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生物信息学

第九章 分子进化与系统发育分析（2）
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同义与非同义的核苷酸替代

同义替代：编码区的DNA序列，核苷酸的
改变不改变编码的氨基酸的组成

非同义替代：核苷酸改变，从而改变编码
氨基酸的组成

计算方法：

进化通径法

Kimura两参数法

采用密码子替代模型的最大似然法
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Ka/Ks：计算及含义

 Ka：每个非同义位点的非同义替代数目

 Ks：每个同义位点的同义替代数目

 一般计算公式：考虑序列上所有可能的同义位点
（S）和非同义位点（N），通过双序列比对发现存
在的同义位点（Sd）和非同义位点（Nd），存在：
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Ka/Ks：计算及含义

Ka/Ks ~ 1: 中性进化

Ka/Ks << 1: 阴性选择，净化选择

Ka/Ks >> 1: 阳性选择，适应性进化

多数基因为中性进化，约1%的基因受到阳性

选择->决定物种形成、新功能的产生

 PAML, MEGA等工具：计算Ka/Ks及统计显

著性
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进化通径法：Nei-Gojobori

首先需要考虑：潜在的同义（S）和非同义位

点数（N）

基本假设：所有核苷酸的替代率相等

用fi表示某一个密码子第i位的核苷酸上发生

同义替代的比例；(i=1,2,3)
所有密码子潜在的同义和非同义替代的位点

数定义如下： ，n=3-s

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潜在的同义和非同义位点数的估计

 例如对于Phe, 密码子
TTT, 第三位T变成C时
为同义替代，变成A/G
为非同义替代

 因此：

 s=0+0+1/3
 n=3-1/3=8/3
 终止密码子忽略不计；

如Cys的TGT, s=0.5
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整个序列的同义与非同义估计

 和N=3C-S; Sj为第j位密码子的

s值，C为所有密码子的总数

 S+N=3C：所比较的核苷酸的总数



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Sd与Nd的计算：进化通径

 当一对密码子仅存在一个差异时，可以立即判断是同
义还是非同义，进化通径只有一种可能；例如对于
GTT(Val)和GTA(Val),sd=1,nd=0;而对于ATT(I)和
ATG(M)，sd=0,nd=1

 一对密码子存在两个差异时：两种进化通径(简约法，
即最少需要)。例如：比较TTT(Phe)和GTA(Val):
 (1) TTT(Phe)<->GTT(Val)<->GTA(Val)
 (2) TTT(Phe)<->TTA(Leu)<->GTA(Val)

 sd=1/2=0.5,nd=3/2=1.5
 同样，终止密码子不予考虑
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Sd与Nd的计算：进化通径 (2)

 一对密码子存在三个差异时：六种进化通径。例如：
比较TTG(Leu)和AGA(Arg):
 (1) TTG(Leu)<->ATG(Met)<->AGG(Arg)<->AGA(Arg)
 (2) TTG(Leu)<->ATG(Met)<->ATA(Ile)<->AGA(Arg)
 (3) TTG(Leu)<->TGG(Trp)<->AGG(Arg)<->AGA(Arg)
 (4) TTG(Leu)<->TGG(Trp)<->TGA(Ter)<->AGA(Arg)
 (5) TTG(Leu)<->TTA(Leu)<->ATA(Ile)<->AGA(Arg)
 (6) TTG(Leu)<->TTA(Leu)<->TGA(Ter)<->AGA(Arg)

 通径4,6忽略，通径(1),(2),(3),(5)同义替代数目
1,0,1,1;非同义替代2,3,2,2，因此sd=3/4,nd=9/4
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Ka/Ks的计算

统计显著性的检验：Fisher’s Exact Test! 
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Nei-Gojobori的改进版本

Nei-Gojobori的原始版本假设四种核苷酸之
间的替代是随机的

实际情况中：转换变化率应该比颠换变化率
高，并且第三位上发生转换变化常常是同义
的。因此这种情况下，估算的S将比Nei-
Gojobori所估计的数值大

S
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S增大，则Ka/Ks
值将增大
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Nei-Gojobori的改进版本 (2)

