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摘
!

要!为研究家蚕蛋白及家蚕杆状病毒蛋白的亚细胞定位并提高预测模型的特异性和准确率#构建了家蚕蛋白

亚细胞定位预测模型#并将该模型初步应用于家蚕核型多角体病毒!

VH=\>

"

\$#

蛋白的亚细胞定位预测中&结果表

明#总体预测准确率在不分段时为
C#?CR

#分两段%三段和四段时分别为
MF?DR

%

MF?AR

和
F#?CR

$对
VH=\>\$#

蛋白

的预测结果为宿主细胞核#通过免疫细胞荧光实验对预测结果进行验证#结果表明预测结果与实际相符&因此#采用分

段的方法能够提高预测准确率#且家蚕病毒蛋白可以利用其宿主家蚕蛋白亚细胞定位预测模型进行亚细胞定位&

关键词!家蚕$亚细胞定位预测$支持向量机$

\$#

蛋白

中图分类号!
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预测蛋白质在亚细胞水平的定位&既能为基因组

注释)蛋白质功能及其与其他分子的相互作用的推断

提供线索&又能为药物靶点的设计提供新的思路'传统

的生化实验方法难以满足对大量新发现的未知蛋白的亚

细胞定位需求'在已知蛋白亚细胞定位的基础上&结合

计算机算法&运用计算机技术可以对蛋白质的亚细胞位

点进行准确)高效的预测&有些方法的预测结果甚至比高

通量的实验方法更加准确*

$

+

'因此&基于计算预测的方

法可以作为传统实验方法强有力的补充甚至替代'

蛋白质的亚细胞定位预测包括三个核心过程!数

据集的构建)特征提取和算法设计'过去
"#

多年的

发展过程中所涌现出的各种方法大多是围绕这三个

核心过程而开发的'数据集有的是用已有的公共数

据&有的是针对不同研究课题新建的,提取特征信息

的方法主要包括基于蛋白序列的统计信息*

"

+和基于

基因组注释的功能信息*

!

+

,设计的算法包括最近邻*

A

+

)

人工神经网络*

%

+

)支持向量机*

C

+和随机森林方法*

M

+等'

目前很多预测模型所使用的数据集都是针对某一生物

界的蛋白&比如原核生物蛋白数据集)动物蛋白数据集

和植物蛋白数据集等&这些数据集虽然数据庞大&但特

异性不高'

4/0*

等*

F

+提出的方法采用了高维的
](*[

功能域注释信息&一般此类方法提取的信息维数相等

于功能域数据库所有序列个数&这就难免造成了维数

灾难'为研究家蚕蛋白的亚细胞定位&本文首次构建

了针对家蚕蛋白的亚细胞定位预测数据集&并提出了

一种基于融合分段氨基酸组分信息$

NNP

%和氨基酸位

置信息$

NN\

%的特征提取方法&在分四段的情况下维

数也只有
$C#

维'采用这种方法维数小&训练速度快&

预测准确率也比较理想&且使用方便,所构建的模型基

于支持向量机$

4>@

%&在构建的家蚕数据集中取得了

比较理想的预测准确率&并成功地将该预测模型初步

应用于家蚕病毒蛋白的亚细胞定位研究中'

!

!

材料与方法

$?$

!

预测模型的构建

$?$?$

!

数据集

数据集是从
4gQ446\Ed7

数据库提取的家蚕

蛋白亚细胞定位数据集&总共包含
%D"

条家蚕细胞

的蛋白质序列&这些序列分别属于四种亚细胞定位

区域!细胞质)细胞膜)细胞核和线粒体'在该数据



集中&任意两条序列的相似性均小于
%#R

'为方便

起见&将这个数据集命名为
V'HL

<

S

$表
$

%'

表
!

!

从
+<S++GHFPU

数据库提取的家蚕蛋白

亚细胞定位
?0IB

/

9

数据集

亚细胞位置 蛋白序列个数

细胞质$

P

<

;'

f

,+:H

%

CD

细胞膜$

@0HL)+*0

%

$%"

细胞核$

=(5,0(:

%

$MD

线粒体$

@2;'5/'*K)2'*

%

$D"

总数
%D"

!!

