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长非编码 ＲＮＡ 鉴定方法研究
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摘　 要： 高通量测序技术的出现带来了大量可用的转录组数据，评估进化保守区域的编码潜力成为转录数据分析中的核心任

务。 对转录本编码潜力的预测可以用来鉴定长非编码 ＲＮＡ（ ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ， ｌｎｃＲＮＡ）。 ｌｎｃＲＮＡ 是一种长度超过 ２００ 个

核苷酸的非编码 ＲＮＡ，研究表明 ｌｎｃＲＮＡ 在多种生物中都有重要作用，能够在染色质修饰、表观遗传、转录及转录后调控等多

种层面发挥重要的调控作用。 已经有许多基于机器学习的工具被开发用来区分编码与非编码转录本序列。 不同的工具通常

是针对不同的情况设计的，因此需要根据特定的情况选择合适的方法。 本文分析了几种常用工具各自的特点和适用范围，帮
助研究人员选用合适的方法以获得更可靠的结果。
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０　 引　 言

非编码 ＲＮＡ（ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ ，ｎｃＲＮＡ）是所有从

ＤＮＡ 转录但不编码蛋白质的功能性 ＲＮＡ 的统称。
最初，人们将非编码 ＲＮＡ 基因分类为“垃圾基因”或
转录“噪音”，然而在之后的研究中发现，非编码序列

在生命体生命活动中具有重要的调控作用［１］。 这些

非编码序列中，最近研究较多的是长非编码 ＲＮＡ
（ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ， ｌｎｃＲＮＡ），ｌｎｃＲＮＡ 是指长度超

过 ２００ 个核苷酸且不编码蛋白质的转录物［２］。
为了系统研究 ｌｎｃＲＮＡ 的功能，首要的工作是

从基因中识别 ｌｎｃＲＮＡ。 高通量测序数据大量涌现

为学者们提供了更多有关 ｌｎｃＲＮＡ 的有用信息。 与

此同时， 为了方便后续研究和分析， 很多鉴定

ｌｎｃＲＮＡ 的计算机方法被提出。 本文对鉴定 ｌｎｃＲＮＡ
的计算方法进行了较为全面的回顾。
１　 ｌｎｃＲＮＡ 鉴定工具介绍

ｌｎｃＲＮＡ 鉴定过程中的一个重要问题是区分编

码与非编码转录本序列，目前已经有很多生物信息

学的方法使用序列的内部特征和结构特点预测非编

码 ＲＮＡ［３］。 本文中比较了几种流行的基于机器学

习的工具。 对此可做阐释分述如下。
１．１　 ＣＰＡＴ［４］介绍

ＣＰＡＴ 是基于逻辑回归模型的蛋白质编码潜力

评估工具。 使用的特征包括：开放阅读框大小、开放

阅读框覆盖率、Ｆｉｃｋｅｔｔ 分数和 Ｈｅｘａｍｅｒ 分数。
Ｆｉｃｋｅｔｔ 分数的计算主要是基于序列中每个碱基

的位置和碱基的含量。 定义如下：
Ｎｃｏｎｔｅｎｔ ＝ 核苷酸 Ｎ 的频率， （１）

Ｎｐｏｓｉｔｉｏｎ ＝
ＭＡＸ Ｎｉ( )

