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(57)摘要

本发明公开了一种利用微量临床穿刺样本

进行染色质免疫共沉淀文库制备的方法及其应

用。本发明利用高敏型Tn5转座酶成功开发了一

种基于微量临床穿刺样本的染色质免疫共沉淀

测序文库制备方法，可以对微量的穿刺组织样本

有效快速进行ChIP-seq文库构建。相比于传统的

ChIP-seq建库方式，该方法大大降低样本起始量

(5-50mg)，有效缩短了建库时间(约1.5天)，满足

了测序市场对微量样本和大规模样本处理速度

的需求。
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1.Tn5转座系统在构建染色质免疫共沉淀文库中的应用；

或，Tn5转座系统在制备构建染色质免疫共沉淀文库的产品中的应用；

或，Tn5转座系统在基于微量组织样本构建染色质免疫共沉淀文库中的应用；

或，Tn5转座系统在制备基于微量组织样本构建染色质免疫共沉淀文库的产品中的应

用。

2.根据权利要求1所述的应用，其特征在于：所述微量组织样本的最低起始量为5mg；

或，所述组织样本为穿刺组织样本。

3.一种染色质免疫共沉淀文库的构建方法，包括如下步骤：

1)将组织样本依次进行甲醛处理和染色质DNA片段化，然后与特异性目的蛋白抗体孵

育，得到目的蛋白-DNA复合物；

2)用Tn5转座系统将所述目的蛋白-DNA复合物中的DNA片段进行片段化、末端修复和连

接接头，然后用蛋白酶消解所述目的蛋白，得到DNA产物；

3)以所述DNA产物为模板进行PCR扩增，得到染色质免疫共沉淀文库。

4.根据权利要求3所述的方法，其特征在于：所述1)，所述组织样本的最低起始量为

5mg；

或，所述组织样本为穿刺组织样本。

5.根据权利要求3或4所述的方法，其特征在于：所述1)包括如下步骤：

1-1)向组织样本中加入甲醛溶液进行交联反应，得到交联产物；

1-2)将所述交联产物进行匀浆破碎，得到组织碎片；

1-3)向所述组织碎片中加入细胞裂解液，得到裂解后细胞，离心，收集沉淀，得到细胞

核；

1-4)将所述细胞核内的染色质DNA进行片段化，得到片段化的DNA片段；

1-5)然后将所述片段化的DNA片段与特异性目的蛋白抗体共孵育，富集所述目的蛋白

及与其结合的DNA片段，得到所述目的蛋白-DNA复合物。

6.根据权利要求5所述的方法，其特征在于：所述1-4)中，采用超声破碎的方法将所述

细胞核内的染色质DNA进行片段化。

7.根据权利要求3-6任一所述的方法，其特征在于：所述2)包括如下步骤：向目的蛋白-

DNA复合物中加入Tn5转座系统，反应，得到反应产物；向所述反应产物中加入蛋白酶K进行

解交联反应，去除所述反应产物中的目的蛋白，得到DNA产物。

8.一种用于构建染色质免疫共沉淀文库的试剂盒，其包括Tn5转座系统。

9.权利要求3-7任一所述的方法或权利要求8所述的试剂盒在如下(1)-(3)中任一种中

的应用：

(1)研究目的蛋白与其靶DNA之间的相互作用；

(2)获得与目的蛋白所结合的DNA片段的序列信息；

(3)鉴定或辅助鉴定DNA结合蛋白的结合位点。

10.一种获得与目的蛋白所结合的DNA片段的序列信息的方法，包括将按照权利要求3-

7任一所述方法构建得到的染色质免疫共沉淀文库进行高通量测序的步骤。
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一种利用微量临床穿刺样本进行染色质免疫共沉淀文库制备

