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第 １－６ 章　 系统发生树构建

自 ２０ 世纪中叶，随着分子生物学的不断发展，进化生物学也进入了分子水平，并建立了

一套依赖于核酸、蛋白质序列变异的理论和方法，由此也开创了生物信息学新领域。 如本书

绪论所述， Ｐａｕｌｉｎｇ 等第一次（１９６２ 年）将蛋白质序列变异用于分子进化研究，标志着生物信

息学学科的起始。

第一节　 系统发生树与遗传模型

一、 系统发生树概述

分类学涉及的问题是将不同生物合理地分成不同的类群，使类群内的个体成员相同或

非常相似。 分类学可以进行物种的分类，对于进化研究，分类涉及到系统发生（发育）或系统

进化的重构（ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｙｌｏｇｅｎｉｅｓ），构建系统发生过程有助于通过物种间隐含的种系

关系，揭示进化动力的实质。 Ｎｅｉ 等人已对构建系统发育过程进行了全面的总结（见《分子

进化与系统发育》（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｓ）一书），本章仅简要介绍相关方法。
不同生物表型（ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ） 和基因型（ ｇｅｎｏｔｙｐｅ） 数据有着明显差异。 Ｓｎｅａｔｈ 和 Ｓｏｋａｌ

（１９７３）将表型性关系定义为根据生物体一组表型性状所获得的相似性，而遗传性关系含有

祖先的遗传信息，这两种关系可用系统进化树或系统发生树（ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ）来表示。 Ｎｅｉ
（１９８７）指出，如果表型相似性的尺度意味着进化上的相似性程度，则有关表型的方法就可以

提供遗传上的判断。 系统发生树分有根（ｒｏｏｔｅｄ）和无根（ｕｎｒｏｏｔｅｄ）树（图 １－６．１ 给出 ４ 个物

种部分有根树和无根树）。 有根树反映了树上物种或基因的时间顺序，而无根树只反映分类

单元之间的距离而不涉及谁是谁的祖先问题。 通常用 Ｎｅｗｉｃｋ 格式来对系统树进行文本表

示，有根树的文本表示是唯一的，而无根树可以通过指定不同树根位置进行文本表示，因此

其文本表示也就不是唯一的。

　 　 图 １－６．１　 四个物种（Ａ、Ｂ、Ｃ 和 Ｄ）的 ２ 种有根树
和 １ 种无根树形式

用于构建系统树的数据有两种类型：
一种是特征数据（ｃｈａｒａｃｔｅｒ ｄａｔａ），它提供了

基因、个体、群体或物种的信息；二是距离

数 据 （ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｄａｔａ ） 或 相 似 性 数 据

（ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｄａｔａ），它涉及的则是成对基因、
个体、群体或物种的信息。 距离数据可由

特征数据计算获得，但反过来则不行。 这

些数据可以以矩阵的形式表达。 距离矩阵

（ｄｉｓｔａｎｃｅ ｍａｔｒｉｘ）是在计算得到的距离数据

基础上获得的，距离的计算总体上是要依

据一定的遗传模型，并能够表示出两个分
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类单位间的变化量。 系统树的构建质量依赖于距离估算的准确性。
１． 系统发生树构建方法

系统发生树的构建并非易事。 随着用于构建发生树的个体或称为实用分类单位（ＯＴＵ，
ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔｓ） 数量的增加，可能的树形数量将以 ２Ｓ 数量级增加（ Ｓ ＝ ＯＴＵ 数

量）。 当 ＯＴＵ 数量为 ５ 时，可能的有根树和无根树树形分别为 １０５ 和 １５ 个，ＯＴＵ 数量为 １０
时，可能的树形分别为 ３４ ４５９ ４２５ 和 ２ ０２７ ０２５ 个，而当 ＯＴＵ 数量增加到 ２０ 时，可能的树形

分别约为 ８．２０ｅ２１和 ２．２２ｅ２０个。 如果我们考虑树的枝长（进化距离）的话，问题将变得更加复

杂。 同时，我们实际研究中，ＯＴＵ 数量往往不止 ２０ 个，这就使可能的树形数量非常巨大。 如

何在如此众多的有根和无根树树形中，确定最佳树形或最优树形？
系统发生树的构建主要有三种方法：距离矩阵法、最大简约法和最大似然法。 距离矩阵

法（ｄｉｓｔａｎｃｅ ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔｈｏｄ）是根据每对物种之间的距离，其计算一般很直接，所生成的树质

量取决于距离尺度的质量，距离通常取决于遗传模型。 最大简约法（ ｍａｘｉｍｕｍ ｐａｒｓｉｍｏｎｙ，
ＭＰ）较少涉及遗传假设，它通过寻求物种间最小的变更数来完成。 由于该方法将基于数据

测算所有树形的可能性，计算量很大，一般超过 １２ 个 ＯＴＵ 就难以建树。 对于模型的巨大依

赖性是最大似然法（ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ， ＭＬ）的特征，该方法在计算上繁杂，但为统计推断提

供了良好基础。 该方法特别适用于那些序列间差异非常明显的进化分析，同时它可以利用

不同进化模型构建最佳系统发生树。 综上所述，三种方法在实际分析中的适用性总结如

图１－６．２：

图 １－６．２　 三种建树方法适用性

２． 树形统计测验

当我们构建了一个系统发生树，有多大把握认为它的结构反映了真实的进化关系呢？
这就涉及到发生树的稳健性和可靠性问题。 由于发生树具有复杂的结构，很难将传统构建

置信区间及进化统计显著性假设检验等方法照搬过来，往往采取再抽样统计检验。
统计学教材介绍再抽样方法时，常常用这样一个例子：坛子里面装有大量颜色不同但质

地手感相同的小球。 要求用再抽样的方法估计坛子中各种颜色小球的比例。 抽样检验的步

骤如下：
（１） 摇晃罐子使其中小球分布均匀（随机化）；
（２） 闭眼从坛子里抽取 １００ 个小球（随机采样）；

第 １－６ 章　 系统发生树构建
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（３） 清点并记录刚才取出的各种颜色小球的数目；
（４） 把刚才采样取出的小球全部放回坛子里；
（５） 继续从第一步开始操作；上述操作总共循环 １ ０００ 次以上。
对记录下来的数字求平均值和相对比例，最终得出坛中各色小球分布的估计。
由于第（４）步要求把取出的小球送回坛子里去，这一方法被称为“自举法” （ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）。

如果把第 （ ４） 步改成： “ 把采样取出的小球均扔掉”， 那相应的方法称为 “ 刀切法”
（ｊａｃｋｋｎｉｆｅ）。 如果坛子中的小球总数不够多（采样空间有限），人们就只能“自举”，不敢“刀

切”。 这是文献中“自举”比“刀切”法常见的缘由。
“自举法”是推断进化树可靠性的常用方法，简单来说当序列长度为 ｍ 时，把序列的位

点都重排，进行 ｍ 次有放回的抽样，然后将这些抽样得到的新的 ｍ 列数据，重新使用相同的

方法构建得到 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 树，并重复一定次数（如 １ ０００ 次）。 对于各种树形中可靠的分枝，必
定有大量重排数据支持这一分枝，如 ９５％甚至更高比例的支持率。 “自举法”通常需要较大

的计算量，特别是对于似然法建树。 另外，也有其他的统计测验方法，例如 Ｋｉｓｈｉｎｏ 与

Ｈａｓｅｇａｗａ 提出的一种基于似然度比较两个候选进化树的 ＫＨ 近似检验方法以及 Ｓｈｉｍｏｄａｉｒａ
与 Ｈａｓｅｇａｗａ 提出的 ＳＨ 检验。

３． 主要建树软件

目前构建系统进化树的算法及其软件很多，如维基百科中列举的就多达 ５０ 种以上（见

ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｅｎ．ｗｉｋｉｐｅｄｉａ．ｏｒｇ ／ ｗｉｋｉ ／ Ｌｉｓｔ＿ｏｆ＿ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｓ＿ｓｏｆｔｗａｒｅ）。 我们列出了几个目前常用的

软件（表 １ － ６． １），其中尤以 ＭＥＧＡ 最为流行。 ＭＥＧＡ 软件目前已更新至第 ７ 版，包含

Ｗｉｎｄｏｗｓ、Ｕｎｉｘ 和 Ｍａｃ 等多个操作系统下的软件包，当用户需要构建进化树时，只需要将原

始序列输入至 ＭＥＧＡ 界面，选择特定的联配方法（如 ＣＬＵＳＴＡＬＷ、ＭＵＳＣＬＥ）进行联配，同时

用户也可直接输入已经联配好的序列进行建树。 ＭＥＧＡ 软件提供了多种建树方法包括最大

似然法、最大简约法、距离矩阵法，可以选择 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 法测验，每个方法也提供了不同进化模

型供选择使用。
表 １－６．１　 分子进化与系统发育主要分析软件

软件名称 网址 说　 明

ＭＥＧＡ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｍｅｇａｓｏｆｔｗａｒｅ．ｎｅｔ ／ 美国宾西法尼亚州立大学 Ｍａｓａｔｏｓｈｉ Ｎｅｉ 开
发的分子进化遗传学软件

ＰＨＹＬＩＰ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ． ｇｅｎｅｔｉｃｓ． ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ． ｅｄｕ ／
ｐｈｙｌｉｐ．ｈｔｍｌ

