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摘要：【目的】利用生物信息学方法了解目前拥有全基因组序列的极端嗜盐古菌中 3O01PO 结构的特征。【方
法】通过比对，保守性分析，Q3 含量分析，O’R 结构预测等方法对已有全基因组序列的嗜盐古菌基因组进行
研究。【结果】在 $ 株嗜盐古菌基因组中发现 3O01PO 结构，在 =*<S*- 序列内得到具有回文性质的保守 +(7@K。
发现在大 3O01PO结构内 -*8*<7 序列具有很强的保守性。同时根据第四位碱基的不同，-*8*<7 序列可形成两
类不同的 O’R二级结构。【结论】=*<S*-序列中回文结构的发现对其可能为蛋白结合位点的假设提供了进一
步的理论依据。O*8*<7 序列 O’R二级结构的形成提示其可能介导外源 T’R或 O’R与 3R1 编码蛋白的相互
作用。
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规律成簇的间隔短回文重复（3=:>7*-*S -*J:=<-=N
@;7*->8<A*S >6(-7 8<=@;S-(+@A -*8*<7>，3O01PO）是一种
广泛分布于细菌与古菌中高度多样性的遗传结

构［#］。该结构以连续相同的重复序列（ -*8*<7）为特
征，-*8*<7 序列一般长 .! 至 !M 个碱基，在每两个
-*8*<7 序 列 间 含 有 高 度 特 异 性 的 插 入 短 片 段
（>8<A*-），在两端的侧翼区域中经常出现 3O01PO %
<>>(A@<7*S（ "$.）基因［. % $］。在一个 3O01PO 结构中所
有 -*8*<7 序列之间几乎完全一致且具有回文性
质［#，2］。有文献报道在 -*8*<7 序列的回文结构中发
现互补的碱基突变而认为该回文结构与 O’R 二级
结构的形成有关［2］。O*8*<7 序列间的 >8<A*- 序列是
整个 3O01PO结构中最多样化的部分，已有研究表
明这些片段来自外源遗传组分，且只有极少数是通

过复制产生［!］。目前认为 -*8*<7 序列和 >8<A*- 序列
均通过转录为 O’R二级结构而发挥作用，在转录产
生的 O’R 二级结构中，-*8*<7 序列形成茎部分而
>8<A*-序列形成环部分［2，M］。

根据 T<;@*= U ? U<K7 *7 <= ?等的研究，目前共有
!$个 "$. 基因家族，这 !$ 个基因家族又大致分为 F
个亚型，每个亚型由该亚型特异的基因组成［.］。除

此之外有 2 个基因（ "$.#G 2），因发现与大多数不同
的亚型基因均关联，被认为是 "$. 基因中的核心基
因［.］。在这六个核心基因中又以 "$.# 为 3O01PO 结
构的标志基因［.］。但目前对于所有 "$. 基因的功能
和作用机制并不清楚，只通过个别发现的 +(7@K 猜测
其可能拥有的功能。

通常在 3O01PO 结构第一个 -*8*<7 序列的 $V上
游区域存在一段最长可达 $$/ ,8 的 RB 富含区，称
为 =*<S*-序列，在不同物种间不保守［#，F］。有文献报
道发现新插入的 >8<A*- 序列总是加在 =*<S*- 序列与
相邻的末端 -*8*<7 序列之间，并且 =*<S*-序列总是直
接位于末端 -*8*<7 序列的上游，提示 =*<S*-序列可能
在新 >8<A*-序列增加过程中作为识别位点，或作为
3O01PO结构转录的启动子（8-(+(7*-）存在［"］。
在 3O01PO的研究过程中，因发现该结构中的



