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摘要 为研究光、生长素和油菜素内酯在基因层次上的互作机制，开发了转录调控元件识别工具 OCMMat，其中，在对共表
达基因信息和直系同源基因信息进行整合时，利用了转录调控元件在直系同源基因启动子中的富集性．利用该方法发现，

CYP72B1基因和 AUR3基因启动子含有 3个相同的调控模序 GAGACA、AAGAAAAA、ATCATG，它们分别承担了 AuxRE
元件、GT元件和 GT辅助元件的功能．其中，ATCATG模序是目前尚未报道过的调控元件，与 AAGAAAAA模序的距离相
对恒定．基于调控元件识别结果，构建了 CYP72B1基因和 AUR3基因响应光、生长素和油菜素内酯的转录调控模型，模型
显示：光信号和生长素、油菜素内酯信号在 CYP72B1基因和 AUR3基因的转录调控元件上相互交叠，而生长素和油菜素内
酯信号则在转录因子 ARF水平上相交．
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植物诸多生长发育过程，如种子萌发、光形态

建成、向光性弯曲、开花结果等，均受光、生长素

和油菜素内酯调控．利用拟南芥、水稻等模式植

物，人们已确立了它们信号转导的基本组分和通

路．但进一步研究发现，这些通路并不独立，它们

在多个环节和步骤上相互交叉和联接[1]，表现出不

同层次上的互作(crosstalk)．基于突变体筛选、酵
母双杂交、蛋白质芯片等技术，人们已鉴定出多个

光、生长素和油菜素内酯的共调控蛋白[2, 3]，并揭

示了它们的部分互作机制，但在生物调控最基本的

基因层面上，相关工作却进展缓慢，迄今仅停留在

对共表达基因的识别上[1]，如何鉴定其中的共调控

基因依然是个难题[4]，而这也正是揭示复杂信号通

路间如何通过基因间相互作用以调控植物正常生长

发育的关键．

共调控基因拥有相同的转录调控元件

(cis-element)，因此，通过识别共表达基因间相同
的转录调控元件可以鉴定共调控基因[5]．目前，转

录调控元件识别的工具主要有两类：基于共表达基

因启动子中转录调控元件高频特征开发的工具和基

于直系同源基因启动子中转录调控元件保守特征开

发的工具．这两类方法均有其不足之处，前者往往

假阳性率比较高，而后者则仅适用于分离时间为

500～700万年的物种[6]．对植物而言，目前完成全

基因组测序的物种较少，而基因表达谱数据又相对

丰富，因此，还仅局限于前一类方法的广泛应用．

如何能既降低假阳性率、同时又摆脱对物种分离时

间上的依赖是开发植物基因转录调控元件识别工具

面临的主要问题．

基于转录调控元件的进化保守特征，我们提出

了转录调控元件在直系同源基因启动子中的富集思

想，将其与转录调控元件在共表达基因启动子中的

高频特征相结合，绕过了依赖物种分离时间的障
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碍，开发了 OCMMat工具．对生长素和油菜素内
酯诱导的共表达基因分析发现， CYP72B1基因和
AUR3基因具有相同的转录调控元件和调控模式，
鉴定出了它们的共调控关系，构建了它们应答光、

生长素和油菜素内酯信号的转录调控机制模型．

1 材料和方法

1援1 调控元件识别方法

通过组合单物种中的共表达基因信息和多物种

间的直系同源基因信息，提出了识别转录调控元件

的一种新方法．它包括 3个基本步骤：
a．共表达基因启动子中的高频元件识别．
表达谱相似或生化功能相似的基因通常被认为

由相似的转录调控机制控制，因此它们分享有相似

的转录调控元件．高频性是转录调控元件在该组启

动子中最基本的统计学特征．

利用 Fisher’s exact test，我们对共表达基因启
动子中所有 5～25 bp的寡核苷酸序列进行高频性
评估．P值是实际的衡量指标[7]，由公式(1)计算：

P= (n1+n2)!(m1+m2)!(n1+m1)!(n2+m2)!
n1!n2!m1!m2!(n1+n2+m1+m2)!