 转换/颠换比：R=α/(2β)
 因此：

 无转换/颠换偏倚时，R=0.5
 对于TTT(Phe), 假设R=0.8

 Nei-Gojobori：s=0+0+1/3=1/3
 Nei-Gojobori升级版：s=0+0+(0.8)/(1+0.8)=0.44

 R的估计：R=P/Q，通过对比较的两条DNA序列

进行估计得到

R
R
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系统发育树的构建

系统发育树：分子进化树/分子进化分析

通过进化树的构建，分析分子之间的起源

关系，预测分子的功能

建树方法：

最大简约法（Maximum Parsimony）
距离法（Distance-based methods）
最大似然性法（Maximum Likelihood）
贝叶斯方法（Bayesian method）
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根节点

内部节点/分歧点，该
分支可能的祖先结点

分支/世系
叶节点

A

B

C

D

E

代表最终分
类，可以是
物种，群体
，或者蛋白
质、DNA、
RNA分子等

系统发育树: 术语
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Taxon A

Taxon B

Taxon C

Taxon D

1

1

6

遗传变化

Taxon A

Taxon B

Taxon C

Taxon D

时间

Taxon A

Taxon B

Taxon C

Taxon D

无意义

分支图 进化树 时间度量树

以上三种类型的系统发育树表示相同的分支状
况，相同的进化关系

系统发育树：三种类型
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A B C D
E†

F G F GCD
E†

A B

树只代表分支的拓扑结构
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archaea

archaea

eukaryote

eukaryote

eukaryote

eukaryote

通过外围支
来确定树根

archaea

bacteria outgroup

根

eukaryote
eukaryote

eukaryote
eukaryote

无根树

archaea
archaea
archaea

有根树

外围支

无根树，有根树，外围支
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无根树和有根树：潜在的数目

#Taxa           无根树 有根树

3                     1                     3
4                     3                    15
5                    15                  105
6                   105                  945
7                   945               10,395
…
30            ~3.58X1036 ~2.04X1038

Taxa增多，计算量急剧增加，因此，目前算法都为
优化算法，不能保证最优解
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多序列比对（自动比对，手工校正）

选择建树方法以及替代模型

建立进化树

进化树评估

系统发育树重建分析步骤
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最大简约法 (maximum parsimony, MP)

距离法 (distance)

最大似然法 (maximum likelihood, ML)

贝叶斯方法 (Bayesian method)

系统发育树重建的基本方法
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最大简约法 (MP)

 理论基础为奥卡姆剃刀（Ockham）原则：计算所
需替代数最小的那个拓扑结构，作为最优树

 在分析的序列位点上没有回复突变或平行突变，且
被检验的序列位点数很大的时候，最大简约法能够
推导获得一个很好的进化树

 优点：不需要在处理核苷酸或者氨基酸替代的时候
引入假设（替代模型）

 缺点：分析序列上存在较多的回复突变或平行突变，
而被检验的序列位点数又比较少的时候，可能会给
出一个不合理的或者错误的进化树推导结果
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至少在2个taxa中保守

至少存在2个不同碱基/氨基酸

每个不同碱基/氨基酸至少出现2次

信息位点 (Informative sites)
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上例

 Position 5, 7, 9为信息位点

基于position 5的三个MP树: 
Tree 1长度1，Tree 2 & 3长度2

 Tree 1更为简约：总长：4

 Tree 2长5；Tree 3长6

计算结果：MP tree的最优结果为tree 1
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距离法

又称距离矩阵法，首先通过各个物种之间

的比较，根据一定的假设（进化距离模型）

推导得出分类群之间的进化距离，构建一

个进化距离矩阵。进化树的构建则是基于

这个矩阵中的进化距离关系
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简单的距离矩阵
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由进化距离构建进化树的方法有很多，常见有：

