
摘要

重复体识别问题是现代生物信息学中基因组分析的一个基本研究课题。通过

识别重复体可以发现基因组的进化规则和许多疾病的遗传规律。许多转位子重复

体序列作为可编码区域重复出现在基因组序列中，识别这些重复体对基因组解码

起到了非常重要的作用。虽然现在已经存在多种算法解决重复体识别问题，但是

这些算法在很多方面还不够完善。针对当前存在的问题，本文提出了一种基于种

子序列的方法来求解重复体识别问题。

本文提出了两个重复体识别算法RepeatSearcher和GSRsearcher，这两个算法

的共同点在于都是基于对种子序列扩展的识别算法。RepeatSearcher算法的核心

是对包含种子的序列通过双序列局部比对构建多序列局部比对，结合限定范围的

空位罚分策略，通过比对得分值扩展调和序列，同时扩展每一个重复体序列。这

．种方法的优点在于在扩展调和序列的同时可以确定每一个重复体序列的精确边

界。构建多序列局部比对在很大程度上防止了基于高分相似对算法的边界不精确

性。GSRSearcher算法继承了算法RepeatSearcher基于种子序列扩展的特点，结合

Gibbs采样统计方法，综合考虑了基因组中背景碱基对结果的影响，使识别出来

的重复体家族序列更加精确。通过概率统计策略的GSRSearcher算法收敛速度明

显比通过比对的算法RepeatSearcher更合理，而且可以判断出重复体序列的精确

边界。

本文最后使用这两个算法测试了12种哺乳动物的部分基因组序列，将实验结

果和重复体数据库KepBase以及当前流行的算法RECON的结果进行了比较，结

果表明：本文提出的算法在大部分情况下均优于RECON算法的结果，是一种高

效的重复体识别算法。

关键词：生物信息学重复体识别调和序列精确边界种子序列



Abstract

Repeat Identification is the most common fundamental subject of genome

analysis in modem bioinformatics．Through repeat identification，the roles in genome

evolution and iniaeritance of diseases can be found．Many transposons and

retrotransposons which contain codmg regions exist in genome sequences．

Identification of these repeats is important to decode genome．Although a lot of

algorithms were proposed to solve this problem，but there is not an optimal algorithm

of repeat identification．For current flaws we present a novel kind of algorithm for

repeat identification based on seed sequences．

Two methods，RepeatSearcher and GSRSearcher,were proposed in this paper,

which based on extension of seed sequences．Using sequences which include seed，

RepeatSearcher translates local pair-wise alignment into multiple sequences alignment，

combining gapped penalty in limited area．This algorithm extends consensus sequence

according score of alignment，and at the same time extends every repeat sequence．In

this way,the accurate bound撕es of repeat sequences Can be conformed when

extending consensus sequence．Multiple sequences alignment greatly avoid the

imprecise of hi啦score pairs。GSRSearcher inherits the way of seed’S extension and

make use of statistical function of Gibbs Sampling．Considering infection of

background in genome，the repeat family sequences which were identified will be

more accurate．Using probability statistical policy,the speed of convergence in

GSRSearcher is more reasonable then the speed of convergence in RepeatSearcher and

canjudges the boundaries ofrepeat sequence exactly．

In the end，the report tests twelve kinds of genome sequences of mammal on

RepeatSearcher and GSRSearcher,and then compares the output witll RepBase and the

output of RECON．The result shows that our algorithm is better than RECON and is all

effect algorithm．

Keyword：bioinformaties repeat identification consensus sequence

accurate boundaries seed sequence
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1．1引言

DNA双螺旋结构的发现开创了分子生物学时代，从此生物学家可以从分子水

平上研究生物的生长发育等现象。从二十世纪九十年代起，分子生物学研究发生

了翻天覆地的变化。许多物种全基因测序的完成和高通量实验技术的发展，使人

们可以从基因组水平研究细胞的各种生命过程。

1986年，著名的生物学家，诺贝尔奖获得者Renato Dulbecco在Science上首

次提出了“人类基因组计划”(Human Genomie Projeel简称HGP)【1J【2J。“人类基

因组计划”于1990年lO月正式启动。HOP旨在阐明人类基因组30亿个碱基序

列对的序列【3l，发现所有人类基因并搞清楚其在染色体上的位置，破译人类全部

遗传信息，使人类第一次在分子水平上全面地认识了自我。在短短的十多年时间

里，人们不但提前完成了整个人类基因组的全部测序。同时还完成了许多其它模

式生物的全基因组测序，如40多种微生物，线虫，拟南荠等。计划的内容也从最

初的结构基因组学，发展产生了功能基因组学，蛋白质组学，转录组学等等。重

复体序列在基因组中决定了基因组的功能，因此功能基因组学的发展很大程度上

推动了重复体序列识别问题的研究。

旱在20世纪60年代中期，科学家们就发现了许多基因组包括大量高度重复

的DNA序列分支(Reassociation Kinetics Experiments，C．Value Paradox)。这些序

列分支也就是这里提到的重复体序列，它们后来被大致归类为如下五类[41151撙l：

(1)Simple Repeats。Simple Repeats是几个DNA碱基(一般为1到5个碱基)

集合的复制品，比如A，CA，CGG等。

(2)Tandem Repeats。Tandem Repeats的长度一般在100到200，重复出现

在染色体的着丝点(Ce姗ere)和端粒(Telomere)上，而且高频率的以
某种明显的规律出现在一个很小的范围内。

(3)Segmental Duplications。Segmental Duplications经常被拷贝到基因组中
距离比较远的位置，其长度比较长，一般在1万到30万之间。

(4)Interspersed Repeats。Interspersed Repeats包括LINES(10ng interspersed

nuclear elements)和SINES(shon interspersed nuclear elements)。一般作

为转录(Transcription)序列或基因组中跳跃子(Transposon)存在。

(5)Retroposed Pseudogenes。Retroposed Pseudogenes在基因组序列中不起

什么作用但是又大量存在，一般被称为伪基因序列，也许有某些还没
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有被发现的作用需要进一步研究证实。

随着当前大量新基因组序列的发现，重复体识别问题已经成为当今生物信息

学基因组分析中首当其冲的问题之一，在真核生物基因中重复体DNA占据了非常

重要的地位，比如约20％的Caenorhabdits elegans与Caenorhabditis briggsae的基因

组171和约50％的人类基因组婵J已经被识别为重复体DNA序列。

基因组中的重复体序列给基因组的测序和分析带来了很多问题。大量重复体

序列的出现经常使序列装配变得很混乱，高度重复和保守的序列使这种情况更为

严重。低重复度的序列也会影响到序列的装配，尤其是在整个基因组序列上进行

鸟枪法测序【9】的时候。当一个基因组被装配完成之后，重复体序列将呈现出基因组

中未知的而且非常具有重要生物学意义的功能规则。不同的重复体家族有着不同

的功能，比如转位子的功能就是使移动元素围绕着基因组中心旋转，而且很大程

度上挈带着从其它类型基因中难以获得的编码信息。还有一些重复体序列在基因

组中大量存在，但是他们并不起任何作用，也有可能是它们所起的作用还没有被

人们所发现。在许多真核细胞中的着丝点上大部分都被重复体序列所占据II阱，而

且在染色体的两端调节聚合反应序列和亚调节聚合反应序列可以扩展出成千上万

的重复序列。由于某些未知的原因，这些重复体序列同时也大量存在于基因组其

它位置。根据上面所述的种种原因，可以得知重复体序列的识别和归类在基因组

序列的装配和分析中起着非常重要的作用。而且由于重复体在很大程度上决定了

基因组的进化方向【l”，并且在实际生物信息学的应用中重复体也被用来确定一个

基因组的家族关系，所以重复体的识别是分析新基因组序列的一个重要组成部分。

当今随着新基因组序列数目的不断增多，在新的大规模基因组中识别重复体的需

求已经迫在眉睫112j。

1．2重复体识别问题的发展和现状

自从上世纪60年代基因组中重复的基因组序列片断被发现和生物信息学研

究的大规模展开，重复体识别问题的研究得到了巨大的进步。解决重复体识别问

题的各种方法也相继地被提出来。

在基因组中识别重复体家族序列是一个很有挑战性的算法问题，当前在基因

组DNA序列分析中存在很多种识别重复体的方法，比如识别重复出现的子串或

串联子(tandem repeats)。知名的RepeatMasker算法113]使用已知的重复体序列数

据库，并应用串匹配算法cross match或者Smith．Waterman[H】从一个新的基因组

序列中寻找和数据库中序列相匹配的序列片断，最后根据数据库搜索结果判定基

因组中的片断属于哪一个重复体家族。RepeatMasker虽然算法速度很慢，但是它

所识别出来的结果被誉为“黄金结果【”J”。所以这种算法现在一直还在广泛使用。
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算法MaskerAid[161(Bedell JA．，2000)也使用的同样的方法来识别重复体，但是速度

更快，因为MaskerAid使用启发式算法WU．BLASTt”j(Gish,http：／／blast．wustl．edu)

