大家好：

我在此介绍几个进化树分析及其相关软件的使用和应用范围。这几个软件分别是PHYLIP、PUZZLE、PAUP、TREEVIEW、CLUSTALX和PHYLO-WIN（LINUX）。

在介绍软件之前，我先简要地叙述一下有关进化树分析的一些方法学问题。

进化树也称种系树，英文名叫“Phyligenetic tree”。对于一个完整的进化树分析需要以下几个步骤：⑴ 要对所分析的多序列目标进行排列（To align sequences）。做ALIGNMENT的软件很多，最经常使用的有CLUSTALX和CLUSTALW，前者是在WINDOW下的而后者是在DOS下的。⑵ 要构建一个进化树（To reconstrut phyligenetic tree）。构建进化树的算法主要分为两类：独立元素法（discrete character methods）和距离依靠法（distance methods）。所谓独立元素法是指进化树的拓扑形状是由序列上的每个碱基/氨基酸的状态决定的（例如：一个序列上可能包含很多的酶切位点，而每个酶切位点的存在与否是由几个碱基的状态决定的，也就是说一个序列碱基的状态决定着它的酶切位点状态，当多个序列进行进化树分析时，进化树的拓扑形状也就由这些碱基的状态决定了）。而距离依靠法是指进化树的拓扑形状由两两序列的进化距离决定的。进化树枝条的长度代表着进化距离。独立元素法包括最大简约性法（Maximum Parsimony methods）和最大可能性法（Maximum Likelihood methods）；距离依靠法包括除权配对法（UPGMAM）和邻位相连法（Neighbor-joining）。⑶ 对进化树进行评估。主要采用Bootstraping法。进化树的构建是一个统计学问题。我们所构建出来的进化树只是对真实的进化关系的评估或者模拟。如果我们采用了一个适当的方法，那么所构建的进化树就会接近真实的“进化树”。模拟的进化树需要一种数学方法来对其进行评估。不同的算法有不同的适用目标。一般来说，最大简约性法适用于符合以下条件的多序列：i 所要比较的序列的碱基差别小，ii 对于序列上的每一个碱基有近似相等的变异率，iii 没有过多的颠换/转换的倾向，iv 所检验的序列的碱基数目较多（大于几千个碱基）；用最大可能性法分析序列则不需以上的诸多条件，但是此种方法计算极其耗时。如果分析的序列较多，有可能要花上几天的时间才能计算完毕。UPGMAM（Unweighted pair group method with arithmetic mean）假设在进化过程中所有核苷酸/氨基酸都有相同的变异率，也就是存在着一个分子钟。这种算法得到的进化树相对来说不是很准确，现在已经很少使用。邻位相连法是一个经常被使用的算法，它构建的进化树相对准确，而且计算快捷。其缺点是序列上的所有位点都被同等对待，而且，所分析的序列的进化距离不能太大。另外，需要特别指出的是对于一些特定多序列对象来说可能没有任何一个现存算法非常适合它。最好是我们来发展一个更好的算法来解决它。但无疑这是非常难的。我想如果有人能建立这样一个算法的话，那他（她）完全可以在Proc.Natl.Acad.Sci.USA.上发一篇高质量的文章。

   下面介绍几个软件的使用。首先是PHYLIP。其是多个软件的压缩包，下载后双击则自动解压。当你解压后就挥发现PHYLIP的功能极其强大，主要包括五个方面的功能软件：i，DNA和蛋白质序列数据的分析软件。ii，序列数据转变成距离数据后，对距离数据分析的软件。 iii，对基因频率和连续的元素分析的软件。iv，把序列的每个碱基/氨基酸独立看待（碱基/氨基酸只有0和1的状态）时，对序列进行分析的软件。v，按照DOLLO简约性算法对序列进行分析的软件。vi，绘制和修改进化树的软件。在此，我主要对前两种功能软件进行说明。