的方法及其应用

技术领域

[0001] 本发明属于生物技术领域，具体涉及一种利用微量临床穿刺样本进行染色质免疫

共沉淀文库制备的方法及其应用。

背景技术

[0002] 染色质免疫共沉淀测序技术(chromatin  immunoprecipitation  followed  by 

sequencing，ChIP-Seq)是一种将染色质免疫共沉淀(chromatin  immunoprecipitation，

ChIP)与高通量测序相结合的革命性技术。该技术可在全基因组范围内鉴定转录因子、组蛋

白修饰、核小体和RNA结合蛋白等在染色质上的结合位点。与传统的基于芯片的ChIP-chip

(chromatin  immunoprecipitation  combined  with  DNA  tiling  arrays)不同，ChIP-seq

提供了一种高分辨率、高特异性、高覆盖度的研究蛋白质-DNA相互作用的新策略。ChIP-seq

技术可以应用到任何基因组序列已知的物种，可以研究任何一种DNA相关蛋白与其靶定DNA

之间的相互作用，并能确切得到蛋白质所结合的每一个片段的序列信息。随着测序成本的

降低，ChIP-seq逐步成为研究基因调控和表观遗传机制的常用手段。其基本原理是：在生理

状态下，首先利用甲醛处理细胞，以固定蛋白质及其相互作用的DNA；然后裂解细胞并分离

染色质，通过超声或酶对染色质进行片段化；之后利用特异性的抗体富集与目的蛋白质相

结合的DNA片段；对DNA片段加接头后，便可利用PCR进行文库制备和高通量测序；最后结合

生物信息学分析的手段，在全基因组范围内鉴定DNA结合蛋白的结合位点。利用ChIP-seq可

获得全基因组范围内与组蛋白或转录因子等DNA结合蛋白相互作用的DNA序列信息，其长度

大约为200bp，从而有助于深入研究DNA结合蛋白的调控网络和作用机制。

[0003] 传统的ChIP-seq技术虽然具有高分辨率、低噪音、高覆盖度等优点，但也存在一些

问题：第一，目前ChIP-seq对样本起始量要求过高，组织样品总量至少需要200mg；第二，前

期染色质免疫共沉淀实验步骤冗繁，需要经历甲醛交联、细胞裂解、超声破碎、抗体富集目

的蛋白与DNA复合物、目的蛋白消解及解交联、纯化目的DNA片段、目的DNA片段末端修复、目

的DNA片段末端腺苷酸化、目的DNA片段连接接头、PCR扩增等步骤。步骤的繁琐性导致建库

周期长、成功率低等缺陷。

[0004] ChIP-seq对样本起始量的要求限制了该技术在微量样本和珍稀材料，尤其是临床

穿刺样本中的应用。相比较传统的建库方式需要经过DNA片段化、末端修复、接头连接、文库

扩增、多次纯化分选等步骤。近年来兴起的Tn5转座系统建库可将DNA片段化、末端修复、接

头连接等多步反应转变为一步反应，极大地缩短了建库时间，提高了工作效率，已被广泛应

用于高通量测序领域，如ATAC-Seq、LIANTI(Linear  Amplification  via  Transposon 

Insertion，通过转座子的线性放大)、单倍体分型、结构变异检测等。

发明内容

[0005] 本发明要解决的技术问题是如何对稀有而微量的临床组织样本进行简单、快速、
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高效而且低成本的染色质免疫共沉淀文库制备。经过系统的评估和优化，形成了如下方案：

