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摘　要：为了确保牙龈卟啉单胞菌生物大分子信息的准确性，对ＮＣＢＩ数据库中的３株牙龈卟啉单胞菌的注释信息进行研究。
首先，准备好蛋白质编码与非编码序列正负样本，用基于 Ｚ曲线理论的 Ｆｉｓｈｅｒ判别法对正负样本集进行训练，确定一个判断
ＯＲＦ编码或非编码的阈值ｔ０，由阈值作为判别条件来识别所有的ＯＲＦｓ，判断基因片段是否具有编码蛋白质的功能，由此阈值
为判别标准排除掉３株牙龈卟啉单胞菌基因组中错误的基因注释信息。然后，用Ｐｒｏｄｉｇａｌ基因预测软件对牙龈卟啉单胞菌进
行基因预测，基因预测结果与原始功能已知基因进行比对，挑选出具有不同５’终端的ＯＲＦｓ，将这些具有不同５’终端的 ＯＲＦｓ
与功能已知的基因片段进行比对，找到重叠率小于２０％的候选基因。最后，对这些候选基因用 Ｂｌａｓｔ进行序列比对找到满足
条件的新基因，并为这些新基因添加功能注释信息。基于以上方法共排除了１１７个非编码的开放式阅读框，并找到了３０个

ＮＣＢＩ数据库中缺失的编码蛋白质的新基因。
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牙周疾病是常见的危害人类牙齿的主要口腔疾病。

而牙龈卟啉单胞菌被认为是牙周疾病最重要的致病

菌之一，与多种牙周疾病有密切关系。牙周炎是一

种慢性口腔疾病，破坏牙齿支持组织，包括胶原蛋

白、纤维和骨骼。牙周疾病是由细菌引起的一类感

染性疾病，而牙龈卟啉单胞菌 （Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ
ｇｉｎｇｉｖａｌｉｓ，Ｐ．ｇｉｎｇｉｖａｌｉｓ）被认为是牙周疾病最重要的
致病菌之一。且与成年人、青少年的牙周炎、牙周脓

肿、牙槽骨脓肿、牙髓感染以及难治性牙周炎有关。

牙龈卟啉单胞菌是牙周病细菌病因学研究的热

点［１］。牙龈卟啉单胞菌不仅可以引起发炎，它还与

动脉粥样硬化以及肥胖病的发生有关［２－５］，且牙龈

卟啉单胞菌引起的口腔感染能够通过侵犯主动脉的

组织循环加速内皮细胞凋亡［５］，造成内皮功能紊

乱，许多研究描述了牙周炎导致内皮功能障碍，可通

过牙周治疗来改善内皮功能［６］。Ｃｕｒｔｉｓ等发现，在
牙龈卟啉单胞菌Ｗ５０菌株的５５ｋＤａ大外膜上存在
着一个由重组活化基因（Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｇｅｎｅ，ｒａｇ）Ｂ编码的相对分子质量为免疫显性表面
抗原，与牙周病患者的免疫球蛋白 Ｇ抗体能否发挥
作用有密切关系［７］。通过揭示牙龈卟啉单胞菌生

物大分子（如核酸、蛋白质等）的结构，并探索其在

遗传信息和细胞信息的传递方式，有助于研究牙龈

卟啉单胞菌的致病机理，为研究牙周疾病提供依据。

在基因组公共数据库中已有牙龈卟啉单胞菌基

因组的功能注释信息，但是由于很多原因，都有可能

造成基因组注释出现有蛋白质功能编码基因被丢

弃，或非编码蛋白质功能编码基因被错误标记为功

能编码部分的情况出现。可能当时基因组数据库数

据量的局限性，或相似基因注释存在错误等，导致基

因预测软件会产生一部分错误注释的基因，即非编

码的开放式阅读框被预测为编码基因。这就需要研

究人员定期对基因组注释信息进行更新。如 Ｂｏｃｓ
等就在２６个原核生物全基因组中就发现３４％的基
因是被错误注释的［８］。还有一种情况是一些真正

编码蛋白质的基因，由于种种原因却被丢弃掉了，可

以通过一些从头预测的基因查找工具结合基因相似

性比对来探测这些基因并为它们添加正确的生物功

能信息。近几年，随着基因测序技术的快速发展，尤

其是第二代基因测序技术的出现，越来越多的微生

物基因组完成了测序，并被上传至公共核苷酸数据

库。大量的基因序列数据为人们挖掘更多的生物信

息提供了绝佳的机会。与此同时，这也对基因注释

信息的准确性提出了更高的要求［９］。如果一个物

种的基因组注释出现了错误，那么不仅会影响基于

此基因组的后续研究工作，还可能导致与此基因组

具有亲缘关系的其他基因组的相关研究工作出现问

题，因此为了保证基因注释信息的准确性，需要对数

据库中已测序基因组的注释信息进行定期的

检查［１０］。

针对以上问题，下载了 ＮＣＢＩ数据库中最新的
牙龈卟啉单胞菌全基因组的注释信息，用基于 Ｚ曲
线理论的Ｆｉｓｈｅｒ判别法识别假设基因，排除３株牙
龈卟啉单胞菌数据库中被错误注释的假阳性的开放

