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重复序列 !"#$（#"%）研究进展

林朝洪7，倪学勤7"，曾 东7，周小秋#

（四川农业大学 7动物科技学院 #动物营养研究所 雅安 2#/$7!）

摘 要：重复序列几乎存在于所有生物的基因组中。“肠道细菌基因间重复序列”（8;E0)FI5?E0)*5+ -0(0E*E*J0 ,;E0)K0;*?
LF;>0;>@>，8-,L）是主要存在于肠道细菌的一类基因间重复序列，也称为“基因间重复单位”（,;E0)K0;*? -0(0E*E*J0
M;*E，,-M）。8-,L（,-M）首先在大肠杆菌（!"#$%&’#$’( #)*’）中发现，后来又在多种其他细菌中发现。8-,L（,-M）长

7#"I(，有的还有插入序列。绝大多数 8-,L（,-M）都可以转录，9-N’ 形成茎环结构。8-,L（,-M）局限于基因组可转

录区，即多顺反子操纵子基因间区域，或开放阅读框架上、下游非翻译区。8-,L（,-M）很可能调节侧翼基因（O+5;P*;K
K0;0）的表达。8-,L（,-M）高度保守，可能其变异受到自然选择压力的限制或它本身就可能是“自私的 QN’”（>0+O*>H
QN’）。R0)>5+FJ*? 等建立起 8-,L3SL-，它可以有效地同时平行分析不同生态系统的结构差异以及动态监测同一生

态系统微生物群落结构的变化。近年来这一技术逐渐运用到对动物肠道菌群的研究上。
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重复序列几乎存在于所有生物的基因组中。人们已在

许多生物中发现了多种重复序列。如哺乳动物的 ’+@［7］，谷

类的 (V5@%’B［#］，真菌淋病奈瑟氏菌（+%’""%&’( ,)-)&&$)%(%）和

脑膜炎奈瑟氏菌（+%’""%&’( .%-’-,’/’0’"）的 #2I( 重复序列［%］，

肺炎支原体（12#)3*(".( 3-%4.)-’(%）的 -0(WS+ 和 -0(WS#［!］，

寄生虫马来丝虫（5&4,’( .(*(2’）和彭亨丝虫（5&4,’( 3($(-,’）
的 %#$I( 重复序列［/］，还有广泛存在于肠杆菌科的“肠道细菌

基 因 间 重 复 序 列 ”（ 8;E0)FI5?E0)*5+ -0(0E*E*J0 ,;E0)K0;*?
LF;>0;>@>，8-,L），也 称 为“ 基 因 间 重 复 单 位 ”（ ,;E0)K0;*?
-0(0E*E*J0 M;*E，,-M）［2］。

本文详细论述了 8-,L（,-M）的发现、结构、在染色体上

的分布、功能、进化保守性的解释和 8-,L3SL- 及其在动物肠

道菌群分析上的应用。

& 8-,L（,-M）的发现

最早有关原核生物 QN’ 中存在重复序列的报道见于上

世纪 1$ 年代早期。随着核酸数据库中细菌 QN’ 的积累，人

们认识到 QN’ 中存在重复序列是原核生物的普遍特征［"］。

尽管细菌基因组通常都比较小，但仍然包含大量不同类型的

重复序列，如大肠杆菌（!"#$%&’#$’( #)*’）X37# 中就有 1 种重复

序 列：8-,L（ ,-M）、Y,W837（ Y5?E0)*5+ ,;E0)>(0)>0< WF>5*?
8+090;E>）、Y,W83#、’EG(*?5+ Y,W8、 V*;K+0 SM>（ S5+*;<)F9*?
M;*E>，也叫 -8S，-0(0E*E*J0 86E)5K0;*? S5+*;<)F9*?）、-V’、IF6L 和

#BI( )0(05E>［1］。有时重复序列在细菌基因组中的比例可以达

到甚至超过 7$Z［B］。

8-,L（,-M）是 VH5)(+0> 等首先在大肠杆菌中发现的，命名

为“基因间重复单位”（,;E0)K0;*? -0(0E*E*J0 M;*E，,-M）。7BB7
年 [@+EF; 等在鼠伤寒沙门氏菌（6(*.)-%**( /23$’.4&’4.）、假结

核耶尔森氏菌（ 7%&"’-’( 3"%40)/48%&#4*)"’"）、肺炎克雷伯 氏 菌

（9*%8"’%**( 3-%4.)-’(%）和霍乱弧菌（:’8&’) #$)*%&(%）中也发现了

同样高度保守的重复序列。由于该序列主要存在于肠杆菌

科，故称 之 为“肠 道 细 菌 基 因 间 重 复 序 列”（8;E0)FI5?E0)*5+
-0(0E*E*J0 ,;E0)K0;*? LF;>0;>@>，8-,L）［2］。值得注意的是霍乱

