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摘要 Opaque2(O2)是一个调控玉米胚乳发育的重要转录因子. 为了揭示O2的转录调控网络, 利用DAP-Seq技术挖

掘其在全基因组范围上结合位点共检测到11385个位点. 通过结合已报道RNA-Seq数据, 本研究DAP-Seq共检测到

317个O2直接结合并调控的靶基因, 其中包括97个已报道ChIP-Seq检测靶基因以及220个DAP-Seq特异检测的靶基

因. 而基序(motif)富集分析显示, DAP-Seq检测O2结合317靶标基因与220个特异结合靶标基因所富集的基序均与

已报道O2结合motif相同. 另外, GO富集分析显示, 与ChIP-Seq一致的O2靶基因主要参与zein蛋白合成及氨基酸代

谢途径, 而特异检测的O2靶标基因, 除参与上述途径外, 还主要参与糖代谢途径以及多个胁迫响应相关途径. 本研

究利用DAP-Seq技术进一步揭示了O2在胚乳发育过程发挥调控作用, 该结果是对前人研究结果的验证和补充.
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Opaque2(O2)是玉米胚乳特异表达的转录因子

(transcription factor, TF), O2蛋白含有碱性氨基酸基序/
亮氨酸拉链, 属于bZIP家族[1,2]. O2通过结合“ACGT”基
序来激活玉米储藏蛋白如α-醇溶蛋白的编码基因在胚

乳中特异表达, 当O2突变后导致玉米籽粒的醇溶蛋白

大幅降低同时提高籽粒中赖氨酸的含量[3,4]. 另外, O2
突变还造成胚乳呈现软质不透明的特性, 从而增加玉

米的对病虫害及机械损伤的易感性, 说明O2参与玉米

的抗性过程[4]. 还有研究表明, O2突变后玉米籽粒的淀

粉合成途径受到影响, 糖代谢水平下降以及氨基酸代

谢途径发生改变等, 这使得突变体的玉米胚乳、幼苗

以及雄穗发育过程均不同于野生型[5,6]. 为了研究O2是

否直接参与调节这些代谢途径以及了解O2复杂的基因

调控网络,人们利用ChIP-Seq结合RNA-Seq方法检测一

些O2直接结合并调控的靶标基因, 包括玉米各种zein
亚家族基因, 与病原体防御相关的b32基因, 参与赖氨

酸分别代谢的LKR/SDH基因, 参与籽粒碳氮代谢相关

的cyPPDK基因以及与胚乳发育相关的NKD2基因

等[7,8].
虽然前人已检测到很多O2靶基因, 并且这些基因

功能涉及范围广泛, 但这并不能解释O2突变后所产生

所有表型改变. 为了进一步解析O2的功能, 并了解O2
在全基因组水平上结合位点情况, 我们对O2转录因子

进行DNA亲和纯化测序(DNA affinity purification
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sequencing, DAP-Seq)分析. DAP-Seq是目前新开发的

一种体外检测TF-DNA互作的分析方法, 该方法在不依

赖于所研究TF抗体的前提下, 使用体外表达的TF蛋白

对裸露的全基因组DNA片段进行孵育, 以确定其结合

位置和基序[9]. DAP-Seq检测方法具有成本低、获取

TF结合信息快的特点. 另外该方法所使用的全基因组

DNA携带了影响TF结合的特性(基序上下有序列和甲

基化修饰等), 这使得其在检测TF结合基序和结合位点

方面比其他体外检测方法更准确. 目前DAP-Seq在人

类、拟南芥以及玉米相关转录因子研究上得到应

用[9,10].
本研究通过将DAP-Seq与前人报道RNA-Seq进行

整合分析, 发现有97个O2直接靶标基因与前人结果一

致, 同时还有220个DAP-Seq特异检测到O2直接靶标基

因. GO分析发现O2直接调控基因主要参与编码籽粒储

藏蛋白及参与氨基酸合成与代谢相关酶, 同时O2还直

接调控与碳骨架分配相关基因的转录. 特异检测的O2
靶标基因主要参与糖代谢途径. 本研究进一步揭示了

O2在胚乳发育过程发挥调控作用, 该结果是对前人研

究结果的验证和补充.

1 材料与方法

1.1 材料

授粉后15 d的B73玉米胚乳.

