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　 　 摘要:　 利用基于结构从头寻找和同源比对的方法ꎬ从绿豆基因组中鉴定出插入位置明确的１ １９８个完整的

Ｃｏｐｉａ类反转座子和１ ０３８个 ｓｏｌｏ ＬＴＲ转座子元件ꎮ 这些元件不均匀分布在绿豆的 ２２条染色体上ꎬ并和功能基因的

分布呈现显著的负相关关系ꎮ 绝大部分 Ｃｏｐｉａ类反转座子(９１􀆰 ８％)在最近 ５􀆰 ０ ＭＹＡ内插入到寄主基因组中ꎬ并在

１􀆰 ０~ ２􀆰 ０ ＭＹＡ呈现 １个明显的活跃峰值ꎮ 此外ꎬ每个家族的 ｓｏｌｏ ＬＴＲ转座元件数量与完整转座元件数量的比值与

进化时间无关ꎬ而与 ＬＴＲ的长度呈现显著的正相关关系ꎮ 尽管这些 Ｃｏｐｉａ类反转座子可划分为 Ａｎｇｅｌａ、Ａｌｅ、Ｂｉａｎｃａ、
Ｉｖａｎａ、Ｍａｘｉｍｕｓ和 ＴＡＲ等 ６个谱系ꎬ但各谱系内所包含的家族数和元件数差异较大ꎮ 通过染色体上的位置比较ꎬ发
现 ６７个 Ｃｏｐｉａ类反转座子家族的 ７１３个元件插入到 ６２９个功能基因的内部或附近区域(<１ ｋｂ)ꎬ提示这些元件可

能对基因的结构、表达和功能产生一定的影响ꎮ
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　 　 转座元件 ( Ｔｒａｎｓｐｏｓａｂｌｅ ｅｌｅｍｅｎｔｓ)ꎬ又叫转座

子ꎬ是基因组中可以移动的 ＤＮＡ片段ꎮ 根据转座方

式的不同ꎬ植物中的转座子一般可分为 ２种类型ꎬ即
以 ＲＮＡ为媒介的反转座子和以 ＤＮＡ为媒介的 ＤＮＡ
转座子ꎮ 根据结构的不同ꎬ反转座子又可以分为

ＬＴＲ(Ｌｏｎｇ ｔｅｒｍｉｎａｌ ｒｅｐｅａｔ)类反转座子和非 ＬＴＲ 类

反转座子[１]ꎮ 研究结果表明ꎬＬＴＲ 类反转座子是植

物基因组的主要组成部分ꎮ 在玉米中ꎬＬＴＲ 类反转

座子的 ＤＮＡ含量可以达到 ７５％[２]ꎮ 根据序列相似

性和转座酶的先后顺序ꎬＬＴＲ 类反转座子又可以分

为 Ｃｏｐｉａ和 Ｇｙｐｓｙ ２ 个超家族ꎮ 两者在结构上的区

别主要在于整合酶 ＩＮＴ 的位置不同ꎮ Ｃｏｐｉａ 类反转

座子具有 ＩＮＴ￣ＲＴ￣ＲＨ 结构ꎬ而 Ｇｙｐｓｙ 型反转座子则

具有 ＲＴ￣ＲＨ￣ＩＮＴ 结构[１]ꎮ
一个完整的 ＬＴＲ￣反转座子( Ｉｎｔａｃｔ ｅｌｅｍｅｎｔ)通

常具有一些明显的结构特征ꎬ如包含 ２ 个正向重复

的 ＬＴＲ序列ꎬ通常以 ＴＧ开头ꎬＣＡ结尾ꎬ往往在其插

入位点附近形成４~ ６ ｂｐ 的正向重复序列( Ｔａｒｇｅｔ
ｓｉｔｅ ｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎｓꎬＴＳＤｓ)ꎬ含有与转录起始和终止有

