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人气管普孢子虫基因组中 MITEs转座子的鉴定及进化分析
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摘要:利用生物信息学方法,首次在人气管普孢子虫(Trachipleistophorahominis)基因组内鉴定到9个 MITEs家族

ThME1~ThME9,共123个拷贝,MITEs转座子的长度均小于600bp。根据靶位点重复序列(Targetsiteduplication,

TSD)的不同,将 ThME1归 属 于 Tc1/Mariner超 家 族,ThME2和 ThME3归 属 于 PIF/Harbinger超 家 族,ThME5和

ThME6归属于CACTA超家族(超家族的名字用正体较好,下同),其余家族归为新家族。分析发现,人气管普孢子虫中

的所有 MITEs家族的吉布斯自由能均小于0,表明 MITEs家族具有形成二级结构的潜能,有利于该家族在基因组上转

座。人气管普孢子虫 MITEs家族在基因组的插入时间估计在0~800万年内,而且这种插入在基因组中是随机的,没有

位置偏向性,并发现2个 MITEs转座子拷贝插入到基因编码区内部。上述结果为进一步研究微孢子虫 MITEs转座子的

起源以及功能奠定了基础。
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微型反向重复转座元件(Miniatureinverted-repeattransposableelements,MITEs)是一类截短的非自主

DNA转座子,最早是在对玉米Waxy 基因突变体的研究中发现的,之后的研究表明 MITEs转座子广泛的分布

于真核生物的基因组中,包括水稻(Oryzasativa)、拟南芥(Arabidopsisthaliana)、蚊子(Culicidae)、家蚕

(Bombyxmori)、人类(Homosapiens)等真核生物[1-6]。MITEs转座子具有DNA转座子典型的末端反向重复

序列(Terminalinvertedrepeats,TIR)和靶位点重复序列(Targetsiteduplication,TSD)结构;富含AT,并具有

潜在形成二级结构的能力;序列长度较短(小于600bp);具有高拷贝性;不具有编码转座酶的能力[7-11]。大量研

究表明 MITEs偏向于插入到基因内或基因附近[4-5],同时还有证据发现 MITEs序列内部含有终止密码子或

poly(A)[12];MITEs自身可能包含一些特殊调控序列,从而提高基因的表达[13-15];MITEs所在区域可能转录形

成小RNA下调基因表达[12,16]。同时,MITEs转座子的转座和扩增会影响基因组的大小和不同基因型物种在基

因组位点的多态性[17]。最新研究发现,MITEs转座子可以作为遗传工具携带cargo基因在酵母(Saccharomy-
ces)中进行表达[18]。

微孢子虫(Microsporidia)是一类专性寄生于细胞内的单细胞真核生物,被认为是各种经济昆虫、鱼类及人类

的致病病原之一。1996年Yachnis等人[19]从免疫缺陷型病人的骨骼肌和心肌中分离到一株新的微孢子虫,并命

名为人气管普孢子虫(Trachipleistophorahominis)。与其他微孢子虫相比,人气管普孢子虫能在实验室稳定的

培养,更适合实验操作。因此,它有可能被开发为一种重要的模型系统来研究细胞内寄生虫[20]。2012年 Heinz
等人[21]从免疫缺陷型病人中分离并测序得到了人气管普孢子虫全基因组序列,发现该微孢子虫基因组中存在大

量转座子,如LTR、Non-LTR、Helitron、PiggyBac等,而MITEs转座子则未见报道。在微孢子虫中,目前仅在昆

虫Nosema属微孢子虫中鉴定到 MITEs转座子[22-24]。因此,本研究基于 MITEs转座子的结构特征使用

MITEs-Hunter[2]程序,对人气管普孢子虫基因组中的 MITEs进行鉴定和特征分析,估计了每个 MITEs家族的

拷贝数和插入时间,并考察了它们对基因结构的影响,以便为今后有效开展人气管普孢子虫 MITEs转座子的进

化起源和功能奠定基础。
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1材料与方法

1.1数据来源

人气管普孢子虫全基因组序列下载自NCBI的Genbank数据库(JH993832.1)。

1.2MITEs转座子的鉴定

采用基于结构搜索的 MITEs-Hunter软件[2]对人气管普孢子虫中的 MITEs转座子进行全基因组鉴定。软

件参数设置为:TIR长度范围为5~50bp,错配碱基数不高于1;TSD长度范围为2~12bp;MITEs全长小于

600bp;并对鉴定获得的候选 MITEs进行人工式地逐个检验其中TIR和TSD序列。
将每个 MITEs家族的一致性序列(Consensussequence)作为问询序列,应用Blast程序对人气管普孢子虫