由美国华盛顿大学 Ｆｅｌｓｅｎｓｔｅｉｎ 开发，可免费
下载，适用绝大多数操作系统

ＰＡＭＬ ｈｔｔｐ： ／ ／ ａｂａｃｕｓ． ｇｅｎｅ． ｕｃｌ． ａｃ． ｕｋ ／ ｓｏｆｔｗａｒｅ ／
ｐａｍｌ．ｈｔｍｌ

英国 Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｃｏｌｌｅｇｅ Ｌｏｎｄｏｎ 开发，最大似
然法构树和分子进化模型

ＰＡＵＰ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｐａｕｐ．ｃｓｉｔ．ｆｓｕ．ｅｄｕ ／ 国际上最通用的系统树构建软件之一，美
国 Ｓｉｍｔｈｓｏｎｉｏｎ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ 开发

ＲＡｘＭＬ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｃｏ．ｈ－ｉｔｓ． ｏｒｇ ／ ｅｘｅｌｉｘｉｓ ／ ｗｅｂ ／ ｓｏｆｔｗａｒｅ ／
ｒａｘｍｌ ／ ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ 大量数据的最大似然法建树常用方法

ＭｒＢａｙｅｓ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｍｒｂａｙｅｓ．ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ．ｎｅｔ ／ 基于贝叶斯方法的建树工具
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二、 遗传模型

当我们说两条序列为同源序列（ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ），意味着它们有共同的祖先。 同源

序列的来源主要通过物种分化、基因和基因组片段水平倍增等机制产生。 同源基因包括两

种类型———旁系（ｐａｒａｌｏｇｏｕｓ）和直系（ｏｒｔｈｏｌｏｇｏｕｓ）同源基因（图 １－６．３），其中旁系同源基因

由同一个物种内的基因倍增而来，而直系同源基因是指物种分化后产生的同源基因。

图 １－６．３　 旁系同源基因（ｐａｒａｌｏｇ）和直系同源基因（ｏｒｔｈｏｌｏｇ）的产生机制

在分子进化研究中，我们往往假定两条序列同源。 这样它们就具有单一祖先序列，而这

一祖先序列在进化过程中，会发生一系列的核苷酸突变（图 １－６．４）。
个体发生碱基变异后，新基因型可能在群体内扩散。 对环境适应性具有优势的变异，在

自然选择下，新基因型比例会明显上升，甚至在群体内固定下来。 因此，在群体水平上，在旁

系同源基因上可以发现大量单碱基变异，当该变异基因型的频率很低（＜１％），我们一般认定

其为新的突变（ｍｕｔａｔｉｏｎ），但其频率超过 １％后，我们称其为单碱基变异多态性（ＳＮＰ）。 当然

除了碱基变异，序列还会在进化过程中发生碱基的插删即插入与删除（缩写为 Ｉｎｄｅｌ）。 例

如，我们测定一段来自栽培稻（Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖｅ） 两个亚种 （ ｉｎｄｉｃａ ／ ｊａｐｏｎｉｃａ） 及其祖先野生种
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图 １－６．４　 同源序列间的核苷酸变异机制

（Ｏ．ｒｕｆｉｐｏｇｏｎ和 Ｏ．ｎｉｖａｒａ）基因片段，我们会发现不少碱基变异情况，如 ＳＮＰ 和 Ｉｎｄｅｌ 等（图 １－
６．５）。 分子进化中，由于碱基变异遗传模型等研究比较清楚，目前主要用 ＳＮＰ 数据构建系统

发生树。
ｉｎｄｉｃａ＿１ 　 　 　 ＡＴＧ ＣＧＧ ＧＡＴ ＣＣＡ ＴＴＣ ＣＴＴ ＡＡＴ ＧＡＧ ＴＴＴ ＣＣＴ ＡＡＡ ＡＣＧ ＧＴＧ ＣＡＧ ＣＡＣ ＧＧＴ ＴＴＴ
ｉｎｄｉｃａ＿２ 　 ＡＴＧ ＴＧＧ ＧＡＴ ＣＣＡ ＴＴＣ ＣＴＴ ＡＡＴ ＧＡＧ ＴＴＴ ＣＣＴ ＧＡＡ ＡＣＧ ＧＴＧ ＣＡＧ ＣＡＣ ＧＧＴ ＴＴＴ
ｉｎｄｉｃａ＿３ 　 ＡＴＧ ＴＧＧ ＧＡＴ ＣＣＡ ＴＴＣ ＣＴＴ ＡＡＴ ＧＡＧ ＴＴＴ ＣＣＴ ＧＡＡ ＡＣＧ ＧＴＧ ＣＡＧ ＣＡＣ ＧＧＴ ＴＴＴ
ｊａｐｏｎｉｃａ＿１ 　 ＡＴＧ ＴＧＧ －－－ ＣＣＡ ＴＴＣ ＣＴＴ ＡＡＴ ＧＡＧ ＴＴＴ ＣＣＴ ＧＡＡ ＡＣＣ ＧＴＧ ＣＡＧ ＣＡＣ ＧＧＴ ＴＴＴ
ｊａｐｏｎｉｃａ＿２ 　 ＡＴＧ ＣＧＧ －－－ ＣＣＡ ＴＴＧ ＣＴＴ ＡＡＴ ＧＡＧ ＴＴＴ ＣＣＴ ＧＡＡ ＡＣＣ ＧＴＧ ＣＡＧ ＣＡＣ ＧＧＴ ＴＴＴ
ｊａｐｏｎｉｃａ＿３ 　 ＡＴＧ ＴＧＧ ＧＡＴ ＣＣＡ ＴＴＧ ＣＴＴ ＡＡＴ ＧＡＧ ＴＴＴ ＣＣＴ ＧＡＡ ＡＣＣ ＧＴＧ ＣＡＧ ＣＡＣ ＧＧＴ ＴＴＴ
Ｏ．ｒｕｆｉｐｏｇｏｎ＿１ 　 ＡＴＧ ＴＧＧ ＧＡＴ ＣＣＡ ＴＴＣ ＣＴＴ ＡＡＴ ＧＡＧ ＴＴＴ ＣＣＴ ＧＡＡ ＡＣＧ ＧＴＧ ＣＡＧ ＣＡＣ ＧＧＴ ＴＴＴ
Ｏ．ｒｕｆｉｐｏｇｏｎ＿２　 ＡＴＧ ＴＧＧ ＧＡＴ ＣＣＡ ＴＴＧ ＣＴＴ ＡＡＴ ＧＡＧ ＴＴＴ ＣＣＴ ＧＡＡ ＡＣＣ ＧＴＧ ＣＡＧ ＣＡＣ ＧＧＴ ＴＴＴ
Ｏ．ｒｕｆｉｐｏｇｏｎ＿３　 ＡＴＧ ＴＧＧ ＧＡＴ ＣＣＡ ＴＴＧ ＣＴＴ ＡＡＴ ＧＡＧ ＴＴＴ ＣＣＴ ＧＡＡ ＡＣＣ ＧＴＧ ＣＡＧ ＣＡＣ ＧＧＴ ＴＴＴ
Ｏ．ｎｉｖａｒａ　 ＡＴＧ ＴＧＧ ＧＡＴ ＣＣＡ ＴＴＣ ＣＴＴ ＡＡＴ ＧＡＧ ＴＴＴ ＣＣＴ ＧＡＡ ＡＣＧ ＧＴＧ ＣＡＧ ＣＡＣ ＧＧＴ ＴＴＴ

图 １－６．５　 水稻及其祖先野生种碱基变异情况
其中 ３ 个位点我们定义为 ＳＮＰ 位点，一个位点发生插删

遗传模型在系统树构建中非常重要，因为距离计算等建树过程必须在一定的遗传假设

下才可能进行。 目前主要遗传进化模型包括 Ｊｕｋｅｓ－Ｃａｎｔｏｒ 模型、Ｋｉｍｕｒａ 模型、Ｆｅｌｓｅｎｓｔｅｉｎ 模

型和 Ｈａｓｅｇａｗａ－Ｋｉｓｈｉｎｏ－Ｙａｎｏ（ＨＫＹ）模型。
以下主要介绍在 ＤＮＡ 序列距离计算中最为常用的两个遗传模型。
在分子进化研究中，我们往往假设序列是同源的，它们具有单一祖先序列，且这一祖先
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序列在进化过程中发生了一系列的核苷酸突变。 在该假设基础上，Ｊｕｋｅｓ 和 Ｃａｎｔｏｒ（１９６９）进

一步假设每一种碱基具有同等机率突变为另外 ３ 种碱，其频率常数为 μ ／ ３，μ 为碱基替换频

率。 因此 Ｊｕｋｅｓ－ Ｃａｎｔｏｒ 模型通常也被称为单参数进化模型。 Ｋｉｍｕｒａ （ １９８０） 考虑到转换

（ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，两种嘧啶或两种嘌呤碱基之间的突变）和颠换（ｔｒａｎｓｖｅｒｓｉｏｎ，一个嘧啶和一个嘌呤

碱基之间的突变）具有不同的发生频率，а和 β，提出一种新模型。 该模型由于考虑转换率和

颠换率的不同，又通常称为双参数进化模型。 表 １－６．２ 简要说明了以上两种遗传模型。
表 １－６．２　 Ｊｕｋｅｓ－Ｃａｎｔｏｒ 单参数模型（上三角部分）和 Ｋｉｍｕｒａ 两参数模型（下三角部分）

