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摘 要 作为 DNA 序列的重要组成特征，基因组寡核苷酸使用模式及其偏倚的研究已被广泛应用于原核生物基因组的分 
析。然而，关于寡核苷酸使用模式的偏倚是否具有种群特异性并反映种群的功能这一问题，尚未阐明。我们基于一阶马尔可

夫链模型，提出了一个度量寡核苷酸使用模式偏倚的新指标——基因组三核苷酸(trinucleotide, tri-)转移概率偏倚(transition 
probability bias, TPB)特征向量，或称之为三核苷酸转移概率最大偏倚分布，并分析比较了 727 条有代表性的原核生物基因组

序列 tri-TPB 特征向量。结果表明，基因组 tri-TPB 特征向量具有物种特异性，亲缘关系越近的物种，它们的 tri-TPB 特征向

量越相似；同种内之不同菌株具有几乎完全相同的 tri-TPB 特征向量，并且不依赖于基因组的 GC 含量；此外，基因组 tri-TPB
特征向量的相似性与菌株的致病性特征相关。本研究结果为基于全基因组寡核苷酸组成和分布信息的物种及其致病性进

化分析提供了新的思路和方法。 
关键词 原核生物; 三核苷酸转移概率偏倚; 分子进化; 物种特异性; 致病性 
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Abstract As important characteristics of DNA sequence compositions, genomic oligonucleotide usage pattern and its bias study 
have been widely used in the analysis of prokaryotic genomes. Nevertheless, it remains unclear whether the bias of the genomic 
oligonucleotide usage pattern possesses species-specific properties of the genomes and reflects species functions or not. Based on a 
Markov chain model, a novel index — the characteristic vector of trinucleotide transition probability bias (tri-TPB), namely the 
distribution pattern of maximum trinucleotide transition probability bias, was proposed to measure the oligonucleotide usage pattern 
bias. 727 representative prokaryotic genomes were analyzed and compared their characteristic of tri-TPB vector. Our results showed 
that the closer the phylogenic relationship is, the more similar the characteristic of tri-TPB vectors is; especially, an almost identical 
characteristic vector tri-TPB pattern remains seen nearly in all genomes within the same species, is independent of genome GC 
contents. In addition, it was indicated that the similaritis of characteristic vectors of genomic tri-TPB patterns correlate closely with 
the pathogenicity of bacterial strains. The present results provide us a new perspective for the analysis of genome evolution and their 
pathogenicity evolution in genomic oligonucleotide composition and distribution. 
Keywords Prokaryote; Trinucleotide transition probability bias; Molecular evolution; Species-specificity; Pathogenecity 
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    无论是在原核生物，还是在真核及非细胞生物

基因组中，短寡核苷酸含量及其分布受到人们的广

泛关注和长期研究(Muto and Osawa, 1987; Karlin et 
al., 1993; Karlin et al., 1994; Karlin et al., 1997)。研究

表明，密码子使用模式受到有效核糖体的选择、基

因漂移以及偏倚突变等多种因素的调控，影响基因

表达的效率与基因组内核酸的使用模式(Grantham 
et al., 1981; Bibb et al., 1984; Shah and Gilchrist, 2011)；
生物有机体的二核苷酸相对丰度值是一种基因组标

签，可以用来描述二核苷酸化学堆垛能、限制性内切

酶的选择、物种特异性 DNA 修饰、复制和修复机

制以及构象偏好等(Kariin and Burge, 1995; Karlin, 
2001)；原核生物基因组的四核苷酸使用模式(tetran- 
ucleotide usage departure, TUD)具有物种特异性，用

TUD 构建的系统发育树含有一定的进化信息(Pride et 
al., 2003)。此外，许多神经系统相关疾病及肿瘤都与其

基因组中的微卫星(三核苷酸的重复片段)的大量存

在有关(Orr and Zoghbi, 2007; Haberman et al., 2008)。 
    我们知道，基因组的进化受到多重因素的影

响，基于单个基因的分析已不足以全面了解相关物

种的系统发育关系。尽管 SSU rRNA (small subunit 
rRNA)基因已被广泛应用于系统发育学的研究之中

(Woese and Fox, 1977)，但由于作为基因组进化的重

要动力源泉的平行转移基因(Ochman et al., 2000)的
普遍存在，使得基于 SSU rRNA 基因以及其他蛋白

编码基因获得的系统发育关系之间出现明显的不

一致(Doolittle, 1999)；同时，SSU rRNA 基因具有高

度保守性，这使得进化上远缘的 SSU rRNA 基因可

能有非常相似的核酸组成，导致其在系统发育树上会

被错误地聚集在一起(Hasegawa and Hashimoto, 1993)。 
    目前，基于马尔可夫链模型的分析方法(Phillips 
et al., 1987)是揭示短寡核苷酸在基因组中出现频率

