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摘要 增强子作为基因组中的核心调控元件, 通过精确调控基因表达在生物发育和疾病进程中发挥关键作用. 基 

于DNA序列和表观遗传特征, 研究人员已鉴定出数百万个潜在增强子, 但其功能解析和机制研究仍然面临重大挑 

战. 近年来, 单细胞多组学、染色质构象捕获、空间组学和基因编辑等技术的突破性进展, 为深入解析增强子功 

能提供强有力的工具. 本文详细阐述功能性增强子概念的核心特征, 包括其对基因表达的调控、对细胞/组织及 

个体表型的影响, 以及在疾病发生发展中的关键作用; 接着系统梳理高通量计算和实验技术的最新进展, 这些技 

术显著地提升研究者对发育和疾病相关增强子调控网络的解析能力; 进而提出一套功能性增强子的完整筛选和 

验证策略, 并对该领域的未来发展方向进行展望. 
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人类基因组中仅约2%的序列是负责蛋白质编码 

的基因, 对于其余大量非编码序列的生物学功能, 人们 

仍然了解甚少. 其中, 增强子作为基因组中的顺式作用 

调控元件, 通过与转录因子结合, 以时空特异性方式调 

节目标基因的转录水平, 在发育和疾病发生过程中扮 

演重要角色 [1,2]. 随着“DNA元件百科全书”(Encyclope-
dia of DNA Elements, ENCODE)计划的完成, 研究人员 

已在人类基因组中成功鉴定出上百万个增强子, 然而 

绝大多数增强子的分子机制及其在病理生理方面的功 

能仍然未知 [3]. 研究表明, 一些增强子的异常(例如突 

变、失活或扩增等)能够驱动细胞、组织或个体水平 

的表型变化, 从而影响细胞命运决定或疾病发生发展, 
研究者将这类增强子称为功能性增强子. 例如, 原癌基 

因MYC的增强子异常与多种癌症的发生发展密切相 

关 [4], BCL11A基因的增强子在地中海贫血和镰刀型细 

胞贫血的治疗中展现出重要的临床应用价值 [5~8]. 
然而, 如何从浩瀚的基因组中精确鉴定出功能性 

增强子仍然面临诸多挑战, 特别是绝大部分增强子扰 

动(包括敲除、抑制或激活等)没有明显的可观测表型, 
这与传统基因扰动存在显著差别. 首先, 增强子对基因 

表达的调控具有时空特异性, 其功能活性随细胞类型、 

发育阶段或病理生理状态呈现显著异质性, 使功能性 

增强子的准确识别变得更加困难. 其次, 许多增强子 

在基因组中以簇的形式存在, 被称为超级增强子 [9,10] 

或增强子簇 [4]. 多个增强子通过加和 [11]、协同 [12,13]、 

冗余 [14]、层次 [15]、嵌套 [16]或网络结构 [17]等不同机制, 
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协调控制同一个靶基因的表达, 可以缓冲基因组中非 

编码调控区突变而导致的基因表达紊乱. 最后, 尽管 

CRISPR基因编辑技术为增强子功能研究提供强大工 

具, 但全基因组范围的筛选仍然受限于高昂的实验成 

本 [18]. 由于增强子调控机制的内在复杂性和相关技术 

瓶颈的存在, 目前仅有极少量增强子具有明确的生物 

学功能证据. 
为更高效地发现和验证功能性增强子, 整合多种 

研究策略显得尤为关键. 本综述首先阐述功能性增强 

子的基本概念, 并系统梳理该领域的核心分析与实验 

方法. 在此基础上, 本文提出一套功能性增强子的筛 

选和验证策略, 涵盖从组学图谱绘制、计算筛选、实 

验筛选、功能验证到临床应用转化, 为相关研究工作 

提供参考和借鉴. 

