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中文摘要中文摘要中文摘要中文摘要 

近年來人們對非編碼 RNA (ncRNAs) 的興趣正快速地成長，儘

管這些 ncRNAs不會被轉譯成蛋白質，但它們在細胞內卻扮演著許多

重要的角色。事實上，大多數已有的 ncRNAs的功能仍是未知並且是

需要被預測的。從演化的角度而言，分子的結構往往會比它的序列來

得保守些，因此，偵測出 RNA 三級結構之間的相似程度，將更能洞

察出 RNA 分子的功能以及它們的演化關係，而這些功能與演化關係

是無法單從 RNA 序列的資訊中給偵查出來的。因此，本研究的目的

是設計出一個軟體工具可以有效率且正確地計算出多個 RNA 三級結

構的相似程度。我們的方法是利用一個新的結構字元集將 RNA 三級

結構轉成一級的結構字元式序列，然後再利用傳統的多重字元序列比

對工具 CLUSTAL W，以及新的類 BLOSUM 置換分數矩陣來比對出

多重 RNA 結構字元式序列，進而推算出原 RNA 三級結構之間的相似

程度。接著，我們利用上述的方法實做出一個軟體工具，稱之為

iMARTS。最後我們利用一些 RNA 三級結構來測試 iMARTS，並將其

實驗結果與我們先前開發出來的軟體工具 MARTS做比較，實驗的結



 

II 

 

果顯示出 iMARTS 確實比 MARTS 有更好的表現。因此，我們相信

iMARTS在結構生物學的研究上可以做為一個有用的生物資訊工具。 
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Abstract 

Recently, there is a fast growing interest in noncoding RNAs 

(ncRNAs) because they play a lot of essential roles in many cellular 

processes, even though the transcripts of these ncRNAs are not translated into 

proteins. Actually, the function of most available ncRNAs is still unknown 

and needs to be determined. Since molecular structures are typically more 

evolutionarily conserved than sequences, detecting structural similarities 

among RNA three-dimensional (3D) structures can bring more significant 

insights into their functional and even evolutionary relationships that would 

not be detected by sequence information alone. Therefore, the purpose of this 

study is to design a software tool that can efficiently and accurately compute 

the structural similarity of multiple RNA 3D structures. Our method first uses 

a new structure alphabet to transform RNA 3D structures into 1D SA-encoded 

sequences and then uses a traditional multiple sequence alignment tool 

CLUSTAL W and a new BLOSUM-like scoring matrix to align the 

SA-encoded sequences of several RNAs for detecting the structural similarity 

of these RNAs. Next, we have implemented the above method into a software 

tool called iMARTS. Finally, we have tested iMARTS on some RNA 3D 

structures and compared its experimental results with those obtained by our 

previously developed tool MARTS. Consequently, the experimental results 

show that iMARTS indeed has a better performance when compared with 

MARTS. Therefore, we believe that iMARTS can serve as a useful tool in the 
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study of structural biology. 
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Chapter 1  
 
Introduction 

近年來，RNA 分子在生物學上受到了特別的重視，尤其是那些

不會轉譯（translated）成蛋白質的非編碼 RNA（non-coding RNAs，

簡稱 ncRNAs）[1]。它們並非是過去所認為的遺傳訊息的攜帶者，

而是在許多的生理機制調控過程中扮演了相當重要的角色。例如在

轉錄轉譯的基因調節、核醣體移碼、化學修飾等調節功能、染色體

複製以及協助穩定 mRNA的結構等等[2, 3, 4, 5]。事實上，大多數目

前已有的 ncRNAs其功能仍然是未知的。RNA 分子可以分成三種不

同的層級來看：（1）由 A、U、C、G所組成的核苷酸序列，為 RNA

的一級結構（primary structure）。（2）根據 Watson-Crick 鹼基對關係

（A/U 與 C/G）與 Wobble鹼基對關係（U/G）形成的鍵結，使得 RNA

產生折疊，即為二級結構（secondary structure）。（3）除了上述的鹼

基對關係，也可能因為在立體空間上距離很近而產生額外的鍵結，

或者彼此有相互作用，相連而形成立體結構，級所謂的三級結構
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（tertiary structure）。目前 RNA 的三級結構有些可以利用 X-ray與

NMR 等實驗方法來得知。如同蛋白質，若想預測一個 RNA 其可能

存在的功能時，最常見也最為有效的方法即是去搜尋資料庫並找出

相似且功能已知的 RNA，所以目前已有許多資料庫被建構出來，如

NOCODE [6]、RNAdb [7]、miRBase [8]、fRNAdb [9]和 ncRNAdb 

[10]。但是相較於蛋白質 20個字母的字元集（alphabet），RNA 則只

有 4個字母的字元集（A、U、C、G）就顯得特別地小，使得利用

RNA 序列的比對（sequence alignment）去找出相似的 RNA 分子則

無法像在搜尋相似蛋白質般正確與有效。事實上，RNA 分子的功能

也是取決於它的三級結構，因為在演化過程中，RNA 二級與三級結

構會比其一級序列來得更為保守（conservative）而不易改變，過去

許多研究也顯示出比對 RNA 三級結構之間的相似程度會比只比較

一級序列獲得更多的資訊[11]。因此我們可以透過分析 RNA 三級結

構間的相似程度，從已知功能的 RNA 推估出未知的 RNA 可能存在

的功能，進而幫助生物學家深入了解 RNA 的功能，甚至是演化上的

關係。 

 

