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摘要 数据非依赖采集（DIA）是蛋白质组学领域近年来快速发展的质谱采集技术，其通过无偏碎裂隔离窗口内的所有母

离子采集二级谱图，理论上可实现蛋白质样品的深度覆盖，同时具有高通量、高重现性和高灵敏度的优点。现有的DIA数

据采集方法可以分为全窗口碎裂方法、隔离窗口序列碎裂方法和四维DIA数据采集方法（4D-DIA） 3大类。针对DIA数据

的不同特点，主要数据解析方法包括谱库搜索方法、蛋白质序列库直接搜索方法、伪二级谱图鉴定方法和从头测序方法4

大类。解析得到的肽段鉴定结果需要进行可信度评估，包括使用机器学习方法的重排序和对报告结果集合的假发现率估计

两个步骤，实现对数据解析结果的质控。本文对DIA数据的采集方法、数据解析方法及软件和鉴定结果可信度评估方法进

行了整理和综述，并展望了未来的发展方向。
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基于液相色谱-串联质谱技术的鸟枪法蛋白质

组学已成为对生物体内蛋白质进行全面分析的一个

主流方法［1-2］，在疾病发病机制研究、生物标志物

筛选和药靶发现等领域有着广泛的应用［3-7］。目前，

鸟枪法蛋白质组学已实现对大规模生物样品上万个

蛋白质的高通量分析［7-12］，但依然还未实现蛋白质

全覆盖的目标［13］。传统鸟枪法蛋白质组学通常采

用 数 据 依 赖 采 集 （data dependent acquisition，

DDA）方法采集质谱数据，而近年提出的数据非

依赖采集 （data independent acquisition，DIA） 方

法由于其高通量、高重现性和高灵敏度的优点，逐

渐得到更广泛的应用。

DDA方法在每次循环采集过程中依次选择一

级谱图中强度最高的多个母离子，对母离子质荷比

选择较窄的隔离窗口（如±1.2 u）进行碎裂并生成

二级谱图（图1a）。DDA方法依赖母离子强度的二

级谱图获取方式导致其难以获取低丰度肽段的二级

谱图，并且由于色谱条件和动态排除机制造成了母

离子选择的高随机性，使得相同肽段在两次实验被

重复采集二级谱图的概率较低。

随着质谱技术的不断发展，为了实现对蛋白质

样品的高通量、高灵敏和高重现性分析，研究人员

提出了DIA方法［14］。DIA方法不依赖于母离子强

度，而是根据母离子质荷比范围无偏地设置隔离窗

口，并将窗口内所有母离子共碎裂，得到包含多个

母离子共碎裂信息的混合二级谱图（图1b）。相较

于DDA方法，DIA方法可以采集到包括低丰度肽

段在内隔离窗口中所有母离子的碎片离子信息，理

论上可实现对肽段的全面采集，获取样品内全部蛋

白质的完整图谱。此外，DIA方法采集了碎片离子

在色谱时间上的连续信息，可以重构碎片离子的色

谱曲线，该色谱曲线较DDA方法中重构母离子色
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谱曲线有更高的信噪比和更低的检测限，能够实现

更精确的定量。

DIA数据虽然具有对样品所有肽段进行鉴定和

定量的潜能，但是高度复杂的混合二级谱图对肽段

和蛋白质的准确鉴定提出了挑战。由于DIA产生的

二级谱图包含着隔离窗口所有母离子的碎裂信息，

母离子和碎片离子之间的对应关系被打破，难以直

接使用传统 DDA 搜索引擎实现肽段鉴定。此外，

隔离窗口内多个母离子之间存在相同质荷比的碎片

离子，造成碎片离子干扰为二级谱图解析造成困

难。自 DIA 方法提出以来，正确解析 DIA 数据的

二级谱图成为了分析DIA数据的关键难点。

近年来，质谱采集技术和不同鉴定策略的发展

为解析DIA数据的二级谱图提供了有效途径。随着

质谱仪器在质量精度、速度和分辨率上的提高，多

种旨在降低分析复杂度的DIA采集策略被提出。目

前的DIA数据采集方法主要可以分为全窗口碎裂方

法（Shotgun-CID［15］、MSE［16］、AIF［17］）、隔离窗

口序列碎裂方法 （原始 DIA［14］、 PAcIFIC［18］、

SWATH［19］ 、 WiSIM-DIA［20］ 、 BoxCar［21］ 、

MSX［22］ 、 可 变 母 离 子 隔 离 窗 口 DIA［23］ 、

RTWinDIA［24］） 和增加数据维度的 4D-DIA 方法

（DIA-PASEF［25］、ScanningSWATH［26］）。

针对DIA数据的特点，基于不同策略的数据分

析方法被提出。DIA数据分析主要包括数据解析获

取肽段鉴定结果（即实现肽段和谱图匹配，简称肽

谱匹配，peptide-spectrum matches）和对鉴定结果

进行可信度评估两个部分。目前，DIA数据解析方

法 主 要 包 括 谱 库 搜 索 方 法 （mProphet［27］ 、

OpenSWATH［28］ 、 Spectronaut［29］ 、 DIANA［30］ 、

SWATHProphet［31］ 、 EncyclopeDIA［32］ 、 DIA-

NN［33］、DDIA［34］、MaxDIA［35］、DreamDIA［36］）、

蛋白质序列库直接搜索方法 （DIAmeter［37］、FT-

ARM［38］、PECAN［39］） 和伪二级谱图鉴定方法

（DeMux［40］ 、 DIA-Umpire［41］ 、 Group-DIA［42］ 、

Specter［43］、 CorrDec［44］ ） 以 及 从 头 测 序 方 法

（DeepNovo-DIA［45］）。在得到肽段鉴定结果后，使

用重排序算法将鉴定结果按可信度从高到低进行排

序，而后利用目标 - 诱饵库方法 （target decoy

approach，TDA）［46］估计假发现率（false discovery

rate，FDR）［47］，实现对鉴定结果的可信度评估。

本文对近年来发展出的DIA数据分析策略进行

综述。首先介绍主要的DIA数据采集方法，接着介

绍主要的 DIA 数据解析方法，然后介绍 DIA 数据

中的鉴定结果重排序算法和假发现率估计方法，最

后对现有蛋白质组学中的DIA分析策略进行总结并

对未来发展进行展望。

Fig. 1 Comparison of DDA and DIA methods
图1 DDA和DIA方法对比
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1 DIA数据采集

DIA数据采集方法对一级谱图的母离子质荷比

范围进行划分，得到隔离窗口并对隔离窗口内所有

母离子共碎裂采集二级谱图。目前已经发展了多种

DIA 采集方法 （表 1），根据隔离窗口划分数目、

大小的不同及是否对肽段采集额外的维度，主要分

为3类，包括全窗口碎裂方法、隔离窗口序列碎裂

方法和增加数据维度的四维 DIA 数据采集方法

（4D-DIA）（图2）。

Table 1 Commonly used data-independent acquisition methods
表1 常用的数据非依赖采集方法

方法名称

Shotgun-CID

原始DIA

MSE

PAcIFIC

AIF

SWATH-MS

MSX

WiSim-DIA

Variable window-DIA

BoxCarDIA

Overlapping Windows DIA

RTwinDIA

DIA-PASEF

HRMS1-DIA

Pulse-DIA

BoxCarmax

Scanning SWATH

发表

年份

2003

2004

2006

2009

2010

2012

2013

2014

2015

2018

2019

2019

2019

2020

2021

2021

2021

母离子范围

（m/z）

Full

400~1 400

Full

400~1 400

300~1 600

400~1 200

500~900

400~1 000

400~1 200

350~1 400

500~900

随时间变化

400~1 200

100~1 210

400~1 200

357~1 197

400~900

隔离窗口大小

（m/z）

Full

10

Full

2.5

1 300

25

20（4×5）

12

动态变化

随质荷比变化

20

5

25

15

随质荷比变化

10（2.5×4）

10

二级谱图数目

1

100

1

10（每次实验）

1

32

20

17×3

32

20

20

40

16×2

54

24（每次实验）

30

/

循环

时间

/s

2

25~30

2

~3

2

3.3

~3.5

3.6

3.3

/

~2.5

/

3.3

5.2

/

/

0.52

仪器

Q-TOF

Thermo Electron LTQ

Q-TOF

LTQ-Obritrap

Orbitrap Exactive

TripleTOF

Q-Extactive

Orbitrap Fusion

TripleTOF

Orbitrap Fusion

Q-Extactive

Orbitrap Fusion

TIMS TOF Pro

Q-Extactive HF

Q-Extactive HF-X

Orbitrap Fusion

Triple TOF

特点

提出用母离子-碎片离子色谱曲线

一致性辅助鉴定

使用固定序列隔离窗口遍历母离子

范围，提高数据重现性

低能量和高能量交互碎裂循环产生

一二级谱图

利用GPF多次小隔离窗口实验覆盖

母离子范围

使用步进式碎裂能量循环产生一二

级谱图

使用重叠隔离窗后步进式遍历母离

子范围

多路窗口混合方法，随机选取5个

小隔离窗口生成混合谱图

将母离子范围划分为3个区间，每

个区间独立采集一级和二级谱图

根据母离子分布情况（PIP）和总

的离子流强度（TIC）来动态划分

母离子隔离窗口范围

对母离子质荷比范围划分成多个相

隔的独立分配最大离子注入时间小

窗口采集母离子信号

采用10 u的大比例重叠窗口，交替

进行母离子范围的循环采集

根据保留时间改变采集的母离子范

围，使用小窗口采集

离子淌度分离与四极杆质量同步选

择，添加离子淌度维度信息

每次循环采集3个完整一级谱图，

提高母离子信号数目重构色谱曲

线，使用一级谱图定量分析

利用GPF将隔离窗口均匀划分为多

份，分配到每个实验独立采集

结合了BoxCar的母离子高灵敏度

和MSX的母离子高选择性

利用四级杆的连续扫描功能连续采

集二级谱图，并累加碎片离子强度

到bin中，增加Q1离子强度信息

/：文献中没有介绍或者不是固定值。
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1.1 全窗口碎裂方法

