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摘要 高分辨率质谱技术的快速发展使得“自顶向下”的蛋白质组学(top-down proteomics)研究逐渐成熟起来．在完整蛋白质
水平上研究蛋白质组可以提供更精准、更丰富的生物学信息，特别是对于蛋白质上发生了多种关联性的翻译后修饰的情况．

另外，由于基因突变、RNA 可变剪接和大量蛋白质翻译后修饰的存在，同一个基因往往最终会产生多个 “蛋白质变体”
(proteoform)，而要准确地鉴定这些蛋白质变体，也离不开“自顶向下”的蛋白质组学．在蛋白质水平上的分离技术、质谱技
术与生物信息学技术是完整蛋白质鉴定最关键的三项技术．高效的分离技术是实现规模化蛋白质变体鉴定的前提，有效的质

谱碎裂是提供可靠鉴定的核心，而快速准确的质谱鉴定算法则是数据分析效率的保障．本文对这三项技术进行了详细总结，

重点集中在生物信息学相关技术上，包括对完整蛋白质的质谱数据预处理、数据库搜索鉴定以及翻译后修饰定位等几个计算

问题的讨论．
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蛋白质组学是 21世纪初生物学的研究热点，
其中，规模化的蛋白质鉴定是计算蛋白质组学中的

一个基础问题[1]．目前广泛采用的方法是称为“自

底向上”(bottom-up，BU)的策略：通常先将蛋白
质的复杂样品进行酶切产生肽段的混合物，然后通

过液相色谱等技术将这些肽段的混合物进行分离，

进而通过质谱技术将肽段碎裂，并根据碎裂谱图中

的离子峰信息进行数据库搜索来鉴定肽段，最后将

鉴定到的肽段进行组装、推理获得样品中所含有的

蛋白质[2-3]．所谓“底(bottom)”一般是指肽段，而
“上 (up)”则是指由肽段到蛋白质的推理过程，
“自底向上”蛋白质鉴定策略的基本思想是“从局

部推断整体”．

当前，蛋白质的 BU鉴定技术正向着深度和快
速覆盖全蛋白质组的方向发展，这主要源于质谱采

集速度的大幅提升．2013年 10月 Coon研究组发
表的论文[4]实现了一小时鉴定酵母的 3 977个蛋白
质，覆盖了酵母正常表达的约 4 500 个蛋白质的
88%，他们在文中定义了“深度覆盖”的含义为检
测到正常表达蛋白质的 90%，这样，在蛋白质的

鉴定数量上接近“深度覆盖”酵母的全蛋白质组；

然而，仍有 14%的蛋白质(538个)仅鉴定到了一个
肽段，鉴定蛋白质的序列覆盖率平均也仅有 18%，
这说明采用“自底向上”以肽段为研究中心的方

法鉴定到的蛋白质序列覆盖率很低，大约存在

10%～20%鉴定到的蛋白质，“仅窥独树，未览森
林”．在这种情况下，当需要从鉴定到的肽段完成

蛋白质的组装时，由于蛋白质变体(proteoform[5])之
间在氨基酸序列上的高度相似性，往往会导致蛋白

质推理结果的不确定性[6]，其本质是由于 BU方法
天然的信息缺失所导致的．另外，翻译后修饰之间

的关联信息往往对生物过程的调控起着关键作用，

如果一个蛋白质上同时发生了多个翻译后修饰，

BU分析方法中的酶切过程使得肽段与蛋白质之间
的归属信息缺失，导致要分析这些不同修饰之间的
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年度

Fig. 1 Publications of top鄄down mass spectrometry
(2000～ 2013)

图 1 Top鄄down质谱技术的年度发表论文数量
(2000～ 2013)

关联变得困难．上述 BU技术上的局限性阻碍了
“自底向上”蛋白质组技术的深入应用．

为了缓解 BU技术上的局限性，“自中向下”
(middle-down，MD)的蛋白质组技术采用了不同的
生物酶，它可以获得较长的肽段，如 6.3 ku以上的
肽段[7]．这样，MD可以分析鉴定较长的肽链上同
时发生的几个翻译后修饰，相比 BU方法来说，它
可以分析的肽段范围更广，在多泛素化链结构[8]和

单克隆抗体[9]等分析上获得了应用．

“自顶向下”(top-down，TD)的蛋白质组技术
则不再需要酶切的过程，直接以完整的蛋白质为分

析对象，它可以提供完整蛋白质更精准、更丰富的

生物学信息，从根本上解决了上述 BU中存在的问
题[10-16]．所谓“顶(top)”是指对完整蛋白质分子质
量的准确测定，而“下(down)”则是指通过串联质
谱技术实现对完整蛋白质的碎裂．这样，通过完

整蛋白质的质量及其碎裂谱的信息可以实现真正意

义上的蛋白质鉴定，它的序列覆盖率可以达到

100%[10]，而基于 BU策略的主流技术覆盖率则小于
20%[11]，也就是说，蛋白质还有超过 80%的序列部
分处于未鉴定状态．相比而言，TD能够保留多种
翻译后修饰之间的关联信息，因而在蛋白质组学的

