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Ｙ１ 转座酶关联转座子在大肠杆菌和

沙门氏菌基因组中的分布和结构特征
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摘　 要：Ｙ１ 转座酶关联转座子（Ｙ１ＡＴｓ）的活性催化位点为一个酪氨酸，能够切割和连接单链 ＤＮＡ，在原核生物分布广泛。 为

探究 Ｙ１ 转座酶关联转座子在大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ， Ｅ． ｃｏｌｉ）与沙门氏菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｅｎｔｅｒｉｃａ， Ｓ． ｅｎｔｅ）基因组中系统进化特

性，通过 Ｈｍｍｓｅａｒｃｈ 程序对 Ｙ１ 转座酶关联转座子进行了挖掘分析。 结果表明，Ｙ１ 转座酶关联转座子广泛分布于９６．８４％大肠

杆菌基因组和 ８０．４％沙门氏菌基因组。 根据序列比对和蛋白结构域预测将 Ｙ１ 转座酶关联转座子分为 １０ 类，均隶属于 ＩＳ２００ ／
ＩＳ６０５ 超家族，其中 １１ ６４５ 个属于 ＩＳ２００ 家族，４ ８１１ 个属于 ＩＳ６０５ 家族。 ＩＳ２００ 家族广泛分布于 Ｓ． ｅｎｔｅ 基因组中（７２．２４％），而
ＩＳ６０５ 家族广泛分布于 Ｅ． ｃｏｌｉ 基因组中（８９．３８％）。 ＩＳ２００ 拷贝数以及完整拷贝数显著高于 ＩＳ６０５。 ＩＳ２００ 家族仅含有一个 Ｙ１
转座酶编码区，而 ＩＳ６０５ 家族含两个开放阅读框，分别编码 Ｙ１ 转座酶和 ＴｎｐＢ 蛋白。 ＩＳ２００ 家族的 Ｙ１ 氨基酸序列高度保守

（９５．３％），而 ＩＳ６０５ 家族的 Ｙ１ 和 ＴｎｐＢ 具有较高遗传多样性，为研究转座子在原核生物的遗传进化模式提供重要参考。 ＩＳ２００
家族具有高度保守的 Ｙ１ 转座酶，且完整拷贝数比例较高，提示该类转座子可能具有转座活性，对其活性的挖掘有利于研制转

座子介导的新型高效基因编辑工具。
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　 　 转座子为基因组中可以改变自身位置的独特

ＤＮＡ 片段。 研究表明，转座子几乎存在于所有生物

的基因组中，可以发生转座并不断扩张，是基因组扩

张的决定性因素，同时也对生物基因组结构和进化

有着重要的影响［１］。 原核转座子主要分为插入序

列（Ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ， ＩＳ），复合转座子及 ＴｎＡ 家

族。 ＩＳ 成员众多、结构简单，仅携带与转座和调节

有关的基因［２］。 其中 ＩＳ２００ ／ ＩＳ６０５ 家族广泛分布于

细菌和古菌，迄今已鉴定出 １５３ 余种成员［３］。 ＩＳ２００
作为家族创建者，最早发现于鼠伤寒沙门氏菌

（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ） ［４］。 研究表明，ＩＳ２００ 有着

稳定的分布和高拷贝数量［２］。 ＩＳ６０５ 最早发现于幽

门螺旋杆菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ｐｙｌｏｒｉ），其编码的基因与

ＩＳ２００ 转座酶同源， 因此统称为 ＩＳ２００ ／ ＩＳ６０５ 家

族［５］。 该家族分子结构包括转座子左侧末端（Ｌｅｆｔ
ｅｎｄ， ＬＥ）、右侧末端（Ｒｉｇｈｔ ｅｎｄ， ＲＥ），转座酶 ＴｎｐＡ
以及 ＴｎｐＢ 蛋白。 ＴｎｐＡ 不具有经典的 ＩＳ 转座酶催

化结构域 ＤＤＥ 特征，而是 ＨｕＨ 核酸内切酶家族的

一员，包含一个保守的氨基酸三联体，由组氨酸（Ｈ）
－巨型疏水残基（ｕ） －组氨酸（Ｈ）构成。 ＴｎｐＡ 转座

酶能够切割和连接单链 ＤＮＡ，其催化中心为单个酪

氨酸（Ｙ），因此又称为 Ｙ１ 转座酶［３］。 与 ＣＲＩＳＰＲ⁃
Ｃａｓ 系统中的 Ｃａｓ９ 和 Ｃａｓ１２ 不同，Ｙ１ 转座酶不需要

ＲＮＡ 引导转座过程。 相反，Ｙ１ 通过自身的结构域

识别并选择其靶标 ＤＮＡ，并通过嵌入 ＤＮＡ 和剪接

目标 ＤＮＡ 来实现转座。 ＬＥ 和 ＲＥ 含有回文序列，
可形成亚末端发卡结构［６］。 Ｙ１ 特异地识别并结合

这些短的末端二级结构，在特异位点剪切，形成环形

单链 ＤＮＡ 中间体，然后将其 ３’ 端插入目标单链

ＤＮＡ 上富含 ＡＴ 的四核苷酸或五核苷酸位点，而 ５’
端插入位点无特异性，靶位点不发生复制［３］。
　 　 ＩＳ２００ ／ ＩＳ６０５ 家族编码多种 ＲＮＡ 导向的核酸

