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植物基因组 DNase I 超敏感位点的研究进展 

张韬, 杨足君 

电子科技大学生命科学与技术学院, 成都 610054 

摘要: 真核生物的基因表达与调控是一系列顺式作用元件(cis-acting element)与反式作用因子(trans-acting fac-

tor)相互作用的结果。顺式作用元件本身不编码蛋白, 只是基因组中一些特定的区域, 它们需与反式作用因子结

合才能发挥其生理作用。目前已知, 顺式作用元件往往与染色质的结构密切相关, 能与反式作用因子结合发挥

生物学功能的顺式作用元件, 通常存在于脱氧核糖核酸酶 I 超敏感位点 (DNase I hypersensitive site) 的内部或

周围。随着越来越多的植物基因组测序的进展, 大规模高通量鉴定植物基因组的顺式作用元件正在受到关注, 

通过鉴定脱氧核糖核酸酶 I 超敏感位点可以有效确定顺式作用元件的富集区域, 将对功能基因组学研究提供的

数据支持。文章综述了近期高通量鉴定和分析植物基因组脱氧核糖核酸酶 I 超敏感位点研究进展。 
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Progress on identification and analysis of DNase I hypersensitive 
sites in plant genomes 

ZHANG Tao, YANG Zu-Jun 
School of Life Science and Technology, University of Electronic Science and Technology of China, Chengdu 610054, China 

Abstract:  Eukaryotes’s gene expression and regulation relies on the interaction of their cis-acting elements and 
trans-acting factors. The cis-elements are specific DNA sequences in the genome and frequently located in the untranslated 
regions. The trans-acting factors are usually considered to be proteins that bind to the cis-acting sequences to regulate gene 
expression. It is well known that the cis-elements are always associated with DNase I hypersensitive site, which is a signa-
ture of open chromatin. The identification of all the functional cis-element using high-throughput method in plant genome 
has not been initiated in plant genomes. With the rapid achievement of genomics studies, an increasing number of plant 
genomes have been sequenced. Genome-wide identification of DNase I hypersensitive sites will be a considerably efficient 
method to locate cis-element in plants, which will provide a vital potential for further plant functional genomics. The pre-
sent review is to reveal the recent progresses on identification and analysis of DNase I hypersensitive site in plant genomes. 
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随着模式生物基因组学的推进, 大量物种的全
基因组序列已经顺利完成, 为人们全面认识基因组
提供了非常有利的条件。然而真核生物基因的转录

水平受多种因素影响, 基因组中的功能性调控元件
对基因的表达起着至关重要的作用。对于调控元件

的研究, 常规的研究方法, 都是对与某类基因相关
的调控元件逐一进行分析, 因而可以具体阐释生物
体内这些特定基因表达调控的机理, 但是该手段只
适合于对某些已知调控蛋白的结合序列进行研究 , 
对基因组内调控元件的大规模筛选和鉴定并不适

用。早在 20 世纪 80 年代初期, 研究人员发现染色
质对脱氧核糖核酸酶Ⅰ(DNaseⅠ) 的敏感性与基因
的转录有关 , 即当一个基因处于转录活性状态时 , 
含有这个基因的染色质区域对 DNaseⅠ降解的敏感
性要比无转录活性区域高出 100 倍以上 , 被称为
DNaseⅠ超敏感位点(DNaseⅠ hypersensitive site, DH 
site), 当时认为是真核生物某部分染色质处于开链或
松散状态(Open chromatin), 容易被 DNaseⅠ非特异性
降解[1~3]。经过进一步研究发现, 具有功能的顺式作用
元件, 如启动子、增强子、抑制因子和绝缘子等都与
DNaseⅠ超敏感位相偶联[4]。因此, 鉴定 DNaseⅠ超敏
感位点成为近年来国内外基因组学研究的热点。但是

由于技术的限制, 用传统的凝胶电泳方法鉴定DNaseⅠ
超敏感位点的工作量特别巨大[2, 5, 6]。随着高通量技术

尤其是芯片和大规模测序技术的发展, 目前在酵母、
果蝇以及人类基因组研究中, 通过对DNaseⅠ降解后
的片段进行芯片杂交或大规模测序, 对其结果开展
系统的生物信息学分析, 成功地从全基因组水平上
准确鉴定了 DNaseⅠ超敏感位点[7~12]。在植物基因组