式阅读框（Ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅｓ，ＯＲＦｓ），共排除了
１１７个非编码ＯＲＦｓ。增加新基因，即一些真正的能
编码蛋白质的基因，由于种种原因被丢弃掉了，需要

用基因预测工具并结合基因相似性比对，或通过实

验手段探测这些数据库中丢失的基因并为它们添加

正确的生物功能注释信息。如 Ｚｈｏｕ等就通过转录
分析和相似性搜索相结合的方法为野油菜黄单胞菌

（Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ）添加了３０６个新蛋白编码
基因［１１］。用 Ｐｒｏｄｉｇａｌ基因预测软件对 ３株牙龈卟
啉单胞菌进行基因预测，把预测基因与原始基因注

释信息进行比对，保留重叠率低于２０％的预测基因
为候选基因，并通过 Ｂｌａｓｔ对候选基因进行比对，满
足条件的则被认为是要找的新基因，共找到了３０个
ＮＣＢＩ数据库中缺失的新基因。

１　材料和方法

１．１　数据来源
本研究所用的数据主要由两部分组成，一部分

是牙龈卟啉单胞菌的全基因组各染色体 ＤＮＡ序列
文件（文件扩展名为 ｆｎａ），另一部分是该物种对应
的基因在染色体上的位置分布及编码蛋白质功能信

息等基因注释数据（文件扩展名为 ｐｔｔ）。这两部分
数据都可以从美国国家生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）
所提供的核酸序列公开数据库（ＧｅｎＢａｎｋ）的 Ｆｔｐ下
载 中 心 （ｆｔｐ：／／ｆｔｐ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｅｎｏｍｅｓ／
Ｂａｃｔｅｒｉａ／）获得。牙龈卟啉单胞菌全基因组总共包
括３个，均是完全测序且在２０１４年７月之前下载的，
它们的全名依次是：ＰＯＲＰＨＹＲＯＭＯＮＡＳ＿ＧＩＮＧＩＶＡＬＩＳ
＿ＡＴＣＣ＿３３２７７＿ＵＩＤ５８８７９，ＰＯＲＰＴＹＲＯＭＯＮＡＳ＿
ＧＩＮＧＩＶＡＬＩＳ＿ＴＤＣ６０＿ＵＩＤ６７４０７，ＰＯＲＰＨＹＲＯＭＯＮＡＳ
＿ＧＩＮＧＩＶＡＬＩＳ＿Ｗ８３＿ＵＩＤ５７６４１，对应的参考序列号
为：ＮＣ＿０１０７２９，ＮＣ＿０１５５７１，ＮＣ＿００２９５０。

基因组注释文件中包含基因片段编码蛋白质功

能的描述信息，根据这些描述信息把基因分为三类。

第一类是具有明确功能描述的基因，此类基因一般会

有确定的基因名称，如ｇｙｒＢ表示ＤＮＡ旋转酶Ｂ亚单
位的编码蛋白质。第三类是功能描述为Ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ
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Ｐｒｏｔｅｉｎ的基因，即在基因注释中不能确定功能信息的
假设基因。余下的基因归为第二类基因，一般是在注

释文件中具有Ｆａｍｉｌｙ、Ｐｕｔａｔｉｖｅ、Ｄｏｍａｉｎ等描述词的基
因。而第三类基因中还不确定哪些基因真正具有蛋

白质编码功能，哪些不具有蛋白质编码功能。因此本

文将重点关注第三类基因。

１．２　ＯＲＦｓ判定
要排除基因注释中的非编码ＯＲＦｓ，关键在于建立

一个模型和识别方法对所有需要验证的ＯＲＦｓ进行判
定。Ｚ－ｆｉｓｈｅｒ是基于Ｚ曲线理论对假设基因进行检验
并排除非编码ＯＲＦｓ［１２，１３］。在任意一个基因序列片段
或ＯＲＦ中，把基因序列分为３个相位，第１相位对应第
１、４、７、…个碱基所在的位置；第２相位对应第２、５、８、…
个碱基所在的位置；第３相位对应第３、６、９、…个碱基
所在的位置。根据基因序列的Ｚ变换原理，任意一个
基因片段或ＯＲＦ可由３３位空间中的一个点来标识，这
３３个分量将用作基因编码区的识别变量。具体理论基
础和实现过程可参考文献［１２－１３］。
１．３　去除过注释基因的过程

