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再生调控的开关: 组织再生增强子的研究进展
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摘要      再生是组织发生损伤后恢复原有形态和功能的过程。不同脊椎动物的再生能力差异

很大 , 硬骨鱼和两栖动物再生能力很强 , 而哺乳动物的再生能力极其有限。不同物种再生能力的差

异很可能不是由于再生特异基因在进化过程中丢失造成的, 相反, 调控元件在组织损伤时的激活与

否可能是决定再生成功与否的开关。增强子是一种顺式作用调控元件 , 对于精确调控基因表达必

不可少。目前已经在多种模式生物中鉴定出了多个组织再生增强子 , 并报道了这些元件在组织再

生中的关键作用。这篇综述将重点介绍增强子在组织再生中的重要调控作用 , 组织再生增强子的

预测和鉴定, 以及组织再生增强子在损伤时被激活的具体机制。
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Switching on Regeneration: Research Progress of Tissue Regeneration Enhancers
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Abstract       Regeneration is the process by which tissue restores its original shape and function after injury. 
The regenerative capacity varies widely among different vertebrates. Teleost fish and amphibians have strong re-
generative capacity, while mammals have limited capacity to regenerate in most tissues. The reasons behind varied 
regenerative capacity among species may not be attributed to loss of regeneration-specific genes during evolution. 
However, activation of regulatory elements in response to tissue damages may account for the key switch of regen-
eration. Enhancers are cis-acting regulatory elements that are essential for the precise regulation of gene expression. 
Several tissue regeneration enhancers have been identified in a variety of model organisms and prove to play impor-
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tant roles in regeneration. This review will focus on the important regulatory role of enhancers in tissue regenera-
tion, the prediction and identification of tissue regeneration enhancers, and the specific mechanisms by which tissue 
regeneration enhancers are activated in response to injury.

Keywords        regeneration; tissue regeneration enhancer; zebrafish; transcription factor; histone modification

