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Реконструкция филогении белков обычно проводится по множественному выравниванию их ами-
нокислотных последовательностей. Одной из проблем является наличие в таких выравниваниях 
участков различной консервативности, в том числе таких, где качество выравнивания сомнитель-
но. Для решения этой проблемы часто применяется фильтрация колонок выравнивания, для чего 
разработано специальное программное обеспечение. В данной работе исследованы различные под-
ходы к реконструкции филогении на примере белков с двумя эволюционными доменами. Последо-
вательности таких белков заведомо неоднородны по консервативности благодаря наличию как эво-
люционных доменов, так и линкеров между доменами, а также N- и C-концевых частей. Показано, 
что фильтрация колонок выравнивания в среднем улучшает качество реконструкции только при 
использовании полноразмерных последовательностей и только при работе с эукариотическими 
белками. Показано также, что ограничение выравнивания на эволюционные домены с отбрасыва-
нием менее консервативных линкеров и концевых последовательностей в среднем ухудшает каче-
ство филогенетической реконструкции.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: филогенетическая реконструкция, эволюционные домены, фильтрация мно-
жественного выравнивания.

DOI: 10.31857/S0320972522120223, EDN: NIYEQG

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Практически любое современное иссле-
дование в области молекулярной биологии 
и генетики включает в себя молекулярно- 
филогенетический анализ, основанный на 
множественном выравнивании последова-
тельностей нуклеиновых кислот или белков. 
Распространённым методом подготовки мно-
жественного выравнивания белков к фило-
генетическому анализу является фильтрация 
(или «тримминг») колонок выравнивания. 
Это делается с целью удалить колонки вырав-

нивания, в которых «шум» превалирует над 
«филогенетическим сигналом». Шум может 
возникнуть, например, в очень быстро эволю-
ционирующих регионах, поскольку в них ве-
лика вероятность возвратных мутаций и, как 
следствие, гомоплазии. Кроме того, качество 
выравнивания (то есть соответствие распреде-
ления остатков по колонкам реальной эволю-
ционной истории) на таких участках заметно 
ниже.

Для фильтрации выравниваний разрабо-
тано многочисленное программное обеспече-
ние, отбирающее «информативные» колонки 
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по таким признакам, как принадлежность к 
блоку без участков идущих подряд неконсер-
вативных позиций (программа Gblocks  [1]), 
процент гэпов ниже определённого порога 
(trimAl  [2]) или предсказанный на основе ма-
тематической модели уровень гомоплазии 
(NOISY  [3]). Большинство опубликованных 
протоколов реконструкции филогении бел-
ков включают фильтрацию в качестве необхо-
димого этапа, см., например, статью Jermiin 
et  al.  [4]. В частности, фильтрация входит по 
умолчанию в популярные программные кон-
вейеры phylogeny.fr [5] и NGPhylogeny.fr [6].

В статье Tan et al. [7] было проведено тести-
рование ряда популярных программ фильтра-
ции и показано, что они в среднем не улучша-
ют качество реконструкции, а большинство их 
(например, довольно популярная программа 
Gblocks  [1]), наоборот, заметно его ухудшают. 
По результатам этого исследования наиболь-
шие шансы улучшить результат имеет филь-
трация программой NOISY; это единственная 
из семи протестированных программ, которая 
при параметрах по умолчанию не приводит 
к достоверному ухудшению качества рекон-
струкции. В связи с этим возникает вопрос о 
возможных условиях, при которых фильтра-
ция выравниваний программой NOISY имеет 
смысл.

В качестве материала для тестирования 
эффективности фильтрации представляется 
разумным выбрать некоторый класс белков, 
чьи последовательности были бы неоднородны 
по своей эволюционной консервативности. 
Таким классом могут быть белки, в которых 
банк Pfam  [8] диагностирует два эволюцион-
ных домена. Междоменный линкер, а также N- 
и C-концевые последовательности, как пред-
ставляется, должны быть подвержены заметно 
более высокой частоте замен аминокислот по 
сравнению с доменами. Таким образом, по-
следовательности вне доменов могут содер-
жать больше гомоплазий, а их выравнивание 
может быть менее достоверным. Поэтому, как 
представляется, их фильтрация должна быть 
в среднем более целесообразна, чем фильтра-
ция последовательностей доменов. Не исклю-
чено, что плохие результаты фильтрации в 
тестах из работы Tan et al.  [7] вызваны прева-
лированием в тестовых данных однодоменных 
белков.

