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研究报告 

HOXD基因簇内一系列CTCF位点反转揭示绝缘子功能 

何象龙，李金环，吴强 
上海交通大学系统生物医学研究院比较生物医学研究中心，系统生物医学教育部重点实验室，上海 200240 

摘要: CTCF (CCCTC-binding factor)是一种重要的染色质架构蛋白，其与绝缘子的方向性结合在哺乳动物基因

组三维空间结构形成和维持中起着至关重要的作用。正向–反向相对方向的 CTCF 结合位点(简称 CTCF 位点)

可以在染色质黏连蛋白(cohesin)的协助下，形成染色质环，介导远距离 DNA 元件之间的相互作用；而在染色

质拓扑结构域边界区域的 CTCF 位点呈现反向–正向相背方向分布，发挥绝缘子的功能。为进一步研究 CTCF

介导染色质环的形成与其绝缘功能之间的关系，本研究采用 DNA 片段编辑方法通过设计成对 sgRNA (dual 

sgRNA)构建了一系列 HOXD 基因簇区域 CTCF 位点反转的单细胞克隆。定量高分辨率染色质构象捕获实验显

示边界区域 CTCF 位点反转会改变原有的染色质环方向，通过环挤出模型(loop extrusion)形成新的染色质环，

引起染色质拓扑结构域边界漂移至新形成的一对反向–正向 CTCF 位点处。此外，串联排列的 CTCF 位点可以

通过阻碍反方向渗透的黏连蛋白继续滑动发挥绝缘子的功能。RNA-seq 实验发现 CTCF 位点反转引起的局部基

因组空间结构变化会进一步影响基因的表达。上述研究表明相邻两个染色质拓扑结构域边界区域的反向-正向

CTCF 位点可以通过与各自所在拓扑结构域内相向的 CTCF 位点形成染色质环，阻碍黏连蛋白滑动，该发现为

进一步研究 CTCF 的绝缘功能和其对基因组拓扑结构的影响提供了参考。 

关键词: CTCF；染色质环；HOXD；绝缘子；CTCF 位点反转 

Combinatorial CRISPR inversions of CTCF sites in HOXD cluster 
reveal complex insulator function 

Xianglong He, Jinhuan Li, Qiang Wu 

Center for Comparative Biomedicine, Key laboratory of Systems Biomedicine (Ministry of Education), Institute of Systems 
Biomedicine, Shanghai Jiao Tong University, Shanghai 200240, China 

Abstract: CTCF (CCCTC-binding factor) is a zinc-finger protein which plays a vital role in the three-dimensional (3D) 

genome architecture. A pair of forward-reverse convergent CTCF binding sites (CBS elements) mediates long-distance 

DNA interactions to form chromatin loops with the assistance of the cohesin complex, while CBS elements at the chromatin 
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domain boundaries show reverse-forward divergent patterns and function as insulators to discriminate against DNA 

interaction between chromatin domains. However, there are still many unresolved problems regarding CTCF-mediated 

insulation function. In order to study the connections between chromatin loops and the insulation function of CBS elements, 

we combinatorically inverted CBS elements at the HOXD locus by using CRISPR/Cas9 DNA-fragment editing methods in 

the HEK293T cell line and obtained five different kinds of single-cell CRISPR clones. By performing quantitative 

high-resolution chromosome conformation capture copy (QHR-4C) experiments, we found that boundary CBS inversions 

abolish original chromatin loops and establish new loops from the opposite direction, thus shifting the insulator boundary to 

the new divergent CTCF sites. Furthermore, tandem CBS elements block cohesin permeated from the opposite orientation 

to function as insulators. RNA-seq experiments showed that alterations of local three-dimensional genome architecture 

would further influence gene expression of the HOXD cluster. In conclusion, a pair of divergent CBS elements function as 

insulators by forming chromatin loops within chromatin domains to block cohesin sliding. 

Keywords: CTCF; chromatin loop; HOXD; insulator; CBS inversion 

大约 2 m 长的人类基因组通过多次盘曲折叠，

最终被包裹在直径约 5 μm 的细胞核中，形成了复杂

的染色质三维空间结构[1~3]。特定的染色质空间结构

对于 DNA 复制[4]、基因转录调控[5,6]和 DNA 修复[7,8]

等生物学过程有着重要作用。早期通过光学显微镜

研究发现，有丝分裂间期染色体有规律的分布在细

胞核的不同区域，被称为染色质领地(chromosome 
territories)[9]；随着染色质构象捕获(chromosome con-
formation capture, 3C)[10]、环状染色质构象捕获

(circular chromosome conformation capture, 4C)[11]、

Hi-C[12]和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)[13]等技术的发展，A/B 隔室

(compartment)、拓扑相关结构域(topologically asso-
ciated domain, TAD)和染色质环(chromatin loop)等
概念被相继提出[2,12,14~18]，促进人类从多个层次对染

色质高级结构的认识。基于 Hi-C 数据，基因组上平

均大小约为 1 Mb、内部 DNA 相互作用紧密的区域，

被定义为 TAD[13,14]。在人的不同细胞系中，TAD 表

现出较好的保守性[15]。通常认为在 TAD 内部，增强

子(enhancer)、绝缘子(insulator)与沉默子(silencer)等
顺式作用元件可以通过 CTCF(CCCTC-binding factor)
和 YY1 等染色质架构蛋白介导的染色质环与基因的