在重注释过程中首先要排除错误注释的基因信

息。基于从头预测的基因预测软件（Ｇｅｎｅｆｉｎｄｅｒ）会
产生一部分错误注释的基因，即非编码 ＯＲＦｓ被预
测为编码基因，这部分基因需要从注释文件中删除。

对于本步骤过程的讨论可以参考文献［９］。Ｚｆｉｓｈｅｒ
是专业为检查和排除细菌或古细菌非编码 ＯＲＦｓ而
设计的开源服务系统，可在 ｈｔｔｐ：／／１４７．８．７４．２４／
Ｚｆｉｓｈｅｒ／获得［９］，步骤见图１。

图１　判断第三类基因中的基因序列是否
编码蛋白质的流程图

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｆｌｏｗｃｈａｒｔｏｆｊｕｄｇｉｎｇｔｈｅｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｗｈｅｔｈｅｒ
ｅｎｃｏｄｉｎｇｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｏｒｎｏｔ

１．４查找新基因的过程
在对已测序的基因组进行注释的过程中，为了

保证较低的假阳性，一些真正编码蛋白质的基因可

能会被遗漏。本研究中使用 Ｂｌａｓｔ在线服务中的
Ｂｌａｓｔｘ程序对所有候选基因的核苷酸序列进行查
询。如果一个候选基因的 Ｂｌａｓｔ结果同时满足以下
４个条件：（１）Ｅｖａｌｕｅ＜１×１０－２０，（２）ＱｕｅｒｙＣｏｖｅｒ＞
６０％，（３）Ｉｄｅｎｔ＞５０％，（４）候选基因与同源相似基
因的长度差＜２０％，则此候选基因是要找的新基
因［９］，并为这些新基因添加正确的基因功能信息，

具体实现步骤见图２。

图２　用Ｐｒｏｄｉｇａｌ基因预测软件对牙龈卟啉单胞菌的
基因预测及发现新基因的过程

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓｏｆｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇｔｈｅｃａｎｄｉｄａｔｅｇｅｎｅｓ
ｆｒｏｍＰ．ｇｉｎｇｉｖａｌｉｓｕｅｓｅｄＰｒｏｄｉｇａｌｇｅｎｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

ｓｏｆｔｗａｒｅａｎｄｄｉｓｃｏｖｅｒｙｎｅｗｇｅｎｅｓ

２　结果与讨论

２．１　基因组大小与基因数量的线性关系
在对牙龈卟啉单胞菌基因组进行重注释之前，

先对基因组大小与基因数目之间的关系进行统计分

析，本文中用到了２６３８个细菌或古细菌的全基因序
列及对应的基因注释信息（包括３个牙龈卟啉单胞
菌）作为统计分析对象，根据物种的基因组注释信

息可以统计出每个染色体的大小及注释的基因数
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目，并绘制二者的散点分布图（见图３）。图中 ｘ轴
表示基因组的大小（单位为 ｋｂ），ｙ轴表示基因数
目，从图中可以发现这 ２６３８个细菌或古细菌的基
因组大小与基因数目之间具有很强的正相关性（相

关系数Ｒ＝０．９９４），这说明随着物种基因组的增大，
其包含的基因数目也应该随之增多。Ｍｉｒａ等也提

出，与真核生物相比，大部分原核生物（包括细菌和

古细菌等）的编码蛋白质基因紧密的分布在染色体

上［１４］。此外，由于原核生物中缺少内含子，所以其

基因结构比真核生物要简单。可能正是这种紧密的

染色体结构以及简单的基因结构，使得细菌或古细

菌的基因组大小与基因数目间具有强征相关性。

图３　基因组大小与基因数目关系分布图
Ｆｉｇ．３　Ｌｉｎｅａｒｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｇｅｎｏｍｅｓｉｚｅａｎｄｇｅｎｅｎｕｍｂｅｒ

