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生物信息学及其在病毒研究中的应用

肖 明

(上海师范大学。生命与环境科学学院，上海200234)

摘要：介绍生物信息学的原理与方法及其在病毒研究中的应用．保守序列承担着极其重要

的功能，通过多重序列对齐搜寻保守序列，是生物信息学方法的基础；敏感位点是一种反映

蛋白质或核酸功能的特定模式，因此，通过数量关系的优化推导敏感位点，可用于分离病毒

蛋白质与核酸相互作用位点；核苷酸和氨基酸序列只有形成了三级或四级结构才能表现功能，

通过同源建模预测蛋白质的高级结构，有助于疫苗的研制、抗病毒药物的筛选以及药物的分子

设计．预测RNA的三级结构大多从RNA折叠八手．病毒蛋白质三级结构预测比较成功的是

日本脑炎病毒包膜糖蛋白的三级结构．
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至2003年3月止，收录在GenBaIlk已测基因组全序列的病毒种类达1075种，而且正以每年20．1％

的速度递增⋯．依靠传统的研究思想和实验手段注释如此庞大的生物信息资源是不可能的，生物信息

学的出现为解决这个难题带来了希望，而且在短短的几年里，做出了惊人的成绩．那么怎样将生物信息

学的原理与方法应用于病毒研究中?作者综合了国内外的最新研究成果和本实验室的研究工作，对这

个问题进行了探讨．

生物信息学的主要任务是以计算机为主要研究手段研究基因与蛋白质的功能．如何将数字符号与

序列符号联系起来?生物信息学的记分法能将氨基酸或核苷酸序列(生物信息学将它们称为“元素”)

通过某种手段转化为简单的、直观的、便于计算机处理的数值．

几种主要记分法如下：

(1)性质矩阵法用能体现元素特征的理化性质(如疏水性、极性、带电性、芳香性、分子大小等)采

描述序列中出现的特定元素．具有某种性质的元素记为l，不具此性质的记为O”o．

(2)遗传密码矩阵(genedc code ma晡x，GcM)该方法依据对比的两个氨基酸中的一个转变为另一

个氨基酸所需要改变密码子碱基的个数．适应于进化分析．

(3)结构-遗传矩阵(strucmre gen甜c ma血x，sGM)主要根据对比双方元素的相似性以及相应遗传

密码的变化频率．如对比的两个元素相同时记最高分，不相同记较低分，最低为。分．

(4)突变数值矩阵(mut且tion data mat血，MDM或pointed acc印ted mut“0n，PAM)是Dayho盯根据

71组蛋白质家族进化过程中氨基酸替代的实际数目以及相对突变率所创立的半经验记分法”o．

(5)氨基酸替换矩阵(mino 8cid substitudonma耐x)该方法主要基于2000个Blocks中对齐片段聚
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类百分比与氨基酸匹配的关系⋯．sGM和PAM是目前应用较多的记分法，尤其是PAM在确定类似性

较小的序列关系时很有效，所以PAM的应用比较普遍．

1通过多重序列对齐搜寻保守序列

通过多重序列对齐搜寻保守序列是生物信息学方法的基础，几乎所有的注释序列的意义、研究序

列的结构的方法都是建立在此基础上的．多重序列对齐是指多条相关序列的对齐分析．保守序列是指

病毒在进化过程中基因组序列保持不变或变异很小的序列．在进化过程中，变化很小，或者不变的序列

往往承担着极其重要的功能，一旦出现变化，功能就会受影响或者被破坏，物种就有被淘汰的危险．因

此，保持不变或变化很小的一组序列可能具有相同的功能，尤其当其中有已被实验证明了的更是这样

从严格意义上讲，相同的序列，只有证明了它们是同源才能判定具有相同功能．确定保守序列的基本步

骤是，首先从一大堆无规则的序列中聚积相似序列，通过多重序列对齐从相似序列集合中建立起反映序

列特性的对齐片段，然后在对齐片段中确定反映功能的保守序列．国际上已有专门的数据库(如

Blocks¨J，PR0sIT旷1，IDENTIFY【』1和分析软件(如BLAsT，DNAsis，FAsTA，GCG，MOs删，Emotif_，J，
Tool L91)用于保守序列的分析．动态程序算法(dynⅢic p。ogmm alg嘶thm)”1，点矩阵作图法(dot ma一

