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摘  要 : 随着基因组测序技术的不断发展，大量微生物基因组序列可以在短时间内得以准确鉴定。为了进一步探

究基因组的结构与功能，基于序列特征与同源特征的基因组注释算法广泛应用于新测序物种。然而受基因组测序质

量以及算法本身准确性偏低等问题的影响，现有的基因组注释存在着相当比例的假基因以及注释错误，尤其是蛋白

质 N 端的注释错误。为了弥补基因组注释的不足，以基因芯片或 RNA-seq 为核心的转录组测序技术和以串联质谱

为核心的蛋白质组测序技术可以高通量地对基因的转录和翻译产物进行精确测定，进而实现预测基因结构的实验验

证。然而，原核生物细胞中存在的大量非编码 RNA 给转录组测序技术引入了污染数据，限制了其对基因组注释的

应用。相对而言，以串联质谱技术为核心的蛋白质组学测序可以在短时间内鉴定到生物体内大量的蛋白质，实现注

释基因的验证甚至校准。已成为基因组注释和重注释的重要依据，并因而衍生了“蛋白质基因组学”的新研究方向。

文中首先介绍传统的基于序列预测和同源比对的基因组注释算法，指出其中存在的不足。在此基础上，结合转录组

学与蛋白质组学的技术特点，分析蛋白质组学对于原核生物基因组注释的优势，总结现阶段大规模蛋白质基因组学

研究的进展情况。最后从信息学角度指出当前蛋白质组数据进行基因组重注释存在的问题与相应的解决方案，进而

探讨未来蛋白质基因组学的发展方向。 

关键词 : 蛋白质基因组学，原核生物，基因组注释，质谱  
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Abstract:  With the rapid development of genome sequencing technologies, a large amount of prokaryote genomes have 
been sequenced in recent years. To further investigate the models and functions of genomes, the algorithms for genome 
annotations based on the sequence and homology features have been widely implemented to newly sequenced genomes. 
However, gene annotations only using the genomic information are prone to errors, such as the incorrect N-terminals and 
pseudogenes. It is even harder to provide reasonable annotating results in the case of the poor genome sequencing results. 
The transcriptomics based on the technologies such as microarray and RNA-seq and the proteomics based on the MS/MS 
have been used widely to identify the gene products with high throughput and high sensitivity, providing the powerful tools 
for the verification and correction of annotated genome. Compared with transcriptomics, proteomics can generate the 
protein list for the expressed genes in the samples or cells without any confusion of the non-coding RNA, leading the 
proteogenomics an important basis for the genome annotations in prokaryotes. In this paper, we first described the 
traditional genome annotation algorithms and pointed out the shortcomings. Then we summarized the advantages of 
proteomics in the genome annotations and reviewed the progress of proteogenomics in prokaryotes. Finally we discussed 
the challenges and strategies in the data analyses and potential solutions for the developments of proteogenomics. 