1 功能性增强子 

1.1 功能性增强子概述 

增强子作为非编码区域中的核心调控元件, 可独 

立于其与靶基因的距离和位置, 通过招募转录因子和 

辅因子, 显著增强靶基因的转录活性. 增强子通常具 

有特定的表观遗传学特征, 如开放的染色质结构、特 

定的组蛋白修饰(如H3K27ac和H3K4me1)以及转录因 

子结合位点的富集 [19,20]. 随着高通量测序技术及相关 

衍生技术的发展, 以及ENCODE [3]和FANTOM [21]等 

国际计划的推进, 基于全基因组染色质可及性、组蛋 

白修饰、转录因子结合及染色质互作等图谱, 研究者 

已在人类基因组中鉴定出上百万个潜在的增强子序 

列. 目前, 已有研究利用不同功能分析技术, 揭示部分 

功能性增强子的明确生物学功能, 即增强子的异常(例 

如突变、失活或扩增等)能够驱动细胞、组织或个体 

水平的表型变化, 从而影响细胞命运决定或疾病发生 

发展(表1). 
在细胞或组织水平, 功能性增强子在细胞命运决 

定和组织发育中发挥关键作用. 例如, 基因座控制区 

(locus control region, LCR)作为经典的功能性增强子, 
通过调控β-珠蛋白基因簇的时空特异性表达, 控制红 

细胞分化进程 [22]. MyoD基因的肌肉特异性增强子在 

肌肉发育和再生过程中发挥重要作用 [23,24]. TBX5基因 

的心脏特异性增强子则通过精确调控其在心肌细胞中 

的表达, 参与心脏发育和功能维持 [25]. ETV4基因的增 

强子能促进黑色素瘤细胞的增殖和迁移 [26]. 
在个体层面, 功能性增强子在发育和疾病中发挥 

关键作用. Shh基因的ZRS增强子精确调控四肢发育, 
其点突变可导致先天性多指 [27,28]. Sox9基因的性别决 

定增强子在胚胎发育过程中通过多个增强子簇协同作 

用, 其缺失会引发性反转综合征 [29]. 在肿瘤发生过程 

中, MYC基因的增强子异常激活, 驱动MYC致癌基因 

的持续高表达 [4]. 而BCL11A基因的红系增强子则成为 

血液系统疾病治疗的重要靶点, 通过CRISPR技术破坏 

表 1 代表性经典功能性增强子 

Table 1 Representative typical functional enhancers 

增强子 功能 

SV40病毒增强子 增强兔β-珠蛋白基因的表达 [1] 

β-珠蛋白基因座控制区(LCR) 调控红细胞分化和发育 [22] 

MyoD肌肉特异性增强子 参与肌肉发育和分化 [23] 

Oct-4远端增强子 维持生殖细胞中的全能性或多能性 [30] 

TCF7L2增强子 调控异常增加2型糖尿病的风险 [31] 

TBX5增强子 该增强子上的突变导致心脏发育异常 [25] 

Six1增强子 调控异常导致相关组织的发育异常, 从而引发特定的疾病表型(如听力损失、肾脏缺失) [32] 

IRF4增强子 调控异常影响黑色素的合成 [33] 

BCL11A增强子 调控红细胞发育 [7] 

Nanog增强子 维持胚胎干细胞多能性和自我更新能力 [34] 

Shh肢体增强子(ZRS) 影响脊椎动物的肢体和手指发育 [27] 

Sox9增强子 缺失引发性别反转综合征 [29] 

MYC血液增强子簇(BENC) 调控异常导致白血病 [4] 

AR增强子 在去势抵抗性前列腺癌(CRPC)中放大雄激素受体信号, 促进肿瘤耐药性 [35] 
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该增强子的调控功能 ,  可重新激活胎儿血红蛋白 

(HbF), 为镰状细胞贫血和β-地中海贫血的基因治疗提 

供新的治疗策略 [5,6]. 
这些案例表明, 功能性增强子在发育调控和疾病 

机制中具有重要的作用. 因此, 系统筛选并探究功能 

性增强子的作用机制, 不仅有助于阐明基因调控的原 

理, 还有望为精准医疗提供新的治疗靶点. 

1.2 疾病相关功能性增强子的作用机制 

以疾病中的功能性增强子为例, 其序列中可能包 

含疾病相关的遗传变异, 导致增强子功能异常; 此外, 
还可能通过体细胞结构变异(structure variation, SV)和 

染色体拷贝数变异(copy number variation, CNV)等方 

式促使癌基因的异常高表达, 进而参与癌症的发生发 

展. 近年来, 已有一系列研究证明, 存在不同的调控机 

制将这些增强子相关的遗传变异与疾病表型联系起来 

(图1). 

