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摘  要 随着蛋白质组学的迅速发展，定量研究蛋白质的变化已成为蛋白质组学研究的重要内容之一，相对和绝对定量同

位素标记(iTRAQ)技术结合串联质谱及多维液相色谱联用技术作为目前最新、效果较好的蛋白质定性和定量研究的工具，已

广泛应用于医学、动植物的蛋白质组学研究中。通过对 iTRAQ 技术的原理、实验流程、优缺点及近几年在植物蛋白质组学

中的研究进展进行详细介绍，以期 iTRAQ 技术能为植物蛋白质组学研究提供借鉴。 
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Abstract   With the rapid development of proteomics, the quantitative proteomics has been one of the important technologies in 
proteomics research. Isobaric tags for relative and absolute quantification (iTRAQ) combined with tandem mass spectrometry and 
multidimensional liquid chromatography technology have become the latest and best tools in the current quantitative proteomics 
research. In order to make the iTRAQ technology have a better application in plants and provide some tips for researchers during 
research, we summarized the principle of iTRAQ technology, including its experimental process, advantages and disadvantages, and 
application in plant proteomics in recent years.  
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研究背景 
随着拟南芥(Arabidopsis thaliana)、水稻(Oryza 

sativa)、杨树(Populustrichocarpa)、番木瓜(carica 
papaya)等植物全基因组序列的测定，植物基因组学

得到不断深入地研究，科学家们发现仅从基因组学

水平根本无法完整、系统地揭示生物体的功能。而

蛋白质组学直接从蛋白质水平进行研究与转录组

和代谢组相互补充，能显著地加深对生命现象与本

质的认识和研究，因而越来越受到人们的关注。因

蛋白质的种类和浓度对于功能的表达都有着重要

的作用，准确识别和定量一个蛋白质组已成为目前

研究的重点之一。目前，蛋白质组学定量最常用的

技术就是荧光双向差异凝胶电泳技术和 iTRAQ 技

术。荧光双向差异凝胶电泳因其大大提高了传统双

向电泳的精确度和可靠性，在前些年已受到广泛应

用。但因本身作为凝胶电泳，还是存在很多缺点如

受到蛋白丰度、等电点等影响分离等。而 iTRAQ
技术作为最近几年新开发的技术，不仅能克服传统
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凝胶电泳的缺点，还能进一步提高蛋白质定量的精

确度和可靠性，在动物、人类的研究中已得到广泛

的应用，而在植物上只有在拟南芥、水稻等模式植

物中有涉及(Sui et al., 2013; Shetty et al., 2012; Fan 
et al., 2011)。为了使 iTRAQ 技术更好在植物蛋白质

