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用多元逐步回归方法解析转录因子在

基因表达调控中的作用
沙丹徐海燕牛钢2 费鹤良岳荣先费俭1*
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2 中国科学院上海生命科学研究院生物化学与细胞生物学研究所，上海 200031)

摘要 反式作用因子之间的合作关系与顺式调控逻辑对完成基因的正确转录都起到了决定

性的作用。本文提出了一种多元逐步回归方法对反式作用因子之间的协作关系进行了表达探究，

并将此方法用于鉴定人巨细胞病毒(hCMV)极早期基因增强字/启动子(MIEP)组织的三种转录因子

NF-KB (p65) 、 AP1 和 CREB 之间可能存在的功能合作关系。计算结果表明，所采用的方法对研究

转录因子协作关系是切实可行的。
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细胞内基因的转录控制是通过利用 DNA(调控

DNA)编码的顺式调控逻辑，将存在于当前细胞中的

各种转录因子(反式作用因子)按照它们之间的合作关

系组装成具有高级结构的转录控制机器，最终特异地

决定目标基因的转录水平[1]。在以往的转录调控研

究中，由于限于方法，人们往往只能关注于单个转录

因子对下游基因表达所起的作用，无法对转录因子间

的相互作用开展简便而有效的研究。为此，本文提

出了一种基于综合性干涉实验分析与数学建模相结

合的策略，对基因表达过程中判断多个转录因于间的

协同作用进行了探索性的分析。我们将此方法用于

鉴定文献发表的人巨细胞病毒(hCMV)极早期基因增

强子/启动子(MIEP)组织的三种转录因子 NF-KB

(p65) 、 AP1 和αm之间可能存在的功能合作关系[2] 。

在文献提及的实验中，作者将含有特定转录因子结合

位点的短 DNA 片段作为"诱饵(decoy) "，用于干涉

转录因子在基因调控区的集结和组织。在不同"诱

饵"干涉条件下，测量 MIEP在体外转录系统中转录

出的 RNA 的量来评价基因转录的功能。将干涉实验

的条件进行 0， 1 编码，采用多维空间中的统计分析方

法[坷，构建转录因子与目标基因转录水平之间的关系

方程，揭示转录因子之间的合作关系。计算结果表

明，我们的结论符合以往的研究，是切实可行的，同

时由于方法简洁，结果可被检验，有望在相关的生物

学研究中发挥重要作用。

1 方法

1.1 建模的基本思想

目前，人们普遍承认，基因调控序列上的顺式元

件和细胞中的反式作用因子(转录调控因子)的相互作

用，构成基因转录的分子基础，但是，在研究某个特

定基因的转录调控时，各种转录因子对基因表达的贡

献常常被独立地研究，并且单个的转录因子往往被人

们自觉地或者不自觉地认为对所调控基因的表达起

直接作用。所以，一种转录因子往往被定义为激活

因于或抑制因子。而我们认为，顺式调控序列组织

的转录因子的合作关系才直接决定了基因的表达，无

合作的单个转录因子的独立贡献(如果存在的话)被看

成是合作关系的一个特例。常规的思想认为，同一

个基因的调控序列在同等条件下组织一种特定的转

录方式，而我们认为同一个顺式调控序列可以组织起

多种不同的转录因子的合作关系，每种合作关系可以

分别独立地、竞争性地对基因的转录做出贡献。因

此我们在目前常规的实验中所测定到的基因的表现

转录活性是这些存在于同一系统中的由转录因子组

成的各种合作关系对基因表达贡献的线性叠加。依

据上述假设，我们可以在基因的转录水平和转录因子

合作关系之间建立明确的函数关系，并且通过解析这

个函数关系中的各项参数，可以推断出隐含着的转录

因子间合作关系的种类和在基因表达调控中的作
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Functional cooperation 

Among NF-KB (p65) , CREB and APl 

Between NF-KB (p65) and APl 
Between NF-KB (p65) and CREB 

NF-KB (p65) 

