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摘要：细菌基因组中基因密度高、结构相对简单，基因预测可以达到较高的准确度。细菌基因预
测的一个重要问题是难以准确判断基因起始位点，目前应用最广的基因组自动注释方法给出的
结果中，占总数约１／５的基因的起始位点有分歧，尚无利用基因结构的统计特征改进起始位点预
测的有效方法。通过蛋白质同源性搜索，为推断起始位点提供新的线索。对氧化葡萄糖酸杆菌
Ｇｌｕｃｏｎｏｂａｃｔｅｒ　ｏｘｙｄａｎｓ　６２１Ｈ全基因组的分析表明，这种方法可以实质性改善起始位点预测结果。
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　　近年来测序技术的发展非常迅速，使用最新的
测序方法，微生物的完整基因组能够以较低的成
本、在较短的时间内完成，目前在ＧｅｎＢａｎｋ中存储
着＞１　５００个已完成细菌基因组，另外还有近５　０００

个细菌基因组正在进行测序分析（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃ－
ｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｅｎｏｍｅｓ／ｌｐｒｏｋｓ．ｃｇｉ）。因而利用
完整基因组数据探索理解微生物的生化生理性质

已经成为生物技术有效而必须的途径。
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获得基因组序列后的第一项基因组学分析任务

就是寻找基因并预测所编码蛋白质的生物学功能，主
要是通过适当的计算方法自动完成的［１］。基因发现
对于原核生物和真核生物存在着巨大的本质性差异，
这不仅仅由于基因组尺度（典型的原核基因组碱基对
数不及典型真核基因组的１／１００），更重要的是因为
基因组织结构的不同。真核生物基因组主要由大量
非编码序列构成，基因密度很低，例如人基因组的

３％编码蛋白质基因，并且基因由不连续片段构成，一
个完整基因常常被大段的内含子分割为许多外显子，
这为真核基因识别带来很大困难［２－３］。
相比之下，原核生物的基因发现要简单很多。

原核基因组一般大小为２～５Ｍｂｐ，有很高的基因密
度，通常整个基因组的８０％以上是蛋白质编码基因。
对基因发现最有利的是，基因是连续的编码序列，中
间没有插入片段，因而基因组中所有起始密码与终止
密码之间可能的阅读框架就构成了全部蛋白质编码

基因的候选集合，原核基因预测方法就是根据适当的
序列特征判断哪些候选者是真正的基因［４－５］。
由于原核基因组相对简单，以基因预测方法为

主要支撑的完全自动注释已具有很高的实用性，有
很多机构提供免费、快捷的 Ｗｅｂ注释服务，其中最
著名的、代表当前注释水平的是 ＮＣＢＩ的ｇｅｎｂａｎｋ
数据库、美国能源部联合基因组研究所（ＪＧＩ）和劳
伦斯伯克力美国国家实验室（ＢＤＭＴＣ）联合主办的

ＩＭＧ、Ｊ．Ｃｒａｉｇ　Ｖｅｎｔｅｒ研究所的ＪＣＶＩ和国家病原
微生物资源（ＮＭＰＤＲ）的ＲＡＳＴ。这些服务给出的
自动注释结果有相当高的一致性，然而也存在显著
的差别，主要体现在基因起始位点预测分歧较大，
解决这些分歧将有助于提高自动注释质量。利用
基因结构的概率统计特征提高起始位点预测准确

率，需要对基因以及基因上游（如核糖体结合位点）
结构设计更好的识别模型，依靠基因预测方法本身
无法对分歧作出评判。作者通过蛋白质序列同源
性查询，从基因组以外的知识库中寻找准确起始位
点的证据。