Fitch-Margoliash Method (FM法): 对短支长非

常有效

Neighbor-Joining Method (NJ法/邻接法):求最

短支长，最通用的距离方法

Unweighted Pair Group Method (UPGMA法)

通过距离矩阵建树的方法
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Fitch-Margoliash方法 (FM法)
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D和E最接近！

分成三组：D, E, 以及ABC
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DE距离=d+e   (1)
D到ABC间的平均距离=d+m   (2)
E到ABC间的平均距离=e+m   (3)
(2)-(3)+(1)
d=4,e=6
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C最接近DE！

分成三组：C, DE, 以及AB
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c+g+(e+d)/2=19   (1)
c+f+(a+b)/2=40    (2)
(e+d)/2+(a+b)/2+f+g=41   (2)
(1)+(2)-(3)
得：c=9
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c+g+(e+d)/2=19
(e+d)/2=5,c=9,则g=5
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由：(a+b)/2+f+g+(d+e)/2=41 得：f=20
由：a+f+c=39  得：a=10，则b=12
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NJ/邻接法

与FM方法非常类似

保证总的支长最短

总支长：a+b+c+d+e=314/4=78.5
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找到距离最近的两个点

 任意两个节点选为相邻序列的总支长计算公式:

 计算SAB, SBC, SCD, SDE…等数值

 该例中， SAB最小
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把A、B看成一个新的复合序
列，构建一个新的距离表，重复
以上过程

计算A, B的分支长度
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d=e=10/2=5

UPGMA法



Bioinformatics, 2025, HUST

c=19/2=9.5
g=c-d=9.5-5=4.5
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a=b=22/2=11

A B (CDE)
A - 22 39.5
B - - 41.5

(CDE) - - -
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(AB) (CDE)
(AB) - 40.5

(CDE) - -

f1+a=f2+c=40.5/2=20.25
f1=9.25 , f2=11.75
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基于似然性（likelihood）的推断

 硬币两个面，正面 (H)，背面 (T)
六次投掷后：HHHHTT

 正面出现的概率p，背面出现的概率1-p
 当p=0.67时，概率函数达到最大值

 因此，正面出现的概率可能是0.67

模式出现的概率函数
f(p)= p4(1-p)2
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最大似然法 (ML)

 考虑一个进化模型M，例如Jukes-Cantor
已知根节点上每个位点的先验分布

所有的位点在进化中是独立且等同 (independently and 
identically, i.i.d.)

 p(xy | t) 即在分支t上x被替代成y的概率

 在Jukes-Cantor模型中，替代速率3α= γ
α是参数，实际计算中可令αt=1
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最大似然法 (ML)

 寻找树H包含k个叶节点，从而最大化条件概率
 L=Pr[Data | H, M]
 L即为在模型M下的似然性 (likelihood)

 由于位点进化独立且等同，L等于比对结果中第i列
的似然性Li 的乘积

 其中Li=Pr[Data(i) | H, M]
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似然性的计算

 假设第i列的位点，三条序列的字符为T, A, A, 对于其
中一个可能的树H:
根节点R有四种可能：

A, G, C, T
内部节点I 也有四种可能：

A, G, C, T

 对于每一对特定状态，例如: R=A, I=G, 进化概率为
p[R=A] p(AA| x) p(AG| y) p(GT| z) p(GA| w)

 考虑所有的概率，则似然性Li为
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例如，给定三条序列
S1: TGG S2: AGG S3: AGC
需要考虑三种拓扑结构

对于每一个树（例如最左边的树），基于Jukes-Cantor模型计
算似然性Pr[Data | H, M] = L1× L2 ×L3
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最大似然法 (ML)

 对于每个树，我们需要确定4个分支的长度

最大化似然性Pr[ Data |H, M] , 该函数包含16 + 16 + 16 项，

每一项是5个概率的乘积

 最大似然法非常耗费时间

 NP-hard问题：太多树需要考虑
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贝叶斯方法 (Bayesian Method)