1.2 方法

根据Bartlett 等人[11]报道, 对DAP-Seq操作方法进

行一定修改, 具体方法如下:
(ⅰ) DNA片段化及建库. 利用CTAB法提取授粉后

15 d玉米籽粒DNA, 使用Bioruptor Plus仪器打断至片段

大小为250 bp. 利用磁珠(BECKMAN COULTER AM-
Pure XP A63881)筛选目标片段然后利用建库试剂盒

(NEXTflex-Rapid DNA-Seq Kit)完成End repair以及加A
过程.

(ⅱ) 蛋白表达. 所使用构建表达载体的引物F: 5′-
CAGAGCGATAACGCGATGGAGCACGTCATCT-
CAATGGA-3′和R: 5′-AGCCCGAATTCGTTTTTAATA-
CATGTCCATGTGTATGGCCCCA-3′将O2的开放阅读

框全场重组到pFN9K Halotag®T7SP6 Flexi®载体. 然后,
按照麦胚蛋白表达系统(Promega TNT SP6 wheat Germ
Master Mix)使用说明, 对O2重组质粒进行表达.

(ⅲ) DNA与蛋白结合以及Western-blotting检测.
将表达蛋白溶液与Halotag-beads混合, 25°C, 1500
r/min震荡1 h, 然后加入DNA文库再震荡1 h. 震荡结束

后清洗Halotag-beads, 向离心管中加入30 μL EB溶解.
然后再98°C 1000 r/min震荡10 min. 加热结束后立刻将

离心管放在磁力架上, 待溶液澄清后2 min, 将上清转移

至新离心管, 并保存于−20°C, 用于后续实验. 然后向含

有Halotag-beads离心管中加入40 μL ddH2O, 再加入

10 μL 5×SDS-PAGE 上样缓冲溶液, 然后将离心管放

在100°C加热10 min. 取20 μL液体进行Western blotting,
检查Halotag-beads上是否有O2蛋白表达.

(ⅳ) 测序. 利用PCR扩增将Index加入到与O2蛋白

结合的DNA片段上, 然后利用磁珠进一步筛选除加上

Index的DNA片段, 再利用KAPA文库定量试剂盒检测

DNA文库质量合格. 最后由上海瀚宇生物科技有限公

司完成测序工作.
(ⅴ) 测序数据分析. 利用Bowtie2软件[12]将DAP-

Seq测序读长比对到玉米B73基因组(B73 RefGen_
v3)[13], 然后利用MACS 2.0[14]软件检测O2相对于对照

GFP所富集的峰. O2结合峰利用IGV进行可视化分

析[15]. 利用MEME-ChIP软件分析O2靶标基因富集mo-
tif. 利用agriGO database v1.2在线分析GO分析[16].

2 结果

2.1 基于DAP-Seq识别O2结合位点

为了检测O2在玉米全基因组上的直接靶基因, 我

们提取授粉15 d后B73玉米胚乳DNA进行DAP-Seq分
析, 试验设置两个重复, 将全基因组DNA(gDNA)打断

使DNA集中区域在250 bp(图1(a)). 然后根据试剂盒说

明制备DAP-Seq gDNA文库. 利用麦胚表达系统将O2
全长ORF序列进行表达, 以GFP达作为阴性对照; 将

gDNA文库加入与O2蛋白孵育后, 获得O2结合DNA片

段, 并用PCR引物扩增以引入索引; 利用Illumina HiSe-
quation 2500平台对回收的基因组片段进行测序, 产生

配对读长. Western-blotting实验验证Halo-tag结合的蛋

白表达情况, 发现O2转录因子和GFP均能正常表达(图
1(b)).

O2结合DNA样品产生2822万个读长 , 其中有

98.51%读长被定位到玉米参考基因组; 而GFP结合

DNA样品平均产生2245万个读长, 有91.81%读长被定

位到玉米参考基因组. 将测序数据进行前处理后, 然后
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利用MACS2软件去识别O2结合峰的序列. 本研究将两

个重复均检测到的峰作为可重现峰用于后续分析, 设

log10(q-value)=5为检测阈值, 共检测到11385个可重现

的O2结合区域. DAP-Seq检测的峰分布在玉米所有染色

体上, 其中有34.06% 峰位于基因起始转录位点上游5 kb
之外的区域, 即基因间区(图1(c)). 另外有32.25%位于基

因起始位点上游5 kb内, 13.02%位于基因基因转录终止

位点下游5 kb内, 5′-非翻译区分布最少(1.66%). 为检测

O2结合靶标基因, 将检测的重复峰落在基因的转录起

始位点上下1 kb区域的注释基因, 定义为O2靶标基因,

根据这个标准我们共检测到5357个O2结合靶标基因.

