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毛竹微型颠倒重复序列的鉴定及分子标记开发
虞莹玉  汤定钦  周明兵*

(浙江农林大学亚热带森林培育国家重点实验室, 杭州 311300)

摘要      MITEs(miniature inverted-repeat transposable elements)又称颠倒重复序列, 是缺少

转座酶序列的非自主型转座子, 在真核生物基因组含量丰富, 是基因组多态性形成的重要驱动力

之一。该研究利用MITE Tracker软件, 在毛竹(Phyllostachys edulis)新版基因组中鉴定到1 579个
MITEs家族, 共包括18 373个全长MITEs, 占毛竹基因组的0.34%, 被归入到7个超家族。超家族的

插入时间跨度为0.5~16.5 mya, 其中有3个超家族在2~4 mya经历过一次扩增事件; 2个超家族分别

在1~2 mya和3~5 mya经历两次扩增事件; 2个超家族在0.5~16.5 mya经历一次长期扩增。MITEs偏
好插入基因或基因附近, 且Micron-like超家族偏好插入ATT与ATA之间。该研究开发了3个分子标

记, 可从12份雷竹变种变型材料中鉴定出4份。综上所述, 该文主要分析了毛竹基因组中MITEs的
分布、进化及插入情况, 并获得了3对可以区分雷竹变种变型的分子标记, 为下一步验证MITEs功
能奠定基础。
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Identification of Miniature Inverted-Repeat Transposable Elements and 
Development of Molecular Markers in Phyllostachys edulis
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Abstract       MITEs (miniature inverted-repeat transposable elements) are non-autonomous transposons lack-
ing transposable enzyme sequences. It is abundant in eukaryotes genomes and is one of the most important driving 
forces for the formation of genomic polymorphism. In the present study, MITE Tracker, a novel software program, 
was used to identify MITEs in large genomes. A total of 1 579 MITEs families (18 373 full-length MITEs) in the 
latest genome version of Phyllostachys edulis (version 2018) were identified, accounting for 0.34% of the total 
genome of Ph. edulis. These MITEs families were clustered into seven super-families. The range of insertion 
time of the seven MITEs super-families was 0.5-16.5 mya. Three super-families might experience an expan-
sion event during 2-4 mya. Two super-families might undergo two expansion events during 1-2 mya and 3-5 
mya, respectively. Two super-families might experience a long expansion period during 0.5-16.5 mya. The 
MITEs in Ph. edulis genome preferred to insert into or near genes, and the Micron-like super-family preferred to 
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insert between ATT and ATA regions. Furthermore, three pairs of primers were developed for the classification of 
the varieties and forms of Ph. violascens ‘Prevernalis’. In conclusion, the distribution, evolution and insertion of 
MITEs in P. edulis genome were analyzed and three molecular markers were obtained, which laid the foundation 
for further verification of MITEs function.

Keywords        Phyllostachys edulis; miniature inverted-repeat transposable elements; genome; transposon

转座子 (Transposon)又称跳动DNA, 是一种特殊

的DNA元件, 通过将新产生的拷贝插入到染色体的其

他位置 , 实现在宿主基因组中移动 , 此过程通常会导

致转座子数量扩增 [1-3]。转座子曾经一度被认为是垃

圾DNA, 但随着研究的深入 , 发现转座子不仅是基因

组的重要组成部分 , 还驱动着基因组的进化、扩增和

可塑性[4-5]。同时, 研究表明转座子在调控基因表达和

表观遗传修饰上具有重要的作用[6]。根据转座子是否

具有RNA转座中间体 , 将其分为两大类 : RNA类转座

子(class I或反转录转座子)和DNA类转座子(class II)[7]。

MITEs(miniature inverted-repeat transposable 
elements)属于DNA类转座子(class II), 是缺少编码转

座酶能力的非自主型转座子 , 是自主型转座子内部

缺失的衍生物 [8-10]。MITEs最早在突变的玉米 (Zea 
mays)等位基因中被发现[11], 随后的研究表明, MITEs
在植物和动物界分布广泛且含量很高 , 在稻科植物