酶，目前已发现的包括 ＩｓｃＢ 家族、ＩｓｒＢ 家族和 ＴｎｐＢ
家族［７］。 研究表明，ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９ 起源于 ＩｓｃＢ［８］；
ＴｎｐＢ 与 ＩｓｃＢ 进化关系较远，被认为是 Ｃａｓ１２ 的祖

先［９－１０］。 另外， ＴｎｐＢ 可能也是一种较大蛋白质

Ｆａｎｚｏｒｓ 的祖先，这种蛋白质被发现于多种真核转座

子［１１］。 目前这三种核酸酶相关转座子系统的生物

学功能仍未知，但推测这些核酸酶有利于 Ｙ１ 等转

座酶催化反应、ＲＮＡ 导向的转座，或者和转座子一

起发挥抗毒素等作用，从而确保 ＩＳ２００ ／ ＩＳ６０５ 插入

基因组［７］。 此外，也有研究发现，在耐辐射球菌以

及大肠杆菌中， ＴｎｐＢ 对 ＩＳＤｒａ２ 的切除具有抑制

作用［１２］。
　 　 目前研究表明，ＩＳ２００ ／ ＩＳ６０５ 超家族分布广泛，
但其在大肠杆菌 （ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ） 和沙门氏菌

（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｅｎｔｅｒｉｃａ）的分布种类、数量、结构和进化

特性仍不明确，尤其是 Ｙ１ 关联转座子的挖掘，对于

开发遗传编辑和流行病学研究工具潜力巨大。 本研

究分析了 Ｙ１ 关联转座子系统在 Ｅ． ｃｏｌｉ 和 Ｓ． ｅｎｔｅ 的
遗传结构进化，可为挖掘 ＲＮＡ 导向的转座子提供重

要参考。

１　 材料与方法

１．１　 Ｙ１ 关联转座子挖掘

　 　 在美国国家生物技术信息中心（ＮＣＢＩ） 网站

（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ） 所提供的 ｗｈｏｌｅ⁃
ｇｅｎｏｍｅ ｓｈｏｔｇｕｎ ｃｏｎｔｉｎｇ 数据库（ＷＧＳ）中下载细菌蛋

白 ＮＲ（非冗余）序列，收集 ＩＳｆｉｎｄｅｒ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ－ｉｓ．
ｂｉｏｔｏｕｌ．ｆｒ ／ ｂｌａｓｔ． ｐｈｐ）中 ＴｎｐＡ 转座酶序列作为参考

序列，使用 Ｈｍｍｓｅａｒｃｈ 软件（ｖ３．３．２）搜寻所有符合

条件的 Ｙ１ 转座酶蛋白序列，设置 Ｅ 期望值为 １ ×
１０－４。 对于 Ｙ１ 转座酶含量最高的 Ｅ． ｃｏｌｉ 和 Ｓ． ｅｎｔｅ，
使用 Ｕｓｅａｒｃｈ 程序对所获序列进行聚类，要求相似

性 ＞ ８０％， 并 获 得 代 表 序 列 的 ＣＤＳ 序 列。 在

Ｈｍｍｓｅａｒｃｈ 软件中根据代表 ＣＤＳ 序列收集获得 Ｅ．
ｃｏｌｉ 及 Ｓ． ｅｎｔｅ 的所有基因组拷贝（Ｅ 期望值为 １ ×
１０－４），前后延伸 １．８ ｋｂ 侧翼序列以保证序列的完

整性。
１．２　 插入序列识别

　 　 使用 ＭＡＦＦＴ 程序进行多重序列比对［１３］，将 Ｙ１
相关转座子进行分类。 在 ＩＳｆｉｎｄｅｒ 网站提供的数据

库中进行序列 Ｂｌａｓｔ 比对，通过与注释序列的比对获

得转座子信息。 使用 ＢｉｏＥｄｉｔ 软件（ ｖ７．２．０）确定转

座子的边界并进行序列截取［１４］，前后保留 ５０ ｂｐ 以

研究其插入位点及侧翼序列特征。 对于部分相似性

高却未能在 ＩＳｆｉｎｄｅｒ 上找到注释序列的转座子，使
用 Ｈｍｍｓｃａｎ 网站 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｅｂｉ． ａｃ． ｕｋ ／ Ｔｏｏｌｓ ／
ｈｍｍｅｒ ／ ｓｅａｒｃｈ ／ ｈｍｍｓｃａｎ）对其蛋白结构域进行分析，
以确定其分类。 若序列开放阅读框（ｏｒｆ）无 Ｙ１ 同源

性，则舍弃该序列。 将具有完整 ＬＥ、ＲＥ 且能够编码
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１００ ａａ 以上转座酶的序列视为完整转座子（ ＩＳ６０５
中 ＴｎｐＡ＞１００ ａａ，ＴｎｐＢ＞３００ ａａ）。
１．３　 转座子结构预测与进化分析

　 　 使用 Ｂｉｏｅｄｉｔ 软件提取多拷贝转座子的 ＬＥ，ＲＥ
以及 ＣＤＳ。 其中 ＬＥ 与 ＲＥ 使用 ＥＭＢＯＳＳ ｅｘｐｌｏｒｅｒ 网
站（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ． ｎｌ ／ ｅｍｂｏｓｓ － ｅｘｐｌｏｒｅｒ）
构建一致序列，并在 Ｏｌｉｇｏ Ａｎａｌｙｚｅｒ 网站（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｇ．
ｉｄｔｄｎａ．ｃｏｍ ／ ｐａｇｅｓ ／ ｔｏｏｌｓ ／ ｏｌｉｇｏａｎａｌｙｚｅｒ）中预测转座子

