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摘 要 

细胞核中的 DNA 是编码所有基因，以表达维持生命的细胞功能所必需的蛋

白质的蓝图。了解细胞核中的正常的信息组织、存储和展开方式有利于人类健康事

业。已有研究发现染色质构象这种信息组织形式的变化可能引起癌症等疾病， 也可

能改变人体对病毒等感染物的响应。本研究主要研究小鼠精子发生过程中的三维

构象变化以及胚胎干细胞中的 TADs（拓扑结合域）类别。 

论文第一部分是利用 Hi-C 和其他组学技术研究小鼠精子发生的五个时期中

染色体的构效关系。我们发现染色质环存在于粗线期前后的细胞中。结合 Hi-C 和 

RNA-seq 数据，我们发现在精子发生不同阶段间转换了 A/B 区室的区域与减数分

裂特异的 mRNAs 和 piRNAs 的表达活性有关。此外，ATAC-seq 数据表明， 染

色质可及性本身不能决定粗线期细胞中 TADs 和环的消失。而 ChIP-seq 数据表明，

粗线期细胞中的 CTCF 和 cohesin 仍然结合在原始生殖细胞中的 TAD 边界位置

上，说明TADs 和环的动态变化也不能仅由CTCF 和 cohesin 的结合决定。 

论文第二部分是对拓扑结合域的分类。根据边界上基因的转录水平、边界序

列的染色质状态、TADs 大小、TADs 内互作矩阵的特征值大小将TADs 分为了七

类，并发现了其中 SA 类 TADs 表达最活跃且在细胞间最保守；A11 类和 S22 可

能参与干细胞分化和增殖。 
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ABSTRACT 

The DNA in the cell nucleus is the blueprint that encodes all the genes and can 

decode into the proteins necessary for the function of the cells to sustain life. Under- 

standing the right way of information organization, storage and depackage in the cell 

nucleus is conducive to human health. Studies have found that changes in the informa- 

tion organization of chromatin conformation may lead to cancer and other diseases, and 

may also change the human body’s response to infections such as viruses. This study 

mainly studies the three-dimensional conformational changes in mouse spermatogene- 

sis and the TADs (topological binding domains) types in embryonic stem cells. 

The first part of the paper is the study of the structure-function regulation of meiotic 

chromosomes by Hi-C and other omics techniques in mouse spermatogenesis across 

five stages. We demonstrated that chromatin loops are present prior to and after, but 

not at, the pachytene stage. By integrating Hi-C and RNA-seq data, we showed that 

the switching of A/B compartments between spermatogenic stages is tightly associated 

with meiosis-specific mRNAs and piRNAs expression. Moreover, our ATAC-seq data 

indicated that chromatin accessibility per se is not responsible for the TAD and loop 

diminishment at pachytene. Additionally, our ChIP-seq data demonstrated that CTCF 

and cohesin remain bound at TAD boundary regions throughout meiosis, suggesting 

that dynamic reorganization of TADs does not require CTCF and cohesin clearance. 

The second part of the thesis is the classification of topological binding domains. 

According to the transcription level of genes on the borders, the chromatin state of the 

borders’ sequences, the size of TADs, and the first eigenvalues of the interaction matrix 

within the TADs, TADs are divided into seven categories. Type-SA TADs  are found 

to be the most active and most conserved among cells; Type-A11 and Type-S22 TADs 

may be involved in stem cell differentiation and proliferation. 

 

Key Words:  chromatin conformation; spermatogenesis; topologically associating 

domains; mouse embryonic stem cells 
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第 1 章 绪 论 

1.1 精子发生和染色质构象 

1.1.1 男性不育与精子发生过程 

许多男性幼儿时期接受了有性腺毒性的疗法，精原干细胞数量减少，导致生殖

功能降低，甚至永久不育 [1]。这些性腺毒性疗法包括抗肿瘤疗法、针对良性镰刀

细胞疾病或地中海贫血症的疗法。成年男性可以冷冻精子，但是青春期前的病人就

无法如此 [2]。要保存青春期前的病人的生殖细胞，需要摘除或冷冻保存它们的

睾丸组织。尽管冷冻保存组织已经可以实现了，但是目前还没有从保存的组织中

获取精子的标准方法。早期的针对严重男性不育的疗法是对卵子进行ICSI（胞内

精子注射）[3]。ICSI 与自然受精的最大区别在于其只需要少量的精细胞就可以

实现受精。基于此，只要能得到少量精子，就可以治疗男性不育[4]。因此，研究

精子发生过程十分重要。 

相比其他动物，哺乳动物的生殖率低，后代数量少，并且生育的间隔时间长。因

此，对哺乳动物需要保障稳定的配子发生过程，以产生高质量的配子。其中， 精子的

发育过程十分复杂（图1.1）。在精子发生过程中，SSCs（精原干细胞）首 

图 1.1 精子发生过程 

 

先分裂产生大量的未分化的精原细胞。在 RA（视黄酸）的刺激下，未分化的精
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原细胞进行分化和几轮的分裂，产生精母细胞。精母细胞进行减数分裂，产生单

倍体精子细胞。最后，精子细胞从圆形精子，经过变形形成高度分化，能使卵子

受精的细长的成熟精子。在出生后个体的精子发生过程中，分裂的 SSCs 要么保 
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持自我更新的干性状态，要么进行分化，从而保证 SSCs 的数量，同时每天产生

上百万数量的精子 [5-7]。 

精子发生过程高度协调，需要受严格调控的阶段和细胞特异的基因转录。这

种受严格调控的转录活动的实现依赖于特殊的染色质重塑、转录调控和睾丸特

异的基因或亚型的表达。在发育过程中，三分之一的小鼠基因组在睾丸中差异表

达。从出生到成年期间，大约一半的基因组在睾丸中表达。还有约 2%-4% 的小

鼠/大鼠表达组的基因在睾丸特异表达，这些基因也参与调控精子发生过程。 

在哺乳动物中，一般由染色体决定个体的性别。如果 Y 染色体缺失，早期

性腺会发育为卵巢[8]。缺少 Y 染色体的小鼠在过表达Y 染色体相关的基因或生

精的非 Y 染色体相关基因时，能产生男性生殖细胞（圆形精子）。在雌性（XX） 

小鼠中，尽管作为雄性生殖细胞的原始生殖细胞能促进睾丸环境，但这些细胞仅能

维持到出生后两天 [9]。因此，基因因素对于传代和雄性生殖细胞的维持十分重要。 

小鼠精子发生过程中的重要事件有： 

第一次减数分裂前期中发生染色体重组时的 DNA 双链断裂能选择性地产生

同源染色体间的 COs（交叉），从而产生遗传多样性，并保证染色体传递的准确

性 [10]。在许多物种中，重组主要发生在被称为重组热点的基因组区域。在部

分哺乳动物，如小鼠和人类中，热点的位置由特别的组蛋白甲基转移酶 

PRDM9 决定 [11]。PRDM9 是减数分裂特异的、DNA 结合锌指蛋白，其特异甲

基化组蛋白 H3 的第 4 和第 36 位赖氨酸[12]。这种 H3K4me3/H3K36me3 双阳性

特征能协 

常，但更多地位于 H3K4me3 信号富集的功能元件，如启动子。𝐵6.Prdm9 （缺 

助这些位点的重组。在缺失 PRDM9 时，减数分裂 DSBs（双链断裂）的
−

数
/−

量正 

失 Prdm9 基因的 C57BL/6 小鼠）的异位 DSBs 的修复异常，导致生殖细胞停滞

在第一次减数分裂前期，从而引起不育 [13]。在男性人类中，PRDM9 的几种点

突变与非阻塞性精子缺少有关 [14]。在人和小鼠中，也存在不依赖 Prdm9 的启

动重组通路。在雄性小鼠中，常染色体上的重组热点是 PRDM9 依赖的，但在性

染色体的假常染色体区域中的重组热点是由 PRDM9 非依赖的重组启动通路激

活的 [12]。这表明在哺乳动物减数分裂过程中，PRDM9 依赖和 PRDM9 非依赖

的重组通路先后被激活，并可能在 PRDM9 失活或缺失的情况下，满足生殖所需

的功能。 

重组的实现由 SPO11 参与，随后再次剪切形成 3’单链 DNA[15]。这些单链被 
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RAD51/DMC1 重组酶、单链 DNA 结合蛋白、RPA（复制蛋白 A）包覆 [16]。RPA 

蛋白与另外两种减数分裂特异蛋白，MEIOB 和 SPATA22 互作，促进减数分裂重

组 [17]。通过复杂且严密调控的链侵入、单端侵入、双端捕获和 dHJ（双 Holliday 

连接体）的形成和解连，只有少部分（约 10%）的 DSBs 最终形成 COs[18]。但 
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一个同源染色体对至少需要一个COs。CO 形成或分布错误会导致生殖细胞丢失， 

非整倍型和胚胎发育异常，从而导致流产或不育 [19]。ZMM 蛋白也是促进 COs 

和联会复合体形成的蛋白。其中 Spo16 是非同源染色体配对和 CO 形成所必须的。 

在精子发生的最后，成熟精子中的 DNA 由带正电的小分子精蛋白紧密包装

[20]。参与精蛋白磷酸化修饰的分子有如热激蛋白 Hspa4l。Hspa4l 能保证精蛋白 

2 特定丝氨酸位点的去磷酸化。缺失该蛋白的小鼠产生的精子的头部形状异常， 

具有不育表型 [21]。表达不可去磷酸化的组蛋白 2 变体能回复 Hspa4l 缺失小鼠

的不育表型。总之，高度调控的精蛋白是成熟精子具有正常功能的必要条件。 

对逆转座子的调控对于生殖细胞来说尤为重要。逆转座子占据了哺乳动物一

半的基因组位置，其活性能损伤遗传材料，影响生育力以及后代的适应度 [22]。在

哺乳动物中，生殖细胞会经历表观重组。其中，在出生时的精子发生过程中， 小 

RNA 介导的 DNA 甲基化会形成持续终生的逆转座子表观抑制 [23]。piRNAs 

（Piwi 蛋白互作 RNAs）是逆转座子转录本剪切的产物，能通过同源识别引导这

些逆转座子启动子处的 DNA 甲基化 [24]。哺乳动物特异地进化出了无催化活性

的 DNMT（DNA 甲基转移酶）辅酶，DNMT3L[23]。该辅酶作用于 piRNA 通路

下游。DNMT3L 或 PIWI 通路蛋白的失活会导致低甲基化和逆转座子的重新激

活，导致减数分裂失败，精子缺乏，以及以小的睾丸大小为特征的男性不育 [25]。 

 

