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摘　要　16S rRNA作为研究系统进化的生物大分子极受重视 ,是系统分类中必不可少的一个指标。然而 ,在

进行系统发育分析时通常的序列联配方法有明显的局限性 ,即无法摆脱一级结构的束缚。20世纪 80年代以

来 ,一些研究者把目光投向了 16S rRNA二级结构的分析研究 ,并且已经取得了相当不错的进展。研究表明 ,

16S rRNA二级结构可能作为一个新的分类指标 ,成为系统分类的一个重要补充。
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Advanced in 16S r RNA Secondary Structure and Its Application
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Abstract　16S rRNA as macromolecule in studying organism systematic evolution has attracted close attention. It is

an absolutely necessary index in systematic classification. However , when carrying out systematic analysis the general

multi2sequence alignment method obviously has its limitation , i. e. it cannot shake off its primary structure. Since

1980s , some researchers have thrown their look at 16S rRNA secondary structure analysis study , and have made a

great progress. The study suggested that 16S rRNA secondary structure may become an important replenishment in

systematic classification as a new classification index.

Keywords　16S rRNA ; secondary structure ; systematic classification

　　在很多情况下 ,对于 RNA来说其在结构构成

上的生物学意义要大于它的序列组成 ,这对于非

编码 RNA 或结构 RNA 来说尤其如此[1 ]。很多

同源的 RNA有着相同或相似的二级结构或三级

结构 ,然而却在一级结构上很少有什么有意义的

相似序列 ,比较典型的就是 16S rRNA。只要维持

其原来的碱基互补状况 ,即使对序列进行很大程

度的补偿突变 (compensatory mutations)常常也是

可以容忍的 ,即对于 16S rRNA 在功能上没有什

么太大影响。也就是说 ,16S rRNA的同源性更多

的是建立在其特定的二级结构具有保守性 ,而不

是具有哪一段保守的序列 ,它所具有的功能活性

也是由特定的结构所决定的。此外 ,研究者在分

析了大量统计数据后 ,发现 16S rRNA 二级结构

具有重要的分类学意义 ,它对于系统分类学的研

究和发展意义重大。

1　16S rRNA二级结构的研究进展

1. 1　16S r RNA二级结构模型的提出和发展

　　1981 年 ,Woese 等[2 ]以 E. coli 的 16S rRNA

为研究对象 ,综合化学修饰、蛋白结合、酶切片断

等实验数据 ,初步推断出了 16S rRNA 二级结构

模型 ,并对该模型的特征进行了简要描述。该模

型的建立有助于阐明 16S rRNA结构与功能的关

系以及 30S小亚基的组装方式 ,揭示了在众多生

物类群中核糖体不仅核苷酸序列保守 ,结构也同
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样保守 ,并且在核糖体功能行使过程中结构的稳

