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下一代测序技术在干细胞转录调控研究中的应用 

刘亚军，张峰，刘宏德，孙啸 
东南大学生物科学与医学工程学院生物电子学国家重点实验室，南京 210096 

摘要: 基因转录调控及其机制分析是后基因组时代生物学研究的重点之一。随着高通量测序技术的发展，人们

可以从不同层面研究基因的转录调控行为，从转录组、转录因子结合，到染色质局部结构和整体空间构象，可

系统分析转录调控的分子机制。干细胞分化过程的转录调控分析对研究再生医学和理解细胞癌变机制等具有重

要意义。本文综述了下一代测序技术在干细胞转录调控研究中的应用，包括：(1)基于基因芯片或 RNA 测序的

转录组分析；(2)基于染色体免疫共沉淀(chromatin immunoprecipitation, ChIP)测序的表观基因组和转录因子结合

信息的分析； (3)基于 DNase 酶切测序 (DNase-Seq)的染色质开放性分析； (4)基于高通量染色质构象捕获

(high-throughput chromosome conformation capture, Hi-C)技术的染色体远程相互作用分析。从基因表达谱、转录

因子结合和基因组三维结构等层面展开介绍，重点关注了一些多能性转录因子(Oct4、Sox2 和 Nanog 等)在维持

干细胞干性和分化中的调控作用，以期为干细胞转录调控的研究提供借鉴和参考。 
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The application of next-generation sequencing techniques in 
studying transcriptional regulation in embryonic stem cells 
Yajun Liu, Feng Zhang, Hongde Liu, Xiao Sun 
State Key Laboratory of Bioelectronics, School of Biological Science and Medical Engineering, Southeast University, Nanjing 
210096, China 

Abstract: The mechanism of transcriptional regulation has been the focus of many studies in the post-genomic era. 

The development of sequencing-based technologies for chromatin profiling enables current researchers to experi-
mentally measure chromatin properties. Moreover, many studies aim at annotating the state of the chromatin in-
to broad categories based on observed chromatin features and/or DNA sequences, then associating the resultant distal 
regulatory regions with the correct target genes based on DNA sequences, and predicting the dependence of epige-
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netic features on genetic variation. Stem cell biology has many applications in the area of regenerative medicine and 
tumorigenesis. In this review, we summarize recent research progresses on the application of next-generation se-
quencing techniques in studying transcriptional regulation in embryonic stem cells. This review mainly focuses on 
four areas: (1) microarray or RNA-seq; (2) chromatin immunoprecipitation (ChIP); (3) Dnase I hypersensitive sites 
(DHSs); (4) high-throughput chromosome conformation capture (Hi-C). These technologies have been utilized in 
studying chromatin on three levels, i.e., gene expression, transcription factor binding and genome three-dimensional 
structure. We especially emphasize three master transcription factors of pluripotency: Oct4, Sox2 and Nanog. We aim 
to track the frontier of stem cell transcriptional regulation research and share important progresses in this field. 

Keywords: embryonic stem cell; transcriptome; ChIP; DNase-seq; Hi-C 

胚胎干细胞(embryonic stem cell, ESC)是一类具

有无限增殖能力和分化多能性的细胞[1]。在果蝇和

哺乳动物中，过表达某一基因能够激活其他成体细

胞的特征性基因表达，从而导致细胞的功能发生改

变[2,3]，但是这种单因子的诱导方式，仅能实现细胞

向相似细胞类型细胞的转变[2]。2006 年，Yamanaka

实验室证明在过表达 4种转录因子 OCT4、SOX2、c- 
Myc 和 KLF4 后，分化细胞可转变为诱导多能性干
细胞(induced pluripotent stem cells, iPSCs)[3,4]，表明

