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序列数据库搜索

⚫BLAST：Basic Local Alignment Search Tool (基本局部比对搜索工具)

➢把查询序列（query sequence）与数据库中的序列进行快速序列比

对，找出与查询序列相似的目标序列（subject sequence）。

➢Allows rapid sequence comparison of a query sequence against a database.  

(牺牲灵敏度，提高计算速度)

query sequence

blast

Target database
(GenBank/SwissProt)

output
sequence list:
Hits/subject

information about query 
sequence, e.g., functional 
and evolutionary relationship



主要BLAST程序

程序名 查询序列 数据库 搜索方法

BLASTN 核酸 核酸 在核酸数据库中比对核酸序列

BLASTP 蛋白质 蛋白质 在蛋白质数据库中比对蛋白质序列

BLASTX 核酸 蛋白质 在蛋白质数据库中比对待检的核酸序列（用所有6种可读框
翻译）

TBLASTN 蛋白质 核酸 在核酸数据库（用所有6种可读框翻译）中比对待检的蛋白
质序列

TBLASTX 核酸 核酸 在核酸数据库（用所有6种可读框翻译）中比对待检的核酸
序列（也用所有6种可读框翻译）



BLAST算法论文

Stephen Altschul, PhD

SF Altschul, W Gish, W  Miller, EW Myers, DJ 

Lipman. Basic  local alignment search tool. 

Journal of Molecular Biology, 1990,  215 (3): 

403-410. 累计被引用48148次



BLAST算法原理: Seeding-and-Extending



STEP 1 :Seeding

⚫将查询序列划分多个固定长度为w的“seed word”：

蛋白质通常以3个氨基酸为一个seed word;

DNA通常以11个碱基为一个seed word；

word的长度越小，最终的比对准确率就越高，所需要的

时间也越长;

长度为N的序列，seed word数量为N-w+1.

⚫ -W flag：设定seed word长度的参数



STEP 2 :Search Word Hits

⚫查询打分矩阵：

蛋白质：BLOSUM或PAM;

DNA：match +5分，mismatch -4分.

⚫ 不允许出现空位；

⚫ 得分超过设定的阈值T的保留，存入words list中作
为相似的neighborhood word 保留。

使用者可修改BLAST参数“word size”大小来改变阈值T，如降低T值来找到更多
的初始比对序列，提高查询灵敏度。



STEP 3 :Scaning

⚫在数据库中定位种子找到Hit；

查询words list中的每一个word，在数据库中找到其对应的每一个位置;

数据库中的参考序列已预先做好索引，能快速完成检索.

⚫ 得到每一个seed word在参考比对序列对应的位置；

⚫ 检索方法：

哈希索引Hash Table;

后缀树；

Aho-Corasick自动计算法。



STEP 4 :Extending

⚫将匹配得到的seed word延伸成更长的片段；

最优的匹配结果和主对角线方向是平行的，因此沿着主对角线方向进行双方

向的延伸；

延伸的方法和Smith-Waterman算法基本一致，就是只计算MATCH的得分；

不允许出现空位。



database sequence

High-scoring segment pair (score=‘S’)

最后的比对结果叫做高分片段对（high-scoring segment pair, HSP）

score

score HSP

extend to left (similar to right)

stop extension

drops below threshold
score S for this alignment

Join words on same diagonal

⚫ 计算出每个seed Word的HSP得分，排序，选取TOP作为候选；

⚫ 计算延伸后的得分，当得分小于指定的阈值S，停止延伸；



STEP 5 :Significance Evaluation

⚫ 量化比对是统计学显著的匹配，还是随机发生的事件？

⚫ 评价标准：

raw scores (原始分数): 不涉及打分系统参数，几乎无意义；

bit scores (比特分数): 对raw scores与其参数（ 如数据库大

小、序列长度与组成等）进行归一化处理；

2l

ln'

n

KS
S

−
=


打分系统修正参数-

残基比例修正参数-K

分数HSPS -



STEP 5 :Significance Evaluation
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查询序列残基数-n

数据库中总残基数-m

➢ E >1,序列比对结果不可靠；例如，E=10就意味着会有10个随

机的匹配获得与当前比对相等或者更高的分数。

➢ E<0.05，结果统计学上有意义；

➢ E<10-5，比对序列与查询序列高度一致。

⚫ 通过设定E值过滤掉不合理的HSP比对序列，得到最终比对
的结果。

E value: 衡量在随机情况下，数据库存在的比当前匹配分数

更好的比对的数目；

K, λ – Karlin-Altschul统计量



BLAST：发展与改进

⚫早期的BLAST版本：无空位罚分；

⚫新版本(BLAST+) ：增加Gap Penalties (Existence: 11, 
Extension: 1)等

HSP

Gapped extension



BLAST：发展与改进

⚫PSI-BLAST: Position-Specific Iterated BLAST(位点特异性迭

代BLAST)

• 位点特异性迭代BLAST每次用位点特异权重矩阵
（Position-Specific Scoring Matrix, PSSM）搜索数据库后，
再利用搜索结果重新构建PSSM，并再次用新的PSSM搜索
数据库，如此反复(iteration)，直到没有新的结果产生为止。

