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犇犖犃计算中核酸序列设计方法比较研究
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摘　要　ＤＮＡ计算是将现实问题进行编码，映射到ＤＮＡ分子上，然后通过分子生物实验产生出代表问题解的

ＤＮＡ分子，最后通过检测技术提取出该ＤＮＡ分子．高质量的ＤＮＡ编码可以尽可能避免或减少计算过程中出现的

错误，并使检测阶段易于提取出代表问题解的ＤＮＡ分子．文中对基于汉明距离和基于自由能的ＤＮＡ核酸编码方

法进行研究，分析了两类方法的约束条件对ＤＮＡ编码质量的影响，比较了两类方法排除非特异性杂交的完备性和

计算量，进一步分析了两类方法编码ＤＮＡ序列的效率．通过分析和比较得到，两类ＤＮＡ计算编码方法都能有效地

限制ＤＮＡ分子间的非特异性杂交，其中基于汉明距离的ＤＮＡ编码方法的计算量比较小，但是它仅能近似地估计

ＤＮＡ分子间杂交的热力学稳定性，不能完全替代最小自由能的编码方法．在满足ＤＮＡ计算试验精度要求的条件

下，采用基于汉明距离的ＤＮＡ编码设计方法不仅能有效地的挑选出特异性杂交和非特异性杂交的ＤＮＡ序列，还

能有效地减少计算量，从而提高ＤＮＡ序列设计的效率．

关键词　ＤＮＡ计算；自由能；汉明距离；ＤＮＡ序列设计
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Ｈａｍｍｉｎｇｄｉｓｔａｎｃｅｂａｓｅｄｍｅｔｈｏｄ，ａｎｄａｎａｌｙｚｅｔｈｅ

ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｃｏｎｓｔｒａｉｎｔｓｏｎｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｏｆＤＮＡｓｅ

ｑｕｅｎｃｅｓ．Ｔｈｅｎ，ｗｅｃｏｍｐａｒｅｄｔｈｅｉｎｔｅｇｒｉｔｙａｎｄ

ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌｃｏｓｔｏｆｔｗｏｍｅｔｈｏｄｓｆｏｒｅｘｃｌｕｄｉｎｇ

ｔｈｅｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅ．Ｉｎａｄｄｉ

ｔｉｏｎ，ｗｅｗｉｌｌａｎａｌｙｚｅｔｈｅｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｔｗｏｎｕｃｌｅｉｃ

ａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｄｅｓｉｇｎｍｅｔｈｏｄｓ．

２　犇犖犃犈狀犮狅犱犻狀犵犆狅狀狊狋狉犪犻狀狋狊犃狀犪犾狔狊犻狊

ＩｎｏｒｄｅｒｔｏｄｅｆｉｎｅｔｈｅＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｄｅｓｉｇｎ

ｐｒｏｂｌｅｍｐｒｅｃｉｓｅｌｙ，ｓｏｍｅｄｅｆｉｎｉｔｉｏｎｓａｒｅｎｅｃｅｓｓａｒｙ．

ＩｎＤＮＡｃｏｍｐｕｔｉｎｇｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ，ｓｉｎｇｌｅｓｔｒａｎｄＤＮＡ

ｍｏｌｅｃｕｌｅｓｄｉｓｍｉｓｓｅｄｒａｎｄｏｍｌｙｉｎｖｉｔｒｏ．ＤＮＡ ｍｏ

ｌｅｃｕｌａｒ，ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｓｅｑｕｅｎｃｅ，

ｒｅｖｅｒｓｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｒｅｖｅｒｓｅｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙｓｅ

ｑｕｅｎｃｅｅｘｉｓｔｓｉｍｕｌｔａｎｅｉｔｙ，ｔｈｅｙｍａｙｂｅｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎ

ｔｈｅｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎｏｆＤＮＡｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｒｅａｃｔｉｏｎ．Ｉｎ

ｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ，ｌｅｔ犡＝５′－狓１狓２．．．狓狀－３′

ｂｅａＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ，ａｎｄ犡
Ｃ＝３′－狓１狓２．．．狓狀－５′，

犡Ｒ＝３′－狓狀．．．狓２狓１－５′，犡
ＲＣ＝５′－狓狀．．．狓２狓１ －３′

ｂｅｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｓｅｑｕｅｎｃｅ，ｒｅ

ｖｅｒｓｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｒｅｖｅｒｓｅｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｓｅｑｕｅｎｃｅ，

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

ＴｈｅｃｕｒｒｅｎｔｍｏｄｅｌｓｏｆＤＮＡｃｏｍｐｕｔｉｎｇａｒｅ

ｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎａｇｉｖｅｎ

ｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｉｔｓ ｕｎｉｑｕｅ ＷａｔｓｏｎＣｒｉｃｋ ｃｏｍｐｌｅ

ｍｅｎｔ．Ｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｃａｎｉｎｔｒｏｄｕｃｅｅｒ

ｒｏｒｓ，ｓｕｃｈａｓｆａｌｓｅｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｓ，ａｎｄｄｅ

ｇｒａｄｅｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ．Ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ，ｔｈｅｋｅｙｏｆＤＮＡｓｅ

ｑｕｅｎｃｅｓｄｅｓｉｇｎｉｓｔｏａｖｏｉｄｔｈｅｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｈｙｂｒｉｄ

ｉｚａｔｉｏｎ．Ｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎａｎｄｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃ

ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎａｒｅｄｅｓｃｒｉｂｅｄｉｎＦｉｇ．１．

Ｆｉｇ．１　ＤＮＡｍｏｌｅｃｕｌａｒｓｐｅｃｉｆｉｃｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎａｎｄ

ｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ

２１　犎犪犿犿犻狀犵犅犪狊犲犱犆狅狀狊狋狉犪犻狀狋狊犃狀犪犾狔狊犻狊

ＴｈｅＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｄｅｓｉｇｎｍｅｔｈｏｄｓｂａｓｅｄｏｎ

ＨａｍｍｉｎｇｄｉｓｔａｎｃｅｃｈｏｏｓｅｌｏｗｓｉｍｉｌａｒｉｔｙＤＮＡｓｅ

ｑｕｅｎｃｅｓｔｏｅｘｃｌｕｄｅｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｓｅ

ｑｕｅｎｃｅ，ｓｏｔｈａｔＤＮＡｍｏｌｅｃｕｌａｒｃａｎｂｅｂｏｕｎｄｗｉｔｈ

ｉｍｐｅｒｆｅｃｔｍａｔｃｈｉｎｇｏｆｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙｂａｓｅｐａｉｒｓ．

Ｔｈｅｒｅａｒｅ５ｃｏｎｓｔｒａｉｎｔｓ：（１）Ｈａｍｍｉｎｇｄｉｓｔａｎｃｅ

ｃｏｎｓｔｒａｉｎｔ；（２）ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｃｏｎｓｔｒａｉｎｔ；（３）Ｈｍｅａｓ

ｕｒｅｃｏｎｓｔｒａｉｎｔ；（４）ｒｅｖｅｒｓｅｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔＨａｍｍｉｎｇ

ｄｉｓｔａｎｃｅ；（５）ｓｅｌｆｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔＨａｍｍｉｎｇｄｉｓｔａｎｃｅ，

ｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｉｓｄｅｓｃｒｉｂｅｄａｓｆｏｌｌｏｗｓ．
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２．１．１　Ｈａｍｍｉｎｇｄｉｓｔａｎｃｅｃｏｎｓｔｒａｉｎｔ

Ｔｈｅ Ｈａｍｍｉｎｇｄｉｓｔａｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏｂｉｎａｒｙ

ｓｔｒｉｎｇｓｉｓｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｐｌａｃｅｓｗｈｅｒｅ

ｔｗｏｃｈａｒａｃｔｅｒｓｄｉｆｆｅｒ．Ｆｏｒｅｖｅｒｙｐａｉｒｏｆｄｉｓｔｉｎｃｔ

ｗｏｒｄｓ犡＝５′－狓１狓２．．．狓狀－３′，犢＝５′－狔１狔２．．．狔狀－

３′ｉｎｔｈｅｓｅｔ，犎（犡，犢）犱，ｈｅｒｅ，犎（犡，犢）ｒｅｐｒｅ

ｓｅｎｔｓｔｈｅＨａｍｍｉｎｇｄｉｓｔａｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｗｏｒｄｓ犡ａｎｄ

犢，ｎａｍｅｌｙ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｐｏｓｉｔｉｏｎｓ犻ａｔｗｈｉｃｈｔｈｅ

犻ｔｈｌｅｔｔｅｒｉｎ犡 ｄｉｆｆｅｒｓｆｒｏｍｔｈｅ犻ｔｈｌｅｔｔｅｒｉｎ犢．

犎（犡，犢）ｉｓｇｉｖｅｎｂｙ

犎（犡，犢）＝∑
狀

犻＝１

犺（狓犻，狔犻），犺（狓犻，狔犻）＝
０，狓犻＝狔犻

１，狓犻≠狔
｛

犻

（１）

ＩｎＤＮＡｃｏｄｉｎｇ，Ｈａｍｍｉｎｇｄｉｓｔａｎｃｅｉｓｕｓｅｄｔｏ

ｄｅｓｃｒｉｂｅｔｈｅｎｏｎｓｉｍｉｌａｒｄｅｇｒｅｅｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏＤＮＡ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ，ｗｉｔｈｔｈｅｇｒｅａｔｅｒｔｈｅ Ｈａｍｍｉｎｇｄｉｓ

ｔａｎｃｅ，ｔｈｅｌｅｓｓｓｉｍｉｌａｒｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｔｗｏｂａｓｅｐａｉｒｓ

ａｎｄｔｈｅｌｅｓｓｌｉｋｅｌｙｆｏｒｍｉｓｍａｔｃｈｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ．

２．１．２　Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｃｏｎｓｔｒａｉｎｔ

Ｔｈｅｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｃｏｎｓｔｒａｉｎｔｉｓｕｓｅｄｔｏｄｅｓｃｒｉｂｅａ

ｓｉｍｉｌａｒｄｅｇｒｅｅｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓ．Ｔｈｅ

ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｃｏｎｓｔｒａｉｎｔｃｏｍｐｕｔｅｓｔｈｅｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｉｎｔｈｅ

ｓａｍｅｄｉｒｅｃｔｉｏｎｔｏｋｅｅｐｅａｃｈｓｅｑｕｅｎｃｅａｓｕｎｉｑｕｅａｓ

ｐｏｓｓｉｂｌｅｉｎｃｌｕｄｉｎｇｔｈｅｐｏｓｉｔｉｏｎｓｈｉｆｔ．Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｂｅ

ｔｗｅｅｎｔｗｏｂｉｎａｒｙｓｔｒｉｎｇｓｉｓｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｔｈｅｃｏｒ

ｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｐｌａｃｅｓｗｈｅｒｅｔｗｏｃｈａｒａｃｔｅｒｓａｒｅｔｈｅ

ｓａｍｅ．ＳｉｍｉｌａｒｉｔｙｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏＤＮＡｗｏｒｄｓ犡，犢ｉｓ

