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ChIP 技术及其在基因组水平上分析 DNA 与蛋白质相
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摘要: 染色质免疫沉淀(Chromatin immunoprecipitaion, ChIP)技术是分析细胞内生理状态下 DNA 结合蛋白与基

因组 DNA 相互作用的技术。ChIP 与高密度芯片(ChIP-chip)或高通量测序(ChIP-Seq)相结合能产生大量的研究

数据, 在细胞的基因表达调控网络研究中发挥重要作用。文章主要介绍 ChIP、ChIP-chip 和 ChIP-Seq 的技术特

点以及发展趋势, 重点讨论了 ChIP-Seq 数据分析方法及相关的应用实例。 
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Abstract: Chromatin immunoprecipitation (ChIP) is an effective technique to analyze the interactions of DNA binding 
proteins with the genome in vivo. ChIP coupled with high density microarray (ChIP-chip) or high-throughput sequencing 
(ChIP-Seq) has generated large amount of data and expected to allow the development of a network describing the cellular 
transcriptional regulation. Here, we reviewed the ChIP, ChIP-chip, and ChIP-Seq techniques as well as their perspectives. 
Focus is given to data analysis of ChIP-Seq and the applications of ChIP-chip and ChIP-Seq. 
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真核生物基因组DNA以染色质形式存在, 研究
蛋白质与DNA在染色质环境下的相互作用是阐明真
核生物基因表达调控机制的基本途径。生物体内基因

表达调控主要发生在转录过程中, 转录调控是顺式
作用元件(Cis-acting elements)如启动子(Promoter)、增
强子(Enhancer)与反式作用因子(Trans-acting factors)

相互作用的结果。基因组DNA的甲基化、组蛋白甲
基化、乙酰化和磷酸化修饰, 核小体重新定位及染
色体结构重建都影响调控。转录调控具有细胞类型、

发育阶段和外界环境刺激的差异性, 哺乳动物转录
调控序列分散在较大区域, 组蛋白修饰状态达 100
多种 , 这些因素都增加了转录调控的复杂性。
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ENCODE计划 [1]和表观基因组学研究计划[2]是研究

基因表达调控奥秘的国际合作项目。 
了解基因转录调控的关键是识别蛋白质与DNA

的相互作用, ChIP是全基因组范围内识别DNA与蛋
白质体内相互作用的标准方法 [3], 最初用于组蛋白
修饰研究[4], 后来用于转录因子[5]。ChIP与芯片(Chip, 
microarray)或测序(Sequencing)相结合的ChIP- chip和
ChIP-Seq技术是在全基因组水平分析DNA与蛋白质
相互作用的两大主要技术。本文将介绍ChIP、
ChIP-chip和ChIP-Seq的技术特点及发展趋势, 重点
讨论ChIP-Seq的数据分析以及应用实例。 

1  ChIP、ChIP-chip和 ChIP-Seq的技术特点 

1.1  ChIP 

ChIP技术由Orlando等[6]于 1997年创立。其基本
原理为将处于适当生长时期的活细胞用甲醛交联后

将细胞裂解, 染色体分离并打碎为一定大小的片段; 
然后用特异性抗体免疫沉淀目标蛋白与DNA交联的
复合物, 对特定靶蛋白与DNA片段进行富集。采用低
pH值条件反交联 , DNA与蛋白质之间的Schiff键水
解, 释放DNA片段。通过对目标片段的纯化与检测, 
获得DNA与蛋白质相互作用的序列信息。 

在上述ChIP过程中, 甲醛能够进入细胞并使蛋
白质与DNA或蛋白质与蛋白质之间通过希弗(Scihff)
键交联, 形成稳定结合的复合物。如果交联效果不太
好, 可以先用交联剂DMA(Dimethyl adipimidate)[7]或

DSG (Disuccnimidyl glutarate)[8]处理细胞, 以加强后
续甲醛交联的效果。破碎DNA可采用超声物理破碎
或特定酶切消化, 以获得所需长度的DNA片段。由于
DNA片段长度将影响抗体免疫沉淀效率, 因此破碎
DNA是ChIP实验成功与否的重要因素。超声效果与
细胞裂解是否充分、细胞浓度及裂解液成分等因素