然而，現今存入 PDB（Protein Data Bank）資料庫[12]中的 RNA

三級結構，不論數量還是大小都是逐年快速的增加，使得我們若是
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用人工手動的方式去比較和分析這些 RNA 結構則越顯困難並且耗

費時間，所以發展出一個精確、快速且自動化分析比對 RNA 三級結

構工具的需求就變得越來越高了。但理論上，在三級結構的層級上

去計算兩個蛋白質或 RNA 之間的相似程度仍然是一件困難的工

作。因為對於計算出兩個結構中最大的相似子結構的問題要求得一

個常數倍的近似解，已經被證明是一個 NP-hard的問題[13]。基於這

個理由，近來用於比對 RNA 三級結構的工具都是建構在啟發式的方

法上，例如 ARTS [14, 15]、DIAL [16]、SARSA [17] 及 iPARTS [18]。 

 

ARTS 是一個用來偵測兩個 RNA 結構間最大相似子結構

（substructure）的軟體工具，它使用了一個時間複雜度為三次方的

演算法。首先在 RNA 結構中找出任兩對連續的鹼基配對

（base-pairs），由這兩對鹼基配對上的四個磷原子構成一個稱之為

seed的單位。接著藉由比較兩個 RNA 結構中的這些 seed，利用貪婪

（greedy）的方式從 seed往結構的兩邊延伸並計算出相似程度最大

的區域，也就是局部相似的結構片斷（作者 Doro 等人稱之為 seed 

matches），進而達到兩個 RNA 結構的比對。而這樣的做法有一個限

制，兩個要進行比對的 RNA 結構都必須要有二級結構的存在才能完

成。在偵測 RNA 結構模體（RNA structural motifs），ARTS算是一個
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還不錯的軟體工具，但是對於兩個大的 RNA 分子結構 （如 ribosomal 

RNA） 間的比較，對 ARTS而言則是一件極為耗時的工作，另有文

獻指出 ARTS的結構比對有時是不正確的[16]。 

 

因此 Ferrè等人提出另一種方法，改進了 ARTS太花時間與準確

度不夠的不足之處，進而開發出可比對兩個 RNA 結構的軟體工具

DIAL。DIAL 則是利用一個時間複雜度為二次方的動態規劃演算法

（dynamic programming algorithm），藉由計算兩個 RNA 分子間的一

級序列、鹼基配對、扭轉角（torsion angles）與假扭轉角（pseudo-torsion 

angles）來計算兩個 RNA 三級結構之間的相似程度。DIAL 提供三種

不同類型的比對方式: (1) global alignment，可比對出整個 RNA 結構

的相似程度。 (2) local alignment， 可找出結構上局部相似的地方。 

(3) semi-global alignment，一種對 end gap不計分的 global alignment。

雖然 Ferre等人在文獻上[16]表示 DIAL 不論是執行的速度還是預測

的準確度，都比 ARTS 來得更好，但是就我們實際的操作與觀察

[17]，發現在某些情況下 DIAL 所產生的 RNA 結構比對仍然有誤，

並且 DIAL 在計算鹼基配對相似度時所花費的時間也是相當地多。 

 

我們實驗室在先前的研究提出了一個結構字元式（structural 

alphabet-based）的演算法，發展出一個可進行兩個或多個 RNA 三級
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結構比對的網頁工具，SARSA（Structural Alignment of RNA Using a 

Structural Alphabet）。首先我們利用所謂的向量量化（ vector 

quantization）的方式，根據四個扭轉角（α、γ、δ 與 ζ）將 RNA 殘

基主幹（backbone）在三維空間的構形（conformation）劃分成 23類，

每一類各由一個英文字母來表示，我們將此 23個字母視為一個 RNA

三級結構的字元集（structural alphabet; 簡稱 SA）。接著，再透過結

構字元集把每個 RNA 三級結構重新編碼成由這 23個結構字母所構

成的一級序列（SA-encoded sequence）後，則可以使用傳統的序列

比對（sequence alignment）演算法並搭配 BLOSUM-like的置換分數

矩陣，以此決定出兩個結構之間的相似程度。我們的 SARSA提供了

兩種比對工具，一為 PARTS（Pairwise Alignment of RNA Tertiary 

Structures）可進行兩個 RNA 三級結構的比對，另一為 MARTS

（Multiple Alignment of RNA Tertiary Structures）可進行多個 RNA 三

級結構之間的比對。在 PARTS 裡面，我們提供了四種不同的兩個

RNA 結構比對方式:  (1) global alignment，供使用者比較與分析兩

個 RNA 三級結構整體的相似程度。 (2) semi-global alignment，即對

end gap不計分的 global alignment。 (3) local alignment，供使用者找

出兩個 RNA 三級結構局部相似的區塊。  (4) normalized local 

alignment，供使用者去掉在 local alignment中間不像的區域。另外，
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對兩兩 RNA 結構的比對而言，我們先前的實驗結果顯示出我們的

PARTS 在執行速度上通常都是比 DIAL 和 ARTS 要來得快，並且

PARTS和 DIAL 的比對結果是差不多。 

 

之後，我們實驗室又發展出一個新的結構字元式的演算法，用

來比對兩個 RNA 三級結構，並將 PARTS改版成 iPARTS（improved 

PARTS）。我們蒐集了一些具有代表性的 RNA 三級結構，改採用兩

個假扭轉角 η 與 θ 來表示一個 RNA 三級結構。然後我們將這些 η 

與 θ 角繪製在一張 η - θ平面圖上，並且我們利用近來發表的親和性

互動式分群演算法（Affinity Propagation clustering algorithm）[19]，

分類出 23 個結構字元（SA letters），建構新的結構字元集。隨後以

BLOSUM-like 的方式重新計算置換分數矩陣。經過實驗分析後，我

們發現 iPARTS確實能比 PARTS來得準確。 

 

