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ChIP-Seq技术在研究转录因子调控

干细胞分化中的应用
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摘要      研究胚胎发育进程中的转录因子调控及其相关网络, 是全面揭示胚胎分化机制需要

阐明的首要问题。ChIP-Seq技术凭借其对DNA分子序列及丰度的双重解析能力, 已广泛应用于转

录因子分子调控机制方面的研究。该文对ChIP-Seq技术和高通量测序技术的发展和更新及其在转

录因子调控胚胎发育分化中的研究进展进行了综述, 重点论述了ChIP-Seq相关技术在胚胎干细胞

和特定肝向分化领域内的最新研究进展。
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Abstract        Study of intricate transcription factor regulatory networks is main issue of illustrating mechanism 
of embryonic development and differentiation. ChIP-Seq combines chromatin immunoprecipitation (ChIP) with 
massively parallel DNA sequencing to identify the binding sites of DNA-associated proteins. ChIP-Seq is widely 
used to analyze regulatory networks of transcription factors. This paper provides a brief overview of the ChIP-Seq 
method and application in transcription factors regulation during embyonic development and differentiation, mostly 
focuses on embryonic stem cell and committed hepatic differentiation.
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引言
基因的转录调控是生物基因表达调控层次中

最关键的一层, 转录因子(TFs)通过特异性结合调控

区域的DNA序列来调控基因转录过程。其中, 基础

转录因子通过与RNA聚合酶在转录起始位点附近的

启动子区的相关作用在实现基因的准确转录中起着

关键作用; 而调控性转录因子则通过与增强子结合

在组织发育、细胞分化等基因表达水平调控中发挥
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着极其重要的作用[1]。 所以, 理解转录因子与结合

位点间的相互作用是准确揭示转录调控机制、构建

转录调控网络的关键所在。转录因子及其DNA结合

位点的鉴定, 以及它们构成的基因转录调控网络的

构建已经成为目前生物信息学和系统生物学研究的

重点领域, 也是生命科学研究的前沿热点。

1   转录因子调控机理研究的技术发展现状
转录调控及相关网络的搭建是目前分子细胞

生物学研究中的一个热点领域, 而研究转录因子

与靶基因间的相互作用及识别转录因子结合位点

(transcription factor binding sites, TFBSs)是理解转录

调控机制的关键。要弄清楚这些转录因子调控基因

表达的分子机制, 就必须鉴定出这些转录因子全部

的靶基因并构建其操纵的转录调控网络。

1.1   传统研究技术

基因转录过程的激活、抑制和调节主要通过转

录因子蛋白与其在基因组序列中对应位置的结合位

点之间的交互作用来实现。转录调控因子有序地结

合在目标基因不同调控区域中的特殊位点, 启动基

因的转录和控制基因的转录效率。这些位点被称为

转录因子结合位点(TFBSs)。因此, 转录因子结合位

点是转录因子结合到靶基因上的一段DNA基序, 长
度范围从几个碱基到十几个碱基之间。由于同一转

录因子往往同时调控若干个基因, 同时不同转录因

子通过相互作用也可以协同调控同一靶基因, 转录

因子与靶基因之间的相互作用也具有不同程度的特

异性和亲和性, 所以不同基因上的结合位点保守性

较弱。较短的DNA寡片段在规模较大基因组中重复

出现的次数很多; 同一转录因子的结合位点又具有

一定的可变性, 这给TFBS的识别研究带来了困难, 
尽管科研工作者对TFBS研究已有多年, 但大多数转

录因子调控靶基因的具体调控模式仍不明朗[2]。

转录因子结合实验(transcription factor assay)、
电泳迁移率变动分析(electrophoretic mobility shift 
assay)、DNase I足印法(DNase I footprinting)、酵母

