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摘要 目的  先锋转录因子（pioneer transcription factor，PTF）能够识别并结合核小体DNA，启动染色质开放和基因表达，

在胚胎发育、细胞重编程及肿瘤发生等过程中发挥关键作用。然而，核小体旋转定位调控PTF与核小体的相互作用机制目

前尚不明确。方法  本研究基于 DNA 形变能模型，探究 DNA 旋转定位在转录因子与核小体相互作用中的调控作用。        

结果  发现体外环境中，SOX7和P53等转录因子的结合强烈依赖于其识别基序在核小体上的旋转方位。然而，对8种PTF

在体内环境中的分析表明，PTF结合的基序与未结合的基序在核小体上呈现出总体一致的旋转定位倾向，提示在体内环境

下旋转方位并非调控PTF结合的关键决定因素。此现象在细胞重编程和胚胎干细胞分化过程中同样存在。PTF在体内能够

结合被核小体包埋的基序上，可能是因为借助 PTF 的结构特性和核小体呼吸作用等因素来克服结合表面的空间位阻。       

结论  本研究揭示了DNA旋转定位在体内外环境中对转录因子结合的差异化调控，强调了PTF通过超越旋转定位的机制来

主导染色质开放性的独特能力。
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先锋转录因子 （pioneer transcription factors，

PTFs） 可以识别封闭异染色质中的目标 DNA 序

列，初步打开核小体为非PTFs和染色质重塑复合

物等提供可接近性，并可以触发该区域染色质结构

的重塑，最终为特定基因的选择性表达提供必要条

件［1］。PTFs与核小体中的DNA靶位点相互作用，

触发DNA-核小体相互作用的松弛，从而影响染色

质的开放状态和基因表达。通常而言，启动子或增

强子区域的染色质开放性会受到PTFs的调控［2-3］。

凭借该功能，PTFs在诸多生物学过程中扮演着关

键角色。尤其，它在发育与肿瘤进展中的作用日益

受到关注。

胚 胎 发 育 过 程 中 ， 特 定 的 转 录 因 子

（transcription factor， TF）通过调控基因表达来决

定发育的方向和形态。PTFs的提出为此提供了一

种潜在的调控机制。第一个被发现具有先锋作用的

TF是叉头框蛋白（forkhead box protein，FOX）A，

它可以结合核小体DNA中的靶序列［4］。这种能力

使得PTFs能够与那些不易接近的DNA序列结合，

与其他TF形成鲜明对比。在FOXA之后，其他具

有先锋潜能的TF也逐渐被发现，例如八聚体结合

转录因子 4 （octamer-binding transcription factor 4，

OCT4）、SRY盒转录因子 2 （SRY-box transcription 

factor 2， SOX2） 和 Krüppel 样因子 4 （Krüppel-

like factor 4，KLF4）等［5-6］。这些因子在胚胎干细

胞的自我更新和多能性维持中起重要的作用。在胚

胎发育早期，OCT4和SOX2能够结合并主动打开

封闭染色质，启动基因转录，从而促进多能性的建

立和维持。胚胎发育的后期，SOX2与染色质的相

互作用促进了胚胎干细胞从原始态多能性向形成态

多能性的转变，为后续的细胞分化奠定了基
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础［5，7］。 特 别 是 在 诱 导 多 能 干 细 胞 （induced 

pluripotent stem cells， iPSCs） 的研究中，OCT4、

SOX2和KLF4可以将成纤维细胞转化为 iPSCs或神

经元。SOX2 和 OCT4 与 KLF4 与其核小体中的

DNA靶点之间相互作用，能够产生稳定的复合物，

使得 DNA 与核小体组蛋白之间的相互作用变形。

而且，SOX2-OCT4二聚体的核小体结合能力比单

个PTF更强［5］。PTFs之间的相互作用，如SOX2和

OCT4与GATA3的结合，已通过体外研究得到广泛

证实［8］。此外，PTFs在胚胎器官发育中也起到决

定性作用。研究表明，FOXA TF 家族的成员在内

胚层衍生器官（如肝脏、胰腺、肺和前列腺）的正

常发育中起着至关重要的作用［9］。在造血系统中，

ETS 家 族 转 录 因 子 PU. 1 （E26 transformation-

specific family transcription factor PU.1）和GATA结

合蛋白 （GATA binding protein，GATA） 1 为关键

PTFs，分别参与调控白细胞分化、免疫反应以及

红细胞分化过程中的基因表达［10］。另有研究表明，

在不同的细胞中，PTFs会被招募到不同的目标结

合位点，而在某些目标结合位点的募集并不总能改

变染色质的结构，这类位点被称为“PTF 抗性位

点 ”。 例 如 ， 成 对 框 转 录 因 子 7 （paired box 

transcription factor 7，PAX7）不仅有垂体发育和促

黑色素细胞发育的先锋活性，还在肌肉中也具有关

键的发育活性。在垂体细胞中，尽管PAX7调控肌

肉发育的结合位点是已知的，但这些位点的结合并

不能发挥PTFs的作用［11］。更特别的，在肌源性祖

细胞中PAX7促进垂体发育的结合位点都不能作为

PTF 抗性位点进行募集［11］。这一现象突显了细胞

环境在调控PTFs活性中的重要作用。

研究表明，有些PTFs在肿瘤发生发展中也扮

演着重要角色。例如，FOXA1在前列腺癌中发生

高频突变，通过改变雄激素受体信号、诱导上皮-

间质转化等机制影响肿瘤进展与治疗抵抗［12］。

FOXA1 与 FOXA2 在缺乏雄激素受体 （androgen 

receptor， AR）的前列腺癌中共同定位于染色质，

并协同驱动肿瘤的 AR 非依赖性生长［13］。FOXA2

促进小细胞肺癌 （small cell lung cancer， SCLC）

多器官转移，其在转移相关肿瘤中高表达；

FOXA2通过激活胎儿肺神经内分泌基因表达程序，

赋予肿瘤细胞广泛的转移能力；ASCL1作为SCLC

肿瘤发生的关键调控因子，直接结合FOXA2启动

子和增强子区域，调控其表达，形成 ASCL1–

FOXA2轴驱动转移［14］。GATA6通过结合特异性增

强 子 、 与 CCCTC 结 合 因 子 （CCCTC-binding 

factor，CTCF）等蛋白质相互作用，调控三维基因

组结构（如影响染色质环结构和增强子-启动子的

相互作用），进而调控致癌基因的表达，驱动癌细

胞增殖［15］。c-Myc 作为一个在肿瘤发生中广泛参

与的 PTF［16］，它的存在与否直接影响其结合位点

区域的染色质结构［17］。

综上所述，PTFs 在肿瘤发生和细胞命运决定

中的作用不容忽视。PTFs通过精确调控染色质的

状态和基因的表达，对胚胎发育的各个阶段产生影

响。深入理解PTFs的作用机制，不仅有助于揭示

细胞命运决定和癌症等疾病的发展过程中的复杂基

因调控网络，而且有可能为相关疾病开发新的治疗

策略提供重要的分子靶点。本文重点探究PTFs与

核小体的相互作用机制。

利用结构生物学和多组学（如基因组学、转录

组学、表观遗传学等）的多种方法，研究TF与核

小体结合的机制和功能，取得了丰富进展［18-21］。例

如，研究人员开发了一种新方法——核小体连续亲

和 纯 化 - 指 数 富 集 配 体 的 系 统 进 化 技 术

（nucleosome consecutive affinity purification –

systematic evolution of ligands by exponential 

enrichment，NCAP-SELEX），用于分析核小体对

TF-DNA结合的影响，探索了 220种代表不同结构

家族的TF与核小体之间的相互作用［18］，，发现大多

数 TF 与核小体 DNA 的结合能力低于自由 DNA。

尽管核小体在一般情况下对TF与DNA的结合有抑

制作用，但这种影响在不同 TF 之间有很大差异：

一些TF能够更有效地结合到核小体DNA，尤其是

靠近核小体DNA末端或在溶剂暴露侧的周期性位

置上。一些TF能够同时结合核小体DNA的两个螺

旋。核小体的存在打破了DNA的旋转对称性，导

致TF在核小体DNA上的结合取向存在偏好性。该该

研究揭示了 TF 与核小体之间的多样化相互作用，

包括跨越两个DNA螺旋的结合、取向偏好、末端

偏好、周期性偏好和对二分位点的偏好。这些发现

为理解TF如何在染色质环境中调控基因表达提供

了新的视角，并为未来的研究提供了基于生化原理

的转录调控机制的基础。然而，该研究并没有深入

探究 TF 结合位点处的旋转定位对 TF 结合能力的

影响。

PTF与染色质的相互作用过程中，核小体定位

情况非常重要。核小体DNA的旋转定位描述的是

DNA双螺旋在核小体上的取向，即DNA双螺旋表
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面与组蛋白之间的相对位形。Cui等［22］发现，当