全窗口碎裂方法指每一次循环采集过程中对一

级谱图指定较大的质荷比范围 （一般大于等于

400 u）的母离子共同碎裂，进行一次二级谱图采

集，得到的二级谱图包含了所有母离子的碎片离子

信息（图2b）。该方法大大提高了质谱仪器的占空

比（即质谱仪从离子源采集离子的时间比例）。本

节介绍常用的母离子全窗口碎裂方法。

2003 年 Purvine 等［15］ 提出 Shotgun-CID 方法，

在ESI-TOF-MS质谱仪上分别使用低能量和高能量

进行采样，生成两次CID数据。在低能量条件下采

集的二级谱图只包含母离子信息，在高能量条件下

采集的二级谱图记录了所有肽段的碎片离子信息。

作者通过实验证明，Shotgun-CID采集的数据可以

通过母离子和碎片离子的色谱曲线来辅助进行肽段

鉴定。2006 年 Plumb 等［16］提出了 MSE方法，MSE

在 QTOF 质谱仪上交替进行低能量和高能量的转

换，自动扫描获得母离子、碎片离子信息，获得含

碎片离子、母离子和中性损失信息的二级谱图。

MSE方法采集的数据主要用于药物和大分子代谢物

的 研 究 。 2010 年 Geiger 等［17］ 提 出 在 Orbitrap

Exactive 仪 器 上 进 行 母 离 子 全 碎 裂 （all-ion

Fig. 2 The workflow of mass spectrometry data acquisition and three different DIA methods
图2 质谱数据采集流程和3种不同的DIA方法
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fragmentation，AIF）的方法。该方法交替进行母

离子和AIF扫描，母离子和AIF扫描各采集1 s，分

别采集得到高分辨率的一级和二级谱图。AIF扫描

分别使用24、30和36 eV的阶梯式碎裂能量，提高

了母离子碎裂效率。

全窗口碎裂方法如 Shotgun-CID、MSE 和 AIF

等高效地采集了较大的指定母离子质荷比范围内的

碎片离子信息，有效提高了数据覆盖率和仪器占空

比。但是，其生成的二级谱图包含了所有母离子的

共碎裂信息，碎片离子干扰几率的增加也对肽段的

鉴定造成了困难。因此，母离子全窗口碎裂方法不

适用于对复杂样品的大规模分析。

1.2 隔离窗口序列碎裂方法

隔离窗口序列碎裂方法将一级谱图指定母离子

质荷比范围划分成多个隔离窗口，依次对每个隔离

窗口内的所有母离子碎裂，每次循环采集生成多张

二级谱图。相较于母离子全窗口碎裂方法，该方法

分别在多个隔离窗口中采集母离子碎裂信息，降低

了二级谱图的复杂度。该方法主要可分为4种不同

的实现策略，分别为固定大隔离窗口序列碎裂策

略、固定小隔离窗口序列碎裂策略、可变隔离窗口

序列碎裂策略、优化母离子采集的隔离窗口序列碎

裂策略。

1.2.1 固定大隔离窗口序列碎裂策略

固定大隔离窗口序列碎裂策略使用较大隔离窗

口（一般大于等于10 u）对母离子质荷比范围进行

均匀划分，得到一个隔离窗口序列并依次对其进行

碎裂（图2c（1））。该方法每次循环得到多张二级谱

图，所有的二级谱图都有相同的隔离窗口大小。本

小节接下来介绍几种常见的采集方法。

2004 年 Venable 等［14］正式提出了 DIA 名词概

念，使用10 u大小的隔离窗口依次遍历母离子质荷

比 400~1 400 的范围，实现对母离子的全面覆盖

（为了不产生混淆，本文用原始DIA表示该方法）。

作者使用SEQUEST软件并通过扩大候选母离子质

荷比范围进行搜索，并利用修改的RelEx软件重构

碎片离子色谱曲线。

2012 年 Gillet 等［19］提出了步进式大窗口方法

SWATH，采用 26 u 大小（25 u+1 u 重叠部分）的

隔离窗口对母离子质荷比 400~1 200 进行循环采

集，每次循环共采集到1张一级谱图和32张二级谱

图。在数据解析过程中，Gillet 等提出了类似于

SRM 方 法 的 靶 向 数 据 提 取 策 略 ， 并 通 过

mProphet［27］软件进行肽段鉴定。

2019 年 Amodei 等［48］提出了一种大比例重叠

窗口 DIA 方法 （overlapping windows DIA），并结

合谱图拆分算法来提高母离子的选择性。重叠窗口

DIA方法采用窗宽20 u重叠10 u的隔离窗口，交替

在质荷比范围 500~900和 490~890内依次进行隔离

窗口扫描。作者利用最小二乘法算法对质荷比范围

500~900、490~890 的重叠二级谱图进行谱图拆分

并去除干扰碎片离子，最终得到10 u大小隔离窗口

的二级谱图。

1.2.2 固定小隔离窗口序列碎裂策略

DIA数据解析的有效性与肽段的分离效率直接

相关，Heaven等［49］通过实验证明了DIA数据解析

的灵敏度与隔离窗口大小为负相关，一系列通过减

小隔离窗口的策略也被提出（图2c（2））。受限于当

前质谱仪器的采集效率，难以直接减小隔离窗口的

大小，目前该策略主要有两种实现方式，分别为通

过相同样品的多次数据采集实现小隔离窗口划分和

利用算法拆分大隔离窗口。

第一种策略利用质量区段分离 （gas phase

fractionation，GPF）技术，将母离子按质荷比划分

为多个区间，通过对相同样品多次进样，实现对不

同母离子质荷比区间的采集，在不影响循环时间的

同时降低了隔离窗口的大小。2009 年 Panchaud

等［18］提出了PAcIFIC方法，将母离子质荷比范围

400~1 400划分为67次实验采集，每次实验用10张

2.5 u重合1 u大小的隔离窗口实现15 u质荷比范围

的覆盖。2021年郭天南团队［50］提出多次采样均匀

划分隔离窗口的方法 PulseDIA，PulseDIA 将传统

DIA方法中每个隔离窗口均匀划分并分配到多次气

相分离采样中，每次实验对划分的小隔离窗口进行

采集，提高了数据灵敏度和数据重现性。小隔离窗

口结合多次实验采集策略，有效降低了二级谱图的

复杂度，但是增加了质谱采集时间，对实验仪器的

稳定性也有较高要求。

第二种策略利用谱图拆分算法对采集到的大隔

离窗口二级谱图进行拆分，最终得到多个小隔离窗

口的二级谱图。2013年Egertson等［22］提出了多路

窗口混合方法MSX。MSX方法对母离子质荷比区

间 500~900 依次划分成 100 个 4 u 小隔离窗口，每

次随机选取 5 个小隔离窗口合并碎裂生成二级谱

图，直到遍历完所有隔离窗口。MSX方法将采集

的二级谱图视为 100个 4 u小隔离窗口二级谱图叠

加得到，通过非负最小二乘法求解得到每个小隔离

窗口对应的二级谱图，并能够直接利用较成熟的
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DDA数据库搜索软件进行数据解析。