单杂交系统等实验技术是识别转录因子结合位点的

传统方法[3]。虽然, 这些技术可以逐一鉴别出与特定

转录因子结合的DNA序列片段, 但由于它们很难充

分反映生理情况下DNA与蛋白相互作用的真实情

况, 也很难捕捉到在染色质水平上基因表达调控的

动态瞬时事件, 加上昂贵的费用及较长的时间花费

说明已显然不适合开展后基因组时代DNA转录因

子结合位点的鉴定[4]。近年, 染色质免疫沉淀技术

(ChIP)被广泛用于研究体内转录调控因子与靶基因

启动子上特异性核苷酸序列的结合, 并已成为研究

染色质水平基因表达调控的最标准有效的方法[5]。

1.2   染色质免疫共沉淀技术

染色质免疫共沉淀技术(chromatin-immunopre-
cipitation, ChIP), 也称结合位点分析法, 因其能真实、

完整地反映结合在DNA序列上的靶蛋白的调控信

息, 是目前基于全基因组水平研究DNA-蛋白质相

互作用的标准实验技术, ChIP技术由Orlando等[6]于

1997年创立。其基本原理与过程是: 通过在特定时

间点上用甲醛交联等方式“固定”细胞内所有DNA结

合蛋白的活动, 相当于这一时间点上细胞内蛋白和

DNA相互作用的关系被瞬时“快照(snapshot)”下来。

再通过后续的裂解细胞、断裂DNA, 将蛋白质-DNA
复合物与特定DNA结合蛋白的抗体孵育, 然后将与

抗体特异结合的蛋白-DNA复合物洗脱下来, 最后将

洗脱得到的特异DNA与蛋白解离、纯化DNA后, 进
行下游分析[7](图1A)。

破碎DNA及具有较高的特异性和亲和力的抗

体是ChIP实验成功与否的关键因素。抗体又有单

抗与多抗之分, 选择起来也需要仔细考虑。单抗特

异性强, 背景低。但致命的弱点是识别位点单一, 而
在ChIP甲醛交联的过程中, 很有可能因该位点被其

他蛋白或核酸结合而被封闭, 导致单抗不能识别靶

蛋白; 而多抗特异性较差, 背景可能会偏高。常见的

两种ChIP实验技术有N-ChIP和X-ChIP技术。N-ChIP
采用核酸酶消化染色质, 适用于研究DNA与高结合

力蛋白的相互作用, 比如组蛋白修饰等方面的研究[8]; 
X-ChIP则采用甲醛或紫外线进行DNA和蛋白交联, 
通过超声波片段化染色质, 适合用来研究DNA与低

结合力蛋白的相互作用问题, 例如大多数非组蛋白

方面的蛋白研究[9]。

ChIP是相对成熟的技术, 但目前还存在一些技

术难点。例如, ChIP实验涉及的步骤多, 结果的重复

性较低, 需要大量的起始材料; 染色质免疫沉淀获得

的DNA数量往往很多, 包含大量的非特异结合的假

阳性结合基序; 又如对于像神经细胞和干细胞具有

培养起来较难等局限性, 并且难以区分个别细胞与

总体细胞的表型。在此背景下, 配合使用芯片或者

第二代高通量测序技术检测这些DNA片段, 就形成
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了ChIP-chip技术和ChIP-Seq技术。

1.3   ChIP-chip技术

ChIP-chip技术结合了基因芯片技术和ChIP技
术, 具体来说是将生物芯片平台与ChIP实验相结合, 
在全基因组或基因组较大区域上高通量分析DNA
结合位点或组蛋白修饰位点的方法。其原理是: 全
基因组已知的全部基因的调控区DNA片段, 汇合起

