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胃黏膜肠化的Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３沉默子重塑特征及转录调控机制
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　　［摘要］　目的　绘制胃黏膜肠上皮化生（ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｅｔａｐｌａｓｉａ，ＩＭ）（简称肠化）组织中沉默子（组
蛋白Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３修饰为标记）的全基因组分布图谱，揭示肠化发生的表观调控新机制。方法　在陆军
特色医学中心消化内科收集２２例人正常胃窦黏膜及３９例人胃窦肠化黏膜，采用低起始量细胞的染色
质靶向捕获（ＣｌｅａｖａｇｅＵｎｄｅｒＴａｒｇｅｔｓａｎｄＴａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ，ＣＵＴ＆Ｔａｇ）测序技术检测基因组 Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３修饰
情况，ＲＮＡ测序检测转录组特征。利用 Ｎｇｓｐｌｏｔ、ＣｈＩＰｓｅｅｋｅｒ、ＭＡｎｏｒｍ２、ｇｇｂｉｐｌｏｔ、ｅｄｇｅＲ、Ｈｏｍｅｒ等工具分
析沉默子信号及其对肠化组织基因表达调控作用。结果　Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３的 ＣＵＴ＆Ｔａｇ测序数据质量较好，
正常胃黏膜和肠化组织Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３修饰的全基因组分布特征无明显差异。肠化组织沉默子信号强度显
著降低（Ｐ＜０．０５）。主成分分析发现，肠化组织的全局性沉默子特征与正常组织差异明显，表现为沉默
子重塑。整合分析转录组数据发现，沉默子重塑可能是ＣＤＸ１等肠化标志性基因表达增加、肠化相关信
号通路激活的重要原因之一。沉默子信号丢失可能招募ＡＴＯＨ１（Ｐ＜０．０１）和ＯＮＥＣＵＴ２（Ｐ＜０．０１）等
转录因子形成网络，它们在肠化组织高表达，调控 ＣＤＸ１等肠化关键基因表达，影响营养物质代谢等细
胞生物学过程。结论　表观组、转录组学测序数据整合分析表明沉默子重塑是胃黏膜肠化的一种显著
表观遗传特征，沉默子丢失区域可能招募 ＡＴＯＨ１及 ＯＮＥＣＵＴ２等转录因子形成网络，调控肠化关键基
因表达与肠化细胞的多种物质代谢过程。

　　［关键词］　肠上皮化生；表观遗传；组蛋白Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３修饰；沉默子；转录因子
　　［中图法分类号］　Ｒ３９４３３；Ｒ３９４．３；Ｒ７３５．２ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家自然科学基金优青项目（８１８２２０３２）；重庆市杰出青年基金项目（ＣＳＴＣ２０１９ＪＣＹＪＪＱＸ００２７）

［通信作者］　王　斌，Ｅｍａｉｌ：ｗｂ＿ｔｍｍｕ＠１２６．ｃｏｍ

王　涛，Ｅｍａｉｌ：２６９８３９４７０＠１６３．ｃｏｍ

２０９７０９２７／Ｃｏｐｙｒｉｇｈｔ ２０２２，陆军军医大学（第三军医大学）。这篇开放获取文章遵循ＣＣＢＹ许可协议（　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　）

ＲｅｍｏｄｅｌｉｎｇｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆＨ３Ｋ２７ｍｅ３ｍａｒｋｅｄｓｉｌｅｎｃｅｒｉｎｇａｓｔｒｉｃｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ
ｍｅｔａｐｌａｓｉａａｎｄｉｔｓｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｍｅｃｈａｎｉｓｍ
ＷＵＬｉｎｙｕ，ＬＩＵＷｅｎｋａｎｇ，ＹＵＢｏ，ＣＨＵＺｈａｏｌｅ，ＬＩＵＢｉｙｉｎｇ，ＬＩＸｉａｎｆｅｎｇ，ＣＨＥＮＤｏｎｇｆｅｎｇ，ＷＡＮＧＴａｏ，ＷＡＮＧＢｉｎ
　　ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ，ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＰｒｅｃｉｓｅＰｒｅｖｅｎｔｉｏｎａｎｄＴｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＤｉｇｅｓｔｉｖｅ
Ｍａｌｉｇｎａｎｃｉｅｓ，ＡｒｍｙＭｅｄｉｃａｌＣｅｎｔｅｒｏｆＰＬＡ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００４２，Ｃｈｉｎａ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｓｙｓｔｅｍｉｃａｌｌｙｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｔｈｅｇｅｎｏｍｅｗｉｄｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＨ３Ｋ２７ｍｅ３
ｍａｒｋｅｄｓｉｌｅｎｃｅｒｓｉｎｇａｓｔｒｉｃｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｅｔａｐｌａｓｉａ（ＩＭ）ｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｔｏｅｌｕｃｉｄａｔｅａｎｏｖｅｌｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆＩＭ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｇａｓｔｒｉｃａｎｔｒｕｍｍｕｃｏｓａｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍ２２ｈｅａｌｔｈｙｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓａｎｄ
３９ｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＩＭ．ＴｈｅｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＨ３Ｋ２７ｍｅ３ａｎｄｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ
ＣｌｅａｖａｇｅＵｎｄｅｒＴａｒｇｅｔｓａｎｄＴａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ（ＣＵＴ＆Ｔａｇ）ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇａｎｄＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
Ｖａｒｉｏｕｓｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓｔｏｏｌｓ，ｓｕｃｈａｓＮｇｓｐｌｏｔ，ＣｈＩＰｓｅｅｋｅｒ，ＭＡｎｏｒｍ２，ＧＧＢｉＰｌｏｔ，ｅｄｇｅＲ，Ｈｏｍｅｒａｎｄｏｔｈｅｒｓ
ｗｅｒｅａｐｐｌｉｅｄｆｏｒａｎａｌｙｚｉｎｇｔｈｅｓｉｌｅｎｃｅｒｓｉｇｎａｌａｎｄｉｔｓｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｎｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＭ ｔｉｓｓｕｅｓ．

