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應用參考序列檢測水平基因轉移現象的方法 : 以

Stigmatella aurantiaca 為例 

學生：陳之杭                                指導教授：林勇欣 

生物資訊及系統生物研究所碩士班 

摘要 

水平基因轉移的現象在原核與真核生物中都經常發生，且與相關基因的來源

與功能都有重要的關係。研究水平基因轉移現象，在原核生物中可以了解其如何

適應新環境、得到新的能力，如何與宿主互動等；在真核生物中則可以探究物種

的起源，和基因的功能。現今由於科技的進展，大量的基因序列與基因體資料變

得更容易取得，使我們更容易研究水平基因轉移現象。在此我們嚐試利用大量的

基因體資料，開發廣範圍搜索水平基因轉移現象候選基因的方法；利用 tBLASTn

結果的 bit-score 與比較序列的概念，在兩基因體所做的散布圖中，找出代表特定

蛋白的 outlier 位置點，加以排序之後建立該點的演化樹，由其分類上的不一致對

比樣版演化樹來確認水平基因轉移現象的存在。本研究所使用的模式物種為黏球

菌 Stigmatella aurantiaca，該菌的基因體極大，或許與其內有眾多水平基因轉移

現象有關。 

最後結果顯示此方法可以廣泛找出 Stigmatella aurantiaca 內的水平基因轉移

現象候選基因，但因還未有比對的其它物種，尚無法確認 Stigmatella aurantiaca

的基因體大小與水平基因轉移現象的直接關係。 
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The method of detecting Horizontal Gene Transfer events by applying 

reference sequences : A case study of Stigmatella aurantiaca 

 

Student : Chih-Hang Chen                  Advisor : Yeong-Shin Lin 

 

Institute of Bioinformatics and Systems Biology 

National Chiao Tung University 

 

ABSTRACT 

 

The Horizontal Gene Transfer (HGT) events occur frequently in both prokaryotes and 

eukaryotes. It is important to understand the function and origination of a gene. By 

researching the HGT events, we may figure out how a prokaryote adaptations the 

environment, gains new abilities, and interactions with its’ host. Moreover, we may 

use HGT events to research the origination of species in eukaryotes. Nowadays, more 

and more full genomic sequences and annotated genes has been identified, make us  

easily to discover the HGT events.  

In this study, we try to apply mass amount of genomic data and develop the method 

of wide screen HGT events in species by using the results of tBLASTn (bit-score ) and 

reference sequences. We find the outlier dot from the dot plot which is made by two 

BLAST query hit genomes and analyze the protein of that dot, build phylogenetic tree, 

observe the incongruence of the tree topology, thus, find out the HGT events. We 

use Stigmatella aurantiaca as model organism in this research because the genomic 

size of this Myxococcales is abnormally large, therefor we suppose that it is an result 

of frequently HGT events . The final result show that our method could identify the 

HGT events in a wide range but the relationship between HGT events and Stigmatella 

aurantiaca’s genomic size is still not clear right now, duo to the lack of contrast 

genome HGT events data. 
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Chapter 1 Introduction 

 

1.1 研究動機 

水平基因轉移的現象在原核與真核生物中都經常發生，且與相關基因的來源

與功能都有重要的關係。本研究的主體 Stigmatella aurantiaca 屬於黏球菌目

(Myxococcales)，是一種「兼性補食菌」(facultative predatory bacteria)，這類細菌

棲息在土壤、水中、與人體內，以共同(或單獨)溶解並捕食其它的細菌維生，對

象極廣且不論死活[1]。此類細菌之基因體大小較大，相較於一般細菌 Genome

大小介於 1Mb~9Mb 間[2]，Stigmatella aurantiaca (NC_014623) 的 Genome 有

10.26Mb 之多[3]。這樣基因體大小的差距是為了對抗獵物的防禦機制，自行變異

並保留的？或起因於其補食的特性，使其較易發生水平基因轉移現象，從而得到

補食對象的廣泛選擇能力，便是值得討論的課題。 

本實驗室之前已確認一組由 Aspergillus clavatus 與 Stigmatella aurantiaca 構

成水平基因轉移的例子─基因「STAUR_2131」，但基因的來源與 Stigmatella 

aurantiaca 是否還有其它的基因受到水平基因轉移現象的影響則屬未知，因此本

實驗希望能對 Stigmatella aurantiaca 全基因進行掃描，找出可能發生水平基因轉

移現象的其它基因，判斷其來源以試著解答基因體大小異常的原因，並且發展出

一套新方法以利後續對其它的物種進行水平基因轉移現象的研究。 
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1.2 水平基因轉移 

