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摘要: 杂交通常指不同类群间(种间或种内)经有性途径的遗传交流。越来越多的研究表明, 作为一种遗传交换过

程, 杂交是生物多样性形成、维持和丧失的重要机制, 它广泛参与了动物、植物、微生物等的类群分化。然而, 我

们对杂交过程中遗传交换的普遍性、存在模式、产生机制的认识还非常有限。当前, 高通量测序技术的飞速发展

和基因组学研究技术的普遍应用, 为深入评价遗传交换的普遍性和进化意义提供了前所未有的契机。如何选用恰

当的研究技术与策略检验潜在的杂交并评价它的特征, 成为大家普遍面临的问题。本文试图综合来自系统发育和

群体遗传等相互关联学科中不同的技术策略, 以当前流行的高通量测序技术为核心, 结合表型和细胞遗传学等多

种数据获取和分析手段, 概括不同分析策略的特点, 联系必要的实例研究, 为生物多样性与进化领域的学者提供

检测遗传交换的参考。 
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Abstract: Hybridization among diverging (interspecific or intraspecific) groups involves gene flow and ge-
netic recombination. Increasingly, studies have shown that hybridization, a process of genetic exchanges, 
occurs widely in the divergence and unity of animals, plants, and microorganisms, and acts as an important 
mechanism for the formation and maintenance of biological diversity. The rapid development of 
high-throughput sequencing technology and the widespread application of genome-level techniques provides 
an unprecedented opportunity for us to further evaluate the universality and evolutionary significance of hy-
bridization. However, selecting appropriate research techniques and strategies to detect the potential hybridi-
zation and evaluate its characteristics becomes a common question. In this review, we attempt to synthesize 
methods from phylogenetics and population genetics of the genomic era to provide biodiversity and evolu-
tionary researchers a practical reference for testing hybridization. 
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杂交(hybridization)通常指真核生物不同类群

间(种间或种内)经有性途径的遗传交换(genetic ex-

change)。杂交使不同亲本的遗传物质共存于杂交子

代, 而杂交子代减数分裂过程中的同源染色体遗传

交换实现了遗传物质在不同类群间的交换和重新

组合。除了有性过程的杂交, 重组(recombination)

经常被用来描述原核生物中不经有性过程实现的

遗传物质重新组合。这种重组大量存在于病毒中。

水平基因转移(lateral/horizontal gene transfer)指那些

不同于杂交和重组中实现的基因由亲代垂直传递

给子代的遗传交换过程。此外 , 基因交流 (gene 

flow)、渐渗 (introgression)、伴随基因流的分化

(divergence/isolation with gene flow/migration)和网

状进化(reticulate evolution)等概念也常被用于概括

不同时空、进化过程或系统发育特征的遗传交换。

这些概念的形成、应用范围和侧重有差异, 但本质

上都是遗传交换(Arnold, 2016)。不同于生命之树

(tree of life)理论, 生命之网(web of life)理论认为生

物的演化过程是一个由遗传交换构成的网状模式, 

它在更普遍的意义上概括了遗传交换对生物多样

性产生和维持的重要作用(Arnold, 2016; Mallet et al, 

2016)。本文在认同不同遗传交换过程在进化生物学

共性意义的基础上, 将技术策略综述的视角限定在

对杂交(或者说狭义的杂交)的检测上, 以此避免大

而不全带来的误导。 

越来越多的证据表明, 杂交普遍存在于生物类

群分化和维持中, 具有重要的进化生物学意义。在

农林业上, 杂交是一种重要的育种手段。通过人工

杂交, 可以快速获得杂种优势、实现有益变异在不

同育种材料间的重新组合, 甚至产生全新的表型。

在自然类群中, 杂交也有类似的作用: 可以带来新

的遗传变异, 且速度比突变要快得多(Anderson & 

Hubricht, 1938; Martinsen et al, 2001)。因此, 杂交增

加了选择中性位点的等位基因数量; 引入具有选择

优势的等位基因, 增加获得这些变异的类群的适合

度 , 促成快速的适应性转变 (Choler et al, 2004; 

Martin et al, 2006; Castric et al, 2008; Kim et al, 

2008)。 

杂交对遗传多样性分布格局、类群分化、物种

形成也有重要影响。首先, 杂交可以直接导致基因

流从一个类群流入另一个类群; 它可能致使一个类

群替代另一个类群, 或新生的杂种类群替代亲本类

群, 造成等位基因或者类群的灭亡(Ellstand & Elam, 

1993); 也可导致分化类群的融合(Grant & Grant, 

2014)。其次, 杂交还可导致新物种的形成, 杂交和

后续的多倍化过程构成的异源多倍化是一种快速

的物种形成途径 , 特别是在植物中 (Hegarty & 

Hiscock, 2008; Soltis & Soltis, 2009)。不经由多倍化

的同倍性杂交物种形成(homoploid hybrid speciation)

也可以发生, 在此物种形成模式中, 杂种谱系通常

和亲本类群在生态或者地域上彼此分隔开来(Gross 

& Rieseberg, 2005; Abbott et al, 2010)。杂交对物种

形成的另一个作用是, 它通过传递有利于适应性分

化的等位基因, 进而强化种间隔离的形成, 并促进

物种形成(Abbott et al, 2013)。 

生物类群中杂交的普遍存在获得了越来越多

的认可。然而, 相对于复杂的生物多样性, 清晰描

述的杂交事件仍显得非常少。实际上, 作为一个重

要的进化过程和生物多样性维持机制, 杂交受到的

关注还远远不够。据估算, 有25%的高等植物物种

(Mallet, 2005)和10%的动物物种 (Schwenk et al, 

2008)间存在着种间杂交 ; 此外 , 在真菌 (Nelson, 

1963; Depotter et al, 2016)、细菌(Duncan et al, 1989; 

Cohan & Kane, 2001; Cohan, 2002; Earl et al, 2008)、

病毒 (Worobey & Holmes, 1999; Bujarski, 2013; 

Lefeuvre & Moriones, 2015; Pérez-Losada et al, 2015; 

Su et al, 2016)的基因组进化中, 杂交普遍存在。以

植物为例, Flora of China共记载我国3万余种植物

(Wu et al, 2014), 按25%计算, 我们推测其中9,000

种植物间存在杂交。同时, 日益加剧的全球气候变

化和人类活动将对生物多样性的分布特征产生显

著影响, 进而改变种间关系, 导致原已形成的种间

生殖隔离改变或降低 , 进一步增加杂交的机会

(Stenz et al, 2015; Novikova et al, 2016; Vallejo- 

Marin & Hiscock, 2016)。相较于上面的估算, 得到

确认的植物杂交案例非常稀少, 我们认为可能不足

1%。因此, 要全面澄清杂交产生的机制、杂交对多

样性形成和维持的影响及其进化生物学意义还为

时尚早。目前已经开展或正在进行的工作所覆盖的

杂交事件, 估计不超过总量的1‰。检测杂交及评估

其发生的范围和机制, 将成为未来生物多样性监

测、管理和保护中不可缺少的组成部分。在后志书

时代的今天 , 检测杂交等遗传交换事件的存在 , 

进而揭示它对生物多样性形成和维持的重要价值, 
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是我们面临的重要挑战。 

