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转座子 Tn917的 DNA序列计算机分析
 

余健秀　庞　义　邓日强　余榕捷　李建华
(中山大学昆虫学研究所、 生物防治国家重点实验室 , 广州 510275)

摘　要　通过计算机分析转座子 Tn917的全序列 , 详细阐述了其物理图谱、 结构功能及其转

录调节机制 . Tn917的 5个 ORFs排列在同一条 DN A链上 , 且阅读方向都从左至右 . ORF1-3

起始点的左侧翼排列有启动子序列和 Shine-Dalga rno序列 . ORF5 (编码转座酶 )和 ORF4 (编

码拆分酶 )的转录方向是一致的 , 翻译也紧密偶联在一起 . 在 ORF3和 ORF4之间存在 1个 res

位点 , 与 Tn3中的 r es位点基本同源 . 翻译衰减的功能与 rRN A甲基化酶 (由 ORF2编码的、

erm基因的产物 )诱导有关 ,在这个结构基因的左侧翼有 200 bp的前导区域编码一个具调控功

能的 36个氨基酸组成的多肽 (由 ORF1编码 ) .
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利用转座子 Tn917及其衍生载体在枯草杆菌 ( Bacil lus subtil is , Bs)或其它革兰氏阳性

( G
+
) 菌中进行染色体突变、 基因转移等已成为近年来改良菌种的一种新技术 . 详细分析

Tn917的 DNA序列、 转座作用的必要元素及其物理图谱等 , 对更好地研究和利用转座子

Tn917是十分必要的 , 本文正从这方面进行了 DNA序列计算机分析 .

通过 Internet与国际分子生物学数据库 GenBank联网 ,获得 DNA序列 . DN A序列的

分析采用 Dnasis和 Pcgene等软件进行 , 绘图采用 Autocad软件进行 .

1　 Tn917与 Tn3的物理图谱及转座特性比较

对 Tn917全序列进行了计算机分析 , 绘制了 Tn917的细微结构 (图 1) .已经证明 ,

Tn917属 Tn3 (图 2) 家族 [1～ 3 ] . Tn917全序列长 5 257 bp, 在同 1条链上从 5 '～ 3 '有 6个

ORFs ( open reading f rames)
[ 3] . 1991年 An等

[4 ]证明先前所认为的 2个开放读码框 ORF5

与 ORF6实际上就是 1个 ORF5, 且与 Tn3类的转座酶 ( T ransposase) 基因 tnpA有很高

的同源性 . 从图 1可看出 , 在 Tn917全序列有 5个 ORFs, Tn917的 5个 ORFs排列在同

1条 DNA链上 , 且阅读方向都是从左至右 . O RF1起始点的左侧翼有启动子序列区 “ -

35” (位置为 327～ 332) , 及 “ - 10” (位置为 354～ 359) 和 1个 Shine-Dalg arno序列 (位

置为 403～ 413) . O RF1的编码基因产物是 36个氨基酸的前导肽 ( leader peptide) , 具衰减

子功能 . ORF2是 erm结构基因 , 其基因产物 rRN A甲基化酶 ( r RN A methy lase) . O RF3
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图 1　 转座子 Tn917的物理图谱及其结构

Fig . 1　 Physical map and structure o f the tr ansposon Tn917

图 2　 转座子 Tn3的细微结构

Fig . 2　 Structur e of the t ranspo son Tn3

(转引自孙乃恩等 , 1990)

是 44个氨基酸的多肽 ,其功能未明 . ORF4的

编 码 基 因 产物 类 似 于 Tn3 的 拆 分 酶

( resolv ase) TnpR的阻遏蛋白 ,含 180个氨基

酸 . O RF5的编码基因产物类似于 Tn3的转

座酶 TnpA. Tn917的 ORF5和 ORF4之间的

间隔只有 17 bp, ORF5的左侧翼没有 Shine-

Dalgarno结构 , 所以 ORF4和 ORF5的转录

和翻译是非常紧密偶联在一起的 . ORF4～ 5

的左侧翼估计也有 1个潜在的启动子序列 .