再生是组织发生损伤后恢复原有形态和功能

的过程。当发生组织损伤后, 一些组织和器官会通

过细胞的增殖、分化和迁移等活动来修复损伤区域。

不同脊椎动物之间的再生能力有着显著的区别。在

修复过程中再生能力强的生物不会产生或者产生暂

时性的纤维化瘢痕[1], 再生组织具有与受损组织相

同的形态和生理特性, 可以行使正常的功能[2]; 再生

能力有限的生物则会用永久性的瘢痕取代受损区

域, 可能导致组织功能障碍[3]。心肌梗死是由冠状动

脉疾病造成的心肌细胞不可逆转的死亡, 受损的心

肌会被纤维化的瘢痕所取代, 纤维化瘢痕虽然可维

持心室壁的完整性, 但是会影响心脏泵血功能。心

梗发生后的临床治疗, 例如使用β受体阻滞剂、血管

紧张素转换酶抑制剂、心房利钠肽等药物治疗[4], 只
能减缓心脏的恶性重构, 导致患者最终发生心力衰

竭。同样, 神经损伤后修复治疗的恢复效果往往不

尽人意, 这大大影响了患者的生活质量[5]; 发生严重

脊柱损伤后可能导致永久性的瘫痪, 缺少行之有效

的临床干预手段[6]; 因为哺乳动物肢体的不可再生, 
不可逆转的截肢手术会给患者生理和心理上带来双

重的沉重压力[7]。

许多非哺乳动物如硬骨鱼和两栖类具有较强

的再生能力。斑马鱼是再生研究中使用广泛的一

种模式动物 , 能再生许多组织和器官 , 包括大脑 [8]、

视网膜 [9]、尾鳍 [10]、脊髓 [11]、心脏 [12]等。反复切

除蝾螈的组织和器官如尾巴、晶状体、心脏等不

会改变它的再生能力, 而且蝾螈组织的再生效率也

不受年龄的影响 [13]。在变态发育前的蝌蚪阶段非

洲爪蟾的组织和器官具有很强的再生能力 , 然而

在变态发育后大部分组织的再生能力都消失了 [14]。

成年哺乳动物的再生能力极其有限 [5-7,15-18], 而新生

哺乳动物如人类婴幼儿和小鼠的心脏具有较强的

再生能力 [19-23]。令人感兴趣的是 , 最近研究发现非

洲刺毛鼠在成年后也具有很强的器官再生能力, 能
实现损伤皮肤 [24]、耳朵 [25]、肾脏 [26]和心脏 [27-28]的

再生, 它是第一个被发现具有这种再生能力的哺乳

动物。

脊椎动物的基因组在进化过程中发生了什么

样的变化导致了再生能力的多样性？研究发现, 在
不同的自然选择压力下脊椎动物的再生能力可能

会发生不同程度的丢失[29], 表现为在进化过程中某

些再生相关基因只在具有高度再生能力的物种中

得以保留, 造成了不同物种再生能力的差异。比如

Agrs超家族 (Ag1、Agr2和Agr3)在不同物种的再

生中具有功能上的保守性。在蝾螈中 , nAG(Agr2)
与Prod1相互作用 [30], 激活ERK1/2丝裂原活化蛋白

激酶信号通路 , 促进芽基生成 [31]。在非洲爪蟾中 , 
Agr2和Ag1同样对肢体再生是必要的 , 它们通过与

Prod1结构和功能类似的Tfp4结合促进芽基细胞增

殖。但在哺乳动物等再生能力有限的高等脊椎动

物中 , 却没有发现Ag1的同源基因 [32-33]。然而除了

Agrs之外, 并没有发现更多的物种特异性的再生关

键基因。

再生的一个特征是通过重新激活早期发育程

序来重建损伤组织。激活FGF信号通路可以促进斑

马鱼尾鳍和蝾螈肢体损伤区域的芽基生成 [34]。Wnt/
β-catenin信号通路同样是一个在进化上保守的肢体

再生相关的关键信号通路 [35]。研究发现 , 许多调控

脊椎动物发育过程的信号通路如Hh、BMP、RA、

IGF、Activin、Notch、mTOR、Calcineurin等对于

斑马鱼尾鳍再生也是必要的 [36]。一些在脊椎动物中

保守的转录因子AP-1、Sox、Hand2、Tbx5、YAP
和TEAD在发育中起着重要作用 , 它们的缺陷也会

导致斑马鱼等再生能力强的物种再生的失败 [37]。这

些研究表明 , 哺乳动物有限的再生能力可能不是由

于再生基因的缺陷造成的 , 而是因为它们缺少对再

生作出反应的机制。

组织损伤后的修复需要多个基因在损伤区域

精确表达, 基因表达水平的差异决定了脊椎动物之

间不平衡的再生能力。基因在不同生理活动中的精

确时空表达依赖于调控元件的调节, 基因有着复杂

的调控元件, 反式作用因子和染色质调节因子通过

共同作用于调控元件来调控基因的表达, 所以调控

元件可能是造成再生能力差异的关键因素。增强子
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是顺式作用的DNA元件, 广泛分布于各个物种的基

