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植物蛋白质S-亚硝基化修饰的检测与分析 
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摘要  S-亚硝基化是一种重要的蛋白质翻译后修饰方式, 是指一氧化氮(NO)基团共价连接至靶蛋白特定半胱氨酸残基的

自由巯基, 从而形成S-亚硝基硫醇(SNO)的过程。S-亚硝基化修饰广泛存在于各有机体中, 通过改变蛋白质生化活性、稳定

性、亚细胞定位以及蛋白质-蛋白质相互作用等机制而调控不同的生物学过程或信号通路。在蛋白质S-亚硝基化检测分析方

法中, 最为广泛使用的是生物素转化法(biotin switch assay), 其基本原理是首先封闭未被修饰的自由巯基, 进而将被修饰

的SNO基团特异地还原为自由巯基并使用生物素将其特异标记。被生物素标记的半胱氨酸残基(即被修饰位点)可进一步通

过蛋白质免疫印迹和/或质谱等方法进行检测分析。该文详细描述了植物蛋白质样品的体内和体外生物素转化法的实验流

程, 并对实验过程中的注意事项进行了讨论。 
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一氧化氮(nitric oxide)是一种氮氧化合物, 其化

学式为NO, 相对分子量为30.01, 是一种结构简单的

气体小分子。NO带有自由基, 其化学性质非常活泼。

在常温下, NO为气体, 微溶于水并具有脂溶性, 可以

快速透过生物膜扩散。因其上述性质, NO可以作为一

种气体信号分子, 将细胞内产生的信息传递至周围的

细胞质中, 并参与电子传递反应以及生物体的氧化还

原反应。NO在有机体的诸多生物学过程中都发挥重

要的调控作用。在高等植物中, NO参与调控众多生长

发育过程, 包括开花、种子萌发、叶片形态、气孔开

闭及重力响应等(He et al., 2004; Albertos et al., 

2015; Wang et al., 2015; París et al., 2018; Feng et 

al., 2019; Pan et al., 2019; Zhang et al., 2019a, 

2019b)。此外, NO也参与调控植物对生物与非生物胁

迫的响应(Chen et al., 2009; Yang et al., 2015; 

Lytvyn et al., 2016; Hu et al., 2017; Shi et al., 2017; 

Cui et al., 2018; Zhan et al., 2018; Feng et al., 

2019)。 

NO发挥其生理效应的主要方式之一是对靶蛋白

的特异半胱氨酸位点进行翻译后修饰。NO通过可逆 

地共价结合到蛋白质的半胱氨酸巯基(Cys-SH)上形

成亚硝基硫醇(S-nitrosothiols, SNO), 这一过程被称

为S-亚硝基化修饰(Hess et al., 2005)。S-亚硝基化修

饰通常被认为是一种非酶促反应。然而, 近期的研究

表明, 在特定条件下, S-亚硝基化修饰是一种由众多

相关蛋白质参与的酶促反应过程(Seth et al., 2018)。

与其它类型的蛋白质翻译后修饰(如泛素化、磷酸化

和乙酰化)类似, S-亚硝基化修饰可以在多个层面改

变蛋白质的功能(Hess and Stamler, 2012; Feng et 

al., 2019), 如蛋白质的亚细胞定位、蛋白质与蛋白质

之间的互作、蛋白质的生物学活性以及蛋白质的稳定

性。现有的研究表明, S-亚硝基化修饰通过改变蛋白

质的功能而调控有机体的生长发育过程以及对胁迫

的响应(Tada et al., 2008; Feng et al., 2013; Hu et 

al., 2017; Ling et al., 2017; Iglesias et al., 2018; 
Zhan et al., 2018; Feng et al., 2019; Seth et al., 

2019)。因此, 鉴定S-亚硝基化修饰的靶蛋白以及修

饰发生的位点对于研究NO调控某一特定生理过程的

机制具有重要意义。在解析修饰位点的基础上, 人们

可以通过比较模拟持续S-亚硝基化修饰以及不能发生

·技术方法· 
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修饰的突变对蛋白质功能的影响, 进而揭示靶蛋白特

