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摘要 对线虫核糖核蛋白基因内含子序列与相应编码序列采用 Smith-Waterman方法做局域比对分析，探讨两者之间的相互
作用机制．发现内含子中部序列确实存在与相应编码序列的相互作用区域．第一内含子的最佳匹配分布在内含子 15%～ 55%
的区域内，第二内含子的最佳匹配分布在内含子 30%～ 80%的区域内．对于长内含子，在与外显子序列比对时，最佳匹配分
布在内含子 5%～ 20%区域内，在与整个编码序列比对时，出现了两个峰区，一个位于内含子 15%～ 30%区域内，另一个位
于内含子 54%～ 78%区域内．推测第一个峰区与外显子内部序列有关，第二个峰区与外显子 -外显子结合区域的序列有关．
还发现编码序列上存在多个与内含子序列的相互作用域和一些禁配区域分布．推测这些禁配区域与蛋白质结合区域有关．结

论印证了内含子序列与相应编码序列协同进化的观点．
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内含子是从 mRNA前体分子中切除的非编码
序列．研究表明，内含子在真核蛋白质编码基因

(简称基因)中所占的比例很高，甚至超过 99%，是
真核基因的重要组成部分．内含子的生物学功能及

其进化特性是近代生物学急需解决的问题[1]．近年

来，内含子的“神秘面纱”正被逐步揭开，也从基

因组的“垃圾”( junk )片段跃为重要生物学功能的
载体 [2]．已经发现，内含子中不仅含有微 RNA
(microRNA)、核仁小 RNA (snoRNA )等多种非编
码 RNA[3]，也包含涉及基因转录、mRNA加工 (尤
其是可变剪接)、输运、mRNA和蛋白质的空间结
构等众多基因表达调控元件[4]．这也可能是 Gabriel
等[5]发现果蝇内含子长度与蛋白质的进化速率成负

相关的原因之一．内含子长度受到许多因素的影

响[6-7]，如转座子插入、基因调控元件出现、RNA
基因或涉及基因调控 RNA嵌入、删除事件大小和
频数、降低转录耗能选择、维持相对较小活性染色

体域倾向、减小外显子之间的 Hill-Roberton干涉
效应[8-14]等．内含子的获得和丢失影响基因内重组

和 ncRNA的变异，是影响真核生物基因进化的主

要方面之一，是获得真核新物种的一种动力[15-16]．

通过对不同生物正向同源基因内含子 -外显子的比
较分析，发现内含子变异性超过外显子．从内含子

序列保守性的角度来看，已经知道具有普适功能的

保守序列是内含子序列的两端．Halligan等研究表
明，内含子 5忆端约 8 bp和 3忆端约 30 bp为保守性
较强的区域[17]，它的功能主要是完成组织剪接或可

变剪接．但已有的研究结果并没有回答内含子中部

大量的所谓“非保守”序列具有什么样的普适性和

功能这个关键问题．到目前为止，对内含子功能的

研究基本限于其被剪切之前的生物学功能，对内含

子被剪切之后的生物学功能研究涉及很少．我们认

为，内含子的功能远远超出了我们的想象．这不仅

仅表现在基因的进化、基因的转录和剪接这些现象

中，而同样重要的是在剪接后 mRNA自然结构的
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形成、 mRNA输运出核、翻译起始和调控等过程
中，内含子均起着重要的作用．本文将通过研究内

含子与相应编码序列的相互作用关系来推证两者的

协同进化关联和内含子被剪切之后可能存在的生物

学功能．

理论上，内含子与外显子都是真核生物基因组

的重要组成成分，转录前，二者同为基因组序列，

共同维护染色体各种生物活性和最适空间结构，故

它们之间必存在为实现某种生物学功能的各种协同

进化元件，转录后，同一基因中的内含子和其相邻

或相近外显子都为这个基因的不同时空准确高效表

达而服务，这需要内含子与外显子(或编码序列)协
同作用来完成．因此，我们推断内含子与外显子可

能存在某种协同进化机制，以保证这些生物学功能

代代相传及准确、高效地表达．但现在对这方面认

识仍处在模糊的探索阶段，故深入研究两者的相互

作用及协同进化机制对进一步挖掘内含子的功能具

有重要的生物学意义．

1 数据与方法

1援1 基因序列数据

线虫核糖核蛋白大小亚基基因序列取自

Ribosomal Protein Gene Database (RPG)(http://ribosome.
miyazaki-med.ac.jp/)，共 88条基因序列，剔除 2条
没有内含子及 1条没有给出明确编码序列的基因
后，共得到 85条基因序列，含有 180条内含子和
265条外显子．
1援2 比对方法

