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摘   要：数据非依赖采集(data-independent acquisition, DIA)是一种高通量、无偏性的质谱数据采

集方法，具有定量结果重现性好，对低丰度蛋白质友好的特点，是近年来进行大队列蛋白质组研

究的首选方法之一。由于 DIA 产生的二级谱是混合谱，包含了多个肽段的碎片离子信息，使得蛋

白质鉴定和定量更加困难。目前，DIA 数据分析方法分为两大类，即以肽为中心和以谱图为中心。

其中，以肽为中心的分析方法鉴定更灵敏，定量更准确，已成为 DIA 数据解析的主流方法。其分

析流程包括构建谱图库、提取色谱峰群、特征打分和结果质控 4 个关键步骤。本文综述了以肽为

中心的 DIA 数据分析流程，介绍了基于此流程的数据分析软件及相关比较评估工作，进一步总结

了已有的算法改进工作，最后对未来发展方向进行了展望。 
关键词：计算蛋白质组学；定量蛋白质组学；数据非依赖采集；以肽为中心  
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Abstract: Data-independent acquisition (DIA) is a high-throughput, unbiased mass 
spectrometry data acquisition method which has good quantitative reproducibility and is 
friendly to low-abundance proteins. It becomes the preferred choice for clinical proteomic 
studies especially for large cohort studies in recent years. The mass-spectrometry (MS)/MS 
spectra generated by DIA is usually heavily mixed with fragment ion information of multiple 
peptides, which makes the protein identification and quantification more difficult. Currently, 
DIA data analysis methods fall into two main categories, namely peptide-centric and 
spectrum-centric. The peptide-centric strategy is more sensitive for identification and more 
accurate for quantification. Thus, it has become the mainstream strategy for DIA data analysis, 
which includes four key steps: building a spectral library, extracting ion chromatogram, feature 
scoring and statistical quality control. This work reviews the peptide-centric DIA data analysis 
procedure, introduces the corresponding algorithms and software tools, and summarizes the 
improvements for the existing algorithms. Finally, the future development directions are 
discussed. 
Keywords: computational proteomics; quantitative proteomics; data-independent acquisition; 
peptide-centric 

 
 

蛋白质组的概念于 1994 年由 Marc Wilkins
提出[1]，是蛋白质(protein)和基因组(genome)的
结合，是指一个基因组、细胞和组织所表达的所

有蛋白质。蛋白质组学旨在对一定条件下产生的

蛋白质组进行研究，包括蛋白质的差异表达、活

性的改变以及翻译后修饰。只有全面了解不同组

织、器官在不同生理、病理状态下蛋白质组的

构成和变化，才能理解各种生命活动的机制，

从而把握疾病预防和治疗的关键。在人类基因组

计划草图公布的 10 年之后，人类蛋白质组组织

(Human Proteome Organization, HUPO)于 2010年

启动了人类蛋白质组计划[2]。截至 2020 年，人类

蛋白质组计划绘制了人体中超过 90%的高质量

人类蛋白质组图谱[3]。在掌握了如此多的蛋白

质密码之后，蛋白质组研究的重点在于这些蛋

白质如何在生物系统中发挥作用。 
目前质谱技术因其高通量、高准确性已成

为蛋白质组学研究的首选，在疾病机制研究、

生物标志物筛选等诸多研究中发挥了重要作

用。基于质谱的自底而上的蛋白质研究策略，

主要分为 3 步：样品制备、液相色谱-质谱联用

技术采集数据和数据分析[4]。样品制备是指从

样品中提取蛋白质，并采用序列特异性酶(如
trypsin、Glu-C 和 Lys-C 等)进行酶切，从而将
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蛋白混合物酶解成肽段混合物。液相色谱-质谱