１．１　材料

１．１．１　 基因组数据　作者以氧化葡糖杆菌Ｇｌｕ－
ｃｏｎｏｂａｃｔｅｒ　ｏｘｙｄａｎｓ　６２１Ｈ基因组（ＧｅｎＢａｎｋ存取码

ＮＣ＿００６６７７）为 基 本 素 材。 氧 化 葡 糖 杆 菌

Ｇ．ｏｘｙｄａｎｓ是革兰氏阴性菌，属于醋酸杆菌（Ａｃｅ－
ｔｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ）科，广泛出现于蜂蜜、果汁、啤酒、葡
萄酒中，可以不完全氧化糖、酒精和酸，具有重要的
工业用途［６］。它的全基因组序列在２００５年发表［７］，
该基因组共２　７０２　１７３ｂｐ，ＧＣ含量为６１．１％，其在

ＮＣＢＩ中Ｇｅｎｂａｎｋ的原始注释共２　５０１个蛋白质编
码基因。

１．１．２　基因组注释服务器　原核生物经常使用的
注释软件有：Ｇｌｉｍｍｅｒ ［８］、ＧｅｎｅＭａｒｋＳ ［９］、Ｅａｓｙ－
Ｇｅｎｅ等。本文使用的基因自动注释服务器是ＩＭＧ
（ｈｔｔｐ：／／ｉｍｇ．ｊｇｉ．ｄｏｅ．ｇｏｖ）、 ＲＡＳＴ （ｈｔｔｐ：／／

ｒａｓｔ．ｎｍｐｄｒ．ｏｒｇ／）、ＪＣＶＩ （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｃｖｉ．ｏｒｇ／

ｃｍｓ／ｒｅｓｅａｒｃｈ／ｐｒｏｊｅｃｔｓ／ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ － ｓｅｒｖｉｃｅ／） ，

Ｇｌｉｍｍｅｒ和ＧｅｎｅＭａｒｋＳ都是利用统计学模型的从
头预测，不依赖任何先验知识和经验参数对基因序
列的预测，其中ＩＭＧ 基于 ＧｅｎｅＭａｒｋＳ，ＲＡＳＴ 和

ＪＣＶＩ基于 Ｇｌｉｍｍｅｒ对全基因组进行注释，这个阶
段主要是对实际编码蛋白基因的识别；接下来搜寻
已被确切注释的亲缘关系相近的基因组，对之前预
测的基因片段进行修饰。ＩＭＧ可允许用户直接在
其服务器上查看分析结果，而ＲＡＳＴ和ＪＣＶＩ需提
交基因组数据等待服务器的反馈结果。

１．２　方法

１．２．１　获取基因组注释数据　在线提交全基因组
序列的ＦＡＳＴＡ格式文件至３个注释服务器，服务
器指定任务代码，等待一到两个月后下载注释结
果，其中包含预测的基因起始位点和终止位点、蛋
白质功能、ＲＮＡ基因，提供格式为ｅｘｃｅｌ和ｔｘｔ格
式。

１．２．２　同源性查询　本文同源性查询是提交ＮＣ－
ＢＩ提供的Ｂｌａｓｔ服务 （ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．
ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）完成，为了尽可能不遗漏同源性信
息，作者将Ｅ－ｖａｌｕｅ阈值设置为很宽松的０．０１。３
种注释服务器对同一基因组注释的结果是不完全

相同，本研究集中比较三者中具有不同起始位点、
相同终止位点的基因，然后取最长的氨基酸序列

ＢＬＡＳＴ［１０］。由于作者的目的是从已知的蛋白质中
寻找有关待查询基因的准确长度的线索，所以查询目
标库选择为Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ．Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ数据库是全部
已知蛋白质库 Ｕｎｉｐｒｏｔ（ｗｗｗ．ｕｎｉｐｒｏｔ．ｏｒｇ）的一个子
集，其中的内容都经过研究人员通过计算机工具和查
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阅相关资料文献仔细核实的，可以看作是已经确认的
蛋白质的数据库［１１］。

２．１　注释概况
在本研究中，综合运用了序列相似性搜索、基

因预测软件的一致性策略的方法对ＤＮＡ序列进行
预测。经比较发现，ＧｅｎＢａｎｋ文件中的注释与ＩＭＧ
注释结果完全一致，说明ＮＣＢＩ是直接引用ＩＭＧ服
务器的注释结果的，而通过当下一种注释服务器来
分析一个基因组是无法得到非常准确的结果的，最大
化降低注释错误的有效方法是对多种注释服务器的