!"#$%&序列与外源基因组如噬菌体或质粒中的某些
片段高度相似，而设想 ’()*+( 结构的功能与抵御
外源入侵有关［,］。这一假设在最近通过不同的研究

均得到了实验上的证实，表明 ’()*+( 结构能够赋
予细胞抵御噬菌体侵染的能力［-，./］。现在普遍认为

’()*+(结构是作为原核生物中一种抗噬菌体机制
而存在，且这种抗性的发挥类似于真核生物中 (01
干扰作用［2］。

目前在细菌中关于 ’()*+( 结构的研究主要集
中在乳酸菌（ 3#$45$ #$56 7#$4%&5#）和嗜热链球菌
（ !"#$%"&’&’’() "*$#+&%*,-()）等中，关于 ’()*+(结构功
能的实验证明也主要是在这些菌株中完成的［-，./］。

而在嗜盐古菌中 ’()*+( 结构的研究还相对较少，
一是由于对 ’()*+( 结构研究的限制，二是因为具
有全基因组序列的嗜盐古菌数量的稀少。在美国国

立生物技术信息中心（0’8)）的网站上现有 9 株具有
全基因组序列的嗜盐古菌：./-&/#’(-/ +/#,)+&#"(,
1:’’ ;2/;-［..］， ./-&0/’"$#,(+ )/-,1/#(+ (.［.<］，
./-&0/’"$#,(+ )% = 0(’>.［.2］，./-&2(/3#/"(+ 4/-)05,
?*@ .AB-/［.;］和 6/"#&1&+&1/) %*/#/&1,) ?*@ <.A/［.9］。
在加州大学圣克鲁兹分校（C44"：DDE%FGH% = I$!$ = %6I）
的网站上有 ./-&7$#/8 9&-’/1,, ?*<［.A］的全基因组序
列。另一株菌 ./-&7$#/8 +$3,"$##/1,, 1*</,B 的测序
项目已完成（未发表）。古菌是细胞生命的第三种形

式。现在大部分的古菌（-/J）中均发现了 ’()*+(
结构的存在，而在细菌中这一比例大概为 ;/J［;］。
这一现象提示 ’()*+( 结构对于古菌的生存更为重
要。同时，古菌 ’()*+( 结构具有很多区别于细菌
的特征，如古菌中 ’()*+( 结构经常很巨大［,］；’/)
基因更加多样等［<］。因此对古菌中 ’()*+( 结构多
样性的研究将丰富其进化功能的新认识。目前实验

观测到的 ’()*+( 结构 (01 转录现象就是在古菌
:#’*/$&;-&0() 7(-;,3() 中完成［B］。

! 材料和方法

! "! 实验数据
. K +$3,"$##/1,, 全基因组序列由中国科学院微

生物研究所向华实验室与北京基因组研究所胡松年

实验室联合完成（未发表）。 . = +/#,)+&#"(,，. =
)/-,1/#(+，./-&0/’"$#,(+ )% =，. = 4/-)05, 和 6 =
%*/#/&1,) 的全基因组序列从 0’8)（C44"：DDLLL = F$75 =
F3H = F5C = EGMDE%FGH%!D3"&GN! = $E5）下载，. = 9&-’/1,, 的
全基因组序列从加州大学圣克鲁兹分校基因组生物

信息中心（C44"：DD#&$C#%# = I$!$ = %6ID$E5>75FDCEO#4%L#P？

67 Q C#3GRG3$.）下载。
! "# 实验方法

. = +/#,)+&#"(,，. = )/-,1/#(+，./-&0/’"$#,(+
)% =，. = 4/-)05, 和 6 = %*/#/&1,) 的 ’()*+( 信息（包
括 &%"%#4 序列、!"#$%& 序列和侧翼序列）从 ’()*+(67
数据库下载［9］。 . = +$3,"$##/1,, 与 . = 9&-’/1,, 的
’()*+(信息（包括 &%"%#4 序列、!"#$%& 序列和侧翼序
列）通过 ’()*+(S5F6%& 软件［.B］获得。利用 O35HH%&
软件［.,］对新测序的 . = +$3,"$##/1,, 进行开放阅读框
（T(S）的预测，将预测产生的 T(S 与另六株菌的基
因序列共同通过 83#!4［.-］与 ;9 个 ’/) 基因家族比对
寻找 ’/) 基因（U值为 .%>/9）。通过 0’8) 83#!4，缺省
参数，与 0’8) 的 F& 数据库比对寻找 !"#$%& 序列的
外源相似片段。 V%#6%& 序列的多序列比对通过
’3I!4#3 W［</］完 成。 (01 二 级 结 构 的 预 测 通 过
(01XG36 完成［<.］。
根据文献报道 ’()*+( 结构通常不位于编码区

