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摘要    定量蛋白质组学已经成为组学领域研究的热点之一. 相关实验技术和计算方法的

不断创新极大地促进了定量蛋白质组学的飞速发展. 常用的定量蛋白质组学策略按照是否

需要稳定同位素标记可以分为无标定量和有标定量两大类. 每类策略又产生了众多定量方

法和工具, 它们一方面推动了定量蛋白质组学的深入发展; 另一方面, 也在实验策略与技

术的发展过程中不断更新. 因此对这些定量实验策略和方法进行系统总结和归纳将有助于

定量蛋白质组学的研究. 本文主要从方法学角度全面归纳了目前定量蛋白质组学研究的相

关策略和算法, 详述了无标定量和有标定量的具体算法流程并比较了各自特点, 还对以研

究蛋白质绝对丰度为目标的绝对定量算法进行了总结, 列举了常用的定量软件和工具, 最

后概述了定量结果的质量控制方法, 对定量蛋白质组学方法发展的前景进行了展望. 
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随着 20世纪 90年代生物质谱技术快速发展带来

的高通量、高灵敏度和大动态范围等技术优势[1], 质

谱技术已逐渐成为蛋白质组学研究中的主流技术[2]. 

与此同时, 蛋白质组学研究的不断深入使得研究重

点也从早期的定性研究逐渐转向定量研究. 目前, 定

量蛋白质组学已成为蛋白质组学研究的热点之一 . 

定量蛋白质组学主要是针对不同状态下蛋白质的表

达量进行分析比较, 不仅能鉴定出不同状态下表达

的蛋白质, 而且能对其丰度进行精确定量. 这对生物

标志物的发现和验证, 以及疾病的诊断、监测和治疗

等众多领域都具有重要意义[3].  

近年来, 定量蛋白质组学得到了越来越多的重

视, 可检索的相关文献数目增长迅速(图 1). 不论是

实验技术还是相关理论方法, 定量蛋白质组学都取

得了飞速的发展和进步. 一方面, 生命组学的研究需

求促使定量蛋白质组学的实验策略和技术不断推陈

出新, 高分辨率、高精度的生物质谱仪器不断涌现, 

为定量蛋白质组学的研究带来了翻天覆地的变化 , 

不仅能够在定性上解析更多的谱图, 同时也能在定

量方面更加深入精确地挖掘质谱数据中的丰富信息; 

另一方面, 为满足不同定量实验策略的分析需求, 定

量蛋白质组学领域已经产生了众多的定量算法与软

件. 这些技术和方法上的进步为定量蛋白质组学的

深入研究提供了有力的技术支撑. 目前根据是否对
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图 1  定量蛋白质组学相关文献数目统计 

在 pubmed 上搜索关键词“quantitative proteomics”或“quantitative proteome”或“quantification proteome”, 统计 2000 年 1 月 1 日~2014 年 12 月

31 日的相关文献总数 

样本进行稳定同位素标记, 定量实验策略和计算方

法可以分为无标定量和有标定量两大类. 本文将从

方法学的角度详细阐述这两大类方法的原理和具体

算法流程并比较了各自特点, 同时评述了以研究蛋

白质绝对丰度为目标的绝对定量算法的研究现状 , 

最后对常用定量软件和工具以及定量结果的质量控

制方法进行归纳, 力图对定量蛋白质组学研究中涉

及的生物信息学方法进行全面总结, 为相关研究提

供参考.  

1  无标定量 

无标定量(label-free quantification)的计算方法根

据不同的定量原理可以分为两类(图 2). 第 1 类是基

于离子流色谱峰(extracted ion current, XIC)的定量算

法: 在保留时间(retention time, RT)轴上, 根据肽段母

离子的质荷比提取不同保留时间下的相应同位素峰

簇的信号强度, 重构 XIC, 并利用 XIC 的面积或信号

加和等指标作为肽段的定量结果. 要得到 XIC 所对

应的肽段序列又有两种方法: (ⅰ) 和精确时间质量

标签(accurate masses and time tag, AMT)数据库进行

匹配[4]; (ⅱ) 利用蛋白质序列数据库的搜库结果, 确

定相应的肽段序列. 第 2 类无标定量方法是谱图计数

法(spectral counting, SC)[5]. 根据蛋白质丰度越高, 对

应的肽段被质谱检测到的概率越大的原理, 该方法

将一个蛋白质对应的鉴定谱图数(peptide spectrum  

 
图 2  无标定量算法流程图 

虚线上方和下方分别是基于 XIC 和基于谱图计数的无标定量算法

流程. 其中带框标记的步骤是无标定量算法中的特有步骤 

match, PSM)定义为蛋白质的相对丰度. 本文下面将

详细介绍这两类无标定量方法的特点与区别.  