关的 ｔＲＮＡ结合位点(Ｐｒｉｍｅｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅꎬＰＢＳ)和多

聚嘌呤序列( Ｐｏｌｙｐｕｒｉｎｅ ｔｒａｃｔꎬＰＰＴ)ꎮ 除了完整的

ＬＴＲ￣反转座子( Ｉｎｔａｃｔ ｅｌｅｍｅｎｔ)外ꎬ基因组中也存在

大量的单个 ＬＴＲ 序列( ｓｏｌｏ ＬＴＲ)以及部分缺失的

ＬＴＲ元件(Ｔｒｕｎｃａｔｅｄ ｅｌｅｍｅｎｔ) [３￣４]ꎮ 一般认为ꎬ这 ２
种类型的 ＬＴＲ 转座子是由于各种类型的重组事件

而产生的[５￣６]ꎮ
由于同一个 ＬＴＲ￣反转座子的 ２ 个 ＬＴＲ 序列来

自于同一个 ｍＲＮＡ 分子ꎬ因此ꎬ一个新的 ＬＴＲ￣反转

座子在形成时具有 ２ 个序列完全一致的 ＬＴＲ 序

列[４]ꎮ 随着进化时间的推移ꎬ同样的 ２ 个 ＬＴＲ 序列

逐渐产生和积累变异ꎮ 因此ꎬ根据 ２ 个 ＬＴＲ 序列之

间的核苷酸序列差异ꎬ以及 ＬＴＲ￣反转座子的大致进

化速率ꎬ可以估算 ＬＴＲ￣反转座子的插入时间ꎮ 比

如ꎬ在大豆基因组中ꎬ>９０％的鉴定完整的 ＬＴＲ￣反转

座子是在最近 ３􀆰 ０ ＭＹＡ产生的ꎬ并且>３ ０００个 ＬＴＲ￣
反转座子在最近 ０􀆰 ５ ＭＹＡ内产生[７]ꎮ

作为植物中主要的重复序列类型之一ꎬＣｏｐｉａ

类反转座子是构成植物基因组的重要组成部分ꎮ
已有研究结果表明ꎬ４％的水稻基因组 ＤＮＡ[８] 、
１２％的大豆基因组 ＤＮＡ[９]以及 ２４％的玉米基因组

ＤＮＡ[１０]由各种类型的 Ｃｏｐｉａ 类反转座子组成ꎮ 尽

管大多数转座元件含有插入 /缺失、移码突变、终
止密码子等ꎬ在基因组中不再活跃ꎬ一些 Ｃｏｐｉａ 类
反转座子在特殊生长条件下仍然具有转座活性ꎮ
如在组织培养条件下ꎬ水稻中的 Ｔｏｓ１７ 转座子被大

量激活ꎬ并偏向性的插入到基因富集的区域[８] ꎮ
利用 Ｔｏｓ１７ 这种特性ꎬ科研人员创造了大量的水稻

突变体库ꎬ从而更有助于水稻基因功能的研究[１１] ꎮ
另外ꎬ一些 Ｃｏｐｉａ 类反转座子还直接介导了植物器

官的产生和性状的形成ꎮ 已有研究结果表明ꎬＣｏ￣
ｐｉａ类反转座子 Ｒｉｄｅｒ 参与了番茄 ＳＵＮ 基因的复

制ꎬ进而影响了番茄果实的形状和大小[１２] ꎮ 橙子

中 Ｃｏｐｉａ 类反转座子 Ｔｃｓ１ 插入到 Ｒｕｂｙ 基因的上

游ꎬ促进了花色素苷的合成ꎬ使得果肉颜色呈现红

色[１３] ꎮ 这些结果表明ꎬＣｏｐｉａ类反转座子对于植物

基因组的构成ꎬ突变体库的建立ꎬ以及植物表型的

产生都可能具有重要作用ꎮ
绿豆(Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔａ)是一种重要的经济作物ꎮ

由于其具有生长期短、适应性广、营养价值高等优

点ꎬ被广泛作为倒茬轮作、间作套种、减灾救灾等作

物ꎬ以及用于豆芽、粉丝、糕点等食品的制作[１４]ꎮ 绿

豆基因组具有 ２２ 条染色体ꎬ基因组大小约 ５７９
Ｍｂ[１５]ꎮ 尽管绿豆基因组序列已组装完成ꎬ但是由

于其基因组进化时间较长ꎬ成分较多ꎬ很多重复序列

种类多、结构复杂ꎮ 因此ꎬ绿豆基因组的注释还有待

于进一步完善ꎬ这对于后续功能基因的研究以及绿

豆分子育种工作都可能提供更好的便利和数据来

源ꎮ
鉴于 Ｃｏｐｉａ类反转座子在植物基因和基因组进

化过程中的重要作用ꎬ本研究利用公开发表的二倍

体绿 豆 基 因 组 序 列 ( Ｖ. ｒａｄｉａｔａ ｖａｒ. ｒａｄｉａｔａ
ＶＣ１９７３Ａ)ꎬ从基因组水平上系统注释了绿豆 Ｃｏｐｉａ
类反转座子ꎬ初步明确了绿豆 Ｃｏｐｉａ 类反转座子的

数量、类型、分类、分布、亲缘关系ꎬ以及与功能基因
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之间的相互关系ꎬ为后续深入研究 Ｃｏｐｉａ 类转座子

在绿豆基因和基因组进化过程中所起的作用提供依

据ꎬ也为后续进一步开展绿豆功能基因的研究ꎬ活性

转座子的鉴定和筛选可利用的转座子分子标记提供

数据来源ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 绿豆基因组数据来源及 Ｃｏｐｉａ 类反转座子的

注释

　 　 本研究中所用的绿豆( Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔａ)基因组

数据来自 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ.
ｎｉｈ.ｇｏｖ / )ꎮ 基于结构从头寻找和同源比对相结合

的方法ꎬ利用 ＬＴＲ＿ＳＴＲＵＣ 软件搜索绿豆全基因组

序列ꎬ获得完整的 ＬＴＲ￣反转座子元件[１６] ꎮ 然后ꎬ
以这些完整的 ＬＴＲ￣反转座子元件为目标序列ꎬ利
用 Ｃｒｏｓｓ＿ｍａｔｃｈ 软件(默认参数)对绿豆基因组序

列进行同源比对搜索ꎮ 根据比对结果ꎬ利用 ｐｅｒｌ
脚本进一步分析处理ꎬ再经人工检查确定所有

ＬＴＲ￣反转座子的结构和插入位置ꎮ 根据 ＬＴＲ￣反转

座子的内部结构、同源性和 ８０￣８０￣８０ 规则ꎬ鉴定出

所有的 Ｃｏｐｉａ 类 ＬＴＲ￣反转座子ꎬ并将它们分为不

同的家族[１] ꎮ
１.２　 绿豆 Ｃｏｐｉａ 类反转座子基因组分布特征分析

本研究使用以下方法对绿豆 ＬＴＲ￣反转座子进

行随机性分布检验ꎮ 首先ꎬ将绿豆基因组按连续无

重叠 １ Ｍｂ的窗口进行划分ꎬ并对每个窗口内鉴定的

ＬＴＲ￣反转座子数量进行统计ꎮ 然后ꎬ借助 ｐｅｒｌ 脚
本ꎬ将鉴定的所有 ＬＴＲ￣反转座子分别随机分配到各

个窗口中ꎬ并重复１０ ０００次ꎬ同时计算每次每个窗口

内的 ＬＴＲ￣反转座子数量ꎮ 最后ꎬ根据公式 Ｐ ＝ (ｍ＋
１) / (１０ ０００＋１)计算每个窗口中的 Ｐ 值ꎮ 其中ꎬｍ
指在１０ ０００次模拟结果中有 ｍ 次结果等于或小于实