1.1.2 染色质构象及其与基因表达的关系 

在高等真核生物中，间期染色体在细胞核内组织，它们的包装和折叠造成了

基因组位点间的动态互作[26]。在细胞退出有丝分裂期后，核重新形成，每条染色

体解凝缩，回到它们的领域组织 [27]（图1.2A）。基因组几乎没有缠结，在染色

体间存在互作，有的在同一领域内，有的在域间混杂。在每个领域内，染色体空间

区室化：早期的显微镜观察发现活性染色质域和非活性染色质域分别聚集形成

真染色质A 区室和异染色质B 区室 [28]（图1.2B）。染色质内的互作富集于同样

类型的域之间的互作（A-A 和 B-B 互作）。利用全基因组染色质互作测序方法，比

如 Hi-C，人们发现在百万碱基分辨率下，从反应互作频率的测序数据可以将染

色体分为 A/B 区室。这种严格地讲染色体二分为区室的做法只是粗粒估计，但 

A/B 区室可与活性的真染色体区域和非活性的异染色质区域分别对应。对 

GM12878（人类淋巴母细胞系）的高深度的 Hi-C 数据分析，可进一步将 A/B 区

室分为五个亚区室：A1,A2,B1,B2 和 B3[29]。这些亚区室内的基因表达和组蛋白修

饰等功能特征各不相同。 
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在亚百万碱基尺度上，染色质组织形成倾向于在域内互作的 TADs（拓扑结

合域）[30]（图1.2C）。TADs 在不同细胞类型中较为稳定，在物种间高度保守，常被 
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图 1.2 染色质构象 

 

视为染色体折叠的基本单位。TADs 的形成主要依赖两种高度保守的因子：CTCF 

和 cohesin 的相互作用[31]。Cohesin 是环状复合物。CTCF 能使用其 11 个锌指域

的特定组合与其他蛋白互作并结合基因组的特定序列。Cohesin 复合物在环内拉

染色质片段形成染色质环（图1.2D），造成染色质“挤压”，形成 TADs[32]。DNA

的挤压持续进行，直到 cohesin 碰到通常是 CTCF 结合位点的物理障碍（“TAD 
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边界”）。CTCF 结合模序不是回文序列，它们的方向对控制挤出的环十分重要。

对向的 CTCF 结合模序通常位于小环的端点上，而同向的 CTCF 模序通常出现 
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在 TAD 边界上。但并非所有的 TAD 边界都是CTCF 依赖的，在一些高转录的基因

区域，cohesin 依赖的环挤出过程会被 RNA 聚合酶停止。TADs 内部的基因和调控

区域的组织在一定程度上保证了增强子和启动子间的交流，参与基因表达模式的

保存，协助基因的共表达。并且，肿瘤细胞中 CTCF/cohesin 结合位点常发生突

变，可能引起 TAD 的改变。在另一些研究中，一些位点相对 TAD 结构的扰动是稳

定的，对 cohesin 依赖的TADs 的剧烈干扰对整体基因表达的影响很小。因此，

TADs 确切的功能目前尚不清楚。 

图 1.3 研究染色质构象的测序方法 

 

在 TADs 内，约几百 kb 距离的染色质组织形成染色质环。环通过基因组组

织的最基本单位的三维折叠形成 [29]。染色质纤维的最基本单位是由连接 DNA 

连接的 DNA 包绕的组蛋白八聚体核小体 [33]。一些环由 CTCF/cohesin 依赖的

挤出机制形成。这些 CTCF 介导的环非常保守，参与到染色质构象的形成中。另

一些环是CTCF 非依赖的，它们大多更动态，主要参与到对转录的直接控制，如通

过介导增强子-启动子互作促进多梳复合物的形成。TADs 内部的环的组织可以

是细胞特异的。TAD-嵌套结构包括亚-TADs、绝缘邻域和 FIREs（频繁互作区
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域）。亚 TADs 和绝缘邻域通过参与局部染色质微环境对基因表达有显著影响。

亚 TADs 通常聚集多个环 [34]. 而绝缘邻域通常由 CTCF 介导的环形成，以保证 
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其中基因的隔离 [35]。FIREs 是在 TADs 中间具有明显顺式连接度的区域，富集

有活性增强子和超级增强子。FIREs 高度组织特异，它们的活性与决定细胞身份

和组织功能的基因表达调控有关 [36]。这些局部结构的组织多样性与细胞类型

间 TAD 水平的一致性相反，提示在染色质组织的这一精细水平上，特别的拓扑

特征能调控种系特异的基因组。 

 

1.1.3 染色质构象与精子发生关键事件 

精子发生伴随着显著的染色质组织的重构。在哺乳动物中，精子基因组通过精

蛋白包装形成，只有 1-15% 的 DNA 通过组蛋白包装 [37]。精子 DNA 螺旋形成大

而紧密的精蛋白环形线圈。Hi-C 分析的结果也印证精子染色质的凝缩程度， 精

子相比ESCs 和成纤维细胞，有更多的长程染色质互作[38]。尽管小鼠精子和

ESCs 以及体细胞由不同蛋白包装，它们中的TADs 的位置和区室A 区室B 的区

分都是类似的[39]。CTCF 和 cohesin 在精子、圆形精子和 ESCs 中结合相似的位点 

[40]。 

精子发生过程伴随着显著的染色质构象重编程 [41]。在男性减数分裂细胞

周期中，染色质组织经历几次事件，包括同源染色体配对、联会复合物的形成、

减数分裂重组、解联会等等 [42]。在小鼠和恒河猴中，第一次减数分裂前期的粗线

期细胞中同源染色体配对形成联会复合体，此时 TADs 缺失 [43-45]。粗线期染色

体转录活跃，因此这一结果说明在发育的某些阶段，转录可以几乎与 TADs 无关 

[42]。这一猜想也与 CTCF 对维持联会复合物和同源重组是非必需的一致[46]。

传统的区室化在粗线期也减弱了。A 区室富集于减数分裂双链断裂热点和交叉位

点。在不同物种的粗线期细胞中，有明显程度不同的精细的 A/B 区室。在小鼠粗线

期细胞中，一些活跃转录的区域在空间上聚集形成“节点”或“点互作”。精子

中的 X 染色体在减数分裂性染色体失活过程中被失活，而精细的 A/B 区室和与转

录相关的“节点”在精子中的 X 染色体上都不存在。在缺乏 Sycp2 

（联会复合物蛋白 2）或 Top6bl（类 II 型 DNA 拓扑异构酶 6 亚基B）的小鼠精细

胞中，精细 A/B 结构、传统的区室和 TADs 都部分恢复了[43]。这两种突变都能

引起联会复合物的形成失败，细胞周期停滞在进入粗线期前。说明完整的联会复合

物对观测到粗线期特异的 Hi-C 特征是重要的。 

在机制方面，目前还不知道粗线期细胞为什么缺失 TADs，又为何形成精细

的 A/B。联会复合物可能限制染色体的 TAD 相关的自由挤出，从而消除 TADs。或者，

cohesin 的功能可能用于形成稳定的染色质环阵列。在这两种可能中，TADs 的缺失
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都可能促进精细的染色质区室化如精细的 A/B、节点和点互作的形成 [47]。但在 

cohesin 缺失的细胞中，粗线期细胞中这种转录相关的精细区室化甚至更为明显。 
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1.2 干细胞分化和拓扑结合域 

1.2.1 胚胎干细胞 

ESCs（胚胎干细胞）具有自我更新和分化形成胚胎的任一细胞类型的能力。

自我更新和多能性的实现由转录因子和多种染色质修饰蛋白协作的自调节网络

维持 [48]。内源和外源共同决定 ESC 命运。内源因此 Oct4、Nanog 和 SOX2 是

ESC 实现自我更新和多能性的核心转录因子。 

基因表达的随机性，也即基因表达噪声，能促发细胞间的基因表达异质性， 

给单细胞生物带来表型多样性，通过对冲环境突变来提高种群适应度。在多种多

细胞生物中也观测到了基因表达噪声。谱系特异基因参与胚胎干细胞自发分化和

多能性。对这些基因的沉默涉及 PcG（多梳家族）蛋白带来的染色质表观修饰 

[49-50]。PRC1 和 PRC2 分别有四个核心亚基。PRC2 甲基化 H3K27me3（组蛋白 

H3 的 27 位赖氨酸），这种甲基化修饰是抑制 Hox 基因所必需的。典型的PRC1 

有包含结合 H3K27me3 的亚基, 其既可能通过形成染色质环抑制基因表达[51]，

也能通过形成增强子启动子环促进基因表达[52]，这使得它能参与对胚胎发育过

程中的基因表达的精密调控。PRC1 的 Phc2 亚基的自多聚化是模式发育所必需的。

PRC1 的第三种功能是将附近的核小体压缩形成球状结构。 

PRC1 和 PRC2 对胚胎干细胞的多能性和自我更新能力的影响还存在争议。

比如对体外分化来说，PRC2 亚基是必需的，但 Suz12 或 Eed 亚基缺失对mESCs 

的基因表达和自我更新能力没有显著影响 [53]。尽管 EZH1/2 对活化的 hESCs 

（人类胚胎干细胞）的自我更新是必需的，但对于加入 MEK 和 GSK3 抑制剂的培

养环境中的保持类 mESCs 的初始状态的 hESCs 的增值是非必需的 [54]。另外，

缺失 PRC1 催化核心亚基 Ring1 和 Rnf2 会导致对谱系特异性基因抑制强度降低和

自发分化，说明 PRC1 对 mESC 身份的维持是必需的[55]。研究结果显示， 

PRC2/cPRC1 和 vPRC1 都可以抑制谱系特异基因，这种冗余性可以保证 mESC 稳

定地自我更新 [56]。 

 

1.2.2 拓扑结合域的形成和功能 

在几十到几百kb 尺度上，染色体折叠形成优先域内互作的 TADs[30]。TADs 

是的定义转录谱的染色质构象单位，它们对塑造功能性染色体构象有基础作用。

TADs 的尺度刚好利于其发挥功能，将功能性互作限制在 TADs 内可能对保证正

常的基因调控是重要的[57]。例如：TAD 边界与细胞分裂过程的复制域对应。在
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细胞分化过程中，位于同一个 TAD 的基因倾向于被共调节 [58]。增强子和基因

启动子之间的互作主要被限制在TADs 内 [59]。在基因组中插入的报告基因受到大

的、与 TADs 强相关的调节域中的增强子的影响 [60]。通过改变 TAD 边界破 
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坏 TAD 结构会导致顺式调节元件和基因启动子间的异位互作，从而造成基因表