1.1  基于离子流色谱峰的方法 

如图 2所示, 基于离子流色谱峰的无标定量算法

主要包括以下几个主要步骤:  

(1) 谱图预处理、谱峰检测与 XIC 重构.  质谱

数据主要包含质荷比(m/z)、保留时间(RT)、同位素峰

信号强度(isotope intensity) 3 个维度的信息, 可以看

成是由多个质荷比、保留时间、同位素峰信号强度组

成的三元数据对构成的. 样品经液相分离后在离子

源处被离子化而连续地进入质谱(保留时间维度), 质

谱仪对离子化的待测离子进行采样和碎裂, 得到相

应的一级谱图和二级谱图(质荷比维度和同位素峰信

号强度维度). 因此, 谱峰检测和 XIC 重构实际是提 
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取质谱数据不同维度的信息. 在此之前, 一般要对谱

图预处理, 主要是指在定量分析前对质谱数据进行

去噪、去基线等操作. 如图 3 所示, 谱峰检测是指通

过直接扫描质谱数据中的一级谱图, 在质荷比与信

号强度两个维度上, 提取出固定质荷比对应的全部

同位素峰各自的信号强度. 该质荷比对应的全部同

位素峰称为特征峰型(feature pattern). XIC 重构则是

在保留时间和信号强度这两个维度上, 构建出某一

质荷比的离子流色谱峰, 具体来说, 就是提取相应质

荷比在不同保留时间点上的特征峰型, 该质荷比在

不同保留时间上的同位素峰信号强度即为该质荷比

对应的 XIC. 张伟等人[6]对其中的相关算法已经做了

详细的综述.  

(2) 保留时间对齐与交叉搜索.  在无标定量中, 

由于不同状态的样本是分别在质谱中碎裂采样, 因

此受限于质谱平台以及实验操作的稳定性, 同一个

肽段在不同实验间难免会存在保留时间的偏差. 为

了消除这种偏差, 在重构 XIC 之后, 需要对齐保留时

间才能在不同实验间互相比较 . 保留时间对齐(RT 

alignment)是无标定量特有的计算步骤之一. 目前常

用的对齐算法可以分为以下两类: (ⅰ) 在搜库鉴定

前基于特征峰型的对齐; (ⅱ) 在搜库鉴定后, 基于鉴

定结果的对齐.  

早期, 采用线性模型刻画不同样本中的特征峰

型/肽段的保留时间对应关系. 但是, 由于液相质谱

中肽段的保留时间存在非线性漂移, 因此线性模型

会产生较大误差[7]. 目前, 大多采用非线性模型求解

保留时间对齐问题. 例如, MaxLFQ[8]中提出首先对

全部馏分进行层次聚类, 然后对距离最近的馏分两 
 

 
图 3  质谱数据的三维结构 

一组同位素峰簇(红色实线)称为一个特征峰型. 不同保留时间上的

特征峰型构成了该质荷比对应的 XIC(绿色虚线) 

两对齐, 对齐时采用两维高斯核函数平滑精确时间

质量标签之间的保留时间偏移. SuperHirn[9]则是引用

Silva等人[10]的 AMT对齐算法, 采用聚类的方法将两

个不同样本中的特征聚在一起, 然后将这些保留时

间漂移进行归一化和 LOWESS 平滑拟合, 得到一个

非线性的拟合模型, 用于预测那些未鉴定特征(即未

匹配上肽段序列的特征 )的保留时间 . OpenMS/ 

TOPP[11]和 MaxLFQ 类似, 是采用了双高斯分布拟合

AMT 的保留时间漂移. Benjamin 等人[12]采用狄利克

雷过程高斯混合模型构建保留时间对齐模型. 该方

法和 OpenMS 在 Waters 公司的 MSE 数据上进行了比

较, 结果发现狄利克雷过程高斯混合模型更加准确. 

除了非线性模型外, 还有使用分而治之算法、半监督

式学习等其他方法研究 RT 对齐的工作[13,14].  

基于鉴定结果的保留时间对齐算法是指在搜库

鉴定后, 利用鉴定结果进行保留时间的对齐. 其主要

优势在于引入了二级谱图的鉴定证据, 结果中的假

阳性更少. 同时, 该类方法可以利用肽段序列预测保

留时间, 辅助后续的交叉搜索. 因此一些无标定量算

法, 如 MaxLFQ 实际上是将两类方法结合起来, 虽然

基于特征峰型进行保留时间的对齐, 但是只用有搜

库鉴定结果的特征峰型作为最终的定量结果.  

交叉搜索(cross search)算法也是无标定量中的特

有步骤之一. 由于质谱采样的随机性, 在无标定量中, 

不同样本会产生不同的鉴定结果, 而保留时间对齐

只是针对不同样本中共定量的肽段, 因此对于那些

在各自样本中单独定量的肽段, 无法比较其丰度变

化. 对于这种类型的肽段, 交叉搜索算法可以利用构

建好的保留时间模型预测它们在其他样本中的保留

时间, 然后根据该肽段的质荷比提取它们在其他样

本中的特征峰型, 重构相应的 XIC, 最后便可计算出

该肽段在不同样本中的定量结果. 此算法尽可能地

弥补了不同样本间鉴定结果的差异, 提高了数据的

可定量比例 , 其中的代表性工作是 IDEAL-Q[15]和

LFQuant[16].  
保留时间对齐和交叉搜索联用, 使得无标定量

不再受限于质谱的随机采样, 大大提高了数据的可

定量比例. 这里要注意的是, 并不是所有无标定量数

据都能进行保留时间对齐与交叉搜索. 一般来说, 其

前提是样本间的差异不大或者重复性较好. 若样本

间的差异较大或者保留时间的漂移过大, 则可能导

致保留时间对齐模型构建失败或交叉搜索时提取相 
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应的特征峰型失败, 这时只能对样本间共定量的肽

段进行后续分析.  

