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摘要: 翻译后修饰在调控蛋白质构象变化、活性以及功能方面具有重要作用，并参与了几乎所有细胞通路和过

程。蛋白质翻译后修饰的鉴定是阐明细胞内分子机理的基础。相对于劳动密集的、耗费时间的实验工作，利用

各种生物信息学方法开展翻译后修饰预测，能够提供准确、简便和快速的研究方案，并产生有价值的信息为进

一步实验研究提供参考。文章主要综述了中国生物信息学者在翻译后修饰生物信息学领域所取得的研究进展，

包括修饰底物与位点预测的计算方法学设计与完善、在线或本地化工具的设计与维护、修饰相关数据库及数据

资源的构建及基于修饰蛋白质组学数据的生物信息学分析。通过比较国内外的同类研究，发现优势和不足，并

对未来的研究作出前瞻。 
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Abstract:  Post-translational modifications (PTMs) are essential for regulating conformational changes, activities 
and functions of proteins, and are involved in almost all cellular pathways and processes. Identification of protein 
PTMs is the basis for understanding cellular and molecular mechanisms. In contrast with labor-intensive and 
time-consuming experiments, the PTM prediction using various bioinformatics approaches can provide accu-
rate, convenient, and efficient strategies and generate valuable information for further experimental consideration. In 
this review, we summarize the current progresses made by Chineses bioinformaticians in the field of PTM Bioinfor-
matics, including the design and improvement of computational algorithms for predicting PTM substrates and sites, 
design and maintenance of online and offline tools, establishment of PTM-related databases and resources, and bio-
informatics analysis of PTM proteomics data. Through comparing similar studies in China and other countries, we 
demonstrate both advantages and limitations of current PTM bioinformatics as well as perspectives for future studies 
in China. 
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细胞是生命活动的最小单元，蛋白质是构成细

胞的基本要素。蛋白质翻译后修饰(Post-translational 
modification, PTM)是调控蛋白质功能的重要机制，
在生物学过程和信号通路中发挥着不可替代的作用，

并可逆地决定了细胞的动力学和可塑性 [1]。翻译后

修饰通常发生在编码基因 DNA序列转录为 mRNA，
并翻译成蛋白质序列之后。由于翻译后修饰过程的

生化机理为共价键的形成或断裂，因此翻译后修饰

也称为共价修饰(Covalent modification)[1]。翻译后修

饰可发生在特定氨基酸的侧链上，如常见的磷酸化

(Phosphorylation)[2]、泛素化 (Ubiquitination)[3]和乙酰化

(Acetylation)[4]等，也可发生在蛋白质序列的主链上，

如蛋白酶切 (Proteolytic cleavage)和内含肽剪切
(Intein splicing)等[5,6]。翻译后修饰过程通常受到特

定酶(Enzyme)的催化，如蛋白激酶(Protein kinase)催
化磷酸化反应[7]，E1泛素活化酶(Ubiquitin-activating 
enzyme)、E2 泛素结合酶(Ubiquitin-conjugating en-
zyme)和 E3泛素连接酶(Ubiquitin ligase)协同催化泛
素化过程 [8]，而组蛋白乙酰转移酶 (Histone acetyl-

transferase, HAT)则催化乙酰化修饰[9]。修饰底物也能

在特定酶的作用下发生去修饰反应，如蛋白磷酸酶

(Protein phosphatase)催化去磷酸化 [7]，去泛素酶

(Deubiquitinating enzyme, DUB)执行去泛素化反应[8]，

而组蛋白去乙酰化酶(Histone deacetylase, HDAC)则
催化去乙酰化过程 [9]。系统分析发现，人类基因组

中存在 516 个编码激酶的基因和 160 个编码磷酸酶
的基因[7]，以及 720个 E1、E2、E3泛素酶和 126个
去泛素酶基因 [8]。研究表明，不同的酶通常仅调控

有限的、特定的底物，并且具有特定的底物识别特

异性 [2]。由于去修饰酶的数量较少，其识别底物的

特异性较低，因此目前研究者的兴趣主要集中于修

饰酶催化的修饰过程，对于去修饰过程的关注则相

对较少。 
在构成蛋白质序列的 20 种常见氨基酸中，有

15种氨基酸上可发生修饰，而 5种疏水性氨基酸—
亮氨酸(Leucine, L)、异亮氨酸(Isoleucine, I)、缬氨酸
(Valine, V) 、 丙 氨 酸 (Alanine, A) 和 苯 丙 氨 酸
(Phenylalanine, F)尚未发现修饰的存在[10]。蛋白质翻
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译后修饰的种类很多，已鉴定并被认可的修饰约有

470 种(http://www.uniprot.org/docs/ptmlist)。虽然每
一种修饰都可能具有潜在的调控功能，但不同的修

饰往往倾向参与特定的生物学过程。例如，磷酸化

更倾向于参与细胞信号转导通路与细胞周期，泛素

化则主要通过促进底物的降解来调控蛋白的生命周

期，而近期的研究表明乙酰化除了参与转录调控，

也在细胞代谢过程中发挥重要的作用(表 1)。常见的
几种翻译后修饰及其主要调控功能可参见表 1。 
传统的实验学方法，例如通过定点突变潜在的

修饰位点，利用体外或体内的实验方法鉴定修饰底

物和位点，需要耗费大量的时间、精力和资金。近

年来，基于高通量质谱等技术的修饰组学研究发展

迅速，但由于实验步骤繁琐、生物样本不稳定等因

素，修饰组学鉴定的可重复性仍有待提高。因此，

发展生物信息学方法能够准确、快速、有效地预测

潜在的修饰底物和位点，为进一步的实验研究提供

有价值的参考信息[18~20]。在最近几年的工作中，本

文作者已详细评述了国际翻译后修饰生物信息学领

域的研究进展[18~20]：介绍并总结了 22个磷酸化相关
的数据资源与数据库，30个磷酸化底物、位点、磷
酸化结合模体(Phospho-binding motif)的预测工具[19]；

评述了基于磷酸化蛋白质组学数据的计算分析[18]，

包括磷酸化模体的发现、磷酸化网络的系统模拟、

遗传变异影响磷酸化的识别，以及磷酸化的分子进 
 

表 1  12 种常见的蛋白质共价修饰的相关信息以及主

要的调控功能 

翻译后修饰 中文名称 
主要识别

位点/模体 
功能 

Phosphorylation[2] 磷酸化 S/T, Y 普遍 

Uiquitination[3] 泛素化 K 蛋白质降解、信号转导 

Glycosylation[11] 糖基化 N, W 蛋白质折叠、细胞黏附 

Acetylation[4] 乙酰化 K 转录调控、DNA损伤修复 

Nitration[12] 硝基化 Y 蛋白质功能损伤 

Sumoylation[13] SUMO化 K 转录调控、信号转导 

Palmitoylation[14] 棕榈酰化 C 信号转导、细胞凋亡 

Methylation[15] 甲基化 R, K 转录调控、信号转导 

Sulfation[16] 硫化 Y 类固醇合成、异物代谢 

S-nitrosylation[17] 亚硝基化 C 信号转导、钙循环 

Caspase cleavage[5] Caspase酶切 DXXD↓ 细胞凋亡 

Calpain cleavage[6] Calpain酶切 L/VX↓ 细胞周期、胃酸分泌 

注：↓表示酶切肽键位置。 

化等；重点总结了基于磷酸化组学的网络医学

(Phosphoproteomics-based network medicine)的研究
进展[20]，包括从尚未注释的磷酸化组学数据中重建

磷酸化介导的信号网络、网络磷酸化分子标记

(Network phospho-signature)的发现，以及利用这些
分子标记来分类癌症和预测药物反应(Drug response)
等。近期，我们收集了国际和国内翻译后修饰相关

的 230 多个数据库和计算工具，并予以简介和推荐
(http://www.biocuckoo.org/link.php)。 
本文主要介绍了中国在翻译后修饰的生物信息

学领域的研究进展，包括翻译后修饰位点预测的计

算方法学研究，翻译后修饰底物及位点预测的在线

工具、软件和计算平台的设计，翻译后修饰相关数

据资源与数据库的构建，以及基于磷酸化蛋白质组

数据的生物信息学分析等，并与国外同类工作进行

比较，发现优势和不足，总结研究的经验和教训，

同时对本领域未来的研究方向和内容进行展望，提

出新的科学与技术问题，以推动我国在翻译后修饰

生物信息学领域的快速发展。其中根据在修饰组学

研究中，基于质荷比信息谱分析获得修饰肽段是重

要的数据处理与分析过程，但这部分内容不在本文

讨论的范围之内。 

1  翻译后修饰位点预测的计算方法学研究 

蛋白质序列上的翻译后修饰残基位点能否预测，

是本领域早期研究中面临的最大挑战。若修饰底物

和位点不能准确的预测，则后续的计算分析也毫无

意义。因此修饰位点预测是本领域最基础的核心问

题。在早期研究中，对于该问题的真伪充满争议。

例如，Blom等[21~23]的系列工作表明，蛋白质磷酸化

修饰在一级序列上存在特异性，不同激酶可能通过

识别特定的序列模体(Sequence motif)来修饰底物，
因此磷酸化位点可以预测。此外，实验证据表明大

多数 SUMO化修饰位点符合 ψ-K-X-E模体(ψ为疏水
性氨基酸，X为任意氨基酸)，因此 SUMO化修饰具
有高度的特异性，SUMO化位点也可以准确的预测[24]。

但对于棕榈酰化(Palmitoylation)来说，由于没有发现
任何有明显特征的序列模体，主流学者一致认为棕

榈酰化位点的预测将非常困难。Zhou 等[25]于 2006
年假设棕榈酰化修饰可能识别多个不同的序列模体，

因此先将已知的棕榈酰化按照序列相似性分成 3 个
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组，再利用聚类和打分策略(Clustering and scoring 
strategy)设计了第一个棕榈酰化位点预测工具
CSS-Palm，具有较高的准确性，从而证明棕榈酰化
位点具有可预测性。近年来，国际与国内学者不断

地设计有效的计算方法，针对大多数常见修饰已构

建了相应的计算工具。因此，翻译后修饰位点能否

预测这个问题，在当前已基本不再有争议。修饰位

点预测的计算方法可分为三大类，包括机器学习

(Machine learning)类算法、位置特异性打分矩阵
(Position-specific scoring matrix, PSSM)类算法和基
于修饰肽段相似性类算法。下面简要介绍 3 类算法
的原理与发展历程。 

1.1  机器学习类算法 

1999年，丹麦生物序列分析中心(Center for Bio-
logical Sequence Analysis, CBS)的 Nikolaj Blom等使
用当时已知的、实验证实的 210 个酪氨酸
(Tyrosine)、584 个丝氨酸(Serine)和 108 个苏氨酸
(Threonine)磷酸化位点作为训练集，利用神经网络
(Neural network)算法首次实现了非特异性的
(Non-specific)蛋白质磷酸化位点的预测[23]。2004年，
韩国学者 Jong Hun Kim 等[26]首次利用支持向量机

(Support vector machine, SVM)算法设计了激酶特异
性磷酸化位点预测方法。这一算法也被中国学者应用

到了蛋白质甲基化(Methylation)、棕榈酰化、SUMO
化、乙酰化、泛素化和磷酸化等位点预测的工作中。

2005 年，Li 等 [27]利用 k-近邻(k-Nearest Neighbor, 
k-NN)算法设计了激酶特异性(Kinase-specific)磷酸
化位点预测方法。2014 年，Wu 等[28]基于 k-近邻算
法设计了磷酸酯酶识别位点预测方法。此外，2007
年 Tang 等 [29]利用遗传算法整合神经网络 (Genetic 
algorithm integrated neural network, GANN)设计了非
特异性磷酸化位点预测方法。同年，李亦学和蔡煜东

