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植物 LTR-反转座子中 Orf1 基因的分子进化 

刘静, 杜建厂 

江苏省农业科学院经济作物研究所生物信息项目组, 农业部长江下游棉花和油菜重点实验室, 南京 210014 

摘要: LTR-反转座子是植物基因组的主要组成部分。它们在结构上非常保守, 通常含有 gag 和 pol 两个基因, 是

完成其转座过程所必需的。在前期研究中, 本项目组对大豆基因组 SARE 转座子家族进行了详细的分析。结果

表明, 该家族的拷贝中还存在第 3 个基因——Orf1。文章借助生物信息学的研究方法, 对 33 个已测序的基因组

进行了全基因组注释。结果发现, 在 7 个植物基因组(桉树、杨树、棉花、大豆、百脉根、亚麻和苜蓿)中, 部

分 LTR-反转座子元件在 gag 基因的上游存在约 1~2 kb 未知的 Orf1 基因或基因片段。这类转座子多数在 0~3

百万年内插入到其所在的寄主基因组中, 但它们在不同物种中的分子结构、发生的频率、扩增的强度和活跃的

时期等方面差异较大。系统进化树分析表明, 这类具有特殊结构的转座子较整齐的聚类到双子叶植物的一个进

化分支上, 表明它们可能是部分双子叶植物在进化过程中所产生的。不同物种间的相对保守性、大量拷贝的转

录活性以及可能存在的多个功能结构域, 提示 Orf1 基因可能具有一定的生物学功能。 

关键词:  Orf1 基因; LTR-反转座子; 植物基因组; 起源; 进化 

Molecular evolution of Orf1 gene in plant LTR-retrotransposons 

LIU Jing, DU Jian-Chang 

Bioinformatics Group, Institute of Industrial Crops, Jiangsu Academy of Agricultural Sciences, Key Laboratory of Cotton and Rapeseed, 

Ministry of Agriculture, Nanjing 210014, China 

Abstract:  LTR-Retrotransposons are the major DNA components in plant genomes. They usually contain gag and pol, 

two genes necessary for transpositinal process. Our previous study on soybean genome annotation identified a SARE 

LTR-Retrotransposon family, which carries the third gene, Orf1.Using a bioinformatics approach, we here reported that 7 

out of 33 sequenced genomes have some LTR-Retrotransposons with an extra Orf1 gene/gene fragment (~12 kb) in the 

region between 5′ LTR and gag gene, including Eucalyptus grandis, Populus trichocarpa, Gossypium raimondii, Glycine 

max, Lotus japonica, Linum usitatissimum, and Medicago truncatula. The majority of these elements were inserted into the 

genomes they reside within the last 3 million years, but their structures, frequencies, intensity, and activity in different host 

genomes are quite different. Phylogenetic analysis indicated that these unusual elements were clustered in a eudicot branch, 

suggesting that they may be generated in the evolution of some eudicot species. The relative conservation, transcriptional 
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activity, and the presence of multiple potential conserved motifs suggest that Orf1 gene may still be functional. 