联用技术通过液相色谱将不同物理化学性质的

肽段分离，依次进入质谱仪，进入到质谱的肽

段被电离，电离后的肽段(母离子)经质荷比检测

得到一级谱图，一级谱图中的母离子经质量分

析器选择并碎裂为子离子，也称碎片离子，子

离子经质荷比检测获得二级谱图。 
目前有 2 种常用的数据采集模式，即数据

依赖采集(data-dependent acquisition, DDA)和数

据 非 依 赖 采 集 (data-independent acquisition, 
DIA)。DDA 采集模式选择肽段离子中的高丰度

信号峰进行二级碎裂，获得的二级谱中只包含

了单个肽段母离子对应的子离子信息，因此

DDA 数据分析较为简单。但 DDA 更倾向于对

高丰度离子采样，具有丰度依赖性和采样随机

性。DIA 采集模式理论上可以对一级谱图中的

所有母离子进行碎裂，不遗漏任何信息。其结

果定量的重复性和准确性好，尤其适用于低丰

度蛋白质的分析，引领了定量蛋白质组学新的

发展方向，并已广泛应用于大队列临床蛋白质

组学研究。 
但 DIA 数据高度复杂，DIA 二级谱图其实

是由多种母离子同时经过二级碎裂产生的混合

谱，这使得 DIA 数据解析较为困难。目前，DIA
数据分析方法分为两大类：以谱图为中心和以

肽为中心。以谱图为中心的方法是从二级谱图

出发，通过解卷积等方法解析出每个母离子的

子离子信号，后续通过 DDA 数据分析方法进行

蛋白质的鉴定和定量。以肽为中心的方法则是

预先构建谱图库，根据谱图库中肽段的已知信

息靶向提取 DIA 数据中的母离子和子离子信

号，鉴定灵敏度和定量准确度高，已被广泛用

于大样本量研究中。本文详细介绍了以肽为中

心分析流程中构建谱图库、提取色谱峰群、特

征打分和统计质控 4 个关键步骤，总结了相关

软件的特点及评估工作，可供蛋白质组学研究

者分析 DIA 数据时参考。此外，本文概述了现

有以肽为中心的 DIA 数据分析算法的改进和优

化工作，并对未来发展方向作了展望和讨论。 

1  DIA 原理与方法 
DIA 是一种无偏质谱数据采集技术[5]。相

较于 DDA 对肽段进行选择性采集，DIA 是扫

描一级谱中所有的母离子并采集子离子信号。

扫描方式分为两类：全离子碎裂扫描和分段扫

描[6]。全离子碎裂扫描方式鸟枪法碰撞诱导解

离(shotgun collision-induced dissociation, Shotgun 
CID)在 2003 年由 Purvine 等[7]提出，随后还出

现了全离子碎裂(all ion fragmentation, AIF)[8]、

高能质谱仪(mass spectrometryelevated energy, MSE)[9]

等方法。全离子碎裂扫描的特点是选择一级谱

中全部母离子进行碎裂，但由于不同母离子的

丰度差异较大，受高丰度信号抑制效应等因素

影响，从其二级谱中仅能检测出少量的高丰度

肽段信息，适用于分析简单样品。为解决全离

子碎裂扫描的不足，研究者相继提出了不同的

分段扫描方法。分段扫描在一级谱划定多个母

离子扫描窗口，每次仅碎裂扫描窗口中的母离

子，扫描窗口个数覆盖一级谱质量范围。分段

扫描方法降低了二级谱的复杂度，适用于分析

复杂样本。其中，Gillet 等[10]在 2012 年提出的所

有理论碎片离子质谱的顺序窗口采集(sequential 
windowed acquisition of all theoretical fragment 
ion mass spectra, SWATH-MS)是应用最广泛

的分段扫描 DIA 技术之一。多路复用策略

(multiplexing strategy, MSX)[11]、扫描四倍 DIA 
(scanning quadruple DIA, SONAR)[12]数据采集

方法在此基础上调整了母离子扫描窗口的大

小。以上的母离子扫描窗口大小是固定不变

的。但由于谱图的高度复杂性，不同窗口所包
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含的母离子数量不同。为了适应母离子的分布

