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摘要 宏蛋白质组学是一门新型科学，它运用质谱技术规模化地采集自然界微生物种群的蛋白质信息，并结合多种组学数

据，开展微生物种群的遗传特征及其生物功能的研究．宏蛋白质组学的信息分析与传统蛋白质组学方法有较大的不同，亟需

拓展新的分析思路．由于宏蛋白质组的研究对象是复杂度极高的微生物样品，因此，需要构建尽可能囊括样本中所含微生物

的基因组信息的物种数据库．面对庞大的数据库，必须考虑到分析过程中所消耗的计算资源和鉴定结果的质控标准，因此，

需要高度优化库容量、搜库、假阳性控制等参数．鉴于宏蛋白质组数据中广泛存在复杂的同源蛋白质序列，因此，需要充分

利用 NCBI数据库中的分类信息进行匹配，并运用 LCA算法过滤处理才能将蛋白质有效地归组到物种．本文立足于宏蛋白
质组学信息分析，从宏蛋白质组的数据库建立、蛋白质归并、生物学意义发掘等几个方面着手，对该领域的发展现状、面临

挑战以及未来研究方向进行了评述．
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微生物在整个地球生物圈中扮演着重要作用．

微生物有很强的环境适应能力，具备足够的自身修

复能力；微生物往往能够充分利用其寄生环境，发

展复杂的微生物群落，形成微生物与环境互动的网

络效应．一般认为，采用实验室细菌培养的方法，

无法开展自然界微生物种群结构和遗传多样性的研

究．这是因为一方面，仅有不到 1%的自然界微生
物可能以实验室方法获得培养或纯化；而另一方

面，通过人工手段培养的细菌可能丧失了自身特

征，尤其是微生物菌落之间的相互关系．科学研究

者很早就意识到这个问题，但是限于实验手段，自

然界微生物群落结构及分布的研究一直进展缓慢．

基因组学的兴起和 DNA测序技术的发展，为解决
这个难题奠定了理论和技术的基础．值得指出的

是，二代测序技术(NGS)的出现，不仅提高了基因
组测序的速度，极大地降低了测序成本；而且为基

因组学开拓了新的应用领域．几乎与 NGS 同步，
宏基因组(metagenomics)应运而生，它以环境样品
中的微生物群体基因组为研究对象，以测序分析为

研究手段，从大数据的角度解析微生物多样性、种

群结构、进化关系、功能活性、种群互作、生存环

境之间的复杂关系．NGS能够对复杂微生物群体
的基因组进行 DNA 测序，通过搜库或者 de novo
方法，获得环境微生物的基因信息总和，并实行功

能注释，全面地揭示微生物种群的结构、功能、进

化等特征[1]．

蛋白质是基因功能的直接体现者．在微生物宏

基因组数据的基础上，进一步开展其相应的蛋白质

组成及功能的研究，将能够深入发掘微生物群体中

功能分子的丰度分布和功能取向．2004 年，
Rodriguez-Valera[2]第一次提出了“宏蛋白质组”的

概念．一般而言，宏蛋白质组学依据宏基因组数

据，通过质谱技术采集特定环境条件下微生物种群

中全体蛋白质信息，探索微生物组成以及代谢方

式，揭示微生物与环境之间的相互关系．例如，在

2004 年，Wilmes等[3]第一次利用双向电泳技术分
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离具有生物除磷作用的活性污泥中的微生物蛋白

