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摘要 随着高通量 DNA测序技术的飞速发展，越来越多的物种完成了基因组测序．定位编码基因、确定编码基因结构是基
因组注释的基本任务，然而以往的基因组注释方法主要依赖于 DNA及 RNA序列信息．为了更加精确地解读完成测序的基
因组，我们需要整合多种类型的组学数据进行基因组注释．近年来，基于串联质谱技术的蛋白质组学已经发展成熟，实现了

对蛋白质组的高覆盖，使得利用串联质谱数据进行基因组注释成为可能．串联质谱数据一方面可以对已注释的基因进行表达

验证，另一方面还可以校正原注释基因，进而发现新基因，实现对基因组序列的重新注释．这正是当前进展较快的蛋白质基

因组学的研究内容．利用该方法系统地注释已完成测序的基因组已成为解读基因组的一个重要补充．本文综述了蛋白质基因

组学的主要研究内容和研究方法，并展望了该研究方向未来的发展．
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截至 2012 年 4 月，完成基因组测序的物种
共 3 173个，其中包括原核生物 3 000个，真核生
物 173个，另外有 10 506个基因组测序工程正在
进行当中 (Genome Online Database， http://www.
genomesonline.org)．确定基因的位置和结构是进一
步研究其生物功能的基础，但要在庞大的基因组

中，尤其是复杂的真核生物基因组中精确地寻找

编码序列并确定其结构，仍然是一项宏大且复杂的

工程．

相对于基因组学和转录组学，蛋白质组学直接

研究编码基因翻译出的蛋白质产物，比转录组学注

释基因组获得的结果更直接，而且可以发现由于知

识不足导致的基因从头预测算法遗漏的基因和基因

结构注释的错误；此外，蛋白质存在特有的翻译后

处理现象(如翻译后修饰和信号肽)，这些现象作为
对基因组的进一步注释是基因组学和转录组学方法

所无法替代的．这两点使得蛋白质组学在提供基因

表达产物证据、确认和校正编码基因、解析翻译后

处理现象，以及发现新的编码基因及其规律上拥有

先天的优势．近年来，兴起一个利用蛋白质组学数

据进行基因组注释的新研究方向———蛋白质基因组

学(Proteogenomics)，本文就该研究方向做一综述：
首先介绍基因组注释的概念，阐述蛋白质基因组学

对基因组注释的重要性，然后总结蛋白质基因组学

的研究内容和研究方法，最后展望蛋白质基因组学

未来的发展．

1 基因组注释与蛋白质基因组学

1.1 基因组注释

基因组注释是在基因组上确定基因及其他元件

的位置和结构，并赋予这些基因和元件生物功能的

过程．按照 Stein[1]的观点，基因组的注释分为三个
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利用蛋白质组学数据，结合基因组数据

(DNA)、转录组数据(RNA)来研究基因组注释问
题，被称为蛋白质基因组学 [7]．“蛋白质基因组

学”一词由 Jaffe等[8]于 2004年首次提出，作者采

用串联质谱数据匹配 DNA翻译得到氨基酸序列的
方法，在仅有 810 kb大小的细菌基因组上直接鉴
定开放阅读框(open reading frame，ORF)，验证并
补充、修订了约 10%的 ORF．后来这种质谱数据

Fig. 1 Shotgun proteomics: experiments and data analyses
图 1 鸟枪法蛋白质组学的实验和数据分析流程

(a)样品制备：从样品中分离出蛋白质，再经过酶切产生肽段混合物． (b, c)液相分离、质谱碎裂与检测：肽段混合物通过液相分离，由质量

检测器检测带电肽段质荷比，产生一级谱图 MS1；挑选信号较强的肽段进行碎裂，产生二级谱图 MS2． (d) 肽谱匹配(peptide spectrum

matching，PSM)、肽谱匹配评价与蛋白质推断：二级谱图与数据库中肽段进行肽谱匹配打分；所有肽谱匹配通过评价算法保留高可信结果；
高可信的肽谱匹配结果用于蛋白质推断，最终获得样品中蛋白质列表． (e)进一步的生物信息学分析．

