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1. 时间 

2026.4.22 

2. 方式 

线上 

3. 主题 

关于多平台序列比对、CNCB BLAST 及 NCBI BLAST 实例练习的

阐述和讨论 

4. 内容 

A 序列对比 

A1 双序列对比 

A 1.1 利用中国国家生物信息中心生物信息分析平台（BIT）进行双序列比对 

A 1.2 利用欧洲生物信息学研究所双序列比对工具（PSA）进行双序列比对 

A 1.3 利用瑞士生物信息学研究所点阵图网站 Dotlet 生成点阵图 

A 1.4 利用 NCBI 进行序列比对和生成点阵图 

A1.5 利用 dottup 生成点阵图 

A2 多序列对比 

A2.1 利用 Uniprot 进行多序列对比。 

A2.2 利用 NCBI 进行多序列对比。 

A2.3 利用 EBI 的 T-Coffee 进行多序列对比 

A2.4 利用 Polydot 生成多序列比对点阵图 

B BLAST 



 

 

B1 利用 CNCB 中的 blastp 进行相似性比较 

B2 NCBI BLAST 实例练习与拓展学习 

B2.1 NCBI BLAST 简要介绍 

B2.2 灵长目 alpha 血红蛋白搜索 

B2.3 人的脑红蛋白序列搜索 

B2.4 mRNA 序列搜索 

B2.5 BLAST 算法部分概念强化 

C 问题 

D 个人总结 

  



 

 

A 序列比对 

A1 双序列对比 

以感兴趣的棉蚜（cotton aphid）P450 家族基因中的 CYP6CY3-1 和 CYP6CY3-

2 基因的蛋白质进行双序列比对。 

A1.1 利用中国国家生物信息中心生物信息分析平台（BIT）进行双序列比对 

1）利用 Uniprot 查找出相关蛋白质序列。 

 

2）打开 BIT 网站选择 NEEDLE 

 

3）打开后，分别将 CYP6CY3-1 和 CYP6CY3-2 基因的蛋白质序列进行填充，

后点击提交，便可得到对比结果；结果显示：identity 为 63.2%与 CNCB 中的 BIT

对比结果一致。 



 

 

A1.2 利用欧洲生物信息学研究所双序列比对工具（PSA）进行双序列比对 

1）打开 PSA，点击进入 emboss needle；输入蛋白质序列，然后点击提交。 

 

 

2）结果如下： 



 

 

 

A1.3 利用瑞士生物信息学研究所点阵图网站 Dotlet 生成点阵图 

1）进入网站，将蛋白质序列进行填充，便可得到点阵图。 

 



 

 

A1.4 利用 NCBI 进行序列比对和生成点阵图 

1）将两个蛋白质序列进行填充；

 

2）点击 blast 便可得到比对结果和点阵图

 



 

 

 

 

A1.5 利用 dottup 生成点阵图 

1）将序列输入 dottup 序列框中之后点击“go”； 

 

2）从中我们可以直观的看出 CYP6CY3-1 和 CYP6CY3-2 蛋白质序列是有一定

的相似性的； 



 

 

 

A2 多序列对比 

A2.1 利用 Uniprot 进行多序列对比 

1）在 Uniprot 中搜索 CYP6CY3 这个基因的蛋白质序列，将搜索到的添加至

basket，选择 tool 中的 align，进行序列比对； 

 

2）点击 align 5 sequence 

 

3）查看进化树; 



 

 

 

4）查看每两条序列的比对结果 

 

A2.2 利用 NCBI 进行多序列对比 

1）进入 COBALT，之后将序列粘贴至序列框； 

 

 

 



 

 

 

2）点击结果上面的系统进化树，也可以查看下面的比对信息。 

 

A2.3 利用 EBI 的 T-Coffee 进行多序列对比。 

1）首先将序列输入输入框，点击提交 submit； 

 

2）点击进化树，便可查看这几个基因形成的系统进化树，同时还有文件形式

的结果可以通过 result files 进行查看，其中也包含每两条的相似性比对结果； 



 

 

 

 

A2.4 利用 polydot 生成多序列比对点阵图 

1）将序列输入 jemboss 软件的 polydot 程序的序列框中； 



 

 

 