质，并利用质谱技术鉴定了这些分离的蛋白质，

2005年，Kan等[4]采用液相 -质谱联用技术分析了
切萨皮克海湾的微生物群落．近年来宏蛋白质组学

有关该领域的研究论文增长迅速(图 1)，它已经广
泛地应用于众多领域，比如人类和动物的肠道微生

物种群[5-7]、海洋环境微生物种群 [8-9]、土壤微生物

种群[10]等．

作为一门新兴学科，尽管适用于宏蛋白质组数

据的信息分析工具和方法不断发展，但是这方面所

遇到的挑战还是前所未有的．为了应对这些挑战，

有必要深入了解一般蛋白质组与宏蛋白质组在生物

信息学分析上的差异性．首先，一般蛋白质组的信

息学分析所依据的基因组或转录组数据大都来自单

一的生物体，MS/MS与理论肽段之间的对应关系
比较简单．宏蛋白质组的分析对象则相当复杂，含

有大量不同类型的微生物，因此，在质谱数据搜库

过程中就必须选择多个微生物基因组数据库来进行

蛋白质鉴定．数据库选择是宏蛋白质组信息学分析

关键因素之一：数据库过大，会影响鉴定的质量，

而数据库太小，又会丢失许多肽段序列信息．其

次，除了鉴定突变肽段需要较大的肿瘤基因组数据

库之外，大多数条件下一般蛋白质组的信息分析所

采用的搜索数据库都比较小．宏蛋白质组的分析却

要面对庞大数据库．如果仍然采用传统搜库方法进

行肽段鉴定，那将是耗时费力效率低下的过程，因

此，宏蛋白质组数据库的搜库策略必须有所革新．

再次，虽然理论上搜索引擎的结果不依赖于数据库

的大小，但是实际上如果数据库悬殊太大，其假阳

性的判据还是会受到影响．宏蛋白质组的肽段鉴定

需要优化其假阳性的质控标准．又次，在一般蛋白

质组信息分析中，基于肽段的蛋白质归并处理较为

简单，而在宏蛋白质组数据中，由于微生物群体里

菌群谱系相近，所测定的肽段既可能匹配到同一物

种的不同蛋白上，又可能匹配到不同物种的蛋白

上，增大了匹配的不确定性，导致鉴定结果可信度

降低．最后，宏蛋白质组需要一套归并方法的评价

系统．这是因为不当的归并策略不仅直接影响蛋白

质的鉴定，也会造成蛋白质丰度分布、物种组成、

功能分析的偏向性．

宏蛋白质组生物信息分析的基本工作流程如

图 2所示．从总体上看，这个流程与一般蛋白质组
分析过程并无二致，然而，二者的操作细节却存在

很大差异．本文以这个流程为线索，结合宏蛋白质

组数据分析方法和技术难点，介绍目前该领域的发

展状态和研究观点．

1 宏蛋白质组数据库的建立和搜索

1援1 数据库的选择

在蛋白质组学研究中，基于质谱信号的蛋白质

鉴定方法之基本原则是，蛋白质数据库中肽段的理

Fig. 1 Publications of metaproteomics
图 1 宏蛋白质组学年度发表论文数量(2004～2017)

( 摘 自 Web of Science， 统 计 结 果 以 “ metaproteomics” 和

“metaproteome”为关键字进行搜索，截至 2017年 04月 30日).
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Fig. 2 The strategies of metaproteomics data analysis
图 2 宏蛋白质组数据分析基本策略
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数据库 描述 网址 文献

NCBI RefSeq 包含 62 739个物种，16 172 490条转录序列，70 427 238条蛋
白质序列

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/ [11]

UniprotKB 包含细菌、古菌、病毒以及真核生物等在内的 57 860个蛋白质
组数据，共 68 493 254条蛋白质序列

http://www.uniprot.org/uniprot/ [12]

UniRef 150 495 654条分类信息 http://www.uniprot.org/uniref/ [15]
Ensembl 包括细菌(细菌 41 198，古菌 412)、真菌(388 个物种的 634个基因

组)、原生生物(114个物种的 178个基因组)等在内的基因组信息
http://asia.ensembl.org/index.html [13]

GOS 海洋微生物，包括细菌、古细菌，病毒、真核生物 . 全库
43GB，共包含 41 146 566条蛋白质序列

http://data.imicrobe.us/project/view/26 [16-17]

HumanGut 13个健康人的肠道微生物宏基因组 http://data.imicrobe.us/project/view/33 [18]
TARA 包含全球 68个不同海域 243个样本信息，样本来自每个海域

的三个不同深度.全库 13GB，共包含 4千万条序列
http://ocean-microbiome.embl.de/companion.html [19]

HPMC 人类胃肠道微生物宏基因组数据库，来自 1 800个人类样本，
包含超过 2万个基因组信息

http://www.hpmcd.org/ [20]

HOMD 人类口腔微生物数据库，包含 1 322个基因组信息，共 1GB http://www.homd.org/ [21]

论质量与质谱测定的实验数据之间应有完全的匹

配，即所谓 Peptide Spectrum Match (PSM)原则．具
体而言，是将肽段相对应的 MS/MS谱图与数据库
内的蛋白质的理论酶切肽段谱图相比较，通过算法

对二者相似程度进行统计分析并予以评分，分值最

高的理论肽段即作为鉴定结果．显然，这种策略在

很大程度上有赖于合适的肽段数据库．对于一个生

物物种而言，只要它的基因组已被测定而且相对应

的基因注释也完成，那么它的蛋白质组的理论肽段

数据库是比较容易建立的．但是对于一个成分复

杂，而且各成分之间含量差异极大的混合微生物的

宏蛋白质组分析而言，肽段数据库的建立就没有那

么容易．一方面，理想的数据库应该包括样本所含

所有微生物蛋白质序列信息，又不含其他多余物种

的蛋白质信息，这样就需要足够大的数据库．事实

上，由于环境样本的种群物种组成未知，不同分析

样本之间的蛋白质差异巨大，构建理想数据库是非

常困难的．另一方面，运用传统的质控方法对大数

据库的搜索进行过滤可能导致大量的假阳性结果，

而采用严苛的条件过滤假阳性则会产生许多假阴性

结果．因此，如何选择合适的数据库是宏蛋白质组

数据分析所面临的一个重大挑战．目前，三种选择

策略是比较普及的．

1.1.1 选用合适的公共数据库进行蛋白质鉴定．常

用的公共数据库主要包括 NCBI [11]、Uniprot [12]、

Ensembl [13]等(表 1)．它们含有相对完整的物种信
息，有助于鉴定样本中一些未知物种．但是，它们

收集了大量其他物种的序列，容易造成搜索灵敏度

下降，尤其是导致对某些菌种的信息偏好性，比如

人体肠道致病菌种等[14]．

Table 1 Public reference databases in metaproteomics
表 1 宏蛋白质组中常用的公共数据库

1.1.2 自定义配置获得数据库．如果研究者对样本

物种组成有一定了解，则可能在公共数据库中筛选

出样本可能存在的物种序列并组成新的数据库，这

样能够有效缩减数据库大小，配置大小合适的数据

库．例如，Russo等[22]在研究淡水微生物种群功能

与营养富集关系时，首先根据 16S rRNA 和 18S
rDNA测序方法得到样本分类信息，然后在公共数
据库 Uniprot中按物种信息筛选相关物种库文件，
再自定义建库．有些研究也可根据采样地的环境信