а、β分别为两种碱基间 ２ 个不同的置换频率

Ａ Ｔ Ｇ Ｃ
Ａ а а а
Ｔ β а а
Ｇ а β а
Ｃ β а β

根据以上遗传模型，Ｊｕｋｅｓ 和 Ｃａｎｔｏｒ（１９６９）提出了 ＤＮＡ 序列距离 Ｋ计算公式：

Ｋ ＝ ３
４

ｌｎ ４
４ｑ － １

æ

è
ç

ö

ø
÷ ≈ ２μｔ （１－６．１）

其中 ｑ 为同源 ＤＮＡ 序列中具有相同碱基的概率，经过 ｔ 世代，由于祖先序列的趋异变

化，其值为：

ｑｔ ＝
１
４

＋ ３
４

１－８μ
３

æ

è
ç

ö

ø
÷

ｔ

（１－６．２）

μ为碱基替换频率。
距离 Ｋ适用于两条序列从一个祖先序列趋异进化以来的时间估计，并可用于序列间系

统发生树的构建。 在计算时，均首先需要进行序列联配分析。 Ｋｉｍｕｒａ 在其两参数模型下证

实，由于趋异变化，随时间由转换（Ｉ 型变化）或颠换（Ⅱ型变化）造成的碱基替换率为

ＰＩ ＝
１
４

（１－２ｅ－４（α＋β） ｔ＋ｅ－８βｔ）

ＰＩＩ ＝
１
４

（１－ｅ－８βｔ） （１－６．３）

如果 ｋ＝а＋２β是单位时间碱基替换的总频率，则适合作为系统发生树的距离尺度为

Ｋ ＝－ １
２

ｌｎ［（１ － ２ｐＩ － ｐＩＩ） １ － ２ＰＩＩ ］ ≈ ２ｋｔ （１－６．４）

Ｋｉｍｕｒａ 以兔和鸡的 β－球蛋白序列为例（ＧｅｎＢａｎｋ 记录号 Ｊ００８６０ 和 Ｊ００６５９），计算了上

述距离。 序列长度 ４３８ｂｐ，有 ５８ 个 Ｉ 型变化、６３ 个Ⅱ型变化。 因此， 􀭴ｐＩ ＝ ０． １３２ ４， 􀭹Ｐ∏ ＝

０．１４３ ８，Ｋｉｍｕｒａ 距离为 ０．３５１ ３。 这与只根据相同碱基比例 􀭴ｑ ＝ ０．７２３ ７ 所得 Ｊｕｋｅｓ－Ｃａｎｔｏｒ 距

离 ０．３４４ ６ 差异不大。
ＤＮＡ 序列距离 Ｋ又可称为 ＤＮＡ 序列间的分歧度（ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄｉｖｅｒｇｅｎｃｅ），即序列间相异

性的一个指标。 由于密码子的简并性，碱基变异不导致氨基酸的变异，这种情况称为同义突

变（ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｍｕｔａｔｉｏｎ），而导致氨基酸变异的突变则为非同义突变 （ ｎｏｎ － ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ
ｍｕｔａｔｉｏｎ），因此蛋白质序列的分歧度可分为两序列同义变化的分歧度（ＫＳ）和非同义变化的

第 １－６ 章　 系统发生树构建



１３４　　

ＺＤ３９ 生物信息学　 兴邦二校　 成品 １８５ｍｍ×２６０ｍｍ　 ３９ 行×３９ 字　 １０．５ＳＳ

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

分歧度（ＫＡ）。 根据 Ｊｕｋｅｓ－Ｃａｎｔｏｒ 单参数模型和 Ｋｉｍｕｒａ 两参数模型等遗传模型，可以分别计

算得到两序列的分歧度（或称为蛋白质序列间的距离）。
Ｆｅｌｓｅｎｓｔｅｉｎ（１９８１）模型是 Ｊｕｋｅｓ－Ｃａｎｔｏｒ 模型的另一种推广模型。 该模型满足稳态概率

分布 ｑＡ ＋ｑＧ ＋ｑＣ ＋ｑＴ ＝ １，当取 ｑＡ ＝ ｑＧ ＝ ｑＣ ＝ ｑＴ ＝ １ ／ ４ 时，该模型即简化为 Ｊｕｋｅｓ－Ｃａｎｔｏｒ 模型。
Ｈａｓｅｇａｗａ 等人 １９８５ 年提出的 ＨＫＹ 模型则是对 Ｆｅｌｓｅｎｓｔｅｉｎ 进化模型的进一步推广，类似于

Ｋｉｍｕｒａ 模型对 Ｊｕｄｅｓ－Ｃａｎｔｏｒ 模型的推广，即对转换和颠换突变进行了区分。 此外，核苷酸替

代模型还有许多，包括 １９８６ 年 Ｔａｖａｒé 提出的 ＧＴＲ（Ｇｅｎｅｒａｌｉｓｅｄ ｔｉｍｅ－ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ）模型、１９９２ 年

Ｔａｍｕｒａ 和 １９９３ 年 Ｔａｍｕｒａ 和 Ｎｅｉ 提出的模型等。

第二节　 距离法

系统发生树可建立在遗传距离矩阵的基础上。 这里的遗传距离为所有成对实用分类单

位（ＯＴＵ）之间的距离。 对于 ｔ个 ＯＴＵ，每一对之间的距离矩阵列于表 １－６．３。
表 １－６．３　 实用分类单位（ＯＴＵ）间的距离矩阵

ＯＴＵ
ＯＴＵ

＃１ ＃２ ＃３ … ＃ｔ

＃１ － ｄ１２ ｄ１３ … ｄ１ｔ

＃２ ｄ２１ － ｄ２３ … ｄ２ｔ

＃３ ｄ３１ ｄ３２ － … ｄ３ｔ

… … … … … …
＃ｔ ｄｔ１ ｄｔ２ ｄｔ３ … －

用这些距离对 ＯＴＵ 进行表型意义的分类可借助于聚类分析，聚类过程可以看作是鉴别

具有相近 ＯＴＵ 类群的过程。
距离法主要包括 ３ 个主要方法：非加权平均连接聚类法（ＵＰＧＭＡ 法）、Ｆｉｔｃｈ－Ｍａｒｇｏｌｉａｓｈ

法和邻接法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ 法）。

一、 非加权平均连接聚类法（ＵＰＧＭＡ）

非加权平均连接聚类法（ａｖｅｒａｇｅ ｌｉｎｋａｇｅ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ）或称为 ＵＰＧＭＡ 法（应用算术平均数

的非加权成组配对法，ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ｐａｉｒ－ｇｒｏｕｐ ｍｅｔｈｏｄ ｕｓｉｎｇ ａｎ ａｒｉｔｈｍｅｔｉｃ ａｖｅｒａｇｅ）是早期应用

最广泛的一种聚类方法。 该法将类间距离定义为两个类内成员所有成对距离的平均值。
作为实例，我们考虑图 １－６．６ 所列的 ５ 条来自人类等线粒体 ＤＮＡ 序列数据。 每对序列

间的 Ｊｕｋｅｓ－Ｃａｎｔｏｒ 距离取决于每对序列间核苷酸替换率。 根据距离 Ｋ 估计，５ 条线粒体

ＤＮＡ 序列的差异和距离列于表 １－６．４。
１． 人类 ＧＴＡＡＡＴＡＴＡＧ ＴＴＴＡＡＣＣＡＡＡ ＡＣＡＴＣＡＧＡＴＴ ＧＴＧＡＡＴＣＴＧＡ ＣＡＡＣＡＧＡＧＧＣ ＴＴＡＣＧＡＣＣＣＣ ＴＴＡＴＴＴＡＣＣ

２． 黑猩猩 ＧＴＡＡＡＴＡＴＡＧ ＴＴＴＡＡＣＣＡＡＡ ＡＣＡＴＣＡＧＡＴＴ ＧＴＧＡＡＴＣＴＧＡ ＣＡＡＣＡＧＡＧＧＣ ＴＣＡＣＧＡＣＣＣＣ ＴＴＡＴＴＴＡＣＣ

３． 大猩猩 ＧＴＡＡＡＴＡＴＡＧ ＴＴＴＡＡＣＣＡＡＡ ＡＣＡＴＣＡＧＡＴＴ ＧＴＧＡＡＴＣＴＧＡ ＴＡＡＣＡＧＡＧＧＣ ＴＣＡＣＡＡＣＣＣＣ ＴＴＡＴＴＴＡＣＣ

４． 猩猩 ＧＴＡＡＡＴＡＴＡＧ ＴＴＴＡＡＣＣＡＡＡ ＡＣＡＴＴＡＧＡＴＴ ＧＴＧＡＡＴＣＴＡＡ ＴＡＡＴＡＧＧＧＣＣ ＣＣＡＣＡＡＣＣＣＣ ＴＴＡＴＴＴＡＣＣ

５． 长臂猿 ＧＴＡＡＡＣＡＴＡＧ ＴＴＴＡＡＴＣＡＡＡ ＡＣＡＴＴＡＧＡＴＴ ＧＴＧＡＡＴＣＴＡＡ ＣＡＡＴＡＧＡＧＧＣ ＴＣＧＡＡＡＣＣＴＣ ＴＴＧＣＴＴＡＣＣ

图 １－６．６　 五种生物线粒体 ＤＮＡ 序列
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表 １－６．４　 来自人类等五条线粒体序列（图 １－６．６）的差异核苷酸数（对角线下）和
Ｊｕｋｅｓ－Ｃａｎｔｏｒ 距离（对角线上）