当前, 高通量测序和基因组技术的飞速发展提

供了快捷、简便、廉价、高覆盖度的分子标记, 为

在更大尺度上鉴定杂交, 甚至澄清杂交产生的机制

和基因组效应提供了前所未有的契机。传统上, 杂

交的检出往往借助表型特征(包括形态、生理、次生

代谢物等)变异模式、细胞遗传学手段、系统发育分

析、群体遗传分析等手段。常规的分析手段中, 表

型分析未针对遗传物质本身的特征进行评估, 所以

只能用于杂交的初步认定而不能作为确认的工具; 

细胞遗传学分析受材料限制较大, 对实验技术要求

高, 应用范围并不广。利用分子标记技术的分析中, 

基于多位点的系统发育分析和群体遗传分析在基

因组时代有了全新的发展, 系统发育基因组学和群

体基因组学逐步替代了原有的基于少数位点的分

析, 得到了越来越广的应用, 它们将是我们检测和

评估杂交的重要手段。本文针对如何检测杂交的存

在这一普遍面临的问题, 综述了已经出现的、来自

于不同研究领域的分析技术和策略, 在此基础上, 

我们把重点放在了结合基因组学方法的技术策略

上。旨在为动物、植物、微生物等各个不同类群生

物多样性相关领域的研究人员提供参考, 提高研究

者对杂交在生物进化中意义的认识, 提高有关研究

中识别遗传重组的能力, 为更深入地认识生物多样

性的形成和维持机制, 建立高效的生物多样性监

测、保护和管理策略奠定方法学基础。 

1  表型变异模式可以给出杂交存在的依据 

在分子标记技术出现前, 对杂交的描述大都依

赖表型分析。表型指个体在包括形态、行为、物候、

生殖、生理、生活史、次生代谢等各方面的表现。

F1代杂种往往体现出两个亲本都不具备的杂种优势; 

不论低世代还是高世代杂种, 除了受到亲本遗传物

质比例的影响之外, 它们往往在一些性状上表现出

居中的表型, 同时都普遍在个别性状上体现出超亲

分离(transgressive segregation)。在调查的171个研究

实例中 , 155个(91%)有超亲分离存在; 在分析的

1,229个性状中, 有44%显示了超亲分离, 其中58%

的植物性状和35%的动物性状显示了超亲分离

(Rieseberg et al, 1999)。杂种显示超亲分离与杂交本

身有直接关系(Rieseberg et al, 2003)。 

大量的调查分析表明, 和生殖隔离密切相关的

性状更多地表现出超亲分离, 比如植物的环境适应

性和开花物候性状、动物的生活史和行为性状

(Rieseberg et al, 1999)。总之, 杂种和亲本种间在表

型的变异模式上有联系, 但这种联系还没有确定的

模式可依。由此可见, 表型在揭示杂交是否存在或

者确定亲本来源上有很多限制, 它无法提供确切的

依据。但表型指标甚至仅仅是形态指标往往也能提

供非常有价值的信息, 比如将它们与基因组水平的

标记结合起来可以为物种的界定提供重要信息

(Pyron et al, 2016)。笔者亲历了一个体现形态数据

重要性的实例。 在几十年前对松属(Pinus)的修订中, 

我国的分类学家就依据形态特征猜测高山松(Pinus 

densata)要么来自云南松(P. yunnanensis)和油松(P. 

tabuliformis)的杂交, 要么作为祖先种分化为另外

两种松树(吴中伦, 1956)。之后, 研究人员开展了形

态、生殖、物候、解剖、幼苗萌发、人工杂交、多

重分子标记的群体遗传等多方面的研究, 已有的证

据支持了前一个推测(Wang XR et al, 1990, 2001; 

Wang & Szmidt, 1994; Song et al, 2002, 2003; Ma et 

al, 2006; Mao et al, 2009; Wang BS et al, 2011; Gao et 

al, 2012; 张立沙等, 2012; 梁冬等, 2013; Xing et al, 

2014; Zhao et al, 2014)。 

目前, 随着计算技术的蓬勃发展, 用于分析表

型数据的统计方法已经非常成熟。描述统计(des- 

criptive statistics)可以针对单一变量或多个变量。单

一变量的描述统计中, 比较不同类群在特定性状上

的平均值、中位数、变异幅度、方差、标准差等, 是

统计分析的基本步骤; 多变量描述统计中, 可以考

察不同类群在多个变量上的变异模式(作散点图)或

者考察性状间的相关性在不同类群上的差异(性状

间的相关模式受样本遗传背景的影响, 遗传背景不

同, 性状间相关模式也会改变)。多重比较、回归分

析、方差分析的目的都在于对类群间在单一或者多

个性状上的差异显著性进行检验, 澄清它们的大小

关系和相似程度。聚类分析和主成分分析则更侧重

类群在多性状变异上的变异模式, 在这两类分析中

也可以引入分化显著性的检验, 并且可以通过做图

直观地观察类群间的相似模式和类群内的变异。比

如通过对杜鹃花属(Rhododendron)内马缨杜鹃(R. 

delavayi)、露珠杜鹃(R. irroratum)两个种及其杂交后

代大样本的形态测量(物种个体内部和不同个体的

形态性状重复)和严格的统计分析(包括形态性状的
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outlier检验与去除, 多因素分析和杂交指数的计算)

发现: 不论亲本种还是杂交后代都可以准确鉴定; 