⚫PHI-BLAST: Pattern-Hit Initiated BLAST(模式识别BLAST)

• 模式识别BLAST能找到与输入序列相似的并符合某种特定
模式(pattern)的序列。例如，N-糖基化位点基序(N-
glycosylation site motif)总是符合以下特定模式： 以Asn开
始，然后是除了Pro之外的其它氨基酸，再紧跟Ser或Thr，
再跟除了Pro之外的其它氨基酸,用正则表达式表示N-糖基
化位点基序：N{P}[ST]{P}
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

NCBI在线BLAST主页



(1) Choose the sequence (query)

(2) Choose the database to search

(3) Select the BLAST program

(4) Choose optional parameters

Then click “BLAST”

Four Steps to a BLAST search



Step 1: Choose your sequence

⚫BLAST搜索第一步是选定要查询的DNA或蛋白质序列

➢Sequence can be input in FASTA format or as accession 

number (e.g. NP_006735)



Step 2: Choose the BLAST program

⚫blastn (nucleotide BLAST)

⚫blastp (protein BLAST)

⚫blastx (translated BLAST)

⚫tblastn (translated BLAST)

⚫tblastx (translated BLAST)



DNA potentially encodes six proteins

5’ CAT CAA 

5’ ATC AAC 

5’ TCA ACT 

5’ GTG GGT 

5’ TGG GTA

5’ GGG TAG

5’ CATCAACTACAACTCCAAAGACACCCTTACACATCAACAAACCTACCCAC 3’

3’ GTAGTTGATGTTGAGGTTTCTGTGGGAATGTGTAGTTGTTTGGATGGGTG 5’



Choose the BLAST program

Program Input Database
1

blastn DNA DNA
1

blastp protein protein
6

blastx DNA protein
6

tblastn protein DNA
36

tblastx DNA DNA



选择一个数据库

Step 3: choose the database 

⚫nr/nt = non-redundant (most general database)

⚫refseq_rna = Reference RNA sequences

⚫refseq_genomic = NCBI参考序列中的基因组序列

⚫pdb = Protein Data Bank （已经蛋白三维结构）

⚫htgs = high throughput genomic sequence

⚫……



Step 4: Choose optional parameters 

You can... 

⚫ change max target sequences

⚫ turn filtering on/off

⚫ change the substitution matrix

⚫ change the expect (e) value

⚫ change the word size 

⚫ change the output format to display



Select optional search parameters

Entrez

algorithm

organism



optional blastn search parameters

Filter, mask

Scoring matrix

Word size

Expect



过滤(Filtering)

⚫过滤掉低复杂度区域（"Low-complexity region"）：

⚫防止大量具有统计学显著意义，却不具备生物学意义的序列

干扰比对：

- CACACACACACACACA…

- KLKLKLKLKLLKLKL…

⚫ 用符号代替这些序列，并在搜索时忽略：

很少碱基或氨基酸的大量重复：

低复杂度区域得分很高，影响比对；

DNA用N，蛋白质用X.



(a) Query: human insulin NP_000198

Program: blastp

Database: C. elegans RefSeq

Default settings:

Unfiltered (“composition-based statistics”)

Our starting point: search human insulin against worm 

RefSeq proteins by blastp using default parameters



(b) Query: human insulin NP_000198

Program: blastp

Database: C. elegans RefSeq

Option: Filter low complexity regions

Filtering           

(the filtered sequence is the query

in lowercase and grayed out)



(c) Query: human insulin NP_000198

Program: blastp

Database: C. elegans RefSeq

Option: No compositional adjustment

Note that the bit score, Expect value, and percent identity 

all change with the “no compositional adjustment” option 

Compositional adjustment:组成校正，使用针对序列组成的统计方法，对
每个数据库序列产生一个稍微区别的打分系统



Output format

Descriptions 

Graphical Summary

Alignment view



BLAST search output: top portion

taxonomy

database

query

program



BLAST search output: graphical output



BLAST searcah output: Descriptions

High scores

low E values

Cut-off: .05? 10-10?

注意分值与E值。分值越大，E值越小,越靠前了



BLAST的得分与统计显著性

⚫S (Score) : 比对得分

⚫E (Expect) : 比对随机找出的序列的期望数目

⚫P (Probability) ：比对随机找出的一条或多条序列，

其比对得分大于等于S的可能性

⚫E与P值比较低说明了该结果与查询序列具有进化

上的关系，而并非由于随机因素得到该结果。

➢当E值接近零时，一个比对随机发生的可能性也会接近零。

➢人类基因组分析中，当E值低于0.001(10-3)时，搜索结果通常被认

为有统计上的显著性。



BLAST search output: alignment output
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BioEdit本地BLAST

BioEdit提供了本地BLAST的功能：

菜单Accesory Application -> BLAST



准备序列数据

⚫查询序列: 1条测序得到的细菌16S rDNA序列

⚫序列数据库：此数据库为NCBI网站已经构建好的细菌16S 数据库，使

用压缩软件(如WINRAR)解压后会看到8个文件。

序列数据文件(fasta格式)

