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·综　　述·

ＣｈＩＰｃｈｉｐ及ＣｈＩＰｓｅｑ的应用现状及其发展前景


孔令雯１综述，董竞成２△审校

（复旦大学附属华山医院：１．中西医结合科；２．中西医结合科，上海２０００４０）

　　关键词：染色质免疫沉淀法；　芯片分析技术；　寡核苷酸序列分析；　组蛋白类；　ＤＮＡ结合蛋白质类
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　　目前主要应用染色质免疫共沉淀芯片（ｃｈｒｏｍａｔｉｎｉｍｍｕ

ｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｃｈｉｐ，ＣｈＩＰｃｈｉｐ）与 ＣｈＩＰ测 序 （ＣｈＩＰｓｅｑｕｅｎ

ｃｉｎｇ，ＣｈＩＰＳｅｑ）技术在全基因组范围内分析组蛋白修饰、转录

因子结合位点（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅ，ＴＦＢＳ）、核小体

的定位或其他染色质蛋白结合位点的表观遗传机制，组蛋白修

饰是控制基因转录的关键因素之一，乙酰化、甲基化、磷酸化等

共价修饰的形式共同构成了可以通过特殊解码蛋白解读的组

蛋白密码，在解码过程中每个环节的异常都会影响基因的表

达［１２］，随着ＣｈＩＰｃｈｉｐ与ＣｈＩＰＳｅｑ等高通量技术的出现，组蛋

白修饰的检测变得快捷、高效［３］，但技术应用中的问题也相继
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出现，进一步完善技术可使检测结果更精确。