息从数据库中筛选相对应的样本信息，再进行自定

义配置[8]．值得指出的是，人工选择物种一定带有

某种偏好性，进而影响整体的数据鉴定质量，而且

由于许多物种缺乏基因组数据，也就无法完成自定

义配置数据库的建立．

1.1.3 以样本自身基因组或者转录组数据建库．由

于 NGS技术的广泛应用和测序费用大幅度下降，
直接用被测微生物混合物的宏基因组或者宏转录组

数据建库已成为可能．相比于前两种方法，这种方

法得到的数据库与样本高度匹配，且不包含其他物

种信息，有效地规避了前两种方法引起的误差．然

而，该方法也有它的短处．首先，由于需要基因组

或转录组测序，就必然需要大量的实验和计算工

作，而 DNA序列一般需要通过六框翻译形成蛋白
质序列，使得序列数据量扩大了 6倍；其二，原始
测序数据在组装和拼接后，有些不能形成 contigs
或 scaffold的短序列会被丢弃，进而影响鉴定正确
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性．一般而言，相较于自定义基因组数据库，由于

宏基因组的样本成分复杂，其测序结果质量低于自

定义数据库数据质量．针对这一问题，Cantarel等[23]

采用测序样本未经拼接的序列直接作为数据库，获

得了比拼接后数据库更多序列．考虑到未拼接序列

过多，建库的计算量过大，May等[24]在 Cantarel方
法的基础上发展了基于宏多肽组学的方法，用于建

立相应的数据库．他们将测序得到的读长序列直接

进行预测并翻译成多肽序列，对多肽序列进一步筛

选和过滤，并建成相应样本的宏多肽组学数据库．

据报道，相较于传统的基因组数据建库，该方法能

鉴定到更多的肽段序列．

综上所述，在现行的宏蛋白质组信息分析中并

没有一个广泛接受的数据库选择策略，在实践分析

中，还是具体样本具体分析．一般而言，采用递进

式选择方案，多点测试不同数据库的搜索结果，可

能会获得较为理想的分析结果．

1援2 搜库策略

既然宏蛋白质组信息分析面临大数据库的搜

索，那么随之而来的问题是传统搜库方法是否适应

这种需求．答案是否定的．如果将传统单步搜库方

法应用于宏蛋白质组数据，既需要较长的搜库时

间，又存在较高的假阳性率．目前的宏蛋白质组研

究广泛采用迭代搜库方法，它可以有效地缩减数据

库大小，节省搜库时间，而且蛋白质鉴定的灵敏度

和数量均有提升．例如，Jagtap等[25]提出两步搜库

法对数据库进行优化，其原理是在第一次搜库过程

中不采用任何过滤参数设置进行搜库，并把第一次

的搜库结果作为第二次搜索的库文件，然后根据库

文件建立诱饵库进行常规搜库．通过如此处理使得

库文件显著压缩，也降低了假阴性率和提高了鉴定

数据数目和质量．在该基础上，Zhang等[26]提出了

三步迭代搜库法，通过增加搜库次数对库文件进行

进一步的缩小和优化，提高搜索效率和鉴定结果的

准确性．他们建立了用于肠道微生物种群研究的流

程MetaPro-IQ，在第一次搜库时不建立诱饵库，将
搜库的结果文件作为新的库文件进行二次搜库，同

时建立诱饵库和进行 FDR过滤，二次搜库产生的
结果文件再进行常规的搜库，将最终的搜库结果作

为鉴定结果．此类迭代搜库方式极大地缩短了宏蛋

白质组学在使用庞大数据库进行搜库鉴定所需要的

时间．此外，Chatterjee 等 [27]建立了一种基于分布

式文件存储数据库 MongoDB 的建库搜索方法
ComPIL，将存储于蛋白质数据库 ProtDB中的蛋白

质序列进行模拟酶切后分别按照肽段质量和序列进

行分组，并存储到 MassDB 和 SeqDB中．这种方
式能够将搜索任务平行分配到计算机集群中的多个

节点，在计算节点资源充足时，数据库可以无限扩

大，使得其用于大数据量、大数据库的宏蛋白质组

搜库鉴定时有明显的优势．迭代搜库策略固然有

效，然而究竟多少次迭代最为理想？其搜索结果

的评价标准是什么？目前并未取得广为接受的质控

判据．

1援3 质量控制

谱图质量高低不均、随机匹配的非正态分布、

污染序列的存在等因素均可造成蛋白质鉴定结果的

PSM假阳性匹配，所以，鉴定结果的质量控制是
必要的．在传统蛋白质组搜库中，假阳性率控制是

通过靶向库 /诱饵库的质控方法得以实现的[28]．该

方法的原理是构建一个虚拟的诱饵库，其具有与靶

向库序列相似的氨基酸分布，长度分布，且与靶向

库序列没有重叠的特点．构建诱饵库主要是通过随

机序列库和反向序列库两种方法进行的．通过

