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摘要：液相色谱 2质谱（F?2G.）联用是当今规模化蛋白质鉴定的主流技术。肽段在反相液相色谱（H/F?）中的保留

时间主要是由肽段的理化性质和 F? 条件（ 固 定 相、流 动 相 ）决 定 的。可 以 通 过 分 析 肽 段 的 理 化 性 质，并 量 化 它 们

对肽段色谱行为的影响来预测保留时间。预测结果可以用于帮助提高蛋白质鉴定的数量和可信度，也可用于肽段

的翻译后修饰等研究。现在已有的保留时间预测算法主要有保留系数法和机器学习法两大类，得到的预测保留时

间与实际保留时间相关系数可达到 ". ’)。随着色谱和质谱技术的不断发展，肽段色谱行为的稳定性和重现性越来

越好，保留时间预测结果也越来越准确。预测肽段保留时间将成为提高蛋白质鉴定结果的重要技术手段之一。
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- - 高效液相色谱2质谱（J/F?2G.）联用作为蛋白

质鉴定的重要技术，在蛋白质组学中得到了广泛应

用［#］。但由于 蛋 白 质 组 的 复 杂 性 和 基 于 质 谱 技 术

的蛋白质鉴定方法的局限性，鉴定结果的数量和可
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信度一直无法让人完全满意［!］。现在的一些方法，

如谱图聚类［#］、多引擎归并［$］、谱图预处理［%］等，主

要是利用从一级和串联谱图中提取的信息来提高鉴

定结果的数量和可信度。最近的研究表明，从一维

反相液 相 色 谱（!"#$）中 得 到 的 肽 段 保 留 时 间 信

息，也可用于提高肽段鉴定数量和可信度［&］。

’ ’ 保留时间是指组分从进入液相色谱柱到出现最

大峰值所需的时间，它是 独 立 于 %& 信 息 以 外 的 另

一维重要信息。在一定的 !"#$ 条 件 下，不 同 的 肽

段其保留时间不同。根据肽段的序列等信息，可对

肽段在色谱中的保留时间进行预测。现在的预测算

法得 到 的 保 留 时 间 与 实 际 保 留 时 间 的 相 关 系 数

（!! ）已经达到 () *#［&］。

’ ’ 对于通 过 质 谱 手 段［+］（ 包 括 数 据 库 搜 索，从 头

测序和序列 标 签 等）鉴 定 出 的 肽 段，可 以 采 用 保 留

时间预测算法得到它们的预测保留时间，如果预测

的保留时间与实际保留时间一致（ 误差小于某个阈

值），那么该鉴定结果的可信度就较高；如果相差很

大，那么该结果可能是假阳性的，需进一步地确认。

’ ’ 发生在不同修饰位点的不同修饰基团对肽段保

留时间的影响各异，通过分析、预测这些差异，可以

更好地 确 定 肽 段 发 生 的 翻 译 后 修 饰（ ’()*+*,-.)/-+
*0(.-/ 1(20304-*0(.，"5%）类型和位点。

’ ’ 本文主要介绍常见的肽段 !"#$ 保留时间预测

算法及其在蛋白质鉴定中的应用，并对建立预测算

法需要注意的细节进行了讨论。

!" 保留时间预测方法

! ! !" 问题描述

’ ’ 肽段在一定色谱条件中的保留时间是由肽段的

理化性质决定的，如氨基酸疏水性、肽段长度、肽段

分子质量等。如果这些理化性质对保留时间的影响

是稳定且可量化的，那么就可以构造预测函数 "’,6 ,
#（$，!）来预测保留时间，其中 $ 表示一个肽段，! 表

示函数参数，"’,6是预测保留时间。

’ ’ 早期的研究使用人工合成肽段来分析和预测保

留时间。随着蛋白质组学的发展，在现在常见的鸟

枪法（ )7(*89.）蛋 白 质 质 谱 鉴 定 实 验 中，可 以 使 用

鉴定出的肽段｛$% - % , .，!，⋯，&｝以 及 它 们 的 实 际

保留时间｛"% - % , .，!，⋯，&｝去训练预测函数 "’,6 ,
#（$，!），并得 到 对 应 的 预 测 保 留 时 间｛"% : - % , .，!，

