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第 １－３ 章　 两条序列联配算法及序列搜索

序列分析是生物信息学最主要的研究内容之一，它可以分为两个主要部分：一是序列组

成分析（包括基因和基因组层次），二是序列之间的比较分析。 两条序列或多条序列间的联

配或比对，目的是对它们的序列相似性进行评估，找出这些序列中结构或功能相似性区域

等。 通过联配未知序列与已知序列（其功能或结构等已知）的相似程度，我们可以判断或推

测未知序列的结构与功能。

第一节　 序列联配基本概念

序列联配（ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ）也叫序列对比，是生物信息学中的重要内容之一，许多生

物信息学分析均涉及序列联配方法。 如下两条 ＤＮＡ 序列：
＞ｓｅｑ１
ＴＧＣＧＧＡＧＣ
＞ｓｅｑ２
ＴＣＧＧＡＧＣ
我们简单地把它们联配如下，仅有两个碱基匹配：
ＴＧＣＧＧＡＧＣ
｜ 　 ｜
ＴＣＧＧＡＧＣ
如果我们在一条序列中引入一个空位或空格（ｇａｐ），即一条 ＤＮＡ 序列在进化过程中经

常发生的碱基删除事件，它们的联配结果会显著改善：
ＴＧＣＧＧＡＧＣ
｜ ｜ ｜ ｜ ｜ ｜ ｜
Ｔ－ＣＧＧＡＧＣ
序列联配我们可以定义如下：根据特定的计分规则，通过一定的算法对两条或多条 ＤＮＡ

或蛋白质序列进行比较，找出它们之间最优匹配或最大相似度匹配。
序列联配的意义在于，通过序列比对可以获得一个序列相似性度比对值，通过这个值的

统计学特征分析（见本章第四小节），可以获得两条序列相似度或同源性的一个统计学判断。
如果达到显著水平，说明两条序列相似，进化上有亲缘关系。 在序列分析中，大量问题涉及

这样的相似度判断，如基因家族、系统发育等分析。
根据序列联配的目的不同，序列联配可以分为全局联配和局部联配两种方式。 全局联

配（ｇｌｏｂａｌ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ）目的是对两条序列的全长进行比对，目标是基于它们的全长序列获得最

优匹配结果。 同样上例两条序列，以一定计分规则（如碱基匹配得 １ 分，错配罚 １ 分，一个空

位罚 ３ 分），它们的全局最优联配结果如下：
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　 　 ＴＧＣＧＧＡＧＣ
｜ ｜ ｜ ｜ ｜ ｜ ｜
Ｔ－ＣＧＧＡＧＣ　 　 　 （７－３ ＝ ４ 分）
局部联配（ｌｏｃａｌ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ）的目的是获得两条序列比对中得分最高的匹配片段。 上例的

局部最优联配结果为：
ＣＧＧＡＧＣ
｜ ｜ ｜ ｜ ｜ ｜
ＣＧＧＡＧＣ　 　 　 （６ 分）
上述案例的两条序列很短，略加比较就可以获得最佳匹配结果。 而实际应用中，序列往

往很长，可能的联配方式很多，这样就需要一个算法找到两条序列的最佳匹配结果（详见第

三节）。
由此可见，进行序列匹配，需要一个计分规则 ／ 系统（生物信息学专业名称叫计分矩阵）

和一个确定最优联配的算法，同时，还需要一个统计方法确定序列间的相似程度。 以下各节

就分别对计分矩阵、联配算法和统计方法进行讲解。

第二节　 计分矩阵

计分矩阵（ｓｃｏｒｉｎｇ ｍａｔｒｉｘ）是序列联配过程中使用的计分规则，是序列比对的重要组成部

分，它给出序列联配中碱基或氨基酸匹配或错配值，故又称替换矩阵 （ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ ｍａｔｒｉｘ）。
ＤＮＡ 序列相对比较简单，只有 ４ 种碱基，而蛋白质序列有 ２０ 种氨基酸，如何给出这些氨基酸

匹配和错配的一个科学准确评价值，即准确反映它们的生物学特征，是生物信息学发展之初

就面临的问题，也是最早被解决的序列联配关键问题。

一、 计分矩阵的一般原理

构建计分矩阵，我们需要找到一个可以估计任何联配的某一统计数，使生物学关系最显

著的联配统计数最大。
先看以下 ２ 条氨基酸序列的联配情况。 如果我们将各残基按相同率处理，则 ２ 种联配

方式（ａ 和 ｂ）的得分是相等的（９ 个残基中 ５ 个匹配）：
（ａ） ＴＴＹＧＡＰＰＷＣＳ　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ｂ） ＴＴＹＧＡＰＰＷＣＳ

ＴＧＹＡＰＰＰＷＳ　 　 ＴＧＹＡＰＰＰＷＳ
∗ ∗∗∗　 ∗　 ∗ ∗　 ∗∗∗

但是联配（ａ）中是一些相对常见的残基（Ａ、Ｐ、Ｓ 和 Ｔ）保持一致，而联配（ｂ）则是有一些

相对稀有残基（Ｗ－色氨酸和 Ｙ－酪氨酸）相一致。 我们需要一个更科学的赋分方法来反映匹

配氨基酸间生物学和化学关系。 实际联配中，Ｃ－Ｃ 匹配相对比 Ｓ－Ｓ 匹配更重要些，因为半胱

氨酸（Ｃ）是具有非常特殊性质的相对稀有氨基酸，而丝氨酸（Ｓ）则相对常见或普通。 同样，
Ｄ－Ｅ错配值应取正值，因为这两个残基具有相同的化学性质，在两条联配的蛋白质序列中能

起到相同的功用。 但是，Ｖ－Ｋ 匹配结果则应被罚分，因为这两个残基毫无相似，不可能在两

条序列中起到一样的作用。
用于 ＤＮＡ 序列联配的替换矩阵相对比较直观。 以下是一个常被使用的 ＤＮＡ 替换
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矩阵：

Ａ Ｃ Ｇ Ｔ

Ａ ０．９ －０．１ －０．１ －０．１

Ｃ －０．１ ０．９ －０．１ －０．１

Ｇ －０．１ －０．１ ０．９ －０．１

Ｔ －０．１ －０．１ －０．１ ０．９

矩阵中每个匹配的碱基对均计为 ０．９ 分，每个不匹配（错配）的碱基对被罚 ０．１ 分，这样，
下面一个联配的得分应为 ５×０．９＋２×（－０．１）＝ ４．３：

ＧＣＧＣＣＴＣ
ＧＣＧＧＧＴＣ
∗∗∗　 ∗∗

用于蛋白质联配的替换矩阵相对复杂，因为没有一个矩阵可以适用各种情况。 构建矩

阵时，应考虑不同的蛋白质家族在进化过程中一种氨基酸突变成另一种氨基酸概率的差异，
根据不同的蛋白质家族和预期的相似程度构建不同的替换矩阵。 两个最著名的氨基酸替换

矩阵分别是 ＰＡＭ 和 ＢＬＯＳＵＭ，它们分别是在 １９７９ 年和 １９９２ 年被提出的。
一个重要的概念必须明确。 同源性（ｈｏｍｏｌｏｇｙ）和相似性（ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ）是不同的 ２ 个概念，

不能混淆和混用。 ２ 条序列具有同源性，意味着这两条序列存在进化方面的关系，它们从一

条共同的祖先序列进化而来；而相似性，只是表明两条序列间具有一定的相似程度。
序列联配计分中另一个重要问题是空位问题。 空位处理是针对序列进化过程中可能发

生的插入和缺失而设计的。 插入和缺失可能只涉及 １ 个或多个碱基或残基，也可能是整个

功能域（ｄｏｍａｉｎ），所以，在进行空位罚值设计时必须反映这些情况。
一般用两个参数应用于空位罚值（ｇａｐ ｐｅｎａｌｔｉｅｓ）设定，一个与空位设置（ｇａｐ ｏｐｅｎｉｎｇ）有

关，另一个与空位扩展（ｇａｐ ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ）有关。 任一空位的出现均处以空位设置罚值，而任一

空位的扩大则处于空位扩展罚值。 对于一个空位长度为 ｋ的罚值 ｗＫ 可用下式表示：
ｗｋ ＝ａ＋ｂｋ

其中 ａ是空位设置罚值，ｂ为空位扩展罚值。 这两个参数值设置的变化会对联配产生明

显影响（表 １－３．１）。
表 １－３．１　 空位设置和空位扩展罚值对联配的影响

空位设置罚值（ａ） 空位扩展罚值（ｂ） 联配效果

大 大 极少插入或缺失，适用于非常相关蛋白质间的联配；

大 小 少量大块插入，用于整个功能域可能插入的情况

小 大 大量小块插入，适用于亲缘关系较远的蛋白质同源性分析

如何设定罚值并无明确的理论可循，大的空位设置罚值配以很小的空位扩展罚值，被普

遍证实是最佳的设定思路。 经过多年的试验，一个合适的空位罚值方式已经被确定下来，大
多数联配程序均对特定的替换矩阵设定了空位罚值的缺略值（ｄｅｆａｕｌｔ）。 如果使用者希望使

