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摘 要: 随着不同的分子测序技术的飞速发展使得大量的 DNA 分子数据不断涌现, 这给生物学家提供了大量

的数据使其实现重构地球上所有生命的进化树的梦想. 并且,进化树的研究对于解决现代分子生物学中的许多问题都

是非常关键的,如多序列比对、蛋白质结构和功能预测以及药物设计等等. 但是构建进化树又是一个非常复杂的问题.

因此,进化树的研究成了一个研究热点. 本文介绍了进化树研究的发展、研究现状,最后在总结现有的进化树构建技术

存在的问题的基础上探讨了该领域进一步的研究方向.
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Abstract: With the rapid development of sequencing technologies, mo lecular data are accumulated with unprecedented pace

which enable biologists to reconstruct the tree of life of all the organisms in the world. Moreover, the use of evolutionary trees is a

fundamental step in many biolo gical problems, such as multiple sequence alignments, protein structure and function prediction, and

drug design. In this paper , we review the development and studying status of phylogeny reconstruction technology. The major limita

tions in phylogeny reconstruction technologies are analyzed. Then some vital aspects that may be conducted in the future investiga

tions are discussed.
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1 引言

系统发生( phylogeny )是指一群有机体发生或进化的历

史.系统发生树( phylogenetic tree, 又称 evolutionary tree进化树)

就是描述这一群有机体发生或进化顺序的拓扑结构. 它可以

用来研究不同物种间的进化关系, 这一直是生物学的研究热

点.自 1859 年 Darwin 的 物种起源 ( Origin of Species) 发表以

来,重构地球上所有生命的进化史并以系统树的形式描述这

部历史一直是每一个生物学家的梦想. 由于化石保存的不完

备性使得由化石记录推导出的系统发生树缺乏中间环节, 虽

然利用现存物种的形态和生理学的研究大致填补了化石系统

发生树树的空缺,但由于形态和生理性状的进化非常复杂,因

此对分类单元何时与最近祖先分歧等细节性问题含糊不清.

自从上世纪 50 年代末期, 尤其是 1985 年产生的 PCR

( Ploymerase Chain Reaction)技术之后 ,不同的分子测序技术的

飞速发展使得大量的 DNA 分子数据不断涌现, 进化论的研究

也进入了分子水平,使得这种局面大大改观. 由于所有的生命

蓝图都用 DNA(在某些病毒中则用 RNA)来书写, 因此人们可

以通过比较 DNA来研究它们的进化关系.分子途径较经典的

形态学和生理学途径有如下优点.首先, DNA仅由 4 种碱基组

成, 即:腺嘌呤( A)、胸腺嘧啶( T)、胞嘧啶 ( C)和鸟嘌呤( G) . 所

有生物, 不论是细菌、植物和动物中的 DNA 均由这 4 种碱基

组成. 因而,可用它们比较所有有机体的进化关系. 这在经典

进化研究方法中是不可能做到的. 其次, DNA 的进化演变存

在某种程度的规律性, 因而能用数学模型来描述其变化并可

比较亲缘关系较远的生物间的 DNA. 而形态性状的进化演

变, 即使在一段较短的进化时间, 也是极其复杂的.因而, 基于

形态的系统发生树的研究必然会有各种各样的假设, 但这些

假设往往难以令人信服. 第三,所有生物的基因组都是由长长

的核酸序列组成, 比形态性状包含的进化信息要多得多.

随着人类基因组计划的完成 ,大量的分子数据不断涌现,

刺激了分子生物学的飞速发展.这个崭新的时代又赋予了种

系发生树的新的意义. 除了对地球上物种的进化史的研究, 进

化树的研究还有更多更加重要的意义 .它有助于了解病毒传

播的方式, 例如在非典时期, 对各种 SARS 病毒的研究, 通过

构建系统发生树能确定各种病毒之间的关系, 得出病毒到底
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是由人类传染给动物,还是由动物传染给人类的; 有一些序列

比对算法要依赖于进化树, 所以它可以帮助科学家更好地比

对蛋白质和 DNA序列; 有助于基因功能的研究, 基因功能的

预测往往是由于从该基因的进化史中提炼得到的 ! ! ! 知道在
一个机体中一个特定基因的功能对于在与该机体亲缘关系紧

密的机体中的相似基因的意义的了解非常重要; 进化树可以

很好的研究进化,告诉我们一些进化机制以及不同的进化事

件以及其产生的原因;假如用序列的进化史作为指导树 ,在数

据库中搜索同源序列关系的时候将会变得更加方便等等. 由

此可见,进化树在在解决生物学的很多重大问题上都有非常

重要意义, 从生物学领域到基因组学再到病毒学领域. 因此,

系统发生树的研究成了一个研究热点.

