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摘要：高通量测序技术的快速发展极大地促进了基于基因组水平分子数据的系统发育基

因组学研究。超级保守元件 (UCE) 杂交富集作为系统发育基因组学研究中比较常用的

方法，具有测序价格相对较低、不依赖于新鲜标本、可快速获得大量分子数据等特点。

目前已有多套 UCE 探针可用于不同类群的研究，亦可运用生信方法从目标类群代表种

类基因组数据中筛选保守区域设计新的UCE探针。UCE杂交富集实验的主要流程包括：

对各样本 DNA 进行提取，用物理或酶切方法打断 DNA，并加上特异性标签 (barcode) 

和接头 (adapter) 构建适用于二代测序平台的文库，将样品混合后加入探针进行 UCE

的捕获和富集，然后进行高通量测序。UCE 测序结果的数据分析主要包含原始数据的质

控与筛选、数据组装、UCE 序列的识别和提取、序列比对和数据集质控以及系统发育分

析。本文比较详细地介绍了 UCE 探针设计、杂交捕获和数据分析的具体流程，以帮助

大家在短时间内了解和掌握这一系统发育基因组学方法。 

关键词：超级保守元件，探针，杂交捕获，高通量测序，系统发育基因组学，数据分析 

 

UCE 方法简介 

超级保守元件 (Ultra-Conserved Elements, UCE) 是指研究类群基因组中高度保守的

区域 (具有 ≥ 80% 的序列相似性，长度 ≥ 100 bp)。基于杂交富集测序技术的超级保
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守元件 (UCE) 方法，首先通过对比研究类群代表种类的基因组序列筛选上千个超级保

守元件，并根据其序列设计探针，然后通过设计的探针对研究类群不同种类中的超级保

守元件进行靶向富集，运用高通量测序方法获得大量同源基因位点用于构建研究类群的

系统发育树 (具体方法见图 1；Faircloth et al., 2012)。UCE 序列的高度保守性使其容

易在不同种类的基因组中被识别和富集并进行序列比对，而其侧翼 (flanking) 序列的保

守性显著降低，往往具有很多系统发育信息位点用于解析类群间的演化关系，因此超级

保守元件是系统发育研究的理想目标 (Faircloth et al., 2012)。 

 

 
图 1. 超级保守元件 (UCE) 杂交富集方法简介 (引自 Faircloth et al., 2012)  

 

    与其它常见的系统发育基因组学方法 (如全基因组测序及转录组测序方法) 相比，

超级保守元件 (UCE) 杂交富集方法具有测序价格相对较低、不必依赖于新鲜标本、可

快速获得大量分子数据等特点 (Zhang and Lai, 2020)，在很多类群的研究中被广泛应

用，如哺乳动物的胎盘类 (McCormack et al., 2012)、爬行动物的蛇类 (Streicher and 

Wiens, 2016)、两栖动物的蛙类 (Pie et al., 2019)、辐鳍鱼类和鲶鱼类 (Faircloth et al., 

2013; Ochoa et al., 2020)、鸟类 (McCormack et al., 2013) 及其中的夜鸟类 (White et 

al., 2019)、蛛形纲动物 (Starrett et al., 2017) 及其中的原蛛类 (Hedin et al., 2019) 和

跳蛛类  (Maddison et al., 2020)、以及昆虫的弹尾纲  (Sun et al., 2020)、膜翅目 

(Faircloth et al., 2015; Branstetter et al., 2017; Cruaud et al., 2020) 和半翅目 

(Forthman et al., 2019) 等。研究表明 UCE 方法不仅适用于较高阶元 (如目、科) 间的
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系统发育研究 (McCormack et al., 2012; Hedin et al., 2019)，也能成功解决低级阶元 

(如近缘种和种群) 间的演化关系 (Ješovnik et al., 2017; Branstetter and Longino, 

2019)。此外，近年还在长期保存 (~150 年前) 的博物馆标本 (70%-80%乙醇) 中成功

获得 UCE 数据进行系统发育分析，并从 UCE 测序结果中成功组装出线粒体基因组 

(Derkarabetian et al., 2019)。为了解决系统发育基因组学中数据分析的难题，Faircloth, 

B. C. 针对 UCE 数据开发了 PHYLUCE 软件包 (Faircloth, 2016)，并提供了在线指南

详细说明 UCE 数据的分析流程和方法 (https://phyluce.readthedocs.io/en/latest/)。 

    本文从超级保守元件 (UCE) 的探针设计、杂交富集实验和数据分析三个方面详细

介绍了 UCE 方法的主要流程，以帮助大家了解和掌握这一方法。针对小型节肢动物 (如

小蜂类) 优化的 UCE 方法请参考 (Cruaud et al., 2018)。此外，系统发育基因组学数据

分析需要一定的生信基础，建议大家熟悉一些比较常用的编程语言 (如 bash、python 等) 

的基本操作。 

 

第一部分 UCE 探针设计 

探针为生物合成的核苷酸序列，用于捕获样品 DNA 中的目标片段，是基于杂交富集原

理的系统发育基因组学研究的关键。目前学者已针对不同动物类群设计了多套 UCE 探

针 (表 1)，可根据需要直接从公司 (如 Arbor Biosciences；中国独家代理为蓝景科信 

( 北 京 ) 技 术 有 限 公 司 ) 订 购 适 合 的 myBaits UCE 试剂 盒 进 行 杂 交 富 集 

(https://arborbiosci.com/genomics/targeted-sequencing/mybaits/mybaits-expert/myba 

its-expert-uce/)。 

 

表 1. 目前已有 UCE 探针汇总 

名称 探针数量 UCE 数量 出处 

Amniote-Tetrapod-UCEs 5,472 5,060 Faircloth et al., 2012 

Amniote-Tetrapod-UCEs 2,560 2,386 Faircloth et al., 2012 

Ray-finned-Fish-UCEs 2,001 500 Faircloth et al., 2013 

Acanthomorphs-UCE-1Kv1 2,628 1,314 Alfaro et al., 2018 

Ostariophysans-UCE-2.7Kv1 6,737 2,708 Faircloth et al., 2018 

Hymenoptera 1.5K 2,749 1,510 Faircloth et al., 2015 

Hymenoptera 2.5K 31,829 2,590 Branstetter et al., 2017 

Hymenoptera 2.5K 9,898 2,524 Branstetter et al., 2017 
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Coleoptera UCE 1.1Kv1 13,674 1,172 Faircloth, 2017 

Diptera UCE 2.7Kv1 31,328 2,711 Faircloth, 2017 

Hemiptera-UCE-2.7K-v1 40,207 2,731 Faircloth, 2017 

Arachnida-UCE-1.1K-v1 14,799 1,120 Faircloth, 2017 

Spider-Specific 15,051 2,021 Kulkarni et al., 2020 

 

有些课题也许需要设计新的 UCE 探针，在此我们简要介绍 UCE 探针设计的主要

流程，详细方法请参考 PHYLUCE 的在线教程 (Tutorial IV；Faircloth, 2016)。设计的

最终探针序列可提供给生物公司进行合成，并制备相应的探针试剂盒。 

 