内［;，9］，而 无 论 是 ’()*+(67 数 据 库 还 是
’()*+(S5F6%&软件均涵盖了所有的可能性，因此在
得到全部 ’()*+(信息后将进行人工校对。将位于
编码区内的位点排除，同时对于 &%"%#4 序列超过
;, 7"的 ’()*+(结构也予以排除［; Y 9］。另外为便于

叙述，将排除的位点称为非真位点（FG4 &%#3 ’()*+(
3G$I!），将拥有较少 &%"%#4 序列（如 < 到 9 个）的
’()*+(结构称为疑似位点。

# 结果和分析

# "! $ 株嗜盐古菌 %&’()&概况
B 株古菌中除 ./-&0/’"$#,(+ )% = 0(’>. 和 . =

)/-,1/#(+ (. 外在其他 9 株菌中均发现了 ’()*+(结
构 的 存 在，这 一 结 果 与 之 前 报 道 的 未 在

./-&0/’"$#,(+ )% =中发现 ’()*+( 结构相一致［,］。在
这 9 株菌种，总共发现有 <; 个 ’()*+(位点（包括疑
似），所有这些位点的信息总结于表 .。
在 . = +/#,)+&#"(, 中，共发现 9 个 ’()*+( 位

点，这些位点全部位于质粒上，其中 < 个位于质粒
"0O2//，2 个位于质粒 "0O;//（表 .）。在这些位点
中有 2 个位点拥有较多的 &%"%#4 序列数（;,，<A，9<），
且这 2 个位点的 &%"%#4 序列大小均为 2/ 7"。其中，
位点 ZH#&5 9 的 &%"%#4 序列数（ 9< 个）是 <; 个
’()*+(中最多的。另外在质粒 "0O;// 上发现有 ,
个 ’/) 基因位于位点 ZH#&5 ; 和 ZH#&5 9 之间（图 .>
1）。在 . = +/#,)+&#"(, 的 9 个 ’()*+(位点中，ZH#&5
2 和 ZH#&5 9 的 &%"%#4 序列是一致的。

A;;. S#F [C#FE %4 #3 = D :’"/ <,’#&0,&-&;,’/ !,1,’/（<//-）;-（..）



表 ! " 株极端嗜盐古菌中 #$%&’$结构概况
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图 ! " 株极端嗜盐古菌中 #$ 个 %&’()&位点结构示意图
!"# $ % &’()*"+ ’,)’,-,./(/"0. 01 234563 70+" ". 8 *(70)*"7"+ (’+*(,( $ 9*, :7(+; (.< ’,< :0= (’’0>- ’,)’,-,./ /*, #,.,- ". <"11,’,./ -/’(.<；/*, :7?, <"(@0.<-
’,)’,-,./ /*, 234563 70+" ". ’,),(/ A -)(+,’ ?."/- $ 9*, #’,,. :0= ’,)’,-,./- /*, 7,(<,’ @0/"1 $ 9*, >0’<- :,70> ,(+* #,., ".<"+(/, /*, .(@, 01 /*(/ 0., $ B $
234563 70+" ". !"#$"%&’#" ("%)*($%+’) B922 CDECF；G $ 234563 70+" ". ,"+%$-$($-"* ./"%"$-)* H5I J%KE；2 $ 234563 70+" ". !"#$0’"1%"+’( 2"#*34)
H5I %KLFE；H $ 234563 70+" ". !"#$56%"7 8$#&"-)) H5J；M $ 234563 70+" ". !"#$56%"7 (61)+6%%"-)) B5JENL $