０１５ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　

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



Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＣＵＴ＆ＴａｇｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇａｎｄＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｄａｔａｗｅｒｅｏｆｇｒｅａｔｑｕａｌｉｔｙ，ａｎｄｔｈｅｒｅｗａｓｎｏ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｉｎｔｈｅｗｈｏｌｅｇｅｎｏｍｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＨ３Ｋ２７ｍｅ３ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｎｏｒｍａｌｇａｓｔｒｉｃｍｕｃｏｓａａｎｄ
ＩＭｔｉｓｓｕｅｓ．ＧｅｎｏｍｅｓｃａｌｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＨ３Ｋ２７ｍｅ３ｍａｒｋｅｄｓｉｌｅｎｃｅｒｓｗａｓａｌｓｏｐｏｒｔｒａｙｅｄ，ｗｈｉｃｈｒｅｖｅａｌｅｄ
ｗｅａｋｅｎｅｄｓｉｌｅｎｃｅｒｓｉｇｎａｌｉｎｔｅｎｓｉｔｙｉｎＩＭｔｉｓｓｕｅｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ（ＰＣＡ）ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔ
ｔｈｅｓｉｌｅｎｃｅｒｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｉｎＩＭｗｅｒｅｇｒｅａｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｒｏｍｔｈｏｓｅｉｎｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓ，ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｅｘｔｅｎｓｉｖｅ
ｓｉｌｅｎｃｅｒｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇｉｎｔｈｅＩＭｔｉｓｓｕｅｓ．ＣｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ，ｓｉｌｅｎｃｅｒｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇｗａｓ
ｃｌｏｓｅｌｙａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤＸ１ａｎｄｏｔｈｅｒＩＭｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ，ａｓｗｅｌｌａｓｗｉｔｈｔｈｅ
ｐｏｓｓｉｂｌｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＩＭｒｅｌａｔｅｄｍｅｔａｂｏｌｉｃｐａｔｈｗａｙｓ．Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，ｌｏｓｓｏｆｓｉｌｅｎｃｅｒｓｉｇｎａｌｒｅｃｒｕｉｔｅｄｖａｒｉｏｕｓ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｓｕｃｈａｓＡＴＯＨ１（Ｐ＜０．０１）ａｎｄＯＮＥＣＵＴ２（Ｐ＜０．０１）ｔｏｆｏｒｍａｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｎｅｔｗｏｒｋ，
ｗｈｉｃｈｗｅｒｅｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＩＭｔｉｓｓｕｅｓ，ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤＸ１ａｎｄｏｔｈｅｒｋｅｙｇｅｎｅｓｏｆＩＭ，ａｎｄ
ａｆｆｅｃｔｉｎｇｃｅｌｌｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓｅｓｌｉｋｅｃｏｌｌｆａｔｅｃｏｍｍｉｔｍｅｎｔ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ
ａｎｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｄａｔａｄｉｓｃｏｖｅｒｓｓｉｌｅｎｃｅｒｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇａｓａｈａｌｌｍａｒｋｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｆｅａｔｕｒｅｉｎｇａｓｔｒｉｃＩＭ
ｔｉｓｓｕｅｓ．ＬｏｓｓｏｆｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｓｉｌｅｎｃｅｒｌｏｃｉｍａｙｒｅｃｒｕｉｔＩＭｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｓｕｃｈａｓＡＴＯＨ１ａｎｄ
ＯＮＥＣＵＴ２，ｗｈｉｃｈｍａｙｇｅｎｅｒａｔｅａｎｅｔｗｏｒｋｔｏｉｍｐａｃｔｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｋｅｙｇｅｎｅｓａｎｄｔｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｏｆＩＭｃｅｌｌｓ．
　　 ［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　 ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｅｔａｐｌａｓｉａ；ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｓ；ｈｉｓｔｏｎｅｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎＨ３Ｋ２７ｍｅ３；ｓｉｌｅｎｃｅｒ；

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒＤｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈｅｄＹｏｕｎｇＳｃｈｏｌａｒｓｏｆＣｈｉｎａ（８１８２２０３２）ａｎｄｔｈｅＦｕｎｄｆｏｒＤｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈｅｄＹｏｕｎｇＳｃｈｏｌａｒｓｏｆ

Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ（ＣＳＴＣ２０１９ＪＣＹＪＪＱＸ００２７）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒｓ：ＷＡＮＧＢｉｎ，Ｅｍａｉｌ：ｗｂ＿ｔｍｍｕ＠１２６．ｃｏｍ；ＷＡＮＧＴａｏ，Ｅｍａｉｌ：２６９８３９４７０＠１６３．ｃｏｍ

　　肠上皮化生（ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｅｔａｐｌａｓｉａ，ＩＭ）（以下简称
肠化）是正常胃黏膜细胞被类似肠上皮形态的细胞所

取代的病理阶段［１－３］，是一种重要的肠型胃癌癌前状

态。流行病学研究显示，肠化的诱因包括慢性幽门螺

杆菌感染、胆汁反流、烟酒摄入以及饮食结构不均衡

等。新近研究发现，肠化上皮具有与正常胃黏膜上皮

截然不同的转录组特征［４］，但肠化发生的分子调控机

制尚不甚清楚，目前也缺乏逆转肠化的有效治疗方法。

由于肠化组织的基因组序列改变较少（染色体拷贝数

变化和突变负荷极低），提示表观遗传状态紊乱可能

是肠化发生的重要原因之一，但这个领域尚缺乏深入

研究［５］。

　　表观遗传调控指在基因组碱基序列不变的情况
下，决定基因在何时何处（时空特异性）表达的调控机

制，组蛋白修饰是其中一种重要形式。以沉默子

（ｓｉｌｅｎｃｅｒ）为代表的远距调控元件是一种重要的抑制
性表观调控方式［６］，由多梳抑制复合体 ２（ｐｏｌｙｃｏｍｂ
ｒｅｐｒｅｓｓｉｖｅｃｏｍｐｌｅｘ２，ＰＲＣ２）催化的组蛋白 Ｈ３上第２７
位赖氨酸三甲基化修饰（Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３）所标记［７］。沉默

