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1 Spectronaut 简介 

Spectronaut 是一款进行 DIA（Data-independent acquisition，数据非依赖采集）数据分析的商业化软件，

为 DIA 数据的分析提供完整的解决方案，包括谱图库构建、数据质控、蛋白定量、统计分析、GO 富集等。

可实现大规模实验的快速分析，最多可实现高达 10,000 个 run 的分析。目前已更新至 14.0 版本，功能如

下： 

 谱图库构建 

自带 Pulsar 搜索引擎，支持 DDA、DIA、PRM（含 MS1 信息）数据建库； 

支持外部搜索引擎包括：Proteome Discoverer（version 14.0 支持 PD 2.4；新增 Protein group 水平 FDR

评估；支持 FAIMS DDA 数据查库结果建库）、MaxQuant、ProteinPilot 及 Mascot 检索结果建库； 

深度学习辅助 iRT 保留时间矫正、decoy 预测、Pulsar 打分，进一步提升肽段鉴定量； 

支持 EThcD（Version 14.0）；  

在谱图库视图下新增建库参数查看（Version 14.0）； 

PASEF 谱图库构建提速（Version 14.0）； 

DDA 和 DIA 建库数目显著提升（Version 14.0）； 

 Quant 3.0（Version 14.0） 

采用 MS1 和 MS2 相结合的算法进行差异计算，结果更精确； 

新增 Unpaired t-test 检验算法以作为默认的参数设置。 

 DIA 数据分析 

支持谱图库依赖的 DIA 分析； 

支持谱图库非依赖即 directDIA 分析 （directDIA 2.0）； 
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    计算机深度学习提升谱图为中心的 DIA 数据分析性能，directDIA 鉴定量显著提升（Version 14.0）； 

DirectDIA 分析同时可生成 Search Archive 文件（Version 14.0）； 

支持 BoxCar DIA 数据分析； 

支持 Ion Mobility 

    改进了对 Thermo FAIMS Pro、Bruker dia-PASEF（建立谱图库仅支持基于 Pulsar 搜索引擎，

MaxQuant 等不支持）以及 Waters HDMSE 的支持（Version 14.0）； 

    谱图库导出包含 Ion Mobility（Version 14.0）； 

支持 PTM DIA 数据分析； 

     改进了 Ion mobility 数据分析中的 PTM localization（Version 14.0）；  

支持标记定量分析（不超过 3 个通道）。 

 数据质控 

依赖于 iRT kit 的数据质控模块，对 DIA 数据分析的同时针对质荷比、保留时间、信号强度等对 DIA

数据进行质控。 

 SNE 整合 

应对大数据集分析。可以将大数据集拆分成多个子数据集，分别进行数据分析并生成 SNE 文件，最后

在 Pipeline 视图下将多个 SNE 文件合并，输出完整报告（Version 14.0）； 

 统计及生物信息学分析 

鉴定深度统计； 

鉴定打分值统计； 

样本变异系数分析； 

样本相关性分析； 
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样本及蛋白聚类分析； 

差异蛋白分析； 

差异蛋白火山图； 

蛋白 GO 功能注释及富集分析 

 报告输出 

报告内容全面； 

支持报告的个性化制定。 

Spectronaut 可以分析不包含保留时间矫正试剂（iRT kit）的 DIA 数据，但是，还是强烈推荐使用 iRT

试剂盒，以此来确保复杂数据的矫正及对数据进行详细的质控以便得到更精确的结果。 

2 Spectronaut 下载及安装 

电脑配置： 

Spectronaut 仅支持 Windows 操作系统，同时支持命令行操作。安装之前至少要保证电脑是 Windows 

7 或 10，64 位操作系统，内存容量建议大于 16GB，硬盘驱动器建议 200GB 空间，.NET 4.7 或更高版

本，CPU，2.7 GHz。 

软件安装包获取： 

联系上海易算生物科技有限公司（marketing@omicsolution.com），获取软件安装包。 

软件的激活： 

当第一次安装 Spectronaut，需要输入激活码来激活软件。每个证书对应一个电脑，无法在多个电脑上

同时使用。可以联系上海易算生物科技有限公司进行购买，也可以申请试用，试用期为一个月，时间从激

活码产生当天开始计算。 
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Demo 数据： 

建议先准备好 DIA 数据再申请适用，以便节约时间。如果还没有进行 DIA 实验，可以在 Biognosys 

官网（https://biognosys.com/shop/spectronaut#SupportMaterials）下载 Demo 数据进行试用。 

支持的质谱仪器及数据采集方法： 

Spectronaut 支持  Thermo  Scientific™（Orbitrap Exploris™ 480 、Q  Exactive™系列和  Orbitrap  

Fusion™系列）、Sciex（TripleTOF®系列）、Bruker（Bruker impact II™、timsTOF 和 timsTOF Pro）和 

WatersXevo® G2-XS QToF，Synapt G2-Si 质谱仪采集的数据。支持 HRM™ (Bruderer et al. 2015)、WiSIM-

DIA (Kiyonami 2014)、AIF (Geiger et al. 2010)、SWATH™ (Gillet et al. 2012)、SWATH™ 2.0 (Lambert et al. 

2013)、SONAR™ (Moseley et al. 2018)、BoxCar (Meier et al. 2018)DIA、FAIMS Pro (Bekker-Jensen, Martinez-

Val, et al., 2020))、 dia-PASEF 和 HDMSE (Distler et al., 2014)的数据分析。支持交错窗口采集方法(Amodei 

et al., 2019)产出的数据分析，但是需要先基于 HTRMS converter（详见 6.拓展阅读）对数据进行预处理。

不支持 Multiplexed DIA (Egertson et al. 2013)和 MSE (Silva et al. 2006) 。 

分级 DIA 实验也可分析，但是不推荐采用分级实验。尽管在 DDA 数据采集策略中，样品分级处理可

以显著提高蛋白的鉴定量，但是对于 DIA 方法目前并没有很明确的结论。通常，对于 DIA 实验，提高蛋

白鉴定量的方法是建立一个高质量的谱图库。并且，DIA 方法的一个主要优势就是低变异度和高重复性，

但是样品分级处理会提高变异度，有时变异度还很高，这就会导致数据质量的降低。虽然不推荐分级实验，

但是 Spectronaut 也支持分级实验的数据分析。如果进行了分级处理，需要在样本分组设置的时候注明分

级信息，以便于软件执行分级数据的归一化处理（详细的操作见 5.2.1）。 

如果您有其他的技术问题，也可以发送邮件到 support@omicsolution.com 进行咨询。 

https://biognosys.com/shop/spectronaut#SupportMaterials
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3 Spectronaut 结构/布局介绍 

 

如图所示，Spectronaut 的界面分为三个主要部分，首先是最上端的①视图栏，主要包括 Library（谱图

库建立模块）、Analysis（DIA 数据分析模块）、 Post Analysis（蛋白鉴定结果统计及差异筛选模块）、Report

（报告定制模块）、QC（数据质控模块）、Pepline（批量分析模块）、Database（数据库管理模块）、Settings

（参数设置模块）、About（软件说明模块）九部分，每一部分对应的功能及操作说明详见下文。其次，左

边显示②数据树，主要作用是显示已导入的或者分析得到的文件目录，选中数据树中的某一个节点，该节

点中包含的详细信息会显示在右侧③结果显示页面。结果显示页面分为上下两个界面，可以分别选择需要

显示的内容，同时显示两部分结果（下图左）。如果上下两个界面选择的内容相同，则会显示出一个大图

（下图右）。 
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4 开始数据分析前的准备工作 

在开始数据分析之前，最好先调整一些基本的设置，会使得我们后续的分析工作更简单。首先进入

Settings→Global→General→CPU Affinity 分配一下我们的软件运行所需的 CPU 数量。分配的 CPU 越多运

行的速度越快，可根据当前电脑的工作状态合理分配。 

 

其次，Settings→Global→Directories 指定了分析过程中产生的临时文件和库文件等存储的位置，默认

存放在 C 盘，由于 C 盘空间有限，建议可以重新分配到一个空间较大的本地磁盘，通过点击右侧的

“Browse…”即可重新分配。 

 

最后，Settings→Global→Reporting 设定分析结果保存的位置。软件不会自动保存分析结果，所以需
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要提前设置好自动保存及保存的磁盘位置。将“Automatic SNE Storage”选中，在“Storage Location”右侧

点击“Browse…”选定保存的位置即可。 

 

 

5 基于 Spectronaut 的 DIA 数据分析流程 

 

5.1 Library — 谱图库的建立及查看 

在 Library 模块下，可以实现的功能主要有： 

 通过 Pulsar 建立一个谱图库，Pulsar 是由 Biognosys 公司开发的一款搜索引擎，内置于 Spectronaut

中。可以搜索 DDA、DIA、PRM（含 MS1 信息）数据，centroid 和 profile 格式的数据都可以处理。

Pulsar 通过在 PSM、peptide 和 protein group 三个水平上设置 FDR 阈值来控制错误识别。Pulsar 所支



上海易算生物科技有限公司 

 

  

OMICSOLUTION 12 

 

 

持的数据格式及采集方法如下： 

    Thermo Scientific™ ：DDA, DIA 及 PRM（含 MS1 信息） 

SCIEX ：DDA 、DIA/SWATH™ 

Bruker ：DDA、DIA（支持 TimsTOF Pro） 

Waters ：DDA 及 HDMSE 

建库流程见（5.1.1） 

 使用外部搜索引擎（如 MaxQuant 、Proteome Discoverer、ProteinPilot、Mascot）检索得到的结果建立

谱图库，建库流程见（5.1.2）； 

 导入外部来源的谱图库，比如从公开数据库（iProX、ProteomeXchange）中下载的资源，流程见

（5.1.3）。 

以下分别介绍基于 Spectronaut 通过以上三种途径建立谱图库的操作流程。 

5.1.1 通过 Pulsar 直接建立谱图库 

首先，根据选择的建库方式准备好所需的数据： 

 

仅基于原始下机数

据建库 

原始数据和  Search 

Archive 文件合并建

库 

仅基于 Search 

Archive 文件建库 

原始下机数据 必需 必需 不需要 

蛋白序列数据库 

（FASTA 格式） 

必需 必需 不需要 

Search Archive 文件 不需要 必需 必需 
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GO 注释数据库 非必需 非必需 非必需 

5.1.1.1 操作流程 

第一步：“Generate Library from Pulsar/Search Archive..”开始建立一个谱图库； 

第二步： 给该谱图库命名； 

第三步：“Add Runs from File”添加用于建立谱图库的 DDA 数据的 RAW 文件，然后点击右

下角“Next” ；如果是基于 Search Archive 文件建库，则可忽略此步骤，直接点击“Next”。详

细步骤见下图： 

 

第四步：“Choose Fasta File”，添加 FASTA 文件。可以直接在 Database 中选择相对应的数据

库，或者通过“Import”导入新的文件，也可以同时选择多个 FASTA 文件；如果是基于 Search 

Archive 文件建库，则可忽略此步骤：： 
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如果是导入新的序列数据库，需要进一步指定数据库的解析规则（Parsing Rule）即 FASTA

文件中各部分文本对应的内容。因为我们使用的数据库来源多种多样，数据库中的信息存储格式

不尽相同，所以需要人为指定各部分的含义，后续的检索结果会以我们指定的规则显示，规则的

设定方法如下图： 
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通过下方的预览窗口，如果显示的表头信息不对或者需要进一步修改的话，点击“New 

Rule…”可以设定新的规则，我们以“>sp|P60139|PSBL_TOBAC Photosystem Ⅱ reaction center 

protein L OS=Nicotiana tabacum OX=4097 GN=psbL PE=2 SV=1”为例，正常情况下，我们希望该

蛋白的数据库来源（sp），蛋白的 Accession 号（P60139），蛋白名称（PSBL_TOBAC），蛋白的

描述（Photosystem Ⅱ reaction center protein L OS=Nicotiana tabacum OX=4097 GN=psbL PE=2 

SV=1）分别显示在不同列中，这就需要我们给软件把这部分信息的解析规则设置好，设置的流程

即在规则编辑栏依次输入：“>”→选中“Database”→输入“|”→选中“Accession”→输入“|”

