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基于遗传算法的DNA序列聚类可靠性评估

孙　杰,李　重
(浙江理工大学理学院,杭州３１００１８)

　　摘　要:聚类分析是分子生物学家推断同源序列进化关系的常用技术,评估聚类的可靠性是聚类分析的重要内

容.Bootstrap是评估聚 类 可 靠 性 的 一 种 统 计 方 法,它 替 换 DNA 序 列 的 所 有 核 苷 酸 碱 基 以 进 行 采 样 分 析.在

Bootstrap方法的基础上,提出了一种评估 DNA序列聚类可靠性的改进方法.该方法首先按照一定比例随机抽取原

始 DNA序列的部分碱基,然后对抽取的每个碱基利用遗传算法进行替换.提出的方法考虑了碱基之间的相关性,

得到的样本更接近于原始序列,且更符合生物渐进进化的结果.使用该方法对 DNA序列聚类构建的进化树进行可

靠性评估.实验结果发现可靠性评估的准确率得到了提高,表明该方法可行、有效.
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０　引　言

序列比对[１]通过排列 DNA、RNA 或蛋白质序

列的方式,识别可以描述序列间的功能、结构以及进

化关系的相似序列区域[２].它一般决定了许多生物

信息学技术及程序的分析结果[３],影响着很多序列

比较研究的结论和生物解释,是 DNA 聚类分析等

研究中的一个重要内容.
随着基因数量的增加,对它们进行有效分析变

得更加困难,而聚类分析是解决这一问题的实用方

法.聚类分析能够有效处理基因表达数据,是生物

多样性研究经常用到的一种方法.在 DNA 聚类分

析中,聚类是把相似序列以静态分类的方法划分入

不同的组中,使得组内的序列比不同组中的更相近.
通常,聚类方法可以分为划分聚类[４]和层次聚类[５].
划分聚类方法根据一些优化准则将数据分成 M(通
常是预先设定的值)组.kＧmeans以及kＧmedoids方

法是划分聚类中比较典型的方法.层次聚类算法通

过构建一个嵌套聚类的分层集合实现聚类.在分层

集合中最顶层的类包含所有的数据对象,而最底层

的类只包含单个的数据对象[６].层次聚类通过在层

次结构的每个层级上显示合并的两个集群,同时显

示集群之间的距离,提供了一种自然的形式来图形

化表示数据集.
聚类可靠性(也称确定性或稳定性)用于描述聚

类分析的置信度.如何衡量两个聚类的相似度是评

估聚 类 可 靠 性 的 关 键 内 容.Bootstrap 是 由

Felsenstein[７]引入的一种评估聚类可靠性的方法,
现已被生物学家广泛接受和使用.该方法是一种非

参数 统 计 方 法,用 于 评 估 统 计 估 计 的 准 确 性.
Bootstrap通过垂直替换的方式获得样本,可以模拟

生物进化过程中序列碱基的置换、插入和删除,它对

分子序列的一般做法是重采样整个序列[８].通过执

行Bootstrap得到的聚类可靠性通常以百分比的形

式显示在树状图中[９].另外,在聚类可靠性评估中,
还有 一 些 基 于 Bootstrap 的 改 进 方 法,如 Block
Bootstrap方法[１０]、SubsamplingBootstrap方法等.

本文提出了一种评估 DNA 序列聚类可靠性的

方法.该方法在标准 Bootstrap方法的基础上,进
行了如下改进:按照一定的比率在 DNA 序列中抽

取碱基数据;对抽取的每个碱基构建一定长度的碱

基窗口并应用遗传算法对碱基进行置换.本文采用



该方法对不同物种(betaＧglobulinDNAsequences,
H５N１,H５N２)的DNA序列聚类进行可靠性评估实

验,以验证该方法的有效性.