达异常，导致发育缺陷或癌症[61]。因此，研究TADs 的结构与功能对阐明基因组

构象及其调节机制十分重要，也对医学研究有重要意义。但是，即便基因组折叠为

自互作域是演化上被广泛采用的策略，TADs 仍然有不同的大小、染色质特征和不

同的形成机制。这提示 TADs 能被细分为具有不同结构和功能特征的亚类。另外，

TADs 的鉴定依赖于 Hi-C 数据的分辨率和 TAD 注释的方法。在更高的测序深度

和分辨率下能定义更精细的染色质互作模式和内部绝缘区域。因此， TAD 边界

的确认是困难的。在不同物种中，这些染色质域是否代表同一层面的染色质构象

也尚不清楚。 

在 TAD 的形成机制方面，主流的理论是环挤出决定着域的形成（图1.4）。哺

乳动物基因组包含许多在 Hi-C 上有“角点”（相较周围的域结构有显著高的互

作频率的点状的邻近像素集）特征的域。“角点”结构代表长程环互作。顶点上

有“角点”的染色质域代表了所谓的环域。在人类细胞中，大约有一万到六万个

角-点结构。大多数交点的端点都 CTCF 结合的模序 [62]。60%-90% 的角点在两

个端点上都有对向的 CTCF 模序。这种对象的 CTCF 模序对环域的形成是必要

的。现有的“环挤出”模型认为基因组上的分子马达会沿着 DNA 序列运动，随

之“挤出”其中的 DNA。计算方法能模拟环挤出，重现环域，也能预测 DNA 挤

出因子的存在 [63]。 

 

图 1.4 环挤出模型 

 

SMC（染色体结构稳定）复合物，例如 cohesin 和 condensin，一直被认为是环

锚定因子，它们可通过稳定已形成的环或通过主动的挤出机制发挥功能。通过染色
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质免疫沉淀测序测定的富集 cohesin 结合的峰位于 CTCF 结合位点附近，稍微向

对向的CTCF 模序的 3’端偏移的位置[32]。这一结果支持招募cohesin-CTCF 
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的滑动机制。单细胞成像研究给出了支持环挤出的更直接的证据：condensin 和

cohesin 能以 ATP 依赖的形式在裸 DNA 上移位 [64]。因此，SMC 复合物停留在

对向的 CTCF 模序后的环挤出机制是目前主流的环域形成机制。 

除了位于单一区室中的TADs 和有角点的TADs，还有别的 TADs。这些 TADs

可能也是通过挤出形成的。因为非顶点处的互作也可能是活跃的挤出事件的附

带信号。有假说认为具有不同分子特征的边界可以得到不同的挤出-阻碍强度，从

而导致角点互作频率不同的假说，这一假说可能通过对影响挤出速率的不同蛋

白的注释得到验证。其他的解释既非区室也没有角点的域的假说包括不能形成

强的瞬时边界的环挤出、不能在多数细胞中形成弱的边界的环挤出等。 

第二种域形成机制是区室化。通过高分辨率分析，哺乳动物细胞中存在没有

角点的类域结构并且和区室坐标一致的“区室域”[65]。问题在于在区室化是染

色质域形成的主要原因的物种中，环挤出是否发生，如果发生，又如何发生。 

 

1.2.3 对转录调控的综合计算分析 

解析基因型如何解码形成多细胞表型对于理解个体的发育、结构和功能是重

要的。解码过程的第一步是受 TF 调控的基因转录活动。TF 对细胞的总体作用是

通过其对靶基因的调控效应在转录网络中的传播来实现的。TF 的调节活性受自

身表达水平、翻译后修饰和辅因子的存在与否的影响。鉴于这些生物学事实， 

人们已开发出许多推断 TFs 的活性的统计或机器学习方法。一些方法只关注 TF 

的局部活性[66-67]; 而另一些方法结合空间长程互作信息，利用包括染色质状态 

（从 ChIP-seq（染色质免疫沉淀后高通量测序）和 ATAC-seq（转座酶可及的染色

质高通量测序检测得到））、基因表达情况（从 RNA-seq（RNA 测序）或芯片阵

列得到）、染色质长程互作（从 Hi-C 或计算预测得到）的信息整合分析来预测有

驱动作用的 TFs[68]。 

在分析的数据源方面，ENCODE（DNA 元件百科全书）项目系统性地测量

了小鼠胚胎发育的 12 种组织和 8 个发育阶段的表观动态信息。这些数据集提供

了分析发育过程中的复杂转录调节回路的前所未有的机会，也为整合计算分析

带来了新的挑战。 
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第 2 章 小鼠精子发生过程中的染色质构象研究 

2.1 背景 

应用成像技术，人们早已发现哺乳动物的精子发生过程中涉及显著的染色

质构象重新组织的现象。精子发生的起始是少量的 A 型原始生殖细胞通过有丝

分裂分化形成A 型和B 型精原细胞。随后，精原细胞进行第一次减数分裂，其中的

标志性事件是双链断裂以及粗线期细胞中同源染色单体的联会。此后，次级精母细胞

很快进行第二次减数分裂，形成单倍体的圆形精子并最终形成成熟精子。对这一过程

的多组学研究揭示了其中的转录组、DNA 甲基化、染色质可及性的变化。这些研究

促成了对精子发生过程中更深入的分子事件（如染色质构象和转录调控）及其之间

的关系的探索。 

精子发生过程涉及高度协调的染色体重组事件，因此对精子发生过程，尤其是

减数分裂过程的染色质构象研究的表征一直是热点。人们已经考察了小鼠和恒河

猴精子发生过程的一些阶段中的染色质构象。这些研究都发现了在粗线期， 

TADs 几乎消失，同时区室化的强度很低。而在恒河猴的数据中，研究人员在更

小的分辨率上考察区室，发现了在粗线期细胞中与转录活动相对应的更小的区室

结构。黏粘蛋白在 pacSC 和 rST 中的结合也会影响基因表达。但在减数分裂过程

中，染色质构象、染色质可及性是如何参与减数分裂特异的基因表达活动， 仍

然是未解决的问题。 

在本研究中，我们结合了 Hi-C、ATAC-seq、ChIP-seq 和 RNA-seq 技术，检

测小鼠精子发生过程中各个阶段的基因组、表观组和表达组信息，来探索染色

质构象、染色质可及性、蛋白质结合、转录活动等在这个过程中的协调互作关系

[69]。 

 

2.2 研究成果 

2.2.1 小鼠精子发生过程中染色质构象的总体变化 

在主要由徐倩岚分选出小鼠精子发生的四个阶段的细胞（priSG-A：A 型生

殖细胞、SG-A：A 型精原细胞、pacSC：粗线期细胞、rST：圆形精子），罗正誉

进行原位 Hi-C 测序得到测序数据并收集 SZ(成熟精子) 时期细胞的 Hi-C 数据后， 

我对这些测序数据进行了分析。初步的序列比对后，我们考察了生物学重复数据间



第 2 章 小鼠精子发生过程中的染色质构象研究 

11 

 

 

的相关性，高的相关性验证了实验数据的可靠性（附图A.1）。常染色体的 A/B区室

化在整个过程中没有明显的消失（图2.1（B）。鞍形图和计算得到的区室化强度的

值显示 A/B 区室化的强度有变化 (图2.1（B,C）。具体而言，区室化强度 
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从 priSG-A 到 pacSC 中递减，随后逐渐恢复直到达到 SZ 中的最高强度。 

 

图 2.1 小鼠精子发生过程中区室和 TADs（拓扑结合域）的重组 

 

从互作的热图以及各个时期细胞中所有拓扑结合域边界附近的 o/e（观测

值/预期值）互作频率的均值可以看出，互作 TAD 结构在 priSG-A 和 SG-A 中

还很显著，但在pacSC 和 rST 中几乎消失，并在 SZ 中恢复（图2.2
①（A, B）。

我 

①（A）减数分裂不同时期样本中在priSG-A 中找到的TAD 边界及其附近区域的平均观测/预期互作频率

热图。 

（B） 减数分裂不同阶段样本的染色质观测/预期互作频率热图（25 kb bin）。黑色的三角形线条标注各个
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时期的 TADs，纵线标注 priSG-A 中找到的 TAD 边界位置。pacSC 和 rST 中的 CTCF ChIP-seq 覆盖度以及 

gencode 基因展示在下方。 

（C） 减数分裂各时期样本中的 TADs 及其附近区域（±0.5 TADs 大小）的平均 IS（绝缘值）。 

（D） 根据样本的 IS 相关性作出的树状图。 
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们进一步计算了以染色体每隔xxbp 的坐标位置为中心，周围 xxbp 内的互作均值

为该点的一维 IS 值（绝缘值），考察了 IS 值在拓扑结合域附近的分布，发现 IS

值也从 priSG-A 到 pacSC 逐渐下降，随后增大，印证了以上结果（图2.2（C） 。

对样本来源的时期按照其中的TAD 及其附近区域的 IS 值进行聚类分析，我们发

现 priSG-A 和 SZ 的 TAD 更为类似（图2.2（D） , 说明TADs 重组后大体恢复了

在 priSG-A 中的构象。 

 

 

 

图 2.2 小鼠精子发生过程中 TADs（拓扑结合域）的重组 

 

 

2.2.2 priSG-A 和 SZ 的染色质构象类似 

priSG-A 和 SZ 的 TAD 更为类似，这一数据引导我们进一步研究各时期的染

色质互作模式。不同时期的互作热图的比较和不同距离间染色质互作频率大小

的比较反应了整体上，priSG-A，SG-A 和 SZ 的染色质折叠模式类似，而 

pacSC 与他们有所不同（图2.3
① (A-C)），这与根据 IS 值的聚类结果一致(图2.2 

(D))。整体来看，priSG-A、SG-A 和 SZ 中的染色质互作比较类似。相比 SG-A，
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pacSC 中 

①（A）精子发生各个阶段前后一号染色体观测/预期互作频率倍数的热图（100 kb bin）。 

（B） 精子发生pacSC 相比priSG-A、SZ 相比pacSC 和 SZ 相比priSG-A 的一号染色体观测/预期互作频

率倍数的热图（100 kb bin）。 

（C） 精子发生各阶段样本的 P(s) 图（纵坐标为互作频率，横坐标为基因组距离）。 

（D） pacSC 和有丝分裂期样本的 P(s) 图以及分别展示斜率为-1（蓝色）和-0.5（橘色）的虚线。 



第 2 章 小鼠精子发生过程中的染色质构象研究 

16 

 