层次：核酸层注释，蛋白质层注释，代谢层注释．

核酸层注释的主要任务是对基因组进行标注，即在

基因组上标明编码基因、非编码基因以及对应调控

区域的位置和结构；蛋白质层注释的主要任务是对

编码基因进行分类及分配功能；代谢层注释则需要

对基因和蛋白质如何参与生命代谢给出解释．

要完成对基因组的完整注释，首先要在基因组

上获得编码基因，即核酸层注释．以往获得编码基

因序列的标准方法是结合表达序列标签(expression
sequence tag，EST)测序(如今已发展为 RNA-seq技
术)、基因预测和设计引物进行目标序列 RT-PCR
测序的方法[2]．基于串联质谱技术的蛋白质组学在

2008年仍然被看作是少数派的做法[3]，但随着质谱

技术的发展，越来越多的基因组注释研究开始采用

核酸数据与蛋白质组学数据相结合的方法．

1.2 蛋白质基因组学：利用高通量质谱技术进行

基因组注释研究

高压液相色谱分离耦合串联质谱技术已经逐渐

成为大规模研究蛋白质组学的常用方法[4-6]，发展

相对成熟，该技术称为鸟枪法蛋白质组学．串联质

谱数据有三种高通量解析方法：搜索蛋白质数据

库、从头测序、搜索谱图库，其中最常用的是搜索

蛋白质数据库的方法(图 1)．搜索蛋白质数据库的
方法依赖数据库的完整性和准确性，然而常用的蛋

白质数据库来源于基因组和转录组的注释结果，虽

然该注释结果具有一定的指导意义，但是不能反映

蛋白质组的全部信息(如本文开始所述)．基因组、
转录组和蛋白质组从复杂性的角度来看呈逐级递增

的趋势，所以使用蛋白质组学数据进行基因组注释

变得更加重要．

(a)

(b)

(c)

细胞 蛋白质混合物 肽段混合物

样品提取 酶切

纳升液相 一级质谱 二级质谱

串联质谱图

蛋白质数据库

目标库

诱饵库

肽谱匹配

(d)

蛋白质推断谱图过滤
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(e)
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结合 DNA 和 RNA数据的分析方法被应用到注释
病毒基因组[9]．原核生物基因组[10-22]以及真核生物

基因组[23-39]．

2 蛋白质基因组学的研究内容

目前，越来越多的基因组注释研究开始采用蛋

白质基因组学的方法．原因之一是蛋白质直接催化

和调控生命活动，是对编码基因注释的最终体现

(尽管部分 RNA 也参与调控活动，但对于编码基
因，蛋白质组学数据显然有助于它们的注释)；其
次是鸟枪法蛋白质组学技术灵敏度、精确度的不断

提升，使得完整覆盖蛋白质组成为可能．从 2010
年综述[40]的总结来看，使用高压液相色谱分离耦合

串联质谱技术在不同物种的蛋白质组上均能获得

60%以上的覆盖率，以酵母为例，2008年的研究[41]

获得了 67%的全蛋白质组覆盖率，而 2011年已经
上升至 86%[42]．由此看来，蛋白质组学数据独立于

转录组、基因组数据，可以为基因组注释提供另一

维丰富的信息．

从近些年的研究来看，蛋白质基因组学对基因

组的注释主要集中于核酸层，也有部分蛋白质层的

注释研究．类似于 Ahrens等[40]对蛋白质组覆盖的

分层模型，蛋白质基因组学对基因组的注释可分为

三个注释过程：编码基因的注释，编码基因结构的

注释和翻译后处理的注释．编码基因及其结构的注

释属核酸层注释范畴，而翻译后处理的注释属蛋白

质层注释范畴．

蛋白质基因组学与传统蛋白质组学的主要不同

在于蛋白质基因组学结合了原始的 DNA 和 RNA
序列更为完整的信息．蛋白质基因组学使用 DNA
和 RNA序列建立数据库，对串联质谱图进行鉴定
和评价，最终获得用于基因组注释的高可信肽段．

