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高通量蛋白质组学分析研究进展

吴　 琼，　 隋欣桐，　 田瑞军∗

（南方科技大学理学院化学系， 广东 深圳 ５１８０５５）

摘要：基于质谱的蛋白质组学技术已经日趋成熟，可以对细胞和组织中的成千上万种蛋白质进行全面的定性和定

量分析，逐步实现“深度覆盖”。 随着生物医学日益增长的大队列蛋白质组学分析需求，如何在保持较为理想的覆

盖深度下实现短时间、快速的“高通量”蛋白质组学分析已成为当前亟需解决的关键问题之一。 常规的蛋白质组学

分析流程通常包括样品前处理、色谱分离、质谱检测和数据分析。 该文从以上 ４ 个方面展开介绍近 １０ 年以来高通

量蛋白质组学分析技术取得的一系列研究进展，主要包括：（１）基于高通量、自动化移液工作站的蛋白质组样品前

处理方法；（２）基于微升流速液相色谱与质谱联用的高通量蛋白质组检测方法；（３）利用灵敏度高、扫描速度快的

质谱仪实现短色谱梯度分离下蛋白质组深度覆盖的分析方法；（４）基于人工智能、深度神经网络、机器学习等的蛋

白质组学大数据分析方法。 此外，对高通量蛋白质组学面临的挑战及其发展进行展望。 总而言之，预期在不久的

将来高通量蛋白质组学技术将会逐步“落地转化”，成为大队列蛋白质组学分析的利器。
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ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｏｆ ｈｕｎｄｒｅｄｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ． Ｉｎ ｐａｒｔｉｃｕｌａｒ， ｉｏｎ ｍｏｂｉｌｉｔｙ⁃ｂａｓｅｄ ＭＳ， ｓｕｃｈ ａｓ ｔｉｍｓＴＯＦ Ｐｒｏ
ａｎｄ Ｅｘｐｌｏｒｉｓ ４８０ ｅｑｕｉｐｐｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｆｒｏｎｔ⁃ｅｎｄ ｈｉｇｈ ｆｉｅｌｄ ａｓｙｍｍｅｔｒｉｃ ｗａｖｅｆｏｒｍ ｉｏｎ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｓｐｅｃ⁃
ｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＦＡＩＭＳ）， ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｆａｓｔ， ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ， ａｎｄ ｒｏｂｕｓｔ ｐｒｏｔｅｏｍｅ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ， ｔｈｕｓ ｓｈｉｆｔｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ｔｏ ｔｈｅ ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｅｒａ． （４） Ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｉｎｔｅｌｌｉｇｅｎｃｅ⁃， ｄｅｅｐ ｎｅｕｒａｌ ｎｅｔｗｏｒｋ⁃， ａｎｄ
ｍａｃｈｉｎｅ ｌｅａｒｎｉｎｇ⁃ｂａｓｅｄ ｐｒｏｔｅｏｍｅ ｄａｔａ ａｎａｌｙｓｉｓ ｍｅｔｈｏｄｓ． Ｔｈｅｓｅ ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ ｈａｖｅ ｉｍｐｒｏｖｅｄ
ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ． Ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ， ｔｈｅ ｅｍｅｒｇｅｎｃｅ ｏｆ ｎｅｗ ａｌｇｏｒｉｔｈｍｓ
ａｎｄ ｔｈｅ ｕｐ ｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅａｒｃｈ ｅｎｇｉｎｅｓ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｄａｔａ ａｎａｌｙｓｉｓ．
Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ， ｔｈｅ ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓ ａｎｄ ｆｕｔｕｒｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ａｒｅ ｐｒｏｓｐｅｃ⁃
ｔｅｄ． Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ， ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ ａｒｅ ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｔｏ ｇｒａｄｕａｌｌｙ “ ｔｒａｎｓ⁃
ｆｏｒｍ” ａｎｄ ｂｅｃｏｍｅ ｐｏｗｅｒｆｕｌ ｔｏｏｌｓ ｆｏｒ ｌａｒｇｅ ｃｏｈｏｒｔ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｎｅａｒ ｆｕｔｕｒｅ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ； ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ； ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＭＳ）； ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ； ｓａｍｐｌｅ
ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ

　 　 蛋白质组学是指大规模地对蛋白质的表达水

平、翻译后修饰、蛋白质相互作用等进行研究。 蛋白

质组研究不仅可以全景式地揭示生命活动的分子本

质，还能阐明生命在生理或病理条件下的变化机

·３１１·
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制［１］。 近年来，色谱和质谱技术的进步驱动了蛋白

质组学的快速增长，逐步实现了“深度覆盖”，科学

家们先后完成包括人类在内的多个物种的蛋白质组

图谱解析［２，３］。 ２０２０ 年，Ｍａｎｎ 等［４］ 系统性地绘制

了 １００ 个跨物种的蛋白质组图谱，获得了 ２００ 万条

肽段和 ３４ 万个蛋白质的鉴定信息，为整个进化范围

内生物的功能组织研究提供重要依据。 随着生物医

学研究日益增长的大队列蛋白质组学分析需求，如
何实现“高通量”的蛋白质组学分析已成为当前亟

需解决的关键问题之一。 常规的蛋白质组学分析流

程通常包括样品前处理、色谱分离、质谱检测和数据

分析。 该文将从以上 ４ 个方面介绍近 １０ 年以来高

通量蛋白质组学分析技术取得的相关研究进展。

１　 样品前处理

　 　 样品前处理是整个蛋白质组学分析流程的关键

步骤，传统样品前处理流程依赖于多步的手工操作，
不仅耗时且不可避免地存在人为误差，成为限制蛋

白质组学发展的瓶颈之一。 集成化的样品前处理技

术有利于提升蛋白质组学分析的整体性能和灵敏

度，如大连化物所张丽华课题组［５］ 结合在线蛋白质

酶解，同位素二甲基化标记和多维肽段分离发展了

蛋白质组定量集成化平台，具有灵敏度高、定量重现

好等优点。 本课题组前期开发了一种基于离心力的

集成化蛋白质组学样品前处理技术 （ ｓｉｍｐｌｅ ａｎｄ
ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｓｐｉｎｔｉｐ⁃ｂａｓｅｄ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，
ＳＩＳＰＲＯＴ） ［６］，通过将强阳离子交换填料和 Ｃ１８ 膜

填充在枪头中以集成化方式完成样品前处理和多肽

分级的全过程，显著提升了蛋白质组学分析的整体

性能和灵敏度，并得到进一步推广［７－１１］。 高通量蛋

白质组学则对样品前处理提出了更高要求，发展分

析通量高、快速而稳定的样品前处理方法成为这一

领域亟需解决的首要问题。 ２０１４ 年，Ｙｕ 等［１２］ 在超

滤膜辅助的样品前处理方法 （ ｆｉｌｔｅｒ⁃ａｉｄｅｄ ｓａｍｐｌｅ
ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ， ＦＡＳＰ）基础上发展了 ９６ 通道的 ＦＡＳＰ
（９６ＦＡＳＰ），该方法借助于 ９６ 孔滤膜板进行离心操

作，从 １０ μｇ 临床尿液中可鉴定 ７００ ～ ９００ 个蛋白

质。 Ｍａｎｎ 课题组［１３］则发展了 ｉｎ⁃ＳｔａｇｅＴｉｐ（ ｉＳＴ）技
术，在内置 Ｃ１８ 膜的封闭 Ｔｉｐ 头内可完成样品前处

理，并开发了 ＰｒｅＯｍｉｃｓ 试剂盒（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｒｅｏｍｉｃｓ．
ｃｏｍ ／ ｐｒｏｄｕｃｔｓ）。 通过进一步定制 ９６ 通道的 ｉＳＴ
设备（９６⁃ｗｅｌｌ ｉＳＴ）并借助于多通道移液器可完成

