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基因组序列 ８⁃ｍｅｒ 频次使用规律及与物种进化的关系

朱孝先，杨　 镇，段成妍，吕文萍，李　 宏∗

（内蒙古大学物理科学与技术学院，呼和浩特 ０１００２１）

摘　 要：基因组序列 ｋ⁃ｍｅｒ 的非随机使用规律及包含的生物学意义一直是人们关注的问题，目前还没有根本性进展。 本文以

七个物种的全部基因序列为样本，得到各物种基因组序列的 ８⁃ｍｅｒ 频谱分布。 发现狗和牛的频谱有三个峰，而斑马鱼、青鳉

鱼、秀丽线虫和酿酒酵母的频谱只有一个峰，鸡的频谱分布形状介于两者之间。 将 ８⁃ｍｅｒ 集合按照 ＸＹ 二核苷含量分类，结果

显示只有 ＣＧ 二核苷分类下 ０ＣＧ、１ＣＧ 和 ２ＣＧ 三类子集的频谱形成各自独立的单峰分布。 对照随机序列，发现 ０ＣＧ 模体是随

机进化的，１ＣＧ 和 ２ＣＧ 模体是定向进化的，它们的使用频次远小于随机频次，且这种独立进化分离规律具有物种普适性。 三

个 ＣＧ 子集频谱之间的距离是产生单峰或多峰现象的根本原因。 将七个物种基因组序列标准化到 １０９ ｂｐ，比较发现 １ＣＧ 和

２ＣＧ 子集频谱与物种进化显著相关，０ＣＧ 子集频谱与物种进化无显著关系。 可以认为三种 ＣＧ 模体各自执行着不同的生物学

功能。 基因组序列 ８⁃ｍｅｒ 的独立分离规律为揭示基因组结构、基因组进化以及模体的生物功能提供了一种新的思维方式。
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　 　 基因组 ＤＮＡ 序列 ｋ⁃ｍｅｒ 非随机使用的已有许

多研究报道。 研究主要关注 ｋ⁃ｍｅｒ 字频非随机使用

的生物学意义［１－２］、ｋ⁃ｍｅｒ 分布的概率模型［３－４］、稀有

ｋ⁃ｍｅｒ 和富含 ｋ⁃ｍｅｒ 的片段及其在基因组序列上的

分布［５－８］。 一些工作分析了特殊 ｋ⁃ｍｅｒ 片段与 ＣｐＧ
岛序列的关系［９－１１］，从 ｋ⁃ｍｅｒ 使用入手寻找功能位

点的调控片段，预测 ＲＮＡ 功能片段，给出基因组组

装方法［１２－１５］。 最近，一些研究者特别关注了基因组

序列 ｋ⁃ｍｅｒ 的频谱分布，期望揭示基因组序列的构

成特性和进化。 Ｃｈｏｒ［１６］ 研究了近百个物种基因组

序列 ｋ⁃ｍｅｒ 频谱的分布特征，发现不同生物基因组

序列或不同类型 ＤＮＡ 序列的 ｋ⁃ｍｅｒ（ｋ＞７）频谱分布

呈现单峰或多峰现象。 低等生物基因组祖列一般是

单峰分布，高等生物如四爪哺乳动物基因组序列呈

现三峰分布，所有物种编码序列是单峰分布。 研究

组 Ｂａｏ［１７－１８］等分析了人类 １ 号染色体各类序列的 ８⁃
ｍｅｒ 频谱，结果显示基因间序列和内含子序列呈三

峰分布，编码序列是单峰分布，５’ＵＴＲ 和 ３’ＵＴＲ 序

列分布介于两者之间。 研究发现 ８⁃ｍｅｒ 集合按照

ＣＧ 二核苷含量分成三类后，三个 ＣＧ 模体子集的频

谱各自形成独立的单峰分布，而其它 １５ 种 ＸＹ 二核

苷分类则没有此现象，由此揭示了产生单峰和多峰

频谱的根本原因并推测了三个 ＣＧ 模体子集的生物

学功能。 为了验证基因组序列中三个 ＣＧ 模体子集

独立进化规律的普适性，以七个物种基因组序列为

研究对象，分析每个物种中三个 ＣＧ 模体子集频谱

的分布形式，由此验证独立进化规律的普适性。 同

时，通过对物种间的对比，分析这种进化分离现象与

物种进化之间的关系。

１　 数据与方法

１．１　 七种生物全基因组序列的提取与总长度

　 　 七个物种狗、牛、鸡、斑马鱼、青鳉鱼、秀丽线虫、
酿酒酵母的全基因组序列以及注释信息均来自 ＵＣＳＣ
Ｇｅｎｏｍｅ Ｂｒｏｗｓｅｒ Ｈｏｍｅ （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｇｅｎｏｍｅ．ｕｃｓｃ．ｅｄｕ）。 所

