
　第３５卷　第２期 华 侨 大 学 学 报 （自 然 科 学 版 ） Ｖｏｌ．３５　Ｎｏ．２　

　２０１４年３月 ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｕａｑｉａｏＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅ） Ｍａｒ．２０１４　

　文章编号：１０００５０１３（２０１４）０２０１６９０６ 犱狅犻：１０．１１８３０／ＩＳＳＮ．１０００５０１３．２０１４．０２．０１６９　

不同嗜盐机制微生物蛋白质组特性及其识别

葛慧华，黄可君，张光亚

（华侨大学 化工学院，福建 厦门３６１０２１）

摘要：　选取两种不同嗜盐机制微生物蛋白质组，并将其同非嗜盐微生物蛋白质组进行比较．研究结果发现：

积累无机盐的蛋白质氨基酸组成与非嗜盐相差明显，而积累细胞相容性物质的嗜盐蛋白则差异较小，后者分

子中 Ｈｉｓ和分子量较小的氨基酸均显著多于非嗜盐蛋白，而Ａｌａ则相反；两种类型蛋白质中酸性氨基酸和碱

性氨基酸的差值均显著高于非嗜盐蛋白．基于此，使用一种新型Ｐｅｒｓｏｎ通用核函数的支持向量机对３种类型

蛋白进行识别，其精度可达８４．１％，优于其他核函数的支持向量机及其他机器学习算法．
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来源于嗜盐菌［１］的嗜盐酶（尤其是水解酶）能适应高浓度盐，也能忍受很宽的ｐＨ值，在医药、食品、

纺织及化工产业等领域有广泛应用［２］．嗜盐微生物的嗜盐机理一直是研究者关注的焦点，目前已发现微

生物主要通过两种方式对抗胞外的高盐环境［３５］：１）在细胞内积累高浓度的Ｋ＋以对抗高渗环境（ｓａｌｔ?

ｉｎ）；２）在细胞内积累细胞相容性溶质来抗衡外界盐环境的负面影响（ｓａｌｔ?ｏｕｔ）．近年来，随着嗜盐微生

物基因组和蛋白质组计划的完成，对第一种嗜盐机制微生物蛋白质组的分析日益增加［６］，而对后一种适

应机制的微生物蛋白质组的研究则很少．由于细胞相容性物质都有带电荷的基团（如氨基酸来源的相容

性物质），因此蛋白质为了在高浓度的细胞相容性物质中保持溶解性和稳定性，必须减少其分子表面非

极性的面积［７８］．这种微生物中蛋白质与其同源蛋白同样存在与嗜盐机制有关的差异，不过其差异程度

相对较小［７］．生物信息学和比较蛋白质学的发展为研究嗜盐菌的机理提供了新思路，所得结果对设计新

的嗜盐蛋白具有积极指导价值［９１０］．然而，多数方法并未对两种不同嗜盐机制的蛋白进行区分．本文选

取了两株不同嗜盐机制的微生物及一株非嗜盐微生物的全蛋白质组序列，探讨了不同嗜盐蛋白稳定性

机制，并使用一种新型核函数的支持向量机方法对３种蛋白进行了识别．

１　材料和方法

１．１　菌株选取及序列数据构建

根据以下３点规则从数据库选取微生物：１）必须是嗜盐微生物，且基因组注释已经完成，可提供大

量蛋白质序列；２）所选取微生物最适生长温度接近，减少了温度对其氨基酸使用偏好的影响；３）微生

物基因组的Ｇ＋Ｃ摩尔分数非常接近，最大程度减少了ＧＣ摩尔分数对氨基酸使用偏好的影响．所选取

的嗜盐菌分别为犎犪犾狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿ｓｐ．ＮＲＣ?１和 犎犪犾狅犿狅狀犪狊犲犾狅狀犵犪狋犪，前一个为细胞内积累ＫＣｌ（ｓａｌｔ?