Keywords:  proteogenomics, prokaryotes, genome annotation, mass spectrometry 

自 1995年首个原核生物实现全基因组测序

至今[1]，基因组测序技术的快速发展已经实现对

古生菌 (Archaea)、 细菌 (Bacteria) 以及真核

生物 (Eukaryotes) 等 3界中 11 176个物种序列

的精确测定，其中原核生物 4 572个，占到了总

数的 40.9% (基于NCBI 2013年 12月统计结果)。

为了充分解析基因组的结构和功能，基因组注

释得到了快速推广[2-4]。相对于真核生物而言，

原核生物基因组基因数目较少，大部分序列属

于编码基因。依托序列预测和同源比对，大量

原核生物基因组得以批量化注释。然而受基因

组测序质量影响以及缺乏合适的校正评估机

制，原核生物基因组注释存在相当比例的假基

因和注释错误，尤其是蛋白质 N端的注释错误，

给充分研究相应物种的生理学机制带来了困 

难[5-6]。为了解决这一问题，多种新兴技术策略

开始采用实验数据集对基因组基因注释进行校

正。最为典型的是以 RNA-seq 或基因芯片为核

心的转录组测序技术 [7]和以串联质谱技术为核

心的蛋白质组测序技术[8]。其中基于串联质谱的

蛋白质组学技术研究可通过大规模、高通量地

测定基因表达终产物蛋白质的序列，是有别于

核酸测序的相对独立的技术手段，不仅可以验

证已注释基因，还可对已注释基因的结构进行

修正和鉴定未被传统基因组注释算法注释的基

因，发现新的基因结构特征。这对于基因组学

本身的发展和研究相应物种的生物学特性具有

十分重要的意义。 

从转录组与蛋白质组的比较来看，原核生

物细胞中存在有大量的非编码 RNA，这给转录
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组测序技术引入了较多的污染数据，限制了其

对原核生物基因组注释的应用[9-10]。相对而言，

以串联质谱为核心的蛋白质组学测序技术可以

在短时间内鉴定到生物体或细胞内大量的蛋白

质，实现对于基因表达最直接的验证，已成为

基因组注释的重要依据之一，“蛋白质基因组学”

应运而生[11]。如今，快速发展的质谱技术令人

们可以对原核生物的基因组有着较高的鉴定蛋

白质比例和鉴定肽段覆盖度，实现基因组注释

的高通量、规模化重注释。利用原核生物基因

组相对简单的特点，通过数据库搜索的方式检

索六阅读框翻译的基因组数据库  (Six-reading 

Frame translated Genome Database) 并与已注释

蛋白质进行比对，可以快速准确检索出注释数

据库存在和不存在的肽段及其对应的基因，在

验证已有注释基因的同时实现对基因组注释的

修正。 

本文首先介绍传统基于序列预测和同源比

对的基因组注释算法，指出其中存在的不足。

之后结合转录组学与蛋白质组学的技术特点，

分析蛋白质组学对原核生物基因组重注释的优

势，总结现阶段大规模蛋白质基因组学研究的

进展情况。最后从信息学角度指出当前蛋白质

组数据进行基因组重注释存在的问题与相应的

解决方案，进而探讨未来蛋白质基因组学的发

展方向。 

1  原核生物基因组注释研究背景 

早在 1995 年嗜血流感菌 Haemophilus 

influenza 被作为首个物种实现基因组全测序之

前，研究者就开始思考探索相应的基因注释方  

案[4]。利用基因组序列特征，一系列基因组注释

软件被广泛地应用于测序结果的基因注释，例如

Glimmer[12]、GenemarkHMM[13]以及 Easygene[2]