数据库搜索程序代替了cross match程序和Smith-Waterman程序。由于算法效率

的问题大部分算法都限定了输入序列的最大长度，而且限定的这些长度值远远小

于真核生物的染色体长度。针对这些问题出现了一些基于后缀树系统的重复体识

别算法，这些算法很大程度上解决了输入长度限制的问题，比如类似MUMmerf懈}

的RepeatMatch[坤1算法和REPuter算法t20][2“。这两个算法是非常有效的识别工具，

它们可以在完整的真核生物基因组(10．100Mb)中寻找到所有相同重复体。虽然这

些算法的输出精确地给出了这些完全相同的重复体在基因组中的具体位置，但是

却没有提供任何这些重复体序列的结构信息。REPuter算法虽然提供了一个用来

产生重复体图形的可视化工具，而且尽管这个功能对于识别重复体的位置非常重

要，但是它还是不能提供基因组中所有相同或者相似重复体的整体信息。使用算

法REPurer和RepeatMatch测试一个完整的细菌基因组，检测它们的输出可以发

现许多相同的重复体序列是相似重复体的复制品。对于任何完整的基因组序列，

完全手工的识别和描述重复体序列之间的相似性是非常复杂的。Agarwal和States

在1993年提出了使用单聚类方法【22】解决重复体识别的问题，这个方法开始先将

序列相似对中重叠的序列片断链接成一个更长的片断，然后通过链接后的片断之

间的相似性比对将这些片断归类到相应的重复体家族中。如果基因组中所有的重

复体序列都是以全长存在的，而且之间都有规律的间隔，那么单链聚类算法可以

得到很好的结果。但是如果大部分重复体序列存在缺失或者重叠度很高，那么单

链聚类方法的运行结果是很不理想的。针对单链方法的这些问题，RepeatFinder[231

算法和RECONu”(Bao and Eddy,2002)算法扩展和提高了单链聚类方法，这两个

算法在高分相似对的基础上构建相似片断集合，然后在集合序列中通过双序列比

对构造多序列比对提取最长调和序列，并通过构造元素集合和比对图归类重复体

家族。这类算法存在的问题在于其本身基于高分相似对实现，所以从算法的宗旨

上来说重复体序列的边界只是取最长的匹配边界，而且对于所有的片断构造聚类

集合和连接图，导致算法计算量太大。算法RepeatGluer[24噗似于RECON算法，

将目标序列或者基因组与自身相比较来识别不同位置上面的局部比对结果，不同

之处只是在归类重复体家族的方法。另一个值得关注的算法是PILERl2引，算法以

其敏感性为代价增加了其对各种重复体的特异性。

虽然现在存在各种各样的重复体识别算法，但是还没有一种能非常完善的解

决重复体识别问题的算法。因此重复体识别问题的研究还在继续，需要更高效的

算法来解决。
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1．3本文的研究工作

本文旨在对重复体识别中的一些关键问题进行研究与探讨，重点在于研究重

复体识别算法中如何确定重复体序列的精确边界和提取具有高度代表性的重复体

家族调和序列，并合理地平衡重复体序列长度和频率的关系，提高算法对于大规

模基因组序列的运算速度，降低算法的运算复杂度。

本文首先介绍了重复体识别问题相关的理论知识。分类介绍了当前比较流行

的重复体识别算法，具体分析了各类型算法的优缺点，说明了当前在重复体识别

中存在的问题。

接着本文针对当前重复体识别算法存在的问题提出了基于高频率种子序列识

别重复体的RepeatSearcher和GSRSearcher算法。RepeatSearcher算法是基于典型

数据库搜索算法BLAST的高效重复体识别算法，算法通过构造多序列比对合理

的判断出了每条重复体序列的精确边界，并且通过相似度扩展得到了重复体家族

的调和序列。算法采用限制空间的空位插入方法很好地提高了算法的精确性而且

降低了算法的时间复杂度。GsRsearchcr算法继承了种子序列扩展的方法，结合

概率统计模型提高了重复体序列边界判断的精确性，而且在限定的范围内采用采

集得分位点的方式估计调和序列扩展的候选碱基，不但使算法敏感性更高，而且

运行速度更快。

最后本文在真实的哺乳动物基因组序列中测试了这两种算法，并拿实验结果

和当前流行的算法RECON以及重复体数据库RepBasef26l中的家族序列做了比较

分析，验证了这两个算法的高效性。在文章的最后提出了算法可以改进的地方和

下一步的研究方向。

1．4本文各章节安排

本文详细而全面的介绍了生物信息学中重复体识别问题的基本概念，针对当

前国际上流行的重复体识别算法进行了细致分析和深入研究，并且提出了一种新

的重复体识别算法。

论文内容具体安排如下：

第一章主要介绍重复体识别问题的背景知识，重复体识别的意义和研究现

状，最后对本文所做工作进行了简要的介绍。

第二章主要介绍重复体识别中涉及到的一些基本概念和问题，包括：重复体

识别问题的形式化描述，重复体识别中涉及到的局部序列比对，替换矩阵，评价

标准等。然后对重复体识别问题进行了分类，列出了每类算法的优缺点，并针对



第一章绪论

每类算法举例说明了各类算法的特点和存在问题。

第三章在对数据库搜索算法BLASTl27】分析的基础上，提出了基于BLAST

算法具有精确边界的重复体识别算法。然后和当前比较流行的算法在真实基因组

序列上的测试结果作了比较分析。

第四章根据第三章提出的基于种子序列扩展识别重复体序列的方法，结合

Gibbs采样算法‘2811291的统计理论，进一步研究了种子序列的扩展方法，提出了基

于概率统计的重复体识别算法。算法最后通过对人类X染色体，大鼠x染色体，

小鼠x染色体等12种哺乳动物基因组序列进行了测试，并和当前算法的识别结

果作了比较分析。

第五章对整篇文章进行了总结，分析了方法中的不足，并指出了今后的研究

方向。
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2。1重复体识别概述

重复体识别是生物信息学中基因组分析最常见的问题之一，通过重复体识别

可以将基因组中相似的重复体序列归类到各自的家族中。重复体识别主要有两种

方法，一种是基本的人工识别方法，再一种是基于算法的识别方法。重复体识别

的理论基础来源于生物进化学说，生物学中许多证据表明：相异的DNA序列或

者蛋白质序列很可能源自于同一祖先，在进化过程中经过序列内残基取代，残基

或序列片断的缺失，以及序列重组等遗传变异过程演化。通过重复体识别，可以

很明显的看出这些重复体家族序列在进化过程中非常保守，而且也表明了这些序

列的结构和功能在进化中对物种的决定起了非常重要的作用。因此，重复体识别

可以用在基因组家族的分析，进化树的构建等方面的研究。

重复体识别需要判断多个序列片断之间是否具有足够的相似性，以此来判别

这些序列片断是否属于同一个家族，也就是所谓的同源。在这里需要区分一下相

似性和同源性的概念，两者虽然在某种程度上具有一致性，但它们是完全不同的

两个概念。相似性是指一种很直接的数量关系，比如部分相同或相似的百分比或

其它一些合适的度量，而同源性是指从一些数据中推导出的两个基因在进化过程

中曾经具有共同祖先，属于质的判断。基因之间要么同源，要么不同源，而不是

象相似性那样具有大或小的数量关系。

研究重复体识别问题很大程度上是为了研究基因组的进化问题，几乎所有的

重复体识别方法都希望能精确的建立重复体家族数据库。每一个重复体家族中的

重复体序列都来源予同一个祖先，但是并不能碍知这个祖先序列的具体结构，除

非能从古代化石中得到这个家族的序列，但是这种概率微乎其微，所以算法必须

从当前的现存物种中探求真相。从祖先序列到现在的家族序列发生了各种变化，

比如基因的取代，插入和删除，而这些重复体家族序列可以通过相互比对产生一

个家族调和序列，在一定程度上调和序列代表了这个家族的祖先序列。家族中的

重复体序列和家族的调和序列相互比对时可以明显地表明每个位置上的碱基在进

化过程中所发生的变化。下面是一组重复体序列和其调和序列的例子。

重复体序列： S1=CGGAl猢rACcGG，

S2=CGGTGAIAGCGG

S3=CGGTACTpACGG
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S4=CGGCGGT久ACGG

S5=CGGCCCL蚺CGG

调和序列： Q=CGGNGATAACGG

序列S1到s5表示一个重复体家族的5个序列，这5个序列通过比对得到和

这5个序列都很相似的调和序列Q，这里Q可以作为这个重复体家族的代表序列。

红色字体表示这个位置上的碱基在进化过程中发生了变异，N表示这个位置的碱

基是不确定的。

2．1．1重复体识别问题

根据上面对重复体识别问题的概述，可以将重复体识别问题描述为如下六元

组：

RI=(∑，S DJ R，[QM，乃

当取为DNA序列时∑={A，T，C，G一}，而当是蛋白质序列时∑={A，C，D，E，F，

GH，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，v，W，Y-)，“．”表示空位符号。s是给定的基因组序

列，S=饵Ii=1⋯2．．，n}，S=(Oil，Ci2，．．．，Cil)，其中，为序列的长度，C“为序列s中

的第／个残基。O为在判定重复体时所做的操作集合，O={insert_gap，delete gap)，

包括一般的插入和删除操作。R表示识别出来的重复体结果，R={R，Ii=1，2⋯．，m)，

置代表给定序列中所有的重复体家族，R。={rij Ij=1，2，．，k)，rij代表重复体家族R，

中第J个序列。这是算法需要输出的主要结果。第5个元素可以为Q或者％Q

表示家族序列中的调和序列，肘表示使用模体(motif)表示的家族序列。最后一个

元素F为重复体识别的具体方法，是重复体识别中的核心问题，也是本文涉及的

重点。

重复体识别问题总的来说需要解决三个难点问题：首先基因组中包含重复体

序列的位置预先是未知的，再者重复体序列的边界是未知的，最后许多重复体序

列因为变异只剩下整条重复体的一部分。所以重复体识别过程也就是解决这三个

问题的过程。

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2个残基，也可能是整个功能域。引入空位不仅要考虑到空

位总数，还必须考虑连续空位的数量。所以必须对引入空位做适当的处理。故引

入空位罚分的概念。
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2．1．2局部序列比对及其相关问题

序列比对的数学模型大体可以分为两类，一类从全长序列出发，考虑序列的

整体相似性，即全局比对；另一类考虑序列部分区域的相似性，即局部比对。局

部相似性比对的生物学基础是基因组序列包含许多短的功能序列和蛋白质功能位

点，它们往往是由较短的序列片段组成的，这些位置的序列具有相当大的保守性，

尽管在序列的其它部位可能有插入、删除或突变。此时，局部相似性比对往往比

整体比对具有更高的灵敏度，其结果更具生物学意义。根据重复体在基因组的功

能上的特点和其保守性，局部序列比对方法可以很好的识别出这些保守的重复体

序列，所以在当前的重复体识别算法中，大部分都依赖于局部序列比对方法来判

断重复体的相似性。

局部序列比对针对的是基因组中序列片断之间的比对，可以是双序列局部比

对，也可以是多序列局部比对。双序列比对主要以数据库搜索算法BLAST为代

表，多序列局部比对暂时还没有好的方法。不管是双序列比对还是多序列比对都

涉及到替换矩阵和空位罚分这两个重要概念，下面就简要介绍这两个方面。

(1)替换矩阵：

’在序列比对中，算法可以用替换矩阵来增强弱势比对的敏感性。很显然，在

相关DNA序列或蛋白质序列之间，某些碱基或者氨基酸可以很容易地相互取代

而不用改变它们的生理生化性质。在计算比对分值时，相同的碱基或氨基酸打分

会高于替代的碱基或氨基酸，而保守的替代打分高于非保守的替代打分。换句话

说，就是设计了一系列的分值，而且，在比对非常相近的序列以及差异极大的序

列时会设计出不同系统的分值。考虑到这些因素，使用替换矩阵会极为有利，在

这个矩阵中，任何碱基或氨基酸配对的分值会一目了然。

比如下面2条氨基酸序列的比对情况，如果将各残基按相同的统计计数处理，

则2神比对(a和b)的得分将是相等的(9个残基中的5个匹配)：

(a)TTYGAPPWCS (b)nYGAPPwCS

TGⅥ～PPPWS

● }幸} 丰

TGYAPPPWS

● ● 牛+●

但是比对a是一些普通的残基(A，kS和T)保持一致，而比对b则是一些相对

稀有残基(W-色氨酸，V酪氨酸)相一致。所以需要一个更为科学的方法来反映匹

配残基间的生物学和化学关系。

在比对中，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)则相对普通。同样D．E匹配应取正值，

因为这两个氨基酸具有相同的化学性质，在两条比对的蛋白质序列中能起到相同
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的功用。但是v．K匹配则应被罚分，因为这两个氨基酸毫不相似，不可能在两条

序列中起到一样的作用。

替换矩阵包括了在比对中各种匹配方式如何赋分的信息，故替换矩阵又常被

称为打分矩阵(scoring matrices)。

用于DNA序列比对的替换矩阵相对比较直观。以下是一个常被使用的替换

矩阵：

表2-1：一个简单的DNA替代矩阵

A C G T

A O．9 ．0．1 。O．1 ．O．1

C ．O．1 0，9 ．0．1 ．O，1

G ．O．1 ．O．1 0．9 ．0．1

T 一O．1 ．O．1 ．O．1 0．9

矩阵中每一个匹配的碱基对均得0．9分，每个不匹配的碱基被罚0．1分，这样

下面一个比对的得分应为4．3(5*0．9+2+(．0．1))：

GCGCCTC

GCGGGTC

●幸● }●

用于蛋白质的替换矩阵要复杂一些，因为没有一个替换矩阵可以适用各种情

况。第一个广泛使用的最优矩阵建立在进化的点突变模型上(PAM【301)。一个PAM

就是一个进化的变异单位即1％的氨基酸改变，这并不意味着经过100次PAM后，

每个氨基酸都发生变化，因为其中一些位置可能会经过多次改变，甚至可能变回

到原先的氨基酸，因此另外一些氨基酸可能不发生改变。如果这些变化是随机的，

那么每一种可能的取代频率仅仅取决于不同氨基酸出现的频率(称为背景频率)。

然而，在相关蛋白质中，已经发现的替代频率(称为目标频率)大大地倾向于那

些不影响蛋白质功能的替代，换句话说，这些点突变已经被进化所接受。Dayhoff

同合作者们第一次使用了log．odd处理，在这种处理中，矩阵中的替代分值同目

标频率与背景频率的比值的自然对数成比例。为了评估目标频率，人们用非常相

近的序列(比对时不需要替代矩阵)来收集对应于一个PAM的突变频率，然后

将数据外推至250个PAM。虽然Dayhoff等人只发表了PAM250，但潜在的突变

数据可以外推至其它PAM值。产生一组矩阵，在比较差异极大的序列时，通常

在较高的PAM值处得到最佳结果，比如在PAM200到250之间，较低值的PAM

矩阵一般使用于高度相似的序列，其关系如图2．1所示。BLOSUMl31l替换矩阵和

PAM矩阵的构建方法基本上相似。
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图2—1：替换矩阵选择和序列相似度的关系