启动子(promoter)发生相互作用[5,19~22]，来调控基因

的表达。 
CTCF 蛋白是一种参与染色质折叠的重要架构

蛋白。CTCF 蛋白最早发现于对鸡 (Gallus gallus) 

c-myc 基因的研究，由于其与 DNA 结合的序列含有

高度保守的 CCCTC 序列，因而被称为 CCCTC 结合

因子[23]。CTCF 蛋白通过 11 个串联的锌指结构与人

类基因组上成千上万的绝缘子调控元件结合[19,24~27]。

在哺乳动物中，CTCF 结合位点(CTCF-binding site, 
CBS)是最主要的绝缘子调控元件，包含 4 个模块

(module)，即 module 1~4，其具有方向性，module 1~4
的方向是正向，module 4~1 的方向则为反向[5]。CTCF
在黏连蛋白的协助下，通过环挤出模型介导远距离

的 DNA 相互作用[16,18]。在 TAD 边界处分布着大量

反向-正向的 CBS，通过阻断 cohesin 的滑动，起到

绝缘子的功能[2,5,28~30]。删除 CBS 导致 CTCF 无法结

合，会破坏原有 DNA 之间的染色质环，引起局部基

因组构象的改变[28,31~33]。反之，插入异位 CBS 会形

成新的染色质环，同时作为绝缘子阻碍原有染色质环

的形成[34,35]。在 Pchdα 基因簇的增强子和启动子之

间插入正向或者反向的 CBS，都可以起到绝缘子的

作用，显示绝缘子没有方向性 [34]。在原钙粘蛋白

(protocadherin, Pcdh)、免疫球蛋白 (immunoglobulin, 
Ig)、HoxD 等基因簇存在着成串同向的 CBS，这些

CBS 均有机会形成染色质环[5,36,37]，显示正向-反向

CBS 对 cohesin 的阻碍作用是有渗透性的，这可能是

由于 CTCF 与 DNA 的动态结合[34,38]。然而，当前对

于成串 CBS 绝缘子功能的研究主要侧重于启动子与

增强子的相互作用，在染色质拓扑结构域边界处的

成串 CBS 的绝缘子功能还缺少系统性的研究。 
HoxD 基因簇是控制四肢发育时空顺序的重要
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基因簇，被广泛应用于对基因组三维空间结构的研

究[19,39]。HoxD 基因簇区域存在一系列的 CBS，与两

侧调控区域内的 CBS 通过环挤压模型分别形成两个

TAD[19,39~42]。HoxD 基因有序的表达受到两侧 TAD
内增强子簇的调控，其表达分为两个阶段；在四肢

发育早期，3′端粒侧 TAD (telomeric domain, T-DOM)
内由 CS38-41 (conserved sequence elements 38-41)和
CS65 (conserved sequence element 65)组成的下游增

强子簇或超级增强子(downstream enhancer cluster or 
super-enhancer)共同调节 Hoxd1-11 的表达，并在四

肢近端维持这种表达模式；在肢端发育后期，5′中心

粒侧 TAD (centromeric domain, C-DOM)内由 Island 
1-5、GCR 和 Prox 组成的上游增强子簇或超级增强

子(downstream enhancer cluster or super-enhancer)协
同调节四肢远端 Hoxd9-13 的表达[19,42,43]。HoxD 基

因簇区域大范围的片段反转破坏原来的基因组三维

结构，影响 HoxD 基因簇的正常表达[39,41,44]，但这些

大范围的片段反转主要针对增强子调控元件，针对

绝缘子 CTCF 位点的 DNA 片段反转研究较少。 
成簇规律间隔短回文重复系统(clustered regularly 

interspaced short palindromic repeats/CRISPR-asso-
ciated nuclease 9, CRISPR/Cas9)源于古菌和细菌中

的一种适应性免疫系统，近年来被广泛应用于 DNA
片段反转、DNA 片段删除和染色体异位等编辑实

验[22,45~52]。HEK293T 细胞系是一种常用的模式细胞

系，常被用于对染色质三维空间结构的研究[5,53,54]。

本实验室之前通过对 HEK293T 细胞系以及 HEC-1B
等细胞系中 CBS 位点反转的研究发现，CBS 方向性

是哺乳动物细胞中普遍存在的规律[5]。本研究利用

CRISPR DNA 片段编辑技术在 HEK293T 细胞系中

对 HOXD 基因簇所在区域中串联排列的 CBS 元件进

行一系列组合性的反转，利用定量高分辨率染色质

构象捕获(quantitative high-resolution chromosome co-
nformation capture copy, QHR-4C)技术[34]研究 CBS
反转后染色质空间构象的变化，发现 CBS 反转会改