有的物种没有考虑性染色体，因为性染色体与物种的

进化关系还不明确。 其相关信息见表 １。

表 １　 七种生物基因组序列信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｖｅｎ ｇｅｎｏｍｅｓ

物种名称 基因组总长度 ／ （ｂｐ） 染色体数 ／ 条 发布版本

Ｄｏｇ （狗） Ｈ． ｈｙａｅｎａ ２ ３１８ ２２６ ２０６ ３８ Ｍａｙ． ２００５ （ｃａｎＦａｍ２）

Ｃｏｗ （牛） Ｂ． ｔａｕｒｕｓ ２ ５４５ ８９６ ６６１ ２９ Ｏｃｔ． ２００７ （ｂｏｓＴａｕ４）

Ｃｈｉｃｋｅｎ （鸡） Ｇ． ｇａｌｌｕｓ ９５７ ０２０ ４８１ ２８ Ｍａｙ．２００６ （ｇａｌＧａｌ３）

Ｚｅｂｒａ ｆｉｓｈ （斑马鱼） Ｄ． ｒｅｒｉｏ １ ３２２ ６５５ ８７６ ２５ Ｄｅｃ． ２００８ （ｄａｎＲｅｒ６）

Ｍｅｄａｋａ （青鳉鱼） Ｏ．ｌａｔｉｐｅｓ ７１２ ９２４ ９２７ ２４ Ｏｃｔ． ２００５ （ｏｒｙＬａｔ２）

Ｎｅｍａｔｏｄｅ（秀丽线虫） Ｃ． ｅｌｅｇａｎｔｓ ８２ ５５３ ６６５ ５ Ｍａｙ ２００５ （ａｐｉＭｅｌ３）

Ｙｅａｓｔ （酿酒酵母） Ｓ． ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ １２ ０７１ ３２６ １６ Ｆｅｂ． ２０１３ （ｃｅ１１）

１．２　 ８⁃ｍｅｒ 按照二核苷含量分类

８⁃ｍｅｒ 模体集合共有 ４８ ＝ ６５ ５３６个。 理论上，包
含 ０ 个二核苷 ＸＹ（Ｘ，Ｙ ＝ Ａ、Ｔ、Ｃ、Ｇ）的 ８⁃ｍｅｒ 有

４０ ５４５个，记为 ０ＸＹ；包含 １ 个二核苷 ＸＹ 的 ８⁃ｍｅｒ
有２１ ４６８个，记为 １ＸＹ；包含两个或两个以上 ＸＹ 二

核苷的 ８⁃ｍｅｒ 有３ ５２３个，记为 ２ＸＹ。 若两个核苷酸

相同，则三类集合的数目分别是４４ ６３１、１４ ９３０和

５ ９７４个。 按照上述约束，可将全体 ８⁃ｍｅｒ 集合分为

０ＸＹ、１ＸＹ 和 ２ＸＹ 三个模体子集。 这种分类称为 ＸＹ
二核苷分类，这种分类一共有 １６ 种。
１．３　 ８⁃ｍｅｒ 相对模体数

对于给定的 ＤＮＡ 序列，以 ８ ｂｐ 作为窗口，１ ｂｐ
作为步长，统计得到每个 ８⁃ｍｅｒ 在该序列中出现的

频 次。 ８⁃ｍｅｒ 相 对 模 体 数 （ Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ

Ａｐｐｅａｒａｎｃｅ， ＦＡ） 定义如下：若频次区组 ｉ 中出现的

８⁃ｍｅｒ 个数为 Ｎｉ，则该区组上 ８⁃ｍｅｒ 的相对模体数

为：

ＦＡ ＝
Ｎｉ

４８ （１）

以 ８⁃ｍｅｒ 使用频次作为横坐标，相对模体数 ＦＡ
作为纵坐标，得到 ８⁃ｍｅｒ 相对模体数随频次的分布。
１．４　 序列长度标准化

对于不同长度的 ＤＮＡ 序列，为了方便比较它们

的 ８⁃ｍｅｒ 使用频次之间的关系，对序列进行标准化。
对于本文研究的基因组序列，将所有基因组序列的

长度标准化到 １０９ ｂｐ。 若某序列长度为 Ｎ ｂｐ，则对

该序列 ８⁃ｍｅｒ 出现的频次乘以一个权重系数 λ。
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λ ＝ １０９

