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摘  要: 运用隐马尔可夫模型, 利用Perl编程, 以几种模式生物的蛋白质数据库为基础, 构建了目标基因的全基因组

预测的新方法。该方法具有高通量, 准确度高且操作简易等优点, 特别在多结构域蛋白家族预测上更显优势。应用

该方法对几种模式生物的全基因组 PPR 和 TPR 蛋白家族进行了预测, 其中粳稻日本晴中含有 536 个 PPR 蛋白、199

个 TPR 蛋白; 籼稻 9311 中含有 519 个 PPR 蛋白、177 个 TPR 蛋白; 拟南芥中含有 735 个 PPR 蛋白、292 个 TPR 蛋

白; 红藻中 6 个 PPR 蛋白、32 个 TPR 蛋白; 蓝细菌以及古细菌中没有 PPR 蛋白, 但蓝细菌含有 10 个 TPR 蛋白, 古

细菌有 4 个 TPR 蛋白, 并对所得结果进行了进一步生物信息学分析。 

关键词: 基因预测; Perl; HMM; 全基因组; PPR; TPR 

中图分类号: Q75     文献标识码: A               文章编号: 0253-9772(2006)10-1299-07 

A Novel Method of the Genome-Wide Prediction for the Target 
Genes and Its Application 
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Abstract: Based on the protein databases of several model species, this study developed a new method of the 
Genome-wide prediction for the target genes, using Hidden Markov model by Perl programming. The advantages of 
this method are high throughput, high quality and easy prediction, especially in the case of multi-domains proteins 
families. By this method, we predicted the PPR and TPR proteins families in whole genome of several model species. 
There were 536 PPR proteins and 199 TPR proteins in Oryza sativa ssp. japonica, 519 PPR proteins and 177 TPR 
proteins in Oryza sativa L. ssp. indica, 735 PPR proteins and 292 TPR proteins in Arabidopsis thaliana, 6 PPR proteins 
and 32 TPR proteins in Cyanidioschyzon merolae. Synechococcus and Thermophilic archaebacterium did not have 
PPR proteins. By contrast, 10 TPR proteins were found in Synechococcus and 4 TPR proteins were found in 
Thermophilic archaebacterium. Moreover, of these results, some further bioinformatics analyses were conducted. 
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随着人类基因组测序计划的实施, 拟南芥、水稻

等模式生物的全基因组测序的相继完成, 许多物种的

基因组学研究工作正在全面展开。根据美国国家生物

信息中心(NCBI)的资料(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
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genomes/static/gpstat.html), 目前有 1 113 种生物正

在进行基因组的测序工作, 其中原核生物 890 种, 真
核生物 223 种; 已完成全基因组测序的生物有 330 种, 
其中原核生物 310 种, 真核生物 20 种。基因组学技