用不同的替换矩阵，则可以根据特殊问题设置合适的空位罚值标准。
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二、 氨基酸替换矩阵

１． ＰＡＭ 替换矩阵

已故 Ｄａｙｈｏｆｆ 是蛋白质列序比较的先驱，她和她的同事们通过对蛋白质进化模式的研

究，建立了一组被广泛应用的氨基酸替换矩阵，这些矩阵常被称为 Ｄａｙｈｏｆｆ 矩阵、 ＭＤＭ
（Ｍｕｔａｔｉｏｎ Ｄａｔａ Ｍａｔｒｉｘ）或 ＰＡＭ（Ｐｅｒｃｅｎｔ Ａｃｃｅｐｔｅｄ Ｍｕｔａｔｉｏｎ）矩阵。

由于蛋白质最有可能是自然选择的目标，可以认为蛋白质序列的分析比 ＤＮＡ 分析更具

有生物学意义。 蛋白质分析完全避免了几个三联体可能编码同一氨基酸的遗传密码简并问

题。 各种氨基酸间特性不一样，在进化过程中一种氨基酸被另一种氨基酸替换的概率大小

也不一样。 例如氨基酸可分成中性疏水（Ｇ、Ａ、Ｖ、Ｌ、Ｉ、Ｆ、Ｐ、Ｍ）、中性亲水（Ｓ、Ｔ、Ｙ、Ｗ、Ｎ、Ｅ、
Ｃ）、碱性（Ｋ、Ｒ、Ｈ）和酸性（Ｄ、Ｅ）氨基酸等。 在比较许多具有相似特性蛋白质序列的基础

上，Ｄａｙｈｏｆｆ 等（１９７９）确定了进化过程中一种氨基酸被另一种氨基酸替换的经验数据。 他们

收集了大量蛋白质家族序列，通过比较，她们共观测到 １５７２ 次替换“事件”。 以此为基础，她
们建立了表 １－３．２ 的“可观测或可接受点突变矩阵 Ａ”（ａｃｃｅｐｔｅｄ ｐｏｉｎｔ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｍａｔｒｉｘ）（由于

舍入误差使表中的数值相加不完全等于 １ ５７２）。 氨基酸 ｉ被氨基酸 ｊ替换的经验次数（记作

Ａｉｊ）可从上表中找到。 矩阵 Ａ 可被称为原始 ＰＡＭ 矩阵。
表 １－３．２　 氨基酸替换次数表 （Ｄａｙｈｏｆｆ 等，１９７９）

Ａ Ｒ Ｎ Ｄ Ｃ Ｑ Ｅ Ｇ Ｈ Ｉ Ｌ Ｋ Ｍ Ｆ Ｐ Ｓ Ｔ Ｗ Ｙ

Ｒ ３０

Ｎ １０９ １７

Ｄ １５４ ０ ５３２

Ｃ ３３ １０ ０ ０

Ｑ ９３ １２０ ５０ ７６ ０

Ｅ ２６６ ０ ９４ ８３１ ０ ４２２

Ｇ ５７９ １０ １５６ １６２ １０ ３０ １１２

Ｈ ２１ １０３ ２２６ ４３ １０ ２４３ ２３ １０

Ｉ ６６ ３０ ３６ １３ １７ ８ ３５ ０ ３

Ｌ ９５ １７ ３７ ０ ０ ７５ １５ １７ ４０ ２５３

Ｋ ５７ ４７７ ３２２ ８５ ０ １４７ １０４ ６０ ２３ ４３ ３９

Ｍ ２９ １７ ０ ０ ０ ２０ ７ ７ ０ ５７ ２０７ ９０

Ｆ ２０ ７ ７ ０ ０ ０ ０ １７ ２０ ９０ １６７ ０ １７

Ｐ ３４５ ６７ ２７ １０ １０ ９３ ４０ ４９ ５０ ７ ４３ ４３ ４ ７

Ｓ ７７２ １３７ ４３２ ９８ １１７ ４７ ８６ ４５０ ２６ ２０ ３２ １６８ ２０ ４０ ２６９

Ｔ ５９０ ２０ １６９ ５７ １０ ３７ ３１ ５０ １４ １２９ ５２ ２００ ２８ １０ ７３ ６９６

Ｗ ０ ２７ ３ ０ ０ ０ ０ ０ ３ ０ １３ ０ ０ １０ ０ １７ ０

Ｙ ２０ ３ ３６ ０ ３０ ０ １０ ０ ４０ １３ ２３ １０ ０ ２６０ ０ ２２ ２３ ６

Ｖ ３６５ ２０ １３ １７ ３３ ２７ ３７ ９７ ３０ ６６１ ３０３ １７ ７７ １０ ５０ ４３ １８６ ０ １７
　 　 注：总计观测到 １５７２ 次替换；表中次数均已乘 １０；祖先序列不明时，次数以平分处理
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由矩阵 Ａ 可以进一步获得“突变概率矩阵 Ｍ” （ｍｕｔａｔｉｏｎ ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ ｍａｔｒｉｘ）。 矩阵 Ｍ 的

元素 Ｍｉｊ表示经过一定的进化时期氨基酸 ｊ被氨基酸 ｉ所替换的经验频率。 Ｄａｙｈｏｆｆ 等进而把

可观测突变百分率（ｐｅｒｃｅｎｔ ａｃｃｅｐｔｅｄ ｍｕｔａｔｉｏｎ 或 ｐｏｉｎｔ ａｃｃｅｐｔｅｄ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｐｅｒ １００ ｒｅｓｉｄｕｅｓ），即
ＰＡＭ 作为一种时间度量单位。 假设同一位点不会发生二次以上的突变，则 １ＰＡＭ 等于 １００
个氨基酸多肽链中预期发生一次替换所需的时间。 Ｓｃｈｗａｒｔｓ 和 Ｄａｙｈｏｆｆ（１９７９）发现将突变概

率矩阵 Ｍ ２５０ 次方处理获得的 ２５０ＰＡＭ 矩阵，对于研究远缘蛋白质之间进化关系是一个合

适的时间单位。 Ｄａｙｈｏｆｆ 等 （ １９７９） 进一步定义了一个相对概率矩阵 Ｒ （ ｒｅｌａｔｅｄｎｅｓｓ ｏｄｄｓ
ｍａｔｒｉｘ），表 １－３．３ 中各元素已经对数处理，为对数概率矩阵（ｌｏｇ－ｏｄｄｓ ｍａｔｒｉｘ），并将最有可能

发生相互替换的氨基酸归类排列。
表 １－３．３　 ＰＡＭ２５０ 的对数概率矩阵（Ｄａｙｈｏｆｆ 等，１９７９）

Ｃ Ｓ Ｔ Ｐ Ａ Ｇ Ｎ Ｄ Ｅ Ｑ Ｈ Ｒ Ｋ Ｍ Ｉ Ｌ Ｖ Ｆ Ｙ Ｗ

Ｃ １２

Ｓ ０ ２

Ｔ －２ １ ３

Ｐ －３ １ ０ ６

Ａ －２ １ １ １ ２

Ｇ －３ １ ０ －１ １ ５

Ｎ －４ １ ０ －１ ０ ０ ２

Ｄ －５ ０ ０ －１ ０ １ ２ ４

Ｅ －５ ０ ０ －１ ０ ０ １ ３ ４

Ｑ －５ －１ －１ ０ ０ －１ １ ２ ２ ４

Ｈ －３ －１ －１ ０ －１ －２ ２ １ １ ３ ６

Ｒ －４ ０ －１ ０ －２ －３ ０ －１ －１ １ ２ ６

Ｋ －５ ０ ０ －１ －１ －２ １ ０ ０ １ ０ ３ ５

Ｍ －５ －２ －１ －２ －１ －３ －２ －３ －２ －１ －２ ０ ０ ６

Ｉ －２ －１ ０ －２ －１ －３ －２ －２ －２ －２ －２ －２ －２ ２ ５

Ｌ －６ －３ －２ －３ －２ －４ －３ －４ －３ －２ －２ －３ －３ ４ ２ ６

Ｖ －２ －１ ０ －１ ０ －１ －２ －２ －２ －２ －２ －２ －２ ２ ４ ２ ４

Ｆ －４ －３ －３ －５ －４ －５ －４ －６ －５ －５ －２ －４ －５ ０ １ ２ －１ ９

Ｙ ０ －３ －３ －５ －３ －５ －２ －４ －４ －４ ０ －４ －４ －２ －１ －１ －２ ７ １０

Ｗ －８ －２ －５ －６ －６ －７ －４ －７ －７ －５ －３ ２ －３ －４ －５ －２ －６ ０ ０ １７
　 　 ∗表中数值均乘以 １０

１ＰＡＭ 相当于所有的氨基酸平均有 １％发生了变化，经过 １００ＰＡＭ 的进化，并非每个氨

基酸的残基均发生变化：有一些可能突变多次，甚至又变成原来的氨基酸，而另一些氨基酸

可能根本没有发生过变化。 总体上说，利用大于 １００ＰＡＭ 的时间间隔可能区分进化关系较

远的同源性蛋白质。 应该注意，ＰＡＭ 与进化时间之间没有大致对应关系，因为不同的蛋白

质家族的进化速率是不同的。 当 ２ 条序列进行相似性比较时，事先不知道怎样的进化时间
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（ＰＡＭ）是恰当的。 对于相近的序列，比较容易选择，即使不太合适的矩阵也无妨。 在很多年