来做成DNA芯片, ChIP后得到的DNA与此DNA芯片

进行杂交后, 结合到的DNA片段就被识别出来。因

此, ChIP-chip能大规模分析筛选ChIP后与转录因子

相结合的DNA序列, 从而推断出转录因子所调控的

下游基因。ChIP-chip获得的信息量主要取决于芯

片表面固定的探针数量。探针的密度、分辨率和覆

盖度是生物芯片的三大特征[10]。然而, 转录因子结

合位点的长度往往在几个到几十个碱基, 而ChIP实
验中通过对染色质随机打断得到的DNA片段长度

大小不等, 有的甚至达到1 Kb, 使得ChIP-chip的分辨

长度远远大于TFBS实际作用的位点区域, 这种方法

并不能精确地标出转录因子结合位点。所以仍然需

要计算方法的介入来更加精细地标注TFBS的位置。

另外, 目前所能获得的芯片上固定的探针只能代表

全基因组部分序列, 所获得的杂交信息具有偏向性。

尽可能剔除假阳性并揭示出数据背后的意义是需要

分子生物学与计算生物学工作者协同努力的问题。

2   高通量DNA测序技术
高通量DNA测序技术是在当今DNA测序技术

研究领域产生革命性突破的前提下所实现的。随着

DNA测序技术的飞速发展, 该领域技术已经对分子

生物学的发展起到越来越大的作用, 也使得对基因

组学的认识和思考上升到一个新的水平, 特别是其

对DNA分子的序列和丰度的双重解析能力已经使

研究范围从单一、局部的基因或基因片段转变为全

基因组领域。美国《Times》杂志在2008年年末评出

了2008年“50项最重要的发明”, 其中“个人DNA测试

服务”位居榜首当选该年度最佳发明。在过去的三

年中, 高通量DNA测序技术对转录因子结合位点的

研究亦产生深刻影响, 基于高通量DNA测序技术对

转录因子结合位点的研究已成为目前研究DNA-蛋
白质相互作用的标准方法。高通量DNA测序技术的
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图1  ChIP实验流程(A, 根据参考文献[5]修改)及ChIP-Seq转录因子结合位点分析(B, 根据参考文献[36]修改)
Fig.1  The workflow of ChIP assay(A, modified from reference [5]) and the TFBSa analysis of ChIP-Seq methods

(B, modified from reference [36])
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发展经过了从第一代到第三代的阶段。

2.1   第一代测序技术

DNA测序技术自发明至今在推动分子生物学

发展方面一直起着关键作用, 诞生于20世纪70年代

的Sanger等[11]发明的双脱氧核苷酸末端终止法和

Maxam等[12]发明的化学降解法是最早被广泛应用的

DNA测序技术, 主要用于解码DNA片段的碱基组成

信息。例如第一代测序技术是人类基因组计划完成

的基础。 
1977年, Sanger等[11]发明的双脱氧链末端终止

法就是根据核苷酸在某一固定的点开始, 随机在某

一个特定的碱基处终止, 产生A、T、C、G四组不

同长度的一系列核苷酸, 然后在尿素变性的PAGE胶
上电泳进行检测, 从而获得DNA序列。后来, 研究

人员陆续发明了荧光标记技术[13]、毛细管电泳以及

杂交测序技术等方法。毛细管阵列电泳(Capilaries 
Arrays Electrophoresis)技术的应用也可视为Sanger
测序方法的自动化时代[14]。

全基因组鸟枪法结合第一代测序技术已成功

地组装了多种全基因组的高精度基因图谱, 例如人

类[15]和果蝇[16]基因组的测序工作, 证明了它在测定

大基因组上的可行性和有效性。然而由于“鸟枪法”
是随机测序, 且需要对基因组进行高冗余测序, 这势

必增加了测序周期和费用。虽然通过几十年的逐

步改进, 尽管利用计算机技术和新的算法, 已经大大

加快了拼接的速度, 但第一代测序技术在测序通量、

速度及成本方面都已达到了极限。因其对电泳分离

技术的依赖, 使其难以进一步提升分析速度、并行

化程度和微量化, 降低测序成本, 因此, 急需开发新

的测序技术来突破这些局限[17]。

2.2   第二代测序技术

随着对生命科学研究的逐步深入, DNA测序的

目的从最初简单解码DNA片段的碱基组成, 过渡到

如何通过解码序列去识别一个实验样本中目的DNA 
分子丰度及可变剪接信息。第二代测序技术是对毛

细管电泳测序技术一次革命性的改变, 因其属于一

类循环阵列合成测序的技术群, 可实现同时对几十万

到几百万条DNA分子进行同时测定, 单次运行(run)
数据量为Mbp, 故而被通称为高通量测序技术[18], 也
是因以Sanger测序法为代表的第一代测序技术而得

名。第二代测序中三种主流测序技术按先后顺序依

次分别为: 美国的454 Life Sciences公司在2005年10

月推出的GS20[19], 又称Roche/454焦磷酸测序; 随后

美国Illumina公司在2006年推出Illumina/Solexa聚合

酶合成测序[20], 以及2007年美国应用生物系统公司

(ABI)推出ABI/SOLiD连接酶测序技术[21]。

三种二代测序技术的原理各不相同, 其数据

量产出、数据质量和单Run运行成本也不一样:  
Roche/454焦磷酸测序方法运行速度快, 序列读段最

长, 但其通量最低和准确率也不好, 对于基因组从

头拼接和转录组测序, 它仍是最理想的选择[22]; ABI/
SOLiD连接酶测序技术优势在于其无以伦比的通量

和超精确检测模块, 测序通量大于20 GB/次, 但读长

最短(50 bp), 但其创新之处在于双碱基校正技术的

应用, 在测序过程中对每个碱基判读两遍, 从而减少

原始数据错误, 提供内在的校对功能[23]。双重检测

评价使15X覆盖率时的准确度可以达到99.999%, 超
过98%的可定位碱基的质量值高于45, 是新一代基

因分析技术中准确度最高的测序技术。

Illumina/Solexa测序仪因可扩展的超高通量、需

要较少样品量、简单、快速、自动化等优势使其迅

速成为目前使用最广泛的测序技术。Illumina/Solexa
公司目前拥有三种测序平台, 分别为HiSeq 2000、
HiSeq 1000、Genome Analyzer, 例如, Genome Analyzer
系统目前每次运行后可获得超过20 GB的高品质过