В данной работе мы тестируем программу 
NOISY на наборе семейств белков, в которых 
банк Pfam диагностирует два эволюционных 
домена. Для этого мы создали шесть новых 
тестовых наборов, состоящих из ортологиче-
ских рядов двухдоменных белков, при этом три 

набора содержат прокариотические и три  – 
эукариотические белки. На том же материале, 
помимо тестирования результатов фильтра-
ции, нами был проверен тезис о повышенной 
скорости накопления аминокислотных замен 
в междоменном линкере и концевых последо-
вательностях по сравнению с последователь-
ностями доменов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

База последовательностей двухдоменных 
белков. Из шести таксонов: царства много-
клеточных животных (Metazoa), царства зелё-
ных растений (Viridiplantae), царства грибов 
(Fungi), надцарства архей (Archaea), отдела 
актинобактерий (Actinobacteria) и отдела про-
теобактерий (Proteobacteria) было отобрано 
по 80  видов так, чтобы количество семейств 
эволюционных доменов, согласно версии 
35  банка Pfam  [8], представленных в белках 
всех 80  организмов, являлось максимально 
возможным. Для всех наборов, кроме полу-
ченного из архей, накладывались ограниче-
ния на близость видов, а именно: для Metazoa 
все виды были взяты из разных отрядов, для 
Fungi  –  из разных семейств, для Viridiplantae, 
Actinobacteria и Proteobacteria  –  из разных 
родов. Отбор видов проводился написан-
ной нами программой, доступной по адресу 
https://github.com/belozersky321/PhyloBench/
blob/main/selectmnems.py.

Для каждого набора из 80 видов были ото-
браны наборы ортологичных белков по следую-
щим критериям:

• каждый белок включает ровно два эво-
люционных домена согласно Pfam;

• белки, включающие ровно два домена 
из этих же семейств в том же поряд-
ке, представлены не менее чем в 15 из 
80 видов того же набора;

• для каждого из 80  видов имеется не 
более одного белка, включающего два 
домена из тех же семейств в том же по-
рядке.

Тем самым отобранные белки образуют 
ортологические ряды объёмом от 15 до 80 бел-
ков. Списки белков, составляющих эти орто-
логические ряды, с указанием границ доме-
нов доступны по адресу: https://github.com/
belozersky321/2-Domain_proteins_data. Количе-
ство полученных ортологических рядов двухдо-
менных белков см. в таблице 1. Аминокислотные 
последовательности белков брались из файла 
pfamseq банка Pfam (http://ftp.ebi.ac.uk/pub/
databases/Pfam/releases/Pfam35.0/pfamseq.gz).
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Таблица 1. Ортологические ряды двухдоменных белков

Таксон
Число 

ортологических 
рядов

Среднее число 
белков 

ортологического 
ряда

Archaea 332 34,3

Actinobacteria 529 35,5

Proteobacteria 683 35,0

Fungi 1045 40,0

Metazoa 1742 29,6

Viridiplantae 1152 28,0

Использованное программное обеспечение. 
Для множественного выравнивания после-
довательностей использовалась программа 
MUSCLE  [9]. Для фильтрации выравниваний 
использовалась программа NOISY  [3]. Для 
филогенетической реконструкции использо-
валась программа FastME  [10]. Все перечис-
ленные программы использовались с пара-
метрами по умолчанию. Бутстреп-поддержка 
ветвей деревьев вычислялась программой 
FastME с опцией -b.

