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摘要：蛋白质降解及其相关参数对理解蛋白质的生物学功能、研究蛋白降解机制及其调控

手段、以及针对疾病蛋白降解的药物研发等有着重要的意义。由于现有的蛋白质降解测量方法

都存在一定的局限性，本课题立足于建立一种新型的能够高通量检测内源性蛋白降解速率的技

术。该技术基于脉冲-示踪实验原理，通过联用张力诱导的叠氮-炔基环加成反应（SPAAC）和均

相时间分辨荧光共振技术（HTRF），高通量、高精度、高特异性地对目标蛋白进行定量，以计算

其降解速率。通过不断的优化和技术突破，我验证了该技术原理的可行性，并在初步的高通量

实验中获得了成功。 

关键词：蛋白降解 点击化学 均相时间分辨荧光共振 高通量 

  

Abstract: Protein degradation and its parameters are of great importance for us to understand the 

biological functions of proteins, study the mechanism and regulation approaches of protein 

degradation machinery and screen for drugs targeting the degradation of disease-causing proteins. 

Given that available protein turnover rate measuring methods all have certain disadvantages, this 

project is aimed at establishing a novel protein turnover rate measuring technology, which is capable 

of measuring endogenous protein degradation in a high-throughput manner. This technology is based 

on the rationale of pulse-chase, and by combining Strain-Promoted Azide-Alkyne Cycloaddition 

(SPAAC) and Homogeneous Time-Resolved Fluorescence (HTRF), we are able to measure protein 

turnover rate with high throughput, accuracy and specificity. After tries and optimizing, I verified the 

validity and practicality of this new method, and succeed in applied it into a high-throughput way. 

Keywords: protein degradation, Click Chemistry, HTRF, high-throughput 

 

引言 

蛋白质降解其相关参数（降解速度及半衰期等）对理解蛋白质功能、小分子调控

物对蛋白的预期作用、以及针对特定疾病蛋白的降解研发药物有着重要意义。 目前

发现的蛋白质降解途径主要有蛋白酶体降解以及溶酶体降解两种途径。蛋白质通过



 

这两种途径的降解异常时，都可能产生疾病。例如，多种神经退行性疾病（如亨廷

顿病等）[1][2]由变异蛋白的错误折叠及不正常降解引起，而增强溶酶体或蛋白酶体对

疾病蛋白的降解在疾病细胞及动物模型中可以有效的治疗这些疾病[3]。近年多项研

究表明，溶酶体降解的不正常，是导致多种癌症的原因之一[4]。此外，在生物学研

究中，蛋白降解机制的研究对理解蛋白的生物学功能有着重要意义。因此，筛选和

发现调控蛋白降解调控基因和小分子化合物，在医药产业界及生命科学界有着重要

意义及迫切需求。 

目前蛋白质降解速率测量的一般思路是采用脉冲-示踪（pulse-chase）的方法，

即首先将新生成的蛋白标记上某种标记物（脉冲），随后将被标记的蛋白在不存在标

记物的环境中经历正常的降解过程，最后通过相应的方法检测被标记蛋白（示踪），

以计算其降解速率[9]。但现有的各种检测方法都有较大的缺点，并且缺少一种可以

高通量检验特定的内源性蛋白降解的技术手段。经典的检测方法主要利用同位素

35S 标记进行脉冲-示踪实验（Pulse-chase）[5]。但存在对实验室要求高、有安全

隐患、操作流程复杂难以兼容高通量、定量不准确等缺点。由于这些缺点，近年来

又出现了利用蛋白质翻译阻断剂放线菌酮来研究蛋白的降解[6][7]，其优点是操作方

便，并且有可能进行高通量筛选。但缺点主要是非特异性强、细胞毒性大，因此不

适用于研究降解速度较慢的蛋白。而与此同时，很多疾病致病蛋白，例如神经退行

性疾病蛋白等，降解速率缓慢。因此，对于进行这些致病蛋白的研究，生物医学界

需要更好的方法来研究此类蛋白。 

此外，还有很多利用给目标蛋白加标签，再通过标签的检测来测量蛋白质降解

的方法，例如 Bleach-chase[8][9], BL-tag[10] 等。但这些方法的主要缺点有：一、需

要给蛋白加标签，这些标签往往都是几十 kDa 的蛋白，最小也是较长的肽段，所以

对蛋白本身的性质、功能及降解很可能有着较大的影响；二、由于要给蛋白加标签，

所以一般只能用于检测外源表达的蛋白，除非利用较繁琐的耗时很长的基因敲入手

段敲入带标签的融合蛋白基因。 

综上所述，目前已有的蛋白降解检测方法均有重大缺陷。基于这一现状，本项

目意在通过联用叠氮-炔基环加成反应（Azide-Alkyne Cycloaddition，AAC）[11]与

均相时间分辨荧光共振技术（Homogeneous Time-Resolved Fluorescence，HTRF）
[12][13]提供一种测量细胞内蛋白质降解速率的新方法，不仅能够直接检测内源蛋白降

