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摘  要 : 蛋白质组学逐渐从定性研究转向定量研究。在定量蛋白质组学技术中，相对和绝对定量的等量异位

标签 (Isobaric tags for relative and absolute quantitation, iTRAQ) 是应用最广泛的技术之一，具有通量高、稳定

性强及不受样品来源制约等优点，几乎可以对任意样品进行标记，而且可以同时对多达 8 个样品进行定量分析，

有效地提高了通量。iTRAQ 技术不断改进，其定量准确性显著提高，适用的平台越来越多，为微生物、动物、

植物、生物医学领域蛋白质及其翻译后修饰组研究创造了条件。文中综述了高精度 iTRAQ 技术在定量蛋白质

组学研究中的最新发展及其应用。 
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Abstract:  Nowadays, proteomics focuses on quantitative analysis rather than qualitative. In the field of quantitative 

proteomics, Isobaric tags for relative and absolute quantitation (iTRAQ) is one of the most widely used techniques. The advantage 

of iTRAQ is high throughput, high stability and free of the restriction of sample property. iTRAQ is suitable for almost all kinds 

of samples, and up to 8 samples can be analyzed simultaneously by commercially available kit. Along with the development of 

techniques, more and more mass spectrometry (MS) platforms are used in iTRAQ experiments and the accuracy of iTRAQ has 

been improved. iTRAQ has been applied to studies of microorganism, animal, plant, medical and protein post-translational 

modification. Here we review the recent progress in the development of iTRAQ and its applications in quantitative proteomics. 

Keywords:  quantitative proteomics, isobaric tags for relative and absolute quantitation, accuracy 

蛋白质组学是一门新兴学科，主要目的是

从整体水平上研究蛋白的组成及其生物学功

能。与传统生物学研究针对单个蛋白不同，蛋

白质组学同时研究数千乃至上万个蛋白在特定

生物学过程中的变化。高等生物蛋白质组具有

高度的动态范围和复杂性，给蛋白质组学研究

带来了严峻挑战。传统的生物化学技术无法满

足蛋白质组学研究的需求，需要新技术的有力

支撑。蛋白质组学技术的进步可以推动蛋白质

组学研究的发展，每一次重大的技术突破都会

改变蛋白质组学研究的面貌。其中，iTRAQ 是

近年来新出现的一种蛋白质定量技术。自诞生

以来，iTRAQ 技术得到了不断改进，在不同领

域有了广泛的应用。 

1  iTRAQ 技术原理 

iTRAQ 是美国应用生物系统公司 (Applied 

biosystems Inc, ABI) 的 Ross 等[1]于 2004 年发展

的一种用于体外标记蛋白质或多肽的试剂。以 4

标试剂盒为例，该组试剂由 4 种相同分子量的

稳定同位素标签 (Isobaric tag) 组成。每个标签

包括肽反应基团  (Reactive group)、平衡基团 

(Balance group)和报告基团 (Reporter group) 等

3 部分 (图 1A)。肽反应基团可与多肽的 N 端或

赖氨酸侧链的ε氨基共价连接。报告基团的分

子量分别为 114、115、116、117 道尔顿 (Da)，

平衡基团分别为 31、30、29、28 Da。每个 iTRAQ

试剂的报告基团和平衡基团分子量加和相等，

所以不同 iTRAQ 试剂标记的多肽在一级质谱中

分子量没有差异，这种设计不仅可以增强质谱

信号，还可有效地减少混合样品的复杂性。在

二级质谱中，这 3 个基团之间发生断裂，平衡

基团由于中性丢失不能被检测；报告基团可以

被质谱检测到，因而可以用报告基团区分样品
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的来源。由于这些不同样品来源但相同质荷比

的母离子可被选择进行高能碰撞裂解，释放出

代表来源样品的不同质荷比的报告离子和完全

一致的子离子系列。这些子离子系列包含有氨

基酸序列信息，可用于蛋白质鉴定。而这些在

同一个二级谱图中包含的报告离子的丰度代表

了不同来源样品中该特定蛋白的多少，可用于

蛋白质定量分析。 

 
 

 
 
 