PSM匹配到诱饵库的假阳性匹配来计算整体 PSM
的置信度水平．由于靶向库和诱饵库的序列数目相

等，匹配到靶向库和诱饵库的几率相等，通过计算

假阳性率值(FDR)可以对鉴定结果做出可信评估，
选定的 FDR阈值来对鉴定数据进行判断，最终获
得可信度高的匹配．FDR评估是建立在合适数据
库的基础之上的，可是 FDR概念在宏蛋白质组学
分析中遭遇了困难．问题的关键在于其数据库文件

明显增大，而大的数据库会存在高度序列相似性，

导致真假阳性结果的辩识更加困难，需要提高打分

阈值来过滤掉假阳性结果；但是严格的过滤条件又

会造成假阴性率上升．所以，传统的 FDR衡量标
准无法完全满足宏蛋白质组的搜库要求．从计算操

作的角度来讲，构建大数据库的反库会消耗大量的

计算资源，导致后期的搜库困难．为了解决这个问

题，研究者一般从两个角度探索质控条件：a．选
择大小合适且信息完整的数据库，并测试评估不同

的 FDR阈值；b．发展 FDR非依赖性的质控方法，
例如基于半监督机器学习算法的 Percolator软件等
正在逐步应用于鉴定结果的质控中[29]．

2 宏蛋白质组数据分析中的归并和定量

2援1 蛋白质鉴定

当前在宏蛋白质组研究领域，蛋白质的鉴定方

法与传统方法基本是一致的，主要建立在数据库的
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PSM策略．其工作原理是将MS/MS谱图与数据库
内的蛋白质经过理论酶切得到的虚拟谱图相比较，

并通过一定的算法对二者相似程度进行打分，分值

最高的图谱所对应的理论肽段即作为鉴定肽段．如

果通过 de novo方法获得短的蛋白质序列标签，再
利用序列标签进行搜库鉴定，可以有效地缩减搜库

时间．常用的 PSM 搜索软件有 MASCOT [30]、

X!Tandem[31]、OMSSA[32]、SEQUEST[33]和 Andromeda[34]

等．通过结合两种或多种软件进行数据库搜索，可

以有效地提高蛋白质鉴定数目，减少假阳性鉴定结

果．例如，OpenMS[35]、TPP[36]、Galaxy-P[37]、MPA[38]

等分析流程可以整合不同的搜库工具得到较为准确

的鉴定结果．除上述搜库工具之外，一些专门针对

宏蛋白质组数据鉴定的软件也发展起来．例如，搜

库软件 ComPIL解决了宏蛋白质组庞大数据量的搜
库问题 [27]． 一种新的搜索算法 Sipros (http://

siprosensemble.omicsbio.org/)使用大量的 CPU 计算
资源进行混合并行运算，在开展大量数据搜索工作

时具有很好的可扩展性，从而在宏蛋白质组数据集

鉴定中显现优势[39]．除了数据库鉴定工具外，还有

一些针对宏蛋白质组分析的综合应用软件也在逐步

开发中．Galaxy-P流程是由 Jagtap等[37]开发的，专

门用于宏蛋白质组学数据处理的流程，该流程集合

了不同的模块，包括数据库预处理、谱图匹配、数

据筛选过滤等．针对不同的生物学问题，用户可以

灵活地选择适合的鉴定和后续分析方法．MPA整
合了多种数据库搜索工具，包含从谱图鉴定到物

种、功能分析的整套流程模块．它还提供了用户可

视化界面，方便用户调节分析流程并通过不同的可

视化方法对结果进行分析[38]．针对宏蛋白质组学常

见的宏蛋白质组的蛋白质搜索和鉴定软件列于表 2.

分析工具 授权 简介 相关宏蛋白质组学研究应用 文献

搜库工具 Mascot 商业 数据库搜索工具 不同季节海洋浮游细菌种群变化研究[9]、沼

气池微生物种群研究 [40]、淡水微生物种群

研究[22]、土壤微生物种群研究[10]

[30]

X!Tandem 开源 数据库搜索工具 人体肠道微生物种群研究[5]、海洋病毒种

群功能研究[41]

[31]

OMSSA 开源 数据库搜索工具 肥胖和正常体重人群肠道微生物种群比较[6] [32]
SEQUEST 商业 数据库搜索工具 近海上升流中藻类环境蛋白质组研究[8]、口

腔唾液微生物种群研究[42]、河口水生微生

物种群研究[43]、不同季节海洋浮游细菌种

群变化研究[9]、海洋低氧区微生物种群研

究 [44]、不同营养环境海洋微生物种群研

究[45]、人体肠道微生物种群研究[5, 7]、老鼠

粪便微生物种群研究[46]

[33]

Andromeda(MaxQuant) 开源 MaxQuant软件的数据库搜索工具 口腔唾液微生物种群研究[47]、人体肠道微

生物种群研究[5]

