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摘要：细菌 <O1C 是一类长度在 ". P &.. )7 之间的非编码 O1C，主要以不完全碱基配对方式与靶标 ?O1C&Q
端相互作用进而发挥其生物学功能。鉴于预测方法可以为细菌 <O1C 及其靶标的实验发现提供指导，因此，

细菌 <O1C 与靶标预测研究受到了广泛重视。文章首先将 <O1C 预测方法分为 B 类，分别是基于比较基因组

学的预测方法、基于转录单元的预测方法和基于机器学习的预测方法；其次，将 <O1C 靶标预测方法分为 -
类，分别是序列比较方法与基于 O1C 二级结构的预测方法；最后对各类方法的原理、核心思想、优点和局限

性进行了分析，并探讨了进一步的发展方向。
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细 菌 <O1C（ <?(;; O1C）是 一 类 长 度 在 ". P
&.. )7之间，以 O1C 形式发挥作用的一类分子，主要

位于基因间［$］，但也有位于编码基因 &Q和 BQRFO 区

的报道［-］，由 <O1C 基因转录而来［B］。<O1C 与动植

物中具有广泛调控功能的 ?>@+:O1C（?>O1C）不同，

?>@+:O1C的显著特点是其前体折叠形成茎环或类

似茎环的二级结构，其成熟体的长度约为 -$ )7，而

细菌 <O1C 却不具有保守的二级结构特征，其长度

变化也比较大，有关 ?>@+:O1C 特征及预测研究，请

参见我们最近发表的一篇综述［"］。另外，反义 O1C
（()7><G)<G O1C）是一种人为设计的用于沉默某个特

定靶基因的 O1C 片段，其长度在 $. P B. )7 之间［&］，

这 B 类 O1C 的共同特点是均可以抑制靶基因的表

达。现有研究表明，细菌 <O1C 功能多样，在细菌的

转录调节、O1C 加工与修饰、?O1C 稳定性与翻译、

以及蛋白质降解、质粒复制和细菌感染等方面发挥

重要功能［2 % A］。其中一种主要作用方式是通过不完

全碱基互补配对形式与靶标 ?O1C 的 &Q端结合来调

控靶基因的表达［# % $.］，进而在细菌与环境的相互作

用中发挥重要功能。例如，S>@I 是大肠杆菌中长度

为 #B )7 的 <O1C，可 以 抑 制 外 膜 蛋 白 :?8I 的 表

达［$$］；长度为 #. )7 的 O,6T 可以调控细胞中铁离子

的使用，对若干功能为铁离子存储或铁离子使用的

蛋白起着调控作用［$- % $B］。

但是，由于 <O1C 基因较小，且不受移码或无义

突变的影响，很难用遗传筛选方法来识别。因此，为

实验发现细菌 <O1C 开发基因组水平的生物信息学

预测方法非常重要，而大量物种的全基因组测序工

作的完成也为 <O1C 基因的理论预测提供了数据基

础。迄今为止，已提出了许多 <O1C 基因预测算法，

虽然它们一般都是为某个特定的基因组而设计，且

可靠性和效率远低于蛋白编码基因的识别算法，但

是它们在 <O1C 基因的发现方面发挥越来越重要的

作用。在 ’:)(76() 等的关于细菌 <O1C 识别的综述

中［E］，列出了从 $#22 P -..2 年用实验和生物信息学

方法所发现的 <O1C 各自所占的比重，可以发现生



物信息学方法在 !"#$ 发现过程中起着重要作用，

在 %&&& 年以前仅有 ’( 条大肠杆菌 !"#$ 在实验中

被偶然发现［’)］，而从 %&&’ 年开始，随着生物信息学

预测 方 法 的 应 用，仅 大 肠 杆 菌 中 就 至 少 有 *& 条

!"#$ 被发现。

随着越来越多的 !"#$ 被证实，接下来急需解

决的问题是研究这些 !"#$ 的功能。到目前为止，

尽管有一些 !"#$ 的功能得到证实，但还是有相当

一部分 !"#$ 的功能是未知的，因此识别 !"#$ 的靶

标对 研 究 !"#$ 的 功 能 具 有 重 要 意 义。目 前 的

!"#$ 靶标预测研究还处于起步阶段，预测方法主要

有基于序列比较方法和基于 "#$ 二级结构的预测

方法。鉴于开展细菌 !"#$ 基因及其靶标预测研究

具有重要意义，为此，本文就其相关研究进展进行

综述。

! 细菌 !"#$ 的预测方法

随着大规模细菌基因组测序的完成，目前已发

展了多种细菌 !"#$ 预测方法，主要分为 ( 类，分别

是比较基因组学方法、转录单元预测方法和机器学