2.2 DAP-Seq鉴定O2直接结合调控靶标基因

为了鉴定DAP-Seq检测的靶标基因是否有O2直接

结合调控, 将DAP-Seq与前人报道的B73背景下O2突变

体的RNA-Seq进行结合分析[8], 发现DAP-Seq共检测到

317个O2直接结合并结合靶标基因, 其中260个被O2激
活, 57个被O2抑制(图2(a), 表S1). 与前人ChIP-Seq检测

数据进行比较发现,有97个DAP-Seq检测基因与前人结

果一致, 与Zhan等人[8]和Li等人[7] 研究结果的重叠率分

图 1 (网络版彩色)DNA片段化、O2蛋白表达以及O2结合峰分布图. (a) DNA片段化检测; (b) 蛋白与DNA结合后west-blotting检测; (c) DAP-
Seq检测O2结合峰分布, 基因区域从起始转录位点上游5 kb到终止转录位点下游5 kb; (d) DAP-Seq检测O2结合峰分布, 基因区域从起始转录位

点上游1 kb到终止转录位点下游1 kb
Figure 1 (Color online) The detection of DNA fragmentation and O2 protein expression and the analysis of O2 binding peak distribution: (a) DNA
fragment detection; (b) detection after O2 protein using west-blotting; (c) distribution of O2 peaks in the maize genome based on localization of peak
summits. The gene region is from 5 kb upstream of the transcription start site to 5 kb downstream of the transcription ending site; (d) distribution of O2
peaks in the maize genome based on localization of peak summits. The gene region is from 1 kb upstream of the transcription start site to 1 kb
downstream of the transcription ending site
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别为50.54%和35.90%.其中这些重叠基因包括15个zein
基因, 以及早前已报道的cyPPDK1/2, LKR/SDH, NKD2
和bZIP17等基因(表S1, 图3). 而其他220个基因则为

DAP-Seq特异检测到O2直接结合调控的靶位点, 这其

中包括172个O2激活靶基因和48个O2抑制基因. 上述

结果说明, DAP-Seq能一定程度上解析O2结合位点, 并
对ChIP-Seq结果进行补充.

2.3 DAP-Seq鉴定O2结合位点分布及结合cis元件

为鉴定O2结合靶位点的cis元件, 抽取317个O2直
接结合并调控基因所对应峰的上下游200 bp基因组序

列, 并利用MEME-ChIP软件进行motif富集分析. 结果

显示富集最显著的motif序列是“YGCCACGTCAB”(E-
value=1.3×e−39), 该基序中“CCACGTCA”与前人报道

O2结合cis元件序列一致[8]. 为了进一步明确O2在基因

组上结合的cis元件, 同样抽取220个DAP-Seq特异检测

到的O2结合峰的基因组序列, 并进行MEME-ChIP分
析, 发现DAP-Seq特异结合的位点富集到 “SYGC-
CACGTCR”的基序(E-value=7.6×e−84)(图4(b)). 该基序

同样含有前人已报道的“CACGTCA”序列, 并且从图5
中可以看出该motif是在所分析峰的中心区域显著富集

(P=1.4×e−39)(图4(c)). 另外, 以100 bp为bin分析了DAP-
Seq检测到的O2直接调控基因区域内峰分布的数目, 结
果发现O2主要集中结合转录起始位上下游−250~
+200 bp基因组区域(图4(a)). 这一结果与前人研究发现

O2结合位点在转录起始位点上游300 bp区域内一

致[8,17]. 由此可见, DAP-Seq检测鉴定到O2结合cis元件

和结合位置与ChIP-Seq鉴定结果一致.

2.4 DAP-Seq鉴定O2结合靶基因GO分析

为了更深入地了解O2基因调控网络, 对DAP-Seq
检测的靶基因进行GO(Gene ontology)富集分析(q<
0.05). 结果显示, 260个O2直接激活基因主要参与四类