⋯，&｝。通常使用预测保留时间｛"% : - % , .，!，⋯，&｝

与实际保 留 时 间｛"% - % , .，!，⋯，&｝的 相 关 系 数

!!［"］来评价预测算法的有效性；相关系数越高，算法

的预测效果越好。

’ ’ 预测保留时间的关键是构建预测算法，包括选

择预测函数和确定相关参数。

! ! #" 基于氨基酸保留系数的方法

’ ’ .*"( 年，%66;［*］提 出 了 保 留 系 数（ ,6*6.*0(.
4(6330406.*)，!$）方 法，通 过 将 组 成 肽 段 的 氨 基 酸

保留系数加和来预测该肽段的保留时间，如下式：’
,"!%(% / )，其中 ’ 是该肽段的保留时间，!% 是第

% 种氨基酸（ 本 文 提 到 的 肽 段 中 氨 基 酸 一 般 都 指 氨

基酸残基）的保 留 系 数；(% 是 第 % 种 氨 基 酸 在 该 肽

段中的数目，生 物 体 内 的 常 见 氨 基 酸 有 !( 种，故 %
, .，!，⋯，!(。在 一 定 的 色 谱 条 件 下，) 是 常 数，表

示色谱死 时 间 或 系 统 偏 差 等。 这 里 !% 和 ) 对 应

.) . 节中提到的 预 测 函 数 中 的 输 入 参 数 !；(% 是 肽

段自身的属性，对应预测函数中的输入参数 $。

’ ’ 在常见的 !"#$ 实验中，疏水性越强的氨基酸

保留系数的值越大，表示含有这类氨基酸的肽段与

色谱固定相结合性越强，需要经过较长时间、移动相

有机溶剂浓度增大到一定值时才能被洗脱下来；而

亲水性氨基酸保留系数小，表示含有这类氨基酸的

肽段容易被洗脱，保留时间短。在该算法中，确定氨

基酸的保留系数是关键。%66;［*］使用 !% 个肽段进

行启发式计算，得到了 !( 种氨基酸的保留系数，其

中保留系数最大的为苯丙氨酸（.#) $），最小的为丝

氨酸（ 0 #) !）。<,(=.6 等［.(］使 用 类 似 的 算 法，在

不同的色谱 条 件 下 重 新 计 算 了 各 氨 基 酸 的 保 留 系

数。其实验表明，不同的色谱条件下，氨基酸的保留

系数不尽相同，需要进行专门计算，区别对待。

’ ’ >9( 等［..，.!］使用合成的肽段，考虑不同的色谱

条件（ 填料、色谱柱长度、’? 值和温度等），对 !$ 法

进行进一步的实验与分析，建立了一套比较系统的

预测算 法。 该 方 法 中 使 用 的 合 成 肽 段 形 式 为 @4+
>AA###BB+C?! ，其中 A 表 示 !( 种 氨 基 酸 中 的 一

种，如 @4+>@@###BB+C?! 、@4+>$$###BB+C?! 。

在每次实验中，A 被替换为某种氨基酸，根据各合成

肽段的保留时间差异，计算氨基酸的保留系数。虽

然该方法的预测结果并不十分理想（!! , () ".），但

为以后发展基于复杂蛋白质混合样品的 !$ 算法奠

定了基础。

’ ’ $-)-/ 等［.#］使用分段最小二乘法（ ’-,*0-/ /6-)*
)D9-,6)，"#&）和 多 元 线 性 回 归 法（19/*0’/6 /0.6-,
,68,6))0(.，%#!）确定保留系数，预测效果更好，证

明回归分析方法在预测保留时间方面更有效。

’ ’ !((! 年，"-/1E/-2 等［.$］将 预 测 保 留 时 间 引 入

蛋白质组学的研究，尝试结合保留时间预测来提高

肽指纹图谱法（’6’*026 1-)) 30.86,’,0.*0.8，"%F）

·(#%·
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的蛋白质鉴定结果。他们的样品为牛血清蛋白、人

