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第三节  数据库搜索——BLAST 和 FASTA 应用 

 

一.  数据之海与一叶轻舟 

《科学》(science)杂志在 2001 年 2 月 16 日的人类基因组专刊上发表了一
篇题为“生物信息学：努力在数据的海洋里畅游”的文章，文章写到：“我们身

处急速上涨的数据海洋中⋯我们如何避免没顶之灾？”一条可靠的办法可能是赶

紧找到“一叶轻舟”，而且在轻舟上装上先进的电子设备，诸如卫星定位系统、

卫星信息传输系统等等⋯⋯BLAST 和 FASTA 便是这样的一条“轻舟”，它们往来

穿梭，速度奇快。 

比较和确定某一数据库中的序列与某一给定序列的相似性是生物信息学中

最频繁使用和最有价值的操作。本质上这与两条序列的比较没有什么两样，只是

要重复成千上万次。但是要严格地进行一次比较必定需要一定的耗时，所以必需

考虑在一个合理的时间内完成搜索比较操作。目前有二个最为常用的程序服务于

未知序列的数据库相似性搜索，即 BLAST 和 FASTA。FASTA 使用的是

Wilbur-Lipman 算法的改进算法，进行整体联配，重点查找那些可能达到匹配显

著的联配。虽然 FASTA 不会错过那些匹配极好的序列，但有时会漏过一些匹配程

度不高但达显著水平的序列。BLAST(Basic Local Alignment Search Tool，基

本局部联配搜索工具)是基于匹配短序列片段，用一种强有力的统计模型来确定

未知序列与数据库序列的最佳局部联配。 

大多数研究目前都通过国际互联网 Internet 应用 NCBI 研制的 BLAST 程序

(Basic Local Alignment Search Tool)来进行 DNA 和蛋白质序列相似性搜索。

用一组 BLAST 程序联配可以快速进行核酸和蛋白质序列库的相似性检索。采用

BLAST 的基本算法编成了若干各不同的程序，分别使用特定的序列库和用于特定

类型的输入序列。BLASTN 是在核苷酸序列库搜索核苷酸序列。BLASTP 是在蛋白

质序列库中搜索氨基酸序列。TBLASTN 则可以在核酸序列库中搜索氨基酸序列，

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，它要将所输入的核酸序列按所有 6种读框翻译，然后再以之搜

索蛋白质序列库。近期 Altschul S.F.等人（1997）提出了一个通过寻找蛋白质家
族保守序列来提高算法敏感性的 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，但每一轮都能提高检索的敏感性。它
是目前 BLAST程序家族中敏感性性最高的成员。 
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表 3.15   数据库相似性搜索程序 BLAST 和 FASTA 程序清单 

程 序 

(Program

) 

待检序列类

型 

(Probe type) 

数据库类型 说    明 

(Comment) 

BLASTP p p 在蛋白质序列库中比对待检蛋白质序

列 

BLASTN n n 在核酸序列库中比对待核酸序列 

BLASTX n p 在蛋白质序列库中比对待检核酸序列

(用所有 6种读框翻译) 

TBLASTN p n 在核酸序列库(用6种读框即时翻译)中

比对待检蛋白质序列 

TBLASTX n n 在核酸序列库(用6种读框即时翻译)中

比对待检核酸序列(同样用所有 6种读

框翻译) 

    

FASTA3 p p 在某一蛋白质序列库中搜索蛋白质相

似序列 

 n n 在某一核酸序列库中搜索核酸相似序

列 

TFASTA3 p n 在核酸序列库(已被即时翻译)中比对

待检蛋白质序列 

FASTX3 n p 在蛋白质序列库中比对待检核酸序列

(用 6种读框翻译) 

TFASTX3 p n 在核酸序列库中比对待检蛋白质序列 

SSEARCH P/n P/n 使用 Smith-Waterman 算法联配比对 

注：n：核酸序列或核酸序列库；p：蛋白质序列或蛋白质序列库 

 

如果目的序列中有蛋白质编码区，则用翻译的蛋白质序列来搜索蛋白质序列

库要比用 DNA 序列搜索核酸序列库更有价值。由于蛋白质序列的进化要比 DNA

序列慢一些，在蛋白质序列水平上的远缘关系在 DNA 水平上可能被错过。如果无

法确定编码区，则可利用 BLASTX 按所有 6种读框来翻译 DNA 序列，然后用它搜

索蛋白质序列库。由于蛋白质序列库仅包含已鉴定的蛋白质，所以必须采用

TBLASTN 程序在现有的 GenBank、EMBL 或 DDBJ DNA 序列库中检索新确定的氨基

酸或翻译过的 DNA 序列。这种检索有时可以找到一些显著相似的 DNA 序列，而原

本并不知道这些序列可编码蛋白质。 

BLAST 的一项重要特性就是所报告的匹配序列的统计学显著性评分。这一统

计学显著性评分是用 Karlin-Altschul 算法决定的，所算出的 Poisson 概率表明

所得到的序列相似性随机出现的可能性。 

另一个常用的核酸和蛋白质序列库搜索程序是 FASTA，即 FASTN 和 FASTP 程

序的新版本。FASTA 首先在序列库中进行快速的初检，找出与待检序列高度相似

的序列。这一快速检索局限于待检序列和序列库序列之间较短的完全相同序列区

段上。 

FASTA 首先要建立一个其长度由 K-tuple（ktup）值决定的所有可能的总表或
字典。这一程序中使用的字长参数(或 K-tuple)表示所用的初始相配序列长度。
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K-tuple 的大小可以变化并将间接影响搜索的速度和敏感度。然后程序要对待检