特征的一种有力工具。也许，寡核苷酸转移概率分

布的局部偏倚，也就是转移概率矩阵相邻分量间的

差异，不但是寡核苷酸在基因组中出现频率的差异

的一种有意义的统计学度量，而且刻画了基因组中

寡核苷酸成分的动力学稳定性，进而含有物种进化

的信息。我们猜想，在基因组寡核苷酸成分的动力

学稳定性之中，隐藏有 SSU rRNA 基因所无法揭示

的物种间差异以及这些差异与菌株之特异生物学

功能之间的关联。鉴于此，本文建议了一个新的度

量基因组中寡核苷酸成分的局部偏倚或动力学稳

定性的指标——基因组三核苷酸(trinucleotide, tri-) 
转移概率偏倚(transition probability bias, TPB)，以揭示

隐藏于寡核苷酸相对丰度与密码子使用偏倚之中

的有用信息。利用这一全新的指标，我们研究了来

自古生菌、真细菌基因组及其质粒的 1 170 条 DNA
序列的 tri-TPB 特征向量或三核苷酸转移概率最大

偏倚分布间的相似性，发现基因组 tri-TPB 特征向

量具有极高的种群保守性和显著的致病关联性。 

1 结果分析 
1.1 tri-TPB 特征向量具有物种特异性 

我们发现，种群内各基因组的 tri-TPB 特征向

量是相似的。对迄今所发现的真细菌中两个最大的

菌门(Gammaproteobacteria 和 Firmicute)而言，Gam- 
maproteobacteria 菌门的两个 H. pylori 菌株(H.   
pylori 26695 和 H. pylori J99)有近乎相同的最大 tri-   
TPB 分布(R2=0.996, 图 1A)，但它们与其远缘物种 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 1 具有相同 GC 含量的细菌基因组 tri-TPB 特征向量间的

线性相关性 
注: A: Gammaproteobacteria 菌门的菌株 H. pylori 26695 及

H. pylori J99和其远缘物种L. reuteri DSM 20016间的相似性; 
这三个菌株基因组的 GC 含量相同, 都为 38%; B: Firmicute
菌门的菌株C. botulinum A str. ATCC 19397, C. botulinum strain 
ATCC 3502 和其远缘物种 M. synoviae 间的相关性; 这三个

菌株基因组的 GC 含量相同, 都为 28%  
Figure 1 Linear correlations of characteristic tri-TPB vectors 
among some genomes with same GC content 
Note: A: Similarities between Gammaproteobacteria H. pylori 
26695, H. pylori strain J99 and an evolutionary distant strain L. 
reuteri DSM 20016. They contain the same GC content of 38%; 
B: Correlation among Firmicute bacterium C. botulinum A str. 
ATCC 19397, C. botulinum strain ATCC 3502 and evolutionary distant 
strain M. synoviae. All contain nearly the same GC content of 28%   



计算分子生物学(网络版), 2012 年, 第 1 卷, 第 3 篇, 第 16-22 页 
Jisuan Fenzi Shengwuxue (Online), 2012, Vol.1, No.3, 16-22 
http://cmb.5th.sophiapublisher.com 

 

 
 

18 

L. reuteri DSM 20016 之间的相关性极少(图 1A)；对

Firmicute 菌门的两个C. botulinum菌株(C. botulinum A 
str. ATCC 19397 和 C. botulinum strain ATCC 3502)
的 tri-TPB 特征向量而言，它们间的相关系数达到

0.961，但它们与其远缘物种 M. synoviae 的 tri-TPB
特征向量之间的相关系数值却只有 0.074 (图 1B)。
这一 tri-TPB 特征向量的相似性，亦存在于具有多条

染色体的菌株之中(图 2)。例如，V. harveyi 菌株的 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
图 2 V. harveyi (A)和 B. cenocepacia (B, C, D)菌株不同染色

体序列的特征 tri-TPB 向量的线性相关性分析 
Figure 2 Linear correlation of characteristic tri-TPB vectors 
among different chromosomes of V. harveyi (A) and B. cenocepacia 
(B, C, and D) 

