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基因短序列模式分析及其在 5’剪接位点识别中的应用!

晏 春，杜耀华，王正志

（国防科技大学 机电工程与自动化学院，湖南 长沙 410073）

摘 要：短序列模式分析是基因序列分析的一个重要组成部分，在进行生物信号识别的时候，一般都会利

用到短序列模式的信息。通常短序列模式的数目很多，如果每个都应用到生物信号识别中，会产生大量的参

数，而且无法体现信号的主要特征。为了找出在识别信号位点中起关键作用的短序列模式，以信息增益作为

评价依据，按照逐步选择的策略，将模式进行排队。根据排队结果，选取信息增益突出的短序列模式作为识别

生物信号的关键依据，这样可以用较少的模式得到较好的结果。结合选取的短序列模式，用最大熵模型作为

信号序列真实分布的估计，从而对给定序列进行识别。最后将这个方法用于 5’剪接位点的识别，得到了满意

的结果。
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Analysis of Short Seguence Motifs with Applications to 5’Splice
Sites Identification
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Abstract：AnaIysis of short seguence motifs is an important component of gene seguence anaIysis. Information of motifs is usuaIIy
used for identifying bioIogicaI signaIs. However，the number of short seguence motifs is very Iarge. If aII of them are used for signaI
identification，there wiII be too many parameters，thus covering the main characteristics of the signaI . To find out the key short seguence
motifs for signaI identification，in this paper，a stepwise strategy was adopted to rank motifs by their information gain. As a resuIt，the
motifs were seIected orderIy for signaI identification. In so doing，good resuIts were achieved with fewer motifs. Consisted with the
seIected motifs，maximum entropy modeI was used as the approximation of the true distribution of the signaI seguences，thus reaIizing the
identification of a given seguence. FinaIIy，the modeI was used to identify 5’spIice sites，and approving experiment resuIts were
achieved.
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随着人们开始利用计算机对生物序列进行功能分析，生物信息学研究又向前迈进了一大步。如何

把信号序列和背景序列区分开来，是对生物序列进行功能分析的关键。通常人们认为具有相同功能的

基因序列应该具有一定的相似性，因此有很多统计学习方法应用到这一领域，常见的方法有 Markov 模

型（MM）［1］、隐 Markov 模型（HMM）［2］和支持向量机（SVM）［3］等等。这些方法通过统计得到信号序列的

特征概率分布，从而对信号进行识别。为了进一步分析模式信息在信号序列识别中的作用，Yeo 和

Burge 提出用最大熵模型（MEM）对短序列模式进行分析［4］。本文根据已知序列统计出短序列模式分布

的边缘约束，结合这些约束，采用最大熵模型对信号序列的分布进行最小无偏估计。分别基于信号序列

和背景序列，可以得到两个不同的分布，由此可以计算出给定序列分别属于信号序列和背景序列的概

率，根据这两个概率的比值，对给定序列的类别进行判断。采用最大熵模型的优越性就在于，不必对序

列分布提出更多的前提假设，仅仅利用从序列中得到的经验分布作为约束。这个方法在自然语言识别
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和数据库模式提取［6］的应用中得到了较好的结果。

