
２０２４ 年 ７ 月 Ｖｏｌ．４２ Ｎｏ．７
Ｊｕｌｙ ２０２４ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ６５８～６６８

专论与综述 ＤＯＩ： １０．３７２４ ／ ＳＰ．Ｊ．１１２３．２０２４．０２００９

∗收稿日期：２０２４⁃０２⁃１３
∗通讯联系人．Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｌｉａｎｇ＿ｑｉａｏ＠ ｆｕｄａｎ．ｅｄｕ．ｃｎ．
基金项目：国家自然科学基金（２２３７４０３１） ．
Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍ： Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （Ｎｏ． ２２３７４０３１） ．

微生物宏蛋白质组 从样品处理、数据采集到数据分析

吴恩慧，　 乔　 亮∗

（复旦大学化学系， 上海 ２００４３３）

摘要：微生物与人体疾病、健康密切相关，如何理解微生物群落的组成及其发挥的功能是一大亟需研究的问题。 近

年来，宏蛋白质组学已经成为研究微生物组成与功能的重要技术手段。 然而，由于微生物群落样本的复杂性与高

度异质性，样品处理、质谱数据采集与数据分析成为宏蛋白质组目前面临的三大挑战。 在宏蛋白质组分析中往往

需要针对不同类型的样品进行前处理优化，采取不同的微生物分离富集、提取和裂解方案。 与单一物种蛋白质组

相类似，宏蛋白质组学中的质谱数据采集模式有数据依赖性采集（ｄａｔａ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ， ＤＤＡ）模式和数据

非依赖性采集（ｄａｔａ⁃ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ， ＤＩＡ）模式。 ＤＩＡ 数据采集模式可以完整地采集样品的肽段信息，具
有很强的发展潜力。 但是由于宏蛋白质组样品的复杂性，其 ＤＩＡ 数据解析已成为阻碍宏蛋白质组深度覆盖的一大

难题。 在数据解析方面，最重要的步骤在于蛋白质序列数据库的构建。 数据库的大小和完整性不仅对鉴定数量有

很大影响，还会影响物种和功能水平上的分析。 目前宏蛋白质组数据库构建的金标准是基于宏基因组的蛋白质序

列数据库。 同时，基于迭代搜库的公共数据库过滤方法也已被证明具有很强的实用价值。 从具体的数据解析策略

角度，以肽段为中心的 ＤＩＡ 数据解析方法占据了绝对的主流。 随着深度学习和人工智能的发展，其会极大地推动

宏蛋白质组数据解析的准确度、覆盖度与分析速度。 在下游生物信息学分析方面，近年来开发了一系列注释工具，
可以在蛋白水平、肽段水平、基因水平上进行物种注释来获得微生物群落组成。 与其他组学方法相比，微生物群落

的功能分析是宏蛋白质组学的一个独特特征。 宏蛋白质组已经成为微生物群落多组学分析中的重要组成部分，并
且仍在覆盖深度、检测灵敏度、数据解析完整度等方面具有很大的发展潜力。
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　 　 微生物群落在地球生态系统中扮演着至关重要

的角色，包括人类在内的几乎所有的生命体都与周

围的微生物密切相关。 人体内栖居着海量的微生

物，包括细菌、古细菌、病毒和单细胞真核生物等。
这些微生物可以通过与宿主之间的相互作用执行复

杂的功能，对人体的疾病和健康产生深远的影响。
大量研究证明人体微生物与癌症、糖尿病、神经系统

疾病等疾病之间存在关联关系［１－４］。 因此，全面深

入地了解微生物群落的结构和功能对于维持人体健

康至关重要。 在微生物组研究中，１６Ｓ 核糖体 ＲＮＡ
（１６Ｓ ｒＲＮＡ）测序是目前研究微生物群落组成最常

用的方法［５］。 然而这种方法只能评估微生物群落

的多样性和群落组成，不能分析微生物群落的实际

功能。 为了真实地检测微生物群落的功能潜力，研
究人员使用高通量测序技术（ＮＧＳ）来分析微生物

群落的整个宏基因组［６，７］。 随着测序技术的发展、
测序通量的提高和测序成本的下降，宏基因组在微

生物群落研究中的应用越来越多，极大地推动了微

生物组学的进展。 蛋白质作为生命活动的重要参与

者，直接参与多种细胞生理过程，如激素调节、基因

表达、细胞间通讯等。 虽然宏基因组学可以通过分

析微生物群落的全部基因揭示特定群落的功能潜

力，但直接检测蛋白质对于理解微生物群落实际表

达的功能更为重要。 宏蛋白质组通过全面检测微生

物群落所表达的蛋白质，可以提供关于微生物群落

结构与功能的深入视角。
　 　 ２００４ 年，Ｗｉｌｍｅｓ 等［８］ 首次提出了宏蛋白质组

的概念，即特定时刻下微生物群落表达的全部蛋白

质，并将其应用在活性污泥微生物的研究中，开创了

使用宏蛋白质组研究微生物群落的先河。 迄今为

止，宏蛋白质组已经经过了逾 ２０ 年的发展历程，其
在微生物组学研究领域的应用变得越来越广泛，已
经成为研究微生物群落功能的一项强大而有效的技

术手段［９－１２］。 为了更直观地理解这一领域的发展速

度，我们采用 “ｍｅｔａｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ” 作为关键词，在

ＰｕｂＭｅｄ 上检索并绘制了过去 ２０ 年的相关文献数

量变化图（图 １），并简要绘制了宏蛋白质组学发展

过程中几个里程碑式的进展及其时间节点（图 ２）。
可以看到，近年来发表的关于宏蛋白质组的文章数

量开始迅速增长，宏蛋白质组的应用范围也在不断

拓宽。
　 　 最初几年的宏蛋白质组研究主要依赖于二维凝

胶电泳分离蛋白质，然后采用四极杆⁃飞行时间质谱

（Ｑ⁃ＴＯＦ）、 基 质 辅 助 激 光 解 吸 飞 行 时 间 质 谱
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（ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ）等质谱仪器对单个蛋白质点进行分

析［８，１３－１５］。 然而，这种方法通量非常低，且非常耗时。
２００９ 年，Ｖｅｒｂｅｒｋｍｏｅｓ 等［１６］首次采用基于线性离子

图 １　 宏蛋白质组相关文章的发表数量变化
Ｆｉｇ． １　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｃｏｎｃｅｒｎｉｎｇ ｍｅｔａｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ

阱轨道阱组合式质谱（ＬＴＱ Ｏｒｂｉｔｒａｐ）的鸟枪法宏蛋

白质组分析人体粪便样本，实现了基于液相色谱⁃串
联质谱（ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）的微生物蛋白质的大规模表

征。 随后，为了提高宏蛋白质组分析的准确性和覆

盖深度，研究者们开发了各种数据分析方法，比如迭

代搜库［１７］ 和从头测序 （ ｄｅ ｎｏｖｏ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ） 策

略［１８，１９］ 来优化数据依赖性采集 （ ｄａｔａ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ， ＤＤＡ）宏蛋白质组分析。 近几年来，随
着高分辨率质谱仪的发展以及新型质谱采集策略如