砸x)”o等也是常见的方法．

病毒自身携带或者利用宿主细胞与复制有关的酶，以复制方式进行增殖““．几乎所有复制酶作用

底物是核苷三磷酸或脱氧核苷三磷酸．按照酶与底物相互作用机制可以推测这些复制酶一定具有某些

共同的特征．猪瘟病毒(classical 3wine fever vims，csFV)的Ns5B是一个比较重要的基因，它编码的蛋

白质与病毒基因组的复制有关．将csFV的石门株(shimen)和兔化弱毒株(HcLⅣ)的序列与两个黄病

毒属的west Nile vjnls(wNV)，Yollow Fever vinls(YFV)和瘟病毒属的BVDV相应序列对齐进行分析．

发现在相应序列内有一保守性很强的序列对齐即Block．在此Block中不难发现隐含在序列相应位置的

保守三肽，这就是保守序列，见图1。

WNV

YFV

BVDV

HCLV

Shimen

ERl5RMAVSGDDCVVKPLD

DRLKRMAVSGDDCVVRPID

NRLVRIHVCGDDCFLITEK

DRVAKIHVCGDDGⅢTER
DRVAKIHVCGDDCLUFER

组成一个Bkk，保守序列cDD位于其中．wNV即w哪NileViu日，YFv即Ydl洲触er virIl8同属黄病毒科黄病毒属

BvDv．H乱v，sIIi㈣同属黄病毒科瘟病毒属．各序列起始氨基酸的位置没有标明．

图l几个病毒的具有RdRp功能的蛋白质相应序列

现已发现所有依赖RNA的RNA聚台酶(RNA-dependent RNA p01ymerase，RdRp)中均含有保守的

三肽结构GDD．BvDv的Ns5B为BVDV RNA复制所必需，与csFV同属黄病毒科的人丙型肝炎病毒

(Hcv)的Ns5B基因编码的产物已被证明具有RdRp活性，该蛋白也具有保守的GDD三肽结构‘”1．黄

病毒科的其他病毒相应Ns5基因产物也具有GDD三肽结构．据此可以推测csFV的Ns5B具有RdRp

的功能．

2通过数量关系的优化推导敏感位点

敏感位点是一种反映蛋白质或核酸功能的特定模式．一个具有显著意义的敏感位点能较真实地反
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映被检核酸或蛋白质序列的结构和功能特征．因此，敏感位点的推导是功能预测、相互作用位点的搜

