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细菌基因组同源重组：量化与鉴定 

杨献伟，杨瑞馥，崔玉军 
军事医学科学院微生物流行病研究所，病原微生物生物安全国家重点实验室，北京 100071 

摘要: 同源重组(Homologous recombination)是塑造细菌群体多样性的重要原因之一。遗传物质通过同源重组在

细菌不同种系间进行水平转移，打乱了克隆繁殖形成的竖向系统发育结构，从而为系统发育重建和种群结构判

定带来困难。本文讨论了同源重组对系统发育分析和进化研究的影响，从实际应用的角度对量化重组程度和鉴

定重组事件的常用软件及方法进行了综述，归纳了各软件工具和模型方法的优缺点，旨在对细菌重组分析和种

群进化研究有所借鉴。 
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Homologous recombination among bacterial genomes:  
the measurement and identification 
Xianwei Yang, Ruifu Yang, Yujun Cui 
State Key Laboratory of Pathogen and Biosecurity, Institute of Microbiology and Epidemiology, Beijing 100071, China 

Abstract:  Homologous recombination is one of important sources in shaping the bacterial population diversity, which 
disrupts the clonal relationship among different lineages through horizontal transferring of DNA-segments. As consequence 
of blurring the vertical inheritance signals, the homologous recombination raises difficulties in phylogenetic analysis and 
reconstruction of population structure. Here we discuss the impacts of homologous recombination in inferring phylogenetic 
relationship among bacterial isolates, and summarize the tools and models separately used in recombination measurement 
and identification. We also highlight the merits and drawbacks of various approaches, aiming to assist in the practical ap-
plication for the analysis of homologous recombination in bacterial evolution research. 

Keywords: homologous recombination; clonal; genome; phylogenetic; population structure 

真核生物生命周期中存在减数分裂过程，非姐

妹染色单体通过交叉互换可以将不同染色体片段进

行重组，不同等位基因得以重新组合，使后代呈现

新的基因型。细菌属于原核生物，个体细胞以克隆

方式进行无性繁殖，遗传物质通常是由亲代个体竖

向遗传给子代个体，然而，越来越多的研究表明，

在细菌种群进化过程中，重组也是重要的进化推动

力之一；多种细菌种群内或种群间都发现了遗传物
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质的重组现象[1]。细菌的重组机制主要包括：转换、

转导、接合以及溶源性转变 [2]。发生于细菌基因组

上的重组事件通常是由同源性较高的序列介导，表

现为同源序列替换，被称为同源重组(Homologous 
recombination)。在奈瑟菌(Neisseria)编码抗原和抗生
素抗性的基因上首次观察到细菌基因组的同源重组

现象[3, 4]。另一类重组发生于非同源片段之间，这种

重组通常会引入全新基因或基因组岛的插入，也常

被称为水平基因转移(Lateral gene transfer, LGT)。 
同源重组对细菌种群的生存和进化具有重要意

义。相对自发突变，同源重组能够为种群带来更快

的变异速度，可迅速提高种群遗传多样性和环境适

应能力[5]。新获得的变异位点使基因在功能或者调

控层面发生变化，导致相应菌株呈现新的表型，如

逃避宿主免疫反应、产生多耐药性以及提高致病性

等[6,7]。因此，对同源重组事件的识别可以为细菌的

生物学功能研究提供更多线索。另一方面，同源重

组事件会打乱细菌种系之间的竖向遗传关系，为系

统发育结构重建造成困难，并影响对进化规律的分

析。因此，在细菌的群体遗传学分析中，首先需要

对同源重组的程度进行量化，评估其对系统发育和

进化分析的影响；并对所发生的重组事件和相应基

因片段进行判定。本文讨论了同源重组(下文中的重
组均指同源重组)对系统发育分析过程的影响，并对
其度量方法和检测鉴定工具进行了梳理总结。 

1  同源重组对系统发育分析的影响 

为探索种群进化关系，在群体遗传学分析中通

常基于细菌克隆增殖的性质，根据自发突变进行遗

传关系回溯。这种方法被成功应用到遗传单态性细

菌物种的分析中 [8]。如在对上百株鼠疫耶尔森氏菌

(Yersinia pestis)的进化分析中，利用全基因组范围的
单核苷酸多态性(Single nucleotide polymorphism，
SNP)分析建立了可靠的种群系统发育关系并与地域
分布进行了关联 [9]。然而，不是所有细菌物种都可