弧菌（:’8&’) #$)*%&(%）与肠杆菌科亲缘关系较远。

’ 8-,L（,-M）的结构

’(& !"#$（#"%）的基本结构

VH5)(+0> 等［7$］比对最早发现的 8-,L（,-M）和搜索到的另

7" 个 类 似 序 列，获 得 一 个 7#"I( 的 共 有 序 列（ ?F;>0;>@>
>0\@0;?0）。与这一共有序列相比，最早发现的 8-,L（,-M）和

部分搜索到的序列不完整。这一共有序列较大的不足是少

部分碱基未能完全确定。后来 [@+EF;［77］等又比对了另 7" 个

序列，提出一个 7#2I( 的共有序列，并认为其中心是保守性

很高的 !!I( 核心序列［7#］。R0)>5+FJ*? 等［7#］据此核心序列设

计的引物 8-,L7- 和 8-,L#［7#］在 8-,L3SL- 中得到了广泛应

用。在这以后人们研究 8-,L（,-M）时多采用 [@+EF; 提出的序

列，不同的是加上了第 7#" 个碱基“’”。随着更多 8-,L（,-M）

的发现，应该可以对 8-,L（,-M）的共有序列进行修正，但目

前还没有人提出新的共有序列。

绝大多数的 8-,L（,-M）都可以转录，9-N’ 形成茎环结



构（!"#$%&’’( !")*+"*)#）。当茎上某个碱基发生改变时，与其相

对应的碱基也要发生相应改变，从而保持二级结构的稳定

性［,］。-)’$.# 等［/0］认为 123-（324）转录能得到两种不同的

$256。这取决于是经典链转录，还是它的互补链转录。模

拟折 叠 表 明，经 典 链 的 $256 更 加 稳 定：其 自 由 能 为

7 809:;+<&=$’&，而互补链 $256 自由能为%>/90;+<&=$’&。如

果 $256 的二级结构对 123-（324）发挥功能很重要，那么经

典链就能调节 123-（324）的活性。

!"! #$%&（%$’）的插入序列

-)’$.# 等［/0］通 过 搜 索（程 序：?@A2-B%556，数 据 库：

1?CD 原 核 生 物 数 据 库）确 定 了 0 个 带 插 入 序 列 的 123-
（324）。它们分别位于催产克雷伯氏菌（!"#$%&#""’ ()*+(,’）的

-../ 0E端（1/），鼠伤寒沙门氏菌（ 0’"1(2#""’ +*-3&145&41）的

2&56 和 2&5/ 间（1F），以 及 鼠 伤 寒 沙 门 氏 菌（ 0’"1(2#""’
+*-3&145&41）的 +(-7 和 ,*%8 间（10）。1/、1F、10 分别长 ,GH(、

IJH(、I8H(。带插入序列的 123-（324）的 $256 与正常 123-
（324）的 $256 结构相似，而且 1/、1F、10 的 $256 模拟折叠

结构也极其相似。

比较插入序列和 123-（324），两者有一定相似性，这说

明两者可能相关［/0］。AK<)( 等［/>］认为插入序列是 123-（324）

内部扩增形成的，但这只能解释插入序列某个局部的起源。

他们还注意到插入序列间的相似程度相当高。如 1/ 和 1F
虽然来自不同的物种，但它们的相似性高达 :IL，而两者对

应的 123-（324）的相似性才 ,IL，这说明两个插入序列起源

相同，但是比各自的 123-（324）出现得更晚，而且形成过程

是独立的。搜索 M#NC<N;=1?CD 的结果显示这两个插入序列

与大肠杆菌（ 9%,3#5&,3&’ ,("&）染色体上 IF、:I、:G$.N 处的 8A
256 基因 ))O 下游的两个可能的终止子相似。

( 123-（324）在染色体上的分布

123-（324）散在分布于细菌染色体上，在噬菌体和质粒

中没有发现［:］。在染色体上 123-（324）局限于基因组可转

录区，即多顺反子操纵子基因间区域，或开放阅读框架上、下

游非翻译区，唯一的例外是霍乱弧菌（ :&$5&( ,3("#5’#）中的

123-（324），它位于 !*&6 基因的 8E端［,］。

有些 123-（324）分布在不同细菌相对应的基因间区域，

如鼠 伤 寒 沙 门 氏 菌（ 0’"1(2#""’ +*-3&145&41）和 大 肠 杆 菌 的

1#+9%1#+; 及 ’3-/%’3-< 间；鼠 伤 寒 沙 门 氏 菌（ 0’"1(2#""’
+*-3&145&41）、弗氏枸橼酸杆菌（/&+5($’,+#5 =5#42.&&）和丙二酸盐