   我们现在有几个序列如下：

Mo3       ATGTATTTCGTACATTACTGCCAGCCACCATGAATATTGCACGGTACCAT

Mo5       ATGTATTTCGTACATTACTGCCAGCCACCATGAATATTGTACGGTACCAT

Mo6       ATGTATTTCGTACATTACTGCCAGCCACCATGAATATTGTACGGTACCAT

Mo7       ATGTATTTCGTACATTACTGCCAGCCACCATGAATATTGTACAGTACCAT

Mo8       ATGTATTTCGTACATTACTGCCAGCCACCATGAATATTGTACAGTACCAT

Mo9       ATGTATCTCGTACATTACTGCCAGCCACCATGAATATTGTACGGTACCAT

Mo12      ATGTATTTCGTACATTACTG CCAGCCACCATGAATATTGTACGGTACCAT

Mo13      ATGTATCTCGTACATTACTGCCAGCCACCATGAATATTGTACGGTACCAT

要对这8个序列进行进化树分析，按照上面的步骤，首先用CLUSTALX排列序列，输出格式为 *.PHY。用记事本打开如下图：
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os ATGTATITCG TACATTACTG CCAGCCACCA TGAATATTGE ACCGTACCAT

hios ATGTATITCG TAGATTACTG CCAGCCACCA TCAATATIGT ACCGTACCAT

oo ATGTATITCG TAGATTACTG CCAGCCACCA TCAATATIGT ACCGTACCAT

o7 ATGTATITCG TAGATTACTG CCAGCCACCA TCAATATIGT ACAGTACCAT

hios ATGTATITCG TAGATTACTG CCAGCCACCA TCAATATIGT ACAGTACCAT

oo ATGTATCTCG TAGATTACTG CCAGCCACCA TCAATATIGT ACCGTACCAT

Wo12  ATGTATITCG TACATTAGTC GCAGCCAGCA TGAATATTGT AGGCTACCAT

Wo13  ATGTATCTCG TAGATTAGTG GCAGGCAGGA TGAATATTGT AGGGTACCAT




图中的8和50分别表示8个序列和每个序列有50个碱基。然后，打开软件SEQBOOT，如下图：
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case enter a new filename




按路径输入刚才生成的 *.PHY文件，并在Random number seed (must be odd) ?的下面输入一个4N+1的数字后，屏幕显示如下：

[image: image3.png]D:\UANCHENGNSOF TUARE\PHYL IPAPHYL IPUIN\SEQBOOT-EXE: can’t read infile
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Bootstrapped sequences algorithm, version 3.573¢

settings for this run:
D Sequence, Horph, Rest., Gene Fregs? Molecular sequences
Bootstrap, Jackknife, or Permute? Bootstrap
liow many replicates? 100

Terminal type CIBM PC, UT52, ANSD? ANSI
Print out the data af stari of run Ho

J
B
1 Input sequences’ interleaved? Yes
[
1
2 Print indications of progress of run Yes

ire these settings correct? C(type ¥ or the letter for one to change)





图中的D、J、R、I、O、1、2代表可选择的选项，键入这些字母，程序的条件就会发生改变。D选项无须改变。J选项有三种条件可以选择，分别是Bootstrap、Jackknife和Permute。文章上面提到用Bootstraping法对进化树进行评估，所谓Bootstraping法就是从整个序列的碱基（氨基酸）中任意选取一半，剩下的一半序列随机补齐组成一个新的序列。这样，一个序列就可以变成了许多序列。一个多序列组也就可以变成许多个多序列组。根据某种算法（最大简约性法、最大可能性法、除权配对法或邻位相连法）每个多序列组都可以生成一个进化树。将生成的许多进化树进行比较，按照多数规则（majority-rule）我们就会得到一个最“逼真”的进化树。Jackknife则是另外一种随机选取序列的方法。它与Bootstrap法的区别是不将剩下的一半序列补齐，只生成一个缩短了一半的新序列。Permute是另外一种取样方法，其目的与Bootstrap和Jackknife法不同，这里不再介绍。R选项让使用者输入republicate的数目。所谓republicate就是用Bootstrap法生成的一个多序列组。根据多序列中所含的序列的数目的不同可以选取不同的republicate。当我们设置好条件后，键入Y按回车。得到一个文件outfile 

Outfile用记事本打开如下：

[image: image4.png]=1olx]