(2)空位罚分【321

所谓空位罚分，就是指对于在序列比对过程中引入的每个空位都要按照某种

规则扣除一定的分值作为惩罚，从而尽可能的逼近现实生物进化规律。

假定，初始输入序列为s】和此，比对后的输出序列为$10和S20，且比对后的

序列长度为厶常用的空位罚分规则有三种：

a．常量空位罚分

这是一种最简单的罚分策略，即对插入比对序列的每个空位都赋予一个常数

量的罚分％，整个比对的空位罚分就是插入的全都空位数磁的罚分之和，即％

XRga

这种罚分策略的优点是简单，不会增加额外的时间复杂度。但是其缺点也是

显而易见的。因为在实际的生物分子进化中，基因中不同位点的突变概率是不同

的，对每个空位使用相同的常量罚分显然是不能准确刻画序列比对的生物意义。

。b．恒定空位罚分

这种罚分策略是从整体上处理插入的空位，即序列中插入的相连空格被看作

一个整体进行罚分。这样每个空位的罚分吸都是与其长度无关的。具体计算如

下：

≯用盯表示匹配或者不匹配的得分值，Vxa(x，一)=仃(一，x)=0；

≯则整个比对的得分计算公式为公式(2—1)；

∑：。盯G。o【flS20[fD+％×gaps 公式(2一1)

其中gaps表示空位的数目。

恒定空位罚分虽然可以避免常量空位罚分将罚分单纯依赖于空位长度的缺

点，但是却忽略了空位长度对比对结果的影响，可能造成插入过多空格导致割裂

整个比对片段。因此更合适的罚分策略应当同时考虑引入空位长度的影响，但又

要避免单纯的长度依赖的罚分。

c．仿射空位罚分

仿射型的空位罚分策略则把整个空位罚分分成两个部分进行罚分：一部分称

为开放空位罚分(gapopeningpenalty)，另一部分称为扩展空位罚分(gap extension

penalty)。对于长度为g的空位，％为开放空位罚分值，暇为扩展空位罚分值，
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则总的罚分值形的计算公式为： 矽=％+g×暇，这样整个比对的得分计算

公式为公式2．2：

∑：。盯G，。n820pD+％×gaps+矾×spaces 公式(2—2)

其中gaps表示空位的数目，spaces表示空格的数目。

仿射型的空位罚分策略能够比较准确的反映真实的生物基因变异规律，即基

因产生插入和变异是很罕见的，但当它们一旦发生，就会影响到一系列附近的残

幕。

2．1．3调和序列

调和序列(consensus sequence)是重复体家族的一种代表序列。一个家族的调和

序列，就是一个捕获了家族多数成员的共同特征的序列。通过调和序列可以很方

便的确定一个基因家族的特征，也可以很方便的总结出一个序列家族中的公共元

素，所以找出^价序列的调和序列就变得很重要。后来找调和序列问题被证明是一

个NP完全问题p副(Day and McMorris．，1993)。

目前，专门用于描述找调和序列的文献非常的少，Gusfield在1997年提供了一

个关于这个问题的简明但十分有意义的讨论【341。在这里简单的提及二种存在的算

法，第一种是众所周知的(不属于任何个人或团体)的算法，即是首先对这一序列族

进行多序列比对，然后在比对结果的每一列根据出现的概率权值来挑出共同的元

素。第二种方法与多序列比对中的渐进比对问题口5]很相似，然而它只是在序列族

中选～条序列作为侯选调和序列。

本文第三章和第四章的重复体识别算法给出了调和序列的一种求法，通过识

别基因组中重复体的过程求得调和序列。算法通过逐步向两边扩展种子序列得到

调和序列，并结合多序列比对信息，判断调和序列下一步扩展的残基，根据目标

函数值的变化判定扩展过程是否结束。这个过程的数学描述如下：

假设4为具有有限个字符的字母表，饵}为字母表中不同字符的个数；假设￡为

由字母表中的字符组成的所有序列的全集，s={sl，S2⋯．，sq}[E是一个g≥2的

序列集，且序列集S就是输入序列集； n为每一序Y0s(f=1，．，g)的长度。本文提

出来的算法所描述的基本思想就是在空间E中通过逐步扩展调和序列最终生成调

和序列Q，也就是在∑中的重复体序列中找一条与相应重复体家族序列集具有最大

比对得分之和的序列。

定义：假设∑是由字母表A中的字符组成的所有序列的全集，给定一个∑中

的序列]移旮=(s1，S2⋯．，S。)，一条任意序列j’(这一序列不一定是s中的)和一双序列

计分函数SCORE：E卑E—R，j’与S的得分总和为：
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E(s’)=score(Si，$t) 公式(2—3)
f。1

如果，对于所有S∈E有E(s，)≥E0)，则序列为J伪输入序列族S的一致性调和
序列Q。

2．1．4重复体识别结果的评判标准

当前在重复体识别结果评判上还没有一个统一的标准。已有的重复体识别算

法大部分是把自己识别出来的结果通过RepeatMasker算法在相应的重复体数据

库(比如RepBase)中进行匹配，根据识别出来重复体家族的数目和可以匹配出

来的重复体序列多少来判定算法的效果。之所以这么做是因为RepeatMasker算法

匹配出来的结果被誉为“黄金标准”(Bao and Eddy，2002)。

调和序列或者模体表示一个重复体家族，所以也可以通过分析调和序列或者

模体与重复体家族序来列判别识别算法的效果。这里列出2种常用方法：

(1)相对熵(Relative entropy,RE)136]、

设调和序列或者模体序列的长度为k，RE值可定义为下：

t n

RE2∑∑P。J log：竿 公式(2—4)
j=l ceE uC

P。代表碱基C在位置j在重复体序列中出现的频率，b。代表碱基c的背景频

率。RE的值越大表明算法敏感度越高。

(2)敏感性测量137】

假设真阳性(true positives，TP)表示属于识别出来的重复体家族而且和家族调

和序列或者模体匹配的序列，真阴性(truenegatives，TN)表示不属于识别出来的重

复体家族而且不和家族的调和序列或者模体匹配的序列，假阴性(false negatives，

FM表示属于识别出来的重复体家族但是不和家族调和序列或者模体匹配的序

列，假阳性(false positives，即)表示不属于重复体家族但是和家族调和序列或者
模体匹配的序列。

敏感性可以表示为： 卯／佃+FN)
特异性可以表示为：TN／(TN+刖
综合起来两者可以表示为：

丝!型：丝!型 公式(2—5)——；==：；=2====================：==================：=+厶Ht、‘一U，

√(zP+，P)(卯+—Fw)(TN+FN)(TN+，．尸)
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2．2重复体识别算法

目前，进行重复体识别的算法很多，这些算法主要分为三类：基于已知重复

体数据库的重复体识别算法，基于序列比对的重复体识别算法和其它的启发式重

复体识别算法。这些算法各自有各自的有特点。下面给出几种具有代表性的算法

来说明当前的重复体识别算法。

2．2．1基于已知重复体数据库的重复体识别算法

基于已知重复体数据库的重复体识别算法是指在已经建立好的重复体数据库

中寻找与请求被识别序列的相似序列，以此来判别请求被识别序列是属于哪个重

复体家族。这种方法的识别结果是非常精确的，一般作为其它算法参考值。其中

算法RepeatMasker为代表算法。

RepeatMasker算法：

RepeatMasker是覆盖分散的重复体序列和低复杂度DNA序列的程序。程序

的输出为一些已被标识的重复体序列。当前人类基因组DNA序列平均50％已经

被RepeatMasker所识别。RepeatMasker程序通过cross match或者Smith—Waterman

作为它的数据库比较策略。这里主要介绍一下Smith．Waterman序列匹配策略。

Smith—Waterman描述了一种查找具有最高相似性片断的算法。对于序列

A=(al，a2，．．．，alll)和B=(bl，b2，．．．，b。)，吼被定义为以ai和bj碱基对结束的片段(亚序列)

的相似性值。算法通过递推关系来确定日值，H的初始值为：

H,o=O， O≤i≤n，爿西=0， O≤j≤111

相似性计算中包括2个统计量：碱基对(序列因子)ai，b，的相似性值S(a。，bi)

和空位权重Wk=V+uk(k为空位长度)。Smith．Waterman算法可以给出2条序列的最

大似然度。以ai，bi碱基对结束的片断可以由以a．．1和bI-I结束片段增加碱基(因子)

来获得，或者ai可以删除k长度的碱基片断，bi可删除，长度碱基片断。具体算

法如下：

P，J=max(H山一Wl，只_1’厂U)

Ql，』=max(Hu-1一w1，只，，一l—U)

IHl-I，J一1+s(口，，b，)

以，；ma)【按=maxl酆，学一飞：’(1娜聊’l<，钏。’

l岛=maxⅫ自(H“一l—wf)
、 。 7

10

其中Po，o=Po，，=Qo。o=Q』，o=0 公式(2—6)
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该算法可以确保具有最大上白值的序列片断是最优的。从(ai，bj)为起点，向后

追踪岛矩阵，直到到达菜一负值。对于具有最大似然度片断以外部分的差异性
不会影响到该片断的片值。

2．2．2基于序列比对的重复体识别算法

当前大部分重复体识别算法都是基于高分相似对，比如通过

WU-BLAST(Gish,http：／／blast．wustl．edu)或者REPuter(Kurtz and Schleiermacher，1999；

Kurtz et a1．。2000)算法用双序列比对方法产生重复体相似对集合来识别重复体家

族。再一种改进算法是通过构造多序列比对识别重复体，典型代表为RECON算

法。

这里主要介绍基于双序列比对产生的高分相似对oligll score pairwist，HSP)链

接重复体家族的算法Single Linkage Clustering Algorithm㈣和通过HSP提取多序

列比对信息来链接重复家族的算法RECON。

(1)Single Linkage Clustering Algorithm
’

一 在讲算法之前，这里说明几个相关名词。元素(element)是指一个重复体s。(sk，ek)

的独立重复片断，映像(image)是指参与比对的所有子序列，同位体(symopic)指同

一个元素的两个映像。元素是需要推导的生物序列实体，映像是从基因组序列s。

中通过比对观察出来的子序列。因为重复体是重复体出现的，所以一个元素可以

对应多个映像。

算法以BLAST等算法产生的高分相似对为基础，然后通过单链算法链接这

些高分相似对成重复体元素，并归类到相应的家族中。BLAST算法在第三章中提

到，这里不再列出。

Single Linkage Clustering Algorithm过程：

1．从基因组序列{S。)中得到高分相似对序列。

2．从得到的高分相似对或映像中定义元素集合{s。(sk，ek)}：

a．构造图G∽E)，v代表所有的映像，E表示映像之间的同位体关系。

如果两个映像的重叠度超过一定闽值则认为它们是同位体。

b．寻找图G中所有被连接的部分㈣。

c．对于每一对连接的映像定义一个元素S。(sk，el【)作为最短的覆盖所有映

像片断。

3．根据元素序列的相似性将元素序列归类到相应重复体家族中：

a．构造图H(v‘，Et)，V’表示所有的元素，E嚷示两个元素相似(如果两个

元素在步骤1中构成了比对则将这两个元素连接起来)。

b．寻找图H中所有相连的部分。
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e．对于相邻接的元素定义一个家族，其包括所有这些相连的元素。

