
分子流行病学是近十几年才迅速发展起来的一门

流行病学新分支，它是由传统流行病学学科发展的强

烈需求和分子生物学理论及技术取得的巨大成就相结

合的产物。实验室检测是分子流行病学的研究方法之

一，其中DNA测序近年来发展很快，通过对造成某一

疾病流行的病原体，在基因水平上分析其特征，从而更

准确地解决传染源和传播途径等有关流行病学问题。

随着英国 sanger中心2001年第1株鼠疫菌全基因

组序列测定的完成，目前GeneBank上已经公布7株鼠

疫菌的全基因组序列。如何充分利用这些巨大和宝贵

的生物学数据库，是目前生物学、分子流行病学面临的

挑战和难题。基因是生物基因组中的主要组成部分，

微生物中的基因改变决定着疾病能否发生以及是否流

行，确定微生物基因组中突变是否在基因之内是其中

的关键，这就要求对基因准确定位，这是研究基因功

能、表达和它们之间关系以及如何控制基因转录等工

作的基础。

目前，基因的识别使用按照马尔科夫模型设计的

软件进行，只有那些与试验确定的基因接近到一定程

度，起始密码与终止密码间距离为3的整数倍的片段，

才被命名为编码序列（coding sequence，CDS）［1］。软件

需要馈入已确定的基因资料进行训练。因此，不同时
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摘要：目的 通过统计分析鼠疫耶尔森菌（鼠疫菌）CO92株中核糖体结合位点（RBS）与翻译起始位点的距离，探索最适

合翻译起始的RBS与起始位点的距离。方法 通过对鼠疫菌所有拷贝的16S rRNA 3′端，及已经通过实验确定的177处

RBS进行分析，确定鼠疫菌RBS的序列特征。统计鼠疫菌CO92株中存在的所有RBS序列的位置和数量，及RBS序列与

翻译起始序列ATG（GTG，TTG，CTG）的距离。观察已经公布的CO92株的编码序列（CDS）片段前20个碱基序列的特征。

结果 在CO92的全基因组序列中搜索，共发现可能的RBS结构5081个，2909个后面一段距离内存在开放读码框架，其

中1541与标注的CDS相符，535与标注的CDS终止位点相同，但起始位点不同。CO92序列中的3887 CDS前面20个碱基

中，57.7%含有RBS序列。结论 RBS序列与起始位点间隔7个碱基和8个碱基出现的次数最多；RBS可能作为基因识别

的重要指征。
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Abstract: Objective To determine the optimal distance between ribosomal binding site (RBS) and translation initiation site
(TIS) by statistical analysis of RBS⁃TIS distances in Yersinia pestis CO92. Methods All copies of 3′-terminal 16S rRNA and
177 annotated RBS sequences in CO92 were analyzed to identify the characteristics of Y. pestis RBS sequences. The positions and
number of all RBS sequences in CO92 and their distances from the TIS ATG (GTG, TTG, CTG) were determined by statistical
analysis. The characteristics of the 20 upstream bases in the annotated coding DNA sequences (CDSs) in CO92 were observed.
Results A total of 5081 potential RBS sequences were found in CO92 genome. Of the 5081 RBS sequences, 2909 had
downstream open reading frames (ORFs); of the 2909 RBS sequences, 1541 had the ORFs identical to the annotated CDSs, and
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annotated CO92 CDSs, 57.7% contained RBS sequences. Conclusion The most frequent distances between RBS and TIS were
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期测定的细菌全基因组序列，由于软件的训练程度不