短序列模式多种多样，数目很大，而我们对生物信号进行分析的目的是找出能够反映其核心特征规

律的模式。因此，我们需要定量描述短序列模式在信号识别中的作用。一般认为，短序列模式提供的信

息越多，序列的熵就会减少得越多，我们把这样的模式称为强模式。因为模式之间并非是独立的，不同

的模式组合方式会产生不同的信号序列描述。为了更合理地描述信号序列，与文献［4］中的贪婪搜索算

法不同，本文采用逐步搜索算法，把短序列模式按照信息增益的大小，由强到弱进行排队。

最后，我们以 5’剪接信号的识别为例，采用多种短序列模式对剪接位点类型进行识别。识别的结

果与采用的短序列模式有很大的关系，“好的”模式集合体现了信号序列的主要特征。根据 DNA 序列数

据计算得到的结果表明，本文介绍的方法能够较好地区分剪接信号和干扰信号，这也说明我们选取的模

式能够较好地体现信号序列的特征。

! 方法

! .! 最大熵原理

定义 x 是长度为!的序列变量，x =｛xl，x2，⋯，x!｝，其中每一位是一个碱基。 S =｛Sl，S2，⋯，S!｝是

某个确定的序列，把序列变量 x 取某个确定的序列 S 的概率 P（x = S）简记为 p（ S）。所谓的序列相等就

是指两个序列长度相等，并且序列每个位上的碱基相同。我们把需要满足的某些概率分布叫做“约束”。

最大熵原理最早由 Jaynes 提出［7］，当对象空间的分布满足一系列的约束时，对空间真实分布的最佳近似

是最大 Shannon 熵 H，其表达式为

H（p）= -!
all

S
p（ S）log 2（p（ S）） （l）

Shannon 熵是对自由变量 X 平均不确定性的一种度量。在计算最大熵的时候，约束集的选择十分

重要，必须保证估计出的分布是可信的。但是，这些约束可能会是不一致的，不能同时被满足，例如

｛P（AA）= 3 / 4，P（GG）= l / 2｝。在本文中，所取的约束是通过统计得到的序列经验分布中的一些边缘分

布，因此都是一致的，不会出现冲突现象。

利用最大熵原理进行计算，我们最终可以得到两个分布：作为信号序列的 p +（ x）和作为背景序列

的 p -（x）。对于一个给定序列 S，判断其是否为信号序列的依据是它作为信号序列与作为背景序列的

概率比值 L：

L（x = S）= p
+（x = S）
p -（x = S）

（2）

当 L（x = S）"C 时，认为 S 是信号序列，否则认为其是背景序列。其中 C 是门限值。

! ." 边缘约束

我们定义的约束有两种，一种是“完全”约束，一种是“特定”约束。因为序列中模式的功能分析不仅

与模式的组成相关，同时与模式所处的位置也有很大的关系，因此我们所建立的约束都包含位置信息。

l .2 .l “完全”约束

把“完全”约束集合记为 Cx，它是对于序列中所有的短序列模式（包括位置信息）而言。以!= 3 为

例：

Cx =｛p（xl），p（x2），p（x3），p（xl，x2），p（x2，x3），p（xl，x3）｝ （3）

另外定义 C S#Cx，其中  表示短序列模式的长度，S 表示短序列中碱基之间相隔的碱基数，称之

为跨度。可以看出，当仅仅计算 Cl
0 的时候，对应的最大熵模型等同于权矩阵模型（WMM）［8］，当仅仅计

算 C2
0 的时候，等同于 l 阶 Markov 模型。因此通过取不同短序列模式，可以得到不同的模型。

l .2 .2 “特定”约束

“特定”约束就是“完全”约束中的某些特定的短序列模式的观察概率。例如 p（ xl，x3）的“特定”约

束就是｛ANA，ANC，⋯，TNG，TNT｝的观察概率｛p（ANA），p（ANC），⋯，p（TNG），p（TNT）｝，其中 N 表示
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为任意碱基。在进行序列信号识别的时候，通常只考虑一些关键的短序列模式。

1 .3 迭代计算最大熵分布（MED）

包含约束集的最大熵分布的计算可以由一个迭代过程来实现［9 - I0］。迭代起始于一个均匀分布

P（x）0 = 4 -!，即所有序列出现的概率相等。然后建立一组完全约束和对应的特定约束。特定约束集合

中的元素记为 0i（ i = I，2，⋯， ）。第 J 步的迭代方程为

P J =

P J - I 0i

)

0J - I
i

if 0i!x

P J - I I - 0i

I -

)

0J - I
i









 else
（4）

其中 0i!x 表示 0i 对应的短序列模式在 x 中出现，P J - I和 P J 分别是迭代时第 J - I 和第 J 步的概

率。

)