　　通过绘制基因组大小与基因数目的线性拟合线
（图中黑色虚线），我们发现大部分细菌或古细菌分

布在拟合线附近，有部分物种的注释基因数目远多

于（或少于）拟合值。针对本文的研究对象，３个牙
龈卟啉单胞菌（图中实心圆点），也有类似的规律。

由于３个牙龈卟啉单胞菌的基因组大小比较相近
（约２３００Ｋ），所以它们在图中几乎分布在同一垂
直线上。我们可以发现３个牙龈卟啉单胞菌的注释
基因数目分布在拟合性两侧，在基因组大小与基因

数量关系方面，这３个牙龈卟啉单胞菌未显示出任

何异常。

２．２　去除非编码的ＯＲＦｓ
以Ｐ．ｇｉｎｇｉｖａｌｉｓＡＴＣＣ３３２７７为例，基于Ｆｉｓｈｅｒ判

别模型，对正负样本集进行训练，得到判别的阈值，

然后比对所有第三类基因，根据阈值判别每一个基

因片段是否真正编码蛋白质。在 Ｐ．ｇｉｎｇｉｖａｌｉｓ
ＡＴＣＣ３３２７７中，有 ３６个假设基因判定为非编码
ＯＲＦｓ（见表１）。Ｐ．ｇｉｎｇｉｖａｌｉｓＷ８３没有排除的非编
码 ＯＲＦｓ。Ｐ．ｇｉｎｇｉｖａｌｉｓＴＤＣ６０排除 ８１个非编码
ＯＲＦｓ（见表２）。

表１　Ｐ．ｇｉｎｇｉｖａｌｉｓＡＴＣＣ３３２７７中排除的３６个非编码ＯＲＦｓ基因片段同义号
Ｔａｂｌｅ１　Ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓｃｏｄｅｓｏｆ３６ＯＲＦｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓｎｏｎ－ｃｏｄｉｎｇｉｎＰ．ｇｉｎｇｉｖａｌｉｓＡＴＣＣ３３２７７

ＰＧＮ＿００２８ ＰＧＮ＿００４５ ＰＧＮ＿００７７ ＰＧＮ＿０１２７ ＰＧＮ＿０１５５ ＰＧＮ＿０３０８ ＰＧＮ＿０４４３ ＰＧＮ＿０５０６

ＰＧＮ＿０５５１ ＰＧＮ＿０５６３ ＰＧＮ＿０６９９ ＰＧＮ＿０８５３ ＰＧＮ＿０８５４ ＰＧＮ＿０８９７ ＰＧＮ＿０９７９ ＰＧＮ＿１０３０

ＰＧＮ＿１０５１ ＰＧＮ＿１２３７ ＰＧＮ＿１２４７ ＰＧＮ＿１２６６ ＰＧＮ＿１３０６ ＰＧＮ＿１３７９ ＰＧＮ＿１３８６ ＰＧＮ＿１４７７

ＰＧＮ＿１６２１ ＰＧＮ＿１６８６ ＰＧＮ＿１７０９ ＰＧＮ＿１７３２ ＰＧＮ＿１７６９ ＰＧＮ＿１７７４ ＰＧＮ＿１７７８ ＰＧＮ＿１８１０

ＰＧＮ＿１９５６ ＰＧＮ＿２００２ ＰＧＮ＿２０１５ ＰＧＮ＿２０７６

　　在一个指定的细菌基因组中，所有的蛋白质编
码基因都应该有相似的核苷酸组成结构［１５］，也就是

说Ｐ．ｇｉｎｇｉｖａｌｉｓＡＴＣＣ３３２７７中的假设基因需要与其

功能已知基因具有相似的核苷酸结构，否则将被判

定为非编码ＯＲＦｓ。相似性核苷酸结构的判定，正是
通过判别模型来确定的，在判别模型中会根据３３个
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表２　Ｐ．ｇｉｎｇｉｖａｌｉｓＴＤＣ６０中排除的８１个非编码ＯＲＦｓ基因片段同义号
Ｔａｂｌｅ２　Ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓｃｏｄｅｓｏｆ８１ＯＲＦｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓｎｏｎ－ｃｏｄｉｎｇｉｎＰ．ｇｉｎｇｉｖａｌｉｓＴＤＣ６０

