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［摘要］ 目的·在DNA序列的保守度层面探讨物种进化与发育之间的关系及其内在规律。方法·分析编码基因的氨基酸序

列在 100个物种中的保守程度，并建立保守率（conservation rate，CR）这一量化基因进化保守程度的指标，进一步使用胚

胎干细胞通路特征基因验证保守率与发育潜能的关系。分析早期三胚层（内胚层、中胚层、外胚层）及其对应的成熟器官

（肝脏、心脏和大脑等）的转录组测序（RNA sequencing，RNA-seq）数据，寻找差异表达基因，研究其保守性特点。收集

人类早期胚层和成熟器官H3组蛋白第 27位赖氨酸乙酰化（histone H3 acetylated at lysine 27，H3K27ac）这一增强子表观遗

传标志物的染色质免疫共沉淀测序（chromatin immunoprecipitation sequencing，ChIP-seq）数据，寻找增强子位点，使用

ROSE程序鉴定各种细胞和组织中的超级增强子（super enhancer，SE）。使用基因通路富集分析研究超级增强子调控的基因

与对应的细胞特征的身份相关性，以明确所鉴定的超级增强子是否符合已有研究报道的特点。使用 PhastCons程序计算非

编码调控区的DNA保守性评分（conservation score，CS），研究其与发育潜能的关系。结果·在基因编码区，成功建立保

守率这一对基因保守程度进行量化的指标。早期三胚层和成熟器官的基因表达数据分析显示：保守率越高的基因与干性和

早期发育过程相关性越大，基因保守率指标能区分出发育前后的组织差异。在基因非编码区，发现调控区的保守性也与发

育具有相关性：发育早期三胚层的超级增强子序列的保守性评分显著高于对应的成熟器官的超级增强子序列；但细胞特异

的普通增强子（typical enhancer，TE）没有呈现出这样的趋势。结论·随着发育进行，在基因编码区特异表达的基因在进

化中的保守率下降，非编码调控区的超级增强子DNA保守性评分下降。
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[Abstract]  Objective·To study the relationship between evolution and the developmental process from the perspective of DNA 

sequence conservation, and explore their inherent principles. Methods·First, conservation rate (CR) was established by analyzing 

the conservation of amino acid sequences of coding genes in 100 species to quantify the evolutionary conservation of genes. The 

relationship between CR and developmental potential was verified by using the feature genes involved in embryonic stem cells 
pathways. Secondly, cell type-specific genes and their characteristics in conservation were studied by analyzing the RNA sequencing 
(RNA-seq) data of the three early germ layers (ectoderm, mesoderm and endoderm) and their corresponding mature organs (brain, 

论著 · 基础研究
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heart, liver, etc). Then, chromatin immunoprecipitation sequencing (ChIP-seq) data of enhancer histone H3 acetylated at lysine 27 
(H3K27ac) from early germ layers and mature organs were collected to search for enhancer sites and identify super enhancers in 
various cells and tissues by using the ROSE procedure. Functional enrichment and signaling pathway analysis of genes was used to 
examine the identity correlation between SEs-regulated genes and the corresponding cell characteristics, to clarify whether the SEs 
identified in this study were consistent with the characteristics reported in previous studies. Finally, PhastCons program was used to 
calculate the DNA conservation score (CS) of non-coding regulatory regions to study their relationship with developmental 
potential. Results·In the coding region of DNA, CR was successfully established to quantify the conservation of genes. The gene 
expression data of early germ layers and mature organs showed that the genes with higher conservation rate were more relevant to 
the stemness and early developmental process, and the differences between the tissues from early and late development could be 
distinguished by using CR. In the non-coding regions of DNA, it was found that the conservation of regulatory regions was also 
correlated with development. The CS of the SE sequences in the early developmental germ layers was significantly higher than that 
of the SE sequences in the corresponding mature organs. However, cell-specific typical enhancers (TEs) did not show such a trend. 
Conclusion·During the developmental process, CR of genes expressed in the coding region decreases, and CS of super-enhancer 

DNA in the non-coding region decreases.

