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摘 要

上个世纪so年代，人类基因组计划的实施标志着生物学的发展进入了基

因组时代。这个时代最显著的特征是各种分子数据呈现爆炸性增长。随着

www的蓬勃发展，通过因特网来传播生物信息是最快捷和最方便的手段。然

而，由于生物数据的复杂性、庞大性以及生物数据格式的复杂性、多样性，使

得生物数据的获取和整合变得十分困难。与传统数据库中高度结构化的数据相

比，Web上的数据最大特点就是结构化特征较弱，通常是半结构化的，甚至是

无结构化的，而且每个数据源都是分散的、自治的，生物学家们要想获取相关

数据异常得艰难。因此，如何有效地发布、传输及整合来自不同数据源的数据 ·

是当前生物信息学和基因组、蛋白组科学中的重要课题之一。以XN(L技术为

核心的Web Services是下一代Internet，已经被业界广泛应用于电子商务。作

为一种完全结构化的数据格式，XML被生物信息团体用来描述生物学数据。

本论文以Web Services跨平台的特点，在分布式的环境中发布和整合以XML

格式的生物数据。

    利用抑制削减杂交和基因芯片技术获得一批黄抱原毛平革菌

(Phanerochaete chrysosporium)特异表达的EST序列，使用Phrap, EMBOSS,

Blast, GENSCAN, MZEF软件，基于Linux操作系统，构建了ES丁序列分析

系统，完成了从 EST和基因组 Blast数据库的构建，载体序列的去除， EST

序列的分类和组装，EST序列在基因组上的定位，外显子和内含子的识别以及

基因预测。并通过使用perl语言结合bioperl模块编写的脚本程序使分析过程
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自动化，从而可以快速地对大批EST序列进行分析，为克隆相关基因及研究黄

抱原毛平革菌功能基因组学提供有用的信息。
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Abstract

    In 90s of last century, the development of human genomics project indicated

that biology has stepped into the age of genome. The most remarkable characteristic

of the age is the volume of biology data growing at an exponential rate. More and

more genomes are being sequenced and annotated, and the data of proteins and

genes are accumulated. With the rapid development of WWW (World Wide Web),

biological data are mostly digital and stored in a wide variety of formats in

heterogeneous systems. Biological data exist all over the world as various web sites,

which provide biologists with much useful information. However, the complexity of

biological data and the variety of data formats make it difficult to retrieve and

integrate the interesting data. Comparing with the traditional structured data, the

biology ones locating at Web are semi-structured or no-structured, and have

heterogeneous formats. Therefore, retrieving and integrating biology data is a very

important task. Recently, it is widely reco咖zed that exchange, distribution, and

integration of biology data are the keys to improve bioinformatics and genomics in

post-genomic era. The eXtensible Markup Language (XML) is rapidly spreading as

an emerging standard for structuring document for exchanging and integrating data

on the World Wide Web (WWW). Web service is the next generation of WWW and

founded upon the open standards of W3C (World Wide Web Consortium) and IETF

(Internet Engineering Task Force). This paper presents XML and Web Services
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technologies and their use for an appropriate solution to the bioinformatics data

exchange and integration problem.

    A number of differentially-expressed cDNA fragments were obtained from

Phanerochaete chrysosporium by using Suppression Subtractive Hybridization

(SSH) and Microarray techniques and 433 of them were sequenced. To manage and

analyze these EST data, based on Linux operating system, the Phrap, EMBOSS,

Blast, GENSCAN, MZEF software were used to construct a platform. The platform

includes constructing EST and genome databases, removing vector sequences,

sorting and assembling sequences, locating on genome, identifying exons and

introns, and predicting genes. Moreover, using bioperl modules, the scripts written

with pert language enable analysis automatically. Results demonstrated that the

robust platform could accelerate data analysis for large-scale EST sequences and

offer useful information for cloning correlative genes and studying the functional

genomics of Phanerochaete chrysosporium

Key words: biological data integration, biological data distribution, eXtensible

Markup  Language  (XML),  web  services,  bioinformatics,  Phanerochaete

chrysosporium, EST
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第一部分 发布及整合核酸数据的Web Services

                平台的构建

                            摘 要

    上个世纪90年代，人类基因组计划的实施标志着生物学的发展进入到了

基因组时代。这个时代最显著的特征是各种分子数据呈现爆炸性增长。因此，

如何有效地发布、传输及整合来自不同数据源的数据是当前生物信息学和基因

组、蛋白组科学中重要的课题之一。随着WWW 的蓬勃发展，通过因特网来

传播生物信息是最快捷和方便的手段。由于生物数据的复杂性，庞大性，利用

计算机和网络技术来收集，整理和交流生物数据就成为必然，也是当今生物信

息学蓬勃发展的原因。然而，与传统数据库中高度结构化的数据相比，Web上

的数据最大特点就是结构化特征较弱，往往是半结构化 (semi-structured)的，

甚至是无结构化 (no-structured)的。而且每个数据源都是分散的，自治的

  (autonomous)，生物学家们要想获取相关数据异常得艰难。本课题旨在建立

一个整合的生物信息查询系统，利用Web Services技术，采用XML (eXtensible

Markup Language，可扩展标识语言)为数据模型，收集整合来自各个不同数

据源的生物信息数据口

关键词 生物数据整合(biological  data  integration)    Web  Services

XML(eXtensible Markup Language)   JAVA  Perl生物信息学

1 引言

    以人类基因组计划为代表的基因组时代，产生了并正加速产生着庞大的生

物数据。几乎生物体各个水平的数据正在呈爆炸性的增长，从 DNA. RNA,

SNP，蛋白到代谢网络等等。截止到2004年5月，GenBank中收录的核酸数

据己经达到201亿碱基。然而，由于收集者的兴趣和采用的数据存储方式的不

同，生物数据以不同的数据格式分散存储在 INTERNET中，我们可以称之为
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生物数据的异质性:包括数据存放的地点(数据源)，数据的文件格式，数据

库的不同，数据库内容的关注点的不同，操作平台的不同以及检索系统的不同。

生物学家如果想获得某一完整的数据，就不得不在各个数据源之间进行查找。

随着后基因组时代的来临，系统生物学开始兴起，以整合的系统的观点分析生

物学问题成为必然，因此，数据整合就成为系统生物学发展的起始的必然的阶

段而受到广泛的重视(Stein, 2003; Stein, 2002; Kitano, 2002)。此外，因为数据整

合是为了获得相关的所有数据，在生物制药中的应用也受到了广泛的重视，因

为，通过整合所有相关的数据，研究者就能找出相关组分之间的联系，因而也

就能更快地找到药物靶标，更快地实现药物设计。

1.1生物数据整合的概念和困难

    数据整合是和应用关联(application interoperability)、应用整合(application

integration)相联系但又不同的概念。数据整合是指收集和存储来自各个不同

数据源的在生物学意义上相互联系的数据。应用关联是指规范化数据接口

  (interface)，使得从一个应用程序产生的数据能直接作为另一个应用程序输入

的数据。应用整合则包括了以上的2个方面，是数据整合和数据关联结合在一

起的使用(Siepel et al，2001).

    生物数据整合是个复杂的工程，从技术角度来说，必须克服以下几个障碍:

    1)分散的数据源:计算机和信息技术应用于分子生物学研究以来，短时

      间内产生数以万计的数据M(Lacroix, 2002).

    2)数据格式的不一致:有传统的高度结构化的关系性数据库数据格式，

      也有半结构化的flat files, text文本格式，完全无结构化的HTML格式，

      同时也有从应用程序中新产生的数据格式 (如Blast等)。数据格式的

      统一严重阻碍了信息交流与整合。

    3)数据源更新的不同步性:各个数据源是自治的，分属于不同的研究机

        构和私营企业。出去公开和不公开的差别外，各个数据源的更新是不

      同步的(Searls, 2003) a

    当前，生物数据普遍采用flatfile格式(包括Genbank, EMBL, DDBJ, FASTA

等格式)来描述和储存。由于缺乏分布式应用，所有的数据必须下载到本地整
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合。而且，flatfile格式是无结构化的标识语言，为了抽提和整合重要的或者感

兴趣的信息，解析flatfile格式是困难的。除了flatfile格式，另一个被广泛用

来传播数据的是HTML(Hypertext Markup Language)，作为一种半结构化的标

识语言，解析同样是困难的。为了克服上述格式的不足，XML作为一种新的

可扩展的标识语言诞生了。最初的时候，XML是为了解决在电子商务中传输

和整合数据的。然而，由于其良好的可扩展性，开始被用于去描述生物、化学、

数学等专门学科领域的数据(Archard et al., 2001; Haas et al., 2002; Benini et al.,
2003; Goesmann et al，2003)。

1.2  Web Services

    以XML为核心的被誉为下一代的互连网的Web Service，如今己经开始应

用于电子商务中，Web Services具有一些重要的特性从而克服了上述的困难((De

et al., 2004):

    1)       Web Services形成一个分布式环境并支持远程过程调用(RPCs,

            Remote Procedure Calls)。作为一种跨平台的分布式环境在生命

            科学中日益显得重要。通过分布式的环境，能最大效益地利用

            互连网。这样，一些花费大 (包括硬件本身及其所处理的庞大

            数据)的应用程序可以直接在远程的大型服务器中调用执行。

    2)       Web Services是以XML为基础的。这一点非常重要，因为XML

            具有完全结构化的特点，利用计算机进行解析是方便的.