结果进行综合比较。由于不同的注释方法和标准，不
同的注释服务器预测的基因也是不同的。ＪＣＶＩ预测
的基因数目最多，为２　６６４个；其次是ＲＡＳＴ，共２　６３２
个；ＩＭＧ预测的基因最少，２　４３２个。３个注释服务
器预测的最长基因都是５　２５３ｂｐ，最短基因则有所不
同：ＩＭＧ预测的最短基因长度为８１ｂｐ，ＲＡＳＴ和ＪＣ－
ＶＩ的是１１４ｂｐ。图１是预测基因的具体长度分布，
可以看出，ＩＭＧ预测的短基因明显少于另外两种注
释。ＩＭＧ注释的基因平均长度为１　００１ｂｐ，远高于

ＲＡＳＴ注释的９３２ｂｐ和ＪＣＶＩ注释的９２３ｂｐ，表明

ＩＭＧ更倾向于避免短基因。

图１　基因的长度分布
Ｆｉｇ．１　Ｇｅｎｅ　ｌｅｎｇｔｈ　ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

　　同样，即便是同一个基因片段，服务器各自不
同的注释标准也可能导致编码基因具有不同的起

始位点或终止位点，由此引发的争议对接下来进一
步的基因预测带来很大的难度［１２］。在３种注释服
务器预测的所有蛋白质编码基因，其中具有相同的
终止位点的基因有２　３５６个；再比较精确匹配，也就
是依据相同的起始位点和终止位点发现，ＲＡＳＴ和

ＪＣＶＩ之间拥有与ＩＭＧ 更多的精确匹配的基因，

ＩＭＧ则拥有最多的特异性起始位点，因为 ＲＡＳＴ
和ＪＣＶＩ都是基于 Ｇｌｉｍｍｅｒ软件预测基因的，而

ＩＭＧ则是基于ＧｅｎｅＭａｒｋＳ。在３种注释服务器的
预测中，有１　６８６个蛋白质编码基因是完全匹配的
（Ｆｉｇｕｒｅ　２），这部分由３种服务器共同预测的完全
匹配的编码基因的可靠性是相对较高的，但其余很
大比例的编码基因的起始位点是无法确定，故基于
同源性搜索来判断编码基因不同起始位点的准确

性十分必要。

２．２　用同源性判断差异基因起始位点
原核基因预测是先确定基因的终止位点，然后

再根据基因序列的概率模型以及基因上游区域（如
核糖体结合位点）的统计特征寻找与之匹配的起始
位点。一个基因在两种注释中完全吻合意味着两
种注释具有完全相同的终止和起始位点；如果两种
注释只具有相同的终止位点但起始位点不同，则表
明这两种注释预测了同一基因，但基因长度有分
歧。图２是对 Ｇ．ｏｘｙｄａｎｓ　６２１Ｈ 基因组注释的结
果统计分析，表明ＩＭＧ、ＲＡＳＴ和ＪＣＶＩ　３种注释中
完全一致的基因有１　６８６个；而注释不一致的基因
有８０６个，其中完全不同的基因很少，只有１３６个，
绝大部分分歧表现为基因起始位点不同，这些基因
共有６７０个。由此可见，识别正确的基因起始位点
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是当前原核基因组注释面临的重要挑战。

图２　（ａ）左图代表３种注释服务器预测具有相同终止位点
的蛋白质编码基因的数目，重叠区域代表３种服务器
预测的彼此具有相同的终止位点；（ｂ）右图显示３种
注释服务器预测具有相同起始位点和终止位点的蛋

