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1994年由澳大利亚Macquarie大学的学者Wilkins
和Williams等提出蛋白质组（proteome）一词，该词为

蛋白质（protein）与基因组（genome）两个词的结合，并

且于 1995年发表于Electrophoresis上，被定义为“一种

基因组所表达的全套蛋白质”[1]。蛋白质组学（pro⁃
teomics）是蛋白质组概念的延伸，是在整体水平上研

究蛋白质组的特性、结构、功能以及活动规律的一门

科学，随着人类基因组计划的完成，生命科学步入后

基因组时代，蛋白质组也逐步成为功能基因组研究的

主要内容之一[2]。

法医病理学的主要任务是运用相关的医学专业

知识解决有关暴力死亡和非暴力死亡的死亡征象、死

亡原因、死亡方式、死亡时间、死亡地点、个体识别以

及致伤物的推断和确定等。然而，在多数死亡案件

中，法医病理学家主要解决的难点问题主要集中在死

亡时间和死亡原因这两个方面，这也是法医病理学的

两个主要科学问题[3]。

随着分子生物学技术的发展，死亡时间（postmor⁃
tem interval，PMI）的推断已不仅仅局限于尸体现象、

尸体化学、法医昆虫学等，在死亡原因的鉴定中有些

死亡案例由于缺乏特异性的指标，很难作出明确的死

亡诊断，如机械性窒息、猝死综合征、过敏性休克等。

利用 DNA[4]、mRNA[5-6]、microRNA[7]以及蛋白质 [8]检测

技术推断死亡时间和判断死亡原因的研究开始逐渐

增多。

近年来，蛋白质组学在临床疾病的研究中应用较

为广泛，主要用于发现新的疾病生物标志物、鉴定疾

病相关蛋白质、提高疾病早期诊断能力、开发新的药

物靶点、研制新型有效的药物等方面 [9-10]。随着蛋白

质组学研究技术的不断成熟，法医病理学也逐渐运用
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该技术方法以更精确地指导法医学实践[11-13]。

1 蛋白质组学的研究手段

1.1 双向电泳技术

双向电泳（two-dimensional electrophoresis，2-DE）
作为蛋白质分离的核心技术，由 KLOSE 和 KLOSE
等[14-15]于 1975年建立经典双向凝胶电泳。2-DE是等

电聚焦电泳和十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳

（sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electro⁃
phoresis，SDS-PAGE）的组合，即具有相同等电点的蛋

白质无论其分子大小，在电场的作用下都会聚集在某

一特定位置，再用 SDS-PAGE将不同分子量的蛋白质

分离，电泳后根据蛋白质的上样量对胶进行染色，经

染色得到的电泳图是个二维分布的蛋白质图，存储凝

胶图像获取蛋白定性和定量信息，利用图像分析软件

分析蛋白质各种信息。

在此技术上，双向差异凝胶电泳技术（two-dimen⁃
sional difference gel electrophoresis，2D-DIGE）[16-17]的