人类（ｈｕ） 黑猩猩（ｃｈ） 大猩猩（ｇｏ） 猩猩（ｏｒ） 长臂猿（ｇｉ）
人类（ｈｕ） － ０．０１５ ０．０４５ ０．１４３ ０．１９８

黑猩猩（ｃｈ） １ － ０．０３０ ０．１２６ ０．１７９
大猩猩（ｇｏ） ３ ２ － ０．０９２ ０．１７９
猩猩（ｏｒ） ９ ８ ６ － ０．１７９

长臂猿（ｇｉ） １２ １１ １１ １１ －

五种生物线粒体 ＤＮＡ 序列中，人类与黑猩猩之间的距离最近（０．０１５），首先将它们合并

为一个 ＯＴＵ 新类（ｈｕ－ｃｈ）。 然后计算这个新类与其它序列之间的距离，即其他序列到新类

中各成员间的平均距离：

ｄ（ｈｕ－ｃｈ），ｇｏ ＝
１
２

（ｄｈｕ，ｇｏ＋ｄｃｈ，ｇｏ）＝ ０．０３７

ｄ（ｈｕ－ｃｈ），ｏｒ ＝
１
２

（ｄｈｕ，ｏｒ＋ｄｃｈ，ｏｒ）＝ ０．１３５

ｄ（ｈｕ－ｃｈ），ｇｉ ＝
１
２

（ｄｈｕ，ｇｉ＋ｄｃｈ，ｇｉ）＝ ０．１８９

因此，表 １－６．４ 距离矩阵可更新为：
（ｈｕ－ｃｈ） ｇｏ ｏｒ ｇｉ

（ｈｕ－ｃｈ） ０．０３７ ０．１３５ ０．１８９
ｇｏ ０．０９２ ０．１７９
ｏｒ ０．１７９
ｇｉ

该表中人类－黑猩猩（ｈｕ－ｃｈ）与大猩猩（ｇｏ）之间的距离最小。 将它们再合并为一新类

（ｈｕ－ｃｈ－ｇｏ），新距离计算为：

ｄ（ｈｕ－ｃｈ－ｇｏ），ｏｒ ＝
１
３

（ｄｈｕ，ｏｒ＋ｄｃｈ，ｏｒ＋ｄｇｐ．ｐｒ）＝ ０．１２１

ｄ（ｈｕ－ｃｈ－ｇｏ），ｇｉ ＝
１
３

（ｄｈｕ，ｇｉ＋ｄｃｈ，ｇｉ＋ｄｇｏ，ｇｉ）＝ ０．１８５

距离矩阵进一步更新为：
（ｈｕ－ｃｈ－ｇｏ） ｏｒ ｇｉ

（ｈｕ－ｃｈ－ｇｏ） ０．１２１ ０．１８５
ｏｒ ０．１７９
ｇｉ

现在人类－黑猩猩－大猩猩（ ｈｕ－ｃｈ－ｇｏ）和猩猩（ ｏｒ）之间的距离最小，再将其并为一新

类。 从该四合体到猩猩序列的距离为：

ｄ（ｄｕ－ｃｈ－ｇｏ－ｏｒ），ｇｉ ＝
１
４

（ｄｈｕ，ｇｉ＋ｄｃｈ，ｇｉ＋ｄｇｏ，ｇｉ＋ｄｏｒ，ｇｉ）＝ ０．１８３

上述聚类结果可表示为图 １－６．７ 所示的树状图。 在构建树状图时，分枝点安置在两个

序列或类距离的中值点，成对序列间的距离为分枝长度之和。

第 １－６ 章　 系统发生树构建
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图 １－６．７　 平均连接聚类法（ＵＰＧＭＡ）系统树

ＵＰＧＭＡ 方法广泛用于距离矩阵。 Ｎｅｉ 等（１９８３）模拟了构建树的不同方法，发现当沿树

上所有分枝的突变率相同时， ＵＰＧＭＡ 法一般能够得到较好的结果。 当各分枝突变率相等

时，认为分子钟（ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｌｏｃｋ）在起作用。 因此，有关突变率相等（或几乎相等）的假设，对
于 ＵＰＧＭＡ 的应用是重要的，使用 ＵＰＧＭＡ 时必须注意。 另一些模拟研究已证实，当各分枝

的突变率不相等时，这一方法的结果不尽人意。

二、 Ｆｉｔｃｈ－Ｍａｒｇｏｌｉａｓｈ算法

ＵＰＧＭＡ 法包含这样的假定———沿着树的所有分枝突变率为常数，Ｆｉｔｃｈ 和 Ｍａｒｇｏｌｉａｓｈ
（１９６７）发展的 Ｆｉｔｃｈ－Ｍａｒｇｏｌｉａｓｈ 算法去除了这一假定。 该法的应用过程包括插入“丧失的”
ＯＴＵ 作为后面 ＯＴＵ 的共同祖先，并每次使分枝长度拟合于 ３ 个 ＯＴＵ 组。 同样用图 １－６．６ 的

线粒体资料来说明 Ｆｉｔｃｈ－Ｍａｒｇｏｌｉａｓｈ 算法。
将 ＯＴＵ 分为三组：距离最近的一对为 Ａ ＝人类（ｈｕ）和 Ｂ ＝黑猩猩（ｃｈ），剩下 Ｘ ＝ （大猩猩

ｇｏ，猩猩 ｏｒ，长臂猿 ｇｉ）。 引入树节 Ｃ作为 Ａ和 Ｂ的直接祖先。 设从 Ｃ到 Ａ、Ｂ的长度为 ａ、ｂ，从
Ｃ到 Ｘ的为 ｘ（图 １－６．８）。 Ａ、Ｂ、Ｃ之间的 ３ 个成对距离提供了可解 ３ 个未知数的 ３ 个方程：

ａ＋ｘ＝ｄＡＸ ＝ｄＡ􀭵Ｂ ＝ １
３

（０．０４５＋０．１４３＋０．１９８）＝ ０．１２９

ｂ＋ｘ＝ｄＢＸ ＝ｄＢ􀭵Ａ ＝ １
３

（０．０３０＋０．１２６＋０．１７９）＝ ０．１１２

ａ＋ｂ＝ｄＡＢ ＝ ０．０１５

ì

î

í

ï
ï
ï

ï
ï
ï

设定如下符号约定：设 ｄＵＶ为节点 Ｕ到节点 Ｖ的距离，ｄＵ􀭵Ｖ为节点 Ｕ到 Ｖ外所有节点的平

均距离，ｄＵ∗Ｖ为 Ｕ以下所有末端节到 Ｖ的平均距离。 Ｕ∗表示从同一字母的节点 Ｕ下的一组

末端树节。

图 １－６．８　 将 Ｆｉｔｃｈ－Ｍａｒｇｏｌｉａｓｈ 算法应用于图 １－６．６ 线粒体资料的初始步骤

第一个方程采用了从 Ａ到 Ｘ的每一成员的平均距离。 解以上 ３ 个方程得：

生物信息学·第一篇　 生物信息学基础
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ａ＝ ０．０１６，ｂ＝ －０．００１
为了方便以见，负的值定为 ０，因此 ｂ＝ ０。 ａ、ｂ的平均值为树节 Ｃ的高度，该值为 ０．００８。
用 Ｃ代替 Ａ、Ｂ作为新节点，按 ＵＰＧＭＡ 所采用的方式再计算距离值，得到下一个最近的

一对节点为 Ｃ和 Ｄ（ ＝ ｇｏ）。 引入树节 Ｅ作为 Ｃ和 Ｄ的直接祖先。 如图 １－６．９ 所示，节点 Ｃ＊

和 Ｅ、Ｄ和 Ｅ，Ｅ和 Ｘ的分枝长度分别为 ｃ、ｄ和 ｘ。 现在 Ｘ只包含猩猩（ｏｒ）和长臂猿（ｇｉ）。 要

解的 ３ 个方程为：

ｃ＋ｄ＝ｄＣ∗Ｄ ＝ １
２

（０．０４５＋０．０３０）＝ ０．０３７

ｃ＋ｘ＝ｄＣ∗Ｘ ＝ｄ（ＡＢ）Ｘ ＝ １
４

（０．１４３＋０．１９８＋０．１２６＋０．１７９）＝ ０．１６２

ｄ＋ｘ＝ｄＤＸ ＝ １
２

（０．０９２＋０．１７９）＝ ０．１３６

ì

î

í

ï
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ïï

ï
ï
ïï

因此

ｃ＝ ０．０３２，　 　 ｂ＝ ０．００６
节点 Ｅ的高度为（ｃ＋ｄ） ／ ２ ＝ ０．０１９。 由于 ｃ度量了 Ｃ到 Ｅ距离以及从 Ａ和 Ｂ到 Ｃ的平均

距离，所以 ｃ减去树节 Ｃ的高度就得到 Ｃ到 Ｅ之间的分枝长度 ｃ′。 换言之

ｃ′＝ ０．０３２－０．００８ ＝ ０．０２４

图 １－６．９　 将 Ｆｉｔｃｈ－Ｍａｒｇｏｌｉａｓｈ 算法应用于图 １－６．６ 线粒体序列分析的中间步骤

第 １－６ 章　 系统发生树构建
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随着 ＯＴＵ 简缩到 Ｅ、猩猩（ｏｒ）和长臂猿（ｇｉ）。 距离最近的一对就是 Ｅ和 Ｆ（ ＝ ｏｒ）了。 引

入 Ｇ作为直接祖先，余下的 Ｘ＝ ｇｉ。 要得到分枝长度所要解的方程为

ｅ＋ｆ＝ｄＥ∗Ｆ ＝ １
３

（０．１４３＋０．１２６＋０．０９２）＝ ０．１２１

ｅ＋ｘ＝ｄＥ∗Ｘ ＝ １
３

（０．１９８＋０．１７９＋０．１７９）＝ ０．１８５

ｆ＋ｘ＝ｄＦＸ ＝ ０．１７９
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故 ｅ＝ ０．０６３，ｆ＝ ０．０５７
节点 Ｇ的高度为（ｅ＋ｆ） ／ ２ ＝ ０．０６０，从 Ｅ到 Ｇ的分枝长度 ｅ＇为 ｅ与 Ｅ的高度之差，即０．０６３

