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  摘 要:登革热病毒严重威胁了人类的健康.目前仍无有效的治疗措施.膜融合是登革热病毒入侵细胞的第

一步.信封蛋白的构象变化在膜融合过程中起到关键作用.研发针对信封蛋白的肽抑制剂为治疗登革热提供了潜在

的重要靶点.设计了优化针对信封蛋白的肽抑制剂的遗传算法,分别使用3种不同的选择算子(轮盘法、锦标赛法和

并行法),对初始父代进行300代的优化.通过比较发现并行法的结果较好,命名最优的结果为DN58ga.与此同时还

获得了一些多肽衍生物.通过计算验证,这些多肽比父代表现出与登革热病毒信封蛋白更好的结合能力.这些新的

肽抑制剂有可能打断融合过程中的蛋白-蛋白相互作用,并有望作为开发登革热病毒信封蛋白新型抑制剂的起点.
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登革热长期威胁人类健康.目前全球每年大约有0.5~1亿例登革热病毒感染的案例,分布在80多个国

家.登革热病毒是黄病毒属的主要成员,通过蚊媒传播.目前针对该病毒感染没有特效疗法.这主要是因为该

病毒有4种不同的血清型,疫苗很难被研发,且易出现交叉感染[1].该病毒引起的登革出血热、登革休克综合

征等严重威胁着人类的生命健康.登革热病毒在入侵人体细胞时,信封蛋白会在酸性条件下的核内体中发生

一系列的构象变化,导致病毒包膜与细胞膜融合,将登革热病毒RNA导入宿主细胞,从而感染细胞[2].虽然

膜融合的机制尚不明确,但针对病毒信封蛋白设计的肽抑制剂阻断膜融合可以使宿主细胞不受感染.这种与

原配体竞争型的肽抑制剂已经被验证是有效的,其中比较成功的例子就是针对 HIV病毒的恩夫韦肽(T-
20),已被FDA批准可用于治疗艾滋病[3].目前主要使用的登革热病毒抑制剂是针对病毒RNA复制的病毒

多聚酶抑制剂,而最具有吸引力的抗病毒治疗策略是病毒进入阻断剂的研发.这种阻断剂主要分为2类:1)
针对信封蛋白的抑制剂;2)针对宿主细胞上登革病毒受体的抑制剂[4].本文研究的是针对信封蛋白的抑制

剂.徐永涛等通过计算方法设计了针对登革热病毒信封蛋白的肽抑制剂[5],其中DS36wt和DN58wt是直接

从信封蛋白上截取的序列,DS36opt和DN58opt是分别通过对DS36wt和DN58wt进行蒙特卡洛优化而得

到的.信封蛋白在膜融合过程中,会发生构象变化形成三聚体发卡结构,此结构对膜融合有重要意义,如图1
所示.从信封蛋白自身衍生的抑制剂可以影响三聚体发卡结构的形成,打断膜融合过程[6].目前通过色氨酸

荧光猝灭实验[7]和构象能量分析[8]都已表明DN58opt与E蛋白有良好的结合能力,有望阻止膜融合过程,
成为有效的肽抑制剂.

本文进一步优化了DN58opt,使其与信封蛋白具有更好的结合力,从而影响信封蛋白的构象变化,阻止

病毒感染细胞.挑选通过蒙特卡洛算法衍生出的多肽作为父代,用遗传算法优化.使用了3种不同的选择算

子分别对DN58opt进行优化,并将结果与DN58opt进行比较,发现结合能力有一定提高.这种启发式的算法

  收稿日期:2019-01-29;修回日期:2019-05-10.
  基金项目:国家自然科学基金(201603180);中国国家留学基金委(201708410492);新乡医学院科研启动经费(505060;

505144);新乡医学院生物医学工程学院开放课题(2018-BME-KFKT-01;2018-BME-KFKT-10;2018-BME-
KFKT-11);河南省高等学校青年骨干教师培养计划(2017GGJS219).