出现大大弥补了 2-DE技术上的缺点，2D-DIGE可在

同一块双向电泳胶中分离多个不同荧光标记的样品，

并第一次引入了内标的概念，从而避免了传统双向电

泳技术胶与胶之间重复性差的缺点[18]。

HERNÁNDEZ等 [19]利用荧光差异凝胶电泳技术，

对患有 2型糖尿病黄斑水肿患者以及患有特发性黄

斑裂孔的非糖尿病患者的玻璃体液进行差异蛋白研

究。结果显示，有 81种蛋白质呈现倍数差异，经过质

谱技术识别出了 25种玻璃体内蛋白，其中检测出的

血红素结合蛋白在 2型糖尿病黄斑水肿患者的玻璃

体液中明显升高，而其他 3种蛋白（β-晶状体蛋白 S、
丛生蛋白和转甲状腺素蛋白）则相反，随后又在另外

18个样本中进行酶联免疫吸附实验（enzyme-linked
immunosorbent assay，ELISA），结果与 2D-DIGE分析

结果一致，进一步证实差异凝胶电泳技术更精确的定

量能力。

1.2 质谱技术

质谱技术（mass spectrometry，MS）[20]凭借其高特

异性、高灵敏度、高自动化等特点，成为蛋白质鉴定的

重要工具及核心技术。蛋白质谱技术 [21]是一种将质

谱仪用于研究蛋白质的技术。其基本原理是用蛋白

酶消化蛋白质后的肽段混合物，在质谱仪中形成带电

离子，经过质谱分析器与检测器后将特定质量与质荷

比（m/z）分离与收集，再通过质量分析器后分析出每

个肽段的m/z，即可得到蛋白质的一级质谱峰图。如

果存在强度较大的肽段离子，那么离子选择器将对其

进行二级质谱分析。蛋白质的鉴定即可通过一次质

谱峰图与二级质谱峰图的比对而得出。目前较常用

的质谱分析仪有液相色谱-质谱联用仪（liquid chro⁃
matograph-mass spectrometer，LC-MS）、气相色谱质

谱联用仪（gas chromatograph-mass spectrometer，GC-
MS）、基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱仪（matrix-
assisted laser desorption ionization- time of flight-
mass spectrometer，MALDI- TOF-MS）等 [22]，谢 增 瑞

等 [23]应用串联质谱法对死者器官中的毒鼠强进行检

测，由于干扰杂质的减少，使得最后的检测灵敏度较

全扫描质谱法大为提高。

1.3 生物信息学技术

生物信息学[24]是现代生命科学与信息科学、计算

机科学、数学、统计学科相互交叉的学科。生物信息

学主要在基因组学及蛋白质组学两方面体现 [25]。在

蛋白质分析过程中，生物信息学的作用不仅仅体现在

数据库的查阅和资料的整合上，在蛋白质组研究领

域，如识别蛋白质、对已知蛋白质结构进行分析等方

面的作用更是至关重要的。高通量、大规模的实验数

据通过生物信息学软件的处理，能够对图像分析、蛋

白质鉴定及比较提供更为快捷的帮助。如基因表达

汇编（Gene Expression Omnibus，GEO）[26]数据库其主

要贮存DNA甲基化、组蛋白修饰和非编码RNA等人

类基因组范围内高通量得到的表观遗传数据。

2 蛋白质组学研究的新技术

蛋白质组学的发展在很大程度上受到技术的推

动，因此，发展更高精度、更高通量、更高灵敏度的研

究技术平台是蛋白质组学研究中的重要任务。

2.1 蛋白质芯片技术

蛋白质芯片（protein chip）[27]是一种新型的生物

芯片，其原理是将标记了特定荧光的已知蛋白分子产

物固定于经过特殊化学处理的固相载体上，根据已知

蛋白分子的特性，捕获能与之特异性结合的待测蛋

白，经过漂洗、纯化，再通过测定芯片上各点的荧光强

度，最后由计算机分析结果，达到测定各种蛋白质的

目的。蛋白质芯片具有可以从小量样品（ng级）发现

低丰度蛋白质、直接用生物样品（血清、体液、尿液）快

速进行分析、高通量的验证能力及优点[28]。

NUERRULA等 [29]运用蛋白芯片技术分析了差异

表达的血清蛋白及其与透明细胞肾癌的临床意义，所

检测出来的差异血清蛋白的m/z分别是 15 953、7 987、
9 304、8 948、5 911，相应的特异性蛋白分别为 Bcl-2
家族凋亡调控蛋白、WAP四硫化物核心蛋白、Krueppel
样因子 8、单核细胞趋化蛋白-1、血清淀粉样蛋白β蛋

白-4，并可能作为肾癌的肿瘤标志物。这些蛋白质对
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透明细胞肾癌有很高的预测价值，可能有助于透明细

