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摘要    核酸适配体是采用分子进化技术从随机寡核苷酸文库中筛选得到的对靶目标有较高亲和

力的寡核苷酸序列。研究核酸适配体筛选过程中高频序列的进化多样性, 对于提高筛选效率, 掌握核

酸适配体的进化规律具有重要意义。利用 Margalef丰富度指数、Shannon-Wiener多样性指数、Pielou

均匀度指数、Berger-Parker优势度指数, 研究了鳗弧菌(Vibrio anguillarum)核酸适配体筛选产物中高

频序列的进化多样性, 结果表明, 随着筛选进行, 高频序列的种类数、丰富度、多样性、优势度和均

匀度在前六轮都呈现较为剧烈的波动, 之后种类数、丰富度、多样性、优势度呈现逐步增加的趋势, 而

均匀度则呈逐步下降的趋势, 说明竞争力强的序列在筛选竞争中逐渐占据优势, 其种类数量不断增

加; 利用相对重要性指数(IRI)对高频序列进行了计算分析, 根据 IRI值可将高频序列分为 5类: 优势

序列, 重要序列, 常见序列, 一般序列和少见序列, 其中前三种序列是筛选进化中的相对优势种群; 

最后对 IRI 较高的 7 种核酸适配体进行了二级结构预测, 结果显示其二级结构中存在着大小、数量

不等的环状结构, 这些环的大小数量可能与其结合位点相关。相关研究结果对于鳗弧菌的病害防控

及核酸适配体的筛选都具有重要意义。 
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核酸适配体是通过指数富集配体的系统进化技

术 (Systematic Evolution of Ligands by Exponential 

Enrichment), 即 SELEX 筛选技术, 获得的对靶目标

有较好亲和特异性的寡核苷酸分子(Ellington et al, 

1990)。核酸适配体具有靶目标范围广、体积小、易

合成、亲和力高、特异性强等优点, 在癌症治疗、微

生物检测、食品安全等领域中呈现出广阔的应用前景

(Hamula et al, 2011; 于寒松等, 2015; Yazdian-Robati 

et al, 2017; Liu et al, 2020)。SELEX筛选中, 需要对

获得的筛选产物进行测序 , 然后从测序结果中选择

部分序列进行亲和特异性的验证 , 亲和特异性较好

的序列则被确认为核酸适配体序列。然而, 通过传统

克隆测序获得的序列有成百上千条 , 通过高通量测

序获得的序列更是高达数万条, 因此, 如何从如此众

多的序列中精准、高效的选择出相应的候选序列进行

核酸适配体的验证, 是一个亟待解决的问题。 

高频序列是测序结果中出现的频率大于等于 2

次的序列, 研究表明, 相当多的高频序列都是在筛选

进化中具有竞争优势的序列 , 且大概率是对靶目标

有较好亲和力的核酸适配体序列(郑江等, 2014), 而
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高频序列的数量在总序列中的占比常常很低, 因此, 

对高频序列进行分析研究 , 研究其在筛选进化过程

中的优势序列及其多样性变化 , 将能有针对性地寻

找到相应的核酸适配体序列 , 从而能够降低筛选的

盲目性, 提高筛选的效率。 

鳗弧菌(Vibrio anguillarum)是多种淡海水养殖品

种的致病菌 (饶颖竹等 , 2016; 王凤青等 , 2018; 

Mohamad et al, 2019), 由其导致的疾病给水产养殖业

造成巨大的经济损失 , 而对鳗弧菌进行快速的分析

检测则是其病害防治的前提和基础。核酸适配体因其

具有亲和力高、特异性强等优点, 已广泛应用于微生

物检测(Tang et al, 2013; Zheng et al, 2015; Yu et al, 

2019; Sadsri et al, 2020), 因此筛选鳗弧菌的核酸适

配体 , 对于鳗弧菌的快速检测及其病害防治都具有

积极意义。而研究其筛选过程中高频序列的进化特点

及其多样性变化 , 不仅能快速准确地获得鳗弧菌核

酸适配体的候选序列 , 对于理解掌握筛选文库的进

化特点 , 提高相关水产病原菌核酸适配体的筛选效

率都具有积极意义。 

本文选择了 13 轮鳗弧菌核酸适配体的筛选产物

进行高通量测序, 采用生态学中常用的丰富度指数、

均匀度指数、多样性指数和优势度指数对其中的高频

序列进行了多样性分析, 并采用相对重要性指数(IRI)