密度，超反应监测[13] (hyper reaction monitoring, 
HRM)、可变窗口 SWATH-MS[14]等指定可变窗

口的数据采集方法被提出。这些采集方法的进

展主要局限于二级谱水平，而用于一级谱扫描

的离子采集仍然非常低效，无法应对血浆、组

织等蛋白质动态范围大的样本。Meier 等[15]提出

了一种新的数据采集方法，称为 BoxCar，其主

要思想是在获取一级谱图时采用分段累积的方

法，使得平均离子注入时间相较全扫描增加10倍

以上。此方法采集的 DIA 数据其一级谱的动态

范围更高，二级谱包含的肽段信号更多。 

2  以肽为中心算法与软件 
2.1  以肽为中心分析算法流程 

以肽为中心的 DIA 数据分析算法旨在通过

已知的肽段信息靶向提取质谱数据中母离子及

子离子信号，从而实现肽段的鉴定与定量。如

图 1 所示，其关键步骤包括构建谱图库、色谱

峰提取、特征打分和统计质控。 
2.1.1  构建谱图库 

在 DIA 数据分析中，谱图库中保存的肽段

先验信息[16] (peptide query parameters, PQPs)是
进行肽段鉴定和定量的重要基础，主要包括了

蛋白质的特异性肽段信息(4–12 条)：母离子和

子离子质荷比(mass to charge ratio, m/z)、保留时

间(retention time, RT)、母离子和子离子的电荷

数(charge)、以及子离子的相对强度值(intensity)
等。谱图库中的先验信息可以通过 3 种方式获

取：DDA 实验建库、深度学习预测建库和 DIA
实验建库。 

DDA 实验建库是指首先对样本进行 DDA
数据采集，然后根据 DDA 数据的鉴定结果获取

肽谱匹配信息(peptide spectrum matches, PSMs)，
用于构建谱图库。该方法构建的谱图库具有良

好的特异性，但仅包含在 DDA 实验中鉴定到的 

 

 
 
图 1  以肽为中心的 DIA 数据分析流程 
Figure 1  Peptide-centric analysis pipeline of DIA. 
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肽段，蛋白质覆盖度有限。虽然预分离和重复

实验可以部分弥补这种不足，但也会增加样品

用量和质谱检测机时，因此不适用微量样本分

析。此外，还可以从 SWATHAtlas 网站(http://www. 
swathatlas.org/)上获取基于大量不同组织样本构

建的公共谱图库，例如 2014 年发表的 Pan-Human 
Library (PHL)[17]和 2020 年发表的 DIA Pan-Human 
Library (DPHL)[18]。由于在构建公共谱图库时实

验参数和样本实验参数不能完全匹配，因此公

共谱图库的特异性较差。 
第二种生成 DIA 谱图库的方式是基于蛋白质

序列信息，采用深度学习技术进行预测。2017 年

Zhou等[19]在Analytical Chemistry上发表了pDeep，
采用循环神经网络结构，并使用了来自 3 个实

验室、3 种不同碎裂方式的 8 个数据集进行模型

的训练和测试。在 ProteomeTools project[20]的数据

集上进行测试，结果显示预测谱图和实验谱图的

平均皮尔森相关系数大于 0.9。2018 年 Ma 等[21]

在 Analytical Chemistry 上发表了 DeepRT，采用卷

积神经网络和循环神经网络的混合网络架构，

使用了 4 层卷积神经网络和循环神经网络处理

被离散化后的肽段序列。经过 2 种神经网络的

特征提取后，利用主成分分析进行降维，最后

采用 3 种机器学习方法(支持向量机、随机森林

及梯度提升)预测保留时间，实现了理论预测值与

真实值相关性接近 0.99。2019 年 Gessulat 等[22]

