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进化树在细菌亲缘关系分析中的应用研究

迟文静， 刘宜昕， 王　粟， 刘　涛， 赵　虎， 张艳梅

（复旦大学附属华东医院检验科，上海 200040）

摘要：随着生物技术的发展与应用，许多未知的细菌陆续被发现。同时，随着环境的变化，一些已知的

细菌不断产生新的致病或耐药表型。面对细菌日益复杂的威胁，开展细菌进化及其与经典致病菌的亲缘关系

的研究，探究细菌新种属或新表型的产生机制，将为防控以及治疗细菌感染提供重要的参考依据。由于基因

组携带着物种所有的遗传信息，基于细菌基因组数据开展进化研究可更真实地还原物种的进化过程。目前，

测序等分子生物学技术的发展，为深入了解细菌的进化过程及遗传和功能特性等提供了更有力的技术支持。

关键词：细菌；进化树；基因组；亲缘关系

Evolutionary tree and its application in the analysis of bacterial kinship    CHI Wenjing，LIU Yixin，WANG 
Su，LIU Tao，ZHAO Hu，ZHANG Yanmei.（Department of Clinical Laboratory，Huadong Hospital，Fudan 
University，Shanghai 20004，China）

Abstract：As the development and application of biological technology，many unknown bacteria have been 
identified gradually. Meanwhile，with environment changing，some known pathogenic bacteria have evolved new 
phenotypes involved in pathopoiesia or resistance. In the face of growing threats，carrying out research in bacteria 
evolution and its relationship with classical pathogens and exploring the emerging mechanisms of new pathogen or 
new phenotypes would provide a reference for the prevention and controlling of pathogens. Because the genome carries 
all the genetic information of a species，the research based on the bacterial genome analysis would present a more 
realistic evolutionary process. Especially，the development of the molecular biotechnology，such as sequencing，

will provide powerful tools for understanding the evolutionary process and mechanisms and their genetic traits and 
functional characteristics of bacteria.
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分子系统发育学是利用分子特征研究生

物体之间进化关系的学科，在揭示生物进化途

径、研究生物多样性和分子流行病学特征、鉴

定菌种和基因功能等方面发挥重要作用[1]。早期

微生物分子系统发育研究依赖于蛋白质序列，

其中应用广泛的蛋白质序列有铁氧还蛋白和细

胞色素等。20世纪70年代中期，有学者开始使

用16S rRNA的基因序列构建进化树，以确定不

同生物之间的进化关系。目前，随着高通量测

序（next generation sequencing，NGS）等技术的

应用，大大降低了基因分析的成本，加快了基

因分析的速度，为细菌进化树的构建提供了更

多类型的分析和展示形式[2]。本文对进化树及其

在细菌亲缘关系中的应用进行综述。

1 进化树概述

1.1 进化树定义

进化树又称系统发生树，是描述生物体形

成或进化顺序的拓扑树结构，通常是二叉树的

形状，一般由一系列节点和分支组成，节点代

表某个具体序列，节点之间的连线代表物种之

间的亲缘关系 [3]。构建进化树不仅需要分子生

物学、遗传学、生态学等生命科学学科知识，

还需要统计学、计算机学等多个学科知识的融 
合[4]。微生物进化树的构建过程主要有：序列数

据的获取、进化距离模型的确定、多个序列的

比对、对比后结果的提取以及算法和参数的选



·1311·检验医学 2020 年 12 月第 35 卷第 12 期 Laboratory Medicine，December 2020，Vol. 35，No. 12

