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人类蛋白质组表达谱蛋白质鉴定的分步搜索策略
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摘!要!大规模蛋白质组表达谱研究的蛋白质鉴定一般 采 取 基 于 数 据 库 搜 索 的 策 略$因 此 数 据 库 的 选 择 及 搜 索 策

略在蛋白质鉴定中非常重要*现有的人类蛋白质数据库远不够完善$而从其他物种的蛋白质数据库中所能得到的

补充非常有限$但人类基因组数据库中却可能存在 很 大 的 补 充 空 间*在 对 国 际 人 类 蛋 白 质 数 据 库 充 分 调 研)比 较

的基础上$提出了一种分步搜索的策略*这种策略首先 利 用 一 个 质 量 较 高)覆 盖 率 相 对 较 大 的 非 冗 余 数 据 库 进 行

基本鉴定$随后利用其他蛋白和核酸数据库进行补充鉴定和新蛋白挖掘*该策略能有效地鉴定尽可能多的高可靠

蛋白$并能进一步充分利用质谱数据进行补充鉴定和新蛋白挖掘$对大规模蛋白质组表达谱研究具有重要的意义*

关键词!蛋白质组%蛋白质鉴定%蛋白质数据库%质谱
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!!蛋白质 组 表 达 谱 的 蛋 白 质 鉴 定 方 法 主 要 有 两

种#数据库 搜 索 和 从 头!$*-2;2"测 序*从 头 测 序

相当于在所有可能的序列空间中寻找最可能的肽段

或蛋白$这种方法费时费力$难以实现高通量$而且

对质谱结果要求很高*然而自然界中实际存在的蛋

白质氨基酸序列的组合方式相对少多了$如果只在

少量的蛋白质序列中选择$即使图谱质量不高$也可

以很明确地鉴定某个蛋白质*因此在大规模的蛋白

质组表达谱研究中一般采用数据库搜索的策略*质

谱数据的数据库搜索结果强烈依赖于数据库中所收

录的蛋白质序列$即如果数据库中不存在相应的序

列$即使图谱再好$也无法鉴定出相应的蛋白质%而

如果数据库过于庞大$则蛋白鉴定的概率会下降$可
能会增加假阳性鉴定结果*因此数据库的选择尤为

重要*现 有 主 要 的 质 谱 数 据 解 读 软 件 有 J64A87)