P53结合位点嵌入核小体时，调控细胞周期停滞基

因 （cell cycle arrest genes， CCA） 的结合位点和

细胞凋亡相关基因 （apoptosis associated genes， 

Apo）的结合位点在核小体表面上的可及性不同：

CCA 结合位点更容易暴露在核小体表面，而 Apo

结合位点则倾向于被埋在核小体内部，提示TF结

合位点的旋转定位使得它们容易被P53识别并激活

与细胞周期停滞相关的基因，而Apo结合位点则可

能需要额外的步骤（如招募染色质重塑复合体）来

暴露。体外实验也表明，核小体上的P53结合位点

的旋转定位是决定 P53 是否与其有效结合的

关键［23］。

虽然PTFs与核小体结合的研究已经取得了重

要进展，但不同的PTFs与核小体的相互作用可能

具有很高的差异性。例如，在核小体的 DNA 上，

DNA柔性、弯曲、基序等多个因素对核小体的旋

转定位产生不同的影响，进而调控TF与核小体的

相互作用。DNA旋转定位究竟如何影响TF与核小

体的相互作用，目前尚缺乏深入而广泛的研究。我

们在前期工作中，开发了核小体定位的DNA形变

能模型，该模型能非常准确地预测核小体旋转定

位［24-25］。本文利用该模型［24］，系统研究DNA序列

特异性和旋转定位究竟如何影响PTFs与核小体的

结合。

1　数据与方法

1.1　NCAP-SELEX数据处理

从文献［18］获得体外TF与核小体结合的数

据 （https：//www. ebi. ac. uk/ena/browser/view/

PRJEB22684）。NCAP-SELEX 技术首先构建一个

包含大量随机 DNA 序列的文库（称之为 DNA 配

体）。其次将整个随机DNA序列文库与提纯的组蛋

白八聚体（含链霉亲和素结合肽标签的组蛋白 2A

（histone 2A， H2A）） 混合，组装核小体，然后

与纯化的TF孵育。通过链霉亲和素磁珠捕获核小

体，再通过镍磁珠捕获TF结合物。进行5轮选择，

每轮后对TF结合的DNA配体进行PCR扩增和高通

量测序。分析第四轮选择后的DNA文库的测序结

果（第四次循环纯化后达到最大结合程度），它代

表与TF结合亲和力和特异性最强的核小体DNA。

本文利用这套体外实验数据，研究TF与核小体相

互作用中核小体旋转定位的影响。这套数据包含2

个 DNA 文库，分别是 147 bp （lig147） 和 200 bp

（lig200） 的随机合成序列，它们分别包含 101 或

154 bp的随机序列，其两端是长度为24 bp和22 bp

的 固 定 配 体 序 列 ：

CCCTACACGACGCTCTTCCGATCT 和

AGATCGGAAGAGCACACGTCTG。最终获得 193

个TFs与核小体DNA（147 bp）相互作用的数据和

154个TFs与核小体DNA （200 bp）相互作用的数

据。每种TF对应一套双端测序后DNA文库，代表

与该TF结合的核小体DNA序列。

从ENA数据库下载的 147 bp （lig 147）和 200 

bp （lig 200） 的序列为二代测序数据，本文采用

Pandaseq工具进行序列的拼接工作［26］。在操作中，

将最小重合度设定为5 bp，以确保拼接结果的可靠

性和准确性。同时，为了避免数据质量的影响，还

进行了含N序列的去除操作。使用MEME套件中

的 单 基 序 查 找 软 件 （find individual motif 

occurrences，FIMO）［27］从拼接后的序列搜索确定

TF 结合基序的位置。为了确保 FIMO 软件能够正

常工作，把从文献获取的 pfm格式的基序矩阵［18］

通过 Jaspar2meme工具转换为了meme格式，以满

足FIMO软件的分析需求。用FIMO搜索完特定TF

对应的DNA文库中的基序后，计算长度为 200 bp

的序列上每个核苷酸位点被基序覆盖的次数，将其

定义为基序富集分数。

在NCAP-SELEX技术多轮选择后的DNA文库

测序基础上，研究人员通过计算每两个非重叠位置

（3-mer宽）的序列分布之间的互信息（enriched 3-

mer pair based mutual information，EMI） 来检测

TF结合事件。TF结合会导致特定 3-mer对（如连

续或间隔的6-mer）的分布相关，从而在EMI热图

中显示信号。本文用文献［18］中提供的 EMI 指

标来定量描述TF在DNA序列上结合的富集程度。

EMI值越高，则对应的TF在该位置上结合的富集

程度越高。

为了检测200 bp序列的不同位置上基序富集度

与真实的TF结合的关联性，首先用峰值检测法来

识别基序富集度的峰以及TF结合的峰。其次，用

R语言 findOverlaps函数检查两种峰之间的吻合情

况：若两种峰之间的重叠区间在任一峰区间中的所

占分值（长度百分比）大于70%，则定义二者之间

“重叠”；若两类峰之间无任何重叠区域，则定义二

者之间“不重叠”。
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1.2　峰值检测方法

1.2.1　数据预处理

峰值检测前首先分别将基序富集度和TF富集

度分值，用最大最小值归一化。其次，用平滑函数

smooth. spline （x， spar=0.3） 平滑归一化后的数

据，这有助于过滤掉随机波动造成的峰。最后用平

滑数据作为输入，识别峰。

1.2.2　峰值模式识别

使用正则表达式" ［+］｛2，5｝［0］｛0，｝［-］

｛2，5｝ "定义峰值形态，其中各项含义如下：

［+］｛2，5｝：峰值上升阶段需要2~5个连续上

升的数据点

［0］｛0，｝：允许 0 个或多个平稳阶段 （峰值

平台）

［-］｛2，5｝：峰值下降阶段需要2~5个连续下

降的数据点

1.2.3　连续性要求

upN=3：峰值前至少连续上升3个点

downN=3：峰值后至少连续下降3个点

确保检测到的是真实的峰值，而非噪声波动

1.2.4　高度筛选

min峰height=0.2：峰值高度必须≥0.2

排除幅度过小的波动

1.2.5　距离筛选

min峰distance=10：相邻峰值最小间距10个数

据点

避免在同一个峰附近重复检测

1.2.6　数量限制

n峰 s=5：最多返回5个最显著的峰值

sortstr=T：按显著性排序输出

以上参数，是反复人工检查识别的峰图谱后确

定的优化参数，能够有效识别真实的峰。

1.3　体内先锋因子DNA结合位点数据来源

本 文 中 还 研 究 了 8 种 先 锋 因 子 （OCT4、

SOX2、KLF4、GATA4、肌分化因子 1 （myogenic 

differentiation 1，MYOD1）、FOXA1、CCAAT/增

强子结合蛋白 α（CCAAT/enhancer-binding protein 

alpha，CEBPA）以及ASCL1）在体内的结合情况。

从 jaspar 数据库 （https：//jaspar.elixir.no/） 下载了

这些 TF DNA 结合基序在人类基因组 （hg38-

version） 上的位点。从 ReMap 数据库 （https：//

remap.univ-amu.fr）获得这 8 种先锋因子在人类基

因组（hg38）上的结合位点（基于 ChIP-seq 的 TF

结合峰值位点峰信息）。这些结合位点是用染色质

免 疫 沉 淀 测 序 （chromatin immunoprecipitation 

sequencing，ChIP-seq）等实验技术确定的TF在多

种人类细胞类型中DNA结合位点的合集。获得TF

的基序在人类基因组上的位点和真实结合位点之

后，将TF基序位点根据是否与其真实结合位点重

叠分为两组：TF 结合的基序位点（TF-bound）和

TF不结合的基序位点（TF-unbound），前者是完全