对高频序列进行了归纳分类 , 最后利用在线网站对

IRI 较高的 7 种核酸适配体的二级结构进行了预测模

拟 , 相关研究对于核酸适配体的筛选以及鳗弧菌的

检测防治都具有重要意义。 

1  材料与方法 

1.1  序列的来源及其种类、个体数的定义 

本文中的高频序列来自于以鳗弧菌为靶目标的

SELEX 筛选, 具体流程如下: (1) 构建并合成初始随

机寡核苷酸文库 : 5′-TCAGTCGCTTCGCCGTCTCC 

TTC(N35)GCACAAGAG GGAGACCCCAGAGGG-3′, 
N35 为含 35 个随机碱基的寡核苷酸序列。(2) 孵育: 

将上述寡核苷酸文库与鳗弧菌共同孵育 30 min—2 h, 

使寡核苷酸分子与鳗弧菌结合; (3) 分离: 利用离心、

洗涤、热变性等分离技术, 将未结合的或结合较弱的

寡核苷酸分子与鳗弧菌分离 , 获得能与鳗弧菌较好

结合的寡核苷酸分子; (4) 扩增: 将能与鳗弧菌结合

的寡核苷酸分子进行不对称 PCR 扩增, 此为完成一

轮筛选, 该 PCR产物即为该轮的筛选产物, 也是下一

轮筛选的次级文库; (5) 重复: 重复步骤(1)到(4), 即

次级文库再次与鳗弧菌进行孵育、分离、扩增, 获得

相应的筛选产物; (6) 测序: 对筛选产物进行高通量

测序 , 从中选择核酸适配体的候选序列进行后续的

验证和鉴定。我们共进行了 15 轮的筛选, 选择了其

中的 13轮筛选产物, 即第 1、2、3、4、5、6、7、9、

11、12、13、14、15 轮的 PCR 产物, 进行高通量测

序, 选择测序结果中的高频序列进行分析研究。高通

量测序由生工生物工程有限公司(上海)完成。 

为了方便理解 , 我们对本文中核酸序列的种类

和个体数作如下定义或表述 : 不同种类的序列是指

碱基的组成、数量或排列顺序不同的序列, 通常被简

称为不同序列; 同一种序列在测序结果中如果出现

多次, 它的出现频率可以看作是这种序列的个体数, 

而每轮测序结果中的总序列数则可看作该轮测序获

得的总个体数。 

1.2  高频序列在总序列中的占比 

统计每轮测序结果中高频序列的个体数和每种

高频序列出现的频率(即该高频序列的个体数 ), 则

该轮高频序列个体数的占比 (%)=(该轮高频序列个

体数 /该轮测序序列总个体数)×100=(该轮所有高频

序列的频率之和 /该轮测序序列总个体数 )×100, 分

别计算出 13个测序轮中高频序列的占比, 比较分析

其变化规律。 

1.3  高频序列的多样性分析  

参考王旭娜等 (2018)和黄雅琴等 (2020)的方法 , 

分别选用丰富度指数、均匀度指数、多样性指数和优

势度指数, 来研究高频序列的多样性, 这些指数的原

计算公式如下:  

Margalef丰富度指数 F=(S-1) / lnN,    (1) 

Shannon-Wiener多样性指数
1

ln
s

i ii
H P P


   ,  (2) 

Pielou均匀度指数 J=H'/lnS,      (3) 

Berger-Parker优势度指数 D=Nmax/Nt,     (4) 

原公式中, S 为所有物种的种类数, N 为每轮物种的

个体数量的总和, Ni为第 i个物种的个体数, Pi = Ni / 

N, Nmax为优势种的总个体数, Nt为各物种的总个体

数。将上述公式应用于本文的高频序列 , 则公式中

的 S就是某测序轮中高频序列的种类数, N为该轮中

高频序列的总个体数, Ni是该轮第 i个高频序列的个

体数, 即第 i个高频序列的出现次数或频率, Pi = Ni / 

N, Nmax为该轮中优势高频序列的个体数, Nt是该轮

中高频序列的总出现次数。因此, 根据上述公式, 采

用 Primer 6.0 软件可计算出每一个测序轮中的上述
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四种指数。 