ＭＩＮ Ｎｉ( ) ＋ １
　 ｉ ∈ １，２，３{ } ， （２）

Ｎｉ ＝ 核苷酸 Ｎ 在第 ｉ 个阅读框中的个数， （３）

ＦｉｃｋｅｔｔＳｃｏｒｅ ＝ ∑
８

ｉ ＝ １
ｐｎ ｗｎ， （４）

ｐｎ ＝ Ｎｃｏｎｔｅｎｔ 或Ｎｐｏｓｉｔｉｏｎ 转换的概率值， （５）



ｗｎ ＝ 概率值ｐｎ 的权值， （６）
　 　 Ｆｉｃｋｅｔｔ 分数和 Ｈｅｘａｍｅｒ 分数是区分编码转录本

和非编码转录本的重要特征。 Ｈｅｘａｍｅｒ 是指蛋白质

中相邻的氨基酸，Ｈｅｘａｍｅｒ 分数定义如下：

ＨｅｘａｍｅｒＳｃｏｒｅ ＝ １
ｍ∑

ｍ

ｉ ＝ １
ｌｏｇ

Ｆ（Ｈｉ）
Ｆ ＇（Ｈｉ）

æ

è
ç

ö

ø
÷ ，

　 　 　 　 　 　 　 ｉ ∈ ０，１，２，…，４ ０９５． （７）
按照定义，Ｈｅｘａｍｅｒ 有 ６４∗６４ 种， Ｆ（Ｈｉ） 表示

蛋白质编码转录本的 ｈｅｘａｍｅｒ 频率， Ｆ ＇（Ｈｉ） 表示非

编码转录本的 ｈｅｘａｍｅｒ 频率。 对于一条转录本序列

有 ｍ 个 ｈｅｘａｍｅｒ，Ｈｅｘａｍｅｒ 分数为正值倾向于这条转

录本序列是蛋白质编码转录本。
１．２　 ＣＮＣＩ 介绍

ＣＮＣＩ［５］是基于序列的内在特征评估转录本的

支持向量机模型，首先计算相邻核苷酸三联体

（ＡＮＴ）的频率，分析 ＡＮＴ 在序列编码区和非编码

ＲＮＡ 序列中的使用频率，构建 ２ 个 ６４∗６４ 的 ＡＮＴ 矩

阵，最后得到 ＡＮＴ 评分矩阵。 对应的数学公式为：

ＡＮＴＳｃｏｒｅＭａｔｒｉｘ ＝ ｌｏｇ２
ＣＤＳＭａｔｒｉｘ

ＮｏｎｃｏｄｉｎｇＭａｔｒｉｘ
， （８）

　 　 计算单个 ＡＮＴ 频率的公式如下：

Ｘ ｉＮ ＝ ∑
ｎ

ｊ ＝ １
Ｓ ｊ Ｘ ｉ( ) ， （９）

Ｔ ＝ ∑
ｍ

ｉ ＝ １
Ｘ ｉＮ ＝ ∑

ｍ

ｉ ＝ １
∑

ｎ

ｊ ＝ １
Ｓ ｊ Ｘ ｉ( ) ， （１０）

ｍ ＝ ６４ × ６４；ｎ ＝ １，…，Ｎ，

Ｘ ｉＦ ＝
Ｘ ｉＮ
Ｔ

， （１１）

　 　 其中， Ｘ 指一种 ＡＮＴ； Ｓ ｊ Ｘ ｉ( ) 指在序列 Ｓ ｊ 中核

苷酸三联体 Ｘ ｉ 的出现频次； Ｔ表示数据集中４ ０９６种
ＡＮＴ 的总出现频次。 因此 Ｘ ｉＦ 是核苷酸三联体 Ｘ ｉ

的频率。 在得到 ＡＮＴ 评分矩阵后，利用评分矩阵对

序列评分。
使用大小为 １５０ ｎｔ，步长为 ３ ｎｔ 的滑动窗口扫

描每个转录本序列得到 ６ 个阅读框， 扫描的同时计

算每个窗口的 Ｓ 得分，每个阅读框对应一个窗口 Ｓ
得分的数组。 Ｓ 得分的定义如下：

Ｓ Ｓｃｏｒｅ ＝ ∑
ｎ

ｉ ＝ １
Ｈｐ Ｘ ｉ( ){ } ， （１２）

　 　 其中， Ｘ 表示一种 ＡＮＴ； Ｈｐ 表示 ＡＮＴ 评分矩

阵； ｎ 表示一个窗口中的 ＡＮＴ 总数。
Ｓ 得分可以反映出每个滑动窗口的编码能力，

ＣＮＣＩ 从每个阅读框中找到 ＭＬＣＤＳ （ ｍｏｓｔ － ｌｉｋｅ
ＣＤＳ）。 在这六个 ＭＬＣＤＳ 中， 选择得分最高的

ＭＬＣＤＳ 长度和 Ｓ 得分作为 ＣＮＣＩ 的 ２ 个特征。
ＣＮＣＩ 的其他三个特征分别是长度百分比、得分距离

和密码子偏差。 长度百分比的定义如下：

ＬＥＮＧＴＨ － Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ＝
Ｍ１

∑ ｎ

ｉ ＝ ０
Ｙｉ( )

