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基于ＣｈＩＰｓｅｑ技术的肺癌细胞ＤＮＡ碱基损伤热点全基因组分析
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　　［摘要］　目的　建立可用于在全基因组水平分析 ＤＮＡ碱基损伤位点分布的方法，利用该方法分
析非小细胞肺癌Ａ５４９细胞株中ＤＮＡ碱基损伤热点区域的分布规律。方法　利用染色质免疫沉淀偶
联测序（ｃｈｒｏｍａｔｉｎｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＣｈＩＰｓｅｑ）技术对Ａ５４９细胞中与脱嘌呤／脱嘧啶核酸
内切酶１（ａｐｕｒｉｎｉｃ／ａｐｙｒｉｍｉｄｉｎｉｃｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ１，ＡＰＥ１）和８氧鸟嘌呤 ＤＮＡ糖化酶１（８ｏｘｏｇｕａｎｉｎｅＤＮＡ
ｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅ１，ＯＧＧ１）蛋白特异结合ＤＮＡ片段进行序列鉴定，通过生物信息学的方法分析全基因组ＤＮＡ
碱基损伤热点分布规律。结果　ＡＰＥ１和ＯＧＧ１结合峰主要分布在基因启动子区，比例分别为４１．７０％和
４９．２６％，ＡＰＥ１和 ＯＧＧ１结合峰于 ＴＳＳ上游 ２０００ｂｐ区域内分别占比 ３８．８０％和 ３９．８０％，ＡＰＥ１与
ＯＧＧ１结合峰具有显著相关性（ｒ＝０．６３６３，Ｐ＜０．０１）。ＡＰＥ１和ＯＧＧ１共同结合峰相关基因数有２５０３８个，
其中与肿瘤发生直接相关的有６４１个。结论　建立在全基因组水平分析 ＤＮＡ碱基损伤位点分布的方
法；在非小细胞肺癌细胞中，ＤＮＡ碱基损伤并非随机分布而主要分布于基因调控功能区，碱基损伤修复
蛋白结合相关热点区域与肿瘤发生及肿瘤炎症微环境密切相关。

　　［关键词］　 染色质免疫沉淀偶联测序；非小细胞肺癌；ＤＮＡ碱基损伤；碱基切除修复
　　［中图法分类号］　Ｒ３９４３３；Ｒ３９４．３；Ｒ７３４．２ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家自然科学基金面上项目（８１８７１８９７）

［通信作者］　李梦侠，Ｅｍａｉｌ：ｍｅｎｇｘｉａ．ｌｉ＠ｏｕｔｌｏｏｋ．ｃｏｍ

１０００５４０４／Ｃｏｐｙｒｉｇｈｔ ２０２１，陆军军医大学（第三军医大学）。这篇开放获取文章遵循ＣＣＢＹ许可协议（　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　）

ＷｈｏｌｅｇｅｎｏｍｉｃｈｏｔｓｐｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＤＮＡｂａｓｅｄａｍａｇｅｉｎｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ
ｃｅｌｌｓｂａｓｅｄｏｎＣｈＩＰｓｅｑｔｅｃｈｎｉｑｕｅ
ＬＩＳｈｉｘｕｎ，ＣＨＥＮＧＹｉ，ＤＡＩＮａｎ，ＸＩＯＮＧＹａｎｌｉ，ＬＩＭｅｎｇｘｉａ　　ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｎｃｏｌｏｇｙ，ＤａｐｉｎｇＨｏｓｐｉｔａｌ，Ａｒｍｙ
ＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＴｈｉｒｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ），Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００４２，Ｃｈｉｎａ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｍｅｔｈｏｄｔｈａｔｃａｎｂｅｕｓｅｄｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＤＮＡ
ｂａｓｅｄａｍａｇｅｓｉｔｅｓａｔｔｈｅｇｅｎｏｍｅｗｉｄｅｌｅｖｅｌ，ａｎｄｕｓｅｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｏｆＤＮＡ
ｂａｓｅｄａｍａｇｅｈｏｔｓｐｏｔｓｉｎｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅＡ５４９．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｃｈｒｏｍａｔｉｎｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ（ＣｈＩＰｓｅｑ）ｗａｓｕｓｅｄｔｏｐｅｒｆｏｒｍｉｍｍｕｎｏａｆｆｉｎｉｔｙｓｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｓｐｅｃｉｆｉｃｂｉｎｄｉｎｇＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔｓｗｉｔｈ
ａｐｕｒｉｎｉｃ／ａｐｙｒｉｍｉｄｉｎｉｃｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ１（ＡＰＥ１）ａｎｄ８ｏｘｏｇｕａｎｉｎｅＤＮＡｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅ１（ＯＧＧ１）ｉｎＡ５４９ｃｅｌｌｓｆｏｒ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ａｎｄｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｃａｒｒｉｅｄｏｕｔｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｗｈｏｌｅｇｅｎｏｍｅＤＮＡｂａｓｅ
ｄａｍａｇｅｈｏｔｓｐｏｔｓｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｂｉｎｄｉｎｇｐｅａｋｓｏｆＡＰＥ１ａｎｄＯＧＧ１ｗｅｒｅｍａｉｎｌｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄｉｎｔｈｅ
ｇｅｎｅｐｒｏｍｏｔｅｒｒｅｇｉｏｎ，ｗｉｔｈｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓｏｆ４１．７０％ａｎｄ４９．２６％ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅｐｅａｋｓｏｆＡＰＥ１ａｎｄＯＧＧ１
ｌｏｃａｔｅｄｉｎｔｈｅ２０００ｂｐｒｅｇｉｏｎｕｐｓｔｒｅａｍｏｆＴＳＳ，ａｃｃｏｕｎｔｉｎｇｆｏｒ３８．８０％ ａｎｄ３９．８０％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅ
ｂｉｎｄｉｎｇｐｅａｋｓｏｆＡＰＥ１ａｎｄＯＧＧ１ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ（ｒ＝０．６３６３，Ｐ＜０．０１）．ＴｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＡＰＥ１
ａｎｄＯＧＧ１ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｇｅｎｅｓｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅｂｉｎｄｉｎｇｐｅａｋｗａｓ２５０３８，ａｍｏｎｇｗｈｉｃｈ６４１ｗｅｒｅｄｉｒｅｃｔｌｙａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｗｉｔｈｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ａｇｅｎｏｍｅｗｉｄｅａｎａｌｙｓｉｓｍｅｔｈｏｄｉｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆ
ＤＮＡｂａｓｅｄａｍａｇｅｓｉｔｅｓ．ＤＮＡｂａｓｅｄａｍａｇｅｉｓｎｏｔｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄｉｎｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ，ｂｕｔｍａｉｎｌｙ
ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄｉｎｇｅｎｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｒｅｇｉｏｎ．Ｈｏｔｓｐｏｔｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｂａｓｅｄａｍａｇｅｒｅｐａｉｒｐｒｏｔｅｉｎｂｉｎｄｉｎｇｍａｙｂｅｃｌｏｓｅｌｙ

５７５　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（７）

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/



ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｕｍｏｒｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｔｕｍｏｒｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｃｈｒｏｍａｔｉｎｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ；ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ；ＤＮＡｂａｓｅ

ｄａｍａｇｅ；ｂａｓｅｅｘｃｉｓｉｏｎｒｅｐａｉｒ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１８７１８９７）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＬＩＭｅｎｇｘｉａ，Ｅｍａｉｌ：ｍｅｎｇｘｉａ．ｌｉ＠

ｏｕｔｌｏｏｋ．ｃｏｍ

　　ＤＮＡ是人类遗传信息的主要载体，其中碱基是编
码遗传信息的核心单位。然而 ＤＮＡ时刻受到内外源
性致伤因子，如活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）、
氧化剂及紫外光照射等的攻击，而碱基是最常受到损

伤的部位。常见的碱基损伤，特别是氧化性和烷化性

碱基损伤就有数十种之多，例如其中最常见的８氧鸟
嘌呤（８ｏｘｏｇｕａｎｉｎｅ，８ｏｘｏＧ），在人类外周血淋巴细胞
中大约每１０６个鸟嘌呤中可以检测到 ２～３个 ８ｏｘｏ
Ｇ［１］。而在人体细胞中，由各种 ＤＮＡ碱基损伤脱落形
成的脱嘌呤脱嘧啶位点（ａｐｕｒｉｎｉｃａｐｙｒｉｍｉｄｉｎｉｃｓｉｔｅ／ＡＰ
位点）每天产生约１００００个，远超其他类型的 ＤＮＡ损
伤［２］。

