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摘 要: 转录因子、增强子和微 RNA (microRNA, miRNA)组成的调控网络对癌症的转录调控和进展至关重要。
TEA结构域转录因子 1 (TEA domain transcription factor 1, TEAD1)是 TEA/ATTS结构域家族的成员,目前尚不
清楚 TEAD1作为一种癌症相关转录因子,是否参与了增强子 -miRNA网络与肝细胞癌的发生发展。本研究首
先通过整合肝细胞癌 HepG2细胞系的 CAGE-seq和 GRO-seq数据,鉴定出 14 286个转录稳定与不稳定增强
子 RNA (enhancer RNA, eRNA)的活性增强子,并证实这些活性增强子具有先前报道的组蛋白修饰特征(高的
H3K27ac信号与 H3K4me1/ H3K4me3信号比)。随后,通过整合从 ChIP-seq数据获得的 35 883个TEAD1-DNA
结合位点,鉴定出 2 550个与 TEAD1结合的增强子(EnhTEAD1)。进一步分析显示,与未结合 TEAD1的增强
子(EnhnoTEAD1)相比, EnhTEAD1上活性增强子标记(H3K27ac、H3K4me1和 H3K4me3)和 eRNA的表达显著
升高; TEAD1与 4种转录因子(GATA4、HNF4A、YY1和 CTCF)协同作用,促进 EnhTEAD1区域介导的染色质
可及性和空间环化。最后,为了研究 EnhTEAD1与miRNA之间的调控网络,在采用干扰小 RNA (small interfering
RNA, siRNA)干扰 TEAD1 后,对 HepG2肝癌细胞进行了小 RNA (small RNA)测序,并通过 RNA-seq和 Hi-C
共获得 68个由 EnhTEAD1调控的差异表达 miRNA (EnhTEAD1-miRNA),这些 EnhTEAD1-miRNA显著参与
多种癌症相关的生物进程与通路。综上所述,本研究阐明了 EnhTEAD1-miRNA网络在肝细胞癌中的调控机
制,为肝细胞癌治疗提供了新的潜在靶点。
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Abstract: The regulatory network constituted by transcription factors, enhancers, and microRNAs (miRNAs)
is critical to the transcriptional regulation and progression of cancer. TEA domain transcription factor 1
(TEAD1) is a member of the TEA/ATTS domain family. However, it is unclear whether TEAD1, as a cancer-
related transcription factor, is involved in the enhancer-miRNA network and the occurrence and develop-
ment of hepatocellular carcinoma. Herein, 14 286 active enhancers that transcribe stable and unstable enhan-
cer RNAs (eRNAs) were firstly identified by integrating CAGE-seq and GRO-seq data of HepG2 cell line, and
confirmed to have previously reported histone modification characteristics (high H3K27ac signal and H3K4me1/
H3K4me3 signal ratio). Subsequently, 2 550 TEAD1-binding enhancers (EnhTEAD1) were identified by in-
tegrating 35 883 TEAD1-DNA binding sites obtained from ChIP-seq data. Compared with no TEAD1-binding
enhancers (EnhnoTEAD1), the expression of active enhancer markers (H3K27ac, H3K4me1 and H3K4me3)
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TEA结构域转录因子 1 (TEA domain transcrip-
tion factor 1, TEAD1)是 TEAD蛋白家族中的转录
因子, 已被证实可通过参与多种信号通路抑制细
胞增殖[1]和促进细胞凋亡[2]等。增强子作为顺式调
控 DNA元件, 能够以组织特异性的方式正向调
控目标基因的转录。增强子的失调往往被认为是

导致包括癌症在内的多种疾病发生的关键因素[3]。
先前研究表明, 增强子可以通过招募转录因子促
进靶基因的表达, 从而导致肝细胞癌的发生[4]。另
有研究表明, 增强子(包括典型增强子和超级增强
子)可以通过调控 Drosha/DGCR8 来调控微 RNA
(microRNA, miRNA)的表达并参与 miRNA生物合
成[5-6]。这些研究暗示, 转录因子、增强子与 miRNA
形成的调控网络可能在肿瘤调控中起重要作用。