类 [11]、真菌 [12]、昆虫 [13]和人类 [14]等生物中已经鉴定

到大量的MITEs, 如MITEs占水稻(Oryza sativa)基因

组的10%, 小麦(Triticum aestivum)的16.46%, 拟南芥

(Arabidopsis thaliana)的3.90%, 蒺藜苜蓿 (Medicago 
truncatula)的 8%[15-16]。与一般非自主型转座子相

比 , MITEs长度要小得多 , 为50~800 bp, (A+T)%丰

富 , 两端具有高度保守的反向重复序列 (terminal in-
verted repeats, TIRs, ≥10 nt)和2个正向重复短翼序

列 , 被称为靶位点重复序列 (target site duplications, 
TSDs, 2~10 nt)[17]。MITEs偏好插入基因或近基因

区 , 如在水稻中 , MITEs倾向于分布在近基因区 [18]。

MITEs的插入还会影响相邻基因表达调控 , 例如 , 水
稻HTD1(high-tillering dwarf1)基因外显子中插入1
个246 bp的MITE, 导致水稻表现出高分蘖矮化 [19]。

MITEs在真核生物基因组中占比高 , 具有高拷贝性、

高插入多态性以及与基因相关联的特点 , 因此常被

用于开发分子标记进行数量性状位点 (quantitative 
trait locus, QTL)分析[20]。此外, MITEs衍生的microR-
NAs或者 siRNAs在转录和转录后水平调控特定靶基

因 , 诱导表观遗传沉默。例如 , 水稻中MITEs衍生的

siRNAs靶向沉默赤霉素和油菜素甾体稳态相关基

因, 从而影响植物高度和叶角[21]。最新研究发现, 小
RNA介导的MITEs甲基化 , 可通过抑制OsMIR156d/
j(microRNA156d/j)和促进D14(DWARF14)基因的表

达, 调控水稻分蘖[22]。

竹子是生长最快的植物, 具有较强的固碳能力

和较高的柔韧性, 是世界上最重要的非木材森林资

源之一[23]。据报道, 竹子在中国有近500个物种、48
个属[24]。其中毛竹(Phyllostachys edulis)分布范围广、

栽培面积大, 占竹子总生长面积的70%[25], 在所有竹

子中具有最高的生态、经济和文化价值。

毛竹为二倍体植株, 含有24对染色体(2N=48), 
基因组大小为1.91 Gb[26]。转座子在毛竹基因组中

含量高, 且有证据表明毛竹转座子参与了基因组多

态性形成[27]和基因表达调控[28-29], 而MITEs倾向于插

入基因区, 可能是毛竹基因表达调控网的重要组成

部分[30], 因此, 系统研究毛竹基因组中MITEs的分布

和进化模式, 是全面研究MITEs功能的前提和基础。

我们课题组之前使用MITE Digger工具在毛竹

中鉴定到362个MITEs家族, 共489 592个MITEs相关

序列 , 占毛竹基因组的 4.74%[31]。但是第一版的毛

竹基因组组装碎片化明显 , 大大影响了MITEs鉴定

的精确性。2018年高质量的新版毛竹基因组数据

被公布, 近几年MITEs鉴定工具检测也更加准确, 假
阳性率得到显著降低 [16], 因此 , 非常有必要对毛竹

基因组MITEs的分布情况和进化模式进行更系统的

研究。本研究借助最新公布的毛竹基因组数据 , 使
用最新MITEs鉴定工具—MITE Tracker[16]对毛竹

MITEs进行鉴定, 分析了MITEs的分布、进化模式及

插入情况 , 为进一步研究毛竹中MITEs的功能以及

MITEs对基因表达和基因组进化的影响奠定基础。

1   材料与方法
1.1   毛竹MITEs的鉴定

从毛竹基因组数据库 (ht tp: / /bamboo.bam-
boogdb.org/#/download)中下载毛竹基因组序列和



虞莹玉等: 毛竹微型颠倒重复序列的鉴定及分子标记开发 275

基因注释信息。采用基于结构搜索的MITE Tracker
软件 (https://github.com/INTABiotechMJ/MITE-
Tracker)[16], 鉴定毛竹基因组中的MITEs[MITEs全
长为 40~800 bp, TIRs≥10 nt, TSDs为 2~12 nt, 末
端序列 (G+C)%为 15%~95%, 片段局部组成复杂

性分数 (local composition complexity, LCC)≥1]。
使用VSEARCH工具 (https://github.com/torognes/
vsearch?files=1)[32]对候选MITEs序列进行相似性比

对 , 再将各家族中MITEs的左、右侧翼序列 (TSDs
侧翼序列, 默认长度为40 nt)分别进行局部比对。具

有相同侧翼序列的MITEs被视为同一个体 , 只保留

具有唯一侧翼序列的MITEs, 且每个家族中MITEs
个数要≥ 3。获取每个 MITEs家族的一致性序列

(consensus sequence), 将其作为问询序列 (query se-
quence)分别在RepBase(http://www.girinst.org/Rep-
base_Update.html)[33]、P-MITE(http://pmite.hzau.
edu.cn/django/mite)[15]和Genbank(https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/genbank) 3个数据库中搜索 , 从而将家

