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玉米 ＭＹＢ 转录因子靶基因的全基因组预测及验证

张晓芳ꎬ于好强ꎬ罗　 羲ꎬ张于福ꎬ李晚忱ꎬ付凤玲
(四川农业大学玉米研究所 / 农业部西南玉米生物学与遗传育种重点实验室ꎬ四川 成都 ６１１１３０)

摘　 要:ＭＹＢ 转录因子参与调控植物的生长发育及逆境应答过程ꎮ 为预测 ＭＹＢ 靶基因ꎬ本研究将 ＨｅｘＤＩＦＦ 算

法与支持向量机结合ꎬ根据已验证的 ＭＹＢ 识别位点的核心序列及其侧翼序列构建分类模型ꎬ在玉米全基因组范围

内预测 ＭＹＢ 靶基因及其启动子ꎮ 结果表明ꎬ共预测到 ４３５ 个 ＭＹＢ 结合位点ꎬ其下游的 ４２４ 个基因判定为 ＭＹＢ 靶基

因ꎬ涉及众多生长发育过程ꎮ 为验证预测结果ꎬ经凝胶迁移实验检测玉米 ＭＹＢ ＩＦ２５ 蛋白与 ３０ 个预测位点的体外

结合ꎬ结果有 ２７ 个预测位点可以与 ＭＹＢ ＩＦ２５ 蛋白互作ꎮ ＧＵＳ 瞬时表达实验表明ꎬ渗透胁迫下ꎬ预测的 ＭＹＢ 逆境

相关靶基因启动子能够启动 ＧＵＳ 基因表达ꎬ说明其具有启动活性ꎮ 以上结果证明ꎬ此预测方法可靠性高ꎬ可为预测

转录因子靶基因提供借鉴ꎮ
关键词:基因组ꎻ玉米ꎻＭＹＢ 转录因子ꎻ支持向量机ꎻ靶基因
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　 　 转录因子对靶基因启动子结合位点的识别与

结合ꎬ是基因表达调控最关键的环节ꎬ也是功能基

因组学分析的重要内容[１ꎬ２]ꎮ 以往通过酵母单杂

交、染色质免疫共沉淀(ＣｈＩＰ)、逆转录 ＰＣＲ(ＲＴ
ＰＣＲ)、基因表达芯片等实验手段筛选转录因子特异

识别的启动子ꎬ鉴别其靶基因ꎬ准确性不高ꎬ效率

低ꎮ 随着生物信息学数据的积累ꎬ结合机器学习等

智能计算技术的应用ꎬ根据转录因子结合位点以及

转录因子与其靶基因表达模式的相关性ꎬ已开发出

一些预测转录因子靶基因的生物信息学软件[３ ５]ꎮ
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ＭＹＢ 是人类成髓细胞瘤(ＭＹＢ)转录因子家族

的植物直系同源蛋白ꎬ根据其包含 ＭＹＢ 重复结构的

个数分为不同亚家族ꎮ 在植物中ꎬ大部分 ＭＹＢ 转录

因子均包含 Ｒ２ 和 Ｒ３ 两个 ＭＹＢ 重复结构ꎬ因此划

分为 Ｒ２Ｒ３ ＭＹＢ 亚家族ꎬ调控植物众多生长发育

及逆境应答相关基因的表达[６ １２]ꎮ 玉米中已克隆的

Ｒ２Ｒ３ ＭＹＢ 亚家族基因有 Ｃ１、Ｐ１、ＭＹＢ ＩＦ２５、
ＭＹＢ ＩＦ３５ 等ꎬ都与逆境应答有关[１１ １２]ꎮ 但是ꎬ对
于该亚家族更多 ＭＹＢ 转录因子的靶基因及调控机