1.2.3 可变隔离窗口序列碎裂策略

上述DIA数据在母离子质量范围上是均匀采集

的，但是由于母离子在不同质量的含量是不均匀

的，DIA数据在含量高的区域采集到的二级谱图会

有更高的碎片离子干扰概率，容易造成二级谱图之

间的信息不均等，降低了质谱仪采集效率，同时也

对肽段鉴定造成影响。可变隔离窗口序列碎裂策略

利用质谱数据的色谱特征和母离子分布情况等特点

修改隔离窗口的设置（图2c（3）），进一步减轻了二

级谱图的复杂性。设置可变隔离窗口序列有基于算

法的自动设置和基于经验的手动设置。

2015 年 Zhang 等［23］ 提出了以数据为中心

（data-centric） 的可变母离子隔离窗口 DIA 方法

（variable precursor isolation window DIA），该方法

分别实现了根据母离子分布情况（PIP）或总离子

流强度（TIC）划分母离子隔离窗口范围的两种采

集方式，通过指定隔离窗口数目、质荷比和保留时

间范围，自动实现隔离窗口的划分。

2019年Li等［24］提出了随保留时间改变隔离窗

口选择的方法RTwinDIA。利用较大质量肽段在反

相色谱中通常较晚洗脱的事实，RTwinDIA在较大

色谱洗脱时间范围选择更大的母离子质荷比范围，

并使用 5 u的小隔离窗口依次进行采集。作者评估

了一系列 DDA 搜索软件对 RTwinDIA 数据的解析

能力，结果表明pFind具有直接分析小窗口DIA数

据的潜力。事实上，目前大多DIA数据采集方法如

SWATH，都会根据经验预设不同大小的隔离窗口

进行数据采集。

2020 年 Guan 等［34］ 提 出 了 DDIA （data

dependent−independent acquisition）方法，DDIA结

合了DDA方法和DIA方法，在每次循环采集过程

中，前 0.6 s用于一级谱图和DDA模式二级谱图的

采集，后 3.0 s采集多张DIA模式二级谱图。该方

法利用DDA扫描中鉴定的肽段为DIA扫描的解析

提供了先验信息，无需进行额外的DDA数据采集

或掺入 iRT标准肽段。

1.2.4 优化母离子采集的隔离窗口序列碎裂策略

上述方法都是对二级谱图的采集进行优化，事

实上，受限于峰容量限制、母离子干扰和低丰度肽

段的离子抑制等影响，一级谱图的母离子信号容易

出现干扰或缺失的情况，会对肽段鉴定打分和基于

母离子的定量造成影响。为此，一些方法在隔离窗

口序列碎裂的基础上优化了母离子的采集。

2014 年 Thermo 团队［51］提出了 WiSIM-DIA 方

法，均匀划分母离子质荷比区间并独立进行一级和

二级谱图采集［51］。该方法将母离子质荷比范围

400~1 000 均匀划分成 3 个区间，对每个区间的母

离子采集一级谱图，并用12 u大小的隔离窗口依次

采集二级谱图。独立采集一级谱图的方法提高了母

离子的灵敏度和选择性。WiSIM-DIA 通过二级谱

图进行肽段鉴定，依靠一级谱图母离子定量。

2020 年 Xuan 等［52］提出了基于高分辨率一级

谱图定量的采集方法 HRMS1-DIA。HRMS1-DIA

在母离子质荷比范围 400~1 200的循环采集过程中

间插入了2张完整母离子质荷比范围的高分辨率一

级谱图（图2c（4）），能够检测到更多的母离子信号

并重构色谱曲线。在数据分析中，HRMS1-DIA采

用了二级谱图定性、一级谱图定量的策略。

除了直接优化母离子采集，还有一些结合

BoxCar方法和母离子采集的方法被提出。2021年

Mehta 等［53］结合 BoxCar 提出了 BoxCarDIA 方法，

并利用高精度的母离子信息进行肽段鉴定打分和定

量。同年 Salovska 等［54］结合 BoxCar 和 MSX 提出

了BoxCarmax方法，结合了BoxCar的母离子高灵

敏度和MSX的母离子高选择性优点。

多种隔离窗口序列碎裂方法有效地降低了采集

到二级谱图的复杂度，有助于实现对DIA数据的深

层解析。不过，采集到的二级谱图仍是一系列未知

数目母离子的碎片离子信息，难以直接进行肽段

鉴定。

1.3 四维DIA数据采集方法（4D-DIA）
上述采集方法得到的二级谱图，破坏了母离子

和碎片离子的对应关系，为后续的肽段鉴定造成困

难。随着质谱仪器的发展，可以通过获取新的维度

信息来重新获得母离子和碎片离子的对应关系。由

此引入了离子淌度采集技术和最新的滑动四级杆

（sliding quadrupole）技术，采集到额外维度的信息

作为传统的只包含质荷比、强度和保留时间的3D-

DIA的补充，发展成为 4D-DIA数据采集方法。本

小节分别介绍基于离子淌度采集技术的 DIA-

PASEF 方 法 和 采 用 最 新 滑 动 四 极 杆 技 术 的

Scanning SWATH方法。

2019 年 Meier 等［25］提出了平行累积连续碎裂

（parallel accumulation serial fragmentation，PASEF）

的采集方法 DIA-PASEF，利用离子淌度质谱仪测

量肽段的离子淌度信息来提高母离子选择性。该方

法 利 用 捕 获 离 子 淌 度 （trapped ion mobility
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spectrometry，TIMS）技术实现离子并行累积，并

同步选择四级杆质荷比范围和TIMS设备迁移率范

围的母离子，在释放指定淌度的母离子同时使用四

级杆进行监测（图2d（1）），极大地提高二级谱图采

集效率［55］。DIA-PASEF方法额外采集到的离子淌

度信息极大提高了母离子的选择性，有助于后续肽

段鉴定，并通过限制离子淌度范围提取到更精准的

碎片离子色谱曲线，进一步提高定量精度。作者通

过建立含离子淌度的谱库进行靶向数据提取分析

DIA-PASEF 采集到的数据。在完整蛋白质组消化

产物的单次分析中，DIA-PASEF 较传统 DIA 采集

多鉴定到了22%的肽段母离子数目。

2021年Markus Ralser团队［26］提出了利用最新

滑动四极杆技术的超高速采集方法 Scanning

SWATH。Scanning SWATH利用四极杆的连续扫描

功能，在不损失选择性的前提下拥有更快的循环时

间（采集速度接近2 000张/s），结合高流速色谱能

够实现5 min甚至0.5 min的高速质谱采集。该方法

将四级杆维度的母离子质荷比范围按2 u大小区间

进行划分，所有重叠于区间范围内的碎片离子强度

被加和到对应区间中（图2d（2））。随着滑动窗口逐

渐通过母离子质荷比，对应碎片离子信号先出现后

消失，累计到区间中的强度为三角形状的剖面，最

高信号为母离子质荷比对应的区间。通过比较碎片

离子在Q1四级杆维度上的强度变化，能够分配母

离子质荷比来提高母离子选择性。

4D-DIA 方 法 如 DIA-PASEF 和 Scanning

SWATH，通过记录了额外的离子淌度和四级杆维

度母离子信息，在一定程度上重构了二级谱图中母

离子和碎片离子的关系，进一步提高了数据解析

能力。

综上所述，DIA数据采集方法如全窗口碎裂方

法、隔离窗口序列碎裂方法和4D-DIA方法都有效

实现了蛋白质样品的高通量采集，主要区别在于采

集到二级谱图的复杂程度，目前最常用的数据采集

方法是 SWATH 或可变窗口 SWATH 以及 DIA-

PASEF 方法。全窗口碎裂方法采集到的二级谱图

包含了全窗口范围内的母离子，谱图解析的复杂度

较大。隔离窗口序列碎裂方法通过多种采集策略减

少了二级谱图的母离子数目和隔离窗口大小，有效

降低了谱图解析的复杂度。随着质谱仪器的发展，

DIA 采集二级谱图隔离窗口大小有可能接近于

DDA二级谱图隔离窗口大小，实现DIA和DDA解

析流程的融合。4D-DIA方法通过额外采集的数据

维度获取母离子和碎片离子的对应关系，提高了母

离子的选择性，大大降低了谱图解析的复杂度。

4D-DIA 方法也是未来 DIA 数据采集的重要发展

方向。

2 DIA数据解析

DIA数据解析是指对DIA方法采集到的质谱数

据进行肽段鉴定，得到肽谱匹配。由于肽段在DIA

数据中连续采集了多张二级谱图，本文的肽谱匹配

特指一条肽段和单张或多张连续二级谱图的匹配情

况。传统DDA搜索软件难以直接解析DIA数据的

二级谱图，因此需要专门针对 DIA 数据的搜索算

法。本节首先解释传统DDA搜索方法解析DIA数

据二级谱图的难点，包括母离子质荷比难以确定和

碎片离子难以区分两大难点。然后介绍目前常用的

DIA数据解析方法，根据不同的搜索策略可分为谱

库搜索方法、蛋白质序列库直接搜索方法、伪二级

谱图鉴定方法和从头测序4种方法（图3）。

2.1 DIA二级谱图数据解析的难点

DIA二级谱图数据解析方法通过匹配二级谱图

的肽段碎片离子信息，实现肽段的鉴定。如何解析

混合二级谱图是实现 DIA 数据解析的关键技术难

点。由于 DIA 方法对隔离窗口范围内的所有母离

子进行碎裂，母离子和碎片离子的对应关系被打破

（图4），对DIA二级谱图的解析造成困难。

2.1.1 母离子质荷比难以确定

母离子质荷比的确定是 DIA 二级谱图数据解

析的一大挑战。传统DDA软件的二级谱图解析算

法通过选择较小母离子质量误差范围内的候选肽段

缩小搜索空间，其搜索空间和母离子碎裂的隔离窗

口大小呈正相关，母离子质荷比是否确定影响了搜

索效率和鉴定灵敏度。对于 DIA 二级谱图，由于

所包含的肽段母离子的质荷比无法确定，DDA软

件无法通过母离子质量获取候选肽段，同时较大的

隔离窗口无法有效缩小搜索空间，增加的候选肽段

数目提高了搜索所需的时间，也导致了更高的鉴定

假阳性率。

2.1.2 碎片离子难以区分

DIA二级谱图数据解析的另一挑战是难以区分

多个肽段共碎裂生成的碎片离子。在二级谱图解析

过程中，针对二级谱图实际包含的不同肽段数目，

一般采用不同的搜索策略和打分公式，如传统

DDA软件通常将二级谱图视为单个肽段碎裂生成，

通过设计有效的单肽打分函数进行肽谱匹配。而来
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Fig. 3 The workflow of DIA data analysis
图3 DIA数据解析流程

Fig. 4 Difficulties in identifying DIA MS/MS spectra
图4 鉴定DIA二级谱图的难点
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自于 DIA 二级谱图的多个肽段的碎片离子和相同