L1[K147等$本 文 主 要 基 于 用 J64A87软 件 搜 索 SC
/\N数据的结果进行讨论*

为了尽可能得到较好的鉴定结果$J64A87软件

的数据库搜索策略采取了概率打分和容错性搜索的

方法&*’*

J64A87用概率 打 分 的 方 法 搜 索 匹 配 质 谱 数 据

的数据库记录*一个理想的JL+JL谱图包含一个

或多个完全的碎片离子系列#没有噪音峰$质量数准

确*如果有这样完美的数据$是不需要基于概率打

分算法的*但是$实际的质谱数据不是理想化的$也
不可能得到非常完美的匹配$因此J64A87软件采用

一种概率打分的方法判断匹配的结果*
同时$J64A87采取容错性搜索的策略*在进行

质谱数据的数据库搜索时$经常会有大量的谱峰找

不到匹配*假定一个给定的质谱结果中含有足够的

信息!比如$有足够的信噪比很好的碎片离子峰"$这
种数据找不到匹配肽段的可能原因有#低估质量测

量误差%电荷估计错误%酶的非特异性切割%未预料

的化学或翻译后修饰以及数据库中不存在对应的肽

序列等*前两个问题可以由其他方法解决$后’个

问题则可以通过 J64A87的容错性搜索解决*J64C
A87容错性搜索是通过查询一个化学和翻译后修饰

的列表以及一个碱基替换矩阵来解决在搜索一个序

列数据库时碰到的修饰)变异等问题&*’*
虽然J64A87软件利用概率 打 分 和 容 错 性 搜 索

等策略可以辅助质谱数据的蛋白鉴定$但对于蛋白

鉴定而言$数据库的选择仍然是一个无法绕过的重

要问题$数据库的数据质量和蛋白覆盖率直接决定

了蛋白质鉴定的效果*
本文在对国际蛋白质数据库调研的基础上$结

合各数据库的数据来源及构建方法$比较了多种数

据库的冗余度)覆盖率以及实际搜索效果$提出了一

种分步搜索的策略$并应用于本实验室的人胎肝蛋

白质组研究中*

*!材料和方法

5-+R的O37=1Q人类蛋白 质 数 据 库 从5-+R!07C
7H#++ZZZM3AP2M39?M320M>8G"的/6Y+=8Z41=中 下

载$这些蛋白质基本上包括了3=数据库中的所有人

类蛋白质$因此本文提到的5-+R3=指从O37=1Q提

取的人类蛋白质数据*文中所用的其他数据库下载

地址详见表**此外$人和鼠直系同源!8=70898>"蛋

白比较所用的全基因组预测蛋白质数据从O341?P9
下载*

表>!蛋白质数据库的下载地址

?$:8%>!@%:7,"%)(6#)"%,-/$"$:$7%7

F676P6414 VB]

5-+R,4O37=1QH=871234077H#++ZZZM3AP2M39?M320M>8G
LZ244H=87 @7H#++@7HM1P2M6AMK̂+HKP+E676P6414+K32H=87+

B1@L1[ 077H#++ZZZM3AP2M39?M320M>8G+B1@L1[+

/=1?P9 @7H#++@7HM1P2M6AMK̂+HKP+E676P6414+K32H=87+

_13<1H7 @7H#++@7HM3A2@A=@M>8G+HKP+>13H1H7+

O341?P9 077H#++ZZZM1341?P9M8=>+

.23GCF+\BN 077H#++ZZZMIP2=AM6247M>8MIH+023G+23E1YMI4H
V32B1@*(( @7H#++@7HM1P2M6AMK̂+HKP+E676P6414+K32H=87+

R<R!R371=36728369

H=8712323E1Y"
@7H#++@7HM1P2M6AMK̂+HKP+E676P6414+R<R+AK=C

=137+

蛋白质 的 相 似 性 比 较 用 本 地+],L/软 件!从

5-+R下载"*为了 获 得 直 系 同 源 基 因$人 和 鼠 数 据

库的蛋白质间相互最佳匹配的确定直接用相互间相

似性搜索!+],L/"结果的第一项$如果 相 互 最 佳 匹

配均为对方$则为一个相互最佳匹配对*数据库内

蛋白质的去 冗 余 方 法 是 直 接 将 完 全 一 致 的 序 列 去

除$只保留其中一个*J64A87搜索参数的设置根据

仪器和实验结果确定$而后取分值高于J64A87提供

的阈值的结果作为鉴定结果*

!!结!果

AB>!数据库的物种选择

数据库物种选择争论根源在于人类蛋白质数据
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库尚不完整$而且进化关系近的生物其对应的蛋白

