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摘要：非编码区序列在基因表达调控中起着重要作用，但其在进化过程中是否受到选择作用一直较难检
测。最近有一些研究使用平均的核苷酸替换速率与中性序列的核苷酸替换速率的比值（!）作为检测非编码区
总体受选择作用的指标；但是对于非编码区而言，了解具体哪些核苷酸受到选择作用更具有意义。我们借鉴

()*+,*- . /0-1（!223）检测单个氨基酸位点是否受选择作用的思路，在最大似然法的模型下，提出一种在核苷
酸位点水平上对自然选择作用检测的方法。本方法能够检测在进化过程中对功能分化有重要贡献的核苷酸位

点，包括编码和非编码区。将此方法应用于熟知的受到正选择作用的蛋白编码基因序列（!"#$% 包装蛋白基因
编码区），均能够检测到那些已知的受到正选择的核苷酸（密码子）位点，说明此方法可以有效地在核苷酸位

点水平检测选择作用；又将此方法应用于非编码区（&’() 基因 ’4567），也得到了良好的结果。
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在分子水平检测选择作用是近年来进化遗传学

中的一个热门话题（60T)F0，!232；W@ . X)，!22#；
P@B,?- *= 0+，!23$；VAB?-0+B . YC*)=F0-，!22!；
W0E . R@，"%%!；Z>?@ . R0-1，"%%;）。对于编码

蛋白的基因，错义替换率（-?-,E-?-EF?@, ,@N,=)=@9
=)?- C0=*，Y0）与同义替换率（,E-?-EF?@, ,@N,=)=@9
=)?- C0=*，Y,）的比值（Y0 [ Y,）被广泛地用来检测
基因是否受到选择作用（V)E0=0 . /0,@-010，
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!"#$）。在 %&为中性替换的假设下，如果 %’ ( %& )
!，说明此基因在进化过程中受到纯化选择（*+,-.
/0-12 &34356-71）的作用；若 %’ ( %& 8 !，即同义替换
与错义替换有相同的可能被固定下来，指示此基因

经历的是一个中性的进化过程；而如果 %’ ( %& 9 !，
即某些错义替换具有选择上的优势，其固定的概率

和速度要大于同义替换，说明此基因在进化过程中

受到了正选择（*7&-6-:3 &34356-71）。我们在证明与
雄性生殖相关的基因受到强烈正选择作用时即采用

了这一思路（;05<7// 36 ’4，=$$$）。然而由于在进
化过程中，一个基因的大部分位点在大部分时间

中，一般被认为是受到强的功能限制，因此用整体

基因的平均 %’ ( %& 9 ! 作为受到正选择的标准由于
过于严格而缺乏检测效力（>’12 ? @-34’A&<-，
=$$$；>’12，=$$=B；C1D7 36 ’4，!""E）。随后人们采
用分割法，将整个基因按功能分成几个区域分别计

算各个区域的 %’ ( %&，从而提高检验的效力
（F+2G3& ? H3-，!"##）。然而与功能进化密切相关
的位点在 IHJ 序列上并不一定是连续排列的，因
此这种改进对于检验效力的提高仍然是有限的。最

近有研究者提出一系列基于似然法和简约法针对单

个氨基酸位点进行选择作用检测的统计学方法，这

些方法不但能够更有效地检测基因在进化历程中是

否受到选择的作用，并且可以预测出那些在进化过

程中对功能分化有重要贡献的、受正选择作用的氨

基酸位点（H-34&31 ? >’12，!""#；K-65G 36 ’4，!""L；
M+N+<- ? O7P7B7,-，!"""；>’12 ? H-34&31，=$$=）。
因此这些方法在很大程度上提高了 %’ ( %&检验的检
测效力，使得对基因适应性进化的检测由整体水平

或是区域水平还原到单个氨基酸位点的水平上。

相对于编码蛋白基因分子进化的大量研究，人

们对非编码区，包括 QHJ 基因、RSQ&（+16,’1&4’6.
3D ,32-71&）、启动子、内含子和基因间序列的进化
研究远远不够。近年来越来越多的研究也表明非编

码区同样存在着选择作用（T’<’47A&<- 36 ’4，!""E；
T’<’47A&<- ? @72+&<-，!""#；U’,-NN’ 36 ’4，=$$=；
T-5G’34 36 ’4，=$$V）。在对非编码区的分析中，类
似于前面提到的 %’ ( %&的标准，被检测区域核苷酸
的替换速率（%D）与中性区域的核苷酸替换速率
（%1）的比值!（! 8 %D ( %1）也被用来作为这些
区域所受选择作用的指标。! ) !，! 8 ! 和! 9 !
分别作为纯化选择，中性进化和正选择的指示。在