[Key words] embryonic development; evolution; super enhancer; developmental genetics; conservation of DNA

多细胞动物的进化和发育过程具有许多共同的特

征。2个过程都起始于一个真核单细胞：单细胞原生

动物或受精卵。在进化和发育过程中产生特化的细胞

类型，并由它们开始形成肌肉、神经、血管、肠道和

骨骼等多种组织［1］。在基因编码区，发育过程中表

达的基因与进化之间有很强的相关性：在发育早期阶

段，不同物种胚胎的转录谱较为相似；而在发育成熟

后，器官更多地表达物种特异性基因［2］。一般来说，

在生长发育中起关键作用的编码基因，例如同源异型

盒（homeobox，HOX）、配对盒（paired box，PAX）、

骨形态发生因子（bone morphogenetic protein，BMP）

等编码重要的转录因子及外源性形态发生因子的基因

家族［3］，具有很强的保守性。它们往往参与调控细

胞生长、周期以及早期胚胎体轴决定等重要生命活

动，并在不同物种中具有非常高的同源性。而一些参

与特殊生理过程或者调控蛋白活性的编码基因，例如

参与神经活动、免疫调节、生殖以及蛋白质修饰的基

因，其保守性相对较弱。另一方面，基因的表达模式

由调控序列决定，因此这些非编码区的调控序列也存

在相应的保守性差异。保守性调控元件起源于脊椎动

物进化早期 （哺乳类与鸟类、爬行类出现分离时），

其所调控的基因多为参与胚胎结构形成的转录调控因

子［4］。此后进化中出现的新调控区与细胞外信号传

递的基因相关；最后出现的调控区与蛋白翻译后修饰

的基因相关［4］。

非编码调控区决定了基因的表达模式，而增强子

元件在该过程中发挥了关键调控作用。增强子是长度

多为几百个碱基对的 DNA 片段，通常被多种转录因

子结合并占据。H3 组蛋白第 27 位赖氨酸乙酰化

（histone H3 acetylated at lysine 27，H3K27ac）是基因

组上活性增强子的标志，可以通过 H3K27ac 染色质

免 疫 共 沉 淀 测 序 （chromatin immunoprecipitation 

sequencing，ChIP-seq）数据鉴定的峰值定义增强子。

这些增强子能控制细胞类型特异性的基因表达模

式［5-7］。2013 年，WHYTE 等［8］ 提出了超级增强子

（super enhancer，SE）的概念，其他研究者对其不断

进行补充［9-10］。超级增强子是基因组中短间距的增强

子簇，由基因启动子上游或下游附近的一大簇活性增

强子组成，在基因组上占据超过 12.5 kb 的区域，具

有开放的染色质并富集较多的转录共激活因子和核心

转录因子。ROSE程序可以将相距不超过 12.5 kb的增

强子串联在一起得到所有增强子簇；H3K27ac信号富

集程度最大的增强子簇即为超级增强子［8］。超级增

强子存在于各种类型的细胞中，并在人类、小鼠等多

个物种中被检测到［11］。此外，超级增强子上也富集

了与结直肠癌、自身免疫性疾病、冠状动脉疾病和糖

尿病等多种疾病相关的单核苷酸多态性 （single 

nucleotide polymorphism，SNP） 序列［12-15］。针对脊

椎 动 物 的 研 究［16］ 表 明 ， 普 通 增 强 子 （typical 

enhancer，TE）和超级增强子的序列保守性比其附近

的基因组区域更高。此外，研究［16］还发现，在斑马

鱼大多数组织超级增强子序列的保守性明显高于普通

增强子。但是，小鼠和人类中两者序列保守性的差异

仍不明确，其可能取决于具体分析的组织类型［16］。

本研究拟在基因编码区建立一种量化基因进化程

度的方法，并且在广泛的发育过程中验证其评估组织

和细胞发育潜能的能力。而针对非编码调控区，从发

育全局的角度出发研究不同发育阶段的组织中增强子
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和超级增强子的保守性，以此探究非编码调控区的进