这些高可信肽段可分为两类：一类来源于原注释蛋

白质数据库，这一类肽段用于验证已注释编码基因

的表达和结构；另一类不包含在原注释蛋白质数据

库中，但可与核酸序列信息匹配(genome search-
specific peptide，GSSP)，该类肽段用于发现新基因
和校正已注释基因的结构．

2.1 编码基因的注释

编码基因注释的目的，是要在基因组上获得所

有表达(编码)基因的列表．验证基因预测算法从核
酸序列数据中预测得到的编码基因是否有正确表达

的蛋白质产物，以及发现基因从头预测算法遗漏的

编码基因———新基因，是蛋白质基因组学在编码基

因注释方面的主要任务．

验证预测基因是蛋白质基因组学的重要内容．

基因从头预测(ab initio gene prediction)获得的假设
蛋白质(hypothetical protein)需要通过高通量的手段
进行验证．类似地，基于相近基因组预测的结果也

面临同样的问题．再者，区分编码基因与非编码基

因是一项比较困难的任务，按照长度进行区分的方

法在一些长的非编码基因上会失效[43-45]，但是能否

翻译成蛋白质是区分编码和非编码基因的一个主要

标准．另外一个困扰大家的基因组注释问题是假基

因(pseudogene)，这类“基因”是否真正具有编码
蛋白质的能力，也可以通过蛋白质基因组学的方法

给出验证[16, 29, 46]．高通量鸟枪法蛋白质组学是解决

上述验证问题的利器．

发现新编码基因是蛋白质基因组学另一项重要

内容．许多研究[27, 29, 37]利用串联质谱数据结合蛋白

质基因组学方法，不同程度上发现了新的编码基

因，并扩充了原基因组注释数据库．Oshiro等[23]在

酵母中发现，原先按照氨基酸长度大于 100注释得
到的蛋白质数据库存在遗漏，进而使用蛋白质基因

组学方法验证了 50个氨基酸长度小于 100的开放
阅读框，补充了基因组注释．

2.2 编码基因结构的注释

获得了编码基因列表后，就需要对基因的精确

结构进行研究．对原核生物来说，编码基因的起始

和终止位点注释是否准确，或者对真核生物来讲，

外显子、内含子边界注释是否准确，有多少可变剪

接体表达成蛋白质等，是编码基因结构注释要解决

的主要问题．图 2详细展示了串联质谱鉴定所得的
肽段如何对基因组注释进行验证和校正，具体来说

有如下内容：a．验证已注释编码基因结构．在基
因组注释工作中，如何确定编码基因的翻译起始位

点，仍然是一个具有挑战性的问题．有些基因具有

多个翻译起始位点，甚至存在罕见起始子[10, 16]．在

高等真核生物中，可变剪接现象更增加了基因注释

的复杂性．因此在蛋白质组层次上验证编码基因的

起始位点，可变剪接位点和不同的可变剪接体，是

众多蛋白质基因组学研究的内容[25, 27, 29, 47]．b．校正
已注释编码基因边界(基因间边界)．编码基因的翻
译起始位点容易存在注释错误，例如，两个独立的

研究所 TIGR和 Sanger Institute在对结核分枝杆菌
基因组预测时，预测的 ORF有 12%存在不同，而
在预测相同的 ORF中，46%存在翻译起始位点错
误[12]．在真核生物中，蛋白质 N端乙酰化修饰可以
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Fig. 2 Validation and refinement of gene annotation by proteogenomic methods
图 2 通过蛋白质基因组学方法验证与校正编码基因结构注释

(a)验证编码基因注释结构． (b)基因翻译起始位点纠正．一条 GSSP落入已注释基因的 5忆-UTR(Untranslated region)区域，支持该基因的翻译

