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BLASTBLAST
Basic Local Alignment Search Tool

是 种基于成对局部序列比对的数据库相是一种基于成对局部序列比对的数据库相

似性搜索工具似性搜索工具

Altschul et al 1990Altschul et al. 1990



关于序列比对（S Ali t）关于序列比对（Sequence Alignment）

序列比对的目的是找出序列间的相近程度序列比对的目的是找出序列间的相近程度。

用于推测序列的共同区域 推测该核酸或用于推测序列的共同区域；推测该核酸或

蛋白功能；以及推测一组序列是否起源于蛋白功能；以及推测 组序列是否起源于

同一祖先。同 祖先



序列比对的生物学意义序列比对的生物学意义

序列比对的 的是将 组序列所有位置上序列比对的目的是将一组序列所有位置上

的来源于祖先序列上相同位置的碱基或氨的来源于祖先序列上相同位置的碱基或氨

基酸残基连配起来。基酸残基连配起来。

（From GaoG）



成对序列比对 多序列比对成对序列比对vs多序列比对

成对序列比对成对序列比对（Pairwise Sequence 

Alignment）用来基于序列相似性确定之前Alignment）用来基于序列相似性确定之前

未知的生物学关系。未知的生物学关系。

多序列比对（Mutiple Sequence Alignment）多序列比对（Mutiple Sequence Alignment）

用于基于已知的一组序列间的生物学关系

确定未知的保守区域。



打分函数（S i F ti ）打分函数（Scoring Function）
用来测量候选比对的质量用来测量候选比对的质量

包括打分矩阵和空位罚分包括打分矩阵和空位罚分

打分矩阵（Scoring Matrix）打分矩阵（Scoring Matrix）

PAM

BLOSUM

空位罚分（Gap Penalty)

线性（ 仿射（ ）线性（Linear) & 仿射（Affine）



氨基酸打分矩阵（S i M t i ）氨基酸打分矩阵（Scoring Matrix）
PAM：Percent Accepted Mutation

Dayhoff 1978



氨基酸打分矩阵（S i M t i ）氨基酸打分矩阵（Scoring Matrix）
BLOSUM：BLOcks SUbstitution Matrix

Henikoff et al. 1992



氨基酸打分矩阵（S i M t i ）氨基酸打分矩阵（Scoring Matrix）

PAM打分矩阵逐渐被BLOSUM取代 其原

默认矩阵: PAM250, BLOSUM62

PAM打分矩阵逐渐被BLOSUM取代，其原

因包括PAM的数据集较小；PAM是由外推因包括PAM的数据集较小；PAM是由外推

法得到，前提是分子钟恒定。法得到，前提是分子钟恒定



全局序列比对vs局部序列比对全局序列比对vs局部序列比对

全局比对（Gl b l Ali t）全局比对（Global Alignment）

在整个序列比对，适于长度和相似性较高的序在整个序列比对，适于长度和相似性较高的序

列

Needleman-Wunsch 1970

局部比对（Local Alignment）

在 段区域比对 适于差异较多的序列在一段区域比对，适于差异较多的序列

Smith-Waterman 1981Smith Waterman 1981



序列比对算法序列比对算法

列举法列举法（Enumerate）
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动态规划法（Dynamic Programming）

问题 → 子问题 → 子问题的最优解 → 原问题问题 → 子问题 → 子问题的最优解 → 原问题

最优解



（From GaoG）



数据库相似性搜索数据库相似性搜索

）（Database Similarity Searching）

模 序 序是大规模的成对序列比对，查询序列与数据库

中的每一条序列进行比对中的每 条序列进行比对

用于确定查询序列与数据库序列之间的相似度用于确定查询序列与数据库序列之间的相似度

查询序列的结构和功能是未知的

数据库序列的结构和功能是已知的



不同比对算法间出现的矛盾不同比对算法间出现的矛盾

算法 准确度
（敏感度，特异度）

速度

详尽的（exhaustive）：
完美 非常慢

详尽的
动态规划

完美 非常慢

启发式的（h i ti ）启发式的（heuristic）：
FASTA
BLAST

稍差 较快
BLAST



The Great Men Behind BLASTThe Great Men Behind BLAST
1970 - Needleman &Wunsch global alignment1970 Needleman &Wunsch, global alignment

1978 - Dayhoff et al., PAM scoring matrix

1981 - Smith & Waterman, local algorithm

1985 - Lipman & Pearson, database search

1987 - Lipman & Pearson FASTA1987 Lipman & Pearson, FASTA

1990 - Altschul & Lipman, BLAST

1992 - Steven Henikoff & Jorja G Henikoff, 
BLOSUM scoring matrixBLOSUM scoring matrix

