
 

 

面向亲和富集-质谱分析通用需求的生物信息学
分析平台

张骞宁1,2，何　岸1,2，李　元1,2，柯　弥1,2，田瑞军1,2
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摘要：亲和富集-质谱（affinity purification-mass spectrometry, AP-MS）技术是解析蛋白质-蛋白质相互作用的重要

手段。随着质谱仪器性能的持续提升，高质量 AP-MS数据得以快速积累，然而，相应数据分析工具的开发和更新

尚未与之同步。为此，本研究构建了一款多功能数据分析 R语言包——APMSflow，其封装了常见的处理蛋白质

组学数据的函数，用户无需重复写代码，即可高效处理 AP-MS数据。该工具集成了质量控制、数据预处理、差异

分析、下游功能分析、蛋白质互作网络和预测等多个模块，覆盖了 AP-MS数据分析的核心流程。APMSflow设

计旨在助力提升对质谱数据的处理能力，为深入解析蛋白质相互作用及重建蛋白质复合物网络提供便捷、高效

的解决方案。
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Abstract: Protein-protein  interactions  (PPIs)  are  fundamental  to  cellular  regulation,  governing
complex  biological  processes  through  the  assembly  of  stable  or  transient  molecular  machineries.
Affinity purification coupled with mass spectrometry (AP-MS) has emerged as the gold standard for
characterizing  these  interactomes.  However,  as  AP-MS  datasets  grow  in  heterogeneity  and
complexity—incorporating both data-dependent acquisition (DDA) and data-independent acquisition
(DIA) modes as well as multi-bait and time-series experimental designs—researchers face significant
challenges.  These  include  high  levels  of  non-specific  binding,  complex  background  noise,  and  the
lack of standardized, end-to-end computational pipelines that integrate quality control with advanced
structural  prediction.  In this  study,  APMSflow, a comprehensive,  R/Shiny-based analytical  platform
was developed, specifically engineered for the systematic processing of AP-MS data. The workflow
integrates several critical modules: 1) Quality assessment, utilizing PCA and peptide-level metrics to
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evaluate  sample  reproducibility  and  digestion  efficiency;  2)  Pre-processing,  offering  multiple
normalization  strategies  (e.g.,  median,  bait-based,  or  endogenous  biotinylated  protein-based)  and
sophisticated  missing  value  imputation  methods;  3)  Differential  analysis,  implementing  moderated
t-tests  via  the  Limma  package  and  a  novel  “multi-bait  background  modeling”   strategy  to  enhance
interaction  specificity  without  requiring  independent  negative  controls;  4)  Downstream  integration,
combining  cluster-based  functional  enrichment  (clusterProfiler)  with  structural  bioinformatics
analysis. Uniquely, APMSflow incorporates AlphaFold-Multimer to perform structural modeling and
scoring  of  predicted  protein  pairs,  transitioning  from  statistical  association  analyse  to  structural
validation.  Validation  performed  using  published  large-scale  proteomics  datasets  (PXD020709)
demonstrated  that  APMSflow  effectively  filters  non-specific  contaminants  and  identifies  high-
confidence  interactors.  The  platform  successfully  captured  the  temporal  dynamics  of  the  EGFR
interactome,  categorizing  proteins  into  transient  or  stable  interaction  clusters  based  on  their
abundance  profiles  across  time  points.  By  applying  stringent  CV-based  filtering  and  specialized
handling of bait-specific proteins (addressing “NA” values in control groups), APMSflow recovered
biologically  relevant  early-transient  signaling  components  that  are  often  missed  by  conventional
pipelines.  The integration of AlphaFold-Multimer further provided structural  evidence for candidate
protein  complexes,  streamlining  the  prioritization  of  targets  for  biochemical  validation.  APMSflow
addresses  a  critical  gap in  the  proteomics  community  by providing an  accessible,  standardized,  and
robust  tool  for  protein  interactome  analysis.  It  lowers  the  technical  barrier  for  wet-lab  researchers
while ensuring experimental reproducibility across studies. While current iterations focus on protein-
level  quantification,  future  updates  aim  to  incorporate  post-translational  modification  (PTM)  site-
specific analysis and more advanced protein complex prediction algorithms. APMSflow represents a
significant  step  toward  the  automated,  structure-aware  interpretation  of  the  dynamic  protein
interaction landscape, facilitating the discovery of novel regulatory mechanisms in systems biology.
The tool is freely accessible as a web application at: https://humility3238.shinyapps.io/apmsflow/.
Key  words: affinity  purification-mass  spectrometry  (AP-MS)； protein-protein  interactions； data
analysis