图2-1：Single Linkage Clustering Algorithms过程

如果所有的重复体序列都是全长的，而且没有重叠那么使用Single Linkage

ClusteringAlgorithms算法可以得到非常好的结果，但是如果元素有重叠，那么仅

仅依靠相似对的算法就很难区分重复体的边界。

(2)RECON算法

RECON算法对单链聚类方法作了改进，通过高分相似对抽取多序列比对信

息而很好的处理了元素重叠的问题。通过设定阂值来衡量两个元素之间的保守区

域和两个元素序列的比值，以此判断两个元素是否属于同一个重复体家族。

RECON算法主过程：

1．从基因组序列{s。)中得到高分相似对序列。

2．从得到的高分相似对序列中定义元素。

a．使用Single Linkage Clustering Algorithms算法第2步定义元素。

b．在映像完成端点选择，元素重新评估和刷新过程后，每一个被定义
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的元素需要被重新计算。

c．如果一个定义的元素被认为是组合元素而且被分割，那么与这个元素

比对的所有元素都必须被重新评估，这个过程直到所有定义的元素稳

定为止。

3．根据序列的相似性归类元素到相应的重复体家族中。

a．通过家族关系决定过程和边评估重建过程决定元素和家族的关系并

将其转化为图HⅣ’，E’)，如图2．2。

b．寻找图H中实线相连的元素，然后将这些元素归为一个家族。

RECON算法中包括了4个优化过程：映射结束点选择规则，元素重新评估

和刷新过程，家族关系确定过程和边重估构建家族图过程。下面是这4个过程基

本步骤：

1．映射结束点选择规则：

这个规则通过考虑两个元素之间比对或非比对序列的长度和位置来

过滤被丢失的映像，具体如下：

a．针对每一对组成比对的元素寻找所有最大的比对组，在这个比对组中

所有的比对都是这两个元素组成的全局比对的一部分(不一定最优)。

这个过程通过端点代表比对，边表示两个端点上面的比对是这两个元

素全局比对的一部分。

b．对上面找到的每一个组根据它们的相似度对其排序，排除那些序列在

比对之外的组或者在组中两个相邻的比对之间而到两者之阳】的距离

都小于阈值cutoff的组。如果没有被排除，则规定这个组的得分为组

内所有比对分值之和。阈值cutoff需满足如下条件：长度小于这个阈

值cutoff的序列都可以用成对比对工具通过比对的随机扩展产生。经

过上面过程后，如果剩下的组多余1个，则取出分值最高的一个组，

而其它的组都可以抛弃掉。剩下这个组中缺像的端点被采集出来并作

下一步分析。

2．元素重新评估和刷新过程：

在这里算法通过评估上面规则所产生的映像终端集合来刷新元素的

定义。

a．选择一个长度阈值cutoff，使其满足长度小于这个阈值的序列都可以

用成对比对工具随机扩展产生。

b．在产生的元素上面滑动一个长度为cutoff的窗口，在每个滑动窗口

中，如果最左边的端点还没有被归类则将其加入到一个聚集中，如果

端点和这个聚集中的其它成员距离小于一定值则将其加入到这个聚

集中，如果已经没有可以加入到当前聚集中的端点则开始一个新的聚
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B．

1℃1-2

集直到窗口中所有端点被归类。

Tel●—瞄i豁一—。—。tm““—嘲辫目一
TIR Transposase TIR

Gene

Tc2——麟灏卜——确簌潮—●

TIR TIR

1℃1．I

T℃7．2

图2-2：构建重复体家族过程

1t7-2

(partial)

c．针对上面找到的每一个聚类，设n表示聚类中终端的个数，c表示n

个终端的位嚣平均值，m表示给定元素扩展c个位置的映像数目。如

果I加大于特定阈值则c被认为是一个集合点。
d．如果没有找到集合点则使用原始的元素定义。

e．如果找到了集合点则在这个集合点分割元素和它的比对，丢弃原来定

义的元素和分割以后长度小于阂值cutofr的新元素，然后重新定义元

素。这个过程刷新了已经定义的元素。

￡如果一个原始的元素被分割为多个元素则初始的元素定义为一个组。

3．家族关系确定过程：

这个过程确定两个参与比对的元素是否属于同一个家族，并且比较

比对序列和元素的长度。

a．针对给定的一对组成比对的元素，寻找均是以这两个元素进行全局比

对且为集合一部分的最大比对组(不一定最优)。

b，上面找到的每一个组的总长度为这个组中所有比对的长度之和。这些

组之间的最大长度视为这两个元素的比对长度。

¨
_瞄
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C．如果这两个元素的最大长度大于特定的长度则这两个元素属于同一

个重复体家族，否则不属于。

4．通过边重估构建家族图过程：

a．每一个定义的元素表示图中一个端点。

b．如果两个元素通过家族关系确定过程判断出来属于同一个家族，则通

过实线将这两个元素连接起来，如果两个元素做了比对但是不属于同

一个家族则用虚线将两者连接起来，如果两个元素没有比对则之间不

用连接。

c．对于每一个端点v，它的实线连接的边需要重新评估(如图2．2)。假设

N(v)表示直接和端点v通过实线连接的端点集合，如果N(v)中节点之

间有虚线连接的结点，对于N(v)中的所有任意节点v’，如果v和vt

比对值小于一定的阈值或者两者不是直接相关的元素则删除v和v’

之间的边。通过这个过程，图中每一个节点都得到了更新。

d．删除图中所有的虚线边。

上面几个过程从集合的角度通过集合内部所有映像的比对信息重新定义了元

素的标准，使得识别出来的元素更加准确。这个算法已经被广泛采用来构建重复

体数据库。

2．2．3其它重复体识别算法

除了基于序列相似对重复体识别算法以外，还有许多其它的识别算法，这些

算法主要以种子(seed)序列为起点并结合种子的频率来识别重复体。种子序列

是通过扫描基因组序列找到的重复度非常高的短序列，可以理解它们在基因组中

是非常保守的序列。结合种子长度和频率的方法识别重复体是一个新的方向，这

里主要介绍一个具有代表性的算法【40】：

假设(Al，A2，⋯，A。)是基因组序列S中序列A出现的位置列表，B是

A的子串，(Bl，B2，⋯，Bk)表示B在s中出现的位置列表。因为B是A的子

串，所以每一个A都有一个子串B，但是B并一定都在A中，有可能在A之外

其它的地方。如果B在A中出现的位置是S，则可以得出A[s+l，s+lBll=B。这

个是算法的基本贴入点。接下来算法提出了几个基本的定义：

定义1：一个子串S称为非平凡子串，当且仅当S的长度ISl大于等于特定的

阈值，。

定义2：A和B为S的子串，如果k等于m而且Bi在Ai中的偏移都是s(i=l，

2，⋯，m)，则称B是A的子重复体。

定义3：A是一个最长的非平凡子串，如果A是一个S中相等基本重复体必
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须满足如下条件：A在基因组序列s中出现fm次，而且每一个A中的非平凡子

串是A的一个子重复体。

定义4：假设最短的有序编辑序列(el，e2，．．．，ed)将A转换为A’，对(e。，

ei十l，⋯，ei)，1≤i<j≤d，转换A的子串B为Al的子串Bt，则称B’是A引起的B

映射。

这里编辑距离【411是指将A通过插入，删除和取代操作编辑为A’的最少操作

次数。如果编辑距离D(A，A’)／IAI≤e，则称A和A’的匹配度为e。

定义5：如果子串A和子串B满足如下3个条件，则称B是A的子重复体

串。

f1)B是A的一个子串。

(2)每一个由A生成的B的映射都是B的e拷贝。

(3)s中B的e拷贝的数目等于A生成的B的映射的数目。

·子重复体串不应该被认为是重复体串，因为它不是独立存在的。

推论：一个至少重复2次的非平凡子串A是一个相等重复体串，当且仅当最

长非平凡子串A的所有1-mer子序列的频率和A的频率相等。

根据该推论，算法只需要比较子串的频率就可以抛弃大部分非候选子串。鉴

于一般的基因组序列规模是非常大，所以为了提高算法的效率，l-mer子串的存储

必须使用高效的数据结构，比如后缀树或者哈希表。

定义6：如果子串A在基因组序列S中至少存在fm个￡拷贝而且A的每一

个非平凡子序列是A的一个子重复体串，那么S中最大长度的非平凡子串A是似

然重复体序列。

下面给出两个例子分别说明相等重复体识别和似然重复体闻题。输入基因组

序列S=cACGTGagACGTGgcaA．CGTG。假设种子长度为2，则种子AC，CGGT,TG

的出现频率都是3，AC的匹配列表为(2，9，17)，CG为(3，10，18)，GT为(4，

11，19)，TG为(5，12，20)。它们的匹配列表之间的偏移都相等，而且根据定义

每一个种子都是子串ACGTG的子重复体，所以ACGTG是相等重复体。

当输入基因组序列S=cACGTGagACGAGgcaACGTG时，如果￡设定为2，

因为子串ACGTG和ACGAG之间的编辑距离为1，所以ACGAG算是一个满足

条件的￡拷贝，结合各个种子序列的匹配列表可以得出ACGTG和ACGAG都是

同一个家族的重复体序列。

相等重复体串是指完全相同的重复体片断，通过推论5给出了相等重复体的

推算方法。似然重复体是指那些重复体之间相似度在￡以上的重复体序列，定义

6结合前面的定义也给出了相应的定义。这个算法通过简单的种子频率扫描和频

率对比实现了重复体的识别，是一个简单有效的算法。
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2．3本章小结

本章首先对重复体识别问题进行了形式化描述，然后详细介绍了重复体识别

涉及到的一些相关问题，如：局部序列比对，替换矩阵，空位罚分，重复体识别

结果评价标准等。

本章接着对现有重复体识别算法进行了分类。对其中应用最广泛的基于局部

序列比对的代表算法Single Linkage Clustering Algorithm和RECON算法作了详细

的介绍，并对比了两者的优缺点。然后对近来出现的一种基于种子频率寻找重复

体的识别算法作了重点阐述。

通过分析，可以看出当前的重复体识别算法均有其优缺点，本文就是在研究

现有重复体识别算法的基础上，在下面两章提出了一种新的重复体识别算法：基

于BLAST的重复体识别算法，并通过概率统计分析对其作了过程和结果的优化。
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第三章基于BLAST的重复体识别算法

通过基因组中的种子(Seed)序列来识别重复体家族序列的方法已经成为近几

年重复体识别领域里面一个重要突破点。本文通过研究分析BLAST算法中利用种

子序列来进行局部序列比对和逐步扩展比对序列的方法，将双序列局部比对扩展

为多序列局部比对，并逐步扩展判别出来的调和序列和重复体家族中每一个重复

体序列，判定每一个重复体序列的精确边界。

3．1 BLAST算法简介

BLAST的全称是Basic locM alignment search tool(局部相似性基本查询工

具)。它是由美国国立生物技术信息中心(NCBI)开发的一个基于序列相似性的

数据库搜索程序。Blast是一个序列相似性搜索的程序包，其中包含了很多个独

立的程序，这些程序是根据查询的对象和数据库的不同来定义的。Blast算法的基

本思想是通过产生数量更少的但质量更好的增强点来提高速度，也就是扫描序列

中出现频率大于一定域值的种子片断来进行数据库搜索，这样不但准确率更高而

且速度会更快。由于局部比对的限制条件，在大多数情况下比对被分解为若干个

明显的HSP(High score PairS，两个比对值最高的序列片断)。HSP值的大小说明了

比对的两个序列相似的程度。Blast算法是建立在严格的统计学基础之上的，它集

中于发现具有较高的相似性的局部比对，但是基本的Blast算法不支持在序列中

插入空位，Blast2[421在Blast算法的基础上实现了空位的插入。

3．1．1 BLAST算法过程

算法从一个输入DNA序列S。和比对对象数据库开始，先从数据库中取出一

条序列si(1≤i≤n)，然后把Si分解为长度w的片断SIj(1≤i≤；si I)。在输入序列

Sq中寻找出和w片断S¨完全相等的片断sq，k，记录下来匹配的位置k(word hits)。

然后将匹配的片断Sq,k根据打分矩阵逐个和Si．i进行比对，并逐渐根据相似度把

Sq和si。i向左右两边延伸，每延伸一个字节则计算一次局部比对的 值，记录,k HSP

下来最高分值位置，得到最大HSP值而且其值在一定范围内不再增加为止，这次

比对结束，这个过程也是局部寻优过程。依次针对每一个w片断Sij(1≤i≤I si l)

进行上述局部寻优过程并得到最大HSP值点，这样就依次找到了所有共享相同片

断的重复体序列，最后将这些重复体序列组成最高分值片断群。图3．1展示了
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BLAST算法的3个步骤。

FQBel'y$。quellCC 喜R}1 ＼／
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图3-1：(stageI&2)寻找短的高分命中序列(Stage3)扩展短的高分命中序列