族分为已知保守性家族和Unknown超家族 , 再依据

已知保守性家族的TSD、TIR特征 , 将其分到不同

超家族中。将最终鉴定出的MITEs家族按照统一格

式, 命名为PhXY#, 其中Ph代表毛竹(Ph. edulis), XY
代表超家族(取前2个字母); #代表序号。

1.2   MITEs插入时间分析

使用DAMBE软件 (http://dambe.bio.uottawa.ca/
DAMBE/dambe.aspx)[34]中的MUSCLE工具对每个家族

中的MITEs序列进行多重比对 , 获取每个家族的一致

性序列。使用MEGA7软件 (http://www.megasoftware.
net)计算家族中每个MITE与对应一致性序列之间的

核苷酸取代数K, 采用Kimura双参数距离法 [35]、公式

“T=K/2r”(假定r=1.30×10–8)[36]预测MITEs插入时间。

1.3   MITEs家族的插入偏好性分析

编写Perl脚本 , 从毛竹基因组中提取MITEs上
下游10 bp的侧翼序列 , 将同一超家族的侧翼序列比

对后用TBtools(https://github.com/CJ-Chen/TBtools/
releases)绘制logo图[37](默认参数)。
1.4   毛竹基因组中MITEs的分布分析

编写一个 Perl脚本计算毛竹基因组上的基因

和MITEs位置间的距离。本文将MITEs与基因位

置关系分为八类 , 即 5ʹflank、3ʹflank、5ʹoverlap、
3ʹoverlap、include、In、All、not_find。5ʹflank、
3ʹflank分别表示MITEs插入于基因上游、基因下游 ; 

include表示MITEs中包含基因 ; In表示MITEs插入基

因内部 ; All表示MITEs与基因完全重叠 ; 5ʹoverlap、
3ʹoverlap分别表示MITEs与基因的5ʹ端、3ʹ端有重叠。

随机从毛竹基因组中抽取大小为10 Kb的片段1 000
个 , 假定中央位点为插入位点 , 计算中央位点与毛竹

基因的位置关系, 将其作为对照组[38-39]。 
1.5   MITEs在毛竹、雷竹变种变型中的插入多态

性检测

2020年6月 , 从浙江省杭州市临安区太湖源观赏

竹种园采集毛竹和12个毛竹变种变型。2020年6月 , 
从浙江农林大学翠竹园采集雷竹和11个雷竹变种变

型 (表1)。用改进的十六烷基三甲基溴化铵 (hexade-
cyltrimethylammonium bromide, CTAB)法 [40]制备基因

组总DNA。我们随机选择了20个长度为300~800 bp
的MITEs, 取其上下游100 bp序列设计引物(表2), 通过

PCR进行插入多态性检测 , 并测序验证。PCR反应程

序: 94 °C预变性5 min; 94 °C变性30 s, 57 °C退火30 s, 
72 °C延伸1 min, 30个循环; 72 °C完全反应7 min, 4 °C
保存。采用1%琼脂糖凝胶进行电泳, 电压为120 V, 电
泳30 min, 拍照成像。

2   结果与分析
2.1   MITEs的鉴定与特征分析

MITE Tracker是一个能在大基因组中精确识

别MITEs的最新开源程序 [16], 通过识别有效TIRs和
TSDs序列鉴定MITEs。本研究鉴定到1 579个MITEs
家族 , 共 18 373个全长 MITEs, 占毛竹基因组的

0.34%, 根据MITEs两端的TIR和TSD特性 , 将1 579
个家族划分到7个超家族中, 每个超家族包含的家族

数量、MITEs数量以及结构特征如表 3所示。其中

PIF/Harbinger-like超家族所包含的家族数量最多, 共
有480个家族 , 5 713个MITEs; Mutator-like超家族包

含的MITEs最多 , 共有460个家族、5 847个MITEs。
候选MITEs的长度为40~800 bp, TSD长度为2~10 nt, 
TIR长度≥10 nt。每个家族的 (A+T)%差异很大 , 但
每个超家族的(A+T)%都>50%, 其中Tc1/Mariner-like
超家族(A+T)%最高, 达70.35%。

2.2   MITEs插入时间

MITEs的插入时间跨度为 0~16.5 mya(million 
years ago), 其中CACTA-like、 hAT-like和PIF/Harbinger-
like 3个超家族在2~4 mya期间可能经历一次扩增事件, 
随后CACTA-like和hAT-like又在0~1 mya经历一次扩
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表1   毛竹和雷竹变种变型