1.4  高频序列的相对重要性分析 

优势种的研究通常是先选择一系列的站点 , 然

后计算每个站点中的各个物种的相对重要性指数

(Index of relative importance, IRI), 再根据该指数对

相应的物种进行判定分类(王雪辉等, 2010; 刘晓霞等, 

2016; 张鹏弛等, 2017; 粟丽等, 2018)。IRI的原始计

算公式为: IRI = (N+W)×F×10 000 (沃佳等, 2017; 丁

朋朋等, 2019), 式中, N 为某一种类的个体数占总个

体数的百分率; W为某一种类的重量占总重量的百分

率; F 为某一种类出现的站数占调查总站数的百分

率。在本文高频序列的研究中, 我们将各个筛选轮或

测序轮看作是原公式中的各个站点, 则总共 13 个测

序轮就对应着 13 个站点, 某种高频序列出现的次数

或频率就相当于该高频序列的个体数, 则公式中N就

是某种高频序列在 13个测序轮中出现的总次数占 13

轮中全部高频序列的出现总次数的百分比, F 则为该

高频序列出现的轮数占全部轮数(即 13轮)的百分比。

另外, 由于核酸序列重量与其序列长度成正比, 本文

中的高频序列的长度大多在 82 nt 左右, 差别不大, 

因此公式中的重量百分比 W 就近似等于其数量百分

比 N, 因此 IRI 公式就无需加和, 可只取数量百分比

N, 由此相对重要性指数 IRI 的公式可修正为 IRI = 

N×F×10 000。然后参考相关文献的判定方法(陈国宝

等, 2007; 李显森等, 2013; 粟丽等, 2018), 依据 IRI

的值对不同序列进行判断分类, 具体如下: 当该序列

的 IRI≥500时, 该序列为优势序列; 100≤IRI<500时, 

该序列为重要序列; 10≤IRI<100 时, 该序列为常见

序列, 1≤IRI<10时, 该序列为一般序列; IRI<1时, 该

序列为少见序列。 

1.5  序列的二级结构模拟 

利用 RNA structure网站(http://rna.urmc.rochester. 

edu/RNAstructureWeb/)进行在线预测, 核酸类型选择

为 DNA, 其他参数为默认值, 最后选择最大可能性

的二级结构, 即MaxExpect二级结构作为各序列的二

级结构。 

2  结果 

2.1  筛选过程中高频序列的种类数及其在总序列中

的占比变化 

高频序列种类数的变化(图 1)与其占比的变化(图

2)相类似, 都是在第 4、5 轮出现突然性的大幅上升, 

在第 4轮达到最大值, 之后快速回落后出现稳步增加, 

在最后一轮达到次高点。从总趋势上看, 高频序列的

种类数在前 6轮出现较剧烈的波动, 之后随着筛选的

进行呈稳步增加的趋势 , 高频序列的占比也呈现类

似变化, 不过高频序列占比的波动要更剧烈些, 后续

的增加趋势也要更明显。 

 

图 1  筛选过程中高频序列的种类数变化 
Fig.1  Changes of high frequency sequences in the species 

during the selection 

 

图 2  筛选过程中高频序列在总序列中的占比变化 
Fig.2  The proportion changes of high frequency sequence in 

the total sequence during the selection 
 

2.2  高频序列的多样性分析 

反映多样性的 Shannon-Wiener 指数和丰富度指

数与高频序列的种类数和占比变化(如图 1 和图 2)也

类似, 也是在筛选的第 4轮达到最高, 之后快速回落, 

然后再逐步上升, 说明随着筛选进行, 高频序列也在

进化, 其丰富度和多样性在经历了前 6轮的剧烈波动

后, 都随着筛选进化过程而逐步提高。 

Pielou 均匀度指数反映的是各物种个体数目分

配的均匀程度, 指数越高, 说明个体间数目越均匀。

图 3显示, 该指数在前 6轮在一定区间内呈现较大波

动, 之后则趋于稳定, 并呈现逐渐降低趋势, 说明随

着筛选进行, 均匀度在经历了前 6 轮的剧烈波动后, 

呈现越来越低的趋势 , 这也进一步说明筛选进化是
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向着某一方向进行的 , 适应这一进化方向的高频序

