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В настоящее время масс-спектрометрия (МС) 
является одним из самых распространенных ме-
тодов в исследованиях пептидов и белков [ 1]. Бы-
строе развитие данного метода способствует уве-
личению скорости, чувствительности, качества 
данных и надежности результатов. Появляются 
новые инструменты, повышаются производитель-
ность и эффективность программного обеспече-
ния, скорость получения данных и удобство ис-
пользования  [2]. При этом исследователи получа-
ют гигабайты данных в течение нескольких часов, 
что затрудняет их анализ вручную [3]. Форматы 
данных, получаемых в масс-спектрометрических 
исследованиях, зависят от фирмы-производите-
ля масс-спектрометрического оборудования: MS 
(«Agilent») [4], WIFF («ABI/Sciex») [5], FID/.YEP/.
BAF («Shimadzu», «Bruker») [6, 7], RAW («Thermo 
Scientifi c») [8], MassLynx («Waters») [9]. Таким об-
разом, обработка экспериментальных данных в ис-
следованиях пептидов и белков представляет со-
бой сложную задачу, для решения которой требу-
ются обширные знания многих пакетов программ, 
имеющих различные алгоритмы, требования к 
формату данных и пользовательские интерфейсы. 

Основные подходы

Для идентификации белков по масс-спектрам 
используют два метода: поиск по базам дан-
ных и de novo секвенирование. При масс-
спектрометрическом анализе пептидов и белков 
различают три подхода [10]: «top-down», «middle-
down» и «bottom-up».

«Top-down» – установление точной структу-
ры белков исключительно возможностями масс-

спектрометрии [1 1–13]. В данном методе инфор-
мацию об аминокислотной последовательности 
пептида получают за счет выделения из узкого 
диапазона масс родительских ионов, их фрагмен-
тации и последующей записи масс-спектра фраг-
ментных (дочерних) ионов. Схема эксперимента 
с использованием данной стратегии представлена 
на рис. 1 [10, 14].

Успешная идентификация пептидов с использо-
ванием вышеуказанного подхода продемонстриро-
вана в работах [15–23]. «Middle-down» – недавно 
возникший подход, основанный на неполном про-
теолизе исходного белка с последующим масс-
спектрометрическим анализом данных длинных 
пептидов методом «top-down» [24].  Таким обра-
зом, данный метод комбинирует главные особен-
ности подходов «top-down» и «bottom up». Схема 
эксперимента с использованием данной стратегии 
представлена на рис. 2 [10].

Этот подход был предложен в работе [25].  При 
его реализации используют фермент, который «ре-
жет» пептид не так часто, как трипсин, что приво-
дит к получению меньшего числа пептидов с боль-
шей молекулярной массой по сравнению с фраг-
ментами, получаемыми при трипсинолизе. При-
мером такого фермента являются протеазы Lys-C 
(расщепляет связи Lys-X [26]), Asp-N (расщепляю-
щая по остатку аспарагина с N-конца [27]), Arg-C 
и др. [28–3 1]. Для успешного применения данного 
метода необходима также приборная база, позво-
ляющая получать масс-спектры высокого разре-
шения и масс-спектры высоких порядков [32, 33]. 
Показано применение данного подхода для полу-
чения информации о местах посттрансляционных 
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модификаций и идентифицирования конкретных 
изоформ [25, 34, 35]. Для анализа интактных бел-
ков, а также пептидов с большой молекулярной 
массой используют масс-спектрометрию с лазер-
ной десорбционной ионизацией в присутствии ма-
трицы (МАЛДИ).

«Bottom-up» – наиболее распространенный 
вариант анализа соединений пептидной структу-
ры [1, 11, 36–42]. Эта методика была предложена 
одновременно пятью группами [37–41]. Образец 
расщепляется ферментом по заранее известным 
аминокислотам. В случае трипсинолиза в белке 
гидролизуются пептидные связи, образованные 
карбоксильными группами лизина и аргинина, в 
случае протеиназы V8 из Staphylococcus aureus ги-
дролизуются связи Glu-X (X ≠ Pro) и т.д. [43]. Схе-
м а эксперимента с использованием данной страте-
гии представлена на рис. 3 [10].

После ферментативного расщепления полу-
чившуюся смесь пептидов очищают от низкомо-
лекулярных примесей и анализируют на масс-
спектрометрах, оснащенных ионным источником 
МАЛДИ или источником ионизации электро-     
распылением. По полученному спектру масс пеп-
тидов проводят поиск в базах данных с использо-
ванием различных поисковых систем, которые со-
поставляют измеренные массы с массами пепти-
дов, гидролизованных теоретически (если заранее 
задан известный фермент). Недавние исследова-

ния с использованием данного подхода представ-
лены в работах [44–48].

