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张 扬 ，徐 国华 

(1．浙江大学 IBM生物计算实验室，浙江 杭州 310029； 

， 樊龙江 。 

2．浙江大学 作物科学研究所，浙江 杭州 310029) 

摘 要：利用 UniGene数据库转录本序列数据，通过生物信息学方法，对已有全长 mRNA序列数据的 

基因进行其转录本 5’端序列的比对，获得该基因编码区前所有转录本的启始位点信息．通过 7种植物 

17437个基因的分析表明，植物基因平均在 171 bp(mRNA水平上)或 174 bp(基因组水平上)的区间内 

转录启始，转录频率分布基本呈正态分布．为此我们研发了基因转录启始频率分析程序 包PIFMaker．并 

基于以 上分 析获 得 的数 据，建 立 了植 物 基 因 转 录频 率 数 据 库 (PIFdb．http：／／ibi．ziu．edu．cn／ 

bioinplant／)．本研究分析基于该数据库第 2版(Release 2．0)的数据． 
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Abstract：Transcriptional initiation frequency of 17，437 genes from 7 plants was estimated based on data of 

Unicene database using bioinformatics method．The results indicated that average distance Of transcriptiona1 

initiation of plant genes was 1 7 1 bp(at mRNA leve1)or 1 74 bp(at genomic DNA leve1)and distribution of 

their transcriptional initiation frequencies presented a normal distribution in genera1． A pipeline program， 

PIFMaker and a database，PIFdb(Potential transcriptional initiation frequency database)
，
were developed in 

this study．The data of Release 2．0 of PIFdb database was used in this analysis． 
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真核生物基因往往可以在不同的位点上开 

始转录，也就是说其转录起始位点是分布在一定 

的区域内，而非某一固定的位置．Suzuki等人Ⅲ 

使用寡核苷酸加帽方法精确获得了不同条件下 

mRNA转录起始位点的信息，并用此方法测序 

了人的276个基因的 5880条 mRNA序列，表明 

人的基因转录起始位点在平均长度为 61．7 bp 

区间内起始．通过该方法进行基因转录起始位点 

多态性分析，需要大规模测序，资金和时间投入 

巨大，目前只有在人类基因方面进行了该研究． 
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通过几十年来分子生物学家的不懈努力， 

