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摘要 作为发现疾病相关生物标志物的重要途径，定量研究已成为蛋白质组学的热点问题．随着实验方法的发展和改进，定

量数据处理算法也在不断更新和完善．将现有的无标记定量方法归纳为需要 /不需要鉴定结果两类方法，分析比较了两类方
法的异同及优缺点，详细讨论了所涉及的主要算法，总结了一些常用的无标记定量软件及对应的网络资源．展望了无标记定

量数据分析的未来研究方向．
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细胞蛋白质组是一个高度动态的系统，其细微

变化就可以引起某些重要通路的激活或抑制，进而

可能导致细胞的变异、分裂，甚至凋亡．因此，蛋

白质丰度的变化也是许多疾病(如癌症、心血管疾
病等)发病进程的重要标志，研究病变细胞相对于
正常细胞中蛋白质表达丰度的变化，发现标志物对

疾病的早期诊断具有重要意义．要完成这一工作，

就需要对细胞中表达的全套蛋白质进行定量分析．

正因为如此，定量蛋白质组已成为蛋白质组学中的

一个重要分支．

质谱分析技术是实现大规模、高通量蛋白质定

量的主要方法．尽管现阶段基于质谱的蛋白质定量

主要局限于相对定量研究，但是由于质谱仪器精度

和灵敏度的不断提高，基于质谱的蛋白质组定量越

来越受青睐[1]．从实验设计上来看，基于质谱的定

量分析包括稳定同位素标记(stable isotopic labeling)
和无标记(label-free)两种方法 [2]．其中，稳定同位

素标记法通过代谢、化学标记等方法在肽段上引入

质量标签，在同一次实验中分析不同标记的混合样

本，同时得到不同样本中肽段 / 蛋白质的响应信
号，标记方法定量的精度较高，但是其实验复杂、

昂贵，动态范围和覆盖率受到标记方法的限制[3]．

相比之下，无标记定量对不同状态下的样本单独进

行质谱分析，虽然对实验的可重复性要求较高，但

克服了上述稳定同位素标记定量的技术局限，应用

范围越来越广．经过近几年的发展，无标记定量分

析已发展出几套成熟的实验分析策略和相应的计算

流程，针对不同的实验仪器和数据，定量算法和数

据分析软件也层出不穷．

本文首先总结了无标记定量数据分析的几种典

型流程，比较了它们的差异，总结了各种方法的优

缺点．在此基础上，详细分析了无标记定量数据分

析流程中的关键算法，着重论述了定量算法的现

状、存在的问题．最后总结了一些常用的无标记定

量数据分析软件及相应的网络资源．

1 无标记定量及其典型计算流程

在定量蛋白质组学中，“鸟枪法”是常用的实

验策略，图 1给出了其实验流程．通常情况下，由
于物理化学特性的不同，由蛋白质酶切得到的肽段

混合物会在不同时间流出液相色谱，进入质谱仪进

行质谱分析，得到包含肽段定量信息的一级图谱

(MS spectrum)和包含肽段序列信息的二级图谱
(MS/MS spectrum)．
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无需鉴定结果的定量方法以一级图谱数据为处

理对象，其定量数据处理主要由以下 6步完成：a.
数据预处理及谱峰检测(peak detection)．主要目的
是从含有大量噪声的单张一级图谱中提取真实的肽

段信号峰．b．基于信号强度(intensity)提取肽段定
量信息．在保留时间(retention time, RT)轴上，构建
肽段的离子流色谱峰(extracted ion chromatography,
XIC)，并根据 XIC计算出肽段的丰度表征．c．保
留时间对齐(RT alignment)．目的是为了消除不同
实验中同一肽段的色谱保留时间偏差．d．数据归
一化(normalization)．消除不同实验之间肽段信号
强度的系统误差． e．肽段 /蛋白质序列匹配．无
序列信息的目标肽段可以通过精确质量时间标签

(accurate mass and time, AMT)进行数据库搜索 [5]或

通过靶标式 LC-MS/MS分析[6]匹配到肽段 /蛋白质
序列． f．蛋白质丰度比计算及统计学分析．由肽
段的定量值推断出对应蛋白质的丰度比，然后通过

统计学分析找出显著性差异表达的蛋白质，从而确

定候选生物标志物．值得注意的是，在临床诊断中

可能不需要肽段和蛋白质的序列信息，而是构建特

定生物样品的质谱分析特征矩阵，利用数据特征直

接刻画或者表征样品[7-9]．

需要鉴定结果的定量方法是针对 LC-MS/MS
策略的实验数据处理方法，其数据处理步骤包括：

a．数据库搜索及结果质量控制．利用二级图谱，
通过数据库搜索和结果质量控制，得到高可信度的

肽段和蛋白质的鉴定结果．b．定量信息提取．有
两种不同方法———信号强度法和图谱计数(spectral
counting)法，分别对应图 1中流程二的①和②．方
法①利用肽段的鉴定信息返回到一级图谱中提取肽

