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摘要 鸟枪法串联质谱蛋白质鉴定策略由于其高可靠和高效率而被广泛应用于蛋白质组学研究中，这种方法直接对蛋白质混

合物进行酶切，以肽段为鉴定单元，继而推导真实的样品蛋白质．由于利用质谱图推导肽段存在一定的假阳性率，而且直接

对蛋白质混合物的酶切也导致了肽段和蛋白质之间关联信息的丢失，所鉴定的蛋白质难免存在部分不可靠结果．因此，蛋白

质鉴定的质量控制在蛋白质组学研究中极为重要．蛋白质鉴定的质量控制包含两大类主要方法，其一为利用肽段进行蛋白质

组装，当前最常用也被证明最有效的方法是使用简约原则，即用最少的蛋白质解释所有鉴定肽段，现有的方法可以分为布尔

型和概率型，其二为鉴定蛋白质的可靠性评估，包括单个蛋白质鉴定置信度和蛋白质鉴定整体水平的假阳性率计算．综合各

种可辅助蛋白质鉴定的先验信息，构建普适的概率统计模型，是目前蛋白质鉴定质量控制方法的发展趋势．
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蛋白质组学研究最基本任务就是定性和定量地

鉴定一个组织或细胞中的全部蛋白质[1, 2]．质谱技

术的快速发展使得在蛋白质组学水平上进行高通量

的蛋白质鉴定成为可能．目前，生物质谱已成为大

规模蛋白质组鉴定的核心技术，数据库搜索法是常

用的图谱解析方法．尽管蛋白质鉴定的新算法不断

涌现，由于质谱数据的复杂性和数据库搜索算法的

局限性，肽段和蛋白质鉴定的质量控制问题十分突

出，尤其体现在鸟枪法蛋白质组鉴定策略中[3]．随

着仪器精度的提高和肽段鉴定质量控制算法的发

展，肽段鉴定的精度越来越高，而蛋白质组鉴定的

目的是鉴定出在细胞或组织中表达的蛋白质，因

此，蛋白质水平的数据质量控制已成为蛋白质组鉴

定中不可忽视的问题．

本文针对鸟枪法蛋白质鉴定的质量控制问题，

将其分为蛋白质组装和蛋白质鉴定的可靠性评估两

个方面介绍当前研究进展:蛋白质组装是指利用鉴
定肽段推导可能的样品蛋白，当前普遍使用简约原

则进行推导，各种方法可以概括为布尔型和概率型

组装法两个大类，蛋白质鉴定的可靠性评估包括单

个蛋白质鉴定置信度和蛋白质整体水平假阳性率计

算．蛋白质鉴定的可靠性评估对以质谱鉴定为核心

的蛋白质组学研究具有重要的意义．

1 利用生物质谱进行蛋白质鉴定的基本原理

利用生物质谱鉴定蛋白质的过程分为实验和计

算两步骤(图 1)．蛋白质样品经实验步骤获得质量
图谱，经计算步骤进行图谱解析．

实验步骤可以归纳为两条技术线路：一条是自

上而下(top-down)的技术路线，蛋白质需预先分离
纯化(如二维凝胶电泳技术，2-DE)，纯化后的蛋白
质被酶切为肽段混合物，离子化后经一级质谱产生

肽质量指纹图谱 (peptide mass fingerprint, PMF)，
或经串联质谱产生肽碎片指纹图谱 (peptide
fragmentation fingerprint, PFF)进行鉴定．另一条是
自下而上(bottom-up)的技术路线，也称鸟枪法．鸟
枪法的基本过程是，蛋白质混合物经过简单或不经

过分离就被酶解为肽段混合物[4]，肽段混合物经色

谱分离和离子化后，经串联质谱产生 PFF用于肽
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鸟枪法串联质谱鉴定的结果以肽段为鉴定单

元，因而肽段鉴定的质量控制问题受到极大关注，

当前常用的方法包括阈值过滤法、概率统计模型法

等．概率统计模型法可计算出单个肽段鉴定的置信

度 ， 常 用 的 工 具 包 括 PeptideProphet [9] 和

PEP_PROBE[10]等．近年来，随机库方法也被应用

到大规模蛋白质组鉴定中，用于估算肽段鉴定结果

的整体假阳性率或计算单个肽段鉴定置信度 [11～13]