制ꎬ却鲜有报道[１３]ꎮ Ｒ２Ｒ３ ＭＹＢ 亚家族转录因子

识别启动子的核心序列为 ＴＡＡＣＴＧꎬ其中第三个碱

基 Ａ 具有高度保守性ꎬ在 ＭＹＢ 识别靶基因中起关

键作用ꎮ 但是ꎬ启动子具有此核心序列的基因并不

全是 Ｒ２Ｒ３ ＭＹＢ 转录因子调控的靶基因ꎮ
为了鉴定更多 Ｒ２Ｒ３ ＭＹＢ 转录因子调控的靶

基因ꎬ进一步研究其在玉米逆境应答及生长发育过

程中的功能ꎬ本研究根据 ＭＹＢ 识别序列的核心序列

及其侧翼序列ꎬ结合运用 ＨｅｘＤＩＦＦ 算法和支持向量

机(ＳＶＭ)构建分类模型ꎬ在玉米全基因组范围内对

ＭＹＢ 转录因子的靶基因进行预测ꎬ根据功能注释分

析其可能的生物学功能ꎮ 以电泳迁移率实验

(ＥＭＳＡ)在体外验证 ＭＹＢ 转录因子与预测序列的

结合ꎬ并在玉米愈伤组织中瞬时表达检测预测的

ＭＹＢ 靶基因启动子的活性ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 模体框数据集构建

综合运用加州大学圣克鲁兹分校开发的基因
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ｔｐ: / / ｗｗｗ.ｇｅｎｅ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ. ｃｏｍ / )、转录因子与 ＤＮＡ
结合位点模体数据库 Ｊａｓｐａｒ ( ｈｔｔｐ: / / ｊａｓｐａｒ. ｃｇｂ. ｋｉ.
ｓｅ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｊａｓｐａｒ ＿ ｄｂ. ｐｌ )、 转录起始位点数据库

ｄｂＴＳＳ(ｈｔｔｐ: / / ｄｂｔｓｓ.ｈｇｃ.ｊｐ / )、植物顺式作用调控元

件及启动子序列分析数据库 ＰｌａｎｔＣａｒｅ ( ｈｔｔｐ: / /
ｏｂｅｒｏｎ.ｆｖｍｓ.ｕｇｅｎｔ.ｂｅ:８０８０ / ＰｌａｎｔＣＡＲＥ / ｉｎｄｅｘ.ｈｔｍｌ)、
植物顺式调控 ＤＮＡ 元件中的基序数据库 ＰＬＡＣＥ
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启动子数据库 ＰｌａｎｔＰｒｏｍＤＢ(ｈｔｔｐ: / / ｍｅｎｄｅｌ. ｃｓ. ｒｈｕｌ.
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物技术信息中心文献数据库 ＰｕｂＭｅｄ ( ｗｗｗ. ｎｃｂｉ.
ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / ｐｕｂｍｅｄ)等数据库ꎬ搜索经酵母单杂交、
ＣｈＩＰ、ＲＴ ＰＣＲ、基因表达芯片等技术筛选鉴定的

植物 Ｒ２Ｒ３ ＭＹＢ 转录因子的靶基因ꎮ 用 ＰＥＲＬ 语

言编写脚本ꎬ分别从拟南芥资源网(ｗｗｗ.ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ.
ｃｏｍ)、禾本科资源网(ｗｗｗ.ｇｒａｍｅｎｅ.ｏｒｇ)和玉米基因

组数据库(ｗｗｗ.ｍａｉｚｅｓｅｑｕｅｎｃｅ.ｏｒｇ)下载转录起始位

点上游 ２０００ ｂｐ 序列ꎬ用启动子预测软件 Ｐｒｏｍｏｔｅｒ
２.０ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / Ｐｒｏｍｏｔｅｒ / ) 预

测其中的启动子序列ꎬ 分别构建 Ａｒａｂ ＋ ｏｒｙｓａ ＿
ｐｒｏｍｏｔｅｒ 和 Ｚｅａ＿ｐｒｏｍｏｔｅｒ 数据库ꎬ从中截取已验证

ＭＹＢ 转录因子结合位点核心序列 ＴＡＡＣＴＧ 及其两侧

各 １００ ｂｐ 的序列ꎬ构建阳性模体框数据集(Ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｍｏｔｉｆ ｆｒａｍｅ ｄａｔａ)ꎮ 从 Ａｒａｂ ＋ ｏｒｙｓａ ＿ｐｒｏｍｏｔｅｒ 数据库