→选中“Protein Name”→输入“空格”→选中“Protein Description”说明每个蛋白的信息是由

“>”起始的，“>”之后是数据库的名称，数据库之后通过“|”隔开，后面紧跟的是蛋白的

Accession 号，之后同理。通过预览窗口检查无误后，点击“Add Rule”即设置成功，后续再上传

相同来源的数据库可以直接在下拉菜单中选择该规则。 
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设置好解析规则，检查无误，点击窗口右下角的“Import”，勾选上相应的 FSTA 文件，点击

“OK”，继续“Next”: 

 

第五步：“Search settings”，设置数据库检索的相关参数。常规推荐使用软件默认的参数（具
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体的参数介绍详见 5.8 Settings），即“BGS Factory Settings（default）”，然后点击“OK”，继续

“Next”（如果是针对翻译后修饰项目进行的建库，则在 Applied Modifications→Variable 

Modifications 中设置相应的修饰类型；此外，Spectronaut 14.0 支持 EThcD，在 MS2 中可设置碎

片离子类型，默认为 b,y 离子）。如果是基于 Search Archive 文件建库，此步可忽略； 

第六步：“Import Search Archive”常规可以忽略，直接点击“Next”；如果需要将此次基于

Pulsar 建的库与另外的数据库进行整合，此处可以导入前期建库时生成的 Search Archive 文件；如

果是直接基于 Search Archive 文件建库，在此处需上传（点击“Import”）相应的 Search Archive

文件； 

第七步：蛋白的 GO 注释，直接选中对应物种的 GO 注释文件即可，如果是第一次使用该软

件，则需要导入“Import…”相应数据库，这部分不是必需，可以跳过，直接“Next”。如需进行

GO 注释及富集分析，相应数据库的获得及参数设置参见.5.8 Settings。 

第八步：谱图库构建相关参数设置，常规建议选择软件默认的参数，直接“Next”。如果是进

行的翻译后修饰项目的建库，则需要设定修饰位点的可信度打分阈值即 PTM Localization

（Identification→Filter on PTM Localization→Min Localization Threshold→默认值 0.75） 

第九步：点击“Finish”，软件开始谱图库的构建，在页面的左下角会显示一个进度条，展示

建库的进度，点击“Cancel”可以终止进度，点击“View Live Log…”可以查看详细的分析日

志。 

谱图库构建好后，在 Library→Spectral Libraries 下即可查找到相应的谱图库，查看详细的信

息。 
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另外，基于 Spectronaut 建立的谱图库，其建库结果都会另外保存一个 Search Archives 文件（.psar 格

式）。点击“Library”下的“Search Archives”，可以查找到建立的谱图库对应的 Search Archives 文件，可以

通过左下方的“Export..”和“Import..”导出或导入该类型的文件。关于 Search Archives 的更多介绍参加 6.

扩展阅读部分。 
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5.1.2 使用外部搜索引擎导出的检索结果建立谱图库 

Spectronaut 同时支持基于外部搜索引擎得到的结果建立谱图库。所支持的搜索引擎及对应的数

据文件类型如下表所示： 

搜索引擎 文件格式 

Proteome Discoverer 
.pdResult（PD Version > 2.0）； 

. msf（PD Version 1.4） 

MaxQuant 
包含结果文件的文件夹（txt） 

ProteinPilot 
后缀为“_FDR”的 Excel 表 

Mascot .dat 

 

       除了以上列举的文件类型，Spectronaut 同时支持 mzIdentML 格式的文件（包含碎片离子信息）。

如果不是基于上述的搜索引擎得到的结果文件，其他的检索结果文件也可以整理为 Biognosys (BGS) 通

用格式，然后再导入 Spectronaut 进行建库。 

我们接下来以 Proteome Discoverer 搜库结果为例进行介绍。 

       在进行操作前，我们需要准备的数据必须有：DDA 采集的原始 RAW 文件、PD 进行数据库检索

导出的结果文件（.pdResult( PD Version2.1)或.msf(PD Version 1.4)）以及 FASTA 格式的数据库文件，其他

的搜索引擎类似都需要包含这类文件。 
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       第一步：“"Generate Spectral Library from Proteome Discover…”，开始谱图库构建。 

       第二步：选择搜索引擎及相应的搜库结果文件。 

       第三步：给谱图库命名。 

       第四步：“Add Shotgun Files”添加搜库结果对应的 RAW 文件，此时可以看到没有添加 RAW 文

件之前，文件前方显示的是一个“ⅹ”，添加成功之后会显示“√”（如下图），点击“OK”继续。 
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第五步：FASTA 文件添加，步骤前面已经介绍过（见 5.1.1.1 第四步），这里就不再赘述，选中

或者“Import”FASTA 文件之后即可点击“Load”，完成设置，开始建库。 

 

5.1.3 导入外部来源的数据库 

Spectronaut 支持的外部来源数据库的格式包括.kit、.txt、.csv、.tsv、.xls。 
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a) 导入.kit 格式的谱图库，该谱图库与 Spectronaut 产生的格式一致，导入后不需要进行任何后

续处理，导入完成直接在左侧的数据树中查找即可； 

b) 如果导入的是其他格式，比如.txt、.csv、.tsv、.xls，文件的内容类似于 MRM/SRM 的母-子

离子列表，其中必须包含以下信息： 

表头 是否必需 内容 

PrecursorMz 必需 肽段母离子理论的 m/z，不要四舍五入 

FragmentMz 必需 碎片离子理论的 m/z，不要四舍五入 

iRT 强烈建议包含 

肽段在反相色谱柱的实际保留时间转化为的

iRT 值（iRTiRT-pep = f(RTiRT-pep).）。有了这个

值，可以显著提高分析的速度、分析结果的

精确度及灵敏度。如果没有 iRT 值，

Spectronaut 会为每个肽段预测一个 iRT 值，

但是准确度会降低。为了获得 iRT 值，建议

样品准备时加入 Biognosys iRT 试剂盒。 

RelativeFragmentIntensity 强烈建议包含 

碎片离子的相对丰度（以强度最强的碎片离

子的强度为百分之百，其他碎片离子与其比

较所占的百分比），展示没有百分号的原始

数字。 

StrippedSequence 建议包含 

肽段氨基酸序列，无任何修饰，序列由 20

种标准氨基酸编码。 
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PrecursorCharge 建议包含 

肽段母离子的带电荷数，该信息被用来标注

肽段母离子，带有不同电荷的母离子都会以

独立的 ID 展示出来。 

FragmentType 建议包含 

肽段离子碎裂形式，通常是“b”、“y”离

子。该信息被用来对碎片离子进行标注和评

分。 

FragmentNumber 建议包含 碎片离子的数目 

FragmentCharge 建议包含 碎片离子带电荷数 

FragmentLossType 建议包含 

指定碎片离子的丢失类型（例如 NH3 或

H2O） 

ExcludeFromQuantification 视情况而定 

“True 或 False”指定只用来进行定性而不定

量的碎片离子。如果该列信息为空，则软件

自动根据矫正的结果判断是否使用该肽段进

行定量 

ModifiedSequence 可选择的 

该列用来指定带有修饰的氨基酸序列。

Spectronaut 会自动从提供的序列中解析出修

饰类型并与软件内部的修饰进行匹配。该部

分不包含标记定量中引入的标签。 

LabeledSequence 

视情况选择

（如果是标记

实验此处需注

与修饰序列类似，该序列用于指定标记定量

实验中每个通道各自对应的标记。 
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明） 

ProteinId 可选择的 蛋白的 ID 号 

UserGroup 可选择的 额外的用户信息，可以不包含 

第一步：将准备好的文件，通过“Import Spectral Library…”导入，进入参数设定界面： 

 

    第二步：“Name”为数据库命名。 

第三步：“Library Settings”设置建库相关的参数，建议选择软件默认的参数，不需要进行改动。 

第四步：点击“FASTA Files”添加序列数据库，操作与之前介绍的相同（见 5.1.1.1 第四步）。 

第五步：Gene Annotation 为非必需内容，可直接跳过，“Next”。 

第六步：点击“Import”即完成设置，在左侧数据树目录下查找对应的谱图库。 

5.1.4 数据库的整合 

尽管 Spectronaut 支持多个数据库整合，但是如果直接整合会导致蛋白鉴定的假阳性率（FDR）增大，

所以，不建议在 Library 目录下直接将多个谱图库 Merge 到一起。。 
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以下推荐几个可行的方案。 

方案一：将所有采集的原始数据通过 Pulsar 重新搜索来建立一个新的谱图库，以进一步控制蛋白的

FDR。 

方案二：可以用 Search Archives 文件来重新构建一个数据库。操作流程如下： 
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   “Generate Library from Pulsar/Search Archives..”→命名谱图库名称→“Next”→在已有的文件中勾选或

“Import..”导入新的 Search Archives 文件→“Next”→Gene Annotation 可忽略，直接“Next”→参数设置

建议采用默认的 BGS Factory Settings，直接“Next”→点击“Finish”完成设置，开始建库。 

方案三：在后续 DIA 数据分析时，也可以同时选中多个谱图库，软件会从匹配结果中挑选一个最优的

结果作为最后的鉴定结果。 

5.1.5 建立一个标记谱图库或者掺入标记的谱图库 

在 Library 界面，右击一个已建立好的谱图库，可以给现存的谱图库添加上同位素标记，建立一个理论

的标记谱图库。 

操作步骤：选中一个已存在的谱图库→右击，点击“Generate Labeled Library”→点击 Workflow 的下

拉菜单，选择标记类型→在对话框的右侧双击相应的同位素标记种类→点击“Create Library”即可生成一

个理论的标记谱图库。 
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 Spectronaut 支持的定量流程： 

➢ Lable free：非标计定量，对所有的通道都执行默认的流程，包括峰识别、打分和鉴定。 

➢ Labeled：标记定量，峰识别和打分在所有通道执行，但是定量展示的是轻标和重标的比值。 

➢ Spike-in：峰识别只在参考（重标）通道进行，打分和鉴定在目标（轻标）通道执行。重标通道

理论上更容易别识别，因此可以为峰提取提供辅助。定量值也是以比值的形式展示。 

➢ Iverted spike-in：与 Spike-in 类似，只是将轻标通道作为参考。 

 

5.1.6 为谱图库新建一个 QC kit 

当右击一个现存的谱图库时，在弹出的对话空框中通过点击“Enable QC”可以选择利用现存的谱图库

建立一个新的 QC kit。如果选择执行此操作，软件会自动在谱图库中挑选丰度最高的 250 条肽段组成一个

QC kit 用于后续数据分析的质控过程中。也可以在对话框中选择对这些肽段进行手动的修改（在弹出的对

话框中点击“Yes”即进入手动编辑界面）。如果采用了该 QC kit，那么后续的质控结果可以在 QC 模块进
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行查看及跟踪。 

 

5.1.7 谱图库结果查看 

在左侧的数据树栏点击相应的谱图库，在结果展示窗口即可查看详细内容，主要内容有： 

1) 谱图库总览（Library Summary）：对建库的结果进行了总结，包括建库的日期（Date 

created），鉴定到的肽段母离子的数目（Precursors）、修饰肽段的数目（Modified 

Peptides）、惟一肽段的数目（Peptides）、蛋白特异的肽段的数目（Proteotypic 

Peptides），其中，“of”前面的数字表示质控筛选后的鉴定数目，后面的数字表示没有经

过质控筛选的总数目。此外，鉴定到的蛋白 group 的数目（Protein Groups）、蛋白的数目

（Proteins），前面的数字是质控筛选后的鉴定数目，括号内的数目是指进行蛋白水平质

控筛选之前的鉴定总数。以及只鉴定到一个母离子的蛋白数目（Single Hits），碎片离子

的数目（Fragments）、谱图库的来源（Library Sourses）、软件的版本（Software 

version）、是否整合了其他来源的数据库（Merged，False 为否）、搜索引擎的类型
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（Search Engine）。 