BLAST算法的比对过程基于基本的双序列局部比对方法，在查询序列和集合

序列之闻寻找最长的相似对，算法通过设置比对分值来确定相似对的边界。基本

BLAST算法不支持空位的插入，这样保证了算法有较高的运算速度，但却损失了

结果的精度。

3．2基于BLAST的RepeatSearcher重复体识别算法

3．2．1算法的引入

RepeatSearcher算法使用BLAST算法在图3．1中的3个主要步骤：分割一个

基因组序列S为l-mer的种子序列(相同而且长度为，的高频率序列片断)，记录下

来这些平中子在序列s中的位置，然后比对具有相同种子的序列，并逐步向两边扩

展直到得到最大比对分值。这样就可以计算出夹杂着一些伪重复体元素的序列。

怎么精确的判断出每一条重复体序烈的精确边界和找出家族的调和序列将是算法

需要解决的问题。

针对重复体识别问题，RepeatSearcher对BLAST基本算法进行了扩展，改双

序列局部比对为多序列局部比对，在BLAST算法中加入空位罚分机制。鉴于局

部比对问题的特点，算法限制了空位的插入范围，这样在加快了比对速度同时也

避免了BLAST算法不支持空位带来的不精确性。空位限制的范围大小会影响到

比对的速度，越小的范围比对速度越快。

n々=nct～oj∞8§8
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3．2．2算法的描述

3．2．2．1目标函数的定义

首先定义多序列局部比对的目标函数。设sl，．．．，S。表示DNA序列中包含相同

1-mer种子(长度为l的高频率子串)的子序列，这些子序列都通过l-mcr种子向左

右做了相似性扩展。sl，．．．，S。的子串RI，．．．，＆代表每一个具有精确边界的重复体序

列。Q表示调和序列，它使得公式3．1取最大值。这里A(Q；S1⋯S。)是多序列匹配

优先比对的目标函数，IQI表示调和序列Q的长度，c表示重复体要求的最小出现

频率，p表示匹配得分。由此可知Rl，．．．，＆是Sl'．．．，S。比对时目标函数A(Q；Sl，．．．，S。)

取得最优值时的子串。如公式3-1所示，目标A(Q；S1，．．．，s。)等于Q分别和S1¨．S。

比对得分函数最大值之和减去调节因子clxIQI。

厂 1

A(Q；SI，．，sn)--1∑ma)‘冬(QSD，o)I—c∥lQI 公式(3—1)
L々 J

‘

在一个重复体家族中，重复体家族核心序列被这个家族中的重复体子串共享，

这些重复体子串各自有各自的边界。算法通过目标函数A(Q；Sl，_．．，Sn)来严格的确

定每一个重复体予串的边界，当目标函数取最大值时，每一条重复体序列的当前

计算位置即为这条序列的边界位置，也就是算法要寻找的重复体序列终点，这样

就找到了重复体的精确边界。通过公式3-1可以看出计算目标函数的过程就是计

算比对得分函数的过程，下一节将给出比对得分函数s(Q，so的计算方法。

3．2．2．2比对得分函数计算

计算比对得分函数s(Q，Sk)有3种计算方法，图2列出了几条DNA序列使用

这3种方法的结果，红色粗体的序列片断表示重复体序列共享的片断。

(a)包含部分重复体的序列集合

TAGCACCTTAGGGCGTCTCGCAACGTCTGCCCACGAACGTTAATCAGTAA

GATTATCATGAAGCGCITCGCAACGTCTGCAGCTGTCCAGACCGCTGTCA

TATATCCGGTAATCGCCCCGCAACGTCTC．CTAACoGGcGTACGGTCGAAT

TGACCTC,-CTCAGGAGCCTTGCAACGTCTC．CTCGCGGATGTGTATGCACGC

ATCCATGCTCGGTATGAATCCAACGTCTGCI'CATGGACATCTCATGACGT

(b)取最长相似对计算出的调和序列‘431(家族中所有序列两两比对的最长片断)

AOCACC丌AGGGcGT‘，cGCAACGTCTC-CCCACGAACGTTAATCA

(c)使用完全匹配比对计算出的调和序列(所有家族序列的公共片断)
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CAACGTCTGC

(d)使用匹配优先比对算法计算出的调和序列

AGGCGCCTCGCAACGTCTGCTCACGGACGT

图3-2：通过不同的比对策略得到的调和序列

匹配优先算法使得调和序列每次取A(Q；St⋯．，s。)最大值时的元素。比对得分

函数s(Q，Sk)等于Sk和Q的局部比对分数最大值。根据图2所示，通过匹配优先

算法调和序列的精确边界被计算出来，而不只是简单的取比对的最大长度或最高

出现频率的片断。所以RepeatSearcher算法使用匹配优先比对策略作为比对算法。

定义匹配优先算法的比对得分函数为：

f(i，O)=max(一yi，一p)，f(O，J)=0

f(i，／)=max

f(i一1，J—t)+／z，。

f(i一1，，)一，

f(i，_，一1)一y

—p

螂)-max』懈f(i,护j)p绷黜 公5￡(3-2)

“，表示Q，和SI的比对得分，，表示一个固定空位罚分值，P表示序列Si不完全

匹配罚分值。

表3—1列出了一个使用这3种方法的实例结果。假设一个重复体总共有1000

个重复片断，其中有500个片断字节长度为100，450个片断长度为150，50个片

断长度为200。根据这些信息可以知道调和序列的长度候选值为100，150和200。

这里取最简单的打分策略，假设比对规则为匹配加1分，不匹配减1分，不完全

匹配罚20分。表3．1中红色粗体标识出最优得分。从表中分数可以看出使用匹配

优先策略计算出来的调和序列长度体现了非常显著的重复体部分。

表3-1：三种比对方法的得分，红色粗体数字代表最优分值
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3．2．2．3比对过程及其优化

上面两节定义了多序列局部比对的目标函数，而且给出了比对得分函数的计

算方法，接下来逐步优化多序列局部比对过程。

最容易想到的方法就是使用n维动态规划算法来计算n序列比对，但是时间

复杂度和空间复杂度分别为O(L“2“)和O(Lb(L为序列平均长度)，这在基因组的

计算上是不可能实现的。算法扩展第2节提到的启发式算法BLAST来优化多序

列局部比对过程。通过Blast算法搜索出来一个高频率出现的l-mer种子，s1'．⋯S。

是共享这个种子的序列片断，这些序列两边已经超出了每个重复体的真正边界。

令Qo等于1-mer种子，然后贪婪的向左右扩展Qo，每次扩展一个碱基，每次扩展

的碱基必须使目标函数A(Q；Sl，．，S。)取最大值。Qo在第k次扩展时，针对每一个

碱基N计算A(QkN；Sj，．，Sn)(N∈{A，T,C，G))，QkN表示Qk扩展一个碱基N(Qk的

左边或右边)的序列。Qk+l表示QkN使得目标函数A(QkN；sl'．．．，s。)取得最大值时

的k+1次循环的结果。结合公式3-2可以看出第k+1次循环的输入就是第k次循

环的输出。算法每次将Qo扩展一个字节，为了限制运行时间，算法定义了一个阂

值I，当Q扩展了1次后还没有提高目标函数A(Q；S1，．。s。)的值就停止扩展过程。

扩展方向默认从右边开始扩展，直到A(Q；Sl，．．．，S。)的值不再增长时则扩展结束。

为了在局部序列比对时支持空位的插入，算法在扩展每个碱基的同时参考其

周围一定范围内(．b到b)的碱基。首先假设当前序列Si已经不可以扩展，根据公

式3．2使用比对分值减去不完全匹配罚分，记录下这个分值。在．b到b范围内，

先拿调和序列Q的候选碱基N和空位做比较，空位个数从1到与当前碱基N匹

配的位置和．b的差值，记录下来比对最大分值。然后拿调和序列Q的候选碱基与

序列S，的当前碱基做比较，根据匹配得分计算出比对值。最后比较这几个值，取

出一个最大比对值。于是比对得分函数可以修改为公式3．3：

J(QN，S)=m獬，3，(gN，S) 公式(3—3)
，q一口，J

使用上述方法计算出每一个Si(1≤i≤n)和Q最大比对分值s(Q，s，)。根据这些比对

分值可以确定下来每一个S．的精确边界。这里使用目标函数的最大值的比对作为

选择调和序列当前位置碱基的标准。这样的比对方法避免了BLAST算法不支持

空位的问题，增加了比对结果的精确性。

根据上述过程，给定一个基因组，从中提取出一组高频率的1-mer种子，算

法通过扩展这些种子得到代表一个重复体家族的调和序列。算法必须使用上述过

程去计算每一个高频率的1-mer序列来识别给定基因组中所有的重复体家族序列。

但是计算每一个高频率的1-mer序列是非常花费时间，而且是多余的。因为一个

重复体家族会由于变异产生大量的高频率1-mer序列，其数目很可能大于重复体
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的长度。为了解决这个问题，算法在每次计算出一个重复体家族的调和序列后记

录下来调和序列的所有l-mer种子，然后判断原序列中的1-mer种子是否在调和序

列中出现，假设出现的次数为x，那么就将原序列中相应的种子频率减去x，这样

就刷新了原序列种子频率。

3．2．2．4算法实现

本算法的主要核心是把种子向两边扩展的过程，Extend过程每次向左或向右扩

展一个字节，计算每个碱基在这个位置上的最大比对值，然后取值最大的那个碱

基将作为这个位置上的候选碱基，将其插入到调和序列中。假如在向右扩展时，

如果Sk和Q比对时比对值一直没有提高则将比对值取最大值的点作为Su的右边的

边界，同样方法也可以确定下来sk左边的边界。由此可以在比对过程中确定每个

1-mer种子周围的边界。计算出来一个重复体家族中的调和序列后，为了避免重复

查找算法可以根据这个调和序列刷新1一met种子表中种子频率。

算法主过程伪代码如下：

Algorithm RepeatSearcher(S，l，m，”

Input：string S oflength n，seed length‘minimum repeatfrequency m，banding constraint b

Output：every repeatfam逊一s consensl,ts sequence

1． 1-mer_table p Build I-merTable(S，1，m)

2． Q：consensus sequence

3．1-merseed P most frequency seed in 1-mer—table／*seed's hash table*／

4． IF NOT any l-merseed satisfy the condition THEN exit

5． Extend_Right(S，l-mer_seed，b，Q)

6． Extena Left(S，1-mer_seed，b，Q)

7． IF(Q．right—Q．1eft之GOODLENGTH)

8． write Q into the output file：Q’S length longer than GOODLENGTH

9． Updata_l-merTable(Q，t-mertable)

10． GOTO step 3

11．ELSE
。

12． Updata．．I-mer_Table(Q，I-mer_table)；

13． GOTO step 3

14．the output file is our result which list every repeat family’s consellSU$sequence

过程Build 1-mer_Table(S，l，m)扫描一遍输入的基因组序列，判断基因组序列

中所有长度为f的序列片断出现的频率和位置，然后在hash表中以种子序列为关

键字记录这些序列片断的频率和位置。这些长度为f的序列片断就是算法的候选



第三章基于BLAST的重复体识别算法

l-met种子。种子刷新过程Updata_l-mer_Table(Q，l-met_table)根据上一节最后提到

的刷新方法刷新种子列表中种子频率。

比对分值是扩展过程的主要依据。它可以通过多重循环来实现，比对分值

S(QkN；Si)可以很快的通过上一次的计算结果s(Qk；si)计算出来。令比对的偏移量

为第k次循环插入的数目减去删除的数目，接着计算和存储每一个偏移f(fE

[一b，b])的比对分数巅Qk；sO，这里同时借助了有限制的动态规划思想让b作为

比对带宽的约束值，空位的插入只在这个范围内实现。《QkN；S0(fE[_b，b])可以

使用上一次循环的结果按照公式3—3计算出来。在程序计算过程中相应的减小b

值可以提高算法的计算速度。下面给出了计算目标函数扩展种子序列过程的伪代

码：

Subroutine Extend Rigbt(S，I-mer_seed，b，Q)

Input：swingSoflength珥selectedl-merseed,bandingconstraint 6J

Output：COY口enslI$sequence which have extendedright

1． initial SCOres[0—1】fo—n·1】f-b一+b】

2． initial master[2L+1] ／*score the consensus sequence．L denote howfar t0 extend*／

3．t FORY‘一L★I TO 2L七I 卜determinemaster[yJandscore[y％硝n【】’I

4． FOR a一0 TO 3 p10_3)equal(A一．C．G1’f

5． FOR np 0 TO N-1 I*Nis the number ofseed's occurrence’f

6， FOR offse_l-．bTo+b

7． bestscore=maxogut(s(Qya,Sn))