研究中逐渐成为与 BU和MD技术优势互补的、前
景看好的新技术方向．

基于学科发展的需要，本文对“自顶向下”的

蛋白质组学分别从分离技术、质谱技术与生物信息

学技术等三个方面进行了详细的阐述，并对当前生

物信息学中质谱分析的计算问题进行了专门分析，

最后给出了其面临的技术挑战和未来的发展趋势．

1 “自顶向下”的蛋白质组学

人类蛋白质组项目(human proteome project)的
目标是确定组成人体的所有蛋白质分子，以更好地

理解和检测各种疾病，以及为药物治疗而制定一个

蛋白质的参考列表[11]．随着质谱技术的快速发展，

人类蛋白质的鉴定数目不断被刷新，在 20 128个
蛋白质编码基因中，从质谱数据、抗体、氨基酸

测序和 3D 结构等方面得到验证的蛋白质达到了
15 646 个，除去 638 个可疑的 (dubious)，仍有
3 844个蛋白质目前还没有实验上的证据[17]．要寻

找到这 3 844个“丢失的蛋白质(missing proteins)”，
高度同源的蛋白质需要考虑，因为当前基于质谱技

术的鉴定策略多是采用基于酶切的方式，鉴定到的

蛋白质是以“组(group)”的方式呈现的，这样，当

鉴定到的肽段同时匹配上几个高度同源的蛋白质时

就无法确定哪些蛋白质是真实存在的，这样的现象

在人类蛋白质中大量存在[17]．以完整蛋白质为研究

对象的“自顶向下”的蛋白质组学，为解决这个问

题提供了新的思路和技术实现的可能，这主要也是

源自最近几年内质谱技术的快速发展．

早期的质谱技术主要用途是测量元素的同位

素，之后出现了可以测量小分子的质谱．20世纪
80 年代末电喷雾离子化 (electro-spray ionization，
ESI)与基质辅助激光解吸附离子化(matrix-assisted
laser desorption and ionization，MALDI)两项软电离
技术的发明，使得质谱技术可以在测量生物大分子

上得到广泛的应用，以肽段为中心的质谱分析已经

成为当前蛋白质鉴定的常规手段．随着高分辨率质

谱技术越来越成熟，直接测量完整蛋白质的分子质

量与蛋白质的碎裂谱成为可能．质谱技术的发展还

可以直接测量蛋白质复合体的质谱．从上述质谱技

术的发展过程来看，可测量的对象由小逐渐变大，

从元素到小分子，从肽段到蛋白质，再到蛋白质的

复合体，这反映出了质谱技术发展的趋势，同时也

反映出了蛋白质研究的技术需求．

最近几年，随着用于完整蛋白质分析的质谱

技术越来越成熟，特别是以轨道回旋离子阱

(orbitrap [18-21])质量分析为核心的质谱仪器的进步，
越来越多的研究集中到完整蛋白质的质谱分析上．

图 1 给出了查询谷歌学术网 (Google Scholar)在
2000～2013 年发表论文中主题词包含“top down
mass spectrometry”的数量，特别是 2007年后增长
明显，这说明质谱技术在 TD研究中起着非常关键
的作用．
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最近两年，在国际学术界围绕“自顶向下”

蛋白质组学的研究交流十分活跃．2012 年 3 月
国际上成立了 TD 联盟 (consortium for top down
Proteomics)，该组织的使命是促进完整蛋白质综合
分析的革新研究、合作与教育[22]．在 2013年 3月
出版的 Nature Methods 期刊上，该组织联合发表了
“蛋白质变体(proteoform)”的定义，它用于表征由
同一个基因形成的所有不同的蛋白质分子，主要来

源有基因突变、可变剪接和翻译后修饰等[5]．2013
年 1月 24日至 27日在美国的 Florida召开了第 25
届美国质谱学会 Sanibel Top-down质谱技术国际会
议，吸引了来自 16个国家的 135位研究人员参加，
会议包括 26个邀请报告、8个墙报介绍的短报告
和 34个墙报展出，会议内容覆盖了完整蛋白质分
析的三个主要方面，即分离技术、质谱技术与生物

信息学技术[15, 23]．另外，在 2013年 6 月，国际期
刊 Analytical Chemistry 和 Journal of Proteome
Research联合出版了关于 top-down蛋白质组学的
虚拟专辑(Virtual Issue)，汇总列出了之前两个期刊
曾出版过的 64篇论文，包括 1篇综述、29篇分离
技术、28篇质谱技术和 6篇蛋白质鉴定信息学方
面的论文[24]．2013年的美国质谱年会上也有 19个
关于 TD技术方面的专场报告[25]．所有这些都显示