软件 

1. Conda 

https://anaconda.org/anaconda/conda 

2. PHYLUCE version 1.6 (Faircloth, 2016)  

https://phyluce.readthedocs.io/en/latest/ 

3. Python version 2.7 

https://www.python.org/download/releases/2.7/ 

4. FaToTwoBit 

http://hgdownload.soe.ucsc.edu/admin/exe/ 

5. Art_illumina version 2.5.1 (Huang et al., 2012)   

https://www.niehs.nih.gov/research/resources/software/biostatistics/art/ 

6. Stampy version 1.0.32 (Lunter and Goodson, 2011)   

https://www.well.ox.ac.uk/research/research-groups/lunter-group/lunter-

group/stampy 

7. SAMtools version 1.10 (Li et al., 2009)  

http://samtools.sourceforge.net/ 

8. BEDtools version 2.28.0 (Quinlan and Hall, 2010)  

https://bedtools.readthedocs.io/en/latest/index.html 

 
实验步骤 

一、确定参考物种 (base taxon) 和代表物种 (exemplar taxa) 及原始数据准备 

http://www.bio-protocol.org/e1010201
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1. 确定一个参考物种和少数代表物种进行探针设计，需注意以下几个方面：首先，为

确保探针在研究类群的大多数物种中具有较高的杂交富集成功率，所选取的用于设

计探针的种类要具有代表性并尽量涵盖各主要分支，而应避免所选种类都局限于研

究类群的某一分支；其次，尽量选取已有基因组数据以及基因组数据质量较高的物

种；最后，代表物种的数量要适当 (一般 3-7 种)，数量过多或过少都会影响捕获的

UCE 和探针的数量，往往需根据研究类群的多样性具体分析。 

2. 获得参考物种和代表物种的基因组序列 (一般为 fasta 格式)，保存于同一目录 

(~/UCEprobes/genomes) 各自的子目录 (子目录与其内基因组文件命名相同，如

~/UCEprobes/genomes/BT/BT.fasta) 中，用 FaToTwoBit 将所有 fasta 文件转化为

2 bit 格式： 

$ for i in *; do faToTwoBit $i/$i.fasta $i/${i%.*}.2bit; done 

使用 Art_illumina version 2.5.1 (Huang et al., 2012) 针对每个基因组 (fasta 格

式) 模拟 reads 数据 (双向、测序长度 100 bp、测序深度为 2x、插入片段大小为 200 

bp、插入片段标准差为 150) 存入目录 (~/UCEprobes/reads)，以便在各基因组中

快速定位 UCE 序列。以 BT.fasta 为例： 

$ cd ~/UCEprobes && mkdir reads && cd reads 

$ art_illumina \ 

      --paired \ 

      --in ../genomes/BT/BT.fasta \ 

      --out BT-pe100-reads \ 

      --len 100 --fcov 2 --mflen 200 --sdev 150 -ir 0.0 -ir2 

0.0 -dr 0.0 -dr2 0.0 -qs 100 -qs2 100 -na 

 

二、代表基因组 (exemplar genomes) 与参考基因组 (base genome) 比对 

1. 在设计探针的过程中需要将各代表基因组与参考基因组进行比对，以确定 UCE 并

设计探针，因此参考物种最好位于研究类群系统发育树的中部而不是两端，而且其

基因组质量 (完整性和测序深度) 要比较高。 

2. 运用 Stampy version 1.0.32 (Lunter and Goodson, 2011) 首先生成参考物种基因

组序列 (./base/BT.fasta) 的 index 文件 (.stidx")  和 hash table 文件 (.sthash)： 

$ cd ~/UCEprobes && mkdir base && cd base 

http://www.bio-protocol.org/e1010201
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$ ~/stampy-1.0.32/stampy.py --species="BT" --assembly="BT" -

G BT BT.fasta 

$ ~/stampy-1.0.32/stampy.py -g BT -H BT 

3. 将每个代表物种 (如 ET1、ET2、ET3、ET4) 的 reads 与参考物种 (BT) 的基因组

序列进行比对，以确定种类间的同源序列，并将 bam 格式的结果存入目录 

(~/UCEprobes/alignments)： 

$ cd ~/UCEprobes && mkdir alignments 

$ export cores=10 

  export base=BT 

  export base_dir=~/UCEprobes/alignments 

  for i in ET1 ET2 ET3 ET4; 

      do 

          export reads=$i-pe100-reads.fq.gz; 

          mkdir -p $base_dir/$i; 

          cd $base_dir/$i; 

          python ~/stampy-1.0.32/stampy.py \ 

          --maxbasequal 93 -g ~/UCEprobes/base/$base -h 

~/UCEprobes/base /$base \ 

          --substitutionrate=0.05 -t$cores --insertsize=200 -M 

\ 

          ../../reads/$reads | samtools view -Sb - > $i-to-

$base.bam; 

      done; 

4. 使用 SAMtools version 1.10 (Li et al., 2009) 删除不能匹配上的 reads，仅保存能

匹配的结果： 

$ cd ~/UCEprobes/alignments && mkdir all 

$ for i in ET1 ET2 ET3 ET4; 

    do 

       samtools view -h -F 4 -b $i/$i-to-BT.bam > $i/$i-to-BT-

MAPPING.bam; 

        ln -s ../$i/$i-to-BT-MAPPING.bam all/$i-to-BT-

MAPPING.bam; 

http://www.bio-protocol.org/e1010201
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    done; 

 
三、保守序列的识别 

根据各物种基因组的比对结果，识别保守区域 (序列间差异低于 5%)，并筛选在各物种

中共有的高度保守序列。 

1. 通过 BEDtools version 2.28.0 (Quinlan and Hall, 2010) 将每个 bam 文件转换为

bed 格式，按照 chromosome/scaffold/contig 的位置对其中的每一行数据进行排序，

并将重叠或邻近的保守区域 (conserved intervals) 合并在一起： 

$ cd ~/UCEprobes/alignments && mkdir bed && cd bed 

$ for i in ../alignments/all/*.bam; do echo $i; bedtools 

bamtobed -i $i -bed12 > `basename $i`.bed; done; 

$ for i in *.bed; do echo $i; bedtools sort -i $i > 

${i%.*}.sort.bed; done 

$ for i in *.bam.sort.bed; do echo $i; bedtools merge -i $i > 

${i%.*}.merge.bed; done 

2. 用 PHYLUCE 中的脚本"phyluce_probe_strip_masked_loci_from_set"删除保守序

列中长度过短 (如 < 80 bp)、含有大量重复碱基 (> 25%) 或不确定碱基 (N) 的序

列： 

$ cd ~/UCEprobes/bed 

$ for i in *.sort.merge.bed; 

      do 

          phyluce_probe_strip_masked_loci_from_set \ 

              --bed $i \ 

              --twobit ../genomes/BT/BT.2bit \ 

              --output ${i%.*}.strip.bed \ 

              --filter-mask 0.25 \ 

              --min-length 80 

      done; 

