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Abstract  High-throughput protein identification via database-searching and sequence alignment in tandem mass spectrometry products large-scale 

results. Automatically validating search results in Quantification is still a challenge for proteomics research. This problem can be viewed as separating 

the true positive with the false positive base on features in pattern classification. In this paper, to solve the problem to select significant features in 

identification classification, we present a series of new features, which reflect the daughter ion fragmentation rules in mass spectrometry. A support 

vector machine (SVM) based method, in combination with new features, is proposed for peptide identification validation task. We evaluate the 

performance of the new features and construct model with twelve selected features. Experiment results indicate that our method outperform previous 

work with higher precision and fewer features. The new method also assesses peptide identification reliability, which provides a basis for future protein 

identification validation. 

Key words  Support vector machines; Feature selection; Peptide identification validation; Bioinformatics 

摘 要  在串联质谱鉴定中，高通量的数据库搜索和相似性比对会产生大量的鉴定结果。如何对这些结果进行定量的有效性评估是目前蛋白

质组学研究的一个关键问题。从模式分类的角度看，该问题可以理解为根据比对打分特征对鉴定结果进行真阳性和假阳性两类的分类问题，

本文在解决该问题的特征选择环节上提出了一系列新的反映串联质谱中离子碎裂规律的分类特征，然后使用支持向量机（SVM）对肽鉴定结

果进行定量评估。对新增加的特征做了分类能力评估，并选取 12 个特征构建了新的 SVM 分类模型。实验表明使用了新的特征集合的分类模

型可使用更少的特征数得到比前人工作更好的分类能力，并且新模型还能评估肽鉴定结果的可信度，用于进一步的蛋白质鉴定结果综合评

价。  
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1 引  言 

肽鉴定通常是研究对于一个给定的序列未知的串联质谱，如何

获得其对应的氨基酸序列信息。最常用的解决方法是查询蛋白质序

列数据库。通过搜索已知蛋白质序列数据库，对库中蛋白质序列模

拟酶解，再对生成得肽序列作模拟碰撞，得到理论串联质谱。利用

一个肽打分函数对理论串联质谱与实验串联质谱进行比较后得到一

个度量二者相似度的分值，根据分值排序确定出最符合肽序列的作

为鉴定结果。基于数据库搜索方法的肽鉴定软件有SEQUEST[1]，

Mascot[2]，pFind[3][15]等等。  

目前高通量的蛋白质组研究中，利用肽鉴定商业软件如

SEQUEST对串联质谱进行序列鉴定的过程往往会产生大量的错误

（false positive）结果，这些错误结果会直接影响到后期的蛋白质

鉴定结果。虽然可以人工加以验证，但是效率很低而且受验证人员

知识水平的限制，根本无法面对每天实验产生的海量数据。因此，

近期陆续提出了一些新的算法和统计模型来对商业软件的肽鉴定结

果的可信度作出评估。目前这些方法可分为三类：第一类是阈值过

滤法，即利用数据库搜索计算出的各类分数以及所匹配的肽序列的

相关属性，设定某个阈值对结果进行过滤。Tabb等人介绍了如何利

用SEQUEST输出的分值进行肽鉴定过滤[4]；Li Fuxin和Wang Jue等