在 Nature Methods 上发表了 Prosit，该模型由 1 个

编码器和 1 个解码器组成，使用 one-hot 编码对

肽段进行编码，并利用肽段表示向量进行编码和

解码来学习数据的特征。该模型以肽段电荷数、

归一化碎裂能量和肽段序列作为输入，以保留时

间和二级谱图作为输出，利用 ProteomeTools 
project 项目提供的高质量谱图数据和相应的肽

段鉴定结果训练和测试模型。该模型对保留时

间和二级谱图的预测和实验产生的保留时间和

二级谱图相关性接近 1。2020 年 Yang 等[23]在

Nature Communications 上发表了 DeepDIA。该

模型是基于卷积神经网络和循环神经网络的深

度神经网络模型，用于预测肽段的二级谱图和

保留时间。该模型使用了 one-hot 编码对肽段进

行编码，输出每个可能的 b、y 离子以及相对强

度和肽段的保留时间。研究人员将 DeepDIA 用

于未去高丰度蛋白的血清样品的 DIA 数据分

析。结果显示，DeepDIA 构建的谱图库检测到

蛋白质种类是 DDA 建库的 2 倍以上。2021 年

Bouwmeester 等[24]在 Nature Methods 上发表了

DeepLC，用于预测修饰肽段和非修饰肽段的保

留时间。DeepLC 采用卷积神经网络模型，使用

基于原子组成的肽编码方式。这种编码方式使

模型能够学习并归纳未知的修饰肽段。在 20 个

数据集上，Pearson 相关系数都能达到 0.99。尽

管基于深度学习的谱图库生成软件可以实现高

准确度和蛋白质覆盖率，但也会引入大量在

DIA-MS 中无法鉴定的阴性肽段，降低了谱图

库的特异性。这不仅增加了 DIA 数据分析的时

间，还会降低蛋白质鉴定的灵敏度[25]。 
第三种建库方式是 Pino等[26]提出的气相分

馏(gas-phase fractionation, GPF)-DIA，其利用气

相分馏和 DIA 技术生成的肽段-保留时间的匹

配结果来构建色谱库。GPF-DIA 方案通过对相

同的样品进行 6 次重复进样，并将母离子按质

荷比划分为多个小区间进行质谱检测。然后利

用 DIA 数据的鉴定结果来构建色谱库。相较于

传统的 DDA 建库方案，GPF-DIA 可以检测到

更多的目标蛋白，节约样品量和检测时间，同

时提供更准确的定量结果。此外，与基于深度

学习预测的谱图库相比，GPF-DIA 生成的谱图

库具有更好的特异性。 
2.1.2  提取色谱峰群 

在谱图库构建完成后，通过谱图库中肽段
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和碎片离子的 RT 和 m/z 提取色谱峰群，即肽段

的离子流色谱峰 (extracted ion chromatogram, 
XIC)和碎片离子的 XIC 组合而成的色谱峰群

(图 2)。 
首先，基于谱图库中提供的母离子和子离

子质荷比在所有一级谱图中提取母离子的离子

流色谱峰(extracted ion chromatogram, XIC)[27]，

并在其母离子所在的扫描窗口内的所有二级谱

图中提取子离子 XIC。考虑质谱仪稳定性有限，

肽段洗脱时间会产生固有的偏差，因此需要设

定保留时间范围提取 XIC。OpenSWATH[28]默认

使用 RT±5 min 的提取时间窗口去提取 XIC；而

DIA-NN[29]将保留时间扩大到整个色谱时间。 
构建谱图库和 DIA 实验时的色谱条件及仪

器状态不可避免地存在差异，同 1 条肽段在不同

实验条件下的保留时间可能不同，因此需要进行

保留时间的标准化。为此，可以添加标肽[29]来

实现 RT (实测保留时间)到 iRT (标准化保留时

间)的转换。目前常用的标肽是人工合成的多条

肽段，并且已知母离子和子离子的 m/z 以及 iRT，
根据母离子和子离子 m/z 能获取每条标肽在不

同实验条件下的 RT。在谱图库构建时，根据标

肽的 iRT 和实验或者预测的 RT，使用最小二乘

法拟合线性函数 iRT=f(RT)，通过该函数可得谱

图库中所有母离子的 iRT。在使用该谱图库进

行 DIA 数据分析时，根据每条标肽的 iRT 和在

DIA 实验中的 RT，通过线性拟合得到函数

RT=f(iRT)。通过该函数可得谱图库中所有母离

子在该 DIA 实验中的 RT，用于提取母离子和

子离子色谱峰群。以上 RT 和 iRT 相互转换的规

则[30]，可以实现不同谱图库应用于不同色谱条

件下的 DIA 数据。 
在信号靶向提取的整个流程中，需要对肽

段 RT 和 m/z 进行校正，以提高肽段鉴定的准确

性和可靠性。m/z 的校正往往基于高可信肽段的

实测 m/z 和理论 m/z 的质量偏差。RT 的校正可 
 

 
 
图 2  提取碎片离子的色谱峰 
Figure 2  Extraction of the chromatographic peaks of the fragment ions. 
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利用标肽的实测 RT 和理论 RT 进行校正。以

