描述了执行大量氨基酸或核苷酸序列的多重比对的方法。 该方法基于首先从使用快速成对比对算法获得的所有成对序列相似性得分的矩阵中导出系统发育树。 然后，按照树中分支的顺序，通过一系列序列簇的成对比对来实现多重比对。 该方法具有足够快和经济的内存，可以很容易地在微型计算机上实现，但所获得的结果与需要大型计算机设施的软件包的结果相当。
最近生物大分子序列测定范围的大幅增加意味着三个或更多核酸或氨基酸序列的同时比对已成为普遍需要。简单地说，该过程涉及在序列中插入空位以最大化整体相似性。这种“多重比对”首先用于证明序列家族成员之间的相似性。当用作数据库搜索的一部分时，多重比对具有强调保守区域的优势，允许检测远相关的蛋白质（Gribskow 等人，1987 年；Patthy，1987 年）。如果已经确定了该家族的一个或多个成员的晶体结构（例如，Barton 和 Sternberg，1987），则该比对可用于预测蛋白质二级结构。这种比对还可以作为推断突变变化模式和/或家庭成员之间进化关系程度的前奏，通常最终导致进化树的重建（例如，Feng 和 Doolittle，1987 ）。
对于成对比对（即只有两个序列），Needleman 和 Wunsch（1970）的动态规划算法已被广泛使用，因为对于任何给定的间隙惩罚，它保证最大化两个序列之间的整体相似性。然而，这种和其他类似的精确方法对计算机时间和空间（核心内存）的要求很高，因此近似启发式方法，例如 Wilbur 和 Lipman (1984) 的方法，已经变得流行，特别是当大量成对比较时正在制作中。只要序列不太相似，这种方法很快，并且产生与精确方法几乎相同的结果。对于精确的多重比对程序，计算机时间和内存的问题随着所比较序列的数量呈指数增长，因此针对三个以上序列描述的所有算法都是启发式的（例如，Bains, 1986; Santibanez and Rohde, 1987;索贝尔和马丁内斯，1986 年；沃特曼，1986 年）。即便如此，这些方法中的大多数都使用小型机或大型机。

在这里，我们描述了一种在微型计算机上获得大量核苷酸或氨基酸序列多重比对的快速方法。该方法本质上是 Feng 和 Doolittle (1987) 算法的“快速和肮脏”版本。其基本原理是首先为从所有成对序列相似性的矩阵中导出的序列找到系统发育树，然后逐步比对最相似的序列，在比对时为每对替换一个共识，其中出现的缺口通过后期阶段保留早期对齐。我们认为结果是好的，因为我们得出的对齐方式与使用需要大型计算机设施的算法获得的对齐方式差别很小。该计划名为 CLUSTAL，可应要求提供。

a 系统
该软件包由三个主要程序和一些实用程序组成。 所有代码均以标准 FORTRAN 77 编写，并使用 Microsoft FORTRAN 编译器 4.0 版为微型计算机编译。 程序性能是在一台 IBM AT 兼容微型计算机上测试的，该微型计算机以 10 MHz 的频率运行，没有协处理器、640 KB 的内存和一个硬盘。
可执行文件、文档和测试数据文件的副本将根据要求发送。 请发送三张格式化为 360 KB 的 5.25-&h 软盘或一张格式化为 1.2 MB 的高密度软盘。 强烈建议为这些程序使用硬盘。 不需要特殊的图形设备。

b 算法
此处描述的多重对齐策略分为三个不同的阶段（流程图见图 1）。这三个阶段是：（I）计算所有成对序列的相似性； (2) 从第 1 阶段生成的相似度矩阵构建树状图； (3) 以成对方式对序列进行多重比对，遵循第 2 阶段树状图中的聚类顺序。为了保持灵活性，三个阶段被维护为三个独立的程序，它们通过中间文本文件进行交互。这是可取的，因为它为用户提供了拦截中间结果以供其他软件分析的机会。此外，任何阶段都可以独立于其他两个阶段而改变，例如，使用替代算法来估计成对相似性，或用于聚类分析。


图 1. 材料与方法，b 节中描述的多重比对策略的流程图。多重对齐过程的核心发生在第三阶段。在每一步，在第三阶段，由一个或多个序列组成的两个簇被对齐。在每次比对后，存储将用于表示未来比对中的两个比对簇的共识，并将缺口插入原始序列的适当位置。当所有序列都对齐后，该过程完成并输出完整对​​齐。