ＤＮＡ 序列末端二级结构。 通过 ＢｉｏＥｄｉｔ 软件将 ＣＤＳ
翻译为 Ｙ１ 转座酶和 ＴｎｐＢ 蛋白的序列，然后使用

ＥＭＢＯＳＳ ｅｘｐｌｏｒｅｒ 网站构建它们的一致序列。 同时

根据得到的所有 Ｙ１ 转座酶蛋白序列，在 Ｗｅｂｌｏｇｏ
（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｅｂｌｏｇｏ． ｔｈｒｅｅｐｌｕｓｏｎｅ． ｃｏｍ ／ ｃｒｅａｔｅ． ｃｇｉ） 网站

中绘制序列 Ｌｏｇｏ 图，并对其进行结构与变异位点分

析。 使用 ＩＢＳ 软件（ ｖ１． ０． ３） 绘制转座子结构［１５］。
通过 Ａｌｐｈａ⁃Ｆｏｌｄ 网站（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｏｌａｂ． ｒｅｓｅａｒｃｈ．ｇｏｏｇｌｅ．
ｃｏｍ／ ｇｉｔｈｕｂ ／ ｓｏｋｒｙｐｔｏｎ ／ ＣｏｌａｂＦｏｌｄ ／ ｂｌｏｂ ／ ｍａｉｎ ／ ＡｌｐｈａＦｏｌｄ２．
ｉｐｙｎｂ？ ａｕｔｈｕｓｅｒ ＝ ０＃ｓｃｒｏｌｌＴｏ ＝ｋＯｂｌＡｏ－ｘｅｔｇｘ）预测 Ｙ１
转座酶结构，使用 ＰｙＭｏｌ 软件（ｖ２．５．５）对其关键氨

基酸残基及结构进行标注。

２　 结果与分析

２．１　 Ｙ１ＡＴｓ 广泛分布于 Ｅ． ｃｏｌｉ 和 Ｓ． ｅｎｔｅ
　 　 采用上述 Ｈｍｍｓｅａｒｃｈ 序列收集方法，在 ２ ４６７
个 Ｅ． ｃｏｌｉ 基因组中挖掘到 ８ ６４５ 条 Ｙ１ 关联序列

（Ｙ１ＡＴｓ），分布于 ２ ３８９ 个基因组（占比 ９６．８４％），
其中序列完整的 Ｙ１ＡＴｓ 占 ５５． ６２％；在 １ ４９５ 个

Ｓ． ｅｎｔｅ基因组中收集到 ８ ３１６ 条 Ｙ１ＡＴｓ 序列，分布

于 １ ２０２ 个基因组（占比 ８０．４％），完整序列占比高

达９３．１３％（表 １）。 Ｙ１ＡＴｓ 在 Ｅ． ｃｏｌｉ 中的含量略高

于Ｓ． ｅｎｔｅ，但在 Ｓ． ｅｎｔｅ 中的完整序列比例远高于 Ｅ．
ｃｏｌｉ。 此外，相对于 Ｅ． ｃｏｌｉ，Ｙ１ＡＴｓ 在 Ｓ． ｅｎｔｅ 基因组

中有着更高的拷贝数（表 １）。
２．２　 Ｙ１ＡＴｓ 在 Ｅ． ｃｏｌｉ 和 Ｓ． ｅｎｔｅ 中的分类及完整

拷贝的分布

　 　 通过 ＩＳｆｉｎｄｅｒ 已注释序列比对，以及 Ｈｍｍｓｃａｎ
网站蛋白结构域预测，剔除非 Ｙ１ 相关序列后，在
Ｅ． ｃｏｌｉ和 Ｓ． ｅｎｔｅ 共鉴定到了 １０ 类 Ｙ１ＡＴｓ，均属于

ＩＳ２００ ／ ＩＳ６０５ 超 家 族。 ２ 类 为 ＩＳ２００ （ ＩＳ２００Ｃ 和

ＩＳ２００Ｆ）， ６ 类 为 ＩＳ６０５ （ ＩＳ６０９， ＩＳＥｃ４６， ＩＳＥｃ４１，
ＩＳＳｅｎ６，ＩＳＥｃ４４ 和 ＩＳＫｐｎ６９）。 其中 ７ 种含有完整拷

贝 （ Ｅ． ｃｏｌｉ 中 的 ＩＳ２００Ｃ， ＩＳ６０９， ＩＳＥｃ４６， ＩＳＥｃ４４，
ＩＳＥｃ４１ 以及Ｓ． ｅｎｔｅ中的 ＩＳ２００Ｆ，ＩＳＳｅｎ６），１ 种仅有残

缺拷贝（ＩＳＫｐｎ６９）。 还有两类序列在 ＩＳＦｉｎｄｅｒ 中尚

未注释，但在基因组中有着较高的序列一致性，长度

在 ２ ５００ ｂｐ 左右。 虽然在 ＩＳｆｉｎｄｅｒ 网站的 Ｂｌａｓｔ 比对

中难以找到其同源序列，但通过 Ｈｍｍｓｃａｎ 网站的蛋

白分析，发现这两个类群的序列都包含 Ｙ１ 转座酶，
ＩＳＥｃ９４ 包含一个 １６５ ａａ 的 Ｙ１ 蛋白和一个 ４５８ ａａ 的

ＦＩｈＡ 家族蛋白，而 ＩＳＥｃ９５ 包含一个 ２００ ａａ 的 Ｙ１，
Ｙ２ 融合蛋白和一个 ３４３ ａａ 的 ｄｉｐＺ 家族蛋白。 因此

将这两个类群的序列判定为新的 Ｙ１ 关联插入序

列，根据 ＩＳｆｉｎｄｅｒ 的命名规则将其命名为 ＩＳＥｃ９４ 和

ＩＳＥｃ９５，拷贝数分别为 ４６６ 和 ２１，由于两者左右末端

序列尚不清楚，难以界定是否有完整拷贝。

表 １　 Ｅ． ｃｏｌｉ 和 Ｓ． ｅｎｔｅ 中 Ｙ１ＡＴｓ 的分布概况

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｖｅｒｖｉｅｗ ｏｆ Ｙ１ＡＴｓ ｉｎ Ｅ． ｃｏｌｉ ａｎｄ Ｓ． ｅｎｔｅ