 

的短程染色体互作（距离＜ 5Mb）更强，而长程互作更弱（图2.3（C）。 

图 2.3 小鼠精子发生过程中整体的三维构象变化 

 

 

2.2.3 pacSC 中，位于活性区室的基因和 piRNA 簇具有减数分裂相

关的功能 

我们进一步考察了减数分裂过程中的染色质 A/B 区室化变化。A 区室由对

染色质内的 o/e 互作矩阵（在本研究中为 50kb 分辨率）进行特征向量分解后得

到的最大特征值为正的区域，而 B 区室定义为最大特征值为负的区域。这些计

算得到的 A 区室与生物学上的活性的真染色质区域对应。相反，B 区室更多地

与无活性的异染色质区域对应。在 priSG-A 中，由 43.2% 的区域属于A 区室，其

中由 13.9% 在 pacSC 中已处于 B 区室中；而 priSG-A 中的 B 区室，有 15.3% 在

pacSC 中转变为了A 区室（图2.4
①（A）。也即，在pacSC 中，更多的区域属于

A 区室，提示 pacSC 中的染色体的转录状态更活跃。 

PIWI 蛋白和 piRNAs（PIWI 互作 RNAs）在动物细胞中介导对靶序列的抑

制。在粗线期早期，piRNA 从大的被称作 piRNA 簇的基因片段转录得到。这

些 

①（A）展示相比 priSG-A，在 pacSC 中转换了区室化状态（A 到 B 或 B 到 A）的基因组区域的比例。 

（B） 展示在 priSG-A 中分别位于 A 或 B 区室的 piRNA 簇的数量以及在 pacSC 中转换了区室化状态的 

piRNA 簇数量的条形图。 

（C） 在 priSG-A 和 pacSC 中都位于A 区室的piRNA 簇的平均ucsc phastCons 值以及在priSG-A 中位于

B 区室而在 pacSC 中位于 A 区室的 piRNA 簇的平均 ucsc phastCons 值。 
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（D） 展示转换了区室化状态的区域中的差异表达基因数量的条形图。 

（E） 特定基因Boll 位于的一号染色体，52-58 Mb 区域上的 PCA1 （最大特征值）和 RNA-seq 覆盖度曲

线。Gencode 基因展示在下方。 

（F） 展示在pacSC 中相比priSG-A 中区室化状态从B 变为A 且表达上调的基因所富集的生物学过程的

条形图。 

（G） 展示（F）中所用的基因富集到的哺乳动物表型的条形图。 
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RNA 能控制转座子，也参与到亲代印记中，是后续减数分裂过程必须的因素。我们

也研究了在 pacSC 中相比 priSG 中染色质区室状态发生转化的基因区域中的

piRNA 簇（piRNA 簇的信息从公共数据库中得到）。我们发现 79.9% 的 piRNA 

簇在 priSG-A 中位于 A 区室中，其中只有 12% 在 pacSC 中转变了区室化状态； 

而 80% 的在 priSG-A 中位于 B 区室的 piRNA 簇在 pacSC 中是位于 A 区室的 

(图2.4 (B))。既然 A 区室区域更多的是染色质活性区域，这一结果也与 piRNA 簇

在 pacSC 中的表达活动一致。 

为了进一步研究未转变和转变了区室化状态的 piRNA 簇的区别，我们利用

衡量每个碱基属于保守原件的概率的 phastCons 值，考察了这两种 piRNA 簇的

保守性。具体而言，我们比较了转变区室化状态和未转变区室化状态的 piRNA 

簇中的碱基的平均 phastCons 值，发现没有转变区室化状态的 piRNA 簇在考察

的 60 种脊椎动物的系统发育中更为保守（图2.4（C）。这一结果提示在 priSG-A 

和 pacSC 中都处于A 区室中的piRNA 簇受到更强的选择压力而更为保守，对这

些物种可能具有有利功能。总之，piRNAs 的功能活动可能受到其在染色体构象

中位于的区室的影响。 

结合相应的 priSG-A 和 pacSC 样本测得的 RNA-seq 数据，我们考察了位于

转换了染色体区室状态的区域中的基因。我们发现位于从 priSG-A 的 B 区室变

换到 pacSC 中的 A 区室区域的基因大多（1037 个）转录水平有所上升（图2.4 

（D） 。这一结果提示染色质所处的状态由 B 区室转变为 A 区室这一变化可能基

因转录的上调从而发挥它们的生物学功能。这些基因中有的参与减数分裂的正

常进行，其中一个例子是减数分裂 G2/M 转换和精细胞发育必须的 DAZ 家族蛋

白 Boll（图2.4（E）。通过 GO（基因功能）富集分析，其中确实有许多基因负

责与正常精子生理功能关系密切的纤毛形成和 DNA DSBs 修复（图2.4（F）。 
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图 2.4 在 pacSC 中位于活性区室的基因和 piRNA 簇 

 

 

2.2.4 小鼠精子发生过程中染色质可及性和 CTCF/cohesin 的结合

依然保留 

我们已观察到TADs 在精子发生过程中经历的重组，特别的，在 pacSC 中其

结构的消失。在此基础上，我们进一步探究这种染色质三维构象的变化是否与其上

的基因组或表观基因组特征有关。主要由徐倩岚和罗正誉在四种精子发生过程
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中的细胞（priSG-A、SG-A、pacSC 和 rST）样本进行了 ATAC-seq 测序，以获得

染色质可及性信息。在检验了测序数据的重复性后（图2.5
① (A)），我们分析 

①（A）分别展示 priSG-A、SG-A、pacSC 和 rST 的 ATAC-seq 信号的重复性的散点图。 
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发现染色质开放的位置大多位于基因启动子或增强子附近；染色质开放的程度

随着精子发生过程的进展逐渐降低（图2.5（A，B）。在priSG-A 和 pacSC 中的

染色质可及性水平没有明显的不同。考虑到在这两种细胞中的染色体三维构象

有较大区别，这一结果提示我们，在精子发生过程中 TADs 水平的重组可能与染

色体的开放性无关。 

 

图 2.5 小鼠精子发生过程中由 ATAC-seq 测得的染色质可及性 

 

另一方面，染色质可及性与转录活性有关。因此，徐倩岚和罗正誉应用抗Pol 

II S2P (延长形式的 RNA 聚合酶 II) 进行了 ChIP-seq 测序。在 pacSC 和 rST 中，

Pol II S2P 富集于 TSSs（基因转录起始位点），这些富集位点的基因可能在这两

种细胞中有表达（图2.6
①
（A）。但这两种细胞中的染色体可及性并不类同， 在

priSG-A 和 SG-A 间也不类同。具体地，在priSG-A 和 pacSC 之间，我们找到了 

6580（总共 15815）个差异可及性区域，而在 pacSC 和 rST 之间，有 1288（总共 

15815）个差异可及性区域（图2.6（B）。对位于priSG-A 和 pacSC 差异可及 

（B） 在基因的启动子区域（±3 kb）上的 ATAC-seq 信号基因荟萃图。 

（C） 在增强子区域（±3 kb）上的 ATAC-seq 信号基因荟萃图。 

①（A）在 pacSC 和 rST 中所有基因的转录起始位点附近（±3kb）上的平均 Poll II 信号。 
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（B） 在四个精子发生时期样本中找到的染色质可及性热图。 

（C） priSG-A 和 pacSC 间的差异可及性位点的功能富集。 

（D） pacSC 和 rST 间的差异可及性位点的功能富集。 

（E） 精子中平均精蛋白 1 ChIP-seq 信号在精子发生各时期中的TAD 边界及其附近（±0.5Mb）的。橘色

的线展示 SZ 中 TSS 附近的平均精蛋白 1 ChIP-seq 信号。 

（F） 精子中平均组蛋白 H3 ChIP-seq 信号在精子发生各时期中的TAD 边界及其附近（±0.5Mb）的。橘

色的线展示 SZ 中 TSS 附近的平均精蛋白 1 ChIP-seq 信号。 
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性区域的基因进行 GO 分析的结果显示，这些基因的功能集中于参与减数分裂

的关键事件，如减数分裂重组或联会（图2.6（C）。位于 pacSC 和 rST 差异可及

性区域的基因也多是减数分裂相关基因，但无法富集到减数分裂重组或联会事

件中（图2.6（D） 。这一结果可以用 pacSC 和 rST 各自处于的减数分裂阶段来

解释：pacSC 是第一次减数分裂前期的细胞，而 rST 形成于减数分裂完成后。这

一结果也提供了染色质可及性与起转录活性正向关联的例子。 

 

图 2.6 小鼠精子发生过程中的染色质可及性和精子中保留的组蛋白 

 

在哺乳动物精子发生过程中，组蛋白和精蛋白互换以形成高度聚缩的染色

体结构。其中在小鼠精子中的染色质上，仅保留了 1%-8% 的组蛋白。在先前的

核纤溶酶处理的精子中进行的 ChIP-seq 结果表明，这些保留的组蛋白主要位于

远端基因间区域。此前尚不清楚 TAD 边界是否与组蛋白的保留有关。我分析了

公共的精子样本中的精蛋白 1 和组蛋白 H3 ChIP-seq 数据，并考察了精子中 TAD 

边界附近的 ChIP-seq 平均信号，发现精蛋白 1 在基因转录起始位点有富集，但

这两种蛋白在 TAD 边界都没有富集（图2.6（E，F））。这些结果表明精子中的
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TAD 结构与精蛋白或组蛋白的组成无关。 

我们进一步研究了精子中保留的组蛋白是否在其可能形成的后代二倍体细

胞中发挥功能。在 171 个其外显子上有组蛋白的基因中，有 16 个基因有报道在 
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早期胚胎发育中表达（Theiler stage 1-5）（Table 2）。将来对这些保留的不同修饰

的组蛋白的分布和其可能在早期胚胎发育中的功能的研究可能提供更细致的结

果和假说。 

表 2.1 MGI-小鼠基因表达数据库（Smith et al., 2019）中检测到在 Theiler 

Stage 1-5 有表达的基因。 

MGI 基因 ID 基因符号 基因名 类型 染色体 基 因 位 置 - 

GRCm38 

cM 链 

 

