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摘要：遗传多样性是生物多样性的重要组成部分，建立稳健的定量计算方法对于研究遗

传多样性的地理分布格局至关重要。传统遗传多样性的计算方法依赖于多序列比对区域

长度一致的 DNA 序列。然而公共数据库中的大量基因序列的长度是不一致的，这为遗

传多样性尤其是单倍型多样性的定量评估带来了极大的挑战。为了解决这个问题，提高

公共数据库的使用效率，我们开发了一种利用核苷酸多样性来计算单倍型多样性的方法。 

本文系统介绍了该方法的基本原理及分析步骤，以期对使用者有所帮助。 
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研究背景：遗传多样性的量化及其空间分布格局的探讨不仅对了解物种进化历史及其种

群动态至关重要，而且对于生物多样性保护策略的制定具有借鉴意义。遗传多样性常用

的指标有核苷酸多样性 (π) 和单倍型多样性 (ℎ) (Goodall-Copestake, 2016; Miraldo et 

al., 2016)。现有的遗传多样性计算方法依赖于样本 DNA 序列比对后长度一致的共有区

域 ， 然 而 公 用 数 据 库 如 美 国 国 家 生 物 技 术 信 息 中 心  (GenBank, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 和 生 命 数 据 条 码 系 统  (BOLD, 

http://www.boldsystems.org/) 中的大多数序列数据由于初始研究目的以及测序技术的

局限，即便在种内水平重叠区域也是不一致的。这为大数据时代挖掘 DNA 序列数据中
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的遗传多样性信息带来了重大挑战，因为按传统的算法进行遗传多样性的评估需要对序

列进行切齐并仅保留共有区域，这便造成了大量信息位点的丢失。在 2016 年 Miraldo

等人开发了一种新的核苷酸计算方法，利用共有区域长度不一致的 DNA 序列数据来估

算物种的核苷酸多样性，并探讨了核苷酸多样性的纬度分布格局 (Miraldo et al., 2016)，

尽管该方法得到了普遍的使用， 但这种方法的估算性能尚未得到评估 (Miraldo et al., 

2016; Gratton et al., 2017; Millette et al., 2019)。此外，作为遗传多样性常用的指标之

一 (Nei and Li, 1979; Nei and Tajima, 1981; Goodall-Copestake et al., 2012) 和生物

多样性保护的重要参考 (Leitwein et al., 2020)，单倍型多样性在宏观遗传学研究中尚未

得到广泛应用。 

单倍型多样性是对样本单倍型信息的量化描述，而核苷酸多样性的计算依赖于样本

中不同单倍型之间的核苷酸差异数目  (Nei and Li, 1979; Nei and Tajima, 1981; 

Goodall-Copestake et al., 2012)。从概念上看：(1) 核苷酸多样性描述了从群体中随机

选取的两条序列间平均的核苷酸差异位点数目；(2) 单倍型多样性描述了从样本中随机

选取两条序列为不同单倍型的概率；(3) 判断两条序列是否属于不同单倍型的标准为这

两条序列间是否存在核苷酸位点的差异。结合 (2) 和 (3) 可得出单倍型多样性描述了

从群体中随机选取的两条序列间存在核苷酸差异的概率。基于此，我们以两条序列间的

核苷酸差异为参数重新定义了单倍型多样性的计算方法 (Fan et al., 2021)，该方法不依

赖统计样本中的单倍型数目及各单倍型频率信息，并且对共有区域不一致的 DNA 序列

数据同样适用。值得一提的是，作为遗传多样性的衡量指标，与核苷酸多样性相比，单

倍型多样性在处理不同长度的 DNA 序列数据中具有较高的精确度和稳定性 (详细结果

请参阅 Fan et al., 2021)，为大数据背景下精确量化遗传多样性供了可能，这对于全面

了解遗传多样性分布格局及其形成机制至关重要，能够加深我们对于生物多样性成因的

理解。为了便于读者理解和使用该方法，本文系统介绍了该方法的基本原理和分析步骤。 

 

基本原理 

通过上述论述，我们可得单倍型多样性描述了从群体中随机选取的两条序列间存在

核苷酸差异的概率，基于此不难得出 (Fan et al., 2021)： 

 ℎ =  
𝑀𝑀𝑘𝑘𝑖𝑖𝑖𝑖>0

�𝑛𝑛2�
  (公式 1) 
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其中𝑘𝑘𝑖𝑖𝑖𝑖 是序列 𝑖𝑖 和序列 𝑗𝑗 之间共有区域的平均每位点核苷酸差异数目，𝑀𝑀𝑘𝑘𝑖𝑖𝑖𝑖>0 样