落入ChIP-seq 峰区间的基序位点，后者是与ChIP-

seq 峰没有任何重叠的基序位点。在此基础上，根

据基序位点信息，从人类基因组上截取以基序为中

心的长度为500 bp的DNA序列，用于DNA弯曲能

计算。

1.4　实验核小体定位数据处理

从基因表达综合数据库 （Gene Expression 

Omnibus，GEO）获得 IMR90细胞的微球菌核酸酶

测 序 （micrococcal nuclease sequencing， MNase-

seq）原始数据（GSM543311）。该数据包含7个样

本的MNase-seq单端测序数据。用bowtie2［28］将测

序 fastq文件比对到GRCh38基因组上，获得 sam文

件 。 用 samtools 获 得 比 对 后 的 bam 文 件 。 用

samtools［29］质控（samtools view -q 30 -F 4 -F 256），

过滤掉低质量读段，包括去除低质量比对（映射质

量（mapping quality，MAPQ） < 30）、去除未比对

序列、去除非唯一比对。samtools markdup等函数

去除PCR重复读段。最后，将7个样本对应的bam

文件用 samtools merge 函数整合成一个 bam 文件。

用 deeptools［30］的 bamCoverage 函数将 bam 文件转

化 为 bigwig 文 件 ， 此 过 程 中 使 用 关 键 参 数

（extendReads 147） 将单端测序的读段延长至 147 

bp。最后用 deeptools 的 computeMatrix reference-

point 函数获得 TF 结合峰周围的核小体占据信号，

并用 plotHeatmap函数可视化。plotHeatmap函数的

参数中可设置聚类参数（kmeans 4），将TF结合峰

位点聚成4个簇，分别为被核小体占据、上游被核

小体占据、下游被核小体占据、无核小体占据

四类。

获得人胚胎干细胞 （human embryonic stem 

cell， hESC） 和 人 神 经 外 胚 层 细 胞 （human 

neuroectodermal cell， hNEC）细胞的MNase-seq单

端测序数据（GSM1973978、GSM1973979），各有

2 个 生 物 学 重 复 。 获 得 原 始 序 列 读 段 归 档

（sequence read archive，SRA） 文件后，用 fastq-

dump转换为 fastq文件。后续的质控、比对等过程

如上所述，最后获得整合生物学重复的 bam文件。
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基于 bam 文件，利用 DANPOS 工具［31］分别获得

hESC和hNEC中核小体在染色体上位置。

在hESC向hNEC分化的过程中，SOX2分别结

合 hESC 和 hNEC 的结合位点信息从公共数据

（GSE76082）获得。我们将 hg19 参考基因组版本

的SOX2结合位点用LiftOver （默认参数）转换为

hg38版本的位点，以此来保证与基序、核小体位

置的版本相统一。

为了探究在hESC向hNEC分化的过程中SOX2

在核小体上的结合是否依赖于基序的旋转定位，我

们进行如下分析：a. 用 MNase-seq 数据分析工具

DANPOS分别获得 hESC和 hNEC中的核小体位置

（数据来源：GSE76083 和 GSE76084），以及分化

过程中核小体定位发生动态变化的相关信息（如核

小体位置滑动、核小体占据率变化、核小体定位模

糊度发生变化等）；b. 其次，获得落入 hESC 和

hNEC 中的核小体区域的 SOX2 基序位点 （从

jasper数据库获得，基于 hg38版本）；c. 进一步将

核小体区域的基序根据是否被 SOX2 结合 （由

ChIP-seq 的结合峰判断） 分成“SOX2 结合”和

“SOX2 不结合”两组；d. 最后分析这两组基序的

DNA弯曲能，比较二者的旋转定位是否有差异。

1.5　DNA弯曲能的计算

DNA弯曲能在核小体旋转定位的预测方面表

现出非常优异的性能，而且DNA弯曲能在核小体

占据率、核小体组装自由能的预测中同样有不错的

表现［24-25］。DNA弯曲能模型以DNA双螺旋几何结

构的准确表示方法和形变能的计算原理为两大主要

基础。DNA 双螺旋结构采用碱基对阶梯模型

（base-pair step model）描述［32］。假定DNA是一条

连续弯曲的弹性杆，则DNA弯曲能用胡克定律计

算。DNA 的弯曲主要由描述 DNA 结构的转角

（roll）和倾角（tilt）的变化导致，因此假定一段

DNA序列形成核小体时，其核小体中心 129 bp区

域的弯曲能用如下公式计算［24］：

Eb = ∑
i = 1

128 { }1
2 kρ( )i [ ]ρ ( )i - ρ0( )i 2 + 1

2 kτ (i ) [ ]τ ( )i - τ0 (i ) 2
(1)

式中，ρ0(i)和 τ0 (i) 是从 DNA-蛋白质复合物晶体

结构估算的平衡参数；ρ (i)和 τ (i)是假定 DNA 序

列缠绕组蛋白八聚体形成核小体时该序列的结构参

数，该结构参数利用核小体DNA晶体结构的结构

约束（如全局曲率）估算；kρ(i)和 kτ (i) 是基于蛋

白质-DNA复合物结构估算的二核苷酸依赖性力常

数，通过6个碱基对阶梯参数的协方差矩阵的求逆

计算获得。最后，将 129 bp 的 DNA 序列 （对应

128个碱基对阶梯）的弯曲能除以 128后，得到每

个碱基对步长的平均弯曲能。

1.6　DNA弯曲能的傅里叶变换分析

为了分析旋转定位强度和相位，对DNA弯曲

能进行傅里叶变换，计算10-bp周期性的幅度和相

位。例如，读取TF结合区域和非结合区域的DNA

弯曲能数据，并以每条序列的中心点为基准，截取

两侧各50 bp的区域（共101 bp），确保分析窗口对

称。用R语言 fft函数对每条序列的弯曲能数据进

行快速傅里叶变换（fast Fourier transform， FFT），

将信号从时域转换到频域。计算频域信号的幅度和

相位，提取对应于10-bp周期性的频率成分。准确

而言，在频域中识别每条序列在10-bp周期附近的

最大频率成分，记录其对应的周期、幅度和相位。

该相位代表每条序列弯曲能数据的首个数据对应的

相位，因此对获得的相位进行校正，使其代表序列

中心位置（如基序中心位置）的相位，并将相位标

准化到0~2π范围内。

基于标准化后的相位值，采用两种聚类方案对

序列的旋转定位模式进行分类。

四分类方案：

mode 1： ［0， π/4）  ∪ ［7π/4， 2π）

mode 2： ［3π/4， 5π/4）

mode 3： ［π/4， 3π/4）

mode 4： ［5π/4， 7π/4）

二分类方案：

MG-outward： ［0， π/2）  ∪ ［3π/2， 2π），

DNA小沟背向组蛋白

MG-inward： ［π/2， 3π/2）  ，DNA小沟面向

组蛋白

为了检验 DNA 弯曲能相位（FFT 标准化后的

相位）是否在TF结合和不结合的两组之间存在显

著差异，本文使用置换检验（permutation test）。置

换检验时，首先对对两组样本进行顺序上的随机置

换 （即重排），并重新计算两组之间的相位均值

差，把上述过程重复多遍（本文重复1 000遍），构

造出统计量（即相位均值差）的经验分布，然后对

比两组样本的实际统计量和构造出的统计量的经验

分布，也就是计算构造出的统计量中不小于实际统

计量的比例，即为P值。这个比例越小于0.05，表
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明实际统计量大于随机置换统计量的可能性越高，