数据非依赖性采集策略（ｄａｔａ⁃ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｃｑｕｉｓｉ⁃
ｔｉｏｎ， ＤＩＡ）开始被应用于宏蛋白质组［２０，２１］，宏蛋白

质组学分析在深度和准确度方面得到了显著的提

升，为复杂生物样本的蛋白质组分析提供了更高的

解析能力和更广泛的应用前景。

图 ２　 宏蛋白质组技术里程碑式进展时间图
Ｆｉｇ． ２　 Ｔｉｍｅｌｉｎｅ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｍｉｌｅｓｔｏｎｅｓ ｏｆ ｍｅｔａｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ

ＭＰ： ｍｅｔａｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ． ＤＩＡ： ｄａｔａ⁃ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ．

　 　 当前，宏蛋白质组的分析主要采用基于 ＬＣ⁃
ＭＳ ／ ＭＳ 的鸟枪法策略，其基本流程如图 ３ 所示：首
先进行样本前处理，将微生物尽可能从复杂成分中

分离出来。 然后采用合适的裂解方式提取微生物蛋

白，再将蛋白质混合物酶解成肽段混合物后，对肽段

混合物进行色谱分离和质谱数据采集。 根据获得的

质谱数据信息进行肽段鉴定和蛋白质推断，获得样

本的蛋白质鉴定和定量结果。 最后进行物种分类和

功能注释，挖掘具有重要生物学意义的功能蛋白信

息。 然而，与传统的单一物种蛋白质组学不同，宏蛋

白质组的实际样本中可能存在上百种不同微生物，
具有高度复杂性和分类多样性，因此给宏蛋白质组

分析带来了许多挑战。 本文将基于当前宏蛋白质组

数据分析策略和技术难点，介绍宏蛋白质组的研究

方法和研究现状。

１　 样品前处理

　 　 目前，宏蛋白质组学技术已经被广泛应用于人

体微生物组、土壤、食品、海洋、活性淤泥等多个领域

的研究［２２－２６］。 与单一物种的蛋白质组分析相比，复

杂样本的宏蛋白质组样品前处理面临更多挑战。 实

际样本中微生物组成复杂，丰度动态范围大，不同类

型的微生物细胞壁结构存在很大差异，而且样本中

往往包含大量宿主蛋白以及其他杂质的背景干扰。
因此，在宏蛋白质组分析中往往需要针对不同类型

的样品进行优化，采取不同的微生物分离富集、提取

和裂解方案。
　 　 肠道菌群是人体微生物宏蛋白质组研究中最热

门的领域，而粪便样本因其易获取性和代表性在肠

道菌群研究中被广泛使用。 粪便样本中包含了微生

物、宿主细胞 ／蛋白质和食物残渣等混合物，需要采

用差速离心或滤膜过滤等方法进行微生物的分离和

富集［２７－２９］。 常用的从粪便样本微生物中提取蛋白

质的方法主要包括超声破碎法、珠磨破碎法、液氮研

磨法、十二烷基磺酸钠（ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆｏｎａｔｅ，
ＳＤＳ） 裂解等化学裂解法以及他们的组合等方

法［３０－３２］。 口腔微生物组作为人体中第二大的微生

物群落，也受到广泛的关注，差速离心与过滤法等用

于粪便样品的前处理策略也被应用在口腔微生物组

的研究中。 最近，Ｊｉａｎｇ 等［３３］ 将高分辨自由流等电
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图 ３　 鸟枪法宏蛋白质组分析流程
Ｆｉｇ． ３　 Ｗｏｒｋｆｌｏｗ ｏｆ ｓｈｏｔｇｕｎ ｍｅｔａｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ

聚焦电泳技术应用于口腔微生物分离中，实现了口

腔微生物蛋白的深度鉴定（鉴定到 ３ ６４７ 种蛋白

质），且使肽段和物种的鉴定数量分别增加了

９４􀆰 ９７％ 和 ４４􀆰 ９０％。 利用该方法，研究人员［３３］ 对口

腔微生物的物种组成和蛋白质功能进行了探究，并
系统比较了肺癌患者口腔微生物组与正常对照组的

差异，发现并验证了两种在肺癌患者中功能表达紊

乱的口腔微生物。
　 　 在土壤宏蛋白质组的研究中，由于土壤具有复

杂的物理结构、异质性和有机化合物的干扰，其前处

理的一大关键点在于将蛋白质从腐殖质等复杂有机

化合物中分离出来［３４］。 ＳＤＳ⁃酚、 ＳＤＳ⁃三氯乙酸

（ ｔｒｉｃｈｌｏｒｏａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ， ＴＣＡ）裂解与滤膜过滤相结

合、基于 ＮａＯＨ 预处理等方法被用于提取土壤微生

物蛋白质［３４－３６］。 此外，商业化试剂盒 ＮｏｖｉＰｕｒｅ Ｓｏｉｌ
Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｋｉｔ 也被用于土壤宏蛋白质组的研究，取得

了与传统方法相当甚至更好的结果［３４，３７］。 活性淤

泥成分非常复杂，通常由细菌、原生生物、真菌等微

生物群体形成的颗粒或絮体组成，是污水处理过程

中的关键生物组成部分。 珠磨破碎、超声破碎、ＳＤＳ
裂解等方法也被应用于活性污泥样品的微生物蛋白

质提取［２６，３８］。 最近的一项研究中，Ｋｌｅｉｋａｍｐ 等［３９］

将珠磨破碎和冻融法应用于污水处理厂的好氧颗粒

污泥样品前处理中，并首次采用宏蛋白质组、宏基因

组和 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序技术进行微生物群落的多组学

对比研究，结果表明不同组学技术在低分类水平上

的分类组成具有显著差异。 海洋微生物主要包括浮

游生活的微生物和附着在颗粒物上生活的微生物。
Ｓｃｈｕｌｔｚ 等［４０］比较了 ６ 种蛋白质提取方案，包括（１）
苯酚提取、（２） ＳＤＳ⁃ＴＣＡ 裂解、（３） ＳＤＳ⁃丙酮裂解、
（４）珠磨破碎法、（５）冻融法以及（６）商业化试剂盒

ＴＲＩ⁃Ｒｅａｇｅｎｔ，最终证明使用 ＳＤＳ⁃丙酮裂解或者珠

磨破碎的方法能获得较高的蛋白产率。
　 　 传统发酵食品和饮料的化学环境差异大，含有

多种组成不同的微生物，如细菌、真菌、酵母等［２２］。
Ｚｈａｏ 等［４１］ 比较了不同细胞破碎方法（组织研磨仪

研磨和液氮研磨）、不同裂解液（ＳＤＳ 和硼砂 ／聚乙

烯 吡 咯 烷 酮 ／苯 酚 （ ｂｏｒａｘ ／ ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｐｏｌｙｐｙｒｒｏｌｉ⁃
ｄｏｎｅ ／ ｐｈｅｎｏｌ， ＢＰＰ））以及不同肽段纯化方法（Ｃ１８