以直接利用种群内变异信息进行系统发育结构重建。

当种群内部发生重组时，种群的竖向遗传结构可能

被干扰。如图 1 所示，在进化关系上，菌株 S1 和
S2的遗传距离更近。当种群内无重组事件时，菌株
间的进化关系能够通过遗传距离反映出来；当基因

B 中菌株 S2 与 S3 发生重组，S2 接受了 S3 中的基
因，会使得菌株 S2 和 S3 的遗传关系更近，从而影
响了真实的系统发育结构。 
重组程度低的种群中，竖向遗传信号能够被较 

 

 
 

图 1  重组对系统发育重建的影响示意图 
Fig. 1  The impact of homologous recombination on phylogeny rebuilding 
图中表示了三株菌 S1，S2和 S3的进化关系，红色和蓝色矩形分别表示两个存在变异的基因 A和基因 B。图 A表示真实的系统发育
关系，两个基因都未发生重组，利用两个基因序列进行系统发育结构重建能够还原出种群的原始结构；图 B 表示发生同源重组后的
情况，由于在基因 B 中菌株 S2 获得了 S3 的基因片段(图中 R 表示发生重组事件)，拉近了 S2 与 S3 的遗传关系，使得真实系统发育
关系无法被准确还原。 
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好的保留下来。例如对 149 株甲型副伤寒沙门氏菌
(Salmonella enterica serovar Paratyphi A)的全基因组
分析发现，在总长度 4.07 Mb 的核心基因组中由重
组引入的 SNP位点仅有 88个，占总位点数的 1.9%。
该种群基于所有 SNP和去除重组位点后的 SNP构建
的两系统发育结构相一致 [10]。而种群中重组程度提

高，会使得竖向遗传信号比例降低，造成系统发育

结构逐渐模糊。副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus)
是一个重组高发的物种，高频重组使得竖向进化关

系完全被打乱，整个物种的系统发育关系呈现出辐

射状结构，无法反映各个种系间的进化先后顺序和

亲缘关系远近[11]。因此，对此类细菌物种进行进化

分析时就必须考虑重组带来的影响，使用非系统发

育的方法重建其种群结构。 

2  重组程度的量化方法 

如果在研究数据中通过不同基因序列子集构建

的系统发育结构之间关系不一致时，可以采用分离

式网络来对其进行定性化展示。分离式网络中应包

含数据中出现的所有进化树，理想情况下网络复杂

度应能反映重组的发生频度。构建分离式网络的方

法有很多[12]，其中比较常用的是“分解法”[13]以及在

此基础上的“邻接网络”[14]。软件 SplitsTree4[12]中整

合了此类方法。该软件可以识别包括序列、遗传距

离在内的多种数据，提供了多种方法进行网络构建

和直观展示。虽然其计算速度很快，但是构建的网

络结构并不能区分真实发生的重组和本身不稳定的

进化关系(如选择压力作用下的趋同突变)，并且无法
对重组进行准确量化。因此分离式网络适用于数据

量较大且怀疑种群受重组影响时对数据的直观展示，

仅能为后续深入分析提供参考。 

目前，对重组程度进行定量估计的常用方法主

要分为两类：(1)基于对核酸序列变异的归纳统计；
(2)利用系统发育重建进行估计。 

2.1  基于对核酸序列变异的归纳统计 

在此类方法中，连锁失衡(Linkage disequilibrium, 

LD)是一种比较常用的归纳统计方法，可用来估计种
群内的重组程度[11,15]。连锁失衡最初用于真核生物，

在减数分裂中，染色体上距离越近的两个基因越不

容易成为重组的断点，当两个基因同时遗传给子代

时，称为连锁失衡。在理想的以克隆增殖方式进化的

群体中，基因组上的非等位基因组合不会发生变化，

均处于连锁失衡状态；重组发生后，群体内非等位

基因可以出现不同组合，连锁失衡水平下降，甚至

在相距较远的基因间，基因独立遗传给下一代，达

到连锁平衡的状态。进行连锁失衡分析的常用软件

是 Haploview[16]，软件结果中可以给出 D′和 r2的信

息，这两者都是反映连锁失衡水平的指标，其数值越

大，表示连锁失衡水平越大，相应的重组程度越低。 

更为常用的种群重组发生率衡量参数是 ρ/θ，其

中 ρ 是重组事件的发生次数，θ 是自发突变(非重组

所致变异)事件的发生次数。使用 LDhat[17]、DnaSP[18]