段的 XIC，并根据 XIC计算肽段的丰度表征；方
法②则把蛋白质中肽段的鉴定图谱总数作为定量指

标，只能定量蛋白质．c．蛋白质丰度比计算及统
计学分析．

无标记定量主要有 LC-MS和 LC-MS/MS两种
实验策略[4]，其主要差别在于是否利用串联质谱分

析来鉴定肽段和蛋白质．两种实验策略在数据分析

流程上有很大不同．因此，本文将无标记定量方法

分成无需 /需要鉴定结果的定量方法，其计算流程
分别对应于图 1中的流程一和流程二．

Fig. 1 Workflow of label鄄free proteomics quantification analysis
图 1 无标记蛋白质组定量分析的典型计算流程
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Fig援 2 An example of the data preprocessing and peak detection for low鄄resolution MS data
图 2 低精度质谱数据的预处理及谱峰检测过程示例

(a)原始质谱图. (b)噪声滤波以后的质谱图. (c)滤波和基线去除以后的质谱图. (d)谱峰检测的最终结果，真实的肽段峰用圆圈标记.

由于采用了不同的实验策略，两种计算流程各

有优缺点．流程一采用了 LC-MS实验策略，直接
从一级图谱中检测肽段特征并提取定量信息．由于

不需要选择母离子，在合适的结果过滤规则下，流

程一可以定量更多的肽段，对低丰度肽段的定量

有利，但是存在假阳性率较高、多肽段重叠的情

况[10]，并且定量算法比较复杂、运算时间很长．而

流程二则可以利用肽段和蛋白质的鉴定结果完成定

量，假阳性率很低．但由于采样效应的限制，肽段

覆盖率较低[11]，并且大部分是高丰度肽段，而许多

重要差异表达的生物标志物往往丰度较低[12]，这就

不利于生物标志物的发现．目前为止，还没有相关

文献对这两种数据处理流程的优劣进行系统评估．

2 定量算法

无标记定量的两种典型计算流程采用的实验策

略不同，导致数据处理步骤有很大差异．a．流程
一采用谱峰检测算法确定定量对象，而流程二的定

量对象则通过数据库搜索和结果质量控制获取，其

中数据库搜索鉴定一般由商业化的软件完成，例如

SEQUEST[13]和 Mascot[14]，结果质量控制也有比较

成熟的方法和软件[15-18]．b．图谱计数法是流程二
特有的定量方法． c．保留时间对齐是流程一必不

可少的数据处理步骤，而流程二则不需要．d．在
推断蛋白质丰度比之前，流程一需要匹配出肽段 /
蛋白质的序列．尽管如此，两种计算流程具有相同

的数据归一化、蛋白质丰度比推算以及统计学分析

步骤．下面对两种数据处理流程涉及的主要算法进

行论述．

2援1 数据预处理及谱峰检测

数据预处理及谱峰检测是流程一的基础，其主

要目的是从含有大量噪声的一级图谱中提取肽段信

号峰．与二级图谱相比，一级图谱包含了所有检测

到肽段的信息，但是其中只有很小一部分质谱信号

属于肽段信号，其余为随机噪声、化学噪声等干扰

信号．因此，准确快速地提取肽段信号峰至关重

要．数据预处理和谱峰检测有很多可选的算法，针

对不同的质谱数据，处理算法也不尽相同．

对于低精度的质谱数据，目前对MADLI/SEDLI
实验数据的谱峰检测讨论较多[19-25]．图 2给出了数
据预处理及谱峰检测处理过程的一个具体例子，包

含了如下 3个步骤[24]：a．噪声滤波．主要为了去
除图谱中的随机噪声，有移动平均滤波、Savitzky-
Golay 滤波、高斯滤波、连续或离散小波变换、
Hilbert-Huang变换等算法．b．基线去除．估计并
去除图谱中的基线，其算法包括单调局部最小、线
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性插值、移动平均最小值、连续小波变换等．