里，ＰＡＭ２５０（矩阵后面数字表示一种进化的距离，数字越大，进化距离越远）是应用最广的替

换矩阵，因为该矩阵是唯一由 Ｄａｙｈｏｆｆ 最初发表的矩阵。 后来一些学者利用大量新出现的蛋

白质序列数据更新 Ｄａｙｈｏｆｆ 矩阵的频率数值，由此构建新的 ＰＡＭ 矩阵，但它们与最初的 ＰＡＭ
矩阵没有太大的差异。

２． ＢＬＯＳＵＭ 替换矩阵

另外一种构建矩阵的方法是由 Ｈｅｎｉｋｏｆｆ 等于 １９９２ 年提出的，建成的矩阵称为 ＢＬＯＳＵＭ
（ｂｌｏｃｋｓ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ ｍａｔｒｉｘ）。 他们直接利用多序列联配（ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ）分析亲缘关系较

远的蛋白质，而不是用近缘的序列。 这方法的优点是符合实际观测结果，不足之处是它不能

和进化挂起钩来。 大量的试验表明，ＢＬＯＳＵＭ 矩阵总体比 ＰＡＭ 矩阵更适合于生物学关系的

分析和局部相似性搜索。
假设 ｆｉｊ为序列联配中氨基酸 ｉ和 ｊ对（忽略顺序），则 ｉ，ｊ对氨基酸所占比例为：

ｑｉｊ ＝ ｆｉｊ ／∑ｉ，ｊ ｆｉｊ
在完全独立的状况下，该比例的期望值为：

ｅｉｊ ＝
ｐ２
ｉ 　 　 　 　 ｉ＝ ｊ

２ｐｉｐ ｊ 　 ｉ≠ｊ{
ｐｉ ＝ ｑｉｉ＋

１
２

∑
ｊ≠ｉ
ｑｉｊ

则 ＢＬＯＳＵＭ 矩阵元素（ ｉ，ｊ）定义为：
ｓｉｊ ＝ ２ｌｏｇ２（ｑｉｊ ／ ｅｉｊ）

蛋白序列的高度保守区（ｈｉｇｈｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｒｅｇｉｏｎｓ）或称为模块（ ｂｌｏｃｋ）数据被用于构建

ＢＬＯＳＵＭ 矩阵。 ＢＬＯＳＵＭ 矩阵后的数字表示用于构建矩阵模块的最小相似比例，例如

ＢＬＯＳＵＭ６２ 为用于构建矩阵的模块序列数据中，序列片段的各联配点上至少 ６２％是相同的。
矩阵后的数字越大，则表示关系越近。

三、 位置特异性计分矩阵（ＰＳＳＭ）

ＰＳＳＭ（ｐｏｓｉｔｉｏｎ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｃｏｒｉｎｇ ｍａｔｒｉｘ）是由一个简单对数变换而来的矩阵，它给出不同

来源的一小段保守序列（基序）各个特定位置氨基酸的频率。 ＰＳＳＭ 可以用于一条序列的保

守序列的搜索。 一条序列中，与 ＰＳＳＭ 最相似的位置即为 ＰＳＳＭ 代表的基序位置。 ＰＳＳＭ 在

数据库搜索，特别是保守短序列 （功能域） 搜索方面有很好的应用。 例如 ＰＳＩ － ＢＬＡＳＴ，
ＤＥＬＴＡ－ＢＬＡＳＴ 等均使用 ＰＳＳＭ 进行搜索等（详见第四节）。

下面举例说明 ＰＳＳＭ 构建过程：
例如如下一个保守序列联配结果：由 ５ 条序列，每条 ６ 个碱基构成，即从左到右 ６ 个位

置上均有 ５ 个碱基构成。
ＡＧＧＣＴＴ
ＡＡＧＣＴＡ
ＡＡＡＣＴＴ
ＴＡＡＣＴＡ
ＡＧＡＣＴＴ
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我们如何将其转换成一个 ＰＳＳＭ？

　 　 步骤 １：联配 ６ 列位置

上四种碱基数量统计；合计

（即背景）统计四种碱基

＃１ ＃２ ＃３ ＃４ ＃５ ＃６ 合计

Ａ ４ ３ ３ ０ ０ ２ １２
Ｇ ０ ２ ２ ０ ０ ０ ４
Ｃ ０ ０ ０ ５ ０ ０ ５
Ｔ １ ０ ０ ０ ５ ３ ９

　 　 步骤 ２：各个位置四种
碱基频率计算；合计四种碱
基频率计算

＃１ ＃２ ＃３ ＃４ ＃５ ＃６ 背景频率

Ａ ０．８ ０．６ ０．６ ０ ０ ０．４ ０．４０
Ｇ ０ ０．４ ０．４ ０ ０ ０ ０．１３
Ｃ ０ ０ ０ １．０ ０ ０ ０．１７
Ｔ ０．２ ０ ０ ０ １．０ ０．６ ０．３０

　 　 步骤 ３：标准化（去除背
景碱基的影响），即各个位
置碱基频率除以背景相应碱
基频率

＃１ ＃２ ＃３ ＃４ ＃５ ＃６ 背景频率

Ａ ２．０ １．５ １．５ ０ ０ １．０ ０．４０
Ｇ ０ ０．３ ０．３ ０ ０ ０ ０．１３
Ｃ ０ ０ ０ ５．９ ０ ０ ０．１７
Ｔ ０．７ ０ ０ ０ ３．３ ２．０ ０．３０

　 　 步骤 ４：进行以 ２ 为底
对数 ｌｏｇ２ 数据转换， 完成
ＰＳＳＭ 构建

＃１ ＃２ ＃３ ＃４ ＃５ ＃６
Ａ １．０ ０．６ ０．６ －３．３ －３．３ １．０
Ｇ －３．３ －１．７ －１．７ －３．３ －３．３ －３．３
Ｃ －３．３ －３．３ －３．３ ２．６ －３．３ －３．３
Ｔ ０．７ －３．３ －３．３ －３．３ １．７ １．０

ＰＳＳＭ 可以直接用于序列搜索，确定未知序列中与 ＰＳＳＭ 序列相似的保守区段。 对于一

条未知序列，可以用 ＰＳＳＭ 对该序列进行扫描（即从左到右以 ＰＳＳＭ 宽度为窗口宽度，逐个碱

基位置进行比对），这样就可以获得未知序列中各个位置片段与 ＰＳＳＭ 相似性概率。 例如某

一未知序列：
未知序列：．．．．．．Ａ　 　 Ｇ　 　 Ａ　 　 Ｃ　 　 Ｔ　 　 Ａ ．．．．．．

＃１ ＃２ ＃３ ＃４ ＃５ ＃６
Ａ １．０ ０．６ ０．６ －３．３ －３．３ １．０
Ｇ －３．３ －１．７ －１．７ －３．３ －３．３ －３．３
Ｃ －３．３ －３．３ －３．３ ２．６ －３．３ －３．３
Ｔ ０．７ －３．３ －３．３ －３．３ １．７ １．０

利用上述 ＰＳＳＭ（６ 个碱基窗口）对该条未知序列进行逐个碱基位点扫描。 在上述未知

序列的某一个特定位点，基于该 ＰＳＳＭ 的几率对数值（ ｌｏｇ ｏｄｄｓ ｓｃｏｒｅ）为（１．０－１．７＋０．６＋２．６＋
１．７＋１．０）＝ ５．２。

“５．２”意味着 ３７ ／ １ 比率支持未知序列中该 ６ 个碱基连续片段与 ＰＳＳＭ 并非随机匹配。
也就是说，该未知序列的确包含与该保守区域高度同源的序列片段。

以上有关替换矩阵的讨论仅仅提及蛋白质序列的比较，相关的原则同样适用于 ＤＮＡ 序
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列的比较。 如前所述，ＤＮＡ 替换矩阵非常简单，所有四个碱基的匹配与不匹配的替换数值

均设为相同，不同的只有匹配与否（匹配 ０．９ 分和错配罚分 ０．１）。 一个较复杂的模型可以把

转换（两种嘧啶或两种嘌呤间的突变）频率设为高于颠换（嘧啶与嘌呤间的突变）频率。

第二节　 两条序列联配算法

一、 Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ－Ｗｕｎｓｃｈ算法

Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ－Ｗｕｎｓｃｈ 算法是一种全局联配算法，它从整体上分析两个序列的关系，即考

虑序列总长的整体比较，用类似于使整体相似 （ｇｌｏｂａｌ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ）最大化的方式，对序列进行