(本文所指的蛋白质鉴定的假阳性率都指鉴定结果
中错误鉴定蛋白质所占的比例，肽段鉴定的假阳性

率定义类同)．随着仪器精度的提高和肽段鉴定质
量控制方法的逐渐成熟，如何从肽段推导出高可信

的蛋白质，怎样对蛋白质进行可靠性评估等蛋白质

鉴定质量控制问题逐渐受到关注．

2 鸟枪法蛋白质鉴定的质量控制

鸟枪法蛋白质鉴定的质量控制主要体现在两方

面：一是在单肽段匹配多个蛋白质时，判断哪个或

哪几个更可能是样品中实际存在的蛋白质．

Nesvizhskii等[14]指出，数据库特别是真核生物的数

据库中存在大量相似序列的蛋白质，这其中包括来

源于相同基因家族或可变剪接产生的同源蛋白质，

以及测序错误、不同基因编号和功能注释造成的冗

余序列等，因此，多个蛋白质共享单个或多个肽段

的情况普遍发生，导致有时难以判断确切的来源蛋

白质．二是蛋白质鉴定的可靠性评估．除了受共享

肽段的影响，由于仪器(精度、噪声等)、图谱质
量、搜库算法、数据库等因素造成肽段鉴定的假阳

性，也会导致蛋白质鉴定的假阳性(图 1)．建立合
理的概率统计模型对所鉴定的蛋白质进行可靠性评

估，如给出单个蛋白质鉴定的置信度以及大批量蛋

白质鉴定结果的整体假阳性率，是蛋白质组鉴定数

据质量控制的重要内容之一．近年来，计算蛋白质

组领域陆续出现了有关蛋白质鉴定质量控制方面的

工作，并陆续开发出一些工具(表 1)．

Fig. 1 Overview of the procedure for shotgun proteomics
图 1 鸟枪法鉴定蛋白质流程图

灰色小圆和大圆分别表示错误鉴定的肽段和蛋白质,数字表示个数.

段鉴定，最后再从鉴定的肽段推导可能的蛋白质．

该方法可在短时间内获得大量鉴定结果，因此在蛋

白质组研究中被广泛采用．

在计算步骤，现有的解析图谱方法包括序列库

搜索、图谱库搜索、从头测序(de novo sequencing)
以及从头测序结合容错性搜索的方法[5]．其中，蛋

白质序列库搜索法是常用的解析图谱方法．一些经

典的搜库软件已得到广泛应用，其中包括

MASCOT[6]、SEQUEST[7]、X!Tandem[8]等．以鸟枪

法技术路线为例，序列库搜索法的基本过程是：

a．将数据库中候选蛋白质序列理论酶切为肽段，
模拟产生理论酶切肽段的碎裂图谱；b．将理论图
谱与实验图谱进行匹配，并据图谱相似性打分，经

特定的肽段质量控制方法获得高可信的肽段鉴定结

果；c．根据肽段与蛋白质氨基酸序列的对应关系
推导出蛋白质．
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2援1 蛋白质组装

为了解决由于共享肽段导致蛋白质的取舍问

题，国际上逐渐形成了一种在简约原则下进行蛋白

质组装的共识，且这种原则正被广泛应用于蛋白质

推导中[14～22, 25, 27, 28]．简约原则也被称为奥卡姆剃刀原

则(Occam蒺 s Razor)，即“用最少的蛋白质解释所有
鉴定肽段”．2003年，Nesvizhskii等[25]首次将其应

用到蛋白质置信度计算工具 ProteinProphet中，不
久 Yang等[15]也使用了基于简约法的分类规则处理

MASCOT鉴定结果，随后简约原则在蛋白质推导
中得到广泛应用，几乎所有蛋白质组装算法在处理

共享肽段时都不同程度地使用了简约原则．2007
年 Zhang等[22]利用标准蛋白质数据，首次证明了简

约原则下组装蛋白可以去掉样品中大量不存在的蛋

白质，从而提高蛋白质鉴定的精确度．

目前，多种基于简约原则的算法被发展出来用

于蛋白质组装(表 1)．已有的方法可分为布尔型和
概率型两类，前者将过滤后的肽段等同看待，根据

简约原则推导出最简蛋白质列表，所鉴定蛋白质缺

乏置信度打分．后者基于概率模型，可根据肽段置

信度(简称肽段概率)给出每个蛋白质鉴定的置信度
(简称蛋白概率)，打分的结果会将不属于最简蛋白
质的蛋白概率赋为 0[14, 25, 27]．无论哪类方法，由肽

段组装蛋白质都可分为以下几步进行[5, 14]：a．对经
数据库搜索引擎(如 SEQUEST 或 MASCOT等)鉴
定的肽段进行过滤，按照一定规则获得高可信肽段