(3) 归一化.  归一化方法是为了消除不同实验

批次间、不同蛋白质之间的系统偏差. 这也是无标定

量的必备步骤之一. 目前常用的归一化方法有以下

几种[17]: (ⅰ) 全局归一化; (ⅱ) 中值归一化; (ⅲ) 基

于内标的归一化; (ⅳ) 分位数归一化; (ⅴ) 线性归一

化; (ⅵ) 基于稳定特征峰型的归一化, 以每个馏分中

变化很小的特征峰型为参照进行归一化.  

关于归一化方法评估的工作有不少 , 例如 , 

Callister 等人[18]早在 2006 年就已对常用的归一化方

法进行了分析比较, 他们认为肽段的丰度不仅包含

实际生物量的变化, 还包含了来自于实验操作和样

本制备的误差, 以及仪器的系统误差和随机误差. 经

过一系列评估, 最终得出线性归一化方法最优的结

论. Webb-Robertson 等人[19]对不同的归一化方法也进

行了比较评估, 试图为每个数据集寻找最合适的归

一化方法, 推出了相应的评估软件 SPANS.  

(4) XIC 与肽段序列匹配. 在计算肽段的定量结

果之前, 首先需要将 XIC 定量信息与相应的肽段序

列对应起来 . 常用的匹配方法有两种 : (ⅰ ) 根据

AMT 匹配肽段的序列; (ⅱ) 通过搜索蛋白质序列数

据库匹配肽段序列. 其中第 2 种方法就是熟知的搜库

鉴定问题, 下面重点介绍第 1 种基于 AMT 进行匹配

的方法.  

如果要在缺少鉴定结果的情况下对齐这些特征

峰型, 只能依靠质荷比、保留时间和特征峰信号强度

的精确匹配, 一般称此三要素为精确时间质量标签. 

该方法适用于高精度、高分辨率的质谱数据(每个特

征峰的质荷比一般要精确到 1×106). 该方法不局限

于搜库鉴定结果, 能够在一定程度上避免质谱随机

采样带来的偏差, 得到更多的定量信息. 但是由于在

谱峰检测时无法利用肽段序列预测理论同位素峰簇

的分布, 该方法有可能引入更多的噪声, 因此在匹配

准确性上不如第 2 种基于搜库鉴定的方法.  

(5) 肽段与蛋白质定量结果计算.  在基于鸟枪

法的实验策略中, 蛋白质的定量信息来源于其对应

肽段的定量结果. 目前常用的肽段定量指标计算方

法有 XIC 面积法、信号加和法、最大值法、峰型拟

合法等[20]. 需要注意的是使用这些计算方法时要考

虑噪声、系统误差对肽段定量结果的影响, 因此一般

先要对 XIC 去噪、平滑并做系统校正, 去除不准确的

定量信息.  

而蛋白质的定量指标一般有两种, (ⅰ) 蛋白质

丰度(protein abundance). 在基于离子流色谱峰的方

法中, 按照同一个蛋白质对应的肽段权重是否一样, 

蛋白质丰度的计算方法可以分为两类: 假设同一个

蛋白质对应的全部肽段权重一样, 则蛋白质丰度值

的计算方法有对应全部肽段定量值之和、对应全部肽

段定量值的平均值和定量值最高的前 3 个肽段的平

均值(简称 Top3 法)[21]等; 假设同一个蛋白对应的肽

段权重不同, 在实际分析中, 发现肽段定量值越大, 

误差往往越小, 因此可以按照肽段定量值的大小设

置相应的权重. 具体计算时, 针对那些包含较多肽段

的蛋白质, 还可以选择在 2~3倍标准差变化范围以内

的肽段定量结果, 从而有效地减少蛋白质层面的定

量误差; (ⅱ) 蛋白质在不同状态下的相对变化比值

(protein ratio). 在比较蛋白质组学或者差异蛋白质组

学中, 人们往往关心同一个蛋白质在不同状态之间

的差异变化, 因此蛋白质比值的计算直接关系着后

续的生物学分析. 目前蛋白质比值计算主要分为两

种方法: 由蛋白质丰度直接作比得到蛋白质比值, 该

方法的前提是同一个蛋白质在不同状态中可定量的

肽段是一样的. 在有标定量中, 不同状态的同位素峰

簇都在实验时混合在了同一个谱图中, 因此用这类

方法可以进行准确定量. 但是在无标定量中, 由于不

同实验批次间的蛋白质鉴定结果不同, 因此同一个

蛋白质在不同状态中有可能对应不同的肽段. 虽然

通过交叉搜索能够部分弥补这种差异, 但是这种情

况仍然普遍存在, 所以由蛋白质丰度直接作比的方

法并不适用于无标定量. 由肽段丰度比值计算蛋白

质的丰度比值, 如取对应肽段比值的中值或者加权

平均值. SILVER[22]中就是采用了 One-step Tukey’s 

Biweight 算法做加权平均, 每个肽段的权重定义该肽

段丰度比值与全部肽段丰度比值的中值的距离. 肽

段丰度比值距离中值越远, 越有可能是孤点, 权重就

越小. 该方法能够克服个别定量不准确的肽段对蛋

白质定量结果的干扰, 是目前的常用方法.  