(ⅰ) 遗传变异改变转录因子的结合状态(图1A). 
增强子上的遗传变异可能会破坏转录因子在其上的结 

合位点序列, 使转录因子无法结合, 因而失去对靶基因 

的转录激活效应 [36]. 基因组上的突变可能产生新的转 

录因子结合位点, 进而出现异常的增强子活性, 导致 

与疾病或发育相关的基因异常激活 [37,38]. 此外, 位于转 

录因子结合位点的变异也可能导致转录因子结合的亲 

和力增加, 继而使增强子在非特异性的细胞类型中获 

得异常活性, 导致基因在非目的组织中的表达 [39,40]. 
(ⅱ) 遗传变异改变染色质相互作用(图1B).  增强 

子通过不同的机制建立与靶基因之间的相互作用, 例 

如中介蛋白复合物、YY1、增强子RNA (enhancer 
RNA, eRNA), 以及CTCF和黏连蛋白介导的“环挤出” 
模型 [41,42]. 大多数的增强子-启动子连接位于相同的拓 

扑结构域(topologically associating domains, TAD)内, 
TAD边界使TAD内部相互作用在一定程度上绝缘于邻 

近区域, 并阻止异常的增强子-启动子激活. 位于TAD 

图 1 增强子相关的遗传变异导致疾病的机制. A: 增强子上的遗传变异导致转录因子结合异常, 引发靶基因表达失调; B: 增 
强子上的遗传变异改变染色质三维结构, 导致原本的靶基因失调, 还可能异常激活其他靶基因; C: 增强子上的遗传变异破坏 
eRNA的转录, 使其不能维持染色质环, 导致靶基因失调; D: 染色质结构变异导致癌基因劫持异位增强子, 并被其异常激活; E: 
ecDNA通过形成聚集的中心, 或作为可移动增强子被癌基因劫持, 导致癌基因异常高表达 
Figure 1 Mechanisms by which enhancer-associated genetic variation leads to diseases. A: Genetic variations in enhancers lead to abnormal binding 
of transcription factors, leading to the dysregulation of target genes; B: genetic variations in enhancers alter the three-dimensional chromatin structure, 
leading to the dysregulation of the original target genes and potentially abnormally activating other target genes; C: genetic variations in enhancers 
disrupt the transcription of eRNAs, preventing them from maintaining chromatin loops and resulting in the dysregulation of target genes; D: structure 
variations lead to the hijacking of ectopic enhancers by oncogenes, resulting in their abnormal activation; E: ecDNAs lead to the abnormally high 
expression of oncogenes by forming ecDNA hubs or acting as mobile enhancers that are hijacked by oncogenes  
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边界的CTCF结合位点的变异可能导致TAD边界的消 