 考虑我们有一个比对A (data)，包含k条序列S1, S2, 
… Sk

 假设我们知道所有树的概率分布，即先验概率分布
(prior probability distribution)，需要独立于数据本身
，例如：
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贝叶斯方法 (Bayesian Method)
 对于数据A，利用贝叶斯理论对给定树T计算概率

 Pr[T|Data]是根据给定数据所观测到该树的概率，称
为树的后验概率 (posterior probability)
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贝叶斯方法 (Bayesian Method)

 如何确定先验概率分布？
 Markov Chain Monte Carlo (MCMC)
数据采样，建立先验的概率分布

 如果先验概率是均匀分布，则贝叶斯方法等同于最大
似然性方法

 计算时间比最大似然性方法更久



Bioinformatics, 2025, HUST

建树方法总结

Neighbor-Joining 
UPGMA

Parsimony 
Method

Maximum 
Likelihood

Bayesian 
Method

快 慢

不够准确 准确
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构建进化树的一般原则
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可靠的待分析数据

准确的多序列比对

选择合适的建树方法：

序列相似程度高，NJ, MP首选

序列相似程度较低，ML, 贝叶斯首选

序列相似程度太低，无意义

一般采用两种及以上方法构建进化树，无

显著区别可接受

构建进化树的一般原则 (2)
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选择一个或多个已知与分析序列关系较远

的序列作为外围支

外围支可以辅助定位树根

外围支序列必须与剩余序列关系较近，但

外围支序列与其他序列间的差异必须比其

他序列之间的差异更显著

选择外围支 (Outgroup)
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 进化树的可靠性分析:自展法 (Bootstrap 
Method)

 从排列的多序列中随机有放回的抽取某一列，构

成相同长度的新的排列序列

 重复上面的过程，得到多组新的序列

 对这些新的序列进行建树，再观察这些树与原始

树是否有差异，以此评价建树的可靠性

自展法



原始排列

Alpha         AACAAC

Beta          AACCCC

Gamma     ACCAAC

Delta         CCACCA

Epsilon      CCAAAC

Bootstrap1
Alpha        ACAAAC
Beta          ACCCCC
Gamma     ACAAAC
Delta         CACCCA
Epsilon      CAAAAC

Bootstrap2
Alpha         AAAACC
Beta          AACCCC
Gamma     CCAACC
Delta          CCCCAA
Epsilon       CCAACC

Bootstrap3
Alpha         ACAAAC
Beta          ACCCCC
Gamma     CCAAAC
Delta         CACCCA
Epsilon      CAAAAC
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分子钟与线性树

 物种分化时间的推断：最理想应该是化石证据

 由于化石证据的不足，可以采用分子数据推测物

种的分化时间

 给定一个进化树, 已知：

分支长度

其中一个分歧点的分化时间

 推测所有分歧点的分化时

 间：突变的速率恒定！
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实际数据中

同义替代与非同义替代的速率不同

不同的基因/蛋白质，其进化的速率不同

然而，对于特定的基因，具有一定的、恒定

的进化速率
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基因同义替代与非同义替代的速率
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速率恒定的证据：血色素
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分子钟假设

序列之间的遗传差异的数量是自分化以来

的时间的函数

分子变化的速率相当稳定，可以用来预测

分化的时间
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分子钟: 进化时间的估计

遗传距离d的计算：

氨基酸序列：p-距离，d-距离

DNA序列：Jukes-Cantor距离，Kimura距离

物种分歧点：使用考古数据确定共有祖先，
确定分化时间T

计算分子的分化/进化的速率：r=d/2T
对新的序列，计算分化时间：

Tnew=dnew/2r
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物种分化时间：化石证据

灵长目-啮齿动物： ~80 Myr ago
哺乳动物-鸟类： ~310 Myr ago
哺乳动物-两栖类： ~350 Myr ago
四肢动物-硬骨鱼： ~430 Myr ago
脊椎动物-果蝇 (昆虫)： ~830 Myr ago

 Nature Genetics 31, 205 - 209 (2002)