ＰＧＴＤＣ６０＿０００９ ＰＧＴＤＣ６０＿００２９ ＰＧＴＤＣ６０＿００３７ ＰＧＴＤＣ６０＿００４６ ＰＧＴＤＣ６０＿００６２ ＰＧＴＤＣ６０＿００９６

ＰＧＴＤＣ６０＿０１０３ ＰＧＴＤＣ６０＿０１０７ ＰＧＴＤＣ６０＿０１４９ ＰＧＴＤＣ６０＿０１５４ ＰＧＴＤＣ６０＿０１５８ ＰＧＴＤＣ６０＿０１７９

ＰＧＴＤＣ６０＿０２１３ ＰＧＴＤＣ６０＿０２２８ ＰＧＴＤＣ６０＿０２４４ ＰＧＴＤＣ６０＿０２６４ ＰＧＴＤＣ６０＿０２９６ ＰＧＴＤＣ６０＿０３０２

ＰＧＴＤＣ６０＿０３３３ ＰＧＴＤＣ６０＿０３８５ ＰＧＴＤＣ６０＿０４０３ ＰＧＴＤＣ６０＿０４６８ ＰＧＴＤＣ６０＿０４６９ ＰＧＴＤＣ６０＿０４７０

ＰＧＴＤＣ６０＿０４７１ ＰＧＴＤＣ６０＿０４７４ ＰＧＴＤＣ６０＿０４９５ ＰＧＴＤＣ６０＿０４９９ ＰＧＴＤＣ６０＿０５１８ ＰＧＴＤＣ６０＿０５３１

ＰＧＴＤＣ６０＿０５４４ ＰＧＴＤＣ６０＿０５５４ ＰＧＴＤＣ６０＿０５６０ ＰＧＴＤＣ６０＿０５７８ ＰＧＴＤＣ６０＿０５８０ ＰＧＴＤＣ６０＿０５８７

ＰＧＴＤＣ６０＿０６０６ ＰＧＴＤＣ６０＿０６１５ ＰＧＴＤＣ６０＿０６２８ ＰＧＴＤＣ６０＿０６２９ ＰＧＴＤＣ６０＿０６３７ ＰＧＴＤＣ６０＿０６６４

ＰＧＴＤＣ６０＿０６７６ ＰＧＴＤＣ６０＿０６８２ ＰＧＴＤＣ６０＿０６９３ ＰＧＴＤＣ６０＿０７４１ ＰＧＴＤＣ６０＿０７５０ ＰＧＴＤＣ６０＿０７８３

ＰＧＴＤＣ６０＿０７９０ ＰＧＴＤＣ６０＿０７９１ ＰＧＴＤＣ６０＿０７９３ ＰＧＴＤＣ６０＿０７９４ ＰＧＴＤＣ６０＿０７９９ ＰＧＴＤＣ６０＿０８１５

ＰＧＴＤＣ６０＿０８１８ ＰＧＴＤＣ６０＿０８２３ ＰＧＴＤＣ６０＿０８８８ ＰＧＴＤＣ６０＿０８８９ ＰＧＴＤＣ６０＿０８９３ ＰＧＴＤＣ６０＿０８９４

ＰＧＴＤＣ６０＿０８９９ ＰＧＴＤＣ６０＿０９１２ ＰＧＴＤＣ６０＿０９１５ ＰＧＴＤＣ６０＿０９２９ ＰＧＴＤＣ６０＿０９６７ ＰＧＴＤＣ６０＿０９６８

ＰＧＴＤＣ６０＿１００５ ＰＧＴＤＣ６０＿１００９ ＰＧＴＤＣ６０＿１０３８ ＰＧＴＤＣ６０＿１０４４ ＰＧＴＤＣ６０＿１０５７ ＰＧＴＤＣ６０＿１０８３

ＰＧＴＤＣ６０＿１０９７ ＰＧＴＤＣ６０＿１１１８ ＰＧＴＤＣ６０＿１１４６ ＰＧＴＤＣ６０＿１１５７ ＰＧＴＤＣ６０＿１１５８ ＰＧＴＤＣ６０＿１１５９

ＰＧＴＤＣ６０＿１１６０ ＰＧＴＤＣ６０＿１２１４ ＰＧＴＤＣ６０＿１２１６ ＰＧＴＤＣ６０＿１２３４ ＰＧＴＤＣ６０＿１２３７ ＰＧＴＤＣ６０＿１２６４

ＰＧＴＤＣ６０＿１２７１ ＰＧＴＤＣ６０＿１３１５ ＰＧＴＤＣ６０＿１３４１ ＰＧＴＤＣ６０＿１３４６ ＰＧＴＤＣ６０＿１３６７ ＰＧＴＤＣ６０＿１３９０

ＰＧＴＤＣ６０＿１４０７ ＰＧＴＤＣ６０＿１４１７ ＰＧＴＤＣ６０＿１４６９ ＰＧＴＤＣ６０＿１５５１ ＰＧＴＤＣ６０＿１６０９ ＰＧＴＤＣ６０＿１６１０

ＰＧＴＤＣ６０＿１６１５ ＰＧＴＤＣ６０＿１６２５ ＰＧＴＤＣ６０＿１６２６ ＰＧＴＤＣ６０＿１６４３ ＰＧＴＤＣ６０＿１６６２ ＰＧＴＤＣ６０＿１６６３

