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生物信息学

第六章 双序列比对（2）
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K-tup算法原理

对于两条序列A, B，若包含少量gap，则
最优比对趋近对角线

A

B

序列长度m

序列长度n
时间复杂度：O(mn)
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K-tup算法原理 (2)

A

B

序列长度m

序列长度n

时间复杂度：O(kn)

k

令k为一常数，
搜索限定区域
内的最优比对
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K-tup算法原理：缺点

A

B

序列长度m

序列长度n

k

仅能搜索到
图示的匹配

部分
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FASTA和BLAST

启发式算法, heuristic algorithm
不能保证搜索到最优的比对

具有很好的灵敏度，略为降低特异性

大大缩短序列比对的时间

 k-tup算法：字符串匹配

应用：大的数据库搜索

时间复杂度：< O(n2)
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FASTA

 k-tup: 蛋白质序列：1~2 aa；DNA序列：4~6 nt
 以短序列构建索引，采用hash表存储方式

 对于需要比较的两条序列，在hash表中查找所有完
全匹配的片段；FASTA给每一个匹配给定一个tup
值

 产生10个最高分值片段，重新用PAM250打分；

 将同一序列上的高分值区域连接在一起

 采用Needleman-Wunsch或者Smith-Waterman算
法对该高分值区域重新打分
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FASTA: 索引表构建

以蛋白质序列为例

 k=1 氨基酸 tup分值
A        5
C        5
K        5
N        5
P        5
R        5
S        5
T        5
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给定两条蛋白质序列：

Protein1: NCSPTA
Protein2: ACSPRK

氨基酸 位置1       位置2       tup分值

A       6       1      5
C       2       2      5
K       - 6      0
N       1       - 0
P       4       4      5
R       - 5      0
S       3       3      5
T       5       - 0
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给定两条蛋白质序列：

Protein1: NCSPTA
Protein2: ACSPRK

氨基酸 位置1       位置2       tup分值

A       6       1      5
C       2       2      5
K       - 6      0
N       1       - 0
P       4       4      5
R       - 5      0
S       3       3      5
T       5       - 0



Bioinformatics, 2025, HUST

两条序列匹配结果

Protein1: NCSPTA
Protein2: ACSPRK



Bioinformatics, 2025, HUST

FASTA：序列比对的过程

A. 找出完
全匹配的
区域

B. 保留分
数最高的10
个匹配

C. 将较好
的匹配连
接起来

D. 重新用
动态规划
算法计算
最优比对
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BLAST

Word size: DNA, 11nt; 蛋白质，3aa
蛋白质序列数据库，构建由3aa组成的分

值表,采用BLOSUM62矩阵打分

待查询序列，打断成3aa的片段，在上述
数据库中的分值表中进行查询

保留高于域值的结果，并进行两端的延伸，
HSP: high-scoring segment pair

Nothing can be worse: 牺牲灵敏度，提
高计算速度



Bioinformatics, 2025, HUST

Nucleotide BLAST三个program
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Class/MLACourse/Modules/BLAST/n
ucleotide_blast.html
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BLAST:索引表构建

 formatdb命令，将fasta格式的序列文件
转换成blast能够识别的文件格式

构建索引表：

PQG
PQG      7+5+6=18
PEG      7+2+6=15
PWG      7-2+6=11
SQG      -1+5+6=10
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BLAST: 序列匹配

两条蛋白质序列

 Protein1：IVPQGRL
 Protein2：VAPEGKL

 Protein1：I  V P Q G R L
 Protein2：V A P E G K L

<Word>
7 2 6

两边延伸3 0 2 4

HSP分值：3+0+15+2+4=24
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BLAST：发展与改进

早期的BLAST版本：无空位罚分

新版本：Gap Penalties: Existence: 11, 
Extension: 1

 Psi-BLAST: 构建位点特异性矩阵

 Phi-BLAST：包含特定模体的序列相似性
搜索
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Psi-BLAST ：迭代搜索

 第一步，使用普通的blast算法进行搜索

 第二步，将搜索得到的序列，包括输入的序列放在
一起，构建位点特异性的矩阵(Position Specific 
Matrix)

 第三步，利用上面得到的矩阵谱(profile)，再次在数
据库中进行搜索

 重复2，3步，直到不再有新的序列出现

 优点：能够发现序列相似性非常低的同源序列

 缺点：常常得到假阳性的结果
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Psi-BLAST ：迭代搜索 (2)
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Psi-BLAST：例