水平基因轉移(Horizontal Gene Transfer, HGT)又被稱做 Laterial Gene 

Transfer(LGT)，是指遺傳物質在物種間水平轉移的特定現象。在達爾文理論基礎

的遺傳學中，基因物質轉移應該是一代一代在演化樹的枝幹(clade)上發生，即垂

直基因轉移(Vertical Gene Transfer)，但在一些情況下，遺傳物質的轉移是枝幹對

枝幹的(clade to clade)，尤其是在原核生物中更為明顯[4]，這樣的水平基因轉移

現象可以大大加速演化的速率、讓原核生物得到新的特性(比如抗生素的抵抗)。

事實上，水平基因轉移的速率往往高於我們能觀察到的[5]，且是原核生物基因

體變異性的一個很重要影響因子─大約有 81 ± 15%的基因都曾發生過水平基因

轉移現象[6]，顯示出雖然某些特定的水平基因轉移有其限制(如與宿主相關的毒

性基因)，但大部分的基因都是可以被轉移的[7]。水平基因轉移在原核生物中可

以經由轉形(transformation)、結合(conjugation)、轉導(transduction) [8]，和細菌

間的 Nanotube[9]來達成，另外一些海生的 Rhodobacter 可以自行吐出類似噬菌體

的結構來隨機轉移自己的某部分基因序列給其它 Rhodobacter，即 GTA(Gene 

transfer agent)[10, 11]，這樣的基因轉移是完全隨機挑選與隨機插入的，因此驅

動變異的速度非常的快[12]。而真核生物則可藉由吞噬作用(phagocytosis)或內共

生(endosymbiont)的交互作用造成。 

在近期關於海洋細菌的研究中，一個特殊的水平基因轉移現象「GTA」，解

釋了海洋細菌如何快速得到新的特性以有彈性的與環境進行互動，如代謝環境中
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的化學物質、溫室氣體，製造特殊的養分和扮演海洋生物鏈中的特殊功能，其基

因交換的頻率比起以往所預測的高出了驚人的 47%之多[12]。真核生物方面最近

也有研究指出，真菌類雖然因為有細胞壁且失去了胞吞作用的能力，但仍然能經

由水平基因轉移取得新的基因[13]。 

之前的研究對於真核生物的起源與真細菌(Eubacteria)和古生菌(Archaea)之

間的關係有不同看法，比如將真核生物視為古生菌的 sister group、將真核生物分

在古生菌內、或認為古生菌與真細菌都是由一種類似真核生物的祖先

(Eukaryote-like ancestor)來的[14]。而最近關於水平基因轉移的研究協助我們了解

真核生物的基因組成是一種合成的形式(Chimeric)，包含了細菌與古生菌特徵的

基因。進一步由演化樹分析，解決了多序列 alignment 的問題之後，可以建立出

網路形式的演化樹[15]，得到真核生物中由古生菌而來的多半是訊息類

(informational)的基因，而自真細菌來的多半是功能性(operational)基因的結論。

訊息類的基因雖然數量比較少，可是在 protein-protein interaction 中扮演著重要

的角色，且這樣的蛋白質更容易和相同源的蛋白質交互作用[16]。所以自水平基

因轉移現象為起始的研究不只可以探究生物的新特性從何而來，甚至可以探究起

源與基因功能性的領域。 
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1.3 水平基因轉移之特徵 

水平基因轉移現像可以藉由演化分析上的不一致與相關基因組成的不一致

觀察到。所謂演化分析上的不一致指的是有水平基因轉移現象的基因所呈現出的

演化樹分類(pattern)，和拿來做為對照的標準演化樹分類會有明顯的不同。舉例

來說，當我們把一群有類似功能(或同源)但不同物種的基因 align 在一起之後建立

演化樹，再將此樹拿來和其他基因或者物種的演化樹(細菌中通常是利用小核醣

體 RNA─16S rRNA[17]來建)做比較，如果可以發現不一致的分類─通常是距離比

較遠的物種在水平基因轉移現像發生的演化樹中被插進原本近似的物種群中，就

可以直接證明水平基因轉移現像[18]。另一方面，基因組成的不一致也可以做為

水平基因轉移的現象的證據(Composition-based methods)，比如 GC 含量(G+C 

content)、二聯核苷酸相對豐富度(Dinucleotide Relative Abundance, DRA)、和密碼

子偏性(Codon usage bias)等。 

二聯核苷酸相對豐富度是 1995 年由 Karlin S.和 Ladunga I.提出的，表示兩兩

核苷酸共同出現的相對機率，假設序列是完全隨機的，該值應為一常數，所以一

條序列的值相對於該常數的偏差；同 GC content 一樣，可以做為該條序列的特徵

[19]。因此檢測 HGT 候選基因的這些數值，與相鄰基因、HGT 可能來源基因做比

較，較接近後者的結果便預示了水平基因轉移的可能性。密碼子偏性則是基於

tRNA pool，由於大部分的胺基酸都是被一個以上的密碼子定義的，不同的物種

對於同一個胺基酸所喜好使用的密碼子比例甚至密碼子的組成可能不相同，距離
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越遠的物種其差距會越大，且基因內 coding sequences 的密碼子組成會反映此一

偏性，才能使基因內容有效率且無誤的轉譯出來，因此研究密碼子的組成與使用

頻率便可以相當程度代表該 coding sequences 是來自哪個物種[19]，從而得知與

水平基因轉移有關的訊息。 

但是關於水平基因轉移之基因組成分析，都會受到轉移現象發生之後慢慢與接受

者的基因體同化現象的影響，而造成判斷上的困難。比如久遠以前的轉移或是接

受者的演化速率較快，都會造成比對原始來源與現今觀察者基因組成時，可能與

原始來源已較不相像的情況發生。因此，本實驗所利用的方法之一便是將每個基

因之同源基因都與另一條同源基因進行比對，用相對比較並找出歧異點的方法來

解決直接比較組成會碰到的問題。  
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1.4 檢測水平基因轉移現象的方法 