0 J - I
i 是根据第 J - I 步的分布概率得到的第 i 个特定约束的取值。

0̂ J -I
i = " P J-I（x） #x，if 0i ! x （5）

重复迭代过程，直到得到的最大熵分布没有明显的改变，结束迭代。这样就得到了序列真实分布的

近似估计。

1 .4 短序列模式排队

在计算最大熵分布的时候，随着迭代的进行，H 将从 2!下降到 MED 下的 Sharror 熵。这是因为加

入的短序列模式约束越多，带来的信息越多，序列的不确定性将下降，因而熵会减小。

不同的短序列模式提供的信息量不同，因而对信息增益的作用也不同。我们根据其提供的信息增

益，将各个短序列模式进行排队。排队的策略有很多，文献［4］中采取的是贪婪搜索算法，它其实是一种

向前选择的算法，变量一旦被选中，将永远被留在模型中。然而，由于变量之间并不是独立的，而是存在

相互传递的关系，随着其他变量的引入，一些先前被选中进入模型的变量的解释作用可能会变得不再显

著。

为了克服上述问题，我们采取了逐步搜索策略，它是一个边进边退的方法。对于被剔除出模型的变

量，只要后来它又可以提供显著的解释信息，就可以再次进入模型；而对于已选中的变量，一旦它提供的

解释信息变得微弱，就可以被剔除。具体实现过程如下：

初始化：

（I）定义两个集合：Gr 和 GJ。Gr 最开始为空，GJ 包括所有的特定约束。

（2）定义两个门限，Ci 和 CO。Ci 是选入特征时的门限值，CO 是剔除特征时的门限值。

（3）初始为均匀分布，熵值为 2!。

（4）逐个取 GJ 中的约束 0i，计算它们对应的熵减!Hi，找出使得!Hi 值最大的约束，比如说是 0 ，

将 0 加入到 Gr 中，并且从 GJ 中去除 0 ，r = I。

迭代开始：

（5）初始为均匀分布，熵值为 2!。

（6）计算由 Gr 中所有约束得到的 MED。

（7）逐个取 GJ 中的所有约束，在第（6）步确定的分布概率条件下，分别计算它们对应的熵减!Hi，

取大于 Ci 中!Hi 值最大的约束，将其加入到 Gr 中，并且从 GJ 中去除。 r = r + I。

（1）计算 Gr 中任意 r - I 个约束得到的 MED，再计算加入剩下一个约束后得到的 MED，如果!Hi 小

于 CO，将这个约束从 Gr 中去掉，回放到 GJ。 r = r - I。

重复（5）-（1）步，直到 GJ 中的约束不再转移到 Gr 中。为了避免变量的进出循环，决策的两个门限

值应该满足 Ci > CO。
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! 剪接位点识别数据
文中采用的剪接数据是文献［l］中提供的，它是从 EXON - INTRON 数据库［ll］中提取的有实验验证

的全注释人类基因序列。其中包括 lll5 条基因，有 5733 条真实的 5’剪接位点数据和 478 983 条虚假的

5’剪接位点数据。所有的剪接位点都符合 GT 规则，即 5’剪接位点的 l 和 2 位置上的碱基分别是 G 和

T，生物的剪接方式绝大部分都满足这个规则。定义序列中满足 GT 规则，但是没有被标注为剪接位点

的地方是虚假位点。将数据分为两部分，其中一部分作为训练数据，剩下的一部分作为测试数据，具体

分割如表 l。

表 l 训练集和测试集中的序列数目

Tab.l Number of seguences in train and test sets

True site FaIse site

Train 384l 3209l8

Test l892 l58065

TotaI 5733 478983

" 实验结果和分析

图 l 给出了用 Seguences Iogos［l2］对 5’剪接位点附近的碱基分布做出的量化和可视化分析结果。可

以看到 5’剪接位点在 - 3 到 + 6 的位置具有明显的碱基偏好性，因此在对 5’剪接位点进行分析的时候，

取 - 3 到 6 的窗口作为研究对象。

图 l 5’剪接位点的位置偏好 Iogo 图

Fig.l Logos of position bias of 5’spIice sites

根据（2）式可以看出，通过调整 C 值，可以得到不同的识别结果。为了分析 C 值对识别结果的影

响，图 2 给出了采用不同短序列模式得到的 ROC（receiver operating curve）分析［l3］结果，为了和其他方法

相比较，图 2 也给出了 MDD 方法［ll］得到的结果。其中 me（·，·）中的 me 表示最大熵，第一个参数表示短

序列模式的长度，第二个参数表示短序列模式中碱基之间的跨度，其中第二个参数允许有多个取值。图

2 中的曲线是取不同 C 值时，敏感性（ Sn）和特异性（ Sp）的对应关系，可以看出特异性和敏感性两个指

标不能同时达到理想值。当特异性指标提高的时候，敏感性指标就会下降。在 ROC 图中，越靠近左上

的曲线，对应的模型精确度越高。为了将特异性指标和敏感性指标综合起来考虑，表 2 列出了各个模型

得到的相关系数（CC）值。

定义 TP 为真阳性的数目，TN 为真阴性的数目，FP 为假阳性的数目，FN 为假阴性的数目。可见

TP 和 TN 都是正确的判断，而 FP 和 FN 都是错误的判断。定义 Sn 是敏感度，Sp 是特异性，CC 是相关

系数。有

Sn = TP
TP + FN （6）

Sp = TP
TP + FP （7）

CC = （TP!TN）-（FN!FP）

（TP + FN）!（TN + FP）!（TP + FP）!（TN + FN" ）
（8）
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图 2 5’剪接位点的 ROC 分析