起始位点应该位于已注释起始位点的 5忆端． (c)基因 3忆-UTR表达．一条 GSSP落入已注释基因的 3忆-UTR区域，支持该基因存在 3忆-UTR翻

译的现象． (d)发现新的外显子．GSSP落入已注释基因内含子区域，表明原注释结果遗漏了一个外显子． (e)校正外显子边界．GSSP落在

外显子 -内含子边界，原注释外显子边界存在错误． (f)发现新的可变剪接体．一条 GSSP跨越 2个外显子边界，而该剪接位点没有被注

释． (g)发现新基因．GSSP落入基因间区域，支持新基因的发现，表明原注释数据库遗漏了该编码基因．

用来作为编码基因翻译起始位点的一个证据[27]．另

外，近年来发展起来的 N端蛋白质组学[10, 24, 48-50]可

以较好地解决该问题．Gallien等[48]使用一种在酶解

前封闭蛋白质 N端的方法，可使蛋白质 N端肽段
在保留时间维度上更好地分离，并可以提高这些肽

段的离子化效率，最终在结核分枝杆菌上发现

19%的翻译起始位点注释是错误的．在极少数蛋白
质中，终止子 TGA可以编码第 21号氨基酸———硒

代半胱氨酸，使得这些编码基因的终止子注释存在

错误[51]．c．校正外显子边界(基因内边界)．尽管多
数内含子是 GT-AG形式的，但是也存在其他的形
式，比如 AT-AC形式的内含子，这就给基因预测

软件带来不便．即使是 GT-AG形式的内含子，目
前基因注释结果在确定内含子外显子边界时也会存

在不同程度的错误[27]．d．发现新的外显子和新的
可变剪接体．落入内含子区域的肽段往往意味着新

外显子的发现，同时也意味着原注释结果遗漏了新

的可变剪接体．当然在原注释结果中发现新的跨越

剪接位点肽段，也是对可变剪接体的补充． e．其
他注释．比如一些重要的基因组突变或多态性研

究：cSNP(coding single-nucleotide polymorphism)注
释[52-53]，移码突变注释[15]，RNA编辑(RNA editing)
注释[54]，融合基因注释[29]等．

非编码区

新基因 /调整后的外显子 /新外显子

已注释外显子 新肽段

已注释肽段

(a)
染色体

肽段

5忆 3忆

(b) 5忆 3忆

(c) 5忆 3忆

(d) 5忆 3忆

(e) 5忆 3忆

(f)
5忆 3忆

(g) 5忆 3忆

染色体

肽段

染色体

肽段

染色体

肽段

染色体

染色体

染色体

肽段

肽段

肽段
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2.3 翻译后处理的注释

广义的基因组注释包括蛋白质功能和结构注

释，尽管目前蛋白质基因组学研究主要集中在核酸

层，即编码基因注释和基因结构注释，一些在蛋白

质组学层面特有的现象，如翻译后修饰、信号肽，

对蛋白质功能研究非常重要，近年来有研究[12, 16-17]

逐渐拓展到翻译后处理的注释．事实上，目前鸟枪

法蛋白质组学研究多数集中在蛋白质序列，或者说

蛋白质一级结构的注释上．a．信号肽注释．信号
肽是细胞外运蛋白质 N端的一段长约 20个氨基酸
的序列．因为蛋白酶会切除细胞外运蛋白质 N端
的信号肽，所以成熟的细胞外运蛋白质在经过常规

的样品制备过程中的胰酶酶切处理后，会在 N端
形成一段半特异酶切肽段．一些研究[12, 16]结合信号

肽预测工具 SignalP进行信号肽的注释．b．翻译
后修饰(post translational modification，PTM)注释．
翻译后修饰对基因组功能注释具有重要的作用，一

些酶在发生修饰后才能行使功能，比如磷酸化修

饰．在蛋白质组学中，非限制性鉴定和修饰发现[16,55]

可以指导蛋白质基因组学注释新的翻译后修饰．

c．其他翻译后处理现象．比如 Gupta等[16]详细讨

论了在西瓦氏菌中的蛋白质 N 端甲硫氨酸切除
(N-terminal methionine excision，NME)和蛋白质水
解现象．

3 蛋白质基因组学的研究方法

蛋白质基因组学依赖蛋白质组学技术，但分析

方法略有不同，其研究流程大致如下．

3.1 样品制备与质谱数据采集

样品制备和质谱数据采集是提取研究对象全蛋

白质组的关键．为了更好地覆盖蛋白质组，蛋白质

基因组学研究需要在不同条件下对研究对象的多个

组织进行采样，以获得条件特异[20]和组织特异[25-26]

