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生物信息学概论

第十二章 计算蛋白质组
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蛋白质组

相同基因组，不同蛋白质组

黑凤蝶 (Black Swallowtail) – 幼虫 & 蝴蝶
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蛋白质调控

 Human mammary epithelial cell (HMEC)
 HCC2218: breast cancer cell line

Geiger et al., “Proteomic changes resulting from gene copy number 
variations in cancer cells”, PLoS Genet. 2010, 6, e1001090.
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蛋白质组

 Proteomics, 1995年
基因组对应的蛋白质产物的合集

鉴定和定量所有的蛋白质

特定信号通路、细胞器、细胞、组织、器官、物种

为生物系统提供准确和详尽的蛋白质信息

 主要研究的问题
一个生物学样本里包含多少种蛋白质？

这些蛋白质的浓度/丰度是多少？

在不同的样本里有多少蛋白质表达水平改变？

有哪些翻译后修饰？

这些蛋白质在细胞或器官中定位在哪里？

蛋白质如何与其他蛋白质或分子相互作用？
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蛋白质组 vs. 转录组

 不是所有的mRNA都会翻译成蛋白质

 编码蛋白质的RNA的转录水平，与表达水平并不

总是相关

 蛋白质的活性：

 mRNA，RNA剪接，翻译后修饰
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蛋白质组研究的类型及应用

Graves and Haystead (2002)
Microbiol & Molec. Biol.
Rev. 66, 39-63

验证

应用
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基于质谱的蛋白质组

质谱

裂解、分组

MS

酶解

鉴定和定量蛋白质

质量峰发现
电荷确定
去同位素

整合质量峰
搜索

双向凝胶电泳 (2D-Page)
液相色谱 (Liquid Chromatography, LC)

胰蛋白酶
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氨基酸残基

天冬氨酸 vs. 亮氨酸
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蛋白质序列

H...-HN-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO-…OH

Ri-1 Ri Ri+1

AA residuei-1 AA residuei AA residuei+1

N-terminus C-terminus
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等电点/分子量

http://www.uniprot.org/uniprot/P02666

http://web.expasy.org/compute_pi/
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二维凝胶电泳 (2D-Page)
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色谱分离



Bioinformatics, 2025, HUST

肽段酶解

 肽酶 (Peptidase)
胰蛋白酶 (Trypsin)：K/R↓, not with P
糜蛋白酶 (Chymotrypsin)： 疏水性氨基酸

 Arg-C：R ↓
 Glu-C：E↓
 Lys-C：K↓
 V8-protease：E↓
 Pepsin – 酸性环境，随机切割
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谱图匹配
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1‐letter 
code

3‐letter 
code

Chemical 
formula

Monois
otopic

Average

A Ala C3H5ON 71.0371 71.0788
R Arg C6H12ON4 156.101 156.188

N Asn C4H6O2N2 114.043 114.104
D Asp C4H5O3N 115.027 115.089

C Cys C3H5ONS 103.009 103.139
E Glu C5H7O3N 129.043 129.116
Q Gln C5H8O2N2 128.059 128.131

G Gly C2H3ON 57.0215 57.0519
H His C6H7ON3 137.059 137.141

I Ile C6H11ON 113.084 113.159
L Leu C6H11ON 113.084 113.159

K Lys C6H12ON2 128.095 128.174
M Met C5H9ONS 131.04 131.193

F Phe C9H9ON 147.068 147.177
P Pro C5H7ON 97.0528 97.1167
S Ser C3H5O2N 87.032 87.0782

T Thr C4H7O2N 101.048 101.105
W Trp C11H10ON2 186.079 186.213

Y Tyr C9H9O2N 163.063 163.176
V Val C5H9ON 99.0684 99.1326

氨基酸质量

与质谱图一致的蛋白质序列
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质谱

Ion 
Source

Mass 
Analyzer Detector

mass/charge

in
te

ns
ity

离子源 质量分析器 探测器
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肽段碎裂：二级质谱

 Tandem MS, MS/MS
Mass 

Analyzer 1
Frag-

mentation DetectorIon Source Mass 
Analyzer 2

y

b
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LC-MS/MS
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离子源