(1)

其中， n1和 n2分别表示共表达基因启动子中

含某寡核苷酸序列的启动子数目和不含该序列的启

动子数目， m1和 m2分别表示非共表达基因启动子

(即对照组)中含该寡核苷酸的启动子数和不包含该
元件的启动子数．

将 P < 0.05作为寡核苷酸序列高频度判断的最
低标准．

b．寡核苷酸序列的保守度评估．
由于受进化选择压影响，调控序列在直系同源

基因启动子中具有保守特征，因此推断，它们在该

组启动子序列中同样也富集(enrichment)，我们将
这一现象称为富集保守性，它能在一定程度上代替

当前序列比对识别方法中的寡核苷酸序列保守性．

改进作者先前提出的富集度计算模型[8]，得到

如公式(2)所示的新模型：

S = k 伊 AO
EO (2)

其中 S表示富集系数． k 为富集度(AO/EO)的
校正系数，由训练数据集计算产生，其倒数反映了

待评估序列对中性启动子序列集(没有任何进化关
系的启动子序列集)和对中性寡核苷酸序列(不具有
调控功能的序列)的偏爱度．AO为待评估序列在直

系同源基因启动子序列集中的观察次数，EO为待
评估序列在直系同源的启动子序列中的期望出现次

数，由公式(3)计算产生．

EO =
2N

1
移(

Lpj-Lm+1

1
移 Lm

i=1
仪Pi ) (3)

其中 N为启动子序列数，考虑反向互补序列，
故公式中为 2N．Lpj 为第 j 条启动子的序列长度，
Lm是评估元件的长度，Pi是评估元件第 i位置上的
碱基概率，由启动子对应碱基频度来估算．

S > 1是序列富集的最低判断标准．
c．识别结果的后续处理．
对在共表达基因启动子集中高频出现，并且在

直系同源基因启动子集中富集保守的寡核苷酸序列

进行聚类，产生调控元件的频率矩阵，按照

Cavener[9]的方法产生频率矩阵的一致序列．为方便

分析，程序自动将计算结果与植物调控元件数据库

PLACE[10]中的已知序列进行比较，建立链接．最

后，使用网页技术对结果进行展示．

1援2 材料

本文中使用的共表达基因为文献[11]报道．对
照组为拟南芥全基因组中除共表达基因外的其余基

因，取自 Tair 数据库 (http//www.arabidopsis.org/).
直系同源基因从 Inparanoid数据库[12]和 DOOP数据
库[13]下载．

2 结果与分析

2援1 转录调控元件识别工具开发

基于上文描述的方法，我们开发了拟南芥转录

调控元件预测工具 OCMMat(http://www.nicemice.cn/
OCMMat/OCMMat.html)，其中预先存储了拟南芥
全基因组的基因启动子和它们的直系同源序列，用

户只需要输入一套具有共表达关系的基因代码即可

进行转录调控元件的预测和调控模块分析．图 1是
OCMMat的运行界面．
2援2 转录调控元件识别

使用 OCMMat对 Goda等[11]报道的共表达基因

进行分析，预测出 3个调控模序(motif) (表 1)．与
植物调控元件数据库 PLACE中的已知序列相比，
模序 1完全等同于生长素反应元件(AuxRE)[14]，模

序 2 包含有光应答元件———GT 元件 [15]序列，模

序 3 是一个全新序列，我们将之定义为 EDIB
(element detected in genes up-regulated by IAA and
BL)．
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Parameters for this prediction: (1) At least half of the promoters contain the same motif; (2) P < 0.001; (3) The maximum length of

cis-module is 200 bp．

2援3 共调控模式和共调控基因识别

将识别的调控模序定位在共表达基因启动子

序列中，发现，在 CYP72B1(At2g26710)和 A UR3
(At4g37390)基因序列中，模序 2与 EDIB元件之间
的距离相似，在 21～25 bp 或 145～152 bp 之间
(图 2a)．CYP72B1与其直系同源基因序列相比，模
序 2与 EDIB 元件的间距也接近，在 145～174 bp
之间(图 2b)．由此可推测，模序 2与 EDIB间的组
合是一种共调控模式(cis-module)，而 CYP72B1基
因和 AUR3基因通过这个调控模式构成了共调控
关系．

