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蛋白质组学数据揭示可变剪接蛋白质变体*

吴怡颖 张 炜** 孔德志**

（河北医科大学中西医结合研究所，石家庄 050017）

摘要 可变剪接使同一个基因产生多种不同的转录本和蛋白质，增加蛋白质多样性和功能复杂性。转录组学和蛋白质组学

是鉴定可变剪接的两种主要途径，分别通过分析RNA测序数据和蛋白质测序数据来鉴定可变剪接事件和相应蛋白质产物。

尽管RNA水平的可变剪接研究已经取得了一定的进展，但是对于剪接蛋白亚型的检测和区分仍然不足。本文综述了近年来

对可变剪接及其生物功能，可变剪接在不同水平检测的研究进展，详细介绍利用“自下而上”的蛋白质组学数据鉴定可变

剪接蛋白质变体的两种主要方法，序列数据库构建和蛋白质鉴定算法开发。鉴定不同的可变剪接蛋白质有利于认识更全面

的蛋白质功能，对发现相关生物标志物和关键药物靶点具有重要意义。
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随着转录组学和蛋白质组学等技术的发展和应

用，我们可以更深入地研究和理解生命的复杂性和

多样性，这些高通量和系统性的方法在疾病机理研

究、药物靶点发现和治疗策略开发等方面发挥着关

键作用。同时，组学技术和组学数据分析在向着更

加精细化的方向发展，例如，单细胞测序技术

（single-cell sequencing，SCS）［1］ 的发展使基因组

学从大量组织分析转向对单个细胞的详细和全面的

研究，RNA测序技术不仅用于检测基因转录，还

用于研究剪接变异和RNA编辑事件，蛋白质组学

也致力于获得更精细准确的人类蛋白质图像。

可变剪接 （又称选择性剪接， alternative 

splicing，AS）是一种普遍且重要的生物过程［2］，

它可以产生不同 mRNA 并影响对应蛋白质产物，

在生物体的各种生理和病理过程中起着重要的作

用。近年来，可变剪接已成为生物学领域的热点问

题，在临床医学、农业科学［3］等多个领域也引起

了广泛关注。2017 年，冷泉港实验室举办了以

“发现mRNA剪接四十年的研究进展”为主题的会

议，进一步突显了可变剪接在科学研究中的重要地

位。从鉴定典型的蛋白质发展到鉴定各类蛋白质变

体［4］（proteoform，描述一个基因由于遗传变异、

可变剪接以及翻译后修饰等各种基因或蛋白质的加

工事件所产生的所有不同分子形式的蛋白质［5］），

也成为了蛋白质组学的趋势之一。尽管利用高通量

组学数据研究可变剪接催生了许多新方法和平台，

但总的来说依然存在许多挑战。

本文将介绍可变剪接的基本概念及其在生物体

中的重要作用，检测可变剪接事件的两种水平，重

点探讨利用蛋白质组学数据来鉴定和分析可变剪接

事件的基本方法，如何利用质谱数据鉴定出可变剪

接蛋白。通过对蛋白质可变剪接的深入研究，我们

将更好地理解生命的复杂性，并为疾病的诊断和治

疗提供新的思路。

1　可变剪接及其生物功能

1.1　可变剪接

剪接是指从前体 mRNA 中去除内含子并将剩

余的外显子相互连接产生成熟mRNA 的过程，不

同外显子组合产生多种成熟mRNA 的现象称为可
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变剪接［6］。剪接过程由剪接体负责［7］，它是一种