习方法。

!"! 比较基因组学方法

基于比较基因组学方法来识别 !"#$ 的主要原

理是，作为一个 !"#$ 基因，其在相近物种的基因组

中具有较高的序列保守性和结构保守性。为此，

"+,-! 等 开 发 了 一 个 用 于 !"#$ 预 测 的 概 率 模 型

."#$［’/0’1］，首先基于序列比较，找出相近物种基因

组序列 中 保 守 的 基 因 间 区，然 后，运 用 概 率 模 型

."#$ 判断该基因间区的类型：蛋白编码区、!"#$
或者是其它类型。通过分析大肠杆菌 %(&&& 个保守

的基因间区，找出了 %2/ 个可能的 !"#$，而用作实

验验证的 )3 个片段中至少有 ’’ 个被证实是 !"#$。

该方法的主要缺点是必须有用于比较的相近物种的

基因组序列；其次，相关的 !"#$ 序列必须有保守的

二级结构；再次，识别出的候选 !"#$ 序列还可能包

含其它类型的 "#$ 序列；最后，该方法不能识别出

一个物种特有的 !"#$［’2］。

!"# 转录单元预测方法

转录单元预测方法是在比较基因组学方法的基

础上，通过基因间区预测和转录单元的识别来进行

!"#$ 预测，即通过在基因间区寻找启动子或是终止

子或是完整的转录本来寻找 !"#$。

$45-6-7 等［’*］在大肠杆菌中运用转录单元预测

方法取得了很好的结果，首先，他们在大肠杆菌的基

因间区通过寻找 8 ’& 区，8 (/ 区的保守序列来预测

启动子，然后，通过终止子的发夹结构特征和自由能

特征来预测!0非依赖型终止子，并在去冗余基础上

预测出具有完整转录单元的基因间区，最后，通过与

相近的基因组比对，找出保守的基因间区作为候选

的 !"#$ 序列，在预测的 %) 个候选片段中，有 ’) 条

被证实为 !"#$。虽然假阳性检出率比较低，但是由

于所用的限制条件非常严格而漏检了许多 !"#$。

9:;7 等提出的细菌 !"#$ 预测方法［%&］，基本思

想和 $45-6-7 等提出的算法类似，首先，在大肠杆菌

的基 因 间 区 用 谱 检 索 算 法 来 预 测 启 动 子（:<<=：>>
???@ +!4;A @ +!B0!+B @ A:>C<=0!;4,;4>=C<DDE!>）［%%］，然 后，用

"#$ 6D<+C 算法在基因间区预测!0非依赖 型 终 止

子［%(］，再由启动子和终止子所确定并满足一定长度

的序列作为候选的 !"#$，共获得 %%2 个 !"#$ 候选

基因，然后去掉已知的基因和包含较长的 F"G! 基

因，最终获得 ’)) 个 !"#$ 候选基因。由于长度的

限制，这种方法对预测较长的 !"#$ 显得无能为力。

H+,7I 等［%)］构建了称为 !"#$J4;K+A< 的算法，这

个算法主要是通过相近物种的保守性和预测!0非依

赖型终止子来快速预测 !"#$，结果 3 个候选基因中

1 个被实验证实。这个算法可以根据使用者的不同

情况灵活地改变一些输入参数，另外一个特点是它

的预测速度比较快。主要缺点是被预测的片段要在

相近物种间有保守性，具有物种特异性的 !"#$ 则

很难被预测出来。

虽然转录单元预测方法在预测细菌 !"#$ 方面

取得了很好的结果，但是它也有自身缺点。首先，它

只能预测!0非依赖型终止子的 !"#$，而对!0依赖型

终止子却无能为力；其次，这些算法都是通过预测启

动子和终止子来预测 !"#$ 的，只是在启动子和终

止子预测算法上有不同，但它们所得到的候选集的

彼此覆盖性却非常差；最后，在基因间区预测 !"#$
必将遗漏位于 LM" 等区域的 !"#$。

!"$ 机器学习方法

利用机器学习方法进行 !"#$ 预测主要包含 (
个基本步骤，首先是构建包含阳性和阴性数据的训

练集，然后是基于样本数据提取特征变量，最后是利

用机 器 学 习 方 法 构 建 分 类 模 型，进 而 预 测 新 的

!"#$。目前主要有两篇文献论述了机器学习方法

在 !"#$ 预测中的应用研究。

9-4<;4 等［’3］用神经网络方法来预测细菌和古菌

的 !"#$，他们首先构建由 *1 条 <"#$、%% 条 4"#$ 和

’’ 条 !"#$ 组成的阳性数据集，然后由注释好的基

% H+5N+ O-75 ;< -E @ >!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$（%&&3）)3（’）