同，读出的CDS长度可能不同。对于发展与微生物自

然方式相符的基因确定方法需求迫切。马尔科夫模型

显然不是生物识别其基因的方式。实际上蛋白质的合

成方式在分子生物学发展早期即已确定：在蛋白质编

码序列翻译开始之前，mRNA和 tRNA都结合到核糖体

30S 的正确位置才能使核糖体有效识别起始密码

子［2-5］。序列在翻译起始时，核糖体选择翻译起始位点

和开放读码框架（open reading frame，ORF）的正确与否

依赖于起始密码子上游的核糖体结合位点（ribosome⁃
binding site，RBS序列）和mRNA的互补结合。也曾有

人试图使用这种方式来确定基因［6］，但由于RBS和基

因间的距离变化，该方法未能得到广泛采用。借此对

鼠疫菌全基因组序列进行比较的机会，本研究比较了

鼠疫菌基因组中的16S rRNA基因序列，对已经注出的

RBS序列进行分析，试图建立一种依靠RBS识别基因

的方法。

1 材料与方法

1.1 基因组序列 由NCBI上下载鼠疫菌CO92株的

全序列，为英国 SANGER中心 2001年公布的第 1株鼠

疫菌全基因组序列［7-8］。

1.2 已注释 RBS 搜索 使用Editplus软件，搜索上述

CO92序列中的RBS注释，记录注释的RBS序列，以及

该序列末端距起始密码的距离。

1.3 16S rRNA 基因序列比较 搜索 CO92 序列中的

16S rRNA基因，用EditSeq截取其序列，在Megalign上

对齐。

1.4 未标注 RBS 搜索 在 Editseq 软件中打开 CO92
序列，使用搜索功能，逐一搜索GGAG、GAGG、AGGA［9］

3种四联体，由GGAGG的A开始间隔6～10 bp的起始

密码ATG；将光标移至ATG前，再用该软件的ORF搜

索功能搜索ATG后的ORF，记录发现ORF的ATG位置。

在Editplus软件中打开CO92序列，检验前面搜索

的ORF序列的终止密码是否与已标注的CDS重合。

1.5 分析已标注的 CDS 前 20 个碱基的特征 截取

CO92序列中已标注的 3887段CDS前的 20个碱基，在

这些片段中搜索RBS序列，记录RBS序列和起始位点

间隔的距离以及RBS序列的长度，即组成它们的碱基

数量。

2 结 果

2.1 鼠疫菌已标注 RBS 分析 使用 Editplus 软件搜

索，在 CO92 基因组中共发现 177 处已标注的 RBS 序

列。除 2处未发现与CO92标注的CDS联系外，对 175

RBS 序列分析的结果，发现 RBS 序列至少需要包括

GGAGG中间的A在内的连续4个与SD序列互补的碱

基。这些RBS与起始密码间的间隔列于表1。这段距

离在4～13核苷酸范围内，呈现以7为中值的正态分布

趋势。由表 2可以看出，16S rRNA与mRNA间的互补

结合区域以4 bp占绝大多数，越长越少。

2.2 鼠疫菌 16S rRNA 3′末端序列分析 截取 CO92
序列中所有的6拷贝16S rRNA序列，比较发现所有拷

贝均长 1543 核苷酸。 3′末端为 CCTCCTTA，由于

CO92 只有6拷贝的 rRNA基因簇。另与KIM的7个拷

贝比较［10］，也与此相同。10株鼠疫菌比较仅发现 5处

SNP，均不在此范围内。与作为RBS研究经典的大肠

埃希菌 16S rRNA 3′末端比较，只有最后一个碱基差

异。说明在鼠疫菌中只存在一套RBS序列。

2.3 CO92 全序列中 RBS 统计 在 CO92 全基因组序

列中搜索RBS结构，结果见表3。

四联体后间隔6～10 bp的ATG共5081个，其中可

以引导一段ORF起始2909个，占四联体的57.3%。与

CO92标注的 3887段CDS完全相符的 1541个，占全部

3887段CDS的39.6%；与标注的CDS终止位点相同，但

起始位点不同的共有 535 个，占全部 3887 段 CDS 的

表1 已标注的175段RBS与CDS的关系
Table 1 Distances between 175 annotated RBS sequences

and CDSs
间隔碱基数

4
5
6
7
8
9

频数

3
5

24
46
23
29

间隔碱基数

10
11
12
13
合计

频数

23
13
7
2

175

表2 已标注的175段RBS长度分布
Table 2 Length distribution of 175 annotated RBS sequences

RBS长度（bp）
4
5
6
7

出现频数

109
33
21
12

表3 CO92基因组中发现的RBS
Table 3 RBS sequences found in CO92 genome

A～A
间隔数

6
7
8
9

10
合计

RBS⁃ATG
总数

928
1132
1148
824

1049
5081

与已有CDS
符合数

351
371
340
295
184

1541

终止位点相同
但起始位点不同

63
161
50
68

193
535

新ORF
218
141
181
110
183
833

RBS后
无ORF

296
459
577
351
489

2172
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13.8%，两者合计占53.4%。

2.4 CO92 中 RBS 序列与翻译起始位点间的距离

CO92的 3887段已标注CDS前面的 20个碱基中，含有

可能为RBS序列的共2245段，占57.7%，RBS与起始密

码的距离见表4。

在2245段中，含有RBS序列的CDS起始于RBS间

