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摘要 根据剪接位点的核酸序列保守特征，以及邻近位点的碱基组成和关联特性，结合一对可变剪接位点之间的距离参数和

受体端剪接位点前 30位碱基的 GC和 TC含量，利用结合多样性指标的二次判别方法(IDQD)，预测了人类基因组中可变和
组成性内含子的供体端和受体端的剪接位点，对可变的供体端和受体端剪接位点，阈值 孜选择-2时，总的预测精度分别为
87.9%和 89.9%，对组成性的供体端和受体端剪接位点，阈值 孜选择-1，总的预测精度分别为 92.8%和 94.3%．
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可变剪接是指从一个 mRNA前体中通过不同
的剪接方式(选择不同的剪接位点组合)产生不同的
mRNA剪接异构体的过程．可变剪接是调节基因
表达和产生蛋白质组多样性的重要机制[1, 2]．高通

量的基因组测序和表达序列标签(EST)测序，使得
利用生物信息学的方法研究可变剪接问题成为可

能．最近几年，多个研究小组通过不同的生物信息

学方法，从整个人基因组的水平进行分析，结果一

致显示约 75%的人类基因有可变剪接形式[3～6]．

可变剪接能够产生惊人的多样性，但我们对其

调节机制所知不多．剪接位点的选择受到结合到非

剪接位点 RNA元件剪接因子的多重调节．参与可
变剪接调节的 RNA 元件包括 ESE、 ISE、ESS、
ISS．剪接因子包括 SR和 hnRNP家族蛋白质等多
种因子．剪接反应由剪接体执行，剪接体包括 5个
小核糖核蛋白复合体 U1，U2，U4，U5 和 U6，
snRNPs和 50～100种非 snRNP蛋白．剪接体通过
RNA-RNA，RNA-蛋白质，蛋白质 -蛋白质等多重
相互作用以精确切除每个内含子和以正确次序连接

外显子．

内含子中有 4种短核苷酸序列可以作为信号，
指导剪接体在何处，包括：位于内含子起始处的剪

接信号，叫 5忆端(供体端)剪接位点；位于内含子末
端的剪接信号，叫 3忆端(受体端)剪接位点；位于内
含子末端的分支位点；以及最后的多聚嘧啶区[7]．

由小核 RNA 和蛋白质形成的剪接体(splicesome)，
负责识别内含子起始和终止的部位，并从前体

mRNA转录本中切掉内含子，把外显子连接起来
形成 mRNA．而为了有效剪接，绝大部分内含子
需要： a．一个保守的 5忆剪接位点，A/CAG引
GURAGU；b. 一个分支点序列 BPS，YNYURAY，
后面跟着一个多聚嘧啶尾，Y10～20；c．一个 3忆
剪接位点 Y/AG．通常情况下，可变的内含子具有
共同的供体(或受体)端，有两个不同的受体(或供
体)端，从而形成一对可变内含子．
虽然，已经有许多预测基因结构的软件，而且

得到了很好的预测结果，但目前还没有一种有效的

方法来预测基因的可变剪接位点．有些研究工作利

用表达序列标签(ESTs)或 cDNA文库来探测可变剪
接事件[8～10]，有些是利用机器学习和基因的同源比

较来识别[11～14]，Wang等[15]提出结合模式识别和组

分模式的神经网络方法，Xia等[16, 17]引入基于剪接

位点的竞争机制来识别可变的供体和受体剪接位

点，供体端竞争位点对 (CSSP)的预测总精度为
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上述 5种类型中，占可变剪接比例由大到小的
顺序依次是：外显子盒、可变 3忆剪接位点、可变
5忆剪接位点、互斥外显子和内含子保留．本文选择
可变的受体剪接位点和可变的供体剪接位点类型作

为研究对象，来预测人类基因组中的可变剪接

位点．

2 数 据

文中数据来自 ASD [18] (Alternative Splicing
Database: http://www.ebi.ac.uk/asd/altsplice)中 altsplice
数据库的人类基因组 release 2 数据资料． 从
AltSplice-rel2.events 文 件 中 ， 选 择 INTRON
ISOFORM (II-5P)类型构建可变的受体端剪接位点
序列，选择 INTRON ISOFORM (II-3P)类型构建可
变的供体剪接位点序列，不考虑内含子两端同时可