条不同染色体基因的 tri-TPB 特征向量的相关系数

达到了 0.969 (图 2A)，B. cenocepacia 菌株的三条染

色体之间也呈现出极佳的线性相关性(图 2B; 图 2B 
C; 图 2B D)。上述结果与之前关于原核生物基因组

TUD 模式的研究结果相一致(Pride et al., 2003)。这提

示，基因组的最大 tri-TPB 分布是物种特异性的，它

可以刻画一个物种的特征。 
我们的结果还表明，基因组 tri-TPB 特征分布

不依赖于 GC 含量的大小。尽管 H. pylori 菌株的远

缘物种 L. reuteri DSM 20016 具有和 H. pylori 菌株

相同的 GC 含量(38%)，但它们的最大 tri-TPB 分布

却不相似(图 1A)；Firmicute 菌门的两个菌株 C. 
botulinum A str. ATCC 19397 和 C. botulinum A str. 
ATCC 3502与它们的远缘物种M. synoviae 的GC含

量均为 28%，但后者与前两者之间也无相似的最大

tri-TPB 分布(图 1B)；另外，对通过人工构建的一条

与两个 H. pylori 菌株有着相同基因组大小和相同 GC
含量的随机 DNA 序列而言，它的 tri-TPB 特征向量

与两个 H. pylori 菌株的 tri-TPB 特征向量几乎没有

相关性(R2<0.01, 数据未提供)。 

1.2 原核生物 tri-TPB 特征向量间的相似性随着物

种间进化距离的增加而减小 
本研究展示了E. coli str. K-12 substr. MG1655 与

不同分类级别物种内的菌株 tri-TPB 特征分布向量

间的相关性(图 3)。其中，A 组是 K-12 与同种内的其 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
图3 Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655分别与和它同

种, 同科, 同纲, 同门以及同界的不同菌株间tri-TPB特征向

量的平均相关程度 
Figure 3 Average correlation coefficients of characteristic tri-TPB 
vectors among E. coli str. K-12 substr. MG1655 and other 
different strains within the same Species, Family, Class, 
Phylum, and Kingdom with K-12 respectively 
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它菌株的相关性；B 组是 K-12 与同科内的其它属

的菌株的比较(不包含与 Buchnera aphidicola 属的

菌株的比较)；C 组是 K-12 与同纲内的其它目的菌

株的比较；D 组是 K-12 与同门内的其它纲的菌株

的比较；E 组是 K-12 与其它门的菌株的比较；相

关系数的值都是以均值±标准差的形式展示的(每
组中数据点的个数分别为 8, 32, 102, 198 和 286)。
除了纲和门两组无显著性差异(p=0.157)之外，其他

各组间的比较都具有统计学意义上的显著性差异 
(p值的变化范围为 0.01 到 0.012)。由于缺乏与 K-12
同属不同种以及同目不同科的物种数据，所以在图 4
中未含有这类比较结果。 

结果表明，各 tri-TPB 特征向量间的平均相关

系数值随着物种间进化距离的增加而减小，即：沿

着从界、门、纲、科到种的进化路径，种群内各物种

tri-TPB 特征向量间的相似性逐渐增加。也就是说，在

原核生物整体进化的水平上，分类学上亲缘关系越

近的物种，它们的 tri-TPB 分布越相似。另一方面，

与种间极小的差异不同，在界、门、纲和科内，各基

因组 tri-TPB 特征向量间的相关系数的标准差是显

著的(图 4)。这种在界、门、纲和科内的各基因组 tri- 
TPB 特征向量间的显著差异性，意味着原核生物基

因组三核苷酸转移概率最大偏倚分布的多样性。 

1.3 近缘物种的 tri-TPB 特征向量具有致病关联性 
针对假单胞菌属(Pseudomonas)内具有不同致

病性特征的菌群，我们分析比较了同一菌群内部及

不同菌群之间的细菌基因组 tri-TPB 特征向量间的

关系，所得结果如图 4 所示。其中，Ga 表示动物致

病型菌群(Stover et al., 2000; Vodovar et al., 2006)，
包含P. aeruginosa PA7、P. aeruginosa UCBPP-PA14、
P. aeruginosa LESB58、P. aeruginosa PAO1 和 P. 
entomophila L48 五个菌株；Gp 为植物致病型菌群

(Feil et al., 2005)，含有P. syringae pv. syringae B728a、
P. syringae pv. phaseolicola 1448A 和 P. syringae pv. 
tomato str. DC3000 三个菌株；Gn 是非致病型菌群

(Nelson et al., 2002)，由 P. fluorescens SBW25、P. 
fluorescens Pf-5、P. fluorescens Pf0-1、P. putida F1、
P. putida KT2440、P. putida GB-1、P. putida S16、P. 
putida W619、P. mendocina NK-01 和 P. mendocina 
ymp 等 10 个菌株组成；符号“++”和“+”分别表示组