Ion 
Source

Mass 
Analyzer Detector

MALDI
ESI

mass/charge

in
te

ns
ity
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电喷雾

质量分析
器

探测器

ESI针头

真空泵
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基质辅助激光解吸电离

α-氰基-4-羟基肉桂酸
(alpha-cyano-4-hydroxycinnamic acid)

基质

激光

V

质量分析
器

探测器
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检测器

Ion 
Source

Mass 
Analyzer Detector

mass/charge

in
te

ns
ity

电子倍增器
像电流
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检测器

电子倍增检测器 像电流检测器
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质量分析器

Ion 
Source

Mass 
Analyzer Detector

 飞行时间 (Time-of-flight, TOF)
 扇形磁场 (Magnetic Sector)
 四级杆 (quadrupoles, Q) 
 离子阱 ( Ion trap, IT)
 离子回旋共振 (ion cyclotron resonance, ICR)
 轨道阱 (Orbitrap)
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质谱原理

)( BvEz
dt
vdmamF 

BvE
dt
vd

z
m



z 电荷数
E 电场强度
v 速度
B 磁场强度
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Time-of-Flight, TOF

离子源
质量分析

器
探测器

飞行时间
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扇形磁场
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四级杆

y

x

)cos( tVU 

)cos( tVU 
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离子阱

四级杆离子阱
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傅里叶变换的离子回旋共振

zvB
R

F mv 
2


BB

v
R

z
m





Bioinformatics, 2025, HUST

轨道阱 (Orbitrap)

LTQ Orbitrap XL
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四级杆-时间飞行串联质谱

 碰撞活化离解 (Collision Activated Dissociation)

Mass 
Analyzer 1

Frag-
mentation

DetectorIon Source

Mass 
Analyzer 2

CAD 

Quadrupole Time-of-Flight
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Linear Ion Trap / Orbitrap

Mass 
Analyzer 1

Frag-
mentation

Detector

Ion 
Source

Mass 
Analyzer 2

ESI Linear Ion Trap

Orbitrap

CAD
ETD

Olsen J V et al. Mol Cell Proteomics 2009, 8:2759-2769

Frag-
mentation

HCD

Detector



Bioinformatics, 2025, HUST

质谱图：MALDI-TOF
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肽段强度 vs. m/z
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质谱图：ESI-LC-MS/MS

Fragment intensity vs m/z
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电荷态分布

 分子量898 Da的肽段
携带1个H+：(898 + 1) / 1 = 899 m/z
携带2个H+：(898 + 2) / 2 = 450 m/z
携带3个H+：(898 + 3) / 3 = 300.3 m/z

mass/charge

in
te

ns
ity

MALDI ESI

mass/charge

in
te

ns
ity

1+

1+ 2+

3+

4+

Peptide

2+

n
nHM

z
m 

M – 分子量
n – 电荷数
H – 质子的分子量
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同位素分布

0.015% 2H
1.11% 13C 
0.366% 15N
0.038% 17O, 0.200% 18O, 
0.75% 33S, 4.21% 34S, 0.02% 36S

仅有12C and 13C:
p=0.0111
n：肽段中C的个数
m：肽段中13C的个数
Tm：肽段m中13C的相对强度

m = 1035 Da m= 1878 Da m = 2234 Da

m/z m/z m/z

In
te

ns
ity

12C
14N
16O
1H
32S

+1Da

+2Da
+3Da
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分辨率 (Resolution)

M = 最小质量峰的分离能力，允许区分两种不同类
型的离子

Re
la
ti
ve

 I
nt

en
si
ty

m/z

I II II
501.5 502.0500.5500.0499.5

500

50 %

分辨率 (R) = M/M = 500/0.5 = 1000

M = full width at half maximum (FWHM)

 多高的分辨率能够区分乙酰化 (acetylation, 
+42.0100)和三甲基化 (Trimethylation, 42.0464)？
 R = 1600/0.0364 = 43,956
 1/R = 22.75 ppm
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质谱仪-质量准确性

 ppm = M/M = 10-6
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质量峰发现

m/z

强
度

m/z

强
度

峰高 (Peak height)：
抗干扰，统计规律性较差

峰面积 (Peak area)：
统计规律性较好，抗干扰差

曲线拟合 (Curve fitting)：
统计规律性较好，需要知道质量峰
的形状，运算速度慢
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质量峰发现：高斯拟合

