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基于质谱的植物蛋白质组学研究方法

秦 爱ꎬ 郑晓敏ꎬ 王 坤∗

(武汉大学生命科学学院ꎬ 武汉 ４３００７２)

摘　 要: 基于质谱的植物蛋白质组学研究方法ꎬ 从定性和定量蛋白质组学两个方向进行了归纳总结ꎬ 并对近年来

出现的靶向蛋白质组学、 ＤＩＡ / ＳＷＡＴＨ 技术、 化学蛋白质组学ꎬ 以及多组学联合分析等蛋白质组学研究的新技

术、 新方法和新应用进行了综述ꎮ
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　 　 蛋白质组学概念最早在 １９９４ 年由澳大利亚的

Ｍａｒｃ Ｗｉｌｋｉｎｓ 等提出ꎬ 即以蛋白质组为对象ꎬ 研究

细胞、 组织或生物体全套的蛋白质组成及其变化规

律的学科ꎬ 并将其定义为“一种基因组所表达的全

部蛋白质”ꎮ 蛋白质组学本质上指的是在大规模水

平上研究蛋白质的特征ꎬ 包括蛋白质的表达水平ꎬ
翻译后修饰的种类ꎬ 蛋白与蛋白的相互作用等ꎬ 从

整体水平上研究蛋白质的组成和调控规律ꎮ
蛋白质组学最初的研究是通过双向凝胶电泳

(２Ｄ￣ＰＡＧＥ: Ｔｗｏ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ)和氨基酸序列测定(Ｅｄｍａｎ 化学

降解法)实现ꎬ 但因其具有通量和敏感度低、 重复

性差的缺点ꎬ 现在的研究已基本不再使用ꎮ 随着

２０１２ 年世界上第一台质谱仪的出现ꎬ 更高分辨率

和灵敏度的质谱设备不断涌现ꎬ 与此同时质谱数据

分析软件也得到了很好的开发[１ꎬ２]ꎬ 这些都为蛋白

质组学研究的进一步发展提供了良好的软硬件基

础ꎮ 因此目前大多数蛋白质组学研究都依靠质谱技

术完成ꎬ 质谱分析也成为植物系统生物学研究中不

可缺少的重要手段[３]ꎮ 基于质谱的蛋白质组学研

究一般包含以下 ７ 个步骤: (１) 蛋白质样本抽提ꎻ
(２) 蛋白质初步分离纯化ꎻ (３) 蛋白质胰蛋白酶酶

解(也可用其他酶代替[４])ꎻ (４) 肽段加以标记 /富
集(可选步骤)ꎻ (５) 高效液相色谱进行肽段预分



离ꎻ (６) ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 质谱检测ꎻ (７) 数据库搜索

鉴定(开源软件: ＭａｘＱｕａｎｔ[１] 和 ＳｅａｒｃｈＧＵＩ[２] 等ꎻ
商 业 化 软 件: Ｍａｓｃｏｔ、 ＰｒｏｔｅｉｎＰｉｌｏｔ、 Ｐｒｏｔｅｏｍｅ
Ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｒ 等ꎻ 蛋白质数据库可以从官网或 Ｕｎｉ￣
ｐｒｏｔ[５]数据库下载)ꎮ

１　 基于质谱的常用研究方法

蛋白质组学研究可分为定性蛋白质组学和定量

蛋白质组学ꎮ
定性蛋白质组学研究一般有 ３ 种策略: Ｔｏｐ

ｄｏｗｎ、 Ｍｉｄｄｌｅ ｄｏｗｎ 和 Ｂｏｔｔｏｍ ｕｐ[６ꎬ７]ꎮ Ｔｏｐ
ｄｏｗｎ 是指从一个完整的蛋白出发ꎬ 不对蛋白进行

酶解操作ꎬ 直接在质谱中进行碎片化ꎬ 通过对碎片

分子的检测推导蛋白质的序列ꎮ Ｍｉｄｄｌｅ ｄｏｗｎ 是采

用不同于胰蛋白酶的生物酶对蛋白质进行酶解ꎬ 得

到较长的肽段ꎬ 再将长片段肽段进行质谱分析ꎮ
Ｂｏｔｔｏｍ ｕｐ 则是蛋白质研究领域常说的“鸟枪法”ꎬ
蛋白酶将蛋白质在特定位点切断成长度合适的肽

段ꎬ 肽段进入质谱进行检测ꎬ 最后通过检测到的谱

图推测肽段信息ꎬ 再推测蛋白质的序列信息[８]ꎮ
“鸟枪法”一次鉴定可获得巨量谱图ꎬ 即高通量的

多肽和蛋白质信息ꎬ 在蛋白质组学研究中被大多数

研究者选用[８ꎬ９]ꎬ 而 Ｔｏｐ ｄｏｗｎ 和 Ｍｉｄｄｌｅ ｄｏｗｎ 策

略的使用率较低ꎮ
定量蛋白质组学研究方法可以分为 ２ 类: (１)

绝对定量ꎬ 即在蛋白质酶解成多肽以后加入已知含

量的稳定同位素标记肽段ꎬ 通过对样本中肽段和标

记肽段的信号强度的比较ꎬ 确定样本中肽段的绝对

含量ꎬ 从而定量到蛋白质的绝对含量ꎮ 因为植物中

已知的生物学标志物较少ꎬ 而且绝对定量的成本很

高ꎬ 所以这项技术在植物蛋白质组学研究中应用不

多ꎬ 只在拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ Ｌ.)转基因

植株[１０]和玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌ.)脂质转运蛋白[１１] 等

研究中有所应用ꎬ 且只局限在某种蛋白质的绝对定

量ꎻ (２) 相对定量ꎬ 即在不同样本酶解后的多肽上

加以不同标记ꎬ 再通过对所加标记进行定量来比较

样本间的蛋白质差异ꎮ 主要的标记方法有 ３ 种: 代

谢标记定量(Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｌａｂｅｌｉｎｇ)、 化学标记定量

(Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｌａｂｅｌｉｎｇ)和非标记定量(Ｌａｂｅｌ￣ｆｒｅｅ)ꎮ
因为定量方式的选择较多ꎬ 而且无样本偏向性ꎬ 因