质序列一般较相似$因此$在鉴定人类蛋白质时可能

通过搜索其他生物的蛋白质数据库实现对人类蛋白

质数据库的补充*本节就此问题作简要的论证*

!D*D*!跨物种蛋白质鉴定的可行性

对于进化关系上较近的物种$其对应的蛋白质

有些非常相似$甚至完全一致*对人和鼠的基因组

编码蛋白质!数据来自于O341?P9网站$见材料与方

法"的分析$其相互最佳匹配!可以粗略认为这些相

互最佳匹配的蛋白质对是直系同源蛋白质"的相似

性分布如图**

图>!人C鼠基因组编码的蛋白质相互最佳匹配的

相似性分布图

注#横坐标为序列间RE13727214!+],L/结果"$

纵坐标为蛋白质数目*

D,&E>!?*%/,7"#,:2",)-)(6#)"%,-7,3,8$#,"’)(

#%0,6#)0,"’3$"0*:%"=%%-"*%0)/,-&6#)"%,-7)(

*23$-$-/3)27%
5871#/01YC6Y2423E2A67147012E13727214!=14K978@+],L/"$

63E701;C6Y2423E2A67147013K?P1=8@H=871234M

分析 表 明$人 和 鼠 预 测 蛋 白 质 序 列 中 共 有

*$**!个蛋白质是互相最佳匹配的*其中相似性大

于等 于&#‘的 有’)*(个$占 相 互 最 佳 匹 配 对 的

!*D!‘*而 鼠 的 蛋 白 质 中 相 似 性 大 于 等 于&#‘的

有#’(%个$占 鼠 总 蛋 白 质!’!!%*"的*$D)‘*因

此$某些鼠的蛋白质可以作为人类蛋白质组研究中

搜索其对应蛋白质的数据库记录$即可以用于人类

蛋白质的鉴 定*而 J64A87软 件 也 带 有 容 错 性!O=C
=8=/891=637L16=A0"搜 索 的 功 能$可 以 允 许 相 似 物

种的蛋白质$以 及 同 一 个 物 种 由 于 测 序 错 误)多 态

性)突变导致的差异*因而$根据蛋白质数据库的本

质和J64A87软件设计原理$用其他生物!亲缘关系

较近"的蛋白质数据库作为鉴定数据库在某种程度

上是完全可行的*
此外$本实验室的实践也证明了能用人类样品

的质谱结果搜索非人类的相应蛋白质数据%而已有

的报道也证明$用模式生物的数据库鉴定非模式生

物的蛋白质在某种程度上是完全可行的&!’*

!D*D!!人类蛋白质数据库的构建方法和不完整性

人类基因组测序完成后$对人类基因组的基因

注释用了’种 基 本 的 方 法&’’#!6"有OL/或 ?B5,
支持的转录物*!P"依赖于已鉴定的基因或蛋白质

序列 的 相 似 性 搜 索*!A"用 隐 马 尔 可 夫 模 型

!.JJ4"进行的外显子从头预测!如_134A63)_1321
和N_O5OL等"*

但至今$数据库收录的蛋白质仍不完 全*在 人

类基因组测 序 完 成 后$对 人 类 基 因 组 的 分 析 表 明#

B1@L1[数据库中被认为是-已知.的基因$只有&!‘
至少部分匹配上基因组%%#‘多于一半匹配%*$‘匹

配上多处!可能是旁系同源或假基因"&’’*因此基因

组数据中存在很大的不完全性*此外$基因预测方

法也是不完善的$现有的方法只能准确预测出人类

"(‘的外显子$而只有!(‘的基因所有外显子都能

被准确预测&’’*

!D*D’!非人类蛋白质数据对人类蛋白质数据的补

充非常有限

由于基因组测序完成后对基因组编码蛋白质的

注释方法其中之一是同源性比较$而能用于质谱数

据跨物种鉴定的蛋白质一般需要较高的相似性*因

此$可以认为$只要人类基因组相应的核酸序列已经

测序完毕$而且基因组的注释能力足够强并且更新

足够快$则在非人类蛋白质数据库中注释的蛋白质

很快就会在人类蛋白质数据库也会有相应的注释蛋

白质*所以只有非人类基因组的注释蛋白质正好对

应于人类基因组的空白部分$才有可能成为人类蛋

白质的补充*所以以下只考虑无法匹配上人类基因

组的非人类蛋白质数据*
由上述人C鼠间序列比较可知$鼠的总蛋白质约

有*$‘和人对应蛋白质相似性大于&#‘$因此这些

蛋白质有可能用于人类蛋白质的鉴定*另根据已有

的文献报道$鼠只有少于*‘的基因!**%个"在人类

基因组中没有找到同源预测基因!但和其他物种有

明显的相似性$这些基因被认为很可能在人类中缺

#!"!#期!!!!!!!!!吴松锋等#人类蛋白质组表达谱蛋白质鉴定的分步搜索策略



失了&)’$但笔者认为也有可能是人类基因组测序不

完全造成的"*如果这**%个蛋白质是人类基因组

中含有的$只是由于基因组测序不完全的原因未被

发现$用*$‘的比例计算$得到鼠中有**%a*$‘b
