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摘　 要：随着 ２１ 世纪分子生物学研究的蓬勃发展，ＲＮＡ 二级结构预测成为其中一项重要内容。 由于 ＲＮＡ 二级结构预测的准

确性最为关键，因此寻找高精度且易操作的二级结构预测工具显得非常重要。 本文选取三种简单且易操作的二级结构预测

软件，先基于 ＰＤＢ 数据库收录的 ３１８ 个 ＲＮＡ 发夹序列进行二级结构预测，进而通过比较预测结果与实验测定结果进行软件

预测性能评估。 比较结果显示，ＲＮＡｓｔｒｕｃｔｕｒｅ 为三个软件中性能最优的 ＲＮＡ 二级结构预测软件。
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　 　 ＲＮＡ 二级结构是指 ＲＮＡ 分子在自然条件下盘

绕、卷曲借助碱基间的氢键相互连接形成部分碱基

配对和单链交替出现的茎环结构。 ＲＮＡ 二级结构

中碱基互补配对形成的双螺旋区成为茎区，而不形

成互补配对的单链形成环。 茎区主要按经典的

Ｗａｔｓｏｎ⁃Ｃｒｉｃｋ 规则配对，即 Ｇ 和 Ｃ 配对，Ａ 和 Ｕ 配

对。 此外，在某些情况下也可形成 Ｇ 和 Ｕ 配对［１］。
ＲＮＡ 的空间结构是识别 ＲＮＡ 分子的重要依据和功

能研究的基础和前提。 虽然实验手段是获取二级结

构的最可靠方法，但是由 ＲＮＡ 分子难结晶而且降解



快，采用实验方法测定分子结构很困难，并且代价高

昂。 近年来，采用计算机和数学模型预测 ＲＮＡ 二级

结构的方法被广泛采用，成为 ＲＮＡ 结构和功能研究

领域的热点问题［２］。 ＲＮＡ 二级结构作为决定 ＲＮＡ
分子功能的重要环节，与许多重要生物学过程相联

系。 ＲＮＡ 的二级结构广泛影响各类 ＲＮＡ 的各种生

物学过程，如影响 ＲＮＡｉ 的效率，也被广泛应用于寻

找新的非编码 ＲＮＡ［３－４］。 因此，ＲＮＡ 二级结构预测

是进行 ＲＮＡ 各项生物学功能研究的基础，ＲＮＡ 二

级结构预测的准确性直接关系到整个实验的进展，
如何选取 ＲＮＡ 二级结构预测软件就显得尤为重要。
本文基于 ＰＤＢ 实验数据对 ＲＮＡｓｔｒｕｃｔｕｒｅ、Ｃｅｎｔｒｏｉｄ⁃
ｆｏｌｄ 和 ＲＮＡｓｈａｐｅｓ 三个软件的二级结构预测功能进

行比较，从中选取最优二级结构预测软件。

１　 材料和方法

１．１　 ＲＮＡ 二级结构获取

ＲＮＡ 结构的选取是本文研究的一个重要环节。
供试 ＲＮＡ 结构下载自 ＰＤＢ 数据库。 ＰＤＢ（ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ．ｒｃｓｂ．ｏｒｇ ／ ｐｄｂ ／ ｈｏｍｅ ／ ｈｏｍｅ．ｄｏ）是一个蛋白质、核
酸等生物大分子的结构数据的数据库［５］，由 Ｗｏｒｌｄ⁃
ｗｉｄｅ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｄａｔａ Ｂａｎｋ 监管。 ＰＤＢ 可以经由网络免

费访问，是结构生物学研究中的重要资源。 值得一

提的是，虽然 ＰＤＢ 的数据是由世界各地的科学家提

交的，但每条提交的数据都会经过 ＰＤＢ 工作人员的

审核与注解，并检验数据是否合理。 因此，在 ＰＤＢ
数据库选取 ＲＮＡ 数据是保证实验数据真实、可靠的

基础。
因为该数据库数据量较大，且一直保持更新，所

以选取 ２００６ ～ ２０１３ 年期间收录的所有 ＲＮＡ 结构。
考虑到 ＲＮＡ 结构的精确性，仅保留分辨率小于２．８Å
的 ＲＮＡ 发夹。
１．２　 预测方法及预测软件选取