变该 CBS 原有的远距离 DNA 相互作用，引起染色

质拓扑结构域边界漂移至新形成的一对反向–正向

的 CBS 处；同时，相邻两个染色质拓扑结构域边界

区域的反向-正向 CBS 可以通过与各自所在拓扑结

构域内的相向 CBS 形成染色质环，发挥绝缘子功能，

这种绝缘子的作用有助于稳定基因组三维空间构象。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

人胚肾细胞系 HEK293T 细胞从中国科学院细

胞库购买；pcDNA3.1-Cas9-WT 质粒由北京大学席

建忠教授惠赠；pGL3-U6-sgRNA 质粒由上海科技大

学黄行许教授惠赠；DMEM 培养基从美国 Hyclone
公司购买；胎牛血清购自上海 ExCell 公司；Bsa Ⅰ
内切酶、Dpn Ⅱ内切酶、T4 DNA 连接酶、蛋白酶 K
和 ChIP-Seq 建库试剂盒均购自美国 NEB 公司；DNA
凝胶回收试剂盒和质粒 DNA 小量试剂盒购自美国

AXYGEN 公司；嘌呤霉素、NP-40、Triton X-100、
DMSO、Tris base、SDS、醋酸钠购自美国 SIGMA
公司；Lipofectamine 3000、RNaseA、糖原、16%甲

醛溶液购自美国 Thermo Fisher Scientific 公司；胰酶

和青链霉素购自美国 Gibco 公司； Streptavidin 
Magnetic Beads 购自美国 Invitrogen 公司；RNA-seq
试剂盒和 Phanta 酶购自南京诺维赞生物科技有限公

司；TRIzol 购自美国 Ambion 公司；AMPure XP beads
购自美国 Beckman Coulter 公司；CTCF 抗体从英国

Abcam 公司购买；三氯甲烷、硼酸和乙醇购自上海

沪试实验室器材股份有限公司；异丙醇和氯化钠购

自上海凌峰化学试剂有限公司；引物均由上海生物

工程股份有限公司和北京擎科新业生物技术有限公

司提供。 

1.2  HOXD 基因簇 TAD 分析 

从SRA数据库下载HEK293细胞的Hi-C数据[54]：

SRR710075、SRR710076、SRR710077，以 hg19 为

参考基因组，利用 HiC-Pro[55]软件进行分析，获得

标准化矩阵；截取 chr2:175,760,000~178,200,000 范

围的矩阵，利用 TADtool 绘制热图[56]。 

1.3  CTCF 结合序列分析 

分析 CTCF 蛋白 ChIP-seq 数据，确定 HOXD 基

因簇区域 CBS 位点分布情况；利用 MEME[57]软件分

析获得 CTCF 的结合基序(motif)，以此基序作为参

考，使用 FIMO[57]软件查找 HOXD 基因簇区域 CTCF
结合序列，并确定 CBS 方向。 
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1.4  细胞培养 

HEK293T 细胞用 89% DMEM、10%胎牛血清和

1%青链霉素双抗配制的完全培养基培养，在 5% CO2

浓度、37℃恒温培养箱中培养。 

1.5  构建 sgRNA 质粒 

使用 Bsa I 酶将 pGL3-U6-sgRNA 质粒线性化，

并用琼脂糖凝胶进行分离纯化。将购买的 sgRNA 正

反脱氧核苷酸单链溶解并稀释到 20 μmol/L (表 1)， 

 
表 1  引物序列 
Table 1  Primers used in this study 

类型 引物名称 序列(5′→3′) 

sgRNA a-sgRNA1F accgCGAAGAGTGCGGGAGAACGG 

a-sgRNA1R aaacCCGTTCTCCCGCACTCTTCG 

b-sgRNA1F accgGGCGCATCAGGAATGTAAG 

b-sgRNA1R aaacCTTACATTCCTGATGCGCC 

b-sgRNA2F accgTTCCAGAGATTATGAGCCAG 

b-sgRNA2R aaacCTGGCTCATAATCTCTGGAA 

c-sgRNA2F accgAGTAAAACTGGGTGTTGCC 

c-sgRNA2R aaacGGCAACACCCAGTTTTACT 

e-sgRNA1F accgAACTGTGCTCAAACGCTCTC 

e-sgRNA1R aaacGAGAGCGTTTGAGCACAGTT 

e-sgRNA2F accgGAGGCGCAAACAGCTGTTGT 

e-sgRNA2R aaacACAACAGCTGTTTGCGCCTC 

PCR a-1F TTCCAGCACCTCGGCTTTGTC 

a-1R CCCACTTTCCACCTCTGTCCTG 

b-1F GTCCGCCCGTGAGCTTCTGAA 

b-1R GCGTTGGCAGGGCTGGACTC 

b-1F1 TTCCCTGACCCTCCAAGCAC 

b-1R1 CTCACAGCAGCCGAAACCG 

b-2F GACACCTTGGTTCAGGCTCG 

b-2R CAGAGGCTGCATCAAACCAC 

c-1F TGATGCAGCCTCTGTGACCG 

c-1R AGTTTTCCCGTGGCGTCTGA 

c-2F GGACAACCCCTCACCTTGAA 

c-2R TATGGTGCCCAAAGTCCCAC 

e-1F TTCCCTGTCCCAGCTTGATTTC 

e-1R TCAACAGTGAAGGGCGGTGC 

e-2F CAAGCCACTCTCCCGCCACTA 

e-2R TCGCTCTCGTCCTCTCTTGGG 

bio-primer upstream-a-bioprimer 5′biotin-GGACGAGGGACATAGAGAGTTC 

downstream-e-bioprimer 5′biotin- AGGAGCCCAGGCATAGAGAC 

CS38-bioprimer 5′biotin-CCGAATTAAATCCCCGTGAC 

Island5-bioprimer 5′biotin-AAACACAAATGCATCAACCTG 

P5 primer upstream-a-P5 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGAT
CTCTGTCTAGAGATTCAAGTATTTCCCA 
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续表 