　　ＤＮＡ碱基损伤及ＡＰ位点的修复主要由碱基切除
修复（ｂａｓｅｅｘｃｉｓｉｏｎｒｅｐａｉｒ，ＢＥＲ）完成［２］。ＢＥＲ一般由
识别ＤＮＡ碱基损伤的特异性糖基化酶，例如８氧鸟嘌
呤糖基化酶（８ｏｘｏｇｕａｎｉｎｅＤＮＡｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅ，ＯＧＧ１）起
始作用并形成 ＡＰ位点［３－５］，紧接着由共同通路的 ＡＰ
核 酸 内 切 酶 （ａｐｕｒｉｎｉｃ／ａｐｙｒｉｍｉｄｉｎｉｃｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ１，
ＡＰＥ１）募集下游修复酶对 ＡＰ位点进行修复，并通过
ＤＮＡ聚合酶β（ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｂｅｔａ，ＤＮＡｐｏｌβ）恢复
其正确的碱基配对。ＢＥＲ对常规的 Ｂ型构象 ＤＮＡ双
链上的碱基损伤和 ＡＰ位点具有极高的修复活性，然
而，我们和其他团队的前期研究发现：ＢＥＲ的核心限
速酶ＡＰＥ１对多种非 Ｂ型构象 ＤＮＡ上的 ＡＰ位点修
复活性具有显著差异［６］。因此，我们推测这种修复活

性的差异会导致基因组里存在碱基损伤修复相对较弱

的区域，导致ＡＰ位点在区域内聚集形成“热点区域”。
多项前期研究发现８ｏｘｏＧ在人类基因组中同样呈现
非随机分布的形式，具有一定个体差异然而又相对保

守，提示 ＤＮＡ损伤聚集具有倾向性，被称为基因组的
“疤痕”［１，７

－８］。

　　基因组“疤痕”现象的生物学意义直到最近才逐
渐被理解，最新研究表明ＤＮＡ氧化性碱基损伤可能是
一种新的表观遗传学标志物。例如，８ｏｘｏＧ位置不
同，其对基因表达的影响具有截然不同的作用，其中位

于基因编码链上的 ８ｏｘｏＧ可导致基因转录终止［９］，

但如果位于基因上游启动子或者５′ＵＴＲ区域，则很有
可能促进下游基因的表达。因此，ＤＮＡ碱基损伤可能

代表重要的表观遗传学机制，但目前还缺乏对这些碱

基损伤热点区域的全基因组全景描绘，更无法知晓其

分布规律及序列特征。本研究应用染色质免疫沉淀技

术（ｃｈｒｏｍａｔｉｎｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ，ＣｈＩＰ）［１０］，建立可精
确描述全基因组水平 ＢＥＲ蛋白稳态结合的目的 ＤＮＡ
片段，通过分析ＡＰＥ１和ＯＧＧ１结合位点序列特征，初
探ＤＮＡ碱基损伤富集规律，为进一步阐明 ＤＮＡ碱基
损伤的表观遗传学分子机制奠定基础。

１　材料与方法

１．１　细胞来源和培养
　　非小细胞肺癌Ａ５４９细胞株来源于本科实验室保
种细胞（经ＳＴＲ细胞鉴定）。细胞在 ＤＭＥＭ培养基于
５％ＣＯ２的３７℃孵箱中培养。
１．２　主要试剂及仪器
　　包括：染色质免疫沉淀偶联测序（ＣｈＩＰｓｅｑ）试剂
盒（＃５６３８３，ＣＳＴ，美国），ＡＰＥ１抗体（ａｂ１９４，ａｂｃａｍ，
美国），ＯＧＧ１抗体（ＮＢ１００１０６，ＮｏｖｕｓＢｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ，美
国），１６％甲醛（ＭｅｔｈａｎｏｌＦｒｅｅ１２６０６Ｓ，ＣＳＴ，美国）；超
声破碎仪（非探头接触式）（ＤｉａｇｅｎｏｄｅＢｉｏｒｕｐｔｏｒＴＭ