柱、固相烷基化试剂、肽段纯化试剂），在高温大曲

样品中的应用结果，证明采用液氮研磨进行细胞破

碎后，用 ＢＰＰ 裂解液提取蛋白质，然后用 Ｃ１８柱对酶

解后的肽段进行纯化可以取得优于其他方法的结

果。 利用该方法处理黄曲样品，可以从中鉴定到
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３ ３５０ 个蛋白质和 １０ ２０２ 条特征肽段，而通过其他

方法最多只能鉴定到 ２ ０２９ 个蛋白质和 ３ ４７７ 条肽

段。 应用优化的宏蛋白组学方法，作者分析了在春

季、夏季和秋季收集的 ９０ 个白曲、黄曲和黑曲样品，
揭示了黄曲具有更高丰度的糖化酶，有利于原料的

降解，在黑曲中发现微生物蛋白丰度随季节显著变

化，证明了秋季黑曲碳水化合物和氨基酸代谢相关

通路蛋白质表达量升高。 此外，作者通过宏蛋白质

组对一年中 ６ 个生产周期的 ４２ 份高温大曲样本进

行了差异蛋白质功能和代谢通路分析，揭示了大曲

代谢途径与白酒发酵过程的相关性，从而形成中国

白酒特有的风味和香气［４２］。
　 　 综上所述，不同样品中的微生物宏蛋白质组提

取具有一定的相似性也具有部分差异性，但是目前

对于不同种类的宏蛋白质组样品均缺乏一个统一的

前处理流程。

２　 质谱数据采集

　 　 鸟枪法宏蛋白质组分析中，预处理之后的肽段

混合物首先在色谱柱中分离，然后进入质谱仪经离

子化后进行数据采集。 与单一物种蛋白质组分析相

类似，宏蛋白质组分析中的质谱数据采集模式有

ＤＤＡ 模式和 ＤＩＡ 模式。 在 ＤＤＡ 模式中，肽段离子

在进行一级质谱（ＭＳ１）扫描后，采集 ＭＳ１ 中信号强

度最高的多个母离子分别进行二级质谱（ＭＳ２）碎裂

和采集。 在 ＤＤＡ 数据采集模式中，得到的每张 ＭＳ２

谱图都可以与单一母离子对应，因此可以根据 ＭＳ２

信息进行肽段定性分析。 但是这种采集方式是丰度

依赖性的，在低丰度肽段信息采集上有较强的随机

性，限制了其检测灵敏度，并且会导致较多的缺失值

和较低的重复性，因此不适合大队列样本的定量分

析。 尤其是对于复杂的宏蛋白质组样品来说，微生

物群落的物种丰度往往呈现较宽的动态范围，导致

其蛋白质和肽段层面的丰度差异巨大。 那些低丰度

的肽段往往在 ＭＳ１ 中具有较低的信号强度，因此很

难被选中进行 ＭＳ２ 分析。 为了克服 ＤＤＡ 技术的局

限性，研究人员开发了 ＤＩＡ 数据采集模式［４３，４４］。 在

ＤＩＡ 模式中，ＭＳ１ 扫描区间依据其质荷比被分为若

干个隔离窗口，每个窗口的所有离子共同碎裂和检

测，最终得到包含全部碎片离子信息的 ＭＳ２ 谱图。
该方法具有系统性、无偏向性采集的特点，样本缺失

值少，重现性和稳定性高，因此可以实现大队列样本

分析。

　 　 随着质谱仪器的不断迭代更新，更高灵敏度和

分辨率的质谱仪器被应用于宏蛋白质组中，宏蛋白

质组分析的覆盖深度也因而不断提升。 长期以来，
以 Ｏｒｂｉｔｒａｐ 为首的一系列高分辨率质谱仪器在宏

蛋白质组中被广泛应用。 近几年来，Ｂｒｕｋｅｒ 公司开

发的一系列捕集离子淌度 （ ｔｒａｐｐｅｄ ｉｏｎ ｍｏｂｉｌｉｔｙ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ， ＴＩＭＳ）质谱，如 ｔｉｍｓＴＯＦ Ｐｒｏ ２、ｔｉｍ⁃
ｓＴＯＦ ＨＴ 和 ｔｉｍｓＴＯＦ Ｕｌｔｒａ，采用双 ＴＩＭＳ 技术和同

步累积连续碎裂（ｐａｒａｌｌｅｌ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ⁃ｓｅｒｉａｌ ｆｒａｇ⁃
ｍｅｎｔａｔｉｏｎ， ＰＡＳＥＦ）数据采集模式，实现了蛋白质

组分析更高的覆盖度。 ＴＩＭＳ ＰＡＳＥＦ 扫描模式可以

达到近 １００％ 的离子利用率，实现极高的灵敏度和

扫描速度，使蛋白质组分析在鉴定深度和精度、定量

准确性、动态范围、灵敏度等方面有了全面提升。
ＴＩＭＳ⁃ＰＡＳＥＦ 技术已经在蛋白质组学研究中广泛应

用［４５，４６］，在宏蛋白质组学领域也表现出很大的应用

潜力，未来在临床大队列微量样本的宏蛋白质组学

分析中具有广阔的应用前景。 Ｇóｍｅｚ⁃Ｖａｒｅｌａ 等［４７］

使用 ｔｉｍｓＴＯＦ Ｐｒｏ 进 行 ＤＤＡ⁃ＰＡＳＥＦ 和 ＤＩＡ⁃
ＰＡＳＥＦ 的宏蛋白质组分析。 结果表明，与之前发表

的 ＤＤＡ 和 ＤＩＡ 方法相比，使用 ＤＤＡ⁃ＰＡＳＥＦ 可将

肽段定量能力提高 ５ 倍，并具有更高的准确性和重

复性。 此外，ＤＩＡ⁃ＰＡＳＥＦ 扩大了检测到的低丰度蛋

白质的动态范围，应用该技术使未知功能蛋白质的

定量数目翻倍。 与之前的 ＤＤＡ 宏蛋白质组分析相

比，ＤＩＡ⁃ＰＡＳＥＦ 的质谱采集时间缩短为原来的

１ ／ １６，色谱梯度时间缩短为原来的１ ／ ４，量化出高达

４ 倍的分类单元。 在小鼠模型上的应用揭示了疼痛

相关的蛋白质复合物的动态变化，这些复合物在宿

主免疫系统与肠道微生物之间的信息交流中起关键

作用。
　 　 表 １ 从样品类型、分析策略、质谱仪器、采集方

法、分析软件、鉴定数目等层面展示了 ２０１１ 年至今

宏蛋白质组学的部分代表性研究。

３　 质谱数据分析

３．１　 ＤＤＡ 数据分析策略

３．１．１　 数据库搜索

　 　 宏蛋白质组学 ＤＤＡ 数据分析包含数据库搜索

和 ｄｅ ｎｏｖｏ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ 两种方法。 数据库搜索的基

本流程是首先将蛋白质序列数据库进行理论酶切产

生 肽 段， 生 成 理 论 二 级 谱 图； 将 理 论 二 级

谱图与实验二级谱图进行匹配，按照一定规则打分
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表 １　 ２０１１ 年至今宏蛋白质组学的部分代表性研究
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｖｅｒａｌ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｒｅｓｅａｒｃｈｅｓ ｏｆ ｍｅｔａｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ｓｉｎｃｅ ２０１１