Keywords: Orf1 gene; LTR-retrotransposons; plant genomes; origin; evolution 

转座元件或转座子是植物基因组的主要组成部

分[1~5]。根据转座方式的不同, 植物中的转座子可分

为反转座子和 DNA转座子[6,7]。前者以 RNA为媒介, 

在逆转录酶的作用下, 把 RNA 分子逆转录成双链

DNA 分子, 插入到基因组中的其他位置[8]。反转座

子在保留原来拷贝的同时, 形成一个新的拷贝。因此, 

反转座子的复制通常被称为复制-粘贴模式[9]。而 DNA

转座子的转座过程是直接从 DNA 到 DNA, 没有经

过 RNA分子的逆转录过程。因此, 其复制过程通常

被称为剪切-复制模式[9]。 

根据结构的不同, 反转座子又可以分为 LTR-反

转座子和非 LTR-反转座子[10]。后者如 LINE和 SINE, 

在人类和哺乳动物基因组中较为常见[9]。而在植物

基因组中, 反转座子通常以 LTR-反转座子的形式存

在[9,11]。LTR-反转座子具有典型的结构特征, 包括 2

个末端正向重复序列(含有转录所必需的启动子及

转录起始位点)、GAG 胞衣蛋白(完成逆转录过程的

场所)、POL 多聚蛋白(包含转录过程所必需的逆转

录酶和整合酶等)。LTR-反转座子通常以‘TG’开头,

‘CA’结尾[11]。并且在其寄主基因组中的插入位点

附近形成 4~6 bp的正向重复序列(Target site dupli-

cations, TSDs)[9,11]。此外, LTR-反转座子还含有与转

录起始和终止有关的 tRNA结合位点(Primer binding 

site, PBS)和多聚嘌呤序列(polypurine tract, PPT)。 

随着基因组数据的日益增多 , 人们逐渐发现 , 

在有些 LTR-反转座子中, 除 gag和 pol基因外, 在其

上游和/或下游往往存在其他类型的编码蛋白[12,13]。

如大豆基因组中最大的 LTR-反转座子家族 SARE含

有 4 个编码蛋白的基因, 包括 Orf1、gag、pol 和

envelope-like基因。这使得 SARE家族的转座子长度

>20 kb, 其 DNA 含量约占大豆整个基因组的

10%[12]。由于 Orf1基因不是 LTR-反转座子所必需的, 

因此, 研究其起源及潜在的功能对于研究植物基因

组中 LTR-反转座子的进化具有重要意义。 

本研究通过生物信息学方法, 以大豆基因组中

SARE 家族的 Orf1 基因编码的氨基酸序列和豌豆中

Ogre 家族 Orf1 的氨基酸序列(序列号 AAQ82034.1)

为搜索对象, 对 33个已测序的基因组进行同源搜索, 

并对含有Orf1基因的 LTR-反转座子(简称Orf1 LTR-

反转座子)进行结构鉴定、频率统计、插入时间分析

及系统进化树分析等。这些研究为进一步探讨 Orf1

基因的进化起源和潜在的功能提供了数据支持和研

究基础。 

1  材料和方法 

1.1  数据来源 

本研究涉及 33 个已测序的基因组数据。其中, 

木薯(Manihot esculenta)、蓖麻(Ricinus communis)、

亚麻 (Linum usitatissimum)、杨树 (Populus tricho-

carpa)、苜蓿(Medicago truncatula)、菜豆(Phaseolus 

vulgaris)、大豆(Glycine max)、桃(Prunus persica)、

拟 南 芥 (Arabidopsis thaliana) 、 琴 叶 拟 南 芥

(Arabidopsis lyrata)、荠菜(Capsella rubella)、大白菜

(Brassica rapa)、小盐芥(Thellungiella halophila)、番

木瓜(Carica papaya)、甜橙(Citrus sinensis)、柚子

(Citrus clementina)、桉树(Eucalyptus grandis)、葡萄

(Vitis vinifera)、猴面花(Mimulus guttatus)、蓝花耧斗

菜(Aquilegia coerulea)、高粱(Sorghum bicolor)、玉

米 (Zea mays)、谷子 (Setaria italica)、水稻 (Oryza 

sativa)、短坪草 (Brachypodium distachyon)、棉花

(Gossypium raimondii)、卷柏 (Selaginella moellen-

dorffii)、小立碗藓(Physcomitrella patens)、莱茵衣藻

(Chlamydomonas reinhardtii)、团藻(Volvox carteri)等

30 个基因组数据来源于 Phytozome 网站 (http:// 

www.phytozome.net)。百脉根(Lotus japonica)的基因

组数据来自于 http://www.plantgdb.org/LjGDB 网站, 

番 茄 (Solanum lycopersicum) 的 基 因 组 数 据 从

http://solgenomics.net/organism/Solanum_lycopersicu
m/genome网站上获得, 梨(Pyrus bretschneideri)的基

因组数据来自于 Wu等[14]。 
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1.2  方法 

1.2.1  LTR-反转座子的鉴定 

本研究采用基于结构特征从头寻找的 LTR_ 

STRUC 程序[15]和基于同源搜索的 CROSS_MATCH

程 序 (http://www.phrap.org/phrap.docs/general.html)