表达的蛋白质．含量低的蛋白质(比如磷酸化蛋白
质等)甚至需要一些特殊的富集手段来捕捉并鉴
定．对于质谱数据采集来说，更好的色谱分离、更

高的数据精度、更快的采集速度和更宽的动态范围

是使更多的肽段获得鉴定的基础．新的蛋白质提取

和分离技术、多酶切技术、肽段色谱分离技术、以

及高精度高灵敏度质谱技术的发展确保了较高的蛋

白质组覆盖[56]．

3.2 数据库构建与鉴定

蛋白质基因组学数据库通常结合已注释的蛋白

质数据库以及核酸数据和数据库(基因组和转录组

数据、数据库)来构建，主要有以下方法．
3.2.1 利用基因组数据构建蛋白质基因组学数据

库．比较常用的方法是六阅读框翻译[57]，该方法是

原核生物蛋白质基因组学研究的基本方法．真核生

物利用六阅读框翻译的方法可以校正部分外显子和

基因边界，但是由于可变剪接带来的复杂性，六阅

读框翻译方法无法覆盖跨越剪接位点的肽段，所以

发展出了以下几种方法．a．直接枚举的方法．
PepSplice[58]可以在真核基因组上识别内含子保守序

列，在规定长度内枚举可能的外显子剪接位点，这

种方法在拟南芥上发现了 57个新的可变剪接体，
且发现 7个预测的内含子区域有表达[25]．b．基于
序列标签的方法．从谱图中获得肽段序列标签，再

利用其基因座(locus)信息获得跨越外显子的肽段．
比如 GPF方法[33-34]综合使用串联质谱图从头预测和

数据库鉴定策略，通过从头预测软件给出的序列标

签在基因组上查找外显子片段，结合基因组序列获

得可能的跨越外显子肽段，并提交数据库鉴定软件

进行鉴定．类似的方法还有 PepLine[59]． c．借助已
注释结果或基因从头预测软件．Mo[47]和 Xing[60]等

从已注释数据库中获得每个基因的外显子并进行两

两拼接，产生肽段进行鉴定．另外的一些工作直接

采用基因从头预测软件预先对基因组进行注释[27, 29]，

然后对预测结果进行蛋白质基因组学验证.
3.2.2 利用转录组数据构建蛋白质基因组学数据库.

转录组数据是对成熟 mRNA的测序结果，不
需要考虑任意可变剪接带来的数据库膨胀，所以转

录组数据比全基因组序列复杂度低．但是由于测

序结果存在冗余，也一定程度上增加了数据库的

规模．

Ning等[61]和 Oshiro 等[23]直接使用转录组测序

数据来注释基因组．Edwards[62]使用 de brujin graph
的数据结构表示 EST数据，可以将检索空间压缩
至原来的 1/30．Tanner 等[31]将 EST 数据比对到基
因组上，并使用 exon graph的数据结构表示比对结
果，将序列相互重叠的比对结果合并，拆分跨越外

显子和 SNP的比对结果，达到了压缩数据的目的.
虽然上述提到的一些构建数据库的方法已经整

合了肽谱匹配打分和评价，但是通常的做法是将两

者拆开，即先构建数据库，后进行肽谱匹配打分和

评价． 数据库构建完成之后， SEQUEST [63]、

Mascot[64]、pFind[65]等数据库鉴定引擎将采集的质谱

数据与数据库中的肽段进行肽谱匹配打分，

PeptideProphet[66]、Percolator[67]等评价引擎会对打分
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结果进一步评价，以获得可靠的肽谱匹配结果，用