类型 引物名称 序列(5′→3′) 

P5 primer downstream-e-P5 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGAT
CTACGCGATACTCAAGGGAATACAAGCC 

CS38-P5 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGAT
CTAGGTTACAGTGTCATTTTCCCTG 

Island5-P5 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGAT
CTATGCATCTCATGAAGCTGGCATCT 

P7 index P7-index-1 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGAGTAATGTGACTGGAGTTCAGACGTGTG
CTCTTCCGATCT 

P7-index-2 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCTCCGGAGTGACTGGAGTTCAGACGTGTG
CTCTTCCGATCT 

P7-index-3 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAATGAGCGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTG
CTCTTCCGATCT 

P7-index-4 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGGAATCTCGTGACTGGAGTTCAGACGTGTG
CTCTTCCGATCT 

P7-index-5 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTTCTGAATGTGACTGGAGTTCAGACGTGTG
CTCTTCCGATCT 

P7-index-6 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACGAATTCGTGACTGGAGTTCAGACGTGTG
CTCTTCCGATCT 

P7-index-7 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAGCTTCAGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTG
CTCTTCCGATCT 

P7-index-8 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCGCATTAGTGACTGGAGTTCAGACGTGTG
CTCTTCCGATCT 

P7-index-9 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCATAGCCGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTG
CTCTTCCGATCT 

P7-index-10 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTTCGCGGAGTGACTGGAGTTCAGACGTGTG
CTCTTCCGATCT 

P7-index-11 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCGCGAGAGTGACTGGAGTTCAGACGTGTG
CTCTTCCGATCT 

P7-index-12 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTATCGCTGTGACTGGAGTTCAGACGTGTG
CTCTTCCGATCT 

P7-index-13 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAGAGTACTGTGACTGGAGTTCAGACGTGTG
CTCTTCCGATCT 

P7-index-14 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCTCCGTAGTGACTGGAGTTCAGACGTGTG
CTCTTCCGATCT 

P7-index-15 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCATGAGAGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTG
CTCTTCCGATCT 

P7-index-16 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTGAATCGCGTGACTGGAGTTCAGACGTGTG
CTCTTCCGATCT 

P7-index-17 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTCTGACTGTGACTGGAGTTCAGACGTGTG
CTCTTCCGATCT 

P7-index-18 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTGAATGCGTGACTGGAGTTCAGACGTGTG
CTCTTCCGATCT 

P7-index-19 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGCTTCTGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTG
CTCTTCCGATCT 

P7-index-20 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCGCATGAGTGACTGGAGTTCAGACGTGTG
CTCTTCCGATCT 

P7-index-21 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAATAGCAGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTG
CTCTTCCGATCT 

P7-index-22 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTCGCGTAGTGACTGGAGTTCAGACGTGTG
CTCTTCCGATCT 

P7-index-23 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACGCGATAGTGACTGGAGTTCAGACGTGTG
CTCTTCCGATCT 
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续表 

类型 引物名称 序列(5′→3′)  

P7 index P7-index-24 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTGATCGATGTGACTGGAGTTCAGACGTGTG
CTCTTCCGATCT 

P7-index-25 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCCGCATGAGTGACTGGAGTTCAGACGTGTG
CTCTTCCGATCT 

P7-index-26 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCCACAATCGTGACTGGAGTTCAGACGTGTG
CTCTTCCGATCT 

P7-index-27 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGATGTTCGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTG
CTCTTCCGATCT 

P7-index-28 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGAATACGTGTGACTGGAGTTCAGACGTGTG
CTCTTCCGATCT 

P7-index-29 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTAGATACCGTGACTGGAGTTCAGACGTGTG
CTCTTCCGATCT 

P7-index-30 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTATGGTCGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTG
CTCTTCCGATCT 