出 TD技术最近在快速发展，在解决具体的生物学
问题中也开始发挥出不可替代的作用[26-32]．一个成

功的应用例子，如文献[33]采用了 TD技术和质谱
成像技术相结合，研究了神经发育过程出现失调的

蛋白质标记物，发现有 22个蛋白质发生了相对丰
度的变化，进而对它们的功能进行了进一步的分

析．目前，国际上也已有关于 TD技术相关的综述
论文发表，如文献[34-37]，文献[38-40]则专门讨
论了关于大蛋白质的鉴定问题．这些文献在分离技

术和质谱分析两个方面论述较多，本文归纳了这些

文献的内容，并在生物信息学方面进行了较为详细

的讨论．另外，国内还未见系统综述最新 TD技术
的相关文献发表．

一般地，TD技术主要包括完整蛋白质的分离
技术、质谱技术和生物信息学技术三个方面，如

图 2所示．前端的蛋白质分离主要是为了降低质谱
分析进样的复杂度，提高质谱数据的“纯度”和信

噪比，高效的分离技术是实现规模化蛋白质变体鉴

定的前提．质谱分析主要包括测量完整蛋白质的准

确分子质量和获得蛋白质的碎裂谱图两个方面，其

中最关键的质谱碎裂是可靠鉴定打分算法依赖的核

心．后端的生物信息学分析必须依靠高效的算法和

软件来完成，蛋白质变体的鉴定目前主要依靠数据

库检索的方法来实现，所以快速准确的蛋白质质谱

检索算法就成为获得最终蛋白质变体鉴定结果的保

障．最近 2～3年，这些技术发展迅速，尤其是分
离技术和质谱技术的发展使得可以分析的蛋白质规

模得到了大幅度提升．目前 TD技术已经可以实现
上千个蛋白质的鉴定[41-42]，并逐渐变为现实可用的

技术[14]．下面将分别具体介绍这些技术的发展．

2 完整蛋白质的分离技术

早期的 TD研究主要集中在纯化的单个蛋白质
或者蛋白质复合体上，由于这些样品的复杂度不

高，在蛋白质层次上的分离方法研究与应用并不

多．随着分析样品的复杂度增加，特别是对全蛋白

质组的复杂样品分析，在质谱分析之前进行有效的

蛋白质分离可以显著地降低样品的复杂度，提高质

谱分析的效能，实现高通量的蛋白质鉴定．因此，

当前对蛋白质分离技术的研究已经成为 TD中最活
跃和最基础的部分，也是技术进展最显著的部分，

而且它已经使得分析整个蛋白质组成为现实．其

实，已经广泛使用的二维凝胶电泳本身就是对蛋白

质混合物的分离，但由于其回收率低、实验操作耗

时耗力、重复性差等因素，在 TD研究中并没有取
得很好的使用效果．在 BU中广泛采用的液相色谱
分离技术也主要是适用于肽段的有效分离，在完整

蛋白质水平上的直接分离应用效果也并不理想，其

中的主要原因在于蛋白质与肽段在理化特性上的差

异．因此，寻找适用于蛋白质、并且能够实现高通

量地有效分离就成为 TD研究中的一个基础问题．
目前，最有效的蛋白质分离方法主要分为离线

(off-line)与在线(on-line)两种方式，前者以 Kelleher

Fig. 2 Three main techniques for top鄄down proteomics
图 2 Top鄄down蛋白质组学中的三项主要技术

完整蛋白质的
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2援2 在线分离技术

虽然离线分离技术可以实现高通量的蛋白质鉴

定，但是由于分离出来的组分(fraction)需要手动收
集，效率和自动化程度较低，因此，发展在线的高

效分离方法是提高分离效率的另一条技术路线．在

线分离方法的代表是以 RPLC和WCX-HILIC相结
合的分离技术，如图 4所示[43]．WCX主要依据蛋
白质的静电荷多少进行分离，它由蛋白质分子的

pI和溶液的 pH共同决定，在阳离子交换柱上，只
有 pI 大于流动相 pH 的蛋白质在柱子上保留，而
pI小于或等于流动相 pH的蛋白质不保留，即使它

们的 pI值彼此之间有差异，也都作为溶剂峰同时
被直接冲洗出来．HILIC可以被看作是正相色谱向
水性流动相领域的延续，其流动相是水相缓冲液及

有机溶剂，固定相是强亲水性的极性吸附剂，如硅

胶键合相、极性聚合物填料或离子交换吸附剂．这

些固定相的共同特点是它们和水的作用力很强，因

此属于“亲水性”．由于使用水溶性有机溶剂、高

有机相流动相、低的缓冲盐浓度、不使用离子对试

剂、与质谱检测良好的兼容性和灵敏度等优点，应

用方面也越来越广，特别是在发生翻译后修饰的蛋

白质分离上逐渐被广泛采用．

Fig. 3 Four鄄dimensional separation platform for intact proteins[41]

图 3 完整蛋白质的四维分离平台示意图[41]

(a)等电位点聚焦分离. (b)多重 GELFrEE分离. (c) RPLC与质谱分析.

实验室发展起来的“四维离线分离”方 法[41-42]为

代表；后者以 Ljiljana实验室发展起来的弱阳离子
交换 (weak cation exchange，WCX)结合亲水交
互 液 相 色 谱 (hydrophilic interaction liquid
chromatography，HILIC)在线分离方法[43-44]为代表．

2援1 离线分离技术

Kelleher实验室发展起来的“四维离线分离”
平台如图 3所示[41]．首先蛋白质混合物进行等电位

点聚焦(isoelectric focusing，IEF)，它主要依据蛋白
质的等电位点进行分离(图 3a)，与其他分离方法相
比，它具有更高的分辨率和分离精度．接下来上述

分离物进行凝胶洗脱液相分离截留电泳(gel elution
liquid-based fractionation entrapment electrophoresis，

GELFrEE)，依据蛋白质的分子质量进行分离
(图 3b)，具有更高的样品回收率，可以很好地与其
他分离方法相连接．这两种分离方法的结合，再加

上 LC-MS(图 3c)构成了完整的四维蛋白质分离平
台，显著提高了蛋白质分离的通量．在对人类

HeLa细胞蛋白质组的分析中鉴定到了 1 043个蛋
白质(对应 3 093个蛋白质变体)，在鉴定数量上较
之前的最好结果提升了 10倍．最近在 H1299细胞
蛋白质组的分析中鉴定到了 1 220个蛋白质(对应
超过 5 000个蛋白质变体)[42]．四维离线分离平台真

正实现了组学规模上的完整蛋白质鉴定，解决了之

前困扰 TD的低通量问题，代表了 TD研究中分离
技术上的一个里程碑．

(a) (b) (c)
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Fig. 4 On鄄line separation platform based on RPLC/WCX and HILIC[43]

图 4 RPLC/WCX和 HILIC在线分离平台示意图[43]

V：Valve(阀)；W：Waste(废弃物)；MS：Mass spectrometer(质谱仪).