Ｎ
（２）

２　 结果与分析

２．１　 各物种基因组序列的 ８⁃ｍｅｒ 频谱

统计得到七个物种全部常染色体 ＤＮＡ 序列的

８⁃ｍｅｒ 频次，按照公式（１）得到各物种 ８⁃ｍｅｒ 相对模

体数随频次的分布，结果见图 １ 中用“８⁃ｍｅｒ”标注的

外围曲线。 图 １ 展示的频谱分布经过了光滑处理。
分析频谱发现：狗和牛的 ８⁃ｍｅｒ 频谱有三个峰，而斑

马鱼、青鳉鱼、秀丽线虫和酿酒酵母的 ８⁃ｍｅｒ 频谱只

有一个峰，鸡的频谱分布形状介于两者之间。 对于

不同的物种，８⁃ｍｅｒ 频谱展现的分布形式有所不同。
２．１　 ＸＹ 二核苷分类下各模体子集的频谱

　 　 为了进一步研究不同物种 ８⁃ｍｅｒ 频谱分布的差

异和 ８⁃ｍｅｒ 非随机使用的规律，把各基因组的 ８⁃ｍｅｒ
做 １６ 种 ＸＹ 分类，部分结果见图 １。 图 １ 中只给出

了 ＣＧ 和 ＧＣ 分类下各个 ８⁃ｍｅｒ 子集的频谱。 分析

１６ 种 ＸＹ 分类下 ０ＸＹ、１ＸＹ 和 ２ＸＹ 子集的 ８⁃ｍｅｒ 频
谱，发现所有物种在 ＣＧ 分类下三个子集的 ８⁃ｍｅｒ 各
自形成完全独立的单峰分布，而其他 １５ 种 ＸＹ 分类

下的三个子集均不能形成独立的单峰分布。
分析图 １，可以发现所有物种中，基因组在 ＣＧ

分类下 ０ＣＧ、１ＣＧ 和 ２ＣＧ 三个模体子集的分布具有

相同的规律。 首先，１ＣＧ 模体出现的频次小于 ０ＣＧ，

２ＣＧ 模体出现的频次小于 １ＣＧ。 其次，２ＣＧ 和 １ＣＧ
模体出现的频次具有保守性，即它们的频次分布在

一个很窄的范围之内。 而 ０ＣＧ 模体的频次分布范围

很广。 其次，三个 ＣＧ 子集模体分布的最概然相对模

体数具有相同的规律，即 １ＣＧ 的最概然相对模体数

明显高于 ０ＣＧ 和 ２ＣＧ。 使用其他 １５ 种二核苷来分

类得到的图谱中，频数分布并不是完全独立的单峰，
每个子集的频数分布与全部 ８⁃ｍｅｒ 分布形状相似。
第三，三个 ＣＧ 子集之间的距离随着进化水平的提高

而增加，１ＣＧ 和 ２ＣＧ 的峰越来越高，峰的宽度越来越

窄，显示了这两个子集模体的使用保守性越来越强。
第四，ＣＧ 模体的独立进化现象具有物种普适性，这
种进化规律在低等真核生物酵母基因组中就已经显

现出来。
对于狗和牛而言，三个 ＣＧ 子集分布的中心与总

体 ８⁃ｍｅｒ 多峰分布中心相对应，由于三个 ＣＧ 子集分

布中心距离很远，其叠加效果呈现三峰形式。 对于

单峰分布的物种，由于三个 ＣＧ 子集分布中心距离很

近，其叠加效果呈现单峰形式。 对于鸡这个物种，因
为三个 ＣＧ 子集分布中心相对单峰分布的物种要远

一些，叠加之后形成的总体分布会出现介于单峰和

三峰之间的分布形状。 之所以不同物种的 ８⁃ｍｅｒ 图
谱会有单峰和多峰的现象，是因为每个物种的三个

ＣＧ 子集分布之间的距离不同造成的。 研究结果圆

满解释了不同物种 ８⁃ｍｅｒ 频数单峰和多峰分布现象

产生的原因。
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图 １　 七个物种基因组序列 ８⁃ｍｅｒ 相对模体数（ＦＡ）随频数的分布图谱

Ｆｉｇ．１　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ ｏｆ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ａｐｐｅａｒａｎｃｅｓ （ＦＡ） ｗｉｔｈ ８⁃ｍｅｒ ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ ｉｎ ｓｅｖｅｎ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