有关。超声处理后的液体应从浑浊状态变为透明状

态[9]。 
选择专一性及亲和力较高的抗体是ChIP成功的

关键。非特异性抗体将增加大量的非目标靶点DNA
片段信息, 从而掩盖了真实的蛋白质结合位点信息; 
而亲和力较差的抗体 , 则无法获得高信噪比靶点
DNA片段[10]。另一方面, 在甲醛交联过程中可能会
掩盖一些蛋白质的表位, 这会影响到一部分蛋白质
和DNA复合体的免疫沉淀反应。因此, 用Western印

迹或免疫组化等常用的实验方法证明的能够对目标

蛋白质进行免疫结合的抗体, 并不能保证一定能够
成功地进行ChIP实验。例如, Weitsman   等[11]检验了

不同的雌激素受体β抗体在ChIP中的免疫沉淀能力, 
发现有的抗体虽然能够在标准免疫沉淀条件下与抗

原结合, 但不适合ChIP条件下使用, 并且不同抗体
的结合效率也有差异。对于某一目标蛋白采用多种

抗体组合来进行ChIP实验是一种有效的方案。例如, 
Chen等 [12]针对CTCF在人类基因组中的结合位点研
究, 采用了多种不同单克隆抗体的混合物进行免疫
沉淀。另外, 有人利用表位附加标记技术表达融合
蛋白进行免疫沉淀实验。常用的表位附加标记有红血

球凝集素(Hemagglutinin)[13]、生物素[14]和c-Myc[15]等。

但哺乳动物细胞中难以引入表位附加标记的融合蛋

白, 并且其表达往往不同于其内源转录因子。 
染色质免疫沉淀获得的DNA数量往往很多, 其

中包含大量的非特异结合造成的背景噪音, 采用严
格的洗涤条件可以降低背景。Ogryzko等[16]将靶蛋白

与生物素受体片段融合表达, 通过抗生物素磁珠免
疫沉淀, 二者较强的结合力便于进行更为严谨的洗
涤, 达到降低背景的目的。 

1.2  ChIP-chip 

ChIP-chip 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。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、分辨率与覆盖度是生物芯片的重

要特征。探针密度指生物芯片表面所固定的 DNA探
针的数量。分辨率指设计生物芯片时两个相邻探针

的 DNA 序列在基因组上相隔的距离, 分辨率越高, 
相邻探针之间的距离越短。覆盖度指固定在生物芯

片上 DNA序列占基因组全序列的比例。最理想的芯
片是能够覆盖全基因组, 但是由于人的基因组巨大, 
尚不可能在一个芯片上固定覆盖人类全基因组所有

的探针。芯片制作方法主要有两种: 一种是将合成
的寡核苷酸点到芯片上。点样方法的优点是制作方

便, 但存在可能由于点样针头洗涤不彻底而造成交
叉污染及样点不均一等问题; 另一种是原位合成法, 
即寡核苷酸探针在芯片上原位“生长”, 如 Affimetrix
的“光蚀刻原位合成技术”, Nimblegen 公司的“无掩
膜芯片合成技术(Maskless array synthesis)”。原位合
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成法具有较好的重复性和较高的密度。 
芯片杂交所需样品量较大, 要对免疫沉淀后的

DNA进行PCR扩增以达到杂交要求。常用的扩增方
法是LM-PCR(Ligation-mediated PCR), 将反交联并
纯化过的DNA用DNA聚合酶补平后再连接通用接
头(Linker), 然后用与通用接头互补的引物进行扩增, 
在扩增过程中引入荧光基团。由于免疫沉淀后的

DNA片段长度不同, 每种长度片段的百分比含量不
同, PCR的扩增效率不同。对于中等片段DNA这种方
法能够进行等比例扩增, 但对于较长片段的DNA扩
增效率将降低。一般通过控制PCR循环数, 以减少扩
增产生的偏向性(Bias)。另外, Liu等[17]发展了一种基