2）结果显示，红色圈出的斜对角线为自身比对，绿色标记的为相似性比较高

的，即桃蚜中的 CYP6CYP3，登记号不同，但种属相同 V5SQ25_MYZPE 和

E7CGB1_MYZPE，而棉蚜中的 CYP6CYP3-1 和 CYP6CYP3-2 的相似性是最低的。 

 

B BLAST 

B1 利用 CNCB 中的 blastp 进行相似性比较 

1）将 CYP6CYP3-1 基因的蛋白质输入第一框中，将在 uniprot 中找到的五个

相似蛋白序列（V5SQ25、A0A7T3R134、E7CGB1、H6WNF2 和 H6WJF4）输入参

考序列框； 



 

 

 

2）结果显示，第一个为自身对比，其余对比结果与 Uniprot 多序列对比结果

相同，CYP6CYP3-1 与 CYP6CY3（uniprot 编号：A0A7T3R134）高度相似。 

 



 

 

B2 NCBI BLAST 实例练习与拓展学习 

B2.1 NCBI BLAST 简要介绍 

 

因此，BLAST 的功能主要有以下四点 

序列鉴定（ID）：拿到一段未知序列，通过 BLAST 确定它属于哪个基因/物

种； 

功能注释：预测新测序基因的生物学功能； 

同源寻找：在不同物种中寻找同源基因； 

进化分析：获取同源序列，构建进化树。 



 

 

 

B2.2 灵长目 alpha 血红蛋白搜索 

以人血红蛋白 alpha 亚基 HBA_HUMAN 为搜索序列，采用默认参数利用中国

国家生物信息中心 CNCB 蛋白质数据库搜索程序 BlastP，搜索 SwissProt 数据库，

找出灵长目动物 Primates（分类学数据库登录号 taxid 9443）中 alpha 血红蛋白； 

 

结果显示有 100 条序列； 



 

 

 

配置算法参数，依次改变常规参数：最大目标序列、期望阈值、字长，分析它

们对输出结果的影响。 

Max target sequences（最大目标序列）：返回排名靠前的指定数量结果，比如

100，就返回排名靠前的 100 条结果，不足 100，就会返回全部结果。 

Expect threshold（期望阈值，E 值）：E 值越小，越严格，随机匹配的可能性

越低，结果更可信但可能漏掉较弱的真实同源关系。 

Word size（（字长）：字长越大，搜索度度越，，但感感度低低，可能漏掉源源

同源序列。 

 

配置算法参数，依次改变计分参数：计分矩阵、空位罚分，分析它们对输出结

果的影响。 

Matrix（（换矩矩阵）：PAM 适合源源比对，BLOSUM 适合通用比对；PAM 数

字越大，越“宽容”，可能找到源源关系，数字越小越保守；BLOSUM 数字越大



 

 

则越严格，搜索的结果可能更少，找高度相似序列，数字越小则越宽容，能找到关

系更源的序列。 

Gap Costs（（空位罚分）：比如图中在在罚分 11 就是每新建一个空位，扣 11 分；

延伸罚分 1 就是把已有的空位再拉长 1 个字母，每个只扣 1 分。空位罚分（在在

11/延伸 1）让算法倾向少开空位、但允许空位很长，能避免把一次插入缺失错拆成

多段，比对结果更符合真实进化关系，大多时候默认用高在在罚分低延伸罚分，只

有在明确知道两个序列非常相似、只有零星单氨基酸差异时，才考虑调低在在罚分。 

例如：假设两条序列比对时，需要对齐一个 5 个氨基酸的差异区域： 

（1）一个长空位（1），长 5） 

    扣分 = 在在 11 + 延伸 1×4 = 15 分 

（2）5 个短空位（每个长 1） 

扣分 = (11 + 0)×5 = 55 分 

 

 

利用筛选结果功能，找出黑猩猩（Chimpanzee，Pan troglodytes）中同源蛋白；

结果显示有七条来自黑猩猩的同源蛋白； 



 

 

 

利用筛选结果功能，找出与 HBA_HUMAN 相同位点高于 95%的物种，下载

FASTA 格式序列；结果显示有 21 条相似度>95%的序列； 

 

B2.3 人的脑红蛋白序列搜索 

以人的血红蛋白 alpha 亚基 HBA_HUMAN 为搜索序列，利用中国国家生物

信息中心 CNCB 蛋白质数据库搜索程序 BlastP，搜索 SwissProt 数据库， 设置字



 