相关过程(图5): 一是与有机酸代谢有关, 包括有机酸代

谢过程 ( GO : 0 0 0 6 0 8 2 ) ; 有机酸分解代谢过程

(GO:0016054); 代谢过程(GO:0043436); 羧酸代谢过程

(GO:0019752); 单羧酸代谢过程(GO:0032787)以及羧酸

分解代谢过程(GO:0046395). 这一类代谢途径涉及O2
激活基因有67个, 其中包括在籽粒的碳分配过程中发

挥重要作用的cyPPDK1/2. 二是与含氮复合物代谢相

关的生物学过程, 这一过程富集的GO条目最多, 共富

集到12个相关过程GO条目, 包括有机氮化合物代谢过

程 (GO :1901564 )、有机氮化合物分解代谢过程

(GO:1901565)、胺代谢过程(GO:0009308)、α-氨基酸代

谢过程(GO:1901605)、α-氨基酸分解代谢过程(GO:
1901606)、α-氨基酸生物合成过程(GO:1901607)、细胞

氨基酸代谢过程(GO:0006520)、细胞氨基酸生物合成

过程(GO:0008652)、细胞氨基酸分解代谢过程(GO:
0009063)、丝氨酸家族氨基酸代谢过程(GO:0009069)、
丝氨酸家族氨基酸生物合成(GO:0009070)以及谷氨酰

图 2 (网络版彩色)O2直接结合调控基因的Venn图. (a) O2直接结合调控基因与前人DEGs的Venn图[8]; (b) DAP-Seq与ChIP-Seq检测O2直接结

合调控基因结合基因的Venn图[7,8]

Figure 2 (Color online) Venn diagram of O2 directly binding regulatory gene. (a) Venn diagram of numbers of O2-modulated genes and O2-bound
genes detected by RNA-Seq[8] and DAP-Seq. The direct binding of O2 regulatory gene to the Venn diagram with the DEGs in Zhan et al.’s study[8]; (b)
the venn diagram of numbers of O2 binding gene detected by DAP-Seq and ChIP-Seq[7,8]
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胺家族氨基酸代谢过程(GO:0009064). 参与这一类代

谢途径的基因有93个, 其中包括与胚乳发育相关的

NKD2 ( GRMZM5G8 8 4 1 3 7 )、 LKD / SDH基因

(GRMZM2G181362)、谷氨酰胺合成酶编码基因

(GRMZM2G024104 )、脯氨酸氧化酶编码基因

(GRMZM2G053720和GRMZM2G117956)、丙氨酸-乙
醛酸转氨酶编码基因(GRMZM2G124353)和2-氧代异

戊酸脱氢酶编码基因(GRMZM2G037614)等. 第三类是

参与糖代谢过程, 该类生物学过程所富集GO条目包括

糖基化合物生物合成过程(GO:1901659)、糖苷生物合

成过程 ( GO : 0 0 1 6 1 3 8 )以及糖苷代谢过程 ( GO :
0016137). 参加这一类代谢途径的基因有磷酸海藻糖

磷酸酶编码基因(GRMZM2G140078和GRMZM2G
118462), α-葡聚糖磷酸化酶编码基因(GRMZM2G
085577)和肌醇半乳糖苷-蔗糖半乳糖基转移酶编码基

因(GRMZM2G050177)等. 最后一类与抗逆相关过程,
包括两个GO条目分别是响应刺激(GO:0050896)和响

应karrikin过程(GO:0080167). O2转录激活靶标基因中

有157基因可能与玉米胁迫响应有关, 包括参与盐和氧

化响应的LGL(GRMZM2G312877)、与乙醇代谢相关

的GBF1(GRMZM2G011932), 以及参与玉米抗旱相关

过程的NF-YB16 (GRMZM2G384528)和NAC111
(GRMZM2G127379)基因. 另外, 该部分基因最显著富

集的分子功能的GO条目是营养库活性(nutrient reser-
voir activity)(GO:0045735). 此外, 还富集的氧化还原

酶活性(GO:0016491)和转氨酶活性(GO:0008483)等分

子功能GO条目.
对DAP-Seq检测到57个O2直接抑制靶基因进行

GO分析, 共检测到7个显著富集GO条目均为生物学过

程GO条目, 包括氧化还原过程(GO:0055114)、化学物

图 3 (网络版彩色)DAP-Seq检测O2靶基因峰图
Figure 3 (Color online) Peak of O2 target genes detected by DAP-Seq
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响应(GO:0042221)、响应盐胁迫响应(GO:0009651)以
及渗透胁迫响应(GO:0006970)等GO条目. 参与氧化还

原过程的O2抑制靶标基因有11个, 包括Orphan154
(GRMZM2G300125)、编码APGase小亚基的bt2
(GRMZM2G068506)、参与糖酵解途径的三磷酸甘油

醛脱氢酶编码基因(GAPDH, GRMZM2G071630)以及

过氧化物酶编码基因(GRMZM2G136158).
总的来说, O2直接调控基因主要编码籽粒储藏蛋

白zein、参与氨基酸合成和代谢一些相关酶，以及参

与调控碳骨架分配过程. 另外O2还能直接调节糖代谢

相关途径以及参与多个胁迫响应相关过程.