失 [43], 导致增强子或超级增强子与其他基因建立连接, 
致使其表达异常升高 [44,45]. 此外, 增强子上的非编码变 

异还可以通过促进增强子与启动子间的物理相互作 

用, 使癌基因表达上调 [46]. 
(ⅲ) 遗传变异破坏eRNA的转录(图1C).  eRNA可 

以通过与蛋白复合体相互作用或者募集染色质结构相 

关蛋白, 从而维持 [47]或促进形成 [48]染色质环, 以上调 

靶基因的转录, 这是在某些癌症中癌基因受到异常驱 

动的原因. 此外, 增强子也可通过eRNA与启动子上游 

反义RNA (uaRNA)的相互作用促成增强子与靶基因 

之间的连接, 而这很大一部分是由于连接的序列上富 

集互补的Alu序列. 位于这些Alu序列上的突变破坏增 

强子-启动子RNA相互作用, 使靶基因失调而促进肿瘤 

发生 [49]. eRNA转录本是否完整也可能是使基因失调 

进而导致疾病的因素, 例如, 原本eRNA在转录过程中 

会折叠形成RNA环状结构而暂停转录, 此时该增强子 

仅部分被转录, 是一个无功能增强子, 但在特定细胞 

类型或者应激状态下, 完整的eRNA转录本被转录出 

来, 调控靶基因异常表达 [50,51]. 
(ⅳ) 基因组上的结构变异(SV)导致增强子劫持事 

件(图1D).  结构变异例如染色体缺失、倒位、易位、 

融合等, 使癌细胞基因组发生重组, 导致原本位于远 

端甚至不同染色体上的增强子被劫持到癌基因附近, 
形成新的染色质3D结构域或产生新的增强子-启动子 

连接, 从而异位激活癌基因表达 [52,53]. 此外, 结构变异 

使包含增强子的染色体片段发生局部重复, 增强子片 

段得以大量扩增, 导致基因表达被异常上调, 驱动癌 

症的发生和进展 [54]. 
(ⅴ) 染色体外DNA (extrachromosomal DNA, ecD-

NA)激活癌症相关基因的高表达(图1E).  ecDNA是体 

细胞拷贝数扩增的最重要形式之一, 已在大多数人类 

癌症类型中被发现 [55]. 癌基因和其非编码调控元件被 

并置于ecDNA上, 凭借ecDNA的高染色质可及性和高 

扩增速率的特性, 驱动癌基因的异常高表达 [56,57]. 此 

外, 增强子劫持事件也常发生在ecDNA中: 一些缺乏 

关键增强子的ecDNA会劫持位于远端染色体上的增 

强子元件, 以增强自身转录 [58]; 富含增强子或超级增 

强子的ecDNA能够作为可移动增强子, 驻留在活性染 

色质区室内部并与多个染色体上的基因发生联系, 导 

致异位转录激活 [59]. 在一些癌症类型中, 多个ecDNA 

可以与大量的转录因子复合物、RNA聚合酶等共同 

形成分子凝聚物, 该枢纽(ecDNA hub)以类似相分离的 

方式, 通过高度共享转录调控元件, 使ecDNA上的癌基 

因保持更高的转录水平 [59,60]. 

2 计算筛选 

2.1 数据资源 

近年来, 高通量测序技术的革新与成本的降低推 

动组学数据的爆发式增长. 目前, 研究者已积累大量 

复杂生命系统数据资源, 具有多层次、多尺度、多模 

态和高维度等特征. 主要包括: (ⅰ) 单细胞表观基因 

组和多组学图谱, 包括人类和小鼠胚胎及成体的正常 

组织 [61~67], 以及各种疾病的组织 [68,69]等; (ⅱ) 染色质 

状态图谱, 包括人和小鼠的不同组织和细胞类型的染 

色质可及性、组蛋白修饰及转录因子结合位点信息 

等 [3,70~73]; (ⅲ) 三维基因组图谱, 如人类大脑不同发育 

时期(妊娠中/晚期、婴儿期及成年期) [74]、成年小鼠全 

脑 [75]等; (ⅳ) 遗传变异信息, 如全基因组关联研究 

(genome-wide association studies, GWAS)发现的常见 

的疾病风险位点 [76,77], 基因表达数量性状位点(expres-
sion quantitative trait loci, eQTLs), 以及近期研究报道 

的eRNA关联变异位点(eRNA-QTLs) [78]等. 这些全面的 

组学数据资源为深入研究增强子功能提供坚实的 

基础. 

2.2 相关算法 

上述丰富的数据资源推动生物信息学算法的创新 

发展, 为功能性增强子的高效筛选带来新的机遇(图2). 
这些算法主要可分为以下几类. 

2.2.1 时空特异性增强子的筛选 

增强子的功能具有高度时空动态性, 其激活状态 

受细胞类型、发育阶段及空间位置的精确调控. 
鉴定细胞类型特异性增强子可解析细胞身份建立 

的分子调控机制. ABC (activity-by-contact)模型 [79]通 

过整合细胞类型特异的表观遗传活性信号 ( 如 

H3K27ac)和染色质三维互作数据(如Hi-C), 计算加权 

评分, 从而精准量化细胞类型特异的增强子-基因调控 

关系. SCENT [80]和SCARlink [81]算法分别采用泊松回归 

和正则化的泊松回归方法对单细胞多组学数据进行联 
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合建模, 成功实现细胞类型特异性增强子-靶基因关联 

的精准解析. 它们预测的增强子与GWAS和eQTL变异 

位点显著重叠, 证实其预测的可靠性. 针对单细胞数据 

(尤其是scATAC-seq)的固有稀疏性挑战, 研究人员开 

发多种解决方案. SEACells算法通过“元细胞”(meta-
cell)构建策略, 在保留细胞异质性的同时有效提升信 

号信噪比, 基于该策略优化的跨组学分析成功揭示造 

血发育过程中关键增强子及其靶基因 [82]. 另一种解决 

方案则基于深度学习模型, 例如, scAGDE [83]和scBas-
set [84]分别利用染色质可及性自编码器和图卷积网络, 
以及基于深度卷积神经网络DNA序列模型, 有效克服 

scATAC-seq数据的高维稀疏性, 从而实现细胞类型特 

异的功能性增强子的高效识别. 与此同时, 基于调控 

网络的功能性增强子筛选方法正在兴起, 其突破传统 

转录因子-基因调控网络的维度, 通过引入scATAC-seq 
数据包含的转录因子结合位点信息, 结合转录因子基 

序(motif)数据, 构建增强子驱动的基因调控网络(en-
hancer-driven gene regulatory network, eGRN). 其中, 
DIRECT-NET [85], SCENIC+ [86]和SEanalysis 2.0 [87]等代 