细胞功能受到蛋白质-蛋白质相互作用的严

格调节 [1-2]。这些蛋白质复合物包括间接或直接

的蛋白质复合物、胞外基质蛋白质复合物、翻译

后修饰依赖性蛋白质复合物、时空动态蛋白质

复合物、信号通路动态组装蛋白质复合物等。

目前，研究这些蛋白质-蛋白质相互作用的主流

策略主要包括基于抗体偶联微球的免疫共沉淀

富集 [3-5]、活细胞邻近标记方法 [6-8]、以及有机合

成肽段富集的蛋白质相互作用方法[9-10]等。这些

蛋白质复合物富集策略与高分辨质谱分析结合，

1次实验即可获得与目标蛋白质互相作用的所

有蛋白质，称为亲和富集 -质谱（AP-MS）技术。

随着 AP-MS数据在实验模式和分析深度上的不

断扩展，其数据复杂性和异质性日益增加。因

此，亟需针对 AP-MS数据特点开发具备批量处

理能力的高效、稳健且可扩展的计算工具。

目前，针对蛋白质组学数据分析已开发出多

种软件平台。2010年，Tyers和 Gingras团队开发

了 ProHits平台，该平台集成了质谱数据追踪、

AP-MS数据分析与注释等功能，是一个面向多

用户、多项目并行管理的综合系统[11-12]。2016年，

Cox团队推出了 Perseus平台，具备定量数据预

处理、常用统计分析方法及数据可视化等核心

功能，并通过图形用户界面实现了分析流程的直

观展示 [13]。近年来，基于 RShiny框架开发的数

据分析流程不断涌现，如 ProVision是一个基于

无标记（label-free）和 TMT （tandem mass tag）的定

量分析网络应用程序 [14]；ProteoMill整合了统计

方法和下游的功能注释流程 [15]；LFQ-Analyst主
要针对无标定量数据的差异分析和可视化的需

求进行设计[16]；DEP2继承了 Perseus常规分析框

架，并进一步集成了缺失值填补、数据归一化及
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多样化可视化方法，显著提升了数据处理的灵活