此外，模序 2和其拷贝在 CYP72B1直系同源

基因启动子中也具有间距恒定的特征，它们均维持

在 28～36 bp之间(图 2c)．这个结果与实验结果相
吻合[15]．因此，模序 2和其拷贝间的组合也可能是
一种共调控模式．

2援4 转录因子预测

基于识别结果中所含的已知转录调控元件信

息，我们预测了各调控模序的结合蛋白，即

CYP72B1基因和 AUR3基因的转录因子．
由于生长素反应元件是转录因子 ARF识别和

结合的唯一序列[14]，而模序 1又完全等同于生长素
反应元件的序列，因此推断模序 1是 ARF的识别
结合位点．Takase等[16]的实验支持这个结果．他们

Fig. 1 OCMMat user interface

Table 1 Motifs predicted by OCMMat

No. Name Motifs Consensus sequence
Known cis-elements

Name Sequence

1 Motif1 GAGACA AuxRE GAGACA

2 Motif2 AAGAAAAA GT element GRWAAW

3 EDIB ATCATG

2
1
0

2
1
0

2
1
0

Submit Reset

Click here for help.

List of locus identifiers

Paste a List of AGI locus identifiers(such as: At1g05680).

Use sample IDs Clear

Selection of Parameters

Minimum number 3 of promoters that contain the same motif.

P-value less than

Maximum module length(50..300 bps): 200

0.05 0.01 0.001 is considered as significant.

Return User

Your task will be showed in the results. To ensure your download, please enter a name and a password for your task.

Task name:

Password:
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Fig. 2 cis鄄Element忆s patterns in promoters of two co鄄expressed genes and their orthologs
The space between motif 2(姻AAGAAAAA) and EDIB(荫ATCATG) is similar in co-expressed genes At2g26710 and At4g37390 (a), and is relatively
conservative between orthologs At2g26710 and ENSMUSG00000029727 (b). The space between two motif2 is also relatively conservative among
orthologs At2g26710, ENSMUSG00000028712, ENSG00000186377 and ENSPTRG00000000706 (c). The sign +, - indicate the elements occur in the
sense strand and the reverse complementary strand respectively. : GAGACA; : AAGAAAAA; : ATCATG.

Fig. 3 Transcriptional regulation mechanism of the genes At2g26710 and At4g37390.
In responding to light, GT factor and an unknown protein bind respectively to the GT element and EDIB that locates in promoters of At2g26710 and
At4g37390 to repress the gene expression. While in the stimulus of high auxin or brassinosteroid level, ARF binds to AuxRE and enhances the gene
expression. The products of genes, CYP72B1 and IAA-amino synthetase, can inactivate the IAA or BL signaling respectively and rescues the light signal
through the photoreceptor phyB. TSS indicates the transcriptional start site.
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的研究发现，ARF7 基因突变的拟南芥植株中，
AUR3的转录不再受生长素影响．

Park 等 [17]对豆(Glycine max)钙离子结合蛋白
SCaM-4基因的研究表明，其转录受 GT蛋白直接
调控．我们注意到，拟南芥钙离子结合蛋白基因

At4g27280和 CYP72B1、AUR3具有共表达的关系[11],
而且它们的启动子中同样也存在与模序 2完全相同
的序列．由此推断，包含 GT元件序列的模序 2具
有结合 GT因子、调控 CY P72B1和AUR3基因转录
的功能．

EDIB 模序由于缺乏已知信息，无法推测其
结合蛋白．鉴于它与模序 2 间的距离相对恒定
(图 2a, b)，推测它为模序 2的辅助元件，其结合蛋
白具有与模序 2的结合蛋白———GT因子协同调控
基因转录的功能．