转录因子调控对于细胞多能性的建立至关重要。 
转录因子(transcriptional factors, TFs)能识别特

定的 DNA 序列并激活或抑制基因的转录，Jacob 和

Monod 对大肠杆菌 Lac 操纵子的研究为理解转录调
控奠定了基础[5]。在基因组中，约 10%的编码基因

转录翻译成为转录因子 [6]，确定转录因子调控的靶

基因是重建活细胞基因调控网络的前提。先前的研

究多关注于启动子区近端的调控，如 DNA 序列特

征、转录因子结合的基序(motif)、转录复合物的装
配、转录的方向及协同作用等方面。传统方法往往

通过构建单个基因启动子报告载体进行研究，但这

种方法工作量大且效率低下。伴随着高通量测序技

术的迅速发展，逐步实现了在全基因组水平上对各

调控元件进行研究。本文综述了下一代测序技术在

干细胞转录调控研究方面的应用。 

1  基于基因芯片或 RNA 测序的干细胞转录
组分析 

高通量测序技术使得对一个物种的基因组和转

录组进行全面细致的分析成为可能 [7]。其中，微阵

列(Microarray)和 RNA测序(RNA-seq)技术是研究基

因组和转录组的重要手段。小鼠功能注释(functional 
annotation of the mouse, FANTOM)计划、人类基因组
百科全书(encyclopedia of DNA elements, ENCODE)[8]

计划等利用高通量测序技术，产生了大量的转录组

数据和信息，这些计划的推行极大地促进了对真核

转录调控规律的研究。 
基因组上的某一段编码序列在转录之后平均能

得到 6种 mRNA，如果考虑到非编码 RNA以及广泛

存在的正反义链等因素，基因组序列和转录组信息

之间的关系将会更加复杂。基因芯片和 RNA-seq被

广泛用于检测干细胞转录组，通过 RNA 干扰技术

(RNA interference, RNAi)和转录组学手段的结合利

用，可以寻找并识别与胚胎干细胞自我更新相关联

的关键调控因子 [9]。通过干扰关键的转录因子，对

胚胎干细胞基因表达谱变化进行分析能深入理解多

能性转录调控网络[10]。例如：下调 Oct4、Nanog或

Sox2可以引起转录组发生相似的动态变化模式，这

表明这 3 个转录因子之间存在调控下游基因转录的

协同作用。由于 RNA-seq相对廉价，所以被广泛应

用在各类物种的干细胞调控研究中。猪是优良的人

类疾病模型动物，在药物评测中有重要价值，对猪

干细胞进行转录组分析和基因表达调控研究的结 

果[11-13]表明转录组技术手段能揭示猪诱导多能干细

胞的转录调控信息。但是为了深入和精确地检测转

录因子之间相互作用的关系，仍需要对转录因子结

合位点及其靶基因的调控做进一步的研究。 

2  基于免疫共沉淀测序(ChIP-seq)的胚胎干
细胞转录调控分析 

转录因子可结合在启动子区，进而能调控下游
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基因的表达[14]。X 射线晶体衍射、原子力显微镜、
核磁共振波谱、扫描力显微镜等技术曾被用来进行

转录因子和 DNA的结合分析，但这些技术很难在全
基因组尺度上分析转录因子的作用。基于蛋白质序

列信息，以机器学习的模型可以预测蛋白质与核酸

的相互作用[15,16]，但这些结果往往需要通过进一步

的体内实验来确认。 
高通量测序技术被广泛应用于转录因子结合位

点的测定，将染色质免疫共沉淀 ChIP(chromatin 
immunoprecipitation)与第二代测序相结合的 ChIP- 
seq技术，能在全基因组范围内测定那些与转录因子
相结合的 DNA序列信息[17,18]。通过特定算法分析得

到转录因子结合域位点[19]，进而预测临近基因的表

达[20]。转录因子结合与基因表达之间的相关性在细

菌中已得到确证，但在真核细胞中，转录因子的结

合与下游基因表达间的相关性并不显著，Gao 等[20]