滤数据。经优化后通量还有望上升到95 GB, 相当于

人类基因组的30倍覆盖度。该系统需要的样品量低

至100 ng, 能应用在很多样品有限的实验中[24]。另外, 
系统提供了最简单和简洁的工作流程。系统在很短

时间内便可完成样品文库制备和得到高精确度的数

据。因此, RNA-Seq和ChIP-Seq研究目前基本上都

采用该技术。

2.3   第三代测序技术

高通量测序技术的迅猛发展, 将分子生物学水

平的研究提到了一个新的高度, 也大大加速了人类对

生命遗传机制和疾病分子生物学发生过程的认识。

新一代测序技术的发展均以提高测序通量与读序长

度、降低测序成本、简化测序步骤为目标, 在所有上

述第二代测序技术中, 序列都是在荧光或者化学发光

物质的协助下, 通过聚合酶将碱基连接到DNA链上

过程中释放出的光学信号来确定具体碱基类型的。

昂贵的光学仪器、频繁光学图像处理以及大量的试

剂和耗材使测序复杂性使得成本大大增加[17]。

第三代单分子测序技术正在努力通过直接读
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取序列信息, 不使用化学试剂。例如, 采用具有足够

高的分辨率的非光学显微镜成像技术直接区分4种
碱基; 单分子测序技术能够直接观察和测定核苷酸

序列, 它将是非光学影像技术[25]、纳米技术[26]、石

墨烯和碳纳米管[27]等多项技术的结晶, 例如, 非光学

显微镜成像或原子力显微镜分别采用高分辨率和原

子力分辨检测技术直接读取空间线性排列的具有不

同物理结构特征的四类碱基[28-29]; 纳米孔单分子测

序技术则根据四种碱基通过直径为1纳米的生物孔

时产生的电流特异性判断碱基类型[30]、石墨烯和碳

纳米管则利用碳原子排列和碳纳米管的电物理特性

及其导电性的读取DNA碱基[31-32]。

目前, 第三代单分子测序技术最具代表性的包

括Heliscope单分子测序仪, 单分子实时合成测序法, 
Oxford纳米孔测序技术等。其中, Oxford纳米孔测

序技术的样本处理极其简单, 并且无需DNA聚合酶

或者连接酶等, 该技术根本无需纯化的荧光素试剂, 
也无需进行DNA扩增, 因此其测序成本十分低廉, 
比其他测序技术更有可能实现1 000美元基因组目

标[26,33]。相比较第一代和第二代测序技术, 第三代

测序技术正在从生物化学或化学手段向基于物理方

法的直接测序手段过渡。

3   基于高通量测序技术研究DNA-蛋白质

的相互作用
高通量实验技术的出现加速了人们对转录调

控机制的理解过程, 而从高通量数据中提取转录调

控和转录因子结合位点相关信息是生物信息学面临

的一个主要挑战。

3.1   ChIP-Seq技术的发展

ChIP-Seq是将深度测序技术与ChIP实验相结合

分析全基因组范围内DNA结合蛋白结合位点、组蛋

白修饰、核小体定位或DNA甲基化的高通量方法, 
可以应用到任何基因组序列已知的物种, 并能确切

得到每一个片段的序列信息。相对于ChIP-chip技术, 
ChIP-Seq是一种对ChIP富集DNA的无偏检测技术,  
能够完整显示ChIP富集DNA包含的信息。ChIP-
chip技术的缺点在于它是个“封闭系统”, 只能检测有

限的已知的序列信息, 而ChIP-Seq优势在于其强大

“开放性”, 强大的发现和寻找未知信息的能力, 所以

ChIP-Seq与传统的ChIP-chip技术相比具有明显的优

势[34]:

(1)灵敏度很高。传统的ChIP-chip实验要求起

始DNA的量在4 μg以上, 而一般ChIP-Seq实验对起

始DNA量的要求是10 ng。这直接反映在起始细胞

数目的减少, 对于像早期胚胎发育相关的研究中更

占优势。

(2)灵活性很强。ChIP-chip实验以研究对象的

特定物种相符的全基因组DNA芯片平台为基础, 所
以不适合应用于很多基因组序列信息不丰富或缺少

相关芯片平台开发的物种。ChIP-Seq技术则不存在

这方面的限制, 可以应用到任何基因组序列已知的

物种, 并能确切得到每一个片段的序列信息。

(3)分辨率极高。传统的微阵列芯片技术受制

于当前芯片的容量, 事实上不能涵盖真正的全基因

组DNA序列信息, 这导致ChIP-chip的实验结果分辨

率不高, 精确定位蛋白与DNA的结合位点存在一定

的困难。而ChIP-Seq技术辅之以强大的生物信息计

算能力, 可以高效地将测序得到的序列定位到特定

基因组的精确碱基位置上, 分辨率大大提升。

(4)不具备其它一些与芯片相关的负效应, 如由

核酸非特异杂交带来的噪音信号。

因此, 随着目前测序成本不断降低及通量迅速

增高等优势, ChIP-Seq已经基本上取代ChIP-chip成
为研究转录因子、RNA聚合酶、核小体等DNA结

合蛋白体内结合靶点的主打技术。

3.2   测序数据格式及ChIP-Seq分析步骤

目前, Sanger测序和Illumina公司测序仪器产出

的测序数据基本都是FASTQ格式, 即一种含有测序

质量的FASTA文件[35]。FASTQ格式以测序读段为单

位存储, 每条读段占四行, 第一行开头为“@”后接读

段标识, 第二行为测序出的碱基序列, 第三行开头为

“+”后接读段ID, 因读段ID一般与第一行相同, 所以

有时可以省略以节省空间。第四行为测序质量, 一
般用字符表示, 长度与第二行相同, 对应于相应位置

碱基的测序质量。目前, FASTQ格式主要已有多个

版本, 如Sanger格式、 Illumina 1.8+格式、Solexa格
式、Illumina 1.3+格式等; 其中, Illumina 1.8+格式采

用Phred+33编码方式, 即用ASCII 33至126对应的字

符编码Phred质量得分的0至93。
染色质免疫沉淀技术是相对比较成熟的技术, 

ChIP-Seq的难点是测序后的生物信息学分析。DNA
打碎方法、染色质开放程度的不均一性、PCR扩增

偏向性、基因组的重复程度以及测序和序列比对过
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程中的错误都会引入系统误差造成假阳性, 尽可能

剔除假阳性并揭示出数据背后的机制是需要分子生

物学与计算生物学工作者协同努力的问题。通常基

于ChIP-Seq技术研究转录因子结合位点的生物信息

学分析主要有以下步骤: (1)数据预处理及读段定位; 
(2)读段富集区域识别; (3)结合位点识别; (4)结合位

点功能注释及靶基因Pathway分析[36](图1B)。
3.3   双末端标记测序系统(PET)技术的产生

新一代测序平台是低花费和高通量的, 但其阅

读长度较短。根据Chip-Seq技术流程, 测序前染色

质往往被随机打断为长度不等的片段序列, 片段长

度普遍较长, 而目前的高通量测序技术只能测得片

段5′-端的一小部分, 且不能直接测出实际结合位点

的富集区域。最近, Fullwood等[37]开发的基因组学

研究方法体系——全基因组双末端标记测序系统

(paired-end-tag, PET)改进了上述缺陷, PET是一种革

新性的基因测序方法, 这种方法能帮助解决新一代

测序平台阅读长度较短的缺点问题, 利用多种应用

的配对末端标签PET测序[38], 从超高通量测序的常

DNA片段末端引出短的配对标签, 从而就能精确地

绘制基因组, 区别PET所在DNA片段的基因组边界

和鉴定靶DNA片段。PET测序法已经发展为转录组, 
转录因子结合位点和染色体结构分析。PET测序技

术的独特优点在于能够暴露DNA片段两末端的连

接处。由于该优点, PET测序可以揭示非传统的融

合转录物, 染色体结构变化, 甚至分子相互作用。

PET测序技术通过将前期实验得到较长的DNA
片段, 取出其前后两个端的小段序列, 称作paired-
end-tags, 将这些tags进行测序然后map到基因组上, 
从这两个tags就可以知道得到了基因组上哪段区域。