９６ 个样品前处理操作。 然而，以上的样本前处理方

法虽然提高了分析通量，但仍然依赖于手工移液和

转移操作。
　 　 近十几年来，自动化移液工作站相继问世，如赛

默飞的自动化磁珠提取系统 Ｋｉｎｇ ＦｉｓｈｅｒＴＭ Ｆｌｅｘ、安
捷伦高精度的 Ｂｒａｖｏ 和精确流速控制的 Ａｓｓａｙ⁃
ＭＡＰＢｒａｖｏ、贝尔曼库尔特的 Ｂｉｏｍｅｋ® ＮＸＰ 自动化

工作站等，使样品前处理逐渐实现自动化。 自动化

移液工作站借助于机械臂完成 ９６ 甚至 ３８４ 通道的

移液操作，解放手工操作，大大促进了高通量的样品

前处理技术发展。 Ｍａｎｎ 等［１４］ 将 ｉＳＴ 技术与 Ｂｒａｖｏ
自动化平台联用，２ ｈ 内可完成 ９６ 个血浆样品的前

处理。 最近，他们还将这项前处理工作流程应用于

１００ 个不同类别生物体的蛋白质图谱解析［４］。 Ｋｒｉ⁃
ｊｇｓｖｅｌｄ 等开发了基于磁珠的样品前处理技术

（ｓｉｎｇｌｅ⁃ｐｏｔ ｓｏｌｉｄ⁃ｐｈａｓｅ⁃ｅｎｈａｎｃｅｄ ｓａｍｐｌｅ ｐｒｅｐａｒａ⁃
ｔｉｏｎ， ＳＰ３） ［１５，１６］，进一步将 ＳＰ３ 技术与 Ｂｒａｖｏ 平台

相结合开发了 ａｕｔｏＳＰ３ 技术，３ ５ ｈ 可完成 ９６ 个样

品的前处理，并具有优异的稳定性［１７］。 Ｌｅｕｔｅｒｔ
等［１８］发展了快速，自动化的磷酸化蛋白质组学分析

流程（ ｒａｐｉｄ⁃ｒｏｂｏｔｉｃ ｐｈｏｓｐｈｏｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ， Ｒ２⁃Ｐ２），
在 Ｋｉｎｇ ＦｉｓｈｅｒＴＭ Ｆｌｅｘ 自动化工作站上整合了 ＳＰ３
技术和基于 Ｆｅ⁃ＩＭＡＣ 磁珠的磷酸化富集技术，实现

５ ｈ 的磷酸化蛋白质组前处理。 自动化移液工作站

保证高通量分析的同时，还能极大缩短前处理时间，
以及减少大队列样品处理造成的人为误差。 然而，
以上的这些样品前处理工作流程还未能实现“零人

工”操作的全自动化。 随着高通量样品前处理的不

断智能化，开发“零人工”操作的全自动化样品前处

理方法成为必然的发展趋势。

２　 色谱分离

　 　 色谱分离是液相色谱⁃质谱联用蛋白质组学分

析中的关键环节［１９－２１］，但目前的液相色谱⁃质谱联

用技术存在液相分离速度难以匹配质谱采集速度、
稳定性不够好等问题［２２］，限制了高通量蛋白质组学

的进一步发展。 因此，在保证较为理想的蛋白质组

覆盖度前提下，缩短液相色谱分离时间并提高分离

稳定性以满足高通量数据采集的需求显得尤为重

要。 传统的“鸟枪法”蛋白质组学研究一般选择纳

升级液相来获得更高的检测灵敏度，与此同时却牺

牲了分析通量与液相色谱分离的稳定性。 近年来，
微升流速液相色谱（ｍｉｃｒｏ⁃ｆｌｏｗ ＬＣ）或高流速液相

色谱（ｈｉｇｈ⁃ｆｌｏｗ ＬＣ）因其色谱稳定性好、周转时间
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短等优点广泛应用在高通量蛋白质组学。 通过配合