此在植物中应用极为普遍ꎮ

１􀆰 １　 定量蛋白质组学———代谢标记

稳点同位素体内标记法可以通过动植物代谢过

程中对营养物质的吸收实现蛋白质的体内标记ꎬ 被

称为代谢标记定量ꎮ 在动物细胞研究中首创的 ＳＩ￣
ＬＡＣ(Ｓｔａｂｌｅ ｉｓｏｔｏｐｅ ｌａｂｅｌｉｎｇ ｗｉｔｈ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｉｎ
ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ) [１２]方法是通过对 ２ 组动物细胞加以稳

点同位素标记的必需氨基酸(赖氨酸或精氨酸等)
标记蛋白质ꎬ 再将一级质谱中形成的一对同位素峰

进行比较ꎬ 从而获得蛋白质的相对定量结果[１３]ꎮ
根据植物营养吸收的特点ꎬ 植物蛋白质组学研究者

开发出１５Ｎ 稳定同位素标记法ꎬ 该方法分别采用
１５Ｎ 和１４Ｎ 作为唯一氮源的培养基来培养植物组织

或植株ꎬ 实现了植物蛋白质的同位素体内标记定

量[１４ꎬ１５]ꎮ
１􀆰 ２　 定量蛋白质组学———化学标记

化学标记是一种对肽段引入化学基团的标记方

式ꎬ 现在主流的标记技术有: 稳定同位素双甲基化

标记[１６]、 ｉＴＲＡＱ ( Ｉｓｏｂａｒｉｃ ｔａｇｓ ｆｏｒ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｎｄ
ａｂｓｏｌｕｔｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ) [１７]和 ＴＭＴ(Ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ
ｔａｇｓ)标记[１８]ꎮ 双甲基化标记是将样本中肽段的 Ｎ
端和赖氨酸的侧链上标记一个双甲基化基团ꎬ 并通

过它们引入不同的稳定同位素ꎬ 使得不同样本的相

同肽段之间发生一个至少 ４ Ｄａ 的差异ꎬ 从而在质

谱检测中形成一对质荷比偏移的同位素峰ꎬ 再通过

峰的强度定量出肽段的相对表达量ꎮ ｉＴＲＡＱ 和

ＴＭＴ 两种试剂的定量原理一致ꎬ 均由 ３ 部分组成:
质量报告基团、 质量标准化基团和氨基反应基团ꎮ
以 ＴＭＴ 六标标记为例: 质量报告基团有 ６ 种不同

的分子量ꎬ 同时也有 ６ 种不同分子量的质量标准化

基团与质量报告基团匹配ꎬ 使 ２ 个基团的分子量之

和保持一致ꎬ 氨基反应基团能与肽段 Ｎ 端及赖氨

酸侧链氨基发生共价连接使肽段连上标记ꎮ 一级质

谱中ꎬ 不同样品中的同一肽段表现出相同的质荷

比ꎬ 但经过碰撞室的进一步碎裂之后ꎬ 质量报告基

团和质量标准化基团之间的键断裂释放出 ＴＭＴ 报

告离子ꎬ 从而在二级质谱低质量区形成 ６ 个 ＴＭＴ
报告离子峰ꎬ 其强度反应了该肽段在不同样品中的

表达量ꎬ 经过数据库检索后得到蛋白质的相对定量

信息ꎮ 目前稳定同位素双甲基标记可以同时标记

２ ~ ３ 个样本ꎬ 商业化试剂盒有 ｉＴＲＡＱ 四标、
ｉＴＲＡＱ 八标、 ＴＭＴ 六标和 ＴＭＴ 十标ꎬ 因此化学标

记技术可以在一次实验中实现较多样本间的相对定
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量ꎬ 而且准确性、 重复性相对较好ꎬ 没有样本偏向

性ꎬ 所以在植物蛋白质组学的研究中应用比例最

大ꎬ 广泛应用于样本间差异蛋白质的筛选[９ꎬ１９]ꎮ
１􀆰 ３　 定量蛋白质组学———非标记定量

非标记定量是一种不对蛋白质进行任何标记的

定量方式[２０]ꎮ 将实验组和对照组进行平行的样本

前处理ꎬ 无需进行样本的等量混合ꎬ 而是分开进行

各自的质谱检测ꎬ 得到原始谱图信息后根据谱图计

数或质谱离子强度统计的方法进行相对定量ꎬ 目前

非标 定 量 数 据 解 析 较 好 的 分 析 软 件 是 Ｍａｘ￣
Ｑｕａｎｔ[１ꎬ２１]ꎮ 理论上ꎬ 非标记定量可用于任何样本

的蛋白质定量分析ꎬ 如果实验条件较为稳定ꎬ 还可

以对不同来源的同一样本的定量数据进行互相比

较ꎬ 数据移植性较高ꎬ 这是标记定量无法实现的ꎬ
但是非标记定量在实际应用上还有诸多不足ꎮ 由于

实验组和对照组的样本前处理是分开进行的ꎬ 虽然

是平行实验ꎬ 但是引入的差异仍然较大ꎬ 重复性较

差ꎬ 而且二者需要分开进行质谱检测ꎬ 得到原始数

据后需要将 ２ 组谱图根据肽段洗脱时间和质荷比进

行匹配ꎬ 因此对实验操作及质谱仪的分辨率、 灵敏

度和稳定性等均有极高的要求ꎮ 诸多因素导致非标

记定量的准确性和可靠性较标记定量而言较差ꎬ 但

因为非标记定量没有样本限制ꎬ 且数据具有可移植

性ꎬ 所 以 在 拟 南 芥[２２]ꎬ 番 茄 ( Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎ
ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ Ｍｉｌｌ.) [２３]ꎬ 玉米[２４]和水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉ￣
ｖａ Ｌ.) [２５]等植物的蛋白质组学研究中得到一定的