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｔｉｍｅ Ｓａｍｐｌｅｓ　
Ａｎａｌｙｓｉｓ
ｓｔｒａｔｅｇｙ

ＭＳ
ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ

ＭＳ
ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ

ｍｏｄｅ

Ａｎａｌｙｓｉｓ　 　
ｔｏｏｌｓ　 　

Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

Ｒｏｏｉｊｅｒｓ
ｅｔ ａｌ．［１７］

２０１１ ｆｅｃａｌ ｓａｍｐｌｅ ｉｔｅｒａｔｉｖｅ ｓｅａｒｃｈ ＬＴＱ⁃Ｏｒｂｉｔｒａｐ ＤＤＡ ＯＭＳＳＡ ｏｖｅｒ ３０００
ｐｅｐｔｉｄｅｓ

Ｊａｇｔａｐ
ｅｔ ａｌ．［４８］

２０１２ ｓａｌｉｖａｒｙ ｓａｍｐｌｅ ｉｔｅｒａｔｉｖｅ ｓｅａｒｃｈ ＬＴＱ⁃Ｏｒｂｉｔｒａｐ ＤＤＡ ＭａｘＱｕａｎｔ ２１７６ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

Ｔａｎｃａ
ｅｔ ａｌ．［４９］

２０１３ ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ

ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓ
ｄｅｒｉｖｅｄ ｄａｔａｂａｓｅｓ

ＬＴＱ⁃Ｏｒｂｉｔｒａｐ ＤＤＡ Ｐｒｏｔｅｏｍｅ
Ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｒ

１０８８１ ｐｅｐｔｉｄｅｓ

Ｚｈａｎｇ
ｅｔ ａｌ．［５０］

２０１６ ｍｏｕｓｅ ｆｅｃａｌ ｓａｍｐｌｅ；
ｈｕｍａｎ ｃｏｌｏｎｏｓｃｏｐｙ ｓａｍｐｌｅ

ＭｅｔａＰｒｏ⁃ＩＱ Ｑ Ｅｘａｃｔｉｖｅ ＤＤＡ Ｘ！ Ｔａｎｄｅｍ
ＭａｘＱｕａｎｔ

３０７４９ ｐｒｏｔｅｉｎｓ；
１９０１１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

Ｍａｙ
ｅｔ ａｌ．［５１］

２０１６ ｏｃｅａｎ ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ ｓａｍｐｌｅ Ｍｅｔａｐｅｐｔｉｄｅ Ｑ⁃Ｅｘａｃｔｉｖｅ⁃ＨＦ ＤＤＡ Ｃｏｍｅｔ ６９１８ ｐｅｐｔｉｄｅｓ

Ｘｉａｏ
ｅｔ ａｌ．［５２］

２０１８ ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ； ｆｅｃａｌ ｓａｍｐｌｅ

ＭＴ ＬＴＱ⁃Ｏｒｂｉｔｒａｐ ＤＤＡ Ｘ！ Ｔａｎｄｅｍ
ＭａｘＱｕａｎｔ

１１３０８ ｐｅｐｔｉｄｅｓ；
１０９３２ ｐｅｐｔｉｄｅｓ

Ｌｏｎｇ
ｅｔ ａｌ．［２０］

２０２０ ｆｅｃａｌ ｓａｍｐｌｅ ｈｙｂｒｉｄ ｓｐｅｃｔｒａ
ｌｉｂｒａｒｙ⁃ｂａｓｅｄ ＤＩＡ

Ｏｒｂｉｔｒａｐ Ｆｕｓｉｏｎ
Ｌｕｍｏｓ Ｔｒｉｂｒｉｄ

ＤＩＡ ＰＥＡＫＳ
ＳｐｅｃｔｒｏＭｉｎｅ
Ｓｐｅｃｔｒｏｎａｕｔ

９１９０２ ｐｅｐｔｉｄｅｓ；
３００６２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

Ａａｋｋｏ
ｅｔ ａｌ．［２１］

２０２０ ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ； ｆｅｃａｌ ｓａｍｐｌｅ

ＤＤＡ ｓｐｅｃｔｒａ
ｌｉｂｒａｒｙ⁃ｂａｓｅｄ ＤＩＡ

Ｑ Ｅｘａｃｔｉｖｅ ＨＦ ＤＩＡ ｄｉａｔｏｏｌｓ １４８８８ ｐｅｐｔｉｄｅｓ；
１２８０４ ｐｅｐｔｉｄｅｓ

Ｓｔａｍｂｏｕｌｉａｎ
ｅｔ ａｌ．［５３］

２０２１ ｈｕｍａｎ ｃｏｌｏｎｏｓｃｏｐｙ
ｓａｍｐｌｅ

ＨＡＰｉＩＤ ＬＴＱ⁃Ｏｒｂｉｔｒａｐ ＤＤＡ ＭＳ⁃ＧＦ＋ ２４９６２ ｐｅｐｔｉｄｅｓ

Ｐｉｅｔｉｌä
ｅｔ ａｌ．［５４］

２０２２ ｆｅｃａｌ ｓａｍｐｌｅ ｄｉｒｅｃｔＤＩＡ Ｑ Ｅｘａｃｔｉｖｅ ＨＦ ＤＩＡ Ｘ！ Ｔａｎｄｅｍ
Ｃｏｍｅｔ

１４６９１ ｐｅｐｔｉｄｅｓ

Ｚｈａｏ
ｅｔ ａｌ．［５５］

２０２３ ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ； ｆｅｃａｌ ｓａｍｐｌｅ

ｄｉｒｅｃｔＤＩＡ Ｏｒｂｉｔｒａｐ Ｆｕｓｉｏｎ
Ｌｕｍｏｓ Ｔｒｉｂｒｉｄ

ＤＩＡ ＰＥＡＫＳ
ＭａｘＱｕａｎｔ
ＦｒａｇＰｉｐｅ

１０５７２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ；
ａｂｏｕｔ ７００００
ｐｒｏｔｅｉｎｓ

Ｇóｍｅｚ⁃Ｖａｒｅｌａ
ｅｔ ａｌ．［４７］

２０２３ ｍｉｃｅ ｆｅｃａｌ ｓａｍｐｌｅ ｐｅｐｔｉｄｅ⁃ｃｅｎｔｒｉｃ
ＤＩＡ ａｎａｌｙｓｉｓ

ｔｉｍｓＴＯＦ Ｐｒｏ ＤＩＡ ＤＩＡ⁃ＮＮ
ＭａｘＱｕａｎｔ

ｏｖｅｒ １５０００
ｐｒｏｔｅｉｎｓ

Ｗｕ
ｅｔ ａｌ．［５６］

２０２４ ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ； ｆｅｃａｌ ｓａｍｐｌｅ

ＣｏｎＤｉＧＡ ｔｉｍｓＴＯＦ Ｐｒｏ ＤＤＡ ＰＥＡＫＳ １３５３７ ｐｒｏｔｅｉｎｓ；
１２６３０ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

