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摘要 蛋白质的空间结构信息以及蛋白质间的相互作用信息对于研究蛋白质的功能有重要意义．研究蛋白质结构与相互作用

的传统技术，如核磁共振技术、X射线晶体衍射技术等，对于蛋白质的纯度、结晶性和绝对量均有比较高的要求，限制了其
广泛应用．交联质谱技术是近十多年来发展起来的新技术，它将质谱技术与交联技术相结合，在研究蛋白质结构与相互作用

方面具有速度快、成本小、蛋白质各方面性状要求低等优势．本文就交联质谱技术各个环节的技术方法加以综述，包括交联

质谱实验分离富集技术、常见交联剂特性、交联质谱数据库搜索算法、结果验证研究和交联质谱技术的应用等方面，并展望

了该研究方向未来的发展．
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蛋白质以其自身的结构和与其他蛋白质之间的

相互作用为基础发挥功能，因此，研究蛋白质的结

构和相互作用一直是生命科学的重要方向[1-2]．

蛋白质结构研究的传统技术，如核磁共振技术

(nuclear magnetic resonance, NMR)、X 射线晶体衍
射(X-ray crystallography)技术，有精度高、获得信
息多等优点，但对蛋白质样品本身有比较苛刻的要

求，如蛋白质的绝对量、纯度、浓度、分子大小和

可结晶性等都必须达到一定的标准，才能利用这类

技术研究其结构．同时，这类方法往往耗时较长、

成本较高，进一步限制了它们的应用[3-5]．

检测蛋白质相互作用的传统方法，如酵母双杂

交(yeast two-hybrid)、亲和色谱(affinity chromatography)
和免疫共沉淀 (co-immunoprecipitation)等，也有各
自的局限性．酵母双杂交技术可以揭示蛋白质间的

直接相互作用，甚至通过大规模筛选发现未知的相

互作用，但酵母细胞未必能为异源表达的其他物种

蛋白质提供合适的相互作用的环境条件．亲和色谱

技术和免疫共沉淀技术其通量比较低，背景结合蛋

白质与特异性结合蛋白质有时难以区分，直接与间

接相互作用通常也难以区分．另外，这三种方法对

于瞬时、微弱的相互作用，比如信号转导过程中的

松散变化的蛋白质复合物，都很难获得有效信息．

最后，这类技术还有一个共同缺点是均无法提供相

互作用的界面信息[6-8]．

化学交联结合质谱技术(chemical cross-linking
coupled with mass spectrometry)，简称交联质谱技
术或 CXMS，是近年发展起来的新方法．它利用化
学交联剂 (chemical cross-linker) 处理蛋白质样品，
将空间距离足够接近、可以与交联剂反应的两个氨

基酸以共价键连接起来，然后利用基于质谱技术的

蛋白质组学手段分析交联产物．交联质谱技术在研

究蛋白质结构和蛋白质相互作用上有着自己独特的

优势：a．可以高通量地进行多种蛋白质的结构和
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相互作用分析，比传统方法速度快、信息产出规模

大；b．通过交联剂的共价交联作用，可以固定原
本不稳定的蛋白质相互作用，从而可以研究一大类

容易解离的、结构松散的蛋白质复合物；c．相对
于核磁共振、X射线晶体衍射，交联质谱技术灵敏
度高、对蛋白质性状要求低、需要样品绝对量小；

d．可以进行体内交联，有助于研究体内蛋白质结
构和相互作用 [9-11]；e．由于交联后的蛋白质先经
过酶切之后才进行质谱分析，所以不受蛋白质本身

的长度影响；f．使用不同臂长、不同反应基团的
交联剂可以得到更多的蛋白质空间结构和相互作用

信息[12]．

将化学交联与质谱技术结合起来分析蛋白质结

构的尝试始于 20 世纪末、21 世纪初 [13]，到 2012
年，有关 CXMS的研究文章发表数目已经从 2000
年的 124篇稳步增长到 260篇，引用数目从 2000
年的 2 057篇增加到 8 864篇 (数据来自于Web of
Knowledge, http://apps.webofknowledge.com/, 2013-
09-01)．交联质谱技术从实验技术环节到数据分析
环节都有长足的进步，获得了学术界的广泛关注，

已成为持续增长的新的科研热点[14-21]．

本文将按照交联质谱技术各环节的先后顺序进

行综述．首先介绍因酶切和交联情况的不同而产生

的三种交联肽段形式，以方便下文中理解与使用；

然后依次介绍交联质谱分离富集技术、常见交联剂

特性、数据库搜索算法、结果验证研究和技术应

用；最后对该研究方向未来的发展进行了展望．

1 交联产生的肽段形式

交联蛋白质在不同位置发生酶切，可以产生三

种交联产物 (图 1)：a．被交联剂修饰的单肽 (交联

剂只一端交联一条肽段，mono-linked peptide)，
Type-0类型的交联肽段；b．肽段内部交联 (交联
剂两端交联同一条肽段， loop-linked peptide 或
intra-linked peptide)，Type-1 类型的交联肽段；
c．肽段间交联 (交联剂交联两条肽段，Inter-linked
peptides)，Type-2类型的交联肽段．
三种类型的交联肽段中，Type-0交联肽段实

际上是被交联试剂修饰的普通肽段．这三种类型的

交联肽段都是单个交联剂分子的反应产物．也有更

为复杂的共价连接两个或更多交联剂分子的交联肽

段，比如 Type-0和 Type-1 并存的 Type-0, 1 形式
的交联肽段等，但是由于这些形式不常出现，通常

不予考虑[22]．

2 实验分离与富集

交联质谱技术，相较于常规质谱技术，由于目

标交联肽段在整个样品中相对含量较少、样品成分

更加复杂，一定的分离与富集处理可以有效地提高

最终鉴定效果．在这方面，多年来已做出许多探索

工作，本节仅对一些主要方法加以简述.
交联样品的分离可以在蛋白质水平或肽段水平

进行．前者最常用的是聚丙烯酰胺凝胶电泳方法

(sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis，SDS-PAGE)；后者一般使用反相
高效液相色谱技术 (reverse phase high performance
liquid chromatography，RP-HPLC)．与之配合的，
常见的肽段水平预分离方法包括亲和色谱技术、强

阳离子交换技术 (strong cation exchange，SCX)[23]和

分子筛色谱技术 (size exclusion chromatography，
SEC)[24]等．

基于 SDS-PAGE的策略，通常做法是切下交
联蛋白质的条带，酶切后再用基质辅助激光解吸电

离与飞行时间质谱联用 (matrix-assisted laser
desorption/ionization time of flight mass spectrometry,
MALDI-TOF-MS) 或液相色谱与串联质谱联用
(liquid chromatography-tandem mass spectrometry，
LC-MS/MS) 分析．这种方法不能用于太过复杂的
样品，通常针对单个蛋白质或蛋白质复合物．