Подходы к филогенетической реконструкции. 
Сравнивались следующие подходы. Во-пер-
вых, реконструкция делалась по: (1) выравни-
ванию полноразмерных последовательностей 
белков каждого ортологического ряда; (2)  вы-
равниваниям первого или (3)  второго эволю-
ционных доменов; (4)  конкатенированному 
выравниванию обоих доменов; (5) выравнива-
нию обоих доменов вместе с линкером между 
ними, но без концевых последовательностей 
(отбрасывались участки до первого и после 
второго доменов). Во-вторых, в каждом из пе-
речисленных вариантов реконструкция дела-
лась по нефильтрованному и фильтрованному 
выравниваниям. Другой обработки выравни-
ваний не проводилось, в частности, не удаля-
лись никакие последовательности, даже очень 
близкие к другим последовательностям того же 
выравнивания.

Сравнение филогенетических деревьев и ста-
тистическая обработка результатов. Для каждого 
реконструированного филогенетического де-
рева было вычислено расстояние Робинсона–
Фоулдса  [11] до дерева соответствующих ви-
дов, полученного из таксономии NCBI  [12] 
(деревья видов в формате Newick для всех 
шести сформированных нами наборов доступ-
ны по адресу https://github.com/belozersky321/
2-Domain_proteins_data). Расстояние считалось 
написанной нами программой rf_dist_n, код 

которой доступен по адресу https://github.com/
belozersky321/TreeDist. Считалось, что из двух 
реконструкций лучшей является та, расстоя-
ние от которой до дерева видов меньше. Для 
двух наборов реконструкций (например, полу-
ченных из фильтрованных и нефильтрованных 
выравниваний) набор разностей расстояний 
сравнивался с 0 посредством Z-критерия, то 
есть средняя разность делилась на стандарт-
ную ошибку средней разности, и полученное 
Z-значение рассматривалось как распределён-
ное при нулевой гипотезе (эквивалентности 
методов реконструкций) по стандартному нор-
мальному закону.

Для оценки статистической значимости 
зависимости эффекта фильтрации от различ-
ных характеристик выравнивания (числа по-
следовательностей, длины) и связи эффекта 
фильтрации с бутстреп-поддержкой ветвей ре-
конструированных деревьев использовался кри-
терий хи-квадрат для таблиц сопряжённости.

Подбор оптимального порога по толщине 
выравнивания. Для подбора оптимального по-
рога толщины выравнивания использовался 
принцип подбора наиболее достоверного по-
рога, подобный описанному в работе Kalinina 
et al. [13]: для всех порогов была составлена таб-
лица сопряжённости 3×2, по строкам  –  коли-
чества выравниваний, у которых фильтрация 
привела к ухудшению качества филогенетиче-
ской реконструкции, не изменила качества или 
улучшила качество; по столбцам – толщина 
выше порога или толщина не выше порога. Для 
всех таблиц были посчитаны p-значения по 
критерию хи-квадрат. За оптимальный порог 
было принято значение толщины, при котором 
полученное p-значение было минимальным.

Визуализация результатов. Для построе-
ния визуализаций использовались библиотеки 
языка Python, а именно matplotlib версии 3.5.2 
и seaborn версии  0.11.2 (функции kdeplot для 
плотностей распределений и barplot для столб-
чатых диаграмм).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Характеристики материала исследования. 
Из шести таксонов было отобрано 5483 орто-
логических ряда двухдоменных белков, в каж-
дом было от 15 до 80  белков, см. таблицу  1. 
Приведём некоторые характеристики после-
довательностей этих белков. Для наглядности 
на иллюстрациях мы объединили вместе три 
прокариотических набора и отдельно – три 
эукариотических. Для всех характеристик раз-
личия между различными прокариотическими 
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и различными эукариотическими наборами 
выравниваний оказались минимальны.

Доля последовательностей белков, занятой 
доменами. На рис. 1 приведены плотности рас-
пределения долей последовательностей, по-
крытых двумя эволюционными доменами, для 
отобранных нами белков. Для прокариотиче-
ских белков эта доля в большинстве случаев 
велика, эукариотические белки более разно-
образны по этой характеристике.

