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摘  要：色谱是目前蛋白质组学流程中的一个基本环节，而色谱的保留时间对齐是有效提高鉴定

和定量准确性的重要步骤之一。经过多年的发展，目前已经产生了一系列保留时间对齐算法。文

中主要从可用性角度对蛋白质组学分析中色谱保留时间对齐算法及工具进行了系统总结，并对其

发展趋势及应用方向进行了展望。 
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Abstract: Chromatography is a basic process in the current proteomics workflow, and the retention 

time alignment of the chromatogram is one of the important steps to effectively improve the 

identification and quantification accuracy. After years of development, a series of algorithms for 

retention time alignment have been developed. This review summarizes the advances of 
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chromatographic retention time alignment algorithms and tools for proteomics analysis from the 

perspective of proteomics users, and discusses the development and future application directions. 

Keywords: proteomics; chromatography; retention time alignment; algorithm; software 

 

色谱作为一种分离手段常常与质谱联合使

用，在分析混合样品方面有着广泛的应用。目

前，在蛋白质组学中，液相色谱-质谱联用是最

常 用 的 样 本 分 析 方 案 。 色 谱 的 保 留 时 间 

(retention time, RT) 指被分离样品组分从进样

开始到柱后出现该组分浓度极大值的时间。保

留时间对齐指的是将多次实验中相同组分的保

留时间校正到一致的过程。本文主要从可用性

角度对蛋白质组分析中色谱保留时间对齐算法

及工具进行回顾和总结。 

基于质谱的蛋白质组学定量流程如图 1 所

示，可以分为有标定量和无标定量两种[1]。相

较于无标定量，有标定量需要稳定同位素标记，

不同的同位素用于区别不同的样本。由于有标

定量策略可以同时检测多个样本，因此，保留

时间对齐对于有标定量来说并不是一个难题。

但是受限于有限的同位素标签，有标定量方法

能同时检测的样本数量是有限制的。无标定量

则不同，每个样品都是单独上机，理论上可以

进行大规模样品间的比较。 

目前无标定量方法基本上都以重构离子流

色谱峰 (extracted ion current, XIC) 为前提，其

过程如图 2 所示，在时间维度上根据连续谱图

中质荷比相同的质谱谱峰强度拟合出合适的色

谱峰，即 XIC。最后一般以 XIC 的峰面积或最

高强度等特征作为定量值。但是不同的样本在

检测时，每个样本的保留时间会由于温度等差

异产生不确定的偏移，如果不进行校正，我们

往往会将不同样本间不同的 XIC 进行匹配，得

到错误的比较结果。所以，为了准确地进行不

同样本间的比较，保留时间对齐是一个关键步

骤。本文后续讨论均以无标定量作为前提。 

 

 
 

图 1  蛋白质组学基本定量流程 
Figure 1  Basic quantitative workflow of proteomics. 
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图 2  重构离子流色谱峰的基本过程   MS1 和

MS2 分别指质谱的一级谱图和二级谱图，RT 指

色谱保留时间  

Figure 2  Basic process of constructting XIC. MS1 
and MS2 are indicate the MS and MS/MS spectrum, 
respectively. RT indicates the chromatographic 
retention time. 