更加复杂的样品，在进入质谱分析之前，除了

一些非常小的蛋白外，需要先酶切，再用

RP-HPLC 分离[23]．这种方法能够有效分离复杂样

品中的交联肽段，但不能对交联肽段进行富集．

要对交联肽段进行富集，可以使用亲和色谱技

术．这种方法需要在交联剂上设计相应的亲和标示

Fig. 1 Multiple cross鄄linked peptide forms
图 1 交联蛋白质酶切后产生的交联肽段的各种形式
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琥珀酰亚胺酯类交联剂有以下优点．首先，K
在肽段中含量较多，使得交联更加容易．其次，反

应效率高，在控制好反应条件的前提下，交联特异

性也非常高，很少与除 K和肽段 N端之外的其他
氨基酸发生反应[26-27]．相比起来，用非氨基特异性

的交联剂[28-29]得到的交联肽段数量较少．

除此之外，部分交联剂可以进行非对称交联，

因其两端的化学基团性质不同，可以与不同种类的

氨基酸反应[30-31]；部分交联剂如甲醛只含有一个基

团，但也可以与多种氨基酸反应[10-11, 32]．

3援2 特色交联剂

特色交联剂，按功能可分为三类：a．交联剂
含有亲和基团，进一步可以利用磁珠富集 [33-42]；

b．交联剂能够在二级质谱图中产生特殊碎裂信号
离子 [34-41, 43-47]；c．交联剂可以使用轻重同位素标
记[33, 39, 41, 48-49]．目前主流的交联剂，一般均含有其中

的一种或几种功能 (表 1)．
3.2.1 具有亲和基团的交联剂

亲和基团 (affinity tag)富集技术最早用于蛋白
质的定量和修饰鉴定[50]．让交联剂带上特定的亲和

Fig. 2 Structrue of BS3, BS2G, DSS, DSG
图 2 BS3, BS2G, DSS, DSG的结构
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物．亲和色谱技术能够利用交联肽段中含有的亲和

标示物来富集含有交联剂的肽段．不过这种方法不

能区分 Type-0、Type-1 和 Type-2 三种交联形式，
因为它们均含有交联剂．

如果要进一步分离这三种交联形式的肽段，可

以尝试强阳离子交换色谱分离 [24]，利用 Type-0、
Type-1和 Type-2三种交联形式在电荷量上的差别
来进行分离．但如果在 Type-0、Type-1 类型的交
联肽段中含有组氨酸或漏切的胰酶位点 (精氨酸或
未交联的赖氨酸)时，电荷会与交联肽段相近，这
种方法便无法分离．此外，由于交联肽段通常质量

大于常规肽段，所以也可以利用分子筛色谱技术[25]

将两者分开．但如果常规肽段较长，便无法与相近

质量的交联肽段分离．

3 交联剂

交联质谱技术流程中，使用何种交联剂，交联

剂如何设计，对于结果和后续处理有很大的影响．

交联剂大致可分为简单交联剂和特色交联剂两大

类．本节给出了部分常见交联剂的特性．

3援1 简单交联剂

简单的交联剂通常包含两个反应基团和一个连

接区域．其中，最常用的交联剂是与氨基反应的琥

珀 酰 亚 胺 酯 类 (N-hydroxy succinimidyl or
sulfosuccinimidyl esters，NHS ester)，包括双琥珀酰
亚胺辛二酸酯 (disuccinimidyl suberate，DSS)、双
琥珀酰亚胺戊二酸酯 (disuccinimidyl glutarate，
DSG)、 二 ( 磺 基 琥 珀 酰 亚 胺 ) 辛 二 酸 酯
(bissulfosuccinimidyl suberate，BS3)和二 (磺基琥珀
酸亚酰胺)戊二酸酯 (bissulfosuccinimidyl glutarate，
BS2G)(图 2)．BS3和 BS2G相对 DSS和 DSG增加
了助溶的基团，而 BS3 与 BS2G 之间、DSS与
DSG之间的区别则在于交联剂的长度．它们可与
赖氨酸 (K) 侧链的氨基或者蛋白质 N 端的氨基发
生交联反应．
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Table 1 Characteristics of some common linkers (Sorted by first publication time in ascending order)
表 1 部分常见交联剂特性 (按首次发表时间升序排列)

交联剂 发表年份[参考文献] 富集作用 信号离子 同位素标记 交联剂断裂类型 臂长 额外特性

PIR 2005 [34], 2006 [35],
2009 [36]

√ √ 气相 /质谱断裂 43魡 可用于体内交联

SuDP
(CID-CXL-MS/MS)

2006 [56], 2007 [57],
2012 [58]

气相 /质谱断裂 11.2魡

BAMJ 2007 [59] 化学断裂 7.5魡
IRCX 2008 [60] 光断裂 16魡
BiPS 2009 [48] √ 光断裂 10魡 交联剂带有荧光

SBC 2009 [49] √ 光断裂 10.2魡 可与多种氨基酸

发生交联反应

Azide-DSG 2010 [37] √ √ 气相 /质谱断裂 7.7魡
DEB 2010 [38] √ √ 气相 /质谱断裂 7.3魡 支持 ETD碎裂

BuUrBu 2010 [43] √ 气相 /质谱断裂 12.5魡
pcPIR 2010 [45] √ 光断裂 40魡
BAH 2010 [46] √ 气相 /质谱断裂 12.3魡 支持 ETD碎裂

CBDPS 2011 [39] √ √ √ 气相 /质谱断裂 14魡
SSIN 2011 [42] √ 光断裂 14魡
DSSO 2011 [47] √ 气相 /质谱断裂 10.1魡
BDRG 2012 [40] √ √ 气相 /质谱断裂 27.0魡
CXLs 2012 [41] √ √ √ 气相 /质谱断裂 20魡
DC4 2012 [44] √ 气相 /质谱断裂 18魡

基团，与固定相中磁珠相结合，就可以富集含有交

联剂的肽段，而排除不含交联剂的肽段的干扰．沿

着这条线路，目前已发展出多种带亲和基团的交联

剂．这种方法的局限在于，交联剂需要特别设计合

成，并且由于加入特定基团的缘故，一般臂长要比

简单的交联剂更长，这使得交联效率有所下降，得

到的交联位点之间的距离限制作用也会变弱．

3.2.2 具有特征离子的交联剂

这类交联剂的交联肽段产物在质谱碎裂产生的

二级谱图中，会产生特征性的谱峰．其原理是在交

联剂设计时加入了某种特殊的、易在质谱仪碎裂条

件下脱落的基团，这样交联肽段在碎裂生成二级谱

图的同时也会发生基团的脱落，形成谱峰．这类交

联剂的优点是，能够利用二级谱图中信号谱峰的存

在性来判断谱图是否含有交联剂，从数据层面进行

富集，进而提升鉴定效果．

3.2.3 同位素标记的交联剂

一般在合成交联剂时，可以选择加入同位素标

记，从而产生轻重两种交联剂[51-54]．使用时可以混

合两种交联剂，进行后续实验．这种可标记交联剂

的优点是由于存在轻重两种交联剂，在谱图中会形

成轻重同位素标记谱峰对，进而可以利用这一点来

判断含有交联剂的谱图，二级谱图上的碎片离子也

会有轻重关系的对应．缺点是由于信号被分到轻重

两个通道，相同量样品产生的谱图信号不及非同位

素标记得到的信号强，信噪比有所下降．

特色交联剂一般均会发生交联剂断裂．按照断

裂机理的不同，特色交联剂又可分为化学断裂

(chemically cleavable)、气相 / 质谱断裂 (gas phase/
mass spectrometry cleavable)和光断裂 (photocleavable)
三类．化学断裂是在送入质谱仪之前即用化学手段