１　ＣｈＩＰ技术

蛋白质与ＤＮＡ相互识别是基因转录调控的关键，也是启

动基因转录的前提。ＣｈＩＰ是在全基因组范围内检测ＤＮＡ与

蛋白质体内相互作用的标准方法［４５］，该技术由 Ｏｒｌａｎｄｏ等
［６］

于１９９７年创立，最初用于组蛋白修饰的研究
［７］，后来广泛应用

到转录因子作用位点的研究中［８］。ＣｈＩＰ的基本原理为：活细

胞采用甲醛交联后裂解，染色体分离成为一定大小的片段，然

后用特异性抗体免疫沉淀目标蛋白与ＤＮＡ交联的复合物，对

特定靶蛋白与ＤＮＡ片段进行富集
［４］。采用低ｐＨ值反交联，

ＤＮＡ与蛋白质之间的Ｓｃｈｉｆｆ键（－Ｃ＝Ｎ－）水解，释放ＤＮＡ

片段。通过对目标片段的纯化与检测，获得ＤＮＡ与蛋白质相

互作用的序列信息。ＮＣｈＩＰ
［９］和 ＸＣｈＩＰ

［１０］是最常见的２种

ＣｈＩＰ实验技术，前者用来研究ＤＮＡ与高结合力蛋白的相互作

用，采用核酸酶消化染色质，适用于组蛋白及其异构体的研究；

ＸＣｈＩＰ主要用来研究ＤＮＡ与低结合力蛋白的相互作用，采用

甲醛或紫外线进行ＤＮＡ和蛋白交联，然后，采用超声波将染

色质断裂为小片段，适用于多数非组蛋白的蛋白质类的研究。

由于生物芯片具有快速、高效、高并行性、高通量、微型化和自

动化等特点［１１］，高密度生物芯片与ＣｈＩＰ的结合极大地方便了

ＤＮＡ与蛋白质相互作用的研究。

２　ＣｈＩＰｃｈｉｐ技术

ＣｈＩＰｃｈｉｐ技术最初是用来检测目的蛋白质与ＤＮＡ的相

互关系，后来被广泛应用到组蛋白修饰、ＤＮＡ甲基化等转录后

调节的研究［１２］。该方法首先使用固定剂将ＤＮＡ染色质断裂

为数百ｂｐ的碱基段；然后用针对特异性蛋白质的抗体进行

ＣｈＩＰ，将富集的蛋白质ＤＮＡ 复合物进行扩增，再将扩增的

ＤＮＡ片断与覆盖欲检测基因组的芯片进行杂交，使用芯片扫

描仪对芯片的信息进行处理。芯片制作方法主要有点样法及

原位合成法２种。点样法是将合成的寡核苷酸点到芯片上，该

法制作方便，但可能存在点样针头洗涤不彻底而造成交叉污染

及样点不均一等问题；而原位合成法具有较好的重复性和较高

的样点密度［１３］。ＣｈＩＰ技术与芯片技术相结合有助于疾病的

诊断及新的治疗方法开发。

ＤＮＡ复制和基因表达是在调控蛋白与基因组ＤＮＡ结合

的基础上实现的，因此，结合位点分析信息与基因表达数据相

结合，是分析生物标志物的关键技术。转录因子通过与核酸直

接相互作用在细胞内发挥重要的转录调控作用。它们常将特

异结合在基因转录起始位点上游的启动子调节该基因的转录，

目前较为先进的启动子芯片技术可检测单个转录因子在细胞

中的某一时刻与２００００个基因启动子相互作用的情况。通过

ＣｈＩＰ技术与启动子芯片的有机结合，可确定任何一个特定转

录因子的靶基因群。ＴＦＢＳ的检测较多采用该技术，ＴＦＢＳ是

与转录因子结合的ＤＮＡ序列，它们与转录因子相互作用调控

基因的转录过程。确定ＴＦＢＳ是理解转录调控机制，建立转录

调控网络的关键工作，ＣｈＩＰｃｈｉｐ技术的分辨率为１０００ｂｐ左

右，远高于ＴＦＢＳ，因此，高通量实验技术结合ＣｈＩＰｃｈｉｐ技术

以及多个基因组的序列信息来预测ＴＦＢＳ已成为新的研究热

点。然而，该实验技术产生的大量数据需要相关的数据分析软

件进行预测分析，因此，相应软件的开发也是该技术广泛推广

应用的关键因素。

利用 ＣｈＩＰｃｈｉｐ实验数据预测 ＴＦＢＳ的软件有：ＭＤ

ｓｃａｎ
［１４］、ＭａｔｒｉｘＲＥＤＵＣＥ

［１５］等；ＴＦＢＳ 的 相 关 数 据 库 有：

ＴＲＡＮＳＦＡＣ
［１６］、ＪＡＳＰＡＲ、ＳＥＬＥＸ＿ＤＢ

［１７］及 ＨＴＰＳＥＬＥＸ
［１８］

等。ＴＲＡＮＳＦＡＣ是真核生物转录调控信息的数据库，收录转

录因子、转录调控关系以及ＴＦＢＳ等相关信息；ＪＡＳＰＡＲ包含

了３个子数据库；ＳＥＬＥＸ＿ＤＢ和 ＨＴＰＳＥＬＥＸ数据库收录的

ＴＦＢＳ相对较少，但针对每一个 ＴＦＢＳ提供了丰富的实验信

息。通过对ＣｈＩＰｃｈｉｐ方法的运用，Ｔｅｓｔａ等
［１９］发现了 ＮＦＹ

蛋白在核心启动子之外的多个ＣＣＡＡＴ结合位点；有人利用该

技术在染色体组水平上全面成功检测到ＲＥａ和ＥＲｂ的结合

位点［２０］。ＣｈＩＰｃｈｉｐ技术的优点在于可以在体内进行反应；在

给定检测细胞环境的模式下得到ＤＮＡ相互关系的简单影像；

使用特异性修正抗体鉴定与包含有一个特异性后转录修正蛋