Ｗｕ
ｅｔ ａｌ．［５７］

２０２４ ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ； ｆｅｃａｌ ｓａｍｐｌｅ

ＨＡＰｓ⁃ｈｙｂｌｉｂＤＩＡ ｔｉｍｓＴＯＦ Ｐｒｏ ＤＩＡ Ｓｐｅｃｔｒｏｎａｕｔ １１７７０ ｐｒｏｔｅｉｎｓ；
２８５８５ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

　 ＭｅｔａＰｒｏ⁃ＩＱ： ｍｅｔａｐｒｏｔｅｏｍｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ； Ｍｅｔａｐｅｐｔｉｄｅ： ｓｈｏｒｔ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｔｈａｔ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｉｎ
ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｏｒｇａｎｉｓｍｓ； ＭＴ： ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃ ｔａｘｏｎｏｍｙ⁃ｇｕｉｄｅｄ ｄａｔａｂａｓｅ⁃ｓｅａｒｃｈ ｓｔｒａｔｅｇｙ； ＨＡＰｉＩＤ： ｈｉｇｈ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｇｕｉｄｅｄ ｍｅｔａｐｒｏ⁃
ｔｅｏｍｉｃｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ； ＣｏｎＤｉＧＡ： ｃｏｎｔｉｇｓ ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｇｅｎｅ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ； ＨＡＰｓ⁃ｈｙｂｌｉｂＤＩＡ： ｈｉｇｈ⁃ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｇｕｉｄｅｄ ｈｙｂｒｉｄ ｓｐｅｃｔｒａｌ
ｌｉｂｒａｒｙ ｆｏｒ ｄａｔａ⁃ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ ｍｅｔａｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ．

得到肽段⁃谱图匹配结果（ｐｅｐｔｉｄｅ⁃ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｍａｔｃｈ，
ＰＳＭ）；对搜库结果进行质控，得到最佳匹配的肽

段，然后进行蛋白质推断得到蛋白质鉴定结果。 数

据库搜库是宏蛋白质组学 ＤＤＡ 分析中最常用的分

析策略。 在数据库搜库的解析方法中，首先要构建

合适的数据库。 数据库的大小和完整性不仅对鉴定

数量有很大影响，还会影响物种和功能水平上的分

析。 理想情况下，数据库应该包含样本中存在的所

有物种的蛋白质序列，且不包含多余序列。 如图 ４
所示，目前的蛋白质序列数据库可分为三类：公共数

据库或基于公共数据库优化的数据库、基于宏基因

组测序数据得到的数据库和基于 １６ ／ １８Ｓ ｒＲＮＡ 测

序的伪宏基因组数据库。 常用的公共数据库有 ＮＣ⁃

ＢＩ 非冗余细菌数据库（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｎｃｂｉ． ｎｌｍ．ｎｉｈ．
ｇｏｖ ／ ）、ＵｎｉＰｒｏｔ 非冗余细菌库（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｕｎｉ⁃
ｐｒｏｔ．ｏｒｇ ／ ）、肠道微生物蛋白质数据库 ＩＧＣ （ｈｔｔｐｓ：
／ ／ ｄｂ．ｃｎｇｂ．ｏｒｇ ／ ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ ／ ｇｅｎｅｃａｔａｌｏｇ ／ ｇｅｎｅｃａｔａ⁃
ｌｏｇ＿ｈｕｍａｎ ／ ）、人类微生物组计划产生的蛋白质数

据库 ＨＭＰ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｈｍｐｄａｃｃ． ｏｒｇ ／ ）和人类

胃肠道微生物蛋白质数据库 ＵＨＧＰ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｂｃｂ．
ｕｎｌ．ｅｄｕ ／ ｄｂｐｕｐ ／ ｕｈｇｐ＿ｈｏｍｅ）等。 然而，使用大型

公共数据库不可避免地会导致搜索空间膨胀，搜库

时间增加，鉴定灵敏度降低。 另一方面，过大的数据

库往往包含过多的冗余序列，增加序列相似性，使蛋

白质推断变得更加复杂。
　 　 从同一样本的宏基因组测序数据得到蛋白质序

·３６６·
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图 ４　 蛋白质序列数据库构建方式
Ｆｉｇ． ４　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄａｔａｂａｓｅｓ

列数据库称之为宏基因组匹配的蛋白质数据库，其
只包含样本中存在的蛋白质序列，具有较小的搜索

空间。 基于二代测序的宏基因组数据库构建流程是

首先对微生物群落样本进行鸟枪法宏基因组测序得

到短读序列（ｓｈｏｒｔ ｒｅａｄｓ），将 ｓｈｏｒｔ ｒｅａｄｓ 组装成重

叠群（ｃｏｎｔｉｇｓ），然后进行基因预测、注释和翻译，最
后得到该样本的蛋白质序列数据库。 基于宏基因组

的蛋白质序列数据库与样本实际存在的蛋白质序列

最为接近，并且具有较小的搜索空间，是目前宏蛋白

质组学中数据库构建的金标准。 尤其是对于大多数

组成未知或者相关研究较少的微生物群落样本，宏
基因组测序得到的蛋白质序列数据库是最佳选择。
但是，基于宏基因组的蛋白质序列数据库也可能存

在测序深度不足、测序错误、组装错误、注释错误等

问题。
　 　 另一种数据库构建方式是基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 扩增

子测序数据的分类信息来过滤 ＵｎｉＰｒｏｔ 等公共数据

库，也被称为伪宏基因组蛋白质序列数据库。 然而，
１６Ｓ ｒＲＮＡ 测序在种甚至属层级的分辨率有限，使得

该数据库存在诸多问题。 如果在属层级构建数据

库，会包含样品中不存在的大量蛋白质序列，增加计

算时间，降低检测灵敏度。 而在物种层级构建的数

据库可能会遗漏样品中存在的蛋白质序列信息。 此

外，公共数据库中收录的物种还很不完整，许多已知

物种没有完整的蛋白质组，大量未知物种还没有被

测序。
　 　 针对数据库规模过大引起的分析问题，研究人

员开发了一系列优化策略。 其中最常用的是迭代搜

库策略，迭代搜库策略的中心思想是通过多次搜库

来缩小序列数据库规模。 Ｊａｇｔａｐ 等［５８］ 提出了两步

迭代搜库方法，在第一次搜库时不设置任何过滤参

数，保留所有的蛋白质鉴定结果，用于构建一个缩小

的数据库进行第二次常规搜库，此时再设置严格的

错误发现率（ ｆａｌｓｅ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ， ＦＤＲ）过滤参数

得到最终鉴定结果。 Ｚｈａｎｇ 等［５９］ 提出了三步迭代

搜库方法，并构建了宏蛋白质组分析流程 ＭｅｔａＰｒｏ⁃
ＩＱ，该方法在两次迭代搜库结果的基础上，进行第

三次常规搜库以得到最终鉴定结果。 迭代搜库策略

可以有效缩小数据库大小，从而提高蛋白质鉴定数

量。 然而，第一步直接搜索大的数据库仍然非常耗

时，Ｓｔａｍｂｏｕｌｉａｎ 等［６０］提出了 ＨＡＰｉＩＤ 方法，他们收

集了 ４ 个数据库 ＨＭＰ、 ＵＭＧＳ （ Ｕｎｃｈａｒａｔｅｒｉｓｅｄ
ＭｅｔａＧｅｎｏｍｅ Ｓｐｅｃｉｅｓ） ［６１］、ＨＢＣ （Ｈｕｍａｎ Ｇａｓｔｒｏ⁃
ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ Ｂａｃｔｅｒｉａ Ｃｕｌｔｕｒｅ Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ） ［６２］以及文献

报道的古菌（Ａｒｃｈｅａ） ［６３］，合并为更加全面的人肠

道微生物宏蛋白质组数据库，然后提取该数据库中

的高丰度蛋白质即核糖体蛋白质和延长因子，构建

了一个高丰度蛋白质数据库。 使用该高丰度蛋白数

据库进行第一轮搜库，根据搜库结果推断出样本中

包含的物种，然后构建一个包含这些物种蛋白质组

的数据库。 应用该方法对人体肠道微生物进行宏蛋

白质组分析，不仅极大地减少了搜库时间，同时提高

了蛋白鉴定数量。
３．１．２　 ｄｅ ｎｏｖｏ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ 策略

　 　 与数据库搜索不同的是，ｄｅ ｎｏｖｏ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
策略不依赖于序列数据库进行比对分析，而是直接

通过 ＭＳ２ 谱图中碎片峰的 ｍ／ ｚ 差异来推导出肽段

序列。 该方法能够发现未知序列或具有变异的蛋白

质序列，但是由于 ＭＳ２ 谱图中碎片峰信息很可能不

完全，因此会导致蛋白质鉴定数量较少并且准确性

不足。 因此有研究者首先基于 ｄｅ ｎｏｖｏ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
策略获得短的序列标签，再利用该序列标签进行数

据库搜索［６４］。 ２０１８ 年，Ｌｅｅ 等［１９］ 在预印本上发表

的研究中首次将 ｄｅ ｎｏｖｏ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ 方法应用于宏

蛋白质组分析中（该文章于 ２０２２ 年最终发表），该
研究建立了新的谱图注释工具 Ｋａｉｋｏ，成功地从宏

蛋白质组数据中鉴定出单一菌株和合成微生物群落

的物种组成。 作者利用 Ｋａｉｋｏ 获得的物种构建了不
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依赖于宏基因组测序的数据库，并将其应用于真实

土壤样本的宏蛋白质组分析。 该方法成功鉴定出

１６Ｓ ｒＲＮＡ 测序得到的所有高丰度物种，并发现了一

些仅在蛋白质组学数据中鉴定到的物种，对这些蛋

白质进行功能分析得到 １ ０５９ 种酶，其中 ６１８ 种酶

被映射到 ＫＥＧＧ （ Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ
ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ）代谢通路中。 作者依据这些映射绘

制了土壤微生物群落的代谢通路图谱。 ２０２１ 年，
Ｋｌｅｉｋａｍｐ 等［１８］建立了基于 ｄｅ ｎｏｖｏ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ 的

宏蛋白质组分析流程 ＮｏｖｏＢｒｉｄｇｅ，利用合成微生物

群落和自然微生物群落证明了该方法对微生物群落

的分类组成分析能力和定量分析能力。 ２０２３ 年，
Ｐｏｔｇｉｅｔｅｒ 等［６５］ 开发了一种基于 ｄｅ ｎｏｖｏ ｓｅｑｕｅｎ⁃
ｃｉｎｇ 的数据分析方法 ＭｅｔａＮｏｖｏ，该方法利用 ｄｅ
ｎｏｖｏ 序列标签信息对 Ｕｎｉｐｒｏｔ 全库进行过滤来构

建数据库，再进行数据库搜索。
３．２　 ＤＩＡ 数据分析策略

　 　 ＤＩＡ 数据中包含着全面的碎片离子信息，每张

ＭＳ２ 谱图包含多种母离子的碎片离子峰，因此数据

解析难度大。 尤其是对于宏蛋白质组来说，ＤＩＡ 数

据更加复杂，其数据解析面临更大的挑战。 宏蛋白

质组 ＤＩＡ 数据分析的策略主要分为以肽段为中心

（ｐｅｐｔｉｄｅ⁃ｃｅｎｔｒｉｃ）和以谱图为中心（ ｓｐｅｃｔｒｕｍ⁃ｃｅｎ⁃
ｔｒｉｃ）两类。
　 　 典型的以肽段为中心的策略，通常需要利用同

一样本的 ＤＤＡ 数据预先构建谱图库，再利用该谱

图库对 ＤＩＡ 数据进行解析。 该谱图库的构建过程

与常规 ＤＤＡ 搜库过程类似，需要将 ＤＤＡ 谱图与蛋

白质序列数据库进行比对得到 ＤＤＡ 的鉴定结果。
２０２０ 年，Ａａｋｋｏ 等［６６］利用 ＤＤＡ 数据构建谱图库解

析宏蛋白质组 ＤＩＡ 数据，首次将 ＤＩＡ 应用在宏蛋白

质组分析中。 然而这种方法使 ＤＩＡ 的鉴定和定量

结果受限于 ＤＤＡ 的鉴定结果。 随着搜库软件算法

的改进，可以通过结合 ＤＤＡ 数据和 ＤＩＡ 数据的搜

库结果构建一个混合谱图库 （ ｈｙｂｒｉｄ ｓｐｅｃｔｒａｌ ｌｉ⁃
ｂｒａｒｙ），利用混合谱图库解析 ＤＩＡ 数据可以提高

ＤＩＡ 的覆盖深度。 Ｌｏｎｇ 等［９］ 用 ＳｐｅｃｔｒｏＭｉｎｅ 对结

直肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ， ＣＲＣ）队列样本的 ＤＤＡ
数据和 ＤＩＡ 数据搜库分析生成了一个混合谱图库，
从 ２８ 份临床粪便样本中鉴定到 ９１ ９０２ 个肽段和