 >NP_954673 ubiquitin-conjugating enzyme E2 Kua-
UEV isoform 1 [Homo sapiens] 
MAGAEDWPGQQLELDEDEASCCRWGAQHAGAREL
AALYSPGKRLQEWCSVILCFSLIAHNLVHLLLLARWE
DTPLVILGVVAGALIADFLSGLVHWGADTWGSVELPI
VGKAFIRPFREHHIDPTAITRHDFIETNGDNCLVTLLPL
LNMAYKFRTHSPEALEQLYPWECFVFCLIIFGTFTNQI
HKWSHTYFGLPRWVTLLQDWHVILPRKHHRIHHVSP
HETYFCITTGVKVPRNFRLLEELEEGQKGVGDGTVS
WGLEDDEDMTLTRWTGMIIGPPRTIYENRIYSLKIECG
PKYPEAPPFVRFVTKINMNGVNSSNGVVDPRAISVLA
KWQNSYSIKVVLQELRRLMMSKENMKLPQPPEGQC
YSN 
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打分矩阵及其含义

Dayhoff: PAM系列矩阵

Henikoff: BLOSUM系列矩阵

常用氨基酸打分矩阵：BLOSUM62
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PAM系列矩阵

Margaret Dayhoff, 1978
Accepted point mutation (PAM): 可接受

的点突变，氨基酸的改变不显著影响蛋白
质的功能

进化模型：

基本假设：中性进化，Kimura, 1968
进化的对成性: A->B = B->A
扩展性：通过对较短时间内氨基酸替代关系

的计算来计算较长时间的氨基酸替代关系
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PAM1矩阵的构建

两个蛋白质序列的~1%氨基酸发生变化

定义进化时间以氨基酸的变异比例为准，
而不是时间：各个蛋白质家族进化的速度
并不相等

 PAM2 = PAM1*PAM1
 PAM3 = (PAM1)3

 PAM250= (PAM1)250
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使用的序列数据集

 34个蛋白质超家族

 71个蛋白质分组

 15,720个突变

序列相似性 > 85%

分子进化树 氨基酸替代矩阵
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Step 1: 统计不同氨基酸之间的替代

15,720
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Step 2: 计算氨基酸出现概率

 蛋白质序列数据库中20种氨基酸的出现频率

PF = 0.04
PY = 0.03
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Step 3: 计算相对突变能力

相对突变能力：relative mutability, ma

a

a
a fP

fm
100


关于氨基酸a的突变数

100个位点的突变权值*所有的突变数*氨
基酸a的概率
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相对突变能力的计算

 例如，对于A，突变数3644，则
 mA= 3644/(100*0.087*15720) = 0.0266

 对于R，突变数为1191，则
 mR=1191/(100*0.041*15720) = 0.0173

 对于F，突变数为682，则
 mF=682/(100*0.04*15720) = 0.0108

 对于Y，突变数512，则
 mY=512/(100*0.03*15720) = 0.0108

 令mA=100，则

 mR=~65，mF=~41，mY=~41  
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20种氨基酸的相对突变能力

Ala: 主观设定为100
总和：1,468
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Step 4: ~1%氨基酸突变

Maa反映a没有突变成其他氨基酸的能力

Maa = 1 – ΣMab

问题：

 ΣMab可能会>>1%，则

使用λ，使得λΣMab约为1%，Maa约为99%，
则

 PAM1矩阵：

 Maa = 1 – λΣMab =~ 99%
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Step 5: 计算a->b的相对概率

 Pa = 氨基酸a出现的概率

 fab = a->b替代的总数

 fa  = 所有与a相关的氨基酸替代数

 = Σfab (a不等于b)
 f  = Σfa

定义：相对概率M’ab，

 M’ab = Pr(a->b)=fab/fa

F->Y:
M’FY=  260/682

Y->F:
M’YF= 260/512
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Step 6: λ的计算

 20种氨基酸，突变总数1%
200,000个氨基酸，突变总数2,000
λ= 2000/1468=~1.36

182
163
144
139
136
132
131
128
126
101

90
88
76
76
67
56
56
54
27
24

连接概率Mab=M’ab*ma
MFY=  260/682 * 56 =21
MYF= 260/512 * 56 =28
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PAM1矩阵，乘以10000

加和为10000

~99%*20*10000

1,954/20=97.7
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例：DNA打分矩阵PAM1的构建