发现酵母中 67%的转录因子结合方式同基因表达谱
间没有显著相关性。这表明基因的表达水平受到多

个层次、多种方式的调控。 
在多能性细胞中共表达的基因极可能受共同的

转录因子调控，Oct4、Sox2和 Nanog能同时调控多
个基因的表达，因此这些转录因子被认为是干细胞

维持干性的核心因子。POU家族转录因子主要在细
胞核发育、胚胎及体外胚胎干细胞和胚胎生殖细胞

(embryonic germ cells, EG)中表达[21]。Sox2与 Oct4
协同作用，激活 Oct4、Sox2和 Nanog的增强子[22~24]。

Oct4、Sox2和 Nanog中的任意一个基因都能靶定到
另两个基因上，它们可以形成自组织反馈环来保证

维持多能性的基因表达水平，进而形成互相调控。

敲除 Nanog 后胚胎干细胞具有分化倾向，但仍能通
过表达 Oct4和 Sox2来保持其多能性，这说明 Oct4
和 Sox2是多能性构建的必需因子，而 Nanog可以增
强多能性水平[25]。 

Walker 等[26]描绘 Oct4、Sox2 和 Nanog 之间的
调控关系，发现多梳基因(Polycomb group genes)编
码蛋白 Eed和 Phc1 都受到 Oct4和 Nanog的调控，
随着 Oct4 和 Nanog 的下调而下调，且 Eed 和 Phc1
的下游靶基因也受到了Oct4、Sox2和Nanog的靶定。
Kim 等[27]检测了 6 个转录因子在小鼠胚胎干细胞中
的功能，结果表明被较少的转录因子所靶定的基因

的表达会受到抑制，而当基因被超过 4 个转录因子
靶定时则会被激活。Chen 等[28]用 ChIP-seq 确定了
13 个转录因子的转录调控情况，结果表明在 ES 细
胞中上调的大多数基因受 Nanog、Oct4、Sox2、Smad1
及 STAT3，或 c-Myc 和 n-Myc 调控。Smad1(BMP
通路相关)和 STAT3(LIF 通路相关)同 Nanog、Oct4
和 Sox2 有许多共同结合位点。最近，有研究利用
ChIP- seq技术分析了在诱导重编程各个阶段，Oct4、
Sox2、Klf4 和 cMyc 的顺式调控机制，发现多能性
调控因子在这一过程中多采用共调控策略[29]。 
除了核心多能性转录因子，进化上保守的

Kruppel 样锌指转录因子家族也被证明同 Oct3/4 和
Sox2 共同作用激活下游一系列靶基因，但 ES 自我
更新和多能性维持并不是 Klf4依赖的。用维生素 A
诱导 ES细胞分化可以检查到 901个基因迅速下调，
其中包括了 Klf家族中的 Klf2、Klf4和 Klf5[9]，这 3
个基因的作用具有互补性，ES细胞在同时干扰掉这
3个基因后分化。ChIP-chip试验表明 Klf2，Klf4和
Klf5能调控多能性转录因子的表达[30]。 

3  基于 DNase-seq的胚胎干细胞转录调控分析  

核小体是真核生物表观调控的一个重要环节，

核小体的分布对于胚胎干细胞的转录调控至关重

要，不同的核小体占据模式与基因的表达水平有关[31]。

核小体是决定 DNA 序列对转录因子开放程度(ace-
ssibility)的重要因素[32]，转录因子与 DNA的结合是
通过与核小体竞争，导致核小体移出或滑动，进而

使得转录因子结合到 DNA上来。在转录因子结合位
点处的核小体水平较低[33]，疏松状态的染色质区易

被 DNaseⅠ切割，形成 DNase高敏位点(DnaseⅠhyp -
ersensitive sites, DHSs)；而转录因子与基因组 DNA
相结合可以保护该结合区的DNA序列不被DNaseⅠ
消化，这会使得转录因子结合处留下一个特别的“足
迹”[34]，通过 DNase-seq 分析不同细胞的 DHSs，从
而发现基因组上 DNA调控元件，并通过 Motif富集
分析找出潜在的转录因子结合位点，此外，还可以