即越显著。值得注意的是，相位是圆形数据，因此

标准化后的相位首先用R语言 circular包的 circular

函数将其转变为圆形数据再计算相位均值。而且，

计算两组之间的相位均值差时须将输出值通过周期

性变换限定在0~π之间。

相 位 平 均 合 成 向 量 长 度 （mean resultant 

length）表示圆形数据在圆周上的集中程度，其计

算公式如下：

Rho= ( 1
n∑i = 1

n cos θi ) 2 + ( 1
n∑i = 1

n sin θi ) 2 (2)

其中 θi是各个数据点的相位，n是样本大小。Rho=

1说明所有相位数据都集中在同一个方向上；Rho=

0说明所有相位数据随机均匀分布在圆周上。用R

语言 circular 包的 rho.circular 函数计算相位平均合

成向量长度。

2　结果

2.1　体外TF与核小体结合对旋转定位的依赖性

为了探究体外TF-核小体结合是否受核小体旋

转定位的影响，我们分析了体外NCAP-SELEX技

术产生的数据。简言之，该技术产生的原始数据是

TF结合亲和力和特异性很强的核小体DNA序列，

包括近 200个TF结合的核小体DNA序列文库，每

种TF对应一套双端测序后DNA文库，详细信息见

“数据与方法”部分。

用 DNA 弯曲能模型判断核小体旋转定位［24］，

其判断规则如图1所示。通俗而言，弯曲能极小值

的位置是DNA小沟暴露于核小体（即DNA大沟面

向组蛋白）的位置［24-25］。

Fig.1　Schematic for determining the rotational orientation of TF-bound motifs using DNA bendability
 A motif center is determined as having a “preference for minor groove exposed on the nucleosome” when its DNA bendability exhibits a local 

minimum. Conversely， it is determined as having a “preference for minor groove buried in the nucleosome” when the bendability exhibits a local 

maximum.
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如果TF与DNA的结合受到模体旋转方位的干

扰，则可以预期基序富集的峰位置上不会出现TF

结合的EMI 峰（即TF较少结合）。基于 nuc-lig200 

bp 的数据，本文确实筛选到 SOX7 属于这一情形

（图2a），即SOX7的基序富集的一个峰位置上并没

有 SOX7 结合（没有 EMI 峰出现）。同时，SOX7

的另外两个基序峰位置上有SOX7结合。通过计算

这两类基序峰周围的DNA弯曲能并比较，发现两

者之间的弯曲能图谱差异明显：没被SOX7结合的

基序位置上平均DNA弯曲能呈现较强的10-bp周期

性震荡（图 2b），提示这些基序在核小体 DNA 上

的相位一致性较高；在 SOX7 结合的基序峰位置

上，虽然基序的相位并不十分统一（振幅较小），

但能够清楚地观察到TF结合基序和TF未结合基序

的平均相位相反（图2b），即旋转方位相反。这说

明，SOX7的DNA基序在核小体DNA上的旋转方

位的不同确实影响SOX7与基序的有效结合。

 
Fig. 2　TF-DNA binding is influenced by the rotational positioning of motifs on nucleosomal DNA

（a）  Motif enrichment values and TF-binding signals （EMI）  were normalized to 0– 1 and plotted for comparison. SOX7 motif peaks were 

categorized as TF-bound or TF-unbound based on whether they overlapped （>70%）  with an EMI peak. （b）  Comparison of DNA bendability 

profiles around the TF-bound and TF-unbound groups of motifs. （c）  The binding of P53 to DNA is affected by nucleosomal rotational positioning. 

The dashed lines indicate the center positions of two P53 motifs. An asterisk （*）  in the sequence name indicates that the sequence remained bound 

by P53 after nucleosome reconstitution in the in vitro assembly assay （P53Con42*， P53Con30*， P53Con40*， P53Con32*）， whereas 

sequences without an asterisk were not bound by P53 after nucleosome assembly. The magenta lines represent the center positions of the reconstituted 

nucleosomes. The precise position of the nucleosome formed on P53Con32* was not experimentally determined.
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另外，我们还分析了 P53 与核小体 DNA 结合

的体外实验数据，发现基于 DNA 弯曲能判断的

P53基序在核小体DNA上的旋转方位（如P53 基序

中心位置处DNA小沟暴露在核小体上）与 P53的

结合情况相吻合（图2c）。具体而言，核小体体外

组装实验结果表明，P53Con30组装成核小体后其

中心位于 75/85 bp 处 （两个位置上都能形成核小

体，但这两个核小体不是在同一个分子上形成的），

P53Con40上形成的核小体的中心位于85/95 bp。核

小体的晶体结构表明，核小体DNA的中心位置上

DNA 大沟面向组蛋白。DNA 弯曲能计算结果表

明，DNA弯曲能极小值与核小体中心位置基本一

致（误差在2 bp以内），这说明DNA弯曲能模型能

够较准确地预测这两条序列上形成的核小体的旋转

定位。更重要的是，由于P53的二聚体基序单体长

度为 10 bp）的中心碱基位于 75/85 bp 处，根据我

们的模型可以推断，P53是结合到暴露于核小体上

的DNA小沟处。这与实验上观察到的P53与DNA

小沟结合的事实相吻合［33］。P53Con35上组装的核

小体的中心位于 90 bp处，据此推断P53二聚体基

序的两个中心位置上的DNA大沟朝外，这可能是

实验上并没有看到 P53 与之结合的原因。也就是

说，TF的基序在核小体DNA上的旋转方位能够影

响 TF 的结合。然而，我们的模型未能准确预测

P53Con35上组装的核小体的旋转定位（核小体中

心位置上的弯曲能并不是局部极小值），且P53 基

序中心位置上的弯曲能仍然是倾向于极小值，即

DNA弯曲能模型预测该位置上的DNA大沟面向组

蛋白，小沟朝外，这有助于P53的结合。这种预测

与实验结果相反，这种矛盾是因为实验确定的核小

体位置有误，还是我们的模型能力不足导致的，还

有待商榷。另外，P53Con32、P53Con42与其对应

的P53Con30、P53Con40的弯曲能图谱相似，核小

体形成和P53结合情况也无明显差别，与实验结果

相吻合。P53Con37在核小体组装实验中虽然形成

了核小体，但信号较弱。这条序列的弯曲能图谱不

具有显著的10-bp周期性，表明该序列形成核小体

的能力较弱，与实验吻合。总体而言，我们的模型

能够较好地推断核小体 DNA 的旋转定位以及 P53

与核小体DNA结合的旋转定位依赖性。

2.2　旋转定位不是调控体内PTF与核小体结合的

关键因素

根据他人文献报道［34］，同时考虑相关数据的

可获得性，我们聚焦 8 个 PTFs （OCT4、SOX2、

KLF4、GATA4、MYOD1、FOXA1、CEBPA 以及

ASCL1）在体内基因组上的真实结合情况是否受

到DNA旋转方位的影响。将TF基序在基因组上的

位点根据是否与其真实TF结合位点重叠分为两组

（详见“数据与方法部分”）：TF结合的基序位点

和TF未结合的基序位点。计算这两组基序区域的

DNA 弯曲能，比较其旋转定位情况。结果表明

（图3），DNA弯曲能在这8个PTFs的基序位点周围

140 bp的范围内呈现明显的 10-bp周期性震荡，提

示这些 TF 结合核小体的先锋因子潜能。其中

OCT4、GATA4、MYOD1、SOX2结合稳定核小体

的潜能较大 （DNA 弯曲能振幅较大），而 KLF4、

ASCL1 和 CEBPA 则较小。SOX2 偏好结合到核小

体组装能力更强的DNA区域，而GATA4和CEBPA

可能倾向于结合核小体组装能力弱的 DNA 区域

（图 3）。重要的是，无论是TF结合的基序还是TF

未结合的基序，其周围DNA变形能均呈现10-bp周

期性变化，表明无论TF结合与否，这些基序均表

现出旋转定位依赖性。具体而言，若同一个TF的

多个基序的DNA弯曲能呈现周期性变化，且基序

位点的相位相同（即出现在与核小体二分轴相距整

数倍螺旋周期N*10bp的位置上），则对多个基序位

点的弯曲能取平均后仍能观察到图中所示周期性信

号。据此，我们认为：不论这些PTFs的基序是否

被TF结合，漫长的进化过程中TF的DNA结合基

序倾向于被设计在“相位相同的旋转方位位点”

