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摘 要: 16S rDNA 中含有较多的菌种特异性信息,但是如何使用这些信息进行菌种鉴定却因不

同菌种间序列的特征变化缺少规律而变得困难。作者使用信息论方法对那些种内较保守,种间变

异明显的关键位点进行研究。结果表明, 16S rDNA 序列中仅有少数位点对菌种的分类是重要的。

基于少数关键位点的相似度比传统的全序列鉴定有着更好的统计学特性。
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Information Theory Analysis for Key Sites of 16S rDNA Sequence
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Abstract: 16S rDN As car ry signif icant species specif ic g enet ic informat ion, but species

ident if ication is not st raight for w ard because the sequence ident ity varies great ly for dif ferent

species In this manuscript, w e analyze the key sites that are w ell conserv ed w ithin species but

signif icant ly v ar ied betw een species using an informat ion theoret ic approach. T he method

pr opo sed by us w as just using the sites ( key sites) w hich contained mor e genetic informat ion than

that o f the normal sites of the sequences, to classify the bacterium rather than using the overall

sequence. Only a few sites o f the w hole sequences are responsible for the classif icat ion o f species.

T he results presented her e demonst rated that key sites based sim ilarity measures have much

bet ter stat ist ical character ist ics than that of the t raditional overall sequence ident ity scores

Key words: 16S rDNA, tax onomy; information theory; entr opy

随着生物技术的飞速发展, 传统的微生物鉴定

方法常常难以鉴定众多的生长习性复杂的微生物,

因而基于基因组序列的分子鉴定受到广泛关注。

在细菌基因组中,编码 16S rRNA 的 rDNA 基因具

有良好的进化保守性, 适宜分析的长度(约为 1 5

kb)
[ 1- 4]

,以及与进化距离相匹配的良好变异性
[ 5]
,

所以成为细菌分子鉴定的标准标识序列。目前 16S

rDNA 的序列信息已经广泛应用于菌种鉴定和系统

发生学研究
[ 4, 6- 7]

16S rDNA 分子测序是目前使用的主流菌种鉴



定方法[ 8] ,测得待测菌种的 rDNA 序列, 将序列送

至基因库中进行同源性比对, 同源性相似性最高,

且至少达到 97% 以上可认为是同一种。由于 16S

rDNA 反映的是进化上的距离,对于同一属内的微

生物鉴定获得的同源相似度都十分高,此时对于种

的鉴定及分类是极为不利的,同一种间的差异往往

只有 2% ,即 30个碱基左右 [ 9] ,此时大量相同的、保

守的序列信息被计入了比较过程, 从而掩盖了菌种

间的序列信息的不同。

Shannon [ 10]在 1948年提出信息熵的概念用以

衡量不确定性, 同时也指出信息量 [ 11]的多少要依靠

信息消除未知, 也就是得到信息后信息熵的减少来

衡量。对于 16S rDNA, 使用全序列比对的效率较

低,这时对序列信息的深入研究就显得十分重要,

使用统计学方法找出加入分类信息后,信息熵变化

最为剧烈的、信息量最大的位点,对这些位点研究,

找出这些位点的变化规律 [ 12] ,用以指导菌种分类鉴

定工作。

1 实验材料

分类信息来自 NCBI 的菌种分类目录, 所使用

的对齐后的16S rDNA 序列取自 Gr eengenes
[ 13]
, 不

同菌种在进化过程中 16S rDNA也发生了碱基和长

度的改变, 以及在实际的测序工作中具体方法不

同,得到的序列起点、长度也不完全相同, 为方便对

不同序列进行对比分析, Greengenes 使用 NAST

算法[ 14] 将 1 5 kb左右的 16S rDNA 序列依照保守

区定位、对齐扩展为 7 682个字符长度的格式,用在

序列的头尾添加数量不同的  来将长度和起点不

统一的序列凑齐,在序列中用字符 -  表示对齐时

产生的插入缺失, 并且将这样处理后的序列称为

Gr eengenes扩展序列。( Greengenes计划由 Law

r ence Berkeley Nat ional Laboratory 等机构开展,

截至 2009年 2月,共收集了 298 922条 16S rDNA

序列
[ 15]
。)