两个研究组合作，利用 SVMs和偏最小二乘法(Partial 
least squares, PLS)分别构建了 N-糖基化(N-glyco-
sylation)位点预测方法，并获得较高的准确性[30]。 
在早期机器学习类算法的应用当中，一般将计

算模型考虑成“黑盒子”，不关心具体的序列或氨基
酸残基特征(Feature)，也不做特征的提取和选择。
2007年，Liu等[31]首次引入特征提取和选择的概念，

使用有序前向选择(Sequential forward selection，SFS)

算法提取有效的氨基酸性质作为训练特征，利用

SVMs 训练模型并设计了 SUMO 化位点预测方法。
该研究组还使用最大关联最小冗余(Maximum relev-
ance minimum redundancy, mRMR)[32]、渐进特征选

择(Incremental feature selection, IFS)[32]和特征前向

选择(Feature forward selection, FFS)[33]等算法进行

特征的选择。该研究组还最早使用随机森林(Random 
Forest, RF)算法预测蛋白质的酶切位点 (Cleavage 
site)[34]。蛋白质磷酸化过程受到多种因素影响，磷

酸化位点周围的氨基酸序列并不能完全决定磷酸化

是否发生。在氨基酸序列基础上，Li 等[35]将蛋白−

蛋白相互作用、亚细胞定位、蛋白质结构域等特征

引入到激酶识别位点的预测中，使预测效果有了很

大提升。此外，Chen 等[36]于 2008 年提出 k-空位氨
基酸对组成 (Composition of k-spaced amino acid 
pairs, CKSAAP)算法用于特征的提取和选择，结合
SVMs设计了 O-糖基化(O-glycosylation)位点预测方
法。2013年，Zou等[37]设计了单体谱组成(Composition 
of monomer spectrum, CMS)算法，应用于氨基酸的
编码和特征的提取。2014年，Hou等[38]使用逻辑回

归分类器(Logistic regression classifiers)算法设计了
乙酰化位点预测方法。整体来说，在采用机器学习

算法预测蛋白质翻译后修饰时，并不深入研究序列

或者结构特征的具体使用和权重，具体的参数和模

型往往难以对应到生物学意义上来。而机器学习算

法的深度优化，往往容易带来过训练的问题，需要

特别引起注意。 

1.2  位置特异性打分矩阵类算法 

该类算法是翻译后修饰早期计算研究的方法之

一，其基本假设为修饰位点两侧短肽段的特定位置

上存在氨基酸残基的偏好，因此对于阳性和阴性数

据可分别构建氨基酸出现频率的矩阵，对于给定序

列可分别计算在阳性和阴性数据中出现的几率值，

两者相除即得分值。2001 年，Yaffe 等[39]引入位置

特异性打分矩阵算法，并首次实现激酶特异性磷酸

化位点预测。该类算法存在的主要问题有：(1)基本
假设有理论缺陷。应用该类算法的基本假设是蛋白

质序列上各个氨基酸位点具有独立性，之间没有相

互作用或影响，否则概率不能连乘。但事实上邻近

的氨基酸相互之间存在影响，例如修饰位点两侧的
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氨基酸决定修饰的特异性。因此这个基本假设从理

论上来说并不够合理；(2)计算模型过于简单，只考
虑氨基酸出现的频率，忽略了氨基酸其他的生化性

质等。因此，该类算法在我国应用不多，或一般不

独立使用。2010年，蔡煜东研究组将位置特异性打
分矩阵算法得出的分值作为可选择的特征之一，并

先后设计了羟基脯氨酸(Hydroxyproline)[40]、羟基赖氨

酸(Hydroxylysine)[40]、泛素化和酰胺化(Amidation)[41]

等位点预测方法。 

1.3  基于修饰肽段相似性类算法 

在翻译后修饰位点预测方法没有推广之前，实

验学家一般将潜在的修饰肽段(由修饰位点及两侧
短肽段组成的序列片段)与已知的、实验证实的修饰
位点相比较，根据相似肽段具有相似功能的隐含假

设，凭经验人为判断给定的位点是否发生修饰，并

指导其进一步实验。由此衍生出来的基于修饰肽段

相似性类算法的计算模型简单，但具有明显的生物

学意义。另一方面，调控底物的上游酶也可能发生

修饰，从而改变其构象并导致底物识别特异性的变

化，因此一种修饰的底物位点可能分别符合多个模

体。基于这两个假设，Zhou 等[42]于 2004 年提出基
于分组的磷酸化位点预测和打分(Group-based phos-
phorylation site predicting and scoring)算法 GPS 1.0，
应用于激酶特异性磷酸化位点的预测。该工作定义

了磷酸化位点肽段(Phosphorylation site peptide, PSP)
的概念[42]，将磷酸化位点与左侧和右侧 3 个氨基酸
组成的 PSP(3,3)考虑成一个整体，与一条已知的磷
酸化位点肽段相比较，利用氨基酸替代矩阵

BLOSUM62计算每一对氨基酸对的相似性分值，加
和即得两条肽段的分值。为了消除显著不相似肽段

造成的干扰，两条肽段加和分值小于零的置为零。

给定的磷酸化位点肽段将与训练集中每一个已知的

磷酸化位点肽段相比较并计算分值，平均值即为最 
终的打分分值[42]。2008年，Xue等[43]大幅度优化算

法，设计 GPS 2.0 算法，在保留已有打分策略不变
的基础上，引入矩阵突变(Matrix mutation, MaM)的
概念，通过随机改变初始氨基酸替代矩阵中的分值