MGI:87911 Acvr1 activin A receptor, type 1 PDG⃝1
 2 58446438- 33.05 - 

     58566828   

MGI:2448562 Adnp2 ADNP homeobox 2 PDG 18 80126311- 53.28 - 

     80151482   

MGI:2442590 Ankrd35 ankyrin repeat domain 35 PDG 3 96670131- 41.94 + 

     96691032   

MGI:108405 Apbb2 amyloid beta (A4) precursor PDG 5 66298703- 34.43 - 

  protein-binding, family B, mem-   66618784   

  ber 2      

MGI:108028 Atr ataxia telangiectasia and Rad3 PDG 9 95857597- 50.27 + 

  related   95951781   

MGI:1298392 Bscl2 Berardinelli-Seip congenital PDG 19 8837467-8848683 5.76 + 

  lipodystrophy 2 (seipin)      

MGI:88455 Col4a2 collagen, type IV, alpha 2 PDG 8 11312805- 5.62 + 

     11449287   

MGI:94865 Dbi diazepam binding inhibitor PDG 1 120113280- 52.65 - 

     120121078   

MGI:99892 Lama1 laminin, alpha 1 PDG 17 67697259- 38.8 + 

     67822647   

MGI:97275 Myod1 myogenic differentiation 1 PDG 7 46376474- 30.03 + 

     46379092   

MGI:2441856 Sf3b2 splicing factor 3b, subunit 2 PDG 19 5273932-5295455 4.29 - 

MGI:108078 Sfrp2 secreted frizzled-related protein PDG 3 83766321- 37.37 + 

  2   83774316   

MGI:103063 Stat1 signal transducer and activator of PDG 1 52119440- 26.81 + 
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  transcription 1   52161865   

MGI:98729 Tgfbr2 transforming growth factor, beta PDG 9 116087695- 68.39 - 

  receptor II   116175363   

MGI:1341872 Tjp2 tight junction protein 2 PDG 19 24094505- 19.17 - 

     24225030   

MGI:1926031 Zc3hav1 zinc finger CCCH type, antiviral PDG 6 38305286- 17.72 - 

  1   38354603   

⃝1 蛋白编码基因        

 

我们进一步验证了染色质可及性的差异与 pacSC 中 TADs 的消失之间可能的

分子水平的关联。在哺乳动物细胞中，CTCF 富集于 TAD 边界。一些研究中， 

缺失 CTCF 会导致 TADs 的丢失。因此我们考察了 CTCF 模序的可及性是否与

TAD 边界的形成有关。我们发现在 priSG-A 和 pacSC 中的 CTCF 模序上的可及性

是类似的，也即在没有显著的 TADs 的细胞中，CTCF 仍然可能结合其结合域。为

了验证此可能，徐倩岚和罗正誉对 pacSC 和 rST 样本做了 CTCF ChIP-seq 和

Rad21 ChIP-seq。结果显示在 priSG-A 的 TADs 边界位置上仍然结合了 CTCF 和

cohesin。这些结果表明，pacSC 中的TADs 的消失不是由于CTCF 或 cohesin 从染

色体上脱落，也就是说，CTCF 或 cohesin 的结合不足以维持 pacSC 中的 TADs。 
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2.2.5 减数分裂 DSB 位点在 priSG-A 中提前开放，piRNA 簇只在 

pacSC 中开放 

DSB（DNA 双链断裂）对于减数分裂中重组的发生是必须的。DSB 开始于

细线期，结束于双线期。我们利用 ATAC-seq 数据考察了已经报道的 DSB 热点区

域中点附近的染色体可及性。在 Hop2 敲除鼠的 DSB 阳性细胞中，减数分裂 DSB 

不被修复，因而减数分裂进程停滞在类粗线期。我首先利用这种细胞样本中的

Dmc1 ChIP-seq 数据得到减数分裂 DSB 热点区域中点。随后，我比较了priSG-A 

和 pacSC 中 DSB 热点区域中点附近的染色质可及性，发现其在这两种细胞中没

有显著差异（图2.7
①（D）。这一结果提示，DSB 热点区域的开放可能早于 DSB 

的发生，并且持续到 DSB 在 pacSC 中的修复完成。 

我们已经发现在 pacSC 中更多的 piRNA 簇位于活性的区室中，便进一步比

较了 priSG-A 和 pacSC 中可及的 piRNA 簇的数量。其结果是 pacSC 中有更多的

可及的 piRNA 簇（图2.7（E）。这一结果与 piRNA 簇位于的区室类别以及这类

piRNA 在 pacSC 中表达的事实一致。 

图 2.7 pacSC 中的染色体可及性区域的特征 

 

①（A）priSG-A 和 pacSC 中的染色体观测/预期的互作频率图（25kb bin）。纵向虚线标注 priSG-A 中的 

TAD 边界位置。pacSC 和 rST 中的标准化 ATAC-seq 覆盖度展示在下方。 
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（B）ATAC-seq 信号在 CTCF 模序区域（±3kb）上的热图。上方是 CTCF 模序区域上的平均 ATAC-seq 

信号图。 

（C） 在 priSG-A 中发现的TAD 边界附近（±0.5Mb）上的pacSC 和 rST 中的CTCF 和 Rad21 平均信号。 

（D） priSG-A 和 pacSC 中可及的 DSB 位点数量。 

（E） priSG-A 和 pacSC 中可及的 piRNA 簇数量。 
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本节结果指出了 DSB 和 piRNA 簇在哺乳动物精子发生过程中的功能受到

精密调控的一个方面。 

 

2.2.6 在精子中重组形成的染色质环参与早期胚胎发育 

我利用 cLoops 确定了精子发生各个时期的细胞中的染色质环以研究更高分

辨率的构象。我考察了染色质环的数量以及 priSG-A 的环端点附近各个时期细

胞中染色体互作的总强度，发现二者都与区室化强度和 TADs 的动态变化类似， 

在过程中也经历了重组：在 pacSC 和 rST 中环的数量和强度都很低，随后逐渐恢

复（图2.8
① (A-C)）。为了研究 SZ 中数量众多的染色质环的功能，我分析了已发 

表的小鼠睾丸中的组蛋白修饰和 RNA Pol II 结合的 ChIP-seq 数据，以此找到了

可能的增强子在基因组上的位置。与 SZ 中的环端点取交集后，发现共 1572 个基

因与 SZ 中的增强子通过染色质环互作（图2.8（D）。在这些基因中，只有少部

分（317，即 20%）在 priSG-A 中也被染色体环连接（图2.8 (E)）。这一结果提示，

尽管在 SZ 中恢复了较大尺度上的染色质三维构象（如区室和TADs），在更小尺

度上，重新建立的染色质环与 priSG-A 中的是不同的。 

①（A）精子发生过程各时期细胞中的观测/预期的 Hi-C 互作频率热图（5kb bin,13 号染色体，50-54Mb）。

黑色方框显示的是 priSG-A 中找到的染色质环的位置。 

（B） 在 priSG-A 中找到的环的端点附近（±50 kb）的观测/预期的 Hi-C 互作频率热图。 

（C） 精子发生过程中各时期细胞中的 APA 峰对左下的比值。 

（D） 精子发生过程中各时期细胞中的活性启动子-增强子环的数量。青色柱状图展示与这些环相连的基

因数量 

（E） 在 priSG-A 中由 1096 个基因的启动子位于环的端点。在 SZ 中有 1572 个这样的基因。这两组基因

的交集内有 317 个基因。 
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图 2.8 小鼠精子发生过程中的染色质环的重组 

 

为验证在 SZ 中形成了染色质环的基因可能在后续的早期胚胎发育过程中

具有转录活性的假说，我考察了这 1572 个基因被报道的表达情况，发现它们大

部分在胚胎中有表达（1174，即 75%），其中，有 26 个基因从 TS1 开始表达

并持续到 TS4，63 个基因从 TS2 到 TS4 持续表达（图2.9
①（A））。217 个基因

在早期的 TS（Theiler stages）1-5 中的胚胎细胞可检测到表达（图2.9（B））。 

（C） 。例
𝑡𝑚

如
2𝐾

𝐴

𝑛𝑘

𝑐𝑡𝑟3𝐺𝑡 

+

 /𝐴𝑐𝑡𝑟3𝐺𝑡 
 

，小鼠表现出胚胎发育停 

滞。𝐴𝑑𝑎𝑟 /𝐴𝑑𝑎𝑟 小鼠表现出胚胎红细胞生成异常和肝发育异常。这 217 个 

基因多参与到调节基因表达和细胞分裂的生物学过程中（图2.9（D）。 

①（A）在 SZ 中启动子位于环端点的 1572 个基因在早期胚胎发育各时期（Theiler Stage 1-5）中的表达

数量。 

（B） 在 SZ 中启动子位于环端点的 1572 个基因在早期胚胎发育各时期（Theiler Stage 1-5）中的表达情
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况。 

（C） 在 SZ 中其启动子位于环端点且在胚胎发育早期表达的 217 个基因的 GO 哺乳动物表型富集分析

的结果。 

（D） 在 SZ 中其启动子位于环端点且在胚胎发育早期表达的 217 个基因的 GO 生物学过程富集分析的

结果。 
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图 2.9 SZ 中建立的染色质环在早期胚胎发育中的潜在作用 

 

本节的结果提示 SZ 中重新组织的染色质环协助了胚胎发育过程中细胞分化

需要的基因的表达。 

 

2.3 实验结果与讨论 

已有研究表征了哺乳动物精子发生过程中 TADs 和染色质区室的动态变化。

在本研究中，我们结合 Hi-C，ATAC-seq，ChIP-seq，和 RNA-seq 数据，探索了

染色质构象的动态变化以及它们对转录调控的作用。本研究为已有的科学认知增

加了染色质环在此过程中与TADs 类似的动态变化、A/B 区室的转化与减数分裂

特异的 mRNAs 和 piRNAs 的表达有关。 
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为研究染色质构象参与转录调控的机制，本研究考察了染色质可及性、CTCF 

和黏粘蛋白在 TAD 边界上的结合，发现它们与粗线期时期 TAD 和 loop 的消失

无关。在单细胞高分辨率成像的染色质示踪下可观察到，TADs 边界通常形成于 
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CTCF 和黏粘蛋白结合位点附近。将黏粘蛋白从染色质上去除后，在单细胞内， 