[34]

软件包 OpenMS 开源 包含 185种数据分析工具，涵盖
蛋白质组学分析各个层面

沼气池中互养的醋酸盐氧化细菌的研究[48] [35]

Maxquant 免费 操作相对简单，用于蛋白质鉴定及

定量工作，是非标定量的常用软件

口腔唾液微生物种群研究[42] [49]

Trans-proteomic pipeline 开源 包括格式转换、谱图鉴定、定量、

蛋白质归并等一系列工具

海洋病毒种群功能研究[41] [36]

Thermo protome discoverer

MetaProteomeAnalyzer
(MPA)

Sipros/ProRata*

Galaxy-P*

ComPIL*

商业

免费

开源

开源

开源

包括多种搜库工具，可用于蛋白质

鉴定和定量分析，PTM鉴定，GO
功能注释分析等

整合四种搜库工具结果，包括从蛋白

质鉴定到功能注释等一系列分析工具

最初设计用于蛋白质组稳定同位素以

及氨基酸突变的搜索，后被设计用于

宏蛋白质组学数据搜索

结合多种流程分析模块，主要用于

宏蛋白质组数据分析

优化了数据库搜索方式，实现对大

数据库的快速鉴定

河口水生微生物种群研究[43]、不同季节海

洋浮游细菌种群变化研究[9]、土壤微生物

种群研究[10]

沼气池微生物种群研究[40]

人肠道微生物代谢功能和代谢活动研究[50]

人口腔微生物种群研究[42]

人体肠道微生物种群研究[5, 7]

[38]

[39]

[37]

[27]

*表示针对宏蛋白质组数据开发的软件和流程.

Table 2 Protein identification tools in metaproteomics
表 2 宏蛋白质组学中常用的蛋白质鉴定工具
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PAnalyzer首先将质谱鉴定到的肽段依据蛋白
质匹配情况进行分类标记：特异性肽段、差异性肽

段、非差异性肽段等；然后依据此分类信息再进一

步分类标记：结论性蛋白质(有特异性肽段支持的
蛋白质)、模糊蛋白质组(共享差异性肽段的蛋白
质)、不可区分蛋白质组(蛋白质组之间共享肽段的
蛋白质)以及非结论性蛋白质(只有非差异性肽段支
持的蛋白质)等；最后，在分类基础上逐一简并蛋

白质[51]．

ProteinProphet 可以用来处理几乎所有质谱鉴
定软件输出的鉴定结果；它将所鉴定的肽段得分换

算为肽段检测置信度，再转换为蛋白质鉴定置信

度，然后依据蛋白质鉴定置信度进行蛋白质归并[52].
Protein-inference 是在线性规划模式蛋白质定

量的基础上开发的一款归并算法[53-54]．何增有等[54]

将蛋白质归并当作特殊的蛋白质定量问题，用蛋白

分析工具 授权 运行平台 搜索工具 简介 文献

PAnalyzer 免费 Win/Linux/Unix/Mac
OS

OMASSA
X!Tandem

将肽段标记为 3类，用来将鉴定到的蛋白质区分
为 4类，并可以对分类进行过滤，提高结论性蛋
白质的可信度 https://code.google.com/archive/p/
ehu-bio/wikis/PAnalyzer.wiki

[51]

ProteinProphet 开源 Linux/Unix Mascot
OMASSA
X!Tandem

支持所有鉴定软件的输出格式，利用期望最大

算法计算肽段检测置信度，并用来支持蛋白质可

信度

http://proteinprophet.sourceforge.net/

[52]

Scaffold 商业 Win/Linux/Unix/Mac
OS

兼容多个工具输出格式 利用不同搜索软件之间共有的结果来计算蛋白质可

信度

http://www.proteomesoftware.com/products/scaffold/

[55]

IDPicker 开源 Win 兼容多个工具输出格式 根据酶切位点和电荷数，将匹配到的肽段分类，根

据权重计算得分后，将每个类别中通过打分阈值的

肽段用于蛋白质归并

[56]

Protein-inference 开源 Linux OMSSA
X!Tandem

基于 C++的分析方法，利用改进的线性规划模式
缩减肽段丰度后，计算丰度推断值为 0的蛋白质，
即为样品中不存在的蛋白质

https://code.google.com/archive/p/protein-inference/

[54]

MassSieve 开源 Win32/Linux/
Unix/Mac OS

兼容多个工具输出格式 基于 Java语言编写的分析流程，利用输入文件中的
肽段期望值或者相关系数进行过滤

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/staff/slottad/MassSieve/

[57]

DBParser 开源 Win/Linux Mascot 基于 Perl语言编写的分析流程
https://omictools.com/dbparser-tool
http://www.tycho.iel.unicamp.br/~tycho/apps/
dbparser-files/

[58]

Fido (Percolator) 开源 Win32/Linux/Mac OS 兼容多个工具输出格式 独立软件 http://percolator.ms/
整合软件包 http://crux.ms/

[59]

Table 3 Protein inference related tools in metaproteomics
表 3 宏蛋白质组学中常用的蛋白质归并相关的工具