间和组内比较，符号“-”表示未参与比较；利用 t-检
验来估计相关数据的统计学差异的显著性。研究结 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
图 4 Pseudomonas 菌属内不同致病型菌株间 tri-TPB 特征向

量相似性 
注: 相关系数的结果以均值±标准差的形式来表示 
Figure 4 Similarity of characteristic tri-TPB vectors among 
groups of Pseudomonas with different pathogenicity 
Note: The data of correlation coefficient are presented as mean±SE 

果表明(图 4)，对动物致病型菌群，植物致病菌群和

非致病型菌群而言，相同菌群内的 tri-TPB 特征向

量具有很高的相似性，它们的相关系数大于 0.95；
不同菌群的 tri-TPB 特征向量间的相似性要低于菌

群内的相似性，且具有显著的统计学差异(p<0.01)。
基因组 tri-TPB 特征向量的差异，依赖于菌群的致

病特性：最显着的差异可能存在于动物与植物致病

型菌群中，非致病型与动物致病型菌群间的差异较

小，而存在于非致病型与植物致病型菌群间的差异

几乎可以不计。这表明：较之非致病与植物致病型

菌群，动物致病型菌群具有更为特异的三核苷酸转

移概率最大偏倚分布。 
如上所述，假单胞菌属内菌株致病性的有无以

及致病类型与菌株基因组 tri-TPB 特征向量的相似

性之间存在相关性。这一菌株基因组特征与其致病

性间的关联，通常不能从传统的系统发育分析中获

得，并可能被传统分析方法所曲解。事实上，利用

我们基于 16S rRNA 基因序列所构建的系统发育树，

可以发现：动物致病型菌株 P. entomophila 与非致

病型菌群 P. putida 处在同一分支，但很早以前就与

动物致病型菌株 P. aeruginosa 发生了分歧(图 5)。 

2 讨论 
已有研究表明，细菌基因组中基因的多样性在

很大程度上是来自于基因的平行转移，且这些转移 
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图 5 Pseudomonas 菌属内 18 个具有不同致病性特征的菌株

的系统发育树 
注: 实线框内为动物致病型菌株; 虚线框内为植物致病型菌

株; 其它为非致病型菌株; 该系统发育树是基于 16S rRNA 序

列, 依据最大组成似然距离矩阵, 采用邻接法构建而成; 树
的节点处显示的数据是进行 500 次重复的自举检验得分  
Figure 5 Phylogenetic tree of 18 Pseudomonas strains with 
different pathogenic features 
Note: Animal pathogenic bacteria are within solid box; plant 
pathogenic bacteria are within dotted box; and others are avirulent 
bacteria. 16S rRNA sequences were subjected to neighbor-joining 
analysis using maximum composite likelihood distance matrices. 
Bootstrap values based on 500 replicates are represented at 
each node of phylogenetic tree 