３０ ０６２ 个蛋白质组。 通过对 ＣＲＣ 患者和健康对照

组肠道菌群的差异蛋白质进行功能分析，揭示了肠

道菌群中的铁摄取与转运和氧化应激过程在结直肠

癌发病及发展过程中扮演的角色。 此外，通过深度

学习算法预测工具，如 ＤｅｅｐＤＩＡ［６７］、Ｐｒｏｓｉｔ［６８］和 ＤＩ⁃
ＡＮＮ［６９］等，可以从蛋白质序列数据库直接生成预测

谱图库，再进行 ＤＩＡ 数据解析。 但是目前该方法还

缺少在宏蛋白质组中的应用。
　 　 以谱图为中心的策略，也被称为 ｄｉｒｅｃｔＤＩＡ，可
以直接对 ＤＩＡ 数据进行分析而不需要预先构建谱

图库。 其原理是基于母离子和碎片离子的色谱流出

相似性，从 ＤＩＡ 数据中生成每个母离子的伪二级谱

图，然后进行类似于 ＤＤＡ 数据库搜索构建内部谱

图库或者伪谱图库，再解析 ＤＩＡ 数据。 ２０２２ 年，
Ｐｉｅｔｉｌä 等［５４］首次利用该方法对复杂的宏蛋白质组

样本 ＤＩＡ 数据直接分析，克服了基于 ＤＤＡ 建库的

局限性。 ２０２３ 年，Ｚｈａｏ 等［７０］ 应用该方法（ ｄｉｒｅｃｔ⁃
ＤＩＡ）对肠道微生物样本进行宏蛋白质组学研究，并
比较了不同方法的定量结果。 结果表明，ｄｉｒｅｃｔＤＩＡ
在鉴定和定量准确性方面表现优异，证明了 ｄｉｒｅｃｔ⁃
ＤＩＡ 在肠道微生物样本中进行宏蛋白质组定量研究

的可行性。
　 　 在 ＤＩＡ 数据分析中，蛋白质序列数据库构建同

样对最终鉴定结果有着重要的影响。 但由于 ＤＩＡ
包含了更加复杂的二级谱图信息，使用大数据库需

要更长的搜库时间和计算资源。 最近，Ｗｕ 等［７１］ 开

发了一种基于高丰度蛋白质（ｈｉｇｈ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎｓ， ＨＡＰｓ）的宏蛋白质组 ＤＩＡ 分析策略。 首先

从 ＵｎｉＰｒｏｔ 数据库中下载了 ６４７ 种肠道微生物的核

糖体蛋白质和延长因子，构建了一个肠道微生物群

ＨＡＰｓ 数据库。 然后将 ＵＭＧＳ 数据库中的 ＨＡＰｓ 与

这 ６４７ 个物种的 ＨＡＰｓ 进一步结合，建立了一个综

合的 ＨＡＰｓ 数据库。 通过使用该 ＨＡＰｓ 数据库搜索

ＤＩＡ 数据，确定样本中包含的物种。 基于该物种信

息构建样本特定的全蛋白质组数据库，对 ＤＩＡ 数据

进行分析。 结果表明，该方法可以准确地鉴定微生

物群样品的分类组成并实现高效、高灵敏宏蛋白质

组分析。

４　 物种分类和功能注释

　 　 微生物群落在不同分类学层级的组成是微生物

组的研究重点之一。 近年来开发了一系列注释工

具，可以在蛋白质水平、肽段水平、基因水平上进行

物种注释来获得微生物群落组成。 在蛋白质水平上

的物种注释主要是基于序列相似性进行比对，注释

工具 包 括 ＢＬＡＳＴ［７２］ 和 ＧｈｏｓｔＫＯＡＬＡ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
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ｗｗｗ．ｋｅｇｇ． ｊｐ ／ ｇｈｏｓｔｋｏａｌａ ／ ） 等。 在肽段水平进行

物种注释一般使用 Ｕｎｉｐｅｐｔ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｕｎｉｐｅｐｔ．ｕｇｅｎｔ．
ｂｅ ／ ）注释工具，其利用 ＮＣＢＩ 数据库以及 ＵｎｉＰｒｏｔ
数据库和最近公共祖先算法（ＬＣＡ）对宏蛋白质组

鉴定到的肽段进行物种的注释。 但是由于其数据库

涵盖范围非常广，在对肽段序列进行搜索比对时，物
种水平的注释率较低。 基于宏基因组构建的蛋白质

数据库作为宏蛋白质组数据库的金标准，其物种注

释结果指导了宏蛋白质组的物种注释。 宏基因组学

开发了一系列注释工具，如 Ｋｒａｋｅｎ２［７３］、ＢＬＡＳＴ［７２］、
Ｋａｉｊｕ［７４］和 ＭＥＧＡＮ［７５］ 等，可以对宏基因组测序数

据在 ｒｅａｄｓ、ｃｏｎｔｉｇｓ、ｇｅｎｅｓ 等层面进行分类注释。
最近，我们开发了一种新的物种注释策略 ＣｏｎＤｉＧＡ
（ｃｏｎｔｉｇｓ ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｇｅｎｅ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ） ［５６］。 在该策略

中，首先对 ｃｏｎｔｉｇｓ 进行物种注释，然后基于基因组

覆盖率和分类丰度从 ｃｏｎｔｉｇｓ 的注释结果中选取候

选物种，利用这些物种的参考基因组来构建一个基

因序列数据库，最后基于这个基因序列数据库，对预

测的基因进行物种水平的注释。 利用 ＣｏｎＤｉＧＡ 策

略，在合成微生物群落样本中实现了 １００％ 的注释

准确度，在粪便样本中鉴定到的蛋白质注释率达

９０％ 以上，相比主流方法提升 １００％ 以上。
　 　 功能注释的本质是将目标蛋白质序列与功能蛋

白质序列数据库进行比对。 利用基因功能数据库如

ＧＯ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ． ｏｒｇ ／ ）、ＣＯＧ （ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ．ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ＣＯＧ ／ ）、ＫＥＧＧ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｗｗｗ． ｇｅｎｏｍｅ． ｊｐ ／ ｋｅｇｇ ／ ）、 ｅｇｇＮＯＧ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｅｇｇ⁃
ｎｏｇｄｂ．ｅｍｂｌ．ｄｅ ／ ）等，可以对宏蛋白质组鉴定到的