中ꎬ检索已验证 ＭＹＢ 转录因子以外但具有核心序列

ＴＡＡＣＴＧ 的序列ꎬ截取其两侧共 ２０６ ｂｐ 序列ꎬ构建

阴性模体框数据集(Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｍｏｔｉｆ ｆｒａｍｅ ｄａｔａ)ꎻ以
ＴＡＡＣＴＧ 核心六聚体为中心ꎬ在两侧以 Ａ、Ｔ、Ｃ、Ｇ 四

种核苷酸为元素随机函数生成 １００ ｂｐ 的序列ꎬ构建

随机模体框数据集(Ｒａｎｄｏｍ ｍｏｔｉｆ ｆｒａｍｅ ｄａｔａ)ꎻ再从

Ｚｅａ＿ｐｒｏｍｏｔｅｒ 数据库中ꎬ检索核心序列 ＴＡＡＣＴＧꎬ截
取其两侧共 ２０６ ｂｐ 序列ꎬ构建待测模体框数据集

(Ｔｅｓｔ ｍｏｔｉｆ ｆｒａｍｅ ｄａｔａ)ꎮ 前 ３ 个数据集又合称为训

练模体框数据集(Ｔｒａｉｎ ｍｏｔｉｆ ｆｒａｍｅ ｄａｔａ)ꎮ
１.２　 玉米 ＭＹＢ 转录因子识别启动子预测

用 ＰＥＲＬ 语言编写脚本ꎬ在上述各模体框数据

集序列中截取所有可能的 ６ ｂｐ 六聚体ꎬ用 ＨｅｘＤＩＦＦ
算法分别计算其在阳性模体框数据集、阴性模体框数

据集和随机模体框数据集中出现的频率 Ｒ(ｈ) [１４]:

Ｒ(ｈ) ＝
Ｆｐ(ｈ)
Ｆｎ(ｈ)

参照 Ｈｕａｎｇ 等介绍的方法[１６]ꎬ将阳性模体框数

据集、阴性模体框数据集和随机模体框数据集中所

有可能六聚体的出现频率ꎬ用智能计算的 ＳＶＭꎬ综
合使用线性和非线性方法分类ꎮ 将训练模体框数

据集和待测模体框数据集归一化处理ꎬ在一定的保

证概率预测待测模体框数据集中 Ｒ２Ｒ３ ＭＹＢ 转录

因子识别的核心序列 ＴＡＡＣＴＧ 及侧翼序列ꎬ用

ＷＥＢＬＯＧＯ 软件 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂｌｏｇｏ. ｂｅｒｋｅｌｅｙ. ｅｄｕ / ｌｏｇｏ.
ｃｇｉ)在线生成模体框碱基频率图[１７]ꎮ
１.３　 基因功能富集分析

用禾本科资源网( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｇｒａｍｅｎｅ. ｏｒｇ)的
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ＧｍｅｎｅＭＡＲＴ 在线软件ꎬ选择 Ｅｎｓｅｍｂｌ Ｇｅｎｅ ＩＤ 滤

器ꎬ从 Ｐｌａｎｔ Ｇｅｎｅｓ 的 Ｚｅａ ｍａｙｓ ｇｅｎｅｓ(ＡＧＰｖ２)数据

库ꎬ导出所预测 ＭＹＢ 转录因子靶基因的功能注释ꎮ
再将导出的靶基因功能注释(ＧＯ)导入 ＡｇｒｉＧＯ 在线

软件的 Ｓｉｎｇｕｌａｒ Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ Ａｎａｌｙｓｉｓ(ＳＥＡ)工具[１８]ꎬ
选择玉米基因组 Ｚｅａ ｍａｙｓ ＡＧＰｖ２ 作背景ꎬ以 ０.０５
显著水平、Ｆｉｓｈｅｒ 统计测试算法提交数据ꎬ得到靶基