ｉｎ）
［１１］，后一个为积累细胞相容性物质（ｓａｌｔ?ｏｕｔ）

［１２］，而非嗜盐菌为犆犪狌犾狅犫犪犮狋犲狉犮狉犲狊犮犲狀狋狌狊ＣＢ１５
［１３］．这

样，它们在氨基酸使用上的差异就主要是由嗜盐机制不同造成的．

使用Ｂｌａｓｔｃｌｕｓｔ程序
［１４］共得到１７０１，２３８２及２７０３条序列，其所占比例分别为２５．１％，３５．１％和

３９．８％．上述６７８６条序列ＩＤ号，ＦＡＳＴＡ格式的序列，以及蛋白质长度等信息保存在一个基于 Ｍｉ

ｃｒｏｓｏｆｔＡｃｃｅｓｓ的数据库中．
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１．２　氨基酸组成差异

考虑到蛋白质序列中２０种氨基酸出现的频率存在较大差异，因此，在比较不同氨基酸组成差异的

时候需要考虑这个因素，以使结果更能反映真实差异［１５］．为此，统计了Ｕｎｉｐｒｏｔ数据库中所有蛋白序列

氨基酸组成，并计算３种微生物中各蛋白质氨基酸组成．两种嗜盐蛋白犎犪犾狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿ｓｐ．ＮＲＣ?１和