*&个蛋白质!占鼠总蛋白质数的(D($‘"可能用于

填补人类蛋白质数据库的空白*虽然计算过程中用

&#‘相似性比较苛刻$但这些数据已足以说明其他

物种数据库的记录可用于补充人类蛋白质鉴定的空

间极其有限*而如果大量引入非人类蛋白质数据进

行数据库搜索$反而会大大增加假阳性匹配的概率*
因此$在人类蛋白质组研究中$质谱数据的蛋白质鉴

定用人类蛋白质的数据库已经足够了*
综上所述$虽然跨物种蛋白质鉴定被证明是可

行的$而且人类蛋白质数据库也不够完整$但其他物

种的蛋白质数据对人类蛋白质数据库的补充作用非

常小*故而$在大规模蛋白质组研究中$为了不过多

引入其他假阳性匹配结果$在人类蛋白质组研究蛋

白质鉴定时$只搜索人类蛋白质数据库*

ABA!各种人类蛋白质数据库的关系和比较

由于数据来源)构建方式和目的的不同$当前国

际上存在着多种人类蛋白质序列数据库*最明显的

两个极端#一个是LZ244C<=87数据库$以极高的质量

和几乎完全非冗余而闻名$但数据量较小$覆盖面也

较小%另一个是5-+R3=数据库$该数据库将国际上

最常见的数据库直接加和$一般被认为是非常全面

的数据库$覆盖率较大$但总体质量不高$是高度冗

余的数据库!只去除了完全一致的序列"*在准确性

和覆盖率的权衡中$到底该选择什么样的数据库$曾
一度在本实验室引起很大的争议*

本节对当前人类蛋白质数据库进行了充分的调

研和比较$并用一批数据作了实际搜索测试$提出了

分步搜索的设想*

!D!D*!现有人类蛋白质数据库的关系

由图!可知$现有的人类蛋白质数据主要有以

下几个来源#6M从文献或其他比较可靠的数据来源

收集 到 的 蛋 白 质 数 据$一 般 经 过 手 工 校 对$包 括

LZ244C<=87和 B1@L1[的 5< 部 分 等*PM直 接 由

?B5,数据翻译得到#主要是/=OJ+]和_13<1H7$
以及.CR3GF+\BN*AM基因组预测得到$包括O3C
41?P9$V-L-提供的预测蛋白质数据*EM其他可靠

性较低的数据库$包括/=OL/等*
而在这些数据库的基础上$出现了不少复合数

据库$包括5-+R的3=)O+R的V32H=87和R<R等 数 据

库$这些数据库与前面描述的数据库间关系见图!*

图A!人类蛋白质数据库的组成及其关系图

D,&EA!F)36)7,",)-$-/#%8$",)-7*,6)(*23$-6#)"%,-/$"$:$7%7

!D!D!!人类蛋白质数据库间冗余度和覆盖率比较

上述各数据库由于构建方式)目的不同$对序列

的处理等也相应有所差异*因此$不同数据库的冗

余度和覆盖率是有差别的$而这些差别直接影响到

数据库搜索的结果$因此在数据库选择时必须考虑

这些因素*

$#" 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-."!((#!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



!!*"R<R对非LZ244C<=87或B1@L1[的5<部分用了&#‘的标准聚类*此处设定双&#‘是模拟R<R数据库的构建方式设定的*此外$为了获

得更低的相似性蛋白质的关系$根据我们的经验$大体设定了#(‘的标准*

!!表!列出了不同数据库的冗余度比较*由表中

结果可见$R<R)V32B1@*((和LZ244C<=87几 乎 是 完 全

非冗余的$/=OJ+]的冗余度也较小$而_13<1H7和

3=数据库则是高度冗余的*

表A!不同数据库冗余度比较

?$:8%A!G%/2-/$-0%0)36$#,7)-)(/,((%#%-"/$"$:$7%7

F676P641"
F8Z3986E

E671
/876941[

B1EK3E63A1

41[

583C=1EC

K3E63A141[

O37=1QH=871234!(()C()C!$ !*)!#)%#&#(!)(D*‘" *!%’()

_13<1H7 !(()C(#C!! *)%(*&’&)!&!!$D"‘" *(%#&(

.23GCF+\BN !(()C()C!& ’&(&* ’*""!%D*‘" ’#&*)

B1@L1[ !(()C(#C(’ !""!) *!""!)D$‘" !$))"

O341?P9 !(()C(!C(’ !&%(! *!&)!)D’‘" !%#(%

/=1?P9 !(()C(#C*( ’$*%" $(*!*D"‘" ’##%$

LZ244H=87 !(()C(#C*( *(%%( *!(D((&‘" *(%"&

V32B1@*(( !(()C(#C() )’#(’ ( )’#(’