由 5 个 小 核 核 糖 核 蛋 白 （small nuclear 

ribonucleoprotein，snRNP）和大约 100个蛋白质组

成的大核糖核蛋白复合物［8-9］，剪接体经过识别、

组装、剪切、连接和拆卸等一系列精确步骤完成工

作［10］。外显子跳跃 （成熟 mRNA 不包含某外显

子）、内含子保留（内含子保留在成熟mRNA分子

中）、可变的 5'和 3'剪接位点（外显子一端有不止

一个剪接位点）、可变的 5'非翻译区和 3'非翻译区

（剪接出现在非翻译区）、互斥外显子（两个或多个

外显子不同时出现在一个 mRNA 中）是可变剪接

的主要类型［11］，其中外显子跳跃是哺乳动物细胞

中最常见的可变剪接模式［12］。可变剪接的过程普

遍存在于真核生物中，人体组织中大约 95% 的多

外显子转录本经历了可变剪接［13］，在不同的组织

或者发育的不同阶段可能会产生特定的剪切异构

体，具有组织和时间特异性［14］，并且这个过程受

到严格的调控，当异常剪接事件发生时会影响正常

的生命活动［15］。

1.2　可变剪接的生物功能

可变剪接增加基因的表达多样性，一个基因产

生多种mRNA转录本，这些不同的mRNA进一步

翻译成多种蛋白质亚型，同翻译后修饰一样增加蛋

白质的丰富性。不同的蛋白质亚型在结构和功能上

存在差异，例如，BCL-X 存在两种功能相反的剪

接蛋白亚型，一种保护细胞，另一种使细胞凋

亡［16］，剪接会根据环境变化动态调节两种异构体

比例，失调时就可能诱发一些疾病，以及由于可变

剪接产生的蛋白质截短，导致分子完整性的丧失，

进而影响蛋白质正常生物学功能［17］。同时可变剪

接影响蛋白质与蛋白质相互作用、调节蛋白质和其

他大分子［18］和小分子［19］相互作用结构域或结合

位点［20］。剪接失调是阿尔茨海默病、肌萎缩侧索

硬化症、额颞叶痴呆、帕金森病和重复扩张性疾病

等神经退行性疾病的重要发病机制［11］；一些研究

表明，肿瘤和可变剪接有关，异常剪接被认是致癌

驱动因素并伴随着肿瘤的发展过程［21］，异常剪接

体也被作为治疗癌症的新靶点［22］。总之，可变剪

接具有重要的生物学意义，对剪接蛋白亚型的检测

和表征对于揭示生物系统的基本工作机制至关

重要。

2　可变剪接的检测

可变剪接是 mRNA 成熟过程发生的变化，在

转录水平进行检测是最直接的手段，基本策略是将

RNA测序技术得到的转录本序列与参考序列进行

对比鉴定差异。同时，不是所有的候选转录本都会

被翻译成蛋白质，直接检测可变剪接的蛋白质产物

具有重要意义。

2.1　RNA水平鉴定可变剪接

现有的RNA测序技术主要有短读长测序和长

读长测序。短读长测序技术测序RNA小片段（大

约几百 bp）；长读长测序实现较长的读长（PacBio

平台最大读取长度>8 kb）［23］，能提供更完整的转

录本信息。人类K562细胞转录组学数据显示，短

读长测序相比长读长测序遗漏了很大一部分可变剪

接情况［24］，长读长测序技术加强了对可变剪接多

样性的认识，但局限性在于测序准确率低［25］。通

过转录组检测可变剪接事件的主要过程是将样本的

RNA测序数据映射到带注释的参考基因组，通过

对比参考基因组进行识别［26］。另外，在映射步骤

前应对读段进行质量控制和计数，去除低质量的

读数。

工具 Hercules、CoLoRMap、FLAS、LoRMA

等［27］用于长读长测序的纠错和矫正；已经开发的

各种对齐映射算法如 FANSe3［28］、 STAR［29］ 和

Supersplat［30］等实现检测剪接事件功能，这些算法

也随着测序技术的发展而改进［31］；含有转录本丰

度估计功能的软件Salmon［32］；NMD分类器［33］可

以识别具有提前终止密码子的RNA序列，去除那

些会发生无义介导的 mRNA 衰变的剪接变体，达

到对转录本的筛选和质控。表1列举了一些用于转

录组识别可变剪接的软件。

除了高通量测序方法，常用逆转录聚合酶链式

反 应 （reverse transcription-polymerase chain 

reaction，RT-PCR）实验［34-35］在转录本水平验证可

变剪接产物，通过设计特异性引物，可以对预定的

剪接位点进行扩增，检测特定的剪接变体是否存

在，使用原位杂交技术 （in situ hybridization，

ISH）可以检测可变剪接的表达模式［36］。

