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1、时间

2026.4.10

2、方式

线上腾讯会议讨论

3、主题

课后对序列比对以及数据序列相似性搜索 BLAST的复习总结

4、总结内容

4.1序列比对

序列比对是用计算机算法比较核酸 、 蛋白序列的碱基 、氨基酸排列差异，通

过匹配、错配、插入空位，计算相似性，推断进化关系、保守功能域、结构与功

能。

 序列相似性和同源性：序列相似性表示序列比对中相同或理化性质相似的残

基比例，而是序列同源性定性的进化推断，指序列是否源自共同祖先（只有

“是/否”之分，不可用百分比描述）。

 全局比对与局部比对的适用范围：全局比对适合序列全长高度保守且长度相

近，需分析整体差异（emboss中的 needle为例）。局部比对适用仅部分区域

功能保守（如结构域、活性位点），其余区域差异大的序列，或者两条序列

长度差异较大。

 BLOSUM 与 PAM 计分矩阵的构建方法和特点：BLOSUM 计分矩阵基于实

际观测的保守区域块（BLOCKS数据库），统计同源蛋白家族中常见替换的

频率。例如 BLOSUM62 由相似性≤62%的序列簇构建，避免近缘序列主导

替换概率。PAM计分矩阵是基于短期进化数据，通过马尔可夫链外推长期进

化。适合近缘序列比对（PAM10-PAM120），PAM250用于极远缘序列（相

似性<20%）

 空位罚分的意义和用法：空位罚分可以模拟进化中的插入/缺失事件（indel），
连续空位通常由单次事件导致，故需区分空位开启与延伸。还可避免比对中

过度引入空位，确保结果符合进化逻辑。若序列结构域保守但长度差异大（如

跨物种基因），降低空位开启罚分以容忍结构域插入；若序列全长高度保守

（如直系同源基因），提高空位开启罚分以减少碎片化比对。


4.1.1 使用 NCBI进行蛋白质多序列比对

将七个哺乳动物（人、小鼠、鸡、短尾鳄、非洲爪蟾、斑马鱼、麻雀）蛋白质序

列复制





 序列以 Query_10001 到 Query_10007 编号，对应上述不同物种。

 每一行代表一条序列，数字（如 1、79、80、142）为氨基酸位置。

 颜色差异：图中红 / 黑 / 蓝等颜色是保守性标记，代表氨基酸的保守程度

（Conservation Setting: 2 Bits）。红色是完全保守，即完全相同的氨基酸，意

味着这些位点在亿万年的进化中几乎没有改变，该区域可能对应血红素

（heme）结合位点以及维持蛋白质三维构象的关键区域。

 序列末尾数字是当前行结束的氨基酸位置（如 79、142），斑马鱼序列长度

为 143，其他物种多为 141-142，说明存在长度差异（可能是插入 / 缺失）。

 多点阵图对比



该图依次对比七个哺乳动物的氨基酸序列，用矩阵形式表现。图中的大对角线上

的物种，即 HBA_HUMAN vs HBA_HUMAN，HBA_DANRE vs HBA_DANRE
等对角线上的方块，都有一条从左上到右下的连续直线，因为自身与自身的序列

是完全 100%匹配的。

而非对角线上的方块的断裂程度随亲缘关系的距离而逐渐增大，人和小鼠之间的

点阵图，几乎也是一条非常清晰的长对角线，这说明它们的相似度极高。

以人与斑马鱼（HBA_DANRE，y轴倒数第二行，鱼类）进行比较的方块里，对

角线断断续续，甚至很模糊。这说明虽然在整体框架上它们还相似，但由于进化

时间跨度极大（数亿年），二者的序列已经积累了大量差异（点突变、缺失等）。

4.1.2 EMBOSS序列比对





对两种生物活性肽进行的全局双序列比对：

序列 1：虎纹捕鸟蛛毒素（HUWENTOXIN-II，来自蜘蛛毒液）

序列 2：美洲商陆抗真菌肽（ANTIFUNGAL PEPTIDE，来自植物）

从比对结果看，两条序列的半胱氨酸（Cys）位置高度匹配，这是关键特征： 蜘

蛛毒素的二硫键骨架（多个 Cys）与植物抗菌肽的 Cys 分布部分对齐 这种 Cys
保守性说明二者可能共享类似的三维折叠方式（如抑制性胱氨酸 Knot, ICK 结