术的进步导致了生物学数据量的大爆炸, 对如此巨

大和宝贵的生物学数据如何充分的加以利用, 是当

今生物学面临的新的挑战和难题。尽管人类现在对

基因的了解达到了前所未有的程度, 但是对几种模

式生物基因组测序结果的分析却表明还有大量功能

未知的基因存在。因此, 阐明这些基因的未知功能是

后基因组时代的一个重要研究课题。如果能对目的

基因进行有效的全基因组预测, 再将得到的序列加

以实验验证, 对于新基因的发现和功能分析, 其针

对性、正确性和工作效率将会得到明显的改善。 
目前对具有某一类功能的目的基因的全基因组

预测的方法主要有基于序列相似性的Blast搜索法 [1], 
进化分析法 [2,3], 基于隐马尔可夫模型的HMMer搜索

法 [4], 神经网络预测法 [5]和机器学习预测法 [6,7]等。其

中使用最广泛的预测方法主要是依靠Blast的相似性

分析, 根据和已知同源基因序列的相似度来打分, 高
于一定域值的序列则被判断为候选基因, 如文献[8～
10]的文章都用到了该方法。但是该方法存在一个难以

避免的缺点, 即两个核酸的全序列的相似度较高, 并
不一定意味着它们就具有相同或类似的核心功能模

块, 也许它们的核酸序列中起着表达调控的那部分关

键序列的相似度并不高; 而两个相似度低于设定域值

的序列, 却有可能拥有相同的功能模块, 只是因为关

键序列相对于它们的全长来说并不长, 其他部分序列

相似度不高, 在做全序列Blast分析的时候, 这条序列

就有可能因为低于域值标准而被筛选掉了。这样就会

导致一部分候选序列并不是需要的结果, 而另一部分

具有相同或类似功能的基因却因为全序列相似度不

高而被漏掉。基于以上的考虑, 我们建立了以序列中

功能模块/结构域(domain)为基础的基因全基因组预

测系统。结构域是指蛋白质序列中局部的保守区域, 
拥有相同结构域的蛋白质大部分都有着相同或类似

的功能。在本文中 , 我们将运用隐马尔可夫模型

(HMM)[11,12], 利用Perl编程, 以已经完成全基因组测

序的模式生物的蛋白质数据库为基础, 构建具有特定

保守结构域的目的蛋白质全基因组预测系统。该预测

方法所用程序源代码可于ftp://ricelab.vicp.net免费下

载, 也可与作者联系索要。 

为了详细阐明该预测方法的应用与实施过程 , 
我们将挑选两大蛋白家族进行了全基因组预测。其

中之一是PPR(pentatricopeptide repeat)蛋白家族。PPR
蛋白是由 35 个氨基酸组成的序列单元经串联重复排

列而组成的一个基因家族, 这些蛋白中的一大部分

都被预测为线粒体或叶绿体的靶标 [13]。近年来的研

究发现, 植物细胞质雄性不育的育性恢复基因都含

有PPR结构域 [14~17]。与PPR蛋白类似 [18], 另一大蛋

白家族—— TPR(tetratricopeptide repeat)蛋白是由 34
个氨基酸组成的序列单元经串联重复排列组成, 该蛋

白家族在原核和真核细胞中均广泛存在, 参与许多

重要的生命活动 [19]。TPR结构域可能介导蛋白之间

的相互作用, 对于某些蛋白复合物的形成非常重要, 
TPR蛋白中串行排列的多个TPR序列可能分别介导

与不同蛋白的作用, 从而使TPR蛋白在不同的情况

下发挥不同的功能 [20]。TPR基序还可能成为蛋白复

合物构成中的重要的桥梁, 在钙调素与蛋白结合的

过程中发挥着重要作用 [21]。如果能找出模式生物全

基因组所有的PPR和TPR蛋白, 将对研究植物细胞核

与细胞质相互作用、细胞质雄性不育的育性恢复的

机理及蛋白质互作起到很大的促进作用。 

1  材料和方法 

1.1  全基因组分析系统开发环境 

考虑到该方法的通用性和易用性, 我们没有采

用生物软件常用的 Linux 系统, 而是在 PC/Windows
上进行程序开发。PC 机配置为 CPU Intel Pentium 4 
3.0CG/内存 2G/硬盘 160G SATA×2(RAID0)。编程语

言采用 Perl, Web 开发软件为 dreamweaver。 

1.2  全基因组预测的相关程序设计 

为了达到高通量的预测要求, 避免遗漏掉可能

的目标序列 , 我们采用了提取 NCBI (http://www. 
ncbi.nlm.nih.gov/)的 Protein-protein BLAST (blastp)后
台蛋白数据库的方法, 并加入了 TIGR(ftp://ftp.tigr. 
org/pub/data/)以及 RiceGAAS (ftp://ftp.dna.affrc.go.jp/ 
pub/RiceGAAS)的蛋白数据库作为对比和补充。同时

为了方便而有效的进行预测 , 我们利用 Perl 和

CGI(公用网关接口)技术开发一个可通过 web 服务器

预 测 的 方 法 , 主 要 编 译 了 两 个 程 序 , 一 个 是

ExtractCDS_Fasta.pl, 它负责将下载的 Fasta 格式的

蛋白序列格式化为我们预测所需的格式; 另一个是
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SearchResult.pl, 它是蛋白结构域预测的主程序, 负
责将格式化后的序列逐个自动提交给网上的 HMM
服务器进行计算, 并将含有符合我们设定的关键词