 假设DNA四种碱基概率为：

 PA=PT=0.3, PC=PG=0.2

 若干序列比较发现1000个碱基替

代

 f=1000
 fA= 550, fT=550, fC=350, fG=550

 相对突变能力：

 mA= 0.0183, mT=0.0183, 
mC=0.0175, mG=0.0275 a

a
a fP

fm
100


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例：DNA打分矩阵PAM1的构建 (2)

 PAM1，总数40000个碱基，400个突变
 λ(mA+mT+mC+mG)=400
 λmA=λmT=90, λmC=85, λmG=135

PAM1矩阵

？
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例：DNA打分矩阵PAM1的构建 (3)
 λmA=λmT=90, λmC=85, λmG=135

 λmAC=16, λmAG=33, λmAT=41
 λmCA=24, λmCG=37, λmCT=24
 λmGA=49, λmGC=37, λmGT=49
 λmTA=41, λmTC=16, λmTG=33

PAM1矩阵
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PAM2矩阵

基本假设：每个氨基酸的突变的概率独立于
前次突变。因此，PAM2=PAM1*PAM1
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PAM250矩阵，乘以100
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PAM250矩阵（前景）

 PAM250: 250%的期望的突变

蛋白质序列仍然有15-30%左右的相似性，例
如：

F->F:  32%
A->A:  13%
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当前使用的PAM250

对称分布！
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Recall: 替代矩阵的模型

考虑长度为n的序列x和长度为m的序列y
令xi为x序列中的第i位；yj为y序列中的第j位
对于不相关或者随机的模型R，假设xi出现的频

率为qxi, yj出现的频率为qyj，则两条序列匹配的
概率为：

 
i j

yjxi qqRyxP )|,(
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替代矩阵的模型（2）

对于备择假设/匹配模型M，两个字符匹配的
概率为连接概率pab, 因此：


i

xiyiPMyxP )|,(

两个似然性值之间的比值称为几率值(odds 
ratio):

 
 

i yixi

xiyi

i i yixi

i xiyi

qq
p

qq
p

RyxP
MyxP

)|,(
)|,(
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替代矩阵的模型（3）

连乘->连加；取对数，求对数几率值(log-
odds ratio):


i

ii yxsS ),(

并且

)log(),(
ba

ab

qq
Pbas 
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PAM系列矩阵的构建思想

对于上面的公式，这里，

 S(a,b)=[S(a,b|t)*S(b,a|t)]1/2; 时间单位：
序列相似性的%

 S(a,b|t)=log[P(a|b,t)/qa]
 Pab= [P(a|b,t)*P(b|a,t)]=(Mab*Mba)1/2

因此，

 S(a,b) = 1/2log(Mab*Mba)/qaqb
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PAM250的计算

计算相关比率值Rab：通过进化形成的关联
的两条蛋白质序列上的两个氨基酸有关联
的几率 vs. 随机的两条蛋白质序列上，两
个氨基酸有关联的几率

Mab = 相关的蛋白质序列上a替换成b的概
率

 Pa
ran= 氨基酸随机出现的概率, 因此，

 Pa
ran= fa；

 Rab=Mab/fa
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因此

 根据Rab=Mab/fa

 考虑F->Y的替代

 MFY=0.15
 fF=0.04
 得RFY=0.15/0.04=3.75
 Log10(RFY)=log10(3.75

)=0.57
 10*0.57=5.7

 考虑Y->F的替代

 MYF=0.20
 fY=0.03
 得RYF=0.20/0.03=6.7
 Log10(RYF)=log10(6.7)

=0.83
 10*0.83=8.3

因此，平均值为(5.7+8.3)/2=7
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打分矩阵的使用