由於 BLAST 本身即是兩序列同源性的應用，因此傳統針對單一基因之水平基

因轉移檢測可以經由全基因組或蛋白資料庫的 BLAST 結果，過濾掉相同或相近的

同源基因，找出序列近似度高但物種關係很遠的基因來當做水平基因轉移現象的

候選者，並進行接下來的演化與基因組成分析。 

但是這樣的分析速度較慢且必須耗費人力去確認”關係很遠的物種”，因此有些檢

查 HGT 現象的方法便被開發了。 

有別於傳統達爾文演化觀念中樹狀的表示法，在原核與真核生物中廣泛發生

的水平基因轉移現象會使演化樹變成網路的形式─即 Phylogenetic network。

Phylogenetic network 的建立讓我們能一目瞭然的知道基因的來源，而其建立法主

要分為：利用 SPR distance 與 Maximum Parsimony[20]。SPR 是一種融合重建演化

樹的方法，將兩棵或以上的樹以最少的移動次數(即 SPR distance)接在一起並建立

internal node 形成 network 的形式，而 Maximum Parsimony 則是在序列改變次數

最少的前提下嘗試加入 inter node 以使一個圖可以符合眾多分類法。但這樣改變

樹的型態的方法的前提都必須是原圖的不一致性是起因於演化上如基因轉移現

象，建樹的基因選擇困難[20]，且無法廣泛的針對 Genome 進行檢測。因此我們

嚐試開發一套方法流程完成廣泛的水平基因轉移現象檢測。  
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Chapter 2 Material and Methods 

2.1 主要實驗構想 

我們的主要實驗構想是利用三條序列─分別為 Stigmatella aurantiaca (或者

其他輸入的 query 序列)上的基因序列 (假設為物種 A)，和我們的 Genome 

database 中與該序列為同源關係的另外兩條序列 (假設為物種 B、C)，來進行比

較。此三條序列可以做出類似[Figure.1]上圖的演化樹形式，假設此樹為此三物種

的 Species tree 或一般認知的基因建立的 common tree (如 16SrRNA)。在正常的演

化情況下，此三物種內的任何同源基因樹應該都會維持這樣的排列法，也就是 A

至 B 的演化距離與 A 至 C 的演化距離應該會呈現一固定的值[Figure1.up]。但有水

平基因轉移現象發生在 A 與 B、或 C 之間的時候，該 A 的基因和 B、C 內的同源

基因所建立的演化樹將與原本的發生不一致的現象，因此其距離的比值便會和原

本的不同[Figure1.below]。 

另外，利用前述的 A、B、C 三條序列兩個距離的關係，我們可以建立出一

個散布圖上的點[Figure2.up]。假設要研究 A 物種的水平基因轉移現象，那就可以

利用 B 為 Y 軸，A 至 B 的距離為 Y 座標，以及 C 為 X 軸，A 至 C 的距離為 X 座標，

則此圖上代表 A 的基因的點，其座標便是 (A-C,A-B)。綜合了許多 A、B、C 物種

內同源基因的點之後，便可以建立一個以 B、C 為 X-Y 軸，A 之基因為點的多點

散布圖[Figure2.below]。此圖內的點如之前所假設，大部分 X/Y 的比值應為定值，
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也就是呈線性關係。但假設有些點(基因)發生了水平基因轉移現象的話，由於其

比值與原本不同，在圖上便會產生 outlier 的現象。根據這樣的假設，只要能夠

建立所有 Genome 對 Genome 的比較組(即 all-against-all 比較)，抓出其同源基因

中的 outlier 點，我們便能大量檢測水平基因轉移現象。 

本方法利用 PhP 程式語言為基礎，應用了 BLAST 的資料，R 語言計算 Mahalanobis

距離，CLUSTALW 和 MEGA 進行 alignment 與演化樹的建立，詳細的流程圖為

[Figure.3]。 

2.2 tBLASTn 

大部分尋找水平基因轉移方法應用的是 BLASTp。但 BLASTp 精準卻很容易受

到蛋白資料缺失的影響，且水平基因轉移現象亦不一定是以基因為單位跳躍，因

此在動機為廣泛大量搜尋的情況下，我們便選擇以Genome為nucleotide database

的 BLASTn，如此便可利用完整的基因體做搜尋。在 Query 的部分，由於演化時

間較長時核酸序列的改變容易飽和，便無法觀察到相應的改變，因此我們依然使

用蛋白序列為 Query，應用的 BLAST 便是 tBLASTn。 

本實驗 tBLASTn database 所取用之基因體序列皆來自 NCBI FTP，「Genomes」資料

夾下的「Fungi」及「Bacteria」 (實際上包含了 Eubacteria 及 Archaea)下的.fna(FASTA 

Nucleic Acid file)檔案，BLAST 之 query 為「Bacteria」資料夾下 Stigmatella aurantiaca

的.faa(FASTA Amino Acid file)檔案，其內含所有 Stigmatella aurantiaca 已確認之蛋
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白序列。利用 BLAST+做為 BLAST 工具[21]，其原始碼可以在 NCBI FTP 下載[22]；

e-value cutoff 為 10-5、輸出型式為 .csv。 

根據 The NCBI Handbook 的介紹，BLAST 之 score 可以代表 alignment 程度的好壞，

換句話說可以代表兩序列間的同源性，而經過標準化後的 bit-score 更可以用來比

較不同 alignments 間的關係，即使它們應用不同的 scoring matrix 亦可[23]。因此，

我們將 tBLASTn 結果之 bit-score 輸出之後用來當做後續研究之參數。 

 