2) 蛋白覆盖度分布（Protein coverage）：蛋白 group 覆盖度柱状图，横坐标是肽段母离子的

数目，纵坐标为蛋白 group 的数目。该图展示的是蛋白 group 鉴定到的肽段母离子数目

的分布情况。 

3) 肽段母离子对应的碎片离子数目分布（Fragments per Precursor）：与 Protein coverage 类

似，展示的是鉴定到的肽段母离子所包含的碎片离子的数量分布，横坐标为碎片离子的

数目，纵坐标为肽段母离子数目。 

4) 肽段母离子鉴定的次数分布（Precursor Evidence）： 横坐标是肽段母离子鉴定到的次数

分布，纵坐标为该次数下对应的肽段母离子的数目。    

5) 肽段母离子的质荷比分布（Precursor M/Z）：横坐标是肽段母离子 M/Z 分布，纵坐标为

该 M/Z 下对应的肽段母离子的数目。 

6) 肽段母离子的带电荷数分布（Precursor Charge）：横坐标是肽段母离子所带电荷数目，纵

坐标为该带电荷状态下对应的肽段母离子的数目。 

7) 肽段的通道（Peptide Channel）：每个肽段对应同位素标记的数量，DIA 为非标记定量，

所以只显示一个通道。 

8) 肽段长度分布（Peptide Length）：显示所有鉴定到的肽段氨基酸长度分布，柱形图展示

的是每一个长度下对应的肽段数目，多数肽段长度分布在 7-25 个氨基酸范围内。 

9) 修饰分布（Peptide Modification）：展示检测到的修饰类型和相对应的肽段数目。 

10) 漏切位点分布（Missed Cleavage）：展示检测到的肽段含有的漏切位点数量，一般最多设

置为两个酶切位点，所以横坐标一般只显示“0、1、2”，其中没有漏切，也就是 0 对应的

肽段数目最多。 
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11) 肽段 C（N）端氨基酸残基分布（C(N)-terminal Residue）：这两个柱形图分别展示了肽段

的 C 端和 N 端的氨基酸分布情况，一般情况下采用的 Trypsin 特异性酶切，所以 C 末端

基本都显示为 K 或者 R；N 末端的分布没有固定规律。 

12) 碎裂形式（Fragment Type）：HCD 碎裂得到的是 b，y 离子对，所以柱形图显示了两种离

子对应的碎片离子数目。 

13) 蛋白质推理（Protein Inference）：显示了蛋白鉴定过程中采用的相关参数，包括酶切类型

（Digest Type，常规为 Specific 即特异性酶切），漏切位点（Mised Cleavage），肽段最低/

最大长度（Min/Max Peptide Length），酶切类型（Digest Rule，常规使用 Trypsin），理论

的蛋白序列数据库信息（文件名称，序列总条目数等）。 

14) 数据库分析日志（Library Log，记录了数据分析的全过程，如果出错可以通过分析记录

找到出错的具体信息） 

15) 每个谱图库来源的唯一肽段母离子的数目（Unique iRT Sources）：如果没有整合其他来

源的数据库（即只使用自己构建的谱图库）此处柱形图只显示一根柱子，如果有整合的

公开数据库或其他方法构建的数据库则会显示出多根柱子，分别显示对应数据库中鉴定

到的肽段母离子数目。 

16) 每个来源肽段母离子的数目（iRT Sources）：类似 Unique iRT Sources，显示各来源谱图

库中鉴定到的肽段母离子的数目。 

17) 建库参数查看（Library settings）：基于 Pulsar 建库过程中设置的参数。仅支持

Spectronaut 14.0 以后的版本创建的谱图库，旧版本创建的谱图库不支持建库参数的查

看。 

18) 在左侧目录下可以选中某一个 Fraction，可查看其鉴定结果及 iRT 矫正结果，对于 iRT
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矫正结果，红色点与直线的拟合度越好，证明色谱梯度越合适，仪器的状态越稳定。 

 

5.1.8 谱图库的优化 

Spectronaut 支持手动优化谱图库中的碎片离子信息，可以手动剔除干扰离子，也可以添加一些碎片离

子，比如在 DIA 中信号非常好但是在 DDA 分析时却没有采集到的碎片离子，可以手动加入到谱图库中。

操作如下图： 
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选中关注的肽段母离子，右击鼠标选择“Refine Fragment Selections”会进入到碎片离子信息界面。

Library fragments 目录下显示的是来源于谱图库中的碎片离子，Theoretical Fragments 目录下显示的是理论

预测到的碎片离子，但是这部分碎片离子是没有丰度信息的。选择好碎片离子信息后，点击右下角的“Apply 

Selection”即设置完成。但是数据库的优化不会立即完成，需要在左侧数据树栏的实验名称处右击鼠标，

选择“Commit Library Changes”，软件会根据重新设置的碎片离子重新进行峰提取。软件支持批量操作，

所以，可以将所有碎片离子都优化好之后批量提交。 
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5.1.9 谱图库的导出 

已经建立的谱图库，Spectronaut 支持保存并导出.kit 文件和.xls 文件，这两个文件可用于数据的分享及

提交。 
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选中要导出的谱图库，点击“Export Spectral Library..”，选中要保存的路径，选择好保存的文件格式，

点击“保存”即可。 

5.2 Analysis—DIA 数据分析 

Spectronaut 支持两种 DIA 数据分析流程：经典的，谱图库依赖的数据分析（Library-based DIA analysis）

流程以及非经典的，无需谱图库的（directDIA analysis）分析流程，这两种分析流程所需要的数据见下表： 

数据类型 经典的 DIA 分析 

（基于谱图库） 

directDIA 

（无需谱图库） 

DIA 原始数据 必需 必需 

Llibrary 
必需 无 

蛋白序列数据库（FASTA） 必需 必需 
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5.2.1 Library-based DIA analysis 

第一步：点击“Set a DIA Analysis from File..”建立一个经典的 DIA 分析流程。 

下面还有两个选项，“Set a directDIA Analysis..”此分析流程我们后续做详细介绍；“Load a Spectronaut 

Experiment..”，点击此处可以导入之前保存的已经分析好的结果（.sne 文件）进行查看和编辑。 

 

  第二步：上传 DIA 采集的 RAW 文件。 

  第三步：给该分析命名。 

第四步：点击“Assign Spectral Library..”选定谱图库。 
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第五步：设置 DIA 分析参数，一般情况下建议选择默认的 BGS Factory Settings。如果是进行的翻译

后修饰项目的分析，则需要设定修饰位点的可信度打分阈值即 PTM Localization（Identification→Filter on 

PTM Localization→Min Localization Threshold→默认值 0.75） 

第六步：选择理论的序列数据库（FASTA 文件，同谱图库建立时选用的文件，所以一般不用修改，

软件会自动进行识别）。 
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第七步：指定实验设计，指定样品分组、显示的名称以及对比分析时的对照组等信息。 

 

其中，Quantity Correction factors 列可以为每个样品指定定量矫正因子，软件会将计算的定量值乘以这

个矫正因子作为最后的定量值。例如血清样本，如果我们要将样本的初始体积考虑在内的话，这里的校正

因子就可以根据血清的初始体积进行设置，默认都为 1 即不需要进行矫正。 
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Fraction 列是针对进行了分级设计的 DIA 实验需要设置的参数，如果是没有分级处理，则此列默认的

是“NA”。如果是进行了分级处理，则需要在此列注明分级的编号，便于软件进行数据的归一化处理。 

第八步：GO 注释，此步骤为非必需的操作，可以跳过，如果有自己准备的相关的注释数据库也可以

添加进行注释，详细步骤见 5.8 Settings。 

第九步：确认 raw 文件，参数设置及 FASTA 文件都添加无误后，点击“Finish”，软件即开始数据分

析。 

 

分析完成后，在 Analysis 界面可以查看分析结果概览即详细的谱图信息。 

结果视图分成两部分，左边部分是数据树，包括每个样本采集时设置的隔离窗口、每个隔离窗口中鉴

定到的肽段母离子及每个母离子对应的碎片离子的详细信息，都可以在左边栏点击进行查看，每个数据对

应的分析结果和总结会显示在右边栏（如下图所示）。 
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以上是根据隔离窗口对数据进行可视化，也可以通过右击鼠标，变换数据的展示形式，例如以蛋白

group 为单位进行可视化，操作步骤如下图： 
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5.2.2  directDIA Analysis—directDIA 分析 

Spectronaut 支持 directDIA 分析流程，即不需要建立谱图库，直接基于理论的序列数据库进行蛋白鉴

定。需要注意的是 directDIA 分析要花费更多的电脑和时间资源，因为要基于 DIA 数据进行数据库的检索。

Pulsar 是基于 DIA-Umpire (Tsou et al. 2015)的算法进行 DIA 数据的检索。目前 directDIA 仅支持 Thermo 

Scientific™ Orbitrap、Sciex TripleTOF、Bruker timsTOF Pro 和 Waters Synapt 产出的数据。操作流程如下： 

 

  



上海易算生物科技有限公司 

 

  

OMICSOLUTION 41 

 

 

 

点击“Set up a directDIA Analysis…”建立一个分析流程→导入 DIA 原始数据→给该分析命名→点击

“Next”→添加 FASTA 序列数据库→设置分析参数（建议采用默认参数 BGS Factory Settings）→指定样品

分组信息→选择 GO 注释数据库（此步可省略）→最后确认参数及序列数据库文件都已添加并且没有错误，

点击“Finish”即开始数据分析。后续的数据查看及导出同经典的 DIA 流程。 

5.2.3 Analysis 结果查看 

结果视图分成两部分，左边部分是数据树，包括每个样本采集时设置的隔离窗口、每个隔离窗口

中鉴定到的肽段母离子及每个母离子对应的碎片离子的详细信息，都可以在左边栏点击进行查看，每

个数据对应的分析结果和总结会显示在右边栏（如下图所示）。 
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以上是根据隔离窗口对数据进行可视化，也可以通过右击鼠标，变换数据的展示形式，例如以蛋

白 group 为单位进行可视化，操作步骤如下图： 

 

 

a. 对于每个 raw 文件： 

1) RT Calibration：保留时间矫正曲线。该图展示了 RT 和 iRT 之间的对应关系，因为我们的色谱梯
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度是非线性的，所以显示的是一条曲线，在看该结果时我们主要是看红色的点，即肽段保留时间

是否都分布在拟合曲线上，如果是则说明色谱梯度是比较理想的，一般情况下都会有一小部分点

分布的比较离散，这是正常现象，只要大部分点都集中分布在拟合曲线上就没有问题； 

2) Analysis Summary：鉴定结果总结，主要内容说明如下： 

Precursors：第一个数字表示在该样本中鉴定到的母离子肽段数目，第二个数字表示在所有样本中

鉴定到的母离子肽段数目的并集，括号中的数字表示谱图库中鉴定到的母离子肽段总数； 

（Modified）Peptides：第一个数字表示在该样本中鉴定到的（含有修饰的）肽段的数目，第二个数字

表示在所有样本中鉴定到的（含有修饰的）肽段数目的并集，括号中的数字表示谱图库中鉴定到的（含有

修饰的）肽段总数； 

Protein Groups（Proteins）：第一个数字表示在该样本中鉴定到的蛋白 group（蛋白）数目，第二个数字

表示在所有的样本中鉴定到的蛋白 group（蛋白）的数目； 

AVG Peptides (Precursor) per Protein Group：平均每个蛋白 group 中包含的肽段（母离子）数目； 

AVG Missed Cleavages：平均每个肽段母离子含有的漏切位点数目； 

% Missed Cleavages：漏切比例，至少含有一个漏切位点的肽段母离子占总肽段母离子的百分比； 

Median XIC Width：平均提取离子流峰宽，该值越小说明谱图库的 iRT 精度越高，大于 10 分钟则不太

理想； 

Median Absolute Delta iRT：肽段保留时间误差绝对值的中位数，一般情况下在 5 以内都是可以的； 

MS1(MS2) Average Delta |ppm|：质量矫正后 MS1（MS2）质量容差绝对值的平均值（ppm），DIA 数据

希望在 10ppm 以内代表质谱的质量准确性非常理想； 

Peak Capacity：峰容量，括号内的数字代表经过基本矫正之后的数目，一般情况下，对于色谱梯度在

120min 来说，我们希望峰容量在 200 以上，越多越好； 
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Median FWHM：半峰宽的中位数（min），括号内的数字代表经过基本矫正之后的半峰宽，一般该值在