际统计数值ꎬ当０.０２５<Ｐ<０􀆰 ９７５ 时符合随机分布标

准[１７]ꎮ
１.３　 绿豆 Ｃｏｐｉａ 类反转座子插入时间的估算

提取含有 ＴＳＤ 位点的完整 ＬＴＲ￣反转座子两端

的 ＬＴＲ序列ꎬ利用ＭＵＳＣＬＥ软件(默认参数)进行序

列比对[１８]ꎮ 根据公式 Ｔ ＝ Ｋ / ２ｒ 计算插入时间ꎮ 其

中进化速率 ｒ＝ １.３× １０－８ꎬ核苷酸差异 Ｋ 用 Ｊｕｋｅｓ￣
Ｃａｎｔｏｒ方法进行计算ꎮ
１.４　 绿豆 Ｃｏｐｉａ 类反转座子的系统进化树分析

提取绿豆 Ｃｏｐｉａ 类反转座子中反转座酶 ＲＴ 基

因的保守序列ꎬ并从每个家族中选取年轻且 ＲＴ 基

因结构相对完整的序列作为参照序列ꎮ 利用 ＭＵＳ￣
ＣＬＥ软件(默认参数)ꎬ对 Ｃｏｐｉａ 类家族的 ＲＴ 基因

序列进行序列比对ꎮ 用 ＭＥＧＡ７软件中的 Ｐ￣ｄｉｓｔａｎｃｅ
模块构建邻近进化树ꎬ重复 ５００次ꎮ
１.５ 　 绿豆 Ｃｏｐｉａ 类反转座子与功能基因之间的

关系

　 　 根据绿豆 Ｃｏｐｉａ类反转座子与基因间的位置关

系ꎬ提取内部和上下游 １ ｋｂ范围内存在转座元件的

功能基因ꎬ利用 Ｂｌａｓｔ２ＧＯ ５ 软件对这些功能基因进

行注释ꎬ并使用 ＷＥＧＯ２.０ 软件(ｈｔｔｐ: / / ｗｅｇｏ.ｇｅｎｏｍ￣
ｉｃｓ.ｏｒｇ.ｃｎ / )进行富集分析[１９￣２０]ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 绿豆 Ｃｏｐｉａ 类反转座子的鉴定及注释

本研究基于结构从头寻找和同源比对的方

法ꎬ从绿豆基因组中共鉴定出２ ２３６个插入位置明

确的 Ｃｏｐｉａ类反转座子ꎬ其中ꎬ１ １９８个为完整转座

子元件ꎬ１ ０３８个为 ｓｏｌｏ ＬＴＲꎮ 从数量上来看ꎬ两者

的比值(Ｓ / Ｉ)为０.８７ ∶ １􀆰 ００ꎮ 在１ １９８个完整转座

子元件中ꎬ长度在 ２０ ｋｂ 以上的元件有 １１ 个ꎬ１５ ~
２０ ｋｂ的元件有 ９ 个ꎬ１０ ~ １５ ｋｂ 的元件有 ３３ 个ꎬ
５ ~ １０ ｋｂ 的元件有 ２１２ 个ꎬ１ ~ ５ ｋｂ 的元件有 ６２２
个ꎬ１ ｋｂ 以下的元件有 ３１１ 个ꎮ 根据统一的转座

子的分类标准ꎬ这些元件可分为 １２６ 个不同的家

族ꎬ拷贝数从 １ 到 ５８９ 不等ꎮ 其中ꎬ共有 １１１ 个

Ｃｏｐｉａ类反转座子家族含有 ＲＴ 转座酶序列ꎬ而剩

余的 １５ 个家族不含有 ＲＴ 转座酶序列ꎬ提示它们

可能属于非自主型转座子ꎮ 拷贝数最大的家族为

Ｖｒａｒ＿Ｃ１ꎬ含有 ３３３ 个完整转座子元件和 ２５６ 个 ｓｏ￣
ｌｏ ＬＴＲꎻ元件两端含有 ２ 个 １２０ ｂｐ的 ＬＴＲ 序列ꎻ元
件全长为６ １３４ ｂｐ(表 １)ꎮ 另外ꎬ其他高拷贝( >
１００)的家族有 ５ 个ꎬ分别是 Ｖｒａｒ ＿ Ｃ２ ( ３１７ 个)ꎬ
Ｖｒａｒ＿Ｃ３(２７７ 个)ꎬＶｒａｒ＿Ｃ４(１５７ 个)ꎬＶｒａｒ＿Ｃ５(１１２
个)ꎬ和 Ｖｒａｒ ＿ Ｃ６ ( １０９ 个)ꎮ 元件长度最长的为