１　方法设计

１．１　序列相似性分析

从比对序列数目的角度看,序列比对可划分为两

类:双序列比对和多序列比对.双序列比对通常以动

态规划算法为理论基础.一般动态规划算法可以扩

展到多于两个序列的情况,但是随着核酸数据的增

长,基于动态规划的多序列比对问题就会变得非常复

杂,这时基于SP(逐对加和)比对模型的多序列比对

就成了一个 NP问题[１１].对多序列比对问题的研究

仍然是一个具有挑战性的任务.启发式算法是当前

大部分多序列比对所采用的算法.迭代比对和渐进比

对是两种典型的基于启发式算法的多序列比对方法.
迭代比对算法以迭代方式优化多序列比对,逐

步改进比对结果,直至不能获得更合理的比对结果.
根据改进策略,迭代比对算法可以划分为确定型和

随机型两种,其中确定型算法[１２]最简单.Prrp[１３]、
隐马尔可夫模型(HMM)[１４]、模拟退火[１５]以及遗传算

法[１６]等是随机迭代算法中的典型方法.渐进比对算

法根据序列间由近及远的进化关系,用双序列比对算

法对序列或子比对结果进行比对,重复这一过程直至

所有序列都得到比对.它的优点是所需时间较短、所
占内存较少[１７].TＧCoffee[１８]和ClustalW[１９]等是基

于渐进比对算法并被广泛使用的多序列比对算法,
其中使用最广的是ClustalW 算法.

本文通过软件包 MEGA用ClustalW 算法先对

DNA序列间的相似性进行了分析,然后使用适当的

度量标准计算得到了DNA序列之间的距离矩阵.
１．２　Bootstrap改进方法

在得到不同物种 DNA 序列间的距离矩阵后,
本文对DNA序列进行聚类分析,并通过相应树状

图(进化树)直观地将进化关系显现出来.本文使用

层次 聚 类 中 非 加 权 组 平 均 法 (unweightedpairＧ
groupmethodwitharithmeticmean,UPGMA)进

行聚类,利用 Bootstrap方法对构建的进化树的可

靠性进行评估检验.
标准Bootstrap方法直接应用在生物序列聚类

可靠性评估中存在两个缺点[２０].
首先,标准 Bootstrap通过替换原始序列的所

有核苷酸碱基得到新的样本,它假设这样得到的所

有样本是等可能的.但是生物进化过程是渐进的,
即进化后的 DNA 序列更接近于原始序列,因此标

准的Bootstrap方法并不适合模拟 DNA 序列的进

化过程.为了改善这一缺陷,Zhang等[６]提出了

SubsetBootstrap方法:首先在原始数据矩阵中按

设定比例随机抽取列(记录这些列的位置)的子集;
然后,对抽取的列的子集应用标准的 Bootstrap方

法;最后将变化后的子集插回到原始数据矩阵中.
插回的位置对应从原始数据矩阵中抽取时的位置,
这样得到的新数据矩阵就是一个SubsetBootstrap
样本.实际上SubsetBootstrap方法是通过在原始

DNA序列中随机替换部分核苷酸碱基来实现生物

进化模拟的,但是它忽略了一条 DNA 序列中核苷

酸碱基之间的相关性.
其次,标准Bootstrap方法假设 DNA序列之间

的核苷酸碱基相互独立[８].在生物信息学中,一个

普遍规律是序列决定结构,结构决定功能.因此在

序列中碱基间的排列关系对生物信息具有一定的影

响.所以,假设一条DNA序列的核苷酸碱基之间具

有独立性存在问题.Bootstrap在相关型数据上的应

用是一个热点研究领域,这一领域的常用方法是

Subsampling以及BlockBootstrap方法.Subsampling
方法从原始序列随机选取一定长度的连续片段作为

新样本.它具有相当普遍的实用性,但缺点是收敛速

度较差[２０],并且样本长度小于原始序列长度.Block
Bootstrap方法生成一个 Block(连续序列片段)集
合,每次从Block集合中随机选择一个 Block替换

原始序列中的部分片段.该方法对相关型数据很有

用,但缺点是没有改变Block中的碱基.
由以上分析可知,Subsampling和BlockBootstrap

都不是合适的重采样方法.
为了更合理地模拟自然进化,本文在进行重采

样时仅改变原始 DNA 序列中一定比例的碱基,并
且在置换碱基时将其临近碱基序列考虑进来.另

外,本文在置换碱基时引入自然进化准则,使用遗传

算法(geneticalgorithm)模拟具有相关性碱基之间

的变化过程.在模拟过程中,本文首先以某一待置

换碱基为中心构建碱基窗口(一定长度的碱基序

列);然后对该碱基窗口应用遗传算法的选择、交叉

和变异运算,以模拟生物序列的自然进化;最后对遗

传运算结束后的碱基窗口依据适当原则选出碱基,
以替换原始序列中的碱基.具体过程如下:

a)计算采样比例:计算DNA序列两两之间的进

化率(对齐的两序列不同碱基总数与序列长度的比

值,长度不同时取短序列长度作为分母)Rij(i＝１,２,
􀆺,n－１,j＝i＋１,􀆺,n,n为序列的总数),并计算

Rij的平均值.本文取平均进化率作为采样比例.
b)按照采样比例,从每条 DNA 序列中选取不

同列的碱基.对选出的每个碱基构造碱基窗口,利

２６４ 　　　　　　　　　　　　　　浙　江　理　工　大　学　学　报 ２０１７年　第３７卷



用遗传算法置换这个碱基.具体操作如下:
b１)对于从一条DNA序列中选出的每个碱基,

构造碱基窗口W(左右各扩展一定个数碱基的连续

序列片段).从除W 所在序列以外的每条序列中选

出与W 相似度(碱基窗口对齐后相同碱基的总数)
最大的碱基窗口Wi(i＝１,􀆺,n－１).将选出的n
－１个碱基窗口作为遗传算法的初始种群.

b２)对初始种群执行“选择”运算:设W 所在序

列与剩余序列的相似度总和为sum,与剩余序列中

第i条序列的相似度为Si(i＝１,􀆺,n－１).将比

值Si/sum 作为第i条序列中选出的窗口在初始种

群中被选择的概率.“选择”运算选出的新种群与初

始种群个数相同.
b３)对选出的新种群进行“交叉”运算:在进行

“交叉”之前要对碱基窗口进行编码.由于核苷酸碱

基的种类只有 A、T、G、C４种,所以只需要２位二

进制数即可对一个碱基编码.这样 A、T、G、C可编

码为００、０１、１０、１１.
“交叉”是根据某一概率对随机配对的种群进行

的.若碱基窗口长度为L,则编码序列长度为２L.
令编码序列两个相邻碱基之间的位置为位点,则长

为２L的编码序列有２LＧ１个位点.交叉位点可从

１,􀆺,２LＧ１中随机选取.本文采用单点交叉的方

法进行交叉,即交换配对的编码序列交叉位点之后

的二进制数据.
b４)对“交叉”后的编码序列进行“变异”运算:

“变异”运算根据某一变异概率进行.对于长为２L
的编码序列,它的每个位置都有突变的可能,所以突

变位点可从１,􀆺,２L 中随机选取.选出突变位点

后将该位点的编码数值取反.
b５)对数据解码,将编码序列恢复为碱基序列.

循环执行步骤b２),b３),b４).将最终得到的碱基窗

口保存.
比较式(１)的计算结果与碱基编码转换成的４

个十进制数值,选出最接近计算结果的十进制数值

所对应的碱基.将所选的碱基替换W 中心位置所对

应的原始序列中的碱基.这样变换得到一个新的

DNA 序列样本.

∑
n－１

i＝１

Si

sum
æ

è
ç

ö

ø
÷Vi[ ] (１)

其中:Vi 为执行遗传运算后Wi 中心位置碱基对应

编码转换成的十进制数值.
c)通过序列比对结果计算出相似距离矩阵.
d)根据产生的相似距离矩阵进行聚类分析,并

构建进化树.
改进Bootstrap方法的主要流程如图１所示.

图１　 改进的Bootstrap方法流程

１．３　 聚类可靠性计算

本文在Bootstrap采样过程中,每次都对采样数

据进行重新聚类并构建进化树.进化树的每个分支

用DNA序列的子集表示.若采样总次数为S,某子

集重复出现的次数为t,则比值t/S为该子集在统计

检验中的有效性.具体来说,用Zi ＝ (Zi１,Zi２,􀆺,
Zig)表示进化树中某一分支包含的 DNA 序列的子

集,其中i＝１,􀆺,m,m为聚类形成的进化树所包

含的总分支数,g为DNA序列总数,Zi１,Zi２,􀆺,Zig

对应数据集中按序排列的 DNA 序列.Zig 取值为０
和１,０表示第i个子集中不包含第g 条DNA序列,
１表示包含.用相同方法对原始数据集聚类并构建

进化树,并用同样的方式进行表示.将采样数据与原

始数据的集合表示进行比对,若有相同的分支出现,
则将该分支对应的重复次数加１.在S次Bootstrap
采样并重新聚类的过程中,记子集Zi 出现的次数为

t,则比值t/S可以表示进化树中第i条分支有效性

的统计检验结果,即该分支的聚类可靠性.