犎犪犾狅犿狅狀犪狊犲犾狅狀犵犪狋犪分别表示为ＨＩＰ和ＨＯＰ，其与非嗜盐蛋白（表示为ＮＰ）氨基酸组成的差异为

犇犼，Ｉ?Ｎ ＝犖犼，Ｉ－犖犼，Ｎ ＝
犆犼，Ｉ－犆犼，Ｎ
犆犼，ａｖ

， （１）

犇犼，Ｏ?Ｎ ＝犖犼，Ｏ－犖犼，Ｎ ＝
犆犼，Ｏ－犆犼，Ｎ
犆犼，ａｖ

． （２）

式（１）～（２）中：犖犼，Ｉ，犖犼，Ｏ和犖犼，Ｎ分别表示积累盐离子（ｓａｌｔ?ｉｎ）、细胞相容性物质（ｓａｌｔ?ｏｕｔ）及非嗜盐蛋

白标准化的氨基酸组成；犼表示２０种氨基酸；犆犼，Ｉ，犆犼，Ｏ和犆犼，Ｎ分别表示这３种蛋白中氨基酸组成；犆犼，ａｖ

表示Ｕｎｉｐｒｏｔ数据库所有序列氨基酸组成平均值．经计算，３种蛋白质组累计统计的氨基酸数量分别为

５２５１５９，８０５８２６和８９６５５６．

１．３　有效性检验

在评估模型优劣过程中，经常采用独立样本测试、交叉验证和Ｊａｃｋｋｎｉｆｅ测试３种方法
［１６?１７］．在实际

操作过程中，该法运算速度较慢且消耗计算机资源庞大，因此，交叉验证被越来越多的研究者采用［１８?２０］，

而它实际上是Ｊａｃｋｋｎｉｆｅ测试的一个特例．文中采用１０倍交叉验证（１０?ＣＶ）．

１．４　识别效果评估

模型最终表现通过以下２个参数进行描述，预测准确率（γ）和受试者操作特性曲线下面积（犃）．一

般而言，分类器的犃值大于０．９，则被认为优秀．文中实现所有算法的软件均来自于怀卡托智能分析环

境（Ｗｅｋａ３?６?８）
［２１］，使用ＤＥＬＬｐｒｅｃｉｓｉｏｎ

ＴＭ４９０工作站，所有运行参数均采用默认值．

２　结果与分析

２．１　两种嗜盐蛋白与非嗜盐蛋白氨基酸组成差异

经与非嗜盐蛋白比较，两种嗜盐与非嗜盐蛋白氨基酸组成存在较明显差，如图１（ａ）所示．为此，特

定义在ＨＩＰ或 ＨＯＰ中，若｜犇犼，Ｉ?Ｎ｜＞０．２５或｜犇犼，Ｏ?Ｎ｜＞０．２５，则氨基酸犼视为显著性氨基酸．可见，在

ＨＩＰ中存在较多的Ａｓｐ，Ｔｈｒ和Ｖａｌ，较少的Ｌｙｓ，Ｔｒｐ和 Ｍｅｔ；而 ＨＯＰ中这种显著性氨基酸则明显较

少，只有较多的 Ｈｉｓ和较少的Ａｌａ．Ａｓｐ作为一种酸性氨基酸在嗜盐蛋白（ｓａｌｔ?ｉｎ）中大量存在，这已得到

广泛证实．Ａｓｐ主要存在于蛋白分子表面，与阳离子（如Ｋ
＋）相互作用，从而增加嗜盐蛋白的稳定性．此

外，其分子中碱性氨基酸（如Ｌｙｓ）的含量则显著减少
［２２］．Ｔｈｒ由于侧链带有羟基，非常容易和环境中水

分子形成氢键，有助于蛋白在高盐浓度中保持可溶性及结构和功能．Ｖａｌ具有一定疏水性，且分子较小，

有利于保持嗜盐蛋白更紧凑的疏水核心，从而增加其稳定性［２３］．Ｍｅｔ是一种疏水性较强的氨基酸，而研

究表明嗜盐蛋白稳定性与其较低的疏水性有关［２４］，因此，Ｍｅｔ在嗜盐蛋白中含量较低．Ｔｒｐ属于芳香族

且疏水性较强，研究表明芳香族氨基酸在嗜盐蛋白中含量很少［２５］．

对ＨＯＰ（通过细胞相容性物质稳定的蛋白）而言，其与非嗜盐蛋白的氨基酸组成虽然也存在差异，

但相比于ＨＩＰ则明显较少．其中Ｈｉｓ较多而Ａｌａ则较少．Ｃｏｓｔａｎｔｉｎｉ等
［２６］认为，Ａｌａ非常容易形成α?螺

旋，而Ｈｉｓ则具有很强的无规则卷曲形成趋向．众所周知，α?螺旋是一种较刚性的结构，而无规则卷曲则

极具柔性，减少α?螺旋和增加无规则卷曲可增加蛋白质分子的柔性，而分子柔性与其功能密切相关
［２７］．

这很可能有助于蛋白在细胞相容性物质浓度较高的细胞液中保持稳定．

为了进一步了解其差异，参考相关文献［２８］把氨基酸分成１４种类型，包括带电的（Ｃｈ），脂肪族

（Ａｌ）、芳香族（Ａｒ）、极性的（Ｐｏ）、中性的（Ｎｅ）、疏水性的（Ｈｙ）、带正电（Ｐｓ）、带负电（Ｎｇ）、微小的（Ｔｉ）、

小的（Ｓｍ）、大的（Ｌａ）、含硫的（Ｓｕ）、酰胺（Ａｍ）及酸性与碱性氨基酸（ＡＢ）的差值．比较它们在 ＨＩＰ及

ＨＯＰ与ＮＰ中的差异，结果如图１（ｂ）所示．

由图１（ｂ）可知：ＨＩＰ中性氨基酸、微小的氨基酸及带电氨基酸明显较高，疏水性氨基酸则明显较

少；而ＨＯＰ中仅有较小的氨基酸明显多于非嗜盐蛋白．研究表明：中性氨基酸不与离子发生静电引力，
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　　　　（ａ）氨基酸组　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）１４种类型的氨基酸

图１　嗜盐与非嗜盐蛋白氨基酸组成的差异

Ｆｉｇ．１　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓｂｅｔｗｅｅｎｈａｌｏｐｈｉｌｉｃａｎｄｎｏｎ?ｈａｌｏｐｈｉｌｉｃｐｒｏｔｅｉｎｓ