人综合考虑SEQUEST的交叉相关分数和匹配的质谱峰的丰度所占

的比例，提出了利用相对分数RScore对肽鉴定结果进行过滤的新评

价算法[5]。阈值法处理速度快而且易于实现，但是缺点是阈值的确

定不灵活，往往需要人工干预。第二类是概率统计法，其思想是利

用正确匹配和错误匹配的概率分布来评价肽鉴定结果的可信度，一

般以概率结果形式输出。Fenyo和Beavis提出了利用数据库搜索产

生的所有分值的分布，通过e-value来对结果的可信度进行评价[6]；

Moore等人提出了一个概率模型，该模型考虑数据库的特性和肽序

列的匹配质量[7]；Keller 等人在软件PeptideProphet中使用了一个统

计模型来区分正确和错误匹配，通过计算数据库搜索分数和蛋白质

酶解相关信息来最后得出每个匹配可能正确的概率[8]。这类方法的

主要问题是需要依赖不同数据的概率模型。第三类是基于机器学习

的方法，即将鉴定结果评价问题归结为二类别分类问题，利用机器

学习模型予以解决。Baczek等人[9]和Razumovskaya等人[10]都利用人

工神经网络来区分正确和错误匹配，其中Razumovskaya等人的模型

还能预测出每个匹配可能正确的概率；Anderson等人[11]利用支持向

量机 [12]来分类正确和错误匹配，但是该模型只是简单利用了

SEQUEST的各个数据库搜索分数和质谱数据文件相关特征，没有

更详细地考虑串联质谱中离子碎裂的产生规律特性，此外该模型仅

仅区分正确和错误的肽鉴定结果所属类别，没有提供每个肽鉴定结

果的可信度。  

本文正是从串联质谱中离子碎裂规律观察的角度出发，发现新

的肽鉴定结果评价的特征点，提出了利用新特征结合 SVM 对

SEQUEST 的肽鉴定结果进行分类评价的新模型，并且还提供每个

肽鉴定结果的可信度估计。此外，新的特征是基于串联质谱中离子

碎裂的产生规律，因此新模型比文献[11]的模型更具有普适性，还

可用于除 SEQUEST 外的其他数据库搜索程序的肽鉴定结果评价

中。  

第 2 节对 SEQUEST 的肽鉴定结果信息进行简要介绍；第 3 节

介绍本文选取的新特征，并提出新的结合 SVM 对 SEQUEST 的肽

鉴定结果进行分类评价的模型；第 4 节采用实际数据集对结合了新

特征的模型与文献[11]的模型在鉴定准确性上作一比较；第 5 节是

对全文的一个总结。 

2 问题描述 

蛋白质由 20 种氨基酸组成，每种氨基酸可用一个英文字母表

示，如 K 表示赖氨酸。肽就是多个氨基酸通过肽键连接在一起的一

串氨基酸序列（如“AEDKLNKR”形式）。串联质谱仪可以获得

肽序列信息。对于质谱仪上的得出的每一个串联质谱数据，数据库

搜索软件通过肽打分函数计算出数据库中每个肽序列与该串联质谱

数据相似度比较的分值，给出一个肽序列表，列表中鉴定出的肽序

列按照分值由大到小排列。一般情况下取排行第一的肽序列作为最

后的肽鉴定结果。但是目前实验中生成的大量质谱数据经数据库搜

索鉴定后，包含大量的假阳性结果（即鉴定出的肽根本不存在于实

验样品中），从而影响到最后蛋白质鉴定结果。此外，由于高通量

的鉴定过程产生大量数据，人工验证降低假阳性结果几乎不可能，

所以解决办法是对所有结果进行自动评估，去除假阳性结果，这样

才能对生物学家有实际意义，并满足高通量研究工作需要。 

SEQUEST作为最早实现的基于串联质谱的数据库搜索软件，

目前仍是使用范围最广的鉴定软件之一。对于每一个串联质谱数

据，根据数据库搜索后的打分结果，SEQUEST都会输出排行前n 

（n一般为 10）个最可能匹配的候选肽序列的列表。每个匹配的候

选肽序列都对应着SEQUEST的肽打分函数计算出的各类分值。这

些分值包括：  （1）Sp，SEQUEST的粗打分函数计算的分值。

（2）RSp, 第一次粗打分后，各序列按分值由大到小排序。RSp指

某个序列所排的位置序号，该值作为筛选标准保留一定数量的候选

序列用于后面的第二次细打分；（3）Xcorr，在粗打分后的第二次

细打分分值，是对理论串联质谱和实验质谱进行交叉－相关计算得

到的分值，这个分值也是SEQUEST对该肽序列计算的最终分值；

（4）∆Cn，排行第一的Xcorr与排行第二的Xcorr差值的归一化结

果，即 (Xcorr1 – Xcorr2) / Xcorr1 。（5）MatchRatio，肽序列模拟产

生的碎裂离子峰中，发现与实验质谱相匹配的峰数目所占总碎裂离

子峰数目的比例。（6）Charge，产生该串联质谱的母离子的电荷

数；（7） dM， 实验中观察到母离子质量与根据肽序列计算的母

离子质量之间的差值。（8）MH，实验中检测到的母离子质量；

（9）TIC, 用于搜索数据库的串联质谱中所有的谱峰的丰度总和。 



其中，Xcorr，∆Cn 和 Charge 是很多阈值法最常用的三个分

值。 

文献[11]的一个模型就是完全利用这 9 个特征，利用 SVM 对

正确和错误的肽鉴定结果进行分类。 

 