R<R !(()C(#C() )*#*& ( )*#*&

!!"#,998@701E676P6414K41E6=10K?63H=87123E676P6414M

表’列出了不同数据库间的覆盖率比较*因为

没有一个总的蛋白质数据库$因此直接用数据库间

相互 比 较 度 量 覆 盖 率 的 差 别/其 中 双&#‘是 模 拟

R<R构建时&#‘的整合标准制定的一种衡量序列间

相似性的指标$指+],L/结果中匹配上的区域占查

询序列总长的&#‘以上$匹配区域的一致性!RE1372C
7214"在&#‘以上%双#(‘的含义类推*表’中所列

的百分数是指在双&#‘或双#(‘以下的蛋白质数

所占该数据库总蛋白质数的百分数*"*结果表明$3=
数据库的覆盖率几乎是最大的$但所用于比较的几

个数据库都存在 着 或 多 或 少 的 蛋 白 质 是3=库 中 不

存在的*而相对较小)非冗余的R<R和V32B1@*((数

据库中$R<R数据库的覆盖率更大*

5-+R的3=数据库有大量的序列是其他数据库

中不存 在 的$将 其 与V32B1@*((比 较 发 现 其 相 似 性

和匹配率在双#(‘以下的大概有&(‘是免疫分子$
这些可能是/=OJ+]中不收录的免疫分子的多态等

位基因等*
综上所述$现有的人类蛋白质数据库一般而言

数据量越大$覆盖率也越大$但冗余度也随之增大*

在众多数据库中$至今没有一个数据库能覆盖所有

已经 报 道 的 人 类 蛋 白 质*相 对 而 言$R<R和 V32C
B1@*((是非冗余的$覆盖率也较大*这些比较研究

对随后的搜索策略的制定有非常大的参考价值*

表H!不同数据库蛋白质覆盖率比较

?$:8%H!F)I%#$&%0)36$#,7)-)(/,((%#%-"/$"$:$7%7

F676P641 F8KP91&#!‘" F8KP91#(!‘"

O37=1Q0H=87123#V32B1@*(( ’&D! *!D)