在本研究中，我們首先利用 iPARTS的結構字元集合將 RNA 三

級結構編碼成一級結構字元式序列，然後再利用傳統的比對工具

CLUSTAL W 以進行多重結構字元式序列的比對。為了要使結構字元

能夠更精確地比對，我們利用 Henikoff與 Henikoff [20]提出的統計方

法，改進並建立出新的屬於 RNA 三級結構字元 23×23 的置換分數

表。基於上述的精神，我們發展出一個新的 RNA 三級結構多重比對
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的軟體工具，稱之為 iMARTS（improved MARTS）。最後，實驗結

果也顯示我們新的 iMARTS確實有比先前的 MARTS有更好的表現。 
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Chapter 2  
 
Materials and Methods 

  

本研究方法首先我們利用 RNA 核苷酸的兩個假扭轉角 η 與 θ 

角，畫出一張類似於 Ramachandran的平面圖。接著我們利用親合性

互動式(Affinity Propagation)分群演算法來對在 η - θ 平面圖上的

RNA 核苷酸進行分群，並且得到一組含有 23 個核苷酸結構的字元

集。最後我們便可將 RNA 三級結構個別編碼成由結構字元所組成的

一級結構序列，然後再利用傳統的多重序列比對工具 CLUSTAL W

去分析比對這些結構字元式的一級序列，以決定出原 RNA 三級結構

之間的相似程度。在這個章節我們將會進一步的介紹關於 (1) 假扭

轉角以及類 Ramachandran平面圖，(2) 如何產生結構式字元集，並

將 RNA 3D 結構轉為 1D 序列，(3) 如何從 1D 結構字元式序列的

比對產生類似於 BLOSUM 的 RNA 結構字元式置換分數矩陣。 
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2.1 假假假假扭轉角扭轉角扭轉角扭轉角與與與與類類類類 Ramachandran的的的的 η - θ 平面平面平面平面圖圖圖圖 

 

    以蛋白質而言，對於每一個胺基酸只需要用兩個標準扭轉角 

(torsion angle) φ 和 ψ 便能描述其構形。而每個 RNA 結構上的核苷

酸則是具有六個標準的扭轉角（α、β、γ、δ、ε 與 ζ）（Figure 2-1a）。 

過去我們在 SARSA上是使用其中四個扭轉角（α、γ、δ 與 ζ）來表

示一核苷酸構形，因為已有文獻[21]表示利用 α、γ、δ 與 ζ 角便足

夠來區分不同核苷酸的構形，加入 β 與 ε 角對於核苷酸構形的分

析並無太大差異。但是要同時考慮六個或是四個標準扭轉角來，分

析和分類出這些核苷酸構型將會是一個高維度的問題，在計算上是

件不容易解決的問題，而且也不容易將分析的結果給予視覺化，以

方便用目視的方式去評估其結果。為了要解決考慮多個標準扭轉角

的上述缺點，Duarte與 Pyle等人[22]提出以兩個假扭轉角 η 與 θ 角

來表示核苷酸的骨架（Figure 2-1b），他們認為有些情況下使用假扭

轉角來代表核苷酸構形會比用標準扭轉角來得更好。 
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Figure 2-1.  (a) 核苷酸的六個標準扭轉角，α、β、γ、δ、ε 與 ζ。

(b) 以兩個假扭轉角 η 與 θ 表示一個核苷酸（標示為 n），η 是由

C4′n-1, Pn, C4′n 與 Pn+1 四個原子所形成的假扭轉角度，θ 則是由另四

個原子 Pn, C4′n, Pn+1 與 C4′n+1所形成的假扭轉角度。 

 

 

雖然利用 η 與 θ 兩個假扭轉角來表示核苷酸的骨架，可能不

如使用六個標準扭轉角來得精準，但如此一來可以把高維度的核苷

酸分析降為二維的計算，同時也可以把核苷酸與其分析的結果視覺

化地表示在一個二維的平面上，此舉有助於進一步地把核苷酸的骨

架構型進行分類[22, 23]。利用此精神的 Duarte與 Pyle等人也發展了
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PRIMOS [24]與 COMPADRES [25]兩個工具，分析結構之間的相似程

度，以搜尋出在 PDB資料庫中特定的 RNA 結構模體。 

 

我們準備了一組不重複（non-redundant）且解構解析度最低到

3.0Å的 PDB裡的 RNA 資料集來繪製 η - θ 圖，總共有 117個 RNA

結構，包含 9,527個核苷酸。接著我們使用由 Duarte與 Pyle發展的

AMIGOS 工具[26]，將這些 RNA 三級結構中各個核苷酸的 η 與 θ 

角度計算出來（不包含每個結構的開頭與結尾的核苷酸，一共 9267

個）。然後將這些計算出來角度繪製在以 η 角度為 X 軸、以 θ 角

度為 Y 軸的 η - θ 圖上（Figure 2-2）。如前段所敘述，二維的 η - θ 

圖可以幫助我們以圖形表示法的方式量化不同結構之間的差異性，

以利於進行 RNA 三級結構的分析。 
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Figure 2-2. 所有在PDB結構資料集內不重複且非末端的核苷酸η - θ