构），但一级序列差异很大 大量的空位（45.7%）说明两条序列长度和整体排列

差异显著，不存在整体的同源性。





对拟南芥两个 SPL 转录因子（SPL3、SPL4）进行的全局双序列比对

 核心保守区（SBP 结构域）：序列中段的 QRPFCQQCSRF 区域高度匹配，

这是 SPL 转录因子特有的 SBP DNA 结合结构域，是功能的核心区域，在

家族中高度保守。

 N 端差异区：序列前半段（1-40 位）存在大量空位和氨基酸替换，说明 N 端

序列保守性低，是家族内分化的主要区域。

 C 端差异区：SPL3 的 C 端（131 位后）存在大片段缺失，而 SPL4 的 C
端更长，说明二者在进化中发生了 C 端序列的分化，可能影响蛋白的亚细

胞定位或调控功能。



4.2数据序列相似性搜索 BLAST
BLAST 是目前最常用的序列数据库快速比对工具，能将用户的核酸 、 蛋白序

列与公共数据库中的海量序列进行局部比对，快速找到同源序列，推断序列的来

源、功能与进化关系。

4.2.1灵长目 alpha血红蛋白搜索（CNCB)



命中的前 10 位序列均来自灵长类动物，包括人类、黑猩猩、大猩猩、猩猩、长

臂猿、多种猴类等，说明该序列在灵长目中高度保守。

与人类序列一致性为 100%，验证了查询序列的物种来源。

与黑猩猩属（Pan）的一致性接近 100%（99.3%-100%），反映了人与黑猩猩极

近的亲缘关系。

与其他灵长类的一致性随进化距离增加而下降：大猩猩约 99.3%，猩猩约 97.9%，

旧世界猴约 96.5%-97.9%，符合分子钟与共同祖先的进化规律。



4.3 个人总结

G5A韩佳凝

（1）序列相似性与同源性是不一样的概念，表述中不可出现“同源性高”这一

类表述，高的相似性常作为同源性推断的线索。

（2）对于序列比对过程中的参数调节仍有“知其然不知其所以然”的问题，今

后可进一步进行练习

（3）我发现草地早熟禾有完整的叶绿体基因序列和线粒体基因序列，又搜索了

同为禾本科的水稻的相关抗旱基因序列，将两个序列用 blastn进行比对，想知道

草地早熟禾中是否有相似的序列，遗憾的是没有匹配结果。另外我想用水稻的核

酸序列在 Refseq数据库进行序列比对时，NCBI的 BLAST一直在闪退无法进行

操作。今后可以再查找一些草地早熟禾的文献或者用另外的禾本科牧草进行比对。

4.4 问题

（1）为什么 BLAST 中七个物种的保守序列占大部分，但点阵图中，比如人和

斑马鱼的对角线断断续续的程度比 BLAST显示的高许多？

多序列比对（MSA）中红色和蓝色位点很多，但这是列（Column）的比对，因

为MSA引入了间隙（Gap，即预留的横杠“-”）来强制对齐特定的关键位点，

所以它会把人类和斑马鱼在演化中“错位”的序列强行拉到一列上对比，从而突

出了它们共有的古老骨架。而点阵图中的对角线意味着连续的氨基酸序列存在。

如果对角线是连续的、无中断的，那意味着这两条序列从头到尾长得几乎完全一

样。但是人和斑马鱼的“祖先”，在约 4.5亿年前就分道扬镳了。在这漫长的时

间里，它们的血红蛋白α链积累了大量的替换突变和插入/缺失。点阵图就像是

把人的地图和斑马鱼的地图直接叠在一起，不进行水平拉伸，所以整体还是有相

似性，但中间都是断点。

事实上结合课上的内容我们可以想到这两种比对图的不同体现了“空位罚分”在

多序列对比中的应用。