Ｖｒａｒ＿Ｃ２ꎬ达到１６ ０２９ ｂｐꎬ含有 ４４ 个完整转座子元

件 ２７３ 个 ｓｏｌｏ ＬＴＲ (表 １)ꎮ 元件长度最短的为

Ｖｒａｒ＿Ｃ３０ꎬ全长仅有 ９０９ ｂｐꎬＬＴＲ序列为 １７３ ｂｐꎬ仅
含有 ６ 个拷贝(表 １)ꎮ 这些结果说明ꎬ尽管同属于

Ｃｏｐｉａ类反转座子ꎬ但不同家族具有各自的遗传特

征ꎬ可能在绿豆基因和基因组的进化过程中扮演

着不同的角色ꎮ
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表 １　 绿豆 Ｃｏｐｉａ 类反转座子部分家族信息汇总表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｓｏｍｅ Ｃｏｐｉａ ｆａｍｉｌｉｅｓ ｉｎ ｍｕｎｇ ｂｅａｎ

家族　 自主型转座子
(ＲＴ)

ＬＴＲ大小
(ｂｐ)

完整元件大小
(ｂｐ)

完整元件
数量(个)

ｓｏｌｏ ＬＴＲ数量
(个)

元件总数
(个)

插入时间
(ＭＹＡ) Ｓ / Ｉ 谱系

Ｖｒａｒ＿Ｃ１ 是 １２０ ６１３４ ３３３ ２５６ ５８９ ３.２８ ０.７７ Ａｌｅ

Ｖｒａｒ＿Ｃ２ 是 １４５５ １６ ０２９ ４４ ２７３ ３１７ ２.４２ ６.２ Ｍａｘｉｍｕｓ

Ｖｒａｒ＿Ｃ３ 是 １９１ １４ ４７３ １９８ ７９ ２７７ ２.２１ ０.４ Ａｌｅ

Ｖｒａｒ＿Ｃ４ 是 ９９６ １０ ４４７ ３６ １２１ １５７ １.７４ ３.３６ Ｍａｘｉｍｕｓ

Ｖｒａｒ＿Ｃ５ 是 １ ０６５ ８ ５２０ １０ １０２ １１２ １.７８ １０.２ Ｍａｘｉｍｕｓ

Ｖｒａｒ＿Ｃ６ 是 １９３ ９ ６４５ １０４ ５ １０９ １.５２ ０.０５ Ａｌｅ

Ｖｒａｒ＿Ｃ７ 是 ２０６ ７ ３５０ ４９ ３２ ８１ １.７６ ０.６５ Ａｌｅ

Ｖｒａｒ＿Ｃ８ 是 ２２０ ５ ０２２ ３６ ７ ４３ ２.２２ ０.１９ Ａｌｅ

Ｖｒａｒ＿Ｃ９ 否 １ ３９４ １１ ０９２ ６ ３３ ３９ ３.０１ ５.５ /

Ｖｒａｒ＿Ｃ１０ 是 ６７７ ７ ８７２ ２１ １７ ３８ ２.５４ ０.８１ Ｂｉａｎｃａ

Ｖｒａｒ＿Ｃ１１ 是 １８９ ４ ５６８ ２５ ６ ３１ １.６６ ０.２４ Ａｌｅ

Ｖｒａｒ＿Ｃ１２ 否 ３１８ ４ ０８５ １８ ７ ２５ ２.４９ ０.３９ /

Ｖｒａｒ＿Ｃ１３ 是 １５０ ４ ０８８ １２ １１ ２３ １.９２ ０.９２ Ａｌｅ

Ｖｒａｒ＿Ｃ１４ 是 ２０５ ５ ３８４ ２０ ３ ２３ １.２９ ０.１５ Ａｌｅ

Ｖｒａｒ＿Ｃ１５ 否 ２７１ ２ ８４４ １３ ９ ２２ ０.９８ ０.６９ /

Ｖｒａｒ＿Ｃ１６ 否 ２３５ ３ ２２９ １６ ５ ２１ ２.４４ ０.３１ /

Ｖｒａｒ＿Ｃ１７ 是 ４５４ ９ ０５３ １４ ５ １９ ２.５７ ０.３６ Ａｎｇｅｌａ

Ｖｒａｒ＿Ｃ１８ 是 ４３９ ５ ５２８ １０ ９ １９ １.６５ ０.９ ＴＡＲ

Ｖｒａｒ＿Ｃ１９ 是 ２０７ ５ ９３５ １０ ５ １５ １.７２ ０.５ Ａｌｅ

Ｖｒａｒ＿Ｃ２０ 是 ５０６ ６ ５１０ ５ ８ １３ １.５ １.６ Ａｎｇｅｌａ

Ｖｒａｒ＿Ｃ２１ 是 ４０９ ４ ８８９ ８ ４ １２ １.２ ０.５ Ｉｖａｎａ

Ｖｒａｒ＿Ｃ２２ 是 １６３ ４ ８１３ ３ ９ １２ ０.７４ ３ Ａｌｅ

Ｖｒａｒ＿Ｃ２３ 是 ２００ ４ ４８０ ９ ２ １１ １.６３ ０.２２ Ｉｖａｎａ

Ｖｒａｒ＿Ｃ２４ 是 ２５０ ４ ３９５ ８ １ ９ １.３７ ０.１３ Ａｌｅ

Ｖｒａｒ＿Ｃ２５ 是 １７３ ４ ９００ ６ ２ ８ １ ０.３３ Ａｌｅ

Ｖｒａｒ＿Ｃ２６ 是 ２８２ ５ ０３８ ４ ４ ８ ０.７３ １ Ａｌｅ

Ｖｒａｒ＿Ｃ２７ 是 ２１１ ７ ７８４ ６ １ ７ ２.５８ ０.１７ Ａｌｅ

Ｖｒａｒ＿Ｃ２８ 否 ２５３ ２ ６９５ ４ ３ ７ ２.１７ ０.７５ /

Ｖｒａｒ＿Ｃ２９ 是 ２１３ ４ ４５９ ５ ２ ７ １.８１ ０.４ Ｂｉａｎｃａ

Ｖｒａｒ＿Ｃ３０ 否 １７３ ９０９ ２ ４ ６ ３.１６ ２ /

２.２　 绿豆 Ｃｏｐｉａ 类反转座子在基因组中的分布