（From LuoJC）



BLAST简介BLAST简介

BLAST算法BLAST算法

BLAST应用BLAST应用



BLAST算法核心思想BLAST算法核心思想

Seeding-ExtendingSeeding Extending

（种子-延伸）



第1步第1步
低复杂序列产生假 性低复杂序列产生假阳性
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因此需要用如下字母去掩盖这些区域

i⎝ ⎠

因此需要用如下字母去掩盖这些区域

Ns（for nucleotide residues）

Xs（for amino acid residues）



第2步 S di第2步 Seeding
对查询序列作如对查询序列作如下处理：

给定单词（ ）长度 （蛋白为 核酸给定单词（word）长度w（蛋白为3，核酸

为11）和打分矩阵 将长度为n的查询序列为11）和打分矩阵，将长度为n的查询序列

从第一位到最后一位拿到n-w+1个单词从第 位到最后 位拿到n w 1个单词

创建一个单词列表，其中的单词为经与上创建 个单词列表，其中的单词为经与上

述单词打分后分数高于T的长度为w的单词。



第2步 S di第2步 Seeding



第2步 S di第2步 Seeding
对 邻 单 列表中的每 个单 在所有对于邻居单词列表中的每一个单词在所有

的数据库序列中找到其出现的每 个位置的数据库序列中找到其出现的每一个位置。

PMG



第3步 E t di第3步 Extending
用动态规划的方法 左右两个方向 伸种用动态规划的方法沿左右两个方向延伸种

子直到打分不低于 个临界值（允许暂时子直到打分不低于一个临界值（允许暂时

低于临界值）。得到的结果称为高分片段低于临界值）。得到的结果称为高分片段

对（high-scoring segment pair, HSP）。g g g p ,



第3步 E t di第3步 Extending
优先延伸在对角线上的单词优先延伸在对角线上的单词
优化动态规划算法



第4步第4步
算法得到的结果的统计 著性分析BLAST算法得到的结果的统计显著性分析

采用E value采用E-value。

E value 期望值（expect value） 它是E-value：期望值（expect value）。它是

指对一个给定的打分值在随机情况下在数指对 个给定的打分值在随机情况下在数

据库中搜索比对的结果数目的期望。



第4步第4步

SE k λ− SE kmne λ



第4步第4步
HSP分数打分系统修正参数残基比例修正参数 HSP分数打分系统修正参数残基比例修正参数

SE k λ− SE kmne λ

数据库中总残基数 查询序列残基数数据库中总残基数 查询序列残基数



第4步第4步
HSP分数打分系统修正参数残基比例修正参数 HSP分数打分系统修正参数残基比例修正参数

SE k λ− SE kmne λ

数据库中总残基数 查询序列残基数数据库中总残基数 查询序列残基数

E mnP= SP ke λ−=（在Xiong的书中 ， ）

HSP是随机结果的概率
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BLAST is popularBLAST is popular.



何处BLAST何处BLAST
NCBI N ti l C t f Bi t h l I f ti (US)NCBI - National Center for Biotechnology Information (US)

EBI - European Bioinfromatics Institute (EU)

TIGR - The Genome Institute (US)

S S I tit t (UK)Sanger - Sanger Institute (UK)

UK-CropNet - The UK Crop Plant Bioinformatics Network (UK)

WU-BLAST - Washington University (US)

（From LuoJC）



NCBI BLASTNCBI BLAST
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi



第1步 选择BLAST程序

程序 查询序列 数据库序列程序 查询序列 数据库序列

blastp 蛋白 蛋白

blastn 核酸 核酸

bl t 翻译的核酸 蛋白blastx 翻译的核酸 蛋白

tblastn 蛋白 翻译的核酸tblastn 蛋白 翻译的核酸

tblastx 翻译的核酸 翻译的核酸tblastx 翻译的核酸 翻译的核酸



第1步 选择BLAST程序

程序 典型用途程序 典型用途

blastp 确定蛋白共同区域；为系统发育分析收集相关蛋白

blastn 将寡核苷酸、EST、重复序列映射到基因组；确定相关转录本

bl tblastx 在基因组DNA上找编码蛋白基因

tblastn 确定与已知蛋白相似的转录本 将蛋白映射到基因组DNAtblastn 确定与已知蛋白相似的转录本；将蛋白映射到基因组DNA

tblastx 跨物种基因预测；搜索基因tblastx 跨物种基因预测；搜索基因



第1步 选择BLAST程序

（From Joel, H.）



第2步 输入查询序列第2步 输入查询序列

以用 种格式输 查询序列可以用3种格式输入查询序列：

FASTA格式序列FASTA格式序列

NCBI Accession numberNCBI Accession number

GI



第3步 选择BLAST数据库（蛋白）

Database Description

nr All non-redundant GenBank CDS nr translations+PDB+SwissProt+PIR+PRF

month All new or revised GenBank CDS translation+PDB+SwissProt+PIR
released in the last 30 days.y

swissprot
The last major release of the SWISS-PROT protein sequence database 
(no updates). These are uploaded to our system when they are received 
from EMBL.

patents Protein sequences derived from the Patent division of GenBank.

yeast
Yeast (Saccharomyces cerevisiae) protein sequences. This database is 
not to be confused with a listing of all Yeast protein sequences. It is a y g p q
database of the protein translations of the Yeast complete genome.