的结构域的蛋白序列保存下来。我们选用了位于

Washington University in St.Louis 的 Pfam 数据库

(http://pfam.wustl.edu/hmmsearch.shtml)。该数据库是

囊括了多重序列比对和隐马尔可夫模型方法组建的

蛋白质家族数据库 , 并基于 Swissprot 48.1 和

SP-TrEMBL 31.1 蛋白质数据库, 目前的版本是 19.0 
(December 2005), 含有 8183 个蛋白家族的比对和模

型数据。 

1.3  几种模式生物 PPR 和 TPR 蛋白家族的全基因

组搜索 

我们从 NCBI 蛋白质数据库中调出水稻粳稻日

本晴、拟南芥、红藻、蓝细菌、古细菌的全基因组

蛋白序列, 下载到本地。从 Beijing Genomics Institute 
(BGI)(http://rise.genomics.org.cn/rice2/link/download.j
sp)网站上下载水稻籼稻 9311 的全基因组蛋白序列, 
利用 Perl 语言编写的 ExtractCDS_Fasta.pl 程序, 格式

化全部蛋白序列; 利用 SearchResult.pl 程序添加接口, 
设定关键词为 PPR 和 TPR, 使其自动提交单个蛋白序

列, 在 Pfam 服务器(http://pfam.wustl.edu/hmmsearch. 
shtml)上完成全基因组蛋白结构域预测, 并将符合要

求含有 PPR 和 TPR 结构域的蛋白序列及其登录号自

动保存。最后, 每一个物种将分别得到一个所有含有

PPR 和 TPR 结构域的蛋白序列。预测程序中的关键词

具体设置见表 1。 

1.4  序列分析和系统发生树构建 

多重序列比对分析使用 clustalx1.81 软件, 并参

照 HMMER2.3.2 软件包(http://hmmer.wustl.edu/)中
hmmalign.exe 程序使用 TPR 或 PPR HMM Profile 的

比对结果。序列联配结果经过人工校正后利用邻接

法(NJ)自展后构建系统发生树。 

1.5  结果分析所需软件 

为了验证该方法的准确性和全面性, 我们编写 

了比对程序 compare.pl, 将本研究得到的拟南芥 PPR
蛋白全基因组分析结果与文献[13]的结果进行分析

比较。该程序能找出两组序列中完全相同和不同的

序列, 并分别将序列的名字和内容保存下来。为方便

研究, 我们构建了本地化的 Blast (ftp://ftp.ncbi.nlm. 
nih.gov/blast/)。用 blastall.exe 程序进行比对, 设定