2.5 DAP-Seq特异检测O2结合靶基因功能分析

为了进一步了解DAP-Seq检测到与ChIP-Seq重叠

的O2靶标基因与DAP-Seq特异检测O2靶标基因功能的

差异, 对这两部分基因分别进行GO分析(图6), 发现与

ChIP-Seq重叠的88个O激活基因主要参与两类相关过

程(图6(a)). 一是与有机酸代谢有关过程, 包括有机酸代

谢过程(GO:0006082)、oxoaid代谢过程(GO:0043436)
以及羧酸代谢过程(GO:0019752). 这一类生物学过程

中涉及包括cyPPDK1/2的26个基因. 二是与含氮复合

物代谢相关过程, 包括胺代谢过程(GO:0009308)以及

多个与氨基酸相关的代谢过程: 细胞氨基酸分解代

(GO:0009063)、α-氨基酸代谢过程(GO:1901605)、α-

氨基酸分解代谢过程(GO:1901606)、细胞氨基酸代谢

过程(GO:0006520)和α-氨基酸生物合成过程(GO:
1901607). 这一类生物学过程参与的基因有LKD/SDH
基因(GRMZM2G181362)、谷氨酰胺合成酶编码基因

(GRMZM2G 024104)和脯氨酸氧化酶编码基因

(GRMZM2G 053720和GRMZM2G117956)等. 另外最

显著富集的分子功能GO条目是与zein基因相关的营养

库活性条GO目(nutrient reservoir activity)(GO:
0045735), 还有氧化还原酶活性(GO:0016491)和因子结

合活性(GO:0048037)等. 在本研究中, 与ChIP-Seq重叠

的9个O2抑制基因没有检测到显著富集的GO条目. GO
富集条目说明DAP-Seq检测到与ChIP-Seq重叠的O2靶
标基因主要参与调节籽粒储藏蛋白zein、参与氨基酸

合成与代谢途径以及参与调控碳骨架向碳和氮化合物

之间的分配过程.
对DAP-Seq特异检测到172个O2激活基因进行GO

富集分析(图6(b)), 发现在该部分基因富集的生物过程

GO条目中有3个与ChIP-Seq检测基因富集GO条目相

同, 分别是有机酸代谢途径(GO:0006082)、有氧酸代

谢途径 ( GO : 0 0 4 3 4 3 6 )以及 α -氨基酸代谢过程

(GO:1901605). 其中参与α-氨基酸代谢过程的基因有12
个 , 包括丙氨酸 -乙醛酸氨基转移酶 (GRMZM2G
124353)、3-甲基-2-氧丁酸脱氢酶参与缬氨酸代谢过

程(GRMZM2G037614)、甲基丁烯酰-CoA 羧化酶

图 4 (网络版彩色)O2结合位点基因组区域分布及220个DAP-Seq特异检测靶标基因所富集的motif. (a) O2结合位点基因组区域分布; (b) 220个
DAP-Seq特异检测靶标基因所富集的基序; (c) 显著富集基序在O2靶标峰周围的位置分布
Figure 4 (Color online) The analysis of distribution of O2 binding site and enriched motif of genes specifically detected from DAP-Seq O2 binding
cis-elements. (a) O2 binding motif identified by MEME-ChIP in 1-kb flanking sequences around the genic peak summits and the density plot of this
motif around the summits of peaks. (b) The significantly enriched motif sequence of O2 binding sites specifically detected by DAP-Seq. (c) The motif’s
positional distributions around the summits of peaks associated with direct O2 targets
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(GRMZM2G702490). 除上述3个生物过程外, DAP-Seq
特异检测的O2靶标基因还参与籽粒中糖相关代谢过

程, 比如单糖代谢途径(GO:0005996)、己糖代谢途径

(GO:0019318)、糖苷生物合成途径(GO:0016138)、糖

苷生物代谢途径(GO:0016137)以及糖基化合物生物合

成途径(GO:1901659, 0.039). 有19个参与这部分代谢相

关的途径的O2靶标基因, 包含有磷酸海藻糖磷酸酶编

码基因(GRMZM2G140078和GRMZM2G118462)、α-
葡聚糖磷酸化酶编码基因(GRMZM2G085577)和肌醇

半乳糖苷-蔗糖半乳糖基转移酶编码基因(GRMZM2G
050177)等. 另外, DAP-Seq特异检测到的靶标基因有

109个O2激活基因参与胁迫响应相关生物学过程, 其中

包括NF-YB16和ZmNAC111. 另外有22个基因还与次生

代谢物合成(GO:0044550)和代谢GO:0019748)有关.