变的情况．组成性剪接数据来自人类基因组的

AltSplice-rel2.intron文件．
在人类基因组中，统计分析一对可变的受体端

剪接位点和供体端剪接位点之间的距离分布(小于
50 nt)，结果如图 2和图 3所示，多数受体端可变

89.21%，受体端竞争位点对(NCSSP)的预测总精度
为 87.98%，而在此基础上对可变剪接位点的预测
准确率约 70%，相应的假阳性率约 30%．
本文利用 ASD数据库[18]，以人类基因组作为

研究对象，构建可变的供体和受体端剪接位点数据

库，作为对比，构建组成性的供体和受体端剪接位

点数据库，利用结合多样性指标的二次判别方

法[19～22]来预测人类基因组中的组成性剪接位点和可

变剪接位点．对可变剪接位点，选择 孜 阈值为-2
时，预测总精度为：供体端 87.9%，受体端
89.9%；对组成性剪接位点，选择 孜阈值为-1时，
供体端 92.8%，受体端 94.3%，这个精度在目前已
见报道的预测中是较高的．

1 可变剪接的模式

基本上，可变剪接包括 5种基本类型(图 1)[18]：

a．内含子的保留(intron retention, IR)．一段核
苷酸序列在一个转录体中是外显子的一部分而在另

外一个可变的转录体中是一个内含子．

b． 可变的供体剪接位点 (alternative donor
introns, AD)．具有竞争的供体(5忆端)剪接位点，而
内含子下游的受体位点相同．

c． 可变受体剪接位点 (alternative acceptor
introns, AA)．具有竞争的受体(3忆端)剪接位点，而
内含子上游的供体位点相同．

d．外显子盒(cassette exons, CE)．在一个转录
体中是一个外显子，在另外一个转录异构体中是一

个内含子的一部分．

e ． 互斥 外 显 子 (mutually exclusive exons,
MEE)．一组外显子中在其中的一个转录体中只选
择其中的一个．

Fig. 2 The distribution of distances between alternative
acceptor splice sites for human genome

Fig. 3 The distribution of distances between alternative
donor splice sites for human genome

Fig. 1 Main types of alternative splicing

a. Intron retention b. Alternative donor introns c. Alternative acceptor introns

d. Cassette exons e. Mutually exclusive exons
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3 特征与方法

在基因的剪接位点预测方面，我们利用基于多

样性指标的二次判别方法(IDQD)，成功地预测了
人类等 5种模式生物的剪接位点[22]．本文，利用

IDQD方法，分别预测了人类基因组中供体和受体
端的可变剪接位点，作为对比，同时预测了人类基

因组中供体和受体端的组成性剪接位点．

供体端，选择 GT 前 3 个位点，后 6 个位点
(包括 GT)作为保守位点．a．统计长度为 7nt的保
守片段上，固定位点的单碱基、碱基二联体、碱基

三联体数目，建立多样性源；b．截取剪接位点前
后各 48个碱基序列，统计前后序列的碱基三联体
数目，建立多样性源；c．统计一对可变剪接位点
之间的距离．对于一个待测的位点，计算反映其保

守特征的 3个多样性指标，反映剪接位点前后碱基
组分特性的 5个多样性指标，以及待测位点距已知
剪接位点的距离指标，共 9个指标，利用二次判别

方法，判断该位点是否为真正的剪接位点．

受体端，选择 AG前 10个位点(包括 AG)作为
保守位点，a．统计长度为 8 nt的保守片段上，固
定位点的单碱基、碱基二联体、碱基三联体数目，

建立多样性源，b．截取剪接位点前后各 48个碱基
序列，统计前后序列的碱基三联体数目，建立多样

性源，c．统计一对可变剪接位点之间的距离，d．
供体端上游存在分支位点和多嘧啶尾，统计反映其

组分特征的参数，分别是受体剪接位点前 30位碱
基的 G+C含量和 T+C 含量．对于一个待测的位
点，计算反映保守特征的 3个多样性指标，反映剪
接位点前后碱基组分特性的 5个多样性指标，以及
待测位点距已知剪接位点的距离指标和前 30位碱
基的 G+C含量和 T+C含量，共 11个指标，利用
二次判别方法，判断该位点是否为真正的剪接

位点．

为了判别在已知剪接位点附近是否有可变的剪

接位点，多样性源由可变剪接位点数据库中的序列

L means the distance between a pair of alternative acceptor or donor sites and numbers in bracket gives splice sites of non-GT/AG.

Table 1 The number of acceptor and donor set for alternative and constitutive splice site in human genome

内含子情形中一对可变剪接位点的间隔为 4个碱
基，而多数供体端可变内含子的情形中一对可变剪

接位点的间隔为 5个碱基．图 2和图 3给出距离小
于 50个碱基的分布．
对 INTRON ISOFORM (II-5P)类型，数据库中

对同一个受体位点，给出了两个可变的供体剪接位

点，构建供体端可变的数据库时，a．删除前后两
个可变的供体位点间距大于 200 nt的序列，b．删
除两个可变供体位点中含非 GT剪接位点的序列，
以数据库中所给的第一个剪接位点为基准，前后各

取 200 nt，将长度为 400 nt的序列作为研究对象．
对 INTRON ISOFORM (II-3P)类型，数据库中

对同一个供体位点，给出了两个可变受体剪接位

点，构建受体端可变的数据库时，a．删除前后两
个可变的受体位点间距大于 200 nt的序列，b．删
除两个可变受体位点中含非 AG剪接位点的序列，
以数据库所给的第一个剪接位点为基准，前后各取

200 nt，将长度为 400 nt的序列作为研究对象．
由 AltSplice-rel2.intron数据库，得到所有的内

含子数据资料，与 ASD数据库中所给出的各种可
变剪接数据资料比较，排除所有参与可变剪接的内

含子，选择其中内含子长度大于 200 nt的作为研究
对象．为了减少组成性内含子的样本数量，对供体

端，进一步选择供体端紧邻的外显子长度大于

200 nt，以供体端剪接位点为基准，前后各取
200 nt，构建组成性的供体端剪接位点数据库．对
受体端，进一步选择受体端紧邻的外显子长度大于

200 nt，以受体端剪接位点为基准，前后各取
200 nt，构建组成性的受体端剪接位点数据库．
可变剪接位点数据库，由数据库中所给出的真

正的剪接位点构成正集(positive)，在长度为 400 nt
的范围内所有其他的含碱基二联体 GT或 AG位点
作为虚假的剪接位点，构成负集(negative)，对组成
性剪接位点亦如此，数据库如表 1所示．

Class Splice site Total number
Number of L < 200 bp

(Non-GT/AG)
Positive Negative

Alternative
Donor 5 924 4 608(483) 4 125 83 355

Acceptor 6 783 5 837(18) 5 819 161 740

Constitutive
Donor - 5 984(64) 5 920 116 697

Acceptor - 5 160(16) 5 144 142 728
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Table 4 The result of prediction on alternative acceptor splice sites in human genome

在可变的受体剪接位点数据库中，预测一对可

变剪接位点，阈值不同，得到不同的预测结果，如

表 4所示．综合考虑敏感性和特异性指标，选择

孜A=-2时，一对可变剪接位点的预测敏感性分别为
84.0%和 78.9%，敏感性指标为 81.5%，特异性指
标为 90.5%，总精度为 89.9%．

Table 2 The result of prediction on alternative donor splice sites in human genome

在组成性供体剪接位点数据库中，预测其剪接

位点，结果如表 3所示．选择 孜D=-1时，敏感性指
标为 97.0%，特异性指标为 92.6%，总精度为
92.8%．

Table 3 The result of prediction on constitutive donor splice sites in human genome

构建．在训练集中，对于任意一个待判别的可能的

剪接位点，计算其特征参数构成 9维(供体序列)或
11维(受体序列)向量，然后，根据已知的可变剪接
位点(正集)和非剪接位点集合(负集)来训练参数，
最后，通过判别函数

孜越log p
q - 啄1-啄2

2 - 1
2

lg |撞1||撞2| (1)

来识别剪接位点．其中 啄i为

啄i = (X軑- 滋軋i)忆撞i
-1(X軑- 滋軋i) (i=1, 2) (2)

式中 p 和 q 分别表示正负集中的样本数，滋軋1和

滋軋2分别表示正负集中各变量平均值，撞1和 撞2表示

相应的协方差矩阵，|撞1|和|撞2|为其行列式值．通常
情况下，如果 孜 > 0，则待测位点X軑被判为真，否则
判为虚假．但是，两个集合的分界点不一定是 0，
因此，对供体端，选取不同的阈值 孜D，当 孜 > 孜D，

