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利用核醣核酸的二級結構及基因規劃法 

找尋其共同結構元 

研究生：林勁伍 

 

指導教授：胡毓志博士 

國立交通大學資訊科學系碩士班 

摘 要       

功能性核醣核酸參與了許多生命中的重要反應，使得人們想要了解各核醣核酸的功能。由

於核醣核酸的功能與二級結構有密切關係，使得預測核醣核酸二級結構成為生物資訊中一個發

展中的課題。本論文中，我們提出一個融合多重策略的方法，自相關核醣核酸序列的二級結構，

尋找具特徵的共同結構元。我們首先使用Mfold做為前處理器，預測單一核醣核酸序列的完整

二級結構。之後，將Mfold的結果轉換為我們設計的核醣核酸表示法，使用基因規劃法找出其

共同的結構元。在測試了數個真實的核醣核酸家族之後，我們驗證了本方法能夠有不錯的表現。 
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ABSTRACT 

Functional RNA molecules play an important role in many biological activities such that 

people want to understand the function of them. As there is high correlation between the 

function and the secondary structure of RNA, RNA secondary structure prediction has 

become an active topic of bioinformatics. In this thesis, we propose a multi-strategy 

approach to find common structural motif within functionally related RNAs. We first use 

Mfold as a preprocessor, to predict the global secondary structure of single RNAs. After we 

transform the outputs of Mfold into our RNA representation, we apply genetic programming 

to identify common structural motifs. The new method has been tested on several real RNA 

families, and demonstrated promising performance. 
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第一章 前言 

1.1 研究動機 

一九九零年代所開始的人類基因體計畫完成了絕大部分人類基因的定序，爾

後的重點就是要探討這些基因所代表的功能。從微觀的角度來看，維持生理機能

有兩種最重要的分子：核酸及蛋白質，其中蛋白質直接影響生物體的運作，核酸

則是保存蛋白質結構的藍圖。 

 

依分子生物學的中心教條－ "去氧核醣核酸（DNA, deoxyribonucleic acid）

轉錄成核醣核酸（RNA, ribonucleic acid），核醣核酸轉譯為蛋白質" 所示，核

醣核酸似乎僅是一個中間產物，攜帶去氧核醣核酸的資訊到核糖體，合成所需要

的蛋白質。然而，這只是眾所皆知的一類核醣核酸－信使核醣核酸（messager RNA, 

mRNA）而已。其他常見的還有轉移核醣核酸，（transfer RNA, tRNA）, 核糖體

核醣核酸（ribosomal RNA, rRNA）。尤其是核酶（ribozyme）、微核醣核酸

（microRNA）被發現後，更是顛覆了核醣核酸原本的地位－原來它們也像蛋白質

一樣的重要。這些 RNA 會折疊成特定的形狀來輔助生命機制，包含催化化學反應

及調控基因表現等等。並且在少數情況下，mRNA 本身所形成的結構也會影響生

物體。 

 

在發現核醣核酸在生命中是佔有很重要的地位後，人們也積極的想要掌握核

醣核酸的功能。若能由方便得知的 RNA 序列來預測其結構，進而猜測功能，未來

就能透過分子層級的方法來控制生命運作。 

 

然而，核醣核酸的結構不固定、運作時的結構不見得是擁有最小能量、以及

不像 DNA 很單純的僅有兩種配對等種種特性，使其結構的預測極為不易。發展有

效率、高正確性的結構預測工具是必要的。本研究試圖從一群功能相同的核醣核
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酸，加入利用能量預測二級結構的資訊，以預測其共同的結構元，希望能直接點

出核糖核酸行使功能的區域及結構。 

 2



1.2 研究假設 

本研究設定了兩個合理的基本假設：  

 

一、具有相同功能的序列，會擁有共同的結構元 [Pley et al, 1994; Scott et 

al, 1995; Lewis, 2003] 。 

由演化的角度來看，重要的基因序列會在演化中保存下來，但是在功能性的

核醣核酸上，並非十分的強烈。由化學的角度來看，當結構有些許變化就很可能

影響分子結合的能力。因此我們認為，一群功能相同的核糖核酸序列行使功能之

區域，二級結構必定幾乎相同。 

 

二、行使功能的共同結構元不容易在完全隨機的狀態下出現。 

倘若一個擁有重要功能的結構元能任意產生，必然會輕易改變生物體的生命

機制，此物種不會被保留下來。相同的假設也被運用在其他系統 [Hu, 2002]。 
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1.3 研究目的  

目前，已有許多研究者使用各種方法來嘗試解決這個問題。包含圖論方法、

演化式計算、隱式馬可夫模型、序列排比等等。其中使用基因規劃法（GP, Genetic 

Programming）的 GPRM 是一個彈性大、正確率良好、不需要依賴序列排比的系統。

但可惜對於突起結構及非對稱環狀結構的容忍性不佳，完全不使用任何領域知識

（domain knowledge）也使得搜尋空間過大，需要更多時間來彌補。 

 

在此我們同樣使用基因規劃法，嘗試改進 GPRM 對於突起結構及非對稱環狀

結構處理不佳的地方，加入能量的資訊以縮小搜尋空間，以期能處理數量更多、

結構更複雜的核糖核酸家族。 
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1.4 論文架構 

本論文分為六個章節及附錄，簡述如下： 

 

第一章前言，介紹本研究的動機及背景，以及所使用的方法與面臨的問題。 

第二章文獻探討，將會介紹所需的背景知識，以及該議題過去的發展。 

第三章研究方法，是本篇論文的核心，詳細介紹本研究所設計的方法。 

第四章實驗結果，所有的實驗內容及結果將在此做個整理。 

第五章結論與討論，分析本研究的優缺點。 

第六章參考文獻，列出本研究的參考資料。 
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第二章 文獻探討 