ＲＮＡ 二级结构预测方法的研究也比较多，比较

经典方法有最小自由能法、动态规划算法和 Ｓａｎｋｏｆｆ
算法。 但最近也有些新的研究方法，如基于隐

ｍａｒｋｏｖ 模型的 ＲＮＡ 二级结构预测方法、基于进化

神经的预测方法、基于半监督学习的随机文法模型

方法等［６－８］。
软件选取是本文研究中的另一个重要环节。 目

前常用的 ＲＮＡ 二级结构软件众多，综合考虑如实用

性、操作难度和获取难度等各方面条件，我们选取了

三个软件作为评估对象，分别是 ＲＮＡｓｔｒｕｃｔｕｒｅ、Ｃｅｎ⁃
ｔｒｏｉｄｆｏｌｄ 和 ＲＮＡｓｈａｐｅｓ，它们均是 ＲＮＡ 二级结构预

测中比较重要的软件。

ＲＮＡｓｔｒｕｃｔｕｒｅ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｒｎａ． ｕｒｍｃ． ｒｏｃｈｅｓｔｅｒ． ｅｄｕ ／
ＲＮＡｓｔｒｕｃｔｕｒｅ．ｈｔｍｌ）是一款可在 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｗｉｎｄｏｗｓ 操
作系统下免费使用的 ＲＮＡ 结构预测和分析软件［１］。
ＲＮＡｓｔｒｕｃｔｕｒｅ 使用 Ｚｕｋｅｒ 算法预测 ＲＮＡ 二级结构，
预测一个结构分为两步。 第一步是使用回归算法生

成一个最优结构与一系列次优结构。 生成次优结构

的个数由用户输入的两个参数决定，第三个参数是

重新排序最有可能的结构。 使用公式重新计算每个

结构的最小自由能，输出根据重新计算的最小自由

能排序，这两步是连续进行的。 该款软件的主要程

序设计依赖于以下几个方面算法：１）最小自由能理

论；２）碱基配对可能性原则；３）寡核苷酸与互补片

段结合亲和力原则；４）共同序列保守结构分析原

则。 ＲＮＡｓｔｒｕｃｔｕｒｅ 具有操作界面友好、功能强大和

给出良好图形界面输出的优点，它可以测序单一序

列，也可以比较两个序列的结构，目前提供 Ｗｉｎｄｏｗｓ
和 Ｌｉｎｕｘ ／ ＵＮＩＸ 版本，不提供在线预测。

Ｃｅｎｔｒｏｉｄｆｏｌｄ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｒｎａ． ｏｒｇ ／ ｃｅｎｔｒｏｉｄ⁃
ｆｏｌｄ ／ ）是 ＲＮＡ 二级结构预测中最精准的网络应用

程序之一，它接受两种序列数据［９］：一个 ＲＮＡ 序列

和多个对齐的 ＲＮＡ 序列。 它的预测结果以碱基对

符号和图形来表示，ＰＤＦ 格式的图形也可接受。 该

服务器常用的应用是多序列对齐 ＲＮＡ 二级结构预

测，这个服务器的主要优点是用原始的 Ｃｅｎｔｒｏｉｄｆｏｌｄ
软件作为预测引擎，从而在基准测试中获得最高的

分数和最好的预测精确性，另外，使用这个软件进行

ＲＮＡ 二级结构预测是免费的且不用登陆。 Ｃｅｎｔｒｏｉｄ⁃
Ｆｏｌｄ 与 ＲＮＡｆｏｌｄ、ｓｆｏｌｄ 和 ＣＯＮＴＲＡｆｏｌｄ 等相比，其性

能相对来说比较好［１０］。
ＲＮＡｓｈａｐｅｓ （ ｈｔｔｐ：／ ／ ｂｉｂｉｓｅｒｖ． ｔｅｃｈｆａｋ． ｕｎｉ⁃ｂｉｅｌｅｆｅｌｄ．

ｄｅ ／ ｒｎａｓｈａｐｅｓ ／ ）使树状域与结构映射，保持了邻接与嵌

套的结构特点，但无视螺旋长度［１１－１２］。 它与动态规划

算法紧密结合，因此可在此间用于二级结构预测，这
不但避免了指数爆炸，还给了我们一个充分和完整

的 ＲＮＡ 分子折叠空间。 ＲＮＡｓｈａｐｅｓ 提供了三个强

大的 ＲＮＡ 分析工具：１）计算不同形状中的一组代

表结构，并从中选取最相符的［１３］；２）计算形状累计

概率［１４］； ３） 与共识结构进行比较预测，并作为

Ｓａｎｋｏｆｆ 算法的选择方案［１５］。
１．３　 结果评估

ＶｉｅｗｅｒＬｉｔｅ 是一款操作简单、界面友好的结构示

图软件。 将从 ＰＤＢ 数据库下载的包含有 ＲＮＡ 结构

的 ＰＤＢ 文件载入 ＶｉｅｗｅｒＬｉｔｅ 软件中，软件将显示出

相应的 ＲＮＡ 二级结构图，保存好图像并记录好相关

结果，作为预测结果评估的标准。
图 １ 是用软件 Ｖｉｅｗｅｒｌｉｔｅ 显示出的 ＲＮＡ 发夹立
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体结构（以 １ＹＮ１ 为例，其序列为 ＧＣＧＡＧＵＵＧＡＣ⁃
ＵＡＣＵＣＧＣ），其结构可以旋转和缩放，因此可以方便

