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摘　 要： 特定 ＤＮＡ 调控元件之间的长距离染色质接触在基因表达调控中起着关键作用，在理解信号网络和细胞状态时，必须

对这些三维（３Ｄ）染色质结构中的相互作用进行全局表征。 利用成对末端标记序列（Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ）进行染色质相互作用分析是一

种将功能染色质结构转化为数百万个短标记序列的方法。 自 ２００９ 年开发以来，在染色质相互作用分析中具有独特的优势，从
而为转录调控的研究提供了新的视角。 本文介绍了 Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ 的实验方案和数据分析过程，分析了几种常用工具各自的特点

和适用范围，帮助研究人员选用合适的方法以获得更可靠的结果。
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０　 引　 言

转录调控是真核生物中一个复杂而有序的过

程，其中染色质相互作用起着关键作用，从而调节基

因表达，并进一步影响其他细胞的活动。 许多研究

转录因子（ｔｆ）与转录调控的结合的技术已经被开发

出来。 例如染色质免疫沉淀 （ ｃｈｉｐ） 微阵列 （ ｃｈｉｐ
ｃｈｉｐ） ［１］、ｃｈｉｐ ｐｅｔ［２］ 和 ｃｈｉｐ ｓｅｑ［３］，但却无法确定远

端 ｔｆ 结合位点的靶基因。 另一个挑战是确定这种

远端结合位点是否具有功能性，即通过染色体环在

物理上接近靶基因启动子，或吸引 ＲＮＡ 聚合酶Ⅱ复

合物进行基因转录。 因此，鉴定全基因组远端染色

质相互作用，将调控元件引导至目标基因，可能为转

录调控的研究提供新的视角。 染色体构象捕获

（３ｃ） ［４］及其衍生物，４ｃ［５－６］ 和 ５ｃ［７］ 可以揭示参与转

录调控的长程染色质相互作用，但这些技术受到限

制，或者是因为其整体性较低，如 ３ｃ，或者是因其无

法在整个基因组中绘制高分辨率的相互作用区

域［８］。 染色质相互作用分析与配对末端标记测序

（Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ）方法就能够符合分析高吞吐量和高分辨

率基因组水平上染色质相互作用这些要求。 与 ＨＩ－
Ｃ［９］相比，Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ 在与功能研究相关的蛋白质相

关的更高分辨率上更好，确定 ＴＦ 结合位点和染色

质相互作用，为以三维（３Ｄ）方式研究长程染色质相

互作用奠定了坚实的基础，并提供了更可靠的方式。
目前，Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ 已成功应用于人 ＭＣＦ７ 细胞［１０］、人
癌细胞［１１］、人 Ｔ 细胞［１２］、小鼠胚胎干细胞［１３］、小鼠

神经祖细胞［１４］和小鼠 Ｂ 细胞［１５］以及其他细胞［１６］。
为了系统评价 Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ 的方法，本文将详细探

讨该方法的实验方案，与此同时，为方便后续研究分

析，很多分析 Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ 数据的计算方法被提出，本
文对这些计算方法进行了较为全面的研究与论述。
１　 Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ 实验方案介绍