Следует отметить, что подход «top-down» име-
ет несколько преимуществ перед «bottom-up», 
например, высокое покрытие последовательно-
сти для белка [49], способность определить пост-
трансляционные модификации и возможные му-
тации [50, 51]. Использование вышеуказанных 
ферментов возможно в комбинации, что позволяет 
увеличить число пептидов, регистрируемых масс 
спектрометрическим методом, и повышает эффек-
тивность протеолиза [52].

В табл. 1 приведены основные используе-
мые ферменты и их характеристики [10, 43, 53]. 
Ферментативное расщепление белков осущест-
вляется в геле или растворе, а также с помощью 
концентрирующих фильтров [54]. В первом слу-
чае протеолизу предшествует разделение белков 
по массе (1D-гель электрофорез) или по массе и 
изоэлектрической точке (2D-гель электрофорез). 
Ферментативное расщепление в геле дает возмож-
ность применять сильный детергент типа доде-
цилсульфата натрия для экстракции белков из био-
логического материала. В данных условиях белки 
хорошо денатурированы и префракционированы 
перед воздействием фермента, однако данная ме-
тодика плохо сопоставима с последующим масс-
спектрометрическим количественным анализом, а 
также требует большого избытка фермента.

Рис. 1. Схема эксперимента с использованием стратегии «top-down» [10]

Рис. 2. Схема эксперимента с использованием стратегии «middle-down» [10]

Рис. 3. Схема эксперимента с использованием стратегии «bottom-up» [10]



268 ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 2. ХИМИЯ. 2015. Т. 56. № 5

Гидролиз в растворе, напротив, хорошо под-
ходит для количественного анализа. Ему предше-
ствуют дополнительные стадии пробоподготовки, 
включающие восстановление и алкилирование, 
направленные на денатурацию нативного белка и 
восстановление дисульфидных связей, что приво-
дит к разворачиванию аминокислотной цепи и экс-
позиции аминокислотных сайтов для расщепле-
ния протеазами. Денатурирующие условия могут 
интерферировать с активностью ферментов, но в 
присутствии низких концентраций денатурирую-
щих агентов типа мочевины большинство проте-
аз сохраняет активность. В качестве хаотропного 
агента используют детергенты, например дезокси-
холат натрия, характеризующийся стабильностью 
и химической инертностью по отношению к бел-
кам при повышенной температуре [55].

Гидролиз с помощью концентрирующих филь-
тров объединяет преимущества использования 
электрофоретического разделения в геле, высо-
ких концентраций хаотропов (6–8 М мочевина) и 
возможности анализировать белки биологической 
пробы без предварительного разделения.

Полученные в результате протеолитического 
расщепления пептиды разделяют одномерной или 
многомерной жидкостной хроматографией (ЖХ) 
и вводят в масс-спектрометр. Отношение массы 
к заряду (m/z) и интенсивность регистрируются 
для всех ионов пептидов в масс-спектрах (MS1), 
и один или более ионов пептидов отбирают для 
фрагментации. Полученные фрагментарные ионы 
анализируются и регистрируются в тандемном 
МС-спектре (МС/МС или МС2). Спектры MS2 ис-
пользуют для идентифицикации пептидов. 

Фрагментация родительских ионов в столкно-
вительной ячейке происходит путем разрыва од-
ной из пептидных связей с образованием двух ком-
плементарных друг другу серий ионов. Дочерние 
ионы обеих серий обозначаются в соответствии с 
общепринятой классификацией, предложенной в 
работе [56]: фрагменты, содержащие N-конец ами-
нокислотной последовательности, в зависимости 

от разорванной связи обозначаются буквами а, b и 
с; фрагменты, содержащие С-конец аминокислот-
ной последовательности – буквами х, у и z (рис. 4). 

Разность масс между соседними пиками каж-
дой из серий соответствует массе аминокислот-
ного остатка, расположенного в соответствующем 
месте последовательности. Следует отметить, что 
в реальных масс-спектрах серии пиков представ-
лены не полностью, что создает определенные 
трудности при интерпретации масс-спектра [57]. 
По полу ченному масс-спектру пептидов произво-
дят поиск в базах данных с использованием раз-
личных поисковых программ [58]. 