    3)       Web Services的组件是松祸合的。传统的数据整合必须紧紧捆绑

              于上游的数据源。当数据源发生改变时，数据整合就会失败。

    4) 在通信方面，Web Services依赖于开放式的Web标准:TCP/IP,

            HTTP和XML。包含过程调用、描述、发布、查找、绑定等内

            容的更高级的协议基于XML语法。因为多种平台都广泛支持开

              放式标准，并且开放式标准可越过防火墙传输信息，所以开放

            式标准能够确保内部可操作性以及无须紧紧捆绑于上游数据

              源。

    SOAP (Simple O场ect Access Protocol), WSDL (Web Service Description
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    强XML在生命科学中的应用，并使其规范化。而且BioXML采取开

    放源代码的政策，任何人都能参与开发和错误修订。

6) SBML(Hucka,  et  al.,  2003): the  Systems    Biology  Markup

    Language(http://www.sbmi.org/)

表1  XML在生命科学中的应用

Table l  The XML application in biology science

Title URL Description

httpJ/www.bioxml.org/P闷眯ts/ganteJ

http://www.bioml.comBIOML/

http://www.labbook.com/products/xmlbsml.asp

http://www.agavexml.org/

DAS

ProML

PROXIML

MAGE一M

GG

Ce11M1

CMI

SMBI

XEMBL

GIB

BIND

h即://biodas.org(

http://cartan.gmd.de/promiweb/

http://www.cse.ucsc.edu/%7Edouglas/proximl/

httpJ/www.mged,org/index.html

http://www.gencontology.org/

http://www.cellml.org/

http://www.=I-cmi.org/

http://www.eds.caltech.edulerato/sbml/docs/

http://www.cbi.ac.uk/xembil

http://gib.genes.nig.ac jp/

http://www.binddb.o叼

Genome Annotation Markup Language

BIOpolymer Makeup Language

The  Bioinformatic   Sequence   Markup

Langauage

Architecture  for  Genomic Annotation,

Visualization and Exchange

Distributed Sequence Annotation System

Protein Markup Language

PROtein eXtenslble Markup Language

MicroArray Markup Language

Gene Ontology

Cell Markup Language

Chemical Markup Language

The System Biology Markup Language

XML project of EMBL

DDBI Genome Information Broker

The molecular Interaction Network

2 Web Services服务的调用

2.1 构建平台的硬件和操作系统以及软件
本案例使用Pentium 1.8G CPU, 512M内存，18G SCSI硬盘。所用操作
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系统为RedHat Linux 8.0。我们分别使用JAVA, Perl语言来构建Web Services

客户端。所用软件是Jakarta Tomcat 4.1.24,  Java (jasdk1.4.1.02), Apache Axis

1.1以及Apache 1.3.27. Apache Axis是一个SOAP引擎，用来构建SOAP消息，

并获取文档。Perl v5.8.00

2.2        Web Services提供商

    本案例所有调用的服务均来自DDBJ XML中心(Sugawara et al., 2003)，该
中心提供如下服务:

表2  DDBJ Web服务列表

Table 2 The list of DDBJ Web Services

Name UR工

BLAST Demo

Blast

Clustal W

DDBJ

ExClustalW

Fasta

GetEntry

Gib

http://xml.nig.ac jp/wsdl/BlastDemo.wsdl

http://xml.nig.ae jp/wsdi/Blast.wsdl

http://xml.nig.ac jp/WsdYCIustalW.wsdl

http://xml.nig.ac.jp/wsdl/DDBJ.wsdi

http://xrnl.nig.ac jp/wsdi/ExClusta]W.wsdi

http://xml.nig.ac.jp/wsdUFasta.wsdi

http://xml.nig.acjplwsdVGetEntry.wsdl

http://xml.nig.ac jp/wsdi/Gib.wsdi

http://xml.nig.ae.jp/WsdVGtop.wsdl

http:/fxml.nig.ac.jp/wsdl/PML.wsdl

http://xml.nig.ae jp/wsdVSRS.wsdl

http://xml.nig.acjp/wsdl/TxSearch.wsdl

GtoP
脱
sRs

XML Central of DDBJ

XML Central of DDBJ

XML Central of DDBJ

XML Central of DDBJ

XML Central of DDBJ

Xlv[L Central of DDBJ

XML Central of DDBJ

XML Central of DDBJ

XML Central of DDBJ

XML Central of DDBJ

XML Central of DDBJ

XML Central of DDBJ

2.3 调用Web Service。服务获取XML格式的核酸数据
2.3. 1获取XML格式核酸数据的技术流程

    XML Central of DDBJ提供的GetEntry服务其中有一项功能让客户端获取

XML格式的核酸数据，其方法为getXML DDBJEntry，该方法在GetEntry.wsdl
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第二部分 Linux平台下EST序列分析系统的构建

                            摘 要

    利用抑制削减杂交和基因芯片技术获得一批黄饱原毛平革菌特异表达的

EST序列，使用Phrap, EMBOSS, Blast, GENSCAN, MZEF软件，基于Linux

操作系统，构建EST序列分析系统，完成了从EST和基因组Blast数据库的构

建，载体序列的去除，EST序列的分类和组装，EST序列在基因组上的定位，

外显子和内含子的识别以及基因预测。并通过使用perl语言结合bioperl模块

写的脚本程序使分析过程自动化，从而可以快速地对大批EST序列进行分析，

为克隆相关基因及研究黄抱原毛平革菌功能基因组学提供有用的信息。

关键词 黄抱原毛平革菌，EST序列分析，生物信息学，基因预测, Linux

操作系统，bioperl

1引言

    黄抱原毛平革菌((Phanerochaete  chrysosporium)是研究木质素降解的一

种十分重要的模式真菌((Cullen, 1997)。目前，该菌用于降解木质素的一些基因

己经被克隆，但是研究该菌在降解木质素过程中差异表达的基因还没有相关的

报道。本实验室利用高灵敏性的抑制削减杂交和高通量性的基因芯片技术对此

进行了研究，共得到了一批该菌具有2d和3d差异表达的序列标签(Expressed

Sequence Tags, EST)。抑制消减杂交(suppression subtractive hybridization, SSH )
是一种强有力的研究工具，帮助研究者对两个 mRNA群进行比较并获取在两

个群中差异表达的基因，特别适合微量表达的mRNA(Diatchenko et al., 1996).

而基因芯片可用于分析基因表达的特征，上千个基因可通过一次杂交得到检测

(Schena et al., 1995; Schena et al., 1996; DeRisi et al., 1997)。将二者结合，对基

因表达调控的研究有着潜在的巨大优势(Yang et al., 1999)。首先，SSH芯片能
通过一次杂交检测上千个未知基因;其次，差异表达的基因可以通过 SSH得

到选择性富集;第3，对芯片进行的计算机扫描为两个RNA群的比较提供了

量化的相对丰度值:第4，通过对芯片数据分析后发现的差异表达cDNA讲行
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测序可以一次获得大量特异性EST序列，为进一步研究提供了丰富的材料。

    EST对鉴定基因结构很有用，特别当它们与目标序列来自同一物种时。将

EST序列相互之间及对基因组序列进行比较分析能为发现基因提供重要信息。

对来自不同。DNA文库的EST进行比较还能提供基因表达和mRNA选择性剪

切的线索。而且EST可用作鉴定基因的标签在基因组中探测匹配区域，用于构

建基因组图谱。本实验室自1985年张义正教授在美国密歇根州立大学攻读博

士学位时克隆到数个1动基因以来(Zhang et al., 1986; De et al，1986;

Zhang et al.，1988)，在木质素降解菌分子生物学的研究方面做了不少工作。

最近几年，本实验室研究人员在这方面取得了新的进展。冯红博士在 1999年

通过DNA foo七printing在只chrysosporium木质素过氧化物酶启动子上游鉴
定到两个调控序列:PBEI, PBE2，研究发现PBE1与人类和果蝇的3条基因组