因的功能富集分析结果ꎮ
１.４　 凝胶迁移率检测

从玉米模式自交系 Ｂ７３ 的 ｃＤＮＡ 样品扩增

Ｒ２Ｒ３ ＭＹＢ 转录因子基因 ＺｍＭＹＢ ＩＦ２５ 的开放

阅读框序列ꎬ经 ＤＮＡｗｏｒｋｓ 在线软件(ｈｔｔｐｓ: / / ｏｍｉｃ￣
ｔｏｏｌｓ.ｃｏｍ / ｄｎａｗｏｒｋｓ￣ｔｏｏｌ)对密码子偏好性优化后ꎬ构
建原核表达载体 ｐＥＴ－２１ａ(＋) －ＺｍＭＹＢ－ＩＦ２５ꎬ转化

大肠杆菌 ＢＬ２１ 菌株ꎬ在 ０.４ ｍｍｏｌ / Ｌ 异丙基 β Ｄ
硫代半乳糖苷( Ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ β Ｄ ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅꎬ
ＩＰＴＧ)诱导下ꎬ３７℃ ２４０ ｒ / ｍｉｎ 培养 ３ ｈꎬ用 １２％十二

烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳( Ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ
ｓｕｌｆａｔｅ ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓꎬ ＳＤＳ
ＰＡＧＥ)进行表达检测后ꎬ装柱洗脱ꎬ分离纯化 ＭＹＢ
ＩＦ２５ 蛋白ꎮ

随机选取 ３０ 条预测模体框序列(表 １)ꎬ生工生

物工程(上海)股份有限公司合成ꎬ以已验证的玉米

靶基因 Ｂｚ１ 和 Ｂｚ２ 启动子 ＭＹＢ 核心序列 ＴＡＡＣＴＧ
及两侧各 １０６ ｂｐ 序列为阳性对照ꎬ用地高辛标记后

与纯化的 ＺｍＭＹＢ ＩＦ２５ 蛋白在 ５×ＥＭＳＡ 结合缓冲

液中混合ꎬ以 ２ 倍浓度的未标记双链探针为冷竞争

结合对照ꎬ室温保持 ２０ ｍｉｎ 上样ꎬ进行连续非变形

聚丙烯酰胺凝胶电泳ꎬ转膜和紫外交联后化学发光

并成像ꎬ根据显色条带的迁移率鉴别 ＭＹＢ ＩＦ２５ 蛋

白与预测模体框序列的结合ꎮ
１.５　 瞬时表达验证

从体外验证的预测模体框序列中随机选取 ４
条ꎬ扩增其全长启动子序列ꎬ构建成启动 β 葡萄糖

苷酸酶(β ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄａｓｅ)基因 ＧＵＳ 的瞬时表达载

体 ｐＢＩ２２１ ｐＣａｎｄｉｄａｔｅ ＧＵＳꎬ混合 １ / ３ 荧光素酶

(Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ)基因 ＬＵＣ 表达载体 ｐＵｂｉ ＬＵＣ 为内

参ꎬ用 ＤｕＰｏｎｔ ＰＤＳ１０００ / Ｈｅ 型基因枪 ( Ｂｉｏ Ｒａｄꎬ
ＵＳＡ)ꎬ在 １１００ ｐｓｉ 系统压力和 ２５ ｍｍ 汞柱真空度

下ꎬ转化玉米胚性愈伤组织ꎮ 每个处理重复 ３ 次ꎬ每
次重复转化 １５ 块大小、形状和质地基本一致的愈伤

组织ꎮ 转化后在 ８％甘露醇高渗培养基上 ２７℃黑暗

培养 ２４ ｈꎬＧＵＳ 组织化学染色后在解剖镜下观察拍

照蓝色斑点ꎮ 剩余愈伤组织用荧光素酶检测试剂

盒(Ｐｒｏｍｅｇａꎬ上海)显色后ꎬ用 Ｆｌｕｏｒｏｓｋａｎ Ａｓｃｅｎｔ ＦＬ
型荧光 /化学发光微孔检测仪(天齐生物科技有限

公司ꎬ上海)ꎬ检测高渗胁迫 ０(对照)和 ２４ ｈ 的 ＧＵＳ
与 ＬＵＣ 荧光强度比值 ＧＵＳ / ＬＵＣꎬ对预测靶序列响

应高渗胁迫的体内启动活性进行相对定量ꎮ
表 １　 随机选取的预测模体框序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒａｎｄｏｍｌｙ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｍｏｔｉｆ ｆｒａｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

编号
Ｎｏ.