异位点的修饰对于蛋白质及其参与的生物学过程的影

响(Shekariesfahlan and Lindermayr, 2018)。 

S-亚硝基化修饰发生在蛋白质的半胱氨酸残基

上。一般而言, 蛋白质能否发生亚硝基化修饰取决于

半胱氨酸残基周围的氨基酸组成及半胱氨酸残基在

蛋白质三维结构上的相对空间位置。通过对不同靶蛋

白的修饰位点进行系统分析, 人们发现发生S-亚硝基

化修饰的半胱氨酸残基通常位于一个酸-碱-疏水结构

域中([HKR]-C-[hydrophobic]X[D-E])或偏酸性环境中

(Hess et al., 2005; Hu et al., 2015)。基于上述发现开

发的亚硝基化修饰位点预测软件工具(如GPS-SNO)

能够预测蛋白质中亚硝基化修饰的候选位点(Xue et 

al., 2010)。此外, 利用植物PTM Viewer数据库也可

以预测植物中S-亚硝基化修饰的潜在位点, 其中包括

多个已被实验验证的修饰位点 (Willems et al., 

2019)。与其它蛋白质翻译后修饰类似, 预测的S-亚

硝基化修饰位点及其功能需要实验生物学验证。 

在S-亚硝基化修饰的研究中, 通过生物素转化法

(biotin switch assay)鉴定蛋白质中S-亚硝基化的修

饰位点是目前最常用的方法 (Jaffrey and Snyder, 

2001)。其原理是将未发生S-亚硝基化修饰的自由巯

基用烷化剂封闭, 然后用还原剂(通常用抗坏血酸盐)

将被S-亚硝基化的巯基还原为自由巯基, 继而用生物

素标记新形成的自由巯基。生物素化的半胱氨酸残基

(即被S-亚硝基化修饰的半胱氨酸残基)可以利用生物

素抗体进行蛋白质免疫印迹(western blotting)或通过

液相色谱-串联质谱(liquid chromatography coupled 

to tandem mass spectrometry; LC-MS/MS)技术进

行检测分析。后者也被广泛用于高通量鉴定S-亚硝基

化靶蛋白及修饰靶位点(Hu et al., 2015)。本文对重组

蛋白质的体外生物素转化以及拟南芥(Arabidopsis 

thaliana)体内蛋白质的生物素转化实验流程进行详

细介绍, 并对实验中的注意事项做出具体说明, 旨在

为本领域的研究提供借鉴及帮助。 

1  实验材料 

(1) 纯化后的重组蛋白 

(2) 拟南芥(Arabidopsis thaliana L.)或其它植物材料 

(3) 植物蛋白质抽提物(plant protein extracts) 

2  试剂 

• 棕色离心管: Axygen (Cat No.MCT-150-X) 

• 丙酮(分析纯) 

• Antibodies for target proteins (自制特异抗体或

商用抗体 ; 后者需具有携带特异标签 (GFP、

FLAG或MYC等)的转基因植物) 

• Anti-biotin antibody: Cell Signaling Technology 

(Cat No.7075) 
• Anti-BSA antibody: Proteintech (Cat No.6620 

1-1-Ig) 

• Anti-mouse IgG, goat, HRP-conjugated: EMAR 

(Cat No.EM35110) 

• Biotin-HPDP: Thermo Scientific (Cat No.21341) 

• Biotin-maleimide: Sigma-Aldrich (Cat No.B12- 
67) 

• Bovine serum albumin (BSA): Amresco (Cat 

No.0332) 

• Glutathione (reduced; L-glutathione) (GSH): 

BIODEE (Cat No.DE-J005) 

• HEPES: Sigma-Aldrich (Cat No.H3375) 

• High Capacity Neutravidin Agarose Resin: 

Thermo Scientific (Cat No.29202) 

• Methyl methanethiosulfonate (MMTS): Thermo 

Scientific (Cat No.23011) 

• NaCl: Sigma-Aldrich (Cat No.S7653) 

• Neocuproine: Sigma-Aldrich (Cat No.N1501) 

• IGEPAL CA-630: Sigma-Aldrich (Cat No. I8896) 

• Protease Inhibitor Cocktail: Sigma-Aldrich (Cat 

No.P9599) 

• Sodium dodecyl sulfate (SDS): Sigma-Aldrich 

(Cat No.L5750) 

• S-nitrosoglutathione (GSNO): Sigma-Aldrich 

(Cat No.N4148) 

• Sodium ascorbate: Sigma-Aldrich (Cat No. 
A7631) 

• SuperSignal Western Femto Maximun Sensi-

tivity Substrate Kit: Thermo Scientific (Cat No. 