同时发现中国植物志书对亲本种很多叶、花的特征

描述实际上无法区分亲本, 因为这些特征的种内变

异幅度已经远远超过种间变异; 更有意思的是研究

发现对区分马缨杜鹃和露珠杜鹃贡献最大的特征

是柱头直径和面积(Marczewski et al, 2016), 原因可

能是柱头面积对于传粉者具有重要的选择作用。这

一发现对于接下来研究这两个亲本种间的生殖隔

离及其遗传基础有重要启示。 

在表型数据的统计分析中, 统计作图必不可少, 

应用恰当的统计作图能直观反映类群内和类群间

的变异模式。我们熟知的有: 体现单一变量数据分

布的频率图、概率密度图、箱图, 体现双变量的二

维散点图, 三变量的立体散点图(虽不受统计学者

的推崇, 但仍有广泛应用)等。此外, 聚类分析的聚

类图(可以是树状或网状)、主成分分析图、biplot (一

种与主成分分析密切相关的作图方法)也是很有价

值的统计作图技术, 值得参考。Adams (1982)对如

何利用多元统计技术分析表型数据进而检验杂交

进行了较为系统全面的综述, 可作为参考。 

2  细胞遗传学水平的分析 

核型分析和染色体减数分裂行为的观察, 配合

染色体荧光原位杂交(fluorescence in situ hybridiza-

tion, FISH)技术, 也可为检测杂种或者多倍体提供

重要线索。利用这些技术揭示出的染色体数目、染

色体构象、同源染色体配对和分离行为、减数分裂

异常现象的频率等, 可以用于判断是否为异源多倍

体、是否是杂种以及杂种的育性等。但由于取材和

技术操作的限制, 现在这方面的应用在逐步减少。

国内的一个研究实例是红花油茶(Camellia reticu-

lata): 它同时含有二倍体(2n = 2x = 30)、四倍体(2n 

= 4x = 60)和六倍体(2n = 6x = 90) 3种类型, 通过

FISH技术对不同倍性的红花油茶及近缘种的分析, 

确定了异源四倍体的红花油茶是二倍体的红花油

茶与二倍体的西南红山茶(C. pitartii)杂交形成; 而

异源六倍体的红花油茶是异源四倍体的红花油茶

和二倍体的怒江山茶(C. saluenensis)杂交形成(Liu 

& Gu, 2011)。染色体荧光原位杂交技术在植物和进

化研究中的应用可参考Chester等(2010)的综述。 

3  系统发育与群体遗传学分析 

与表型分析和细胞遗传学的间接分析不同, 在

系统发育和群体遗传学研究中, 借助恰当的分子标

记技术和分析策略可对杂交的存在做直接检验, 并

有可能澄清杂交发生的历史、存在的模式、物种形

成及多样性维持的机制等。当前, DNA测序技术飞

速发展, 测序速度、数据通量、测序文库构建的灵

活性、测序片段长度均有大幅提高, 同时测序成本、

建库操作复杂性等在迅速降低。各种动植物、微生

物基因组从头测序或是群体水平重测序技术应用

越来越广泛。这些都为系统发育重建和在谱系地理

学及群体遗传学水平检测杂交的存在做了极好的

铺垫, 极大地拓展了我们认识杂交的能力。无论研

究的目标物种是否有参考基因组, 都不需要太大投

入(目前几百元人民币)就可以拿到一个包含上万甚

至更多单碱基突变(single nucleotide polymorphism, 

SNP)位点的DNA数据样本。传统的分子标记正在被

各种基因组水平的测序策略所取代。这里, 我们首

先对现在流行的几个基于新一代测序技术 (next 

generation sequencing, NGS)的分子标记技术原理和

应用进行简要的综述。同时, 对重要的数据分析技

术和策略进行总结, 指出它们的原理和适用特点。

再次, 分别从系统发育和群体遗传两个不同领域对

杂交检验的分析方法进行综述。目的在于将各类理

论和技术的特点呈现出来, 为同行提供选择的依

据。在分子标记方面, 我们列出了部分重要的技术; 

在数据分析方面, 除了本文提供的相关信息, 最近

Payseur和Rieseberg (2016)针对检测各不同类群中

杂交的存在和澄清杂交模式的问题列举了多种分

析策略和大量最新的应用实例, 可供参考。 

3.1  基因组时代的分子标记技术 

3.1.1  PCR扩增产物测序 

该技术也被称为扩增子测序(amplicon sequenc-

ing), 是直接将PCR扩增得到的产物用NGS技术测

序。它是Sanger测序的延续, 但其通量高, 可以同时

对多个位点、多个样本进行测序。在测序模板的准

备中, 可以对每个样本都单独进行多个PCR扩增, 

得到每个样本多个不同特异位点的PCR产物, 然后

把产物混合进行测序 (即平行扩增测序 , parallel 

tagged sequencing) (Meyer et al, 2008); 还可以利用

多PCR引物同时扩增目标基因组的多个特定位点, 
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然后进行样本混合测序(即混合扩增测序, multiplex 

PCR method) (Mamanova et al, 2010)。在测序文库构

建中, 可以对单一样本添加标签序列, 从而在样本

混合测序后加以区分, 获得单一样本的序列。当然, 

也可以不区分样本进行混池测序。平行扩增测序过

程中, 对大量样本众多位点进行单独的PCR扩增是

很费时的; 而混合扩增测序时, 虽然可以在单一

PCR中对多个特异位点进行扩增, 但往往不同位点

扩增效率不一致, 这又会带来新的问题。针对这个

问题, 发展了微液滴PCR (microdroplet PCR), 它可

以实现在极小液滴中独立开展数量庞大的PCR反应

(Livak, 2003; Sims et al, 2009)。这些依赖PCR扩增的

技术的一个突出优势是它们对待测的模板DNA要

求比较低, 这也是PCR的一个重要特点。当样品量

奇缺、DNA质量不高时, 这个技术的优势就凸显出

来(Shen et al, 2013)。对DNA已有所降解的标本进行

测序时, 这个策略是个不错的选择。该分子标记技

术的特征参见图1。 

 

 
 

图1  基因组时代的分子标记技术(改编自Lemmon & Lemmon, 2013)。图中简要列出了各测序技术的特点、操作流程和数据特征。 
Fig. 1  Molecular genotyping technologies in the genomic era (adapted from Lemmon & Lemmon, 2013). The figure lists the fea-
tures, operating procedures and data processing of each sequencing technique. 
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同时, 对只关注少量位点但包含多个个体的项

目 , 扩增子测序有很大的吸引力 (Griffin et al, 

2011)。在检测杂交存在方面, 一个典型应用实例是

鲨鱼的研究。研究人员通过扩增子测序建立的分子

标记技术, 检测到帝氏真鲨(Carcharchinus tilstoni)

和黑边鳍真鲨(C. limbatus)间的杂交(Morgan et al, 

2012)。目前, 这项技术策略还被用于获取来自全线

粒体基因组(Chan et al, 2010; Morin et al, 2010; 

Gunnarsdóttir et al, 2011)、全叶绿体基因组(Parks, 

2009)、宏基因组(metagenomics)遗传变异的研究中。 

3.1.2  基于限制性酶切的简化基因组测序技术 

这类技术都包含一个重要步骤, 即对目标样本

基因组进行限制性内切酶酶切, 有些还包含对酶切

产物片段大小的筛选(Baird et al, 2008; van Tassell et 

al, 2008; Kim et al, 2016)。酶切过程中, 可用单一的

内切酶, 也可用两个内切酶的组合(Peterson et al, 

2012); 酶切的特征可能是甲基化敏感的、甲基化不

敏感的或 IIB型限制性核酸内切酶 (Wang et al, 

2012)。酶的组合和酶切片段筛选给了这类技术极大

的灵活性, 加上样本标签后可以实现各种组合的混

样测序, 这类技术的潜力巨大。基于类似的简化原

理, 已有大量特定技术衍生出来(如reduced-repre-

sentation library sequencing (RRL), restriction-site- 

associated DNA sequencing (RAD), genotyping by 

sequencing (GBS)), 有不少综述性论文对它们进行

了详细介绍(Davey et al, 2011; Andrews et al, 2016)。

该分子标记技术的特征参见图1。 

但这类技术存在一些问题。第一, 人工筛选片

段长度时, 由于人为操作误差可能造成个别样本上

直系同源位点缺失值增多。尽管现在有了自动切胶

仪器(比如PippinPrepTM), 但售价相对较高(近两万

美元)。第二, 无效等位基因的存在, 是由于限制性

酶切位点的突变造成酶切片段丢失所致。错误地识

别无效等位基因会影响对直系同源基因的评估, 进

而导致系统发育分析的误差。第三, 这类基于限制

性酶切的技术可能无法用于包含分化时间较长类

群的系统发育分析, 因为酶切位点位置的变异会造

成同源序列的减少。最后, 由于受测序技术的限制, 

这类技术得到的位点多为200–300 bp长的序列, 这

样短的片段往往无法提供足够的信息用来构建位

点特异的基因树。不过, 基于Illumina的双末端测序

已经可以把单一位点序列长度增加到500 bp以上

(Etter et al, 2011)。 

3.1.3  目标富集测序 

目标富集测序(targeted enrichment sequencing)