基因 ＩＤ
Ｇｅｎｅ ＩＤ

预测结合位点
Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ

１ ＧＲＭＺＭ２Ｇ０１６２４１ －２０４８
２ ＧＲＭＺＭ２Ｇ１６５４３３ －２０３２
３ ＧＲＭＺＭ２Ｇ１１３６４０ －１７０２
４ ＧＲＭＺＭ２Ｇ０８６７７３ －６４４
５ ＧＲＭＺＭ２Ｇ０８６７７３ －１４７３
６ ＧＲＭＺＭ２Ｇ００７７０８ －１００５
７ ＧＲＭＺＭ２Ｇ１１８６４６ －１３２８
８ ＧＲＭＺＭ２Ｇ０４４８２９ －２８９２
９ ＧＲＭＺＭ２Ｇ０４６０６５ －１１８２
１０ ＧＲＭＺＭ２Ｇ０３８６２２ －２３１２
１１ ＧＲＭＺＭ２Ｇ１１４４５９ －２８９２
１２ ＧＲＭＺＭ２Ｇ１３７５９６ －２１５４
１３ ＧＲＭＺＭ２Ｇ１６２２７４ －１１７８
１４ ＧＲＭＺＭ２Ｇ３５９５５９ －２３３８
１５ ＧＲＭＺＭ２Ｇ４４０９２５ －２７４８
１６ ＧＲＭＺＭ２Ｇ５７８４１１ －１０２６
１７ ＧＲＭＺＭ２Ｇ７０３５９８ －１７０９
１８ ＧＲＭＺＭ２Ｇ０８７７１９ －２５８５
１９ ＧＲＭＺＭ２Ｇ１１５６９８ －９８４
２０ ＧＲＭＺＭ５Ｇ８５９２２０ －２１８７
２１ ＧＲＭＺＭ５Ｇ８５９２２０ －１５１４
２２ ＧＲＭＺＭ２Ｇ０７５４８８ －１３４３
２３ ＧＲＭＺＭ２Ｇ１４５４８０ －１０３
２４ ＧＲＭＺＭ２Ｇ１１７７５５ －８５２
２５ ＧＲＭＺＭ２Ｇ０７８６４１ －１７５４
２６ ＧＲＭＺＭ２Ｇ４１９０８５ －２７６６
２７ ＧＲＭＺＭ２Ｇ１６８５５２ －２０４３
２８ ＧＲＭＺＭ２Ｇ０６２５２７ －２３４０
２９ ＧＲＭＺＭ２Ｇ３１０１６１ －４７３
３０ ＧＲＭＺＭ２Ｇ４３０６７５ －１７７４

２　 结果与分析

２.１　 玉米 ＭＹＢ 靶基因及启动子结合位点

当 ＳＶＭ 参数 Ｃ＝ ２ꎬγ＝ ０.０３１２５ 时ꎬ以 ９８.３８％的

保证概率ꎬ从 Ｚｅａ＿ｐｒｏｍｏｔｅｒ 数据库 １３６７７０ 条序列

中ꎬ预测到 ４３５ 个 ＭＹＢ 转录因子结合位点ꎬ对应下

游 ４２４ 个靶基因ꎮ 其中ꎬＢｚ１(ＧＲＭＺＭ２Ｇ１６５３９０)和
Ｂｚ２(ＧＲＭＺＭ２Ｇ０１６２４１)是已验证的 ＭＹＢ 转录因子

靶基因[１９]ꎮ 与玉米基因组序列比对结果ꎬ绝大部分

预测靶基因随机分布于全部 １０ 个玉米染色体上ꎬ没
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有染色体偏好ꎬ但有的区段有集中分部情况ꎬ没有

