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摘要摘要摘要摘要 
 本研究主要利用最大概似法、動態規劃演算法及近鄰相接法來嘗試縮短生醫領域在抗體研發的時程。透過序列比較的計算方式加速找出病毒序列具有專一性的有效區段。使科學家可以減少盲目測試的實驗。我們期望找出經過電泳之後，可以判斷具有可製造抗體的最佳生物序列區段。藉由已知流感病毒的基因序列來分析現有流感病毒的演化親緣關係。嘗試由已知流感病毒疫苗來設計未知的流感病毒疫苗之建議。 關鍵詞關鍵詞關鍵詞關鍵詞：：：：生物序列生物序列生物序列生物序列、、、、動態規劃動態規劃動態規劃動態規劃、、、、抗體研發抗體研發抗體研發抗體研發 

 

Abstract 
 

This study use maximum likelihood 

method and dynamic programming 

algorithm and neighbor-joining method to 

shorten the biomedical field in antibody 

research and development. Through the 

sequence comparison calculations, we speed 

up to identify viral sequences specific 

section. And thus scientists can reduce the 

blind to test experiments. We expect to find 

out that can be judged the optimal biological 

sequence segment and produce antibodies 

after electrophoresis. By influenza viruses 

are known gene sequence analyze the 

evolution of the relationship between 

unknown influenza virus. We tried to 

propose use of the known influenza virus 

vaccine to design unknown influenza virus 

vaccine. 
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1.1.1.1.前言前言前言前言    

        概 似 函 數 (Likelihood Function, Ｌ
(θ))[3] ( )L θ =

1( , , ; )nf X X θ� 1( ; )f x θ= ⋅

2( ; )f x θ ⋅ … ( ; )nf x θ⋅ ，本函數將在參數θ的所有可能取值上，使這個函數最大化。這個使
( )L θ 可能性最大的θ

∧ 值即被稱為θ的最大概似估計。由於生物序列中基因呈現離散資料型態，即假設目前有三組生物基因序列
{ }A atcatgctacgtcag= 、 { }B ctgatcgatgcatgc= 、
{ }C agtctggatcgagtc= 、θ =

f

n
。字母 f 代表在不同基因字串中被觀察到相同字元的次數，n 代表各基因字串的總數。 ABθ =

3

15
(A和 B 序列)、 BCθ =

6

15
(B 和 C 序列)、

ACθ =
5

15
(A 和 C 序列)。因此可以令

θ
∧ = BCθ =

6

15
，為概似函數取得最大值，即為

θ
∧ 的最大概似估計[2]。  只要有生命的地方，就有病毒存在；病毒可能在第一個細胞進化時就存在了[3]。雖說病毒起源於何時尚不清楚，且因病毒不會形成化石，因此沒有外部參照物來研究其進化過程，同時病毒的多樣性顯示它們的進化很可能是來自多方式的並非單一演化[4]。  分子生物學技術是目前較有效的找尋病
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毒起源的方法[5]；但這些技術需要獲古代病毒 DNA或 RNA 的樣品，但目前儲存在實驗室中最早的病毒樣品也不過百年內[6][7]。  已知第一個被發現的病毒是煙草花葉病毒，由馬丁烏斯·貝傑林克於 1899 年發現並命名[8]。病毒是一種具有細胞感染性的微粒子，它是由一個保護性的外殼包裹的一段 DNA或者 RNA，藉由感染的機制進行自我複製[4]， 但無法獨立生長和複製。同時，它也能在細胞外保持極強的生命力。病毒可以感染所有具有細胞的生命體。如今已有超過 5000 種以上類型的病毒得到鑒定[9]。 

 在人類基因體計畫完成後，科學家發現生物可表現的基因，都會產生其所對應的蛋白質；因此由基因體學 (genomics) 衍生了蛋白質體學 (proteomics) ，開始了蛋白質體學的應用[1]。不論是基因體或蛋白質體，科學家必須處理數量龐大的基因或蛋白質序列，並以高產能(high-throughput)的觀念來進行基因或蛋白質序列的分離或檢定。 

 上述過程中科學家多半是利用電腦計算分析病毒和宿主 DNA 的序列資訊，希望得到對不同病毒之間的進化關係有更好的了解，但是在生化實驗操作中如何有效利用電腦計算的討論實則不多，不過借用資訊技術確實可以有助於發現現代病毒的祖先。 

 

2.2.2.2.文獻探討文獻探討文獻探討文獻探討        由於病毒是由核酸及蛋白質結合組成，其
DNA 有單股及雙股，同樣的 RNA 也是如此；然而不論是 DNA 或 RNA 都需經過 mRNA 的階段，只是增殖的機制卻不一樣。因此，病毒很可能是由細胞在演化過程中突變出來。 