c．峰识别．主要从噪声和基线去除后的数据中识
别出肽段信号峰，峰识别的准则有信噪比、峰强度

阈值、局部最大值、峰宽、峰形等．上述 3个步骤
都有很多算法可供选择，并且不同算法组合的性能

差别很大．Cruz-Marcelo 等[23]和 Yang 等[24]对之前

的处理低精度 MADLI/SEDLI实验数据的谱峰检测
算法进行了综述与评估，一致认为 Du等[21]的基于

连续小波变换的谱峰检测算法整体效果最好．最

近，Wu等[25]基于 Hilbert-Huang变换提出了一种新
的峰检测算法，性能优于以往算法．

对于高精度的质谱数据，其谱峰检测与低精度

数据类似，但可以利用高精度数据的特点过滤噪声

信号峰．本文将此类谱峰检测算法归纳为两大类：

a．利用肽段的天然同位素分布过滤噪声信号[7,12].
由于噪声信号通常不会显示为具有一定保留时间的

多电荷同位素分布峰，所以这一规则可以保证在去

除噪声干扰信号的同时，识别强度较低的肽段离子

信号．另外，根据同位素分布模式可以判别出肽段

离子的电荷状态．例如，Bellew等[7]根据质荷比估

计了肽段的天然同位素分布，通过打分函数计算了

观测的同位素分布与天然同位素分布之间的相似

度，设定相似度阈值，过滤掉阈值以下的噪声信号

峰．需要指出的是，若两个同位素分布模式部分重

叠时，这类方法可能失效，并且估计的天然同位素

分布与实际的分布存在偏差．

b．利用 TOF类数据中化学噪声的特点过滤噪
声信号[26-27]．高精度的 TOF类质谱仪(如 MALDI-
IT-TOF、prOTOF等质谱仪)在具有高灵敏度的同
时，把化学噪声也放大化了，其峰形与肽段信号峰

类似．此外，这些化学噪声峰的位置以 1Da 左右
频率在 m/z 轴上呈现周期性，并且化学噪声峰的强
度在局部范围内有波动，但整体上随着质荷比的增

大而缓慢减少．例如，McLerran等[26]根据化学噪声

峰的上述特点，通过估计其位置和强度的分布过滤

掉化学噪声峰，Zhang等[27]则利用正弦信号对化学

噪声进行拟合，从而将其去除．这类算法在去除化

学噪声的同时，也丢失了那些强度低于或接近于化

学噪声的肽段信号峰．

相比于低精度的质谱数据，处理高精度质谱数

据的谱峰检测算法研究还较少，如何利用高精度数

据的特点快速准确地检测出肽段信号峰是今后谱峰

检测的研究重点．

2援2 定量信息提取

定量信息提取是定量数据处理中的基本步骤，

在很大程度上决定了定量结果的精度，主要完成计

算肽段或蛋白质定量指标的工作．目前的定量信息

提取方法主要有两大类：a．信号强度法；b．图谱
计数法．

2援2援1 信号强度法．

信号强度法提取肽段定量信息的示例如图 3所
示，主要包括从一级图谱中解析肽段信号、构建肽

Fig援 3 An example of extracting quantitative information for the peptide with m/z=475援15
图 3 质荷比为 475援15肽段的定量信息提取流程示例

(a)包含质荷比为 475.15的肽段信息的一级图谱. (b)沿保留时间构建的肽段离子流色谱峰. (c)处理后的 XIC，以图中的虚线表示.
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段沿保留时间展开的 XIC、处理 XIC 并计算肽段
定量指标．流程一和流程二的此类定量信息提取算

法类似，但是在提取定量信息之前，前者需要采用

质荷比误差匹配原则、聚类等峰对齐算法[27-29]，识

别出不同图谱中相同的肽段信号峰．

目前，这类定量信息提取方法有很多[7, 12, 30-34]，

其区别主要表现在如下 5个方面：a．去噪方法．
解析肽段信号之前，是否对一级图谱去噪处理，其

中去噪方法有小波去噪、滑动平均去噪、

Savitzky-Golay滤波等．b．肽段信号的图谱解析．
采用肽段信号峰的峰值、峰内信号强度加和、峰平

滑后的面积以及峰拟合后的面积等方法来完成从一

级图谱中解析肽段信号．c．同位素峰．可以使用
单一同位素峰、信号强度最高的同位素峰或前三个

同位素峰来提取肽段的定量信息．d．XIC的处理
方法．使用小波去噪、平滑去噪、正则化、连续

性截断等方法处理 XIC，或者对 XIC 不作处理．
e．计算定量指标．把处理后 XIC的峰值、峰内信
号强度加和或者峰面积作为肽段的定量值．对于无

需鉴定结果的定量方法，Bellew等[7]对原始图谱进

行小波去噪处理后检测肽段信号峰，同时采用谱峰

的最大值作为肽段在某时刻的信号，最后使用 XIC
的峰值作为肽段的定量值，Li等[12]考虑了肽段的前

3 个同位素峰，使用谱峰内信号的加和来构建
XIC，肽段的定量值为 Savitzky-Golay 平滑后的
XIC峰面积．对于需要鉴定结果的定量方法，Tsou
等[32]利用聚类方法确定了肽段的前 3个同位素峰的
质荷比和保留时间范围，采用质荷比范围内信号的

加和解析肽段信号，构建保留时间范围内的 XIC，
最后的定量值为 B- 样条平滑后 XIC 的峰面积，
Yang等[33]利用鉴定肽段的前 3个同位素峰在谱峰
中的峰值来构建 XIC，并通过正则化方法处理了
XIC．
定量信息提取方法在上述 5个方面的不同组合