２　结果和讨论

本文 对 给 定 的 DNA 序 列 分 别 应 用 标 准

Bootstrap、SubsetBootstrap以及本文方法进行了实

验,并且对比了实验结果.实验中所用序列数据从

NCBI网站[http://www．ncbi．nlm．nih．gov/]上选

取.本文对３组实验数据进行了实验.实验数据１
选取了８个物种的βＧ球蛋白基因的第一个外显子

(Exon),如表１所示,数据中各物种对应序列所含碱

基个数介于８６~１０５之间.为了完整地显示实验结

果以及方便地评估聚类可靠性,实验数据２从１０９个

H５N１病毒的 HA(hemagglutinin)基因序列[６]中挑选

了１１个序列.所选序列的长度和序列码如表２所

示.实验数据３是挑选自 H５N２病毒的２９条 HA基

因序列.所选序列的长度和序列码如表３所示.
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表１　８个物种的βＧ球蛋白基因的第一个外显子(Exon)序列

物种名 DNA序列 碱基数/个

Bovine
ATGCTGACTGCTGAGGAGAAGGCTGCCGTCACCGCCTTTTGGGGCAAGG
TGAAAGTGGATGAAGTTGGTGGTGAGGCCCTGGGCAG

８６

Chimpanzee
ATGGTGCACCTGACTCCTGAGGAGAAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTGGG
GCAAGGTGAACGTGGATGAAGTTGGTGGTGAGGCCCTGGGCAGGTTGGT
ATCAAGG

１０５

Goat
ATGCTGACTGCTGAGGAGAAGGCTGCCGTCACCGGCTTCTGGGGCAAGG
TGAAAGTGGATGAAGTTGGTGCTGAGGCCCTGGGCAG

８６

Gorilla
ATGGTGCACCTGACTCCTGAGGAGAAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTGGG
GCAAGGTGAACGTGGATGAAGTTGGTGGTGAGGCCCTGGGCAGG

９３

Human
ATGGTGCACCTGACTCCTGAGGAGAAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTGGG
GCAAGGTGAACGTGGATTAAGTTGGTGGTGAGGCCCTGGGCAG

９２

Mouse
ATGGTTGCACCTGACTGATGCTGAGAAGTCTGCTGTCTCTTGCCTGTGG
GCAAAGGTGAACCCCGATGAAGTTGGTGGTGAGGCCCTGGGCAGG

９４

Opossum
ATGGTGCACTTGACTTCTGAGGAGAAGAACTGCATCACTACCATCTGGT
CTAAGGTGCAGGTTGACCAGACTGGTGGTGAGGCCCTTGGCAG

９２

Rat
ATGGTGCACCTAACTGATGCTGAGAAGGCTACTGTTAGTGGCCTGTGGG
GAAAGGTGAACCCTGATAATGTTGGCGCTGAGGCCCTGGGCAG

９２

表２　１１个H５N１病毒的HA基因序列

Sequencecode
(NCBI) 碱基数/个

Sequencecode
(NCBI) 碱基数/个

AF０８２０３５ １７２６ AY２２１５２７ １７０５
AF０８２０３６ １７２６ AY２２１５２８ １７０５
AF０９８５４１ １７２６ AY２２１５２９ １７０５
AF０９８５４２ １７２６ AF５０９０１８ １６５６
AY０７５０２７ １７４８ DQ９９２８４１ １６５９
AY２２１５２４ １７０５

表３　２９个H５N２病毒的HA基因序列

Sequencecode
(NCBI) 碱基数/个

Sequencecode
(NCBI) 碱基数/个

J０４３２５ １７５９ CY００５５７５ １７６７
AF０８２０４２ １７００ DQ２５１４４７ １７０２
AF１００１７９ １６９５ CY００５９１８ １７６７
AF１００１８０ １６９５ CY００６０４０ １７６７
AY２９６０７０ １７３２ DQ３８７８５４ １６９５
AY２９６０７１ １７３２ AJ６３２２６９ １７０３
AY２９６０７２ １７３５ CY０１４５８０ １７６７
AY２９６０７３ １７３５ CY０１４６４２ １７６７
AY５７３９１７ １７７０ CY０１４８４９ １７６７
AY６８４８９４ １７６７ CY０１４８７２ １７６７
AY８４９７９３ １６９５ CY０１５０７３ １７６７
AY９９５８８４ １７１０ CY０１６６１１ １７３３
AY９９５８８５ １７１０ AB２９５６０３ １７３３
AY９９５８８９ １７１０ AB２４１６１４ １７３３
AY９９５８９６ １７１０