来提高预测性能，结果表明在训练时间足够长的情

况下，不同初始矩阵经过优化后的结果收敛成相似

或相同的矩阵。由于 GPS 1.0 考虑 PSP(3,3)[42]，而

GPS 2.0考虑 PSP(7,7)[43]，究竟磷酸化位点肽段选择

多长才是最优组合这一问题没有解决。因此，Xue
等 [44]设计了 GPS 2.1 算法，提出了模体长度选择
(Motif length selection, MLS)方法，能够自动搜索性
能最优的肽段组合。此外，还使用了 k-均值聚类
(k-means clustering)方法对已知修饰位点进行分组，
设计权重训练(Weight training, WT)来优化不同位置
氨基酸偏好的重要性，结合已有的矩阵突变和模体

长度选择方法，设计了 GPS 3.0 算法[45]。近期，针

对 SUMO化位点预测，Zhao等[46]在 GPS 3.0算法的
基础上还引入粒子群优化(Particle swarm optimiza-
tion, PSO)算法，用来缩短权重训练和矩阵突变的训
练时间。 
在接受相似肽段具有潜在相似功能的假设条件

下，计算模型也可以通过机器学习类算法进行训练。

例如，2005年，Li等[27]即在该假设的基础上，利用

k-近邻算法训练模型。此外，贝叶斯类算法如贝叶
斯决策理论(Bayesian decision theory, BDT)[47]、贝叶

斯判别方法(Bayesian Discriminant Method, BDM)[48]

和朴素贝叶斯算法(Naive Bayes algorithm, NBA)[49]

也分别被用于激酶特异性磷酸化位点、赖氨酸乙酰

化位点和棕榈酰化位点的预测。2008 年，Li 等[50]

提取了不同激酶底物的序列特征，采用打分矩阵的

方法预测激酶特异性磷酸化位点。2010年，Li等[51]

首次将之前用于 DNA微阵列(DNA microarray)数据
分析、发现功能关联基因的基因集富集分析 (Gene 
set enrichment analysis, GSEA)方法，经过改进后设
计了用于乙酰转移酶特异性位点预测的基于乙酰化

集富集(Acetylation set enrichment-based, ASEB)算法。
计算结果预测 MBD1、MTA1、DNA polymerase β和
DDB1 可能被乙酰转移酶家族 CBP/p300 或 GCN5/ 
PCAF 修饰，后续实验证实 MBD1 和 MTA1 更倾向
于被 CBP/p300调控，而 DNA polymerase β和 DDB1
则更倾向于被 GCN5/PCAF调控[51]。2013年，他们
将 ASEB方法应用在去乙酰化酶 Class I HDAC上，
也取得了较高的准确性[52]。2014年，邱建丁研究组
在 ASEB 算法的基础上，设计了预测激酶特异性磷
酸化位点的方法磷酸化集富集分析(Phosphorylation set 
enrichment analysis, PSEA)，并获得较高的准确性[53]。

同年，该研究组将修饰肽段之间的相似性以及氨基

酸对组成作为有效特征，引入离散小波变换(Discrete 
wavelet transform, DWT)来提取和优化特征，设计了
细胞亚定位特异性磷酸化位点方法[54]。 
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2  翻译后修饰相关计算工具的设计 

我们收集了本领域 233 个相关的计算预测与分
析工具，其链接与简介见列表(http://www.biocuckoo. 
org/link.php)，其中 160个是修饰底物及位点的预测
工具，其他则为质谱数据处理、组学数据分析和文

献挖掘等工具。本综述重点讨论翻译后修饰底物及

位点预测的计算工具开发情况。虽然本领域的计算 
工具可以为生物信息学者提供有用的技术平台，但

最主要的使用者应当是没有算法和编程基础、对数

学和统计学了解不多的相关实验学家。因此，计算

工具应当力求输入和输出简单明了，不需要繁琐操

作，以及本地化软件能够有图形化界面或实现在线

访问的网站等。计算工具的开发和推广，能够有效

地为相关实验研究提供重要的参考信息。 
在过去的 10 年中，中国学者共开发构建了 40

多个翻译后修饰相关的计算工具，约占本领域总数

的 27%(表 2)。其中，磷酸化底物及位点预测工具 9
个，包括 GPS[42~44]、PPSP[47]、PhoScan[50]、iGPS[55]、

PKIS[37]、phos_pred[56]、PSEA[53]、GPS-POLO[57]和

SubPhos[54]。对于激酶特异性磷酸化位点预测工具

GPS 系列[42~44]，修饰肽段相似性是其算法的打分策

略。Zhou 等[58]于 2005 年发布第一个在线版本，能
够预测 71个激酶组共 216个激酶的特异性修饰位点，
并在此基础上提出了设计预测翻译后修饰位点预测

工具的规范。2008 年，Xue 等[43]发布 2.0 版本，能
够分层次地预测 408 个人类激酶特异性的位点，并
将在线工具实现为本地化的软件。2012年，Song等[55]

在 GPS算法的基础上，进一步考虑激酶与底物之间
的相互作用并以之作为限制条件，设计了 iGPS(In vivo 
GPS)算法及相应的本地化软件，能够明显降低预测
结果的假阳性，进一步提高预测的准确性。2014 年，
Fan 等[56]在基于修饰肽段相似性类算法的基础上，进

一步考虑了基因本体论(Gene Ontology)注释和蛋白
质相互作用信息，设计了激酶特异性磷酸化位点预

测工具 phos_pred。此外，GPS-POLO 基于 GPS 算
法，能够预测激酶 POLO-like kinase(Plk)家族的磷酸
化位点和磷酸化结合位点[57]。而邱建丁研究组通过