利用这项技术获得转录因子−核小体互作信息以及

调控元件周围核小体分布结构信息[35]。 
相对 ChIP-seq 实验，DNase-seq 不需要制备特

异性抗体，只需一次实验就可以鉴定出全基因组潜
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在的调控元件。Stergachis 等 [36]利用胚胎干细胞

DNase-seq数据，结合转录因子序列模体Motif特征，
预测了 ES细胞 DHSs处富集的转录因子，成功识别
出了 Oct4、Sox2和 Nanog等重要的转录因子，表明
了这种策略在鉴定基因组调控元件方面的可行性。 
干细胞转录调控分析呈现数据驱动的特点[37]，

传统的转录因子结合预测依赖位置权重矩阵，其缺

陷是需要大量的数据优化和确定相应的评分值。 
k-mer-SVM 方法预测调控 DNA 序列，这种方法使
用短的 k-mer(6~8 bp)预测基因组较长功能序列元素
的活性(500~2000 bp)[38]。基于核函数分类的方法需

要对所有 N 个训练序列进行两两比较，计算和存储
复杂性大，而卷积神经网络 (convolutional neural 
networks, CNN)由于其深度学习特性，已成功用于预
测转录因子结合位点[39]，深度学习模型[39]对高通量

测序数据的分析具有广泛的应用前景。 

4  基于 Hi-C技术研究胚胎干细胞转录调控  

ENCODE项目研究表明[40]，人类基因组大部分

序列被潜在的调控元件占据着，这些元件中有许多

与其调控目标有相当大的距离 (数百 kb 或兆 )。
ChIP-seq 和 DNase-seq 技术能获得这些位点的线性
分布信息，但无法获取调控元件的空间位置信息。 
染色体构象捕获(3C)及其衍生技术的应用，可

以通过研究远端调控元件与其靶基因在空间上的物

理接触来分析转录调控。3C技术最早是为了研究少
数几个基因位点与其调控元件间的相互作用而产生

的，其衍生技术—Hi-C技术，试图捕获全基因组范
围的染色质位点相互作用，通过简单的酶切、标记

生物素、连接等步骤将染色质三维空间上所有位点

间的相互作用转变成能被 PCR 检测的线性结构。 
Hi-C技术捕获的染色质位点中包含了基因位点以及
各种调控元件，分析这些相互作用能从中获得多层

面的基因组组织信息[41,42]。主要的两个层面就是染

色质组织结构和基因转录调控。其中基因组转录调

控是通过调控元件与靶基因间的空间作用来实现

的，并且多种调控元件与靶基因的综合作用产生的

紧密的组织结构也可间接调控基因的转录表达。 
在经典 Hi-C 分析中，染色质被描述为 A(活跃)

和 B(抑制)区域，A/B区域具有高度可塑性并且受细

胞类型限制[43]，ES细胞分化过程中 A/B区域会发生
广泛的相互转换，影响基因组区域对核心多能性转

录因子(如 Oct4、Sox2和 Klf4)的开放程度。每个区
域可进一步划分为拓扑关联结构域(Topology asso-
ciate domain, TAD)，它能够限定基因与其调控元件
相互作用的空间，是具有独立生物学功能的基本单