在图 4分离平台右侧的第一维分离中，V1和
V2 两个纳米流量阀用于样品注入 SPE1柱和分离
柱 1(RPLC)．V3、V4、V5和 V6 四个阀用于第二
维分离．第一维的分离组分被载入 SPE2和 SPE3
两个柱，然后分别用两个WCX-HILIC柱来进行第
二维的分离[42]．此分离平台适用于复杂的翻译后修

饰蛋白质的分离，如组蛋白(histone)，文献[44]中
采用该方法鉴定到了 708个组蛋白的变体，实现了
高灵敏度和高通量鉴定复杂的翻译后修饰蛋白质．

在 TD分离技术中，除了上述介绍的两类方法
外，还有毛细管电泳(capillary electrophoresis，CE)
和强阳离子交换(strong cation exchange，SCX)等，
由于应用较少，这里就不再赘述，文献[37]中总结
了目前常用的各种蛋白质分离技术．

一个高效的蛋白质分离系统，特别是分析复杂

的蛋白质样品，如人类蛋白质组，可以大大降低质

谱分析的负担，减小进入质谱仪的蛋白质“拥堵程

度”，人们追求的理想分离效果是使得要分析的蛋

白质能够“排队”依次进入质谱仪中进行分析．然

而，由于分离技术的局限性和样品的复杂度所限，

现在还没有这样理想的分离平台，还需要进一步研

究开发更好的分离技术，因为高效的蛋白质分离技

术是实现规模化蛋白质变体鉴定的前提．

3 完整蛋白质的质谱技术

与肽段的质谱分析相比，蛋白质的质谱分析难

度更大，也更依赖于质谱技术的进步，对于每一个

完整的蛋白质分子，利用质谱技术获得其准确的分

子质量和信息丰富的串联质谱是可靠鉴定的基础，

因此，TD质谱技术的研究主要包括两个方面：a．
利用高分辨率质谱技术测量完整蛋白质的准确分子

质量；b．利用高精度的串联质谱技术获得完整蛋
白质的碎裂质谱图．

3援1 蛋白质分子质量的准确测定

完整蛋白质的准确分子质量对于蛋白质的鉴定

和翻译后修饰分析可以提供判定信息，因此，在

TD质谱分析中首要的任务是获得蛋白质的准确分
子质量．其实，两种软电离技术 ESI和 MALDI的
发明就是针对生物大分子，如蛋白质分子．ESI可
以获得带多个电荷的蛋白质离子，它在一级质谱分

析中可以清晰地显示出同一个蛋白质分子因带不同

的电荷状态而形成不同的同位素峰簇．图 5给出了
一个实例，同一个蛋白质分子，所带电荷数可清晰

地看到从+7～+19，共 13种不同的电荷状态，每
个谱峰(如果局部放大，实际为系列同位素峰)上都
标注出了电荷数．如果把某个电荷状态对应的谱峰

局部放大，如+15，则可以看到图中箭头右侧的放
大图，在高分辨率质谱仪上可以清晰显示出系列同

位素峰．由于同一个蛋白质变体具有同一个质量，

这样根据图中不同电荷状态对应的谱峰信息，就可

以推断出该蛋白质变体的分子质量，这个过程一般

称为“去卷积(deconvolution)[45]”．
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Fig. 5 An example of MS1 from an intact protein
图 5 完整蛋白质分子的一级质谱图实例

右上角的局部放大图对应的是带 15个电荷该蛋白质分子的同位素峰簇，数据来自文献[44].

3援2 蛋白质的串联质谱技术

串联质谱数据中包含了用于推断序列的氨基酸

信息，因此，如同鉴定肽段的串联质谱作用，完整

蛋白质的串联质谱数据也是序列鉴定的基础．不

过，由于蛋白质的分子质量一般要比肽段大得多，

如何使蛋白质分子在质谱仪中碎裂而产生信息丰富

的、利于鉴定的串联质谱数据在技术上则具有较大

的难度，存在的主要问题包括碎裂能量的选择、多

电荷谱峰的处理、检测灵敏度的提高等等．早期的

蛋白质碎裂质谱技术主要使用低能量的碰撞诱导裂

解(collision induced dissociation，CID)．虽然对于
大多数肽段而言，CID可以获得丰富的碎裂信息，
但对于完整的蛋白质分子，CID碎裂得并不充分，
主要是在有限的少数几个肽键处断裂，如氨基酸 P
的 N端，或氨基酸 D和 E的 C端等．这样，如果
蛋白质上发生了翻译后修饰，低能量的 CID谱图
往往不足以确定这些修饰发生的位点，如发生磷酸