ＵＣＤ２００，比利时），震荡恒温金属浴（ＴＵＳ２００Ｐ，上
海一恒科学仪器有限公司）。

１．３　Ａ５４９细胞ＣｈＩＰ实验
　　配置含蛋白酶抑制剂的 ＰＢＳ溶液［每 １０毫升
ＰＢＳ中加５０μＬＰＩＣ（ｐｒｏｔｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｃｏｃｋｔａｉｌ）溶液，
混匀，置冰上］；向含１０ｍＬ培养基的皿中加入６６６μＬ
１６％的甲醛溶液（甲醛终浓度１％），混匀，室温染色质
交联１０ｍｉｎ；然后加入１．１８ｍＬ１０×甘氨酸溶液混匀，
终止交联；弃去培养基后，用冰冷 ＰＢＳ溶液冲洗２次；
加入２ｍＬ含蛋白酶抑制剂的 ＰＢＳ溶液，刮取细胞并
收集在１５ｍＬ离心管中，４℃下 １０００×ｇ离心收集细
胞沉淀；将细胞按２．０×１０７加入１ｍＬ的细胞裂解液，
冰上裂解１０ｍｉｎ后，４℃ ５０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，重复进
行细胞裂解１次；加入１ｍＬ预冷的细胞核裂解液裂解
细胞核，冰上裂解 １０ｍｉｎ后，通过超声波将染色质随
机切割至２００～５００ｂｐ；利用 ＡＰＥ１抗体和 ＯＧＧ１抗体
特异性免疫沉淀反应，抗体用量：对于 １份 ＩＰ样本
ＤＮＡ含量１０μｇ（相当于４×１０６个 Ａ５４９细胞的 ＤＮＡ
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含量），每份 ＤＮＡ样本对应的阳性抗体 ［ＨｉｓｔｏｎｅＨ３
（Ｄ２Ｂ１２）ＸＰ ＲａｂｂｉｔｍＡｂ，ＣＳＴ，美国］２．７μｇ、阴性
抗体（ＮｏｒｍａｌＲａｂｂｉｔＩｇＧ２７２９，ＣＳＴ，美国）２μｇ、ＡＰＥ１
抗体（ａｂ１９４，ａｂｃａｍ，美国）４．５μｇ和 ＯＧＧ１抗体
（ＮＢ１００１０６，Ｎｏｖｕｓ，美国）５μｇ。将与之相结合的
ＤＮＡ片段免疫沉淀下来，解交联后纯化目的ＤＮＡ。
１．４　Ａ５４９细胞ＣｈＩＰ样品测序及生物学分析
　　使用ＱｕｂｉｔＤＮＡ检测试剂盒在Ｑｕｂｉｔ２．０中测
定ＤＮＡ浓度荧光计（ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，ＣＡ，ＵＳＡ）。将
纯化的ＤＮＡ用于ＣｈＩＰｓｅｑ文库制备。文库由诺禾致源
（中国北京）建立。随后，在Ｉｌｌｕｍｉｎａ平台（Ｉｌｌｕｍｉｎａ，ＣＡ，
ＵＳＡ）对样品进行对端测序。高通量测序（Ｉｌｌｕｍｉｎａ
ＨｉＳｅｑＴＭ）得到的原始图像数据文件经ＣＡＳＡＶＡ碱基识
别（ｂａｓｅｃａｌｌｉｎｇ）分析转化为原始测序序列（ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ
ｒｅａｄｓ），进一步通过 ｆａｓｔｐ（ｖｅｒｓｉｏｎ０．１９．１１）软件进行
处理［１１］，得到清洁数据。每个 ＩＰ样本测序数据量为
９Ｇ。用ＢＷＡｍｅｍ（ｖｅｒｓｉｏｎ０．７．１２）将读取数据映射
到参考基因组后，使用 ＭＡＣＳ２（ｖｅｒｓｉｏｎ２．１．０）峰值调
用软件来识别背景上ＩＰ富集的区域。ＣｈＩＰ效率的判
断用ＦＲｉＰ（ｆｒａｃｔｉｏｎｏｆｒｅａｄｓｉｎｐｅａｋｓ）：目的蛋白结合峰
中ｒｅａｄｓ的个数占所有比对上的 ｒｅａｄｓ总数的百分比，
ＦＲｉＰ可以简单直观地反映 ＣｈＩＰ实验的效果，一般情
况下，ＦＲｉＰ的值与蛋白结合峰的数目呈正比。ＲＰＭ
值：单个样品中１Ｍ的ｒｅａｄｓ富集到结合峰中的比例。
ＦｏｌｄＥｎｒｉｃｈ值：ＩＰ中ＲＰＭ值与Ｉｎｐｕｔ中ＲＰＭ值的比值
对峰进行聚类分析。使用 Ｈｏｍｅｒ检测全新序列模体
（Ｍｏｔｉｆ）和已知匹配模体［１２］。使用 ＣｈＩＰｓｅｅｋｅｒ检索峰
附近最近的基因，并注释峰的基因组区［１３］。使用