2 推断系统发生树的研究现状

系统发生树推断就是一个根据某种标准, 从给定的一组

序列数据中推导出这些对象之间∀ 最好# 的系统发生树的过
程.在生物领域内,待处理对象通常是生命机体、基因组和基

因序列.用统计方法重建系统发生树分别独立地起始于形态

学性状的数值分类法和分析基因频率数据的群体遗传学. 在

这些学科中发展起来的某些统计方法至今仍然用于分子数据

的系统发生分析.近年来,随着计算机技术的飞速发展, 又产

生了许多新的方法[ 1] .现在最常用的推断系统发生树的方法

可以分为两大类[ 2] : 基于算法( algorithm based)的方法和基于

最优原则的方法( criteria based methods) .但是两种方法之间没

有一个严格的界限,某些算法可以看作是属于第一类也可以

属于第二类的.基于算法的方法就是通过一系列的步骤来产

生一个进化树,而基于最优原则的方法是首先定义评价每个

进化树的好坏的标准,从而确定哪一棵进化树是最好的树.从

方法的定义可以看出,基于最优原则的方法相对于基于算法

的方法一个最大的优点就是基于最优原则的方法给每个可能

的系统发生树一个评价值, 那么我们可以根据这个分值对拓

扑结构的好坏程度进行排队,这为我们提供了评价系统发生

树的好坏的一个定量标准.另一方面, 从计算复杂性上来讲,

由于基于算法的方法不需要评价每一个可能的拓扑结构, 因

此基于算法的方法的计算速度要比基于标准的方法快得多.

下面将对每种方法的原理以及优缺点进行简单的介绍.

2 1 基于算法的方法

目前最常见的基于算法的构建系统发生树的方法有距离

法.在距离法[ 3]中, 首先需要根据某种进化模型计算所有对象

间的进化距离,然后根据不同的算法, 从进化距离最短的开始

依次聚类,利用距离方阵计算出最优树, 或将分支长度之和最

小化, 获得最优树.可见距离法完全以距离矩阵为基础, 对于

核苷酸序列,两序列间的距离常规地定义为每位点发生的替

代数.由于一个位点上可能发生多次替代, 两序列间有差异位

点的比例不能反映进化间的真实距离, 需对多次替代事件进

行校正.一般假定替代模型遵从马尔可夫过程, 而且通常对核

苷酸替代的模型也做进一步的假设, 如 Jukes 和 Cantor[ 4]的公

式假设 4种核苷酸以同等概率替换; Kimura[ 5]的公式则容许

转换( transition, 一个嘌呤即腺嘌呤或鸟嘌呤被另一个不同的

嘌呤所替代, 或一个嘧啶即胸腺嘧啶或胞嘧啶被另一个不同

嘧啶所替代)和颠换( tranversion, 一个嘌呤被任意的一个嘧啶

所替代, 或者一个嘧啶被任意的嘌呤所替代)以不同速率发

生. 这些约束性假定就形成了很多替代模型及相应的距离计

算公式.

依据不同的聚类算法, 距离法又有以下几种: UPGMA[ 6]

( Unweighted pair group method with arithmetic mean, 使用算术平

均的不加权的组对法)、Fitch Margoliash 法[ 7]、邻接法( Neighbor

Joining , NJ) [ 8] , 其中每种方法都有自己的优缺点. UPGMA 法是

建立在沿着树的所有分支的突变率相等的假设之上, 因此在

不同分支间进化速率有较大差异或有同源序列的平行进化时

常得出错误的拓扑结构[9] , 而且当进化树的状态空间较大,

UPGMA法的可操作性极差, 因而该建树方法的使用极为有

限. Fitch Margoliash 法则去除了 UPGMA 关于所有分支的突变

率相同的假设. Fitch Margoliash 法承认利用该方法得到的系统

发生树的拓扑结构可能是不正确的, 并建议考察其它的拓扑

结构, 然后利用百分标准差 ( centesimal standard deviation)来比

较不同的拓扑结构, 最好的进化树应该具有最小的百分标准

差. 因此,当各个分支的突变率不同的时候, Fitch Margoliash 法

一般能够得到比 UPGMA法更加准确的结果, 是距离法建树中

一种相对较好的方法. NJ 法的运算速度最快, 是目前应用最

广泛的一种距离法. 但该算法每迭代运算一次均只搜索最近

邻居配对, 对其他可能的配对不加考虑,最终只生成单一的最

优树, 可能会遗漏一些拓扑结构更合理的次优树; 并且对于某

些数据[ 10] , NJ得到的系统发生树的拓扑结构不够准确,因此

目前出现了一些对于 NJ 的改进算法,例如文献[ 11~ 14] .