PET可以有效降低冗余的数据量, 从而降低测序费

用。PET测序可以发现DNA片段两端的链接关系, 由
这一特征可以用于进一步发现融合的转录子、基因

组上的结构变异以及染色体上的远距离相互作用[39]。

随后, Wei等[40]集合PET和ChIP两者的优势, 开发出

了称为ChIP-PET的新实验系统, 用于基因组层面蛋

白结合位点的鉴定研究, 他们对包含约50万个PET
序列的饱和样品进行了分析, 获得了65 572个单独

的ChIP实验DNA片段, 建立了用特殊标记标定p53
结合位点的重叠PET簇。在这一基础上, 研究人员

最终确定了最少542个p53精确结合位点, 包括98个
之未发现的p53目标基因。

ChIA-PET(chromatin interaction analysis using 
paired-end-tag sequencing)分析方法是一种新型的测

序方法[41], ChIA-PET技术是利用PET测序技术研究

免疫沉淀后邻近式连接的DNA片段, 以得到染色质

相互作用的技术。ChIA-PET技术的出现, 对于识别

具有单一功能性转录因子的结合位点是一个重要突

破, 相比较ChIP-Seq技术, ChIA-PET技术在确定结

合位点的同时, 能够确定结合位点间的相互作用[42]。

同时, 这也是其与ChIP-PET技术的唯一区别。另外, 
ChIA-PET技术通过超声打断DNA-蛋白质复合体, 
有效减少因利用限制性内切酶引入的一系列相互作

用的噪音[43]。

4   ChIP-Seq用于研究干细胞分化中的转

录因子调控过程 
胚胎发育中的器官发生是一个十分复杂的生

物学过程。然而研究其内在本质, 往往是由前体组

织接收诱导信号后启动一些转录因子的活性, 再由

它们下游调控基因的各种纷繁复杂的调控来完成器

官发生所需的一系列细胞分化和形态发生的过程。

在器官发生过程中一些关键转录因子起着至关重要

的作用, 在全基因组水平将转录因子定位于靶基因

DNA是认识转录调控网络的有效方法之一。

2007年, Johnson等[44]开创了一种基于直接超高

通量DNA测序的大规模染色质免疫沉淀分析ChIP-
Seq方法, 将这种测序方法用于体内神经限制性沉

默因子(neuron-restrictive silencer factor, NRSF)与人

类基因组中1 946个位点的结合作图, 得到了高结合

位点分辨率[±50碱基对]的体内蛋白-DNA相互作用

图谱。同年, Robertson等[45]也宣布发明了ChIP-Seq
技术, 并用其定位了转录因子STAT1在正常的人类

Hela S3细胞和受IFN-gamma刺激后的人类HelaS3细
胞中的全基因组上的结合情况。他们比较ChIP-Seq
与ChIP-PCR、ChIP-chip并用后两者的结果进一步

证明了ChIP-Seq的特异性和敏感性。

4.1   ChIP-Seq在胚胎干细胞多能性调控中的研究  
胚胎干细胞(embryonic stem cells, ESCs)是一种

高度未分化细胞。它具有发育的多能性, 能分化出

成体动物的所有组织和器官, 包括生殖细胞。Oct4、
Nanog、Sox2等多能性相关转录因子通过自调节

或反馈调节等方式调控胚胎干细胞的自我更新和

分化。2008年, Chen等[46]用ChIP-Seq检测了Nanog、
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Oct4、STAT3、Smad1和Sox2等13个序列特异性的

转录因子与基因组DNA的结合情况。这些转录因

子都是LIF和BMP途径的重要调控分子, 发现有些

位点是几个转录因子结合共同起调节作用, 如Nanog、
Sox2、Oct4、Smad1和STAT3共同组成胚胎干细胞

增 强 体(ES-cell-specific enhanceosomes)。Ouyang等[47]

利用ChIP-Seq技术研究小鼠胚胎干细胞, 发现大约

有65%的基因表达是由12个转录因子调控的。他

们鉴定了两组转录因子。其中第一组(E2f1、Myc、
Mycn和Zfx)通常作为激活剂起作用, 第二组(Oct4、
Nanog、Sox2、Smad1、Stat3、Tcfcp2l1、Esrrb)可
能依赖于靶点不同或作为激活剂, 或作为抑制剂。