组学中得到应用，本研究对 iTRAQ 原理，实验流

程、优缺点及近几年在植物蛋白质组学中的研究进

展进行了详细介绍，以期 iTRAQ 技术能为植物蛋

白质组学研究提供借鉴。 

1 iTRAQ 技术原理 
同位素标记相对和绝对定量(isobaric tags for 

relative and absolute quantification, iTRAQ)是美国应

用生物系统公司 ABI 研发出的一种多肽体外标记

技术(王林纤等, 2010)，因其具有精确度高、重复性

好、能鉴定低丰度蛋白等特点，在拟南芥、水稻等

植物的蛋白质组学中已被广泛使用。iTRAQ 试剂

(罗治文等, 2006)是一种小分子同重元素化学物质，

包括三个部分：即报告基团(reporter group)、平衡基

团 (balance group)和肽反应基团 (peptide reactive 
group)。其中，报告基团是相对分子质量相差 1 的

同位素，平衡基团是用来补充质量之差，使各个报

告基团和平衡基团组合在一起后的相对分子质量

相等，肽反应基团的相对分子质量均相等。根据同

位素个数的多少，目前有两种试剂盒：一种含有 4
种同位素标记试剂，一种含有 8 种同位素标记试剂。

可分别进行多达 4 种和 8 种不同样品的检测。 
iTRAQ 试剂几乎可以标记所有蛋白因其中的肽

反应基团能连接 iTRAQ试剂与肽段的N端及赖氨酸

侧链。同时，iTRAQ 试剂的质量是相等的，即各标

签在标记同一肽段后分子量也相等，所以，在第一

级质谱检测结果中，不同样本中的相同肽段在质谱

图上都表现为同一个质荷比(罗治文等, 2006)。接着

通过串联质谱中的第二级质谱，将上一级分离出的

前体离子(precursor ion)碰撞诱导解离，使 iTRAQ 试

剂三部分之间的键断裂，并丢失平衡基团，从而产

生低质荷比 (m/z)的报告离子产物，即诊断离子

(diagnostic ions) (罗治文等, 2006)。诊断离子的相对

分子质量比较低，在二级质谱图中更容易与其他离

子区别开来，而多肽的相对丰度就是通过比较诊断

离子峰的峰高及面积来获得，使结果更加可靠。与

此同时，多肽内的酰胺键会发生断裂，产生 b 离子

和 y 离子，通过在蛋白质数据库中查询和比较对相

应的离子片段，就可以鉴定出其对应的蛋白质。 

2 iTRAQ 技术实验流程 
一般情况下，实验流程为：将样品还原、用半

胱氨酸封闭；与胰蛋白酶结合酶解蛋白；将酶解获

得的肽段进行 iTRAQ 试剂标记；将标记过的样品

混合并通过多维液相色谱分离；将得到的馏分进行

MS/MS 串联质谱检测及分析(谢秀枝等, 2011) (图
1)。质谱检测目前最高级的是用 AB SCIEX Triple 
TOF™ 5600 系统，然后用 Proteinpilot 等软件分析。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
图 1 iTRAQ 技术流程图 

Figure 1 The process of iTRAQ technology 

因植物多含有多糖、酚等杂质，相比于动物提

取蛋白质来说，含量较少、纯度较低，因此在提取

时会添加类似硫脲、SDS、DTT 等物质来增加蛋白
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含量，但这些物质会对 iTRAQ 技术产生影响，因