ＰＧＴＤＣ６０＿１６６４ ＰＧＴＤＣ６０＿１６７７ ＰＧＴＤＣ６０＿１６７９ ＰＧＴＤＣ６０＿１６９６ ＰＧＴＤＣ６０＿１７１１ ＰＧＴＤＣ６０＿１７１２

ＰＧＴＤＣ６０＿１７２６ ＰＧＴＤＣ６０＿１７２７ ＰＧＴＤＣ６０＿１７３３ ＰＧＴＤＣ６０＿１７３４ ＰＧＴＤＣ６０＿１７３５ ＰＧＴＤＣ６０＿１７３８

ＰＧＴＤＣ６０＿１７５５ ＰＧＴＤＣ６０＿１７６９ ＰＧＴＤＣ６０＿１７７０ ＰＧＴＤＣ６０＿１７８８ ＰＧＴＤＣ６０＿１８５４ ＰＧＴＤＣ６０＿１８７４

ＰＧＴＤＣ６０＿１８８８ ＰＧＴＤＣ６０＿１９０８ ＰＧＴＤＣ６０＿１９１４ ＰＧＴＤＣ６０＿１９３４ ＰＧＴＤＣ６０＿１９５２ ＰＧＴＤＣ６０＿１９５６

ＰＧＴＤＣ６０＿１９７４ ＰＧＴＤＣ６０＿２０１０ ＰＧＴＤＣ６０＿２０３７ ＰＧＴＤＣ６０＿２０４８ ＰＧＴＤＣ６０＿２０５４ ＰＧＴＤＣ６０＿２０６２

ＰＧＴＤＣ６０＿２０７９ ＰＧＴＤＣ６０＿２０９２ ＰＧＴＤＣ６０＿２０９３ ＰＧＴＤＣ６０＿２１５４ ＰＧＴＤＣ６０＿２１５５ ＰＧＴＤＣ６０＿２１６３

ＰＧＴＤＣ６０＿２１７８ ＰＧＴＤＣ６０＿２１８６ ＰＧＴＤＣ６０＿２１８７ ＰＧＴＤＣ６０＿２２０９

识别变量确定此核苷酸序列的阈值，通过此阈值判

定是否编码蛋白质，排除这３６个假设基因正是基于
此判别方法［１２］。下图是 Ｐ．ｇｉｎｇｉｖａｌｉｓＡＴＣＣ３３２７７菌

株１１２５个功能已知基因（蓝色圆点标记）和３６个
非编码 ＯＲＦｓ（黑色圆点标记）的核苷酸散点分布

图（见图４）。

图４　Ｐ．ｇｉｎｇｉｖａｌｉｓＡＴＣＣ３３２７７全基因组Ｇ＋Ｃ含量散点分布图
Ｆｉｇ．４　Ｐ．ｇｉｎｇｉｖａｌｉｓＡＴＣＣ３３２７７ｇｅｎｏｍｅＧ＋Ｃｃｏｎｔｅｎｔｓｃａｔｔｅｒｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

　　注：图中颜色标注见电子版（ｈｔｔｐ：／／ｓｗｘｘｘ．ａｌｌｊｏｕｒｎａｌｓ．ｃｎ／ｉｎｄｅｘ．ａｓｐｘ）（２０１５年第４期）。
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　　从图中可以观察到绝大部分的功能已知基因与
非编码 ＯＲＦｓ相分离。而且几乎所有的功能已知基
因都位于４５度对角线上方，这说明其第二相位Ｇ＋Ｃ
含量要低于第三相位 Ｇ＋Ｃ含量。而 ３６个非编码
ＯＲＦｓ中绝大部分分布在 ４５度对角线附近，这表明
其第二、三相位的Ｇ＋Ｃ含量基本相同。由此可见编
码功能蛋白质将会影响基因的核苷酸结构分

布［１３，１６，１７］。因此，由于这 ３６个假设基因与功能已
知基因具有不同的核苷酸结构，在判别模型中得到

的判别值不满足编码蛋白质的 Ｚ曲线阈值，导致其
被排除为非编码ＯＲＦｓ。
２．３找到新基因，添加功能信息

使用Ｂｌａｓｔ在线服务对所有候选基因的核苷酸
序列进行查询。如果一个候选基因的 Ｂｌａｓｔ结果同
时满足 ４个条件：（１）Ｅｖａｌｕｅ＜１×１０－２０，（２）Ｑｕｅｒｙ