1.4 进化树分析方法

1.4.1 距离矩阵法 距离矩阵法是一种以细菌

核苷酸序列间的变异估计菌株间距离，并通过

距离矩阵构建进化树的方法。这种方法首先需

要将输入的核苷酸序列数据转化为距离信息，

然后通过距离信息进一步构建进化树，主要分

为系统树法和网络法[14]。总的来说，距离矩阵

法是一种基于距离构建进化树的方法，其优点

在于简单、直观、计算速度快，但在菌株间进

化速率差异较大的情况下，可能得到错误的拓

扑结构[15]。

1.4.2 最大简约法 最大简约法是一种将细菌

的核苷酸序列位点视为形状的方法，是一个比

较所有可能的拓扑结构的过程。最大简约法首

先筛选出对细菌进化分析有用的核苷酸位点，

然后统计每个位点的核苷酸最小替换数，进而

以各位点替代数总和最小的进化树作为最优 
树[16]。相对于距离矩阵法，最大简约法对信息

的利用度更高，而相对于极大似然法和后验概

率法，该方法计算速度更快，可处理较多的插

入、缺失序列。

1.4.3 极大似然法 极大似然法是利用进化模型

和核苷酸序列，通过进化树的分枝长度、拓扑结

构、模型参数构建进化树的方法。极大似然法通

过选取合适的进化模型分析核苷酸序列，得到似

然率最大的拓扑结构，再以其中最大似然率的拓

扑结构构建的进化树作为最优树，应用极大似然

法分析比较重要的问题时需要确定最合适的进化

模型[17]。一般在选择合理、正确的进化模型的情

况下，极大似然法可以推导出很好的进化树结

果，但与最大简约法相比，极大似然法很难在序

列长度较短的情况下得到正确的拓扑结构。

1.4.4 后验概率法 后验概率法又被称为贝叶

斯推论法，该方法首先假定所有可能的进化树

是等概率的，然后计算出比对后序列的进化树

的后验概率，进而将后验概率最大的进化树作

为最优树[18]。后验概率法的优点在于不但具有

数学和统计学基础，同时还可以处理复杂的、

接近实际情况的进化模型。与极大似然法相

比，后验概率法同样应用广泛，且可通过相同

的数据信息，更低的计算量，得出与极大似然

法一致的结论。与最大简约法相比，后验概率

法能够考虑更多的进化相关信息。

择[5]。进化树可以分析未知细菌和已知细菌间的

亲缘关系[6]，在遗传本质上探究细菌多样性的产

生机制。

1.2 进化树的呈现方式

根据是否制定根节点，进化树可以分为有

根树和无根树2种呈现方式[7]。有根树制定了根

节点，从树中可以看出各节点之间的距离和各

分支分化的先后关系。有根树引入外群作为根

节点，而外群通常选择与研究序列关系密切的

序列，且能很好地聚类；或者选择比研究序列

进化历史更早的序列，故有根树可以看到不同

细菌间关系的远近，还可以看到细菌的进化顺

序和方向[8]。无根树不引入外群，没有根节点，

只能看出个各个节点的拓扑结构和相对距离，

因而无根树功能单一，可以显示不同细菌的聚

类关系和相对距离的远近，却无法显示细菌的

起源和进化方向[9]。见图1。

注：（a）有根树；（b）无根树

图1　进化树的呈现方式

1.3 进化模型

进化模型是对微生物进化变异进行的数学

描述，描述内容主要有：基因的点突变、插入

缺失，各碱基突变发生的概率及核苷酸组成频

率等和目标菌株间的亲缘关系，选择和构建合

适的进化模型是研究细菌进化的前提[10]。生物

进化的研究按层次可分为宏进化和微进化。宏

进化是细菌间的进化，主要指细菌不同目/科/ 
属/种的进化[11]，微进化是指细菌种内或近缘菌

种间的进化[12]。以幽门螺杆菌为例，在其微进

化过程中，构建幽门螺杆菌不同菌株间的进化

树模型，不仅需要估计碱基点突变率，还需要

估计重组率、核苷酸差异率及重组核苷酸片段

长度等重要信息[13]。对于细菌的进化分析，选

择合适的进化模型才可能得到可靠的结果，反

之可能得到不准确甚至是错误的结果，这种现

象主要是由进化树不相同的拓扑结构或分支长

度造成的，因此选择合适的进化模型、构建正

确的进化树至关重要。

（a） （b）
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2 进化树的构建

2.1 基于保守基因构建进化树

2 . 1 . 1  基 于 核 心 基 因 组 多 位 点 序 列 分 型

（multilocussequence typing，MLST）构建进

化树 核心基因序列是重复且保守的核苷酸序

列，在进化过程中可能发生富集、选择和遗 