将内含子序列转化成互补序列后，与相应的编

码序列(CDS)进行局域比对分析，就可以用相同碱
基对来代替互补碱基对，得到内含子与其相应编码

序列最佳匹配区域．利用 water 局域比对软件
(Smith-Waterman local alignment http://mobyle.
pasteur.fr/cgi-bin)获得比对序列和被比对序列之间
的一个最佳匹配区域．在局域比对计算中采用

Ednafull 矩阵，选取的参数如下：每个空隙罚分
(Gap penalty)为 50.0，空隙中每延伸一个碱基位点
罚分(Extend penalty)为 5.0，得到两者仅有一个可
信的最佳局域配对区域，也是 2条序列相互作用几
率最大的区域．例如图 1所示．
由于实际比对序列长度各不相同，为得到最佳

比对相对位置分布，将比对序列标准化成长度为

100的目标序列．方法如下：
设有 m条基因序列，第 i条序列中含有比对序

列(记为 A i)和被比对序列(记为 Bi)．将比对序列 A i

与被比对序列 Bi 做局域比对，得到一个最佳局域

匹配区域，m组局域对比共有 m个匹配结果．设
ni0、ni1、ni2分别为第 i条比对序列的长度、最佳匹
配区域的起始位点和终止位点；Ni1、Ni2分别为标

准化后第 i条比对序列最佳匹配区域的起始位点和
终止位点 (i=1，2，…, m-1, m)．做如下变换：

Ni1=
[ 100ni1

ni0
] 100ni1

ni0
为整数

[ 100ni1
ni0

]+1 100ni1
ni0

为非整数

扇

墒

设设设设设设缮设设设设设设

(1)

Ni2=
[ 100ni2

ni0
] 100ni2

ni0
为整数

[ 100ni2
ni0

]+1 100ni2
ni0

为非整数

扇

墒

设设设设设设缮设设设设设设

(2)

公式中，中括弧为取整数运算．这样就将不同

长度的 m条比对序列转化成长度为 100的标准序
列了．

对 m条标准比对序列的每个位点给予赋值．
定义 fij 为第 i条比对序列第 j 位点的赋值函数( j=
1，2，…, 99, 100)，见公式(3)．凡是在最佳匹配
区域内的位点赋予有效值 1，对区域外的位点赋予
0值．

fij= 1 Ni1臆j臆Ni2

0 j < Ni1或 j > Ni2
嗓 (3)

定义比对序列第 j 位点的匹配频数 Pj 值

(Matching frequency)．它是 m条比对序列第 j 位点
上的赋值函数之和，

Pj =
m

i = 1
移fij (4)

Fig. 1 Sketch map for Smith鄄Waterman local
alignment and authentic matching between

intron and corresponding CDS
(a) Smith-Waterman local alignment. (b) Authentic matching.
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用 Pj反映比对序列第 j 位点与被比对序列相互
作用的几率，Pj越高，说明该位点参于匹配的几率

越大．这样在一组比对中，得到匹配频数 Pj与比

对序列相对位置 j 的分布．
1援3 对比过程

分 3种情况进行比对．a．根据内含子在基因
中的不同位置，将内含子分为第一内含子，第二内

含子和其他内含子(线虫中含有多于 3个内含子的
基因数量较少，将其合为一类)三类，将编码序列
分为整个编码序列和外显子序列两类．以三类内含

子序列为比对序列，两类编码序列为被比对序列分

别做局域比对，得到 6类内含子的匹配频数与其相
对位置分布．b．由于内含子长度差异很大，根据
Halligan[17]研究结论，以 80 bp为界将内含子分为长
内含子和短内含子两类，以长、短两类内含子序列

为比对序列，两类编码序列为被比对序列，分别进

行比对，得到 4类内含子匹配频数与内含子相对位
置的关系． c．反过来，以整个编码序列为比对序
列，3类内含子、长短内含子和总体内含子共 6类
内含子序列为被比对序列，得到 6类编码序列配对
频数与其相对位置的关系．