对端测序的结果存储在 ２ 个 ｆａｓｔｑ 文件中，可以

使用 Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ 工具［１７］或其他方法［１８］进行处理。 通

常，Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ 数据处理有 ７ 个步骤（见图 １），分别

是：连接子过滤；Ｐｅｔ 映射；冗余去除；自连和互连

Ｐｅｔ 分类；结合位点分析自连 Ｐｅｔ；用互连 Ｐｅｔ 进行染

色质相互作用分析；染色质相互作用数据的可视化。



在第一步中，连接体将与参考半连接体核苷酸

序列对齐。 除标签序列外，有 ２ 种半连接体，分别命

名为 Ａ 和 Ｂ，而且具有相同的核苷酸。 因此，根据连

接体的组成将 ＰＥＴ 分为 ２ 类：相同的连接体（ＡＡ 或

ＢＢ）和不同的连接体（ＡＢ 或 ＢＡ）。 然后将连接体

从原始测序片段中排除，并保留剩余的 ＤＮＡ 片段以

供进一步分析。 在连接体过滤后，使用 ＢＷＡ［１９］、
Ｂｏｗｔｉｅ［２０］、Ｂａｔｍｉｓ［２１］或其他绘图工具将短 ＤＮＡ 序列

与参考基因组对齐。 使用 ｓａｍｔｏｏｌｓ［２２］ 和 ｂｅｄｔｏｌｓ［２３］

过滤掉冗余和低质量的映射序列。 自连 ＰＥＴ 是指

从两端循环的单个 ＤＮＡ 片段的测序片段，并在同一

染色体上的短距离内映射到基因组。 互连 ＰＥＴ 是

指来自不同 ＤＮＡ 片段的测序片段，通常 ２ 个标签位

于不同染色体中或长距离位于同一染色体中。 虽然

使用自连 ＰＥＴ 来确定基因组上的蛋白质结合位点，
但是互连 ＰＥＴ 可以通过聚类来预测染色质相互作

用。 在此基础上还须确保 ２ 个结合位点之间的交互

集群确实存在或者是偶然发生的。 Ｌｉ 等人［１７］ 使用

基于超几何分布的 Ｆｉｓｈｅｒ 精确检验来量化相互作用

频率。 Ｐａｕｌｓｅｎ 等人［１８］ 提出了一种基于非中心超几

何分布的新统计模型，该模型将基因组距离依赖关

系考虑在内进行 ｐ 值估计。 最后，构建 Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ 浏
览器来报告数据并可视化结合位点以及交互集群。

通过数据处理获得的相互作用需通过湿实验室

进行验证。 短基因组距离中 ＤＮＡ 元件间的相互作

用可以通过 ３Ｃ 实验验证。 对于远距离相互作用中

的 ＤＮＡ 片段（位于不同染色体或同一染色体中的

两个锚点，距离超过 １００ 万碱基对），可以使用显微

镜技术，如 ＤＮＡ 荧光原位杂交（ＤＮＡ－ＦＩＳＨ） ［２４］ 直

接观察相互作用锚的位置和核中的相对空间距离。
２　 Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ 数据分析方法

２．１　 Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ Ｔｏｏｌ 介绍

Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ 工具（ＣＰＴ）［１７］是第一个解决与 Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ
数据相关的独特问题的软件，并建立了有效的数据处

理工作流程。 ＣＰＴ 的研发者采用随机抽样和统计方法

来滤除溶液中而非体内随机结扎产生的噪声。 算法提

出在染色质片段群中，每个染色质片段具有以随机方

式与任何其他片段连接的相等机会，并且不同结合位

点之间的相互作用彼此独立的假设。 在该随机模型

下，互连 ＰＥＴ 的数量遵循超几何分布。 定义如下：
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然而，ＣＰＴ 未能解决基于 ３Ｃ 的技术中最常见

的偏差来源，即由线性基因组距离引起的非特异性

相互作用，即随机聚合物效应。 ＣＰＴ 使用超几何分

布来评估相互作用的显着性。 该模型假设任何 ２ 个

基因组基因座同样可能由 ＰＥＴ 连接，而无论基因组

距离如何。 因此，除了检测真正的循环相互作用之

外，该方法可能检测到由于基因组接近而非基因组

循环所带来的非随机交互频率的大量假阳性。 实际

上，最近的一项研究表明，ＣＰＴ 确定的相互作用表明

与高分辨率 Ｈｉ－Ｃ 数据集的一致性较差。 此外，ＣＰＴ
非常难以安装，因为需要专门特定的操作系统进行

配置，包括复杂的编程语言和环境，主要有 Ｃ、ｐｅｒｌ、
ｐｙｔｈｏｎ、Ｒ、ＭｙＳＱＬ、Ａｐａｃｈｅ Ｗｅｂ 服务器和 ＰＨＰ。
２．２　 ＣｈｉａＳｉｇ 介绍

Ｐａｕｌｓｅｎ 等人描述了一种处理 ＣｈｉａＰＥＴ 数据的

新方法，方法中具体考虑了零模型中的基因组距离。
该方法名为 ＣｈｉａＳｉｇ［１８］，使用非中心超几何来识别

统计上显著的相互作用。 该算法在 ＣＰＴ 的基础上

改进， 并考虑结合位点 ｉ和 ｊ 间相互作用的 Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ
数量，用 ＮＣＨＧ 分布代替超几何分布，定义如下：
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　 　 分析 Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ 数据的基本步骤见图 １。 沿着基