进行 LTR-反转座子的鉴定。LTR_STRUC 程序采用

默认参数设置。通过 Perl 脚本语言的编程, 对程序

给出的结果进行信息提取、展示和校对。 

1.2.2  Orf1 LTR-反转座子的鉴定 

以大豆基因组中 SARE家族 Orf1基因编码的蛋

白序列和 Ogre家族编码的蛋白序列为搜索对象, 对

获得的 33 个基因组的 LTR-反转座子数据库进行

Tblastn同源搜索。搜索的参数设定为 E-value < 106。

同时, 对 Orf1 LTR-反转座子在不同寄主基因组的个

数和发生频率进行统计分析。 

1.2.3  Orf1 LTR-反转座子插入时间的计算 

将来自于同一个 LTR-反转座子的 2个 LTR进行

序列提取, 用 MUSCLE[16]程序对其进行序列比对。

所有运算在本实验室建立的 Linux系统 IBM3500服

务器上运行。最后, 将得到的序列差异度转换为进化

时间(百万年)。突变速率按 1.3×108/碱基/年计算[2]。 

1.2.4  序列比对与系统进化树分析 

序列比对采用MUSCLE软件[16], 在 EMBL-EBI

服 务 网 站 上 进 行 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/ 

muscle)。系统进化树用 MEGA4[17]进行分析。采用

Neighbor-Joining距离, Jukes-Cantor模型进行系统进

化树构建。重复抽样(Bootstrap)10 000次。 

1.2.5  转录组与小 RNA 分析 

转录组 EST 数据来自于 NCBI 公共服务网站

(http://www.ncbi.nlm.gov/nucest)。用 CROSS_MATCH

程序搜索 Orf1基因与 EST数据的匹配。参数设定为

匹配长度>100 bp, 相似度>99%。小 RNA数据库下

载于 http://www.mirbase.org/和 http://bioinformatics. 

cau.edu.cn/PMRD/。小 RNA对 Orf1基因的正义链和

反向互补链同时进行搜索。搜索参数设定为相似  

度=100%。 

2  结果与分析 

2.1  Orf1 LTR-反转座子的物种、频率及结构特征 

以大豆 SARE 家族编码的 ORF1 蛋白序列和豌

豆中报道的 Ogre反转座子家族编码的 ORF1蛋白序

列(AAQ82034.1)为探针, 对 33个已测序的植物基因

组和低等生物基因组进行本地 NCBI BLAST同源搜

索。结果显示, 包括大豆在内, 共有 7个物种的基因

组(亚麻、杨树、苜蓿、大豆、棉花、桉树和百脉根)

含有 Orf1基因(表 1)。其他 26个基因组与 Orf1基因

没有明显的同源性。 

运用基于结构特征开发的 LTR_STRUC 程序和

NCBI 同源搜索的方法, 对含有 Orf1 基因的植物基

因组进行 LTR-反转座子的全基因组鉴定与注释。结

果表明, 尽管 7个基因组中都含有 Orf1 LTR-反转座

子, 但它们在各自基因组中所占的比例差异很大。

例如, 在苜蓿基因组中鉴定出的 845 个 LTR-反转座

子中, 有 154 个转座元件含有 Orf1 基因, 占总拷贝

数的 18.2%(表 1)。而在百脉根基因组中, 仅有 1 个

LTR-反转座子含有 Orf1基因, 仅占总拷贝数的 0.2% 

(表 1)。Orf1 LTR-反转座子在其他 5个基因组中占的

比例分别为 0.4%(亚麻)、0.8%(杨树)、1.2%(桉树)、

5.8%(棉花)和 7.9%(大豆)(表 1)。除苜蓿外, 其他 6

个基因组中 Orf1 LTR-反转座子所占的比例与其基

因组大小成正相关(r = 0.89), 提示这类特殊结构的 

 
表 1  植物基因组中含有 Orf1 基因的 LTR-反转座子的物种及其发生频率 

物种名称 含 Orf1的拷贝数 总拷贝数 百分比(%) 基因组大小(Mb) 

亚麻(Linum usitatissimum) 1 289 0.4 318 

杨树(Populus trichocarpa) 6 762 0.8 370 

苜蓿(Medicago truncatula) 154 845 18.2 241 

大豆(Glycine max) 2550 32453 7.9 975 

棉花(Gossypium raimondii) 156 2668 5.8 761 

桉树(Eucalyptus grandis) 36 2976 1.2 691 

百脉根(Lotus japonicus) 1 585 0.2 472 
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转座子在相对复杂的基因组中更容易获得扩增(表 1)。 