ｇｉｖｅｎｂｙ

犛犻犿犻犾犪狉犻狋狔（犡，犢）＝ ｍｉｎ
－狀＜犽＜狀

犎（犡，σ
犽（犢）） （２）

Ｗｈｅｒｅ犽＞０，σ
犽ｉｓｔｈｅｌｅｆｔｓｈｉｆｔｂｙ犽ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ，ｉｆ

犽＜０，σ
犽ｉｓｔｈｅｒｉｇｈｔｓｈｉｆｔｂｙ犽ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ．犎（，）

ｉｓｔｈｅｏｒｄｉｎａｒｙＨａｍｍｉｎｇｄｉｓｔａｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｂｉｎａｒｙ

ｓｔｒａｎｄｓ．

２．１．３　Ｈｍｅａｓｕｒｅｃｏｎｓｔｒａｉｎｔ

Ｇａｒｚｏｎ
［９］
ｐｒｏｐｏｓｅｄｔｈｅＨｍｅａｓｕｒｅｃｏｎｓｔｒａｉｎｔ

ｗｈｉｃｈｃｏｎｓｉｄｅｒｓｔｗｏｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｓｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ

ｏｎｅｓ．Ｈｍｅａｓｕｒｅｃｏｍｐｕｔｅｓｈｏｗｍａｎｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ

ａｒｅｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｇｉｖｅｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓｔｏ

ｐｒｅｖｅｎｔ ｃｒｏｓｓｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｗｏ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ．

ＨｍｅａｓｕｒｅｔａｋｅｓｔｈｅｍｉｎｉｍｕｍｏｆａｌｌｔｈｅＨａｍｍｉｎｇ

ｄｉｓｔａｎｃｅｓｏｂｔａｉｎｅｄｂｙｓｕｃｃｅｓｓｉｖｅｌｙｓｈｉｆｔｉｎｇａｎｄｌｉｎ

ｉｎｇｕｐｔｈｅＷａｔｓｏｎＣｒｉｃｋｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｏｆ犢ａｇａｉｎｓｔ

犡．ＨｍｅａｓｕｒｅｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏＤＮＡｗｏｒｄｓ犡，犢ｉｓ

ｇｉｖｅｎｂｙ

犎犿犲犪狊狌狉犲（犡，犢）＝ ｍｉｎ
－狀＜犽＜狀

犎（犡，σ
犽（犢Ｃ））

犎（犡，犢）＝∑
狀

犻＝１

犫狆（狓犻，狔犻），

犫狆（狓犻，狔犻）＝
１，狓犻≠狔犻

０，狓犻＝狔
｛

犻

，狓犻，狔犻∈｛Ａ，Ｃ，Ｇ，Ｔ｝

（３）

Ｗｈｅｒｅ犽＞０，σ
犽ｉｓｔｈｅｌｅｆｔｓｈｉｆｔｂｙ犽ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ，ｉｆ

犽＜０，σ
犽ｉｓｔｈｅｒｉｇｈｔｓｈｉｆｔｂｙ犽ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ．犎（，）

ｉｓｔｈｅｏｒｄｉｎａｒｙＨａｍｍｉｎｇｄｉｓｔａｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｂｉｎａｒｙ

ｓｔｒａｎｄｓ．Ｔｈｉｓ犎ｍｅａｓｕｒｅｓｕｃｃｅｓｓｉｖｅｌｙｌｉｎｅｓｕｐｔｈｅ

ｒｅｖｅｒｓｅｏｆ犢ａｇａｉｎｓｔ犡ｆｏｒｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ．

２．１．４　ＲｅｖｅｒｓｅｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔＨａｍｍｉｎｇ

ｄｉｓｔａｎｃｅｃｏｎｓｔｒａｉｎｔ

Ｉｎ ＤＮＡ ｃｏｍｐｕｔｉｎｇ，ｓｉｎｇｌｅｓｔｒａｎｄｅｄ ＤＮＡ

ｍｏｌｅｃｕｌｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｆｆｕｓｅｄｉｎｔｕｂｅ，犡ａｎｄ犢
Ｒｍａｙ

ｆｏｒｍｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ．Ｌｅｔ犡，犢ｄｅｎｏｔｅ

５′－狓１狓２．．．狓狀－３′，５′－狔１狔２．．．狔狀－３′ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，

犎（犡，犢ＲＣ）ｄｅｎｏｔｅｔｈｅｒｅｖｅｒｓｅｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔＨａｍ

ｍｉｎｇｄｉｓｔａｎｃｅ，ａｎｄｉｔｓｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎｃａｎｂｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎ

ｔｏｔｗｏｓｔｅｐｓ．

Ｆｉｒｓｔ，ｌｅｔ犠 ｂｅ犢ＲＣ，犠＝５′－狑１狑２．．．狑狀－３′＝

５′－狔狀．．．狔２狔１－３′．Ｓｅｃｏｎｄ，ｗｅｃａｎｃａｌｃｕｌａｔｅｔｈｅ

Ｈａｍｍｉｎｇｄｉｓｔａｎｃｅ犎（犡，犠）ｂｅｔｗｅｅｎ犡ａｎｄ犠．

２．１．５　ＳｅｌｆｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔＨａｍｍｉｎｇｄｉｓｔａｎｃｅ

ｃｏｎｓｔｒａｉｎｔ

ＤＮＡ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓｗｉｔｈａｃｅｒｔａｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｐｒｅｓｅｎｔｉｎｖｉｔｒｏ，ｂｅｃａｕｓｅｏｆｓｐａｔｉａｌｎｅａｒｎｅｓｓ，ＤＮＡ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｈｙｂｒｉｄｉｚｅｓｉｔｓｅｌｆｆｒｅｑｕｅｎｔｌｙ．Ｔａｎａｋａ
［１０］

ｐｒｅｓｅｎｔｅｄｔｈｅｓｅｌｆｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｃｏｎｓｔｒａｉｎｔｔｏａｖｏｉｄ

ｔｈｅｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＤＮＡ ｍｏｌｅｃｕｌａｒａｎｄｉｔｓ

ｒｅｖｅｒｓｅＤＮＡｓｔｒａｎｄ．ＳｅｌｆｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔＨａｍｍｉｎｇ

ｄｉｓｔａｎｃｅｉｓｇｉｖｅｎｂｙ

犎犿犲犪狊狌狉犲（犡，犡）＝ ｍｉｎ
－狀＜犽＜狀

犎（犡，σ
犽（犡Ｒ））（４）

　　ＴｈｅｃｏｎｓｔｒａｉｎｔｉｓｓｉｍｉｌａｒｔｏｔｈｅＨｍｅａｓｕｒｅ

ｃｏｎｓｔｒａｉｎｔ，Ｗｈｅｒｅ犽＞０，σ
犽ｉｓｔｈｅｌｅｆｔｓｈｉｆｔｂｙ犽ｐｏ

ｓｉｔｉｏｎｓ，ｉｆ犽＜０，σ
犽ｉｓｔｈｅｒｉｇｈｔｓｈｉｆｔｂｙ犽ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ．

犡Ｒｉｓｔｈｅｒｅｖｅｒｓｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆ犡．

２２　犉狉犲犲犈狀犲狉犵狔犅犪狊犲犱犆狅狀狊狋狉犪犻狀狋犃狀犪犾狔狊犻狊

ＦｒｅｅｅｎｅｒｇｙｃｈａｎｇｅΔ犌ｒｅｆｅｒｓｔｏｔｈｅｅｎｅｒｇｙ

ｃｈａｎｇｅｗｈｅｎｔｗｏｓｉｎｇｌｅｓｔｒａｎｄｅｄＤＮＡ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ

ｆｏｒｍｈｙｂｒｉｄｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｅｄ．ＤＮＡｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ

ｕｓｕａｌｌｙｅｍｉｔｈｅａｔ，ｓｏｆｒｅｅｅｎｅｒｇｙｃｈａｎｇｅｓａｒｅｕｓｕ

ａｌｌｙｎｅｇａｔｉｖｅ，ｔｈａｔｉｓΔ犌＜０．Δ犌ｉｓａｍｅａｓｕｒｅｏｆ

ＤＮＡｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｅｄｓｔａｂｉｌｉｔｙ，ｔｈｅｈｉｇｈｅｒｔｈｅａｂ

ｓｏｌｕｔｅｖａｌｕｅ，ｔｈｅＤＮＡｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｅｄｍｏｒｅｓｔａ

ｂｌｅ．Ｉｎｏｒｄｅｒｔｏｐｒｅｖｅｎｔｔｈｅｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｈｙｂｒｉｄｉｚａ

ｔｉｏｎ，ｅｖｅｒｙＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｍｕｓｔｓａｔｉｓｆｙｔｈｅｍｉｎｉ

ｍｕｍｆｒｅｅｅｎｅｒｇｙｃｏｎｓｔｒａｉｎｔ．ＷｈｅｎｔｈｅΔ犌ｉｓｇｒｅａ

ｔｅｒｔｈａｎｔｈｅｇｉｖｅｎｔｈｒｅｓｈｏｌｄΔ犌ｍｉｎｆｏｒａｎｙｔｗｏ

ＤＮＡｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，ｔｈｅｎｃａｎｎｏｔｆｏｒｍａｓｔａｂｌｅｄｏｕｂ

ｌｅｓｔｒａｎｄｅｄｓｔｒｕｃｔｕｒｅｔｏｐｒｅｖｅｎｔｔｈｅｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅｏｆ

ｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ．

Ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｓｂａｓｅｄｏｎｆｒｅｅｅｎｅｒｇｙｕｓｅｄｔｈｅ

ｎｅａｒｅｓｔｎｅｉｇｈｂｏｒｔｈｅｒｍｏｄｙｎａｍｉｃｍｏｄｅｌ，ｔｈｅｆｏｒ

ｍｕｌａｉｓｇｉｖｅｎｂｙ

Δ犌＝∑
犻

狀犻Δ犌（犻）＋Δ犌（犻狀犻ＧＣ）＋

Δ犌（犻狀犻ＡＴ）＋Δ犌（狊狔犿） （５）

ＷｈｅｒｅΔ犌（犻）ａｒｅｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｆｒｅｅｅｎｅｒｇｙｃｈａｎｇｅｓ

ｆｏｒｔｈｅ １０ ｐｏｓｓｉｂｌｅ Ｗａｔｓｏｎｃｒｉｃｋ ＮＮｓ （ｅ．ｇ．，

Δ犌（１）＝Δ犌（ＡＡ／ＴＴ），Δ犌（２）＝Δ犌（ＴＡ／ＡＴ），．．．
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犲狋犮．），狀犻ｉｓｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅｓｏｆｅａｃｈｎｅａｒｅｓｔ

ｎｅｉｇｈｂｏｒ，犻，ａｎｄΔ犌（狊狔犿）ｅｑｕａｌｓ＋０．４３ｋｃａｌ／ｍｏｌ
（１ｃａｌ＝４．１８４Ｊ）ｉｆｔｈｅｄｕｐｌｅｘｉｓｓｅｌｆｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ

ａｎｄｚｅｒｏｉｆｉｔｉｓｎｏｎｓｅｌｆｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ
［１１］．

３　犃狀犪犾狔狊犻狊犪狀犱犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀犳狅狉犉狉犲犲犈狀犲狉犵狔

犪狀犱犎犪犿犿犻狀犵犇犻狊狋犪狀犮犲犕犲狋犺狅犱

３１　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳犚犲狊狋狉犻犮狋犻狅狀狊狅狀犖狅狀犛狆犲犮犻犳犻犮