高斯拟合
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蛋白质鉴定：肽段指纹谱

 Peptide Mass Fingerprinting (PMF)
 一级谱MS数据

 从基因组测序中可获得预测的蛋白质序列

 之前蛋白质不需要被测序

 仅需要知道基因的开放阅读框 (open reading 
frame) 即可
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肽段指纹谱

质谱

质谱

酶解

所有肽段质量

选择蛋白质

比较、打分、检验显著性

对
每

一
个

蛋
白

质
重

复
计

算

序列数据库

鉴定蛋白质

酶解
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肽段指纹谱鉴定

 牛β-casein的胰蛋白酶切

King’s College 
London

主要质量峰：

645.998 742.083 748.017

780.102 830.087 2186.111
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理论酶切肽段生成

http://web.expasy.org/peptide_mass/
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质量峰选择

实际质量与理论质量之差小于允许误差

将实际峰与理论峰比较打分

King’s College 
London

|PM(a) – PM(b)| < Error

score(TM(a), TM(bi)) 
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MOWSE Score
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肽段出现的频率表

打分原则：基于肽段出现的频率

给定参考序列数据库：建立频率表

蛋白质
肽段 0 – 10 k Da 10 – 20 k Da 20 – 30 k Da …..

0-100 Da 54 23 7 …..

100-200 Da 34 12 23

… ….. …. ….. ….
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MASCOT PMF

设置参数

SwissProt
Trypsin
Mammals
 Input

 645.998
 742.083
 748.017
 780.102
 830.087
 2186.111

http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl?FORMVER=2&SEARCH=PMF
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MASCOT PMF
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CASB_BOVIN
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肽段指纹谱的优缺点

优点：

快速、简便、灵敏度高

不需要二级质谱MS/MS数据

简单的质谱仪即可获得数据

缺点:
不适合蛋白质混合物的分析

可信度较低

依赖于质谱的分辨率和质量准确性

依赖于序列数据库的大小
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肽段鉴定 vs. 质量准确性
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数据库大小

C. elegans

S. cerevisiae

Human
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串联质谱MS/MS

 蛋白质酶解成肽段之后继续碎裂

 二级谱
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串联质谱：数据库搜索

串联质谱分析

串联质谱

酶解

所有碎片质量

选择蛋白质

比较、打分、检验显著性

对
每

一
个

蛋
白

质
重

复
计

算

序列数据库

酶解

色谱分离 选择肽段

对
每

一
个

肽
段

重
复

计
算
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肽段碎裂

碰撞活化离解, CAD

肽段倾向于在主链发生碎裂

中性丢失：丢失中性的基团如NH3和H2O

H...-HN-CH-CO .  .   . NH-CH-CO-NH-CH-CO-…OH

Ri-1 Ri Ri+1

H+

Prefix Fragment Suffix Fragment

CAD
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电子转移解离

 Electron Transfer Dissociation, ETD
 c, z离子

萤蒽
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肽段碎裂的离子类型
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碎裂的主要离子类型

 CAD: 主要是b、y型

y3

b2

y2 y1

b3

HO                  NH3
+

|                       |
R1       O              R2 O             R3 O             R4

|      ||                |      ||               |       ||              |
H -- N --- C --- C --- N --- C --- C --- N --- C --- C --- N --- C -- COOH

|       |               |        |               |       |               |
H      H             H       H             H      H             H 

b2-H2O

y3 -H2O

b3- NH3

y2 - NH3

b1
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二级谱图

Mass Spectra
前缀和后缀片段

中性丢失的片段 (-H2O, -NH3)
噪音、缺失的质谱峰

G V D L K

mass
0

57 Da = ‘G’ 99 Da = ‘V’
L D V G

D
H

2O
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真实的二级谱图

DLKSWTAADTAAQISQ
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SEQUEST算法

 理论谱图生成规则
 b, y: 50；b, y ± 1: 25
中性丢失 & a: 10  

a: 氨基酸分子量
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谱图比较

 首次打分：前200个得分最高的肽段

理论谱图 实验谱图

匹配片段离子
强度之和

匹配的片段
离子数量

所有片段离子
β=0.075 
ρ=0.15
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相关性分析