Наиболее распространенные поисковые 
системы

На практике пептиды идентифицируют, ис-
пользуя, как правило, системы поиска по базе 
данных белков, например: Mascot [59], SEQUEST  
[60], X!Tande m [61], Inspect  [62], OMSSA [63], 
MassMat rix [64], Crux [65], MyriMatch [66], MS-
GFDB [67] и др. Наиболее распространенными 
поисковыми системами являются первые три из 
перечисленных выше. Поисковая система Mascot 
основана на алгоритме MOWSE (Molecular Weight 
SEarch), предложенном в 1993 г. Ознакомиться с 
ресурсом можно на сайте http://www.matrixscience.
com [40]. Данный алгоритм использует поиск по 
массовым «отпечаткам пальцев» пептидов. Вна-
чале сравнивают массы пептидов из базы данных 

Сведения о специфичности используемых ферментов

Фермент Оптимум рН Основной тип гидролиза Гидролиз не идет

Трипсин 8,0 –Lys–↓–X–; –Arg–↓–X– –Lys–Pro–

Glu-C 4,0–7,8 –Glu–↓–X–; (–Asp–↓–X–)* –Glu–Pro–; –Glu–Glu–

Asp-N 7,0–8,0 –X–↓–Asp–; –X–↓–cysteic acid –X–↓–Cys–

Lys-C 8,5–8,8 –Lys–↓–X– –

Arg-C 7,2–8,0 –Arg–↓–X– –

*Скорость протеолиза в 3 000 раз медленнее основного.

Рис. 4. Схематичное изображение места разрыва связи 
при образовании N-концевых (а, b, с)  и С-концевых (у, 

х, z) фрагментов [24]
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с экспериментальными данными масс пептидов с 
учетом заданной погрешности. Затем для каждого 
совпадения рассчитывают величину Score (вели-
чина уровня достоверности) в соответствии с (1):

                                              
(1)

где Mprot – молекулярная масса каждого совпавше-
го белка, П – произведение, которое рассчитыва-
ется из Mowse-матрицы весов M для каждого со-
впадения экспериментальных данных и масс пеп-
тидов, рассчитанных из записей в геномной базе 
данных [68].

Данный алг оритм можно применять для поиска 
МС/МС. В этом случае в формуле для Score роль 
белка выполняет пептид, а роль пептида – фраг-
мент. Сумма Score пептидов дает Score для белка 
[59, 68].

Поисковая система Sequest основана на отдель-
ной идентификации каждого масс-спектра [60]. 
Ознакомиться с ресурсом можно на сайтах http://
proteomicsresource.washington.edu/protocols06/
sequest.php и http://fi elds.scripps.edu/ sequest/index.
html. 

Вначале из белковой базы данных отбирают 
пептиды, соответствующие массе родительско-
го иона исследуемого пептида. Для каждого 
кандидата генерируется теоретический масс-
спектр фрагментации и сверяется с эксперимен-
тальными данными [69]. Затем проводят кросс-
корреляционный анализ спектров, который сво-
дится к вычислению целочисленной функции 
R(τ) по уравнению (2):

                        
                     

(2)

где n – число каналов в масс-спектре; x[i] и                         
y[i] – интенсивность сигналов масс-спектра на 
i-ом канале; τ – смещение рассчитанного спектра 
относительно экспериментального. Данная функ-
ция максимальна при τ = 0 [70].

Поисковая систе ма X!Tandem наиболее разви-
та, так как является программным обеспечением 
с открытым исходным кодом [61]. Ознакомиться 
с ресурсом можно на сайте http://www.thegpm.
org/tandem. 

В данном алгоритме рассчитанный и экспери-
ментальный масс-спектры приводятся к виду мно-
гомерного вектора из n = mprt /Δm, где mprt – масса 
родительского иона, а Δm – максимальная погреш-
ность при определении массы дочернего иона. В 
рассчитанный масс-спектр включаются массы 
ионов серий и массы их ионов с нейтральными 

потерями (NH3 и Н2О). Для оценки совпадения 
рассчитанного и экспериментального спектров ис-
пользуется рейтинг, вычисляемый по формуле (3):

                                               
 (3)

где nb и ny – число обнаруженных в эксперимен-
тальном масс-спектре ионов b- и y-серий соответ-
ственно;  

0

n

i i
i

I P

  – скалярное произведение векто-

ров экспериментального и рассчитанного масс-
спектров.

Для оценки достоверности идентификации бел-
ка вычисляют рейтинг белка Epro по формуле (4), 
основанный на достоверности e каждого спектра 
пептида этого белка:

                   
                       

(4)

где N – общее число спектров; n – количество спек-
тров, соотнесенных с белком [71].

X!Tandem выполняет также идентификацию 
пептидов с неполным или неспецифическим ги-
дролизом или при наличии модификаций в них за 
относительно короткое время [72]. Краткое опи-
сание более 100 различных алгоритмов и пакетов 
программ обработки масс-спектрометрических 
данных по пептидам и белкам представлено на сай-
тах http://en.wikipedia.org/wiki/Mass_spectrometry_
software и http://www.ms-utils.org.