  作者简介:贺子豪(1995-),男,河南安阳人,新乡医学院硕士研究生,研究方向为生物信息学,E-mial:hezihao311@163.com.
  通信作者:徐永涛(1982-),男,副教授,研究方向为生物信息学,E-mial:yxu@xxmu.edu.cn.



相比之前的使用人工神经网络从蛋白库中筛选高活性的多肽具有耗时短、效率高等优点[9].此方法得出的多

肽可以对实验提供一定的指导,为针对登革热病毒信封蛋白的肽抑制剂的设计提供了新的方向.

1 材料与方法

1.1 材 料

3种选择算子的遗传算法脚本编写采用SHELL语言,使用32核计算机在Linux环境下运行.登革热病

毒信封蛋白使用PDBcode:10AN的晶体结构.使用AMBER14软件中的sander模块进行能量最小化[10].使
用scwrl4软件进行氨基酸替换[11].蛋白稳定性测评通过residue-specificall-atomprobabilitydiscriminatory
function(RAPDF)打分评估[12],得分越低说明结合的越稳定.多肽序列重复度图谱由ClustalOmega得

出[13].20个父代如表1所示,其中得分最低(结合能力最强)的是DN58opt(-34.99).
表1 遗传算法父代及其RAPDF得分

Tab.1 ParentsofGeneticAlgorithmanditsRAPDFscore

氨基酸序列 RAPDF得分

DN58opt:TWWCFYFCRRHHPFWFFYRHN -34.99

EHWWFWFCHHDHHLVFIHCHH -34.90

NLWCFWFINREREYWFIYQHE -34.84

DWWVLLLHTHHPHFWFFWRYR -34.81

KYWIFIFCHPERMLMFVIEHR -34.80

RYWVIVLCHNHNRLELRLQWQ -34.78

KIWVIIFSHRERMLMFVIEHR -34.77

KYWVIVLCHNHNRLELRLQWQ -34.75

FAWVIVLCHNHNRLELRLQWQ -34.70

KYWIFIFCHPERMLYFYIEDP -34.69

氨基酸序列 RAPDF得分

QAWVIVLCHNHNRLELRLQWQ -34.66

KKWMLIICHHHRTVYIRIEQE -34.60

KQWVIVLCHNRNRLELRLQWQ -34.60

DYYIFIFSHRERMLMFVIEHR -34.59

KYWIFIFCHPENMLYFKIEDP -34.57

KIWVIVLCHNRNRLELRLQWQ -34.57

RKWMLIFCHHHDTVYIKIEDV -34.56

RRWMFIFCHPHDMVYIKIEDP -34.56

KYWVIVLCHNDNRLELRLQWQ -34.56

KKWMLIICHHHRTVYIKIEQK -34.55

1.2 方 法

1.2.1 遗传算法思路

遗传算法(GA)不同于一般的传统优化算法,是通过模拟自然界遗传机制和生物进化论从而解决寻优问

题,具有自组织,自适应,自学习的特点,以及较强的鲁棒性[14].本文的目的是优化由21个氨基酸组成的肽

抑制剂DN58opt.当遗传算法应用于多肽的优化时,从生物学角度可以找到良好的对应关系.如染色体相当

于多肽,基因型代表多肽的序列,基因代表氨基酸,基因在染色体中的位置相当于氨基酸在多肽中的位置,生
物的表现型就相当于因此多肽而生成的蛋白质结构[15].这充分说明了使用GA优化多肽的合理性.GA流程

如下:1)设置种群规模N,交叉概率(Pc),突变概率(Pm),终止条件.2)通过适应度函数计算各个个体的适应

度.3)种群进化:a)选择,用选择算子选出M/2对父代(M⩾N);b)交叉,对所选择的M/2对父代,每对按交

叉概率执行交叉形成M 个中间个体;c)变异,对M 个中间个体分别独立依变异概率执行变异,生成M 个候
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选个体;d)选择子代,从M 个候选个体中按适应度选出N 个个体组成新的种群.4)若满足终止条件则终止,
否则重复第3步.
1.2.2 编码表示