序列和序列库中的所有序列进行处理，找出字典中长度与 K-trple 相等的所有序

列段的位置。比较两个序列的字典要比比较两个序列本身快得多，可以有效地找

出小段相似区。一旦通过初始的快速检索找到一批评分最高的序列，就可以仅对

这些高分序列进行第二轮比较。第二轮的序列比对是采用 Needleman-Wunsch 算

法(1970)进行空位联配计算，得出分析的最后结论。如果 FASTA 运行后找到较好

的相似序列，有时采用较小的 K-tuple 值或换一个评分矩阵重新检索分析，也许

会有帮助。 

在终端计算机上 FASTA 检索的一个简便方法是使用电子邮件服务。有好几个

机构都可以通过电子邮件自动地接受 FASTA 计算机检索要求，用电子邮件中所提

供的序列，对多个序列库进行搜索，然后又通过电子邮件将结果送回。图 7.7.5

就是一人要求 FASTA 服务的电子邮件示范。BLAST 检索同样可以通过电子邮件或

Internet 服务进行。 

    TITLE A test search of the EMBL other Mammalian DNA sequences 

    LIB EMAM 

    WORD 4 

    LIST 100 

    ALIGN 20 

    SEQ 

tgcttggctgaggagccataggacgagagcttcctggtgaaagtgtgtttcttgaaatcagcaccaccatg

gacagcaaa 

    END 

图 3.6  送往EBI FASTA电子邮递服务中心（电子邮件地址：fasta@ebi.ac.uk）
的一份邮件的内容。这份邮件要求用该序列对EMBL序列库中的其它哺乳动物序列

进行检索。送回的答案中包括 100 条最匹配序列和头 20 条最匹配序列的联配结

果。 

 

    不论是 FASTA 还是 TFASTA 都提供一项评分，以评价用前述 PAM250 矩阵生成

的每一对联配序列的匹配程度。但FASTA并不像BLAST程序那样给出一项显著值。

无论采用 FASTA 或 BLAST，推断相似性是否具有生物学意义都取决于研究者。要

作出决断，必须充分考虑蛋白质已知的或推断的功能，与已知活性位点或模序的

相似程度等等。 

因为BLAST和FASTA采用不同的算法，同时用这两种搜索引擎重新检索某一特

定序列往往是可取的。如果用其中一种找不到显著相似序列，不妨试一试另一程

序。如果BLAST和FASTA均找不到显著匹配的序列，还可以选择第 3条比较费时的

搜索策略。一些网站允许用户使用基于Smith-Waterman算法的搜索程序，如

BLITZ。BLITZ(www.ebi.ac.uk/searchs/blitz.html)被设计在大型并行计算机上运

行，因此使检索更灵敏。虽然运行这样的程序比较费时，但它们有时会发现一些

被BLAST和FASTA错过的勉强达到显著的联配。 

由于数据库相似性搜索是生物信息学最为重要的组成部分，所以很多网站都

提供了 BLAST 和 FASTA 搜索服务。在选择何种数据源时，有很多标准可以应用。

并非所有的 BLAST 和 FASTA 均提供相同的服务，你所搜索的数据库各不相同，

这就如同我们有多种替换矩阵一样。另外，一些网站还为熟练使用者提供了特别

服务。总之，在一些非冗余序列数据库中搜索均是被允许的。这类数据库至少包
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括在 SWISS-PROT 和 PIR(蛋白质)或 EMBL 和 GenBank(核酸)的所有记录，这往往

是最佳选择。但不要滥用这些资源，例如，如果你正在构建序列重叠群(contig)，

则只需进行最终组合序列的 BLAST 或 FASTA 搜索即可，而不必对每个序列片段均

进行搜索。同样，为了查找克隆载体的污染序列而进行整个非冗余数据库的

BLAST 运行，也不是一个有效办法。 

 

二.  BLAST：核苷酸数据库搜索 

BLAST 包含有 5个子程序，它是目前运行速度最快的检索搜索程序。最初的

程序版本(Version1.4)不允许设置空位(gap)，这对运行速度的提高有好处。正

如前文所述，空位直接关系到搜索结果，所以目前的 BLAST 版本(Version2.0)

均能进行空位联配。BLAST 的快速得益于它的统计算法：BLAST 使用的是快速局

部而不是缓慢、整体的联配策略。BLAST 不追求整条序列的匹配。 

1．BLAST 实战操作(1) 

如果这是你初次使用 BLAST，那不妨先按以下要求操作一次，先有个感性认

识，然后再进一步了解和认识其细节： 

在 Internet 中进入 EXPASY BLAST 主页 

 