于T7的线性扩增方法, 先用末端转移酶将一系列dT
加到DNA末端 , 然后以polyA-T7 序列为引物进行
DNA复制, 双链DNA在T7 RNA聚合酶的作用下体
外转录, 然后反转录。这种方法虽然费时费力, 但获
得DNA的线性扩增度好, 减少了不同序列之间扩增
的偏向性。 

芯片杂交检测可用双色竞争法。ChIP 获得的
DNA 与对照(Control)DNA 分别用不同颜色标记并
竞争性与芯片杂交, 根据信号强弱判断哪些位点是
免疫沉淀富集的位点。对照 DNA通常来自超声破碎
后不加特异抗体直接保留下的 DNA 或与特异抗体
同物种的 IgG免疫沉淀的 DNA为对照。如果采用单
色杂交检测, 则需要分别检测染色质免疫沉淀 DNA
与对照 DNA芯片杂交的结果。 

1.3  ChIP-Seq 

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。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。在深度测序技

术出现之前, 为了减少测序量, 人们提出基于SAGE 
(Serial analysis of gene expression)技术的测序方法, 
如GMAT(Genome-wide mapping technique)[18], SACO 
(Serial analysis of chromatin occupancy)[19], STAGE 
(Sequence tag analysis of genomic enrichment)[20], 
SABE(Serial analysis of binding elements)[21]。这些方

法基本原理类似, 都是将获得的免疫沉淀片段的末

端切割并相互连接形成一条相对较长的片段进行

Sanger测序 , 用部分片段的信息代替整条片段 , 降
低了测序量, 但费用依然较高, 并且无法对蛋白质
的结合位点进行精确定位。 

ChIP-PET(Paired-end diatag)首次应用深度测序
技术−454 焦测序(Pyrosequencing)技术进行片段分
析 [22], 但免疫沉淀片段的处理方法依然是基于
SAGE的原理, 与上述 4种方法的区别是将免疫沉淀
片段的两个末端同时切割获得“双标签”并连接测序, 
以片段的两端信息定位整条片段优于“单标签”定位, 
提高了定位能力, 解决了以往全长测序所带来的高
花费、效率低的问题。基于SAGE获得的标签中, 还
有一小部分可能由于测序错误、克隆假象(Artifact)
或基因组序列不完整等原因而无法定位到基因组

上。能够定位到基因组上的标签的丰度及其在基因

组上的分布用于估计蛋白质结合位点, 一般认为标
签重叠成“簇 (Cluster)”的基因组区域为结合位点 , 
但有些单一出现的也可能是结合位点, 所以只考虑
成簇位点可能会忽略某些真正的位点。理论上, 较
多标签的测序有利于最终识别所有的结合位点, 但
究竟多少标签才能真正获得专一性与特异性并无定

论。 
随着深度测序技术的迅速发展, 染色质免疫沉

淀与 DNA 测序直接结合已越来越多地应用在全基
因组 DNA与蛋白质作用分析。目前可用于 ChIP-Seq
分析的测序平台有Genome Analyzer (IIlumina, Solexa)、
SOLiD (Applied Biosystem) 、 454-pyrosequencing 
(Roche)、HeliScope (Helicos)。每种测序方法在测序
通量和成本上都在迅速地发展。可以预计, ChIP-Seq
技术将会很快发展成为该研究领域的主流技术。 

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

程中的错误都会引入系统误差造成假阳性[23], 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。 
测序后首先需要将序列比对到已知基因组上并

确立真正的结合位点(峰, Peak)。对于转录因子, 要
寻找与“峰”对应的下游调控基因(靶基因), 或者构
建转录因子结合位点的保守结合序列(Motif); 如果
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转录因子的 motif是已知的, 则可以计算“峰”序列中
包含 motif 的序列百分比, 间接估计实验结果的可  
靠性。 

1.3.1  确立真正的结合位点(峰) 

ChIP-Seq只能应用于基因组序列信息已知的物
种, 并且由于个体基因组存在差异, 在将测序序列
比对到基因组序列上时要允许一定程度(小于等于 
2 个)的错配[24]。由于超声时随机打断染色质, 所以
包含某个结合位点的超声片段可能有几条, 相互间
起止点不同, 通过特异抗体免疫沉淀后, 这些片段
被富集, 片段之间的重叠区域就是“峰”, 即DNA与
蛋白质相互结合的位点。通常采用没有经过免疫沉