应用ꎮ

２　 新兴研究方法———靶向蛋白质组学

传统基于质谱的植物蛋白质组学研究是从全

蛋白质组水平中发现差异蛋白ꎬ 但当研究目的变

为精确定量特定少数目标蛋白的变化时ꎬ 靶向蛋

白质组学[２６]应运而生ꎮ 靶向蛋白质组学最早被广

泛应用于医学领域的生物标志物(Ｂｉｏ￣ｍａｒｋｅｒ) 开

发[２７] ꎮ 其检测通量虽不高ꎬ 但可在大量的样本

中ꎬ 高度稳定和特异性地检测几十或几百个靶标

蛋白质的变化ꎮ 靶向蛋白质组学技术分为 ３ 大类:
ＳＲＭ ( Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒ) / ＭＲＭ (Ｍｕｌｔｉ
ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒ ) [２８]、 ＰＲＭ ( Ｐａｒａｌｌｅｌ ｒｅａｃｔｉｏｎ
ｍｏｎｉｔｏ) [２９ꎬ３０] 和 ＤＩＡ (Ｄａｔａ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｃｑｕｉｓｉ￣
ｔｉｏｎ) / ＳＷＡＴＨ (Ｓｅｑｕｅｎｔｉａｌ ｗｉｎｄｏｗｅｄ ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ
ｏｆ ａｌｌ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｉｏｎｓ) [３１]ꎮ 值得一提的

是ꎬ 因为 ＤＩＡ / ＳＷＡＴＨ 定量蛋白质组学技术可以应

用于靶向和非靶向蛋白质组学研究ꎬ 在鉴定特定复

合体或特定蛋白质变化的时候ꎬ 可以认为是靶向蛋

白质组学的应用ꎻ 在鉴定非目标性群体蛋白质时则

可以归类于非靶向蛋白质组学技术ꎬ 所以分类比较

模糊ꎬ 主要根据研究者的应用方向而定ꎮ
２􀆰 １　 ＳＲＭ / ＭＲＭ

ＳＲＭ 和 ＭＲＭ 通常在三重四级杆质谱仪中完

成ꎬ 通过对某蛋白质特定肽段的母离子和子离子进

行监控达到定量的效果ꎮ 研究者需要预先在第一个

四级杆中设定肽段母离子的大小ꎬ 只有符合要求的

母离子才可以进入第二个四级杆进行碎裂ꎬ 碎裂形

成的碎片进入第三个四级杆后也只有符合特定大小

的子离子才可以被质量检测器检测到ꎬ 然后通过肽

段信号的强弱得到蛋白质的相对定量结果ꎮ ＭＲＭ
和 ＳＲＭ 的区别在于 ＳＲＭ 只选择一个肽段离子进

行监测ꎬ ＭＲＭ 则同时选择多个一起监测ꎮ
２􀆰 ２　 ＰＲＭ

ＰＲＭ 是 ＳＲＭ / ＭＲＭ 的衍生技术ꎬ 需要在高精

度的 Ｏｒｂｉｔｒａｐ 质谱仪上完成ꎬ 它与 ＳＲＭ / ＭＲＭ 的

区别在于 ＰＲＭ 只需要预先设置肽段母离子的大

小ꎬ 因为 Ｏｒｂｉｔｒａｐ 的高精度和高灵敏性ꎬ 可以使

母离子的所有子离子被准确地测定ꎬ 所以在拥有仪

器支持的前提下ꎬ 使用 ＰＲＭ 做靶向蛋白质组学研

究更为便捷和准确ꎮ
２􀆰 ３　 ＤＩＡ

传统的数据采集模式是 ＤＤＡ (Ｄａｔａ ｄｅｐｅｎ￣
ｄｅｎｔ ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ)ꎬ 质谱根据肽段母离子的强度依

次选择 １０ ~ ２０ 个强度最大的母离子进入二级质谱

分析ꎬ 这就导致了大量母离子的丢失ꎬ 而且二级谱

图在鉴定的过程中也仅有少量谱图得到充分的鉴

定ꎬ 大部分谱图得不到很好的利用[３２]ꎮ ＤＩＡ 是质

谱的另外一种数据采集模式ꎬ 指在一级质谱中均匀

地采集质量范围内每个窗口的肽段信息ꎬ 不对母离

子进行限制性筛选ꎬ 信息不会有所遗漏ꎬ 所以 ＤＩＡ
具有较高的准确性和可重复性ꎬ 弥补了 ＤＤＡ 检测

重复性和覆盖率不高以及低丰度蛋白质丢失较大的

弊端ꎮ 因为 ＤＩＡ 不对母离子进行筛选ꎬ 加上一次

谱图采集所开的窗口较大ꎬ 所以进入二级质谱的肽

段较多ꎬ 会产生极其复杂的碎片离子ꎬ 对后续的数

据分析形成了巨大的挑战ꎮ 因为 ＤＩＡ 采集的谱图

数量巨大ꎬ 如果用传统的数据库鉴定方法ꎬ 将理论
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谱图和采集的谱图进行匹配ꎬ 将会漏掉很多有用信

息ꎬ 也不方便控制准确率ꎬ 所以 ＤＩＡ 的数据处理ꎬ
必须先通过 ＤＤＡ 方法收集大批量的高质量谱图ꎬ
再将这些高可信度的背景谱图和 ＤＩＡ 采集谱图进

行相互匹配ꎬ 才可以很好地鉴定 ＤＩＡ 采集到的肽

段信息[３３]ꎮ 高质量 ＤＤＡ 谱图数据库是挖掘 ＤＩＡ
中隐藏信息的必要前提ꎬ 但现有的植物谱图信息还

不够全面ꎬ 所以研究者一般需要自行构建一个谱图

数据库以供 ＤＩＡ 数据分析使用ꎮ
２􀆰 ４　 ＳＷＡＴＨ

ＳＷＡＴＨ 技术是 ＤＩＡ 方法的一个代表性应用技

术ꎮ 该技术是由瑞士苏黎世联邦理工学院的 Ｒｕｅｄｉ
Ａｅｂｅｒｓｏｌｄ 博士及其团队与 ＳＣＩＥＸ 公司合作ꎬ 在

２０１２ 年将该技术实现了商业化ꎮ 目前支持 ＳＷＡＴＨ
分析的质谱仪只有 ＳＣＩＥＸ 公司开发的 Ｔｒｉｐｌｅ￣ＴＯＦ
５６００＋和 Ｔｒｉｐｌｅ￣ＴＯＦ ６６００＋ꎮ 其基本原理是: 设置