2援2 蛋白质归并

利用搜索引擎对质谱谱图进行搜库，会产生若

干与二级质谱信号相匹配的肽段信息．由于一个肽

段可能匹配到多个不同的蛋白质，因此根据这些肽

段信息来进行蛋白质鉴定时，就需要确定这些肽段

归属于哪一个蛋白质，即所谓蛋白质归并过程．在

宏蛋白质组中，由于样品本身的复杂性，使检测到

的肽段既有可能匹配到同一物种的不同蛋白质上，

又有可能匹配到不同物种的蛋白质上，这显然增加

了蛋白质归并的难度．因此，在宏蛋白质组研究

中，普遍采用了“归组”的策略，即将序列相似度

或者共享肽段数满足一定要求的蛋白序列归并到一

个组中，以组为单位进行后续的物种分析和功能分

析．目前针对宏蛋白质组学的蛋白质归并算法尚未

成型，宏蛋白质组学数据分析中的归并处理仍旧沿

用传统蛋白质组学的方法，比如 PAnalyzer [51]、

ProteinProphet[52]、Protein-inference[53-54]、Scaffold[55]、

IDPicker[56]以及一些特殊的算法流程等．一些较为

常见的简并软件见表 3．
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3援2 依据宏蛋白质组数据开展物种分析

微生物的多样性、种群结构、进化关系、功能

活性、功能互作以及与环境之间的相互关系等议题

是宏基因组和宏蛋白质组学研究的重点．在这些议

题中，首先应当明确样本中的微生物构成．宏基因

组学已经开发了多种进行物种分析的方法，比如依

赖 Blast序列比对的 MEGAN[75]、MetaPhyler[76]，基

于概率的 PhymmBL[77]，高精度高灵敏度的朴素贝

叶斯分类工具 NBC [78]，利用 k-mers 的快速分类工
具 Kraken、CLARK [79-80]等．宏蛋白质组学中的物

种分析的基本思路来自于宏基因组学．目前宏蛋白

质组学物种分析软件包括 Unipept[81]、MEGAN[75, 82]、

数据库 简介 URL 文献

Gene Ontology 注释信息包括细胞组分、分子功能和生物学过程三个部分. http://geneontology.org/ [68]

KEGG 除蛋白质功能以外还包含已知代谢通路的信息. http://www.genome.jp/kegg/

http://www.kegg.jp/

[69]

COG 包含原核生物(COG)和真核生物(KOG)的数据库. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/

ftp://ftp.ncbi.nih.gov/pub/COG/

[70]

Swiss-Prot UniprotKB中经过评估的部分. http://www.uniprot.org/uniprot/?query=reviewed%3Ayes/

http://www.uniprot.org/downloads/

[71]

SMART 自动鉴定与注释结构域，包括常规模式和基因组模式，分

别包含不同的数据库.

http://smart.embl-heidelberg.de/ [72-73]

InterPro 用于蛋白质以及基因组的分类与自动注释的综合性数据库. http://www.ebi.ac.uk/interpro/ [74]

Table 4 Databases for functional annotation
表 4 功能注释常用数据库

质定量的方法来解决蛋白质归并的难题．他们引入

“蛋白质对肽段丰度值的贡献值”作为变量，建立

起肽段丰度与蛋白质丰度推断值之间的换算关系；

将肽段丰度值进行缩减后，可以通过计算得到丰度

推断值为 0的蛋白质，并将肽段归并到丰度推断值
不为 0的蛋白质中．
2援3 蛋白质定量

开展微生物种群功能的探究，仅仅依赖蛋白质

鉴定层面信息是远远不够的，还需要结合定量层面

信息．在宏蛋白质组的定量分析中常采用非标记和

代谢标记两种．非标定量分为谱图计数法和信号强

度法．谱图计数法基于丰度越高的蛋白质则在质谱

鉴定时得到的一级谱图数量越多的假设．为了避免

分子质量大的蛋白质可产生较多肽段谱图的计算偏

差，Zybailov等 [60]提出了 NSAF(normalized spectral
abundance factor)衡量指标，将蛋白质序列长度作
为参考值对谱图计数结果进行校正．基于该方法的

分析软件有 Scaffold、ProteoIQ、APEX、CENSUS[61]

等．信号强度法则利用肽段信号强度表征肽段丰

度，根据重构离子峰(XIC)的峰面积对肽段进行定
量．基于该方法的分析软件有 MaxQuant [49]、

OpenMS[35]等．代谢标记定量则是对微生物群落进

行肽段标记，进而计算蛋白质的丰度．例如，蛋白

质稳定同位素探测(protein-SIP)是通过标记微生物
底物中的 C、N、S等元素来研究重标同位素参入
微生物蛋白质的相对同位素丰度(RIA)．由于稳定
同位素的参入程度不同可导致肽段质量产生偏移，

一般的搜库工具不能对标记肽段进行准确鉴定，

Sachsenberg 等 [62]开发了软件 MetaProSIP 用以对
Protein-SIP标记肽段进行鉴定，同时准确计算 RIA
等．Zhang等[63]建立了基于 15N标记的肠道微生物
种群定量方法，用以研究肠道微生物种群功能．代