E<1e-200, 即 10−200。 

2  结果与分析 

2.1  全基因组预测目标基因自动化搜索系统的建立 

我们建立了全基因组预测目标基因自动化搜索

系统。该系统由 SearchResult.pl 等主要程序和若干辅

助程序组成, 利用其进行全基因组预测的流程如下: 
第一步, 从 NCBI 或者其他数据库中下载 Fasta 格式

的蛋白数据, 该数据可以是全基因数据, 或者是某

条染色体上的数据, 也可以是具体实验中得到的蛋

白数据; 第二步, 将得到的大量数据用 filter.pl 程序

过滤掉冗余序列, 即序列完全相同, 命名却不同的

序列。因为我们的预测是基于蛋白序列, 相同的序列

得出的结构域结果是一样的, 所以该步骤能大大缩

短我们的预测时间。序列相同名字不同的冗余序列

被合并为一条序列, 其新的命名包含上述所有冗余

序列的名字; 第三步, 将去掉重复序列的数据库用

ExtractCDS_Fasta.pl 程序格式化成下一步搜索所需

的格式; 第四步, 设定好序列应该含有的结构域名

称, 可以是含有一个或者多个结构域, 以及该蛋白

家族名称, 然后运行 SearchResult.pl 程序, 进行全自

动搜索, 程序自动将得到的结果按先前设定好的蛋

白家族名称分别保存; 第五步, 将所得结果转化为

Fasta 格式。 
以上就是该预测系统的基本流程, 通过改变关

键词, 我们便能很方便的预测出具有某种或某些结

构域的蛋白序列。 

2.2  水稻、拟南芥、红藻、蓝细菌以及古细菌的全

基因组 PPR 和 TPR 家族预测结果 

我们从 NCBI 蛋白质数据库中调出水稻粳稻日 

表 1  预测程序的关键词设置 
Table 1  Key words settings in prediction program 

PPR TPR 
if(($feedback =~ /name=PPR/)){ 
print PPR "$temp\n"; 
print "$num--$CDS[0]--$CDS[1]\tMATCHED\n"; 

} 

if(($feedback =~ /name=TPR/)){ 
print TPR "$temp\n"; 
print "$num--$CDS[0]--$CDS[1]\tMATCHED\n"; 

} 
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本晴、拟南芥、红藻、蓝细菌、古细菌的全基因组

蛋白序列, 从 BGI 网站上下载水稻籼稻 9311 的全基

因组蛋白序列, 从 TIGR 和 RiceGAAS 网站上下载水

稻粳稻日本晴的全基因组蛋白序列作为补充 , 从
Cyanidioschyzon merolae Genome Project 网站上

(http://merolae.biol.s.u-tokyo.ac.jp/)下载红藻的全基

因组蛋白序列作为补充, 格式化后得到所有等待计

算结构域的全基因组蛋白。几种模式生物的待计算

的蛋白数分别为: 水稻粳稻(Oryza sativa ssp. Japo-   
nica) 105 303 个, 水稻籼稻(Oryza sativa L. ssp. in-
dica) 48 832 个, 拟南芥(Arabidopsis thaliana) 123 
227 个, 红藻(Cyanidioschyzon merolae)5 632 个, 蓝
细菌(Synechococcus sp. WH 8102)5 341 个, 古细菌(嗜
热性古细菌 Thermophilic archaebacterium)4 598 个。 