因组中, 能增强基因的转录且不受距离和方向的限

制。它分布在靶基因的5′端、3′端和内含子区, 在长

达几Mb的远距离也可以发挥作用[38]。在染色质三

维结构上增强子通过和靶基因的启动子区形成“环”
发生相互作用, 进而激活基因的转录。增强子功能

的实现是通过转录激活因子和抑制因子在特定位点

的结合来介导的, 转录因子结合位点的数量和结合

的偏好性决定了增强子结构和功能上的差异[39]。增

强子的调控作用为修复的“精确性”提供了保障, 挖
掘增强子在再生能力强的物种中的功能和激活机制

或许可以解释哺乳动物再生能力变弱的原因, 为人

类组织器官的修复提供新的治疗思路。

1   再生受到组织再生增强子的调控
1981年, 首次在SV40病毒DNA上发现了增强

子元件, 表现为不依赖于距离和方向地增强基因表

达[40]。此后在各类模式生物中也发现了多个增强子, 
比如小鼠淋巴细胞特异的免疫球蛋白重链基因上的

增强子[41], 上调果蝇卵黄蛋白基因表达的增强子[42], 
以及酵母半乳糖调节的上游启动子元件中的类增强

子序列[43]等。目前已经发现了许多在发育中起作用

的增强子。研究表明有些发育相关的增强子, 同样也

能够被损伤信号诱导激活。推测在进化的早期, 生物

可能在发育和再生中共用同一个增强子, 随后逐渐分

化为单独被发育信号激活的增强子和损伤信号激活

的组织再生增强子。而再生增强子在进化过程中可

能也发生了分化, 表现为再生能力强的物种保持着能

同时激活损伤和再生的增强子活性, 在再生能力有限

的物种中增强子只保留了损伤响应, 而再生响应缺失

(图1)。通过ChIP-seq和转基因分析等技术手段已经

鉴定出了多个再生相关的增强子(表1), 如在斑马鱼

中发现的LEN[44]和careg调节元件[45], 在非洲鳉鱼中发

现的IEN[46]等, 它们都能被损伤信号诱导激活。

1.1   再生中发育相关增强子的重激活

有些发育相关增强子参与调节机体的早期发育, 
这些增强子的活性随着机体的成熟逐渐被抑制。 当
发生组织损伤时, 它们重新被激活调控组织的再生。

如Raldh2和Wt1心外膜增强子的活性在小鼠心脏发

育过程中和成年小鼠心脏损伤时都能被转录因子C/
EBP激活, 通过活化心外膜调节心脏发育和再生[47]。

ZPA调节序列(ZRS)在脊椎动物中高度保守, 可调控

四足动物的肢体发育基因Shh的时空特异性表达, 在
鱼鳍发育中也发现了ZRS的同源序列[48]。但是没有

附肢的蛇在进化过程中发生了ZRS的突变, 造成Shh
基因的表达能力微弱, 研究表明, ZRS增强子在蛇进

化过程的肢体退化中发挥了一定的作用[49]。ZRS序
列的突变会引起人和小鼠的前轴型多指畸形, 然而

在突变蝾螈ZRS后shh基因的表达水平显著降低, 影
响了它的肢体再生[50-51], 此研究表明组织发育和再

生可能共用一套分子机制。careg元件是ctgfa基因

上游的一个调控元件, 在斑马鱼成鱼损伤心脏的心

肌细胞和损伤尾鳍的间充质细胞中被激活。它被鉴

定为再生特异的增强子, careg的激活依赖于TGF-β
和Activin信号通路。转基因报告品系表明, careg
元件指导的荧光蛋白在原始心肌层中有表达, 表明

careg同样也参与了胚胎的心脏发育过程, 谱系追踪

发现, careg阳性的心肌细胞参与了发育过程中肌小

图1   组织再生增强子的分类

Fig.1   Classification of tissue regeneration enhancers
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梁的形成[45]。

1.2   被损伤信号激活的组织再生增强子

有一类增强子不再对发育信号产生应答, 但是

具有损伤/再生响应活性, 当发生组织损伤时被诱导

激活。Bmp5是参与骨骼和软骨发育及再生的关键信

号分子, 研究发现, 小鼠体内存在不同的增强子, 可
以控制Bmp5基因在发育过程中的时空特异性表达, 
精确调控骨骼和软骨在不同部位的发育和生长[63]。

后续研究发现, 小鼠Bmp5基因也受一个不同于发育

相关增强子的损伤响应增强子的调控, 在成年动物

的骨骼或软骨损伤中被激活, 同时对皮肤和肺部损

伤也有应答[52]。

BRV118是在果蝇中被鉴定出来的能对损伤产

生应答的增强子, 位于wg和Wnt6基因之间, 在果蝇

成虫盘损伤后BRV118增强子被JNK信号通路激活, 
上调wg和Wnt6基因的表达。在BRV118增强子突变

品系中, 果蝇翅膀的大小在再生后出现了明显的减

小[53-54]。非洲爪蟾es1增强子在蝌蚪尾部损伤后能在

损伤区域表皮边缘激活es1基因的表达。当用信号

通路抑制剂抑制了ERK、TGF-β和活性氧信号通路

后发现增强子的活性显著降低, 而且再生也受到了

影响, 表明增强子的损伤响应活性以及一些经典的

信号通路可能参与了增强子对再生的调控过程[55]。

在斑马鱼中也发现了心脏和尾鳍特异的再生

增强子。瘦素lepb基因在成鱼损伤心脏和损伤尾鳍

中高水平表达, ChIP-seq分析发现, H3K27ac在lepb

表1   损伤或再生相关增强子

Table 1   Injury or regeneration-associated enhancers
损伤或再生相关

增强子

Injury/regeneration-
associated enhancer

组织

Tissue
物种

Species
预测和鉴定

Prediction and validation
功能

Function
参考文献

References

Raldh2 and Wt1 epicar-
dial enhancers

Epicardium Mouse Evolutionarily conserved 
sequence analysis,
transgenic assays

Heart development and regenera-
tion

[47]

ZRS enhancer Limb Clawed frog, 
newt

Methylation analysis,
CRISPR-Cas

Limb development and regenera-
tion

[48-51]

careg element Myocardium Zebrafish Evolutionarily conserved 
sequence analysis,
transgenic assays