O RF1～ 3的左侧翼有末端重复序列 ( 1～ 73) ,

另也存在 1个几乎与之相同的内部同向重复序列 ( 1 457～ 1 529) . Tn917的另一端即 3 '末

端有 1个倒转重复序列 ( 5 220～ 5 257) , 与左侧 5 '-末端和内部重复序列前 38个碱基相对

称 .

一般转座过程分 2个阶段 , 第 1阶段共合体 ( cointeg ra te)形成 ; 第 2阶段共合体拆分

( resolution of cointeg rate) . 每个阶段由转座子上的 1个基因所编码的酶起催化作用 , 其中

tnpA基因编码转座酶 , tnpR编码拆分酶 . 互补试验表明 , 这 2个基因的作用是反式的

( t rans-acting ) . Tn917的末端倒转重复 ( inv erted repeat )序列长 38 bp (图 3) , 2个末端

重复序列十分接近 , 其中任何一个的缺失都会顺式 ( cis-acting ) 地妨碍转座功能 . 转座酶

能够与 DNA单链结合 ,它是识别并切割转座子的两端以及在靶点序列 ( “ ATA TA” )上造

成 5 bp的参差不齐单链末端所必需的 ,同时转座酶对末端倒转重复序列的识别是高度特异

性的 .

Tn917 ( erm-prox ima l) 　 5 '-GGGGTCCCGAGCGC
Tn917 ( erm-dista l) 5 '-GGGGTCCCGAGCGC

C
T
TA
TA

CGA
GTG

GGAATT TGTATCGAT AAG-3 '
GGAATT TGTATCGAT AAG-3 '

图 3　 Tn917末端倒转重复序列比较

Fig . 3　 Comparison o f the termina l inver ted r epea t sequences of Tn917

Tn3的转座酶由 1 021个氨基酸组成 ,而 Tn917的转座酶由 974个氨基酸组成 .在 Tn3
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中 , tnpR基因编码的拆分酶含 185个氨基酸 , 它除具有拆分酶活性外 , 还有调控 tnpA基

因及 tnpR基因转录的阻遏蛋白活性 , tnp A和 tnpR基因之间隔以 163 bp富含 A- T的调

控区域 , 2个基因的转录从这里起始 , 朝相反的方向进行 (图 2) . TnpR正是通过与这段调

控区域的结合而实现对 tnp A和 tnpR转录的阻遏 . TnpR结合在 res ( resolution sequence)

位点而造成切口 , DN A的磷酸二酯键断裂所释放的能量被储藏在蛋白质 -DNA键中 , 这些

能量供应 1个 res位点和另一位点重新连接起来的需要 . 拆分酶的识别位点的核苷酸顺序

是 5 '-T TA TAA-3 ', 2条链的断裂点相隔 2 bp, 由此产生参差不齐的粘性末端 , 其中 5 '端

各与 1个分子 TnpR共价结合 (图 4) . 在 Tn917中 , tnp A和 tnpR之间间隔仅有 17 bp,且

tnpR和 tnpA的转录方向一致和翻译紧密偶联在一起 ,因此类似与 Tn3上的 tnpR和 tnpA

之间的 res位点结构区域 , 是不可能存在于 Tn917上的 tnpR和 tnpA之间的 . 通过计算机

分析 Tn917的 DNA全序列 , 最有可能的 res位点结构区域在 ORF3和 ORF4 ( tnpR)之间

的 208 bp ( 1 493～ 1 710) . 1984年 Perkins等
[ 2]
证明了 208 bp区域内的 kpn位点 ( 1

553)上如果插入含有 cat基因外源 DNA片段 , 会影响共合体的分离 . 图 1也表明 , Tn917

中也存在与 Tn3相同的拆分酶识别序列 “ T TA TAA” (位置为 1 686～ 1 691) . 虽 Tn917的

res位点区域与 Tn3所处位置不同 , 但其核心识别序列基本相同 (图 5) . Tn917的 208 bp

区域内还存在 1个对称的倒转复序列区 GTACCATAAACGACCGTT TAT GGT AC (位置

为 1 549～ 1 573) , 此区域富含 A-T, 经计算达 75. 9% .

