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双序列比对基础和应用实例

罗 静 初
（北京大学 生命科学学院，北京大学生物信息中心，北京 １００８７１）

摘　 要：首先介绍序列比对的分子生物学基础，即核酸序列基本单元核苷酸和蛋白质序列基本单元氨基酸。 文中以精心设计

的图表列出四种核苷酸和二十种氨基酸的名称、性质和分类。 第 ２ 节简述序列比对基础，包括相似性和同源性基本概念、整体

比对和局部比对、点阵图方法、动态规划和启发式算法、计分矩阵和空位罚分，以及常用软件和分析平台。 第 ３ 节介绍核酸序

列比对中常用计分矩阵 ＤＮＡｆｕｌｌ，蛋白质序列比对中常用计分矩阵 ＢＬＯＳＵＭ６２ 和 ＰＡＭ２５０。 第 ４－８ 节则以血红蛋白、多肽毒

素、植物转录因子、癌胚抗原和唾液酸酶为例，介绍双序列比对的具体应用。 通过这些实例，说明如何选择分析平台和比对程

序、如何设置计分矩阵和空位罚分，如何分析比对结果及其生物学意义。 文末进行简要总结。
关键词：双序列比对；相似性和同源性；整体比对和局部比对；点阵图；计分矩阵；空位罚分；血红蛋白；多肽毒素；植物转录因

子；癌胚抗原；唾液酸酶
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１　 序列比对的分子生物学基础

　 　 序列比对是指利用计算机算法和程序，比较两

个或多个核酸或蛋白质一级结构核苷酸或氨基酸的

异同。 序列比对的研究对象为核酸序列或蛋白质序

列。 构成核酸序列的基本单元为核苷酸，而构成蛋

白质序列的基本单元为氨基酸。 为深入分析序列比

对结果，理解序列比对的生物学意义，对构成核酸和

蛋白质序列的基本单元需要有一个基本的了解。
１．１　 核酸序列基本单元

　 　 通常所说的核酸包括脱氧核糖核酸（Ｄｅｏｘｙｒｉ⁃



ｂｏｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄ， ＤＮＡ） 和核 糖 核 酸 （ Ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃ
Ａｃｉｄ， ＲＮＡ）两大类。 ＤＮＡ 序列的基本单元为脱氧

核糖核苷酸（Ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ），由脱氧核糖核苷

（Ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ）和磷酸（Ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃ Ａｃｉｄ）组

成。 脱氧核糖核苷包括脱氧核糖和碱基两部分。 碱

基分两类，一类为嘌呤碱（Ｐｕｒｉｎｅ），简称嘌呤，包括

腺嘌呤（Ａｄｅｎｉｎｅ， Ａ）和鸟嘌呤（Ｇｕａｎｉｎｅ， Ｇ）两种；
另一类为嘧啶碱（Ｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅ），简称嘧啶，包括胞嘧

啶（Ｃｙｔｏｓｉｎｅ， Ｃ）和胸腺嘧啶（Ｔｈｙｍｉｎｅ， Ｔ）两种（见
图 １）。

图 １　 ＤＮＡ 分子中四种脱氧核糖核苷酸分子结构及

相互之间的关系

Ｆｉｇ．１　 Ｆｏｕｒ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｉｎ ＤＮＡ ａｎｄ
ｔｈｅｉｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ

　 　 显然，四种不同碱基决定了四种不同脱氧核糖核

苷酸。 为便于表述，脱氧核糖核苷酸经常简称核苷酸，
分别用四种不同核苷酸的英文首字母，即腺嘌呤

Ａｄｅｎｉｎｅ 用 Ａ 表示，鸟嘌呤 Ｇｕａｎｉｎｅ 用 Ｇ 表示，胸腺嘧

啶 Ｔｈｙｍｉｎｅ 用 Ｔ 表示，胞嘧啶 Ｃｙｔｏｓｉｎｅ 用 Ｃ 表示。 习

惯上所说“ＤＮＡ 分子由四种不同碱基组成”，实际上

是指由含不同碱基的四种核苷酸组成，更确切地说，
应该是由含不同碱基的四种脱氧核糖核苷酸组成［１］。
　 　 ＤＮＡ 分子由四种不同核苷酸通过磷酸键按一

定顺序首尾相接，即前 １ 个核苷酸糖环第 ３’位碳原

子与下一个核苷酸糖环第 ５’位碳原子通过磷酸二

酯键相连，这就是通常所说的 ＤＮＡ 序列一级结构。
显然，磷酸二酯键的连接方式，决定了 ＤＮＡ 序

列具有方向性。 ＤＮＡ 分子在体内合成时，由四种不

同碱基 Ａ， Ｇ， Ｔ， Ｃ 按 ５’到 ３’方向不断延伸、依次

排列，其产物为不同长度、不同顺序的 ＤＮＡ 分子。
显然，四种碱基的排列顺序不同，所形成的 ＤＮＡ 序

列的一级结构也就不同。 地球上除 ＲＮＡ 病毒外的

其它生物，包括动物、植物、细菌和 ＤＮＡ 病毒，其遗

传信息均取决于其 ＤＮＡ 序列。
１９５３ 年，沃森和克里克提出 ＤＮＡ 分子双螺旋模

型，即 ＤＮＡ 分子由两条方向相反的互补链构成，四种

不同碱基通过氢键配对原则，即 Ａ 和 Ｔ 配对、Ｇ 和 Ｃ
配对，形成螺旋形的二级结构。 ＤＮＡ 分子双螺旋模型，
从分子水平上揭示了遗传信息复制和传递的机制。

分析四种不同碱基的结构可以发现，它们之间

具有一定关系。 若用正四面体的四个顶角分别表示

Ａ， Ｇ， Ｃ， Ｔ 四种核苷酸，正四面体的六条边则可以

表示四种核苷酸之间的关系（见图 １ｂ），分别用字母

Ｒ， Ｙ， Ｍ， Ｋ， Ｗ 和 Ｓ 表示。 根据国际理论和应用

化学联合会 （ Ｔｈｅ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｕｎｉｏｎ ｏｆ Ｐｕｒｅ ａｎｄ
Ａｐｐｌｉｅｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＩＵＰＡＣ）、国际生物化学和分子生

物学联合会（Ｔｈｅ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｕｎｉｏｎ ｏｆ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ
ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ， ＩＵＢＭＢ）制定的核苷酸代码

（见表 １），Ｒ 表示嘌呤 Ａ 或 Ｇ，Ｙ 表示嘧啶 Ｃ 或 Ｔ；Ｍ
表示含氨基的腺嘌呤 Ａ 或胞嘧啶 Ｃ，Ｋ 表示含酮基

的鸟嘌呤 Ｇ 或胸腺嘧啶 Ｔ；Ｗ 表示能够形成两对氢

键的腺嘌呤 Ａ 或胸腺嘧啶 Ｔ，意为弱耦合（Ｗｅａｋ），Ｓ
表示能够形成三对氢键的鸟嘌呤 Ｇ 或胞嘧啶 Ｃ，意
为强耦合（Ｓｔｒｏｎｇ）。

表 １　 核苷酸名称和代码

Ｔａｂｌｅ １　 Ｎａｍｅ ａｎｄ ｃｏｄｅ ｏｆ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

代码 英文含义 中文含义

Ａ Ａｄｅｎｉｎｅ 腺嘌呤

Ｇ Ｇｕａｎｉｎｅ 鸟嘌呤

Ｃ Ｃｙｔｏｓｉｎｅ 胞嘧啶

Ｔ ／ Ｕ Ｔｈｙｍｉｎｅ ／ Ｕｒａｃｉｌ 胸腺嘧啶 ／ 尿嘧啶∗

Ｒ（Ａ ｏｒ Ｇ） ｐｕＲｉｎｅ 嘌呤

Ｙ（Ｃ ｏｒ Ｔ） ｐＹｒｉｍｉｄｉｎｅ 嘧啶

Ｍ（Ａ ｏｒ Ｃ） ａＭｉｎｏ 氨基（腺嘌呤或胞嘧啶）

Ｋ（Ｇ ｏｒ Ｔ） Ｋｅｔｏｎｅ 酮基（鸟嘌呤或胸腺嘧啶）

Ｓ（Ｇ ｏｒ Ｃ） Ｓｔｒｏｎｇ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
三对（强）氢键

（鸟嘌呤或胞嘧啶）

Ｗ（Ａ ｏｒ Ｔ） Ｗｅａｋ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
两对（弱）氢键

（腺嘌呤或胸腺嘧啶）

Ｈ（Ａ ｏｒ Ｃ ｏｒ Ｔ） Ｎｏｔ－Ｇ （Ｈ ａｆｔｅｒ Ｇ） 非鸟嘌呤

Ｂ（Ｃ ｏｒ Ｇ ｏｒ Ｔ） Ｎｏｔ－Ａ （Ｂ ａｆｔｅｒ Ａ） 非腺嘌呤

Ｖ（Ａ ｏｒ Ｃ ｏｒ Ｇ）
Ｎｏｔ－Ｔ ／ Ｕ

（Ｖ ａｆｔｅｒ Ｔ ／ Ｕ）∗
非胸腺嘧啶 ／
非尿嘧啶

Ｄ（Ａ ｏｒ Ｇ ｏｒ Ｔ） Ｎｏｔ－Ｃ （Ｄ ａｆｔｅｒ Ｃ） 非胞嘧啶

Ｎ（Ａ ｏｒ Ｃ ｏｒ Ｇ ｏｒ Ｔ） ａＮｙ 任意碱基

∗ＲＮＡ 分子中，尿嘧啶（Ｕｒａｃｉｌ， Ｕ）取代胸腺嘧啶（Ｔｈｙｍｉｎｅ， Ｔ）．
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　 　 此外，Ｎ 表示四种核苷酸中的任意一种，在基因

组序列中，通常用来表示无法测定或测定结果不能

确定的位点。
了解核苷酸代码，不仅在序列比对中，而且在限

制性内切酶分析和简并引物设计等序列分析实际应

用中，都很有帮助。
１．２　 蛋白质序列基本单元

　 　 蛋白质序列基本单元为氨基酸。 常见氨基酸有

二十种，氨基酸的基本结构包括主链和侧链两部分。
不同氨基酸的主链相同，而侧链不同。 按侧链基团

大小、亲疏水性和电荷性等不同性质，可以将它们分

成四大类（见图 ２）。
第一类为疏水氨基酸，包括丙氨酸（Ａｌａ， Ａ）、缬

氨酸（Ｖａｌ， Ｖ）、亮氨酸（Ｌｅｕ， Ｌ）、异亮氨酸（Ｉｌｅ， Ｉ）、
甲硫氨酸（Ｍｅｔ， Ｍ）五种侧链为脂肪族基团的氨基

酸，以及侧链为芳香族的苯丙氨酸（Ｐｈｅ， Ｆ）。 第二类

为带电氨基酸，根据电荷性质的不同，又可分为带负

电的门冬氨酸（Ａｓｐ， Ｄ）和谷氨酸（Ｇｌｕ， Ｅ），带正电

的组氨酸（Ｈｉｓ， Ｈ）、赖氨酸（Ｌｙｓ， Ｋ）和精氨酸（Ａｒｇ，
Ｒ）。 第三大类则是既不疏水、又不带电的极性氨基

酸，其中丝氨酸（Ｓｅｒ， Ｓ）、苏氨酸（Ｔｈｒ， Ｔ）和酪氨酸

（Ｔｙｒ， Ｙ）侧链具有极性羟基，而门冬酰胺（Ａｓｎ， Ｎ）和
谷氨酰胺（Ｇｌｎ， Ｑ）的侧链具有酰胺基，另外一个色氨

酸（Ｔｒｐ， Ｗ）比较特殊，其侧链为吲哚环，也属于极性

氨基酸。 最后一类包括半胱氨酸（Ｃｙｓ， Ｃ）、脯氨酸

（Ｐｒｏ， Ｐ）和甘氨酸（Ｇｌｙ， Ｇ）三个氨基酸。 其实，这三

个氨基酸性质各不相同，很难将它们归到其它类别

中，将它们归为同一类，只是为了便于记忆。
除了亲疏水性、极性和电荷性三种性质外，二十

种氨基酸的溶剂可及性（Ｓｏｌｖｅｎｔ Ａｃｃｅｓｓｉｂｉｌｉｔｙ）、刚性

（Ｂｕｌｋｉｎｅｓｓ）、跨膜倾向性（Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ Ｔｅｎｄｅｎｃｙ）
和可突变性（Ｍｕｔａｂｉｌｉｔｙ）也各不相同（见表 ２）。