Table 1   The varieties and forms of Ph. edulis and Ph. violascens ‘Prevernalis’
种质编号

Accession No.
拉丁名

Latin name
种质编号

Accession No.
拉丁名

Latin name

M1 Ph. edulis (Carr.) H. de Lehaie f. holochrysa L1 Ph. violascens cv. atrovaginis

M2 Ph. edulis (Carr.) H. de Lehaie f. edulis L2 /

M3 Ph. edulis (Carr.) H. de Lehaie f. tubaeformis L3 Ph. violascens cv. linansis

M4 Ph. edulis (Carr.) H. de Lehaie f. gracilis L4 /

M5 Ph. edulis (Carr.) H. de Lehaie f. pachyloen L5 /

M6 Ph. edulis (Carr.) H. de Lehaie f. huamozhu L6 Ph. violascens cv. anhuiensis

M7 Ph. edulis (Carr.) H. de Lehaie f. exaurita L7 /

M8 Ph. edulis (Carr.) H. de Lehaie ‘Mira’ L8 /

M9 Ph. edulis (Carr.) H. de Lehaie f. purpureosulcata L9 Ph. violascens cv. notata.

M10 Ph. edulis (Carr.) H. de Lehaie ‘Kikko-chiku’ L10 Ph. violascens ‘Prevernalis’ 

M11 Ph. edulis (Carr.) H. de Lehaie f. nabeshimana L11 /

M12 Ph. edulis (Carr.) H. de Lehaie f. porphyrosticta L12 /

M13 Ph. edulis (Carr.) H. de Lehaie f. epruinosa / /

“/”: 没有拉丁名。

“/”: latin name is not available.

表2   引物序列

Table 2   The sequences of primers
引物

Primer
序列(5′→3′)
Sequence (5′→3′)

引物

Primer
序列(5′→3′)
Sequence (5′→3′)

MITE 1 F: ATG CTC CCA ACA ACC AAC CA
R: TTT GCT TGC TGC TGG TTC AC

MITE 11 F: GGT GCA CTG AAA ACT AGA TGC C
R: GGA ACA GGA GGT GAA TGC CA

MITE 2 F: GGA ATC GAC CCC TCC AAT GT
R: TCT CTC AAA AAC ACT CTC TCT ATG T

MITE 12 F: TAA CAA CAC CGC TCC CCA AG
R: GCC GTT GAT TGG CTG GTT AC

MITE 3 F: GAA CAA GGA GAA AGG AAG AAG TGT
R: ATT ATT CGG TGC GTG GGG A

MITE 13 F: AGC ATG AAG AAA GTG GAA AAA GGG
R: TGA CAG TAT AGG CCG CAG GT

MITE 4 F: GGA AGG TAG CGT CAC CGT AG
R: CCA CCC TTC TTC CCA TCG TC

MITE 14 F: GCA AGC CCG ACA GTA TCA AC
R: TCA CAT TCT CTC CTC ATC TTC TCT

MITE 5 F: GAT TCG GTG TTC TTT TCC TCT CT
R: CTC CAG TCT ACC AAC TTT ACA TCC T

MITE 15 F: GTT AAG CGA TTC TCA CCC GC
R: ATG GGG ACG AGG CAT ATT CG

MITE 6 F: CTA TTC ATT GCG AGA AGC CCT
R: CTC TTT TGC TAT GCT ACT TCA TGG T

MITE 16 F: CTT CCG TGC TTG CTA AAC AAA T
R: TCC GTA ACA AAC ATG GAG ACC T

MITE 7 F: AGA AGG CAA CCA GTC TTG AGT
R: CTC CTA ATC GTG TTTG CTT GGA

MITE 17 F: CAC AAT CCA CAT AGA CAT ACA CAC AG
R: GCC ATC ATT TTA CCA AGT ATC CAG T

MITE 8 F: TAG GTC CCC CAA GTG AGA TGT
R: ACG GTC AAG TAG GGG GAA GG

MITE 18 F: CGA GTT GGT CGT AGA CTA GTG AAC A
R: ATT TGA TGC ACG ATT AGG TCC T

MITE 9 F: AAT ATC CTT GTT CCC TGG ACA GC
R: TAA AGG GTT CAT CAC CCA AAG CC

MITE 19 F: TGC AAA ATC AAA CCC TCC TAA CC
R: AGG GCT CAA CCT TTG CAA CT

MITE 10 F: AAC TAC ACA AAT CCG CCA GG
R: AAT GGA ATA CTG GTG CAG CG

MITE 20 F: CAG TCG GTT CCC TAG AAA CTG T
R: CAG ACA CTT TCA ACC ACA AAA CG

增。Micron-like和Unknown超家族可能分别在1~2 mya
和3~5 mya经历了两次主要的扩增事件。Mutator-like
和PIF/Harbinger-like在0.5~16.5 mya经历了一次长期扩