然而, 目前对于 TEAD1、增强子和 miRNA是否可
以形成这一类型的调控网络, 以及该调控网络是
否参与肝细胞癌的调控尚未有相关研究。

本研究首先通过对 CAGE-seq (cap analysis of
gene expression and deep sequencing)、GRO -seq
(global run-on sequencing)和染色质免疫沉淀测序
(chromatin immunoprecipitation sequencing, ChIP-
seq)数据进行分析来识别受到 TEAD1调控的增强
子(EnhTEAD1),并从组蛋白的角度分析 TEAD1对
增强子上组蛋白富集程度的影响;然后,通过干扰
小 RNA (small interfering RNA, siRNA)技术、小
RNA测序(small RNA-seq)来识别受 EnhTEAD1调
控的差异表达 miRNA (EnhTEAD1-miRNA), 并对
这些 EnhTEAD1-miRNA进行富集分析、鉴定及功
能分析,最后发现 EnhTEAD1-miRNA显著参与了
肝细胞癌的发生发展进程与通路。本研究表明,
TEAD1确实显著参与了增强子-miRNA网络与肝

细胞癌的发生发展, 这一结果为进一步的肝细胞
癌研究提供了新的视角。

1 材料与方法

1.1 细胞培养

人肝细胞癌细胞系 HepG2购自中科院上海
细胞库。采用 DMEM培养基(Gibco公司, 美国)将
细胞培养于 37 益、5% CO2培养箱中。该培养基添
加了 10%胎牛血清(fetal bovine serum, FBS) (Bio-
logical Industries公司,以色列)和抗生素(100 U/mL
青霉素和 100 滋g/mL 链霉素; HyClone Laborato-
ries公司, 美国)。
1.2 RNA提取和 qRT-PCR
根据制造商说明书, 使用 TRIzol 试剂(Invi-

trogen公司, 美国)提取总 RNA。用 1%琼脂糖凝胶
电泳和酶标仪(Biotechnology 公司, 美国)测定总
RNA。按照 HiScript 芋 1st Strand cDNA Synthesis
Kit (+gDNA wiper)逆转录试剂盒(南京诺唯赞生物
科技股份有限公司)的指示对总 RNA进行逆转录。
采用 SYBR Green玉荧光定量试剂盒(南京诺唯赞
生物科技股份有限公司)进行实时定量 PCR (real-
time quantitative PCR, qRT-PCR)。定量 PCR反应
流程为: 95 益预变性 30 s; 95 益变性 10 s, 60 益
持续 40 s, 循环 40次。采用 GAPDH 基因作为内
参进行相对定量。

1.3 Western-blot分析
将 HepG2细胞在 10 cm培养皿中常规培养

至 80%左右, 以 2.0伊105 个/孔铺在 6孔板中, 过
夜培养。待细胞长至 70%左右收集, 冰水浴条件
下加入 RIPA裂解液(上海碧云天生物技术有限公
司), 充分混匀; 12 000 r/min低温(4 益)离心 5 min,

and eRNAs on EnhTEAD1 was significantly increased. Furthermore, TEAD1 may act synergistically with
four transcription factors (GATA4, HNF4A, YY1, and CTCF) to promote chromatin accessibility and spatial
cyclization mediated by the EnhTEAD1 region. To study the regulatory network between EnhTEAD1 and
miRNAs, small RNA sequencing was performed in HepG2 cells after TEAD1 was interfered using small in-
terfering RNAs (siRNAs). A total of 68 differentially expressed miRNAs (EnhTEAD1-miRNAs) regulated by
EnhTEAD1 were obtained by RNA-seq and Hi-C, and were found to be significantly involved in a variety
of cancer-related biological processes and pathways. In summary, the study elucidates the regulatory mecha-
nism of EnhTEAD1-miRNA network in hepatocellular carcinoma, and also provides a new potential target
for treatment of hepatocellular carcinoma.
Key words: TEA domain transcription factor 1 (TEAD1); hepatocellular carcinoma; enhancer; microRNA
(miRNA)