 

    假如有一条人类基因序列，对这条序列我们一无所知。序列的提供者想对这
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条序列进行常规分析来鉴定它。你可以这样进行： 

①复制该序列： 

AAAAGAAAAGGTTAGAAAGATGAGAGATGATAAAGGGTCCATTTGAGGTTAGGTAA 
TATGGTTTGGTATCCCTGTAGTTAAAAGTTTTTGTCTTATTTTAGAATACTGTGAT 
CTATTTCTTTAGTATTAATTTTTCCTTCTGTTTTCCTCATCTAGGGAACCCCAAGA 
GCATCCAATAGAAGCTGTGCAATTATGTAAAATTTTCAACTGTCTTCCTCAAAATA 
AAGAAGTATGGTAATCTTTACCTGTATACAGTGCAGAGCCTTCTCAGAAGCACAGA 
ATATTTTTATATTTCCTTTATGTGAATTTTTAAGCTGCAAATCTGATGGCCTTAAT 
TTCCTTTTTGACACTGAAAGTTTTGTAAAAGAAATCATGTCCATACACTTTGTTGC 
AAGATGTGAATTATTGACACTGAACTTAATAACTGTGTACTGTTCGGAAGGGGTTC 
CTCAAATTTTTTGACTTTTTTTGTATGTGTGTTTTTTCTTTTTTTTTAAGTTCTTA 
TGAGGAGGGGAGGGTAAATAAACCACTGTGCGTCTTGGTGTAATTTGAAGATTGCC 
CCATCTAGACTAGCAATCTCTTCATTATTCTCTGCTATATATAAAACGGTGCTGTG 
AGGGAGGGGAAAAGCATTTTTCAATATATTGAACTTTTGTACTGAATTTTTTTGTA 
ATAAGCAATCAAGGTTATAATTTTTTTTAAAATAGAAATTTTGTAAGAAGGCAATA 
TTAACCTAATCACCATGTAAGCACTCTGGATGATGGATTCCACAAAACTTGGTTTT 
ATGGTTACTTCTTCTCTTAGATTCTTAATTCATGAGGAGGGTGGGGGAGGGAGGTG 
GAGGGAGGGAAGGGTTTCTCTATTAAAATGCATTCGTTGTGTTTTTTAAGATAGTG 
TAACTTGCTTAAATTTCTTATGTGACATTAACAAATAAAAAAGCTCTTTTAATATTA
GATAA 

②进入 EXPASY(EMBnet)BLAST 服务器主页。如果因故不能进入该服务器，也可使

用其它网站的 BLAST 服务，但以下仅以 EXPASY BLAST 服务器为例； 

③选择相关程序：BLASTN。该程序是在核酸数据库中进行相似核酸序列的搜索； 

④选择数据库：EMBL without ESTs(DNA)。这是 EMBL 的主要核酸数据库； 

⑤缺省替换矩阵选项：在 BLASTN 中不必应用矩阵； 

⑥选择序列输入格式：Plain TEXT。以文本格式发送核酸序列； 

⑦按如下选定：      Gapped Alignment  ON 

BLAST filter:  ON 

Graphic Output:  ON 

⑧粘贴未知序列到输入框(Paste your sequence here：)内； 

⑨按下运行按钮：Run BLAST； 

⑩等待，并检查运行结果。 

2. BLAST：结果报告 

BLAST 的结果报告可能显得零乱，但是最主要的部分非常容易抓住。在报告

的上部是有关程序的描述(如 BLASTN)、程序的版本和相关信息，接下来是你输

入的未知序列，如果部分序列片段在过滤时未通过，则可看到一串 N序列片段。

再下来的几行提供了你搜索的数据库信息，包括该数据库最新更新时间。最后部

分是在“searching”和“done”之间一系列(共 50 个)点(、)，如果是星号(*)，

则表示程序在搜索该数据库时发生了障碍，少于 50 个点表明程序未能搜索整个

数据库。这些因素必须予以考虑，你可能考虑重新运行一次。 

在“Searching⋯Done”行下，你将看到一幅图。图最上面红色一条线代表

未知的待搜索序列。在该线上有一个刻度，刻度下的数字为序列长度。其它不同

颜色的线分别代表数据库中与之相似性显著的序列。可以看到，在本搜索进行的

时候，数据库中只有一条与未知序列长度相仿的序列被列出，而其它找出的序列
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均很短。由该图得出这样的结论：数据库中只有一条序列与你的未知序列有高度

的相似性。 

 