 
与保留时间对齐相关的另一个概念是保留

时间预测。保留时间预测指的是根据序列预测

该序列在实际样品中可能出现的保留时间，根

据这个时间也可以将 XIC 进行一一匹配。保留

时间预测本身也是一个重要的热门领域，有很

多最新进展，本文不涉及保留时间预测相关的

算法与研究。 

另外，在蛋白质组分析中，有谱峰对齐、

特征对齐等表述，指的是将不同样本中相同成

分形成的谱峰或特征一一对应起来。保留时间

对齐与谱峰对齐、特征对齐实际上是有细微区

别的，保留时间对齐并不要求每个谱峰一一对

齐，而只需要一些主要的峰对齐，再根据这些

主要的峰校正每个样本的保留时间。但在蛋白

质组分析中，保留时间对齐的最终目的同样是

得到谱峰或特征的一一对应列表。所以本文  

并不刻意区分保留时间对齐与谱峰对齐及特征

对齐。 

1  算法 

本章节中，虽有部分算法主要应用于代谢

组数据分析，但其保留时间对齐部分仍然对蛋

白质组数据分析有参考意义，故予以保留。 

规整函数是一类可在某个维度上减小数据

分布不均匀性的函数，而这个维度常常指时间

维度。根据有没有使用规整函数，可以将对齐

算法分为规整函数法与直接对齐法。其中，动

态时间规整 (dynamic time warping, DTW) 和

相关优化规整  (correlation-optimized warping, 

COW) 是两种最常用的规整函数。后续很多算

法都是在这两种方法基础上的改进和提升。 

直接对齐法则不需要引入规整函数。最简

单的直接对齐就是定义一个保留时间阈值，不

同样本中位于阈值之内的相似特征 (根据质荷

比等信息确定) 就进行对齐。这种方法在质谱

精度较高时较为有效，更多特征的加入也有利

于对齐的准确性。通常，该方法并不会单独使

用，而是作为最终得到一一对应特征的一个步

骤。更复杂一些的方法会将该问题看作聚类问

题，不同样品中相似的特征会被聚为一类，也

就是被“对齐”了。有一些算法会采用 MS2 信息，

比如 MSInspect[2]，而其他一些算法则会直接计

算特征直接的相似性，根据相似性进行聚类。

这些算法的主要区别就在于选取特征的不同和

相似性计算方法的不同。 

关于这两类算法，Smith 等[3]已经进行了比

较全面的综述，本文不再赘述。 

不管是对于试图开发新算法的科研人员，

还是希望将已有算法引入自己流程的科研人

员，算法的源代码都是重要的参考资料。但是

部分文献着重于算法的论述，没有提供算法的
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具体实现；另一些文献虽然提供了算法的实现，

但是由于服务器的更改等原因，原文的链接已

经无法使用。本文系统考察了 Smith 等综述中

的所有算法，保留了迄今为止仍能使用的算法，

并补充了于该文之后发表的保留时间对齐算

法，总共有 16 种算法目前仍然能下载到相关软

件。本文按引用次数由高到低对这 16 种算法进

行介绍。 

XCMS[4]是这些算法中引用次数最多的，但

XCMS 并不是一个单纯进行保留时间对齐的算

法，而是一系列质谱原始数据预处理方法的集

合，包括保留时间对齐、数据过滤、峰识别、

峰提取等。XCMS 是一个 R 包，目前主要应用

于代谢组学领域。XCMS 由于其开源的特性，

是该领域最常用的原始数据处理软件之一。在

2018 年，该团队还在 Nature Protocols 发表了基

于网页的工具 XCMS Online[5]。原文使用 XCMS

分别做了血浆和一个脂肪酸酰胺水解酶的研

究，但是没有与别的软件进行比较。总的来说，

XCMS 在代谢组学领域已得到了认可，使用   

R 语言进行流程开发或数据分析的研究者可以

方便进行整合。具体算法方面，XCMS 首先根

据质荷比将谱峰进行粗分组，然后在这些粗分

组中根据两条原则 (1：该分组包含几乎所有样

本的谱峰；2：几乎所有样本都只有一个谱峰位

于该组) 筛选出优质 (原文为 well-behaved) 分

组，以这些分组作为参考，使用局部加权回归散

点平滑法 (locally weighted scatterplot smoothing, 

LOESS) 对所有样本进行对齐。该方法最大的

优点在于无需选择参考样本，但其效果受限于

能否得到合适的优质分组。 

MZMine 2[6]与 XCMS 类似，同样是一个主

要服务于代谢组学领域的工具集，包括谱峰检

测、保留时间对齐和数据可视化等一系列功能，

由 Java 语言编写。MZMine[7]发表于 2006 年，

目前已无法获取。相比于 MZMine，MZMine 2

的保留时间对齐提供了一种新的算法随机样本

一致性对齐 (random sample consensus aligner, 

RANSAC)，这种算法会进行多次迭代，每次迭

代会选取样本中的部分 XIC 构建一个 LOESS

模型，余下的 XIC 用于评估该模型。在多次迭

代之后，选取效果最好的模型作为最终的对齐

方案。与此同时，MZMine 2 保留了 MZMine

中根据固定窗口进行简单对齐的方案，称为

Join 方法。这种方法会根据用户定义的保留时

间范围将不同样本中的 XIC 与一个参考样本进

行对齐，在范围之外的 XIC 会被标记为未对齐。

Lange 等[8]在 2008 年用 2 个蛋白质组数据集 P1、

P2与 2个代谢组数据集 M1、M2对 MSInspect[2]、

MZmine[7]、OpenMS[9]、SpecArray[10]、Xalign[11]