结合离散小波变换算法和支持向量机的方法设计的

SubPhos 是第一个预测细胞亚定位特异性磷酸化位
点的在线工具[54]。最近，Huang 等[59]系统研究了不

同的翻译后修饰之间的相互影响(PTM crosstalk)，并
开发了相应的预测工具 PTM-X。 
在翻译后修饰底物和位点预测工具的开发方面，

中国学者的许多工作在领域内有一定的领先优势。

例如，SSP为领域内第一个 SUMO化底物及位点预
测软件[24]，CSS-Palm为第一个棕榈酰化位点预测工
具[25]，GPS-PUP为第一个原核类泛素化(Pupylation)
位点预测工具[60]，PAIL为第一个乙酰化位点预测工
具[48]，GPS-SNO为第一个亚硝基化位点预测工具[45]，

GPS-YNO2为第一个硝基化位点预测工具[61]。此外，

Jiang等[62]设计了第一个丙酮酰化位点预测工具，而

Sun 等 [63]设计的 SGDB 也是第一个谷胱甘肽化
(S-glutathionylation)位点预测工具。李婷婷研究组开
发的 PTM-X 则是第一个预测修饰之间相互影响的
工具[59]。因此，无论从数量还是质量来讲，中国学

者在翻译后修饰底物及位点预测的计算工具开发方

面，并不落后于国外学者。开发的这些工具都提供

了简便易用的在线预测网站或者可本地运行的软件。

在线预测的网页都以 FASTA 格式的蛋白质序列以
及预测相关参数为输入，预测结果列表为输出，均

符合先前提出的规范[58]。可本地运行的软件则差异

性较大，比如 CKSAAP_OGlySite提供 Perl源代码[36]，

phos_pred 提供 Matlab 代码 [56]，WAP-Palm 提供
Windows 下命令行方式调用的可执行软件[64]，GPS
系列软件则基于 Java语言提供了 Windows、Linux、
Mac OS3种操作系统下可下载安装的有图形用户界
面的软件[43~46,60,61,65]。随着蛋白质组学技术的发展，

翻译后修饰相关的数据正在急速增长。对于一个预

测工具而言，除了在线预测网站以外，可本地运行

的软件版本将越来越重要。 
除了上述提到的位点预测工具之外，中国学者

也开发了一些其他工具。例如，Wang等[66]利用自然

语言处理技术(Natural language processing, NLP)，设
计了 PPTM 在线工具，能够从文献中挖掘磷酸化信
息，包括底物、激酶及磷酸化位点数据等。此外，

Suo 等[67]开发了第一个预测氨基酸变异影响赖氨酸

乙酰化修饰的在线工具 AcetylAAVs。 

3  翻译后修饰相关数据库的构建 

翻译后修饰调控的分子机制非常复杂。以磷酸

化为例，催化磷酸化反应的激酶被称为“录入器” 
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表 2  国内学者构建的 43 个翻译后修饰相关计算工具 

工具名称 预测内容 网址 

GPS[42~44,68] 激酶特异性磷酸化位点 http://gps.biocuckoo.org 

PPSP[47] 激酶特异性磷酸化位点 http://ppsp.biocuckoo.org 

PhoScan[50] 激酶特异性磷酸化位点 http://bioinfo.au.tsinghua.edu.cn/phoscan 

iGPS[55] 激酶特异性磷酸化位点 http://igps.biocuckoo.org 

PKIS[37] 激酶特异性磷酸化位点 http://bioinformatics.ustc.edu.cn/pkis 

phos_pred[56] 激酶特异性磷酸化位点 http://bioinformatics.ustc.edu.cn/phos_pred 

PSEA[53] 激酶特异性磷酸化位点 http://bioinfo.ncu.edu.cn/PKPred_Home.aspx 

GPS-POLO[57] Plk磷酸化位点和结合位点 http://polo.biocuckoo.org 

SubPhos[54] 细胞亚定位特异性磷酸化位点 http://bioinfo.ncu.edu.cn/SubPhos.aspx 

SSP[24] SUMO化底物及位点 http://ssp.biocuckoo.org 

SUMOsp[69] SUMO化位点 http://sumosp.biocuckoo.org 

GPS-SUMO[46] SUMO化位点和结合位点 http://sumosp.biocuckoo.org 

CSS-Palm[25,70] 棕榈酰化位点 http://csspalm.biocuckoo.org 

NBA-Palm[49] 棕榈酰化位点 http://nbapalm.biocuckoo.org 

WAP-Palm[64] 棕榈酰化位点 http://bioinfo.ncu.edu.cn/WAP-Palm.aspx 

CKSAAP-Palm[71] 棕榈酰化位点 http://doc.aporc.org/wiki/CKSAAP-Palm 

PPWMs[72] 棕榈酰化位点 http://math.cau.edu.cn/PPWMs.html 

CKSAAP_UbSite[73] 泛素化位点 http://protein.cau.edu.cn/cksaap_ubsite 

UbiProber[74] 泛素化位点 http://bioinfo.ncu.edu.cn/UbiProber.aspx 

hCKSAAP_UbSite[75] 人类泛素化位点 http://protein.cau.edu.cn/cksaap_ubsite 

GPS-PUP[60] 原核类泛素化位点 http://pup.biocuckoo.org 

PupPred[76] 原核类泛素化位点 http://bioinfo.ncu.edu.cn/PupPred.aspx 

PAIL[48] 乙酰化位点 http://pail.biocuckoo.org 

LysAcet[77] 乙酰化位点 http://www.biosino.org/LysAcet 

LAceP[38] 乙酰化位点 http://www.scbit.org/iPTM 

SSPKA[78] 物种特异性乙酰化位点 http://www.structbioinfor.org/Lab/SSPKA 

ASEB[51,79] 酶特异性乙酰化位点 http://bioinfo.bjmu.edu.cn/huac/ 

PLMLA[80] 甲基化和乙酰化位点 http://bioinfo.ncu.edu.cn/inquiries_PLMLA.aspx 

MeMo[81] 甲基化位点 http://www.bioinfo.tsinghua.edu.cn/~tigerchen/memo.html 

PMeS[82] 甲基化位点 http://bioinfo.ncu.edu.cn/inquiries_PMeS.aspx 

Oglyc[83] 糖基化位点 http://www.biosino.org/Oglyc 

CKSAAP_OGlySite[36] 糖基化位点 http://bioinformatics.cau.edu.cn/zzd_lab/CKSAAP_OGlySite 