使用先进的高灵敏度质谱仪，可以有效解决由于稀

释效应导致的灵敏度下降问题。 本课题组在前期开

发的 Ｐｈｏｔｏ⁃ｐＴｙｒ⁃ｓｃａｆｆｏｌｄ［２３］与基于 ９６ 孔板的 Ｐｈｏ⁃
ｔｏ⁃ｐＴｙｒ⁃ｓｃａｆｆｏｌｄ 正向蛋白阵列平台［２４］ 的基础上，
开发了高通量、快速的酪氨酸磷酸化（ｐＴｙｒ）信号复

合物的蛋白质组学分析工作流程［２５］。 利用 １５０ ｍｍ
×１５０ μｍ 分离柱在分离流速 ８００ ｎＬ ／ ｍｉｎ 和 ２０ ｍｉｎ
有效色谱梯度条件下完成高通量蛋白质组学分析；
通过与 Ｑ Ｅｘａｃｔｉｖｅ ＨＦ⁃Ｘ 质谱仪联用，在不增加样

品上样量和不影响鉴定覆盖度前提下，能够快速、可
重复地分析动态 ｐＴｙｒ 信号蛋白质复合物［２５］。 Ｂｒｕ⁃
ｄｅｒｅｒ 等［２６］ 利用 １５０ ｍｍ×３００ μｍ 分离柱（流速 ５
μＬ ／ ｍｉｎ ，梯度 ４０ ｍｉｎ）完成了 １ ５０８ 例血浆样本的

分析，并且超过 ２ ０００ 次的进样没有发现堵塞（背压

只增加 １４％），表明 ｍｉｃｒｏ⁃ｆｌｏｗ ＬＣ 具有良好的稳定

性。 Ｂｉａｎ 等［２７］利用商品化 １５０ ｍｍ×１ ｍｍ 的 Ｃ１８
色谱分离柱，以 ５０ μＬ ／ ｍｉｎ 微升级流速联合 Ｑ Ｅｘ⁃
ａｃｔｉｖｅ ＨＦ⁃Ｘ 质谱仪进行分析。 在 ２ ０００ 个蛋白质

组的分析中具有色谱保留时间 （相对标准偏差 ＜
０ ３％）和蛋白质定量（相对标准偏差＜７ ５％）的优异

重现性，并在 １６ ｈ 内完成 ９ ０００ 多种蛋白质的深度

覆盖分析；当分析超过 ７ ５００ 个样品时，ｍｉｃｒｏ⁃ｆｌｏｗ
ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 的性能并没有明显下降。 在 ＣＯＶＩＤ⁃１９
新冠病毒的临床蛋白质组学研究中，Ｍｅｓｓｎｅｒ 等［２８］

将 Ａｇｉｌｅｎｔ １２９０ Ｉｎｆｉｎｉｔｙ ＩＩ 与 ＴｒｉｐｌｅＴＯＦ ６６００ 联用，
利用 ５ ｍｉｎ 的有效色谱梯度分离（５０ ｍｍ×２ １ ｍｍ
分离柱，流速 ８００ μＬ ／ ｍｉｎ）可实现每天 １８０ 个样品