Базы данных характеристик пептидов                      
и белков

Использование баз данных для идентификации 
белков и пептидов позволяет расшифровывать 
масс-спектры сложных смесей за короткое время 
[73]. Почти все известные в настоящий момент 
аминокислотные последовательности белков и 
пептидов объединены в базы данных, которые на-
ходятся в открытом доступе в сети Интернет [24]. 
Каждая из них имеет свой  формат хранения дан-
ных, разную степень избыточности, взаимосвязи с 
родственными или аналогичными базами данных. 
Все базы данных можно разделить на пять типов. 
Первый тип – архивные базы данных, в которых 
информация добавляется исследователями. К та-
ким базам данных относятся (GenBank, EMBL, 
PDB). Второй тип – курируемые базы данных (со-
держание записей курируют специалисты), к ним 
относится, например, Swiss-Prot. Третий тип – ав-
томатические базы данных (записи генерируются 
компьютерными программами), к ним относится, 
например, TrEMBL. Четвертый тип – производные 
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базы данных, которые пополняются за счет обра-
ботки данных из баз данных первых двух типов 
(SCOP, PFAM, GO и др.). Пятый тип – интегри-
рованные базы данных, которые объединяют ин-
формацию из различных баз (ENTREZ) [74]. Ниже 
представлено краткое описание перечисленных 
баз данных.

GENBANK. База данных генетических по-
следовательностей (ДНК, РНК и белков) Нацио-
нального центра биотехнологической информации 
США GenBank была основана в 1982 г. Это анно-
тированная база данных всех общедоступных по-
следовательностей, снабженная литературными 
ссылками и другой биологической информацией. 
Эта база является частью объединения International 
Nucleotide Sequence Database Collaboration (INSDC), 
которое включает три крупнейшие коллекции ну-
клеотидных последовательностей: DDBJ (DNA 
Data Bank of Japan), EMBL (European Molecular 
Biology Laboratory) и GenBank (National Center for 
Biotechnology Information). Постоянно совершен-
ствуются и создаются новые средства для депони-
рования новых последовательностей в базу, сред-
ства эффективного поиска в базе. Содержимое бан-
ка удваивается в объеме каждые 18 месяцев [75–78].

Доступ к данным осуществляется либо че-
рез сеть интернет (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
Genbank/), либо через файловый сервер FTP (http://
ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genbank).

EUROPEAN MOLECULAR BIOLOGY 
LABORATORY (EMBL). База данных нуклеотид-
ных последовательностей Европейской молекуляр-
но-биологической лаборатории была основана в 
1982 г., она содержит разнообразную информацию 
о каждом фрагменте последовательностей, вклю-
чая литературные ссылки, перекрестные ссылки 
на документы других баз данных и др. [79–84]. На 
сегодняшний день EMBL состоит из 18 разделов. 
Доступ к данным может осуществляться либо че-
рез EBI веб интерфейс (http://www.ebi.ac.uk/embl/), 
либо с помощью CD-ROM.

PROTEIN DATA BANK (PDB). База данных 
Брукхейвенской национальной лаборатории США 
была основана в 1971 г., она содержит информацию 
о 3D-структурах биологических макромолекул. С 
2002 г. в основном депозитарии хранятся структу-
ры, определенные экспериментально с помощью 
методов ядерно-магнитного резонанса, рентгено-
структурного анализа и др. Теоретические структу-
ры выделены в подбазу, доступную по FTP [85–88]. 
База данных обновляется еженедельно.

Доступ к данным может осуществляться через 
сеть интернет (http://www.rcsb.org/pdb/), через EBI 
веб интерфейс (http://www.ebi.ac.uk/pdbe/) и через 

EBI файловый сервер ftp (http://ftp.ebi.ac.uk/pub/
databases/pdb/).

SWISS-PROT. Эта база данных была создана в 
1986 г. в Европейском институте биоинформатики. 
На сегодняшний день эта база данных считается 
наиболее надежной, что обусловлено минималь-
ной избыточностью вследствие высокого уровня 
аннотации, выполненной вручную. Туда включена 
информация о функциях белка, его структурных 
доменах, посттрансляционных модификациях, 
различных вариантах последовательности и др. 
База обладает высоким уровнем интеграции с дру-
гими базами данных [89–93].

Доступ к данным может осущест вляться раз-
личными путями: через EBI веб интерфейс (http://
www.ebi.ac.uk/), через EBI файловый сервер ftp 
(http://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/swissprot/) и через 
сеть интернет (www.expasy.org/sprot/).

EMBL PROTEIN-CODING DNA SEQUENCE 
FEATURES TRANSLATED INTO PEPTIDE 
SEQUENCES (TrEMBL). База данных была раз-
работана в 1996 г. как приложение к Swiss-Prot, 
она является автоматически аннотируемой. База 
содержит белковые последовательности, получен-
ные теоретически трансляцией нуклеотидных по-
следовательностей [89, 91, 94–96]. 