0.2-0.3 较为理想，大于 0.5 则代表色谱柱性能下降，需要更换。； 

Median Peak Width：峰宽的中位数（min），括号内的数字代表经过基本矫正之后的峰宽； 

Cycle Time：循环时间； 

Data Points per Peak：每个峰采集的数据点，一般 5-8 个为好，太少的话会是定量的准确度降低，如果

采集的点数过多则会使得蛋白鉴定数目减少，所以并不是越多越好，5-8 是比较理想的数目； 

Number of MS1(MS2) Spectra：采集到的一级（二级）谱图的数目； 

Gradient Length：色谱梯度时长。 

3) XIC Extraction Width： 

 

基于 iRT 自动矫正，软件可以给出最优的提取窗口宽度。橘色表示的是设定的宽度，蓝色表示建议的

窗口宽度，红色表示的是线性矫正后的宽度，绿色表示非线性矫正后的宽度，也是用于后续实际分析所采

用的窗口宽度，我们可以看到，大部分都是分布在 0 左右，说明色谱梯度比较理想。 

4) Ion Mobility Calibration： 
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离子迁移率（Ion Mobility）矫正曲线。该图展示了谱图库中肽段对应的离子迁移率与软件预测的离

子迁移率之间的对应关系。红色的点及鉴定到的肽段，其与校正曲线拟合的越好说明模型构建的越好，

鉴定结果越精确。 

5) Ion Mobility Extraction Width 

 

基于软件自动矫正，给出最优的提取窗口宽度。橘色表示的是用户设定的宽度（自定义的情况下），

蓝色表示软件自动给出的窗口宽度，绿色的点表示预测的窗口宽度，蓝色是用于后续实际分析所采用的

窗口宽度。 

6) MS1 （MS2）Mass Calibration： 

 

显示一级（二级）质量矫正前后的质量误差分布，蓝色为矫正前，红色为矫正后，点数集中分布在±
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10ppm 以内是比较理想的结果，说明质谱的质量准确性比较高。 

7) TIC Chromatogram/ Base Peak Chromatogram： 

 

MS1 总离子流色谱图/基峰离子流色谱图，是将每个时间点质谱图中所有离子的强度加和后连续描绘

得到的图谱。横坐标是出峰时间，纵坐标为峰强度，我们希望谱峰尽可能的均匀分布。 

8) Analysis Log： 

 

记录了数据分析的全过程，如果出错可以通过分析记录找到出错的具体信息。 

9) Ion Mobility Overview： 

 

离子迁移率概览图，显示了离子迁移率与 m/z 值的关系。红线表示连续的 DIA 采集窗口。结合 MS1

信号，可用于 DIA 方法的优化和验证。 
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b. 对于每一个肽段母离子： 

 

1) MS2 XIC ： 

 

该图显示的是特定肽段提取到的碎片离子的色谱峰图。横坐标是保留时间，纵坐标是峰强度。黑色虚

线为预测的保留时间，绿色虚线覆盖到的区域是提取出的该肽段的质谱峰，红色标注的是信号强度最强的

碎片峰，紫色为最弱。实线对应的是用于定量的碎片离子，虚线标注的碎片离子不用于定量。另外，在碎

片离子水平，该图也会显示，但是只显示被选中的碎片离子，其他碎片离子都显示为灰色。 

2) MS2 XIC Sum： 
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将用于定量的 MS2 XIC 中的碎片离子的信号强度加和就得到了该图中的曲线，即该图显示肽段水平

的定量值。 

3) MS1 Isotope Envelope XIC： 

 

该图展示特定肽段的母离子以及丰度最高的几个同位素母离子的色谱图。 

4) MS2 Intensity Correlation： 

 

该图展示选中的肽段对应的碎片离子丰度与预测的丰度之间的相关性。红色代表根据谱图库预测出的
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碎片离子及其丰度分布，黑色代表鉴定到的碎片离子及其丰度分布，干扰离子以虚线显示。 

5) MS2 Isotope Envelope Correlation： 

 

选中肽段对应的碎片离子及其同位素峰分布与根据谱图库预测的数据之间的相关性。红色代表根据谱

图库预测出的碎片离子，黑色代表鉴定到的碎片离子，干扰离子以虚线显示。 

6) PTM Localization Plot 

 

显示翻译后修饰定位详情。左边展示选定肽段鉴定到的碎片离子及相应打分值，以证实或否定给定位

点发生的概率，右边即展示对应的谱图。 

7) MS1（MS2）XIC Alignment： 
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显示选中肽段 MS1（或 MS2）离子流色谱图在所有样品中的分布情况，便于进行样品间的比对。 

8) XIC Graph： 

 

将上图中 MS1 和 MS2 的离子流色谱图进行了整合，上半部分展示各样品中 MS2 离子流色谱的分布，

下部分展示各样品中 MS1 离子流色谱分布。便于查看同一样品 MS1 和 MS2 的谱峰的一致性。 

9) iRT XIC Sum Overlay： 

 

显示的是某一个肽段的 XIC 色谱图在所有样品中的分布情况，横坐标默认的是 iRT，也可以右击鼠标

换成实际的保留时间。方便进行样品间的比对。 

10) MS2 Intensity Alignment： 



上海易算生物科技有限公司 

 

  

OMICSOLUTION 51 

 

 

 

该图展示了选定肽段在不同样品中的信号的稳定性，不同的柱子表示不同的样品，每根柱子中不同的

颜色表示相应的碎片离子，柱子的高低代表该碎片离子的丰度。通过该图可以很容易的找到不同样品中信

号的差异。 

11) Cross Run RT Accuracy： 

 

X 轴显示的是不同的样品/run，不同的颜色表示选中肽段对应的碎片离子，每个色块的面积反应碎片

离子的信号强度，Y 轴代表 iRT 保留时间。蓝色框的高度表示肽段的 XIC 提取宽度，黑色的虚线是预测的

保留时间，黑色的实线是最强的峰对应的保留时间。通过该图，可以迅速评估不同样品/run 中峰提取的精

度及差异。 

12) MS1（MS2） Spectrum at Apex： 
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该图展示的是肽段在色谱信号最强时的保留时间及其对应的 MS1（MS2）谱图。 

13) Peptide Data Match (PDM) Plo： 

 

 

该图展示了选中的肽段母离子的谱图信息，以及谱图的匹配情况。左侧显示该肽段对应的一级谱图，

右侧显示了该肽段对应的二级谱图，以及匹配的质量误差（右下方图）。 

14) Protein Coverage： 
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展示选中的肽段所归属的蛋白鉴定的覆盖度。颜色覆盖到的氨基酸序列是此次实验中鉴定到的肽段序

列，不同的颜色表示鉴定的假阳性率（FDR），绿色覆盖的肽段表示鉴定的可信度最高，FDR 值小于 1%；

橘色覆盖的肽段可信度中等，FDR 值小于 5%，红色覆盖的肽段则可信度极低。 

对于碎片离子显示的结果与肽段母离子基本类似，在这里就不再赘述。 

5.2.4 手动进行分析结果校正 

Spectronaut 可以进行高通量的、自动的峰识别，但是进行结果查看时，如果你对软件自动给出的结果

不满意，可以进行手动的调节。 

 调节肽段色谱峰的边界： 

在左侧的数据树中选中相应的肽段母离子，右侧展示窗口会显示该肽段的详细谱图信息。例如，选择

“MS2 XIC”可以看到该肽段对应的离子流色谱图，绿色虚线覆盖的区域即为软件提取的该肽段对应的质

谱峰，可以鼠标拖动两边的绿色虚线进行调节。修改之后，需要重新计算 Qvalue，同时在左侧的数据树中

该肽段的图标也会发生改变，象征该肽段是手动修改过的。 
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 在 XIC 中手动挑选一个不同的峰 

 

选中一个肽段母离子，在右侧的结果显示窗口中会对应显示 MS2 XIC 图，我们可以看到软件自动识别

的是图中的第一个峰，如果想要将其指定为图中第二个峰，则将鼠标放在第二个谱峰上，鼠标会显示为手
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掌的形状，此时单击鼠标，该肽段对应的峰就会由第一个改变为图中第二个峰，该肽段的图标上也会显示

有一个小手掌，表示手动调整过。修改之后，需要重新计算 Qvalue。 

 

 手动接受或拒绝一个肽段 
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      选中一个肽段母离子，可以手动接受或者剔除。其对应的图标会发生变化，显示该肽段被手动编辑。 

 手动指定干扰碎片离子 

 

在左侧的数据树栏，当展开某一个肽段母离子，可以看到其在谱图库中对应的所有的碎片离子，其中

用于定量计算的碎片离子显示为蓝色，没有用于定量计算的肽段显示为灰色。可以右击某一个碎片离子将

其指定为干扰离子或者将其用于定量计算。 

5.2.5 分析结果保存 

Spectronaut 不支持结果自动保存，如果没有保存就关闭软件，结果将无法找回，所以每个项目分析完

成之后建议先保存。 
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在 Analysis 界面找到需要保存的项目，右击项目名称，选择“Save as”保存为“.sne”文件。.sne 文件

有两种保存形式，分别为“Spectronaut Project File [WITHOUT XICs]”和“Spectronaut Project File [FULL]”。

Spectronaut Project File [FULL]格式文件更大，但是在重新打开时不需要再重新上传相关原始数据；如果保

存成 Spectronaut Project File [WITHOUT XICs]格式，后续查看数据时需要再上传一次原始数据才能查看详

细的谱图信息。 

如下图，如果保存为 Spectronaut Project File [WITHOUT XICs]格式，“Load a Spectronaut Experiment”

选中.sne 文件，上传之后，软件会提示你 Raw 文件丢失（如下图，黄色区域提示预警，没有 Raw 文件谱图

无法查看，需要将 Raw 文件添加上），按照以下步骤添加上 Raw 文件即可。 
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添加成功后，右侧数据树中的文件名称都变为黑色，则添加完成。 

5.3 QC—数据质控 

采用 Spectronaut 分析的 DIA 数据，软件都会自动进行数据质控。分析质控界面分为四个区域，如

图所示： 
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   其分析记录会显示在左上端的“History”目录下，所有的数据会根据仪器类型和分析时间排列，点击相

应的文件可以在中间一栏选择要查看的质控内容，在最右侧的窗口即可查看详细的质控结果。其中“QC 

Panels”显示了用于质控的 kit 列表，包括 iRT kit 以及新建的 QC kit（如果创建了会有显示，创建流程见

5.1.6） 

该质控结果，可以通过点击“Export to Spreadsheet..”导出 excel 文件，相应的图片可以在图片区域右

击鼠标，“Save Images As..”导出图片。 

    质控的具体内容及说明如下： 

1) Data Points per Peak（每个峰采集的数据点） 
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每个峰采集的数据点，其中横坐标为各个样品中碎片离子的质谱数据，纵坐标代表其中每个碎片离子

所采集的点的数目分布，红色点是其中位数，一般 5-8 个为好，太少的话会使定量的准确度降低，如果采

集的点数过多则会使得蛋白鉴定数目减少，所以并不是越多越好，5-8 是比较理想的数目。 

2) Delta iRT 保留时间差异 

 

 通过 iRT 预测的肽段保留时间和实际检测到的肽段（或 iRT 肽段）保留时间之间的差异，由 iRT/RT 回

归算法得到。其值越小表明保留时间越符合模型计算，在定量中越可以得到较好的矫正计算结果。 

3) Fully Eluted 
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横坐标表示的是不同的 run，纵坐标展示的是对应每个 run 中鉴定到的肽段中能够被选定的提取窗口

全部覆盖的肽段所占的比例，该比例越高越好。比例越高说明数据提取结果越好，精确度越高。 

4) FWHM. Full peak width at half maximum（半峰宽） 

 

该图显示每个样品中所有母离子的半峰宽分布，其中横坐标为各个样品中母离子不同的质谱数据，纵

坐标代表其中每个肽段母离子的 MS2 碎片离子峰宽分布，红色点是其中位数，一般 FWHM 中位数在 0.2-

0.3 分钟左右较为理想，大于 0.5 分钟则代表色谱柱性能下降，需要更换。 

5) Gradient length 色谱梯度时长 
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该图显示的是每个样品的色谱梯度时长，横坐标为检测的各个样品，纵坐标 120min 代表每个样品检

测时间为 2 小时。 

6) iRT/ Retention Time. 肽段母离子 iRT 保留时间/实际保留时间 

 