结果报告的再下面是一行一行的达到联配显著的序列描述。其中第一行(代

表上图中与未知序列等长度的序列)如下： 

 

emb|L37747|HSLAM11 [Homo sapiens]Homo sapiens lamin B1 gene, 
ex... 416 e-114 
 

在这行描述中，E值(E-value)很重要，它是一行中最近面的一个数字(e-114)。

E-114 可以表示为 1×10
-114
或者说就是非常之趋近于零。这个数值表示你仅仅因

为随机性造成获得这一联配结果的可能次数。这一数值越接近零，发生这一事件

的可能性越小。从搜索的角度看，E值越小，联配结果越显著。 

我们知道我们列举的序列来自人类，所以在以上结果中只有第一和第二行的

序列是我们想要的。其它序列的 E值较大，说明这些匹配结果很有可能是随机产

生的，而且绝大部分序列来自其它生物。 

注意！“Lamin β”基因的序列很特别。当你搜索你自己的序列时，可能会

得到 1个以上匹配极好的序列，但是，统计上最显著的(E 值最小)并不总是你所

要找的序列。应注意短的重复序列和模序家族(motif family)，它们可能不被统

计联配算法(如 BLAST)看中。只把显著性当作一种导向，结合你的分子生物学知

识和序列来源，你的人为判断能力在数据库搜索时总是有用的。 

我们在报告中可以进一步看到实际的联配情况。它们的排序与上面各行的排

序是一致的。一个短序列联配的例子： 

 

我们看到，未知序列与目标序列间几乎 100%匹配。一条竖线(|)连接两个碱

基，表明它们是相同的。在未知序列中的第 18 个碱基 C与数据库找到的匹配序

列的第 18 个碱基 G不相同，它们之间是空的，没有竖线。在其它的一些联配中，

可以看到很大片的空缺。序列间不匹配除了缺少同源性外，还可能存在其它一些

原因，如测序错误、未知序列的点突变等等。 

我们这次的检索结果明白无误地告诉我们，第一条序列与我们的未知序列是

一样的。回到报告中对序列的行描述部分，可以点击 EMBL 的身份号(HSLAM11)

并查阅 EMBL 的数据库记录，记录中包括了该序列的相关信息，例如它所编码的

蛋白质序列等。 

3. BLAST 选项 

我们回到 EXPASY BLAST 服务器主页，点击“Advanced BLAST”按钮，将出

现一个有很多选项的页面。对于大多数搜索，最佳选项设置往往已被设为缺省状

况，但是你可以方便地改变这些设置进行一些必要的搜索研究。我们需要准确地

理解这些选项的真正含义。 

“WORDLENGTH”(字长)选项： 

BLAST 程序是通过比对未知序列与数据库序列中的短序列来发现最佳匹配

序列的。最初进行“扫描”(scanning)就是确定匹配片段。序列的匹配程序由短
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序列(定义为“word”,即字)的联配得分总和来决定。联配时，“字”的每个碱基