图 1  iTRAQ 试剂分子结构 

Fig. 1  Molecular structure of iTRAQ reagents. (A) 4-plex iTRAQ reagents. (B) 8-plex iTRAQ reagents. (C) TMT 
reagents. (D) Low mass mTRAQ reagents. (E) Medium mass mTRAQ reagents. (F) High mass mTRAQ reagents. 
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2  iTRAQ 技术发展趋势 

iTRAQ 技术因其独特的技术优势，问世后

受到了蛋白质组学界的广泛关注，并在应用中

得以不断地改进和优化。iTRAQ 技术包括了 3

个方面的发展趋势，即通量不断提高、适用的

质谱平台逐渐增加以及 iTRAQ 的定量准确性显

著改善。 

2.1  iTRAQ 通量的提高 

Pierce 等[2]通过对分子结构的改进，设计出

可以同时标记 8 个样品的 iTRAQ 试剂，具体结

构并未公开(图 1B)。与 iTRAQ 原理类似的试剂

还有 Thermo 公司的串联质谱标记(Tandem mass 

tags, TMT)试剂[3]。TMT 试剂可以同时标记 6 个

样品(图 1C)。不同标记试剂对蛋白鉴定的影响

不同。Pichler 等[4]研究发现在相同条件下，4 重

iTRAQ 试剂鉴定的蛋白最多，其次是 TMT 试

剂，8 重 iTRAQ 试剂鉴定的蛋白最少。这主要

是因为不同的 iTRAQ 试剂分子量不同，8 重

iTRAQ 试剂加到肽段上的分子量更高，产生的

谱图更复杂，导致常用的搜库软件，如 Mascot、

Sequest 等搜索后给出的匹配结果变差，质谱谱

图分值低，因而在质控过滤时更容易被过滤掉。

因此在相同的假阳性率条件下，8 重 iTRAQ 试

剂鉴定到的蛋白数量最少。 

与传统的细胞培养稳定同位素标记(Stable 

isotope labeling of amino acids in culture，SILAC)

技术相比，iTRAQ 技术可以同时分析的样品更

多。最近美国威斯康辛大学的 Coon 研究小组发

展出一种基于中子编码 (Neutron encoding，

NeuCode)的多重蛋白质组定量技术，它考虑了

由稳定同位素原子核结合能变异引起的细微质

量差异，可根据这种细微的质量差异实现不同

标签标记的区分和定量比较。将 NeuCode 指纹

引入 SILAC 技术，即发展为 NeuCode SILAC[5]。

以赖氨酸为例，这一技术理论上可以达到 39 重

标记。它结合了 iTRAQ 技术高通量和 SILAC 技

术高精度两方面的优点，可能是未来 iTRAQ 技

术发展的一个趋势。 

2.2  iTRAQ 检测平台的发展 

早期 iTRAQ 标记的样品使用飞行时间质谱

(Time of flight，TOF) 进行检测。而在离子阱质

谱(Ion trap, IT)中应用较晚，这是因为传统的离

子阱质谱使用碰撞诱导解离 (Collsion induced 

dissociation, CID) 技术，由于四分之一效应的存

在，同时也由于低质荷比端噪音高，无法检测

低质荷比区域的 iTRAQ 报告离子。Griffin 等[6]

引入了脉冲 Q 点裂解 (Pulsed Q dissociation, 

PQD) 技术，使 IT 质谱可用于 iTRAQ 报告离子

的检测。更高能量碰撞解离  (Higher-energy 

collisional dissociation, HCD) 技术 [7]的引入扩

展了 IT 质谱的检测范围，并且提高了质谱分析  

精度。 

2.3  iTRAQ 定量准确性的改善 

iTRAQ 技术发展的另一个趋势是不断提高

蛋白定量的准确性。蛋白定量时目标蛋白产生

的报告离子容易受到杂质离子产生的报告离子

的干扰，导致定量准确性降低。最近 2 篇发表

在 Nature Methods 上的工作采用新的质谱方法

进行 iTRAQ 分析，试图解决这个问题。其中，

Wenger 等[8]将一级质谱的目标离子进行电子转

移解离 (Electron transfer dissociation，ETD)处

理，ETD 处理改善了定量效果，但并没有完全
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去除干扰离子对定量的影响。在另一项研究中，