运用该方法, 经过逐一计算每个蛋白的结构域, 
设定搜索关键词为 PPR 或 TPR, 我们将符合条件的

蛋白保存下来, 最后得到的全基因组 PPR 和 TPR 蛋

白预测结果见表 2。 

2.3  PPR 和 TPR 蛋白家族分类 

为指导和方便日后的研究, 我们用得到的 TPR
蛋白序列按物种分别进行多重序列比对, 通过构建

系统发生树, 将预测的 TPR 蛋白按物种进行了家族

分类(图 1)。如图 1 所示, 各物种的 TPR 蛋白在进化

上拥有很高的一致性。按照系统发生的关系, 我们将

这些 TPR 蛋白分为了四大亚家族, 在图中用弧线框

出。每个亚家族中, 又做了进一步细分, 在图中用不

同背景色表明。从古细菌到蓝细菌, 从蓝细菌到红藻, 
再到高等植物, 我们可以直观的看到 TPR 蛋白家族

进化的方向和趋势。各大 TPR 亚家族的成员数目, 从
古细菌的单个基因逐渐增多, 通过基因复制进化出

越来越多功能的旁系同源基因。其中, Ⅰ型和Ⅱ型

TPR 蛋白在进化上相对保守, Ⅲ型和Ⅱ型 TPR 蛋白

随着物种的从低到高, 进化出了更多的成员, 表明

Ⅲ型和Ⅳ型 TPR 蛋白行使着更加复杂的作用。这为

将来进一步蛋白功能研究的设计提供了有利的启

示。 
用同样的方法, 我们对预测到的各物种 PPR 蛋

白也进行了亚家族分类, 与 TPR 蛋白的亚家族分类

图一样, 各物种的 PPR 亚家族在进化上都有较高的

一致性。由于进化树的构建是以序列为依据, 所以这

从侧面上也有力的证明了我们预测结果的准确性。

相同亚家族在图中用相同背景色表明, 详细结果见

图 2。 

2.4  全基因组的目标基因预测方法的比较分析 

利用上文所述的比对程序 compare.pl, 我们将拟

南芥全基因组 PPR 蛋白的分析结果与文献[13]的结

果进行分析比较, 得到下列的结果(图 3)。 
运用我们设定的方法预测到拟南芥全基因组的

PPR蛋白数为 735个, Lurin C等 [3]预测到的为 441个。

经过比较, 两种方法共同预测到的完全一样的序列

的蛋白个数为 364 个, 占他们预测总数的 82.5%, 占
我们预测总数的 49.5%。我们预测到的而他们没有预

测到的PPR蛋白数为 371 个, 他们预测到的而我们没

有预测到的PPR蛋白数为 77 个。 
从这 77个 PPR蛋白中随机抽出几个与我们预测

到的 735 个蛋白序列进行比对, 发现这几个序列都

和我们预测的 735 个蛋白相对应的序列 100%比对, 
也就是说 77 个 PPR 蛋白中的这几个序列皆为我们预

测的序列的一部分片段序列。这可能是他们在预测

时所做的 EST 电子拼接延伸不完全所致。为了验证

我们的猜想, 我们建立了本地化的 Blast, 将他们预

测的这 77 个序列和我们预测的 735 个序列放在一起

用 blastall.exe软件进行比对, 设定E<1e-200, 详细结

果见附录。 
由比对结果我们可以看到, 他们预测的这 77 个

序列, 有 72 个的比对结果E值为 0, 也就是说这些序

列的 93.5%均为我们预测的序列的一部分片段, 加上

我们共同预测到的 364 个序列, Lurin C等 [3]预测到的

序列有 98.9%都包含在我们预测到的序列中, 这说明

我们的预测结果更准确和全面。 
 

表 2  全基因组 PPR 和 TPR 蛋白预测结果 

Table 2  Genome-wide prediction results of PPR and TPR proteins 

 
粳稻 

Oryza sativa ssp. 
japonica 

籼稻 
Oryza sativa L. ssp. 

indica 

拟南芥 
Arabidopsis thaliana

红藻 
Cyanidioschyzon 

merolae 

蓝细菌 
Synechococcus sp. 

WH 8102 

古细菌 
Thermophilic archae-

bacterium 
PPR 536 519 735 6 0 0 
TPR 199 177 292 32 10 4 
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图 1  TPR 蛋白亚家族分类 

A: 粳稻日本晴; B: 籼稻 9311; C: 拟南芥; D: 红藻; E: 蓝细菌。 
Fig. 1  The classification of TPR proteins’ subfamilies  

A: Oryza sativa ssp. japonica ; B: Oryza sativa L. ssp. indica; C: Arabidopsis thaliana; D: Cyanidioschyzon merolae; 
E: Synechococcus sp. WH 8102; F: Thermophilic archaebacterium. 

 

3  讨  论 

为了便于跨平台运行, 我们使用 Perl 语言进行 
了程序设计, 该预测系统支持用户使用各种操作系统 
对数据库进行访问, 目前已在 Windows/DOS、Linux 
等平台中调试通过, 且都能很好地显示结果。通过 
Perl 编程, 充分利用了 Pfam 数据库资源。Pfam 数据 

库可用于识别未知蛋白序列所包含的结构域, 它不 
同于标准的序列比对, 即使相似性较低也能识别。对 
于蛋白家族的预测和识别, 其模型的准确度和复杂 
度也比Blast要高的多 [12]。本方法充分的利用了互联 
网资源, 避免了繁琐的数据库设置和大量的数据计 
算过程, 大大缩短了预测所需的时间, 具有高通量、 
准确度高等特点。该预测系统可用于全基因组基因 
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A: 粳稻日本晴; B: 籼稻9311; C: 拟南芥; D: 红藻。 
Fig. 2  The classification of PPR proteins’ subfamilies  

A: Oryza sativa ssp. japonica; B: Oryza sativa L. ssp. indica; C: Arabidopsis thaliana; D: Cyanidioschyzon merolae. 
 