使交联剂断裂，因而无法获得母离子和交联剂断裂

形成的单肽之间的对应关系，而且需要额外的清洗

步骤，可能造成样品的损失；气相 /质谱断裂克服
了化学断裂的这些缺点，它在样品进入气相 /质谱
仪器后才发生碎裂，可以保持对应关系，缺点是其

断裂后形成的单肽往往电荷较低，因而不适用于质

谱鉴定；光断裂则是对气相 /质谱断裂的一种弥补
手段，它通过额外的紫外线或激光等来使交联剂发

生断裂，提高了单肽段所带的电荷，使之更适合于

质谱鉴定．

简单交联剂与特色交联剂这两类交联剂的界限

并不明显，如 DSS和 BS3等交联剂均可以同时进
行同位素标记．一般而言，特色交联剂虽然有各自

的优势，但由于交联效率、碎裂效率、可溶性、成

本、鉴定效率等问题，广泛使用的交联剂仍以简单

交联剂为主．不过，近年来随着技术的成熟与发

展，特色交联剂的鉴定数目也在逐渐上升[55]．
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Database Proteins Peptides Peptide pairs

E. coli (MG1655) 6 126 3.35伊105 5.63伊1010

C. elegans (WS232) 24 652 1.18伊106 6.96伊1011

H. sapiens (ipi.HUMAN.v3.87) 91 491 3.72伊106 2.77伊1013

Table 2 The search space difference between traditional
database and cross鄄linked database (Trypsin)

表 2 常规数据库与交联数据库搜索空间上的差别

(Trypsin酶切)

4 交联质谱谱图鉴定

4援1 交联质谱谱图鉴定难点

蛋白质交联质谱数据，与常规单肽段质谱数

据相比，在鉴定上更具有挑战性，主要表现在下述

几点：

4.1.1 丰度低

由于每个位点的实际交联效率往往远低于

100%，所以交联肽段丰度偏低，交联谱图数目少、
信号差，给交联谱图鉴定带来困难 (图 3)．

4.1.2 交联形式多样

肽段交联后会形成多种组合形式 (图 4)．相较
于普通肽段来讲，更加复杂的组合形式，给鉴定算

法的设计和软件架构带来了一定的困难[61-62]．

4.1.3 谱图更复杂

由于存在着两条肽段上的多处断裂形成的离

子，以及因交联而产生的交联特异离子，交联肽段

二级谱图的碎片离子比起常规谱图在种类和数目上

都更多(图 5)[57, 60, 62-65]．

4.1.4 搜索空间巨大

交联肽段是由两条肽段进行组合而形成，所以

理论上讲，其面对的数据库规模是普通数据库搜索

的平方级规模 (表 2)．

4.1.5 缺乏评价方法

由于交联肽段由两条肽段组成，无法直接利用

传统统计方法进行结果的正确性评价．依靠人工、

阈值等方法，在准确度、可行性等方面都存在问

题．所以在交联质谱谱图鉴定的错误率控制上，必

须要发展出新的一套方法来判断鉴定结果的可信度.
4援2 交联质谱谱图鉴定算法与软件

交联质谱谱图数据早期主要依靠手工解析．手

工解析方法存在着效率低、标准不统一和易出错等

问题，并且由于交联肽段谱图本身的复杂性，手工

解析也非常困难．在这种情况下，交联质谱数据的

自动鉴定算法研究与软件开发，就显得尤为重要．

4.2.1 一级谱图鉴定

2000～2005年，交联质谱鉴定一般是基于一
级质谱谱图进行．一级质谱鉴定的原理是，首先计

算目标交联肽段的母离子理论质量，再在一级谱图

中寻找对应于这个质量的候选谱峰．当谱峰存在

时，即认为交联肽段存在，进一步可利用二级谱图

Fig. 3 Low abundance of inter鄄linked peptides
图 3 充分交联情况下交联肽段含量仍然较低

ku

35

45

66.2

116

Cyclin T1

CDK9

CDK9/Cyclin T1

Fig. 4 Complex peptide forms after cross鄄linking
图 4 肽段交联后会形成多种组合形式

Type-1交联肽段

非交联肽段

Type-2交联肽段Type-0交联肽段非交联肽段

普通样品

交联样品

Fig. 5 More ion types in cross鄄linked MS/MS spectra
图 5 交联肽段二级谱图的离子种类更多

碎裂离子

普通肽段 交联肽段

碎裂离子
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进行人工标注．一级谱图鉴定往往也多与 MALDI-
TOF 仪器合用．这一时期比较著名的软件包括
Links [13]、MS2Links [22]、ProteinXXX [66]和 CLPM [67]

等[54, 68-72]．

Links (又名 ASAP) 是最早的交联肽段一级谱
图鉴定软件，发表于 2000年．文中利用 Links软
件得到交联肽段鉴定结果后，进一步利用此信息对

计算预测的 FGF-2结构模型进行约束，并验证其
与已知结构一致．MS2Links (又名 MS2Assign) 是
Links的后续软件，它可与 Links联用，在得到可
能的交联肽段鉴定结果后，用 MS2Links标注二级
谱图，再人工判定鉴定结果可靠性．