谢标记定量的常用分析软件有 TPP[64]、Patternlab[65]、

Census[61-62]．

3 发掘宏蛋白质组数据所蕴含的生物学意义

3援1 宏蛋白质组的功能注释

与传统蛋白质组数据的功能分析相类似，宏蛋

白质组学也利用基因功能数据库，对所鉴定蛋白质

进行功能注释．较为常用的基因功能数据库列于表

4．进行功能注释时需要一些工具软件，较为常用
的有 Blast2GO[66]、DAVID[67]等．Blast2GO采用 GO
或 COG数据库进行功能注释，而 DAVID则从 GO
数据库扩展到 KEGG功能通路以及蛋白质互作等
多个方面进行注释．
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MPA[38]等．Unipept和 MEGAN引入了宏基因组学
数据处理中所采用的最近公共祖先算法 (LCA，
lowest common ancestor algorithm) [83]，以此排除分

类时会出现的分类错排、鉴定错误以及误差等，实

现较为准确的物种分析．MPA采用的非 LCA分析
方法是直接向蛋白鉴定结果中添加物种信息来实现

分类．

Unipept(http://unipept.ugent.be)是一个网页版物
种分析工具 [81]．它利用 NCBI 分类数据库 [84]和

UniProtKB[85]数据库，依据 NCBI分类的层级结构
和不同层级的排序信息对肽段序列进行搜索，运用

LCA算法进行物种鉴定，选择保留特异性高的分
类记录，避免分类信息缺失带来的鉴定误差．

Unipept输出的结果中不仅包含了肽段匹配到的蛋
白质的基本信息，还包括鉴定到的蛋白质可能来源

的物种分类信息．Unipept可以生成的动态矩形树
状图，直观地显示每个分类节点匹配到的肽段数目

以及宏蛋白质组样品中存在的物种等信息．

MEGAN(https://github.com/danielhuson/megan-ce)
是一个基于宏基因组软件所拓展的宏蛋白质组学数

据分析工具[75, 82]．将宏蛋白质组数据鉴定到的蛋白

质 BLAST [86]序列比对结果导入 MEGAN，再利用
LCA 算法将每条序列依据其匹配信息进行分类，
可以产生在 NCBI不同分类水平上匹配到该分类单
元的序列数目．同时，MEGAN 还可以依据
InterPro2GO、SEED、eggNOG、KEGG 等功能注
释进行分类．MEGAN能够整合多种绘图工具，可
以将所分类的结果以图表形式直观展示出来，同

时也可以导出文本格式，便于对分类结果作进一步

分析．

MPA(https://github.com/compomics/meta-proteome-
analyzer)是一个可以在 Win、Linux 平台上运行的
宏蛋白质组分析软件．它直接向蛋白质鉴定结果中

添加分类信息等进行物种分析．通过多个不同的数

据库搜索后，MPA将相关的谱图信息、鉴定结果
以及注释信息等关联的数据库进行整合存储；同时

添加来自 Uniprot的相关信息，NCBI分类数据库
中的分类信息，以及 KEGG中代谢通路信息等．
最后，MPA 综合这些信息开展物种鉴定．此外，
MPA 含有开源的图形数据库 Neo4j (www.neo4j.
com)，通过这个数据库可以生成代表性节点变量和
相互关系的图表，便于有目的地过滤蛋白质[38]．

3援3 宏蛋白质组数据的整合分析

在微生物群落中，物种间广泛存在共生和互养

现象．因此，单独进行某一物种深入研究并不能深

刻揭示自然界微生物的发生和发展．宏基因组和宏

蛋白质组的研究之所以得到研究者的青睐，正是因

为它们所关注的对象是自然界存在的微生物混合群

落，而不是实验室分离或培养的产物．宏基因组学

已经被广泛应用到自然微生物环境研究之中．例

如，从土壤环境微生物研究中发现新型活性分子，

从人肠道微生物菌群的研究中发现肠道菌群与肥胖

和域型糖尿病等疾病的相关性等[87-90]．宏蛋白质组

学的数据发掘更加注重对样本整体的生物特征的研

究，注重物种组成与样本代谢功能的关系，注重样

本与环境之间的互动．一般而言，获取宏蛋白质组

数据之后，应根据已知的蛋白质鉴定和功能信息，

对应不同的微生物物种，再结合蛋白质丰度和环境

参数，寻找微生物群落可能的代谢方式特征，进一

步扩展微生物群落与环境间的相互作用，揭示微生

物物种的高度环境性的适应性．例如，Wilmes等[3]

首次利用双向电泳分离具有生物除磷作用的活性污

泥中的微生物蛋白质，并利用质谱技术对分离到的

蛋白质进行了鉴定．在这个基础上，Wilmes 等 [91]