研究领域, 美国威斯康辛大学 Jiming Jiang实验室率
先通过使用回收DNaseⅠ降解片段, 进行大规模测序
技术, 在水稻和拟南芥中鉴定了大量DNaseⅠ超敏感
位点[13 14], 为进一步探索 DNaseⅠ超敏感位点在植物
基因表达调控中的作用奠定了基础。本文着重以植

物为例, 介绍如何通过高通量手段鉴定 DNaseⅠ超
敏感位点, 阐释 DNaseⅠ超敏感位点与植物基因表
达调控、组蛋白修饰以及甲基化等之间的关系。 

1  高通量鉴定 DNase I超敏感位点 

目前, 通过大规模测序技术鉴定 DNaseⅠ超敏
感位点的主要路线是：(1)细胞核提取; (2)DNaseⅠ消

化降解; (3)脉冲场凝胶电泳分离大片段; (4)通过 T4 
DNA 连接酶连接一个含有 MemⅠ限制性内切酶识
别位点并在末端标记了生物素的接头; (5)利用 MemⅠ
限制性内切酶酶切连接产物; (6)在 MemⅠ切口处连
接另一个接头, 随后进行 PCR扩增连接产物; (7)PCR
产物回收, 建库, 并使用 Illumina高通量测序仪测序; 
(8)生物信息学分析测序结果, 鉴定 DNaseⅠ超敏感
位点(图 1)[13, 14]。由于 Mem I限制性内切酶的特性是
在生物素标记位置的 20 bp 处, 因而获得片段长度
非常适宜于 Illumina 高通量测序, 可以较同类研究
获得更高通量的数据, 利于准确鉴定和分析基因组
中 DNaseⅠ超敏感位点, 适用于较大的植物基因组
的 DNaseⅠ超敏感位点研究。 

对基因组 DNaseⅠ超敏感位点的高通量测序数
据的分析流程如图 2 所示。首先, 需要除去建库时
的接头序列, 然后将除去接头的数据和目标基因组
进行比对。利用 F-Seq 对比对结果进行分析, 输出
wig格式文件以供后续 GBrwose使用。如果 F-Seq[15]

鉴定出的区域结果满足 FDR<0.01 的条件, 则该位
点为 DNaseⅠ超敏感位点。再将 DNaseⅠ超敏感位
点与表达谱、甲基化以及组蛋白数据等进行关联性

分析。最后, 将上述分析所得出的结果使用基因组
可视化工具 GBrowse 来进行显示 , 这样建立的
DNaseⅠ超敏感位点就可以与公共数据库的基因组
信息进行整合, 开展深入的比较分析。 

通过比较分析发现, 使用高通量数据鉴定的基
因组 DNaseⅠ超敏感位点, 与使用传统的 Southern 
blot 方法鉴定的超敏感位点具有高度的一致性 (图
3)。如图所示, 该区域为拟南芥第 5号染色体长臂的
一个 80 kb区域为例。在这段区域中共含有 34个基
因, Kodama等[6]通过 Southern杂交的方法鉴定了 40
个 DNaseⅠ超敏感位点, 其中 29个超敏感位点与高
通量数据完全吻合, 有 9 个 Southern 杂交的超敏感
位点非常接近高通量数据的结果, 但是由于在高通
量数据分析中使用了比较严谨的参数(FDR < 0.01), 
在最终的结果中将这部分超敏感位点进行了过滤。

另外, 通过高通量数据分析, 发现了 13 个以前未发
现的超敏感位点[13, 14]。使用高通量 Single-Ends数据
可以大规模的识别和鉴定 DNaseⅠ超敏感位点。但
是, 由于使用的 Illumina测序结果是短的序列, 在进
行序列比对(Sequence mapping)时要求较高的基因 
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图 1  DNaseⅠ超敏感建库流程 
 

 
 

图 2  DNaseⅠ超敏感位点生物信息学分析流程 

 
组序列的测序质量, 因而对只有草图或者含有大量
重复序列的基因组, 进行 DNaseⅠ超敏感位点进行
分析时, 常常就需要大幅度提高测序深度, 从而导
致相应的测序费用也会相应增加, 这也是短序列分
析 DNaseⅠ超敏感位点的缺点, 因而改进实验方法
从而获得更长的片段, 值得进一步完善。 