数据集构建策略!

V'HL

<

S

数据集的蛋白序列

来源于
"#$!

年
D

月
$%

日的
4gQ446\Ed7

数据库

版本&此版本
4gQ446\Ed7

数据库共包含
%A#D%F

条蛋白'数据集提取构建步骤如下!

+

%在
4gQ446\dE7

数据库中输入关键字"家

蚕$

V'HL

<

S

%#,

L

%然后选择"高级搜索$

NK9+*50K40+)5/

%#,

5

%在高级搜索中选择"

N=[

#&

]20,K

选"

4(L50,,(,+)

Y'5+;2'*

#&

70)H

框中输入目标亚细胞位置&比如

"

5

<

;'

f

,+:H

#&

P'*-2K0*50

选"

N*

<

#,

K

%然后点击"

NKKi40+)5/

#&得到以上查询的

全部结果,

0

%最后在
E0K(50:0

I

(0*50)0K(*K+*5

<

;'

中

选择
%#R

&得到家蚕中细胞质$

5

<

;'

f

,+:H

%蛋白冗余

度小于
%#R

的集合,

以上操作也可登陆
4gQ446\Ed7

数据库后执行如

下查询代码实现!"

(*2

f

)';

!$

V'HL

<

SN=[+**';+;2'*

!

$

;

<f

0

!

,'5+;2'*

"

5

<

;'

f

,+:H

#%%

2K0*;2;

<

!

#?%

#'

同样步骤可得到其他三个细胞位置的数据&$

70)H

框分别为"

H0HL)+*0

#)"

*(5,0(:

#和"

H2;'5/'*K)2'*

#%&最

后将检索到的全部数据合并&构成家蚕蛋白数据集'

$?$?"

!

特征提取

开发蛋白质亚细胞定位的预测方法&第一个要

面对的问题就是如何来表示一个蛋白样品&通常会

使用两种表示方法!顺序表示和非顺序表示'典型

的顺序表示方法就是一个蛋白质的整个氨基酸序

列&其中包含了该蛋白几乎所有的信息'而非顺序

表示方法采用一个不连续的数据集来表示一个蛋白

质&因此又称之为离散表示法&主要利用氨基酸组

分)伪氨基酸组分)结构域)基因组注释等方法进行

表示*

D

+

'本文主要采用基于
"#

种氨基酸的组分信

息和位置信息的方法来提取蛋白质的特征信息'

+

%氨基酸组分信息$

NNP

%方法

氨基酸组分信息$

+H2*'+52K5'H

f

':2;2'*

&

NNP

%方法*

$#

+是一种基本的蛋白质序列编码方法&

它不考虑蛋白质氨基酸残基的顺序信息&仅对
"#

种

氨基酸在蛋白质序列中出现的频率进行简单地表

示'

NNP

方法使用
"#

维欧式空间的一个点来表示

一个蛋白质序列&用向量表示为!

K

NNP

$

G

%

`

$

T

$

&

T

"

&

T

!

&4&

T

"#

%

7

'

设序列
G

是由
"

个氨基酸残基组成的序列&其

中&

T

,

J̀

,

-

"

&

J

,

为第
,

种氨基酸在序列
G

中出现的次

数$

,̀ $

&

"

&4&

"#

%'虽然
NNP

计算比较方便&但它具

有一个比较大的缺陷&就是它没有考虑一个蛋白质序

列的顺序信息&需要使用其他方法来弥补这一缺陷'

L

%氨基酸位置信息$

NN\

%方法

提取一个蛋白质序列
"#

种氨基酸的组分信息

$

NNP

%的编码方法虽然简单)有效&但同时也会丢失

序列中包含的大量顺序信息&为了弥补
NNP

方法的

这一缺陷&本文在
NNP

方法的基础上又采用了氨基

酸位置信息$

+H2*'+52K

f

':2;2'*

&

NN\

%

*

$$

+的方法来

进一步提取蛋白质序列中
"#

种氨基酸的序列信息&

与
NNP

方法类似&

NN\

方法同样是将一个蛋白质的

序列映射到
"#

维欧式空间的一个点&用向量表示为!