Ting 等[9]将蛋白用 LysC 酶解后进行标记，二级

质谱采用 CID 裂解但并不进行定量分析，而是

选择信号最强的带有报告离子的碎片离子再进

行第三级 HCD 裂解，通过三级质谱产生的报告

离子进行定量。因为杂质产生的碎片离子与样

品产生的碎片离子质荷比不同，所以很少有干

扰离子能够进入三级质谱，从而使目标离子的

定量准确度得到提高。使用已知比值(10∶1)的

标准蛋白进行质谱分析，当没有杂质离子干扰

时，蛋白的中位比值为 11.7∶1，而有杂质离子

干扰时，蛋白中位比值变为 3.7∶1。如果采用三

级质谱方法，蛋白的中位比值可恢复为 10.5∶1。

这说明三级质谱方法几乎彻底去除了干扰离子

对定量的影响，有效地提高了定量蛋白质组的

精度。 

三级质谱技术出现后，又得到了不断的优

化。Dayon 等[10]通过将三级质谱与气相分离结

合，并换用胰酶进行酶解，进一步提高了蛋白

鉴定数量。三级质谱方法的质谱周期较长。对

此，Wühr 等 [11]发展了互补 TMT(Complement 

TMT, TMTc)的方法，根据二级质谱中 TMT 试剂

部分断裂的产物进行定量，这些离子含有肽段

和未充分裂解的 TMT 试剂，残余的 TMT 试剂

含有稳定同位素，可以区分样品来源并提供定

量信息。这种方法可以在不增加质谱分析时间

的情况下准确定量，但并非所有的二级质谱图

都含有合适的 TMTc 离子。 

2.4  mTRAQ 技术的引入 

相 对 和 绝 对 定 量 的 不 等 量 标 签 (Mass 

differential tags for relative and absolute 

quantification，mTRAQ)技术是与 iTRAQ 原理类

似的一种技术。与 iTRAQ 的差别在于 mTRAQ

技术的标签并不等重(图 1D、E、F)。mTRAQ

设 计 的 最 初 目 的 是 用 于 质 谱 多 反 应 监 测

(Multiple reaction monitoring, MRM)分析，研究

发现 mTRAQ 也适合鸟枪法测序[12]。随后对质

谱、生物信息等技术的改进提升了 mTRAQ 分析

的质量[13-14]，扩展了 mTRAQ 技术在定量蛋白质

组学中的应用。使用 2-甲氧基-4,5-二氢-1 氢-咪唑

也可以对酶解后的肽段进行不等量标记[15]。 

3  iTRAQ 技术与其他技术的比较 

蛋白质组学定量技术包括基于凝胶的定量

技术和基于质谱的定量技术。近年来，基于质

谱的定量技术逐渐成为主流。基于质谱的定量

技术可分为 3 类：代谢标记技术  (Metabolic 

labeling)、化学标记技术 (Chemical labeling)、

无标记定量技术 (Label free)。3 种方法的主要

区别是对同位素标签的使用不同。以 SILAC 为

代表的代谢标记技术在细胞培养阶段加入同位

素。以 iTRAQ 技术为代表的化学标记技术对抽

提的蛋白和多肽进行同位素标记。无标记定量

技术则不使用同位素标签。不同标记技术各有

其优缺点 (表 1)。 

SILAC 技术要求细胞在同位素标记培养基

中生长一段时间，不能在体外分裂的细胞无法

进行 SILAC 标记。iTRAQ 技术可以对肽段进行

体外标记，因此对样品来源没有限制。此外，

不同 iTRAQ 标记的肽段在一级质谱时形成一个

峰，有利于蛋白鉴定。Pütz 等[16]比较了 iTRAQ

和 SILAC 技术，结果表明 iTRAQ 鉴定到的蛋白

和差异蛋白数量更多。与 SILAC 相比，iTRAQ

的缺点是蛋白经过酶解后再进行标记，这个过
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表 1  不同蛋白定量方法比较 

Table 1  Comparasion of different quantification methods 

Quantification methods Metabolic labelling Chemical labelling Label free 

Sample type In vitro cultured cells Any type Any type 

    

Throughput 2-plex or 3-plex 4-plex or 8-plex 1-plex 

    

Quantification 
number 

Most of identified proteins Most of identified proteins Part of idenetified proteins 

    