判别为真正的供体位点,否则为假，对受体端，选
取不同的阈值 孜A，当 孜 > 孜A，判别为真正的受体位

点,否则为假．

4 预测结果

利用 3-fold交叉检验，将数据分为 3组，其中
1组检验，其他 2组训练，预测供体和受体端的剪
接位点．定义敏感性指标 Sn 和特异性指标 Sp，以

及总精度 TA 和相关系数 MCC如下：

Sn= TP
TP + FN 伊100%

Sp= TN
TN + FP 伊100%

TA= TP + TN
TP + FN + TN + FP 伊100%

MCC= (TP伊TN)-(FN伊FP)
(TP+FN)伊(TN+FP)伊(TP+FP)伊(TN+FN)姨

在可变的供体剪接位点数据库中，预测一对可

变剪接位点，阈值不同，得到不同的预测结果，如

表 2所示．综合考虑敏感性和特异性指标，选择
孜D=-2时，一对可变剪接位点的预测敏感性分别为
90.3%和 86.4%，总的敏感性指标为 88.3%，特异
性指标为 87.8%，总精度为 87.9%．

孜A Sn1 Sn2 Sn Sp TA MCC
-5 95.2 93.1 94.1 72.2 73.7 0.355
-4 92.8 90.4 91.6 78.9 79.7 0.403
-3 89.5 85.8 87.6 85.1 85.3 0.458
-2 84.0 78.9 81.5 90.5 89.9 0.515
-1 76.4 68.6 72.5 94.7 93.3 0.567

孜D Sn Sp TA MCC
-5 99.6 78.4 79.4 0.384
-4 99.4 82.1 82.9 0.423
-3 99.2 85.7 86.4 0.470
-2 98.5 89.2 89.7 0.526
-1 97.0 92.6 92.8 0.597

0 92.7 95.8 95.7 0.682

孜D Sn1 Sn2 Sn Sp TA MCC
-5 96.3 95.5 95.9 76.3 78.1 0.451
-4 95.1 94.0 94.6 80.1 81.4 0.484
-3 93.3 91.3 92.3 83.9 84.7 0.520
-2 90.3 86.4 88.3 87.8 87.9 0.555
-1 85.6 78.2 82.0 91.6 90.7 0.589
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结果显示，无论是可变剪接数据库，还是组成

性剪接位点的数据库，其虚假剪接位点 孜值绝大部
分都小于 0，可变剪接位点和组成性剪接位点的 孜
值分布，有一定的区别，组成性剪接位点的 孜值更
大一些．以 孜值为依据，可以很好地区分真正的剪
接位点和虚假的剪接位点．

有意思的是，利用 孜值还可进一步对可变剪接

位点和组成性剪接位点进行一定的区分．根据可变

剪接位点和组成性剪接位点不同的 孜值分布，对供
体端，以 孜D越1.6为界，当 孜D > 1.6时，判别为组成
性剪接位点，否则为可变剪接位点，对受体端，以

孜A越1.2为界，当 孜A > 1.2时，判别为组成性剪接位
点，否则为可变剪接位点，结果列于表 6中．

Fig. 4 The distribution of 孜 value for true and false donor splice site (a) and true and false acceptor splice site (b)
in human genome

x-axis indicates 孜(伊10) and y-axis gives the percentage of splice sites with 孜 in each 0.1 interval. AS1 , AS2 and CS mean true alternative splice site 1

and 2 and constitutive splice site respectively. AF and CF are false splice sites in alternative and constitutive splice site databases respectively. : AS1;

: AS2; : AF; : CS; 葚 : CF.

Table 5 The result of prediction on constitutive acceptor splice sites in human genome

在组成性受体剪接位点数据库中，预测其剪接

位点，结果如表 5所示．选择 孜A=-1时，敏感性指
标为 94.1%，特异性指标为 94.3%，总精度为
94.3%．

孜A Sn Sp TA MCC
-5 99.4 71.3 72.3 0.280
-4 98.9 78.2 78.9 0.329
-3 98.2 84.5 85.0 0.392
-2 96.8 90.1 90.3 0.474
-1 94.1 94.3 94.3 0.574

0 87.6 97.1 96.8 0.661
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5 讨 论

依据剪接位点处的保守性特征和前后序列的组

成性特征，以及待测序列距已知剪接位点的距离参

数和受体端序列的 GC含量、TC含量，识别人类
基因组中可变内含子和组成性内含子的供体和受体

剪接位点，结果较好．

利用 IDQD方法预测剪接位点时，当所取的阈
值不同时，得到不同的预测精度，阈值相对小时，

几乎可以预测出所有的真实的剪接位点，但同时也

包含了较多的虚假的剪接位点，所取阈值较大时，

虚假的剪接位点数减少，同时又失去了部分真实的

剪接位点．综合考虑敏感性和特异性指标，对可变

剪接位点，选择-2为阈值，预测结果较好，而对
组成性剪接位点，选择阈值为-1 时预测结果较
好．这时对可变的供体端和受体端剪接位点，总的

预测精度分别为 87.9%和 89.9%，对组成性的供体
端和受体端剪接位点总的预测精度分别为 92.8%和
94.3%．据我们所知，对于可变剪接位点的预测，
目前文献资料报道的精度皆在 80%以下，上述结
果显示了 IDQD方法的预测能力．
为了进一步讨论各种剪接位点对 孜值的依赖关