2 结 果

2援1 3类内含子序列与相应编码序列的局域比对
Halligan等研究表明，在内含子 5忆端约 8 bp和

3忆端约 30 bp的区域，是内含子剪接或内含子可变
剪接的功能保守区域，故我们将内含子分为 3个部
分来分析．第一部分为 5忆端剪接区，第二部分为
内含子中部非保守区域，第三部分为包含多嘧啶层

和 3忆端剪接区[17]．以 3类内含子序列为比对序列，
整个编码序列为被比对序列分别做局域比对，得到

3组内含子匹配频数同其相对位置的分布(图 2)．
分析这 3个分布发现，3类内含子在中部区域

与编码序列的匹配程度均高于两端 5忆端剪接区和
多嘧啶层 3忆剪接区．这表明内含子的中部序列与
编码序列存在较强的相互作用，这种相互作用反映

了两者之间的一种协同性．比较图 2中 3种分布，
第一内含子与编码序列的匹配主要在其内含子

5忆端约 15%～55%的范围内，而第二内含子匹配的
最佳区域比较宽，约在 30%～80%的区域，其峰值
靠近 3忆端．其他内含子曲线涨落较大，这是由于
线虫基因内含子平均个数为 2.7，其他内含子数目
少造成的，但仍显示出中部匹配较强的特征．在第

一内含子 3忆端长度约 40%的区域内，与编码区的

匹配明显降低，而第二和其他内含子 3忆端与编码
区的匹配是逐渐下降的，说明第一内含子的序列构

成和作用与其他内含子确有差别．
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Fig. 2 Matching frequency according to intron
relative position for the local alignment between

intron and corresponding CDS
(a) First intron. (b) Second intron. (c) Other intron.
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2援2 3类内含子序列与相应外显子序列的局域比对
将编码序列上的外显子作为被比对序列，与 3

类内含子做比对分析见图 3．结果表明：三类内含
子的匹配频数分布与上一节的基本相似，即中部区

域与编码序列的匹配程度均高于两端的剪接区，但

是仍有一些差别存在．这表现在：第一内含子分

布，没有像图 2那样在 5忆端区有一段明显的高匹
配区域．我们可以这样理解它们的差别：图 2中，
第一内含子的高匹配区域包含与外显子内的最佳匹

配和外显子连接处的最佳匹配，而图 3的第一内含
子分布缺少外显子连接处的最佳匹配，才造成高匹

配分布呈逐渐下降的趋势．这暗示与外显子内的

匹配区比与外显子连接处的最佳匹配区更靠近

5忆端．在大于第一内含子 60%的区域，分布基本没
有改变．第二内含子中部有一个稳定的高匹配分

布，但没有像图 2那样在第二内含子后半部分出现
一个高峰．

2援3 长短内含子与相应外显子序列的局域比对

内含子序列与相应编码序列普遍存在一个高匹

配区域，说明内含子序列和编码序列在这个区域具

有较强的协同进化关系．为了进一步确定这个区域

的大小，不区分内含子的位置，将内含子分为长内

含子和短内含子两类，短内含子的平均长度为

(53.0依9.7) bp，长内含子的平均长度为(177.3依73.1) bp.
以长内含子或短内含子为比对序列，仍以整个编码

序列和外显子序列作为被比对序列，分别进行局域

比对．得到长短内含子与外显子序列和整个编码序

列比对的分布．结果见图 4和图 5．
图 4分别给出长和短内含子序列与外显子序列

的比对结果．发现，对短内含子序列与前面的分布

基本一致，最佳匹配区域位于内含子中部，平均约

在内含子第 8个碱基位点到第 35 碱基位点之内，
其长度约 27个碱基．对长内含子分布却有很大的
区别，这表现在最佳匹配频数显著区域位于长内含

子的前半部分约在 5%～20%的范围内，即平均约
在长内含子第 9个碱基位点到第 36碱基位点之内，
其长度约 27个碱基．表明与外显子协同进化的序
列主要集中在长内含子前半部分，即紧邻 5忆剪接
位点区域；协同进化的序列长度仅限于一定的范围

之内，初步估计大约在 26～40 bp之内．在长内含
子的中部和 3忆区域，与外显子序列的配对频数很
低．说明就长内含子序列段而言，与外显子序列发

生作用的区域主要分布在长内含子的前端．

图 5分别给出长和短内含子序列与整个编码序
列的比对结果．结果显示：对短内含子分布，在中

部仍有一个高匹配区域．对于长内含子，其分布与

图 4不同，分布出现两个峰区，分别在 5忆剪接区
和 3忆剪接区附近．通过分析，发现前面的峰区与
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Fig. 3 Matching frequency according to intron
relative position for the local alignment between

introns and corresponding exons
(a) First intron. (b) Second intron. (c) Other intron.
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综合 2援1～2援3 的分析可以得到这样的结论：
内含子中部序列与编码序列有较高的匹配频数，中