必然会导致不同的定量结果，评估这 5个方面对定
量结果的影响，并且选出一组或几组最优的算法组

合是一件有意义的事情，但是，到目前为止还没有

相关文献报道此类工作．

2援2援2 图谱计数法．

根据蛋白质丰度越高、对应肽段被鉴定的概率

就越大的原理，图谱计数法不需要各种复杂的数据

处理步骤，只需统计肽段的鉴定图谱数，把蛋白质

中肽段的鉴定图谱总数作为定量指标．图谱计数法

在 2004年由 Liu等[35]提出，他们通过分析标准蛋

白质的质谱数据，揭示了在超过两个数量级的范围

内，蛋白质的鉴定图谱总数与其浓度呈线性关系．

由于概念简单、运算速度快等特点，图谱计数

方法吸引了不少学者的关注．为了进一步提高这类

方法的实用性，现已发展了多种校正的图谱计数方

法． Ishihama 等 [36]指数修正了蛋白质丰度指标

(emPAI)．Zybailov等 [37]利用蛋白质的序列长度校

正了蛋白质的图谱总数，提出了 NSAF(normalized
spectral abundance factor)指标．Lu等[38]预测了蛋白

质的检测效率，把使用检测效率校正后的蛋白质图

谱总数作为最终的定量指标(APEX)．Sun等[39]则通

过蛋白质的鉴定概率来校正图谱数．值得注意的

是，2010年，Griffin等[40]将肽段碎片离子的信号强

度与图谱计数结合起来，得到了一个新的定量指标

(SIN)，与 NASF指标 [37]、基于信号强度法的 AUC
方法[34]等相比，SIN指标在可重复性和定量准确性

方面整体较好，但是文献中使用的数据集为低精度

的 LTQ质谱数据．
信号强度法和图谱计数法都是常用的定量方

法，不少学者系统评估了这两种定量方法的优劣．

针对 LC-MS/MS策略的实验数据，Old等[34]的研究

表明，图谱计数方法在检测显著差异表达的蛋白质

方面更加灵敏，但是对于鉴定图谱总数很少的蛋白

质，这类方法往往会过度估计其丰度比，而信号强

度法能够更加准确地估计蛋白质的丰度比，且不受

鉴定图谱数的影响，但数据处理流程相对复杂，运

算速度较慢．Zybailov等[41]认为图谱计数法具有更

好的可重复性．Asara等[42]的结果表明，信号强度

法可估计的定量结果的动态范围更大．Xia等[43]发

现，当估计的蛋白质丰度比与真实的丰度比相关

时，图谱计数法估计的丰度比比峰强度法准确．上

述评估都是在中 - 低精度的质谱数据上进行的．
2010年，对 FT-LTQ高精度数据，Grossmann等[44]

实现了信号强度法定量算法———T3PQ，并与
emPAI[36]和 APEX[38]定量指标进行了比较，结果表

明，不论在动态范围方面，还是在定量准确性和可

重复性方面，信号强度法要优于图谱计数法．尽管

如此，整合两种方法的定量结果可能是提高定量算

法整体性能的有效途径．

2援3 保留时间对齐

保留时间对齐的主要目的是消除不同实验中同

一肽段的色谱保留时间偏差．要比较不同状态下肽
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段 /蛋白质的表达差异，就必须辨别出不同实验中
的相同肽段．需要鉴定结果的定量算法可以根据序

列信息来辨别相同肽段，而无需鉴定结果的定量算

法则是通过设置质荷比窗口和色谱保留时间窗口来

实现．虽然不同实验中的同一肽段在质荷比轴上产

生的偏差很小，但是在保留时间轴上却会发生很大

偏移，所以实现不同实验间保留时间的对齐是精确

定量的关键．2008年，Vandenbogaert等[45]对保留

时间对齐算法进行了全面综述．总的来说，所有的

保留时间对齐方法可以归纳为两大类：a．特征数
据(Peak-based Alignment)法；b. 谱数据(Profile-based
Alignment)法．
特征数据法使用谱峰检测提取的肽段信息实现

