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增强子功能鉴定及其在农业动物中的研究进展
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(1华中农业大学, 农业动物遗传育种与繁殖教育部重点实验室, 武汉 430070; 
2华中农业大学动物科学技术学院, 武汉 430070)

摘要      真核生物的基因转录受多种元件共同调控, 其中增强子是重要的顺式作用元件, 能够

极大促进基因的转录。增强子的功能与细胞、组织、个体的特异性功能或表型密切相关, 其异常

功能往往导致性状改变和疾病发生。因此, 研究增强子的功能对于揭示表型背后的分子机理具有

十分重要的生物学意义, 对于农业动物科学显得尤为重要。本文就增强子的特性、鉴定方法、活

性检测以及在农业动物研究中的进展进行综述, 以期能够对增强子的相关研究提供依据和参考。
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Abstract       Gene transcription in eukaryotes is regulated by various elements, of which enhancers are 
important cis-regulatory elements capable of greatly promoting gene transcription. The function of enhancers is 
closely related to specific function or phenotype of cells, tissues and individuals. The abnormality of enhancers often 
leads to alteration of traits and occurrence of diseases. Thus, studying the function of enhancers is of great biological 
significance for revealing the underlying molecule mechanism of phenotype which is crucial for agricultural animal 
science. In this article, characteristics, identical method, activity detection and progress in agricultural animal research 
of enhancers are reviewed in order to provide basis and reference for relevant research of enhancers.
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增强子(enhancer)是一段长度在50~1 500 bp
的DNA序列, 可以结合特定因子—activator提高

特异性基因的转录水平[1-2], 由于其能够显著增强

相关联基因的转录, 故将该DNA元件命名为增强

子。真核生物基因的转录是一个复杂的过程, 受多

种元件共同调控。增强子作为顺式调控元件(cis-
regulatory elements, CREs), 在真核生物的基因转

录、细胞分化以及个体发育中起着十分重要的作
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用。因此, 了解增强子功能以及其在农业动物中的

研究的进展, 是农业动物功能基因组研究的迫切

需求, 能为深入研究基因调控机制提供研究基础。

1   增强子及其特性
20世纪80年代, Banerji等[3]发现, 病毒SV40早期

基因(early gene)上游约140 bp的序列能够显著增加兔

β球蛋白(β-globin)基因的转录, 该段DNA序列被命名

为增强子。两年后, 又在小鼠基因组中发现位于免

疫球蛋白重链基因下游的淋巴细胞特异性增强子[4]。

随后增强子的作用逐渐被重视, 对于增强子的研究越

来越深入, 其作用特点以及生物学功能也进一步地被

发掘。一般增强子发挥作用具有以下特点: (1)增强子

位于基因启动子区域的上游、下游或者基因的内部, 
并且能够远距离增强与其相关基因的转录, 其中超级

增强子(super-enhancer)的作用距离甚至超过1 Mb[1,5]; 
(2)在某些真核细胞中, 持家基因(housekeeping gene)
通常由临近的增强子调控, 对启动子没有特异性, 而
对于一些细胞或组织特异性基因的转录调控如发育

相关的基因, 通常由较远端的增强子进行调控, 具有

组织或细胞特异性, 可调控细胞类型特异性基因的转

录[6]; (3)增强子必须与某些蛋白质(转录因子或转录辅

因子)结合才能发挥增强作用; (4)增强子的增强作用

与其序列的正反方向无关, 将增强子反转也能发挥其

作用。增强子的作用模式如图1所示。值得一提的是, 
在一些特定的真核细胞系中, 基因的核心启动子区域

(core promoter, 启动子的最小单元, 包括转录起始位

点TSS、RNA聚合酶结合位点、转录因子结合区如

TATA box等), 具有与增强子相似的序列特征, 也具有

增强子的功能[7-8]。因此, 增强子与基因的启动子相互

作用, 促进基因的转录。反之, 某些启动子特别是核

心启动子, 既可以启动基因的转录, 也可以作为增强

子提高基因的转录效率。二者既有联系又有不同, 共
同调控基因的转录。

2   增强子的鉴定方法
增强子大多位于基因组非编码区, 而且序列较

短, 使得其发现和功能注释变得更复杂和具有挑战

增强子(五角星及红色虚框)处往往结合有众多相关因子如activator(蓝色圆球)、effector(橙色椭圆球)、co-effector(黄色圆球)等, 与邻近或远程

位点发生相互作用(黄色线), 从而激活远程的靶基因, 实现增强基因转录的功能(灰色箭头)。
Enhancers (pentagons and red dotted box) often combine with many related factors such as activators (blue sphere), effectors(orange ellipsoid), co-
effectors (yellow sphere), etc., interacting with adjacent or remote sites (yellow lines), thereby enhancing remote target genes to achieve higher 
transcription (gray arrows).