3 反映串联质谱离子碎裂规律的新特征选取 

由于肽碎裂过程的复杂性和不确定性，目前肽打分函数对串联

质谱离子碎裂过程并没有作过多刻画，这也在一定程度上导致鉴定

结果中很多随机错误匹配情况的出现。因此，使用反映串联质谱离

子碎裂规律的新特征有利于更好地区分正确和错误匹配。 

3.1 关于串联质谱中离子碎裂方式 

肽（也被称为母离子）在质谱仪的碰撞室内经碰撞解离，沿肽

链断裂并形成子离子，这个过程类似于一个字符串从某个字符位置

断成 2 个子串。肽键断裂时，会产生a、b、c 型和x、y、z 型系列

离子，见图 1。a 、b、 c 型离子保留下图中肽链的左边（也称N末

端），而x、y、z 型系列离子保留肽链左边部分（也称C末端）。

此外断裂后的离子可能带有一个或多个电荷，或者会出现失去H2O

和NH3分子的情况。总之，每种类型碎裂离子都具有一个质荷比

m/z（质量/电荷）和反映离子产生数量的丰度值，这两个值形成最

终观测到的串联质谱中的一个峰。其中，b、 y离子峰在串联质谱

中最为常见。 

 

Fig. 1  Fragment ions resulting from peptide bonds cleavage by collision-

induced dissociation. 

图 1  碰撞诱导裂解产生的各种离子类型。 

3.2 特征选取 

除 SEQUEST 提供的各种分值特征外，文献[11]另外增加了 4

个新特征：AllPeakNum,即质谱中所有的峰的数目；FragmentPeaks,

与理论预测出的各碎裂离子相匹配的峰的数目占谱中所有的峰的数

目的百分比；FragmentTIC, 与理论预测出的各碎裂离子相匹配的峰

的丰度总和占谱中所有峰的丰度总和的百分比；SeqSimilarity，排

名头 2 位的两个肽序列的相似性度量。 

本文根据串联质谱中离子碎裂规律，提出了 7 个新特征：

PepLength，肽序列的长度；FRACPep_HKR，肽序列中三种氨基酸

H、K、R所占的比例；FRACPep_PHR，肽序列中三种氨基酸H、

K、R所占的比例；R_OVER_CHARGE，肽序列中氨基酸R的数目与

电荷数的比值；Consecutiveness，在匹配的碎裂离子中，某类相同

离子类型在连续位置连续出现的数目占该类型离子总数的比重；

Complement，在匹配的碎裂离子中，互补离子成对出现的数目占该

类型离子总数的比重；Homolog，在匹配的碎裂离子中，肽链上同

一位置产生的同源离子（如y离子与y离子失水、y离子失氨同源）

对应出现的数目占该类型离子总数的比重。最后三个特征用于描述

串联质谱中各碎裂离子间的相关信息，其意义如图 2 所示。其中，

b、y表示 b、 y类型离子，“++”表示离子带 2 个电荷（不显示电

荷数表示缺省情况，带 1 个电荷），“0”表示离子丢失掉一个水

分子（即质量数减少 18Da），“*” 表示离子丢失掉一个NH3分子

（即质量数减少 17Da）。 

 

Fig. 2 Correlative information among the fragmentation ions. 