 
图 3  PPR 蛋白预测结果比较 

Fig. 3  The comparison of some PPR Proteins’ prediction 
results 

 

预测及蛋白家族分类, 也可用于实验数据分析等特 
定的大量蛋白序列的功能搜寻及预测。与 HMMER 
软件包中的结构域搜索程序 H m m s e a r c h 相比 
(http://hmmer.wustl.edu/), 本方法能够更有效的进行 
蛋白多结构域预测。Hmmsearch 需要用到的 HMM  
Profile 对于那些未过多涉及生物信息学的研究者来 
说获取不易, 特别是当蛋白家族含有多个特定结构 
域, 甚至这些结构域间还穿插有其他非特定结构域 
时, 则得到唯一而准确的HMM profile更加困难 [22]。 

虽然本系统是基于 HMM 的结构域预测, 但通过 Perl 
编程, 我们有效而巧妙的解决了上述问题, 该方法 
适用于任意多个结构域的各种排列组合, 即使设定 
的特定结构域间穿插有其他非特定结构域, 也不会 
影响预测的准确度, 研究人员只需普通的文本操作,  
双击设定好关键词的程序, 便能自动得到结果, 为 
全基因组新基因的预测和发现提供了方便而有效的 
新思路。由于国外各大数据库的基因预测程序已相 
对完善, 我们没有采取自己进行基因预测或者 EST 
电子拼接的方法, 而是直接下载各大数据库预测和 
实验的蛋白数据结果, 进行结构域预测和家族分类。 
与Lurin C等 [3]预测的结果比较中可以看到, 该方法 
在一定程度上也大大提高了预测的准确度。另外, 我 
们预测方法的基础是利用各大数据库的蛋白数据库,  
我们预测方法的准确性在很大程度上与那些数据库 
基因预测和发现软件的准确度及数据库的序列质量 
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紧密相关。随着生物信息学的不断发展, 这些数据库

的数据资源和整合数据库资源的技术平台将越来越

完善, 大规模预测基因也必将更加准确。 
利用我们的全基因组预测结果, 可以进行更深入

细致的研究。蛋白家族分类是其中最基础的一步。我

们还可以对每个亚家族进行更细致的分类和研究, 并
将预测到的全部序列进行染色体定位, 研究基因在染

色体上的分布情况, 以及亚细胞定位预测等。在本文

中, 通过研究几种模式生物全基因组全部的 TPR 和

PPR 蛋白, 我们可以清楚的看到它们间的进化方向, 
并从整体上掌握各蛋白间的功能联系, 为将来的实验

研究奠定了基础。近年来的研究表明植物细胞质雄性

不育的育性恢复基因都含有 PPR 结构域, 那么这些恢

复基因是否就存在于我们预测的 PPR 序列中呢? 这
些都将会为我们的实验研究提供更多的有价值信息。

通过对预测结果的观察和分析, 我们可以产生很多有

趣的推论, 比如在低等生物中没有 PPR 蛋白, 而 TPR
蛋白却已经出现。TPR 蛋白序列和 PPR 又非常相似, 
这能否说明 PPR 蛋白是由 TPR 蛋白进化而来? 随着

物种的不断进化, 到了高等植物, 全基因组 PPR 蛋白

总数却反而是TPR蛋白总数的两倍以上, 这进化上的

变化又是什么原因造成的呢? 是否说明 TPR 在进化

上更保守, 行使更重要的功能? 而 PPR 却更多的与环

境有关呢? 这些问题都值得进一步分析探讨。 
随着大量的模式生物基因组完成全基因组测序

工作, 生物科学已从以往的纯实验科学转向实验分

析与生物信息分析相结合的综合科学。随着计算机

技术和网络技术的高速发展, 各种生物信息学数据

的大爆炸, 使我们迫切的需要更多更有效的数据挖

掘方法。通过对各种生物信息学数据库的整理、总

结和深入研究, 使我们以全新的视角来利用其他生

物学家研究所取得的成就。站在全基因组的高度来

分析问题, 将有助于更全面、更系统理解复杂的生命

现象、生命过程和生命本质。 
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