图1   增强子作用示意图

Fig.1   Schematic diagram of the enhancer action
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性。但是全基因组分析技术的进步, 使得研究增强

子的特征成为了可能, 从而为增强子的鉴定奠定了

基础。

2.1   基于转录因子、辅因子鉴定增强子

利用染色质免疫共沉淀(chromatin immunopre-
cipitation followed by sequencing, ChIP-Seq)技术通

常可以直接检测转录因子与靶标增强子的结合位

点。有报道指出, 通过ChIP-Seq技术在果蝇中检测

转录因子所对应的增强子中, 很多都不促进相关基

因的转录, 其中的原因之一, 可能与负性转录因子结

合增强子有关[9-10]。基于ChIP-Seq技术也可以通过

转录辅因子在体内的结合来鉴定增强子, 比如组蛋

白乙酰转移酶p300。转录辅因子通常不直接与DNA
结合, 相反, 它们由转录因子募集到结合位点, 从而

行使生物学功能。Axel等 [11]在小鼠模型 (前脑、中

脑和肢体组织)中做了转录辅因子p300的ChIP-Seq
实验, 发现了数千个与转录辅因子p300的结合位点。

随后他们利用转基因技术将所得的86个序列导入小

鼠体内进行测试, 结果显示, 绝大部分预测的结合位

点都再现了增强子活性, 由此说明, 根据p300结合位

点的体内作图是一种鉴定增强子的高度准确的手

段。总之, 基因组上增强子与转录因子和辅因子的

结合机制为增强子的鉴定提供了可行方法, 但更精

准有效的鉴定功能性增强子, 还需要利用更多活性

增强子的特征。

2.2   基于组蛋白修饰(histone modification)鉴定

增强子

利用ChIP-Seq技术, Nathaniel等[12-15]在长度为

30 Mb的人类基因组中发现了200个启动子和400
个增强子, 并且发现在活性增强子区域存在高丰

度的H3K4me1(histone H3 Lys4 monomethylation)修
饰, 在活性启动子以及增强子区域都存在高丰度的

H3K4me3(histone H3 Lys4 trimethylation)修饰。随后, 
Dorighi等[16]研究了H3K4me1修饰对于增强子活性功

能的影响, 发现H3K4me1修饰普遍存在于增强子区

域, 但对增强子的活性只有很微弱的影响。对于活

性增强子的表征, 有研究结果表明, H3K27ac(histone 
H3 Lys27acetylation)修饰是区分活性增强子和非

活性增强子 (仅存在 H3K4me1的修饰 )的重要标

记 [17], 并且利用H3K27ac与H3K27me3(histone H3 
Lys27 trimethylation)两种修饰, 就能把都具有p300、
H3K4me1标记的增强子分为两类: 一类是只存在

H3K27ac修饰的活性增强子, 位于转录基因的近端; 
另一类是存在H3K27me3修饰却不存在H3K27ac修
饰的增强子为平衡增强子, 不参与基因的转录[17-18]。

此外, H3K79me3、H4K16ac和H3K122ac修饰也被

证实是表征活性增强子的修饰[19-21]。因为活性增强

子存在多种组蛋白修饰, 就有了多种不同的基于组

蛋白修饰的增强子鉴定方法, 目前并没有确定哪几

种组蛋白修饰的组合是鉴定活性增强子的黄金组

合, 实际问题应实际情况而定, 需要根据自己的需求

以及实验对象具体拟定。之前也有报道指出, 结合

H3K4me1、H3K27ac以及H3K79me3这3种修饰能够

准确地鉴定活性增强子[19], 可以作为参考。

2.3   基于增强子与启动子相互作用机制鉴定增强子

由于增强子必须与启动子结合后才能发挥其

增强作用, 所以可以根据增强子的这种特性, 在增

强子与启动子相互作用的基础上进行增强子的鉴

定。通过ChIP-Seq技术鉴定介导增强子–启动子的

相关因子, 其中cohesin和mediator已经被证明, 二者

所形成的复合物参与了增强子与启动子的结合[22], 
或者利用染色体构象俘获(chromosome conformation 
capture, 3C)技术[23]、配对末端标签测序分析染色质

相互作用(chromatin interaction analysis by paired-end 
tag sequencing, ChIA-PET)技术[24]分析染色质之间、

特定蛋白与染色体的相互作用, 进而确定与增强子

相关联的基因。

2.4   基于染色质构象鉴定增强子

染色质的基本单位是核小体(nucleosome), 核小

体则是由DNA与组蛋白组成。通常情况下由于核小

体的压缩使DNA序列不被暴露。在活性增强子与

一些转录因子比如p300/CBP结合行使增强功能时

需要去除核小体结构, 从而导致了DNA序列的暴露, 
使其具有可接近性(亦称为染色质可及性, chromatin 
accessibility)。因而可以利用脱氧核糖核酸酶I超敏