Primordial cardiac layer develop-
ment, adult heart and fin regen-
eration

[45]

Bmp5 associated en-
hancer

Skeletal system Mouse Evolutionarily conserved 
sequence analysis,
transgenic assays

Bone, cartilage, skin and lung 
injury response

[52]

BRV118 enhancer Imaginal disc Fruit fly Transgenic assays,
CRISPR-Cas

Injury-responsive activity in lar-
vae, epigenetic silencing during 
maturation

[53-54]

es1 enhancer Tail and limb Clawed frog Evolutionarily conserved 
sequence analysis,
transgenic assays

Wound-induced activity in in-
jured region of tadpole tail

[55]

LEN Heart and fin Zebrafish ChIP-seq,
transgenic assays

Injury-responsive activity in 
injured region

[44,56-57]

IEN Heart and fin Killifish, 
zebrafish

ChIP-seq,
transgenic assays

Injury/regeneration-responsive 
activity in injured region

[46]

Schwann cell nerve inju-
ry-associated enhancer

Nerve Rat ChIP-seq,
motif analysis

Nerve injury-responsive activity [58]

Samd14-Enh (G2A) Red blood cells Mouse FAIRE-seq,
CRISPR-Cas

Activated in severe anemia, regu-
late red blood cell regeneration

[59]

Hematopoiesis-associat-
ed GATA2 enhancer

Hematopoietic 
stem cells

Mouse ChIP-seq,
CRISPR-Cas

Bone marrow injury-responsive 
activity, regulate hematopoiesis

[60-61]

lhx1 enhancer Kidney Clawed frog, 
zebrafish

Evolutionarily conserved 
sequence analysis,
transgenic assays

Injury-responsive activity, reacti-
vation of developmental genes

[62]
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基因上游3 Kb和7 Kb的位置有富集。候选增强子元