增 , 是含有MITEs数量最多的2个超家族。Micron-like
与Unknown 2个超家族的MITEs扩增趋势相似(图1)。 

2.3   MITEs在基因组中的分布、与基因关系及各

超家族插入偏好性分析

我们进一步研究了MITEs插入位点与基因的位置

关系 , 主要包括5ʹflank、3ʹflank、5ʹoverlap、3ʹoverlap、
include、In、All 、not_find, 然后分别将5ʹflank、3ʹflank
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按照距离再分三类 : flank≤2 Kb、2 Kb<flank≤5 Kb、 
flank>5 Kb。结果表明, 共有2 895个MITEs与基因位置

有交集(插入、包含和重叠); 6 768个MITEs插入位点位

于近基因区(0 Kb≤flank≤5 Kb); 7 776个MITEs插入在

的远基因区(>5 Kb)(表4)。其中 , Mutator-like超家族插

入在毛竹基因中的MITEs数量最多 , 共有876个 , 占所

有基因内MITEs的35.36%; PIF/Harbinger-like超家族在

近基因区分布的MITEs最多, 共2 316个。此外, 发现各

超家族分布在基因上游(5ʹflank)的MITEs数量都大于基

因下游(3ʹflank)。通过卡方检验 , 将基因区、近基因区

及远基因区的插入位点与随机抽取的对照组比较 , 发
现MITEs在基因附近的实际分布与对照组有极显著性

差异(χ2检验, P<0.01)。

为了进一步研究各超家族MITEs的插入偏好

性 , 我们选取MITEs前后10 bp, 按超家族归类比对

后 , 发现Micron-like超家族偏好插入ATT与ATA之

间 , 且插入位点附近 (A+T)%非常高 ; Mutator-like、
Tc1/Mariner-like、PIF/Harbinger-like和CACTA-like
超家族分别偏好插入ATA/CTA、T/GTA、TA/CT和
CAA/CA之间, hAT-like超家族无明显插入偏好性(图
2), 这都与前人研究结果相一致[15]。

2.4   MITEs在毛竹、雷竹变种变型中的插入多态性

我们用20对引物 (表2), 分别对毛竹变种变型 (13
份 )和雷竹变种变型 (12份 )进行插入位点的PCR验证

并测序 , 从而评估MITE Tracker预测结果的可靠性和

MITEs作为分子标记的多态性。结果表明 , 20对引物

表3   毛竹全基因组MITEs的分类与特征分析

Table 3   Classification and characteristics analysis of MITEs in Ph. edulis genome
超家族

Super-family
家族数量

The number of 
family 

全长MITEs的数量

The number of full-length 
MITEsa

MITEs长度范围及其总长度/bp
The range of MITEs size and 
total lengthb /bp

超家族平均(A+T)含量/%
The average (A+T) content in 
super-family /%

Micron-like      27      406 107-778 (140 692) 68.08 

CACTA-like      22      180   48-736 (62 215) 50.48 

hAT-like    325   3 738   40-800 (1 779 924) 55.03 

Mutator-like    460   5 847   48-800 (2 011 703) 62.35 

PIF/Harbinger-like    480   5 713   48-799 (1 960 224) 62.26 

Tc1/Mariner-like    230   2 257   60-628 (535 159) 70.35 

Unknown      35      232   99-791 (71 907) 61.64 

Total 1 579 18 373   40-800 (6 561 824) 50.48-70.35

a: 两端TIRs完整的MITEs数量。b: 各超家族中MITEs的总长度。

a: the number of MITEs with complete TIRs in both ends. b: the length of all MITEs in each super-family.

Number of MITEs
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X轴上显示的是各超家族的MITEs数量, Y轴上显示的是不同的插入日期(mya)。
The number of MITEs in each super-family is shown on the X-axis. The insertion time (mya) is shown on the Y-axis.