Скорость эволюции различается в эволю-
ционных доменах и вне их. Для проверки пред-
положения о более высокой скорости амино-
кислотных замен вне доменов мы сравнили 
расстояния между парами полноразмерных 
последовательностей, тех же последователь-
ностей без N-концов (до первого домена) и 
C-концов (после второго домена), а также 
слитых последовательностей двух доменов без 

линкера между ними. Результаты в виде плот-
ностей распределений доли расстояний, ко-
торые оказались больше в одном варианте по 
сравнению с другим, приведены на рис. 2. Вид-
но, что во всех случаях чем большие части по-
следовательностей вне доменов используются, 
тем чаще расстояния оказываются больше, чем 
при использовании только последовательно-
стей доменов. Следовательно, исходные пред-
положения, повлиявшие на выбор материала 
исследования, верны. Между различными так-
сономическими группами внутри прокариот и 
эукариот существенных различий не наблюда-
ется, см. плотности для всех групп отдельно: 
https://github.com/belozersky321/2-Domain_
proteins_data

Результат фильтрации. На рис.  3 приве-
дены плотности распределения долей коло-
нок выравниваний полноразмерных белков, 

Рис. 1. Плотность распределения доли последовательностей, занятых двумя эволюционными доменами

Рис. 2. Плотность распределения доли расстояний между последовательностями, которые оказываются больше в случае 
использования большей части последовательностей белков
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Рис. 3. Плотность распределения доли удалённых при фильтрации колонок выравниваний

которые удаляются программой фильтрации. 
Видно, что фильтрация затрагивает различные 
выравнивания в очень разной степени, причём 
на эукариотические влияет в среднем суще-
ственно сильнее.

Сравнение результатов филогенетической ре-
конструкции. Результаты сравнения вариантов 
филогенетической реконструкции, а именно: 
по полноразмерным белкам, отдельным доме-
нам, слитым доменам и доменам с линкером, с 
фильтрацией и без, представлены в табл. 2 и 3, 
а также на рис. 2. Таблица 2 содержит средние 
расстояния до референсного дерева для всех 
вариантов. Чтобы продемонстрировать стати-
стическую значимость различий, в таблице  3 

мы приводим Z-значения для сравнения ре-
зультатов по разным выравниваниям с вариан-
том «по умолчанию», то есть с реконструкцией 
по полному выравниванию без фильтрации. 
Эффект от фильтрации для разных вариантов 
выравниваний проиллюстрирован на рис.  4. 
Показано, что фильтрация даёт в среднем пре-
имущество только для эукариотических набо-
ров (белков грибов, животных и растений) и 
только на полноразмерных белках, в осталь-
ных случаях средний результат реконструкции 
ухудшается от применения фильтрации. При 
этом достоверное улучшение (p < 0,001, Z-кри-
терий) наблюдается только для полноразмер-
ных белков Metazoa. Кроме того, из таблицы 2 

Таблица 2. Среднее расстояние от реконструированного дерева до референсного дерева видов

Фильтрация Выравнивание Archaea Actinobacteria Proteobacteria Fungi Metazoa Viridiplantae

Нет

полное 0,450 0,538 0,602 0,453 0,523 0,552

домен 1 0,523 0,6231 0,657 0,605 0,644 0,664

домен 2 0,538 0,618 0,658 0,615 0,633 0,654

слитые домены 0,470 0,549 0,613 0,497 0,552 0,589

домены + линкер 0,460 0,547 0,606 0,470 0,525 0,562

Да

полное 0,458 0,538 0,604 0,447 0,516 0,550

домен 1 0,530 0,630 0,661 0,606 0,650 0,668

домен 2 0,542 0,625 0,659 0,622 0,637 0,660

слитые домены 0,479 0,557 0,616 0,501 0,556 0,591

домены + линкер 0,469 0,548 0,608 0,471 0,527 0,562

Примечание. Жирным выделено наименьшее значение в каждой колонке.
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Таблица 3. Z-Значения для сравнения разных вариантов реконструкции с реконструкцией по полному выравниванию 
без фильтрации

Фильтрация Выравнивание Archaea Actinobacteria Proteobacteria Fungi Metazoa Viridiplantae

Нет

домен 1 12,0 13,4 13,6 29,5 31,5 25,7

домен 2 13,3 12,4 13,5 30,4 28,4 23,7

слитые домены 5,41 2,66 4,08 11,9 9,71 11,7

домены + линкер 3,02 2,44 1,94 5,36 0,558 4,08

Да

полное 3,18 0,176 0,903 −2,41 −4,50 −0,852

домен 1 12,8 14,7 13,9 29,3 33,4 26,1

домен 2 14,0 13,6 13,4 31,7 28,8 25,1

слитые домены 6,39 4,86 4,42 12,8 10,9 12,3

домены + линкер 4,79 2,70 2,56 5,38 1,44 3,74

Примечание. Отрицательное значение означает преимущество варианта, указанного в строке, положительное  – 
преимущество реконструкции по полному выравниванию без фильтрации.