（Life Science Research，2023，27（6）：471-478）
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取上清液,采用 BCA蛋白质定量试剂盒(上海碧云
天生物技术有限公司)测定总蛋白质浓度。每孔取
20 滋g总蛋白质, 加入煮沸的样品缓冲液中, 煮沸
后进行 10% SDS-PAGE电泳。将电泳产物采用湿
法转至硝酸纤维素膜, 并用脱脂奶粉(上海碧云天
生物技术有限公司)行封闭处理; 加入 TEAD1与
GAPDH的小鼠单克隆抗体(稀释比 1︰1 000,华西
海圻医药科技有限公司), 在 4 益冰箱放置 12 h;
加入山葵过氧化物酶标记的山羊抗兔二抗(稀释比
1︰2 000, 华西海圻医药科技有限公司), 室温放
置 120 min; 采用电化学发光(electrochemilumine-
scence, ECL)法发光显色。
1.4 细胞转染

靶向 TEAD1的特异性 siRNA由上海基因泰
克有限公司设计并合成。使用 Lipo6000转染试剂
(上海碧云天生物技术有限公司)按照制造商的说
明将 siRNA转染到 HepG2细胞。转染 24 h后, 提
取总 RNA, 采用 qRT-PCR法测定 mRNA水平上
siRNA的干扰效果(TEAD1-F: 5忆-AGATTATCCA-
GCTTCTGCCCA-3忆, TEAD1-R: 5忆-GCAATCAAG-
GGATTCGGGAG-3忆 ; GAPDH -F: 5忆-GGAGCGA-
GATCCCTCCAAAAT-3忆, GAPDH-R: 5忆-GGCTG-
TTGTCATACTTCTCATGG-3忆), 采用 Western-blot
法测定蛋白质水平上 siRNA的干扰效果。
1.5 HepG2细胞中活性增强子的识别
增强子 RNA (enhancer RNA, eRNA)通常由

活性增强子区域产生[7]。HepG2细胞中转录稳定
与不稳定 eRNA 的活性增强子的识别分别基于
CAGE-seq和 GRO-seq数据。基于 CAGE-seq识
别的增强子下载自 HACER数据库[8](http://bioinfo.
vanderbilt.edu/AE/HACER/; 2022 -06 -25)。基于
GRO-seq原始数据识别增强子的步骤如下:从SRA
数据库上获得 GRO-seq原始数据(SRR5109940),
使用 cutadapt 工具切除多 A尾[poly(A) tail]和质
量低于 10的测序数据, 使用 bowtie2将长度大于
15 bp的读数(read)匹配到基因组上; 将匹配到核
糖体 RNA (ribosomal RNA, rRNA)位点的读数和匹
配质量低于 10的读数过滤,使用 NRSA工具(http://
bioinfo.vanderbilt.edu/NRSA/)识别不稳定 eRNA。
1.6 EnhTEAD1的鉴定

HepG2细胞系中 TEAD1的 ChIP-seq数据从
ENCODE项目[9]下载(ENCSR497JLX)。如果 TEAD1
结合位点与增强子位置有重叠, 则认为该增强子
受 TEAD1调控。

1.7 转录因子对 EnhTEAD1组蛋白修饰的影响
分析

从 ENCODE (GRCh38)中获得 HepG2细胞系
的 H3K27ac (ENCSR000AMO)、H3K4me1 (ENCS-
R000APV)、H3K4me3 (ENCSR575RRX) 3个组蛋白
信号和 GATA4 (ENCSR590CNM)、HNF4A (ENCS-
R469FBY)、YY1 (ENCSR000BNT)、CTCF (ENCSR-
607XFI) 4个转录因子的 ChIP-seq数据。比较有
或没有转录因子结合的增强子上下游 1 kb的组
蛋白修饰信号。