子区域的Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３修饰可招募抑制性调节因子，改
变染色质凝聚状态或阻碍激活因子结合，进而关闭临

近基因转录程序，调控细胞分化／细胞命运决定、器官
发育和肿瘤发生发展等生理和病理过程［６，８－９］。

　　与正常胃黏膜细胞相比，肠化细胞的形态和功能

发生明显转换，提示沉默子等表观修饰状态可能发生

显著变化。因此，本研究利用针对 Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３修饰的
染色质靶向捕获（ＣＵＴ＆Ｔａｇ）测序技术，系统描绘胃黏
膜肠化这一病理过程中的全基因组沉默子分布特征；

整合转录组数据，探讨沉默子对肠化相关基因的调控

机理。为深入认识肠化发生机制，开发阻断肠化进展

的肠型胃癌预防策略提供新思路。

１　对象与方法

１．１　研究对象
　　课题收集２２例人正常胃窦样本和３９例人胃窦肠
化样本，均由陆军特色医学中心消化内科提供。纳入

标准：① 年龄、性别不限；②白光内镜下观察到红白相
间（以白为主）的胃窦黏膜（肠化黏膜），ＭＥＮＢＩ观察
可见特征性亮蓝嵴［１０］；③ ＨＥ染色显示肠化的经典病
理改变，包括胃黏膜内散在分布的杯状细胞、刷状缘的

形成等。排除标准：孕妇、凝血功能障碍者。样本由内

镜下活检获取后液氮保存。临床样本采集方案已由陆

军特色医学中心伦理委员会通过［医研伦审（２０２１）第
２６０号］。
１．２　方法
１．２．１　冻存组织细胞核的提取　　取冰冻样本（胃
窦正常黏膜或肠化黏膜），采用 ＯｍｎｉＡＴＡＣ实验流程
提取组织细胞核［１１］，台盼蓝染色检查细胞核完整性并
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计数，稀释至１０５个，用于后续ＣＵＴ＆Ｔａｇ文库构建。
１．２．２　ＣＵＴ＆Ｔａｇ文库构建和测序　　按诺唯赞
ＴＤ９０３试剂盒说明书进行。将提取的细胞核用
Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３抗体及二抗识别目标 ＤＮＡ序列，并用
ｐＡＴｎ５捕获目标ＤＮＡ序列，同时片段化。随后，将纯
化产物进行 ＰＣＲ扩增，并将纯化 ＰＣＲ产物进行浓度
测定，完成ＣＵＴ＆Ｔａｇ文库构建，采用 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑＸ
测序仪进行测序。

１．２．３　ＲＮＡ文库构建和测序　　将正常胃窦样本和
肠化样本进行总 ＲＮＡ的提取并检测 ＲＮＡ是否降解
（ＲＩＮ值 ≥ ７），获得足够量（１～４μｇ）的合格 ＲＮＡ样
品。利用ｏｌｉｇｏｄＴ磁珠与ｍＲＮＡ的 ｐｏｌｙ（Ａ）尾特异性
结合从而去除其他 ＲＮＡ，获得 ｍＲＮＡ样品，同时对提
取的ｍＲＮＡ进行片段化。随后，合成并纯化双链ｃＤＮＡ，
连接接头并纯化产物进行 ＰＣＲ扩增，对 ＰＣＲ产物进
行纯化后得到文库。文库质检合格后，上机测序。

１．２．４　ＣＵＴ＆Ｔａｇ测序数据处理　　利用 Ｆａｓｔｐ联合
ｃｕｔａｄｐａｔ去除接头（ａｄａｐｔｏｒ）；通过使用 Ｈｉｓａｔ２工具将
去除接头的测序数据比对到基因组上，该步骤可查看