ＫＯＢＡＳ软件分析 ＫＥＧＧ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｏｍｅ．ｊｐ／
ｋｅｇｇ）通 路 峰 相 关 基 因 的 统 计 富 集 性。采 用
ＰｅａｋＡｎｎｏｔａｔｏｒ检测［１４］结合峰相对于转录起始点

（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｓｔａｒｔｓｉｔｅｓ，ＴＳＳ）位点的分布特点。

２　结果

２．１　ＡＰＥ１与ＯＧＧ１蛋白在全基因组范围内结合峰的
分布情况

　　由于 ＤＮＡ修复酶与底物结合的高度特异性，
ＡＰＥ１结合峰可代表基因组ＡＰ位点，而ＯＧＧ１结合峰
可代表基因组８ｏｘｏＧ位点，因此，通过对比两者结合
峰可以了解基因组中全部 ＤＮＡ碱基损伤和特异性氧
化性ＤＮＡ碱基损伤的分布。首先，通过分析ＡＰＥ１与
ＯＧＧ１在Ａ５４９细胞中的全基因组结合峰的分布特点，
探索ＤＮＡ碱基损伤（ＢＥＲ修复蛋白底物）是否存在富
集而非随机分布。

　　Ａ５４９细胞中，ＡＰＥ１和ＯＧＧ１结合峰主要分布在基
因启动子区，所占比例分别为４１．７０％和４９．２６％，其中
ＡＰＥ１结合在启动子区（≤１ｋｂ、＞１～２ｋｂ、＞２～３ｋｂ）
区的比例分别为 ７．３６％、２８．５５％、５．７９％（图 １Ａ），
ＯＧＧ１结合在启动子区（≤１ｋｂ、＞１～２ｋｂ、＞２～３ｋｂ）
区的比例分别为８．４８％、３４．８４％、５．９４％（图１Ｂ）。但
仍然有２４．６８％的 ＡＰ位点和２０．４４％的８ｏｘｏＧ位点
分布于非基因功能区，考虑到全基因组中基因编码区

结合峰所占比例很低，因此，该结果提示 ＡＰ位点和
８ｏｘｏＧ位点呈基因启动子区富集分布的特征，而非呈
随机分布。从两个蛋白结合峰的－ｌｏｇ１０ｑｖａｌｕｅ值和
Ｐｅａｋｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ值来看（图 １Ｃ、Ｄ），ＡＰＥ１明显比
ＯＧＧ１在基因组上富集的显著程度和富集倍数要高，
说明ＡＰＥ１相对于 ＯＧＧ１更易与基因组结合，且结合
数量更多，更快速地发挥相应的调控功能。通过对比

发现，ＡＰＥ１平均在每个基因上的结合峰数明显多于
ＯＧＧ１（ＡＰＥ１∶ＯＧＧ１＝８．０５∶３．１７）（图 １Ｅ）。ＡＰＥ１结
合峰相对于ＴＳＳ的分布主要集中在－５０００～３０００ｂｐ，
在ＴＳＳ坐标０处的最大峰数为２５００，基因功能调控区
ＴＳＳ上游 ２０００ｂｐ结合峰占比 ３８．８０％，ＴＳＳ上游
５０００ｂｐ结合峰占比４１．９８％（图１Ｆ）。ＯＧＧ１结合峰
相对于ＴＳＳ的分布主要集中在－３０００～５０００ｂｐ，ＴＳＳ
坐标０处最大峰数为１０００，基因功能调控区ＴＳＳ上游
２０００ｂｐ结合峰占比例３９．８０％；ＴＳＳ下游５０００ｂｐ结
合峰比例为５３．８８％（图１Ｇ）。
２．２　ＡＰＥ１与ＯＧＧ１蛋白结合模体（ｍｏｔｉｆ）分析
　　利用 Ｈｏｍｅｒ软件分别识别出 ＡＰＥ１结合的 ｍｏｔｉｆ
保守序列 ５０个，ＯＧＧ１结合的 ｍｏｔｉｆ保守序列 ４３个。
ＡＰＥ１和ＯＧＧ１结合ｍｏｔｉｆ代表蛋白结合位置的序列保
守性，表１、２中分别列出５个最显著ｍｏｔｉｆ序列及相关
参数。ＡＰＥ１结 合 的 ｍｏｔｉｆ最 佳 匹 配 转 录 因 子
（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓ，ＴＦ）包括 Ｄｏｆ２、ＴＣＰ１９、ＺＮＦ１６５
等。进一步分析发现：这些转录因子多与细胞生长和