DAP-Seq特异检测到48个O2结合并抑制的基因主要参

与多个胁迫响应相关过程 , 如化学物响应 (GO :
0042221)、响应盐胁迫响应(GO:0009651)以及渗透胁

迫响应(GO:0006970).另外有10个基因(包括bt2)参与还

参与氧化还原过程(GO:0055114).
从上述结果可以看出, DAP-Seq特异检测到O2直

接靶标基因除了参与氨基酸合成与代谢途径以及调控

碳骨架分配过程外, 有更多基因直接参与糖代谢相关

途径以及多个胁迫响应相关过程.

3 讨论

O2突变后会对玉米胚乳发育造成多种影响, 有些

影响的机制已经明确, 但还有很多机制并不清楚[8]. 为

了进一步解析O2的功能并全面了解O2在基因组水平

图 5 (网络版彩色)DAP-Seq检测260个O2结合激活靶基因GO分析
Figure 5 (Color online) GO analysis of 260 target genes activated by O2 binding
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上的结合位点情况, 我们对O2转录因子进行DAP-Seq,
并将DAP-Seq结果与已发表RNA-Seq结果进行整合分

析, 发现DAP-Seq检测到317个O2直接结合并调控的靶

标基因. DAP-Seq检测直接靶标与在W22背景中ChIP-
Seq检测结果[7]重叠率为35.90%, 与在B73背景中ChIP-
Seq检测结果[8]重叠率为50.54%, 该结果一方面说明

DAP-Seq能一定的程度解析O2在全基因组范围上的结

合位点, 另一方面也说明DAP-Seq与ChIP-Seq之间存在

一些差异, 究其原因一方面可能是检测全基因组结合

位点所用材料的遗传背景存在差异[18]; 另一方面可能

由DAP-Seq与ChIP-Seq两种方法的差异造成. DAP-Seq
是体外检测转录因子结合位点的方法, 而ChIP-Seq是
体内检测转录因子结合位点的方法. 结合前人分析[7,8],
本研究发现有一部分O2靶标基因只能由ChIP-Seq特异

检测而不能被DAP-Seq检测,说明该部分基因被结合时

不仅需要O2转录因子还需要体内与O2相应的辅助因

子或者互作蛋白[8,19]. GBF1能够激活Adh1的转录[20], Li
等人[7]利用ChIP-Seq方法检测到GBF1和乙醇脱氢酶编

码基因(Adh1)均为O2的靶标基因, 但是本研究只检测

到GBF1基因而没有检测到Adh1, 这说明O2可能需要

与GBF1协同作用来调控Adh1的表达.
Zein基因是O2主要调控的靶标基因[7,8], 本研究发

现有20个zein基因被O2结合, 这几乎涵盖所有zein亚家

族, 其中15个(包括10个19 kD和2个22 kD α-zein, 16 kD
β-zein, 27和15 kD γ-zein, 以及18 kD δ-zein)与ChIP-Seq
检测结果一致[7,8]. 不同的是本研究检测到O2只结合了

2个22 kD zein编码基因, 明显少于ChIP-Seq检测数目,
说明22 kD zein亚家族基因的激活比其他zein亚家族基

因更依赖于植株体内O2同源二倍体结构以及与其互作

的因子, 这或许能一定程度解释O2与PBF相互作用后

图 6 (网络版彩色)DAP-Seq检测O2结合激活基因的GO分析. (a) 与ChIP-Seq重叠O2结合激活靶基因富集生物学过程GO条目; (b) DAP-Seq特
异检测到O2结合激活靶基因富集生物学过程GO条目
Figure 6 (Color online) The GO analysis for O2 activated targets detected by DAP-Seq. (a) Associated biological process GO of genes overlapped
with ChIP-Seq; (b) associated biological process GO of genes specifically detected by DAP-Seq
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比单独O2对22 kD zein基因具有更强的转录激活活