在GA寻优问题中,首要解决的就是编码表示问题.传统GA一般使用二进制编码,格雷码编码,实数编

码.本文采用的是非数值编码[16],多肽的氨基酸序列作为编码表示.
1.2.3 适应度函数的选择

GA之所以会一代比一代表现更好,是因为通过适应度函数对每一代的结果进行了筛选.如同自然界中

的优胜劣汰,只有表现良好的个体才有资格作为下一代的父代,继续进行 GA.目前有 RAPDF法[12]和

dDFIRE法[17]2种评定蛋白质稳定的打分函数.研究表明对于α螺旋结构的信封蛋白适合用dDFIRE法,而

β折叠结构的信封蛋白更适合用RAPDF法打分.登革热病毒的信封蛋白属于β 折叠结构,所以本文采用

RAPDF打分函数作为适应度函数[5].RAPDF是基于条件概率代表原子距离的函数

S({dij
ab})=-∑ln

P(dij
ab|C)

P(dij
ab
)

α-lnP(C|{dij
ab}),

其中,P(C)为随机挑选的结构属于“正确”集的概率;P(dij
ab|C)为在正确结构下,a型i原子和b型j原子

之间的距离为给定距离的概率;P(dij
ab)为a型i原子和b型j原子之间的距离为给定距离的概率,无论正确

与否;P(C|dij
ab)为a 型i原子和b型j原子之间的距离为给定距离,此结构是正确结构的概率.

本文通过测试信封蛋白的稳定性来评估多肽抑制剂与信封蛋白的结合能力,使用RAPDF打分函数对

信封蛋白稳定性进行评估.DN58wt在信封蛋白的374~402位置,但395~402这部分的序列还没有被破

解[18],所以用374~394这段序列表示DN58wt.不断地将通过遗传算法生成的新的多肽抑制剂在此位置

(374~394)进行替换,分数越低就说明由GA生成的多肽与信封蛋白结合的越稳定,打断登革热病毒信封蛋

白构象变化的可能性越大,从而阻止膜融合.
1.2.4 选择算子

选择算子是根据适应度函数来进行操作的.在选择哪些个体可以进行交叉,突变的过程中起到关键作

用.GA会通过适应度函数选择优秀个体,但好的选择算子也不会一味选取最优个体.那样会减少基因库的多

样性,会使结果快速收敛至局部最优解,无法得到全局最优解.本文选取3种不同的选择算子进行试验.
1.2.4.1 轮盘法选择算子

选择某个个体的概率是根据该个体的适应度与当前群体中其他成员的适应度的和的比值来确定的.由
于RAPDF得分越小越稳定,为便于计算,采用取绝对值的方法.将当前种群所有的RAPDF值的绝对值相加

得到总和.每个个体适应度的绝对值决定了被选择的概率.在进行轮盘法寻优时,设置 M=40,可以尽可能保

证遗传信息的多样性.因为轮盘法对适应度不高的个体比较友好,所以有可能影响种群整体进化的方向,导
致种群整体的适应度很难提高甚至下降.为了避免这种情况的发生,加入了精英主义思想[16],每一代从上一

代的高分个体中选取一些来当新的父代,考虑种群数量,本文只选取最优个体加入新的父代.
1.2.4.2 锦标赛法选择算子

每次从当前种群随机选取Y 个个体,然后选择Y 个个体中适应度最高的个体.将这一步骤重复M 次(M
为每代种群的个体数量).本文设置Y=2,从父代中随机选择2个个体,对比各自的适应度,适应度高的个体

被选中.这种方法的优点是收敛速度快,性能优秀的那一部分群体被充分挖掘,但是容易陷入局部最优解.锦
标赛法对适应度低的个体很不友好,M 设置过高低分的个体完全被淘汰,种群内无法保持信息多样性,所以