和 XCMS[4]这几个工具进行了评估，MZMine 2

在此基础上补充了 MZMine 2 的结果。P1、P2

数据集上MZmine 2的RANSAC算法与OpenMS

表现最佳，MZmine、XCMS 与 Xalign 稍差一点，

M1、M2 数据集上 MZmine 2、MZmine、OpenMS、

XCMS、Xalign 差别不明显，都能得到比较准确

的结果。总之，除了 MSInsepect 无法得到合理

结果，其他软件各有优劣，其中 MZmine 2 的

RANSAC 算法与 OpenMS 在蛋白质组数据上稍

胜一筹。MZmine 2 的算法虽然效果较好，但在

使用时有相当多的参数需要用户定义，其中保

留时间窗口范围等参数极其重要，会严重影响

对齐结果的优劣。处理不同的样本集时如何找

到最合适的参数对于用户来说是一个比较困难

的问题。 

DTW[12]与 COW[13]作为经典算法，由于时

间较早，两篇相关文献中提供的代码链接都已

失效。但是在 Tomasi 等的文章[14]中提供了目前

仍可下载的 Matlab 代码，文中还探讨了 DTW

与 COW 的联系，比较有参考价值。 
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MetAlign[15]与 XCMS 及 MZMine 2 类似，

是一个质谱原始数据预处理工具，由 C++语言

编写，运行于 Windows 平台。目前其软件仍然

可以下载使用，但并未开源。MetAlign 发表于

2009 年，据文章描述，经过了 8 年的开发，已

得到一些实际研究的检验。MetAlign 的算法基

础来源于对人工处理方式的模拟，该算法首先

会根据用户设置的初始窗口对齐不同的样本，再

根据参考样本对保留时间进行校正。迭代上述过

程，每次迭代时采用更小的窗口，最终得到更精

确的结果。MetAlign 已经被整合于另一个工具

TagFinder 中，但文献中并没有提供与其他工具

的比较。 

SpecArray[10]是较早期的一个定量工具，发

表于 2005 年，由 C 语言编写，源代码仍可获取。

其保留时间对齐主要由 PepMatch 和 PepArray

这两个模块完成，PepMatch 模块先构建一个多

对多的肽段映射，PepArray 再根据距离最小原

则对保留时间进行校准。SpecArray 在上文提到

的 Lange 等的评估中表现一般，在 P1 数据集中

稍稍优于表现最差的 MSInsepect，在 P2 数据集

中效果与 MSInsepect 相当。同时，SpecArray

不适用于代谢组学数据，且无法调整参数，故

其参考价值大于实际应用价值。 

OBI-warp[16]发表于 2006 年，使用的对齐方

法是改进过的 DTW。早期的 DTW 算法并不

考虑质荷比维度，而 OBI-warp 进行了考虑，

进而提高了精度。该软件由 C++编写，一直到     

2010 年还在更新，同时也提供了源代码，是很

好的参考资料。OBI-warp 在文章中与另一个对

齐算法 ChAMS[17]进行了对比，在需要对齐的谱

图相似度较高时两种算法的效果相当，但对于

差别较大的谱图，OBI-warp 会有更好的结果。 

IDEAL-Q[18]是 2010 年发表的一个定量工

具，由 C#与 C++编写，目前能下载到软件并使

用，但是软件并没有开源。IDEAL-Q 中的保留

时间对齐算法依赖于鉴定结果，根据两个样品

中的相同鉴定结果，IDEAL-Q 会拟合一个线性

回归方程，再根据此方程对保留时间进行校准，

该算法被称为 IDEAL。IDEAL-Q 在文章中并没

有与别的工具进行比较，而只是比较了 IDEAL

算法与单纯的线性回归的效果，证明 IDEAL 强

于单纯的线性回归。 

OpenMS[9]是一个柏林自由大学的 Knut 

Reinert 团队、图宾根大学的 Oliver Kohlbacher

团队及苏黎世联邦理工学院的 Ruedi Aebersold

团队主导的开源项目，主要由 C++编写，应用

于蛋白质组学领域及代谢组学领域质谱数据的

分析和处理，它支持 Windows、macOS 和 Linux。

OpenMS 包含了蛋白质组学中许多常见数据分

析管道的工具，提供用于信号处理、特征查找、

可视化，保留时间对齐和肽段鉴定等一系列算

法。其中的保留时间对齐算法[19]使用的是一种

几何方法，先拟合出一个仿射函数进行粗对齐，

再用线性回归进行修正调整。原文中虽然没有

给出与其他对齐软件的对比，但 Lange 等的

测试中，OpenMS 在两个蛋白质组数据集上是

表现效果最佳的软件之一，在两个代谢组数据

集上的精确度和召回率也只是比最佳软件

MZmine 稍低。加上 OpenMS 开源的特性，该

算法是开发新方法很好的参考，也是流程整合

的最佳选择之一。 

PTW-I[20]最早于 2010 年作为一个 R 包发