列, 其个体数就会越来越多, 不适应这一方向的高频

序列, 其个体数就会越来越少, 从而呈现出越来越大

的差异和不均匀性。 

优势度指数反映的是优势种的优势程度 , 优势

度指数越高, 说明该轮优势种的优势越突出。图 3显

示, 该指数在前 6 轮波动较为剧烈, 说明优势种的优

势度并不稳定 , 其他种的高频序列可能对优势种呈

现较大的竞争压力, 之后随着筛选进行, 优势度指数

也逐渐走高 , 说明优势种在筛选进化中的竞争力越

来越强, 其在进化竞争中的优势越来越明显, 这也反

映了筛选效果越来越好。 

 

图 3  筛选过程中 Margalef丰富度指数、Shannon-Wiener多样性指数、Pielou均匀度指数、Berger-Parker优势度 

指数的变化 
Fig.3  Changes of the Margalef richness index, Shannon-Wiener diversity index, Pielou evenness index, and Berger-Parker  

dominance index during the selection 
 

2.3  高频序列的相对重要性分析及其分类 

对 13轮中的 79个高频序列进行了相对重要性指

数(IRI)的计算, 结果如表 1。依据 IRI 的大小可将这

些高频序列分为以下五种类型 , 即优势序列 (IRI≥

500)、重要序列 (100≤ IRI<500)、常见序列 (10≤

IRI<100)、一般序列(1≤IRI<10)和少见序列(IRI<1)。

从表中可以看出, 优势序列和重要序列分别只有 1种, 

约占全部高频序列的 1.27%, 常见序列、一般序列和

少见序列 , 则分别约占全部高频序列的 8.86%、

18.99%和 69.62%。另外, 优势序列的 IRI 值高达 8 

707.25, 是重要序列的 19倍多, 这表明优势序列在筛

选进化中的竞争优势是较为突出的。 

通过表 1的分类可看出, 优势序列、重要序列和

常见序列应该是筛选进化中的相对优势种群 , 它们

对靶目标鳗弧菌的竞争力大概率要高于一般序列和

少见序列, 因此, 按照 IRI 指数从高到低, 优先从优

势序列、重要序列中挑选相应的序列进行核酸适配体

的验证, 将能大大降低验证的盲目性和随机性, 提高

筛选效率。后续选择了 IRI最高的 7个高频序列(H5、

H1、H6、H12、H17、H28、H21)进行了亲和特异性

验证, 发现这 7个高频序列均是亲和特异性较好的核

酸适配体(相关数据另文发表)。 

2.4  核酸适配体序列的二级结构 

选择已验证确认的 7 个核酸适配体(H5、H1、

H6、H12、H17、H28、H21)进行了二级结构的模拟

(图 4), 从图中可看出, 这些序列均形成了多个大小

不一的闭合环状结构, 表 2 对这些核酸适配体序列

中的闭合环进行总结, 可以发现, 每个序列都含有 2

—6个闭合环, 每个环由 5—25核苷酸组成, 根据每

个环中的核苷酸数量可以把这些环大致分为三种 : 

小型环(由 5—8个核苷酸构成)、中型环(由 9—13个

核苷酸构成)、大型环(由 17个以上的核苷酸构成)。

这些环的大小和数量很可能与核酸适配体的结合位

点相匹配。 
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表 1  高频序列的相对重要性指数及其分类 
Tab.1  Index of relative importance of high frequency sequences and their classification 

类别 数量 高频序列 相对重要性指数(IRI) 

优势序列 1 H5 8 707.25 

重要序列 1 H1 455.01 

常见序列 7 H6、H12、H17、H21、H25、H28、H32 12.13—31.90 

一般序列 15 
H2、H3、H4、H7、H8、H9、H10、H11、

H13、H14、H15、H26、H33、H38、H42
1.12—5.97 

少见序列 55 
H16、H18、H19、H22—H24、H27、H29

—H31、H35—H37、H39—H41、H43—
H81 

0.37—0.93 

 

图 4  核酸适配体二级结构 
Fig.4  Secondary structures of the aptamers 

表 2  核酸适配体序列的 IRI 值及其二级结构中环的数量和大小 
Tab.2  Values of index of relative importance of aptamers and the numbers and sizes of their rings in their secondary structures 