为了探讨 Ｃｏｐｉａ类反转座子在绿豆基因组中的

分布规律及特征ꎬ我们对 ４６３ 个 １ Ｍｂ 窗口中 ＬＴＲ￣
反转座子的分布进行了随机性检验ꎮ 其中ꎬ有 ６１ 个

(１３％)窗口中 Ｃｏｐｉａ类反转座子的模拟值与理论值

之间存在显著差异ꎬ说明这些 ＬＴＲ￣反转座子具有偏

向分布的特点(图 １)ꎮ 其发生的频率远低于大豆的

７９％ꎬ略高于梨的 １０％[７ꎬ２１]ꎬ提示在不同的基因组

中ꎬＬＴＲ￣反转座子在染色体上的分布存在较大差

异ꎮ 另外ꎬ我们的研究结果也显示ꎬｓｏｌｏ ＬＴＲ 和完整

转座子元件具有相似的分布特点ꎬ均富集在染色体

的异染色质区域(图 １)ꎮ
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Ａ:染色体ꎻＢ:基因ꎻＣ:完整 ＬＴＲ元件ꎻＤ:单个 ＬＴＲ元件ꎮ
图 １　 绿豆 Ｃｏｐｉａ 类反转座子在染色体上的分布

Ｆｉｇ.１　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｏｐｉａ ｒｅｔｒｏｔｒａｎｓｐｏｓｏｎｓ ａｌｏｎｇ ｔｈｅ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ ｉｎ ｍｕｎｇ ｂｅａｎ

　 　 为了便于比较ꎬ我们用同样的方法ꎬ对绿豆基因

组中功能基因的分布也进行了随机性检验ꎮ 研究结

果显示ꎬ在绿豆中ꎬ３３６个(７３％)窗口中的基因具有

偏向性分布的特点ꎮ 这一比例略低于大豆基因的

８０％ꎬ略高于梨基因的 ６８％[７ꎬ２１]ꎮ 从染色体上的分

布来看ꎬ绿豆中的基因更多分布在染色体两端(图
１)ꎮ
　 　 为了明确 Ｃｏｐｉａ类反转座子的分布是否与基因

的分布呈一定的相关性ꎬ我们对两者进行了相关性

分析ꎮ 结果显示ꎬ在绿豆基因组中ꎬＣｏｐｉａ 类反转座

子元件密度与基因密度之间呈现显著的负相关关系

(图 ２)ꎮ 这一结果提示ꎬ基因的密度可能是影响 Ｃｏ￣
ｐｉａ类反转座子分布的一个因素ꎮ

图 ２　 Ｃｏｐｉａ 类元件与基因的相关性

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｃｏｐｉａ ｅｌｅｍｅｎｔ ｄｅｎｓｉｔｙ ａｎｄ ｇｅｎｅ
ｄｅｎｓｉｔｙ

２.３　 绿豆 Ｃｏｐｉａ 类反转座子的插入时间

为估算绿豆 Ｃｏｐｉａ 类反转座子的大致插入时
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间ꎬ我们对含有 ＴＳＤ 位点的完整转座元件进行了进

一步分析ꎮ 结果显示ꎬ在绿豆中ꎬ绝大多数元件

(９１􀆰 ８％)在最近 ５􀆰 ０ ＭＹＡ 插入到基因组中ꎬ并在

１􀆰 ０~２􀆰 ０ ＭＹＡ左右具有最高活性(图 ３)ꎮ 有 ８４ 个

元件在 ０􀆰 ５ ＭＹＡ 内插入到寄主基因组中(图 ３)ꎮ
需要特别指出的是ꎬ２３个元件的插入时间为 ０ꎬ提示

它们是新近插入到绿豆基因组中的ꎬ可能仍然具有

转录和转座活性(图 ３)ꎮ
从单个家族来看ꎬ在 １２６ 个 Ｃｏｐｉａ 类反转座子

家族中ꎬ有 １０６ 个家族(８４􀆰 １％)中元件的平均插

入时间<３􀆰 ０ ＭＹＡꎻ４７ 个家族(３７􀆰 ３％)中元件的平

均插入时间在１􀆰 ０ ~ ２􀆰 ０ ＭＹＡꎻ２８ 个家族(２２􀆰 ２％)
中元件的平均插入时间<１􀆰 ０ ＭＹＡꎻ有 ６ 个家族中

元件的平均插入时间为 ０ꎬ提示该家族可能仍然具

有活性ꎮ

ａ:０~０.５ ＭＹＡꎻｂ:０.５ ~ １.０ ＭＹＡꎻｃ:１.０ ~ １. ５ ＭＹＡꎻｄ:１. ５ ~ ２. ０
ＭＹＡꎻｅ:２.０~２.５ ＭＹＡꎻｆ:２.５~３.０ ＭＹＡꎻｇ:３.０~３.５ ＭＹＡꎻｈ:３.５ ~
４.０ ＭＹＡꎻｉ:４.０~ ４.５ ＭＹＡꎻｊ:４.５ ~ ５.０ ＭＹＡꎻｋ:５.０ ~ ５.５ ＭＹＡꎻｌ:
５.５~６.０ ＭＹＡꎻｍ:６.０ ~ ６. ５ ＭＹＡꎻｎ:６. ５ ~ ７. ０ ＭＹＡꎻｏ:７. ０ ~ ７. ５
ＭＹＡꎻｐ:７.５~８.０ ＭＹＡꎻｑ:>８.０ ＭＹＡꎮ
图 ３　 绿豆 Ｃｏｐｉａ 类反转座子插入时间分布