 第二轮打分：针对首轮200个得分最高的肽段

 交叉相关系数
理论谱a左移或右移t之后与实验谱e比较
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理论谱与实验谱的相关性
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MASCOT

 Matrix Science, http://www.matrixscience.com
 基本假设：肽段匹配是独立的伯努利过程

实验谱的片段与理论谱的匹配概率

实验谱的片段与随机谱的匹配概率



Bioinformatics, 2025, HUST

从头测序

 de novo sequencing 
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手工验证
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手工验证
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手工验证
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表达蛋白质组学

 定量蛋白质组学
检测生物样本中蛋白质的表达水平或丰度

 基于图像的定量技术
二维凝胶电泳、蛋白质芯片、影像质谱流式术IMC
将表达信息转化为图像信号，再利用图像处理的方法

进行定量分析

 基于标记的定量技术
应用于ESI-LTQ-Orbitrap等质谱仪的蛋白质组定量中

无标记定量：根据MS/MS质量峰面积确定蛋白质丰度

标记定量：对蛋白质或肽段进行同位素化学标记或代
谢标记
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蛋白质芯片

 蛋白质微阵列

将已知蛋白质、抗体或抗原点印并固定在普通玻璃载体
、多孔凝胶覆盖及微孔芯片介质上

由高密度蛋白质或多肽分子组成的微阵列

利用荧光物质、酶或化学发光物质标记的生物分子与芯
片上探针反应

基于抗体的蛋白质芯片
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蛋白质芯片的类型

 分析型蛋白质芯片
密度相对较低，用于生物分子的大量、快速检测

抗体芯片、抗原芯片

 功能型蛋白质芯片
高密度芯片，载体固定天然或融合蛋白质

鉴定相互作用的蛋白质及生物分子，并确定丰度

 反向蛋白质芯片
将生物样品如组织或细胞裂解物点样在芯片载体上

用蛋白质抗体间接地检测蛋白质的存在及丰度
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蛋白质芯片的类型

分析型（抗体芯片） 功能型 反向
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蛋白质芯片的优点

 特异性较强，芯片检测的准确性由抗原与抗体之间、蛋
白质与配体之间特异性结合决定

 灵敏度较高，可检测出样品中微量蛋白质（纳克级）的
存在

 通量较高，单次实验可以同时检测上千种目标蛋白质

 重复性较好，不同批次实验间的差异较小

 应用性较强，样品的前处理比较简单，只需对少量实际
样本进行沉降分离和标记后，即可加于芯片上进行分析
和检测

 适用范围较广，适用于包括组织、细胞及体液等多种生
物样品
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影像质谱流式术（IMC）

 流式细胞术
使用荧光标记的抗体或探针标记单个细胞

主要用于细胞悬浮液的分析

 影像质谱流式术
质量细胞术（mass cytometry）的延伸和拓展

将抗体与金属螯合的高分子聚合物偶联

标记整张组织切片

可对石蜡包埋的组织切片进行分析

可用于患者队列的回顾性研究
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影像质谱流式术的实验流程
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影像质谱流式术的原理

 电感耦合等离子体

 随惰性气体的流动进入飞行时间（TOF）质谱进行检测

 获得每个小区域的金属同位素的丰度

 得到切片上目标蛋白质丰度的分布

 根据多离子束成像技术重建整张切片的图像
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影像质谱流式术的优缺点

 40种金属同位素
 37种镧系元素，3种非镧系元素铋、金和铂

单次实验可以标记抗体数量的上限是40个
优点：可以开展单细胞蛋白质组分析

缺点：单次实验中可分析的蛋白质数量较少，通量较低
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基于标记的蛋白质定量
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非标记定量

分组

酶解

LC-MS

裂解

MS MS

pppppp MS

ik

LC

ik

Pep

ik

D

ijkij

L

ijk

Pr


基本假设:

在所有样本中恒定

IICC jjjj iiii mnmn
// 

样本 i 
蛋白质 j
肽段 k



Bioinformatics, 2025, HUST

标记定量
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无标记定量

 两类定量算法
根据前体离子流面积（肽段丰度）

根据能够回贴到蛋白质序列的谱图数量
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无标记定量算法

 根据肽段丰度推测蛋白质丰度
“前三”（TOP3）法：将质谱检测的、质量峰面积

最大的三条肽段的强度值累加再计算平均值，作为蛋
白质的表达丰度值

“基于强度的绝对定量”（intensity-based 
absolute quantification，iBAQ）法：将蛋白质上
所有质谱检测到的肽段的强度值累加，再除以该蛋白
质理论酶解之后的肽段数量，计算结果即为蛋白质的
表达丰度
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无标记定量技术的优缺点

 优点
实验操作简便

蛋白质标记存在效率问题，没有标记就不存在损失

无额外的试剂或材料，成本更低

蛋白质定量较为准确

 缺点
质谱鉴定的肽段对于蛋白质整体的覆盖度较低

不同人操作质谱仪的习惯不同，参数设置也不完全相
同，因此不同样品的检测中存在较强的批次效应（
batch effect）
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代谢标记定量

 细胞培养稳定同位素标记（
SILAC）

在细胞培养液中加入同位素标
记的特定氨基酸

溶液中同位素标记的氨基酸含
量，比细胞内蛋白质中不含标
记的同种氨基酸浓度高

在细胞正常的新陈代谢活动中
，蛋白质中不含标记的氨基酸
会被替换成同位素标记的同种
氨基酸

将不同标记的样品等量混合、
裂解、酶解 SILAC实验流程
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常用的同位素标记的氨基酸

 赖氨酸（K）：分子式为C6H12ON2，残基分子量
为128.1

 精氨酸（R）：分子式为C6H12ON4，残基分子量
为156.1

 Trypsin酶解之后的肽段，C末端是赖氨酸或精
氨酸，很容易被质谱检测
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常用的SILAC标记组合

 单次实验中，能够同时标记样品的上限是3个
 未经同位素标记的12C6

14N2-赖氨酸和12C6
14N4-精氨酸组合，记为

“K0、R0”（“轻标”）

 部分碳同位素标记的13C4
14N2-赖氨酸和所有碳同位素标记的

13C6
14N4-精氨酸，其分子量要比轻标的同类氨基酸分别高4和6个

道尔顿，记为“K4、R6”（“中标”）

 全部碳、氮同位素标记的13C6
15N2-赖氨酸和13C6

15N4-精氨酸，记

为“K8、R10”（“重标”）



Bioinformatics, 2025, HUST

SILAC的应用场景

 经典的“处理”和“对照”
研究
“重标”：高浓度药物处理

“中标”：低浓度药物处理

“轻标”：未处理

利用SILAC研究药物的分子效应
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SILAC技术的优缺点

 优点
实验可重复性高

同位素标记的效率可达到95-98%
标记在样本处理之前，消除了样本处理过程中可能造

成的偏差

相对定量更精准、方差小

处理细胞样品比较方便

 缺点
单次实验能够标记的样品较少

同位素标记的赖氨酸和精氨酸，实验成本更高

组织样本难以被标记
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同位素化学标记技术

 等重同位素标签相对和绝对定量（iTRAQ）技术
 AB SCIEX公司研发

 串联质量标记（Tandem mass tag, TMT）
 Thermo Fisher公司研发

iTRAQ TMT
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同位素化学标记技术的原理

 iTRAQ和TMT标签：包括报告基团、平衡基团和
肽反应基团

 将酶解后肽段的N端连接上不同分子量的标签

 在报告基团和平衡基团之间预留了HCD的断裂点

 在MS/MS检测中，离子通过第二重质量分析器的
时候发生HCD碎裂

 第三重质量分析器根据碎裂之后的b离子和y离子
来推断肽段的组成

 再根据报告基团的质量峰来推断肽段的丰度
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4-plex的iTRAQ标签

 4-plex的iTRAQ标签
 4种报告基团：分子量分别为

114、115、116和117 Da
 4种平衡基团：分子量分别为

31、30、29和28 Da，使得
报告基团和平衡基团的总分
子量为145 Da

肽反应基团：与肽段N端的氨
基反应形成共价键连接

 8-plex的报告基团分子量为
114~121 Da

iTRAQ标签的组成

iTRAQ 4-plex标签
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iTRAQ标签与肽段连接
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iTRAQ标记的谱图解析
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TMT的4种试剂