菌属
Ｙ１ＡＴｓ
个数

完整 Ｙ１ＡＴｓ
个数 ／ ％

基因组数
含有 Ｙ１ＡＴｓ 的
基因组数 ／ ％

单个基因组

Ｙ１ＡＴｓ 拷贝数

Ｙ１ＡＴｓ 基因组

平均拷贝数

Ｅ． ｃｏｌｉ ８ ６４５ ４ ８０８ ／ ５５．６２ ２ ４６７ ２ ３８９ ／ ９６．８４ １－３１ ３．６２
Ｓ． ｅｎｔｅ ８ ３１６ ７ ７４５ ／ ９３．１３ １ ４９５ １ ２０２ ／ ８０．４０ １－４３ ６．９２

　 　 分析汇总含 Ｙ１ 完整拷贝的 ＩＳ２００ 和 ＩＳ６０５ 转座

子，发现在 Ｅ． ｃｏｌｉ 的 ２ ４６７ 个基因组中 ８９．３８％的基

因组含有 ＩＳ６０５，３３．０４％的基因组含有 ＩＳ２００，６４２ 个

基因组共同存在着 ＩＳ２００ 和 ＩＳ６０５ 转座子 （图 １
（ａ））。 Ｅ． ｃｏｌｉ 基因组中存在 ４ 种 ＩＳ６０５ 转座子的重

叠插入（图 １（ｂ））。 在 Ｓ． ｅｎｔｅ 的１ ４９５个基因组中，
含 ＩＳ２００ 的基因组占比达到 ７２．２４％，含 ＩＳ６０５ 的基

因组占 ２０． ２７％，１９５ 个基因组同时存在 ＩＳ２００ 和

ＩＳ６０５ 转座子（图 １（ｃ））。
　 　 统计分析 ＩＳ２００ 和 ＩＳ６０５ 在 Ｅ． ｃｏｌｉ 和 Ｓ． ｅｎｔｅ 基

因组中的平均拷贝数，结果如图 ２ 所示，ＩＳ２００ 的基

因组拷贝显著高于 ＩＳ６０５。 ＩＳ２００ 在 Ｓ． ｅｎｔｅ 和Ｅ． ｃｏｌｉ
基因组平均拷贝分别为 ７．２ 和 ４．７５。 ＩＳ６０５ 的平均

拷贝均在 １ 左右。 根据拷贝数分布图可知，除 ＩＳ２００
在少数基因组存在较高拷贝（约 ３５），Ｙ１ＡＴｓ 在大多

数基因组中的拷贝数均较低（图 ３）。
２．３　 Ｙ１ＡＴｓ 的组成结构

　 　 ＩＳ２００Ｃ 和 ＩＳ２００Ｆ 全长大多在 ７１０ ｂｐ 左右，中间

为 Ｙ１ 转座酶编码序列（１５２ ａａ）（图 ４（ａ））。 个别序

列会因为插入外源序列从而导致长度达到 ２ ２８７ ｂｐ，
编码的蛋白也增加到 ３７８ ａａ（表 ２）。 两端结构分为

左末端（Ｔｈｅ ｌｅｆｔ ＩＳ ｅｎｄ， ＬＥ）和右末端（Ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ＩＳ
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ｅｎｄ， ＲＥ），均含有回文序列，形成发卡和茎环结构，
而不是经典 ＩＳ 的末端反向重复序列 （ ＴＩＲ） （图 ４
（ｂ），图 ５）。 ＩＳ２００Ｃ 与 ＩＳ２００Ｆ 左侧切割位点分别为

ＴＴＧＴ 和 ＴＴＴＴ，未包含在转座子中，位于 ＬＥ 的左侧；
右侧切割位点均为 ＴＴＡＴ，包含在转座子中，位于 ＲＥ
末端。 根据序列比对结果，推断 ＩＳ２００ ３’端偏好插

入 Ｔ 富集区（图 ６）。

图 １　 Ｙ１ＡＴｓ完整拷贝在 Ｅ． ｃｏｌｉ和 Ｓ． ｅｎｔｅ基因组的分布概况

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｖｅｒｖｉｅｗ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｔｅ Ｙ１ＡＴｓ ｃｏｐｉｅｓ ｉｎ
ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅｓ ｏｆ Ｅ． ｃｏｌｉ ａｎｄ Ｓ． ｅｎｔｅ

注：重叠部分表示含有两种或多种 Ｙ１ 变体的基因组．

　 　 ＩＳ６０９，ＩＳＥｃ４１，ＩＳＥｃ４４，ＩＳＥｃ４６ 和 ＩＳＳｅｎ６ 的完整

拷贝总长为１ ７４８－１ ８７９ ｂｐ，中间为 Ｙ１ 和 ＴｎｐＢ 两

个基因的编码序列，两者方向反向且无重叠序列（图
４（ａ））。 两端分别为 ＬＥ 和 ＲＥ。 Ｙ１ 编码约 １４３ ａａ，
ＴｎｐＢ 编码约 ４００ 个 ａａ。 由于插入突变与重组的存