序列中的一段17bp的核昔酸序列完全同源，而PBE2序列则与拟南芥的一条基

因组序列中的一段20bp的序列完全同源，虽然其功能意义尚不清楚，但仍为

木质素过氧化物酶基因转录调控机理的研究提供了重要线索。

    近年来，通过采用计算机和信息技术，大批量的EST序列分析有了快速的

发展。基于EST和UniGene数据库的电子延伸技术(张成岗等，2001;张成岗

等，2003)是一种获取全长cDNA的方法口但该方法的应用有相当的局限性，
原因在于除了人和小鼠的EST数据较多之外，其他物种EST数量较少，大部

分的物种没有相应的EST数据库。例如本实验所研究的黄抱原毛平革菌的EST

序列在公共核酸数据库GeneBank中只有几十条。因此，采用己有的EST序列

延伸获取全长 cDNA的方法是不可行的。但采用此方法，能够在大批的 EST

中尽可能地获取长的EST序列，因此，也是本系统构建的步骤之一。

    随着人的基因组计划的不断深入，许多物种的基因组计划也已经完成或者

接近完成，还有许多物种基因组测序也正在准备中。目前，基因组己经测完并

公布的物种共 140种，正在进行中的有 577种 (详细信息请见:

http://wit.integratedgenomics.com/GOLD/ )。全基因组序列的解读，井不能使人
类对编码基因这一层次有更明确的认识。因此，cDNA测序计划就成为人们了

解编码基因结构与功能的关键所在。通常，人们极其关注不同模型处理下同种

组织中基因表达的差异，进而关注这些差异表达的基因与相应生物表型之间的



.叫丈李硕士李位论文

关联。能否发现真正的差异表达基因，一个共同的问题就是所采用的数据分析

技术及其分析能力能否有效、快速地揭示大量序列数据中所蕴含的生物信息。

    通过比对EST与基因组序列，可以找出该EST在基因组中的位置，确定

其外显子和内含子的区域和边界，并通过各种基因预测软件对相应的基因组片

段进行基因预测，对照EST在基因组中外显子和内含子的结构，从而能够尽可

能找出正确的新基因，为克隆该基因提供有用的信息。本文拟就实验室所获得

的EST序列的分析过程为例，介绍在Linux操作系统下，借助各种软件构建大

规模的EST自动分析系统，并结合具体实例，证明本系统在分析大批量EST

序列中的应用价值。

    通常，所测定的差异基因片段往往只对应于cDNA序列的一段。GenBank

的nr数据库中所收录的cDNA序列也有相当一部分不是全长cDNA序列。因

此，随着序列分析的深人进行，用户将发现全长。DNA序列对于进行后续研究

是十分重要的常规方法是或通过实验研究获得全长 cDNA序列，或直接基于

EST / cDNA数据库进行电子序列延伸。如果尚未构建本地化的电子序列延伸

系统，就必须依赖于网络资源进行分析。但这些资源一般只对注册用户提供服

务。另一个办法是可考虑采用基于UniGene数据库进行电子序列延伸。新版本

的Blast软件己增加了查询UniDene数据库的功能，并可下载该UniGene记录

所对应的全部mRNA / cDNA序列和EST序列随后，用户可将所下载的全部

序列用SequencheTM软件进行拼接分析，得到较长的contig序列。这样就实现
了对所分析序列片段的一轮电子序列延伸分析。该过程可不断重复，直至无法

获得更长的序列，从而可获得较长的对应于用户原始序列的cDNA序列。用户

可据此设计引物物并采用RT-PCR技术对其进行鉴定。不过，由于此过程要

求用户对计算机操作。网络文件传输等比较熟悉，而且该过程较为耗时，一般

不建议用户进行此种操作。倘若有规模较大的核酸序列电子拼接的需求，建议

采用自行构建相关数据分析平台的策略进行。

2 EST序列分析系统的构建

2. 1硬件配置与Linux操作系统的安装
    我们使用的操作系统为 RedHat Linux 8.0，该操作系统可以通过网址
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http://www.redhat.com或其他的镜像站点获取。所使用的硬件配置为:Pentium

N Intel CPU 1.8GHz，内存256M, 18GB SCSI硬盘。这样的小型服务器花费

少，大部分实验室都有能力配置。

2.2数据的获取与预处理

2. 2. 1 EST数据

    本文在江明峰博士的指导下，结合SSH和cDNA芯片技术对限氮条件下

黄抱原毛平革菌2d及3d培养物的基因表达谱进行了系统研究。分别构建了含

1556个3d克隆和含768个2d克隆的2个cDNA文库，并用文库中所有cDNA

片段制备了cDNA芯片。芯片用两2探针杂交:来自SSH的消减探针 (SSH

探针)和由MRNA准备的反转录探针 (R7探针)。几乎所有片段均可与 SSH

探针杂交，但由39.58%的cDNA片段不能与RT探针杂交。本文对结果进行了

详细分析。基于3/2d杂交比筛选的515个克隆进行了测序。所有的序列按照

FASTA格式(张成岗等，2002)存于平面文档(flatfile)中并保存该文档名为

my_db o

2.2. 2基因组数据

    黄抱原毛平革菌基因组由JGI (Joint Genome Institute，隶属美国能源部和

加州大学)测序已基本完成，并于2002年5月第一次公布。可以通过下列网

址 ftp://ftp.jgi-psf.org/pub/JGI_ data[WhiteRot/获取。所获取的数据格式为
FASTA.

2.3 相关程序的获取与安装

    本系统所有软件程序均为免费，可以通过网络下载或直接写邮件至作者获

取。所采用的核心程序和软件包有:Blast程序，由NCBI提供，用于本地化序

列相似性分析(Altschul et al., 1997); est2genome程序，位于EMBOSS (The

European Molecular Biology Open Software Suite)软件包(Rice et al., 2000)，功

能是使EST序列比对基因组序列，确定该EST在基因组上的4;i置及相应的外

显子和内含子区域和边界;Phrap软件包，为载体序列去除、EST序列组装
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(Ewing et al., 1998)，由UWGC (University of Washington Genome Center)提供;

GENSACN，基因预i) 11软件(Burge et al., 1998); MZEF，基因预测软件[171.

Clustalw和T-COFFEE伽otredame et al., 2000)软件为多重序列比对软件。各种

软件的安装说明及使用方式可详见软件包中的说明文档 (即README或

INSTALL文档)以及相关网站。

表1本章中使用的软件及其获取方式

Source and functions of primary programs

程序名称

    下abiel

所属软件包

NCBI-toolkit

获取方式 功能描述

Blast ftp:// ftp.ncbi.nih.gov/toolboxlncbi一ools/ncbilar.gz

EMBOSS

Phrap Phrap

ftp:llftp.uk.embnet.org/publEMBOSStEMBOSS-2

6.O.targz

E-Mail: phg@u.washington.edu

cross_ match   Phrap E-Mail: phg@u.washington.edu

GENSCAN

MZEF

Clustalw

T-COFFEE

GENSCAN

MZEF

Clustalw

T-COFFEE

http://genes.mit.edu/license.htmi

ftp://cshl.org/pub/science/mzhanglab/mzef/

ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/software/unixlclustaiw/

http:t(gs-server.cnrs-mrs.frl-cnotred/Packages/

Bioperl'      bioperl       http:/tbioperi-org/DIST/bioperl-i.2.1.tar.gz

本地化序列相

似性分析

EST 比对基因

组序列

EST序列的组

装

载体序列的去

除

基因预测

基因预测

多重序列比对

更精确的多重 .