对齐．谱峰检测可以把具有几百万个数据点的图谱

缩减到只有几百或者几千个肽段信号峰的特征图

谱，显著降低了计算复杂度．这类方法又有两种思

路：一是利用两次实验中能明显确定为同一肽段信

号的保留时间，通过拟合、回归等方法，建立两

次实验间保留时间的线性或者非线性模型对应关

系[7, 46]；另一种方法是把两次实验中所有可能的特

征匹配关系列出，计算所有匹配的相似性，然后利

用动态规划、模拟退火等优化方法计算出相似性最

高的最优匹配[47]．前一种方法计算较简单，但关键

是要确定出一小批不同实验中相同的肽段信号；后

一种方法不需要确定出相同的肽段信号，但不同的

相似性函数对算法性能影响较大．

谱数据法利用未经处理的原始质谱数据实现对

齐．与特征数据法相比，庞大的数据量对算法和计

算平台性能的要求明显更高，但是可以充分利用原

始图谱中的许多有用信息．谱数据法将会成为未来

保留时间对齐方法的研究热点[45]．这类方法的基本

思想是：试图找到一种对齐模式，使得所有MS图
谱与参考图谱的强度之间的整体差异最小．其中，

Eilers等[48]从原始质谱数据中提取总离子流色谱峰

(total ion chromagrams, TIC)，利用 PTW(parametric
time warping)算法对齐 TIC；Christin等[49]则改进了

PTW方法．这类对齐 TIC的方法仍然丢弃了原始
质谱数据中的一些有用信息．针对原始质谱数据，

Kong等[50]提出了一个新的基于 Bayesian方法的保
留时间对齐算法．

2援4 数据归一化

数据归一化的主要目的是消除不同实验间肽段

信号的系统误差．在质谱实验中，由于不同的离子

化效率、图谱采样效应等原因，即便是相同实验中

浓度相等的不同肽段，或者是不同实验中浓度相等

的同一肽段，其信号强度也可能存在很大偏差．因

此，为了获得更加准确的定量结果，对肽段信号的

归一化处理是十分必要的．数据归一化方法可分为

两大类，第一类是在实验样本中加入“内标”或

“外标”标准蛋白质，构建归一化标准曲线，第二

类是基于统计学模型的归一化方法．前一类方法虽

然高效，但是样本处理技术的复杂性限制了其使

用，所以目前大都采用后一类方法．这类方法是在

处理 DNA微阵列数据时引进的[51]，大都被直接应

用或间接推广到基于质谱分析的蛋白质定量数据

中，其中包括了全局归一化、线性回归归一化、局

部回归归一化、分位数归一化、LOWESS(locally
weighted scatter plot smoothing)等．针对 LC-FTICR
质谱数据，Callister等[52]评估了 4种数据归一化方
法，结果表明线性回归归一化方法在大部分情况下

性能最好，并同时建议对不同类型的质谱数据需要

选择不同的归一化方法．Kultima 等 [53]则分析了

LC-QTOF和 LC-LTQ质谱数据，提出了一种结合
实验次序的线性回归归一化方法，与其他 9种常用
的归一化方法相比，该方法的归一化效果最好．

2援5 蛋白质丰度比计算

蛋白质丰度比计算的主要目的是根据肽段的定

量值推断出对应蛋白质的丰度比．除图谱计数法

外，流程一和流程二都是肽段水平的定量，而定量

分析的主要目的是从各组实验数据中找出显著性

差异表达的蛋白质，所以蛋白质丰度比计算至关

重要．

2010年，Carrillo等[54]评估了 6种蛋白质丰度
比计算方法，分别是肽段定量比值的平均值、肽段

定量值之和的比值、Libra比值、线性回归、主成
分分析和总体最小二乘法，结果表明，使用肽段定

量值之和的比值作为蛋白质丰度比的效果最好．但

是像多数分定量方法一样，该研究并没有考虑蛋白

质丰度比推算中两个重要的问题：a．数据缺失问
题，即肽段的定量值在某些实验中存在，而在另一

些实验中没有记录．b．共享肽段在不同蛋白质间
的丰度分配问题，共享肽段即是匹配多个蛋白质的

肽段．

数据缺失的肽段主要包括：a．在质谱数据中
存在但未被鉴定的肽段；b．实验中未被仪器检测
到的肽段．产生第二种数据缺失肽段的原因可能是
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肽段的丰度低于仪器的检测水平，或者是离子化失

效、离子抑制效应等原因．目前主要有 3种方法
处理数据缺失问题：a．不考虑具有缺失数据的肽
段[55]；b．采用交叉搜索的策略[32, 56]；c．利用估计
值填充缺失的数据[57-58]．显然，第一种处理方法简