首先，将微量的穿刺组织样本进行甲醛处理并将其匀浆破碎；其次，将组织碎片进行细胞裂

解，提取细胞核；然后，使用非接触式的超声打断仪将染色质DNA片段化；进而与特异性抗体

共孵育，富集目的蛋白及其结合的DNA片段；最后，使用Tn5转座系统对富集到的DNA片段进

一步片段化及连接文库接头，蛋白酶消解目的蛋白后对文库进行扩增。

[0006] 为了解决上述技术问题，本发明首先提供了Tn5转座系统的新用途。

[0007] 本发明提供了Tn5转座系统在构建染色质免疫共沉淀文库中的应用。

[0008] 本发明还提供了Tn5转座系统在制备构建染色质免疫共沉淀文库的产品中的应

用。

[0009] 本发明还提供了Tn5转座系统在基于微量组织样本构建染色质免疫共沉淀文库中

的应用。

[0010] 本发明还提供了Tn5转座系统在制备基于微量组织样本构建染色质免疫共沉淀文

库的产品中的应用。

[0011] 上述应用中，所述组织样本的最低起始量为5mg；进一步的，所述起始量可为(5-

50)mg；更进一步的，所述起始量可为(5-15)mg。

[0012] 为了解决上述技术问题，本发明又提供了一种染色质免疫共沉淀文库的构建方

法。

[0013] 本发明提供的染色质免疫共沉淀文库的构建方法包括如下步骤：

[0014] 1)将组织样本依次进行甲醛处理和染色质DNA片段化，然后与特异性目的蛋白抗

体孵育，得到目的蛋白-DNA复合物；

[0015] 2)用Tn5转座系统将所述目的蛋白-DNA复合物中的DNA片段进行片段化、末端修复

和连接接头，然后用蛋白酶消解所述目的蛋白，得到DNA产物；

[0016] 3)以所述DNA产物为模板进行PCR扩增，得到所述染色质免疫共沉淀文库。

[0017] 上述染色质免疫共沉淀文库的构建方法中，所述1)中，所述组织样本的最低起始

量为5mg；进一步的，所述起始量可为(5-50)mg；更进一步的，所述起始量可为(5-15)mg。在

本发明的具体实施例中，所述组织样本的起始量为7.7mg、11.4mg、5.5mg。

[0018] 所述组织样本可为穿刺组织样本、动物组织样本或临床组织样本，尤其是针对临

床上少量或者稀有的生理组织样本或病理组织样本，如癌组织。在本发明的具体实施例中，

所述组织样本为肝穿刺组织样本。

[0019] 上述染色质免疫共沉淀文库的构建方法中，所述1)可包括如下步骤：

[0020] 1-1)向组织样本中加入甲醛溶液进行交联反应，得到交联产物；

[0021] 1-2)将所述交联产物进行匀浆破碎，得到组织碎片；

[0022] 1-3)向所述组织碎片中加入细胞裂解液，得到裂解后细胞，离心，收集沉淀，得到

细胞核；

[0023] 1-4)将所述细胞核内的染色质DNA进行片段化，得到片段化的DNA片段；

[0024] 1-5)将所述片段化的DNA片段与特异性目的蛋白抗体共孵育，富集所述目的蛋白

及与其结合的DNA片段，得到所述目的蛋白-DNA复合物。

[0025] 进一步的，所述1-1)前还包括洗涤组织样本的步骤，所述洗涤的方法具体可按照

如下步骤进行：向组织样本中加入PBS溶液(pH  7.4)洗涤组织样本，在4℃、500g条件下离心
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10分钟，去除PBS溶液，得到洗涤后的组织样本。