通过加入 IRT 标肽（indexed Retention Time）保留时间索引肽（共 11 条肽段）进行样品间矫正和色谱

质控，横坐标为不同样品，纵坐标不同颜色的点代表不同的标肽及其对应的保留时间。iRT 是根据标肽进

行了保留时间的转换，Retention Time 展示的是实际的保留时间，两图说明的结果类似。可以看到上图样品

间 iRT 时间基本一致，平行。故色谱表现较为稳定。 

7) Peak Capacity. 谱峰容量 

https://biognosys.com/shop/irt-kit
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该图显示的是各个样品的色谱峰容量，横坐标为各个样品，纵坐标为色谱峰容量。其计算公式为 g/(1/n 

Σi FWHMi*1.695), 其中 g 是梯度分钟数，n 是高可信（Q<0.01）肽段母离子的数量， FWHM 是半峰宽。

红色代表 iRT 标肽计算而来的峰容量，绿色则为所有肽段，一般 iRT 标肽的含量较高从而导致 FWHM 较

大，因此其峰容量会略低于其他肽段。对于 DIA 实验来说首先希望样品间峰容量一致性较好，使得其定量

能够较为准确，其次希望其峰容量越大越好，代表其可检测到的肽段越多。对于 120 分钟梯度来说，我们

希望其峰容量能够大于 200。 

8) TIC (Total Ion Chromatogram) 色谱总离子流 

 

 展示所有样品的色谱总离子流图（经色谱分离流出的组分不断进入质谱，质谱连续扫描进行数据采集，

每一次扫描得到一张质谱图，将每一张质谱图中所有离子强度相加，得到一个总的离子流强度。），横坐标
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是出峰时间，纵坐标为峰强度，不同颜色代表不同样品。我们希望谱峰尽可能的均匀分布。 

9) Area. 一级谱峰峰面积 

 

 肽段在一级质谱水平的峰面积分布，横坐标为不同样品，其分布越一致，代表不同样品间的质谱响应

越一致，间接反映质谱的稳定性较好。 

10) Mass Calibration.质量矫正结果分布  

 

该图显示各个样品的 MS1/MS2 质量矫正结果，横坐标显示各个样品，纵坐标显示平均质量精度。一

般情况下，校正后的 DIA 数据的精度希望小于 10ppm 为佳。 

11) MS1/MS2 Mass Accuracy. MS1/MS2 水平的质量精度 
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 横坐标为不同样本，纵坐标为其 MS1/MS2 水平的质量精度分布，越接近 0 越理想，DDA 数据大部分

在 5ppm（百万分之一）分布则代表质谱的质量准确性非常理想。DIA 数据则希望在 10ppm 内。 

12) Identification.鉴定结果分布 

 

横坐标为本次实验的各个 run，纵坐标为对应的 run 中鉴定到的肽段母离子、肽段、蛋白 group 的数目

分布。该鉴定结果是以软件中自带的数据库（标准的 HeLa 数据库）进行检索的，参考意义不大，可以不

用关注。 

13) Sensitivity.灵敏度 
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横坐标为本次实验的各个 run，纵坐标为对应的 run 中 Qvalue ≤ 0.01 条件下的灵敏度分布情况。 

5.4 Post Analysis—DIA 蛋白鉴定打分统计及差异筛选结果查看 

 

a. Analysis Overview 

主要是对 DIA 数据分析结果的总结及质控。Overview 主要是对鉴定结果的总结。Data Completeness 

用于评估 DIA 样品的定性数据量，分别在母离子、修饰肽、纯肽序列、蛋白 Group 水平进行展示，包

括 Recovery（DIA 整个实验的相应指标鉴定量占谱图库中相应指标数量的比例）和 Completeness（所有样

本的相应指标鉴定的平均数量占 DIA 整个实验鉴定数量的比例）两个指标。 
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Recovery 图，横坐标为 DIA 样品导入时的顺序序号，纵坐标为对应鉴定水平（如母离子、修饰肽、纯

肽序列、蛋白 Group 等）的数量，蓝色为 Full Profile，相当于累积交集（即截止到目前所有导入样品所鉴

定到的相应母离子、肽段或蛋白 group 的交集，随着导入数量越来越多该数目只会逐渐递减或者保持不变），

红色为 Sparse Profile，相当于累积并集（即截止到目前所有导入样品所鉴定到的相应母离子、肽段或蛋白

group 的并集，随着导入数量越来越多该数目会逐渐递增）。两者越相近，则代表实验重复性以及实验不同

分组的样品生物学背景越相似，但是相似度高不一定好，因为相似度越高也可能存在差异分组无显著差异

的现象。 

Completeness 图，横坐标是缺失值的数量（如 X=0 时所表述的含义即有约 14,000 个母离子在所检测

的 18 个样本中全部被鉴定到，该数值对应到 Recovery 图中即为最后一根蓝色柱子），纵坐标为对应鉴定水

平（如母离子、修饰肽、纯肽序列、蛋白 Group 等）的数量。缺失值为 0 的结果自然越多越好，代表实验

重复性以及实验不同分组的样品生物学背景越相似，但是同理也可能代表样本差异分组间的差异不显著。 

以上两个指标需要结合实际实验设计来评估，并不是一成不变的说越大/越少一定越好。 

1) Run identification 

定性结果一致性比较。包括母离子、修饰肽、纯肽序列、蛋白 group 水平的评估。 
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Complete id 表明各个样品中均成功定性的数量，Shared in>50% of the runs 是一半样品以上得到定性的

蛋白（大规模数据，或差异较大数据时可以一并计算），Sparse identification 即为该分组内的独有定性结果。

Unique identification 即为该样品的独有结果。 

2) Ranked Protein Groups 

 

该图将已鉴定到的 protein group 按照其定量值进行排序，横坐标展示排序的序号，纵坐标展示该 序

号上对应的蛋白的定量值。可以将鼠标停留在每一个数据点上以查看对应于每个点的蛋白信息。另外， 还

可以右键设置图片的显示内容。 

3) CV 

CV（coefficient of variation）即变异系数，用于评估资料中各观测值变异程度，即组内定量结果的重复
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性，CV 越小，组内重复性越好，但是对于一些复杂样本如临床样本，CV 会相对偏高，所以后续进行数据

筛选时，建议把 CV 作为一个备选指标，不做硬性要求。CV 分别采用 boxplot，density 及 BelowX 方式呈

现，其中 boxplot 和 density 所表述的意义相同，即对应组内所有母离子的 CV 分布及其中位数，而 BelowX

则分别计算了每组中所有的母离子数量及 20%，10%CV 内的母离子的数量。 

 

4) Normalization 

质谱进样前一般都会对样品进行预定量以保证上样的一致性，但无法避免背景差异较大的样品（如有

高丰度和无高丰度）出现信号的较大偏差，因此我们默认进行整体样品强度的归一化（默认算法是 local 

normalization，即假定所有样本中的大部分蛋白质的定量信号应该处于一个相似的水平，小部分差异蛋白

存在较大的差异）。 
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original response 图显示的是归一化之前各样本整体母离子响应强度分布情况，normalized response 图

显示的是归一化之后的各样本整体强度分布情况，如果在 normalized response 图中发现大部分样品的信号

强度均实现了基本相同的响应强度，那么基本可以认为结果可用。 

5) Sample correlation 

 

  展示所有样品中母离子定量的相关性。横坐标和纵坐标分别展示的都是各个样品，按照样品分组进

行排序。理论上，组内样品的相关性越高，差异分组间的相关性越差差异分析结果越好。红色表示高度相

关，蓝色表示相关性相对较差，默认相关性系数范围设置为 0.75-1。 

b. Scoring Histograms 
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评分柱状图展示蛋白定性和定量的评分情况，便于对数据进行质控。这一部分不需要特别关注，除非

出现 CV 值特别大或者蛋白鉴定量特别少的时候，我们可以查看此部分结果 Decoy 和 Target 的分布是否特

别离谱。 

 

Label free：展示每个 run 中 Target 肽段和 Decoy 肽段对应的鉴定及定量的丰度相关性、iRT 保留时间

误差绝对值，肽段鉴定评分分布情况。 

 

蛋白鉴定的打分值（Protein FDR，左图），横坐标是蛋白 group 的 Cscore 即蛋白的评分，纵坐标是对

应得分下蛋白 group 的数量分布。红色表示 Decoy 库中鉴定到的蛋白 group，灰色表示 Target 库中鉴定到

的蛋白 group，重叠的部分即为两个库中都鉴定的蛋白 group 即假阳性蛋白。通过该图我们可以清晰的看

到相应 FDR 阈值下蛋白 group 的评分值及数量分布，以评估鉴定结果的可靠性。 
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Protein Pvalue Histograms（右图）即蛋白 group 的 P 值分布情况。基本上都是分布在 P 值很低的区域。 

c. Analysis Details 

 

该图分别基于保留时间、定量值和 M/Z 对不同 condition 下蛋白 group 数目进行了统计，横坐标分别

显示的是对应的保留时间，定量值及 M/Z 的范围，纵坐标显示对应范围内的蛋白的比例。这为比较不同

condition 下的技术指标差异（例如液相和质谱性能）提供了很好的参考，但是对定量查看没有什么作用，

所以一般很少关注。类似地，Binned Coefficients of Variation 展示的是变异系数分布，即纵坐标变成了平均

变异系数，其他参数没有变化。 

d. Specialized Workflows 
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LFQ Bench plot：如图，样本由来自于三个物种的蛋白以一定比例混合而成。y 轴(log2Ratio)显示了基

于实验数据的混合蛋白组的比例。预期的比例(虚线)可以通过在绘图区鼠标点击右键（Set Expected ratios）

来设置。图右侧的分布显示了实验结果偏离预期比例的情况。x 轴表示蛋白质丰度(log2 转换)。 

e. Differential Abundance 

1) Candidates：蛋白质组的定量结果及差异筛选查看，这一部分对我们来说是最为重要的： 
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显示了所有鉴定到的蛋白及其在各对比组中的差异分布，表格详细的说明可以参照 candidates 列表的

表头说明，在此不进行赘述。带有蓝色漏斗状图标的数列可以通过设置相应的阈值对数据进行筛选，即我

们常用的差异倍数和 p 值。最右侧的窗口可以显示对应蛋白及其所有肽段母离子在各样品中的表达情况。 

筛选之后可以点击下方的“Export Table”将筛选好的蛋白导出，如果想要导出全部的蛋白，只需点击

漏斗，设置为“No filter”然后导出即可。 

2) P-value Histogram：p 值分布柱形图，显示定量到的蛋白的 p 值分布情况，横坐标为 p 值范围，纵

坐标为该 p 值范围内对应的蛋白数目。 

3) ALL Comparisons Histogram：对比分析柱形图，该图显示的是定量到的蛋白在各分组对比中蛋白

差异表达情况，横坐标是蛋白表达的差异倍数（经过 Log2 转换），对应分布在该差异水平的蛋白

数目为纵坐标。 

4) GO Enrichment：蛋白 GO（Gene Ontology）功能富集分析。 

5) GO Clustering：蛋白 GO 功能聚类分析。 

其中，4）和 5）两个 GO 注释相关的模块，如果采用 Spectronaut 分析需要先将该物种对应的 GO 注释

文件（.obo 或.gaf 格式的文件）下载下来（下载链接：http://www.geneontology.org/）再导入到软件中才能
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注释，该步骤比较耗时和占用资源，所以一般情况下通常不基于 Spectronaut 进行注释，而是单独构建服务

器进行注释。 

6) Heatmap： 

蛋白（纵坐标）定量强度（颜色）和样本（横坐标）热图可以大致评估整个实验的数据质量。 

 

蛋白的定量强度从高（黄色）到低（蓝色）进行排序，白色部分为缺失值。我们首先希望组内的一致

性越高越好，同时组间的一致性取决于实验设计，并非一定要追求无缺失值。热图会根据定量到的蛋白在

各样品中的表达水平进行层级聚类，聚类会进行蛋白水平的聚类也会进行样本间的聚类，如上图，在各样

本间表达趋势越接近的蛋白在纵坐标上的距离越接近，同理，样本间蛋白表达越相似的样本在横坐标上的

距离也越接近，因此在组间差异不大的情况下，会出现样品混杂排序的情况，属于正常现象。 

7) Volcano Plot：差异蛋白火山图 

该图将各对比分组中差异蛋白进行可视化展示，横坐标为蛋白的差异倍数，纵坐标为蛋白对应的 p 值，

都是经过取对数转换之后的值。图中的每一个点表示鉴定到的一个蛋白，灰色为不符合我们的差异筛选条

件即无差异的蛋白，红色的点表示两组对比中表达有差异的蛋白。 



上海易算生物科技有限公司 

 