2.1 核醣核酸簡介 

1953年，生物學有個驚人的大突破。Watson 與 Crick 發現了去氧核醣核酸

會以美麗的雙股螺旋結構存在生物體中[Watson, Crick, 1953]，並著手建立了

生命基本原理的中心教條，開啟了遺傳學與分子生物學的大門。 

 

核醣核酸在中心教條中，僅是將去氧核醣核酸的訊息帶到核糖體，轉譯成蛋

白質。然而，這是一個過度簡化的流程。隨著越來越多的研究發現，維持複雜生

命機制絕不是如此一條直線流程所能代表。 

 

2.1.1 核醣核酸的重要性及資訊學扮演的角色 

除了早期的功能性核醣核酸外，能作為催化劑的核酶也陸續被發現，而能夠

調控許多關鍵基因表現的微核醣核酸更是令人驚豔。 

 

微核醣核酸是一群非常短，長度約二十多個鹼基的核醣核酸，最明顯的特徵

就是所有微核醣核酸的先質（precursor）都具有一個類似髮夾的構造（將在下

一小節介紹），而這些構造在基因體裡是相當穩定的。微核醣核酸在後轉錄時期

（post-transcription）參與調控。其影響包含控制細胞凋亡、組織成長、肥胖

代謝，以及決定某些基因的表現時間。[Lee et al, 1993; Reinhart et al, 2000; 

Ambros, 2001] 

 

微核醣核酸很小，而且不會轉錄成蛋白質，研究上很難從細胞中直接分離出

來。在此，電腦的輔助就顯得十分重要了。Burge 及 Bartel 等人透過電腦預測

基因體中的微核醣核酸的數目與位置。他們首先利用微核醣核酸在結構上的特

性，尋找線蟲 C. elegans 基因體中所有會形成髮夾構造的序列。並且利用微核
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醣核酸在演化上保留的特性，與另外一個相近的線蟲種 C. briggsae 的基因體是

否有相同序列。之後，再將這些微核醣核酸的可能序列進一步與目前已知的微核

醣核酸序列進行比對，以找出在結構上與已知微核醣核酸更為相似者，最後進行

分子試驗以確認是否真的是微核醣核酸[Rhoades et al, 2002]。除此之外，相

同的特性也被運用在尋找果蠅上的微核醣核酸，同樣的透過電腦的協助 [Lai et 

al, 2003]。 

 

 這僅是核醣核酸參與重要調控的其中一例，而且我們不難發現，為了處理龐

大的資料，藉由電腦輔助分析，已是生物研究上一個非常重要的環節。 

 

2.1.2 核醣核酸序列及二級結構 

 核醣核酸由 A、G、C、U四種含氮鹼基組成，四個字母分別代表腺瞟呤

（Adenine）、鳥糞瞟呤（Guanine）、胞嘧啶（Cytosine）、尿嘧啶（Uracil）。為

了版面清晰及方便，本論文以後將會使用這四個字母來表示核醣核酸的四種成

分。 

 

核醣核酸二級結構的概念開始於 1959年，Doty 與 Fresco 揭開了這段序幕

[Doty et al, 1959; Fresco et al, 1960]。不同於去氧核醣核酸，核醣核酸常

以單股存在生物體中，透過分子間的作用力，自我折疊成特定結構。這些作用力

主要包含標準鹼基對(canonical base pair)－C、G 間形成三個氫鍵，A、U間形

成兩個氫鍵，如此兩兩配對，構成核醣核酸的基本結構。還有一對被稱為擺動鹼

基對(wobble base pair)的 G、U 配對， G、U 間只會形成一個氫鍵，所以此配

對不太穩定，需透過周圍的鹼基對輔助。此外，U、U，A、G等等都可能在特定

的情況下配對。這些配對，形成了核醣核酸的基本結構，被稱為二級結構。 
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圖一. 核醣核酸常見的二級結構[本圖出自 http://ludwig-sun2.unil.ch/~bsondere/nussinov] 

 

圖一列出基本的核醣核酸二級結構，說明如下： 

1. 莖幹結構（stem） 

若核醣核酸序列中，連續的鹼基配對成一個長條的形狀，稱為莖幹結構（如

圖中 e)。 

2. 髮夾環狀結構(hairpin loop) 

當莖幹一端的鹼基完全沒有互相配對，該區域稱為髮夾環狀結構。或者可以

如此定義：當一個連續的非配對區域不是在序列的終端，而且僅與一個莖幹

相鄰的話，該區域就是一個髮夾環狀結構（如圖中 a）。此外，此環狀結構

和相鄰的莖幹合稱一個髮夾結構。 

3. 內部環狀結構(internal loop) 

一個連續的非配對區域恰與兩個莖幹相鄰，並且兩側都有未配對的鹼基，該

區域就是一個內部環狀結構。該環狀結構看起來就像把一個長的莖幹結構從

中間截斷，使其分為兩半。內部環狀結構分為對稱及非對稱結構。當兩旁未

配對的鹼基個數相同時，稱為對稱的內部環狀結構；反之則稱為非內部環狀

結構（如圖中 b）。 

4. 突起結構(bulge) 
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在莖幹中僅一邊有未配對的鹼基，而另一邊都是連續的鹼基對，則稱這些沒

配對的區域為突起結構（如圖中 c）。 

5. 多分支環狀結構(multi-branched loop) 

類似內部環狀結構，但當該環狀結構與三個以上的莖幹接觸時，稱為多分支

環狀結構（如圖中 a）。 

6. 擬結結構(pseudo-knot) 

擬結結構是一種比較特別的結構，形成的主因是莖幹交錯配對。當莖幹間的

鹼基會與莖幹外的鹼基形成配對時，該結構看似就像打結一樣，但實際上並

沒有，因此稱為擬結結構。 
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2.2 預測核醣核酸結構的相關方法 

物種經過長時間的演化後，原本擁有相同生化功能的分子會有些微變異。生

物學家們會將這些分子收集成一個家族（family），以方便分析物種間的關係，

並降低資料的複雜性。 

 