图 ２　 二十种常见氨基酸名称和分类

Ｆｉｇ．２　 Ｎａｍｅ ａｎｄ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ２０ ｃｏｍｍｏｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ
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表 ２　 二十种氨基酸基本性质

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｇｅｎｅｒａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ２０ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ

名称 中文名 分子量 等电点 极性 疏水性 可及性 刚性 跨膜性 突变性 含量

Ａ ／ Ａｌａ 丙氨酸 ７１ ６．０ ８．１ １．６ ６．６ １１．５ ０．４ １００ ８．３

Ｃ ／ Ｃｙｓ 半胱氨酸 １０３ ５．１ ５．５ ２．０ ０．９ １３．５ －０．３ ２０ １．４

Ｄ ／ Ａｓｐ 门冬氨酸 １１５ ２．８ １３．０ －９．２ ７．７ １１．７ －３．３ １０６ ５．５

Ｅ ／ Ｇｌｕ 谷氨酸 １２９ ３．２ １２．３ －８．２ ５．７ １３．６ －２．９ １０２ ６．７

Ｆ ／ Ｐｈｅ 苯丙氨酸 １４７ ５．５ ５．２ ３．７ ２．４ １９．８ ２．０ ４１ ３．９

Ｇ ／ Ｇｌｙ 甘氨酸 ５７ ６．０ ９．０ １．０ ６．７ ３．４ －０．２ ４９ ７．１

Ｈ ／ Ｈｉｓ 组氨酸 １３６ ７．６ １０．４ －３．０ ２．５ １３．７ －１．４ ６６ ２．３

Ｉ ／ Ｉｌｅ 异亮氨酸 １１３ ６．０ ５．２ ３．１ ２．８ ２１．４ ２．０ ９６ ５．９

Ｋ ／ Ｌｙｓ 赖氨酸 １２８ ９．７ １１．３ －８．８ １０．３ １５．７ －３．５ ５６ ５．８

Ｌ ／ Ｌｅｕ 亮氨酸 １１３ ６．０ ４．９ ２．８ ４．８ ２１．４ １．８ ４０ ９．６

Ｍ ／ Ｍｅｔ 甲硫氨酸 １３１ ５．１ ５．７ ３．４ １ １６．３ １．４ ９４ ２．４

Ｎ ／ Ａｓｎ 门冬酰胺 １１４ ５．４ １１．６ －４．８ ６．７ １２．８ －１．６ １３４ ４．１

Ｐ ／ Ｐｒｏ 脯氨酸 ９７ ６．３ ８．０ －０．２ ４．８ １７．４ －１．４ ５６ ４．７

Ｑ ／ Ｇｌｎ 谷氨酰胺 １２８ ５．７ １０．５ －４．１ ５．２ １４．５ －１．８ ９３ ３．９

Ｒ ／ Ａｒｇ 精氨酸 １５６ １０．８ １０．５ －１２．３ ４．５ １４．３ －２．６ ６５ ５．５

Ｓ ／ Ｓｅｒ 丝氨酸 ８７ ５．７ ９．２ ０．６ ９．４ ９．５ －０．５ １２０ ６．６

Ｔ ／ Ｔｈｒ 苏氨酸 １０１ ６．５ ８．６ １．２ ７ １５．８ －０．３ ９７ ５．４

Ｖ ／ Ｖａｌ 缬氨酸 ９９ ６．０ ５．９ ２．６ ４．５ ２１．６ １．５ ７４ ６．９

Ｗ ／ Ｔｒｐ 色氨酸 １８６ ５．９ ５．４ １．９ １．４ ２１．７ １．５ １８ １．１

Ｙ ／ Ｔｙｒ 酪氨酸 １６３ ５．７ ６．２ －０．７ ５．１ １８．０ ０．５ ４１ ２．９

　 　 表中不同氨基酸的性质源自以下几个网站，有
兴趣的读者可自行查看。

１）氨基酸结构特性（Ａｍｉｎｏ Ａｃｉｄ Ｐｒｏｐｅｒｔｙ）
德国海德堡大学蛋白质结构、功能和演化研究

组氨基酸结构特性网站：
ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｒｕｓｓｅｌｌｌａｂ．ｏｒｇ ／ ａａｓ ／ ａａｓ．ｈｔｍｌ
２）蛋白质序列波形图（ＰｒｏｔＳｃａｌｅ）
瑞士生物信息研究所蛋白质分析专家系统

（Ｅｘｐｅｒｔ ｏｆ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａｎａｌｙｓｉｓ Ｓｙｓｔｅｍ， Ｅｘｐａｓｙ）蛋白质序

列特征波形图网站：
ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｓｃａｌｅ
３）蛋白质序列特征参数（ＰｒｏｔＰａｒａｍ）
Ｅｘｐａｓｙ 蛋白质序列特征参数网站：
ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ
氨基酸种类的多样性，是自然界长期演化的结

果，它决定了蛋白质功能的多样性，从而也决定了生

物多样性。 必须说明，将不同氨基酸分为亲水 ／疏
水、极性 ／非极性、带电 ／不带电等，仅仅是为了便于

理解，并没有绝对的界限［２］。 例如，赖氨酸侧链末端

带正电荷，但其侧链包含四个疏水性甲基。 又如，组
氨酸侧链带正电，通常分布在分子表面；但在某些转

录因子中，组氨酸常与半胱氨酸一起，与锌原子组成

锌指结构，分布在分子内部，具有疏水特性。

２　 序列比对基础

２．１　 相似性和同源性

　 　 序列比对是指利用计算机程序比较核酸或蛋白

质序列之间相似性，找出两个或多个序列之间的相

同区域或差异位点。 根据分子生物学中心法则，
ＤＮＡ 是遗传信息携带者，而蛋白质则是功能分子。
不同物种之所以千姿百态、各不相同，其内在原因是

它们的基因组不同，或者更确切地说，是它们的 ＤＮＡ
序列及其编码所得的蛋白质不同。

序列比对经常用来判断所比对的两个序列是否

为同源序列。 必须指出，相似性（Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ）和同源

性（Ｈｏｍｏｌｏｇｙ）是两个完全不同的概念。 根据达尔文

进化论学说，地球上现有物种，不论是动物、植物，或
者是微生物，可以追溯到一个共同祖先。 由于地球

环境不断变化，祖先物种在演化过程中发生分化，形
成新物种，以适应变化后的新环境。 演化过程中，不
同物种的基因组核酸序列及其编码的蛋白质序列均

发生不同程度的突变，但依然保持一定的相似性。
序列相似性概念在核酸和蛋白质序列中有所不

同。 核酸序列的相似性高低，是指通过序列比对所得

结果中相同核苷酸残基所占比例，通常用百分比表

４ 生　 物　 信　 息　 学　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 第 ２１ 卷



示。 而蛋白质序列比对结果中，除了用相同氨基酸残

基所占比例作为相似性指标外，也经常用相同氨基酸

加上相似氨基酸作为相似性指标。 所谓相似氨基酸，
是指侧链基团理化性质相似的一对氨基酸，如疏水氨

基酸亮氨酸（Ｌｅｕ， Ｌ）和异亮氨酸（Ｉｌｅ， Ｉ），极性氨基酸

丝氨酸（Ｓｅｒ， Ｓ）和苏氨酸（Ｔｈｕ， Ｔ）、带负电的氨基酸

门冬氨酸（Ａｓｐ， Ｄ 和谷氨酸（Ｇｌｕ， Ｅ）、带苯环的氨基

酸苯丙氨酸（Ｐｈｅ， Ｆ）和酪氨酸（Ｔｙｒ， Ｙ）等。
不论是核酸序列还是蛋白质序列，序列相似性

是指相同和相似残基所占全长序列的比例，比例越

高，相似性越高。 而序列同源性是指所比较的两个

序列是否具有共同的祖先序列。 显然，序列同源性

只有是非之别，没有高低之分，所谓“具有 ５０％同源

性”，或“高度同源”等说法，都是错误的。 值得一提

的是，相似性和同源性的概念之所以容易混淆，是因

为两者之间关系密切。 一般说来，同源序列特别是

亲缘关系较近的序列，相似性通常较高；反之，相似

性较高的两条序列，很有可能具有共同祖先。 也就

是说，序列相似性的高低经常用来推断其是否同源。
同源序列通常分为直系同源（Ｏｒｔｈｏｌｏｇ）和并系

同源（Ｐａｒａｌｏｇ）两类。 以血红蛋白为例，小鼠和大鼠

两个不同物种 ａｌｐｈａ 血红蛋白在它们共同祖先中已

经存在。 随着物种分化，小鼠和大鼠共同祖先分化

为两个物种，所形成的新物种通过遗传机制获得祖

先物种基因组中 ａｌｐｈａ 珠蛋白基因。 因此，小鼠和大

鼠两个不同物种中 ａｌｐｈａ 血红蛋白称为直系同源蛋

白，其编码基因则为直系同源基因。 而小鼠中 ａｌｐｈａ
珠蛋白基因在物种形成后，由基因复制产生了两个

基因，编码两个 ａｌｐｈａ 血红蛋白，即 ａｌｐｈａ１ 和 ａｌｐｈａ２。
小鼠血红蛋白 ａｌｐｈａ１ 和 ａｌｐｈａ２ 则称为并系同源（有
时也译作旁系同源）蛋白，其编码基因则称为并系同

源基因。
２．２　 整体比对和局部比对

　 　 双序列比对的方法可以分为两种，一种从全长

序列出发，考虑所比对的两条序列的整体相似性，即
整体比对（Ｇｌｏｂａｌ Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ）； 另一种仅考虑所比对

序 列 部 分 区 域 的 相 似 性， 即 局 部 比 对 （ Ｌｏｃａｌ
Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ）。 一般说来，亲缘关系近的物种间的序列

相似性较高，而且经常具有整体相似性；而亲缘关系

较远的物种间序列相似性较低，有时仅有局部相似

性。 整体比对常用来考察两条序列是否在整体上具

有较大相似性，并由此推测它们是否具有同源性。
而局部比对则可以找出两个序列中的保守序列片

段，如蛋白质序列中某个结构域或功能位点，基因上

游启动子区域核酸序列调控元件等。
２０ 世纪 ７０ 年代初，Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ 和 Ｗｕｎｓｃｈ 提出

整体比对算法，即 Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ⁃Ｗｕｎｓｃｈ 算法［ ３］；８０ 年

代初，Ｓｍｉｔｈ 和 Ｗａｔｅｒｍａｎ 在此基础上提出了局部比

对算法，即 Ｓｍｉｔｈ⁃Ｗａｔｅｒｍａｎ 算法［ ４］。 这两种算法是

序列相似性比对的基础，至今仍广为使用。
２．３　 动态规划和启发式算法

　 　 以上介绍双序列比对的两种方法，无论是整体

比对还是局部比对，都是采用动态规划算法。 动态

规划算法是指在给定计分矩阵和空位罚分的条件

下，通过插入适当空位，使比对结果的总分值最高，
即找到最优解。 无论是 Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ⁃Ｗｕｎｓｃｈ 算法或

者是 Ｓｍｉｔｈ⁃Ｗａｔｅｒｍａｎ 算法，都采用计算机领域中常

用的动态规划（Ｄｙｎａｍｉｃ Ｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇ）算法。 动态规

划算法的核心思想，是把一个复杂问题分解为若干

子问题，并通过寻找子问题的解，最终找到初始复杂

问题的解。
下面，我们介绍另一种双序列比对方法，即启发

式（Ｈｅｕｒｉｓｔｉｃ） 算法。 序列相似性数据库搜索软件

Ｂａｓｉｃ Ｌｏｃａｌ Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ Ｓｅａｒｃｈ Ｔｏｏｌ（ＢＬＡＳＴ）则采用启