分布于线粒体和叶绿体基因组ꎬ极少部分预测靶基

因不能与基因组序列匹配(图 １)ꎮ
预测靶基因启动子 ＭＹＢ 识别位点及其侧翼序

列的碱基频率与已知 ＭＹＢ 靶基因相似ꎬ具有高度保

守性ꎬ但距离核心序列较远的碱基存在一定的变异

(图 ２)ꎮ 这既与物种差异有关ꎬ也可能是同一物种

基因间的差异ꎮ

图 １　 预测 ＭＹＢ 靶基因在玉米染色体上的分布

Ｆｉｇ.１　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ＭＹＢ ｔａｒｇｅｔｅｄ
ｇｅｎｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｍａｉｚｅ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ

２.２　 玉米 ＭＹＢ 靶基因的生物学功能

用 ＧｒａｍｅｎｅＭＡＲＴ 软件从 Ｐｌａｎｔ Ｇｅｎｅｓ 的 Ｚｅａ
ｍａｙｓ ｇｅｎｅｓ(ＡＧＰｖ２)数据库中共搜索到 ２２９ 个预测

ＭＹＢ 靶基因的功能注释共计 １４７１ 条ꎮ 其中ꎬ４５ 个

(１９.７％)基因涉及刺激响应(ＧＯ:００５０８９６)ꎬ３３ 个

(１４.４％)基因介导逆境应答(ＧＯ:０００６９５０)ꎬ１０ 个

(４.３％)基因与再生过程(ＧＯ:００００００３)相关ꎬ１０ 个

(４.３％)基因参与发育过程(ＧＯ:００３２５０２)ꎮ 以细胞

组分类分析发现ꎬ９３ 个(４０.６％)基因编码蛋白定位

于细胞内(ＧＯ:０００５６２２)ꎬ１２ 个(５.２％)基因编码蛋

白定位于细胞外(ＧＯ:０００５５７６)ꎮ
２.３　 ＭＹＢ 转录因子与预测靶基因启动子序列的体

外结合

　 　 ＥＭＳＡ 结果表明ꎬ随机选取的 ３０ 条预测模体框

序 列 中ꎬ 除 基 因 ＩＤ 为 ＧＲＭＺＭ２Ｇ０８６７７３、
ＧＲＭＺＭ２Ｇ１３７５９６ 和 ＧＲＭＺＭ２Ｇ０８７７１９ 的 ３ 个基因

的预测模体框序列以外(表 １)ꎬ其余 ２７ 条(９０％)预
测模体框序列均可在体外与 ＭＹＢ ＩＦ２５ 蛋白结合ꎬ
电泳迁移条带滞后(图 ３)ꎬ表明本研究所用的转录

因子全基因组预测方法具有较高的可靠性ꎮ
图 ２　 ＭＹＢ 靶基因核心及侧翼序列碱基频率

Ｆｉｇ.２　 Ｂａｓｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｄｕｒｉｎｇ ｃｏｒｅ ａｎｄ ｆｌａｎｋｉｎｇ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＭＹＢ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｇｅｎｅｓ
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　 　 ＦＰ: 无 ＭＹＢ ＩＦ２５ 蛋白结合的自由探针ꎻＢ:ＭＹＢ ＩＦ２５ 蛋白与地高辛标记预测模体框序列结合ꎻＣ:ＭＹＢ ＩＦ２５ 蛋白与未标记

预测模体框序列结合(冷竞争结合)ꎻ１~３０:随机选取的 ３０ 条预测模体框序列ꎻｂｚ１ 和 ｂｚ２:Ｂｚ１ 和 Ｂｚ２ 基因核心序列 ＴＡＡＣＴＧ 及两侧

１０６ ｂｐ 序列(阳性对照)ꎮ
ＦＰ: ｆｒｅｅ ｐｒｏｂｅｓ ｗｉｔｈｏｕｔ ｔｈｅ ＭＹＢ ＩＦ２５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎꎻ Ｂ: ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｍｏｔｉｆ ｆｒａｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｍａｒｋｅｄ ｗｉｔｈ ｇｉｄｏｘｉｎ ａｎｄ ｃｏｍｂｉ￣

ｎｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ＭＹＢ ＩＦ２５ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ Ｃ: ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｍｏｔｉｆ ｆｒａｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｎｍａｒｋｅｄ ｂｕｔ ｃｏｍｂｉｎｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ＭＹＢ ＩＦ２５ ｐｒｏｔｅｉｎ ( ｃｏｌｄ ｔａｒｇｅｔ
ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｏｎ)ꎻ １~３０: ｒａｎｄｏｍｌｙ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｍｏｔｉｆ ｆｒａｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓꎻ ｂｚ１ ａｎｄ ｂｚ２: ｔｈｅ ｃｏｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｉｔｓ １０６ ｂｐ ｆｌａｎ￣
ｋｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｂｚ１ ａｎｄ Ｂｚ２ ｇｅｎｅｓ (ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ) .

图 ３　 ＺｍＭＹＢ ＩＦ２５ 蛋白与预测模体框序列结合的 ＥＭＳＡ 检测
Ｆｉｇ.３　 ＥＭＳＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ＺｍＭＹＢ ＩＦ２５ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｍｏｔｉｆ ｆｒａｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

２.４　 预测靶基因启动子序列的体内表达活性

从体外验证的 ２７ 条预测模体框序列中随机选

取 ４ 条 涉 及 逆 境 刺 激 响 应 相 关 靶 基 因

( ＧＲＭＺＭ２Ｇ０４４８２９、 ＧＲＭＺＭ２Ｇ１１５６９８、

ＧＲＭＺＭ２Ｇ３１０１６１ 和 ＧＲＭＺＭ２Ｇ４３０６７５)ꎬ扩增其全

长启动子序列ꎬ构建成启动 ＧＵＳ 基因的瞬时表达载

体 ｐＢＩ２２１ ｐＣａｎｄｉｄａｔｅ ＧＵＳꎬ基因 Ｆ 枪法转化玉米

愈伤组织ꎬ８％甘露醇高渗培养基 ２７℃黑暗培养 ２４

ｈ 后ꎬＧＵＳ 组织化学染色结果显示ꎬ４ 个预测靶基因

的启动子均能在玉米愈伤组织内启动 ＧＵＳ 基因的

表达ꎬ产生显色反应(图 ４)ꎮ 这 ４ 个启动子 ８％甘露

醇渗透胁迫下启动 ＧＵＳ 表达产生的 ＧＵＳ 荧光强度

与 ＬＵＣ 荧光强度的比值ꎬ均比胁迫前显著增高(图

５)ꎬ说明这 ４ 个靶基因的启动子在玉米细胞内具有

启动活性ꎬ且受高渗胁迫诱导ꎮ

３　 结论与讨论

本研究将 ＨｅｘＤＩＦＦ 算法与 ＳＶＭ 结合ꎬ用已知

ＭＹＢ 结合位点序列建模ꎬ在玉米全基因组范围内预

测到 ４２４ 个 ＭＹＢ 靶基因和 ４３５ 个 ＭＹＢ 结合位点

(图 １、２)ꎬ涉及逆境刺激响应、再生和发育等众多生

长发育过程ꎮ ＥＭＳＡ 实验表明ꎬ预测的结合位点与

玉米 ＭＹＢ 可相互结合(图 ３)ꎮ ＧＵＳ 瞬时表达证实

预测得到的 ＭＹＢ 靶基因启动子具有启动活性(图
４、５)ꎬ而且预测的逆境相关靶基因启动子启动报告

基因 ＧＵＳꎬ在渗透胁迫下的表达量显著提高ꎬ更说明

预测的 ＭＹＢ 靶基因有一部分的功能确与植物抗逆

反应相关ꎮ 以上结果证明本研究预测方法可靠性