化与发育的关系。

1　资料与方法

1.1　数据获取

从高通量基因表达数据库 （Gene Expression 

Omnibus，GEO）（http：//www. ncbi. nlm. nih. gov/geo）

下 载 胚 胎 组 织 （GSM602302、 GSM1112825、

GSM1112830、 GSM1112831 以 及 GSM1112832） 和

成熟器官 （GSE63634、GSM1120338、GSM1013132、

GSM733666、GSM1010912、GSM1606434、GSM1606427、

GSM1220561、GSM2572313、GSM2572314） H3K27ac 的

ChIP-seq 数 据 ， 下 载 胚 胎 组 织 （GSM602290、

GSM1112833、 GSM1112835、 GSM1112845 以 及

GSM1112847）和成熟器官（GSE63634）的转录组测

序 （RNA sequencing，RNA-seq） 数据。另外在基因

型 - 组织表达数据库 （Genotype-Tissue Expression，

GTEx）（https：//www.gtexportal.org）中下载部分成熟

器官 （GTEX-1R9PM-0126-SM-DPRY6、GTEX-1KANA- 

1226-SM-DHXKE、 GTEX-ZTX8-1626-SM-51MRY、

GTEX-1H1DE-1726-SM-A9G3G、 GTEX-QEG5-1126-

SM-33HC2、 GTEX-144GM-0126-SM-5Q5AX、 GTEX- 

144GM-0726-SM-79OJQ、 GTEX-QESD-0226-SM-447BH、

GTEX-R55E-0011-R9A-SM-2TC6C、 GTEX-T5JC-0011- 

R9A-SM-32PLV、 GTEX-WHSE-0126-SM-3NMBT、

GTEX-WFG8-2126-SM-3GIKQ）表达矩阵数据。

1.2　基因编码区保守率计算

从 UCSC genome browser （https：//genome. ucsc.

edu/）下载名为“refGene.exonAA.fa.gz”的多重比对

文件。这个文件包括 100个物种的氨基酸序列。一个

物种中某个基因的氨基酸序列与人类序列一致的数

量，除以该基因编码区的总氨基酸数量，从而得到该

物种该基因的保守率（conservation rate，CR）。使用

所有物种的所有基因保守率可以建立一个矩阵（每列

为一个基因，每行为一个物种）。根据加州大学圣克

鲁 兹 分 校 （University of California， Santa Cruz，

UCSC）基因组数据，将100个物种分成8个种类：鱼

类 （fish）、鸟纲 （Aves）、肉鳍亚纲 （Sarcopterygii）、

哺乳类（mammal）、灵长总目（Euarchontoglires）、非

洲兽总目（Afrotheria）、劳亚兽总目（Laurasiatheria）

和灵长目（Primate）。将每个动物种类中所有物种的

某个基因保守率平均化处理，得到该基因在该动物种

类的保守率。计算每个基因在 8个动物种类保守率的

平均值，得到该基因的全局保守率。除非特别说明，

在本研究中保守率均代表全局保守率。

1.3　ChIP-seq数据分析和增强子保守性评分计算

对于增强子表观遗传标志物H3K27ac的ChIP-seq

数据，用 Trim_galore （version 3.4）程序过滤掉低质

量的读数（reads），并通过FastQC程序查看质量控制

结果。通过 bowtie2 （version 2.4.2）程序将 reads比对

到 hg19 参考基因组。使用 samtools （version 1.9） 程

序对获得的二进制 sam文件进行处理，包括排序和建

立索引等步骤。利用 MACS2 （version 2.2.7.1） 程序

的“--broad”参数寻找峰值（peak），并将 peak 区间

的序列定义为增强子，截断值（cutoff）设为0.1。

使用 bedtools （version 2.30.0） 程序的“intersect”