前部分序列主要与外显子序列相互作用，中后部

分主要与外显子链接区域相互作用．对于短内含

子，两类相互作用区重叠在一起，因此无法区分这

一特征．

2援4 编码序列与相应的内含子序列的局域比对

前面 2援1～2援3的分析是从内含子序列的角度，
探讨内含子序列上与编码序列或外显子序列的最佳

匹配区域分布．接下来，我们将从编码序列的角度

来探讨最佳匹配区域在编码序列上的分布情况．

首先，将整个编码序列作为比对序列，分别与

图 4的峰区性质是一样的，反映了与外显子内的最
佳匹配．因为整个编码序列包含了外显子的链接部

分，所以后面的峰区反映了内含子与外显子交接区

域的相互作用．
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Fig. 4 Matching frequency according to intron relative position for the local alignment
between long or short introns and corresponding exons
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整体内含子、短内含子和长内含子进行局域比对，

结果见图 6．其次，仍将整个编码序列作为比对序
列，分别与第一内含子、第二内含子和其他内含子

进行局域比对，结果见图 7．

比较图 6和图 7中的各个分布，发现整个编码
序列与所有类型内含子的比对分布具有一些共同的

特征．a．整个编码序列中存在许多与内含子匹配
的峰值区域；b．在编码序列约 10%长度处和 80%
长度处各有一个很低的匹配区域；c．在编码序列
的两端均是与内含子的高匹配区域．d．在编码序

Fig. 6 Matching frequency according to CDS relative
position for the local alignment between introns

and corresponding CDS
(a) Intron. (b) Short intron. (c) Long intron.

Fig. 7 Matching frequency according to CDS relative
position for the local alignment between introns

and corresponding CDS
(a) First intron. (b) Second intron. (c) Other intron.
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列约 25%长度处均有一个非常显著的高匹配区域.
我们推测，编码序列上确实存在许多与内含子

结合的区域，也存在一些与内含子的禁配区域．在

编码序列约 10%长度处和 80%长度处存在的两个
禁配区域是值得关注的．我们认为，这些禁配区域

可能是某些蛋白质因子特异性结合区域．有证据表

明，在真核生物细胞无义介导的 mRNA降解过程
中，需要外显子连接蛋白复合体 (exon-junction
protein complex，EJC)参与[18-19]，而 EJC 正处在外
显子连接处附近，这与我们的禁配区域位置一致．

另外，在 mRNA 出核的过程中，Aly 等蛋白质
因子也必须结合在编码序列的第一个 EJC上游附
近[20-23]．因此在编码序列 5忆端存在的禁配区域正好
说明它们是蛋白质因子的特定结合区域这一现象．