1.8 miRNA和 mRNA的差异表达分析
对进行 siRNA敲降的细胞进行小 RNA测序,

并使用 FastQC软件对测序数据进行质量检验, 去
除低质量测序数据, 同时使用 cutadapt工具去掉
测序时引入的引物。对于 miRNA, 使用 bowtie匹
配到基因组(hg38)上。对于 mRNA, 使用 HISAT2
匹配到基因组(hg38)上。然后用 SAMtools工具过
滤未匹配和低质量测序片段[10]。利用 HTSeq[11]进行
统计, 对读数低于 10的 miRNA进行过滤, 使用
edgeR[12]进行差异表达分析。差异表达的标准定义
为|log2(fold change)|逸1且 Q臆0.05, Q值为错误发
现率(false discovery rate, FDR)。
1.9 EnhTEAD1调控的差异表达miRNA的识别
本研究采用 3种方法来识别 HepG2细胞中

增强子和 miRNA之间的调控关系。首先, 通过三
维基因组信息识别增强子和 miRNA的相互作用。
具体做法是: 从 ENCODE下载 HepG2细胞的 Hi-
C数据(ENCFF419ZIV和 ENCFF122SLQ),使用Hi-
Ctool识别拓扑结构域(topologically associating do-
main, TAD); 若结合 TEAD1的增强子和差异表达
的 miRNA位于同一个 TAD内, 则认为该增强子
调控 miRNA。其次, 基于 4DGenome数据库的 Hi-
C数据, 若增强子和 miRNA分别位于相互作用的
两个区域中, 则认为有调控关系。再次, 参考文献
提出的距离公式, 将 S值低于 0.2的 miRNA作为
增强子相关的 miRNA[5]。
1.10 已报道的 EnhTEAD1调控的miRNA的靶
基因下载及富集分析

从 miRTarBase 数据库 [13]下载已经实验证实
的 miRNA靶基因, 使用 R包的 clusterProfiler 对
EnhTEAD1调控的 miRNA 的靶基因进行基因本
体论(Gene Ontology, GO)的生物过程(biological pro-
cess, BP)、细胞组分(cellular component, CC)、分子
功能(molecular function, MF)富集分析以及京都基
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因和基因组数据库(Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes, KEGG)的通路富集分析。
2 结果与讨论

2.1 HepG2细胞中活性增强子的识别
研究表明, 大多数活性增强子可转录出稳定

与不稳定两种 eRNA, 它们分别可以通过 CAGE-
seq和 GRO-seq检测到[14]。为了研究 TEAD1与活
性增强子之间的调控关系, 我们首先基于上述方
法检测到的 eRNA来鉴定活性增强子。结果显示,
基于 CAGE-seq数据共鉴定活性增强子 13 088
个; 基于 GRO-seq数据共鉴定活性增强子 1 322
个。最后, 整合两个数据集, 一共得到 14 286个活
性增强子。为了验证所获得的活性增强子是否准

确, 我们使用一系列活性增强子标记, 包括 DNA
酶(DNase)位点、H3K27ac、H3K4me1和 H3K4me3,
研究了增强子的特征。结果显示, 本文识别的活
性增强子具有高水平的 H3K27ac 和 H3K4me1/

H3K4me3信号比(图 1)。有趣的是, 我们发现增强
子-启动子环的结构调节因子 YY1也富集在这些
增强子中(图 1)。以上结果表明,我们基于 eRNA鉴
定出了一系列活性增强子, 并证实这些活性增强
子具有已有研究[15-16]报道的活性增强子特征。
2.2 EnhTEAD1具有更强的转录活性
为了鉴定 TEAD1 调控的增强子, 我们将识