功能进行增强子数据组间的差异增强子比较。根据重

叠情况，将重叠超过 2/3的增强子定义为重复的增强

子 ， 而 其 他 增 强 子 则 为 特 异 性 增 强 子 。 使 用

PhastCons程序计算组织特异性增强子的DNA保守性

评分（conservation score，CS）。

1.4　RNA-seq数据分析

对原始 SRA 格式进行格式转换、质量控制 （去

除低质量的 reads和接头序列）、比对和计数等处理，

具体步骤如下。使用 Trim_galore （version 3.4）程序

过滤掉低质量的 reads，并使用 FastQC程序查看质量

控制结果。采用 hisat2 （version 2.2.1） 程序将 reads

比对到 hg19参考基因组。使用 samtools （version 1.9）

程序处理获得的二进制 sam文件，包括排序和建立索

引等步骤。为了获取总体 RNA 表达矩阵、mRNA 表

达 矩 阵 和 lncRNA 表 达 矩 阵 ， 使 用 featureCounts

（version 2.0.1） 程序对比对后的片段进行计数和注

释。采用DESeq2 （1.20.0） R包进行基因转录组表达

数据组间的差异基因比较，并选取差异倍数 （fold 

change）大于 2和调整后 P 值小于 0.05作为差异基因

的筛选标准。

1.5　超级增强子和关联基因鉴定

通过 ROSE 程序［10］处理 H3K27ac 的 ChIP-seq 数

据，用于鉴定组织和细胞的超级增强子基因组区域。
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运用 HOMER［17］功能注释获得的超级增强子基因组

区域，了解与之相关的基因及生物学过程。采用

Deeptools （version 3.5.0） 工具定量统计超级增强子

及附近300 kb区域内的H3K27ac信号。

1.6　超级增强子相关基因的功能富集、信号通路分析

为探究超级增强子相关基因可能参与的信号通

路，利用 cytoscape软件中的 clueGO 拓展功能对相关

基因进行基因本体数据库 （gene ontology，GO） 功

能分析，包括生物学过程 （biological process，BP）

和京都基因与基因组百科全书 （Kyoto encyclopedia 

of genes and genome，KEGG） 通路分析。将 P<0.05

设定为富集通路的入选标准。

1.7　统计学分析

应用 Graphpad Prism 8.0 软件进行数据统计分析

及作图。定量资料用 x±s 表示；2 组间比较采用独立

样本 t 检验，多组间比较采用单因素方差分析。P<

0.05表示差异具有统计学意义。

2　结果

2.1　建立基因保守性的量化指标——保守率

以人类基因组 hg19 为参考，对 UCSC 基因组浏

览器中的 100个物种基因组进行比对；基于基因编码

的氨基酸的变化，计算每个基因的保守率。可见，保

守 基 因 微 管 蛋 白 α 1a 基 因 （tubulin alpha 1a，

TUBA1A）编码氨基酸的保守率明显高于人类特异性

新基因Rho三磷酸鸟苷酶激活蛋白 11B （Rho GTPase 

activating protein 11B，ARHGAP11B） 编码氨基酸的

保守率（图 1A）。根据保守率对基因排序后，按照每
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图 1　基因保守率的计算及将基因分配到 189 个集合的流程
Fig 1　Process of calculating genes′ CR and assigning genes to 189 bins
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100 个基因为一个区间，将 18 883 个基因分配到 189