反过来可以推测内含子序列是可以与编码序列结合

的，是对本文论点的一个佐证．3忆端禁配区域应该
也是蛋白质因子的结合区域，但需要进一步验证．

在编码序列的两端各有一个高配区域，其生物学意

义还不太清楚．我们推测与这两个高配区域结合的

内含子可能参与 mRNA的出核过程．编码序列上
(约 25%长度处)最显著的高匹配区域意义不清楚，
是值得深入研究的．

3 讨 论

通过内含子序列与相应编码序列的局域比对分

析，发现了内含子中部序列确实存在与编码序列的

相互作用区域．第一内含子和第二内含子与编码序

列的匹配区域分布是有差别的，长内含子与外显

子 -外显子连接处和外显子相互作用区域的相对位
置是不同的．编码序列上存在多个与内含子序列的

相互作用域和一些禁配区域的分布．我们推测这些

禁配区域是可能的蛋白质结合域．结论同时印证了

内含子序列与编码序列是协同进化的观点．

3援1 断裂基因结合处的信息特征

断裂基因片段(外显子与外显子)结合处的信息
特征对真核基因是非常重要的．通过长内含子分别

与整个编码序列和外显子序列比对分析发现，长内

含子后部序列与外显子 -外显子结合处序列紧密相
关，而前部序列与外显子内部序列紧密相关．我们

借助内含子从另一个角度发现了外显子 -外显子结
合区域的断裂痕迹或结合信息，这为我们探讨剪接

信息特征提供了一种新的思路．这个结论还给出了

长内含子存在的一个理由，因为只有长内含子才能

够将内含子不同的功能置放在内含子不同的物理区

域，以便各个功能能够顺利表达．

3援2 有关内含子功能的猜想

我们认为内含子中部序列在被剪切后仍具有重

要的生物学功能．一个事实是：原核细胞没有核

膜，原核基因没有内含子．真核细胞有核膜，真核

基因有内含子．内含子与核膜有关吗？没人能够回

答这个问题，但无法阻止人们去想这个问题．我们

总觉得，成熟 mRNA在从核内输运到核外表达的
过程中，必然有内含子的参与．否则，核内大量的

内含子序列被弃置不用是不符合生命体经济原则

的．我们认为，剪接后内含子的作用表现在：在出

核前，通过内含子序列与成熟 mRNA的相互作用
来调控 mRNA的结构．其目的之一是与相关蛋白
一起协助mRNA出核过程. 从物理学上讲，mRNA
是通过核孔出核的，如果仅靠 mRNA自身形成的
自然结构，出核是不可想象的．mRNA应该是以
一个比较伸展的状态出核的．如果这个伸展状态仅

靠核内的蛋白质来完成，需要的蛋白质数目是可观

的，代价太大了，至少目前还没有观测到有许多蛋

白质参与这个伸展过程．mRNA 剪接后与周围众
多内含子片段弱性结合，调节编码序列的空间结

构，使 mRNA以一个比较伸展的状态出核．这样
内含子在真核细胞中存在就更具有积极的生物学意

义．在出核时，内含子也起到重要的作用．产生这

个观点是基于 Cheng等的研究结果．Cheng小组[20-23]

给出了一个真核 mRNA的出核机制，表明酵母的
mRNA出核机制与人类的不同．酵母的 mRNA出
核机制是偶联于基因的转录，而人类的 mRNA出
核机制是偶联于基因的剪接．从另一个角度可解释

它们的区别，因为酵母基因组中的基因缺乏内含子

(只有 5%的基因有内含子)，而人类基因组中的基
因含有丰富的内含子．所以酵母只能采用与人类不

同的机制协助 mRNA 的出核．我们认为人类的
mRNA 出核机制与内含子直接相关．出核后，
mRNA序列和结构仍需要内含子参与．在基因表
达过程中，内含子与编码序列的弱性结合还能够有

效地保护编码序列不被损坏，并维持一个有利于

翻译进行的序列结构，以便调控基因的翻译和延

伸速率．总之，在考虑了内含子的作用之后，对于

mRNA的出核、翻译和延伸等生物过程机制的理
解变得清晰和自然了．另外，在研究蛋白质与核酸

序列的相互作用过程中，人们遇到的一个最大困难
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是寻找蛋白质特异性结合位点的问题．本文的结论

给出编码序列上存在许多内含子与编码序列相互作

用的匹配区域和禁配区域．可以想象，内含子和蛋

白质或蛋白质复合体在与编码序列结合的竞争过程

中，蛋白质复合体在露出的内含子禁配区域结合的

几率胜过内含子．因此，内含子禁配区域就是可能

的蛋白质结合位点，这使得寻找蛋白质结合位点变

得容易了．我们猜测实际的生命过程大体也是这

样．

3援3 内含子中部序列的保守性分析

短内含子中部序列与编码序列有较高的匹配频

数，长内含子中前部序列、中后部序列分别与外显

子序列和整个编码序列匹配程度较高．我们考虑在

不同性质的匹配区域里内含子序列是否具有不同的

序列结构特征．做为初步的检验，分别采用二阶信

息冗余 D2(k)值和二核苷偏好的平均差异 驻D(m, n)
值来分析判断．

对序列 k，核酸序列的二阶(紧邻碱基)信息冗
余定义为：

D2(k)= 1
ln2 i , j

移 (p ij-pip j)2

p ip j
(5)

其中 p i或 p j 为核酸序列中碱基 i或 j 出现的概
率(i, j =A, C, G, T,)，p ij 为二核苷 ij 在序列中出现
的联合概率．

对序列 k，二核苷偏好性定义为：

Dij(k)= p ij
p ip j

-1 (6)

其中 p i、p j和 p ij的定义同(5)式．
对两类不同的序列 m和 n，其二核苷偏好的平

均差异定义为：

驻D(m, n)= 1
16 i , j

移|Dij(m)-Dij(n)| (7)