3. 用"phyluce_probe_get_multi_merge_table"将各代表物种与参考物种共有的保守

序列生成 SQLite 数据库： 

$ phyluce_probe_get_multi_merge_table \ 

    --conf bed-files.conf \ 

http://www.bio-protocol.org/e1010201
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    --base-taxon BT \ 

    --output UCE-to-BT.sqlite 

注：其中 bed-files.conf 文件中列出物种及其对应的 bed 文件，如： 

[beds] 

ET1:ET1-to-BT-MAPPING.bam.sort.merge.strip.bed 

ET2:ET2-to-BT-MAPPING.bam.sort.merge.strip.bed  

ET3:ET3-to-BT-MAPPING.bam.sort.merge.strip.bed  

ET4:ET4-to-BT-MAPPING.bam.sort.merge.strip.bed  

4. 使用"phyluce_probe_query_multi_merge_table"统计参考物种与不同数量的代表

物种共有的保守序列，选取其中一组数量适宜的 (与所有或部分参考物种共有的) 

保守序列以 bed 格式输出，用于后续保守序列的验证和探针设计。以选取参考物种 

(BT) 与所有 4 个代表物种 (如 ET1、ET2、ET3、ET4) 共有的保守序列为例： 

$ phyluce_probe_query_multi_merge_table \ 

        --db UCE-to-BT.sqlite \ 

        --base-taxon BT 

$ phyluce_probe_query_multi_merge_table \ 

        --db UCE-to-BT.sqlite \ 

        --base-taxon BT \ 

        --output BT+4.bed \ 

        --specific-counts 4 

 
四、保守序列的验证 

在进行最终探针设计之前需要对上述识别的保守序列进一步验证。 

1. 首先使用 "phyluce_probe_get_genome_sequences_from_bed"从参考物种  (如

BT) 的基因组中提取上述识别的共有保守序列 (fasta 格式，长度 160 bp)： 

phyluce_probe_get_genome_sequences_from_bed \ 

        --bed BT+7.bed \ 

        --twobit ~/UCEprobes/genomes/BT/BT.2bit \ 

        --buffer-to 160 \ 

        --output BT+4.fasta 

2. 根据这些提取的保守序列，用"phyluce_probe_get_tiled_probes"设计一组临时的双

向探针 (3x density tile)，并删除其中含有大量重复碱基 (超过 25%)、GC 含量过

http://www.bio-protocol.org/e1010201
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高或过低 (小于 30%或大于 70%) 的探针： 

$ phyluce_probe_get_tiled_probes \ 

    --input BT+4.fasta \ 

    --probe-prefix "uce-" --design Probe-v1 --designer JXZ \ 

    --tiling-density 3 --two-probes --overlap middle \ 

    --masking 0.25 --remove-gc \ 

    --output BT+4.temp.probes 

3. 用"phyluce_probe_easy_lastz"对所有探针序列进行比对，其中含有高度相似序列

的探针被视为疑似重复探针而被删除 ("phyluce_probe_remove_duplicate_hits_ 

from_probes_using_lastz")： 

$ phyluce_probe_easy_lastz \ 

    --target BT+4.temp.probes --query BT+4.temp.probes \ 

    --identity 50 --coverage 50 \ 

    --output BT+4.temp.probes-TO-SELF-PROBES.lastz 

注：identity 和 coverage 阈值的设置可能需要根据具体情况进行调整。 

$ phyluce_probe_remove_duplicate_hits_from_probes_using_last

z \ 

    --fasta BT+4.temp.probes \ 

    --lastz BT+4.temp.temp.probes-TO-SELF-PROBES.lastz \ 

    --probe-prefix=uce- 

4. 用"phyluce_probe_run_multiple_lastzs_sqlite"脚本将这组临时探针分别与各基因

组序列进行比对，以确定这些保守序列在各基因组中的位置，并用

"phyluce_probe_slice_sequence_from_genome"提取这些保守序列 (fasta 格式)，

如果探针匹配到基因组不同区域，该保守序列将被删除。 

$ cd ~/UCEprobes/ && mkdir probe-design && cd probe-design && 

mkdir UCE-genome-latsz 

$ phyluce_probe_run_multiple_lastzs_sqlite \ 

    --probefile ../bed/BT+4.temp-DUPE-SCREENED.probes \ 

    --scaffoldlist BT ET1 ET2 ET3 ET4 \ 

    --genome-base-path ../genomes \ 

    --identity 50 --cores 8 \ 

    --db BT+4.sqlite \ 

http://www.bio-protocol.org/e1010201
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    --output UCE-genome-lastz 

$ phyluce_probe_slice_sequence_from_genomes \ 

    --conf UCE-genome.conf \ 

    --lastz UCE-genome-lastz \ 

    --probes 180 \ 

    --name-pattern "BT+4.temp-DUPE-

SCREENED.probes_v_{}.lastz.clean" \ 

    --output UCE-genome-fasta   

注：其中 UCE-genome.conf 文件中列出每个物种及其对应的 2 bit 文件 (含路径)，

如： 

[scaffolds] 

BT: ~/UCEprobes/genomes/BT/BT.2bit 

ET1: ~/UCEprobes/genomes/ET1/ET1.2bit 

ET2: ~/UCEprobes/genomes/ET2/ET2.2bit  

ET3: ~/UCEprobes/genomes/ET3/ET3.2bit 

ET4: ~/UCEprobes/genomes/ET4/ET4.2bit 

5. 统计这组临时探针从各基因组中提取保守序列的情况并建立数据库 

("phyluce_probe_get_multi_fasta_table")，计算不同数量的物种所共有的保守序列

的数量，选取其中合适的一组从所有 (包括代表和基本) 基因组中提取相应的保守

序列 ("phyluce_probe_query_multi_fasta_table")，用于最终探针设计。 

$ cd ~/UCEprobes/probe-design 

$ phyluce_probe_get_multi_fasta_table \ 

    --fastas ~/UCEprobes/probe-design/UCE-genome-fasta \ 

    --output multifastas.sqlite \ 

    --base-taxon BT 

$ phyluce_probe_query_multi_fasta_table \ 

    --db multifastas.sqlite \ 

    --base-taxon BT 

$ phyluce_probe_query_multi_fasta_table \ 

    --db multifastas.sqlite \ 

    --base-taxon BT \ 

    --output BT+4-back-to-5.conf \ 
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    --specific-counts 5 