均被计分：如果碱基对完全相同(如 A与 A)，得某一正值；如果碱基对不很匹配

(W 与 A 或 T)，则得某一略小的正值；如果两个碱基不匹配，则得一负值。总的

合计得分便决定了序列间的相似程度。 

得分高的匹配序列被称为高比值片段对(high-scoring segment pairs, 

HSP)。BLAST 程序在两个方向扩展 HSP，直至序列结束或联配已变为不显著。替

换矩阵在扫描(scanning)和扩展过程被应用。最后在 BLAST 报告中被列出的序列

都是所有得分最高的序列。 

以上述及的初始字长便是由 W(WORDLENGTH)值设定。BLAST 只对字长为 W的

“字”进行扩展联配。BLAST 的字长缺省值为 11，即 BLASTN 将扫描数据库，直

到发现那些与未知序列的 11 个连续碱基完全匹配的 11 个连续碱基长度片段为

止。然后这些片段(即字)被扩展。11 个碱基的字长已能有效地排除中等分叉的

同源性和几乎所有随机产生的显著联配。 

“Filter”(过滤器)选项： 

BLAST2.0 版本已有序列过滤器功能。过滤器将锁定诸如组成低复杂(low 

compositional complexity)序列区(如 Alu 序列)，用一系列 N(NNNNNN)替代这

些程序。N代表任意碱基(IUB-code)。只有未知待检序列被过滤替代，而数据库

的序列将不被过滤。 

过滤对绝大多数序列都是有益的，“Filter”项的缺省选项为 ON。例如，多

A碱基的尾部和脯氨酸富积的序列，会得到人为的高联配得分而误导分析。这是

因为这类序列数量极大，遍布整个基因组，直至整个数据库。 

“Matrix”(矩阵)选项： 

如前所述，联配的显著性是由返回的比对分值决定的，该分值反映的是所得

到的联配随机产生的概率有多大。矩阵被用于鉴别数据库中的序列，同时又用来

预测匹配的显著性大小。一般应接受运行程序推荐的矩阵。BLAST 系列程序主要

使用两种类型矩阵(PAM 和 BLOSUM)。要准确地选择矩阵，必须了解矩阵和矩阵的

具体计分方式。这方面的知识可参阅本章第二节“替换矩阵”部分。 

注意！直接比较使用不同替换矩阵而获得的联配得分是没有意义的。同时，

你可以为 BLAST、TBLASTN 或 TBLASTX 选择不同的矩阵，例如 PAM30、PAM70、

BLOSUM80、BLOSUM62 等等，但是 BLASTN 不需要这些矩阵，搜索时，不必选定。 

“EXPECT”选项： 

你可能会想为搜索设定一个期望值阀值(EXPECT)，例如缺省值设为 10。这

一设置则表示联配结果中将有 10 个匹配序列是由随机产生，如果联配的统计显

著性值(E 值)小于该值(10)，则该联配将被检出，换句话说，比较低的阀值将使

搜索的匹配要求更严格，结果报告中随机产生的匹配序列减少。 

“Score Value”(分值)选项： 

在“WORDLENGTH”选项中曾论及碱基对匹配程度的赋分问题，其赋分的标准

可由分值选项的 M和 N两个参数设置。M参数为匹配碱基的赋值，必需为一正整

数；N参数为不匹配碱基的赋值，必需为一负整数。 

M/N 的比率决定了你所接受的进化分歧程度(degree of divergence)，M 和

N 的缺省值为 5和-4。该比率(1.25)相当于在 100 个残基中约有 47 可以观测到

的核酸点突变(PAM)。PAM 是被用来预测分子序列从祖先序列进化而来的程度。

如果你调整M和N使比率提高，则PAM矩阵也应选择大些(指PAM矩阵后的数字)，

以适应相应的较大的分歧程度。 
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输入框选项 

你也许已注意到，在序列的输入框内可以键入EMBL的身份号(ID)或 GenBank

的记录号(accession number)。这样的输入选择将仅返回数据库中的某一序列资

料(最新版本)，该序列与键入的记录号相对应。在不少情况下需要类似检索，例

如核对 PCR 产物。其它一些选项情况可参阅 BLAST 的在线使用手册。 

4. BLAST 实战操作(2) 

写出以下几个问题的答案，然后与随后的答案比较一下： 

①复制以下序列，运行 BLAST 程序搜索，鉴别该序列。除必需改变的设置，使用

缺省设置。提示：你可能需要选择某一数据库和 BLAST 程序。 

 

GTCCGGCCTGGGCGACAGAGCAAGACTCCGTCTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAA 

 

②该序列取自 GenBank 的一个记录(记录号为 S56967)。使用 BLAST 服务器找到

该记录。 

    仔细察看以上序列，你会发现未能鉴别出该序列并没有什么奇怪。该序列是

一条 Alu 序列！所以有如此多的匹配序列。 

③再复制该序列并使用 BLASTX 程序。该程序是将待检序列翻译成蛋白质序列(6

种读框)，然后在蛋白质序列库 SWISS-PROT 中进行联配搜索。 

    选择 BLASTX、SWISS-PROT 等选项并运行后，检索结果与上次结果略有不同。 

分析得到的结果(BLAST2)，你可以知道该序列为 Alu 序列，你可能需要测定该基

因的其它不同的片段或一条更长的扩展片段，以便能真正鉴别它。 

④复制以下序列并运行 BLAST 搜索，检查检索结果。 

 
GAATTCTAATCTCCCTCTCAACCCTACAGTCACCCATTTGGTATATTAAAGATGTGT
TGTCTACTGTCTAGTATCCCTCAAGTAGTGTCAGGAATTAGTCATTTAAATAGTCTG
CAAGCCAGGAGTGGTGGCTCATGTCT 

 

    你将能从检索结果中确定该序列编码的是人β-血球蛋白(beta 

heamoglobin)。在写作本书时，检索结果中前 2条序列不仅匹配程度很好(100% 

和 99%同源)，而且它们与以上序列长度也一致。其它的匹配序列都很短。这很 

清楚地说明这是个β-血球蛋白基因，但是第二条序列中有一个 C碱基因与第一 

条不相同，这提醒你在最后确定前应该再检索一下你的测序结果是否正确。 

⑤问题④中的序列非常特异，如果同该序列的前 15 个碱基去搜索是什么样的结

果？ 

 

GAATTCTAATCTCCCTCTCAACCC 

 

    没有发现任何线索！这很奇怪，因为我们刚刚进行了检索。这一情况告诉我

们这样一个事实：检索结果中没有匹配的序列(“NO Hits”)并不一定是数据库

中没有这些序列，而是可能因为检索标准设置的问题。 

再复制这 15 个碱基序列，回到 BLAST 主页。点击“Advanced BLAST”(高级

BLAST)按钮，使用 EMBL 数据库“nr”亚类，E值调整到 100，关掉(off)“XBLAST

－repsim filter”过滤器，然后运行。 
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在写作本书时，结果中只有 2个匹配序列，即以上搜索到的 2条序列。由此

可以确定该序列极有可能是β-血球蛋白基因。 

 

三. BLAST：蛋白质数据库搜索 

蛋白质数据库搜索是应该掌握的最重要的生物信息学技能，因为该搜索的灵

敏性大约是核酸数据库搜索的 2-5 倍。蛋白质数据库搜索灵敏性好的原因包括：

DNA 密码只有 4个，在每个位置上的密码只有 4种可能，而蛋白质有 20 种可能；

遗传编码的多样性，n个三联体密码编码一种氨基酸；虽然某一蛋白质序列与你

的未知序列相同，但是你不能得到一个明确匹配的 DNA 序列。另外，蛋白质序列

的相似性比 DNA 序列更保守。 

蛋白质的直系同源性(orthologue)检索已越来越成为分子生物学的重要组

成部分。目前一种酵母(Sacharomyces cerevisiae)和一种线虫(Caenorhabditis 
elegans)等的基因组序列已完成，同源性分析已在有效地进行中。如果人类的某
一特异蛋白与以上的某一同源族相匹配，则可以确定该蛋白的可能功能，这将节