 病毒依其種類之不同，有的終生不改變其穩定性，而有些則非常不安定如流行性感冒病毒。因此病毒具有經常性的突變，即原本病毒的基本分子結構發生變異產生了生物序列結構的新組合，因此生成新型病毒[14]。病毒起源的理論之一『共進化理論』指出：病毒可能進化自蛋白質和核酸複合物，與細胞同時出現在遠古地球，並且一直依賴細胞生命生存至今[6][7]。不同的病毒很可能是通過一種或多種機制在不同的時期產生[9]。 

 

國際病毒分類委員會（The International 

Committee on Taxonomy of Viruses，ICTV）制定了相關病毒分類表，根據病毒的細胞生物宿主，分為「細菌病毒」、「真菌病毒」、「植物病毒」、「無脊椎動物病毒」、及「脊椎動物病毒」
[10]。而病毒的組成都含有遺傳物質（RNA 或DNA）[11]；所有的病毒也都有蛋白質形成的外殼，用來包裹和保護其中的遺傳物質。在正常情況下，病毒感染會引發免疫反應，消滅入侵的病毒。而這些免疫反應能夠通過注射抗體來產生。 

 

3.3.3.3.研究猜想研究猜想研究猜想研究猜想 
 本研究提出如何處理數量龐大的基因體或蛋白質體的計算實驗，並透過「流感病毒」來測試此方法。我們希望找出可以快速且正確地在實驗中來檢定一個病毒是否具有可發展為抗體的生物序列區段。並且判斷它是否具有發展為抗體的關鍵位置之可能。而如何順利地找出此區段，正是抗體研究實驗是否可以成功的一個最關鍵步驟[1]。 

 本研究嘗試找出檢測流感病毒中的核酸序列表現，為了發展快速有效地製造抗體方法，本研究乃實作以流感病毒來找出可以製作抗體的核酸區段進行研究。研究先自 NCBI 資料庫取得相關的流感病毒 mRNA 序列。 

 

4.4.4.4.實驗分析實驗分析實驗分析實驗分析    
    

4.14.14.14.1 實驗過程實驗過程實驗過程實驗過程    為了比對流感病毒基因序列之間的親疏關係 ， 我 們 從 NCBI (National Center for 

Biotechnology Information)網站的資料庫中擷取了 H1N1、H1N2、H2N2、H3N2、H3N8、
H5N1、H5N2、H5N3、H7N1、H7N2、H7N3、
H7N7、H10N7 共 13 個流感病毒的基因序列，然後利用 PHYLIB3.69 的演化分析軟體的
dnaML[6]來計算。  在軟體 dnaml 的輸入檔中，因為格式限定，每個染色體序列的長度都要等長，但事實上每個流感的基因序列的長度都不盡相同。以本例而言最短的是 H3N8，共有 2271 個字元。最長的是 H10N7，有 2301個字元，為了能降低到最小誤差折衷擷取了 2240 個字元並將其整理排列後貼上記事本。（請見下圖 4-1） 



 

 (圖 4-1:在記事本中檔案的處理)  研究使用演化分析軟體 PHYLIB 3.69 軟體中的最大概似法 dnaml 軟體來計算 13 種現有流感的核酸序列。接著我們以 PHYLIB 3.69 軟體中分別進行 dnaml計算並得到如圖 4-2的樹枝圖及 4-3 親緣關係圖。利用這些圖形可推測出現有流感病毒間彼此之間的演化關連性。  

 (圖 4-2：由最大概似法求出的流感病毒基因序列的演化樹關係-有根樹)  

 (圖 4-3：由最大概似法求出的流感病毒基因序列的演化樹關係-無根樹)  
4444.2.2.2.2 實驗分析實驗分析實驗分析實驗分析    

    藉由 dnaml 利用最大概似法繪出的圖 4-2及圖 4-3。我們發現了現有的流感病毒進化的相關性及演化上的相對距離。由於實驗分析了來自 NCBI 已公開的十三隻流感病毒的
mRNA 序列。由於生醫工程在進行病毒抗體研發時，多半是直接上 NCBI 進行 BLAST(basic local alignment search tool)的 PCR 引子設計並比對是否已有被研究出來的基因抗體。雖然利用 BLAST 搜索比對未知及已知的序列，可以由已知序列功能來猜測未知序列功能，且BLAST會提供序列比對的實驗建議環境假設、如：建議合成溫度等。  然而BLAST是採用Smith-Waterman的局部最佳化比對計算[2]，因此對於一條序列到底它的最佳抗體區段要從那裡開始找則未提供最好的建議。雖然 Smith-Waterman 的局部比對在進行序列比對檢查時速度快，但卻失去了全盤比對的精確度。透過現代資訊科技發展的快速成長，當科學計算問題與病毒抗體研發實驗兩者相比較；前者可能只是多花一點時間，但是後者卻可能如同大海撈針般只剩下細微的成功機率。且由於電腦設備的不斷的進步，計算能力的持續提昇。因此未來研者人員亦可以透過以 I-PAD 等各種具有多核心之平板電腦，以及其它類型的智慧型手持裝置來進行相關抗體的研發所需的序列計算。因此面對計算耗時及未來存有不確定實驗結果的機率，研究人員要考量如何取捨，結果應該不證自明了。 