Between APl and CREB 
APl 
CREB 

·研究论文·

用。考虑有 N 个转录因子的基因转录过程，转录因

子间可以组织起2N-l 种可能的合作关系，由于假设每

种合作关系可以独立并同等竞争地对基因转录友挥

作用，因此可以获得如下的方程(方程。

Table 1 The category of functional cooperation among three 

transcription factors 

76 

Fl 
F2 
F3 

F4 
F5 
F6 
F7 

y=b，。十五b，x，+ 汇价Xj +， ..+bI2...NX占 X N 

为确定方程中的参数，引入最少合作关系的假设，即

假设一个合理的转录调控系统应该是一个含有最少

合作关系的转录系统。

1.2 数据和实例

我们曾经选择人类巨细胞病毒的极早期基因1/2 The category of perturbation situation 

perturbation situations (S) 

decoy for non巳 specificity

decoy for CREB 
decoy for APl 
decoy for CREB and APl 
decoy for NF-KB (p65) 
decoy for NF-KB (p65) and CREB 
decoy for NF-KB (p65) and APl 
decoy for NF-KB (p65) , CREB and APl 

。

6.17017 
23.655 
1.77265 
12.9451 
16.91 
37.345 
0.34005 

The result of perturbation analysis 

Average S.D 

100 
76.0367 
119.033 
6.53 
126.04 
85.4067 
195.64 
71.3533 

in ν itro Transcription 

100 100 100 
69.84 82.18 76.09 
95.36 142.67 119.07 
4.86 8.39 6.34 

113.06 138.95 126.11 
68 .49 102.31 85.42 
158.31 233 195.61 
71.69 71.01 71.36 

Table 2 

Table 3 
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DNA补到 DNA 浓度均为 15 pmol) 。

每次实验我们做了三次重复实验，表中同时给出

了二次实验结果的均值和方差，实验结果显示三种

DNA诱饵均能F涉 DNA 的转录，但是情况不同。在

以下的分析中，我们称上述实验结果的平均值为

"输出结果"。

1.3 数学计算

干涉条件的编码为进行数学分析提供了基础，由

于我们采用了大大过量的干涉DNA，因此我们假定被

干涉的因子被完全排除在转录复合物的组成之外。

设 X1 、 X2 和 X3 分别代表三个转录基因 NF-KB (p65) 、

CREB 和 APl 。实验的输出结果(表达强度)为 y (因

变量)。方程 1 即为如r形式:

y = bo + L b,x, + L b，λXj +b]的X山

的启动子(human cytomegalovirus major IE1!2 gene 

enhancer/promoter，简称 MIEP)作为我们转录控制研

究的对象，利用综合干涉的方法研究了 NF-KB (p6日，

CREB 以及APl 三种转录因子在MIEP转录调控中的

作用，我们针对上述三种转录因子设计了相应的结合

1ìr点双链 DNA 诱饵(decoy)，其中针对 NF-KB 的序列

为: 5'-AGTAGGGAATTCCCATAA-3'; 针对A凹的为:

5'-CGCTIGATGAGTCAGCCGGAA-3'; 针对CREB 的

为: 5'-AGAGA TIGCCTGACGTCAGAGAGCTAG-3'; 