位点测序 (DNase I hypersensitive sites sequencing, 
DNase-seq)技术或者ATAC-Seq(assay for transposase-
accessible chromatin with high throughput sequencing)
技术在全基因组范围内鉴定染色质打开区域, 从而

进行增强子的预测[25]。

RNA聚合酶 II(RNA polymerase II)也可以与增

强子结合[26], 因此可以通过ChIP-Seq、DNase-Seq、
ATAC-Seq、3C和ChIA-PET等技术根据与增强子有

关的转录因子和辅因子(如p300)、组蛋白修饰(如
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H3K27ac)、结合蛋白(如cohesin)以及其区域染色质

的构象在全基因组上鉴定增强子。值得注意的是, 
每种方法都有其利弊, 应根据实际情况酌情考虑选

择合适的鉴定方案。

3   增强子活性检测
增强子在细胞、组织和个体发育的不同阶段, 

活性也各不相同, 其功能也不能一概而论, 但检测增

强子的活性, 往往是研究其功能的首要任务, 有助于

深入了解增强子的本质。根据体内和体外实验不同, 
本文就目前几种检测增强子活性的方法进行概述。

3.1   体内增强子活性检测

对于单个增强子的活性检测, 一般是将该候选

片段插入到启动子和报告基因的上游, 然后利用基

因工程技术将整个序列导入动物胚胎中, 通过检测

报告基因的RNA丰度或者蛋白翻译水平, 从而达到

检测增强子活性的目的。利用该种策略, Visel等[27]

将候选序列克隆至Hsp68启动子和LacZ报告基因上

游, 然后将构建的报告载体导入小鼠受精的卵母细

胞, 在11.5天收集胚胎, 通过对胚胎中LacZ报告基因

活性染色, 成功检测出相关增强子的活性。该种技

术也已经成功检测到转基因黑腹果蝇胚胎中102个
增强子的活性, 并且发现相关增强子呈现多种空间

和时间的活动模式[28]。这种检测方法直接、简便, 
能够展示增强子活性在整个胚胎发育过程中的动态

变化, 但不支持全基因组范围内增强子的活性检测。

Kim等[26]采用ChIP-Seq技术, 在小鼠大脑皮层神

经元中发现了12 000多个调节神经元活性的增强子, 
其活性依赖与转录因子CREB的结合。同时, 对RNA
聚合酶II的结合位点进行分析发现, 其中3 000多个

结合位点与增强子重合转录出RNA(enhancer RNA, 
eRNA), 这种现象有可能是增强子区域的CBP对RNA
聚合酶II的募集作用导致的副作用, 也为增强子进行

自身的转录提供了可能。Santa等[29]在内毒素刺激小

鼠巨噬细胞的反应中, 用染色质特征来表征了RNA
聚合酶II靶向的基因外转录位点, 发现70%基因外的

RNA聚合酶II的结合位点位于具有染色质特征的增

强子区域, 并且该区域增强子产生了低水平的转录

物。最近的研究发现, 增强子的活性与其eRNA的转

录水平有关, 高活性的增强子比低活性的增强子产

生更多的转录物, 进一步证明了增强子活性与eRNA
之间的关系[30]。以上的研究为增强子的转录潜能即

eRNA的产生提供了强有力的证据, 同时也为检测增

强子的活性与功能提供了一条新的思路。

3.2   体外增强子活性检测

基于质粒系统评估增强子活性, 是体外验证增

强子活性的主要方法, 也是将候选片段插入到核心

启动子和报告基因的上游或下游, 但是与之前所述

方法的不同之处在于质粒中的报告基因含有一段独

特的DNA标记条码(barcode)。在将构建的质粒导入

细胞后, 通过检测含有不同的DNA barcode的报告

基因的RNA丰度, 达到检测每个相应的候选增强子

活性的目的。Nam等[31]利用DNA标记条码开发了

“Nanotags”的方法, 成功地同时检测到了海胆胚胎

中与46个基因相关的126个增强子的每小时活性。

可以通过克隆[31]或者化学合成[32]的方法将每个候选

片段与DNA barcode特异性的关联, 这种方法虽然支

持数百个候选片段同时测定, 但也不支持全基因组

范围的增强子活性检测。

自身转录活性调节区测序(self-transcribing active 
regulatory region sequencing, STARR-seq)在构建载体