单，但不可避免地丢失了许多有用信息，并且可能

导致蛋白质丰度比的过估计[57]，第二种方法可以有

效地处理第一种数据缺失肽段，但是无法估计第二

种数据缺失肽段的丰度表征，而第三种方法对两种

数据缺失的肽段都适用，但是目前对这种方法的研

究还不深入．

不管采用信号强度法还是图谱计数法定量，

都存在共享肽段的丰度分配问题．目前也主要有 3
种处理方法：a．不考虑蛋白质中的共享肽段[59]；

b. 在蛋白质群(peptide-sharing closure groups, PSCGs)
中考虑共享肽段，并计算该群中所有蛋白质的总

量[60]；c．使用合适的分配准则，把共享肽段的丰
度分配到各个蛋白质中去[61-63]．显然，第一种方法

丢失了许多共享肽段的定量数据，Zhang等[63]评估

了一系列的处理共享肽段的方法，结果表明丢弃共

享肽段后的定量结果明显劣于考虑共享肽段后的结

果．第二种方法揭示了 PSCGs群中的蛋白质通常
具有相似的生物学功能，但该方法只能够求出该群

中所有蛋白质的丰度表征总值，且不适用于功能差

异很大的蛋白质．第三种方法理论上最为合理，但

选择合适的分配准则是关键．

2援6 统计学分析

统计学分析的主要目的是根据蛋白质的丰度比

找出显著性差异表达的蛋白质．一般来说，估计的

丰度差异表达不仅仅反映了生物样本中真实的差

异，而且还包含了各种各样的随机误差，例如，生

物重复样本的随机影响、仪器的测量误差等，所以

需要利用统计假设检验来确定蛋白质是否存在显著

性差异表达．

检验两组数据是否存在差异的一个成熟的统计

学检验方法是 t检验，但是 t检验需要假设样本数
据来自于一个正态分布，并且要求每种样本至少有

3组重复实验[64-65]．实际上，无标记 LC-MS实验测
得的定量值一般不服从正态分布，但是对数变换可

以使数据近似服从正态分布[52]．对于不服从正态分

布的数据，也可以使用非参数假设检验方法，常用

的非参数假设检验方法有置换检验和 K-S 检验，
其优点是不用对数据的分布做任何假设[66]．若实验

包括了两组以上的定量测量值，则可以使用方差分

析和 Kruskal-Wallis检验．
为了更好地适应无标记定量数据，学者们提出

了很多新的统计学分析方法．其中，Tan等[67]认为

用多种统计学方法同时得到的显著差异表达的蛋白

质更加可靠，所以利用 4种不同的统计学方法检验
同一批数据，得到了更可信的显著性差异表达的蛋

白质．Pavelka等[68]揭示了蛋白质组数据中的 NSAF
定量数据与微阵列数据的相似点，并把处理微阵列

数据的 PLGEM(power law global error model)统计
学方法[69]推广到 NASF定量数据集上来，但这种方
法需要至少 4次重复质谱实验．针对 NASF定量数
据集，基于分层贝叶斯统计学方法，Choi等[70]给出

了一种新的统计学分析框架(QSpec)判别具有显著
差异表达的蛋白质，这种方法对没有重复实验的数

据仍然适用．

此外，多重检验问题也是蛋白质的差异分析需

要考虑的问题．一般来说，对单个蛋白质的检验，

P值低于 0.05就被认为具有显著性差异表达．当同
时分析多个蛋白质时，便会出现问题．例如，对于

包含 10 000个蛋白质的定量数据集，设置 0.05的
P值阈值，理论上会产生 500 个假阳性结果．因
此，为了限制假阳性结果的数量，需要进行校正多

重检验．Bonferroni方法通过控制总的玉型错误率
(family-wise error rate)来校正多重检验，但是这种
方法在降低假阳性率(false positive rate, FPR)的同时
却大大增加了假阴性结果的数量[71]．另一种更加保

守的方法是通过控制错误发现率 (false discovery
rate, FDR)来解决多重检验问题[12, 71-72]．尽管如此，

定量蛋白质组数据的统计学分析问题还有待于进一

步深入地研究[66, 73]．

经过统计学分析后，可以得到一系列显著性差

异表达的蛋白质———称为候选生物标志物，真正的

生物标志物可以通过多级反应检测技术(multiple
reaction monitoring，MRM) [74-77]或基于抗体的检测

技术对候选生物标志物验证，以及反复的临床验证

得到．

3 无标记蛋白质组定量软件

表 1列举了目前一些常用的无标记定量软件，
软件对应的网络资源在表 2中．这些软件各自有不
同的特点和用途，大部分可以免费下载使用，部分

还公开了源码．
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对于流程一，MS肽段特征的信息提取、不同
LC-MS间肽段特征的对齐和肽段 /蛋白质序列匹配
是软件需考虑的问题．在特征信息提取方面，大多

数软件都用到了肽段的天然同位素分布信息，但是

DeepQuanTR 除外，由于 DeepQuanTR 只处理
MALDI-TOF类的质谱数据，而 MALDI离子源主

要产生单电荷的肽段离子，所以其肽段特征提取

算法相对比较简单．在肽段特征对齐方面，色谱

保留时间对齐是关键．SpecArray、MsInspect 和
SuperHirn都是利用拟合、回归的方法，通过估计
两两 LC-MS实验间的保留时间校正曲线实现 RT
对齐；DeepQuanTR则是利用 R-Square值来衡量两