值得一提的是，利用同位素标记来辅助交联鉴

定的方法在这段时期内出现[53, 73-74]．同位素标记法

对于交联质谱数据的鉴定有一定的特殊作用，关于

其具体细节，请参见特色交联剂部分．

一级谱图鉴定法，由于其鉴定方法的限制，只

能用于纯化的单个蛋白质的研究．此外，基于一级

谱图的鉴定方法，也存在着错误率较高的问题．高

精度一级谱图理论上能够缩减候选肽的规模，但实

际上，由于噪音、遗漏酶切、非特异酶切和修饰等

因素的影响，往往无法确定肽段的身份．另外，仅

用是否存在与交联肽段质量一致的谱峰进行鉴定，

也是不可靠的．因而，这种方法一直有较高的错误

率，需要进一步利用如MS2Links (MS2Assign)[22]这

样的工具来进行人工标注．这些缺陷导致该方法逐

渐被淘汰，二级谱图鉴定成为了主流方法．

4.2.2 二级谱图鉴定

交联肽段质谱数据的二级谱图鉴定方法是随着

质谱仪的发展而出现的，主要分为两大类：一类是

将交联肽段的二级谱图鉴定问题设法转化为非交联

肽段的常规肽段二级谱图鉴定问题，再利用常规肽

段的数据库搜索引擎进行鉴定[34, 71, 75-79]；另一类是

直接针对交联肽段的二级谱图发掘规律，设计和

实现专用于交联肽段鉴定的二级谱图数据库搜索引

擎[30, 54, 73-74, 80-91]．第一类是早年二级谱图鉴定的主要

方法，第二类在人们对交联肽段二级谱图的理解逐

渐加深后，得到了广泛的发展．

a．将交联肽段鉴定问题转化为非交联肽段鉴定
问题

这一类方法可利用常规数据库搜索引擎进行搜

索．具体又可分为三大类技术路线：玉．处理数据
库，使之可搜索得到交联肽段候选肽；域．设置较
大的母离子误差窗口，进行开放式搜索；芋．利用

特殊交联剂，使交联肽段在二级谱图中断裂，形成

普通单肽．分述如下．

玉．数据库处理类
数据库处理类是通过对蛋白质数据库的拼合处

理，将交联肽段候选肽转化为线性肽段候选肽，从

而能够进行常规数据库搜索的一种方法．其原理

是，通过线性组合两条单肽而得到的长肽段，与真

实的交联肽段对相比，有一半的碎片离子质量是完

全一致的．利用这部分离子进行匹配，就可以在一

定程度上鉴定到部分交联结果．

2007年，由 Rappsilber等设计提出的 XDB方
法，是首个数据库处理类方法的尝试 [75]，后续

XComb方法对 XDB方法进行了进一步的改进[76]．

XDB方法利用预搜索得到的可靠单肽段结果进行
全组合式首尾拼合，构建连接数据库，进一步利用

连接数据库和遗漏酶切设置，就可以使用常规肽段

搜索引擎鉴定得到交联肽段结果．XComb方法将
全组合式长蛋白质连接方法改进为短蛋白连接方

法，去除冗余肽段，提高了鉴定效率．

交联肽段的数据库处理方法，可以利用并不复

杂的数据库处理过程将交联肽段对的搜索空间转化

为常规线性肽段的搜索空间，从而可以使用成熟的

常规搜索引擎进行搜索，是专用工具出现之前的变

通方法．但是，这种路线有其本身的缺陷：其一，

通过线性组合得到的长肽段的理论碎片离子与真实

的交联肽段对相比，有一半的碎片离子不相符，这

使得在鉴定中这部分离子信息不能得到利用(图 6);
其二，这种方法由于其全组合特性，无法针对较

大的数据库进行，一般以 100条蛋白质序列为上
限，从根本上限制了这种方法在复杂生物样品上的

应用．

域．开放式搜索类
设置较大的母离子误差，用常规数据库搜索引

擎进行开放式搜索的方法，最早是应用于普通质谱

领域的修饰发现问题．由于母离子误差窗口大至几

Fig. 6 Only parts of the ions are used (black solid line)
图 6 数据库处理方法与开放式搜索方法只利用

部分碎片离子 (黑色实线部分)

开放式搜索数据库处理
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百 Da范围，发生了意外修饰的肽段能够进入到打
分候选中，并且因其有部分碎片离子与未发生修饰

的肽段完全相同，往往可以得到鉴定．对于鉴定得

到的谱图，再进行人工核对，即可发现意外修饰．

交联肽段可被看作是一条肽段在交联位点处发

生了等于另一条肽段质量的修饰，因而也可以使用

开放式搜索方法进行鉴定．2008年，由 Singh等[78]

发表的 Popitam方法，首次利用了开放式搜索方法
进行交联肽段的鉴定．Popitam方法包括两步：先
用普通单肽数据库对数据进行常规搜索，得到常规

肽段结果，并将高可信度结果对应的单肽谱图去

除；然后利用开放式搜索方法进行交联肽段的鉴

定．2010 年，Chu 等 [79]同样用开放式搜索软件

ProteinProspector 对已知结构的样品进行鉴定，并
通过已知的结构信息确认了交联鉴定结果的正确性.
开放式搜索，也是将交联肽段鉴定问题转化为

常规肽段鉴定问题的一种方法．其核心思想是将交

联肽段对中的一条肽段及交联剂部分视为一个大质

量的修饰，利用另一条肽段的碎片离子来进行常规

鉴定．这种方法与前面提到的数据库处理方法有同

样的缺陷，它只能利用一条肽段碎裂产生的碎片离

子，另一条肽段的碎裂则没有进行考虑．对于某些

单条肽段碎裂并不好的交联肽段谱图来讲，用这种

方法难以得到鉴定 (图 6)．
芋．交联剂可断裂类
另外一种方法是利用特别设计的交联剂，让两

条交联肽段在二级质谱阶段分离开变为单肽，再分

别采集单肽的三级质谱图进行鉴定，从而将交联肽

段谱图鉴定问题转化为传统单肽段谱图鉴定问题．

这一类技术中的代表技术为 PIR(protein interaction
reporter)技术，最早于 2005年开始应用[34,77].

PIR交联试剂一般由四部分组成，氨基酸反应
基团、可断裂部分、标记离子和富集用亲和基团．

可断裂部分在质谱仪中断裂，将交联肽段断裂为两

条单肽，同时释放标记离子，形成特殊的碎片信号

峰 (reporter ion)．
2007年发表的 X-links软件是与 PIR相配合的

软件[77]．软件首先依据碎片信号峰的存在性判断谱

图是否含交联剂；对于含交联剂谱图，利用其母离

子质量和交联剂断裂产生的单肽之间的质量关系来

确定谱图交联形式；之后质谱仪自动选择单肽段谱

峰对应离子进行再次碎裂，产生三级谱图；最后再

利用常规数据库搜索工具进行搜索．2010年发表
的 Blinks软件进一步作了改进[92]，它比较了交联肽

段与断裂产生的单肽之间的色谱相似性，减少误

判；同时集成了单肽段搜索引擎Mascot[93]的鉴定结

果，使引擎更加完整．

PIR策略是用二级质谱将交联肽段对拆开，生
成普通单肽段谱图，从而得以用常规数据库搜索工

具进行搜索的方法．这种方法同时可以利用碎片信

号峰来进行谱图中交联剂存在性的判定；后续这部

分工作发展到可以进行体内交联，进一步提高了其

应用范围[55, 94-96]．这种方法的缺点是，一般均需要

与仪器控制软件进行联用，同时必须使用特殊制作

的交联剂，门槛较高．此外，这类交联剂一般臂长

较长，获得的空间距离对于推算空间结构的约束作

用弱一些．

b．针对交联肽段二级谱图本身特点而设计的数据
库搜索软件

专用于交联肽段二级谱图鉴定的数据库搜索引

擎是随着质谱仪和实验技术的发展而出现的．这一

类软件同转化类软件的最大区别在于其利用了两条

交联肽段主干碎裂产生的全部理论离子，而不是仅

其中部分离子．这一点无法用任何现有常规肽段鉴

定软件实现．利用全部理论离子的好处在于，谱

图信息可得到完整利用，鉴定正确交联肽段的能力

更强．

由于交联肽段搜索空间随肽段数据库规模平方

级增长，这一类软件一度只能用于纯化样品或简单

蛋白质复合物，要求数据库不能太大．如软件 Pro-
CrossLink [89-90]、XLink [54]、X!Links [83-84]、CRUX [73]、

