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大肠杆菌转录起始位点的计算定位方法!

杜耀华，倪青山，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：根据已有的启动子识别算法，提出了一种基于滑动窗口的大肠杆菌转录起始位点（TSS）计算定位

方法，通过在启动子信号特征中引入 复 合 模 式 来 改 进 识 别 分 类 器，并 将 其 用 于 滑 动 窗 口 序 列，在 合 理 限 定 的

TSS 定位范围内依次计算各个序列位置的 TSS 似然得分，再利用 TSS 与翻译起始位点（TLS）的距离分布信息作

为 TSS 的位置得分，两者相结合来进行位置预测。对大肠杆菌真实数据的测试表明，算 法 可 以 大 幅 度 减 少 假

阳性结果，实现对真实 TSS 位置的有效预测。
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Abstract：Aithough a iarge number of researches have been undertaken in the area of transcription start site（TSS）iocaiization，the

probiem of TSS iocaiization has not yet been fuiiy resoived . According to the previous promoter prediction aigorithm，a new siiding

window based computationai iocaiization method for E . coii TSSs is proposed . The TSS-iikeiihood scores of each possibie position in

genomic seguences are caicuiated by the window ciassifier which is improved by introducing the composite motif modei in the training

procedure of originai promoter ciassifier . The distribution of distances between TSSs and transiation start sites（TLSs）is aiso utiiized to

caicuiate the TSS-position scores . Locaiization resuits are achieved from the finai score profiies which combine TSS-iikeiihood scores and

TSS-position scores . The test resuits on E . coii dataset show that the method can find the putative TSSs and decrease the number of faise

positives efficientiy .

Key words：escherichia coii；transcription start site（TSS）；computationai iocaiization；composite motif；siiding window

转录起始位点（Transcription Start Site，TSS）的计算定位指的是通过计算的方法给出 TSS 在基因组序

列中可能的位置。目前各种基因组数据库中的注释内容大多集中在序列的编码区域，与基因转录相关

的信息还比较少。因此，TSS 的计算定位已经成为丰富基因组注释信息的重要手段和进行基因转录调

控研究的基本前提。

从 TSS 上游延伸直至其下游的长度为数百碱基的序列区域通常被称为启动子（promoter）。作为与

TSS 密切关联的调控信号，启动子负责启动从 TSS 处起始的转录过程。鉴于两者在序列中的位置关系，

当前的 TSS 定位基本上都依赖于对应启动子识别的结果。而针对启动子的识别，相关研究已陆续提出

多种算法和工具［1 - 4］。然而，由于启动子信号固有的退化多变特性，即使对结构相对简单的原核启动

子，识别算法的结果也不能完全令人满意［5 - 7］。已有的原核启动子识别方法可大致分成两类：基于组成

（content）的方法和基于信号（signai）的方法。前者主要利用了启动子与背景序列在碱基组成上的差异，

因此这类方法只能判断待定序列是否属于启动子区域，无法给出启动子的精确位置，更无法对 TSS 进行
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定位。后者则通过发现启动子区域内特异的保守模式进行识别，可以对启动子的位置进行预测，并将识