在 , $ ./"%"$-)* 和 ! $ 2"#*34) 中各自发现了 8
个和 J 个 234563位点（表 %；图 %OG，图 %O2）。在 , $
./"%"$-)* 中 8 个位点分别位于染色体和质粒，只发
现有 D 个 &"* 基因在位点 P)*( J 附近。其中位点
P)*( % 和 P)*( D，位点 P)*( J 和 P)*( 8 的 ’,),(/ 序
列是一致的。而在 ! $ 2"#*34) 中，J 个位点均位于
染色体但没有发现 &"* 基因的存在，而这两个位点
的 ’,),(/ 序列也完全一致。
在 ! $ 8$#&"-)) 和 ! $ (61)+6%%"-)) 中，234563 结

构彼此类似。在染色体和质粒上均发现有 234563
结构的存在，同时两株菌各自含有 N 个 &"* 基因在
最大的质粒上（表 %；图 %OH，图 %OM）。与另 D 株菌不
同的是在这两株菌的染色体上也发现了大的

234563位点，在 ! $ 8$#&"-)) 中是 QR07 %，其 ’,),(/ 序
列数为 J8，而在 ! $ (61)+6%%"-)) 中是 Q@,< %OD，’,),(/
序列数为 %N，J% 和 J8。而文献报道称 234563 结构
通常位于进化速率较快的结构中，如质粒［K］。在 ! $

(61)+6%%"-)) 中有 D 个位点的 ’,),(/ 序列是一致的
（Q@,< %，Q@,< J 和 Q@,< %E），而在 ! $ 8$#&"-)) 中则
没有发现 ’,),(/ 序列彼此一致的位点。
# *# +,-.,/序列
在进行 7,(<,’序列分析时，选取了 JC 个位点上

游 K8E :) 范围的序列进行比对分析。经过 27?-/(7
SJ［*//)：TT>>> $ ,:" $ (+ $ ?;T9007-T+7?-/(7>JT］的多轮比
较后，在 8 个物种的 %8 个 234563 位点（Q@(’" J，
Q@(’" C，Q@(’" 8，Q>(7 %，P)*( %，P)*( D，Q@,< %，
Q@,< J，Q@,< D，Q@,< 8，Q@,< F，Q@,< %E，QR07
%，QR07 K 和 QR07 L）的侧翼序列中发现了一个较为
保守且具有部分回文结构的 @0/"1。该保守结构起
始 自 第 一 个 ’,),(/ 序 列 大 约 F8 个 碱 基，以
“92&B22”的 K 碱基排列为特征。在距离大约 J8 个
碱基 后，出 现 与 之 互 补 的 另 一 K 碱 基 排 列
“&&92&B”，形成回文结构。而第一个 ’,),(/ 序列距
离该回文结构大约 8N 个碱基。

NCC% !(. U*(.# ,/ (7 $ T 9&+" :)&%$3)$#$;)&" <)-)&"（JEEF）CF（%%）
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但该 !"#$% 并不完全保守，比如，在 &’() * 位点
中，该 !"#$% 以碱基“+”代替“,-.+--”中第三位碱基
“.”；而在 &’() / 中以碱基“,”代替“..,-.+”倒数
第三位碱基“-”。通过分析发现，这些非保守位点
基本上都来源于拥有较少 01’1)# 序列数的 -23452
结构，提示当 -23452结构的 01’1)# 序列数较少即一

些小 -23452 结构不如拥有较多 01’1)# 序列数的大
-23452结构保守。
因此将 *6 个位点中的 7 个小位点（&’() *，&’()

/，89): * 和 8!1; 6）排除。将剩余的 ** 个大
-23452 位点进行多序列比对。比对结果如图 <
所示。

图 ! " 株嗜盐古菌中 ## 个 $%&’(%位点的 )*+,*-序列保守性比对分析
=$> ?< +:$>@!1@# "% #(1 ** A"@B10C1; %:)@D$@> B1EF1@A1B )@; #(1 %$0B# 01’1)#B（ $@ G:)AD G"H）"% / ():"’($:$A )0A()1) B’1A$1B ? ,(1 )00"9 $@;$A)#1B #(1

’):$@;0"!$A B#0FA#F01 "% #(1 ):$>@!1@# ? ,(1 )B#10$BD 01’01B1@#B #(1 A"@B10C1; G)B1 $@ ):: #(1 ** :"A$ ?