别到的 14 286个增强子与从 ChIP-seq数据得到
的 35 883个 TEAD1-DNA结合位点进行匹配, 最
终得到 2 550个 EnhTEAD1。为了便于研究TEAD1
的结合对增强子功能的影响, 我们将其他未结合
TEAD1 的增强子定义为 EnhnoTEAD1。EnhTE-
AD1 和 EnhnoTEAD1两类增强子的表达量分析
结果表明, EnhTEAD1的表达量显著高于 Enhno-
TEAD1的表达量(图 2A),暗示 TEAD1的结合促进
了增强子的活性, 从而正向调控靶基因的表达。
先前的研究表明, 活性增强子通常与具有激

活基因调控功能的组蛋白耦合 , 如 H3K27ac、

图 1 增强子区域(chr1: 8 211 981~8 212 330) DNA结合蛋白和组蛋白修饰标记的信号示意图
蓝色代表染色体上的组蛋白信号, 红色代表染色体上的转录因子信号, 黄色区域代表增强子, 绿色区域代表增强子上的
信号。

Fig.1 Schematic view of pooled BedGraph tracks at genomic regions representative of DNA-binding proteins and hi原
stone marks around enhancers (chr1: 8 211 981~8 212 330)
Blue represents histone signal on chromosomes, and red represents transcription factor signal on chromosomes. Yellow area rep-
resents enhancers, and green area represents the signal of enhancer area.
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H3K4me1和 H3K4me3[15, 17]。为了探索 TEAD1对
增强子上组蛋白富集的影响, 我们对 EnhTEAD1
和 EnhnoTEAD1进行了组蛋白富集程度分析。结
果显示 , 与 EnhnoTEAD1 相比 , EnhTEAD1 上的
H3K27ac、H3K4me1 和 H3K4me3 信号显著增强
(图 2B~D)。这一结果暗示转录因子 TEAD1可能
通过直接或间接与增强子结合来提高增强子的转

录活性。

2.3 EnhTEAD1的转录因子结合分析
相关报道指出, 增强子通过招募转录因子与

基因启动子区相互作用, 调节增强子的染色质可
及性和染色质成环调控基因的表达[18]。为了探究
EnhTEAD1 对染色质可及性和染色质成环的影
响, 我们下载并分析了 HepG2细胞中涉及染色质
可及性与染色质环化的 4 个转录因子 GATA4、
HNF4A、YY1和 CTCF的 ChIP-seq数据[19-21]。结果
显示, 4种转录因子在 EnhTEAD1上的结合信号
均高于其在 EnhnoTEAD1上的结合信号(图 3), 提
示 TEAD1可能与这些转录因子共同促进染色质

可及性, 并在染色质成环调控因子 YY1和 CTCF
的作用下, 调节增强子与启动子的空间成环。
2.4 EnhTEAD1调控的差异表达 miRNA 的鉴
定及功能富集分析

研究表明, 增强子可以调节 miRNA的表达,
并参与 Drosha/DGCR8调控的 miRNA生物合成[5]。
为了探索 EnhTEAD1 参与的 miRNA 调控网络,
我们首先在 HepG2细胞中对 TEAD1进行了siR-
NA敲降。结果表明, 经 siRNA干扰后, TEAD1的
表达在 mRNA和蛋白质水平均显著下降(单因素
方差分析, n=3) (图 4A)。随后, 我们对空白对照组
与 siRNA 干扰 24 h 后的 HepG2 细胞进行了小
RNA测序, 以找到受 TEAD1调控的 miRNA。结
果显示, 共鉴定出 81个受 TEAD1调控的显著差
异表达的 miRNA, 其中 26个表达上调, 55个表
达下调(图 4B)。最后, 我们通过 3种方法对 Enh-
TEAD1与差异表达 miRNA的调控关系进行了识
别, 确定了增强子调控的远端和近端 miRNA, 并
最终获得了 68 个存在空间基因组信息支持的