GPS-CCD[65] Calpain酶切位点 http://ccd.biocuckoo.org 

LabCaS[84] Calpain酶切位点 http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/LabCaS 

Cascleave 2.0[85] Caspase酶切位点 http://www.structbioinfor.org/cascleave2 

pyrupred[62] 丙酮酰化位点 http://www.zhni.net/pyrupred/index.html 

SGDB[63] 谷胱甘肽化位点 http://csb.shu.edu.cn/SGDB 

PredSulSite[86] 硫化位点 http://bioinfo.ncu.edu.cn/inquiries_PredSulSite.aspx 

GPS-TSP[87] 硫化位点 http://tsp.biocuckoo.org 

GPS-SNO[45] 亚硝基化位点 http://sno.biocuckoo.org 

GPS-YNO2[61] 硝基化位点 http://yno2.biocuckoo.org 

pptm[66] 磷酸化位点文本挖掘 http://bioinformatics.ustc.edu.cn/pptm 

AcetylAAVs[67] 影响乙酰化的序列变异 http://bioinfo.ncu.edu.cn/AcetylAAVs_Home.aspx 

PTM-X[59] 修饰之间的相互影响 http://bioinfo.bjmu.edu.cn/ptm-x/ 

http://gps.biocuckoo.org/�
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(Writer)，执行去磷酸化的磷酸酶被称为 “擦除
器”(Eraser)，而识别特定磷酸化位点并与之结合的磷
酸化结合功能域(Phospho-binding domain, PBD)则被
称为“读取器”。类似录入器-擦除器-读取器的机制至
少在泛素化和乙酰化中也存在，例如 E1-E2-E3级联
调控泛素化修饰，DUB执行去泛素化修饰，而泛素
结合域 /泛素相互作用模体 (Ubiquitin-binding do-
main/ubiquitin-interacting motif)识别特定泛素化位
点；HAT催化乙酰化反应，HDAC执行去乙酰化，
而包含 Bromodomain的蛋白质则可以识别并结合特
定乙酰化位点。因此，修饰酶和去修饰酶共同发挥

作用，动态调控底物的修饰水平，并通过包含修饰

结合功能域的蛋白质识别修饰位点，向通路的下游

传递信号。因此，修饰酶、去修饰酶和包含修饰结

合功能域的蛋白质的系统发现与分类，是进一步深

入研究翻译后修饰调控机制的基础。此外，近年来

随着高通量质谱学等技术的迅猛发展，成千上万的

修饰位点被实验鉴定。收集、整理、整合以及深入

注释这些数据，能够为进一步的计算分析和实验研

究提供重要的数据资源。 
鉴于蛋白质翻译后修饰的复杂性和相关数据的

迅速积累，构建翻译后修饰相关数据库的意义重大。

但相对于修饰位点预测方法设计与工具开发来说，

已建立并良好维护的相关数据库并不多，目前世界

上总共仅有 53个可访问、可检索、可使用的公共数
据库。我国在数据库开发方面尤为薄弱，仅建立 8
个数据库(表 3)，占总数的 15%。2009年，李亦学、
谢鹭等研究组构建了中国第一个翻译后修饰数据库

SysPTM[88]，通过整合国外其他数据库的信息以及文

献检索的方式，共收集了约 50 种修饰的 33 421 个

底物及 117 349个位点。该数据库在发表时是当时数
据量最大的修饰数据库之一。2014 年，SysPTM 发
布 2.0版本[89]，包括 2031个物种中 50多种修饰的 53 
235个底物和 471 109个位点，而国外数据量最大的
同类数据库 PhosphoSitePlus仅包含 19 939个修饰底
物和 349 603个位点[90]。2010年，Ren等[91]首次定

义了磷酸化相关的单核苷酸多态性 (Phosphoryla-
tion-related SNP, PhosSNP)，计算系统鉴定了 64 035个
潜在影响磷酸化修饰的 SNP，按照影响方式分为 5
类，并构建了相应的数据库 PhosSNP。2011年，Du
等[92]首次构建人类泛素化数据库 hUbiquitome，通过
文献检索收集了 1个 E1酶、12个 E2酶、138个 E3
酶、279 个泛素化底物和 17 个 DUB。在此基础上，
Gao等[8]通过文献检索进一步收集了 26个已知的 E1、
105个 E2、1 003个 E3和 148个 DUB，按序列相似
性和功能分成 30个家族后，分别构建隐马尔科夫模
型(Hidden Markov model, HMM)谱，系统鉴定了 70
个真核生物的 738个 E1、2937个 E2、46 631个 E3
和 6647 个 DUB，并构建了相应的数据库 UUCD，是
目前最全面的泛素化相关酶的数据库。利用类似的

策略，Wang等[7]还系统鉴定了 84个真核生物的 50 433
个激酶和 11 296 个磷酸酶，并构建相应的数据库
EKPD，是目前最全面的激酶与磷酸酶数据库。2011
年，Liu等[9]通过文献检索的方式收集了已知的 3311
个乙酰化底物的 7151个位点，构建了第一个乙酰化
数据库 CPLA。2014 年，该数据库经历了较大幅度
的完善，更名为 CPLM[93]，成为第一个专注于赖氨

酸修饰的数据库，包括 122个物种中 12种赖氨酸修
饰如乙酰化、泛素化和 SUMO化等信息，共有 45 748
个底物的 189 919个位点。Chen等[94]构建的同类数 