上。当然，如果基序相对于核小体二分轴位置的相

位不同，则可能会影响基序在核小体上的暴露情

况 ， 进 而 影 响 TF 与 其 结 合 的 亲 和 力 （如

ASCL1）。

有两种情况可能会影响本文的结论：a. 如果

TF结合基序位于非核小体占据区，此时无从考量

旋转定位对TF结合的影响。换句话说，上面分析

的TF结合基序为中心的基因组序列片段中，如果

非核小体占据区较多，则用DNA形变能判断的核

小体旋转定位信号就会受到噪声干扰。b. 有些

DNA区域，即使形成核小体，其DNA弯曲能也有

可能不具有强烈的 10-bp周期性变化规律。这种情

况一般会发生在易弯曲（弯曲能低）且弯曲能力呈

各向同性（弯曲能的 10-bp 周期性很弱） DNA 区

域。为了排除此类干扰，我们进一步筛选出同时满

足以下2个条件的基因组基序区域：a. DNA弯曲能

的 10-bp 周期性位列前 25% （或 50%），即 FFT 的

10周期性幅度较大的25%（或50%）的序列；b. 基
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序完全落入实验测定的人的稳定核小体［35］的中心

100 bp 区 域 （https：//generegulation. org/NGS/

stable_nucs/hg38/）。用上述条件，分别筛选出 TF

结合和未结合的基序区域，再比较二者的旋转定

位。结果表明（图S1）：以弯曲能的 10-bp周期性

位列前 50% 的序列进行分析时，其总体上的旋转

定位相同（ASCL1除外）。以弯曲能的 10-bp周期

性位列前 25% 的序列进行分析时，基序旋转定位

增强，而且TF结合和TF未结合的基序的旋转定位

仍然相同（ASCL1除外，图S2）。这些结果进一步

 
Fig.3　The comparison of rotational positioning between TF-bound and TF-unbound motif sites

 For direct visual comparison， the vertical axis range was set to be the same for all subplots.
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支持上述结论：TF结合的和未结合基序在核小体

上总体上采取“相位相近的旋转定位”。换言之，

在基因组上对应同一个PTF的众多基序中，采用图

中所示旋转定位的基序占比较多 （图 S1）。这提

示，体内TF的结合与否，在总体上并不是由基序

在核小体上的旋转方位所调控的。值得注意的是，

这只是全基因组水平的总体倾向性，并不意味着旋

转定位不影响TF在任何基序位点上的结合。

上述结果是观察特定PTF在基因组上的众多基

序位点的平均弯曲能图谱来判断两类基序的旋转定

位的总体倾向性。为了进一步挖掘不同旋转定位方

式的组成，我们根据FFT的 10-bp周期性对应的相

位，将基序的中心位置的旋转方位分成 4 组（图

4a）：模式1的基序中心位置上DNA小沟背向组蛋

白；模式 2的基序中心位置上DNA小沟面向组蛋

白；模式 3的基序中心位置上游第3个核苷酸位置

的DNA小沟背向组蛋白；模式 4的基序中心位置

下游第 3 个核苷酸位置的 DNA 小沟背向组蛋白。

模式3和模式4的基序中心位置上DNA大沟与核小

体DNA超螺旋轴方向平行，指向相反。这如同把

DNA双螺旋以DNA大沟为基准方位，把旋转定位

分为DNA的大沟朝向“内侧”（即指向组蛋白八聚

体核心，模式 1）、 “外侧”（模式 2）、 “超螺旋

轴反向”（模式 3）和“超螺旋轴正向”（模式 4）。

同理，将基序的中心位置的旋转方位也可粗略分成

以下两组：小沟朝外（DNA小沟背朝组蛋白）和

小沟朝内（DNA小沟面朝组蛋白）。

通过分析 4 种旋转定位的基序所占比例发现

（图4b），在TF结合和TF不结合之间变化较大的是

ASCL1： 模式 1在ASCL1结合的一类中的占比大

于与其相位相反（旋转定位相反）的模式2，但是

在ASCL1不结合的一类中正好相反。另外，相比

OCT4不结合的一类，OCT4结合的一类中模式2明

显增多。统计检验结果也表明，ASCL1 的基序的

旋转定位相位在ASCL1结合和ASCL1不结合两组

之间存在显著差异（图S3）。而且，ASCL1结合的

基序的相位平均合成向量长度 （mean resultant 

length） 大 于 ASCL1 不 结 合 的 一 组 （0.159 vs. 

0.027），提示 ASCL1 结合的基序的相位较集中。

SOX2的基序的旋转定位相位在SOX2结合和SOX2

不结合两组之间虽然有显著差异（图S3），但相位

平均值（即平均方向）的差别较小（18.3º），不足

以对基序的旋转方位产生明显的改变。没有发现其

他显著变化。

为了进一步考察这些PTFs与核小体的相互作

用能力及其与旋转定位的依赖性，首先分析了人胚

肺成纤维细胞（IMR90）［36］中TF结合基序位置周

围核小体的占据情况。结果显示（图S4），8种先

锋因子中，SOX2、GATA4、MYOD1的DNA结合

基序位置上核小体最富集，其次是 FOXA1、

CEBPA、 ASCL1 的 基 序 。 SOX2、 GATA4、

MYOD1、FOXA1 的结合基序中多数被核小体覆

盖，提示在人胚肺成纤维细胞中这些TF表达水平

低。这些 TF 通常与特定的细胞类型和功能相关：

SOX2与多能干细胞和神经发育有关，GATA4与心

脏发育和中胚层分化有关，MYOD1是肌肉分化的

主导调节因子，FOXA1则与内胚层分化和肝脏发

育相关。而成纤维细胞是来源于中胚层的已分化细

胞，通常不会高表达这些与多能性或特定谱系分化

相关的TF。这些TF的基序在 IMR90细胞中广泛被

核小体覆盖的情况也与其低表达活性相一致。然

而，IMR90细胞中需要打开染色质时（如细胞重编

程），这些TF是最有潜力的广泛作用因子。有意思

的是，OCT4 的 DNA 结合基序被核小体包埋的情

况并不十分明显，提示除了人们所熟知的胚胎干细

胞中的作用外，OCT4在分化成熟的成纤维细胞中

可能与其裸露基序结合，发挥广泛的基因转录调控

作用。

人胚肺成纤维细胞（IMR90）中，被核小体占

据的基序是否倾向于采用特定的旋转方位，从而帮

助细胞需要TF时（如细胞重编程时）促进TF与其

结合呢？换句话说，被核小体占据的基序的旋转定

位是否较强而且相位固定（相同）？为了回答这个

问题，我们将每一种TF在基因组上的基序位点根

据核小体占据情况［36］聚为 4 类：被核小体占据、

上游被核小体占据、下游被核小体占据和没被核小

体占据（图 5a），并比较了这 4类之间的旋转定位

信号的强度和相位。结果表明 （图 5b），OCT4、

SOX2、GATA4、FOXA1、CEBPA 的旋转定位信

号在四类之间并没有太大的差别，然而 KLF4、

ASCL1和MYOD1的四类基序的旋转定位信号存在

明显的差别：KLF4、ASCL1 和 MYOD1 的基序越

被核小体占据（簇 1），其DNA弯曲能越大；核小

体越缺乏的基序位点，DNA弯曲能越小。DNA弯

曲能的极小值和均值越小，越容易形成核小

体［24-25］，因此上述结果说明，在DNA序列水平上

不易形成核小体的KLF4、ASCL1和MYOD1的基

序区域（簇1）恰恰形成和富集了核小体，DNA序
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列因素无法解释这一结果。最重要的是，如果基序 位点上的旋转定位信号越强且相位越一致，则平均