我们研究一个年轻的非蛋白编码的 QHJ 基因———

!"#$%& 基因时，我们使用类似的思路证明了 !"#$%&
基因受到了正选择的作用（;’12 36 ’4，=$$=）。但
是，与前面检测编码蛋白基因所存在的问题相似，

这种整体替换速率的比较仍然存在检验效力较低的

问题，通常只有在选择作用很强时才能检测到。为

了解决这个问题，本文尝试将 H-34&31 ? >’12
（!""#）的方法从氨基酸位点的水平上推广到单个
核苷酸位点的水平上，这样，此方法不仅能够检验

编码蛋白基因的选择作用，更重要的是它也能够对

非编码区的选择作用进行检测。

! 模型与方法

! "! 位点的分类
考虑多条已排序的核苷酸序列，并且这些序列

间的系统发育关系已知。假设序列上各个位点的进

化相互独立。我们将所有的核苷酸位点分为 W 类：
中性位点、保守位点和正选择位点。 ’!、 ’= 和 ’W
分别表示待检测序列的中性位点、保守位点和正选

择位点的替换速率， ’$ 表示中性序列的替换速率，
它们的替换速率与中性序列的替换速率的比值定义

如下：

!! ( ’! ) ’$ ( !

!= ( ’= ) ’$ ( $

!W ( ’W ) ’$ *
{

!
我们将保守位点和中性位点的替换速率定为固

定值 $或 !是为了计算方便，也可以不限制!! 和

!=的值而将其作为未知变量用似然法估计而使模

型更符合实际。

! "# 中性替换速率的计算
考虑图 !所示由 V 条序列构成的系统发育树。

我们根据与这 V条待检验序列相关的中性序列如内
含子、假基因、基因间序列，或者同义替换位点，

可用 XJTU 或 XF>UYX 程序中的最大似然法估计各
个枝长（>’12，=$$=’；K34&31&63-1，=$$=）。这样得
到 E条枝的枝长，所得枝长即为各个枝的中性替换
速率，分别表示为 +!Z，+=Z， [ [ [，+VE。

! "$ 最大似然法估计未知参数
为方便计算，我们仅考虑 K34&31&63-1 的核苷酸

替换模型（K34&31&63-1，!"#!），此方法不考虑转换
颠换的差异，而根据序列中某种核酸的比例确定向

其突变的概率。其他替换模型计算方法类似，只需

添加更多的待估参数即可。由于我们事先并不知道

每个位点属于哪一类位点，因此假设整条序列中，
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图 ! 四条序列构成的系统发育树
"#$ % ! &’()*$+,+-#. -/++ *0 1 2+34+,.+2

中性位点、保守位点和正选择位点所占的比例分别

为 !!，!5，!6，!! 7 !5 7 !6 8 !。我们采用最大似
然法估计 6个未知参数（!6，!!，!5）。假设这 1条
序列长度为 "，考虑其中的位点 #$，根据现在观察
到的 1 条序列在此位点上的数据，它的似然值为

%（#$）& !
6

’ & !
!’ ( %（#$ ) *’）， !’ 为此位点属于第 ’

类位点的概率， %（ #$ 9 *’）表示当此位点属于第 ’
类位点时，出现现有情况的条件概率，计算它时要

考虑每一条枝的进化情况。对于图 !所示情况来说
%（#$ 9 *’） 8 +!:+5:+:;+<;+6<+1<，+$,表示某位点

上由结点 $ 上的核苷酸替换为结点 , 上的核苷酸的
概率。根据 "+)2+,2-+#,（!=>!）的核苷酸替换模型：

+$, &

!, -（! .!,）? +@A（.!’/$, 0（! . 1）），当结
点 $ 与结点 , 上的核苷酸相同时；

!, .!, ? +@A（.!’/$, 0（! . 1）），当结点 $ 与
结点 ,










上的核苷酸不同时。

其中!, 表示第 , 类核苷酸在 1条序列中的平均频率

, 8 B，C，D或者 E；1 & !
1

, & !
!, 。这样便计算出了

第 $ 个位点的似然值。同理，对 " 个位点都做此计

算，求它们的对数和，记为 2，2 & !
"