圖。每個點代表一個核苷酸。中間兩灰底且垂直重疊的區域（150° ≤ 

η ≤ 190° 與 190° ≤ θ ≤ 260°）為 RNA 結構中的螺旋結構區域（helical 

region）。 
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2.2 以結構字元式方法將三級結構編碼成一以結構字元式方法將三級結構編碼成一以結構字元式方法將三級結構編碼成一以結構字元式方法將三級結構編碼成一級級級級結構序列結構序列結構序列結構序列 

 

接下來我們將先前得到的 η - θ 圖，利用親和性互動式分群演算

法將圖上的所有的點分成 23群（Figure 2-3），並且將此 23群各個中

心點（center）視為該群的代表結構如 Figure 2-4所示，而且分別以

一個字母來表示一個代表性結構，最後這 23個字母便稱為 RNA 的

結構字元集（Table 2-1）。之所以決定分成 23群，是因為當初我們有

統計所謂的平均誤差值（average error），將一群內所有的點到中心點

的距離加總起來除以群內的個數即為平均誤差值，假設分成 23群，

則會有 23 個平均誤差值，把這 23 個值加總起得到總平均誤差值，

我們希望不論分多少群，總平均誤差值是越小越好。利用親和性互

動式分群演算法我們一共產生了 3到 60不同的分群數（如 Figure 2-5

所示），雖然 23群的總平均誤差值並非最小的，但我們仍然選擇 23

為我們最後的分群數，除了群數 23在 Figure 2-5的曲線上尚為趨緩，

主要原因為過多的群數會使得 η - θ 圖上中間螺旋結構區域過度分

群（overpartition），另外 23群便可以讓我們直接套用在 BLAST 上去

做快速的資料庫搜尋。 
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Figure 2-3. 以 AP演算法所分出來的 23個群組。每群分別以不同顏

色表示，並以字母標記出該群的中心點。 
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Figure 2-4.  23個分群中心點核酸的三級結構圖。中心點核酸以綠色

表示；中心點前後各一個會影響中心點核酸假扭轉角度的核酸以藍

色表示。 
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Table 2-1. 由 23個字母組成的結構字元集與其 η 與 θ 角度。 

No. Letter  η θ No. Letter  η θ 

1 A 168.7 221.4 13 M 203.8 307.5 

2 B 169.1 205.7 14 N 92.5 232.2 

3 C 167.3 235.1 15 O 69.6 153.8 

4 D 169.4 179.5 16 P 310.6 220.1 

5 E 163.7 257.1 17 Q 162.5 1.4 

6 F 139.7 216.6 18 R 248.7 218.9 

7 G 194.1 227.2 19 S 318.9 127.7 

8 H 173.3 125.9 20 T 299.4 3.2 

9 I 208.5 167.9 21 V 88.3 292.5 

10 J 23.1 228.9 22 W 48.3 52.5 

11 K 229.4 104.9 23 X 5.9 314.3 

12 L 179.8 71.4     

 

 

Figure 2-5. 分群數目與其總平均誤差值關係。 
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結構字元式的演算法其最主要精神就是將三級結構轉換成由結

構字元所組成的一級序列。對於每個 RNA 結構，我們逐一計算每個

核苷酸在 η - θ 圖上的位置與各中心點位置之間的距離，依據最近鄰

居規則（nearest neighbor rule）將此核苷酸的結構逐一編碼成與其距

離最近的中心點之結構字元，這些編碼後的結構字元就組成了所謂

的 RNA 一級結構序列。 

 

 雖然將三級結構根據以 η - θ 角為基礎的結構字元集轉成一級

的結構序列，勢必會損失掉一些資訊。但好處是我們可以利用傳統

的字串比對演算法，去比較兩條一級結構序列以快速地決定出兩個

RNA 三級結構的相似程度。 
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2.3 類類類類 BLOSUM 之之之之結構字元置換結構字元置換結構字元置換結構字元置換分分分分數數數數矩陣矩陣矩陣矩陣 

 

在使用傳統序列的比對時，我們需要一個結構字元的計分函式

（scoring function），才能精確地比對出兩條或多條 RNA 結構字元式

的序列。因此我們參考 1992年 Henikoff與 Henikoff提出的統計方法

去建構出一個 23×23類 BLOSUM（BLOcks Substitution Matrix）的

RNA 結構字元的置換分數矩陣。  

 

當年 Henikoff 與 Henikoff 的做法是從一個公開並且已分類的蛋

白質資料庫得到一個蛋白質序列的集合，然後根據資料庫的分類，

分別將每一群內的蛋白質進行序列的多重比對（ multiple 

alignment），以產生這些胺基酸序列比對中具有高度保留性的區域，

也就是比對後那些沒有插入空白（gap）的區域，Henikoff與 Henikoff

稱之為 blocks。舉一個例子來說（如 Figure 2-6所示），我們可以從

一組多重序列比對的結果中得到 4個 blocks。 

  

Figure 2-6. 經由序列比對後產生的 4個 blocks。 
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接著 Henikoff與 Henikoff就去計算出 blocks集合裡每一個胺基酸出

現的頻率，以及胺基酸與胺基酸配對（align）在一起的頻率，然後

再利用統計的方法去建構出 BLOSUM置換分數矩陣。 

 