图1   毛竹基因组中MITEs超家族的插入时间分布

Fig.1   Distribution of insertion times of MITEs super-families in Ph. edulis genome 
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在毛竹及变种变型材料上都能扩增出预期大小的片

段 , 但未表现出多态性 , 13份材料上扩增出的条带都

是一致的(图3)。将前3对引物在毛竹(M2)上扩增出来

的条带进行测序, 结果显示扩增产物与MITE Track预
测的MITEs序列一致 , 且匹配度都在91.47%以上(表2
和图4)。这20对引物在雷竹及变种变型材料上也能扩

出预期大小的片段 , 且MITE 4、MITE 5、MITE 6在
12份材料上呈现出多态性(图3): 在12份材料中, MITE 
4在3份材料(L1、L3、L6)上表现为在1条染色体上存

在, 而在其同源染色体上等位位点处缺失, 在其余9份
材料上表现为在同源染色体上都缺失 ; MITE 5在11
份材料上表现为在同源染色体上都存在 , 在1份材料

(L3)上表现为在1条染色体上存在, 而在其同源染色体

上等位位点处缺失 ; MITE 6在1份材料 (L3)上表现为

在同源染色体都存在 , 在3份材料 (L1、L6、L8)上表

现为在1条染色体上存在 , 而在其同源染色体上等位

位点处缺失 , 在剩余8份材料上表现为在同源染色体

上都缺失。分别将MITEs存在与缺失的条带回收测

表4   毛竹基因组中MITEs在基因附近的分布

Table 4   The distribution of MITEs near the closest genes in Ph. edulis genome
超家族

Super-family
5ʹoverlapa 3ʹoverlapb Includec Ind Alle Flankf≤2 Kb   2 Kb＜flankf≤5 Kb   Flankf＞5 Kb

Micron-like   2   0      48 0 0     84     57   191

CACTA-like   0   1      25 0 0     45     16     80

hAT-like 11 12    716 3 0    623    493 1 705

Mutator-like 32 19    823 1 1 1 530    733 2 433

PIF/Harbinger-like 26 29    581 0 0 1 483    833 2 454

Tc1/Mariner-like 12   8    498 1 0    496    295    817

Unknown   2   0      44 0 0      49      31      96

Total 85 69 2 735 5 1 4 310 2 458 7 776

a: 与基因5ʹ端重叠的MITEs数量。b: 与基因3ʹ端重叠的MITEs数量。c: 包含有基因的MITEs数量。d: 插入基因内的MITEs 数量。e: 与基因完全

重叠的MITEs 数量。f: 在基因侧翼区的MITEs数量。

a: the number of MITEs overlapped with 5ʹ end of gene. b: the number of MITEs overlapped with 3ʹ end of gene. c: the number of MITEs containing 
genes. d: the number of MITEs inserted into genes. e: the number of MITEs completely overlapped with genes. f: the number of MITEs in 5ʹ and 3ʹ 
flank regions of genes.

虚线处是MITEs的插入位点, 虚线左边为MITEs左侧10 bp侧翼序列, 右边为MITEs右侧10 bp侧翼序列。

The position of the dotted line is the insertion site of MITEs. The left-flanking sequence of MITEs is on the left side of the dotted line, and right-flank-
ing sequence of MITEs is on the right side of the dotted line. 

图2   MITEs超家族的插入偏好分析

Fig.2   The insertion preference analysis of MITEs super-family
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A: 毛竹变种变型中MITE 1的PCR扩增结果。PCR产物长度在400 bp的表示MITE 1在该位置存在, 产物长度在180 bp左右的表示MITE 1在该位置

缺失; B: 毛竹变种变型中MITE 2的PCR扩增结果。产物长度在450 bp左右的表示 MITE 2在该位置存在; C: 毛竹变种变型中MITE 3的PCR扩增

结果。产物长度在500 bp左右的表示MITE 3在该位置存在; D: 雷竹变种变型中MITE 4的PCR扩增结果。产物长度在750 bp左右的表示MITE 4 
在该位置存在, 产物长度在100 bp左右的表示MITE 4在该位置缺失; E: 雷竹变种变型中MITE 5的PCR扩增结果。产物长度在300 bp左右的表示 
MITE 5在该位置存在, 产物长度在100 bp左右的表示MITE 5在该位置缺失; F: 雷竹变种变型中MITE6的PCR扩增结果。产物长度在350 bp左右