 

长、计分矩阵和期望阈值，找出包括脑红蛋白 Neuroglobin 在内的 12 个珠蛋白，

说明上述参数对搜索结果的影响。 

以人的血红蛋白 alpha 亚基 HBA_HUMAN 为搜索序列，用 NCBI 位点特异

迭代法 PSI-Blast 搜索 SwissProt 数据库，选择物种 Homo Sapiens, taxid 9606，选

择默认字长 Word size， 默认计分矩阵 Matrix 和默认空位罚分 Gap costs，分析运

行结果。 

 



 

 

 

 

 



 

 

点击 Alignments 按钮，将双序列输出 Pairwise 格式改为多序列输出格式 Flat 

query-anchored with letters for identities， 找出完全一致的保守位点，如色氨酸 W，

组氨酸 H；性质相似的位点，如酸性氨基酸谷氨酸 E 或天冬氨酸 D。 

（1）完全一致：一整列完全相同。 

（2）相似：虽然氨基酸不同，但是一列的氨基酸化学性质相同。 

 

在上述第一轮搜索基础上，PSI-BLAST 根据不同位点保守性不同，构建位点

特异计分矩阵，进行第二轮搜索。 

 



 

 

二次搜索得到 12 条序列，多了一条。 

 

分析搜索结果，说明 PSI-BLAST 的基本原理。 

PSI-BLAST 是用来寻找源程同源序列的工具，它会迭代搜索并构建一个位置

特异性得分矩阵（PSSM）；PSI-BLAST 迭代：先找相似序列，总结每个位置的氨

基酸偏好，再用偏好模式去搜源缘同源序列（比如第一轮搜索结果显示某一位置百

分百是 H，那么这个位置只能是 H ,不是 H 就打负分，某个位置可能是 L、V、I，

那么只要这个位置是三者之一都可以），反复循环直到找不到新序列。 

B2.4 mRNA 序列搜索 

以双斑长跗萤叶甲的细胞色素 c 氧化酶亚基ⅠCOX1 为搜索序列，用 NCBI 

tBlastN 搜索参考序列数据库 RefSeq 中的细胞色素 c 氧化酶家族 mRNA 序列，参

数如下：期望阈值 E 为 1，字长 Word size 为 2,计分矩阵 Matrix 为 PAM250，空位

罚分 Gap cost 为起始空位罚分 13，延伸空位罚分 2，其余参数默认。 

首先进入 NCBI 的 BLAST 页面，打开 tblastn; 



 

 

 

Enter Query Sequence框输入双斑长跗萤叶甲的细胞色素 c 氧化酶亚基ⅠCOX1 蛋白

质序列，数据库选择 Reference RNA sequences (refseq_rna) 

 

物种选择叶甲科 Chrysomelidae，期望阈值 E 为 1，字长 Word size 为 2,计分矩

阵 Matrix 为 PAM250，空位罚分 Gap cost 为起始空位罚分 13，延伸空位罚分 2，

其余参数默认。 



 

 

 

结果显示，在限定叶甲科（Chrysomelidae）物种的条件下，通过 tBLASTn 比

对 RefSeq RNA 数据库，共获得 2 条显著匹配结果，均为玉米根萤叶甲（Diabrotica 

virgifera virgifera）的 COX1 同源 mRNA 序列；两条序列的 E 值分别为 1e-44 和 2e-

28，均源低于设定阈值 1，Query 覆盖率分别为 100%和 72%，序列一致性约

61.11%~62.02%，说明该序列与近缘叶甲科物种的 COX1 基因在在同源性，符合线

粒体 COX1 基因的种间保守特征，可作为后续系统发育分析的参考依据。 

 



 

 

 

 



 

 

 

 

Alignment view 可选择不同方式 

 

B2.5 BLAST 算法部分概念强化 

基于《序列数据库搜索系统 BLAST 简介》。 



 

 

