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摘 要：为了减少基因表达芯片探针选择的计算量，采用最大共有序列准则大大减少了需要计算的候选探针

数量，并通过不断扩大进行计算的探针数目保证探针选择的效果 % 结果表明该方法是十分有效的，探针选择
的结果也是令人满意的 %
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基因芯片的出现使人们能够同时对大量的基

因序列进行分析，研究基因在不同的生物体、不同

的组织以及生物体不同的发育阶段的表达差异，

从而对基因的结构、功能进行深入地研究 % 要对
基因的表达水平进行检测，芯片上的探针必须能

够在特定的杂交条件（主要指实验温度）下将目的

基因和非目的基因区分开 %
一般的，特异性探针与目的基因的杂交应该

满足 89:;<=,3>?@A准则，也就是说探针序列应该
是目的基因某段序列的互补序列，但是由于探针

长度较短，一般包含的碱基数目在 #++以内，而基
因序列包含的碱基数目可达上万个甚至更多，这

使得候选探针的数量相当的大，又由于基因序列

之间具有一定的相似性，符合条件的探针数量相

对较少，因此探针的选择是比较困难的 % 探针如
果选择得不恰当，就会和非目的基因杂交，产生错

误的实验结果 % 目前大多数探针设计的方法都是
基于探针与基因的序列信息的，这些方法能够较

快的找出探针集，但是仅仅利用序列之间的关系

来描述探针的杂交行为是很不精确的，由于芯片
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基因表达芯片探针选择的一种有效方法
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其中 $+,- ) (& ) *表示序列 (与序列 )的最大
杂交温度 2
!" ! 最大杂交温度的计算
当两个序列的杂交形式确定后，其杂交解链

温度可由 33模型 )34,5467 3489:;<5 =<>4? * 计算
得到，计算公式如下：

其中，!*、! ’分别是杂交反应中焓和熵的
变化量，可由文献 @ # A得到，+ ’ &2 BC" D,? E F·+<?
为玻尔兹曼（G<?7H+,II）常数，,$为参加反应的序

列的摩尔浓度，其值是未知的，J8等 @ ! A建议其取值

为 & K &$L +<? E J2
当探针序列与基因序列进行杂交时，由于探

针序列较短而基因序列较长，探针就可以在基因

序列的不同位置上与基因序列进行杂交，如图 #
所示，序列 MNMO与序列 OPNONPMNPPM的两种

!*

! ’ / +?I ) ,$ E % *
$- ’ 1 #"!2 &Q )# *

实验是在特定的温度下进行的，从而芯片上的探

针应该具有一致的杂交温度，这使得基于序列信

息的方法在实际实验中有时并不实用，因此 J,56
R,>45,?8等 @ & A利用热力学比对的方法，通过计算候

选探针与非目的基因之间的最大杂交温度来确定

特异性的探针集，但是由于该方法对所有符合条

件的候选探针都进行了热力学比对计算，探针设

计所需的时间较长 2
综合以上两种方法的优点，我们提出了一种

有效的探针选择方法，首先利用最大共有序列准

则估计候选探针的杂交特性，然后选择杂交特性

好的探针作为新的候选探针，通过这个过程将进

行比对的序列数量大幅度的减少，接着对新的探

针集进行热力学比对，进而确定最终的探针集 2
测试结果表明最大共有序列准则能够很好地反映

探针的杂交特性，用该方法选择探针的结果是令

人满意的 2

! 问题描述

两个碱基序列的杂交行为可由它们的杂交解

链温度表示，杂交解链温度越高，形成的双链结构

越稳定 2 可以简单的认为当实验温度大于杂交解
链温度时，这两个碱基序列不杂交，处于分离的状

态；反之，这两个碱基序列杂交，形成稳定的双链

结构2 两个碱基序列的最大杂交解链温度可以利
用 33 模型 )34,54673489:;<5=<>4? *，通过热力学
比对 @ & A的方法计算得到，我们将在后面详细介绍2
定义 &：匹配温度 探针与目的基因的杂交