此在进行 iTRAQ 一般实验流程前，要对样品进行

预处理，以消除或减少对 iTRAQ 试剂的影响。可

通过多次丙酮沉淀、PD-10 脱盐法等处理。除此，

在 iTRAQ 标记实验中要注意两点：一是不能使用

含有伯胺基的试剂，因其能与 iTRAQ 试剂反应，

使试剂失效；二是在标记前要保证水相不能大于

30%，因为 iTRAQ 试剂会发生水解，所以水相的含

量要低。 

3 iTRAQ 技术的优缺点 
目前，对复杂体系中的蛋白质进行相对定

量 主 要有以下方法：传统的双向凝胶电泳

(two-dimensional electrophoresis, 2-DE)、荧光双向差

异凝胶电泳(DIGE)。这两种方法是先通过进行跑电

泳然后通过切胶选择差异变化点进行质谱分析来

获得数据。还有一类是通过对样品进行同位素标

记，经过液相色谱分离后，进行串联质谱得到结果，

如 ICAT、iTRAQ 技术等。其中，目前最常用的就

是荧光双向差异凝胶电泳和 iTRAQ 技术。 
荧光双向差异凝胶电泳是首先将不同样品分

别进行不同的荧光染料标记，然后将各试验样品在

同一块凝胶上进行双向电泳，因此避免了使用不同

凝胶在操作上的偶然性和不平行性，大大提高了实

验的可靠性、重复性和结果的可信度。但其还是存

在很多缺点：一是由于凝胶电泳本身存在缺点，因

为蛋白质的分离受到蛋白丰度、等电点、分子量和

疏水性等的限制，对于低丰度蛋白、疏水性蛋白等

都难以进行有效分离；二是从电泳到质谱不能直接

联用，在人工酶切差异点时也会造成较大误差，费

时费力；三是所用荧光染料 Cy3、Cy5 对于鉴定含

赖氨酸少的蛋白质有一定的困难。 
而 iTRAQ 技术作为一种新的蛋白定量技术，

能克服 DIGE 中的所有缺点，且相对于其他同位素

标记技术有以下优点 (王林纤等 , 2010)： (1)因
iTRAQ 试剂本身是等量的，同一多肽在被不同同位

素的 iTRAQ 试剂标记后，相对分子质量还保持不

变，具有相同质荷比的肽段通过叠加会增加相对丰

度，因此提高了检测的效率；(2) iTRAQ 试剂能标

记所有蛋白，增加了可分析的肽段数量，也提高了

蛋白质鉴定的覆盖率和可信度；(3) 质谱检测中，

低分子量区域的质谱定性和定量相对更加准确，而

iTRAQ 中报告基团的相对分子质量较低(113~121)，
提高了质谱检测的灵敏度和可靠性；(4)通过串联质

谱，可在一次串联质谱过程中获得报告基团所对应

的多肽丰度和蛋白质前体序列，达到同时比较、鉴

定蛋白质的目的，操作步骤更加简单，结果更加可

靠；(5)能同时处理高达 8 个的样品，在实验样品多

的情况下能减少实验次数、降低误差，使结果更可

靠，同时该试剂的标记效率更高，过程更简单；(6)
试剂兼容性好，目前用于蛋白质组学研究的材料均

能用 iTRAQ 技术。Wu 等(2006)比较了三种蛋白定

量方法(即 DIGE, ICAT, iTRAQ)的优劣，结果表明

相对来说 iTRAQ 技术的灵敏度要高于其他方法。

但有些情况下，不同方法是可以相互补充的。 

4 iTRAQ 技术在植物蛋白质组学中的应用 
iTRAQ 技术在医学、动物学上的应用很是广

泛，用于研究不同病理的差异蛋白。而在植物研究

上还相对较少，主要集中在拟南芥、水稻、盐芥等

模式植物上。 
Jones 等(2006)在应用 iTRAQ 技术来比较拟南

芥正常与 3 种不同细菌侵染下的磷酸化作用相关蛋

白的变化，结果鉴定出了 5 个相关蛋白(脱水蛋白, 
p23 分子伴侣, 热激蛋白 81, 质粒相关蛋白/原纤蛋

白和二磷酸核酮糖羧化酶 Rubisco)。 
Fukao 等(2011)为揭示拟南芥在锌过量的条件

下的生长机制，通过应用 iTRAQ 技术对拟南芥根

进行蛋白质组学定量实验，鉴定出了 521 个蛋白，

其中还包括几种质膜相关蛋白。结果还显示出了蛋

白定量结果，如铁螯合还原酶量增加，部分

V-ATPase 下降等。通过研究还发现，过量的锌会导

致根毛的分枝和变形。 
Lan 等(2011)也用 iTRAQ 技术研究了拟南芥在

缺铁条件下蛋白质的变化情况，通过比较缺铁 3 d
和对照的蛋白质，鉴定出了4 454个蛋白，其中2 882
个蛋白被定量，找出了 101 个差异蛋白。这些蛋白

与呼吸作用、S 腺苷甲硫胺酸的合成与再生、氧胁

迫反应等有关。 
Owiti 等(2011)也用 iTRAQ 技术比较了采后 0 h

到 96 h 后木薯蛋白的变化情况，分别在采后前期鉴

定了 67 个蛋白，后期鉴定了 170 个差异蛋白。这

些差异蛋白包含有与生理衰败不是十分相关的蛋

白，如木薯亚麻苦甙水解酶、谷氨酸蛋白、甘氨酸

RNA 结合蛋白、果胶甲酯酶、脱氢抗坏血酸还原酶、

丙二烯氧化物环氧化酶等。为了确定这些蛋白的可

靠性，还选取了一些酶做活性鉴定。 
Alvarez 等(2009)为了全面研究钙离子对芥菜
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根的影响，同时用 2-DIGE 和 iTRAQ 技术对芥菜根