联配。 两个不等长度序列的联配分析必需考虑在一个序列中一些碱基的删除即在另一序列

做空位（ｇａｐ）处理。 Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ 和 Ｗｕｎｓｃｈ（１９７０）最初提出的算法是寻求使两条序列间的距

离最小，或最短距离，它使用的是一个动态规划（ｄｙｎａｍｉｃ ｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇ）的方法。 该算法可以

用于核酸和蛋白质序列，是生物信息学最经典算法之一。 在给定计分规则（替换矩阵和空位

罚值）情况下，它们总是能给出具有最高（优）联配值的联配结果。 但是，这个联配结果并不

一定具有生物学意义，因为它可能达不到生物学意义上的显著水平。
如果将两条联配的序列沿双向表的上轴和左侧轴放置，两条序列的所有可能的联配方

式都将在它们所形成的方形图中（例举见图 １－３．１ａ）。 图中标出了一条序列所有碱基与另

外一条序列碱基所有可能的联配方式（碱基匹配、不匹配和删除即空位），这样所有可能的联

配方式都在这个方形图中。 从最上角出发，到右下角结束，任何一个联配方式均可以画出一

条联配路径，或反过来，任何一条路径也对应一种联配方式（如图中标注的一个路径及其对

应的联配结果）。 这样一来，我们确定任意 ２ 条序列最优联配结果的问题就转化为寻找最优

路径问题了。 所有可能的路径（联配方式）如果都在这个方形图中，那么我们如何找到最短

路径？
对于任一联配位点，即图中的任一单元格，仅有三种可能的方式延伸联配过来（图 １－

３．１ｂ）：（１）碱基匹配或不匹配，即每一序列均加上一个碱基（ｘ 路径），并给其增加一个规定

的距离权重（匹配加分，错配罚分）；（２）在一个序列中增加一个碱基而在另一序列中增加一

个空位或反之亦然（ｙ和 ｚ路径）。 这三种延伸方式的权重值分别加上到达上一个位点的累

计得分（ｘ，ｙ，ｚ），就可以得到三种可能联配方式的得分，然后得分最高（Ｈ）的路径作为到达

本位点的最佳路径。 引入一个空位时也将增加一个规定的距离权重（空位罚分）。 因此，图
中的一个单元可以从（最多）三个相邻的单元达到。 为了获得最优路线，我们必须保证从一

开始就每步最优，即把到达单元格距离最小的方向作为序列延伸的方向。 将这些方向记录

下来，并在计算了所有的单元之后，沿着记录的方向就有一条路径可从方形图右最下角（两

个序列的末端）追踪到左最上角 （两个序列的起点）。 由此所产生的路径将给出具有最短距

离的序列联配（即最优连配结果）。 如两条路径获得等距离（相同得分），意味着存在两条最

短路径。
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图 １－３．１　 两条序列联配方式与路径

以两个短序列为例，将上述过程说明如下：
＞ｓｅｑ１
ＣＴＧＴＡＴＣ
＞ｓｅｑ２
ＣＴＡＴＡＡＴＣＣＣ
设定计分规则为：碱基匹配不罚分（０），碱基错配时距离权重（罚分）为－１，引入一个空

位时距离权重为－３
两条序列分列于图两侧（图 １－３．２）：初始值设为 ０，然后依次从左上角向右下角计算最

佳路径。 根据图 １－３．１ｂ，每个联配位点均可以计算其 ｘ，ｙ，ｚ，Ｈ值：例如本例中，第一位点（浅
色框）为：（ｘ，ｙ，ｚ，Ｈ）＝ （０，－３，－３，０），意思是进行碱基联配路径（ｘ）得 ０ 分（不罚分），而在

其中任何一条序列中加入一个空位（ｙ，ｚ）均罚 ３ 分，最后到达这个位点的最高得分是进行碱

基联配（即最佳路径），Ｈ得 ０ 分（初始位点值 ＝ ０＋碱基匹配 ＝ ０），而其他两个路径分别得分

－６（上一个位点得分＝ －３＋该路径得分 ＝ －３）。 再看一个位点（深色框）：（ｘ，ｙ，ｚ，Ｈ） ＝ （ －１，
－３，－３，－３），其最佳路径是在序列 １ 中插入一个空位（ ｚ），其得分为－３（上一个位点 ＝ ０＋
（－３）），而序列 ２ 中插入空位的路径（ｙ）达本位点最后得分－９（上一个位点 ＝ －６＋（ －３）），碱
基联配路径（ｘ）得分－４（上一个位点＝ －３＋（ －１）），后两个路径值均不及第一个 ｚ 路径，因此

Ｈ＝ －３。
联配过程中可以用箭头标出最佳路径。 如此依次类推，就可以最终确定这两条序列最

后一个联配位点的得分。 反推得到这个得分的路径，就可以得到其联配方式，而该联配方式

就是这两条序列的最佳联配结果。
本例中，沿箭头所指方向在表中从右最下角向左最上角追踪，可以发现 ６ 条路径可以从

初始位点抵达最后一个位点，说明存在 ６ 种最佳联配方式：
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　 　 ＣＴＡＴＡＡＴＣＣＣ　 　 　 　 　 　 　 　 ＣＴＡＴＡＡＴＣＣＣ　 　 　 　 　 　 　 　 ＣＴＡＴＡＡＴＣＣＣ
ＣＴＧＴＡ－ＴＣ－－ ＣＴＧＴＡ－Ｔ－Ｃ－ ＣＴＧＴＡ－Ｔ－－Ｃ

ＣＴＡＴＡＡＴＣＣＣ ＣＴＡＴＡＡＴＣＣＣ ＣＴＡＴＡＡＴＣＣＣ
ＣＴＧＴ－ＡＴＣ－－ ＣＴＧＴ－ＡＴ－Ｃ－ ＣＴＧＴ－ＡＴ－－Ｃ
在上述 ６ 种联配中，罚分均为－１０，即在较短序列中有 ６ 个匹配碱基、１ 个错配碱基和 ３

个空位。

Ｃ Ｔ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ Ｃ

０ ← ３ ３ ← ３ ６ ← ３ ９ ← ３ １２ ← ３ １５ ← ３ １８ ← ３ ２１ ← ３ ２４ ← ３ ２７ ← ３ ３０

↑ ↖ ↖ ↖ ↖

Ｃ ３ ０ ３ １ ３ １ ３ １ ３ １ ３ １ ３ １ ３ ０ ３ ０ ３ ０ ３

３ ３ ０ ← ３ ３ ← ３ ６ ← ３ ９ ← ３ １２ ← ３ １５ ← ３ １８ ← ３ ２１ ← ３ ２４ ← ３ ２７

↑ ↑ ↖ ↖ ↖

Ｔ ３ １ ３ ０ ３ １ ３ ０ ３ １ ３ １ ３ ０ ３ １ ３ １ ３ １ ３

６ ３ ３ ３ ０ ← ３ ３ ← ３ ６ ← ３ ９ ← ３ １２ ← ３ １５ ← ３ １８ ← ３ ２１ ← ３ ２４

↑ ↑ ↑ ↖ ↖ ← ↖ ↖ ↖ ↖

Ｇ ３ １ ３ １ ３ １ ３ １ ３ １ ３ １ ３ １ ３ １ ３ １ ３ １ ３

９ ３ ６ ３ ３ ３ １ ← ３ ４ ← ３ ７ ← ３ １０ ← ３ １３ ← ３ １６ ← ３ １９ ← ３ ２２

↑ ↑ ↖ ↑ ↖ ↑ ↖ ↖

Ｔ ３ １ ３ ０ ３ １ ３ ０ ３ １ ３ １ ３ ０ ３ １ ３ １ ３ １ ３

１２ ３ ９ ３ ６ ３ ４ ３ １ ← ３ ４ ← ３ ７ ← ３ １０ ← ３ １３ ← ３ １６ ← ３ １９

↑ ↑ ↑ ↖ ↑ ↖ ↖

Ａ ３ １ ３ １ ３ ０ ３ １ ３ ０ ３ ０ ３ １ ３ １ ３ １ ３ １ ３

１５ ３ １２ ３ ９ ３ ６ ３ ４ ３ １ ← ３ ４ ← ３ ７ ← ３ １０ ← ３ １３ ← ３ １６

↑ ↑ ↖ ↑ ↑ ↖ ↑ ↖ ↖

Ｔ ３ １ ３ ０ ３ １ ３ ０ ３ １ ３ １ ３ ０ ３ １ ３ １ ３ １ ３

１８ ３ １５ ３ １２ ３ ９ ３ ６ ３ ４ ３ ２ ３ ４ ← ３ ７ ← ３ １０ ← ３ １３

↑ ↖ ↑ ↑ ↑ ↑ ↖ ↑ ↖ ↑ ↖ ↖ ↖ ↖

Ｃ ３ ０ ３ １ ３ １ ３ １ ３ １ ３ １ ３ １ ３ ０ ３ ０ ３ ０ ３

２１ ３ １８ ３ １５ ３ １２ ３ ９ ３ ７ ３ ５ ３ ３ ３ ４ ← ３ ７ ← ３ １０

图 １－３．２　 Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ－Ｗｕｓｃｈ 算法实例
计分方式：设定碱基错配罚 １ 分，单个碱基缺失或插入时罚 ３ 分，碱基匹配不罚分即得 ０ 分。 图中箭头