发式算法。 ＢＬＡＳＴ 通常用于搜索某个蛋白质或核酸

序列数据库中与检测序列具有一定相似性的靶标

序列。
ＢＬＡＳＴ 算法大体分为以下三步。 首先，将检测

序列按一定字长（Ｗｏｒｄ Ｓｉｚｅ）拆分成种子（ Ｓｅｅｄ）序

列，并按给定计分矩阵和设定阈值，找到与种子序列

相似性较高的近邻（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ）序列。 接着，逐个找到

各近邻序列在数据库中匹配序列，并按分值增加原

则向两边延伸，得到高分对（Ｈｉｇｈ Ｓｃｏｒｉｎｇ Ｐａｉｒ）。 将

所得主对角线方向距离较近的高分对连接起来，并
用 Ｓｍｉｔｈ⁃Ｗａｔｅｒｍａｎ 方法进行比对。 最后，对搜索到

的靶标序列进行统计检验，输出期望值 （ Ｅｘｐｅｃｔ
Ｖａｌｕｅ）低于设定阈值的靶标序列，即搜索结果。
ＢＬＡＳＴ 也可用于双序列比对，只要把所要搜索的数

据库设定为另一个序列。 显然，由于所采用的比对

策略完全不同，基于 Ｓｍｉｔｈ⁃Ｗａｔｅｒｍａｎ 动态规划算法

的比对结果和基于 ＢＬＡＳＴ 启发式算法的比对结果

不一定相同，某些情况下差别很大。
２．４　 计分矩阵和空位罚分

　 　 无论整体比对还是局部比对，无论采用动态规

划算法还是采用启发式算法，都离不开计分矩阵和

空位罚分。 所谓计分矩阵，是指比对过程中相同或

不同核苷酸或氨基酸之间的匹配或错配分值。 例

如，核酸序列比对时通常匹配分值为正值，而错配分

值为负值。 蛋白质序列比对时，匹配分值为正值，而
错配分值则与氨基酸性质有关，性质不同的氨基酸

之间的错配分值为负值，而性质相似的氨基酸之间

的分值有可能为正值。 不同计分矩阵具有不同匹配
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分值和错配分值。 本文下一节详细介绍核酸序列比

对中常用的 ＤＮＡｆｕｌｌ 计分矩阵，以及蛋白质序列比对

中常用的 ＢＬＯＳＵＭ６２ 和 ＰＡＭ２５０ 计分矩阵。 显然，
计分矩阵不同，比对结果很可能不同。 这一点，实际

使用时经常被忽略。
序列比对的过程就是利用一定算法或策略，确

定是否插入空位、何处插入空位、插入几个空位。 这

一看似简单的过程，在计算机领域实际上是个难度

极大的复杂计算问题，而其背后的生物学机制则更

加复杂。 所谓空位罚分，是指比对过程中在适当位

置插入空位，使比对总分值更高、比对结果更好。 实

际比对时，程序通常给定默认值，而用户可以根据具

体情况进行调整。 空位罚分大小设置通常采用经验

值，起始空位罚分较大，而延伸空位罚分较小。 所谓

起始空位，是指插入的第一个空位，而延伸空位则是

当插入多个空位时，第二个空位开始的其它空位。
此外，当两个长度差别较大的序列进行整体比对时，
往往需要考虑是否对末端空位也进行罚分。
２．５　 常用软件和分析平台

　 　 基于动态规划的双序列整体比对算法上世纪七

十年代初就已经提出，八十年代初又发表了基于动

态规划的局部比对算法。 之后不久，随着计算机技

术的快速发展，计算机在分子生物学中开始得到应

用，双序列比对算法很快用计算机程序实现。 上世

纪九十年代，在欧洲分子生物学网络组织（Ｅｕｒｏｐｅａｎ
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ Ｎｅｔｗｏｒｋ， ＥＭＢｎｅｔ）的支持下，英国

学者 Ｐｅｔｅｒ Ｒｉｃｅ 和 Ａｌａｎ Ｂｌｅａｓｂｙ 领导的团队开发了

欧洲分子生物学开放软件包 （ Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｂｉｏｌｏｇｙ Ｏｐｅｎ Ｓｏｆｔｗａｒｅ Ｓｕｉｔｅ ， ＥＭＢＯＳＳ）。 该软件包

中包括多个双序列比对程序，其中最为常用的是整

体比对程序 ｎｅｅｄｌｅ，局部比对程序 ｗａｔｅｒ，以及基于点

阵图的 ｄｏｔｔｕｐ 和 ｄｏｔｍａｔｃｈｅｒ 等。 ＥＭＢＯＳＳ 软件包基

于 Ｌｉｎｕｘ 系统开发，可免费下载安装在 Ｌｉｎｕｘ 服务器

上，用命令行方式运行程序［ ８］。
为方便用户，欧洲生物信息学研究所（Ｅｕｒｏｐｅａｎ

Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ， ＥＢＩ）把 ＥＭＢＯＳＳ 软件包中部

分常用程序部署在服务器上，包括双序列比对程序

ｎｅｅｄｌｅ 和 ｗａｔｅｒ 等。 而荷兰瓦赫宁根大学的 ＥＭＢＯＳＳ
Ｅｘｐｌｏｒｅｒ 将整个 ＥＭＢＯＳＳ 软件包部署在服务器上，不
仅用于双序列比对，还可进行序列格式转换、酶切图

谱分析、密码子分析、蛋白质二级结构预测和跨膜螺

旋分析等。 而美国国家生物技术信息中心（Ｎａｔｉｏｎａｌ
Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ， ＮＣＢＩ）的 ＢＬＡＳＴ
分析平台也提供了基于 Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ⁃Ｗｕｎｓｃｈ 算法的

整体比对工具 Ｇｌｏｂａｌ Ａｌｉｇｎ 和基于启发式算法的

Ｂｌａｓｔ２Ｓｅｑ 工具。 此外，瑞士生物信息研究所（ Ｓｗｉｓｓ

Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ， ＳＩＢ）开发的点阵图可视化

分析平台 Ｄｏｔｌｅｔ 操作方便、结果直观，可用于重复区域

识别、核酸序列中互补序列显示和外显子查找等。 为方

便用户，下面列出国际知名生物信息中心常用双序列比

对工具网址。
·ＢＬＡＳＴ 分析平台

ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ
包括基于 Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ⁃Ｗｕｎｓｃｈ 算法的整体比对

程序 Ｇｌｏｂａｌ Ａｌｉｇｎ 和 基 于 启 发 式 算 法 的 程 序

ＢＬＡＳＴ２Ｓｅｑ，比对结果按 ＢＬＡＳＴ 分析平台输出格式

展示， 包 括 简 要 说 明 （ Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ）、 图 形 梗 概

（Ｇｒａｐｈｉｃｓ Ｓｕｍｍａｒｙ）、比对细节（Ａｌｉｇｎｍｅｎｔｓ）和点阵

图（Ｄｏｔ Ｐｌｏｔ）等。
·ＥＢＩ ＥＭＢＯＳＳ
ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ ／ Ｔｏｏｌｓ ／ ｐｓａ ／ ｅｍｂｏｓｓ＿ｎｅｅｄｌｅ
ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ ／ Ｔｏｏｌｓ ／ ｐｓａ ／ ｅｍｂｏｓｓ＿ｗａｔｅｒ ／
包括整体比对程序 ｎｅｅｄｌｅ 和局部比对程序

ｗａｔｅｒ，两者具有相同的用户界面，包括序列输入和参

数设置，可根据需要选择 ＢＬＯＳＵＭ 系列或 ＰＡＭ 系列

不同计分矩阵，并可设置起始和延伸空位罚分。
·荷兰瓦赫宁根大学生物信息中心 ＥＭＢＯＳＳ

Ｅｘｐｌｏｒｅｒ
ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｎｌ ／ ｅｍｂｏｓｓ⁃ｅｘｐｌｏｒｅｒ
可进行 ｎｅｅｄｌｅ 整体比对和 ｗａｔｅｒ 局部比对。
·北京大学生物信息中心网上实验室 ＷｅｂＬａｂ
ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂｌａｂ．ｇａｏ⁃ｌａｂ．ｏｒｇ
·瑞士生物信息研究所点阵图网站 Ｄｏｔｌｅｔ
ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｄｏｔｌｅｔ．ｖｉｔａｌ⁃ｉｔ．ｃｈ ／
ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｍｙｈｉｔｓ． ｓｉｂ． ｓｗｉｓｓ ／ ｕｔｉｌ ／ ｄｏｔｌｅｔ ／ ｄｏｃ ／ ｄｏｔｌｅｔ ＿

ｅｘａｍｐｌｅｓ．ｈｔｍｌ

３　 常用计分矩阵

３．１　 ＤＮＡｆｕｌｌ
　 　 核酸序列比对所用计分矩阵与软件或分析平台

有关。 ＤＮＡｆｕｌｌ 是常用计分矩阵之一。 该矩阵可从

生物信息学自学网站（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｒｏｓａｌｉｎｄ． ｉｎｆｏ ／ ｇｌｏｓｓａｒｙ ／
ｄｎａｆｕｌｌ）下载。 本文做了适当改编（见表 ３）。
　 　 首先，由于该矩阵元素沿主对角线对称分布，原
始矩阵中主对角线右上方的元素不再列出。 其次，
根据四种核苷酸的类别将它们分组。 第一组为 Ａ、
Ｔ、Ｇ、Ｃ 四种确定的核苷酸，匹配分值为 ５，错配分值

为－４。 若比对序列中仅有这四种核苷酸，不包含歧

义核苷酸，则采用上述分值，也可选择另一种计分矩

阵 ＤＮＡｍａｔｒｉｘ。
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表 ３　 核苷酸计分矩阵 ＤＮＡｆｕｌｌ
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｃｏｒｉｎｇ ｍａｔｒｉｘ ＤＮＡｆｕｌｌ

　 　 实际比对过程中，由于测序精度等原因，有的序

列中包含尚不确定的位点，通常用 Ｎ 表示；而有的

序列中包括 Ｓ、Ｗ、Ｒ、Ｙ、Ｋ、Ｍ 等，分别表示不同类别

核苷酸（见表 １）。 例如，Ｓ 表示 Ｇ 或 Ｃ 两种能形成

三对氢键的核苷酸，与 Ｇ 或 Ｃ 的错配分值均为 １，而
与 Ａ 或 Ｔ 的错配分值为－４。 同理，Ｗ 表示 Ａ 或 Ｔ
两种只能形成两对氢键的核苷酸，与 Ａ 或 Ｔ 的错配

分值均为 １，而与 Ｇ 或 Ｃ 的错配分值为－４。 需要注

意的是，Ｓ 自身匹配分值为－１，低于 Ｓ 与 Ｇ 或 Ｃ 的

错配分值。 同样，Ｎ 与四个确定核苷酸的错配分值

为－２，而与 Ｓ、Ｗ 等不确定核苷酸的错配分值为－１，
从某个侧面反映了四种核苷酸的性质及其相互之间

的关系。
３．２　 ＢＬＯＳＵＭ６２
　 　 用于蛋白质序列比对的计分矩阵有多种，目前

最常用的是 ＢＬＯＳＵＭ６２ 矩阵，也是许多序列比对程

序的默认计分矩阵［ ５］。 ＢＬＯＳＵＭ 英文全称为 Ｂｌｏｃｋｓ
Ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ Ｍａｔｒｉｘ，通常翻译为 “模块替换计分矩

阵”，后面的数字 ６２ 表明该矩阵是 ＢＬＯＳＵＭ 系列矩

阵中的一个。 ＢＬＯＳＵＭ６２ 矩阵可从生物信息学自学

网站（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｒｏｓａｌｉｎｄ． ｉｎｆｏ ／ ｇｌｏｓｓａｒｙ ／ ｂｌｏｓｕｍ６２）下载，
本文做了适当改编（见表 ４）。