等软件，基于对数据的归纳统计可以获得此类参数。

其中 LDhat 采用哈德森复合似然法[19]使用有限位点

模型[20]进行群体重组率的估计，可以处理单体型或

基因型的数据，曾用于脑膜炎奈瑟菌 (Neisseria 

meningitidis)的多位点序列分型 (Multiple loci se-

quences typing, MLST)数据 [21]以及大肠埃希氏菌

(Escherichia coli)的全基因组数据[22]分析中。需要注

意的是，软件 LDhat 并没有给出重组发生所需的时

间，也没有对每个位点每一代的重组率进行估计。

在这种情况下，仅能得到重组相对发生频率(ρ)，只有

当种群的自发突变率已知的时候才能计算得到绝对重

组率(ρ/θ)。因此，在种群的中性突变率相近(可使用

Tajima’s D检验[23]和 F检验[24]进行判定)、随机交配

水平相近以及种群结构相似的情况下，使用该软件

进行不同种系间的重组水平比较才有意义。 

2.2  基于系统发育重建的方法进行重组量化 

一次重组事件通常会影响一段 DNA序列，从而
引入多个变异位点。因此，Guttman和 Dykhuizen等[25]

提出 r/m 值来衡量重组程度。其中 r 是重组引入的
变异位点数，m是自发突变引入的变异位点数。Clo-
nalFrame 软件[26]可以利用系统发育重建的方法估计

r/m、重组片段长度以及相应的 ρ/θ 值。该软件使用
贝叶斯方法，综合考虑种系内各进化分支上所发生

的突变和重组事件来构建系统发育结构；基于明确
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的进化模型并使用马尔科夫-蒙特卡罗法(Markov ch-
ain monte carlo, MCMC)进行参数探索。ClonalFrame 
软件的优势在于可以重构外源供体导入的序列，不

需要分析对象中同时包含重组供体菌株后代和受体

菌株后代；ClonalFrame软件的另一个优势在于可以
分别计算出各进化分支上发生的突变和重组事件；

此外，通过 ClonalFrame的计算，可以获得根据贝叶
斯方法估计的一致性树，从而重现菌株间更为精确

的系统发育关系。Vos 等[27]利用公共 MLST 数据库
中的看家基因序列，使用 ClonalFrame对 48个物种
的 r/m 值进行了分析和比较，发现不同物种间 r/m
值相差可达上千倍(0.02~63.6)，值的大小与物种的分
类地位有关，且受到生存环境的强烈影响。 
使用贝叶斯和马尔科夫−蒙特卡罗(MCMC)算

法进行重组参数探索需要进行大量迭代运算，因此

ClonalFrame软件使用时会耗费较长时间。运算的迭
代次数较小时，通常无法获得可靠结果；而迭代次

数较大或进行全基因组序列分析时，其所需运算时

间太长(几个月甚至几年)，不利于实际应用。所以，
ClonalFrame 常用于以少量基因序列为研究目标的
MLST数据分析中。 

3  重组事件的鉴定工具 

重组鉴定主要是根据样本序列上不同片段区域

的同源程度进行的，在遗传距离较远的菌株间出现

同源性显著提高的片段被看作重组信号。用于检测

此类信号的工具包括：PhiPack[28]、DualBrothers[29]