[0026] 所述1-1)可包括如下步骤：向所述洗涤后的组织样本中加入甲醛溶液，静置5分

钟；然后再加入甘氨酸溶液终止反应，静置3分钟，得到交联产物。

[0027] 所述甲醛溶液可为体积百分比为1％的甲醛溶液；所述甘氨酸溶液可为浓度为

0.125mol/L的甘氨酸溶液。

[0028] 所述1-2)中，所述匀浆破碎的方法可为离心；所述离心的具体方法可按照如下步

骤进行：将所述交联产物在4℃、500g条件下离心10分钟，弃上清液，收集沉淀。

[0029] 所述匀浆破碎后还包括洗涤的步骤；所述洗涤的方法具体可按照如下步骤进行：

向所述沉淀中加入含有PMSF的PBS溶液在4℃、500g条件下离心3分钟，洗涤2次，得到洗涤后

的组织碎片。

[0030] 所述1-3)可包括如下步骤：向所述洗涤后的组织碎片中加入细胞裂解缓冲液，冰

浴10分钟，得到裂解后的细胞；将所述裂解后的细胞在4℃、1,000g条件下离心10分钟，弃上

清液，收集沉淀，即为细胞核。

[0031] 所述1-4)中，采用超声破碎的方法将所述细胞核内的染色质DNA进行片段化。所述

超声破碎的方法具体可按照如下步骤进行：将所述沉淀用超声缓冲液重悬在超声打断管

内，然后在生物打断仪上打断10分钟(设置程序如下：工作30秒，停止30秒；共10个循环)，得

到超声后的溶液。

[0032] 所述1-5)可包括如下步骤：将含有超声后的溶液的超声打断管放入离心管内，4

℃、13,000rpm离心5分钟，然后将上清液转入新的离心管内，并加入免疫共沉淀缓冲液至总

体积为200μl，再将特异性目的蛋白抗体(约2μg)加入离心管内，4℃过夜旋转混匀孵育，得

到共沉淀溶液。

[0033] 上述染色质免疫共沉淀文库的构建方法中，所述1)和所述2)之间还可包括用蛋白

A/G磁珠进行纯化的步骤。所述用蛋白A/G磁珠进行纯化的具体方法可按照如下步骤进行：

取20μl蛋白A/G磁珠于离心管内，置于磁力架上至磁珠完全吸附，去除上清液；加入200μl的

含有0.1％(质量百分比)BSA的PBS溶液，混匀，然后4℃过夜旋转混匀，得到封闭后的蛋白A/

G磁珠。将所述封闭后的蛋白A/G磁珠加入所述共沉淀溶液中，4℃旋转混匀2小时，得到共孵

育后的溶液。将所述共孵育后的溶液置于磁力架上至澄清(之后处理都在冰上进行)，去除

上清液，然后用200μl漂洗缓冲液Ⅰ漂洗2次，200μl漂洗缓冲液Ⅱ漂洗1次，200μl漂洗缓冲液

Ⅲ漂洗1次；使用200μl预冷的Tris-HCl(pH  8.0)漂洗2次，得到漂洗后的磁珠。

[0034] 上述染色质免疫共沉淀文库的构建方法中，所述2)可包括如下步骤：向目的蛋白-

DNA复合物中加入Tn5转座系统，反应，得到反应产物；向所述反应产物中加入蛋白酶K进行

解交联反应，去除所述反应产物中的目的蛋白，得到DNA产物。

[0035] 进一步的，所述Tn5转座系统是Tn5转座酶和其特异性结合的DNA接头形成的复合

物，是通过表达纯化的Tn5转座酶与特异的双链DNA接头结合形成的具有双链DNA切割活性

的转座酶系统。该系统可以将微量的DNA有效的片段化，并将其自带接头一步连接在靶DNA

两端。

[0036] 所述Tn5转座系统可自行制备获得，具体制备方法可参照文献：Picelli  S ,

A  K,Reinius  B,et  al.Tn5transposase  and  tagmentation  procedures  for 

massively  scaled  sequencing  projects.[J].Genome  Research,2014,24(12):2033.中
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的方法；所述Tn5转座系统也可通过商业途径购买获得。在本发明的具体实施例中，所述Tn5

转座系统为Illumina的NexteraTM  DNA  Sample  Prep  Kit中的产品，所述Tn5转座系统中的

Tn5转座酶为高敏型Tn5转座酶(特异位点突变的活性较高的Tn5转座酶突变体，该Tn5转座

酶突变体记载于文献：Picelli  S,   A  K,Reinius  B,et  al.Tn5transposase  and 

tagmentation  procedures  for  massively  scaled  sequencing  projects.[J].Genome 