adapter adapter-upper GACGTGTGCTCTTCCGATCTGNNNNNN-3`NH2 C6 

adapter-lower 5′P-CAGATCGGAAGAGCACACGTC-3`NH2 C6 

sgRNA 中下划线标示小写字母部分为构建质粒所需的粘性末端，P7 index 中下划线标示部分为 index。 
 
配制引物退火溶液，体系如下：正反单链 sgRNA 各

2 μL，2 μL NEB buffer2，14 μL ddH2O，并置于水浴

锅中 95℃ 5 min，然后自然冷却至室温。带有悬挂

端的双链 sgRNA 与获得的线性化载体连接，然后用

感受态细胞转化摇菌。利用质粒小量试剂盒提取质

粒，并用桑格测序(Sanger sequencing)确认质粒是否

正确连接。 

1.6  筛选 CTCF 位点反转的单细胞克隆 

待到 12 孔板中 HEK293T 细胞长到约 60%时，

利用 Lipofectamine 3000 试剂将 Cas9 质粒、sgRNA
质粒一起转染到细胞中。2 天后，用含有 2 ng/μL 嘌

呤霉素的 DMEM 培养基培养 4 天。换用普通 DMEM
完全培养基培养 2 天后，进行单克隆铺板。 

约 10 天后，用胰酶消化单克隆细胞，取部分细

胞使用碱裂法裂解获得基因组。使用特异性引物进

行 PCR 鉴定，鉴定各单细胞克隆类型，鉴定引物如

表 1 所示。PCR 产物经 TA 克隆后，进行桑格测序，

确定单细胞克隆基因型。 

1.7  定量高分辨率染色质构象捕获实验 QHR-4C 

QHR-4C 实验方法参考本实验室之前的研究[34]，

步骤如下：培养鉴定好的单细胞克隆，收取处于对

数生长期的细胞 500 万个左右，用 4C 裂解液(配方

为：50 mmol/L Tris-HCl, 150 mmol/L NaCl, 5 mmol/L 

EDTA, 0.5% NP-40, 1% Triton X-100)裂解细胞两次。

获得的细胞核沉淀经 Dpn Ⅱ内切酶过夜酶切后，用

T4 DNA 连接酶在 16℃过夜连接，之后利用超声将

DNA 片段打断为 200~1000 bp 长度范围。超声后的

DNA 片段利用酚氯仿进行纯化，后使用带有 biotin
的引物进行线性扩增。扩增产物加上接头后进行

PCR 扩增和产物纯化，获得 QHR-4C 文库。文库用

Illumina HiSeq 测序获得原始数据，根据 index
和 barcode 拆分数据。用 fastuniq 去重，通过 bowtie2
比对到 hg19 参考基因组。比对文件经过 samtools
排序，用 r3Cseq 进行计数和标准化，获得每个酶切

片段的 RPKM 值。每个单细胞克隆株至少做两个重

复实验，共计 99 个 QHR-4C 文库，每个文库测序约

800 万条序列。所用 index 见表 1。 

1.8  RNA-seq 实验 

待细胞长到 12 孔板约 80%~90%时，使用 TRIzol
处理细胞，并提取细胞总 RNA。随后用诺维赞

RNA-seq 建库试剂盒进行 RNA-seq 文库构建。步骤

如下：用 beads 捕获 mRNA，热打断至 150~200 bp，
使用随机引物逆转录获得 cDNA，加 A 和加接头，

最后进行 PCR 扩增。文库用 Illumina HiSeq 进行测

序，数据经 index 拆分后，利用 trim_galore 去除低

质量 reads，使用 STAR 比对到 hg19 参考基因组，

利用 cufflinks 对转录本进行计数和标准化，得到每
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个基因的 FPKM 值。每个单细胞克隆株做三个重复

实验，共计 33 个 RNA-seq 文库，每个文库测序约

1000 万条序列。 

1.9  ChIP-seq 实验 

待细胞汇合度达到 10 cm 培养皿约 80%~90%时

收取细胞，用甲醛交联固定，用超声将基因组 DNA
打断为 100~1000 bp，孵育 protein G 凝胶珠。4℃过

夜孵育一抗后，再次加入 protein G 凝胶珠孵育，经

洗脱 DNA 和用酚氯仿纯化 DNA 后，利用 DNA 建

库试剂盒进行建库，包括末端修复、末端加 A、加

接头和 PCR 扩增等步骤，获得 ChIP-seq 文库。文库

用 Illumina HiSeq 进行测序，测序数据经过 index 拆

分获得双端测序序列，使用 trim_galore 进行数据过

滤，bowtie2 比对到 hg19 参考基因组。之后用

samtools 对比对结果进行排序，使用 macs2 成峰。

实验做两个重复，每个重复测序约 2000 万条序列。 

1.10  高通量测序数据信息 

该研究的相关结果数据已收录在国家基因库生

命大数据平台(CNGBdb)[58]的国家基因库序列归档

系统(CNSA)[59]，项目编号：CNP0001772。 

2  结果与分析 

2.1  HOXD 基因簇区域 CTCF 位点序列分析 

为了研究 TAD 边界处成串 CBS 的绝缘子作用，

本研究选定 HOXD 基因簇为研究对象。Hi-C 数据显

示 HOXD 基因簇位于两个 TAD 边界处，CTCF 
ChIP-seq 数据证实 HOXD 基因簇以及两侧的 C-DOM
和 T-DOM 分布着大量 CTCF 结合位点(图 1A)。为