此外, 由于生物体进化过程中出现的基因倍增、

可变剪接等事件, 部分基因间存在某种程度的相似

性, 导致往往会出现一个肽段对应多个蛋白质的情 

况, 这些肽段称为共享肽段(shared peptide). 由于目
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前没有办法在质谱鉴定中区分这些肽段属于哪个蛋

白质, 所以通常的做法是忽略共享肽段, 但是这样会

丢失部分定量信息, 影响定量准确性. 因此共享肽段

的定量信息分配方法直接影响最终的蛋白质推断

(protein inference)[23]与蛋白质定量结果, 显得十分重

要. Zhang 等人[24]主要研究了共享肽段如何分配更加

灵敏和准确的问题, 通过比较 NSAF 算法[25]的 12 种

不同形式的计算结果 , 认为按照唯一鉴定肽段

(unique peptide)的谱图计数值对共享肽段分配能够得

到最准确和稳定的效果. Nesvizhskii 和 Aebersold [26]

采用最大期望算法(expectation maximization algor- 

ithm)分配共享肽段, 其核心思想是马太效应—对

于丰度高的蛋白质, 共享肽段分配比例就高, 低丰度

蛋白质分配的比例就低. 但是数学上的最优解不等

于生物学的最优解, 例如, 共享肽段的产生可能是样

本发生了生物学变化, 也可能是由于鸟枪法的局限

性. 因此目前仍然缺少合适的共享肽段分配方法.  

蛋白质丰度除了用于定量研究外, 还可以反过

来影响定性分析结果, 例如, Lukasse 和 America[27]创

新性地利用肽段在不同状态间的定量变化趋势

(quantification pattern)区分可能存在的蛋白质亚型 , 

对通用的简约原则装配出的蛋白质集合 (protein 

group)进行拆分, 从而影响最终的蛋白质推断结果.  

1.2  谱图计数法 

根据质谱采样原理, 一个蛋白质的丰度越高, 酶

切出的肽段丰度就越高, 被质谱检测到的概率也越

大, 因此将某个蛋白质对应的鉴定谱图数作为表征

该蛋白质丰度的指标, 提出了谱图计数法. 因其原理

简单、直观, 计算简便, 谱图计数法成为最早被研究

者广泛使用的无标定量方法. 在此基础上, 采用不同

策略对谱图计数法进行归一化和变换, 提出了 NSAF, 

APEX[28], emPAI[29], SIN
[30]等优化之后的谱图计数指

标, 进一步扩大了谱图计数法在无标定量中的应用

范围. 其中的代表性算法是 APEX, 其利用机器学习

预测肽段的可检测概率, 用于校正每个蛋白质的谱图

数. APEX 与免疫印迹、2D 胶分离以及 mRNA 的丰度

计算值一致, 动态范围在 3~4 个数量级, 相比原有的

谱图计数法而言, 此算法更加准确.  

但是, 由于实验操作和质谱分析等过程中可能

存在不可避免的误差, 因此谱图计数法只能称作“半

定量”[31], 这是该方法的最大缺点. 从定量准确性来

看, 谱图计数法不如基于离子流色谱峰的方法. 因此, 

也有研究考虑将谱图计数和基于离子流色谱峰的方

法相结合. 例如, Wu 等人[32]将 APEX 中的定量指标

由谱图计数改为了蛋白质对应的全部二级谱图的同

位素峰信号强度之和, 在癌症临床蛋白质组技术组

织(the Clinical Proteomics Technology Assessment for 

Cancer, CPTAC)的标准数据集[33]上测试的结果表明

其效果和 APEX 类似.  

2  有标定量 

有标定量(stable isotopic labeling quantification)

是指利用稳定同位素标记样本后再进行相应的质谱

鉴定与定量分析的方法. 其原理在于相同肽段的不

同标记状态会在同一张质谱图中形成具有固定质量

差的同位素峰, 利用这些同位素峰可以计算出同一

肽段在每种标记状态中的丰度信息与相应的丰度  

比值.  

按照标记对象的不同, 可以将有标定量分为母

离子标记和子离子标记两大类, 其中, 前者是针对肽

段母离子进行标记, 在质谱的一级谱图中引入质量

差. 后者是针对肽段子离子进行标记, 在质谱二级谱

图中对肽段碎片离子引入质量差. 这两种标记方法

的定量算法流程如图 4 所示.  