2.2　蛋白质水平鉴定可变剪接

可变剪接在蛋白质水平的鉴定依靠基于质谱的

蛋白质组学方法，其主要实验策略包括两种。一种

是 bottom-up （自下而上），bottom-up 蛋白质组学

通过蛋白质酶解产生的肽段来表征蛋白质，当对蛋

白质混合物而不是单一蛋白质进行自下而上的综合

分析时称为鸟枪法蛋白质组学［37］。另一种 top-

down （自顶向下）蛋白质组学分析对象是完整的



吴怡颖，等：蛋白质组学数据揭示可变剪接蛋白质变体2024；51（12） ·3153·

蛋白质，它保留了蛋白质的完整性，可以克服

bottom-up方法存在的肽段丢失与匹配歧义的情况，

更容易观察到剪接、截短等相关信息［38-39］，被认

为是表征翻译后修饰等蛋白质变体的有力手

段［40-41］，并有学者建议检测剪接蛋白亚型使用 top-

down方法［42］。但通量低、灵敏度低、技术受限等

问题导致 top-down 发展时间晚，实际应用面临较

大挑战［38］。

基于质谱的 bottom-up蛋白质组学，在蛋白质

酶切后用凝胶进行分级，级分的等电点和分子质量

信息帮助鉴定蛋白质亚型［43］；热蛋白质组学

（thermal proteome profiling，TPP） 也可以用来表

征蛋白质变体，TPP依靠 bottom-up蛋白质组学方

法来测量细胞的蛋白质热稳定性，不同蛋白质变体

预期会有不同的热分布特征［44］，基于这种现象，

Kurzawa等［45］对多个细胞系样品进行热处理，使

用高分辨率等电聚焦分级样品肽段，以高肽段覆盖

率测量热稳定性，将相似的肽段熔融图谱进行聚

类，利用多肽水平的TPP数据和蛋白质变体检测算

法检测出了不同剪接亚型，实现把肽段分配给特定

的蛋白质变体，并对鉴定的蛋白质变体进行功能

检测。

随着蛋白质检测技术的发展，越来越多的可变

剪接蛋白质亚型被检测，通过检测蛋白质水平，剪

接事件的生物学意义得到了更深的理解，为进一步

阐明不同亚型的生物学功能奠定了基础。

3　利用蛋白质组学数据分析可变剪接

液相色谱 -质谱/质谱 （liquid chromatography-

mass spectrometry/mass spectrometry，LC-MS/MS）

运行后产生大量包含保留时间、m/z （mass-to-

charge）值、强度等信息的谱图，一些搜索引擎如

MaxQuant［46］ 、 Mascot［47］ 、 pFind［48］ 和

MSFragger［49］ 等实现数据的处理和鉴定。其中，

通过数据依赖采集 （data dependent acquisition，

DDA）方法采集的质谱数据通常采用数据库搜索

的方法，即将实验获得的质谱数据与蛋白质数据库

进行比对，来鉴定样品中的肽段和蛋白质，针对数

据非依赖采集（data independent acquisition，DIA）

解析的方法主要有谱库搜索方法、蛋白质序列库直

接搜索方法、伪二级谱图鉴定方法等［50］。鉴定可

变剪接蛋白亚型最常用数据库搜索的方法，把鉴定

的肽段序列与数据库中的已知蛋白质序列比对鉴定

蛋白质。

鉴定可变剪接蛋白亚型有几点显著问题：酶解

产生的过小片段在分离过程中可能会被洗脱，部分

达不到质谱的检测限，存在肽段覆盖率低的问

题［51］；在数据分析角度，蛋白质的推断问题一直

存在，一个基因的不同剪接蛋白亚型序列相似性往

往很高，有的亚型间仅有部分氨基酸替换或者缺

失；并且现有参考数据库包含剪接信息较少、有大

量的共享肽段分配到蛋白质时存在歧义。目前，在

数据处理过程中，改善可变剪接蛋白质变体鉴定困

难的两种主要方法是优化蛋白质序列数据库和蛋白

质的鉴定算法。

3.1　蛋白质序列数据库构建的研究进展

在进行蛋白质鉴定时，需要对照理论酶切肽段

鉴定实验得到的肽段，其中参考序列数据库是蛋白

质鉴定的基础。序列数据库的质量和完整性直接影

响到搜索结果，为了确保能尽可能发现全面的异构

体，数据库应该尽量包含所有可能的序列。同时，

数据库与样本之间存在较大不一致会对搜索结果产

生负面影响，不匹配的数据库可能会降低搜索的灵

敏度和正确性或无法鉴定出需要的蛋白质。

Table 1　Software for identifying alternative splicing in transcriptome data and their features
表1　转录组数据识别可变剪接的常用软件及其特点