省大量研究时间和经费。这一方面研究已有很好的例子(可参阅 Chervitz SA,et 

al. Comparison of complete protein sets of worm and yeast:orthology and 

divergence.Science.1998,282:2022-2028)。 
两个主要蛋白质数据库(PIR 和 SWISS-PROT)的记录没有象三个主要核酸数

据库一样相互交换。两个数据库各有优缺点，你必须考虑选择合适的数据库进行

搜索。 

下面我们进行 SWISS-PROT 数据库的进行实战搜索操作： 

在以下的操作中，你将结合以上有关 BLAST 的知识，学会如何从相关数据库

中获取信息。  

 

①选择序列联配程序：你可能选择 BLAST 或 FASTA 服务器，本例选 BLAST。 

②复制以下人类蛋白质序列： 

 

MSTAVLENPGLGRKLSDFGQETSYIEDNCNQNGAISLIFSLKEEVGALAKVLR
LFEENDVNLTHIESRPSRLKKDEYEFFTHLDKRSLPALTNIIKILRHDIGATVHE
LSRDKKKDTVPWFPRTIQELDRFANQILSYGAELDADHPGFKDPVYRARRK
QFADIAYNYRHGQPIPRVEYMEEEKKTWGTVFKTLKSLYKTHACYEYNHIFP
LLEKYCGFHEDNIPQLEDVSQFLQTCTGFRLRPVAGLLSSRDFLGGLAFRVF
HCTQYIRHGSKPMYTPEPDICHELLGHVPLFSDRSFAQFSQEIGLASLGAPD
EYIEKLATIYWFTVEFGLCKQGDSIKAYGAGLLSSFGELQYCLSEKPKLLPLEL
EKTAIQNYTVTEFQPLYYVAESFNDAKEKVRNFAATIPRPFSVRYDPYTQRIE
VLDNTQQLKILADSINSEIGILCSALQKIK 
 

③粘贴以上序列到输入框内并调整相关选项。你不必进行高级 BLAST 检索，但你

必须选择数据库和程序。本例选 SWISS-PROT 数据库。 

④运行 BLAST。使用提供的链接功能阅读检索结果报告。获得的报告可以用

NICE-PROT 阅读，其界面更友好和完整。 

    回答以下问题。你也许需要点击与 SWISS-PROT 报告链接的相关数据库信息。 

    回答这些问题需要一定的时间，但它可以使你明白你能得到哪些信息并如何
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得到它们。 

 
问      题 答    案 

该记录的 SWISS-PROT 名称是什么？ PH4H_Human 

SWISS-PROT 最初的记录号是多少？ P00439 

该蛋白的最普通用名？ Phenylalanine-4-Hydroxylase 

该基因名称？ PAH 

哪一年该催化功能区的晶体结构被确定？作者是

谁？ 

1997,Erlandsen 

该酶发挥功能是否需要协因子(co-factor)?如果

是，是哪个因子？ 

是， ferrous ion 

与该酶缺失直接有关的最普通疾病是什么？ Phenylketonuria(PKU) 

该基因的细胞遗传学位点？(例如 13p10.1) 12q24.1 

PAHdb 是什么？ PAH 突变体数据库 

该蛋白质有多少氨基酸残基？ 452 

该蛋白质的分子重量是多少？ 51.862kDa 

如何得到该蛋白质的三维图象？ 进入 PDB 数据库 

获得的以上答案的正确操作：选择 BLASTP 和 SWISS-PROT，结果显示只有人 

类的 PAH1 序列与未知序列完全(100%)相同，由此可以确定未知序列。点击 PAH1

记录号，进入 SWISS-PROT 数据库，查阅该记录信息。在此处可用 NICE-PROT(点

击)阅读。观察三维图象时，可在“Cross-references”(交叉文献)下点击 PDB

数据库链接按钮。 

四. FASTA：另一种搜索策略 

1. FASTA算法
1

     FASTA 的原型是 David Lipman 和 William Pearson(1985)提出的用于蛋白

质同源比较的 FASTP。FASTA 提高了 FASTP 的灵感性但速度并没有损失多少

(pearson and Lipman,1988)。它可以用来进行 DNA 对 DNA，DNA 对蛋白质(将 DNA

按 6 个读框“翻译”成氨基酸序列，再与蛋白质比较)和蛋白质对蛋白质的同源

比较。下面以两条氨基酸序列的比较为例介绍算法的基本思路。 

     算法可以分为 4步： 

第一步： 

     FASTA 首先找出进行比较的两条序列所有长度为 K-tuple 的连续的一致序

列片段。例如以下两条蛋白质序列： 

 

序  列   位 置    

 1 2 3 4 5 6 7 

1 F L W R T W S 

2 T W K T W T  

 

