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小鼠中血清因子结合位点位置分布及保守性的生物信息学分析 *
沈 霞 谭从娥 陈 莹 冯居君 张 鑫

（陕西中医学院药学院 陕西 西安 712046）

摘要 目的：血清反应因子在与心血管相关的疾病基因调控方面的作用越来越重要。血清反应因子识别的结合位点 CArG 元件因

其重要的基因调控作用近年来随之备受关。本研究目的是揭示血清因子结合位点的位置分布与功能的关系及 CArG 元件内部各

个位点的保守性。方法：本研究应用生物信息学方法结合遗传学方法对小鼠中 CArG 元件的位置分布、位点替换率及 GO 分类进

行深入研究。结果：结果表明，71%的功能 CArG 元件分布在转录起始位点上游，且距离转录起始位点越近，CArG 元件的数量越

多。保守性分析发掘出元件内部的替换冷点、热点及替换规律。GO 分类结果显示，CArG 依赖性基因多为信号转导和细胞骨架蛋

白。结论：上述研究结果将为准确预测候选 CArG 元件提供重要理论基础，同时也将为更为深入阐述 SRF 的调控模式奠定基础。
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前言

SRF（serum response factor）是有机体内广泛存在的转录因

子，自 27 年前被发现，因其调控功能多样性和重要性随即成为

生物学中研究的热点之一[1]。近些年研究表明，SRF 是中胚叶

形成和发育所必需的重要转录因子之一。其对心脏的发育与形

成，神经元的迁移和聚集都有很重要的作用[2]。SRF 对学习能力

发育的也有明显的调节作用。SRF 对于平滑肌细胞和神经元的

发育和形成也起到关键作用[3]。更为重要的是 SRF 的非正常调

节作用对其下游基因的影响与人类疾病例如癌症和心脏病有

明显相关性[4]。总而言之，SRF 对与生物体发育的广泛影响和调

节作用使其成为医学研究的热点转录因子之一。SRF 的结合位

点是位于基因上游的 CArG 元件，CArG 元件的与 SRF 的准确

识别和结果对于 SRF 发挥生物学功能有着不容忽视的作用[5]。
CArG 元件由 10 个碱基组成，5' 端为 CC, 3' 端为 GG,因其

内部富含 A 和 T 而被命名为 CC(A/T-rich)GG,缩写为 CArG。
越来越多的研究发现，CArG 广泛存在于基因的启动子区，例如

骨骼细胞中的 a 肌动蛋白，a 肌浆球蛋白的重链，心脏和骨骼的

肌浆球蛋白的轻链以及心脏的肌钙蛋白 T [6]。几乎所有含有

CArG 元件的基因都可以被归为为两类，肌细胞限制型或者与

生长相关的基因[7]。人类和模式生物的基因组完成测序以后，越

来越多的研究表明，有机体的正常生长发育不仅仅是由基因序

列所控制的，基因的时空精确表达也是重要因素之一。随着研

究的不断深入，顺式作用元件的重要性也日益体现出来。顺式

作用元件的位置分布和替换规律与调节基因表达直接相关，因

而受到研究人员的关注[8]。
然而，迄今为止有关 CArG 元件在转录起始位点附件分

布、位点保守性分析的研究尚未见报道。本研究应用 NCBI、
DBTSS、GO 三大数据库，通过对 CArG 元件位置分布信息及保

守性信息的深度挖掘解析功能 CArG 元件在转录起始位点附
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近的分布、替换率、GO 分类与功能的关系，更深入阐述以上因

素与 CArG 元件功能之间的关系。本研究结果将为深入研究哺

乳动物 SRF 调控体系奠定科学依据，进而为阐明人中 SRF 的

调控网络与人类疾病的关系提供技术方法和奠定理论基础。

1 材料与方法

1.1 实验数据下载

从 NCBI 数据库中下载得到小鼠全基因组序列（V3.61），

其中包括基因所处的位置及基因的长度大小（http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/）。接着，由于研究所需，根据基因的序列号从

DBTSS（Transcription Start Sites, version6.0）数据库下载得到所

需基因的转录起始位点上下游 4kb 的基因组序列。DBTSS 数

据库涵盖了小鼠及人类转录起始位点的精确信息，启动子区的

数据以及转录起始位点上游的基因组序列(http://dbtss.hgc.jp/)。
Gene Ontology 可分为分子功能（Molecular Function），生物过

程（biological process）和细胞组成（cellular component）三个部

分（http://www.geneontology.org/）。先利用从 NCBI 上查到的基

因序列找到与之对应的 GO 分类号，进而通过 GO 分类号可对

应查到基因的功能类别。
1.2 小鼠中功能 CArG 元件的搜集与整理

由于本研究旨在发掘功能 CArG 元件在转录起始位点附

近的分布情况，所以本研究选取有功能的元件进行分析。首先

搜索文献，从文献中提取出小鼠中的受功能 CArG 元件调控的

基因的信息。从 NCBI 上下载 CArG 元件调控的基因上下游

4000bp 的序列并获取基因的基因序列号，然后用 DBTSS 数据

库确定每条基因转录起始位点的位置。最后用计算机程序扫描

确定功能 CArG 元件的位置，最终搜集整理得到小鼠功能

CArG 元件共 152 个（附件）。并通过 DBTSS 数据库确定 CArG
元件在启动子、内含子、外显子及非编码区的分布情况。
1.3 小鼠中功能 CArG 元件替换率分析