淀的超声样品或物种特异IgG免疫沉淀样品作为负
对照来剔除假阳性信号。Ji等[25]用CisGenome分析转
录因子OCT4 和NANOG有无负对照时“峰”的数量, 
发现在不设立负对照时找到的“峰”较多, 但motif的
百分比较低, 可以推测其中包含有假阳性。 

目前建立的适合找“峰”的统计分析软件有很多, 
包括PeakSeq[26]、FindPeaks 3.1[27]、F-Seq[28]、SISSR[29]、

QuEST[30]、MACS[31]、Peak call[24]、ChIPDiff[32]、

CisGenome[25]、ChIP-seq processing pipeline[33]。这

些算法在结合位点的覆盖率、分辨率和假阳性控制

方面各有特色。QuEST和SISSR利用对照组数据剔除
实验组中所找到的假阳性结合位点, 并把它系统地
整合到其算法中, 而FindPeaks只将这种处理作为一
种后续分析。另外, 这 3 个算法在统计某个区域内
的标签序列数时, 所用的单位区间也不同: QuEST
采用的是核密度估计方法, 将标签序列所对应的位
置为窗口中心, 赋予最高的密度值, 两侧则随核密
度曲线平滑下降取密度值; 相比于FindPeaks直接将
序列固定或动态向其下游延伸, 每个延伸位置赋予
同样的分值要更合理; 核密度曲线的方法同时也比
SISSRs用滑动窗口扫描的方法更加灵活省力, 不需
要去关注那些没有任何标签序列数的区域, 从而减
少了运算时间。 

QuEST未考虑单样本问题, 这与其相应的实验
组的设计有紧密关系, 因为它全部采用对照组来控
制实验结果; 而FindPeaks和SISSRs分别用蒙特卡罗
模拟和泊松分布来估计背景噪声, 这两种方法的区
别在于一种假设噪声在有效地可比对的基因组范围

内服从均匀分布, 另一种则假设背景噪声服从泊松
分布。在单样本情况下, 无论是假设背景噪声服从
泊松分布还是用蒙特卡罗模拟背景噪声, 都是假设
全基因组范围内噪声序列在各个位置出现的概率是

相等的。然而经过Zhang等[33]的拟合分析, 发现用幂
函数分布模拟真实信号的同时用gamma分布模拟背
景噪声信号的组合方式能够最佳地接近STAT1 转录
因子ChIP-Seq实验所得的真实信号模型。CisGenome
就是在考虑了局部的染色体结构差异很可能使得背

景噪声不再均匀的情况下提出用负二项分布模型来

取代泊松分布模型和蒙特卡罗模型, 这个模型允许
随着基因组的坐标不同, 其背景序列数发生改变。
可以说, 负二项分布模型更接近于真实的ChIP-Seq
序列分布。与之类似的是, 考虑到扩增和测序、染
色质开放性程度引入的局部偏差, MACS用一种局
部动态泊松分布来消除序列频数的局部差异, 提高
了搜峰的特异性。PeakSeq虽然也注意到背景噪声的
不均一性, 但是该算法用了一种间接的方法来解决
这个问题。该算法作者认为ChIP-Seq实验中存在两
类主要的偏向因素, 其一是基因组本身的序列重复
性, 其二是染色质结构的开放性。针对第一种偏向
性因素, PeakSeq考察了基因组的某个特定长度的序
列在每个位置的唯一性, 以此建立一张索引表用来
修正染色体各片段之间的可比对性差异。PeakSeq用
归一化来消除第二种偏向性因素的影响。用两种不