Fig.4　Four rotational orientations classified by FFT phase
 （a）  The four rotational orientations and their corresponding bending-energy profiles. （b）  Proportion of TF-bound motifs among the top 50% of 

10-bp periodicity in bending energy and located within stable nucleosome regions for each of the four rotational orientations.
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弯曲能图谱上就会出现加强的 10-bp 周期性振荡，

但被核小体覆盖的PTF基序区域（簇1）的弯曲能

图谱并没有显示出明显的加强的旋转定位信号（图

5b），即在 IMR90细胞中没有发现核小体占据率越

高的 PTF 基序上旋转定位越强和相位越固定的

证据。

PTF基序周围的DNA弯曲能的强烈10-bp周期

性振荡提示着基序位点的强烈的旋转定位信号。有

意思的是，究竟是基序的存在导致了DNA序列很

强的旋转定位倾向性还是即使没有基序的情况下该

区域DNA本身就具备很强的旋转定位信号？为了

回答该问题，我们把原有DNA序列中的基序寡聚

核苷酸序列用随机序列替换（每条序列中都用不同

的随机的序列片段替换），以此来探究不存在基序

时序列的旋转定位信号。结果表明，基序被随机序

列替换时，DNA弯曲能的平均10-bp周期性信号大

大减弱（图 5c）。然而，通过FFT分析发现，所有

PTF的基序被随机序列替换后弯曲能的 10-bp周期

性信号（FFT幅度）全部显著上升（图S5），提示

基序的存在使得DNA的弯曲各向异性减弱，降低

局部DNA的弯曲能力，总体而言抑制核小体的形

成。单独分析被核小体占据的簇1时，上述结论同

样成立（图S6）。然而，我们结果的另外一个重要

提示是：基序的存在会使局部DNA片段倾向于向

基序的特定的方向弯曲，即相位一致性增强；虽然

不存在基序时DNA弯曲能力更大，但此时弯曲方

向不一致，相位一致性较弱。这是导致基序位点

DNA弯曲能的平均 10-bp周期性信号较强（图 5b）

的主要原因。同时，我们也注意到， OCT4、

SOX2、CEBPA结合基序的侧翼序列本身也具有一

定的向特定方向弯曲的旋转定位信号（基序被随机

序列替换后仍表现出一定 10-bp 周期性振荡），但

与存在基序时的旋转定位信号的相位不完全相同：

OCT4结合基序的存在加强了原有特定方位的旋转

定位信号，而SOX2结合基序的存在对侧翼局部序

列的旋转定位信号的相位有所微调作用（改变弯曲

方向），CEBPA结合基序的存在则完全翻转了侧翼

序列原来的旋转方位（图 5b和图 5c中弯曲能波峰

波谷完全翻转）。

OCT4、 SOX2、 KLF4 和 c-MYC （简 写 为

OSKM）的表达具有诱导体细胞重新编程和产生

iPSC的能力。iPSC类似于胚胎干细胞，它们能分

Fig.5　Nucleosome enrichment patterns around TF motifs and corresponding bending energy profiles for IMR90 cells
 （a）  TF binding motif sites are categorized into four clusters according to nucleosome enrichment pattern in IMR90 cells. K-mean clustering 

algorithm embedded in deepTools was used. （b）  Bending energy profiles aligned at the center of TF motif sites across the human genome. （c）  

Bending energy profiles of DNA sequences with motif segments replaced with random sequences.
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化成人身体所有细胞类型。人胚肺成纤维细胞

（IMR90）被OSKM 诱导重编程为 iPSC 的过程中，

OSKM能够作用于关闭的染色质区上的核小体上，

启动染色质重塑并激活下游相关基因的表达。我们

获得了OSKM被诱导 48 h时候在 IMR90细胞的基

因组上结合的位点（hg18）［37］，并将其转换为hg38

位点，获得了 IMR90细胞核小体覆盖区内OCT4、

SOX2、KLF4的基序（如图5中簇1），并区分其中

是否被相应PTF结合。这些基序同样是被核小体覆

盖，为什么有些被OSKM 结合，而有些却不被结

合呢？DNA 基序的旋转定位是否决定这些PTFs与

其结合？为了回答这个问题，我们分析了这两组基

序的旋转定位，发现其总体旋转方位保持一致（图

6a），而且4种旋转定位方式的占比在TF结合和不

结合的两组中并没有明显的翻转（图 6b，c）。例

如，在SOX2结合的一组中，SOX2的基序中心位

置的DNA大沟暴露在核小体上（弯曲能极大）的

情况多于DNA大沟被包埋的情况（模式 2/模式 1=

1 228/1 083），在 SOX2 未结合的一组中仍然是

DNA大沟暴露在核小体上的基序占多数（模式 2/

模式 1=2 780/2 540）。统计检验也表明，旋转定位

相位在PTF结合和不结合的两组基序之间不存在显

著差异（图 S7）。这些结果提示，DNA 基序的旋

转定位不像是调控这些PTFs能否与其结合的关键

因素。

早期胚胎发育的细胞分化过程中存在剧烈的染

色质重塑和表观遗传重编程。在这过程中也定会有

PTFs与染色质的相互作用协助染色质重塑并激活

分化相关基因的表达。为了探究TF结合基序的旋

转定位是否调控这一过程，我们还分析了hESC向

hNEC分化的过程中PTF与核小体的相互作用［38］。

从核小体富集结果看，hESC向 hNEC分化过程中

OCT4 的 DNA 结合基序从核小体缺乏状态转变为

核小体占据状态（图 S8），提示 hNEC 中 OCT4 的

活性大大降低，其结合基序大多处于被核小体占据

的低活性状态。其他 7个 PTFs的基序位点被核小

体占据的总体情况没有明显的变化。

为了探究在hESC向hNEC分化的过程中SOX2

在核小体上的结合是否依赖于基序的旋转定位，我

们将每种细胞类型中核小体区域的SOX2 基序根据

是否被 SOX2 结合分成“SOX2 结合”和“SOX2

 
Fig. 6　Average bending-energy profiles centered on nucleosomal TF-motif sites ， comparing regions of TF-bound with 
TF-unbound
 （a）  Comparison of average bending energy profiles. （b）  Bending energy profiles and quantities of four rotational positioning modes in TF-

unbound motifs. （c）  Bending energy profiles and quantities of four rotational positioning modes in TF-bound motifs. A motif was deemed TF-

bound if fully overlapped by a ChIP-seq peak， and TF-unbound if entirely outside any peak.
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不结合”两组（数据处理过程见“1.4 实验核小体

定位数据处理”），并通过比较两组基序区域的

DNA弯曲能图谱判断其旋转定位差异。结果表明

（图7），在ESC中核小体上的SOX2 基序不论是否

被 SOX2 结合，其旋转方位的总体倾向是一致的

（图 7a），但显然被 SOX2结合的基序弯曲能的 10-

bp周期性信号更强，说明其在核小体上的旋转定

位相位更统一（多个基序向着同一个方向弯曲的整

齐划一的程度较高）。然而，在分化后的hNEC中，

SOX2 结合和不结合的基序的旋转定位正好相反

（图7b），而且，比较意外的是，被SOX2结合的基

序的旋转方位与之前的所有的SOX2基序的总体旋

转方位相反。相比 SOX2 不结合的一组（图 7c），

旋转方位模式 1 在 SOX2 结合一组中增加，模式 4

则减少是导致SOX2结合和不结合的基序的旋转定

位正好相反的直接原因。将核小体旋转方位粗略分

成两大模式时（见“1.6 DNA弯曲能的傅里叶变换

分析”），hNEC中motif的DNA沟槽在核小体上的

暴露或包埋的占比差异更加明显（图7D）。置换检

验结果也表明，hNEC中SOX2结合和不结合的基

序的旋转定位相位差异显著（图S9）。结构生物学

证据表明，SOX2 基序的中心位置上 DNA 大沟朝

向 组 蛋 白 弯 曲 ， SOX2 的 高 迁 移 率 族 （high-

mobility group，HMG）结构域结合DNA小沟［39］，

这与hNEC中SOX结合基序的旋转定位相一致。进

一步分析发现，NEC中SOX2结合的核小体上的基

序无一是 hESC 中 SOX2 结合的基序，也就是说

hESC分化为hNEC后SOX2的结合位点发生了彻底

重排。

我们进一步将核小体上的 SOX2 基序分成两

组：启动子区域（转录起始位点上游2 000 bp）的

基序和基因体区域（转录起始位点下游 2 000 bp）

的基序，并比较两者的旋转定位。发现无论是启动

子还是基因体区域，SOX2 基序的旋转定位倾向性

（图S10）与总体倾向性（图7）保持一致。

 
Fig.7　Rotational positioning of SOX2-bound versus unbound motifs on nucleosomes

（a）  Rotational positioning of SOX2-bound and unbound motifs on nucleosomes in hESC. （b）  Same as （a）  but for hNEC. （c）  Proportion of 

the four rotational positioning modes. （d）  Proportion of the two rotational positioning modes.
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3　讨论