质荷比的干扰离子，对单个肽段的匹配打分造成了

干扰，影响其鉴定精度。理论上，多个肽段的组合

随着共碎裂肽段数目呈指数级别增加，其搜索空间

大大增加。

通过上述两点可知，传统的DDA搜索软件难

以实现对 DIA 数据大规模的可靠解析。因此，需

要针对 DIA 的数据解析方法。为了解决从混合二

级谱图中解析得到多个肽段的问题，发展出了4种

不同的搜索方法：第一种方法是通过已知肽段鉴定

结果的谱库去匹配 DIA 二级谱图实现肽段鉴定；

第二种方法是基于蛋白质序列库对肽段理论二级谱

图和实际二级谱图进行匹配；第三种方法是对DIA

二级谱图解卷积拆分成伪二级谱图，再结合DDA

搜索软件进行搜索；第四种方法是不利用已知序列

库和谱库信息，直接对 DIA 二级谱图进行从头测

序。接下来分别介绍这4种方法。

2.2 谱库搜索方法

谱库搜索方法利用已知肽段鉴定信息的谱库，

和实际二级谱图进行匹配以实现肽段鉴定，是目前

最常用的DIA数据解析方法（表 2）。谱库搜索方

法的概念最早由 Yates 等［56］ 提出，后经 Lam

等［57-59］ 实现了完整的谱库构建和搜索流程用于

DDA 数据分析和 SRM、PRM 数据的靶向分析，

2012年该方法被Aebersold团队［19］引入到SWATH

数据中进行靶向分析，并逐渐广泛用于各种 DIA

数据的分析。

谱库搜索方法的流程主要包括两部分，分别为

谱库构建和数据提取。首先根据DDA数据的鉴定

结果或深度学习预测结果生成谱库，然后对谱库中

每个肽段进行数据提取，提取母离子、碎片离子色

谱曲线或二级谱图匹配等特征进行肽段打分，最终

得到肽谱匹配（图3a）。

2.2.1 谱库构建

谱库是一系列二级谱图及对应肽段鉴定结果的

集合，包括每个肽段的母离子和碎片离子的质荷

比、电荷和强度以及保留时间信息。目前的谱库构

建方法可分为DDA数据鉴定结果建库和深度学习

预测建库。此外，还有一些工作对谱库构建进行了

优化。

DDA数据鉴定结果建库方法利用DDA数据鉴

定到肽段的二级谱图和保留时间等信息生成谱库。

DDA鉴定结果直接影响了谱库的规模和质量。常

用 的 DDA 搜 索 软 件 有 pFind、 MSFragger 和

SEQUEST 以及 MaxQuant 等。使用与 DIA 实验相

同条件的DDA数据能提高鉴定的准确度，但是其

结果局限于DDA软件的鉴定结果，同时失去低丰

度肽段检测的优势。而且，采集DDA数据生成谱

库的方法有较高制作成本，而使用已有的大规模谱

库也会因为实验环境、仪器和样品之间的差异降低

谱库搜索的质量［60］，提高鉴定数目的同时降低了

鉴定准确度［61-62］。

近年来深度学习在蛋白质组学中有着广泛的应

用［63-65］，为了摆脱建库时对DDA实验谱图的依赖，

提出了深度学习预测谱库方法。2017年Zhou等［66］

首次提出了基于深度学习的谱图预测工具 pDeep，

利用双向长短时记忆网络（Bi-LSTM）对肽段理论

二级谱图进行预测。2019年Gessulat等［67］提出了

谱库预测算法Prosit，使用双向门控循环单元（Bi-

GRU）网络模型并结合注意力机制对理论二级谱

图和保留时间进行预测。2020年乔亮团队［68］进一

步提出DeepDIA算法，结合CNN和LSTM来预测

谱库，并使用单独的深度网络模型来预测肽段的可

检测性。作者还发现，相较于物种变化，实验仪器

的变化对预测准确性影响更大。深度学习预测谱库

方法能够生成整个蛋白质序列库的完整谱库，极大

地提高了鉴定深度，同时为准确鉴定低丰度肽段提

供了可能。

DDA 数据鉴定或深度学习预测得到的谱图，

通常需要使用专门软件如 EasyPQP、SpectraST［58］

和Skyline［69］等生成谱库。谱库的生成质量直接影

响了后续鉴定结果的灵敏度和准确度，为此也提出

了一些优化谱库结果的软件。Midha等［70］提出了

谱库质量控制软件 DIALib-QC，通过 62 个一致性

参数来评估谱库的完备性和准确性，进一步提供优

化选项。Zhu 等［71］提出了谱库构建自动化流程，

该流程支持pFind的鉴定结果，通过基于Docker的

服务器替代本地运行并结合SpectraST构建谱库。

2.2.2 基于碎片离子特征提取的方法

基于碎片离子特征提取的方法获取谱库中每个

肽段的保留时间和前n个强度的碎片离子，以肽段

为中心去 DIA 数据中进行靶向信息提取，通常根

据保留时间指定一段时间范围，并根据母离子和碎

片离子质荷比提取色谱曲线等特征进行匹配打分，

实现肽谱匹配。该方法对每个肽段判断数据中能否

检测到该肽段，而不是直接考虑二级谱图对应的肽

段［72］，无需考虑二级谱图中来自其他肽段的碎片

离子，在缩小搜索空间的同时提高了肽段鉴定灵
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敏度。

2011 年 Reiter 等［27］ 开发了自动处理和评估

SRM 数据的软件 mProphet，后被 Gillet 等［19］用于

SWATH数据解析。mProphet对每个肽段通过靶向

数据提取得到多组候选谱峰组（肽段母离子、碎片

离子在质谱数据中的谱峰信号），并对谱峰组计算

色谱曲线共洗脱和相似度、理论和实际碎片离子强

度相关性和轻重标记肽段相关性等多个打分，用于

后续重排序并根据判别分数计算最优谱峰组。

mProphet在分析中引入诱饵库策略，通过对目标库

肽段反转或质量偏移生成诱饵库，合并搜索并进行

可信度评估。

Table 2 Commonly used software tools for spectral library search method
表2 常用谱库搜索方法软件相关信息

软件名称

mProphet

OpenSWATH

Spectronaut

DIA-NA

MSPLIT-DIA

SWATHProphet

Skyline

EncyclopeDIA

Specter

Prosit

DIA-NN

Deep-DIA

MaxDIA

DreamDIA

年份

2011

2014

2014

2015

2015

2015

2017

2018

2018

2019

2019

2020

2021

2021

数据库类型

谱库

谱库

谱库/蛋白质

序列库

谱库

谱库

谱库

谱库

谱库/色谱库

谱库

蛋白质序列库

谱库/蛋白质

序列库

蛋白质序列库

谱库

谱库

描述

靶向提取SRM/DIA数据的色谱曲线信息，

使用色谱曲线共洗脱、相似度和标记肽

段相关性等特征进行打分

对提取到的谱峰组计算包含基于色谱的

打分、基于library的打分、基于二级谱图

的多项特征用于打分和重排序

重写了mProphet，并引入了iRT对保留时

间进行校正来提高鉴定精度

基于碎片离子之间的期望比值计算色谱

峰的打分，mProphet优化为PyProphet进

行重排序

以谱图为中心进行非靶向谱库搜索，对

谱库肽段的碎片离子和实际谱图计算点

击打分

两阶段打分：首先校准谱库保留时间，

然后根据保留时间范围靶向数据提取

打分

通过CRAWAD算法计算一阶导数和二阶

导数得到谱峰极值和拐点定义谱峰组

谱库/色谱库靶向提取，在小隔离窗口鉴

定生成添加色谱形状的色谱库，提高鉴

定精度

利用非负最小二乘法计算得到各肽段的

强度系数，对二级谱图进行碎片离子和

谱峰强度的拆分

使用Bi-GRU结合注意力机制对输入的

embedding肽段序列进行编码解码预测二

级谱图和保留时间

对靶向提取的谱峰组得到最优碎片离子

并根据色谱曲线相关性计算得到72维特

征用于谱峰的选择和重排序

使用CNN+LSTM的网络结构对One-hot表

示的肽段序列进行谱库预测

通过多次迭代搜索不断限制搜索空间和

提高校准质量，实现肽段鉴定结果的优

化

使用预训练深度学习模型对多种类型的

离子色谱曲线提取高维特征，实现肽段

鉴定

重排序方法

LDA半监督学习

PyProphet

Pyprophet

PyProphet

无

iProphet

mProphet

Percolator

3.1

LDA模型

无

深度神经网络

无

XGBoost半监督

学习算法

XGBoost半监督

学习

软件下载

http://www.mprophet.org/

http://www.openswath.org

https://biognosys.com/software/spectronaut/

http://quantitativeproteomics.org/diana

http://proteomics.ucsd.edu/software-tools/

msplit-dia/

http://tools.proteomecenter.org/software/

SWATHProphet/

https://skyline.ms/

https://bitbucket.org/searleb/encyclopedia/

wiki/Home

https://github.com/rpeckner-broad/specter

http://www.proteomicsdb.or/ prosit

https://github.com/vdemichev/DiaNN

https://github.com/lmsac/DeepDIA/

https://www.maxquant.org/maxquant/

https://github.com/xmuyulab/DreamDIA-

XMBD
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2014年Rost等［28］发表了第一款全自动流程的