  

OMICSOLUTION 76 

 

 

5.5 Report--报告的生成及查看 

 

 

Spectronaut 支持报告编辑功能，可以定制报告的内容。左边一栏可以选择报告提纲。Normal Report 相

比 Pivot Report 包含更多的信息，一般情况下，Pivot Report 的内容就已经满足我们后续的分析需求，所以

常规情况下使用 Pivot 模板。如果需要更加全面的信息可以使用 Normal Report 报告模板导出，可以通过

“Columns”窗口选择或者删除相应的数据列（鼠标停放在每一个 columns 名称上，都会显示对应的说明），

在最右侧的窗口相应的会显示报告的内容，通过左下端的“Export Report”即可导出报告。也可以将设计

好的模板“Save AS”保存起来，以后可以直接使用，也可以分享发送给其他人。 

5.6 Pipeline—批量分析设置及结果导出 

Spectronaut 软件的 Pipeline 界面提供批量处理经典 DIA（Library-based analysis）以及 directDIA 分析
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的流程，当我们有多个项目的数据需要分析，可以将各类参数设置好，软件会根据我们导入的项目顺序依

次进行数据分析，这比平行的进行多个项目的分析速度更快。 

设置批量分析的流程如下： 

 

    第一步：点击“Add from File..”导入 DIA 原始数据。 

第二步：命名实验名称。 

第三步：点击“Assign Spectronaut Library..”添加谱图库或者采用 directDIA 流程的话就添加 FASTA

序列数据库，操作同前面介绍的单个 DIA 项目的分析流程（详见 5.2.1）。 

第四步：设置 DIA 分析参数，一般情况下建议选择默认的 BGS Factory Settings。如果是进行的翻

译后修饰项目的分析，则需要设定修饰位点的可信度打分阈值即 PTM Localization（Identification→Filter on 

PTM Localization→Min Localization Threshold→默认值 0.75）。另外，BGS Factory Settings → Pipeline Mode

选项中，勾选需要软件自动保存的结果（Generate SNE File，Post Analysis Reports 以及 Report Schema 中的

部分报告都建议勾选，尤其是 SNE File），点击“Next”。 
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最后点击“Finish”即设置完一个项目。 

第五步：点击“Add from File..”开始另外一个项目的设置，流程同上。 

。。。。。。 

第六步：所有项目添加完成后，点击“Run Pipeline”即开始进入分析流程。 
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5.7 Pipeline—SNE Combine 

为了应对大规模样本数据分析，Spectronaut 14.0 推出 SNE 整合流程（Pipeline → Set up a SNE combine 

Process…）。基于该流程，可以将大规模实验得到的数据拆分成若干个小实验进行独立分析，结果存储为单

独的 SNE 文件。然后可以使用 SNE combine 工作流进行结果合并及 FDR 控制，从而导出完整报告。 

SNE combine 同样会进行归一化、干扰校正、蛋白质推断、定量和 FDR 控制。通过该流程可以降低硬

件配置的成本，同时实现大规模数据分析。 

采用 SNE combine 分析流程需要满足以下几个前提条件： 

➢ 所有需合并的 SNE 文件必须是采用的相同的谱图库和采集方法； 

➢ directDIA 暂不支持； 

➢ 差异分析及相关的可视化展示如热图、火山图暂不支持； 

➢ Report 导出格式目前仅支持 Normal report 格式，Pivort 格式暂不支持； 

➢ 数据的归一化目前仅支持“Global Normalization”; 

➢ 样本对应的 Condition 设置无法修改，所以在独立分析的时候就需要正确分组。 

操作流程如下： 

点击“Set up a SNE combine Process“→选择需要整合的 SNE 文件→设置 DIA 分析参数（一般情

况下建议选择默认的 BGS Factory Settings。另外， Pipeline Mode 选项中，勾选需要软件自动保存的结果

（Report Schema 中选择需要导出的报告模板），点击“Next” → Output Directory 指定结果输出的位置 

→ 点击“Finish”完成设置→ 点击“Run Pipeline”开始分析。 

5.8 Database—数据库 

数据库界面提供信息的存储及编辑功能，可以在此上传分析所需的序列数据库，设置修饰类型及酶切
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规则等。 

5.8.1 Protein Database—蛋白序列数据库管理 

Protein Database 模块用于存储及编辑 FASTA 蛋白序列数据库。支持数据库的导入、编辑、保存、导

出及删除功能。在建库和分析过程中导入的序列数据库都会保存在此处，也可以提前导入一些比较常用的

数据库，后续建库和分析的过程中直接勾选即可。具体操作如下所示： 

  

 

5.8.2 Modification—翻译后修饰管理 

  Modification 提供用户对翻译后修饰类型进行管理的界面。当采用外部搜索引擎导出的搜库结果建立谱

图库时，此处包含的翻译后修饰信息用于 Spectronaut 软件自动识别修饰序列。Spectronaut 含有一个默认的

翻译后修饰库，包含了所有搜索引擎中已经存在的修饰类型，如果有特殊的修饰类型，可以后期人工导入。

此界面支持来源于其他搜索引擎的修饰类型的批量导入以及添加新的修饰类型的功能。 

    导入外部搜索引擎中的修饰信息，可以批量导入： 
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 MaxQuant 来源，需要导入.xml 格式； 

 ProteinPilot 来源，需要导入.xlsx 格式； 

 Proteome Discoverer 来源，无特殊要求，.pdResult 及.msf 格式都支持； 

 Mascot 来源，需要个性化定制修饰。 

 

Spectronaut 会自动进行修饰的去重处理，如果同时存在来源于多个搜索引擎的相同修饰，软件会自动

保留其中一个搜索引擎的修饰而删除其余搜索引擎的信息。如果软件无法分辨是否相同，会在导入过程中

发出询问，人工做出判断。 

个性化定制修饰信息： 
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点击“New”→编辑修饰的名称→点击“OK”→编辑修饰发生的位点、化学式、电荷等信息→点击右

下角“Save”保存修饰。 

5.8.3 Cleavage Rules—酶切规则管理 

该工具用来定义将序列数据库中的蛋白序列进行理论酶切的规则，该规则适用于基于 Pulsar 进行的数

据库检索，包括谱图库建立及directDIA。使用频率最高的几个酶切类型软件中已经包含在内，包括Trypsin、

Trypsin/P、LysC、LysC/P 和 GluC。如果想要添加新的规则，可以选中一个已经存在的酶切类型，进行编

辑之后，点击“Save as…”保存为新的酶切规则。右侧的编辑窗口，可以设置酶切规则的描述，选择酶切

位点，“Preview”窗口可以预览酶切的结果，确认无误后可以点击“Save as”保存为新的酶切类型即可。 
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5.8.4 GO Databases—GO 数据库管理 

类似于 Protein Database，GO database 用来进一步对鉴定结果进行注释，通过富集分析进一步挖掘鉴

定出的蛋白的生物学功能。GO database 支持两种不同的数据结构：Gene Ontologies 和 Gene Annotations。 

Gene Ontologies 支持以图片的形式导入复杂的基因本体论结构。这些结构可以用于对蛋白的功能、亚细胞

定位和生物过程进行层次聚类。Spectronaut 支持来源于 GO Consortium 的.obo 格式的文件。基因本体论数

据仅用于特定物种的基因注释。 

Gene Annotation 文件将蛋白 ID（Uniprot Accession number）和 GO 注释结果联系起来。一般情况下，

基因注释文件必须包含以下两列内容：1. 以 Uniprot 数据库中的 Accession 号表示的蛋白 ID；2.每个蛋白

ID 号对应的 GO term 的 ID 号，包括该 ID 号对应的 GO term 的名称以及所属的分支（MF、CC、BP）。有

了这些信息，Spectronaut 可以将蛋白和其对应的注释联系起来。官方推荐的数据格式为.gaf 格式，但是也
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可以自定义注释文件的格式。 

GO Database 的获取： 

方法一：在软件提供的在线数据库中直接下载 Gene Annotation 文件： 

Spectronaut 提供多个物种的 Gene Annotation 在线资源，找到所需物种，右击选择“Download”即可下

载。下载完成的文件可以在 Gene Annotations 目录下找到，点击该文件，查看详细的注释信息。 

 

方法二：在 Gene Ontology 官方网站下载，然后上传到软件中。 

下载链接： http://geneontology.org/page/download-go-annotations 

文件的上传步骤：在 Database 模块下的 GO Database 界面下，点击左下角的“Import Gene Annotation…”

选中下载好的文件上传即可。如下图： 

http://geneontology.org/page/download-go-annotations
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5.8.5 Table Import—新增表头管理 

  Spectronaut 可以储存用户的谱图库每一列的名称，一旦上传了一个新的谱图库出现了新的数列，软件会

询问是否保存此列名，可以在列识别设置选项卡中管理这些名称。 

5.9 Settings—参数设置 

参数设置界面，提供 DIA 分析、Pulsar 搜库（基于 Pulsar 搜索引擎建立谱图库的参数设置）、directDIA

分析、谱图库建立及整体参数设置的功能。设置好的参数在此都可以保存为固定的模板，以用于后续的分

析及分享，支持模板的导入及导出。每个对应的参数都附有详细的解释说明，将鼠标放到对应的参数下就

会自动弹出相对应的文字说明。但是，我们还是建议优先采用软件默认的参数进行数据分析。 
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5.9.1 DIA analysis—DIA 分析相关参数设置 

DIA 分析设置界面提供了 DIA 分析相关的所有参数的设置功能，从数据提取到后期的统计分析，包括

FDR 卡值，Decoy 数据库的生成，定量参数及定量流程等。一般情况下，建议采用软件默认的参数（BGS 

Factory Settings (default)）进行分析，也可以根据实际情况进行个性化的调整。各参数细节说明见下表： 

◼ Data Extraction（质量容差设置） 

Intensity Extraction：定义离子强度的计算方式。 

a) Maximum Intensity (默认参数)：质量容差范围内的最大的 Area 值； 

b) Sum within Tolerance：质量容差范围内所有 Area 的总和； 

c) Highest Peak：质量容差范围内最高峰的强度值； 

d) Nearest Peak：质量容差范围内最接近于校正后的 m/z 的峰值。 

MS1/2 Mass Tolerance Strategy：在默认的参数设置（BGS Factory Settings (default)）下，数据提取的质

量容差和得分计算都是依赖于 iRT 自动校正得出，但是也可以自己指定质量容差。 
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a) Dynamic（默认设置，推荐使用）：自动校正，校正系数默认为 1。如果设置为 2，则是利用原来 2

倍的质量容差来进行校正，准确度会降低。 

b) Relative：根据目标离子设置相对的质量容差（ppm）。 

c) Static：设置固定的质量容差（Th）。 

◼ XIC Extraction（提取窗口设置）： 

XIC 离子迁移率提取窗口（IM Extraction Window）定义是否采用软件预测的 Ion mobility： 

a) Dynamic（默认设置，推荐使用）：Spectronaut 自定义提取窗口。默认的校正系数为 1。 

b) Full：在全梯度范围内寻找目标离子。 

 

XIC 保留时间提取窗口定义是否采用 iRT 预测肽段的洗脱时间： 

c) Dynamic（默认设置，推荐使用）：Spectronaut 根据 iRT 矫正的结果及色谱梯度的稳定性来自动定

义提取窗口。梯度越稳定窗口越窄。默认的校正系数为 1。 

d) Static：采用固定的峰宽来提取（min）. 

e) Full：在全梯度范围内寻找目标离子。 

◼ Calibration（校正）： 

Allow source specific iRT Calibration：是否启用 Source-specific iRT 进行校正（默认采用，推荐采用该

参数，关于 Source-specific iRT 的详细说明见.6.扩展阅读）。 

Calibration Mode：是否需要重新校正，一般只有在数据格式是 HTRMS（Biognosys 兼容的数据格式，

详情见 6.扩展阅读）的时候才需要，默认选择 Automatic 即软件根据实际情况自动选择是否重新校正 。 

MZ Extraction Strategy：定义在质量容差范围内选定质谱峰的规则。 

  Maximum Intensity (默认设置): 根据 Area 选择信号强度最强的峰； 
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Nearest Peak：选择最接近于校正后的 m/z 的峰。一般用于标记定量实验中，标记试剂质量相差极小