工具

STAR

2passtools

PSI-Sigma

Supersplat

rMATS

SUPPA

LeafCutter

DiffSplice

MARVEL

特点

准确率高，速度快

针对长读长测序，两次对齐

通过剪接百分比指数（percent splicing index，PSI）值检测剪接事件

剪接点搜索详细

针对重复的RNA测序数据

分析大型数据集快速准确

提供剪接数量性状基因座图谱

采用基于图论的方法来分析可变剪接

用于单细胞RNA测序数据

代码获取

https://github.com/alexdobin/STAR/releases

https://github.com/bartongroup/2passtools

https://github.com/wososa/PSI-Sigma

http://mocklerlab.org/tools/1/manual

http://rnaseq-mats.sourceforge.net/

https://bitbucket.org/regulatorygenomicsupf/suppa

https://github.com/davidaknowles/leafcutter

http://www.netlab.uky.edu/p/bioinfo/DiffSplice

https://cloud.rproject.org/web/packages/MARVEL/index.html
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3.1.1　公共参考蛋白质数据库

获取参考序列最简单的方式是直接使用公共数

据库资源，常用的蛋白质数据库 UniProtKB/

SwissProt［52］ 提供可变剪接的注释信息，它的

BLAST工具可以比较不同样本中的mRNA序列或

者蛋白质序列，找出是否存在可变剪接的情况；

RefSeq、EnSembl数据库提供剪接异构体的序列资

源［53］，RefSeq提供非冗余的序列信息；国际人类

蛋白质组计划的参考数据库 NextProt［54］，可以提

供表达数据、蛋白质组学数据和变异数据，截至

2020 年报道了一半的人类蛋白质组的额外剪接亚

型（10 535个条目）［55］，数据库的工具特殊肽段检

查器［56］同时考虑了同量异序取代、可变剪接和单

氨基酸变体的情况，标示为 Pseudo-Unique peptide

（伪独特肽段）。

虽然这些数据库开始注意收录包括可变剪接在

内的更全面的蛋白质信息，但使用公共数据库发现

可变剪接蛋白质的数量还是有限的，一些可变剪接

产生的新肽段无法鉴定。

3.1.2　转录组信息定制序列数据库

随着RNA测序技术进步和成本下降，使用转

录组信息生成的定制蛋白质序列数据库的策略得到

许多应用，通过测序数据补充公共数据库中缺失的

肽段序列帮助识别可变剪接蛋白质，这种集成

RNA测序数据和质谱数据的方式是蛋白质基因组

学［57-58］的一部分。构建一个搜库的定制蛋白质序

列数据库，首先获得转录本测序读段数据，将测序

读段计数、映射发现剪接信息，这里的做法和转录

组鉴定可变剪接事件一致；后续利用一帧、三帧或

六帧的翻译技术把转录本翻译成蛋白质序列，最后

将相应的蛋白质变异添加到数据库中。RNA数据

可以直接对样本RNA进行测序［59］，也可以直接根

据公共RNA序列数据库识别可变剪接［60］。

直接使用数据库测序数据，不对样品进行

RNA测序。SpliceProt［60］是一个基于人类转录组实

验数据鉴定出可变剪接再翻译构建的蛋白质序列数

据库，RNA序列来源于NCBI网站的序列读取存档

（SRA）存储库中获得表达序列标签（EST）、参考

序 列 数 据 库 （RefSeq） 转 录 本 和 高 通 量 测 序

（HTS）的数据，应用三元矩阵方法识别可变剪接，

分析转录本的剪接位点，将信息存储在一个三种字

符组成的矩阵中，通过聚类和比对算法来识别出不

同的剪接模式和可变剪接事件，最后计算机翻译转

录本为蛋白质序列。Da Silva等［35］利用SpliceProt

方法鉴定可变剪接转录本，再用NMD分类器软件

去除有提前终止密码子的变体，之后翻译序列用于

MS 数据搜库。同样利用公共 RNA 序列数据库信

息，Lobas 等［34］ 开发了新算法，样品没有进行

RNA测序的情况下，对RefSeq数据库中的序列设

置相应过滤条件，并开发模拟剪切过程的程序生成

肽段构成数据库。

直接进行RNA测序生成样品定制序列数据库

有更好的特异性（图 1），Miller等［59］利用长读测

序数据构建全长蛋白质数据库，Nextflow管道处理

PacBio长读长测序数据，将全长转录本转换为蛋白

质数据库，将PacBio数据和GENECODE数据库结

合生成样品特异性数据库。Brandsma等［61］收集临

床组织样品之后按照蛋白质基因组学的工作流程，

根据RNA测序数据预测每个样品中存在的蛋白质

序列变异，创建样品特异性蛋白质参考数据库用于

肽和蛋白质的鉴定和定量，可以鉴定患者特异性非

同义变异（包括剪接变异）和新的转录本亚型，比

较疾病组和对照组的转录本表达差异分析疾病

机制。

辅助建立序列数据库的一些工具，例如 R 包

customProDB［62］可以将 RNA-Seq 数据生成蛋白质

数据库，过程包含转录本的表达过滤器步骤，并且

还可以注释相关变体，PASS［63］是一个用于筛选蛋
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Fig. 1　Flowchart of constructing sample-specific 
databases to identify alternative splicing protein isoforms
图1　构建样本特异性数据库鉴定可变剪接蛋白质亚型流程
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白质组中可变剪接蛋白质的工具，整合了从RNA-