 PAM250: ~15-30%的序列相
似性

 PAM120: ~40%的序列相似
性

 PAM80: ~50%
 PAM60: ~60%
如何选择最合适的矩阵？

 遍历尝试…
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PAM矩阵的问题及改进

 PAM系列矩阵存在的问题：

氨基酸的打分矩阵，不关心核酸

进化模型的构建需要系统发育树的分析，因
此，成为一个循环论证的问题：序列比对->
矩阵构建->打分，进行新的序列比对

数据集很小

打分矩阵的改进

选用大量的序列数据，构建矩阵（JTT矩阵）

BLOSUM系列矩阵

核酸的打分矩阵
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BLOSUM系列矩阵

BLOCK: 蛋白质家族保守的一段氨基酸，
无gap，一般几个~上百个氨基酸

 Prosite家族：至少有一个BLOCK存在于
该家族的所有蛋白质序列中

BLOSUM62: 序列的平均相似性为62%的
BLOCK构建的打分矩阵

最被广泛使用的氨基酸打分矩阵系列
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BLOSUM系列矩阵

 1992，Steven Henikoff
利用”Block” (模块) 计算矩阵

~500组相似的蛋白质

~2,000个Blocks

BLOCK
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计算方法

例：给定一列数据，9个A，1个S
 fAA= (8+1)*8/2=36; fAS/fSA=9; fSS=0


qAA=36/45=0.8, qAS=9/45=0.2


pA=(36+9/2)/45=0.9; pS=0.1
eAS=pApS+pSpA=0.9*0.1*2=0.18


Sas=log2(0.2/0.18)=0.152

Relative entropy

Expected Score
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多列数据

AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AS
AS
SS

 两列数据：16个A，4个S
 pA=16/20=0.8; pS=0.2
 eAS=pApS+pApS=0.8*0.2*2=0.32
 qAS=(9+21)/90 =0.333
 SAS=log2(0.333/0.32)=0.059
AA
AA
AF
FA
FA
AA
AA
AF
AS
SS

 两列数据：13个A，3个S
 pA=13/20=0.65; pS=0.15
 eAS=pApS+pApS=0.65*0.15*2=0.195
 qAS=(7+12)/90 =0.211
 SAS=log2(0.195/0.211)=-0.11
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BLOSUM62

Lod ratios are multiplied by a scaling 
factor of 2 and then rounded to the 
nearest integer value
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BLOSUM vs. PAM

BLOSUM系列比PAM系列好
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序列比对的显著性检验

两条序列在进化上显著相关：

 Sander & Schneider, 1991, 序列相似性
的显著性于匹配的序列长度k有一定关系：
 (1) 当匹配序列k<10时，无相似性

 (2) 10<k<80时，域值为290.15k-0.562%
 (3) k>80时，域值为24.8%

Brenner,1998，
 (1) k=~150，>25%
 (2) k=~70,  >40%
 (3) 10%~20%时，无相似性
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显著性计算

如何计算序列比对的显著性？

酵母CDK1在酵母中的序列比对结果
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比对结果

 SNF1_YEAST的结果：
 Score: 111 
 E-value: 7e-28

 问题：
 如何计算Score？
 如何计算E-value？该值是何意义？
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贝叶斯方法：模型比较

 考虑两个模型：两条序列无关的概率为P(R|x,y)以
及两条序列相关的概率为P(M|x,y)

 两个模型的前向概率为：P(M)和P(R)，存在：

P(R)=1-P(M)
 因此：

)()|,(
)()|,(1

)()|,(
)()|,(

)()|,()()|,(
)()|,(

),(
)()|,(),|(

RPRyxP
MPMyxP

RPRyXP
MPMyxP

RPRyxPMPMyxP
MPMyxP

yxP
MPMyxPyxMP






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贝叶斯方法：模型比较(2)

令 









)(
)(log'

RP
MPSS 










)|,(
)|,(log

RyxP
MyxPS则

得 P(M|x,y)=σ(S’), 其中，

x

x

e
ex



1

)( Sigmoid方程
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求近似值

 E(S) =~ Kmne-λS = mn2-S;

)2ln(
lnKRS 




R，raw分值，根据打分矩阵直接得到的分数

 S: bit分值，有公式：

1
,

),( 
ba

baS
ba eqq 
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SNF1
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因此，上例

R=277
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上例 (2)

 λ= 0.267
 K=0.0410
 m=298
 n=590,525,104
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上例 (3)

111
693.0

)194.3(959.73

)2ln(

)041.0ln(277*267.0







S

2372378.6

2*590525104*298 111


 

ee

E



Bioinformatics, 2025, HUST

同源序列搜索

 同源序列通常具有相似的生物学功能

 同源关系的分析：直系同源 or 旁系同源？

 直系同源序列的确定：Reciprocal Best Hits
 旁系同源序列的确定：BLAST，序列比对及数

据库搜索，至少存在一个共有的功能结构域

 整体分析/蛋白质家族分析：系统发育树的构建
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例：Bub1

 芽殖酵母的Bub1:定位于动点，纺锤体检验点

http://www.expasy.org/uniprot/P41695
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获得FASTA序列
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酵母的同源序列：旁系同源序列
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Mad3: 旁系同源序列
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Reciprocal Best Hits

?

直系同源序列：Reciprocal Best Hits

物种A 物种B
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人类同源序列：直系同源序列
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人类Bub1？
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在酵母中做比对
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Best Hit!