的分离分析。 以上研究结果表明，ｍｉｃｒｏ⁃ｆｌｏｗ ＬＣ 和

ｈｉｇｈ⁃ｆｌｏｗ ＬＣ 具有分析通量高、稳定性好等优点，在
高通量蛋白质组学分析中将具有广阔的应用前景。
　 　 另外一方面，蛋白质组检测效率受限于传统液

相色谱系统的设计和分离能力，难以突破真正意义

上的高通量分析。 为了克服这一不足，新的液相系

统应运而生。 ２０１８ 年，丹麦 Ｅｖｏｓｅｐ 公司推出的新

型液相系统⁃Ｅｖｏｓｅｐ Ｏｎｅ 同时具备创新型高低压管

路系统设计以及样品洗脱和梯度预存储技术，可实

现同步的快速上样和色谱梯度分离，大幅度减少液

相色谱分析时间。 此外，Ｅｖｏｔｉｐ 技术通过减少色谱

柱堵塞和残留，提高了系统的稳定性［２９］。 Ｍａｎｎ
等［３０］利用 Ｅｖｏｓｅｐ Ｏｎｅ 与 ｔｉｍｓＴＯＦ Ｐｒｏ 质谱仪联

用，实现每天 ２００ 个样本分析（５ ６ ｍｉｎ 有效梯度），
在 １６ 次重复中鉴定到 １ ２３１ 种蛋白质（进样量为 ５０

ｎｇ）。 因此，Ｅｖｏｓｅｐ Ｏｎｅ 能够极大地提高样本分析

通量且具有优异的稳定性，从而助力蛋白质组学分

析真正跨入高通量时代。 此外，Ｅｖｏｓｅｐ ｏｎｅ 搭载 Ｑ
Ｅｘａｃｔｉｖｅ ＨＦ⁃Ｘ ／ ＨＦ［３１］、 Ｏｒｂｉｔｒａｐ Ｆｕｓｉｏｎ
Ｌｕｍｏｓ［３２，３３］、Ｏｒｂｉｔｒａｐ Ｅｘｐｌｏｒｉｓ ４８０［３４］ 等质谱在不

同大队列蛋白质组样品中也得到了逐步推广。

３　 质谱检测

　 　 质谱仪是蛋白质组学的检测利器，质谱仪硬件

和技术上的革新一直引领着蛋白质组学技术的高速

发展。 为了应对高通量蛋白质组学挑战，开发扫描

速度快，灵敏度高的质谱仪是近年来质谱硬件发展

的趋势。 近年来，质谱仪硬件方面的重大突破在于

离子淌度功能（ ｉｏｎ ｍｏｂｉｌｉｔｙ）的引入，为蛋白质组学

分析增加了全新的分离维度，从而获得更加全面的

鉴定信息［３５，３６］。 布鲁克公司开发的 ｔｉｍｓＴＯＦ Ｐｒｏ
质谱采用了捕集型离子淌度（ ｔｒａｐｐｅｄ ｉｏｎ ｍｏｂｉｌｉｔｙ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ， ＴＩＭＳ）和平行累积连续碎裂（ｐａｒａｌ⁃
ｌｅｌ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｓｅｒｉａｌ ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ， ＰＡＳＥＦ［３０］）
采集技术，将离子累积、母离子选择和碎裂同步进

行，从而实现了近 １００％ 的离子利用率、接近 １２０ Ｈｚ
二级谱扫描速度和超过 ２０ 倍灵敏度的提高［３０］。
Ｍａｎｎ 等［２９］通过将 ｔｉｍｓＴＯＦ Ｐｒｏ 与 Ｅｖｏｓｅｐ Ｏｎｅ 联

用，在 １１ ５ ｍｉｎ 有效梯度下（每天 １００ 个样本），从
重症感染患者的血浆中（上样量为 １００ ｎｇ）定量到

５００ 个蛋白质，表明 ｔｉｍｓＴＯＦ Ｐｒｏ 拥有极高的采集

速度与灵敏度。 另外，离子淌度的引入可以实现保

留时间、质荷比、离子强度和离子淌度的四维数据采

集，使得蛋白质组学进入了 ４Ｄ 新时代。 基于 Ｏｒｂｉ⁃
ｔｒａｐ 平台的质谱仪一直是蛋白质组学分析的主流技

术。 自 ２０１１ 年推出 Ｑ Ｅｘａｃｔｉｖｅ 系列，２０１３ 年推出

Ｏｒｂｉｔｒａｐ Ｔｒｉｂｒｉｄ 系 列 和 ２０１９ 年 推 出 Ｏｒｂｉｔｒａｐ
Ｅｘｐｌｏｒｉｓ系列质谱以来，其扫描速度、灵敏度和分辨

率在不断提高。 例如，Ｑ Ｅｘａｃｔｉｖｅ 的扫描速度和分

辨率只有 １２ Ｈｚ 和 １４ 万（＠ ｍ／ ｚ ２００） ［３７］。 而 Ｅｘ⁃
ｐｌｏｒｉｓ ４８０ 拥有 ４０ Ｈｚ 的扫描速度和 ４８ 万的超高分

辨率（＠ ｍ／ ｚ ２００），并搭载了新一代离子迁移分离

装置 ＦＡＩＭＳ（ｈｉｇｈ⁃ｆｉｅｌｄ ａｓｙｍｍｅｔｒｉｃ ｗａｖｅｆｏｒｍ ｉｏｎ
ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ）。 此外，全新四极杆质量分