也称为序列捕获测序(sequence capture), 是通过高

通量办法对基因组中特定序列进行富集, 进而进行

高通量测序的一类技术(Mamanova et al, 2010)。在

目标富集测序中, 先将基因组DNA打碎, 然后通过

固相(Albert et al, 2007; Hodges et al, 2007)或液相

(Gnirke et al, 2009; Maricic et al, 2010)的DNA探针

杂交, 将非目的片段洗脱, 捕获目的序列, 再进行

样本混合建库和高通量测序。与基于限制性酶切的

简化策略相比, 这个技术是有目的地对基因组中特

定序列进行筛选、富集、测序。与PCR扩增产物测

序相比, 目标富集测序的富集是通过探针杂交实现

的, 它的捕获通量可以更高。这个技术需要提前知

道要富集的序列信息(可以是基因组、转录组或其他

来源的序列), 以此设计捕获探针, 实现捕获。在捕

获过程中, 用于区分样本的标签可以在捕获前加入, 

也可在捕获后加入(Kenny, 2011)。由于捕获试剂往

往较为昂贵, 捕获前加样本标签更为节省。该分子

标记技术的特征参见图1。 

尽管目标富集测序技术相对成熟, 但目前的应

用较多地针对人类疾病研究, 在系统发育分析中的

应用仍在发展。探针开发是一个重要环节, 从转录

组或基因组开发探针的工具和流程已有不少报道

(Mayer et al, 2016; Pavy et al, 2016; Schmickl et al, 

2016)。超保守序列(ultraconserved elements)也是开

发捕获探针的重要来源, 目前哺乳动物(Bejerano et 

al, 2004; Reneker et al, 2012)、鸟类(Mccormack & Al, 

2011)、两栖爬行类(Crawford et al, 2012)、昆虫

(Branstetter et al, 2017)、高等植物(Freeling et al, 

2009; Reneker et al, 2012)上的超保守序列已有报

道。该技术还有一个特点, 就是通过对长目标序列

多个不同区域设计探针, 可以实现对整条序列的捕

获测序。这突破了目前流行的新一代测序的读长较

短的限制。但这对数据分析也造成了问题, 因为目

前流行的系统发育分析软件对大量长片段进行分

析时计算速度往往很慢, 比如BEST (Edwards et al, 

2007)和*BEST (Heled & Drummond, 2010)。 

3.1.4  转录组测序 

转录组测序 (transcriptome sequencing) 或者

RNA测序(RNA sequencing)是针对基因组中的表达
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序列进行测序, 本质上也是一种简化基因组测序技

术(Marioni et al, 2008; Morin et al, 2008; Wang et al, 

2009)。尽管这项技术通常被用于适应性进化和生态

基因组学研究, 但已有的研究实例表明, 该技术获

得的转录组序列可以用于重建系统发育和检测杂

交的存在(Nabholz et al, 2011; Pease et al, 2016)。此

外, 该技术对发掘单碱基突变、进行群体遗传研究

也很有吸引力, 因为它不仅可实现对复杂基因组

的简化, 而且提供了来自直接与功能相关转录序

列的信息。从转录组组装序列中寻找直系同源基因

的计算工具已有报道, HaMStR (Ebersberger et al, 

2009)是比较不错的一个。该分子标记技术的特征

参见图1。 

转录组测序的一大特点就是它可以直接地获

得大量来自外显子区和附近非转录区(untranslated 

region, UTR)的序列, 这些信息适合各种具有不同

分化程度的类群。目前, 公开或半公开的转录组序

列数据已大量积累, 植物方面如1,000种植物转录

组测序项目(1KP Project, http://www.onekp.com/)、北

京林业大学和上海生物信息技术研究中心的植物

转录组数据库(http://lifecenter.sgst.cn/plantransdb/in-

dex.do/)、药用植物转录组测序项目(Medicinal Plant 

Transcriptome Project, http://www.uic.edu/pharmacy/ 

MedPITranscriptome/); 昆 虫 方 面 有 1KITE 项 目

(1KITE Project, http://1kite.org/); 真核微生物方面

有海洋真核微生物转录组测序项目(Marine Micr-

obial Eukaryote Transcriptome Project, http://www. 

marinemicroeukaryotes.org/)。基于转录组测序的系

统发育研究也在不断积累, 比如节肢动物、陆生植

物类群。植物方面的突出实例来自复旦大学, 研究

人员利用转录组测序技术或以其为辅助解析了被

子植物大类群(Zeng et al, 2014)、十字花科(Huang et 

al, 2015)、蔷薇科(Xiang et al, 2017)的系统发育, 但

未见对种间杂交是否存在进行探讨。 

转录组测序的限制也很明显(Ozsolak, 2011)。首

先, 由于样本测序针对RNA开展, 而高质量的RNA

需要从新鲜组织得到, 所以该技术受限于材料, 特

别是对于那些材料难以获得的类群; 其次, 由于基

因表达有组织特异性并受到环境因素的影响, 需要

尽量保证用于测序的RNA来自相同培养条件下不

同样本相同发育时期的相同组织, 这样才能最大限

度地保证得到的相似序列更多地来自直系同源谱

系; 第三, 不同基因表达量差异也很大, 如果想得

到低表达基因则需要较高的测序深度; 最后, 可变

剪接的存在会给转录组组装及后续数据分析带来

挑战(Martin & Wang, 2011; Godden et al, 2012)。 

3.1.5  全基因组测序 

这个技术的实现是显而易见的。对于已有参考

基因组、基因组大小合适的类群, 全基因组测序(更

多的是基因组重测序, genome resequencing)应用已

经很常见了, 尤其是对近缘种间或种内群体分化的

研究中, 其优势更加明显。人类的1,000 Genomes计

划 (http://www.internationalgenome.org/)(The Geno-

mes Project Consortium et al, 2010)和植物中拟南芥

(Arabidopsis thaliana)的1,001 Genomes计划 (http: 

//1001genomes.org/) (Weigel & Mott, 2009)都为我们

作了很好的示范。值得一提的是, 基因组水平的证

据表明种间遗传交换参与了人(Patterson et al, 2012; 