个基因集合 （bin） 中。从 1 号到 189 号，bin 的基因

保守率逐渐上升。为了研究基因保守率与发育和衰老

关系，选择以下 2 个通路进行分析：干细胞通路

（Embryonic stem） 包含胚胎干细胞相关基因，衰老

通路（Aging）包含随着年龄增长而表达增加的基因。

通路富集分析的结果（图 1B）显示，保守率越高的

bin，其包含的基因越富集在干细胞通路；而保守率

与衰老通路无相关性。这表明保守率与发育潜能相关

而与衰老无关。

2.2　三胚层发育有关的基因和增强子区域保守性

的分析

大脑、心脏和肝脏分别由外胚层、中胚层和内胚

层发育而来（图 2A）。选取这 3个发育过程中的早期

胚层和对应的晚期成熟器官为代表，分析发育过程中

的基因及其调控区的保守性。下载并分析已发表的含

有这些细胞和组织的 RNA-seq 数据，选取表达差异

2 倍以上， P<0.05 且 RPKM （reads per kilobase per 

million mapped reads） >1的差异表达基因进行保守率

评分。发现早期胚层特异性表达的基因的保守率均高

于对应的成熟器官（图2B）。

另外，使用 GTEx数据库中 3个胚层发育的其他

器官组织（皮肤、脊髓、脾、骨骼肌、胰腺和肺）的

基因表达数据，与GEO数据库下载分析的三胚层和器

官（内胚层、中胚层、外胚层、肝脏、心脏和大脑）

基因表达数据比较，选取表达差异 2倍以上且P<0.05

的基因进行保守率评分（表1）。所有早期胚层特异性

表达的基因的保守率均高于对应的成熟组。该结果表

明，本研究建立的保守率可以区分发育前后的细胞和

组织：保守率越高的细胞和组织，其发育潜能越强。

人类基因组 DNA 上非编码区占据了比编码区更

多的区域。增强子元件在非编码区发挥了关键调控作

用。在确定 DNA 编码区的保守性可以评估细胞和组

织发育潜能后，接下来我们继续探究非编码区增强子

的保守性与发育潜能的关系。组蛋白 H3K27ac 是基

因组上活跃增强子的标志。我们下载并分析了

H3K27ac的ChIP-seq数据，以其在基因组上的结合位

置定义为增强子。选取器官和对应胚层不重叠的增强

子部分定义为各自状态的差异增强子 （图 2A）。然
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Note： A. Schematic diagram of germ layer specification and organ development. hESC—human embryonic stem cell. B. CR of cell type-specific genes. C. CS 

of cell type-specific enhancers.

图 2　发育过程细胞类型特异性基因和增强子的保守性分析
Fig 2　Conservation analysis of cell type-specific genes and enhancers in development
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而，针对差异性增强子的DNA序列，根据PhastCons

程序计算的保守性评分与发育阶段并无一致性的相关

趋势（图 2C、表 2）。例如，中胚层发育的器官（心

脏）的增强子的保守性评分无显著差异；内胚层发育

的器官（肝脏）的保守性评分随着器官成熟下降；外

胚层发育的器官（大脑）的保守性评分随着器官成熟

反而上升。这一结果在其他器官的分析中也有所体现

（表 2）。针对该情况，我们对增强子类别中的重要组

分进行深入分析，重点探索超级增强子的保守性与发

育的相关性。

2.3　三胚层及对应的组织器官的超级增强子的

鉴定

增强子在基因组上的序列数量远远多于基因的数

量，其中发挥关键调节作用的部分尚不确定。超级增

强子是增强子信号尤其富集的增强子簇，其调控与细

胞身份最为相关的基因，能够促进这些基因的大量表

达。因此，我们主要关注超级增强子特有的 DNA 序

列进化与发育的关系。利用ROSE程序对H3K27ac的

信号排序来鉴定超级增强子（图 3A）。共鉴定了 9个

器官和 3个胚层的超级增强子。组成超级增强子的增

强子称为超级增强子元件，除了超级增强子元件的其

他增强子称为普通增强子。具体超级增强子、超级增

强子元件、普通增强子的数量分布如表 3所示。3个

胚层及其代表性器官（大脑、心脏、肝脏）的超级增

强子和普通增强子都在其对应的细胞类型中富集

H3K27ac 信号（图 3B、C）。此外，通过对成熟器官

超级增强子附近 100 kb内的基因进行功能分析，发现

基因富集在与之相应的生物学功能：例如大脑、心脏

和肝脏的超级增强子调控的基因分别富集在神经形

成、心脏发育和营养代谢等通路（图 3D）。这表明本

研究鉴定出的超级增强子图谱与细胞类型具有高度相

关性。

2.4　超级增强子保守性与发育潜能的关系

选取转录起始位点（transcription start site，TSS）

在超级增强子附近 100 kb内的基因作为其可能调控的

靶基因。通过分析 3个不同胚层来源器官超级增强子

调控的基因保守率，发现胚层超级增强子调控的基因

保守性显著高于其对应的成熟器官（图 4A），这表明

超级增强子调控的基因保守率也与发育具有相关性。

此外，通过分析超级增强子元件的保守性评分，发现

胚层超级增强子元件本身DNA序列的保守性也显著高

于其对应的成熟器官（图4B、表4），这说明非编码调

控区的保守性评分也可以区分发育前后的细胞或组织。

最后比较了三胚层发育中超级增强子元件和普通增强

子的保守性，发现在早期胚层中的超级增强子元件保

守性显著高于普通增强子，而在成熟器官中则相反

（图 4C、表 5）。推测这是因为相较于普通增强子，超

表1　多种器官发育前后特异表达基因的保守率统计

Tab 1　CRs of genes specifically expressed in early and later development of multiplex organs