进行蛋白质组学定量实验，结果显示硫同化、氧化

平衡和异生物质解毒等相关蛋白含量升高，蛋白合

成等蛋白含量下降。虽然两种不同的方法鉴定的蛋

白质种类不一样，但是相关功能很类似。 
Fan 等(2011)为了解黄龙病对甜橙的影响，利用

iTRAQ 技术比较对照组、感病品种、抗病品种的蛋

白变化情况，总共鉴定出了 686 个蛋白，其中与对

照相比，感病品种有 20 个差异蛋白，抗病品种有

10 个差异蛋白，与胁迫相关的蛋白含量提高。此实

验结果中鉴定出的差异蛋白相对较少，除了与蛋白

本身的变化差异小有关系外，与物种的蛋白数据库

的建立完善程度也有很大关系。 
Marsh 等(2010)利用 iTRAQ 技术比较葡萄在被

白粉病侵染不同时间(0, 24 h, 36 h, 48 h, 72 h)后叶

片的蛋白质组学定量变化，鉴定出了 63 个差异蛋

白，通过功能分类，这些蛋白与光合作用、代谢、

疾病防御、蛋白质合成等相关，表明了葡萄在受疾

病侵害时有一定的防御措施。 
Wei 等(2009)用 iTRAQ 技术比较了水稻在受褐

飞虱取食后的叶片蛋白质表达量的变化，通过比较

鉴定出了 3 个 JA 合成蛋白，7 个氧胁迫应答蛋白、

3 个蛋白激酶等总共 37 个差异蛋白。 
Shingaki-Wells 等(2011)也用 iTRAQ 技术比较

了水稻和小麦胚芽鞘在缺氧条件下蛋白质表达情

况，结果表明耐缺氧的水稻胚芽鞘能很快的对缺氧

环境作出反应，蛋白质合成和代谢水平都有了很快

的变化，与蛋白翻译、抗氧化防御等相关的蛋白含

量都增加了，丝氨酸、甘氨酸、丙氨酸等与氨基酸

的积累也增加，而不耐缺氧的小麦变化相对就比较

小。同时发现，通过外部施加丝氨酸、甘氨酸、丙

氨酸等缺氧下积累的氨基酸，不耐缺氧的小麦的耐

性也有所提高，说明这些物质的合成有利于提高耐

缺氧力。 
Han 等(2010)为了研究从花粉粒转化成花粉管

的作用机理，通过对百合的花粉粒和花粉管进行双

水相分区技术获得质膜蛋白，并结合 iTRAQ 技术

鉴定了 223 个质膜相关蛋白。结果显示超过 68%的

蛋白与跨膜区和脂质相关，信号转导、膜交易和运

输相关蛋白占主要作用。还发现了网格蛋白吞食途

径中的很多蛋白种类。 

5 iTRAQ 技术应用前景及展望 
随着基因组计划的完成，基因组学的不断完

善，蛋白质组学也已成为当今生命科学研究的一个

重点。iTRAQ 技术作为最近兴起的一种蛋白定量技

术，因其精确度高、重复性好、能鉴定低丰度蛋白

等特点，已经在医学、动物学、微生物学等研究中

有了较多的应用，相比而言，目前在植物上的应用

还比较少，除了几种模式植物的数据库比较全外，

其他种类的数据库还很欠缺，在很大程度上阻碍了

蛋白质组学的研究。而且目前利用 iTRAQ 技术主

要是研究植物在逆境条件下蛋白表达量的变化，在

提高观赏性等方面的蛋白质组学研究还没有见报

导，如不同花色、花型、株高、叶色、不同表现型

等相关的差异蛋白，在提高果实产量、果实含糖量

等方面均还未涉及。因此随着基因组和植物蛋白数

据库的不断完善，iTRAQ 技术在植物中的应用会有

更多空间。 
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