为每个位点最佳联配方向（来源）。 每个单元格（３ 个特别标出举例）内有四个数字分别为 ｘ，ｙ，ｚ，Ｈ 值（Ｈ 值
下划线）（图 １－３．１）。 两条序列的全局最优联配 Ｈ值＝ １０（即罚 １０ 分），其联配路径见反向箭头。

该算法可以用代数形式来描述。 设具有碱基 ａｉ 和 ｂ ｊ 的两个序列 ａ 和 ｂ，这两个序列间

距离为 ｄ（ａ，ｂ）。 通过评价序列 ａ中前 ｉ个位置和序列 ｂ前 ｊ位置的距离 ｄ（ａｉ，ｂ ｊ），递归地得

到距离 ｄ（ａ，ｂ）。 如果 ａ和 ｂ的长度为 ｍ和 ｎ，则其期望距离为 ｄ（ａｍ，ｂｎ）。 上表中引入的第
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１ 行 １ 列单元的距离为 ０（相当于空序列或初始位点），在单元（ ｉ，ｊ）内，使到达该单元距离增

加的三种可能事件为：
１． 从单元（ ｉ－１，ｊ）向（ ｉ，ｊ）的垂直移动，相当于在 ｂ 序列中插入一个空位使相似序列延

伸。 换言之，ｂ序列由 ａ序列中 ａｉ 的缺失所产生，这一事件的权重记作 ｗ＿（ａｉ）。
２． 从单元（ ｉ－１，ｊ－１）向（ ｉ，ｊ）的对角线移动，相当于增加碱基 ａｉ 和 ｂ ｊ 使相似序列延伸。

换言之，ｂ序列由 ａ序列中的 ａｉ 被 ｂ ｊ 取代所产生，这一事件的权重记为 ｗ＿（ａｉ，ｂ ｊ）。
３． 从单元（ｉ，ｊ－１）向（ ｉ，ｊ）的水平移动，相当于在序列 ｂ 中插入一个空位使相似序列延

伸。 换言之，ｂ序列由 ｂ ｊ 插入 ａ序列所产生，这一事件的权重记为 ｗ＋（ｂ ｊ）。
因此，单元（ ｉ，ｊ）的距离 ｄ（ａｉ，ｂ ｊ）可看成三个相邻单元的距离加上相应权重后的最小

者，即

ｄ（ａｉ，ｂ ｊ） ＝ ｍｉｎ

ｄ（ａｉ －１，ｂ ｊ） ＋ ｗ － （ａｉ）

ｄ（ａｉ －１，ｂ ｊ －１） ＋ ｗ（ａｉ，ｂ ｊ）

ｄ（ａｉ，ｂ ｊ －１） ＋ ｗ ＋ （ｂｉ）

ì

î

í

ï
ï

ïï

且初始条件为

ｄ（ａ０，ｂ０）＝ ０

ｄ（ａ０，ｂ ｊ）＝ ∑
ｊ

ｋ＝ １
ｗ＋（ｂｋ）

ｄ（ａｉ，ｂ０）＝ ∑
ｉ

ｋ＝ １
ｗ－（ａｋ）

在图 １－３．２ 的实例中

ｗ－（ａｉ）＝ －３　 　 　 　 （对于每一个 ｉ）

ｗ（ａｉ，ｂ ｊ）＝ ０　 　 　 　 （ ｉ＝ ｊ）
－１　 （ ｉ≠ｊ）{

ｗ＋（ｂ ｊ）＝ －３　 　 　 　 （对于每一个 ｊ）
当联配两个序列时，通过计算其随机重排序列的联配距离（如 １ ０００ 次），可以得到这两

个序列间的最小距离估计（距离分布）。 如果实际得到的联配距离小于 ９５％的重排序列距

离（１ ０００ 个距离值），则表明实际获得的联配距离达到了 ５％的显著水平，是不可能由机误造

成的。

二、 Ｓｍｉｔｈ－Ｗａｔｅｒｍａｎ算法

Ｓｍｉｔｈ－Ｗａｔｅｍａｎ 算法是在 Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ－Ｗｕｎｓｃｈ 算法基础上发展而来的，它是一种局部联

配算法。 由于亲缘关系较远的蛋白质序列可能只有一些相互独立的保守片段，所以进行局

部相似性分析有时可能比整体相似性分析更合理。 Ｓｍｉｔｈ 和 Ｗａｔｅｒｍａｎ（１９８１）提出了一种查

找具有最高相似性片段的算法。 对于序列 Ａ ＝ （ａ１，ａ２，…，ａｍ）和 Ｂ ＝ （ｂ１，ｂ２，…，ｂｎ），Ｈｉｊ被定

义为以 ａｉ 和 ｂｊ 碱基对结束的片段（亚序列） 的相似性值。 与 Ｎｅｅｄｌｅ －Ｗｕｎｓｃｈ 算法一样，
Ｓｍｉｔｈ－Ｗａｔｅｒｍａｎ 算法也要利用递推关系来确定 Ｈ值，Ｈ的初始值为：

Ｈｉ０ ＝ ０，　 ０≤ｉ≤ｎ，　 Ｈ０ｊ ＝ ０，　 ０≤ｊ≤ｍ
相似性计算中包括 ２ 个统计量：碱基对（或氨基酸等序列因子对） ａｉ，ｂ ｊ 的相似性值 Ｓ

（ａｉ，ｂ ｊ）和空位权重（罚分）ｗｋ ＝ ｖ＋ｕｋ（ｋ 为空位长度）。 Ｓｍｉｔｈ－Ｗａｔｅｒｍａｎ 算法可以给出两条序
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列的最大相似性值。 以 ａｉ，ｂ ｊ 碱基对结束的片段可以由以 ａｉ－１和 ｂ ｊ－１结束片段增加碱基（因

子）来获得，或者 ａｉ 可以删除 ｋ长度的碱基片段，ｂ ｊ 可删除 ｌ长度碱基片段。 具体算法如下：
Ｐ ｉｊ ＝ ｍａｘ（Ｈｉ－１，ｊ－ｗ１，Ｐ ｉ－１，ｊ－ｕ）
Ｑｉｊ ＝ ｍａｘ（Ｈｉ，ｊ－１ －ｗ１，Ｐ ｉ，ｊ－１ －ｕ）

则 Ｈｉｊ ＝ ｍａｘ

Ｈｉ－１，ｊ－１ ＋Ｓ（ａｉ，ｂ ｊ）
Ｐ ｉｊ ＝ ｍａｘ１≤ｋ≤ｉ（Ｈｉ－ｋ，ｊ－ｗｋ）
Ｑｉｊ ＝ ｍａｘ１≤ｌ≤ｊ（Ｈｉ，ｊ－ｌ－ｗ ｌ）
０

ì

î

í
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ïï

ï
ïï

，（１≤ｉ≤ｍ，１≤ｊ≤ｎ）

其中 Ｐ０，０ ＝Ｐ０，ｊ ＝Ｑ０，０ ＝Ｑｉ，０ ＝ ０
该算法可以确保具有最大 Ｈｉｊ值的序列片段是最优联配结果或相似性最好的。 从（ａｉ，

ｂ ｊ）为起点，向后追踪 Ｈｉｊ矩阵，直到到达 ０ 值。 对于具有最大相似性片段以外部分的差异性，
不会影响到该片段的 Ｈ值。

举例说明这一算法。 我们同样以 Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ－Ｗｕｎｓｃｈ 算法中的两条短序列为例。 将两