在 Gr eengenes开放下载的数据库中,各菌种的

序列数量分布极不均匀, 若种属包含的样本过少,

则无法得到有统计学意义的研究结果。作者从数

据库中以属内至少有 9个菌种,每个菌种至少有 8

条以上序列为挑选条件扫描该数据库,得到两个符

合条件的属: Salmonella 属中选取了符合要求的 9

个亚种, 每个亚种均有 9 条以上序列, 见表 1。

Str ep tomyces属中含有 8条以上序列的共有 49 个

种,属内序列总计 950条,见表 2。

表 1 沙门氏菌属数据集中的菌种

Tab. 1 Species included in the Salmonella dataset

菌种名 样本量 菌种名 样本量 菌种名 样本量

ty phi 9 heid elberg 17 agona 20

v ir chow 14 k entucky 14 dublin 14

s aintpaul 12 newp or t 14 hadar 14

表 2 链霉菌属数据集中的菌种

Tab. 2 Species included in the Streptomyces dataset

菌种名 样本量 菌种名 样本量 菌种名 样本量

aci discabies 14 o liv ochromogenes 22 humidus 10

anul atus 28 phaeochromogenes 42 hygroscop icus 21

at ratus 12 phaeopurpureus 11 lav endulocol or 11

auranti acus 12 p l atensis 21 l ivi dans 16

2 实验方法

2. 1 种间差异度

当种内序列变化较小, 混乱度较低; 同时种间

混乱度较高,序列变化剧烈时,分类工作易于进行。

信息熵[ 16]为度量系统混乱程度的概念, 信息

熵越大则表示描述的系统越混乱。给定一组

Greengenes扩展序列,为了定量描述特定位点上碱

基变异的程度,定义位点信息熵, 见式( 1)。

H ( x ) = - ! p ( x ) lnp ( x ) , (1)

式( 1) 中, x 为该位点在扩展对齐的16S rDNA 序列

中的位置; ∀ { A , C, G, T , - } 为该位点上可能出

现的所有碱基以及因对齐而产生的插入缺失

( indel,用 -  表示) ; p ( x ) 为在位点 x 处碱基出现

的频率;而 H ( x ) 则表示在 x 处的信息熵, 当各字母

出现频率相同时,信息熵最大,此时 x 处最为混乱,

相反,如果只出现一种字母, 此时信息熵最小, x 是

数据集中的保守位点。H ( x ) 不同则反映了该菌种

的 16S rDNA 共同特性出现的概率不同, 每一位点

对应的混乱程度不同, 即信息熵不同。对于给定属

内的序列样本,不同菌种的信息熵(即种内信息熵)

也不相同,种内信息熵可以用表达式(2) 表示:

H
( s)
( x ) = - ! p

( s)
( x ) lnp ( s)

( x ) , (2)

式( 2) k , p
( s)
( x ) 为 S菌种在位点 x 处碱基 出现的

频率; H
( s)
( x ) 则表示在菌种S范围内x 处的种内信

息熵。种内信息熵描述了在特定菌种内的位点变异

情况。对于给定菌种内的16S rDNA序列, 如果某个

位点上的碱基变化很小, 信息熵较小, 则此位点对
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于该菌种是保守的[ 17]
, 反映了该菌种的共同特性,

因而可能对菌种鉴定有贡献; 反之, 如果某个位点

上的碱基变化很大, 则该位点对菌种鉴定的贡献就

很小,见式(3)

H M ( x ) = !
s

N
( s)

N
H

( s)
( x ) ( 3)

式(3) 中, N
( s)
为 S 菌种的序列条数; N 代表在研究

的数据集中所有属内的序列数量;
N ( s)