白质编码基因数目，重叠区域代表三者之间预测的基
因是精确匹配

Ｆｉｇ．２　（ａ）Ｔｈｅ　ｌｅｆｔ　ｄｉａｇｒａｍ　ｓｈｏｗｓ　ｔｈｅ　ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ　ｃｏｄｉｎｇ　ｇｅｎｅｓ　ｔｈａｔ　ｓｈａｒｅ　ｓｔｏｐ　ｓｉｔｅｓ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｏｔｈ－
ｅｒ　ａｎｎｏｔａｔｉｏｎｓ．Ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇ　ｒｅｇｉｏｎｓ　ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｇｅｎｅｓ
ｈａｖｉｎｇ　ｓａｍｅ　ｓｔｏｐ　ｓｉｔｅｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ．（ｂ）Ｔｈｅ
ｒｉｇｈｔ　ｄｉａｇｒａｍ　ｓｈｏｗｓ　ｔｈｅ　ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ　ｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｏｄｉｎｇ　ｇｅｎｅｓ　ｔｈａｔ　ｓｈａｒｅ　ｓｔａｒｔ　ｓｉｔｅ　ａｎｄ　ｓｔｏｐ　ｓｉｔｅ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ
ｏｔｈｅｒ　ａｎｎｏｔａｔｉｏｎｓ．Ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇ　ｒｅｇｉｏｎｓ　ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｇｅｎｅｓ
ｈａｖｉｎｇ　ｅｘａｃｔ　ｍａｔｃｈｅｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ａｎｎｏｔａｔｉｏｎｓ

　　为了更进一步分析起始位点注释的差异，我们
罗列了每一个预测基因的起始密码子。在所有的
基因注释中，ＡＴＧ是最普遍被利用的起始密码子，
最多可占所有起始密码子的８４％。而ＲＡＳＴ则包
含最大比例的替代起始密码，服务器的基因预测

２２％的起始密码子并不是ＡＴＧ，ＩＭＧ和ＪＣＶＩ使用
相对较低比例的代替起始密码子，分别为１６％和

２１％（Ｔａｂｌｅ１）。
表１　基因组注释结果概况

Ｔａｂ．１　Ｏｖｅｒｖｉｅｗ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｇｅｎｏｍｅ　ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ　ｒｅｓｕｌｔｓ

注释
服务器

基因
数量

平均
基因
长度／
ｂｐ

ＡＴＧ
起始
密码子／
％

ＴＴＧ
起始
密码子／
％

ＧＴＧ
起始
密码子／
％

ＩＭＧ　 ２４３２　 １００１　 ８４　 ４．０　 １２

ＲＡＳＴ　２６３２　 ９３２　 ７８　 ６．０　 １６

ＪＣＶＩ　 ２６６４　 ９２３　 ７９　 ６．０　 １５

　　以尿苷酸激酶为例，３种注释服务器预测的基
因终止位点是相同的，但起始位点都不相同，起始
密码子也不同，见表２。

　　以３种服务器预测的６７０个相同阅读框的基因
序列作为数据来源对其进行本地批量ＢＬＡＳＴ处
理，依据数据库同源性搜索已有证据对其起始位点

的准确性进行推测。一般情况下，一致性在２５～
３０％为序列同源，相似性高于一定程度后，可推测
序列为同源序列，在本次结果中，为提高数据准确
性，将标准提高到５０％，由于３种服务器预测的基
因起始位点不一样，其对应翻译的氨基酸序列长短
也不相同，如果氨基酸数差异较小，也很难对其作
出明确判断，故选取氨基酸序列长度差异大于２０
的基因进行分析，这一部分是可以做出判断的（Ｆｉｇ－
ｕｒｅ　３）。事实上，提供同源性方面的证据，是最直接
也最准确的支持，通过比对编码基因氨基酸序列，
我们选取了其中具有代表性的８个基因做同源匹
配图，对ＢＬＡＳＴ结果作出细致分析。为了凸现差
异，图中显示了序列中的前１２０个氨基酸匹配位
置，也对３种服务器预测的基因的差异序列已做出
明显标记，如果差异序列能够搜索到匹配，推测３
者中长的氨基酸的起始位点是正确的，反之，在同
源性标准较高的情况下，则推测是较短基因的起始
位点是正确的（Ｆｉｇｕｒｅ　４）。

表２　比较尿苷酸激酶的起始位点

Ｔａｂ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｕｒｉｄｙｌａｔｅ　ｋｉｎａｓｅ　ｓｔａｒｔ　ｓｉｔｅｓ