在此法中设置M=30.由于高分个体极易被选中,因此无需加入精英主义思想.
1.2.4.3 基于种群交流的选择方法

自然界中,同一物种存在多个种群,但通常在地理位置上相隔较远,那么即使某个种群中存在优秀的基

因,也会因为距离较远所以无法交换.而并行法选择算子就是使各种群内的优秀基因相互交换.其做法是用

2个或2个以上的选择方法,对整体进行综合选择.本文将轮盘法和锦标赛法相结合,这种方法也叫并行遗传

算法.魏等人[19]在Schaffer函数中对比了轮盘法、锦标赛法和并行法,结果表明了并行法的全局搜索能力更
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强,结合了轮盘法与锦标赛法各自的优点.并行法的关键是在迭代一定次数后进行一次信息交换,流程如图2
所示.并行法中包含2个种群:轮盘法M=40,加入精英主义思想;锦标赛法M=20.
1)对最优的20个父代进行排

序并编号,将数据分为奇数组(针对

编号)和偶数组(针对编号).2)对于

采用轮盘法选择算子的种群,奇数

组为父代.对于采用锦标赛选择算

子的种群,偶数组为父代.3)随后在

2种群中分别独立运行.4)设置每

10代进行一次种群间的信息交换,
首先取得各自种群最优的前10个

子代,将各自子代的前5名交换种

群,然后取交换后的结果分别作为

各自的父代继续运行.5)交换信息

30次(300代),终止运行.
1.2.5 交叉算子与变异算子

从选择算子选出的个体,要依

据与Pc 和Pm 来判断是否进行交

叉和变异.本文采用了单点交叉与

单点变异的方法[20].这3个算子是

遗传算法必不可少的部分,交叉算

子体现了全局搜索能力,变异算子体现了局部搜索能力,使用合适算子对获得全局最优解至关重要.已有研

究表明用遗传算法优化碱基序列可以获得成功,并建议迭代次数>50[21].由于多肽中的氨基酸序列比DNA
中的碱基序列的排列更为复杂,结合实验室现有设备,本文采用设置迭代次数终止遗传算法,设置迭代次数

为300代.

2 结 果

本文设计了3种采用不同选择算子的遗传算法,分别是1)轮盘法;2)锦标赛法;3)并行法.将20个父代

分别提交到3个不同的算法中,进行300代的计算.各个算法的第300代得分较优的前5个多肽序列如表2
所示.轮盘法和并行法的第300代结果较DN58opt(-34.99)均有一定提高.而锦标赛法的第300代结果中,
只有最优的结果与DN58opt保持一致,其他结果均没有DN58opt得分优秀.其中由并行法得到的最后一代

的最优结果在3种方法最后一代最优结果中得分最低为-35.81,相比DN58opt与信封蛋白结合得更稳定,
有可能成为新的信封蛋白肽抑制剂.

表2 各选择算子第300代遗传算法的序列及RAPDF得分

Tab.2 SequenceandRAPDFscoreofthe300thGAobtainedbydifferentselectoperator

并行法结果
RAPDF
得分

轮盘法结果
RAPDF
得分

锦标赛法结果
RAPDF
得分

EYWCFWFCHHHHHFWFFYRHE(DN58ga)-35.81EYWCFWFCRREEQFWFFYRHH -35.64RYWWFWFCHHDHHLVFIYQHE-34.99

HYWCFWFCHHHHHFCFFYRHP -35.78RYWCFWFCRREEQFWFFYRHP-35.58EHWWFWFCHHDHHLVFYIEHR-34.98

HYWCFWFCHHHHHFWFFYRHE -35.76EYWCFWFCRREEQFWFFYRHP-35.56EHWWFWFCHHDHHLVFRLQWQ-34.95

HYWCFWFCHHHHHFCFYYRHP -35.74RYWCFWFCRREEQFWFFFRHH-35.55 KYWIFWFCHHDHHLVFIYQHE -34.93

ELWCFWFCHHHHHFWFFYRHE -35.73EYWCFWFCRREGQFWFFYRHP-35.54 KYWIFIFCHHDHHLVFIIEHR -34.91
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  除了要求提升活性,计算耗时也是评价计算设计药物方法性能的一个重要指标.在GA中,收敛速度决