序列比对

Perl模块

注:所有的软件包里都附有安装和使用说明，安装前请仔细阅读。*Bioperl并非程序，

11 perl模块。

    为了方便在实验室通过局域网上运行Blast和EMBOSS程序，我们同样安

装了网络版blast(张成岗等，2001)和EMBOSS WEB接口W2H(Senger et al.,

1998)，使用Apache Web服务器。为了客户端和服务器之间传输文件的方便，

安装FTP服务器是个很好的选择，我们使用Proftpd软件。
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2. 4 EST载体序列的去除及Blast数据库的建立

    在服务器上建立相应的目录/blastdb，把存有EST序列的my_db文件上传

至该目录，同样把基因组序列文件WhiteRot上传至该目录。利用Phrap软件包

中的cross一 match程序去除EST的载体序列。在该软件包中，作者收集了一部

分载体序列，存在于vector.seq文件中。在使用程序前，先检查是否已存在所

需的载体序列，否则要把载体序列加在该文件上，或者存为单独的文件，运行

程序时指明载体文件名:$ cross_ match my db vector.seq -minmatch 12 -minscore

20 -screen>my db(注:本文所有的5都表示linux下命令行提示符，其中

vector.seq可以用自己的载体序列文件代替)。然后使用Blast软件包中附带的

formatdb程序格式化数据库:

    $ formatdb -i /blastdb/my db -p F -o T

    $formatdb -i /blastdb/WhiteRot -p F -o T

    formatdb程序的各种参数含义可参见说明文档或者通过运行不带任何参

数的 formatdb程序获得。参数’一。T"不可少，后面使用自动化处理时采用

fastacmd程序取出相关序列是必须的。

2.5数据处理过程及自动化实现

    为了实现分析过程的自动化，我们采用pert语言并结合bioperl来书写脚

本程序。Bioperl是由国际团体共同开发和维护的用于处理生物数据的pert模

块(Stajich et al., 2002)，使用bioperl模块书写pert脚本可以非常方便地控制

est2genome, blast, GENSCAN, Phrap等程序的输出结果，使之能自动成为下

一个分析程序的输入，因此能实现整个过程的自动化。

    整个程序设计思路由以下几个步骤构成:

    从my_db数据库中取出指定的序列。使用NCBI-toolkit软件包中程序

fastacmd: $ fastacmd -d /blastdb/mv db -s <your-sequence_ name>

    冗余EST序列的去除。在所测定的433条EST中，我们发现存在大量冗

余现象，有一些EST是完全一致或高度相似的。为了避免大量的重复性工作，

去除冗余序列是必要的。这个过程可以通过运行myse db内部Blast比对完成。

    序列的组装。通过运行Phrap程序，对高度相似的一批EST进行组装，尽
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可能地获取较长EST序列。

    EST的基因组定位。通过运行Blast (EST比对基因组序列)和est2genome

程序，确定该EST位于基因组中的contig，并定位出该EST序列的外显子、

内含子的区域和边界。

    完整基因的预测。使用GENSCAN和MZEF程序对相应的基因组contig

进行基因预测。对比由EST所确定的外显子、内含子区域和边界，确定可能的

完整基因。

    对预测的完整基因进行更精确的分析。通过Blastx分析，尝试找出同源蛋

白。选择同源性较高的蛋白序列并保存至本地。使用Clustalw和T-COFFEE

程序做多重序列比较，分析其可能的功能及做进化树分析。为了获得更精确的

预测基因，联网至http://genes.mit.edu/genomescan.htmi做基于同源蛋白的

GenomeScan分析(Yeh et al., 2001).

3结果

    按照上述程序设计的思路，结合bioperl模块，我们用perl语言写了2个

脚本程序:Autoaccemble.pl和Est2genoscan.pl，所有的Linux Shell命令集成于

上述2个脚本，并放置在/usr/local/AutoEST目录中。程序代码限于篇幅从略。

完整的源代码、使用方法及系统构建的说明文档可以联网至

http://scbi.scu.edu.cn/AutoEST获得·其中，Autoaccemble.pl实现的功能是EST

序列的分类、冗余EST的去除及序列组装，Estgenoscan刊实现的是EST在基
因组的定位、外显子和内含子的区域与边界，基于基因组序列的基因预测。由

于blastx比对和GenomeScan基因预测所需的硬件配置较高，我们建议通过网

络进行。

    使用该系统，我们已成功地处理了所有的EST序列，得到如下统计结果:

1) 433条EST序列经过聚类分析，去除冗余序列，分为195类。

2)其中119类由1个外显子转录，76类由2个或更多的外显子转录，共决定

121个内含子。

3) 121个内含子中有111个长度在50--60bp之间 占91.34%.

4)有23类EST能匹配基因组上多个位置，推测可能为基因家族成员。
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限于篇幅，我们以一条2d特异表达的编号为ssh2345的EST序列为例介

绍分析结果。该序列长度为234bpo

冗余性分析:ssh2345为单一序列，无高度相似性序列。

序列组装:由于该序列缺乏足够相似序列，组装后的序列和原来相同。步

骤1-2使用命令:$ /usr/local/AutoEST/ Autoaccemble.pl ssh2345完成。

EST比对基因组序列:该序列位于基因组序列contig:  Scaffold 4上，该

Contig长度为509546bp。其外显子与内含子区域为:

类型 长度 任ST边界 基因组边界

1-47一了

6

4

5

Exon-1

Intron-1

Exon-2

Intron-2

Exon-3

109 48-156

157-234

105268- 105314

105315- 105370

105371- 105479

105480̂ 105531

105532- 105609

刁
1

，
1

亡
︺

7

基因预测:使用GENSCAN程序对该基因组序列进行预测，得出如下结果:

类型 长度 起始 结束

40
402
150
198
117
109
104
6

Promotor

  Init-1

  Intr-2

  Intr-3

  Intr-4

  Intr-5

  Term-6

  PIMA

104071

104247

104766

104946

105198

105371

105532

105925

104110

104648

104915

105143

105314

105479

905635

105930

注:限于篇幅，内含子区域从略。Init为起始外显子，Int:中间外显子，Term为末尾

外显子。
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    步骤3.4使用命令:$ lusr/local/AutoEST/Est2genosean.pl ssh2345完成。比

较Exon一卜Intr-4, Exon-2- Intr-5, Exon-3- Term-6，其实际的外显子边界和预

测的完全吻合 (由于限制酶的作用，Exon-1的起始端和Exon-3的末尾端部分

被切掉)。该预测基因CDS长1080bp，编码359个氨基酸。根据我们对黄抱原

毛平革菌己知基因的统计分析，该菌基因的CDS长度一般为800--1500bp，内

含子长度一般为50bp左右，我们认为该预测基因有一定的准确度。做Blastx

分析，并未发现高同源的蛋白序列，认为该基因可能为新基因。于是，就可以

根据预测的外显子设计引物，在两天特异条件下用PCR扩增出该基因。

    以上的分析结果使用本系统可以在几分钟内自动完成。

4讨论

    本文介绍了使用各种软件在Linux下构建大规模的EST序列分析系统，并

通过结合具体实例探讨了该系统在实际应用中的价值。

    使用该系统能否获得好的结果，关键在于3个因素:待分析物种的基因组

测序是否完成、EST序列是否足够丰富以及基因预测的准确性。当EST序列

足够丰富时，就有可能通过序列组装获得全长。DNA。当前，虽然基因预测软

件较为成熟，但通过我们对黄抱原毛平革菌基因组片段进行的基因预测，发现

效果并不理想。由EST确定的121个内含子中，GENSCAN能准确预测到的只

有48个，占39.67%。原因在于GENSCAN和MZEF及其他一些基因预测软件

都只基于人、玉米和拟南芥为模板对其他物种进行预测，从进化角度来说，真

菌与上述3种模式生物的进化关系较远，从而造成基因预测的不准，这也是要

期待解决的问题之一。
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生物信息数据整合与Web Services, XML技术研究进
                          展

引言

    随着 WWW 的蓬勃发展，通过因特网来传播生物信息是最快捷和方便的

手段。由于生物数据的复杂性，庞大性，利用计算机和网络技术来收集，整理

和交流生物数据就成为必然，也是当今生物信息学蓬勃发展的原因。然而，与

传统数据库中高度结构化的数据相比，Web上的数据最大特点就是结构化特征

较弱，往往是半结构化(semi-structured)的，甚至是无结构化(no-structured)

的。而且每个数据源都是分散的，自治的 (autonomous)，生物学家们要想获

取相关数据异常得艰难。

    Web Services将是下一代分布式系统的核心。Web Service提出了一种新

的面向服务的体系结构，它结合了面向组件方法和Web技术的优势。它建立在

W3C和 IETF开放的标准之上，己逐渐成为电子商务、企业界公认的技术准

则a XML是一种新型的完全结构化的可扩展标识语言。Web Service:和XML

技术给分布和整合生物信息数据提供了一个新的方向。

1生物信息数据整合
1.1数据整合 (data integration)的概念

    以人类基因组计划为代表的基因组时代，产生了并正加速产生着庞大的生

物数据。几乎生物体各个水平的数据正在呈爆炸性的增长，从 DNA, RNA,

SNP，蛋白到代谢网络等等。然而，由于收集者的兴趣和采用的数据存储方式

的不同，生物数据以不同的数据格式分散存储在 INTERNET中，我们可以称

之为生物数据的异质性:包括数据存放的地点 (数据源)，数据的文件格式，

数据库管理系统 〔DBMS)的不同，数据库内容的关注点的不同，操作平台的

不同以及检索系统的不同。生物学家如果想获得某一完整的数据，就不得不在

各个数据源之间进行查找，花费大量的时间和精力.而且还不定能找到自己需
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要的所有信A(Searls, 2003)。且随着后基因组时代的来临，系统生物学(Kitano,

