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摘要：自然选择是生物进化的动力，在分子水平上检测正选择作用，进而识别重要的氨

基酸位点，这对于揭示生物适应性进化机制具有重要的意义。在适应性进化分析中，

PAML 软件包中的 CodeML 子程序是应用最为广泛的一款工具，但由于其晦涩难懂的

参数配置及命令行式的操作让不少新用户望而却步。本文应用新开发的 CodeML 可视

化分析工具—EasyCodeML 对示例数据进行选择压力分析，并给出 CodeML 分析基本

流程，包括格式转换、参数配置、结果解读和绘图等步骤，可为不同物种开展相关分析

提供参考。 
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研究背景 

在 DNA 水平上检测正选择，并找出对应的氨基酸位点是适应性进化分析中不可或缺的

一项重要内容。在基于密码子 (Codon-based) 进化模型的生物软件和资源中，PAML 包

中的 CodeML 程序目前使用最为广泛 (Yang, 2007)。根据序列中不同位点或系统发育

树中不同分支上 ω 值 (非同义替代与同义替换的比值，即 dN/dS 或 Ka/Ks) 不同，

CodeML 中的密码子模型可以分为枝模型 (Branch model)、位点模型 (Site model)、枝

位点模型  (Branch-site model) 和进化枝模型  (Clade model) 四大类 (Yang and 

Nielsen, 1998 and 2002; Forsberg and Christiansen, 2003; Bielawski and Yang, 2004; 
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Zhang et al., 2005)。 

位点模型 (Site model) 常用于检测核苷酸序列中位点的正选择 ( ω >1) 作用，该

模型假设数据集中不同密码子的选择压不同，而支系 (Lineage) 间的选择压力相同。位

点模型中共有 8 个不同假设的模型 (表 1)，其中 M0 和 M3、M1a 和 M2a、M7 和 M8

以及 M8a 和 M8 为四对巢式模型 (Nested model)，M0、M1a、M7 和 M8a 为零假设模

型 (null model)，M3、M2a 和 M8 为备选假设模型 (alternative model)。除 M0 vs. M3 

(不是用于检测正选择) 外，如果备选模型显著优于零假设模型(Likelihood ratio test, p < 

0.05)，表明存在正选择作用 (Yang et al., 2000)。检测正选择作用的巢式模型中，M7 

vs. M8 是检测正选择最为常用的模型对，但由于 M8a vs. M8 得到的假阳性结果更低，

现在也渐渐被使用。当数据中检测到正选择作用后，可以应用贝叶斯经验贝叶斯法 

(Bayes empirical Bayes, BEB) 进一步鉴定可能受正选择作用的氨基酸位点 (Yang et 

al., 2005)。 

  

表 1. 位点模型 (Site model) 中不同模型的背景假设 

模型 背景假设 

M0 (单一率)  假设序列中所有位点具有相同的  ω 值 

M1a (近中性)  假设位点中仅有保守位点 (0 < ω < 1) 和中性位点 ( ω 

= 1) 而没有正选择位点 ( ω > 1) 存在，这两类位点的

比率分别为 p0和 p1，其对应的 ω 值分别为 ω0、ω1； 

M2a (正选择)  在 M1 基础上增加了第三类 ω 值，即假设位点中除了保

守位点和中性位点外，还存在正选择位点 ( ω > 1)，这

三类位点的比率分别为 p0、p1和 p2，其对应的 ω 值分

别为 ω0、ω1和 ω2 

M3 (离散)  该模型假设所有的位点 ω 值呈简单的离散分布； 

M7 (beta)  该模型假设所有位点的 ω 属于矩阵 (0, 1) 并呈 beta

分布 

M8 (beta & ω)  该模型在 M7 基础上增加另一类 ω 值 (ω > 1)  

M8a (beta & ω = 1)  该模型与 M8 模型类似，但将 ω 值固定为 1 (ω = 1)  
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软件运行环境及信息 

1. EasyCodeML 程序为 Java 编写，支持跨平台使用。运行前需确保操作系统中已安

装了 JAVA 运行环境 (JRE 1.6 或更高版本)。JRE 最新版本可从 JAVA 官网下载，

下载链接为：https://www.java.com/en/download/manual.jsp  

2. EasyCodeML v1.41 https://github.com/BioEasy/EasyCodeML 

3. 本文示例数据可以访问作者永硕网盘获取（ http://raindy.ys168.com/ ）；

EasyCodeML 软件子目录 Example 中的 Example2.pml 和 Example2.tre 文件与示

例数据相同。 

 

实验步骤 

1. 分析前数据处理 

1.1 比对序列文件 

用于选择压力的序列文件必须是比对后的 PAML 格式，扩展名为 PML。非 PAML

格式的序列文件，可以通过 EasyCodeML 工具栏下的 "Sequence Format 

Convertor"进行转换，通过拖曳操作将不同的序列格式转化为 PAML 格式 (图 1)。

格式转换前，需要检测编码蛋白的核苷酸序列长度是否为 3 的倍数。除外，序列

中的终止密码子也必须删除，否则容易产生假阳性结果。 

 

  
图 1. 比对序列格式转换 

 