N
为 S 菌种占

数据集中总样本的比例; H M ( x ) 为种内信息熵的加

权求和, 也就是加入分类信息条件后的条件信息

熵。一般来说, 由于加入了更多的信息, 混乱程度得

以减小, 属内的条件信息熵比属内的信息熵小。可

以证明, 属内信息熵H ( x ) 减去条件信息熵H M ( x )

为该分类信息所有的信息量, 即互信息 I ( x ) , 见式

(4)。

I ( x ) = H ( x ) - H M ( x ) , ( 4)

可以看出,只有当属内信息熵较大同时条件信

息熵较小时互信息才会较大, 也就是说互信息较大

的位点是在属内较为不保守、同时在种内较为保守

的,即作者将挑选位点进行分类的要求, 定义互信

息为种间差异度,表示位点对分类的贡献。

2. 2 统计涨落处理

由于数据集中大多数物种的序列样本数目都

不大, 所以必须估量统计涨落对种间差异度的影

响。为此,作者将数据集中各序列的物种分类属性

用洗牌的方式随机打乱, 由此模拟位点变异与分类

无关时由于统计涨落导致的种间差异度, 记作

I shuffle ( x )。重复模拟 100次,计算平均值 < I shuffle( x )

> 标准差 shuffle ( x ) , 定义 Z value, 见式(5)。

Z( x ) =
I ( x ) - < I shuffle ( x ) >

shuffle ( x )
( 5)

Z( x ) 体现了实际观测到的种间差异度与随机

涨落之间差异的显著性, 当 Z( x ) > > 1 时, 位点 x

处碱基的出现频率与物种即存在着显著关联, 亦即

该位点可用于物种分类。显著性是位点用于分类

的必要条件,而种间差异则是充分条件, 只有当一

个位点有良好的显著性时,该位点才有用于分类的

可能, 而能不能使用还要看它的种间差异度, 位点

对分类的贡献的大小。

2. 3 数值实验

统计涨落是统计平均值在其值附近有微小变

动的现象,增大统计样本的数量可以部分抵消该现

象。本实验所采用的数据集由于样本量较小, 易于

出现统计涨落。

模拟实验可以估计由于统计涨落而产生的种

间差异度(模拟所得到的< I shuf f le ( x ) > 约为 0 14) ,

而使用正确分类信息得到的种间差异度, 见图 1。

则体现了在16S rDNA 上不同位点对分类的贡献程

度。

图 1 种间差异度( I)随着所研究的沙门氏和链霉菌属

中对齐后的 16S rDNA序列而变化

Fig. 1 Interspecies discrepancy ( I) varied along the a

ligned 16S rDNA sequences of the two genera in

vestigated in this study, Salmonella ( a) and

Strep tomyces ( b)

种间差异度与显著性的关系

只有当选定位点的种间差异度和 Z value都足

够大时,该位点才有可能应用于分类, 对这两者进

行研究,找出其中规律, 可以指导下一步的位点选

择工作。

以种间差异度为纵坐标, Z value 为横坐标研

究种间差异度和显著性之间的关系, 发现两者间呈

明显正相关, 见图 2。当 Z value 增大时, 种间差异

度也有一定程度的增加。
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I ( x )> 0 3 时, 相应位点的 Z value 值全部大

于 10,此时这些位点既有统计学上的显著性, 同时

也对分类有足够多的贡献, 称为关键位点。Salmo

nel la属共得到 8个关键位点,而在S tr ep tomyces 属

得到 92个关键位点。

图 2 从沙门氏( A)和链霉菌( B)属数据集中计算所得

种间差异度和 Z值之间的关联

Fig. 2 Dependence between the interspecies discrepancy

and the Z values calculated from the two data

sets, Salmonella ( a) and Strep tomyces(b)

式( 6)表示打分方法, 当被比较的两条序列的

位点出现# ∃ 或者两位点的字母相同时记零分, 而

当两位点字母不同时记一分。

 ( a, b) =
0, if a o r b = '. 'or a = b;