仍然有类TAD 结构，但在群体细胞水平，观察不到 TADs 信号了。化学降解黏粘蛋

白后，单细胞中的 TADs 倾向于随机分布。这些结果提示黏粘蛋白虽然可能并非形

成 TADs 所必须的，但却是形成适合的 TAD 边界位置所必须的。而在原始精细胞

中，黏粘蛋白介导的转录可能有助于基因表达和 DSBs 的形成。而在本研究中，在

精子发生过程中的 pacSC 中，TADs 消失的同时，CTCF 和黏粘蛋白仍然结合在 

priSG-A 中的 TAD 边界位置，这一发现可能有几种原因。一方面，在减数分裂过

程中可能由别的分子调控TAD 结构。将来结合三维构象、免疫沉淀、染色质分离

和质谱等方法，设计更好的控制变量实验，可能找到这些未知分子。另一方面，在

更高的分辨率上，更小尺度的 microTADs 的形成是基因依赖的，并于染色质可及性

和转录活性相关。因此可能在 pacSC 中，利用更高分辨率的测序技术 (如 micro-

C)，可以检测到 microTADs 信号。 

已有研究发现较小尺度上的 A/B 区室的转换与精子发生过程中特定基因的

表达有关。本研究进一步发现在从 priSG-A 到 pacSC 发生的 A/B 区室转换与其

中基因表达变化的关系。我们还发现在 priSG-A 中位于 A 区室的 piRNA 簇的

区室状态更为稳定、在种群间也更为保守，而大量的在 priSG-A 中位于 B 区室

的 piRNA 簇到了 pacSC 中的状态就变为了 A 区室。这与这些 piRNAs 在 pacSC 

中活跃表达的情况一致。也即，本研究指出染色质区室化状态的转换可能影响

piRNAs 的活性。 

在染色质三维构象与其可及性的关系方面，本研究发现在 pacSC 中，染色质

可及性没有发生显著的变化，则染色质可及性可能与 pacSC 中 TADs 和环的消失

无关。另一方面，在pacSC 中的A 区室中富集有减数分裂 DSB 位点，而一些研

究提示染色质可及性可能与减数分裂 DSBs 相关，但在 pacSC 中，可及性区域与

减数分裂 DSBs 的重叠较少。本研究发现许多减数分裂 DSB 位点都位于开放区

域内，并且在 priSG-A 中就已提前开放。 

根据已有的结果，减数分裂和有丝分裂过程中的染色质构象变化存在的异

同大致有如下几点: 从 P(s) 曲线图来看，总体上，它们分裂间期的构象是类似的。

减数分裂过程中染色体能观察到 A/B 区室的存在，但在有丝分裂中已没有区室

的存在。比较减数分裂和有丝分裂过程中的因此可能发现区室化调控因子。在

TADs 层面，有丝分裂和减数分裂中 TADs 的维持机制可能有所不同，因为有丝

分裂染色质中TADs 和 CTCF 结合的消失是同步的。另外，减数分裂中转录活动

仍在进行，而有丝分裂中转录活动停止。转录活动的差异与三维构象的差异可能有

某个方向的调控关系。 
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总之，本研究发现了小鼠精子发生过程中区室化强度、TADs 的动态变化；揭

示了染色质三维构象、CTCF 或黏粘蛋白结合的功能关系；显示了 A/B 区室转化 
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𝑃 (𝑠) 

𝑃 (𝑠) 

在减数分裂基因表达调控中的功能以及 SZ 中染色质环对随后胚胎发育的潜在功

能。 

 

2.4 实验材料与方法 

2.4.1 实验数据 

本研究使用的数据存放于 NCBI 基因表达文库中，序列号为 GSE147536。 

 

2.4.2 实验方法 

1. Hi-C: 序列比对 

将 Hi-C 文库测序得到的双端.fastq 文件用 HiC-Pro (v2.8.1) 进行

比对。用 cooler (v0.8.6.post0) 生成各分辨率矩阵并进行矩阵平衡。具

体步骤有： 

1. 利用 bowtie2 (v2.2.5) 将双端序列比对到 Mus musculus mm10 参考

基因组上。 

2. 去掉含有 Mboi 连接位点但未比对上的序列的末端部分序列，再次比对到 

mm10 基因组上。 

3. 合并两次比对结果，去掉其中的 PCR 重复和光学重复序列并将剩下的序列

与 Mboi 限制酶切片段对应起来。 

4. 将来自同一酶切片段的双端序列筛去，得到有效互作对。

经过这四个步骤，能得到表 (Table S1) 中描述的测序数据。 

将生物学重复合并起来，并从每组样本的可靠互作对中随机抽取了等量的

序列（172252595），再用这些序列对在 100kb, 50kb, 25kb 和 5kb 尺度上分别建

立 Hi-C 互作矩阵。得到的各分辨率矩阵进一步进行迭代校正。随后将矩阵转换

为.hic 格式，以应用 juicebox 进行可视化。 

2. Hi-C: 互作频率曲线 

在 100kb 分辨率下对校正后的互作矩阵根据（）方法计算互作频率曲线 。

首先，互作的距离被分成对数区间，并计算在相应距离区间内的互作次数。用互

作次数该距离上所有可能的互作数即得到 。 
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3. Hi-C: A/B 区室、TADs 和染色质环 

（1） A/B 区室 

在 50kb 分辨率下的 Hi-C 矩阵的区室数据由 cooltools ①的脚本 

eigdecomp.py 计算得到。步骤如下： 

1. 计算染色体内的 o/e 互作矩阵。在 500kb 分辨率下计算期望矩阵，也即平 

①https://github.com/mirnylab/cooltools 

https://github.com/mirnylab/cooltools
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均在此分辨率下各个互作距离间的，随着距离线性增长的区域范围内的互

作频率，则为该距离 d 间的期望互作频率。 

2. 计算 o/e 矩阵的 Pearson 相关矩阵，再对相关矩阵进行 PCA(主成分分析)。 

3. 利用第一主成分的特征值来区分 A/B 区室。 

按照惯例，根据染色质活跃状态来确定 A(活性、真染色质区室) 和 B(一直、异染

色质区室)。利用 cooltools 进行区室的鞍形分析。具体步骤有： 

1. 对每个 o/e 互作矩阵，重排矩阵的行和列以得到使各列的特征值按递增的

方式排列。 

2. 将得到的每个矩阵粗粒化为 30 x 30 的矩阵，并合并所有矩阵。 

3. 对得到的矩阵以热图形式可视化便得到区室图（鞍形图）。

区室化强度的计算过程如下：① 

𝐼𝐴𝐴 + 𝐼𝐵𝐵 − 2𝐼𝐴𝐵 (2.1) 

其中 strong A 区域定义为有最高 25% 的 PCA1(第一特征值) 的区域，strong 

B 区域定义为具有最低 25% PCA1 值的区域。 

（2） TADs 位置的确定 

采用 IS（绝缘值）方形分析确定 TADs 的位置。具体步骤如下： 

1. 沿着 25kb 分辨率的矩阵的每条染色体对角线分别计算每隔 100kb, 1000kb 

和 50kb 步长位置附近 125kb 内的互作平均值。 

2. 对位置求导得到 delta 向量，保留边界强度大于 0.25 的边界。 

3. 将所有priSG-A 中的TADs 及其附近区域（±0.5 TAD 长度）上的 IS 平均起

来对位置作图。 

4. 将各个时期细胞在 priSG-A 中的 TAD 边界位置附近的互作频率平均起来， 

以考察各个时期细胞相对 priSG-A 中的 TAD 位置和强度的变化。 

（3） 染色质环的确定 

应用 cLoops，以参数-w -j -s -m 3 来确定染色质环。参考（）进行

APA（峰集合分析），具体过程如下：对所有 loop 及其附近 50kb x 50kb 区域的 

KR 标准化后的互作频率求和并以热图形式呈现。通过将区域中心的值除以左下

角位置（25kb x 25kb）的平均值，得到 APA 值。 
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𝐼 

下载活性启动子（H3K4me3 或 Pol II 标记区域）和增强子（H3K4me1 或

H3K27ac 标记区域）的数据，并用它们的位置来注释每个时期细胞中的染色质环

端点。随后将有增强子-启动子环连接的基因在 MGI-小鼠表达数据库中查询， 

并筛选其中在 Theiler Stage 1-5 期间可检测到表达的基因。 

①  
𝐴𝐴：strong A-strong A interactions 

𝐵𝐵：strong B-strong B interactions 

𝐴𝐵：strong A-strong B interactions 
𝐼 
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4. ATAC-seq 数据分析 

用 snap-aligner (v1.0) 将 ATAC-seq 序列比对到mm10 参考基因组

上。用 samtools 对比对得到的文件进行排序、生成索引以及去除重复序列。

以默认参数对这些比对文件允许 MACS2 (v2.1.0) 找到 ATAC-seq 峰的位置。

对各个时期样本中在峰位置测到的序列数（RPKM 标准化）计算 Pearson 相关系

数。利用 bedtools 对找到的峰计数，利用 R 中的 quantile norm 函数

对其标准化。然后利用 DESeq2 找到差异可及性区域。利用 GREAT 对这些差

异可及性区域做功能富集分析。利用 HOMER 中的 findMotif 函数对这些差

异可及性区域做模序富集分析。通过已公开的 DMC1 ChIP-seq 数据得到减数分裂 

DNA 双链断裂位点数据。在 piRNA 簇数据库中获取 14.5dpp 小鼠中的piRNA 簇

位点。在 ucsc genome browser
①中下载 phastCons 值。 

5. ChIP-seq 数据分析 

对 Poll II S2P , CTCF, Rad21, protamine 1 (从 GSM2088400 和 GSM2401441 中

获取)，histone H3 (从 DRA006537 中获取) ChIP-seq 测序数据，首先用 NGmerge 

(v0.3) 去除它们的接头序列，然后用 BBMap (v37.62) 中的 BBDuk 去除

右端质量低的序列。利用 bowtie2 (v2.2.6) 将序列比对到 mm10 参考基

因组上，然后用 samblaster (v0.1.24) 去除重复序列。 

用 sambamba (v0.7.0) 在 Pol II S2P ChIP-seq  和 Rad21  ChIP-seq  

的比对序列中分别抽取  21445601 条， 并采用参数 -normalizeUsing 

RPKM --operation ratio --binSize 30 --smoothLength 

300 --scaleFactorsMethod None -- extendReads 200， 运 行

Compare (v3.3.0)，对这些同样数量的序列相比各自的 Input 比对数据的

多少进行比较。 

对 protamine 1 和 histone H3 ChIP-seq 数据，利用 sambamba (v0.7.0) 

比对，并采用参数 -normalizeUsing RPKM --operation subtract 

--binSize 30 --smoothLength 300 --scaleFactorsMethod 

None -- extendReads 200，运行 Compare (v3.3.0)，对这些同样

数量的序列相比各自的 Input 比对数据的多少进行比较。 

mESC 样本的 CTCF 和 Rad21 ChIP-seq 数据来自于 GSE102997。 

用默认参数运行 MACS2 (v2.1.0) 以找到 CTCF ChIP-seq 的峰。用

deepTools (v3.3.0) 中的 computeMatrix 和 plotProfile 函数
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计算 TAD 边界附近的 CTCF 信号的平均值。用 pyGenomeTracks 完成这部