2援5 CYP72B1基因和 AUR3基因的转录调控模型
构建

通过文献挖掘和知识整合，我们构建了

CYP72B1基因和 A UR3基因的转录调控网络模型
(图 3)．其中，光信号经光受体传导至细胞后，通

At2g26710
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过 GT因子和目前未知的某个 EDIB结合蛋白与其
对应的调控元件结合，从而产生对 CYP72B1基因、
AUR3基因的转录调控作用，而生长素信号和油菜
素内酯信号则借助 ARF 转录因子与其结合位点
motif 1 的结合进而起始 CYP72B1 和 AUR3 基因
的转录．CY P72B1 基因和 AUR3 基因的编码产
物———油菜素内酯 -26-羟基化酶(CYP72B1)和吲哚
乙酸 -氨基酸合成酶(IAA-amino systhtesase)，则分
别承担对油菜素内酯和吲哚乙酸(IAA)的反馈抑制，
同时 CYP72B1通过与 phyB蛋白相互作用调控光
信号传导[16, 18]．该模型显示，光、生长素和油菜素

内酯分别拥有各自不同的信号转导通路，但各信号

通路间并不相互独立，它们存在明显的互作现象，

基本可归纳为两点：a．光对油菜素内酯和生长素
信号转导通路的调控作用．光照情况下，GT因子
呈非活性状态[15]，靶基因的转录被抑制，油菜素内

酯和生长素信号通路正常，但在黑暗条件下，

CYP72B1和 AUR3 基因的转录被激活，其蛋白质
产物则分别催化油菜素内酯和生长素发生羟基化反

应和氨基酸化反应，减少它们的细胞内含量，削弱

它们的信号强度，从而出现光信号对油菜素内酯和

生长素信号转导通路的干扰．b．油菜素内酯和生
长素信号通路间的调控作用，以及它们对光信号通

路的干扰．当油菜素内酯和生长素之一浓度出现异

常(过高)时，CYP72B1基因和 A UR3基因的转录将
被同时激活，其表达产物通过催化油菜素内酯和生

长素发生羟基化反应和氨基酸化反应而抑制 2个激
素信号通路，减少了细胞内激素含量，形成 2个激
素信号通路间的互作．另一方面，油菜素内酯和生

长素还可通过 CY P72B1基因的表达来调控光受体
phyB的活性，产生对光信号通路的干扰．鉴于油
菜素内酯和生长素在诸多生物功能上的相似性，推

测它们信号通路间的互作可能与其功能上的自洽性

相一致，而光与油菜素内酯以及生长素信号间的互

作在某种层面上可能反映了植物昼夜节律的调控

机制．

3 讨 论

光、生长素和油菜素内酯是调控植物生长发育

的 3个基本信号，广泛用于作物栽培的化学控制和
环境控制之中．目前，人们已经在蛋白质层次上鉴

定出这些信号通路上的多个互作机制，但在基因水

平上却少有研究．本文通过对 CYP72B1 基因和
AUR3基因的调控元件和转录因子预测，在基因转

录水平上建立了光信号与油菜素内酯、生长素通路

间的联系．我们发现，光信号和生长素、油菜素内

酯信号在 CYP72B1基因和 AUR3基因的转录调控
元件上相互交叠，而生长素和油菜素内酯信号的调

控则在转录因子 ARF水平上相交．
在 CYP72B1基因和 AUR3基因启动子中，我

们预测出生长素反应元件和光响应元件，给出它们

应答生长素信号和光信号的分子基础．同时，我们

还报道了一个全新的 EDIB元件．由于 GT元件具
有协同调控基因转录的特性[15]，而 EDIB元件又与
承担 GT 元件功能的模序 2 间的距离相对恒定
(图 2a, b)，因此推测，它承担了 GT元件的辅助功
能，当然，EDIB元件的调控特异性和结合蛋白还
有待进一步研究．基于 CYP72B1和 AUR3基因的
共调控关系，可以通过其中一个基因的表达状态预