Research,2014,24(12):2033.中)。

[0037] 更进一步的，所述2)可包括如下步骤：

[0038] 2-1)将所述漂洗后的磁珠重悬于反应缓冲液中，然后加入Tn5转座系统和5×

PEG8000缓冲液(所述Tn5转座系统和所述5×PEG8000缓冲液的体积比可为3:8)，在恒温旋

转反应器中在55℃、500rpm条件下打断10分钟，得到磁珠反应混合液；

[0039] 2-2)将所述磁珠反应混合液置于磁力架上至澄清，去除上清液，然后用漂洗缓冲

液Ⅰ漂洗2次，漂洗缓冲液IV漂洗2次，得到漂洗后的磁珠；

[0040] 2-3)使用洗脱液重悬所述漂洗后的磁珠，并加入蛋白酶K溶液在55℃、500rpm条件

下反应1小时，再在65℃、500rpm条件下解交联8小时，得到解交联后的磁珠混合液；所述蛋

白酶K溶液的浓度可为10mg/ml；

[0041] 2-4)将所述解交联后的磁珠混合液置于磁力架上至完全澄清，将上清液转移至收

集管内，并重新加入洗脱液及蛋白酶K溶液在55℃、500rpm条件下反应1小时，然后再次收集

反应液于上述收集管中，得到洗脱液(含有DNA产物)。

[0042] 上述染色质免疫共沉淀文库的构建方法中，所述2)和所述3)之间还可包括纯化所

述DNA产物的步骤。所述纯化的方法可为磁珠纯化。所述磁珠纯化的具体方法可按照如下步

骤进行：将SPRI  AMPure  XP磁珠(简称XP磁珠)提前室温混匀平衡30分钟。然后将XP磁珠加

入所述洗脱液中，轻柔混匀。室温静置5分钟，转移至磁力架静置5分钟，去除上清液，并使用

新鲜的80％乙醇溶液漂洗磁珠2次。磁珠置于磁力架上晾干2分钟，加入TE缓冲液重悬磁珠，

吹打50次。室温静置5分钟，然后放入磁力架静置5分钟，收集上清液即为纯化后的DNA产物。

[0043] 上述染色质免疫共沉淀文库的构建方法中，所述3)中，所述PCR扩增的反应体系可

为：上清液18.7μl、10×pfx缓冲液(Invitrogen)2.5μl、10μM的上下游引物各1μl、50mM的

MgSO4溶液1μl、25mM的dNTP  0.4μl、pfx酶(Invitrogen)0.4μl。

[0044] 所述PCR扩增的反应程序可为：94℃反应2分钟；94℃变性15秒，62℃退火30秒，72

℃延伸30秒，反应24个循环；72℃反应10分钟。

[0045] 为了解决上述技术问题，本发明还提供了一种获得与目的蛋白所结合的DNA片段

的序列信息的方法。

[0046] 本发明提供的获得与目的蛋白所结合的DNA片段的序列信息的方法包括将按照上

述方法构建得到的染色质免疫共沉淀文库进行测序的步骤。

[0047] 所述测序的方法具体可按照如下步骤进行：使用illumina  Xten测序仪对构建得

到的染色质免疫共沉淀文库进行PE150双端测序。

[0048] 为了解决上述技术问题，本发明最后提供一种用于构建染色质免疫共沉淀文库的

试剂盒。

[0049] 本发明提供的用于构建染色质免疫共沉淀文库的试剂盒包括Tn5转座系统。

[0050] 进一步的，所述试剂盒还可包括如下试剂中的至少一种：体积百分比为1％的甲醛
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溶液、终浓度为0.125mol/L的甘氨酸溶液、细胞裂解缓冲液(含5μl  100×PI)、超声缓冲液、

免疫共沉淀缓冲液、5×PEG8000缓冲液、浓度为10mg/ml的蛋白酶K溶液、SPRI  AMPure  XP磁

珠、蛋白A/G磁珠。

[0051] 更进一步的，所述试剂盒还可包括如下试剂中的至少一种：PBS溶液(pH  7.4)、含

有PMSF(PMSF浓度为1μM)的PBS溶液、含有BSA(质量百分比为0.1％)的PBS溶液、漂洗缓冲液

Ⅰ、漂洗缓冲液Ⅱ、漂洗缓冲液Ⅲ、Tris-HCl(pH  8.0)、反应缓冲液、洗脱液、80％乙醇溶液、

TE缓冲液。

[0052] 上述方法或上述试剂盒在如下(1)-(3)中任一种中的应用也属于本发明的保护范

围：

[0053] (1)研究目的蛋白与其靶DNA之间的相互作用；

[0054] (2)获得与目的蛋白所结合的DNA片段的序列信息；

[0055] (3)鉴定或辅助鉴定DNA结合蛋白的结合位点。

[0056] 本发明的有益效果：1、能将微量的组织进行文库制备从而使一些无法满足常规染

色体免疫共沉淀文库制备的样本进行有效研究，并且文库制备是针对微量样本，有效的节

省试剂及实验所需费用；2、缩短了文库制备的周期。与常规染色体免疫共沉淀文库制备所

需的4-5天的建库周期相比，本方法只需要约1.5天的建库周期。从而极大的节省了实验所

用时间。

[0057] 本发明根据Tn5转座系统的特性，利用高敏型Tn5转座酶成功开发了一种基于微量

临床穿刺样本的染色质免疫共沉淀测序文库制备方法，可以对微量的穿刺组织样本有效、

快速进行ChIP-seq文库构建。利用Tn5转座系统构建ChIP-seq文库不仅高效、简单，而且成

功率高，而且相比于传统的ChIP-seq建库方式，该方法大大降低样本起始量(5-50mg)，有效

缩短了建库时间(约1.5天)，满足了测序市场对微量样本和大规模样本处理速度的需求。

附图说明

[0058] 图1为基于Tn5转座系统快速免疫共沉淀流程图。

[0059] 图2为3个生物学重复的不同个体的临床肝组织穿刺样本H3K4me3的免疫共沉淀相

关性分析。

[0060] 图3为3个临床样本H3K4me3结合DNA片段在转录起始位点区域(上下游2000bp)的

分布情况。

[0061] 图4为3个样本H3K4me3在转录起始位点区域(上下游2000bp)的结合强度的热力

图。

[0062] 图5为3个样本的H3K4me3在人的基因组的1号染色体约800bp区域内的富集情况展

示。

[0063] 图6为在人的肝组织中特异性表达的基因F2和HPX的H3K4me3结合信号。

具体实施方式

[0064] 以下的实施例便于更好地理解本发明，但并不限定本发明。下述实施例中的实验

方法，如无特殊说明，均为常规方法。下述实施例中所用的试验材料，如无特殊说明，均为自

常规生化试剂商店购买得到的。以下实施例中的定量试验，均设置三次重复实验，结果取平
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均值。