解，而且实现灵敏、准确，并能够兼容高通量。具体地，本课题的思路是使用甲硫

氨酸的类似物 L-azidohomoalanine（L-AHA）在脉冲阶段对新生成的蛋白标记叠氮

基，随后再通过 AAC 反应给尚未降解的被标记蛋白上的叠氮基连接上生物素

（Biotin）[14][15]，在检测阶段通过分别偶联有荧光供体和受体的识别目标蛋白不同

表位的两种抗体，利用 HTRF检测生物素-链霉亲和素免疫沉淀前后目标蛋白的含量，

通过差值反映被生物素标记的目标蛋白含量，从而计算其降解速率。该方法在多个



 

方面具有其他已有的细胞内蛋白质降解测量方法无法取代的优势。 

本项目以已有的前沿技术手段为基础，创新性地设计了新的高通量检测蛋白降

解的技术手段，在多个方面具有其他已有方法无法取代的优势，可用于医药产业界

筛选疾病蛋白降解相关药物，以及学术界对特定蛋白降解相关信号通路的研究，有

着广阔应用前景。 

1 寻找与 HTRF 兼容的 click 反应体系 

本课题技术的思路大致如下图所示： 

 

图 1 实验流程图 

 

在脉冲阶段：用甲硫氨酸的类似物 L-azidohomoalanine（L-AHA）对新生成的

蛋白标记叠氮基，随后再通过 AAC 反应给尚未降解的被标记蛋白上的叠氮基连接上

生物素（Biotin）。在检测阶段：通过生物素-链霉亲和素免疫沉淀来分离被标记的

蛋白和未被标记的蛋白；再用分别偶联有荧光供体和受体的、能识别目标蛋白不同

表位的两种抗体来与蛋白样品发生反应，利用 HTRF 检测生物素-链霉亲和素免疫沉

淀前后目标蛋白的含量，并通过差值反映被生物素标记的目标蛋白含量，从而计算

其降解速率。 

因此，保证均相时间分辨荧光共振技术（ Homogeneous Time-Resolved 

Fluorescence，HTRF）体系和点击化学（click chemistry）叠氮-炔基环加成反应

（Azide-Alkyne Cycloaddition，AAC）体系兼容，是实现高通量的基础之一。 

1.1 CuAAC 无法直接与 HTRF 联用 

最初，我们选用了点击化学体系中较常见的、试剂已经商业化的 CuAAC 反应，



 

但在郁申量师兄的前期实验中我们看到铜/亚铜离子在与蛋白共存时会干扰 HTRF 

信号，具体的，应该是 CuAAC反应体系中的铜/亚铜离子会与蛋白发生相互作用，并

直接释放非特异性信号，从而覆盖 HTRF 的信号。即 CuAAC 反应体系与 HTRF 检测体

系不兼容。并且，在我们的尝试下发现这种干扰无法通过铜离子的螯合剂、硫醇硅

胶来消除。 

1.2 SPAAC 与差减法联用的技术探索 

为了能实现最后向高通量转移的目的，我们又寻找了能不使用铜离子，即非铜

催化的 AAC反应——SPAAC（Strain-promoted AAC）。我们购买了商业化的反应试剂

Biotin DIBO Alkyne，按照说明书的建议来进行 SPAAC 反应，并在尝试过程中将 DIBO

的反应浓度调整为了 5μM，反应温度设定为 37℃。并根据其检测灵敏度较低的问题

将检测阶段的直接法（即在检测阶段用 HTRF检测洗脱液中标记蛋白的含量来表示收

细胞时细胞中标记蛋白的含量）改为间接法（用免疫沉淀前后标记蛋白的含量差来

表示收细胞时细胞中标记蛋白的含量），在实验中得到了理想的结果（如图 2）。 

 

图 2 293T 细胞中 HTT 蛋白的降解曲线 

 

以理论中 0h时标记蛋白的含量为 100%，从图中可以看到，随后 12h、24h、36h、

48h 时刻的标记蛋白含量成指数衰减趋势（纵坐标取对数后拟合曲线即表现为直

线）。拟合得到的曲线满足 y=0.9165e^-0.017x，相关性系数 R=0.9562，由此算得

293T 细胞中表达的野生型 HTT 蛋白的半衰期为 40.7h。虽然该半衰期数据与国际上

其他实验室发表的多个结果有所出入，但得到拟合较好的降解曲线本身，也是该技

术标志性的一个突破了。 

2 高通量技术转移 

在获得降解曲线之后，我开始尝试用 96孔板等高通量实验材料来进行（模拟）

高通量实验，修改了以往流程中与高通量实验不合的步骤，如删去了进行 BCA 检测



 

样品中蛋白浓度的步骤。同时，由于高通量之后每份样品的蛋白含量下降，故一方

面调整了各项操作以适应高通量实验，并初步设定了一套与 96孔板体系相匹配的技

术参数，另一方面对重复数的要求进行了统计计算。 

 