别结果的 3*端位点近似作为 TSS。困扰这类方法的问题是识别的特异性较低，会得到大量假阳性结果。

例如有研究表明，每个真实大肠杆菌!70启动子的附近平均有 38 个类似启动子信号［8］。因此，如何提高

信号的特异性，降低假阳性成为提高启动子识别和 TSS 定位准确度的关键。

在先前的研究中，通过分析大肠杆菌!70启动子的特性，提出了一种基于多种特征组合的启动子识

别算法［9］，在［TSS - 60⋯TSS⋯TSS + 20］的区域内分别计算启动子的组成特征、信号特征和结构特征，将

特征得分组合成特征向量，再利用二次判别分析进行判别。该算法对启动子的各种特征信息进行综合，

一定程度上提高了信号的特异性，在测试中获得了高于其它常用算法的识别正确率。

作为后续研究，本文基于文献［9］中介绍的启动子识别算法，提出了一种新的大肠杆菌 TSS 计算定

位方 法，其 思 想 是 采 用 形 式 为［S - 60 ⋯ S⋯ S + 20］（ 长 度 为 8lbp）的 窗 口，在 基 因 翻 译 起 始 位 点

（Transiation Start Site，TLS）上游一定范围区域内的每个碱基位置上依次滑动，利用文献［9］中的识别分

类器计算窗口序列的启动子得分，将其作为窗口内位置处碱基的 TSS 似然分值，再根据整个区域似然值

的分布情况确定 TSS 的位置。定位方法还对识别分类器所利用的启动子信号特征作了优化，引入了复

合模式特征，进一步提高了信号的特异性，并利用 TSS 与 TLS 间的距离经验分布对 TSS 似然分值进行后

验处理，减少了假阳性结果。

! 数据与方法

! .! 数据集的选取
用文献［9］中的启动子识别分类器计算窗口序列对应位置的 TSS 似然得分，因此分类器的训练数据

来自文献［9］中整理的 683 条大肠杆菌!70启动子序列集。剔除位于编码区或 TSS-TLS 距离大于 350bp
的序列，剩余的 580 条作为训练的正数据集。训练的负数据集则沿用文献［9］中非编码区负集的 6l2 条

序列。

与真核生物相比，原核生物的 TSS 与其下游对应 TLS 之间的距离较短。实验证实，在已知的大肠杆

菌 TSS 中，位于从 TLS 至其上游 350bp 区域之内的超过 90%［8，l0］。因此，通常可以把 TSS 定位的范围限

制在这一区域。根据这一原则，窗口［S - 60⋯S⋯S + 20］中位置 S 的可变范围为［TLS - 350⋯TLS］，窗口

序列扫过的范围则对应为［TLS - 4l0⋯TLS + 20］。按此格式，依据训练正集中提供的启动子对应 TLS 的

位置信息，在大肠杆菌全基因组序列［ll］中将训练正集的 580 条原长 8lbp 的 序 列 扩 展 为 长 43lbp 的 序

列，用以组成测试数据集，其中每条序列的 TSS 位置均为已知。

! ." 复合模式
从文献［9］中对大肠杆菌启动子各种特征的分析可知，- l0 区模式和 - 35 区模式两种信号特征属

于较强特征，对识别的贡献较大。另有实验表明，- l0 区和 - 35 区模式的间隔距离大多为 l6 ~ l8bp，这

一距离使两个模式保持在双螺旋的同一侧，有利于与聚合酶分子相结合［l2］。因此模式的间距也是一个

重要的保守特征。文献［9］中计算信号特征的位置权重矩阵（Position Weight Matrix，PWM）时，将 - l0 区

模式和 - 35 区模式作为独立的信号分别进行计算，并没有将间距信息真正结合到算法当中。为弥补这

一不足，现将 - l0 区模式、- 35 区模式以及它们的间距组合成复合模式（composite motif），将其当作一个

整体来考虑。

复合模式包含 - l0 / - 35 区模式的 PWM 以及模式间距的分布信息，其得分 sc 由 - l0 区模式得分

sp、- 35 区模式得 分 sx 和 模 式 间 距 得 分 sd 相 加 得 到。用 一 种 基 于 期 望 最 大（Expectation Maximization，

EM）思想的迭代寻优算法计算 PWM 和距离分布，以取代文献［9］中原有的计算方法。算法简述如下：

输入：训练集中的序列数目 W，- l0 区模式起始位置 j 的变化区间［ m，I］，模式间距 l 的变化区间

［ p，g］，迭代次数上限 T，PWM 长度 L，变化的下限!
l）初始化：建立 - l0 / - 35 区模式初始 PWME0 和 G0，以及模式间距初始经验分布函数 F0（ l）
2）循环 l，对 c = l，2，⋯，T，执行：

循环 2，对 k = l，2，⋯，W，执行：
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计算复合模式得分 s tc（ k）：

s tc（ k）= max
j!［ m，I］
l!［ p，g］

［ s tp（ j，k）+ s td（ l，k）+ s tx（ j - l - L，k）］ （l）

其中：

s tp（ j，k）= "
L- l

i = 0

［EP
t（!k

j+ i，i）- EN
t（!k

j+ i，i）］ （2 - l）

s td（ l，k）= Ft（ l） （2 - 2）

s tx（ j - l - L，k）= "
L- l

i = 0

［GP
t（!