Hellenthal et al, 2014; Lazaridis et al, 2014; Sankar-

araman et al, 2014; Ackermann et al, 2016)和拟南芥

(Stenz et al, 2015; Novikova et al, 2016)的起源和

分化。 

与其他几项技术相比, 该技术对测序量的要求

相对较高, 但建库的成本相对较低。随着测序成本

的降低, 该技术的应用会更为普遍。如果测序深度

足够大, 该技术可以得到序列变化的详细信息, 如

除了碱基替换, 插入、缺失、重组、易位、倒位、

基因重复、基因组重复、基因组共线性等都可获得。

实际上, 除了碱基替换, 其他信息还无法用基于溯

祖模型(coalescent-based)的策略进行分析, 在已有

的系统发育及群体遗传分析中, 这些信息也往往被

忽略。这方面的理论和分析技术的开发应该是未来

发展的方向。 

3.1.6  数据处理流程 

相对传统技术来说, 这些分子标记技术的优势

十分明显, 尽管数据处理中的某些具体环节还在发

展, 但成熟的技术流程和相应的软件并不难获得。

测序仪输出的原始数据转换、短读(short read)长数

据质控、短读长数据的比对、转录组或基因组的组

装、单碱基突变或单倍型获取、各步骤质量评估和

数据筛选等重要环节的分析对一般的系统发育和

群体遗传学的研究团队并不难实现, 有大量的高质

量技术指南可以参考(DePristo et al, 2011; Nielsen et 

al, 2011)。对某一种特定分子标记技术的分析策略
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也有不少参考, 比如RAD测序方面(Hapke & Thiele, 

2016; Kim et al, 2016; McKinney et al, 2016; Shafer 

et al, 2016; Torkamaneh et al, 2016, 2017)。 

3.1.7  数据质量控制和筛选 

基因组技术带来了海量数据, 同时也伴随着一

些问题。有专家认为, 随着谱系基因组学的数据量

增大 , 潜在的误差来源也会增加 (Philippe et al, 

2005)。误差来源主要有两个: 随机误差(stochastic 

error)和系统误差(systematic error) (Swofford et al, 

1996)。随机误差是由数据信息量不足造成的, 应该

会随着数据量的增加而降低; 系统误差主要来自于

模型的选配, 会随着数据量的增加而增大(Philippe 

et al, 2005; Kumar, 2012)。如果没能很好地控制系统

误差, 我们可能得到看似支持率很好但错误的系统

发育重建(O’Neill et al, 2013)。当仅利用一个基因位

点构建基因树时, 增加序列长度可以降低随机误差; 

但如果没有考虑增加序列长度带来的位点内重组

的风险, 那么会相应地增加系统误差。当试图把不

同位点合并成一个位点进而构建基因树时, 同样的

问题也会发生。 

为了降低系统误差, 需要注意以下几个要点。

(1)要注意质量控制和筛选。新一代测序数据分析涉

及多个步骤, 每一步骤的质量控制都很重要(Rusk, 

2009)。(2)要注意直系同源基因的选取。大多数系

统发育和谱系地理研究的分析是针对直系同源基

因的。在Sanger测序时代, 人们投入了大量精力开

发单拷贝基因位点, 以此避免旁系基因的掺入带来

的系统误差。但实际上, 即便是使用单拷贝基因, 

风险仍然存在。大量的全基因组分析表明, 基因的

丢失和重复是普遍存在的现象 (Dehal & Boore, 

2005)。这类现象的存在会给直系同源基因的识别带

来极大的困难。应对这个困难的办法有几个。比如, 

有人通过比较来自大量位点的基因树(Rasmussen & 

Kellis, 2012; Boussau et al, 2013), 进而评判直系同

源关系; 也有人通过严格的序列相似性检验(例如

用reciprocal BLAST评判)构建直系同源数据集; 还

有人借助基因组的共线性分析(Zheng et al, 2005)。

相比之下, 最后一种可能最为可靠。(3)利用等位基

因序列(单倍型序列, allele)信息而不是位点的一致

性序列进行系统发育分析。基于溯祖模型的分析往

往假定分析针对的是基因的拷贝(单倍型)。但现实

中, 我们往往选用的是多个单倍型的一致性序列

(consensus sequence), 以此代表某个位点。尽管目前

还没看到模拟分析评估用一致性序列的风险, 但这

样做明显与模型假设不符, 可能会带来潜在系统误

差。选用单倍型序列数据至少会使对群体大小的估

算更准确。在Sanger时代要得到单倍型数据不太容

易, 但新一代测序技术中完全可以将单倍型重建出

来 (Bauer, 2011; Menelaou, 2013)。 (4)提高比对

(alignment)的准确性来降低系统误差(Felsenstein, 

2004; Susko et al, 2005)。频繁出现的插入/缺失以及

高的碱基替换率会直接影响比对的准确性(Gatesy 

et al, 1993), 从而导致错配和系统误差(Misof & 

Misof, 2009)。借助蛋白质序列比对及去除高风险区

域能在一定程度上保证数据的质量。(5)选用恰当的

位点。一般需要数千个位点才可以将分化历史较短

的谱系重建出来(Liu et al, 2010); 而对于分化历史

较长的系统发育事件可能不需要这么多。群体大

小、物种分化时间、位点的特性是帮助我们确定位

点数量的重要因素(Leaché & Rannala, 2010; Liu & 

Yu, 2011; Morrison, 2011)。新一代测序可以获得海

量数据, 依据研究目的对位点进行筛选是必要的

(Townsend, 2007)。 

实际上, 我们可能也无法恰当地处理所有数

据。对于旨在检验杂交是否存在的研究来说, 数据

的筛选会面临一系列问题。群体遗传学就是研究等

位基因数量(allele dosage)的问题, 不同等位基因可

能来自不同亲本, 数据筛选可能造成等位基因的丢

失, 进而丢失重要杂交信号。当然, 对于系统发育

研究而言, 类似的问题同样存在。数据的有效利用

非常重要, 对含有“杂交”的样本进行数据获取时

面临一定的风险, 需要引起大家的注意。 

3.1.8  模型的选取 

恰当的数据分析模型的选择是重中之重, 一直

被认为是准确重建系统发育的核心 (Felsenstein, 

1978)。有两个显而易见的模型选取问题需要注意。

首先, 要确认序列进化模型的选择是否恰当(Lem-

mon & Moriarty, 2004; Sullivan & Joyce, 2005)。这方

面 , 混合模型 (mixture models) (Pagel & Meade, 

2004)、数据分区(data parititioning) (Yang, 1996)和针

对大数据的最优分区策略(optimal partitioning strat-

egies) (Lanfear et al, 2012)等技术可以给我们很多帮

助。其次, 要注意是否恰当地对重组(比杂交内涵更

广, 但实质类似)进行了处理。重组会导致基因树间
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的不一致(Rannala & Yang, 2008)。把来自分散在基

因组不同区域的不同位点的序列(比如来自RAD测

序的序列)进行合并, 再作系统进化分析, 这样的做

法有很大风险 , 它会带来错误的系统发育信息

(Degnan & Rosenberg, 2006; Edwards et al, 2007; 