在，个别转座子长达 ３ ２２０ ｂｐ，Ｙ１ 编码蛋白可增加到

３３２ 个 ａａ。 ＩＳＳｅｎ６、ＩＳＥｃ４４ 与 ＩＳＥｃ４１ 三者左、右侧切

割位点相同，分别为 ＣＣＡＴ 和 ＴＣＡＡ。 ＩＳ６０９ 左、右侧

切割位点分别为 ＴＴＡＴ，ＴＣＡＡ；ＩＳＥｃ４６ 左右切割位点

分别为 ＴＴＡＧ，ＴＣＡＣ（表 ２）。

图 ２　 ＩＳ２００ 和 ＩＳ６０５ 转座子在两个菌属的平均拷贝数比较

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＩＳ２００
ａｎｄ ＩＳ６０５ ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎｓ ｉｎ ｔｗｏ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｇｅｎｅｒａ

注：Ｘ 轴代表 Ｙ１ＡＴｓ，Ｙ 轴代表 Ｙ１ＡＴｓ 在基因组中拷贝数的平均值；ｎ
表示基因组数量．

　 　 根据已报道的 Ｙ１ 转座酶晶体结构，们通过

Ａｌｐｈａ⁃Ｆｏｌｄ网站以及 ＰｙＭｏｌ 软件对拷贝数及序列完整性

较高的 ＩＳ２００Ｃ 和 ＩＳ２００Ｆ 进行了 Ｙ１ 转座酶蛋白结构图

绘制和关键氨基酸残基的标注（图 ４（ｃ）、４（ｄ））。 Ｙ１ 转

座酶的 ＨｕＨ 基序由 Ｈ６１ 和 Ｈ６３ 组成，位于链 β５ 上（图
４（ｃ））。 螺旋 α４ 上的 Ｙ１２５ 是 Ｙ１ 转座酶中唯一严格保

守的酪氨酸残基。 ＨｕＨ 基序和 Ｙ１２５ 是 ＴｎｐＡ 与 ＴＩＲ 结

合的核心结构域，它们形成催化位点，对于催化 ＤＮＡ 单

链中磷酸二酯键的断裂至关重要［１６］。 Ｅ５６、Ｈ６３ 和四个

水分子与Ｍｎ２＋离子配位，形成催化结构中必须的金属

配位球［１７］。 Ｈ１７，Ｄ６０ 和 Ｈ６１ 在维持金属结合位点方面

也发挥着重要作用。 Ｋ８２ 和 Ｇ８３ 对于茎环 ＤＮＡ 的结合

至关重要。 此外，保守的 Ｒ２５ 可能在 Ｙ１ 转座酶发生构

象变化时与 ＤＮＡ 相互作用，因此可能是必不可少

的［１６］。 在转座过程中，Ｙ１ 转座酶通过 β 折叠的合并形

成二聚体（图 ４（ｄ））。
２．４　 Ｙ１和 ＴｎｐＢ蛋白的系统进化分析

　 　 使用 ＥＭＢＯＳＳ ｅｘｐｌｏｒｅｒ 网站构建 Ｅ． ｃｏｌｉ 和 Ｓ． ｅｎｔｅ
中 ＩＳ２００／ ＩＳ６０５ 超家族的 Ｙ１ 转座酶及 ＴｎｐＢ 蛋白一致

序列（所用序列均为完整拷贝），并通过 Ｂｉｏｅｄｉｔ 软件计

算各一致序列间相似性，结果如图 ７ 所示。 ＩＳ２００ 家族
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Ｙ１ 序列相似性高达 ９５．３％，说明其在进化过程中转座

酶区域高度保守，可能来自同一个古老祖先。 ＩＳ６０５ 家

族 Ｙ１ 平均相似性为４７．９２％±１９．８６％（２６．８％～９０．２％），
ＴｎｐＢ 蛋白序列平均相似性为 ５１．４２％±２１．６％（２５．９％～
８８．７％），提示两者遗传多样性均较高。 此外，由表 ２ 可

以看出，ＩＳ２００ 在基因组中的衍生以完整拷贝为主，而

ＩＳ６０５ 在基因组中的衍生以残缺拷贝居多。 使用

ＷｅｂＬｏｇｏ 网站绘制完整拷贝 ＩＳ２００ 的 Ｙ１ 转座酶一致序

列变异 Ｌｏｇｏ 图，其中 ＩＳ２００Ｃ 约 ３ ０００ 条，遗传组成相对

较为多样；ＩＳ２００Ｆ 约 ７ ０００ 条，序列一致性较高。 序列

间变异情况见图 ８。

表 ２　 Ｅ． ｃｏｌｉ 和 Ｓ． ｅｎｔｅ 中 Ｙ１ＡＴｓ 的分类和结构组成

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｙ１ＡＴｓ ｉｎ Ｅ． ｃｏｌｉ ａｎｄ Ｓ． ｅｎｔｅ