－０．０１９ ＝ ０．０４４。
Ｆｉｔｃｈ－Ｍａｒｇｏｌｉａｓｈ 算法计算过程可以到此为止，图 １－６．１０ 给出了其无根系统树。

图 １－６．１０　 图 １－６．６ 所列线粒体序列资料的 Ｆｉｔｃｈ－Ｍａｒｇｏｌｉａｓｈ 无根系统树

如果不假定沿所有分枝具有相同的变更率，则由 Ｆｉｔｃｈ－Ｍａｒｇｏｌｉａｓｈ 算法只能得到无根系

统树。 如果设置树根 Ｉ，并假定从 Ｉ到现在所有序列的两个分枝具有相等的变更率，因而从 Ｇ
到 Ｉ的距离 ｇ与从 Ｈ到 Ｉ的距离 ｈ是相等的，则有根树就可以采用与 ＵＰＧＭＡ 提供的相同拓

扑方法来获得。 由于

ｇ＋ｈ＝ｄＧ∗Ｈ ＝ １
４

（０．１９８＋０．１７９＋０．１７９＋０．１７９）＝ ０．１８４

所以 ｇ＝ｈ＝ ０．０９２，且从 Ｇ到 Ｉ的距离 ｇ’为 ｇ减去 Ｇ 的高度，即 ０．０３２。 将所有这些分枝

长度一起考虑便得到图 １－６．１１ 所示的有根系统树。

图 １－６．１１　 基于图 １－６．６ 所列线粒体序列的 Ｆｉｔｃｈ－Ｍａｒｇｏｌｉａｓｈ 有根树状图
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Ｆｉｔｃｈ 和 Ｍａｒｇｏｌｉａｓｈ 承认他们的法则所得到的拓扑结构有可能是不正确的，并建议考查

其它的拓扑结构。 可以采用 Ｆｉｔｃｈ 和 Ｍａｒｇｏｌｉａｓｈ（１９６７）称之为“百分标准差”的一种拟合优

度来比较不同的系统树，最佳系统树应具有最小的百分标准差。 如果 ｄｉｊ为 ｎ个 ＯＴＵ 中 ｉ和 ｊ
的观测距离（即 Ｊｕｄｅｓ－Ｃａｎｔｏｒ 距离），ｅｉｊ为 ｉ和 ｊ之间分枝长度之和，则

ｓ＝
∑［（ｄｉｊ－ｅｉｊ） ／ ｄｉｊ］ ２

ｎ（ｎ－１）{ }
１
２

×１００ （１－６．５）

为百分标准差。 考虑到可加性的假定，有任意两个节点之间的距离，就是它们之间分枝长度

之和。 对于图 １－６．１０ 的系统树，观测距离和分枝长度列于表 １－６．５，其百分标准差为 １．９４。
通过调整适合系统树的分枝长度来降低 ｓ是可能的。

根据百分标准差选择系统树，其最佳系统树可能与由 Ｆｉｔｃｈ－Ｍａｒｇｏｌｉａｓｈ 法所得的不相

同。 当存在分子钟时，可以预期这一标准差的应用将给出类似于 ＵＰＧＭＡ 方法的结果。 如

果不存在分子钟，在不同的世系（分枝）中的变更率是不同的，则 Ｆｉｔｃｈ－Ｍａｒｇｏｌｉａｓｈ 标准就会

比 ＵＰＧＭＡ 好得多。
表 １－６．５　 五条线粒体序列的观测距离（对角线上）和采用 Ｆｉｔｃｈ－Ｍａｒｇｏｌｉａｓｈ 算法计算所得距离（对角线下）

人类 黑猩猩 大猩猩 猩猩 长臂猿

人类 － ０．０１５ ０．０４５ ０．１４３ ０．１９８

黑猩猩 ０．０１６ － ０．０３０ ０．１２６ ０．１７９

大猩猩 ０．０４６ ０．０３０ － ０．０９２ ０．１７９

猩猩 ０．１４１ ０．１２５ ０．１０７ － ０．１７９

长臂猿 ０．２０８ ０．１９２ ０．１７４ ０．１８１ －

通过选择不同的 ＯＴＵ 作为初始配对单位，就可以选择其它的系统树进行考查。 具有最

低百分标准差的系统树即被认为是最佳的，并且这个标准是建立在应用 Ｆｉｔｃｈ－Ｍａｒｇｏｌｉａｓｈ 算

法的基础上的。 例如，首先将人类和大猩猩分为一类，然后依次将黑猩猩、猩猩和长臂猿增

加进去。 但是，在这种情况下，第二个内部节点 Ｅ 的高度低于第一个内部节点 Ｃ 的高度，观
测距离和计算距离之间的适合度就不如第一种情形那么好。

三、 邻接法（ＮＪ 法）

邻接法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ Ｍｅｔｈｏｄ，ＮＪ）由 Ｓａｉｔｏｕ 和 Ｎｅｉ（１９８７）提出。 与 ＵＰＧＭＡ 方法类

似，该方法通过确定距离最近（或相邻）的成对分类单位来使系统树的总距离达到最小。 相

邻是指两个分类单位在某一无根分叉树中仅通过一个节点（ｎｏｄｅ）相连。 上述例举（图 １－６．６），
人与黑猩猩是相邻的，人与大猩猩则不是；如果人与黑猩猩组成一个新类，则该新类与大猩

猩又成为相邻。 总之，通过循序地将相邻点合并成新的点，就可以建立一个相应的拓扑树。
与 ＵＰＧＭＡ 方法不同之处，是其确定距离的方法不一样。

邻接法的一般步骤：
①计算第 ｉ终端节点（即分类单位 ｉ）的净分歧度 ｒｉ

ｒｉ ＝ ∑
Ｎ

ｋ＝ １
ｄｉｋ （１－６．６）

其中 Ｎ为终端节点数，ｄｉｋ为节点 ｉ和节点 ｋ之间的距离，有 ｄｉｋ ＝ｄｋｉ

第 １－６ 章　 系统发生树构建
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②计算并确定最小速率校正距离（ｒａｔｅ－ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ ｄｉｓｔａｎｃｅ）Ｍｉｊ：

Ｍｉｊ ＝ｄｉｊ－
ｒｉ＋ｒ ｊ
Ｎ－２

（１－６．７）

③定义一个新节点 ｕ，ｕ节点由节点 ｉ和 ｊ组合而成。 节点 ｕ与节点 ｉ和 ｊ的距离为：

ｓｉｕ ＝
ｄｉｊ
２

＋
ｒｉ＋ｒ ｊ

２（Ｎ－２）
Ｓ ｊｕ ＝ｄｉｊ－ｓｉｕ （１－６．８）
节点 ｕ与系统树其它节点 ｋ的距离为：

ｄｋｕ ＝
ｄｉｋ＋ｄ ｊｋ－ｄｉｊ

２
（１－６．９）

④从距离矩阵中删除列节点 ｉ和 ｊ的距离，Ｎ值（总节点数）减去 １
⑤如果尚余 ２ 个以上终端节点，返回到步骤①继续计算，直至系统树完全建成。
以上每一步可以产生一个中间节点，并最终画出系统发生树。
现以图 １－６．６ 线粒体序列为例，说明以上计算过程。 表 １－６．６ 列出了各步计算的结果。

