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基于蛋 白质进化配对的残基间距离约束挖掘方法 
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摘 要 蛋白质的进化配对是指在进化过程中残基对之间形成的相对稳定的相互作用。基 于已被发现的进化配对， 

采用机器学习的分类技术，将其转换成残基对之间的距离约束，从而将一种定性的残基对之间的相互作用挖掘为定量 

的距离约束，这为蛋白质的结构预测提供了新的指导。 
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Abstract Protein evolution couplings refer tO the relatively stable interactions between residues formed in the process 

of evolution．Based on the known evolution couplings，we adopted machine learning classification technique tO convert 

evolution couplings into distance constraints，thus quantitative residues distance constraints are extracted from qualita— 

tive protein evolution couplings between residues，which can be used as a new guidance for the prediction of protein 

strUcture． 
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1 引言 

作为生物大分子，蛋白质的空间结构不是由独立的残基 

位置决定的，残基问的相互关系对结构组成具有重大影响。 

这种关系会在序列中以某种形式留下一些痕迹 ，一般这些痕 

迹在经过长时间的进化、变异后，单一蛋白质上的真实序列信 

息会被一些噪声掩盖，但是对同一蛋白质家族中序列进行多 

重序列比对后，能够很好地剔除存在于单一序列的噪声，从而 

获得同一家族 中的蛋白质共同的属性。2011年，Hopf等人 

提出一个大胆的实验 ，即用 EVfoldt 计算 出残基间的变异关 

系，然后应用到蛋白质结构预测中，该方法通过分析蛋白质家 

族序列比对文件来预测蛋白质空间结构上残基与残基之间存 

在的联系 ，进而预测出蛋 白质 的三维结构l_2]。这种联系被 

Hopf等人 定义 为进 化 配对，简称 为 EC(Evolution Cou— 

plings)。尽管对于残基对间相互联系的研究[3]不断扩展，但 

是从序列信息来预测残基约束仍是一个难题，在如何提高对 

残基对间联系的预测准确度也一直是一个在不断探究的课 

题。图 1是 EC作用的示意图，一对在序列上相距 195个残 

基的残基对由于 EC的作用在空间中仅仅相距 4A。 

目前对于蛋 白质进化 约束 的预测方法可粗略分为两 

类[4]：纯序列法和监督学 习法。本文中用到的 EC都是从第 

一 种方法(即EVf0ld方法)获取的，这种方法完全依赖于蛋白 

质序列信息 ，通过序列比对获取同家族 中的共性。序列 比 

对 ]是一种相似度比较高的比对，但并不是完全比对，这就表 

明在比对过程中会产生细微误差；在获取 EC的同时，得到的 

是整个家族大致符合的残基对 ，在这一过程中保证了整体的 

高符合度，但是并不能确保个体高符合度。所以在EC的获 

取过程中会存在误差，同时也会得到大量冗余数据 ，这些误差 

和冗余数据将导致所获取的 EC并不完全准确，因此需要在 

具有较多误差的数据中挑选出相对准确的进化配对。本文使 

用 SVM来进行分类 ，并得到相对准确的残基对。如何将 

残基间的这种相互关系转化为计算机能够理解 的定量 的 

距离约束 ，将影响到结构预测的准确性 ，这也是本文 的主 

要内容。 

卜_㈣ 个残基 
MAYDGLFTKKM····-．．-．LNQFEGFSPLITN 

图 1 案例 3DOA(序列长度 L一279)中在序列上相距 195个残基， 

由于进化配对关系，形成三维结构反映到空间距离上为图中 

方框部分，两者空间距离仅仅为4A 
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由于蛋白质是生物大分子，结构非常复杂，而且蛋白质结 