特别是近年来开展的大规模测序，目前国际公 

共核酸数据库(NCBI／EMBI ／DDBJ)中已有大 

量植物基因mRNA序列，其中相当部分是全长 

序列，特别是水稻和拟南芥大规模全长 eDNA 

测序项 目的完 成，这两种植物 基 因的全长 

mRNA序列 分 别达 到 1．5万 和 3万条 左 

右口 ]．同时植物 EST测序项 目也产生了大量 

EST序列．美 国 国家 生 物 技 术 信 息 中心 

(NCBI)利用上述序列，通过序列比对等生物信 

息学方法对这些序列进行了聚类，将来自特定 

物种的某一特定基因的所有转录本(序列)搜集 

在一起，建立了～个所谓“UniGene”数据库 

(ftp：／／ftp．ncbi．nlm．nih．gov／repository／unigene)． 

通过分子生物学手段进行基因调控序列的分析 

由来已久，并在实验数据的基础上建立了一些 

基因启动子序列(如 EPD数据库) 和人类基 

因转录起始位点数据库 DBTSSl6 等等． 

本研究在UniGene数据库的基础上，通过 

比对某一特定基因的所有转录本 5’端序列，并 

以全长 mRNA记录序列为标准，获得了该基因 

的编码区前所有转录本的启始位点信息．通过 

7种植物 17487个基因的分析表明，植物基因 

的转录平均在 222 bp的区间内启始，转录频率 

分布呈正态分布．基于上述分析获得的数据，建 

立了植物基因转录频率数据库(PIFdb，http：／／ 

ibi．zju．edu．cn／bioinplant／)．本研究分析结果 

基于该数据库第 2版(Release 2．0)的数据． 

1 材料与方法 

1．1 材 料 

本研究所用序列来 自：①NCBI的UniGene 

数据库(ftp：／／ftp．ncbi．nlrru nih．gov／repository／ 

unigene)．该数据库目前版本包括48000个记录． 

每一 个 Unigene记 录 都 有 一 个 参 照 序 列 

(Reference)，该序列通过一定标准确定，是该基 

因记录中具有最高测序质量的最长序列，其中相 

当部分 Reference来自全长 cDNA测序项目[2 ； 

②GenBank／EMBI 核酸序列数据库；③NCBI的 

RefSeq数据库．RefSeq数据库是 NCBI搜集和注 

释的高质量全长 mRNA序列数据库；④水稻和 

拟南芥基因组序列：水稻基因组数据来自美国基 

因组研究所(TIGR)(osal，version1．0，http：／／ 

www．tigr．org／tdb／e2kl／osal／pseudomoleeules／ 

info．shtm1)，拟南芥基因组 5条染色体序列数据 

来自 GenBank． 

1．2 方 法 

序列分析程序 cap3[7l用于本研究中启始位 

点信 息 的确 定．以每个 UniGene记 录中 的 

“Reference”序列为模版，与其他序列进行比对． 

分析流程：①原始数据下载：从 UniGene 

数据库下载水稻、拟南芥、大麦、小麦、大豆、玉 

米、马铃薯共 7个植物所有记录；从 EMBI 中 

下载相关基因记录；从 RefSeq数据库下载所有 

植物基因记录(ACCESSION号以 NM一开头)； 

②全长 mRNA序列的筛选：为了保证获得的每 

个基因转 录区间 的准确性，仅 对 已有全 长 

mRNA序列的植物基因进行分析．采用多个途 

径来保证和筛选全长mRNA序列 ：UniGene记 

录中必须含有来 自植物大规模全长 cDNA测 

序项目的序列(如水稻和拟南芥)或 RefSeq数 

据库序列，对没有上述序列的物种，进行了人工 

注释和筛选．筛选标准为：必须包含开放阅读框 

(ORF)和 5’端序列不以 ATG开头，即 5’端的 

非编码区域(5’UTR)长度不为零；③序列比 

对 ：利用 cap3进行转录本序列的比对，并提取 

相应位点信息；④基因组定位：利用 sim4将步 

骤 3确定的位点信息定位到基因组水平上．由 

于数据问题，目前只对水稻和拟南芥基因进行 

了定位；⑤PIFdb数据库记录的产生．至少含有 

3个或 3个以上位点数据的基因才产生记录． 

以上分析流程均用 PIF Maker程序包完 

成．该程序用 PERI 编写，适合于 IANUX和 

WINDOWS系统下运行，可以用于来自任何物 

种的基因转录启始频率分析． 

2 结果与分析 

2．1 植物基因转录启始区间 

根据制定的筛选标准和现有的序列数据， 

共对来 自水稻、拟南芥、大麦、小麦、大豆、玉米、 

马铃薯共 7个物种的 17437个基 因进行了分 

析，获得了相应 的 PIFdb数据库记录 (版本 
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2．O)．该版本记录中各物种数量见表 1 

表 1 植物基因转录启始区间大小 

Table l Distance of transcriptional initiation region 

注：数据来自本研究产生的 PlFdb数据库记录(2．0版) 