据图 < 所示，在去除由小 -23452位点产生的非
保守碱基后，在 / 个物种的 ** 个 -23452位点中，存
在一较为保守的 !"#$%。该 !"#$% 以连续出现的“-”或
“.”碱基为特征。回文结 构 的 前 后 两 字 符 串
“,-.+--”和“..,-.+”均表现出完全的保守性。同
样，该 !"#$% 距离第一个 01’1)# 序列大约 I6 个碱基，
并且在该区域范围外未发现其他保守结构存在。回

文结构前后两字符串相隔大约 <6 个碱基，第一个
01’1)# 序列距离该 !"#$% 大约 6J 个碱基。

:1);10序列的 .- 含量分析显示，拥有该 !"#$%
的 :1);10 序列倾向于高 .- 含量（表 <），并且在
-23452位点上下游序列中经常呈现出较明显的 .-
含量差异。含有 !"#$% 的一侧 .- 含量要高于另一
侧。虽有例外存在，如 &’() * 中含 :1);10 !"#$% 的侧
翼序列的 .-含量比另一侧低接近 <KL（表 <），但总

表 ! #. 个 /*+,*-01234546* $%&’(%位点的两端侧翼序列 7$
含量分析
,)G:1 < ,(1 .- A"@#1@# "% #9" %:)@D$@> 01>$"@B "% 1)A( :1);10M’"B$#$C1
-23452 :"AFB ?

N"AFB .-L *KK G’
F’B#01)!

.-L *KK G’
;"9@B#01)! O$BA01’)@APQL

8!)0$ <N RK ? R 8# 98 * SR
8!)0$ 7N .: 98 6* S6 ** ST
8!)0$ 6N .: 98 6R SR * ST
8!1; *N .; 98 6K S6 *J
8!1; <N 8# 98 7J S6 <T
8!1; /N 7T S6 .; 98 <6 S7
8!1; 6 .: 98 7R S6 </ SJ
8!1; IN 6/ S6 8# 98 *6
8!1; *KN 8< 98 7K S7 6K
8C": *N 6T SR ." 9. U T
8C": RN .; 98 6< S6 */ S7
8C": TN .; 98 R< SR U 7 SJ
&’() * ." 9. R6 ST U *J S6
&’() / .; 98 R/ SR U R S<
89): * => 9. 7/ S7 ** SR

N$@;$A)#1B :)0>1 -23452 )00)P ?
,(1 G":; )@; $#):$A %$>F01 01’01B1@#B #()# #(1 A"@B10C1; :1);10 !"#$% $B $@ #()#
01>$"@ ?
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体上当一个 !"#$%" 位点侧翼序列中含有 &’()’*

+,-./时，该侧翼区域的 0! 含量会比另一侧高大约

123或以上。

! "# $%&%’(序列

根据对 &’()’*序列的分析，将所有 45 个 !"#$%"

位点分为两组，一组中的 !"#$%" 位点均在其侧翼

序列内含有保守 +,-./，将该组命名为 &’()’*67,8.-.9’

组，另一组中的 !"#$%"位点则不含有该 +,-./，命名

为 &’()’*6:’;(-.9’ 组。通 过 分 类 发 现，在 &’()’*6

7,8.-.9’组中几乎所有的 !"#$%" 结构中的 *’7’(- 序

列长度均为 <2 =7，并且所有的 11 个大 !"#$%"位点

均归为该组。而在 &’()’*6:’;(-.9’ 组中，*’7’(- 序列

的长度和 *’7’(- 序列的数目均很波动，序列长度从

4< =7 到 <> =7 不等，数量从 4 到 ? 不等且数目均较

小（表 <）。

表 # !) 个嗜盐古菌 *+,-.+位点 /%’0%$序列划分表

@(=&’ < !&(88./.A(-.,: ,/ 45 !"#$%" (**(B8 .: C D(&,7D.&.A (*AD(’( =(8’) ,:

&’()’* 8’EF’:A’8

G’()’* +,-./ 7,8.-.9’ G’()’* +,-./ :’;(-.9’

H, I G,AF8
"’7’(-
8.J’

"’7’(-
(+,F:-

H, I G,AF8
"’7’(-
8.J’

"’7’(-
(+,F:-

1 K+(*. 4 <2 5> 1L K+(*. 1 <> <

4 K+(*. 5 <2 4L 1M K+(*. < <2 C

< K+(*. C <2 C4 1> K+’) 5 4C 4

5 K+’) 1 <2 1> 1? K+’) M 45 5

C K+’) 4 <2 41 42 K9,& C 4C 4

L K+’) < <2 4C 41 H7D( 4 <M ?

M K+’) C <2 4 44 H7D( 5 4< 5

> K+’) ? <2 11 4< H7D( C <M >

? K+’) 12 <2 4< 45 KN(& 4 4C 5

12 K,9& 1 <2 4C

11 K,9& L <2 52

14 K,9& M <1 14

1< K7D( 1 <2 C

15 K7D( < <2 <

1C KN(& 1 4C <

从表 < 中可以看出 <2 =7 这一 *’7’(- 序列的长

度在嗜盐古菌的 !"#$%" 结构中可能具有重要

意义。

有文献报道 *’7’(- 序列与 "HO 二级结构形成

之间具有关联性［L］，故选取了 &’()’*67,8.-.9’ 组中 1C

个 !"#$%" 位点进行 "HO 结构分析。因在同一

!"#$%"位点中，*’7’(- 序列无论是序列组成还是长

度均一致［5］，因此每一位点只选取一条代表性的

*’7’(- 序列予以分析，结果如图 < 所示。从图中可看

出 1C 个位点的 "HO 二级结构可分为两类，一类由

K+’) 1，K+’) 4，K+’) <，K+’) C，K+’) ?，K+’) 12，

K9,& M，K+(*. C 和 KN(& 1 等 ? 个 !"#$%" 位点组成。

该类 !"#$%"位点形成的 "HO 二级结构的特征是，

在整个结构的中部含有唯一的茎部分，一大一小两

个环分布在两端，该结构以“环”为主。而另一类结

构由剩余的 L 个 !"#$%"位点组成，该类位点形成的

"HO二级结构的特征是茎与环依次形成，两个环大

小类似，以“茎”结构为主（图 <6P，图 <6!）。对 &’()’*6

7,8.-.9’组中 <11 条长度为 <2 或 <1 =7 的 *’7’(- 序列

所进行的一致性分析显示，在 <2 个碱基中有超过

4C 个以上的碱基非常保守（图 <6O）。而对于不保守

的第 5，第 11，第 1M 和第 42 四个位点，在形成以

“环”为主的 "HO 二级结构的 ? 个 !"#$%" 位点中 M

个位点的 *’7’(- 序列在第 5 位上的碱基是“O”，占

MM QM3；而形成以“茎”为主的 "HO 二级结构的 L 个

!"#$%"位点中，*’7’(- 序列在第 5 位上均为碱基

“@”，为 1223，提示第 5 位上的碱基对整个 *’7’(- 序

列所形成的 "HO 二级结构影响最大。分析发现当

该位点上的碱基为“O”时，*’7’(- 序列形成的 "HO二

级结构倾向于以“环”为主的茎环结构（图 <6P），而

当该位点上的碱基为“@”时，则更趋于形成以“茎”