k
j- l - L + i，i）- GN

t（!
k
j- l - L + i，i）］ （2 - 3）

记录 s tc（ k）中的 - l0 区模式起始位置 y t
k 和模式间距 dt（ k）

循环 2 结束

对每条序列，提取从位置 y t
k 起的 L 个碱基，重新构造 Et；

提取从位置 y t
k - dt（ k）- L 起的 L 个碱基，重新构造 Gt；

根据 dt（ k）重新估计 Ft（ l）
如果# Et - Et - l# <"且# Gt - Gt - l# <"，循环 l 结束

循环 l 结束

3）输出 Et、Gt 和 Ft（ l）。

式（2 - l）和（2 - 3）中的 Et（!，i）和 Gt（!，i）分别为 Et 和 Gi 第 i 列上碱基!（!!｛A，C，G，T｝）所对

应的矩阵元素，上标 P 和 N 则对应训练的正负数据集。

E0 的统计位置为［TSS - l2⋯TSS - 7］，G0 的统计位置为［TSS - 35⋯TSS - 30］。此时两个模式的间

距为 l7bp，- l0 区模式与 TSS 的间距为 6bp，是它们在"70启动子中最典型的位置［9］。以此为初始点的

目的是为了加速迭代过程的收敛，而 F0（ l）取均匀分布即可。 - l0 区模式起始位置的变化区间和模式

间距的变化区间共同构成了最优复合模式的搜索空间，它们的大小需要利用先验知识来确定，也可在迭

代过程中不断修正。

对于特定序列，利用 Et、Gt 和 Ft（ l），由（l）和（2）计算复合模式得分 sc。
引入复合模式取代 - l0 / - 35 区模式，能更好地体现启动子信号特征的真实情况，有利于提高窗口

序列对应位置 TSS 似然得分的特异性。

图 l 大肠杆菌 TSS-TLS 距离的直方图与经验概率分布

Fig .l TSS-TLS distance histogram and smoothed empiricaI
probabiIity distribution for E . coIi

1 .3 TSS 与 TLS 的间隔距离分布
在选取数据集时已经提到，大肠杆菌中 TSS-TLS

距离通常 不 超 过 350bp。根 据 训 练 正 集 中 已 知 的 位

置信息，可以计算出 每 条 序 列 的 TSS-TLS 距 离 值，由

此即可统计得到 TSS-TLS 距离在［0，350］区间上的经

验概率分布。统计的直方图以及平滑后的经验分布

曲线见图 l。

由图 l 可 知，TSS 在 区 间 内 并 不 是 等 概 率 分 布

的，而是更 偏 向 位 于 离 TLS 较 近 的 位 置。图 中 的 经

验分布仅在 整 数 位 置 取 值，设 此 时 离 散 经 验 分 布 函

数为 D（ x），与 相 应 TLS 距 离 为 x 的 TSS 位 置 得 分

（position score）st（ x）可由下式计算：

st（ x）= Iog［D（ x）］ （3）

st（ x）是 TSS 位置的一种先验信息，将用它来减少假阳性定位结果。

1 .4 TSS 的定位
对于形式为［ S - 60⋯ S⋯ S + 20］的窗口序列，用文献［9］中的二次判别函数（Ouadratic Discriminant
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Function，ODF）计算窗口中位置 S 处的 TSS 似然得分（IikeIihood score）sl。设 S 与已知 TLS 的距离为 x，