为比较Orf1 LTR-反转座子的结构特征, 本研究

对其 LTR 序列及编码蛋白的基因进行了进一步注

释。如图 1 所示, 尽管多个基因组中均包含 Orf1 基

因, 但是, 能检测到的该基因编码的氨基酸的长度

差异很大, 表明该基因的祖先拷贝分化后在不同物

种中存在较大的遗传差异。除大豆外, 在其他基因

组中均没有检测到类病毒(envelope-like)基因的存在, 

提示这类 envelope-like 的基因可能只存在于豆类或

其亲缘关系较近的物种中(图 1)。此外, 不同物种中

Orf1 LTR-反转座子的 LTR 长度和其转座元件的全

长也存在一定差异(图 1)。这些结果表明, Orf1 LTR-

反转座子在进化过程中产生了大量的结构变异。 

2.2  Orf1 LTR-反转座子在不同物种基因组中的插

入时间、扩增规律和转录活性 

尽管绝大多数完整的 LTR-反转座子在<5 百万

年插入到其寄主基因组中 [2], 但是它们在进化上是

非常古老的, 至少可以追溯到单子叶和双子叶植物

产生分化之前[18], 从而使植物基因组的进化处于一

个长期动态变化的过程。为了解 Orf1 LTR-反转座子 
 

 
 

图 1  植物基因组中 Orf1 LTR-反转座子的特征结构 

在不同寄主基因组中的插入时间和转座活性, 本研

究对 5 个主要的基因组进行了进一步的注释和分

析。如图 2所示, 大豆中 Orf1 LTR-反转座子在 0~3

百万年时间内均有活性, 但在 0~1 百万年内活性最

高。而苜蓿中绝大多数的 Orf1 LTR-反转座子都是在

<0.5 百万年内插入到其寄主基因组的。与大豆和苜

蓿不同, 棉花中 Orf1 LTR-反转座子在 1.5~2.0 百万

年内活性最高。桉树和杨树中 Orf1 LTR-反转座子的

拷贝数较低, 扩增规律不明显(图 2)。这些结果表明, 

尽管不同基因组中都含有 Orf1 LTR-反转座子, 但是

它们的扩增频率和转座最活跃的时期差异很大, 这

可能与其寄主基因组的进化历史和基因组特性有关。 

为进一步探讨 Orf1 LTR-反转座子的转录状况

及受小 RNA 调控的情况, 本研究对 Orf1 基因进行

了转录活性及受小 RNA 调控的生物信息学分析(见

材料与方法)。结果显示, 在杨树、苜蓿和大豆基因

组中, 分别有 1个、6个和 145个 Orf1 LTR-反转座

子的 Orf1 基因与相应的 EST 序列相匹配(相似度

>99%)。提示这些拷贝现在可能仍然具有转录活性。

Orf1基因和小 RNA的比对结果表明, 在苜蓿基因组

中, 至少有 4个 Orf1 LTR-反转座子的 Orf1基因与 1

个小 RNA 相匹配(mtr-miR5218:UGAGACUUGGU-

AGUAAGAUGAU)(相似度=100%), 表明它们的转

录过程可能受到该小 RNA的分子调控。 

2.3  Orf1 LTR-反转座子的进化起源及在系统进化

树中的位置 

由于Orf1基因不是 LTR-反转座子所必需的, 因

此研究它的进化起源是非常有意义的。为了明确 
 

 
 

图 2  植物基因组 Orf1 LTR-反转座子的插入时间 
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Orf1 LTR-反转座子在进化过程中所处的位置, 我们

以拟南芥 LTR-反转座子中反转座酶最保守的功能

结构域(motif)为探针, 对 33个基因组的 LTR-反转座

子数据库进行同源搜索, 重建了这些物种的系统发

生树。如图 3所示, 该系统发生树大致反映了 33个

物种的进化关系(图 3)。代表进化早期的团藻、莱茵 

 

 
 

图 3  33 个已测序物种的系统进化树 
使用 LTR-反转座子的反转座酶的保守区段进行系统进化树分析。采用 NJ方法, Jukes-Cantor模型, Bootstrap重复 10 000次。阴影标

示的是含 Orf1基因的物种。 
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衣藻处于系统进化树的最外侧, 表明它们进化最为