条序列（ＣＴＧＴＡＴＣ 和 ＣＴＡＴＡＡＴＣＣＣ）排于表 １－３．４ 的两侧，相应的 Ｈｉｊ，Ｐ ｉｊ和 Ｑｉｊ值分别列入表

中。 本例的权重等根据 Ｓｍｉｔｈ 和 Ｗａｔｅｒｍａｎ（１９８１）的例子设定为：

Ｓ（ａｉ，ｂ ｊ）＝ １
－１ ／ ３{ 　

ａｉ ＝ ｂ ｊ
ａｉ≠ｂ ｊ

ｗｋ ＝ －（１＋ｋ ／ ３） 　 （１≤ｋ）
对于 ４ 个碱基具有相同频率的随机长序列，Ｓ（ａｉ，ｂ ｊ）值的平均值为零。 ｗｋ 值应至少不

小于匹配与不匹配权重的差值。
表 １－３．４ 的最大 Ｈｉｊ为 ４．３３（８ 行与 ７ 列相交处），说明该位点是局部可以达到最高序列

相似度的联配位点，反推其到达路径，就得到一条最优路径（星号∗表示），其对应具有最大

相似性的片段联配方式为：
ＣＴＧＴＡ－ＴＣ
ＣＴＡＴＡＡＴＣ

表 １－３．４　 Ｓｍｉｔｈ－Ｗａｔｅｒｍａｎ 算法例举

ｊ＝ ０ ｊ＝ １ ｊ＝ ２ ｊ＝ ３ ｊ＝ ４ ｊ＝ ５ ｊ＝ ６ ｊ＝ ７

Ｃ Ｔ Ｇ Ｔ Ａ Ｔ Ｇ

ｉ＝ ０ Ｈｉｊ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

Ｐｉｊ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

Ｑｉｊ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

ｉ＝ １ Ｃ Ｈｉｊ ０ １．００∗ ０ ０ ０ ０ ０ １．００

Ｐｉｊ ０ －０．３３ －０．３３ －０．３３ －０．３３ －０．３３ －０．３３ －０．３３

Ｑｉｊ ０ －０．３３ －０．３３ －０．６７ －１．００ －１．３３ －１．３３ －１．３３

ｉ＝ ２ Ｔ Ｈｉｊ ０ ０ ２．００∗ ０．６７ １．００ ０ １．００ ０

Ｐｉｊ ０ －０．３３ －０．６７ －０．６７ －０．６７ －０．６７ －０．６７ －０．３３

Ｑｉｊ ０ －０．３３ －０．６７ ０．６７ ０．３３ ０ －０．３３ －０．３３
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续表

ｊ＝ ０ ｊ＝ １ ｊ＝ ２ ｊ＝ ３ ｊ＝ ４ ｊ＝ ５ ｊ＝ ６ ｊ＝ ７

Ｃ Ｔ Ｇ Ｔ Ａ Ｔ Ｇ

ｉ＝ ３ Ａ Ｈｉｊ ０ ０ ０．６７ １．６７∗ ０．３３ ２．００ ０．６７ ０．６７

Ｐｉｊ ０ －０．６７ ０．６７ －０．６７ －０．３３ －１．００ －０．３３ －０．６７

Ｑｉｊ ０ －０．３３ －０．６７ －０．６７ ０．３３ ０ ０．６７ ０．３３

ｉ＝ ４ Ｔ Ｈｉｊ ０ ０ １．００ ０．３３ ２．６７∗ １．３３ ３．００ １．６７

Ｐｉｊ ０ －１．００ ０．３３ ０．３３ －０．６７ ０．６７ －０．６７ －０．６７

Ｑｉｊ ０ －０．３３ －０．６７ －０．３３ －０．６７ １．３３ １．００ １．６７

ｉ＝ ５ Ａ Ｈｉｊ ０ ０ ０ ０．６７ １．３３ ３．６７∗ ２．３３ ２．６７

Ｐｉｊ ０ －１．３３ ０ ０ １．３３ ０ １．６７ ０．３３

Ｑｉｊ ０ －０．３３ －０．６７ －１．００ －０．６７ ０．００ ２．３３ ２．００

ｉ＝ ６ Ａ Ｈｉｊ ０ ０ ０ ０ １．００ ２．３３∗ ３．３３ ２．００

Ｐｉｊ ０ －１．３３ －０．３３ －０．３３ １．００ ２．３３ １．３３ １．３３

Ｑｉｊ ０ －０．３３ －０．６７ －１．００ －１．３３ －０．３３ １．００ ２．００

ｉ＝ ７ Ｔ Ｈｉｊ ０ ０ １．００ ０ １．００ ２．００ ３．３３∗ ３．００

Ｐｉｊ ０ －１．３３ －０．６７ －０．６７ ０．６７ ２．００ ２．００ １．００

Ｑｉｊ ０ －０．３３ －０．６７ －０．３３ －０．６７ －０．３３ ０．６７ ２．００

ｉ＝ ８ Ｃ Ｈｉｊ ０ １．００ ０ ０．６７ ０．３３ １．６７ ２．００ ４．３３∗

Ｐｉｊ ０ １．３３ －０．３３ －１．００ ０．３３ １．６７ ２．００ １．６７

Ｑｉｊ ０ －０．３３ －０．３３ －０．６７ －０．６７ １．００ ０．３３ ０．６７

ｉ ＝ ９ Ｃ Ｈｉｊ ０ １．００ ０．６７ ０ ０．３３ １．３３ １．６７ ３．００

Ｐｉｊ ０ －０．３３ －０．６７ －０．６７ ０ １．３３ １．６７ ３．００

Ｑｉｊ ０ －０．３３ －０．３３ －０．６７ －１．００ －１．００ ０ ０．３３

ｉ＝ １０ Ｃ Ｈｉｊ ０ １．００ ０．６７ ０．３３ ０ １．００ １．３３ ２．６７

Ｐｉｊ ０ －０．３３ －０．６７ －１．００ －０．３３ １．００ １．３３ ２．６７

Ｑｉｊ ０ －０．３３ －０．３３ －０．６７ －１．００ －１．３３ －０．３３ ０

第四节　 ＢＬＡＳＴ 算法及数据库搜索

当你面对大量两条序列间的比对时，运算时间变得非常重要。 例如数据库序列搜索就

是这样一个问题，未知序列或递交序列（ｑｕｅｒｙ ｓｅｑｕｅｎｃｅ）需要跟数据库（如 ＧｅｎＢａｎｋ）中大量

已有序列进行比对，确定与递交序列的相似序列，这时就需要在短时间内（如 １ 分钟）返回搜

索比对结果。 直接利用上述两种算法，将需要大量运算时间，难以达到时间要求，必须提出

新算法来解决这一问题。 Ａｌｔｓｃｈｕｌ 等人 １９９０ 年提出的用于数据库搜索的 ＢＬＡＳＴ （ Ｂａｓｉｃ
Ｌｏｃａｌ Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ Ｓｅａｒｃｈ Ｔｏｏｌ）算法和 １９８８ 年 Ｐｅａｒｓｏｎ 和 Ｌｉｐｍａｎ 提出的 ＦＡＳＴＡ（Ｆａｓｔ Ａｌｌ）算法
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很好地解决了这一问题。 这两个算法（尤其 ＢＬＡＳＴ）是目前应用最广泛的方法，美国生物信

息技术中心（ＮＣＢＩ）和欧洲生物信息学研究所（ＥＢＩ）等分别应用它们来进行 ＤＮＡ 和蛋白质

序列相似性搜索。 这两个算法都是一种基于局部联配搜索工具，给出的是递交序列与数据

库序列的最佳局部联配结果。 两者算法相似，本节以 ＢＬＡＳＴ 为例进行讲解。

一、 ＢＬＡＳＴ 算法

ＢＬＡＳＴ 算法同样是利用动态规划算法，与 Ｓｍｉｔｈ－Ｗａｔｅｒｍａｎ 算法类似，其不同之处是引

入了所谓“字”或“字符串”（Ｗｏｒｄ 或 Ｋ－ｔｕｐｌｅ，Ｋ－ｍｅｒ 等）的检索技术。 所有序列其实都是由

若干字符串组成，例如我们以 ３ 个碱基长度的字符串为例，下列 ＤＮＡ 序列包括了 ６ 个字长

为 ３ 的字符串，其中 ２ 个字符串（ＧＣＧ 和 ＣＧＧ）各出现了 ２ 次：
＞ｓｅｑ１
ＴＧＣＧＧＡＧＣＧＧ
其包含的字符串：ＴＧＣ，ＧＣＧ，ＣＧＧ，ＧＧＡ，ＧＡＧ，ＡＧＣ
为了降低比对时间，ＢＬＡＳＴ 算法中一个重要手段，是建立序列数据库的“字”检索系统，

即将数据库中所有序列所包含的不同长度字符串进行扫描，并建立索引。 这样，数据库中存

贮的序列包含哪些特定长度字符串就已知了，如常见的 １１ 个碱基长度 ＤＮＡ 和 ３ 个氨基酸

长度蛋白质字符串等。 当对递交序列进行数据库搜索比对时，首先对递交序列进行扫描，确
定其包含的所有特定长度字符串，然后仅对包含相同字符串的数据库序列（一般仅占整个数

据库序列很小的比例）进行进一步比对。 这样就节省了大量无关序列比对的耗时。 对于包

含相同字符串的数据库序列，进行进一步序列比对时，基于匹配上的字符串，分别向两端延

伸，序列延伸规则基于动态规划算法。
下面用图解方式进行具体说明：

第一步：扫描递交序列的每个
位点，发现特定位点（ｐ）起始、
字长为 ｗ、匹配值超过 Ｔ 的所
有字并列表

第二步：根据上述字列表，确
定目标数据库中所有包含与
列表中字完全一致的序列
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续表