同的方式来处理不同的偏差来源, 比起直接用某一
种能捕获序列标签的全局分布(如负二项分布)来说, 
可算是一种间接的方法。 

ChIP-Seq的生物信息处理除了对数据进行分析
找到结合位点的富集区域并给出功能注释外, 还可
以反馈出一些信息从而有助于ChIP-Seq实验的合理
设计并优化。CisGenome讨论了用单一正样本进行
ChIP-Seq实验的优劣。Ji等[25]认为, 在整体的结合信
号足够强的情况下, 单样本分析也可以提供合理的
FDR(False discovery rate)估计。反之, 在整体结合信
号弱的情形下, 单样本的FDR估计会被低估。但是Ji
也认为这种假阳性会被几个标准滤除, 如高重复片
段区域, 缺乏motif富集区域将会增加这些峰的不可
靠性从而将其剔除。Ji给出的一个建议是在对某个转
录因子的了解不够多或能够承担实验成本的情况下, 
加上对照组的ChIP-Seq分析更加合适, 而当实验受
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到成本限制时, 对样本进行数据分析就应当谨慎并
且应该用多重标准尽可能多地滤除假阳性。PeakSeq
给出了ChIP-Seq实验的一些最优设计的思路, 分析
了序列饱和性, 并通过数据分析得出结论认为必须
至少进行两次ChIP-Seq重复来确保实验结果的可重
复性。 

1.3.2  “峰”与调控基因的对应 

由于调控因子不仅以线性方式调控临近基因 , 
而且可以通过染色质形成“loop”的方式调控相距较
远的基因, 甚至是不同染色体上的位点, 所以确立
与“峰”对应的下游调控基因比较困难。Johnson等[24]

将“峰”上下游 20 kb范围内的基因定义为具有调控
关系的基因, 而Wederell等[34]发现大多数(68%)高度
可信的“峰”位于基因转录起始位点上游 10 kb和 3′
UTR下游 1 kb范围内。对染色质三维结构中不同位
点的相互作用机制理解将有利于确立合理的“峰”与
调 控 基 因 的 对 应 关 系 。 Dekker 等 [35] 创 立 的

“chromosome conformation capture (3C)”及随后发展
的chromosome conformation capture-on-chip (4C)[36]、

circular chromosome conformation capture (4C)[37]、

chromosome conformation capture carbon copy(5C)[38]

技术将为ChIP-Seq中“峰”与其调控基因对应问题提
供依据。 

2  ChIP-chip与 ChIP-Seq的应用 

ChIP-chip 与 ChIP-Seq 是全基因组范围内分析
转录因子或其它染色质蛋白结合位点及表观遗传机

制的两大主要技术。相比而言, ChIP-Seq具有定位分
辨率高, 成本不断降低及通量迅速增高, 而且不受
生物芯片上预先设定的基因组区域的限制等优势 , 
越来越成为该领域的主流研究技术。 

2.1  转录因子结合位点研究 

ChIP-chip的应用受可获得的芯片种类的限制。
最初用PCR扩增方法获得探针固定在芯片表面, 这
对于较小的基因组(如酵母)可以实现。Ren等 [39]用

PCR方法扩增酵母 6 361 个基因间区域并将产物点
样制作酵母基因组芯片, 鉴定转录因子Gal4和Ste12
的结合位点, 这是ChIP-chip首次在全基因组范围内
的应用。随后, Iyer等[40]和Horak等[41]用相同的芯片

构建方法相继鉴定了酵母中另外几个转录因子的结

合位点。Young研究组 [15]对 106 种转录因子进行
c-myc附加标记并在 106个酵母株系中表达, 确定这
些转录因子结合的启动子区域, 确立了基因调控网
络中复杂的相互作用, 为构建酵母的基因调控网络
提供了丰富的数据基础。 

高等真核生物基因组较大, 只能对局部区域采
用PCR扩增的方法获得探针来构建芯片, 如Horak等
[42]对哺乳动物 75 kb β球蛋白区域构建芯片以研究
GATA-1 的结合位点, Ren等[43]设计包含 1 444 个人
类基因上游序列的芯片来研究E2Fs的靶基因, 随着
人类基因组序列数据的进一步充实和注释的增加, 他
们又设计了覆盖当时已知的多数基因的 5′端序列的
芯片[44]。Weimann等[45]设计富含人类CpG岛的芯片。
根据已有的序列设计探针具有偏向性, 无法探知未
知的没有注释区域的结合情况。为了克服偏向性 , 
Martone等[46]设计覆盖 22 号染色体剔除重复序列后
的所有编码与非编码序列的芯片, 鉴定Hela细胞在肿
瘤坏死因子诱导下p65 的结合, 第一次获得了一条染
色体上转录因子无偏向的结合数据。 