鉴定结果；b．从蛋白质序列库中找出肽段所匹配
蛋白质的编号；c．将匹配的蛋白质分组，不同组

内的蛋白质之间无共享肽段；d．每组内的蛋白质
通过布尔型或概率型组装法给出最简蛋白质．

2援1援1 布尔型组装．

布尔型组装法是一类简单的基于简约原则的方

法，其特点是经过过滤后的肽段被等同看待，推导

的蛋白质无置信度打分．此类算法多采用启发式或

贪婪算法．

DTASelect [19]是一个广泛使用的蛋白质组鉴定

质量控制工具，在蛋白质组装时部分使用了简约原

则，即将匹配到相同肽段集合的蛋白质合并为一个

条目．数据库搜索软件 MASCOT在给出蛋白质鉴
定列表时也部分使用了简约原则，除了将具有相同

肽段集合的蛋白质被合并为单个条目外，所属肽段

之间是包含与被包含关系的蛋白质也合并作为一

个 鉴 定 结 果 (http://www.matrixscience.com/help/
interpretation_help.html)．Yang等将蛋白质按照匹
配肽段之间的重叠关系划分为六类，在 DBParser[15]

中对鉴定蛋白质进行简约分析，同样方法也被

Slotta 等[16]运用到 MassSieve中对蛋白质进行去冗
余．在 EPIR[17]中，具有相同肽段集合的蛋白质被

当成一个单次鉴定条目，每次挑选包含肽段数最多

的蛋白质，直至所有肽段被覆盖到． Isoform
Resolver [18]中除采用贪婪算法获得最简蛋白质外，

还考虑了氨基酸等质量或近质量的替换问题(如 I/L
替换，K/Q替换等)，若存在等 /近质量替换的肽段
对应多个蛋白质，则挑选肽段覆盖率最高的蛋白质

作为最终鉴定结果．Stephan等在整合人类脑蛋白
质组计划(human brain proteome project, HBPP)数据

类别 工具 网址 参考文献

蛋白质组装 DBParser http://www.proteomecommons.org/archive/1109121060785/DBParserMain.html [15]

MassSieve http://www.proteomecommons.org/dev/masssieve/index.html [16]
EPIR ------- [17]

Isoform Resolver ------- [18]
DTASelect http://fields.scripps.edu/DTASelect/ [19]

PorteinExtractor http://proteinscape.com/ [20, 21]
IDPicker http://fenchurch.mc.vanderbilt.edu/bumbershoot/idpicker/index.html [22]

蛋白概率计算 Qscore http://www.cityofhope.org/microseq/download.html [23]
PRISM ------- [24]

ProteinProphet1, 2) http://tools.proteomecenter.org/TPP.php [25]
PRO_PROBE1) ------- [26]

PANORAMICS2) ------- [27]
EBP1) https://bioinf.itmat.upenn.edu/ebp/ [28]

1)ProteinProphet、EBP和 PRO_PROBE的二项分布模型需已知肽段概率；2) ProteinProphet和 PANORAMICS也可用于蛋白质组装.

Table 1 List of protein identification quality control tools
表 1 蛋白质鉴定质量控制工具列表
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时，使用 ProteinExtractor[20, 21](整合在 ProteinScapeTM),
挑选包含肽段数最多且可覆盖所有谱图的蛋白质．