隔碱基数成正态分布趋势，且间隔 5～13个碱基数的

累积频率为 91.32%。起始位点前含有RBS序列但间

隔＜4或＞13的CDS共166个。

2.5 CO92中RBS的长度统计 2245段RBS序列的长

度 4～7 个碱基不等，长度为 4 的 RBS 出现频率最高，

长度为5～7的RBS出现的频率依次降低（表5）。

3 讨 论

人们最初希望按照实际的蛋白质合成方式来确定

基因组中的未知基因，引入马尔科夫模型是迫不得已

的办法。主要有两个因素阻碍了利用 RBS 定位基

因。其一是人们认为从起始密码到 RBS 应该有一个

固定的距离，结果发现这一区域内的碱基变化很大。

本研究结果表明16S rRNA与mRNA间的互补结合，需

要一段准确的对应关系。但无论是RNA还是核糖体

都是相对柔性的结构，因此，RBS与起始密码间的距离

在一定程度间变化，并不影响 tRNA 与起始密码在核

糖体空隙中的结合。影响 RBS 作为基因定位因素的

另一个障碍，是人们以为RBS也像基因密码一样，在

所有细菌间通用。但现已知道，rRNA序列在不同生物

种间存在差异，因此，不同细菌的 RBS 也不尽相同。

幸运的是，鼠疫菌属于肠杆菌科，其基因组都具有很高

程度的同源性。因此，早期在大肠埃希菌中获得的

RBS研究结果，能很容易应用于鼠疫菌。

形成互补关系所需的4个相邻核苷酸分布于整个

基因组，然而，只有与起始密码发生一定的关系，它们

才可能起RBS的作用。在本研究中，尽管只搜索了其

中频度最高的部分，发现可能位点的数量也远超出已

标注的CDS数量。然而，这样的序列结构后面跟随着

ORF的数量，却只占已标注CDS的一部分。将本研究

的第 3部分与第 4部分比较，标注的CDS前具有可能

的RBS结构比例，从 53.4%上升至 57.6%，说明还需要

对四联体包括的范围及与起始密码间的距离做一定的

调整，RBS也可能成为实用的基因定位指标。

本研究还发现，可能的RBS结构开始翻译过程的

作用并不是等效的。mRNA与 16S rRNA 3′末端的互

补段越长，其结合就越牢固，翻译起始作用就越可靠。

在本研究中，不论是对已标注的177 RBS位点的分析，

还是对全基因组的搜索，都发现一些基因前的RBS可

长达 7 个核苷酸，这可能是最有效的 RBS 结构。而

RBS与起始密码间的距离，在177已标注的RBS中7个

核苷酸出现频率最高，而且全基因组搜索中也以 7个

与 8个核苷酸的出现频率最高。因此，在已经标注的

CDS中，可能符合这些条件的基因为最有效表达的基

因。而不仅基因本身的突变、改变RBS或者RBS至起

始密码距离的突变，也会影响到基因的表达。

以 RBS 作为基因定位的指标，还存在着一些问

题。在本研究中，还出现了相当数量的符合蛋白质合

成开始条件却未在基因组注释范围之内的ORF，其中

绝大多数是不满 100个氨基酸的小肽。这种短肽，是

原来被排除在 CDS 标注范围之外的。它们是否实际

存在，需要通过实验研究来确定。

总而言之，本研究所做的工作还非常有限，仅对1
株鼠疫菌进行分析，进一步的工作需对更多菌株进行
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表4 RBS序列与起始位点不同间隔的频率分布
Table 4 Frequency distribution of different distances

between RBS and TIS
间隔碱基数

0
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19

合计

频数

8
16
15
21
27
59

388
411
406
325
201
108
104
50
30
30
22
16
7
1

2245

频率（%）

0.36
0.71
0.67
0.94
1.20
2.63

17.28
18.31
18.08
14.48
8.95
4.81
4.63
2.23
1.34
1.34
0.98
0.71
0.31
0.04

100.00

累积频数

8
24
39
60
87

146
534
945

1351
1676
1877
1985
2089
2139
2169
2199
2221
2237
2244
2245

累积频率（%）

0.36
1.07
1.74
2.68
3.88
6.51

23.79
42.10
60.18
74.66
83.61
88.42
93.05
95.28
96.62
97.96
98.94
99.65
99.96

100.00

表5 RBS序列长度的频率分布
Table 5 Frequency distribution of RBS sequence lengths

RBS长度

4
5
6
7

合计

频数

1342
658
193
52

2245

频率（%）

59.78
29.31
8.60
2.32

100.00

累积频数

1342
2000
2193
2245

累积频率（%）

59.78
89.09
97.68

100.00
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抽样和统计分析，以求得到RBS在鼠疫菌中与基因翻

译起始更加明确的关系。并且核糖体结合部位的识别

是一种复杂的受多因素影响的过程，对其进行准确可

靠的预测，仍需不断纳入新方法，不断提高预测模型的

精度，使预测核糖体结合部位、基因识别更加准确。
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