seq读段到建立蛋白质序列数据库、完成搜库的所

有流程。

转录组测序针对所有 mRNA 进行测序，而全

长 翻 译 组 测 序 （full-length translating mRNA 

sequencing， RNC-seq） 和 核 糖 体 印 迹 测 序

（ribosomal profiling sequencing，Ribo-seq）针对翻

译组［64］（正在翻译的mRNA）测序，收集的数据

更接近产物蛋白质，所以被认为可以有效解决部分

由转录本无法翻译成蛋白质所导致的假阳性问题。

程序 PROTEOFORMER［65］整合了从Ribo-seq数据

到质谱搜库的过程，可以识别新的蛋白质变体。

RNC-Seq相比Ribo-seq读段长并且容易排除干扰，

Wu 等［66］ 使 用 RNC-seq 测 序 技 术 对 整 个 翻 译

mRNA 进行长读测序，翻译构建包含所有翻译剪

切异构体的蛋白质数据库，搜库鉴定到的蛋白质数

目比neXtProt数据库增加70%，具有唯一肽段的蛋

白质变体更多。

这种通过转录本数据增加剪接蛋白质亚型的方

法需要注意控制假阳性，在过程中对转录本进行一

些质控筛选并且注意数据库的大小。Han等［67］利

用靶向蛋白质组学和神经网络验证基于蛋白质基因

组学方法得到的可变剪接蛋白质亚型；采用 De 

novo 测序后和数据库序列对照，Sinitcyn 等［68］使

用6种蛋白酶消化6种不同细胞系、深度分离结合

3种串联质谱分析方法达到深度蛋白质测序，对比

普通鸟枪法大大提高了序列覆盖率，产生足够数据

支持进行从头组装蛋白质，证实大约 64% 剪接事

件确实被翻译为相应蛋白质。

3.2　蛋白质可变剪接鉴定的算法进展

酶解后生成的肽段不再与其源蛋白质直接对

应，鉴定出跨过剪接点的肽段的情况下才容易区分

出不同的蛋白质亚型，并且大约 50% 的肽段会在

两种或以上的蛋白质之间共享［69］，可变剪接蛋白

质亚型间序列相似，更加剧了共享肽段的情况。由

可变剪接等因素产生的截短蛋白质变体［70］，较短

的亚型序列会包含在较长的亚型序列中，那么这种

短亚型就很可能鉴定不出来，以及类似地缺乏独特

肽段（unique peptide）的蛋白质家族成员之间也会

区分困难。普通的鉴定算法［71］对无法区分的蛋白

质按匹配到的肽段数目从多到少排序，由肽段子集

构成的蛋白质往往被忽视。

针对可变剪接蛋白亚型的复杂鉴定问题已经开

发了一些推断算法，结合现有搜索引擎更好地表征

和检测可变剪接蛋白质，主要有肽段分组策略、肽

段相关性理论、机器学习和剪接蛋白质有限表达理

论几种方案（图2）。
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Fig. 2　Algorithm for inferring alternative splicing protein isoforms
图2　可变剪接蛋白质亚型推断算法
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3.2.1　利用肽段分组策略推断剪接蛋白质亚型