$ & !
),（ %（#$）），

2 即为整条序列总的似然值。调整!6，!!，!5各参

数值使 2 最大，估计出!6，!!，!5。

! "# 似然比检验
以上是考虑序列中含有正选择位点的情况。同

理我们也考虑假设序列中不含正选择位点的情况，

即序列仅由中性位点和保守位点组成，仍然可以计

算出一个似然值，记为 2!，这是在中性模型下计

算的似然值。然后比较 2 与 2! 是否有显著差别，

即检验用选择模型是否能比中性模型更好地解释数

据。由于选择模型包含了中性模型，且比其多 5个
未知参数，我们采用似然比检验，即 5（ 2 F 2!）

近似服从自由度为 5的"
5分布。

! "$ 后验概率的计算
当上述的检验显著后，我们可以计算每个位点

属于某一类位点的后验概率，即 +A*2- 8 !’ ? %（#$ 9
*’），+A*2-表示第 $ 个位点属于第 ’ 类位点的后验概
率。若某位点属于第三类位点的概率很大，假如大

于 G H=:或 G H==，我们就认为此位点在进化过程中
受到正选择。

% 结果与分析

% "! 对蛋白编码基因的分析
基于以上方法，我们首先对 34/56 的包装蛋白

基因做分析，由于没有内含子序列，我们用同义替

换位点作为中性序列来估计中性替换速率。34/56
包装蛋白基因序列数据取自 I#+)2+, J KL,$
（!==>），计算结果见表 !。

表 ! !"#$% 包装蛋白基因分析结果
&’( ) ! &*+,-./ 0*+12, 3. ,4* !"#$% *.5*236* /*.*
!! !5 !6 2 2!

G H 5 G H1> !G F :1< H;<5 5 F :<; H:<> !

用 2 和 2! 进行似然比检验，即检验是否选择

模型能更好地符合已知数据，检验结果极显著（+
M G HG!），说明此基因中存在一定比例受到正选择
的位点。

对每个位点计算其属于正选择位点的后验概

率，结果显示有 1个位点的后验概率值极显著（表
5）。同时用 I#+)2+, J KL,$（!==>）的方法对序列
进行分析，亦检测出 1个极显著位点，其中 6个位
点完全相同，!个位置上比较接近。说明我们的方
法能有效地检测受到正选择的核苷酸位点（表 5）。
% "% 对非编码序列的分析
由于本方法能够直接检测核苷酸位点，因而可

以对非编码区进行分析。我们以 789: 基因（.*,N
,+.-#O+ -#224+ $/*P-’ 0L.-*/）为例。此前，QL/#RRL +-
L)（5GG5）用人、鼠和牛中的 789: 基因的 STIE
序列，基于对整个序列的核苷酸替换率与同义替换

率的比较，认为此基因的 :UVCT在进化过程中受到
正选择的作用。我们用本方法也对此基因的:UVCT

;556期 李 昕等：一种在核苷酸水平检测自然选择的新方法



表 ! !"#$% 包装蛋白中预测的正选择位点
"#$ % ! &’()*+,() -./*,*0(12 /(1(+,() /*,(/ *3 ,4( !"#$% (30(1.-( 5(3(
本文方法 !"#$%& %’ #$() )#*&+ ,-./的方法 !"#$%& %’ ,-./!

位点所在的核苷酸位置

0%)(#(%. %’ 12"&(3#"& )(#")
(. #$" .*34"%#(&" )"5*".3"

位点对应的氨基酸的位置

0%)(#(%. %’ 12"&(3#"& )(#")
(. #$" 12%#"(. )"5*".3"

后验概率

0%)#"2(%2 12%6-6(4(#+

位点所在的氨基酸位置

0%)(#(%. %’ 12"&(3#"& )(#")
(. #$" 12%#"(. )"5*".3"

后验概率

0%)#"2(%2 12%6-6(4(#+

78 97 : ;<<= >9? = 97 : ;<<9 >
=:@ 8> : ;<<= ?@9 9 8= : ;<79 =
=<7 >> : ;<<= ==: @ >> : ;<<9 A
9:8 >7 : ;<<= ?:: @ >7 : ;<<A A

! B"" C("4)". D ,-./（=<<7）E

表 6 &’() 基因分析结果
"#$ % 6 "(/,*35 ’(/71,/ .3 ,4( 89:"; .< ,4( &’() 5(3(

!= !9 !8 " "=

: ; =99> : ;8@9? @: ;A F 9A= ;::9@ F 9@= ;>?8A

表 = &’() 基因 89:";中预测的受到正选择作用
的位点

"#$ % = &’()*+,() -./*,*0(12 /(1(+,() /*,(/ *3 ,4( 89 :";
.< &’()