定性至关重要。这篇文章发表在 Science上 ,引起

了相关研究领域的极大关注。从此 ,越来越多的

研究者投入到 16S rRNA 二级结构的研究中来 ,

无论功能结合位点还是突变进化机制 ,无一不是

研究热点。

　　Woese认为 ,早期对于 rRNA 二级结构的研

究都只限于部分序列 ,结果并不可靠 (后来也证明

是错误的) 。1983 年 , Woese 等[3 ]在原有的基础

上 ,比较分析了真细菌域、古细菌域和真核生物域

150 多个物种的 16S rRNA 全序列 ,详细论述了

三域生物 16S rRNA 二级结构的特点 ,发现序列

比较方法不但是预测假设结构的一个有力工具 ,

而且有利于发现该分子的重要功能区段 ;同时指

出二级结构上的改变可能导致能量变化并影响到

功能。此文论述如此详尽而准确 ,以至于近 20 a

来 ,涉及到 16S rRNA 二级结构的大多数文章仍

将其作为重要参考文献之一。

　　随后 ,很多研究者也加入到 16S rRNA 二级

结构的研究中来 ,对其模型不断改进和完善。比

如 Neefs[4 ]在 1993年发表的文章引用率也很高 ,

文中简明扼要的描述了真细菌、古细菌和真核生

物的核糖体小亚基的二级结构模式图以及相互之

间的主要区别 ,这对于以后的理论研究具有重要

的参考价值和指导意义。针对 16S rRNA二级结

构的模型 ,虽然在某些细节上意见有所分歧 ,但是

至今仍以 Woese等构建的二级结构模型为主。

1 . 2　预测方法

　　一般来说 ,通过 X射线晶体衍射和 NMR等

实验方法测得的 RNA分子的立体结构是最精确

可靠的 ,但是由于 RNA分子具有降解速度快、难

以结晶等特点 ,这两种方法费时费力且代价高昂 ,

故而借助于计算机手段和各种数学方法从理论上

去预测 RNA的空间结构 ,是提高认识 RNA空间

结构效率的一个捷径 ,也是目前主要依靠的方法。

　　RNA二级结构的预测主要包括 2 种方法 :最

小自由能算法和比较序列分析方法。最小自由能

算法是目前最流行的一种算法 , RNAstructure软

件是该算法的代表之作。自 1981 年由 Zuker[5 ]

提出并发展至今 ,最小自由能算法已经相当成熟 ,

使用起来非常方便 ,预测结果也是比较成功的 ,尤

其是对于小分子的 RNA。可惜 ,该算法有个最大

的缺陷就是不能预测假结 ,而且目前还缺乏对多

分支环和假结自由能参数的细致了解。尽管如

此 ,最小自由能算法还是获得了广泛应用 ,根据其

原理设计出的软件程序颇受相关领域研究者的

青睐。

　　比较序列分析[6～8 ]通过多序列联配并结合

各类统计分析和序列上下文语义分析 ,针对一系

列相关序列构建出它们的一个通用二级结构模

型 ,以次来推断未知序列的二级结构。作为一个

理论结构预测方法 ,比较序列分析是最值得信赖

的一种方法 ,其预测结果仅次于实验上用 X射线

或 NMR测定的结构。但由于它是一种基于已有

序列的先验知识的方法 ,因此首先要拥有一定数

量的相关序列样本 ,并且假定这些序列应该具有

一致的二级结构和一些共同的基本结构单元。对

于小样本或者来源差异很大的序列 ,其比较结果

就不大可靠了。

　　预测方法多种多样 ,总的一个趋势就是互相

之间取长补短。通常采取的办法是把最小自由能

算法和比较序列方法结合起来[9 ] ,一般先比较后

折叠 ,利用比较后的统计信息和先验知识 ,把与二

级结构模型对应的同源序列剪切下来 ,再把它加

入到折叠过程中来提高预测的准确性。

1 . 3　数据库

　　时至今日 ,16S rRNA 二级结构的相关数据

库非常多 ,这里主要介绍其中一个 : Comparative

RNA Web Site[10 ] ( http :/ / www. rna. icmb. u2
texas. edu/ ) 。该数据库是最权威、最专业的 RNA

数据库之一 ,相比其他一些类似的数据库 ,它内容

丰富 ,数据全面而精确 ,且更新速度快。该数据库

通过比较 RNA序列分析方法 ,揭示 RNA的高级

结构和保守性 ,并构建系统树 ;提供 3 种核糖体

RNA ( rRNA、mRNA 和 t RNA ) 以及其他一些

RNA的 4 类信息 :最新的比较结构模型、核苷酸

保守性、序列和结构的相关数据以及获得数据的

方法系统。

　　16S rRNA二级结构的数据信息是一个重要

组成部分 ,主要包括 : Noller2Woese2Gutell 16S

rRNA比较结构模型的进化分析 ,并通过将不同

版本的 16S rRNA 二级结构中的碱基对列表 ,记

录比较结构模型的改进 ; 16S rRNA 碱基对和单

个碱基的保守性分析 ;以及 16S rRNA 二级结构
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相关的精美图表 ,并提供 PostScript , PDF等多种