Xlink-Identifier[85]、FINDX[86]和 StavroX[88]等，数据

库规模上的限制使这类软件不能得到更广泛的

应用．后续软件设法提高了可支持数据库的规

模[30, 74, 81-82, 87, 91]．除了鉴定软件之外，用于交联数据

存储和交联数据展示的软件也有一定的发展[97]．

目前支持大规模数据库的交联肽段搜索引擎有

三个：xQuest，MassMatrix和 pLink．下文中将分
别对这三个软件进行介绍．

玉．xQuest
Rinner等[82]于 2008年发表的 xQuest软件是第

一个尝试对一般意义上的大规模数据库 (大肠杆
菌，E援 coli) 进行交联肽段鉴定的数据库搜索引
擎．大数据库交联肽段搜索的主要困难在于两点：

第一，非交联肽段丰度远超过交联肽段丰度，生成

的二级谱图数目更多，对交联肽段谱图的鉴定产生

干扰；第二，搜索空间大，其候选肽规模是普通数

据库中候选肽规模的平方数量级大小．
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xQuest 利用轻重同位素标记的特殊交联剂，
解决了这两个问题．xQuest 所利用的轻重交联剂
质量相差 12 Da，等量混合后进行交联反应，其交
联产物在一级谱图上会形成相差为 12 Da的两簇谱
峰．由于这两簇谱峰的质荷比距离一般大于碎裂窗

口宽度，轻重标记的交联肽段各自生成一张二级谱

图．对两张二级谱图的碎片离子进行对比，含有交

联剂的离子有 12 Da的质荷比差距，不含交联剂的
则没有．在此基础上构建离子索引，根据区分后的

碎片离子得到候选肽列表，再组合候选肽、打分、

过滤，得到最终结果．

xQuest类型的鉴定算法通过轻重同位素标记
交联剂的方法，一方面能够区分谱图对应的肽段是

否含有交联剂，一方面能够确定二级谱图中部分碎

片离子是否含有交联剂，并通过离子索引技术有效

缩减了候选肽规模，使得复杂大数据库、复杂样品

的交联鉴定成为可能．xQuest 的不足之处在于：
第一，要取得比较好的结果，需使用特殊的轻重同

位素标记的交联剂来进行实验，轻重交联剂的反应

效率对于结果也有非常大的影响；第二，轻重标记

之间的质量差必须足够大，使母离子落入不同的碎

裂窗口；第三，xQuest 无法一次得到常规单肽、
Type-0和 Type-1类型的结果，需要进行额外的搜
索；第四，在 xQuest于 2012年发展出配套的结果
评价软件 xProphet[98]之前，其假发现率控制也是一

个问题，鉴定错误可能较多．

域．MassMatrix
MassMatrix也能够通过缩减数据库的方法来支

持大规模交联数据库的搜索．最早发表于 2007年
的 MassMatrix 软件，起初用于常规数据库搜索，
进行普通肽段的数据库鉴定[99]；后于 2008年发展
成为可鉴定二硫键的交联质谱数据库搜索引擎，利

用两个统计模型和一个描述性模型进行打分，得到

二硫键数据的鉴定结果 [91]；发展到 2010 年，
MassMatrix实现了大数据库 (E援 coli)搜索以鉴定交
联质谱谱图，并且不再局限于二硫键的交联类型，

有效地支持了多数交联质谱谱图鉴定任务[80]．

针对复杂样品，MassMatrix设计了两步搜索的
缩减数据库策略：第一步，在大规模数据库中，预

搜索普通单肽肽段，得到高可信肽段列表；第二

步，使用第一步中得到的比较显著的肽段建立小规

模数据库，取代原大规模数据库，进行第二步的交

联搜索．这种方法的依据是，交联肽段一般会与非

交联肽段共存，从而可以预先搜索得到普通单肽肽

段列表，再构造数据库进行交联搜索．MassMatrix
方法工作完整有效，但存在的一个问题是并没有使

用有效的假发现率控制手段，报告结果的标准通常

是对三个引擎打分进行经验阈值限定，导致结果中

存在一定的不可估计的错误鉴定．

芋．pLink
pLink是于 2012年发表的专用于交联肽段鉴

定的数据库搜索软件[81, 100]．它同样支持大规模交联

数据库的搜索．除此之外，它在交联质谱技术的各

个环节上进行了优化，克服了过去的交联鉴定软件

存在的一些缺点，在大规模 E援 coli数据库上利用
简单交联剂取得了到目前为止最多的交联位点鉴定

数目．

pLink 相较于以往的交联肽段数据库搜索软
件，除了同样具有充分利用全部碎片离子的特点

外，还具有自己的优点．这主要体现在：

针对新一代高精度质谱仪器进行深度优化．研

究组设计合成了大规模标准交联肽段数据集，挖掘

其中的碎片离子特点，确认内部离子、交联剂断裂

离子等特殊离子对于交联肽段谱图鉴定的作用，并

且引入到搜索引擎的设计中．这是之前的工作所没

有的，实际也证明，在 HCD碎裂高精度谱图中，
这些离子对于搜索引擎鉴定能发挥相当大的作用．

针对大数据库在交联情况下组合爆炸的问题，

设计了粗细两步打分的策略，有效缩减候选肽规

模，提高鉴定速度．与 xQuest的缩减搜索空间方
法相比，这种方法不需要对交联剂进行同位素标

记，从而能得到更广泛的引用；与 MassMatrix相
比，如果一部分交联肽段对应的单肽肽段没有得到

鉴定，用这种方法也可以搜索得到．

在肽谱匹配打分设计上，对业已成熟的核谱向

量点积打分进行进一步的改进[101]，引入离子共存

性加权概念，有效利用内部离子、交联剂断裂离子

等新增离子，提高了交联谱图鉴定率．

在鉴定结果的假发现率控制方面，将传统目

标 -诱饵库策略加以推广，首次提出了在交联情况
下的假发现率控制公式，从而使利用目标 -诱饵库
策略控制交联鉴定的假发现率成为可能，具体见下

文结果验证部分．

在应用范围上更广．由于 pLink算法本身具有
通用性，样品制备不需要进行同位素标记，也不需

要利用特色交联剂，对交联剂的臂长、质量、对称

性等性质均无要求，给生物实验的灵活性带来了很

大的便利．
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-：表示不适用此条目或未查询到相关信息.离子利用：A,部分二级谱图主干碎片离子 (转化为非交联肽段鉴定问题)；B,全部二级谱图主干

碎片离子 (针对交联肽段二级谱图设计)；C,全部二级谱图主干碎片离子及其他交联特征离子 (针对交联肽段二级谱图进行碎片特征挖掘). 评

价方法：A,人工读图判定；B,打分经验阈值判定；C,传统目标 -诱饵库假发现率控制方法；D,交联谱图假发现率控制方法.