5 '-TT AT AA-3 '
3 '-AAT ATT-5 '

5 '-TTAT
3 '-AA---TnpR

+ TnpR---AA-3 '
　　 TTAT-5 '

图 4　 Tn917的 TnpR的作用方式

Fig. 4　 Action of the Tn917 'TnpR

Tn3 res
Tn917 res

GA
TT

TAA
TAA

T
A
T TATAA
T TATAA

T
A

AT
AT

　　　　　　　　　 ↓　 ↓
　　　　　　　　　　 1 686　 1 691

图 5　内部拆分序列 ( res) 比较

Fig. 5　 Compa rison of inte rnal resolution sequences

Tn917的 res位点区域位于偶联的 ORF4-5的操纵子调控转录区域内 . Tn3上的 3个结合点长

30～ 40 bp, 且彼此有一定的同源性 , 但分析 Tn917的 208 bp的同源性时 , 未发现有类似现

象 ,因此认为 Tn917的 208 bp不存在类似的 Tn3中有 3个结合位点 ,但肯定存在 TnpR的结

合位点的关键区域 , 而其它区域对拆分酶和转录阻遏也有功能上的影响 . 由于拆分酶识别

序列非常靠近 ORF4,仅隔 18 bp,估计结合位点的关键区域也正是 ORF4转录的调控区域 ,

基本上重叠在一起 . TnpR与结合位点的结合 , 形成了以 TnpR为媒介的拆分 , 同时 , 这结

合妨碍了 tnpR ( O RF4) 和 tnpA ( O RF5) 基因的转录 . 所以 , 虽然 Tn917与 Tn3的 res位

点所处位置不一样 , 但因 tnpR和 tnp A转录方向的一致性和偶联性 , TnpR蛋白同样实现

了对 tnpR和 tnpA转录的阻遏调控 .

2　 Tn917的转录终止子

根据转录终止子 ( t ranscriptional terminator ) 在基因上所处位置的不同 , 可以把终止

信号分为 2种类型: ① 存在于基因的末端 , 转录到此形成 1个完整的 mRNA, 这类终止信号

不具适应环境的调节功能 . Tn917中 ,在 tnpA基因末端序列连同远 erm端倒转重复序列构

成转录终止子 . ② 存在于基因的内部 , 它的终止功能受环境因素的影响 , 在不需要该基因

产物的环境中 , 终止子发挥功能 , 形成不完整的 mRNA, 降低基因的表达 . 这类终止信号

特称为弱化子 ( at tenuator) , 又称衰减子 . Tn917存在上述 2类转录终止子 .
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Tn917存在前导肽衰减子 . Tn917的 erm基因的操纵子包括 1个 36个氨基酸组成的前导

肽 , 定位于 erm结构基因的 5 '端 , 这个多肽是由 ORF1编码的 , 而 erm基因由 ORF2编码

的 , 两者相隔 91 bp. 这个前导肽被认为具有翻译衰减 ( t ranslational at tenution) 的功能 .

Ho rinouchi等
[5 ]
认为 Tn917的前导区包括前导肽的一半 C '端部分 DNA序列可以形成潜在

的非依赖 rho蛋白的转录终止子的回文结构 ( palindrome) , 前导肽的翻译在一定程度上影

响了回文结构不同形式的组合 , 从而控制结构基因即下游基因的转录 . 我们用计算机分析

了前导肽序列区 (位置为 417～ 527) , 结果也证实了这个设想 . 表 1是 Tn917前导肽序列区

等 ( 417～ 527) 形成的回文结构 .

表 1　 Tn917前导肽序列区等 ( 417～ 527) 形成的回文结构

Tab. 1　 Palindrome site r eference ( no rmal 417～ 527)

长度 AGE 自由能 1) 位置 　　　　序　　列

23 64 - 12. 56 438
5 '
3 '

A
T
AT
GT

GT AGAT
C ATC TA

AA
CA A

21 60 - 2. 51 445
5 'AT
3 'AG

AAAAC
T TTTG

ATC
TCAA

37 61 - 451
5 'C
3 'A

A
T
TCT
TAG

AC TGTTT T
TGACAAAA

GAAA
ATCA

C
G
A

21 60 - 470
5 '
3 '