o3
o5
o6
o7
os
o9
012
o138

o3
o5
o6
o7
os
o9
012
o138

o3
o5
o6
o7
os

50

50

50

AATGTATTTE
AATGTATTTE
AATGTATTTE
AATGTATTTE
AATGTATTTE
AATGTATTTE
AATGTATTTE
ARTGTATTTE

TTCTTTARAR
TICTTTARAR
TICTTTARAR
TICTTTARAR
TICTTTARAR
TTECTTARAR
TIGTTTARAR
TTECTTARAA

ATEEETTTTT
ATEEETTTIT
ATEEETTTIT
ATEEETTTIT
ATEEETTTTT

TATTAACCCC
TATTAACCCC
TATTAACCCC
TATTAACCCC
TATTAACCCC
TATTAACCCC
TATTAACCCC
TATTAACCCC

CATTARACTT
CATTARACTT
CATTARACTT
CATTARACTT
CATTARACTT
CATTARACTT
CATTARACTT
CATTARACTT

CGEARATTAC
CGEARATTAC
CGEARATTAC
CGEARATTAC
CGEARATTAC

cAAACCCCAR
CARACCCCAR
CARACCCCAR
CARACCCCAR
CARACCCCAR
CARACCCCAR
CARACCCCAR
cARACCCCAR

TGACEGEATA
TGACCGEATA
TGACCGEATA
TGACCGEATA
TGACCGEATA
TGACCGEATA
TGACCGEATA
TGACEGEATA

cTCCCARGEA
CTCCCAAGEA
CTCCCAAGEA
CTCCCAAGEA
cTCCCARGEA

TAATTTEEEE
TAATTTEEET
TAATTTEEET
TAATTTEEET
TAATTTEEET
TAATTTEEET
TAATTTEEET
TAATTTEEET

TEEGCAACCE
TEEGTAACCE
TEEGTAACCE
TEEGTAACCE
TEEGTAACCE
TEEGTAACCE
TEEGTAACCE
TEEGTAACCE

TAAATAATTT
TAAATAATTT
TAAATAATTT
TAAATAATTT
TARATAATTT

CARCTCTTTT
TARCTCTTTT
TARCTCTTTT
TARCTCTTTT
TARCTCTTTT
TARCTCTTTT
TARCTCTTTT
TARCTCTTTT

GEEACCARAT
GEEACCARAT
GEEACCARAT
GEEACCARAT
GEEACCARAT
GEEACCARAT
GEEACCARAT
GEEACCARAT

GEETACCCTT
GEETACCCTT
GEETACCCTT
GEETACCCTT
GEETACCCTT





这个文件包括了100个republicate。

打开DNAPARS（最大简约性法）或DNAML（最大可能性法）软件。将刚才生成的outfile文件更名后输入。如下图：

[image: image5.png]D= \UANGHENCXSOF TVARENFVL IF\PRYLIPUIRDRAPARS - EXE: - can: ¢ read infile
Piease enter a new filename>D:\wancheng\softuare\Phylip\phylipuiniuan
2300

DHA_parsinony algorithm, version 3.573¢

Setting for this run:
Search for best tree? Yes
Randomize input order of sequences? Ho. Use input order
Outgroup root? Mo, use as outgroup species
Use Threshold parsinony? Ho) use ordinary parsimony
fnalyze multiple data sets? Ho
Input’ sequences interleaved? Yes
Terminal type CIBM PC, UT52, ANSD? ANSI
Print out the data af stari of run Ho
Print indications of progress of run Yes
Print out tree Yes
Print out steps in each site Ho
Print sequences at all nodes of tree Ho
Write out trees onto tree file? Vs
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ire these settings correct? C(type ¥ or the letter for one to change)
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选项O是让使用者设定一个序列作为outgroup。一般选择一个亲缘关系与所分析序列组很接近的序列作为outgroup（本例子不选outgroup），outgroup选择的好坏将直接影响到最后的进化树的好坏。选项M是输入刚才设置的republicate的数目。设置好条件后，键入Y按回车。生成两个文件outfile和treefile。

Outfile打开如下图：
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该文件包括了227个进化树。Treefile可以用TREEVIEW软件打开同样包含了这227个进化树。

打开CONSENSE软件，将刚才生成的treefile文件更名后输入。如下图：
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Majority-rule and strict consensus tree program, version 3.573c

settings for this run:
Outgroup root?

Trees to be treated as Rooted?

Terminal type CIBM PC, UT52, ANSD?
Print out the sets of species

Print indications of progress of run
Print out tree

Write out trees onto tree file?
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键入Y按回车。生成两个文件outfile和treefile。Treefile用TREEVIEW打开，如下图：
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Outfile打开如下图：

[image: image9.png]e e =2 ]
IHE SEE BEC W

Cexxx 0.6 =
R 0.06

.06

0.05

0.04

0.04

.02

CONSENSUS TREE:
the numbers at the forks indicate the number
of times the group consisting of the species
uhich are to the right of that fork occurred
anong the trees, out of 100.06 trees

Ho7

Hos

Hog

Hos

Hos

remember: this is an unrooted treet





我们看出两个树是同样的。但在outfile的树上的数字表示该枝条的Bootstrap支持率（除以100.6）。到现在，8个序列的进化树分析（最大简约法）已经完成。