Zhang等[29]在处理小鼠血浆蛋白质数据时，优先选

取了匹配图谱数和非共享肽段数最多的蛋白质．此

外，某些计算蛋白概率的工具在处理共享肽段时，

首先通过布尔型组装获得最简蛋白质，其次再计算

蛋白概率[28]．

2007年 Zhang等 [22]将蛋白质简约组装等效成

二分图的最小集合覆盖问题[30]，使用贪婪算法推导

简约蛋白质集合，不仅首次证实了简约组装法可以

提高蛋白质鉴定精度，而且评估了不同物种与数据

库大小对蛋白质鉴定假阳性的影响，指出对搜索冗

余度高和同源蛋白多的数据库获得的蛋白质进行简

约组装更有利于提高蛋白质鉴定精度．

2援1援2 概率型组装．

除了布尔判决可获得最简蛋白质外，某些蛋白

概 率 计 算 工 具 ， 如 ProteinProphet [25] 和

PANORAMICS[27],也可用于简约组装．ProteinProphet
可利用 PeptideProphet [9]或类似工具计算的肽段概

率，在考虑了肽段所属蛋白质的其他肽段对该肽段

概率的修正后，计算某蛋白质匹配的肽段中至少有

一条被鉴定正确的概率，并通过期望最大化算法得

到稳定的蛋白概率．其中若某肽段被多次重复鉴

定，则取肽段概率最大值．迭代时，共享肽段的概

率值在包含该肽段的所有蛋白质之间不断分配，直

至趋于稳定，最终可使不属于最简蛋白质的蛋白概

率分配为 0 [14]．PANORAMICS 中使用了类似
ProteinProphet的迭代过程，不同之处在于肽段鉴
定概率由一个判别函数得到，且对氨基酸等 /近质
量替换的肽段合并为单个处理．

在将蛋白质组装归结为求解二分图的最小集合

覆盖问题后，简约组装蛋白质在算法上实际上是一

个 NP难解问题[22, 30]．因此，尽管各种算法都采用

了简约原则，但是对相同的数据集，算法实现上的

差异性会产生不同的组装结果．此外，简约原则下

推导蛋白质的整体假阳性率如何以及受哪些因素的

影响，需要进行系统的分析和评估．这方面的工作

除了 Zhang等[22]曾比较了不同物种和数据库大小的

影响，Padliya等[31]也以植物病原体微生物为研究对

象，研究了数据库中同源蛋白质对蛋白质鉴定精度

的影响．

除在简约原则下进行蛋白质组装外，使用新的

技术手段和利用生物学先验知识可提供更多信息，

辅助蛋白质推导．例如鸟枪法结合定量蛋白质组学

技术，使蛋白质推导可以借助肽段的定量信息．鸟

枪法结合 2-DE技术，可利用蛋白质的理化性质(如
蛋白质分子质量)辅助蛋白质鉴定[20, 21]．利用肽段的

可检测性[32, 33]和生物学先验知识(如 GO[34]或 HPRD[35]

数据库的生物学注释)也可辅助蛋白质推导．
2援2 蛋白质鉴定可靠性评估

蛋白质鉴定的可靠性评估是蛋白质鉴定的最后

一步，缺乏可靠性评估的结果不科学，是难以令人

信服的．可靠性评估包括单个蛋白质鉴定置信度和

蛋白质整体水平假阳性率计算两方面．

2援2援1 单个蛋白质置信度计算．

蛋白质鉴定的可靠性评估最好能给出每个蛋白

质的鉴定置信度，即蛋白概率．蛋白概率包括蛋白

质正确鉴定的概率以及由此衍生的指标，例如

p 值、e 值等，旨在衡量某个蛋白质是否在样品中
表达．现有的算法可根据先验肽段概率已知与否分

为两类，已有工具见表 1．
a．肽段概率已知．
此类算法需已知肽段概率．现有方法包括

ProteinProphet [25]的经验概率模型(蛋白概率为蛋白
质所匹配肽段中至少有一条被正确鉴定的概率)，
PRO_PROBE[26]的二项分布模型以及 EBP[28]的贝叶

斯概率模型．

ProteinProphet 的经验概率模型需已知肽段概
率(由 PeptideProphet或类似软件计算得到)，通过
期望最大化算法给出每个蛋白质正确鉴定的概率．

然而该模型未能考虑数据集和数据库大小的影响．

Sadygov等[10]在 PRO_PROBE中将每次蛋白质鉴定
看成一次贝努利事件(Bernoulli event)，考虑了数据
集和数据库大小等因素，采用似然比检验法得到蛋