的进一步实验发现，具有强生化除磷功能的污泥中

参与聚羟基脂肪酸酯合成、脂肪酸氧化以及乙醛酸 /
TCA循环等代谢过程的蛋白质高表达，为强化生
物除磷功能中的化学变化与代谢过程的关联提供了

直接的证据，揭示了活性污泥中生物除磷的代谢模

型，为改进污水生物处理起到了很好的指导作用．

Colatriano等[43]对不同深度的河口微生物进行宏蛋

白质组研究．他们发现，不同深度的水域中含有不

同的微生物种群，具有不同的蛋白质分布：表层微

生物高丰度蛋白质以有机物转运蛋白质为主，而深

层微生物的高丰度蛋白质多参与碳氮固定和循环．

他们结合不同层面的环境因素，进一步阐明表层富

营养水域的微生物主要功能在于吸收大小分子有机

物，而深层寡营养区的微生物则主要通过合成通路

将无机物转化为有机物．宏蛋白质组研究显著地提

升了人们对河口微生物分布及其功能的了解，对于

河口的环境治理提供了有价值的参考．宏蛋白质组

学在消化道微生物中的研究应用也非常广泛．人消

化道菌群功能的研究首先利用宏蛋白质组学方法建

立复杂度较低的无菌小鼠肠道菌群模型，并依此来

建立婴儿新生消化道菌群模型，在这个基础上最终

完成成年人消化道菌群模型的建立 [50]．Kolmeder
等[6]的肥胖人群结肠宏蛋白质组学的研究发现糖代

谢相关蛋白质在肥胖患者和正常人群之间存在明显
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差异，正常人群结肠宏蛋白质组中参与五碳六碳糖

代谢的酶丰度更高，而在肥胖患者的结肠宏蛋白质

组中丰度较高的是淀粉和果胶代谢相关的蛋白质．

除蛋白质功能的差异之外，在物种分布上与正常人

群相比在肥胖人群的结肠微生物菌群中的拟杆菌门

细菌的含量较少却更活跃．另外研究还发现肠道菌

群的变化还会对胰岛素的敏感度产生影响．人体的

多种疾病，比如肥胖、域型糖尿病等，与肠道微生
物菌群有着密切的联系[90]．

4 宏蛋白质组信息学发展前景

宏蛋白质组学在微生物种群功能研究中所发挥

的作用正在受到科学界越来越多的关注．可以预

计，宏蛋白质组学将是在未来的微生物种群研究中

不可取代的重要工具之一．当然，与之相对应的宏

蛋白质组信息学的发展需求也是迫切的．由于研究

对象的特殊性，宏蛋白质组学数据分析必须建立一

套与传统蛋白质组学不同的统计和数据模型，才能

更好地解析数据，探索大数据所蕴含的生物学涵

义．首先，由于测序成本的显著下降，大量的微生

物种群的序列信息必然不断被揭示，微生物种群的

基因组数据库将大大完善，这将促使宏蛋白质组的

蛋白质鉴定速度和准确性得到革命性改变．越来越

多的宏蛋白质组信息分析将会更加密切地结合宏基

因组和宏转录组数据．如何有效地整合多组学数

据，探索这些数据对于解析生物问题的贡献将是一

个不可回避的信息科学的挑战．其次，随着质谱精

度和通量的不断提高，谱图鉴定的结果更加可靠，

同时高质量的谱图使得通过 de novo方法进行蛋白
质鉴定的准确性提升．但是，de novo的肽段拼接
算法仍存在很大的改进空间．如何建立一个非基因

组数据依赖性的蛋白质鉴定分析技术仍然长路漫

漫．其三，微生物群体的蛋白质组变化必然引发它

的代谢网络改变，产生完全不同的代谢产物．目

前，代谢组学的分析方法有了长足的发展，不过宏

蛋白质组数据与代谢组数据的整合分析仍需要更多

的关注，尤其是发展信息分析的工具．其四，目前

常用的宏蛋白质组信息学的处理方法大多采用宏基

因组或是传统蛋白质组的固有模式．例如，在蛋白

质的定量数据分析上，基本的分析手段与一般定量

方法无异，这样的处理可能忽略了微生物混合种群

里不同基因组背景下微生物基因表达的特征性．又

如，在微生物物种分析中，目前宏蛋白质组的分析

方法基本沿用了宏基因组的算法，这些算法究竟是

否符合蛋白质数据的分布特点并没有得到系统的评

估．这样看来，一整套适应于宏蛋白质组数据处理

的信息学系统还是受人期待，必有用武之地的．
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Abstract Metaproteomics is a new frontier of microbiological science that collects the proteomic data from
microbes in nature using mass spectrometry and explores the corresponding genetic and biochemical mechanisms
with systematical bioinformatics. In contrast to the traditional approach, metaproteomic informatics adopts new
strategies, including algorithms, databases and searches. As the metaproteomic samples generally contain very
complicated protein components, a large dataset with all the potential microbe genomes is basically required for
searching peptides based on the signals of mass spectrometry, while such searching process is real time-consuming.
Several considerable factors such as dataset capacity, searching strategy and false positive control, therefore, have
to be carefully evaluated to achieve the better results of protein identification with an acceptable accuracy and
efficiency. Meanwhile, except a common sequence merger in proteomic informatics, metaproteomics has to deal
with the issues of vast sequence homologous and species grouping. Solving these problems relies on effective
utilization to the public information gained from NCBI for species classification, and filtration treatment from
sequence to species using LCA algorithm. Herein, we briefly introduce this field, including which is the basic
informatics strategy of metaproteomics, what are the tough challenges in metaproteomic informatics, and how the
technique difficulties are being solved in future.
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