研究者们提出依据蛋白质-肽段、基因-肽段和

基因-蛋白质-肽段的对应关系进行肽段分组替代单

个肽段作为分析对象，分组手段主要有直接命名分

组和利用图论模型分组，分组后采用定义的肽段组

别代替单个肽段进行蛋白质的鉴定或预测。

为了在肽段到蛋白质的推断中正确合理地分配

共享肽段，有学者提出将肽段按照与蛋白质的对应

关系进行分组［72］准确表征蛋白质，利用简化的组

来解释在数据集中观察到的复杂的情况，使分析可

以专注于样品中存在的蛋白质，简化数据解释。这

种方案还可以计算实验中确定的蛋白质数量，帮助

提高蛋白质定量的准确性。

2010 年 Nature Biotechnology 刊登了一个用于

蛋白质推断的肽段分类器 （PeptideClassifier）［73］，

基于基因模型（DNA特定区域） -蛋白质序列-蛋白

质识别符（蛋白质 ID）之间的关系，根据肽段相

对于蛋白质序列和基因模型的信息含量将肽段分

类。在这些分类中：1a 类代表明确识别的某个蛋

白质的序列；1b类也代表对应着唯一的蛋白质的

一个独特序列，但其可能来自基因模型的不同剪接

异构体转录本；2a 类是识别一个蛋白质的子集肽

段；2b类可以代表由一个基因编码的所有蛋白质

的共有序列；3a 类多肽明确地识别一个蛋白质序

列，并且由来自不同基因座的多个基因模型编码；

3b 是来自不同基因模型编码的不同蛋白质序列。

通过这样的分类方式把共享肽段进一步区分开，对

于 1a、1b和 3a类信息足够明确，可以直接关联到

一个特定的蛋白质序列，进一步区分不同的剪接异

构体。

利用图论模型进行命名分类，Dou等［74］建立

基于肽段-蛋白质-基因关系的三元图模型，成功识

别了剪接蛋白质亚型，这种方案定义结构等效肽段

（structurally equivalent PEPtides，SEPEPs） 作为量

化单位，SEPEPs表示在三元图中结构等价的一组

多肽，根据SEPEPs与三部图中蛋白质和基因的连

接模式共分为 5 类：C1 至 C5 分别表示单异构型

SEPEP， 完 全 区 别 性 SEPEPs， 部 分 区 别 性

SEPEPs，非区别性 SEPEPs 和多基因 SEPEPs。依

据肽段和基因的对应关系将肽段分为多基因对应肽

段和单基因肽段，单基因肽段又可以根据与蛋白质

的对应关系分为单异构体肽段（一种蛋白质对应的

肽段）和多异构体肽段，其中多异构体肽段又可以

分为完全区别肽段、部分区别肽段、非区别性肽

段。将传统的肽段推断蛋白质的步骤变成SEPEPs

的鉴定，之后在SEPEPs水平上去定量和鉴定不同

的蛋白质异构体，更多地保留并利用有可能区分不

同蛋白质亚型的肽段信息，值得注意的是，在数据

集的测试中SEPEPs水平的定量比传统定量方法的

基因覆盖率高5.8~33.8倍，进一步加强了对蛋白质

亚型的表征。

以基因为中心的分类推理算法 GpGrouper［75］

用基因特异性多肽来指导共享多肽的分配，对蛋白

质之间的共享肽段进行加权，改善了蛋白质定量的

准确性。但是这种方法对肽段的序列覆盖度有一定

要求，鉴定准确性有待评估，并且缺乏对蛋白质亚

型的分析。

总的来说，这类方法充分利用所有可用的肽段

信息，不至于忽视共享肽段的存在，让鉴定和定量

更准确，对肽段进行分组帮助研究者更快地找到最

适合自己研究目标的肽段。

3.2.2　利用肽段定量相关性理论鉴定剪接蛋白质

亚型

蛋白质定量策略假设来自同一蛋白质的多个多

肽在不同处理组中的定量表现相似，利用定量数据

可以帮助解决蛋白质的鉴定问题，这种肽段相关性

分析方法通过分析不同生物学环境中肽丰度的变化

来鉴定蛋白质变体［76］。

PQPQ［77］的设计基于一个假设，即一种蛋白

质的多肽的定量模式将在几个样本间相互关联，不

同蛋白质的存在会导致肽段定量的不相关性，通过

相关性分析检测不同的亚型；PeCorA［78］检测映射

到同一蛋白质的多肽之间的数量差异，通过比较不

同样品中特定肽段的丰度模式，找出反映不同蛋白

质变体的差异丰度肽段，来检测有生物学意义的蛋

白质变体变化；COPF［79］实现在肽段数据集中挖

掘蛋白质变体组信息，利用数据集中不同蛋白质变

体组的肽段强度数据差异、同一蛋白质变体组的肽

段具有特定计量比，系统地将多肽归到正确的蛋白

质变体组，直接从自下而上的蛋白质组数据集中检

测蛋白质变体并对不同变体的功能含义进行系统评

估，成功检测到两种选择性剪接的核蛋白，与之前

的研究结果相符。

使用定量信息推断蛋白质，在定量不一致的肽

段数据中发现不同蛋白质变体，这种方法需要注意

的是它的敏感性很大程度上取决于定量方式和定量

数据的质量。基于这种策略的工具包SpliceVista［80］

根据提供定量质谱数据绘制每个肽段的定量模式，
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提供基于其定量模式的肽段聚类选项。