传[19]。细菌的核心基因序列之间可以通过直接

接触及质粒、噬菌体或其他可移动遗传元件

（整合子、转座子和插入序列等）的方式进行

基因复制或基因交换，通过分析这些保守序

列，可以分析不同细菌进化的差异以及菌株间

的亲缘关系 [20]。MLST是近年来发展迅速的分

子生物学分析方法，具有较高的分辨能力，可

以通过多个管家基因450 bp左右的基因序列比

较菌株等位基因的多态性，不同菌株对应不同

的序列型，可以进行菌株进化和种群结构的研 
究[21]。核心基因组MLST可以使用微生物数百甚

至数千个保守的等位基因进行基因分型，其分

辨率远高于传统的MLST[22]。随着NGS技术的广

泛应用，核心基因组MLST主要被应用在分子流

行病学分析领域，且在该领域快速发展，已有

研究采用核心基因组MLST方法分析我国即食食

品中单核细胞增生李斯特菌的分子流行病学特

征，结果表明核心基因组MLST能将不同谱系、

血清群和克隆群的菌株明显分开，共分为24个

亚群，与克隆群基本保持一致[23]。基于全基因

组测序的核心基因组MLST分辨能力强，可用于

监测暴发性食源性疾病。但核心基因组MLST仍

有一定的局限性，如缺乏对关系非常密切的菌

株的分辨能力，且可分析菌株的种类有限[24]。

2011年，SAHL等[25]对大肠埃希菌的MLST研究

结果显示，全基因组序列进化树与MLST分型的

结果并不一致。2014年，朱健铭等[26]对肺炎克

雷伯菌进行分析，结果表明采用单个核苷酸序

列进行细菌进化分析及采用MLST进行菌株亲缘

关系分析并不可靠，为了校正MLST的缺点，提

高分辨率，他们采用管家基因和毒力基因联合

检测的方法进行分析，发现根据核心基因组各

位点序列图谱构建的进化树，与参与菌株相应

序列进行比对，既可以准确地研究细菌遗传进

化关系，又可以确定菌株的种属，对分析细菌

亲缘关系意义重大。

2.1.2 基于非编码保守基因构建进化树 非编

码保守DNA序列（conserved noncoding DNA 
sequences，CNS）是指细菌基因组中转录RNA
但不能翻译蛋白质或能调控其他基因的序列，

是比较小的一段序列[27]。CNS在生物的进化中具

有加工修饰RNA、调控转录和DNA结构等特殊

的功能[28]。CNS不仅具有长度和频率的物种特异

性，还具有丰富性、广阔性、保守性和功能性

等特点，使其在微生物亲缘关系的分析中极具

潜力，如对耐辐射球菌与嗜热菌亲缘关系的分

析[29]。但是如果要对CNS的功能进行正确、全面

的理解和分析，还需要通过大量的实验进行功

能验证。

2.2 基于单核苷酸多态性（single nucleotide- 
polymorphism，SNP）构建进化树

SNP是指基因组中的单个碱基的突变引起的

DNA序列多态性，有数量多、多态性丰富、遗

传稳定、易实现分析自动化的特点[30]。单个碱

基的变异可以由颠换或转换引起，也可以由插

入或缺失引起，这些SNP位点可能影响基因的功

能，引起性状的改变，甚至导致疾病的发生，

因此SNP是遗传变异的重要依据，被广泛应用于

微生物的起源、进化及迁移等方面的研究。有

学者为了解外源基因转化沙漠寡营养细菌的进

化与变异，通过生物学信息绘制了细菌的SNP系

统发育树，结果表明SNP数量最多的菌株进化速

度最快[31]。SNP分析不仅提供了研究和理解基因

突变的新方法，还能为微生物的鉴定及亲缘关

系分析提供依据。

2.3 基于基因拷贝数构建进化树

基因拷贝数是某种基因或某段特定DNA序

列在基因组中出现的数目，多拷贝基因广泛存

在于细菌中，而且多是可以移动的基因序列，

分析基因拷贝数变异（jcopy number variation，

CNV）是研究微生物进化、变异以及致病性的

基础[32]。CNV是基因组中的多核苷酸突变，是

一种重要的遗传变异，与研究较多的SNP相比，

CNV涉及更多的碱基，覆盖更大范围的基因序

列，在基因突变与细菌进化的研究上逐渐成为

热点和重点[30]。目前，全基因组CNV检测的方

法主要有芯片法和NGS技术等。全基因组CNV
图谱和更精确的参考基因组必将引领微生物基

因组学研究热潮，并进一步提高在全基因组范

围内探测基因组变异的准确性，对微生物亲缘
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关系的分析有重大的指导意义。