34096) 

• Triton X-100: Amresco (Cat No.0694) 

3  试剂配方 

• Blocking buffer: 250 mmol·L–1 HEPES, pH7.7, 

4 mmol·L–1 EDTA, 0.1 mmol·L–1 neocuproine, 

2.5% SDS, 200 mmol·L–1 MMTS 

© 植物学报  Chinese Bulletin of Botany



 陈立超等: 植物蛋白质 S-亚硝基化修饰的检测与分析  499 

 

• HE buffer: 25 mmol·L–1 HEPES, pH7.7, 1 
mmol·L–1 EDTA 

• HEN buffer: 250 mmol·L–1 HEPES, pH7.7, 4 

mmol·L–1 EDTA, 0.1 mmol·L–1 neocuproine 

• HEN 2 buffer: 250 mmol·L–1 HEPES, pH7.7, 1 

mmol·L–1 EDTA, 0.1 mmol·L–1 neocuproine, 

1% IGEPAL CA-630, protease inhibitor cock-

tail 

• HENS buffer: 250 mmol·L–1 HEPES, pH7.7, 4 

mmol·L–1 EDTA, 0.1 mmol·L–1 neocuproine, 

1% SDS 

• Neutralization buffer: 25 mmol·L–1 HEPES, 

pH7.7, 100 mmol·L–1 NaCl, 1 mmol·L–1 EDTA, 

0.5% Triton X-100 

• SDS-PAGE loading buffer (5X): 250 mmol·L–1 

Tris-HCl, pH6.8, 10% SDS, 0.5% bromophenol 

blue, 50% glycerol, 5%-mercaptoethanol 

• Wash buffer: 25 mmol·L–1 HEPES, pH7.7, 600 

mmol·L–1 NaCl, 1 mmol·L–1 EDTA, 0.5% Triton 

X-100 

4  设备与软件 

实验设备包括低温离心机、恒温混匀仪、涡旋仪、蛋

白质电泳仪、转膜仪及暗室; 软件用GPS-SNO在线

分析软件(Xue et al., 2010) (http://sno.biocuckoo. 

org/)。 

5  实验程序 

5.1  蛋白质体外生物素转化法 (in vitro biotin 

switch assay) 

(1) 将纯化的重组蛋白质于4°C用HE buffer透析   

过夜;  

(2) 取1–30 μg重组蛋白质加至1.5 mL棕色离心管中, 

加HEN buffer至总体积为200 μL。在黑暗中分别加入

GSH和GSNO至终浓度为200 μmol·L–1 (GSH处理为

阴性对照; GSNO处理准备2份), 将上述样品放入恒

温混匀仪中, 23°C, 800 rpm, 在黑暗中反应30分钟。

后续操作直到步骤(6)均需在黑暗中进行;  

(3) 加入600 μL预冷的丙酮, 于–20°C沉淀蛋白质20

分钟。在4°C, 13 000 ×g离心10分钟, 弃上清。用预

冷的70%丙酮清洗沉淀物2–3次后, 室温下干燥蛋白

质样品2分钟;  

(4) 用200 μL blocking buffer重悬蛋白质样品, 将样

品放入恒温混匀仪中, 50°C, 1 200 rpm反应40分钟;  

(5) 重复步骤(3);  

(6) 加入80 μL HENS buffer重悬样品后, 加入10 μL 

500 mmol·L–1 sodium ascorbate和10 μL 4 mmol·L–1 

biotin-HPDP (其中一份GSNO处理样品不加sodium 

ascorbate, 但加入10 μL HENS buffer, 作为另一阴

性对照)。将上述样品置于恒温混匀仪中, 23°C, 800 

rpm反应1小时以完成生物素标记。以上所有操作步骤

(步骤(1)–(6))均需要避光完成。完成生物素标记后, 

加入不含还原剂的SDS上样缓冲液, 取部分样品进

行SDS-PAGE胶分离和免疫印迹分析;  

(7) 以牛血清白蛋白(bovine serum albumin, BSA)为

例, 10 μg BSA用于起始分析, 取0.2 μg反应后样品

进行SDS-PAGE胶分离和免疫印迹分析 , 以anti- 

biotin抗体检测(图1)。 
 

 
 