2.1  母离子标记定量 

母离子标记是目前有标定量中发展时间最早 ,  
 

 

图 4  有标定量算法流程图 

左侧是子离子标记的定量算法流程, 右侧是母离子标记的定量算法

流程 
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种类最多的一类标记方法. 具体来说, 母离子标记又

主要分为代谢标记和化学标记两类. 代谢标记是让

样品在富含某种稳定同位素或由稳定同位素标记的

必需氨基酸的培养基中进行培养, 经过若干次细胞

倍增后, 产出蛋白质的元素或氨基酸将由培养基中

所富含的稳定同位素或必需氨基酸代替, 这样便引

入了相应的标记. 常见的代谢标记方法有基于元素

标记的 15N 标记法和 13C 标记法, 基于氨基酸标记的

SILAC(stable isotope labeling by amino acids in cell 
culture)[34]标记法. 其中, 15N[35,36]和 13C 标记与其他母

离子标记方法在定量计算时最大的不同点在于, 15N

和 13C 标记的肽段质量差异由肽段所含的 N 或 C 元

素个数决定, 因此不同标记肽段的质量差也会不同. 

SILAC 标记是在细胞培养时加入稳定同位素标记的

必需氨基酸, 现在常用的 SILAC 标记都是在精氨酸

或赖氨酸上.  

化学标记是指通过化学反应对样品直接进行标

记. 目前, 常用的化学标记技术有同位素亲和标签技

术(isotope-coded affinity tags, ICAT)[37], 同位素标记

蛋白质标签 (isotope-coded protein labels, ICPL)[38], 
18O[39]等 . 不同的标记方式对应不同的标记基团与  

化学反应原理, 具体可以参考 Bantscheff 等人[40]的 

综述.  

母离子标记的定量算法流程除不需要进行保留

时间对齐、交叉搜索和 AMT 匹配外, 与无标定量中

基于离子流色谱峰的方法类似. 具体来说, 在 XIC 构

建时, 根据已知的标记质量差, 母离子标记定量需要

分别构建未标记肽段和标记肽段的 XIC, 形成一个

XIC对. 在一个肽段对应的XIC对内部计算未标记肽

段和标记肽段相应的定量指标的比值, 作为该肽段

的丰度比值. 蛋白质层面的计算与无标定量的方法

相同.  

2.2  子离子标记定量 

子离子标记[41]是通过化学反应给肽段添加质量

标签, 在质谱进行二级碎裂时将质量标签碎裂成不

同质量的报告离子, 利用不同报告离子的丰度比作

为不同样本对应肽段的定量比值. 目前最常见的两

种子离子标记方法分别是相对和绝对定量的同位素

标记技术(isobaric tag for relative and absolute quanti- 

tation, iTRAQ)[42]和串联质量标签技术(tandem mass 
tag, TMT)[43].  

iTRAQ 试剂由 3 个化学基团组成, 分别是反应

基团、报告基团和平衡基团. 反应基团特异与肽段的

氨基(肽段的 N 端、赖氨酸的氨基)发生结合反应, 有

的报道称也可与酪氨酸反应[44]. 报告基团的质量数

是不同的, 加上相应的平衡基团后, 保持 iTRAQ 试

剂总的质量数固定, 同时保证不同标记的肽段在色

谱中的保留时间相同. 由于是等质量的, 被不同标记

的肽段在一级图谱中表现为一个母离子峰, 进一步

碎裂时, 平衡基团发生中性丢失, 报告基团则会产生

相应的不同质量数的报告离子, 比较报告离子的丰

度值, 可以得到样本的相对丰度比. 目前 iTRAQ 可

以同时对 4 个或者 8 个样本进行标记与定量. TMT 与

iTRAQ 的原理类似, 均是通过组合不同的报告基因 

和平衡基团实现多重定量, 此技术目前可以对 2 个、 

6 个和 10 个样本进行多重标记.  

子离子标记定量与母离子标记定量、无标定量在

原理上差别很大(表 1). 子离子标记定量计算简便, 

只需要二级谱图中报告离子的信号强度即可, 不需

要构建离子流色谱峰. 但是, 子离子标记也有其自身

的局限性, 比如易受共洗脱肽段的影响, 同时存在丰

度比值抑制现象[45], 因此针对具体问题需要采用相

应的定量方法. 如图 4 所示, 子离子定量流程一般包

括以下几步: (ⅰ) 二级谱图预处理; (ⅱ) 报告离子提

取; (ⅲ) 报告离子校正; (ⅳ) 归一化; (ⅴ) 肽段及蛋

白质定量结果计算. 其中, 在第一步“二级谱图预处

理”时, 由于报告离子一般都处于质谱检测范围中的

低质量区域, 相对来说噪声会更高一些, 非肽段信号

的干扰峰也更多, 因此往往需要对这些子离子标记

的谱图做相应的去噪和去卷积预处理. 预处理之后

一般按照设定的质荷比误差容限提取已知质量数的

报告离子的信号强度. 由于不同报告离子带有不同

的误差[46], 因此一般都需要对提取出的报告离子按

照预先测得的校正系数矩阵做校正, 不同的标记方

法具有不同的校正系数[47], 这就是报告离子的校正.  