化或糖基化的蛋白质．McLafferty等发展起来的电
子捕获裂解 (electron capture dissociation，ECD)技
术更适合用于完整蛋白质的碎裂，它克服了 CID
的不足．ECD是采用自由的热电子与多电荷的蛋
白质离子相互作用，作用过程中产生蛋白质分子的

断裂，主要产生以 c和 z为主导的碎片离子，由于
ECD是非各态遍历(non-ergodic)的，它可以保留发
生修饰的基团在碎片离子上，相比 CID，ECD可
以准确判断修饰的位点[46-47]．因此，在 TD研究中
获得了一些重要的应用[47-48]．不过，由于 ECD 主
要是配置在价格昂贵的傅里叶变换离子回旋共振

(fourier transform ion cyclotron resonance，FTICR)质
谱仪上，其推广应用受到了仪器方面的局限．Hunt
等针对这个问题，研制了与 ECD机理类似的电子
转运裂解(electron transfer dissociation，ETD)技术，
与 ECD所不同的是 ETD是通过携带电子的阴离子
与肽段或蛋白质离子相互作用，它可以在应用更普

及的离子阱型质谱仪上实施[49]．ETD 不仅在肽段
鉴定，特别是发生翻译后修饰肽段鉴定上得到了应

用[50-51]，而且在完整蛋白质的鉴定上也得到了很好

的应用效果[52-55]．ECD 和 ETD 成为完整蛋白质碎
裂的首选方法．另外，最近几年发展起来的高能碰

撞裂解(high-energy collision dissociation,HCD)也开
始应用于完整蛋白质的碎裂[56]．

3援3 用于完整蛋白质分析的质谱仪

在质谱仪器方面，有多种不同类型的质谱仪曾

应用在 TD研究中，包含了常用类型的质谱仪器，
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文献[10]中给出了早期使用的质谱仪．虽然高分辨
率、高精度的质谱仪在蛋白质分子质量的测量方面

具有精度方面的优势，但根据上述图 5中所示的蛋
白质完整分子 ESI一级质谱的特点，对于低分辨率
的质谱仪，也可以推算出蛋白质的分子质量(虽然
同位素峰不足以确定电荷)．当然，现在的 TD 研
究还是更多地使用高分辨率的质谱仪，主要原因是

它能够解析蛋白质的同位素谱峰，进而确定电荷数

和分子质量．特别是最近几年，越来越多的 TD研
究开始使用 Orbitrap 系列的质谱仪 [18-21, 42, 44]．虽然

Orbitrap质谱仪在 2005年才开始商业化，但其在
蛋白质组学中的应用已经普遍．Orbitrap 具有
FTICR级别的测量精度而又不需要超导磁场，这使
得它的使用和维护更加方便．同时，它还可以与其

他更灵敏的质量分析器结合起来组成混合的质谱

仪，如 LTQ-Orbitrap等．TD的研究更依赖于高精
度的质谱仪，随着新一代 Orbitrap仪器的开发，其
分辨率和测量速度得到了进一步地提升，已经成为

TD研究中的主力仪器[20, 42, 57]．

4 完整蛋白质分析的生物信息学技术

当前，TD研究中面临的最大挑战不是分离技
术，也不是质谱技术，而是质谱数据分析的算法与

软件，即生物信息学技术[58]．前文介绍的 TD研究
出版虚拟专辑[24]中，分离技术和质谱技术的论文分

别占 46%和 44%，而生物信息学方面的论文还不
到 10%，这也说明亟需开展生物信息学方面的研
究．与肽段的质谱数据处理相比，蛋白质的质谱数

据处理技术的挑战主要体现在蛋白质的谱图更加复

杂，数据库检索的规模更大，缺少有效的算法和数

据处理软件．

与肽段的谱图相比，完整蛋白质的谱图更加复

杂，质谱数据处理起来也更加棘手，这源于在蛋白

质的一级和二级谱图中，高电荷离子比较典型(如
图 5的一级谱)，而在常用酶切的肽段谱图中，大
多数离子不超过 3个电荷．另外，由于蛋白质分子
及其碎裂后的离子质量范围更宽，大质量离子的同

位素峰数更多．由于质谱仪的测量范围一般是固定

的，大量高电荷、高质量离子的谱峰出现导致谱峰

的混叠现象更普遍，使得谱图的解析更加困难．目

前，在肽段的谱图处理上已经有很多的软件可选

用，而在蛋白质质谱数据解析上则缺少有效的软

件，很多时候不得不依赖手工处理和校验．

除了蛋白质的质谱数据本身表现出的复杂性，

在数据库检索方面也面临着巨大计算量的挑战．在

蛋白质鉴定中，我们需要考虑蛋白质不同的变体形

式，如何根据蛋白质的序列生成要匹配的候选变体

成为不同于肽段搜索的一个计算难题．一般地，在

肽段鉴定中，我们容许肽段上发生的修饰数目较

少，如 3个修饰位点，这主要是由于肽段序列的平
均长度相对蛋白质要短很多．然而，对于完整的蛋

白质，发生翻译后修饰等变化的位点数目可能要多

很多，这样，我们容许一个蛋白质序列上的可变修

饰位点数就会增加，例如 10～20个，再考虑到每
个位点上可能修饰类型的不同，组合起来容易产生

巨量的蛋白质变体形式．以组蛋白 H4为例，虽然
这个蛋白质只有 102个氨基酸，是一个小蛋白，但
在这个蛋白质的靠近 N端区域，经常会发生多种
翻译后修饰的组合，特别是发生在 K和 R上的就
可能有乙酰化、甲基化、二甲基化、三甲基化等