2002)开始兴起，以整合的系统的观点分析生物学问题成为必然，因此，数据

整合就成为系统生物学发展的起始的必然的阶段而受到广泛的重视。此外，因

为数据整合是为了获得相关的所有数据，在生物制药中的应用也受到了广泛的

重视，因为，通过整合所有相关的数据，研究者就能找出相关组分之间的联系，

因而也就能更快地找到药物靶标，更快地实现药物设计(Sensmeier, 2003;

Durand et al，2003; Chapman et al., 2003; Yan, 2003; Pincus et al., 2003) 0

    数据整合是和数据关联(application interoperability)，应用整合(application

integration)相联系但又不同的概念。数据整合是指收集和存储来自各个不同

数据源的在生物学意义上相互联系的数据(Anari et al., 2004; Cantor et al., 2003;

Benini et al., 2003)。数据关联是指规范化数据接口‘interface)，使得从一个应

用程序产生的数据能直接作为另一个应用程序输入的数据。应用整合则包括了

以上的两个方面，是数据整合和数据关联结合在一起的使用。

1.2生物数据整合的困难

    生物数据整合是个复杂的工程，从技术角度来说，必须克服以下几个障碍

(Lincoln, 2002; Ideker et al., 2001):

1)分散的数据源:计算机和信息技术应用于分子生物学研究以来，短时间内

产生数以万计的数据源。

2)数据格式的不一致:有传统的高度结构化的关系性数据库数据格式，也有

半结构化的flat files, text文本格式，完全无结构化的HTML格式，同时也有

从应用程序中新产生的数据格式(如Blast等)。数据格式的统一严重阻碍了信

息交流与整合。

3)数据源更新的不同步性:各个数据源是自治的，分属于不同的研究机构和

私营企业。出去公开和不公开的差别外，各个数据源的更新是不同步的。

    由于以上几个因素，要作到对生物信息的整合和对信息的精确查询是非常

困难的，以下的图显示了由于数据源的分散和数据源更新的不同步性所造成查

询记录的错误。
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                    图1 节点的数量与不正确的整合记录关系

Figure 1  Number of incorrect entries in a result set as a function of the number of joins

between data sources. The calculation assumes that for each join between any two data source,

15% of the data retrieved is incorrect. The percentage of incorrect records increases

geometrically with the number of joins and reaches nearly 50% by the 4th join. The calculation

does not take into account records that should logically be included in the results but are

missing due to the absence of cross-reference between data sources

    在这里一个接入点(join?表示不同数据源之间的联系，一般是代表同一

信息的标识符。例如为了查找来自 SWISS-PORT的一条蛋白序列存在于

GENEBANK的所有相关核酸序列，那么这个接入点就是存在SWISS-PORT记

录里的关于GENEBANK的交叉索引一Accession number。上图说明了查询的错

误记录与接入点的关系，如果考虑每一个接入点将收到15%的错误记录，那么

增加到第四个接入点时，错误记录将呈几何数增长，占到整个查询记录的50%.
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因此，用于整合的数据源越多，错误的结果将越多。而数据格式的不一致更是

个突出的问题，从数据管理的观点来看，WW" /上的数据比传统的数据库中的

数据更难管理。传统的数据库都有一定的数据模型，可以根据数据模型来具体

描述和操纵所要整合管理的数据。而 WWW 上的数据类型和数据间的关系非

常复杂，没有特定的模型描述，或者虽有模型但却隐含与数据中，这些都是靠

传统的数据库技术难以解决的。生物数据结构的不规范成为阻碍数据整合的关

键因素，Lincoln Stein(Lincoln, 2002)把当今的生物信息状态比喻为中世纪，文

艺复兴前的意大利，当时意大利分为几个行政区，各个行政区之间语言，重量

的测量等等都不一致，缺乏规范而最终被外敌征服。他呼吁规范化所有的生物

信息，以便能在更大更深的范围内实现信息的共享。

    当然，从技术的角度来讲要完全解决上述问题还是不可能的。所有的数据

整合技术都不得不有意地回避这些问题，采取折中的方式。

1.3生物数据整合的理论研究现状 (方法和策略)

    生物数据整合就目前来说主要有四种方法:数据库联盟 ( database

federation)，数据仓库和数据市场 (data warehouses and datamarts)，专一化数

据库 (specialized databases)，点方案(points solutions).

1.3, 1数据库联盟(database federation)

    该方式又可分为两种(Haas et al., 2002; Siepel et al., 2001)。一种是现实数据

库联盟(Concrete database federation)是把外部的数据直接下载到本地，组成

一个复杂的多结构的数据库然后通过设计复杂的查询系统进行本地化查询。另

一种方式是虚拟数据库联盟 (Virtual database federation)是设计查询系统的中

间平台，把用户提交的查询要求解析成一系列的子查询(sub-queries),然后把这

些子查询分别发送给各个异地数据源，当从各个数据源返回到服务器中后，服

务器对返回的文件进行解析，整合到一个文件中返回给用户。这两种方式各有

优缺点:第一种方式由于把外源数据完全下载到本地，所以可以不依赖数据源，

具有完全自主化，可以根据自己的爱好设计检索系统，缺点是自动化底，不能

及时得到最新的数据，且由于数据库太多，数据库结构过于复杂，对服务器要
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求很高。第二种方式由于不改变外源数据，只是一个中间平台，访问的数据也

是数据源本身，所以能及时得到最新的数据。但由于各个数据源的结构和输出

格式不一样，造成解析文件的困难，因为对于每个数据源都要设计专门的解析

器，但对服务器要求底。

Virtual Database Federation

          图2 虚拟数据库联盟的工作流程

Figure 2 The work principle of virtual database federation

    但从总的来说，数据库联盟只是一个对数据的汇总，并没有从中抽出信息，

也不能改变原始数据，不能插入新的数据。对无用的数据也不能检测和清除。

所以该方式还必须和其他的方式一起使用才行。

    设计虚拟数据库联盟的目的是为了提供给用户对所获取的数据最好的观

察方法，为了作到这一点，必须能获取数据 〔retrieval)并对数据进行抽提

(extraction)。获取数据 (retrieval)通过从那些己经格式化的文档中 (XML,
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flat files, output of a databases query or a tool, or an HTML output)选择文档。从
理论上讲，一个完整的功能强大的数据库整合系统应该能对上述的所有文档格

式进行获取，然而关系将会是异常复杂的。因此，实际上不是每个系统都能做

到这一点。输出的文件格式是由数据源本身决定的。整合系统根据自己关注点

选择合适的数据源，同时有些数据源提供几种格式的输出文件，整合系统根据

自己的技术能力和爱好选择适合自己的文件格式。其中有些文件格式要解析极

其困难，如HTML，作为半结构化的数据格式，HTML语言中没有固定的有实

际意义的标签(tags)，它的标签仅仅是为了显示的(我们通过浏览器所看到的)，
这些标签代表的意义是不容改变的。当然，如果数据源输出的 HTML文件格

式能一直保持不变，解析 H丁ML文件，从中提取信息也是容易作到的。问题

是HTML及易发生变化。而对于解析器来说，即使HTML文件格式中发生了

微小的变化，解析工作就回失败!所以，要整合来自数据源的 HTML文档信

息，维护服务器将花费大量的时间和金钱。

    01子:LION's Sequence Retrieval System (SRS) (Etzold et al., 1993), IBM's

DiscoveryLink(Haas  et  al.,  2001)， geneticXchange's       K1   integration

middleware(Ideker et al., 2001)0

1.3.2数据仓库和数据市场 (data warehouses and datamarts)

    该方法是在上述方法的基础上构建一个自定义的数据库用来储存通过上

述方法整合而来的数据(Kimball, 1996)。同时还得设计应用程序来组织数据库

并提供接口以便适应使用者应用软件来进一步分析这些数据。构建这样的数据

库一般使用数据仓库和数据市场 (data warehouses and datamarts) o

1.3.3专一化数据库 (specialized databases)

    用来进行数据整合的专一化数据库不同于数据仓库。这种数据整合系统合

并了数据仓库和处理系统的特性。例如，有时候我们要对实验室得到的数据作

出及时的反应，而这些数据从实验室出来时是一些无结构性的flat files和text

文本文件，记录间也缺乏内部联系，因此，必须对这些数据进行预处理才能整

合进数据库或者数据仓库，因此这种整合系统应该包含对数据的处理系统。

一49-
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V11子:GeneX (http://www.genex.com),  aMAZE (http://www.amaze.corn/)

1.3.4点方案 (points solutions)