第三步：对于每个匹配的字得
到的联配 （所谓 “ ｈｉｔ”），向两
端以动态规划算法向外延伸。
延伸过程中联配值 Ｓ 不断变
动，当联配过程中联配值 Ｓ 降
低超过某一临界值 Ｘ，延伸结
束。 这样我们可以获得所谓
高得 分 联 配 对 （ ＨＳＰ， ｈｉｇｈ
ｓｃｏｒｉｎｇ ｓｅｇｍｅｎｔ ｐａｉｒ）。 然后列
出所有超过某一设定临界联
配值或 Ｅ 值的 ＨＳＰ。 Ｅ 值是
一个统计参数（详见下节），表
明随机情况下，可以获得等于
或超过联配 Ｓ值的 ＨＳＰ 数量。
该值越小，说明在统计学意义
上递交序列与得到的 ｈｉｔ 序列
相似性越高。

上述对于每个匹配字得到的联配，以动态规划算法向两端延伸，延伸方式是以一个特定

数值（Ｘ）为限定，如果超过该值就终止联配。 这种动态规划联配方式是一种数值限定类型

（ｓｃｏｒｅ－ｌｉｍｉｔｅｄ ＤＰ）（图 １－３．３）。 当然我们也可以用其他条件进行联配限定，如不允许插入

空格（ｕｎｇａｐｐｅｄ ＤＰ），或插入空格数量进行限定（ｂａｎｄｅｄ ＤＰ）。 如果没有限定，就是我们熟知

的全局联配方式，所谓允许空格的全联配。 这些限定 ＤＰ 往往针对特殊问题或目的进行选

用，以提高搜索速度和高效获得特定靶序列。

二、 利用 ＢＬＡＳＴ 进行数据库序列搜索

采用 ＢＬＡＳＴ 的基本算法目前形成了若干不同的工具，分别用于特定序列数据库和特定

目的的序列搜索。 以 ＮＣＢＩ 提供的在线序列数据库搜索工具 ＢＬＡＳＴ（２０１４ 年 １２ 月）为例（图
１－３．４），ＢＬＡＳＴＮ 是对核苷酸递交序列库搜索核苷酸序列数据库，ＢＬＡＳＴＰ 是在蛋白质序列

库中搜索蛋白质序列，ＴＢＬＡＳＴＮ 则可以在核酸序列库中搜索蛋白质序列，此时序列库在搜

索之前要按所有 ６ 种读框即时翻译。 与此相反的一项分析则由 ＢＬＡＳＴＸ 来完成，它要将所

递交的核酸序列按所有 ６ 种读框翻译，然后再用它搜索蛋白质序列库。 同时，特定目的或方

式搜索工具不断被开发出来（图 １－３．５），例如 Ａｌｔｓｃｈｕｌ 等人（１９９７）提出了一个寻找蛋白质家
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图 １－３．３　 序列动态规划联配方式。 可以利用空格（是否允许）、空格数量和联配值等进行限定联配过程

族保守序列新算法———ＰＳＩ－ＢＬＡＳＴ（Ｐｏｓｉｔｉｏｎ－Ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｉｔｅｒａｔｅｄ ＢＬＡＳＴ）算法，并开发了相应的

软件。 ＰＳＩ－ＢＬＡＳＴ 可以对数据库进行多轮循环检索，每一轮的检索速度都大约是 ＢＬＡＳＴ 的

两倍，每一轮都能提高检索的敏感性。

图 １－３．４　 美国国家生物信息中心（ＮＣＢＩ）提供的在线 ＢＬＡＳＴ 序列搜索工具（２０１４ 年 １２ 月）
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图 １－３．５　 数据库 ＢＬＡＳＴ 搜索工具
基于局部动态规划算法，除了标准 ＢＬＡＳＴ 工具（如 ＢＬＡＳＴＰ 等），不断发展了

新的用于蛋白质和核苷酸序列数据的 ＢＬＡＳＴ 工具（下面框中 ＰＳＩ－ＢＬＡＳＴ 等）

　 　 利用 ＢＡＬＳＴ 工具搜索数据库案例：
对一条未知 ＤＮＡ 序列，利用 ＢＬＡＳＴＮ 工具搜索核苷酸数据库：

获得如下搜索结果：
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ＺＤ３９ 生物信息学　 兴邦二校　 成品 １８５ｍｍ×２６０ｍｍ　 ３９ 行×３９ 字　 １０．５ＳＳ

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
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􀪋
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􀪋
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􀪋
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􀪋
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􀪋
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􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋
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􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
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􀪋
􀪋
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　 　 上述结果中可见未知 ＤＮＡ 序列与搜索获得的数据库序列联配得分（ｓｃｏｒｅ）和统计测验

结果（Ｅ－ｖａｌｕｅ）等。 其中一条数据库记录（ＫＰ７５１４４５）与未知序列具体联配结果如下：

第 １－３ 章　 两条序列联配算法及序列搜索
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􀪋
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􀪋
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􀪋
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􀪋
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􀪋
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􀪋
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􀪋
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􀪋
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􀪋
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􀪋
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􀪋
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􀪋
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􀪋
􀪋

􀪋
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􀪋
􀪋

􀪋
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􀪋
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􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
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􀪋
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􀪋
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􀪋
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该搜索相关参数列表：

该参数列表中，可以看到我们用的搜索参数：默认搜索字长（Ｗｏｒｄ ｓｉｚｅ）为 ２８ｎｔ，结果输

出的默认联配值（Ｅｘｐｅｃｔ ｖａｌｕｅ）１０（调低该值，可以减少低相似度序列的输出），序列联配计

分系统（Ｍａｔｃｈ ／ Ｍｉｓｍａｔｃｈ ｓｃｏｒｅｓ ／ Ｇａｐｃｏｓｔｓ）为匹配 １ 分，错配罚 ２ 分，不考虑空位罚分（下面

ＢＬＡＳＴｘ 为新开空位罚 １１ 分，空位每延伸一个罚 １ 分）；数据库中 ３ ４６６．６ 万条序列进行了比

对；统计测验参数（Ｋａｒｌｉｎ－Ａｌｔｓｃｈｕｌ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ）ｋ，λ 和 Ｈ 取值情况（详见下节）；数据库搜索的

有效序列数据统计结果等列在最后。
同样，可以对该未知 ＤＮＡ 序列用 ＢＬＡＳＴＸ 工具进行蛋白质序列数据库搜索：
该工具首先按照 ６ 个 ＯＲＦ 阅读框对未知 ＤＮＡ 序列进行翻译，然后比对蛋白质数据库序

列数据。 搜索结果如下：
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　 　 可见 ＢＬＡＳＴＸ 与 ＢＬＡＳＴＮ 分别在蛋白质和核苷酸序列水平上进行搜索，所使用的搜索

参数完全不同。
前文提及 ＰＳＳＭ，该计分矩阵在生物信息学领域应用非常广泛，一个最常见的应用就是

ＢＬＡＳＴ 搜索中的应用。 在蛋白质序列搜索的几个算法中，ＰＳＩ－ＢＬＡＳＴ 和 ＤＥＬＴＡ－ＢＬＡＳＴ 均

使用了 ＰＳＳＭ（见下图：ＮＣＢＩ 的 ＢＬＡＳＴ 主页）。 这两种算法均利用了一种循环搜索策略，即
利用初次 ＢＬＡＳＴＰ 搜索结果，临时构建一个新的计分矩阵（即 ＰＳＳＭ），然后利用该 ＰＳＳＭ 作

为下次搜索的计分矩阵，搜索获得结果后再构建新的 ＰＳＳＭ，如此循环往复，直到搜索结果不

再变化为止。 这样的搜索算法可以最大限度地找到与递交序列具有同源性的序列（有时序

列相似性会很低）。
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三、 序列相似性的统计推断

ＢＬＡＳＴ 搜索返回的结果中，提供了递交序列与数据库中序列比对结果的得分（ｓｃｏｒｅ）和

一个统计测验结果（Ｅ－ｖａｌｕｅ）。 到目前为止，对局部联配的统计学问题已基本搞清楚，特别

是那些不含有空位的局部联配更是如此。 我们不妨首先考虑不含有空位的局部联配问题，
ＢＬＡＳＴ 最初的搜索程序便是以此为基础的。

无空位局部联配涉及的是等长度的一对序列片段，两个片段的各部分彼此比较。 Ｓｍｉｔｈ
－Ｗａｔｅｒｍａｎ 算法方法可以找到所有最高比值片段对（ＨＳＰ），即这些片段对的比值（Ｓ）不会因

片段的延伸而进一步升高。 为了分析上述分值随机性产生的几率大小，需要建立一个随机

序列模型。 对于蛋白质而言，最简单的序列模型可通过从一条序列中随机地选取氨基酸残

基（当然这一条序列中各种残基的频率必须一定）。 另外，一对随机氨基酸的联配期望值必

需为负值，否则不论联配片段是否相关，都会得到高比值，统计理论也将派不上用场。

　 　 图 １－３．６　 概率密度函数正态分布
（虚线）和极值分布（实线）比较

就像独立随机变量之和总是倾向于正态分布

（ｎｏｒｍａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ）一样，独立随机变量的最大值倾

向于极值分布（ ｅｘｔｒｅｍｅ ｖａｌｕｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ）。 在进行两