等．通过 UniProt 数据库提供的信息预测出的 H4
变体形式理论上就达到了 260亿的规模[59]，如何产

生、存储和管理这么大规模的变体形式，需要高效

的生物信息学算法等技术的支持．

在生物信息学技术方面，类似于肽段的质谱鉴

定方法，完整蛋白质的鉴定主要也是采用数据库搜

索的方法．因此，如何衡量蛋白质质谱与蛋白质变

体匹配的好坏成为设计和实施一个新的蛋白质搜索

引擎的核心．在搜索数据库之前，一般需要将蛋白

质的原始质谱数据转换为一个标准的谱峰列表(如
单电荷、单同位素质量)，这样便于后续程序的处
理，这个转换过程称为蛋白质质谱数据的预处理．

在肽段的高分辨率谱图中，单同位素峰一般较容易

识别；而在蛋白质的高分辨率谱图中，特别是大质

荷比的离子，单同位素峰往往不显著，需要通过估

算判断，在信噪比较低或信号干扰的情况下，容易

产生估算偏差，这是完整蛋白质质谱数据预处理时

需要专门考虑的问题．

4援1 完整蛋白质质谱数据的预处理

2000年 Horn等[45]开发了针对生物大分子的质

谱数据预处理算法 THRASH，采用了一种“减法
式谱峰发现(subtractive peak finding)”的方法来寻
找可能的同位素峰簇，进而通过最小方差拟合理论

同位素峰与实验同位素，确定最高谱峰的质量．另

外，他们还提出了一种新的计算谱峰信噪比的方

法，其基本思想是利用所有谱峰的强度统计直方

图，认为噪音峰的强度分布应是最密集，对应于统

计直方图的最高点，由此确定了噪音的基线后，重
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Fig. 6 Flowchart of MS鄄Deconv[60]

图 6 MS鄄Deconv的流程图[60]

新定义信噪比 S/N为：
S
N = Ipeak-Ibaseline

FWHM
其中 Ipeak，Ibaseline分别为谱峰的强度和噪音基线

的强度，FWHM(full-width half maximum)为噪音峰
的宽度，采用分布的半峰宽．THRASH 算法已经
实现在很多的软件系统中，成为 TD质谱数据预处
理的主要算法．虽然 THRASH算法已经被广泛应
用，但随着质谱数据规模的增大，其计算速度比较

慢也成为一个未解决的问题，这主要是由统计密度

函数的计算本身需要比较大的计算开支所导致的．

另外，THRASH算法对于重叠的同位素谱峰处理
效果也不够理想．

2010年 Liu等[60]开发了针对完整蛋白质的质谱

数据预处理算法 MS-Deconv，采用了组合算法来
解决去卷积的问题，特别是对于同位素峰簇重叠或

部分谱峰叠加的情况．它首先产生大量的候选的同

位素包络(isotopomer envelope)，然后用图(graph)来
表示这些候选同位素包络间的关系，通过动态规划

算法寻找图中的最优路径，获取最高打分的同位素

包络，最后提取对应的单同位素峰质量，完整流程

如图 6 所示．与其他处理方法不同，MS-Deconv
处理的不是单个包络，而是批量的包络，这样更容

易获取最优的包络．在具体数据上的性能评测比较

中，MS-Deconv比 THRASH多识别出了 20%的谱
峰，速度提升了 33倍[60]．

4援2 完整蛋白质的数据库搜索鉴定算法

在蛋白质数据库搜索鉴定算法中，主要有

ProSight和 MS-Align+，是采用了不同的方式处理
发生翻译后修饰的蛋白质鉴定问题．

ProSight是第一个 TD质谱鉴定算法，采用了
如下的泊松分布概率打分模型[61]：

Pf, n= (xf)n伊c-xf

n!
(1)

x= 1
111.1 伊2伊(Ma伊2) (2)

x忆= 1
111.1 伊2鬃+1伊(Ma伊2) (3)

其中，Pf, n表示串联质谱中 n个碎片离子中有 f
个离子随机匹配上了谱峰的概率，x表示碎片的某
一个质量在平均意义下匹配上某个碎裂离子的概

率，计算方法如公式(2)所示，氨基酸的平均分子
质量为 111.1 Da，匹配离子类型考虑两种(CID或
HCD的 b和 y离子，ECD或 ETD的 c和 z离子)，
Ma为质量匹配的容差，其对应的匹配窗口是长度

为 2倍的 Ma，这样就得到了计算公式(2)．如果还
考虑 鬃种修饰，那么每种修饰会增加 2种新的离
子谱峰，分别为 b+修饰，y+修饰(CID或 HCD碎
裂谱)，这样，公式(2)就调整为公式(3)．有了上述
的概率模型，对于实际的匹配离子数目就可以带入

公式(1)中计算蛋白质与谱图随机匹配的概率 Pf, n分

数，这是 ProSight核心的打分部分．文献[50]中还
对此打分模型的适用性在理想的情况下进行了分

析，结果表明，在搜索 5 000个蛋白质的数据库时，
如果离子的匹配误差是依0.1Da，那么只要匹配上
3～4个碎片离子，鉴定的可靠度就可以达到 99.8%.