表，是对原始 PTW[21]算法的优化。原始的 PTW

算法对信号强度过于敏感，对于信号强度较低

的特征表现不佳。PTW-I 将 PTW 使用的距离

度量方法由均方根差值  (root mean square 

difference, RMS) 替换为加权互相关  (weighted 

cross-correlation, WCC)。原文主要探讨了 WCC

相对于 RMS 的提升，并没有与其他工具进行
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对比。作为开源 R 包，PTW-I 也是非常适合

整合或是参考的工具。 

msalign[22]是一个 C语言编写的专用于保留

时间对齐的工具，完全开源，发表于 2007 年。

而 msalign 2[23]是其为了处理毛细管电泳质谱数

据的修改版本，发表于 2009 年。虽然是专门为

毛细管电泳质谱数据做了优化，但作者强调其

同样适用于多种串联质谱数据。msalign 2 主要

使用了一种遗传算法进行对齐，作者与 XCMS

做了比较，在作者提供的数据上，msalign 2 的

对齐结果优于 XCMS。 

LaCyTools[24]是 2016 年 Jansen 等发表的串

联质谱数据处理工具，由 Python 编写，完全开

源。LaCyTools 的对齐算法用到了信噪比和基于正

态分布的背景及噪声判定  (normal-distribution 

based background and noise determination, 
NOBAN) 算法作为质控手段，再用最小二乘法 

(least squares method) 拟合出一个幂律分布函

数来对保留时间进行校准。文中作者与 msalign 

2 及 MZmine 2 进行了对比，但只是描述了对比

结果，没有提供直接对比数据。据作者描述，

msalign 无法对提供的数据集进行有效对齐，而

MZmine 2 与 LaCyTools 均能完成有效对齐，且

后两种方法结果没有显著的性能差异。所以，

对于熟悉 Python 的研究者，LaCyTools 也是一种

易于整合的方法。 

AMSRPM[25]是一个开源 R 包，将鲁棒的点

匹配算法 (robust point matching, RPM) 应用于

保留时间对齐。AMSRPM 原文中并没有与其他

工具进行比较，但作为一个开源的 R 包，

AMSRPM 提供了 XCMS 之外的参考。 

PMRM[26]是 2013 年 Tsai 等发表的保留时

间对齐算法，提供了 Matlab 实现。PMRM 在算

法层面上的意义更大一些，对于想要整合进自

己流程的研究人员，别的算法可能是更好的选

择。PMRM 主要使用了一个贝叶斯对齐模型 

(Bayesian alignment model, BAM) 来对 2011 年

发表的 SIMA 算法进行优化。经作者测试，

PMRM 算法结果在精确度和召回率上都优于

Lange 等[8]文章中的几个工具，但需要注意的是

测试所用的蛋白质组数据并不相同。另外，

SIMA 的链接目前已经失效，所以 PMRM 的参

考价值大于实际应用价值。 

MassUntangler[27]是一个用 Python 编写的

工具，专用于保留时间对齐。MassUntangler 在

对齐时没有使用规整函数，是一种依赖于特征

相似性的直接对齐算法，使用保留时间、质荷

比以及二级谱图判断特征的相似性。作者分别

在一个简单数据集与复杂数据集上与 Lange 等

的文章中的几个工具做了对比，这几个工具中

OpenMS 表现最好。而 MassUntangler 效果比

OpenMS 稍差，与 MZmine 及 XAlign 效果相近。

所以，对于使用 Python 作为编程语言的研究人员，

MassUntangler 是一个不错的选择，否则，OpenMS

可能是更好的选择。但总的来说，MassUntangler

提供了一种新的思路，值得参考。 

LWBMatch[28]也是一种直接对齐方法，由

C++编写。LWBMatch 重点关注异质性问题，

也就是差别较大的样本间的对齐，如不同色谱

柱、不同的仪器或不同的设定下得到的数据。

作者在异质性数据上对 LWBMatch、OpenMS、

SuperHirn 以及 DTW 算法进行了测试，发现

LWBMatch 优于其他几种方法，尤其是在召回

率上。OpenMS 及 SuperHirn 完全无法在异质性

数据上得到有效的结果，作者认为这一点是由

于这两个软件假设保留时间不会存在大的偏移，

特征也不会存在顺序交换造成的，这两个假设

在异质性数据中都不成立。所以，对于差异较

大的样品，LWBMatch 会是一个不错的选择。 

DIAlignR[29]则是一个专用于 DIA 数据的 R
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包。上述工具都是在 MS1 层面上进行保留时间