时, 充分利用增强子独立存在和作用无方向的特性, 
将候选DNA片段置于核心启动子的下游, 使活性增

强子可以进行自身转录, 并且每种增强子的活性可

以通过其在细胞RNA中的丰度来反映[33]。此方法被

成功运用于绘制5种果蝇物种的全基因组增强子活

性图谱[34]。STARR-seq不仅支持百万数量级的DNA
候选片段的检测, 同时也可以评估全基因组增强子

的活性。更重要的是这种直接基于其活性并且不

依赖于染色质特征的增强子的全基因组鉴定方法能

够揭示增强子功能和染色质之间的关系。值得注

意的是, 虽然该方法支持数量庞大的候选文库, 克
服了以前无法在全基因组上检测增强子活性的困

难, 但其自身也存在一定的局限性, 一定程度上受

限于可以被有效转染的细胞类型, 对于一些不能进

行转染的细胞该种方法就无能为力, 并且由于哺乳

动物基因组的大小和复杂性, 文库的制备也具有挑

战性。Laurent等[35]针对以上问题对STARR-seq的方

法进行改进, 开发了一种在哺乳动物基因组中捕获

感兴趣的基因组序列用于增强子活性检测的方法, 
即CapStarr-seq, 并对其准确性进行了验证。最近, 
Felix等[36]还发现, STARR-seq技术存在一定的缺陷, 
即将质粒转染到人类细胞时, 细菌质粒复制起点会

与核心启动子相互冲突, 导致增强子活性检测产生
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误差, 并且转染过程中IFN-1反应会被激活, 从而使

STRAA-seq筛选结果中假阳性和阴性的混淆。幸运

的是, 将质粒复制起点ORI作为核心启动子以及添

加两种抑制IFN-1的激酶, 可克服这两个问题, 使全

基因组范围内鉴定增强子以及活性检测的方法更加

准确。

4   增强子在农业动物研究中的应用
Zou等[37]在小鼠模型中, 将骨骼肌特异性肌球

蛋白轻链(MLC)的增强子插入到目标基因的非编码

区来研究其对于胰岛素样生长因子IGF-1转录的影

响, 发现增强子可以显著提高IGDF-1的转录, 促进

肌管的形成和肌肉的肥大。该研究强调了增强子在

动物生长发育过程中的重要性, 证实了通过遗传修

饰非编码区上调基因转录来获得理想型动物个体的

可行性。Brd4是癌症的重要药物靶标, 为了探究其

在动物细胞分化和发育过程中的机制, Lee等[38]在小

鼠模型中通过敲除实验, 证明了Brd4控制着细胞身

份基因的诱导并且是脂肪生成和肌细胞生成所必需

的, 进一步的研究还确定了活性增强子在Brd4行使

功能过程中的重要性。仔猪腹泻是一种严重危害养

猪业的疾病。仔猪的乳糖不耐受症是导致仔猪腹泻

的原因之一。Du等[39]对猪乳糖酶基因的单核苷酸

多态性(SNP)以及增强子、启动子活性进行分析, 结
果显示在增强子区域存在1个SNP位点, 在启动子区

域存在两个SNP位点, 且这3个SNP位点共同调节乳

糖酶基因的转录。该研究为将来从表观修饰的角度

治疗仔猪乳糖不耐受症、建立由于乳糖不耐受症导

致仔猪腹泻的诊断方法奠定了一定的基础。Wang
等[40]基于公开可用的哺乳动物增强子数据丰富了牛

全基因组增强子区域的注释, 成功将许多基因组区

域鉴定为潜在增强子, 并且还发现在增强子区域富

含与16 581头奶牛产奶性状相关的变异。另外还发

现, 增强子区域大多位于与牛怀孕、生长、抗病性

以及奶牛产奶品质有关的基因附近。该项发现也强

调了增强子在牛发育生长过程中的重要性。Marina
等[41]为了研究驱动绵羊进化的分子机制, 比较了43
种现代品种的绵羊以及其祖先的全基因组序列, 结
合ChIP-Seq技术发现其差异主要富集在编码蛋白质

的基因、基因的近端调控元件以及与活性转录相关

的基因组特征区域, 说明了基因转录的重塑可能是

推动绵羊进化的力量之一, 调控基因转录水平的增

强子作为顺式作用元件在该过程中也发挥着重要的

作用。基因组中增强子的数目远远多于基因数目, 
是不是许多增强子没有发挥其作用呢?有研究发现, 
增强子冗余在哺乳动物发育的过程中有着保持其表

型稳健性的作用[42]。

5   展望
增强子在农业动物的生命过程中扮演着十分重

要的角色, 了解和研究增强子有助于精细解读动物

基因组的功能、转录调控、细胞分化以及个体发育

的机制。随着科学技术的不断进步, 全基因组分析技

术的不断完善, 对于目前增强子难以定位、功能不明、

鉴定困难等问题的解决定会有所突破, 从而有利于

从增强子的角度, 来研究和提高动物的生产性能与

抗病力, 使我国的畜牧业更加辉煌蓬勃地发展。
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