基因组进行搜索,接着用自编Perl脚本程序对比对结果筛选,获得核苷酸覆盖度在80%以上、相似性在90%的

全部序列。并将具有完整TIR和TSD的 MITEs序列定义为完整拷贝,否则即为片段拷贝。

1.3MITEs转座子在基因组上的定位

利用自编Perl脚本程序将所有的 MITEs转座子拷贝定位到基因组上,将整个基因组分为基因关联区和基

因间隔区两部分,基因关联区包括:起始密码子上游300bp(5′侧翼区),终止密码子下游300bp(3′侧翼区)和蛋

白编码区,其他则为基因间隔区,并分别统计 MITEs转座子落在不同区域内的频率。
对照组采用在基因组中随机截取2000个600bp的序列,将每个600bp序列的中点假设为 MITEs插入位

点,与人气管普孢子虫基因组上的位置进行比较,得到随机抽取的插入位点在基因组不同区域的分布情况。

1.4序列分析

通过mfold(http://mfold.rna.albany.edu/? q=mfold)在线软件计算和预测每个 MITEs家族一致序列的

自由能和二级结构。使用 MUSCLE软件[25]分别多重序列比对每个 MITEs转座子家族所有成员,之后应用

DAMBE[26]软件生成一致序列,同时计算出 MITEs家族的每个成员和与之对应的一致序列的分化度K,最后用

公式“T=K/2r”(假设每年每个核苷酸位点的替换速率是r=1.56×10-8)预测插入时间[27-28]。通过 WEGO在

线软件(http://wego.genomics.org.cn/cgi-bin/wego/index.pl)[29]对 MITEs转座子关联基因进行GO注释。

2结果与分析

2.1人气管普孢子虫 MITEs家族的鉴定和特征分析

基于 MITEs转座子的结构特征,利用 MITEs-Hunter软件,在人气管普孢子虫全基因组中鉴定到9个

MITEs家族(ThME1~ThME9),共123个拷贝,每个家族的结构特征和分类如表1所示。人气管普孢子虫

MITEs家族的AT含量都大于50%,表明人气管普孢子虫的MITEs转座子也是富含AT的。MITEs转座子的

长度均小于600bp,与前人研究报道一致[24],而该现象在进化上的意义则是序列越短,越有利于转座子自身的生

存和转座。同时,本研究发现人气管普孢子虫中的所有 MITEs家族的吉布斯自由能(ΔG)均小于0(表1),表明

MITEs家族具有形成二级结构的潜能,可能有利于该家族转座。

表1 人气管普孢子虫全基因组 MITEs家族的特征

Tab.1 ThefeatureofMITEsfamiliesintheT.hominisgenome

家族 TSD TIR 长度/bp AT含量/% 拷贝个数 -ΔG/(kcal·mol-1) 分类

ThME1 TA TTGTCGTA 261~319 59.9 7(5) 73.7 Tc1/Mariner

ThME2 TAA CCAAG 100~101 59.2 4(4) 21.5 PIF/Harbinger

ThME3 TAA TTGTTG 60~72 72.9 41(34) 7.9 PIF/Harbinger

ThME4 3bp TCATGAAA 161~167 67.1 4(4) 27.7 Unknown

ThME5 4bp TCCAA 102~103 54.4 9(9) 18.6 CACTA

ThME6 4bp ATTGTTGA 101~127 71.4 21(10) 17.6 CACTA

ThME7 5bp TGTCAT 94~110 67 12(4) 20.7 Unknown

ThME8 5bp TGTTGG 89~90 70.8 7(7) 12.1 Unknown

ThME9 5bp TGTTGGCC 89 61.8 18(18) 15.9 Unknown

  注:拷贝数一列的括号内为完整拷贝的个数。
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根据TSD特征,将人气管普孢子虫中已鉴定到的 MITEs家族分别归到已知的转座子超家族PIF/Harbin-
ger[30]、Tc1/Mariner[31]和CACTA[32]中,没有超家族归属的则被定义为Unknown(未知)。其中PIF/Harbinger
超家族包括 ThME2和 ThME3两个家族,而且拷贝数最多,达到了45个。ThME2和 ThME3的 TSD均为