 在本研究中，我們利用 DARTS [23]資料庫裡頭 RNA 三級結構來

產生我們的 RNA 結構字元的置換分數矩陣，方法如下: 首先將

DARTS 裡頭的每一群 RNA 三級結構轉成結構字元式的一級序列，

然後再將每一群的結構字元式序列進行多重序列比對，從比對的結

果中蒐集出一群屬於 RNA 結構字元式的 blocks集合。接著我們再去

計算出此 blocks集合裡每一個 RNA結構字元出現的頻率，以及 RNA

結構字元與 RNA 結構字元配對的頻率，最後再利用 Henikoff 與

Henikoff 所提出的統計方法去建構出 RNA 結構字元的類 BLOSUM

置換分數矩陣。 

 

以下介紹我們用來建構出 23×23的 RNA 結構字元類 BLOSUM

置換分數矩陣的統計方法: 令 	���, ��, ⋯ , ��	
	 為我們的 RNA 結構

字元集合。	��	表示在 RNA 結構字元式 blocks集合中所有 	��� , ��	 
的數量（即結構字元	�� 	配對到結構字元	� 	的數量）。	�� 	表示每一個

結構字元	�� 	在 RNA 結構字元式 blocks 集合裡出現的頻率。	�� 	為
	��� , ��	配對頻率的觀察值（observed frequency），		��		為	��� , ��	配
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對頻率的期望值（expected frequency）。 

 

首先我們先從 RNA 結構字元式 blocks 集合裡計算出每一對 

	��� , ��	的配對數量	��	，接著再去計算出所有	��� , ��	配對頻率的觀

察值	�� 	:	
�� = ��∑ ∑ ��������	���

	
 

然後從每個結構字元在 blocks 集合裡出現的頻率 �� ，可以推估出

每一對	��� , ��	配對頻率的期望值 �� 	: 
 

�� = �		���								��	� = �
2���					��	� ≠ � 

 

接著再將	��� , ��	配對頻率的觀察值	�� 	與期望值	��	根據下列公式

求得	��� , ��	配對的分數	score��� , ��	: 
 

score��� , �� = "# log� &����' ± 0.5, 
 

在上述公式中，	λ	是一個值大於 0的常數，在這裡我們令 λ = 2。 
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當	��� , ��	配對頻率的觀察值大於其期望值時，	score��� , ��	的分數

會大於 0，這就表示	�� 	與	� 	這兩個結構字元傾向配對在一起，反之

則表示	�� 	與	� 	不傾向配對在一起。 

 

事實上，依照上述方法所產生的置換分數矩陣會有一個缺點，

此缺點發生於當有多條結構相似的 RNAs 被拿來進行多重結構字元

式序列比對以產生一些 blocks。因此在每一個 block裡會有數條關係

較近的 RNAs，這些數條關係較近的 RNAs 在 block 中的同一欄位

（column）其共有字元出現的頻率會偏高，因而導致在計算各種結

構字元配對頻率時的偏差（bias）。為了解決這個問題，Henikoff 與

Henikoff 還提出了分群（cluster或 group）的觀念，將每個 block內

的序列較為相近的分群在一起並將它們視為一條序列。在本研究

中，我們將相似程度大於或等於 85% 的結構字元式序列分成一群。 

 

根據上述的演算法，我們利用 iPARTS的置換分數矩陣（Figure 

2-7）去做結構字元式序列的多重比對以產生 blocks集合，然後利用

這些 blocks產生一個新的置換分數矩陣，有了這個新的置換分數矩

陣，我們又可以用相同的方法產生更新的置換分數矩陣，如此步驟

一直重複直到置換分數矩陣呈現收斂為止。 
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在本研究中，我們利用 DARTS資料庫裡已分類好的 RNA 三級

結構來建構出屬於 RNA 結構字元的類 BLOSUM 置換分數矩陣。

DARTS 利用 RNA 三級結構的相似程度將 1333個 RNAs 分成 244

群，其中有 89群皆只包含一個 RNA 結構，故無法被拿來進行多重

的結構字元式序列比對，因此我們只考慮其餘的 155 群，而這 155

群總共包含了 816個 RNA 結構。接著，我們用至少 85% 的相同字

元比去做為分群的門檻（cut-off）以產生我們所需的 blocks，最後再

用這些 blocks產生一個類 BLOSUM的結構字元置換分數矩陣，這個

過程我們重複執行了數次（iteration），發現在第五次（Figure 2-8）

與第六次（Figure 2-9）所產生的分數矩陣有呈現收斂的現象。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

23 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2-7.  iPARTS所使用的類 BLOSUM置換分數矩陣，其中藍色

表示負分，紅色表示正分，而且顏色越深表示分數的絕對值越大。 
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Figure 2-8. 第五次 iteration所產生的類 BLOSUM置換分數矩陣。 
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Figure 2-9. 第六次 iteration所產生的類 BLOSUM置換分數矩陣。 

 

 

 



 

26 

 

Chapter 3  
 
Implementation of Software Tool 

基於前面章節介紹的結構字元式的演算法，我們發展了一個軟體

工具，稱之為 iMARTS（Improved Multiple Alignment of RNA Tertiary 

Structures），可供使用者進行 RNA 三級結構的多重比對。接下來我

們會介紹關於 iMARTS的操作介面（Figure 3-1），並且逐步地說明如

何使用 iMARTS。 

 

 

3.1  iMARTS 之之之之輸入輸入輸入輸入（（（（Input）））） 

 

1. 輸入或是貼上多個（至少兩個）RNA 三級結構，格式為 <pdb|ndb 

id>:<chain id>:[residue]-[residue]，第一項為 PDB資料庫或者 NDB

資料庫的代碼，第二項為其鏈（chain）的代號，第三項可輸入

欲比對結構起始與結束的殘基位置。舉例來說，“ 1ASZ:R ”  表

示是 PDB代碼為 1ASZ，chain編號為 R 的這整個 RNA 結構，
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而 “ 1ASZ:R:620-660 ” 則表示是 PDB代碼 1ASZ，chain編號