白质打分．在 Sadygov的模型中，H1假设为肽段

匹配到某蛋白质的次数符合二项分布，其中肽段概

率从超几何分布模型计算得到，H0假设为鉴定某

蛋白质为一次随机匹配，匹配次数也符合二项分

布，蛋白概率从数据库中蛋白质的相对长度(蛋白
质的氨基酸与数据库中所有氨基酸个数之比)计算
得到．在得到两种假设条件下的蛋白概率后，以这

两种蛋白概率的似然比作为统计检验量来区分正确

和错误鉴定，以似然比的自然对数作为蛋白质鉴定

分数，统计检验的显著性水平可从模型的分布

得到．

在大规模蛋白质组鉴定中，往往会采用多种数

据分析路线(如使用多种数据库搜索引擎)或进行多
次重复实验以提高蛋白质鉴定的精度．Price等 [28]
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基于贝叶斯概率模型开发了 EBP，用于整合多种
搜库引擎和多次重复实验的鉴定结果．在 EBP模
型中，肽段概率首先由 PeptideProphet 计算得到，
并通过一个函数整合多个搜库引擎鉴定的肽段概率

(返回肽段鉴定结果一致的最大概率，对不一致的
肽段鉴定进行罚分)．得到整合后的肽段概率后，
假设正确和错误的肽段鉴定在“肽段空间”随机发

生并受多种因素控制(蛋白质长度、蛋白质丰度、
数据集和数据库大小等)，这些因素被考虑进一个
似然函数用于估计蛋白概率以及更新模型参数，并

通过期望最大化算法使似然函数最大化，进而得到

蛋白质正确鉴定的概率．Price[28]和 Lucitt[36]等都利

用 EBP鉴定到上千个高可信的斑马鱼蛋白质，随
机库方法估计其假阳性率都在 1%以下．

b．肽段概率未知．
此类算法一般先根据图谱匹配打分、假设分布

或判别函数等方法估计出肽段概率或肽段随机匹配

p 值，其次再根据肽段随机匹配到某蛋白质次数的
假设分布(如二项分布、多项分布和泊松分布)或类
似 ProteinProphet的经验概率模型计算蛋白概率．
适用于分析不同搜库引擎生成数据的模型包括

Qscore模型[23]、多项分布模型[26]、泊松分布模型[37]

以及随机抽样模型[13]等．Moore等在 Qscore中采用
近似二项分布模型计算蛋白概率，考虑的因素包括

鉴定肽段数、单个蛋白质匹配肽段数、数据库大小

和肽段概率(1减去实际图谱与理论图谱归一化点
积差值的倒数)，最后的分值取蛋白质随机匹配概
率的负对数值．Sadygov等发展了另一种无需知道
先验概率(肽段概率)的多项分布模型，用于计算
SEQUEST搜库结果的蛋白概率．该模型首先统计
出肽段鉴定的 p 值随 Xcorr值的分布，蛋白概率就
是观察到一组特定的肽段打分的多项分布概率．由

于所计算的蛋白概率基于 p 值，可等同为蛋白质随
机匹配的概率．同 Qscore一样，该方法同样可利
用多种搜库引擎的肽鉴定打分．States等[37]认为肽

段随机匹配次数符合泊松分布，由此推出具有特定

长度的蛋白质随机匹配概率，经 Bonferroni校正的
多重检验可得到蛋白质随机匹配的期望值．利用此

方法他们对人类血浆蛋白质组计划(human plasma
proteome project, HPPP)的数据重新分析，从 9 504
个蛋白质中找出了 889个置信度大于或等于 95%
的蛋白质．Ramos-Fernandez等 [13]则另辟蹊径，在