 TMT 6、10、11以及
TMTpro 16-plex
可分别同时标记6、10

、11和16组样品

 16-plex的TMT标签
分子量为126-134 Da
每隔0.5 Da一个标签

质谱检测时，不同标签
对应的质量峰靠得更近

TMTpro 16-plex标签
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TMTpro 16-plex的应用场景

 同时标记的样品更多，应用更广泛

 主流标记蛋白质组学技术，大量临床样本分析

 第一个标签：“混样”，每份样本中取等量少部分混合
作为对照样品

 剩余15个标签：标记不同的临床样本

 数据分析时，用“混样”中蛋白质丰度对其他样本做归
一化处理，即可消除实验的批次效应

利用TMTpro 16-plex标签开展定量蛋白质组分析
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蛋白质组的绝对定量

 无标记、代谢标记和同位素化学标记技术 蛋白
质组的相对定量

 绝对定量 在样品制备的时候加入已知质量的标
准品蛋白质作为对照

 蛋白质的绝对定量算法
“蛋白质组之尺”（proteomic ruler） 估算单个

细胞中每种蛋白质的拷贝数量

 2014年，德国Matthias Mann提出
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蛋白质组之尺的算法思想

 单个细胞内所有蛋白质的质量为Tm，蛋白质P的质
量Pm，单个细胞内P的数量Pc可由下述公式计算：

 其中， Ip是蛋白质P的质谱丰度，IT是所有蛋白质
丰度的加和，NA是阿伏伽德罗常数（约为6.02 ×
1023），M是蛋白质的摩尔质量也就是分子量
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蛋白质组之尺的算法思想

 单个细胞内所有组蛋白（histone）的质量总和Hm，可
根据下述公式计算

 IH是所有组蛋白丰度的加和。在哺乳动物的细胞里，
DNA缠绕在组蛋白8聚体复合物上形成核小体，且染色体
DNA的质量Dm与组蛋白的质量Hm几乎相等，因此上述公
式可转化为：
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蛋白质组之尺的算法思想

 根据实验测量的结果，双倍体人类细胞中DNA质量约为
6.5 pg = 6.5×10-12克，代入上述公式：

 “蛋白质组之尺”也可以用来估算细胞内RNA的分子数
量Rc，这是因为细胞内核糖体RNA分子约占总RNA分子
的80%，而核糖体RNA分子与核糖体蛋白质分子数量接
近1：1，因此可以用上述公式估算核糖体蛋白质分子数
量，从而推导出细胞内RNA分子的总拷贝数
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MaxQuant

 主流软件：可处理无标记定量和标记定量的蛋白质
组学数据
搜索引擎Andromeda：用于肽段鉴定的数据库搜索

 Viewer插件：可视化MS/MS数据，便于手工验证

 Perseus软件：对数据做更深入的统计和计算分析
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靶向蛋白质组

Fractionation

Digestion

LC-MS

Lysis

MS

Shotgun proteomics Targeted MS

1. 记录m/z

2. 基于丰度和片段选择肽段

MS/MS

3. 数据库搜索：蛋白质鉴定

Data Dependent Acquisition 
(DDA)

肽段集需要事先确定

1. 选择前体离子

MS

2. 前体碎片化

MS/MS

3. 利用前体-碎片对鉴定
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多重反应监测

 Multiple Reaction Monitoring
 离子过滤器：三重四级杆

 Q1：选择前体

 Q2: CAD碎片化

 Q3：特异性检测3个碎片离子
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MRM的优缺点

 优点
快速检测多个离子态：10 ms/离子态

单次试验可分析许多肽段 (100s)，多次检测每个肽段
的离子态

高灵敏度、高可重复性

可检测低丰度蛋白质

定量的黄金标准 (Golden standard)
 缺点

只能检测事先确定的肽段集，需要知道电荷状态、保
留时间、相对的离子强度

每次检测的反应数量有限
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并行反应监测

 Parallel Reaction Monitoring, PRM
 Q3: 高分辨率质量解析器，检测所有靶离子

产生高分辨率、全覆盖的二级质谱数据

不需要事先选择离子
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MRM的应用

蛋白质复合物分析

代谢通路分析

磷酸化

蛋白质修饰

分子标志物：疾病相关
蛋白质标志物的验证
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靶标选择

 根据临床或生物学问题选择特定的蛋白质
 AKT1和乳腺癌

 AKT
 PDK
 BAD
 MDM2
 GSK3
 mTOR
 RAF1
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肽段选择