2 2 基于最优原则的方法

基于最优原则的方法从数学角度讲就是在评价树的最优

标准的基础之上, 找到使得目标函数最优的树. 目前最常用两

种基于最优原则的方法有最大简约标准( maximum parsimony,

简称 MP)和最大似然( maximum likelihood,简称 ML)标准. 虽然

每种最优原则都有不尽相同之处, 但是不论是基于最大简约

标准的方法还是基于最大似然标准的方法, 它们构建系统发

生树的最根本的思路是相同的,即首先找出由对象形成的所

有的可能的树, 然后利用最优标准对每一个树进行评价, 给每

个树赋予一个分值, 最后将具有最好的分值的树作为最优树.

但是 n 个对象可以有
n
i= 3(2i - 5)种可能的进化树, 所以当对

象数目超过 10 时,在目前计算机所能够容忍的时间和空间内

不能够对每一棵进化树都一一做评估 .但是在分子数据大量

积累的今天, 往往所处理的数据量又是非常大的 .并且,现在

已经证明了构建 n 个对象的最大简约树
[ 15]
和最大似然树

[ 16]

都是 NP 难的. 因此针对两种方法, 目前出现了许多改进算

法.

2 2 1 基于最优标准的方法

目前基于最优标准的方法有两种: 最大简约法和最大似

然法. 分别介绍如下:

( 1)最大简约法 最大简约方法 MP 源于形态性状研

究[ 17] ,后来又出现了许多不同版本. MP方法考虑 4个或 4 个

以上的核苷酸(或氨基酸)序列( m > 4) . 假设 4 种核苷酸(或
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20 种氨基酸 )可突变为与自身不同的任何一种 ( 即所有方

向) . 这样对于任一结定的拓扑结构, 可以推断每个位点的祖

先状态.对这一拓扑结构, 可以计算出用来解释整个进化过程

所需核苷酸(或氨基酸)的最小替代数目 s , 对所有可能正确

的拓扑结构进行这种计算并挑选出所需替代数的最小拓扑结

构作为最优系统发生树. 该方法的理论基础是奥卡姆哲学原

则,即解释一个过程的最好的理论是所需假设数目最少的那

一个. Sober[ 18]指出, 如果对系统发育推断所需要知道的进化

过程愈少,得到的结论就愈可信.

简约法是一种不依赖任何进化模型的无噪声统计方

法[19] , 能快速地分析出大量序列之间的系统发生关系, 所构

建的树中的短分支更接近真实. 但简约树的分值完全决定于

所有重建祖先序列中的最小突变数 ,而突变是否按照事先约

定的核苷酸最少替代的途径进行是不得而知的, 单一的突变

图谱可能会得出似是而非的结论.再者, 所有分支的突变数不

可能相同,由于没有考虑核苷酸的突变过程, 使得长分支末端

的序列由于趋同进化而显示较好的相似性趋同现象违背了简

约法则,导致的结果是对∀ 长枝吸引#的敏感[ 20] . 因此, 当序列

单位位点上核苷酸替代数相对较大时, MP 法则极可能得出错

误拓扑结构的树[21] .

( 2)最大似然法 最早将最大似然法 ML 用于系统发生

树推断工作的是 Cavalli Sforza和 Edwards[ 22] 对基因频率数据

的分析. 但他们在应用该方法时遇到了一系列问题. 其后, 基

于核苷酸序列数据的分析, Felsenstein[ 23]提出了一种用最大似

然法构建系统发育树的算法.在 ML法中,以一个特定的替代

模型分析既定的一组序列数据, 使所获得的每一个拓扑结构

的似然率均为最大,挑出其最大似然值最大的拓扑结构选为

最终树.所考虑的参数不是拓扑结构而是每个拓扑结构的枝

长,并对似然值求最大来估计枝长. 单个位点的似然值是指在

核苷酸替代模型中该位点每个可能被取代或再现的概率之

和,进化树的似然值就是所有位点似然值的乘积. 其分析的核

心在于替代模型 ! ! ! 根据碱基频率的相等或不等、转换和颠

换速率的相等或不等、位点间替代速率已执行异质性的有无

以及不变位点比例的高低等若干特征可以有 56 种之多. 而模

型的正确选择也就成为最大似然法的关键之所在
[24]