1, otherw ise
( 6)

在得到关键位点后,对于给定的两条序列 i 和

j , 定义关键位点分数,见式 7。

D
key
lj = !

x ∀ key sites
 ( i ( x ) , j ( x ) )。 ( 7)

通常的序列比较所得的分数相当于不区分关

键位点(或将所有位点都视为关键位点) 的序列分

数, 即整体分数,见式(8)。

D
overall
ij = !

x ∀ all sites
 ( i ( x ) , j ( x ) ) , (8)

其中, i ( x ) 为序列 i在位点x 处的字母; D
key
ij 为第 i

和第 j 条序列使用关键位点打分后得到的分数;

D
overall
ij 为使用全序列位点打分得到的分数。

定义序列相似度,见式( 9)。

R = 1 -
D

D max
(9)

其中, R 为相似度; D 为使用特定方法得到的分数;

Dmax 为使用该种打分方法理论上可以达到的最大

分数。

由于不同序列的原始长度不一致, 而在比较的

过程中还会忽略掉两条序列都有的插入缺失, 为了

在同一体系中比较不同长度序列的打分情况, 使用

相似度可以忽略序列长度的差异[ 18] , 打分情况以

百分数来描述。

2. 3. 1 对 Salmonella属的数据集打分 使用关键

位点,同时也使用全序列 S almonel la属打分, 从图

3可以看出,使用少数关键位点得到的结果比利用

全部信息的结果要好, 这主要是因为使用全部信息

时不仅使用的对分类有帮助的位点的信息,同时也

使用了大量保守的位点的信息,这就使得有价值的

信息被稀释从而不能表现在结果里, 而仅仅使用关

键位点则避免了这一问题。

2. 3. 2 对 Str ep tomyces属的数据集打分 使用同

样的方法对 S tr ep tomyces 属的样本研究见图 4, 发

现仅使用关键位点( 92 个)得到的分类效果比使用

全序列好得多。从图 4可以看出, 使用种间差异度

较大的位点可以很好地对大部分同属内不同种间

的菌株分类, 仅对小部分菌株发生误判, 而全序列

比对的分类效果十分不理想, 对大量的菌株误

判[ 19]。
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图 3 沙门氏菌属数据集中所有序列按照两种打分策

略所得到的分布:以关键位点( a)和全序列 (b)表

示的相似度

Fig. 3 Distributions of all sequences in the Salmonella

dataset according to two scoring schema: simi

larity upon key sites ( a) and the overall sequence

( b)

3 结 语

因为不同位点在分类中的种间差异度不同, 同

时, 比对全序列信息的分类效果不显著, 作者认为

应该使用种间差异度较大的位点开展菌种的分类

鉴定工作。全序列包含有序列中所有的信息, 也包

含关键位点中的信息, 但其分类效果不如只使用关

键位点的效果明显,这是因为在采用全序列比对时

使用了太多的冗余信息, 其中的噪音掩盖了对分类

有贡献的位点的信息。而使用种间差异度比较大

的位点分类则部分避免了该问题, 分类效果优于全

序列比对。本方法在计算中出现的一个问题是, 随

着序列条数的增加, 种间差异度比较大, 同时也比

较显著的位点也在增加, 这就为分类带来了新的难

题,必须针对不同的样本分别训练才能得到较好的

图 4 在 16S rDNA序列间使用两种不同打分方法比较

所得到的相似性分数分布: ( a)全序列和( b)关键

位点

Fig. 4 Distributions of the similarity scores between 16S

rDNA sequence pairs with the scores defined by

(a) overall sequence and (b) the key sites

分类效果,同时,如果样本中序列条数较少,则不能

得到统计学上有意义的结果,导致本方法在这种情

况下不能被应用。如何应用该方法对未知新物种

的发现和分类,将是我们下一步工作的重点。
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