索、基因组图谱的绘制、分子模拟设计的基础，特别对定点突变具指导作用．通过数量关系的优化推导

敏感位点的方法有：

(1)最大期望值算法(eXpect“onmaximization alg商thm)简称EM法．EM法主要原理是计算能描

述数据的期望参数值，然后反复优化这些参数值，直到能从多重序列对齐中找出多序列共有的分子结构

和生物学特性的局部模式(10cal p甜ems)”“．

(2)权值矩阵(wei曲t matrix)法上述方法给出了反映序列特征的最优模式．模式中元素对反映序

列特征的贡献是平均化的．事实上，蛋白质、酶以及核酸的活性部位中元素的作用是有差异的，因此，包

含在敏感位点中的各元素除了出现的频率外还应有能反跌贡献差异的数学模式．权值矩阵法在这方面

有所侧重．G曲skov的权值矩阵法”41是在对齐序列与最佳对齐序列之间引入一个Pmnle，即权值矩阵．

这个Pr以le是通过元索频率矩阵转化而来的．而最佳对齐序列是使用动态程序算法在权值矩阵的基础

上得到的．权值矩阵法的本质是定位罚分以及氨基酸偏性二者的位置依赖性，前者引入了结构信息，后

者引入了在每个位置允许侧链特性的信息．

(3)信息量(Inforrnation Content)法用于分析蛋白质与核酸相互作用的信息理论首先是由schnei，

der等提出的““，后经Berg【l“，stonn0【17’”。等进行了补充完善．该理论的核心是，具有相同亲和性的序

列在进化过程中有相同的概率被与之作用的蛋白质或酶选为结合位点，而结合的自由能与亲和性直接

相关，即两序列有同样的自由能，就有同样的结合蛋白质的亲和性．而结合的自由能直接与碱基利用率

相关．这样，我们就可将某序列被选为结合位点的概率通过亲和性、自由能与碱基利用率联系起来，也

就是说碱基利用率的大小与序列被选为结合位点的概率有关．而信息量实质上就是表示一个序列被选

为结合位点的机会的多少，是通过碱基利用率计算出来的．该方法主要用于从大量的核酸序列中分析

蛋白质的结合位点．至今已对结合阻遏蛋白的操纵区”“”。、结合核糖体的翻译起始区”“、cAMP结合蛋

白在转录起始区的结合区‘”1、DNA转录的启动子‘”’161以及Archae8的转录调节位点啪1进行了信息量

的分析．2002年，我们用信息熵的原理对信息量法进行了补充，使其更接近实际情况(见图2)”“．
． 。r L、l 1

<p(6J)>=Jp(“)P“’(p(k)，n6)6(1_∑p(6J))n如(6f)=≮等， (1)

，J=一 ∑p(玑)ln[p(“)／p。(“)] (2)
b=j．e，c．T

吒。)=∑^． (3)
‘=l

7(哪)为核酸与蛋白质发生相互作用位点(aite)的信息量，而Ⅱ则是位点中某个位置(p。siⅡon)的信息量，N为某位置包

含的总的碱基数．¨则是位点中的位置．p(如)是碱基出现的概率．Po(b)是碱基在基因组出现的比率．

图2对猪瘟病毒基因组3’非翻译区进行信息量分析的公式

我们利用补充了的信息量法对猪瘟病毒基因组3 7非翻译区(3’uTR)进行了信息量的分析、2”．猪

瘟病毒基因组3’uTR是病毒复制酶与RNA相互作用的起始位点，为了确定3’uTR中与复制酶相互作

用的位点，我们按照图2的公式，设计了一个程序对20条3’uTR序列进行了分析．我们以此为例来说

明如何利用信息理论分析病毒的核酸与蛋白质的相互作用．表l是从20个csFV毒株的3 7UTR序列

中分离出的每个毒株在3’UTR的复制酶起始识别位点．也就是说，复制酶在这里结合，开始复制各毒株

的基因组．这个序列矩阵是从大量的序列矩阵中经反复抽提离析出来的，因此被认为是最好的．图3为

3’uTR信息量分析结果，图3-1为碱基频率矩阵，其数据来自表1．纵列A，c，G，T对应的数字分别为位

置(1)1_21的碱基A，c，G，T出现的次数，图3_2为位置1_21的Il值以及21个Il值的和，I(seq)值，是

通过公式1和2，按图3一l的数据计算出来的．选择最好序列矩阵的标准就是Il值最大．从结果可以看

出位置9，12，8和13的Ⅱ值较大，其中位置9的n值最大，表明这些位置可能对复制酶在这里起始结合

所发挥的作用较大；13．9102是被选择出来的最大的I(Beq)值，其数据来源是袭1中的序列矩阵，也就

  万方数据



第3期 肖明：生物信息学及其在病毒研究中的应用

是说，该序列矩阵组成的位点在各个毒株37uTR中含有最大的信息量，表明该序列矩阵中各个序列最

有可能是不同毒株的复制酶在3 7uTR的起始结合位点．

表l csFv 3L叮R中可能的复制酶起始识别位点

A B C D

SE0“ CAP) 207 AAGClMllKCTAACccCCC
SEO 2( CON—TREM uK) 162 CAGCAC哪AGCl℃GACAGAA
SEO 3(RIEMS．C) 208 A^CCTAA肌CTAACCCCCC
SE0 4( CH{NESE) 221 TAAGGlAAlTrcTAAcGGccc

sE0 5( ALFORT一187) 208 AACCTAA唧CTAAcGGcCC
SE0 6( P97) 162 CAcc^c11似GC嘲AGCC从
SEO 7( D4990．I) 162 CAGCAc_兀TAGcTGGAGcAAA

SEO 8( GLENlDRF) 162 AGCAC唧AGCTEG从GGAAA
SEO 9( ALFORT_A19) 208 AAGGl’AAⅡ1℃CTAACGCCCC

SEQl0( GPE．) 208 从GcTAA删CTAACCCCCC
SEQll( 19．SK) 16l cAGCACnTAGcTGGAGGAAA

SE012( SHIMEN)208 从GGTAA删叭ACGCCCC
sEQl3( HcLv) 218 T从G朗’A^删TA^cGGccc
SE014( M00RE．UK) 162 CACCACTrrAGCTGGAAGGAA