 
表 3  国内学者构建的 8 个翻译后修饰相关数据库 

数据库名称 网址 修饰类型 数据内容 

SysPTM[88,89] http://lifecenter.sgst.cn/SysPTM/ 多种 多种修饰的底物位点 

PhosSNP[91] http://phossnp.biocuckoo.org 磷酸化 影响磷酸化的 SNP 

hUbiquitome[92] http://bioinfo.bjmu.edu.cn/hubi/ 泛素化 人类中泛素化相关酶和底物位点 

CPLA[9] http://cpla.biocuckoo.org 乙酰化 赖氨酸乙酰化底物位点 

UUCD[8] http://uucd.biocuckoo.org 泛素化 70种真核生物中泛素与类泛素化相关酶 

CPLM[93] http://cplm.biocuckoo.org 赖氨酸修饰 12种赖氨酸修饰的底物位点 

EKPD[7] http://ekpd.biocuckoo.org 磷酸化 84种真核生物中蛋白激酶和磷酸酶 

mUbiSiDa[94] http://reprod.njmu.edu.cn/mUbiSiDa 泛素化 哺乳动物泛素化底物位点 
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据库 mUbiSiDa包括了 5个物种中 35 494个实验证
实的泛素化底物和 110 976个位点。这些数据库从不
同的角度为翻译后修饰相关研究提供了重要的数据，

且提供了简便易用的查询和下载方式。由于数据的

收集和整理非常耗时费力，因此目前没有一个数据

库能包含所有的翻译后修饰数据。但是，通过学者

之间的交流和合作，将来翻译后修饰相关数据库可

以考虑进行交叉和整合，互相之间提供数据接口，

方便进行统一的查询和使用。 

4  基于修饰蛋白质组数据的生物信息学分析 

近年来，随着蛋白质组学技术的发展，基于蛋

白质组尤其是修饰蛋白质组学数据的生物信息学研

究可以对翻译后修饰提供整体和更深层次的认识。

在这方面中国学者目前开展的研究有限，主要涉及

4 个方面，包括系统分析修饰的序列特征与功能调
控的偏好、磷酸化网络模拟与分析以及翻译后修饰

的进化等。 
2005年，周丰丰与薛宇合作对人和小鼠中保守

的潜在 SUMO化蛋白质进行了系统的计算分析，结
果表明 SUMO化在转录调节、发育、信号转导、磷
酸化、细胞生长与细胞周期等生命活动中起着重要

的作用[24]。2013 年，Chen 等[76]对原核类泛素化的

序列、结构和进化等方面的特征进行了系统的分析，

并将原核类泛素化位点和真核生物中的泛素化位点

进行了细致的比较。2014年，该研究组对人类磷酸
化组的亚细胞特异性进行了细致的分析[54]，提出磷

酸化位点在不同的亚细胞区域有着不同的序列模体。

2013年，Zhou等[95]系统地研究了人类泛素化修饰位

点的结构特征，对溶剂可及性、残基网络中心性以

及局部结构微环境进行了细致的分析，指出泛素化

位点的局部结构包含了序列层次未能体现的许多信

息。2014年，该研究组综述了泛素化位点预测的进
展[96]，详细分析了不同预测工具的算法和特征，并

对酵母(Saccharomyces cerevisiae)、人(Homo sapiens)、
小鼠(Mus musculus)和拟南芥(Arabidopsis thaliana)
中的泛素化位点进行了分析，讨论了开展物种特异

性泛素化位点预测的必要性。 
修饰蛋白质组数据除了可以提供对翻译后修饰

底物位点整体的了解以外，还使系统分析修饰的调

控、模拟磷酸化网络成为了可能。2013年，Liu等[57]

通过构建计算预测，系统地分析了酵母、线虫

(Caenorhabditis elegans)、果蝇(Drosophila melano-
gaster)、爪蟾(Xenopus laevis)、小鼠和人中 PLK 激
酶的磷酸化底物位点和磷酸化结合位点。统计分析

表明，相较于磷酸化底物而言，PLK 激酶的磷酸化
结合蛋白质更倾向与有丝分裂相关，而 PLK激酶的
磷酸化调控偏好于分布式模型。对中体、中心体和

动点上的蛋白质的大规模分析表明这些亚细胞位置

显著富集 PLK的底物。进一步的体外和体内实验证
明动点蛋白质Mis18B确实是人源 PLK1的磷酸化结
合蛋白质，而结合位点与计算预测吻合。除了对单

个激酶的磷酸化调控进行系统分析以外，基于组学

数据还可以构建和模拟磷酸化网络。2012年，Song
等[55]开发并利用 iGPS软件系统构建并分析了酵母、
线虫、果蝇、小鼠和人的磷酸化网络。在此基础上，

利用人类肝脏磷酸化组数据构建了人类肝脏磷酸化

网络，并系统分析了该网络中的主要调控激酶。2014
年，Qi等[97]系统地研究了小鼠睾丸中的磷酸化组和

激酶调控网络。通过分析表明，不同富集方法得到

的磷酸化组之间虽然重叠有限，但是均能反映样本

的生物学状态。对基于不同方法得到的磷酸化组数

据进行的激酶活性分析 (Kinase activity analysis, 
KAA)计算结果非常一致地表明，PLK家族激酶在小
鼠睾丸组织中具有高活性。进一步的实验验证了该

推测，并验证了 PLK激酶的活性在小鼠睾丸中的重
要性。 
此外，磷酸化作为生命活动的重要调控机制，研

究其在进化过程中的特征具有重要的意义。国际上

在翻译后修饰尤其是磷酸化的进化问题上开展了一

系列的研究工作，而国内这方面的研究工作较少。

2011 年，Wang 等[98]系统研究了脊椎动物不同功能

模块中磷酸化的进化，发现磷酸化位点在脊椎动物

特异性功能模块(Vertebrate-specific functional mod-
ule, VFM)如细胞信号处理、对刺激的响应等比基本
功能模块(Basic functional module, BFM)如代谢和遗
传过程等更为保守。而且脊椎动物特异性功能模块