CArG 元件的序列组成比较特殊，5' 端的 CC，3' 端的 GG，

中心则是 AT 的不同排列组合，所以统计其不同位点的替换数

要采用不同的方法。5' 端的 CC 如果发生替换，将会是到 G，A
或者 T 的替换。所以会有三种替换形式的出现，3' 端的 GG 也

是如此。中心序列与两边的序列则有所不同，中心序列由 A 和

T 不同排列组成，一共是 6 个碱基。所以发生 A 到 T，或是 T 到

A 的替换都不能从序列上体现出来，也不能记为一次替换。所

以本研究定义中心序列只有两种替换形式。中心的六个碱基只

有发生到 C 或者 G 的替换算作是一次替换。所以 CArG 元件

的不同位点的替换数需要采取不同的计数方法。两端的替换形

式为三种，而中心序列只有两种。基于以上理论编写程序统计

了 CArG 元件各个位点的替换数，并计算出替换率。

2 结果

2.1 功能 CArG 元件在转录起始位点的分布

普遍来说，顺式作用元件在转录起始位点的分布与其功能

是具有一定的相关性，功能 CArG 元件作为顺式作用元件也不

例外。据此，功能 CArG 元件在转录起始位点附近的分布必定

有其一定的规律性。本研究统计了功能 CArG 元件在基因转录

起始位点的分布，结果如图 1 所示。图中，TSS 是指基因的转录

起始位点，其中横坐标为与基因转录起始位点的距离，纵坐标

为每一个区间内 CArG 元件为数量。从图中可以看出功能

CArG 元件在转录起始位点附近的分布具有明显的偏好。图中

显示，功能 CArG 元件在转录起始位点附近的分布明显具有向

转录起始位点位点聚集的趋势，越接近基因转录起始位点，功

能 CArG 元件数目越多。此外，绝大部分功能 CArG 元件分布

在转录起始位点上游（108/152, 71%），且统计检验显示转录起

始位点上游的功能 CArG 元件数要远远多于下游的功能 CArG
元件数（t-test, P= 3.27E-8）。

此外，本研究还就功能 CArG 元件在转录起始位点上游的

分布做了回归分析，做了回归方程。发现上游的功能功能 CArG
元件是服从负幂指数分布的。方程式如下：

f(x)=0.0064(0.342e-0.00947x+0.07492e-0.00063x)。
f(x) 是 x 的密度分布, x 代表的是 CArG 元件距离基因转录

起始位点的距离(Chi-square is 15.7326, P=0.071)。这一结果对

于利用比较基因组学推测 CArG 元件的功能有着重要的理论

意义。同时也为开发 CArG 元件预测软件奠定基础

2.2 小鼠中功能 CArG 元件的替换率规律

功能 CArG 元件内部允许一个碱基替换。为了深入挖掘功

能 CArG 元件的序列各个位点的替换规律，本研究对其每个位

点的替换率分别进行统计，以期发现功能 CArG 元件的各个位

点的替换率,揭示替换发生的热点和冷点。图 2 中横坐标为功

能 CArG 元件的十个碱基，从 5' 端到 3' 端依次为 1 到 10；纵坐

标为每个位点的替换率。图 2 表明，小鼠功能 CArG 元件的每

一个位点的替换数都不尽相同,说明该元件中的不同位点因其

功能的重要性不同而承受不同的选择压力。小鼠功能 CArG 元

件 4 位点是保守性最高的位点，这一位点的替换数明显少于元

件中的其它位点，为元件中发生替换的冷点。在小鼠也存在替

换的热点,和元件中其他位点相比，小鼠中 5 和 9 位点的替换

数最多，明显高于其它位点的替换率数值。据此推测，这一变化

可能反映出在与 SRF 互作时,CArG 元件的各个位点的对形成

正确结合构象的贡献不同。

图 1 功能 CArG 元件在转录起始位点的分布

Figure1 Position distribution of CArG elements to the TSS
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2.3 CArG 元件在启动子、内含子、外显子等的分布