[0065] 下述实施例中所使用的溶液配方如下：

[0066] PBS溶液(pH  7.4)：NaCl  137mmol/L，KCl  2.7mmol/L，Na2HPO4  10mmol/L，KH2PO4 

2mmol/L。

[0067] 细胞裂解缓冲液：50mM  HEPES/KOH(pH  7.4)，140mM  NaCl，1mM  EDTA，0.5mM  EGTA，

10％Glycerol，0.5％NP-40，0.25％Triton  X-100，1×protease  inhibitors。

[0068] 超声缓冲液：10mM  Tris-HCl(pH  7.6)，1mM  EDTA，0.1％SDS。

[0069] 免疫共沉淀缓冲液：20mM  HEPES，0.1％SDS，1％Triton  X-100，150mM  NaCl，1mM 

EDTA，0.5mM  EGTA。

[0070] 漂洗缓冲液Ⅰ：20mM  HEPES，150mM  NaCl，0.1％SDS，0.1％DOC，1％Triton  X-100，

1mM  EDTA，0.5mM  EGTA。

[0071] 漂洗缓冲液Ⅱ：20mM  HEPES，500mM  NaCl，0.1％SDS，0.1％DOC，1％Triton  X-100，

1mM  EDTA，0.5mM  EGTA。

[0072] 漂洗缓冲液Ⅲ：20mM  HEPES，250mM  LiCl，0.5％DOC，0.5％NP-40，1mM  EDTA，0.5mM 

EGTA。

[0073] 漂洗缓冲液Ⅳ：20mM  HEPES，1mM  EDTA，0.5mM  EGTA。

[0074] 洗脱液：0.5％SDS，300mM  NaCl，5mM  EDTA，10mM  Tris-HCl(pH  8.0)。

[0075] TE缓冲液：10mM  Tris-HCl(pH  8.0)，1mM  EDTA。

[0076] 反应缓冲液：10mM  Tris-HCl(pH  8.0)，5mM  MgCl2。

[0077] 5×PEG8000缓冲液：50mM  TAPS-NaOH(pH  8.5)，25mM  MgCl2，40％PEG8000。

[0078] 实施例1、染色质免疫共沉淀文库的制备方法

[0079] 本发明的基于Tn5转座系统快速免疫共沉淀流程图如图1所示。其中包括临床穿刺

样本收集，经过甲醛交联、组织匀浆、细胞裂解、超声打断DNA片段、目的蛋白免疫共沉淀、

Tn5转座系统打断目的蛋白所结合的DNA片段及一步连接文库接头、蛋白消解及解交联目的

蛋白所结合的DNA片段、富集目的蛋白结合的DNA片段并扩增等步骤。具体步骤如下：

[0080] 1、将临床穿刺样本组织放入1.5ml离心管中，加入500μl预冷的PBS溶液(pH  7.4)

洗涤组织，利用桌面型离心机在4℃、500g条件下离心10分钟，去除PBS溶液，得到洗涤后的

组织。

[0081] 2、完成步骤1后，向步骤1获得的洗涤后的组织中加入1ml的1％(体积百分比)的甲

醛溶液(溶剂为PBS溶液)，室温静置5分钟。然后再加入甘氨酸溶液(终浓度为0.125mol/L)

终止反应，室温放置3分钟，得到甲醛交联并终止后的组织。

[0082] 3、完成步骤2后，将步骤2获得的甲醛交联并终止后的组织在4℃、500g条件下离心

10分钟，弃上清液，收集沉淀并向沉淀中加入1ml预冷的含有PMSF(PMSF浓度为1μM)的PBS溶

液在4℃、500g条件下离心3分钟，洗涤2次，得到洗涤后的组织。

[0083] 4、完成步骤3后，向步骤3获得的洗涤后的组织中加入500μl细胞裂解缓冲液(含5μ

l100×PI)，冰浴10分钟，得到裂解后的细胞。

[0084] 5、完成步骤4后，将步骤4获得的裂解后的细胞在4℃、1,000g条件下离心10分钟，

去除上清液，然后将沉淀的细胞核用80μl的超声缓冲液重悬在650μl的超声打断管内，在生

物打断仪上打断10分钟(设置程序如下：工作30秒，停止30秒；共10个循环)，得到超声后的
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溶液。