解链温度，该温度就是探针与目的基因在满足

S,76<ITP58DF准则时的杂交解链温度 2

定义 #：误配温度 探针与所有非目的基因
的最大杂交解链温度的最大值就是误配温度，也

就是说在此温度下，探针与至少一种非目的基因

进行了杂交 2
在芯片杂交完成后，要对芯片进行洗涤，除去

未杂交的样品序列，为了保证目的基因能够依附

在指定的探针上，芯片上所有探针的匹配温度与

误配温度必须有一定的差异；由于芯片上的探针

是在相同的条件下进行杂交的，因此还必须保证

杂交行为的一致性 2 如图 &所示，在杂交温度为
$的情况下，芯片上的任意探针 %!与目标序列的

’!杂交温度均应落在 *区，而与非目标序列的杂
交温度应该落在 .区，其中 ! $是设定的温度变
化范围，用于补偿计算杂交温度 $时产生的误差
和实验的温度误差，只有这样才能在杂交温度为

$时，保证探针与目标序列充分的杂交，而避免探
针与非目标序列的误杂交 2

因此，探针的选择问题可以描述为：

给定 "个基因序列 ’&( ’#( ’!(⋯ ’I和温度误

差 ! $，找到一个温度 $和 "个探针 %&，%#，%!，

⋯，%I，其中 %!的互补序列是 ’!的子序列，要求

（&）成立

图 ! 杂交温度

#$%" ! &’()$*% )’+,’-.)/-’
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杂交形式，$ % &中引入了一个错配，而 $ ’ &中引入了 一个空位 (

&

杂交形式的不同其杂交解链温度一般来说也是

不同的，如图’$%&中两序列的杂交温度为 )%%*( +, -，
图’ $ ’ &中两序列的杂交温度为 ) *#( *’ - ( 如果
将所有可能的杂交情况都进行计算，大约要计算

"’&种情况（’为基因序列的长度，&为探针序列
的长度），其计算量是相当大的，由于我们要计算

的是两条序列的最大杂交温度，并不需要将所有

的情况计算出来，因此利用 ./01 2/340/56等 7 % 8 的

方法对探针和基因之间的最大温度进行计算 ( 该
方法借鉴了动态规划的思想，虽然不能严格的保

证算得的温度是最优解，但是 ./01 2/340/56等 7 % 8

证明了该方法的可行性 (

!" # 最大共有序列
定义 !：最大共有序列 序列 (、)的共有序

列是指序列 (、)的公共子序列，也就是说共有序
列既是 (的子序列又是 )的子序列，最大共有序
列是指序列 (、 )的所有共有序列中长度最大的
序列 (
可以看出两个序列的最大共有序列有时并不

是唯一的，由于我们只关心最大共有序列的长度，

而长度必定是唯一的，我们用 *+, $ (- ) &表示序列
(、)的最大共有序列的长度 ( 例如图 ! $% & 中两
个序列的最大共有序列长度 *+, $ (- ) & 9 !(

图 $ 共有序列（共有序列长度为 % 的未画出）

%&’" $ ()**)+ ,-./-+0-（:;<<;= 14>?4=@4 A6BC 54=DBC % 61= E B 1C;A=）

图 # 不同的杂交形式

%&’" # 1&22-3-+4 456-, )2 7583&9&:&+’

序列 ) ! $ # $ ! $ # " # " " $
序列 ).- / 序列 ( 序列 )0- 11

! $ # $ # " " $
! $ # "

$ ’ &$ % &

序列 ( ! $ # $ ! $ # " # " " $

序列 ) # $ # "
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如果序列 ) 在 2 位置的一个序列片断为 (，
那么在 ) 中删除 ( 后，会得到两个序列 ).- 2 % %和

)2 3 4 ( 4 - 4 ) 4 3 % $ )2- 5表示序列中从 2到 5的一段子序列，
4 ( 4 - 4 ) 4分别表示序列 (、)的长度），此时 (、)的
最大共有序列长度 *+,$ (- )& 9 </F$ *+,$ (- ).- 2 % % & G
*+,$ (- )2 3 4 ( 4 - 4 )4 %% & &(例如图!（’）中的序列 (、)，其最
大共有序列的长度 *+,$ (- )& 9</F$ *+,$ (- )+ G ! & G
*+,$ (- )*G %% & & 9 !(
对 HIJK% 1?LBMN41的测试表明探针序列 (与

基因序列 )的最大共有序列的长度 *+, $ (- ) & 较
小时，探针序列的匹配温度与误配温度的差也相

应的较低，这个差值越大，说明探针区分目的基因

和非目的基因的能力越好，我们将依此作为对探

针进行筛选的准则，即优先选择那些具有最短的

最大共有序列的序列作为候选探针 (

# 算法描述

基因表达芯片探针选择的流程如图 #所示 (
%）O?PP6F Q00/M数据结构 7 # 8是一个序列的所有

后缀子序列的有序排列，利用该数据结构很容易

算出探针序列的最大共有序列长度 (
’）候选探针的前处理
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开始

读入基因序列

取互补序列构建
&’(()* +,,-.