的表示MITE 6在该位置存在, 产物长度在100 bp左右的表示MITE 6在该位置缺失。红色框为测序条带, M1~M13 、L1~L12代表的竹种见表1。
A: the PCR amplification result of MITE 1 in genomes of the varieties and forms of Ph. edulis. The PCR products about 180 bp reveal the absence of 
MITE 1, and the PCR products about 400 bp reveal the presence of MITE 1 at the locus; B: the PCR result of MITE 2 in genomes of the varieties and 
forms of Ph. edulis. The PCR products about 450 bp reveal the presence of MITE 2 at the locus; C: the PCR result of MITE 3 in genomes of the variet-
ies and forms of Ph. edulis. The PCR products about 500 bp reveal the presence of MITE 3 at the locus; D: the PCR result of MITE 4 in genomes of the 
varieties and forms of Ph. violascens ‘Prevernalis’. The PCR products about 100 bp reveal the absence of MITE 4 at the locus, and the PCR products 
about 750 bp reveal the presence of MITE 4 at the locus; E: the PCR result of MITE 5 in genomes of the varieties and forms of Ph. violascens ‘Prever-
nalis’. The PCR products about 100 bp reveal the absence of MITE 5 at the locus, and the PCR products about 300 bp reveal that the presence of MITE 
5 at the locus; F: the PCR result of MITE 6 in genomes of the varieties and forms of Ph. violascens ‘Prevernalis’. The PCR products about 100 bp re-
veal the absence of MITE 6 at the locus, and the PCR products about 350 bp reveal the presence of MITE 6 at the locus. Sequencing bands are shown in 
red boxes. Bamboo species represented by M1-M13 and L1-L12 are shown in Table 1.

图3   毛竹变种变型MITE 1、MITE 2、MITE 3及雷竹变种变型MITE 4、MITE 5、MITE 6扩增电泳图

Fig.3   Amplification electrophoretograms of MITE 1, MITE 2, MITE 3 in genomes of the varieties and forms of Ph. edulis, and 
MITE 4, MITE 5, MITE 6 in genomes of the varieties and forms of Ph. violascens ‘Prevernalis’
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序 , 测序结果与MITE Track预测的MITEs序列相匹配

(表2和图4)。将缺失位点进行测序比对, 可发现MITE 
1(hAT超家族 )、MITE 4(hAT超家族 )、MITE 6(Tc1超
家族)切割不精确, 未将MITEs全部序列切除, 而MITE 
5(Mutator超家族 )切走了全部MITEs序列及部分侧翼

序列(图5)。

3   讨论
3.1   毛竹中MITEs的鉴定与特征

本研究中, 我们首次利用MITE Tracker对毛竹

MITEs进行全基因组分析, 鉴定到1 579个MITEs家
族, 归属于7个超家族。虽然各家族在TSD、TIR序
列和全长序列上存在巨大差异, 但大多数家族都具

有MITEs高拷贝数和高(A+T)%的特点。此外, 通过

PCR和测序进一步验证了竹子中MITEs的存在, 这
些都验证了MITE Tracker在鉴定毛竹MITEs中的可

靠性。

毛竹的基因组大小为 1.91 Gb, 我们共鉴定到

1 579个MITEs家族共 18 373个MITEs相关序列。

已有研究结果表明 , 基因组中 MITEs数量与基因
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红色框为上下游引物。

The red boxes marked upstream and downstream primers.
图4   毛竹的MITE 1、MITE 2、MITE 3及雷竹变种变型的MITE 4、MITE 5、MITE 6扩增产物测序比对结果

Fig.4   Sequence alignment results of the amplified products of MITE 1, MITE 2, MITE 3 in genomes of the varieties and forms 
of Ph. edulis, and MITE 4, MITE 5, MITE 6 in genomes of the varieties and forms of Ph. violascens ‘Prevernalis’
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组大小显着相关 , 如水稻 (O. sativa)基因组大小为

389 Mbp, 采用MITE Tracker鉴定出 17 651个全长

MITEs, 而小麦 (T. aestivum)基因组大小 (14 Gb)是
水稻的 35倍 , 包含全长MITEs序列 128 453个 [16]。

因此 , 本研究在毛竹基因组中鉴定到的MITEs数量

是合理的。与课题组之前的结果相比较 [31], MITE 
Tracker在毛竹基因组中检测到的全长MITEs数量

减少 , 这可能与软件巧妙的计算策略有关 , 其能够

过滤重复计算的MITEs并且有效克服嵌套问题 [16]。

此外 , 本文使用的毛竹基因组是最近更新的组装

版 , 与原版相比组装版质量显著改善 , 这些都在很

大程度上降低了MITEs鉴定的假阳性。同时 , Un-
known家族占比大大减少 , 也从侧面映证了MITE 
Tracker鉴定的准确性的提高。然而 , 目前毛竹基