构中存在大量的自由度，导致构象的搜索空间巨大，对从头预 

测产生很大阻力 ]。如果能够提前加入一些约束，将会大大 

缩小搜索空间，并能确定蛋白质的一些局部结构，这对蛋白质 

结构的预测具有重要影响。因此如果能将相对准确的 EC转 

化为距离约束，在将距离约束应用到蛋白质结构预测中时，预 

测的结果将更加接近蛋白质的天然结构[7]。本文的主要任务 

是根据已得到的 EC，辅以序列属性 ，挖掘出残基对间的远距 

离(相距 12个残基以上)约束。在蛋白质中按残基间隔大小 

可以将距离约束分为 3类l_4]：短距离约束(short—range)，残基 

间隔比较短的距离约束，一般来说距离范围在[6，12]之间，此 

类约束对蛋白质结构预测影响不大 ；中等距离约束(medium- 

range)，此类约束的残基序列距离在(12，24]之内；长距离约 

束(1ong-range)，一般相隔 24个残基以上，在本文中体现在距 

离为 8A一10A的 3部分。 

2 材料与方法 

2．1 数据准备 

蛋白质结构预测评估大会(Critical Assessment of pro— 

tein Structure Prediction，CASP)[B]在世界范围内对蛋 白质结 

构预测技术进行评估，评价当前蛋白质结构建模方法的能力 

及局限性 对于比较难的自由建模(FM)中的蛋白质 目标，在 

CASP比赛中基于序列的从头预测模型预测 contact的准确 

度要高于模 板建模精度[9]。本文是从 CASP 8、CASP 9和 

CASP 10中预测相对较难的 FM 中选取了 27条蛋白质作为 

数据集。由于要预测 EC的准确性，首先要保证每条蛋白质 

的EC是可以获取的，因此选取的蛋白质都是已被 PDB网站 

收录的。EC的获取，是采用 Hopf等提供的源代码_2]在Mat— 

lab平台下得到的，一般认为两个残基在序列上距离越近，那 

么 EC值就越大，空间距离也较小，从而残基间的联系也就越 

密切。但也有一些特殊的情况，即在序列上距离比较远，但是 

EC值却相对较高，这类情形有一定的研究意义，因为如果这 

个 EC是正确的，就表明序列相距较远的这对残基在空间上 

可能相距较近，如果预测准确，就可 以指导蛋 白质的折叠方 

式，从而使蛋白质空间结构的预测更加准确。 

2．2 特征提取 

本文从蛋白质的一级序列获取三级结构信息，提取的特 

征更加侧重来 自于氨基酸序列导 出的特征 。对 于二级结 

构l_1 这类需要进一步预测的属性，因为在取得这些属性的过 

程中就会有误差存在，可能导致后面的预测更加不准确，因此 

选择抛弃这样的特征属性。将 CASP上 FM 对象中的 27条 

蛋白质作为数据集，提取它们的序列特征。氨基酸序列包含 

蛋白质的整体信息，在自然情况下氨基酸序列所包含的残基 

数量是不同的，因此可以把不同长度的氨基酸序列转换成等 

长的残基频数 ，即统计每个残基在该蛋白质序列中的频数作 

为前 2O个属性，这 2O个属性值的总和即这条氨基酸序列的 

长度。其次是 EC所在残基对以及EC值作为后面的特征值。 

然而，如果仅仅计算残基的频数而没有可以组成或者跨越至 

少一个片段的相邻残基信息，就不能明确残基对的周围环境 

情况 ，导致无法很好地反映序列隐含的结构信息。为 了使得 

到的残基属性既能反映序列的残基成分又能反映残基间的相 

邻信息，本文的属性采用了全局属性和局部属性两部分。由 