高ꎬ为预测转录因子靶基因提供借鉴ꎮ 随着第三代

测序技术(尤其是转录组学)的快速发展ꎬ人们必将

对玉米 ＭＹＢ 转录因子进行更为深入的研究ꎬ届时ꎬ
玉米 ＭＹＢ 转录因子参与的生长、发育等调控机制将

会被更好地解析ꎮ

３６第 ３ 期　 　 　 　 　 　 　 张晓芳等:玉米 ＭＹＢ 转录因子靶基因的全基因组预测及验证



　 　 ８:ＧＲＭＺＭ２Ｇ０４４８２９ꎬ１９:ＧＲＭＺＭ２Ｇ１１５６９８ꎬ２９:ＧＲＭＺＭ２Ｇ３１０１６１ꎬ３０:ＧＲＭＺＭ２Ｇ４３０６７５

图 ４　 ＭＹＢ 靶基因启动子启动 ＧＵＳ 基因瞬时表达

Ｆｉｇ.４　 Ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＧＵＳ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ＭＹＢ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ

　 　 ８:ＧＲＭＺＭ２Ｇ０４４８２９ꎬ１９:ＧＲＭＺＭ２Ｇ１１５６９８ꎬ２９:ＧＲＭＺＭ２Ｇ３１０１６１ꎬ３０:
ＧＲＭＺＭ２Ｇ４３０６７５

图 ５　 ＭＹＢ 靶基因启动子在高渗胁迫下的启动活性

Ｆｉｇ.５ 　 Ｐｒｏｍｏｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ
ＭＹＢ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｕｎｄｅｒ ｏｓｍｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ

　 　 ＥＭＳＡ 体外验证实验发现ꎬ预测结果可能存在

１０％假阳性ꎬ可能的原因是各数据库能够检索到的

ＭＹＢ 靶基因及其结合位点有限ꎬ构建的阳性模体框

数据集代表性可能不够全面ꎮ 随着转录因子靶基

因数据量的积累ꎬ本研究方法可能会得到更好的验

证ꎮ 本研究的分析还表明ꎬ核心序列 ＴＡＡＣＴＧ 是

ＭＹＢ 结合位点的必要条件ꎬ在我们检索的阳性数据

和预测的全部玉米 ＭＹＢ 结合位点中 １００％保守ꎬ但
并不是充分条件ꎬＭＹＢ 的的结合还决定于核心序列

的侧翼序列 (图 ２)ꎮ 用 ＴＲＡＮＳＦＡＣ ( ｈｔｔｐ: / / ｇｅｎｅ￣
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ. ｃｏｍ / ｐｕｂ / ｄａｔａｂａｓｅｓ. ｈｔｍｌ) 和 ＪＡＳＰＡＲ ( ｈｔ￣
ｔｐ: / / ｊａｓｐａｒ.ｇｅｎｅｒｅｇ. ｎｅｔ / ) 等软件搜索可发现ꎬ ＴＡ￣
ＡＣＴＧ 序列还存在于 ＤＲＥＢ(Ｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ
ｅｌｅｍｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ)、ＮＡＣ(ＮＡＭ / ＡＴＡＦ１ / ２ / ＣＵＣ２)等转

录因子的启动子序列中[２０ ２１]ꎮ 这也说明ꎬＭＹＢ 对其

靶基因的转录调控可能还与 ＤＲＥＢ、ＮＡＣ 等转录因

子存在协同关系ꎮ
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５　 结　 论

１) 由于垄作沟灌灌溉水是通过横向扩散作用

湿润垄体ꎬ因此与畦田灌溉不同ꎬ采用灌水均匀度、
灌溉水利用率、田间储水率三指标评价灌水质量不

能客观反映其灌水质量ꎬ 研究表明ꎬ增加垄体湿润

度评价指标能更全面反映其灌水质量ꎮ
２) 实际应用中为了简化测试工作量ꎬ将沟入渗

水深采用实测单位湿周入渗量代替ꎬ由此通过总入

渗量推求垄体入渗深ꎬ利用公式计算储水量及灌水

质量各评价指标ꎬ此方法与实测法相比具有较高

精度ꎮ
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