与核苷酸计分矩阵 ＤＮＡｆｕｌｌ 类似，主对角线右

上方的元素不再列出。 基于侧链性质将二十种氨基

酸分组，分组原则与图 ２ 氨基酸分类基本一致。 五

个疏水脂肪族氨基酸丙氨酸 Ａ、缬氨酸 Ｖ、亮氨酸

Ｌ、异亮氨酸 Ｉ 和甲硫氨酸 Ｍ 分在一组；两个侧链带

羟基的氨基酸（丝氨酸 Ｓ 和苏氨酸 Ｔ）分在一组；门
冬酰胺 Ｎ 和谷氨酰胺 Ｑ、门冬氨酸 Ｄ 和谷氨酸 Ｅ 四

个氨基酸分在一组；带正电的三个氨基酸组氨酸 Ｈ、
赖氨酸 Ｋ 和精氨酸 Ｒ 分在一组；三个芳香族氨基酸

（苯丙氨酸 Ｆ、酪氨酸 Ｙ 和色氨酸 Ｗ）分在一组；半
胱氨酸 Ｃ、脯氨酸 Ｐ 和甘氨酸 Ｇ 性质独特，各自单

独分在一组。 需要说明的是，酪氨酸侧链也有羟基，
这一点与丝氨酸 Ｓ 和苏氨酸 Ｔ 接近，但其侧链苯环

与苯丙氨酸 Ｆ 更加相似，因此将它们分在一组，同
组的还有另一个芳香族氨基酸 Ｗ。

ＢＬＯＳＵＭ６２ 计分矩阵主对角线的 ２０ 个矩阵单

元为相同氨基酸之间的分值，即匹配分值。 不同氨

基酸的匹配分值有高有低，如色氨酸 Ｗ 为 １１、半胱

氨酸 Ｃ 为 ９；有的较低，如四个脂肪族氨基酸（丙氨

酸 Ａ、缬氨酸 Ｖ、亮氨酸 Ｌ、异亮氨酸 Ｉ）和丝氨酸 Ｓ
均为 ４。 匹配分值的高低与该氨基酸的性质与丰

度有关，也从某个侧面反映了该氨基酸的保守性

（见表 ２）。 分值越高，保守性越强，越不容易发生

替换。
除主对角线外的其它矩阵单元为不同氨基酸之

间的替换分值，即错配分值。 错配分值有正有负，范
围在 ３ 到－４ 之间，其中大部分为零或负值。 错配分

值的高低与两个氨基酸之间的性质有关。 两者之间

性质差别越大，越不容易发生替换，错配分值也就越

低，如第一列半胱氨酸 Ｃ 与谷氨酸 Ｅ、最后一行色氨

酸 Ｗ 与脯氨酸 Ｐ 之间的错配分值均为－４。 同组内

氨基酸的错配分值相对较高，有的为正值，如缬氨酸

Ｖ 和异亮氨酸 Ｉ 错配分值为 ３，亮氨酸 Ｌ 和异亮氨酸

Ｉ 的错配分值为 ２，这是因为它们侧链比较相似，容
易发生替换。

以上我们简单介绍了 ＢＬＯＳＵＭ６２ 计分矩阵的

７第 １ 期 罗静初：双序列比对基础和应用实例



特点，以便读者在实际使用过程中深入分析序列比

对结果。 ＢＬＯＳＵＭ６２ 是 ＢＬＯＳＵＭ 系列计分矩阵中

的一个。 ＢＬＯＳＵＭ 系列计分矩阵于上世纪九十年代

基于蛋白质序列模块数据库 ＢＬＯＣＫＳ 构建。 除

ＢＬＯＳＵＭ６２ 外， 另 有 ＢＬＯＳＵＭ３０、 ＢＬＯＳＵＭ３５、
ＢＬＯＳＵＭ４０ 一直到 ＢＬＯＳＵＭ１００ 共 １５ 个，可从 ＮＣＢＩ

下载（ｆｔｐ： ／ ／ ｆｔｐ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ ｂｌａｓｔ ／ ｍａｔｒｉｃｅｓ）。 除

ＢＬＯＳＵＭ６２ 外，其它矩阵的末尾数字均为 ５ 或 １０ 的

倍数。 一般说来，ＢＬＯＳＵＭ１００、ＢＬＯＳＵＭ９０ 等用于

相似 性 高 的 近 缘 物 种 之 间 的 序 列 比 对， 而

ＢＬＯＳＵＭ３０、ＢＬＯＳＵＭ３５ 等则用于相似性较低的远

缘物种之间的序列比对［ ６］。

表 ４　 相似性计分矩阵 ＢＬＯＳＵＭ６２
Ｔａｂｌｅ ４　 ＢＬＯＳＵＭ６２ ｓｃｏｒｉｎｇ ｍａｔｒｉｘ

３．３　 ＰＡＭ２５０
　 　 除ＢＬＯＳＵＭ 系列计分矩阵外，ＰＡＭ 系列计分矩阵

也是蛋白质序列比对时常用的计分矩阵。 下面，我们

以 ＰＡＭ２５０ 为例，说明其特点。 此矩阵原始数据从以

下网站下载（ｈｔｔｐ：／ ／ ｒｏｓａｌｉｎｄ．ｉｎｆｏ ／ ｇｌｏｓｓａｒｙ ／ ｐａｍ２５０），本
文做了改编，改编原则与 ＢＬＯＳＵＭ６２ 相同。

与 ＢＬＯＳＵＭ６２ 类似，ＰＡＭ２５０ 的匹配分值均为

正值，而错配分值绝大部分为零或负值。 仔细分析

这两个计分矩阵可以发现，无论是对角线上的匹配

分值，还是同组或不同组氨基酸之间的错配分值，这
两个矩阵之间都很不相同。 ＢＬＯＳＵＭ６２ 的最大匹配

分值为 １１（色氨酸 Ｗ），同为色氨酸 Ｗ，ＰＡＭ２５０ 的

匹配分值为 １７。 ＢＬＯＳＵＭ６２ 错配分值范围为 ３ 到－
４，而 ＰＡＭ２５０ 错配分值的范围为 ７ 到 － ８，远比

ＢＬＯＳＵＭ６２ 大。 总之，无论是匹配分值还是错配分

值，ＰＡＭ２５０ 比 ＢＬＯＳＵＭ６２ 范围大。 实际使用时，
ＰＡＭ２５０ 适用于相似性较低的序列之间的比对，具
有较高灵敏度［ ７］。

ＰＡＭ 系 列 计 分 矩 阵 的 英 文 全 称 为 Ｐｏｉｎｔ
Ａｃｃｅｐｔｅｄ Ｍｕｔａｔｉｏｎ，即位点可接受突变矩阵，于上世

纪七十年代构建，包括 ＰＡＭ１０、ＰＡＭ２０、ＰＡＭ３０，一

直到 ＰＡＭ５００，共五十个矩阵 （ ｆｔｐ： ／ ／ ｆｔｐ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ．
ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｂｌａｓｔ ／ ｍａｔｒｉｃｅｓ）。 与 ＢＬＯＳＵＭ 计分矩阵类

似，ＰＡＭ 计分矩阵的适用范围也有差别，ＰＡＭ１０、
ＰＡＭ２０ 等数字较小的矩阵，适用于相似性较高的序

列之间的比对，而 ＰＡＭ２５０ 及其以上的矩阵，适用于

相似性较低的序列之间的比对。 需要注意的是，由
于构建方法不同，这两个矩阵系列的数字互不对应。
根据经验， ＰＡＭ７０ 与 ＢＬＯＳＵＭ６２ 对应， ＰＡＭ３０ 与

ＢＬＯＳＵＭ９０ 对应，而 ＰＡＭ２５０ 则于 ＢＬＯＳＵＭ３０ 对

应。 也就是说，实际比对时，分别采用两种对应的矩

阵，比对结果比较接近（见表 ５）。

４　 实例 １：血红蛋白

４．１　 研究背景

　 　 下面，以血红蛋白等为例，介绍双序列比对的具

体应用，包括比对平台和工具选择、参数设置和结果

分析等。
血红蛋白（Ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ， ＨＢ）是重要生物大分

子，在生命科学研究历史中具有特殊地位。 上世纪

五十年代，英国剑桥医学分子生物学实验室佩鲁茨
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（Ｍａｘ Ｐｅｒｕｔｚ）研究组测定了抹香鲸血红蛋白的三维

空间原子坐标结构，为生物大分子结构功能关系研

究奠定了基础。 人类基因组中有 ａｌｐｈａ 和 ｂｅｔａ 两大

类血红蛋白编码基因，共编码 ９ 种不同血红蛋白。

成人血液中的血红蛋白是异源四聚体，由两个ａｌｐｈａ
亚基和两个ｂｅｔａ亚基组成（见图 ３）。 ａｌｐｈａ亚基全长

１４２ ＡＡ，ｂｅｔａ 亚基长度为１４７ ＡＡ。两个亚基结构上

具有一定相似性，每个亚基结合一个血色素［ ９］。

表 ５　 相似性计分矩阵 ＰＡＭ２５０
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｔｈｅ ＰＡＭ２５０ Ｓｃｏｒｉｎｇ Ｍａｔｒｉｘ

图 ３　 人源血红蛋白分子三维空间结构

Ｆｉｇ．３　 Ｔｈｒｅｅ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ

４．２　 斑头雁和灰雁血红蛋白序列比对

　 　 斑头雁 （ Ｂａｒ⁃ｈｅａｄｅｄ Ｇｏｏｓｅ ） 和灰雁 （ Ｇｒｅｙｌａｇ
Ｇｏｏｓｅ）同属于雁形目、鸭科、雁属。 斑头雁为典型的

候鸟，冬天在印度平原栖息而夏天在青海湖繁育后

代，春秋两季则由南往北或由北往南迁徙，飞越喜马

拉雅山；而同为雁属（Ａｎｓｅｒ）的灰雁则常年生活在印

度平原。 佩鲁茨在《分子生物学和演化》 （Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ）杂志创刊号上发表的开卷篇

综述中推断，这两种雁的生活习性差别如此之大，可
能与它们的血红蛋白序列和结构有关［１０］。 为此，我
们可以对它们的序列进行比对。 此处，我们采用

ＥＭＢＯＳＳ Ｅｘｐｌｏｒｅｒ 分析平台。 具体操作步骤如下。
　 　 １）打开 ＥＭＢＯＳＳ Ｅｘｐｌｏｒｅｒ 分析平台：

ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｎｌ ／ ｅｍｂｏｓｓ－ｅｘｐｌｏｒｅｒ
在程序导航菜单中找到整体比对 ＡＬＩＧＮＭＥＮＴ

ＧＬＯＢＡＬ，点击程序名 ｎｅｅｄｌｅ。
２）在 ＵｎｉＰｒｏｔ 数据库检索框中输入斑头雁 ａｌｐｈａ

血红蛋白序列条目名 ＨＢＡ＿ＡＮＳＩＮ，点击 Ｓｅａｒｃｈ 按

钮，在输出结果页面中点击页面上方 Ｆｏｒｍａｔ 按钮，
选择 ＦＡＳＴＡ 格式，将斑头雁血红蛋白序列拷贝粘贴

到 ｎｅｅｄｌｅ 程序第一个输入框中。
３）在 ＵｎｉＰｒｏｔ 数据库检索框中输入灰雁 ａｌｐｈａ

血红蛋白序列条目名 ＨＢＡ＿ＡＮＳＡＮ，将灰雁 ａｌｐｈａ 血
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红蛋白序列拷贝并粘贴到 ｎｅｅｄｌｅ 程序第二个输入

框中。
４）选择默认计分矩阵 ＥＢＬＯＳＵＭ６２ （ ＥＭＢＯＳＳ

软件包中所有计分矩阵都冠以字母 Ｅ）、默认起始空

位 （ ＧＡＰ ＯＰＥＮ ） 罚 分 １０ 和 延 伸 空 位 （ ＧＡＰ
ＥＸＴＥＮＤ） 罚分 ０． ５， 序列末端空位 （ ＥＮＤ ＧＡＰ
ＰＥＮＡＬＴＹ）不予罚分（Ｎｏ）。

５）点击 Ｓｕｂｍｉｔ 按钮，几秒钟后，输出运行结果。

　 　 输出结果显示，斑头雁和灰雁血红蛋白 ａｌｐｈａ
亚基共有三个位点差异，其中一个位点为第 １１９ 位，
该位点灰雁为脯氨酸，而斑头雁为丙氨酸，即发生了

Ｐ１１９Ａ 的突变。 上世纪九十年代，北京大学研究团

队测定了这两种雁血红蛋白的晶体结构，发现斑头

雁血红蛋白 ａｌｐｈａ 亚基第 １１９ 位脯氨酸突变为丙氨

酸，提高了斑头雁结合氧气的能力，证实了佩鲁茨的

推断。
４．３　 人和小鼠血红蛋白序列比对

　 　 以上斑头雁和灰雁 ａｌｐｈａ 血红蛋白仅差 ３ 个位

点，比对结果一目了然。 而人和小鼠分别属于哺乳

纲灵长目和啮齿目，两者 ａｌｐｈａ 血红蛋白差异位点

较多。 下面，我们利用 ＥＢＩ 部署的 ＥＭＢＯＳＳ 软件包

中 ｎｅｅｄｌｅ 程序，以人和小鼠 ａｌｐｈａ 血红蛋白为例进

行比对，具体操作步骤如下。
１）打开 ＥＢＩ 部署 ｎｅｅｄｌｅ 程序用户界面， 选择

Ｐｒｏｔｅｉｎ 序列比对：
ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｅｂｉ． ａｃ． ｕｋ ／ Ｔｏｏｌｓ ／ ｐｓａ ／ ｅｍｂｏｓｓ ＿