即有

sl（ x）= ODF（ x） （4）

将窗口沿测试序列滑动，即可得到各个位置的 TSS 似然得分。

取 TLS 上游［0，350］区间内的任一位置 x，定义其 TSS 最终得分（finaI score）sf 为

sf（ x）= st（ x）+ sl（ x） （5）

得到［0，350］区间内的 TSS 最终得分 sf（ x）之后，确立 TSS 准确位置的步骤如下：

l）引入得分阈值 Cs，扫描整个区间，记录每个 sf 不低于 Cs 的位置，并将满足条件的位置称为“岛”；

2）引入间隙阈值 Ca，将间隔距离未超过 Ca 的相邻岛合并；

3）引入岛长阈值 Cl，淘汰长度小于 Cl 的岛；

4）经过 l）、2）、3）之后，对剩余的岛，各岛内 sf 值最高的位置即为 TSS 的预测位置。

! 测试结果

! ." 评价指标
TSS 定位常用的评价指标有敏感性 sn 和特异性 sp。定义 TP 为真实位点被正确定位的数目，FP 为

虚假位点被定位为真实位点的数目（假阳性结果），NP 为真实位点的数目，则有

sn = TP
NP X l00% （6）

sp =
TP

TP + FP X l00% （7）

图 2 训练正集 TSS 的 sf 值分布

Fig .2 The distribution of sf for TSSs in positive training set

! .! 阈值参数的确定
训练正集序列中的 TSS 均为经实验证实且位

置已知的真实位点。为保证定位算法的敏 感 性，

得分阈值 Cs 需要根据这些真实位点的 sf 值来确

定。

训练正集 TSS 的 sf 值分布情况如图 2 所示。

对图中的直方图进行正态概率 检 验 证 实，此

经验分布近似服从正态分布。图中的虚线为对直

方图做正态拟合之后得到的最优曲线，对应的分

布参数均值! = 0 .8，标准差"= 3 .75。至此，得分

阈值 Cs 可取为! -#"的形式，其中#为系数，可

根据对算法敏感性的需求进行调整。

间 隙 阈 值 Ca 和 岛 长 阈 值 Cl 可 用 刀 切 法

（jackknife）通过在测试集上计算定位错误率的最小上界来确定。

! .# 测试结果
用 l .l 中整理的测试集（580 条序列，每条长 43lbp）对定位算法进行测试，此时用刀切法求得 Ca =

2，Cl = 3。测试结果见表 l。需要指出的是，由于目前对 TSS 信号位点的认识比较有限，定位算法不可能

对真实位点的位置做出完全精确的预测。即使是数据库中提供的真实位点也可能会因实验方法的局限

而存在一定的位置误差。因此可以定义误差距离 dt，只要预测位置落入区间［TSS - dt，TSS + dt］，即被

认为是正确的预测。在算法中，dt 取 l0bp。

作为对比，表 l 中分别给出了没有加入位置得分（仅似然得分）和加入位置得分（最终得分）后在不

同得分阈值下的定位结果。
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表 1 大肠杆菌 TSS 定位的测试结果

Tab .1 Location resuits of E . coli TSSs

Cs

iikeiihood score oniy finai score

TP FP sn（% ） sp（% ） TP FP sn（% ） sp（% ）

! - 0 .5" 403 700 69 .48 36 .54 401 390 69 .14 50 .70

! - 0 .75" 445 1233 76 .72 26 .52 449 742 77 .41 37 .70

! -" 486 2098 83 .79 18 .81 488 1126 84 .14 30 .24

! - 1 .25" 492 3527 84 .83 12 .24 493 1864 85 .00 20 .91

由表 1 可以看出，在一定范围内，随着得分阈值 Cs 的降低，定位算法的敏感性 sn 将有所提高，但代

价是假阳性结果 FP 也随之剧增。因此在实用中需要寻求两者之间的合理折衷，根据实际需求来确定

得分阈值 Cs。从结果的对比也可以明显看出，在相近的敏感性水平下，加入位置得分使得算法减少了

约 45% 的假 阳 性 结 果，特 异 性 sp 平 均 提 高 了 约 11% 。 定 位 算 法 在 sn 为 85 . 00% 时，其 sp 达 到 了

20 .91% 。此时平均每正确预测一个真实 TSS，将得到 4 个假阳性位点，与每个真实位点附近有 38 个近

似位点［8］相比，特异性得到了大幅度的提高。

! 结 论

本文提出了一种基于滑动窗口的大肠杆菌 TSS 计算定位方法，在合理限定的 TSS 定位范围内，利用

滑动窗口对序列进行扫描，通过窗口序列分类器计算各个位置的 TSS 似然得分。为了提高方法的特异

性，在训练窗口分类器的启动子信号特征中引入了复合模式，并将 TSS-TLS 距离分布信息作为 TSS 的位

置得分，与似然得分 相 结 合 来 进 行 位 置 预 测。对 大 肠 杆 菌 真 实 数 据 的 测 试 验 证 了 定 位 算 法 预 测 真 实

TSS 位置的能力和对减少假阳性结果的有效性。

应该看到，算法的实际结果与 TSS 的完全精确定位还有一段距离。相信随着对 TSS 信号研究的深

入，将有更多的特征信息被发现和利用，这一差距将会不断缩小。另外，相关研究已经证实，基因组中许

多基因对应的 TSS 并不唯一，而是存在多个备选位置。因此定位算法得到的假阳性结果中有些可能是

潜在的备选 TSS 位点，并不是真正的假阳性，还需要进一步的研究和实验去证实。
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