胞肾癌的治疗评估、预后和靶向治疗。

蛋白芯片技术在基因表达筛选、抗原抗体检

测、生化反应检测、药物筛选及疾病诊断等方面应用

广泛[30-32]。

2.2 同位素标记相对和绝对定量技术

同位素标记相对和绝对定量（isobaric tags for
relative and absolute quantification，iTRAQ）[33]，其基

本原理为用多种同位素试剂标记（可同时标记和比较

不同的 4种或 8种蛋白质样品）已被裂解的蛋白多肽

N末端或赖氨酸侧链基团，这样会产生成千上万个光

谱、数千个可识别多肽和上百个可鉴定蛋白，然后用

质谱技术对这些多肽进行定量分析，再利用生物信息

学的工具和分析方法对数据进行有效的处理。

HERGENROEDER 等 [34]收集重症颅脑损伤的成

人患者血清，对人体血清样本进行 iTRAQ标记和分

析，在初步鉴定出的 160种血清蛋白质中定量识别出

其中 31种蛋白质的含量在颅脑损伤后发生了显著改

变，可能成为颅脑损伤的潜在生物标志物。随后将颅

脑损伤患者与正常成人血清进行ELISA，实验结果表

明，血清淀粉样蛋白A和C反应蛋白在急性损伤早期

即可出现显著上调，可作为急性颅脑损伤的候选分子。

3 蛋白质组学在法医学中的应用

3.1 死后蛋白质的变化

蛋白质是机体的重要组成部分，机体死亡后，在

多种蛋白水解酶及腐败菌的作用下，机体蛋白质成分

逐渐分解成为氨基酸和小分子含氮物质，含量逐渐减

少直至消失。KIKUCHI等[35]用ELISA试剂盒检测，发

现死后 7 d内大鼠血浆高迁移率族蛋白B1在 4℃时随

PMI 增加不断上升，在 14 ℃和 24 ℃时先增加后减

少。PARMAR等 [36]通过白蛋白与溴甲酚绿染料结合

从而发生颜色上的变化，再对白蛋白-溴甲酚绿结合

物的吸收光谱进行定量，结果表明，脑脊液中的白蛋

白在死后 72 h的降解呈线性，死后脑脊液中白蛋白浓

度的降低可作为推断死亡时间的一个依据。

齐麟等 [37]通过分子生物学方法制备鼠抗人微管

蛋白多克隆抗体，然后利用Western印记法检测死后

24、48、72和 96 h大鼠肾组织中微管蛋白的表达水平，

结果发现，在断颈死亡和溺死这两种死亡原因致死后

的大鼠肾组织中微管蛋白均呈逐步降解的趋势，断颈

死亡模型中，微管蛋白在机体死后 96 h检测不到，但

机体死后 72 h时仍有较高表达，溺死模型中，微管蛋

白在机体死亡后72 h检测不到。机体死亡后体内蛋白

质的变化有一定规律性或呈某种特异性，利用ELISA、

Western印记法等可以对蛋白质进行定性、定量的检

测，但无法大规模、高通量地对蛋白质进行全面筛选

及鉴定。随着蛋白质组学技术的广泛应用，其在推断

死亡时间及死亡原因方面也有所应用。

3.2 蛋白质组学技术在推断死亡时间中的应用

HUNSUCKER 等 [38]利用 2-DE 对小鼠脑组织进

行分离，二维凝胶图像显示在 25 ℃、死后 4 h 内，大

脑中近 1 000个蛋白质中绝大多数是稳定的。同样，

FOUNTOULAKIS 等 [39]用 2-DE 分析大鼠脑组织时发

现，在 23℃的实验环境下，脑组织的蛋白质发生变化

大多都在死亡 24 h之后。KWAK等[40]利用 2-DE和高

效液相色谱-质谱联用（high-performance liquid chro⁃
matography-mass spectrometry，HPLC-MS）在大鼠的