R，並且是從第 620號到 660號的殘基這個 RNA 子結構。另外，

“ 1ASZ:R:-660 ” 則為 PDB編碼 1ASZ的 R chain之子結構，從

第 1個殘基到第 660號殘基。 

 

2. 除了上述的輸入方式外，使用者也可隨意的上傳任何 RNA 三級

結構（PDB檔案），iMARTS允許使用者最多可上傳 20個 PDB

檔案。 

 

 

Figure 3-1. iMARTS之操作介面。 

 



 

28 

 

3. 若使用者欲使用預設參數來執行 iMARTS，請直接按下 “ Run 

iMARTS ” 即可。否則，須按照以下步驟來設定參數。 

 

4. 選用一個 RNA 結構字元置換分數矩陣。iMARTS 提供第五次

iteration 之類 BLOSUM 置換分數矩陣、第六次 iteration 之類

BLOSUM置換分數矩陣，以及 iPARTS之類 BLOSUM置換分數

矩陣。 

 

5. 選用一組空白罰分（gap penalty）。iMARTS預設的空白罰分為

開 gap（existence）是扣四分，延長 gap（extension）是扣一分。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

29 

 

3.2  iMARTS 之輸出之輸出之輸出之輸出（（（（Output）））） 

 

在 iMARTS的輸出介面上，首先會顯示所有輸入的 RNA 三級結

構與其相關資訊，以及所使用的參數。接著，iMARTS 會顯示將這

些 RNAs 的一級結構字元式序列進行多重比對的結果，與其對應的

原始核苷酸序列，如 Figure 3-2所示。 

 

 

 

   Figure 3-2. iMARTS之輸出介面。 
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此外，使用者可以從 “ Superposition display ”連結到 Jmol視窗，以

觀察多重比對後在三維空間中 RNAs結構的重疊情形，如 Figure 3-3

所示。 

 

 

 
 

   Figure 3-3. iMARTS之輸出介面，視覺化地呈現結構的多重比對。 
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Chapter 4  
 
Results and Discussions 

在這個章節，我們將使用一些例子對 iMARTS、MARTS 和 

Modified-MARTS（此為使用 iPARTS的置換分數矩陣的 MARTS 版

本）來進行測試，並且進一步地說明與討論我們的實驗結果。我們

使用了 Pseudoknots、tRNAs、Ribozymes、5S Ribosomal RNAs 與 16S 

Ribosomal RNAs這五種不同的 RNA 三級結構來進行多重結構比對

的實驗。 

 

在參數的設定上，iMARTS分別使用了第五次 iteration與第六次

iteration 之類 BLOSUM 置換分數矩陣，以及六組不同的空白罰分 

（-X, -Y），其中 -X 表示開 gap的扣分而 -Y 表示延長 gap的扣分，

這六組空白罰分分別為（-4, -1）、（-4, -2）、（-5, -1）、（-5, -2）、（-6, -1）

與（-6, -2）。MARTS 是使用其預設的類 BLOSUM 置換分數矩陣和

預設的空白罰分（-5, -2）。Modified-MARTS 則是使用 iPARTS的類

BLOSUM置換分數矩陣與其預設的空白罰分（-6, -1）。 
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4.1  Pseudoknot多重結構比對多重結構比對多重結構比對多重結構比對 

 

第一組實驗我們以五個 Pseudoknot的結構（1l2x:A, 2ap0:A, 

2ap5:A, 1yg4:A與 1kpy:A）來進行多重結構比對，結果如下表所示: 

 

Table 4-1.  Pseudoknot多重結構比對的 RMSD比較 

Tool BLOSUM-like matrix  Gap penalty RMSD（（（（Å）））） 

iMARTS iteration 5 （-4, -1） 6.26 

iMARTS iteration 6 （-4, -1） 5.51 

iMARTS iteration 5 （-4, -2） 5.88 

iMARTS iteration 6 （-4, -2） 6.10 

iMARTS iteration 5 （-5, -1） 6.74 

iMARTS iteration 6 （-5, -1） 6.10 

iMARTS iteration 5 （-5, -2） 5.88 

iMARTS iteration 6 （-5, -2） 5.89 

iMARTS iteration 5 （-6, -1） 6.78 

iMARTS iteration 6 （-6, -1） 6.06 

iMARTS iteration 5 （-6, -2） 5.89 

iMARTS iteration 6 （-6, -2） 5.13 

MARTS MARTS （-5, -2） 10.42 

 Modified-MARTS iPARTS （-6, -1） 6.80 

 

 

由 Table 4-1裡 14 個多重結構比對的結果，我們可以看到 iMARTS

在使用第六個 iteration的類 BLOSUM置換分數矩陣和空白罰分（-6, 

-2）時的 RMSD（5.13 Å）為最小為（其結構的重疊如 Figure 4-1a

所示）。然而，MARTS的 RMSD則為 10.42 Å（其重疊的結構如 Figure 
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4-1b）。而 Modified-MARTS 的 RMSD為 6.8 Å，剛好介於 iMARTS

與 MARTS 之間。由此可見， iMARTS 的三級結構的比對結果確實

比 MARTS來得好，尤其是 1l2x:A 與 1kpy:A（如 Figure 4-1b紅色與

藍色的 RNAs）這兩個 RNAs三級結構，MARTS明顯沒有把它們與

其它三個 RNAs對得很好。 

 
 