阴性枸橼酸杆菌（/&+5($’,+#5 ’1’"(2’+&,4%）的 5-%>%.2’? 间。目

前已清楚知道多种细菌染色体中 123-（324）的具体位置［:］。

) 123-（324）的功能

随着人们对 123-（324）研究的逐步深入，123-（324）的

功能也得到一定揭示。

123-（324）主要的可能功能是调节 侧 翼 基 因（ O&<N;.NP
P#N#）的表达，因为许多 123-（324）都在大的多顺反子操纵子

基因间区域发现。这一过程可能有 0 种方式：!调节 Q56 转

录的终止。6N 等研究了大肠杆菌（9%,3#5&,3&’ ,("&）中 5-%8% +%=

间 123-（324）的 $256，他们发现核糖体结合位点在 25<!#"
切割位点附近［/J］。而核糖体结合到 $256 上 25<!#"切割

位点的 8E端可以调节编码该位点的 Q56 转录的终止［/8］。#
干扰核糖体的结合。123-（324）的 $256 茎环结构会干扰核

糖体的结合，从而影响翻译［/J］。大肠杆菌的 5-"7% 5-"@ 间整个

区域对应的 $256 上另一个二级结构也有此功能［/,］。$促

进或抑制 $256 片段的降解。M)#P’).’ 等［/I］把小肠结肠炎耶

尔森氏菌（A#5%&2&’ #2+#5(,("&+&,’）R# /,/ 中的 123-（324）分为

两种类型：离开放阅读框架距离较远的为 6 方向型，与终止

密码子重叠或紧挨着终止密码子（距离为 J S ,H(）的为 C 方

向型。6 方向型 123-（324）的上下游基因转录产物量相当，

而 C 方向型的下游基因产物量大约是上游基因的 > 倍。

123-（324）另外的可能功能包括：!提供可被 Q56 新陈

代谢相关蛋白或蛋白复合体识别的结构信号［/J］。#像 21@
（@4）一样为细胞拟核内染色体的合成提供相关位点：21@
（@4）可被聚合酶%优先结合，从而既能作为复制起始位点，

又能在复制的高保真机制中作为特定终止位点［/:］。$通过

促进基因重排或突变来影响基因组的稳定性。&位于基因

0T端的 123-（324）可能会防止核酸外切酶对基因 0T端的降

解［,］。

* 关于 123-（324）高度进化保守性的解释

有两种机制解释 123-（324）的高度进化保守性。

首先，自然选择压力限制了 123-（324）的变异，因为它

可能代表着合成重要蛋白质（如 Q56 相互作用相关蛋白）的

位点，就像 21@（@4）一样：大肠杆菌的 Q56 促旋酶［/G］和聚合

酶%［/:］都结合在 21@（@4）序列上。

其次，123-（324）可能是“自私的 Q56”（!#&O.!K Q56），它

与基因组的关系犹如寄生，其功能只是自身的扩增与繁衍。

反转录子作为逆转录假基因增殖被认为是自然进化中遗传

多样性的重要来源。123-（324）可能转录到 256，并在其中

散在分布。最近在细菌中发现逆转录酶的活性，这使得可能

用以 256 为媒介的基因转换机制来说明原核生物中重复序

列的广泛存在及其保守性［/F］。

+ 123-%@-2

+", #$%&-.&$ 的建立及引物瑕疵

由于 123-（324）在不同种属甚至同一种内不同菌株之

间的拷贝数和定位都不同，所以可用于细菌的分类与鉴定。

U#)!<&’V.+ 等［/F］/GG/ 年首先建立起 123-%@-2，相 关 的 21@%
@-2 也同时建立。他们根据 B*&"’N 提出的 >>H( 核心序列设