图 1  各碎裂离子间相关信息 

3.3 选取用于鉴定结果评价的特征 

本文对 20 个特征做了进一步筛选。根据 Weka[14] 的

SVMAttributeEval 方法对所有特征的分类能力进行评价，按照分类

能力由大到小依次为：XCorr，Consecutiveness，RSp，∆Cn，

AllPeakNum ， SeqSimilarity ， R_OVER_CHARGE ， PepLength ，

MH，FRACPep_HKR，MatchRatio，FRACPep_PHR，Sp，TIC，

Homolog ， FragmentPeaks ， Charge ， Complement ， dM ，

FagmentTIC 。可以看出利用离子连续性相关信息的新特征

Consecutiveness 具有较强的分类能力。这也印证了 Fu,Y.[ 15]和 Sun 

W.[16]的工作，说明利用离子连续性相关信息可以提高肽鉴定结果

的正确率。另外，分析表明 R_OVER_CHARGE 特征也具有较强的

分类能力，尤其对负例的分类贡献很大，如果肽序列中氨基酸 R 的

数目与电荷数的比值大于 2，则其为负例的概率大大增加。而离子



间的同源（Homolog）和互补（Complement）相关信息表现虽并不

突出但是仍然要优于文献[11]的某些特征，从而表明我们选取的新

特征的确能够提高分类能力，具体结果下一部分介绍。 

我们最终选择了 12 个特征用于鉴定结果评价模型：XCorr，

∆Cn ， RSp ， AllPeakNum ， SeqSimilar ， PepLength ，

FRACPep_HKR ， FRACPep_PHR ， R_OVER_CHARGE ，

Consecutiveness，Complement，Homolog。此外，在新模型中，对

于每个鉴定结果，我们根据其与分类面的距离计算其可能正确的概

率。 

4 实验结果 

4.1 数据集 

本文使用的数据集由文献[13]提供的 OMICS 质谱数据产生。

OMICS 质谱数据集由 18 种蛋白质混合物通过液相色谱技术在 LCQ

质谱仪上产生。我们将该质谱数据集内所有串联质谱利用

SEQUEST 软件在人类蛋白质数据库上进行搜索鉴定。SEQUEST 鉴

定结果中属于这 18 种蛋白并且 ∆Cn   0.08 同时 Xcorr  2.0 的

结果作为正例加入数据集 ,剩余的鉴定结果中 ∆Cn  0.08 同时 

Xcorr  2.0 的结果作为负例加入数据集。此外，我们还将人类蛋

白质数据库进行反转（就是把所有的蛋白质序列逆序）产生一个新

的反转数据库，反转数据库与原库相比具有相同的氨基酸出现频率

和肽质量分布。OMICS 质谱数据集在该反转数据库上的搜索结果

中 ∆Cn  0.08 同时 Xcorr  2.0 的结果全部作为负例加入本文使

用的数据集。最后产生的数据集有正例 1932 个，负例 2654 个。 

≥ ≥
≥

≥

≥ ≥

4.2 测试结果 

表 1 对 SVM 使用文献[11]的 9 和 13 个特征与本文新的特征作

了性能比较。我们使用 10-Fold Cross-validation 实验来评估分类器

性能。 

Table 1  Comparison of SVM Experiment Using Different Features(L 

indicates linear SVM and K indicates non-linear SVM) 

表 1 采用不同特征和 SVM 的实验结果（L 代表线性，K 代表非线性） 
Features SVM Type Precision(percent) Recall(percent)

L 91.5177 90.1 Our new 12 
features K 90.9071 87.7 

L 88.3995 85.4 Previous 9 
features K 87.3528 82.9 

L 89.7732 88.2 Previous 13 
features K 89.01 86.5 

采用不同特征的模型的 ROC 曲线如图 3 所示。使用文献[11]的

9 个特征的分类器 ROC 分值（即 ROC 曲线下的面积）为 0.9412，

使用 13 个特征的分类器 ROC 分值为 0.9454，使用我们选取的 12

个特征的分类器 ROC 分值为 0.9565。 

 

 
Figure 3.  ROC plots of Different Features used in SVM. 

图 3 采用不同特征的模型的 ROC 曲线 

 

 



5 结论和进一步研究 

利用机器学习方法对 SEQUEST 软件产生的肽鉴定结果作评

估，其实质就是真阳性和假阳性两类的分类问题。而本文主要解决

肽鉴定结果评估机器学习模型建立过程中面临的特征选择问题，提

出了一系列新的特征。这些特征考虑了离子相关性和碎裂规律等

等，都有较强物理意义，对生物学家人工验证结果也有一定的参考

意义。同时，本文对于生物信息学中解决其他分类问题也有所启

发，即特征的选取应充分考虑生物问题的物理意义，并且最终模型

能够发现数据中的规律，对生物人员要有一定的参考指导意义。 

实验证明，和文献[11]所提供的特征相比，我们的考虑串联质

谱离子碎裂规律的新特征，使用更少的特征，达到了更高的分类性

能，而且这些新特征不仅仅局限于 SEQUEST，还可推广到其他数

据库搜索软件的鉴定结果评价中。此外，我们对文献[11]的模型做

了改进，使之不仅仅区分正确和错误的肽鉴定结果所属类别，还提

供每个肽鉴定结果的可能正确概率，该输出结果可下一步整合并对

蛋白质鉴定结果评价提供基础。目前的特征主要针对离子阱类型质

谱仪，进一步研究将在选取针对 Q-TOF 质谱仪的新特征，推广到

更多的应用中。  
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Research Background 

Protein identification via tandem mass spectrometry (MS/MS) by database searching has been widely used to determine the protein components of complex protein mixtures. The problem of false positives in peptide identification 

from database searching such as SEQUEST remains unsatisfactorily resolved in the current proteomics research. Our approach is exploring some new features aimed to matching learning methods, utilizing correlative information 

among fragment ions, daughter ion fragmentation rules in peptide identification validation task. To evaluate the performance of the new features, a support vector machine (SVM) based method, in combination with new 12 

features, is constructed for validation of peptide sequences identified by SEQUEST. Experiment results indicate that our method outperforms previous work with higher precision and fewer features. This research is supported by 

the National Key Basic Research and Development Program (2002CB713807) and the National Key Technologies Research and Development Program (2004BA711A21) of China. Our goal is to develop a solution to reliably 

evaluate peptide/protein identifications from MS/MS spectra. 
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