DIA谱库搜索软件OpenSWATH，鉴定流程分为数

据转换、保留时间校正、色谱曲线提取、谱峰组打

分、统计分析 5个部分。OpenSWATH引入索引保

留时间（indexed retention time，iRT）进行保留时

间校正，对每个标准肽段搜索其在质谱数据所有保

留时间范围内的最佳谱峰组，将最佳峰组的保留时

间与相应 iRT值进行拟合，通过拟合函数对剩余谱

库的保留时间进行校正。然后OpenSWATH对提取

到的谱峰组进行打分，考虑色谱曲线、谱库与实际

谱图相关性和色谱曲线峰值处的肽谱匹配打分等多

项 特 征 。 由 于 OpenSWATH 便 捷 的 特 点 ，

QuantPipe［72］ 和 DIAProteomics［73］ 移 植 了

OpenSWATH并结合质控算法 PyProphet［30］实现了

完 整 的 鉴 定 流 程 ， GproDIA 也 通 过 调 用

OpenSWATH来帮助实现糖肽的鉴定［74］。MacCoss

团队［75］提出的Skyline近期版本也支持了对DIA数

据 的 谱 库 搜 索 ， 通 过 色 谱 曲 线 检 测 算 法

CRAWDAD［76］识别谱峰范围，进行肽段鉴定。

2015 年 Johan Teleman 等［30］提出了 DIANA 算

法，对谱库中每个肽段计算母离子、碎片离子之间

的马尔科夫比值概率和Pearson相关系数，并作为

特征使用PyProphet进行重排序。DIANA通过比较

谱库中谱峰和 DIA 谱图提取谱峰强度的一致性来

识别干扰碎片离子，并根据谱库母离子、碎片离子

强度比值一致性对其色谱曲线的面积进行校正。同

年Keller等［31］提出了SWATHProphet，其鉴定流程

主 要 包 括 保 留 时 间 校 正 和 谱 峰 组 打 分 。

SWATHProphet 提出了两种方法筛选干扰碎片离

子，第一种方法通过计算相近保留时间内肽段的共

碎裂情况来识别谱库中其他肽段的干扰碎片离子，

第二种方法根据谱库中碎片离子相对强度计算肽段

各碎片离子色谱曲线的相关性来筛选谱库外的肽段

或噪声的干扰离子。

2018年MacCoss等［32］发表的EncyclopeDIA软

件提出了构建色谱库进行靶向分析的方法。

EncyclopeDIA通过DDA搜索软件或者Walnut （对

PECAN［39］进行重写的方法）搜索多次GPF采样的

DIA数据，对得到的鉴定结果生成较谱库多了碎片

离子色谱信息的色谱库。EncyclopeDIA 使用 X！

Tandem的加权点积公式对肽段保留时间点上的谱

图和色谱库进行打分，计算保留时间上最高分对应

的时间点的谱图匹配打分、碎片离子准确度打分和

母离子准确度打分等 15个辅助匹配特征进行最终

肽段鉴定。新版本 EncyclopeDIA 也支持了使用

Prosit算法直接预测生成谱库。

2019 年 Vadim Demichev等［33］提出了 DIA-NN

软件，通过深度神经网络进行肽段鉴定，实现对

DIA数据的高通量蛋白质覆盖。DIA-NN支持DDA

建库和 Prosit算法预测建库。DIA-NN对每个肽段

结果靶向获取谱峰组，对每个谱峰组，依据前6个

最高强度碎片离子的色谱曲线相似度，找到代表肽

段整体色谱曲线变化情况的最优碎片离子，并据其

计算得到 73维特征分别用于最优谱峰组的选择和

肽段最终打分。新版的 DIA-NN （1.8 版本）通过

修改打分细节和添加新的特征，还支持了对DIA-

PASEF［77］和Scanning SWATH［26］数据的分析。

2020年Guan等［34］提出了DDIA，其分析流程

包括DDA鉴定、校准保留时间曲线、训练DIA提

取分类器和 DIA 数据提取 4 个部分。首先，使用

MSGF+软件对DDA扫描采集的二级谱图进行肽段

鉴定，利用肽段鉴定结果进行保留时间的校准和

DIA 提取分类器的训练，并使用 Skyline 实现 DIA

扫描的肽段鉴定。利用肽段在DDA和DIA扫描中

具有相同保留时间的原理，对DDA扫描鉴定到的

保留时间和深度学习预测的保留时间进行校正，获

得校准曲线并对谱库所有结果的保留时间完成校

正，实现后续谱库搜索。

2021年Pavel Sinitcyn等［35］提出了MaxDIA软

件，MaxDIA 软件支持 DDA 建库 （MaxQuant 搜

索）和深度学习预测谱库（基于双向循环神经网络

的DeepMass: Prism算法［78］）两种方法，通过多次

迭代搜索优化肽段鉴定结果。MaxDIA首先按照预

设置的母离子、碎片离子质量误差去谱库记录的一

定保留时间范围内进行搜索，根据搜索结果建立线

性保留时间校正函数和母离子、碎片离子校正函

数，限制其搜索空间并进行迭代搜索。MaxDIA实

现了深度蛋白质组覆盖，并通过将MaxDIA与两项

新技术（BoxCar采集和TIMS技术）相结合，实现

了对蛋白质组的深度与精确定量。

2021年韩家淮和俞容山团队［36］提出了基于深

度学习的鉴定软件DreamDIA。不同于其他DIA软

件使用启发性特征，DreamDIA使用预训练LSTM

模型对多种离子的色谱曲线提取高维特征，实现肽

段鉴定。DreamDIA首先随机选取部分谱库结果进

行保留时间归一化，通过LSTM模型对肽段结果进

行全局保留时间范围的遍历打分，确定最佳保留时

间并和谱库的保留时间进行拟合，从而预测剩余肽
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段的保留时间。然后，DreamDIA对所有结果提取

基于谱库碎片离子、母离子、未碎裂母离子和对应

的同位素峰等共170个多种离子类别的色谱曲线矩

阵，结合LSTM模型和全连接网络进行打分，得到

最优匹配结果。

2.2.3 基于二级谱图匹配的方法

基于二级谱图匹配的方法将二级谱图视为多个

肽段共碎裂生成的混合谱图，以谱图为中心进行谱

库搜索。2015 年 Wang 等［79］提出了 MSPLIT-DIA，

根据二级谱图的母离子质量误差筛选候选谱库，对

每个谱库结果获取各谱峰在二级谱图中质量误差

（50 ppm）范围内的最高谱峰，并计算和二级谱图

的余弦相似度打分。为了避免多个干扰碎片离子造

成错误匹配，MSPLIT-DIA 对相似度大于 0.7 的谱

库只保留一个打分最高的结果，对匹配的碎片离子

提取色谱曲线进行相似度打分。MSPLIT-DIA还支

持对谱库进行保留时间校正来提高鉴定率。2018

年 Peckner 等［43］提出了 Specter 软件，该方法假设

二级谱图由母离子共碎裂的碎片离子线性叠加生

成，根据谱库中记录的碎片离子相对强度信息，利

用非负最小二乘法将二级谱图拆分成谱库中多个肽

段的线性组合，得到肽段结果对应的加权系数。

MSPLIT-DIA利用拆分后的碎片离子进行定量，在

一定程度上去除了碎片离子干扰。

综上所述，谱库搜索方法特别是以肽段为中心

的靶向数据提取方法没有直接对DIA混合二级谱图

进行解析，而是根据谱库的保留时间和碎片离子相

对强度信息进行靶向数据提取，避免了二级谱图共

洗脱肽段之间的干扰情况，提高了鉴定灵敏度，同

时有更好的定量精度。谱库搜索方法较蛋白质序列

库搜索方法具有更高的灵敏度［80］ 和数据重现

性［81］，对应的搜索速度也更快，部分原因是谱库

的搜索空间较蛋白质序列库的搜索空间更小。理论

上，常用谱库的肽段数目少于蛋白质序列库理论酶

切后的肽段数目，极限条件下使用深度学习预测蛋

白质序列库得到谱库的规模和蛋白质序列库相当。

谱库搜索方法也存在一些不足和优化方向。首

先，该方法对谱库的完备性和正确性有较高要求。

一方面，重复采集DDA数据的谱库生成方法具有

高灵敏度，但其肽谱匹配数目也受限于DDA鉴定

结果，难以将低丰度肽段鉴定出来并放到谱库。另

一方面，基于深度学习的预测建库方法虽然增加了

谱库中的肽谱匹配数目，但也增加了随机匹配概

率，同时在不同仪器和物种上的灵敏度仍需进一步

提高。其次，该方法目前没有考虑开放式搜索［82］，

直接对母离子隔离窗口内的二级谱图进行匹配，无

法实现对意外修饰肽段的鉴定。结合谱库信息和开

放式搜索技术，能够在提高DIA数据解析率的同时

对蛋白质样品的生物意义进行更深刻地挖掘，利用

谱库进行DIA数据的开放式搜索是实现谱图深度解

析的一个发展方向。

2.3 蛋白质序列库直接搜索方法

蛋白质序列库直接搜索方法无需事先构建谱库

或拆分混合二级谱图，和传统DDA搜索类似，首

先将序列库内蛋白质理论酶切生成肽段，而后直接

对肽段理论二级谱图和DIA实验二级谱图进行匹配

（图 3b）。根据搜索策略的不同，该方法可分为以

谱图为中心策略和以肽段为中心策略。表3列举了

该方法常用的软件及相关信息。

2.3.1 以谱图为中心的搜索策略

以谱图为中心的搜索策略对DIA二级谱图直接

解析，即利用传统DDA软件的肽谱匹配打分计算

二级谱图对应的多个肽段。

在早期，人们尝试利用传统的DDA搜索策略

直接解析DIA数据。Venable等［14］在原始DIA数据

中使用 SEQUEST 软件［83］对 10 u 大小隔离窗口的

二级谱图进行单肽鉴定。Li 等［24］在 RTwinDIA 数

据中使用 pFind 对 5 u 大小隔离窗口的二级谱图进

行搜索。随着仪器采集效率的提高，使用DDA软

件直接鉴定小窗口DIA数据逐渐变成可能。

DDA软件通常需要指定母离子质荷比，扩大

候选母离子范围搜索DIA数据的方法容易导致更多

假阳性结果，为此，一些方法通过指定二级谱图的

母离子质荷比进行谱图解析。2006年Venable等［84］

在计算二级谱图对应母离子质荷比的方法中提到该

方法能用于DIA数据解析。Aebersold团队［85］提出

的 ProbIDtree 用于解决 DDA 数据的混合谱图鉴定

问题，通过迭代剪枝去除二级谱图已匹配的谱峰实

现肽段鉴定，具有解析DIA数据的潜力。

一级谱图上母离子信号干扰和较大隔离窗口范

围阻碍了以谱图为中心的搜索方法，为此提出了直

接对二级谱图进行肽段鉴定的方法。2021 年 Lu

等［37］提出了DIAmeter软件，利用二分图进行肽谱

匹配和候选肽段的过滤。DIAmeter 将二级谱图集

合和模拟酶切肽段集合视作二分图中两个互不相交

的子集，将肽谱匹配表示为两个节点的边。首先，

DIAmeter使用XCorr打分函数对每张二级谱图和隔

离窗口内1~5电荷的母离子打分并初步筛选得到候
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选母离子，然后对每条边计算包括修正 XCorr 打