，

ｉ ∈ １，２，３，４，５，６( ) ， （１３）
　 　 其中， Ｍ１ 是 ６ 个 ＭＬＣＤＳ 中得分最高的 ＭＬＣＤＳ
的长度， Ｙｉ 是每个 ＭＬＣＤＳ 的长度。

得分距离的定义如下：

Ｓｃｏｒｅ － Ｄｉｓｔａｎｃｅ ＝
∑ ｎ

ｊ ＝ ０
Ｓ － Ｅ ｊ( )

５
，

ｊ ∈ １，２，３，４，５( ) ． （１４）
　 　 其中， Ｓ 是 ６ 个 ＭＬＣＤＳ 中得分最高的 ＭＬＣＤＳ
的得分， Ｅ ｊ 是其余 ＭＬＣＤＳ 的得分。
１．３　 ＰＬＥＫ 介绍

ＰＬＥＫ［６］的分类模型为使用了标准径向基函数

核的支持向量机模型，是基于序列 ｋ－ｍｅｒ 频率的无

对齐工具。 使用 ｋ－ｍｅｒ 和具有一个核苷酸步长的

滑动窗来分析每个转录物。 ｋ－ｍｅｒ 模式是具有 ｋ 个

核苷酸的特定字符串，出于对精度和计算时间的考

虑，ＰＬＥＫ 选取 ｋ 的范围从 １ 到 ５。 因此，对于一个

序列，有 ４＋１６＋６４＋２５６＋１ ０２４＝ １ ３６４ 个模式。 用于

预测的转录本的特征如下所示：

ｆｉ ＝
ｃｉ
ｓｋ

ｗｋ，ｋ ＝ １，２，３，４，５， ｉ ＝ １，２，…，１ ３６４，

（１５）
ｓｋ ＝ ｌ － ｋ ＋ １，　 　 ｋ ＝ １，２，３，４，５， （１６）

ｗｋ ＝
１

４５－ｋ， ｋ ＝ １，２，３，４，５． （１７）

　 　 其中， ｃｉ 表示模式 ｉ 在转录本中出现频次， ｆｉ 是
模式 ｉ 的频率校准后的值。
１．４　 ＣＰＣ２ 介绍

ＣＰＣ２［７］是 ＣＰＣ 的升级，仍然使用支持向量机

模型，ＣＰＣ２ 能更加快速、准确地评估 ＲＮＡ 转录本的

编码能力。 ＣＰＣ２ 中使用了 ４ 个特征，包括：Ｆｉｃｋｅｔｔ
分数、开放阅读框长度、开放阅读框完整性以及预测

肽的等电点。 开放阅读框的完整性是指开放阅读框

以起始密码子开始，以终止密码子结束。 等电点可

以通过 ＢｉｏＰｙｔｈｏｎ 中的 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 模块计算得到。
１．５　 ＣＰＰｒｅｄ 介绍

ＣＰＰｒｅｄ［８］的实现基于支持向量机分类器和多

个序列特征， ＣＰＰｒｅｄ 使用开放阅读框长度、开放阅

读框覆盖率、Ｆｉｃｋｅｔｔ 分数和 Ｈｅｘａｍｅｒ 分数、开放阅读
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框完整性、预测肽的等电点、预测肽的不稳定指数、
预测肽的亲水性平均值 Ｇｒａｖｙ 以及 ３０ 个 ＣＰＰｒｅｄ 中