CR

Progenitor-specific

Organ-specific

P value

Fold change

Ectoderm development

Brain

0.72

0.70

0.000

1.02

Skin

0.72

0.69

0.000

1.05

Spinal cord

0.73

0.66

0.000

1.10

Mesoderm development

Heart

0.72

0.71

0.000

1.02

Skeletal muscle

0.74

0.72

0.000

1.02

Spleen

0.75

0.65

0.000

1.16

Endoderm development

Liver

0.71

0.66

0.000

1.08

Lung

0.74

0.65

0.000

1.14

Pancreas

0.75

0.68

0.000

1.11

Note: Fold change—mean of progenitor-specific genes' CR to mean of organ-specific genes' CR.

表2　多种器官发育前后特异增强子的保守性评分统计

Tab 2　CSs of cell type-specific enhancers in early and later development of multiplex organs

CS

Progenitor-specific

Organ-specific

P value

Fold change

Ectoderm development

Brain

0.15

0.20

0.000

0.72

Skin

0.15

0.11

0.000

1.33

Spinal cord

0.14

0.16

0.000

0.87

Mesoderm development

Heart

0.15

0.15

0.614

1.00

Skeletal muscle

0.15

0.12

0.001

1.27

Spleen

0.15

0.11

0.000

1.37

Endoderm development

Liver

0.18

0.17

0.000

1.10

Lung

0.18

0.11

0.000

1.66

Pancreas

0.18

0.12

0.000

1.54

Note: Fold change—mean of progenitor-specific enhancers' CS to mean of organ-specific enhancers' CS.
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图 3　早期三胚层向相应器官发育过程中细胞特异性超级增强子的鉴定
Fig 3　Identification of SEs during the development of three early germ layers to corresponding organs
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级增强子与细胞谱系更相关：超级增强子在早期胚层