K

NN\

$

G

%

`

$

T

$

&

T

"

&

T

!

&4&

T

"#

%

7

'

设序列
G

是由
"

个氨基酸残基组成的序列&其

中&

T

,

P̀

,

-

"

&

P

,

为第
,

种氨基酸在序列
G

中出现的

间隔数之和$

,̀ $

&

"

&4&

"#

%&所以
T

,

是表示第
,

种

氨基酸在序列
G

中出现的间隔系数'

P

,

的计算下面将用一个例子说明!假如氨基酸

2

在序列
G

中出现了
%

次&分别出现在序列的第
!

)

$#

)

$M

)

"F

)

!!

个氨基酸位置上&记为
@

2

$

G

%

`

$

!

&

$#

&

$M

&

"F

&

!!

%'

进一步计算氨基酸
2

在序列
G

中出现的间隔

数&记为
:@

2

$

G

%

`

$

M

&

M

&

$$

&

%

%&那么
P

,

`

$

MOMO

$$O%

%-

"

'

5

%基于分段的
NNP

和
NN\

方法

目前利用对蛋白序列进行简单分段的信息提取

方法只考虑了蛋白序列局部序列中各个氨基酸所出

现的频率&即只是分段的
NNP

方法&并未考虑局部

序列的氨基酸顺序信息以及分段后局部序列对全局

序列信息融合的影响'鉴于以上问题&本文采用融

合分段氨基酸组成信息及分段氨基酸位置信息的方

法对蛋白质的序列信息进行特征提取'

将蛋白序列均分为
>

个子片段&统计每个子片段

的氨基酸组成信息及氨基酸位置信息&再融合成多重

信息&能够涵盖片段信息和全局信息'分成
>

个子片

段后&在每个子片段上分别提取
"#

维的
NNP

和

D!"

第
"
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NN\

&最终将分别得到
>

*

"#

维的
NNP

和
NN\

&两

种信息融合后成为一个
>

*

A#

维的向量&用这
>

*

A#

维的向量输入支持向量机
4>@

$

:(

ff

');905;')

H+5/2*0

%进行学习构建预测模型'基于分段融合的

特征提取方法&记为
4NP\

$

:0

3

H0*;0K+H2*'+52K

5'H

f

':2;2'*+*K

f

':2;2'*

%&用向量表示为!

!

K

4NP\

$

G

%

`

$

T

$

&

T

"

&

T

!

&4&

T

>

*

A#

%

7

$

>̀ $

&

"

&

!

&4%'

$?$?!

!

支持向量机

蛋白质的亚细胞定位预测是一个多类的分类问

题&本文采用
>+

f

*2k

提出的支持向量机
4>@

*

$"

+算

法通过组合多个二类分类器来解决这一问题&鉴于

训练样本不是很大&本文采用"一对多#的分类策略'

首先&

4>@

把输入向量映射到一个特征空间,然后&

4>@

在特征空间中寻找最优线性分割来解决二类

或者多类问题,最后&为测试样本指定一个预测标

签'使用了
YQV4>@

软件包来实现
4>@

分类器&选

用的核函数是径向基函数$

)+K2+,L+:2:-(*5;2'*

&

EV]

%&选择依据是径向基核函数相对于其他核函数

在解决非线性问题方面更具优势*

$!

+

'

$?"

!

评价方法和指标

目前对蛋白质亚细胞定位预测结果进行评价的

方法主要有以下几种!交叉检验)独立样本检验)刀

切法和自相容检验'而刀切法被认为是最严格和最

客观的评价方法*

$A

+

'刀切法也就是通常所说的留

一法&每次取出数据集中的一条蛋白质序列作为测

试样本&而将剩余的蛋白质序列作为训练集&依次取

出直到所有样本序列都被测试一遍为止'本文选择

刀切法对预测结果进行评价'

对
4>@

分类器标准的性能指标进行了刀切法

测试&包括子类准确率
F

,

&即子类
F

,

被正确分类的

百分数$

:(L65,+::+55()+5

<

&

F2

%和总体准确率

$

'90)+,,+55()+5

<

&

32

%&即所有蛋白被正确分类的

百分数'子类准确率和总体准确率的公式如下!