件的转基因分析表明, 位于lepb上游7 Kb的元件在

损伤心脏中具有增强子活性, 在再生尾鳍中的活性

也上升, 因此被称为组织再生增强子LEN。随着再

生的完成, LEN的活性减弱。通过不同长度LEN的报

告品系分析, 发现LEN上存在两个分别对心脏和尾

鳍具有损伤响应活性的模块[44]。

虽然研究发现很多增强子能够被损伤信号诱

导激活, 但是通常它们对再生而言是非必要的。有

研究人员认为这可能是因为组织再生增强子在进化

过程中出现了功能上的分化和丢失, 再生能力强的

物种保留有保守的再生增强子, 这种类型的增强子

能被损伤诱导激活再生响应程序, 而且对再生是必

需的。以非洲鳉鱼和斑马鱼为例, 二者的生存环境

迥异, 但是它们的尾鳍在受到损伤后都能再生。通

过比较基因组学、单细胞测序和ChIP-seq发现在

inhba基因上游存在保守的再生响应增强子IEN, 它
对组织再生是必需的, 而人类基因组中该增强子因

发生功能性调整而丧失激活再生的能力。该工作首

次从跨物种进化角度发现了序列进化保守的再生增

强子, 解释了脊椎动物中器官再生能力不均匀分布

的原因[46]。

2   组织再生增强子的预测和鉴定
增强子的调控作用可能是组织再生的关键开

关 , 但是增强子作用的位置、距离和方向具有不

确定性 , 而且序列变化大 , 这为增强子的预测和鉴

定带来了很大的困难。转录因子和特定组蛋白修

饰共同调节增强子的功能 , 转录因子结合位点在

增强子上成簇聚集且相对保守 , 活性增强子区域

通常是开放的 , 基于这些特性研究人员开发出了

ChIP-seq、DNaseI-seq、MNase-seq、FAIRE-seq
和ATAC-seq等技术来大规模预测和识别增强子序

列 [64], 并在获得候选增强子序列后 , 进一步通过各

种模式动物的转基因报告品系验证了增强子的功

能活性[65]。

2.1   潜在增强子序列的识别

目前已有多种预测候选增强子的技术 , 最常

见的是染色质免疫共沉淀技术 (chromatin immuno-
precipitation, ChIP)。这种方法使用针对特定转录

因子和组蛋白修饰的抗体与基因组片段共沉淀 , 沉
淀下来的DNA片段可以进行序列测定和分析 , 与高

通量测序联合被称为ChIP-seq, 从而获得与特定转

录因子和组蛋白修饰互作的DNA序列信息 [66]。组

蛋白乙酰转移酶 p300是增强子相关的转录结合因

子 , 针对p300的ChIP-seq不仅可以预测增强子在基

因组中的位置 , 还能预测增强子在不同组织中的活

性 [67]。人类表观基因组学联盟描述了五种不同的组

蛋白标记 , H3K4me1和H3K27ac作为增强子的标记 , 
H3K4me3作为启动子区域的标记 , H3K36me3作为

基因上转录区域的标记, H3K27me3与多梳蛋白的沉

默抑制有关 , H3K9me3与异染色质化有关 [68-69]。利

用ChIP-seq分析这些特定的组蛋白修饰已经被广泛

运用于预测和鉴定相对应的染色质区域 [70]。ChIP-
exo是ChIP-seq的衍生技术 , 它包括一个额外的核酸

外切酶的消化步骤 , 通过切割DNA来鉴定高分辨率

的转录因子结合位点[71]。

染色质开放状态的变化为增强子的预测提供

了另一种截然不同的途径 , 这可以对ChIP-seq数据

作进一步的补充。DNase I核酸内切酶或微球菌核

酸酶MNase能非特异地消化裸露的DNA, 将它们与

高通量测序结合起来能识别全基因组范围内的调

控区 [72]。甲醛辅助分离调节元件技术 FAIRE-seq
则是将用甲醛在活体内交联过的染色质经过超声

波切割断裂, 再对回收的DNA片段进行序列分析[73]。

2013年研究人员开发了一种新的检测染色质开放状

态的技术ATAC-seq, 转座酶Tn5在体外负载用于高

通量测序的接头序列, 之后Tn5可以同时切割并用接

头序列标记开放染色质区域 [74]。通过ATAC-seq可
以获得丰富的表观遗传信息, 包括开放染色质图谱、

核小体定位、转录因子结合位点等[75]。

2.2   候选增强子的功能验证

在获得候选增强子后, 一般通过报告基因在体

内的表达来鉴定它们的活性。通常将候选增强子

放在最小启动子和报告基因(β-半乳糖苷酶、荧光

素酶、绿色荧光蛋白等)的上游, 构建成质粒, 再用

质粒转染细胞系或将其整合到发育胚胎的基因组

中。每个候选增强子对应一种转基因品系, 通过报

告基因表达的丰度和定位可以分析增强子时空特

异的活性。多种增强子已经在果蝇、小鼠、斑马

鱼、秀丽隐杆线虫中得到鉴定[67,76-78]。斑马鱼心脏

发育的形态发生和信号通路与哺乳动物的类似, 而
且胚胎透明, 容易获得, 利用高分辨率实时成像能

够揭示其心脏发育和再生的机制[79]。转基因品系
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Tg(vmhc:mCherry-NTR)是一个硝基还原酶NTR介导

的遗传消融系统, 可以在甲硝唑MTZ的诱导下定向

破坏心室心肌细胞, 造成心脏损伤。使用该系统鉴

定候选增强子更有利于快速鉴别和验证候选增强子

的活性[80]。有研究人员分别构建了来源于海绵、小鼠、

斑马鱼和人的胰岛增强子的斑马鱼转基因报告品系, 
结果发现报告基因GFP的表达模式均相同, 说明增强

子在一定程度上是保守的。因此, 斑马鱼适合用于增

强子的功能验证[81], 目前已经有多个预测的哺乳动物

候选增强子在斑马鱼模型中得到了验证[82]。

染色质构象捕获技术(chromosome conformation 
capture, 3C)最开始被用来分析染色质的整体空间结

构 , 在高分辨率下研究染色质拓扑结构域的物理性

质 [83], 后来被用来研究增强子和启动子的相互作用。

在3C的基础上研究人员又开发了4C、5C、6C及Hi-
C, 这些技术提供了更全面的全基因组染色质结构图

谱 [84-85]。另一个方法ChIA-PET将ChIP和3C、邻近

标记结合起来 , 用特异蛋白抗体富集与蛋白结合的

DNA片段 , 不同蛋白结合的DNA片段会带有不同的

PET标签 , 带有同样标签的DNA片段结合在同一个

蛋白上 , 表明它们之间存在相互作用 [86]。因为转录

的关键在于RNA聚合酶和启动子的结合, ChIA-PET
的一个应用是使用RNA聚合酶特异性抗体鉴定启动

子和增强子的相互作用[87]。

比较基因组学通过对不同物种的基因组进行比

对分析来解决基因组功能和进化上的关键问题 [88]。

增强子的序列在不同的物种中并不保守 , 但是它们的

功能是保守的 , 通过比对不同增强子的序列发现增

强子上的转录因子结合位点是相对保守的 , 一个增

强子时空特异的活性可能由不同转录因子在特定结

合位点的组合调控所决定 [89]。对斑马鱼和其他9种不

同系统发育阶段的鱼类 , 以及爪蟾、鸡、鼠和人的

careg元件进行生物信息学分析 , 结果显示 , 它由进化

保守序列和独特序列组成, 有多个转录因子如Smad3、
TCFF、MEF3、NKXH和GATA的预测结合位点 , 推
测careg的功能可能受到多种转录因子的调控 [45]。可