定了计算所需的时间.3种方法的收敛情况和最终结果如图3所示.a)轮盘法在前60代过程中,每10代均有

明显提升,在第60代时适应度为-35.55,在此后的70~170代适应度只有略微提升,第170代的适应度仅

降低到-35.56,在第230代时出现了轮盘法的最优结果-35.64.b)锦标赛法在第11代的适应度为-35.24,
之后直到300代,适应度一直在附近波动,但始终没有低于此结果.c)并行法在第40代的适应度为-35.66,
最终整体最优结果为-35.81.此外,查看了并行法中2个种群各自优化的情况,发现,在第23次信息交换(第

221-230代)轮盘法种群中出现了最优值-35.81,随后的第24次信息交换(第231-240代)锦标赛种群也

出现-35.81.初始父代与3种算法的结果的序列重复度图谱如图4所示,色块覆盖区域越广泛表明序列的相

似性越高.图4(a)显示20个初始父代的相似程度较低,有较大的信息挖掘价值;而经历了300代轮盘法和并

行法后的结果(图4(b)和图4(d))中有大范围的色块分布,表明序列相似度较高;图4(c)是锦标赛法

第300代的结果,色块覆盖区域较小,序列相似程度较低.

3 讨 论

DN58opt是由DN58wt通过蒙特卡洛计算方法优化得到的[5],并已经得到实验验证[7-8].这种计算指导

实验的抑制剂研发模式,不但加快了研发速度而且节省了大量人力财力,目前国内通过计算设计小分子抑制

剂的研究有所增加,但是计算设计肽抑制剂还是非常少见.将计算测试抑制剂活性与遗传算法结合,并采用

3种选择算子用SHELL语言编写脚本,分别进行300代遗传算法.现在从收敛速度、最优值、信息挖掘程度

对3种方法进行分析.
3.1 轮盘法GA

从图3可知,在300代遗传算法的前60代中,初始提升速度较为缓慢,在60代左右陷入局部最优解

(-35.55),持续到170代左右略微变化至-35.56,最终在第230代跳出局部最优解,并收敛到-35.64,即轮

盘法最优结果.轮盘法GA中,每10代的最优结果较DN58opt均有提高,虽然过程中陷入局部最优解,但最

终没有收敛到局部最优解.这种选择方法不但可以大概率的保存性能优秀的子代,而且适应度低的个体也有

机会被选中,保证了种群的多样性,使得DN58opt被逐步优化.轮盘法最优序列如表2所示,得分为-35.64.
图4(b)色块覆盖区域比图4(a)更加广泛.这说明信息被充分挖掘,同时也表明了优秀的多肽之间有一定相

似性.
3.2 锦标赛法GA

如图3所示,在300代遗传算法过程中,每10代的最优结果波动较大,且始终没有收敛,在11代搜索到

了局部最优解-35.24,氨基酸序列为EHWWFWFCHHHPHFWFFWRYR,对比DN58opt只有略微提高,
而表2中没有-35.24的结果.证明在算法过程中由于某次选择淘汰了这个序列,导致接下来陷入局部最优.
文献[19]通过增加迭代次数,在Schaffer函数测试中,锦标赛法最终也找到了全局最优值.对于函数寻优问

题而言,其还有机会跳出局部最优解,但对于本文优化多肽这类非数值编码优化问题,可能由于复杂度的提

升导致短时间内无法跳出局部最优解.由于设备、时间等原因设置遗传算法进行300代.300代的锦标赛法结

果并不理想.从图4(c)看出其第300代的结果色块分布并不广泛,说明锦标赛法对信息挖掘能力较弱.
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3.3 并行法GA
对于并行法GA,设置了探测子种群和开发子种群.探测子种群用于在优化过程中不断提供新的个体,克