心肌组织和肝组织中发现了 26种蛋白质（包括肌肉

蛋白、氧化相关蛋白、代谢蛋白）的变化规律，心肌

组织中的 ATP 合成酶、心肌肌球蛋白重链 5、Tnnt2
蛋白及结蛋白等 9种蛋白质在死后 48 h内呈逐步降

解的趋势，可作为法医学推断 PMI 的生物标志物。

TAVICHAKORNTRAKOOL等 [41]将蛋白质组学的技术

应用于死后骨骼肌中蛋白的变化，观察到在初始总蛋

白质浓度一致的情况下，经 2-DE图像分析后，处于

4℃的蛋白质斑点总数在 24 h开始下降，而处于 25℃
的蛋白质斑点总数在 12 h就开始下降。经四极杆飞

行时间串联二级质谱法（quadrupole time-of- flight
mass spectrometry/mass spectrometry，Q-TOF MS/MS）
分析鉴定出肌酸激酶、热休克蛋白 27以及肌红蛋白，

这三种蛋白质斑点减少的体积与死亡时间有显著相

关性。

3.3 蛋白质组学技术在推断死亡原因中的应用

在死亡原因的鉴定中有些死亡案例死因比较明

确，容易作出准确的鉴定意见。而有些死亡案例由于

缺乏特异性的指标，很难作出明确的死亡原因诊断。

近些年，有学者尝试利用蛋白质组学技术对推断死亡

原因进行了初步研究。

任磊等[8]用外力打击兔颈动脉窦建立神经源性休

克死亡的模型，利用双向电泳后检测打击兔颈动脉窦

致神经源性休克死亡组及兔空气栓塞致死组的心肌

组织，两组均有 700个蛋白质斑点，其中共有 7个蛋白

质的差异改变在 2倍及以上，在神经源性休克死亡组

中有 5个蛋白质斑点的表达上调，在正常对照组有

2个蛋白质斑点的表达下调。随后进行液相色谱-芯
片质谱的鉴定，表达上调的蛋白有角蛋白 10、α-2B肾

上腺素能受体、超氧化物歧化酶、锌指蛋白 569、热休

克蛋白 70，表达下调的蛋白有膜联蛋白XⅢb、组织因

子途径抑制物。该研究初步说明神经源性休克死亡
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发生了蛋白表达谱的改变，可为临床及法医检案中出

现的疑似神经源性休克死亡案例的诊断提供辅助依

据。法医学实践中，弥漫性轴索损伤（diffuse axonal
injury，DAI）在交通事故所引起的颅脑损伤中占绝

大部分且易导致死亡，尸体检验不易诊断。ZHANG
等[42]采用串联质谱（mass spectrometry/mass spectrome⁃
try，MS/MS）加上 iTRAQ标记技术在DAI小鼠组和非