分的所有作图。 

①http://hgdownload.cse.ucsc.edu/goldenPath/mm10/phastCons60way/mm10.60way.phastCons.bw 

http://hgdownload.cse.ucsc.edu/goldenPath/mm10/phastCons60way/mm10.60way.phastCons.bw
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6. RNA-seq 数据分析 

本研究用到的 RNA-seq 数据来自于（）。用 fastQC 对双端测序文件进行质

量控制。用 hisat2 将质控后的序列比对到mm10 参考基因组上。用 samtools 去除

重复或比对到多个位点的序列。用 stringtie 注释并对比对的序列计数。用 R 中的

DESeq2 包找到差异表达基因。用 enrichR 对基因集合作基因本体分析。 
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第 3 章 小鼠胚胎干细胞中的拓扑结合域的分类研究 

3.1 背景 

在真核生物中，基因组构象对以 DNA 为模板的过程（例如转录和 DNA 修

复）具有广泛的影响。但是，当前基因组构象分析较为粗略，无法与精细的转录

调控对应。在染色质不同尺度的构象中，TAD 的基因组大小与增强子-启动子互

作之间的典型基因组距离是可比的，因此许多研究关注于 TAD 的结构与功能。

关于TAD 的热点问题有各种细胞类型的动态折叠特性，以及关于 TAD 作为 

功能增强剂调节基因的功能性中介物的必要性。具体而言，一些遗传扰动研究结

果支持了一种TAD 参与转录调控的模型。在该模型中，TAD 创建了隔离的邻域， 

为增强子划分出了搜索靶基因的空间。另一方面，一些研究不支持该功能模型。

例如，快速降解 cohesin 的亚基或 CTCF 耗竭对基因表达的影响不大。在发育研

究中，一些研究者在 Sonic Hedgehog（Shh）基因座处发现了与小鼠肢体发育相关

的 TAD 结构。但是，已经发现，缺失该结构附近的 CTCF 位点或围绕 Shh 调节

性ZRS 的边界的 35kb 区域对 Shh 表达的影响较小，并且没有导致明显的发育缺陷。 

TAD 的功能差异可能来自其不同的内部结构。尽管TAD 边界在不同细胞类

型之间变化不大，但利用新的技术，可获得超高分辨率染色质互作图，从这些图上

能观察到在不同细胞类型间有动态变换的 sub-TAD（亚兆碱基级拓扑结合域）。

TAD 的差异也可能源于它们的形成机制。染色质首先以位于同一条染色体上的基

因组序列在物理上彼此靠近的方式组织成染色质环。在计算建模和蛋白缺失实验

的支持下，TAD 可能由多个动态环的挤出过程建立。目前认为这样的环挤出过程

可能地由 CTCF 结合位点限制也可能由转录机器的活动限制。 

利用导致TAD 功能差异的这些潜在原因构造输入变量，我们将TAD 分为 7 

种类型，并评估它们在细胞类型间的动态性，表达活性和参与干细胞分化的情

况。 

 

3.2 研究成果 

3.2.1 对 TADs 和 TAD 边界的初步分类 

收集了对E14TG.2a 细胞系测得的 Hi-C、ChIP-seq 和 RNA-seq 数据并进行初
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步处理后，我检验了数据集比对到基因组上的结果间的重复性（图3.1
①（A-C）。 

 

①（A）研究中所用的各组 Hi-C 数据在基因组上的覆盖度的 Pearson 相关系数热图。 

（B） 研究中所用的各组 ChIP-seq 数据在基因组上的覆盖度的 Pearson 相关系数热图。 
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为得到 mESC 中 TAD 边界的可靠位置，我从高重复性的三组 Hi-C 的原始数据

集中得到 TAD 边界，并保留其中在至少两组数据集中都出现，且在 blacklist 区

域或 Y 染色体外的 TAD 边界（图3.1（D，E）。 

本研究中的分类分析用到了从高重复的数据集中计算得到的 12 个变量。其

中，TAD 边界上的表达水平、TAD 的大小都是单峰分布的，而 TAD 内部的平均

第一特征值的分布是双峰的（图3.2)。为避免对样本间距离的计算以及随后的分

类结果过于倾向于依赖TAD 内部的平均第一特征值的大小，我将每个 TAD 的两

个边界上基因的平均表达水平、TAD 的大小和TAD 内互作矩阵的第一特征值标

准化到同样的总值。这三个变量之间线性相关性很低（图3.1（F）。对这三个变

量进行聚类分析，可将 2117 个 TADs 分为三类（SA 类、A 类和 S 类）（图3.3
① 

（A,C）。根据输入的分类信号，S 类 TADs 大多位于 B 区室；S 类 TADs 主要位

于 A 区室，并且其边界上的表达量很高；而A 区室虽然也主要位于A 区室，但

其边界上的表达量没有那么高。 

ChIP-seq 的信号有较高的共线性、不能被认为是完全的独立变量。从这些

ChIP-seq 信号中利用隐马尔可夫模型可以推断出染色质状态（图3.3（B）。对边

界上的染色质状态进行聚类，可将 TAD 边界分为两类（图3.3（D） 。其中 I 类

边界（其染色质状态多为活性状态）上有更多的 SINE 序列（图3.3（E）。I 类边

界上也有更多的顺式调控元件（图3.3（F-I）。 

 

（C） 研究中所用的各组 RNA-seq 数据在基因组上的覆盖度的 Pearson 相关系数热图。 

（D） 利用三组数据分别找出的 TAD 边界及其与不能被良好测量的区域及 Y 染色体的交集内元素的数

量。 

（E） 利用三组数据分别找出的常染色体上位于可被良好测量的 TAD 边界的交集。 

（F） 对 TAD 计算的 12 种变量的相关性热图。 

①（A）将TADs 根据边界上基因的的平均表达水平、TAD 大小和TAD 内的平均第一特征值聚集聚类为

三类。 

（B） 根据 ChIP-seq 信号推断染色质的 12 种状态。 

（C） 对 1 号染色体 156M-166M 的可视化展示三类 TADs。 

（D） 将 TAD 边界按其染色质状态的分布聚集聚类为两类。 

（E） 两类边界上分别的重复序列的数量。 

（F） 两类边界上 CTCF 结合位点数量的分布。 

（G-I）两类边界上远程类增强子特征、近程类增强子特征和类启动子特征数量的分布。 
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图 3.1 TADs 位置的确定以及与 TADs 有关的变量 
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first eigenvalue 

 

 

图 3.2 TAD 边界上的表达水平、TAD 的大小和 TAD 内部的互作矩阵的平均第一特征值的

分布。 

A B 

C expression on boundaries TAD size 



第 3 章 小鼠胚胎干细胞中的拓扑结合域的分类研究 
 

 

 

 

 

 

 



第 3 章 小鼠胚胎干细胞中的拓扑结合域的分类研究 
 

 

32 

图 3.3 对 TADs 和 TAD 边界的分别聚类分析 
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3.2.2 结合对 TADs 和 TAD 边界的初步分类将 TADs 分为七类 

A 类和 S 类 TADs 可根据它们边界的类型分别分为三类。这样，TADs 就被

分为了七类。为验证这样的分类是否有生物学意义，我考察了这七类 TADs 的生物

学特征的分布并检验不同类别间是否存在显著性差异。在表达活性方面，SA 类 

TADs 中的基因的表达水平最高。S 类 TADs 中的基因比 A 类 TADs 中的基因的

表达水平低。在A 类和S 类 TADs 中，两个边界都是I 类边界的TADs 中的基因

表达水平更高（图3.4
①（A）, 图3.5

②（A）。SA 类和 A 类 TADs 各自的两个边界

互作更频繁。A 类 TADs 中两个属于不同类别边界相互之间的互作最强，但S 类

TADs 没有这种趋势(图3.4（B）, 图3.5（B）)。平均来看，两个边界的类型不同

的TADs 以及 SA 类 TADs 的边界强度较低（图3.4（C）, 图3.5（C）。类别间

TADs 之间的互作方面，SA 类 TADs 与 SA 类 TADs 之间的互作更频繁，而互作最

不频繁的是 S 型 TADs 之间（图3.4（D），图3.5（D） 。这些结果显示 SA、 A 

和 S 类 TADs 在它们的结构特征上可以区分，但更细节的亚类在 TAD 内的表达

水平上具有更高的区分度。 

①（A）七类 TADs 中基因的平均表达水平。 

（B）TADs 的两个边界间的互作频率。 

（C）TADs 的边界强度。 

（D）同类别的 TADs 的平均互作频率。 

②（A）七类 TADs 中基因的平均表达水平之间的 Mann-Whitney rank test 的 p 值。 

（B）TADs 的两个边界间的互作频率之间的 Mann-Whitney rank test 的 p 值。 

（C）TADs 的边界强度之间的 Mann-Whitney rank test 的 p 值。 

（D）同类别的 TADs 的平均互作频率之间的 Mann-Whitney rank test 的 p 值。 
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图 3.4 七类 TADs 的特点 
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图 3.5 七类 TADs 的特点的同分布假设检验 

 

 

3.2.3 七类 TADs 各自在胚胎干细胞分化过程中的表现 

为进一步研究这一分类对基因组功能的提示，在基因本体 terms 中选取了

“干细胞分化”和“干细胞增值”中的基因集并研究它们的分布。参与干细胞分

化的基因（n=173）更多地位于 A11（具有两个 1 类边界的 A 类 TADs）和 S22 

类 TADs（具有两个 2 类边界的S 类 TADs）中（图3.6
①（A），而参与干细胞增值

的基因 (n=29) 更多地分布于 A22 类 TADs（具有两个 2 类边界的 A 类 TADs） 中

（图3.6（B）。 

为研究 mESC 中各类别 TADs 在 mESC 分化为 NPC（神经前体细胞）后的

稳定性以及细胞类型变化性，我构造了作为基因组不同划分的 TADs 集合之间的

Jaccard 指数。mESC 种某 TAD 的 Jaccard 指数越高，该 TAD 在另一细胞类型中

越能找到位置与其一致的 TAD。该指数的分布提示，SA 类的 TADs 在不同细胞 

 

①（A）干细胞分化相关的基因在不同 TADs 上的分布。 

（B）干细胞增殖相关的基因在不同 TADs 上的分布。 
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图 3.6 干细胞增殖与分化相关的基因在不同 TADs 上的分布 

 