等。不同于人或者小鼠等研究广泛的真核生物，

数目众多的原核生物对应的基因组注释很少有

充分的实验验证。大多数原核生物在实现基因

组测序之后，基因结构的确定都会使用自动化

注释软件实现，功能注释则采用同源比对实  

现[2]。随着基因组数目的不断增加，自动化注释

流程在准确性上的不足逐渐显现。已有研究表

明，目前已注释的原核生物基因组中，有一半

以上的基因结构存在注释不准确的现象[2,10]，其

中蛋白质 N 端的注释错误尤为明显，即便是对

于研究广泛的大肠杆菌也是如此[14-15]。造成这

种现象的原因主要有 3 个方面：一是基因组测

序中存在的错误导致注释的不准确；二是通用

性的序列预测特征不一定适用于各个物种，尤

其是对于一些存在于短阅读框区的基因，很难

实现准确预测；三是对原核生物的 N 端缺少合

适的特征，导致 N 端具有较高的注释错误率。

采用序列比对的方式进行功能注释仅适用于物

种间的直系同源基因，对于一些物种特有基因

则无法进行功能注释，这也是原核生物中存在

大量“假定蛋白质”(Hypothetical protein) 的重

要原因。 

为了弥补传统基因组注释方法的不足。具

有高通量、高基因组覆盖度的转录组测序技术

被广泛地应用于基因组注释研究，尤其是真核

生物的基因组校正分析[3,16-18]。然而对于原核生

物，细胞中存在的大量非编码 RNA容易对转录

组测序造成污染，导致一些与非编码 RNA序列

相似的编码 RNA 难以得到准确的测定[9-10]。此

外，由于蛋白质成熟过程中 N 端降解现象的存

在[10,19]，直接对细胞中存在的蛋白质进行高通

量测定更有利于准确注释基因结构，挖掘相应
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基因的生物学功能。 

2  利用蛋白质组数据对原核生物

基因组进行重注释 

以高速发展的质谱技术为核心的蛋白质组

学已经成为后基因组时代研究的热点之一[8]。鸟

枪法策略是目前蛋白质组学领域使用最为广泛

的技术路线。该策略首先对分离得到的蛋白质

混合物进行酶解成为肽段混合物，之后进行液

相色谱分离，最后由串联质谱产出肽段匹配信

息。数据库搜索结合蛋白质水平的质控策略是

目前分析大规模质谱数据的最主要手段[20-21]。

在得到高可信的肽段鉴定列表之后，通过蛋白

质装配获得鉴定蛋白质列表，进而确定样品中

鉴定得到的表达基因及其相应的匹配肽段。 

相对于转录组测序而言，目前蛋白质组学

技术的最大问题是基因组鉴定覆盖度偏低。以

人类相关研究为例，已有的大规模蛋白质组学

数据集的基因组覆盖度一般在 50%−60%之间，

而转录组数据的基因组覆盖度一般在 70%以 

上[22-23]。造成这种现象的原因主要是蛋白质在

时空表达上的差异以及质谱技术的局限[24]。相

对于真核生物，原核生物基因组相对较为简单，

对应的基因数目也相对较少。单细胞结构以及

相对简单的表达调控机制，有利于用蛋白质组

学技术对细胞内的所有蛋白质进行高通量   

测定[25]。 

2.1  蛋白质组学数据进行基因组重注释基本

原理 
利用蛋白质组学数据进行基因组重注释的

首要任务是构建六框翻译数据库，即人为地将

双链DNA按照三联密码子的排列方式穷举所有

的可翻译蛋白质，每两个终止子之间的 DNA序

列定义为一个“开放阅读框”(Open reading frame, 

ORF)。原核生物不含内含子，采用六编码阅读

框方式直接翻译基因组序列，并与已注释的蛋

白质序列库合并进行数据库搜索，找寻相应的

鉴定肽段，从而在验证并修正已注释基因结构

的同时发现未注释基因。 

鉴定得到的高可信肽段会被分成两类：一

类是属于已注释基因的肽段，主要用于验证相

因基因注释的准确性；另一类是不属于已注释

基因的新肽段。根据这些新肽段与已注释基因

的邻近关系可以进一步分成 4类，如图 1所示。 
 

 
 

图 1  新肽段编码序列与已注释基因染色体位置邻近关系 
Fig. 1  The relationship between novel peptides and annotated genes on the chromosome. 
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第一类是新基因，即新肽段处于一个独立的阅