比对率，并得到比对后的ＳＡＭ文件；利用ｓａｍｂａｍｂａ将
ＳＡＭ文件转换为 ＢＡＭ文件，进一步用 Ｐｉｃａｒｄ去除重
复的ｒｅａｄｓ，得到应用于后续分析的 ｕｎｉｑｕｅｒｅａｄｓ。因
Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３ＣＵＴ＆Ｔａｇ数据有部分存在于启动子，在对
沉默子进行研究前，采用 ｂｅｄｔｏｏｌｓ工具将 Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３
ＣＵＴ＆Ｔａｇ数据进行启动子区（距离基因转录起始位
点２ｋｂ范围内的 ＤＮＡ区域）去除后，再进行后续操
作［１２］。

１．２．５　利用Ｎｇｓｐｌｏｔ对沉默子信号进行可视化　　利
用ＭＡＣＳ２对过滤后的数据进行 Ｐｅａｋｃａｌｌｉｎｇ，根据功
能元件的基因组坐标处理 ＢＡＭ文件，计算 ＴＳＳ、ｐｅａｋ
和ｇｅｎｅｂｏｄｙ区域的富集信号丰度，绘制峰线图。
１．２．６　利用 ＣｈＩＰｓｅｅｋｅｒ注释基因组上的沉默子分布
情况　　利用Ｍａｃｓｐｅａｋｃａｌｌｉｎｇ分析后得到的ＢＥＤ文
件，同时准备好基因组注释库，加载 ＣｈＩＰｓｅｅｋｅｒ包，对
Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３信号峰所在位置进行注释，执行ｐｌｏｔＡｎｎｏＢａｒ
和ｐｌｏｔＡｎｎｏＰｉｅ两条命令对信号峰所在的位置信息进
行可视化。

１．２．７　整合分析ＣＵＴ＆Ｔａｇ和ＲＮＡｓｅｑ数据　　利用
ｅｄｇｅＲ对 ＲＮＡ和 Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３ＣＵＴ＆Ｔａｇ数据进行差异
分析，得到差异基因表达以及差异染色质区域的矩阵，

再整合差异染色质状态所调控的靶基因，进行可视化

分析。统计沉默子信号强度减弱且表达上调的靶基

因，以及沉默子信号强度增强且表达下调的靶基因，分

别进行ＧＯ以及ＫＥＧＧ分析。
１．２．８　转录因子结合基序富集分析以及转录因子调
控网络的绘制　　利用ｅｄｇｅＲ工具分析肠化及正常组
织的转录组差异，整合沉默子信号减弱区域，确定用于

预测的基因组区间范围。利用 Ｈｏｍｅｒ预测沉默子信
号丢失区域的转录因子基序，除限定区间范围，其他均

使用默认参数。根据 Ｑｖａｌｕｅ富集程度对转录因子进
行排名，展示前１０个富集程度最高的转录因子基序；
选取在肠化组织高表达的转录因子，绘制调控网络图。

２　结果

２．１　采用 Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３ＣＵＴ＆Ｔａｇ测序技术，获得全基
因组沉默子分布图谱

　　本研究收集肠化胃窦黏膜和正常胃窦黏膜，进行
Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３ＣＵＴ＆Ｔａｇ及ＲＮＡｓｅｑ测序（图１Ａ）。全面
分析测序数据的质控指标显示（图１Ｂ），样本 ＤＮＡ片
段数（ｒｅａｄｓｎｕｍｂｅｒ）均大于 ５×１０６，提示获得足够多
Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３修饰信号，满足下游分析需求；基因组比对
率（ｍａｐｐｉｎｇｒａｔｅ）均大于９０％，提示文库无显著的接头
污染等情况；片段重复率（ｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎｒａｔｅ）均小于
３０％，提示文库复杂性良好；信号峰数量（ｐｅａｋｃｏｕｎｔ）
均大于１×１０４，表明捕获 Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３信号有较集中的
富集趋势；位于信号峰区域的 ＤＮＡ片段比例（ｆｒａｃｔｉｏｎ
ｏｆｒｅａｄｓｉｎｐｅａｋｓ，ＦＲｉＰ）均大于２５％，提示捕获到的沉
默子信号富集在染色质上特定区域，可用于下游分析；