以进行基因组注释．

最近也有研究 [68-70]讨论在没有基因组的情况

下，如何利用近源物种基因组或蛋白质组数据库进

行串联质谱图从头预测．与传统的串联质谱图从头

预测方法不同的是，使用近源物种基因组或蛋白质

组数据库可以弥补从头预测方法面临的谱峰信息不

足和近源物种数据库不完整的缺陷．Zhao等[71]使

用串联质谱图从头预测软件 pNovo[72]，结合 EST数
据和 BLAST分析，在没有参考基因组的猪蛔虫精
细胞中鉴定到丝氨酸蛋白酶及其抑制剂这两个关键

蛋白质，并用两者成功解释了猪蛔虫精子活化的机

理．这是一个依靠蛋白质组学方法指导未测序物种

基因功能研究的一个典范．

快速鉴定是蛋白质基因组学面临的一个重大挑

战．以人类基因组为例，六阅读框翻译数据库大小

约是传统蛋白质数据库的 230倍左右，更不用考虑
翻译后修饰、非特异酶切带来的搜索空间的膨胀．

虽然 PepSplice方法可以直接搜索基因库，并综合
考虑了翻译后修饰、非特异酶切、突变以及可变剪

接等变异形式，但是为了防止组合爆炸，PepSplice
算法在其迭代产生候选肽段的过程中加入了变异惩

罚因子进行控制，会在一定程度上丢失候选肽段．

GPF方法虽然使用序列标签进行过滤和索引，可以
提升鉴定速度，但同样存在着候选肽段丢失的问

题．应对数据库和质谱数据膨胀的方法有以下三大

类[73]：谱图预处理及聚类的方法[74]；数据库预处理

及索引的方法[75-76]；单机加速、计算机硬件和底层

编程[77]、并行计算技术[78]．

3.3 基因组注释与重注释

经评价后的高可信肽段可分为两类：一类肽段

来自原注释蛋白质数据库，用于验证已注释编码基

因的表达和结构；另一类肽段(GSSP)来自核酸数据
库，用于发现新基因和校正已注释基因结构．一般

方法是将 GSSP回贴到基因组上(BLAST方法或字
符串匹配方法[79])，结合基因组序列信息对结果进
行注释．如本文 2.1～2.3节所示，有关基因组注释
内容的讨论已经清晰，但是如何合理评价基因组注

释结果仍然面临挑战：a．在蛋白质质谱鉴定的目
标诱饵库(target decoy approach，TDA)评价体系中，
需要在数据库搜索空间中加入诱饵库，用来估计肽

谱匹配的错误率．蛋白质基因组学数据库相比传统

蛋白质数据库，在规模上有所增大．在这种情况

下，TDA的评价方法如何保证目标库和诱饵库不

存在共享肽段，是蛋白质基因组学需要解决的问

题[9, 73]．b．为了发现新基因、校正原注释基因，在
蛋白质基因组学的研究当中尽可能引入更多的假设

肽段，这样往往会造成灵敏度的下降[73]，即在相同

假发现率的情况下获得的肽段鉴定结果较少，可利

用的注释信息也随之减少．c．将肽段回贴基因组
的问题与蛋白质推断问题[80-82]类似，也会遇到蛋白

质推断问题中的难题，比如一条肽段对应多个基因

座，由 GSSP推断新基因假发现率扩大等问题．在
真核生物中，同一基因因为可变剪接产生多个蛋白

质表达产物，而且它们之间的序列相似性很高；另

外同一家族的蛋白质也会存在相似序列，这给验证

和校正带来困难．然而单个肽谱匹配的统计显著性

在某些搜索引擎中估计不准甚至没有给出，这使得

单肽谱匹配推断新注释结果往往可靠性不足[83- 84]，

比如 OHW(one hit wonder，只有一条肽段获得鉴定
的蛋白质)的推断．最近发表的 PeptideClassifier [85]

和 MIPGEM[86]可以结合基因模型推断蛋白质，而

MSpresso[87]则可利用 mRNA表达数据辅助蛋白质
推断．综合多组学的信息可以提高注释结果的可

信度．

比 较 蛋 白 质 基 因 组 学 (comparative
proteogenomics)也是基因组注释与重注释的一种方
法．它从比较基因组学发展而来，通过相近物种基