一个无关序列作为对照:弘TCCAGCACCACGGACA

GTTCC-3'。这些诱饵在反肝体系中可以特异地阻止

目标转录因子结合在调控 DNA 的序列上，从而达到

干涉的目的，在获得各种下涉条件下的功能数据后，

我们用人工智能的方法分析了上述转录因子可能形

成的合作关系。在本文中，我们根据以往发表的数

据利用多元逐步回归的方法再次对所获得的数据进

行分析，通过对方程 1 中参数的确定，从而获得参与

独立调控MIEP转录活性的转录国f合作方式的种类

和作用。

由于涉及到三种转录因子，因此它们所有可能存

在的合作关系有 7 类(表 1) 。

此外，我们还定义凹，在这种合作关系中不包含

土述 3 种转录因子中的任何一种。针对不同的舍作

关系，我们列出相陆的干涉条件(pertubed situations), 

见表 2 。

对每→种干涉条件，我们考察了 MIEPE 和 HeLa

细胞核蛋白混合后在体外的相对转录活性(用同位素

掺入法测定，以没有干涉情况下的转录活性为 100 计

算)。用二进制数给干涉条件进行编码，其中 A 表示

实施对 A凹的干涉， C 表示对 CREB 实施干涉， K 表

示对 NF-KB 实施干涉;以 1 表示干涉存在， 0 表示干

涉不存在。因此得到编码表和测试数据(表 3) (实验

中，每种 DNA 诱饵的加入浓度为 5 pmol，并用对照
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这里， X ， 的取值为 0 和 10 当取值为 0 时，表示该因

子被干涉而不存在;反之，表示该因于没被干涉而存

在(或可被分别称为"缺失"和"在场")。因此，

若在所得的方程中，相应的系数不为零，则表明该项

因子对基因表达有贡献;否则，则表示不具贡献。变

量的乘积项表示了因子之间的合作关系的存在。比

如， X内表示转录因子 NF-KB (p65)和 CREB 的合作。

如果X向前的系数b12不为零，则表明该种合作对下游
的表达是有作用的。 bo 表示关系 F8 。

为了得到上述的函数关系式，并确定有哪些合作

作用对下游基因的表达有作用，我们分别采用了多元

数量化理论中的全回归和逐步回归分析方法，这是基

于下述理由:

1.目前我们所掌握的实验数据是完备的，它是

对数据空间的一个完整描述，据此得到的回归方程将

具有较好的代表性;

2. 采用逐步回归能最大程度地筛选出显著的

因子，剔除不显著的因子，从而使所得的方程具有较

高的稳定性;

3. 回归分析中的统计检验，特别是对偏回归系

数的检验能有效地判断该因子对总体的贡献。

对于 RNA 的实验结果得到回归方程:

Y'vt =7 1.35333 + 14.05333x1 + 54.68667x2 - 64.82333x3 

+ 55.54667X1X2 + 98 .45000x1X3 + 14.82000x2 x, -144.08667x1x2 x3 

方程的复相关系数为 0.96239，可决系数为 0.9262 。

这些数据表明回归方程是有效的。当显著性水平

α=0.01 时，方程的总体是显著的(P值<0.0001)。表

4 显示了对各回归系数的 t 检验结果。

表 4 中显示，因子 X2 和 X'X3 均为通过 t 检验，其

余因于都对方程做出了显著的贡献。注意到在全回

归方程中，我们所关注的各合作关系并不都显著，表

明，一些假设的关系井不真实存在。为此，我们需

要将不显著的因于从两方程中剔除，未获得可靠的转

录因子的合作关系。我们进一步采用边回归的方法

来达到这一目的。

选回归计算得到的方程为:

Y'vt = 75.25905 + 57.02286x2 - 62 .48714x3 + 63.35810X1X2 

+106.26143x1x3 -139 .41429x1x2x3 

方程的复相关系数为 0.95681，可决系数为 0.9155 。

这些都表示方程已然包含了影响 RNA 合成的因子。

此外，当显著性水平时，方程总体和各回归系数都通

过了假设检验(方程总体的 P值<0.0001)。表 5 是对

各回归系数的检验结果:

Table 4 The parameter estimated from the first round of 

regression analysis 

Variable DF 

Intercept 1 

x 1 1 

x2 1 

x3 1 

x12 1 

x13 1 

x23 1 

x123 1 

Parameter estimation 

Parameter Standard 

estimated error 

7 1.35333 10.79917 

14.05333 15.27233 

54.68667 15.27233 

64.82333 

55.54667 

98 .45000 

14.82000 

144.08667 

15.27233 

2 1.59834 

2 1.59834 

2 1.59834 

34.14997 

t Value 

6.61 

0.92 

3.58 

一 4.24

2.57 

4.56 

0.69 

4.22 

Pr> Itl 

<0.0001 

0.3731 

0.0030 

0.0008 

0.0222 

0.0004 

0.5038 

0.0009 

Table 5 The parameter estimated from second round of 

regression analysis 

Variable 

Intercept 

x2 

x3 

x12 

x13 

x123 

DF 

Parameter estimation 

Parameter Standard 

estimated error 

75.25905 7.07326 

57.02286 10.00309 

62 .48714 10.00309 

63.35810 14.14651 

106.26143 14.14651 

139 .4 1429 25.17390 

2 结果与讨论

t Value 

10.64 

5.70 

6.25 

4 .48 

7.51 

5.54 

Pr> Itl 

<0.0001 

<0.0001 

<0.0001 

0.0004 

<0.0001 

<0.0001 

在本文中，我们探索了转录因于以及转录因子间

相互作用方式对基因表达的数学关系，并具体地用这

一数学模型分析了针对 MIEP 功能干涉的实验数据，

用多元逐步回归方法对方程中的参数进行了确定，由

于我们事实上并无依据来计算或者测量各种合作关

系在被干涉后在基因表达过程中权重的变化，而我们

的目的也并非要求解各种合作关系在基因表达中的

绝对贡献，我们只是要了解有多少合作关系，以及这

种合作关系在基因表达中的相对地位和贡献，因此我

们在建模过程中完全忽略了干涉对合作关系在基因

表达中的权重变化，我们的结果表明，所考察的 3 种

转录因于共形成的所有 7 种合作关系中，只有 5 种参

与了 MIEP 功能的发挥它们分别为 Fl 、 F2 ， F3 、

"、 F7，这个结果和我们先前采用的算法在结论上

基本相符，其中， Fl 、F2、. F3 和 F6 均出现在两次

计算结果中，并且符号一致。但是两次计算结果也

有一定的区别，其中 F4 没有出现在本次的计算结果

中，取而代之的是 F70 这可能来源于两次计算的假

设有一定的差异，计算过程也不尽相同，在前次的建

模中，我们引入了干涉系数，以求将干涉后对各合作
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关系对基因表达的影响(权重改变)数量化，进而求出

每种合作关系对基因表达的最大贡献值，但是其中的

干涉系数只能采用非常人为的一个估计值，因此给方

程的求解带来一定的影响。

方程中针对Fl 和同的参数为负值，表明这两种

关系对应的基因转录是低效率的(低于表观的系统输

出数值)，如果它们在转录比例中占优势将导致总体

转录活性的下降，其中由 APl 、 NF-KB 和 C阻B共同

组成的转录合作关系是效率最低的。其他 3 种参数

为正的关系则表示对应的基因表达呈高效率(高于表

观的系统输出数旬，其中 NF-KB 和 APl 组成的转录

合作关系是效率最高的。从我们的分析结果可以知

道，一个转录因子其作用在不同场合下是不同的， APl

和NF-KB的合作表现出最强的基因转录活性，但是在

和NF-KB 以及CREB共同组成三元复合物时，则形成

了效率最低的转录合作关系。同样， CREB 和 NF-KB

·研究论文·

都具有这种特性。因此与人们通常使用的比较分

析策略相比，本文所提出的基于合作关系的分析策略，

以及多元逐步回归方法可望使研究者对转录控制系

统的理解更加接近全局和本质。本文的贡献在于对

基因转录调控的方式提出了新的看法，即一个特定的

基因转录是可以由多种不同的转录因子的组合来独

立的和竞争性地完成的我们所检测到的是这些过程

的总和。同时，我们也为鉴定这些合作关系提供了

一种简便有效的系统生物学与生物信息学的方法。
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