策略 软件 操作系统 数据类型 数据格式 备注

流程一 SpecArray Linux FT-LTQ, OrbiTrap, Qtof mzXML 整合在 TPP中

MsInspect Linux,OSX,Windows ESI-Tof, OrbiTrap, FT-LTQ, Qtof mzXML 用户界面，命令行

MapQuant Linux,Windows LCQ, FT-LTQ mzXML, mzData, hmsXML 用户界面

TOPP Linux,OSX,Windows LTQ, ESI-Tof mzXML 用户界面

PEPPeR Linux,OSX,Windows FT-LTQ, OrbiTrap mzXML 整合在 Gene Pattern中

SuperHirn Linux, OSX FT-LTQ, OrbiTrap, Qtof mzXML 整合在 TPP中

DeepQuanTR Windows LC-MALDI-MS txt, mzXML, mzData 用户界面

SIEVE Windows MS data from Thermo raw 用户界面

Expressionist Windows Thermo\ Bruker\ Warters仪器 raw 用户界面

流程二 T3PQ Windows FT-LTQ, OrbiTrap mzXML 命令行

Census Windows FT-LTQ, LTQ, etc mzXML, pepXML, MS 命令行

IDEAL-Q Windows ESI-Tof, OrbiTrap, FT-LTQ, Qtof mzXML 用户界面

PeptideQuant Windows LC-ESI-MS mzXML Matlab工具箱

APEX Windows FT-LTQ, LTQ, Qtof protXML 用户界面，图谱计数

ProtQuant Windows FT-LTQ, LTQ, Qtof sequantXML 用户界面，图谱计数

Table 1 Summary of software tools for label鄄free proteomics quantification analysis
表 1 常用的无标记定量分析软件

软件 网址 文献 软件类型

SpecArray http://tools.proteomecenter.org/software.php [12] 公开源码, C

MsInspect http://proteomics.fhcrc.org/CPL/home.html [7] 公开源码, Java

MapQuant http://arep.med.harvard.edu/MapQuant/ [78] 免费使用, C++
TOPP http://open-ms.sourceforge.net [79] 公开源码, C++

PEPPeR http://www.broad.mit.edu/cancer/software/genepattern/ [80] 公开源码, Perl和 R

SuperHirn http://tools.proteomecenter.org/software.php [81] 公开源码, C++
DeepQuanTR http://www.pharma.ethz.ch/institute_groups/institute_groups/biomacromolecules/deepquantr [28] 免费使用, VB

SIEVE http://www.thermo.com/ - 商业软件

Expressionist http://www.genedata.com/ - 商业软件

T3PQ http://fqms.svn.sourceforge.net/svnroot/fqms [44] 公开源码, Python

Census http://fields.scripps.edu/census/index.php [82] 免费使用, Java

IDEAL-Q http://ms.iis.sinica.edu.tw/IDEAL-Q/ [32] 免费使用, .NET

PeptideQuant http://bioinformatics.ust.hk/PeptideQuant/peptidequant.htm [33] 公开源码, Matlab

APEX http://pfgrc.jcvi.org/index.php/bioinformatics/apex.html [83] 免费使用, Java

ProtQuant http://www.agbase.msstate.edu/tools.html [84] 免费使用, Java

Table 2 Internet resources and references of label鄄free quantification tools
表 2 无标记定量软件对应的网络资源及相应的文献
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次实验中的肽段特征匹配的相似性，通过求取最高

相似性的特征匹配来实现；MapQuant没有考虑 RT
对齐，无法识别不同实验间的相同肽段特征．在肽

段 /蛋白质序列匹配方面，MsInspect 利用所有实
验的鉴定结果，构建精确质量时间(AMT)标签数据
库，通过 AMT标签数据库搜索实现肽段特征的肽
段 /蛋白质序列匹配，PEPPeR的肽段特征对齐和
序列匹配算法是同时进行的，该软件把所有

LC-MS实验的鉴定肽段看作一个整体，通过质荷
比误差容限、匹配打分得到了一小部分肽段特征的

序列匹配，在此基础上，利用实验间的质荷比误差

校正和 RT校正、高斯混合模型聚类算法实现了肽
段特征的对齐，MapQuant、TOPP和 SuperHirn则
通过设置质荷比窗口和保留时间窗口，实现了肽段

特征与本次 LC-MS实验的鉴定肽段的匹配，但能
够匹配到序列的肽段特征有限，而 SpecArray没有
考虑序列匹配．就软件本身特点而言，TOPP对不
同的数据处理步骤都实现了多种算法，例如，图谱

去噪算法包含了小波变换去噪、高斯去噪、

Savitzky-Golay去噪等，每个定量步骤用一个模块
来实现，用户可以根据数据特点和自身需求定制出

不同的数据分析流程，另外，该软件公开了 C++源
码，用户可以在此平台上改进某些算法．

流程二主要包括信号强度法和图谱计数法两种

定量方法．一般来说，信号强度法定量是利用某个

实验的鉴定结果，返回到这个实验的一级图谱中提

取肽段的 XIC，进而完成肽段和蛋白质的定量，如
T3PQ、Census 和 PeptideQuant．这种定量策略的
不足之处是最终只能够比较分析不同实验间共同鉴