本文研究结果显示，在体外，SOX7的结合受

其DNA识别模体在核小体上旋转方位的影响：在

某些模体富集位点，因其不利的旋转方位而未观察

到SOX7结合。通过比较结合与未结合位点周围的

DNA弯曲能图谱，发现未结合位点的弯曲能呈现

规律且统一的强周期性，暗示其处于不利的结合相

位。与之相反，成功结合的位点其弯曲能图谱虽周

期性较弱，但相位与未结合位点恰好相反，表明旋

转方位的差异是决定SOX7能否有效结合的关键因

素。基于DNA弯曲能模型预测的核小体旋转定位，

与P53结合实验相符：当模型预测P53识别基序中

心处 DNA 小沟暴露时，P53 能够结合。该模型成

功解释了P53在不同序列（如P53Con30/40）上的

结合差异。总体而言，DNA弯曲能模型能有效推

断核小体定位及P53结合的旋转方位依赖性，与大

部分实验数据吻合。

对 8个PTFs的分析表明，其DNA识别基序周

围的DNA弯曲能普遍呈现10-bp周期性，提示它们

具有结合核小体的潜能。关键发现是，对于大多数

因子，已被TF结合的模体与未被结合的模体，在

核小体上倾向于采用相位相同的旋转方位。这表明

在全基因组水平上，旋转方位并非调控其结合的主

要因素。这一现象被认为是进化上的“设计”，使

模体相位保持一致，可能有助于动态调控染色质可

及性，从而在适当时机激活基因。ASCL1是个例

外，ASCL1结合和不结合的基序的总体旋转定位

倾向性有较大差异。一种可能性是：ASCL1 的

bHLH 结构域是一个相对常见和简单的 DNA 结合

域，而且其DNA结合依赖于异源二聚体化，导致

ASCL1对旋转定位较敏感，表现出较弱的核小体

结合能力，即擅长利用核小体上天然暴露的位点，

但缺乏OCT4的“柔性适配”或SOX2的“强力重

塑”能力去攻克被严重包埋的位点。在 IMR90 细

胞中，研究发现对于大多数 PTFs （如 OCT4、

SOX2），其模体位点的核小体占据情况与DNA序

列所固有的旋转定位信号强度无关。然而，KLF4、

ASCL1和MYOD1表现出反常现象：核小体占据率

高的基序区域，其DNA序列本身反而更不利于核

小体形成，这表明核小体在这些位置的富集并非由

DNA序列因素主导。最关键的是，分析并未发现

核小体占据率高的PTF模体具有更强或更一致的旋

转定位信号，这反驳了“核小体通过强化特定旋转

方位来调控PTF结合”的假设。

研究发现，PTF结合基序的存在，并非单纯地

增强或减弱 DNA 的弯曲能力，而是显著增强了

DNA朝向特定方向弯曲的“相位一致性”，从而在

平均弯曲能图谱上产生强烈的 10-bp 周期性信号。

当用随机序列替换基序后，DNA整体的弯曲能力

（柔性）反而增加，但其弯曲方向变得不一致，导

致平均周期性信号减弱，这揭示了基序在规范核小

体旋转定位中的主导作用。不同PTF的基序对其侧

翼序列固有的旋转定位信号影响各异：OCT4的基

序强化了原有相位，SOX2 的基序对其进行了微

调，而CEBPA的基序则完全翻转了原有的弯曲方

向，表明它们可能通过不同的机制调控核小体

定位。

在 IMR90 细胞重编程过程中，对于被核小体

覆盖的相同 PTF （如 SOX2） 模体，其能否被

OSKM 结合并不主要取决于模体在核小体上的旋

转方位。分析发现，已被结合的模体与未被结合的

模体，其整体的旋转定位倾向保持一致，且4种典

型旋转方位的比例在两组间未出现显著翻转。因

此，DNA 基序的旋转定位并非调控这些PTFs在早

期重编程阶段与核小体DNA结合的关键因素，可

能存在其他更重要的机制决定了结合的差异性。

结合先验知识和本文研究结果可知，SOX2在

hESC分化为 hNEC的过程中结合到一些核小体区

域，打开染色质。SOX2在分化过程中会从其多能

性相关的靶位点上解离，但同时会结合到新的、与

神经外胚层命运相关的基因调控元件上，帮助打开

这些区域的染色质，激活这些神经谱系基因的表

达［38］。这是一个动态的、全局性的结合位点“重

编程”过程，伴随着SOX2功能的“转岗”。SOX2

在多能干细胞中表达最高，在向神经外胚层分化

时，其表达水平会从峰值下降，但仍会维持在一个

显著高于非神经细胞的水平上。它在神经前体/干

细胞中持续表达，对维持神经谱系的身份至关重

要。分化后 hNEC细胞中仍有一定的SOX2结合到

染色质上［38］，这些剩余的 SOX2 结合位点不再是

维持“多能性”，而是转变为驱动和维持“神经外

胚层身份”的核心。我们的结果表明，在胚胎干细

胞中，SOX2结合和不结合的基序在核小体上的旋

转方位总体一致。然而，在分化后的神经外胚层细

胞中，SOX2倾向于结合那些旋转方位与胚胎干细

胞中总体倾向完全相反的基序，这与已知的SOX2

结合DNA小沟的结构生物学证据相符。这种结合
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位点和旋转方位的彻底重排，提示细胞类型特异的

辅助因子（而非单纯的DNA序列信息）可能是调

控SOX2与核小体相互作用机制的关键。例如，协

助SOX2与核小体相互作用的其他辅助蛋白质在两

类细胞中的表达差异影响了SOX2与核小体上基序

的相互作用机制。

总体而言，本研究结果表明：TF基序的旋转

定位调控其在体外与核小体的结合，但在体内PTF

结合核小体的过程很大程度上并不受控于基序的旋

转定位。在胚胎干细胞的分化以及诱导体细胞重编

程为多能干细胞的过程中都是如此。这种反差可能

与两种因素有关：转录因子的先锋性和体内外

环境。

在体内，即使结合表面（如DNA小沟）部分

包埋在核小体上，先锋因子仍然能够结合。这可能

正是它们区别于经典TF的关键能力。常规TF通常

结合在裸露的DNA或染色质高度开放的区域，与

关闭染色质区和核小体的结合能力很弱。PTFs

（如 SOX2、PAX7、OCT4 等）拥有一系列独特的

结构特性，使其能够识别核小体上的部分遮蔽的基

序，并且在结合后主动去稳定核小体，为染色质重

塑复合物打开通道，从而“先锋性地”打开染色

质。如何结合包埋的基序？有研究提示，PTF并非

粗暴地撕开核小体，而是采用更精巧的策略：即使

主要结合表面被包埋，DNA在核小体上并非完全

僵化的结构，而是存在着热波动，即DNA会自发

地发生轻微的“呼吸”作用，暂时性地暴露出一些

原本被遮蔽的区域［40-42］。PTFs具有足够高的浓度

和与DNA结合的超高亲和力，使其能够利用这些

瞬间的机会“抓住”DNA，即使初始结合可能很

弱或不完全。另外，PTFs可以通过以下几种结构

特 性 来 应 对 核 小 体 的 挑 战 。 a. 内 在 无 序 区

（intrinsically disordered regions， IDRs）：许多PTFs

（如 SOX2）含有长的、非结构化的柔性区域。这

些 IDRs可以像“触手”一样先与核小体（包括组

蛋白和DNA）发生非特异性相互作用，帮助将因

子锚定在附近，为其结构域最终找到并结合目标基

序争取时间和机会。b. 协同结合与二聚化：许多

PTFs 以二聚体形式发挥作用 （如 OCT4-SOX2）。

其中一个单体可能先与核小体上某个更容易接触的

位点结合，从而帮助另一个单体定位并结合到邻近

的、包埋更深的基序上，提高结合效率［43］。c. 