本两两配对比较中所有 𝑘𝑘𝑖𝑖𝑖𝑖 > 0 的数目, �𝑛𝑛2�为样本两两配对比较的数目。 

由于公用数据库中大多数数据存在共有区域长度不一致的情况，在遗传多样性的计

算过程中主要体现为随机选取的两条序列间重叠区域不一致。基于此，我们采取了

Miraldo et al. (2016) 在计算不同长度数据的核苷酸多样性时的策略，即使用序列间共

有区域的重叠长度（𝑚𝑚𝑖𝑖𝑖𝑖）及其核苷酸差异数目（𝐾𝐾𝑖𝑖𝑖𝑖）对公式 1 中的𝑘𝑘𝑖𝑖𝑖𝑖进行等价替换（即

𝑘𝑘𝑖𝑖𝑖𝑖 = 𝐾𝐾𝑖𝑖𝑖𝑖/𝑚𝑚𝑖𝑖𝑖𝑖）可得公式 2 (Fan et al., 2021)。 

ℎ =
𝑀𝑀𝐾𝐾𝑖𝑖𝑖𝑖/𝑚𝑚𝑖𝑖𝑖𝑖>0

�𝑛𝑛2�
 (公式 2) 

其中 𝐾𝐾𝑖𝑖𝑖𝑖 是序列 𝑖𝑖 和序列 𝑗𝑗 之间共有区域的核苷酸差异数目, 𝑚𝑚𝑖𝑖𝑖𝑖  是序列 𝑖𝑖 和序

列 𝑗𝑗 之间共有区域的长度。 𝑀𝑀𝐾𝐾𝑖𝑖𝑖𝑖/𝑚𝑚𝑖𝑖𝑖𝑖>0 是配对比较中 𝐾𝐾𝑖𝑖𝑖𝑖/𝑚𝑚𝑖𝑖𝑖𝑖 > 0 i 的数目，�𝑛𝑛2� 为样

本配对比较的总数。 

 

分析步骤 

以下分析函数脚本下载地址：https://doi.org/10.5281/zenodo.4722108，将下载脚

本加载至 R 语言工作空间即可。在 CRAN 网站（http://cran-r-project.org/）上可以下载

R 的各种版本，包括 Windows，Linux 和 Mac OX 三个版本，使用者可根据自己的平台

选 择 安 装相 应 的 版本 。 R 语 言 的 使用 教 程 可参 考 Cookbook for R 网 站

(http://www.cookbook-r.com/)，该网站提供了 R 语言基础、数据分析、图形绘制的详细

教程及其示例代码。 

1. DNA 序列比对 

ClustalW (Larkin et al., 2007), Muscle (Edgar, 2004), MEGA (Tamura et al., 

1993) 等常用序列比对软件均可，相关软件的下载安装及使用教程可参考下述

网站: 

ClustalW 软件的使用教程详见：http://www.clustal.org/omega/ 

Muscle 软件的使用教程详见：http://www.drive5.com/muscle/manual/ 

MEGA 软件的使用教程详见：https://www.megasoftware.net/manual.pdf 

 

2. 计算 DNA 序列配对比较结果 
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使用"run_pairwise_function()"，该函数输入数据为上述比对完成的序列文

件，目前仅支持以*.fas 为后缀名的文件，这里以"example_data.fas"文件为例，

输出的计算结果为带 result 字样的 CSV 文件如："example_data_result.csv"。

输入下列命令即可 (见图 1)： 

run_pairwise_function("example_data.fas") 

需要注意的是，具有模糊碱基代码标识 (IUPAC ambiguity codes) 位点的

DNA 序列可能代表着测序错误，为了避免这种测序误差，该函数在处理过程中

将标注为模糊碱基代码标识的位点转化为 NA 值，进而在计算过程中忽略掉该位

点。 

3. 依据配对比较结果计算单倍型多样性和核苷酸多样性 

将上述计算结果输入遗传多样性计算函数"GD_function()"即可,运行该函数

即可输出对应单倍型多样性和核苷酸多样性计算结果 (见图示 1)。为了避免丢

失掉过多的信息，在计算遗传多样性时，我们仅统计两两配对比较中重叠区域长

度超过最短序列长度 50%的结果 (Miraldo et al., 2016)。 

GD_function("example_data_result.csv") 

 

 
图 1 DNA 序列配对比较及遗传多样性计算示例 
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