和 RDP[30~32]等。 
软件包 PhiPack[28]中包含了 3 个不同的重组鉴

定方法——Phi检验[28]、、最大 χ2检验[33]以及相邻相

似性打分(Neighbour similarity score, NSS)[34]。程序

可以识别 PHYLIP 格式和 FASTA 格式的输入序列，
在进行重组鉴定时，该软件按照设定的滑动窗口大

小，对输入序列分成多个窗口分别进行检验，最终

给出 p 值以评估某一窗口内序列被判断为重组区域
的可靠性。除包含重组鉴定方法外，PhiPack软件还
可以对结果进行绘图展示[35]。 

PhiPack软件的优点是重组鉴定效率高，可以用
来处理较大、较为复杂的数据集，但其采用了较简

单的模型方法，在重组片段的检出能力及重组断点

检测的精确性上低于 DualBrothers 等复杂的方法。

DualBrothers 是一款基于“双重多检验点(Dual mul-
tiple change-point, dual MCP)”模型的重组检测方法，
该模型通过检测多序列比对中，各位点的拓扑结构

和进化速率的变化来提高精确性[29]。统计分析在贝

叶斯框架下进行，使用可逆跳跃式 MCMC采样来验
证所有模型参数的后验概率分布。使用该方法可以

鉴定出进化历史中的发生重组事件，并可对重组事

件的断点进行定位，当数据集中含有重组供体或与

供体相似的序列时，还可以对重组片段的来源进行

鉴定。为使结果更加准确，在使用时需要满足两个

条件：(1)所分析的数据集中含有无重组的参考序列；
(2)具有可靠的菌株间系统发育关系作为参考。由于
运行时计算资源和时间消耗较大，该软件通常用于

处理 MLST数据或病毒的基因组数据。 
为使结果更加可靠，在方法的选择上存在困难

时，通常会综合考虑多种方法的判定结果。软件包

RDP 中集成了多种重组鉴定的软件和方法，包括前
述的 LDhat、最大 χ2检验等。目前，该软件的最新

版本是 RDP4，以图形交互界面的操作方式运行于
Windows 平台下，暂不支持 Linux 操作平台；虽然
使用方便，但运行效率较低，难以进行批量处理，

不适合大规模数据分析。 
重组鉴定的另外一个思路是根据基因组上不同

区域的变异分布密集程度进行估计[36]。自发突变是

随机的，除个别受自然选择压力的区域外，与近缘

菌株基因组进行比对，应观察到变异在基因组上的

分布是相对均匀的(变异位点的间隔服从指数分布)。
但是，由于重组可将远缘菌株的序列引入，因此一

次重组事件可能同时引入多个突变，形成突变密集

区域。通过比较变异的分布间隔或发生密度，即可

推测发生重组事件的区域。基于变异分布进行重组

鉴定的软件包括 Gubbins[36, 37]和 RecHMM[10]。Gubbins
中假设未发生重组事件的区域中变异位点分布服从

二项分布，以窗口滑动的方式对不同系统发育分支

分别进行统计检验，判定不同窗口内的变异位点分

布密度。运算速度快，但无法准确判断重组区域的

断点。RecHMM是基于 R语言的程序，应用隐马尔
科夫模型 (Hidden markov model, HMM)，采用与
ClonalFrame相似的算法，利用变异在各个进化分支
上的分布进行重组区域的鉴定。与 ClonalFrame需自
己构建拓扑结构相比，该程序使用先验拓扑结构，

因此计算速度更快，适用于全基因组序列分析中进



 

第 2期 杨献伟等: 细菌基因组同源重组：量化与鉴定 141 

 

    

行重组鉴定。 

4  重组分析工具的应用 

对细菌种群进行重组分析时，考虑到计算资源

需求及时间消耗，可以先选择软件 SplitsTree构建邻
接树或者邻接网络，初步观察样本间的遗传关系，

在宏观上把握数据特征，以设计更为精细的分析策

略。例如对肺炎克雷伯菌的 MLST研究中，SplitsTree
分析发现样本明显分化为 3 个主要群体，各个群体
之间重组较少，而群体内部分支间重组频繁[38]。因

此使用 LDhat 对 3 个群体分别进行了 ρ/θ 的计算和
比较。当计算资源允许时，通常使用理论模型更为

完善的 ClonalFrame软件进行重组分析。如在沙门氏
菌的种群结构研究中，Xavier等[39]使用 ClonalFrame
进行计算，同时获得样本的系统发育关系、r/m值以
及各分支上发生的重组事件等遗传多样性结果。需