了判断 CBS 的方向性，对每一个 CTCF 结合峰进行

序列分析(图 1B)。这些 CBS 基序共包括 4 个 module，
其中 module 2~4 包含最为保守的 20 bp 核心基序，

少部分在核心基序上游含有 module 1，正向 CBS 方

向为 module 1 到 module 4 (图 1B)。在 module 2~3
中最为保守的 C20、G25 和 G28 是判断 CBS 存在的

重要参考，而 module 1 和位于 24 位的碱基是否为 A
则可以用于判断 CBS 方向性；这些 CBS 序列特性

也与之前发表文章相符[2,5]。在 HEK293T 细胞中，

HOXD 基因簇分布着 5 个反向 CBS 和 2 个正向 CBS，
分别命名为 CBS a-e 和 f-g (图 1A)。在 C-DOM 中大

部分是正向 CBS，只有 3 个反向 CBS (图 1B)；T-DOM
中 CBS 呈反向串联排布(图 1B)。 

2.2  构建 HOXD 基因簇一系列 CTCF 位点反

转的单细胞克隆株 

利用 CRISPR/Cas9 DNA 片段编辑技术，针对预

反转的 DNA 片段设计一对 sgRNA，将 Cas9 和

sgRNA 质粒转染到 HEK293T 细胞中，Cas9 核酸酶

在成对 sgRNA 的介导下对目的 DNA 片段进行切割。

断裂的双链 DNA 在细胞 DNA 修复系统的作用下，

可以产生 DNA 片段原位反转，反转后的 DNA 片段

具有两个不同的接口(上游接口和下游接口)(图 1C)。
利用此策略，我们对 HOXD 基因簇内 CBS a-e 进行

组合反转(图 1D)。共获得 5 种 CBS 反转单细胞克隆

株，分别为 e 反转、b-e 反转、a-e 反转、a-c 反转和

a-b 反转(图 1D)，由于不同 sgRNA 具有不同的编辑

效率，单克隆筛选数相差较大(图 2A)，其中 a-b 反

转共筛选 1307 个单细胞克隆只获得了一个预期反

转克隆。最后，e 反转获得 5 个纯合子克隆株，b-e
反转、a-e 反转、a-c 各获得 2 个纯合子克隆株，a-b
反转获得 1 个纯合子克隆株(图 2A)。全部单细胞克

隆株通过 PCR 进行鉴定，DNA 片段反转的接口还

进行 TA 克隆和桑格测序确定其具体的基因型，大

部分接口为两种基因型，除了在 PAM 位点上游 3 bp
处精确切割后的连接产物外，单碱基插入占据相当

的比例(图 2，B~J)，推测 Cas9 核酸酶在 PAM 位点

上游 4 bp 处切割导致[48,60]。在 b-e#127 单细胞克隆

株的一个等位基因下游接口存在 518 bp 的碱基删

除，但删除区域不包括 CBS 核心基序(图 2G)；在

a-c#81 单细胞克隆株的一个等位基因上游接口存在

258 bp 的碱基插入，经比对发现插入序列为质粒序

列(图 2I)，因此这两个细胞株仍是纯合的 CBS 反转

单细胞克隆株。 

2.3  CTCF 位点反转引起染色质拓扑结构域边

界漂移 

为了研究 CBS 的绝缘子作用，对获得的 CBS
反转单细胞克隆株进行 QHR-4C 实验。在野生型细 
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图 1  人类 HOXD 基因簇区域 CTCF 位点序列分析 
Fig. 1  Sequence analyses of CTCF sites of the human HOXD cluster 
A：HOXD 基因簇区域基因组三维空间结构示意图。HOXD 基因簇位于 C-DOM 和 T-DOM 两个 TAD 边界处，位于 HOXD 基因簇附近

的 CBS a-e 与 C-DOM 中的正向 CBS 形成染色质环，CBS f-g 与 T-DOM 中的成串反向 CBS 形成染色质环。B：HOXD 基因簇区域 CBS
序列比对图。正向 CBS 的方向为 module 1~4，其中 module 1 与 module 2 之间相隔 5 bp 或者 6 bp。DNA 序列中的“−”表示该 CBS
的 module 1 与 module 2 间隔为 5 bp，故用“−”补齐。右侧 CBS 方向列，“+”表示 CBS 为正向，“−”表示该 CBS 为反向且显示 DNA
序列是反向互补序列。C：利用 CRISPR/Cas9 系统进行 DNA 片段反转示意图。针对预反转片段设计一对 sgRNA 进行片段编辑，会

产生上游接口和下游接口；在切割点附近设计引物，用引物 F1+F2、R1+R2 进行 PCR 鉴定，若出现目的条带且 F1+R1、F2+R2 和 F1+R2
无目的条带，则为纯合反转单细胞克隆。D：HOXD 基因簇内 CBS 组合性反转示意图，共构建五种反转单细胞克隆株。 

 
胞中，位于 T-DOM 中的增强子 CS38 主要与正向

CBS f-g 有较强的 DNA 相互作用(图 3A)，而位于

C-DOM 中的增强子 Island5 主要与反向的 CBS a-e
具有 DNA 相互作用(图 3B)，与 Hi-C 结果一致(图
1A)。CBS e 反转后，CBS e 与 CS38 的远距离 DNA
相互作用增强(图 3A)，显示反转后 CBS e 可以作为