видно, что полноразмерные белки во всех слу-
чаях дают лучшие результаты по сравнению с 
фрагментами.

Мы видим, что для неполноразмерных вы-
равниваний эффект фильтрации во всех слу-
чаях отрицательный. Что касается полнораз-
мерных белков, то у всех прокариот эффект 
фильтрации отрицательный, а у всех эукари-
от – положительный. В связи с этим далее мы 
ограничились полноразмерными выравнива-
ниями и объединили все группы прокариот 
(т.е. археи, актинобактерии и протеобактерии) 
вместе и все группы эукариот (т.е.  животных, 
растения и грибы) также вместе.

Связь между относительным качеством ре-
конструкции и размером выравнивания. В сле-
дующей серии компьютерных экспериментов 
исследовали зависимость между влиянием 
фильтрации на качество филогенетической 
реконструкции и характеристиками входного 
множественного выравнивания: длиной (чис-

лом колонок) и толщиной (числом последова-
тельностей). Медианная длина выравнивания 
прокариотических белков на нашем материале 
оказалась равной 512  аминокислотным остат-
кам (а.о.), медианная длина выравнивания 
эукариотических белков  –  911  а.о. В  табл.  4 
приведено количество выравниваний при их 
разделении по длине (меньше или равной ме-
дианной либо большей медианной) и по эф-
фекту фильтрации (в результате фильтрации 
расстояние от эталона уменьшилось, не из-
менилось либо увеличилось), отдельно для 
прокариотических и эукариотических вырав-
ниваний. Видно, что различия между строка-
ми незначительны для прокариот (p-значение 
по критерию хи-квадрат 0,62). При этом для 
эукариот p  =  1,9∙10−5. Таким образом, можно 
утверждать, что длина выравнивания связана с 
эффектом от фильтрации только для выравни-
ваний эукариотических белков. Однако стоит 
отметить, что для эукариот длина выравнива-

Таблица 4. Количество выравниваний, для которых фильтрация программой NOISY привела к различным эффектам, 
в зависимости от длины входного выравнивания

Организмы Эффект Длина ≤ медианы Длина > медианы

Прокариоты

NOISY улучшает 86 75

NOISY не даёт эффекта 591 589

NOISY ухудшает 98 105

Эукариоты

NOISY улучшает 553 500

NOISY не даёт эффекта 967 1106

NOISY ухудшает 451 362

21*
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Рис.  4. Столбчатые диаграммы средних разностей между расстояниями от дерева видов до двух реконструкций: по 
фильтрованному и нефильтрованному выравниваниям. Из расстояния до реконструкции по нефильтрованному вырав-
ниванию вычиталось расстояние до реконструкции по фильтрованному, тем самым отрицательные значения означают 
преимущество нефильтрованного выравнивания. «Усы» обозначают стандартную ошибку средней разности

ния влияет прежде всего на долю случаев, ког-
да фильтрация не имела никакого (ни положи-
тельного, ни отрицательного) эффекта.

Медианная толщина выравнивания ока-
залась равной 27 как для прокариот, так и для 
эукариот. Таблица  5, устроенная аналогич-
но таблице  4, показывает, что толщина имеет 
значение: фильтрация даёт положительный 
эффект на выравниваниях из большого числа 

последовательностей существенно чаще, чем 
на выравниваниях из малого числа последова-
тельностей. P-Значения по критерию хи-ква-
драт составляют 0,013 для прокариот и 6,6∙10−38 
для эукариот.