随着芯片技术的发展, 现有各种商业化芯片可
以选择, 如不同物种的启动子芯片、CpG岛芯片、叠
瓦芯片(Tilling array)等, 也可以根据具体研究需要
定制芯片。全基因组叠瓦芯片是按照一定的分辨率

和探针长度设计的信息量较大的芯片。如Nimblegen
公司提供的分辨率为 100 bp、探针长度为 50 bp的代
表人类基因组的全套芯片共有 38张。Kim等[47]利用

这套芯片鉴定转录起始复合体(PIC)4 种组分的基因
组分布。 

近几年ChIP-Seq迅速发展成为该领域的主流研
究技术。Johnson等[24]和Robertson等[48]用Illumina测
序平台测序分析转录因子NRSF和 STAT1 的免疫沉
淀片段, 这是最早的ChIP-Seq在转录因子研究中的
应用。Chen等[49]运用ChIP-Seq在小鼠胚胎干细胞中
检测 13个转录因子及 2个转录调节子结合位点, 发现
有些位点是几个转录因子共同作用结合, 如NANG、
SOX2、OCT4、SMAD1 和STAT3 共同组成“胚胎干
细胞增强子小体”。Marson等[50]研究小鼠干细胞中

NANG、SOX2、OCT4和TCF3的结合位点, 识别了
14 230 个４种因子共同结合位点。ChIP-Seq起始研
究材料可以是细胞系或组织。Wederell等[34]研究成年

小鼠肝脏组织中转录因子FOXA2结合位点, 识别 11 
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000 个位点。其中肝脏表达基因中 43.5%有相关的
FOXA结合位点。 

2.2  表观遗传学研究 

“表观遗传”一词在不同文献中的定义有所差 
别[51~53], 但都包括组蛋白修饰、DNA甲基化和核小
体定位等方面, 本文主要讨论ChIP-chip与ChIP-Seq
在组蛋白修饰方面的应用。组蛋白修饰主要发生在N
端氨基酸, 包括甲基化、乙酰化、磷酸化、泛素化
和ADP核糖基化等共价修饰。现有电荷中和(Charge 
neutralization)、组蛋白密码(Histone code)和信号通
路(Signalling pathway)3种主要的模型从不同角度解
释组蛋白修饰在基因调控中的功能。 

2002 年 , Berstein等 [54]和Robyl等 [55]分别应用

ChIP-chip研究酵母组蛋白修饰, 发现其与特定的基
因组区域和转录状态有关, 这是ChIP-chip首次应用
于全基因组蛋白修饰研究。随后以酵母为模型进行

了大量的组蛋白修饰研究。Pokholok等[56]进行组蛋

白甲基化和乙酰化研究发现: 组蛋白乙酰化发生在
基因转录起始部位, H3K36me3 遍布于编码区, 这
与转录激活子将乙酰转移酶招募到调控区域附近的

理论模型[18]及组蛋白乙酰化酶Set2与RNA聚合酶Ⅱ
延伸相关的模型吻合。Liu等 [57]发现H3K9/14/18、
H4K5/12、H2AK7定位于活性基因的 5′端。酵母中
组蛋白H3K4 甲基化研究发现: 该组蛋白的甲基化
见于转录区域, 沿 3′端到 5′端方向单甲基化、二甲
基化到三甲基化数量渐增[18], 这与H3K4 甲基转移
酶Set1被招募到RNA聚合酶Ⅱ活跃转录区域的 5′端
的理论模型相符合[58]。 

高等真核生物组蛋白修饰研究结果与酵母基本

一致, 但有一些新发现。人类T细胞中CpG岛具有高
水平组蛋白乙酰化和H3K4me3[59, 60], 这种组蛋白修
饰与序列的相关性现象促使Berstein等 [61]做了进化

上的研究, 发现人与小鼠直向同源位点组蛋白H3赖
氨酸甲基化具有保守性, 但相关DNA序列并不是十
分保守。值得注意的是: 这是组蛋白修饰在不同物
种中位置上的保守, 而不是相关序列保守。 