　　本文利用 Mega软件,首先使用 UPGMA 方法

对基于ClustalW 得到的距离矩阵构建了进化树,然
后用３种不同 Bootstrap方法计算了聚类可靠性,
并对可靠性结果进行了比较.图２(a)、图３(a)为分

(a)标准Bootstrap方法

(b)SubsetBootstrap方法

(c)本文方法

图２　３种不同方法对８个物种的聚类可靠性结果
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别对实验数据１和２应用标准的Bootstrap方法构

建的进化树.图２(b)、图３(b)分别为对实验数据

１和２使用 SubsetBootstrap方法构建的进化树.
图２(c)、图３(c)分别为对实验数据１和２使用本

文提出方法得到的进化树.图４为对实验数据３
使用本文提出方法得到的进化树.表４比较了不

同Bootstrap方法得到的聚类可靠性平均值.由表

４可以看出,本文方法所得可靠性结果优于标准

Bootstrap方法和SubsetBootstrap方法.

(a)标准Bootstrap方法

(b)SubsetBootstrap方法

(c)本文方法

图３　３种不同方法对１１个 H５N１病毒的 HA
基因序列的聚类可靠性结果

图４　对２９个 H５N２病毒的 HA基因序列使用本文

方法得到的聚类可靠性结果

表４　不同Bootstrap方法的聚类可靠性平均值

方法
可靠性平均值

实验数据１ 实验数据２ 实验数据３
本文方法 ９８．０００ ９７．８７５ ９７．７６９

SubsetBootstrap ９３．０００ ９４．７５０ ９５．８８５
标准 Bootstrap ８４．０００ ９０．７５０ ９３．２３１

３　结　语

本文首先利用多序列比对方法分析DNA序列之

间的相似性,并构造相似距离矩阵;然后在相似距离矩

阵基础上用 UPGMA进行聚类,同时构建进化树显示

聚类结果;最后使用基于遗传算法的改进评估方法对

聚类结果进行可靠性分析.本文对给出的３组DNA
数据用相同聚类方法构建进化树,并用标准Bootstrap、

SubsetＧBootstrap和本文方法对每组数据构建的进化树

进行了可靠性评估.实验结果表明,本文提出的方法

优于标准Bootstrap方法和SubsetＧBootstrap方法.
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ReliabilityEvaluationofDNASequenceClustering
BasedonGeneticAlgorithm

SUNJie,LIZhong
(SchoolofSciences,ZhejiangSciＧTechUniversity,Hangzhou３１００１８,China)

Abstract:Clusteranalysisisacommonlyusedmethodformolecularbiologiststoinfertheevolutionary
relationshipofhomologoussequences．Evaluatingthereliabilityofclusteringisanimportantpartof
clusteranalysis．Bootstrapisastatisticalmethodforevaluatingthereliabilityofclustering,whichreplaces
allthenucleotidebasesofDNAsequencesforsamplinganalysis．OnthebasisofBootstrapmethod,an
improvedmethodtoevaluatethereliabilityofDNAsequenceclusteringisproposed．Themethodfirst
randomlyextractsacertainproportionofnucleotidebasesfromtheoriginalDNAsequence,andthenuses
thegeneticalgorithmtoreplaceeachoftheextractedbases．Theproposedmethodtakesintoaccountofthe
correlationbetweenthebases,andthesamplesobtainedareclosertotheoriginalsequenceandmoreinline
withtheresultsofbiologicalevolution．Themethodwasusedtoevaluatethereliabilityofthephylogenetic
treeconstructedby DNA sequenceclustering．Theexperimentalresultsshow thattheaccuracyof
reliabilityassessmentisimproved,indicatingthatthemethodisfeasibleandeffective．

Keywords:DNAsequence;clusteranalysis;phylogenetictree;Bootstrap;reliability
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