提出的 ＣＴＤ 特征训练分类器。 ＣＴＤ 特征用来描述

全局转录本序列，核苷酸组成（特征 Ｃ）描述了转录

本序列中每个核苷酸的百分比组成；核苷酸转换

（特征 Ｔ）描述了 ４ 个核苷酸在相邻位置之间转换的

百分比；核苷酸分布（特征 Ｄ）计算每个核苷酸在转

录物序列的 ５ 个相对位置 （ ０， ２５％， ５０％， ７５％，
１００％）来表示每个核苷酸在转录本序列中的分布。

２　 ｌｎｃＲＮＡ 鉴定工具比较

本文所涉及的 ５ 个 ｌｎｃＲＮＡ 鉴定工具包括最常

用的 ＣＰＡＴ、 ＣＮＣＩ、 ＰＬＥＫ，以及 ＣＰＣ 的最新版本

ＣＰＣ２ 和最新发布的工具 ＣＰＰｒｅｄ。 其中，ＣＰＡＴ 使用

了逻辑回归模型，其余四个工具都使用了支持向量

机模型。 本文总结每种工具的简要信息和使用细节

见表 １。
接着，本文更具体地对 ５ 种工具所选择的特征

进行概述，见表 ２。
表 １　 有关 ｌｎｃＲＮＡ 鉴定的方法概述

Ｔａｂ． １　 Ｏｖｅｒｖｉｅｗ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄｓ ｃｏｎｃｅｒｎｉｎｇ ｌｎｃＲＮＡ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

时间 模型 训练数据集物种 查询文件格式 网上服务

ＣＰＡＴ ２０１３ ＬＲ 人类；小鼠；果蝇；
斑马鱼

ＦＡＳＴ；ＢＥＤ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｌｉｌａｂ．ｒｅｓｅａｒｃｈ．ｂｃｍ．ｅｄｕ ／
ｃｐａｔ ／ ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ

ＣＮＣＩ ２０１３ ＳＶＭ 人类；植物 ＦＡＳＴ；ＧＴＦ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｂｉｏｉｎｆｏ．ｏｒｇ ／
ｓｏｆｔｗａｒｅ ／ ｃｎｃｉ

ＰＬＥＫ ２０１４ ＳＶＭ 人类；玉米 ＦＡＳＴＡ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ．ｎｅｔ ／
ｐｒｏｊｅｃｔｓ ／ ｐｌｅｋ ／ ｆｉｌｅｓ ／

ＣＰＣ２ ２０１７ ＳＶＭ 人类 ＦＡＳ；ＧＴＦ；ＢＥＤ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｃｐｃ．ｃｂｉ．ｐｋｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

ＣＰＰｒｅｄ ２０１９ ＳＶＭ 人类；小鼠；斑马鱼；
果蝇；酿酒酵母；线虫；

拟南芥

ＦＡＳＴＡ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｒｎａｂｉｎｄｉｎｇ．ｃｏｍ ／
ＣＰＰｒｅｄ

表 ２　 有关 ｌｎｃＲＮＡ 鉴定的方法特征概述

Ｔａｂ． ２　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｔｈｅ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｍｅｔｈｏｄ ｓｅｌｅｃｔｅｄ