2  DNaseⅠ超敏感位点的分布 

在真核生物基因组中, 由于 DNaseⅠ超敏感位
点与功能性的顺式作用元件密切相关, DNaseⅠ超敏
感位点在基因组中的分布研究至关重要。研究表明, 
由于基因组的结构不同, DNaseⅠ超敏感位点的分布

也不尽相同[7, 13, 14]。从表 1中可以发现, DNaseⅠ超
敏感位点的分布与基因组大小和基因长度密切相

关。对于植物基因组来说, 基因组越大超敏感位点
就越倾向于分布在基因间区(Intergenic region)。 我
们在水稻叶片中总共鉴定出 97 974 个超敏感位点, 
而在人类中有 94 925个超敏感位点。在基因间区中, 
人类有 39%的超敏感位点位于该区域内, 而在水稻
中则是 42%, 两者的结果非常相似。但是, 在水稻和
人类的基因中超敏感位点的分布却不尽相同。超敏

感位点在人类基因组的外显子中的比例只有水稻的

大约 1/2, 而在内含子中却是水稻的 4 倍, 这是由于
水稻和人类基因组结构的差异造成的, 因为人类基
因组中内含子的平均长度为 6 155 bp, 是水稻平均
长度的 15倍, 而且在人类基因组中内含子长度占基
因总长度的比例约为 78%, 在水稻中则是 38%。因
而通过大量物种测序基因组的分析, 可以深入理解
DNase I超敏感位点的分布与基因组进化的内在联系。 

3  DNaseⅠ超敏感位点与基因表达的关系 

通过大规模 RNA 测序(RNA-Seq)结果与 DNase
Ⅰ超敏感位点的关联分析, 研究发现高表达基因内
部或上下游往往存在一个或多个超敏感位点, 而沉 



 
870 HEREDITAS (Beijing)  2013 第 35卷 

  

 

 
 
图 3  传统 Southern 杂交与高通量测序鉴定 DNaseⅠ超敏感位点的比较[14] 
图中黑色方块为高通量测序方法鉴定的 DNaseⅠ超敏感位点, 峰图为测序结果, 横向箭头为基因, 三角箭头为传统 Southern 杂交鉴
定的 DNaseⅠ超敏感位点。 
 

默或者低表达的基因或基因周围却很少存在超敏感

位点[16~18]。例如, 在人类 CD4＋T 细胞中, 2 000个高
表达基因中有 1 933 个与超敏感位点相关; 在水稻
的叶片中, 有 93%的高表达基因与超敏感位点相关, 
而在低表达基因中只有 23%的基因与超敏感位点有
关, 这说明 DNaseⅠ超敏感位点的存在与基因表达
高度相关[13]。在拟南芥中, 根据 RNA-Seq结果将基
因从表达量由高到低分为 5 类, 发现位于转录起始
位点(TSS)上游和转录终止位点(TTS)下游的脱氧核
糖酸酶 I 的敏感程度与基因的表达水平呈正相关, 
即表达水平越高 DNaseⅠ越敏感[14], 这也证实了在
有转录因子与顺式作用元件结合的区域, 染色质的
结构处于开链或者松散状态, 即更容易被 DNaseⅠ
所降解(图 4)。 

4  DNaseⅠ超敏感位点与表观遗传学标记的
关系 

研究表明 , DNaseⅠ超敏感位点与植物基因组
的甲基化程度密切相关。例如在水稻基因组中无论

是基因区(基因内部、启动子区、基因下游)还是基因

间区的超敏感位点的甲基化水平都明显的低于周围

的非超敏感区域(图 4)。DDM1是维持正常甲基化的
关键蛋白, 拟南芥的 DDM1 基因突变后, 其基因组
的甲基化水平会显著降低[19~23]。研究表明, 拟南芥
ddm1 (Decreased DNA methylation 1)突变植株中, 位
于着丝粒和近着丝粒区中的在野生型中高甲基化区