这两组转录因子紧密协作, 激活胚胎干细胞中差异

化上调的基因。在缺乏第一组转录因子结合时, 第
二组转录因子结合胚胎干细胞中被抑制的基因及

早期分化中去抑制的基因。最近, Li等[48]证实组蛋

白乙酰转移酶Mof在维持胚胎干细胞自我更新和多

能性中发挥了至关重要的作用。Mof缺失导致胚胎

干细胞失去特征性形态、碱性磷酸酶(AP)染色和

分化潜能。这些细胞的核心转录因子Nanog、Oct4
和Sox2表达异常, 当Nanog过表达时可部分抑制无

Mof的胚胎干细胞的表型, 说明胚胎干细胞中Mof是
Nanog的上游调控因子。他们利用ChIP-Seq进一步

证实了Mof是ESC核心转录网络的一个必需元件, 主
导了不同发育程序的基因。此外, Mof也在关键调

控位点中招募Wdr5和H3K4甲基化中起重要作用, 
从而突显了胚胎干细胞中各种染色质调控因子的复

杂的网络调控。

4.2   ChIP-Seq在肝脏转录因子调控中的研究  
肝脏是一个以代谢功能为主的器官, 并扮演着

去氧化、储存肝糖、合成分泌性蛋白质等角色。同时, 
肝脏也制造消化系统中的胆汁。Foxa2等转录因子

在肝脏发育和代谢过程中起着重要作用。Wederell
等[49]研究成年小鼠肝脏组织中转录因子Foxa2结合

位点, 一共识别了11 000个位点, 其中43.5%的肝脏

表达基因含有相关的Foxa2结合位点。Schmidt等[50]

利用ChIP-Seq技术研究多种脊椎动物肝脏中表达

的两个转录因子CEBPA和HNF4A, 虽然两个转录

因子都有高度保守的DNA结合结构域, 绝大多数情

况下表现出种属特异性。 Bochkis等[51]通过ChIP-
Seq全基因组定位分析高度同源的转录因子Foxa1和
Foxa2, 发现虽然Foxa1和Foxa2肝脏中的结合位点大

部分重叠, 在体内它们各自还有跟其他调控元件结

合。Foxa1和p53共同结合位点附近的基因经常在细

胞周期调控中起到重要作用。Foxa2独有结合位点

附近的基因与类固醇和脂质代谢相关。因此, Foxa1
和Foxa2在成体的肝脏中展示出不同的角色, 确保这

两个基因在进化过程中的重要性。肝脏的发育经历

了一系列内胚层和中胚层之间复杂的相互作用, 在
我们先期的研究中应用ChIP-Seq技术发现了Foxa2
在DE细胞全基因组中的结合位点[52], 并在全基因组

的水平上证明Foxa2具有先锋因子的作用, 且Foxa2
对特异靶基因的作用是通过修饰靶基因promoter/
enhancer片段中的H3K4me2组蛋白位点实现。在

肝向分化研究中我们发现个别新的肝向基因的pro-
moter/enhancer片段上找到GATA4与Foxa2相互作用

的新证据。

核受体是与类固醇激素受体同源的一类配体依

赖性转录因子超家族, 主要有法呢醇受体(farnesoid 
X receptor, FXR)、肝脏受体类似物-1(liver recepto-
rhomolog-1, LRH-1)、肝脏X受体(liver X receptors, 
LXR)、孕烷X受体(pregnane X receptor, PXR)等组成

复杂的转录调控网络调节各种代谢活动。2010年, 
Hansook等[53]利用ChIP-Seq分析转录因子FXR在肝

细胞染色质中的结合, 发现一个额外的核受体半位

点(half-site)和FXR结合。他们根据FXR转录因子的

DNA结合谱, 推测这个FXR结合的核受体是LRH-1
转录因子。为了进一步证实在整个基因组范围内

LRH-1是否与FXR具有相互作用, 2012年, Hansook
等[54]分析LRH-1在全基因组中的结合位点。他们检

测超过10 600的LRH-1在肝染色质中结合域, 其中超

过20%的结合域位于已知小鼠基因的5′-端的2 Kb区
域内。此外, 分析结果还表明, LRH-1结合的基因位

点和FXR的结合位点靠近。LRH-1/FXR共同结合的

基因都与脂质代谢相关。这些结果表明, LRH-1招
募FXR激活脂质代谢相关基因的表达。研究还发现, 
部分FXR跟LRH-1没有共同结合域, 表明FXR可能

跟RORs和NR4As家族成员相互作用, 调节其他代谢

途径, 比如FXR已被证明在葡萄糖代谢中发挥重要

的作用。

4.3   ChIP-Seq在其它转录因子调控中的研究

细胞核接头蛋白LDB1是多蛋白转录复合体中

的一个核心成分。Li等[55]研究发现, 在小鼠胚胎和

成体造血干细胞中LDB1起到关键作用。在造血干
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细胞和前体细胞中敲除该基因会造成一些维持多能