第一步，猩猩（ｏｒ）和长臂猿（ｇｉ）之间的 Ｍｉｊ值最小，则它们用节点 １ 取代，进入第 ２ 步，则新节

点（节点 １）到这二个节点的距离为：

ｄｏｒ，节点１ ＝ １
２
ｄｏｒ，ｇｉ＋

ｒｏｒ－ｒｇｉ
６

＝ ０．０５７

ｄｇｉ，节点１ ＝ｄｏｒ，ｇｉ－ｄｏｒ，节点１ ＝ ０．１２２
节点 １ 到其它各节点的距离见表 １－６．６ 第二步矩阵。 在该矩阵中，人类（ｈｕ）和黑猩猩

（ｃｈ）的 Ｍｉｊ值最小，则它们又形成一个新节点（节点 ２）……依次类推，便可最终完成矩阵的

计算和无根系统发生树构建。

表 １－６．６　 邻接法计算线粒体序列（图 １－６．６）的距离 ｄｉｊ（上对角线部分）和 Ｍｉｊ（下对角线部分）

第一步
ｈｕ ｃｈ ｇｏ ｏｒ ｇｉ 净分歧度

ｊ＝ １ ｊ＝ ２ ｊ＝ ３ ｊ＝ ４ ｊ＝ ５ ｒｉ

ｈｕ ｉ＝ １ ０．０００ ０．０１５ ０．０４５ ０．１４３ ０．１９８ ０．４０１

ｃｈ ｉ＝ ２ －０．２３５ ０．０００ ０．０３０ ０．１２６ ０．１７９ ０．３５０

ｇｏ ｉ＝ ３ －０．２０４ －０．２０２ ０．０００ ０．０９２ ０．１７９ ０．３４６

ｏｒ ｉ＝ ４ －０．１７１ －０．１７１ －０．２０３ ０．０００ ０．１７９ ０．５４０

ｇｉ ｉ＝ ５ －０．１８１ －０．１８３ －０．１８１ －０．２４６ ０．０００ ０．７３５

第二步
ｈｕ ｃｈ ｇｏ 节点 １

ｊ＝ １ ｊ＝ ２ ｊ＝ ３ ｊ＝ ４ ｒｉ

ｈｕ ｉ＝ １ ０．０００ ０．０１５ ０．０４５ ０．０８１ ０．１４１

ｃｈ ｉ＝ ２ －０．１１０ ０．０００ ０．０３０ ０．０６３ ０．１０８

ｇｏ ｉ＝ ３ －０．０８６ －０．０８４ ０．０００ ０．０４６ ０．１２１

节点 １ ｉ＝ ４ －０．０８５ －０．０８６ －０．１１０ ０．０００ ０．１９０

生物信息学·第一篇　 生物信息学基础



生物信息学·第一篇 生物信息学基础
１４１　　

ＺＤ３９ 生物信息学　 兴邦二校　 成品 １８５ｍｍ×２６０ｍｍ　 ３９ 行×３９ 字　 １０．５ＳＳ

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

第三步
ｇｏ 节点 １ 节点 ２

ｊ＝ １ ｊ＝ ２ ｊ＝ ３ ｒｉ

ｇｏ ｉ＝ １ ０．０００ ０．０４６ ０．０３０ ０．０７６

节点 １ ｉ＝ ２ －０．１４１ ０．０００ ０．０６５ ０．１１１

节点 ２ ｉ＝ ３ －０．１４１ －０．１４１ ０．０００ ０．０９５

第四步
ｇｏ 节点 ３

ｊ＝ １ ｊ＝ ２

ｇｏ ｉ＝ １ ０．０００ ０．００５

节点 ３ ｉ＝ ２ ０．０００
　 　 ∗ｈｕ、ｃｈ、ｇｏ、ｏｒ 和 ｇｉ 分别代表人类、黑猩猩、大猩猩、猩猩和长臂猿

图 １－６．１２　 利用邻接法构建的五条线粒体序列无根系统发生树

第三节　 简约法

简约法（Ｐａｒｓｉｍｏｎｙ）由 Ｅｄｗａｒｄｓ 和 Ｃａｖａｌｌｉ－Ｓｆｏｒｚａ（１９６３）以“最小进化原理”应用于基因

频率数据。 如果有一组来自不同物种的序列可供利用，那么连接它们最为简约的拓扑结构

就可能得到。 对于每种可能的拓扑结构，每一节点的序列就是产生两个直接后裔序列所需

变更最小的序列。 然后可以找到整个系统树所需的变更总数，具有最小总数的系统树就是

最简约系统发生树。 简约法的基本假设是，生物序列总是采用某种“最节约成本”或“最经

济”的方法完成进化过程。
为说明这一方法，我们举如下一个例子：六个物种（＃Ａ ＃Ｆ）的序列可以利用，并且在某

一特定联配位置，它们分别具有碱基 Ｃ、Ｔ、Ｇ、Ｔ、Ａ 和 Ａ。 如何构建它们的拓扑结构？ 其存在

许多可能的拓扑结构，其中之一如图 １－６．１３ 所示。
从离现存序列最近的节点开始，依次考虑节点 １ ５ 中的每一个节点。 在每一节点，写

出两后裔序列的“简约式”。 这一计算（这里记为◇）是一个集运算，如果交集不是空的，则
定义此运算为两个集的交；如果交集是空的，则定义为两个集的并。 对于不同的集（序列）
Ｘ、Ｙ、Ｚ，并和交的集合运算可以与简约运算对比如下：

交　 ［Ｘ、Ｙ］∩［Ｘ、Ｚ］ ＝ ［Ｘ］　 ［Ｘ］∩［Ｙ］ ＝φ
并　 ［Ｘ、Ｙ］∪［Ｘ、Ｚ］ ＝ ［Ｘ］　 ［Ｘ］∪［Ｙ］ ＝ ［Ｘ，Ｙ］
简约　 ［Ｘ、Ｙ］◇［Ｘ，Ｚ］ ＝ ［Ｘ］　 　 ［Ｘ］◇［Ｙ］ ＝ ［Ｘ，Ｙ］
对于简约运算，如果两个序列在某位置具有相同碱基，则当它们的共同祖先也具有该碱
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图 １－６．１３　 基于 ６ 条序列（物种＃Ａ－＃Ｆ）一个位点碱基变异确定最简约树的过程

基时，就产生最小的变更数。 如果它们具有不同的碱基，最小变更数则要求它们的祖先具有

这两个碱基的其中之一。
在图 １－６．１３ 中，节点 １ 和 ２ 分别为（ＣＴ）和（ＧＴ），意味着所列两个碱基之一将给出最小

的变更数。 对于节点 ３ 有 ３ 种可能性，但对于节点 ４ 只有 １ 种可能性，节点 ５ 有 ２ 种可能性。
如果节点 １ ５ 都具有碱基 Ｔ，则这一拓扑方法所得最小变更数为 ４。

重复进行上述过程得到其它的拓扑结构，需要最小变更数的拓扑结构可看成为最优的

系统发生树。
对于最大化的简约，只需考虑那些信息位点（ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｖｅ ｓｉｔｅ）。 对于 ＤＮＡ 序列，信息位

点是指那些至少存在 ２ 个不同的碱基且每个不同碱基至少出现两次的位点。 以表 １－６．７ 为

例，只有位点 ５，７，９ 为信息位点。 只有一个碱基且只在一个序列中出现的位点不属于信息

位点，因为那种独特的碱基位点是由于在直接通向它所在的分枝上，发生单个碱基变更所引

起的，这种碱基变更可与任何拓扑结构相容。 例如位点 ４，其碱基变异无法为评判哪种树型

提供任何依据，因为基于该位点，每种树型都需要 ３ 次碱基变更；相反，位点 ５ 可以给出碱基

最小变更的树型，因此它提供了有用信息，为信息位点。
表 １－６．７　 序列信息位点列举（以 ４ 条序列共 ９ 个位点为例）

仅有三个位点（位点 ５、７、９）为信息位点；同时列出基于位点 ４ 和位点 ５ 构建系统发生树所需碱基变更
次数

序列编号
位点

１ ２ ３ ４＊ ５＃ ６ ７ ８ ９

＃１ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ

＃２ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ

＃３ Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ Ｇ

＃４ Ａ Ｇ Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ Ｇ
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　 　 ＊

＃

图 １－６．６ 例举中的线粒体序列，基于上述标准存在 ５ 个信息位点（位点 ２５、３９、４４、４７ 和

５４）。 根据这 ５ 个位点可以构建它们的简约系统发生树（图 １－６．１４）。 与其它可能系统树一

样存在碱基变更，但该树仅有 ６ 个碱基变更，为最简约系统树。 尽管我们仅利用了非常有限

的位点信息，但获得了与距离矩阵法找到的系统树相同的拓扑结构，可见信息位点提供的可

靠系统发生信息。

图 １－６．１４　 基于图 １－６．６ 中来自五个物种线粒体序列的最简约系统树
图中数字为节点间的碱基变更数

部分科学家对简约法提出批评，因为该法不是以统计原理为基础。 例如 Ｆｅｌｓｅｎｓｔｅｉｎ
（１９８３）指出，在试图使进化事件的次数最小时，简约法隐含地假定碱基多次突变事件是不可

能的。 如果在进化时间范围内碱基变更的数量较小，则简约法是很合理的，但对于存在大量

变更的情形，随着所用数据的增加，简约法可能给出错误的系统树。

第四节　 似然法

一、 ＤＮＡ序列的似然模型

似然法试图避免其它方法构建系统发生树的局限性，尽管它需要的计算量大得惊人。
与距离矩阵法不同，似然法试图充分和有效地利用所有数据，而不是将数据简缩为距离的集

合。 它们与简约法的不同之处在于，其进化概率模型采用了标准的统计方法。
当考虑实施最大似然法时，该方法先假定系统发生树的结构，然后选择分枝长度，以使
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产生特定系统树的数据似然值最大化。 通过比较不同系统树的似然函数值，将具有最大似

然值的系统发生树看作最佳估计。 一个直接的问题是随着 ＯＴＵ 的增加，系统树的数目迅速

增加。 当树端具有 ｎ 个 ＯＴＵ 时，无根分歧树（在每一内部树节上连接着两个分枝的树）的数

目为（２ｎ－５）！ ／ ［（ｎ－３）！ ２ｎ－３］。 当 ｎ ＝ ３，４，６，８ 和 １０ 时，该数目分别为 １，３，１０５，１０ ３９５ 和

２ ０２７ ０２５。 具有 ｎ 个树端的有根树数目与具有 ｎ＋１ 个树端的无根树数目相同。 实际应用

时，只能测验所有系统树的一个亚集。
对于 ＤＮＡ 序列数据，似然法依据的模型，规定了在特定时间内由于突变使一条序列变

更为另一条序列的概率。 尽管 ＤＮＡ 序列中的毗邻碱基不是独立的，但模型的确假定了不同

位点上进化的独立性，从而某系统树上一组序列的概率就是序列上每一位点概率的乘积。
在任何单一位点，在经过时间 Ｔ后，碱基 ｉ 将变更为碱基 ｊ 的概率为 Ｐ ｉｊ（Ｔ）。 设定对于碱基