2.3 all-against-all 比對 

利用 PhP 程式語言，將 BLAST 後得到的所有結果依照不同的 Genome 進行分

類，並建立兩兩 all-against-all 之索引。想法是每個 Genome 皆和另一個 Genome

進行一次比對，找出共同 Stigmatella aurantiaca 蛋白質之 hit 當做一個資料點，

並佐以該點在各自 Genome 上的 bit-score 當做該點的坐標，如此便可得到以兩

Genomes 為 X-Y 軸、對應之 Stigmatella aurantiaca 蛋白質為資料點的散布圖

[Figure.4]。 

但用此方法偵測水平基因轉移時會受到 Paralogous 的影響，增加分析的難度

與時間。基於水平基因轉移之序列相似度應該會大於 Paralogous，因此同一個蛋

白在特定 Genome 上的 hit 只取最高 bit-score 分數的結果，進行過濾後接著下面

的分析。 
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2.4 比較序列 

得到兩 Genome 比對之散布圖之後 (後稱此兩 Genome 為一「比較組」)，此

圖便有比較序列之意義，在上面的蛋白資料點在兩 Genome 上都有同源的基因。

假設完全沒有水平基因轉移現象，影響此兩 Genome 上資料點之 bit-score 值的因

素只有 Paralogous(最高 bit-score 分數的)和 Orthologuous。雖然各物種間演化速

率不同，但這些同源基因在物種內的演化速率應是一致的，因此資料點應該會呈

現一線性的圖形[Figure.5 ]。 

以演化上的角度來說，水平基因轉移是非垂直的現象，有水平基因轉移的基

因與其基因來源的序列距離會小於無水平基因轉移的同源基因，假設完全沒有水

平基因轉移現象發生，兩同源序列到該基因的距離應是一致的，可參考

[Figure.11.up]。 

因此有水平基引轉移現象發生的資料點，與其有水平基因轉移關係的

Genome 和另一正常同源關係的 Genome 所形成之資料點便會產生群組中偏移；

有水平基因轉移關係的 Genome 上的 bit-score 值應會比理論上來的大，在圖上便

會呈現 Outlier 的形式。如此，只要能偵測每個比較圖中的 Outlier 點，便能找出

可能是水平基因轉移現象的候選基因[Figure.5]。 

 

2.5 Outlier 檢測 

Outlier 檢測主要有兩種分類，一為單變量方法(univariate methods)，與現今
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較多研究利用的多變量方法(multivariate methods)。多變量分析方法中依據取得

資訊的不同又可分為統計法(Statistical)，基於距離(Distance)與分群(Clustering)的

數值採礦(Data-Mining)法[24]。先前的研究指出統計法在處理大量而複雜的數值

資料上優於數值採礦法[25]，雖然會受到覆蓋(Masking)與圍困(Swamping)效應的

影響，但我們並不執行任何 outlier 的去除，因此受到的影響不大。[26] 

統計法中最常被利用的距離標準是 Mahalanobis 法[27]。假設有 n 組數據，影響

的維度為 p，整組的 mean vector 為𝑥̅n，其 covariance matrix 為： 

 

則每個點與其 mean vector 之經過標準化後的 Mahalanobis 距離為： 

 

 

 

2.6 排序與 Alignment 

得到 Mahalanobis 距離後我們自動進行排序，挑出距離比較大的點做為水平

基因轉移候選並進行分析。我們可以指定要瀏覽的組數，程式會自動將此範圍內

相同的水平基因轉移候選(來自不同比較組)視為一個群組 (此後稱為「候選基因

群組」)，並且取得該該水平基因轉移候選蛋白質的 nucleotide coding sequence、

及兩 Genome 上 BLAST hit 的 nucleotide 序列，也就是說，當此候選基因群組內只



 

12 
 

有一組比較組時，裡面的序列便是該 Stigmatella aurantiaca 水平基因轉移候選與

比較組兩 Genome 序列各一，當群組內有兩組比較組時，裡面的序列便是一條

Stigmatella aurantiaca 與四條 Genome 序列，但程式會自動刪除重複的序列資料

(比較組的其中一個 Genome 可能和另一個比較組的 Genome 重複，基於同一個

蛋白在特定 Genome 上的 hit 只取一組，這兩個由同一蛋白對到同一 Genome 的

序列會是完全相同的)。 

之後，自動利用 CLUSTALW[28]，將 nucleotide 序列轉成胺基酸後進行 Multiple 

Alignment，並輸出 nucleotide 形式的 Alignment 結果。 

 