O37=1Q0H=87123#R<R ’&D( T

V32B1@*((#O37=1Q0H=87123 *D’ (D%#

R<R#O37=1Q0H=87123 %D( T

.23GF+#O37=1Q0H=87123 $)D" !$D*

R<R#V32B1@*(( !$D( T

V32B1@*((#R<R "D! T

!D!D’!人类蛋白质数据库的实际搜索效果比较

为了检测 不 同 数 据 库 的 实 际 搜 索 效 果$用 SC
/\N产生的#’个串联质谱结果的<16̂ 9247!Ĥ9"文

件对不同数据库!3=$3=c.23GF+$V32B1@*(($R<R"进

行搜索测试$并且对不同数据库的实际搜索结果!取
鉴定的分值大于等于’(的肽段"进行比较*

用于测试的#’个 Ĥ9文件在3=数据库中共鉴

定了’&’条分值大于等于’(的肽段$总体而言$凡

在V32B1@*((中搜索到的肽段$在3=和3=c.23G复

合数据库中都能被检索到*但在3=和3=c.23G中

搜索到的肽段有)条在V32B1@*((中未搜索到*而

用R<R数据库 搜 索 的 结 果 除 了 与V32B1@*((一 样 比

由3=鉴定的肽段少)个外$还检索到一条额外肽段

!3=数据库中没有$而O341?P9收录的预测蛋白"*
由以上结果可知$用复合数据库搜索的确能鉴

定到某些小数据库中没有的蛋白质$但和V32B1@*((
或R<R比较所增加的贡献只有*‘不到$但数据量增

大了!倍以上$而且可能存在不少可靠性不高的序

列*因此$诸如R<R或V32B1@*((等小数据库在基本

鉴定中已经大体够用了$但如果需要较全面挖掘质

谱的结果$则可能需要额外的数据库*

ABH!蛋白质鉴定的分步搜索策略

根据上述分析论证$我们提出了一种蛋白质鉴

定的分步策略#在质谱数据的蛋白质鉴定中$先用一

%#"!#期!!!!!!!!!吴松锋等#人类蛋白质组表达谱蛋白质鉴定的分步搜索策略



个相对较小)质量相对较高)覆盖率较全的非冗余数

据库作为基本鉴定数据库$以便得到质量较高的鉴

定结果%而由于现有的这类数据库还不够完善$因此

需要进一步用其他数据库进行补充鉴定!有些已知

蛋白质也可 能 在 所 选 择 的 较 小 的 数 据 库 中 没 有 收

录"以及新蛋白质挖掘!指新的预测蛋白质$或核酸

序列$可能质量不高"*

!M’M*!基本鉴定

大规模蛋白质组表达谱研究不可能对每个鉴定

结果均追溯其结果的可靠性!包括质谱结果和数据

库记录的可靠性"$因此如果直接选择高质量的蛋白

质数据库$能有效地提高鉴定质量*此外$冗余的数

据除了增加搜索时间外$并不能对搜索结果有任何

额外的贡献!同一个蛋白质的不同变异结果在蛋白

质鉴定时是没有多大意义的"*因此选择一个非冗

余的数据库是必要的*然而如果数据库中不存在相

应的蛋白质或蛋白质的某种特定剪接形式!或酶解

形式"$可能会导致该蛋白质无法被鉴定出来*所以

这就要求用于搜索的数据库尽量选择高质量)非冗

余)且存在不同剪接形式及相似蛋白质!但非同一个

基因型的蛋白质"的数据库*
由上述比较 得 知$5-+R的3=蛋 白 质 数 据 库 冗

余很大$而且质量参差不齐%LZ244C<=87数据库质量

很高$但覆盖率不高$而且没有将可变剪接分开!虽

然它提供了可以将其分开的工具"%R<R和V32B1@*((
均为非冗余的$但与3=蛋白质数据库相比覆盖率也

不是特 别 高!R<R比V32B1@*((覆 盖 率 稍 高"*考 虑

到3=数据库中存在而R<R或V32B1@*((没有的序列

中有&(‘可能是免疫多态分子!这些分子对鉴定的

贡献不大"$因 此R<R和V32B1@*((可 以 说 已 经 覆 盖

了人类大部分质量较高的蛋白 质!相 对 而 言$R<R数

据库的覆盖率较V32B1@*((略大"*而R<R按数据质

量等级不同进行构建的方式&#’也基本上说明了其质

量相对 较 高$因 此 我 们 建 议 选 择R<R作 为 基 本 蛋 白

质鉴定的数据库*

!D’D!!补充鉴定和新蛋白质挖掘

用于基本蛋白质鉴定的高质量)非冗余的数据

库势必不可能覆盖现有的所有人类蛋白质*随着人

类基因组测序完毕$非人类蛋白质数据库对人类蛋

白质数据库的补充已经是非常有限$而人类基因组

中蕴含的潜在蛋白质还可能存在很大的空间$因此

我们建议只用人类的数据做相应的补充*现有的人

类蛋白质数据除了3=数据库中收录的以外$还有不

少人类基因组预测的蛋白质序列$以及其他数据库

收录的部分蛋白质!图!"%此外$人类的OL/序列可

能含有部分潜在的蛋白质编码区$部分编码区可能

没有被翻译成蛋白质$因此蛋白质数据库中并没有

相应的记录$这些序列可能用于新蛋白质的鉴定%鉴
于基因组中还 有 多 达!(‘的 外 显 子 没 有 被 准 确 预

测&’’$因此除了上述两个部分外$人类基因组也可能

是一个补充*
搜索基本数据库的鉴定结果的判读可以直接依

据一般的鉴定结果判别方法*而对于其他补充鉴定

和新蛋白控据的结果$则需要更高的判据以及进一

步的分析验证*
此外$基于对现有的人类蛋白质数据库的分析

!图!"$复合 蛋 白 质 数 据 库 可 以 通 过 合 并 大 量 的 人