Ａ，Ｃ，Ｇ，Ｔ，下标 ｉ、ｊ的值为 １，２，３，４。
最为简单的碱基替换突变模型假定突变率为常数。 当碱基突变时，它以常数 πｉ 的突变

率变更为 ｉ型碱基。 这包括了一个碱基突变为与之相同的类型，尽管这种类型的替代是观

察不到的。 当单位时间（世代）的碱基替换率为 ｕ 时，则经过 Ｔ世代后某一位点不发生突变

的概率为（１－ｕ） Ｔ，因此发生突变概率 Ｐ为：
Ｐ＝ １－（１－ｕ） Ｔ≈１－ｅｕＴ （１－６．１０）
经过时间 Ｔ后由碱基 ｉ变更为碱基 ｊ的概率可写为：
Ｐ ｉｉ（Ｔ） ＝ （１ － ｐ） ＋ ｐπｉ
Ｐ ｉｊ（Ｔ） ＝ ｐπ ｊ 　 　 （ ｊ≠ｉ ） （１－６．１１）
当设定所有 πｉ 均为 １ ／ ４ 时，这就是 Ｊｕｋｅｓ－Ｃａｎｔｏｒ 突变模型，但有关突变率的解释略有不

同。 本模型中突变率 ｕ是对所有碱基替换而言，且 ｕ等于 ４ ／ ３ 乘以 Ｊｕｋｅｓ－Ｃａｎｔｏｒ 模型中的可

检测替换率 μ。
上述概率只涉及突变率和时间的乘积，采用这里讨论的方法无法对二者作分别估计。

因此，我们只讨论乘积 ν＝ｕＴ，即沿系统树分枝碱基替换的期望数。 如果树的所有分枝以相

同的速率发生碱基替换，则分枝长度将显示出树上每对树节间的相对时间。
在这里所描述的一个参数突变模型下，预期 ４ 种碱基变化具有相等频率，即对于 ｉ ＝ １，

２，３，４，πｉ 设定为 ０．２５。 另一可能的方式，是估计用于构建系统树的序列碱基平均突变率，作
为 πｉ 值。

二、 两条序列系统发生树

具有两条序列的一个有根系统发生树如图 １－６．１５ 所示。 对于这个序列的第 ｊ个核苷酸

位置，观测到的碱基为 ｓ１、ｓ２。 设在未知祖先序列（节点 ０）中该位点碱基为 ｋ。 将所有可能为

ｋ碱基的概率相加，则该位点似然值 Ｌ（ ｊ）为：

Ｌ（ ｊ） ＝∑
４

ｋ ＝ １
πｋＰｋｓ１（ｖ１）Ｐｋｓ２（ｖ２） （１－６．１２）

对于所有 ｍ个位点，似然值为：

Ｌ＝ Ц
ｍ

ｊ＝ １
Ｌ（ ｊ） （１－６．１３）

该似然值是两个未知分枝长度 ｖ１、ｖ２ 的函数。
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图 １－６．１５　 两个序列的有根树状图
在 ｊ位点，两个序列具有碱基 ｓ１ 和 ｓ２ 和相应节点具有碱基 ｋ

　 　 由于只存在一组从序列 １ 到序列 ２ 可观测的转换，因而内部节点 ０ 不能唯一定位。 可

以从 Ｆｅｌｓｅｎｓｔｅｉｎ（１９８１）的“滑轮原理”来证实这一点。 例如，在 ｊ 位点序列 １ 具有碱基 Ａ，序
列 ２ 具有碱基 Ｃ，考虑用似然函数显示该位点内部节点的 ４ 种碱基之和：

Ｌ（ ｊ） ＝ πＡＰＡＡ（ｖ１）ＰＡＣ（ｖ２） ＋ πｃＰｃＡ（ｖ１）ＰＣＣ（ｖ２） ＋ πＧＰＧＡ（ｖ１）ＰＧＣ（ｖ２） ＋ πＴＰＴＡ（ｖ１）ＰＴＣ（ｖ２）
＝ πＡ［（１ － ｐ１） ＋ ｐ１πＡ］ｐ２πＣ ＋ πＣｐ１πＡ［（１ － ｐ２） ＋ ｐ２πＣ］ ＋ πＧｐ１πＡｐ２πＣ ＋ πＴｐ１πＡｐ２πＣ
＝ πＡ（ｐ１ ＋ ｐ２ － ｐ１ｐ２）πＣ
＝ πＡｐ１２πＣ （１－６．１４）

换言之，涉及突变概率为 ｐ１ 和 ｐ２ 的两条通径（由 ｋ 到 Ａ 和由 ｋ 到 Ｃ）的似然值，与涉及

概率为 ｐ１２的一条通径（Ａ 到 Ｃ）的似然值相同。 注意到

ｐ１２ ＝ ｐ１ ＋ｐ２ －ｐ１ｐ２ ＝ １－ｅ－（ｖ１＋ｖ２） （１－６．１５）
因此图 １－６．１５ 系统树的似然值只取决于两个物种 １ 和 ２ 间总的分枝长度（ｖ１ ＋ｖ２），而与

节点 ０ 的位置无关。 不可能分别估计 ｖ１ 和 ｖ２，因而系统树简缩成两条序列间的单个分枝。
换言之，可估计得到的系统树是无根的。

当 ４ 种碱基的概率相等时，即 πｉ ＝ １ ／ ４（ ｉ ＝ １，２，３，４），则该一分枝系统树的似然值简

缩为：

Ｌ＝ ４－３ｐ
６４

æ

è
ç

ö

ø
÷

ｓ ｐ
６４

æ

è
ç

ö

ø
÷

ｍ－ｓ

（１－６．１６）

其中 ｐ是该分枝的突变概率，且两个序列的 ｍ 个位点中有 ｓ 个具有相同的碱基。 将似

然值最大化，得到

ｐ^＝ ４（ｍ－ｓ）
３ｍ

（１－６．１７）

分枝长度的最大似然估计值为

ｖ^ ＝ ｌｎ
３

４􀭴ｑ － １
æ

è
ç

ö

ø
÷ （１－６．１８）

其中

􀭴ｑ＝ ｓ
ｍ
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回顾一下，ｕ与 Ｊｕｋｅｓ－Ｃａｎｔｏｒ 模型中的 ４μ ／ ３ 相对应，且两序列间的时间 Ｔ在那个模型中

写作 ２ｔ（从每一序列到祖先序列时间的两倍）。 这些关系表明，分枝长度也可以从两个序列

间的 Ｊｕｋｅｓ－Ｃａｎｔｏｒ 距离 Ｋ得到：

ｖ ＝ ｕＴ ＝ ｌｎ ３
４ｑ － １

æ

è
ç

ö

ø
÷

Ｋ ＝ ２μｔ ＝ ３
４

ｌｎ ３
４ｑ － １

æ

è
ç

ö

ø
÷ （１－６．１９）

长度 ｖ是所有碱基替换的期望数，而长度 Ｋ是指可检测到的替换，且 ｖ＝ ４Ｋ ／ ３。

三、 三条及多条序列系统发生树

对于三条序列，则存在三种有根系统树形式，其中之一如图 １－６．１６ 所示。 除了三条可

观测的序列外，在节点 ０ 与节点 ４ 还有未定的序列，且有 ４ 个分枝长度有待估计。 可依次考

虑三种树状图，其中给出最大似然值的树型就是估计得到的系统发生树。 但事实上，没有必

要这样做，因为三种树状图具有相同的似然函数。

图 １－６．１６　 三条序列的一种有根系统发生树树型
在位点 ｊ，三个序列具有碱基 ｓ１、ｓ２、 ｓ３、，节点 ０ 和节点 ４ 具有碱基 ｋ和 ｌ

对于图 １－６．１６ 所示的树型，位点 ｊ的似然值可以用节点 ４ 的碱基 ｌ、节点 ０ 的碱基 ｋ 表
示如下：

Ｌ（ ｊ） ＝∑
ｋ

∑
ｌ

πｋＰｋｌ（ｖ４）Ｐｋｓ３（ｖ３）Ｐ ｌｓ１（ｖ１）Ｐ ｌｓ２（ｖ２） （１－６．２０）

如果节点 ０ 移动到节点 ３ 和 ４ 之间的任何位置，则 Ｆｅｌｓｅｎｓｔｅｉｎ 滑轮原理的应用不会改变

该似然值。 似然值只取决于总距离 ｖ３ ＋ｖ４。 如果使节点 ０ 和 ４ 叠合，则似然值可写作：

Ｌ（ ｊ） ＝∑
ｋ

πｋＰｋｓ１（ｖ１）Ｐｋｓ２（ｖ２）Ｐｋｓ３（ｖ３） （１－６．２１）

无法唯一地确定接点 ０ 的位置，且对于三条序列只有图 １ － ６．１７ 中星状系统树需要

考虑。
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图 １－６．１７　 三个序列的星状系统发生树
三条序列来自于同一祖先序列 ０

　 　 在相等碱基频率的假定下，由于存在三个未知的分枝长度且有三个成对的 Ｊｕｋｅｓ－Ｃａｎｔｏｒ
距离可供利用，所以利用 Ｂａｉｌｅｙ 法可从下列等式得到最大似然估计：

ｖ^１ ＋ｖ^２ ＝Ｋ１２

ｖ^１ ＋ｖ^３ ＝Ｋ１３

ｖ^２ ＋ｖ^３ ＝Ｋ２３

估值为

ｖ^１ ＝ １
２

（Ｋ１２ ＋Ｋ１３ －Ｋ２３）

ｖ^２ ＝ １
２

（Ｋ１２ ＋Ｋ２３ －Ｋ１３）

ｖ^３ ＝ １
２
Ｋ１３ ＋Ｋ２３ －Ｋ１２( )