血清和志愿者提供的人脑脊液，预测方法为基于最

小二乘（ !"）的 #$ 法。该 实 验 表 明 复 杂 生 物 样 品

酶切 出 的 肽 段 的 保 留 时 间 也 是 可 预 测 的。%&’()
*’&+ 等［#$］后来 又 使 用 了 更 复 杂 的 样 品（ 酶 切 出 的

肽段更多），对 预 测 保 留 时 间 在 蛋 白 质 鉴 定 中 的 应

用进行了 更 加 细 致 的 分 析。 人 脑 脊 液 实 验 结 果 表

明，在相同假阳性结果数量下，通过预测保留时间，

鉴定到的蛋白质数量（ 真阳性结果）提高了一倍。

! ! #$ 法认为肽段的保留时间和氨基酸的保留系

数为线性关 系，因 此 可 以 使 用 线 性 回 归 等 方 法，如

!" 法来预测 保 留 时 间。虽 然 使 用 #$ 法 得 到 的 预

测效果不错，但是保留时间与各氨基酸属性未必是

线性关 系，#$ 法 是 对 未 知 函 数 !,-. % "（ #，!）的 简

化，缺乏理论基础。另外，使用这种方法得到的同分

异构肽段的保留时间是相同的，而实际上，同分异构

肽段的保留时间一般是不同的。

! ! "# 基于氨基酸保留系数及肽段理化性质的方法

! ! 除了各氨基酸自身的理化性质，肽段的长度、相

对分子质量、各氨基酸间的关系也会对肽段保留时

间有影响。/&01 等［#"］分析了肽段长度对保留时间

的影响，认为在使用 #$ 法预测保留时间时，不同长

度的肽段 要 区 别 对 待。/&01 和 23+4.5［#&］最 近 的

工作表明，氨基酸 6 和 # 的侧链的疏水性会随着整

个肽段的疏水性的增加而增加；肽段所带正电荷数

越多，氨基酸 7 的侧链的疏水性越弱。8-9,.1 等［#’］

对肽段 : 端和 $ 端氨基酸侧链进行了研究，通过每

次替换肽段中一种氨基酸的方法，得到了氨基酸在

: 端和 $ 端 的 保 留 系 数，并 与 氨 基 酸 在 肽 段 中 除

:、$ 端外的其 他（ 中 间）位 置 时 的 保 留 系 数（ 901.-)
0&’ ;3.<<9;9.015）对比，发现氨基酸在 $ 端时，保 留

系数变化较大，而在 : 端时只有微小的变化。

! ! 23=4>1.0 和 ?.@-&A［#(］对氨 基 酸 在 肽 段 中 的

相对位置进行了研究，发现氨基酸组成相同而位置

不同的肽段，保 留 时 间 并 不 一 致。B>3= 等［)*］观 察

到两亲性 !)螺旋（&(,>9,&1>9; !)>.’9;&’）结构对肽

段的保留时间有较大影响，与氨基酸一样，也应该对

该结构进行保留系数预测。

! ! )**+ 年，6-3C>90 等［)#］在 @=3 等［##，#)］工 作 的

基础上，考虑了肽段长度、疏水性以及氨基酸在肽链

上的分布等信息对肽段保留时间的影响因素，基于

#& 个蛋白质（ 共 ,+" 个酶解肽）混合 物 产 生 的 数 据

集，根据经验值人工优化算法参数，提出了改进的保

留时间预测算法 ""#$&’;（ 5.D=.0;.)5,.;9<9; -.1.0)
1930 ;&’;=’&13-， >11,：E E >5) F ,-31.3(.F ;& E ""#)

$&’; E ""#$&’;F >1(’）。该方法先用 #$ 法得到一个

初步的预测结果，然后根据色谱条件和肽段的其他

理化性质对该预测结果进行进一步的校正和处理，

得到最后的预测保留时间。""#$&’; 算法集成了前

人的研究成果，使用的保留系数等主要参数都经过

人工优化，考虑了较多的肽段保留时间的影响因素，

是现在实用性最好的保留时间预测算法之一。与氨

基酸保留系数一样，以上提到的各因素也是预测函

数 !,-. % "（ #，!）中 的 输 入 参 数，而 且 它 们 与 保 留 时

间也未必是线性关系。""#$&’; 算法实质上是考虑

不同影响因素的分段线性算法。要想进一步提高预

测准确度，除了考察影响肽段保留时间的因素，也需

要对预测函数的形式进行更加深入的研究。

! ! 6-3C>90［))］使 用 更 大 的 数 据 集（ 大 约 ) *** 个

肽段），考虑 更 多 的 因 素（ 最 近 邻 效 应、等 电 点 和 短

序列肽段等），对该算法进行了改进，特别比较了不

同色谱条件下算法参数的差异，使预测效果达到 $)