    该方案关注的焦点是找到查询到结果的最短距离。如果给定一组相关的数

据源和所研究的问题，创建一个专门的软件包来回答该问题是可能的。例如，

如果要根据SWISS-PORT的记录找到所有存在EMBL中相关的核酸序列，只

要写一个脚本(script)就行，而无须建立专门的数据库和数据仓库。为了快速

地创建这样的脚本，Perl语言往往是一个好的选择。

    很显然，四种方法各有特点，采取何种方法取决于所要解决的生物学问题。

有时候用一种方法就能达到目的，更多的则必须多种方法组合使用。近年来，

许多数据库团体开始致力于大规模的数据整合。数据整合一般由两个部件组成

(Lacroix, 2002): 1)捕捉(wrapping)数据源，2)把捕获的数据存入数据仓库
或者直接返回给用户口捕捉数据源意味着从数据源查询到数据并把它转换为用

于整合的数据格式。

1.4结语

    综上所述，生物信息数据整合是当今生物信息发展的重点同时也难点之

一。各种信息技术如今都被生物信息学家们用来进行分布和整合生物数据，.但

到今天并没有一个十分好的解决方法。生物数据的复杂性决定了要整合生物数

据将是一个漫长而艰辛的路程。但是，随着信息技术飞跃的发展，随着许多大

公司、特别是商业性的公司参与，如IBM. SUN等，数据整合的方法也在不

停地发展和完善。

2 XML概述与研究进展
2. 1 XML技术概况

2.1.1标记语言

    标记语言早于 Web许多年出现，起起源可以追溯到商业出版初创阶段.

在编辑们准备出版手稿时，常常用符号标记出文本的各个章节。例如，需要用

斜体开始的节就会用字母I来标记，要指明斜体应该在何处结束时，该节的结
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尾也要标记。用于指定文档结构的第一个正式的标记语言是IBM公司在20世

纪60年代创建的。它就是众所周知的通用标记语言(Generalized Markup

Language, GML),最初它被用于标准化IBM的内部文档。不久，它被扩展为

标准通用标记语言(Standard Generalized Markup Language, SGML)o SGML

成为了许多不同工业采纳的信息表示标准。SGML是ISO在1986年所制定的

描述文档资料的结构与内容、实现文档交换和共享的国际标准。它是数据描述、

数据模型化和数据交换的标准，同时又是一种元语言，元语言是一套可以用来

定义其它更专门性的标记语言的通用规则，HTML就是由SGML所定义出来，

专门使用在WWW上的标记语言。

    SGML能描述任何的信息结构与任何复杂的文件，其应用可以简单如

HTML，也可以复杂得像TEI, EAD, CIMI; SGML是完全可扩展的，可以针

对各种类型的文件结构制定出合适的标签集(tag set); SGML是理想的资料储存

格式，提供了相当多的选项功能，可以适用于最复杂的信息处理。SGML并不

专属于特定的平台与特定的应用系统，因此SGML文件可以在彼此不兼容的系

统间交换，不会造成信息遗失，这个特性使得SGML文件可以长久保存。通过

SGML文件内容模块的再利用，使得文件的产生更有效率，SGML文件的内容

可以重复利用，或者被其它的SGML文件使用，不须重新产生内容。同一份文

件内容也可以透过样式表(style she娜以多种显示方式表达出来。

    然而，尽管SGML有上述的特点，或者说优点。但是SGML同样存在着

缺点，不适合现代信息技术的发展。SGML庞大并且复杂的选项功能虽然使得

SGML具有较高的灵活性，但也增加了应用程序开发上的难度，即使 SGML

工具的主要供应厂商ArborText所发表的产品，也没有百分之百支持SGML标

准。事实上，SGML有许多选项很少被应用，如果把这些不常用的选项去掉，

将使得应用程序的开发变得更容易。要能够浏览SGML文件，必须要有文件类

型定义(DTD)及样式表((Style Sheet). DTD定义了文件结构间的关系，样式表定

义了这些结构的显示格式，如果少了DTD与样式表就只能看SGML文件的原

始码。由于目前Web上常用的浏览器只支持HTML, H丁ML文件并不需要DTD

与分离的样式表，因此 SGML文件在 Web上只能通过特定的浏览器(如

Panorama)才能阅读，不过这类的浏览器并不普及。如果希望SGML信息能在
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Web上被大多数人浏览，只好通过转换程序将SGML转成HTML，但这样的

转换往往会造成信息遗失(Information Loss)，原本SGML文件中所标记的结构

在转换成HTML文件后并无法继续存在。Web上的主流浏览器厂商Microsoft

与Netscape支持HTML的发展，但并没有支持SGML的意愿，由于SGML过

于复杂，也只有少数厂商愿意投资开发SGML的相关应用程序，这使得SGML

在普及上存在很大的障碍。

    随着万维网(WWW)的开始兴起，需要一门标记语言来表示在线传输的

电子文档，HTML (Hypertext Markup Language)就是在这样的背景下诞生了。

H丁ML是一种专为 WWW 网页显示及浏览而设计的简易标记语言，目前是

WWW上制作网页的标准语言格式。Tim Bemers-Lee对HTML所下的定义是:

" HTML是一种用以创造超文件的简易资料格式，其所创造出来的文件可在不

同的操作平台间移动”。由此可知，可移植性与简易性是HTML的两大特征。

HTML文件除了包含文字信息外，还可包括声音、影像等多媒体信息，而

HTML的超链接除了网页内的链接，也包括网页之间的链接。毫无疑问，HTML

的成功超出了任何人的期望。然而，尽管如此，HTML的一些局限性越来越不

适应下一代网络技术的发展，特别是对于网络数据交换、分布式应用等方面。

HTML最大的局限就是它的标签集是固定的，而这些标签主要用来指定网页的

显示格式，这个特性使得 HTML只能支持固定、简单的文件结构，而且在信

息再利用、资料交换与机读方面都存在很大的局限。许多相同的信息都有以不

同的形式出版的情况，例如印刷版本、CD-ROM版本、Web版本等，尤其随

着电子出版时代来临，数字化资料不论在复制、编辑、传播上都较传统出版来

得方便，将同样的信息以各种不同的形式出版也变得更可行。如果以HTML

作为电子出版的资料格式，设定不同的显示格式，如标题字体的大小、列表与

表格的使用等，就能产生不同的 Web版本，如果打印出来就是相对应的印刷

版本，但由于HTML文件的资料内容与显示外观是结合在一起，如果原始文

件的内容有所改变的话， 所有不同形式的版本全部都要跟着转换，这道转换

的程序必须耗费不少的人力与时间。如果采用 SGML作为电子出版的资料格

式，由于资料内容与显示外观是分开处理，因此可以避免因原始文件内容改变

而造成所有的版本都必须转换的问题。由于Web的普及，上网人口不断增加，
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使得Web成为资料获取与交换最理想的场所，但由于HTML的标签集是固定

的，利用HTML作为资料交换的格式，很难对每一项所要交换的资料作清楚

的描述。例如:有一家网络书店想要通过 Web从出版商那里取得一些新出版

书籍的书目资料，并希望把这些资料自动转入自己的数据库中，再动态地把新

书信息显示在网站上，书目资料包括了作者、书名、出版社、ISBN.等字段，

以HTML标签来标记这些书目资料，并没有逐一标记每个字段，通常是把它

制成表格的形式，以利于浏览，但如此一来却没有办法利用程序将 HTML中

的书目资料转入数据库中，因为程序没法分辨 HTML文件中哪一段信息是作

者、哪一段信息是书名，就算出版商以SGML来储存书目资料，清楚地描述

每一个书目资料的字段，但一旦要通过Web传送，将SGML转成HTML后，

这些书目资料的字段结构就无法存在了。自动化处理可节省人力操作的成本，

降低人工输入的错误，改善整体作业流程的质量，并提高文件传递的速度。目

前在Web上一些应用程序就是自动化处理的简单应用， 如有些网上问卷调查

或网上投票系统，使用者将填完的问卷调查资料直接传入主机的数据库后，可

以直接实时读取数据库的统计结果。由于 HTML的标签集是固定的，因此

HTML文件所能做的自动化处理事实上有很大的限制。所有文件处理高度自动

化的流程，都必须通过统一的资料格式，而且这个资料格式必须能携带丰富的

内容，从这个角度来说HTML并不是丫种适合作自动化处理的资料格式。

    目前在 Web上使用者可以透过搜索引擎所提供的关键词查询来寻找相关

的信息，但由于目前 Web上的信息不断增加，使得搜索引擎的查询结果往往

会找到太多的信息，而这些信息又不一定能符合自己的信息需求，使用者往往

会花大量时间去过滤信息。搜索引擎的准确率不高是因为所用的查询模式是对

网页进行全文检索，虽然也可以将搜寻的目标限制在HTML文件的Title部分

来提高准确率，但这样又会降低查全率。此外，HTML的不断修订增加了许多

网站额外的维护工作。由于HTML是一个发展中的标准，每当HTML的标签

集不能满足需求时，W3C就会为HTML加入新的标签，推出新的HTML版本。

每当新的HTML版本推出，维护部门就得重新回头检查这些旧版的HTML文

件，看看有没有需要重新标记文件。除了W3C会以官方立场身分修订HTML

外，Microsoft以及Netscape也会伴随着新版的浏览器推出自己的HTML扩展
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标准，而两家厂商推出的扩展标准又不完全兼容，对于许多网站维护人员来说，