正常与肠化组织的质控指标上无显著差异，可排除数

据质量不均一导致假阳性结果。ＲＮＡ数据质控分析
显示，目标片段在基因编码区高度富集，且 ＲＮＡｓｅｑ
测序深度足够（图１Ｃ）。
　　分析Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３修饰的基因组分布表明，两种组
织的沉默子均主要分布在远端的基因间区以及非编码

的内含子区域（图１Ｄ），这与既往报道染色质上的沉默
子定位特征一致。因此，两种组学数据质量较好，全面

展示了两种组织中沉默子信号的全基因组分布图谱。

２．２　肠化组织沉默子信号强度显著降低，与正常组织
相比发生了显著的沉默子重塑

　　对比沉默子信号强度发现，肠化组织的平均信号
强度显著低于正常组织（肠化组织为 ０．６９，正常组织
为０．８０，Ｐ＜０．０５），说明肠化组织存在沉默子丢失现
象（图２Ａ）。为分析肠化组织中全基因组的沉默子信
号丢失区域，我们利用ＭＡｎｏｒｍ２工具对Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３测
序信号进行标准化处理，鉴定了肠化组织与正常组织

之间信号强度显著差异的Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３修饰位点。统计

２１５ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



结果表明，肠化组织在１５８８１个基因组区域上获得了
沉默子信号，在１４９６２个基因组区域上丢失了沉默子
信号。这些数据说明，肠化组织不仅存在沉默子获得

事件，同时存在大量的沉默子丢失现象（图２Ｂ）。
　　对两组样本的Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３沉默子信号进行主成分

分析（ＰＣＡａｎａｌｙｓｉｓ）降维展示，发现肠化组织的沉默子
特征与正常组织显著不同（图 ２Ｃ）。上述结果表明，
正常组织和肠化组织之间的沉默子信号存在显著差

异，肠化组织的沉默子信号强度整体降低，发生沉默

子重塑。
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Ａ：胃窦正常组织、肠化组织的Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３ＣＵＴ＆Ｔａｇ、ＲＮＡ测序流程图；Ｂ：Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３ＣＵＴ＆Ｔａｇ文库质量的质控分析　从左至
右：总体ＤＮＡ片段数、比对率、重复序列比例、信号峰数量、信号峰区域的 ＤＮＡ片段比例；Ｃ：ＲＮＡ测序数据的质控分析　上：
Ｒｅａｄｓ片段在基因编码区上的分布；下：转录组测序深度稀释图；Ｄ：Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３沉默子信号在各（组）样本基因组上分布　左：
各组整体沉默子信号的分布；右：各样本沉默子信号的分布

图１　高质量Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３ＣＵＴ＆Ｔａｇ及ＲＮＡｓｅｑ测序数据和Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３修饰的基因组分布特征
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２．３　沉默子重塑可能调控肠化相关基因表达及肠化
细胞的多种代谢通路

　　由于沉默子是下调基因转录活性的重要表观调控
机制，我们进一步筛选肠化组织中沉默子调控的下游

靶基因。两种组织转录组存在显著差异：肠化组织中

有１４４９个基因表达上调，包括 ＣＤＸ１、ＣＤＸ２、ＴＦＦ３、
ＭＵＣ２、ＨＮＦ４α、ＡＴＯＨ１［１３］和ＩＳＸ［１４］等肠上皮黏膜表达
的基因；肠化组织下调的基因有１３１２个（图３Ａ）。整
合分析沉默子数据与差异表达基因，发现８７２个基因
沉默子信号上升且表达水平降低，占肠化低表达基因

的６６．５％；１９７个基因沉默子信号下调且表达水平升
高，占肠化高表达基因的１３．６％（图３Ｂ），提示沉默子

重塑可能在调控肠化组织基因表达中发挥重要作用。

使用ＩＧＶ工具可视化展示已知肠化标志物 ＣＤＸ１基
因［１５］的沉默子信号和 ＲＮＡ测序数据，发现肠化组织
ＣＤＸ１基因Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３信号下调，伴随 ＲＮＡ表达水平
上调，提示ＣＤＸ１表达可能受沉默子调控（图３Ｃ）。统
计肠化组织可能受沉默子调控的所有基因，ＫＥＧＧ分
析显示，沉默子重塑可能调控多条代谢通路和细胞生

物学功能，比如上调脂肪酸降解和丙酮酸代谢通路；同

时也可能下调胃酸分泌相关通路（图３Ｄ）。这些代谢
通路与肠化表型密切相关［１６

!