因组序列紧密相连的区域有更高的机会形成随机接

触，因此有必要将基于不同序列距离的预期交互频

率也纳入模型中。 假设 λ ｉｊ 为结合位点区域 ｉ 和 ｊ 之
间的预期相互作用频率，根据 ｉ 和 ｊ 间的基因组距离

来估计。 研究时可参考如下数学公式：

ｗ ｉｊ ＝
λ ｉｊ（２λ － λ ｉ － λ ｊ ＋ λ ｉｊ）
（λ ｉ － λ ｉｊ）（λ ｊ － λ ｉｊ）

． （３）
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图 １　 分析 Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ 数据的基本步骤

Ｆｉｇ． １　 Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ ｓｔｅｐｓ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ ｄａｔａ

　 　 正如预期的那样，这种方法识别的交互要比

ＣＰＴ 少得多。 虽然这种方法能够产生准确的交互，
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但是软件只执行 Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ 数据分析、交互评分中的

最后一步。 因此，用户必须编写自己的软件来查找

和删除链接器序列、对齐宠物、删除重复项、调用峰

值、将宠物分组到交互中并确定宠物距离的下限。
因此，该软件仅对具有重要编程技能的研究人员有

用。 已经描述了其他软件包，但这些软件包或者不

公开，或者与 ＣＰＴ 和 Ｃｈｉａｓｉｇ 有类似的限制。
２．３　 Ｍａｎｇｏ 介绍

Ｍａｎｇｏ［２５］将基因组位点间相互作用的可能性作

为距离和峰深的函数进行建模，并使用该模型为相

互作用分配统计置信度。 值得注意的是，Ｍａｎｇｏ 用

一种简单而健壮的贝叶斯方法取代了计算上昂贵的

距离匹配重布线方法。
由于使用方便和准确性的提高，Ｍａｎｇｏ 将通过

对 Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ 数据集的分析，大幅提升揭示三维染色

质结构特征和功能的能力。 同时也纠正了非特定的

相互作用，可以作为一个基因组接近和峰深的函数。
本次研究证明，与 ＣＰＴ（现有的 Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ 分析管道）
和 Ｃｈｉａｓｉｇ（为 Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ 交互提供统计置信度估计的

软件包） 相比，Ｍａｎｇｏ 表现出更高的准确性。 将

Ｍａｎｇｏ 应用于多个 Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ 数据集，可以独立复制

与 ＮＡＴ 相关的发现。 三维染色质环的结构，包括对

具有内向基序的 ＣＴＣＦ 结合位点的强富集。
除了提高准确性之外，Ｍａｎｇｏ 的可用性也颇受

青睐。 Ｍａｎｇｏ 被设计成所有的研究人员都可以使

用。 Ｍａｎｇｏ 很容易安装，只需一个命令就可以完成

从 ｆａｓｔｑ 到交互的所有步骤。
２．４　 ＭＩＣＣ 介绍

ＭＩＣＣ［２６］，一种易于使用的 Ｒ 包，用于处理Ｃｈｉａ－

Ｐｅｔ 数据。 ＭＩＣＣ 旨在以高灵敏度检测染色质相互

作用，同时将错误发现率（ＦＤＲ）控制在合理水平。
ＭＩＣＣ 的输入是源自 Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ 数据的原始 ＰＥＴ 簇。
ＭＩＣＣ 的最终输出包括：将 ＰＥＴ 簇描述为真实相互

作用簇的后验概率列表和相应的 ＦＤＲ。 在不同数

据集的相同 ＦＤＲ 上，ＭＩＣＣ 总能检测到比 Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ
工具和 ＣｈｉａＳｉｇ 更多的相互作用。 此外，ＭＩＣＣ 检测