[0085] 6、完成步骤5后，将650μl的含有超声后的溶液的超声打断管放入1.5ml离心管内，

4℃、13,000rpm离心5分钟，将上清液转入新的1.5ml离心管内，并加入免疫共沉淀缓冲液至

总体积为200μl，再将特异性的目的蛋白抗体(约2μg)加入离心管内，4℃过夜旋转混匀孵

育，得到共沉淀溶液。

[0086] 7、完成步骤6后，取20μl蛋白A/G磁珠(Thermo  fisher)于1.5ml离心管内，置于磁

力架上至磁珠完全吸附，去除上清液；加入200μl的含有0.1％(质量百分比)BSA的PBS溶液，

混匀，然后4℃过夜旋转混匀，得到封闭后的蛋白A/G磁珠。

[0087] 8、完成步骤7后，将步骤7获得的封闭后的蛋白A/G磁珠加入步骤6获得的共沉淀溶

液中，4℃旋转混匀2小时，得到共孵育后的溶液。

[0088] 9、完成步骤8后，将步骤8获得的共孵育后的溶液置于磁力架上至澄清(之后处理

都在冰上进行)，去除上清液，然后用200μl漂洗缓冲液Ⅰ漂洗2次，200μl漂洗缓冲液Ⅱ漂洗1

次，200μl漂洗缓冲液Ⅲ漂洗1次；使用200μl预冷的Tris-HCl(pH  8.0)漂洗2次，得到漂洗后

的磁珠。

[0089] 10、完成步骤9后，将步骤9获得的漂洗后的磁珠重悬于30μl反应缓冲液中，然后加

入3μl  Tn5转座系统(Illumina,NexteraTM  DNA  Sample  Prep  Kit)和8μl  5×PEG8000缓冲

液，在恒温旋转反应器中以55℃、500rpm的条件打断10分钟，得到磁珠反应混合液。

[0090] 11、完成步骤10后，将步骤10获得的磁珠反应混合液置于磁力架上至澄清，去除上

清液，然后再次用200μl漂洗缓冲液Ⅰ漂洗2次，200μl漂洗缓冲液IV漂洗2次，得到漂洗后的

磁珠。

[0091] 12、完成步骤11后，使用70μl洗脱液重悬步骤11获得的漂洗后的磁珠，并加入2μl

蛋白酶K(Takara，10mg/ml)在55℃、500rpm条件下反应1小时，再在65℃、500rpm条件下解交

联8小时，得到解交联后的磁珠混合液。

[0092] 13、完成步骤12后，将步骤12获得的解交联后的磁珠混合液置于磁力架上至完全

澄清，将约70μl的上清液转移至收集管(新的1.5ml离心管)内，并重新加入30μl的洗脱液及

1μl的蛋白酶K在55℃、500rpm条件下反应1小时，然后再次收集约30μl反应液于上述收集管

中，共得到100μl洗脱液。

[0093] 14、完成步骤13后，将SPRI  AMPure  XP磁珠(简称XP磁珠，Beckman)提前室温混匀

平衡30分钟。然后将180μl(1.8×)的XP磁珠加入100μl步骤13获得的洗脱液中，轻柔混匀。

室温静置5分钟，转移至磁力架静置5分钟，去除上清液，并使用200μl新鲜的80％乙醇溶液

漂洗磁珠2次。磁珠置于磁力架上晾干2分钟，加入20μl  TE缓冲液重悬磁珠，吹打50次。室温

静置5分钟，然后放入磁力架静置5分钟，吸取19μl上清液。

[0094] 15、完成步骤14后，以步骤14获得的上清液为模板于PCR管中进行PCR反应，得到

PCR反应液(25μl)。

[0095] PCR反应体系为25μl：上清液18.7μl；10×pfx缓冲液(Invitrogen)2.5μl；10μM的

上下游引物各1μl；50mM的MgSO4溶液1μl；25mM的dNTP  0.4μl；pfx酶(Invitrogen)0.4μl。

[0096] PCR反应程序为：94℃反应2分钟；94℃变性15秒，62℃退火30秒，72℃延伸30秒，反

应24个循环；72℃反应10分钟。

[0097] 16、完成步骤15后，将步骤15获得的PCR反应液(25μl)使用1×SPRI  AMPure  XP磁
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珠纯化(25μl)。具体步骤同步骤14，最后用16μl  TE缓冲液洗脱，得到PCR洗脱液。