因组间的比较和确证，在一定程度上提升基因组注

释结果的可信度．Gupta等[15]对西瓦氏菌的 3个亚
种进行比较蛋白质基因组学研究发现，分别有

21%，28%和 27%的蛋白质鉴定结果是 OHW，其
中 3 个亚种同源的 OHW有 50%以上同时得到鉴
定．对每个亚种来说，10%以上的同源 OHW会在
其他亚种中鉴定到同一条肽段，这样随机发生的可

能性非常低，从而肯定了 OHW的鉴定结果．比较
蛋白质基因组学在确认翻译起始位点[48]、区分移码

突变和测序错误[88-89]等都有较多应用．

3.4 多组学数据整合与可视化工具

完整理解基因组需要整合多组学、多次实验的

分析结果，并从不同的层次完善注释数据库．成熟

的蛋白质基因组学注释流程应该是一个不断循环的

过程(图 3)，在这个过程中，多组学数据和可视化
工具可以为生物学家提供数据库支持，因此扮演了

非常重要的角色．目前文献报道的可视化注释工具

有 PeptideAtlas[32, 90]和 VESPA[91]，其中 PeptideAtlas
是结合 Ensembl Genome Browser 研发的一个分布
式注释系统 (distributed annotation system，DAS)，
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虽然蛋白质基因组学的研究发展较快，但是也

存在以下三方面的问题：a．在数据库构建方面，
直接使用基因组构建真核生物蛋白质基因组学数据

库比较困难，也无法应对大数据、大数据库的挑

战，所以目前应用并不广泛．转录组相比基因组复

杂度低，所以越来越多的研究工作开始使用转录组

数据进行数据库构建，但如何使用较好的存储结构

来去除数据冗余性是非常值得研究的问题．b．大
部分研究文献存在数据发表的质量控制问题，比如

使用 PSM水平的 FDR直接获得鉴定蛋白质集合，
没有进行蛋白质水平的 FDR控制．c．多数据整合
和质量控制工具非常缺乏，无法实现增量式的基因

VESPA 是运行在 PC上的原核生物可视化注释工
具 ． 以 PeptideAtlas 为 例 ， 到 目 前 为 止 ，
PeptideAtlas 已经收集了包括酵母、线虫、果蝇、
小鼠在内的模式生物和人类的蛋白质组学数据，提

供了编码基因的表达证据，并丰富了获得鉴定的蛋

白质肽段、谱图匹配等信息．

作者认为这样的数据整合和可视化平台应该得

到广泛的应用：方便数据的统一管理和信息的共

享，有助于完善基因组注释；不同来源的数据整合

和质量控制有利于基因组统一注释与评价，比如

PeptideAtlas就整合了 iProphet[92]算法，达到了多来

源数据质量控制的目的．

Fig. 3 A proteogenomic annotation pipeline
图 3 蛋白质基因组学注释流程

(a)样品制备与质谱数据采集、数据库构建与鉴定．这里与传统蛋白质组学的不同点在于搜索用数据库结合了基因组、转录组数据和数据

库． (b)基因组注释与重注释．高可信肽段用于验证已注释基因组，校正原注释基因组的错误，解释翻译后处理现象． (c)数据整合与可视

化．多实验室结果经整合和处理后，可以不断完善蛋白质数据库，最终达到对基因组的完整注释．

数据库鉴定与结果评价

样品制备

蛋白质基因组学数据库生成

注释蛋白质数据库

基因组

转录组

实验室 2

实验室 1

数据整合与可视化

重注释后的蛋白质数据库
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组注释，这在很大程度上阻碍了蛋白质基因组学的