ｎｅｅｄｌｅ
２）在 ＵｎｉＰｒｏｔ 数据库检索框中输入人 ａｌｐｈａ 血

红蛋白序列条目名 ＨＢＡ＿ＨＵＭＡＮ，点击 Ｓｅａｒｃｈ 按

钮，在输出结果页面中点击页面上方 Ｆｏｒｍａｔ 按钮，
选择 ＦＡＳＴＡ 格式，将人 ａｌｐｈａ 血红蛋白序列拷贝粘

贴到 ｎｅｅｄｌｅ 程序第一个输入框中。
３）在 ＵｎｉＰｒｏｔ 数据库检索框中输入小鼠 ａｌｐｈａ 血

红蛋白序列条目名 ＨＢＡ＿ＭＯＵＳＥ，将小鼠 ａｌｐｈａ 血红

蛋白序列拷贝并粘贴到 ｎｅｅｄｌｅ 程序第二个输入框中。
４）选择默认计分矩阵 ＥＢＬＯＳＵＭ６２；选择默认

起始空位 （ＧＡＰ ＯＰＥＮ） 罚分 １０ 和默认延伸空位

（ＧＡＰ ＥＸＴＥＮＤ） 罚分 ０． ５，末端空位 （ ＥＮＤ ＧＡＰ
ＰＥＮＡＬＴＹ）不予罚分（Ｆａｌｓｅ）。

５）点击 Ｓｕｂｍｉｔ 按钮，几秒钟后，输出运行结果。
输出结果包括三部分，第一部分为所用程序名

ｎｅｅｄｌｅ 和运行日期，所选参数计分矩阵 ＢＬＯＳＵＭ６２
和空位罚分 １０ 和 ０． ５ 等。 第二部分为相同位点

（Ｉｄｅｎｔｉｔｙ）比例 １２２ ／ １４２ 和百分比 ８５．９％、相似位点

（Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ） 比例 １３１ ／ １４２ 和百分比 ９２． ３％、空位

（Ｇａｐｓ）比例 ０ ／ １４２ 和百分比 ０．０％，以及比对分值

（Ｓｃｏｒｅ）６４８．０。 第三部分是具体比对结果。 限于篇

幅，下面仅列出比对结果。

　 　 比对结果显示，人和小鼠 ａｌｐｈａ 血红蛋白绝大

部分位点相同，用竖杠“ ｜ ”表示；不同位点则用句号

“．”表示；而用冒号“：”表示的位点则称相似位点。

所谓相似位点，是指性质相似的两种氨基酸，如苏氨

酸 Ｔ 和丝氨酸 Ｓ，缬氨酸 Ｖ 和异亮氨酸 Ｉ，谷氨酸 Ｅ
和门冬氨酸 Ｄ 等。
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４．４　 人和小鼠血红蛋白编码区序列比对

　 　 采用上述相同方法和步骤，将大鼠（ＨＢＡ＿ＲＡＴ）和
小鼠 ａｌｐｈａ 血红蛋白进行序列比对。 结果表明，两者之

间的相同位点为 １２０ ＡＡ，低于人和小鼠 ａｌｐｈａ 血红蛋

白之间相同位点数 １２２ ＡＡ。 查阅物种分歧时间网站

（ｈｔｔｐ：／ ／ ｗｗｗ．ｔｉｍｅｔｒｅｅ．ｏｒｇ）发现，人和小鼠分歧时间约 ９
千万年，而大鼠和小鼠的分歧时间仅 ２ 千 ５ 百万年。
我们知道，物种分歧年代越久远，积累的突变位点越

多，序列相似性越低。 上述人 ／小鼠、大鼠 ／小鼠 ａｌｐｈａ
血红蛋白比对结果和预期相反，需要从分子生物学、遗
传学和结构生物学等方面探其究竟，而密码子简并性

是一个可能的原因。 为证实这一推测，我们可以利用

ｎｅｅｄｌｅ 程序比较这三个物种 ａｌｐｈａ 血红蛋白编码序列

之间的相似性。 具体步骤如下。
１）打开 ＥＭＢＯＳＳ Ｅｘｐｌｏｒｅｒ 分析平台，找到 ｎｅｅｄｌｅ

程序：
ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｎｌ ／ ｅｍｂｏｓｓ－ｅｘｐｌｏｒｅｒ
２）打开 ＮＣＢＩ 核酸序列数据库网站：
ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
３）输入登录号 ＮＭ＿０００５５８． ５，即可得到人的

ａｌｐｈａ 血红蛋白 ｍＲＮＡ 序列，点击 Ｓｅｎｄ ｔｏ 按钮，选择

Ｃｏｄｉｎｇ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ，即可下载编码区序列。
４） 按照上述方法下载小鼠 ａｌｐｈａ 血红蛋白

ｍＲＮＡ（登录号 ＮＭ＿００８２１８．２）编码区序列。
５）将上述人和小鼠 ａｌｐｈａ 血红蛋白编码区序列

分别粘贴到两个输入框中。
６）点击参数选择按钮“Ｍｏｒｅ ｏｐｔｉｏｎｓ”，将默认起

始空位罚分 １０ 改为 １５，点击 Ｓｕｂｍｉｔ 按钮，即可得到

运行结果（此处仅显示 ５’端 １５０ 个碱基比对结果，
其余省略）。

　 　 步骤 ６ 将默认起始空位罚分 １０ 改为 １５，可限

制空位插入。 若不做修改，则比对结果中有几处空

位插入，其中有的空位插入到密码子中间，影响结果

准确性。
按上述方法，比较大鼠 ａｌｐｈａ 血红蛋白 ｍＲＮＡ

（登录号 ＮＭ＿０１３０９６）和小鼠 ａｌｐｈａ 血红蛋白编码区

序列。 结果表明，人和小鼠 ａｌｐｈａ 血红蛋白 ｍＲＮＡ
编码区序列共有 ３５０ 个相同位点（８１．６％），而大鼠

和小鼠 ａｌｐｈａ 血红蛋白 ｍＲＮＡ 序列编码区共有 ３８３
个相同位点（８９．３％）。 显然，同为啮齿目的小鼠和

大鼠之间 ａｌｐｈａ 血红蛋白编码区序列相似性较高。
以上人和小鼠、大鼠和小鼠 ａｌｐｈａ 血红蛋白序

列比对给我们一定启示。 有些重要功能基因在近缘

物种中的直系同源基因，其序列相似性较高，仅用蛋

白质序列进行比对分析，结果不一定可靠，需要同时

比较其编码基因的 ＤＮＡ 或 ｍＲＮＡ 序列。
４．５　 ａｌｐｈａ 和 ｂｅｔａ 血红蛋白序列比对

　 　 以上实例所比对的两个序列长度相同，相似性较

高。 下面以人的 ａｌｐｈａ 和 ｂｅｔａ 血红蛋白为例，介绍长度

不同、差异较大的两个序列之间的比对。 据报道，ａｌｐｈａ
和 ｂｅｔａ 两个血红蛋白基因家族源自哺乳动物祖先全基

因组复制，后经染色体局部区域复制，又各自产生了多

个基因。 经过 ４ 亿多年的演化，包括突变、插入和删

除，两者之间积累了相当多的差异位点，包括某些位点

的插入和缺失，但依然保留一定的序列相似性。 下面，
我们利用 ＮＣＢＩ 提供的 ＢＬＡＳＴ 分析平台中基于

Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ－Ｗｕｎｓｃｈ 整体比对算法的 Ｇｌｏｂａｌ Ａｌｉｇｎ，介绍

人的 ａｌｐｈａ 血红蛋白 ＨＢＡ＿ＨＵＭＡＮ 和 ｂｅｔａ 血红蛋白

ＨＢＢ＿ＨＵＭＡＮ 的序列比对。
１）打开 ＮＣＢＩ 数据库相似性搜索平台 ＢＬＡＳＴ：
ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ
在页 面 下 方 专 用 搜 索 程 序 （ Ｓｐｅｃｉａｌｉｚｅｄ

ｓｅａｒｃｈｅｓ）所列工具中选择基于 Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ－Ｗｕｎｓｃｈ
算法的整体比对程序 Ｇｌｏｂａｌ Ａｌｉｇｎ，选择蛋白质

（Ｐｒｏｔｅｉｎ）序列比对。
２）在两个输入框中分别输入人 ａｌｐｈａ 血红蛋白

（ＨＢＡ＿ＨＵＭＡＮ）和 ｂｅｔａ 血红蛋白（ＨＢＢ＿ＨＵＭＡＮ）
的 ＵｎｉＰｒｏｔ 数据库登录号 Ｐ６９９０５ 和 Ｐ６８８７１。

３）点击 ＢＬＡＳＴ 进行比对，在输出结果页面中点

击 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔｓ 标签，显示序列比对细节，点击点阵图

Ｄｏｔ Ｐｌｏｔ 标签，以图形方式显示比对结果。
比对结果以表格方式输出总分值（ＮＷ Ｓｃｏｒｅ）

２８２，相同位点 （ Ｉｄｅｎｔｉｔｉｅｓ） 比例 ６５ ／ １４９ 和百分比

４４％，正分值（Ｐｏｓｉｔｉｖｅｓ）比例 ９０ ／ １４９ 和百分比 ６０％，
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以及空位（Ｇａｐｓ）比例 ９ ／ １４９ 和百分比 ６％。 以文本 方式输出具体比对结果。

　 　 比对结果中，Ｑｕｅｒｙ 为 ａｌｐｈａ 血红蛋白 Ｐ６９９０５，
长度为１４２ ＡＡ，Ｓｂｊｃｔ （Ｓｕｂｊｅｃｔ 缩写）为 ｂｅｔａ 血红蛋

白，长度为１４７ ＡＡ。中间一行表示匹配情况，相同位点

用该位点氨基酸表示，分值为正的位点用加号“＋”表
示。 两个序列之间共有四处空位插入，ａｌｐｈａ 血红蛋

白有三处，其中两处插入一个空位，另一处插入 ５ 个

空位；ｂｅｔａ 血红蛋白有一处长度为 ２ 的空位。
除文本方式输出比对结果外，还可以用可视化

的点阵图方式查看结果，ａｌｐｈａ 血红蛋白（Ｐ６９９０５）
位于 Ｘ 轴，ｂｅｔａ 血红蛋白（ Ｐ６８８７１）位于 Ｙ 轴（见
图 ４）。

图 ４　 人 ａｌｐｈａ 和 ｂｅｔａ 血红蛋白双序列 ＢＬＳＴ 比对点阵图

Ｆｉｇ．４　 Ｄｏｔ ｐｌｏｔ ｏｆ ＢＬＡＳＴ ｏｕｔｐｕｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｈｕｍａｎ
ａｌｐｈａ ａｎｄ ｂｅｔａ ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ

　 　 主对角线上三处向上跳跃的缺口即为 ａｌｐｈａ 血

红蛋白的三个空位插入区域；向右跳跃的缺口则是

ｂｅｔａ 血红蛋白的一个空位插入区域。 显然，和上面

的几个实例相比，人的 ａｌｐｈａ 和 ｂｅｔａ 血红蛋白差异

较大，相似性位点约占一半左右。 尽管如此，比对结

果中具有多处保守区域或相同位点，这就决定了两

者三维空间结构也十分相似。

５　 实例 ２：抗菌肽和多肽毒素

５．１　 研究背景

　 　 以上我们以血红蛋白为例，对几种不同的双序列

比对方法做了简单介绍。 这些实例中，所比对的序列

相似性较高，两者之间具有明显的保守区域或保守位

点。 下面我们以抗菌肽和多肽毒素为例，说明相似性

较低的序列之间的序列比对所采用的策略，特别是改

变计分矩阵和空位罚分对比对结果的影响。
２０００ 年，北京大学生命科学学院吴光耀、赵进

东课 题 组 从 产 于 我 国 云 南 的 草 药 美 洲 商 陆

（Ｐｏｋｅｗｅｅｄ， Ｐｈｙｔｏｌａｃｃａ ａｍｅｒｉｃａｎａ）种子中分离到一

种具有抑制真菌和革兰氏阳性菌等微生物生长活性

的多肽，称抗菌肽 （ Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｐｅｐｔｉｄｅ， ＡＭＰ）。
ＡＭＰ 序列全长 ３８ ＡＡ，含 ６ 个半胱氨酸［ １１］。 ＡＭＰ
的三维空间结构为典型的“三桥三叠”折叠模式，即
三对二硫键和三个 ｂｅｔａ 折叠。