母离子的质荷比所在范围(常见扫描范围为 ４００ ~
１２００ Ｄａｌｔｏｎ)ꎬ 再将扫描范围划分为每 ２５ Ｄａｌｔｏｎ
一个窗口ꎬ 随后通过超高速的扫描来依次获得每个

窗口内全部离子的所有碎片信息[３１]ꎮ ＳＷＡＴＨ 技术

具有极高的重复性和灵敏度ꎬ 定量的准确性也非常

好ꎬ 且对样本没有偏向性ꎬ 但一次能定量到的蛋白

质只能达到约 ２０００ 个ꎬ 因此可以应用于植物样本

的蛋白质数目不是特别多ꎬ 但需要鉴定的信息极其

全面的研究中ꎮ 目前已有研究者使用多组实验数据

对 ＳＷＡＴＨ 技术的重现性和准确性等参数进行了评

估[３４]ꎬ ＳＷＡＴＨ 技术的发明者也研究出了构建

ＳＷＡＴＨ 分析所需的高质量 ＤＩＡ 数据库的方法[３３]ꎬ
同时也有大量 ＤＩＡ 数据分析软件被研发出来ꎬ 如

ＯｐｅｎＳＷＡＴＨ[３５]、 Ｓｋｙｌｉｎｅ[３６]、 ＤＩＡ￣Ｕｍｐｉｒｅ[３７] 和

Ｓｐｅｃｔｒｏｎａｕｔ[３８ꎬ３９]等ꎬ 应用前景十分广阔ꎮ
靶向蛋白质组学因其准确性和无样本偏向

性ꎬ 可以很好的应用于植物蛋白质组学研究ꎬ 例

如: (１) 使用某种刺激对植物处理不同的时间ꎬ
然后分别提取不同时间和不同组织的全蛋白ꎬ 监

控响应蛋白的动态变化ꎬ 从而研究激素响应蛋白

的变化模式[４０]ꎻ (２) 使用 ＡＰ (Ａｆｆｉｎｉｔｙ ｐｕｒｉｆｉｃａ￣
ｔｉｏｎ) ￣ＳＷＡＴＨ 进行蛋白质复合体的挖掘ꎬ 采用亲

和纯化技术将目标靶蛋白及其相互作用的蛋白从样

本中特异性富集出来ꎬ 在准确富集到蛋白质复合体

之后ꎬ 结合 ＳＷＡＴＨ 定量技术实现精准鉴定[４１－４３]ꎻ
(３) 因为 ＳＷＡＴＨ 技术不丢失区间内的任何信息ꎬ

因此可以进行植物样本中低丰度蛋白质的定性或定

量分析ꎬ 有助于构建更完善的植物蛋白质表达

谱[４４]ꎮ

３　 新兴研究方法———化学蛋白质组学

蛋白质组学研究不仅在传统的生物学基础研究

中发挥重要作用ꎬ 还为生物药的研发提供技术支

撑[４５]ꎮ 在新药开发过程中ꎬ 研究者需要在受试样

本中进行药物靶标蛋白的筛选ꎮ 因为药物小分子和

靶标蛋白质结合后ꎬ 会引起靶标蛋白表达量的变

化ꎬ 所以借助蛋白质组学的定量方法对参考组和实

验组进行动态比较可以从中筛选出表达量变化较大

的蛋白作为候选靶标ꎬ 随后再从药物与靶标的相互

作用、 中靶或脱靶反应等方面对药物和靶标的行为

进行进一步的验证[１９ꎬ４６]ꎮ
２０１３ 年ꎬ 瑞典卡罗林斯卡医学院的研究人员

开发出了一种可以直接检测药物与靶标蛋白结合及

结合强度的方法———ＣＥＴＳＡ (Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｔｈｅｒｍａｌ ｓｈｉｆｔ
ａｓｓａｙ) [４７]ꎮ ＣＥＴＳＡ 方法利用了当药物分子与目标

蛋白质结合时ꎬ 靶标蛋白质会变得具有更好的热稳

定性的特点ꎮ 其主要原理是: (１) 通过对不同温度

下蛋白质折叠程度的测量得到蛋白质的热稳定曲

线ꎬ 从而了解药物和靶标蛋白相互作用的强弱[４８]ꎻ
(２) 保持温度恒定ꎬ 测定不同药物浓度下的蛋白质

热稳定曲线ꎬ 了解不同剂量药物对靶标蛋白所带来

的影响ꎻ (３) 保持温度恒定ꎬ 对不同处理时间的靶

标蛋白质绘制热稳定曲线ꎬ 从而获得药物进入细胞

和靶标蛋白进行相互作用的时间ꎮ 借助上述 ３ 种方

法ꎬ ＣＥＴＳＡ 可以对靶标蛋白的药物靶点进行验证ꎬ
监测药物转运、 活化、 脱靶效应、 癌细胞株耐药性

等ꎬ 还可以了解药物在组织中的分布情况[４７]ꎬ 为

药物设计与优化提供了高价值的研究方法ꎮ ２０１４
年 Ｓａｖｉｔｓｋｉ 等[４９]巧妙地将 ＣＥＴＳＡ 与蛋白质组学技

术结合开发了高通量的药物靶标鉴定方法ꎬ 实现了

细胞全蛋白质组范围内的药物靶标和下游影响因子

的同时监测ꎬ 克服了传统 ＣＥＴＳＡ 监控蛋白数目单

一的缺点ꎬ 极大提高了实验的通量ꎮ
和动物细胞中的药物靶标筛选原理一致ꎬ 同样

的研究思路也可以应用到植物研究中[５０]ꎮ 细菌、
病毒、 小分子和激素等对植物的刺激影响分析ꎬ 研

究者也可以从蛋白质组学的角度出发ꎬ 应用类似化

学药物靶标鉴定的质谱检测技术ꎬ 从植物全蛋白水

３７４　 第 ３ 期　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 秦 爱等: 基于质谱的植物蛋白质组学研究方法