读框中，并且不与已注释基因有过多重叠。第

二类是注释基因 N 端的延伸，要求新肽段与原

注释基因在同一个阅读框内。第三类是注释基

因 C 端的延伸，通常对应于终止子测序错误、

核苷酸突变或终止密码翻译通读。第四类是注

释基因发生了具有阅读框移动的延伸，即新肽

段与已注释基因相邻或者部分重叠，但是不处

于同一个阅读框中，并且没有充分的证据证明

新基因的存在。第四类新肽段的产生可能是由

于基因本身翻译后的移码 (Frameshift)[26]，但更

主要是由于基因组测序错误所导致[27]。 

尽管原核生物不需要像真核生物一样在六框

翻译数据库搜索时考虑搜索空间过大的问题[28]，

但仍需要在常规质量控制[29]的基础上对新肽段

进行更加严格过滤卡值，以降低新肽段鉴定错

误匹配的可能[30]。在鉴定得到新肽段列表之后，

需要对其进行质谱证据以外的验证。目前常见

的新肽段验证方式主要有 3 个：一是采用序列

特征分析、同源比对以及功能分析等方式在信

息学角度进行验证；二是采用 RT-PCR[31]对特定

的基因表达区域进行验证；三是采用合成肽段

的方式确认谱图匹配的准确性或者结合质谱多

离子反应监测 (Multiple reaction monitoring，

MRM) 和选择反应监测  (Selective reaction 

monitoring，SRM)[32]技术进行验证。 

2.2  蛋白质基因组学发展历史与现状 
早在 1995 年，Yates 等已经将蛋白质组数

据应用于 DNA序列库搜索[33]，但并没有系统地

对某个物种的基因组注释进行修正。蛋白质基

因组学始于 2004 年 Jaffe 等对于肺炎支原体的

研究[34]。尽管当时技术条件有限，但对于像支

原体等规模很小的基因组 (约 810 kb) 以及相

对简单的细胞结构，他们验证了 81%的注释基

因，并利用蛋白质组学数据修正了将近 10%的

已注释基因结构。随着蛋白质组学技术的不断

发展，越来越多的人们开始质疑基因组测序及

其注释的准确性，并采用以质谱为核心的蛋白

质学组技术对基因组注释进行修正。 

表 1 列举了近十年来原核生物蛋白质基因

组学的部分研究成果。基因组重注释对于样本

制备或数据没有特殊要求，对计算资源的需求

也相对较小，原核生物蛋白质基因组学研究已

经形成了数据产出→六阅读框翻译数据库搜 

索→新基因挖掘的流程化模式。研究显示通过

蛋白质基因组学鉴定的新基因的数目与数据规

模也呈现出一定的正相关性。随着时间的推移，

单一的重注释分析已经难以吸引人们的眼球，

研究者开始关注于新基因或者已有基因形式修

正的生物学意义。比如 Baudet 等对沙漠奇异球

菌Deinococcus deserti的研究专门关注于N端注

释的修正[35]，而不是全谱的覆盖，因此即使其

鉴定基因数目不多，也可以实现对于 60个基因

N 端注释的修正，并验证了若干对生理机制十

分重要的非经典起始编码的基因。Gupta等在对

奥奈达湖希瓦氏菌 Shewanella oneidensis的研究

中不仅关注于新基因和 N 端注释的修正，还对

翻译后修饰进行了系统研究，发现并验证了 9

种高可信体内修饰，成为首个针对翻译后修饰

的蛋白质基因组学研究[36]。在定量方面，Chen

等对腾冲嗜热杆菌 T h e r m o a n a e r o b a c t e r 

tengcongensis 在不同温度环境下的基因表达状

况进行了基于同位素标记  (Isobaric tags for 

relative and absolute quantitation，iTRAQ) 的定

量比较分析[37]，找到了高可信的温度相关基因，

并用转录组手段进行了验证。尽管该文未进行 
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表 1  原核生物蛋白质基因组注释主要研究成果 
Table 1  List of proteogenomic analyses in prokaryotes 

Species Annotated coding genes1) Coverage (%) Modified ORF2) Year Reference

Mycoplasma pneumoniae 689 81 41 2004 [34] 

Rhodopseudomonas palustris 4 836 58 196 2006 [38] 

Shewanella oneidensis 4 928 39 38 2007 [36] 

Deinococcus deserti 3 455 39 59 2009 [39] 

Mycobacterium smegmatis 6 717 14 118 2009 [40] 

Deinococcus deserti 3 459 10 67 2010 [35] 

Mycobacterium tuberculosis 4 012 79 153 2011 [25] 

Ruegeria pomeroyi 4 252 47 37 2012 [35] 

Bradyrhizobium japonicum 8 317 32 108 2013 [30] 

Escherichia coli 4 309 61 107 2013 [41] 

1) Based on the number mentioned in the paper; 2) Including the novel genes and modified gene models. 
 