这种三桥三叠的折叠模式在蜘蛛毒素、芋螺毒

素等小分子量多肽毒素中较为常见，二硫键的配对

方式多为 １－４， ２－５， ３－６，即第 １ 个和第 ４ 个半胱

氨酸配对，第 ２ 个和第 ５ 个半胱氨酸配对，第 ３ 个和

第 ６ 个半胱氨酸配对。 九十年代初，湖南师范大学

梁宋平教授从我国广西地区特有的虎纹捕鸟蛛毒液

中分离纯化得到的虎纹捕鸟蛛毒素－Ｉ（Ｈｕｗｅｎｔｏｘｉｎ⁃
Ｉ， ＨＷＴ１）。 ＨＷＴ１ 序列全长 ３３ ＡＡ，也含 ６ 个半胱

氨酸，三维空间结构和二硫键配对方式与抗菌肽

ＡＭＰ 完全相同。
除三对保守的二硫键外，ＡＭＰ 和 ＨＷＴ１ 的序列

相似性很低。 对于这类富含半胱氨酸的小分子量多

肽，采用默认计分矩阵和空位罚分难以得到理想的

结果，需要根据实际情况适当调整参数。 下面，我们

以 ＡＭＰ 和 ＨＷＴ１ 为例，说明不同计分矩阵和空位

罚分对比对结果的影响。
５．２　 默认计分矩阵和默认空位罚分

　 　 抗菌肽 ＡＭＰ 和虎纹捕鸟蛛毒素⁃Ｉ ＨＷＴ Ｉ 的三

维空间结构都已通过核磁共振方法测定，ＰＤＢ 数据

库中的登录号分别为 １ＤＫＣ 和 １ＱＫ６，其序列数据可

从 ＰＤＢ 数据库中下载。 此处，我们采用 ＥＭＢＯＳＳ
Ｅｘｐｌｏｒｅｒ 分析平台。 具体操作步骤如下。

１）打开 ＥＭＢＯＳＳ Ｅｘｐｌｏｒｅｒ 分析平台， 在左侧程

序导航菜单中找到整体比对 ＡＬＩＧＮＭＥＮＴ ＧＬＯＢＡＬ
栏目，点击该栏目下程序名 ｎｅｅｄｌｅ：

ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｎｌ ／ ｅｍｂｏｓｓ⁃ｅｘｐｌｏｒｅｒ
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２）打开蛋白质结构数据库 ＰＤＢ：
ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｒｃｓｂ．ｏｒｇ
３）在检索框中输入抗菌肽登录号 １ＤＫＣ，在

Ｄｉｓｐｌａｙ Ｆｉｌｅｓ 下拉式菜单中选择 ＦＡＳＴＡ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ，复
制 ＦＡＳＴＡ 格式序列，粘贴到程序 ＥＭＢＯＳＳ Ｅｘｐｌｏｒｅｒ
分析平台 ｎｅｅｄｌｅ 程序第 １ 个输入框中，删除序列注

释信息，只保留登录号 １ＤＫＣ。
４）按上述同样方法，将虎纹捕鸟蛛毒素－Ｉ（登

录号 １ＱＫ６）序列复制、粘贴到第 ２ 个输入框中，删

除序列注释信息，只保留登录号 １ＱＫ６。
５）采用默认计分矩阵 ＥＢＬＯＳＵＭ６２，默认起始

空位罚分 １０．０、延伸空位罚分 ０．５。
６）点击 Ｒｕｎ ｎｅｅｄｌｅ，即可得到比对结果。
与 ＥＢＩ 部署的 ｎｅｅｄｌｅ 程序相同，输出结果中给

出运行日期，计分矩阵和空位罚分等基本信息，以及

相同位点、相似位点、空位所占比例和百分比及比对

分值，下面仅列出比对结果。

　 　 分析上述比对结果可以发现，蜘蛛毒素 １ＱＫ６ 的 Ｎ
－端有多个空位插入，其第 １ 个半胱氨酸与抗菌肽

１ＤＫＣ 的第 ２ 个半胱氨酸匹配，而第 ２ 个和第 ５ 个半胱

氨酸无法与蜘蛛毒素 １ＱＫ６ 的第 ２ 和第 ５ 个半胱氨酸

匹配。 显然，这个比对结果与实际情况相去甚远。
５．３　 调整计分矩阵

　 　 为此，我们尝试改变计分矩阵和空位罚分，以图

改善比对结果。 本文第 ３ 节“常用计分矩阵”介绍

了 ＢＬＯＳＵＭ 和 ＰＡＭ 两 个 系 列 的 计 分 矩 阵，

ＢＬＯＳＵＭ６２ 为 ＥＭＢＯＳＳ 软件包的默认计分矩阵，适
用于大部分情况。 ＰＡＭ 系列计分矩阵中，ＰＡＭ２５０
适用于相似性较低的序列比对，此处不妨可以试一

下。 具体操作步骤如下。
１）在 ＥＭＢＯＳＳ Ｅｘｐｌｏｒｅｒ 分析平台中，回退到上

述输入界面。
２） 在 计 分 矩 阵 选 择 框 中， 输 入 计 分 矩 阵

ＰＡＭ２５０ 的文件名 ＥＰＡＭ２５０。
３）点击 Ｒｕｎ ｎｅｅｄｌｅ，即可得到如下比对结果。

　 　 上述结果解决了第 １ 和第 ２ 个半胱氨酸匹配问

题，但蜘蛛毒素 １ＱＫ６ 的第 ５ 个半胱氨酸仍没有准

确匹配，两个序列的 Ｃ－末端各有一处连续空位。 适

当降低空位罚分值，有可能改变输出结果。
５．４　 调整计分矩阵和空位罚分

　 　 为此，我们在改变计分矩阵的基础上，适当降低

空位罚分。 具体操作步骤如下。
１）在 ＥＭＢＯＳＳ Ｅｘｐｌｏｒｅｒ 分析平台中，回退到上

述输入界面。
２）在计分矩阵选择框中，输入计分矩阵 ＥＰＡＭ２５０。
３）在空位罚分选择框中，输入起始空位罚分值 ５。
４）点击 Ｒｕｎ ｎｅｅｄｌｅ，即可得到如下比对结果。

　 　 比对结果中 ６ 个半胱氨酸都得到了正确匹配。
与前两次相比，这一结果跟接近实际。
５．５　 调整末端空位罚分

　 　 有时，双序列比对结果中会出现末端连续几个

空位插入的情况，影响整体比对结果。 从 ＰＤＢ 网站

下载芋螺毒素 １ＥＩＴ 序列，删除 Ｃ－末端未定氨基酸

Ｘ，采用 ＢＬＯＳＵＭ６２ 默认计分矩阵、默认起始空位罚

分为 １０、延伸空位罚分为 ０．５ 时，芋螺毒素 １ＥＩＴ 和

蜘蛛毒素比对结果如下。

　 　 比对结果中蜘蛛毒素 Ｎ－端和芋螺毒素的 Ｃ－端
都有连续空位，结果不太理想。 ＥＭＢＯＳＳ 软件包中

的 ｎｅｅｄｌｅ 程序可由用户设定末端空位罚分。 具体

操作步骤非常简单，只要将 ＥＭＢＯＳＳ Ｅｘｐｌｏｒｅｒ 末端

空位（Ａｐｐｌｙ ｅｎｄ ｇａｐ ｐｅｎａｌｔｙ）下拉菜单中的 Ｎｏ 改为

Ｙｅｓ 即可。 采用上述默认计分矩阵和默认空位罚
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分，设定末端空位罚分后的比对结果如下。

　 　 显然，设置末端空位罚分后，比对结果更加合理。

６　 实例 ３：植物特异转录因子 ＳＢＰ

６．１　 研究背景

　 　 我们知道，转录调控是真核生物基因表达调控

的重要环节。 转录因子（Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｆａｃｔｏｒ， ＴＦ）与
其靶标基因启动子区域顺式元件特异结合，控制基

因在不同组织、不同发育阶段、不同环境条件下表

达，是转录调控的分子基础。 根据 ＤＮＡ 结合结构域

的序列特征，转录因子分为不同家族［ １２］。
Ｓｑｕａｍｏｓａ Ｐｒｏｍｏｔｅｒ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ Ｐｒｏｔｅｉｎ （ ＳＢＰ）是一

个植物特异转录因子家族。 １９９６ 年，德国植物育种

研究所 Ｈｕｉｊｓｅｒ 实验室从金鱼草（Ａｎｔｉｒｒｈｉｎｕｍ ｍａｊｕｓ）
中克隆到两个基因 ＳＢＰ１ 和 ＳＢＰ２［１３］。 之后不久，又
在拟南芥、玉米等植物中克隆到多个类 ＳＢＰ 家族成

员，因其中大部分尚未进行实验鉴定，故称类 ＳＢＰ
转录因子（ＳＢＰ⁃ｌｉｋｅ， ＳＰＬ）。

２００８ 年，我们利用数据库检索和序列相似性搜

索等方法，搜集了拟南芥、水稻、裸子植物、蕨类、苔
藓和绿藻等植物代表性谱系 １２０ 个 ＳＢＰ 转录因子

成员，进行了基因结构、保守结构域等分析，构建了

系统发生树，推测了 ＳＢＰ 基因家族的起源和演化。
近年来，随着基因组测序不断普及，许多植物的基因

组已经测定，西北农林大学、南京农业大学、北京林

业大学等鉴定了棉花、花生、辣椒、苹果、葡萄、毛竹、
丹参、菊花等重要经济作物、水果、花卉中的 ＳＢＰ 转

录因子。 ２０１９ 年更新的植物转录因子数据库

（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｐｌａｎｔｔｆｄｂ．ｇａｏ－ｌａｂ．ｏｒｇ）中收录了 １６５ 个物种

共 ４１６８ 个 ＳＢＰ 家族转录因子。
ＳＢＰ 转录因子家族具有许多重要生物学功能，

包括花和果实发育、孢子发育、激素应答、抗霉菌侵

蚀等。 玉米 ＳＢＰ 转录因子 ＬＧ１ 缺失突变体不能形

成叶舌和叶耳。 野生玉米果实有颖壳包裹，而栽培

玉米果实无外壳包裹。 这种表型变化主要由玉米果

实形态相关基因控制。 该基因为 ＳＢＰ 转录因子家

族成员，野生玉米第 ６ 位氨基酸为赖氨酸 Ｌｙｓ，而栽

培玉米中为门冬酰氨 Ａｓｎ。 西红柿果实成熟关键基

因 ＳＢＰ 启动子区域甲基化修饰突变体可抑制果实

成熟。 水稻 ＯｓＳＰＬ７，ＯｓＳＰＬ１３， ＯｓＳＰＬ１４， ＯｓＳＰＬ１６
和 ＯｓＳＰＬ１７ 调控植株分蘖数、谷粒数量和大小。

ＵｎｉＰｒｏｔ 蛋白质数据库中收录了金鱼草 ＳＢＰ１ 和

ＳＢＰ２ 的序列及其注释信息，序列条目名分别为

ＳＢＰ１＿ＡＮＴＭＡ 和 ＳＢＰ２＿ＡＮＴＭＡ，下划线前为基因

名，下 划 线 后 为 金 鱼 草 物 种 名 缩 写， 由 属 名

Ａｎｔｉｒｒｈｉｎｕｍ 前三个字母 ＡＮＴ 和种名 ｍａｊｕｓ 前两个字

母 ＭＡ 组成。 这两个序列长度分别为 １３１ ＡＡ 和

１７１ ＡＡ，相差 ４０ 个氨基酸。
下面，我们以金鱼草 ＳＢＰ１ 和 ＳＢＰ２ 为例，说明

整体比对和局部比对两种不同方法，以及计分矩阵

和空位罚分等参数对比对结果的影响，说明不同方

法的适用范围。 并比较采用动态规划的 Ｓｍｉｔｈ －
Ｗａｔｅｒｍａｎ 局部比对和采用启发式算法的 ＢＬＡＳＴ 局

部比对所得结果的差别。
６．２　 整体比对

　 　 从ＵｎｉＰｒｏｔ 蛋白质数据库主页面检索框中分别

输入序列条目名 ＳＢＰ１＿ＡＮＴＭＡ 和 ＳＢＰ２＿ＡＮＴＭＡ，
用 ＦＡＳＴＡ 格式提取序列，用 ＥＢＩ 部署的 ＥＭＢＯＳＳ 软

件包中整体比对程序 ｎｅｅｄｌｅ 进行比对，采用默认计

分矩阵 ＥＢＬＯＳＵＭ６２、默认起始空位罚分 １０ 和默认

延伸空位罚分 ０．５（具体步骤可参阅 ４．４ 人和小鼠

ａｌｐｈａ 血红蛋白比对），比对结果如下。
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　 　 分析比对结果可以发现，这两个序列长度相差