于 profile是在无法获取蛋白质三维结构时采用相关序列 比 

对的方式得到远相似性矩阵，因此它是一种能够较好地反应 

蛋白质序列方面的信息的属性。实际上，profile就是对每个 

残基的评估分数 ，如果一个残基高度保守在某一位置，那么这 

个分数就是 比较大的正数，反之是一 个绝对值较 大的负 

数_】 。本文进行了归一化处理，通过调用 BLAST程序计算 

所有残基的 profile，对于每一对残基，取其对应前后 3个残基 

的 profile。由于蛋 白质主要由 2O种常见残基组成 ，在计算 

profile过程中，每个残基都会产生与 20种常见残基相似的比 

率 ，即当前基 在重组过程 中可能会变成其他残基 的概率。 

profile中包含几乎所有的蛋白质性质，本文采用统计每对残 

基对前后的 3个残基 profile作为局部特征。 

大部分蛋白质是由 2O种常用氨基酸组成，根据 SVM 数 

据集的特性 ，需要将所有氨基酸字母转换成对应的数字。这 

样就组成了一个共有 265个属性的数据集 ：以 20种氨基酸的 

统计频数作为整体特征(20个特征属性)，以残基对每个残基 

前、后 3个残基的 profile作为局部特征(240个特征属性)，还 

包括每对残基在序列中的序列号及残基的名字和 EC值(5个 

特征属性)。对于每条蛋白质的数据集文件 ，首先取出 EC相 

对准确的记录，EC的准确性是根据记录中的一对氨基酸的几 

何距离判断，如果几何距离在 10A以内，则认为是相对准确 

的记录，全部留用 ，超过 10A的部分按 EC从大到小排序，取 

前 3O 的记录作为参考。 

对于不同的蛋白质其序列长度不同，而不同的序列长度 

产生的 EC对数 目也不同，同样不同蛋白质计算出的几何距 

离对数 目也不同，所以每条蛋白质序列比对得出的记录条数 

也不同。27条序列产生的记录总数为43980条，抽出任何一 

条蛋白质的所有记录作为测试集 ，其他作为训练集，每条记录 

含有 265个序列属性和 1个分类属性，分类属性根据几何距 

离标为 0、3、4、⋯、10共 9个分类标签。训练数据生成流程如 

图 2所示。 

图2 数据生成流程 

2．3 训练过程 

对 EC进行分类，目的在于预测每条蛋 白质在不同分类 

情况下的准确率。由于把分类标签分为了 9个 ，因此对 EC 

的预测是一个多元分类问题。要确定 SVM，需要选择合适的 

核函数，现在较常用的核函数主要有以下 4种：线性核、多项 

式核、径向基(RBF)核、Sigmoid核。在这 4种核函数中，RBF 

核函数适用范围最为广泛，并且具有较宽的收敛域，是较为理 

想的分类依据 函数。此外 ，线性核是 RBF核的一个特例。 
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Sigmoid核不是正定核，而且对于一定的参数取值，Sigmoid 

核和 RBF的性能相当。相对来说，多项式核 的参数比较多， 

而且它在运算时间上可能会溢出。相比较而言，RBF核函数 

就具有相对的优势。 

本文采用 libsvm分类器来进行预测，选择了RBF核函数 

来把输人空间的向量映射到高维特征空间中： 

K(xf，xj)=exp(一y(Il∞一量 l1)。)，7>0 (1) 

)，是一个影响高维空间中的特征向量的坐标的参数。同时使 

用了C-SVM样本分类器： 
， 1 

Irain÷∞ +C∑8， C30 
‘ (2) 