Доступ к данным осуще ствляется через сеть ин-
тернет (http://www.uniprot.org/), и через EBI фай-
ловый сервер ftp (http://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/
trembl).

PROTEIN INFORMATION RESOURSE (PIR). 
База данных была создана в 1984 г. в Национальном 
фонде биомедицинских исследований США на ос-
нове NBRF Protein Sequense Database, разрабатыва-
емой в течение 20 лет Margaret О. Dayhoff. С 1988 г. 
является международной базой в результате сотруд-
ничества между Национальным фондом биомеди-
цинских исследований в США, институтом после-
довательностей белков, институтом биохимии им. 
Макса Планка в Германии, Международной базы 
данных по белкам в Японии [97].

База данных PIR разделена на 4 секции: PIR1, 
PIR2, PIR3 и PIR4. В настоящее время на PIR1 и 
PIR2 приходится около 99% от всех записей. PIR1 
полностью классифицирована по суперсемей-
ствам и аннотирована. PIR2 является переходным 
разделом к PIR1 от PIR3. PIR3 служит временным 
хранилищем для новых записей и включает менее 
1% от общей базы данных. В ней находятся не-
классифицированные и неаннотированные записи. 
PIR4 включает последовательности, не встречаю-
щиеся в природе или неклассифицированные по-
следовательности [98]. База данных PIR содержит 
следующую информацию: название белка и ор-
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ганизма, из которого он был выделен, аминокис-
лотная последовательность, основные характери-
стики белка, его функции в организме, ссылки на 
литературу [99–106].

Доступ к данным может осуществляться через 
интернет (http://pir.georgetown.edu/), а также с по-
мощью CD-ROM.

С декабря 2003 г. начал свою работу проект 
UniProt [94], который объединил базы данных 
Swiss-Prot, TrEMBL и PIR-PSD [107]. Проект 
предоставляет четыре основных базы данных: 
UniProtKB (Swiss-Prot и TrEMBL), UniParc, UniRef 
и UniMes [108].

База знаний UniProtKB состоит из двух 
частей: UniProtKB/Swiss-Prot (содержит об-
зорные записи, аннотированные вручную) и 
UniProtKB/TrEMBL (содержит нерецензиро-
ванные записи, аннотированные автоматиче-
ски) [109]. По состоянию на 19 марта 2014 г. 
UniProtKB/Swiss-Prot содержал 542 782 последо-
вательности, а UniProtKB/TrEMBL – 54 247 468 
последовательностей [110, 111]. 

UniProtKB/Swiss-Prot – аннотированная вруч-
ную база данных белковых последовательностей. 
При составлении аннотации требуется подробный 
анализ последовательности белка и данных о нем 
из научной литературы [112]. Перед включением 
в UniProtKB/Swiss-Prot аннотированные записи 
проходят контроль качества. Все аннотации под-
вергаются регулярным проверкам и при появлении 
новых данных существующие записи обновляют-
ся [113]. Более подробную информацию о включа-
емых данных можно посмотреть в работе [94].

UniProtKB/TrEMBL – автоматически анноти-
рованная база данных белковых последовательно-
стей [114]. Она содержит аминокислотные после-
довательности из Protein Data Bank (PDB) [115], 
RefSeq [116], Complex Carbohydrate Structural 
Database (CCDS) [117] и трансляции аннотиро-
ванных кодирующих последовательностей в базах 
данных последовательностей нуклеотидов  EMBL-
Bank [118], GenBank [119], DNA Data Bank of Japan 
(DDBJ) [120].

База знаний UniParc является архивом и со-
держит последовательности белков из основных 
общедоступных баз данных [121]. Так как один и 
тот же белок может находиться в нескольких базах 
данных или дублироваться в одной и той же базе 
данных, UniParc сохраняет каждую последова-
тельность только один раз для минимизации избы-
точности. Одинаковые последовательности объ-
единяются. Каждой из них присвоен уникальный 
код, который позволяет идентифицировать один и 
тот же белок из различных баз данных. UniParc со-

держит только белковые последовательности без 
аннотации. Если в исходных базах данных после-
довательности изменяются, эти изменения пере-
носятся в UniParc, а история всех изменений со-
храняется в архиве.

Кластер ссылок UniRef включает три базы дан-
ных (UniRef100, UniRef90 и UniRef50) и сфор-
мирован из наборов последовательностей из 
UniProtKB (в том числе изоформ) и выбранных 
записей UniParc [122]. База данных UniRef100 со-
четает идентичные последовательности и фраг-
менты последовательности от 11 или более остат-
ков (любого организма) в одной записи UniRef. 
UniRef90 построен путем объединения UniRef100 
последовательностей с 11 или более остатками с 
помощью алгоритма CD-HIT, при этом каждый 
кластер состоит из последовательностей, кото-
рые имеют ~90% идентичности с самой длинной 
последовательностью. Аналогично UniRef50 по-
строен путем объединения UniRef90 последова-
тельностей, которые имеют ~50% идентичности 
с самой длинной последовательностью [123]. До 
2013 г. не было порогового перекрытия, так как 
кластеры были более разнородными в длину.