开放阅读框 密码子 序列结构 预测肽

ＣＰＡＴ 长度；覆盖率 Ｈｅｘａｍｅｒ 分数 Ｆｉｃｋｅｔｔ 分数 无

ＣＮＣＩ 无 ＡＮＴ 评分矩阵；密码子偏差 ＭＬＣＤＳ 无

ＰＬＥＫ 无 无 改进的 ｋ－ｍｅｒ 方案 无

ＣＰＣ２ 长度；完整性 无 Ｆｉｃｋｅｔｔ 分数 等电点

ＣＰＰｒｅｄ 长度；覆盖率；完整性 Ｈｅｘａｍｅｒ 分数
Ｆｉｃｋｅｔｔ 分数；
ＣＴＤ 特征

等电点；不稳定指数；Ｇｒａｖｙ

　 　 本 文 使 用 特 异 性 （Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ）、 敏 感 度

（Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ）、准确率（Ａｃｃｕｒａｃｙ） 来评估 ５ 个分类工

具。 定义如下：

Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ＝ ＴＮ
ＴＮ ＋ ＦＰ

， （１８）

Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ＝ ＴＰ
ＴＰ ＋ ＦＮ

， （１９）

Ａｃｃｕｒａｃｙ ＝ ＴＰ ＋ ＴＮ
ＴＰ ＋ ＦＰ ＋ ＴＮ ＋ ＦＮ

． （２０）

　 　 ５ 种鉴定工具都是不包含比对过程的，适用于

对未充分研究的物种的转录物分析。 其中，ＣＮＣＩ 和
ＰＬＥＫ 都可以用于有测序错误的数据集，ＰＬＥＫ 在这

类数据上表现更好。 与 ＣＰＡＴ、ＣＰＣ２ 和 ＣＰＰｒｅｄ 相

比，ＰＬＥＫ 在除人类以外的其他物种中表现不佳。 ５
种鉴定工具在不同测试集上的表现见表 ３。

由于不同物种 ｌｎｃＲＮＡ、不同测序数据之间存在

一定的差异性，不同的 ｌｎｃＲＮＡ 鉴定工具设计上存

在一定的针对性。 ＣＰＡＴ 和 ＣＰＰｒｅｄ 为小鼠转录本

的鉴定提供了专门的模型。 在分析其他物种时，
ＣＰＡＴ 还提供了果蝇和斑马鱼的模型； ＣＮＣＩ 和

ＰＬＥＫ 可以预测脊椎动物和植物的序列；ＣＰＣ２ 还可

以预测果蝇、斑马鱼、拟南芥、蠕虫；ＣＰＰｒｅｄ 提供了

适用于斑马鱼、果蝇、酿酒酵母、线虫和拟南芥的模

型。 不同工具在不同条件下的适用性见表 ４。
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表 ３　 鉴定工具在不同测试集上的表现概述

Ｔａｂ． ３　 Ｏｖｅｒｖｉｅｗ ｏｆ ｅａｃｈ ｔｏｏｌ＇ｓ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｓｔｉｎｇ ｄａｔａｓｅｔｓ

测试集 测试指标 ＣＰＡＴ ＣＮＣＩ ＰＬＥＫ ＣＰＣ２ ＣＰＰｒｅｄ

Ｈｕｍａｎ ＭＣＦ－７
（ＰａｃＢｉｏ）

特异性

敏感度

准确率

９１．８０
７８．７０
９１．３０

９４．７０
９５．８０
９４．７０

Ｈｕｍａｎ ＨｅｌａＳ３
（４５４）

特异性

敏感度

准确率

９３．９０
８１．１０
９３．７０

９５．５０
９２．５０
９５．４０

Ｈｕｍａｎ
（ｆｒｏｍ ＧＥＮＣＯＤＥ）

特异性

敏感度

准确率

９４．０７
９４．５８
９４．３３

９８．１０
９５．４２
９６．７３

９５．３０
９０．９２
９３．０７

９７．０４
９５．４４
６．２３

Ｍｏｕｓｅ
（ｆｒｏｍ ＧＥＮＣＯＤＥ）

特异性

敏感度

准确率

９６．６５
９６．１０
９６．３２

９３．４３
８７．６１
８９．８８

９５．８６
９５．８６
９５．６１

９７．７０
９５．５７
９６．４０

表 ４　 不同工具在不同条件下的优先权

Ｔａｂ． ４ 　 Ｐｒｉｏｒｉｔｙ ｏｆ ｅｍｐｌｏｙｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｓｉｔｕａｔｉｏｎｓ

ＣＰＡＴ ＣＮＣＩ ＰＬＥＫ ＣＰＣ２ ＣＰＰｒｅｄ

编码潜力评估 √ √

人类 ｌｎｃＲＮＡ 识别 √ √ √ √ √

小鼠 ｌｎｃＲＮＡ 识别 √ √ √

其他物种 ｌｎｃＲＮＡ 识别 √ √ √ √ √

数据包含测序错误 √ √ √

小 ＯＲＦ 数据 √

大规模数据 √ √ √

允许用户训练模型 √ √

网站服务 √ √

３　 结束语

ｌｎｃＲＮＡ 的鉴定一直以来都是生物信息学研究

的一个挑战，在 ２０１０ 年之前，以 ＣＰＣ 软件为代表的

ｌｎｃＲＮＡ 鉴定工具会依赖比对过程，此后，大部分软

件通过提取序列的内在特征来进行分类。 这篇综述

中，集中探讨了常用的和最新的 ｌｎｃＲＮＡ 鉴定工具，
总结了其相应的适用范围，帮助研究人员来选择使

用适合的工具，同时获得令人信服的结果。 未来

ｌｎｃＲＮＡ 鉴定工具的趋势是针对不同类型的序列，开
放不同的工具来解决各种特定情况下的问题。
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