Видно, что для эукариотических выравни-
ваний преимущество фильтрации существенно 
для «толстых» выравниваний и несущественно 
для «тонких». Что касается прокариот, то даже 

Таблица 5. Количество выравниваний, для которых фильтрация программой NOISY привела к различным эффектам, 
в зависимости от толщины входного выравнивания, т.е. от числа последовательностей в нём

Организмы Эффект Толщина ≤ медианы Толщина > медианы

Прокариоты

NOISY улучшает 69 92

NOISY не даёт эффекта 616 564

NOISY ухудшает 89 114

Эукариоты

NOISY улучшает 393 660

NOISY не даёт эффекта 1265 808

NOISY ухудшает 371 442
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Таблица 6. Количество выравниваний, для которых фильтрация программой NOISY привела к различным эффектам, 
в зависимости от изменения средней бутстреп-поддержки ветвей реконструированных деревьев

Организмы Эффект Поддержка возросла Поддержка не возросла

Прокариоты

NOISY улучшает 105 56

NOISY не даёт эффекта 694 486

NOISY ухудшает 104 99

Эукариоты

NOISY улучшает 670 383

NOISY не даёт эффекта 1166 907

NOISY ухудшает 468 345

Примечание. Столбец «поддержка возросла» содержит количество выравниваний, для которых средняя бутстреп-
поддержка ветвей дерева, построенного по фильтрованному выравниванию, выше, чем средняя поддержка вет-
вей дерева, построенного по исходному выравниванию; столбец «поддержка не возросла»  –  количество остальных 
выравниваний.

после подбора порога на число последователь-
ностей по минимуму p-значений, который даёт 
оптимальный порог 35, мы получили для вы-
равниваний толще полученного порога, что 
фильтрация улучшает реконструкцию в 81 слу-
чаях и ухудшает в 85  случаях. Следовательно, 
для прокариотических выравниваний филь-
трацию программой NOISY нельзя рекомендо-
вать независимо от числа последовательностей 
в них. При этом для эукариот подбор порога 
дал значение 27, то есть равное медиане, по-
этому для них в таблице 5 можно видеть резуль-
тат разделения по оптимальному порогу.

Связь между относительным качеством ре-
конструкции и бутстреп-поддержкой ветвей 
деревьев. Для оценки качества филогенети-
ческой реконструкции часто применяется 
бутстреп  [14], позволяющий присвоить каж-
дой ветви реконструированного дерева число 
(«поддержку») от 0 до 100, косвенно характе-
ризующее достоверность реконструкции дан-
ной ветви. Естественно было предположить, 
что если фильтрация выравнивания улучшает 
реконструкцию дерева, то и средняя поддерж-
ка ветвей дерева, построенного по фильтро-
ванному выравниванию, окажется выше, чем 
для дерева, построенного по исходному вы-
равниванию, и vice  versa. В таблице  6 приве-
дены количества выравниваний, для которых 
наблюдаются различные эффекты фильтра-
ции с точки зрения расстояния до эталона и 
средней бутстреп-поддержки. Видно, что име-
ется несильная, но достоверная связь между 
изменением средней поддержки, с одной сто-
роны, и изменением качества реконструкции, 
с другой стороны (p-значения по критерию 
хи-квадрат – 0,02 для прокариот и 0,0005 – для 
эукариот). При этом из данных следует, что 
для прокариот даже увеличение поддержки 

не может служить весомым аргументом в поль-
зу применения фильтрации.

При сравнении табл. 5 и 6 возникает есте-
ственный вопрос о сочетании двух признаков 
выравнивания: числа последовательностей и 
увеличения поддержки ветвей после рекон-
струкции по исходному и фильтрованному 
выравниваниям. Как видно из таблиц, этот во-
прос актуален только для эукариотических вы-
равниваний. В таблице  7 приведены количе-
ства случаев улучшения и ухудшения качества 
реконструкции для всех четырёх сочетаний 
этих признаков.