以用比对不同物种基因组上保守的转录因子结合区

域的方法来预测潜在的增强子 , 也可以比对不同物种

的增强子序列找到调控增强子活性的关键转录因子

结合位点 [82]。大规模并行报告方法MPRA可以用来

系统地剖析转录调控元件的功能 , 研究人员通过合成

增强子突变体 (含单核苷酸突变、多核苷酸突变、不

同位置的插入 )和启动子、报告基因、特异的短标签

构成质粒文库 , 并将其转染组织细胞 , 报告基因表达

的RNA丰度代表了增强子的活性 [90]。MPFD和CRE-
seq技术的原理和MPRA相似, 它们都被用于验证特定

转录因子结合位点的功能 [91-92]。尽管在DNA水平上

的研究有了很大进展 , 但是仍然缺少行之有效的研

究方法来对结合在开放染色质上的蛋白质复合物进

行功能分析。一种新的策略ctATAC-MS通过sgRNA
引导的Tn5-dCas9融合蛋白靶向特定染色质区域如

增强子 , 再通过质谱技术对结合在增强子上的蛋白

质复合物进行定性和定量分析 , 这为蛋白水平上的

转录因子研究提供了新的工具[93]。

3   组织再生增强子的激活机制
组织再生增强子通过调控再生相关基因的表

达调节再生。它的活性呈现动态的变化 , 在未受损

伤的组织中沉默, 在损伤的组织中被激活, 在再生完

成后增强子又回到原先沉默的状态。令人感兴趣的

问题包括 , 组织再生增强子的活性是如何精确调控

的？它如何维持在未损伤组织中的沉默状态 , 又是

如何在损伤中被激活的？在再生结束后再生增强子

活性的终止又是受到了什么因素的调控呢？

3.1   组织再生增强子在损伤前后的表观遗传改变

DNA和组蛋白的表观遗传调控是基因时空特异

性表达的重要因素 , 增强子在未受损伤时的沉默状

态与组蛋白的甲基化和乙酰化修饰状态有关 [94], 在
特定时期受到转录因子的协同作用而被激活[95], 进
而通过上调靶基因的表达来调节再生 (图 2)。顺式

作用元件通常受染色质重塑复合物、转录因子以

及不同的组蛋白修饰来影响它所在染色质区域的

开放程度 [96], 只有位于开放染色质区域的顺式作用

元件才具有活性。当组织发生损伤时 , 染色质的组

蛋白修饰状态就会发生改变 , 增强子从沉默状态转

变为活性状态 , 激活再生基因的表达。维持组蛋白

的乙酰化水平是非洲爪蟾肢体再生所必需的 , 研究

发现在肢体再生的早期阶段用曲古抑菌素A(TSA)
处理可以抑制组蛋白去乙酰化酶HDACs的活性, 显
著增加组蛋白H4的乙酰化水平, 对再生具有抑制作

用 , 并可异常激活notch1和bmp2基因的表达 [97]。当

小鼠发生急性肌肉损伤时 , 对增强子区域进行的

ChIP实验发现 H3K4me3在整个染色质重塑过程

中处于稳态 , 而H3K4me1和H3K27ac是高度动态
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的 , H3K4me1同时标记沉默增强子和活性增强子 , 
H3K27ac只标记活性增强子。同时也发现了AP-1、
STATs、NF-κβ、EGR和PU.1转录因子在活性增强