8． bestseore_a+=bestscore

9． best__a=a max the bestscore_a

10． master[y]2 best_a

1 1． IF the telal score have not increased after 200 intervals THEN break

12．Q=master

子过程Extend_Left(S，1-met seed，b，Q)和子过程Extend-Right(S，1-mer_seed，b，

Q)的算法过程相似，其区别只是种子的扩展方向不同，y是从L至lJl。

3．2．3算法分析

算法主过程RepeatSearcher(S，l，m，b)的时间复杂度依赖于子过程

Extend—Right和Extend_Left的时间复杂度。子过程Extend Right是一个多重循环

过程，第1层循环从种子的右边第一个位置开始直到得到最大目标函数值或者到

最长允许的比对长度为止，第2层循环对每个碱基循环计算，这里以DNA序列

为对象，所以循环次数为4。第3层循环的循环次数为当前种子的频率，最后一



大规模基因组中重复体识别算法的研究

次循环计算次数为2b，2b为算法的计算窗口大小，从当前比对位置向左右偏移b。

从上面分析可以看出扩展过程运算次数为L×N×2bx4，时间复杂度为O(LxN)。

Extend Left的时间复杂度和Extend Right相同。创建l-mer种子列表的过程是一

个线性的过程，顺序扫描一遍输入序列就可以创建完成种子列表。刷新种子频率

过程的循环次数是种子列表中频率大于重复体最低频率的种子数c。乘以调和序

列O中种子的个数c。，所以这个过程的时间复杂度为o(c。co。刷新种子列表过

程可以大大减少主过程的循环次数和扩展过程的循环次数。综上所述可以分析出

算法的时间复杂度为O(MN)。

算法在运行过程中存储种子信息到hash表中，这个表的大小和输入序列中种

子的重复度有关系，最坏情况下表的大小将是种子长度，乘以序列长度N，最好

情况下表大小为1。扩展过程需要存储每次比对的分值，因为第k次的运算结果

可以作为第k+1次的输入，所以算法的比对分值的存储空间大小为种子类型数Is{

乘以每个种子出现的频率F。d再乘以总的偏移2b，最后乘上种子可以扩展的最大

长度L，总空间为2bL『S}Fs。cd。存储调和序列的空间大小为2LW(L为左右运行

扩展的最大长度，，为种子的长度)。最后需要存储的是基因组序列。根据上面的

分析，算法的空间复杂度为O(M+N)(M由种子扩展长度L，计算偏移b，种子

类型数目Isl和种子频率决定)。

3．2．4实验结果及性能分析

程序RepeatSeareher在FreeBSD环境上通过C语言实现。Bao and Eddy建议

种子序列长度，=『log。N+11，N为输入基因组的长度。这个值在多次试验中都已经

经过了验证，实验取种子长度，为15。因为RECON算法标准输出只包含重复体

出现次数超过10次的序列，所以bmcr种子频率阚值和重复体频率闺值均为10。

为了简单，两个元素匹配则得1分，不匹配得一1分，插入一个空位得．5分，一个

序列不完全匹配则得一20分。折中算法速度和精度，比对带宽约束值b设为5。为

了限制算法的运行时间，在向两边扩展种子时如果扩展了200次而没有提高目标

函数A(Q；Sl，．．．，s。)的值就停止扩展过程。因为几乎所有重复体家族的调和序列长

度在50到10000之间(BaO and Eddy．，2002)，所以结果中不包含调和序列长度小于

50的重复体。这一章只是简单的测试了算法的效果，更具体的测试见下章。本实

验测试机器为Intel至强3．66GHz，8GB内存的服务器。

3．2．4．I实验结果

实验使用108M的C．briggsaet44j基因组序列作为测试对象。同时使用REcON算

法和R印eatsearcher算法来测试这个基因组序列，计算出基因组中重复体家族的数
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目和各家族中的重复体序列大小，并记录下来算法运行时间。然后拿这两个算法

的运行结幂IRepBase数据库中相应基因组重复体家族的数目及家族中重复体序

列的大小做对比，如表3-2。因为RECON算法的输出只包含重复体出现次数超过10

次的重复体，所RepeatSearcher算法把输出结果中循环次数小于10的重复体序列

去掉。

表3-2：RepeatSea．rcher，RECON的结果中和R印BaSe中的家族个数和总大小，

以及两个算法运行时间

RepeatMasker是在生物信息学中非常有名的重复体分析检测程序，它可以在基

因组序列中找到一个重复体序列的所有相近的家族序列。实验使用RepeatMasker

在C．briggsae基因组序列上分析检测算法REcON和Repeatsearcher的运行结果，表

3-3，qj出了分析检测结果。

表3-3：R叩eatl以askeT在C．higgsae基因组上分析R印eatsearch日和REcoN输出的结果

3．2．4．2结果分析

基于表3．2和3．3的试验结果，这里分别从重复体识别结果和运行时间两个方面

对试验结果进行分析。

重复体识别结果。RepeatSearcher算法在C．briggsae基因组中识别出来了1391个

重复体家族，远远多于RECON的识别结果723个重复体家族，而RepBaseqb已经注

册的重复体数目为594。从使用RepeatMasker重复体分析工具分析两个算法的结果

表3．3可以看／出RepeatSearcher总共覆盖了27．6Mb的重复体序列，而RECON覆盖了

25Mb，两者可以覆盖的共同部分为22．9Mb，有4．7Mb被RepeatSearcher算法覆盖而

被算法RECON遗漏，2．1Mb被RECON覆盖而被RepeatSearcher遗漏，RepeatSearcher

的结果明显优于REcON的结果。根据算法的特点和结果分析，这些区别在于重复

体家族之间的区别和重复体家族序列的边界区别。从总体上来看，RepeatSearcher
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算法的灵明度远远高于RECON，而且RepeatSearcher算法找出的每一个重复体家族

序列的边界更精确。下一章对算法RE值的分析可以很好地说明这一点。

运行时间。REcoN算法直接对整个基因组计算将会导致算法无法运转下去，

所以这里将整个基因组分割为大小为3M(澳JJ试大小)大小的序列，然后逐个计算，

并将总时间计算出来。从表3．2可以看出，RepeatSearcher和RECON的运行时间为

340分钟和3370分钟。从运行时间上RepeatSearcher算法远远优于RECON算法，这

也证明了算法在时间复杂度上的改进。下～章算法将在如何提高算法的精度上做

改进，并将引入概率统计学方法来进一步提高算法的效率。

3．3本章小结

本章根据当前重复体识别算法中存在的问题提出了一种基于BLAST算法具有

精确边界的重复体快速识别算法RepeatSearcher。算法在计算多序列局部比对的同

时定义了每一个重复体序列的边界条件，保证了每一个重复体序列具有精确的边

界。算法结合限制范围的空位插入方法，既提高了运行速度也增加了结果的精确

性。在识别重复体的同时算法计算出来了重复体家族的调和序列。试验结果表明

RepeatSearcher算法的运算速度相对其它算法得到了很大的提高而且也保证了非常

高的精确性，是一种高效的重复体识别算法。下一章将结合概率统计方法继续对

RepeatSearcher进行了改进，并用RepeatSearcher对12组哺乳动物基因组序列进行了

测试。
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当前的重复体识别算法大部分都是以序列比对为中心判断多个序列是否属于

同一个家族，第三章提到的RepeatSearcher算法是通过双序列比对构造多序列比

对来识别重复体。这一章将参照Gibbs采样算法结合种子序列通过统计分析来识

别重复体家族序列，更精确的评估了重复体序列的边界。算法GSRSearcher不但

提高了重复体识别的精度，同时也提高了运算速度。

4．1 Gibbs采样算法

Gibbs采样算法是一种特殊的马尔可夫链蒙特卡罗方法(Markov Chain Monte

Carlo，MCMC)，该算法最早是用于蛋白质序列中的模体(motif)序列识别，其基

本原理是通过随机采样不断更新模体和在各序列中出现的位置以优化目标函数，

当满足一定的迭代终止条件时就得到了最终的候选模体。后来Gibbs采样被整合进

贝叶斯模型并应用于多序列比对，获得了较好的结果。

4．1．1 Gibbs采样算法数学背景

Gibbs采样初始需要一个参数西作为算法的开始点，一个向量集0，一个观

察值y，算法从这些初始参数中找到一个集合分布。采样必须有一个初始的起点

(01(0)，02(0)，．．．，0D(0、，o∞))，然后重复执行下面四个过程：

(1)Sample Ol(㈤fromp(0l 02(“，．，0D(“，o(“，D

(2)Sample 02(i卅’fromp(02『01(⋯)，03(0，．，①(‘j，)

(3)Sample eD(H’fromp(OD}01(¨)，⋯，O(D-1)(‘¨)，西(”，乃

(4)Sample巾(”1’fromp(O 01(j+1)，，，OD(’+n，的

向量O(0)，0(¨，．．．，0(0表示马尔可夫链实现的表示，其中0 t到0的转移概率定

义如下：

取0l，0)。p(Oll02’，．，eD’，由’，D。p(02101，03’，⋯，OD’，o：的×⋯×

p(％101，．．，，0(D—1)'掣，的 公式(4—1)

从上面过程可以看出当i趋于一时，(el(“⋯．，OD0)，①(o)的联合分布从几何上

趋于p(el，．．．，0D，①J的。
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4．1．2多序列比对中的Gibbs采样算法

Gibbs采样算法在生物信息学中主要应用是检测和比对蛋白质序列或者

DNA序列中的保守区域，而算法不依赖于任何先验知识。算法避免了其它算法(如

EMH51)陷入局部最优的问题，而且保证了算法的速度和敏感度。

(1)算法参量

N：序列的个数

Sl¨．SN：序列集合

W：各序列中模体的长度

J：符号表中残基的个数，如果是核酸序列时J=4，如果是蛋白质序列则

J=20。

cij,k．"模体k位置i上观察到的残基J的个数。j属于1⋯J，i属于O⋯W。

coj表示背景中残基J的数目，在最简单的情况下只有一个模体时k

等于1。．

qjJ：在模体中第i个位置上面残基j出现的频率。i属于O⋯W。qoj表示

残基j的背景频率。

aI‘：序列中模体起始位置向两，k属于1⋯N。 。

bj：每一个残基的伪次数，根据贝叶斯统计【461规则消除次数为0的情况。

B：所有残基伪次数的和，B=yb，
』

(21算法过程

算法是一个循环迭代的过程，主要分为如下几个步骤：初始化，预测刷新过

程和采样过程，下面分别描述这几个过程。

在初始化过程，输入给定了初始序列，有了这些序列表示残基背景出现次数

的参数coj可以很容易计算出来。而所有的c，ti(i≠O)被初始化为0。在每一个输入

序列中随机或者按照某种规律选择一个模体的起始位置ak，根据上面的这些参数

的设定q。J可以被计算出来。计算公式如下：

、一c?ii七b|
gu 2虿j商

，一co．i+b Jgo。2-了2——。

∑co^+占

公式(4—2)

公式(4—3)

在预测刷新过程，随机的选择一个序列并把这个序列中的模体放在背景序列

中，然后刷新碱基出现次数。比如N个序列中的序列S：被选中，则将S：中的模
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体放到背景中，残基出现的次数ciJ和残基的频率qiJ也随之被刷新。序列S：的选

择可以是随机的也可以是有特定顺序的。

采样过程中算法从预测刷新过程选择出来的序列s：中重新选择一个模体位

置。S：中所有长度为w的序列都有可能，这个位置通过对其中所有长度为W的

序列通过权值比较来判断。对于每一个长度为w的片断，权值计算如下式：

Ax=Qx|P|

Qx=lqq。

只=丌q吣

公式(4-4)

公式(4-5)

公式(4-6)

其中Q。表示片断X为模体的概率，P。是根据公式2计算出来的背景残基的

频率。r。表示X片断上面第i个位置上面的残基。当对于每一个长度为W的序列

片断算出了Ax值，算法根据这些值的权重从中随机选取一个新的位置a2。选定的

这个新模体具有更高的权重，因此更有可能是算法需要寻找的片断。因为这个过

程是随机过程，所以不一定选择到的是最高权重的序列，这样也避免陷入局部最

大。

：对所有序列迭代使用预测刷新过程和采样过程，最后可以得到一个可能的比

对结果。对于这个比对算法可以计算出来最大后验概率值(maximum aposteriori

probability，MAP)，计算方法如下：

F 2萋壹c,,j loglogJ=l 等 蚓a切F=∑∑ 等 公式(4—7)
，t1 呵0，

算法的最终目标就是最大化F。下面是算法的伪代码：

I． globalMaxAlignmentProb=0

2． ForIteration=1ToN：

3． Initialize Random alignment

4．LocalMaxAlignmentProb=0：

5． WHILE(not in local maximum and innerloop<MAXLOOP)DO

6． FOR each sequence DO

7，Predictive Update

8． Sample

9． calculate AlignmentProb

1 0． IFrAlignmentProb>IocalMaxAlignmentProb)