(<50 ppm)的情况下。 

Precision iRT：采用更多的校正肽段来提高 iRT 的精确度和准确性，默认采用。 

Exclude Deamidated Peptides：建议勾选，校正过程中把谱图库中所有含有脱酰胺基修饰的肽段都去掉。 

iRT → RT Regression Type：Spectronaut 提供两种形式的校正: Linear iRT calibration 即线性校正；Non-

linear iRT calibration 即非线性校正。一般情况下建议首选非线性校正，一方面我们采用的色谱梯度大都为

非线性梯度，另一方面，非线性校正更加灵活，在全梯度范围内进行非线性校正，但是在出现一些小的变

化时也会进行线性校正，另外当找不到足够的点数时软件也会自动变换为线性校正。所以建议选择 Non-

linear iRT calibration 的校正方式。 

Used Biognoys iRT Kit：是否采用 iRT 试剂盒，根据具体情况进行选择。 

Calibration Carry-Over：只有在进行 HCP 分析时才建议勾选。此步骤是指 Spectronaut Pulsar X 会在实

验中挑选一个质量最好的 run 来进行校正，然后把该矫正结果运用到其他 run 的数据分析中。标准的 DIA

分析流程不要勾选。在分析 HCP 时，建议勾选，并且把 XIC 提取的校正系数调整到 1.5 （Settings→XIC 

Extraction→Correction Factor）。 

◼ Identification（鉴定）： 

Exclude Duplicate Assays：对于某个特定的肽段母离子，可能会出现多种形式，例如不同的电荷，不同

的修饰类型，软件只保留最好的一个母离子，其他都排除。建议勾选。 

Generate Decoys：是否让软件自动生成 Decoy 数据库，默认选择是。软件以此来计算 Qvalue。如果不

勾选，则要确保提供的谱图库中已包含有 Decoy 数据库。 

Decoy Method：生成 Decoy 数据库的策略。Spectronaut 支持的策略主要有：Mutated、Scrambled、

Inverse、Q3 shift。推荐使用“Mutated”。（Mutated 方法是将序列中若干个氨基酸位点进行突变，突变的位
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点至少 2 个，最多为序列长度的二分之一；Scrambled 方法是将序列随机打乱，最后一个氨基酸保持不变；

Iverse 方法是将序列反转，只有最后一个氨基酸保持不变。Scrambled 和 Inverse 两种方法也都是比较常用

的，比如 Skyline 和 OpenSWATH 就分别采用了这两种方法，但是 Q3 shift 更加适用于代谢组学的数据分

析，蛋白质组学不太实用，所有不推荐采用。） 

Preferred Fragment Source：指定 Decoy 数据库中碎片离子生成的方法。软件可以基于神经网络学

习（NN Predicted Fragments）给出最佳的离子对，也可以直接基于 Decoy 的肽段序列计算离子的分子量生

成理论库（Template Fragments）。默认选择前者） 

Decoy Limit Strategy：是否设置 Decoy 数据库中序列数目的上限。 

a) None 是指将谱图库中所有的肽段母离子都生成 decoys。 

b) Dynamic 则只将一部分目标序列用来生成 decoys，数目不少于某个设定值： 

Library Size Fraction：默认 0.1。 

c) Static 可以设定 decoys 的固定数目，可设置的最大数目（Decoy Limit）为 5000。 

Precursor Qvalue Cutoff：母离子水平的 FDR 阈值设定，默认 0.01。 

Machine Learning：指定 Qvalue 和 Cscore 计算的方式，是每个 run 单独计算（per run）Qvalue，还是

整个实验整体（Across Experiment）计算 Qvalue，选择后者会在一定程度上降低灵敏度。 

Protein Qvalue Cutoff：蛋白水平的 FDR 阈值设定，默认 0.01。 

Single Hit Definition：指定如何定义一个蛋白是否为 single-hit 蛋白（即整个实验中只鉴定到一个肽段

的蛋白）。By Stripped Sequence 表示只鉴定到一个肽段序列；By Modified Sequence 则表示只鉴定到一种修

饰肽段； By PrecursorId 表示只鉴定到一个肽段母离子。 

Exclude Single Hit Proteins：是否剔除 single-hit 蛋白，默认不剔除。 

PTM Localization：指定是否进行翻译后修饰的鉴定以及设置修饰的可信度阈值（Probability Cutoff 默 
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认阈值为 0.75）。该设置用于翻译后修饰数据的分析。如果是做常规分析，此处建议不勾选，或者将阈值

设为 0。 

Pvalue Estimator：指定 p 值计算采用的算法。 

a) Kernel Density：核密度估计，属于非参数检验方法之一，是在已知样本所属的类别不假定总

体分布形式下，基于大样本的性质，直接利用样本估计出整个函数，是一种从数据样本本身

出发研究数据分布特征的方法。默认设置。 

b) Normal Distribution Estimator：正态分布估计。 

 

◼ Quantification（定量）： 

Interference Correction：是否剔除干扰离子，建议勾选。软件默认去除干扰离子，但是至少保留两个肽

段母离子，3 个碎片离子。 

Exclude All Multi-Channel Interferences：在标记实验中，排除所有轻标通道和重标通道中共享的碎片离

子。 

Proteotypicity Filter：过滤定量所使用的肽段。 

a) None：所有肽段都用来定量； 

b) Only Proteotypic：只采用该蛋白所独有的肽段进行定量，即使是 Isoform 里面含有的肽段也

剔除掉不进行定量； 

c) Only protein group sepicific：只采用该蛋白 group 中独有的肽段进行定量。 

Major (Protein) Grouping：定义哪些肽段归属为同一个蛋白，可选择 by Protein Group ID（具有相同

Protein Group ID 的肽段被 group 到一起）或者 by Gene ID（具有相同基因 ID 的肽段被 group 到一起）。 

Minor (Peptide) Grouping：定义哪些序列归属为同一个肽段，可选择 by Stripped Sequence（具有相同的
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非修饰氨基酸序列）；by Modified Sequence（具有相同的修饰的氨基酸序列）； by Precursor（具有相同的

肽段母离子）。 

Major Group（Minor Group） Quantity：选用何种方式来进行蛋白（肽段）水平的定量 

a) Mean peptide quantity: Top N 个肽段的平均值； 

b) Median peptide quantity: Top N 个肽段的中位数； 

c) Sum peptide quantity: Top N 个肽段的和； 

d) Geometric Median peptide quantity: Top N 个肽段的几何平均数。 

Major Group Top N：每个蛋白质选择 Top N 个肽段来计算表达量（1-3 个）。根据谱图数量和质量进行

打分排序，该评判过程在整体水平进行。 

Quantity MS-Level：指定用 MS1 还是 MS2 来进行定量。 

Quantity type：指定用峰面积（Area）还是峰强度（apex peak height）来定量。 

Data Filtering：指定采用何种方法进行数据的筛选过滤。 

a) Qvalue (default): 只有 Q value 值满足要求的母离子肽段才会出现在报告中，才会用于统计计

算和差异筛选。在数据表中 Q value 不满足条件的母离子显示为“Filtered”. 

b) Qvalue sparse: 只要在一个样品中检测到某一肽段，该肽段在报告中会显示在所有样品中都

被鉴定到。计算方法比 Qvalue 更宽松一些。此处缺失值的填充有几种不同的策略（Imputing 

strategy）： 

Global Imputing：基于整体数据中的低丰度信号采用随机抽样的方式进行填充； 

No Imputing：提取信号最好的信号报告； 

Run Wise Imputing：基于对应的 run，在本 run 中随机抽取低丰度信号进行填充。此方法更适

用于大规模实验。 



上海易算生物科技有限公司 

 

  

OMICSOLUTION 92 

 

 

c) Qvalue percentile: Qvalue sparse 的改进版，可以设定在你的样品中需要通过 Qvalue 阈值的比

例是多少。例如，如果你设置了 0.5，那么只有在一半以上的样品中达到了设定的 Qvalue 阈

值的肽段才会显示在报告中。 

d) Qvalue complete: 所有样品中的肽段母离子都必须满足 Qvalue 阈值，是最为严格的数据质

控方法，得到的鉴定量也是最少的。 

Cross Run Normalization：指定是否进行样品间的归一化处理，推荐勾选。 

    Normalization Strategy：指定归一化的策略。 

a) Local Normalization：通过优化的回归分析算法进行数据的归一化（Callister et al. 2006）。 

b) Global Normalization (by median or mean)：推荐采用，采用中位数或者是平均值来进行归一

化处理。 

          Row Selection：选择中位数或者平均值计算的数据来源。推荐选择 Automatic，即按照完整

性排序，采用前 10000 个母离子定量值的中位数或者平均值进行归一化。所有 run 的并集 (sparse)、交集

（complete ）还是一定比例（percentile，如果选择按照 percentile，则需要进一步设定比例）。 

Workflow：指定分析流程，此处指定将要进行的分析是 Label free 分析还是其他分析。 

From Library Annotation：选择此参数，则软件将会按照谱图库中的定义，如果谱图库中所有的

肽段母离子都同属于一个通道，则软件会自动判定为 label-free。当然，你也可以设定万一软件判定失

败，采用何种流程来进行分析，即在 Fallback Option 中选择相应的流程。 

     Profiling Strategy：对于一些并不能在所有 run 中都被识别到的峰，软件可以基于在某些 run 中识

别到的肽段（(Qvalue ≤ 0.01)）的 iRT 来定义该峰的提取色谱峰边界。可以基于以下算法完成： 

a) None：不进行此操作。 

b) Template Correlation Profiling：在所有 run 中找出该肽段质量最好的信号，以此作为模板去
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其余 run 中找到低丰度的信号。 

c) iRT profiling：在所有 run 中找出该肽段质量最好的信号，将该信号对应的 iRT 值作为模板

去其余 run 中寻找低丰度的信号。 

      指定算法之后，需要指定哪些肽段母离子执行此操作： 

Profiling Row Selection： 通过设定 Qvalue 来筛选执行此操作的肽段母离子。 

a) Minimum Qvalue Row Selection：最小的 Qvalue 都不满足设定的阈值时。 

b) Average Qvalue Row Selection：Qvalue 的平均值不满足设定的阈值时。 

c) Profile All Rows：对所有的肽段母离子执行此操作。 

d) Profiling Target Selection: 指定特定的母离子执行此操作 （non-identified or automatic）。 

     Unify Peptide Peaks：具有相同修饰的不同电荷状态的母离子在进行峰提取时以具有最高得分的

峰为标准。 

a) None：不执行此操作。 

b) Use exact Peak boundaries (SN 10)：采用 Spectronaut10 中的算法。 

c) Select corresponding Peak： 从 Spectronaut 11 开始对算法进行了修正。 

◼ Protein Inference（蛋白推理）： 

此处设置蛋白推理相关的参数，Spectronaut 基于 IDPicker 算法（Zhang et al. 2007）进行。 

Automatic：在此参数下，虽然谱图库中已经含有相关信息，但是 Spectronaut 会基于所有鉴定到的

肽段重新计算蛋白 group。 

From Search Engine：采用谱图库中的计算结果。 

From protein-db matching：可以通过重新设定酶切规则和序列数据库重新计算取代现有的蛋白

group。 
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◼ Post Analysis（差异蛋白筛选）： 

此处设定 DIA 定量分析的相关参数及分析内容。 

Calculate Explained TIC：选择是否计算以及怎样计算 TIC，默认不计算。 

a) None：不计算。 

b) Extensive：采用复杂的谱图识别方法来计算精确的 TIC。 

c) Quick：采用简单但是快速的峰识别，给出探索式结果。 

Calculate Sample Correlation Matrix：计算样本的相关性。 

Differential Abundance Grouping：指定定量计算的生物学单位，即是计算蛋白水平（Major Group）

的定量值还是计算肽段水平（Minor Group）的定量值。 

Use All MS-Level Quantities：指定是否采用 MS1 和 MS2 结合（Huang et al., 2020, MCP）的方法进

行差异检验。如果不勾选，则默认采用 Quantification→Quantity MS-Level 中指定的定量水平进行差异

检验。 

Differential Abundance Testing：指定差异计算的检验方法。 

Run Clustering：是否进行样本/run 间的聚类分析即 Heatmap 图。如果选择是，则需要进一步确定

距离算法（Distance Metric）、聚类算法（Linkage Strategy）以及数据是否需要进行 Z-score 的转化（Z-

score transformation）。 

Gene Ontology：GO 功能注释默认基于 GO Consortium。 

Reporting：设置报告的相关参数。此处主要针对的是批量分析（Pipeline 模式）的项目报告的导出

设置。（ps：Pipeline 批量分析结果不会显示在软件中而是直接保存为报告，所以特别要注意此处设

置为 自动保存相应的结果文件）。 

Generate SNE File：指定是否在分析完成之后自动保存 SNE 文件，此设置只支持 Pipeline 模式
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即批量分析的项目。 