类蛋白质数据库!包括大量的预测蛋白质")并对这

些序列进行去冗余实现*在本实验室$人胎肝蛋白

质组研究中$所合并的数据库包括!(()年1核酸研

究2杂志列出的基本蛋白质数据库&$’!包括5-+R3=$

/=OJ+]$_13<1H7$O341?P9$F8/L$/=8?1C/=OL/C
/B_O5$V-L-H=1E2A71EH=871234等"和.23GF+的

\BN&"’*而对于人类的OL/和基因组数据$可以直

接从5-+R及O341?P9中下载得到*
综上所述$对于大规模人类蛋白质组表达谱的

蛋白质鉴定而言$理想的蛋白质鉴定策略及步骤是#
首先搜索一个高质量)非冗余)高覆盖率)收集了不

同蛋白质剪接形式的数据库%其次搜索尽量包括所

有人 类 蛋 白 质 的 复 合 数 据 库%第 三$搜 索 人 类OL/
数据库%第四$搜索人类基因组数据库%如果可能的

话$最后可 用 程 序 直 接 读 取 质 谱 数 据!相 当 于 $*
-2;2测序"$以 鉴 定 由 于 蛋 白 质 数 据 库 未 收 录 的 高

质量质谱结果$以尽可能地挖掘质谱数据*

ABJ!蛋白质鉴定策略在胎肝蛋白质组研究中的应用

在本实验室的人胎肝蛋白质组研究中$我们采

用了以上介绍的蛋白质鉴定策略*其中$本实验室

产生的 SC/\N数 据 搜 索 基 本 数 据 库!R<R"鉴 定 了

’(((多次蛋白质$搜索复合蛋白质数据库得到!"!
个额外的肽段$人 类OL/得 到*#*个 额 外 肽 段$人

类基因组得到!*个额外肽段!未去冗余"*这些肽

段!不计用R<R数据库鉴定的结果"对应蛋白质中补

充鉴定的蛋白质!R<R中未收录的已知蛋白质"有!%
个$已知蛋白质的不同形式!包括变异$酶切和可变

&#" 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-."!((#!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



剪接等"有*’*个$蛋白质序列已知功能未知的蛋白

质有*!个$蛋白质序列未知的序列有*#个$此外还

有’个可能是不在真实的编码区相位中的假阳性结

果!结果尚未发表"*这结果通过对总体可靠性较高

的R<R数据库进行搜索$获得了大部分的鉴定结果$
随后对其他数据库进行进一步搜索$获得了额外的

补充鉴定结果和候选新蛋白鉴定结果*这些结果证

明了本文所介绍的蛋白质鉴定的分步搜索策略是行

之有效的*

’!讨!论

由上述比较可知$现有的人类蛋白质数据还不

够完善$国际上至今还没有一个供蛋白质组研究中

蛋白质鉴定用的理想数据库*现有的蛋白质组研究

一般只是挑选一个相对较可靠且覆盖率较全的数据

库作为蛋白质鉴定的搜索数据库*也有部分研究开

始考虑用其他数据库做补充鉴定&%’以及新蛋白质挖

掘!.<<<采用的方法"*但已有的工作都没有对数

据库进行系统地比较$也未能提出一个较妥当)系统

的蛋白质鉴定数据库选择的策略*
本研究对现有的蛋白质数据库进行了调研和比

较$结果表明$人类蛋白质数据库很不完善$但其他

物种的蛋白质数据对人类蛋白质数据的补充非常有

限$而人类基因组中还存在着对当前人类蛋白质数

据库的补充空间*
基于这些比较研究$我们提出了蛋白质鉴定的

分步搜索 策 略*这 种 策 略 首 先 用 一 个 质 量 相 对 较

高$覆盖率较大的数据库进行基本的蛋白质鉴定$以
便获得大部分较可靠的鉴定结果%随后搜索其他蛋

白质数据库$并用较高的阈值$以进行补充鉴定或新

蛋白质挖掘*这样做的优点一方面可以实现大部分

搜索结果的可靠性$另外一方面可以实现较完全的

蛋白质鉴定*
对现有数据库的比较研究的结果表明$R<R数据

库具有数据质量较高)覆盖率较大等诸多优点$比较

符合基本蛋白质鉴定的需求*而由于R<R自身的不

完全性$为了尽可能利用质谱数据$需要进行额外的

补充鉴定及新蛋白质的挖掘*而对于搜索其他数据

库$由于数据量增大$因此需要较高的标准确认此结

果$同时对于预测蛋白质或没有蛋白质序列报道的

核酸序列$还需要进行进一步的确认*
蛋白质鉴定的分步搜索策略适用于大规模的蛋

白质组表达谱研究*如果只是为了在某个实验中鉴

定个别蛋白质$可以参考这种策略并根据具体情况

进行相应的调 整*此 外$对<JN类 型 的 数 据$所 获

得的是蛋白质酶切肽段谱$而非串联质谱数据的肽

段测序$故而一般只进行基本的蛋白质鉴定$如果也

采取补充鉴定和新蛋白质挖掘的策略$其结果需要

特别谨慎!因为新蛋白质可能只有部分肽段是可靠

的$但很难实现全长都 是 可 靠 的$而<JN是 基 于 全

长蛋白质或大部分序列鉴定的"*
对复合数据库搜索结果分析时发现不少已知蛋

白质的变异形式$包括氨基酸变异)非特异性切割)
可变剪接 等*由 于R<R中 没 有 收 录 这 些 序 列$无 法

鉴定这些结果$因此这种策略也能被用于鉴定已知

蛋白质的其他形式*这些蛋白质的其他形式中有些

是信号肽被切除后的蛋白质!属于有规律的切割产

物"$这些问题可能在随后的工作中从数据库的构建

或搜索软件的设计上解决*
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