注释
服务器

ＤＮＡ
编码区

起始
密码子

长度／
ｂｐ

ＩＭＧ　 １９８５７４７…１９８６５７７（＋） ＴＴＧ　 ８３１

ＲＡＳＴ　 １９８５７３５…１９８６５７７（＋） ＧＴＧ　 ８４３

ＪＣＶＩ　 １９８５８３７…１９８６５７７（＋） ＡＴＧ　 ７４１

图３　差异序列片段的长度分布
Ｆｉｇ．３　Ｌｅｎｇｔｈ　ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｄｉｓａｇｒｅｅｄｌｙ　ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ　ｇｅｎｅ

ｆｒａｇｍｅｎｔｓ
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（ａ）

（ｂ）

图４　（ａ）代表以长片段基因序列的起始位点为依据的联配比较；（ｂ）代表以短片段基因序列的起始位点为依据的联配比较
（ｑｕｅｒｙ表示三种服务器预测的各自不同起始位点、相同终止位点，编码蛋白的功能，ｓｅｑｕｅｎｃｅ１表示预测编码基因的前
１２０个氨基酸序列，ｓｅｑｕｅｎｃｅ２－６表示数据库中序列匹配的相同部分，ＩＤ表示Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ库中同源匹配序列名称，＋表
示与之匹配的是化学性质类似的氨基酸，红色加粗字体代表各服务器预测不同起始位点的差异片段）

Ｆｉｇ．４　（ａ）ｓｈｏｗｓ　ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｓｔａｒｔ　ｓｉｔｅ　ｏｆ　ｌｏｎｇ　ｆｒａｇｍｅｎｔ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ；（ｂ）ｓｈｏｗｓ　ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ
ｔｈｅ　ｓｔａｒｔ　ｓｉｔｅ　ｏｆ　ｓｈｏｒｔ　ｆｒａｇｍｅｎｔ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ（Ｑｕｅｒｙ　ｓｈｏｗｓ　ｔｈａｔ　ｔｈｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｔａｒｔ　ｓｉｔｅｓ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｓｔｏｐ　ｓｉｔｅ　ｂｙ　ｔｈｒｅｅ　ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ
ｓｅｒｖｅｒｓ　ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ，ｐｒｏｔｅｉｎ－ｃｏｄｉｎｇ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ，ｓｅｑｕｅｎｃｅ１ｓｈｏｗｓ　ｔｈａｔ　ｔｈｅ　ｆｉｒｓｔ　１２０ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｇｅｎｅ　ｅｎｃｏｄｉｎｇ，
ｓｅｑｕｅｎｃｅ２ｔｏ　６ｓｈｏｗｓ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｍａｔｃｈｉｎｇ　ｐａｒｔ　ｉｎ　ｄａｔａｂａｓｅ，ＩＤ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ　ｔｈｅ　ｎａｍｅ　ｏｆ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ　ｉｎ　Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ
Ｄａｔａｂａｓｅ，ａｎｄ＋ ｍｅａｎｓ　ｔｈｅ　ｍａｔｃｈ　ｐａｒｔ　ｉｓ　ｃｈｅｍｉｃａｌｌｙ　ｓｉｍｉｌａｒ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄｓ，ｒｅｄ　ｂｏｌｄ　ｆｏｎｔ　ｓｅｒｖｅｒ　ｏｎ　ｂｅｈａｌｆ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ
ｓｔａｒｔ　ｓｉｔｅｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｔｈｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｆｒａｇｍｅｎｔｓ）．

　　对代表当前水平的３个注释服务器的结果分
析表明，目前细菌基因预测已达到较高的一致性水
平，但不同注释服务器预测编码基因的差异是显著
的，大片段差异可能会影响到后续对蛋白质功能的

分析，为了更有效的从基因组注释中得到益处［１３］，
故解决起始位点问题不能忽视。利用蛋白质同源
性搜索可以在推测起始位点中发挥重要作用，而目
前存在的问题是评估同源性搜索结果的系统机制

较复杂，如何实现全自动分析是将来研究的重
点［１４－１７］。
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