归一化是子离子标记定量中比较重要的一步 , 

因为子离子标记的误差不仅来源于样本制备与实验

操作, 还来源于不同报告离子的误差. 一般来说, 首

先需要对不同报告离子进行归一化, 消除同一组实

验内部不同报告离子间的系统偏差, 然后再对不同

实验间的定量结果归一化. Karp 等人[48]采用 VSN 

(variance-stabilizing normalization)算法做归一化, 有

效降低了 iTRAQ 标记中的定量误差. 通过报告离子 
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表 1  母离子标记与子离子标记常用方法总结 

标记方法 标记原理 主要优点 主要缺点 
15N/13C 蛋白质中掺入 15N/13C 原子 标记效率高, 多用于体内标记和 

植物蛋白质组学 
只能标记两个样本, 其标记后蛋白质量偏移

不定 
SILAC 蛋白质中掺入同位素标记 

的氨基酸 
标记效率高, 适合细胞标记 成本高, 周期长 

18O 胰蛋白质酶催化下, 多肽 
C 端 16O 被置换为 18O 

标记操作简单, 成本相对较低 标记效率因多肽性质不同差异较大, 标记的

稳定性欠佳, 其质量差不固定(2 或 4 Da) 
ICAT 与多肽的–SH 反应从而引入 

质量标签 

标记效率高, 标记多肽易与非标记 
多肽分离, 操作简单 

只能标记两个样本, 只能标记含巯基的多肽, 
覆盖率低 

iTRAQ 与多肽的–NH2 反应从而引入 
质量标签 

标记效率高, 4/8 重标记 存在定量比值抑制现象 ; 共洗脱离子干扰 ; 
标记试剂昂贵 

TMT 与多肽的–NH2 反应从而引入 
质量标签 

标记效率高, 2/6/10 重标记 存在定量比值抑制现象 ; 共洗脱离子干扰 ; 
标记试剂昂贵 

 
的校正和归一化, 能够最大限度地减少子离子标记

的比值抑制程度. 但是对于共洗脱肽段的干扰问题, 

目前主要通过优化质谱实验参数或者生成相应的三

级谱图等实验方法进行改进, 仍缺少合适的处理算

法. 子离子标记定量的肽段和蛋白质丰度计算方法

与前文中母离子标记定量、无标定量的相应方法区别

不大.  

3  无标定量与有标定量比较 

上述各种定量方法不同的原理和特点决定了它

们定量效果的参差不齐. 针对不同的研究问题, 若能

选择合适的定量方法, 将有利于后续的研究. 本文从

定量动态范围、定量准确性、定量重复性、计算复杂

度、实验成本、实验操作复杂度、对质谱平台稳定性

的依赖程度这 7 个方面评估了无标定量与有标定量

中各自方法的特点. 如图 5 所示, 根据已有相关文献

的总结, 本文对这 7 个指标依次从 1 到 10 进行打分. 

分数越高说明相应指标所代表的程度越高, 例如, 某

方法“对质谱平台稳定性的依赖程度”打分越高说明

该方法对质谱平台稳定性的依赖程度越高.  

在无标定量中, 基于离子流色谱峰的方法要比

谱图计数法具有更高的准确性、灵敏性和重复性, 谱

图计数法针对中高丰度蛋白质的定量结果与基于离

子流色谱峰的方法一致性较高, 但是针对低丰度蛋

白质的定量效果较差[49,50].  

在母离子标记定量与子离子标记定量的比较中, 

一般认为这两种方法在定量准确性上不分伯仲, 但

是子离子标记的定量重复性较优[51]. 另外, 母离子标

记中的代谢标记能够达到很高的标记效率, 但是其

标记周期长, 操作复杂.  

无标定量与有标定量相比, 其实验操作相对来

说更加简单, 可定量比例更大, 定量结果的动态范围

也比有标定量要大, 但是无标定量对于质谱平台的

稳定性要求较高, 在较小的动态范围内定量准确性

和重复性略逊于有标定量. Arosva 等人[52]比较了 15N

代谢标记与基于 XIC 的无标定量算法, 发现在 10 倍

以内的差异中 15N标记更加准确, 而10倍以外的丰度

变化则是无标定量更准. Liu 等人[53]则比较了 SILAC

和基于 XIC 的无标定量算法, 结果发现虽然无标定

量能够有更高的可定量比例, 但是其蛋白质层面的

变异系数高于 SILAC 定量, 重复性不如 SILAC. 该

结论与 Megger 等人[54]在无标定量与 TMT 比较中的

结论一致. 本研究组[55]据此建议无标定量适合于那

些以发现为主的研究, 而以验证为主的研究可以考

虑有标定量结合质谱选择反应监测技术.  

4  绝对定量 

目前, 上述的无标和有标定量策略与方法已经

广泛应用于以研究同一个蛋白质在不同状态间变化

的相对定量研究中, 为差异蛋白质筛选、疾病标记物

发现等研究提供了有力的技术支撑. 此外, 以测量蛋

白质绝对丰度[56]为主要目标的绝对定量, 能够准确

检测每个细胞中不同蛋白质的绝对量或浓度, 对蛋

白质复杂网络研究、相互作用研究以及临床诊断和治

疗都具有现实的指导意义. 因此, 蛋白质绝对定量方

法的研究对整个定量蛋白质组学以及生命科学的发

展意义重大.  
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图 5  无标定量和有标定量方法特点总结 

常用的绝对定量策略往往是在样本中加入已知

绝对量的标准蛋白质作为内标, 通过样本和这些内

标在质谱中的定量比例关系求得样本中蛋白质的绝

对量 [57]. 常用的内标有蛋白质层面的 PSAQ[58], 

PrEST-SILAC[59], FLEXIquant[60]和 RISQ[61]等; 也有

肽段层面的 QconCAT[62]和 AQUA[63]等. 这些内标根

据制备原理的不同, 需要在实验操作的不同阶段加

入样本中: (ⅰ) 上述蛋白质内标需要在样本制备之

初加入, 与样本一起混合后酶切; (ⅱ) QconCAT 在样

本纯化后, 酶切之前加入; (ⅲ) AQUA 在样本酶切之

后加入.  