% *- (’。6-3C>90 等［),］还应用预测保留时间提高蛋

白质鉴定的数量和可信度。在这些研究的基础上，

)**’ 年，?A9G.+9 等［)+］提出了一种新的二维色谱离

线分离方法。该方法先在碱性条件下对样品进行第

一维 #%!$ 分离，然后再在酸性条件下进 行 第 二 维

#%!$ 分 离。 与 常 见 的 二 维 离 子 交 换)反 相 色 谱

（"$H)#%!$）分离 方 法 相 比，这 种 方 法 除 了 具 有 分

离效果好、实验和维护成本低的优点外，它的两维分

离过程都可以进行保留时间预测，这样可结合以前

发展的方法［),］，提高鉴定结果的数量和可信度。在

一次 ’* > 的串联四极杆飞行时间 质 谱 仪 质 谱 实 验

中，一共可鉴定到大约 , *** 个可信蛋白质。

! ! $# 机器学习法

! ! 近 几 年，随 着 机 器 学 习（ (&;>90. ’.&-0904，

/!）理论的发展，人 们 开 始 使 用 /! 方 法 进 行 保 留

时间预测［)$］。虽然在 #$ 法中，可以应用 /! 等复

杂方法确定保留系数，但预测函数依然是线性形式。

本节介绍的 /! 法是将各氨基酸的保留系数作为预

测函数输入参数的一部分，并且又考虑了其他因素，

得到的预测函数为非线性形式，预测效果也有一定

程度的提高。

! ! %.1-9195 等［)"］ 使 用 人 工 神 经 网 络（ &-19<9;9&’
0.=-&’ 0.1A3-C，I::）对保留时间进行预测，该方

法将组成肽的 )* 种氨基酸数量作为输入值，输出该

肽段的预测保 留 时 间，使 用 & *** 个 已 鉴 定 的 高 可

信度肽段作为数据集进行交叉验证，得出每种氨基

酸在算法 中 所 对 应 的 权 值。)**" 年，%.1-9195 等［)&］

对上述算法 进 行 了 改 进，先 后 考 虑 了 肽 段 长 度、序
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列、疏水性、疏水力矩、最近邻氨基酸和肽段二级结