目前生物學家認為，分子的結構是影響其功能的關鍵。例如常見的功能性核

醣核酸之一－轉移核醣核酸，負責在轉譯作用時攜帶對應的胺基酸，長度大概介

於七十到八十個鹼基。其結構都是很穩定的苜蓿葉（cloverleaf）結構：包含四

個莖幹結構，形狀類似十字架或四瓣的苜蓿葉，如圖二所示[Sprinzl et al, 

1998]。 

 

 

圖二. 傳遞者核糖核酸的二級結構 

 

因此，如果能有一個方便、迅速的方法，可以立即發現家族成員中的共同結

構元，對生物學是很重要的。這不只能協助他們馬上了解該家族功能表現的區

域，簡化盲目的嘗試，更甚者，利用已知的共同結構，檢驗功能未知的序列，以
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推論其功能。 

 

 關於核醣核酸二級結構的預測可以追溯到將近四十年前，Tinoco 所提

出使用最鄰近能量參數最小化能量的方法[Tinoco, 1971]，之後各類預測法如雨

後春筍般的冒出，期望能一舉解決所有問題，但仍然沒有一個殺手級的系統能預

測得又快又準。 

 

底下簡述與本研究密切相關的兩種核醣核酸結構預測系統，以及近年預測家

族核醣核酸共同結構元所使用的方法： 

 

2.2.1 GPRM[Hu, 2002] 

GPRM 為本實驗室於 2002年所提出的核醣核酸二級結構的預測系統，其特點

是不需考慮能量、不依賴序列排比、針對一個功能相同的家族尋找其共同結構

元。採用基因規劃法，尋找相同功能核醣核酸的共同二級結構元。GPRM 將二級

結構元轉為特定語言，視為基因規劃法中的一個個體（individual），透過包含

突變（mutate）、互交（crossover）等機制產生變異，以演化出最適合的個體。 

 

其關鍵在於，描述語言將二級結構元分成兩大部分：結構拓璞與結構長度的

範圍。結構拓璞描述了莖幹各股（strand）的相對位置，而結構長度範圍限制莖

幹與環狀結構的大小。如此一來，便可以描述一個形狀一樣，大小類似的結構，

符合分子行使功能的限制。 

 

 描述語言的意義如下： 

1. 允許 G、C，A、U，G、U三種鹼基配對。 

2. 一個莖幹至少要有三個鹼基對。 

3. 允許長度大或等於四的莖幹包含些許的未配對鹼基（通常為一到二個）。也
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就是說允許莖幹中包含小的對稱內部環線。而莖幹的長度會包含這些未配對

鹼基。 

 

 

42 31

[5-6] [4-7] [5-6](2-3) (0-3) (2-4) [4-7]  

圖三. 擬結結構在 GRPM 描述語言中的表示法 

 

圖三展示了 GPRM 語言表達擬節結構的方式。結構拓樸中，矩形表示莖幹的

一股，線條所連接兩個矩形表示此兩股配對成為一個莖幹結構。圖中包含四股兩

個莖幹，其中第一個莖幹為第一股與第三股配對而成；第二個莖幹是第二與第四

股。下方的結構長度表示出各莖幹結構與環狀結構的大小：方括號代表莖幹結構

的長度範圍；小括號則代表環狀結構的長度範圍。如圖中，第一莖幹的長度範圍

為五到六個鹼基，而第一股與第二股兩者間的未配對區域型成一個長度二到三的

環狀結構。 

 

帶有彈性的結構大小可以包容形狀一樣但大小有差異的共同結構元，但可惜

突起及非對稱的環狀結構會將莖幹分割成數個小莖幹，而莖幹數目的增多則同時

增加了 GPRM 的搜尋空間（search space)降低其使用性與準確度。 
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本系統將試圖彌補這個不足之處。 

 

2.2.2 Mfold[Zuker, 2003; Mathews et al, 1999] 

Mfold 是一套單一核醣核酸序列的二級結構預測系統，在 1989年 Zuker 所

提出[Zuker, 1989]，利用動態規劃法（Dynamic programming）計算核醣核酸序

列各種摺疊方式的自由能量，以預測出能量最小、最穩定的結構。 

 

以能量辦別二級結構有一定的正確率，不過，核醣核酸在摺疊過程可能因為

某些因素甚至受其他分子影響，使得理論的上最穩定結構無法形成。因此單純以

最小能量來斷定結構會有許多錯誤產生。除此之外，無法處理擬結結構也是

Mfold 的一項缺點。 

 

 然而，若能提供部分已知條件給 Mfold，例如限制拓樸結構或是強制某些鹼

基配對，正確率將能大大的提升。此外 Mfold 會提供數個次佳結果，供有背景知

識的使用者選擇。 

 

因此，Mfold 仍提供了相當程度的資訊，被廣泛的運用在相關研究上[Lai et 

al, 2003 ;Fera et al, 2004; Punginelli et al, 2004; Thiviyanathan et al, 

2004]。 

 

下頁圖四為 Mfold 所預測 Phe-tRNA 中的 DF5041 序列。(a)圖為 Mfold 所計

算出自由能最小最穩定的結構，但是(b)圖才是 DF5041 序列正確的結構，它是

Mfold 預測結果中，自由能第七小的結構。 
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  (a)第一順位是完全錯誤的結

圖四. 一個 Mfold 的預測例子（使用預

 14
(b) 正確埋藏在第七順位。
測的參數）： 



2.2.3 其他方法 

首先同時研究核醣核酸家族序列的是 Sankoff，他使用動態規劃法同時地排

必、預測二級結構及建立物種的親源關係[Sankoff, 1985]。這聽起來很夢幻，

可惜複雜度高達 O(L^3N)。之後 Gorodlin 等人改用了貪婪演算法（greedy 

algorithm）降低了不少複雜度[Gorodkin et al, 1997]，但仍然需要依賴序列

排比。這很可能受到協同變異（comutate）的干擾。全域的序列排比工具 CLUSTAL 

W 也有相同的問題[Thompson et al, 1994]。 

 