Из таблицы  7 следует, что существенные 
шансы улучшить реконструкцию в результате 
фильтрации есть только для эукариотических 
выравниваний, для которых одновременно 
выполняются оба условия: число последова-
тельностей больше 27, и средняя поддержка 
ветвей дерева после фильтрации увеличива-
ется. Впрочем, даже при выполнении только 
одного из этих условий количество случаев, 
когда фильтрация улучшает реконструкцию, 

Таблица 7. Количество эукариотических выравниваний, 
в которых качество реконструкции изменилось после 
фильтрации, в зависимости от числа последовательно-
стей и изменения бутстреп-поддержки

Толщина
Поддержка 
не возросла

Поддержка 
возросла

Толщина ≤ 27 142/126 ≈ 1,13 229/267 ≈ 0,86

Толщина > 27 203/257 ≈ 0,79 239/403 ≈ 0,59

Примечание. В каждой ячейке в числителе – количество 
выравниваний, для которых фильтрация ухудшила ре-
зультат, в знаменателе  –  количество выравниваний, для 
которых фильтрация улучшила результат. После каждого 
отношения приведено его приближённое значение в виде 
десятичной дроби.
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достоверно (p < 0,05, критерий знаков) превы-
шает количество случаев с противоположным 
эффектом.

Мы также изучали связь относительно-
го качества реконструкции (то есть разницы 
между расстояниями от эталона до деревьев, 
построенных по исходному и отфильтрован-
ному выравниванию) со следующими харак-
теристиками: доля отфильтрованных позиций, 
доля длины, занимаемой эволюционными до-
менами, доля пар последовательностей, меж-
ду которыми после фильтрации уменьшаются 
расстояния, среднее расстояние между после-
довательностями. Ни для одной из перечис-
ленных характеристик значимых зависимостей 
обнаружено не было (данные не приведены).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Известно, что фильтрация входного вырав-
нивания, то есть удаление из него предполо-
жительно неинформативных, «зашумляющих» 
колонок, часто применяется при филогенети-
ческой реконструкции. В популярных сервисах 
phylogeny.fr  [5] и NGphylogeny.fr  [6] фильтра-
ция включена в вариант «One click», то есть по 
умолчанию. В наборе программ для построения 
филогенетических конвейеров ETE tools  [15] 
фильтрация выравнивания является одним 
из рекомендованных шагов. Проведённое не-
сколько лет назад [7] тестирование нескольких 
программ фильтрации множественных вырав-
ниваний показало отсутствие положительного 
эффекта фильтрации. Однако не исключено, 
что такой результат был следствием особенно-
стей тестовой выборки. В частности, в работе 
Tan et  al.  [7] использовалась выборка вырав-
ниваний по 30 последовательностей в каждом, 
что, вполне возможно, мало для эффективного 
выявления неинформативных колонок. Кроме 
того, большинство белков той выборки были 
небольшой длины (менее 300 а.о.) и, вероятно, 
включали только один эволюционный домен.

В этой связи представлялось важным ис-
следовать эффект от фильтрации на вырав-
ниваниях, отличающихся заведомо неравно-
мерной по колонкам структурой. Для таких 
выравниваний были выбраны белки с двумя 
эволюционными доменами. Предположитель-
но, эволюция последовательностей в пределах 
доменов идёт несколько иначе, чем вне  их. 
Мы  косвенно подтвердили это сравнением 
расстояний между последовательностями, из-
меренными по полным белкам и по слитым 
доменам (рис. 2). В качестве программы филь-
трации была выбрана NOISY  [3], поскольку 

только для неё в работе Tan et  al.  [7] не было 
показано достоверно отрицательного эффек-
та её применения, в отличие от шести других 
программ фильтрации.

Прежде всего мы выяснили, что вырав-
нивания полноразмерных белков всегда дают 
лучшие реконструкции, чем выравнивания с 
удалёнными частями. Тем самым распростра-
нённая рекомендация ограничиваться при ре-
конструкции последовательностями Pfam-до-
менов (см., например, протокол Song et al. [16]) 
входит в противоречие с нашими результатами.