发展．数据量的逐渐增大，以及数据共享和传输的

不便，也限制了蛋白质基因组学的推广．

4 未来展望

蛋白质基因组学直接对编码基因的表达产

物———蛋白质进行研究，从而验证和校正基因组注

释结果，发现新基因，该方法有别于基因组学、转

录组学和功能基因组学，对解释基因组注释结果和

理解生命现象来说是非常重要的．在无法获得转录

组数据的研究内容中，比如动物的血液和其他组织

液中，蛋白质组学或者蛋白质基因组学更是起到了

不可替代的作用[93]．越来越多的研究人员提倡在基

因组注释工程中加入标准蛋白质组分析作为互补，

甚至直接采用蛋白质基因组学的方法对完成测序的

基因组进行注释[50, 94-96]，体现了蛋白质基因组学在

蛋白质组层面上注释基因组的优势．

蛋白质基因组学的发展依赖蛋白质组学相关技

术的发展，主要包括质谱技术和数据处理软件两方

面性能的提升．质谱技术最近发展较快，比如

Orbitrap Elite 和 Triple TOF 5600 仪器的出现，使
得质谱仪采集一级和二级双高精度质谱数据的速度

进一步加快，在此基础上结合一二级谱的智能数据

采集系统的研发[97]，将会扩展质谱仪的动态范围，

使更多的肽段得到碎裂．ETD和 HCD等新的碎裂
模式也会丰富二级谱图信息，有利于数据库搜索和

评价引擎获取更多的可靠肽谱匹配结果，同时降低

随机匹配概率，提高基因组注释的可靠性．数据处

理软件也有新的进展，比如串联质谱图从头预测算

法的发展一定程度上解决了物种基因组缺失的问

题[72, 98]；定量蛋白质组学方法使得在蛋白质组水平

上测量表达量成为可能，进而结合其他组学定量信

息可以在系统生物学层面上注释该基因的功能；多

组学信息整合的方法，比如综合使用近源基因组序

列或者转录组数据，提高了注释的可靠性[22]．但同

时我们也看到，数据库构建和单次实验注释结果错

误率控制的认识和研究依然需要进一步加强，也是

有望优先解决的问题．而多次实验结果整合和错误

率控制问题，是实现增量式注释基因组最核心的问

题，但是在该方向上现存的算法工具非常少，希望

在未来一段时间内能有标志性的进展．

基因组学、转录组学、蛋白质组学的通量在不

断提升，数据信息也更加丰富，蛋白质基因组学作

为一种组学级别的注释工具，体现了其在广度上、

精度上和通量上的优越性．在不久的将来，蛋白质

基因组学注释工具必将纳入到基因组注释工程

当中，成为其中一项标准的注释流程，并结合基

因组、转录组技术和方法，更好地为基因组注释

服务．

2011年国际人类蛋白质研究组织(HUPO)启动
了人类蛋白质组计划 (Human Proteome Project，
HPP) [99-100] 及 人 类 染 色 体 蛋 白 质 组 计 划

(Chromosome-Centric Human Proteome Project，
C-HPP) [101-102]．该项目以蛋白质组学数据为基础，

整合基因组学、转录组学数据，对可变剪接、

SNP、以及三类主要翻译后修饰(磷酸化、乙酰化、
糖基化)进行注释，以加深人们对蛋白质(基因)功能
的理解，从而指导疾病的研究．这将是蛋白质基因

组学一个重要的尝试和应用，同时也对数据整合、

共享及可视化工具提出了挑战．
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Abstract With the rapid development of high throughput DNA sequencing, genomes of more and more species
have been sequenced. Identifying and determining the structures of coding genes are the basic tasks of genome
annotation. To understand the sequenced genome precisely, it is necessary to integrate muilti-"omics" data to
annotate genomes. However, the annotation methods developed in the past decade are mainly based on genome
and transcriptome data. Recently, mass spectrometry based proteomics has come of age, which can cover
proteomes nearly completely and make it possible to use mass spectrometry data to annotate genomes. Mass
spectrometry data can verify annotated genes on one hand, and refine annotated genes, discover novel genes on the
other, which achieve the goal of re-annotating genomes. This is exactly the research content of proteogenomics,
and using proteogenomic techniques to systematically annotate the sequenced genome is becoming increasingly
important. This article reviews the research content, methods and recent trends of proteogenomics.
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