Снижение избыточности увеличивает скорость 
поиска подобия и позволяет повысить надежность 
поиска далеких родственных белков. Так, UniRef90 
и UniRef50 дают уменьшение размера базы данных 
примерно на 58 и 79% соответственно [124]. Записи 
UniRef содержат информацию о последовательно-
сти белка, а также регистрационные номера всех за-
писей и ссылок на аннотации в UniProtKB. UniRef 
доступен с сайта UniREF FTP [125].

База знаний UniMES (The UniProt Metagenomic 
and Environmental Sequences database) – база дан-
ных метагеномных последовательностей и неиз-
вестных последовательностей из окружающей 
среды [126]. UniMES в настоящее время содержит 
данные о белковых последовательностях орга-
низмов из мирового океана. Данные из этой базы 
отсутствуют в базе знаний UniProt или в класте-
рах ссылок UniRef, но интегрированы в UniParc 
[127]. UniMES доступен через UniProt сервер FTP 
файла в формате FASTA (ftp://ftp.uniprot.org/pub/
databases/uniprot/current_release/unimes/).

Запросы для всех данных в UniProt осущест-
вляются через веб-сайт (http://www.uniprot.org/), 
через MartView BioMart (http://www.ebi.ac.uk/
uniprot/ biomart/martview) и через UniProt DAS-
сервер (http://www.ebi.ac.uk/uniprot-das).

STRUCTURAL CLASSIFICATION OF PRO-
TEINS (SCOP). Эта база данных создана в 1994 г.   
и непрерывно обновляется [128, 129]. Она уста-
навливает эволюционные и структурные взаимос-
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вязи между всеми белками с известной структу-
рой, включая белки из PDB. Классификация SCOP 
сделана вручную визуальным сравнением струк-
тур. База содержит следующую информацию: изо-
бражение структуры, данные об аминокислотной 
последовательности, литературные ссылки и др. 
[130–135]. О последних усовершенствованиях 
SCOP можно узнать в работах [136, 137].

Доступ осуществляется через интернет: http://
scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop/

PROTEIN FAMILIES DATABASE OF ALIGN-
MENTS AND HMMS (PFAM). Создана в 1995 г. 
[138, 139]. Это большая база данных семейств бел-
ков и доменов, состоящая из двух частей: PFAMA 
(содержит курируемые вручную аннотированные 
белковые семейства) и PFAMB (состоит из авто-
матически генерируемых из базы данных ProDom 
семей доменных белков) [140–146]. PFAM охваты-
вает белковые последовательности, представлен-
ные в UniProtKB и NCBI GenPept [147, 148]. Об 
усовершенствованиях базы данных можно узнать 
в работах [149, 150].

Доступ осуществляется через интернет: http://
pfam.sanger.ac.uk

GENE ONTOLOGY CONSORTIUM DATA-
BASE (GO). База знаний была создана в 1998 г. 
как проект, целью которого было создание унифи-
цированной терминологии для аннотации генов и 
генных продуктов всех биологических видов [151, 
152]. Это позволило унифицировать описания в 
различных базах данных и облегчить поиск в них 
необходимого гена. GO является независимой ба-
зой данных, сотрудничающей с другими базами 
[153–156]. В течение нескольких последних лет 
GO внедрил ряд изменений для увеличения ка-
чества, количества и специфичности аннотаций 
[157–160].

Доступ осуществляется через сеть интернет: 
http://www.geneontology.org/

MOLECULAR BIOLOGY DATABASE AND 
RETRIEVAL SYSTEM (Entrez). Интегрирован-
ная база данных содержит нуклеотидные и бел-
ковые последовательности, геномные карты, се-
мейства белков и доменов, структуры белков и 
др. Кроме того, Entrez позволяет проводить поиск 
литературы в данных через PubMed и OMIM. В 
состав данной интегрированной базы данных вхо-
дят следующие ресурсы: GenBank, dbEST, dbSTS, 
SwissProt, PIR, PDB, PRF, GSDB и др. Данные из 
перечисленных ресурсов поступают в Entrez по-
сле присвоения уникального идентификатора по-
следовательности, перевода документов в единое 
хранилище, проверки данных, проверки ссылок 
по базе данных MedLine и проверки названий ор-

ганизмов по классификации GenBank Taxonomy. 
[161–166].