3 基于其他特征基因构建进化树

3.1 基于致病岛构建进化树

致病岛又被称为毒力岛、适应岛、生态岛

或共生岛，是细菌基因组中可以编码毒力因子

的序列，与细菌的致病性密切相关，能够在菌

株间通过基因组水平转移，可以使细菌在短期

内发生形状的改变，甚至产生新的变种，这种

演变有助于细菌不断适应环境[33]。很多病原菌

都有致病岛，如产肠毒素葡萄球菌、幽门螺杆

菌、大肠埃希菌、沙门菌等[34-35]。基于致病岛构

建进化树有助于理解细菌的进化和迁徙。有学

者[36]研究了基于幽门螺杆菌Cag PAI和Cag A基因

构建的系统发育树，验证了拉丁美洲菌株的分

群和聚类特点，以及与之相关的人群背景。随

着微生物耐药性的增强和新型病原体的出现，

鉴定致病菌也越来越重要。鉴定病原体的毒力

基因并了解其从非致病性向致病性的进化，对

于基础科学和医学研究都是一种挑战。

3 . 2  基 于 规 律 成 簇 间 隔 的 短 回 文 重 复 序 列

（clustered regularly interspaced short palindromic 
repeats，CRISPR）构建进化树

CRISPR在细菌基因组中由不连续的同向重

复序列和插入其中的间隔序列组成，有针对噬

菌体或质粒等外源基因的获得性免疫作用，在

细菌进化过程中保持结构的高度可变，CRISPR
位点是研究细菌分型与进化的关键位点 [37]。

CRISPR通常由同向重复序列、间隔序列、前导

序列以及CRISPR相关蛋白组成。cas基因与重复

序列相互关联，可使细菌协同进化[38]。CRISPR
位点会随着细菌的进化不断出现新间隔序列的

插入以及旧间隔序列的丢失，这种现象是导致

细菌基因组进化速度快的重要原因之一，因此

CRISPR位点具有很复杂的多态性[39]。CRISPR
位点在细菌中的多态性不仅能够反映细菌与环

境相互作用的关系，还能够记录细菌在进化过

程中的生态学和地理学信息，如根据CRISPR位

点的间隔序列在沙门菌中排列的差异，可以判

断不同菌株间的亲缘关系，并进行溯源分析；

根据醋酸菌的重复序列构建进化树，可将不同

属的菌种进行分类[40]。有研究应用CRISPR序列

分型分析病原体的暴发流行，如鼠疫耶尔森菌

和肠炎沙门菌亚种的分群[40-41]。此外，CRISPR
还可以提供与微生物表型相关的重要信息，如

肠球菌耐药基因序列和化脓性链球菌基因组中

的前噬菌体等，这些信息都反映了CRISPR在

调控基因水平转移、细菌适应环境及细菌进化

中的作用[42]。因此，应用CRISPR构建进化树分

析细菌亲缘关系的优点在于：基因分型分辨率

较高、操作简单、重复性好、结果数字化、便

于不同实验室结果的比对等[43]。但目前仍然存

在一些需要解决的问题，如数据不够充分、数

据库不够健全、细菌之间的分型标准不够完善

等，在未来，构建标准化的CRISPR数据库具有

十分重要的意义。

4 总结和展望

基因分析技术的飞速发展促进了生物学诸多

领域的发展，对认识细菌基因组与进化的关系有

深远的影响。细菌基因组具有多样性和规律性特

征，面对海量的基因组信息，挖掘有效信息，构

建合适的进化树是十分重要的。有效地构建进化

树应该具备2个条件：首先，必须基于一种合适

的进化方式，能反映或解释进化事件；其次，应

该覆盖更多的基因组信息[44]。为更好地鉴定细菌

类型以及明确不同菌群之间的亲缘关系，结合不

同基因组序列构建细菌进化树，将有效帮助解决

细菌进化中许多悬而未决的问题[45]。

本文简述了目前常见的用于构建细菌进

化树的方法，但是可以用来进行细菌亲缘关系

分析而构建进化树的方法不限于文中所述，挖

掘更多有价值的基因标志物将是很有前景的研

究，也是探究细菌进化史的必由之路。
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