Kubatko & Degnan, 2007; Leaché & Rannala, 2010)。

来自转录组测序的数据, 即便是同一个基因中, 不

同外显子间的重组也不容忽视。实际上, 本文的目

的在于检测重组的存在, 不论它是在系统发育尺度

上还是群体水平上。我们推荐使用可以同时检验杂

交和不完全谱系筛选的算法来重建系统发育。 

模型初选后, 应该用恰当的检验来评判选定模

型的可靠性。这方面有一系列的工具可以利用, 比

如位点内或位点间重组(Mcguire et al, 1997; Kosak-

ovsky et al, 2006; Martin et al, 2015)、各种选择

(Delport et al, 2010)、杂交(Yu et al, 2011)、时序性进

化速率差异(heterotachy) (Pagel & Meade, 2008)和

模型总体上的配合性(Albert & Schluter, 2005; Abby 

et al, 2012; Ackermann et al, 2016)等。如果初选模型

不适合, 那么应该及时调整选用更恰当的模型。如

果位点间基因树冲突, 那么可考虑选用应对杂交或

者不完全谱系分离的模型, 而不是仍然将序列合并

使用, 或者把不相配合的部分数据删除。当然还是

要删除那些体现强烈选择印记的、变异饱和的

(saturated) (Castresana, 2000; Rodríguezezpeleta et al, 

2007; Gnirke et al, 2009)和包含有缺失值(missing)或

有缺失变异(deletion)的位点(Lemmon et al, 2009)。 

3.2  系统发育分析策略 

不论是二倍体还是多倍体杂种, 其基因组中不

同位点的基因可能来自于不同亲本种, 它们反映着

不同的进化历程, 这正是利用系统发育分析检测杂

交的依据(Yu et al, 2011)。系统发育分析中早就开始

评估“网状进化”的存在(Sneath, 1975)。水平基因转

移、杂交、重组、不完全谱系分选(incomplete lineage 

sorting)及基因重复和丢失(gene duplication and loss)

都会让我们看到基因树间拓扑结构的不一致性

(phylogenetic incongruence), 这种不一致性不能被

表示成二歧分枝的树, 而更像一个网状结构。我们

用网状进化来描述这个现象。在排除其他机制存在

的情况下, 基因树间的不一致性往往正是我们用来

检测杂交事件存在的系统发育方法。但不能说系统

发育的不一致性一定意味着杂交, 它只是意味着杂

交可能存在。清晰地排除不完全谱系分选和基因重

复丢失带来的影响是检测杂交的必需步骤。尽管这

样在方法上并不限于系统发育网络(phylogenetic 

network), 比如可以通过评判不同DNA片段建树后

的不同树型(拓扑结构)的比例, 以及不同树型对应

的片段在基因组的分布来区分杂交和不完全谱系

分选。但相比之下, 系统发育网络同时考虑基因组

水平大量位点信息, 有对杂交和不完全谱系分选

同时和综合检测的潜力, 所以本文的重点放在了

系统发育网络上。较为全面的系统发育分析流程见

图2。 

对比单一位点构建系统发育树, 进而检测网状

进化的存在, 是一种初步评估遗传交换存在的方式, 

这里不多论述。多物种溯祖(multispecies coalescent)

是通过多位点信息构建物种树的策略(Degnan & 

Rosenberg, 2009; Edwards, 2016), 最大似然(maxi-

mum-likelihood) (Kubatko et al, 2009; Wu, 2012)和

贝叶斯(Bayesian)算法(Liu, 2008; Heled & Drum-

mond, 2010)都被成功地应用于这种技术, 对这个领

域计算技术的发展也有系统的综述文章发表

(Nakhleh, 2013)。然而, 一个重要问题是这个领域大

多数已有模型都只把不完全谱系分选作为导致系

统发育不一致性的唯一原因。事实上, 如果杂交等

遗传交换参与到了类群分化中, 这种技术不但无法

检测到遗传交换的存在, 甚至可能会给出相当不可

靠的结果, 比如奇怪的枝长、特别的群体大小等。 

系统发育网络允许节点(node, 实际上是系统

进化中的祖先种)间的网状连接, 它可以替代二歧

分枝的系统发育树, 从而体现杂交或其他网状进化

的存在, 也是呈现杂交存在的重要方式。目前, 系

统发育网络分为直接的(implicit network)和间接的

(explicit network)两大类(Solis-Lemus & Ane, 2016)。

直接网络简单地将基因树间的不一致性呈现在网

络上(Than et al, 2008; Huson & Scornavacca, 2011; 

Grunewald et al, 2013), 它们往往运算速度快。但这

种网络中的内部节点并不对应祖先类群, 导致很难

对它们进行深入解读。与直接网络相对应, 间接网

络中可呈现网状进化并且内部节点与祖先类群相

对应, 对于系统发育分析来说, 它们的价值更大。

组合法(combinatorial method)和基于模型法(model- 

based method)是两类推算间接网络的策略。组合法

往往无法把不完全谱系分选与杂交区分开, 也没有 
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图2  系统发育策略检验杂交存在的基本流程(改编自Lemmon & Lemmon, 2013)。图中给出了利用基因组水平测序技术, 通
过数据处理、数据质量评估、数据筛选、直系同源基因识别、序列分析、碱基替代模型选取、系统发育树及系统发育网络重

建等多个步骤的简要流程和相关的分析软件。依据操作的难易程度、数据的可靠性、是否能区分杂交和不完全谱系分选等因

素, 我们将各技术环节区分为“推荐”、“次优”和“不推荐”等等级, 并列举了各环节部分可利用的软件。 
Fig. 2  The brief work-flow of phylogenetic strategy used to test hybridization (adapted from Lemmon & Lemmon, 2013). The 
work-flow contains multiple steps including data processing, data quality evaluation, data screening, orthologous gene identification, 
sequence analysis, selection of base substitution model, phylogenetic tree and phylogenetic network reconstruction. We sort out the 
hierarchy of recommended, suboptimal or requires validation and not recommended, in consideration of the degree of operation, the 
reliability of the data, whether can distinguish hybridization, incomplete lineage sorting and other factors. And we list the available 
softwares for each step.  
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考虑基因不同进化历程(比如基因的重复和丢失)带

来的误差(Gambette et al, 2012)。但这类方法的运算

速度相对较快。基于模型的方法在利用多位点数据

构建系统发育网络时同时考虑了杂交和不完全谱

系分选(Strimmer & Moulton, 2000; Meng & Kubatko, 

2009; Yu et al, 2012), 相比于组合法更为准确。这类

基于模型的系统发育网络方法也被称为多物种网

络溯祖(multispecies network coalescent, MSNC) (Yu 

et al, 2012, 2013, 2014)。PhyloNet (http://bioinfo. 