1）举例说明动态规划算法(Dynamic Programming)和启发式算法（Heuristic 

Programming）的优缺点 

这种利用动态规划算法进行双序列比对的方法，用于数据库搜索，找出数据库

中所有与查询序列相似的目标序列，则需要将查询序列与数据库中每条序列都进

行比对，计算过程严谨规范、结果准确度高，以 Needleman-Wunsch 双序列全局比

对为典型应用；但该算法计算量大、运行耗时久，且需要储在大量矩阵信息，内在

消耗较高，面对超长序列与海量数据时实用性受限。BLAST 采用启发式算法而非

动态规划，搜索度度大为提高。典型代表为 BLAST 序列比对，运算度度，、资源

消耗少，适合大规模生物序列，度检索；但该算法不严格追求全局最优，比对结果

易受参数设置影响，在在一定假阴性与假阳性风险，结果稳定性和精准度弱于动态

规划算法。 

2）简述数据库搜索灵感度和特异度的含义 

所谓灵感度，是指从数据库中搜索到目标序列的多少；所谓特异度，是指搜索

到的目标序列与查询序列是否具有较高相似性。高灵感度和特异度，用通俗的话来

说，就是“该找的都找到，找到的都是要找的”。 

3）期望值 E 和哪些因素有关 

期望值 E 可以用公式 E=kmN／ｅλS计算。因此，E 值大小与查询序列长度和

数据库大小有关。 

4）简述新版 BLAST 延伸高分对的策略 

1977 年发表的新版 BLAST 作了较大改进，高分对延伸方法也与旧版不同。新

版 BLAST 在寻找高分三字串时，将阈值从 13 低为 11。低低匹配阈值后，所得三

字串更多，数据库扫描时低分匹配 也更多，按理说，高分对延伸耗时也更多。 

C 问题 

Q1:判断一个基因是否与其他基因具有相似性功能，如何选择比对方法？ 

Q1 建议——如果是序列长度差异较大，可以选择局部对比(local alignment)，

更易找出两者之间的保守区域，如果长度相似可以采用全局对比(global alignment),

找出匹配高的序列区域。 

Q2:点阵图如何理解？ 



 

 

Q2 建议——基于《双序列比对基础和应用实例》中的说明，如果是自身对

比，可以判断出重复序列的段数，如果是两条序列对比，对角线的缺口表示空位插

入区域，更多解释或者理解需要更详细的结果解释说明参考书和参考文献。 

Q3：在 CNCB 中无法找到蚜虫相似性 CYP6CYP3-1 和 CYP6CYP3-1 蛋白

质，uniprot 中显示这两个未经人工检查，像这样的应该如何查询 

D 个人总结 

G2A 边汉青 

近段时间，学习了序列对比和 blast，主要获得了以下收获： 

1.了解认识到对比模型的多样性和其选用算法的基本原理。模型的选择影响输

出结果，，例如 BLOSUM62、30、90，他们对于数据库中比对的灵感度是不同的，

90 的灵感度最低，特异性最强；30 灵感度最高，特异性最低。通常来说，大部分

都适用于 62。核酸序列的比对，一般采用 DNAfull 计分矩阵的选择，而蛋白质序

列比对常采用 BLOSUM62 和 PAM250 计分矩阵。 

2.明白了序列对比最重要的功能。可以通过序列对比，进行两个相似序列或多

个序列的比对，找出他们共同的保守序列片段或者保守结构域，预测功能，建立系

统进化树，确定亲缘关系以及确定先有基因还是先有物种等问题，为探索新基因功

能提供方向。 

3.了解了数据库搜索中字长、矩阵和期望值对搜索结果的影响。在数据库中进

行序列比对时，字长、矩阵和期望值共同对搜索结果起到影响。字长和打分矩阵主

要在算法前期，通过控制“种子”的数量和质量，决定了搜索的灵感度与广度；而

期望值则在算法末端，作为一个统计标尺，最终筛选并输出我们认为具有生物学意

义的结果。字长越短，灵感度越高，找到结果的越多，同时假阳性概率提升；字长

越长，灵感度越低，特异性越强，找到的越少，假阳性概率低低相似度越高。 

4. 利用点阵图直观表现序列比对结果。点阵图的结果可以显著直观的体现对

比结果，具有较高相似性的同源序列，主要分布在主对角线上，而对角线两侧短线

为随机匹配，有时也称为噪声。 



 

 