2.7 結果驗證 

我們應用 MEGA 做為分析工具[29]，此軟體協助我們針對每個水平基因轉移

候選建立演化樹，演化樹的種類為 Neighbor-Join、Amino acid distance、Scoring 

Matrix 為 PAM。假設有水平基因轉移現像的話，此樹已經可以看出分類上的不一

致性，但仍須對照樣版演化樹才能真正確定。 

用來對照的樣版演化樹，可以利用 Housekeeping gene 建成，微生物中最常被利

用的是小核醣體 RNA(16S rRNA)，由於它廣泛存在於所有細菌中，且功能沒有

隨著時間轉變，1500bp 的大小也足以涵蓋必要的資訊[17]。但有研究指出在物種

太相近或是分化的時間點不長的話，小核醣體 RNA 沒有辦法有效的分類出這些

物種[30]。因此，我們利用近似於 MLST(Multilocus sequence typing)微生物分類
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法的概念[31]，將好幾條序列串接在一起來建立樣版演化樹。方法是隨機在比較

組內挑選十條正常非 Outlier 的 Stigmatella aurantiaca 基因，且這些基因必須對候

選基因群組內的每個 Genome 都有 hit，因此可以抓出代表每條 Genome 的序列。

將這些 Stigmatella aurantiaca 基因各自與其候選基因群組內的 Genome 序列進行

Multiple Alignment 後再串接起來(為了避免不同基因間互相干擾)，便完成樣版演

化樹。但假如沒有十條共同的基因可以選擇的話，仍然要使用小核醣體 RNA 來

建立演化樹。 

最後比較這兩者之間演化樹分類上的不同，觀察是否有類似水平基因轉移的插入

現象。 
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Chapter 3 Result 

 

3.1 tBLASTn 的適用性 

本實驗承接何宜佩的發現[32]，Stigmatella aurantiaca 基因 STAUR_2131 (YP 

003951762.1)與 Fungi 類有水平基因轉移現像[Figure.6]。此實驗與前述的其他方

法大部分都是利用 BLASTp 做為研究發現的基礎，因此要利用 Stigmatella 

aurantiaca 來開發使用 tBLASTn 為基礎的新方法勢必要確認 tBLASTn 也能找到

BLASTp 可以找到的結果。 

由於本方法目標是掃描全 Genome，而 Figure.4 中只有 A.oryzae、S. aurantiaca、

A.fumigatus、A.nidulans、N.crassa (紅色與藍色邊框)有完整的基因組。利用 Figure.4

中的蛋白為 query 進行 tBLASTn 對應本實驗的 database 後，可以發現 Figure.4

該有的 hit 都可以被找到，但同樣以核酸為 database 的 BLASTn 就只能掃到

STAUR_2131 了 [Table.1]，這表示蛋白序列所含有的資訊較核酸多，因此本方法

選用 tBLASTn 做為研究基礎。 

 

3.2 Mahalanobis 距離輸出與排序 

由於同樣值點的 Mahalanobis 距離在不同的比較組中，其大小會不相同，因

此單純按照距離大小排序並不足以判斷水平基因轉移現像的顯著性。事實上，序
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列太相似的比較組(常是同一種菌的不同品系)，只要序列稍微不同就會造成相當

大的 Mahalanobis 距離。 

序列間微小的差異不是此方法研究的重點，且這樣的輸出結果會大大增加研

究者篩選可能的轉移現象的時間。為了避免這樣的誤判我們對比較組的基因體相

似程度做了限制，在基因體相似度<70%時，前幾名的 Mahalanobis 距離輸出結果

之序列差異與比較組物種的差異才比較接近可能為水平基因轉移現象的結果。 

另外，為了節省運算時間，我們也想找到 Mahalanobis 距離能成為 outlier 的最低

點。在所有輸出結果中有距離為 10 的基因點的比較組是 NC_014844.1 對

NC_014148.1 蛋白點名稱為「YP_003951646」，如[Figure.7]可以看出圖上已有更

明顯的 outlier「YP_003956356」，而該點的 Mahalanobis 距離為 39.83429，其餘

圖上明顯的 outlier 皆介於此值之間，因此我們先設定輸出的 outlier 閾值必須大

於 10。 

如此，最後輸出的 Stigmatella aurantiaca 水平基因轉移現象候選基因一共有

3733 個。 

 

3.3 STAUR_2131 散布圖分析 

最終結果中與 STAUR_2131 有關係的比較組一共有六組，如[Table.2]所示，

其中三點的散布圖[Figure.8]，皆可以看出 STAUR_2131 在這樣的比較組中是明顯

的 outlier(圖上箭頭位置)，且圖形大致上呈線性分布，因此此方法確實能有效的
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將有水平基因轉移現象的點規類為 outlier。但當比較組中的物種較遠時，比如

NC_015957(Bacteria)和 NW_001884672(Fungi)，由於本身序列差異就比較大，因

此有共同對 Stigmatella aurantiaca 基因的 Hit 自然就很少，點數少的情況下看起

來線性的狀態就不佳，但 Mahalanobis 距離大的點仍然可以看出是

outlier(STAUR_2131)。 

 