犎狔犫狉犻犱犻狕犪狋犻狅狀

ＡｍｏｎｇｔｈｅｓｅＨａｍｍｉｎｇｂａｓｅｄＤＮＡｅｎｃｏｄｉｎｇ

ｃｏｎｓｔｒａｉｎｔｓ，Ｈａｍｍｉｎｇｄｉｓｔａｎｃｅ，ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙａｎｄＨ

ｍｅａｓｕｒｅｃｏｎｓｔｒａｉｎｔｓｃａｎｐｒｅｖｅｎｔｔｈｅｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃ

ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎ犡ａｎｄ犢
Ｃ．Ｓｅｌｆｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ

Ｈａｍｍｉｎｇｄｉｓｔａｎｃｅｃａｎｐｒｅｖｅｎｔｔｈｅｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｈｙ

ｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎ犡 ａｎｄ犡Ｒ．Ｒｅｖｅｒｓｅｃｏｍｐｌｅ

ｍｅｎｔＨａｍｍｉｎｇｄｉｓｔａｎｃｅｃｏｎｓｔｒａｉｎｔｃａｎｐｒｅｖｅｎｔｔｈｅ

ｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎ犡ａｎｄ犢
Ｒ．Ｓｏ

ｔｈｅＨａｍｍｉｎｇｂａｓｅｄＤＮＡｅｎｃｏｄｉｎｇｃｏｎｓｔｒａｉｎｔｓｉｎ

ｃｌｕｄｅｓａｌｌｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｔｏｒｅｓｔｒｉｃｔｔｈｅｎｏｎｓｐｅ

ｃｉｆｉｃｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ａｓｓｈｏｗｎｉｎＦｉｇ．２．

Ｆｉｇ．２　Ｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ

ＴｈｅｆｒｅｅｅｎｅｒｇｙｔｈｒｅｓｈｏｌｄΔ犌ｍｉｎｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆ

ｆｅｒｅｎｔＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｃａｎｐｒｅｖｅｎｔｔｈｅｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃ

ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎ犡犢
Ｃａｎｄ犡犢

Ｒ．Ｔｈｅｆｒｅｅ

ｅｎｅｒｇｙｔｈｒｅｓｈｏｌｄｂｅｔｗｅｅｎ犡 ａｎｄｉｔｓｒｅｖｅｒｓｅｓｅ

ｑｕｅｎｃｅ犡
Ｒｃａｎｐｒｅｖｅｎｔｔｈｅｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｈｙｂｒｉｄｉｚａ

ｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎ犡犡
Ｒ．Ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ，ｔｈｅｆｒｅｅｅｎｅｒｇｙ

ｃｏｎｓｔｒａｉｎｔｓａｌｓｏｉｎｃｌｕｄｅａｌｌｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｔｏｒｅ

ｓｔｒｉｃｔｔｈｅｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ａｓｓｈｏｗｎｉｎ

Ｆｉｇ．２．

３２　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳犆犪犾犮狌犾犪狋犻狅狀狅狀犖狅狀犛狆犲犮犻犳犻犮

犎狔犫狉犻犱犻狕犪狋犻狅狀

３．２．１　ＣａｌｃｕｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＨａｍｍｉｎｇｄｉｓｔａｎｃｅ

ｍｅｔｈｏｄ

ＦｏｒａｎｙｔｗｏＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓ犡 ａｎｄ犢，ｌｅｔ

犠犆（犡，犢）ｂｅｏｖｅｒａｌｌｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｂａｓｅｐａｉｒｓ，ｔｈｅ

ｆｏｒｍｕｌａａｓｆｏｌｌｏｗｉｎｇ

犠犆（犡，犢）＝∑
狀

犻＝１

狑犮（狓犻，狔犻），

狑犮（狓犻，狔犻）＝
１，狓犻＝狔犻

０，狓犻≠狔
｛

犻

，狓犻，狔犻∈｛Ａ，Ｃ，Ｇ，Ｔ｝
（６）

　　Ｌｅｔｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｂａｓｅｐａｉｒｓｂｅ

ｔｗｅｅｎ犡ａｎｄ犢Ｃｉｓ犽，ｉ．ｅ．犠犆（犡，犢Ｃ）＝犽．Ｏｂｖｉ

ｏｕｓｌｙ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｂａｓｅｐａｉｒｅｓｂｅｔｗｅｅｎ

ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｒｅｖｅｒｓｅＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ犡
Ｃａｎｄ犢Ｃｉｓ

ａｌｓｏ犽，犠犆（犡Ｃ，（犢Ｃ）Ｃ）＝犽．犠犆（犡Ｃ，（犢Ｃ）Ｃ）＝

犠犆（犡Ｃ，犢）＝犽．

Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｂａｓｅｐａｉｒｅｓｂｅ

ｔｗｅｅｎｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｃｏｍｐｌｅｍｎｔＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ犡

ａｎｄ犢Ｃｉｓａｌｓｏ犽，犠犆（犡Ｒ，（犢Ｃ）Ｒ）＝犽．犠犆（犡Ｒ，

（犢Ｃ）Ｒ）＝犠犆（犡Ｒ，犢ＲＣ）＝犽．

Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｂａｓｅｐａｉｒｅｓｂｅ

ｔｗｅｅｎｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｃｏｍｐｌｅｍｎｔＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ犡
Ｒ