菌属
转座子

家族

转座子

名称

Ｙ１ＡＴｓ 数量

完整

序列

残缺

序列
总数

含有 Ｙ１ＡＴｓ
的基因组

数 ／ ％

序列长度

ＩＳ
（ｂｐ）

Ｙ１
（ａａ）

ＴｎｐＢ
（ａａ）

ＬＥ
切割

位点

ＲＥ
切割

位点

序列长度变化

ＩＳ
（ｂｐ）

Ｙ１
（ａａ）

ＴｎｐＢ
（ａａ）

Ｅ． ｃｏｌｉ ＩＳ２００ ＩＳ２００Ｃ ３ １６３ ７０６ ３ ８６９ ８１５ ／ ３３．０４ ７０９ １５２ — ＴＴＧＴ ＴＴＡＴ ７０４－２ ２８７ １００－３７８ —
Ｅ． ｃｏｌｉ ＩＳ６０５ ＩＳ６０９ １ ４２４ ２ ５５１ ３ ９７５ ２ １４３ ／ ８６．８７ １ ７４８ １４３ ３８２ ＴＴＡＴ ＴＣＡＡ １ ７４３－３ ２２０ １００－３３２ ３０５－４９９
Ｅ． ｃｏｌｉ ＩＳ６０５ ＩＳＥｃ４６ １８６ １０ １９６ １９０ ／ ７．７０ １ ７６３ １４１ ３８９ ＴＴＡＧ ＴＣＡＣ １ ７５５－１ ７７１ １０２－１３７ ３３５－３８９
Ｅ． ｃｏｌｉ ＩＳ６０５ ＩＳＥｃ４１ ３５ ３０ ６５ ６５ ／ ２．６３ １ ８４１ １５０ ４０１ ＣＣＡＴ ＴＣＡＡ １ ８２８－１ ８４２ １１７－１５０ ３１６－４０１
Ｅ． ｃｏｌｉ ＩＳ６０５ ＩＳＥｃ４４ ４０ ２ ４２ ３４ ／ １．３８ １ ８７９ １３４ ４０１ ＣＣＡＴ ＴＣＡＡ １ ７４０－１ ９７５ １３４－１３８ ４０１－４１０
Ｅ． ｃｏｌｉ — ＩＳＥｃ９４ — — ４６６ ４６３ ／ １８．７７ ２ ６０６ １６５ — — — １ ８１０－２ ６０９ — —
Ｅ． ｃｏｌｉ — ＩＳＥｃ９５ — — ２１ ８ ／ ０．３２ ２ ４６２ — — — — １ ６５２－２ ４６２ — —
Ｅ． ｃｏｌｉ ＩＳ６０５ ＩＳＫｐｎ６９ ０ ４ ４ ４ ／ ０．１６ — — — — — — — —
Ｅ． ｃｏｌｉ — ｏｔｈｅｒ Ｙ１ＡＴｓ ０ ７ ７ ７ ／ ０．２８ — — — — — — — —
Ｓ． ｅｎｔｅ ＩＳ２００ ＩＳ２００Ｆ ７ ６０２ １７４ ７ ７７６ １ ０８０ ／ ７２．２４ ７１０ １５２ — ＴＴＴＴ ＴＴＡＴ ７０３－２ ０７３ １０３－２９３ —
Ｓ． ｅｎｔｅ ＩＳ６０５ ＩＳＳｅｎ６ １４３ １７０ ３１３ ３０３ ／ ２０．２７ １ ８１８ １４６ ４０２ ＣＣＡＴ ＴＣＡＡ １ ８１４－１ ８５７ １０４－１４３ ３１５－４０２
Ｓ． ｅｎｔｅ ＩＳ６０５ ＩＳＥｃ４６ ０ ２０７ ２０７ ２０４ ／ １３．６５ — — — — — — — —
Ｓ． ｅｎｔｅ ＩＳ６０５ ＩＳ６０９ ０ ９ ９ ６ ／ ０．４０ — — — — — — — —
Ｓ． ｅｎｔｅ — ｏｔｈｅｒ Ｙ１ＡＴｓ ０ １１ １１ １１ ／ ０．７４ — — — — — — — —

注：－表示未发现或条件尚不足以定义．

图 ３　 Ｅ． ｃｏｌｉ 和 Ｓ． ｅｎｔｅ 中 Ｙ１ＡＴｓ 各家族拷贝分布

Ｆｉｇ．３　 Ｃｏｐｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ Ｙ１ＡＴｓ ｆａｍｉｌｉｅｓ ｉｎ Ｅ． ｃｏｌｉ ａｎｄ Ｓ． ｅｎｔｅ

注：图（ａ）中 ＩＳ２００Ｃ 属于 ＩＳ２００ 家族，ＩＳ６０９、ＩＳＥｃ４６、ＩＳＥｃ４１、ＩＳＥｃ４４ 属于 ＩＳ６０５ 家族．
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图 ４　 ＩＳ２００ 和 ＩＳ６０５ 家族转座子结构示意图

Ｆｉｇ． ４　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ＩＳ２００ ａｎｄ ＩＳ６０５ ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ ｆａｍｉｌｉｅｓ

注：图（ｃ）中 α 螺旋和 β 折叠分别用蓝色、粉色标出．绿色代表 ＨｕＨ 基序，红色代表保守的 Ｙ１２５ 酪氨酸残基．

图 ５　 ＩＳ２００Ｃ、ＩＳ２００Ｆ 的 ＬＥ 亚末端发夹与茎环结构

ＤＮＡ 序列图

Ｆｉｇ． ５　 ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＬＥ ｓｕｂｔｅｒｍｉｎａｌ ｈａｉｒｐｉｎ
ａｎｄ ｓｔｅｍ⁃ｌｏｏｐ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＩＳ２００Ｃ ａｎｄ ＩＳ２００Ｆ