  如果要用邻位相连法对这8个序列进行分析的话，也首先执行SEQBOOT软件将这8个序列变成100个republicate。然后，打开DNADIST软件，把SEQBOOT生成的文件输入，如下图：
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Hucleic acid sequence Distance Matrix program, version 3.573¢
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Transition/transversion ratio?
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Form of distance matrix?
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选项D有四种距离模式可以选择，分别是Kimura 2-parameter、Jin/Nei、Maximum-likelihood和Jukes-Cantor。选项T一般键入一个15-30之间的数字。选项M键入100。运行后生成文件如下图：
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1o3 0.0000 0.0415 0.0415 0.0415 0.0415 0.0415 0.0415 0.0415
Hos 0.0415 0.0000 0.0000 00000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Hos 0.0415 0.0000 0.0000 00000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Hot 0.0415 0.0000 0.0000 00000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
o8 0.0415 0.0000 0.0000 00000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Hoo 0.0415 0.0000 0.0000 00000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
tot2 0.0415 0.0000 0.0000 00000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Hol3 0.0415 0.0000 0.0000 00000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
s
1o3 0.0000 0.0204 0.0204 0.0204 0.0204 0.0415 0.0204 0.0415
Hos 0.0204 0.0000 0.0000 00000 0.0000 0.0204 00000 0.0204
Hos 0.0204 0.0000 0.0000 00000 0.0000 0.0204 0.0000 0.0204
Hot 0.0204 0.0000 0.0000 00000 0.0000 0.0204 0.0000 0.0204
o8 0.0204 0.0000 0.0000 00000 0.0000 0.0204 0.0000 0.0204
Hoo 0.0415 0.0204 0.0204 0.0204 0.0204 0.0000 00204 00000
tot2 0.0204 0.0000 0.0000 00000 0.0000 0.0204 00000 0.0204
Hol3 0.0415 0.0204 0.0204 0.0204 0.0204 0.0000 00204 00000
s
1o3 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0204 0.0000 0.0204
Hos 0.0000 0.0000 0.0000 00000 0.0204 0.0000 0.0204
Hos 0.0000 0.0000 0.0000 00000 0.0204 0.0000 0.0204
Hot 0.0000 0.0000 0.0000 00000 0.0204 0.0000 0.0204
o8 0.0000 0.0000 0.0000 00000 0.0204 0.0000 0.0204
Hoo 0.0204 0.0204 0.0204 0.0204 0.0000 0.0204 0.0000
tot2 0.0000 0.0000 0.0000 00000 0.0204 0.0000 O, -
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这个文件包含了与输入文件相同的100个republicate，只不过每个republicate是以两两序列的进化距离来表示。文件中的每个republicate都省略了第一排的Mo3 Mo5  Mo6  Mo7  Mo8  Mo9  Mo12  Mo13。以这个输出文件为输入文件，执行NEIGHBOR软件。如下图：
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Heighbor-Joining/UPGHA method version 3.5

Settings for this run:
Heighbor-joining or UPGHA tree? Heighbor-joining
Outgroup root? Ho, use as outgroup species 1
Lower-triangular data matrix? Ho
Upper-triangular data matrix? Ho
Subreplicates? Ho
Randomize input order of species? Ho. Use input order
Ainalyze multiple data sets? Ho
Terminal type CIBM PC, UT52, ANSD? ANSI
Print out the data af stari of run Ho
Print indications of progress of run Yes
Print out tree Yes
Write out trees onto tree file? Vs

fre these settings correct? (type ¥ or the letter for one to change)




选项M键入100。生成两个文件outfile和treefile用记事本和TREEVIEW打开后，发现这两个文件都含有100个进化树。再将treefile文件更名后输入CONSENSE软件，又得到两个文件outfile和treefile，这就是最后的结果。以上是对DNA序列的分析，如果要对蛋白质序列进行分析，PROTDIST、PROTPARS等软件。其他软件的用法可以参照PHYLIP的documents。

下面介绍PUZZLE软件。它是用最大可能性的方法来构建进化树的一个软件，并且对树进行bootstrap评估。该软件搜寻进化树时用的算法是quartet puzzling，这个算法相对较快，但如要分析的序列较多时，也相当耗时。另有LINUX版，运行起来相对较快。PUZZLE的输入格式为PHYLIP INTERLEAVED。CLUSTAL可以生成此格式文件。PUZZLE的界面与PHYLIP类似，也是MS-DOS下的软件。