测另一基因的表达情况．比如，CYP72B1基因表
达受白光、红光、蓝光的诱导而下调，但对黑暗和

远红光处理无变化[18]，由此可以预知，AUR3基因
可能存在同样的表达特征．目前除红光外，其他表

现均已得到实验证实[16]．鉴于 GT因子对红光、远
红光、蓝光、紫外光等各类光受体无特异性，因此

推测 EDIB元件的结合蛋白可能具有对不同光受体
的专一性功能．

在 CYP72B1基因和 AUR3基因启动子中，我
们并未发现响应油菜素内酯信号的调控元件，如

BZR1 结合位点(CGTGT/CG)和 BES1 的结合位点
(CANNTG)等[19]，这说明它们对油菜素内酯信号的

响应可能不是直接的．结果提示，这两个基因通过

ARF 响应油菜素内酯信号．在生长素诱导基因
DR5::GUS启动子中发现，ARF结合位点可承担响
应油菜素内酯信号的功能[20]．

协同调控是真核生物转录调控元件发挥功能的

主要形式，而间距恒定则是其最为常见的属性．本

研究发现，模序 2和其拷贝、模序 2与 EDIB元件
均在进化上保持了间距相对恒定的特征，这暗示了

模序 2的协同调控方式和这种组合模式在功能上的
意义．目前，GT元件和其拷贝间的协同性已经被
证实，但与 EDIB 元件间的协同功能还有待深入
研究．

调控元件由于受到选择压的影响，突变频率一

般较低，因此在直系同源基因启动子中，它们具有

一定的线性排布特征．然而，对于分离时间很远的

物种来讲，其调控元件除发生碱基上的突变外，还

会因基因组的其他各种进化事件(如插入、缺失等)

1219· ·



生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys. 2009; 36 (9)

而出现排布的方向、顺序、正负链、间距等多种改

变，因此，目前基于直系同源性的转录调控元件识

别工具均要求物种的分离时间不宜超过 70万年[6]，

否则将无法得到较为满意的结果．本文开发的

OCMMat工具利用调控元件在直系同源基因启动
子中的富集度作为参数，克服了上述缺陷，因而其

用途将更为广泛[21]．

整合序列分析结果和文献知识，我们获得了

CYP72B1和 AUR3 基因响应光信号和激素信号的
转录调控模型，阐明了光信号通路、生长素通路和

油菜素内酯信号间通过 CYP72B1和 A UR3基因进
行相互作用的分子机理．将序列分析结果和已有知

识进行整合，有助于在系统层面上揭示植物生长发

育的分子机理，从而为作物栽培的环境控制和化学

控制提供更为完善的科学依据．
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The Transcriptional Regulatory Mechanism of CYP72B1 and AUR3
in Response to Light, Auxin and Brassinosteroid*

ZHANG Chang-Qing1,4), WANG Jin1)**, ZHU Huai-Qiu3), GAO Xiang2)
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Abstract Light, auxin and brassinosteroid play important roles in plant growth and development. Genetic
analysis has demonstrated complex interactions between their signaling pathways, but the gene regulatory
mechanisms connecting these pathways are poorly understood. CY P72B1 and AUR3 are two important genes
responsive to light, auxin and brassinosteroid at transcription level. To understand the regulation mechanism of the
two genes, a new tool called OCMMat was developed for identifying cis-elements, OCMMat combines both the
over-representation property of regulatory elements in co-expressed genes and the conservation property in
orthologous genes, for the latter, it was estimated by an enrichment score of regulatory element in orthologous
promoter sequences. Using this tool, 3 regulatory motifs shared by genes CYP72B1 and AUR3 were reported, motif
GAGACA which is the same as a known cis-element AuxRE, motif AAGAAAAA containing the sequence of GT
element and the third ATCATG which is a new one named EDIB element. The space and the order of
AAGAAAAA and EDIB show the same pattern in promoters of both the co-expressed genes and the orthologs of
CYP72B1. Based on the sequence analysis and the literature knowledge to date, a model was proposed for
describing the transcriptional regulatory mechanism of CYP72B1 and AUR3 in response to light, auxin and
brassinosteroid. The model presents how the signaling pathways of light, auxin and brassinosteroid are interplaying
at gene transcription level. In response to light, the transcription factors GT factor and an unknown protein repress
the expression of CYP72B1 and AUR3, the hormone pathways are not interfered and thus work in their own way.
While in the absence of light stimulation, CYP72B1 and AUR3 are expressed and the products, in turn, inhibit both
the auxin pathway and the brassinosteroid pathways. On the other side, at high hormone level, gene expression is
up-regulated through ARF binding, the gene products inhibit the hormone pathways in a feedback manner, and
meanwhile, rescues the light signal through the photoreceptor phyB.
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