 每个蛋白质选择3条代表性肽段

 有独特的序列

 能够被LC-MS稳定的检测到

 8-25 aa
 离子化效率高

 m/z在仪器可检测的范围内

 没有丢失的酶解

 不能过于亲水 (难以存留)，或疏水 (粘柱)
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特征肽段选择

蛋白质集合

肽段

特征肽段

Step 1: 蛋白质全长序列

Trypsin

Step 2: 模拟酶切

PTPIQLNPAPDGSAVNGTSSAETNLEALQK
LEAFLTQK
PSNIVLVNSR
LEELELDEQQR
DDDFEK…..

Step 3: 与参考序列数据库相比

肽段匹配

-仅能匹配到单个基因的肽段

RefSeq
Ensembl
Uniprot

(Reference Protein DB)

蛋白质到基因
的匹配

(Using protein names and genomic 
DB)

PTPIQLNPAPDGSAVNGTSSAETNLEALQK
LEAFLTQK
PSNIVLVNSR
LEELELDEQQR
DDDFEK…..
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LC/MS性质：Skyline

 与二级谱图库比较

 发现最常出现的离子态
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Skyline定量

 导入质谱鉴定的原始文件

 选择感兴趣的肽段

 根据曲线确定样品量
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质谱数据库

 ProteomeExchange

http://www.proteomeexchange.org/
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PRIDE

http://www.ebi.ac.uk/pride/
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iProX

https://www.iprox.cn/
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PeptideAtlas

http://www.peptideatlas.org/
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GPMDB

http://gpmdb.thegpm.org
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磷酸化蛋白质组学

 鉴定磷酸底物和位点的高通量技术
结合磷酸肽富集和质谱鉴定技术

溶液中的磷酸根为HPO3
2-离子，带两个负电荷

 磷酸肽富集方法
金属固载的亲和色谱（IMAC），主要包括Fe3+-

IMAC、Ti4+-IMAC和Zr4+-IMAC，其中Ti4+-IMAC中
的钛为四价阳离子

金属氧化物的亲和色谱（MOAC），如TiO2-MOAC
，在溶液中电离出阳离子

强阳离子交换（SCX）树脂

识别磷酸化酪氨酸的抗体
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磷酸肽富集的4种方法
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磷酸肽富集方法的特点

 磷酸肽的富集方法
液相色谱的分离中，IMAC和MOAC的材料与磷酸根有

较强的亲和力，因此磷酸肽在后期被分离

 SCX带负电，与磷酸根有较强的排斥力，因此磷酸根在
前期被分离

酪氨酸与磷酸根的亲和力较弱，酸性环境中共价键常常
会发生断裂，因此需要用特异性抗体进行磷酸肽的富集

 磷酸肽的质谱鉴定
需要根据二级质谱的信息

推断磷酸肽的组成及磷酸化位点的位置

通常磷酸肽的丰度即为所包含位点的磷酸化水平
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小鼠肝脏的磷酸化组分析

 21天小鼠的肝脏
 90 mg肝脏蛋白质 trypsin酶切

 10mg: SCX & IMAC
 80mg: pY-IP

 5,635 个磷酸化位点，2,328个蛋白质

 磷酸化模体的发现
 RRxs (PKA), LxRxxs (CaMK), and RxRxxs (AKT)
 Casein kinase II:sxDxExE, sxxEE, sDxE, and 

sDxD
 MAPK: PxsP and PxtP
 “Dipolar”: Rxxsxx[DE]; R碱性，D/E酸性
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磷酸肽富集

 SCX + IMAC
 15个SCX组分
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蛋白基因组 (Proteogenomics)