构等 因 素，使 用 从 #! $%& 种 组 织 中 鉴 定 出 的 约

’(% $$$ 个肽段进行训练，最后得到包含 # $%! 个输

入节点、!( 个隐藏节点和 # 个输出节点的更精确的

!"" 保留时间 预 测 算 法。该 算 法 能 得 出 比 较 精 确

的预测保留时间，但训练时需要规模庞大的数据集。

#$%&’() 等［!"］对氨基酸对 *+ 保留时间的影响因素

进行了统计 分 析 和 选 择，并 结 合 !"" 和 逐 步 多 元

线 性 回 归（ ,-./0%,. 123-%/3. 3%&.)4 4.54.,,%’&,，

#6*7）方法 来 预 测 保 留 时 间。该 方 法 可 以 准 确 预

测由 %$ 个氨基酸组成的肽段的保留时间，对一个由

"’( 个肽段组成的数据集的预测结果为 !! ) $* &!"。

+ + !$$, 年，83)11.4 等［!&］使 用 支 持 向 量 回 归

（ ,2//’4- 9.:-’4 4.54.,,’4，#;7）方法建立了保留

时间预测算法。该算法使用含有 -’ 个元素的向量

作为输入参数，其中 !$ 个元素分别表示 !$ 种氨基

酸在肽段中 的 数 量，($ 个 二 值 元 素 用 来 标 识 " 端

（"<-.41%&)3）和 + 端（+<-.41%&)3）是 哪 两 种 氨 基

酸，# 个元素表示 + 端最顶端的氨基酸（ 对于胰岛素

酶切样品为 8 或 7），# 个元素表示肽段长度，最后

一个元素表示肽段的相对分子质量。算法输出为预

测保留时间。

+ + 6* 法的普遍适用性使得该方法也可以用于预

测肽 段 在 强 阳 离 子 交 换（ ,-4’&5 )&%’&<.=:$)&5.，

#!>）色 谱 中 的 行 为。 因 为 本 文 主 要 讨 论 肽 段 在

7?*+ 中的保留时间预测算法，这里不再展开讨论，

可参见文献［’$，’#］。

+ + 6* 法中的 "/4. ) #（ $，!）不 再 是 简 单 的 线 性 函

数，因而比 7+ 法更符合实际，也能使用更多的氨基

酸属性。但这类算法设计复杂，需要较大规模的训

练集和测试集。7+ 法的相关研究为 发 展 6* 法 奠

定了基础，而 6* 法吸收了 7+ 法的成果，扩大了适

用范围，取得了更为准确的预测结果。表 # 列出了

几个比较有代表性的算法所考虑的影响因素。

表 !" 对比不同算法所考虑的肽段保留时间的主要影响因素

!"#$% !" &’()"*+,’- ’. %..%/0 ."/0’*, ’. )%)0+1% *%0%-0+’- 0+(% /’-,+1%*%1 +- 1+..%*%-0 "$2’*+03(,

7.@.4.&:. 7.-.&-%’& :’.@@%:%.&- *.&5-$# ） 6),, "<-.41%&)3! ） +<-.41%&)3’ ） #.A2.&:.<(./.&(.&- .@@.:-( ） #.:’&()4B ,-42:-24.% ）

［&］ #
［##，#!］ # # #
［!#］ # # # #
［!,］ # # # # # #
［!&］ # # # # #

+ #）-$. &21C.4 ’@ )1%&’ ):%(, ’@ -$. /./-%(.；!）-$. 4.-.&-%’& :’.@@%:%.&- ’@ -$. )1%&’ ):%( )- -$. "<-.41%&)3 ’@ -$. /./-%(.；’）-$.
4.-.&-%’& :’.@@%:%.&- ’@ -$. )1%&’ ):%( )- -$. +<-.41%&)3 ’@ -$. /./-%(.；(）)1/$%/)-$%:%-B )&( &.)4.,- &.%5$C’4；%）"<$.3%=，#<,$..-
)&( :’%3D

#" 保留时间预测在蛋白质鉴定中的应用

# 4 !" 鉴定结果验证

+ + 在鸟枪法蛋白质质谱鉴定实验中，蛋白质鉴定

的结果可以用于预测保留时间，而保留时间预测反

过来可以校正蛋白质鉴定结果。

+ + 对于数据库搜索软件（ 如 #EFGE#H［’!］，6!#<
+IH［’’］，/J%&(［’(］）给 出 的 鉴 定 结 果，设 定 保 留 时

间误差阈值 $，当 鉴 定 到 的 一 个 肽 段 的 预 测 保 留 时

间与实际保留时间之差（ 绝对值）大于 $ 时，可认为

该结果是假阳性的，反之是真阳性的，这样更好地区

分了假阳性与真阳性鉴定结果，从而降低了假阳性

率。为了应用保留时间预测方法，84’K$%& 等［!’］设

计了一种迭代式的蛋白质鉴定流程。该流程首先从

一级质谱中挑选强度最高的 % 个峰，并分析、鉴定它

们对应的二级谱图，得到对应的肽段。对该肽段进

行保 留 时 间 预 测，若 实 际 值 与 预 测 值 相 差 小 于 !
1%&，并且实 验 与 理 论 母 离 子 质 量 差 小 于 #% //1，

则认为鉴定出的肽段是可信的，将其添加到最终的

鉴定结果中；否则是不可信的，将被排除掉。反复在

一级质谱剩下的离子峰中选择 % 个强度最高的离子

峰，重复上次 过 程，直 到 再 也 无 法 鉴 定 到 新 的 蛋 白

质。在一次实验中，虽然通过这种方法实际采集到

的二级谱数下降了 %,L，但是鉴定结果的可信度更

高，并且鉴定到的蛋白质数量并未减少。

+ + 在 ?.-4%-, 等［!-］ 工 作 的 基 础 上，#-4%--1)--.4
等［’%］发 展 了 用 于 过 滤 #EFGE#H［’!］鉴 定 结 果 的 判

别函数（(%,:4%1%&)-. @2&:-%’&），肽段的实际保留时

间与预测保留时间的差异是其中的一个重要参数。

该工作表明，实验与预测保留时间的差异可以有效

地用于提高鉴定结果的数量。在人血清蛋白的实验

中，可信鉴定结果的数量可提高 #-L。

+ + 83)11.4 等［!&］从鉴定结果中提取比 较 可 信 的

结果进行算法训练和阈值检验，然后过滤其他鉴定

结果，从而降低了假阳性率，提高了鉴定的准确性。

挑选可信鉴 定 结 果（ 当 数 据 数 量 有 限 时，可 使 用 交

叉验证的方 法）进 行 算 法 训 练 和 阈 值 检 验，然 后 过

滤更多的鉴定结果，是现在应用预测保留时间提高
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蛋白质鉴定结果阳性率的普遍思路。除了预测保留