软件
发表年份

[参考文献]
一级 /二级
谱图鉴定

离子

利用
交联剂限制

支持

大库

免费(单机 /
网页)

评价

方法

谱图

显示
获取方法 (2013.9.1检查)

GPMAW 2000[66] 一级 - 无限制 免费单机 A √ http://gpmaw.com/

Links,

MS2Links

2000[13],

2003[22]

一级 - 无限制 免费单机 A √ http://ms3d.ca.sandia.gov (不能访问)

CLPM 2005[67] 一级 - 无限制 网页 无 http://bioinformatics.ualr.edu/mbc/services/CLPM.html

X-links 2005[34],

2007[77]

二级 /三级 A PIR √ 免费单机 C http://www.wsu.edu/proteomics/ (不能访问)

virtualmslab 2006[72] 一级 - 无限制 - 无 Send email to ldk@science.uva.nl

SearchXLinks 2006[102] 一级 - 二硫键交联 免费单机 无 http://www.searchxlinks.de (不能访问)

Pro-CrossLink 2006[90],

2008[89]

二级 B 18O标记 免费单机 A √ http://depts.washington.

edu/medchem/faculty/NelsonS.htm
XLink 2006[54] 二级 B 18O标记 免费单机 A √ http://tools.proteomecenter.org/XLink.php

X!Links 2007[84],

2009[83]

二级 B 无限制 - B -

XDB 2007[75] 二级 A 无限制 免费单机 C -

Popitam 2008[78] 二级 A 无限制 - A http://www.expasy.ch/tools/popitam/ (不能访问)

MassMatrix 2008[91],

2010[80]

二级 B 无限制 √ 免费单机和

网页

B http://www.massmatrix.net

CrossSearch 2008[30] 二级 B 无限制 - A -

xQuest 2008[81],

2012[98]

二级 B 大质量差同

位素标记

√ 网页 /免费

单机

D √ http://www.xquest.org

xComb 2010[76] 二级 A 无限制 - 无 -

Protein

prospector

2010[79] 二级 A 无限制 免费单机 C http://prospector.ucsf.edu

CRUX 2010[73] 二级 B 无限制 免费单机 B http://noble.gs.washington.edu/proj/crux

DBond 2010[74] 二级 C 二硫键交联 - B Send email to paek@uos.ac.kr

USTags 2010[87] 二级 B 二硫键交联 √ - 无 -

BLinks 2010[92] 二级 A PIR √ 免费单机 C http://brucelab.gs.washington.edu/BLinks.php

ICC-CLASS 2010[103] 二级 A 同位素标

记可断裂

√ 免费单机 无 http://www.creativemolecules.com/CM_Software.htm

Xlink-Identifier 2011[85] 二级 B 无限制 - C √ Send email to Xiuxia.Du@uncc.edu

pLink 2012[81] 二级 C 无限制 √ 免费单机 D √ http://pfind.ict.ac.cn/software/pLink/index.html

FINDX 2012[86] 二级 B 同位素标记 - 无 Send email to findxlink@gmail.com

StavroX 2012[88] 二级 B 无限制 - B √ Send email to michael.goetze@biochemtech.uni-halle.de

Table 3 Characteristics of some common CXMS software tools (Sorted by first publication time in ascending order)
表 3 部分常见交联软件特性 (按首次发表时间升序排列)

pLink 交联肽段搜索引擎在前人工作的基础
上，针对高精度数据，深入挖掘交联质谱谱图离子

特征，设计实现了整套高效的算法，是目前交联鉴

定搜索引擎中的佼佼者．就交联鉴定效果而言，

pLink在 E援 coli全裂解数据中利用简单交联剂鉴定
到 394对交联肽段对，创下了当时的最高纪录．

表 3总结了常见交联软件及其特性．
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Fig. 7 Target鄄decoy FDR control not directly
suitable for CXMS

图 7 交联质谱技术难以用传统方法直接估计 FDR

FDR= ?

FDR= NF/NTTARGET(NT) TEGRAT(NF)

TARGET

(NT)

TARGET

TEGRAT

(NU)

TARGET TEGRAT

TEGRAT

(NF)