Barski等[62]和Mikkelsen等[63]首次应用ChIP-Seq
分别在人类T细胞和胚胎干细胞中进行组蛋白修饰
研究: Barski等发现H3K27/9/20/79与H2BK5的单甲
基化与基因活化相关, 而H3K27/9/79 的三甲基化与

基因抑制相关; Mikkelsen等发现人类胚胎干细胞中
几乎所有富含CpG岛的启动子区域都有H3K4me3, 
这与ChIP-chip结果相互验证[59, 60]。H3K4me3与基因
活化相关, “成簇”存在, H3K27me3与基因抑制相关, 
以“分散”状态存在, 但二者有时也共存在某一区域, 
二者的绝对数量与相对数量决定基因的活性及胚胎

干细胞的分化方向[64]。 
综合 ChIP-chip 与 ChIP-Seq 对组蛋白修饰的研

究结果可以看出, 特定修饰状态分布与增强子、启
动子和绝缘子(Insulator)有相关性。如增强子与启动
子区具有相似的组蛋白修饰, 但活性启动子区与高水
平的 H2BK5me1、H3K9me1、H3K27me1、H4K20me1、
H3K36me3有关, 增强子区与高水平的 H3K4me1相
关。组蛋白修饰可以作为基因组注释的特征之一。 

组蛋白修饰与DNA结合蛋白都影响基因表达 , 
两方面数据比较可以得到更加可信的结论。例如 , 
Cuddapah等 [65]研究绝缘子结合蛋白CTCF在全基因
的结合位点, 发现这些位点也有H3K27me3 修饰存
在, 而H3K27me3 与异染色质的形成有关, 从二者
之间的一致性推测CTCF在染色质活性与抑制区域
壁垒形成中发挥作用。Robertson等[48]研究IFN诱导
前后HelaS3 细胞中转录因子STAT1 结合位点变化, 
发现诱导后位点比诱导前增加 28 996个, 这充分证
明外界环境刺激下转录因子调控的变化。随后他们

利用ChIP-Seq研究活性基因相关的组蛋白修饰
H3K4me1 与H3K4me3, 发现诱导后的结合位点中
大多数在未诱导时已经具有H3K4me1 与H3K4me3
修饰[66]。这说明激活的STAT1 结合位点受预先存在
的染色质状态影响。 

3  展 望 

ChIP是相对成熟的技术, 但目前还存在一些技
术难点。如需要大量的起始材料, 对于难以大量培
养的细胞如神经细胞和干细胞具有局限性, 并且难
以区分个别细胞与总体细胞的行为, 解决办法是减
少所用细胞数量。O'Neill等 [67]创立了载体ChIP 
(Carrier ChIP)和 Dahl等 [68]创立的 Q2(Quick and 
quantitative)ChIP, 可以用少到 100个细胞进行分析。 
ChIP-Seq与ChIP-chip是目前全基因组分析染色质免
疫沉淀产物的两大主要技术。相比而言, ChIP-Seq具
有以下３大主要优势: 第一, ChIP-Seq能实现真正的
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全基因组分析。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; 第二, 对于结合位点分析, ChIP-Seq通过寻找
“峰”, 结合分辨率可精确到 10~30 bp[69] , 而芯片上探
针由于长度所限, 无法精确定位, 即使目前最高水
平的商业芯片都无法提供可与ChIP-Seq媲美的分辨
率 [70]; 第三是所需样本数量。ChIP-chip需要多达
4~5 μg的起始样本 , 在杂交之前需要进行LM-PCR, 
但可能导致背景增高 , 竞争性扩增等导致假阳性
[71]。而ChIP-Seq仅需要纳克级起始材料, 如SOLiD
起始材料可低至 20 ng。可以预计, ChIP-Seq技术将
在细胞的基因表达调控网络研究中发挥更为重要的

作用。 
总之, 在全基因组范围内进行转录因子结合谱

和表观遗传分析, 能够揭示活体细胞内基因表达调
控的若干机制, 系统地整合这些DNA与蛋白质相互
作用的数据, 将为构建越来越详细的基因表达调控
网络模型提供依据。 
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