DIA-NN 为例，其第 1 轮鉴定会在整个 RT 范围

内进行，以确定每条肽段的最佳 RT。之后，只

有错误发现率(false discovery rate, FDR)小于

1%的肽段被选中用于 RT 校正。 
2.1.3  特征打分 

提取母离子和子离子的色谱峰群后，下一

步就是对其进行特征打分，用于后续评估色谱

峰群对应的肽段是否正确。待计算的特征可分

为以下几类：(1) 色谱层面上，可计算母离子、

子离子及其同位素离子流色谱峰之间的相似

性，衡量离子是否共流出。(2) 谱图库层面上，

可计算谱图库中肽段的保留时间、相对强度以

及 DIA 数据中实测保留时间和相对强度的一致

性。同时，还需要考虑谱图库中母离子的质量

数、电荷数、长度以及子离子个数等可量化的

特征。(3) 谱图层面上，可计算子离子的质量准

确度，b、y 离子的个数等。相似性和一致性的

计算通常采用人工设计的函数，如皮尔逊相关

系数和余弦距离等。不同软件计算的特征大多

来自以上 3 个层面，但具体考虑的特征数目并

不相同。例如，OpenSWATH[28]计算了 11 个特

征，DIA-NN[29]计算了 73 个打分，MaxDIA[31]

计算了 60 个特征。 
2.1.4  统计质控 

经过上述特征打分计算，可以得到每个色

谱峰群的特征向量(x1, x2, x3, ... , xn)，接下来就

需要判断该色谱峰群代表的目标肽段的正确性

(y)。为此，研究人员采用了目标-诱饵肽段竞争

策略[32]，通过谱图库中的目标肽段生成诱饵肽

段，保证其肽段保留时间、电荷信息不变，但

改变子离子的质荷比来“欺骗”鉴定软件。该策

略首先生成诱饵肽段，然后将目标肽段和诱饵

肽段提取的色谱峰群的特征向量作为分类器的

输入，训练分类器(y=w1x1+w2x2+w3x3+ … +wnxn)

来区分诱饵和目标，并生成总打分(y)。目前分

类器有 2 种类型：机器学习分类器和神经网络

分类器。mProphet[33]是基于机器学习方法的典

型代表。它最初被用于分析靶向蛋白质组学数

据，但其基本思想适用于 DIA 数据质控。

OpenSWATH 使用 PyProhet[34]算法，它是对

mProphet 的 python 重实现，并对其改进，使其

更适用于 DIA 数据，例如采用多个分类器结合，

构建了非参数、对数正态分布的空分布。

MaxDIA[31] 利 用 集 成 学 习 ， 使 用 机 器 学 习

XGBoost 构建分类器，它的基本思想是将弱分

类器组合成强分类器，给分类效果更好的分类

器更高的权重。DIA-NN 首先使用了线性判别

分析(linear discriminant analysis, LDA)或者线

性分类器来区分诱饵肽段色谱峰群和目标肽段

色谱峰群，获取特征组合的权重，挑选肽段的

最优峰，再进行深度神经网络 (deep neural 
network, DNN)模型训练，计算 FDR[29]。 

2.2  以肽为中心 DIA 数据分析软件的比较

评估 
随着 DIA 技术的快速发展，目前已经有不

少以肽为中心的 DIA 数据分析软件应运而生。

本文列举了当前常用的以肽为中心的 DIA 数据

分析软件(表 1)。同时，由于不同分析软件可能

会对后续蛋白质定性和定量结果产生一定的影

响，本文总结了已发表的软件工具的评估和比

较工作，供研究人员参考。此外，已有研究结

果表明，谱图库的构建方法以及数据采集时使

用的窗口大小等因素也会对蛋白质鉴定和定量

结果产生影响[39-40]。 
Navarro 等[41]使用了不同比例的混合物种

蛋白质组数据构建了金标准数据集 LFQbench，
并用该数据集评估了 4 种以肽为中心的软件

OpenSWATH、SWATHTM 2.0 (SCIEX 公司研发的

SWATH 数据分析商业软件)、Skyline、Spectronaut 
 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

3586 

表 1  以肽为中心 DIA 数据分析软件及工具列表 
Table 1  List of peptide-centric software tools for DIA data analysis 
Software Year Journal Library Rescore method Feature 
DreamDIA[35] 2021 Communications 

Biology 
Library-based XGBoost 

semi-supervised 
learning 

Extract features using deep 
representation models 

MaxDIA[31] 2021 Nature Biotechnology Library-based 
Library-free 

XGBoost 
semi-supervised 
learning 

Perform multiple rounds of matching 
with Bootstrap 

DIA-NN[29] 2019 Nature Methods Library-based 
Library-free 

Ensemble DNN Select the best chromatographic peaks 
using linear discriminant analysis 

ScaffoldDIA[36] 2018 Nature Communication Library-based Percolator Support the use of chromatographic 
libraries 