条序列最佳局部联配结果统计测验时，主要涉及的是

后一种情况。
对于两条序列，在一定的序列长度 ｍ 和 ｎ 限定

下，ＨＳＰ 的统计值可由 ２ 个参数（ｋ 和 λ）确定。 最简

单的形式，即不小于比分值为 Ｓ 的 ＨＳＰ 个数，可由下

列公式估计其期望值：
Ｅ＝ ｋｍｎｅ－λｓ （１－３．１）
我们称该期望值为比值 Ｓ的 Ｅ 值（Ｅ－ｖａｌｕｅ）。
上述公式非常灵敏。 在给定比值的情况下，将两

条比较序列长度加倍，则 ＨＳＰ 数（即 Ｅ 值）也将加倍，
同样，Ｓ值为 ２Ｘ 的某个 ＨＳＰ，其长度必是 Ｓ值为 Ｘ 的 ＨＳＰ 的两倍，所以 Ｅ 值将随着 Ｓ 值的

增大急剧减少。 参数 ｋ和 λ可分别被简单地视为搜索空间（ｓｅａｒｃｈ ｓｐａｃｅ ｓｉｚｅ，即数据库序列

数据量）和计分系统的特征数。
最初获得的比值（Ｓ）在没有计分系统，或统计量 ｋ 和 λ 的辅助下，没有什么意义。 单独

的比值就如同没有单位（米或者光年）的距离。 可将比值按下式标准化：

Ｓ′ ＝ λｓ
－ ｌｎｋ
ｌｎ２

（１－３．２）

获得 Ｓ’值就如同得到了具有标准单位的数值。
Ｅ 值因此可简化为：
Ｅ＝ｍｎ２－Ｓ′ （１－３．３）
二进制值（ｂｉｔ ｓｃｏｒｅ）使所用的计分系统赋予了统计学意义，除了可以确定搜索空间外，

同样可以计算相应的显著水平。
具有大于或等于某一比值 Ｓ 的随机 ＨＳＰ 数可由泊松分布确定。 由此可以计算出搜索

到某一比值大于或等于 Ｓ的 ＨＳＰ 的概率为
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ｅ－ＥＥＸ

Ｘ！
（１－３．４）

式中 Ｅ 由（１－３．１）式确定。
作为一个特例，搜索不到比值≥Ｓ的 ＨＳＰ 概率为 ｅ－Ｅ，，所以至少发现一个 ＨＳＰ 比值≥Ｓ

的概率为

Ｐ＝ １－ｅ－Ｅ ＝ １－ｅｘｐ（－ｋｍｎｅ－λｘ） （１－３．５）
这是与比值 Ｓ相关的 Ｐ值（概率值）。 例如，在可能搜索到 ３ 个 ＨＳＰ 比值≥Ｓ的情况下，

至少发现一个 ＨＳＰ 的机率为 ０．９５［可由（１－３．５）式算得］。 ＢＬＡＳＴ 程序中使用了 Ｅ 值而非 Ｐ
值，这主要是从直观和便于理解的角度考虑。 比如 Ｅ 值等于 ５ 和 １０，总比 Ｐ值等于 ０．９９３ 和

０．９９９ ９５ 更直观。 但是当 Ｅ＜０．０１ 时，Ｐ值与 Ｅ 值趋于相同。
Ｅ 值计算公式［公式（１－３．１）］可以直接应用于 ２ 个蛋白质序列长度分别为 ｍ 和 ｎ 的比

较，但是对于某一序列长度为 ｍ的蛋白序列，如何在那些长短不一的数据库序列中找到与之

匹配良好的序列呢？ 一种思路是把数据库中的所有蛋白序列与递交序列的关系都视为相同

重要，也就是说对于 Ｅ 值均较低的短或长序列，它们是等同重要的。 ＦＡＳＴＡ 程序便是采用这

一策略。 另一种思路是把长序列视为比短序列更重要，因为长序列往往包括更多的特异功

能域（ｄｏｍａｉｎ）。 如果对序列长度上进行相关优先处理，则在计算数据库序列长度为 ｎ 的 Ｅ
值时，将乘以 Ｎ ／ ｎ，其中 Ｎ 为数据库中序列的总长度。 根据公式（１－３．１），Ｅ 值的计算可简单

地把整个数据库序列视为长度为 Ｎ 的单条序列。 ＢＬＡＳＴ 程序采用了这一策略。 ＦＡＳＴＡ 策

略中 Ｅ 值的计算还需再乘上数据库的序列条数。 如果考虑到核酸数据库的序列长度变化更

大，则在 ＤＮＡ 序列相似性搜索时，ＢＬＡＳＴ 的策略可能会是合理的选择。
一些数据库搜索程序（例如 ＦＡＳＴＡ 或其它基于 Ｓｍｉｔｈ－Ｗａｔｅｒｍａｎ 算法的程序）在进行序

列搜索时，会对数据库中的每条序列进行联配并给出联配值，这些值大部分与递交序列无

关，但它们被用于了 ｋ和 λ参数的估计。 这一方法避免了因使用真实序列（ｒｅａｌ ｓｅｑｕｅｎｃｅ）导

致随机序列模型的偏向性，但同时产生了使用相关序列估计参数的难题。 ＢＬＡＳＴ 仅通过部

分而不是全部无关序列计算最适联配值，这赢得了搜索速度。 因此，对于某一选定的替换矩

阵和空位罚值，必须进行 ｋ和 λ参数的预先估计，估计中使用真实序列，而非通过随机序列

模型产生的模拟序列。
根据统计理论，上述统计方法只适用于不含有空位的局部联配（非空位联配）。 但是，许

多计算试验和分析结果充分证明，上述统计方法同样适用于包括空位的联配结果。 对于非

空位联配，可用基于替换矩阵和比较序列的残基频率的办法，估计统计参数；对于空位联配，
参数的估计则必须根据大量无关序列的比较。

以上统计学方法对于短序列来说有些偏差。 这些统计方法的基础理论是一个渐近理

论，该理论假设局部联配可以适用于任何规模的联配。 但是，一个高比值联配必须有一定的

长度，不能从接近二条序列末端的地方开始。 这种边际效应（ｅｄｇｅ ｅｆｆｅｃｔ）可以通过计算序列

的“有效长度”（ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｌｅｎｇｔｈ）来修正。 ＢＬＡＳＴ 程序中包含了这一修正过程。 对于长于 ２００
残基的序列可以不进行边际效应的修正。

局部联配的结果与所选用的替换矩阵紧密相关。 没有任何一个计分系统（即替换矩阵＋
罚分办法）可以适用于所有研究目标，对于局部联配的计分基础理论的正确理解可以极大促

进序列分析准确性（相关内容详见本章第二节）。
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如前所述，ＢＬＡＳＴ 算法中空位罚值应用 ２ 个参数，一个与空位设置（ｇａｐ ｏｐｅｎｉｎｇ）有关，
另一个与空位扩展（ｇａｐ ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ）有关。 任一空位的出现均处以空位设置罚值，而任一空位

的扩大必须加入空位扩展罚值。 经过多年的试验，一个合适的空位罚值已经被确定下来。
大多数联配程序均对特定的替换矩阵设定了空位罚值的默认值（ｄｅｆａｕｌｔ），如果使用者希望

使用不同的替换矩阵，则原来的空位罚值设定不一定合适。 如何设定罚值并无明确的理论

可遁，较大的空位设置罚值配以很小的空位扩展罚值（如 １１ ／ １）被普遍证实是最佳的设定

思路。
在上节 ＢＬＡＳＴ 搜索结果中，有一个统计量 Ｈ。 它用于估计 ＢＬＡＳＴ 搜索所用计分矩阵相

对信息量或熵值（具体见第 １－４ 章具体介绍），Ｈ值越大，说明所用替换矩阵或计分系统的特

异性越高，区分相关与不相关序列的能力就越强（Ｍｏｕｎｔ，２００４）。

习　 题
１． 目前计分矩阵主要有哪些？ 比较它们的异同。
２． 请利用动态规划 Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ－Ｗｕｎｓｃｈ 算法对下列两条蛋白质序列进行全局联配，获

得最优联配结果：
Ｐ１ ＝ ＡＧＷＧＡＨＥＡ
Ｐ２ ＝ ＰＡＷＨＥＡＥＡＧ
计分系统：计分矩阵 ＢＬＯＳＵＭ５０，空位罚 ８ 分。
ＢＬＯＳＵＭ５０ （部分）

Ａ Ｅ Ｇ Ｈ Ｐ Ｗ

Ａ ５ －１ ０ －２ －１ －３

Ｅ ６ －３ ０ －１ －３

Ｇ ８ －２ －２ －３

Ｈ １０ －２ －３

Ｐ １０ －４

Ｗ １５

３． 数据库搜索同源性或相似性较远序列时，为什么用蛋白质序列搜索比 ＤＮＡ 序列

要好？
４． 请解释 ＢＬＡＳＴ 搜索结果中“ｓｃｏｒｅ”和“Ｅ ｖａｌｕｅ”含义。
５． ＢＬＡＳＴＮ 和 ＢＬＡＳＴＸ 两者搜索方式有何不同？
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