时间，!"# 等［#"］提出 建 立 肽 段 保 留 时 间 库（ $%&’(’)
*+, &$&-’.$ ($-$#-’/# -’%$ .+-+0+1$）来过滤鉴定结

果。将以前实验中的高可信肽段处理后加入到数据

库中，新的实验结果与数据库中的比对，保留时间相

差大的认为是假阳性结果。使用此方法过滤后，可

信肽段数目最多提高了 "$% &2。

! ! !" "#$ 研究

! ! 345 是蛋白质组学领域的重要研究方向，是蛋

白质分子生物合成和功能实现的重要步骤。对于发

生 345 的肽段，修饰基团会对肽段的疏水性产生影

响，并导致该肽段的保留时间与相同序列的未发生

修饰的肽段不同。如发生氧化修饰的肽段通常会比

没发生氧化修饰的保留时间要小［#’］，而脱酰氨基修

饰的肽段 保 留 时 间 会 稍 许 增 加［#&］。6(/78’# 等［()］

报道，在相同色谱条件下，糖基化的肽段比没有糖基

化的肽段的保留时间少 ( %’#。

! ! 6’% 等［#*］研 究 了 肽 段 发 生 磷 酸 化 后 的 保 留 时

间偏移，发现一个磷酸化位点产生的偏移在 + ,% (&
%’# 和 - $% ,* %’# 之 间。他 们 还 比 较 了 不 同 磷 酸

化位点、不同磷酸化位点数目和不同色谱离子对试

剂对肽段保留时间的影响。对于较短（ 氨基酸个数

小于 )&）的肽段，发 生 磷 酸 化 的 与 未 发 生 磷 酸 化 的

保留时间偏差 !! .（$% $)$ /" + $% )’" )）!$ ，其中 "
是肽段长度，!$ 是未发生磷酸化肽段的保留时间。

! ! 乙酰基和氨基官能团对肽段的保留时间也有影

响。9+*:$7 等［/$］研 究 了 这 种 影 响，发 现 肽 段 发 生

乙酰化后保留时间会增加，氨基官能团则会缩短肽

段的保留时间。

! ! 预测发生 345 的肽段的保留时间，可先预测该

肽段被修饰之前的保留时间，然后考虑修饰对保留

时间的影响，对预测结果进行校正，校正后的结果即

为修饰肽段的预测保留时间。9+*:$7 等［/)］的预测

算法考虑了肽段的结构信息，并将 345 作为结构信

息的一部分，从而对修饰肽段进行保留时间预测。

! ! #" 应用时需要考虑的问题

! ! 被普遍认可的肽段保留时间影响因素有：+; 组

成肽段的氨基酸疏水性；0; 肽段长度或相对分子质

量；*; 序列信息；.; 二 级 结 构 信 息［(’］，如 !)螺 旋，")
折叠等。除此之外，预测肽段保留时间还要考虑：

! ! （)）如何选取数据集。蛋白质组学研究目前常

用多维 <= 分 离 技 术［/(］，本 文 针 对 的 是 一 维 >3<=
或多维 <= 中的反相分离部分，分离能力有限，适用

于不是特别复杂的生物样品，所以能够鉴定到的肽

段也不多。另外，蛋白质质谱鉴定实验的谱图鉴定

率通常小于 ($2，而鉴定结果中能够用于算法训练

和测 试 的 高 可 信 肽 段 更 少。 前 面 提 到 的 3$-(’-’1
等［(’］使用约 #/, $$$ 个肽段进行预测是特例，很难

在其他实验室推广。根据实验数据的规模，按一定

比 例 挑 选 高 可 信 肽 段 的 做 法 是 比 较 可 取 的，如

6,+%%$( 等［(*］采用的方法。在确定比例时，要根据

算法特点，防止数据集过小或拟合过度情况的出现。

! ! （(）如何保证色谱行为的重现性。除了肽段自

身的理化性质外，填料、色谱柱长度、流动相的组成、

流速和外界温度等因素也对肽段的保留时间有重要

的影响。此外，复杂的蛋白质组学样品会因不可逆

吸附而改变毛细管色谱柱的分离性能，影响肽段保

留时间在多次实验中的重现性。这就要求保留时间

预测算法只能在一次独立实验中在线训练，并针对

此次实验应用。基于这种思想，6,+%%$( 等［(*］应用

基于 !?> 的预测算法，比较了多种实验条件下的预

测效果，发现在各种条件下预测效果都不错。另外，

6(/78’# 等［/#］最近以 " 个标准的肽段为基准，准确

衡量和校正不同的 >3<= 条件对肽段保留时间的影

响，该研究使得肽段在不同色谱条件下的保留时间