3.4 STAUR_2131 演化樹分析 

將表二的六組比較組融合成 STAUR_2131 的候選基因群組，便可以建立一組

含有八組物種的群組，其演化樹為[Figure.9]。YP_003951762.1 (STAUR_2131)被分

在 Fungi 群中，最接近的是 NC_017850.1(M.oryzae)。在外面則是前述演化樹中被

認為最接近 STAUR_2131 的 NC_007198 (A.fumigatus)。此數整體的分類和前述演

化樹一樣是將 STAUR_2131 分累入了真菌群(藍色條)內，是明顯的水平基因轉移

現象，此外，圖上的另外兩個細菌類(紅色條)則 group 在一起後成為 outgroup，

間接說明此分類的正確性。 

我們仍應檢視樣版演化樹，但此候選基因群組其物種間差異太大，因此

STAUR_2131 的候選基因群組中只有一個共同基因「YP_003951700」，這樣建出來

的樣版演化樹[Figure.10]或許沒有很強的效力，但仍然可以看到預想的結果─細

菌群與真菌群被完整的分離開來，且 Stigmatella aurantiaca 的位置是在細菌群內

的。而一般狀況下無法連接共同基因來建立樣版演化樹時應該要利用小核醣體
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RNA，但此處的問題是 Fungi 類並沒有此一基因，因此無法利用小核醣體 RNA

建立樣版演化樹。 

 

3.5 其餘的水平基因轉移現象候選基因 

此次實驗篩選出了 3733 個水平基因轉移現象的候選基因，前一千組資料，

Mahalanobis 距離最大前三名分別為 YP_003950678.1、YP_003955618.1、

YP_003954354.1、YP_003953284.1，分數分別為 405、308、303、295 分。其演

化樹及樣版演化樹都顯示出分類上不一致的地方。 

首先 YP_003950678.1 [Figure11.up] 的演化樹呈現了其與 NC_009328.1 

(Geobacillus thermodenitrificans)、NC_006510.1(Geobacillus kaustophilus)演化距離

的差距，但在樣版演化樹上此差距變得相當小，顯示 YP_003950678.1 可能與

NC_009328.1 有水平基因轉移現象。 

YP_003955618.1 [Figure12.up] 則呈現了更極端的現象，顯示 YP_003955618.1

與 NC_007973.1(Cupriavidus metallidurans)分類在一起，而樣版演化樹則是正常的

Cupriavidus 屬：NC_007973.1 與 NC_010528.1 (Cupriavidus taiwanensis)分類在一

起，足見 YP_003955618.1 與 NC_007973.1 有水平基因轉移現象。 

YP_003954354.1 [Figure11.below]與 NC_003869.1(Caldanaerobacter 

subterraneus)分類在一起，但樣版演化樹顯示 Caldanaerobacter subterraneus 的分

類應與 NC_010320.1、NC_014964 等 Thermoanaerobacter 屬的較為接近，事實
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上，連在原演化樹中看似 outgroup 的 NC_014538.1 都是屬於

Thermoanaerobacteraceae 科的，和 Stigmatella aurantiaca 在分類上「門」的位階

就不同，因此樣版演化樹的結果應是可信，如此一來原演化樹極有可能是由

Thermoanaerobacteraceae 科的細菌水平基因轉移入 Stigmatella aurantiaca 的 

YP_003954354.1 結果。 

YP_003953284.1 [Figure12.below] 則是另一個水平基因轉移的例子，

YP_003953284.1 與 NC_017067.1(Marinobacter hydrocarbonoclasticus)群組在一起，

而未與其餘的 Marinobacter NC_008740.1、NC_017506.1 合在一起，似乎是水平

基因轉入的現象。 

綜合以上的觀察我們可以說此方法確實在一定程度內能自動且大範圍的檢測出

水平基因轉移現象候選基因。  
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Chapter 4 Conclusion 

 
本研究的目的在開發一套方法，能夠自動大量檢測特定物種的全基因組與所

有有完整 genome 序列的物種之間是否有水平基因轉移現象產生，降低之前的方

法所需的人力與時間成本，跳脫之前的方法會受到未確認基因 missing data 的限

制，得到更多轉移候選基因來進行接下來的實驗與分析工作。 

由本研究的結果顯示此方法確實能夠大量的挑出有水平基因轉移現象的候

選基因，並建立出可供後續研究的演化樹。但是本方法在針對跨物種距離較遠或

組數太多、太少的候選基因群組時會因為找不到共有基因而使樣版演化樹的效果

不盡理想，但仍然可以嘗試利用 16srRNA 或尋找特定的研究以建立樣版演化樹。 

本研究完成後確認 Stigmatella aurantiaca 有 3733 個基因曾經與其他物種發生水

平基因轉移現象，且此數目可能還會因為除去本實驗中的限制而增加。 
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Chapter 5 Disscussion 