白质的相关位点；直接或间接（通过蛋白质与蛋白质的相互作

用）鉴别基因组与蛋白质的相关位点［２１］。但该技术也存在缺

点，如调控蛋白质的基因的获取可能需要限制在组织来源中；

ＣｈＩＰｃｈｉｐ所需的抗体制备是一个障碍，该技术要求特异性很

高的抗体，要在自由溶液和固定液中都能识别其抗原决定簇，

为获得高丰度的结合片段，必须高度模拟靶标蛋白质表达所需

的胞内环境；另外，由于芯片体积的限制，ＤＮＡ序列只能是某

些已知特定片段，因此，容易出现分析的偏向性，ＣｈＩＰｓｅｑ技术

的出现解决了这方面的难题。

３　ＣｈＩＰｓｅｑ技术

ＣｈＩＰｓｅｑ是将深度测序技术与ＣｈＩＰ实验相结合，分析全

基因组范围内ＤＮＡ结合蛋白结合位点、组蛋白修饰、核小体

定位或ＤＮＡ甲基化的高通量方法，可以应用到任何基因组序

列已知的物种，并能确切得到每一个片段的序列信息［２１］。

ＣｈＩＰｓｅｑ先通过ＣｈＩＰ技术特异性地富集能与目的蛋白结合

的ＤＮＡ片段，然后对这些ＤＮＡ片段进行高通量测序，最后定

位基因组信息，从而获得全基因组范围内组蛋白ＤＮＡ及染色

质修饰等ＤＮＡ区段信息。ＣｈＩＰｓｅｑ的２个主要步骤是读长

定位和富集区域（“峰”）的识别，这２个问题的成功解决使

ＣｈＩＰｓｅｑ成为研究全基因组范围内组蛋白和ＤＮＡ相互作用

的有力工具。该技术具有许多的优点：（１）能实现真正的全基

因组分析；（２）结合分辨率可精确到１０～３０ｂｐ；（３）所需样本量

小；（４）避免了杂交等影响因素，具有更高的敏感性等
［２２］。采

用ＣｈＩＰｓｅｑ检测小鼠胚胎干细胞，研究者发现转录因子与结

合位点并不是一对一的关系，在监测的１３个转录因子及２个

转录调节子结合位点中发现有些位点同时与几个不同的转录

因子 共 同 作 用 结 合，如 ＮＡＮＧ、ＳＯＸ２、ＯＣＴ４、ＳＭＡＤ１ 和

ＳＴＡＴ３，它们共同组成“胚胎干细胞增强子小体”
［２３］。在小鼠

细胞ＮＡＮＧ、ＳＯＸ２、ＯＣＴ４和 ＴＣＦ３结合位点的研究中，鉴别

出１４２３０个４种因子共同结合的位点
［２４］。该技术还应用于检

测细胞活性的研究。最近研究发现，双价标志（Ｈ３Ｋ４ｍｅ３／

Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３）同时存在时，细胞处于平衡状态；当只有标志

Ｈ３Ｋ４ｍｅ３单独存在时，细胞处于活跃状态；而只有标志

Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３存在时，细胞处于抑制状态
［２５］。

近年来，ＣｈＩＰｓｅｑ技术已经成为研究的热点之一
［２６２８］，使

ＣｈＩＰｓｅｑ成为基因组学，特别是功能基因组学研究领域的重要

技术，当前面临的主要问题也与ＣＨＩＰｃｈｉｐ一样，即数据分析

软件的发展大大滞后于实验手段的进步。目前可用于ＣｈＩＰ

Ｓｅｑ分析的测序平台有 ＧｅｎｏｍｅＡｎａｌｙｚｅｒ（ＩＩｌｕｍｉｎａ，Ｓｏｌｅｘａ）、

ＳＯＬｉＤ（Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ）、４５４ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ（Ｒｏｃｈｅ）、

ＨｅｌｉＳｃｏｐｅ（Ｈｅｌｉｃｏｓ）
［２９］。这些分析软件的缺点是ＣｈＩＰｓｅｑ数

据会出现高ＧＣ含量核苷酸序列片段的读段数比实际值偏高

的现象，近几年由于实验检测成本较前降低（仍较ＣｈＩＰｃｈｉｐ

价格高），ＣｈＩＰｓｅｑ的应用却有增长趋势，但不太完善的数据分
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析技术仍是制约高通量测序技术应用的瓶颈。

表观遗传学研究的不断深入使该技术的应用更加广泛，本

课题组在涉及肺部炎症相关基因表观遗传学领域的研究中，运

用ＣｈＩＰ相关技术研究炎症基因异常表达的表观遗传学机制，

特别是炎症基因ＴＦＢＳ及组蛋白修饰对炎症基因表达影响的

研究，Ｔｒｅｇ细胞的减少是哮喘重要的发病机制之一，表观遗传

调控是影响哮喘患者肺泡灌洗液中 Ｔｒｅｇ细胞数量的重要机

制，烟雾刺激使慢性阻塞性肺疾病（ｃｈｒｏｎｉｃｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｐｕｌｍｏ

ｎａｒｙｄｉｓｅａｓｅ，ＣＯＰＤ）的组蛋白去乙酰化酶活性降低，导致组蛋

白的过度乙酰化，从而使炎症基因过度异常表达［３０３１］。目前

应用该技术研究炎症基因表达的详细机制，可以从表观遗传学

角度阐述肺部炎症性疾病的发病机制，为治疗提供更有效的作

用靶点。

４　结　　语

ＣｈＩＰｃｈｉｐ及ＣｈＩＰｓｅｑ技术被广泛应用在组蛋白修饰、特

定转录因子调控作用等表观遗传学的研究，为在全基因组范围

内对蛋白质和ＤＮＡ的相互作用进行研究提供了方便，使人们

可以对基因调控机制及基因调控网络进行更深入的研究，也使

人们对疾病病理机制的研究深入至基因异常表达的源头。目

前，ＣｈＩＰｃｈｉｐ及ＣｈＩＰｓｅｑ产生的数据越来越多，尽管有一些

关于ＣｈＩＰｃｈｉｐ及ＣｈＩＰｓｅｑ数据的处理软件，但缺乏更高效的

处理工具以及对其分析流程的整合，数据处理的具体细节难以

详细描述，从而使实验结果不能被重复验证，因此，开发不同计

算机平台下的可以交互分析的工具，并将这些工具整合成分析

流水线是未来的研究方向。
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空腹血糖与非糖尿病急性心肌梗死的临床研究进展
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　　急性心肌梗死（ａｃｕｔｅｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ，ＡＭＩ）是冠心