要注意的是，对于重组频率极高的物种，重组片段

与自发突变位点会交织在一起，此时很难对重组事

件作出正确判定，使用重组事件鉴定工具进行分析

时可能会报错。如副溶血弧菌的全基因组分析中，

邻接树显示样本间克隆结构几乎完全消失[11]。使用

Haploview 计算 r2 的结果表明，该物种重组水平已

接近有性繁殖种群的重组理论值[40]。因此在后续分

析中不再进行重组事件鉴定，而是采用有性繁殖种

群的分析理念和工具探索其种群结构和进化规律。 
在重组分析的实际应用中经常遇到的问题是：

研究对象数据量过大，以致常规软件分析所需时间

太长。此时可以根据数据特点和分析目的，对数据

集进行适当缩减或拆分以减少资源及时间消耗。比

如，若研究对象中存在遗传距离极为相近的克隆群

菌株，可以每群只选择一株代表菌株进行重组分析，

缩减数据集大小；若研究对象能够可靠划分为多个

不同的种系，可以对每个种系分别进行重组分析，

通过并行计算减少时间消耗。 

5  结语与展望 

本文中探讨的都是有效重组事件，即重组的发

生引起了遗传物质的改变。在细菌种群中，还有一

些重组的发生并未引起遗传物质的改变，被替换的

重组片段与新进入的重组片段完全一致。这种不改

变遗传信息的重组大多发生在遗传距离非常近的菌

株间，是极难被观测和验证的。 
进行重组鉴定时，重组事件的检出能力和重组

断点判断的准确性与所选用的方法有关[41,42]。表 1 

表 1  常用重组分析工具比较 
Table 1  Tools used in the analyses of homologous recombination 
 软件名称 重要参数 主要算法/模型 优缺点 
量化工具 SplitsTree 建树方法；距离模型 邻接网络 优：直观；快捷 

缺：无法对重组进行量化 
Haploview D′, r2 统计检验 优：速度较快；可给出两两位点间连锁程度 

缺：不能计算 r/m值 
LDhat θ, ρ 哈德森复合似然法，MCMC 优：应用有限位点模型量化重组 

缺：耗时较长 
DnaSP R = 4Nr[45] 平均核苷酸差异 优：操作简单，功能多样 

缺：只支持 Windows平台，批量数据处理不便 
ClonalFrame r/m, ρ/θ Bayesian, MCMC 优：给出一致性树；可靠性高 

缺：耗时长，不宜用于全基因组数据 
鉴定工具 PhiPack Φw, Max χ2, NSS 统计检验 优：速度快，效率高 

缺：准确性偏低 
DualBrothers par_lambda Dual MCP 优：可定位重组断点 

缺：计算资源和时间消耗大 
RDP － － 优：操作简单，集成多种软件 

缺：只支持 Windows平台，批量数据处理不便 
RecHMM region.border, region.peak HMM 优：优化了 ClonalFrame的方法，速度快，精度高 

缺：需要输入变异位点所处分支 
Gubbins 窗口大小 变异位点分布密度 优：速度快，重组位点判断可靠性高 

缺：重组区域断点的推断不精确 
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对本文所涉及的重组分析工具的参数、模型及优缺

点进行了比较。在选择软件或方法时，需根据实际

情况进行综合考量，也可结合多个软件的结果进行

判断。 
测序成本的降低和测序效率的不断提高，为整

个基因组范围全面的重组分析创造了条件，但迅猛

增长的数据产出量与分析软件的相对滞后也形成了

一定程度上的矛盾。部分软件或方法虽然在准确性

上满足了要求，但是在计算资源或时间消耗上却不

令人满意。因此，为适应大数据分析的需求，仍需

要继续开发新的统计方法和相关软件。未来重组分

析方法的开发将主要从两个方面入手：一是借助飞

速发展的计算科学，设计新的算法，尤其是使用云

计算的理念，摆脱单个服务器计算资源的限制，为

重组计算带来质的改进；二是进一步了解重组的分

子机制以及重组带来的染色体变异效应，从而发现

更多重组信号标志，用以建立更加准确的重组分析

模型，改善现有方法和软件工具。 
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