域, 会变得比野生型更容易被 DNaseⅠ降解(图 5), 
而在这段区域中, ddm1突变株的甲基化水平相对于
野生型来说明显的降低[24]。基于上述两方面的证据, 
可以得出植物基因组中甲基化水平与 DNaseⅠ的敏
感程度密切相关, 具有 DNaseⅠ超敏感位点的区域
往往倾向于低甲基化。根据 DNaseⅠ超敏感位点与 7
种组蛋白修饰以及 LHP1的关联性分析我们发现[25~28], 
DNaseⅠ超敏感位点与基因激活相关的组蛋白修饰
(H3K9ac[26]、H2A.Z[27]、H3K4me3[28])呈正相关, 而
与基因沉默的组蛋白修饰(H3K9me2[26])以及 LHP1[25] 

(异染色质相关蛋白)负相关 (图 6)。因此, 进一步开
展植物表观遗传突变体的 DNaseⅠ超敏感位点的分
布与变异规律, 可以推动对植物表观遗传修饰对基
因表达调控分子机制的理解。 

 

表 1  植物与人类基因组中 DNaseⅠ超敏感位点的分布比较(%) 

基因组位置 水稻叶片 水稻愈伤 拟南芥叶片 拟南芥花 人类 CD4+T细胞

基因上游 200 bp 13.5 10.0 28.0 26.0 − 
基因上游 200 bp~1 kb 13.9 13.9 20.0 20.0 − 
基因上游 2 kb − − − − 13.0 

5′UTR 5.1 3.8 6.0 7.0 − 
外显子 16.6 17.3 9.0 9.0 6.0 
内含子 10.6 11.1 6.0 5.0 39.0 
3′UTR 5.5 6.8 5.0 5.0 − 

基因下游 200 bp 4.3 4.4 4.0 4.0 − 
基因下游 200 bp~1 kb − − 8.0 8.2 − 
基因下游 2 kb − − − − 3.0 
转座子相关 − − 1.0 1.0 − 
基因间区 42.3 44.5 15.0 15.2 39.0 

注：表中 UTR为非翻译区, − 为未统计。 
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图 4  基因表达与 DNaseⅠ敏感程度的关系 
图中将基因按表达水平分类 , 用不同的曲线表示该类基因在基
因上下游 1 kb 和基因内的 DNaseⅠ的敏感程度(DNaseⅠReads
标准化后的均值)。图中实线为 Log2 表达值基因表达值大于 8
的基因[16~18], 虚线分别为表达值 7~8、6~7、5~6以及小于 5的基
因。由图中可以得出, 基因表达量越高, DNaseⅠ的敏感程度在
TSS(转录起始位点)上游和 TTS(转录终止位点)下游越高。 

5  DNaseⅠ超敏感位点与转录因子的结合 

基因表达调控是调控蛋白与调控序列 ( c i s -  
element)相互作用的结果。早在 20世纪 70年代, 研
究者们就发现蛋白质在与DNA结合后, 能保护结合
部位不会被 DNaseⅠ降解, 而通过确定脱氧核糖酸
酶Ⅰ降解后留下的 DNA 片段就能确定蛋白与 DNA
结合的区域 ,  这个方法称为脱氧核糖酸酶足迹法
(DNaseⅠfootprint)[29, 30]。而且具有行使调控功能的

DNA 序列或与调控蛋白的结合区域, 与 DNaseⅠ超
敏感位点重叠[4, 31]。基于以上分析, 可以进一步通过
收集 DNaseⅠ超敏感位点序列, 通过高通量测序的
方法来鉴定具有调控蛋白的结合区域[12, 14, 32, 33]。例

如, 拟南芥中 SUPERMAN 基因(AT3G23130)与花发
育调控至关重要基因[34], 该基因上游启动子区域具
有 MADS box motif 。根据 RNA-Seq结果发现该基
因只在花中表达。同时, 我们的研究鉴定出一个花 

 

 
图 5  拟南芥低甲基化突变株 DNaseⅠ敏感程度变化[14] 
图为拟南芥低甲基化突变株 ddm1与野生型拟南芥 DNase I敏感程度的比较。图中柱状图高度为 Log2(100 kb ddm1突变株标准化 Reads 
总数/100 kb野生型标准化 Reads总数)。由图可以获知, 原本高甲基化的拟南芥 4号染色体的着丝粒以及近着丝粒区域在去甲基化后
DNaseⅠ的敏感程度相对于野生型拟南芥来说有明显的升高, 这也说明甲基化水平与 DNaseⅠ的敏感程度负相关。 