隨機前後文無關文法（stochastic context-free grammar, SCFG）也是被

用來嚐試的方法[Eddy and Durbin, 1994; Holmes and Rubin, 2002]，同樣的

也受到序列層級的牽制。運用到圖論演算法中的最大權重配合法（maximum 

weighted matching algorithm）與最大集團搜尋法（maximum clique finding 

algorithm）的兩類系統，十分依賴序列或是結構排比的結果[Cary and Stormo, 

1995; Ji et al, 2004]。 
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2.3 核醣核酸資料庫 

預測二級結構的原料－基因序列或核醣核酸序列及其已知結構也是相關研

究的一大重點。這裡介紹一些本研究所使用到的測試資料來源，以及其他常用的

資料庫： 

 

1. Rfam[Griffiths-Jones et al, 2005] 

(http://www.sanger.ac.uk/Software/Rfam/) 

Rfam 為少數包含多數家族的核醣核酸資料庫之一，並且它也提供核醣核酸

折疊的資訊，是以隨機前後文無關文法為主建立的資料庫。至 2005年三月，

已包含了 503 個核醣核酸家族，超過四十萬條核醣核酸序列。 

 

2. 5S ribosomal RNA database[Szymanski, 2002] 

(http://rose.man.poznan.pl/5SData/) 

此資料庫是專為 5S 的核糖體核醣核酸所建置，包含目前這些序列的排比資

訊及二級結構。除此之外，也提供與這些核醣核酸結合的蛋白質，資訊十分

完整。 

 

3. tRNA Compilation 2000[Sprinzl et al, 1996] 

(http://www.staff.uni-bayreuth.de/~btc914/search/) 

提供轉錄者核醣核酸的序列，及其結構資訊。該資料庫還提供搜尋功能，並

依照物種及所攜帶的胺基酸分類。 

 

4. The miRNA Registry[Griffiths-Jones S, 2004] 

(http://www.sanger.ac.uk/Software/Rfam/mirna/index.shtml) 

 至 2005 四月，共收集了 1650 條微核醣核酸序列，可依物種分類瀏覽。此外，

此資料庫也包含各微核醣核酸的先質，也有提供搜尋介面。使用者可以根據序列
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片段、編號或名稱進行搜尋。 

 

5. 其他常見資料庫 

PseudoBase (http://wwwbio.leidenuniv.nl/~Batenburg/PKB.html) 

[Batenburg et al, 2000] 收集了許多結構包含擬結的序列。 

SCOR (http://scor.lbl.gov/) [Tamura et al, 2004] 提供核醣核酸的三

維結構、功能以及分子的相互作用，偏向區域性（local）的資料庫。 

The RNase P Database (http://jwbrown.mbio.ncsu.edu/RNaseP/home.html) 

[Brown, 1999] 則包含了 Ribonuclease P 家族序列的資訊。 
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第三章 研究方法 

3.1 系統設計目的 

不使用任何領域知識的 GPRM 可以尋找結構穩定的區域性共同結構元，但對

於一個包含長度較小的非對稱環狀結構的莖幹，無法將其視為一個莖幹，而會分

割成兩個、甚至更多莖幹（如圖五所示）。如此一來，將大大增加問題的複雜度，

需要花費許多額外的時間來處理。為了解決此問題，本研究設計一個更具有包容

性的描述語言，並將能量的資訊納入考慮，以減少搜尋空間，加速系統的運作以

處理更長更多的序列。 

 

 

 

(a)舊的 GRPM 二級結構元表述法會因非對稱環狀結構而分割莖幹 

 

(b)若能不受小的內部環狀結構影響，可以大幅減低複雜度 

圖五 C.elegans miR-34 的髮夾結構 
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 本研究設計一套新的系統Fold2GP（Fold to Genetic Programming），採用

眾所公認的Mfold系統為前處理器，自單一核醣核酸二級結構的觀點，來尋找共

同的二級結構元。但鑑於Mfold仍有許多不足之處，我們提高Mfold中允許自由能

提升的容忍量，採用能容許大量雜訊（nosie）的基因規劃法，以期能在廣大的

搜尋空間中，尋找出家族核醣核酸的共同結構元。 
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3.2 核醣核酸描述語言 

本研究針對二級結構設計一套方便基因規劃法演化的描述語言，原則上承襲

GPRM 的型態，但所包含的意義略有不同。語言的定義如下： 

 

1. 分為結構拓樸及結構長度範圍。 

2. 結構拓樸中的莖幹辨別是根據 Mfold 計算而得到的，不單純只是 G≣C、

A＝U、G－U 三種鹼基配對。 

3. 一個莖幹中可包含特定長度以下的內部環狀結構或突起結構。這個數目

可以讓使用者自由定義，本實驗預設值為三個鹼基。 

4. 莖幹結構的每股與每個環狀結構分別給予一個長度範圍，表示該結構元

所涵蓋的結構大小。 

5. 內部環狀結構的長度不包含在莖幹長度中。 

 

透過上述定義，任何的二級結構能輕易的轉換為描述語言。下頁圖六中我們

展示了以描述語言表示兩個序列的共同結構。描述語言的上半部為結構拓樸的示

意圖，下半部括號裡表示上述定義中的第四點，結構長度的範圍，其中方括號代

表莖幹結構的長度範圍、小括號則代表環狀結構的長度範圍。根據上述定義的第

三點，當設定為允許莖幹包含三個以下的內部環狀結構，第一股與第十股（如圖

中編號）形成長度為八個鹼基的莖幹，忽略內部環狀結構。 

 

 當序列所形成的結構中，有子結構與某結構元有相同的拓樸結構，並且每個

莖幹與環狀結構的長度都在結構元允許的結構長度範圍內，就稱此序列擁有該結

構元。 
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圖六. 以描述語言表示兩個富含非對稱內部環狀結構的 5SrRNA。 
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3.3 系統架構 