而准确地验证软件预测结构是否与实验结构相

匹配。

图 １　 Ｖｉｅｗｅｒｌｉｔｅ 呈现的 ＲＮＡ 发夹（１ＹＮ１）结构图

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｓｐａｔｉａｌ ｇｒａｐｈ ｏｆ ＲＮＡ ｈａｉｒｐｉｎ （１ＹＮ１） ｕｓｉｎｇ
ＶｉｅｗｅｒＬｉｔｅ ｓｏｆｔｗａｒｅ

２　 结果与分析

从 ＰＤＢ 数据库中选择了 ３１８ 个实验测定的

ＲＮＡ 发夹，然后分别用三种不同软件对其发夹序

列进行二级结构预测，比较后记录各个软件预测

结果与实验结果的匹配、不匹配和难以识别的数

量。 匹配是指所选预测软件所呈现出来的图形与

ｖｉｅｗｅｒｌｉｔｅ 的空间图形在碱基配对上是没有差异的

（见图 ２）；不匹配即碱基配对不一致（见图 ３）。 除

了匹配和不匹配外，还有其他情况，包括无法识别

和输入 ＲＮＡ 序列后无其二级结构呈现，无法识别

是指由于二级结构的复杂性，无法辨别出预测出

来的结构是否与 ｖｉｅｗｅｒｌｉｔｅ 上的碱基配对一致（见

图 ４、图 ５）。

图 ２　 ＲＮＡ 二级结构匹配情况展示

Ｆｉｇ．２　 ＲＮＡ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｍａｔｃｈｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

图 ３　 ＲＮＡ 二级结构不匹配情况展示（１ＳＬＯ）
Ｆｉｇ．３　 ＲＮＡ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｍｉｓｍａｔｃｈｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

注：由立体图（右图）可知，ＲＮＡ（１ＳＬＯ）形成的是四环发夹，即框里面 Ａ
和 Ｕ 是配对的，ＲＮＡｓｔｒｕｃｔｕｒｅ 的预测结果与之一致，但 Ｃｅｎｔｒｏｉｄｆｏｌｄ 的预

测结果（左图）是六环发夹，即 Ａ 与 Ｕ 没有配对。 因此，Ｃｅｎｔｒｏｉｄｆｏｌｄ 的结

果是不匹配的，而 ＲＮＡｓｔｒｕｃｔｕｒｅ 是匹配的。
Ｎｏｔｅｓ：Ｔｈｅ Ａ ａｎｄ Ｇ ｉｓ ｐａｉｒｅｄ ｉｎ ｂｏｘ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｓｐａｃｅ ｄｉａｇｒａｍ ｗｈｉｃｈ ｈａｓ ｆｏｕｒ
ｒｉｎｇ ｈａｉｒｐｉｎ ａｎｄ ｉｔ’ｓ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＲＮＡｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，
ｂｕｔ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｆｒｏｍ Ｃｅｎｔｒｏｉｄｆｏｌｄ ｈａｓ ｓｉｘ ｒｉｎｇ ｈａｉｒｐｉｎ ａｎｄ Ａ ａｎｄ Ｇ ｉｓ ｕｎｐａｉｒ．Ｓｏ
ｉｔ ｉｓ ｐａｉｒｅｄ ｆｏｒ ＲＮＡｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｕｎｐａｉｒｅｄ ｆｏｒ Ｃｅｎｔｒｏｉｄｆｏｌｄ．

图 ４　 ＲＮＡ（４Ｇ６Ｐ）预测二级结构

Ｆｉｇ．４　 Ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ＲＮＡ （４Ｇ６Ｐ） ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
注“图 ４ 为 ＲＮＡｓｔｒｕｃｔｕｒｅ 软件的预测结构，但 ｃｅｎｔｒｏｉｄｆｏｌｄ 和 ＲＮＡｓｈａｐｅｓ 无法对其进行预测。
Ｎｏｔｅｓ：Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｃａｎ ｂｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｙ ＲＮＡｓｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｉｔ ｉｓ ｄｉｆｆｃｕｌｔ ｆｏｒ ｃｅｎｔｒｏｉｄｆｏｌｄ ａｎｄ ＲＮＡｓｈａｐｅｓ ｔｏ ｄｏ ｉｔ．
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图 ５　 ｖｉｅｗｅｒｌｉｔｅ 显示的 ＲＮＡ（４Ｇ６Ｐ）空间图