的对齐，但 DIAlignR 则是在 MS2 的层面上进

行对齐。DIAlignR 在算法设计中也考虑到了不

同样本中特征的顺序可能不同。文中作者通过

比较，证明了 DIAlignR 优于采用 LOESS[30]的

方法。对于 DIA 数据的 MS2 有对齐需求的研究

者，虽然也可以把 MS2 当作 MS1 用传统工具

进行对齐，但是 DIAlignR 提供了新的选择。 

值得一提的是，笔者课题组长期致力于蛋

白质组数据质量控制算法及定量算法等方向的

研究，于 2011 年基于鲁棒局部回归方法建立了

一个可逆的、非线性的色谱保留时间对齐方  

法[31]。该方法会选择一次实验作为参考实验，

对于任意一个待对齐的目标实验，使用分段线

性模型来描述肽段色谱保留时间在目标实验与

参考实验之间的关系。该方法由 C++编写，最

显著的优势在于可以大大节省计算时间，经测

试，MSInspect、msalign 和 XCMS 在相同计算

条件下的运行耗时至少是该方法的 2 倍。目前，

该方法被整合于本实验室开发的 DDA 数据定

量软件 LFQuant[32]与 PANDA[33]中。LFQuant 专

用于无标数据的定量。而 PANDA 则可处理无

标数据和有标数据。LFQuant 与 PANDA 能在保

证定量准确性的前提下比 MaxQuant 更快完成

定量过程。本文系统考察的保留时间对齐算法

汇总为表 1。 

总之，从对齐准确性上看，XCMS、MZmine 2

及 OpenMS 的效果较好，但没有一个方法存在

明显的优势。值得注意的是，XCMS、MZmine 2

以及其他多种算法都选择 LOESS 作为算法的

核心步骤之一，说明 LOESS 在保留时间对齐问

题上的效果受到了大部分开发者的肯定。

XCMS、MZmine 2 及 OpenMS 的对齐算法均基

于拟合好的规整函数，这也是目前最主流的方

法。规整函数方法是对全局进行对齐，相较之

下，MassUntangler 所采用的则可以看作局部对

齐，在特征数量较大的情况下，局部对齐所需

的时间往往更长。另外，笔者认为目前的保留

时间对齐算法主要存在 3 个问题：一是需要用

户凭经验设置的参数过多。MZmine 2 等效果较 
 

表 1  保留时间对齐算法统计 
Table 1  Overview of the current available retention time alignment algorithms 

Algorithm names Year Citation 

numbers* 

Software 

availability 

Source code 

availability 

Programming 

language 

References 

COW 1998 818 No No C [13] 

DTW 1998 489 No No – [12] 

Bylund et al. 2002 255 No No Matlab [34] 

Wang et al. 2003 757 No No – [35] 

Peakmatch 2003 230 No No Matlab [36] 

RTAlign 2003 225 No No – [37] 

PARS 2003 116 No No Matlab [38] 

DTW and COW 2004 665 Yes Yes Matlab [14] 

PTW 2004 583 No No R [21] 

Radulovic et al. 2004 257 No No – [39] 

CPM 2004 165 No No – [40] 

Higgs et al. 2005 260 No No Perl and R [41] 

SpecArray 2005 230 Yes Yes C [10] 

Walczak et al. 2005 110 No No – [42] 

      (待续)
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      (续表 1)

Algorithm names Year Citation 

numbers* 

Software 

availability 

Source code 

availability 

Programming 

language 

References 

Xalign 2005 100 No No – [11] 

XCMS 2006 3 347 Yes Yes R [4] 

MZMine 2006 732 No No Java [7] 

MSInspect 2006 302 No No Java and R [2] 

Skov et al. 2006 284 No No Matlab [43] 

OBI-warp 2006 204 Yes Yes C++ [16] 

STW 2006 191 No No – [44] 

LCMSWARP 2006 176 No No Matlab and C++ [45] 

PEPPeR 2006 167 No No – [46] 

ChAMS 2006 135 No No – [17] 