绝缘子阻碍 CBS f-g 渗透的 cohesin 继续滑动；与之

相反，CBS e 与 Island5 的远距离 DNA 相互作用减

弱(图 3B)。CBS d 和反转后的 CBS e 呈反向-正向分

布，形成了一个新的染色质拓扑结构域边界。 
CBS b-e 反转后，CBS a 与 CBS e 形成一对反向-

正向的 CBS (图 1D)，CBS b-e 与 Island5 的远距离

DNA 相互作用下降(图 3B)，与 CS38 形成新的远距

离 DNA 相互作用(图 3A)，阻碍从 CBS f-g 方向渗透

的 cohesin 继续滑动。CBS a 和反转后的 CBS e 形成

了新的染色质拓扑结构域边界，与 CBS e 反转结果

相似，即边界 CBS 反转引起染色质拓扑结构域边界

的漂移。CBS a-e 全部反转后，CBS a-e 与 Island5
的 DNA 相互作用明显减弱(图 3B)，与 CS38 形成新

的 DNA 相互作用(图 3A)，由于缺乏成对反向-正向

CBS，破坏了 HOXD 区域的染色质拓扑边界。 
为了进一步确定这些染色质空间构象的改变，

选用 CBS a 和 CBS e 附近的 DNA 片段作为观测点

(upstream-a 和 downstream-e，upstream-a 观测点位于

CBS a 的上游，downstream-e 观测点位于 CBS e 的

下游)，为了保证观测点不随 CBS 反转而改变，观测

点的位置不在反转片段内。在 CBS e 反转的细胞

中，CS38 与 CBS a 的远距离 DNA 相互作用没有变 
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图 2  反转单细胞克隆株基因型鉴定 
Fig. 2  Genotyping of single-cell clones of combinatorial CBS inversions 
A：获得纯合 CBS 反转单细胞克隆株个数以及筛选克隆总数目。B~J：每一个纯合反转单细胞克隆株的基因型鉴定(TA 克隆桑格测序

图)。序列中红色表示 PAM 所在位置，红色箭头指示 PAM 上游–3 位。序列中“–”表示存在碱基删除，绿色表示存在碱基增加。 
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图 3  从两侧增强子观察 CBS 反转后局部三维基因组构象变化 
Fig. 3  Alterations of the local 3D chromatin structure observed from viewpoints of flanking enhancers in CBS 

inversion clones 
A：以 CS38 为观测点(viewpoint, VP)显示，CBS 反转后与 CS38 的染色质相互作用显著增强。CBS 反转单细胞克隆株数据分别与野生

型(WT)进行 log2 转化，获得两者差异数据。B：以 Island5 为观测点显示，CBS 反转后与 Island5 的原有染色质相互作用减弱。 

 
化(图 4A)；而 CBS b-e 反转后，CS38 与 CBS a 的远

距离 DNA 相互作用有轻微增强(图 4A)；反转 CBS 
a-e 后 CBS a 主要与 CS38 形成较强的 DNA 相互作

用(图 4A)。从 downstream-e 为观测点来看，所有反

转克隆均与 CS38 有较强的 DNA 相互作用(图 4B)，
与上述结果相同。这些结果说明，反转 CBS 后，该

CBS 原有的远距离 DNA 相互作用被破坏，即 CBS
方向可以决定染色质环的形成，反转的 CBS 可以阻 
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图 4  从反转位点附近观察 CBS 反转后局部三维基因组构象变化 
Fig. 4  Alterations of the local 3D chromatin structure observed from viewpoints near the inverted CBS 
A：以 upstream-a 为观测点，在 CBS e 反转细胞中观测点与两侧远距离 DNA 相互作用无明显变化，在 CBS b-e 反转细胞中观测点与

CS38 的远距离 DNA 相互作用增强，在 CBS a-e 反转细胞中观测点与 CS38 相互作用明显增强，伴随着与 Island5 的远距离 DNA 相互

作用减弱。B：以 downstream-e 为观测点，在三种包含 CBS e 反转的细胞株中，观测点与 CS38 的染色质相互作用均增强，伴随着与

Island5 染色质相互作用减弱。 

 
碍反方向渗透的 cohesin 继续滑动，发挥绝缘子的功

能；同时，边界 CBS 元件反转会引起染色质拓扑结

构域边界的漂移。 

2.4  非边界 CTCF 位点也发挥绝缘子功能 

本实验室之前的研究发现，位于 Pcdhα 基因簇
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启动子区域的正向 CBS 可以与位于远端的增强子

HS5-1 形成染色质环，阻碍更远处的启动子 CBS 与

增强子 HS5-1 的远距离 DNA 相互作用，具有绝缘

子功能[34]。为了研究 HOXD 基因簇区域 CBS 是否

同样具有绝缘子功能，本研究进一步反转了 CBS a-b
和 CBS a-c (图 1D)。以 Island5 为观测点显示，反转

CBS a-b 或 CBS a-c 后，Island5 与 CBS e 的远距离

DNA 相互作用增强(图 5A)，而以 CS38 为观测点 
 

 
 

图 5  非边界的成串 CTCF 位点也能发挥绝缘子功能 
Fig. 5  Non-boundary CBS elements function as insulators 
A：在 CBS a-b 或 CBS a-c 反转细胞株中，Island5 与被反转 CBS 原有的远距离 DNA 相互作用减弱，与 CBS e 的远距离 DNA 相互作

用增强。B：以 CS38 为观测点显示，观测点与被反转 CBS 的染色质相互作用无明显变化。C：以 upstream-a 为观测点，在 CBS a-b
或 CBS a-c 反转细胞中，可见 CBS a 与 Island5 的染色质相互作用减弱。D：以 downstream-e 为观测点，在 CBS a-b 或 CBS a-c 反转

细胞中，可见 CBS e 与 Island5 的染色质相互作用增强。 
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显示 CS38 与 CBS a-e 的远距离 DNA 相互作用无明

显变化(图 5B)。相应地，upstream-a 与上游的 Island5
的远距离 DNA 相互作用减弱(图 5C)，downstream-e
与 Island5 的远距离 DNA 相互作用增强(图 5D)，与