为主的茎环结构（图 <6!）。虽然这两类结构在第 1M

和第 42 位上也有较大不同但并未发现对二级结构

的形成有直接的影响作用。

根据 R.A-,* SF:.: 等的研究［L］，当 *’7’(- 序列能

形成以“环”为主的二级结构时，在转录为 "HO 的过

程中 87(A’*序列与外源 THO 或 "HO 发生作用不是

通过相邻的两个 *’7’(- 序列互补完成而是通过单个

的“ *’7’(-687(A’*”单元完成，在该过程中推测 *’7’(-

序列可能介导外源遗传组分（THO 或 "HO）与 !O$

编码蛋白的相互作用。本研究得到的 "HO 二级结

构结果与文献报道一致故作相同推测。
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图 ! " 株嗜盐古菌中 !## 条 $%&%’(序列保守性分析及 )*+二级结构预测
!"# $ % &’( )*"#+,(+- ./ %00 1(2()-3 "+ 4 ’)*.2’"*"5 )15’)() )+6 -’( 21(6"5-(6 3(5.+6)17 3-185-81( ./ -’( 5.+3(+383 3(98(+5(3 $ &’( -:. 5.+3(+383(3 )+6

5.+3(1;)-".+ )+)*73(3 )1( 3’.:+ )- -’( <.--., ./ -’( /"#81( )+6 -’( +.+=5.+3(1;(6 <)3( "3 1(2*)5(6 <7“>”"+ -’( 3(98(+5(3 $ &’( <*)5? )11.: 1(21(3(+-3 -’( @-’

*.583 ./ -’( 5.+3(1;)-".+ $ A $ B(98(+5( *.#. /.1 )** -’( %00 1(2()-3 "+ 4 ’)*.2’"*"5 )15’)() $ C $ D1(6"5-(6 3(5.+6)17 3-185-81( ./ 1(2()- 5.+3(+383 :"-’“A”)-

-’( @-’ *.583 $ E $ D1(6"5-(6 3(5.+6)17 3-185-81( ./ 1(2()- 5.+3(+383 :"-’“&”)- -’( @-’ *.583 $

, -. 插入片段序列（/&’0%$）及 !"# 基因
在 F@ 个 EGHBDG位点中总共有 %%0 条 32)5(1 序

列，长度从 0I <2 到 4I <2 不等。在这 %%0 条序列中
有少数序列之间是彼此相同的，如 J,)1" % 位点的
第 0 条 32)5(1 序列与 J,)1" 4 位点的第 @K 条 32)5(1
序列。而值得注意的是 >2’) F 位点除第一条 32)5(1
序列外其余 L 条 32)5(1 序列和 >2’) 4 的全部 L 条
32)5(1序列完全相同，并且顺序一致。同时 >2’) F
与 >2’) 4 的 1(2()- 序列也均一致，强烈提示 >2’) 4
位点来源于 >2’) F 位点的复制。此外，在对 %%0 条
32)5(1序列进行的同源性搜索中没有发现具有显著
相似性的外源片段。

在编码 !"# 基因的 @ 株古菌中，!"# 基因的排列
顺序 是 一 致 的 为 !"#I= !#$F= !#$F= !"#4 $= !"#%= !"#@=

!"#0= !"#F（图 0），这与文献报道一致［F］。在这 M 个基
因中，只有 !"#0 在 @ 株菌中均保守。在这 @ 株菌
中，% N &"’(#&)’*+( 和 % $ &,-(*,’’".(( 之间的 !"# 基因
保守性较其他 F 株菌强，平均达到 I0O，最高为
!"#0 基因，达到 LIO，最低为 !"#I，约为 @LO。

! 讨论

目前 EGHBDG结构作为一种抵御噬菌体侵染的
细胞防御机制，对它的各种作用机理并不完全清楚。

但有关 EGHBDG的生物利用前景却十分广泛并且有
的已经得到实际应用。

首先，EGHBDG是一种进化速率非常快的结构，在
同种内的不同菌株间即使是基因组其余部分均一致

的情况下在 EGHBDG 结构中也能发现差异，这就为菌

04@0张帆等：极端嗜盐古菌中 EGHBDG结构的生物信息学分析 $ P微生物学报（FKKQ）@Q（00）
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株分型（ !"#$%& "’(%&)）提供 了 依 据［*］。目 前 依 据
+,-./,结构进行的菌株分型方法已经得到了具体的
应用，其中基于 !($01# 序列的 .(23%)2"’(%&) 方法已经
成为结核分枝杆菌（! 4 "#$%&’#()*+*）基因分型的标准
方法［*］。其次，作为天然的抗噬菌体机制，+,-./, 可
以为生物发酵工业如乳制品业和酿酒业中噬菌体污