基于内标的绝对定量实验策略能够提供准确的

定量结果, 但是由于这些内标在制作上费时费力, 成

本较高, 同时也人为增加了样本复杂度, 容易引入实

验误差, 因此不基于内标的蛋白质绝对定量方法也

逐渐兴起. 在这类方法中, 研究人员希望蛋白质丰度

计算值尽可能地接近蛋白质理论丰度, 最后将丰度

计算值乘以一个转换系数(如浓度), 即转换为蛋白质

的实际丰度. 上文提到的 Top3 法、APEX 法和 emPAI

法均属于此类方法. 另外, Schwanhausser 等人[64]又

提出了 iBAQ(intensity-based absolute quantification)

算法, 将一个蛋白质对应的全部肽段定量值之和除

以该蛋白质理论酶切肽段数作为表征该蛋白质绝对

丰度的指标. Ahrne 等人[65]比较了这 4 种蛋白质绝对

丰度指标 , 认为基于离子流色谱峰的方法 (iBAQ, 

Top3)整体上要比基于谱图计数(APEX, emPAI)的方

法更加接近蛋白质理论丰度, 同时对于长度较短的

蛋白质, iBAQ 比 Top3 更准确. 最近, Wisniewski 等

人[66]又提出一种新的绝对定量方法: 他们利用真核

生物中组蛋白质量与 DNA 质量近似 1:1 的原理, 通

过计算组蛋白质的实际质量, 并以组蛋白质的丰度

计算值与实际质量的比例为“桥梁”, 计算出样本中

其他蛋白质的绝对量.  

需要注意的是, 上述绝对定量方法都忽略了一

个前提—不同肽段在质谱中的鉴定和定量效率是

不同的. 因此直接比较不同的蛋白质和肽段之间的

绝对量仍存在不少困难[67], 绝对定量方法的研究仍

有待进一步发展.  

5  定量软件及工具 

工具是方法的有效载体, 定量方法的蓬勃发展

必然也使得相应的定量软件和工具不断涌现. 目前

常用的定量软件和工具多种多样, 本文按照不同定

量方法类别, 挑选其中的代表性工具进行总结, 分别

列举了无标定量、母离子标记定量和子离子标记定量

中的常用软件, 如表 2~4 所示, 并简要总结了这些软

件的特点、适用的操作系统以及参考文献. 
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6  定量结果的质量控制 

如上所述, 目前针对不同的定量实验策略, 虽然

研究人员已经发展了众多的定量算法及工具. 但是, 

大部分定量算法和工具并没有考虑定量结果的质量

控制, 相应的质量控制方法也缺少系统研究, 这极大

地影响了定量蛋白质组学的进一步发展.  

要研究定量结果的质量控制方法, 首先要弄清

楚定量结果中的误差来源. 对此, Bakalarski 等人[86]

指出定量结果中的误差源于实验操作、定量算法甚至

是实验仪器等多方面的干扰, 同时他们认为信噪比

(signal-to-noise ratio)可以作为定量结果是否准确的

指标, 也可以近似表征肽段丰度. Piehowski 等人[87]

针对无标定量中的误差来源进行研究, 认为大部分

误差来源于样本制备, 而酶切和仪器稳定性的误差

并不大. Zhang 等人[88]分析了有标定量结果中误差产

生的原因, 认为误差除了来源于样本制备和酶切外, 

还与所选的定量方法有关. 

目前已有研究在定量算法研究的同时, 开始关

注于定量结果的质量控制. Nefedov 等人[89]应用中等

精度的质谱数据, 使用支持向量机(supporting vector 

machine, SVM)构建了一个评估 18O 标记数据定量准

确 性 的 模 型 ,  得 到 了 比 信 噪 比 更 好 的 效 果 . 