*括号内数据为有基因组水平转 录启始位点数据的基因数 

量；**括号内数据基于mRNA水平上的位点数据统计． 

分别统计各个物种基因转录起始区域的平 

均长度．转录起始区域定义为基因最上游起始 

位点到最下游位点的区间．表 1结果表明，植物 

基因的转录起始区域在 mRNA水平上平均在 

171 bp之间，7个物种间大小有所不同，其中水 

稻和拟南芥分别为 121和 118 bp．在基因组水 

平上，植物基因的转录起始区域在 174 bp之 

间，水稻基因较拟南芥基因略小，平均值分别为 

129 bp和 126 bp．它们的长度分布呈偏态分 

布，起始区域长度大部分集中在 100 bp以内， 

其中水稻中转录起始区域长度为 6O bp最多， 

占13．7 9／5，而在拟南芥中则是8O bp，占13．0％ 

(图 1)．另外 5个物种转录起始区域的平均长 

度基本在 100～300 bp． 

2．2 植物基因转录启始频率 

进一步分析水稻和拟南芥基因组水平上基 

因转录起始的频率(图 2)．结果显示，它们的转 

录起始位点基本上在参考序列 5’端(即 0位 

点)附近，形成明显的一个单峰，同时在 l5～23 

bp的位置上水稻和拟南芥基因绝大多数集中 

在一5O～+100 bp的区域内(图 2右列)；与编 

码起始位点(ATG)对齐得到的结果表明(图 2 

左列)。水 稻和拟南芥 基 因大多在距 ATG 
一

100 bp的范 围 内转 录起 始，水 稻基 因在 
～

57 bp位点上起始频率最高，拟南芥基因的最 

高频率位点则在略后一点的位置上(一39 bp)． 
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图 1 水稻和拟南芥基因转录启始区间长度分布 

Fig．1 Distribution of transcription initiation distances of 

rice and A rahidopsis genes 

3 讨 论 

本研究的一个关键问题是分析获得的基因 

转录位点信息是否真正反映了基因的实际转录 

状况。也就是说如何保证数据的准确性和进行质 

量控制．其基本思路是：世界各地的分子生物学 

家对某一基因表达序列进行研究，他们在不同的 

环境处理条件和植物生长发育阶段等条件下分 

别获得了该基因的转录本，其中部分转录本序列 

是从 5’端测序，这些序列或长(也许是全长序 

列)或短(如 EST序列)，其 5’端起始位点也有所 

不同，这些差异实际是由于基因在不同条件下差 

异表达的结果，它们所有起始的位点代表了该基 

因所有可能起始的位点。不同位点的不同起始次 

数则代表了该基因转录起始的特征．所以，本研 

究所获得的信息基本反映了基因的实际转录状 

况，给出了基因转录的一个大致结构，本研究数 

据可能的误差主要来 自两个方面。一是 EST的 

测序误差，二是 5’端测序的完整性．为此，考虑 

了如下质量控制途径：①选用高质量的基础数 

O  O  O  O  O  O  O  O  O  ∞ ∞ 的 ∞ ∞ 加 
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据：本研究选用UniGene数据库序列做为基础数 

据，保证了序列的可靠性．UniGene数据库数据 

的产生流程中有一个完善和严格的序列质量控 

制标准，排除了载体等可能造成的测序误差； 

②为了对转录区间的严格界定：制定了严格的基 
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水稻和拟南芥基因转录起始位点 ／bp 
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因全长mRNA序列筛选标准，只有真正的全长 

mRNA序列才能 进 入分析 流程 中．以全长 

mRNA序列为模版进行分析，就可保证转录区 

间的可靠性；③至少含有 3个或 3个以上位点数 

据的基因才产生 PIFdb记录并用于本研究． 
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水稻和拟南芥基因转录起始位点 ／bp 

左列：基因序列按编码起始位点 ATG对齐；右列：基因序列按 PIFdb数据库记录的“0”起始位点对齐 

图2 水稻和拟南芥基因转录起始位点频率 

Fig．2 Transcription initiation frequency of rice and Arabidopsis genes 

本研究得到的植物基因转录起始区间大约 

在 120 bp左右 (如水 稻 l2l bp和拟 南芥 

118 bp)，大约是人类基因平均长度 61．7 bp的 

两倍口]．这说明植物基因较人类基因可能在更 

宽泛的区间内转录起始．同时，它们起始区间长 

度的分布特征基本一致． 
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