性[19].
在非zein基因O2靶基因中有多个与ChIP-Seq重叠

并且功能明确的基因, 例如LKR/SDH基因编码赖氨酸-
酮戊二酸还原酶/糖苷脱氢酶参与赖氨酸降解[21], 两个

编码脯氨酸氧化酶基因 ( GRMZM2G0 5 3 7 2 0和
GRMZM2G117956)均为O2直接靶标基因[7]. 另外还检

测到cyPPDK1和cyPPDK2, 编码胚乳特异性胞质同工

的丙酮酸正磷酸二激酶异构体, 该酶参与碳的分配过

程[22], 但是很遗憾本研究并没有检测与淀粉合成相关

的SSIII基因. NKD2基因编码转录因子是许多胚乳中糊

粉层、胚乳细胞分化等胚乳发育过程以及储藏物质合

成的核心调控因子[23]. 另外, 本研究检测到bZIP17能够

被O2直接结合并激活的靶标基因, 该基因编码转录因

子与O2相互作用后能增强对下游靶基因的转录活性[8].
DAP-Seq还特异检测到很多重要功能的非zein靶

标基因(表S1, 图3), 其中GRMZM2G124353编码一种丙

氨酸-乙醛酸氨基转移酶, 参与甘氨酸和丙氨酸之间的

转换代谢过程, 在遗传定位分析中发现该基因与玉米

氨基酸含量显著关联[24]. GRMZM2G037614编码的3-
甲基-2-氧丁酸脱氢酶参与缬氨酸代谢过程 , 通过

GWAS分析鉴定到该基因参与氨基酸代谢网络 [ 25 ] .
GRMZM2G702490编码甲基丁烯酰-CoA 羧化酶, 该酶

参与亮氨酸降解过程. 前人研究发现O2不仅能够直接

调控籽粒蛋白的合成而且还能直接结合并激活淀粉合

成相关基因[26], 本研究检测到一个参与淀粉合成过程

重要基因bt2, 该基因编码玉米种子的腺苷酸葡萄糖焦

磷酸酶小亚基(AGPase), AGPase能够将催化Glc-1-P和
ATP产生ADP-葡萄糖和无机焦磷酸盐, 是淀粉合成过

程中的限速酶[27], 这一结果进一步说明O2能够直接参

与调控淀粉合成相关途径. 前人研究发现O2激活SSIII
基因表达, 而本研究发现bt2转录被O2抑制, 说明O2可
能以一种复杂的调控模式对淀粉合成途径进行调控,
这一推测需要后期进一步研究. 另外, GRMZM5G
856653基因参与多个代谢途径, 该基因编码的己糖激

酶既调控植物体内储存糖和游离糖的利用率, 还调控

糖酵解和氧化戊糖磷酸途径的代谢速率[28]. GRMZM
2G118462是海藻糖-磷酸合酶编码基因, 该酶可能与玉

米产量的形成有关[29]. 另外, 本研究还检测到多个与胁

迫响应相关基因, 如ZmNAC111编码NAC家族转录因

子, 该基因5′-非翻译区发生突变后会导致玉米幼苗的

抗旱性减弱, 说明该基因在玉米抗旱过程发挥重要作

用[30]. 总体来说, DAP-Seq特异检测到靶标基因说明O2
除了直接调节籽粒储藏蛋白zein、参与氨基酸合成与

代谢途径以及参与调控碳骨架的分配过程, 还能直接

调节糖代谢相关途径并参与胁迫响应过程.
早期研究显示O2是一个转录激活因子[7,21], 近期有

研究发现O2也是一个转录抑制因子[8], 而本研究中显示

O2具有转录抑制功能. 将DAP-Seq与RNA-Seq结合分析

发现有57个基因被O2直接结合并抑制, 其中包含9个
ChIP-Seq检测到靶标基因和48个DAP-Seq特异检测的直

接抑制靶点(表S1). 本研究发现O2抑制bt2的转录, 而从

前人研究整个胚乳发育过程来看当O2基因开始表达时

bt2基因表达量呈现下降趋势[31], 这说明O2可能一定程

度上对这些基因表达产生抑制作用. 另外还有研究发现

将o2基因导入背景材料后, 该导入系的AGPase活性高

于其背景材料的活性, 说明O2具有抑制AGPase活性功

能. 但是本研究DAP-Seq仅是结合15 DAP 的RNA-Seq
数据进行分析, 并不能确定O2是否在胚乳发育后期与

这些基因结合; 另外前人研究表明O2突变后会导致蛋

白质组的再平衡, 即zein蛋白减少而非zein蛋白水平上

升[32], 所以在o2突变体中bt2等基因表达水平上调是否

由O2突变导致转录抑制功能丧失而成还有待进一步分

析. 总体来说, 本研究进一步证实O2具有转录抑制功能.