损伤小鼠组中共鉴定了 1 858种蛋白质，并对其量化

后确定了 10个候选蛋白，经免疫印迹和免疫组化分

析证实，柠檬酸合成酶、突触相关蛋白 25、微管相关

蛋白 1B和Rho相关蛋白激酶 2与DAI具有高度相关

性。DAMMEIER等 [43]为找到多次枪击案件中的致死

原因，用金属片撞击牛的心、肾、肝、肌肉以及肺组织，

模拟枪击案件。经胰蛋白酶消化金属片表面的组织

后，采用 LC-MS/MS运行测量，发现每个样本均约有

14 000个肽段。通过对特征图谱的质谱鉴定，共鉴定

出 1 756种蛋白质。利用统计分析，结合定性、定量的

结果，最终在每种组织中找出相关性最高的 8个蛋白

质。此外，还进行了射击实验验证了结果。该研究表明，

利用蛋白质组学寻找出器官特异性蛋白质对遭受多

次枪击案后找出致死原因有实际意义。ECKHARDT
等 [44]对大鼠的心尖与基部进行了差异蛋白组学的分

析，先从大鼠左右心室从上到下剪取组织提取蛋白

质，取上清液后用 2-DE技术分离蛋白质，将差异表

达的蛋白质斑点进行蛋白质纳米液相色谱-串联质谱

鉴定（nano-liquid chromatography-tandem mass spec⁃
trometry，nLC-MS/MS）最后利用数据库鉴定表达差异

的蛋白质。该研究首次揭示了心脏左、右心室的心尖

处与基部处的多种蛋白质在浓度上存在显著差异。

就左心室而言，5种蛋白质（肌球蛋白轻链 3、乳酸脱

氢酶B链、肌酸激酶M、二氢硫辛酸脱氢酶、相对分子

质量为 60 000的热休克蛋白）在心尖处具有更高的浓

度；在右心室中，2种蛋白质［肌酸激酶 S型和质子泵

烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（nicotinamide adenine dinu⁃
cleotide，NADH）］在心尖处具有更高的浓度。在这7种
差异蛋白质中，有 5种蛋白质参与能量代谢。由于不

同的心脏病变会影响不同的心脏区域，这对在法医病

理学中不明原因心脏性猝死的探究起到提示作用。

3.4 蛋白质组学技术在毒理学中的应用

当毒物进入机体，会扰乱机体的内稳态，器官、蛋

白质以及细胞发生变化，运用蛋白质组学能够找出毒

物的毒性变化、作用机制以及对靶器官的作用。因

此，蛋白质组学能够在毒理学研究中发挥重要作用。

LIN等 [45]应用 iTRAQ 技术对服用何首乌提取物

的小鼠肝组织进行鉴定，一共检测出 23 619个肽段

（10 914个特异性肽段）和 2 040种蛋白质。差异表达

蛋白按其比值进行筛选后共有 588种蛋白质，其中

300个表达下调，288个表达上调。尔后对这些差异蛋

白质应用生物信息学软件分析，如用于注释、可视化

和集成发现的数据库（database for annotation，visua-

lization and integrated discovery，DAVID）分析工具、

韦恩分析（Venn diagram）、通路富集分析得出NADH
脱氢酶家族蛋白和溶质载体家族 16 成员 2（solute
carrier family 16 member 2，SLC16A2）可以被认为是

何首乌造成肝毒性的潜在生物标志物。在日常生活

中所用的塑料水瓶、食物包装都会添加双酚A（bisphe⁃
nol A，BPA），BPA是一种人造雌激素，会引起肝功能

障碍。VAHDATI等 [46]将大鼠灌胃低剂量（0.5 mg/kg）
BPA，30 d后取出肝组织，经 2-DE区分出有差异表达

的蛋白质斑点，再利用MALDI-TOF/TOF 后发现，在

对照组和BPA处理组之间，15种总蛋白和 12种磷蛋

白斑点被差异调节。通过Western印迹分析验证表明，

蛋白表达变化趋势与 2-DE图像分析和质谱鉴定的

结果一致。该研究采用的是基于凝胶的蛋白质组学

方法来鉴定经BPA处理的肝组织的蛋白质生物标志

物，并研究BPA作用的分子机制。

4 展 望

蛋白质组学是一门在蛋白质水平上认识生命机

理的学科，其学术理念和相关技术方法已被广泛应用

于生命科学的各个领域，但在法医学中的研究尚处于

探索阶段。

利用蛋白质组学技术对死后不同时间点的蛋白

质进行精确定量，探寻其变化规律，从而对死亡时间

进行推断，同时利用蛋白质组学技术寻找不明死亡原

因的特异性标志物，进一步探查出蛋白质与蛋白质的

互相作用，甚至DNA-蛋白质、RNA-蛋白质的相互作

用，以阐明不明原因死亡的死亡机制。若能把控蛋白

样品制备和保存的均一化，那么利用蛋白质组学解决

法医病理学研究中的科学问题将成为可能。
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