交联鉴定

普通鉴定

4援3 交联质谱谱图鉴定结果验证

基于数据库搜索方法的质谱谱图鉴定，在一定

程度上会发生随机匹配，使鉴定结果中存在着不正

确的结果；交联质谱谱图鉴定，也有着同样的问

题．而且，对于交联质谱数据，由于数据库中候选

肽规模庞大，随机匹配更容易发生，一定要有比较

有效的结果评价方法对结果中的假发现率 (false
discovery rate，FDR) 进行控制，才能得到可信的
结果．

在常规数据库搜索引擎中，目前使用最普遍的

假发现率控制方法，是有统计理论基础的目标 -诱
饵库方法 [104-105]．这种方法是将数据库进行处理，

生成含有标记的随机诱饵数据库，合并目标库和诱

饵库之后数据库搜索；在鉴定结果中，利用鉴定得

到的随机匹配到诱饵数据库的谱图数量来估计目标

数据库中随机匹配的数目．可惜的是，由于在交联

质谱中同时存在两条肽段，该方法不能简单使用，

这就需要对结果的评价方法作出改进．

早年的一级谱图鉴定方法中，对结果的判定通

过后期人工读图来进行，如 GPMAW[66]、与 ASAP
联用的 MS2Assign[22]等．人工判定方法处理数据的

通量较低，且由于不同人的判定标准不一致，主观

性大，不易推广．

利用二级谱图肽谱匹配时，由于交联质谱数据

库搜索引擎一般会对二级谱图的肽谱匹配给出一定

的打分，因而打分经验阈值法也是一种常见方法．

其做法是针对引擎的一个或几个打分，利用标注集

等经验判定方法来给出一定的可能分数阈值，对于

分数阈值以下的鉴定判定为不可靠，分数阈值以上

的鉴定作为结果进行输出．这种方法操作简便，使

用容易；不足之处是经验阈值可靠性差，在不同数

据集上往往不具备推广意义，无法控制结果中错误

鉴定的数目．

数据库处理、开放式搜索和特殊可碎裂交联剂

等方法，由于是将交联质谱谱图鉴定问题转化为普

通肽段谱图鉴定问题，所以跟常规数据库搜索引擎

一样，可以沿用传统的目标 -诱饵库方法来估计结
果中的假发现率．在交联质谱谱图数据的随机库构

建方法上，针对交联数据的特点，可以利用随机交

联剂质量或是随机交联位点氨基酸来配置[75]．不

过，这些构建诱饵库的方法也有各自的缺陷：用随

机交联剂质量的方法，随机质量不易把握；随机交

联位点氨基酸的方法，则容易因氨基酸含量上的差

别而造成偏差．

部分引擎直接使用传统的目标 -诱饵库策略进
行假发现率的控制，即用匹配到随机肽段的交联谱

图数目来估计目标肽段的假发现率．由于交联谱图

中存在着全对、半对和全错三种情况 (图 7)，这使
其与常规肽段匹配情况不同．在这种情况下，忽略

半对情况，依靠传统策略用目标库和诱饵库的匹配

数目来进行交联谱图鉴定的假发现率估计，往往是

不准确的．

2012年，中国科学院计算技术研究所 pFind团
队吴妍洁等 [81, 100]和瑞士分子系统生物学研究所

Walzthoeni等[98]，同时提出了在交联谱图鉴定情况

下，利用目标 -诱饵库进行假发现率估计的方法．
在交联谱图鉴定情况下，存在着全对、半对和全错

三种情况，通过一定的统计方法进行推断和估计，

双方提出了同样的交联谱图估计公式：

FDR = NF+(NU - 2*NF)/NT=(NU - NF)/NT

其中，NT为鉴定结果中交联的两条肽段均匹

配到目标库的结果谱图数目，NU为鉴定结果中一

条肽段匹配到目标库，一条肽段匹配到诱饵库的结

果，NF为鉴定结果中两条肽段均匹配到诱饵库的

结果谱图数目．

利用推广至交联谱图情况下的目标 -诱饵库交
联公式，可以有效地进行交联谱图数据库搜索的假

发现率控制，而且操作简单，是目前交联谱图数据

库搜索鉴定结果评估的最有效方法．

5 交联质谱技术的应用

交联质谱技术，主要用于辅助进行蛋白质的结

构分析和相互作用研究．在结构研究中，交联质谱

技术能够提供低分辨的结构信息，与蛋白质三维结
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构预测软件相结合能够有效确定蛋白质的空间构

象．在蛋白质相互作用研究中，一方面，化学交联

能够固定弱的瞬时的相互作用，另一方面，化学交

联能够帮助区分蛋白质之间的直接相互作用与间接

相互作用，确定蛋白质相互作用的界面．

5援1 交联质谱技术在蛋白质结构研究中的应用

化学交联剂的臂长决定了能够被交联的两个氨

基酸的空间距离上限．通过使用相同类型、不同碳

链长度的交联剂，理论上能够更进一步确定被交联

氨基酸的空间距离．与蛋白质三维结构预测软件相

结合，有了化学交联肽段提供的空间距离限制，能

够减少蛋白质结构预测的运算量．当软件预测出多

种蛋白质构象，无法进一步区分哪一种更合理时，

化学交联质谱数据可以辅助排除一些不合理的构

象．对于一些大型的蛋白质复合物，通过不同亚基

之间的交联信息，能够了解这些蛋白质复合物的组

装方式，知道不同亚基之间的相互作用界面．

2000年，Young等[13]尝试寻找成纤维细胞生长

因子 FGF-2蛋白的折叠模型 (protein fold)．仅使用
穿线法 (sequence threading)，两个正确答案 (与
FGF-2同属于 茁-trefoil fold family的蛋白)排名第 5
和第 12位；引入化学交联质谱所提供的空间距离
信息，排名上升至第 1和第 3位．
晶体结构未知的蛋白质及其复合物，例如

nebulin-calmodulin [69]、 calmodulin-melittin [106]、

BSA[102]、AbrB [107]和 bacteriophage P22 procapsids[108]

等也曾用交联质谱方法辅助进行结构判定．除此

之外，交联质谱技术也被应用于晶体结构已知

的蛋白质及其复合物，做为结构信息的辅助验

证 ， 如 CaM/M13 [109-110]、 CYP2E1-b5 [78, 111] 和

CYTOCHROME C[84, 112]等；甚至用于全 E援 coli库的
交联蛋白质鉴定问题中[81-82, 94]．

5援2 交联质谱技术在蛋白质相互作用研究中的应用

5.2.1 固定弱的或者瞬时的蛋白质 -蛋白质相互作用
交联技术与普通的免疫共沉淀实验方法相结

合，能够通过共价键固定弱的或者瞬时的相互作

用．普通的免疫共沉淀实验中使用比较温和的漂洗

条件，大量特异相互作用的蛋白质会被保留下来，

这对于鉴定与目标蛋白质相互作用的蛋白质有利，

不过很多非特异结合的污染蛋白质也会被保留下

来．如果使用比较严格的漂洗条件，虽然能更好地

去除污染蛋白质，但是一些弱的相互作用蛋白质会

丢掉．引入化学交联，可以在目标蛋白质与相互作

用的蛋白质之间形成共价连接，从而保护弱的或者

是瞬时的相互作用，随后使用非常严格的漂洗条件

可以有效去除非特异的蛋白质，同时保留特异相互

作用的蛋白质．

除了能够固定弱的或者瞬时的蛋白质相互作用

外，从免疫共沉淀样品中鉴定得到交联肽段，还能

有效地确定蛋白质之间的相互作用是直接相互作用

还是间接相互作用 (免疫共沉淀技术本身并不能确
定这一点)．以往的尝试中通常使用甲醛交联免疫
共沉淀样品．由于至今无法有效地从甲醛交联样品

中直接鉴定到交联多肽，所以直到最近，化学交联

技术都仅用于固定相互作用，而无法区分蛋白质之

间是直接相互作用还是间接相互作用．

2012年，Yang等[81]成功地使用 BS3交联剂处
理 FIB-1免疫共沉淀样品，再利用 pLink鉴定得到
了交联肽段，从而在固定相互作用的基础上得以进

一步鉴定直接相互作用蛋白质，最终鉴定结果与结

构模型吻合．与以往相比，之所以这种方法能够成

功，一方面是由于在实验步骤上进行了改革和优

化，另一方面则在于软件鉴定算法的进步．同年，

Herzog 等 [113]亲和纯化蛋白磷酸酶 2A (protein
phosphatase 2A，PP2A) 或其结合蛋白的蛋白复合
体，也通过化学交联质谱的方法，揭示了 PP2A通
过不同的调节亚基或桥梁蛋白与不同底物蛋白相互