Ｆｉｇ.３　 Ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｆ Ｃｏｐｉａ ｒｅｔｒｏｔｒａｎｓｐｏｓｏｎｓ ｉｎ ｍｕｎｇ ｂｅａｎ

２.４ 　 绿豆 Ｃｏｐｉａ 类反转座子 Ｓ / Ｉ 与插入时间和

ＬＴＲ 长度之间的相关性

　 　 我们前期在大豆上的研究结果表明ꎬｓｏｌｏ ＬＴＲ
与完整转座子元件拷贝数之间的比例 ( Ｓ / Ｉ)与
ＬＴＲ长度存在显著的相关性ꎬ而与平均插入时间

不存在相关性[７] ꎮ 为了验证这一结论在绿豆中是

否仍然成立ꎬ我们统计分析了拷贝数最多的前 ３０
个家族ꎮ 研究结果显示ꎬ绿豆中 Ｓ / Ｉ 值与 ＬＴＲ 长

度之间具有显著的正相关关系(图 ４)ꎮ 这说明ꎬ
随着 ＬＴＲ长度的增加ꎬ可能更有利于同一个 Ｃｏｐｉａ
类反转座子 ２ 个 ＬＴＲ 序列之间重组事件的发生ꎬ

从而更有利于 ｓｏｌｏ ＬＴＲ 序列的形成ꎮ 研究结果也

显示ꎬ绿豆中 Ｓ / Ｉ 值与 Ｃｏｐｉａ 类反转座子家族的平

均插入时间之间不存在相关关系(图 ４)ꎬ说明 ｓｏｌｏ
ＬＴＲ的形成可能主要与重组率有关ꎬ而与进化时

间关系不大ꎮ 这一结论可能不是物种特异性的ꎬ
而可能适用于不同的豆类植物基因组中ꎮ
２.５　 绿豆 Ｃｏｐｉａ 类反转座子的系统进化树分析

已有的研究结果表明ꎬ植物中 Ｃｏｐｉａ 类反转座

子可大致分为 ６ 种谱系ꎬ包括 Ａｎｇｅｌａ、Ａｌｅ、Ｂｉａｎｃａ、
Ｉｖａｎａ、Ｍａｘｉｍｕｓ和 ＴＡＲ[６ꎬ２２￣２３] ꎮ 为了进一步明确绿

豆 Ｃｏｐｉａ类反转座子在系统进化树上的相互关系

和发生的频率ꎬ我们对保守的逆转录酶 ＲＴ 进行多

序列比对ꎮ 结果显示ꎬ绿豆 Ｃｏｐｉａ 类反转座子具有

植物普遍存在的 ６ 种谱系ꎬ但是家族的数量和每

个家族的拷贝数差异很大(图 ５、表 ２)ꎮ 比如ꎬ在 ６
种谱系中ꎬＩｖａｎａ 谱系含有 ５７ 个家族ꎬ占总家族数

的 ５１􀆰 ４％ꎬ但是其对应的元件数量仅为 １１８ 个ꎬ占
总拷贝数的 ５􀆰 ６％ꎻＡｌｅ 谱系含有 ３７ 个家族ꎬ占总

家族数的 ３３􀆰 ３％ꎬ其拷贝数则为１ ２７７个ꎬ占总拷

贝数的 ６０􀆰 ８％ꎻＢｉａｎｃａ谱系家族和拷贝数均较少ꎬ
分别为 ６ 个和 ５４ 个ꎬ分别占总家族数和总拷贝数

的 ５􀆰 ４％和 ２􀆰 ６％ꎻＭａｘｉｍｕｓ 谱系家族数很少ꎬ但是

拷贝数却很多ꎻＴＡＲ 和 Ａｎｇｅｌａ 谱系含有的家族数

和拷贝数均很低ꎮ 这些结果表明ꎬ在不同的谱系

中ꎬ家族数反映的是转座元件遗传多样性的大小ꎬ
而拷贝数反映的是转座子元件转座活性的高低和

活性持续的时间长短ꎮ 因此ꎬ家族数和拷贝数没

有必然的正相关关系ꎮ
２.６ 　 绿豆 Ｃｏｐｉａ 类反转座子与功能基因之间的

关系

　 　 为了明确绿豆中 Ｃｏｐｉａ类反转座子与功能基因

之间的关系ꎬ我们统计了绿豆中 Ｃｏｐｉａ 类反转座子

插入基因及基因两端临近区域(<１ ｋｂ)的元件数量

(表 ３)ꎮ 统计结果显示ꎬ共有 ４３ 个家族的 ５６３ 个

Ｃｏｐｉａ类反转座子插入到基因的内部ꎬ４８ 个家族的

１５７个 Ｃｏｐｉａ类反转座子插入到基因的附近区域( <
１ ｋｂ)ꎮ 功能富集分析结果显示ꎬ这些基因的功能主

要为细胞组分、分子功能和生物进程ꎮ 进一步分析

显示ꎬ细胞组分方面主要集中在细胞ꎬ细胞组分及细

胞器等ꎻ分子功能方面主要集中在催化活动及拼接ꎻ
生物进程方面主要集中在细胞进程和代谢进程(图
６)ꎮ
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图 ４　 Ｓ / Ｉ与平均插入时间(Ａ)和 ＬＴＲ 长度(Ｂ)之间的相关性