На нашей выборке двухдоменных белков 
показано, что фильтрацию программой NOISY 
имеет смысл применять только к выравнива-
ниям эукариотических белков, и при этом не 
во всех случаях. Так, NOISY не даёт в среднем 
положительного эффекта, если число после-
довательностей в выравнивании мало (27 или 
меньше). Вероятно, это связано с особенно-
стями алгоритма, основанного на оценке числа 
гомоплазий в каждой колонке выравнивания, 
что можно сделать с достаточной надёжностью 
лишь при достаточном числе последовательно-
стей. Также положительный эффект фильтра-
ции отсутствует, если из выравнивания исклю-
чены N- и C-концы белков (до начала первого 
домена и после второго, см. рис.  4). Ещё од-
ним признаком целесообразности фильтрации 
может служить увеличение средней бутстреп-
поддержки ветвей дерева (см. табл. 6). Однако 
этот признак оказался надёжным только в слу-
чае выполнения остальных условий, то есть 
в случае выравнивания достаточно большого 
числа эукариотических белков (см. табл. 7).

Для эукариотических белков выявилась 
небольшая, но достоверная (p = 1,9∙10−5) связь 
эффекта фильтрации с длиной выравнивания. 
Однако внимательное рассмотрение таблицы 4 
показывает, что длина влияет главным обра-
зом на процент случаев, когда фильтрация не 
оказывает никакого, ни положительного, ни 
отрицательного, влияния на качество рекон-
струкции, а на соотношение между количе-
ством случаев с положительным и отрицатель-
ным эффектом длина практически не влияет.

На основании полученных данных мы мо-
жем с некоторой осторожностью рекомендо-
вать применение программы NOISY в случае 
работы с достаточно большим числом эукарио-
тических белков, контролируя при этом из-
менение бутстреп-поддержки, возникающее 
после фильтрации. Экстраполяция данной 
рекомендации с двухдоменных на произволь-
ные белки требует подтверждения. В связи с 
этим мы планируем проведение аналогичного 
исследования на эукариотических белках с 
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различным числом эволюционных доменов и с 
рассмотрением выравниваний большего числа 
последовательностей, чем максимально иссле-
дованное в данной работе, то есть 80. Связи 
эффекта фильтрации колонок со средним рас-
стоянием между последовательностями выяв-
лено не было, тем самым представляется ма-
ловероятным, что результаты изменятся, если 
убирать из выравниваний очень близкие по-
следовательности, но мы планируем проверить 
и это. Возможно, стоит также протестировать 
программы фильтрации колонок, появившие-
ся после работы Tan et al. [7] 2015 года и поэто-
му не исследованные в ней.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящей работе показано, что филь-
трация колонок выравниваний последова-
тельностей белков достаточно редко приводит 
к улучшению качества филогенетической ре-
конструкции, даже если рассматривать двухдо-
менные белки, то есть такие, где весьма веро-
ятно очень различное качество выравнивания 
на разных участках. Практически можно ре-

комендовать фильтрацию программой NOISY 
только для выравниваний достаточно большо-
го числа (более 27) полноразмерных последо-
вательностей эукариотических белков. При 
выполнении указанных условий аргументом 
в пользу фильтрации служит увеличение бут-
стреп-поддержки ветвей. В остальных случаях 
фильтрация чаще приводит к ухудшению, не-
жели к улучшению качества филогенетической 
реконструкции.
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HOW OFTEN DOES FILTERING ALIGNMENT COLUMNS IMPROVE 
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The phylogeny of proteins is usually reconstructed based on multiple alignments of their amino acid 
sequences. One of the problems of such alignments is the presence of regions of different conservation, 
including those regions where the quality of the alignment is questionable. To solve this problem, the filtering 
of alignment columns is often used, with special software developed for this purpose. In this work, various 
approaches to phylogeny reconstruction are investigated using proteins with two evolutionary domains as 
examples. The sequences of such proteins are inherently heterogeneous in conservation due to the presence 
of both evolutionary domains and linkers between domains, as well as N- and C-termini. It is shown that 
filtering the alignment columns on average improves the quality of reconstruction only when full-length 
sequences are used and only for eukaryotic proteins. It is also shown that restriction of an alignment to 
evolutionary domains with rejection of less conserved linkers and end sequences worsens the quality of 
phylogenetic reconstruction on average.

Keywords: phylogenetic inference, evolutionary domains, filtration of multiple sequence alignment