病的一个重要临床类型，ＡＭＩ一直是临床研究的热点，而高血

糖与ＡＭＩ的发病率、病死率的关系更是目前心血管研究的热

点。早在１８７７年有学者报道了损伤可致应激性高血糖
［１］，而

心肌梗死时，患者高血糖与病死率相关性的报道首见于１９８７

年［２］，此后的几十年中，研究者不断证实高血糖与 ＡＭＩ的发

生、发展、预后具有显著关系。近年来，人们对这种相关性的研

究更加细致、深入，笔者就近年来非糖尿病 ＡＭＩ与空腹血糖

（ｆａｓｔｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅ，ＦＢＧ）的临床研究进展进行综述。

１　ＦＢＧ是非糖尿病ＡＭＩ预后的独立影响因子

在大量高血糖与非糖尿病 ＡＭＩ的研究中，ＦＢＧ比随机血

糖的临床价值更大。杜冬梅等［３］在对６６８例初发ＡＭＩ患者的

临床观察中发现，５２８例ＦＢＧ升高，占７９％。这在一定程度上

反映中国初发ＡＭＩ患者出现ＦＢＧ升高较为常见，同时，他们

还发现这些非糖尿病ＡＭＩ患者比糖尿病ＡＭＩ患者的ＦＢＧ警

戒值提前，并认为ＦＢＧ是初发ＡＭＩ患者远期预后的独立影响

因子。

彭晓韧等［４］选择了１０７例非糖尿病 ＡＭＩ患者，主要以

ＦＢＧ定义非糖尿病ＡＭＩ患者的应激性高血糖，以研究非糖尿

病ＡＭＩ与应激高血糖之间的关系。结果显示，对患者进行高

血压病史及病程、脑血管病史、年龄、性别、高密度胆固醇脂蛋

白、低密度胆固醇脂蛋白、三酰甘油、梗死部位及范围、总胆固

醇、尿素、血肌酐、尿酸等因素校正后，ＦＢＧ是 ＡＭＩ患者死亡

的独立危险因素。同时，有应激性高血糖的 ＡＭＩ患者与无应

激性高血糖患者相比，严重心律失常、充血性心力衰竭、肺部感

染和急性脑血管事件的发病率明显增高。因此，非糖尿病

ＡＭＩ的一个重要预后指标为ＦＢＧ。

杨爽等［５］对２００例ＡＭＩ患者进行ＦＢＧ、入院血糖水平与

ＡＭＩ患者近期心源性死亡的研究中发现，ＦＢＧ升高组在住院

期间的病死率高于入院血糖升高组。他们认为这种情况可能

是入院血糖升高与疼痛刺激、急性炎症反应相关，但ＦＢＧ能排

除这些干扰，更真实地反映血糖水平。

于家军等［１］在对２８７例非糖尿病ＡＭＩ患者的血糖监测中

发现，升高的ＦＢＧ比入院时随机血糖的预测价值大。既往无

糖尿病史患者ＦＢＧ正常的３０天死亡风险较低，而ＦＢＧ升高

者，３０天死亡风险随每个三分位数ＦＢＧ浓度的升高而显著

提高。

早期ＦＢＧ水平是非糖尿病 ＡＭＩ患者预后心血管事件发

生的独立影响因素。魏峰等［６］剔除既往确诊２型糖尿病者，选

择２２７例非糖尿病ＡＭＩ，研究了ＦＢＧ对这些患者近期预后，特

别是心律失常、充血性心力衰竭等心血管事件发生的影响，结

果表明，心血管事件发生率与ＦＢＧ呈正相关，充血性心力衰竭

发生率、恶性心律失常发生率会随着ＦＢＧ的升高而提高，但心

源性死亡发生率无组间差异。杜冬梅等［３］的研究显示，初发

ＡＭＩ患者２４ｈ内ＦＢＧ的升高水平与近期恶性心律失常、充血

性心力衰竭及心源性死亡等的发生率升高有关系。

ＦＢＧ水平与非糖尿病 ＡＭＩ后心功能情况密切相关。刘

国晖等［７］选择１８２例老年非糖尿病 ＡＭＩ患者，旨在探讨ＦＢＧ

与老年非糖尿病ＡＭＩ患者预后的关系。结果显示，ＦＢＧ每升

高１ｍｍｏｌ／Ｌ，心律失常的发生风险增加１．５７３１倍，左心功能

不全的发生率增加１．６８８７倍。于恒池等
［８］选择１６１例 ＡＭＩ

患者，观察ＦＢＧ水平与 ＡＭＩ后左心室射血分数的关系，结果

发现，ＦＢＧ升高的患者心肌梗死后早期左心室射血分数明显

低于ＦＢＧ正常者。史吉莹等
［９］在１年中对４０位非糖尿病

ＡＭＩ患者的观察中发现，ＦＢＧ升高的患者脑钠素水平高于血

糖正常者，差异有统计学意义（犘＜０．０５），因此，血糖升高组患

者的心功能显著差于正常者。

２　非糖尿病ＡＭＩ患者ＦＢＧ升高的机制

应激状态下，体内激素异常。ＡＭＩ所致的应激反应会导

致交感神经兴奋、内分泌系统紊乱。造成血肾上腺素、去甲肾

上腺素、儿茶酚胺类激素、胰高血糖素等浓度升高，糖皮质激素

可促进糖原分解、糖异生增强。交感神经系统活性增加，可抑

制胰岛素分泌和促进糖原降解，从而引起ＦＢＧ升高
［１０１１］。

应激状态下，机体发生胰岛素抵抗。Ｔｅｌｋｏｖａ等
［１２］在急性

冠状动脉综合征患者胰岛素水平的研究中发现，部分患者对胰

岛素敏感性降低，由于患者体内激素水平失衡，胰岛素受体发

生改变，体内葡萄糖不能有效利用，在代偿性增加胰岛素分泌

时，发生胰岛素抵抗而引发高血糖。陈颖等［１１］认为ＡＭＩ会引

起内皮功能损害，从而导致胰岛素受体改变、胰岛素抵抗，胰岛

素介导的葡萄糖利用率减少，导致血糖升高。

应激状态下，胰岛素生物效应降低。Ｋｅａｖｎｅｙ等
［１３］在大

样本心肌梗死的临床研究中指出，肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃ

ｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒａｌｐｈａ，ＴＮＦα）会促进脂肪分解，引起血浆游离脂肪

酸的升高，进而抑制胰岛素在肝脏和肌肉中的效应，引起血糖
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