Доступ осуществляется через интернет: http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/gquery/.

Более полный список баз данных разного на-
значения можно найти в работе [167].

Системы идентификации аминокислотной 
последовательности пептидов и белков методом 
de novo секвенирования. Определение аминокис-
лотной последовательности пептидов и белков без 
использования поисковых программ и баз данных 
называют de novo секвенированием. Такой под-
ход применяют для идентификации не описанных 
ранее белков, при наличии неисследованных му-
таций, посттрансляционных модификаций и т.д. 
Применяемые алгоритмы de novo секвенирования 
основаны на различных математических методах. 
Первые алгоритмы определения аминокислотной 
последовательности [168, 169] представляли со-
бой перебор всех возможных комбинаций амино-
кислот, составляющих массу родительского иона, 
фрагментацию которых сравнивали с эксперимен-
тальным масс-спектром. Очевидно, что погреш-
ность измерения массы родительского иона влечет 
за собой увеличение числа соответствующих ему 
комбинаций.

Еще один подход представляет собой рассмо-
трение малой части последовательности (тэга), к 
которой с обеих сторон добавляются аминокисло-
ты до тех пор, пока не будет достигнута соответ-
ствующая масса родительского иона [170–173]. 
При этом неполная фрагментация пептида может 
привести к потере кандидатных последователь-
ностей.

В 1990 г. предложена теория графов [174]. Ее 
суть состоит в том, что каждый пик в масс-спектре 
сопоставляется с вершиной графа. Между двумя 
вершинами проводится ребро, если разница масс 
между соответствующими пиками в спектре рав-
на массе одного или нескольких аминокислотных 
остатков. В граф также добавляют вершины N- и 
C-конца. Секвенирование de novo проводят за счет 
поиска пути в графе от N-конца к С-концу. При-
меры использования теоретико-графового подхода 
описаны в работах [175–180] и используются в ал-
горитмах Lutefi sk, She renga.

Динамическое программирование – это ме-
тод декомпозиции задач, который позволяет ре-
шить задачу об антисимметричных путях в графе 
спектра [181]. Более подробно он описан в работе 
[182]. Испол ьзование данного метода в алгорит-
мах PEAKS, PepNovo, AUDENS и др. приводит-
ся в работах [181, 183–186]. Для идентификации 
пептидов используют также скрытые Марковские 
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модели (СММ) [187]. Натренированная СММ 
определяет модель воспроизв едения спектров, 
которую используют для оценки степени похо-
жести теоретического спектра полученной по-
следовательности-кандидата и эксперименталь-
ного спектра. Более того, помимо предсказания 
хороших последовательностей СММ позволяет 
определить достоверность таких предсказаний 
[188]. Данный алгоритм применяется в програм-
ме NovoHMM  [189].

Одним из новых алгоритмов, не основанных на 
тео ретико-графовом подходе, является линейный 
алгоритм секвенирования [190] с высокой скоро-
стью работы и эффективностью. 

Краткое описание указанных алгоритмов при-
ведено ниже.

Lutefi sk. Данный алгоритм проводит обра-
ботку тандемных масс-спектров триптических 
пептидов, полученных с использованием низко-
энергетической столкновительной диссоциации 
и теоретико-графового подхода [176, 177]. Про-
грамма выполняет поиск b- и y-ионов в спектре, 
подтверждает их присутствие по наличию соот-
ветствующих пиков потери воды, аммиака и т.д., 
а затем по спектру от N-конца восстанавливается 
аминокислотная последовательность. Пептиды-
кандидаты оцениваются в зависимости от длины 
цепочек пиков одного типа, по которым происхо-
дило восстановление последовательности и под-
ходящие последовательности подвергают кросс-
корреляционному анализу [60, 191]. Затем эти две 
оценки объединяют для получения результата.

Sherenga. Данный алгоритм [175] реализован 
в пакете программного обеспечения для обработ-
ки МС–МС-данных Spectrum Mill фирмы «Agilent 
Technologies» (www.agilent.com) и основан на по-
иске антисимметричных путей в графе спектра, 
т.е. в графе спектра происходит поиск сразу двух 
путей (для у- и b-ионов). Эти пути симметричны 
друг другу, направлены в противоположные сто-
роны и не содержат более одной вершины из ком-
плементарной пары у ↔ b. Оценка путей в спектре 
строится на основании предварительной статисти-
ческой оценки вероятности появления и средней 
интенсивности сигналов ионов серий с различны-
ми нейтральными потерями для заданного типа 
инструмента. Детали поиска не раскрыты, видимо, 
вследствие его коммерческой реализации.