 



在現代的抗體研發製造流程中要進行電泳分析及純化蛋白實驗時。如果想要順利找出可當做抗體的位置序列[1][13]。就像是買樂透期望會中獎一樣無法預期一定會有好結果。雖然存在有固定實驗步驟流程卻沒有系統性的實驗操作模式。因此在實驗室進行抗體研發製造的實驗過程就如同數學中的機率問題：運氣好的科學家一次實驗就成功，運氣不好的科學家可能要重複好多年仍然是難以成功。 

 

5555....實驗討論實驗討論實驗討論實驗討論    
 生醫資訊研究若單獨使用 BLAST，可以讓研究者在其中尋找與其感興趣的序列或類似的序列。但是在進行抗體研發卻又面臨一個高度不確定的機率問題。 

 因此本研究提出在嘗試對未知病毒基因電泳分析之後，再針對現有病毒及抗體序列再以 Needleman -Wunsch 動態規劃演算法[15]進行序列比對計算，找尋最佳實驗起始抗體區段，並以 NEUROD4 來分析，相關流程、如圖 5-1 所示，再以鄰近相接法來適合的抗體序列，以降低抗體研發的不確定性。 

 圖 5-1：由研究所提方法來研發抗體流程圖 

 
 因為 Needleman-Wunsch 動態規劃演算法已被證明，可以進行任兩序列的完整比對[15]。因此本研究先將研究出已知流感的病毒序 列 和 未 研 發 出 的 流 感 病 毒 序 列 以

Needleman-Wunsch 動態規劃演算法逐條做完整的序列比對計算。 

 透過 NCBI 中建置了 Needleman-Wunsch動態規劃演算法的 Needle 計算程式軟體，我們使用全序列計算比對功能。因為生物學上定

義，當蛋白質中超過 25％的胺基酸序列相同或 DNA 中超過 75％的核酸序列相同，幾乎可以確定蛋白質或 DNA 序列具有同質性，可作為親緣判定的參考[16]。同時推測出未知流感病毒疫苗應該可由何種已知流感病毒疫苗來研發出來的可能。  上述推論成立的理由是因為基因組裡常見 DNA 突變(稱為差錯型突變) [2]，最常出現是在單核苷酸的替換。科學家稱為「單核苷酸 多 型 性 」 （ single nucleotide polymorphism ）。 Jukes-Cantor 距 離(Jukes-Cantor distance)計算假設是四種核苷酸對核苷酸的替換率是一樣的(突變發生的機率皆相等)。該模型亦是以任兩個序列之間的核苷酸替換的數量進行的最大概似估計(MLE)計算。再以 Jukes 和 Cantor模型分枝距離公式
3 4

log (1 )
4 3

ed p=− − 計算相對距離。本研究以Jukes 和 Cantor 分枝樹距離公式 [2][17]計算了十三種的核苷酸序列相似性矩陣(結果如式 1)。再代入鄰近相接法進行二次分析。  
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5.1 Needleman-Wunsch 動態規劃演算法動態規劃演算法動態規劃演算法動態規劃演算法 

 若 A、B分別為二序列，即 STEP1STEP1STEP1STEP1: 1 2( , ,..., )
n

A a a a= 、 1 2( , ,..., )
m

B b b b= ， 由 A、B二序列構成的二維表如下： 

 表表表表 5-1111：：：：AAAA、、、、BBBB 序列的二維表序列的二維表序列的二維表序列的二維表 
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    STEP2STEP2STEP2STEP2：計算表 5-1中的每一個元素 ( , )s i j = 
max{ ( 1, 1) ( , ), ( 1, ) , ( , 1) }i js i j s a b s i j d s i j d− − + − − − − ---(式 2.1)，其中 (0,0) 0s = 、 ( ,0)s i i d= − ⋅ 、
(0, )s j j d= − ⋅ ； d :表示序列的連續空位分