I I．10calMaxAlignmentProb=AlignmentProb；
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】2．

13．

14．

15．

16．

17．

not iil IocaI maximum=TRUE；

innerloo—斗：

IF(10calMaxAlignmentProb—globalMaxAlignmentProb)

exit—max found twice

ELSE IⅣlocalMaxAlignmentProb’globalMaxAligrtmentProb)

globalMaxAlignmentProb=localMaxAlignmenlProb

4．2 GSRSearcher算法的引入

上一章中的RepeatSearcher算法通过种子的扩展识别出来了每一个重复体序

列的具体位置，最终求出了重复体家族的调和序列。在确定调和序列每一个位置

上碱基的过程中限定了碱基比对的范围，在这个范围内判断序列的插入，删除和

取代。家族中每一个重复体结束点和调和序列扩展终点的判断主要依赖于当前已

经比对的序列，而没有考虑整个基因组序列空间中背景序列的影响，这势必会影

响到确定终点的精确性。针对这个问题，这一章提出了基于Gibbs采样算法的扩

展过程。

上一节列出了用于多序列比对的Gibbs采样算法。算法目标是找一个固定长

度的模体，这个模体在每一个序列中仅出现一次，模体的选择必须参考背景残基

出现的概率。因为初始时模体在每一个序列中的起始位置是未知的，所以算法的

开始时就必须随机地在每一个输入序列中选择一个模体序列的开始位置作为算法

的初始起点，然后通过刷新和采样过程循环计算得到结果。在重复体识别问题中，

初始的每一个种子序列位置已经知道，而需要知道的是种子序列扩展过程中的终

点位置和调和序列扩展的结束点位置。本章的算法将结合背景频率构建

PSSM(Poskion Specific Scoring Matrix)1471148|来增加识别的精确性，同时在PSSM

的构建中增加空位的插入。

4．3 GSRSearcher算法描述

GSRSearcher算法继承了第三章RepeatSearcher中的以种子序列扩展为核心

的思想，扩展过程结合的Gibbs采样算法的背景考察策略。对于重复体识别问题，

需要解决的问题重点在于调和序列扩展的目标函数，重复体序列扩展的分值计算

方法和调和序列碱基的选择策略。下面几节将展开讨论这几个方面。
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4．3．1目标函数的定义

算法首先构建扩展矩阵，矩阵的横坐标表示重复体的位置，纵坐标表示基因

组中含有的所有的碱基的种类并加上空位。矩阵中的值表示这个位置上的碱基出

现的频率。因为每条家族中重复体的长度都不一定相同，所以矩阵中的横坐标的

长度跨度为N条序列中左右扩展最长的位置，没有扩展的地方用空位填充。空位

在初始序列中是不存在的，这里设定空位相对背景的概率为1，这样空位取对数

后为0，不会影响到目标函数的结果。计算碱基在某一位置上的频率时，需要根

据公式4-2考虑到碱基的伪数目以防止碱基频率为O的情况。示例中简单的设置

A，T，c，G碱基伪频率各为l。

(a)包含相同种子的重复体序列

!⋯1
1 2 3 4 5‘6 7；8 9 10 11 12

T C GI A A：C C A C G

C T T C GI A A：A G．C T

C C C GI A A：T A

C C T T GI A A：T C G

A T C●A A a’T
C A T G

h～、。。。
(b)(a)中序列的频率矩阵

(c)根据频率矩阵(b)算出来的初始概率矩阵

nO●lt■IS

．t

．．

O

l

2

3

4

5

P

S

S

S

S

S



大规模基因组中重复体识别算法的研究

图4-1：构建概率矩阵

上图中的频率表P(S)只是显示了本身看到的碱基的频率，但是并没有考虑到

背景P(M)给这些位置碱基带来的影响。在随机的背景频率下面碱基出现的概率应

为P(SlM)。为了计算得分算法给P(Sl M)取对数，当得分为0时表示序列s在背景

M中出现的概率和在重复体中的概率相等，得分小于0则表示s在背景M中的概

率大于在重复体的概率，得分大于0表示S在重复体R中的概率大于在背景M中

的概率。这里假设各个碱基的背景频率为0．25，那么上图中的频率表将转换为下

面的表。因为空位在背景频率中是不出现的，所以略去空位的行。

表4-1：图4-1(a)中序列的碱基位置概率对数矩阵

表4一l中给出了每一个碱基在各个位置上面作为重复体序列的得分，根据这

些得分值，算法取目标函数为这些位置上面碱基得分之和A：

～№f J n

A=EEEIog≤半 公式(4—8)
k=l i=l，。1 ．,WOj

其中N表示拥有共同种子序列的序列条数，陬『代表第k个序列的长度，J表

示碱基的种类数目，pk。id为重复体序列Sk上在序列矩阵中第i个位置上作为碱基

j的概率。将序列矩阵转化为PSSM矩阵后可以将公式4—8转换为公式4-9，公

式4-9类似于Gibbs采样的目标函数，区别是在这里W’表示重复体序列片断1

到N跨度最长的值，概率Pi。的计算考虑了用空位填充序列不对齐的问题。
矿’， n

彳=∑∑e，，log鲁生 公式(4—9)
l=l j=l Y0，，

c。表示碱基j在位置i上面的频率。算法的目标就是最大化A，当A值在调

和序列的扩展过程中开始递减时扩展过程结束，算法结束。这时候每一条重复体

的位置就是当前重复体的边界，同时也确定了调和序列的最大长度。

4．3．2种子序列的扩展过程

上节介绍了算法的目标函数，解决了调和序列的扩展范围。这个范围确定之
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后算法需要考虑的下一个问题就是如何扩展，每一次扩展时以什么样的标准来选

择候选碱基，这里需要一个合理的比较算法才能达到很好的效果。还有一个问题

就是每一条种子序列的扩展到什么时候结束，即每一条重复体序列边界的定位需

要一个判定函数来衡量，而这个函数必须反映每一条重复体序列在当前样本序列

中的权值。

重复体序列一般是基因组序列中的片段序列，它们在全局上是没有什么特征，

而它们在局部中却有很高的相似度。鉴于这一点，算法在N条种子序列扩展时限

定了相对于当前位置的一个计算范围【-b，b】。式4．10给出了确定当前位置f上面碱

基的分数，其中N’表示当前参与扩展的重复体序列数目，这个数目是随着扩

_Ⅳ· 1 lr哟一也)2／梳】蕃(南一蒜)，O<k<b公热10)
展的进行而逐步减少的，因为部分重复体的边界已经确定下来而无需进一步扩展。

算法判断位置i上面每一个碱基的概率，初始在i位置上碱基j出现的概率为1／N’，

然后判断碱基j在每一个扩展序列中出现的位置相对i的偏移k，这个偏移也就是

需要插入空位的个数，这个过程限定在范围【．b，b】之间，所以O≤k≤b。k取值为

碱基J最小的频率。初始概率减去空位带来的罚分概率则是这个位置上碱基J出

现的概率，然后将每条扩展序列上面的概率相加起来则得到了碱基j在N’条序列

中在当前位置出现的概率。n在这里表示罚分概率的调节因子，以防止罚分概率

过小或者过大的情况。

按照上面提出的扩展过程，算法可以确定调和序列每一个位景上概率最大的

碱基。调和序列上面的碱基确定以后，所有扩展序列就可以构建出来PSSM矩阵，

每条扩展序列上面碱基都有各自的出现频率，算法根据这些频率计算这条扩展序

列是否需要进行进一步扩展。式4-11根据式4-4给出了一条重复体序列的得分，

W’ ／W。

毽=兀q∽／兀吼．。 公式(4—11)
l；1 ， 』；l

当扩展过程达到一定次数而没有增加Rx的最大值时则停止这条序列的扩展。X表

示重复体序列得分最大值的点，ri是当前位置上面的碱基。当扩展种子序列右边

边界时，w’是从种子左边界到位置x的宽度，当扩展种子序列左边时，w’是从当

前位置x到种子右边边界的位置。因为在扩展一边时背景序列只考虑种子一边的

序列。种子序列扩展方向的先后对算法结果没有影响。

4．3．3算法实现

GSRSearcher算法的主要过程和第三章的RepeatSearcher算法相似，因为两者都
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是从种子序列开始，并逐步向两边扩展种子序列直到得到最优值。而两者之间的

区别在于对评分的计算。后者主要通过比对来打分而前者主要通过前景和背景的

概率之比来给序列打分。GSRSearcher算法在调和序列每扩展一个碱基就刷新一次

PSSM矩阵，刷新完成后判断全局扩展结束条件和每一条扩展序列的结束条件，确

定结束点。类似于RepeatSearcher算法，每次扩展完成一个家族以后需要根据求出

来的调和序列刷新其它家族的1．met种子列表中相应的频率。

算法主过程伪代码如下：

Algorithm GSRSearcher(S，L m，b，L)

Input：str／ng S oflength n．seed length 1．minimum repeatfrequency m．banding constraint b

m“extention length L

Output：every repeatfamity 0 ConseFASU$sequence

1． I-mer_table P Build—I-mer．．Table(S，1，m)／*seed's hash table*／

2． Q：consensus sequence

3． 1-mer_seed-most丘equeney seed in l-mertable．

4． IF NOT any 1-met_seed satisfy the condition THEN EXIT

5． Extend RighKS，1-met_seed，b，Q，乙)

6． Extend_Left(S，I-merseed，b，Q，L)

7．IF(Q．right—Q．1eft 2 GOODLENGTH)

8． write Q into the output file：Q’S length longer than GOODLENGTH

9． Updata_l-mer Table(Q，l-mer_table)

10． GOTOline 3

11．ELSE

12． Updata_l—mer Table(Q，l-mer_table)；

13． GOTOline 3

14．the output file is our result which list every repeat family’S consensus sequence

扩展分值s(Q<Lq)．L)是判断扩展过程一个主要的依据，它主要用来判断调和序

列扩展的结束点和每条重复体序列的结束点。扩展过程需要维护一个碱基的频率

矩阵，矩阵是一个5 X L的矩阵，L表示重复体最长可以扩展的大小。每次计算时

不需要更新矩阵中的所有列，而只需更新到扩展到的列为止。扩展过程先根据公

式4-10确定当前调和序列位置上面的碱基，然后根据结果刷新频率矩阵判断扩展

过程是否需要结束，最后判断每一个参与扩展的序列是否已经达到了最优结束点，

如果已经得到最优点则不再需要参与下一步扩展。左右扩展过程计算方法相同。

扩展过程伪代码如下：

Subroutine Extend_RightCS，I-mer_seed，b，Q’L)

Input：string S oflength托selected l-mer seed,banding constraint b,max extention length￡
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Output：come．us sequence which have extendedright

1． initial p[O一4】【O—L-1】产initial P according the input sequence‘／

2． initial master[2L+／] ／*score the com口tS∞sequence．L denote how far to extend*／

3．FORY÷．L+l TO 2L÷l ，’determinemaster[y]andp80～

4． FORa一0TO 3 ／．(n_3)equal(A．互C．G)’7

5． FOR n P 0 TO N一1 I*N is the number ofseed's occurrence．／

6． FoRoffsetP—bTO+b

7． k=rain offset from Y to a／*lookfor the min offset*／

8． score=s(Q弘1)．L) ／*compute a i score*／

9． bestscore_a+=score

10． best a=amax the bestscore_a

1 I． master[y]=best_a ／*conform the element atposition y*／

12． stop=UpdatePSSM(p，S，y)／+UpdataPSSMandjudgethe stopconditionand V

13． ／*／udgewhetheranysequence shouldstop extension*／

14． IF stop=TRUE THEN break

15．Q=master

PSSM矩阵的刷新过程在调和序列每扩展一个位置以后进行，判断扩展过程

是否应该结束。矩阵的刷新过程先统计碱基的频率，然后计算概率，最后根据公

式4-9判断得分值，如果得分值不再增加则停止扩展过程。这个过程在目标函数

定义中进行了阐述。过程UpdatePSSM(p，S，y)不但完成这个过程而且在更新完成

矩阵后判断每条重复体的终点。

矩阵刷新过程伪代码：

Subroutine UpdatePSSM(p，S，y)