性与可视化效果 [17]。尽管相关分析工具不断丰

富，但随着 AP-MS数据量的快速增长及实验设

计日益复杂，现有分析流程在适用性和扩展性方

面逐渐难以满足实际研究需求。

与常规定量蛋白质组学数据相比，AP-MS数

据具有背景信号复杂、非特异性结合普遍等特

点。在实际分析过程中，如何合理构建背景对

照、降低非特异性信号干扰，并在多诱饵或复杂

实验设计下实现稳健的差异分析，是 AP-MS数

据分析面临的关键挑战。此外，分析流程往往依

赖多种分散的软件工具和较多的人工经验，增加

了不同研究之间的结果差异性，不利于流程的标

准化与结果的可重复性。

为此，本研究开发了一款专为 AP-MS数据

设计的分析平台，即 APMSflow，覆盖从数据质量

评估、预处理、差异分析、通路分析、蛋白质互

作网络构建及预测的全流程。该平台兼容数据

依赖采集（data-dependent acquisition，DDA）与数

据独立采集（data-independent acquisition，DIA）格

式输入，具备良好的适用性。

 1    实验部分

本研究所使用的 R语言包在 Windows  10
操作系统中开发完成，并基于 R软件 （版本 R
4.4.2）实现。分析数据来源于已公开发布的数

据集，存储于 ProteomeXchange数据库，编号为

PXD020709[6]。APMSflow在线访问地址为 https://
humility3238.shinyapps.io/apmsflow/，其功能界面

主要划分为数据上传、参数配置以及结果可视

化与下载 3个阶段。整体分析流程及相应功能

列于表 1。用户登录网址后，首先上传蛋白质组

数据库检索获得的定量文件及实验设计文件；随

后设置分析参数，包括阈值设定、数据校正方

法、缺失值填补策略以及诱饵蛋白质名称等；完

成参数配置后，用户可一键启动分析流程，系统

将自动生成相应的数据表格及可视化结果，示于

图 1a。

 2    结果与讨论

本研究构建了一套面向 AP-MS数据的系统

分析流程，涵盖数据质量评估、数据预处理与统

计分析等关键步骤，以支持复杂实验设计下的稳

健差异分析。该流程能够适应多诱饵条件的比

较需求，并通过合理的背景建模提高特异性互作

蛋白质的识别能力，从而为后续分析提供可靠的

候选蛋白质集合。在此基础上，进一步引入功能

注释与蛋白质相互作用网络构建及预测等分析

模块，对筛选得到的候选蛋白质进行多层次综合

评估，最终生成具有较高生物学相关性的蛋白质

列表，为后续实验验证与机制研究提供参考。

APMSflow旨在降低实验室研究人员在质谱

数据分析方面的技术门槛，提供一套集成化的数

据处理流程，以简化对具有生物学意义的蛋白质

互作网络的识别与解析。该平台围绕 AP-MS数

据分析需求构建了若干个核心功能模块，包括数

据质量控制、数据预处理、差异分析、功能分析

和蛋白质相互作用网络构建及预测，使研究者能

够高效地将原始质谱数据转化为可解释的生物

学结果，示于图 2。
 2.1    数据质量评估模块

在数据质量评估模块中，用户首先需输入谱

图（spectrum）层面的定性数据，例如 MaxQuant软
件数据库检索结果生成的 evidence.txt文件 [18]。

系统基于该数据自动生成酶切效率及肽段电荷

态分布等质量控制报告，用于评估样本制备过程

的可靠性；随后，需引入蛋白质层面的定量数据

（如 MaxQuant导出的 proteinGroups.txt文件），对

肽段鉴定数、蛋白质鉴定数以及蛋白质定量变

异系数（coefficient  of variation，CV）分布进行统

计分析，从而识别潜在的离群样本。

此外，通过主成分分析（principal component
analysis，PCA）对样本间的整体相似性进行评

估，以进一步检验实验重复性的稳定性。蛋白

质丰度动态范围分布图用于确认样本中所鉴

 

表 1    AP-MS 数据分析流程和实现功能

Table 1    AP-MS data analysis workflow and
related functions

模块 Module 主要实现功能 Function

数据质量评估 蛋白质和肽段鉴定量展示，
蛋白质重复性评估

数据预处理 过滤反库和污染库蛋白质，
表达量校正，缺失值替代

差异表达分析
诱饵特异性蛋白质分析

双样本t检验
筛选互作蛋白质

下游功能分析 GO，KEGG分析

蛋白质相互作用网络构建 蛋白质复合物预测
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定蛋白质覆盖的从低丰度到高丰度的广泛数量

级范围。

 2.2    数据预处理模块

在完成初始质量控制流程后，将进入数据预

处理模块。首先，对蛋白质层面的定量数据进行

过滤，去除反向数据库（reverse database）、污染数

据库（potential contaminants）以及仅在位点层面

鉴定到（only identified by site）的蛋白质；随后，根

据实验设计对样本进行分组，并对定量强度值进

行对数转换；在此基础上，筛选至少在任一实验

组中具有不少于指定有效值数量的蛋白质，其中

各组所需的有效值数量可由用户自行设定；接

 

Run analysis

 Download table  Download PDF

Protein identification Technical reproducibility

Sample clustering (PCA) Differential expression

Expression profiling

a

0.25

0.50

0.75

1.00

C
on

tro
l

2 
m

in

5 
m

in

10
 m

in

30
 m

in

R
el

at
iv

e 
ab

u
n
d
an

ce

P00533_EGFR
c d

Temporal dynamics

Expression heatmap Interactome analysis

Pathway enrichment

APMSflow

1. Data input

Upload proteinGroups (.txt)

Upload experimentDesign (.csv)

Upload human_reviewed_20421.txt

Upload HPRD signal genes (.txt)

2. Parameters
Valid value cutoff (PCA)

At least valid value num (Volcano)
3

Normalization method (Volcano)

Bait protein ID (for Bait norm)

Bait gene name

Browse...

Browse...

Browse...

Browse...