 
五、最终探针设计 

1. 根据从所有 (包括代表和基本) 基因组中提取的保守序列 (fasta 格式) 设计最终探

针 ("phyluce_probe_get_tiled_probe_from_multiple_inputs")。与设计临时探针的

过程相似，删除含有大量重复碱基 (超过 25%)、GC 含量过高或过低 (小于 30%或

大于 70%) 的探针 (3x density tile、middle overlap、双向)： 

phyluce_probe_get_tiled_probe_from_multiple_inputs \ 

    --fastas ~/UCEprobes/probe-design/UCE-genome-fasta \ 

    --multi-fasta-output BT+4-back-to-5.conf \ 

    --probe-prefix "uce-" --designer JXZ --design UCE-v1 \ 

    --tiling-density 3 --two-probes --overlap middle \ 

    --masking 0.25 --remove-gc \ 

    --output UCE-v1-master-probe-list.fasta 

2. 与设计临时探针的过程相似，用" phyluce_probe_easy_lastz"将所有探针序列进行

比 对 ， 并 删 除 其 中 含 有 高 度 相 似 序 列 的 重 复 探 针 

("phyluce_probe_remove_duplicate_hits_from_probes_using_lastz")： 

$ phyluce_probe_easy_lastz \ 

    --target UCE-v1-master-probe-list.fasta --query UCE-v1-

master-probe-list.fasta \ 

    --identity 50 --coverage 50 \ 

    --output UCE-v1-master-probe-list-TO-SELF-PROBES.lastz 

$ phyluce_probe_remove_duplicate_hits_from_probes_using_last

z \ 

    --fasta UCEA-v1-master-probe-list.fasta \ 

    --lastz UCE-v1-master-probe-list-TO-SELF-PROBES.lastz \ 

    --probe-prefix=uce- 

 

第二部分 UCE 杂交捕获实验 

UCE 的杂交捕获主要包含以下几个主要步骤：DNA 提取、DNA 片段化、文库构建、杂

交捕获富集和测序。目前国内少数生物公司 (如蓝景科信河北生物科技有限公司) 可直
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接接收样品，进行 UCE 的捕获和测序 (需购买相应的 UCE 探针试剂盒)。 

 

材料与试剂 

1. 200 μl，500 μl 和 1.5 ml 离心管 (柏丞科技有限公司)  

2. 八连排管和 96 孔板 (柏丞科技有限公司)  

3. 10 μl，200 μl，1000 μl 枪头 (柏丞科技有限公司)  

4. Qiagen DNeasy 血液/组织基因组 DNA 提取试剂盒 (凯杰生物科技有限公司，

catalog number: 69504)  
5. myBaits® version 4.01 (Arbor Biosciences Corp.)  
6. MICHTM TLX DNA-Seq kit (Mich Scientific, catalog number: NGS 0602)  

7. GeneTech 1x ds DNA HS working Solution (GeneTech, catalog number: 

GM190630，4 °C 避光储存)  

8. 2x NEXTflexTM Primer Mix (BIOO Scientific, catalog number: 4019702)  

9. 2x Kapa HiFi PCR Mix (Kapa Biosystems, catalog number: KK2601)  

10. DNA Marker 分子标准 (500，2,000，15,000；宝日医生物技术 (北京) 有限公司)  

11. RNase A (Solarbio, catalog number: R8021)  

12. 100x SYBR 染料 (-20 °C 避光储存)  

13. UltraPureTM琼脂糖 (Thermo Fisher Scientific, catalog number: 16500100)  

14. Nuclease-free water (Thermo Fisher Scientific, catalog number: AM9932)  

15. 100%乙醇和 80%乙醇 (室温)  

16. 去离子水 (天根生化科技 (北京) 有限公司，catalog number: RT121)  

17. Mich DNA Clean Beads (Mich Scientific, catalog number: NGS-0201-100)  

18. TWEEN®-20 solution (Sigma, catalog number: P9416)  

19. 6x Loading Buffer 上样缓冲液 (天根生化科技 (北京) 有限公司，catalog number: 

RT201) 

20. Tris-HCl 缓冲液 (南京生航生物技术有限公司，catalog number: BC-B-241)  

 

仪器设备 

1. ProFlexTm PCR 扩增仪 (Life Technologies, catalog number: 4483636)  

2. 0.1-2.5 μl，2-20 μl，10-100 μl，20-200 μl，100-1000 μl 移液器  (Eppendorf 
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Research® plus 系列)  

3. 旋涡混合器 (Scientific Industries，vortex-genie2，catalog number: G560E)  

4. 电泳仪 (北京六一仪器厂，catalog number: DYY-6C)  

5. 电泳槽 (北京六一仪器厂，catalog number: DYCP-31A)  

6. 台式离心机 (Eppendorf，catalog number: Centrifuge 5430R)  

7. 高压蒸汽灭菌器 (日本松下健康医疗器械株式会社，catalog number: MLS-3751L-

PC)  

8. Qubit 4.0 (Thermo Fisher Scientific，catalog number: Q33226)  

9. 实验型真空冷冻干燥机 (北京亚星仪科科技发展有限公司，catalog number: LGJ-

10N)  

10. 磁力架 (Mich Scientific，catalog number: Magpow-24)  

11. 恒温震荡金属浴 (杭州博日科技股份有限公司，catalog number: MB-102)  

 

实验步骤 

一、DNA 提取 

高通量测序的文库构建一般需要高质量的 DNA 样品。我们通常用 Qiagen DNeasy 血液

/组织基因组 DNA 提取试剂盒 (凯杰生物科技有限公司)，按照其使用说明进行 DNA 提

取。在 DNA 提取过程中，我们一般将样品用液氮快速冷冻后进行充分研磨，以提高组

织的消化率进而提高 DNA 的提取量；此外会加入少量 (1-2 μl) RNase A 进行短时间消

化 (如室温静置 2 min)，以去除 RNA 污染对后续建库的影响 (尤其针对新鲜标本)。对

于一些长期保存于低浓度 (75%-80%) 乙醇或干制的博物馆标本，可尝试其它 DNA 提

取方法 (如酚氯仿法) 以提高DNA的产量和质量。对所提取的DNA用Qubit检测浓度，

并用凝胶电泳查看 DNA 降解情况 (可为下一步 DNA 片段化提供参考)。一般来讲，较

高质量和总量 (> 200 ng) 的 DNA 可提高后续建库和杂交捕获的成功率，但我们也曾在

20-50 ng 的 DNA 样品中成功捕获上百个 UCE。提取的 DNA 存放在-20 °C 长期保存。 

 

二、DNA 片段化 

目前有两种方法对 DNA 进行打断，以获得一定长度范围的 DNA 片段在 Illumina 平台进

行测序：酶处理和物理打断 (如超声处理)。这两种打断方法在 UCE 实验流程中均有应
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用，但是否其中一种更有利于后续的 UCE 杂交富集实验尚有待研究。 

1. 酶处理方法 (以 Mich 试剂盒中所用酶处理试剂及方法为例)： 

1) 所需试剂解冻后颠倒混匀，短暂离心 (1-2 s) 后置于冰上备用。 

2) 于无菌 PCR 管中配制如表 2 所示反应体系 (所需试剂均包含在 Mich 试剂盒

中)： 

 

表 2. 酶切处理反应体系 

试剂名称 体积 

TLX Buffer Mix 4 μl 

TLX Enzyme Mix 3.2 μl 

gDNA X 

Nuclease-free water Up to 20 μl 

 