本系統主要包含三大部分：系統前處理、預測及轉換二級結構，與主要的核

心基因規劃法。 

 

系統前處理包含兩個步驟，首先是處理系統參數。本系統可供使用者自行定

義系統參數，包含設定莖幹及環狀結構的範圍，以及莖幹內所允許的內部環狀結

構大小等等。完全使用系統預設的參數，也能達到一定效果。若使用者對於欲預

測的資料有所了解，能提供更嚴謹的系統參數，還可大幅增進預測的正確性。此

外，基因規劃法有本身系統執行時所需的參數，例如族群數量（population 

size）、與各運算子發生的機會。 

 

  

圖七. 系統流程圖 
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第二步驟則是產生負面的背景資料（negative data set）。本研究根據研究

假設，採用監督學習（supervised learning）來加強系統的效能。背景資料的

數量為輸入序列數的倍數，使用者可以自由調整。一般而言，當輸入資料的序列

數很少時，我們會建議使用較大的倍數來加強背景資料的效果。背景資料的序列

長度根據各個輸入序列的長度而定。比方說，當背景資訊的序列倍數為三時，第

一到三條的長度會取輸入序列第一條的長度；第四到六條則取輸入序列第二條的

長度，依此類推。另外，本系統採用一級（first-order）序列產生法，也就是

每個鹼基被挑選的機會是根據前一個鹼基來決定。 

 

完成背景資料後，連同欲預測共同結構元的輸入序列，輸入至 Mfold來預測

二級結構。Mfold 對於每條序列通常會有多個預測結果（大部分為十幾個），這

些結果稱為本系統的“候選結構＂。每個候選結構包含以下資訊：根據能量排序

的排名、估計的能量、以及各鹼基的配對資訊。 

 

取得候選結構後，根據下列三點將配對資訊轉為結構描述語言: 

1. 將連續的鹼基配對視為一個莖幹。 

2. 允許特定大小的內部環狀結構及突起結構(預設為三個鹼基)。 

3. 根據系統參數，過濾掉過小的莖幹。 

 

至此，我們得到許多以描述語言表示的結構。這些結構包含輸入序列及背景

序列的所有候選結構。 
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3.4 基因規劃法 

基因規劃法源自基因演算法（genetic algorithm, GA），為 Koza 在 1992

年所提出的方法[Koza, 1992]。同樣都是模擬達爾文所提出“物競天擇；適者生

存＂的概念，自一個隨機產生的初代個體中，透過突變、互交、及複製等演化運

算，逐步演化出適應度高的個體。 

 

與基因演算法最大的不同在於，基因規劃法將個體直接轉換為樹狀結構，稱

為分析樹（parse tree），而不需要編碼為基因演算法所使用的固定長度二元字

串。不過，鑑於使用樹狀結構會耗費的大量運算時間，以及考量核醣核酸共同結

構元的複雜度，本研究並不採用傳統的樹狀結構，而直接使用結構描述語言來模

擬樹狀結構。 

 

基因規劃法分為五個部份： 

1. 產生初代個體（initial population） 

2. 適應函數(fitness function) 

3. 母代挑選機制(selection) 

4. 演化運算子(genetic operators) 

5. 終止條件(termination criterion) 

以及最後的後處理(post process)。 

 

系統將二級結構資訊轉為結構描述語言後，根據這些資訊產生初代個體，並

一一計算其適應分數。當全部個體適應分數計算完畢後，再透過挑選機制選出適

當的母代，而後由演化運算產生新的個體，直到新個體數目到達族群數量。如此

反覆製造新一代的個體，直到滿足終止條件。 

 

以下各小節將詳述各部份的實作策略。 
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產生第一代族群

輸出最
佳的個體

新個體數量未
達族群數量

選擇演化運算子

執行突變運算 執行重排列運算執行複製運算
再挑選另一個母代，
執行交換運算

挑選母代

保留前幾名至下一代

計算
適應分數

未達到中止條件
（演化二十代）

清理重複的個體

圖八 基因規劃法流程圖。 
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3.4.1 產生初代個體 

共同結構元意指會出現在各序列上的相似結構，因此，本研究根據下面三個

要點，隨機擷取輸入序列的子結構來當作第一代。 

1. 每個輸入序列會產生相同數量的子結構，順位越高（意即結構越穩定）

的候選結構會產生越多的初代個體。 

2. 自每個候選結構中，擷取給定數量的不同子結構。該子結構的莖幹數目

不會超過所有候選結構的平均數。 

3. 將子結構的每個長度隨機往外拓展，形成一長度區間。 

 

 

(a)對於原本四個莖幹的候選結構，擷取其第二、三個莖幹，並將結構長度往外拓展，當作一個初代個體 

 

1 8765432

[4] (5) [4] [4] [6](7) (3) (7) [6] (11) [3] (5) [3] [4](0)

1 65432

[3-6] [6-6](6-9) (5-9) [6-6] (9-11) [3-6] (5-7) [3-6] [3-6](0-5)

 
(b)同一候選結構，但選取到的莖幹為第一、三、四個，形成另一個新個體 

圖九 一個候選結構可能會產生數個子結構，成為初代個體。 
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上頁圖九表達了兩個初代個體自同一候選結構產生的可能狀況。圖(a)的個

體擷取了第二與第三個莖幹，並將各個結構的長度範圍往外拓展一些，形成了一

個新的個體。圖(b)中則取到了第一、三、四個莖幹。 

 

3.4.2 適應函數 

本研究所定義適應函數包含兩個部份： GPRM 所使用的 F-score 以及結構長

度。 

 

 F-sorce 包含兩個部份－正確率（presicion）與擷取率（recall），取其調

和平均數，以確保兼顧到兩個數值。不單純僅使用傳統的算術平均數而改用

F-sorce，是因為我們預期適應分數高的個體其正確率與擷取率分數也應該都是

高的。而傳統的算術平均數很容易因為某一個值過高而拉高整體的分數，產生高

估或錯估的情況。F-sorce 定義如下： 

 