 
 
 
 

  

（a）                       （b） 

 

Figure 4-1. 對五個 Pseudoknots的三級結構進行多重比對。（a）

iMARTS多重結構的比對，其 RMSD為 5.13 Å。（b）MARTS多重結

構的比對，RMSD為 10.42 Å。 
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4.2  tRNA多重結構比對多重結構比對多重結構比對多重結構比對 

 

第二組實驗我們使用六個 tRNA 的結構（1H4S:T, 2CSX:C, 

1ASZ:R:620-660, 1EVV:A, 1IL2:C, 1J2B:C）來進行多重結構比對，其

實驗結果如下表所示: 

 

Table 4-2.  tRNA 多重結構比對的 RMSD比較。 

Tool BLOSUM-like matrix  Gap penalty RMSD（（（（Å）））） 

iMARTS iteration 5 （-4, -1） 9.36 

iMARTS iteration 6 （-4, -1） 10.11 

iMARTS iteration 5 （-4, -2） 9.93 

iMARTS iteration 6 （-4, -2） 10.10 

iMARTS iteration 5 （-5, -1） 9.43 

iMARTS iteration 6 （-5, -1） 10.38 

iMARTS iteration 5 （-5, -2） 8.83 

iMARTS iteration 6 （-5, -2） 8.44 

iMARTS iteration 5 （-6, -1） 9.35 

iMARTS iteration 6 （-6, -1） 10.10 

iMARTS iteration 5 （-6, -2） 8.57 

iMARTS iteration 6 （-6, -2） 8.40 

MARTS MARTS （-5, -2） 12.48 

 Modified-MARTS iPARTS （-6, -1） 11.43 

 

 

在 Table 4-2中，我們可以發現 iMARTS 在使用第六個 iteration

的類 BLOSUM置換分數矩陣和空白罰分（-6, -2）時的 RMSD（8.4 Å）

為最小，重疊起來的 tRNA 結構如 Figure 4-2a所示。MARTS的多重
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結構比對結果其 RMSD為 12.48 Å （重疊的 tRNA 結構參見 Figure 

4-2b），造成此結果的主要原因是MARTS沒有把而1IL2:C （如Figure 

4-2b 中黃色的結構）與其它的 tRNA 結構對得很好。對於

Modified-MARTS，其 RMSD則為 11.43 Å，結果仍沒有比 iMARTS

好。 

 
 
 
 

 
 

（a）                       （b） 

 

Figure 4-2. 對六個 tRNAs的三級結構進行多重比對。（a）iMARTS

多重結構的比對，其 RMSD為 8.40 Å。（b）MARTS 多重結構的比

對，RMSD為 12.48 Å。 
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4.3  Ribozyme多重結構比對多重結構比對多重結構比對多重結構比對 

 

第三組實驗我們使用同一個 Ribozyme（1X8W），但不同 chain

的 RNA 結構（1X8W:A, 1X8W:B和 1X8W:C）來進行三級結構的多

重比對，實驗結果如 Table 4-3所示: 

 

Table 4-3.  Ribozyme多重結構比對的 RMSD比較。 

Tool BLOSUM-like matrix  Gap penalty RMSD（（（（Å）））） 

iMARTS iteration 5 （-4, -1） 7.39 

iMARTS iteration 6 （-4, -1） 7.35 

iMARTS iteration 5 （-4, -2） 7.41 

iMARTS iteration 6 （-4, -2） 7.35 

iMARTS iteration 5 （-5, -1） 7.39 

iMARTS iteration 6 （-5, -1） 7.35 

iMARTS iteration 5 （-5, -2） 7.41 

iMARTS iteration 6 （-5, -2） 7.35 

iMARTS iteration 5 （-6, -1） 7.39 

iMARTS iteration 6 （-6, -1） 7.29 

iMARTS iteration 5 （-6, -2） 7.41 

iMARTS iteration 6 （-6, -2） 7.29 

MARTS MARTS （-5, -2） 35.50 

 Modified-MARTS  iPARTS （-6, -1） 7.71 

 
 

觀察這組實驗結果可以發現，iMARTS 與 Modified-MARTS 的

RMSD皆在 8 Å 以下，而 MARTS的 RMSD卻高達 35.5 Å，其結構

的重疊（Figure 4-3b）相當地不理想。 
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（a） （b） 

 

Figure 4-3. 對三個 Ribozyme的結構進行多重比對。（a）iMARTS多

重結構的比對，其 RMSD為 7.29 Å。（b）MARTS多重結構的比對，

RMSD為 35.50 Å。 

 

 

 

 

 

 

 



 

38 

 

4.4  5S Ribosomal RNA多重結構比對多重結構比對多重結構比對多重結構比對 

 

第四組實驗我們使用了三個 5S Ribosomal RNA的結構（3CC2:9, 

1Y69:9與 2J03:B），來進行 RNA 三級結構的比對，實驗結果如 Table 

4-4所示: 

 