cs.rice.edu/phylonet/)是这类方法的一个重要软件工

具, 它利用最大似然算法, 基于一系列基因位点信

息估算系统发育网络(Yu et al, 2014)。PhyloNet可成

功地应对由于不完全谱系分选造成的位点间的不

一致性, 并且通过校验过程控制网络的复杂性。但

它的计算量很大, 对超过10个分类群或4次潜在杂

交事件的分析工作就不适用了。针对这种计算上的

挑战, SNaQ (species networks applying quartets)算法

通过计算假似然性(pseudolikelihood)极大提高了计

算效能, 可以应用于有数十分类单位、数千位点的

项目, 并且可以估算出大量的潜在杂交事件, 同时

应对不完全谱系分选的存在(Solis-Lemus & Ane, 

2016)。该方法对应的软件包叫做PhyloNetworks 

(https://github.com/crsl4/PhyloNetworks.jl/)。感兴趣

的 读 者 可 以 在 网 上 找 到 非 常 完 整 的 教 程

(http://crsl4.github.io/PhyloNetworks.jl/latest/)。事实上, 

PhyloNet的作者也通过计算假似然性提高了原有的

计算效能(Yu & Nakhleh, 2015)。 

不同于上面的系统发育网络技术, 如果研究体

系中只包含2个二倍体类群和它们1次杂交事件产

生的1个异源四倍体类群, 并且异源四倍体中2个二

倍体基因组间没有重组, 那么Allopolyploids软件中

的算法可以用来在排除不完全谱系分选的情况下

估算这种杂交成种的历史(https://sites.google.com/ 

site/touchingthedata/software/allopolyploids/)(Jones et 

al, 2013)。 

3.3  群体遗传学分析策略 

群体遗传学手段是用来探讨近缘种间或种内

类群间分化、检测杂交的存在、澄清杂交特征的重

要手段。实际上, 群体遗传学手段实现的第一步是

从认识群体结构开始的, 有了群体结构的划分, 才

有后面检测杂交存在、澄清杂交模式的可能。相应

群体遗传分析流程的概括见图3。 

3.3.1  主成分分析 

主成分分析(principal component analysis, PCA)

是一类经典的多元统计技术, 很早就开始被应用在

遗传数据分析中(Menozzi et al, 1978)。主成分分析

可以将样本间的关系呈现在主成分形成的二维或

三维空间上, 但它不能提供杂交存在与否的检验

(Patterson et al, 2012), 介于类群间的样本不一定就

来自于类群间的杂交(Yang et al, 2012)。因此, EI-

GENSTRAT等软件基于PCA来估算杂交(Price et al, 

2006)可能会得出错误的结果。除了EIGENSTRAT, 

adegenet 也是一个主成分分析的工具 (Jombart, 

2008)。 

3.3.2  聚类方法 

这里提到的聚类方法(clustering methods)是指

按等位基因频率分布模式, 将个体的来源归入相应

祖先群体(ancestral populations)中。简单地说, 聚类

的基本过程是: 先假定有K个可能存在的祖先群体; 

然后依据个体基因型计算它们被判别为各群体的

概率; 在计算时, 假定各位点群体上的频率分布服

从哈代–温伯格平衡(Hardy-Weinberg equilibrium)。

利用structure (Pritchard et al, 2000; Falush et al, 2003)

和admixture (Alexander et al, 2009)等基于模型的聚

类方法对每一个参试个体估算其来自于K个祖先群

体中某个特定群体的遗传比例。祖先群体的数量K

是个先验值, 可以依据一些已知的研究背景确定, 

也可以通过最小K值的策略估算出来。旨在揭示杂

交的群体遗传研究中, 此类聚类方法的应用非常普

遍。InStruct是structure软件的拓展, 它没有哈代–温

伯格平衡的前提假设, 可以同时对群体结构和近交

率进行估算(Gao et al, 2007), 这对近交或自交比较

频繁的植物研究有利用价值。类似的聚类运算的软

件还有不少, 例如FRAPPE (Tang et al, 2007)、sNMF 

(Frichot et al, 2014)、Geneland (Guillot et al, 2004, 

2005)等。它们在操作上类似, 运算速度相差不少, 有

些可以考虑样本群体间的环境或地理信息。这类聚

类方法可以应用于基因型数据、二倍化的单倍型数

据(pseudo-homozygous genotype)或者基因型的似然

值数据(genotype likelihood)。ANGSD软件包中的

NGSAdmix软件(Skotte et al, 2013)可以基于基因组

水平基因型的似然值数据而不是基因型数据做聚

类分析。 
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图3  检验杂交群体遗传分析的基本流程。图中给出了利用当前流行的群体基因组学技术, 通过数据收集、数据处理和分析

等环节, 对杂交的存在和模式进行全局和局部检验的基本流程, 并列举出了数据格式类型和部分可利用的软件。 
Fig. 3  The current population genomic work-flow used to test hybridization. The basic process of global and local testing for the 
existence and mode of hybridization through data collection, data processing and analysis are presented. The data format and some of 
the available softwares are listed. 

 
这类聚类方法只是假定祖先群体的个数, 没有

对各种可能的群体模型进行评估, 因此当存在复杂

的杂交重组历史时 , 可能会给出错误的结果

(Patterson et al, 2012)。此外, 这里全局性的祖先重

建方法也会受到抽样的影响, 比如当某些遗传分化

类群没有被抽样, 或不同类群间抽样不均衡, 都会

影响对祖先群体遗传组分(ancestry components)的

估算(Mcvean, 2009)。 

3.3.3  等位基因频率的梯度变化模式 

等位基因频率在连续分布的地理群体上的梯

度变异模式很早就被用来识别杂交带和判断杂交

带的存在形式 (Barton, 1983; Szymura & Barton, 

1986), 它也被用于寻找适应性变异和生殖隔离的

遗传基础(Gompert & Buerkle, 2009, 2011; Fitzpa-

trick, 2013)。INTROGRESS (Gompert & Buerkle, 

2010)、bgc (Gompert & Buerkle, 2012)和Hlest (Fitzp-

atrick, 2013)等软件可以实现这类计算。但这类检测

方法来源于早期的杂交带研究, 它们多关注分化程

度不大的类群或群体间的杂交, 对更为古老的杂交

事件, 它们可能无法识别。 
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3.3.4  几种统计参数和检验 

上面提到的主成分分析、聚类分析(比如基于

structure和admixture的分析)可以用来澄清群体遗传

结构, 并对杂交的存在提供全局性的线索(那些看

似杂交的迹象可能由杂交以外的其他因素导致), 

但它们都没有提供杂交是否存在的检验。比如, 与

距离关联的分化(isolation by distance)可以产生在

PCA上的梯度变异。基于structure和admixture的结

果也很难做出对群体历史的推算, 因为它们没有对

特定的群体历史模型进行检验, 而是简单地假定抽

样群体都是从某特定群体快速辐射分化而来。

Patterson等(2012)综合已有工作(Reich et al, 2009; 