1 两两相似性
填写相似性矩阵所需的分数数为 0.5 N (N - 1)，其中 N 是序列数。对于大 N，这涉及计算大量分数，例如，当 N = 100 时，值的数量为 4950。因此需要一种快速计算相似性的方法。使用的算法是 Wilbur 和 Lipman (1984) 的算法。分数计算为最佳比对中两个序列之间完全匹配的残基数减去每个间隙的罚分。任选地，仅对作为给定长度的匹配（k-元组匹配）的一部分的残基进行评分，例如，蛋白质的两个氨基酸残基，或核酸序列的2至4个核苷酸。固定间隙惩罚和 k 元组匹配的组合允许在微型计算机上每秒计算相似和/或短序列的几个分数。重要的是，没有尝试评估分数的重要性；相对大小是下一阶段所需要的，即构建树状图。该程序的输入可以是包含一系列文件名（每个文件一个序列）的文本文件，也可以是一个带有右尖括号 (‘> ‘) 的单个文件，用于分隔每个序列的开头。

2 聚类分析
已经提出了许多用于执行聚类分析或从距离/相似性矩阵推导出假设系统发育树的方法（参见 Sneath 和 Sokal，1973 年，或 Nei，1987 年的评论）。 这里选择方法的基本标准是它应该能够处理非常大的矩阵。 之所以选择 UPGMA 方法（Sneath 和 Sokal，1973 年），是因为它被广泛使用，概念上简单并且对时间和空间的要求适中。 这里使用的程序接受一组相似性分数作为输入，并输出一个树状图作为一系列记录，分析中的每个集群一个。 该树状图文件用作对齐程序的输入。 在这个阶段，树状图本身就很有趣，可以用作实用程序的输入以显示在屏幕上。 在微型计算机上构建 100 个序列的树状图所需的时间约为 3 分钟。

3 Multiple alignment
这是包的核心。第二阶段的树状图文件和原始序列数据文件用作输入。按照树状图中的聚类顺序，使用 Wilbur 和 Lipman (1984) 方法获取序列并进行比对。每次比对后，将在适当位置（破折号）插入空白的比对序列和一致序列写入工作文件（随机访问，无格式记录）。在最简单的情况下，共识是精确的共识，即只存储在所有序列中给定位置找到的残基，否则记录未知残基（“x”）。在任何阶段，所有原始或共有序列都存储在内存中。当序列比对时，共识被用来代表后面比对中的簇。因此，当两个簇连接在一起时，这是通过从工作文件中读取一致序列并对齐它们来实现的。这种简单的方法适用于密切相关的序列，但绝对需要所有序列中至少有一小部分残基是保守的。然而，使用了两个修改来显着提高灵敏度；这些允许（i）蛋白质比对中的保守替换； (ii) 共有序列中的小程度错配。
(i) 保守替换。 基于 Dayhoff (1978) 的对数优势矩阵的四层加权方案用于对蛋白质比对中的比对残基进行差异加权（图 2）。 使用分界点来决定替换是否保守（分界点由用户在运行时设置；10 是默认值），四类匹配及其权重是：
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与 Wilbur 和 Lipman (1984) 算法的通常实现相比，当使用截止值 10 时，这种简单的四层系统减慢了双向对齐过程，并使内存需求增加了 2 倍。 首先，由于该方法的速度，这是可以接受的。
  在高度发散的蛋白质的情况下，对比对灵敏度的影响是显着的。 在 Wilbur 和 Lipman (1984) 方法的通常实现中，通过维护序列之间完全匹配的片段（k 元组匹配）的查找表（Dumas 和 Ninio，1982），在很大程度上实现了内存的速度和经济性 ，从单次遍历每个序列生成。 这种方法不容易与完整的 Dayhoff 矩阵评分系统兼容。 然而，上面描述的四层系统很容易通过链接查找表中与保守替换相对应的条目来合并。
(ii) 部分共有序列。 理想情况下，人们希望共有序列包含有关每个位置残基变异性的信息。 当两个序列簇对齐时，这里遵循的对齐策略禁止使用大部分信息。 尽管如此，重要的是在共识中的任何位置都允许至少有少量的不匹配。 所使用的方法是将残基包含在共有序列中，如果该残基出现在共有序列所代表的序列的 75% 以上，否则将其记录为“未知”残基。 这是通过操纵共识中字符的 ASCII 值来实现的，以记录在任何特定比对阶段之前是否发生任何错配，而不是在每次比对后计算每个残基在每个位置的出现。