 
本方法雖然可以廣泛尋找水平基因轉移現象，但在開發階段 all-against-all

比較的分析時間，tBLASTn 的時間和最後處理跑 CLUSTALW 與 MEGA 的時間過久，

勢必需要找出能夠更快分析的方法。另外，最後的實驗輸出仍然需要人工去確認

是否有水平基因轉移現象。 

本方法候選基因從哪裡來，甚至是之後到哪裡去的問題。建立了眾多可能有

水平基因轉移現象的演化樹之後便可以採取前述 SPR 方法以建立 phlogenetic 

network，如此或許可以完整的呈現一個基因的旅程。因此，本方法可以視作是

建立 phlogenetic network 得前置工作，可以大量得到有效的 data 以供後續研究。 

另外，雖然此法可以篩選出水平基因轉移候選，但水平基因轉移現象的確認仍需

結合其他方法，比如 GC content 與 Codon usage 等方法。 

另外當比較組中的 Genome 序列太相近時，一點點序列差異便會使

Mahalanobis 距離變得相當大，本次實驗中最大的距離高達 923，但此兩組 genome

為同種不同品系、其序列差異僅只有 1 個 nucleotide，這樣的差異極有可能只是

普通演化現象造成的多樣性，並不是此方法所要討論的重點，因此我們限制了序

列間的相似度必須<70%。但，這樣的限制雖然讓前幾名的輸出能呈現物種的差

異性，仍不能排除有漏掉可能基因轉移現象的可能性。 
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本次研究觀察到 Stigmatella aurantiaca 的水平基因轉移率有 3733 個，並不

算特別突出，因此無法直接證明其基因體大小的異常現象是否和水平基因轉移現

象有關，且我們的方法內仍有需要完全確認的地方，比如 BLAST 的準確性、e-value

條件的設定是否真的可以完整的找到所有的同源基因，又或者 Mahalanobis 的計

算方法，是否能夠完整的找出所有的 outlier，又或者有些 Genome 的構造會使此

方法產生誤差，如真菌類的 Intron 等。 

最後，為了真正確認 Genome 大小與水平基因轉移的關聯性，我們仍然需要

用此方法來檢視比較一般的菌種，如 E.coli，來做為對照以說明此假說是否成立。 
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Figure 1 ：利用演化距離不一致確認水平基因轉移現象 

給定 Genome A、B、C，如果物種演化樹為上圖，A、B、C 的共有同源

基因之演化樹形式應該呈如此排列，因此 A-B/A-C 應為定值。 

在有水平基因轉移現象發生的時候，由於該特殊的基因是經由轉移現象獲得 

其距離必定與一般演化得到的基因不同，A-B/A-C 的比值因此而產生差異。 

這樣的差異便可以化為座標差異應用在後面的散布圖觀念中。 
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Figure 2 ：利用三條列間的距離建立比較組散布圖 

利用 B 為 Y 軸，A-B 的距離為 Y 座標，C 為 X 軸，A-C 的距離為 X 座標 
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Figure 3 ：方法流程圖 

本實驗由 tBLASTn 開始 (深藍色區塊)，將欲知物種的全蛋白序列為 query 對

細菌、古生菌、真菌的全基因體進行 BLAST。得到特定蛋白的結果後紀錄其

Bit-score。接著開始進行程式比對部分(橘色區塊)，首先排列兩兩 Genome 做

all-against-all 比對，假設一蛋白在這兩個 Genome 上都有 Hit 的話就可以有一個

資料點，掃描所有共同蛋白後得到一散布點圖，利用 Mahalanobis 距離找出群組

中 outlier 的點。最後的是排序與分析部分(淺藍色區塊)，將 Mahalanobis 距離大

的點挑出利用 CLUSTAL W alignment 後，以 MEGA 建立演化樹，輸出最後的結果。  
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Figure 4 ：all-against-all 比對與比較組 

由上半部分 BLAST 的結果開始，假設 query 之蛋白為 α，其與 genome A、B、

C 皆有 hit。紀錄這些 hit 的 bit-score 後，進入到下半部分進行 genome 間

all-against-all 比對，會比較 AB、BC、AC(圖上未顯示)，這兩兩 genome 便被稱為

「比較組」，並可以畫出一個以兩 genome 為軸，bit-score 為刻度之散布圖。共

同對應到的蛋白 α 便以在各自 Genome 上的 bit-score 為 X-Y 坐標，在圖上形成一

資料點。 

  

Genome C 
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Figure 5 : 比較序列與 outlier 

當我們得到比較組，畫出散布圖，標出所有在其上有 hit 的蛋白點之後，便

可以得到一個有眾多點的群組，一般情況下 Genome B、C，到共同同源的蛋白點

的距離應該是成比例的線性形態(上左)，只是距離較遠的線性可能會有偏向(上

右)，如此群中 outlier 的點便可能是水平基因轉移現象造成的，下圖為一實際的

例子，在 NC_005957.1 與 NC_011658.1 genome 比較組中出現的 outlier 蛋白。  

B 

C 

C 
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Figure 6：STAUR_2131 之演化樹 

此樹的分類將屬於 Bacteria 的 Stigmatella aurantiaca 基因分類入 Fungi 內，

顯示出此基因是由 fungi 轉移過來的。 

紅色與藍色邊框是本實驗有包含的 dataset，紅色為 Bacteria，藍色為 Fungi。 

原圖來自何宜佩發表之碩士論文[32]。 

  