中与高发育潜能的细胞身份相关，调控高保守性的基

因，序列也在进化上更保守；在成熟器官中的超级增

强子与高度特异化的细胞身份相关，调控高度特异性

基因，从而体现在进化和突变水平上更加活跃。

2.5　超级增强子与附近基因组区域 DNA 序列在进

化中的保守性分析

为了进一步比较超级增强子与其附近基因组区域

在进化保守性上的差异，使用 Deeptools 工具进行统

计并通过可视化展示 3 个胚层发育的保守性评分

（图 5A）。结果表明：发育早期的胚层超级增强子均

比发育末期的器官更保守，并且 3个胚层超级增强子

的保守性均高于附近 30 kb 的区域；器官的超级增

强子区域及其附近 30 kb区域的保守性高低受器官类

型的影响比较大，无一致性的趋势。如在脊髓、大

脑、肝脏等器官中，超级增强子保守性高于附近

30 kb的区域，而在皮肤、心脏、骨骼肌、脾脏、肺

和胰腺等器官中，两者之间的保守性却无明显差异

（图5A）。

接下来我们比较了超级增强子元件与附近 30 kb

的普通增强子中所包含的高保守性增强子（保守性评

分大于 0.8）比例，发现胚层超级增强子元件内的保

守性增强子比例显著高于其在附近普通增强子中的比

例。而在对应的成熟器官中，发现部分器官（大脑、

皮肤、脊髓、脾、骨骼肌和肺等）的超级增强子元件

所包含的保守性增强子比例低于附近的普通增强子，

其他器官 （心脏、肝脏和胰腺） 则呈现相反趋势

（表 6）。由此我们认为：发育早期的超级增强子元件

倾向于比附近区域普通增强子保守，但发育后期的保

守性情况取决于具体的器官类型。

为了更加形象化地展示超级增强子的保守性，分

别选取外胚层和大脑组织的 2个超级增强子进行展示

（图 5B）。其分别位于人类基因组 （hg19 版本） 的

chr2：44809603~45118530 和 chr19：37492810~37933580

区域。首先，可以明显观察到外胚层超级增强子的保

守性高于发育成熟的大脑中的超级增强子。其次，外

表 3　三胚层和相应多种器官中超级增强子、超级增强子元件

和普通增强子的数量

Tab 3　 Numbers of SEs， SE elements and TEs in three germ 

layers and corresponding organs

Tissue type

Ectoderm

Brain

Spinal cord

Skin

Mesoderm

Heart

Spleen

Skeletal Muscle

Endoderm

Liver

Lung

Pancreas

SE/n

839

825

942

1 390

508

1151

1 712

1 496

671

777

538

1 657

SE element/n

5 078

5 654

6 362

12 679

4 054

11 050

15 581

12 534

3 770

3 424

4 304

16 475

TE/n

74 570

50 322

67 360

73 065

79 411

72 112

78 865

80 847

57 547

43 749

57 040

94 829

表4　多种器官发育前后超级增强子元件的保守性评分

Tab 4　CSs of SE elements in early and later development of multiple organs

CS

Progenitor-specific

Organ-specific

P value

Fold change

Ectoderm development

Brain

0.17

0.16

0.001

1.09

Skin

0.17

0.11

0.000

1.60

Spinal cord

0.17

0.15

0.000

1.14

Mesoderm development

Heart

0.16

0.13

0.000

1.22

Skeletal muscle

0.16

0.11

0.000

1.42

Spleen

0.16

0.10

0.000

1.59

Endoderm development

Liver

0.20

0.15

0.000

1.37

Lung

0.20

0.10

0.000

1.93

Pancreas

0.20

0.11

0.000

1.75

表5　三胚层及相关器官超级增强子元件与普通增强子的保守性评分统计

Tab 5　CSs of SE elements and TEs in three germ layers and corresponding organs

CS

TE

SE

P value

Fold change

Ectoderm development

Ectoderm

0.06

0.08

0.001

1.31

Brain

0.16

0.05

0.000

0.31

Skin

0.06

0.11

0.000

0.84

Spinal 

cord

0.08

0.15

0.000

0.84

Mesoderm development

Mesoderm

0.08

0.10

0.206

1.18

Heart

0.11

0.05

0.000

0.47

Skeletal 

muscle

0.07

0.06

0.000

0.83

Spleen

0.06

0.04

0.000

0.72

Endoderm development

Endoderm

0.10

0.12

0.000

1.25

Liver

0.12

0.06

0.000

0.55

Lung

0.05

0.04

0.000

0.82

Pancreas

0.06

0.05

0.000

0.83

Note： As the data deviated from the normal distribution, the median value was used to reflect the data and calculate the foldchange.
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图 4　超级增强子的保守性与发育潜能的相关性
Fig 4　Correlation between conversation of SEs and development potential
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胚层超级增强子内增强子信号 （H3K27ac ChIP-seq）

较高的 DNA 序列比附近区域的序列更加保守，而对

应的成熟大脑组织中并无此趋势。

2.6　DNA序列进化与发育的关系

如图 6所示，本研究在 3个不同胚层来源的器官

发育中研究 DNA 序列的进化与发育的关系。发现随
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图 5　超级增强子和附近区域的保守性
Fig 5　Conservation of SEs and nearby regions
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着发育进程的推进，编码区表达的基因的保守率下