发育调节、细胞周期调控、细胞因子激活相关。ＯＧＧ１
结合的 ｍｏｔｉｆ序列最佳匹配转录因子包括 ＭＢＮＬ１、
ＣＡＭＴＡ１、Ｅ２Ｆ１等，这些转录因子多与 ｍＲＮＡ前的选
择性剪接调控、转录激活剂、癌症基因转录抑制剂、细

胞周期调控等相关。该结果显示ＡＰＥ１与ＯＧＧ１结合
可能与转录因子结合序列密切相关，且结合倾向性存

在差异，因此，有必要对ＡＰＥ１与ＯＧＧ１结合区域相关
基因的异同进行深入分析，以进一步阐明ＢＥＲ参与基
因表达调控的重要机制。
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图１　ＢＥＲ通路ＡＰＥ１与ＯＧＧ１蛋白结合峰的分布特征分析
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表１　ＡＰＥ１蛋白结合ｍｏｔｉｆ序列特征分析

ＡＰＥ１结合ｍｏｔｉｆ 最佳匹配转录因子 Ｐ值 模体序列数
模体序列数占ＡＰＥ１蛋白

结合序列数比例（％）

ＺＮＦ＿Ｄｏｆ２（锌指蛋白） １×１０－３６４ ２４０２６７ ７６．２０

ＴＣＰ１９ １×１０－３３７ ２２１３９９ ７０．０５

ＺＮＦ１６５（锌指蛋白１６５） １×１０－３３５ ２１１４０４ ６６．８９

ＰＬＡＧＬ１（多形性腺瘤样蛋白１） １×１０－３２３ １６６１５６ ６１．７２

ＣＤＣ５（细胞分裂周期５蛋白） １×１０－３１４ １３１０６２ ４９．４０

最佳匹配转录因子：ｍｏｔｉｆ稳定结合转录因子；模体序列数（ｔａｒｇｅｔｓｅｑ）：预测ｍｏｔｉｆ所占所有目标序列个数

表２　ＯＧＧ１蛋白结合模体（ｍｏｔｉｆ）序列特征分析

ＯＧＧ１结合ｍｏｔｉｆ 最佳匹配转录因子 Ｐ值 模体序列数
模体序列数占ＡＰＥ１蛋白

结合序列总数比例（％）

ＭＢＮＬ１（盲肌样蛋白１） １×１０－２９５ ４３４３ ５．２０

ＣＡＭＴＡ１（钙调蛋白结合转录激活因子１） １×１０－２６８ ３２５０ ３．８９

ＺＦＰ１６１（锌指蛋白１６１） １×１０－２５９ ３１７３ ３．８０

Ｅ２Ｆ１ １×１０－２５２ ３７２１ ４．４６

ＧＴ１（三螺旋转录因子ＧＴ１） １×１０－２２４ ３６５８ ４．３８

最佳匹配转录因子：ｍｏｔｉｆ稳定结合转录因子；模体序列数（ｔａｒｇｅｔｓｅｑ）：预测ｍｏｔｉｆ所占所有目标序列个数

２．３　ＡＰＥ１和ＯＧＧ１结合峰与基因相关性分析
　　由于ＤＮＡ碱基损伤存在潜在的表观遗传学调控
作用，而上述的分析亦证实在非小细胞肺癌细胞中，

ＢＥＲ蛋白更倾向于与基因的启动子区结合，也提示
ＤＮＡ碱基损伤可能对基因的转录具有调控作用。因
此，进一步对这些 ＢＥＲ蛋白结合的相关基因进行识
别，以期发现可能受到 ＡＰ和／或 ８ｏｘｏＧ位点调控的
基因，并比较两者的交集及差异，以此推测受到 ＤＮＡ
碱基损伤位点作为新型表观遗传学机制调控的细胞功

能及信号通路。

２．３．１　ＡＰＥ１和 ＯＧＧ１结合峰相关基因 ＫＥＧＧ分析
　　采用Ｋｏｂａｓ软件对结合峰相关基因进行ＫＥＧＧ通
路富集分析，结果显示：ＡＰＥ１结合峰相关基因主要涉
及物质代谢途径、生理反应、酶催化反应、细菌和病毒