服过早收敛到局部最优.开发子种群用于局部寻优,并把好的个体保留下来[22].从上面2种选择算子的结果

可看出,轮盘法具有很好的探测能力,极大地保持了种群信息的多样性,生成新的个体克服早熟问题,因此将

其设置为探测子种群.锦标赛法具有存优的功能,使优秀个体不易流失,因此将其设置为开发子种群.如图3
所示,每10代的最优结果较DN58opt均有提高,最终收敛到-35.81.多肽序列如表2所示,将此多肽命名为

DN58ga,相比DN58opt有较大提高.图4(d)表示第300代结果的相似性程度,色块覆盖了大部分区域,相似

性有极大地提高,再次说明了优秀的序列有一定的相似性,且并行法对信息挖掘的能力较强.
综上所述,发现轮盘法GA全局搜索能力较强,收敛速度较慢,不易陷入局部最优解.锦标赛法GA全局

搜索能力一般,但局部搜索速度较快,存优性能较强,与Schaffer函数测试得出的结论一致[19].为了得到针

对本系列肽抑制剂寻优更有效的选择算子,通过分析比较这2种算法的结果,将二者有机结合,并根据它们

的特性分别设置为探测子种群和开发子种群,编写了并行法选择算子.从并行法结果来看,这种算子兼备二

者的优点,收敛速度快,全局寻优能力强,得到了本文中最优的结果DN58ga(-35.81).
在进行轮盘法和并行法遗传算法过程中,除了通过3种选择算子得到的最优结果,还衍生出来了一系列

RAPDF得分优秀的多肽,如表2所示.这些多肽较DN58opt活性(计算机测评)均有一定提高,若经过进一

步实验验证,有可能成为新的登革热病毒肽抑制剂.

4 结 论

本文设计编写了优化登革热病毒E蛋白肽抑制剂的遗传算法,对DN58opt进行优化生成了DN58ga,
将RAPDF分数从-34.99优化到了-35.81,同时生成的一系列衍生物也具有较好的RAPDF得分,但真实

活性需要进一步实验验证.这些发现有望为研制新的登革热病毒的肽抑制剂提供思路.这种方法相比之前的

计算机设计肽抑制剂的手段具有耗时短,产出多的优点.因为本文遗传算法模式固定,也可以应用在优化其

他包膜病毒(比如HIV病毒,HBV病毒,埃博拉病毒,流感病毒)的信封蛋白肽抑制剂之中.
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  Abstract:Denguevirusisaseriousthreattohumanhealth,butthereisnoeffectivetreatment.Membranefusionisthe
firststepofviralinfection.Theconformationalchangesofenvelope(E)proteinplayakeyroleintheprocessofmembranefu-
sion.Therefore,thedevelopmentofpeptideinhibitorstargetingEproteinprovidesnewideasforthetreatmentofdenguefever.
Inourstudy,ageneticalgorithmforoptimizingDN58opt,whichisaneffectiveinhibitortargetingEproteinofdenguevirus

peptidewasdesigned.Threedifferentselectionoperators:roulettemethod,championshipmethodandparallelmethodwere
usedtooptimizeDN58optfor300generations.Theresultsofparallelmethodwerebetterthanothermethod,andDN58gawas
obtained.Atthesametime,somepolypeptidederivativeswerereceived.Throughcomputerevaluation,thesepolypeptides
showedbetterbindingaffinitiesthanDN58opt.Thenovelpeptideinhibitorshavepotentialtodisrupttheprotein-proteininterac-
tioninthefusionprocessandmayserveasstartingpointsfordevelopmentofnovelinhibitorsforviralEproteinsofdenguevirus.

Keywords:Denguevirus;membranefusion;envelopeprotein;peptideinhibitor;geneticalgorithm
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