因组的组装还是较为分散 , 完整度还有待提高 [26]。

即使我们用了结构与同源性相结合的搜索方法来

鉴定MITEs, 毛竹基因组的断裂仍然可能导致一些

MITEs遗漏。因此 , 这里确定的18 373个MITEs相
关序列可能是一个保守的数字, 在未来还会发现更

多。

3.2   毛竹中MITEs的扩增与多样性模式

超家族间MITEs的插入时间范围是0~16.5 mya, 
与课题组之前的研究[31]相比, 缩短了五分之三, 并且

两次研究得到的各超家族的扩增趋势也有差异, 而
造成差异的原因可能是MITEs鉴定软件的准确性提

高, 大多假阳性结果被过滤, 同时新版毛竹基因组

的准确性和连续性提高, 也提高了软件鉴定的准确

性。本研究中各家族的扩增主要集中于0~5 mya和
6~11.5 mya。最初家族内只有少数几个拷贝, 但经

历多次连续的扩增后家族内MITEs拷贝数呈爆炸式

增长[41], 通常毛竹基因组中MITEs的扩增可能在大

部分时间段是不活跃的, 但“基因组休克”或同源转

座酶的触发能引起MITEs的激活[42-43]。如通过冷胁

迫、盐胁迫、辐照、细胞培养等方式能激活水稻中

的mping转座子[10,44-45]。

3.3   MITEs在毛竹基因组中的分布与基因关系

MITEs在基因附近的实际分布与随机插入对照

组相比有极显著差异, MITEs更偏好插入基因或近

基因区, 这与课题组之前的研究[31]相一致, 但本研究

中基因附近MITEs的百分含量明显增高, 且基因区

与近基因区MITEs的数量和甚至多于远基因区(表
4), 尤其是基因编码区上下游2 Kb范围内有大量的

MITEs插入, 这些MITEs大多属于Mutator-like和PIF/
Harbinger-like这2个一直处于扩增状态的超家族, 说
明MITEs可能对基因调控具有重要作用[19,41]。此外, 
我们还发现Micron-like超家族偏好插入(TA)n个重复

序列中, 只有少数插入了(CA)n/(GT)n个重复序列中, 
这与前人研究结果一致[15]。

3.4   MITEs在雷竹变种和栽培种中的插入多态性

在毛竹变种变型中能够扩增并通过测序得到

红色框为上下游引物。

The red boxes marked upstream and downstream primers.
图5   毛竹的MITE 1及雷竹变种变型中MITE 4、MITE 5和MITE 6转座足迹

Fig.5   Transposition footprints of MITE 1 in genomes of the varieties and forms of Ph. edulis, and MITE 4, MITE 5, MITE 6 in 
genomes of the varieties and forms of Ph. violascens ‘Prevernalis’
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相应的MITEs序列, 证明MITE Tracker预测的数据是

可靠的。这些MITEs是从毛竹基因组中获得的, 但
在雷竹变种变型中也能扩增出相应片段, 说明毛竹

和雷竹中的MITEs具有保守性。

另外, 缺失位点的测序表明, 有些MITEs家族在

发生跳跃前的切割是不精准的, 会丢失部分MITEs
序列或切走部分侧翼序列[19], 其中PIF/Harbinger-like
超家族为精准切割, 其余家族为非精准切割。

植物中MITEs分布丰富、多态性高, 并且MITEs
的插入影响毛竹基因功能 , 因此MITEs常用于设计

分子标记。MITE 4、MITE 5、MITE 6引物在雷竹

变种变型上有扩增多态性 , 可作为分子标记用于区

分雷竹竹种 , 在12份雷竹变种变型材料中可鉴别出

雷山乌、弯杆雷竹、安徽雷竹和阔叶青头雷竹。本

文开发的分子标记的多态性来源主要是MITEs内
部的变异 , 因此多态性低 , 但我们可以利用这些内

部有变异的MITEs开发其他多态性丰富的标记 , 如
SSAP(sequence-specific amplification polymorphism)
分子标记, 从而将所有变种变型都区分开来。

4   总结
本文用最新MITEs鉴定工具MITE Tracker[16]

对最新毛竹基因组中MITEs进行鉴定 , 获得1 579个
MITEs家族, 共18 373个拷贝, 根据MITEs两端的TIR
和TSD特性 , 将1 579个家族归入6个已知超家族和

1个Unknown超家族 , 家族间的比较进一步揭示了

MITEs的进化模式。我们发现毛竹中MITEs偏好插

入基因或近基因区 , Micron-like超家族偏好插入ATT
与ATA之间, 且插入位点附近AT含量非常丰富。此外, 
我们还开发了MITEs分子标记, 获得了能够区分雷竹

变种和变型的 3个分子标记。本研究为进一步理解

毛竹中MITEs的功能以及MITEs对基因表达的影响

等奠定了基础。
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