Fig.2 ROC anaiysis Of 5’spiice sites

表 2 基于不同最大熵模型的剪接位点识别结果

Tab.2 IdentificatiOn resuits based On different MEM

5’spiice site
MOdeis !!
me（l，0） 0.809459
me（2，l） 0.823753
me（4，0） 0.845357
me（2，（l - 2）） 0.853458
me（2，（l - 3）） 0.857254
me（3，0） 0.862597
me（2，（l - 4）） 0.86279l
me（2，0） 0.863527
me（2，（l - 5）） 0.864650

由表 2 可以看到，对于 5’剪接位点，me（2，（l - 5））得到的结果最好，me（2，0）与 me（2，（l - 5））的性

能比较接近，得到的结果要好于 me（l，0）和 me（3，0）。用前面介绍的方法分别对 5’剪接位点附近的短

序列模式进行排队，得到的部分结果如表 3 所示。为了观察排队后短序列模式对 5’剪接位点识别的影

响，在 me（2，0）模型下，按照短序列模式的排队顺序，依次将它们用于位点识别，得到的结果如图 3 和图

4 所示。图 3 是随着模式的加入，信息增益的上升曲线，图 4 是随着模式的加入，!! 值的上升曲线。由

图 3 和图 4 可以看到，当采用少量相同数目的短序列模式时，按照排队后顺序选取短序列模式的性能要

远远好于按照随机顺序选取短序列模式的性能（前者提供的信息量和识别相关系数都上升得很快）。这

说明，强模式已经体现了剪接位点的绝大部分特征，弱模式提供的信息几乎可以忽略不计。

表 3 关于 5’剪接位点的 me（2，0）和 me（2，（l - 5））模式排列结果

Tab.3 Rank resuit Of me（2，0）and me（2，（l - 5））fOr 5’spiice sites

me（2，0） me（2，（l - 5））

rank !"# rank !"#

l ···g t·A G· l ··G g t··G·

2 ·A G g t···· 2 ··G g t·A··

3 ··G g t A··· 3 ·A·g t·A··

4 ···g t··G T 4 ·A·g t A···

5 ··G g t G··· 5 ···g t·A T·

6 ···g t A A·· 6 ···g t A··T
7 ···g t G A·· 7 A··g t A···

8 ···g t T A·· 8 ···g t C·G·

9 ···g t C A·· 9 ···g t T·G·

l0 C A·g t···· l0 C··g t··G·

ll ···g t·G T· ll ··T g t··A·

l2 ···g t G T·· l2 ··C g t··A·

l3 ···g t·G A· l3 ··C g t··C·

l4 ···g t C C·· l4 ··C g t··T·

l5 ···g t·G C· l5 ··T g t··T·

l6 ···g t·T C· l6 ··A g t··A·

l7 ···g t G C·· l7 ··A g t··T·

l8 ···g t·T A· l8 ··T g t··C·

l9 ·T C g t···· l9 T·G g t····

20 ···g t·T C· 20 ··A g t··C·

注：小写的字母表示 5’剪接位点的 gt，大写的字母表示短序列模式。
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图 3 模式选取和信息增益的对应关系

Fig.3 The reiationship between motifs
seiection and information gain

图 4 模式选取和 !! 值的对应关系

Fig.4 The reiationship between motifs
seiection and !! vaiue

! 结 论

包含短序列模式约束的最大熵分布是对序列实际分布的一种最小无偏估计，根据在不同类型训练

数据下估计出的各种不同分布，我们可以对测试数据进行识别。同时通过采用各种不同的短序列模式，

可以建立不同复杂程度的分类模型来适应实际情况的需要。为了分析各个短序列模式在信号序列识别

中的重要性，本文依据信息增益，采用逐步搜索算法对这些短序列模式进行排队。通过与随机排列的短

序列模式进行比较可以发现，采用排队后的模式可以很快地提高序列集的信息，选取较少的强模式就可

以得到很好的识别结果。通过实验验证可以看到，我们的方法可以很好地识别 5’剪接位点，其敏感性

和特异性都可以达到 90%以上。同时这个方法也可以解决其他生物信号序列的模式识别问题。
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