析器使仪器的抗污染能力大幅度提升，并提高了离

子选取效率。 Ｏｌｓｅｎ 等［３４］ 对 Ｅｘｐｌｏｒｉｓ ４８０ 联合

ＦＡＩＭＳ 的性能进行了全面的评价，在每天 ２００ 个样

品的分析通量下（５ ｍｉｎ 有效色谱梯度）能鉴定到
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１ ２６１ 个蛋白质。 因此，Ｅｘｐｌｏｒｉｓ ４８０ 在保证蛋白质

鉴定覆盖度的同时具备卓越的稳定性和耐用性。
ｔｉｍｓＴＯＦ Ｐｒｏ 与 Ｅｘｐｌｏｒｉｓ ４８０ 等离子淌度质谱所带

来的采集速度和灵敏度的大幅提升使得短色谱梯度

分离下也能实现蛋白质的深度覆盖分析，为高通量

蛋白质鉴定提供强大的技术支撑。
　 　 在过去的 １０ 年间，质谱采集技术的发展和革新

也推动着蛋白质组学研究迈向高通量。 传统的数据

依赖型（ｄａｔａ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ， ＤＤＡ）采集模

式因随机性、数据重现性差等固有缺陷，限制了其在

高通量蛋白质组学中的应用。 作为当前最热门的质

谱技术之一，数据非依赖型（ｄａｔａ⁃ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｃ⁃
ｑｕｉｓｉｔｉｏｎ， ＤＩＡ）的质谱采集模式利用全扫描对每个