格式下载。

2　16S rRNA二级结构在系统分类
中的应用

　　近年来 ,用于修正种属甚至更高分类级别的

最有力工具就是 16S rRNA序列及其二级结构分

析 ,尤其是二级结构 ,可谓异军突起。相比一级结

构 ,二级结构在系统分类中有着独特的意义。首

先 ,16S rRNA的二级结构比一级结构更为保守 ,

甚至在古细菌和真核生物之间区别也很小 ,因此 ,

二级结构的不同可能暗示着系统发育的多样

性[11 ] ;其次 ,16S rRNA二级结构具有很多一级结

构无法体现出来的特征 (图 1) ,这些特征具有特

殊而重要的生物学意义 ,并且表现出种属特异性 ,

因此被越来越多的用于系统分类研究。

　　1992 年 , Wisotzkey 等[12 ]对芽孢杆菌属

( B acill us)的 16S rRNA序列进行系统发育分析 ,

比较了 16S rRNA 部分同源区段的二级结构 ,同

时结合脂肪酸类型 ,从中划分出一个新属 :脂环酸

芽孢杆菌属 ( A licyclobacill us ) 。该属包含原

B acill us属 3 个种 ,它们除了具有嗜酸嗜热的特

点和都以ω2alicylic fatty acid作为主要的脂肪酸

组分之外 ,16S rRNA 几个区段的二级结构明显

区别于芽孢杆菌属其它种 ,而三者之间则相同或

者极为相似。例如 : 65～104 区段 (参照 E. coli

的 16S rRNA[4 ])的区别最为典型 ,最明显的变化

就是少了一段长达十几个碱基的茎区 (图 2) 。

图 1　RNA二级结构模型及其各结构单元名称

图 2　B. subtilis为 Bacillus属模式种 ,另外 2 个

种原来在 Bacillus属 ,

后被归入 Alicyclobacillus属

　　另外还有几个区段也有所不同 ,不过差别较

小 ,比如 829～857 区 ,997～1 044 区和 1 128～

1 144 区。这些二级结构上的特点使得三者亲缘

关系显得更近而与 B acill us 属其他种更远。

　　相比之下 ,国内这方面的工作起步较晚 ,且多

放在预测方法方面 ,很少有人将 16S rRNA 二级

结构运用于系统分类学研究。2003 年 ,陈朝银

等[13 ]对 Therm aceae 科 38 株菌的 16S rRNA 序

列进行了系统分析 ,重点研究了 16S rRNA 的特

征性核苷酸和二级结构特征 ,将 38 株菌划分为

18 个种 ,此结果与 NCB I 中的分类基本一致

( http :/ / www. ncbi. nlm. nih. gov/ ) 。郭春雷

等[14 ]对所分离得到的几株栖热菌属 ( Therm us )

的菌株和该属一些有效发表种进行了基于 16S

rRNA的系统发育分析 ,预测并比较了16S rRNA

部分区段的二级结构 ,利用内环、内环与发卡环之

间碱基对数目以及发卡环的碱基数目区分种间差

异 ,证明 16S rRNA 二级结构可以用来区分种一

级的分类单位。

　　即使不直接用于系统分类 ,16S rRNA 的二

级结构也经常被用作序列联配时的参照。仅

2002至 2004三年中 ,在 IJ SEM就有数十篇文章

提到在对 16S rRNA序列进行联配时应参照二级

结构[15～17 ] , 即 在 多 序 列 联 配 之 后 , 根 据

16S rRNA二级结构对结果进行手动修改 ,以使同

源序列较好的对齐 ,研究者认为这样构建出的系

统进化树更为可靠。
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3　结　语

　　一直以来 ,国内外很多研究者致力于二级结

构的研究 ,不断有新的方法被研究出来用于 RNA

二级结构的预测[18 ,19 ] ,虽然一些区段的结构仍然

不确定 ,但是随着工作的深入和细致 ,16S rRNA

二级结构模型处于不断的完善之中 ,而随之带来

的就是系统分类学的发展。现今 ,分类指标除了

经典、化学、分子之外 ,还有酶切图谱、指纹图谱、

随机扩增片断等 ,可谓百家争言 ,不过都有一定的

缺陷 ,普遍存在的问题就是分类级别的局限性 ,一

般一个分类指标只能适用于少数几个低级分类单

位 ,不能对整个生物界做出总体上的系统分类分

析。16S rRNA 二级结构则突破了这个局限 ,一

方面 ,它在生物界广泛存在 ,并且早已经被证明是

同源且保守的 ,非常适合作为系统分类学的研究

工具 ;另一方面 ,核酸数据库日益庞大 ,测出的核

酸碱基数呈指数增长 ,引入二级结构以后 ,同样的

数据量能提供更多的系统发育信息 ,这将更加有

利于系统分类学研究。相信必然会有更多更准确

的预测方法被研究开发出来 ,16S rRNA 二级结

构将越来越广泛的被用于系统分类研究。
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