 

 
 

图 6  DNaseⅠ超敏感位点与组蛋白及其他表观遗传学标记的关系 
横坐标 0点为 DNaseⅠ超敏感位点的中点, 纵坐标为 DNaseⅠ、组蛋白修饰以及其他表观遗传学标记的相对值(标准化 z-score)。图中
所有的 DNase I超敏感位点均来自基因上游 200 bp。 
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组织特异性的 DNaseⅠ超敏感位点, 该位点正好与
MADS box motif偶联[14]。经过精细分析, 发现在花

组织中的MADS box motif正好被某些蛋白保护, 从
而无法被 DNaseⅠ降解(图 7)。因而 AT3G23130 基 

 

 
 
图 7  DNaseⅠ足迹法示例[14] 
图中红色的热点图(Heatmap)为 RNA 表达谱数据, 可以发现 SUPERMAN 基因(AT3G23130)为花组织特性表达基因。而在该基因上游, 
具有花组织特异性的 DNaseⅠ超敏感位点。在花组织特异性的 DNaseⅠ超敏感位点内部存在一个花组织特异性的脱氧核糖酸酶足迹, 
该位点正是调控蛋白的结合位点。而在叶片中, 却不存在脱氧核糖酸酶足迹。 
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因上游序列具有花组织特异性的 DNaseⅠ超敏感位
点, 说明该区域在花组织中染色质结构变得比叶片
松散, 能更好的与调控蛋白结合从而发挥生物学功
能。同时, 在花特异性的 DNaseⅠ超敏感位点中, 具
有一个不容易被降解的区域, 则说明该区域被特定
的蛋白所保护, 该蛋白很有可能是调控 SUPERMAN
基因表达的蛋白[35]。 

通过 DNaseⅠ足迹法可以精确的鉴定调控蛋白
的结合区域 , 优于传统的仅用染色质免疫共沉淀
(Chromatin immunoprecipitation, ChIP )方法, 因为后
者只能确定某一较大的区域是蛋白与 DNA 的结合
区域。因此, 将 DNaseⅠ足迹法与染色质免疫共沉
淀产物测序(ChIP-Seq)相结合的办法 , 可以非常精
确地鉴定调控蛋白的结合位点。  

6  结 语 

现有研究结果表明 , DNaseⅠ超敏感位点在基
因转录调控中起着重要的作用。基因启动子区的

DNaseⅠ敏感程度与基因表达正相关, 而 DNaseⅠ
超敏感位点的甲基化水平总体偏低, 其原因在于该
位点的染色质处于开链状态, 而开链状态更有利于
调控蛋白(如转录因子等)的结合。通过对 DNaseⅠ超
敏感位点的研究, 不仅从基因组层面上揭示了染色
质结构与基因表达调控有着密切的关系, 而且可以
精确地确定单个调控蛋白的结合位点。特别是最近

美国国家人类基因组研究所公布了关于人类基因组

调节和结构组成的 ENCODE(DNA 元件百科全书, 
Encyclopedia of DNA Elements)计划的研究成果 [36], 
大量数据揭示了人类转录因子结合位点、核小体的

DNaseⅠ超敏感位点与基因表达的内在联系。随着植
物基因组大规模测序技术的发展, 将人类 ENCODE
计划的高通量分析物种基因组的染色质开链状态的

研究技术和分析方法, 应用在模式植物和栽培作物
的基因组研究之中, 使高通量绘制不同植物物种之
间或物种内不同个体之间, 甚至在不同组织或生理
状态之间的 DNaseⅠ超敏感位点图谱成为可能, 进
一步通过 DNaseⅠ超敏感位点与其它组学数据的关
联整合分析, 可以帮助我们理解植物基因组中染色
质结构与基因表达调控的关系, 阐明基因表达调控
的分子机理, 无疑将全面推动植物功能基因组学的
发展, 为揭示植物发育、进化及其环境适应性的机

制, 应用于植物遗传与育种改良奠定坚实的基础。 
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