图 3 293T 细胞中标记蛋白含量与检测信号的线性关系图 

 

图 3 中，标记蛋白的百分含量分别为 0%、3.125%、6.25%、12.5%、25%、50%、100%。

可以看到，当标记蛋白含量在 0%-50%时，标记蛋白含量与检测到标记蛋白的含量是成线性关

系的（如图 4），相关性系数 R=0.9456。说明当标记蛋白浓度在一定范围内时，这套高通量技术

是可以准确检测出标记蛋白的含量的，我们可以据该结果调整铺种的细胞密度，从而将蛋白浓

度调整至线性范围内。 

 

图 4 293T 细胞中标记蛋白含量与检测信号的线性关系图（去 100%点） 

 

 



 

3 本技术合理性与正确性的验证 

为了进一步验证该技术确实可以准确反映出细胞内某种蛋白的含量，我又用药

物处理作对照组进行了实验（如图 5）。 

 
图 5 药物处理后细胞内 HTT 蛋白降解曲线图 

 

其中，BFA、epoxomicin、MG-132 分别为三种能阻断蛋白质降解的药物，即用

药物处理后 HTT 的降解速度会变慢，表现在图表上为降解曲线变缓；五个时间点分

别为 0h、12h、24h、36h、48h。而在图上，我们也确实可以看到，与 PC（无药物处

理）组相比，有蛋白质降解阻断药处理的三组均有降解速率明显减小的趋势。虽然

也有奇怪的地方，也就是为什么药物处理的三组的 HTT 蛋白百分含量会随着时间推

移而增高。 

由以上我们可以看到，经过一系列的调整和修改，本课题所建立的技术已基本

可以准确测量出细胞内目标蛋白的含量，并据此刻画蛋白质降解曲线，计算蛋白质

降解速率，可以说，本课题已初步完成。但与此同时，我们也可以看到，实验结果

仍存在一些有待解释、有待改进的地方。在课题结束后，还有待我们进一步优化实

验体系，从而实现该技术的生产化。 
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后记：十分感谢在该课题进展过程中鲁老师以及实验室的师兄师姐对我的指导、

帮助、乃至在生活上的关心和爱护。课题的进展可以说是不容易的，是导师和师兄

师姐们的帮助和启发，才有了该课题今天的结果。 

 

 

 



 

参加该项目的心得和感悟： 

一年前，带着对生命科学的好奇和从事疾病研究的热情，我进入了

鲁伯埙老师的实验室，并在他的指导下申请、开展了该曦源项目。在项

目即将告一段落之际，回首过去一年里与该项目的点点滴滴，不禁感慨

良多。 

科创项目在科研上给我的知识，不仅仅是完成一系列实验这么简

单，在这个过程中我学会了如何用实验实现自己的设想，进一步地，当

设想和实验遇到矛盾时思考并探索出问题所在，然后修正条件、解决问

题。每次一个实验周期结束，我都会和导师、师兄讨论交流实验结果和

过程中遇到的困难，逐渐的，向他们学习到了实验设计的原则和方法，

完善了科学的思维和解决问题的能力，并提高了自己的时间管理和统筹

规划的能力。无论是科研中，还是生活中，这些都让我获益匪浅。除此

之外，在曦源项目的执行过程中，我更学会了如何进行课题汇报、如何

查阅文献资料，可以说得到了系统的科研体验和科研素质训练。  

值得一提的是，在进行这个项目的过程中，我了解到，科研工作者

需要的不仅仅是优秀的科研技能，更重要的是一个严谨的学术态度。在

课题刚开始的一段时间里，除了指导各种实验方法、实验思路外，还经

常特意提醒并监督我详细记录实验笔记，以及定期总结实验工作。慢慢

地，我发现，这种严谨的态度不仅有助于我在写总结时有详细的参考，

更大大提高了我每次实验的可重复性。这一细节也让我意识到，一个研

究项目的成功靠的不是一日之功，而是平时实验中点点滴滴的细致记

录。 



 

而除了学习到基本的实验研究手段、养成了实验研究习惯、体验了

实验过程的辛苦和惊喜外，在曦源项目中我还有一大收获，就是和导师

以及师兄师姐们相处的每一段时光。从捉襟见肘的新手，到逐渐训练成

为可以自己设计并熟练、成功地完成实验的“老手”，这个过程少不了

他们不倦的教诲。课题的进展可以说是不容易的，我时不时就会遇到困

难，但是导师和师兄师姐们一次一次耐心的讲解，手把手的带领，让我

在这个过程中一点点进步。而导师敏锐的学术洞察力、对科研的热情、

严谨的工作态度，也成了我暗暗向自己立下的人生标杆。 

总之，参与这期曦源项目促使我进步、思考，是我学生生涯的宝贵

经验。感谢在这过程中鲁老师以及实验室的师兄师姐对我的指导、帮助、

乃至在生活上的关心和爱护。 
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