SE015(^LD) 208 AAGGTA^111℃CTAAcGGCCc

SE016(OU)-I正DER．US) 162 CAGC^CTrrAGCTCGAAGGAA

sEQl7( BREScI^)207 AAGGTA^删cT从cccccc
SE 018( AL釉RT)207 AGGTAA邢四AACGGCCCC
sE019( U744 D) 162 CAGCA佣AGcT％AGGAAA
sE。20( A．sK) 161 cAGcAcllT^Gcl℃GAGcAA^

A：序列编号；B：csFV的不同毒株；c：位点序列第一个碱基在3uTR的位置；D：可能的复制酶起始结合位点序列．

13 14

l 1l

0 0

1 9

18 0

15 16

11 9

l 10

8 1

0 0

17 18

2 1

1 l

17 18

0 O

19 20 21

5 9 9

11 11 11

4 0 O

O 0 O

0．38 0．74 0 77 0 43 O．27 0 34 0 601．201 35 O．40 0．521 221 18 0 43 0．33 0 47 O 77 0．90 0 39 O-61 O 61l(嘲)=13 9102

(1)

图3(1)为3uTR碱基频率矩阵，数据分别来自表l中的序列·圈3(2)为位点1_2l的^值，“。)

值以及相应的直观图，‘值通过公式(1，2)根据碱基频率矩阵的数据计算出来，，(州)值通过公式

(3)计算出来．图3(2)中的横坐标表示f，纵坐标表示^值．从图中可观察各位置重要程度．

图3 3 7uTR信息量分析结果
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3通过同源建模预测序列的高级结构

核苷酸和氨基酸序列只有形成了三级或四级结构才能表现功能．了解病毒蛋白质和核酸高级结构

是非常重要的，它有助于疫苗的研制、抗病毒药物的筛选以及药物的分子设计．在科学实践中，我们经

常会遇到一级结构相似，而空间结构相差较远，以及一级结构差异很大而高级结构、功能非常相似的现

象．目前对大分子空间结构测定的方法一般是用x光衍射以及核磁共振(NMR)，这些方法能较精确地

测定大分子的高级结构．著名的蛋白质和核酸三维结构数据库PDB(h仕p：∥www．pdb．bnl．gov／)，专门

收集通过x光衍射和NMR确定了结构的蛋白质和核酸．然而仅靠x光衍射和NMR远远跟不上序列

测定的速度，x光衍射需要高纯度的结晶，周期要求长；NMR也只能测定较小的蛋白质分子的结构．不

了解空间结构，就很难确定太分子的功能，更谈不上作用机理的阐明．因此，随着计算机科学的发展人

们开始着手高级结构预测的研究．常见的预测蛋白质核酸高级结构的方法是同源建模(homolog)T mod。

eling)．所谓同源建模就是选择行使同一功能、同源性较高的且空间结构已被x光衍射或NMR确定了

的蛋白质或核酸作为参考模板，从而构建序列三级结构模型的方法．一般分如下几个步骤：(1)选定参

考模板．(2)一级结构、二级结构对比分析．(3)三维结构模型构建．(4)模型精炼．(5)模型评估．

现在有一种新的预测蛋白质三级结构的方法，称之为穿线法(tllreading)，从蛋白质折叠人手，将各

种蛋白质分成不同的折叠类型，将折叠类型与结构类型对应起来，也是用于病毒蛋白质结构功能研究的

好方法．

与蛋白质三级结构研究相比，RNA三级结梅研究更慢．人们大多从RNA折叠人手预测RNA的三

级结构⋯’．对RNA折叠的研究不仅将最终确定RNA的三级结构，也将阐明RNA从一级结构向三级结

构转变的过程，弄清RNA在行使功能时，其空间结构以及各种结构成分构象的变化，这样我们预测模拟

出的RNA分子是一个“会动的小虫”．探求RNA折叠的奥秘无疑对阐明空间结构以及对研究生命起源

有重要意义．

最近有人提出所有RNA的结构只不过是各种结构Mot如的连结．这些结构Motifs有独立的三级结

构，而且大都已被弄清．这些结构Motifs是RNA分子的基本结构成分，它们的有机结合则是RNA空间

结构的实质⋯1．于是将庞大的RNA分子的空间构象转变成几个容易对付的结构Motifs的研究．下面

是几类已确定晶体结构的结构Motifs：

(1)出现在RNA转折处的终端回环M甜fs(TeⅡninallo叩Motifs)，如u·转折(u-lom)，四核苷酸环

(Te廿a100p8)．

(2)不形成互补碱基对的螺旋片段的内环Mo雌(intemal 100p Motifs)，如链交叉嘌呤集结团(cross—
s协md Purine Staek8)，鸟嘌呤突出M枷f8(Bulged-G Motifs)，腺嘌呤平台(A—Pla怕瑚8)，突出一螺旋一突出