每当有新版的浏览器问世，就代表着可能又要对部分的网页重新标记。有些组

织为了避免重新标记文件，干脆决定采用SGML来标记文件，再把SGML转

换成HTML，因为将SGML转成HTML只需通过转换程序批量进行并不需花

费太多资源。

    虽然在因特网上被主要用来传播信息的语言是HTML (Hypertext Markup

Language，超文本链接标示语言)，但是用HTML书写的文档数据模型是半结

构化的。为了有效利用 WWW 上的数据，需要处理半结构化数据源，解决半

结构化数据的查询与整合问题。寻找一个半结构化的数据模型是解决问题的关

键所在。

2. 1. 2 XML

    XML ( eXtensible Markup Language，可扩展标识语言)是 W3C

(http://www.w3c.org/xmi)在19%年底提出的标准，它是从SGML衍生出来的

简化格式，也是一种元语言，可以用来定义任何一种新的标记语言((Needleman

et al., 1999; XML, 1999; Serge, 1999; John, 1999). XML的制定是为了补足

HTML的不完美，使得在Web上能够传输、处理各类复杂的文件，它去除了

SGML复杂不常用及不利于在Web传送的选项功能，让使用者可以很容易地

定义属于自己的文件类型，程序设计员也能在更短的时间开发XML相关应用

程序。XML的发展获得了各界的支持，其中包括了Sun, Mcrosystems, Microsof

t, Netscape, Adobe, ArborTex t等软件大厂。

    XML在最近几年已经成为信息技术中最引人注目的技术之一。不管使用

XML的是哪种平台或者应用程序，它都可以用来描述信息。现在，XML几乎

用于侮一个可能的行业中，比如，医疗，汽车制造以及多数应用(如信息交换，

数据库管理和内容管理)中((Bart et al., 1998; Russo et al., 2001; Franky et al.,

2002). XML来源于SGML (the Standard Generalized Markup Language), SGML

是定义描述不同类型电子文档结构和内容的国际标准。SGML允许你利自定义

标签来定义你自己的标识语言，因此它是一种元语言(met.-language), XML

继承了这个特点(HTML虽然也来源与SGML，但不具这个特点)，就象SGML,
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XML也是一种元语言，允许你自己定义一套标签应用于一个或多个文档。XML

是一群SGML的审核人员兼Web专家所共同制定的，而且不是为了要取代

HTML.就应用层面来看，XML介于SGML与HTML之间，它克服了SGML

过于复杂和HTML缺乏灵活的缺点。制定XML一个非常重要的目标是支持多

重应用领域以及易于开发相关应用软件。XML特别适合用来做数据交换的中

间格式，因为它只是用来规范化存储数据，对数据的应用则交给不同的应用程

序。因为XML文档在文档结构上几乎没有限制，所以需要一些方法将约束条

件置于文档上。为XML文档提供约束可以使得应用程序读取它们时更具完整

性。DTD (Document T扮pe Definition，文档类型定义)是一种将约束置于XML

文档的结构上的方法((Chung et al., 2002)。因此，只要遵循同一个DTD约束的

所有XML文档都能方便地进行数据交流。

XML的主要特点(Achard et al., 2001; Bernadette et al., 2003; Kristensen, 1998;

Aloisio et al., 1999; Kristensen, 1999)0

    (1)简单性。XML为程序员和文档作者提供了一个友好的环境。XML的

严格定义和规则集使人类和机器都能更容易地阅读文档。XML文档语法包含

一个非常小的规则集，使开发者能立刻开始工作。根据文档的结构，DTD既

可以通过一个标准过程创建，也可以由专家创建。XML文档建立在基本嵌套

结构的一个核心集的基础之上。当一层又一层的细节被增加，使结构变得越来

越复杂时，作者或开发者只需要为内部结构的复杂化付出非常少的努力。这些

基本结构可以被用来代表复杂的信息集合，而不需要改变结构自身。XML的

语法分析器也非常容易创建。

    (2)可扩展性。XML在两个意义上是可扩展的。首先，它允许开发者创

建他们自己的 DTD，有效地创建可被用于多种应用的“可扩展的”标签集。

其次，使用几个附加的标准，您可以对XML进行扩展，这些附加标准可以向

核心的XML功能集增加样式、链接和参照能力。作为一个核心标准，XML为

可能产生的别的标准提供了一个坚实的基础。

    (3)互操作性。XML可以在多种平台上使用，而且可以用多种工具进行解

释。因为文档的结构是相容的，所以解释它们的语法分析器就可以以较低的费

用建立。XML支持用于字符编码的许多主要标准，允许它在全世界许多不同
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的计算环境中使用。XML对Java进行了很好的补充，许多早期的XML开发

是用Java进行的。一个用于语法分析器的普通的应用程序接口一 一XML的简

单API (SAX)，可以免费获得。也可获得用C++, C, Javascript, TCL和Python

等编写的语法分析器。目前，XML语法分析器的开发集中在免费的插件上，

这些插件为XML应用提供了语法分析能力，极大地降低了使用XML建立实

际应用的费用。

    (4)开放性。XML所采用的标准技术在Web上是完全开放的，可以免费

获得。W3C组织的成员已经较早地得到了这些标准，不过一旦此标准完成了，

结果就是大家都可获得的。XML文档自身也较为开放，任何人都可以对一个

结构良好的XML文档进行语法分析，如果提供了DTD，还可以校验这个文档。

    XML和HTML虽然都是SGML的扩展，但是它们之间也着极大的不同。

XML信息提供者能任意定义新的标签与属性名称。XML文件结构可以是任意

层次或复杂的嵌套结构。XML文件可以包含语法的选择描述，让必须执行结

构确认应用程序使用。XML不像HTML只有内建的样式，XML提供了样式表

标准，称为可扩展样式语言(Extensible Style Language:简称XSL )a XML除了

支持像HTML的简单链接，也提供了几种功能更强大的超链接机制。XML的

超链接机制被制定为XML链接语言(XML Linking Language;简称XLL)与

XML指针语言(XML Pointer Language;简称XPointer) a

2. 2  XML在生命科学应用中的研究进展

    XML在科学研究中已引起广泛的重视。许多商业和政府研究机构都采用

XML来作为他们管理数据的标准。化学和数学研究团体很早就开始利用XML

来书写和交换科研数据，分别命名为CML (the Chemical Markup Language

http://www.xml-cml.org/)和MathML (the Mathematical Markup Language,

http://www.w3.org/Math/)。CML和MathML实际上是定义了DTD,遵循该
DTD约束的XML文档之间能方便地进行数据交流。

    近年来，国外的生物信息研究机构也开始采用XML作为数据格式，用来

注释序列

    1)

。几个公共组织定义了DTD:

The  Bioinfonnatic  Sequence  Markup  Language (BSML
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http://www.visualgenomics.comJproductsJindex.btml )。该DTD用来规范对DNA,

RNA和蛋白序列以及它们的图象特征的注解(Lichun, 2002)。我们发现这个

DTD定义的文档结构和 EMBL/Genebank[DDBJ数据库的信息结构非常相似

(http://www.emi.ac.uk,    http://www.nebi.nlm.nih.gov,  http://www.ddbj.nig

acJP)。

    2) The BIOpolymer Markup Language  (BioML: htpp://www.protemetrics

com/BIOMLI)。过程与BSML有点不同，引用作者的话(Fenyo, 1999), BioML

的目标是:"allow the expression of complex annotation for protein and nucleotide

sequence information, BioML was designed to mimic the hierarchical structure of a

living organism".该DTD定义了一些不同来源信息的数据整合的标准。
    这两个团体 (BSML and BioML)从商业角度上来说开发XML语言的目

的是相同的:他们都旨在指定一个编码生物信息的公共标准。另一方面，按照

这个标准出售相关的软件，例如:专门的浏览器，数据整合和数据管理工具。

    3) The taxonomic markup language consists of a DTD for the description of

taxonomic relationships between organisms(Gilmour, 2000).