２．３　 三个 ＣＧ 子集频谱分布与随机序列比较

　 　 为了揭示三个 ＣＧ 子集的使用与进化的关系，
针对每一个基因组序列，使用长度相同，碱基组分完

全随机的随机序列作为对照分析。 选取完全随机序

列的原因是我们只关心随机序列 ８⁃ｍｅｒ 频次分布的

最概然频次位置。 若将碱基含量设定为与实际基因

组序列组分相同的随机序列，则 ｋ⁃ｍｅｒ 分布会出现 ｋ
＋１ 个尖锐且离散的峰，比较其包络曲线的最概然频

次很不直观，但效果相同。
图 ２ 给出各物种三个 ＣＧ 子集频数分布与随机

序列的分布。 可以看出，各物种中 ０ＣＧ 子集的频数

分布中心最靠近随机分布中心，１ＣＧ 次之，２ＣＧ 子

集频数分布中心距离随机分布中心最远。 这说明

０ＣＧ 模体的使用频次基本上是围绕随机中心进化

的，或者说 ０ＣＧ 模体的频次分布主要是在随机压力

下进化的。 而 １ＣＧ 和 ２ＣＧ 模体的频次使用远离随

机中心，表明这两类模体是定向进化的，而且随着物

种进化，其频次使用相对越来越小，且越来越保守。
另外，在三类 ＣＧ 模体中，２ＣＧ 模体的 Ｇ＋Ｃ 含量最

高，０ＣＧ 模体的 Ｇ＋Ｃ 含量最低，１ＣＧ 模体的 Ｇ＋Ｃ 含

量介于两者之间。 就是说 Ｇ＋Ｃ 含量越高的模体出

现的频率越低。
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图 ２　 七个物种的三个 ＣＧ 子集 ８⁃ｍｅｒ 频谱与随机序列的频谱比较

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｒｅｅ ＣＧ ｓｕｂｓｅｔｓ’ ｓｐｅｃｔｒｕｍｓ ｏｆ ｓｅｖｅｎ ｇｅｎｏｍｅｓ ａｎｄ ８⁃ｍｅｒ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｒａｎｄｏｍ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

　 　 为了分析各物种之间三个 ＣＧ 模体使用的进化

规律，将各物种基因组序列长度标准化到 １０９ ｂｐ 后

做对照分析。 长度标准化后各物种三个 ＣＧ 模体子

集的最概然频次见表 ２。 以随机序列 ８⁃ｍｅｒ 最概然

频次为参考点，得到三个 ＣＧ 模体子集最概然频次

与随机序列最概然频次的比值，记为 ρ，它们与物种

进化的关系见图 ３。

表 ２　 基因组序列标准化后三个 ＣＧ 模体子集最概然频数

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍｏｓｔ ｐｒｏｂａｂｌｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ＣＧ ｓｕｂｓｅｔｓ ｓｐｅｃｔｒｕｍｓ ｉｎ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｎａｍｅ Ｒａｎｄｏｍ ０ＣＧ １ＣＧ ２ＣＧ

Ｄｏｇ １５ ２５９ １０ ２９５ １ ５５１ ２８１

Ｃｏｗ １５ ２５９ １５ ４９６ １ ３９３ ３０９

Ｃｈｉｃｋｅｎ １５ ２５９ １８ ０２１ １ ８２４ ４２９

Ｚｅｂｒａ ｆｉｓｈ １５ ２５９ ９ ０５８ ３ ３５０ １ ４５２

Ｍｅｄａｋａ １５ ２５９ ８ ７６８ ２ ７８６ １ ３７６

Ｎｅｍａｔｏｄｅ １５ ２５９ ６ ８５６ ４ ２５２ ２ ４９５

Ｙｅａｓｔ １５ ２５９ １１ １０１ ５ ３０２ ２ ３２０

　 　 可以看出在序列标准化后，随着物种由低等向

高等的进化，１ＣＧ 和 ２ＣＧ 模体的最概然频次与随机

序列的最概然频次的比值逐渐减小，１ＣＧ 和 ２ＣＧ 之

间频次比的差值基本保持不变。 表明 １ＣＧ 和 ２ＣＧ
模体使用与物种进化密切相关，１ＣＧ 和 ２ＣＧ 之间其

频次使用保持同步进化，说明这两类模体使用在生

物进化过程中受到的进化压力是相同的。 ０ＣＧ 模体

的最概然频次与物种进化没有明显的联系，说明

０ＣＧ 模体的使用主要是在随机压力下进化的。 比如

酵母和狗，两类物种其 ０ＣＧ 模体的最概然频次与随

机序列的比值基本相同。
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图 ３　 三个 ＣＧ 模体频谱的最概然频次与基因组进化