3.2.3　利用机器学习推断剪接蛋白质亚型

基于机器学习方法可以帮助解决蛋白质的推断

问题［81］，训练算法学习数据并做出预测或决策，

自动化数据分析和应用智能决策提高工作效率和准

确性，机器学习的主要步骤包括数据收集和预处

理、特征提取、模型选择与训练、模型评估和模型

应 用 。 支 持 向 量 机 （support vector machine，

SVM）是一种机器学习方法，用于分类、回归和

其他学习任务，工具 IsoSVM［82］ 基于 SVM 分类

器，通过对蛋白质序列进行特征提取和监督学习，

自动识别异构体，达到区分异构体和同源基因蛋白

质的效果。

也可以使用机器学习模型改进常用的搜索引擎

以 达 到 额 外 的 鉴 定 效 果 ， 自 动 化 算 法 Re-

Fraction［83］利用凝胶电泳级分中的信息辅助推断蛋

白质，构建基于凝胶电泳分级样品的蛋白质组学数

据的支持向量机回归模型。首先从MaxQuant结果

中筛选符合条件的肽段，设置一定规则将每个特殊

肽段分配给最合适的组分，提取与级分关系确定的

蛋白质的物理属性（质量、长度、肽段数量和等电

点）特征，使用LibSVM支持向量机库的机器学习

算法学习提取到的特征，最终该模型可以预测每个

蛋白质相应的组分；面对某个肽段在几个蛋白质中

共有的情况，利用模型预测的组分信息检查共享肽

段是否在这些蛋白质中真实存在，级分中该共享肽

段光谱计数为零的蛋白质会被删除，从而纠正共享

肽的错误分配，提高唯一肽段的识别比例，应用该

算法鉴定蛋白质组中的剪接变体和同源蛋白质效果

好，实现了对现有鉴定算法的优化。

此外机器学习的方法经常用在RNA水平的剪

接鉴定，例如使用RNA序列特征来预测可靶向的

剪接缺陷［84］，利用机器学习对反式剪接因子的活

动进行建模和预测［85］。

3.2.4　基于主要剪接异构体理论推断剪接蛋白质

亚型

一个基因的可变剪接会产生不同转录本，由于

表达水平不同会有优势异构体［86］，有学者提出大

多数蛋白质编码基因都包含单一的显性异构体的理

论［87］。关注样本中剪接蛋白质的主要亚型，ASV-

ID方法［88］利用目标样本的基因表达数据帮助识别

剪接变体，首先采用蛋白质基因组学方法构建序列

数据库，肽段匹配蛋白质时去掉数据库搜索结果中

没有RNA-Seq数据支持的异构体，这种方法找出

更可靠的剪接蛋白质亚型，降低了蛋白质组的复

杂性。

也有一些工作只关注主要亚型的鉴定，

APPRIS数据库［89-90］注释基因的主要亚型和非主要

亚型，主要亚型的选择基于一些进化证据，包括功

能的保守性、结构基序的保守性和跨物种的保守

性，这样选择是因为观察到大多数可变的亚型缺乏

保守的结构或功能区域。但是主要剪接异构体的判

定并没有一个标准，不同的方法有不同的选择结

果，通过和蛋白质组得到的亚型数据对比验证主要

亚型的一致性［91］。正如前面提到的，蛋白质的剪

接亚型存在程度仍然存在争议，主要亚型的存在不

代表其他非主要亚型的作用不重要，我们应该理性

看待，进一步提高蛋白质水平的检测能力。

上述方法根据各自的策略实现了可变剪接蛋白

质的鉴定，使用时根据实际情况尝试不同算法，但

算法的性能受限于输入的数据质量，要保证可靠的

鉴定，需要做好数据库和肽段鉴定的工作。

4　总结与展望

可变剪接是机体重要的调节机制，影响参与药

物代谢、通路激活和细胞凋亡等相关基因的表达，

同时，异常的剪接是重要的致病因素，越来越多的

研究开始关注可变剪接和疾病的关联。因此，对可

变剪接事件的检测具有重大意义，特别是对可变剪

接蛋白质亚型的表征，有利于加深人类对生命过程

和本质的理解。

总的来看，鉴定可变剪接的大部分工作在

RNA水平，但大家已经开始关注蛋白质层面的鉴

定，利用基于质谱的 bottom-up蛋白质组学鉴定剪

接体，可以从样品制备、分离和分析等过程入手解

决，同时也一定要从数据分析角度考虑，它与分离

技术、质谱技术相比同样是关键的步骤。然而，从

bottom-up蛋白质组学数据中鉴定可变剪接蛋白质

亚型的算法软件还是相对匮乏的，还没有哪种算法

效果突出被广泛采用，大部分都需要配合搜库引擎

一起使用。但是这些算法和策略不仅能用在可变剪

接蛋白质异构体，还可以鉴定其他蛋白质变体，例

如文中提到的蛋白质基因组学方法整合蛋白质组

学、基因组学和转录组学，除了用于构建蛋白质序

列数据库以识别剪接蛋白质亚型外，这种整合多组

学的思路也被用于疾病的临床表征［92］等领域，促

进精准医疗的发展。当然，构建数据库和改进鉴定

算法这两种策略可以一起使用，以达到更好的效
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果，另外在鉴定过程中应该注意对肽段鉴定的质量

控制，保证鉴定的可靠性。
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Proteomics Data Reveals Alternative Splicing Proteoforms*

WU Yi-Ying, ZHANG Wei**, KONG De-Zhi**

(Institute of Integrated Traditional Chinese and Western Medicine, Hebei Medical University, Shijiazhuang 050017, China)

Graphical abstract

Abstract　Alternative splicing is an important regulatory mechanism in organisms, influencing the expression of 

genes involved in processes such as drug metabolism, pathway activation, and apoptosis. It refers to the process 

of removing introns from precursor mRNA and joining the remaining exons to produce mature mRNA. During 

this process, different combinations of exons can result in multiple mature mRNAs. This process is known as 

alternative splicing. Alternative splicing allows the same gene to produce different transcript variants and protein 

isoforms, increasing protein diversity and functional complexity. Transcriptomics and proteomics are two main 

approaches for identifying alternative splicing events. Transcriptomics identifies alternative splicing by analyzing 

differences between RNA sequencing data and reference sequences in databases. This method relies on the 