NM
MIprecision
+

=:)( ， C
MIrecall =:)(     (1) 

 

NMC
M

IprecisionIrecall

IF
++

=

⎥
⎦

⎤
⎢
⎣

⎡
+

=
2

)(
1

)(
1

2
1

1)(   (2) 

 

其中Ｍ 代表輸入序列中，包含結構元 I的個數；Ｎ 代表背景序列包含結構元 I

的個數；Ｃ為輸入序列的總個數。 

 

然而，背景資料對於大的共同結構元，影響力稍嫌不足。在 F-score 相近的

情況下，我們會傾向選取結構較大且較完整的個體。因此本研究加入輔助的結構

長度，將適應函數定義為： 
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)()1()()( ISIFIf ×−+×= αα  

 

其中Ｓ(I)代表結構元Ｉ符合各序列的平均鹼基數除以該代所有個體的最大平均

鹼基數。如此一來，Ｓ(I) 的值會被正規化在零到一之間。α 為一個介於零到

一的權重，當 α 越大時，系統會偏好被更多輸入序列包含的結構元，但可能受

雜訊影響，只能找到共同結構元的子結構。一般而言，我們設定 α 為 0.6，可

以滿足絕大部份的資料。 

 

3.4.3 母代挑選機制 

產生新一代個體時，我們先保留一定比例適應分數高的個體至下一代。剩餘

的子代個體則透過挑選機制選出母代，執行演化運算後產生新一代的個體。本系

統採用的挑選機制為競賽法（tournament）：自母代群體中挑選一定數量的個體，

個體之間彼此比較適應分數，其中分數最高者被挑選出來產生子代。 

 

3.4.4 演化運算子 

以下介紹本研究所使用到的各演化運算子： 

 

點突變 

選擇一個莖幹或環狀結構，給予一個全新的、符合系統參數限制的範圍。下

頁圖十(a)為挑選到第一個環狀結構的突變結果。若選取到莖幹結構，則該莖幹

的兩股都要同時改變，如圖十(b)所示，挑選到的是第二個莖幹，改變其結構長

度。點突變運算為本系統最基本的演化運算。 
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圖十 點突變運算示意圖：紅色表示突變點 

(b)突變環狀結構的長度。 (b)突變莖幹的長度。 

 

結構突變 

隨機製造一個新的莖幹結構，連接在被挑選的結構前、後、或是將其夾在中

間。這樣做的目的在於，原本透過挑選機制選到的個體，其表示的結構很可能僅

是共同結構元的子結構。在此我們並不刪除莖幹，因為刪除莖幹會使大型結構化

為小結構，而小結構本身已經很容易存在，不需要多此一舉。 

 

圖十一 結構突變運算示意圖：因突變新增的結構以深色表示 

 

結構重排 

將莖幹的相對位置全部打散重排，結構長度也隨之移動，環狀結構的長度則

保持原來的位置不變。結構重排的目的在創造出新的結構。當莖幹數量大時，有
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限的族群數量很難包含所有的結構拓樸。透過結構的重新排列，將有機會產生出

全新的個體。 

 

圖十二 結構重排運算示意圖：原本並排的兩個莖幹被重排為一個包含大內部環線的莖幹 

 

互交 

互交運算不同於其它運算僅挑選一個母代個體，而是挑選兩個母代個體出

來。然後，隨機選取其中一個母代個體中的一個莖幹結構、與由另一母代個體隨

機選出的一至三個莖幹結構進行交換。 

 

互交不僅讓結構拓樸改變，莖幹數也隨之增減，當被挑到莖幹恰好是共同結

構元上的不同子結構時，透過互交運算將兩者結合起來，使得跳脫區域最佳解

（local optimum）的機會大增。 

 

下頁圖十三説明了兩種不同的互交結果。圖(a)中，選取了上方個體的第二

個莖幹，與下方個體的第一個莖幹，將其互換，分別成為兩個結構長度被改變的

新個體。圖(b)則選取了上方個體的第一、二個莖幹，與下方個體的第一個莖幹，

交換後不僅結構長度改變，結構拓墣甚至莖幹數目也都改變了。 

 

重製 

除了適應分數高的個體，我們也保留了一些機會讓不是那麼優秀的母代能夠

完整保留下來，以增加族群的多樣性。 
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(a) 各選擇一個莖幹互換，不會改變莖幹數量 

 

(b) 上面的序列選取其中兩個莖幹，與下面的一個莖幹交換，會大大改變結構拓樸 

圖十三 互交運算示意圖 

 

清除重複個體 

當演化到一定程度時，可能會往某幾個區域最佳解收歛，導致整個族群充斥

著特定的個體。當族群變異度太小、缺乏多樣性時，很容易導致演化結果圍繞在

這些區域最佳解。因此，我們在每代演化完成後，把幾乎類似的個體刪除，並根

據初代個體產生的方式產生新個體，彌補因個體刪除後族群大小缺少的部份。 

 

3.4.5 終止條件 

通常在二十代內，系統就能找到不錯的答案。因此本系統為確保能在一定時

間完成，將終止條件設定為演化二十代。 
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3.4.6 後處理 

我們透過基因規劃法找到輸入序列的共同結構元後，將每條序列上所發生的

位置標示出來後輸出給使用者。 

 

然而，我們觀察到，當內部環狀結構的大小遊走在門檻值時，類似的結構可

能會被解析成不同的拓樸結構。例如，當輸入序列的共同結構元為一個包含長度

三到四的內部環狀結構的莖幹，倘若我們將內部環狀結構的容忍值設定為三個鹼

基，長度為四的序列將會被分成兩個莖幹；長度為三的則被合併為一個，目前我

們的描述語言無法明確的表述此種狀況。 

 

 為此，我們以找到的共同結構元，再次檢查那些沒有發現結構的序列，並允

許其中一個莖幹被合併或是被分割，找出因上述原因遺失的序列。 
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第四章 實驗結果 