因组提取相应的基因间区作为阴性数据集，再次对

阳性数据和阴性数据进行步长为 !" #$ 重叠 %" #$ 进

行滑窗并提取 &’ 个特征变量，其中 % 个是一联碱基

组分，(’ 个是二联碱基组分，’ 个是“结构模体”，最

后基于这些特征，利用神经网络构建的分类器在基

因间区扫描，结果在细菌中的交叉检验精度达到

!") * +")，在嗜热古细菌中的交叉检验精度达到

了 +") * ++)。虽然没有用实验验证其候选集，但

是利用文献报道的新发现 (+ 条大肠杆菌 ,-./ 作

为独立测试集，有 (0 条被正确预测，同时有些候选

集与相近物种有高度保守性，都说明了这个算法的

合理性。

123$456 等［&(］则用基于遗传算法的机器学习方

法来预测大肠杆菌的 ,-./，基本思想和 724$34 等［(%］

类似，他们首先构建由 !’ 条 $-./、&& 条 4-./ 和 %’
条 ,-./ 组成的阳性数据集，然后由注释好的基因

组提取相应的基因间区作为阴性数据集，再次对阳

性数据和阴性数据进行步长为 8" #$ 重叠 &8 #$ 进行

滑窗，以模体为特征构建细菌 ,-./ 预测模型，最后

利用此模型预测基因间区，最终获得了 9"’ 条可能

的 ,-./ 序列。此外，利用 .54$:34# 方法，作者从中

随机选择 (’ 条序列进行验证，证实其中 (& 条序列

具有杂交信号。

机器学习方法虽然在一定程度上克服了前两类

预测方法的一些缺点，如可以预测出细菌特异性的

,-./，对!;非依赖型终止子或对!;依赖型终止子的

,-./ 均可以预测等，但是机器学习方法也有自身的

缺点。目前的主要缺点是阳性数据较少，以目前研

究较多的大肠杆菌来说，也只有 !" 多条 ,-./ 被证

实，而对于其它细菌来说，实验证实的 ,-./ 则更

少；其次是特征变量的选择问题，如何选择较好的特

征变量来描述 ,-./ 也是一个难点。随着数据的积

累和研究的深入，这些困难有望被逐渐克服，可以预

期基于机器学习的 ,-./ 预测方法将越来越重要。

! 细菌 "#$% 的靶标预测方法

在 <5=3> 等［&0］最近发表的一篇综述中，系统地

论述了目前关于识别 ,-./ 靶标的实验及生物信息

学方法。尽管 ,-./ 靶标的最终识别需要经过实验

来证实，但生物信息学方法仍然为实验验证提供了

一种快捷的方式。到目前为止，主要发展了 & 类

,-./ 靶标预测方法，分别是序列比较方法与基于

-./ 二级结构的靶标预测方法。

!&’ 基于序列比较的 "#$% 靶标预测方法

在 ,6?$:;@2$3462# 局部序列比对算法基础上，

A:2#= 等［&8］构建了细菌 ,-./ 靶标预测模型，并在模

型中融合了下列信息：,-./ 的二级结构特征、伴侣

蛋白 BCD 在 -./ 序 列 上 的 结 合 位 点、候 选 靶 标

6-./ 的起始密码子上游 E 98 #$ 到下游 &8 #$ 间的

序列片段、以环区为中心的扩展序列比对和 ,-./
与候选 6-./ 靶标在大肠杆菌 F;(& 及相邻 ! 个菌

株中的保守谱等。对每一个 ,-./，该模型考虑基因

组中每一个候选的 6-./ 与之比对情况并打分，然

后将所有的 6-./ 按分数排序，分数高的 6-./ 被

认为是 ,-./ 可能靶标。在已知的经实验证实的 ("
对 ,-./ 与 6-./ 相互作用中，有 0 对的打分分数

位于前 8" 名中，由此可见，对于训练集来说，该预测

模型的精度为 0"G"")。由于该模型加入了保守谱

这一因素，所以不适用于某些大肠杆菌中不保守的

,-./ 的靶标预测或其它细菌中 ,-./ 靶标的预测。

另外，由于该算法只考虑了 ,-./ 的二级结构特征，

而忽略了 ,-./ 与 6-./ 相结合后的二级结构特