數，{ , , }x y z ∈�，" "− 表示序列比對時的空格， ,

( , ) ,

, " "

i j

i j i j

x a b

s a b y a b

z

=


= ≠


−

。     STEP3STEP3STEP3STEP3：由 STEP2 最後一次算出的 ( , )s n m 來回溯計算得出最優比對路徑，並記下相對應的位置若回溯的位置是水平向左、則在縱列插空格並記為 ( , )
i

a − ，反之若回溯的位置是水平向上、則在橫列插空格並記為 ( , )
i

b− 。     STEP4STEP4STEP4STEP4：統計由 STEP3 的所有回溯記錄計算出兩序列的最佳完整序列比對結果。  
5.2 鄰 近 相 接 法鄰 近 相 接 法鄰 近 相 接 法鄰 近 相 接 法 （（（（ Neighbor-Joining 

method）））） 

 本法是一種基於距離並可以快速得到進化樹的聚類演算法，適合處理大量資料數據，演算法如下： STEP1STEP1STEP1STEP1：計算 N條序列的兩兩相對距離 ijD ，並取得距離矩陣。   (a)原始星形拓樸 (b)合併節點的星形拓樸  STEP2STEP2STEP2STEP2：將 N條序列視為 N 個節點(即:星形拓樸結構、如圖(a))。  STEP3STEP3STEP3STEP3：任選二個節點 a 、b ，計算任二個節點合併之後的總長 abL ；則星形結構全長
0S =

1

1
... 2

1

N

i ij

i i j

L X D
N= <

=
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∑ ∑ 式 ， 其中 X 是星形結構中心唯一的內部節點，式 2最右邊是求和時每條邊被計算了 N-1次。若1、2節點合併可得圖(b)，此時節點變為兩個、分別為X 、Y ，並重算各節點枝長： XYL  
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∑ ∑ 式 ， 其中 
1 2 1 2 . . . 4

X X
L L D+ = 式 ， 
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1
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−

∑ ∑ 式 且 

1 2 1 2

3

( ) ... 6
N
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k

S L L L L
=

= + + + ∑ 式 ， 由式 2至式 6得出 12S =  
1 2 12
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∑ ∑ 式 。     STEP4STEP4STEP4STEP4：比較由 STEP3 得到的各個節點總枝長，其中總枝長度最小的稱為鄰居，並且予以合併節點形成圖(b) 拓樸結構。此時 
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/ ( 2 ) ... 1 0
N

Z i
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D D N
=

= −∑ 式 、 
2 2

3

/ ( 2)... 11
N

Z i

i

D D N
=

= −∑ 式 。     STEP5STEP5STEP5STEP5：合併節點 1,2 為新節點，計算新節點至各節點的距離，即 
1 2 , 1, 2 ,( ) / 2 ... 1 2j j jD D D

−
= + 式 。  STEP6STEP6STEP6STEP6：重複 STEP3 至 STEP5 直到內部節點為N-3 個，並得出一組無根樹。  

5.3 實驗結果實驗結果實驗結果實驗結果 

 
     本研究由傳統的抗體研發製造流程加入了 最 大 概 似 估 計 及 序 列 比 對 的Needleman-Wunsch 動態規劃計算，並使用軟體來針對流感病毒序列進行序列的全局比對。另外在鄰近相接法的模擬部分我們利用華盛頓大學 Joseph Felsenstein 教授開發的PHYLIP-3.69版進行比較分析[2]。  此外計算十三種流感的 mRNA 的相似距離矩陣得到式 1 結果。我們發現進化樹(鄰接法計算)結果如圖 4-2 及圖 4-3 所示。在 H7N3 和 H5N3 兩者在演化的相似度比以 H7N3 和 H7N1 及 H7N2 還近，因此如果我們進行 H7N3 的新藥研發，若能先以 H5N3的已知疫苗結果來設計可能為 H7N3 的疫苗區段應可加速新疫苗研發成功的機率。並充當實驗分析的初始序列區段，順利找出 H7N3 的疫苗序列的抗體可能關鍵位置區段實驗，期望協助生醫工程快速找到具有高專一性的目標抗體序列區段。  
6.6.6.6.結論結論結論結論與未來展望與未來展望與未來展望與未來展望    本研究提出的實驗猜想方法，在實驗中進



行了數值比對計算，並且得到了一些和一般純粹進行生物實驗的生醫學者不同的想法。例如:圖 4-2及 4-3的 H7N3和 H5N3兩類病毒結構由此次分析計算出的結果是最接近的。可是在生醫科學家的直覺卻不那麼想，因為此兩類病毒從分子結構組成的名稱就覺得關係比較遠。  因此本研究的結論剛好在未來可以進一步地提供生醫科學家在實驗中先以電腦計算。他們可以先檢驗研究進行的推測，再進行生物實驗分析以加速找出具有專一性的抗體。以提高實驗成功的機率。 
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