3) 吹打或振荡混匀，并短暂离心 (1-2 s) 将反应液离心至管底。 

4) 按照表 3 设置反应程序 (热盖设置为 82 °C)，将 PCR 管置于 PCR 仪中。注：

酶处理时间需要根据初始 DNA 的降解浓度进行调整。 

 

表 3. 酶切处理的程序设定 

温度 时间 

37 °C 20 min 

72 °C 20 min 

4 °C Hold 

 

2. 物理打断 DNA 需要使用超声装置，如 Bioruptor 或 Covaris。以用 Covaris M220

超声仪打断 500 ng 左右 (溶于 130 μl AE 缓冲液) DNA 样品为例，可使用如下参数

设置进行处理： 

峰值功率 (Peak incident power) = 50 

工作系数 (Duty factor) = 10% 

每次打断的循环数 (Cycles per burst) = 200 

处理时间 (Treatment time) = 60-65 s 
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温度 (Temperature) = 20 °C 

样品量 (Sample volume) = 130 μl 

一般高质量的 DNA 打断时间可设置为 65 s，对降解的 DNA 样品需视情况适当

降低打断时间。 

不管用酶处理还是物理打断，片段化后的 DNA 要用凝胶电泳 (点样 2 μl) 查看

条带分布情况，片段化后的 DNA 长度集中在 200-600 bp 为宜。片段化后的 DNA

可存放在-20 °C 冰箱过夜保存。 

 
三、文库构建 

文库构建是指在片段化的 DNA 上修复末端，加上样本特异性标签 (barcode) 以便混样

测序后分拣不同样本的数据，以及适用于高通量测序平台的接头 (adapter) 序列。可选

择适用于测序平台的试剂盒进行文库构建，以 Mich 试剂盒为例，具体步骤如下 (详见

MICHTM TLX DNA-Seq kit 使用指南；注：Mich 试剂盒的末端修复已合并在酶切步骤同

时进行，在此不再赘述；物理打断的末端修复方法可参考相关建库试剂盒的使用说明)： 

1. 接头连接 (Adapter Ligation)  

1) 将所需试剂解冻后颠倒混匀，置于冰上备用。 

2) 如表 4 所示配制反应体系。 

 

表 4. 接头连接反应体系 

试剂名称 体积 

dA-tailed DNA (酶切产物)  20 μl 

TLX ligase Enzyme 2 μl 

TLX ligase Buffer 8 μl 

TLX Adapter for ILM 2 μl 

Nuclease-free water Up to 40 μl 

 

3) 吹打或振荡混匀，并短暂离心 (1-2 s) 将反应液离心至管底。 

4) 将上述 PCR 管置于 PCR 仪中 20 °C，孵育 60 min。 

注：当 DNA 量较低时，可尝试将连接时间延长。 
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2. 连接产物磁珠纯化 (Post Ligation Clean Up)  

1) 将 Mich DNA Clean Beads 置于室温平衡 30 min，并配制新鲜的 80%乙醇。 

2) 吸取 1x 体积的磁珠 (1x，磁珠:DNA = 1:1) 至接头连接产物中，涡旋或移液器

吹打混匀，室温孵育 5 min。 

3) 短暂离心 (1-2 s) 并置于磁力架上，待溶液澄清后弃上清。 

4) 加入 200 μl 新鲜配制的 80%乙醇漂洗磁珠。室温孵育 30 s，弃上清。 

5) 重复步骤 4)。 

6) 开盖干燥磁珠至刚出现龟裂后从磁力架上取下带有磁珠的离心管。 

3. 文库扩增 (Library Amplification)  

1) 将所需试剂解冻后颠倒混匀，置于冰上备用。 

2) 如表 5 所示配制反应体系。 

 
表 5. 文库扩增反应体系 

试剂名称 体积 

Adapter Ligated DNA (纯化产物)  干燥后的磁珠 

PCR Master Mix 10 μl 

i7 Barcode 1 μl 

i5 Barcode 1 μl 

Nuclease-free water 8 μl 

 

3) 上述反应体系吹打或振荡混匀，并短暂离心 (1-2 s)。 

4) 按照表 6 设置反应程序，将 PCR 管置于 PCR 仪中。 

 

表 6. 文库扩增 PCR 设定程序 

温度 时间 循环数 

98 °C 2 min 1 

98 °C 30 s 
6-18 个循环 (根据 DNA 输入量确定)  65 °C 30 s 

72 °C 1 min 
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72 °C 4 min 1 

4 °C Hold  

 

4. 产物磁珠纯化 

同步骤 2。 

5. 文库质量控制 

构建好的样本文库可以通过浓度检测 (Qubit 检测) 和长度分布检测 (电泳条带检测) 

来进行质量评价。 

 

四、杂交捕获富集 

UCE 杂交捕获富集使用 myBaits 试剂盒 (Arbor Biosciences Corp.)。以 myBaits version 

4.01 试剂盒为例，具体操作流程如下  (详见 https://arborbiosci.com/wp-conte 

nt/uploads/2018/04/myBaits-Manual-v4.pdf )： 

注：2018 年 4 月–2020 年 9 月购买的为 myBaits version 4；2020 年 9 月之后购买的为

myBaits version 5.01。使用不同版本的试剂盒具体操作流程稍有区别，请注意参考相应

的使用说明。 

1. 根据Qubit测量的每个样本文库的浓度对多个样品进行混合 (一个反应控制在 8-10

个样品)，混合后的总体积为 7 μl (如需要可加无菌水补足体积；每个样品的 DNA 量

相当，约含 100-200 ng DNA)。如有必要 (文库浓度过低)，可用真空离心机或冷冻

干燥机对样品进行适当浓缩，并重新用 Qubit 测量其浓度。 

2. 杂交 

1) 按照表 7 配制 HYBS 混合体系 (一个反应)。 

 

表 7. 配置杂交反应体系 

试剂 体积 

HYB N 9.25 μl 

HYB D 3.5 μl 

HYB S 0.5 μl 

HYB R 1.25 μl 
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Baits 5.5 μl 

 

a. 体系配好后吹打混匀并短暂离心 (1-2 s)，60 °C 孵育 10 min，期间混匀离

心 2 次。 

b. 室温放置 5 min，取 18.5 μl 用于下步反应。 

2) 按照表 8 配制 LIBS 混合体系 (一个反应)。 

 

表 8. Blockers 混合体系 

试剂 体积 

Block A 0.5 μl 

Block C 2.5 μl 

Block O 2.5 μl 

 

a. 体系配好后吹打混匀并短暂离心 (1-2 s)，将制备好的 7 μl 文库加入其中。 

b. 将混匀的样本置于 PCR 仪中，95 °C 5 min (盖子设置 68-70 °C)。 

c. 之后将 PCR 仪降温至 65 °C 后，加入上步已于室温放置 5 min 的 HYBS 

混合体系 18.5 μl，过夜 (16 h)。 

3. 结合和洗涤 

1) 按照表 9 配制 Wash Buffer X，配好后 65 °C 孵育至少 30 min。 

注：配置好的 Washer Buffer X 可 4 °C 保存一个月，每次使用之前置于 65 °C 

30 min 进行预热。 

 

