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Wikipedia : use proteomic information, often derived from mass 

spectrometry, to improve gene annotations. （利用蛋白质组的信

息，通常是来自于质谱的数据，来提高基因的注释） 

什么是蛋白基因组学? 

Proteomics  + Genomics ＝ Proteogenomics 

//en.wikipedia.org/wiki/Wikipedia:Contact_us


基因注释方法 

然而，基于质谱技术的蛋白质组学方法注释基因组，一直被看
作是少数派的做法 

传统的基因注释方法： 

 

 基于算法的基因预测：从头计算法、同源建模法 

 表达序列标签(expression sequence tag)测序 

 转录组测序 

 设计引物进行目标序列PCR测序 

2004 年Jaffe，首次提出了蛋白质基因组学proteogenomics概
念，将蛋白质组研究方法应用于支原体基因组的注释过程中 



人类蛋白质组草图 

2014  

https://www.google.com.hk/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&ved=0CAcQjRw&url=https://twitter.com/TJ_beatz&ei=NKesVL-gOYP88QXTv4Eo&psig=AFQjCNF-FeKuub4Ggk82bIBHBdeMID56aQ&ust=1420687268550383




Plasmodium falciparum (恶性疟原虫) 

• 2002年就完成了全基因组测序 

• 约25%的基因注释是错误的 (393个基因) 

• 这对其它物种基因组注释意味着什么? 

Likely that high percentage of gene 

predictions are incorrect! 

BMC Genomics. 2007 Jul 27;8:255. 

为什么需要蛋白基因组学? 

对于所有已测序的基因组，可能都有这么高的基因组注释错误率！ 



为什么需要蛋白基因组学? 

1)人类基因组计划中预测的20300个蛋白质编码基因，约2/3的蛋
白质的功能不太清楚； 

2)约6000 (30%)个基因缺乏蛋白质水平上的证据支持； 
3)还有许多其他蛋白质的丰度、分布、细胞亚定位、相互作用和

翻译后修饰也是不清楚的 
Legrain et al., MCP, 2011 



蛋白基因组学可以做什么？ 



蓝 细 菌(Cyanobacteria) 

蓝细菌（又名蓝藻）是一大类群分布极广的、可进行产氧光合
作用的、古老的原核微生物。 

蓝细菌 

O2 

O2 

地球变成了高度氧
化性的，使生物进
化速度产生了一个
巨大的爆发。 

O3 

有效阻挡紫外辐
射。使高密度种
群得以发展。 

蓝藻水华 

(25-35亿年前,蓝细菌出现,光合作用开始) 



建立了完整的蛋白质基因组学研究和分析流程,可适用于各种原核生物；
实现了全蛋白质组水平的蛋白质翻译后修饰的系统发现 

蓝细菌的蛋白基因组学（Proteogenomics）分析 

鉴定到蓝细菌92.2%的全部预测的编码基

因；发现118个新基因；发现了23种蛋白

质的翻译后修饰… 



蛋白质翻译后修饰

组学及功能研究 
丙二酰化 

琥珀酰化 

磷酸化 

乙酰化 

甲基化 

翻译后修饰的全局发现及其分析软件 
(PNAS, 2014,111（52）:E5633-E5642;  

Molecular & Cellular Proteomics, 2016;15(11):3529-3539; 

 Journal of Proteomics, 2016,16;134:57-64) 

 (Molecular & Cellular Proteomics, 

2017,16(7):1297-1311;  

Journal of Proteome Research, 

2015,14（2）:1275-1286; 

Molecular & Cellular Proteomics, 

2014,13(12):3352-66) 

 (Journal of Proteome Research,   

2017; 16(5):2030-2043) 

(Plant and Cell Physiology, 2015, 56 (10):1997-2013;  

Molecular & Cellular Proteomics, 2014;13(2):503-19;  

Journal of Proteome Research, 2013;12(4):1909-23) 

(Plant and Cell Physiology, 

2018,59(7):1466-1482;  

Molecular & Cellular Proteomics, 

2018,17(3):457-471; 

Molecular & Cellular Proteomics, 

2015,14(4):796-811) 

(Genomics Proteomics & Bioinformatics， 

2020:S1672-0229(18)30224-9) 

针对蓝细菌中蛋白质翻译后修饰的功能及其分子调控机制这一科学问题,建立
了蛋白质翻译后修饰的全局发现技术和分析方法,系统研究了蓝细菌中磷酸化、
乙酰化、琥珀酰化等重要翻译后修饰的功能和分子作用机制 