ProSight算法搜索数据库查询蛋白质的方式包
括如下三种[62-64]：

a．通过完整蛋白质的分子质量；
b．通过谱图获得的序列片段；
c．通过上述两种方法的结合．
在生成蛋白质变体的虚拟数据库 (virtual

database)上，ProSight采用了一种称为“鸟枪法标
注(shotgun annotation)”的方法，其实质上是根据
数据库中已有的标注信息自动枚举生成蛋白质变体

的所有可能形式，比如突变、可变剪接和翻译后修

饰等，形成与蛋白质质谱数据进行匹配的虚拟数据

库．这种方法减轻了蛋白质变体与其质谱匹配打分

的负担，但它的局限性是可扩展能力弱，如果变体

形式来源太多，则容易导致“组合爆炸”的现象．

如组蛋白 H3.1理论上就可能有 40万亿个不同的变
体；一个 4M大小的蛋白质数据库，变体形式需要
的存储空间能达到 30G，这么大规模的变体使用标

从选取的包络中提取单同位素质量

转换最优路径为选取的包络

寻找包络图中最优路径

构造表示候选包络的图

生成候选的同位素包络
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甲基化 二甲基化乙酰化

Fig. 7 Three proteoforms with different
PTM combinations

图 7 不同的修饰定位组合辨别不同的三个蛋白质变体

注数据库的方式全部生成在实施中已经变得不可

行，而且该方法在搜索时对于注释数据库中不存在

的变体形式则无能为力．这正如美国加州大学圣地

亚哥分校 Pevzner 教授等所指出的，这是 ProSight
的“阿喀琉斯之踵(achilles heel)”[65]．

Pevzner教授研究组开发了 MS-Align+[66]算法，

是采用了与 ProSight不同的思路．MS-Align+算法
借鉴了之前他们在肽段鉴定中开发的谱图比对

(spectral alignment，SA)方法，将其扩展到了完整
蛋白质的鉴定上，着重要解决三个问题[67]：

a．之前在肽段鉴定上，SA 一般处理肽段上
1～2个修饰，然而，在蛋白质上，可能需要处理
10～20个修饰．

b．蛋白质鉴定上经常处理同一个蛋白的不同
变体形式，这样，在一张谱图中可能含有多个变体

形式需要鉴定，类似于肽段鉴定中的混合谱问题，

但这比混合谱更难，因为不同变体在质谱中多数碎

片离子的质量都相同．

c．考虑 TD谱图的特点，如碎裂不完全的问
题，质量测量误差问题等．

MS-Align+采用了动态规划的算法实现谱图与
序列的比对，可以处理未知修饰的鉴定，不需要像

ProSight那样预先采用“鸟枪法标注”产生所有的
候选变体，而是根据实际谱图提供的信息优化获得

最优的变体，这样，就在时间和空间上提高了鉴定

的效率．与 MS-TopDown[67]相比，MS-Align+通过
优化动态规划算法显著提高了计算速度．另外，对

鉴定结果提供了统计显著性的评价指标(E-Value)．
针对发生多翻译后修饰的蛋白质鉴定问题，

MS-Align-E[59, 68]算法同时考虑了未知修饰和已知修

饰的鉴定，与其他算法相比，在组蛋白 H4上鉴定
到了更多的变体形式．然而，动态规划算法本身的

计算复杂度在同时考虑未知修饰和已知修饰时仍

然较高，所以，容许的修饰类型和位点数目仍然

受限．

在 TD质谱数据的鉴定方面，除了 ProSight和
MS-Align+算法，最近还有其他几个相关算法发表，
如 PIITA[69]、ProteinGoggle[70]等，由于这些算法还

仅局限在实验室中研究应用，这里不再具体介绍．

4援3 完整蛋白质翻译后修饰的定位

同酶切肽段上发生的翻译后修饰一样，在完整

蛋白质上发生的翻译后修饰也需要定位．如果翻译

后修饰能够被准确定位到某一个确定的氨基酸上，

将对其生物功能的研究提供重要的信息，所以，对

于翻译后修饰定位的生物信息学研究也是蛋白质鉴

定中的一个重要子问题．虽然在肽段上的翻译后

修饰定位有不少算法，如磷酸化的定位算法，然

而，不同碎裂方法需要采用不同的分数来控制误定

位率[71]．由于蛋白质的长度一般较肽段要长得多，

发生的翻译后修饰类型和位点数目也随之增多，如

何准确定位修饰主要取决于用于确定位点的碎裂离

子峰是否显著，如图 7中的三个蛋白质变体 PF1、
PF2和 PF3，能够区分甲基化是发生在第 3个氨基
酸 R 上(PF1、PF2)还是第 5 个氨基酸 K 上(PF3)，
主要取决于 b3和 b5离子谱峰(或对应的 y离子)信
号，当这些辨别离子谱峰缺失或信号很弱的情况

下，就无法通过质谱数据提供的信息来实现准确定

位．而在蛋白质变体之间，如果发生的翻译后修饰

类型和位点数目都相同，只是修饰位置不同，那么

要鉴定到某个或某几个变体，必须能够准确定位到

这些修饰才能唯一确定变体形式，如图 7中的三个
变体上都发生了 3个修饰：甲基化、乙酰化和二甲
基化，这样，它们的母离子质量(蛋白质变体的质
量)是完全相同的，无法在一级质谱上区分，只能
通过二级谱图来确定存在变体的形式，这样，能够