窗口区域中的所有母离子进行碎裂检测，以获得所

有碎片离子信息，具有通量高、重现性好、定量准等

优点［３８－４０］。 上述这些数据采集特征对于高通量蛋

白质组的定量分析具有显著优势。 近年来，利用

ＤＩＡ 进行高通量定量蛋白质组学分析的研究呈现快

速增长。 Ｒｕｅｄｉ 等［４１］ 利用 ＤＩＡ 蛋白质组学检测手

段研究了 ２３２ 例异卵双生和同卵双生个体的血浆样

本，阐述了血浆蛋白质组在遗传和非遗传状态下的

变化情况。 Ｍａｎｎ 等［４２］对来自 ３ 个队列的 １９７ 例人

群（非阿尔兹海默病组与阿尔兹海默病组）的脑脊

液样本进行 ＤＩＡ 数据采集，发现 ４０ 种蛋白质特征

分子可以有效预测阿尔兹海默症。 随着 ４Ｄ 蛋白质

组学（４Ｄ⁃Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ）的兴起，ｔｉｍｓＴＯＦ Ｐｒｏ 上最新

的 ＤＩＡ 技术（ＤＩＡ⁃ＰＡＳＥＦ）赋予其 ４Ｄ 数据的采集

和匹配能力，增加的离子淌度信息相比传统 ＤＩＡ 技

术更有效降低了数据匹配的假阳性和缺失值，定量

准确度更高，更适合高通量的样本采集。

４　 数据处理

　 　 随着样本制备、色谱分离和质谱技术的共同进

步，所要面临的是如何对已获得的海量蛋白质组数

据进行高效的数据分析。 在计算机技术迅猛发展的

今天，基于人工智能、深度神经网络、机器学习等大

数据分析方法提高了蛋白质组学数据的分析效率。
　 　 以 ＤＩＡ 采集为例，共碎裂母离子的干扰导致谱

图极其复杂，在短色谱梯度分离的复杂样品中干扰

进一步放大。 Ｒａｌｓｅｒ 课题组［４３］ 开发了利用深度神

经网络分析（用于分辨真实信号与噪声）以及新的

量化和信号校正策略来处理 ＤＩＡ 数据的软件（ＤＩＡ⁃
ＮＮ），提高了传统 ＤＩＡ 蛋白质组学的定性定量分析

能力，在 ３ ｈ 内可完成 ３６４ 个酵母样本的高通量数

据处理。 经典的 ＤＩＡ 定量分析流程是预先进行

ＤＤＡ 谱图库的构建，再利用 ＤＤＡ 谱图库从 ＤＩＡ 数

据中提取目标肽段的信号进行定量分析。 为了进一

步推动 ＤＩＡ 技术的实用化，复旦大学乔亮课题组［４４］

利用深度学习算法开发了从肽段或蛋白质序列构建

谱图库的工具 ＤｅｅｐＤＩＡ，实现了不依赖于 ＤＤＡ 的

ＤＩＡ 数据直接分析。 Ｓｐｅｃｔｒｏｎａｕｔ 是 ＤＩＡ 数据检索

的主流软件［４５］，随着 Ｓｐｅｃｔｒｏｎａｕｔ １４ 的发布，其包

括的 ｄｉｒｅｃｔＤＩＡ ２ ０ 新算法可直接利用 ＤＩＡ 数据构

建虚拟谱图库并进行数据库检索。 其算法的定性和

定量灵敏度接近 ＤＤＡ 分级建库的结果，可以省去

耗时的 ＤＤＡ 建库过程。 此外，Ｓｐｅｃｔｒｏｎａｕｔ １４ 还可

以实现结果文件的自由组合，从而支持上万个 ＤＩＡ
样品的检索和合并分析，极大地缩短了高通量的

ＤＩＡ 数据解析时间。 另外，蛋白质组学搜索引擎的

更新，加快了数据分析的进程。 军事科学院徐平课

题组［４６］ 利用 ｐＦｉｎｄ 的开放式搜索对 ３ 种不同酶切

的大规模数据进行检索分析，从人睾丸组织中鉴定

到了 １２４ 个潜在的缺失蛋白质。 另一方面，Ｃｏｘ 团

队在今年更新的 ＭａｘＱｕａｎｔ 版本中开发了专为 ４Ｄ⁃
Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ 使用的 ４Ｄ⁃ＭＢＲ 算法，即增用 ＣＣＳ 值

（ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｃｒｏｓｓ ｓｅｃｔｉｏｎ，碰撞截面积）这一新维度

进行数据对齐，可显著减少缺失值并提高匹配的可

信性［４７］。 他们利用 ２０８ 个血浆样本进行分析，结果

显示 ４Ｄ⁃Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ 技术可大大提高样本 ＬＦＱ
（ ｌａｂｅｌ ｆｒｅｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ）的数据完整性，且蛋白质

定量数目能提高 ９０％。

５　 结语

　 　 高通量蛋白质组学技术发展至今，从样品自动

化的高效制备、快速的蛋白质组全景数据采集、到前

沿的数据分析都取得了突飞猛进的进步。 “全自动

化样品前处理” “微升流速液相色谱分离” “高灵敏

离子淌度质谱分析”或将成为高通量蛋白质组学未

来几年的研究热点。 面对复杂的大队列临床样本，
高通量蛋白质组学仍面临如下挑战：（１）如何实现

高通量、全自动化的样本前处理和液相色谱⁃质谱联

用分析的无缝对接，从而完成样品制备到数据采集

的全流程自动化操作；（２）由于临床样本的宽动态

范围和高异质性，短梯度下蛋白质组深度覆盖分析

仍需要提高，以期发现更多低丰度的功能生物标志

物；（３）蛋白质检测灵敏度和定量准确度需要进一
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步改善以显著区分噪声与低丰度蛋白质。 此外，利
用离子淌度气相色谱分离代替传统的液相色谱分离

以实现超快速的复杂样品分离可能成为该领域未来

潜在的发展方向。 总而言之，预期在不久的将来高

通量蛋白质组学技术将会逐步“落地转化”，成为大

队列蛋白质组学分析的利器。
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