0.1 1.00.5

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

no_normalization

No file selected

No file selected

No file selected

Note: Pathway Enrichment (GSEA) may take a few minutes to complete

Width

8

No file selected

Height

6

ARAP1
ARHGEF5

CAV1
CBL

CD2AP
DDX20

EGFR
GEMIN2
GEMIN4
GEMIN6
GEMIN8
GOLGB1

GRB2
HGS

INPPL1
KCTD10

NBR1
PCM1
PCNT

PIK3C2B
PTPN11
PTPN23

SHC1
SMN1
SOS1

STAM

2 
m

in
 v
s c

on
tro

l

5 
m

in
 v
s c

on
tro

l

10
 m

in
 v
s c

on
tro

l

30
 m

in
 v
s c

on
tro

l

G
en

e

Signed_sig

0

2

4

6

|log2FC|

1
2

3

PIK3C2B

GEMIN2

HGS

INPPL1

PCNT

EGFR

CBL

SHC1

GEMIN4

GRB2

CAV1

PTPN11

ARHGEF5

NBR1

GOLGB1

PCM1

SMN1

GEMIN6

STAM

ARAP1

KCTD10

PTPN23

GEMIN8

DDX20

CD2AP

PIK3R2

ERBB2

GNA11

PIK3CA

CRK

ARF5

GAB1

PTPRK
CCAR1

DOCK4
ARAP3

PIK3R3

TBL2

UBASH3B

UBASH3B

f

e

Chemokine signaling pathway

EGFR tyrosine kinase inhibitor resistance

ErbB signaling pathway

Fc gamma R-mediated phagocytosis

GnRH signaling pathway

Insulin signaling pathway

MAPK signaling pathway

PI3K-Akt signaling pathway

Ras signaling pathway

T cell receptor signaling pathway

2 
m

in
 v
s c

on
tro

l

5 
m

in
 v
s c

on
tro

l

10
 m

in
 v
s c

on
tro

l

30
 m

in
 v
s c

on
tro

l

P
at

h
w

ay

Enrichment (NES)

1.6
1.8
2.0
2.2

Signed_sig

−6
−3
0

3

6

GSEA dotplot

Non significant

Down significant

Up significantSOS1

INPPL1

EGFR

CBL

SHC1

GRB2

PTPN11

ARHGEF5

ARAP1

CD2AP

2 min vs control

−2 0 2

0

1

2

3

4

5

6

log2 fold change

−l
og

1
0
 (
p
 a

d
ju

st
ed

 v
al

u
e)

b

g

注：a. APMSflow 软件图形用户界面（GUI）展示；b. 两组差异比较分析生成的火山图；c. 显著差异蛋白 EGFR 丰度变化趋势折线图；

d. 各比较组中显著上调蛋白的 log2 倍数变化（log2 fold change）分布点图；e. 与诱饵蛋白（Bait）UBASH3B 具有瞬时相互作用的蛋白质组

图谱；f. 与诱饵蛋白 UBASH3B 存在早期响应关系的蛋白质组图谱；g. 各比较组蛋白质富集分析（GSEA）结果点图

图 1    APMSflow 平台界面及代表性分析结果可视化

Fig. 1    APMSflow interface and representative analysis visualizations
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着，引入多种归一化（normalization）策略，以校正