古老。以水稻(Oryza sativa)为代表的单子叶植物和

以拟南芥(Arabidopsis thaliana)为代表的双子叶植物

基本分成两个大的分支。值得注意的是, Orf1 LTR-

反转座子所在的 7个物种(桉树、杨树、棉花、大豆、

百脉根、亚麻和苜蓿)整齐的聚类在一起, 形成一个

较为独立的分支(图 3中阴影部分所示)。而与它们亲

缘关系最近的物种番茄和葡萄则没有被检测到 Orf1

基因的存在。这表明, LTR-反转座子中的 Orf1基因

可能是部分双子叶植物所特有的, 并在其进化过程

中形成的。具体的形成机制还不太清楚, 有待于进

一步研究。 

2.4  LTR-反转座子中 Orf1 基因的保守性及可能的

生物学功能 

如前所述, 由于Orf1基因很可能是 LTR-反转座

子在进化过程中产生的, 所以它是否具有功能, 以

及具有何种功能是值得关注和探讨的问题之一。本

研究以大豆 SARE LTR-反转座子中 Orf1基因编码的

氨基酸序列为探针, 对 NCBI 中非冗余的蛋白数据

库进行同源搜索。结果显示, 在给出的 85条注释结

果中(E-value < 106), 绝大多数都给出了“未知蛋

白”或“假定的蛋白”。表明该基因可能还未被准确

注释。其可能的生物学功能还不清楚。 

LTR-反转座子中包含与转座过程相关的基因 , 

如胞衣蛋白基因 gag 和逆转录酶基因 rt。这些基因

中往往包含 1 个或多个功能结构域[18,19]。由于这些

功能结构域在不同物种中非常保守, 因此可以用作

探针进行系统发生树的重建。为了探讨 Orf1基因是

否有功能, 我们对来自于不同物种的 Orf1 基因编码

的氨基酸序列进行了多序列比对。如图 4 所示, 来

自不同物种比对的约 100 个氨基酸中, 至少可以检

测到 2 个可能的保守结构域(图 4, 如黑框内所示), 

提示Orf1基因可能或者至少在进化过程的某个阶段

具有一定的生物学功能。 

3  讨  论 

众所周知, gag和 pol是 LTR-反转座子在转座过

程中所必需的基因[9]。因此, Orf1 基因的发现使得

LTR-反转座子的长度增加, 结构更为复杂。在之前

的研究中, 有关 Orf1 基因仅有零星的报道, 如豌豆 

中 Ogre家族[13]和大豆中 SARE家族[12]。本研究首次

系统的对 33 个测序的植物基因组和低等生物基因

组进行了全基因组分析 , 发现 7 个植物基因组的

LTR-反转座子含有 Orf1基因或其基因片段。它们在

系统进化树上形成一个相对独立的分支, 提示可能

来自于同一个祖先。并且发现该基因所处的位置相

对保守, 即通常位于 gag 基因的上游和 5′LTR 的下

游。对不同物种 Orf1 LTR-反转座子插入时间的计算

表明, 尽管它们可能来自于同一个祖先(图 3), 但它

们在分化后在不同寄主基因组中发生的频率、扩增

的强度, 以及转座最活跃的时期等方面均存在着明 

 

 
 

图 4  不同物种 LTR-反转座子中 Orf1 基因的保守性 
黑框内表示保守性很强, 提示可能为 2个功能结构域。Lu：亚麻; Eg：桉树; Gm：大豆; Mt：苜蓿; Gr：棉花; Lj：百脉根; Pt：杨树。

从上到下分别为 Lu_1、Eg_1、Eg_2、Eg_3、Gm_1、Gm_2、Gm_3、Mt_1、Mt_2、Mt_3、Gr_1、Gr_2、Gr_3、Gr_4、Lj_1、Pt_1和

Pt_2。 
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显差异。这表明 Orf1 LTR-反转座子家族的扩增可能

与其寄主基因组的特性和进化历史有关。 

目前, 有关 LTR-反转座子中Orf1基因的功能还

不清楚。但是, 已有的证据暗示, 该基因可能是有功

能的。这主要是因为：(1)大豆 SARE家族、豌豆 Ogre

家族和苜蓿的很多拷贝都是在近期(<0.5 百万年)扩

增, 并且具有转录活性; (2)不同物种 LTR-反转座子

的 Orf1基因具有一定的同源性, 并且包含至少 2 个

类似功能结构域的区域; (3)Orf1基因在 LTR-反转座

子中所处的位置相对固定, 并且多个物种比较时有

一定的序列相似性。但是由于现有蛋白数据库中还

没有对该基因进行注释, 也没有发现与它具有一定

同源性的相似基因。因此, Orf1基因的功能还不得而

知。由于 Orf1基因是在双子叶植物的一个分支在进

化过程中产生的, 因此, 它可能是一种新产生的未

知的新基因。该基因是 LTR-反转座子中所特有的, 

表明它可能参与了 LTR-反转座子的转录、扩增过程, 

其具体的生物学功能还有待于进一步研究。 
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