平挖掘靶标蛋白质分子ꎬ 并借助 ＣＥＴＳＡ 对其相互

作用进行进一步的验证ꎮ 该方法在植物蛋白质组学

研究中具有很好的应用前景ꎮ

４　 蛋白质组学与其他组学相结合的复合型

研究方法

　 　 仅仅依靠蛋白质组学对生物系统进行探究不够

全面ꎬ 所以与其他组学研究进行良好的结合可以达

到更系统的分析效果ꎮ
４􀆰 １　 蛋白质组学与翻译后修饰组学结合

许多生命进程不仅需要蛋白质表达强度的控

制ꎬ 还需要翻译后修饰的精准调控ꎬ 所以将蛋白质

组学和翻译后修饰蛋白质组学进行整合分析将有助

于理解蛋白质调控的多样性ꎮ 由于自然状态下ꎬ 发

生翻译后修饰的蛋白质在样本中含量较低而且分布

范围较广ꎬ 但质谱检测对上样量有一定的要求ꎬ 所

以在质谱检测前需要进行亲和富集、 多维分离等操

作ꎮ 翻译后修饰因为需要良好的富集技术和更高灵

敏度、 更高精度的质谱仪ꎬ 因此研究受到一定程度

的限制ꎬ 目前只集中在修饰类型和修饰位点变化的

鉴定上ꎬ 而不是更精准的鉴定其修饰程度变化ꎮ 目

前研究方法相对成熟的有磷酸化修饰ꎬ 糖基化修饰

和泛素化修饰等ꎬ 其中应用最多的是蛋白质组学和

磷酸化蛋白质组学整合分析的方法ꎬ 已广泛应用于

水稻[５１ꎬ５２]、 小麦 ( Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ.) [５３] 和玉

米[５４]等植物ꎮ 研究者从各个修饰水平和常规的蛋

白质表达水平分别解释蛋白质的动态变化ꎬ 从而对

植物信号通路调控进行更深入的研究[５５ꎬ５６]ꎮ
４􀆰 ２　 蛋白质组学与基因组学、 转录组学、 翻译后

修饰组学结合

２０１４ 年 Ｎａｔｕｒｅ 杂志连续发表的 ３ 篇关于人类

蛋白质组学的文章在蛋白质组学领域引起了很大轰

动ꎬ 该研究将蛋白质组学与基因组学、 转录组学、
翻译后修饰组学相结合形成了一种复合型研究方

法[５７－５９]ꎮ 因为传统的蛋白质组学鉴定过程中所使

用的数据库一般只包含基因组组装注释的蛋白质信

息ꎬ 这样便限制了从谱图中挖掘新信息的可能ꎮ 因

此研究学者们开始尝试将各个组学进行有机结合ꎬ
以期得到更全面完整的分析结果ꎮ 一项关于人类蛋

白质组学草图的研究中ꎬ 研究者除了使用传统的蛋

白质序列数据库外ꎬ 还构建了其余的 ６ 种数据库:
参考基因组六框翻译数据库、 转录组三框翻译数据

库、 假基因三框翻译数据库、 非编码 ＲＮＡ 三框翻

译数据库、 蛋白质 Ｎ 末端序列数据库和蛋白质信

号肽序列数据库[５７]ꎮ 多蛋白数据库的使用和多组

学的结合ꎬ 使研究者可以从质谱结果中利用更多谱

图信息来挖掘出更多隐藏的肽段信息ꎮ 研究结果除

了鉴定到大量编码基因的蛋白质产物以外ꎬ 还鉴定

到了一些新的信号肽剪切位点、 ＯＲＦ、 ｕＯＲＦ、 蛋

白质 Ｎ 端序列等[５７]ꎮ 同样是人类蛋白质组学的相

关研究ꎬ 癌症虽然被认为是基因组疾病ꎬ 但是行使

破坏功能的主体是蛋白质ꎬ 因此 Ｚｈａｎｇ 等[６０] 通过

整合蛋白质组学与基因组学、 转录组学、 磷酸化蛋

白质组学的方法ꎬ 从多个角度尝试解析高级别浆液

性卵巢癌中可能的关键性蛋白和潜在的作用机制ꎮ
植物和动物或其他模式生物相比ꎬ 可用的数据

库较少ꎬ 可能无法挖掘蛋白质 Ｎ 端序列和信号肽

序列等信息ꎬ 但是结合已有的基因组学、 转录组

学、 翻译后修饰组学相关数据进行分析ꎬ 也可以给

我们提供巨大的数据基础ꎮ ２００８ 年ꎬ Ｂａｅｒｅｎｆａｌｌｅｒ
等[６１]使用基因组、 转录组和蛋白质组结合的分析

方法对拟南芥进行了深度挖掘ꎬ 该研究的主要工作

包括: (１) 构建高密度的拟南芥蛋白质组谱图和定

量蛋白质组谱图ꎻ (２) 分析基因在转录组水平和蛋

白质水平上的表达相关性ꎬ 再根据各个组织的蛋白

质表达情况分析组织之间的相似性ꎻ (３) 将基因组

六框翻译后进行谱图匹配来识别基因组上未被注释

的蛋白质编码区ꎬ 从而帮助修正基因组注释结果ꎮ
该研究以复合型的组学研究方法ꎬ 提高了对拟南芥

特定组织或器官中基因表达控制和基因组活性的认

识ꎮ Ｍａｒｘ 等[６２]在苜蓿(Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ Ｌ.)的研

究中ꎬ 通过定量蛋白质组学和转录组学、 翻译后修

饰蛋白质组学的结合分析ꎬ 找到了苜蓿多部位共表

达的核心蛋白质组和参与根瘤生长调控的关键蛋白

质组ꎬ 深入揭示了豆科(Ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｅ)植物与根

瘤菌(Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ)之间的共生机制ꎮ Ｗａｌｌｅｙ 等[６３]