OpenSWATH[28] 2014 Nature Biotechnology Library-based PyProphet Integrate multiple analysis modules 
Spectronaut[37] 2014 60th American Society 

for Mass Spectrometry 
Conference 

Library-based 
Library-free 

PyProphet Commercial software 

Skyline[38] 2010 Bioinformatics Library-based mProphet Visualize chromatographic peak groups 
 

 
 
 

和 1 种以谱图为中心的软件 DIA-Umpire[42]，在

1% FDR 下评估了定量准确度、肽段鉴定灵敏度、

鲁棒性以及特异性。评估结果表明 OpenSWATH、

Spectronaut 和 Skyline 对低丰度肽段的定量值和

理论值存在偏差，而 DIA-Umpire、SWATH 2.0
定量结果偏差较小。 

Gotti 等[39]使用不同大小的采集窗口、不同

比例混合的样品以及不同来源的谱图库，系统

评估了 DIA-NN、DIA-Umpire、OpenSWATH、

ScaffoldDIA、Skyline 和 Spectronaut 这 6 种不

同的 DIA 数据分析软件。评估指标包括蛋白质

鉴定数、重现性(coefficient of variation, CV)、
蛋白质丰度和信号强度的线性度(coefficient of 
determination, R2)以及蛋白质定量准确度(mean 
absolute percentage error, MAPE)等。评估结果

表明，所有软件在窄窗口下能够定量更多的肽

段和蛋白质。目前的以肽为中心的 DIA 鉴定软

件在宽窗口下的鉴定和定量仍有提升空间。与

Navarro 等[41]的研究结果一致，现有 DIA 分析

软件在低丰度蛋白质检测方面表现不佳。此外，

他们的评估结果还证实了 DIA 在无标记定量方

面具有高重现性，并揭示了蛋白质浓度与蛋白

质定量结果之间的强相关性。 DIA-NN 和

Spectronaut 的定量准确性较高，Skyline 容易受

到噪声干扰，表现较差。在使用窄窗口下的质

谱数据、预测谱图库以及 Spectronaut 软件时，

蛋白质鉴定的灵敏度最高，其次是使用窄窗口采

集的质谱数据、预测谱图库以及 DIA-NN 软件。 
Fröhlich 等[40]构建了一套标准数据集，用于

评估不同的 DIA 数据分析流程。其中数据分析使

用了 4 种软件(DIA-NN、Skyline、OpenSWATH、

Spectronaut)，谱图库有 3 种来源(GPF-DIA 建

库、Prosit 预测谱图库和 DDA 实验建库)。评估

指标包括蛋白质鉴定数、蛋白质丰度分布以及

定量可重现性。评估结果表明，在谱图库选择

方面，使用 DDA 谱图库鉴定到的蛋白质数最

少，深度学习预测谱图库其次，而使用 GPF-DIA
谱图库鉴定到的蛋白质数最多；在分析软件选

择方面，DIA-NN 鉴定到的蛋白质最多，结果

最灵敏。 
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Lou等[43]构建了在Orbitrap仪器和 timsTOF
仪器上采集的 DIA 基准数据集，评估了 4 种常