Ｃｏｖｅｒ＞６０％，（３）Ｉｄｅｎｔ＞５０％，（４）候选基因与同源相
似基因的长度差＜２０％，我们就认为此候选基因是要
找的新基因。通过以上方法，从 ３株牙龈卟啉单胞
菌中分别找到了不同数量的新基因。在Ｐ．ｇｉｎｇｉｖａｌｉｓ
ＴＤＣ６０中找到了６个新基因（见表３）。这６个新基
因的基因位置与原注释中的基因位置重叠率很低，

全部小于０．０５％，其中还包括５个重叠率几乎为０的
新基因，即原注释信息中几乎没有覆盖到的基因。

根据同源基因的功能描述确定新基因的功能信息，

同时这６个新基因也被赋予各自同源基因的功能注
释信息，如新基因３４８８１７－３４８９６０（＋）则被注释为
转座酶（Ｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅ）。
　　表４和表５分别是 Ｐ．ｇｉｎｇｉｖａｌｉｓＡＴＣＣ３３２７７和
Ｐ．ｇｉｎｇｉｖａｌｉｓＷ８３中发现的新基因以及其相应的功
能注释信息。

表３　Ｐ．ｇｉｎｇｉｖａｌｉｓＴＤＣ６０中发现的６个新基因信息
Ｔａｂｌｅ３　Ｔｈｅｄｅｔａｉｌｅｄｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ６ｎｅｗｇｅｎｅｓｏｆＰ．ｇｉｎｇｉｖａｌｉｓＴＤＣ６０

基因位置 序列方向 评价值 一致概率 重叠率 功能描述

３４８８１７－３４８９６０ ＋ ２．４８３０５×１０－２５ ０．９８ ０．９９ ｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅ

８０９２２７－８０９５４４ － １．５３６７８×１０－３１ ０．５９ ０．９５ ｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅ

９４１８４８－９４２２７３ － １．３８５８６×１０－６６ ０．７３ ０．９９ ｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅ，ＩＳ４ｆａｍｉｌｙ

１２５９６３３－１２５９８９９ ＋ ３．３７９９２×１０－４２ １．００ ０．９８ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ，ｐａｒｔｉａｌ

２０１４３６０－２０１４７５２ ＋ ２．０８５８２×１０－７２ ０．９９ ０．９８ ｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅ

２１３９０９６－２１３９３３２ － ８．５６２１０×１０－３９ ０．８３ ０．９８ ｍｏｂｉｌｅｅｌｅｍｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ

表４　Ｐ．ｇｉｎｇｉｖａｌｉｓＡＴＣＣ３３２７７中发现的５个新基因信息
Ｔａｂｌｅ４　Ｔｈｅｄｅｔａｉｌｅｄｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ５ｎｅｗｇｅｎｅｓｏｆＰ．ｇｉｎｇｉｖａｌｉｓＡＴＣＣ３３２７

基因位置 序列方向 评价值 一致概率 重叠率 功能描述

１０３６６８０－１０３７１２６ ＋ １．３１０５９×１０－８０ ０．９４ ０．９９ ｄｉｖｅｒｇｅｎｔＡＡＡｄｏｍａｉｎｐｒｏｔｅｉｎ

１５８５０１６－１５８５２１０ ＋ ３．３１２１７×１０－２３ ０．８０ ０．８５ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ

１８１２４５１－１８１２７３２ － ８．１７４５９×１０－２６ ０．５７ ０．９８ ｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅ

１９５８９４１－１９５９４５９ ＋ ７．１８２８８×１０－３３ ０．５４ ０．６９ ｎｉｔｒｉｔｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ

２１１７８４０－２１１８３２２ － ２．３９８６４×１０－１１０ １．００ ０．９９ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ

表５　Ｐ．ｇｉｎｇｉｖａｌｉｓＷ８３中发现的１９个新基因信息
Ｔａｂｌｅ５　Ｔｈｅｄｅｔａｉｌｅｄｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ１９ｎｅｗｇｅｎｅｓｏｆＰ．ｇｉｎｇｉｖａｌｉｓＷ８３

基因位置 序列方向 评价值 一致概率 重叠率 功能描述

１９８７４８－１９９１０１ ＋ ８．７６４９５×１０－７９ １．００ ０．９８ Ｐｇ－ＩＩｆｉｍｂｒｉａｅａ

２２３２８４－２２３４６６ － １．００４５５×１０－２２ ０．７６ ０．９４ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎ，ｐａｒｔｉａｌ