E. coli E. coli (Escherichia coli) genomic CDS translations.

db Sequences derived from the 3-dimensional structure Brookhaven pdb q
Protein Data Bank.

kabat Kabat's database of sequences of immunological interest.

l Translations of select Alu repeats from REPBASE, suitable for maskingalu Translations of select Alu repeats from REPBASE, suitable for masking 
Alu repeats from query sequences.



第3步 选择BLAST数据库（核酸）
Database Description

nr All non-redundant GenBank+EMBL+DDBJ+PDB sequences (but no EST, STS, GSS, or HTGS 
sequences).

month All new or revised GenBank+EMBL+DDBJ+PDB sequences released in the last 30 days.q y
dbest Non-redundant database of GenBank+EMBL+DDBJ EST Divisions.
dbsts Non-redundant database of GenBank+EMBL+DDBJ STS Divisions.

mouse ests The non-redundant Database of GenBank+EMBL+DDBJ EST Divisions limited to the organism mouse.

human ests The Non-redundant Database of GenBank+EMBL+DDBJ EST Divisions limited to the organism human.

other ests The non-redundant database of GenBank+EMBL+DDBJ EST Divisions all organisms except mouse 
and human.

Yeast (Saccharomyces cerevisiae) genomic nucleotide sequences Not a collection of all Yeastyeast Yeast (Saccharomyces cerevisiae) genomic nucleotide sequences. Not a collection of all Yeast 
nucelotides sequences, but the sequence fragments from the Yeast complete genome.

E. coli E. coli (Escherichia coli) genomic nucleotide sequences.
pdb Sequences derived from the 3-dimensional structure of proteins.

kabat Kabat's database of sequences of immunological interest. For more information 
http://immuno.bme.nwu.edu/

patents Nucleotide sequences derived from the Patent division of GenBank.
vector Vector subset of GenBank(R) NCBI (ftp://ncbi nlm nih gov/pub/blast/db/ directory)vector Vector subset of GenBank(R), NCBI, (ftp://ncbi.nlm.nih.gov/pub/blast/db/ directory).
mito Database of mitochondrial sequences (Rel. 1.0, July 1995).

alu Select Alu repeats from REPBASE, suitable for masking Alu repeats from query sequences. It is 
available at ftp://ncbi.nlm.nih.gov/pub/jmc/alu. See "Alu alert" by epd

gss Genome Survey Sequence, includes single-pass genomic data, exon-trapped sequences, and Alu PCR 
sequences.

htgs High Throughput Genomic Sequences.



第4步 选择比对参数第4步 选择比对参数

般参数一般参数

显示序列最大数目，（短查询序列），期望临显示序列最大数目，（短查询序列），期望临

界值，单词长度

打分参数

矩阵，空位罚分，（组成调整）

过滤和掩盖过滤和掩盖

过滤 掩盖过滤，掩盖



第5步 得到结果第5步 得到结果

主要包含五部分主要包含五部分：

保守区域（conserved domains）保守区域（conserved domains）

图形化的概括框（graphical overview box）

匹配列表（matching list）

比对文本描述（text discription of the

alignment）alignment）

BLAST部分参数部分参数



保守区域（conserved domains）保守区域（conserved domains）



图形化的概括框（graphical overview box）图形化的概括框（graphical overview box）



匹配列表（ t hi li t）匹配列表（matching list）



比对文本描述（text discription of the alignment）比对文本描述（text discription of the alignment）



BLAST部分参数BLAST部分参数



Advanced BLASTAdvanced BLAST
MegablastMegablast
　 nucleotide only

ti i d f l b t h hoptimized for large batch searches

　 PSI-BLAST
　 constructs PSSMs automatically

searches protein database with PSSMssearches protein database with PSSMs

　 RPS BLAST
searches a database of PSSMs

　 basis of conserved domain database

（From GaoG）



S t b dSome ways to be good
Ch k d h iblCheck data, whenever possible.

Carefulness is goodCarefulness is good.

Check the output, carefullyCheck the output, carefully

　 Extraordinary claims require extraordinary

evidence

　 Use your mind.

T l i d d t di t l i b ttTool is good, understanding tool is better.
（From GaoG）



知其道 用其妙 THIS IS HOW:

SIEMENSSIEMENS
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（From GaoG）



Thanks!Thanks!