得到蛋白质鉴定打分后，进一步生成蛋白质随机匹

配分值分布，用于估计蛋白质鉴定 p 值．他们首先

根据单个蛋白质的肽段匹配数 h将蛋白质进行分
类，并对每类蛋白质分别进行 106抽样，每次抽样

计算出一个蛋白质打分 Sp：即随机抽取 h个匹配到
随机数据库的肽段 p 值，将这 h个 p 值的负对数值
相加作为蛋白打分 Sp．这样不同类的蛋白质会有一

个对应的随机匹配分值分布，某个 Sp 对应的 p 值
就是大于或等于该分值的蛋白质的相对频率．其中

肽段 p 值计算利用了广义 Lambda分布(generalized
Lambda distribution)拟合匹配到随机库的肽段分值
分布得到．

针对 MASCOT 鉴定结果，Feng 等 [27]开发了

PANORAMICS用来计算蛋白概率．该算法首先从
MASCOT鉴定肽段的离子分数(ion score)出发，在
考虑了数据库大小和母离子质量误差容限下候选肽

段数目对肽段概率的影响后，给出一个计算肽段概

率的线性函数，并使用标准蛋白质数据，通过线性

回归进行参数估计．得到肽段概率后，计算蛋白概

率的方法则与 ProteinProphet类似，且考虑了不同
电荷状态对肽段概率的影响．该方法计算时间复杂

度低，在处理大规模数据集和搜索数据库的选择上

具有很好的优势，缺点在于只能处理 MASCOT的
搜库结果．

综上所述，蛋白概率计算方法的发展大致有如

下趋势：一是更广的适用性，包括不依赖已有的肽

段打分，而在模型中利用先验知识计算肽段概率，

例如 Qscore 中的肽段概率计算方法， Ramos-
Fernandez等的广义 Lambda 分布拟合模型等，都
可适用于多个搜库引擎的肽段打分系统．EBP虽
然需要 PeptideProphet计算肽段概率，但当二者被
整合到串联质谱数据分析软件 TPP (http://tools.
proteomecenter.org/TPP.php)中后， PeptideProphet
很广的适用性弥补了这个缺陷．此外，更广的适用

性体现在可整合源自多个搜库引擎和多次重复实验

的鉴定结果．二是更多影响因素被考虑到蛋白概率

计算模型中，以上模型考虑因素可以概括为 9个参
数：蛋白质长度、蛋白质丰度、数据集大小、数据

库大小、与母离子具有相似 m/z 的候选肽段数目、
单个蛋白质的匹配肽段数、肽段重复鉴定次数、肽

段带电量和肽段概率．考虑更全面的影响因素，构

建更合理的概率模型，会产生更理想的蛋白概率．

2援2援2 蛋白质鉴定整体假阳性率估计．

在蛋白质鉴定的可靠性评估中，除了计算单个

蛋白质鉴定置信度外，降低鉴定结果整体假阳性

率，对假阳性率进行准确估计也是非常重要的一个
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方面．卡多肽段[38]和采用多个搜库引擎[20, 21, 39]的方

法常被用于降低结果的假阳性率，如 HPPP的数据
分析取双肽段或以上(大于或等于两个非冗余肽段)
的蛋白质作为鉴定结果[38]，HBPP[20, 21]中则使用了多

个搜库引擎鉴定蛋白质．另外，Rohrbough等[39]提

出可用多个搜库引擎来验证单肽段鉴定蛋白质的置

信度．在计算蛋白质鉴定整体假阳性率时，除

ProteinProphet中采用蛋白质错误鉴定概率的平均
值进行估计外，也有利用泊松模型 [38]和随机库方

法[12, 40]进行估算的．

HPPP数据分析中使用了泊松模型[38]估计蛋白

质鉴定整体假阳性率：假定肽段随机匹配次数满足

泊松分布，从单肽段匹配蛋白质的高可信鉴定数和

总鉴定数可得到单肽段水平上蛋白质鉴定的真阳性

率，再利用此真阳性率计算泊松模型中的肽段随机

匹配频率 姿，进而获得蛋白质在不同肽段数水平上
的总体假阳性率．

利用随机库方法计算肽段鉴定结果假阳性率已

有广泛应用[11, 12]，而估计蛋白质整体水平假阳性率

的应用则相对较少．随机库方法用于估计蛋白质鉴

定的假阳性率时，一般假设匹配到随机库里的蛋白

质个数即为正库里随机匹配的蛋白质个数．

Weatherly等[40]将蛋白质按照肽段匹配数划分，通

过搜索反库(构造随机库方法之一，即将正库里氨
基酸序列直接反转)计算每类蛋白质鉴定的假阳性
率．Stephan等[20, 21]在整合 HBPP结果时，使用蛋白
质鉴定假阳性率不能超过 5%作为约束条件，其中
假阳性率估计使用了反库方法．此外，在某些蛋白