３３６２０７－３３６５４５ － １．５５８２５×１０－３５ ０．７１ ０．７８ ｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅ

６９５７１８－６９６９５９ － ０ １．００ ０．６５ ＴｏｎＢ－ｌｉｎｋｅｄａｄｈｅｓｉｏｎ

８７３７３６－８７３９１５ － ２．４３８４７×１０－２５ ０．８３ ０．９６ ｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅ，ＩＳ４ｆａｍｉｌｙ

８７６９８３－８７７１５０ － ７．４１６０５×１０－２９ ０．９５ ０．９７ ｓｉｔｅ－ｓｐｅｃｉｆｉｃｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ

９２６７８７－９２７０５６ ＋ １．２５１８８×１０－４３ ０．８２ ０．９９ ＴａｑＩ－ｌｉｋｅＣ－ｔｅｒｍｉｎａｌｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｄｏｍａｉｎｐｒｏｔｅｉｎ

１０４９２４３－１０４９６６８ － ５．５５７６４×１０－６９ ０．７５ ０．９９ ｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅ，ＩＳ４ｆａｍｉｌｙ

１０５４５７５－１０５４８８０ － １．１９２５４×１０－３９ １．００ ０．６４ ｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅｉｎＩＳＰｇ２

０１２ 生　 物　 信　 息　 学　　　　　　　　　　　　　　第１３卷



续（表５）　

基因位置 序列方向 评价值 一致概率 重叠率 功能描述

１４８２９９７－１４８３２３３ ＋ ８．５６２１０×１０－３９ ０．８３ ０．９８ ｍｏｂｉｌｅｅｌｅｍｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ
１６１０９９３－１６１１３１０ ＋ １．５０４９６×１０－３１ ０．５９ ０．９５ ｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅ
１７６５３６６－１７６５５７８ ＋ １．９７５４５×１０－３９ １．００ ０．９８ ＡＢＣｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ
１８２３１５７－１８２３４９２ － ２．８９１９８×１０－７１ １．００ ０．９８ ＲＯＫｆａｍｉｌｙｐｒｏｔｅｉｎ
１９８８５５３－１９８９６１１ ＋ ５．７１３１８×１０－８６ ０．６３ ０．９３ ＲＨＳｒｅｐｅａｔ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｃｏｒｅｄｏｍａｉｎｐｒｏｔｅｉｎ
２００５００１－２００５１６２ － １．５４００６×１０－２８ １．００ ０．９７ ｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅ
２００５２１７－２００５５２５ ＋ ２．８７１３１×１０－４５ １．００ ０．７３ ｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅ
２１５４０７２－２１５４２１５ ＋ ２．２６９３７×１０－２４ ０．９６ ０．９９ ｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅ
２２７４６６２－２２７４８８６ ＋ ２．６６９３８×１０－４０ ０．９７ ０．９１ ＩＳＰｇ１，ｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅ
２３０２３３４－２３０２４６８ － １．２６５５５×１０－２２ ０．９８ ０．９７ ｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅｉｎＩＳＰｇ１，ｐａｒｔｉａｌ

３　结论与展望

基因组重注释方法是根据 Ｆｉｓｈｅｒ判别法识别３
株牙龈卟啉单胞菌所有第三类基因（假设基因），判

定基因片段是否具有编码蛋白质功能。基于此方法

从３株牙龈卟啉单胞菌中共排除了 １１７个非编码
ＯＲＦｓ。对牙龈卟啉单胞菌使用基于从头预测方法
的基因识别工具 Ｐｒｏｄｉｇａｌ查找候选新基因，并以最
新的基因数据库为基础进行 Ｂｌａｓｔ在线相似性比对
查找同源基因，最后根据设定的参数阈值对结果进

行过滤筛选，确定满足条件的新基因并添加对应的

基因功能信息，在本文中为牙龈卟啉单胞菌共添加

了３０个新基因。经过本文的重注释，可能仍然还存
在未排除的非编码ＯＲＦｓ和未找到的新基因。为保
证结果的可靠性，使用特异性较低的方法排除非编

码ＯＲＦｓ（低至 ５４％），同时在查找新基因的过程中
只保留高相似度的结果（高达 ９９％）。随着这两个
参数的变化，发现新基因的数量和排除的非编码基

因的 ＯＲＦ的数量都有可能会变化。本研究中，用
Ｐｒｏｄｉｇａｌ基因预测软件识别基因位置，后续可以扩
展使用更多其他的基因预测软件对假设基因进行验

证，以确保结果的可靠性。
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