感染、免疫细胞因子受体等通路（图 ２Ａ）；ＯＧＧ１结合

峰相关基因主要涉及物质代谢和细胞生理通路，同时

也比对到癌症基因转录失调、细胞因子信号、破骨细胞

分化、病毒感染等通路（图２Ｂ）。
２．３．２　ＡＰＥ１和ＯＧＧ１相同结合峰及相关基因ＫＥＧＧ
分析　　ＡＰＥ１与 ＯＧＧ１结合峰皮尔森相关系数 ｒ＝
０．６３６３（Ｐ＜０．０１，图３Ａ），ＡＰＥ１和 ＯＧＧ１相同结合峰
５４９６５个（图３Ｂ），５４９６５个相同峰相关基因数２５０３８个
（图３Ｃ），其中与肿瘤发生直接相关的基因有６４１个，
ＡＰＥ１和ＯＧＧ１相同峰及相关基因的 ＫＥＧＧ通路分析
（图３Ｄ、Ｅ）主要涉及物质代谢途径、细胞生长及分化、
炎症反应、病毒感染、细胞周期、疾病相关、癌症相关、

病毒致癌等通路，该结果提示 ＡＰＥ１和 ＯＧＧ１蛋白结
合区域不仅和细胞的正常生理代谢相关，也与癌症的

发生及机体炎症细胞因子分泌密切相关。
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图２　ＡＰＥ１（Ａ）和ＯＧＧ１（Ｂ）蛋白结合峰相关基因ＫＥＧＧ通路分析
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Ａ：ＡＰＥ１和ＯＧＧ１蛋白结合峰皮尔逊相关系数；Ｂ：ＡＰＥ１和ＯＧＧ１结合峰交叉图；Ｃ：ＡＰＥ１和ＯＧＧ１结合峰相关基
因交叉图；Ｄ：ＡＰＥ１和ＯＧＧ１相同峰ＫＥＧＧ通路分析；Ｅ：ＡＰＥ１和ＯＧＧ１相同峰相关基因ＫＥＧＧ通路分析

图３　ＡＰＥ１和ＯＧＧ１组间对比结合峰分析及相关基因ＫＥＧＧ分析
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Ａ：ＡＰＥ１结合峰富集值高于ＯＧＧ１结合峰；Ｂ：ＡＰＥ１结合峰富集值低于ＯＧＧ１结合峰

图４　ＡＰＥ１和ＯＧＧ１结合峰前２０个显著性差异结合峰相关基因ＫＥＧＧ分析

２．３．３　ＡＰＥ１和 ＯＧＧ１差异结合峰 ＫＥＧＧ分析　　
进一步分析 ＡＰＥ１与 ＯＧＧ１结合峰分布的差异，通过
差异结合位点定位找到差异位点相关基因，并对其差

异峰相关基因 ＫＥＧＧ富集分析。结果发现：ＡＰＥ１结
合峰富集值高于ＯＧＧ１结合峰的基因１４７７８个，涉及
ＫＥＧＧ通路２８３条。ＡＰＥ１结合峰富集值低于 ＯＧＧ１
结合峰的基因６６６７个，涉及ＫＥＧＧ通路２９６条（图４）。
发现两者基因调控机制的差异主要为：ＡＰＥ１蛋白结
合基因更倾向于细胞物质代谢途径、机体生理途径、细

胞的增殖及分化通路，而 ＯＧＧ１蛋白结合基因则更偏
向老年疾病、肿瘤发生相关通路，具体作用机制仍待进

一步阐明。

３　讨论

　　本研究运用 ＣｈＩＰｓｅｑ技术在全基因组水平上分
析了非小细胞肺癌细胞中ＡＰＥ１和 ＯＧＧ１结合的ＤＮＡ
序列，并建立了在全基因组水平上描绘ＤＮＡ碱基损伤
位点图谱的方法。本研究发现ＡＰＥ１和ＯＧＧ１在染色
体上具有广泛的结合，但在基因启动子区明显富集；

ＡＰＥ１和ＯＧＧ１结合特征模体（ｍｏｔｉｆ）序列是与细胞生
长周期调控、细胞因子分泌调控、癌基因转录抑制调控

密切相关的转录因子结合保守区域，例如 ＡＰＥ１结合
特征模体匹配的转录因子ＺＮＦ１６５与ＴＧＦβ１激活途径
相关［１５］，并且ＯＧＧ１结合８ｏｘｏＧ位点可以激活ＮＦκＢ
通路调节肿瘤免疫微环境［１６］。因此推断：ＡＰＥ１和
ＯＧＧ１结合区域的相关基因与肿瘤的促癌基因、炎症