征，这使得预测的结果可能会有偏差。

!&! 基于 #$% 二级结构的细菌 "#$% 靶标预测

方法

在预测模型 H24=3$-./ 中［("］，HI2J3# 等建立了

两个 ,-./ 靶标预测模型，分别命名为单碱基模型

和碱 基 堆 积 模 型。单 碱 基 模 型 是 通 过 为 16?$:;
K2$3462# 算法引进新的比较积分系统来实现的，适

用于 ,-./ 与 6-./ 序列间相互作用区域较短的情

况；碱基堆积模型是运用 -./ 二级结构自由能的计

算规则来实现的，所采用的方法是动态规划算法，适

用于 ,-./ 与 6-./ 序列间相互作用区域较长的序

列。在进行靶标预测时，首先根据情况选择一种模

型对候选的 ,-./ 和 6-./ 序列进行打分，并假定

分数遵从极值分布，于是每一个候选靶标得到一个

L 值，L 值越小，相应的 6-./ 越可能是靶标；然后

利用训练集对翻译起始区的大小及核心匹配片段的

长度进行优化，获得的最优值分别为：翻译起始区的

取值范围从起始密码子上游 E 9" #$ 到下游 &" #$，核

心匹配片段的长度为 + #$；最后利用此模型对训练

集进行判别时，(& 对数据中有 ! 对正确，预测精度

为 ’’G’0)。

在由 75,,24$ 等［&’］提出的预测模型中，利用 % 对

属于 不 同 细 菌 基 因 组 且 经 实 验 证 实 相 互 作 用 的

,-./ 及其 6-./ 靶标，对相关的热动力学参数进行

优化，包括碱基堆积作用、凸环和内部环的罚分。然

9王立贵等：细菌 ,-./ 基因及其靶标预测研究进展 M N微生物学报（&""+）%+（(）



后利用这些参数给 !"#$ 与 %"#$ 相互作用形成的

双链区打分。在预测 !"#$ 的靶标时，该模型同时

考虑了两个区间片段，一个是序列 &’端的起始密码

子上游 ( )*+ ,- 到下游 .+ ,- 区间的序列片段，一个

是序列 /’端的终止子上游 ( 0+ ,- 到下游 .+ ,- 区间

的序列片段。最后，应用该模型对新发现的 . 条

!"#$ 进行靶标预测，并对某些结果进行了实验证

实。

最近，基于实验证实的 *0 对 !"#$ 与靶标相互

作用与 10 对 !"#$ 与靶标不发生相互作用数据集，

我们利用机器学习方法构建了 2 个 !"#$ 靶标预测

模型 !"#$34567-#8 和 !"#$34567-9:;，其在训练集

上的 <==>: 预测精度分别为 .)?0@A和 )++?++A。

为了评价模型的泛化能力，我们构建了一个独立的

包含 22 个阳性样本和 )@++ 个随机生成的阴性样本

的 测 试 集［21］，其 预 测 精 度 分 别 为 ./?+/A 和

1+?&&A，最终为 !"#$ 靶标的实验发现提供了生物

信息学支持。

! 总结和展望

本文系统地总结了细菌 !"#$ 及其靶标的预测

方法，在 / 类细菌 !"#$ 预测方法中，由于机器学习

方法具有许多优点，如不需要考虑细菌 !"#$ 在不

同基因组中的保守性和终止子是否为!B非依赖型

等，因此，随着实验数据的积累，基于机器学习的

!"#$ 预测将会发挥越来越重要的作用。在细菌

!"#$ 靶标预测方面，目前还刚刚起步，据我们所知，

目前只发展了 * 个细菌 !"#$ 靶标预测模型，如何

提高敏感性与特异性是以后开展 !"#$ 靶标预测的

一个重要方向。随着研究的深入，我们相信将会有

愈来愈多的 !"#$ 及 其 靶 标 被 证 实，进 而 为 细 菌

!"#$ 及其靶标预测提供很好的数据资源，拓展人们

对细菌生命活动的理解，最终造福于人类。
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