类型间都更加稳定，具有两个不一样类别的边界的 S 类 TAD 也比较稳定; 在细

胞类型间不稳定的 TADs 类别，相比配子及 PN3（原核合子），与 mESC 分化的 

NPC 中的TADs 更为相似（图3.7）。与 NPC 中的TADs 最不相似的是 A11 和 S22

类，除了最稳定的 SA 类 TADs，与 NPC 最相似的是 A22 类 TADs。将来对这些

类别的 TADs 的深入研究可能提示我们关于干细胞定向分化为神经前体细胞的

分子机制。 
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图 3.7 SA 类 TADs 在细胞间更稳定 

 

比较不同类别的 TADs 在五种细胞类型间的成对相似性。 
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3.3 实验结果与讨论 

在真核生物的染色质高级结构中，TADs 的尺度与增强子作用的范围比较一

致，被认为可能帮助增强子发挥界限明确的功能。但是，TADs 的数量众多，例

如在小鼠细胞内就有超过两千个 TADs。已有的研究表明，有的 TADs 对特定的

生物学过程是必需的，有的却显得无关紧要。因此，对TADs 的分类和注释可能

补充我们对 TADs 在结构与基因组信息传递中作用的认识。 

在本研究中，我计算了 mESC 样本的 Hi-C 互作频率、组蛋白修饰和转录因

子结合信号以及RNA-seq 信号，并以此分别对 TADs 和 TAD 边界进行聚类分析。

这一工作成功将 TADs 分为了七类，并且发现了 SA 类的 TADs 在细胞间最为稳

定，mESC 中的 TADs 在与其分化的 NPC 中的 TADs 更为类似的同时，S22 类

TADs 与 NPC 中的最为不同，可能与干细胞定向分化有关。这七类 TADs 内的基因

有较明显的表达趋势，在 SA 类中最为活性，位于S 类 TADs 中的基因最为沉默。

在功能方面，发现 A11 和 S22 类 TADs 可能与干细胞分化有关，而 A22 中的基

因可能参与干细胞增殖。 

将来还可以在本研究的基础上，选取方便获取的变量，继续建立可解释的

或可用于预测的有监督模型，用以考察其他细胞系中的 TADs 类别。根据预测的

TADs 类别，缩小与想要研究的生物学过程相关的 TADs 数量，对相应的 TADs 

进行实验研究，以验证并准确定位具有表达调控功能的 TADs。 

 

3.4 实验材料与方法 

3.4.1 实验材料 

本研究所用数据均来源与公共数据库。数据来源如表 3.1-3.3。 

表 3.1 Hi-C 数据集 

 

ExperimentSet Organism Biosource Type Experiment Type Assay Details 

4DNES87HWQAX M.musculus 129 E14TG2a.4 Dilution Hi-C Enzyme: HindIII 

GSE96107 M.musculus 129 E14TG2a.4 in-situ Hi-C Enzyme: DpnII 

GSE82144 M.musculus 129 E14TG2a.4 in-situ Hi-C Enzyme: MboI 

GSE116856 M.musculus sperm in-situ Hi-C Enzyme: DpnII 
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GSE82185 M.musculus MII oocyte and in-situ Hi-C Enzyme: MboI 

  embryo   

4DNESJ9SIAV5 M.musculus mouse neural pro- in-situ Hi-C Enzyme: DpnII 

  genitors cells   
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表 3.2 ChIP-seq 数据集 

 

ExperimentSet Organism Biosource Type Experiment Type Target 

GSE136488 M.musculus 129 E14TG2a.4 TF ChIP-seq CTCF 

GSE136489 M.musculus 129 E14TG2a.4 TF ChIP-seq POU5F1 

GSE136517 M.musculus 129 E14TG2a.4 TF ChIP-seq NANOG 

GSE136479 M.musculus 129 E14TG2a.4 Histone ChIP-seq H3K4me3 

ENCSR059MBO M.musculus 129 E14TG2a.4 Histone ChIP-seq H3K27me3 

ENCSR253QPK M.musculus 129 E14TG2a.4 Histone ChIP-seq H3K36me3 

GSE136526 M.musculus 129 E14TG2a.4 Histone ChIP-seq H3K9me3 

GSE136454 M.musculus 129 E14TG2a.4 Histone ChIP-seq H3K4me1 

GSE136485 M.musculus 129 E14TG2a.4 Control ChIP-seq input 

表 3.3 RNA-seq 数据集 

 

ExperimentSet Organism Biosource Type Experiment Type Assay Details 

 

4DNESX6IF3FC M.musculus 129 E14TG2a.4 RNA-seq None 

3.4.2 Hi-C 数据分析 

将 Hi-C 文库测序得到的双端.fastq 文件用 HiC-Pro (v 2.8.1) 进

行比对。用 cooler(v 0.8.6.post0) 生成各分辨率矩阵并进行矩阵平衡。

具体步骤有： 

1. 利用 bowtie2 (v 2.2.5) 将双端序列比对到 Mus musculus(mm10) 参

考基因组上。 

2. 去掉含有 MboI 连接位点但未比对上的序列的末端部分序列，再次比对到 

mm10 基因组上。 

3. 合并两次比对结果，去掉其中的 PCR 重复和光学重复序列并将剩下的序列
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与 MboI 限制酶切片段对应起来。 

4. 将来自同一酶切片段的双端序列筛去，得到有效互作对。经过这四个步骤， 

能能到本研究所用的染色质互作数据。 

合并各批生物学重复，再用这些序列对在 100kb, 50kb, 25kb 和 5kb 尺度上分

别建立 Hi-C 互作矩阵。得到的各分辨率矩阵进一步进行迭代校正。随后将矩阵

转换为.hic 格式，以应用 juicebox 进行可视化。 

采用 IS（绝缘值）方形分析确定 TADs 的位置。具体步骤如下：沿着 25kb 

分辨率的矩阵的每条染色体对角线分别计算每隔 100kb, 1000kb 和 50kb 步长位

置附近 125kb 内的互作平均值，并对位置求导得到 delta 向量。delta 向量为 0 且

该处的差分为正的位置为局部最小值，即为可能的边界位置。其中边界强度大于 

0.25 的边界，同时至少在 2/3 组数据集中出现边界被认为是可靠边界。 
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3.4.3 ChIP-seq 数据分析 

用 bbduk 对去除下机.fastq 文件中的低质量数据（trimq=10 

maq=10 minlen=20）。用 bowtie2(v 2.3.5.1) 将 ChIP-seq 序列比对

到 mm10 参考基因组上。用 sambamba,samtools(v 1.7) 和 bedtools 

对比对得到的文件进行排序、生成索引以及去除重复序列。 

用 ChromHMM 的 BinarizeBam 将处理过后的.bam 以每 200bp 为一个

bin 进行二元化。对得到的二元信号通过 LearnModel 学习马尔可夫模型，推

断出染色质的 12 种隐状态，并根据隐状态产生可观测的表观信号对状态进行生

物学注释。 

 

3.4.4 Hi-C, ChIP-seq 和 RNA-seq 数据的重复性 

对 Hi-C 和 RNA-seq 的比对文件，用 bamCoverage 计算覆盖度并采

用 RPKM 标准化。对 ChIP-seq 数据， 用 macs2 predictd 预测片段长

度， 并在计算覆盖度时延长所有序列到该长度。对每种测序方法得到的覆

盖度文件用 multiBigwigSummary bins 总结到一个文件中， 并用

plotCorrelation 可视化为相关性热图。 

 

3.4.5 计算与 TAD 相关的变量 

对于TAD 边界上的转录因子和组蛋白修饰信号，平均 TAD 的两个边界上的

ChIP-seq RPKM 值。对于边界上的转录水平，平均 TAD 两个边界上的 RNA-seq 

FPKM 值。边界强度由 TAD 内最大的 IS 值与边界的 IS 值的差得到。边界间的

互作频率直接从互作矩阵中提取得到。计算互作矩阵的最大特征值，过程如下： 

1. 计算染色体内的 o/e 互作矩阵。在 500kb 分辨率下计算期望矩阵，也即平

均在此分辨率下各个互作距离间的，随着距离线性增长的区域范围内的互

作频率，则为该距离 d 间的期望互作频率。 

2. 计算 o/e 矩阵的 Pearson 相关矩阵，再对相关矩阵进行 PCA（主成分分析） 

得到最大特征值向量。 

TAD 的大小由坐标之差得到。同一类别内的TAD 之间的平均互作频率在互作矩

阵中提取相应数据得到。 

下载ENCODE 项目中注册的cCREs（候选顺式作用元件）并用以注释TAD 
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边界。从 EBI 数据库中获取重复序列在基因组上的位置，计算它们与不同边界的

交集数量分析边界上的重复序列情况。下载 AmiGO 2 中的 stem cell differentiation 

的 GO 生物学过程项中的基因和 stem cell division 的 GO 生物学过程项中的基因

并注释其在不同类别 TAD 中的分布。 



第 3 章 小鼠胚胎干细胞中的拓扑结合域的分类研究 

45 

 

 

𝑏 

𝑎 

|𝐴𝑖 ∩ 𝐵𝑖| 

3.4.6 聚类分析 

将输入矩阵正则化后采用聚集聚类，递归地合并增加类间联系程度距离最

少的类别，最终选择最大化 silhouette 系数①的类别数量得到聚类结果。其中 为

类别内的平均距离， 为样本和不包含该样本的最近类别中样本的平均距离。对

于边界上的染色质状态矩阵，采用 Otsuka-Ochiai 系数②作为相似度度量进行聚

集聚类。 

 

3.4.7 评估两组 TAD 集合的一致性 

应用 Jaccard 指数比较两组 TAD 集合 

Jaccard(𝐴𝑖, 𝐵𝑖) =  
|𝐴𝑖 ∪ 𝐵𝑖| 

(3.1) 

。且 𝐴𝑖 对 𝐵 划分的 Jaccard 指数定义为 𝐵 中与最优匹配的 Jaccard 指数： 

Jaccard(𝐴𝑖, 𝐵) = 1m
⩽𝑗

a
⩽
x
𝑙 
Jaccard(𝐴𝑖, 𝐵𝑗) (3.2) 
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max {𝑎,𝑏}
|𝐴∩𝐵| 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
①样本的 Silhouette 系数定义为 𝑆 =

 𝑏−𝑎
 

②样本的 Otsuka-Ochiai 系数定义为 𝐾 = |√|𝐴|×|𝐵| 
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图 A.1 Hi-C 数据的重复度 

 

对小鼠精子发生各阶段的技术重复样本的 P(s) 分析。 
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