ２可以作为一种新型的组织／血

清肝癌生物标记物的参考指标用于肝癌的早期

诊断。

４　展　望

ＳＩＬＡＣ技术既可以用于宏观蛋白质组分析，能

确定实验条件引起的整个蛋白质组的变化，又可以

确定小分子物质的作用机制和结合位点，该方法尤

其适合于多靶点药物的分析，用于寻找各个靶点之

间的协同或拮抗作用，推动药物的研发和机制研究。

但其产生的质谱数据转化为蛋白定量数据需要多个

算法步骤，由标记效率引起的误差也需要相应的算

法校正，而现今最常用的软件 ＭａｘＱｕａｎｔ并不能适

用于所有蛋白定量数据的分析，因此建立系统的

ＳＩＬＡＣ质谱数据定量分析方法和软件工具是进一步

提高ＳＩＬＡＣ定量的准确性与可靠性的重要保证。

在质谱分析时，基于多肽分子量的质谱数据纷繁复

杂，如何利用这些数据进行良好的生物信息学分析，

如何正确的集群归类得到想要的蛋白质信息，是

ＳＩＬＡＣ技术发展迫切需要解决的问题。蛋白质的复

杂性和多样性使得单方面的质谱数据可能无法揭示

其规律，因此应当将多种蛋白分析方法互补结合，从

而建立高效、灵敏的大规模蛋白质组学研究平台。
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