染带来一种全新的解决方法，即通过将已知的侵染发

酵菌的噬菌体中保守的序列片段人工插入这些发酵

菌的 +,-./,结构中，使之产生相应的抗性以抵御这
些噬菌体的侵染。同时 +,-./,作为一种可遗传的结
构，为这一应用更增添了实际意义。最后，如前所述

+,-./, 结构是一种原核生物中类似真核生物 ,56
干扰的机制，!($01#片段能与外源片段互补配对继而
导致其降解失效［7］。假如这一机制得到确证，无疑将

具有重大意义。而基因敲除这一费时费力的实验将

可以通过另一种快捷的方式来完成，即通过将带有

+,-./,结构的质粒转入菌株中，而这一 +,-./,结构
携带有与目标基因配对的短片段，这样即可达到基因

失效的目的。同时更重要的是，根据 +,-./, 结构的
天然特性，一个 +,-./, 结构中可以带有很多 !($01#
片段，而这些片段又可以来自多个基因的各自不同片

段，这就能够实现多个基因的同时敲除，这是传统基

因敲除方法所不能实现的。

随着测序技术的发展有越来越多的古菌完成了

全基因组测序，在这些已测序的古菌中，+,-./, 结
构的分布非常广泛，除了嗜盐菌外在耐热（嗜热）菌

（"81#92(8%31!），产甲烷古菌（91"8$&2$#08$1$）中也均
发现有该结构的存在［:］。一些位于染色体上的

+,-./,结构经常呈现出多而大的状态，有的甚至超
过基因组的 ;<，如 ,#(-)()$#*［:］。
在 +,-./, 结构的 * 个组成部分 31$=1# 序列，

#1(1$"序列，!($01# 片段，’.* 基因中，对于 31$=1# 序列
的了解相对较少。文献报道新插入的 !($01# 片段总
是加入在 31$=1#序列与紧邻的末端 #1(1$" 序列之间并
认为其可能为蛋白结合位点［>］。本研究在 ? 个物种
;?个 +,-./,位点的 31$=1#序列中发现了较为保守的
回文结构，在结构数据上为这一假设提供了进一步的

理论依据，推测该回文结构很可能为蛋白的结合位

点。而在这 ;? 个位点中，除了拥有多 #1(1$" 数的大
+,-./,结构以外，也存在只拥有 @个 #1(1$" 序列的小
+,-./,结构。这一现象更进一步提示 31$=1# 序列在
+,-./,结构延伸扩展中发挥的重要作用。另外，在
发掘 31$=1# 序列的过程中 A+ 含量在一个 +,-./, 结
构两侧的含量差可起到一定的参考作用（表 @）。

本研究未发现与 !($01# 序列具有显著相似性的
外源片段。其原因推测为：首先，!($01#序列长度短且
异常多样化，能够搜索到具有显著相似性外源片段的

概率比较小，例如，B2C%0$ 等对 *?DD 条 !($01# 序列的
搜索中只有 @<（:: 条）的序列找到了已知的显著相
似性序列［@@］。而本研究的 77; 条 !($01# 序列基数相
对较少，在很低的概率下难以发现显著相似性的外源

片段。其次，根据文献报道［@7］，目前已知的噬菌体仍

然只占非常小的一部分，尚有数量巨大的未知噬菌体

存在，而本研究所涉及的极端嗜盐古菌的已知病毒和

噬菌体的序列更少，因此未能从现有数据库中发现

!($01#序列对应的外源片段是可以理解的。
本工作是对嗜盐古菌 +,-./, 结构首次进行系

统的生物学信息分析，为古菌 +,-./, 的演化及功
能机制研究提供了基础数据。
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