4 结论

综上所述, 本研究利用 DAP-Seq检测到11385个位

点O2结合DNA位点,结合前人RNA-Seq数据共发现317
个O2直接结合并调控靶基因, 这些靶基因功能与ChIP-
Seq检测基因功能一致. 而motif富集分析显示DAP-Seq
检测O2结合317靶标基因与220个特异结合靶标基因所

富集的基序均与已报到道O2结合motif相同. 另外, GO
富集分析显示, 与ChIP-Seq一致的O2靶基因主要参与

zein蛋白合成及氨基酸代谢途径, 而特异检测的O2靶
标基因, 除参与上述途径外, 还主要参与糖代谢途径以

及多个胁迫响应相关途径. 可见, 本研究利用DAP-Seq
技术进一步揭示了O2在胚乳发育过程发挥调控作用,
该结果是对前人研究结果的验证和补充.
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Summary for “基于DAP-Seq方法鉴定玉米胚乳特异表达转录因子O2在全基因组水平上的结合位点”

Mapping genome-wide binding sites of endosperm specific
expression transcription factor O2 using DAP-Seq
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Opaque2 (O2) is an important transcription factor regulating maize endosperm development, and mutation of the wild type
O2 gene reduces the amount of zein and increases the lysine contents, thereby, leading to development of opaque and
starchy endoplasm commonly referred to as o2 mutant. The opaque and starchy nature of the o2 mutant endosperm renders
the kernels resistance to pests, diseases and mechanical damage caused during transportation besides having high
nutritional quality. O2 regulates the genes involved in various biological functions or processes, including the synthesis and
metabolism of proteins, carbohydrates and lipids. Previous studies have identified O2 target genes regulating different
biological functions. However, the detailed information about the genome-wide analysis of O2 targets genes is insufficient
and needs further investigation. Taking advantage of DNA affinity purification sequencing (DAP-Seq) over Chromatin
Immunoprecipitation sequencing (ChIP-Seq) being a high throughput and easy approach to capturing whole genome
transcription factor and DNA interaction profile, the gene regulatory network of O2 was investigated by coupling with
mRNA abundance analyses. Using DAP-Seq, we detected a total of 11385 O2 binding sites throughout the genome.
Genome-wide comparison of O2 TF showed that DAP-Seq peaks captured significant fractions of ChIP-Seq peaks (35.9%
−50.54%), indicating the potential of DAP-seq to preferentially captures in vitro transcription factor binding sites. By
integrating previously RNA-Seq analysis of wild type (B73) vs o2 mutant endosperm, we identified 317 directly bound
target genes of O2 in this study, correlated with 97 target genes detected by ChIP-Seq and 220 additional target genes
specifically detected by DAP-Seq. Among the direct target genes detected by DAP-Seq, 260 target genes were directly
bound and activated by O2, including 20 zein gene, cyPPDK1/2, NF-YB16 and ZmNAC111; and another 57 target genes
were directly bound and repressed by O2, such as bt2, GAPDH, Orphan 154 etc. To further gain a comprehensive insight
into the functions of the O2-regulated gene network, we performed Gene Ontology (GO) terms significantly enriched
among O2 direct target genes using agriGO tool. The results indicated that O2 mainly regulates genes involved in
endosperm storage product synthesis and accumulation, directly activates genes encoding storage proteins and enzymes
involved in amino acid biosynthesis or metabolism in maize endosperm. Moreover, O2 also regulated genes involved in
carbon partitioning between carbohydrates and proteins in maize endosperm. However, 220 O2 binding target gene
specifically detected by DAP-Seq were also mainly involved in the glucose metabolism pathway and response to various
stresses. To identify cis-regulatory sequences mediating O2 binding, we performed a de novo motif discovery on the O2
binding sites detected by DAP-Seq, using the MEME-ChIP program. We found that the most significant motif containing
“CCACGTCA” sequence, the reported O2 cis motif, was enriched in the 400 bp region centered at the summits of peaks for
317 direct O2 target genes. In addition, the common cis-motif also enriched within 400 bp region centered at the summits of
peaks for 220 specific binding target genes. The motif was shown to be centrally enriched in the analyzed genomic regions.
Taken together, our results provide insight into the complexity of the O2 regulatory network, which validate and
supplement the previous research findings.

Opaque2, transcription factor, DAP-Seq, TF binding site, regulatory network
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