中的磷酸化位点更多。这些结果表明在脊椎动物进

化过程中磷酸化在脊椎动物特异性功能模块更为重

要。由于磷酸化是一个较为快速的生化反应，脊椎

动物特异性功能模块可能依赖于这种快速的反应来

对外界和内部信号做出反应。2014 年，Pan 等[87]系
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统地分析了酪氨酸上磷酸化、硫化和硝基化三种修饰

之间的相互影响(Crosstalk)，而长程进化分析表明多
修饰酪氨酸与单修饰酪氨酸的保守性无显著差异。 

5  结语与展望 

2014年 5月，本文的大多数作者齐聚武汉华中
科技大学，共同组织、召开了一个小型的、非正式

的学术研讨会，重点讨论如何在蛋白质组尤其是修

饰蛋白质数据处理后进行生物信息学分析和建立分

子系统生物学模型等问题。由于在过去的 10 年里，
中国从事翻译后修饰生物信息学研究的学者多半各

自为战，相互之间缺少沟通和交流，因此与会学者

一致认为在今后的工作和研究中，有必要加强国内

同行之间的交流与合作，共同推动中国翻译后修饰

生物信息学研究的发展。 
现阶段我国在翻译后修饰的生物信息学研究方

面有一定特色，主要体现在翻译后修饰底物和位点

预测计算方法学的多元化与众多计算工具的设计与

维护。在计算方法学的设计和完善方面，我国学者

在 3 类主流算法包括机器学习类算法、置特异性打
分矩阵类算法和基于修饰肽段相似性类算法等方面

都有深入的研究，并不断尝试新的研究策略和方法。

由于目前尚没有普适的、能够精确预测翻译后修饰

位点的算法，因此计算方法学的多元化是进一步研

究的基础。而计算工具的设计与长期维护，能够为

实验学家提供有用的技术平台，相应的预测结果能

够为进一步实验研究提供有价值的参考信息。 
我国在本领域的研究中也存在明显不足，例如：

(1)翻译后修饰相关的知识型数据库较少，而数据的
通量和质量决定后续生物信息学预测和分析的可靠

性。因此翻译后修饰数据的收集、整理、整合与注

释，是今后我国学者需要重视的问题。(2)我国学者
利用修饰组学数据开展深度分析、发现修饰调控规

律的工作不多。近年来的研究趋势表明，单一层面

的组学数据分析并不能完全系统地生物体当前的状

态及其对外界刺激的反映，而不同组学的数据之间

的关联度有限，跨层次、多组学数据的整合与比较

分析逐渐受到青睐。例如，近期国外报道的一项针

对结肠和直肠癌的工作中，作者将蛋白质组数据与

基因组的数据结合起来进行分析[99]，发现存在体细

胞突变的异构体(Somatic variants)，蛋白质表达量显 

著低；发现转录后的 mRNA表达水平与蛋白质表达
水平关联不高；发现 DNA拷贝数异常(Copy number 
alterations, CAN)主要影响 mRNA表达，但与蛋白质
表达关联不大。而国外另一项比较小鼠正常皮肤与

皮肤癌组织的工作中[100]，结合定量蛋白质组与定量

磷酸化组数据，通过比较发现 47.3%的蛋白质在蛋
白和磷酸化水平都受到调控，而超过一半的蛋白质

仅在磷酸化水平受到调控。显然，这些发现都需要

多层次、多组学数据的整合和比较。因此，如何整

合更多的、其他层次的数据，结合修饰组学数据做

出新的、重要的生物学发现，是未来我国本领域学

者所面临的重大挑战。(3)有价值的生物信息学预测，
必然是生物学功能的预测。在所有翻译后修饰底物

和位点预测的工作背后，都存在一个隐含的假设，

即蛋白质的修饰必然有生物学功能。因此实验学家

与生物信息学家事实上共同关心的是两个问题：第

一，是否发生修饰；第二，该修饰有没有功能。从

理论上来说这个假设没有问题，但现实中实验学家

更关心是在细胞信号通路中发挥重要功能，并且其

状态的改变能够显著改变可观测的细胞或生物体表

型的修饰。近期的研究表明，这个假设并不正确，

因为有相当比例的修饰位点仅对蛋白质结构的维持

有一定作用，不参与重要的信号通路，其修饰的缺

失或敲除并不会影响细胞表型，因此被学者称为无

功能修饰(Non-functional PTM)。有研究估计大约 65%
的磷酸化位点可能为无功能的磷酸化位点[101]。如何

从修饰组学数据中正确预测出功能修饰(Functional 
PTM)，也是未来本领域需要解决的重大问题。(4)单
纯的计算预测因为总会存在假阳性结果，生物信息

学的研究范式也与主流生物学研究大不相同，并且

复杂的数学和计算模型也令人望而生畏，因此预测

结果很难使主流实验学家信服。计算与实验合作，

通过实验学的方法验证或至少部分验证预测结果，

已成为领域的研究趋势。例如上述研究小鼠皮肤癌

发病机制的研究中 [100]，作者比较了非恶性刺瘤

(Papilloma)和恶性鳞细胞癌(Squamous cell carcinoma)
的磷酸化组数据，利用类似于我们提出的激酶活性

分析方法预测了皮肤癌中潜在高活性的激酶，并用

实验学的方法予以证实。与实验学家加强合作，验

证计算结果的准确性，并结合实验做出重要的生物

学发现，是国内本领域亟需解决的问题。 
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综上所述，在过去的 10年里，中国在翻译后修
饰生物信息学研究方面，从零星的、断续的探索开

始，逐渐形成有体系、有特色并有希望持续发展壮

大的研究方向。虽然在某些方面能够与国外同类工

作保持同步或互有领先，但我们更应当学习国外学

者们研究的长处，不断提高研究水平。我们相信，

中国翻译后修饰生物信息的研究能够有更好的发展，

其研究成果一方面可为主流生物信息学领域提供重

要的方法学参考，另一方面也可为蛋白质组学领域

提供有力的分析技术。 
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