F2

,

`

(@

,

&

F

,

&

&

32

U

2

,

(@

,

2

,

Z

F

,

Z

'

其中&

(@

,

代表真阳性的数目&

&

F

,

&

代表每个子类

F

,

所包含蛋白的数目'

$?!

!

预测模型在
VH=\>\$#

蛋白亚细胞定位预

测中的初步应用

$?!?$

!

VH=\>\$#

蛋白生物信息学分析

VH=\>

f

$#

基因在
=PVQ

$

*+;2'*+,50*;0)-')

L2';05/*','

3<

2*-')H+;2'*

%基因登录号为!

Y$!#M$?$

,

利用
[=N@N=

软件预测家蚕核型多角体病毒

$

VH=\>

%

f

$#

基因编码的氨基酸的序列)分子量)

等电点)跨膜区)同源性以及进化树,&通过
/;;

f

!--

jjj?929'?5',':;+;0?0K(

-

H',k2;

-

/

<

K)'

f

+;/

<

-

2*K0S?

/;H,

$

\)';02*X

<

K)'

f

+;/252;

<

\,';:

%预测疏水性,通过

/;;

f

!--

J/+*

3

,+L?55HL?H0K?(H25/?0K(

-

Q67N44GE

-

$

Q67N44GE

%服务器预测其易溶性'通过
Q67N44GE

$

/;;

f

!--

J/+*

3

,+L?55HL?H0K?(H25/?0K(

-

Q67N44GE

-%

服务器预测
\$#

蛋白的高级结构'

$?!?"

!

VH=\>\$#

蛋白亚细胞定位预测

上述构建的家蚕蛋白亚细胞定位预测模型也可

以用来预测以家蚕为宿主的病毒蛋白的亚细胞定位'

因为杆状病毒感染家蚕&其表达的蛋白需要在家蚕细

胞内通过家蚕的蛋白识别及转运系统来进行运输&因

此&杆状病毒
\$#

蛋白带有家蚕的亚细胞定位信息'

使用本研究构建的家蚕蛋白亚细胞定位预测模型对

VH=\>\$#

蛋白的亚细胞定位进行预测'

$?!?!

!

VH=\>\$#

蛋白亚细胞定位的免疫细胞

方法验证

!!

所用家蚕卵巢上皮细胞$

VH=

%由本实验保存,野

生家蚕杆状病毒由本实验室保存,一抗为自制兔抗
\$#

多克隆抗体&二抗为购买的
N,0S+],(')%AC['*k0

<

+*;2E+LL2;

抗体'其他试剂参考
NL5+H

的免疫荧光实

验方案进行配制'野生家蚕杆状病毒侵染正常
VH=

细胞&在
"$/?

f

?2?

$

/'():

f

':;2*-05;2'*

%即极晚期取样

进行免疫荧光实验'正常
VH=

细胞作为对照'

'

!

结果与讨论

"?$

!

预测结果及比较

预测结果$表
"

%表明!不分段时&预测准确率为

C#?CR

&分两段时预测准确率为
MF?DR

&而分四段

时预测准确率达到
F#?CR

'说明采用分段的方法

能够提高预测准确率&分四段时预测准确率最高'

表
'

!

基于分段统计的
?0IB

/

9

预测结果

分段

数

子类准确率-
R

细胞质 细胞膜 细胞核 线粒体

整体准

确率-
R

$ %#?M CD?$ AM?# M#?! C#?C

" M#?# MC?! F$?# F"?! MF?D

! M"?% MF?! MM?$ F$?F MF?A

A M"?% F$?# F$?# F"?F F#?C

!!