RESULTS AND DISCUSSION 
(a) Alignments 
下面描述了使用 CLUSTAL 进行比对的两个示例。 选择这些序列集是因为在这两种情况下，除了整体相似性得分的大小之外，还有一些标准来判断比对的质量。 这些例子是 (2) 珠蛋白家族的七个不同成员，以及 (2) 34 个 5s 核糖体 RNA 序列。



图 2. Dayhoff (1978) 的 Log-odds 氨基酸相似性矩阵。 矩阵中的值（在 0 和 25 之间缩放）表示任何氨基酸在相关序列中被另一个氨基酸取代的频率。 使用单字母氨基酸代码。 说明了材料与方法，第 b3i 节（保守替换）中描述的四层加权系统。 当使用截止值 10 来决定替换是否保守时，四个权重表示为：N（分数 = 0）； 5（分数 = 1）； N i (分数 = 2); N*（分数 = 3），其中 N 是矩阵中的一个值。

珠蛋白
Lesk 和 Chothia (1980) 鉴定了七个 a-螺旋，在七个珠蛋白序列之间同源，其晶体结构已经确定，Barton 和 Stemberg (1987) 使用这些序列作为其多重比对策略准确性的测试。 Barton 和 Stemberg 发现，尽管序列在一级结构方面存在很大差异，但它们可以在所有序列中正确对齐每个 a 螺旋中除两个残基之外的所有残基。样品包括两种哺乳动物 a-珠蛋白、两种 b-珠蛋白、一种肌红蛋白、一种氰基血红蛋白和一种豆血红蛋白。 CLUSTAL 产生如图 3 所示的对齐方式。a 螺旋被标记为 A 到 H，并且可以看出，它们中的大多数都正确对齐。在所有分子中只有 8 个残基完全保守，但该方法仍然成功地或多或少正确地对齐同源二级结构的区域。 Barton 和 Stemberg (1987) 发现了相同的 8 个完全保守的残基，但他们的方法在对齐 a 螺旋时稍微准确一些。

5s RNA
霍里等人。 (1985) 产生了 34 个 5s RNA 序列的比对，主要取自植物，但包括来自酵母、细菌和叶绿体的序列。 Hori 等人的对齐方式。 (1985) 是通过手动对齐已知二级结构区域（茎中的环和碱基配对区域）然后进行“眼球调整”而产生的。 我们使用相同的序列测试了我们的包裹的敏感性。 我们的自动对齐成功地始终对齐同源二级结构的区域，并产生与 Hori 等人的对齐方式没有太大区别的对齐方式。 (1985)。

（b）树状图
用作最终比对阶段输入的树状图不打算用作系统发育树。有两个原因。首先，Wilbur 和 Lipman (1984) 比对分数只是对序列相似性的粗略估计。不会对多次替换或替换进行更正。此外，当过滤用于查找具有大量 k 元组匹配的对角线时，所得分数不是度量数量（Wilbur 和 Lipman，1984）。因此，分支长度将不成比例。其次，UPGMA 被批评为一种从序列数据推断系统发育的方法，因为它无法处理沿不同谱系的不平等进化速率（例如，Nei，1987）。这可能会导致树拓扑（分支顺序）中的错误。尽管如此，对于此处概述的对齐策略的成功而言，重要的是使用的树状图具有生物学上合理的拓扑结构，因为聚类的顺序确实对最终对齐中的间隙位置有影响。 CLUSTAL在5s RNA序列比对过程中得到的树状图如图4所示。可以看出，主要植物群（苔藓植物、蕨类植物、裸子植物等）对应的序列以适当的方式聚类.事实上，拓扑几乎与 Hori 等人产生的拓扑相同。 (1985) 使用更复杂的策略。总的来说，我们发现 CLUSTAL 在各种情况下都能产生令人满意的拓扑。如果不是这样，用户可以自由地手动调整拓扑或使用替代方法。

图 3. CLUSTAL 产生的来自 Lesk 和 Chothia (1980) 的七个珠蛋白序列的多重比对（参见结果，第 1 部分）。 在所有序列之间同源的七个 a-螺旋被标记为 A 到 H 并装箱。 星号表示在所有序列中完全保守的残基，而点表示所有残基对的相似性得分大于或等于 10 的区域（见图 2）。
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