Fischer et al. 2006 90 No No – [47] 

Chromalign 2006 84 No No C++ [48] 

DeSouza et al. 2006 70 No No – [49] 

SuperHirn 2007 713 No No C++ [50] 

OpenMS 2007 102 Yes Yes C++ [9] 

PETAL 2007 89 No No R [51] 

msalign 2007 50 Yes Yes C [22] 

Auto-PABS 2007 49 No No Matlab [52] 

AMSRPM 2007 31 Yes Yes R [25] 

MCCA 2007 28 No No – [53] 

COW-CODA 2008 107 No No – [54] 

Suits et al. 2008 55 No No – [55] 

MetAlign 2009 646 Yes No C and C++ [15] 

Podwojski et al. 2009 102 No No R [56] 

msalign 2 2009 65 Yes Yes C and R [23] 

Valkenborg et al. 2009 11 No No Matlab [57] 

MZMine 2 2010 1 988 Yes Yes Java [6] 

IDEAL-Q 2010 128 Yes No C# and C++ [18] 

PTW-I 2010 86 Yes Yes R [20] 

Quality threshold clustering 2010 11 No No – [58] 

SIMA 2011 39 No No C++ [59] 

MassUntangler 2011 17 Yes Yes Python [27] 

Zhang et al. 2012 29 No No C++ [60] 

Supervised alignment 2012 13 No No – [61] 

PMRM 2013 31 Yes Yes Matlab [26] 

LWBMatch 2013 16 Yes Yes C++ [28] 

SAGA 2013 11 No No – [62] 

PeakLink 2014 16 No No Matlab [63] 

LaCyTools 2016 56 Yes Yes Python [24] 

Li et al. 2017 11 No No – [64] 

DIAlignR 2019 10 Yes Yes R [29] 

Wang et al. 2019 3 No No – [65] 
* Citation numbers: data from Google Scholar. 
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好的算法均需要用户指定保留时间阈值等参

数，对于缺乏经验的用户很难使对齐算法达到

最优效果。二是大部分算法需要指定一个参考

样本。参考样本的不同会直接影响最终对齐的

效果，但在对齐之前很难确定最优的参考样本。

这一点上，XCMS 的算法无需选择参考样本，

就显得尤为独特。三是目前的算法普遍在复杂样

品上表现不佳。大部分算法均假设样品之间不存

在洗脱顺序的变化，这一点在复杂样品中是不成

立的。这也导致了目前大部分算法在进行复杂样

品的保留时间对齐时效果下降。最新的一些算法

已经开始考虑这个问题，如 DIAlignR 就不再严

格要求肽段洗脱顺序不变，而是允许对齐的谱

峰在一定时间范围内浮动。 

2  应用 

在这一部分，本文主要回顾近年来蛋白质组

学领域一些主要工具对保留时间对齐算法的应

用，按照数据类型介绍保留时间对齐在近年来一

些蛋白质组分析工具中的应用。根据数据采集方

式的不同，蛋白质组学数据可以分为数据依赖性

采集 (data-dependent acquisition, DDA) 和数据

非依赖性采集  (data independent acquisition, 

DIA)，其主要区别在于二级谱的采集策略上。

DIA 定量准确性和可重复性更高，但其二级谱

图的复杂性也更高，解析难度大于 DDA 数据。 

2.1  DDA 数据 

DDA 数据的二级谱与 DIA 数据相比易于

解析，但由于数据采集机制的原因，并非每个

母离子都有机会得到二级谱，同时，也并非所

有的二级谱都能得到正确解析。所以，往往在

DDA 数据分析流程中，保留时间对齐会作为 

一种补充手段，将没有二级谱的母离子补充到

定量结果中，以得到尽可能精确的最终结果。 

MaxQuant 软件[66-68]的基本流程如图 3 所

示。MaxQuant 首先会从质谱数据中提取信息，

构建 XIC 峰。然后用自带的 Andromeda 搜索引

擎进行数据库搜索。MaxQuant 支持有标定量与

无标定量，对于无标定量，MaxQuant 采用的

match between runs (MBR) 机制就是一种保留

时间对齐。该方法先通过二维的高斯平滑对不

同的样品进行对齐，这一过程中为了节省计算

时间，MaxQuant 会先对样品进行层次聚类，优

先对齐相似的样本。在对齐之后，再根据保留

时间阈值对 MS1 特征进行对齐。Lim 等使用人

和酵母的混合样品评估了 MBR 机制[69]，虽然

单独的 MBR 方法会引入大量的错误匹配，但配

合 MaxQuant 自带的蛋白装配方法，可以有效

减少最终定量结果的缺失值。 

IonStar[70]包含从样本制备，到数据上机，

再到数据分析的整个蛋白质组分析全流程，

这里只总结其数据分析流程部分，如图 3 所

示。保留时间对齐是该部分的关键步骤之一。 

 