位。TAD 及其内部的亚结构能够通过控制增强子-
启动子相互作用调控微环境，进而建立适当的基因

转录与表达模式。TAD 边界上富集了许多调控因子
(如 CTCF)，能够调控基因的转录与表达。 
目前利用 Hi-C 分析基因组转录调控主要关注

点在于调控元件与基因的启动子、增强子间的相互

作用。启动子在染色质三维结构上主要参与 TAD之
间的接触，大范围调控染色质构型。Hi-C数据中存
在大量相互作用的启动子，通过构建启动子−启动子

互作网络发现，ES 细胞中 Oct4、Sox2 和 Nanog 等
基因的启动子彼此具有强连接关系[44]。在相应细胞

类型中，与关键转录调控因子结合的启动子之间相

关联的频率高于预期，表明特定因子的占据有利于

特定基因群之间的联系。总的来说，那些参与相关

途径、由共同转录因子调控的、具有相似转录输出

的基因，在空间上彼此优先接触，有助于细胞类型

特异性基因表达程序的协调。也就是说，ES细胞中
与多能性因子结合的基因也优先以组织特异性方式

彼此连接，共同协调基因的转录与表达。此外，与

ES 细胞特异性转录因子结合的非启动子区优先与
活性基因接触，从而加强这些元件的潜在调控作用。 
相比于启动子，增强子多参与细胞类型特异[45]

的染色质成环，调控局部相互作用。这些环通常将

启动子与增强子连接起来，组织成增强子−启动子相

互作用网络，共同协调基因集转录的失活或激活。

增强子−启动子网络中富集有特定的生物过程和顺

式调控元件[46]，具有细胞系类型的特异性[47, 48]，对

细胞分化有重要影响。但是 CTCF 能够阻断增强子
与启动子之间的通信[49]，将增强子活性限制在一定

功能区域内，从而抑制基因转录。通过对增强子−

启动子相互作用的标定，发现增强子的作用范围在

分化过程中会发生明显变化，这种现象即使对于多

数组织中普遍表达的基因的增强子也是存在的。 
总之，染色质三维结构将基因和调控序列封装 
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图 1  基于下一代测序方法数据推断细胞特异性调控网络的输入和输出 
Fig. 1  Inputs and outputs for inference of cell type specific regulatory networks based on next-generation se-

quencing technologies 
 

在隔绝的基因组邻域中，控制基因和调控序列之间

的接触。染色质构象变化可以使启动子、增强子等

调控元件与靶基因相互靠近或形成空间位阻结构阻

碍调控元件作用于靶基因，从而促进或抑制细胞中

分化基因及其调控因子的特异性结合，以调控基因

表达。在干细胞分化过程中，染色质会折叠形成不

同的构象，通过调控多能性调控因子与目标基因的

结合，以适应基因表达的要求。 

5  其他研究方法 

最新的基因组编辑工具 CRISPR/Cas9 (clustered 
regularly interspaced short palindromic repeats/CR-
ISPR-associated protein 9)，利用一个短的 RNA(guide 

RNA, gRNA)序列引导细菌来源的 Cas9蛋白和基因

组互补。通过简单地改变 gRNA的 5′末端，Cas9蛋

白可以靶定基因组中几乎任何位点作用，大大简化

了瞄准新的基因组位点的程序[50]。激活的调控元件

显示低水平的 DNA 甲基化和高水平的组蛋白乙酰

化，因此，采用表观遗传调控开关抑制增强子，可

以增加 DNA 甲基化水平或降低调控元件的组蛋白

的乙酰化水平为目标。Jaenisch 等[51]通过融合 DNA

羟甲基化转移酶TET1或DNA甲基转移酶DNMT3A

与具有催化活性的 Cas9(dcas9)，实现表观基因组编

辑，从而改变了所调控元件附近基因表达水平。这

些进展表明 CRISPR 技术结合诱导多能干细胞技术

将对理解基因组转录调控机制提供帮助。 

G-四联体 (G-quadruplex)是一种特殊的核苷酸
二级结构，由四条链上的鸟嘌呤组成一个氢键连接

的方形环状结构即 G-四分体(G-tetrads)，通过堆叠形
成 G-四联体。研究发现 G-四联体倾向于在基因的启
动子区形成，因此可以推测基因调控区域的 G-四联
体可能具有对转录过程的调控功能。MYC能极大提
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高诱导重编程的效率，研究发现 MYC 的调控与 G-
四联体密切相关[52]，未来需要关注 DNA 结构在转
录调控中的作用。 