Input：the Matrix ofprobabilityp,sequences ofextention S．currentposition Y

Output：the updatedmatrixp andwhether to extendcontinually

1．IFYEQUALLTHENRETURNTRUE

2． update c【0—4】[O—L一1】 ／’create matrix C in thefirst run V

3． compute p[0--4][0--L-1]

4． compute F ／*according toformula 4-9*／

5． IF F continually decrease after extended 200 repeats THEN RETURN TRUE

6．FOR i一1 TO lSI

7． compute码of Sl ／*according toformula 4-11V

8， IF＆continually decrease after extend 50 repeats THEN remove Sl

9 IF ISl o 0 THEN RETURN FALSE I～till have any sequence*／
10．ELSE RETURN TRUE
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4．4算法分析

GSRSearcher算法主过程由扩展过程Extend和种子列表刷新过程组成，主过

程的时间复杂度主要依赖于扩展的时间复杂度。过程Extend Right(S，1-mer seed，

b，Q，L)中的3到11行确定调和序列当前位置上面的碱基。第一个循环从L+f到

2L+，，长度L为最长可扩展的长度，这是根据生物学重复体一般长度预先设定的

常数值。第二层循环表示4个碱基，第三层循环n表示扩展序列集合s中拥有序

列的条数，最后一个循环是需要计算候选碱基得分的范围。根据这些值可以确定

3到11行的计算次数为L×4XNX2×b，b的取值一般比较小，所以时间复杂度

可以写为O(LN)。过程UpdatePSSM(p，S，y)的时间复杂度由两部分组成，一部分

计算PSSM矩阵，一部分是判断每一个当前重复体的得分。PSSM矩阵的规模为

5×L，所以这个过程的计算次数为5L。N个当前重复体需要计算N次，根据这两

部分的计算量可以推算出来过程UpdatePSSM(∞，S，y)的时间复杂度为O(L+N)。结

合第三章中对刷新种子列表过程时间复杂度的由此可以得出算法总的复杂度为

O(MN)。虽然GSRSearcher算法和RepeatSearcher算法在总的时间复杂度上是相

同的，但是GSRSeareher算法在判定最优比对时省去了针对每个偏移的计算过程，

所以总的速度上优于算法RepeatSearcher。

和RepeatSearcher算法相似，GSRSearcher算法也是将种子列表存储到hash

表中，hash表的大小和种子的重复度有关，最坏情况可以到种子序列长度，乘以

基因组序列长度N，最好时只需要z。扩展过程中需要存储PSSM矩阵并在其上

进行运算，前面已经提到PSSM矩阵的规模为5×L，存储相同种子序列需要空间

大小为N×L。判断每一条扩展序列过程都需要一个存储空间存储当前的得分值，

这里需要N个存储空间，N代表家族种子的频率。最后存储调和序列和输入基因

组序列需要长度为2L+f的扩展存储空间和长度为N的基因组空间。这样算法的

总的空间复杂度为O(M+N)(M由扩展长度L和种子序列种类数目和种子频率决

定)。和RepeatSearcher算法相比这里少了计算每个偏移得分的存储空间，所以

GSRSearcher的空间复杂度优于RepeatSearcher。

4．5实验结果及性能分析

算法GSRSearcher在FreeBSD环境上通过C语言实现，种子序列长度依照

RepeatSearcher算法的值取『log．N+ll。因为RECON算法标准输出只包含重复体

出现次数超过lO次的序列，所以l-met种子频率阂值和重复体频率阈值均为10。

比对带宽约束值b设定为5。为了限制算法运行时间，在向两边扩展种子时如果
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超过了200次而没有提高目标函数则停止扩展过程，扩展结束。限定每一个重复

体序列在扩展50次之后还没有提高重复体得分函数则这条种子序列扩展结束。重

复体最大扩展范围设定为10000，算法在结果中丢弃了长度小于50的重复体序列。

计算重复体序列中碱基频率时，设定每种碱基的伪频率为各种碱基在输入序列中

出现的频率，这样伪频率也呈现了背景的频率。实验测试机器为Intel至强

3．66GHz，8GB内存的服务器。

为了验证算法的性能，进行了两方面的实验。首先从RepBase数据库中抽取

了12组重复体家族序列，验证算法在识别重复体家族时的准确性。这12组基因

组序列在2004年被录入NISC数据库中。这里使用RECON算法，第三章的

RepeatSearcher算法，GSRSearcher算法的结果和RepBase中已经注册的重复体家

族序列标准结果做比较。因为RECON算法直接计算特大的基因组时一次计算耗

时太长，所以先将大基因组分成小段，同时运行，然后再对所有结果合并。最后

从这12组基因组中随机抽取了Cow、Dog、Horse和Pig四个家族基因组序列来

对几个算法的结果进行分析，测量算法确定边界的精确性。

4．5．1实验结果

表4，2：用于测试的12组基因组序列(Gi是对基因组序列名称的缩写)

在每一个基因组下应用算法RECON，RepeatSearcher和GSRSearcher。通过

算法运行时间，识别出来重复体家族的个数和RepeatMasker在重复体数据库中覆

盖出来的重复体序列大小来判断这几个算法的运行效率，并且拿算法识别出来的

结果和RepBase数据库当前标准作了比较。表4．3给出了几个算法针对不同输入

序列的运行时间，表4．4给出各算法结果通过RepeatMasker在RepBase数据库中

覆盖出来的重复体序列大小。图4．2描绘了各算法识别出来的重复体序列家族数

目。

表4-3：12组基因组序列应用于各算法的运行时间

运行时间(M) Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10 G1l G12

6350 6783 6803 32，3 40，5 45．4 46 28．9 50．2 49．6 59．1 35．2

480 489 492 6．5 7．4 7．8 7．8 5．5 8．3 8．0 9．1 6．6

352 374 378 4．9 5．4 5．7 5．8 4．7 6．8 6．5 6．9 5．1

RECON

RepeatSearcher

GSRSearcher
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表4．4：识别的重复体家族序列的大小

重复体大小(目Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10 Gll G12

RECoN 829．33 1249．53 475．12 9．55 19．6 3．74 16．82 4．61 13，29 9．25 9．71 9．52

RepeatSeareher 643．28 1214，31 529．09 11．05 15，4l 3．03 16．7 5．98 13．8 8 99 10．3 9．12

GSRSearcher 655．36 1239．04 522．24 11．23 17．9 4．51 16．82 6．13 14．67 lO．6 11．8 10．04

RepBase 993．28 501．76 501．76 9．24 11．88 2．63 7．23 4．8 16．2 7．95 6．6 8．86

表4—5：RepeatMasker对各算法识别出来重复体覆盖结果

覆盖结果(10 G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10 G11 G12

RECON 35260．2 25770．3 18392．3 20．1 45．3 7．4 24．9 12．6 36．1 17．1 15．9 15．4

RepeatSearcher 31821．3 22950．1 20381．6 31．8 40．7 6．8 24．6 13．8 38．6 15．7 17．6 15．2

GSRSearcher 32940．8 24236．8 20995．2 35．1 42．8 7．6 25．3 14．4 42．1 19．1 19．1 17．5

图4-2：算法RECON，RepealSearcher,GSRSearcher识别的重复体数目和RepBase中的数目

实验从这12组结果中选取了Cow、Dog、Horse和Pig四个基因组序列的结

果，针对算法RECON，RepeatSearcher和GSRSearcher识别出来结果中的15条重
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复体家族调和序列计算出来了第二章提到的RE值。通过比较RE值可以很容易
的看出算法敏感性。如图4．3所示。

4。5．2结果分析

从表4—3的结果中可以看出算法RepeatSeareher和GSRSearcher的运算时间远远

优于算法RECON的运行时间，而且基本上和输入序列的大小成线性比例的。而

RECON算法在针对大型基因组序列时必须分割分析才能计算下去。GSRSearclaer

family numb目

Horse

family number

family number

family number

图4-3：算法RECON、RepeatSearcher、GSRSearcher针对Cow、

Dog、Horse和Pig基因组识别结果的RE值对比

相对RepeatSearcher提高了局部比对时的时间，所以运行速度快于RepeatSearcher算

法，这个从运行结果中可以很明显的看出来。

图4-3给出了各算法针对每组基因组序列识别结果的比较，可以看出

RepeatSearcher和GSRSearcher算法识别出来的重复体家族数目均大于RECON算法

艇5}帖柏鲐∞巧∞”∞，
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的谚’别数目。因为前两种算法都是基于同一种子序列识别算法，区别只是在种子

序列频率刷新时产生的差异。从表4．4给出的算法识别结果大小和表4．5给出的通过

RepeatMaskerI具针对重复体家族序列RepBase上面覆盖出来的结果来看，

RepeatSearcher和GSRSearcher算法大部分情况下都优于RECON算法。

RepeatSearcher算法大部分情况下面在判断重复体家族序列边界时没有考虑全局背

景影响，所以导致它的识别结果一般少于GSRSearcher算法。

从图4．3的四组基因组序列中重复体家族序列的RE值可以看出本文算法的

RE值明显大于算法RECON结果的RE值。因为种子频率列表刷新和边界精确度

不同的原因，算法GSRSearcher的I也值优于RepeatSearcher。

4．6本章小结

本章算法是在第三章提出的基于高度保守的种子序列并通过计分比对扩展调

和序列和识别重复体边界的算法基础上提出来的。算法结合PSSM矩阵的概率统

计方法对调和序列的扩展过程和每条重复体序列的扩展过程进行了概率评估，并

且参考了背景碱基对重复体序列的影响，使输出结果精确度更高。同时算法使用

在比对范围内采集得分位点的方法代替全比对降低了算法的时间复杂度和空间复

杂度，提高了算法的效率。

算法可以在并行环境上同时对多个家族的重复体进行扩展处理，这样将大大

减少算法的运行时间。算法下一步的改进将是对其做并行化处理和提高算法对各

种类型重复体的特异性。
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第五章结论与展望

随着人类基因组计划及其它的模式生物基因组计划的实施和研究的进一步深

入，各种新的基因组序列不断被发现，基因组数据库也随之成倍的增长，海量的

数据需要高效的算法来进行处理。对这些新发现的基因组序列进行分析并对其进

行归类成为当前最为紧迫的任务之一。重复体识别就是对这些新发现的基因组进

行分析的一个主要方法，通过重复体识别方法可以将基因组中存在的家族进行分

类并将不同的重复体序列归类到各自的家族中。这对识别重复体家族的功能和预

测家族的结构提供了非常重要的信息。虽然当前已经存在了很多重复体家族识别

算法，比如基于已知的重复体数据库识别方法和基于最高相似对的方法，但是这

些方法都有各自的不足，所以还需要改进现有的方法和探索新的识别方法。

本文首先介绍了生物信息学的研究内容和当前进展，并且介绍了重复体识别

问题在基因组分析中的重要性。接着用数学方法定义了重复体识别问题，介绍了

重复体分类。着重描述了重复体识别问题中牵扯到的局部序列比对，调和序列和

识别算法结果的评判标准。将当前存在算法分为基于已知的重复体数据库算法，

基于序列比对的识别算法和其它的识别算法，并各自举例说明了各种算法的特点。

最后重点介绍了当前流行的基于高分相似对的Single Linkage Clustering

Algorithms和RECON算法。

接着本文提出了两个基于基因组高频率种子序列扩展的重复体识别算法：

RepeatSearcher和GSRSearcher。RepeatSearcher算法也延续了比对的策略，通过

两两局部序列比对构建多序列比对，逐步扩展调和序列和重复体序列来定义重复

体家族各序列的精确边界并求出家族的调和序列。GSRSearcher算法同样延续了

高频率种子序列扩展的方法，但是扩展过程通过概率统计来判别，加上背景概率

对重复体的影响，再结合空位罚分的策略不但使算法的精度有所提高而且降低了

算法的运行时间。最后算法通过在人类x染色体，大鼠x染色体和小鼠x染色

体[49}150】【511等12种哺乳动物基因组序列上进行了测试，结果表明本文提出的基于

种子序列的算法是非常高效的算法。

虽然本文提出的算法在精度上和时间上都有所提高，但是算法还存在许多需

要改进的地方。这两个算法都是可以通过并行化大大提高算法的运行时间。下一

步的工作可以通过并行化改进这两个算法的运行效率，缩短运行时间，同时研究

算法对各种类型重复体的特异性，提高算法灵敏度。
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