根据约束条件
生成候选探针集

按最大共有序列准则，在上
一步的基础上为每个基因增
选 !个探针

按最大共有序列准则，为每
个基因选择 "个探针，作为
新的候选探针集

对候选探针集中的探针，计
算匹配温度和误配温度

计算新增的探针的
匹配温度和误配温度

存储已计算
过的探针数据

为基因选择
相应的探针

设计效果是
否满足要求

是否将所有的
探针都计算过

输出结果

结束

是 是

否 否

图 ! 探针选择流程

"#$% ! "&’( )*+,- .’, /,’01 21&1)-13

探针首先要满足一些约束条件 / 0 1，我们将不

能满足以下条件的探针序列从探针集中删除掉 2
! 探针序列在整个编码序列中必须是唯一

的；

" 探针序列只能包含 #、$、%、& #种碱基；
# 探针序列中同一种核苷酸（#、$、%、&）的

数量不能超过序列总数的 0%3；
$ 任何连续的 #、&或 $、%的数量不能超

过数列总数的 $03；
% %、$ 总含量应该占序列总数的 #%3 4

5%3，这个含量也可以根据基因组总的 （% ’ $）
的含量进行相应的调整；

& 探针序列的任一长度为 60的子序列在整
个基因组中必须是唯一的；

’ 探针序列不能自杂交，即探针序列中互补
片断的长度不能超过探针长度的 !%3 2
另外，根据实验的要求，探针的匹配杂交温度

应大于给定的温度 &(，上述规则也并不是绝对
的，一般还要根据具体的实验情况和特定的生物

样本进行相应的调整 2
!）计算误配温度
探针与目的基因的杂交是满足 7-89:;<=,)>?

准则的，因而很容易利用 @@模型计算出来 2 但
是探针与非目的基因的杂交由于并不满足 7-8<



!"#第 $ 期

%&’()*+,-准则，杂交位置和杂交的形式都是不确
定的，需要计算杂交结构最稳定时的温度，即最大

杂交温度 . /0*% 1023*04+ 等 5 6 7利用启发式动态规

划方法很好地解决了该问题，其主要思想借鉴了

双序列比对的动态规划方法，首先构造比对表，在

表的每个位置选择使杂交温度局部最优的杂交形

式，整个表填完后便能得到最大的杂交温度 . 从
式（8）可以看出杂交温度计算时，焓和熵的变化量
分别处于除式的分子和分母的位置上，并不是它

们的线性组合，因此，由局部最优推得的全局最优

是近似的，也就是说，找到的并不一定是最优解，

但是 /0*% 1023*04+ 等 5 6 7证明了该方法的有效性，

况且我们在特异性探针的评价时还加入了温度误

差 ! !（见式 6）.
在探针与非目的基因进行热力学比对计算的

过程中，我们仿照 /0*% 1023*04+等 5 6 7的方法利用

9:;;+< =**0>数据结构对计算量进行了削减 . 基本
思想是当两个探针序列有公共的前缀时，其中一

个探针序列与非目的基因序列的比对表计算完成

后，在计算另一个探针与该基因序列的比对表时，

其公共的前缀序列就不必重新进行计算了，由于

9:;;+< =**0>中存储着探针的有序排列，因此只需
按此顺序对探针进行计算就能利用上述的思想来

减少计算量 .
$）通过计算探针与所有非目的基因的杂交温

度，我们很容易得到探针的误配温度，利用（8）式
我们可以得到探针的匹配温度，接下来根据（6）式
的规则，将 !值从探针的最高匹配温度开始逐渐
降低，计算每个温度下探针的选择情况，找到最佳

的一个作为实验温度?为每个基因选取合适的探

针.
#）当每个基因上选择多少个候选探针时才能

得到满意的设计效果呢？我们可以首先人为的估

计一个值，如果在该值下已经得到了满意的效果，

则探针设计完毕，若不能得到满意的效果，则按一

定值扩大基因上候选探针的数目，由于前一次选

择的探针一定在后一次选择的探针中，因此只计

算新选入的探针即可，然后再计算实验温度，为基

因选择合适的探针，若结果满意则结束，否则继续

下去，直至得到满意的设计结果或全部的探针都

已经计算过为止 . 由于计算时间主要集中在探针
的误配温度计算上，其它计算均可忽略不计，因此

很容易看出我们的方法的计算量一定比 /0*%
1023*04+等 5 6 7的低，而探针的选择效果不会比 /0*%
1023*04+等 5 6 7的差 .