Ｆｉｇ．５　 Ｔｈｅ ｓｐａｔｉａｌ ｇｒａｐｈ ｏｆ ＲＮＡ （４Ｇ６Ｐ） ｕｓｉｎｇ ｖｉｅｗｅｒｌｉｔｅ
注：与图 ４ 相比较难以识别。
Ｎｏｔｅｓ：Ｉｔ ｉｓ ｄｉｆｆｉｃｕｌｔ ｔｏ ｃｏｍｐａｒｅ ｗｉｔｈ Ｆｉｇ．４．

　 　 表 １ 是各个软件的二级结构预测比较结果，由
该表格可以看出，ＲＮＡｓｔｒｕｃｔｕｒｅ 的匹配率最高，其后

依次是 ＲＮＡｓｈａｐｅｓ 和 Ｃｅｎｔｒｏｉｄｆｏｌｄ。

表 １　 三种 ＲＮＡ 二级结构预测软件预测结果比较

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ＲＮＡ
ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｓｏｆｔｗａｒｅｓ

软件 匹配 不匹配 其他 匹配率 不匹配率

ＲＮＡｓｔｒｕｃｔｕｒｅ １７６ １３２ １０ ５５．３５％ ４１．５１％

Ｃｅｎｔｒｏｉｄｆｏｌｄ １０８ １５２ ５８ ３３．９６％ ４７．８０％

ＲＮＡｓｈａｐｅｓ １４５ １７３ ０ ４５．６０％ ５４．４０％

图 ６ 是分别用软件 ＲＮＡｓｔｒｕｃｔｕｒｅ、 Ｃｅｎｔｒｏｉｄｆｏｌｄ
和 ＲＮＡｓｈａｐｅｓ 基于 １ＹＮ１ 发夹序列预测出的二级结

构。 左图为 ＲＮＡｓｔｒｕｃｔｕｒｅ 预测结果，上面信息比较

详细，图中对结构的名称（可自己命名）、能量值以

及碱基对的排序都有明显的注解。 从中图看 Ｃｅｎ⁃
ｔｒｉｄｆｏｌｄ 预测结构颜色分明，有色彩填充，比较美观，
Ｃｅｎｔｒｏｉｄｆｏｌｄ 预测出的 ＲＮＡ 二级结构是这三个预测

软件中在视觉效果上是比较好的选择。 但是 Ｃｅｎ⁃
ｔｒｏｉｄｆｏｌｄ 是一种在线软件，在没有网络的情况下不

能进行二级结构预测。 ＲＮＡｓｈａｐｅｓ 预测结果相对于

其它软件来说（右图）比较简约，其操作起来相对于

另两个软件难度要高，但其绘图功能还是比较强大。
由图 ６ 预测结果的结构比较图可知，这三个软件对

ＲＮＡ（１ＹＮ１）的预测结果都是符合要求的，但这只是

相对于简单的二级结构来说，遇到复杂的 ＲＮＡ 结

构，他们的差异性较明显。

图 ６　 基于 １ＹＮ１ 发夹序列预测出的二级结构

Ｆｉｇ．６　 Ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ １ＹＮ１
注：（１）：ＲＮＡｓｔｒｕｃｔｕｒｅ 预测；（２）：Ｃｅｎｔｒｏｉｄｆｏｌｄ 预测；（３）：ＲＮＡｓｈａｐｅｓ 预测。
Ｎｏｔｅｓ：（１）：Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｂｙ ＲＮＡｓｔｒｕｃｔｕｒｅ； （２）：Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｂｙ Ｃｅｎｔｒｏｉｄｆｏｌｄ；（３）：Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｂｙＲＮＡｓｈａｐｅｓ．
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３　 讨　 论

通过上述实验数据和预测结果，本文所选的三

个预测软件的优劣性很明显。 对于 ＲＮＡ 二级结构

的预测，ＲＮＡｓｔｒｕｃｔｕｒｅ 的性能是其中最好的，其在匹

配率以及结构信息方面都较其他软件有优势。 同时

本次实验也存在很多改进之处，比如，本文下载的

ＲＮＡ 结构量受年限和分辨率制约，后期工作可考虑

覆盖到整个时期且加入分辨率更低但分子更大的

ＲＮＡ 结构，本文评估软件仅选取三个常用软件，可
考虑扩大 ＲＮＡ 二级结构预测软件的规模。
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