 基因组注释
验证已有的基因模型，纠正错误的基因模型

发现新基因和新的可变剪接异构体

 遗传变异对蛋白质组的影响

 分子标志物鉴定
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蛋白基因组分析流程

Krug K., Nahnsen S, Macek B, Molecular Biosystems 2010 Renuse S, Chaerkady R and A Pandey, Proteomics. 2011
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基于基因组的序列数据库

结合基因组数据的新蛋白发现
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6框翻译数据库

 软件
 Peppy: 建库+搜索

 BCM Search Launcher
 InsPecT: Perl脚本

ATGAAAAGCCTCAGCCTACAGAAACTCTTTTAATATGCATCAGTCAGAATTTAAAAAAAAAATC

M K S L S L Q K L F * Y A S V R I * K K N
* K A S A Y R N S F N M H Q S E F K K K I
E K P Q P T E T L L I C I S Q N L K K K S

H F A E A * L F E K L I C * D S N L F F I
S F G * G V S V R K I H M L * F K F F F D

F L R L R C F S K * Y A D T L I * F F F G

正链

负链
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基因组注释：A. gambiae

Renuse S, Chaerkady R and A Pandey, Proteomics. 11(4) 2011

Peptides mapping to annotated 3’ UTR

Peptides mapping to novel exon within an existing gene
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基于RNA的序列数据库

RNA-Seq外显

子连接点数据库

比较、打分、显著

性检验

m/z

串联质谱

外显子1 外显子2 外显子3

新的可变剪接 表达水平

外显子1 外显子X 外显子2

强
度
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单核苷酸变异数据库

比较、打分、显著

性检验

发现变异蛋白质

m/z

强
度

串联质谱

TCGAGAGCTG
TCGAGAGCTG
TCGAGAGCTG
TCGAGAGCTG
TCGAGAGCTG
TCGATAGCTG外显子1

从基因组测序中获得变异信息

参考蛋白质

序列库
+ 变异体数据库
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肿瘤特异性蛋白质数据库

肿瘤特异性

蛋白质数据库

非肿瘤样本 基因组测序 鉴定生殖系变异

人类参考数据库
(Ensembl)

基因组测序
RNA-Seq肿瘤样本

鉴定可变剪接、体细胞变异
和新的表达水平

TCGAGAGCTG
TCGAGAGCTG
TCGAGAGCTG
TCGAGAGCTG
TCGAGAGCTG
TCGATAGCTG

外显子1 外显子2 外显子3

外显子1

变异体

可变剪接 新转录本

外显子1 外显子X 外显子2

融合基因

基因X
外显子1

基因X
外显子2

基因Y
外显子1

基因Y
外显子2

基因X 基因Y
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CPTAC：临床肿瘤蛋白质组

The National Cancer Institute’s Clinical 
Proteomic Tumor Analysis Consortium 
(CPTAC) is a national effort to accelerate 
the understanding of the molecular basis 
of cancer through the application of 
large-scale proteome and genome
analysis, or proteogenomics.
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结直肠癌的蛋白基因组学分析

 样本来源：95组TCGA肿瘤样本, 30例正常样本

 组学鉴定：
 基因组

 转录组

 蛋白组 （非标）

 相关分析：
 氨基酸突变 – 碱基突变

 蛋白丰度 – 基因表达

 拷贝数变异 – 基因表达、蛋白丰度

 蛋白组分型 – 转录组分型

 蛋白组分析 – 蛋白标志物
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Zhang et al., Nature. 2014, 513, 382-7

氨基酸突变 vs. 碱基突变

796 SAAVs

64 TCGA
101 COSMIC
526 dbSNP

 氨基酸突变大部分来自于碱基突变
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mRNA丰度 vs. 蛋白质丰度

用mRNA丰度预测蛋白丰度并不可靠

稳定状态mRNA-蛋白
显著正相关：100%
平均相关系数：0.47

变化状态mRNA-蛋白
显著正相关：32%
平均相关系数：0.23
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拷贝数变异分析

 CNAs对转录影响大，对蛋白层面影响较低
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蛋白质组的分子分型

 蛋白组分型结果与转录组分型结果部分吻合

蛋白组类型B与转录组
类型CIMP-H显著相关

蛋白组类型E与TP53
突变及18q缺失显著相
关
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富集分析

 各分型分子标记物及通路富集

类型C