为了验证预测算法的可靠性&将算法应用于由

4/0*

等*

F

+构建的通用数据集$

>2)(:6H\Y'5

%&该数据

集总共包含
"%"

条病毒蛋白质序列&这些序列分别属

于
C

种亚细胞定位区域!病毒衣壳)宿主细胞膜)宿主

内质网)宿主细胞质)宿主细胞核和宿主细胞外'在

#A"
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该数据集中&任意两条序列的相似性均小于
"%R

'

>2)(:6H\Y'5

数据集的详细情况如表
!

所示'

表
$

!

Y78-:GIH@05

数据集中六种亚细胞

位置的蛋白序列个数

亚细胞位置 蛋白序列个数

病毒衣壳
F

宿主细胞膜
!!

宿主内质网
"#

宿主细胞质
FM

宿主细胞核
FA

宿主细胞外
"#

总数
"%"

!!

从预测结果$表
A

%可以看到&基于融合分段统

计的
NNP

和
NN\

信息在
>2)(:6H\Y'5

数据集中

预测准确率与
4/0*

等所提出的方法*

"

+稍低&在不分

段的情况下预测准确率只有
!M?MR

&分两段和分四

段时&预测准确率最高&达到
A"?DR

&只比
4/0*

提

出的方法低
#?FR

'由此可以得到结论!采用分段

统计的方法能够有效的提高预测准确率'

表
)

!

基于分段统计的
Y78-:GIH@05

预测结果

"总体准确率%
]

#

不分段 分两段 分三段 分四段
>)2(:6H\,'5

!M?M A"?D A#?% A"?D A!?M

!!

另外&

4/0*

提出的方法采用了高维的
](*[

功能

域注释信息&一般此类方法提取的信息维数相等于功

能域数据库所有序列个数&这就难免造成了维数灾

难'相比于笔者提出的基于融合分段
NNP

和
NN\

的信息&维数等于
k

*

A#

&在分四段的情况下维数也

只有
$C#

维&采用这种方法维数小&训练速度快&预测

准确率也比较理想&且使用方便'因此笔者所采用的

家蚕蛋白亚细胞定位预测算法具有一定的可靠性'

"?"

!

预测模型在
VH=\>\$#

蛋白亚细胞定位预

测中的初步应用

"?"?$

!

VH=\>\$#

蛋白的生物信息学分析

+

%

VH=\>\$#

蛋白简介

杆状病毒
\$#

蛋白在核型多角体病毒复制的极晚

期大量表达&被感染细胞的细胞质与细胞核中所发现

的纤维状结构的主要成分就是
\$#

*

$%

+

'

\$#

并非病毒

生命周期的必需蛋白&但对于稳定多角体的结构和宿

主细胞核的裂解具有重要作用'以往对
\$#

蛋白的研

究多是在
N5@=\>

中&本研究构建的预测模型初步应

用于家蚕核型多角体病毒$

VH=\>

%中的
\$#

蛋白'

L

%

VH=\>

f

$#

基因及
\$#

蛋白的保守结构域

及同源性分析

在
VH=\>

病毒中&编码
\$#

蛋白的基因含有

$

个
"$!L

f

的
dE]

框&编码
M#

个氨基酸残基的蛋

白$图
$N

%&预测其分子量约为
M?%k[+

&理论等电

点为
!?MD

&无跨膜区&属于
=\>

5

\$#

超家族$图

$[

%'通过对杆状病毒
\$#

同源蛋白序列的比对&

可以看出&

\$#

蛋白在进化过程中始终保持着十分

相似的结构组织形式$图
$P

%&而与
VH=\>

的
\$#

亲缘关系最近的是
N5@=\>

的
\$#

蛋白$图
$V

%&

两者序列相似度为
FDR

'

图
$

!

VH=\>

f

$#

基因序列及其编码氨基酸序列分析

注!

N?VH=\>

f

$#

基因
dE]

及其编码氨基酸序列$

*

代表终

止子%,

V?\$#

蛋白的进化树&自展值设为
$###

&图中红色数字

代表分支长度,

P?