计引物，扩增多种细菌 Q56，得到了能清楚区分菌种和菌株

的条带。他们设计的引物 123-/2 和 123-F 后来得到广泛应

用。但现 在 用 WD3MW 分 析 会 发 现 这 两 个 引 物 存 在 瑕 疵：

123-/2 自 身 和 两 引 物 间 的 二 聚 体（ X.$#)）自 由 能 为

7 ,90;+<&=$’&，两 者 间 的 0T 端 二 聚 体（0T%X.$#)）自 由 能 为

7 >9:;+<&=$’&，都超过能值 >98［FJ］的界限。或许这可以解释

U#)!<&’V.+ 等用 123-/2 不 能 得 到 图 谱 而 同 时 用 123-/2 和

123-F 得到的图谱近似于单独用 123-F 的图谱。就像可以对

/I0林朝洪等：重复序列 123-（324）研究进展 Y =微生物学报（FJJI）>I（F）



!"#$（#"%）共有序列进行修正一样，今后应该可以设计出更

好的引物。

!"# $%&’()’% 的实质

早期普遍认为能用 !"#$&’$" 扩增出产物的基因组中就

含有 !"#$ 序列。()**)+,- 等［./］/001 年发现噬菌体、真菌、植

物及动物基因组 234 也能扩增出特异性产物，但噬菌体和

真菌基因组中没有 !"#$（#"%），因此他们认为 !"#$&’$" 是

随机扩增。陈迎春等［..］分析了大肠杆菌 5&/. 6(/788 菌株

的 !"#$&’$" 图谱主带后认为，!"#$&’$" 是半随机 ’$"：如果

基因组含有 !"#$（#"%），那么扩增产物通常一端含有 !"#$
（#"%），另一端随机匹配；如果基因组中不存在 !"#$（#"%），

!"#$&’$" 就成为较特殊的随机扩增：其引物较长（..9:），可

产生具有较高可重复性和一定特异性的指纹图谱。这是对

!"#$&’$" 实质的正确认识。

!"* $%&’()’% 用于微生物群落的结构分析

!"#$&’$" 在建立后的很长时间里主要用于单个菌株的

基因组多态性分析。();<=++) 等［.>］/000 年将其应用于人工

混合菌的组成分析。.??? 年以来 !"#$&’$" 逐渐用于微生物

群落的结构分析。

!"#$&’$" 用于研究生态系统中微生物群落的结构，具

有重复性好、简便快速和灵敏度高的特点，可以有效地同时

平行分析不同生态系统的结构差异以及动态监测同一生态

系统微生物群落结构的变化。国内上海交通大学在这方面

做了很多工作。宋志刚等［.@］用 !"#$&’$" 研究海洋微生物

群落，认为其条带特征可以反映出整个细菌基因组结构差

异，具 有 很 强 的 鉴 别 亚 种 和 菌 株 的 能 力。高 平 平 等［.8］用

!"#$&’$" 对焦化废水处理系统微生物种群结构的多样性和

稳定性进行了快速动态分析。朱红惠等［.7］认为 !"#$&’$"
能准确直观地检测到转基因微生物释放到环境中后对根际

微生物的群落结构和种群数量的影响。

!"+ $%&’()’% 用于动物肠道菌群的分析

动物肠道菌群与动物的营养、免疫、疾病等密切相关，是

动物微生态学研究的重点。肠道菌群是一个以专性厌氧菌

为主的微生态系统，定居在远端小肠和大肠内。据估计，约

有 @?? 种细菌能够定居在人的肠道中，其中大概有 >? A @? 个

主要菌种。由于不能对所有肠道细菌进行培养，所以对动物

肠道菌群的定性定量研究一直是困扰动物微生态学研究者

们的难题。这一难题由于分子生物学方法的引入而得到了

部分解决［.1］。

近年来 !"#$&’$" 逐渐运用到对动物肠道菌群的研究

上。在人医上，乔德才等［.B］描述过中长跑运动员肠道菌群的

结构特征：其 234 指纹图谱存在明显个体差异；运动负荷的

变化可能改变运动员肠道菌群结构。潘莉等［.0］认为腹泻儿

童肠道菌群结构多样性降低，粪检有白细胞腹泻个体较之粪

检无白细胞腹泻个体的肠道菌群结构偏离健康个体更远。

在兽医上，鲁海峰等［>?］分析了大熊猫的肠道菌群：不同个体

之间菌群结构比较相似，同一个体在不同时期表现出较高的

稳定性，但当个体出现健康问题时菌群结构有一定波动。丁

德忠等［>/］发现无特定病原（C:DEF)E ’=GH;,D+ IJDD，C’I）仔猪和

普通仔猪在断奶后肠道菌群的组成均发生较大变化，而且

C’I 仔猪的肠道菌群和普通仔猪的有显著差异。

笔者认为运用 !"#$&’$" 对动物肠道菌群进行系统研究

有一个大致相同的思路。首先应获得健康动物正常图谱，然

后测定有肠道疾病症状时的病理图谱，最后观察不同疗法的

动态治疗图谱。比较各图谱，从而找出能使病理图谱迅速恢

复到正常图谱的最佳疗法。另外，在健康动物样本足够大的

情况下，可能将正常图谱作为动物的一项新的生理学指标。
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