位点所在的核苷酸位置（距翻

译起始位点上游的碱基数）

0%)(#(%. %’ 12"&(3#"& )(#") (.
#$" .*34"%#(&" )"5*".3"
（C*34"%#(&" .*G6"2) ’2%G
*1)#2"-G %’ )#-2# 3%&".）

后验概率 0%)#"2(%2 12%6-6(4(#+

? : ;<@8 ><? <
=9 : ;<>A <?A ?
=? : ;<78 A?: =
8? : ;<AA <@A @
87 : ;<A= 7:8 ?
?: : ;<<= 78: >
AA : ;<@? 7?: <
@8 : ;<78 A?: =
@? : ;<@> >?> @
@@ : ;<A> ?>< =
<: : ;<>7 ?:>

==9 : ;<>A <?A ?
==? : ;<>7 ?:>
==A : ;<@A 8?@ 8
==@ : ;<@> >?> @

做了分析，各参数的估计值见表 8，选择模型与中
性模型的似然比检验极显著（# H : ;:=），说明此基
因的 AIJKL区的确存在正选择作用，并检测出一些
后验概率显著的位点（表 ?）。更多的近缘物种间该
基因序列的比较或人工突变研究可以进一步证实这

些结论。

6 讨 论

6 >? 对蛋白编码基因选择作用分析的有效性

由对 $%&’( 包装蛋白基因 的分析可以看出，
本方法所得结果与以氨基酸为分析单位的 C("4)". D
,-./（=<<7）的方法所得结果基本一致，说明对于
编码蛋白基因，本方法是有效的。事实上，如果以

同义替换速率作为中性替换速率，那么在错义替换

率大于同义替换率的氨基酸位点（密码子），其平

均核苷酸替换速率肯定大于中性替换速率。因此，

这两种方法在本质上是相似的，应当得到基本一致

的结果。

然而，由于密码子使用偏好等原因，同义替换

速率未必是中性的（MN-)$(，=<<?）。因此，O- P O)
大于 =既可能是由于正选择所驱动的快速的错义替
换率，也可能是由于同义替换位点受到选择限制所

导致。所以用 O- P O)是否大于 =作为是否受到正选
择的标准可能会引起错误的判断。我们在分析中采

用内含子、假基因或基因间序列作为中性序列时可

以尽量避免这种错判。尽管寻找一条绝对的中性序

列是很困难甚至是不可能的，即便是内含子等人们

一般认为的中性序列也可能受到选择作用（0-2)3$，
9::8），但是各种类型的序列受到选择作用影响的
程度是不同的，因此尽可能准确地估计中性替换速

率是本方法得到较可信结果的关键。我们认为，使

用待检序列邻近的中性序列应是较好的方法。

6 >! 对非编码区选择作用分析的有效性
相对于 C("4)". D ,-./（=<<7）的方法，本方法

的最大优点就是可以对非编码区进行分析，对 )*’
+, 基因 AIJKL 的分析结果说明了其有效性。由于
非编码区被认为对基因的表达调控有重要作用，因

此该区域所受的选择作用有时对基因的进化是至关

重要的。然而如何确定非编码区中的功能序列历来

是研究的一个难题，通过本方法预测的受到正选择

的位点可以为进一步的功能研究提供一个理论参

考。

6 >6 存在的问题
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由于核苷酸的种类只有 !种，因此对于 ! 条已
对齐（"#$%&’(&)）的序列来说，每个核苷酸位点理
论上可以有 !! 种可能。而组成蛋白质的氨基酸有

*+种，编码 *+ 种氨基酸的密码子有 ,- 个，因此，
以氨基酸（密码子）为分析单位时，会利用 .个核
苷酸位点的信息，其每个氨基酸位点理论上有 ,-!

种可能。这样对于编码蛋白基因来说，这种基于核

苷酸水平的分析方法与以氨基酸为分析单位的方法

相比，对于区分不同位点间的选择作用分辨率相对

不高。不同位点的后验概率值有时会非常接近。另

外，对于一些核苷酸替换较快的序列，常会使预测

正选择位点失效，使得每个发生替换位点的后验概

率计算都为 -，从而难以确定具体受正选择作用的
位点。即便如此，这时选择模型与中性模型的似然

比检验仍然是有效的，仍然可以探讨被检测序列整

体上受选择作用的情况。总体而言，本方法在有大

量近缘序列时会比较有效，在序列较少或序列间分

歧（/$0(1%(&2(）很大时，要慎重使用。
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