在玉米的研究中ꎬ 同样从定量蛋白质组学、 转录组

学、 翻译后修饰蛋白质组学 ３ 个角度进行了信息挖

掘ꎬ 整合 ３ 个表达水平的数据完成了表达网络构建

和基因调控网络构建ꎬ 该网络的构建是预测全系统

范围内的单个基因功能的重要工具ꎮ
４􀆰 ３　 蛋白质组学与代谢组学结合

在组学研究领域ꎬ 代谢组学是最为复杂的研究

领域之一ꎬ 代谢物是细胞调控过程的最终产物ꎬ 它
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们的种类和数量的变化代表了生物系统对基因或者

环境变化做出的响应ꎮ 研究者需要对大量小分子、
初级代谢物和次级代谢物等进行定量ꎬ 得到大量的

数据集后借助较为完善的代谢组学数据库进行相应

的鉴定工作ꎮ 蛋白质组学与代谢组学的结合ꎬ 可以

很好地对植物体内更细微的反应进行探究ꎬ 已应用

于植物药的研究[６４]ꎬ 以及缺氧条件下水稻和小麦

胚芽鞘的差异反应等研究中[６５]ꎮ
在所有的整合分析方法当中ꎬ 将蛋白质组学与

基因组学、 转录组学、 翻译后修饰组学进行整合分

析所占比例较大ꎮ 蛋白质组学与基因组学结合可以

帮助鉴定新的基因编码区和对已有的基因编码区进

行修正ꎻ 蛋白质组学与转录组学结合不仅可以鉴定

样本间的差异蛋白质和构建植物的表达网络ꎬ 还可

以借助转录本的多样性和蛋白质证据的直接性挖掘

更多的蛋白质异构体ꎬ ｍＲＮＡ 可变剪切和 ｕＯＲＦ
等事件ꎻ 蛋白质组学和翻译后修饰组学结合则可以

更充分的解释信号通路上蛋白质的精准调控ꎮ 近年

来植物多组学研究越来越多ꎬ 多组学数据分析也有

了专业分析平台的支撑[６６]ꎬ 从多个组学的角度对

植物特征进行解析ꎬ 可以帮助我们更系统地理解植

物生物学ꎮ

５　 小结与展望

综上所述ꎬ 基于质谱的植物蛋白质组学研究内

容包含以下几个方面ꎬ 构建植物蛋白质表达谱ꎻ 鉴

定差异表达蛋白质(差异来源: 野生型植株和突变

体植株、 正常植株和非生物胁迫植株、 抗性植株和

敏感植株等)ꎻ 靶向蛋白质组学对目标蛋白进行精

准定量和蛋白质复合体鉴定ꎻ 与其他组学研究结合

深度挖掘物种特征和信号调控网络ꎮ
目前基于质谱的植物蛋白质组学研究方法有:

(１) 定性分析ꎻ (２) 相对定量或绝对定量分析ꎻ
(３) 靶向蛋白质组学分析ꎻ (４) 化学蛋白质组学分

析ꎻ (５) 多组学复合型分析ꎮ 各个研究方法之间不

存在明确界限ꎬ 可以根据研究需要选择一个或多个

研究方法进行使用ꎬ 组合方式较多ꎬ 如多组学复合

分析中蛋白质组学数据可以进行相对或绝对定量ꎻ
靶向蛋白质组学可以对目的蛋白进行定性或定量分

析ꎻ 非标记定量和 ＳＷＡＴＨ 检测结合分析[６７]ꎻ 传

统 ＤＤＡ 数据采集和 ＤＩＡ 技术结合分析[６８]ꎮ
随着测序技术的飞速发展ꎬ 越来越多植物进行

了全基因组测序ꎬ 为植物蛋白质组学研究奠定了良

好的数据基础ꎮ 据不完全统计ꎬ 约 ６６ 种植物完成

了全基因组测序工作ꎬ 除了可以从各自的官网得到

测 序 文 件 外ꎬ 还 可 以 从 ＰＬＡＺＡ[６９]、 Ｐｈｙｔｏ￣
ｚｏｍｅ[７０]、 Ｅｎｓｅｍｂｌ Ｐｌａｎｔｓ[７１]等植物数据库网站进

行数据查询和下载ꎮ 蛋白质组学可以广泛应用于植

物研究中的作物改良[７２]、 信号响应、 差异鉴定和

系统生物学等各领域ꎬ 是植物生物学研究过程中必

须进行挖掘探索的环节ꎮ 随着人力和物力资源的大

量投入ꎬ 基于质谱的植物蛋白质组学的研究方法和

研究方向将日渐完善ꎬ 有利于更好地理解植物的各

项生命活动ꎮ
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ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｌａｂｅｌｉｎｇ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ [ Ｊ ] . Ａｎａｌ

Ｃｈｅｍꎬ ２００３ꎬ ７５(２４): ６８４３－６８５２.

[１７] 　 Ｕｎｗｉｎ ＲＤ. Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂｙ ｉＴＲＡＱ[ Ｊ] . Ｍｅ￣

ｔｈｏｄｓ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌꎬ ２０１０ꎬ ６５８: ２０５－２１５.
[１８] 　 Ｄａｙｏｎ Ｌꎬ Ｓａｎｃｈｅｚ ＪＣ. Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｂｙ

ＭＳ / ＭＳ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｔａｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ[ Ｊ] . Ｍｅ￣

ｔｈｏｄｓ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌꎬ ２０１２ꎬ ８９３: １１５－１２７.

[１９] 　 Ｓｃｈｅｎｏｎｅ Ｍꎬ Ｄａｎｃｉｋ Ｖꎬ Ｗａｇｎｅｒ ＢＫꎬ Ｃｌｅｍｏｎｓ ＰＡ. Ｔａｒｇｅｔ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ ｉｎ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｂｉｏｌｏｇｙ
ａｎｄ ｄｒｕｇ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ [ Ｊ] . Ｎａｔ Ｃｈｅｍ Ｂｉｏｌꎬ ２０１３ꎬ ９ ( ４):

２３２－２４０.
[２０] 　 Ｗｏｎｇ ＪＷꎬ Ｃａｇｎｅｙ Ｇ. Ａｎ ｏｖｅｒｖｉｅｗ ｏｆ ｌａｂｅｌ￣ｆｒｅｅ ｑｕａｎｔｉｔａ￣

ｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ｂｙ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ [ Ｊ] .

Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌꎬ ２０１０ꎬ ６０４: ２７３－２８３.
[２１] 　 Ｃｏｘ Ｊꎬ Ｈｅｉｎ ＭＹꎬ Ｌｕｂｅｒ ＣＡꎬ Ｐａｒｏｎ Ｉꎬ Ｎａｇａｒａｊ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ.

Ａｃｃｕｒａｔｅ ｐｒｏｔｅｏｍｅ￣ｗｉｄｅ ｌａｂｅｌ￣ｆｒｅｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｂｙ ｄｅ￣
ｌａｙｅｄ ｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍａｘｉｍａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｒａｔｉｏ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
[Ｊ] . Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓꎬ ２０１４ꎬ １３(９): ２５１３－２５２６.

[２２] 　 Ａｒｓｏｖａ Ｂꎬ Ｚａｕｂｅｒ Ｈꎬ Ｓｃｈｕｌｚｅ ＷＸ. Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎꎬ ｐｒｏｔｅｏｍｅ
ｃｏｖｅｒａｇｅꎬ ａｎｄ ｄｙｎａｍｉｃ ｒａｎｇｅ ｏｆ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｐｒｏｔｅｏｍｅ

ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｕｓｉｎｇ １５Ｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｌａｂｅｌｉｎｇ ａｎｄ ｌａｂｅｌ￣ｆｒｅｅ ａｐ￣
ｐｒｏａｃｈｅｓ[Ｊ] . Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓꎬ ２０１２ꎬ １１(９): ６１９－

６２８.

[２３] 　 Ｓｕｎ ＱＱꎬ Ｚｈａｎｇ Ｎꎬ Ｗａｎｇ ＪＦꎬ Ｃａｏ ＹＹꎬ Ｌｉ ＸＳꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｌａ￣
ｂｅｌ￣ｆｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｓ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ

ｏｆ ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ｏｎ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｆｒｕｉｔ ｒｉｐｅｎｉｎｇ ａｎｄ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ

ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｕｐｏｎ ｐｏｓｔｈａｒｖｅｓｔ ｉｎ ｔｏｍａｔｏ [ Ｊ ] . Ｊ Ｐｉｎｅａｌ

Ｒｅｓꎬ ２０１６ꎬ ６１(２): １３８－１５３.
[２４] 　 Ｐｏｎｎａｌａ Ｌꎬ Ｗａｎｇ Ｙꎬ Ｓｕｎ Ｑꎬ ｖａｎ Ｗｉｊｋ ＫＪ. Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ

ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ ｍａｉｚｅ
ｌｅａｆ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｊꎬ ２０１４ꎬ ７８(３): ４２４－４４０.

[２５] 　 Ｗａｎｇ ＹＤꎬ Ｗａｎｇ Ｘꎬ Ｎｇａｉ ＳＭꎬ Ｗｏｎｇ ＹＳ. Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ

ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｅｌｅｎｉｕｍ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｉｎ ｓｅｌｅｎｉｕｍ￣ｅｎ￣
ｒｉｃｈｅｄ ｒｉｃｅ ｇｒａｉｎｓ [ Ｊ] . Ｊ Ｐｒｏｔｅｏｍｅ Ｒｅｓꎬ ２０１３ꎬ １２ ( ２):

８０８－８２０.
[２６] 　 Ｈａｒｌａｎ Ｒꎬ Ｚｈａｎｇ Ｈ. Ｔａｒｇｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ: ａ ｂｒｉｄｇｅ ｂｅ￣

ｔｗｅｅｎ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ａｎｄ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ [ Ｊ ] . Ｅｘｐｅｒｔ Ｒｅｖ Ｐｒｏ￣

ｔｅｏｍｉｃｓꎬ ２０１４ꎬ １１(６): ６５７－６６１.
[２７] 　 Ｌｉｕ Ｙꎬ Ｈｕｔｔｅｎｈａｉｎ Ｒꎬ Ｃｏｌｌｉｎｓ Ｂꎬ Ａｅｂｅｒｓｏｌｄ Ｒ. Ｍａｓｓ ｓｐｅｃ￣

ｔｒｏｍｅｔｒｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｐｓ ｆｏｒ ｂｉｏｍａｒｋｅｒ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｒｅｓｅａｒｃｈ[Ｊ] . Ｅｘｐｅｒｔ Ｒｅｖ Ｍｏｌ Ｄｉａｇｎꎬ ２０１３ꎬ １３(８): ８１１－

８２５.

[２８] 　 Ｗｕ Ｃꎬ Ｓｈｉ Ｔꎬ Ｂｒｏｗｎ ＪＮꎬ Ｈｅ Ｊꎬ Ｇａｏ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｐｅｄｉｔｉｎｇ
ＳＲＭ ａｓｓａｙ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｆｏｒ ｌａｒｇｅ￣ｓｃａｌｅ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｐｒｏ￣
ｔｅｏｍｉｃｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ[Ｊ] . Ｊ Ｐｒｏｔｅｏｍｅ Ｒｅｓꎬ ２０１４ꎬ １３(１０):

４４７９－４４８７.
[２９] 　 Ｐｅｔｅｒｓｏｎ ＡＣꎬ Ｒｕｓｓｅｌｌ ＪＤꎬ Ｂａｉｌｅｙ ＤＪꎬ Ｗｅｓｔｐｈａｌｌ ＭＳꎬ Ｃｏｏｎ

ＪＪ. Ｐａｒａｌｌｅｌ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｆｏｒ ｈｉｇｈ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｈｉｇｈ
ｍａｓｓ ａｃｃｕｒａｃｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅꎬ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ[Ｊ] . Ｍｏｌ

Ｃｅｌｌ Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓꎬ ２０１２ꎬ １１(１１): １４７５－１４８８.