性相关基因的转录下调, ChIP-Seq结果显示, LDB1
形成的复合体结合在这些基因的启动子区域, 暗示

LDB1维持造血干细胞中起核心作用。

多能造血前体细胞是一种干细胞样细胞, 表达

各种基因, 且有分化成包括免疫系统细胞在内的大

量不同类型血细胞的能力。Zhang等[56]利用ChIP-
Seq和RNA-seq技术在小鼠全基因组内找出造血前

体细胞转化成定型T细胞中起作用的所有基因, 并确

定了每个基因在发育过程中的转录时间点。同时, 
还追踪了指引前体细胞到各种替代途径中的基因。

结果不仅揭示了T细胞发育过程的时空调控网络, 也
表明了T细胞发育过程如何关闭启动替代命运的基

因。

少突胶质细胞(oligodendrocyte, OL)是中枢神

经系统的髓鞘形成细胞, 来源于其前体细胞。Olig2
是一种少突胶质细胞转录因子, 与前体细胞增殖和

向少突胶质细胞分化密切相关。Yu等[57]利用ChIP-
Seq进行全基因组分阶段研究发现Olig2充当了一

种预定位(prepatterning)因子, 引导染色质重塑酶

Smarca4/Brg1到达少突胶质细胞活性靶点, 从而通

过Brg1激活少突胶质细胞特定基因表达。Olig2和
Brg1在染色质上的结合还指导重要的表观遗传修饰

信息, 并预测重要的少突胶质细胞分化调控基因。

5   结语与展望
随着功能基因组学研究的深入开展, 通过染色

质水平研究基因的表达调控成为全面阐明真核基因

表达调控机制的必经之路。ChIP技术能够揭示转录

因子的结合位点和确定直接的靶基因序列, 可在体

内分析特定启动子的分子调控机制, 因此被广泛应

用于转录调控机制的研究方面。由于传统的Sanger
测序由于测序成本和速率限制, 分析大量的免疫沉

淀DNA序列从时间和花费上都是不现实的。高通量

测序技术对DNA分子的序列兼丰度的双重解析能

力为ChIP技术的应用如虎添翼。这也是ChIP-Seq技
术迅速成为目前转录因子研究的主导技术的优势。

然而, ChIP-Seq技术在研究转录因子结合位点

上也存在的一定的缺陷, 例如, ChIP实验抗体品质

较差往往容易造成非特异性DNA沉淀, 产生高背景

和假阳性。另外, ChIP实验只能鉴定出转录因子在

很短时间处于结合态的DNA序列。由于受众多因

素的干扰, 使得部分蛋白质结合的DNA难以被ChIP
捕获。另外, 结合位点与功能的不对等性、结合位

点与靶基因的对应关系不确定性以及二代测序技术

普遍的读段较短等问题都对转录因子结合位点的深

入挖掘造成一定影响。而ChIA-PET技术也存在一

定的局限性, 如只能检测依赖蛋白质因子的染色质

相互作用, 不能确定蛋白质因子中每一种相互作用

的蛋白质。随着人们对转录调控过程的了解的深

入, 只有通过各种数据的融合和相互校正,以及其他

新技术的介入, 才能挖掘出可靠的转录调控关系和

TFBSs。
尽管基于Chip-Seq和ChIA-PET转录因子分析技

术还存在上述缺点, 但这两种技术借鉴了ChIP技术

的优点, 利用特异性的抗体捕获与蛋白质因子结合

的染色质, 进而得到蛋白质因子结合位点和结合位

点间的相互作用, 解决了全基因组分析的复杂性, 所
以ChIP技术仍然是目前研究转录因子体内结合靶点

的难以替代的核心技术, 因此, 该技术在转录因子体

内结合谱的研究中仍将发挥重要作用。ChIP-Seq等
技术通过系统整合DNA与蛋白质相互作用的数据, 
在揭示基因表达调控的若干机制及构建更加详细的

基因表达调控网络图谱中发挥无可替代的作用。
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