其在高盐条件下很易形成疏水相互作用，而侧链微小或较小的氨基酸在蛋白质内核组装过程中更容易

占据蛋白质分子中不同空间［２９］．这对维持蛋白稳定性非常重要．

此外，ＨＩＰ和ＨＯＰ与ＮＰ中酸性氨基酸与碱性氨基酸差值均差异明显，尤其在 ＨＩＰ中．这与大多

数研究所发现的嗜盐蛋白酸性氨基酸含量明显超过碱性氨基酸含量的结果吻合．然而，Ｂａｒｄａｖｉｄ等
［３０］

的研究发现，在犎犪犾犪狀犪犲狉狅犫犻犪犾犲狊属中一些在细胞内积累高浓度ＫＣｌ的嗜盐蛋白并不存在这种差异．

综上所述，对于ＨＩＰ而言，文中结果与大多数文献报道结果相吻合，但通过引入所有蛋白平均氨基

酸组成使其结果更为明显；而对ＨＯＰ而言，其氨基酸组成差异虽然没有 ＨＩＰ与ＮＰ这么明显，但它们

可能通过增加分子柔性及更高效的内核组装，来保持蛋白质在高细胞相容性物质环境中的可溶性、稳定

性及行使正确的生物学功能．

２．２　基于犘犝犓犉的支持向量机识别精度

支持向量机（ＳＶＭ）是生物信息学领域最常用的分类工具
［３１］，其分类性能主要取决与核函数，而核

函数的选取及其对应参数的优化非常耗时．为此，采用一种通用核函数，通过参数调整，可适应各种数

据［３２３３］．文中选取Ｐｅｒｓｏｎ通用核函数（ＰＵＫＦ）
［３２］，它在生物学领域尚不多见［３４］．基于ＰＵＫＦ的支持向

量机对两种嗜盐蛋白和两种嗜盐蛋白与非嗜盐蛋白的识别效果，如表１所示．

表１　不同算法的预测精度

Ｔａｂ．１　Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｌｇｏｒｉｔｈｍｓ

算法
ＨＩＰ?ＨＯＰ?ＮＰ

γ／％　　犃　

ＨＩＰ?ＨＯＰ

γ／％　　犃　
算法

ＨＩＰ?ＨＯＰ?ＮＰ

γ／％　　犃　

ＨＩＰ?ＨＯＰ

γ／％　　犃　

ＳＶＭ（ＰＵＫＦ） ８４．１ ０．８９５ ９２．５ ０．９２１ Ｂａｇｇｉｎｇ（决策树桩） ５２．１ ０．６４４ ７７．２ ０．７４６

ＳＶＭ（多项式核函数，犈＝２）８２．４ ０．８８２ ９１．５ ０．９１１ Ｂａｇｇｉｎｇ（决策表） ６９．７ ０．８５３ ８６．７ ０．９３０

ＳＶＭ（多项式核函数，犈＝３）８３．４ ０．８９０ ９２．２ ０．９１７ Ｂａｇｇｉｎｇ（ＲＥＰ树） ７６．８ ０．９０８ ８８．７ ０．９５１

ＳＶＭ（多项式核函数，犈＝４）８３．４ ０．８９１ ９２．３ ０．９１９ Ｂａｇｇｉｎｇ（Ｊ４．８决策树） ７７．５ ０．９０５ ８９．２ ０．９５６

ＳＶＭ（多项式核函数，犈＝５）８３．６ ０．８９２ ９２．４ ０．９２１ Ａｄａｂｏｏｓｔ（决策树桩） ５２．２ ０．６３５ ８４．９ ０．９１９

ＳＶＭ （线性核函数） ７８．２ ０．８５５ ８８．３ ０．８７６ Ａｄａｂｏｏｓｔ（决策表） ７４．７ ０．８９０ ８７．９ ０．９４１

ＳＶＭ （ＲＢＦ核函数） ７５．６ ０．８３７ ８５．４ ０．８３２ Ａｄａｂｏｏｓｔ（ＲＥＰ树） ７５．９ ０．８９８ ８８．３ ０．９４５

ＲＢＦ神经网络 ７４．１ ０．８８４ ８７．８ ０．９３８ Ａｄａｂｏｏｓｔ（Ｊ４．８决策树） ７７．６ ０．９０５ ８９．６ ０．９５８

贝叶斯神经网络 ７６．３ ０．９０１ ８７．８ ０．９４８ Ｌｏｇｉｔｂｏｏｓｔ（决策树桩） ７５．１ ０．８９３ ８６．１ ０．９２９

犽?近邻 ７３．９ ０．７９６ ８９．４ ０．８８９ Ｌｏｇｉｔｂｏｏｓｔ（ＲＥＰ树） ７７．８ ０．９１４ ８８．５ ０．９５３

ＢＰ神经网络 ８０．６ ０．９１６ ９０．２ ０．９５５

　　对两种嗜盐蛋白而言，１０?倍交叉验证的结果表明：基于ＰＵＫＦ的支持向量机识别精度最佳，可达

９２．５％．其犃值为０．９２１，大于０．９，说明该分类器的识别效果优秀．相比而言，其识别精度比单一分类

器的径向基核函数（ＲＢＦ）的支持向量机高７．１％，比组合分类器的Ｂａｇｇｉｎｇ（基础分类器为Ｄｅｃｉｓｉｏｎ

Ｓｔｕｍｐ）高１５．３％．此外，同其他几种核函数的支持向量机相比，其准确率分别高于ＲＢＦ和线性核函数

的７．１％和４．２％，与多项式核函数的支持向量机比较接近．然而，相对于后者，ＰＵＫＦ的支持向量运算