４０ ＡＡ，ＳＢＰ１ 的 Ｎ－端出现大片段连续空位，与 ＳＢＰ２
的序列相似性较低；从 ５２ 位 Ｃ 开始一直到 １２７ 位 Ｓ
共计 ７６ 个氨基酸（下划线标记），两者相似性很高。
实际上，相似性较高的保守区域就是 ＳＢＰ 转录因子

家族 特 有 的 ＤＮＡ 结 合 区 域， 与 下 游 靶 基 因

Ｓｑｕａｍｏｓａ（ＳＱＵＡ）启动子区域顺式元件特异结合。
该靶基因 ＳＱＵＡ 编码另外一个转录因子， 属于

ＭＡＤＳ 家族，调控花发育。 据文献报道，ＳＢＰ 转录因

子的核定位信号为两个连续的碱性氨基酸片段

ＲＲＲ 和 ＲＲＲＫ（粗体标记），位于 ＤＮＡ 结合结构域

的 Ｃ⁃末端。 此处需要说明，上述结果中下划线和粗

体并非程序输出结果，而是分析后添加的。
进一步分析上述输出结果发现，ＳＢＰ１ Ｎ－端有

ＥＥＥＤＤ 连续五个带负电氨基酸， 而 ＳＢＰ２ 则有

ＥＥＥＥＥ 和 ＥＤＥＥＥＥＥ 两个连续带负电氨基酸片段

（粗体标记），中间只隔了一个氨基酸 Ｇ。 采用较低

的起始空位罚分 ５，其它参数不变，则输出结果有所

不同，可以看出这两个序列中带负电的片段 ＥＥＥＤＤ
和 ＥＥＥＥＥ 具有较好的匹配。

　 　 整体比对适用于两个序列长度相差不大、相似

性较高的同源蛋白之间的比对。 例如，拟南芥 ＳＰＬ３
＿ＡＲＡＴＨ 长度与金鱼草 ＳＢＰ１ 相同，也是 １３１ ＡＡ。
整体比对结果表明，这两个序列的相同位点占序列

全长 ５８．６％，而相似位点高达 ７０．７％。 进一步分析

可以发现，两者 Ｃ－端相似性极高，说明其 ＤＮＡ 结合

结构域序列相当保守。

６．３　 局部比对

　 　 上述 ｎｅｅｄｌｅ 比对结果，从整体上提供了金鱼草

ＳＢＰ１ 和 ＳＢＰ２ 蛋白质序列之间的保守区域和差异

区域。 下面，我们采用基于 Ｓｍｉｔｈ⁃Ｗａｔｅｒｍａｎ 动态规

划算法的局部比对，分析比对结果是否有所不同。
ＥＢＩ 部署的 ＥＭＢＯＳＳ 软件包中，包括局部比对

程序 ｗａｔｅｒ。 打开该程序用户界面，从 ＵｎｉＰｒｏｔ 中分

别提取 ＳＢＰ１ 和 ＳＢＰ２ 的 ＦＡＳＴＡ 格式序列，粘贴到

输入框中，选择默认计分矩阵 ＥＢＬＯＳＵＭ６２ 和空位

罚分 １０ ／ ０．５，结果如下。

　 　 从比对结果可以看出，局部比对与整体比对的

主要差别在于局部比对只考虑两个序列中相似性较

高的区域。 若序列两端相似性较低，不在比对结果

中列出，即比对结果中不包括 ＳＢＰ２ 第 １－３３ 位和第

１６５－１７１ 位序列。 局部比对多用于长度差异较大的

两个序列，如拟南芥 ＳＢＰ 转录因子家族共有 １７ 个

成员，其序列长度差很大，最短的 ＳＰＬ３ 仅 １３１ 个氨

基酸，而最长的 ＳＰＬ１４ 由 １０３５ 个氨基酸组成，用局

部比对更容易找出两者之间的保守区域 ＤＮＡ 结合

结构域。
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６．４　 ＢＬＡＳＴ 局部比对

　 　 上述基于 Ｓｍｉｔｈ⁃Ｗａｔｅｒｍａｎ 动态规划算法的

ｗａｔｅｒ 局部比对结果，能较好地找出 ＳＢＰ１ 和 ＳＢＰ２
之间的相似区域，而采用基于启发式算法的 ＢＬＡＳＴ
程序，也可以找出两者之间的相似区域，结果稍有不

同。 下面，我们仍以金鱼草 ＳＢＰ１ 和 ＳＢＰ２ 为例，说
明比对步骤和输出结果。

１）打开 ＮＣＢＩ 数据库相似性搜索平台 ＢＬＡＳＴ：
ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ
２） 选择蛋白质序列比对 Ｐｒｏｔｅｉｎ ＢＬＡＳＴ， 即

ｂｌａｓｔｐ。

３）勾选双序列比对选择框（Ａｌｉｇｎ ｔｗｏ ｏｒ ｍｏｒｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ）。

４）在两个输入框中分别输入金鱼草 ＳＢＰ１ ＿
ＡＮＴＭＡ 和 ＳＢＰ２＿ＡＮＴＭＡ 序列。

５）点击 ＢＬＡＳＴ 进行比对。
输出结果页面给出所用程序和所选参数，并以

图表方式显示比对结果概要，以文本方式给出比对

结果细节。 此处，我们选择默认参数，即字长为 ３，
期望值为 ０．０５，计分矩阵为 ＢＬＯＳＵＭ６２，起始空位罚

分为 １１，延伸空位罚分为 １。 比对结果如下。

　 　 与 ｗａｔｅｒ 比对结果比较，ＢＬＡＳＴ 比对结果更加

突出 ＤＮＡ 结合结构域高度保守区域

７　 实例 ４：癌胚抗原

７．１　 研究背景

　 　 癌胚抗原（Ｃａｒｃｉｎｏｅｍｂｒｙｏｎｉｃ Ａｎｔｉｇｅｎ， ＣＥＡ）是一

种细胞表面糖蛋白，多在直肠癌、胃癌等恶性肿瘤中

表达，临床上常作为非特异性肿瘤标记物和肿瘤化疗

预后指标。 人的癌胚抗原基因家族包括两个亚家族，
其中 ＣＥＡ 亚家族共有 １２ 个不同成员（见图 ５），所编

码的蛋白质属免疫球蛋白超家族成员（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｃａｒｃｉｎｏｅｍｂｒｙｏｎｉｃ⁃ａｎｔｉｇｅｎ．ｄｅ ／ ）。 所有成员 Ｎ－端均含

长度为 ３４ ＡＡ 的信号肽（Ｓｉｇｎａｌ Ｐｅｐｔｉｄｅ），第 ３５ 位开

始则 为 免 疫 球 蛋 白 可 变 结 构 域 （ Ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｉｎ
Ｖａｒｉａｂｌｅ Ｄｏｍａｉｎ， ＩｇＶ），长度约为 １１０ 个氨基酸。 除

可变结构域外，有的成员还含一个或多个免疫球蛋白

恒定结构域（ Ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｉｎ Ｃｏｎｓｔａｎｔ Ｄｏｍａｉｎ， ＩｇＣ）。
不同成员之间可变结构域序列相似性较高；恒定结构

域分 Ａ 和 Ｂ 两种亚型，不同成员之间相同亚型恒定

结构域也有较高相似性［ １４］。

图 ５　 人癌胚抗原 ＣＥＡ５ 和 ＣＥＡ６ 结构域

Ｆｉｇ．５　 Ｄｏｍａｉｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｃａｒｃｉｎｏｅｍｂｒｙｏｎｉｃ
ａｎｔｉｇｅｎ ＣＥＡ５ ａｎｄ ＣＥＡ６
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　 　 下面，我们以 ＣＥＡ 家族中两个成员 ＣＥＡ５ 和

ＣＥＡ６ 为例，说明如何利用不同比对方法，寻找保守性

结构域。 ＵｎｉＰｒｏｔ 蛋白质数据库中收录了 ＣＥＡ５ 和

ＣＥＡ６ 的蛋白质序列，并在家族和结构域（Ｆａｍｉｌｙ ＆
Ｄｏｍａｉｎｓ）注释信息中给出结构域名称和位置。 人的

ＣＥＡ５ 序列条目名为 ＣＥＡＭ５ ＿ＨＵＭＡＮ，序列全长

７０２ＡＡ，Ｎ⁃端 １－３４ 为信号肽，Ｃ⁃端 ６７６－７０２ 为膜结合

序列模体。 第 ３５－１４４ 为可变型免疫球蛋白结构域

（Ｉｇ⁃ｌｉｋｅ Ｖ⁃ｔｙｐｅ），第 １４５－６７５ 含 ６ 个免疫球蛋白恒定

结构域（Ｉｇ⁃ｌｉｋｅ Ｃ２⁃ｔｙｐｅ）。 根据序列相似性，这 ６ 个

恒定结构域分 Ａ 和 Ｂ 两种类型。 人的 ＣＥＡ６ 序列条

目名为 ＣＥＡＭ６＿ＨＵＭＡＮ，全长３４４ ＡＡ，Ｎ⁃端 １－３４ 为

信号肽，Ｃ⁃端 ３１５－３４４ 为膜结合序列模体，第 ３５－１４４
为可变型免疫球蛋白结构域，第 １４５－３１４ 含 ２ 个免疫

球蛋白恒定结构域，分 Ａ 型和 Ｂ 型两种类型。
７．２　 ＢＬＡＳＴ 查找多个结构域

　 　 利用 ｎｅｅｄｌｅ 进行整体序列比对可以发现，这两

个序列长度差别很大，Ｎ－端序列相似性较高。 而用

ｗａｔｅｒ 进行局部序列比对，可以分别找出 ＣＥＡ６ 中可

变结构域 Ｎ 和两个恒定结构域 Ａ 和 Ｂ 与 ＣＥＡ５ 中

对应的结构域。 比对结果表明，ＣＥＡ６ 中恒定结构

域 Ａ（１４５－２３２）与 ＣＥＡ５ 中的恒定结构域 Ａ３ （５０１－
５８８）相似性最高；而 ＣＥＡ６ 恒定结构域 Ｂ （１４５ －
２３２）与 ＣＥＡ５ 的恒定结构域 Ｂ３ （５０１－５８８）相似性

最高。 也就是说，基于动态规划算法的局部比对程

序 ｗａｔｅｒ 的比对结果，每次只能找出相似性最高的

区域。 如果需要同时找出 ＣＥＡ６ 中的恒定结构域 Ａ
与 ＣＥＡ５ 中哪几个恒定结构域具有相似性，则可以

采用 ＢＬＡＳＴ 双序列比对。
１）打开 ＮＣＢＩ 数据库相似性搜索平台 ＢＬＡＳＴ：
ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ
２）选择蛋白质序列比对 Ｐｒｏｔｅｉｎ ＢＬＡＳＴ，即 ｂｌａｓｔｐ。
３）勾选双序列比对选择框（Ａｌｉｇｎ ｔｗｏ ｏｒ ｍｏｒｅ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ）。
４）在第一个输入框中输入 ＣＥＡ６ 的 ＵｎｉＰｒｏｔ 数据

库登录号 Ｐ４０１９９，并输入比对范围 Ｆｒｏｍ １４５ Ｔｏ ２３２。
５）在第二个输入框中输入 ＣＥＡ５ 的 ＵｎｉＰｒｏｔ 数据

库登录号 Ｐ０６７３１，并输入比对范围 Ｆｒｏｍ １４５ Ｔｏ ６７５。
６）打开参数选择（Ａｌｇｏｒｉｔｈｍ Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ）窗口，