到的相互作用在生物学重复之间也更加一致。
２．５　 各种工具之间的性能比较

Ｍａｎｇｏ 仅依赖 ４ 个广泛使用且易于安装的软件

包。 相比之下，ＣＰＴ 需要具体的操作系统配置，主要

有复杂的编程语言和环境阵列， 包括 Ｃ、 Ｐｅｒｌ、
Ｐｙｔｈｏｎ、Ｒ、 Ｍｙｓｑｌ、Ａｐａｃｈｅ Ｗｅｂ Ｓｅｒｖｅｒ 和 Ｐｈｐ，并附带

７ 页的安装指南。 Ｃｈｉａｓｉｇ 可以轻松安装，但只执行

分析 Ｃｈｉａ ＰＥＴ 数据所需的单个步骤。 因此，用户要

编写自己的代码来执行大多数处理步骤，包括连接

解析、ＰＥＴ 映射、冗余去除、峰值调用和距离过滤，详
见表 １。

ＭＩＣＣ，从 Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ 的数据中检测显著染色质相

互作用。 与 Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ 工具相比，ＭＩＣＣ 使用较低深

度的测序库恢复了较高深度测序库中检测到的交互

作用的显著比例。 同时，还为宠物集群提供了更一

致的排序，从而可以提高实验复制之间的再现性。
通过与 ５Ｃ 数据的比较，分析后发现 ＭＩＣＣ 能比

Ｃｈｉａｓｉｇ 更有效地检测相互作用。 此外，ＭＩＣＣ 检测

到的低 ＰＥＴ 计数的相互作用与 ５Ｃ 数据有很大的重

叠，这表明 ＭＩＣＣ 寻找弱相互作用是可行的。 这些

特性使 ＭＩＣＣ 优于其他现有的工具，特别是在以较

少的排序深度处理 ＣｈｉａＰＥＴ 数据时。

表 １　 Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ 软件工具包功能的比较

Ｔａｂ． １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｐａｃｋａｇｅｓ

Ｓｏｆｔｗａｒｅ 连接过滤 ＰＥＴ 映射 冗余去除 峰值调用 自连区分 聚类 统计分析

ＣＰＴ √ √ √ √ √ √ √

ＣｈｉａＳｉｇ √

Ｍａｎｇｏ √ √ √ √ √ √ √

ＭＩＣＣ √ √

３　 Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ 技术应用

３．１　 研究 ＤＮＡ 片段之间的相互作用

Ｃｈｉｐ Ｓｅｑ 用于分析 ＤＮＡ 和蛋白质之间的相互

作用，而 Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ 则从根本上研究 ＤＮＡ 片段之间

的相互作用。 Ｆｕｌｌｗｏｏｄ 等人［２７］ 使用 Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ 技术

构建了由人乳腺癌细胞系 ＭＣＦ７ 的雌激素受体

α（ＥＲ－ａ）结合的染色质相互作用网络，发现长程

ＥＲ－α结合位点主要位于启动子区域。 Ｈａｎｄｏｋｏ 等

人［２８］发现 ＣＴＣＦ 介导的小鼠胚胎多能干细胞相互

作用。 Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ 揭示的 ５ 个不同的染色质结构域为

染色体结构组织提供了新的 ＣＴＣＦ 功能模型，并将

增强子与基因转录调控的启动子连接起来。
在描述人类 Ｔ 细胞中增强子－启动子相互作用

后，Ｃｈｅｐｅｌｅｖ 等人［２９］提出增强子以细胞特异性的方
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式增加其靶基因的表达，相互作用的启动子是共存

的。 此外，细胞核中的染色体在多个层次上被组织

起来发挥作用，除 ＣＴＣＦ 外，还有许多因素可能参与

Ｔ 细胞的这一过程。 在未来的研究中，需要对详细

的机制进行探讨。
Ｈｅ 等人［３０］根据 Ｃｈｉｐ Ｓｅｑ 获得的 ＥＲ－α 结合峰

计算 ＤＮＡ 环化的可能性，继而预测 ＥＲ－α 介导的染

色质相互作用。 这是第一个使用 Ｃｈｉｐ Ｓｅｑ 预测染

色质相互作用的工作，为 Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ 提供了补充。
３．２　 构建染色质相互作用网络