5.序列比对的局限性。核酸序列相似度低，但可能其蛋白质序列高度匹配，另

一方面可能序列不匹配，但其结构非常相似，例如流感病毒和唾液酶其序列不相似，

但结构极其相似。 

6.blast 的特殊性。如果有连续重复序列，只能通过 blast 才能查找出来，例如

癌胚抗原 CEA5、CEA6,只有通过 blast 才能找出有连续重复序列。 

7. 新基因出现方式和不同基因编码同一蛋白。当出现两个基因及相同编码统

计蛋白质时，可能是源于在生物进化中基因的复制，而基因复制是创造新基因的一

种方式，例如 HBA1 和 HBA2 都是编码 HBA_HUMAN 蛋白质，目前看来这两个

基因是没有显著差异的具有高度同源，但在未来有可能会进行分化。 

8. 查询序列和数据库序列。查找序列的种类和数据库的种类影响选择的比对

方式。 

例如，如果查询系列是蛋白质，而数据库是核酸，则应当选择 Tblastn。 

G2B 刘奇 

我们日常最常用的是 NCBI 的 BLAST，做，度同源性搜索最，，选 blastn（（核

酸）或 blastp（（蛋白），结果重重点看“Identities”（（相似度）和“Gaps”（（缺口）。如

果 NCBI 打不开或太慢，就用 CNCB（中国国家生物信息中心）的 BLAST，界面

几乎一样，国内访问更稳定。 

要是做蛋白功能注释，使用 Uniprot，输入序列后看“Function”和“Domains”板

块，注释信息很直观，还能批量处理。 

做双序列比对时，EBI 网站上的 Needle（（全局比对，适合长度相近的序列）和

Water（局部比对，适合找保守区）各有用处，两序列整体像就用 Needle，只想知

道哪重有相似片段就用 Water。 

另外，BIT 这个平台除了常规的多序列比对和 BLAST 功能，还提供了点阵图

工具。这个可视化功能很直观，把两条序列分别放在横纵轴上，相似的地方就会显

示成一条对角线或点状图案。用它来检测序列内部的重复区域、倒位、缺失或者直

接重复特别方便，比如想看某个基因重有没有串联重复序列，跑一张点阵图，一眼

就能看出对角线上有没有平行的小短线，比看数字结果，得多。 

多序列比对方面，课程做了四个实操：Uniprot 的 Align 工具适合 10 条以内蛋

白序列的，度比对，结果用颜色标出保守位点；NCBI 的 COBALT 会同时参考蛋



 

 

白保守结构域数据库，适合序列差异较大或需要结构信息辅助的情况；EBI 的 T-

Coffee 是把多种算法的结果综合起来，准确度高但度度慢，适合相似度低于 30%

的难比对任务；polydot 则是做多序列点阵图，能直观看出多条序列之间的共线性、

保守区域和插入缺失分布。 

日常工作可以先用 NCBI 的 BLAST 加 Uniprot，碰到特殊需求再去 EBI 或

CNCB 查漏补缺。 

G2C 高倩 

过去两周的学习主要围绕双序列比对，多序列比对，NCBI BLAST，CNCB 

BLAST 的基本概念学习和实例练习。 

在序列比对学习章节，学习了双序列比对和多序列比对的多种方法。双序列比

对时，用 BIT、PSA、NCBI 等不同平台，对棉蚜的 CYP6CY3-1 和 CYP6CY3-2 基

因蛋白序列进行比对，学会用 Dotlet、dottup 生成点阵图，能直观看到两个序列的

相似性。多序列比对则尝试了 Uniprot、NCBI 的 COBALT 和 EBI 的 T-Coffee 工具，

也用Polydot做了多序列点阵图，慢慢摸清了不同工具的操作流程和结果解读方法。 

之后重点学习了 BLAST 相关内容。先用 CNCB 的 blastp 对比了 CYP6CY3-1

和相似蛋白序列，验证了比对结果的一致性。在 NCBI BLAST 的实操中，做了实

例练习，如搜索灵长目 alpha 血红蛋白、人的脑红蛋白，还用和自身课题相关的双

斑长跗萤叶甲的 COX1 序列做了 tBLASTN 搜索。通过调整参数，我慢慢理解了 E

值、字长、计分矩阵等参数对结果的影响。 

同时，进一步强化了 BLAST 相关算法概念，BLAST 用的是启发式算法，虽

然不是全局最优，但度度更，。不过目前仍然在在不足，对部分参数的设置逻辑理

解不够透彻，结果分析也不够深入，后续还需要多练习、多琢磨，把所学的实操方

法和理论知识结合起来，提升自己的应用能力。 

 