Pipeline Report Schema：指定批量分析报告导出采用的模板。 

Pipeline Reporting Unit：指定报告导出的单位，是以实验（Across Experiment，一个实验中的所

有 run 会展示及保存在一个报告中）为单位还是以 run 为单位（Per run，每个 run 单独导出一个报告）。 

Scoring Histograms：选择是否在 Pipeline 模式下显示得分柱形图。 

5.9.2 Pulsar Search—基于 Pulsar 的数据库检索参数设置 

设置 Pulsar 搜库时的相关参数。 

◼ 肽段相关设置（Peptides）： 

包括酶切类型，酶切规则，最大肽段长度、漏切位点个数、Decoy 数据库生成过程中的特殊氨

基酸，N 端 M（甲硫氨酸）的切除。 

◼ 修饰的设定（Modifications）： 

最大可变修饰的数目（Maximum Variable Modifications），在一个肽段上可能同时发生的最多的

修饰位点的数目，默认设置的数目是 5 个，设置的数目越多，出现的可能的组合越多，相应的用于

计算的资源和时间也就越多。 

指定修饰类型（Maximum Variable Modifications），Fixed Modifications 即固定修饰，氨基酸通

常会发生的修饰，Carbamidomethyl (C)是烷基化过程中会加上的修饰，所以一般都设置为固定修饰；

Variable Modifications 即可变修饰，氨基酸上可能会发生的修饰，一般蛋白 N 端乙酰化

（Acetyl(Protein N-terminal)）和甲硫氨酸氧化（Oxidation(M)）都会设置，也可以增加其他修饰，

但是修饰类型越多搜库所占用的资源和时间越长。 

◼    标记的设定（Labeling）： 
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软件支持类似于 SILAC 的标记定量，但是标记通道不得多于 3 个。在此处设定每一个标记通

道对应的标记类型。后续定量结果展示会分通道展示。如果进行的是非标记定量，则忽略此处设置。 

◼   碎片离子类型的设定（MS2）： 

此处基于质谱仪器中的碎裂形式选择对应的离子类型，默认为 b，y 离子。 

5.9.3 Library Generation— 谱图库建立相关参数设置 

设置谱图库建立相关的参数。 

◼ Tolerance（质量容差设置）： 

a) Dynamic：默认设置，软件会经过两轮的矫正计算出最合适的质量容差，针对不同的质谱

仪器（Ion Trap、Orbitrap、TOF）可以设置特定的质量容差。 

b) Relative：设置相对的质量容差（ppm）。 

c) Static：设置固定的质量容差（Th）。 

◼ Identification：蛋白鉴定的阈值设定，针对不同的搜索引擎可以针对性的设置相关阈值。常规情况

下会在 PSM、Peptide 和 Protein 水平上都设置 FDR 值为 0.01。如果进行的是翻译后修饰数据的分 

析，则需要同时对修鉴定的可信度进行打分并设置相应的阈值，此时，则需要将“Filter on PTM 

Localization”勾选上，并且设置“Min Localization Threshold（可信度阈值，默认 0.75）” 

◼ Protein Inference：选择是否根据谱图库来做蛋白的推理，建议选择。该结果会与 FASTA 文件一起

保存在谱图库中，后期进行数据分析时，软件会自动根据谱图库进行蛋白的推理。如果需要

Spectronaut 来做蛋白的推理，则需要进一步设置酶切类型，酶切规则及是否切除 N 端甲硫氨酸。 

◼ Spectral Library Filters：对搜索引擎给出的搜库结果进行过滤，在肽段母离子和碎片离子水平都进

行过滤。建议采用软件默认的参数，如果需要了解某一参数，可将鼠标停留在相应参数的位置进
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行查看。 

◼ Workflow：一般进行的都是非标计定量，所以不勾选。如果勾选，Spectronaut 会根据选择的分析

流程为每一个肽段理论生成一个丢失的重标/轻标通道。 

◼ iRT Calibration：预设 iRT 矫正的精确度，默认 R2（Minimum Rsquare）大于 0.8。 

iRT Reference Strategy：指定 IRT 校正的策略： 

   Empirical iRT Database：采用软件内置的 iRT 参考库进行校正，包含多个来源的共 10 万多条

肽； 

   Deep Learning Assisted iRT Regression：机器学习辅助的 iRT 回归分析算法。使用深度学习算

法生成新的 iRT 参考库。这在处理内置参考库中不包含的非模式物种时非常有利。 

Use RT as iRT：在没有添加 iRT kit 或者软件识别到的参考肽少于 3 条时，该 run 会被软件自动剔

除。为了避免数据被剔除，如果样品中没有添加 iRT kit 或者软件识别到的参考肽少于 3 条，将此

处勾选上，则软件会使用实验中检测到的 RT 值代替 iRT 值，是分析能够正常进行。 

        Use Stripped Sequence To Identify Reference：指定在识别 iRT 肽段进行校正的时候是否要忽略肽段

的修饰。 

5.9.4 directDIA—directDIA 分析相关参数设置 

directDIA 的参数设置类似于整合了 Pulsar Search、Library Generation 和 DIA Analysis 的相关参数，

相关参数前面已经介绍过，在这里就不再赘述。 

5.9.5 Global –通用参数的设置 

在通用（Global）参数设置界面，主要涉及到一些个性化的参数设定，比如绘图参数、文件保存
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路径、报告模板等。 

a. General 模块主要是一些软件运行的基本参数，比如占用的 CPU 数量（CPU 0 是必选的），自动检查更

新（Check for Updates on Startup，建议勾选）等。 

Experiment Naming Strategy：指定 Spectronaut 自动生成实验名称的策略。 

其中比较重要的是“File Name Parsing Strategy”，用来指定读取原始数据文件名的规则，以便于软件能

够根据文件名称自动的识别样本的分组信息，可以关联到 Configure condition 处的分组设置中。文件名称

中，各关键词间以“_”隔开。可以点击空白区域重新编辑命名规则。 

 

    QC Plot History Length：指定 QC 模块能够容纳的最大数量的 runs，默认为 100。如果是不设定最高上

限，则设定为-1。 

    Remove Common Filename Pattern：当进行一个新的分析时，软件会自动识别每个 run 名称中一致的前

缀，可以选择去除（Always remove common prefix without asking）这些前缀或者不去除（Never remove common 
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prefix），也可以设置为每次询问（Always asking）。 

b. Directories：设置各类数据保存的路径，点击右侧的“Browse”选定相应的路径即可。 

c. Plotting：设置绘图相应的参数。 

    Enable Smoothing：指定在绘制 TIC 色谱图时是否对曲线进行平滑处理，该操作只会影响图片的

展示效果，不会对数据的分析结果产生任何影响。 

        Smoothing Strategy：平滑处理的策略，默认选择 Moving Average Smoothing。 

                  Window Size：进行平滑处理的窗口大小，默认设定为 3。 

    Indicate Interferences：指定是否显示干扰离子，如果选择显示，则干扰离子会以虚线的形式显示

在谱图中。 

   Line Strength：指定图表中线段的粗细（单位：像素），默认为 2。 

   Scale to Peak Height：在 XIC 图中，自动调整峰高与 y 轴的比例。 

   Show Integration Boundaries：指定是否在 XIC 图中用绿色虚线显示峰提取的边界，用绿色覆盖峰

提取的面积。 

   Show iRT Line：指定是否在 XIC 图中显示预测的保留时间，如果选择显示，则预测的保留时间会

以黑色的虚线显示。 

d. Reporting：设置报告导出及保存相关的参数。 

Automatic SNE Storage：前面介绍过 pipeline 模式和命令行模式分析的结果可以设置为自动保存，对于

独立分析的分析结果在此处也可以设置为自动保存。 

Storage Location：指定分析报告保存的路径，点击右侧的“Browse..”设置保存路径。 

Store with XIC Data：指定保存的结果中是否要包含“XIC Data”，如果包含，后续基于 Spectronaut 进

行结果查看时可以直接查看谱图信息，如果不包含，则后续查看时需要重新上传 Raw 文件，重新提取峰之
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后才能进行谱图的查看。但是包含了 XIC Data 之后，文件会变得更大。 

Batch Output Destination：指定批量分析的结果保存的路径，点击“Browse”设置保存路径。 

Output File Naming Schema：指定输出的文件命名的规则，点击空白区域可以编辑输出规则。 

5.10 About—关于软件的一些介绍 

    如果需要软件的用户手册即更加详细的说明，可以在 About 界面查找“User manual”。此处也提

供了产品相关的其他链接，例如软件的版本更新日志、激活码获取的网址链接，软件使用手册等。 

   

 

6 拓展阅读： 

6.1 iRT kit 

为了使 Spectronaut 能够全自动灵敏的进行信号处理，Biognosys 公司开发了 iRT 试剂盒。该试剂盒是

由多条人工合成的标准肽段混合物组成，在样品前处理时掺入，可以作为软件矫正的依据，根据标准肽段
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软件可以更精确的识别质谱峰，并且相关的质控的信息可以通过 QC 模块查看。使用 iRT 试剂盒的优势如

下：自动进行运行参数的矫正；提高灵敏度和特异性；定量准确度更高；自动质量控制。因此，强烈推荐

使用 Spectronaut 分析时配合 iRT 试剂盒。 

6.2 Source-specific iRT calibration 

Source-specific iRT 是 spectronaut 提出的一个新概念。在过去，谱图库中某一肽段的的 iRT 值来源于所

有 run 中该肽段的中位数。但是，当我们整合多个不同色谱梯度条件下的数据构建谱图库时就会导致 iRT

精度的降低。一个比较好的例子就是整合公共存储库中的 DDA 文件和自己定量的 DIA 文件生成混合库的

情况，这种情况下，采用的色谱条件和梯度会存在差异，就会使得矫正结果不理想。 

为了提高峰提取的准确度，有多少个数据来源 Spectronaut 就会相应地计算多少个 iRT 值。当使用这个

谱图库进行 DIA 数据的分析时，Spectronaut 会从中挑选最佳来源的 iRT。因此，使用 Source-specific iRT 能

够在采用高深度数据库的同时保证 iRT 的精度。 

6.3 Search Archives 

如果没有 Search Archive 文件，在我们想把多个数据库整合在一起时，为了控制鉴定的 FDR，需要将

所有的原始数据都放在一起再重新搜一遍库建立一个新的谱图库。 

而 Spectronaut 会将每次建库过程中，数据库检索到结果保存为 Search Archive 文件，该文件包含了所

有进行 FDR 卡值前的信息，因此可以将多个 Search Archive 合并，然后再进行 FDR 卡值，生成一个新的

谱图库，就避免了重新搜库耗时耗力的问题。 

另外，如果想要查看谱图库的详细信息，例如鉴定到的肽段、蛋白列表，可以将 Search Archive 文件

导出，通过 Spectronaut Mine 软件打开即可查看。Spectronaut 不支持查看谱图库的肽段和蛋白列表等信息。 
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6.4 HTRMS 

安装 Spectronaut 的同时会一同安装一个名为 HTRMS Converter 的软件，此软件为免费软件，可以在

多个电脑上运行并且不需要证书进行激活。 

HTRMS Converter 可以将采集到的 DIA 数据转化为 Biognosys 兼容的文件格式即 HTRMS 格式，如果

你需要对一个数据进行多次分析时，采用此软件将你的数据进行格式的转化之后能够显著减少分析所用的

时间。该软件可以同时运行多个任务。 

通过点击界面左下角的“Add Folder…”或者下拉选框中的“Add Files…”可以上传文件夹或者单个文

件进行格式的转换。 
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