Table 4-4.  5S Ribosomal RNA多重結構比對的 RMSD比較。 

Tool BLOSUM-like matrix  Gap penalty RMSD（（（（Å）））） 

iMARTS iteration 5 （-4, -1） 3.68 

iMARTS iteration 6 （-4, -1） 3.68 

iMARTS iteration 5 （-4, -2） 3.91 

iMARTS iteration 6 （-4, -2） 3.91 

iMARTS iteration 5 （-5, -1） 3.91 

iMARTS iteration 6 （-5, -1） 3.70 

iMARTS iteration 5 （-5, -2） 3.70 

iMARTS iteration 6 （-5, -2） 3.70 

iMARTS iteration 5 （-6, -1） 3.70 

iMARTS iteration 6 （-6, -1） 3.91 

iMARTS iteration 5 （-6, -2） 3.70 

iMARTS iteration 6 （-6, -2） 3.70 

MARTS MARTS （-5, -2） 18.73 

 Modified-MARTS  iPARTS （-6, -1） 5.28 

 

 

由上表得知，iMARTS 在使用第五個與第六個 iteration 的類

BLOSUM置換分數矩陣和空白罰分（-4, -1）進行多重結結構比對時

的 RMSD（3.68 Å）皆為最小為（其結構的重疊如 Figure 4-5a所示），
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而 MARTS 結構比對的 RMSD 為 18.73 Å （見 Figure 4-5b）， 

Modified-MARTS 則為 5.28 Å，其結果比 MARTS 好，但仍不及

iMARTS。 

 
 
 

 

 
 

（a）                       （b） 

 

Figure 4-4. 對三個 5S Ribosomal RNA的結構進行多重比對。（a）

iMARTS多重結構的比對，其 RMSD為 3.68 Å。（b）MARTS多重結

構的比對，RMSD為 18.73 Å。 
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這三個結構本身也極為相似，而其中 2J03:B（如 Figure 4-5黃色

的 RNA）與 1Y69:9 （如 Figure 4-5橘色的 RNA）這兩個 RNAs在

MARTS的結構比對，相較於 iMARTS的結構比對並無太大的差異，

而 MARTS 整體的比對表現較差，其主要原因則是因為 3CC2:9（如

Figure 4-5紅色的 RNA）在結構序列比對上為了將特定的幾個字元配

對在一起而開了許多 gap，導致在 MARTS 的結構比對時無法將

3CC2:9與其餘兩個 RNAs比對得很好，以 Figure 4-5a來看，3CC2:9

與其它兩個結構是非常地相似。 

 

 

 

 

4.5  16S Ribosomal RNA多重結構比對多重結構比對多重結構比對多重結構比對 

 

最後一組實驗我們將五個 16S Ribosomal RNA的結構（2UU9:A, 

2E5L:A, 1FJG:A, 2HGR:A與 1HNW:A）進行結構的多重比對，實驗

結果如 Table 4-5 所示。觀察這組實驗的結果， iMARTS 與

Modified-MARTS 進行多重結構比對的 RMSD 皆不超過 3 Å，而

MARTS結構比對的 RMSD卻高達 45.25 Å。Figure 4-6a為 iMARTS

使用第六個 iteration的類BLOSUM置換分數矩陣和空白罰分（-6, -1）
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時所得到的五個 Ribosomal RNA重疊的結構，其 RMSD為 2.49 Å。

Figure 4-6b則為MARTS的結構比對結果，以此組結果得知， MARTS

的比對結果有誤，其中的 2UU9:A（即 Figure 4-6b紅色的 RNA）明

顯地旋轉了至少 90度，因此造成整體比對的結果極差，RMSD值極

大。 

 
 
 

Table 4-5.  16S Ribosomal RNA多重結構比對的 RMSD比較。 

Tool BLOSUM-like matrix  Gap penalty RMSD（（（（Å）））） 

iMARTS iteration 5 （-4, -1） 2.60 

iMARTS iteration 6 （-4, -1） 2.51 

iMARTS iteration 5 （-4, -2） 2.68 

iMARTS iteration 6 （-4, -2） 2.50 

iMARTS iteration 5 （-5, -1） 2.62 

iMARTS iteration 6 （-5, -1） 2.50 

iMARTS iteration 5 （-5, -2） 2.68 

iMARTS iteration 6 （-5, -2） 2.68 

iMARTS iteration 5 （-6, -1） 2.62 

iMARTS iteration 6 （-6, -1） 2.62 

iMARTS iteration 5 （-6, -2） 2.68 

iMARTS iteration 6 （-6, -2） 2.68 

MARTS MARTS （-5, -2） 45.25 

 Modified-MARTS iPARTS （-6, -1） 2.76 
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（a）                       （b） 

 

Figure 4-5. 對五個 16S Ribosomal RNA的結構進行多重比對。（a）

iMARTS多重結構的比對，其 RMSD = 2.49 Å。（b）MARTS多重結

構的比對，RMSD = 45.25 Å。 
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Chapter 5  
 
Conclusions 

   在本研究中，我們使用了 iPARTS的結構字元以及利用分群的概

念改善了 iPARTS的類 BLOSUM置換分數矩陣，並且重新建立一個

可供使用者比對多個 RNA 三級結構的軟體工具 iMARTS。除此之

外，我們的實驗結果也顯示出新的 iMARTS 確實比之前的 MARTS

和 Modified-MARTS有更好的表現。最後，我們相信這個使用結構字

元式的演算法搭配上新的類 BLOSUM置換分數矩陣的 iMARTS，可

以在結構生物學的研究成為一種有用的工具。目前 iMARTS 是利用

CLUSTAL W 來進行 RNA 結構字元式序列的多重比對，事實上應有

其它更好的軟體工具如T-Coffee也可以來進行RNA結構字元式序列

的多重比對。因此，如何利用 T-Coffee來取代 iMARTS 目前所使用

的 CLUSTAL W，將是一件值得研究的課題。 
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