6  结语和展望 

细胞是生物体结构与生命活动的基本单位，分

子生物学在近半个世纪取得了极为显著的成就，但

是它并没有完全揭示出生命的奥秘，部分原因在于

它研究的生命复杂性层次仅仅处于“线性”思维和还
原论水平上，这对于许多生命现象的复杂性是难以

解释的。随着高通量测序技术的发展，干细胞生物

学快速进入大数据时代，多种层次数据大量涌现，

这对于深入理解生命起源，进化和发育提供了契机。 
本文主要对下一代测序技术在干细胞转录调控

研究中的应用进行综述。基于 RNA-seq数据构建基
因表达网络来推断调控元件和目标基因之间的作用

关系，从而确定一个静态的调控网络或随着时间的

推移动态变化网络；基于 DNas-seq和 Chip-seq数据
检测不同的转录因子结合位点的基因组片段；基于

染色体构象捕获技术检测两个基因组区域的三维接

近的长程基因调控，通过长程相互作用识别调控元

件及其目标预测，从而分析发现 TAD 拓扑单元(图
1)。总之，下一代测序技术及其衍生的转录组分析、
染色质免疫共沉淀分析、染色质高敏感位点分析、

染色质构象分析等相互融合，并结合生物信息分析

技术，可以从不同侧面研究干细胞的基因转录调控。

这些技术对于人和小鼠以外其它物种以及人类胎盘

发育的转录调控[53,54]相关研究也具有参考意义。同

时，结合单细胞技术[55,56]、转基因实验[57]、高通量

报告载体[58]、基因敲除实验[59]以及 CRISPR 等实验
方法，可以对鉴定出的转录调控关系进行验证。 

RNA-seq 鉴定了干细胞中编码基因的的表达
谱，然而基因组非编码序列对于生物表型同样也具

有至关重要的作用。ChIP-seq研究蛋白质与 DNA的
相互作用，能够得到高分辨率的单个转录因子结合

数据和组蛋白修饰等表观遗传学数据。DNase-seq
不需要特异性抗体就可以鉴定出全基因组潜在的调

控元件，然而，由于人类基因组只有大约一半的转

录因子被较准确鉴定[60]，并且目前的算法很难区别

出与靶定序列十分接近的转录因子[61]，因此这项技

术的开发需要实验生物学家和计算生物学家的共同

努力。染色质的三维空间结构处于变化之中，是一

个动态平衡的过程，Hi-C技术能揭示转录调控在三
维空间发生情况，然而 Hi-C 数据模式依赖于分辨
率，分辨率太高，模式可能看不出来或被掩盖在噪

音中；分辨率太低，模式可能无法表现，结合 Hi-C
和 CHIP 发展起来的 HiChip[62]，能够获得特异蛋白

的染色质三维调控情况，这项技术避免了 Hi-C技术
冗余信息过多的缺陷，提高信噪比。 
综上所述，本文综述了下一代测序技术对干细

胞的转录调控进行多方位解析的研究进展，然而，

这些数据能提供的是系统的部分属性，细胞作为一

个系统，受到强烈的“反馈”作用，因此，未来基于

多个数据源的相互提升和加强，为挖掘新的调控机

制提供可能；另一方面，数据清理和数据集成的困

难，以及对数据源之间复杂相互作用的挖掘也是数

据挖掘中存在的挑战。 

已有包括核移植、细胞融合和转录因子介导在

内的方法可以实现将分化细胞转变为多能干细胞，

这表明终末分化的成体细胞仍然具有重编程获得多

能性的潜力。胚胎干细胞转录调控网络的研究为了

解诱导干细胞的产生机制提供了线索，然而对于克

隆胚胎中的体细胞如何实现重编程还知之甚少，未

来可以综合使用多种组学技术，为揭示这一生命发

生的起始机制提供更多的线索。 
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