作用的网络．

5.2.2 鉴定蛋白质相互作用界面

常用的交联剂臂长都很短，从而保证被交联的

氨基酸必定是处在一定的空间距离内．这样，不同

蛋白质之间的交联一般只能发生在蛋白质相互作用

的界面上．通过鉴定交联肽段，能够很好地找到蛋

白质相互作用的界面，帮助解释蛋白质之间相互作

用的机制．

举例来讲，获取蛋白质复合物三维空间形状的

电镜技术和用于研究结构功能关系的点突变实验，

如果结合交联质谱技术，能够使实验更加高效，

更具针对性． Jennebach等 [114]使用交联质谱技术，

从 670 ku、含 15个组成亚基、难以共结晶的 RNA
聚合酶 Pol域转录起始复合物中，鉴定到上百个交
联赖氨酸对，确定了 Pol域与 TFIIF结合的区域．
这项研究工作揭示了 TFIIF如何抑制 Pol域非特异
性结合 DNA 以及如何协助 Pol域定位到启动子
DNA、确定转录起始位点．类似的方法还被用于
解析 RNA聚合酶 Pol玉 [115]和 RNA聚合酶 Pol芋蛋
白复合体的结构[116]．Ciferri等[117]采用电镜结合交联

质谱解析出了 polycomb repressive complex 2(PRC2)
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Fig. 8 Triple鄄linked peptide
图 8 三肽交联形式肽段

酌肽段

琢肽段

茁肽段

交联位点 4

蛋白复合物的结构和亚基之间的组装关系．

5.2.3 全蛋白质组水平研究蛋白质相互作用

对细胞裂解液做化学交联处理，然后使用质谱

鉴定化学交联多肽，能够在整体水平上鉴定蛋白质

之间的相互作用．从大肠杆菌细胞裂解液的交联样

品中，Xu 等 [80]鉴定到了 20 对交联多肽；Rinner
等[82]鉴定到了 71对交联多肽；Yang等[81]在大肠杆

菌全蛋白质组样品的交联实验中鉴定得到了 394对
交联多肽；Weisbrod等[94]利用特殊交联剂鉴定得到

了 708对交联多肽．这其中，Xu、Rinner和 Yang
等利用简单交联剂 BS3或 DSS进行交联肽段搜索
鉴定，Weisbrod等利用特殊合成的可断裂交联剂
PIR将交联肽段断裂成单肽进行单肽段搜索鉴定；
在鉴定结果的假发现率控制上，Xu和 Rinner等利
用分数阈值法和部分已知结构进行验证，Yang等
利用假发现率估计公式按用户设定值进行自动控

制，Weisbrod 等则是使用人工核实的方法进行结
果评估．

这些实验的设计是为了证明交联质谱技术处理

复杂样品的能力．从目前的实验水平来看，利用全

蛋白质组的交联实验鉴定所有相互作用的蛋白质，

不是十分现实，还有很长的一段路要走．但是，我

们不能忽略的是，交联质谱技术各个相关技术环节

都在不断进步，例如，具有富集功能交联剂的不断

优化、质谱仪越来越灵敏、扫描速度越来越快、算

法越来越先进，等等，全蛋白质组水平研究蛋白质

相互作用的研究也许不会很遥远．

6 总结与展望

交联质谱技术结合了传统化学交联方法与现代

质谱方法，作为一种近十几年来新兴的技术，正日

益显示出其在蛋白质结构和相互作用研究中的价值

和意义．高通量、低价格、高精度，结合目前逐渐

完备成熟的软件体系，交联质谱技术在蛋白质结构

和相互作用研究中已逐步成为常规的组学分析技术

手段，在越来越多的实验室得到应用．

目前，在大肠杆菌全细胞裂解液的交联实验

中，用简单交联剂 BS3，最高可以鉴定到 394对交
联肽段；利用特殊设计的交联剂可以鉴定到 708
对．随着交联剂的发展和鉴定算法的发展，这个数

字有望进一步提升．而对于数据库较小的蛋白复合

物，如牛血清白蛋白、核糖核酸酶 A (ribonuclease
A，RNase A)等，在当前的技术水平下，通过一定
的实验和算法优化，对高丰度的交联形式如二硫键

等，全部的交联位点通常均能得到鉴定．

交联质谱技术的发展，除了与质谱仪的发展、

实验技术的进步密切相关之外，主要依托于两条主

线的发展：交联剂的发展和交联质谱鉴定方法的发

展．交联剂上，从传统的化学交联剂，到特别开发

的针对质谱而设计的多种交联剂，各有特点，从而

使研究者在利用交联质谱技术进行研究时，有了更

多选择．交联质谱鉴定方法上，从早年的一级谱图

母离子匹配鉴定，到同位素交联方法的引入、二级

谱图鉴定、二级交联谱图的离子特点挖掘，利用信

息越来越全面，鉴定精度越来越高；算法上，肽谱

匹配打分算法的设计越来越精巧，区分性越来越

强，从只考虑母离子误差大小，到考虑二级谱图的

离子匹配个数，到基于概率的打分模型；鉴定能力

上，从早年只能支持单一纯化样品，到略复杂样品

的小规模鉴定，到复杂样品的大规模鉴定，交联质

谱技术的适用性越来越广．

交联质谱方法上，随着信息学上障碍的逐渐

清除，交联质谱技术有望成为质谱实验室的常规技

术[114]．但是，目前仍存在着众多有挑战性的问题.
举例来讲，由于酶切效率、酶切位点分布等因

素的影响，在常规交联实验中，除了本文综述的两

条肽段交联在一起而形成的二肽交联形式之外，三

条肽段交联产生的三肽交联形式，以及更多肽段彼

此交联产生的多肽交联形式，也是广泛存在的(图 8).
部分蛋白质复合物由于交联位点距离近，在实验中

甚至完全无法得到二肽交联形式的肽段，而只有通

过多肽交联鉴定才能确定其交联产物．但是，由于

多肽交联鉴定问题相对二肽交联鉴定来讲，数据库

规模更大、谱图离子更多、样品复杂度更高，目前

国际国内尚没有太多研究．

除此之外，即使在二肽交联鉴定方面，由于交

联质谱技术本身的数据库规模限制，目前的搜索引

交联位点 3

交联位点 2

交联位点 1
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擎对于超大规模数据库的处理，也依然存在着鉴定

速度低、灵敏度有待提高等问题．

交联质谱领域是一个富有潜力的潜在技术领

域．可以预见，随着前端实验技术的成熟，和后端

算法的完善，交联蛋白质鉴定有望同普通蛋白质鉴

定一样简单有效，得到广泛应用，在科学研究中占

有一席之地．
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Abstract For any protein, its 3-D structure and interaction with other proteins are vital information for the
understanding of its function. Traditionally, NMR and X-ray crystallography are employed to acquire such
information at high resolution. However, application of these methods is limited because they are extremely
demanding for protein purity and quantity, or protein size and crystalizability. Chemical cross-linking in
combination with mass spectrometry (CXMS) is a novel technology developed over the past decade that
complements the traditional methods with its many advantages such as high throughput, low cost and relaxed
sample requirements. Here we review the various aspects of CXMS, including separation and enrichment
techniques, characteristics of common cross-linkers, development of database-search tools for CXMS data,
algorithms for validation of results, and application. The future development of CXMS is also discussed.
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