实际序列并非具有相等的碱基频率，因而 Ｊｕｋｅｓ－Ｃａｎｔｏｒ 距离不会使似然值最大，但它们

的确为迭代法提供了很好的初始值。 Ｎｅｗｔｏｎ－Ｒａｐｈｓｏｎ 迭代法为找到最大似然值的数值解提

供了直接的方法，且从寻求 ｐｉ ＝ １－ｅ－ｖｉ的估值来看，这一方法是最为简单的。
用多条序列作为树端来构建系统发生树时，可采用以上所述的一般过程。 先指定一种

系统发生树树型，然后对来自该系统树似然函数的方程进行 Ｎｅｗｔｏｎ－Ｒａｐｈｓｏｎ 迭代，估计其

分枝长度。 在理论上，应研究所有可能系统树来寻找具有最大似然值的系统树。 研究证实，
至多存在一组对于 Ｌ给出平稳值的分枝长度，且这组分枝长度提供了所需的最大似然估计。
将这一方法应用于前述的 ５ 种线粒体序列，获得了图 １－６．１８ 所示的无根树状图。

图 １－６．１８　 利用 ＰＨＹＬＩＰ 软件构建五条线粒体序列（图 １－６．６）的最大似然树

第 １－６ 章　 系统发生树构建
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第五节　 基因组组分矢量方法

随着测序技术的进步，大量生物物种基因组被测序完成。 例如，目前细菌基因组测序项

目超过 ６ 万个，其基因组数据已公开的超过 ３ 万个。 利用基因组进行系统发生关系研究有

其特有优势，可以避免单一基因由于横向转移、基因进化速率等因素的干扰，从而获得更加

准确和高分辨率的亲缘关系。 同时，在估计序列间变异时往往基于序列联配。 序列联配的

算法依赖于许多参数，其打分矩阵等参数会影响真实序列关系的确定。 不使用序列联配方

法，才可能成为无参数的算法。
为此，郝柏林院士课题组发展了一个基于基因组组分矢量方法（ＣＶＴｒｅｅ 算法）用于系统

发生树构建。 该方法把 ２０ 个字母组成的氨基酸字母集合，扩大成由 ２０Ｋ 个 Ｋ 肽字符串组成

的集合。 这样做，可以把 Ｋ个字母以内的短程关联都自动包含进来，而且对于结构域交换、
小段 ＤＮＡ 或氨基酸段落的增删等等都变得不太敏感。 该方法不依赖于序列联配，应用于细

菌等微生物亲缘关系分析取得了很好效果，特别是在细菌的大尺度分类和亚种以下株系的

精细分类（郝柏林，２０１５）。

一、 组分矢量方法（ＣＶＴｒｅｅ 算法）

对于来自一个基因组所编码的全部 Ｍ 条蛋白质，设第 ｉ 条蛋白质长度为 Ｌｉ。 固定一个

整数 Ｋ，用宽度为 Ｋ 的窗口从左向右滑动，可以得到（Ｌｉ－Ｋ＋１）个 Ｋ 肽字符串。 对所有的蛋

白质序列进行这样的计数，得出各种 Ｋ肽串的数目。 这些 Ｋ 肽都包含在 ２０Ｋ 这个总种类数

之内。 把所有可能的 Ｋ肽串按氨基酸字母顺序排列起来，即从 ＡＡ．．．Ａ 排列到 ＷＷ．．．Ｗ。 构

造一个长度为 ２０Ｋ 的矢量，把刚才统计出来的各种 Ｋ肽串的数目，对号入座地填写到矢量的

相应位置。 这样就得到一个初始的组分矢量。
组分矢量的每个分量，是一个特定 Ｋ肽串的出现频度。 为了继续发展算法，把字母串的

出现频度转换成出现概率。 为简单起见，考虑由 Ｌｉ 个氨基酸组成的第 ｉ 条蛋白质。 把 Ｋ 字

母串 α１α２ ．．． αＫ 的出现频度标记为 ｆ（α１α２ ．．． αＫ），其中 αｉ 是 ２０ 种氨基酸之一的单字母标号。
如果只有这一条蛋白质，出现频度除以这条蛋白质所包含的 Ｋ肽串总数（Ｌｉ－Ｋ＋１），

当 Ｋ很大时，这个比值就逼近该字母串的出现概率（大数定律）：

ｐ（α１α２…αｋ）＝
ｆ（α１α２…αｋ）
（Ｌｉ－Ｋ＋１）

如果有 Ｍ条蛋白质，上式要换成

ｐ（α１α２…αｋ）＝
ｆ（α１α２…αｋ）

［Ｌ－Ｍ（Ｋ－１）］
式中的 Ｌ是所有蛋白质的总长度。 用这些 Ｋ 串频度或概率做分量的组分矢量，反映了

演化历史上突变和选择的结果。 这样用组分矢量做每个物种的代表，可以寻求它们之间的

关系。 然而，这样得到的结果并不好。 问题在于普遍存在于基因组中的中性突变，Ｋ 计数的

结果里包含着中性突变的贡献，该突变扰乱了上面的概率计算，要设法把它们减除掉，以突

出自然选择的结果。 因此，需要对计数结果实行背景减除的处理（具体减除方法略）。

生物信息学·第一篇　 生物信息学基础
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二、 基因组关联“距离”与系统发生树构建

为了简化书写，把所有可能的 Ｋ肽串用下标 ｉ编号，ｉ ＝ １，２，．．．，２０Ｋ。 两个基因组 Ａ 和 Ｂ
的组分矢量及其分量记为

Ａ＝ （ａ１，ａ２，…，ａ２０ｋ）

Ｂ＝ （ｂ１，ｂ２，…，ｂ２０ｋ）
首先计算 Ａ和 Ｂ两个矢量的关联 Ｃ（Ａ，Ｂ），办法是把一个矢量往另一个矢量上投影：

Ｃ（Ａ，Ｂ）＝
∑２０ｋ

ｉ ＝ １ ａｉｂｉ

∑２０ｋ
ｉ＝ １ ａ２

ｉ ∑２０ｋ
ｊ＝ １ ｂ２

ｊ

Ｃ（Ａ，Ｂ）是已经归一化的关联，它的变化范围是［－１，＋１］。 进一步定义物种 Ａ和 Ｂ 的关

联距离 Ｄ（Ａ，Ｂ）：

Ｄ（Ａ，Ｂ）＝ １
２

［１－Ｃ（Ａ，Ｂ）］

关联距离也是归一的：它的变化范围是从 ０ 到 １。 根据上式，计算所有基因组两两之间

的距离，形成距离矩阵。 然后就可以利用某种距离方法来构树，如邻接法。 大量研究经验表

明，邻接法是一种稳定的从距离出发的构树方法。
作为不依靠序列联配的方法，ＣＶＴｒｅｅ 方法采取统计再抽样的办法。 大量分析结果证

明，ＣＶＴｒｅｅ 方法很好地通过了“自举”和“刀切”检验，构建的细菌系统发生树与当前细菌体

系高度一致。
肽段长度 Ｋ的意义和选择。 对多个基因组所编码的蛋白质集合，进行不依靠序列联配

的比较，其基本办法是把单个氨基酸的技术（Ｋ ＝ １）扩展到对 Ｋ 肽片段或字符串的计数。 定

性地说，长 Ｋ串具有较大的物种特异性。 但如果 Ｋ 取得太大，即过分强调物种特异性，在极

端情形下就会获得一棵星形树（ｓｔａｒ ｔｒｅｅ），即每个物种各成一支，这样就不能反映出物种之

间的联系。 物种之间的关系是靠较多物种所共有的较短的 Ｋ串来体现的。
对于细菌，理论推断获得的 Ｋ整数范围应该为 ５ 和 ６，该结果同我们多年的实际计算经

验一致。 在 Ｋ＝ ５ 或 ６ 时，物种距离之间的三角形不等式全部成立（具体详见郝柏林，２０１５）。
在这两个 Ｋ值下，ＣＶＴｒｅｅ 结果通过“自举”和“刀切”检验的效果最好；更为重要的，在 Ｋ ＝ ５
或 ６ 时，古菌、真细菌和真核生物这三个生命“超界”在 ＣＶＴｒｅｅ 结果中明确分开。 对于病毒

和真菌，可以相应地选取的氨基酸总数量级分别为 １０５ 和 １０７，基于上述估计，我们把得到它

们最佳 Ｋ串长度范围分别为 ３ 或 ４（病毒）和 ６ 或 ７（真菌）。
由此可见，对于细菌 Ｋ＝ ５ 或 ６ 给出最好的构树和分类结果。 其实，上述的肽段长度观

察与生物学家们的经验是一致的。 诺贝尔化学奖获得者米歇尔（Ｈａｒｔｍｕｔ Ｍｉｃｈｅｌ）曾说过，只
要知道蛋白质的一小部分（６ 个氨基酸就足够了），就可以在数据库中确定整个序列；蛋白质

组学研究也指出，６ 肽或稍长的肽链在一个物种的蛋白质组中几乎是唯一的。 他们谈及的

还仅是单个 ６ 肽，而 ＣＶＴｒｅｅ 方法则使用了全部 ５ 肽或 ６ 肽的集合，因而分辨力和物种特异

性更强。
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习　 题
１． 构建进化树有哪几种方法？ 分别适用于何种情况？
２． 试列举构建进化树时影响最终树形的因素。
３． 进化树可靠性一般用什么方法评估？
４． 熟悉并使用目前常见的 １－２ 个建树软件流程，如 ＭＥＧＡ 或 ＰＨＹＬＩＰ 等。
５． 请在 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中搜索 １０－２０ 条植物已知 ＮＢＳ 类抗性基因，并构建其系统发

生树。
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