蛋白质进行不同的功能注释分析，常用的注释工具

有 Ｂｌａｓｔ２ＧＯ［７６］、ＤＡＶＩＤ［７７］、ＫＯＢＡＳ［７８］ 等。 与其他

组学方法相比，微生物群落的功能分析是宏蛋白质

组学的一个独特特征。 目前，宏蛋白质组以外的微

生物组学研究方法主要有宏基因组和宏转录组。 通

过宏基因组分析，可以确定一个环境样本中存在哪

些微生物，并揭示这些微生物可能具备哪些代谢途

径和生物功能。 然而，宏基因组数据只能提示某一

环境中可能存在的功能基因，却不能反映这些基因

是否被表达或在特定条件下的表达水平。 宏转录组

学关注的是在特定时间点在特定环境条件下，微生

物群落中所有 ｍＲＮＡ 组成。 通过宏转录组学分析，
可以了解在特定环境条件下，哪些基因处于活跃状

态，从而预测哪些代谢途径在群落中被激活。 尽管

宏转录组学提供了关于基因表达的上游信息，但

ＲＮＡ 水平的变化并不总是直接对应蛋白质活动的

改变。
　 　 目前，基于宏蛋白质组的功能分析已经成为微

生物研究领域的一大热点。 相较于宏基因组学和宏

转录组学，宏蛋白质组学直接研究微生物群落中的

蛋白质，而蛋白质是生物学功能的直接执行者。 通

过宏蛋白质组学分析，研究人员可以定量分析微生

物群落中的蛋白质表达及其变化，从而识别出涉及

病原体、抗性发展、代谢途径等特定生物学功能的蛋

白质。 通过分析微生物信号转导通路相关的蛋白

质，可深入理解微生物与宿主之间的相互作用机制。
将蛋白质表达数据与微生物群落的结构数据结合起

来，可以分析特定群落结构与生物学功能之间的关

系。 除此以外，蛋白质组学不仅可以分析蛋白质的

表达水平，还可以研究蛋白质的后修饰状态和蛋白

质之间的相互作用，这些都是研究生物学功能调控

的重要信息。 Ｊｏｕｆｆｒｅｔ 等［７９］对土壤样本的宏蛋白质

组和宏基因组的功能分析表明，宏蛋白质组可以更

好地检测到微生物群落中信号转导与互作相关的基

因表达。 这一结果表明，从基因层面的功能分析难

以真实反映微生物群落表达的功能，而利用宏蛋白

质组可以更好地研究微生物群落表达的蛋白质、激
活的代谢通路和发挥的功能。 因此，与宏基因组学

和宏转录组学相比，宏蛋白质组学在揭示微生物群

落的实际功能方面具有独特的优势，能够直接体现

出在特定条件下微生物群落的功能状态和生物学活

动，为理解微生物在环境和宿主中的作用提供了重

要的视角。

５　 总结与展望

　 　 微生物在人类健康和疾病中扮演着重要角色。
近年来，宏蛋白质组学已经成为研究微生物群落功

能的重要技术手段。 宏蛋白质组学的分析流程与单

一物种蛋白质组类似，但是由于宏蛋白质组研究对

象的复杂性，从样品前处理、数据采集到数据分析等

各个分析步骤中需要采用特定的研究策略。 目前，
得益于前处理方法的改进、质谱技术的不断革新和

生物信息学的快速发展，宏蛋白质组学在鉴定深度、
应用范围等方面取得了长足的进展。
　 　 在宏蛋白质组样品前处理过程中，首先需要考

虑样本的性质，如何将微生物与环境细胞和蛋白质

分离是宏蛋白质组面临的关键挑战之一，分离效率

与微生物损失的平衡是亟待解决的问题。 其次，微
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生物的蛋白质提取要考虑到不同细菌的结构异质性

带来的差异，宏蛋白质组样品处于微量范围也需要

特异的前处理方法。
　 　 质谱仪器方面，主流的质谱仪器经历了从 ＬＴＱ⁃
Ｏｒｂｉｔｒａｐ、Ｑ Ｅｘａｃｔｉｖｅ 等基于 Ｏｒｂｉｔｒａｐ 质量分析器

的质谱仪到 ｔｉｍｓＴＯＦ Ｐｒｏ 等基于离子淌度耦合飞

行时间质量分析器的质谱仪的转变。 具有离子淌度

维度信息的 ｔｉｍｓＴＯＦ 系列仪器检测准确度高、检出

限低、重复性好，已经逐渐在单一物种的蛋白质组、
宏蛋白质组、代谢组等多种需要质谱检测的研究领

域成为重要仪器。 值得注意的是，长期以来，质谱仪

器的动态范围限制了宏蛋白质组研究的蛋白质覆盖

深度，未来具有更大的动态范围的质谱仪器可以提

高宏蛋白质组蛋白质鉴定的灵敏度与准确性。
　 　 对于质谱数据采集，尽管在单一物种的蛋白质

组中，ＤＩＡ 数据采集模式已经被广泛采用，但是当前

大多数宏蛋白质组分析仍然采用的是 ＤＤＡ 数据采

集模式。 ＤＩＡ 数据采集模式能完整地获取样品的碎

片离子信息，相较 ＤＤＡ 数据采集模式有完整获取

宏蛋白质组样品肽段信息的潜力，但是由于 ＤＩＡ 数

据的高度复杂性，目前 ＤＩＡ 宏蛋白质组数据的解析

仍然面临着极大的困难，人工智能和深度学习的发

展有望提高 ＤＩＡ 数据解析的准确度与完整性。
　 　 在宏蛋白质组的数据分析中，关键步骤之一在

于蛋白质序列数据库的构建。 对于热门研究领域如

肠道菌群，可以采用 ＩＧＣ 和 ＨＭＰ 等肠道微生物数

据库，并已取得很好的鉴定结果。 对于其他大多数

的宏蛋白质组学分析，最有效的数据库构建策略仍

然是基于宏基因组测序数据建立样本特异的蛋白质

序列数据库。 对于复杂性高、动态范围大的微生物

群落样本，需要增加测序深度，以增加对低丰度物种

的鉴定，从而提高蛋白质序列数据库的覆盖度。 当

缺乏测序数据时，可以采用迭代搜索方法优化公共

数据库。 然而，迭代搜索可能会影响 ＦＤＲ 质控，因
此需要对搜库结果进行仔细检查。 此外，对于传统

的 ＦＤＲ 质控模型在宏蛋白质组分析中的适用性仍

然值得探索。 在搜索策略方面，混合谱图库策略可

以提高 ＤＩＡ 宏蛋白质组学的覆盖深度。 近几年，基
于深度学习生成的预测谱图库在 ＤＩＡ 蛋白质组学

中表现出了优越的性能。 然而，宏蛋白质组数据库

往往包含上百万个蛋白质条目，这会导致预测的谱

图库规模过大，需要消耗极大的计算资源，并且会导

致搜索空间过大。 除此以外，宏蛋白质组的蛋白质

序列间相似度差异大，难以确保谱图库预测模型的

准确度，因此预测谱图库还没有在宏蛋白质组学中

被广泛应用。 此外，还需要开发新的蛋白质推断和

分类注释策略，以适用高度序列相似的宏蛋白质组

学分析。
　 　 综上所述，作为一门新兴的微生物组研究技术，
宏蛋白质组技术在已经取得重大研究成果的同时，
也保有着巨大的发展潜力。
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