. 另外,

最大似然法是一种建立在进化模型基础上的统计方法, 具有

很多优越性 ,如一致性、健壮性、能够在一个统计框架内比较

不同的树以及能够充分利用原始数据等等, 但是由于计算每

个树的似然值算法的复杂性以及基于最优标准算法的复杂性

使得最大似然法实现起来非常困难 ,因此目前出现了许多对

于最大似然算法的改进算法.

2 2 2 降低算法复杂性的方法

目前经常用的减少计算复杂性的方法主要是从以下两个

角度对系统发生树的构建算法进行改进:

( 1)减少计算过程中序列的位点的数目.这样在评价每一

棵树的时候,就减少了对该树中每个内部节点的计算量 ,从而

降低了整体的计算量, 如文献 [ 25]通过使用衡量子树质量的

向量来加速最大似然法.

( 2)使用一些启发式信息来较少算法搜索空间的大小.使

用启发式搜索算法不能确保能够找到最优解, 但是能够使得

计算速度大大提高. 目前,关于这种使用启发式信息来引导构

建进化树算法的方法非常多, 主要有在 ( a ) PAUP * [ 26] ,

PHYLIP[ 27]和 fastDNAML[ 28]软件包中使用最多的分支交换法

( Branch Swapping)以及后来提出的对于分支交换技术的改进

策略, 例如文献 [ 29 ~ 31] . ( b ) Disk Covering[ 32] 方法和基于

Quart 的方法[ 33~ 36] 为代表的分治算法 ( Divide and Conquer

Techniques) . ( c)也有一些人将模拟退火技术来指导构建进化

树, 并且取得了不同程度的成功, 例如文献[ 37~ 40] . ( d )将遗

传算法用来指导构建进化树[ 41, 42] . ( e) 使用 Markov Chain

Monte Carlo方法来指导建树,例如文献[ 43~ 49]等等.

2 3 检验标准

由于历史不会再重现,因此无法直接考察有机体之间的

系统发生关系, 也就不存在评估系统发生树的绝对标准. 但

是, 无论使用何种方法重建系统发生树,都必须对其拓扑结构

以及整个树的可靠性的统计置信度进行检验. 评价系统发生

树种每一个分支的可靠性, 统计学上用重复取样来排除随机

误差的影响, 常用的方法有两种自举法( bootsrap method)和刀

切法( jackknife method)
[ 50]

.在分子系统学中, 一般不可能去真

正地重复取样, 只能是由原有数据产生假重复数据. 自举法是

原有数据中的性状进行复置重复取样 ,即随机抽取一个性状

后, 再将该性状放回原数据,继续随机取样, 直到新产生的一

组数据大小与原是数据相同为止. 结果各个性状被抽取的次

数可能不同. 刀切法的取样是不复置取样 . Muller 和 Ayala 的

刀切法是每次从原始数据中去掉一定数目的性状, 然后再对

剩余的所有性状进行系统发育分析. Layon 的刀切法则是每次

去掉一个分类群对象, 然后对剩余的所有分类群进行分析. 可

见刀切法产生的数据小于原有数据.由此可见, 自举法和刀切

法的差别在于重复取样的方式有所不同. 前者从原始数据集

中以相同的概率抽取每个位点(由于随机性, 有些位点重复

了, 有些则缺失了) ,直到新建数据集同原始数据集的位点总

数相等, 然后对于产生的新数据集建树, 重复若干次, 得到特

定分支格局的出现频率 ! ! ! 自举值; 后者同前者的差别仅在

于新建的数据集合要比原始数据集小,而且不包含重复位点.

如果一个内部分支在原始系统发生树中产生的序列分割与在

用多次抽样产生的新数据结构构建系统树中产生的序列分割

相同, 那么就被赋值 1, 否则赋值 0. 此过程重复 100 次, 该原

始树的每个内部分支得到的值 1 的次数百分比被计算,用以

表示每个内部分支的可靠程度. 例如,如果某个分支在 100 个

系统树中得到值 1 的次数为 95 次, 则该分支的可靠程度为

95% . 这个数值越高, 则该分支越可靠.