丙酰化 
（Plant Physiology, 2020;184(2):762-776； 

International Journal of Molecular Sciences , 

2019;20(19):4792 ） 



建立了完整的蛋白质基因组学研究和分析流程,可适用于各种原核生物；
实现了全蛋白质组水平的蛋白质翻译后修饰的系统发现 

蓝细菌的蛋白基因组学（Proteogenomics）分析 

鉴定到蓝细菌92.2%的全部预测的编码基

因；发现118个新基因；发现了23种蛋白

质的翻译后修饰… 



GAPP：一种应用于原核生物的基因组注释和翻译后修饰全局发
现的蛋白基因组分析软件 

整个蛋白质基因组学研究和分析流程适用于各种已经测
序的原核生物, 我们建议应成为基因组注释的一项标准
流程 



GAPP：一种应用于原核生物的基因组注释和翻译后修饰全局发
现的蛋白基因组分析软件 

Moda软
件 

Maxquant 

软件 

修饰类型鉴定 

修饰位点分析 

修饰蛋白的功
能分析 

3. 大规模翻译后修饰鉴定 

GAPP 

安装 
Perl和Java 

结
果 

一键式处理 

1. “一键式”，简单方便 

方
便 

无需繁琐的各种
安装，下载后即

能使用 

2. 快速高效。 

3小时25分钟 

修饰搜索 
7小时20分钟 

GAPP 

37个MGF文件，
总共1.3GB,  
923836张谱图 

产出结果 

质谱搜索 

25分钟 
生物信息分析 

修饰分析 
28分钟 

高
效 

测试机型：CPU，
酷睿i7-3770;内存

8GB，硬盘1TB；操
作系统Windows 7 

64位 



海量质谱数据 

建立标准化样本预处理
和质谱鉴定方法 

新的假阳性评估技术 

开发自主知识产权的专业的蛋白基因组分析软件 

开放式蛋白质翻
译后修饰发现 

RF

R
FDR






2

重要模式真核生物蛋白基因组的精准鉴定
和深度分析 

整合多组学数据库 

构建去冗余蛋白库 

灵敏度 准确度 深度解析 

标准化 

产出成果 

1 

2 3 4 

5 



硅藻是一类重要的单细胞光合真核浮游生物，遍布于海洋、湖沼、河流等水
域。硅藻对自然界物质循环（如硅、碳）起着重要作用，地球上约20%的初
级生产力由硅藻承担，构造奇特，呈现许多美妙的不可思议的花纹和图案。 

三角褐指藻(Phaeodactylum tricornutum) 

硅藻(Diatom) 

三角褐指藻，海洋硅藻的模式生物，生长迅速，在胁迫条件下积累油脂(达到
细胞干重的２０～３０％)，是目前最受关注的能源藻种之一。 



 非标记定量蛋白质组学技术研究三角褐指藻甘油三酯积累的蛋白调控网络。 

 非标定量方法，鉴定到1193个蛋白，然而基因组注释中包含10402个

predicted genes ？ 

三角褐指藻—基于定量蛋白质组的研究 

Plant Cell 2014; 26(4):1681-1697 



在如下两个数据库85%–90% 的三角褐指藻的基因被注释为 “predicted protein”  

NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein?LinkName=genome_protein&from _uid=418)  

Uniprot (http://www.uniprot.org/uniprot/?query= Phaeodactylum+tricornutum+%28strain 

+CCAP+1055%2F1%29&sort=score）  

三角褐指藻基因组注释的问题 



三角褐指藻：样本预处理、质谱鉴定和数据解析等流程 

 不同胁迫条件下的
三角褐指藻；基于
蛋白和肽段的样品
预分离技术；多酶
切技术体系； 

 高分辨质谱分析； 

 数据处理； 

 建立了一套适用于
真核生物蛋白质基
因组学研究和分析
的流程。 



 建库与缩减数据库： 

        整合基因组、转录组、

ESTs序列等多组学数据，并对

数据库进行了缩减，最终获得

非冗余的蛋白质基因组学数据

库； 

生物信息学分析策略 

 基因注释： 

        严格的新基因发现方法，

可变剪切体与点突变从头发现

算法。 



 鉴定到6628个已注释的编码基因； 

 发现了606个新的蛋白编码基因, 56个新发现的蛋白编码基因，在之前的研究中被预
测为长链非编码RNA；校正了506已注释的编码基因结构； 

 鉴定到21个新的可变剪切体，修正了73个已注释基因的可变剪切位点；发现了58个
发生氨基酸突变的基因； 

 鉴定到 268个微小短肽（micropeptides）。 

1: chromosomes; 2: genes on 

plus strand; 3: genes on minus 

strand; 4: GC (>50%); 5: GC 

(<50%); 6: identified peptides 

mapping to existing proteins; 

7: KOG annotation of existing 

proteins (plus strand); 8: KOG 

annotation of existing proteins 

(minus strand); 9: LncRNA; 

10: novel peptides; 11: novel 

genes; 12: Revised genes; 13: 

alternative splicing genes; 14: 

single amino acid variants 

(SAAVs). 