表 9. 配置 Washer Buffer X 

试剂 体积 

HYB S 400 μl 

Wash Buffer 10 ml 

dd H2O 39.6 ml 

 

2) 准备 myBaits 磁珠 
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a. 将 myBaits 磁珠充分混匀，室温静置 30 min 以上，吸取 30 μl 处理好的磁

珠至 200 μl 微量离心管中。 

b. 将离心管置于磁力架上，澄清后弃上清。 

c. 加入 200 μl Binding Buffer，涡旋或移液器吹打混匀后置于磁力架上，待溶

液澄清后弃上清。 

d. 重复步骤 c，用 Binding Buffer 洗涤 3 次，每次都从磁力架上取下，混匀后

放回。 

e. 加 70 μl Binding Buffer，涡旋或移液器吹打混匀。 

3) 结合 

a. 上步洗涤后产物 65 °C 孵育至少 2 min。 

b. 对上述杂交步骤 2) c 中经 65 °C 过夜 (16 h) 处理后的杂交文库进行涡旋

或用移液器吹打混匀、离心。 

c. 将 a 与 b 混合后吹打混匀并短暂离心 (1-2 s)，65 °C 孵育 5 min，期间混

匀离心 1 次。 

4) 洗涤 

a. 上步结合体系置于磁力架上，弃上清。 

b. 加入 180 μl 预热的 Wash Buffer X。 

c. 从磁力架上取下，吹打混匀并短暂离心 (1-2 s)。 

d. 65 °C 孵育 5 min，期间混匀离心 1 次，然后置于磁力架上，待溶液澄清后

弃上清。 

e. 上述 b-d 步骤重复进行 4 次。 

4. 重悬和扩增 

1) 重悬：取 30 μl Tris-HCl + Tween 混合液 (pH = 8.0-8.5) 加入到上步洗涤后的

磁珠中，将磁珠洗脱下来，分装 15 μl 用于下步扩增体系。 

2) 按照表 10 配制扩增反应体系和 PCR 反应程序。 

 

表 10. 捕获后的文库扩增反应体系 

试剂 体积 
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水 8 μl 

Tris-HCl + Tween 混合液 (带磁珠)  15 μl 

2x Kapa HiFi Mix 25 μl 

2x Primer Mix 2 μl 

 

3) 按照表 11 设置反应程序，将 PCR 管置于 PCR 仪中，盖子设置 105 °C。注：

在满足测序平台所需样本浓度的前提下尽可能减少循环数。 

 

表 11. 捕获后的文库扩增 PCR 设定程序 

温度 时间 循环数 

98 °C 2 min 1 

98 °C 20 s 
12-18 个循环 60 °C 30 s 

72 °C 1 min 

72 °C 5 min 1 

8 °C Hold  
 

4) 纯化：参考建库步骤中的磁珠纯化流程，用 1.5x 的磁珠进行纯化回收。 

 

五、捕获文库质量检测和测序 

捕获后的产物可以通过浓度检测 (Qubit 检测) 和长度分布检测 (电泳条带检测) 和

qPCR 检测来进行质量评价，保证用于后续测序的样本质量。若浓度不理想可进行一次

重复扩增。 

将质检后的文库送测序公司进行测序 (150 bp 双向测序)，并同时提交每个样本的

barcode 序列，以便公司对混样的测序结果进行分拣。 

 

第三部分 UCE 数据分析 

从测序公司得到 UCE 文库测序结果以后，需要用一些生信方法获得 UCE 同源序列，形

成数据集进行系统发育分析。主要流程包含原始数据质控与筛选、数据组装、UCE 序列

的识别和提取、序列比对和数据集质控、系统发育分析 (图 1)。目前用于系统发育基因

http://www.bio-protocol.org/e1010201
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组学分析的软件很多，在此仅对我们比较常用的方法进行简单介绍。 

 

软件 

1. Conda 

https://anaconda.org/anaconda/conda 

2. Python version 2.7 (注：除特别说明外均使用 Python version 2.7)  

https://www.python.org/download/releases/2.7/ 

3. Python version 3  

https://www.python.org/download/releases/3.0/ 

4. PHYLUCE version 1.6 (Faircloth, 2016)  

https://phyluce.readthedocs.io/en/latest/ 

5. Illumiprocessor (Faircloth, 2013)  

https://github.com/faircloth-lab/illumiprocessor/ 

6. BBTools (Bushnell, 2014)  

https://www.bbtools.net/ 

7. SPAdes version 3.14.1 (Prjibelski et al., 2020)  

http://cab.spbu.ru/software/spades/ 

8. Mafft version 7.313 (Katoh and Standley, 2013)  

https://mafft.cbrc.jp/alignment/software/ 

9. RAxML version 8.2.12 (Stamatakis, 2014)  

https://cme.h-its.org/exelixis/web/software/raxml/ 

10. Spruceup version 2020.2.19 (Borowiec, 2019)  

https://pypi.org/project/spruceup/ 

11. PASTA (Seqtools) (Mirarab et al., 2014b)  

https://github.com/smirarab/pasta 

12. AMAS version 1.0 (Borowiec, 2016)  

https://github.com/marekborowiec/AMAS 

13. FASconCAT version 1.0 (Kück and Meusemann, 2010)  

https://www.zfmk.de/en/research/research-centres-and-groups/fasconcat 

14. IQ-TREE version 2.0.6 (Nguyen et al., 2015)  

http://www.iqtree.org/ 

15. Newick Utils version 1.6 (Junier and Zdobnov, 2010)   

http://www.bio-protocol.org/e1010201
https://anaconda.org/anaconda/conda
https://www.python.org/download/releases/2.7/
https://www.python.org/download/releases/3.0/
https://phyluce.readthedocs.io/en/latest/
https://github.com/faircloth-lab/illumiprocessor/
https://www.bbtools.net/
http://cab.spbu.ru/software/spades/
https://mafft.cbrc.jp/alignment/software/
https://cme.h-its.org/exelixis/web/software/raxml/
https://pypi.org/project/spruceup/
https://github.com/smirarab/pasta
https://github.com/marekborowiec/AMAS
https://www.zfmk.de/en/research/research-centres-and-groups/fasconcat
http://www.iqtree.org/
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http://cegg.unige.ch/newick_utils 

16. ASTRAL version 5.6.1 (Mirarab et al., 2014a)   

https://github.com/smirarab/ASTRAL 

 