图1 牛血清白蛋白(BSA)体外S-亚硝基化修饰的分析检测 

使用biotin-maleimide标记BSA样品, 经SDS-PAGE胶分离后

进行免疫印迹分析。分别采用anti-biotin和anti-BSA抗体作为

第一抗体(primary antibodies; 1:20 000稀释), anti-mouse IgG

为第二抗体(secondary antibodies)。样品信号用SuperSignal 

Western Femto Maximun Sensitivity Substrate Kit检测。曝光

时间分别为20秒(上)和30秒(下)。GSH: 谷胱甘肽; GSNO: S-

亚硝基谷胱甘肽; Asc: 抗坏血酸盐 

 

Figure 1  In vitro analysis of S-nitrosylated bovine serum 

albumin (BSA) 

BSA is labelled with biotin-maleimide, subjected to SDS- 

PAGE and western blotting. Anti-biotin and anti-BSA anti-

bodies are used as primary antibodies, respectively (dilution 

in 1:20 000) and anti-mouse IgG as a secondary antibody. 

Signals are detected by using the SuperSignal Western 

Femto Maximun Sensitivity Substrate Kit. The blots are ex-

posed for 20 sec (top) and 30 sec (bottom), respectively. 

GSH: Glutathione; GSNO: S-nitrosoglutathione; Asc: So-

dium ascorbate 

5.2  蛋白质体内生物素转化法 (in vivo biotin 

switch assay) 

(1) 用液氮研磨粉碎植物材料, 转移粉末至1.5 mL棕 

© 植物学报  Chinese Bulletin of Botany



500  植物学报  54(4)  2019   

 

色离心管中, 迅速加入预冷的HEN 2 buffer, 充分混

匀后于4°C, 13 000 ×g离心10分钟, 转移上清至新离

心管。重复离心2次;  

(2) 测定蛋白质浓度后, 取约200 μg蛋白质加至1.5 

mL棕色离心管中, 加入30 μL 25% SDS, 30 μL 2 

mol·L–1 MMTS, 补充加入HEN 2 buffer至终体积为

300 μL。准备2份样品, 于恒温混匀仪中, 50°C, 1 200 

rpm反应40分钟;  

(3) 加入900 μL预冷的丙酮, –20°C沉淀蛋白质20分

钟。4°C, 13 000 ×g离心10分钟, 弃上清, 用预冷的

70%丙酮清洗3次后, 室温干燥样品2分钟;  

(4) 用240 μL HENS buffer悬浮蛋白质样品, 其中一

份样品加入30 μL 500 mmol·L–1 sodium ascorbate及

30 μL 4 mmol·L–1 biotin-HPDP, 另一份样品加入30 

μL HENS buffer及30 μL 4 mmol·L–1 biotin-HPDP 

(不加sodium ascorbate, 作为阴性对照), 在恒温混

匀仪中, 23°C, 800 rpm反应90分钟;  

(5) 重复步骤(3); 上述实验步骤((1)–(5))均需避光

进行;  

(6) 用300 μL HENS buffer溶解蛋白质, 留取30 μL

样品加SDS-PAGE上样缓冲液作为后续免疫印迹的

阳性对照input。在剩余样品(270 μL)中加入810 μL 

neutralization buffer和30 μL neutravidin agarose 

resin (neutravidin agarose resin 需 要 用 neutra-

lization buffer平衡3次), 混匀后于4°C反应过夜。该

步骤是将被biotin标记的所有蛋白特异性地结合在

neutravidin agarose resin上;  

(7) 反应过夜的样品用washing buffer清洗4–6次后, 

悬浮于SDS-PAGE loading buffer (1X), 100°C煮样10

分钟。经SDS-PAGE胶分离后进行免疫印迹分析。 

6  注意事项 

(1) 高质量的重组蛋白质是体外生物素转化法成功的

关键, 要保证蛋白质纯度高、杂带少。可根据需要选

择不同的标签。His标签分子量较小, 适合纯化分子量

比较小的蛋白质。GST和MBP标签适合纯化分子量较

大以及可溶性较差的蛋白质。选择GST标签时要注意, 

GST本身含有4个半胱氨酸, 且部分半胱氨酸可以被

亚硝基化修饰, 因此需要对载体进行改造, 将半胱氨

酸突变为不能发生修饰的丝氨酸(Feng et al., 2013);  

(2) 部分常用药品母液配置方法如下:  

HEPES: 1.25 mol·L–1, 抽滤除菌 

SDS: 25% (w/v) 