将默认字长（Ｗｏｒｄ Ｓｉｚｅ）３ 改为 ６。
７）点击 ＢＬＡＳＴ 进行比对。
查看比对结果可以发现，ＣＥＡ６ 中恒定结构域 Ａ

在 ＣＥＡ５ 中共有三个相似性结构域，第一个与 ｗａｔｅｒ
比对结果一样，为 ＣＥＡ５ 中的 Ａ３ 结构域，相同位点

比例为 ７５ ／ ８８ （８５％）；第二个为 ＣＥＡ５ 中 Ａ１ 结构

域，相同位点比例为 ７１ ／ ８８ （８１％）；第三个为 ＣＥＡ５

中 Ａ２ 结构域，相同位点百分比为 ７０ ／ ８８ （８０％）。
上述比对步骤 ６ 将字长改为 ６，可以提高比对结果

的特异性（Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ），降低假阳性（Ｆａｌｓｅ Ｐｏｓｉｔｉｖｅ）。
７．３　 Ｄｏｔｌｅｔ 寻找重复结构域

　 　 以上比对结果表明，ＣＥＡ５ 的三个恒定结构域

Ａ１， Ａ２ 和 Ａ３ 与 ＣＥＡ６ 的恒定结构域 Ａ 都具有较高

相似性。 按此推测，ＣＥＡ５ 的这三个恒定结构域之

间也有较高的序列相似性。 换句话说，ＣＥＡ５ 中存

在重复结构域，即重复序列（Ｒｅｐｅａｔ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ）片段

或重复区域。 实际上，从 ＵｎｉＰｒｏｔ 数据库的注释信

息中也可以发现，ＣＥＡ５ 的这三个结构域具有较高

序列相似性，而另外三个结构域 Ｂ１， Ｂ２ 和 Ｂ３ 之间

也具有较高相似性。
利用瑞士生物信息研究所开发的点阵图分析平

台 Ｄｏｔｌｅｔ，即可找出序列内部的重复区域。 具体步

骤如下。
１）打开 Ｄｏｔｌｅｔ 分析平台网站：
ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｄｏｔｌｅｔ．ｖｉｔａｌ－ｉｔ．ｃｈ
２）点击页面上方 ＳＥＱＵＥＮＣＥ１ 标签，将 ＵｎｉＰｒｏｔ

数据库中提取的 ＣＥＡＭ５＿ＨＵＭＡＮ 序列粘贴到输入

框中，删除第一行注释信息，只保留序列本身。
３）点击页面上方 ＳＥＱＵＥＮＣＥ２ 标签，将上述

ＳＥＱＵＥＮＣＥ１ 输入框中的序列粘贴到 ＳＥＱＵＥＮＣＥ２
输入框中，删除第一行注释信息，只保留序列本身。

４）左右移动页面中部直方图下两个滑动球，以
获得最佳信噪比。

５）左右移动页面下方序列窗口上下两个滑动

球，将十字型红色指示标线交叉点置于主对角线下

第一条平行线起始处。
分析结果以图形方式显示（见图 ６）。 可以看到

主对角线左下方和右上方各有两条对称的平行线。
参阅 ＣＥＡ５ 结构域分布方式（见图 ５）可以发现，较
长的一对平行线表明从 Ａ２ 到 Ｂ３ 四个结构域与从

Ａ１ 到 Ｂ２ 的四个结构域序列相似，而较短的一对平

行线表明从 Ａ３ 到 Ｂ３ 两个结构域与从 Ａ１ 到 Ｂ１ 的

两个结构域序列相似。

８　 实例 ５：流感病毒和人的唾液酸酶

结构和序列比对

８．１　 研究背景

　 　 我们知道，序列比对的前提是基于分子生物学基

本规则“序列决定结构、结构决定功能”；换而言之，具
有共同祖先的两个序列，无论是直系同源或者是旁系

同源，经过亿万年的演化和物种分化，尽管某些位点发

生了替换、插入或删除，两者仍保持一定相似性，其结
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构和功能也基本相同或相似。 然而，由趋同进化机制

产生的两个基因，其编码的蛋白质结构很可能十分相

似，并具有类似的功能，但其序列却大相径庭。

图 ６　 点阵图程序 Ｄｏｔｌｅｔ 显示癌胚抗原 ＣＥＡ５ 中的重复序列

Ｆｉｇ．６　 Ｒｅｐｅａｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎ ｃａｒｃｉｎｏｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ａｎｔｉｇｅｎ ＣＥＡ５
ｒｅｖｅａｌｅｄ ｂｙ Ｄｏｔｌｅｔ ｐｌａｔｆｏｒｍ

　 　 例如，分布于流感病毒被膜的神经氨酸酶

（Ｎｅｕｒａｍｉｎｉｄａｓｅ）是一种糖蛋白，能够水解唾液酸与

宿主细胞血凝素之间的糖苷键，因此又称唾液酸酶

（Ｃｙｔｏｓｏｌｉｃ Ｓｉａｌｉｄａｓｅ）。 显然，神经氨酸酶在成熟病

毒颗粒逃离宿主细胞而感染新细胞的过程中具有关

键作用。 ２００３ 年，Ｈ５Ｎ１ 甲型禽流感爆发，并很快感

染人，成为当时主要流行性感冒。 瑞士罗氏公司生

产的流感病毒神经氨酸酶抑制剂达菲（Ｏｓｅｌｔａｍｉｖｉｒ）
上市，用于治疗甲型流感和季节性流感。 之后不久，
日本等部分亚洲国家报道了上千达菲副作用案例，
主要症状为精神恍惚和皮肤过敏，甚至出现个别服

用达菲的中学生跳楼自杀的极端案例。
　 　 ２００７ 年北京大学生物信息中心魏丽萍教授课

题组利用生物信息学方法，结合酶活测定实验结果，
分析了流感药物达菲产生副作用的可能机制［ １５］。
研究表明，人的唾液酸酶和流感病毒唾液酸酶的三

维空间结构非常相似，尤其是和底物结合的活性中

心，具有几乎相同的空间结构，结合底物的方式也基

本相同。 通过搜索 ＮＣＢＩ 的单核苷酸多态性（Ｓｉｎｇｌｅ
Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ， ＳＮＰ）数据库 ｄｂＳＮＰ，发现

日本等亚洲人群的唾液酸酶第 ４１ 位产生了 Ｒ４１Ｑ
非同义突变，使得达菲更加容易进入人的唾液酸酶

的活性中心，从而抑制了该酶的正常作用。
８．２　 结构和序列比对

　 　 对于这种两者结构均已经测定的蛋白质，则可

以用蛋白质结构数据库 ＰＤＢ 网站提供的结构比对

工具。 该工具不仅可用于比较两个蛋白质之间三维

空间结构的异同，同时也给出这两个蛋白质序列之

间的差异。 可以通过 ＰＤＢ 数据库网站提供的结构

比对工具，比较流感病毒和人的唾液酸酶结构，同时

给出序列比对信息。 具体操作步骤如下：
１）打开蛋白质结构数据库 ＰＤＢ 网站：
ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｒｃｓｂ．ｏｒｇ
２）在分析工具（Ａｎａｌｙｚｅ）下拉菜单中选择成对

结构比对（Ｐａｉｒｗｉｓｅ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ），点击页面

中蛋白质结构比对工具（Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ
ｔｏｏｌ）或输入以下网址启动比对页面：

ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｒｃｓｂ．ｏｒｇ ／ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ
３）在第一个 ＰＤＢ ＩＤ 输入框中输入流感病毒唾

液酸酶登录号 ２ＢＡＴ，在 Ｃｈａｉｎ ＩＤ 中选择 Ａ 链。
４）在第二个 ＰＤＢ ＩＤ 输入框中输入人的唾液酸

酶登录号 １ＶＣＵ，在 Ｃｈａｉｎ ＩＤ 中选择 Ａ 链。
５）选择默认比对方法 ｊＦＡＴＣＡＴ （Ｒｉｇｉｄ）和默认

比对参数，点击 Ｃｏｍｐａｒｅ 按钮进行比对。
分析比对结果可以发现，流感病毒和人的唾液

酸酶结构非常相似，而序列却没有任何相似性。 对

于这样的实例，常规的比对方法无能为力，无论是整

体比对或者是局部比对，无论是动态规划还是启发

式算法，都无法得到准确的比对结果。

９　 结　 语

　 　 本文所举实例选自笔者参与或合作的研究课

题，并用于为北京大学生命科学学院和中国农业科

学院研究生院开设的“实用生物信息技术”研究生

课程（Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ Ｃｏｕｒｓｅ， ＡＢＣ， ｈｔｔｐ： ／ ／
ａｂｃ．ｇａｏ－ｌａｂ．ｏｒｇ）教学［ １６］。 选修本课程的同学，多为

从事分子生物学和遗传学等“湿实验”的低年级硕

士或博士研究生。 细心的读者可以发现，本文主要

介绍双序列比对如何用于正在进行的研究课题中遇

到的实际问题，而不是双序列比对的原理和方法，即
重在实际操作。

双序列比对的分析平台和软件工具很多，本文

主要介绍 ＮＣＢＩ 和 ＥＢＩ 等国际著名生物信息中心基

于浏览器的程序。 根据笔者多年来教学实践中的经

验，这些分析平台用户界面友好、操作方便、结果显

示清晰。 需要说明的是，这些分析平台的用户界面

和输出格式会不定期更新。
本文旨在通过这些实例，使读者特别是分子生

物学研究领域从事“湿实验”的年轻读者对双序列

比对方法和平台选择有所了解。 例如，什么情况下

采用整体比对、什么情况下采用局部比对、什么情况

下采用点阵图；并能分清动态规划和启发式算法的

区别，遇到具体问题时选择适当的程序。 建议读者
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先把本文介绍的实例作为练习，按本文介绍的步骤

进行实际操作，并在掌握操作方法和理解操作过程

的基础上，适当改变计分矩阵和空位罚分等程序参

数，分析不同参数对输出结果的影响。 在顺利完成

文中所举实例后，结合研究课题相关或自己熟悉的

例子，尝试参阅不同的例子，进行实际操作，有时需

要采用整体比对和局部比对等几种不同方法，才能

得到满意的结果。
本文介绍的分析平台均在国外，并且分布在几个

不同的生物信息中心。 由于网络带宽等因素限制，一
定程度上影响了国内用户正常使用这些分析工具。
值得庆幸的是，中国科学院北京基因组研究所（国家

生物信息中心）正在开发的生物信息工具箱（ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｎｇｄｃ．ｃｎｃｂ．ａｃ．ｃｎ ／ ｂｉｔ）计划将 ｎｅｅｄｌｅ， ｗａｔｅｒ， ＢＬＡＳＴ 等

常用双序列比对程序部署到中心服务器上，为国内用

户快速、高效使用这些工具提供方便。
本文仅讨论双序列比对，而多个序列同时进行

比对也是分子生物学研究工作者经常遇到的问题。
此外，本文所用的 ＢＬＡＳＴ 双序列比对只是 ＢＬＡＳＴ
数据库相似性搜索的一个特殊应用，而 ＢＬＡＳＴ 分析

平台还有许多功能和具体应用。 上述多序列比对和

ＢＬＡＳＴ 数据库搜索实例，计划另行介绍。
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Ｂｉｏｌｏｇｙ，１９９９， ９（２）：６７－８１． ＤＯＩ： １０．１００６／ ｓｃｂｉ．１９９８．０１１９．

［１５］ＬＩ Ｃｈｕａｎｙｕｎ，ＹＵ Ｑｕａｎ， ＹＥ Ｚｈｉｑｉａｎｇ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｎｏｎｓｙｎｏｎｙ⁃
ｍｏｕｓ ＳＮＰ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｃｙｔｏｓｏｌｉｃ ｓｉａｌｉｄａｓｅ ｉｎ ａ ｓｍａｌｌ Ａｓｉａｎ
ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ｒｅｄｕｃｅｄ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ： ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｌｉｎｋ
ｗｉｔｈ ｓｅｖｅｒｅ ａｄｖｅｒｓｅ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ ｔｏ ｏｓｅｌｔａｍｉｖｉｒ ［ Ｊ ］． Ｃｅｌｌ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２００７， １７（４）：３５７－３６２． ＤＯＩ：１０．１０３８／ ｃｒ．２００７．２７．
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术通报， ２０１５，３１（１１）： １０２－１１１．
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ｃｏｕｒｓｅ［ Ｊ］． Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｂｕｌｌｅｔｉｎ， ２０１５，３１（１１）： １０２ －
１１１． ＤＯＩ： １０．１３５６０／ ｊ．ｃｎｋｉ．ｂｉｏｔｅｃｈ．ｂｕｌｌ．１９８５．２０１５．１１．００４．６．
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