注：蓝色部分配对形成发卡结构，绿色部分配对形成茎环结构．

图 ６　 ＩＳ２００ 转座子左侧末端 ＬＥ 的偏好插入位点

Ｆｉｇ． ６　 Ｔｈｅ ｐｒｅｆｅｒｒｅｄ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｏｆ ＬＥ ａｔ
ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｅｎｄ ｏｆ ＩＳ２００ ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ

注：黑色区域为 ＩＳ２００ 转座子序列起始位置，ｔｔｇｔ 为左侧切割位点，ＬＥ
偏好插入 Ｔ 富集区．

图 ７　 Ｅ． ｃｏｌｉ 和 Ｓ． ｅｎｔｅ 中的 Ｙ１ 转座酶和 ＴｎｐＢ 蛋白进化特性

Ｆｉｇ． ７　 Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ Ｙ１ ｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅｓ ａｎｄ ＴｎｐＢ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｅ． ｃｏｌｉ ａｎｄ Ｓ． ｅｎｔｅ
注：（ａ）代表 ＩＳ２００ 的 Ｙ１ 转座酶相似性；（ｂ）代表 ＩＳ６０５ 的 Ｙ１ 转座酶相似性；（ｃ）代表 ＴｎｐＢ 蛋白相似性．蓝色从深到浅表示序列相似性从高到

低，序列平均相似性在左侧标出．
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图 ８　 ＩＳ２００ 的 Ｙ１ 转座酶变异 Ｌｏｇｏ 图
Ｆｉｇ．８　 Ｌｏｇｏ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＩＳ２００ Ｙ１ ｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅｓ ｍｕｔａｔｉｏｎ

注：字母大小表示其在序列中的占比．

３　 讨　 论

　 　 本研究结果表明，Ｙ１ＡＴｓ 广泛分布于 Ｅ． ｃｏｌｉ 和
Ｓ． ｅｎｔｅ 两个菌属（占比＞８０％），提示 Ｙ１ＡＴｓ 存在大

规模传播，并可能存在水平传播现象。 ＩＳ２００ 和

ＩＳ６０５ 的拷贝数在两个菌属存在着显著差异，ＩＳ２００
在 Ｓ． ｅｎｔｅ 基因组中传播更广泛，而 ＩＳ６０５ 在 Ｅ． ｃｏｌｉ
基因组中传播更为广泛，这说明在 Ｅ． ｃｏｌｉ 和 Ｓ． ｅｎｔｅ
中存在着 Ｙ１ＡＴｓ 进化动力学的差异［１８］。 ＩＳ 通过基