２０］，提示沉默子重塑可能

通过调控肠化相关基因表达，影响肠化细胞的物质代

谢和生物学过程。
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Ａ：胃窦正常与肠化组织中沉默子信号强度的可视化（左）以及量化比较（右）　ａ：Ｐ＜０．０５；Ｂ：热图展示两组样本间差异的沉
默子信号　ＦＣ＞１．５，ＦＤＲ＜０．０５；Ｃ．依据沉默子特征对各样本进行的主成分分析

图２　肠化组织中重塑的Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３沉默子信号
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Ａ：胃窦正常与肠化组织中的差异表达基因　ＦＣ＞２，ＦＤＲ＜０．０５；Ｂ：各基因的沉默子信号与表达水平；Ｃ：肠化特异性基因
ＣＤＸ１在正常和肠化组织中的沉默子信号及转录水平；Ｄ：受沉默子调控的基因的ＫＥＧＧ富集分析

图３　沉默子相关靶基因及生物学功能

２．４　转录因子ＡＴＯＨ１和 ＯＮＥＣＵＴ２可能被招募到沉
默子丢失区域，形成转录因子网络，进而调控肠

化相关基因表达

　　组蛋白Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３修饰丢失后，沉默子区域染色
质开放性增加，有利于招募转录因子，激活基因表达。

分析肠化组织沉默子丢失区域的转录因子结合基序

（ＴＦｍｏｔｉｆ），发现一系列转录因子可能被招募，图 ４Ａ
中列举了排名前１０位的预测转录因子。由于 ＡＴＯＨ１

和ＯＮＥＣＵＴ２在肠化组织中表达水平显著上调（图４Ｂ），
提示它们可能调控肠化相关基因表达。我们聚焦这两

个转录因子，比对全基因组沉默子信号减弱区域

（图４Ｃ），发现：①ＡＴＯＨ１和 ＯＮＥＣＵＴ２均可能调控自
身表达，形成正反馈环路；②ＡＴＯＨ１和ＯＮＥＣＵＴ２均 可
能调控其余 ８个转录因子；③ＯＮＥＣＵＴ２可能调控
ＡＴＯＨ１表达；④ＡＴＯＨ１和ＯＮＥＣＵＴ２各自可能调控一
系列重要的肠化相关基因。比如，沉默子丢失可能招
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募ＡＴＯＨ１至ＣＤＸ１基因调控区域，直接上调肠化关键
转录因子ＣＤＸ１表达（图４Ｄ）。
　　对 ＡＴＯＨ１和 ＯＮＥＣＵＴ２可能调控的靶基因进行
ＧＯＢＰ分析，发现这些基因主要参与细胞命运决定、

分化发育等重要生物学过程（图４Ｅ）。以上数据提示，
肠化过程中沉默子重编程，可能异常激活多个转录因

子，导致胃黏膜细胞分化谱系异常，而其中 ＡＴＯＨ１和
ＯＮＥＣＵＴ２这两个转录因子可能发挥关键调控作用。
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Ａ：沉默子信号丢失的基因组区域上的转录因子富集情况　Ｂ：沉默子相关转录因子 ＡＴＯＨ１和 ＯＮＥＣＵＴ２在胃窦肠化样本中
表达水平显著上调　ＦＣ＞１．５，ＦＤＲ＜０．０５；Ｃ：转录因子ＡＴＯＨ１与ＯＮＥＣＵＴ２可能调控的沉默子丢失基因，其中黄色标记同时
受到二者调控的靶基因；Ｄ：ＡＴＯＨ１促进ＣＤＸ１表达的沉默子调控机制；Ｅ：ＡＴＯＨ１与 ＯＮＥＣＵＴ２潜在调控的沉默子丢失基因
的ＧＯ富集分析