development of modern sequencing technologies. It also depends on increasingly improved splicing identification 

algorithms. Examples of these algorithms include alignment mapping and sequencing data quality control. The 

other approach is proteomic data analysis, which identifies corresponding protein products. We consider 

alternative splicing events more meaningful when they can be detected at the protein level. Alternative splicing 

proteoforms can be identified using bottom-up proteomics based on mass spectrometry. Due to the high sequence 

similarity between these alternative splicing proteoforms, general proteomic data analysis pipelines do not 
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achieve good discrimination between them. To improve the identification of proteoforms and obtain 

differentiation information for different isoforms in proteomic data, two strategies have been developed for 

improving data processing: the construction of special databases and targeted identification algorithms. We 

believe that this potential protein isoform information may play a crucial role in life science research. In terms of 

databases, it is not enough to only use ordinary public databases for searching. To ensure the discovery of as many 

isoforms as possible, the method of constructing sample-specific databases assisted by RNA sequencing data has 

been widely used, which can increase the probability of detecting proteoforms. Another key strategy is the 

improvement of protein identification algorithms. Traditional identification algorithms often struggle to 

distinguish between highly similar or mutually inclusive proteoforms. To address the complex identification of 

alternative splicing proteoforms, several inference algorithms have been developed, which are combined with 

existing search engines to better characterize and detect alternative splicing proteoforms. These include peptide 

grouping (PeptideClassifier, SEPepQuant, GpGrouper), peptide quantitative correlation (PQPQ, PeCorA, COPF, 

SpliceVista), machine learning (IsoSVM, Re-Fraction, LibSVM), and major splice isoform theory (ASV-ID). 

Such methods have shown promising results in focusing on alternative splicing proteoforms. When using these 

algorithms, we should try different ones based on actual situations. Additionally, the performance of these 

algorithms is limited by the quality of input data. To ensure reliable identification, it is also essential to perform 

proper peptide identification and quality control at the front end. In general, the detection and differentiation of 

spliced protein isoforms are still inadequate, requiring continued attention. This article reviews recent research 

progress on alternative splicing and its biological functions, as well as the detection of alternative splicing at 

different levels, and introduces the main methods for identifying alternative splicing proteoforms using bottom-up 

proteomic data. Identifying different alternative splicing proteoforms helps us understand the comprehensive 

functions of proteins and is of great significance for discovering related biomarkers and key drug targets.

Key words　 alternative splicing, mass spectrometry data analysis, protein identification algorithm, protein 

sequence database
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