因组重排和有益基因的转移增加了遗传多样性和基

因组可塑性［１９］。 ＩＳ２００ 在基因组上的拷贝数显著高

于 ＩＳ６０５，其完整拷贝数也显著高于 ＩＳ６０５。 但研究

表明 ＩＳ２００ 对其原始宿主沙门氏菌造成的自发变异

很小，转座较为罕见［２０］。 原因之一可能是由于

ＩＳ２００ＬＥ 端发夹结构与启动子重叠，导致了启动子的

低表达［２１］。 ＩＳ２００ 最初被视为惰性转座子的典例，
但它在细菌属中的分布表明其有很长的进化历

史［２２］，推测是 ＩＳ２００ 低频次的转座给自身提供了一

定的进化优势。 ＩＳ２００ 的稳定分布与高拷贝与前人

的研究结果一致，其高丰度提示可能存在功能性转

座元件，为进一步挖掘活性 Ｙ１ＡＴｓ 奠定基础。
　 　 转座子的拷贝数与转座子的进化模式及插入年龄

有重要关系［２３］。 在物种进化过程中，伴随着时间的推

移，转座子累积了突变、重排等，从而导致转座酶的逐渐

失活，转座子的拷贝数也随之降低［２４］。 ＩＳ２００Ｃ 与

ＩＳ２００Ｆ 较高的序列一致性（９５．３％）表明其很有可能由

同一个祖先进化而来（图 ７）。 相较 ＩＳ２００Ｃ，ＩＳ２００Ｆ 在转

座酶区域更为保守（图 ８），这一定程度上解释了 ＩＳ２００Ｆ
的基因组拷贝数量高于 ＩＳ２００Ｃ 的现象。 ＩＳ２００ 转座子

在转座酶区域较为保守，这一点可以作为 ＩＳ２００ 是活性

转座子的依据之一。 相比而言，ＩＳ６０５ 累积了较多的突

变、缺失和重组。 ＩＳ６０９ 和 ＩＳＳｅｎ６ 分别是 Ｅ． ｃｏｌｉ 和Ｓ． ｅｎｔｅ
两个物种中含量最高的 ＩＳ６０５转座子，但它们的残缺拷贝

数量甚至都超过了完整拷贝（表 ２），推测是 ＩＳ６０５转座子

在进化过程中的不断突变与非法重组导致的。
　 　 进一步研究单编码框 ＩＳ２００ 家族和双编码框

ＩＳ６０５ 家族，有利于了解细菌转座元件进化过程、转座

及调控机制。 本研究将 Ｅ． ｃｏｌｉ 和 Ｓ． ｅｎｔｅ 中 Ｙ１ＡＴｓ 共

分为 １０ 类，ＩＳ２００ 仅编码 Ｙ１ 转座酶，是已知最小的自

主 ＩＳ。 ＩＳ６０５ 则编码 Ｙ１ 和 ＴｎｐＢ。 研究表明，Ｙ１ 催化

ＩＳ 的裂解、连接等转座活动，而 ＴｎｐＢ 对转座活动的作

用机制尚不清楚，甚至可能起抑制作用［１２］，这可能与

ＩＳ６０５ 低拷贝特性相关。 研究表明 ＴｎｐＢ 具有 ＲＮＡ 导

向的核酸酶活性，本研究对其序列结构的遗传进化进

行了初步分析，为挖掘靶向整合转座子提供参考。
　 　 在序列的 Ｍａｆｆｔ 多重比对中，发现 Ｅ． ｃｏｌｉ 中的

ＩＳＥｃ９４，ＩＳＥｃ９５ 高度相似，但这些序列在 ＩＳｆｉｎｄｅｒ 的

Ｂｌａｓｔ 比对中难以找到相应的注释序列。 将这部分序

列翻译为蛋白质，在 Ｈｍｍｓｃａｎ 网站上进行转座酶蛋

白序列的比对，比对结果显示这些序列编码＞１００ ａａ
的 Ｙ１ 蛋白，属于 ＩＳ２００ 家族成员。 由此可见，一些

Ｙ１ 关联转座子难以被插入序列注释软件精准识别，
有着未经注释的独特序列片段，此现象一定程度上

表明了序列间可能正在发生着重组［２５］。

４　 结　 论

　 　 本研究在 Ｅ． ｃｏｌｉ 和 Ｓ． ｅｎｔｅ 两个菌属中挖掘到大

量 Ｙ１ 关联转座子，其在进化关系上隶属于 ＩＳ２００ ／
ＩＳ６０５ 家族。 ＩＳ２００ 和 ＩＳ６０５ 存在不同的进化模式，
ＩＳ２００ 存在较多拷贝及完整拷贝，且各亚家族间 Ｙ１
转座酶序列高度保守；ＩＳ６０５ 完整拷贝数较低，各亚

家族间 Ｙ１ 转座酶和 ＴｎｐＢ 变异较大。 本研究为揭示

原核生物转座子进化机制和进一步挖掘活性 Ｙ１ 关

联转座子提供重要参考。
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［２１］ＣＡＬＶＡ Ｅ， ＯＲＤＯÑＥＺ Ｌ Ｇ， ＦＥＲＮＡＮＤＥＺ－ＭＯＲＡ Ｍ， ｅｔ
ａｌ． Ｄｉｓｔｉｎｃｔｉｖｅ ＩＳ２００ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｙｒＡ ａｎｄ ｒｃｓＣ ｇｅｎｅｓ
ｉｎ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｔｙｐｈｉ［ Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，
１９９７， ３５（１２）： ３０４８ － ３０５３． ＤＯＩ： １０． １１２８ ／ ｊｃｍ． ３５． １２．
３０４８－３０５３．１９９７．

［２２］ＶＡＮ－ＶＡＬＥＮ Ｌ．Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ［Ｊ］． Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９６２，１３８
（３５３８）：４２４． ＤＯＩ：１０．１１２６／ ｓｃｉｅｎｃｅ．１３８．３５３８．４２４．

［２３］沈丹． Ｔｃ１ ／ ｍａｒｉｎｅｒ 转座子挖掘，高活性成员鉴定及其在

增强子捕获中的应用 ［ Ｄ］． 扬州： 扬州大学， ２０２１．
ＤＯＩ： １０．２７４４１ ／ ｄ．ｃｎｋｉ．ｇｙｚｄｕ．２０２０．００００８１．

　 　 ＳＨＥＮ Ｄａｎ． Ｔｃ１ ／ Ｍａｒｉｎｅｒ ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ ｍｉｎｉｎｇ， ｈｉｇｈ⁃ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｍｅｍｂｅｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｔｓ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｅｎｈａｎｃｅｒ ｃａｐ⁃
ｔｕｒｅ［Ｄ］． Ｙａｎｇｚｈｏｕ： Ｙａｎｇｚｈｏｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２０２１． ＤＯＩ： １０．
２７４４１ ／ ｄ．ｃｎｋｉ．ｇｙｚｄｕ．２０２０．００００８１．

［２４］ＨＥ Ｓｕｓｕ， ＧＵＹＮＥＴ Ｃ， ＳＩＧＵＩＥＲ Ｐ， ｅｔ ａｌ． ＩＳ２００ ／ ＩＳ６０５
ｆａｍｉｌｙ ｓｉｎｇｌｅ⁃ｓｔｒａｎｄ ｔｒａｎｓｐｏｓｉｔｉｏｎ： ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＩＳ６０８
ｓｔｒａｎｄ ｔｒａｎｓｆｅｒ［Ｊ］． Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２０１３，４１（５）：
３３０２－３３１３． ＤＯＩ： １０．１０９３ ／ ｎａｒ ／ ｇｋｔ０１４．

［２５］ＳＡＤＬＥＲ Ｍ， ＭＯＲＭＩＬＥ Ｍ Ｒ， ＦＲＡＮＫ Ｒ Ｌ． Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａ⁃
ｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＩＳ２００ ／ ＩＳ６０５ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ
ｈａｌａｎａｅｒｏｂｉｕｍ ｈｙｄｒｏｇｅｎｉｆｏｒｍａｎｓ ［ Ｊ ］． Ｇｅｎｅｓ， ２０２０， １１
（５）： ４８４． ＤＯＩ： １０．３３９０ ／ ｇｅｎｅｓ１１０５０４８４．
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