2 4 其他相关研究

为了进一步避免基因转移和缺少合适的多物种共有的保

守序列的影响, 基于基因组信息的增加,有不少学者提出了采

用全基因组建立系统发生树的方法,例如文献[ 51] .其中有的

采用对不同基因组中包含和缺少的基因及其拷贝数进行统计

分析并建立相应的数学模型, 然后再对不同物种进行进化分

析, 如 Bork 等及 Fitz Gibbon 和 House等[ 52]基于基因组中相邻

蛋白( or2thologous protein) 信息建立数据矩阵和进化树, 其结
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果与先前的进化树基本相符.国内的程淼等[ 53]有相类似的研

究.不过也有人如 Doolittle[ 54]提出这样的方法可能会对数据

的选择产生偏爱,由于只对不同基因组中含有或缺少的基因

进行分类处理,那些多物种中都存在的高保守性的基因就有

可能被忽略.不过也有研究表明这样的基因相对来说比较少.

还有人如郝柏林等[ 55]基于分析原核物种基因组中寡核苷酸

片段( 6 8 bps)的各种组合的出现频率建立系统发生树的全基

因组建树方法,也得到了与公认的生命之树基本相符的结果.

每一个物种都包含很多的编码蛋白 ,它们都部分包含了该物

种的进化信息.

虽然基于全基因组的进化树构建方法相对于基于序列数

据的进化树构建方法具有很多优点 ,如避免了基因树和物种

树的问题,不需要进行序列比对, 基因重组和复制事件比起核

苷酸突变要少得多等,这样使得我们能够跟踪的历史比序列

数据更加久远.但是, 基于全基因组数据的进化树构建方法也

有缺点,最重要的一点就是数据的缺乏, 真核细胞选择的都是

基因组计划中的模型物种:人类, 老鼠,果蝇, 蠕虫,芥菜, 酵母

等,尽管数目在迅速的增长, 但是在短时间内将不会超过所描

述的基因组的一小部分. 数据的缺少反过来会产生另一个问

题,即没有针对于基因序列数据的好的进化模型. 缺少模型和

第三个问题即基因序列的极端的复杂性, 产生了复杂的计算

问题. 因此,全基因组建树引入了更多的基因表型特征, 其结

果的稳定性和客观性更强,如能方便计算处理, 其应用必将会

进一步广泛.

3 系统发生树研究的发展方向

随着分子生物学研究的深入, 越来越多序列的进化意义

最终会被揭示,对各种构树方法也提出了新的挑战, 如何提高

算法对复杂数据的处理能力将成为今后系统发生树研究的重

点.具体包括以下几个方面:

( 1)从现在的分析来看,最大似然法是目前最准确的一种

方法,但是一个最大的缺点就是计算复杂性高, 这使得它不能

够处理大规模数据,这与目前不断出现的大量数据之间的矛

盾越来越明显,因此需要引入新的技术来加速最大似然法的

计算.

(2)生物数据不同于普通的数据, 它有一定的生物学意

义,因此要充分挖掘其生物学意义, 结合到目前最常用的距离

法和最优原则法当中,得到真正具有生物学意义的系统发生

树.

( 3)进化统计模型为一些方法提高了更加坚实的统计基

础.但是,进化模型的好坏直接影响到构建的系统发生树质量

的高低.而现在所用的都是一些非常简单的模型, 因此深入研

究分子的进化机制,开发出更加有现实意义的进化模型 ,这样

才能使得建立在进化模型之上的系统发生树的研究更具有现

实意义.

( 4)任何一种方法都不可能完全模拟出进化的真正历史,

每种方法都有有缺点,因此应该将多种方法进行综合, 以开发

出更好地更加全面的算法.

总之,进化树的研究一直在不断的发展完善, 但与真实的

物种进化关系还有一定距离. 在以上四点进一步引入分子进

化分析后, 未来的系统发生树将在生物学研究中发挥更大的

作用. 随着后基因组时代的到来, 各种生物信息的增多,系统

发生树的概念也会更加充实, 它不仅仅是某个特殊物种的可

能进化反映, 而会成为整个进化历史的中心趋势的参照. 可以

预见的是, 未来的进化树将会更加细致深入地反映生命的历

史, 为我们对生命进化的预测和生物学相关问题的分析提供
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