设K-tuple =2，则序列 2中有两个符合条件的片段(用下划线表示)，相对于序列

1 的偏移(offset)分别是 4 和 1［对于一对开始位置为(x1,x2)的一致片段，偏移

                                                        
1本部分内容主要取自F．奥斯伯，R．E．金斯顿等．精编分子生物学实验指南，

北京：科学出版社，1998 
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定义为x1-x2。在上例中有两对(x1,x2)，即（5,1）和(5,4)］。这种片段的一致性

可以表示为对角线图，两条序列中的一对一致片段在图中表示为一段对角线。(图

3.5)。 

 

 
图 3.5 序列 FLWRTW 和 STWKTWT 比较形成的对角线图 

 

     本例是两条非常短的氨基酸序列，在实际比较长的蛋白质序列或 DNA 序列

时，对角线图如图 3.6A 所示。 

     对于图中每一条完整的对角线(即同一偏移)上的一致片段，如果片段间距

小于用户界定的界限，则将片段连接起来作为一条一致片段。对这些片段进行计

分，每一对对应的元素，一致的加分，不一致的扣分。完成了所有一致片段的计

分后，选出 10 条分值最高的片段进入下一轮计算，如图 3.6B. 

第 2 步： 

     FASTA 将这 10 对片段重新计分。这轮计分允许保守突变，对蛋白质来就，

就是使用 PAM250 等替换矩阵。简单地说，替换矩阵就是对应于 20×20 种氨基酸

替换(比如 R 替换成 P)的计分规则所构成的 20×20 的矩阵。这种矩阵是从蛋白

质进化实例中总结出来的经验矩阵，它给予进化上相对保守的氨基酸替换比非保

守的替换更高的分值。在重新计算分值后，在每一条这样的片段中找出分值最高

的子片段，作为“初始区域”(initial region)进入下一步。在 initial region

中，最高的分值计为 initl。 

第 3 步： 

     在这一步中，FASTA 选出分值高于用户确定的界限且相互之间不重叠的初

始区域，并尝试将这些初始区域连接起来。当然，由于连接而出现的缺失和插入

情况要作相应的扣分。FASTA 在这一步才考虑插入和缺失的情况，最终找出能够

得到的最高分值的初始区域或连接起来的数个初始区域。这一步计算出的最高分

计为 initn。见图 3.6C。 

    第 4 步： 

    以 initl 片段或(initn 的片段)为中心，向前后延伸一定的长度。在这样一

个区域中(见图3.6D中虚线间的区域)，应用Smith-Waterman算法进行重新对齐，

最终的得分计为 opt。 

    在实际操作中，用户可以在需要达到的灵感性程度和所需时间之间进行权蘅

(一般来说，要达到更高的敏感性总是需要更长的运算时间)，决定采用 initn

还是 opt 作为两条序列相似程度的分值。研究表明：使用 initn 与使用 opt 相比，

前者损失的敏感性并不太大，但运算速度却快得多(Pearson WR,1991)。 
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图 3.6 FASTA 的 4 步（A→D）算法图示 

 

2.FASTA 选项 

只有 10 个碱基长度的短序列可以用 FASTA 检索。其检索速度主要由 KTUP

值决定，该值用于限定字长。在 BLAST 中，“字”(word)表示用于联配的短序列

片段，高比值的字(HSP)被选定并进行扩展。在 FASTA 中，字不被计分，联配只

有在完全匹配的情况下再继续下去。 

“Matrix”(矩阵)选项： 

FASTA 和 BLAST 在最初扫描和扩展(FASTA 只使用扩展)阶段主要的不同之处

是 FAST 允许多义密码子(IUB ambiguity codes)包括其中。大多数 FASTA 服务

器提供了 BLOSUM 或 PAM 系列替换矩阵。FASTA 的缺省推荐矩阵是 BLOSUM50。如

果 BLOSUM50 不合适，BLOSUM62 是另一个可行的选择。如果你在进行突变性质的

进化分析时，不妨试试 PAM。 

Smith-Waterman 算法： 

你可以选择比以上讨论的算法更严格的算法进行联配。SSEARCH3 程序使用

了 Smith-Waterman 算法，适用于高精细的检索，但运行速度非常慢，但是在你

有类似搜索需要时，它无疑是值得应用的。往往要求键入一个 E-mail 地址，以

便将搜索结果通过 E-mail 发送给你。 

“KTUP”选项： 

KTUP 值(字长)可在 1-6 整数之间选择。KTUP=2 的选项设置将是 KTUP=1 的设

置搜索速度快 5倍，因为 KUTP=1 时，服务器将对每个碱基进行联配，而 KUTP=2

时，则以 2个碱基进行联配。有些服务器限制 KUTP 设置必须在 3-6 之间。缺省

设置为 KUTP=6。 

“GAPOPEN”和“GAPTEXT”(空位设置与空位扩展)选项： 

与 BLAST 一样，空位设置和空位扩展的罚值必须为负值，它们的缺省设置分

别为-16 和-4。注意：FASTX 和 TFSTX 对移码(frameshift)也可以设置罚值。 

“STRAND”(转向)选项： 

正常情况下，STRAND 设置为“upper”，另外选项为“bottom”。如果选
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“bottom”，则 FASTA 将对未知待检序列转向后再进行搜索。 