事件不仅存在于远缘物种的 DNA 序列之间

(Ochman et al., 2000; Juhas et al., 2009)，同样也发生

在近缘细菌和真核生物的同源基因之间(Hotopp et 
al., 2007)。这可能导致亲缘关系非常近的物种内的

基因含量之显著差异。有趣的是，我们的结果表明，

基因组特征 tri-TPB 向量在种群内具有保守性，且

这种保守性不依赖于基因组的 GC 含量的大小。这

意味着：基因的平行转移现象，虽然会导致种群内

基因的多样性，但不会导致基因组 tri-TPB 特征向量的

改变。尽管基因组 tri-TPB 特征向量间的相似性会

随物种分类级别的升高而逐渐减小(图 4)，但却可能

提供了一个研究分子遗传与进化的有用度量指标。 
无论是在表型特征数据缺乏时所作的系统发

育关系推断，还是对现有表型特征数据所得结果间

的比较，基于核糖体 RNA 分子基因序列的系统发

育分析均被视为一种可靠的方法。尽管如此，这一

方法在刻画物种间的差异时会出现盲区(Woese and 
Fox, 1977)。研究发现，基因组中不稳定的基因通常

与细胞表面信号转导或致病性等功能相关，而不易

发生转移的基因则参与到翻译或氨基酸的合成过

程，如编码核糖体 RNA 的基因(Lawrence, 1999)。
这使得基于 SSU rRNA等单个基因的传统系统发育

分析方法很难察觉出物种中相对活跃的功能性基

因的改变。因而，系统发育分析难以回答菌株基因

组特征是否可以表征菌株的致病特性。与之不同，

我们的研究表明，近缘物种中具有相同致病性的菌

株基因组 tri-TPB 特征向量间的相关性明显高于致

病性不同的菌株，这提示我们，基因组 tri-TPB 向

量也许还可以刻画菌株的致病特性。 
可以认为，基于基因组 tri-TPB 特征分布的分

析，也许是对其他基于全基因组分析工具的一个重要

补充。与其他分析方法相比，尽管基于基因组 tri-TPB
的分析也无法逾越大量平行转移基因和协同进化

带来的物种进化分析障碍，但却避免了复杂而耗时

耗力的核苷酸或氨基酸序列比对。同时，菌株基因组

tri-TPB 特征向量间的相似性与菌株致病性之间的

相互关联，可以为近缘物种致病性的进化分析以及

相关疾病的预防和治疗提供新的思路和方法。 

3 材料与方法 
3.1 原核生物基因组及其质粒序列数据 
    本文的研究对象为 675 个原核物种的 727 条全

基因组序列，它们均下载自 NCBI 的 FTP 服务站点

(ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/)；用于系统发育分析

的 18种原核生物的 16S rRNA核苷酸序列均下载自

NCBI(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/gene/)；我们

人工构建了一条长度为 5 Mbp，GC 含量为 50%的

类似于大肠杆菌的完全随机序列，并将其与 1 170 条

完全测序成功的基因组序列进行比较，检测分析本

文分析方法的稳定性。 

3.2 基因组转移概率偏倚(transition probability bias, 
TPB)及其特征向量 

对于任意一条 DNA 序列，将序列中长度为 k
的寡核苷酸片段记为 1 2 k  ，其中s (s=1,…,k)
是四种碱基中的任意一种。将所有不同的 4k个长度

为k的寡核苷酸序列中的第 i个 1 2[ ]k i  记为Ai，

而将长度为 2k 的寡核苷酸序列 1 2 1 2[ ] [ ]k i k j    

记为 AiAj，其中 i 和 j 取 1 到 4k之间的整数。这样，

对于任意一条 DNA 序列，基于马尔可夫链模型，

由寡核苷酸序列 Ai过渡到 Aj的转移概率 pij可由下

式计算： 

  
( )

( )
( )

i j
ji j i

i

P AA
p P A A

P A
  ; i, j = 1, 2, …, 4k    (1) 
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其中，pij=P(AiAj)和 P(Ai)分别是在长度为 k 和 2k
的读码框下观察得到的 k 阶寡核苷酸序列 Ai 和 2k
阶寡核苷酸短序列 AiAj的出现频率。所有寡核苷酸的

出现频数的计算都是基于DNA序列的正负两条链。 
对于不同的DNA序列，其转移概率矩阵(transition 

probability matrix, TPM) (Van't Spijker et al., 2009)也
是不同的。我们定义转移概率偏倚(transition probability 
bias, TPB)向量 Δ={Δi} 

 , 1,
1

,  1, 2,...
n

i j i j i
j

p p i n


          (2)  (2) 

其中 4kn  。TPB 向量Δ是非唯一的，可以作

为转移概率分布非均匀性的一种度量。对转移概率

矩阵的每一行数据进行重排，可得 TPB 向量的

M=4k× (4k-1)×…×2×1 种 不 同 表 达 形 式

Δ(m)= ),,,( (m)
n

(m)
2

(m)
1    (m=1, 2,…,M)。为简化后续序

列分析，我们引入 TPB 特征向量 Δc (它为所有可能

的转移概率分布的拓扑结构中的一种, 表征转移概

率最大偏移之分布)，其每一个元素对应相应 TPM
各行转移概率偏倚的最大值，也就是： 

1 2( , , , )c nd d d   , (1) (2) ( )Max( , , , )M
j j j jd     , j = 1,       

2,…,n                              (3) 
具有 TPB 特征向量 Δ1c (x1, x2,…,xn)和 Δ2c (y1, 

y2,…,yn)的两条不同 DNA 序列之间的相关性，由皮

尔森(Pearson)相关系数 r 来衡量，公式如下： 

2 2

( )( )

( ) ( )
j j

j j

x x y y
r

x x y y

 


 




; 
1

n

j
j

x x


 ; 
1

n

j
j

y y


 (4) 

本研究中，所有寡核苷酸在基因组中出现频率

的计算是利用 TCL 脚本程序完成，而 TPB 特征向

量 Δc的计算则是利用 MATLAB 程序完成。作为初

步研究成果，我们这里仅讨论基因组 tri-TPB 特征

向量或三核苷酸转移概率最大偏倚分布，tri-TPB 表

示三核苷酸转移概率偏倚。 
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