4.1 實驗評估方式 

 對於預測核醣核酸二級結構的評估有兩大重點：莖幹層級與鹼基層級的效

果。莖幹層級意指二級結構的外貌，如轉移核醣核酸的苜蓿葉結構，成十字架狀

的型態。由於本系統放寬了許多限制，十分具有彈性，對於莖幹層級都能確實的

預測出來，因此本系統將使用鹼基層級的預測評估方式。 

 

 目前許多二級結構預測軟體使用化簡後的 Matthews 相關係數（Matthews 

correlation coefficient）來評估一個二級結構預測系統的效能[Ji et al, 2004; 

Hu, 2002; Gorodkin, 2001]，因此，本研究也使用 Matthews 相關係數來作為評

估的標準。其原始定義如下： 

 

))()()(( ftftftft

fftt

PPNPPNNN
NPNP

C
++++

−
=   (3) 

 

其中 為正確正預測的總鹼基對數（true positive）； 為錯誤正預測的

總鹼基對數（false positive）； 為正確負預測的總鹼基對數（true 

negative）。 為錯誤的負預測的總鹼基對數（false negative）。 

tP fP

tN

fN

 

 化簡後的式子如下： 
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t
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t
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 在本系統中，正確的正預測代表預測結構中所包含的鹼基對確實是正確的鹼

基對；預測結構中所包含的鹼基對不存在正確結構中的話，稱為錯誤的正預測；

存在於正確結構，卻沒有被系統發現的鹼基對，稱為錯誤的負預測。 
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4.2 測試資料 

 本研究使用五個核醣核酸家族作為實驗的測試資料，包含 GPRM 所使用過的 

三個測試資料，與另兩個結構元包含許多內部環狀結構的核醣核酸家族。簡介如

下： 

 

Archaea 16S rRNA 

 這組資料僅有 34 條序列，是本研究測試資料中最小的一組。其序列的平均

長度為 97 個鹼基，共同結構元包含三個莖幹結構，都不包含非對稱的環狀結構，

屬於比較單純的二級結構。 

 

Phe-tRNA 

 Phe-tRNA 為攜帶胺基酸 Phe 的轉移核醣核酸，包含 74 條序列。其共同結構

元幾乎涵蓋序列，形狀看起來像四辦的苜蓿芽，包含四個莖幹結構。這個資料的

特點是並非所有的序列都擁有完整的結構元，也就是說資料本身就包含些許雜

訊，可以來測試本系統對於雜訊的處理情況。 

 

IRE-like 

 IRE 的全名是 iron response element，其特色為其共同結構元在序列上與

結構上都十分一致，為長度十到十三個鹼基，包含一個突起結構的莖幹結構，使

得序列層級的分析也能很快的找到。因此，在 GPRM 的研究中，將序列做些許改

變，以增加序列排比時的複雜度。此資料的平均長度為兩百個鹼基，用來觀察本

系統對於共同結構元遠比序列小時的處理情況 

 

C.elegans microRNA precursor 

 這份資料是從“The miRNA Registry＂取得，屬於 Caenorhabditis elegans

所有的微核醣核酸，共 116 條序列。微核醣核酸先質的共同結構元是一個莖幹長
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度很長的髮夾結構，內部包含大量對稱及非對稱環狀結構與突起結構，十分適合

來檢驗本系統處理這些結構的能力。 

 

5SrRNA 

 5SrRNA 完整的資料來自“Rfam＂資料庫，本研究取其“seed＂的部份一共

602 條序列。這組測試資料的特色是結構元包含五個莖幹結構，並且一樣含有凌

亂的內部環狀以及突起結構。這份資料除了能測試本系統對於內部環狀結構外，

大量的序列也是一項新的嘗試。不過，由於我們無法找到所有序列的正確答案，

在評估實驗結果時，只會取其中有正確答案的 269 條序列來評估。 

 

資料名稱 序列數量 
平均 
長度 

結構元莖

幹數目 
Annotation 

 
16SrRNA 

 
34 

 
97 

 
3 

 
 結構單純 
 無非對稱內部環線 

tRNA 74 68 4  結構元莖幹數多 
 含少量非對稱內部環線 
 並非所有序列都擁有結構

元 

IRE-like 56 202 1  結構元相對於序列較小 

C.ele. microRNA 116 98 1  僅有一個莖幹 
 含大量內部環線 

5SrRNA 602 (269) 119 5  序列數量多 
 結構元莖幹數多 
 含大量內部環線 

表一 測試資料一覽表 
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4.3 實驗結果 

本系統是以 C語言實作，測試環境的作業系統是 Mandrake Linux 10.1，電

腦配備為 Pentium IV 3.2G Hz 的中央處理器與 2 Giga-bytes 的記憶體。 

 

所有實驗基因規劃法的參數：族群數量 10000、長度突變率 60%、結構突變

率 20%、結構重排率 10%、互交率 5%以及重製率 5%。此外，Mfold 所使用的次最

佳解的比例設為 35%、背景資料的個數為輸入序列的兩倍。結構限制部份，若沒

有特別說明，採取十分寬鬆的限制：所允許的莖幹結構長度介於三到二十之間，

並且限制單一莖幹的最大與最小值差距在十五以內；允許環狀結構的長度介於零

到二十，限制單一環狀結構的最大最小值差距在十五以內，並容許莖幹內包含三

個鹼基以下的內部環狀結構或突起結構。 

 

 實驗數據是根據上百次的實驗結果來計算，每次的實驗都會設定不同的隨機

種子（random seed）以確保每次實驗不會重複。 

 

4.3.1 與 GPRM 的結果比較 

表二整理了本系統對於 IRE-like, archaea 16S rRNA, tRNA 三種資料的

Matthews 相關係數及所花費的平均時間，以及 GPRM 的實驗結果。 

 