子区域有富集 , 这些转录因子促进了染色质的开放

程度 [98]。同样有研究发现 , 新生小鼠和斑马鱼的心

脏在损伤后都会表现出活跃的染色质修饰状态的改

变, 通过H3K27ac的增多来上调相关基因的表达, 以
及H3K27me3的减少来降低结构基因的表达 , 进而

调节再生[99]。

非洲爪蟾在蝌蚪时期具有完全的肢体再生能

力 , 然而变态发育后的幼蛙再生能力有限。研究发

现 , shh基因与非洲爪蟾再生能力的变化有关 , 相比

于蝌蚪 , 幼蛙再生芽基上shh基因及其下游基因的表

达水平明显降低 [51]。shh基因的增强子在幼蛙中出

现了高度甲基化 , 而在蝌蚪以及蝾螈中的甲基化水

平较低 , 这与 shh基因的表达情况一致 , 表明甲基化

抑制了增强子的活性 [51]。果蝇的成虫盘具有良好的

再生能力, 但是在第三个幼虫龄期L3的后期, 随着果

蝇逐渐接近变态发育 , 它的再生能力逐渐减弱。研

究发现 , L3期BRV118增强子附近区域的H3K27甲基

化水平显著增加 , 这是典型的由多梳蛋白PcG介导

的表观沉默。这种表观遗传的组蛋白修饰抑制了成

熟成虫盘中增强子的活性 , 阻止了wg基因在损伤成

虫盘的高水平表达 [37,53], 这也解释了为何果蝇不同

年龄阶段再生能力不同。

3.2   激活组织再生增强子的转录因子和信号通路

增强子是一个顺式作用元件, 依赖于转录因子

的结合调节基因的时空特异性表达。再生增强子被

损伤诱导的激活受到转录因子的组合调控, 从而避

免基因表达异常引起再生的失败。AP-1复合体由

JUN、FOS等亚基组成, 研究发现, AP-1结合序列在

增强子上的富集对于再生响应增强子的损伤和再生

响应活性是必要的。在能完全再生的动物中AP-1结
合序列的富集程度高于不能实现完全再生的动物, 
当AP-1在增强子(LEN、IEN)上的结合位点发生突变

时, 增强子在损伤心脏和尾鳍中失去了损伤响应活

性, 组织不能再生[46,56]。JNK通路抑制剂SP600125可
以阻断AP-1复合物的激活, 抑制IEN的再生响应活

性, 阻止损伤尾鳍的再生[46]。施万细胞支持神经损

伤后的再生, 神经损伤后施万细胞的ChIP-seq实验

发现活性增强子区域有H3K27ac的富集, 而H3K27
乙酰化的维持与Egr2转录因子在增强子上的结合有

关, 活性增强子上有c-Jun(AP-1)和Runx2的富集, 它
们对增强子的激活是必需的[58]。

Samd14-Enh增强子位于Samd14基因的内含子

内, 与红细胞再生相关, Samd14-Enh缺陷会导致小

鼠骨髓和脾脏Samd14基因表达水平明显降低。虽

然稳态造血正常, 但是缺陷小鼠会死于严重贫血。

当发生贫血时, 增强子区域的染色质开放程度会

增加, 然后在多蛋白复合体GATA-1/2、Scl/TAL1、
LDB1和LMO2的介导下Samd14-Enh增强造血基因

座的转录, 激活促进红细胞再生的干细胞因子c-Kit
通路。发生急性的严重贫血时, 血液中红细胞生成

素(Epo)水平会上升, Epo常被用来治疗贫血且其可

上调Samd14基因的表达。但是Epo的作用依赖于

Samd14-Enh, 表明Samd14-Enh的作用受到多个因子

的协同调控[59]。GATA-2的转录受转录起始位点下

游9.5 Kb和上游77 Kb的细胞特异性增强子调控, 当
增强子突变时会影响骨髓损伤后的再生[60-61]。

肾脏在脊椎动物中进化出了三种不同的类型: 
前肾、中肾和后肾。虽然它们的复杂程度不同, 但
它们在功能上是保守的。哺乳动物肾脏的再生能

图2   开放染色质区域的活跃增强子

Fig.2   Active enhancer in open chromatin region
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力局限于肾小管上皮细胞, 而非洲爪蟾和斑马鱼的