三角褐指藻蛋白质组精细图谱 



基于转录组与合成肽段的方法验证新基因 

转录组分析 

GO 功能注释 

qPCR分析 

同源比对 

合成肽段验证新基因peptide 



1:Energy production and conversion; 2: Cell cycle, cell division, chromosome partitioning; 3: Amino acid transport and metabolism; 4: Nucleotide transport 

and metabolism; 5: Carbohydrate transport and metabolism; 6: Coenzyme transport and metabolism; 7: Lipid transport and metabolism; 8: Translation, 

ribosomal structure and biogenesis; 9: Transcription; 10: Replication, recombination and repair; 11: Cell wall/membrane/envelope biogenesis; 12: PTMs, 

protein turnover, chaperones; 13: Inorganic ion transport and metabolism; 14: Secondary metabolites biosynthesis, transport and catabolism; 15: General 

function prediction only; 16: Function unknown; 17: Signal transduction mechanisms. 

全蛋白质组水平发现蛋白翻译后修饰 



建立了完整的蛋白质基因组学研究和分析流程,可适用于各种真核生物 

The pipeline and its source code are freely available at： 

https://sourceforge.net/projects/gapeproteogenomic 

https://sourceforge.net/projects/


精准鉴定到6628个已注释的编码基因； 

发现606个新的蛋白编码基因； 

校正了506个已注释的编码基因，其中有56

个新发现的蛋白编码基因，在之前的研究中

被错误预测为长链非编码RNA（LncRNA）； 

鉴定到 268个可能具有重要功能的微小短肽； 

21个新的可变剪切体； 

修正了73个已注释基因的可变剪切位点； 

58个发生氨基酸突变的基因； 

全蛋白质组水平发现蛋白的翻译后修饰； 

这些修饰参与众多的生物学过程; 

建立了适用于真核生物的蛋白基因组

学分析流程…… 

模式硅藻的蛋白质组精细图谱 
实现了三角褐指藻基因组的深度注释，并构建了蛋白质组精细图谱，建立了完整的适
用于各种已经测序的真核生物蛋白基因组学分析流程。研究成果以封面论文的形式发
表于Molecular Plant杂志. 



小结 

我们建立了完整的蛋白质基因组学研究和分析流程,适用于各种
已经测序的物种, 应当成为基因组测序和注释相关项目的一项标
准流程。 

pAnno: A proteogenomic 
software for eukaryotes  



黄曲霉菌的蛋白组精细图谱 

 鉴定到8724个已注释的蛋白；发现了732个新的蛋白编码基因；校正了188个已注

释的编码基因结构；鉴定到88个新的可变剪切体和447个发生点突变的基因。 

 新基因验证与功能研究 



These results suggest that the two studies are substantially overestimating the 

number of protein coding genes they identify. We conclude that the experimental 

data from these two studies should be used with caution.  

J Proteome Res. 2014 Aug 1;13(8):3854-5. 

Thus, our results suggest that the current drafts of the human proteome are far 

from complete, and that the data have to be used with caution especially in 

terms of personalized medicine。 

J Proteome Res. 2015 Feb 6;14(2):1330-2. 

假阴性率高！ 

假阳性率高！ 

Total citations：769 

The findings include an abundance of poor spectra, low-scoring peptide-

spectrum matches and incorrectly identified proteins in both these studies, 

highlighting clear issues with the application of false discovery rates. 

Expert Review of Proteomics. 2015, 12(6), 579-593. 

质谱数据质量差！控制假阳性标准低！  

如何快速精准解析 

蛋白质基因组学分析面临的挑战 

人类蛋白质组草图 

http://gateway.webofknowledge.com/gateway/Gateway.cgi?GWVersion=2&SrcApp=PARTNER_APP&SrcAuth=SPRINGER&KeyUT=WOS:000336457100040&DestLinkType=FullRecord&DestApp=WOS_CPL&UsrCustomerID=59e483fb086408d0f6f7edc9be340623


  文件大小 运行时间 

DNA序列文件 33.6M 3.7s 

RNA序列文件 100.7M 5.0 s 

已注释蛋白文件 6.4M 0.2s 

总库（去冗余） 107.4M 65.2s 

写入文件 61.3M 0.8s 
 GAPE建库需要数小时，完成基因注

释需要1-2天；改进后建库只需不到
2min，注释过程不超过10min； 

a) b)

a) b)

 建立新肽段评估体系：pValid 2 

更快 

更准 

pAnno 2.0 的设计 
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水生生物功能蛋白质学学科组 
研究方向 : 

(1)重要模式生物的蛋白基因组学研究； 

(2) 蛋白质翻译后修饰组学及其分子调

控机制。 

联系方式: 中国科学院水生生物研究所
2号实验楼1009房间 

电话：027-68780730  

邮箱: yangmingkun@ihb.ac.cn 

卫卓虹 硕士 

周文婧 博士生 

王凯菲 硕士生 
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