Ｆｉｇ.４　 Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓ / Ｉ ｗｉｔｈ ａｖｅｒａｇｅ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｔｉｍｅ (Ａ) ａｎｄ ＬＴＲ ｓｉｚｅ (Ｂ)

●表示其它物种 Ｃｏｐｉａ类反转座子家族 ＲＴ 基因序列ꎮ
图 ５　 绿豆 Ｃｏｐｉａ 类反转座子谱系进化树

Ｆｉｇ.５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ Ｃｏｐｉａ ｒｅｔｒｏｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ ｌｉｎｅａｇｅｓ ｉｎ ｍｕｎｇ ｂｅａｎ
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表 ２　 绿豆 Ｃｏｐｉａ 类反转座子谱系信息汇总表

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ Ｃｏｐｉａ ｒｅｔｒｏｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ ｌｉｎｅａｇｅｓ ｉｎ ｍｕｎｇ ｂｅａｎ

谱系　 家族数量
(个)

家族数量占比
(％)

元件数量
(个)

元件数量占比
(％)

Ａｎｇｅｌａ ３ ２.７ ３６ １.７

Ａｌｅ ３７ ３３.３ １ ２７７ ６０.８

Ｂｉａｎｃａ ６ ５.４ ５４ ２.６

Ｉｖａｎａ ５７ ５１.４ １１８ ５.６

Ｍａｘｉｍｕｓ ４ ３.６ ５９１ ２８.１

ＴＡＲ ４ ３.６ ２４ １.１

表 ３　 绿豆 Ｃｏｐｉａ 类反转座子与功能基因信息汇总表

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ Ｃｏｐｉａ ｒｅｔｒｏｔｒａｎｓｐｏｓｏｎｓ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓ
ｉｎ ｍｕｎｇ ｂｅａｎ

插入位置　 　 基因数量
(个)

家族数量
(个)

转座元件数量
(个)

基因内部 ４７６ ４３ ５６３

基因附近区域 １５８ ４８ １５７

总数 ６２９ ６７ ７１３

ａ１:细胞ꎻａ２:细胞组分ꎻａ３:细胞器ꎻａ４:细胞器组分ꎻａ５:腔上包膜ꎻａ６:胞外区ꎻａ７:含蛋白质复合物ꎻａ８:膜ꎻａ９:胞外区组分ꎮ ｂ１:催化活性ꎻｂ２:

结构分子活性ꎻｂ３:拼接ꎻｂ４:转录调节活性ꎻｂ５:转运活性ꎻｂ６:分子功能调节剂ꎮ ｃ１:发展过程ꎻｃ２:多细胞生物过程ꎻｃ３:细胞组分组织或合

成ꎻｃ４:细胞进程ꎻｃ５:定位ꎻｃ６:代谢进程ꎻｃ７:生长ꎻｃ８:生物调节ꎻｃ９:细胞增殖ꎻｃ１０:生物过程调节ꎻｃ１１:信号ꎻｃ１２:刺激反应ꎻｃ１３:再生ꎮ

图 ６　 绿豆 Ｃｏｐｉａ 类反转座子相关基因的功能聚类分析

Ｆｉｇ.６　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ Ｃｏｐｉａ ｒｅｔｒｏｔｒａｎｓｐｏｓｏｎｓ ｉｎ ｍｕｎｇ ｂｅａｎ