序列名 IRI值 环的数量 各个环的核苷酸数量 

H5 8 707.25 3 6、10、17 

H1 455.01 5 5、7、7、7、10 

H6 31.90 3 6、9、10 

H12 27.99 2 9、10 

H17 25.19 6 6、6、7、8、10、19 

H28 15.67 3 10、13、25 

H21 15.11 4 6、8、12、19 
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3  讨论 

研究鳗弧菌核酸适配体筛选中高频序列的进化

多样性对于揭示核酸适配体的筛选进化规律、提高核

酸适配体的筛选效率都具有重要意义。本文分别从高

频序列的种类数、多样性、相对重要性指数(IRI)和二

级结构等四个方面对高频序列的筛选进化特点进行

了研究, 下面也从这四个方面对其进行分析讨论。 

3.1  筛选过程中高频序列的种类数和占比变化 

理论上 , 高频序列是在筛选竞争中占优势的序

列 , 其种类数量和在总序列中的占比应该随着筛选

轮数的增加而逐步增加。但我们的研究却发现, 在筛

选的中间阶段出现了高频序列大量爆增、剧烈波动的

现象, 其种类和占比都超过了最后一轮。出现这种剧

烈波动现象的原因很可能和筛选条件有关。前 6轮的

筛选是在较为宽松的条件下进行的(结合 1—2 h, 洗

涤 1—2次), 所以, 虽然第 4、5轮出现了高频序列的

大爆发, 但大部分高频序列的亲和力可能并不高, 第

7 轮后为了去除亲和力较弱的序列, 筛选条件逐渐严

苛, 结合时间缩短为 0.5 h, 洗涤次数增加为 3次, 从

而导致相当多亲和力不高的高频序列被淘汰 , 最后

虽然高频序列的数量和占比没有达到最高 , 但其中

高亲和力序列的数量大大增加 , 文库中高频序列的

质量得到了较大的改善。 

3.2  筛选过程中高频序列的进化多样性 

Margalef丰富度指数、Shannon-Wiener多样性指

数、Pielou 均匀度指数和 Berger-Parker 优势度指数, 

经常被用于动植物的多样性研究。作为一种有效的分

析和描述方法 , 这些指数还被用于手足口病的流行

性特征分析(Yang et al, 2020)、口腔微生物菌群的组

成分析(Wolff et al, 2019)、以及土壤微生物多样性的

研究(夏围围等, 2014)。本文则采用这四个指数研究

了核酸适配体筛选过程中高频寡核苷酸序列的进化

多样性, 结果表明, 随着筛选进行, 高频序列的丰富

度、多样性和优势度都呈现逐步增加趋势, 而均匀度

出现降低。这一结果很可能是因为在筛选竞争中, 在

总序列中占比 90%以上的、大量亲和力较弱的非高频

序列逐渐被淘汰 , 而亲和力较强的非高频序列则逐

渐进化为高频序列 , 从而导致含有大量核酸适配体

的、有较高亲和力的高频序列在筛选竞争中逐渐占据

优势 , 其种类数量不断增加 , 竞争优势也越来越强 , 

并呈现出强者越强的定向进化趋势。这些变化趋势与

核酸适配体的筛选进化特点也是一致的。 

3.3  相对重要性指数的意义 

核酸适配体的筛选中 , 需要对筛选产物进行测

序 , 然后再从众多的测序序列中挑选出可能的候选

序列, 进行亲和特异性的验证, 只有亲和特异性较好

的序列才被认定为核酸适配体。如何挑选候选序列, 

目前尚没有统一的方法。早期是采用随机的方法从测

序结果中随机挑选数个序列去进行亲和特异性验证

(李卫滨等, 2007), 或者利用同源性将测序的序列分

为数个家族 , 然后从数个家族中随机挑选序列进行

验证(Liu et al, 2014), 这种随机方法要进行大量的验

证实验, 工作量较大。另外, 也有学者是按照序列的

频率和占比来挑选候选序列的(Zhu et al, 2021)。而我

们则综合考虑了频率和出现轮数 , 采用相对重要性

指数(IRI)这个指标, 按照 IRI 从大到小来挑选相应的

候选序列, 挑选出的 7个高频序列后续均被确认是亲

和特异性较好的核酸适配体, 说明采用 IRI 指数来挑

选候选核酸适配体序列也是可行的。 

3.4  高频序列的二级结构 

核酸适配体通常借助其结构中的堆积作用、形状

互补、静电作用和氢键等相互作用, 通过颈环等结构, 

与靶目标或嵌合或包被 , 从而形成稳定的复合物

(Ellington et al, 1992; Hermann et al, 2000)。有研究发

现 , 适配体二级结构中的不同环区可以联合参与靶

标的识别与结合(孙羽菡, 2019), 还有研究表明, 两

个颈环的适配体要比一个颈环的适配体有更好的稳

定性和亲和特异性(Bhardwaj et al, 2019), 我们的研

究也表明二级结构中环的数量和大小很可能是与其

结合位点相匹配的 , 进而影响其与靶目标的结合和

稳定性。 

4  结论 

利用 Margalef丰富度指数、Shannon-Wiener多样

性指数、Pielou均匀度指数和 Berger-Parker优势度指

数 , 研究了鳗弧菌核酸适配体的筛选中高频序列的

进化多样性, 结果发现, 在筛选进化过程中, 高频序

列的丰富度、多样性、优势度和均匀度都在前 6轮出

现剧烈的波动, 之后随着筛选的进行, 丰富度、多样

性和优势度都呈逐步增加趋势 , 而均匀度则呈现逐

步降低的趋势 , 说明含有大量核酸适配体的高频序

列在筛选竞争中逐渐占据优势 , 其种类数量不断增

加, 竞争优势越来越强; 利用相对重要性指数(IRI)可

将高频序列分成优势序列、重要序列、常见序列、一

般序列和少见序列, IRI 越高的序列在筛选进化中的
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竞争优势也越大, 也越有可能成为高亲和力适配体; 

最后, 对 IRI 较高的 7 个核酸适配体的二级结构进行

了模拟分析 , 发现它们的二级结构中都存在有大、

中、小三种不同尺寸的环状结构, 推测这些环的大小

和数量是与靶目标上的结合位点相对应的。 