分［86］、母离子强度、碎片离子匹配打分、预测保

留时间差值以及母离子和碎片离子色谱曲线相关性

共5个特征，对特征线性组合打分用于进一步母离

子筛选，通过不断对二分图进行边的插入和删除实

现肽段的鉴定。

该策略提供了直接鉴定低丰度肽段和未知修饰

肽段的可能，但是来自不同肽段的碎片离子和大量

干扰碎片离子会对肽谱匹配打分造成影响，一定程

度上降低了鉴定结果的可信度。如何更精确地确定

肽段质荷比，设计更有效的结合保留时间维度信息

和单张谱图匹配信息的打分是提高鉴定灵敏度的优

化方向。

2.3.2 以肽段为中心的搜索策略

另一种以肽段为中心的搜索策略，不是为每张

二级谱图分配一个或多个最优的肽段，而是将肽段

和多个二级谱图做点积运算并结合启发式搜索进行

打分，报告每个肽段对应的最佳匹配结果。该策略

避免了对二级谱图的多个母离子进行拆分［87］。

2012年Weisbrod等［38］提出了针对大窗口数据

的解析算法 FT-ARM。FT-ARM 用于 100 u 的大隔

离窗口数据，考虑肽段 2+和 3+电荷的母离子并通

过SSRCalc算法预测肽段保留时间。对保留时间范

围的二级谱图序列，依次计算理论谱图和实际谱图

的点积得到肽段在保留时间范围上的打分列表，并

将打分除以谱图上碎片离子个数来提高信噪比。

FT-ARM不依赖一级谱图的母离子信息，能够鉴定

到一级谱图中没有信号强度的肽段。

2016年MacCoss团队［39］根据FT-ARM的思想

提出PECAN，通过引入背景数据库帮助进行肽段

鉴定。对每条感兴趣肽段，PECAN使用背景数据

库的碎片离子频率倒数作为碎片离子谱峰权重，生

成肽段的理论谱图。然后，PECAN对理论谱图向

量和提取的碎片离子色谱曲线矩阵进行打分，通过

减去诱饵背景数据库的平均打分去除干扰，得到打

分向量并报告最优的打分和保留时间。此外，

PECAN还可以直接通过小隔离窗口DIA数据生成

谱库，用于后续大窗口数据的分析。

以肽段为中心的搜索策略利用了碎片离子在二

级谱图上连续的特点，对肽段在色谱保留时间上的

连续多个打分进行匹配，提高了鉴定灵敏度。但该

策略对每张二级谱图和肽段打分的方式增加了计算

复杂度，同时点积打分没有考虑相对离子强度和碎

片离子干扰问题，其鉴定灵敏度不如谱库搜索

方法。

2.4 伪二级谱图鉴定方法

伪二级谱图方法不直接解析 DIA 原始二级谱

图，而是利用谱图拆分算法将二级谱图进行拆分得

到多张包含单个肽段碎片离子的伪二级谱图，再结

合传统DDA软件搜索伪二级谱图（表4）。该方法

通过对二级谱图进行预处理，重建母离子和碎片离

子的对应关系，降低了谱图复杂度和谱图解析难度

（图3c）。本节介绍常用的伪二级谱图鉴定软件。

2009年Bern等［40］提出了基于碎片离子色谱矩

阵聚类的DeMux软件。DeMux首先对各隔离窗口

采集的 1 440 张二级谱图集合向量化得到 1 440×

1 200 （质荷比范围 0~1 200） 的碎片离子色谱矩

阵，并按保留时间划分得到多个100×1 200的小矩

Table 3 Commonly used software tools for protein database search method
表3 常用蛋白质序列库直接搜索方法软件相关信息

软件名称

ProbIDtree

QCorr

FT-ARM

PECAN

pFind3.0

DIAmeter

年份

2005

2006

2012

2017

2017

2021

描述

以原始二级谱图为根节点，用边表示各候选母离子的概率，减去

匹配肽段的谱峰后的二级谱图作为子节点，迭代进行肽段匹配

利用b/y互补离子计算二级谱图多个母离子质量，用DDA搜索引擎

分别进行打分

以肽段为中心，对每条肽段在色谱时间上计算理论谱图和实际谱

图的点积打分，得到打分色谱

引入背景蛋白质去除背景干扰，以肽段为中心对肽段碎片离子色

谱曲线进行打分，利用背景库的打分去除干扰

DDA搜索引擎，支持开放式搜索，在RTWinDIA采集方法中搜索

5 Da大小隔离窗口的DIA二级谱图

将二级谱图和蛋白质序列库视作二分图，使用Xcorr打分得到初步

候选母离子，计算一系列反映匹配情况的特征对候选母离子进行

进一步过滤

搜索策略

谱图中心

谱图中心

肽段中心

肽段中心

谱图中心

谱图中心

软件下载

N/A

http://fields.scripps.edu/download/QCorr.ZIP

http://brucelab.gs.washington.edu/

http://pecan.maccosslab.org

https://github.com/pFindStudio/pFind3/

http://crux.ms
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阵。然后对小矩阵按列强度排序，根据相似度按列

聚类得到多个肽段对应的碎片离子色谱曲线簇 c，

对每个肽段对应的特征 c 按列求和得到色谱曲线

Elute （c）以及按行筛选各列碎片离子生成伪二级

谱Synth （c）。最后，使用Byonic对伪二级谱图进

行肽段鉴定，使用得到的色谱曲线分别计算强度。

2015 年 Tsou 等［41］提出基于母离子-碎片离子

共洗脱进行二级谱图拆分的方法 DIA-Umpire。

DIA-Umpire获取一级谱图上母离子、二级谱图上

未碎裂母离子和碎片离子的色谱曲线，根据皮尔逊

相关系数和保留时间差值计算母离子-碎片离子的

匹配情况。对匹配到的母离子和碎片离子峰簇，输

出互补碎片离子和满足一定相关系数、保留时间差

值的碎片离子，最终生成伪二级谱图。DIA-

Umpire 可 以 使 用 X！ Tandem［88］、 Comet［89］ 和

MSGF+［90］ 搜索软件对伪二级谱图进行序列库

搜索。

同年韩家淮团队［42］提出了 Group-DIA 软件，

利用肽段在多个数据中色谱曲线的一致性来确定母

离子-碎片离子对。Group-DIA 首先利用保留时间

校正算法ChromAlign［91］对齐多个数据的肽段保留

时间，通过肽段的母离子-碎片离子在多个数据中

的相对强度分布一致性的假设，合并肽段在多个数

据中的母离子和碎片离子色谱曲线，比较其在所有

数据之间的相关性并筛除不属于该肽段的碎片离

子。Group-DIA 通过传统 DDA 序列库搜索软件如

Mascot实现肽段鉴定，在多数据分析中相较DIA-

Umpire 鉴定到更多的肽段数目和更多的低丰度

肽段。

2020年Tada等［44］提出了利用反卷积方法的代

谢组DIA分析工具CorrDec，基于母离子和碎片离

子之间的谱峰强度在多个数据之间一致性的假设拆

分二级谱图。CorrDec以二级谱图为单位对多个数

据的相应二级谱图去卷积，通过相似度计算实现对

二级谱图谱峰的母离子分配，得到所有碎片离子对

每个母离子的相似度打分，然后利用打分标准去除

噪声和干扰碎片离子，生成伪二级谱图。该方法目

前已被整合到代谢组分析平台MS-DIAL［92］。

伪二级谱图方法主要利用色谱曲线一致性来生

成伪二级谱图，并利用DDA软件进行搜索，能够

对DIA数据进行深层解析如开放式搜索。不过该方

法也有局限性，如DIA-Umpire无法拆分没有母离

子信号的肽段。而且，受限于二级谱图的离子干

扰、离子抑制情况和谱图拆分算法，伪二级谱图方

法拆分得到的二级谱图数目偏少，导致其鉴定数目

较谱库搜索方法较少。未来，结合深度学习算法识

别母离子、碎片离子色谱曲线的高维表征，并利用

4D-DIA数据提供的更高的母离子选择性，能够进

一步提高二级谱图拆分能力。

2.5 从头测序方法

上述3种方法利用谱库或蛋白质序列库对DIA

数据进行解析，其报告的肽段结果局限在所用的数

据库中。从头测序方法不对肽段序列做任何限制，

直接依靠二级谱图推断肽段序列。DIA数据包含碎

片离子在保留时间维度上的信息，可以通过对多张

连续二级谱图的匹配进行肽段鉴定。目前，DIA数

Table 4 Commonly used software tools for pseudo-MS/MS spectra identification method
表4 常用伪二级谱图鉴定方法软件相关信息

软件名称

DeMux

DIA-Um‐

pire

Group-DIA

CorrDec

年份

2010

2015

2015

2020

是否使用

互补离子

否

是

否

否

描述

将二级谱图序列转化为二维矩阵，按碎

片离子强度相关系数进行聚类生成伪二

级谱，结合Byonic鉴定

利用色谱曲线相关性获取母离子-碎片离

子对，输出满足阈值和保留时间差值的

碎片离子生成伪二级谱图

利用母离子-碎片离子色谱曲线在多个数

据中的一致性来筛选生成二级谱图，使

用MasCot搜索

计算碎片离子对所有候选母离子的皮尔

逊相关系数，通过打分标准实现母离子

的分配和噪声峰的删除

重排序方法

Byonic内置重排序

DDA软件内置

重排序

MasCot内置重排序

/

软件下载

N/A

http://diaumpire.sourceforge.net/

http://yuanyueli.github.io/group-dia/

http://prime.psc.riken.jp/compms/msdial/

main.html

/：文献中没有介绍。
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据从头测序使用的方法主要是深度学习预测方法。