图４　沉默子相关转录因子ＡＴＯＨ１和ＯＮＥＣＵＴ２调控肠化相关基因的机制
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３　讨论

　　胃黏膜肠化是一种重要的肠型胃癌癌前状态，较
难逆转，显著增加癌变风险，是胃癌发生的关键病理阶

段［３］。表观修饰如ＤＮＡ甲基化水平在肠化组织出现
全局性改变，与肠化进展密切相关［５］，但其它表观遗

传学机制如组蛋白修饰如何调控肠化进程尚未全面探

索。本研究系统描绘了肠化组织的全基因组沉默子分

布图谱，首次报道沉默子重编程是肠化的重要表观调控

特征。

　　组蛋白修饰可通过染色质免疫共沉淀技术（ＣｈＩＰ
ｓｅｑ）、ＣＵＴ＆Ｔａｇｓｅｑ以及ＣＵＴ＆ＲＵＮｓｅｑ等测序技术检
测，其中 ＣｈＩＰｓｅｑ应用最为广泛，但所需样本量大。
近年来新兴测序技术如 ＣＵＴ＆Ｔａｇｓｅｑ和 ＣＵＴ＆ＲＵＮ
ｓｅｑ具有多重优势，比如步骤简便、实验周期短、建库
样本的细胞量要求低、信号峰特异性好、成本低

廉［２１－２２］。这两项新兴技术原理相似，ＣＵＴ＆Ｔａｇｓｅｑ是
ＣＵＴ＆ＲＵＮｓｅｑ的升级版，采用 Ｔｎ５转座酶复合物，切
割染色质同时增加建库引物接头，简化建库步骤，可快

速获得高质量信号峰［２２－２３］。由于内镜活检组织的细

胞量较少，本研究采用 ＣＵＴ＆Ｔａｇｓｅｑ技术鉴定沉默
子。

　　本研究发现肠化组织的沉默子信号显著降低，发
生广泛的重编程，可能调控大量肠化相关基因，影响胃

黏膜上皮的营养物质代谢和胃酸分泌过程。沉默子与

ＤＮＡ甲基化，均为抑制性表观调控方式，两者在胚胎
发育、肿瘤发生等过程中协同发挥作用［２４－２５］。既往研

究发现肠化组织的启动子 ＤＮＡ高甲基化与肠化程度
呈正相关［５］，而本研究发现肠化组织远端调控元件的

沉默子重塑特征，提示两者可能协同作用，在肠化过程

中联合发挥抑制性表观调控效应。

　　肠化过程中多个转录因子可能被招募至组蛋白
Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３修饰信号丢失区域，其中 ＡＴＯＨ１与
ＯＮＥＣＵＴ２可能形成互作网络，调控肠化相关基因表
达。ＡＴＯＨ１表达于胚胎发育期的肠道黏膜上皮细胞，
受ＮＯＴＣＨ信号激活，进而诱导肠上皮干细胞分化，维
持潘氏细胞、杯状细胞和内分泌细胞数量［２６］。此外，

Ｂａｒｒｅｔｔ食管组织中 ＡＴＯＨ１被肠上皮转录因子 ＣＤＸ２
诱导，参与肠化过程［２７］。这些结果提示，除已知的

ＣＤＸ１／２等转录因子外，ＡＴＯＨ１与 ＯＮＥＣＵＴ２也可能
参与调控胃黏膜肠化细胞的表型和功能转换。

　　综上，胃黏膜肠化组织存在全基因组沉默子重塑
为特征的表观修饰紊乱。沉默子重塑可能招募

ＡＴＯＨ１与ＯＮＥＣＵＴ２等转录因子，形成调控网络，影响
肠化相关基因表达。这些发现有助于深入理解胃黏膜

肠化的发生规律，为开发表观靶向药物，逆转肠化和预

防胃癌提供了新思路。
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