１７１第２期　　　　　　　　　　　葛慧华，等：不同嗜盐机制微生物蛋白质组特性及其识别



所需时间明显较少，如完成本次运算，前者所需时间约６ｍｉｎ，而同样条件下的多项式支持向量机（犈＝

５）所需时间约１４ｍｉｎ，是前者的２倍多．由此可见，ＰＵＫＦ的支持向量机能兼顾运算效率与运算精度．

同样，采用ＰＵＫＦ的支持向量对两种嗜盐蛋白与非嗜盐蛋白进行识别．对于这三种类型的蛋白，该

方法的１０?倍交叉验证验证的精度达到８４．１％，其犃值达到０．８９５，接近０．９，说明其识别精度依然令人

满意．相对与其他单一分类器而言，其精度提高０．５％至１０．２％不等；相比组合分类器，其识别精度有

６．３％至３２％的提高；相比其他几种常见核函数的支持向量机，其精度依然最佳，比ＲＢＦ和线性核函数

的支持向量机分别高出５．９％和８．５％；相比多项式核函数的支持向量机，也有０．５％至１．７％左右的提

升，识别效果基本相当，但其运算效率则提升明显．因此，在本识别过程中，ＰＵＫＦ的支持向量机算法表

现最好，而且其运算精度高、速度快，对计算机资源的消耗较少，在大规模数据分析方面更具优势．

此外，文中方法对两种嗜盐及非嗜盐蛋白识别精度为８４．１％，虽然未能达到预期的９０％以上，但相

比对这３种类型蛋白进行随机猜测的几率３３．３％而言，其效果已明显提高了５３．８％；而对两种嗜盐的

识别精度达９２．５％，相比于随机猜测的几率５０％而言，其精度提高了４２．５％．由此看来，对３种不同类

型蛋白识别的精度还是令人满意的．

２．３　不同长度序列预测精度的差异

当使用氨基酸组成作为序列特征值时，识别精度随序列长度的变化而出现差异．这种现象在之前的

相关研究中已有报道．如Ｇｒｏｍｉｎｈａ
［３５］在识别球状蛋白和外膜蛋白过程中发现，对少于３００个氨基酸的

蛋白而言，其识别精度为８６％，对氨基酸数量在３００～８００之间的蛋白，其识别精度高达９８％，而对大于

８００个氨基酸的蛋白，其精度为１００％．Ｚｈａｎｇ等
［３６］对嗜热和常温蛋白的预测结果也表明，对小分子蛋

白（少于２００个氨基酸），其识别精度为仅为７９％，而对大分子蛋白（大于８００个氨基酸）的识别精度则

达１００％．然而，研究者并未对此现象进行过多的解释，其可能的原因也未作进一步探讨．

按照序列长度（犔）将蛋白质序列分为４个类型，并进行自一致性检验，其平均识别精度为８９．５％，

不同长度蛋白质序列的识别精度分析结果，如表２所示．表２中：犔为序列长度；狀为序列数量；狀ｃ为正

确预测的序列数量；φ为不同长度蛋白质序列数量的百分比；η为预测的准确率．从表２可知：随着蛋白

质序列长度的增加，识别精度逐渐上升，对较小的蛋白分子，其识别精度为８６．２％，比平均值低３．３％；

对大分子蛋白，其识别精度达９７．１％，比平均值高出７．６％；而对中等大小（２００～８００）的识别精度也均

高于平均值．

表２　不同长度蛋白质序列的预测结果

Ｔａｂ．２　Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｅｑｕｅｎｃｅｌｅｎｇｔｈｓ

项目 １００≤犔＜２００ ２００≤犔＜５００ ５００≤犔＜８００ 犔≥８００ 合计

狀 ２０１３ ３７２３ ８０９ ２４１ ６７８７

φ／％ ２９．７ ５４．９ １１．９ ３．６ １００

狀ｃ １７３６ ３３５７ ７４５ ２３４ ６０７２

η／％ ８６．２ ９０．２ ９２．１ ９７．１ ８９．５

３　结论

文中严格区分两种不同嗜盐机制的蛋白，并分别将其同非嗜盐微生物蛋白质组进行了比较．结果表

明：对ＨＩＰ而言，其结果与报道结果吻合，而对ＨＯＰ而言，其分子中含有更多柔性的二级结构，同时分

子中较小的氨基酸占多数，这在之前相关文献中未见报道．这对认知两种不同嗜盐机制蛋白稳定性的机

制及对结构和功能强化的理性设计具有重要指导意义．

此外，从蛋白质类型而言，出现预测错误主要是 ＨＯＰ与ＮＰ之间，而从蛋白质大小而言，主要是对

分子量小的蛋白预测精度偏低．因此，如何有效解决上述两个问题以提高识精度将是后续研究重点．
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