具有可比性，这对促进肽段保留时间预测算法在蛋

白质组学研究中的应用具有非常重要的意义。

! ! （#）如 何 确 定 肽 段 保 留 时 间。一 般 情 况 下，单

一肽段的离子流色谱峰整体上相对平滑，整个肽段

离子在这段时间内都有可能被鉴定到，可在肽段色

谱峰上鉴定到的肽段母离子的对应时间为肽段保留

时间，也可以取该肽段色谱峰最高点对应的时间作

为肽段的保留时间，或者将所有鉴定出该肽段的谱

图所对应的保留时间取均值。但现实实验中，有的

肽段的离子流色谱峰分布非常不规则，所以需要专

门建立模 型 来 确 定 肽 段 的 实 际 保 留 时 间。 张 纪 阳

等［//］利用 # 次样条平滑的方法重构色谱峰，并且根

据局部最小值的和来确定峰宽，以该峰宽内的局部

最大点作为肽段的色谱保留时间。在通过该方法得

到比较准确的肽段保留时间后，使用迭代最小二乘

法进行肽段保留时间预测，最后预测保留时间与实

际保留时间 的 相 关 系 数 可 以 达 到 $ ; *$#)。他 们 还

认为，对于复杂样品，保留时间因为本身波动较大，

且可能存在肽段共洗脱问题，所以不能单独用来确

认鉴定结果，但可以作为一种有效的辅助判据，排除

假阳性鉴定结果

#" 结论与展望

! ! 在基于质谱的蛋白质鉴定实验中，预测肽段在

>3<= 中的保留时间是一项非常有意义的工作。与
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!" 法比，基于保留系数的 #$ 法易实 现，应 用 比 较

广泛，效果也不 错，但 基 于 !" 的 算 法 可 扩 展 性 强，

具有广阔的发展前景。随着 #%"$ 技 术 的 发 展，新

的肽段保留时间预测算法不断产生，已有算法也在

继续优化和改进，对保留时间的预测效果 !! 已达到

#$ %& 左右［’］。但由 于 缺 乏 对 这 些 繁 复 的 算 法 进 行

比较和评价的统一标准，已有算法无法适应不同的

实验要求和色谱条件，因此已成为制约保留时间预

测广泛应用的瓶颈。除此之外，现在的预测算法大

多针对常规的肽段，对修饰肽段的研究较少。如何

在 %&! 研究中准确预测和应用肽段保留时间将是

今后面临的重要课题。

( ( 虽然现 在 保 留 时 间 预 测 研 究 已 取 得 一 定 的 成

果，但是还存在一些问题有待解决，离大规模实用还

有一段距离。我们需要提高保留时间预测算法的准

确性，建立各算法间统一的评价和比较标准，并比对

不同色谱条件对保留时间的影响，开发更具普适性

的算法，使保留时间预测真正成为蛋白质组学研究

的重要手段之一。
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$>(6，!##!，,*（!!）：+"!’
［)+］( %/-6)-/. !，#/6+3*,6 !，7/8-(L $ P，(3 /-1 @ $>*,6/S

3,?* 7，!##*，"#&（)）：)&)
［)’］( !/03 $ &，<>,4 2 ;，E,.?(+ # B1 @ $>*,6/3,?*，)%"%，

*,’：&’&
［),］( !/03 $ &，E,.?(+ # B1 @ $>*,6/3,?* ’，!##’，))!+（!）：

!))
［)"］( &*8C(3 7，$(C(08(0( 5，R,=/9+ 5，(3 /-1 @ $>*,6/3,?* ’，

!##,，))*)：!)!
［)%］( E,4?>3(0 # ’，5(P*/M B &1 @ $>*,6/3,?*，)%",，&"’：

!!&
［!#］( <>,4 2 ;，!/03 $ &，E,.?(+ # B1 %(C3 #(+，)%%#，&（)）：

"
［!)］( R*,I>80 U G，$*/8? #，BC89(* G，(3 /-1 !,- $(-- %*,S

3(,689+，!##*，&（%）：%#"
［!!］( R*,I>80 U G1 ’0/- $>(6，!##’，,"（!!）：,,"+
［!&］( R*,I>80 U G，$,*3(0+ @ %，P>,+> 5，(3 /-1 ’0/- $>(6，