Green et al, 2010; Durand et al, 2011; Moorjani et al, 

2011), 归纳出了几个针对群体间杂交历史的检验

和相应的参数, 并提供了实现有关计算的软件包

(ADMIXTOOLS)。这些参数和检验包括1个三群体

检验(f3-statistic, the three-population test)和2个四群

体检验(D-statistics或者ABBA-BABA test, 以及f4- 

statistics或F4-ratio)。这里的f3-statistic和f4-statistics

也被统称为F-statistics。 

三群体检验基于对群体间等位基因频率关联

性进行评估, 可以对群体间即便是非常近期发生的

杂交事件给出清晰的验证。研究人员成功地利用

f3-statistic估算出尼安德特人(Homo neanderthalen-

sis)贡献了非洲现代人群1.5–2.1%的遗传变异(Prufer 

et al, 2014)。通过选用外类群, f3-statistic也被用来揭

示多个不同类群群体的多重起源历史(Haak et al, 

2015; Haber et al, 2016; Mörseburg et al, 2016)。 

F4-ratio检验可以用来推断杂交造成的遗传重

组的比例, 即使在不知道祖先群体的情况下, 也可

以依据对系统发育关系的假定进行推断。四群体检

验不但可以对杂交是否存在给出证据, 还可以提供

基因流的方向。这些四群体检验也同样被广泛用于

检测现代人类基因组中的古人类成分和相关的历

史过程(Green et al, 2010; Fu et al, 2014, 2016; Prufer 

et al, 2014; Meyer et al, 2016)。最近对非洲丽鱼的研

究将该方法进一步拓展为五群体检验 , 或称为

f5-statistic (Meier et al, 2017), 该研究表明古老的杂

交事件带来遗传变异, 成为后期适应性分化和物种

形成的重要推动力。 

与f3-statistic和f4-statistics不同, D-statistics不需

要对群体进行细致的取样以得到等位基因频率的

准确信息, 它可以应用于一个类群只有一条序列的

情况。对这些参数和检验的详细描述请参考

Patterson等(2012)的文章。 

3.3.5  重组图 

重组图(admixture graph)是一个允许类群间基

因交流的系统发育树的拓展。基于上面提到的

F-statistics就可以构建这样的图, 目前有几种工具

可以利用。MixMapper (Lipson et al, 2014)是一个半

自动的工具。它首先基于由一对明显没有杂交的群

体间等位基因频率(F2)求算的遗传聚类生成邻接树

(neighbor-joining tree), 然后在允许基因流的情况下

把剩下的群体添加到图上来(Lipson et al, 2013, 

2014)。TreeMix (Pickrell & Pritchard, 2012)实现了与

MixMapper在理论上类似的算法。在假定重组或者

基因流个数的情况下, 它可以全自动地计算出重组

图。不同的重组次数的假定会对结果带来极大影响, 

选取时需谨慎。上面提到的ADMIXTOOLS软件

(Patterson et al, 2012)中也提供了类似的工具。但这

里的重组图工具更加稳健, 因为它提供了假设中的

重组模式是否和数据相符的检验。重组图的手段已

经在人类遗传领域广泛应用, 曾被用来揭示北美原

著民的遗传组成和来源(Raghavan et al, 2014b)、丹

尼索瓦人 (Denisovans) 对现代人群的遗传贡献

(Meyer et al, 2012)、新世界寒带地区的人类定居历

史(Raghavan et al, 2014a)。 

3.3.6  位点的祖先状态 

与杂交关联的是不同特征的基因组间的重组, 

这种重组会带来一个嵌合的基因组, 在嵌合的基因

组上不同的区域体现着不同的进化历程。识别这些

位点不但对澄清种间或群体间的基因交流有意义

(Green et al, 2010; Reich et al, 2010; Prufer et al, 

2014), 同时也可以提供重组模式和适应性分化的

信息(Kim & Rothschild, 2014)。这些位点的识别对

于揭示生殖隔离的遗传基础和找寻物种形成基因

(speciation genes)有重要意义(Wu & Ting, 2004; Nosil 

& Schluter, 2011; Burri et al, 2015), 同时对建立针对

濒危物种的保护策略有应用价值(der Sarkissian et al, 

2015)。基于基因组水平的滑动窗(sliding window)

分析可以追溯不同染色体区段的祖先状态, 上面提

到过的D-statistics就是一个很好的工具(Kronforst et 

al, 2013; Smith & Kronforst, 2013)。 

已经有一些估算位点祖先状态的计算工具 , 
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Padhukasahasram (2014)就进行了较为详尽的综述。

一般来说, 这些计算工具需要借助隐马尔科夫模型

(hidden Markov models, HMMs)来确定不同亲本来

源的基因组区段的界限。HAPMIX软件可以利用未

定相(unphased)的基因型数据确定杂种个体特定位

点的祖先来源(Price et al, 2009)。CRFs应用一个广义

隐马尔科夫模型(generalized hidden Markov model), 

借助训练集数据实现了对祖先来源的估算(Sankar-

araman et al, 2012)。实现这类分析的软件还包括: 

SABER (Tang et al, 2006)、HAPA (Sundquist et al, 

2008)、LAMP (Sankararaman et al, 2008)、LAMP- 

LD/LAMP-HAP (Baran et al, 2012)、WINPOP (Pas-

aniuc et al, 2009)、SupportMix (Omberg et al, 2012)、

ASPCA (Moreno-Estrada et al, 2013)、ALLOY (Rod-

riguez et al, 2013)、RFMix (Maples et al, 2013)、Lanc- 

CSV (Brown & Pasaniuc, 2014)和EILA (Yang et al, 

2013)。EILA没有对输入数据位点间连锁平衡的前

提假设, 且比LAMP和HAPMIX更准确, 运行速度

也不慢。Lanc-CSV实现了经典算法, 但对超大样本

数据有速度上的优势。 

在位点水平祖先状态和重组历史的估算上, 祖

先重组图(ancestral recombination graph, ARG)也是

一个重要策略。祖先重组图试图将所有样本的所有

位点经历的溯祖过程(coalescence)和重组历史(reco-

mbination events)呈现出来, 是详细解析杂交历史

的重要工具(Siepel, 2009)。这类方法在计算上的挑

战不小, 目前仅有少量工具可用, 比如ARGWeaver 

(Rasmussen et al, 2014)、Beagle (Song & Hein, 2005)

和TARGet (Cámara et al, 2016)。TARGet是一个最新

也是唯一声称可以分析数百基因组特定位点数据

的工具。 

3.3.7  ABC算法 

基于最大似然算法的策略往往很复杂, 需要大

量的计算。近似贝叶斯算法(approximate Bayesian 

computation, ABC)不需要计算似然值, 它提供了一

个检验各种复杂进化过程是否存在的平台(Beau-

mont, 2010)。近似贝叶斯计算中, 首先对待检测过

程依据一定的期望建立多重模拟, 然后将真实数据

和模拟产生的数据进行比较, 再通过选取那些与真

实数据最类似的模型来实现对待检验假设的推断。

近似贝叶斯计算需要完成数据模拟、统计计算、模

型比较等步骤, 目前有多种针对性的工具可以利用, 

可参考一些重要综述文章(Csilléry et al, 2010; Sun-

nåker et al, 2013; Lintusaari et al, 2016)。DIYABC 

(Cornuet et al, 2014)、ABCtoolbox (Wegmann et al, 

2010)和abc (Csilléry et al, 2011)等是通常用来实现

ABC计算的平台。利用基因组水平未定向数据和

ABC算法揭示杂交事件存在的一个研究实例来自

针对胡蜂(Biorhiza pallida)的工作(Robinson et al, 

2014)。 

4  总结 

作为重要的进化过程, 杂交对于生物多样性产

生和维持的意义受到越来越多的关注。针对如何检

测杂交存在这个问题, 本文对来自多个学科的理论

和技术发展作了综述, 以基因组时代的基因型获取

和数据分析技术为重点, 归纳了各新兴技术的特点, 

作了多方面的比较, 在一些重要应用领域提出了可

能存在的问题和解决对策。虽然本文所综述的检测

杂交是否存在的研究方法多来自研究较为透彻的

高等动植物类群, 但鉴于这些方法的通用性, 亦可

拓展到其他生物类群。 
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