[３０] 　 Ｒａｕｎｉｙａｒ Ｎ. Ｐａｒａｌｌｅｌ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ: ａ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｅｘｐｅ￣
ｒｉｍｅｎｔ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｕｓｉｎｇ ｈｉｇｈ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｍａｓｓ ａｃ￣

ｃｕｒａｃｙ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ [ Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉꎬ ２０１５ꎬ １６
(１２): ２８５６６－２８５８１.

[３１] 　 Ｇｉｌｌｅｔ ＬＣꎬ Ｎａｖａｒｒｏ Ｐꎬ Ｔａｔｅ Ｓꎬ Ｒｏｓｔ Ｈꎬ Ｓｅｌｅｖｓｅｋ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ.

Ｔａｒｇｅｔｅｄ ｄａｔａ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＭＳ / ＭＳ ｓｐｅｃｔｒａ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ
ｂｙ ｄａｔａ￣ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ: ａ ｎｅｗ ｃｏｎｃｅｐｔ ｆｏｒ ｃｏｎ￣

ｓｉｓｔｅｎｔ ａｎｄ ａｃｃｕｒａｔｅ ｐｒｏｔｅｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ[Ｊ] . Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｐｒｏ￣

ｔｅｏｍｉｃｓꎬ ２０１２ꎬ １１(６): Ｏ１１１􀆰 ０１６７１７.
[３２] 　 Ｊｏｈｎｓｏｎ Ｄꎬ Ｂｏｙｅｓ Ｂꎬ Ｆｉｅｌｄｓ Ｔꎬ Ｋｏｐｋｉｎ Ｒꎬ Ｏｒｌａｎｄｏ Ｒ. Ｏｐ￣

ｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｄａｔａ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｆｏｒ
ｃｏｕｐｌｉｎｇ ｈｉｇｈ￣ｓｐｅｅｄ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ ｆｏｒ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ[Ｊ] . Ｊ Ｂｉｏｍｏｌ Ｔｅｃｈꎬ ２０１３ꎬ ２４(２): ６２－

７２.
[３３] 　 Ｓｃｈｕｂｅｒｔ ＯＴꎬ Ｇｉｌｌｅｔ ＬＣꎬ Ｃｏｌｌｉｎｓ ＢＣꎬ Ｎａｖａｒｒｏ Ｐꎬ Ｒｏｓｅｎ￣

ｂｅｒｇｅｒ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｕｉｌｄｉｎｇ ｈｉｇｈ￣ｑｕａｌｉｔｙ ａｓｓａｙ ｌｉｂｒａｒｉｅｓ ｆｏｒ
ｔａｒｇｅｔｅｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＳＷＡＴＨ ＭＳ ｄａｔａ [ Ｊ] . Ｎａｔ Ｐｒｏｔｏｃꎬ
２０１５ꎬ １０(３): ４２６－４４１.

[３４] 　 Ｃｏｌｌｉｎｓ ＢＣꎬ Ｈｕｎｔｅｒ ＣＬꎬ Ｌｉｕ Ｙꎬ Ｓｃｈｉｌｌｉｎｇ Ｂꎬ Ｒｏｓｅｎｂｅｒｇｅｒ
Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｕｌｔｉ￣ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙꎬ

ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ ＳＷＡＴＨ￣ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ[Ｊ] . Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎꎬ ２０１７ꎬ ８(１): ２９１.

[３５] 　 Ｒｏｓｔ ＨＬꎬ Ｒｏｓｅｎｂｅｒｇｅｒ Ｇꎬ Ｎａｖａｒｒｏ Ｐꎬ Ｇｉｌｌｅｔ Ｌꎬ Ｍｉｌａｄｉｎｏｖｉｃ

ＳＭꎬ ｅｔ ａｌ. ＯｐｅｎＳＷＡＴＨ ｅｎａｂｌｅｓ ａｕｔｏｍａｔｅｄꎬ ｔａｒｇｅｔｅｄ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄａｔａ￣ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ ＭＳ ｄａｔａ[Ｊ] . Ｎａｔ

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌꎬ ２０１４ꎬ ３２(３): ２１９－２２３.
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[３６] 　 Ｅｇｅｒｔｓｏｎ ＪＤꎬ Ｍａｃｌｅａｎ Ｂꎬ Ｊｏｈｎｓｏｎ Ｒꎬ Ｘｕａｎ Ｙꎬ Ｍａｃｃｏｓｓ

ＭＪ. Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｕｓｉｎｇ ｄａｔａ￣ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ Ｓｋｙｌｉｎｅ [ Ｊ] . Ｎａｔ Ｐｒｏｔｏｃꎬ ２０１５ꎬ １０ ( ６):

８８７－９０３.
[３７] 　 Ｔｓｏｕ ＣＣꎬ Ａｖｔｏｎｏｍｏｖ Ｄꎬ Ｌａｒｓｅｎ Ｂꎬ Ｔｕｃｈｏｌｓｋａ Ｍꎬ Ｃｈｏｉ Ｈꎬ

ｅｔ ａｌ. ＤＩＡ￣Ｕｍｐｉｒｅ: ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ ｆｒａｍｅ￣

ｗｏｒｋ ｆｏｒ ｄａｔａ￣ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ[Ｊ] . Ｎａｔ
Ｍｅｔｈｏｄｓꎬ ２０１５ꎬ １２(３): ２５８－２６４.

[３８] 　 Ｂｒｕｄｅｒｅｒ Ｒꎬ Ｂｅｒｎｈａｒｄｔ ＯＭꎬ Ｇａｎｄｈｉ Ｔꎬ Ｒｅｉｔｅｒ Ｌ. Ｈｉｇｈ￣ｐｒｅ￣
ｃｉｓｉｏｎ ｉＲＴ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｅｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄａｔａ￣ｉｎｄｅ￣
ｐｅｎｄｅｎｔ ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｔｓ ｉｍｐａｃｔ ｏｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ

ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓꎬ ２０１６ꎬ １６(１５－１６): ２２４６－
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