肾脏能实现完全的再生。在早期发育相关基因lhx1
的上游找到了保守的增强子元件, 该元件具有损伤

响应活性, 可在肾脏损伤时重新激活lhx1。Arid3a是
H3K9me3去甲基化酶的一个组成部分, 能结合在损

伤响应增强子上, 降低H3K9me3水平, 通过促进细

胞周期进程来促进肾脏的再生[62], 表明转录因子和

组蛋白修饰酶在增强子活性调节中的协同作用。

心脏特异的遗传消融模型Tg(vmhc:mCherry-
NTR)便于建立可以动态观察的心脏损伤模型, 使
用斑马鱼转基因报告品系鉴定候选增强子有利于

快速鉴别和验证候选增强子的活性[80]。实验室前

期工作中把候选增强子转基因报告品系Tg(LEN-
P0.8:EGFP)与Tg(vmhc:mCherry-NTR)外交, 在心脏

损伤24 h后发现有强烈的EGFP信号表达于心内膜, 
随着心脏恢复的完成, 荧光信号强度下降。加入麻

醉剂和信号通路抑制剂发现血流动力和Notch信号

参与调节LEN的损伤响应活性[57](图3)。
3.3   组织再生增强子上存在决定活性的主要功能

基序

转录因子通常结合长度为6~12 bp的短DNA序

列 , 序列特异性较低。增强子中含有多个转录因子

结合位点 , 除了单个转录因子对增强子活性有调节

作用外 , 多个转录因子的复杂调控作用决定了增强

子的功能 , 而增强子上转录因子结合位点的富集程

度和排列顺序直接决定了转录因子在增强子上不同

的组合方式[100]。

组织再生增强子 LEN包含两个组织特异性模

块 , 其分别在心脏和尾鳍再生中独立发挥作用。对

LEN心脏模块 (cLEN)进行基序分析 , 发现cLEN上包

含多个与内皮 /心内膜相关转录因子的预测结合位

点, 包括NFAT、GATA、Forkhead、ETS和AP-1。通

过对 cLEN不同截短片段的斑马鱼转基因报告品系

分析发现 , 当同时含有AP-1、GATA和FOX-NFAT-
ETS基序时 , 增强子能对损伤应答 , 表明增强子受到

多个转录因子的调控。基于以上结论人工合成再生

增强子AFNEGx3, 它由AP-1-FOX-NFAT-ETS-GATA
构成 , 发现只有少部分斑马鱼幼鱼表现出心脏损伤

响应活性 , 说明转录因子对LEN的调控作用可能比

想象中更加复杂 [56]。通过对 cLEN截短片段和连续

11 bp碱基缺失的转基因报告品系分析发现, 在cLEN
上存在一个22 bp的抑制基序 , 当将其敲除时 , cLEN
在未损伤和损伤心脏中都会表现出增强子活性。在

不同鱼类中对这个22 bp的基序进行比对分析发现 , 
其中的GTCA序列是两个抑制因子Gfi1b和Prdm1a的
结合位点。将GTCA序列突变成CATT序列 , 此突变

不影响其他转录因子的结合也不会产生新的转录因

子结合位点, 结果发现未损伤心脏中报告基因EGFP
发生了心内膜外的异位表达 , 表明在心脏未损伤时

这个基序对增强子具有抑制作用[56]。

4   展望
尽管哺乳动物的再生能力有限, 但在小鼠中仍

鉴定出了对损伤/再生产生应答的增强子, 如在骨骼

图3   利用斑马鱼心脏遗传消融系统鉴定组织再生增强子

Fig.3   Characterization of tissue regeneration enhancers through zebrafish cardiac genetic ablation system
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和软骨被激活的Bmp5损伤增强子, 它区别于Bmp5
发育增强子独立存在, 表明哺乳动物中可能隐藏有

与LEN类似的损伤诱导激活损伤/再生响应活性的

机制。除此之外, 研究证明AP-1复合体对于多个再

生增强子发挥作用都是不可或缺的, AP-1的功能表

明了它与再生增强子在进化上可能存在某种关联, 
这有助于进一步阐释增强子发挥再生响应活性的

机制。

斑马鱼具有很强的心脏再生能力, 通过遗传消

融系统可以快速构建心脏损伤模型, 同时, 候选增强

子的转基因报告品系使得增强子活性可视化, 研究

人员可以观察到再生过程中增强子活性的时间变

化。斑马鱼易于操作的基因工程编辑和药物处理有

助于鉴定增强子的具体功能, 这为快速验证和研究

再生响应增强子的功能提供了便利。

增强子活性依赖于转录因子的调节, 但是一直

缺乏行之有效的工具研究与增强子结合的蛋白质

组, 而ctATAC-MS提供了一个新的策略, 我们利用

ctATAC-MS通过对结合在增强子上的转录因子进行

分析, 进一步探究再生响应增强子的调控机制。不

同再生增强子上转录因子结合位点的组合各不相

同, 在增强子上是否存在一个保守的激活基序或抑

制基序来调控增强子的再生响应活性也是值得深入

探究的方向, 这有助于解释哺乳动物有限的再生能

力。
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