Island5 为观测点的结果相同。但是，染色质拓扑结

构域边界并没有发生变化。因此，CBS a-b 或 a-c 可

以作为绝缘子，通过与 Island5 形成染色质环，分别

阻碍 CBS c-e 或 d-e 与 Island5 的远距离 DNA 相互

作用。反转细胞株的 RNA-seq 实验显示 HOXD 基

因簇区域局部染色质构象变化后，基因表达水平会

发生改变(图 6，A~D)。其中，在所有的 CBS 反转

细胞株中，HOXD13 的表达水平均显著下降；除

CBS b-e 反转细胞株外，HOXD3 与 HOXD10 的表达

水平均下降；有趣的是，在 CBS e 反转和 CBS a-e
反转的细胞中，HOXD9 的表达水平显著上升(图 6，
A~D)。 

3  讨论 

CTCF 通过阻碍 cohesin 蛋白在染色质上滑动形 
成染色质环，介导远距离的 DNA 相互作用，对于基

因组三维空间结构的形成与维持有重要作用[29,61,62]。

多个位点的 CBS 反转和插入实验显示染色质环形成

依赖于成对正向-反向 CBS[5,28,29]，而 CBS 的绝缘子

功能是不依赖方向的[34]。研究 CBS 的方向性有助于

理解 CBS 在染色质高级拓扑结构中的功能，但是在

成串 CBS 中，理解 CBS 的功能则更加复杂。原钙

粘蛋白基因簇的 CBS 研究显示，成串 CBS 可能通

过环挤出模型，呈现类似于“葫芦”结构的平衡分

布模式[34]。这显示成对正向-反向 CBS 对于 cohesin
的阻碍不是完全的，存在 cohesin 渗透出正向-反向

CBS 对(CBS pair)限制的染色质范围的情况，可能是

由于 CTCF 与 DNA 结合是动态的[38]，因而，在成 

 

 
 

图 6  CTCF 位点反转改变 HOXD 基因表达 
Fig. 6  CBS inversions alter expression levels of HOXD genes 
A：CBS e 反转后，HOXD3、HOXD10 和 HOXD13 的表达水平明显降低，HOXD9 的表达水平升高；*：P<0.05，**：P<0.01，***：
P < 0.001；FPKM，fragments per kilobase of transcript per million mapped reads。B：CBS b-e 反转后，HOXD13 表达水平显著降低。C：

CBS a-e 反转后，HOXD3、HOXD10 和 HOXD13 的表达水平降低，而 HOXD9 的表达水平上升。D：CBS a-b 或 CBS a-c 反转后，HOXD3、
HOXD10 和 HOXD13 的表达水平降低。 
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图 7  染色质拓扑结构域边界成串 CTCF 位点发挥绝缘子功能的模式图 
Fig. 7  A model for insulator function of tandem boundary CBS sites 
A：在野生型细胞中，位于染色质拓扑结构域边界成串反向-正向排列的 CBS 分别与两侧拓扑结构域内的 CBS 形成染色质环。边界

CBS 反转后，可以阻碍反方向渗透的 cohesin 滑动，形成染色质环；染色质结构域边界也漂移至形成的一对反向-正向 CBS 处，而非

边界 CBS 反转不引起染色质结构域边界漂移。非边界 CBS 反转后边界 CBS 与拓扑结构域内的相向 CBS 的远距离 DNA 相互作用增

强，显示非边界 CBS 也能发挥绝缘子功能。 

 
串 CBS 中，CBS 呈“葫芦”状分布[34]。但是，位于

染色质拓扑结构域边界的成串 CBS 如何发挥绝缘子

功能，目前仍缺少系统研究。 
本研究通过对 HOXD 基因簇区域的 CBS 进行

CRISPR 组合反转，获得了五种纯合反转单细胞克隆

株。QHR-4C 实验显示，在 CBS e、CBS b-e、CBS a-e
反转细胞中，由于包含了 TAD 边界的 CBS 元件，

反转的 CBS 引起了远距离 DNA 互作的巨大变化，

证实了边界单个 CBS 反转可以改变染色质环形成方

向[29]。在这三种反转细胞中，多个观测点的 QHR-4C
数据显示，反转后 CBS 可以阻碍渗透的 cohesin 继

续滑动，发挥绝缘子功能，染色质拓扑结构域边界

也漂移至新形成的一对反向-正向 CBS 处(图 7)。其

次，CBS a-b 和 CBS a-c 反转结果显示，CBS a-b 或
a-c 可以作为绝缘子，分别阻碍 CBS c-e 或 d-e 与增

强子 Island5 的远距离 DNA 相互作用，证实在成串 

CBS a-e 中，非边界的 CBS 也可以作为绝缘子阻碍

边界 CBS 与增强子的染色质环的形成；反转非边界

CBS 不改变染色质拓扑结构域边界(图 7)。CBS 反转

引起的局部染色质构象变化会进一步影响 HOXD 基

因簇的表达，但是对于不同的基因，引起的表达水

平变化不尽相同，显示出 HOXD 基因簇存在复杂的

表达调控机制。综上所述，本研究验证了环挤出模

型，同时进一步完善了对 CTCF 绝缘功能的理解。 
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