Moljf(Bulge—Helix—Rulge Mo嫩)，结合金属的Mol蠡．

(3)序列上相距较远，通过堆积折叠聚积一团的三级Motif8(Tertiary MotifB)如核糖拉链(Ribose

zipper8)，四核苷酸环-螺旋相互作用Modf(Tetralo叩一Helix Inter丑ctions)．

这些方法和Motifs无疑对病毒特别是对RNA病毒的三级结构的预测以及功能的相互关系的确定

奠定了坚实的基础．

病毒蛋白质三级结构预测比较成功的是日本脑炎病毒(Japanese encep8liti8 virus，JEv)包膜糖蛋白

(envelope glycoPmtein，E印)的三级结构”』．日本脑炎是严重的地方性流行疾病，其病原体JEV表面的

Egp是抗体中和反应的主要目标抗原．对Egp三级结构的了解是研制高效疫苗的首要条件．1999年

Kola8kar对Egp的三级结构进行了预测，建立了它的空间结构模型，并获得了E印在水溶液中的构象．4

个独立的评估方法对其预测的结果进行了论证，认为在立体化学和几何学上都是可以接受的，Kolaskar

等使用的参考模板为已定晶体结构的与JEV同属黄病毒科黄病毒属的蜱传媒脑炎病毒(tick bome en—

cephali血)的E印．RNA三级结构被弄清的为数较少，其中包括Hepatiti8 deI诅vinls的核酶(d．
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bozyme)”“，为预测病毒RNA折叠与三级结构提供了参考模板．

利用生物信息学的方法注释病毒核苷酸、氨基酸序列的意义存在的主要问题是需要提高准确

度，得到的结论需要通过实验手段进一步完善．我们认为，一门学科发展的初期过分强调准确会

扼杀这门学科．事实上，这些方法都在逐步地改进．在啤酒酵母完整基因组确定的5932个基因

中，大约60％是通过信息分析得来的，其中2950个编码基因的功能也是通过相似性搜索确认的，

占编码基因的48％”“．最近在研究恶性传染性疾病非典型肺炎(severe acute”pira”ry syndrome，
sARs)的病原体的过程中，就是利用生物信息学的方法对其基因组进行分析，为确定该病原体为

一新的冠状病毒(comnavirus)起到了关键作用”‘“1，可见，生物信息学的作用是很大的，因此生

物信息学在病毒研究的作用会越来越明显．
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Bioinfo瑚a廿cs and its Application inⅥrology

ⅪAOMing

(couoge 0f【m蚰d Envimrlment scienee8，sh蚰gllai N衄al uIIiverB畸，shangllai 200234，c11ina)

Abstr神t：Applicati呷of t}leory 8nd methodDlogy of bioi时brm毗ics in“rology w岫introduced．C唧erved sequenc啪played v8ry

impon帅t mIe．It懈tlle b聃is for bjoinf0彻出c8 that the eon8erved 8equ七nce8 aIe Be日Iched f打thI口ugh mIIlti·8equence align-
ment．Sen州ve p0B试on日we工e theⅡ州fs by which the fh州on 0f proteing and nueleic∞jdB were船8umed The sens讯vo posi．
tiom were indueed thmugh optiIIlizing qu蛆tity rdati叩，which wa8叩pbed to i80kion of interBcdve positiom betwee“Pmt。ins

and nudeic acids．11le sequenc曲of nuele撕de蛆d哪in0∞ids were funcdon日1 when山e 8p盯e吐rIIctu嘲were f。med．Predic—

tion 0f high nnlcture 0fprotein th州h hom。lo副modelirIg w删help“to r曲e舶曲0f v8ccine，sele州on 0f吐球邮石vi阻I dnlg，and
d髑igIlation 0fⅡlol郫ule dmg．M08t Predicdon8∞RNA叩如e Btnlctu珥begBn如mRNA fold．n。prediction of 8Pace strIlcture of

envelope gIy。oprotein 0f Jap曲ese encePaljds virus w聃a succe8s甜samplc．
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