1.2 系统发育树文件 

用于适应性进化分析的树文件必须是不带任何数值的 Newick 格式。如果树文

件中的数值未被清除，可以使用工具栏下的"Tree Cleaner"工具进行过滤 (图 2)。   
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图 2. 树文件过滤器 

 

2. 数据加载及分析参数配置 

EasyCodeML 分析所需要的数据文件准备就绪后，可在 Preset Mode (预置模式) 

中"Setup"标签下加载对应的数据文件，并配置主要参数 (图 3)。 

 

  
图 3. EasyCodeML 参数配置界面 

 

2.1 选择一个本地文件夹作为工作目录，可以直接通过拖曳进行操作。 

2.2 选择 Site Model 作为分析模型 (默认)。 
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2.3 载入已转为 PAML 格式的比对序列文件。 

2.4 载入已过滤掉数值的 Newick 格式树文件。 

2.5 "nt"为线程数，如果计算机资源支持多线程，可以将"nt"选项后的数值调至系统

支持的最大值，但一般不超过 7 (Site Model 中总共有 7 个模型)。 

2.6 物种对应的密码子可以通过"icode"选项下拉菜单进行选择，示例数据为标准密

码子，故使用默认密码子 (0: standard)。 

2.7 通过"Check"检查树文件中类别名称与比对序列的名称是否一致，当弹出

"SeqFile And TreeFile is Ready"时，说明两者名称一致，可以进行下一步的

CodeML 分析。 

3. CodeML 分析 

启动 CodeML 分析前，需要点击"Save Current Profile"以使前面配置的参数信息生

效。点击"Run CodeML"即可开始 CodeML 分析，其运行时间主要取决于数据中序

列长度和数量。当 CodeML 运行完毕，程序会自动弹出"Running Finished"提示，在

LRT 标签下将对数似然法 (log‐likelihood value, lnL) 和参数个数值 (the number of 

parameter, np) 等关键参数显示在界面中(图 4)。 

 

  
图 4. 似然率检验结果 

 

4. 结果分析及绘图 

LRT 结果显示，M1a vs. M2a、M7 vs. M8 和 M8a vs. M8 三对巢式模型的 p 值均小

0.05，说明备选模型显著优于零假设模型，表明存在正选择作用。通过"Export"模块

可将主要结果及参数导出，并自动生成为准发表级的 Excel 表格(图 5)。 
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图 5. EasyCodeML 自动生成的准发表级数据表 

 

如图 5 所示，表中最后一列"Positive Sites"是由 BEB 法鉴定可能受正选择作用

的氨基酸位点。虽然 M2a 中也检测了正选择作用，但其灵敏度未能鉴定受正选择压

力的氨基酸点。相比之下，M8 模型更为灵敏，示例数据中共找到了 9 个显著的正选

择位点(后验概率 ≥ 0.95)。 

在位点模型中，模型对 M0 vs. M3 虽然不是用于检测正选择，但 M3 模型中生

成的的 rst 文件，可用于 dN/dS 的滑窗分析(Sliding windows analysis) 以直观显示

序列中不同位点的选择压力变化。如图 6 所示，可以提取倒数第二列数据进行绘图，

横坐标为比对序列 Codon 位置，纵坐标为 dN/dS 比值，预览图如 Gao et al. (2017) 

一文的 Figure 3 所示，本文不再赘述。 

 

  
图 6. 不同位点的 dN/dS 值 

 

常见问题及解决方法 
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在分析过程中，EasyCodeML 用户可以会遇到一些如下问题： 

1. 为什么 EasyCodeML 无法运行，解压缩包死循环？ 

EasyCodeML.jar，是主程序文件，正常情况下，直接双击即可运行。但如果*.jar 文

件被识别为压缩包，则程序会被系统关联的解压缩软件进行解压缩处理。 

解决方法：是去除*.jar 与解压缩软件的关联，比如 WinRAR 之类的，在参数设

置中去除 jar 的关联，重新关联为 JAVA 程序即可。 

2. 为什么找到的正选择位点在原始比对序列中找不到？  

在 EasyCodeML 中，默认启用了 Clean data 功能(Clean data = 1)，即：比对序列

中如带有 gap，则 gap 所对应的一列序列被忽略不进行分析，从而导致位置发生偏

移。 

解决方法：(1) 需要重新运行 CodeML，分析前将 Clean data 选项前的勾选取

消，即 Clean data = 0，此时数据含有 gap 运行 CodeML 分析，其运算量也相应增

大；(2) 分析前将带 gap 的同一列碱基全部手工删除，找到正选择位点的氨基酸位

置后，再还原对应到原始比对序列上。 

 

小结与建议 

EasyCodeML 以 CodeML 为内核，可以实现 CodeML 分析界面化、自动化操作，生成

准发表级的数据表格。应用 EasyCodeML 进行适应性进化分析，简单易用。但受内核

所限，该软件仅适用于中、小型数据集。对于多基因的 CodeML 分析，推荐使用 LMAP

软件 (Maldonado et al., 2016)；对于基因组级别的数据，则推荐使用软件 PosiGene 

(Sahm et al., 2017) 和 GWideCodeML (Macías et al., 2020)。 
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