细胞因子等通路相关。

　　前期研究对已知基因片段进行了ＡＰＥ１结合的分
析，并得到了ＡＰＥ１可以与ＶＥＧＦ启动子区的ＡＰ位点
结合的结果［１７］，但受限于技术原因，尚未从全基因组

层面对ＢＥＲ结合位点进行分析。ＣｈＩＰｓｅｑ技术目前
广泛运用于分析转录因子的结合区域并预测其调控细

胞功能，但很少运用于ＤＮＡ碱基损伤修复蛋白的结合
区域分布研究。本研究创新性地运用 ＣｈＩＰｓｅｑ技术，
避开了直接对ＡＰ位点进行搜寻，通过与ＡＰ位点或特
定碱基损伤直接结合蛋白进行 ＣｈＩＰ的方法来搜寻
ＤＮＡ碱基损伤位点，通过二代测序鉴定结合位点的序
列并分析 ＡＰＥ１结合峰与 ＯＧＧ１结合峰代替 ＡＰ和
８ｏｘｏＧ位点热点区域。然而，本研究方法也存在一定
局限性，近年来一些全新观点认为肿瘤全基因组存在

大量染色质脆裂、基因融合和基因重排突变的存

在［１８］，因此，用正常细胞的注释基因数据对比肿瘤细

胞的ＤＮＡ片段，可能存在一定程度的偏倚。
　　既往认为ＤＮＡ碱基损伤在基因组中是随机产生
的，而本研究发现在非小细胞肺癌细胞中，稳态状态下

ＤＮＡ碱基损伤位点是有规律的分布，分布范围主要在
基因组功能区的启动子区。我们推断这种规律分布可

能与基因调控相关联，但目前证据并不充分，需要进一

步探索ＡＰ位点结合蛋白的调控机制。另一个重要的
旁证来自于 ２０１２年在 Ｎａｔｕｒｅ发表的全基因组分析
ＤＮＡ“脆弱位点”的研究，发现人类染色体存在很多对
ＤＮａｓｅＩ超敏的位点聚集的区域，这些区域往往存在于
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基因启动子区，促进下游基因转录的作用，但该研究并

未详细描述这些ＤＮａｓｅＩ超敏的位点化学性质［１９］。根

据这些位点的酶化学性质，这些位点很可能就是

８ｏｘｏＧ或者 ＡＰ位点。８ｏｘｏＧ会优先在基因组中
ＧＣ含量较高的序列中聚集，而这些序列多数是启动子
区的潜在调控序列。经过 ＢＥＲ机制的起始步骤移除
８ｏｘｏＧ之后形成 ＡＰ位点，进而促进 ＡＰＥ１对 ＡＰ位
点结合，可能使下游基因持续转录激活开放［２０］。

ＡＰＥ１可以在细胞氧化还原状态改变的条件下调控包
括ＤＮＡ修复基因、氧化应激反应基因、缺氧相关基因
及血管生成［２１－２３］等相关基因的表达，ＤＮＡ修复与转录
的耦合提供了一种在氧化应激过程中完成两项必要的

细胞任务的有效机制［２４－２６］。本研究印证了ＡＰ／８ｏｘｏＧ
位点在全基因组启动子区的主要分布形式，由此推断：

ＡＰＥ１的ＤＮＡ修复和氧化还原活性可以在调节含 ＡＰ
位点的启动子的转录起始中起协同作用。本研究并未

明确ＡＰＥ１和ＯＧＧ１与转录因子调控的具体机制及调
控谱，仅对两个蛋白结合的序列偏好进行描述。然而，

ＡＰＥ１与ＯＧＧ１结合位点往往位于转录因子结合序列
的侧翼区，以增加转录因子与增强子的结合柔性，因

此，下一步工作需对热点ｍｏｔｉｆ的侧翼序列进行深入分
析，方能揭示 ＡＰＥ１和 ＯＧＧ１参与基因转录调控的真
正机制。

　　综上所述，本研究建立了ＢＥＲ蛋白抗体 ＣｈＩＰｓｅｑ
的实验方法，结果显示碱基损伤位点是有规律分布的，

碱基损伤热点和启动子区域密切相关，因此推断 ＡＰ／
８ｏｘｏＧ位点可能是潜在的表观遗传标志。本研究建
立了一个可靠的探寻方法，为今后进一步阐明肿瘤细胞

ＤＮＡ碱基损伤的热点分布区域特征以及碱基损伤的表
观遗传重编程导致的肿瘤进展机制奠定了实验基础。
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