与许多细胞网络一样，染色质交互网络［３１］具有

无标度和模块化拓扑结构，多数节点仅参与一个或

两个交互，而一些节点与不成比例的大量节点连接。
染色质相互作用网络被组织成“社区”，社区内的基

因以协调方式执行相关功能并对外部刺激做出反

应，意味着这些社区可能在数百万年进化过程中被

塑造。
在未来的研究中，不仅可以将该方法应用于其

他特定类型的基因，还可以将相互依赖的网络结合

起来，因为细胞活动一起发生并且相互联系。 此外，
染色质相互作用网络可能奠定 ３Ｄ 或甚至 ４Ｄ 基因

组波的基础，从静态转变为动态［３１］。
３．３　 染色质相互作用的功能研究

目前，已有多种方法用于研究 Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ 鉴定的

染色质相互作用的功能，即：荧光素酶报告基因测

定［１１］、目的蛋白的表达水平敲定实验［１１］、来自转基

因实验的增强子测定法鉴定的调控元件［１５］、基因组

编辑方法（如锌指核酸酶基因组编辑，ＴＡＬＥＮｓ 和

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９）干扰染色质相互作用［１６］。
３．４　 染色质三维结构的重建

染色质的精确三维结构提供了更好的生物学功

能景观。 到目前为止，远距离相互作用的数据适合

于重建三维基因组结构。 ２ 个 ３ｃ 衍生物，即 ｈｉ －
ｃ［１０］和 Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ［９］，实际上反映了整个基因组的结

构。 Ｈｉ－Ｃ 技术可以捕获所有的交互，但是分辨率很

低。 Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ 技术大大提高了分辨率，但只能识别

已知蛋白质介导的相互作用。 因此，Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ 数据

可用于进行更为密集的建模。
对染色质的三维结构进行建模主要有 ２ 种方

法［３２］。 一种是物理模型，如用于解释实验结果的珠

子串模型；另一种是用于重建结构的非线性优化模

型。 其中，物理模型方法中必须考虑许多物理性质。
重建结构的非线性优化模型的第一步是将染色质相

互作用频率转换为空间距离，基于此将空间距离转

换为三维结构。 由于缺乏直接参数来评估在全基因

组范围内建立的三维结构，电子显微镜的发展将在

促进染色质三维结构的研究中发挥重要作用。 染色

质相互作用的可视化与功能测定结合是一种重要的

方式，可以让人们对基因组结构有更直观的印象，并
全面了解基因组的功能。
４　 结束语

本文介绍了 Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ 的实验方案和数据分析

过程，分析了几种常用工具的特点和适用范围，有助

于研究中选用合适的方法以获得更可靠的结果。 现

已成功地应用于转录调控分析的许多研究中，并已

鉴定出不同的染色质相互作用模型。 尽管如此，在
Ｃｈｉａ－Ｐｅｔ 协议和分析管道方面仍有亟待改进之处，
使协议更加简洁和易于执行，数据分析过程更加自

动化和可定制。
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（上接第 ３４７ 页）
较高的关键词有“ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ （管理）”、“ ｃｏｒｐｏｒａｔｅ
ｇｏｖｅｒｎａｎｃｅ（公司治理）”、 “ ｉｎｔｅｒｎａｌ ａｕｄｉｔ （内部审

计）”， 其次是 “ ａｕｄｉｔ （ 审计）”、 “ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ （ 绩

效）”、“ ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ（创新）”。 这些都是当下内部审

计研究领域的热点。
３　 结束语

综上所述，在 ２００６ ～ ２０１８ 年间，内部审计、内部

控制和公司治理是内部审计研究领域的重点，且已

初步形成一定的研究规模，但相较于目前变化迅捷

的市场环境来说还很薄弱，仍需要后续不断的探索

研究与实践检验。
内部审计的完善依赖于客观准确的评价活动和

高效的内部控制，因此，未来内部审计的研究必将与

评价活动和内部控制进行紧密结合。 随着人工智能

与未来内部审计结合日趋成熟，届时内部审计的方

法、技术和工具等方面均将涌现更多的研究成果。
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