杆状病毒
\$#

同源蛋白的序列比对&高亮区

代表
\$#

的同源序列,

[?VH=\>\$#

蛋白的保守结构域'

5

%

VH=\>\$#

蛋白的水溶性分析

预测结果$图
"

%可知&该蛋白大部分区域的疏

水性预测值都小于
#

&预测该蛋白属于亲水性蛋白,

另外&该蛋白大部分的残基都是暴露在溶剂中&预测

该蛋白属于易溶性蛋白'

图
"

!

VH=\>\$#

蛋白的水溶性分析

注!

N?VH=\>\$#

蛋白的疏水性分析&

^

<

;06['',2;;,0

值大于

#

代表疏水,

V?VH=\>\$#

蛋白的易溶性预测'

$A"
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K

%

VH=\>\$#

蛋白的高级结构预测

预测结果$图
!

%表明&

VH=\>\$#

蛋白含有三个
$

6

/0,2S

&其蛋白单体的三级结构是由两股反向
$

螺旋组成

的卷曲螺旋&呈杆状&结构和功能类似于
]NY\G

$

-2,+H0*;6+::'52+;0K,+;0

f

)';02*'-0*;'H'

f

'S92)(:0:

%

*

$C

+

'

图
!

!

VH=\>\$#

蛋白的等级结构预测

注!$

+

%图中
P

代表
P'2,

$无规卷曲%&

X

代表
X0,2S

$螺旋%'

"?"?"

!

VH=\>\$#

蛋白的亚细胞定位预测

通过所构建的家蚕蛋白亚细胞定位预测模型&

预测
VH=\>\$#

蛋白的亚细胞定位&当不分段时

预测结果为
\$#

蛋白定位于宿主细胞的细胞质&分

段后的预测结果同为
\$#

蛋白定位于宿主细胞的

细胞核&总体准确率最高即分四段时的预测结果为

\$#

蛋白定位于宿主细胞的细胞核'预测结果拟通

过细胞的免疫荧光染色实验来验证'

"?"?!

!

免疫细胞荧光实验验证

从免疫荧光实验结果$图
A

%可以看出!

VH=

家

蚕细胞被
VH=\>

病毒感染后&能够在其细胞核内

检测到
\$#

蛋白&这一结果与模型的预测结果一

致,同时&也能够在其细胞质内检测到
\$#

蛋白&说

明
\$#

是一种具有多个亚细胞定位的蛋白'从对

\$#

进行亚细胞定位预测的结果来看&在分段的情

形下&预测结果都在宿主细胞核&而在不分段的时候

预测结果在细胞质&这两种情况都符合实验情况'

但是&细胞质在
V'HL

<

S

中属于小样本&参考
4>@

分类器大样本优势的特性&此预测结果比较奇特&有

待于进一步研究'

图
A

!

VH=

细胞感染
VH=\>

后的免疫荧光检测结果

注!

N,0S+],()'%AC

激发波长为
AFF*H

&检测波长范围为
%AC

#

%M!*H

'

$

!

讨
!

论

中国是世界蚕桑最大生产国&蚕桑业在我国农

业产业中占有较大比重&对家蚕尤其是家蚕杆状病

毒的研究有利于蚕桑业的进一步发展&对病毒蛋白

在宿主细胞亚细胞定位的研究有利于进一步研究病

毒蛋白的功能和应用价值'本文针对家蚕蛋白特别

构建了家蚕蛋白数据集&采用融合分段氨基酸组分

信息和氨基酸位置信息的特征提取方法&基于支持

向量机算法&构建亚细胞定位的预测模型&取得了比

较理想的预测准确率&且准确率随着分段数的增加

而提高&最高为分四段时
F#?CR

'该模型还适用于

以家蚕为宿主的病毒蛋白在宿主细胞中的定位&将

其初步应用于
VH=\>\$#

蛋白的亚细胞定位预测

中&免疫荧光实验结果表明预测结果可信&说明此模

型有希望开发成为家蚕蛋白质亚细胞定位预测的实

用模型&为下一步解决多位点预测问题提供参考'
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