降，非编码区增强子的保守性评分无此趋势，但是超

级增强子的保守性评分则显示出和基因的保守率一致

的下降趋势。这表明其进化保守性和基因一样能用于

评估细胞发育潜能。

3　讨论

科学家很早就尝试将进化过程与胚胎发育联系起

来，并从形态学到分子生物学层面进行了许多相关研

究；但仍然需要进一步在全局的角度量化进化的保守

性并验证其与发育关系。本研究着眼于在 DNA 序列

层面评估进化保守性与发育的关系。

在编码区，我们利用基因所对应的氨基酸序列建

立保守率这一指标。结果表明：保守率高的基因与胚

胎干细胞通路更相关，在胚胎发育到成熟器官中表达

的特异性基因的保守率明显下降。这体现了保守率具

有评估发育潜能的作用，未来有希望将其运用于对发

育轨迹和单细胞数据分析的研究中。在非编码调控

区，我们关注增强子区域的 DNA 序列的保守性。发

现发育早期和晚期细胞和组织中的差异性增强子的保

守性评分与发育阶段无显著的相关趋势，这可能是由

于全基因组染色质区域包括太多背景信息而无法有效

去除所致。超级增强子是富集增强子信号的增强子

簇。超级增强子虽然仅是少部分增强子的集合，但富

集了大量细胞命运相关转录因子的调控序列，从而调

控与细胞身份密切相关的基因。我们分析发现，在胚

胎发育早期的超级增强子的 DNA 序列保守性评分明

显高于成熟器官的超级增强子；这提示调控区的进化

与发育的相关性。

过去在基因非编码调控区的研究［18-19］表明，增

强子或顺式调节元件与蛋白质编码基因不同，通常其

DNA 序列保守性较弱，并在哺乳动物中经历快速进

化，具有很强的细胞异质性。相关研究［20］表明，胎

生哺乳动物的基因组中存在 3个进化保守的超级增强

子，其激活与多能性相关，这提示保守调控区与细胞

干性相关。我们的研究在多个胚层发育中证明了胚胎

发育早期特异表达的基因和超级增强子都相对保守。

以往的研究［16］发现人类普通增强子和超级增强子序

列保守的差异取决于所要分析的组织类型。而我们的

研究提示该差异有一定的规律：发育早期组织的超级

增强子序列的保守性高于普通增强子，这与高发育潜

能的组织特点密切相关；发育晚期组织的超级增强子

序列的保守性低于普通增强子，其与高度特异化的组

织功能相关。研究［16］同时也提示：哺乳动物保守直

系同源基因的超级增强子比其他超级增强子具有更高

的序列保守性。结合本研究的结果，我们认为发育早

期细胞的超级增强子和其调控的基因在进化过程中保

守，两者共同维持了细胞的发育潜能。晚期成熟的各

种复杂器官执行特异化的功能。这些复杂功能的基因

和对应调控区是由活跃变异的 DNA 区域进化而来，

因此这些组织特异表达基因是非保守的；同时与这种

细胞身份密切相关并且调控这些非保守基因的超级增

强子也在进化中活跃地变异，体现序列的不保守性。

研究增强子的保守性及灵活性的进化规律，一方面能

够揭示早期胚胎发育以及成熟器官不同的调控模式，

发现核心调控元件以及基因表达多样性调控元件的功

能和机制；另一方面可通过增强子来调控干细胞发育

表 6　高保守增强子在超级增强子和附近普通增强子中的百

分比

Tab 6　 Percentages of high-conservation enhancers in SEs and 

nearby TEs

Tissue type

Ectoderm

Mesoderm

Endoderm

Brain

Skin

Spinal cord

Heart

Muscle

Spleen

Liver

Lung

Pancreas

SE/%

3.18

1.04

2.32

1.67

0.61

1.60

1.10

0.42

0.78

1.35

0.78

0.96

Nearby SE/%

2.83

0.93

2.04

1.70

0.66

1.77

0.81

0.56

0.92

1.07

1.28

0.77

Fold change

1.12

1.12

1.14

0.98

0.93

0.91

1.36

0.75

0.85

1.26

0.61

1.25

Germ layer

High

Low

SE

Conservation 
score

Organ

Gene

图 6　发育潜能与 DNA 序列的保守性
Fig 6　Developmental potential and conservation of DNA sequence
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潜能、体细胞可塑性，以及针对增强子异常调控引起

的疾病开展新的治疗策略。

需要指出的是，本研究仅在发育的早期和成熟

2个阶段研究了DNA序列的保守性与发育的关系。未

来还需要进一步收集更多的发育阶段和组织类型数据

进行深入的拓展研究。也可以进一步通过评估 DNA

序列保守性，来探索其在单细胞和谱系追踪研究中的

应用潜力。
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