新基因的挖掘，但提示研究者们不断发展的蛋

白质组学定量技术可以和基因组注释的修正相

联系，更好地揭示相关物种的生物学特性。 

具有较高基因组覆盖度以及鉴定肽段覆盖

度的蛋白质组学数据可以对现有的基因组注释

进行有效的修正，但却必须建立在该物种基因

组测序正确的基础上进行。此外，受环境变化

等因素的影响，原核生物功能和进化相对较大

的多样性[27]也会令这些物种的基因组发生一定

的改变。为了弥补这一点，蛋白质基因组学的

研究不再局限于单一物种，开始对多个物种进

行比较分析，以期实现交叉验证，进一步提升

基因注释修正的规模和准确性。 

2.3  比较蛋白质基因组学 
在基因组时代，利用物种间亲缘关系进行

同源比对获取相应基因的注释信息十分常见。

蛋白质组学测序通量的不断提升促使人们得以

在蛋白质水平比较不同物种的表达差异。这对

于揭示近源微生物表型差异发挥了重要的作 

用[42]。从注释修正的角度考虑，参考多个物种

的基因组序列及其注释情况还有助于校正基因

组测序中存在的错误，弥补蛋白质组测序目前

还普遍存在的肽段覆盖度不足的难题。比较蛋

白质组学研究可以分成两个层面：一是在实验

数据层面进行比较；二是在数据分析层面进行  

比较。 

在实验数据层面进行比较分析是指对若干

近源物种的蛋白质组学数据进行比较分析，在

实现基因组重注释的同时还可以在蛋白质层面

比较相应物种的表达差异，找寻重要的功能基

因。2008年 Gupta等首先对希瓦氏菌 Shewanella

的 3 个近源菌株进行了比较蛋白质基因组学研

究[43]。通过确定 3个菌株共有的直系同源基因，

提升了这些基因的鉴定肽段覆盖度，降低了单

肽段蛋白质比例。在注释修正方面，除了传统

的新基因挖掘和 N 端注释的修正，该工作还发

现了 12个移码现象以及相当比例的基因组测序

错误。此后，对多个近源物种 (一般 2−3个) 的
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基因组进行蛋白质水平的比较分析，成为了蛋