L f( ( )+6)31一毫， 毒3o 

其中，C是惩罚参数。为解式(2)，需要调节式(1)中的参数 ，， 

和式(2)中的参数C 对于参数选择问题，在实际应用中一般 

采用取试探法、网格法(Grid Search)或启发式的选参方法等。 

本文在libsvm中可以调用命令 grid．Py来训练这两个参数， 

使用逐格搜索的方法来确定最优 C和7。libsvm采用特有的 

对数取值法，默认参数 C的取值范围为2 ～2 ，log2C的步 

长为 1；默认参数 7的取值范围为2 ～2 ，log2y的步长为 1， 

交叉验证为 5重。经过 grid．py优化后，得到 C和 )，的值分 

别是 512．0和 3．0517578125e--05。 

3 结果与分析 

根据训练得到的参数，同时可以训练得到一个 SVM多 

类分类模型，然后对测试集中的 EC进行准确性预测。调用 

libsvrn中的可执行程序 svm-trairu exe，根据得到的最优参数 

训练得到文本的分类器。本文采用了封闭式和开放式两种测 

试方案。封闭式测试随机选取 5个测试文件 ，由于封闭式测 

试中的测试集包含在训练集里面，因此得到的测试准确率在 

98 以上。但是这种测试对于准确挑选 EC没有意义，所以 

尽管它的准确率很高，其也不能作为挑选的凭证。由文献 

[12]的结果可知，对残基对约束的预测一直以来就是一个比 

较难的项 目，准确率也相对较低 ，所以本文选取部分准确率。 

鉴于以上原因，本文采用开放式测试，将 27条蛋 白质产生的 

27个文件中的任意一个作为测试集，其余 26个作为训练集， 

循环进行 27次 。每个文件分别作为测试集 1次，作为训练集 

26次。 

表 1统计了每个 目标在几何距离为 8A—lOA的个数及 

比率。本文更注重于部分准确率，因为在决定蛋白质结构中， 

只有空间上相对较远的残基对蛋白质结构预测才更具指导意 

义。表 1第二列选取的是浮动个数，因为在选取标签时采用 

的是四舍五人取整，而且蛋白质的结构距离约束不是固定的， 

在某个范围内就可以接收，所以上、下浮动两个距离值内的都 

正确；表中第四列体现的是部分准确率，未显示出的标签在 

4A到 7A时，准确率整体比较高 。 

这种高 比例在蛋白质结构中是显而易见的，因为在序列 

上相距近的残基对空间上必定距离较近，对结构预测作用不 

是很大(图3中能够得到验证)。有相关联系的残基对在空间 

上相隔 12个残基以上对结构预测意义是比较大的，这些残基 

对大多集中在距离为 8A到 10A的这 3部分。表 1第五列即 

显示了在预测结果中预测出的 8A到 10A 内相隔 11个残基 

以上的残基对个数与所有预测出的相隔 11个以上残基的残 

基对个数对比，可以看出 8A到 10A内残基对在总体残基对 

中所占比例除 3NQK和 3TD7外都在 0．6以上，而且大部分 

在 0．7以上，这也是本文选择 8A到 10A这 3部分进行研究 

的重要原因之一。 

表 1 实验结果 

比较特殊的案例 3NQK和3TD7属于序列比较长、结构 

比较复杂的案例 ，其复杂性造成结果相对较低是比较正常的。 

2L06和 3KLU中所有测出的相隔 11个残基以上的残基对都 

在 8A到 10A内，而且个数比较少，这可能是因为在这两个案 

例中所有在序列上相距较远的残基对在不同的空间距离中分 

布较为均匀 ，不能很好地区分所致。对于 3N91，结果完全与 

预想相反，在 8A到 1OA内个数远远少于在剩余部分的个数， 
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可能由两个原因导致，一是结构复杂 ，而且该目标中含有较多 

的特殊原子；另外一种原因可能是所选的属性特征不适合该 

目标，无法进行正确的分类。图 3为选取的 4个案例结果的 

散点图。从图中可以看出挖掘准确的大部分集中在对角线上 

残基相距较近的部分，远离对角线的点即本文挖掘的重点大 

部分点在我们的挖掘范围内，这进一步验证了本文方法结果 
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的准确率，同时也反映出能够挖掘出的残基对在序列上的分 

布 。 

图3 3KLU、3N91、2L3W 和 4G2A 4个案例的结果图，其中灰色 

点为准确的残基对，黑色为挖掘出的进化配对，黑色能够覆 

盖灰色的部分表示挖掘准确。 

结束语 本文以从蛋白质残基配对关系中挖掘出的距离 

约束为目标，将一种定性的生化信息转化为定量的距离约束， 

使之成为计算机更容易理解的约束项。本文训练属性更多的 

是来自蛋白质氨基酸序列，避免了复杂属性的不准确性，简化 

了计算 ，提高了运算效率。实验表明，EC的准确性影响到蛋 

白质三维结构预测的准确性，将 EC充分运用到预测中将对 

后面的实验产生积极的影响。因此，尝试找到更有代表性的 

特征属性来提高预测的准确性是工作的难点，另外如何将挖 

掘出的距离约束运用到结构预测中是下一步工作的重点。 
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