TAA,但它们的TIR和内部序列都没有相似性,暗示它们可能都起源于不同的祖先却由同一类转座酶负责转

座。不同 MITEs超家族在TSD、TIR和内部序列都没有相似性,表明它们应有不同的进化起源方式。

表2 MITEs转座子在人气管普孢子虫基因组中拷贝数分布

Tab.2 ThedistributionofMITEscopiesintheT.hominisgenome

家族 拷贝数 5′侧翼区 蛋白编码区 3′侧翼区

ThME1 7 1 1 -

ThME2 4 - - 1

ThME3 41 4 1 5

ThME4 4 - - -

ThME5 9 - - 4

ThME6 21 - - 3

ThME7 12 2 - 2

ThME8 7 - - -

ThME9 18 - - 6

总计 123 7(5.7%) 2(1.6%) 21(17.1%)

对照 2000 222(11.1%) 680(34%) 179(8.95%)

   注:最后两行括号内数值表示在总体中所占的比例。

2.2人气管普孢子虫 MITEs家族插入时间的估计

通过计算每个 MITEs家族内部序列的分化度来估计每个 MITEs家族的插入时间(图1)。结果表明人气管

图1 人气管普孢子虫基因组中不同 MITEs家族的

插入时间估计

Fig.1 EstimationofevolutionarytimeoftheMITEs
familiesintheT.hominisgenome

普孢子虫所有 MITEs家族的插入时间分布在0~800万

年内。ThME3大约在300万年内发生过爆发式扩增,所
以导致了短时间内该家族拷贝数的增加,明显比其他家族

有更高的拷贝数。同时,通过同源比对发现,人气管普孢

子虫中的 MITEs序列在其他微孢子虫中都无同源序列,
表明这一 MITEs转座子的插入可能在人气管普孢子虫和

其他微孢子虫分化之后。

2.3人气管普孢子虫中 MITEs转座子在基因组中的插入

偏好性

通过对123个 MITEs拷贝在基因组中的定位,发现

31个(25%)拷贝位于基因区(表2),其中28个(22.8%)
拷贝位于基因侧翼300bp以内的区域,2个(1.6%)拷贝

位于基因内。通过与随机抽取的对照组比较发现,实际位

于基因区的 MITEs转座子与对照组并无显著性差异

(χ2 检验,p>0.05),暗示在人气管普孢子虫基因

组中 MITEs转座子并没有偏向于插入到基因区,
可能为随机插入到基因组中。

为了探究和基因相关的 MITEs转座子是否偏

向于插入某一类特殊的基因家族,本研究对和

MITEs关联的基因进行GO注释分类(图2)。结

果显示与人气管普孢子虫所有基因相比,MITEs
转座子并没有对特殊基因家族的插入具偏好性。

3讨论

近年来MITEs转座子在越来越多物种中被发

现,同时已经开发了多种软件和方法来从基因组中

鉴定 MITEs,例如最新的 MITEs-Hunter、RSPB[33]、

MITEs-Digger[34]等。比较研究表明,MITEs-Hunter
是目前相对较为成功的一个鉴定 MITEs转座子的

软件[2,24]。因此,本研究基于结构特征,使用MITEs-
Hunter软件,首次从人气管普孢子虫基因组中发现并鉴定了9个 MITEs转座子家族。由于这些元件和前人报