    4 ) XML同样被基因存在论联盟 (the gene ontology consortium )

  (http://v;w-,v.geneontology.org)所采用(Gene Ontology Consortium, 2000)，用来

提供对于描述分子功能，生物过程以及基因产品细胞内定位信息的可控词汇

  (指可被接纳的词汇，包括科学命名和通用名称以及可接受的名称缩写等等)。

    5) BioXMLproject (http://bioxml.org)更作为一个国际性的组织，正在加
强XML在生命科学中的应用，并使其规范化。而且BioXML采取开放源代码

的政策，任何人都能参与开发和错误修订。

    6)  SBML (the Systems Biology Markup Language, http://www.sbml.org/):

is a free, open, XML-based format for representing biochemical reaction networks.

SBML is a software-independent language for describing models common to

research in many areas of computational biology, including cell signaling pathways,

metabolic pathways, gene regulation, and others(Hucka et al., 2003)

网址:

    AGAVE, http://www.a"avexml.o叼
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aMAZE: http://www.ebi.ac.uk/research/pfmp/

BioJava: http://www.biojava.org

BSML, http://www.bsmi.org)

BioML, http://www.bioml.com/BIOML/

Cel1ML, http://www.cellmi.or的ublic/about/what一 ises celhnl.html

CML, http://www.xml-cml.org/

DAS, http:/lbiodas.org/

GAME, http://www.bioxml.org/Projects/game/

GeneX: http://www.ncgr.org/genex/

MAGE, http://www.mged.org/Workgroups/MAGE/mage.html

BioPerl: http://www.bioperl.org

SBML, http://www.sbml.org

SP-ML, http://www.ebi.ac.uk/swissprot/SP-ML/

SRS6, http://srs.ebi.ae.uk/

2.3 结语

    XML因为具有高度结构化以及良好扩展性已经被广泛用于商业、工业乃

至整个科学领域。采用XML格式来表达生物数据能够解决困扰生物数据传输、

发布以及整合的大部分问题，是生物信息领域研究的热点以及重点。近年来，

国外许多生物信息团体，包括商业团体都注重XML在生命科学领域中的应用，

并取得了较大的进展。尽管如此 XML作为一种生物数据格式并没有得到广

泛的应用，特别是在我国。本身因为生物信息在我国起步较晚，几乎所有的领

域都大大落后与国外研究团体。一个原因是我国的生物信息人才匾乏，特别是

跨学科领域严重落后。虽然近两年来，有些大学，如北京大学、浙江大学等开

始了生物信息方面的教育，但还是始终停留在学习他们的成果上。XML作为

一种标准提供了我国生物信息发展的一个契机，有助于提供我国生物信息的发

展。
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3    Web Services研究进展
3.1  Web Services概述

    Web Service、应是一种基于组件的软件平台，是面向服务的Internet应用。

通过对Web Services的构建，人们可以期望得到一个可编程的Internet。这个

观点包括了两层含义:首先，Web Services应是应用于Internet的，而不是限

于局域网或试验环境。这要求提出的 Web Services框架必须适用于现有的

Intemet软件和硬件环境，即服务的提供者所提供的服务必须具有跨平台、跨

语言的特性。其次，Web Services所提供的服务不仅是向人，更需服务于其它

应用系统。现有的 Web网站也可以认为是面向服务的，但这种服务仅仅可以

提供给人使用(只有人类才可以读懂浏览器下载的页面)。而新一代的Web

Services所提供的服务应能被机器所读懂，例如其它应用程序及移动设备中的

软件系统。这样，我们可以看出，Web Services的发展方向实际上是构造一个

在现有 〔nternet技术上的分布计算系统(Ingram, 1996; Huang et al., 2003;

Ardissono et al., 2003; Mark, 2003).
    Web services是封装成一个单一实体并通过网络发布给其它程序使用一系

列功能集。它是自包含、自描述、模块化的应用，可以发布、定位、通过Web

调用。Web Services可以执行从简单的请求到复杂商务处理的任何功能，一旦

部署以后，其他Web Services应用程序可以发现并调用它部署的服务。因此，

Web Services是构造开发的分布式系统的基础模块，它们允许所有的企业和个

人快速、廉价建立和部署全球性的应用(Francisco et al., 2003)0
    新一代Web Services框架己浮出水面，IBM和Microsoft公司都推出了面

向开发者的支持工具，其核心技术包括SOAP, WSDL和UDDI，它们都是以

标准的XML文档的形式表达的(Gengler, 2002; Narayanan et al., 2003; Sycara et

al., 2003; Hongbing et al., 2004). Web Service。服务提供方通过WSDL(Web

Services Description Language)描述所提供的服务，并将这一描述告知Web

Services注册服务器。注册服务器依据WSDL的描述，依照UDDI (Universal

Description Discovery and Integration)的协定更新服务目录并在Internet上发布。

用户在使用Web Services前先向注册服务器发出请求，获得Web Services提供

者的地址和服务接口信息，之后使用SOAP协议(Simple Object Access Protocol)
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与Web Services提供者建立连接，进行通信。

    Web Service主要利用HTTP和SOAP协议使商业数据在Web传输，SOAP

通过HTTP调用商业对象执行远程功能，Web用户能够使用SOAP和HTTP通

过Web调用的方法来调用远程对象(Crow et al., 2001)0

3.2  Web Services工作原理

    Web Service的服务原理和体系结构见图一。其主要优点有(Zhuge et al.,

2004; Cardoso et al., 2004; Brahim et al，2003):

    (1)采用W3C标准，真正的与平台无关。允许在不同平台上、以不同语

言编写的各种程序以基于标准的方式相互通信。这虽然与CORBA和DCE有

着相同的目标，但是SOAP比以前的方法要简单得多。

    (2)使用标准的Web协议一 XML, HTTP和TCP/ IP。许多公司都已经

建立了Web基础结构，同时它们的员工在维护方面也都具备相应的知识和经

验。因此，引入XML Web Service与引入以前的技术相比，其成本要低得多。

    (3)现有的远程访问协议— DCOM, CORBA, RMI不能很好用于互联网

环境。

    (4)不受现有的代理和防火墙的限制。

    (5)可以利用HTTP验证模式，支持安全套接层(SSL)。

    Web Services工作原理:

    (1) XML Web Service通过标准的Web协议向Web用户提供有用的功能。

多种情况下使用SOAP协议。

    (2) XML Web Service可以非常详细地说明其接口，这使用户能够创建客户

端应用程序与它们进行通信。这种说明通常包含在称为 Web服务说明语言

(WSDL)文档的XML文档中。

    (3) XML Web Service己经注册过，以便潜在用户能够轻易地找到这些服

务，这是通过通用发现、说明和集成(UDDI)来完成的。

    UDDI(Universal Description Discovery Intergration)— 通用发现、说明和集

成【UDDD是Web服务的黄页。UDDI允许你查找提供的Web服务的公司。

    WSDL(XML Web services Description Language)— 描述Web service的

一6o-
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语言规范，相当于访问Web service的接口。WSDL (Web Services Description

Language)表示Web服务说明语言。WSDL文件是一个XML文档，用于说明

一组SOAP消息以及如何交换这些消息。换句话说，WSDL对于SOAP的作用

就像IDL对于CORBA或COM的作用。由于WSDL是XML文档，因此很容

易进行阅读和编辑;但大多数情况下，它由软件生成和使用。

查找 Web Services
UDDI

连接WSDL文档

Web Service

  (client)

XML with Service描述

Web Services

    Server

SOAP协议请求

    图3 调用Web Services服务的工作流程

Figure 3  The work principle of calling Web services

    Web Services的体系结构是基于Web服务提供者、Web服务请求者和Web

服务中介者三个角色和发布、发现、绑定三个动作构建的。Web服务提供者设

计实现Web服务，并将调试正确后的Web服务通过Web服务中介者发布，并

在UDDI注册中心注册:Web服务请求者向Web服务中介者请求特定的服务，

中介者根据请求要求查询UDDI注册中心，为请求者查找到满足请求的服务;

Web服务中介者向Web服务请求者返回满足条件的Web服务描述信息，该描

述信息用WSDL写成，各种支持Web服务的机器都能阅读。Web Services是

构件技术和Web技术的融合，实现Web上可调用的构件、实现构件功能不是
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问题，问题在于怎样对服务进行描述和注册、怎样发现服务、定义调用服务的

消息格式，等等。XML技术及XML技术与其它协议之间的绑定，构成Web

Services发展的技术核心。
    Web Services的这种网络技术提供了一种不同机群之间在跨平台的应用程

序下的数据共享能力，使所有的计算机群、相关设备 (例如手机、PDA等)和

服务协同工作，提供更广泛和多样的服务，解决了目前信息孤岛的问题。
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