Variation sources Protein purification Protein purification, digestion 
Protein purification, digestion,  
separation, MS analysis 

    

Precision High High Low 

    

Accuracy High Low Medium 

    

Requirement of instrument No No High stability of LC and MS 

 

程使得从蛋白质提取到消化为肽段的样品处理

过程无法监控，可能引入人为干扰，增加了实

验误差，影响定量比较的精度。而传统 iTRAQ

技术准确度较差，更加剧了这种定量蛋白质组

学研究的难度。 

无标记定量技术对质谱稳定性有严格要

求，稳定性差的质谱平台难以得到有统计学意

义的定量信息。使用 iTRAQ 技术可以降低对质

谱的要求，而且提高了通量。例如，Wang 等[17]

比较了 iTRAQ 技术与非标记定量技术，iTRAQ

的变异系数 (Coefficient of variation, CV)只有

1.8%，而无标记定量的 CV 值达到了 15.6%，但

在测量变化倍数高的蛋白时，传统的 iTRAQ 的

准确性低于无标记定量技术。Li 等[18]系统比较

了代谢标记、化学标记(iTRAQ/TMT)和无标记

定量技术。结果表明，代谢标记和化学标记的

定量准确度、精确度和可重复性相当，而就定

量精确性和可重复性来说，iTRAQ/TMT 技术还

优于代谢标记技术。但尽管如此报道，由于代

谢标记的理论定量精度更高，因此需要更为细

致、精确的评价。由于不同的技术方法各有其

优缺点，可根据不同的实验目的选择不同的定

量方法。 

4  iTRAQ 技术的应用 

随着技术的进步，iTRAQ 得到了越来越广

泛的应用。iTRAQ 技术用于蛋白定量分析，在

微生物、动物、植物、生物医学等生物材料中

都有应用；此外，iTRAQ 还可以用于蛋白翻译

后修饰研究。 

4.1  iTRAQ 技术用于微生物材料 

微生物结构简单，蛋白成分复杂度低，是
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蛋白质组学研究的理想工具。大肠杆菌是最早

应用 iTRAQ 技术的模式生物之一[19]。此后，

iTRAQ 在微生物研究中的应用不断深入。Wang

等[17]分析了高产油的衣藻和亲本衣藻蛋白的差

别，发现在高产油的衣藻中，参与脂肪酸合成

的蛋白上调，而参与淀粉合成的蛋白下调，从

而促进了油脂的生成。Rivera 等[20]分析了转录

因子 CodY 对葡萄球菌毒力的影响。iTRAQ 分

析表明 CodY 敲除后葡萄球菌的蛋白酶和溶血

素表达升高，增加了细菌的毒力。Lee 等[21]分析

了胆汁盐处理前后约氏乳杆菌蛋白质组变化，

发现差异蛋白涉及胁迫响应、细胞分裂、碳水

化合物代谢等，这有助于益生菌改造。此外，

Komatsu 等[22]将 mTRAQ 技术用于微生物研究，

发现了抗菌蛋白 histatin 5 调控白色念珠菌线粒

体蛋白质组的信号网络。此外，宏蛋白质组指

微生物群落所产生的全部蛋白质[23]，iTRAQ 还

可以用于宏蛋白质组学分析。 

4.2  iTRAQ 技术用于动物材料 

动物样本难以直接进行代谢标记。在模式动

物的研究中，iTRAQ 可以有效解决样品标记的难

题。有机汞对环境造成了严重污染，Cuello 等[24]