2019 年 Tran 等［45］ 发表了 DeepNovo-DIA 方

法，通过DIA-Umpire利用色谱曲线一致性检测母

离子和碎片离子特征，从 DIA 数据中提取肽段保

留时间范围内的多张伪二级谱图，再利用卷积网络

和LSTM模型捕捉三维数据之间的相关性并考虑肽

段序列模式，实现从头测序（图3d）。值得注意的

是，DeepNovo-DIA 通过打分阈值过滤测序结果，

没有对结果进行可信度评估。

DeepNovo-DIA具有鉴定到未知物种肽序列的

优点，但是因其需要进行谱图拆分，损失了肽段在

原始二级谱图中的部分谱峰，同时没有可信度评

估，鉴定结果灵敏度和精确度不如谱库搜索方法。

未来，直接对 DIA 原始二级谱图使用深度学习实

现从头测序，并考虑对结果进行可靠性评估，将加

速推动DIA从头测序方法的实用化。

3 肽段鉴定结果重排序与假发现率估计

不管是DDA数据分析还是DIA数据分析，由

于搜索软件在肽谱匹配过程中可能出现错误匹配

（又称随机匹配），同时缺少对肽谱匹配的可信度评

估，所以不能直接将软件报告的所有结果用于后续

蛋白质推断和定量分析，需要根据可信度水平对肽

段鉴定结果进行重排序，并对报告的肽谱匹配集合

进行假发现率估计。DIA肽段鉴定结果重排序与假

发现率估计的原理与DDA基本相同，只是在具体

的实现细节上有所不同。

3.1 肽段鉴定结果重排序

由于各 DIA 数据解析方法的搜索策略和打分

方式不同，各方法所用的 DIA 重排序算法也有所

不同，本节对各 DIA 数据解析方法使用的 DIA 重

排序算法进行介绍。

3.1.1 从头测序方法的重排序

现有的从头测序方法由于没有已知的蛋白质数

据库或谱库，没有构建诱饵结果，直接使用经验打

分阈值过滤出正确结果，无法对鉴定结果进行可信

度评估和重排序。

3.1.2 伪二级谱图鉴定方法的重排序

伪二级谱图鉴定方法的重排序算法一般由搜索

过程中使用的 DDA 软件实现。Percolator 是 DDA

软件最广泛使用的重排序算法［93］。该算法将重排

序看成一个二分类问题，即区分正确肽谱匹配（正

例）和错误肽谱匹配（负例）。正负例的选择通过

构建诱饵库实现，通常使用诱饵库的匹配结果作为

负例。该算法对每个肽谱匹配计算20维特征向量，

然后进行多次迭代学习，每次迭代过程选择对应目

标库的高可信肽谱匹配作为正例，选择对应诱饵库

的肽谱匹配作为负例，训练支持向量机（support

vector machines，SVM）模型。通过训练好的模型

对所有肽谱匹配进行重打分，得分高的为正例，得

分低的为负例。

3.1.3 蛋白质序列库直接搜索方法的重排序

蛋白质序列库直接搜索方法的重排序算法与其

使用的搜索策略相关。以谱图为中心的搜索策略使

用DDA软件实现肽谱匹配，对应的重排序算法也

通过DDA搜索软件内置的重排序算法实现，选取

的特征主要根据单张二级谱图匹配信息计算得到，

如肽谱匹配打分、母离子质量误差、碎片离子质量

误差等，最后结合机器学习算法实现重排序。以肽

段为中心的搜索策略将肽段和保留时间范围内的多

张二级谱图进行匹配，对应的重排序算法不只考虑

单张谱图，而是考虑一条肽段对应的相近保留时间

范围内的所有谱图的匹配，即以肽段为单位进行重

排序。如PECAN对匹配结果中目标库和诱饵库的

所有肽段提取特征，提取的特征既包括母离子同位

素峰簇相似度、母离子质量误差等单张二级谱图的

打分，也包括肽段保留时间范围内的肽谱匹配打分

平 均 值 、 碎 片 离 子 质 量 误 差 等 ， 而 后 使 用

Percolator算法进行重排序。

3.1.4 谱库搜索方法的重排序

谱库搜索方法在构建谱库的过程中通常会引入

错误的结果，如DDA软件报告的、公开谱库中存

在的、深度学习预测的各种错误结果。不同大小的

谱库中含有错误数目不同，一般来说更大的谱库所

含错误数目更多，因此需要更严格的可信度评估。

目前常用的重排序算法有 mProphet、PyProphet、

Percolator， 此 外 还 有 DIA-NN、 MaxDIA 和

DreamDIA等软件内置的重排序算法。

mProphet 对目标库和诱饵库匹配结果计算多

维特征，使用基于线性判别分析（LDA）的半监

督学习方法进行二分类训练，得到各个子特征的权

重并对每个谱峰组线性计算得到判别打分。

PyProphet在mProphet的基础上进行了重写并在半

监督学习和 FDR估计方面进行了改进，有更多可

选择的机器学习模型（如 SVM、SGD 和 XGBoost

以及LDA）。在交叉验证方面，PyProphet使用所有

数据集用于训练，替换了随机选取一半数据集分别

用于训练和验证的方法。
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EncyclopeDIA 利用 Percolator 实现了重排序算

法。对每个肽段结果在打分最高点计算二级谱图总

体匹配打分、母离子和碎片离子准确度打分以及保

留时间准确性打分共 15个辅助匹配特征，通过半

监督SVM模型Percolator进行重排序。Percolator 3

将目标库和诱饵库结果随机分成3个子集，为每个

分类器选择两份进行训练，剩余1份用于验证。通

过交叉验证总共训练 3个 SVM分类器，并用分类

器的平均值作为最终打分。Percolator 3通过下采样

和交叉验证，减轻了过拟合的影响，同时提高了在

大数据集上的运行速度。

DIA-NN首次通过神经网络模型实现了DIA重

排序。该方法对肽段结果依据最优碎片离子分别计

算基于母离子、碎片离子及其同位素离子的共洗脱

曲线以及谱峰组其余谱峰的相似度等共 73维打分

特征。DIA-NN搭建了5层隐藏层并使用Tanh函数

作为激活函数，输出层使用Softmax函数输出分类

概率和交叉熵损失函数，通过输入归一化的 73维

特征进行学习。整个模型由 73×25×20×15×10×5×1

的 神 经 网 络 组 成 ， 共 有 273.75 万 个 神 经 元 。

DIANN使用来自目标库和诱饵库的所有鉴定结果

作为训练集进行有监督学习，通过多个不同初始化

参数的网络实现集成学习。

DDIA的重排序算法利用DDA扫描中的鉴定结

果来划分训练集，将DDA扫描鉴定到的肽段作为

参考序列，去DIA数据中进行正负例数据提取并训

练分类器，用于谱库中剩余肽段的分类。对校准后

的谱库结果进行靶向数据提取，并使用分类器判断

得到最终肽段鉴定结果。

MaxDIA软件使用XGBoost机器学习算法进行

重排序。对于每个肽段结果，MaxDIA提取了匹配

结果的碎片离子相关性、保留时间误差、是否存在

母离子同位素峰簇和基于碎片离子信息计算的打

分、碎片离子质量误差、是否存在碎片离子同位素

峰簇等 60维特征，输入到XGBoost模型中进行训

练。为了消除模型过度拟合的风险，作者使用5折

交叉验证来训练XGBoost模型。

DreamDIA 软件使用 LSTM 模型将肽段在 DIA

数据中各类型的色谱曲线转为 16维高维特征，并

结合保留时间差值、谱库和实际碎片离子强度相关

性以及肽段的长度、电荷和质荷比等启发式特征构

建非线性判别模型。在半监督学习过程中，

DreamDIA 采用了 PU-Learning 的思想［94］，选择所

有诱饵库结果作为负例，根据目标库结果的打分阈

值筛选正例，使用XGBoost机器学习模型进行一次

训练。

DIA重排序在特征选择和训练方法上仍存在进

一步优化空间，并且算法本身的可信度也需要进行

有效评估。目前的DIA重排序算法都是基于传统启

发式特征或经过表示学习得到的特征，使用线性或

非线性机器学习模型进行训练和重打分。未来使用

深度学习直接基于DIA原始数据进行建模是重排序

的重要优化方向。此外，诱饵库构建、正负例选择

和模型训练的差异可能会对后续分析产生影响，比

如模型过拟合。因此，重排序算法本身的可信度仍

然需要进一步的评估。目前还未有系统评估DIA数

据重排序算法可信度的方法。

3.2 假发现率估计

肽段匹配结果重排序后，需要划定一个阈值，

将满足阈值条件的结果集合报告给用户，并对该集

合的可信度进行量化评估。目前广泛使用的可信度

评价指标是 FDR，本节先介绍 FDR的定义，然后

总结常见的 FDR的计算过程，最后对 FDR在DIA

方法中现存的问题进行讨论。

FDR 在蛋白质组学中表示为随机匹配结果占

所 有 匹 配 结 果 比 例 的 期 望 ， 即 FDR(x) =
E [ Nv (x) /Nr (x) ]（x为打分阈值，Nv (x)为打分大于

等于 x的错误匹配结果数目，Nr (x)为打分大于等

于x的匹配结果数目）。

由于无法确认肽谱匹配集合中的错误匹配结

果，不能直接计算得到错误匹配结果数目Nv (x)。
Gygi等［46］假设来自诱饵库的肽谱匹配数目和来自

目标库的错误匹配数目是近似相等的，通过构建合

理的诱饵库来估计Nv (x)。为了估计FDR，利用诱

饵库匹配结果估计目标库的错误的打分分布或数

目，分别提出了基于诱饵库匹配结果打分分布估计

FDR 的方法和基于诱饵库匹配结果数目估计 FDR

的方法。mProphet、PyProphet 等软件通过诱饵库

匹配结果打分分布估计 FDR，并使用谱库中包含

的在特定样本中无法检测到肽段的比例π0［62］来控

制FDR的变化，π0值较大表明需要对数据进行更

严格的质量控制。mProphet、PyProphet 使用对应

诱饵库结果的打分分布拟合错误结果的打分分布，

然后基于该分布对目标库结果计算 P 值，并通过

BH算法估计FDR。mProphet和PyProphet计算q值

时在原有BH算法基础上乘以系数π0，来控制不同

错误率数据集的FDR大小，具有较大π0的数据会

相应得到更严格的FDR控制。DIA-NN等软件使用



·2380· 2022；49（12）生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys.