 FA|A. oryzae|BAE66289.1|unnamed protein product

 FA|A. flavus|XP 002384622.1|conserved hypothetical protein

 FA|A. oryzae|XP 001827422.2|glucuronan lyase A

 FA|A. flavus|XP 002378726.1|conserved hypothetical protein

 FA|A. oryzae|XP 001823345.1|glucuronan lyase A

 FA|T. stipitatus|XP 002484423.1|integral membrane protein

 FA|P. marneffei|XP 002149242.1|conserved hypothetical protein

 B|S. aurantiaca|ZP 01465287.1|hypothetical protein STIAU 2222

 B|S. aurantiaca|YP 003951762.1|hypothetical protein STAUR 2131

 FA|A. clavatus|XP 001274384.1|conserved hypothetical protein

 FA|N. fischeri|XP 001259598.1|hypothetical protein NFIA 076310

 FA|A. fumigatus|XP 753554.1|conserved hypothetical protein

 FA|A. fumigatus|EDP51830.1|conserved hypothetical protein

 FA|S. macrospora|CBI55925.1|unnamed protein product

 FA|N. crassa|XP 959843.1|hypothetical protein NCU05852

 FA|A. nidulans|XP 657616.1|hypothetical protein AN0012.2

 FA|N. haematococca|XP 003041896.1|hypothetical protein NECHADRAFT 52969

 FA|M. anisopliae|EFY98252.1|glucuronan lyase A

 FA|H. jecorina|BAG80639.1|glucuronan lyase A

 FA|C. globosum|XP 001226268.1|hypothetical protein CHGG 08341

 FA|M. oryzae|XP 363838.1|hypothetical protein MGG 01764
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100
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BLAST 

type 

Query Hit target  Subject 

seq start 

Subject 

seq end 

Blastn c2627104-2626334 

(STAUR-2131 coding 

region) 

NC_007198.1 

(the only one hit) 

2798658 2799151 

tBLASTn YP_003951762.1 

(SRAUR-2131 Protein) 

NC_007198.1 2798586 2799350 

tBLASTn XP_753554.1 (Aspergillus 

fumigatus Af293) 

NC_007198.1 2798523 2799350 

tBLASTn YP_003951762.1 

(SRAUR-2131 Protein) 

NW_001884672.1 1345381 1344695 

tBLASTn XP_001827422.2 

(Aspergillus oryzae RIB40) 

NW_001884672.1 1345381 1344695 

tBLASTn YP_003951762.1 

(SRAUR-2131 Protein) 

NT_107015.1 42199 42885 

tBLASTn XP_657616.1 (Aspergillus 

nidulans FGSC A4) 

NT_107015.1 42130 42885 

tBLASTn YP_003951762.1 

(SRAUR-2131 Protein) 

NW_001092400.1 14676 13987 

tBLASTn XP_959843.1 

(Neurospora crassa 

OR74A) 

NW_001092400.1 14745 13987 

Table 1 ：tBLASTn 效力驗證 

利用 Figure.4 之蛋白為 Query 進行 BLASTn 與 tBLASTnQuery 欄對應 Figure.4 中的蛋

白，Hit target 欄為 BLAST 後 hit 到的 Genome，標示紅色為 Figure.4 中有的蛋白，在本實

驗中也有被找到。可以看出圖中的蛋白全部都能夠利用 tBLASTn 的方法找出。 
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Figure 7：NC_014844.1 對 NC_014148.1 比較組散布圖 

箭頭處為 outlier 點 

 

M.distance 比較組       

  A Species  B Species  

16.8986814 NT_107015.1 A.nidulans NC_017850.1 M.oryzae 

15.6519429 NC_016582.1 S.bingchenggensis NC_007198.1 A.fumigatus 

13.9237548 NC_015957.1 S.violaceusniger NC_007198.1 A.fumigatus 

11.8339654 NS_000201.1 P.chrysogenum NT_107015.1 A.nidulans 

11.2209951 NS_000201.1 P.chrysogenum NC_007198.1 A.fumigatus 

10.6673748 NC_015957.1 S.violaceusniger NW_001884672.1 A.oryzae 

  

Table 2：STAUR_2131 之比較組 

比較組之 A、B 各為 Genome，Species 欄為該 Genome 之種名，M.distance

為該點之 Mahalanobis 距離，橘色區塊為 Bacteria，其餘皆為 Fungi。 

NC_014148.1 

NC_014844.1 

YP_003956356 

YP_003951646 
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Figure 8：STAUR_2131 比較組之散布圖 

STAUR_2131 六組比較組中的三張散布圖，箭頭處為 outlier STAUR_2131 點的

位置，皆是肉眼可見的 outlier。 
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Figure 9：YP_003951762.1(STAUR_2131)演化樹 

藍色 bar 為真菌群類，紅色 bar 為細菌群類。 

利用 Neighbor-Join、PAM matrix 為 distance，bootstrap 100 建的樹，可以看到

YP_003951762 被分類在真菌群內，顯示其與真菌群有水平基因轉移現象。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10：YP_003951762.1(STAUR_2131)樣版演化樹 

藍色 bar 為真菌群類，紅色 bar 為細菌群類。建樹條件如上。 

兩群分類被完全隔開，且 Stigmatella aurantiaca 確實被分類於細菌群中。 
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Figure 11：YP_003950678 與 YP_003954354 之演化樹 

其演化樹與樣版演化樹皆同，建樹方法為 Neighbor-Join、PAM matrix distance、

bootstrap 100。 
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Figure 12：YP_003955618 與 YP_003953284 演化樹 

其演化樹與樣版演化樹皆同，建樹方法為 Neighbor-Join、PAM matrix distance、

bootstrap 100。 
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