实验步骤 

一、原始数据质控与筛选 

测序完成后，公司会根据我们提供的 barcode 序列将混合样品的测序结果恢复为每个样

品的数据 (reads)，一般会以压缩的 fastq 格式返回我们。首先需要对这些数据进行质

控，删除其中低质量的 reads 以及接头 (adapter) 序列。很多生信方法都可以完成原始

数据的质控和筛选，如 Trimmomatic (Bolger et al., 2014) 和 BBTools (Bushnell, 2014)。

我们一般用 PHYLUCE (Faircloth, 2016) 中包含的 Illumiprocessor (Faircloth, 2013)，

同时对多个样本的原始数据进行质控。Illumiprocessor (Faircloth, 2013) 需要首先建立

一个 config 文件，其中记录测序平台的接头序列、各样品的 barcode 序列以及种名信息 

(见附录)。 

    以处理含双端 barcode 的测序结果为例，将所有待处理的原始数据文件 (.fastq.gz) 

放在同一目录 (./RawFastq) 中，处理后的数据存入指定目录 (./CleanFastq)，config 文

件为 illumiprocessor.conf，存放在当前目录 (./)，与 RawFastq 和 CleanFastq 并列，计

算核数为 10： 

$ illumiprocessor \ 

    --input RawFastq \ 

    --output CleanFastq \ 

    --config illumiprocessor.conf \ 

    --cores 10 

 

二、数据组装 

很多软件均可用于 UCE 数据的组装，不同软件组装的结果对获取 UCE 序列的影响尚

有待进一步研究。PHYLUCE (Faircloth, 2016) 针对常用的组装软件 Velvet (Zerbino 

and Birney, 2008)、Abyss (Jackman et al., 2017) 和 Trinity (Grabherr et al., 2011)，开

发了相应的脚本用于批量组装多个样本的数据，详见 PHYLUCE (Faircloth, 2016) 网上

教程。 

http://www.bio-protocol.org/e1010201
http://cegg.unige.ch/newick_utils
https://github.com/smirarab/ASTRAL
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    我们一般用 SPAdes version 3.14.1 (Prjibelski et al., 2020) 对每个样本质控和筛选

后的数据进行组装。以样本"JXZ001_sp1"为例： 

$ /home/pc/install/SPAdes-3.14.1/bin/spades.py -o 

JXZ001_sp1_spades.out -1 JXZ001_sp1-READ1.fastq.gz -2 

JXZ001_sp1-READ2.fastq.gz -s JXZ001_sp1-READ-singleton.fastq.gz 

-t 10 --memory 100 

注：JXZ001_sp1-READ1.fastq.gz 为正向序列，JXZ001_sp1-READ2.fastq.gz 为

反向序列。 

    将组装结果生成的"scaffolds.fasta"重新用样本名称命名 (JXZ001_sp1.fasta)。注：

文件名中不要包含中文和特殊字符。 

 

三、UCE 序列的识别 

UCE 序列的识别使用 PHYLUCE (Faircloth, 2016) 中的脚本。 

1. 将各样本的组装结果 (.fasta) 存入同一目录 (./spades-assemblies)，指定结果输

出目录 (./uce-search-results)，并将探针序列文件 (probes.fasta) 放在当前目录 

(./)。 

2. 用"phyluce_assembly_match_contigs_to_probes"脚本，将探针序列与各物种组装

的序列进行比对，以识别其中同源的 UCE 片段并生成 SQLite 数据库： 

$ phyluce_assembly_match_contigs_to_probes \ 

    --contigs spades-assemblies \ 

    --probes probes.fasta \ 

    --output uce-search-results \ 

    --min-coverage 65 \ 

    --min-identity 65 

注：min-coverage 和 min-identity 阈值的设置往往需要根据具体情况进行调整，较

高阈值虽然可以保证序列的同源性，但往往会大大减少识别出的 UCE。 

 
四、UCE 序列的提取 

1. 根据上述识别结果确定要包含在数据集中的样本，有些样本能够识别出的 UCE 非

常少，往往不包含在最终数据集中。将确定的样本名称列入文本文件 (taxon-

http://www.bio-protocol.org/e1010201
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set.conf) 并存放在当前目录 (./)。以 illumiprocessor.conf 中包含的 4 个样本为例，

该文本文件如下： 

[all] 

JXZ001: JXZ001_sp1 

JXZ002: JXZ002_sp2 

JXZ003: JXZ002_sp3 

JXZ004: JXZ002_sp4 

2. 在当前目录 (与目录"RawFastq"和"CleanFastq"并列) 中建立目录"taxon-set"及其

子目录"all"，然后根据识别的 UCE 数据库 (./uce-search-results/probe.matche 

s.sqlite) 用"phyluce_assembly_get_match_counts"脚本建立数据集的控制文件，

并输出到指定目录 (./taxon-set/all/all-taxa-incomplete.conf)。 

$ mkdir -p taxon-set/all 

$ phyluce_assembly_get_match_counts \ 

    --locus-db uce-search-results/probe.matches.sqlite \ 

    --taxon-list-config taxon-set.conf \ 

    --taxon-group 'all' \ 

    --incomplete-matrix \ 

    --output taxon-set/all/all-taxa-incomplete.conf 

3. 根据上述生成的数据集控制文件提取所有样本的 UCE 序列输出到一个 fasta 文件 

(all-taxa.fasta)，存入当前目录 (./taxon-set/all)。 

$ cd taxon-set/all 

$ mkdir log 

$ phyluce_assembly_get_fastas_from_match_counts \ 

    --contigs ../../spades-assemblies \ 

    --locus-db ../../uce-search-results/probe.matches.sqlite 

\ 

    --match-count-output all-taxa-incomplete.conf \ 

    --output all-taxa.fasta \ 

    --incomplete-matrix all-taxa-incomplete.incomplete \ 

    --log-path log   

4. 用 "phyluce_assembly_explode_get_fastas_file"脚本将混合在同一个文件  (all-

taxa.fasta) 中的序列按照 UCE 片段进行分拣 (每个 UCE 片段一个 fasta 文件)，

http://www.bio-protocol.org/e1010201
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存入指定目录 (./taxon-set/all/UCE-fasta_locus)，以便随后进行序列比对。 

$ phyluce_assembly_explode_get_fastas_file \ 

    --alignments all-taxa.fasta \ 

    --output UCE-fasta_locus \ 

 

五、序列比对和数据集质控 

1. 用 Mafft version 7.313 软件 (Katoh and Standley, 2013) 对每个 UCE 的同源序列

进行比对。以使用 E-INS-i 方法对序列 uce-100.fasta 进行比对为例： 

$ mafft --maxiterate 1000 --genafpair uce-100.fasta > uce-

100.mafft.fasta 

可对所有保存在目录 (. /UCE-fasta_locus) 的 UCE 进行批量比对，并存入指定目

录 (. /UCE-mafft)： 

$ for i in ./UCE-fasta_locus/*.fasta; do mafft --maxiterate 

1000 --genafpair  

  $i > ./UCE-mafft/$i.mafft.fas; done 

2. 采用"gene tree and alignment"方法 (Zhang et al., 2020) 检查数据集中的污染序

列和长枝序列。首先针对每个UCE alignment用RAxML version 8.2.12 (Stamatakis, 

2014) 构建单基因树： 

$ for i in *.fas; do raxmlHPC-PTHREADS-SSE3 -T 10 -f d -p 

33567 -s $i -n $i.out -m GTRGAMMA; done 

再用编写的 Python 脚本 (ScanGeneTree.py) 查看基因树中的长枝和污染序

列，并从 alignments 中删除。该脚本可从 Dryad (doi:10.5061/dryad.4f4qrfj7h) 下

载。 

3. 在系统建树分析之前，还需要对序列比对结果进行修剪 (alignment trimming)，以

去除比对较差的区域，并减少数据集中的缺失数据。常见的序列比对修剪软件有

Gblocks (Castresana, 2000)、Spruceup (Borowiec, 2019)、PASTA (Seqtools)  