诱饵库匹配结果数目估计 FDR，即使用对应诱饵

库匹配的结果数目来估计错误匹配的结果数目

Nv (x)，此时 FDR 的计算公式就变为 FDR(x) ≈
Nd (x) /Nr (x)（x 为打分阈值，Nd (x)为来自诱饵库

的打分大于等于 x的匹配结果数目，Nr (x)为来自

目标库的打分大于等于x的匹配结果数目）。

FDR 作为 DDA 方法常用的可信度评估指标，

在 DIA 方法中的有效性仍缺少系统评估。FDR 的

准确性与诱饵库的构建方式相关，目前 DIA 构建

诱饵库的方式和DDA类似，根据目标库的肽段序

列进行修改。常用的诱饵库构建方式有序列随机打

乱 （shuffle）、序列反转 （reverse）、序列伪反转

（pseudo-reverse）、质量偏移（shift）、德·布鲁因

图构建（de Bruijn）等［28，33，95］。由于 DIA 方法与

DDA方法在数据和解析方法上存在的差异，相同

的目标-诱饵库集合经过肽段匹配可能得到不同的

FDR，DDA数据的诱饵库构建结论难以直接用于

DIA数据中。此外，不同DIA软件所用的诱饵库构

建方法并不一致，导致各软件实际的诱饵库结果打

分分布搜索空间的差异，一定程度上增加了软件之

间的不可比性。综上，针对 DIA 数据分析，还没

有 FDR估计准确性的相关研究，且仍然需要探索

公认合理的诱饵库构建方法。

4 总结与展望

DIA作为近年来新兴的一种数据采集技术，由

于其高通量、高灵敏度、高重现性的特点，被广泛

用于蛋白质组学的大规模分析［8，96-97］，在磷酸化蛋

白质组学［98］和糖蛋白质组学［74，99］等领域也有着

广泛的应用。目前分析 DIA 数据的主要挑战是实

现对含有多个母离子共碎裂信息的混合二级谱图进

行有效可靠的解析。针对这一挑战，研究人员提出

了多种优化的 DIA 采集方法和高效的数据分析策

略。近年来发展的 DIA 采集方法在增加蛋白质覆

盖深度的同时降低了谱图复杂度。基于不同搜索策

略的 DIA 数据解析方法对数据实现了深度解析。

对于数据解析得到的肽谱匹配，对其进行重排序和

假发现率估计，最终获取高可信的肽谱匹配集合。

DIA数据定量分析通过重构碎片离子色谱曲线计算

肽段强度（图5），较DDA定量具有更好的定量精

度。此外，DIA数据具有定性定量一致性的特点，

通过对碎片离子色谱曲线进行肽段打分，能够对数

据之间对齐（match between runs）的结果进行可信

度评估。DIA定量具有深度覆盖、可重现性和定量

精确性等优点，使用 DIA 对大规模生物样品进行

定量是实现蛋白质深度覆盖的发展趋势。

DIA方法虽然在近年来获得了快速的发展，且

在深度覆盖方面较DDA有更好的表现，但是在深

度解析、精准鉴定和精准定量3个方面仍存在不足

和进步空间。在深度解析方面，DIA数据理论上采

集了样品内所有肽段的碎片离子信息，能够通过谱

图解析实现蛋白质完整肽段的鉴定。但是，对二级

谱图实现深度解析需要考虑意外酶切情况和对低丰

度肽段、多种类型修饰和意外修饰等非常规肽段的

鉴定，同时也要考虑 DIA 数据存在的肽段共碎裂

造成的离子干扰等情况。如果直接通过扩大搜索空

Fig. 5 The XIC of fragment ion was reconstructed from DIA data
图5 DIA数据重构碎片离子色谱曲线
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间搜索潜在候选肽段不仅会增加搜索的时间，也可

能会影响鉴定结果可靠性。因此，如何在考虑包含

更多潜在肽段搜索空间的同时，设计更有效的谱图

解析算法提高非常规肽段的鉴定数目，同时能保证

搜索时间在合理范围内，是DIA数据实现深度解析

目前面临的一个主要挑战。

在精准鉴定方面，虽然利用 TDA 方法计算

FDR 的策略为 DIA 数据分析结果的质量控制提供

了可能，但是该策略在DIA数据的有效性目前还没

有定论。首先，不同的诱饵库构建方法会对结果造

成影响，如何使用和设计能更好评估结果假发现率

的诱饵库仍需进一步系统评估。其次，肽段在DIA

数据中是以保留时间上连续的二级谱图序列形式呈

现的，在实际匹配过程中可能会出现不同肽段匹配

到大量相同谱峰的竞争情况，而传统 FDR评估方

法很少考虑到不同肽段鉴定结果之间的竞争情况，

如何针对此类情况设计合适的质量控制方法是未来

需要研究的课题之一。最后，由于DIA数据采集了

不同梯度的肽段，对所有结果统一进行质量控制可

能是不合适的。如低丰度肽段在数据中可能受到离

子干扰、离子抑制和噪声干扰等情况，可能会造成

匹配打分不高而被视作错误结果排除。如何针对不

同类型的肽段鉴定结果和其匹配情况设计分层次的

质量控制是未来需要研究的课题之一。

在精准定量方面，DIA数据分析在定量缺失值

和定量精度方面取得了较好的表现，但是仍有进一

步提升空间。一方面，在通过数据之间对齐降低定

量缺失值时，可以考虑母离子和碎片离子色谱曲线

来优化肽段信号的匹配，同时利用该信息进一步评

估定量结果的正确性。另一方面，可以利用母离子

和碎片离子色谱曲线的全面信息进一步提高定量精

度，更好地结合母离子和碎片离子各自的定量优

势，并进一步利用该信息去除离子干扰情况，实现

精准定量。

随着质谱采集的优化和数据分析的发展，DIA

采集技术在进一步解决上述介绍的不足后，能够为

蛋白质组学的高通量、全覆盖分析提供进一步的支

持，特别是在大队列数据分析中均能获取完整蛋白

质图谱并解释其潜在生命规律，推动蛋白质组学领

域的发展。利用DIA采集技术，可以建立包含所有

肽段和蛋白质信息的数字化标本库，实现数以千

计、万计的样品的蛋白质组学深度解析以及横向比

较，并结合先进的人工智能技术，进一步进行深度

数据挖掘，发现更有效的疾病标志物，探索更深层

次的分子细胞作用机制，为生命科学及人类健康研

究做出重大贡献。
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Abstract Data independent acquisition (DIA) is a rapidly developing proteomics technique in recent years,

which can theoretically achieve deep coverage of protein samples by collecting tandem mass spectra through

unbiased co-fragmentation of all precursors in the isolation window. It has the advantages of high throughput,

high reproducibility and high sensitivity. Current DIA data acquisition methods mainly include full-window

fragmentation method, isolation window sequential fragmentation method and four-dimensional DIA data

acquisition method (4D-DIA). The most commonly used data acquisition methods are SWATH or variable

window SWATH and DIA-PASEF methods. The tandem mass spectra collected by the full-window fragmentation

method contains precursor ions in the full m/z range, and the spectra analysis is complex. The isolation window

sequential fragmentation method reduces the number of precursor ions in tandem mass spectra and the size of the

isolation window through a variety of acquisition strategies, effectively reducing the complexity of spectra

interpretation. With the development of mass spectrometry instruments, the size of isolation window of the

tandem mass spectra acquired by DIA may be close to the size of DDA, enabling the integration of DIA and DDA

processes. The 4D-DIA method obtains the corresponding relationship between precursor and fragment ions

through additional data dimensions, which improve the selectivity of precursor and greatly reduce the complexity

of spectral analysis. The 4D-DIA method is also an important advance for future DIA data collection. According

to the characteristics of DIA data, relevant data analysis methods were designed, which mainly included spectral

library search method, protein database direct search method, pseudo-MS/MS spectra identification method and

de novo sequencing method, as showed in the figure above. The spectral library search method uses the spectral

library information for data extraction, which has high peptide identification sensitivity, but have certain

requirements on the quality and number of spectral libraries; the protein database direct search method does not

require preprocessing of tandem mass spectra and construction of spectral libraries, and directly matches the

theoretical tandem mass spectrum of peptide with experimental tandem mass spectrum, but the time complexity is

high; pseudo-MS/MS spectra identification method uses the spectra splitting algorithm to split the tandem mass

spectrum to obtain multiple pseudo-MS/MS spectra containing single peptide fragment ions, then combined with

traditional DDA software to search pseudo-MS/MS spectra; de novo sequencing method directly models the

pseudo-MS/MS spectrum through deep learning to predict peptides, has the advantage of identifying sequences of

new species, but it is difficult to guarantee the number and reliability of the identification results. The reliability

evaluation of the peptide-spectrum matches mainly includes re-ranking by machine learning and false discovery

rate estimation of the reported results. Although the DIA method has achieved rapid development in recent years,

and has better performance than DDA in terms of depth coverage, there are still shortcomings and improvement in

3 aspects: in-depth analysis, accurate identification and accurate quantification. With the optimization of mass

spectrometry acquisition and the development of data analysis, DIA acquisition technology can provide further

support for high throughput, full-coverage analysis of proteomics, especially in large cohort data analysis, after

further solving the above-mentioned shortcomings. All of them can obtain complete protein maps and explain

their underlying life laws, promoting the development of the field of proteomics. In this paper, the DIA data

collection method, data analysis method, software and identification result reliability assessment method are

sorted and reviewed, and the future development direction is prospected.
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