概率算法的评估中，也使用了随机库方法估计的假

阳性率作为经验标准[27, 28]．实际上，随机库方法估

计的假阳性率是否能代表蛋白质鉴定的真实假阳性

率，目前仍存在争议．Elias等 [12]指出，将随机库

方法应用于蛋白质假阳性率的估计时，会导致正确

鉴定蛋白质数的高估．

2援2援3 蛋白质鉴定可靠性评估方法比较．

对各种蛋白质鉴定可靠性评估方法的比较一般

可通过构建模拟数据，或者随机库的方法计算鉴定

结果的假阳性率或假阴性率，并以此作为标准衡量

方法的优劣．另外构建模拟数据集还可评估其他因

素的影响，如数据集和数据库大小等．

Xue等[41]利用半随机抽样模型模拟搜库的肽段

鉴定结果，比较了 4 种蛋白质可靠性评估方法：
ProteinPropht[25]算法核心公式，PROT_PROBE[26]的

二项分布模型，HPPP的泊松模型[38]以及取两肽段

或 以 上 蛋 白 质 的 方 法 ． 评 估 结 果 表 明 ：

PROT_PROBE的二项分布模型能较好地区分鉴定
结果中假阳性和真阳性蛋白质；ProteinProphet算
法核心公式计算的蛋白概率高于真实结果且区分度

不好；HPPP所采用的泊松模型，在一定程度上较
准确地计算假阳性蛋白质鉴定数，但需要预先知道

单肽段鉴定结果的可靠性，而且没有考虑蛋白质长

度的影响；卡双肽段的方法则是比较有效却有些粗

略的方法，蛋白质鉴定精度易受到数据集和数据库

大小的影响．另外，Price等[28]用随机库方法估计

的假阳性率比较了 EBP 与 ProteinProphet，指出
EBP的概率估计相对保守，ProteinProphet则会引
入更多假阳性结果．Feng等[27]也使用了随机库方法

比较了 PANORAMICS 与 ProteinProphet，发现与
PANORAMICS相比，ProteinProphet在概率接近 1
时具有相对较低的假阳性率，但是全部概率范围内

却具有较低的精度，并指出原因在于 ProteinProphet
引入的肽段概率修正使肽段匹配蛋白的独立假设不

再成立，因而原经验概率公式不再适用．

综上所述，各种蛋白质鉴定的可靠性评估法各

有优点，也各有缺陷．整合多种先验信息和影响因

素，建立通用的概率统计模型，给出每个蛋白质的

鉴定概率是较好的选择，但模型的验证仍面临缺乏

大批量标准蛋白数据集的困难．

3 结 语

蛋白质鉴定是蛋白质组学研究的基础，只有鉴

定到生物样品中真实表达的蛋白质，才能准确获得

蛋白质相互作用、亚细胞定位、蛋白质修饰等信

息．但是，受样品、实验设计和仪器等因素限制，

质谱鉴定数据存在着严重的质量问题，这就对后续

的质量控制算法提出了很高的要求．鸟枪法鉴定结

果首先获得鉴定肽段，随后再获得鉴定蛋白质．有

研究表明，即使能获得较高可靠性的鉴定肽段，其

推导的蛋白质可靠性也可能会低得多．随着质谱仪

器精度的提高和肽段鉴定数据质量控制方法的不断

完善，蛋白质鉴定数据质量控制问题日趋显著．本

文首次将蛋白质鉴定质量控制明确分为蛋白质组装

和蛋白质鉴定的可靠性评估两部分，并对其进展情

况进行了系统综述．随着人类蛋白质组计划的不断

实施，数据挖掘的深度和广度也越来越大，制定统

一的数据标准和数据分析流程，发展普适的概率统

计模型辅助蛋白质鉴定的可靠性评估已成为趋势．
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The Progress of Protein Quality Control Methods in Shotgun Proteomics*
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Abstract The shotgun strategy applying tandem mass spectrometry to identify proteins has been widely used in
proteomics for its high reliability and efficiency. However, protein deduction is ambiguous due to uncorrected
identified peptides and erased correlated information between peptides and their source proteins. Protein quality
control methods can be divided into two categories: protein assembly and protein confidence evaluation. To date,
parsimony principle, deriving the minimal proteins accounting for all identified peptides, has been widely used in
protein assembly. Boolean and probability assembly are two kinds of methods in protein assembly. Protein
confidence evaluation includes protein probability calculation of a single protein and false discovery rate
estimation of all identified proteins. This review reveals the trend of developing a generalized probabilistic model
with consideration of all influence factors, which can be applicable to a variety of peptide scoring system for
protein identification.
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