DNA 扭曲：一些 PTFs 在结合时能够主动地扭曲

DNA。这种施加在DNA上的力可以部分地抵消核

小体对 DNA 的包裹力，从而“撬开”一点空间，

使被包埋的碱基更多地暴露出来。例如，SOX2可

以通过其HMG结构域插入DNA小沟并引起DNA

大幅弯曲［20，44］。

在体外实验环境中，上述协助PTF结合包埋的

基序的条件未必充分。例如，在单一PTF结合的体

外实验中，PTFs之间的协同作用彻底消失。即使

在 2~3 个 PTFs 共同存在的体外环境中，协同作用

的多样性和效果也可能会大打折扣。核小体的呼吸

作用在体外环境中可能会受限，因为体外环境通常

缺乏促进呼吸作用的关键因子。核小体的呼吸作用

（DNA局部瞬时的解旋与重绕）在细胞内受多种因

素调控，如组蛋白修饰酶、染色质重塑复合物、转

录因子、组蛋白变体等［45-46］。体外实验体系（如纯

化的核小体与DNA）往往缺乏这些生物活性成分，

可能导致呼吸作用频率或幅度降低。另外，我们的

结果提示，P53和SOX7在体外与核小体的结合的

先锋潜能的大小还有待实验证实。若二者的先锋潜

能较弱，则可以预期它们倾向于通过依赖于其基序

旋转定位的方式与核小体结合。

4　结论

本研究基于DNA形变能模型与核小体定位实

验数据，揭示了 DNA 旋转定位在 TF-核小体相互

作用中的调控作用。研究表明：a. 在体外，SOX7

和P53的基序的旋转定位差异直接决定其是否能够

有效结合核小体 DNA；b. PTF 的基序在基因组中

普遍表现出相对优势的旋转定位特征，无论是否被

结合，PTF的基序均倾向于出现在相位一致的核小

体位点，提示其旋转定位在进化上被优化以利于

TF 结合调控；c. 在 hESC 向 hNEC 分化过程中，

SOX2 结合位点的旋转定位与结合关系可发生重

塑，提示细胞环境因素可调节旋转定位与TF结合

的关联；d. 最重要的是，本文结果表明，PTF在体

内结合核小体的过程很大程度上不依赖于基序的旋

转定位，即使其基序的结合表面（如 DNA 小沟）

被核小体包埋，PTF仍然能够结合，这与其固有的

结构特性、核小体呼吸作用等因素有关。综上，

DNA旋转定位在 PTF与核小体相互作用过程的功

能解析有助于深入揭示PTF在表观调控、细胞命运

重编程等过程分子机制。
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Differential Role of Rotational Positioning in Pioneer Transcription Factor 
Binding to Nucleosomes In vivo vs. In vitro*

LIU Guo-Qing1,2)**, GUO Xing-Yue1,2), CANG Jing1,2), ZHANG Zhi1,2), LIU Guo-Jun1,2)

(1)School of Life Science and Technology, Inner Mongolia University of Science and Technology, Baotou 014010, China; 
2)Inner Mongolia Key Laboratory of Life Health and Bioinformatics, Inner Mongolia University of Science and Technology, Baotou 014010, China)

Graphical abstract

Abstract　Objective  Pioneer transcription factors (PTFs) possess the unique ability to recognize and bind their 

target DNA sequences within compacted nucleosomal DNA, thereby initiating chromatin opening and gene 

expression. They play pivotal roles in fundamental biological processes such as embryonic development, cellular 

reprogramming, and tumorigenesis. The specific regulatory mechanism by which nucleosomal rotational 

positioning governs PTF-nucleosome interactions remains inadequately elucidated. This study aims to 

systematically investigate the role of the rotational orientation of motifs in PTF-nucleosome binding.        

Methods  We employed a DNA deformation energy model to predict the rotational positioning of DNA on 

nucleosomes. We analyzed high-throughput in vitro data from the NCAP-SELEX assay, which profiles the 

binding landscapes of numerous transcription factors to nucleosomal DNA. For in vivo analysis, we integrated 

genome-wide binding data (ChIP-seq) and nucleosome positioning data (MNase-seq) for eight well-characterized 

pioneer factors (OCT4, SOX2, KLF4, GATA4, MYOD1, FOXA1, CEBPA, and ASCL1) in human cells. Binding 

motifs were classified as "TF-bound" if they overlapped with ChIP-seq 峰 s and "TF-unbound" otherwise. DNA 
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bendability profiles and Fast Fourier Transform (FFT) analysis were used to assess rotational positioning patterns 

around these motif sites. This analytical framework was further applied to specific biological contexts, including 

cellular reprogramming from IMR90 fibroblasts to induced pluripotent stem cells (iPSCs) and the differentiation 

of human embryonic stem cells (hESCs) to human neuroectodermal cells (hNECs). Results  Our in vitro analysis 

revealed a strong dependence of transcription factor binding on the rotational orientation of TF-binding motifs. 

For SOX7, the unbound motifs at specific enrichment 峰 s exhibited a rotational phase clearly opposite to that of 

the SOX7-bound motifs. Similarly, analysis of P53 binding sequences confirmed that successful binding in vitro 

correlated with model-predicted exposure of the DNA minor groove at the motif center, consistent with P53's 

binding mode. Genome-wide in vivo analysis of the eight PTFs showed that their DNA binding motifs were 

generally associated with DNA sequences exhibiting significant 10-bp periodicity in bendability, suggesting an 

inherent potential for nucleosome association. Crucially, for most factors (except ASCL1), the average rotational 

positioning preferences were remarkably similar between TF-bound and TF-unbound motifs. This indicates that, 

at a global genomic level, rotational positioning is not the primary determinant dictating whether a nucleosomal 

motif is bound by its cognate PTF in vivo. This phenomenon persisted during cellular reprogramming (IMR90 to 

iPSC), where the rotational positioning of OSKM factor motifs bound versus unbound in nucleosomal regions 

showed no significant overall difference. Interestingly, during hESC differentiation to hNECs, SOX2 binding sites 

underwent comprehensive reprogramming. In hNECs, the rotational positioning of nucleosomal SOX2-bound 

motifs was significantly different and, unexpectedly, opposite to the general preference observed in hESCs and for 

unbound motifs in hNECs, suggesting a cell context-dependent rewiring of binding mechanisms. Conclusion This 

study suggests a distinction in the role of DNA rotational positioning in TF-nucleosome binding between in vitro 

and in vivo environments. While rotational positioning critically governs the binding efficiency of factors like 

SOX7 and P53 in simplified in vitro systems, PTFs in vivo appear to overcome this steric hindrance at the binding 

interface. The ability of PTFs to bind nucleosomal motifs, even when key interaction surfaces are partially buried, 

might stem from their unique structural properties (e.g., intrinsically disordered regions, DNA distortion/binding 

domains), nucleosome breathing which transiently exposes DNA, and potential cooperativity with other factors. 

Our results highlight the unique capacity of pioneer factors to drive chromatin openness through mechanisms 

beyond rotational positioning.

Key words　pioneer transcription factors,nucleosome,rotational positioning,DNA deformation energy,chromatin 
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