系，我们对供体端和受体端真正的剪接位点和满足

GT/AG碱基对所有的虚假剪接位点，计算其 孜值，
得到可变剪接位点、组成性剪接位点、以及虚假的

剪接位点序列的 孜值分布，如图 4所示．

6040200-20-40-60 6040200-20-40-60
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与其他的预测相比，上述结果高于Wang等[15]

的预测结果．尽管本文的 IDQD方法主要目标是从
大量虚假剪接位点的背景中找出真正的组成性和可

变性剪接位点，不是为区别这两类剪接而设计的，

但所得结果也可以用来较好地识别二者，而且判别

方法仅仅通过一个参数 孜，既简单又意义明确．
Xia等[17]研究了一对剪接位点的竞争性并提出

CSSP(竞争位点对)和 NCSSP(非竞争位点对)的识别
方法，对此我们也用 IDQD方法进行了研究．在构
建 CSSP(竞争位点对)和 NCSSP(非竞争位点对)数
据库的基础上，我们的预测结果如表 7所示，供体
端高于 Xia等的方法 1.31个百分点，受体端高于
该方法 3.51个百分点．

Table 7 The performance of splice site competition recognition by IDQD and comparison with other method

Table 6 Prediction results of classification between alternative and constitutive splice sites
孜 Sn Sp TA MCC

Donor 1.6 62.8 70.8 66.2 0.333

Acceptor 1.2 61.1 70.9 64.2 0.298

Sn Sp TA MCC

Donor Our method( 孜=-1.7) 84.43 90.64 90.52 0.339

Xia et al[17] 84.94 89.35 89.21 0.395

Acceptor Our method(孜 =-1.5) 78.25 91.75 91.49 0.323

Xia et al[17] 78.34 88.31 87.98 0.346

Fig. 5 The examination of truly competitive splice site
PS is sensitivity of predicted alternative splice sites and TS is sensitivity

of true competitive sites in predicted alternative splice sites. :PS;

: TS.▲ ▲

● ●

进而，根据 Xia等的方法，对任意一个已知的
剪接位点，和前后 200 bp内的 GT(供体端)或 AG
(受体端)位点构成一对一对的待判别的竞争位点
对，若其中任意一对位点被判别为竞争位点对，则

该位点为可变剪接位点，否则，为组成性剪接位

点．但是，存在一种可能，被认为是竞争的位点未

必是真正已知的剪接位点．以受体端为例，在给定

预测敏感性下检验所预测的可变剪接位点中真正的

竞争位点的精确度．如图 5所示，PS给出预测可
变剪接位点的敏感性指标，而 TS给出在预测为可
变剪接位点中找到真正的竞争剪接位点的敏感性指

标，所以从一对位点的竞争性来判别一个剪接位点

的特性并不容易．

由于生物体在识别剪接位点时是同时识别 GT
和 AG，寻找供体和受体位点，因此，在一段核酸
序列上，我们可以寻找可能的供体和受体剪接位

点，然后通过位点之间的匹配关系，确定可变剪接

位点和组成性剪接位点．若同一个超过阈值的 AG
位点，有两个(或以上)超过阈值的 GT与之配对，
则为可变的受体剪接位点，若只有一个，则为组成

性剪接位点；对同一个超过阈值的 GT位点，有两
个(或以上)超过阈值的 AG与之配对，则为可变的
供体剪接位点，若只有一个，则为组成性剪接位

点．我们认为，这样结合 孜值和供体与受体端剪接
位点之间的匹配关系，将能更好地识别可变剪接位

点和组成性剪接位点．
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Abstract Based on the conservation of nucleotides at splice sites, the characteristics of base composition and
base correlation in the adjacent segment sequences, the distance between alternative donor or acceptor splice sites
and the content of GC and TC near splice sites, the donor and acceptor splice sites for alternative and constitutive
introns are predicted by use of the method of diversity measure combined with quadratic discriminant analysis. For
alternative splice sites the total prediction accuracies are 87.9% and 89.9% for donors and acceptors respectively
(with the chosen threshold -2). For constitutive splice sites the total accuracy are 92.8% and 94.3% for donors and
acceptors respectively (with the chosen threshold -1).
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