[0098] 17、完成步骤16后，吸取1μl步骤16获得的PCR洗脱液使用Qubit3.0定量。定量合格

的样品用于测序分析。

[0099] 实施例2、染色质免疫共沉淀文库的制备方法的应用

[0100] 一、临床穿刺样本

[0101] 以3个不同个体来源的肝穿刺组织样本(来源于南昌大学第二附属医院，所有个体

均知情同意)作为临床穿刺样本，临床穿刺样本起始量分别为7.7mg、11.4mg、5.5mg。

[0102] 二、染色质免疫共沉淀文库的制备

[0103] 基于步骤一的临床穿刺样本按照实施例1中的方法构建染色质免疫共沉淀文库。

其中，目的蛋白为H3K4me3，步骤6中的特异性的目的蛋白抗体为H3K4me3抗体(Active 

Motif)。步骤12中的上下游引物序列分别如下(NNNNNNNNN为文库Index序列)：

[0104] S501：

[0105] AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACANNNNNNNNTCGTCGGCAGCGTC；

[0106] N701：

[0107] CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT  NNNNNNNN  GTCTCGTGGGCTCGG。

[0108] 三、测序

[0109] 使用illumina  Xten测序仪对步骤二构建得到的染色质免疫共沉淀文库进行

PE150双端测序。

[0110] 四、数据分析及结果

[0111] 1、数据分析方法

[0112] 首先利用trimmomatic(0.36)软件过滤ChIP-seq原始测序数据中接头和质量低的

测序数据，然后使用bowtie2软件，利用默认参数比对到人类参考基因组(hg19)。通过统计

人类基因组每10kb窗口中的reads数目，比较计算三个样本之间皮尔森相关系数(Pearson

相关系数)。然后利用NGSPLOT软件计算ChIP-seq  reads在转录起始位点上下游2kb的分布。

ChIP-seq信号在整个基因组的分布和观察使用在线软件UCSCgenome  browser(http://

genome.ucsc.edu/)，具体生物信息学分析方法参照文献：Dahl  J  A,Jung  I,Aanes  H,et 

al.Broad  histone  H3K4me3domains  in  mouse  oocytes  modulate  maternal-to-zygotic 

transition[J].Nature,2016,537(7621):548.中的方法。

[0113] 2、数据分析结果

[0114] 通过对3个样本进行相关性分析发现：3个样本间的Pearson相关系数在0.85左右，

相关性较高(图2)。通过对3个样本H3K4me3结合DNA片段在转录起始位点区域(上下游

2000bp)的分布情况进行分析发现：H3K4me3主要分布在转录起始位点(TSS)，具有双峰结

构。与已知文献(Barski  A,Cuddapah  S,Cui  K ,et  al .High-resolution  profiling  of 

histone  methylations  in  the  human  genome.[J].Cell,2007,129(4):823-837.)报道的

人源H3K4me3ChIP-seq结果相一致(图3)。图4为3个样本H3K4me3在转录起始位点区域(上下

游2000bp)的结合强度的热力图。图中显示H3K4me3在转录起始位点附近区域结合强度较

高，主要富集在TSS区域。此结果也与已知文献(Barski  A,Cuddapah  S,Cui  K,et  al.High-

resolution  profiling  of  histone  methylations  in  the  human  genome .[J] .Cell ,

2007,129(4):823-837.)报道的H3K4me3主要结合在基因转录起始区域，与基因的转录活性
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正相关相吻合。

[0115] 通过对3个样本的H3K4me3在人基因组的1号染色体约800bp区域内的富集情况进

行分析发现：3个样本在不同基因区域的结合峰度具有良好的重复性，且具有较低的背景信

号，从而证明本发明方法的实验结果非常特异(图5)。

[0116] 通过对在人的肝组织中特异性表达的基因F2和HPX的H3K4me3结合信号进行分析

发现：3个样本在基因的转录起始位点具有很强的结合信号，且重复性良好，说明这2个基因

F2和HPX在肝组织中具有特异性的转录活性(图6)，进一步证明了本发明方法的实验结果准

确可靠。
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图1

图2
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图3

图4
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图5

图6
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