 
 
图 3  MaxQuant 及 IonStar 的基本流程 
Figure 3  Basic workflows of MaxQuant and 
IonStar. 
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IonStar 采用的是整合于商业软件 SIEVE 中的

ChromAlign[48]方法，在对齐时不会使用 MS2 信

息，而是基于保留时间、质量及相对强度的三

维信息基于一个参考样品对 MS1 特征进行对

齐。原文中作者把 IonStar 与 MaxQuant 做了对

比，能得到更少的缺失值。 

Quandenser[71]是另一个试图减少定量缺失

值的流程，其流程如图 4 所示。同样，保留时

间的对齐是其重要步骤。Quandenser 首先采用

阈值方法对 MS1 特征进行了初步筛选，接下来

用一个训练好的机器学习方法判断特征对齐的

FDR。训练时，用正确的匹配结果作为 target

集，将这些正确的匹配结果在保留时间维度进

行平移作为 decoy 集。Quandenser 在各个步骤

中均提供了严格的质量控制，最终相较于

MaxQuant 能得到更多的差异蛋白。 

2.2  DIA 数据 
DIA 数据由于二级谱图更为复杂，往往更

加依赖于保留时间对齐从谱图中提取有效信

息。很多 DIA 方法都依赖于内标肽如 iRT 方法

对保留时间进行对齐，除此之外也有一些对齐

算法的应用。 

 

 
 
图 4  Quandenser 的基本流程 
Figure 4  Basic workflow of Quandenser. 

OpenSWATH 本身是一个 DIA 鉴定软件，

与 DDA 数据处理中的数据库搜索类似，其鉴定

过程依赖于一个预先构建的数据库，故被称为

数据库依赖方法。OpenSWATH 也提供了从鉴

定到定量的完整流程，如图 5 所示，在定量流

程中定量过程使用了 TRIC 方法[72]，该方法是

一个基于图的非线性对齐算法。利用最小生成

树算法，TRIC 将相似的特征进行高效对齐。 

DIA-Umpire[73]流程则是一个非数据库依

赖 (library-free) 的 DIA 数据处理软件，其核心

在于根据谱峰的相关性生成伪二级谱 (pseudo 

MS2 spectrum)。在鉴定过程之前，DIA-Umpire

并不会使用保留时间对齐，但是在鉴定过程之

后使用了 IDEAL-Q[18]方法。该方法使用两个样 

 

 
 

图 5  OpenSWATH、DIA-Umpire 和 Group-DIA

的基本流程 
Figure 5  Basic workflows of OpenSWATH, 
DIA-Umpire and Group-DIA. 
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本中共同鉴定到的肽段构建线性回归方程，再结