用 iTRAQ 技术分析了甲基汞处理前后的斑马鱼

蛋白质组变化，发现 71 个表达改变的蛋白，分析

结果表明甲基汞影响了胚胎发育、蛋白合成、能

量代谢、钙离子稳态等。Sun 等[25]用 iTRAQ 技术

分析了高血压疾病模型小鼠和正常小鼠的差异蛋

白，发现 ATP6-VOA1、ATP6V1D、DLD、MAO-A

等 4 个蛋白可以有效区分疾病小鼠和正常对照。 

4.3  iTRAQ 技术用于植物材料 

植物生长过程中经常遭受恶劣环境，抗逆

反应可以帮助植物对抗恶劣环境，对抗逆反应

的研究有助于提高作物产量。Abdalla 等[26]分析

了抗旱植物维柯萨对脱水胁迫的响应，作者用

模拟脱水的药物处理植物，提取了处理前后的

细胞核，使用 iTRAQ 技术进行定量分析，鉴定

到的差异蛋白涉及信号转导、核浆转运、分子

伴侣等。Alvarez 等 [27]分析了脱落酸 (Abscisic 

acid, ABA)处理的拟南芥 GPA1 突变体蛋白表达

变化，结果显示 ABA 信号和内质网转运有重要

的联系，而 GPA1 既在 ABA 信号网络中发挥作

用，也有独立于 ABA 信号的其他功能。 

4.4  iTRAQ 技术用于生物医学材料 

人体组织或体液是生物标记物的主要来

源。人体组织样本或体液样本无法在体外分裂

或扩增，而且来源有限，极为珍贵，因此 iTRAQ

是一种理想的标记技术，在组织样本的研究中

得到了广泛应用。 

Zeng 等[28]检测了肺癌、转移癌、不典型增

生和正常组织的蛋白表达，鉴定到 102 个显著

变化的蛋白。后期的研究选取 GSTP1、HSPB1 

和 CKB 三个蛋白进行验证，结果表明这 3 个蛋

白的组合对不同病变区分的灵敏度和特异度均

超过 90%。Mangé 等[29]从接受透析治疗的患者

血浆中分离高密度脂蛋白的复合体，使用

iTRAQ 技术鉴定相互作用蛋白，鉴定到 apoC-Ⅱ、

apoC-Ⅲ、serotransferrin 和 haptoglobin 等几个蛋

白，这些蛋白可以预测患者接受透析治疗时出

现并发症的风险。 

Kang 等[30]采用 mTRAQ 技术从结肠癌和癌

旁组织中鉴定到超过 3 500 个蛋白。此外，

mTRAQ 技术还可用于血清、福尔马林固定样品
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中蛋白的鉴定[31-32]。mTRAQ 与 MRM 技术相结

合，也常用于肿瘤标志物的靶向研究[33-34]。 

4.5  iTRAQ 技术用于蛋白质翻译后修饰 

翻译后修饰对蛋白功能有重要的调控作

用，iTRAQ 结合特定的富集技术，可用于翻译

后修饰研究。Reiter 等[35]纯化了氧化应激条件下

酵母的 Pan1 蛋白，酶解后用 iTRAQ 试剂进行

标记，再富集磷酸化修饰多肽，结果表明 Pan1

的磷酸化修饰受到氧化应激的调控。Tian 等[36]

用固相萃取的方法纯化血清糖基化修饰蛋白，

并比较了侵袭性和非侵袭性前列腺癌患者血清

糖基化修饰蛋白。结果表明 Cathepsin L、

Periostin 和 MFAP4 等蛋白在侵袭性肿瘤里表达

升高，这些蛋白可以作为诊断侵袭性前列腺癌

的标志物。Melo-Braga 等[37]用不同的亲和介质

富集各种翻译后修饰蛋白，结合 iTRAQ 标记和

质谱检测，同时分析了蛋白表达谱、磷酸化修

饰、糖基化修饰和乙酰化修饰的变化。他们从

小卷蛾侵染的葡萄果皮中鉴定到 3 059 个蛋白，

其中 899 个蛋白、110 个磷酸化修饰位点、10

个糖基化修饰位点和 20 个乙酰化修饰位点在侵

染前后有显著变化。 

5  展望 

随着后基因组时代的到来，对基因功能的

诠释成为生命科学领域研究的主要内容。定量

蛋白质组学在这个过程中发挥了重要作用，定

量蛋白质组学通过研究与某个功能有关的一群

蛋白表达差异，建立细胞内外信号转导网络，

揭示生命奥秘。iTRAQ 技术以其诸多优点，在

定量蛋白质组学研究中得到广泛应用。本实验

室正在进行的细胞死亡调控机理研究，期望采

用 iTRAQ 技术分析调控细胞坏死的信号网络，

并从中发现新的药物靶标和化疗敏感性标志

物。而这一技术本身的不断进步使其能更有效

地分析生物样本，回答各种生物学问题。将来

iTRAQ 技术会更广泛地应用到生物学研究中，

并极大地推动生物学研究的发展。 
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