PEAKS. Алгоритм [184] использует изменен-
ную версию алгоритма de novo секвенирования, 
которая основана на динамическом программи-
ровании [192]. В отличие от теоретико-графового 
подхода PEAKS может идентифицировать амино-
кислотную последовательность при отсутствии 

некоторых пиков. При этом учитываются еще та-
кие факторы, как интенсивность пиков, совпаде-
ние масс, наличие разных типов ионов и др. Также 
данный алгоритм проводит предварительную об-
работку спектров.

В 2013 г. выпущена версия 7.0 данного про-
граммного обеспечения. О внесенных изменениях 
можно узнать из работы [193].

PepNovo. Алгоритм основан на динамическом 
программировании и восстанавливает аминокис-
лотную последовательность путем поиска анти-
симметричных путей в графе спектра. Алгоритм 
проверяет две гипотезы: первая состоит в том, что 
масса фрагмента образована при фрагментации 
пептида, которому соответствует исследуемый 
спектр; вторая гипотеза состоит в том, что все пики 
в спектре были получены в результате случайного 
процесса. В соответствии с первой гипотезой мо-
гут быть описаны правила фрагментации пептида. 
В результате каждой массе фрагмента ставится 
в соответствие величина, равная логарифму от-
ношения правдоподобия этих двух гипотез. Для 
каждой вершины вычисляют несколько значений, 
которым соответствуют различные комбинации 
аминокислот. В итоге учитываются значения, рас-
считанные для каждой величины [70, 188, 189, 
194, 195].

AUDENS. Программа с открытым кодом ис-
пользует автоматизированное de novo секвени-
рование, которое основано на динамическом 
программировании. Алгоритм предварительно 
обрабатывает спектры, чтобы отделить сигналы 
фрагментов пептидов от шума с использованием 
правил фрагментации при столкновительной дис-
социации. Каждому пику в спектре соответствует 
«фактор значимости», с учетом которого восста-
навливают аминокислотные последовательности 
[185, 196].

NovoHMM. Алгоритм использует СММ и ос-
нован на статистическом моделировании масс-
спектров. Используемая Марковская модель со-
стоит из двух основных частей: в первой вычис-
ляются вероятности перехода из одного состояния 
в другие, во второй – вероятности образования 
пиков определенной интенсивности в каждом со-
стоянии. Результат объединяет оба набора вероят-
ностей [187, 197].

Таким образом, идентификация пептидов и 
белков с использованием поиска по базам данных 
является наиболее простым и распространенным 
методом интерпретации МС/МС-данных, однако 
он не лишен недостатков. Во-первых, эта страте-
гия применима только в случае известных белков, 
последовательности которых занесены в базы дан-
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ных. Во-вторых, при наличии посттрансляци-
онных модификаций время поиска может быть 
значительно увеличено, и при этом возрастает 
вероятность получения ложных результатов. 
Кроме того, типичной проблемой при анализе 
протеолитических смесей пептидов является 
высокая степень гомологии среди пептидов. В 
результате в списке последовательностей-кан-
дидатов, выдаваемых поисковой программой, 
возникает множество последовательностей, ко-
торым присваиваются близкие значения индек-
са, причем программа в окончательном списке 
идентификаций оставляет только одну последо-
вательность. На результатах интерпретации от-

рицательно сказывается наличие погрешности в 
аминокислотных последовательностях белков в 
базах данных. В целях устранения данного не-
достатка постоянно ведутся работы по коррек-
тировке и обновлению баз данных.

Секвенирование de novo незаменимо при рабо-
те с неизвестными пептидами и белками, но при 
этом предъявляются очень высокие требования 
к качеству получаемых фрагментных спектров. 
Так, необходимым условием является наличие 
полного набора фрагментных ионов основных 
серий. Наилучшие результаты данный метод по-
казывает при использовании масс-спектрометров 
высокого разрешения.
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METHODS OF PROCESSING MASS SPECTROMETRY DATA
FOR IDENTIFICATION OF THE PEPTIDES AND PROTEINS

E.I. Berizovskaya1, A.A. Ichalaynen1, A.M. Antochin1, V.F. Taranchenko1,                      
V.M. Goncharov1, D.A. Mitrofanov1, A.V. Udintsev1, A.V. Aksenov1, 
O.A. Shevlyakova1, I.A. Rodin2, O.A. Shpigun2

(1Federal State Unitary Enterprise Scientifi c Center “Signal”; 2Chemistry Department, 
Lomonosov Moscow State University)

One of the most common method for peptide and protein identification is mass 
spectrometry. First step is an enzymatic digestion, then mass spectrometric data are 
received. Identifi cation of this compounds is realized by using differents algorithms and 
programs for database search or de novo sequencing. The most popular software products 
and databases are briefl y reviewed in the article.

Key words: peptides, protein, mass spectrometry, enzymatic digestion, database, de novo 
sequencing, programs.
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