定到的肽段和蛋白质． 为了解决这个问题，

IDEAL-Q采用了交叉搜索策略以及有效的图谱数
据验证准则，充分利用了所有实验的鉴定肽段，可

以得到更多的肽段定量结果．PeptideQuant只是肽
段水平的定量软件，但是其定量方法很好地解决了

肽段质谱峰和 XIC 峰重叠的问题．APEX 和
ProtQuant 是基于图谱计数法的定量软件．其中，
APEX实现了蛋白质检测效率预测的机器学习方
法，把蛋白质效率预测校正的图谱数作为蛋白质的

丰度表征．ProtQuant使用肽段的 Sequest鉴定分值
(XCorr)之和来校正对应蛋白质的图谱数，并采用
了一种新的处理数据缺失问题的算法．

以上两种数据处理流程都有各自相同或不同的

数据处理步骤，而不同的处理步骤中又有多种算法

可以选择，如何选取其中几种性能较优的算法组合

设计新的定量软件是今后的一项重要工作．

4 总结与展望

本文介绍了蛋白质质谱分析的无标记定量问

题，总结了无需 /需要鉴定结果两种定量方法及其
对应的数据处理流程，分析比较了这两种定量方法

的异同及优缺点，详细讨论了数据处理流程涉及的

主要算法，列举了一些常用的无标记定量软件及其

对应的网络资源．

蛋白质质谱分析的无标记定量已成为定量蛋白

质组学中常用的技术之一，但与有标记定量技术相

比，仍存在诸如可重复性差、定量准确性低等问

题．从长远来看，实验技术和实验设备的不断发展

无疑会有助于无标记定量性能的提高；但就近期来

讲，改进定量算法不失为一个很好的选择．本文认

为，应该从以下几个方面更深入地研究无标记定量

算法：

a．算法评估．数据处理流程中的每个步骤均
有很多可选的算法，算法的不同组合可以得到不同

的定量方法，但是目前缺少对这些定量方法的系统

评估，尤其是在高精度质谱数据中的评估．通过评

估可以给出一组或几组针对不同质谱数据的最优

方法．

b．改进无需鉴定结果的定量方法中各步骤的
算法．对于谱峰检测，现有算法大都是针对低精度

的质谱数据开发的，如何从高精度的质谱数据中高

效地检测出肽段峰还很少讨论；对于保留时间对

齐，利用原始谱数据实现色谱保留时间对齐可能是

今后的研究热点．

c．整合信号强度法定量和图谱计数法定量的
定量结果．图谱计数法具有运算速度快、在一定丰

度范围内定量结果灵敏度高等特点，而信号强度法

在处理鉴定图谱数很少的蛋白质时具有图谱计数无

法比拟的优势．整合这两种方法的结果可以提高定

量结果的可靠性．

d．进一步发展肽段 /蛋白质定量指标．定量
信息提取直接影响了定量算法的准确性，不断挖掘

肽段丰度与图谱信息之间更深层次的关系、发展新

的肽段 /蛋白质定量指标是提升定量算法的关键．
此外，对于低丰度肽段 /蛋白质的定量信息提取也
是需要着重研究的问题．

e．考虑蛋白质丰度比推断中的肽段数据缺失
问题和共享肽段问题．这两个问题都会导致蛋白质

丰度比的低估或高估．
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f．发展适合蛋白质定量数据特点的统计学方
法．由于实验成本、蛋白质样本获取等的限制，可

得到的重复实验的数据很少，这对蛋白质丰度的差

异显著性分析带来很大的挑战．另外，对多重检验

带来的假阳性结果的控制也需要进一步研究．
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Abstract As a main approach for disease related biomarkers discovery, quantitative research has become a hot
topic in proteomics. With the development of experimental methods, the quantitative data processing methods are
updated and improved constantly. Two categories of label-free quantitative algorithms are introduced at first,
including database-free methods and database searching-based methods. Then, the analysis strategies and the
details of the two kinds of methods are described, the advantages and disadvantages are also investigated, the
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improving the data processing of label-free quantitative proteomics are proposed.

Key words quantitative proteomics, mass spectrometry, label-free quantification, quantitative algorithms,
statistic analysis
DOI: 10.3724/SP.J.1206.2010.00560

* This work was supported by grants from The National Natural Science Fundation of China (31000587) and State Key Laboratory of Proteomics

(SKLP-O201004).

**Corresponding author.

Tel: 86-731-84576311, E-mail: xhwei65@nudt.edu.cn

Received: November 1, 2010 Accepted: January 6, 2011

518· ·