本研究统计分析 152 个 CArG 元件在基因外显子、内含

子、启动子中的分布（表 1）。结果表明其中有 107 个分布于启

动子区，占 74%；36 个分布于内含子中，占 23%；Dnajb1 和 Im-
pact 分布在外显子中，这是在研究顺式作用元件 CArG 元件以

来，最早发现的、也是目前为止仅有的两个功能性 CArG 元件

位于编码区的基因[9]。本研究结果表明，绝大多数 CArG 元件分

布在启动子区。然而 CArG 元件分布的范围也很广泛，在基因

上下游 4000bp 的范围内都有分布。
2.4 CArG 元件的 GO 分类

已发现的 122 个 SRF 目的基因，将它们按照 Gene Ontolo-
gy(GO) annotation 分类，可以划分为细胞骨架、收缩性或支持

蛋白；核内转录；信号转导；代谢基因等（图 3）。调控细胞骨架

蛋白占 44%；转录方面的占 23％；信号转导方面占 20％；相对

的来说，运输、代谢等方面的很少。

图 2 CArG 元件各个位点替换率统计

Figure 2 Substitution pre site of CArG elements

图 3 GO 分类示意图

Figure 3 The results of GO analysis

表 1 CArG 元件在启动子，内含子，外显子，非编码区等的分布

Table 1 CArG elements distribution in promoter,excon,intron and intergenic

启动子区 Promoter 内含子 Intron 外显子 Excon 非编码区 Intergenic

数量 /Number 107 36 2 7

百分比 /Percent 70% 24% 1% 4%

研究发现从单细胞真核生物到小鼠，SRF 和功能性 CArG
元件在生物生长和发育过程中有很重要的作用。同时遗传学研

究证明：SRF 和功能性 CArG 元件对细胞内各物质的迁移、维
持正常肌动蛋白和收缩性蛋白的生物学过程起到不可替代的

作用。新近研究表明超过半数的 SRF 目的基因编码与细胞骨

架动态平衡相关的蛋白[10]。GO 分类分析进一步证明 SRF 调控

的基因多为细胞骨架蛋白相关基因。

3 讨论

CArG 元件在转录起始位点附近的分布与 SRF 调控机理

密不可分，阐明 CArG 元件的分布规律有利于用比较基因组的

方法预测新的功能 CArG 元件。在 c-fos 基因中，位于上游 -313
的 CArG 元件被 SRF 结合，SRF 又与 RNA 聚合酶Ⅱ作用促使

前转录起始复合物的形成[11]，离转录起始位点较近，利于全酶

中的 TFⅡF 因子与 SRF 直接作用[12]；在 SMα-actin 启动子中，

研究表明，改变 CArG 元件与转录起始位点的距离，则使该基

因的表达大幅度降低[13]。由此可见 CArG 元件离转录起始位点

的距离直接影响了其下游基因的表达量。本研究运用生物信息

学方法结合统计学方法分析了小鼠中功能 CArG 元件的在基

因转录起始位点附件的分布情况。研究发现，CArG 元件在基因

上游的位置受到很强的功能限制，距离转录起始位点越近其有

功能的几率愈大，并利用已有数据推测出其位置分布的方程。
这些信息将为更加准确的设计、开发 CArG 元件预测的软件奠

定坚实的理论基础。
人类基因组计划完成以后，越来越多的研究发现顺式作用

元件的突变更容易改变生物体的表形，并且进化选择对于顺式

作用元件的选择作用也比编码区更加有效[8]。更有研究表明人

类很多疾病和顺式作用元件的变化紧密连锁[14]。血清反应因子

的调控变化与人类心血管疾病有显著的相关性 [3]，因此发掘

CArG 元件的替换规律对其功能的研究有着重要的价值。本研

究统计分析功能 CArG 元件的替换速率，发现元件每个位点的

替换规律，发现了替换热点和冷点。这一研究结果为有效、合理

设计点突变实验研究 CArG 元件与 SRF 作用模式及对下游基

因调控的影响提供数据支持。
Lilly 等报道 CSRP1 的内含子中有一个功能性 CArG，在

三类肌细胞（平滑肌细胞、骨骼肌细胞、心肌细胞）形成过程中，

对半乳糖苷酶报告基因的表达起到增强子的作用 [15]；在平滑

肌细胞中，CSRP1 的 CArG 元件的增强子作用仅限于动脉平滑

肌细胞 [16]；在α-SMA 启动子区域内有多个 CArG 元件，James J
等通过实验指出，CArG 元件在物种中高度保守，如果位于内

含子中的 CArG 发生突变，则影响平滑肌细胞的形成[17]。本研

究结果显示 70%的 CArG 元件分布在启动子区，24%的 CArG
元件分布在内含子中。结合前人实验研究，可以推测分布在内
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含子中的 CArG 元件属于平滑肌细胞的特异性增强子元件。根

据以上研究结果，可以根据未知功能的 CArG 元件的位置分布

对其功能进行预测。这将有效的提高实验效率，减少实验消耗。
综上所述，本研究首次用生物信息结合遗传学的方法分析小鼠

中功能 CArG 元件的位置分布特征，并探究其位点的保守性和

位点的替换规律。此项研究揭示了功能 CArG 元件的位置分布

方程和特有的替换模式，为准确预测候选 CArG 元件，应用点

突变实验验证 CArG 元件与 SRF 的作用机制提供了重要的理

论基础。在此基础之上，可以更深入探讨 CArG 元件的变化对

SRF 调控网络模型的作用模式及对下游基因调控的影响，阐明

与 SRF 调控相关的心血管疾病的致病机理。此外，本研究为揭

示其它顺式作用元件序列特征建立了新的研究平台。对其它顺

式作用元件的序列特征的深入发掘，将为准确预测顺式作用元

件、分析基因表达以及研究基因表达调控网络模型奠定坚实理

论基础。
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