合一个校正函数，得到最终的对齐结果。作者与

OpenSWATH 进行了比较，但发现 OpenSWATH

的效果更好，作者把这一点归结于 OpenSWATH

使用的数据库较伪二级谱搜库使用的数据库

更小。在缩小了伪二级谱搜库所用的数据库

后，DIA-Umpire 的效果有所上升，但仍然不如

OpenSWATH。 

Group-DIA[74]是另一个非数据库依赖的

DIA 数据分析方法，但与 DIA-Umpire 不同，

Group-DIA 会在鉴定之前使用 ChromAlign 方法

对保留时间进行对齐，再根据相似性提取伪二级

谱进行鉴定及后续步骤。据作者评估，所测试的

样品越多，Group-DIA 对 DIA-Umpire 的优势越

大。DIA-Umpire 检测到的肽段中大约 90%能

被 Group-DIA 检测到，反过来 Group-DIA 检

测到的肽段中只有 60%左右 DIA-Umpire 能被

检测到。Group-DIA 与 DIA-Umpire 在生成伪二

级谱时都使用的是相关性计算，最大的差别反

而是计算相关性之前是否使用了保留时间对

齐。从这点来看，保留时间对齐是相当重要的

步骤，也是 Group-DIA 能在样品越多时效果越

好的关键所在。 

3  总结与展望 

不论在 DDA 流程中，还是在 DIA 流程中，

保留时间对齐都是有效提高无标定量方法定量

准确性的重要手段。保留时间对齐算法的发展

最迅速的是 2000 年到 2010 年这 10 年，除了经

典的 DTW、COW 及最新的一些算法外，现有

的大部分算法都出现在这个时间段。从引用数

量上看，最受欢迎的是综合性软件。将常用功

能整合到一起且提供可视化界面是引用量最高

的几个软件(除开经典算法) 的共性，功能单一

的软件往往很难得到广泛的应用。 

在研究相关算法时笔者发现，保留时间对

齐算法的效果与数据的关联很大，但目前缺乏

在多个数据集上对已有算法进行评估的工作。

Lange 等[8]虽然在两个蛋白质组数据集上和两个

代谢组数据集上评估了 6 种工具，但仅凭如此

少的数据集很难对所有工具作出一个全面合理

的评估。以蛋白质组数据集中综合表现最好的

OpenMS 为例，其在蛋白质组数据集 1 上的表

现明显优于蛋白质组数据集 2，MZmine 在蛋白

质组数据集 2 上的效果并不比 OpenMS 差。所

以各种算法可能有其适合的应用场景，目前并

不存在优势特别明显的算法，但还没有工作系

统地统计和总结各个算法适用的情况。未来该

领域需要在更多的数据集上系统地比较各个算

法的优劣。最新出现的算法一是对应于新的数

据类型，如 DIA 数据，另一个发展趋势就是允

许待对齐样品间有更大的差异。早期的算法往

往假设待对齐样品是相似的，因为我们在设计

实验时一般会尽量保证仪器相同、仪器参数相

同、运行时间接近，避免引入更多的误差。但

随着蛋白质组学技术的发展，检测样品的数量

越来越多，很难保证所有的数据均来自同一台

仪器。而且随着质谱数据共享平台的发展，我

们往往希望整合多个来源的数据来得到更多

的提示或更好地验证我们的假设。在这种情况

下，待对齐样品相似的假设是不成立的，如何

在这种情况下进行更准确地对齐可能是未来该

领域所关注的  一个重要方向。类似的问题有 

一种更规范的划分方法，研究人员将更加相似

的 样 品 之 间 的 时 间 偏 移 称 为 单 调 性 偏 移 

(monotonic shift)[75]，这种偏移在所有样品上不

会发生顺序的变化。但实际上，由于色谱柱的

不同以及色谱参数的不同，不同的样品往往会

发生洗脱顺序的改变，这种偏移称为非单调性

偏移 (non-monotonic shift)。色谱条件差别越大，
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非单调性偏移的比例也会更多。所以，非单调

性偏移的对齐可能会是未来的研究重点。这一

点上笔者认为直接对齐会是比规整函数更好的

方法，或者是用规整函数作粗略的对齐，再用

合适的方法进行对齐。 

另一方面，仪器和技术的进步也在推动着

这个领域的发展。一是目前质谱的精度越来越

高，依靠质荷比维度可以区分开更多的肽段，

简化了共洗脱肽段的复杂程度，减少了对齐算

法的压力。二是质谱在试图引入更多的特征，

比如离子淌度质谱，增加一个维度同样可以区

分开更多的肽段，同样会减小对齐算法所面对

数据的复杂性。三是各种新算法的应用，以深

度学习为代表的技术随着计算成本的降低及框

架的完善正走入更多的领域，实际上也出现了

将深度学习方法用于气相色谱-质谱联用数据

的保留时间对齐[76]。理论上，气相色谱-质谱联

用与液相质谱-质谱联用在数据层面上没有本

质的区别，在合适的蛋白质组数据上对相应的

方法进行优化，或许我们就能得到一个更为准

确的保留时间对齐工具。 

当前的研究大多集中于保留时间预测，就

算是最新的工具，使用的保留时间对齐方法也

还是多年前的经典方法。这说明保留时间对齐

算法的研究仍然是一个很有潜力的方向，结合

一些最新的技术，有希望能提升 XIC 匹配的准

确性。随着蛋白质组学的发展，其在精准医疗

等领域已经渐渐展现出巨大的潜力[77]，“蛋白质

组学驱动的精准医学”研究新模式呼之欲出。基

于蛋白质组学的临床研究越来越多，其中涉及

到成百上千例样本之间的比较。然而，更大的

样本规模使错误匹配的风险更高，可能导致整

个研究的失败。因此，发展更精准的保留时间

对齐算法将为蛋白质组学走向临床应用提供重

要的方法学支撑。 
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