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STUDY ON EVOLUTIONARY DIVERSITY OF SEQUENCES WITH HIGH FREQUENCY 
DURING SELECTION OF APTAMERS AGAINST VIBRIO ANGUILLARUM 

XU Jing1, 2, 3, 4,  LIU Hui-Min1,  LIN Xiao-Jun1,  ZHENG Jiang1, 2, 3,  JIANG Xing-Long1, 2,   
YAN Qing-Pi1,  FAN Yun-Ting1,  TANG Xue-Min2 

(1. Fisheries College of Jimei University, Xiamen 361021, China; 2. Engineering Research Center of the Modern Technology for Eel 
Industry, Ministry of Education, Xiamen 361021, China; 3. Engineering Research Center of Aquaculture Breeding and Healthy of Fujian, 

Xiamen 361021, China; 4. Fujian Province Key Laboratory of Special Aquatic Formula Feed, Fuqing 350308, China) 

Abstract    Aptamers are oligonucleotides in high affinity to target compounds selected from random oligonucleotide 

libraries by molecular evolutionary techniques. It is of great significance to study the diversity of those sequences with 

high frequency in the selection evolution for improving the selection efficiency and understanding the evolutionary rules of 

aptamers. The Margalef richness index, Shannon-Wiener diversity index, Pielou evenness index, and Berger-Parker 

dominance index were applied to explore the evolution diversity of the high-frequency sequences obtained from the 

selection of the aptamers against Vibrio anguillarum. The results show that the numbers of the high-frequency sequences 

species, and their richness, diversity, dominance, and evenness index fluctuated drastically in the first six selection rounds, 

and the evenness index declined gradually and other items increased gradually after the 6th selection round, suggesting that 

the highly competitive sequences gradually occupied the advantage in the selection competition, and their species and 

numbers kept increasing. The index of relative importance (IRI) was used to calculate and analyze the high-frequency 

sequences. According to the IRI value, the high-frequency sequences could be divided into five types: dominant, important, 

common, general, and rare sequences. The first three types were relatively dominant in the selection evolution. Finally, the 

secondary structures of seven aptamers with high IRI values were predicted, and found that their secondary structures were 

composed of the rings with different sizes and numbers. The size and number of these rings could be related to their 

binding sites. These findings are of great significance for disease control and aptamer selection of Vibrio anguillarum. 

Key words    aptamer;  high-frequency sequence;  Vibrio anguillarum;  diversity;  index of relative importance;  

evolution 

 