图 2 EnhTEAD1和 EnhnoTEAD1两类增强子 RNA表达量以及组蛋白信号的差异
(A) 两类增强子的表达量差异; (B~D) 两类增强子的组蛋白信号差异。
Fig.2 The difference of the expression of eRNAs and histone signals between EnhTEAD1 and EnhnoTEAD1
(A) The difference of expression amount between EnhTEAD1 and EnhnoTEAD1; (B~D) The difference of histone signals between
EnhTEAD1 and EnhnoTEAD1.
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图 3 四种转录因子在 EnhTEAD1和 EnhnoTEAD1上的结合信号
Fig.3 The binding signals of four transcription factors at EnhTEAD1 and EnhnoTEAD1
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图 4 TEAD1的 siRNA干扰效果及其调控的差异表达miRNA
(A) 采用 qRT-PCR和 Western-blot检测各组 HepG2细胞中 TEAD1的表达, 重复 3次, ns表示无显著差异, *表示 P<0.05
(control为空白对照组, 不做处理; negative为阴性对照组, 插入没有任何靶向基因的随机片段; siRNA1和 siRNA2 为对
TEAD1进行了 siRNA敲降的实验组 1和 2); (B) 受 TEAD1调控的差异表达 miRNA。红点代表显著上调的 miRNA, 蓝点代
表显著下调的 miRNA [|log2(fold change)|逸1, Q臆0.05]。
Fig.4 The siRNA interference effect of TEAD1 and the significantly differentially expressed miRNA regulated by
TEAD1
(A) The expression of TEAD1 in HepG2 cells of each group was detected by qRT-PCR and Western-blot, which was repeated
three times. ns indicates no significant difference, and * indicates P<0.05. The control group was untreated. In the negative control
group, a random fragment without any targeted genes was inserted. The groups of siRNA1 and siRNA2 were experimental groups
1 and 2 that performed siRNA knockdown on TEAD1; (B) Differentially expressed miRNA regulated by TEAD1. Red dots represent
significantly up-regulated miRNAs, and blue dots represent down-regulated miRNAs [|log2(fold change)|逸1 and Q臆0.05].
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图 5 EnhTEAD1调控的 miRNA靶基因的功能富集分析(前 15条)
(A~C) GO富集分析; (D) KEGG信号通路富集分析。
Fig.5 Functional enrichment analysis of target genes of miRNAs regulated by EnhTEAD1 (top 15)
(A~C) GO enrichment analysis; (D) KEGG signaling pathway enrichment analysis.
EnhTEAD1-miRNA相互作用。
为了研究这些 EnhTEAD1-miRNA 的功能 ,

对 EnhTEAD1 调控的 miRNA 的靶基因进行 GO
和 KEGG通路分析。结果表明, EnhTEAD1-miRNA
的靶基因主要参与正调控分解代谢、自噬、组蛋白

修饰等肿瘤相关生物通路(图 5A~C), 并显著富集
在多种癌症通路中, 如癌症中的蛋白聚糖、肝癌、
细胞衰老、FoxO信号通路和细胞周期等(图 5D)。
3 结论

本研究通过整合 HepG2 细胞的 CAGE-seq
和 GRO-seq数据, 鉴定出 14 286个活性增强子,
将其与 ChIP-seq数据中的 35 883个 TEAD1-DNA

结合位点进行匹配, 获得 2 550个 EnhTEAD1。与
EnhnoTEAD1 相比, EnhTEAD1 上的活性增强子
标记信号(H3K27ac、H3K4me1/H3K4me3)和 eRNA
表达量显著升高,而且 TEAD1与 GATA4、HNF4A、
YY1和 CTCF协同促进 EnhTEAD1的染色质可及
性和空间环化。此外, 经 siRNA干扰和小 RNA测
序, 鉴定得到 81个受到 TEAD1调控的显著差异
表达的 miRNA, 其中 68个存在空间基因组信息
支持。进一步的功能富集分析显示, 受 EnhTEAD1
调控的 miRNA显著参与肝细胞癌生物进程与通
路。综上所述, 本研究表明在肝细胞癌中存在
EnhTEAD1-miRNA这一新的调控模式, 这为进一
步的肝癌研究提供了新的视角。
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