G
C

AC
GC

TAA
ATT

AA
AG

AC
TG

A

20 60 - 485
5 '
3 '

T
A
T
T
ACG
TGC

C
A

A
T
GA
AA

T
A
)

51 60 - 23. 03 492
5 'G
3 'A

A
T
T
T
AAA
TT T

TA
CA

C
G
G
T
T
A
T
T
AGAT T
TCT AA

AA
TC

T
A

TC
GT

CT
GA

A
C
C

　　　 1)单位是 k J/mo l

在 Tn917中 ,红霉素抗性的产生和转座作用能同步诱导 [1～ 3 ] ,是由于存在翻译衰减多肽

编码序列 , 当存在低浓度 Em且高温诱导时 , tnpA, tnpR, erm基因可能在同一方向转录

而表达 . r RN A甲基化酶是 erm基因编码的 , 其表达可以被亚选择水平浓度的 Em (或

MLS) 诱导 . 当不存在 rRN A甲基化酶时 , 则导致核糖体 RNA与大环内酯相结合 , 使得

核糖体停留在前多肽的某一序列区 ,前导肽不能顺利翻译 ,这时核糖体停留在 mRNA上不

再前进 , 这个事件可能便是导致下游包括 erm , tnpR, tnpA基因的转录 . 由表 1可知 , 前导

区转录物 111个核苷酸 (位置为 417～ 527)的顺序 , 可以形成种种不同的茎 -环结构 . 由于

1个核糖体一般可覆盖 20个核苷酸 , 当 erm基因得到表达之后 ,即有 rRN A甲基化酶时 ,在

rRN A的某些腺嘌呤上甲基化 ,使得大环内酯不能与核糖体相结合 ,前多肽能顺利合成 ,但

下游基因的转录不能顺利进行而不表达 .

从图 3可看出 , Tn917远红霉素基因端 ( erm-distal ) 向内的 DNA序列 , 与近红霉素基

因端 ( erm-prox imal ) 向内的 DNA序列 , 这 2个末端倒转重复序列 38 bp中有 4个长度不一

样 , 这细微差别具有生物学的意义 . 远 erm端可形成回文结构 ( palindromic sturcture) ,有

43个碱基形成茎 -环 ( stem-loop) 结构 , 其中有 18对碱基自身配对成 “茎” , 余下 7个碱基形

成不配对的 “环” . 在 “茎” 之外的 3 '端 , 有短的富含 T的序列区 . 但不是紧接着就是 T碱

基 . 整个结构有点类似大肠杆菌的非依赖 rho蛋白的转录终止子 .按照 Tinoco等 ( 1977)自
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由能的计算方法 ,转录形成 RNA回文序列在形成茎 -环结构时 ,其 ΔE= - 125. 60 k J/mo l.

如果远 erm基因端的倒转重复序列与近 erm基因端没有 4个碱基差异的话 , 在形成茎 -环

结构时 , ΔE只有 - 66. 99 k J/mol.
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Analy sis on DN A Sequence of the Transposon

Tn917 with Computer

Yu J ianx iu 　Pang Yi　Deng Riqiang　Yu Rongjie　Li　 J ianhua

Abstract　 A physical map, st ructure and function as w ell as mechanism of t ranscriptional

regula tion of the transposon Tn917 w ere described in detail, empo lying computer analysis

on i ts sequences. The t ranspo son appea rs to have fiv e significant O RFs, a ll of which occur

on the same strand and a re read from lef t to righ t. A consensus promo ter si te precedes a

Shine-Dalg arno sequence that is close to the sta rt the si te o f O RF1-3. The translation o f

O RF5 ( coding Transponase) and O RF4 (coding Resolv ase) is coupled or closely coo rdina t-

ed. The Tn917 has a si te betw een O RF3 and O RF4 homo logous wi th res site o f Tn3. The

t ransla tional at tenuation associa ted wi th the contro l o f rRN A methylase ( product of erm

gene, co rresponding ORF2) induction, wi thin the 200 bp leader region preceding the rRN A

methylase st ructural g ene is a control peptide 36 amino acid residuces ( corresponding

O RF1) in leng th.

Keywords　 Tn917, DN A sequence, computer analysis
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