之间的关系

Ｆｉｇ．３ Ｒｅｌａｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｐｒｏｂａｂｌｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ＣＧ ｓｕｂｓｅｔｓ ｓｐｅｃｔｒｕｍｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎｓ

注：纵坐标 ρ 为三个 ＣＧ 模体子集最概然频次与随机序列最概然频次

的比值。

　 　 显然三类 ＣＧ 模体应该执行着不同的生物学功

能。 关于三类 ＣＧ 模体的功能，本研究组提出了一个

猜想：２ＣＧ 模体是构成 ＣｐＧ 岛序列的核心模体，也是

ＤＮＡ 序列上各个功能位点的识别信号模体，１ＣＧ 模

体与核小体结合模体紧密相关，０ＣＧ 模体与表观遗

传多样性相关。 关于 ２ＣＧ 和 １ＣＧ 模体的功能，分别

在人类和酵母基因组中得到初步验证。 对于 ０ＣＧ 模

体的功能，Ｔｉｍｅ Ｑｕａｎｔｅ 推测富含 ＡＴ 片段的 ＤＮＡ 序

列（也就是 ０ＣＧ 模体）是表观基因组的重要组成部

分［１９］，该结论从另一个角度支持了我们的猜想。

３　 讨论与展望

分析了七个物种基因组序列 ８⁃ｍｅｒ 相对模体数

随频次的分布规律，发现所有物种基因组序列在 １６
种 ＸＹ 二核苷分类中只有在 ＣＧ 二核苷分类下三个

ＣＧ 模体集合的频次分布各自形成完全独立的单峰

分布。 从统计学上来讲，三个独立的单峰分布代表

它们来自三个独立的总体，也就是说基因组序列是

由这三类独立进化单元构成的。 ０ＣＧ 模体的分布中

心在随机中心附近，１ＣＧ 与 ２ＣＧ 模体出现的频次远

低于 ０ＣＧ 模体出现的频次，且它们的分布中心则远

离随机中心。 这表明 ０ＣＧ 模体主要是在随机压力下

进化的，而 １ＣＧ 与 ２ＣＧ 模体是定向进化的。 ＣＧ 模

体的独立进化现象具有物种普适性，这种进化规律

在低等真核生物酵母基因组中就已经显现出来。 随

着物种进化，１ＣＧ 和 ２ＣＧ 模体使用保守性越来越强。
０ＣＧ 模体使用与物种进化无明显关系，１ＣＧ 和 ２ＣＧ

模体使用与物种进化显著相关。 发现，三个 ＣＧ 模体

分布中心的距离是产生 ８⁃ｍｅｒ 图谱（或 ｋ⁃ｍｅｒ 图谱）
单峰或多峰现象的根本原因，因此这一现象也就得

到了自然的解释。 研究结论预示了这三类 ＣＧ 模体

具有不同的生物学功能。
由于其它 １５ 中 ＸＹ 分类中各个子集均未显示出

各自独立的进化现象，具有物种普适性的 ＣＧ 分类独

立进化现象勾画出了基因组序列结构和进化的规

律。 在生命的早期，在随机进化压力下，形成以碱基

Ａ 或 Ｔ 组成的原始 ＤＮＡ 序列背景，出于功能的需

要，以 ＣＧ 二核苷作为定向进化的中心，逐步形成含

ＣＧ 二核苷的功能片段，以满足越来越复杂的生物的

需求。 为何生物只选择 ＣＧ 二核苷作为进化的核心

而不是其它二核苷呢？ 我们不得而知，但一个普遍

现象是必须承认的，就是只有 ＣＧ 二核苷存在甲基化

现象，而不是其它二核苷。 两者之间应该存在必然

的联系。
许多工作根据 ＤＮＡ 序列的 ｋ⁃ｍｅｒ 频次偏好来揭

示物种之间的进化，他们往往关注序列中高频次出

现的模体。 根据以前的研究结论，高频次出现的模

体属于 ０ＣＧ 模体子集，这些模体与物种进化无明显

的关系，而低频次出现的 １ＣＧ 和 ２ＣＧ 模体与进化显

著相关。 如果用 １ＣＧ 和 ２ＣＧ 模体来构造系统发生

关系，得到的结果应该会更加可靠。 另外，无论实验

还是理论分析核小体中心序列上与组蛋白相互作用

模体时，也存在这种倾向。 其实，核小体结合模体往

往是出现频次较低的模体。 如何从大的背景噪音中

将这些低频出现的功能模体提炼出来才是正确的思

考方向。
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