 

3.FASTA 的实战操作及其结果报告 

如果你已经进行过 BLAST 的实战操作并读懂了其结果报告，则 FASTA 就不在

话下了。此处仅给出了一条例举序列及其 FASTA 结果报告，不妨自己试试。 

进入EMBL的EBI网站FASTA3服务器，并复制下列未知DNA序列： 

CCAGATCCTGGACAGAGGACAATGGCTTCCATGCAATTGGGCAGATGTGTGAGGCACCTGTGGTGACC 

 

 

 

首先选择 fasta3 程序、EHUM 数据库和 bottom(STRAND) 选项，运行 fasta3。

可以得到如下结果： 

有两个基因序列（AF015262 和 HS229043）报告，但它们与未知序列的碱基相同

率均不到 70%。 

重新进行 fasta 选项设置：选 fastx 程序和 SWISS-PROT 数据库，并重新运
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行 fasta3 ，得到以下结果： 

得到两个匹配良好的基因序列（P38398 和 Q95153），碱基相同率均在 90%以上。

应如何确定未知序列和解释以上两次搜索结果？ 

 

 

           第四节    寡核苷酸设计 

有关序列分析的内容非常丰富，本节只对引物设计进行简单讨论，而其它一

些内容(如 ORF 的查找)在下章中论述。 

一. 寡核苷酸设计 

聚合酶链式反应(PCR)技术的广泛应用，刺激了多种辅助设计和用于PCR的寡

核苷酸引物程序的兴起。一些程序可通过Internet免费索取，例如Primer、OSP、

PGEN、Amplify等(见附录)。一般而言，这些程序通过检索已知的重复序列元件，

然后再分析假定引物的长度和GC含量从而优化Tm值，实现PCR引物的辅助设计。 

1.引物设计 

许多软件可以根据相应的标准为你的序列设计引物。如果你熟悉 PCR，你将

理解软件中的有关选项；如果不熟悉，相关软件中均会有使用手册备查。以下是

应用 Primer3 程序(见 EMBnet 挪威站点)进行的一次引物设计，注意设计结果中

一些有用的信息(如 G-C 组成比率、建议的退火温度等)： 

例举序列： 

GACTGTGGCTGCTGGCGTTGAGGGAAACCTGCCTGTACGTGAGGCCCTAAAAAGCCA
GAGACCTCACTCCCGGGGAGCCAGCATGTCCACTGCGGTCCTGGAAAACCCAGGCTT
GGGCAGGAAACTCTCTGACTTTGGACAGGAAACAAGCTATATTGAAGACAACTGCAA
TCAAAATGGTGCCATATCACTGATCTTCTCACTCAAAGAAGAAGTTGGTGCATTGGC
CAAAGTATTGCGCTTATTTGAGGAGAATGATGTAAACCTGACCCACATTGAATCTAG
ACCTTCTCGTTTAAAGAAAGATGAGTATGAATTTTTCACCCATTTGGATAAACGTAG
CCTGCCTGCTCTGACAAACATCATCAAGATCTTGAGGCATGACATTGGTGCCACTGT
CCATGAGCTTTCACGAGATAA 

结果： 
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用于测序或 PCR 的引物，需要选定可特异识别靶区的适当序列，然后检查该

序列，以杜绝寡核苷酸形成稳定二级结构的可能。序列中的反向重复查找可通过

找寻重复序列或 RNA 折叠的程序来进行。如果查出可能的茎区结构，引物序列可

以向前或向后移动几个核苷酸，以期尽量削弱所预测形成的二级结构。寡核苷酸

序列还应与适当的载体及插入 DNA 两条链上的序列进行比较。显而易见，测序引

物应仅与靶 DNA 的一个区段相配对。若引物与靶 DNA 序列的非目标区很相似，即

使只有一个位置不完全配对，这种情况一般也要避免。对于用于扩增基因组 DNA

的 PCR 引物，引物序列应与 GenBank 序列库中的序列进行比较，以检查是否有显

著相似的配对区，如果寡核苷酸序列出现在任何已知 DNA 序列中，或者有更严重

的情况，也就是寡核苷酸序列出现在任何已知的重复序列元件中，那么引物序列

就必须改变。 

 

2.用于检测相关基因的简并探针 

    一旦找出保守的蛋白质序列，并可以设计简并寡核苷酸作为杂交探针来筛选

文库，找出蛋白质家族中的其他成员。设计这一用途的寡核苷酸，必须先将保守

的蛋白质序列翻译成简并 DNA 序列。大多数软件包都可提供这一功能，其输出结

果是采用 IUPCC 简并核苷酸代码表示的 DNA 序列。随后就可以合成对应于这一翻

译蛋白质序列的简并寡核苷酸。多数 DNA 合成仪都可以合成除了末端核苷酸以外

的序列内部任何位置上带有一种以上核苷酸的寡核苷酸。 
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