不同样本间的技术差异，确保组间数据的可比

性，常用方法包括中位数归一化、基于内源性生

物素化蛋白质的归一化以及基于诱饵蛋白质的

归一化 [6,19]；最后 ，流程整合多种缺失值替代

（missing value imputation）方法 [20]，用户可根据数

据特征与分析目标选择合适的替代策略。

需要注意的是，在分析基于磷酸化肽段的蛋

白质相互作用数据时，通常首先需对诱饵蛋白

质自身的肽段信号强度进行单独分析，其中的磷

酸化肽段在后续诱饵蛋白质整体信号强度计算

中予以剔除，随后仅基于剩余肽段重新计算诱饵

蛋白质丰度，以避免磷酸化修饰对定量结果的干扰。

 2.3    差异分析模块

在差异分析模块中，可采用 Limma软件包

中的 moderated  t-test或传统的双样本 ordinary
t-test对蛋白质定量数据进行差异分析 [21]，结果

示于图 1b。当输入数据包含多个诱饵蛋白质样

本时，可将其与研究对象无关的诱饵蛋白质样本

合并作为整体背景组，并与目标诱饵蛋白质样本

进行比较 [22-23]。该策略避免了额外设置独立对

照组的需求，同时利用多样本背景信息进行统计

建模，有助于提高差异倍数估计与显著性检验结

果的稳健性和可靠性。

在获得多组差异分析结果后，首先提取在多

次比较中均显著上调的蛋白质；随后，对这些蛋

白质在不同时间点的定量结果进行聚类分析，将

时间动态变化趋势相似的蛋白质归为同一类，示

于图 1b。在此基础上，对每个蛋白质的表达动

态进行单独展示，示于图 1c。结果表明，EGFR
蛋白质在 2 min时达到表达峰值，在 5～10 min
期间呈轻微上升趋势，随后于 30 min回落。该

类蛋白质的时间动态曲线可作为直观参考反馈

给实验研究人员，用于指导后续的功能验证与机

制研究。将多组比较获得的差异蛋白质进行合

并，并绘制各比较组相对于对照组变化倍数的点

图，示于图 1d。该点图能够清晰展示蛋白质在

不同比较组中的变化趋势，有助于发现变化趋势

相似的蛋白簇。

在 AP-MS数据分析中，受质谱检测限或蛋

白质丰度较低等因素影响，部分蛋白质在对照组

的多次重复样本中可能未被检测到。为避免潜

在相互作用蛋白质的遗漏，本研究针对诱饵特异

性蛋白质建立了一套完整的分析流程。在仅涉

及 2组比较的情况下，对该类蛋白质进行单独筛

选，并结合其在实验组中的变异系数进行排序评

估，以决定是否保留进入后续的分析流程。若该

蛋白质在实验组中的变异系数值较低且排序靠

前，表明其定量结果具有良好的重复性，则予以

保留。将本步骤筛选得到的蛋白质与每次差异

比较中显著上调的蛋白质分别整合，构建用于后

续功能富集分析的蛋白质集合。在多组实验数

据比较中，首先分别对各时间点进行统计检验，

并与对照组逐一比较，获得显著上调蛋白及其他

蛋白质。对于非显著上调蛋白，进一步筛选对照

组全部为 NA（not available）且在第二时间点达到

均值峰值的蛋白质 ，并与 HPRD  （The  Human
Protein Reference Database）和 Uniprot数据库中具

有 Signal Transduction注释的蛋白质取交集，得

到早期瞬时互作蛋白质组，示于图 1e。对于显著

上调蛋白，通过严格的 CV阈值筛选，并要求至

少连续 4个时间点具有可计算的 CV值，从而构

建时间动态互作蛋白质组，示于图 1f。通过上述

流程，最终获得高置信度的蛋白质列表。

 2.4    下游功能分析模块

功 能 注 释 与 通 路 分 析 可 基 于 成 熟 的

clusterProfiler R软件包完成 [24]，示于图 1g。该工

具不仅适用于单一条件下的富集分析，在涉及多

个时间点或多个诱饵蛋白质的数据比较时亦具

有良好的适用性。分析过程中，需重点关注随时

间进程或诱饵蛋白质的变化及各功能通路富集

程度的动态变化趋势，包括增强、稳定或减弱等

不同模式。通过对通路富集结果进行可视化整

合，可在同一张图中展示通路层面的动态变化，

从而有助于揭示潜在的生物学调控过程及其内

在机制。

 2.5    蛋白质相互作用网络构建及预测模块

在蛋白质相互作用网络构建与预测模块中，

首先将差异显著的蛋白质整合构建为蛋白质相

互作用网络，并基于功能相似性对相关蛋白质进

行聚类分析，以识别潜在的功能模块。随后，将

各诱饵蛋白质与其候选互作蛋白质组成的蛋白

质对导入 AlphaFold-Multimer[25-26]，对潜在蛋白质

相互作用进行结构建模与打分评估。最终，所有

网络分析、结构预测及功能注释结果将以可视

化报告形式呈现给实验研究人员，为其筛选具有
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较高生物学相关性的候选蛋白质，以开展进一步

实验验证提供参考依据。

 3    结论

本研究开发了一款面向 AP-MS数据处理与

蛋白质相互作用网络构建的多功能计算分析平

台——APMSflow。该平台通过系统整合差异分

析与蛋白质相互作用网络构建流程，有效提升

了 AP-MS数据分析的可重复性与生物学可解释

性，使研究人员能够在较短时间内获得初步的蛋

白质相互作用网络，从而加快候选互作蛋白质的

筛选过程，并为后续机制研究与功能验证实验提
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图 2    基于 AP-MS 蛋白质组学数据类型的 APMSflow 分析流程示意图

Fig. 2    Schematic workflow of APMSflow analysis based on AP-MS proteomics data types
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供有力支持。

尽管 APMSflow在简化 AP-MS数据分析流

程方面表现出良好的实用性与通用性，但当前版

本仍存在一定局限性，如尚未覆盖所有归一化策

略与差异分析方法，且暂不支持翻译后修饰（如

磷酸化）位点层面的数据分析。未来的版本迭代

将重点引入更加完善的蛋白质复合物预测方法，

并进一步整合翻译后修饰肽段层面的信息，以增

强平台在大规模蛋白质相互作用组学研究中的

适用性与扩展能力。
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