• 查询序列(Query):16S_rRNA.fasta

• 序列数据库(Subject)：16SMicrobial.tar.gz

（ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/db/FASTA/）

ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/db/FASTA/


构建本地数据库

⚫把序列数据做成本地数据库

➢菜单create a local nucleotide database file(DNA数据库)

➢菜单create a local protein database file(蛋白质数据库)

⚫建库的原始数据需要做成fasta格式

⚫建成的数据库存放在BIOEDIT文件夹(c:\bioedit\database)。

注：本练习直接用NCBI网站提供的已经格式化的16S序列数据库，不需要从头
建库，将解压后16SMicrobial目录下的8个文件复制到BioEdit安装目录下的
database文件夹(e.g., c:\bioedit\database)即可。

https://www.baidu.com/s?wd=fasta%E6%A0%BC%E5%BC%8F&tn=44039180_cpr&fenlei=mv6quAkxTZn0IZRqIHckPjm4nH00T1Y1PvckmyD3mHfYuWT4PH030AP8IA3qPjfsn1bkrjKxmLKz0ZNzUjdCIZwsrBtEXh9GuA7EQhF9pywdQhPEUiqkIyN1IA-EUBtYPH6znWcsnjn


序列间的相似性检索

⚫运行BLAST：菜单Accessory application-BLAST-local BLAST

⚫用待查询序列作为query, 数据库选择刚刚建好的那个，设置

其它blastn参数，通常e-value越小越好。



查看BLAST结果

⚫BLAST比对结果找到数据库中与查询序列相似的序列。如下图所示，

结果会有相应数据库序列的序列号，可查看对应序列。

比对匹配分数最高的序列是源自巴氏
醋酸菌菌株(Acetobacter pasteurianus)
，即此菌分类可鉴定为巴氏醋酸菌。



Linux本地BLAST

1. Ubuntu安装BLAST：

$sudo apt-get install ncbi-blast+

2.准备数据

直接从NCBI下载BLAST数据库：

ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/db/FASTA/

也可以自己创建fasta格式的数据库

最新版的本地BLAST+软件可以从NCBI网站下载安装



Linux本地BLAST

3.格式化数据库

$makeblastdb -in db.fasta -dbtype nucl -out dbname -parse_seqids

参数说明:

-in：待格式化序列的输入文件（fasta格式）

-dbtype：数据库序列类型，prot(蛋白质)或nucl(核酸)

-out：数据库名

-parse_seqids：参数可选，表示从输入fasta格式中解析序列标
识符(SeqIds)



Linux本地BLAST

4.运行BLAST比对程序

这里以核酸序列比对核酸数据库（blastn）为例：

参数说明:

-task： 共五个程序选择'blastn' 'blastn-short' 'dcmegablast' 'megablast' 'rmblastn' ，
默认megablast。    

-query： 输入文件的路径及文件名

    -out：输出文件的路径及文件名

    -db：格式化后得到的数据库路径及数据库名

-outfmt：输出文件格式，共有18种格式， 0是默认比对格式，6是tabular格式。

-evalue：设置输出结果的e-value值

-num_threads：使用的线程数

其它BLAST程序用法与blastn类似，如蛋白序列比对蛋白数据库（blastp）以

及核酸序列比对蛋白数据库（blastx）等。

$blastn –task blastn -query seq.fasta -out seq.blast -db dbname -outfmt 6 -evalue
1e-5 -num_threads 4



Linux本地BLAST

5.查看BLAST比对结果

结果中从左到右，每一列的意义分别是：

⚫Query id：查询序列标识符，如“gb|CP000422.1|:4284-6230”

⚫Subject id：数据库中比对的目标序列标识符，如“LX-4_contig1”

⚫% identity：查询序列与目标序列比对的一致性(%)，如“99.28”

⚫alignment length：查询序列与目标序列比对上的片段长度，如“1947”

⚫mismatches：查询序列与目标序列比对错误的计数，如“14”

⚫gap openings：空位数，如“0”

⚫q. start：查询序列比对起始位点，如“1”

⚫q. end：查询序列比对终止位点，如“1947”

⚫s. start：目标序列比对起始位点，如“148455”

⚫s. end：目标序列比对终止位点，如“150401”

⚫e-value：E值，如“0.0”

⚫bit score：序列匹配得分，如“3518”

$more gyrB_blast.txt
gb|CP000422.1|:4284-6230 LX-4_contig1 99.28 1947 14 0 1

1947 148455 150401 0.0 3518



作业

• 某实验室从土壤中分离到一株细菌，并通过16S rRNA基因

测序获得一条序列(16S_rRNA.fasta)，进行BLAST分析鉴定

细菌的分类，并使用不同的BLAST参数比较结果的差别。

• 可使用下面任一种方法：

– 使用NCBI在线BLAST工具

– 使用BioEdit软件的BLAST程序

– 在Linux命令行中的BLAST程序 ($sudo apt install ncbi-blast+)

注：16S rRNA基因测序序列与16SMicrobial数据库可从课程网站下载
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