３　 讨 论

尽管绿豆基因组序列已于 ２０１４ 年对外公开发

布ꎬ但是原有的研究主要是估算了转座元件的 ＤＮＡ
在整个基因组中所占的比例[１５]ꎮ 由于转座元件种

类多、结构复杂ꎬ在基因组中又经常以“巢式”的方

式存在ꎬ通常的软件(如 ＲｅｐｅａｔＭａｓｋｅｒ)仅能检测转

座元件的某些片段ꎬ不能完整反映转座元件在基因

组中的准确位置和进化特征ꎮ 具有 ＴＳＤ 完整的

ＬＴＲ￣反转座子和 ｓｏｌｏ ＬＴＲ 转座子由于具有明确的

插入位置ꎬ在许多完成测序的植物基因组中都先后

被注释出来[２ꎬ７ꎬ２４]ꎮ 本研究中ꎬ联合运用基于结构从

头寻找和同源比对的方法ꎬ我们从绿豆基因组中系

统鉴定出 １ １９８ 个完整转座子元件和１ ０３８个 ｓｏｌｏ
ＬＴＲ的 Ｃｏｐｉａ类反转座子ꎮ 这些转座元件的注释为

深入研究 Ｃｏｐｉａ类反转座子在绿豆基因和基因组进

化中的作用提供了数据来源ꎮ
从插入时间来看ꎬ绝大多数 Ｃｏｐｉａ 类反转座子是

在最近 ５􀆰 ０ ＭＹＡ 插入到绿豆基因组中的ꎬ这与之前

水稻的研究结果是基本一致的[４]ꎮ 而从爆发的时期

来看ꎬ与大豆基因组中的 ＬＴＲ￣反转座子不同ꎬ绿豆

Ｃｏｐｉａ类反转座子不是在最近(<０􀆰 ５ ＭＹＡ)具有最高

的拷贝数ꎬ而是在１.０~２􀆰 ０ ＭＹＡ具有最高的拷贝数ꎬ
提示它们在该时期具有一个活性升高的爆发时期ꎮ
这一现象也在我们之前番茄的研究结果中得到了印

证[２５]ꎮ 对番茄 ＬＴＲ￣反转座子插入时间的统计分析

结果表明ꎬ其最活跃的时期是２.０~ ３􀆰 ０ ＭＹＡ[２５]ꎮ 而

对于梨的 Ｃｏｐｉａ 类反转座子来说ꎬ除了最近( <０􀆰 ５
ＭＹＡ)具有最高的拷贝数以外ꎬ在２.５~ ３􀆰 ０ ＭＹＡ 和

５.０~５􀆰 ５ ＭＹＡ也具有较多的拷贝数[２１]ꎮ 这些结果表
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明ꎬ对于不同的植物基因组而言ꎬ尽管转座元件的拷

贝数呈现出随进化时间延长逐渐减少的指数分布ꎬ但
是爆发的集中时间和爆发所持续的时间不相同ꎬ也说

明不同的基因组可能具有不同的进化历史ꎮ
前人对拟南芥、水稻和麦类作物的 ５９９个 Ｃｏｐｉａ

类反转座子进行了系统进化树构建和比较研究[６]ꎮ
结果表明ꎬＣｏｐｉａ类反转座子可划分为 ６个非常保守

的谱系ꎬ即 Ａｎｇｅｌａ、 Ａｌｅ、 Ｂｉａｎｃａ、 Ｉｖａｎａ、 Ｍａｘｉｍｕｓ 和

ＴＡＲꎬ并在单子叶和双子叶植物分化之前就已经产

生[６]ꎮ 我们在大豆上的研究结果也表明ꎬ除 Ｂｉａｎｃａ
谱系外ꎬ大豆 Ｃｏｐｉａ 类反转座子也具有其他 ５ 个谱

系[７]ꎮ 本研究的结果表明ꎬ绿豆 Ｃｏｐｉａ 类反转座子

也可以聚类到上述 ６ 个谱系中ꎮ 这进一步说明ꎬ植
物 Ｃｏｐｉａ类反转座子的谱系具有古老性和保守性ꎮ
需要指出的是ꎬ对于不同的基因组ꎬ同一谱系内家族

的数量和拷贝数可能不同ꎮ 比如ꎬ在大豆中 Ｍａｘｉ￣
ｍｕｓ谱系和 Ｉｖａｎａ 谱系具有较高的元件数量和家族

数量[７]ꎬ水稻中 Ｍａｘｉｍｕｓ 谱系和 Ａｌｅ 谱系元件数量

和家族数量较高[２４]ꎬ而在绿豆中ꎬＡｌｅ谱系具有较高

的元件数量ꎬＩｖａｎａ谱系具有较高的家族数量ꎮ 这些

结果也进一步表明ꎬ对于不同的基因组而言ꎬＣｏｐｉａ
类反转座子家族爆发的程度和持续的时间可能很不

相同ꎬ这也可能是造成不同植物基因组大小具有明

显差异的原因之一ꎮ
总之ꎬ本研究以公开发表的绿豆基因组为研究

对象ꎬ在对 Ｃｏｐｉａ 类反转座子进行精细注释的基础

上ꎬ系统研究了其家族分类、染色体分布、插入时间、
系统进化树ꎬ以及与功能基因的关系ꎬ为后续进一步

鉴定活性转座子ꎬ开发可利用的转座子分子标记ꎬ筛
选相关的绿豆突变体ꎬ加快相关基因功能的研究提

供了数据来源和理论依据ꎮ
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(７２７８): １７８￣１８３.
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[２２] ＷＡＮＧ Ｈꎬ ＬＩＵ Ｊ Ｓ. ＬＴＲ ｒｅｔｒｏｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ ｌａｎｄｓｃａｐｅ ｉｎ Ｍｅｄｉｃａｇｏｔｒ￣
ｕｎｃａｔｕｌａ: ｍｏｒｅ ｒａｐｉｄ ｒｅｍｏｖａｌ ｔｈａｎ ｉｎ ｒｉｃｅ[ Ｊ] . ＢＭＣ Ｇｅｎｏｍｉｃｓꎬ

２００８ꎬ ９: ３８２.
[２３] ＭＡＳＣＡＧＮＩ Ｆꎬ ＧＩＯＲＤＡＮＩ Ｔꎬ ＣＥＣＣＡＲＥＬＬＩ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｏｍｅ￣

ｗｉｄｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＬＴＲ￣ｒｅｔｒｏｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｉｔｓ ｉｍｐａｃｔ ｏｎ ｔｈｅ
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２０１７ꎬ １８(１): ６３４.

[２４] ＴＩＡＮ Ｚꎬ ＲＩＺＺＯＮ Ｃꎬ ＤＵ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｏ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｇｅｎｅ ｄｅｎｓｉｔｙ ｓｈａｐｅ ｔｈｅ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＤＮＡ ｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎ ｉｎ ｒｉｃｅ ｌｏｎｇ ｔｅｒ￣
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