用的 DIA 软件(DIA-NN、Spectronaut、MaxDIA
和 Skyline)以及不同来源的谱图库(DDA 实验建

库、Prosit 预测建库和 DIA 实验建库)共 10 条

数据分析流程。评估指标包括了蛋白质组鉴定

深度、谱图库质量对鉴定错误率和打分稳定性

的影响、蛋白质组定量准确性和重复性。他们

还利用一套合成磷酸化肽段的标注数据集评估

了不同软件定位磷酸化修饰位点的准确性，并提

出了适用于不同软件算法的修饰位点定位打分

阈值。评估结果表明了 DIA-NN 和 Spectronaut
能在复杂样本中鉴定到更多的低丰度蛋白质，

并且定量准确度和重复性更好。在磷酸肽的检

测中，Spectronaut 表现出更高的灵敏度和错误

发现率，DIA-NN 表现出更加严格的错误率控

制，但牺牲了部分正确的磷酸化位点。 
上述评估结果可供蛋白质组学领域的研究

者在选择数据分析软件时参考。发布的数据集

也可用于优化实验参数，评估新开发的软件工

具。在包含数百到数千个样本的大规模 DIA 数

据分析中，考虑到灵敏度和分析时间，研究者

普遍认为以肽为中心的 DIA 数据分析方法是最

佳选择[44]。在选择软件时，不仅要考虑软件的

性能，还要考虑用户友好性、是否适用于计算

机集群分析、是否利于下游数据分析、运行速

度以及维护程度等因素。科研用软件 DIA-NN、

OpenSWATH 以及商业软件 Spectronaut 都可并

行运行，计算效率较高，适用于大样本量分析[45]。

此外，DIA-NN 提供了每一个样本的质控结果，

有助于样本层面的质控 [46]。在易用性方面，

DIA-NN、Skyline、ScaffoldDIA 都提供了图形

用户界面，而 OpenSWATH 的命令行模式需要

研究人员具备一定的编程能力。 

3  改善以肽为中心DIA数据分析

流程的研究进展 
近年来，研究人员围绕以肽为中心的 DIA

数据分析流程，提出了诸多改进和优化方法。

首先，在谱图库构建方面，谱图库的全面性、特

异性和准确性直接影响 DIA 数据分析结果，因

此提高谱图库的质量是非常重要的问题。Midha
等[47]研发了谱图库质量控制工具 DIALib-QC，

计算了 62 种特征指标，用于系统评估谱图库质

量。经过 DIA-LibQC 质控后的 DDA 谱图库可以

提高 30%的肽段鉴定数。Isaksson 等[48]发表了

MSLibrarian，该工具基于Prosit、DIA-Umpire以
及DeepLC来优化谱图库：首先使用DIA-Umpire
分析 DIA 数据，然后通过实际鉴定谱图和对应

理论谱图的相似性优化 Prosit 预测谱图的参数，

并校正 DeepLC 预测的保留时间，实现对谱图库

的优化。作者使用优化的谱图库提高了 8.3%的

肽段鉴定量和 5.7%的蛋白质鉴定量。Ge 等[49]提

出了优化谱图库的计算策略 subLib，该方法首先

利用 FDR 5%的条件下产生的第一次鉴定结果生

成子谱图库，然后将子谱图库应用于二次鉴

定。作者使用该工具优化后的谱图库，多鉴定

了39.2%的肽段和19%的蛋白质。Yang等[23]使用

深度学习模型预测肽段可检测性(肽段离子在质

谱中被检测到的概率)，过滤掉谱图库中可检测

性较低的肽段，可一定程度上提高蛋白质鉴定种

类约 2.3%，并且降低了鉴定结果中的假阳性率。

此外，本文作者使用肽段酶切概率(digestibility)
过滤谱图库也可以提高鉴定的灵敏度，使用了

2021 年 Yang 等[50]发表在 Analytical Chemistry 上

的 DeepDigest 算法预测谱图库中肽段的酶切概

率，并通过设定酶切概率的最小阈值来过滤谱

图库(包含 20 368 个蛋白质)中的肽段。过滤之后
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的谱图库按照 1:1 加入陷阱[51]肽段，用于评估鉴

定结果的假阳性。采用 LFQbench[41]的 8 个子数

据集(每个子数据集是由不同的实验仪器在不同

的采集窗口大小下产生的，包含了 6 个质谱原始

文件)评估酶切概率的过滤效果，采用 DIA-NN
进行 DIA 数据分析。结果表明，去除谱图库中肽

段酶切概率低的肽段可以有效提高蛋白质鉴定数

约 2.8%，并减少结果中的假阳性匹配(图 3)。 
 

 
 

图 3  LFQbench 8 个子数据集的蛋白质鉴定数   橙色代表人源蛋白质的鉴定数目，蓝色代表陷阱蛋

白质的鉴定数目. 百分数代表陷阱蛋白占总鉴定数的比例. 横轴代表不同的酶切概率阈值，纵轴代表蛋

白质鉴定数目 
Figure 3  The number of identified proteins from eight datasets of LFQbench. Orange and blue are the 
identification number of human proteins and entrapment proteins, respectively. The percentages of 
entrapment proteins using different digestibility cutoffs are lised in each plot. X-axis is the digestibility cutoff 
and Y-axis is the number of the indentified proteins. 
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其次在特征打分方面，由于深度学习拥

有强大的特征学习功能，越来越多的研究开

始采用神经网络学习模型，利用数据驱动方

式计算特征打分。Song 等发表了 Alpha-XIC[52]