ａｎｄ犢ＲＣ ｉｓａｌｓｏ犽，犠犆 （（犡Ｒ）Ｃ，（犢ＲＣ）Ｃ）＝犽．

犠犆（（犡Ｒ）Ｃ，（犢ＲＣ）Ｃ）＝犠犆（犡ＲＣ，犢Ｒ）＝犽．

犠犆（犡，犢Ｃ）＝犠犆（犡Ｃ，犢）＝犠犆（犡Ｒ，犢ＲＣ）＝

犠犆（犡ＲＣ，犢Ｒ）＝犽．Ｔｈｅｆｏｕｒｇｒｏｕｐｏｆｂａｓｅｐａｉｒｓ

ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｉｓｅｑｕｉｖａｌｅｎｔ，ａｓｓｈｏｗｎｉｎ

Ｆｉｇ．３．

Ｆｉｇ．３ 犡ａｎｄ犢
Ｃｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｂａｓｅｐａｉｒｓｅｑｕｉｖａｌｅｎｔｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ

Ａｎｄｆｏｒｔｈｅｓａｍｅｒｅａｓｏｎ，犡ａｎｄ犡Ｒａｌｓｏｃｏｎ

ｔａｉｎｆｏｕｒｇｒｏｕｐｅｑｕｉｖａｌｅｎｔｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ，犠犆（犡，

犢Ｒ）＝犠犆（犡Ｒ，犢）＝犠犆（犡ＲＣ，犢Ｃ）＝犠犆（犡Ｃ，犢ＲＣ），

ａｓｓｈｏｗｎｉｎＦｉｇ．４．

Ｆｉｇ．４ 犡ａｎｄ犢
Ｒｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｂａｓｅｐａｉｒｓｅｑｕｉｖａｌｅｎｔｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ

Ｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅａｂｏｖｅａｎａｌｙｓｉｓ，ｆｏｒａｎｙｇｉｖｅｎ

Ｈａｍｍｉｎｇｄｉｓｔａｎｃｅｃｏｎｓｔｒａｉｎｔｓｔｈｒｅｓｈｏｌｄｖａｌｕｅ，ｔｈｅ

ｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎｏｆ犠犆（犡，犢Ｒ）ａｎｄ犠犆（犡，犢Ｃ）ｃａｎｃｏｎ

ｔａｉｎ８ｓｐｅｃｉｆｉｃｔｙｐｅｓｏｆｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ．

３．２．２　Ｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｆｒｅｅｅｎｅｒｇｙｍｅｔｈｏｄ

Ｔｈｅｒｅｉｓａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂｅｔｗｅｅｎｆｒｅｅ

ｅｎｅｒｇｙｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎａｎｄＨａｍｍｉｎｇｄｉｓｔａｎｃｅｃａｌｃｕｌａ

ｔｉｏｎ，ｗｈｉｃｈｉｓｔｈｅｎｅａｒｅｓｔｎｅｉｇｈｂｏｒｍｏｄｅｌｈａｓｔｈｅ

５′－３′ｄｉｒｅｃｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｔｈｅｒｍｏｄｙｎａｍｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

ａｒｅｎｏｔｓｙｍｍｅｔｒｙ．ＴｈｅｒｅｆｏｒｅＨａｍｍｉｎｇｄｉｓｔａｎｃｅ

ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓ，ｉｔｗｉｌｌｎｏｔｎｅｃｅｓｓａｒｉｌｙ

ｅｑｕａｌｆｒｅｅｅｎｅｒｇｙ．

Ｆｏｒｅｘａｍｐｌｅ，ＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓ犡＝５′－ＣＡＣＴ

ＣＡＴＧＡＡ－３′，犢＝５′－ＣＡＣＡＣＣＴＧＡＡ－３′．Ａｃ

ｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅＨａｍｍｉｎｇｄｉｓｔａｎｃｅｃｏｎｓｔｒａｉｎｔｓｃｈａｒａｃ

ｔｅｒ，ｔｈｅｒｅａｒｅｅｑｕｉｖａｌｅｎｃｅＨａｍｍｉｎｇｄｉｓｔａｎｃｅｒｅｌａ

ｔｉｏｎｓ犠犆（犡，犢Ｃ）＝犠犆（犡Ｒ，犢ＲＣ）＝犠犆（犡Ｃ，犢）＝

８．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｉｔｓｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｆｒｅｅｅｎｅｒｇｙｉｓｄｉｆ

ｆｅｒｅｎｔ，ａｓｓｈｏｗｎｉｎＦｉｇ．５．
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Ｆｉｇ．５　Ｈａｍｍｉｎｇｄｉｓｔａｎｃｅｉｓｅｑｕａｌ，ｂｕｔｆｒｅｅｅｎｅｒｇｙｉｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

　　①ｔｈｅｆｒｅｅｅｎｅｒｇｙｏｆ犡ａｎｄ犢
Ｃ

犡Ｃ　５′－ＣＡＣＴＣＡＴＧＡＡ－３′＝ＣＡ＋ＡＣ＋ＣＴ＋ＧＴ＋ＣＡ＋ＡＧ＋ＴＧ＋ＧＡ＋ＡＡ＋Δ犌（犻狀犻ＧＣ）＋Δ犌（犻狀犻ＡＴ）

犢Ｃ
　３′－ＧＴＧＴＧＧＡＣＴＴ－５′＝ＧＴ ＴＧ ＧＴ ＣＴ ＧＧ ＴＡ ＡＣ ＣＴ ＴＴ

＝－１．４５－１．４４－０．１２＋０．４５＋０．０３＋０．０２－１．４５－１．３０－１．００＋０．９８＋１．０３

＝－４．２５ （７）

②ｔｈｅｆｒｅｅｅｎｅｒｇｙｏｆ犡
Ｒａｎｄ犢ＲＣ

Δ犌（犡
Ｒ，犢ＲＣ）＝Δ犌（犡，犢

Ｃ）＝－４．２５．

③ｔｈｅｆｒｅｅｅｎｅｒｇｙｏｆ犡
Ｃａｎｄ犢

犢犆
　５′－ＣＡＣＡＣＣＴＧＡＡ－３′＝ＣＡ＋ＡＣ＋ＣＡ＋ＧＡ＋ＣＣ＋ＡＴ＋ＴＧ＋ＧＡ＋ＡＡ＋Δ犌（犻狀犻ＧＣ）＋Δ犌（犻狀犻ＡＴ）

犡Ｃ　３′－ＧＴＧＡＧＴＡＣＴＴ－５′＝ＧＴ ＴＧ ＧＡ ＣＡ ＧＴ ＴＣ ＡＣ ＣＴ ＴＴ

＝－１．４５－１．４４＋０．４３＋０．１７＋０．６２＋０．７３－１．４５－１．３０－１．００＋０．９８＋１．０３

＝－２．６８ （８）

　　Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，ｆｏｒａｎｙｔｗｏＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓ犡

ａｎｄ犢，ｌｅｔΔ犌（犡，犢
Ｃ）ｂｅｔｈｅｅｎｅｒｇｙｏｆ犡ａｎｄ犢，

ｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｒｅｖｅｒｓｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｒｅｅｅｎｅｒｇｙｉｓ

ｔｈｅｅｑｕａｌｔｏΔ犌（犡，犢
Ｃ），ｉ．ｅ．Δ犌（犡，犢

Ｃ）＝

Δ犌（犡
Ｒ，犢ＲＣ）．Ａｎｄｆｏｒｔｈｅｓａｍｅｒｅａｓｏｎ，Δ犌（犡

Ｃ，

犢）＝Δ犌（犡
ＲＣ，犢Ｒ）；Δ犌（犡，犢

Ｒ）＝Δ犌（犡
Ｒ，犢）；

Δ犌（犡
ＲＣ，犢Ｃ）＝Δ犌（犡

Ｃ，犢ＲＣ），ａｓｓｈｏｗｎｉｎＦｉｇ．６．

Ｆｉｇ．６　Ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔｆｒｅｅｅｎｅｒｇｙｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ

３３　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犖狌犮犾犲犻犮犃犮犻犱犈狀犮狅犱犻狀犵

Ｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅａｂｏｖｅａｎａｌｙｓｉｓｗｅｃａｎｓｅｅｔｈａｔ

ｔｈｅｔｗｏｃａｔａｌｏｇｓＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｄｅｓｉｇｎ ｍｅｔｈｏｄ

ｃａｎｂｏｔｈｒｅｓｔｒｉｃｔｔｈｅ８ｔｙｐｅｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｈｙｂｒｉｄｉｚａ

ｔｉｏｎｓ．ＴｈｅＨａｍｍｉｎｇｄｉｓｔａｎｃｅｂａｓｅｄｍｅｔｈｏｄｎｅｅｄ

ｏｎｌｙｃａｌｃｕｌａｔｅ２ｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｃｏｍｂｉｎａ

ｔｉｏｎｓ，ｗｈｉｌｅｆｒｅｅｅｎｅｒｇｙｂａｓｅｄｍｅｔｈｏｄｍｕｓｔｃａｌｃｕ

ｌａｔｅ４ｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ．Ｉｔｉｓ

ｃｌｅａｒｔｈａｔｔｈｅｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌｌｙｏｆｆｒｅｅｅｎｅｒｇｙｂａｓｅｄ

ＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｍｅｔｈｏｄｇｒｅａｔｅｒｔｈａｎＨａｍｍｉｎｇｄｉｓ

ｔａｎｃｅｂａｓｅｄＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｄｅｓｉｇｎｍｅｔｈｏｄ．

Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｆｏｒｍｕｌａ

７ａｎｄｆｏｒｍｕｌａ８，ｗｅｃａｎｓｅｅｔｈａｔ，ｉｆｏｎｌｙｃｏｎｓｉｄｅｒ

ｔｈｅｆｒｅｅｅｎｅｒｇｙｏｆＷａｔｓｏｎＣｒｉｃｋｂａｓｅｐａｉｒｓｗｉｔｈｏｕｔ

ｔｈｅｆｒｅｅｅｎｅｒｇｙｏｆｉｎｔｅｒｎａｌｓｉｎｇｌｅｍｉｓｍａｔｃｈａｎｄ

ｏｔｈｅｒＤＮＡｓｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，Δ犌（犡，犢
Ｃ）ｗｉｌｌ

ｂｅｅｑｕａｌｔｏΔ犌（犡
Ｃ，犢）．Ａｔｔｈｉｓｐｏｉｎｔ，ｔｈｅｃａｌｃｕｌａ

ｔｉｏｎｏｆｆｒｅｅｅｎｅｒｇｙｅｑｕｉｖａｌｅｎｔｔｏｔｈｅＨａｍｍｉｎｇｄｉｓ

ｔａｎｃｅ，Δ犌（犡，犢
Ｃ）＝Δ犌（犡

Ｃ，犢）＝Δ犌（犡
Ｒ，犢ＲＣ）＝

Δ犌（犡
ＲＣ，犢Ｒ），ａｎｄΔ犌（犡，犢

Ｒ）＝Δ犌（犡
Ｒ，犢）＝

Δ犌（犡
ＲＣ，犢Ｃ）＝Δ犌（犡

Ｃ，犢ＲＣ）．Ｗｈｅｎｏｎｌｙｃｏｎｓｉｄｅｒ

ｔｈｅｆｒｅｅｅｎｅｒｇｙｏｆＷａｔｓｏｎｃｒｉｃｋｂａｓｅｐａｉｒｓ，ｔｈｅｃａｌ

ｃｕｌａｔｉｏｎｏｆｆｒｅｅｅｎｅｒｇｙｗｉｌｌｂｅｅｑｕａｌｔｏｔｈｅＨａｍｍｉｎｇ

ｄｉｓｔａｎｃｅｍｅｔｈｏｄ，ａｓｓｈｏｗｎｉｎＦｉｇ．３ａｎｄＦｉｇ．４．

Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，Ｈａｍｍｉｎｇｄｉｓｔａｎｃｅｂａｓｅｄｍｅｔｈｏｄ

ｃａｎｏｎｌｙａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｅｓｔｉｍａｔｅｓｏｆｔｈｅｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆ

ｔｈｅｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ．Ｆｏｒｅｘａｍｐｌｅ，犡＝

５′－ＧＧＣＴＡＡＣＴ－３′，犢＝３′－ＣＣＧＡＧＡＡＴ－５′，

犣＝３′－ＣＡＧＴＴＡＧＣ－５′．犠犆（犡，犢）＝犠犆（犡，犣），

ｗｈｉｌｅΔ犌（犡，犢）≠Δ犌（犡，犣），ａｓｓｈｏｗｎｉｎＦｉｇ．７．

Ｆｉｇ．７　Ｈａｍｍｉｎｇｄｉｓｔａｎｃｅｃａｎｏｎｌｙａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙｅｓｔｉｍａｔｅｔｈｅｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ
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　　ＴｗｏｇｒｏｕｐｏｆＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｗｉｔｈｓａｍｅＨａｍ

ｍｉｎｇｄｉｓｔａｎｃｅｈａｖｅｗｉｄｅｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｒｅｅｅｎｅｒｇｙ

Δ犌．Ａｓａｒｅｓｕｌｔ，ｔｈｅ Ｈａｍｍｉｎｇｄｉｓｔａｎｃｅｂａｓｅｄ

ＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｄｅｓｉｇｎ ｍｅｔｈｏｄｃａｎｏｎｌｙａｐｐｒｏｘｉ

ｍａｔｅｌｙｅｓｔｉｍａｔｅｔｈｅｔｈｅｒｍｏｄｙｎａｍｉｃｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆ

ＤＮＡｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ａｎｄｃａｎｎｏｔｂｅａｐｅｒｆｅｃｔｓｕｂ

ｓｔｉｔｕｔｅｆｏｒｔｈｅｍｉｎｉｍｕｍｆｒｅｅｅｎｅｒｇｙｍｅｔｈｏｄ．

４　犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀

Ｉｎｏｒｄｅｒｔｏｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙａｎｄｅｆｆｅｃ

ｔｉｖｅｎｅｓｓｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ，ＤＮＡｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎｎｅｅｄ

ｔｏｄｅｓｉｇｎｒｅｌｉａｂｌｅｌｉｂｒａｒｉｅｓｏｆＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓ．Ｔｈｅ

ｐａｐｅｒｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄｔｗｏｔｙｐｉｃａｌｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｍｅｔｈｏｄｓ，ｆｒｅｅｅｎｅｒｇｙｂａｓｅｄｍｅｔｈｏｄａｎｄＨａｍｍｉｎｇ

ｄｉｓｔａｎｃｅｂａｓｅｄｍｅｔｈｏｄ，ａｎｄａｎａｌｙｚｅｄｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅ

ｏｆｃｏｎｓｔｒａｉｎｔｓｏｎｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｏｆＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓ．

Ｔｈｅｎ，ｔｈｅｐａｐｅｒｃｏｍｐａｒｅｄｔｈｅｉｎｔｅｇｒｉｔｙａｎｄｃｏｍ

ｐｕｔａｔｉｏｎａｌｃｏｓｔｏｆｔｗｏｍｅｔｈｏｄｓｆｏｒｅｘｃｌｕｄｉｎｇｔｈｅ

ｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅ．Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，

ｔｈｅｐａｐｅｒａｎａｌｙｚｅｄｔｈｅｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｔｗｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｄｅｓｉｇｎｍｅｔｈｏｄｓ．Ｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ

ｗｅｃａｎｓｅｅｔｈａｔｔｈｅｔｗｏｃａｔａｌｏｇｓＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ｄｅｓｉｇｎｍｅｔｈｏｄｃａｎｂｏｔｈｒｅｓｔｒｉｃｔｔｈｅａｌｌｔｙｐｅｎｏｎ

ｓｐｅｃｉｆｉｃｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｓ，ａｎｄｔｈｅｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌｌｙｏｆ

ｆｒｅｅｅｎｅｒｇｙｂａｓｅｄＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｍｅｔｈｏｄｉｓｇｒｅａｔｅｒ

ｔｈａｎＨａｍｍｉｎｇｄｉｓｔａｎｃｅｂａｓｅｄＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｄｅ

ｓｉｇｎｍｅｔｈｏｄ．Ｆｕｒｔｈｅｒａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｓｔｈａｔｗｈｅｎ

ｏｎｌｙｃｏｎｓｉｄｅｒｔｈｅｆｒｅｅｅｎｅｒｇｙｏｆＷａｔｓｏｎｃｒｉｃｋｂａｓｅ

ｐａｉｒｓ，ｔｈｅｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎｏｆｆｒｅｅｅｎｅｒｇｙｗｉｌｌｂｅｅｑｕａｌｔｏ

ｔｈｅＨａｍｍｉｎｇｄｉｓｔａｎｃｅｍｅｔｈｏｄ．Ｓｏ，ｉｆｔｈｅｐｒｅｃｉｓｉｏｎ

ｓａｔｉｓｆｙｔｈｅｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ，Ｈａｍｍｉｎｇ

ｄｉｓｔａｎｃｅｂａｓｅｄＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｄｅｓｉｇｎｍｅｔｈｏｄ，ｎｏｔ

ｏｎｌｙｃａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈｂｅｔｗｅｅｎｓｐｅｃｉｆｉｃ
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