PHYLO-WIN是LINUX下的一个软件。界面友好，极易操作。该界面如下图：
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FILE  DISPLAY MISC  HELP OPTIONS ~ CODING  DISTANCE
Selected species Selected sites:  [825 LIDHSEQOENCES)
A 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Giardia-in 72.0 a A BACTTAA CATATCA TA( A A BAACCAAC ATT T A
Giardia-ar 68.9 ACT a AC A ACTTAA CATATCA TA A A A ACACCAACA ATT T A
Euglena 54.3 T ACCT ‘ACAT BAT A A BACTTAA CATATCACTCA T A BACA CAA CAACCTC ATT CT CA T AAT
Crithidia 45.7 ACA ACCT A T T ‘A ACTAC BACTTAA CATATTACTCA a ARAA ARAACAA( T ATTCTCTCA T A
Trypano-br 51.0 TCA ACCT A T T ‘A ACCAC ‘TAAACTTAA CATATTACTCA a ABAA ARAACAA( T ATTCTCTCA TCA
Physarum 49.6 AT ‘A Al A TTCA ‘TCAATTTAA CATATTA TCA a AAAA ARATCAATC A ATT TATA CT
Didymium 50.4 | an B A T CA T TTCAC ‘TCAATTTAA CATATAA TCA a AAAA ARATCAATA A ATTCTCTCA T A CT
Entamoeba 37.6 ATTT A TATC TAA A ACT ‘TTAACTTAA CATATCAATAA aa AA AAARRAATAACAAT ATTTCTTAA T AAT
Dictyostel 45.2 T ‘TCACCT TT TAA ATTAI ‘T AACTTAA CATATCA TAA A ABAAA ARACCAACTA ATT: TCA T BA
Trochammin 48.7 ‘ACATCA CTC AT A ATA ‘ACTAAACTTAAACATATCA T Al ‘AACAATAAAAACTAACCA ATT TTA T RA
Rosalina 49.3 ‘ACATCA CTC AT A ATA ‘TAAACTTARACATATCA T A TAACAATA AAACTAACCA TT TTA T RA
2mmonia 47.3 ‘ACATCA CTC A T A AATA ‘TAAACTTAA CATATCA TCA Al ‘TAATAATA AAACTAACCA ATT TTA T RA
Glabratell 46.7 ‘ACATCA CTC A T A TTTAC ‘TAAACTTARACATATCA Al A TT AATA AAAC BACCA ATTTCCTTA T AA
Tetrahym-t 45.4 ‘TACACCT AAAC BAA CAA ATTAI ‘T AACTTAA CATATCA TAA A AAAA ARACTAACTA ATA A T AAT
Prorocentr 46.0 ‘AA ACAT AA TTA TCA CAAA( ‘T AATTTAA CATATAA TAA a ATAA ARACTAAATA ATT TCA T BAT
Gromia 46.3 ATCT ARATAA ‘AA ACTACT ‘T AATTTAA CATATAATTAA AR ARAA RARACTAACAA ATT TA T RA
Saccharomy 46.3 TTT ACCTCAAATCA TA A TAl ‘T AACTTAA CATATCAATAA a ABAA ARACCAAC ATT TTA T RA
Arabidopsi 51.9 A A TCA ATTA T A TTTAA CATATCAATAA a AAAA ARACTAACAA ATT TTA T RA
Herdmania 51.2 TAC ACCT A TTCA A A CAC ‘T AATTTAA CATATTATTAA TA A ABAA ARACCAAC ATTA A T AA
! Rattus 54.5 ACCTCA ATCACRC-TC G A T AATTTAA CATATTA TCA C A BARA ARACTAACCA  BTTCCCTCA T BA
SPECIES SELECTION—— [SITES SELECTION—— [TREE BUILDING
select all add group select all add set ¥ NEIGHBOR JOINING inputtree | evaluate o
select none | _del. group select none | delete set I MAX. PARSIMONY mp_crown(7)
ml_crown(7)
Grop o I MAX, LIKELIHOOD njTkim_all(20)
Pawlowski9a(20) Pawlovskidd (658) _iBootstrap _{ Jumnble
crown+Dictyo (8) crown+Dictyo (825)
replicates
MAKE TREE 1





Puzzle:  http//:www.tree-puzzle.de

Phylo-win:  http//:www.evolution.bmc.uu.se

Phylip、Treeview and Clustalx:  http//:biosoft.yeah.net