道的 MITEs转座子具有共同的结构特征,本研究依据TSD特征将这些 MITEs转座子归属于PIF/Harbinger、

Tc1/Mariner和CACTA等超家族中。对本研究鉴定的MITEs家族的插入时间进行估计,推测人气管普微孢子

虫所有 MITEs家族的插入时间分布在0~800万年内。
分析 MITEs转座子在基因组中的分布情况时发现,人气管普微孢子虫中 MITEs转座子并没有表现出插入

偏向性,而是随机插入到基因组内或某些基因附近。同时发现 MITEs转座子在基因内、3′侧翼区和5′侧翼区都

有分布,这一点在其他物种中也有发现。只有2个 MITEs转座子位于基因编码区域内(表2),那么导致 MITEs
转座子在外显子区域分布较少的原因可能是由于 MITEs插入到相应区域时,通常会带来移码突变,进而导致基
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因失活;因此,为了尽量保持寄生宿主基因的完整性,这些 MITEs转座子在进化历程中会被纯化选择给清除掉。
先前的研究表明大多数MITEs内部序列包含poly(A)信号,所以插入到基因的3′端可能会对基因调控和转录终

止起到重要的作用[34]。本研究发现在人气管普孢子虫中有21个 MITEs转座子位于3′侧翼区(表2),这些

MITEs对邻近基因的表达是否具有调控的作用,仍需要更多的实验数据支持。

图2 人气管普孢子虫 MITEs邻近基因与所有基因的GO注释比较

Fig.2 TheGOannotationofthegenesharboringMITEelementsintheT.hominis

本研究在人气管普孢子虫鉴定到了9个 MITEs家族,而报道在家蚕微孢子虫(Nosemabomycis)、柞蚕微孢

子虫(Nosemaantheraeae)和东方蜜蜂微孢子虫(Nosemaceranae)分别存在89,17,5个 MITE家族[24]。考察上

述4个物种的基因组大小分别为15.7,6.6,7.9,8.9Mb[21,35]。综合上述两个方面,表明微孢子虫 MITEs家族

数量和基因组大小并没有直接相关性。此外,比较了人气管普微孢子虫和其他微孢子虫的 MITEs家族序列,并
没有发现有序列同源性,这也暗示 MITEs转座子在微孢子虫物种中可能非单一祖先起源。总之,由于 MITEs
转座子具有高拷贝性,故它在物种基因组演化、基因的表达调控等方面都扮演着重要的角色。本研究结果为深

入研究人气管普孢子虫基因组中 MITEs转座子的起源进化及作用奠定了基础。
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CharacterizationandGenomicEvolutionofMITEsinMicrosporidianTrachipleistophorahominis

LIULu1,HEQiang2,CHENShiliang3,ZHANGXiaoyan1,ZHOUZeyang1,XUJinshan1

(1.Schooloflifesciences,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331;

2.StateKeyLaboratoryofSilkwormGenomeBiology,SouthwestUniversity,Chongqing400716;

3.SericulturalandApiculturalInstitute,YunnanAcademyofAgriculturalSciences,MengziYunnan661101,China)

Abstract:Uptonow,therewasstillnoreportofMITEsinthemicrosporidiaspeciesexceptfortheNosemaspecies.NineMITEs
family,designatedasThME1~ThME9inthisstudy,werefirstlyidentifiedinTrachipleistophorahominisgenomebymeansof
computermethods.Asaconsequence,atotalof123MITEscopiesderivedfromthesefamiliesweretargetedandthelengthofthem
waslessthan600bp.AccordingtothefeatureofTSD,ThME1wasattributedtoTc1/Marinersuperfamily,ThME2andThME3
wereattributedtoPIF/Harbingersuperfamily,ThME5andThME6wereattributedtoCACTAsuperfamily,andtherestwerede-
finedasunknown.TheanalysisofsequencestructureshowedthatthefreeenergyofallMITEsfamiliesinT.hominisgenomewas
lessthan0,indicatingthatMITEsfamilyshouldhavethepotentialtoformsecondarystructuresandbenefittoitstransposition.
TheevolutiontimeofMITEsinsertioninthegenomewasestimatedtobenomorethan8millionyears.Nobiasdistributionswere
foundfortheMITEsinthegenomeofT.hominis,twoofwhichwereinsertedintotheprotein-codingregion,whichmayhaveaffect
onthegenestructure.OurresultslaidthefoundationtofurtherstudytheoriginandthefunctionofMITEstransposonsinmicrospo-
ridiaspecies.
Keywords:microsporidia;Trachipleistophorahominis;MITEs;genome;transposon
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