白质基因组学研究的新趋势，比如 Alexova等对

铜绿微囊藻 Microcystis aeruginosa 的比较分  

析[44]、Schrimpe-Rutledge 等对 3 种耶尔森氏菌

Yersinia 菌株的研究[45]以及 Zhong 等对钩端螺

旋体 Leptospira interrogans 致病基因的分    

析[46]等。 

尽管对多个物种的蛋白质组数据进行比较

分析有利于提升鉴定基因的比例并提升基因组

重注释的质量，但也提高了实验操作的负担，

尤其是只需要对单一物种进行分析的情况。针

对这一问题，人们开始在数据层面进行比较蛋

白质基因组学分析。即仅对单一物种进行蛋白

质组学测序，并以该物种为核心，其他物种为

背景进行比较分析，最终只对核心物种的基因

组注释进行修正。这种分析策略一般需要引入

多种与核心物种近源的背景物种，以提高注释

修正的准确性。比如 2009 年 Gallien 等对耻垢

分枝杆菌 Mycobacterium smegmatis的质谱数据

进行数据库搜索时，还同时考虑 16种分枝杆菌

近源菌株[40]，有效地提升了 N 端注释的修正数

目。由于使用了较多的背景物种，合理地确定

直系同源基因是比较蛋白质基因组学研究的重

要问题。目前使用较为广泛算法可以分为两类：

一是以 PipeAlign [47]和 MUSCLE [48]为代表的多

重比对算法，优点是多物种比较、准确性高，

不足之处是运算速度慢；二是以 Remm 等使用

的方法为代表的两两比对算法[49]，可以快速找

出两个物种的直系同源基因。 

比较蛋白质基因组学可以实现基因组学与

蛋白质组学的优势互补，提升基因组重注释修

正基因的规模与准确性，并已成为如今原核生

物蛋白质基因组研究广泛使用的策略[11]。 

3  原核生物蛋白质基因组学研究

存在的问题与对策 

尽管针对原核生物的蛋白质基因组注释已

经得到了广泛应用，但仍然存在许多技术瓶颈

需要解决。在实验技术层面，蛋白质组学相对

偏低的鉴定肽段覆盖度严重降低了 N 端的修正

效率，需要采用具有针对性的技术手段对 N 端

进行专门分析[40]，而不是一味地进行大规模蛋

白质组学数据产出。在信息学层面，尽管原核

生物基因组中无内含子存在，采用六阅读框翻

译构建数据库的方式仍然极大地提升了数据库

中候选肽段数目，并且会引入相当比例的假阳

性结果，致使新肽段鉴定可信度低于原有的注

释肽段[50]。现在广泛使用的比较蛋白质基因组

学分析策略，在搜库时加入了同源物种蛋白质

序列，提高了蛋白质序列的冗余度，也会影响

基于正反库的质量控制策略对错误发现率 

(False discovery rate, FDR) 的估计。因此在数据

库构建时，应尽可能地排除完全不可能的肽段

序列，在同源基因层面估计结果的 FDR，并对

新肽段进行单独的质控控制。在信息整合方面，

从质谱数据分析到新肽段的确认与验证，一直

没有合适的标准去衡量相应操作的可靠性。过

多的人为操作不仅降低了结果的可重复性和可

信度，也降低了分析的效率。在蛋白质组学数

据通量不断提升的今天，大量微生物的蛋白质

组学数据将会涌现，一套完整的高通量、自动

化基因组重注释流程显得十分重要。Kumar 等

在 对 慢 生 型 大 豆 根 瘤 菌 Bradyrhizobium 

japonicum进行蛋白质基因组分析时，推出了半

自动化分析流程 Genosuite[30]，可以规模化的完

成基因组重注释并对结果进行展示。尽管
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Genosuite 没有整合基因组序列预测信息与同源

信息，但是其从谱图到肽段再到蛋白质的多搜

索引擎整合质量控制体系也开启了蛋白质基因

组学流程化分析的先河，为原核生物的批量化

重注释奠定了基础。 

4  小结与展望 

后基因组时代，整合转录组与蛋白质组等

多组学数据，明确基因的结构和功能，对于揭

示相应物种的生物学特性具有十分重要的意

义。蛋白质基因组学结束了蛋白质组学与基因

组学独立研究的状态。利用蛋白质组学实现基

因产物高通量、高肽段覆盖的鉴定，可以有效

地对原有基于序列预测和同源比对的基因组注

释结果进行修正。比较蛋白质基因组学策略的

出现，令大量基因组测序错误得到修正，终结

了基因组学独树一帜的局面。尽管现阶段蛋白

质基因组学研究在质量控制与信息整合等方面

还有一些问题需要解决，但在蛋白质组学数据

快速产出并得以共享的大背景下[51]，相应的信

息学问题将很快得以解决。未来蛋白质基因组

学研究将可能向 3 个方面迈进：一是多组学整

合，即充分整合基因组、转录组与蛋白质组学

的数据特征，提高基因组注释的准确性；二是

规范的自动化分析流程，保证注释修正的可靠

性；三是不再拘泥于原核生物，现有的质谱分

离技术以及算法的不断改进，真核生物基因组

注释的大规模修正也正逐步得以推广[52]，并将

成为未来蛋白质组学研究的热点之一。 
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