Neocuproine: 10 mmol·L–1, DMSO溶解 

EDTA: 0.5 mol·L–1, pH8.0 

MMTS: 2 mol·L–1, DMF溶解 

NaCl: 4 mol·L–1 

Biotin-HPDP: 4 mmol·L–1, DMSO溶解 

Biotin-maleimide: 4 mmol·L–1, DMSO溶解 

Sodium ascorbate: 500 mmol·L–1, HEN buffer

溶解, 现配现用; 

(3) 用于体外生物素转化法的蛋白质量和反应体积可

根据实际情况进行调整。GSNO的工作浓度可根据蛋

白质的不同适当调整, 在100–300 μmol·L–1范围内均

可, 但是加入的GSNO体积不应超过反应总体积的

1%;  

(4) 丙酮清洗蛋白质时, 将丙酮沿蛋白质沉淀的对侧

管壁缓慢加入, 可适当离心, 防止蛋白质随丙酮一起

被倒出离心管;  

(5) 封闭是体外生物素转化法成功的最关键的一步, 

首先应保证蛋白质完全溶解 , 一般先将HEPES、 

EDTA、neocuproine和SDS混匀, 加入管中, 与蛋白

质孵育5分钟左右, 涡旋震荡, 充分溶解蛋白质后, 

再加入MMTS, 充分混匀, 进行封闭;  

(6) 封闭结束后, 用丙酮清洗蛋白质要彻底, 倒掉丙

酮后将离心管倒扣于吸水纸上, 避免残留的MMTS影

响后续biotin标记;  

(7) 根据实验要求选择不同的biotin标记物, 使用较多

的为biotin-HPDP。Biotin-HPDP与巯基反应, 二者以

S-S键连接, 因此loading buffer中不应含有DTT和β-

巯基乙醇等还原剂。但biotin-HPDP活性较弱, 因此如

果遇到较难检测到修饰的蛋白质可尝试biotin-malei-

mide。此外, 质谱鉴定亚硝基化修饰位点时, 后续操作

较多, 标记物一般选用biotin-maleimide;  

(8) Biotin标记后的样品, 由于反应体系中的盐浓度以

及SDS浓度较高, 条带一般会出现拖尾现象, 尤其是

外侧泳道, 可将样品用PBS等稀释后, 再加蛋白质上

样缓冲液进行电泳;  

(9) 对于细胞质等定位的蛋白质而言, HEN 2 buffer

可满足实验要求。但是对某些核定位的蛋白质, 可考

虑使用HEN/RIPA buffer (250 mmol·L–1 HEPES, 

pH7.7, 1 mmol·L–1 EDTA, 0.1 mmol·L–1 neocuproi-
ne, 1% Triton X-100, protease inhibitor cocktail, 
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0.1% SDS, 1% sodium deoxycholate)制备样品;  

(10) 用于体内生物素转化法反应的蛋白质用量可根

据实际情况进行调整。若蛋白质亚硝基化修饰水平较

低, 可适当增加反应体积、增加样品量;  

(11) 体内生物素转化法完成生物素标记, 蛋白质经

丙酮沉淀清洗后, 后续实验操作不需要避光。在样品

与neutravidin agarose resin结合之前, 蛋白质需要

充分溶解, 避免出现假阳性。 
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Detection and Analysis of Protein S-nitrosylation in Plants 

Lichao Chen†, Ni Zhan†, Yansha Li, Jian Feng, Jianru Zuo* 

Institute of Genetics and Developmental Biology, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101, China  

Abstract  S-nitrosylation is an important protein posttranslational modification, involved in covalently linking a nitric oxide 

(NO) molecule to the thiol group of a cysteine residue to generate S-nitrosothiols. S-nitrosylation regulates multiple bio-

logical processes by modulating protein activity, stability, subcellular localization and protein-protein interactions. The 

biotin-switch assay is one of the most-often used methods to detect and analyze protein S-nitrosylation. In principle, the 

free thiols in a target protein are first blocked, followed by reducing the S-nitrosothiols of the target protein to free thiols by 

ascorbate, which are subsequently labelled by biotin to form biotinylated proteins. The biotin-labelled sample was as-

sayed by immunoblotting and mass spectrometry. Here, we present detailed experimental procedures for the in vitro and 

in vivo biotin-switch methods and give advice on key troubleshooting solutions. 
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