和 Alpha-Tri[53]，利用神经网络打分离子共流出

和强度相似性的特征，并与 DIA-NN 的其他特征

结合，提高了 DIA-NN 的鉴定灵敏度。Gao 等[35]

提出了 DreamDIA，设计了新型谱图数据结构

代表性谱图特征(representative spectral matrix, 
RSM)，包括谱图库离子色谱峰、理论碎片离

子色谱峰以及同位素峰等 6 种不同类型的色谱

峰信息。通过使用长短时记忆(long short-term 
memory, LSTM)网络提取低维深度表示特征，

并与其他特征相结合构建非线性判别模型来计

算 FDR，从而实现了肽段的精准鉴定。 
最后，在统计质控方面，由于 DIA 数据高

度复杂，DIA 数据的质控要求也更高。当前使

用的目标诱饵竞争的质控策略可能会导致鉴定

结果中的假阴性和假阳性过高。一方面，如果

谱图库中的阴性肽段数量过多，目标肽段和诱

饵肽段难以区分，会导致更严格的统计质控，

降低了蛋白质鉴定的灵敏度，增加了假阴性的

数量。另一方面，现有以肽为中心，靶向提

取质谱信号的数据分析方法中，检测到诱饵

肽的概率与检测到目标肽中假阳性匹配的概

率并不完全相同 [54]。比如，生成的诱饵肽和

目标肽中漏切位点数不一致，在鉴定软件中

诱饵肽段的得分会显著降低。诱饵“欺骗”鉴
定软件的程度不够，导致鉴定结果中假阳性升

高 [55]。Rosenberger 等 [46]提出使用包含大量阴

性肽段的谱图库时，不仅要在肽段水平上进行

错误率控制，也要在肽谱匹配、蛋白质的水平

上进行错误率控制。在进行多个样本的全局质

控时，由于不同样本数据组间存在异质性，可

能导致某些样本的 FDR 估计偏低，而其他样本

则偏高。Freestone 等 [56]提出了 Group-walk 策

略，旨在分析目标-诱饵竞争策略的同时利用

实验的不同分组进行质控，解决组间异质性

的问题。 
以上的改进工作表明，DIA 数据分析流程

的每个步骤仍有待进一步完善，为算法研究者

提供了理论基础和改进方向。 

4  总结与展望 
尽管以肽为中心的 DIA 数据分析方法已经

在蛋白质组学研究中成功应用，但仍存在诸多

问题亟待解决：(1) 构建谱图库对以肽为中心

的数据分析方法至关重要。DDA 实验建库需

要较长的时间成本，并且其包含的蛋白质种类

有限。使用蛋白质序列数据库预测建库时，虽

然节约了时间，提高了谱图的完整性，但由于

谱图库中阴性肽段过多，降低了鉴定灵敏度。

谱图库特异性和完整性的平衡问题仍然需要进

一步研究。本文提出了一种基于酶切概率过滤

谱图库的新方法，可以提高谱图库的特异性，

从而在一定程度上提高了蛋白质鉴定的灵敏

度。(2) 作为以肽为中心数据分析算法的关键

步骤之一，根据谱图库靶向提取离子信号直接

影响着 DIA 数据分析的鉴定灵敏度和定量准确

度。一方面，色谱峰提取算法需要足够高的准

确性和灵敏性去检测低丰度肽段信号和区分噪

声和信号。另一方面，进行大队列蛋白质组数

据分析时，由于质谱仪的稳定性有限，肽段的

RT 和 m/z 可能会产生随机偏移，这会导致样本

间具有一定比例的缺失值，从而影响肽段、蛋

白质的鉴定和定量。因此，需要准确有效的 RT
和 m/z 校正算法，以及不同样本之间 RT 对齐算

法，来提高鉴定的准确性和灵敏性。(3) 对于

色谱峰群的特征打分，仍然缺乏全面、系统的

打分方法。(4) 在谱图库规模和数据复杂度增
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大的情况下，在 DDA 数据上发展而来的目标

诱饵竞争策略并不适用于 DIA 数据的质控分

析，因此有必要深入研究适用于 DIA 数据的质

控方法。 
DIA 技术将在蛋白质组学领域，特别是在

基于大队列的临床蛋白质组学研究中发挥不可

替代的重要作用。学术界亟需开发精准、高效

的 DIA 数据分析算法及软件。本文希望为从事

DIA 数据分析、算法和软件研发的科研人员提

供方法学参考。 
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