确定修饰定位的离子就很关键，只有存在这些离子

的情况下，我们才能确定是鉴定到哪个或哪些变

体．目前的技术方法还没有很好地解决这个问题，

软件提供的鉴定结果主要是蛋白质的信息，对于是

否准确定位还没有足够好的分析方法．

4援4 完整蛋白质鉴定软件的性能评估

为了评估现有 TD软件的鉴定性能，我们在测
试数据上比较了三款软件：我们课题组开发的
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虽然 TD蛋白质组学在完整蛋白质的分离技术
与质谱技术上发展很快，已经实现了高通量的蛋白

质分离与鉴定，但是整体上仍然存在很多技术上的

困难，例如对于不同人类细胞类型的蛋白质规模化

鉴定、蛋白质变体的定量问题和高效的数据处理软

件等等．如果人的每个细胞类型预计平均有 25万
个蛋白质变体，考虑 4 000种不同的细胞类型，那

么在基于细胞的人类蛋白质组计划中就需要鉴定

10亿个蛋白质变体，目前国际上正在执行中的该
项计划期望能在 2030年前完成[11]．随着质谱技术

的进一步发展，平均每个蛋白质变体的鉴定成本也

会降低下来，图 8给出了鉴定每个蛋白质变体的费
用变化预测趋势．

比较内容 Bottom-up Top-down

酶切 常用胰蛋白酶等 不经过酶切

分析对象 酶切后的肽段 完整蛋白质

分离技术 相对比较成熟、多维液相色谱使用广泛、通量高 多维分离、通量较低、自动化和分离效率有待提高

质谱技术 灵敏度高、谱图复杂度较低、低电荷谱峰典型 灵敏度较低、谱图复杂度高、高电荷谱峰比例高

鉴定软件 可选软件较多、应用广泛 实用软件很少，常需要手工处理

翻译后修饰 基于肽段上的修饰鉴定，一般容许最大 3个修饰点 完整蛋白质上可能的修饰位点增多，如 10～20个修饰位点

定量 多种定量方法、应该广泛 研究很少

规模化 可实现大规模蛋白质鉴定 刻画蛋白质的多翻译后修饰

pTop和 MS-Align+采用 MS-Deconv软件进行预处理，ProSight

采用 Thrash进行预处理.

pTop、前文介绍过的 ProSight和MS-Align+．测试
数据集来自美国 PNNL的 EMSL实验室产生的人
类组蛋白 H4 的质谱数据 [44]，采用的质谱仪为

LTQ-Orbitrap-Velos，一级谱和二级谱分辨率均为
60 000．对同一个母离子分别采用 CID和 ETD的
碎裂方式得到 2张二级谱．H4数据集一共有 2 698
张二级谱，其中 1 349张 CID谱图，1 349张 ETD
谱图．修饰类型包括乙酰化、磷酸化和甲基化(包
括单甲基化、二甲基化和三甲基化)．这里我们仅
比较时间和空间效率，三个软件的时间和空间开销

如表 1．

从时间和空间的开销上来看 pTop优势明显，
由于 ProSight需要离线建立注释的数据库，在时间
和空间上开销很大．MS-Align+考虑了蛋白质序列
的任意位置是否发生修饰，而修饰的质量来自实验

谱图中对应的谱峰与理论碎片离子偏移的质量，属

于意外修饰．pTop采用了新的技术策略排除掉了
很多不可能的修饰组合，即排除掉了很多不可能的

蛋白质变体．例如，蛋白质 H4上考虑乙酰化、磷
酸化和甲基化等 5种修饰，限制最多允许 10个修
饰位点时可能的蛋白质变体有上百亿种．相比于

MS-Align+考虑上百亿种蛋白质变体，pTop大大缩
减了搜索空间，提高了搜索的时间和空间效率．在

鉴定精度方面，三个软件相当，由于当前发表的数

据集还很少，在大规模的数据集上进行评估还无法

完成，当前 pTop的精度还有较大的提升空间．

5 总结与展望

基于完整蛋白质的质谱分析(top-down)与基于
酶切肽段的质谱分析(bottom-up)构成了互补的蛋白
质组技术体系，这两种分析方法各有优势和适用的

问题，通过总结前文，我们将它们的对比列入表 2中.

pTop MS-Align+ ProSight

时间 36 min 108 min 35 min

空间 35 M 4 G 267 M

Table 1 Performance comparison of pTop,
MS鄄Align and ProSight

表 1 pTop、MS鄄Align+与 ProSight性能比较

Table 2 Comparison of the techniques for bottom鄄up and top鄄down proteomics
表 2 Bottom鄄up与 Top鄄down蛋白质组技术方法的比较
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Abstract With the rapid advancement of the high resolution mass spectrometry, top-down proteomics becomes
the reality. Proteome research on the intact protein level will provide more precise and more abundant biological
information. For example, it can detect the relationship between the multiple post-translational modifications. Due
to the genetic mutation, alternative splicing of RNA and various post-translational modifications, one gene may
produce multiple protein forms, now called 'proteoforms'. Top-down proteomics will help identify the proteoforms.
The three pillar technologies in top-down proteomics are separation, mass spectrometry and bioinformatics from
the point of view on the entire proteins. This paper reviews these technologies and puts more emphases on the
bioinformatics related topics, including the mass spectral preprocessing, the database searching algorithms and the
localization of post-translational modifications.
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