具体做法是：取出每条短内含子峰区序列(见
2援3)，将所有峰区序列顺序连接起来组成一个新的
序列，记为序列 s；取每条长内含子前一个峰区序
列(见 2援3)，后一个峰区序列 (从长内含子的 60%处
的碱基到末数第 9个碱基)分别将前一个峰区序列
和后一个峰区序列连接起来组成两个新的序列,记
为序列 m和序列 n．然后按照公式(5)～ (7)进行计
算，结果见表 1．
发现长内含子后一个峰区序列的信息冗余与短

内含子峰区序列相近，长内含子前一个峰区序列的

信息冗余明显高于长内含子后一个峰区序列和短内

含子序列，高出约 1倍．3类序列的二核苷偏好平
均差异也显示出相同的结果．一般 D2(k)逸0，随机
序列此值大于 0．D2(k)值越大，说明序列的碱基组
成偏置性越强．结果表明：长内含子前一个峰区序

列二核苷有相对强的偏置，明显高于长内含子后一

个峰区序列和短内含子序列的碱基偏置．结果显示

出内含子序列具有可区分的内部结构．

我们的研究还是初步的，只给出了相互作用区

域的相对位置是不够的，应进一步给出作用区域的

大小和序列特征．如哪些内含子序列是作用在外显

子连接区，哪些是作用在外显子内部．应该从长内

含子和短内含子结构的差异入手，进一步探讨内含

子长度和序列结构的进化约束．另外需要将两个外

显子链接起来与内含子比对，找出确切的禁配区

域，以确定蛋白质或蛋白质复合体(EJC)结合的可
能位置和序列特异性以及编码序列结合内含子后对

其构象的影响等，这些都是下一步工作的重点．本

文的研究所选取的样本规模还较小，因为在线一一

比对耗时太多．今后将改进比对过程使之能进行集

约化比对，对线虫基因组乃至其他基因组中全部基

因序列进行分析，期望得到普适的结论．
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Interactions Between Introns and Corresponding Protein Coding Sequences
of Ribosomal Protein Genes in C. elegans*
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Abstract Intron as a kind of non-coding DNA is rich in eukaryote genomes. The functions and involution
mechanisms are not very clear besides the splicing. It was thought that introns play a very important role in
maintaining and regulating the functional mRNA structure after splicing in the process of mRNA export and
translation elongation, etc. Moreover, intron sequence and its corresponding coding sequence are existed
interaction or co-evolution relations. The relations between intron sequences and its corresponding coding
sequences were studied. For the C. elegans ribosomal protein genes, 85 genes were selected from RPG (http:
//www.cbi.pku.edu.cn/chinese/mirrors.html). The intron sequences were divided into first introns, second introns,
other introns, short introns, and long introns and the corresponding coding sequences were divided into exons and
all protein coding sequences (CDS), then the matching local alignment between introns and the corresponding
coding sequences were done with Smith-Waterman local alignment software. The results show that there are really
the interaction regions in introns when it is aligned with coding sequences. When intron sequences are aligned with
CDSs, the significant interaction regions for the first intron and the other intron are located in about 15%～55% of
intron length and it is located in about 30%～80% of intron length for the second intron. The distribution of
interaction regions for short introns is similar to the distribution of the first introns. For long introns, there are two
significant interaction regions. The first peak region is located about 15%～30% of intron sequence and the second
peak region is located about 54%～78% of intron sequence. When long introns are aligned with exons, there is
only one peak region. It is located in about 5%～20% of intron upstream region. When CDS are aligned with every
kind of introns, it was found that there are many interaction regions and forbidden regions in CDSs. It was also
found that there are two common forbidden regions in the CDSs, they are located at the 10% and 80% of coding
sequence. The distribution of interaction regions for the first introns is different from the second introns. When
compared the distributions of long introns aligned with CDS and aligned with exons, it can be concluded that the
segment of the first peak region are acted on the inner exon segment, the segment of the second peak region are
acted mainly on the exon-exon junction regions. Furthermore, there are many peak regions and forbidden regions
which are distributed in protein coding sequences. It is speculated that the forbidden regions may be the combined
regions of protein complex. In a word, all of the intron sequences besides the 5' end and 3' end correlate closely
with their corresponding coding sequences or the two kinds of sequence segments are existed co-evolution relation.
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