Dataset Runtime Fold2GP  GPRM 

16SrRNA 3 min .93 .94 

tRNA 12 min .84 .64 

IRE-like 25 min .44 .91 

表二 實驗結果一 
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 對於共同結構元單純的 16S rRNA，本系統與 GPRM 的表現都不錯。對於較共

同結構元複雜、包含雜訊的 tRNA，GPRM 就處理的比較差些，而本系統則有不錯

的表現。在此我們發現到系統所找到結構元，僅有其中的六十三條序列所擁有，

另外十一條的序列，除了有三條序列本身就沒有符合的結構元外，其他八條都是

Mfold 無法預測出正確結構所致。 

 

 然而，對於序列長度的平均長度為兩百個鹼基，而其共同結構元卻僅有十幾

個鹼基的 IRE-like，本系統使用預設的寬鬆參數，無法找到正確的結構元。而

在我們參考 GPRM 所使用的參數後，雖然能夠找到正確的結構元，但因為 Mfold

有超過二十條序列無法將該區域正確的配對，導致 Matthews 相關係數僅有四成。 

 

4.3.2 富含突起及內部環狀結構資料的實驗結果 

表三列舉 C. elegans microRNA 與 5S rRNA兩組資料的實驗結果。 

 

Dataset Runtime Fold2GP GPRM 

C.ele. microRNA 17 min .84 < .6 

5SrRNA 
110 min for 602 seqs
45 min for 269 seqs

.74 (269 seqs) < .3 (269 seqs) 

表三 實驗結果二 

 

 C.elegans microRNA 的共同結構元僅有一個莖幹，不過其長度約為三十多

個鹼基，並包含許多大小不一、位置不定的突起與內部環狀結構，屬於 GPRM 處

理不佳的資料。由於的結構元的莖幹較大，因此我們將莖幹結構的限制放大到三

到三十五個鹼基，並且容許單一莖幹的最大最小值差距為二十，將莖幹內容許為

配對的鹼基調整為四。對於如此大的莖幹結構，本系統依然能找出正確的結構

元，並且在絕大部分的序列上標示出正確的位置。 
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 最後，對於結構元複雜、包含突起與內部環狀結構以及序列數量很大的 5S 

rRNA，本系統依然能找到五個莖幹的正確結構元，而且花費時間在兩個小時內。

我們無法找到所有序列的正確結構，僅自“5S Ribosomal RNA database＂收集

其中 269 條擁有結構資訊的序列，因此這裡的 Matthews c.c.僅計算此 269 條序

列。 
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第五章 結論與未來研究方向 

5.1 結論 

本研究嘗試利用 Mfold 提供能量資訊，使用基因規劃法來尋找一組具有相同

功能核醣核酸的共同結構元，而且不依賴序列排比，直接以二級結構來作為搜尋

的目標。 

 

相較於 GRPM，本系統加入能量資訊，改良結構描述語言後，確實能解決突

起結構與非對稱內部環狀結構所產生的問題，並且因為搜尋空間的縮減，可以處

理複雜更結構、數量更多的核醣核酸序列。此外，本系統將基因規劃法的族群數

量拉大到一萬個個體，因此不需定義莖幹數量、可以使用十分寬鬆的結構參數來

處理大部分的資料。 

 

由實驗結果可看出，基因規劃法確實能夠避開大量雜訊的干擾，並且不會因為序

列數量的增加而花費太多時間。這表示選用基因規劃法來協助我們處理 Mfold

不佳的輸出結果，確實是可行的。 
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5.2 未來研究方向 

 在此提出研究過程中所遭遇的問題，以供相關研究參考。 

 

5.2.1 描述語言 

 改良後的描述語言雖然成功的解決解決突起結構與非對稱內部環狀結構的

問題，但是仍有一種狀況無法處理。語言的特點可以連續、區域性的連續莖幹所

形成的結構元，但是無法只描述莖幹的兩股在序列上相距太長的情況。 

 

 如下頁圖十四所示，這是 RNase P 家族的結構示意圖，我們假設它的共同結

構元是方框所圍起來的莖幹（P5, P7）。由於該莖幹後面還有很長的一段序列，

並且成疊成數個莖幹結構（P8, P9, P10, P12），以目前所定義的結構描述語言，

無法單獨表示 P5, P7 所形成的莖幹，必須包含把此莖幹兩股間序列所形成的結

構。 

 

 對此，本研究曾嘗試設計解決方法，但礙於能量資訊無法提供精確的結構，

使得我們無法達到預期的目標。如何尋找ㄧ個方法表述該結構，又不會因為過於

彈性而失去正確性，是今後研究的一大課題。 
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圖十四 對於方框內的莖幹結構，描述語言無法單獨表示 

 

5.2.2 前處理器 

本研究使用 Mfold來當前處理器，希望透過能量的資訊可以過濾掉一些自然

界不可能形成的結構，但任何系統都不可能完美，即使我們試著將 Mfold 輸出的

候選結構數拉大，也無法包含所有正確的結構。 

 

 此外，Mfold 最大的缺點是無法預測擬結結構，這使得我們所提出的新系統

必須犧牲掉所有包含擬結結構的測試資料。倘若能結合更多的二級結構預測系

統，並能分辨出其中各系統所預測出候選結構的優劣，整合起來做為前處理器，
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或許是解決本問題的一個方法。 

 

5.2.3 背景資料與適應函數 

對於共同結構元大的核醣核酸家族，以目前方式所產生的背景資料效果不

佳。例如，預測 5S rRNA 時，我們發現共同結構元中的其中四個莖幹結構就已經

很不容易出現在背景資料的序列中，使得找到的結構可能變的不完整。 

 

為了解決背景資料對於大共同結構元效果太弱的問題，我們在適應函數中加入長

度的資訊，但這產生了新的問題。對於很長的核醣核酸序列，如果 Mfold 的效果

不夠好，適應分數可能會被少數幾個長相類似的序列拉高。如何在此兩者間取得

真正的平衡，也是一項需要改進的地方。
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