!##’，,"（),）：’!’+
［!*］( 5M8=(.8 # $，BC89(* G，E/*.(* !，(3 /-1 ’0/- $>(6，

!##"，"#（)"）：,#&’
［!+］( B>80,./ R，B4V86,3, !，&,683/ !，(3 /-1 %*,3(,689+，

!##"，"（*）：,",
［!’］( %(3*838+ R，R/0?/+ " @，D(*?4+,0 % "，(3 /-1 ’0/- $>(6，

!##&，,+（+）：)#&%
［!,］( %(3*838+ R，R/0?/+ " @，H/0 7，(3 /-1 ’0/- $>(6，!##’，,"

（)*）：+#!’
［!"］( B>80,./ R，B4?86,3, !，H/9>8( 2，(3 /-1 @ %*,3(,6( #(+，

!##’，+（)!）：&&)!
［!%］( R-/66(* ’ ’，H8 F，!/99,++ ! @，(3 /-1 ’0/- $>(6，

!##,，,%（)’）：’)))
［&#］( U> $，</I B E，!8*T/(8 E，(3 /-1 78,80K,*6/389+，!##,，!&

（)）：))*
［&)］( %K(8K(* 2，"(80(0)/9> ’，E4)(* $ P，(3 /-1 7!$ 78,80K,*S

6/389+，!##,，"：*’"
［&!］( ;0? @ R，!9$,*6/9I ’ "，H/3(+ @ #1 @ ’6 B,9 !/++ BC(9S

3*46，)%%*，+：%,’
［&&］( %(*I80+ 5 2，%/CC80 5 @，$*(/+L 5 !，(3 /-1 ;-(93*,C>,S

*(+8+，)%%%，!#（)"）：&++)
［&*］( A/0? " E，"8 5 J，D4 H，(3 /-1 #/C8. $,6640 !/++ BC(9S

3*,6，!##,，!)（)"）：!%"+
［&+］( B3*8336/33(* ; D，R/0?/+ " @，%(3*838+ R，(3 /-1 @ %*,3(,6(

#(+，!##*，&（*）：,’#
［&’］( B40 A，<>/0? "，H/0? # D，(3 /-1 #/C8. $,6640 !/++

BC(93*,6，!##%，!&（)）：)#%
［&,］( E+4 H #，2/*>8 " U，BC/>* $，(3 /-1 %*,3(80 B98(09(，

)%%’，+（’）：))’+
［&"］( 5/+/*8 B，A8-6/*3> % ’，#4+3=,-. 5 "，(3 /-1 @ %*,3(,6(

#(+，!##,，’（%）：&")%
［&%］( R86 @，%(3*838+ R，B>(0 H，(3 /-1 @ $>*,6/3,?* ’，!##,，

)),!（)）：%
［*#］( 7/9T(I &，B8(*/.TI/ !1 @ "8V $>*,6/3,?* *(-/3(. 3(9>0,-，

!##"，&)（)’）：!*),
［*)］( 7/9T(I &，A89T-80? %，!/*+T/-- !，(3 /-1 @ %*,3(,6( #(+，

!##*，*（!）：+++
［*!］( <>4 P @，"8/0? <，<>/0? " E，(3 /-1 $>80(+( @,4*0/- ,K

$>*,6/3,?*/C>L（ 朱 贵 杰， 梁 振， 张 丽 华， 等 1 色 谱 ），

!##%，!,（+）：+)"
［*&］( R*,I>80 U G，BC89(* G1 ’0/- $>(6，!##%，")（!!）：%+!!
［**］( <>/0? @ H，<>4 H %，F8( E A，(3 /-1 74--(380 ,K 3>( ’9/.(S

6L ,K !8-83/*L !(.89/- B98(09(+（ 张纪阳，朱云平，谢红卫，

等 1 军事医学科学院院刊），!##,，&)（)）：’

·*&+·