(Mirarab et al., 2014b) 等。PHYLUCE (Faircloth, 2016) 中有两种方法进行序列比

对修剪：边缘修剪 (edge Trimming) 一般用于样本的分化时间比较接近时 (< 30-

50 MYA)，而内部修剪 (internal Trimming) 常用于样本分化时间相隔较远时 (> 50 

MYA) (Faircloth, 2016)。不同的序列比对修剪方法以及参数设置可能适用于不同的

http://www.bio-protocol.org/e1010201
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研究数据集，往往需要一些摸索。 

我们通常先用 Spruceup version 2020.2.19 (Borowiec, 2019) 检查比对结果中

每一条序列里比对很差的区域并将其转化为 gap，然后再用 Seqtools (Mirarab et al., 

2014b) 删除 Spruceup 处理后的比对结果中含有很多缺失数据的位点。在用

Spruceup 处理前先用 AMAS version 1.0 (Borowiec, 2016) 合并每个 UCE 

alignment 形成串联数据集  (concatenate.fasta) ，并生成相应的分区文件 

(partition.txt)： 

$ python AMAS.py concat -f fasta -d dna -i *.fasta -t 

concatenate.fasta 

注：AMAS 需要 Python version 3。 

然后使用 Spruceup version 2020.2.19 (Borowiec, 2019) 将串联数据中明显比

对不上的小段序列变成 gap： 

$ python -m spruceup concatenate_spruceup.conf 

注：Spruceup 需要 Python version 3；concatenate_spruceup.conf 为 Spruceup 控

制文件，其中包含输入和输出文件名称以及参数设置等。详细信息请参考

https://github.com/marekborowiec/spruceup 

再使用 AMAS version 1.0 (Borowiec, 2016) 将 Spruceup 处理后的串联序列拆

分为单个 UCE alignment： 

$ python AMAS.py split -i concatenate.fasta -f fasta -d dna 

-l partition.txt 

注：AMAS 需要 Python version 3。 

最后通过 Seqtools (Mirarab et al., 2014b) 删除所有 alignments 中 gap 含量很

高的位点： 

$ for i in *.fasta; do run_seqtools.py -infile $i -informat 

FASTA -outfile $i.seqtools -outformat FASTA -masksites 40 -

filterfragments 30; done 

注：masksites 和 filterfragments 阈值的设置需要根据数据集进行调整。 

4. 用 AMAS version 1.0 (Borowiec, 2016) 统计每个 UCE alignment 的基本信息，如

包含的分类单元数量、长度、缺失位点比例、系统发育信息位点比例等，并将结果

合并为一个文件便于检查和筛选。以存于当前目录 (./) 中的所有序列比对文件 

http://www.bio-protocol.org/e1010201
https://github.com/marekborowiec/spruceup
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(./*.fasta) 为例： 

$ for i in ./*.fasta; do python ./AMAS.py summary -f fasta -

d dna -i $i -o ./$i.summary.txt; done 

$ cat *summary.txt >> AMAS_summary.txt 

注：AMAS 需要 Python version 3。 

根据统计结果，去除含有样本数量很少 (如 < 75%) 或长度很短 (如 < 200 bp) 的

UCE，剩余高质量的 UCE 形成最终数据集用于系统发育分析。 

 
六、系统发育分析 

1. 用串联方法 (concatenation method) 进行系统发育分析时，先用 FASconCAT 

version 1.0 (Kück and Meusemann, 2010) 或 AMAS version 1.0 (Borowiec, 2016) 

将筛选的 UCE 序列进行串联，并形成相应的分区文件。再用 IQ-TREE version 2.0.6 

(Nguyen et al., 2015) 对数据集的分区和模型进行优化  (partition and model 

optimization)： 

$ iqtree2 -T 20 -st DNA -s concatenate.fas -p partition.txt 

-m MF+MERGE --prefix concatenate.MFM -cptime 60 -safe --no-

terrace 

然后根据优化后的分区设置和模型构建最大似然 (ML) 树并进行 bootstrap 分

析: 

$ iqtree2 -T 20 -st DNA -seed 10415 -s concatenate.fas -p 

concatenate.MFM.best_scheme.nex -b 100 -wbt --prefix 

concatenate.ML -cptime 60 -safe --no-terrace 

2. 运用溯组方法 (coalescent method) 构建物种树时，首先用 IQ-TREE version 2.0.6 

(Nguyen et al., 2015) 对每个 UCE alignment 构建单基因树并进行 bootstrap 分析： 

$ for i in *.fas; do iqtree2 -T 20 -s $i -m MFP -b 100 -wbt 

--prefix $i -cptime 60 -safe --no-terrace; done 

    用 Newick Utils version 1.6 (Junier and Zdobnov, 2010) 针对单基因树中

bootstrap support 很低 (如 < 30%) 的分支进行删除，以减小其对估算物种树的影

响： 

$ for i in *.tre; do nw_ed $i 'i & b<=30' o > $i-BS30.tre; 

done 

http://www.bio-protocol.org/e1010201
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使用 ASTRAL version 5.6.1 (Mirarab et al., 2014a) 构建物种树。 

$ java -jar astral.5.6.1.jar -i GeneTrees-BS30.tre -o 

Astral.GeneTrees-BS30.tre 2 > Astral.GeneTrees-BS30.log 
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i7:AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCAC*ATCTCGTATGCCGTCTTC

TGCTTG 

i5:AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC*ACACTCTTTCCCTACACGACGCTC

TTCCGATC 
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[tag sequences] 

i5-CATGTACG:CATGTACG 

i5-TGACAGTC:TGACAGTC 

i5-GTGACTGA:GTGACTGA 

i5-ACCTGCAT:ACCTGCAT 

i7-CAGTCTGC:CAGTCTGC 

i7-TGCAGCAC:TGCAGCAC 

i7-AGATCAGC:AGATCAGC 

i7-CGACACGT:CGACACGT 

 

[tag map] 

JXZ001:i5-CATGTACG,i7-CAGTCTGC 

JXZ002:i5-TGACAGTC,i7-TGCAGCAC 

JXZ003:i5-GTGACTGA,i7-AGATCAGC 

JXZ004:i5-ACCTGCAT,i7-CGACACGT 

 

[names] 

JXZ001: JXZ001_sp1 

JXZ002: JXZ002_sp2 

JXZ003: JXZ002_sp3 

JXZ004: JXZ002_sp4 

http://www.bio-protocol.org/e1010201