! 结果分析

为了验证算法的有效性，我们对 @AB(6 %:C(
D>E3 进行了测试，数据来源于 /&% =40F&% 国家实
验室 5 G 7，该基因组中含有 #H个基因，每个基因约
含碱基 I JJJ个 .
由于探针的匹配温度与误配温度的差值能够

很好地反映探针的特异性，因此我们研究探针的

最大共有序列长度与匹配温度和误配温度的差值

之间的关系 . 在探针长度为 8J时，按照最大共有
序列的长度值任意选取了 68组探针，每组 6JJ个
探针，各组探针的最大共有序列的长度 "分别为
H，I，6J，⋯，6I. 温度差值 2 !取平均数，探针的最
大共有序列长度与温度的差值之间的关系如图 #
所示：

倪青山等：基因表达芯片探针选择的一种有效方法

图 " 探针的最大共有序列长度与温度差值之间的关系

#$%& " ’() *)+,-$./ 0)-1))/ -() +./%)2- 3.44./ 2)56)/3) .7 8*.0) ,/9 -)48)*,-6*) 9$77)*)/3)
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! ’
选出探针的基因数目

基因总数目

图 ! 每个基因上探针选择的数目与探针设计效果的关系

"#$% ! &’( )(*+,#-. /(,0((. ,’( .12/() 3(*(4, 5)-2 (+4’ $(.( +.6 ,’( (55(4, -5 6(3#$.

在 ()*+, -./0123中序列的重复性很高，任意
长度为 $% 的候选探针序列的最大共有序列的长
度值最小为 4，因此图 5中横坐标是从 4开始的，
当最大共有序列的长度为 $%时，说明该序列在基
因组中出现了重复，也就是该探针与非目的基因

发生了匹配杂交，因此其温度差为零 6 从图中可
以看出随着最大共有序列长度的增加，温度差的

值逐渐减小，也就是说探针的区分目的基因与非

目的基因的能力逐渐减弱，探针具有特异性的可

能性逐渐减小 6 这说明了最大共有序列准则的有
效性 6
每个基因上选取的候选探针数目对最终的探

针选择结果有很大的影响，即当每个基因上选取

的候选探针数目较小时，有可能不能为所有的基

因找到符合条件的探针 6 如果我们把探针设计效
果表示为选出探针的基因的数目与基因总数的比

值，记为：

对 ()*+, -./0123，我们在每个基因上选取的
探针数目分别取为 5，,%，,5，⋯，,%%，探针
的长度为 $%，温度误差为 $% 7，最低探针匹配温
度为 "% 7，进行实验 6 每个基因上选取的候选探
针数目 !与探针设计效果的关系如图 #6

图 #表明，随着每个基因上候选探针数目的
增多，探针选择的结果越来越好 6 在 5 8 !%阶段，
探针设计效果变化明显，而 !% 8 4%变化缓慢，这
也说明了我们用最大共有序列准则的有效性 6 从
图中我们还可以看出，当每个基因上候选探针数

目为 "%时，探针的设计效果已经为 ,，即已经为
所有的基因选择了合适的探针 6
在用探针约束条件完成第一次筛选后，探针

集中候选探针的数量大约为 4% %%%个，而我们利
用最大共有序列准则后，仅对 "% 9 54 ’ & %#%个
探针进行温度计算，计算的探针数量减少了将近

$%倍，大大的减少了计算量，缩短了计算时间 6

7 结论

由于基因表达片主要用于对特定基因的表达

水平进行定性或定量的检测，其探针选择的优劣

将直接影响实验的结果，选择的探针不但要满足

特异性的要求，还要使芯片上探针的杂交行为具

有一致性，其计算是相当复杂的，本文利用最大共

有序列准则大大减少了进行计算的候选探针的数

目，得到了满意的设计结果 6
由于算法中计算量主要集中在误配温度的计

算上，每个探针的计算都是可以独立进行的，因

而，可以将程序改成并行计算的结构，在多台计算

机上同时计算，进一步缩短计算时间 6
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