MaXIC-Q[72]提供了关于信噪比、电荷以及同位素峰  
 

表 2  常用无标定量工具列表 

软件名称 特点简介 操作系统 参考文献 

MsInspect AMT 匹配, 图形界面/命令行 Linux/Windows [68] 
SuperHirn AMT 匹配, 与 TPP 兼容 Linux [9] 

SIEVE Thermo 公司的商业软件, 只支持 Thermo raw Windows 
MaxLFQ MaxQuant 的无标定量模块 Windows [8] 
Census 加权平均求蛋白质丰度比值, 还可以做有标定量 Windows [69] 

LFQuant 非线性可逆的 RT 对齐模型 Windows [16] 
IDEAL-Q RT 预测与对齐新算法 Windows [15] 

MassChroQ 非线性 RT 对齐模型 Linux/Windows [70] 
TOPP/OpenMS 完整的质谱数据分析流程 Linux/Windows [11] 

DanteR 基于 R 的定量及统计分析工具 Linux/Windows [71] 

表 3  常用母离子标记定量工具列表 

软件名称 特点简介 操作系统 参考文献 

MaXIC-Q ICAT 和 SILAC 标记, web-service Linux/Windows [72] 
XPRESS ICAT 和 SILAC 标记, 整合在 TPP 中 Linux/Windows [73] 

ASAPRatio 母离子标记, 整合在 TPP 中 Linux/Windows [74] 
MFPaQ 基于 Mascot, ICAT 和 SILAC 标记 Windows [75] 

MaxQuant 质谱数据定性定量的全流程分析, 包括母离子标记定量 Windows [76] 
MSQuant 基于 Mascot, 母离子标记定量软件 Windows [77] 
SILVER 定量质控打分, SILAC, 18O, 15N 标记 Windows [22] 
Census 15N 标记和无标定量软件 Linux/Windows [69] 

UNiquant 仅针对 SILAC 标记, XIC 信号加和作为定量值 Windows [78] 
IsoQuant 仅针对 SILAC 标记 Windows [79] 
pQuant SILAC 和 15N 标记 Windows [80] 

表 4  常用子离子标记定量工具列表 

软件名称 特点简介 操作系统 参考文献 

Libra 整合在 TPP 中 Linux/Windows [81] 
OCAP 小波变换去噪 Linux/Windows [82] 
Isobar R 包, 开源、免费 Linux/Windows [83] 

WHATraq 包括差异蛋白质筛选 Windows [46] 
Census2 加权归一化算法 Linux/Windows [84] 

MaxQuant 质谱数据定性定量的全流程分析, 包括子离子标记定量 Windows [76] 
IQuant 基于 Mascot, 包括差异蛋白质筛选 Linux/Windows [85] 
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簇等特征的过滤条件, 对定量结果进行了质量控制.  
msCompare[90]在比较各种定量算法与定量模块时考

虑了定量算法的质量评估问题, 以内标肽段为参照

构建了可靠性打分, 但该方法需要在实验设计中预

先加入内标, 增加了实验成本. Chang 等人[22]在有标

定量工具 SILVER 中定义了轻重标记的特征峰型的

自相关系数等多个指标作为定量结果的质量控制过

滤打分, 在不降低定量灵敏性的前提下保证了结果

的准确性.  
虽然上述相关工作已在定量结果的质量控制方

面迈出了第一步, 但是该方向的研究仍处于起步阶段, 
深入研究定量结果的质量控制方法依然是个挑战.  

7  总结与展望 

本文全面总结了目前定量蛋白质组学的相关策

略和方法, 对其中的无标定量方法和有标定量方法

进行了详细描述和各自特点的比较, 还对绝对定量

的相关方法进行了介绍, 最后汇总了相应的定量软 

件和工具, 并对定量结果的质量控制方法进行了探

讨. 目前, 定量蛋白质组学发展迅速, 实验技术和相

应的分析方法也都在不断变化升级, 根据不同的实

验目的, 正确选择合适的实验策略和分析方法将有

助于后续研究. 因此全面系统地了解这些实验策略

和计算方法能够有助于相关研究人员深入理解定量

蛋白质组学, 加速该领域的发展. 不过, 目前仍有一

些问题尚未得到很好地解决: (ⅰ) 绝对定量算法研

究仍然不够深入, 如何克服不同肽段在质谱中碎裂

效率不同对最终定量结果带来的影响仍然是个难题, 

直接从质谱数据中得到的蛋白质丰度计算值与蛋白

质实际表达量之间仍存在不小的差别; (ⅱ) 定量结

果中的假阳性成因有待归纳和总结, 还需要弄清楚

从实验到数据的整个过程中各个环节对定量结果的

影响, 一种可行的思路是构建相应的统计学模型估

计各部分的定量误差, 从而做到更加精确地定量; (ⅲ) 

期望上述分析能够指导定量蛋白质组学的实验设计

和分析方法研究, 这将是一项有意义的工作.  
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Quantitative proteomics has been one of important areas in omics research. The continuous innovation of experiment 
strategies and computational algorithms prompts the rapid development of quantitative proteomics. The common 
quantitative strategies are label-free and stable isotope labeled quantification. There are many quantitative algorithms 
and tools for each kind of quantification strategy. On the one hand, these computational methods improve the further 
development of quantitative proteomics. On the other hand, they are being updated continuously with the 
improvement of the quantitative strategies. Therefore, it is necessary to summarize the advances of strategies and 
algorithms for quantitative proteomics. In this review, we systematically expatiate upon the characters of the 
label-free and labeled quantitative algorithms from the view of bioinformatics. Also, this review summarizes the 
development of absolute quantification methods and lists the common software tools for quantitative proteomics. The 
quality control methods of the quantification results are discussed as well. 
 
mass spectrometry, quantitative proteomics, quantitative algorithm, label-free quantification, labeled 
quantification, absolute quantification 
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