表性算法已经展现出基于eGRN筛选细胞类型特异的 

功能性增强子的强大潜力. 
在时间维度上, Price团队 [88]通过整合28种脑部疾 

病/性状的GWAS数据与人类大脑不同发育阶段的scA-
TAC-seq和scRNA-seq数据, 成功识别出与脑部疾病显 

著相关的胎儿和成人大脑细胞类型及其相关的功能性 

增强子, 发现ADHD遗传风险位点特异性富集于胎儿 

图 2 预测功能性增强子的代表性算法概览. 该图展示不同算法(中间)的核心输入数据类型(左侧)及其输出结果形式(右侧) 
Figure 2 Overview of representative algorithms for predicting functional enhancers. This diagram illustrates the main input data types (left) and 
their output formats (right) for different algorithms (middle)  
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星形胶质细胞中的增强子. Raychaudhuri团队 [89]则通 

过对类风湿性关节炎患者滑膜组织样本的单细胞多组 

学与GWAS数据联合分析, 揭示了随免疫细胞状态动 

态变化的染色质开放区域(而非稳定区域)是自身免疫 

疾病遗传易感性的分子基础, 并精确定位T细胞及髓 

系细胞的特定状态为遗传风险载体. 此外, regX算法 

通过将基因上游调控和基因-基因互作整合到深度学 

习模型中, 能够鉴定疾病和发育过程中影响细胞状态 

转换的关键转录因子和顺式调控元件, 并在2型糖尿 

病中成功识别出与胰岛素分泌和β细胞凋亡等过程相 

关的转录因子和调控元件 [90]. 
在空间维度上 ,  得益于空间表观基因组学技 

术 [91~97]的快速发展, 研究者逐渐认识到增强子活性还 

与细胞在组织中的空间定位密切相关, 这为理解组织 

形态建成提供新的视角. 然而, 空间表观基因组学在 

功能性增强子筛选中的应用仍面临数据稀疏性的瓶 

颈. 针对这一挑战, Descart算法通过整合空间定位信息 

与染色质可及性数据构建细胞间相关性图谱, 实现数 

据去噪, 成功捕捉到具有空间位置依赖性及细胞类型 

特异性的功能性增强子 [98]. 值得注意的是, 相较于快 

速积累的空间转录组数据, 当前空间表观基因组学数 

据仍处于稀缺状态, 而单细胞表观组学数据(如scA-
TAC-seq)已形成规模化资源库. 这一数据格局催生新 

型计算策略的开发. 以SIMO算法为例, 其通过深度学 

习框架整合空间转录组与单细胞多组学数据, 实现空 

间特异性增强子的精准预测, 有效突破数据稀缺与分 

辨率不足的双重限制 [99]. 

2.2.2 进化保守性增强子的筛选 

基因组调控元件的进化轨迹为功能注释提供天然 

筛选标记. 在哺乳动物进化历程中, 关键调控元件往往 

表现出高度的序列保守性. 因此, 从进化的视角来筛选 

功能性增强子, 能够为传统的研究方法提供有力的 

补充. 
Zoonomia计划近期的研究为此提供有力证据: 通 

过对239种哺乳动物基因组的跨时间尺度比较分析, 
研究者以单碱基分辨率成功识别出在数百万年演化进 

程中保守度较高的基因组区域. 研究结果表明, 这种基 

于进化约束的分析方法能显著提升识别功能重要变异 

位点的准确性 ,  这一优势在非编码区域尤为突 

出 [100,101]. 然而, 增强子的功能保守并不完全依赖于单 

个碱基的保守性. 有研究发现, 即使个别碱基在进化过 

程中表现出一定程度的可变性, 与增强子活性相关的 

序列模式在哺乳动物中仍然保持着高度的保守性 [102]. 
基于此, Pfenning团队 [103]开发一个计算框架TACIT, 通 

过定量评估增强子活性保守性与特定表型特征之间的 

关联, 精准筛选出与多个进化支系表型演化密切相关 

的候选功能性增强子. 
除了在整个哺乳动物进化过程中保守的区域, 科 

学家们还发现一类展现出独特进化模式的人类加速进 

化区(human accelerated regions, HARs): 在大多数哺乳 

动物中高度保守, 但在人类与黑猩猩分化后经历快速 

的核苷酸替换, 并在神经发育相关基因附近的非编码 

区域中显著富集 [104]. 这启发Shen团队 [105]深入探究 

HARs在基因调控和人类大脑发育中的关键作用. 利 

用比较基因组分析, 结合单细胞CRISPRi筛选和先导 

编辑等多种实验手段, 他们成功筛选出多个功能性 

HARs, 证实这些区域作为转录增强子特异性调控着 

人类大脑发育和功能相关基因的表达. 

2.2.3 基于增强子互作筛选核心增强子 

随着高通量测序技术的发展, 基于增强子-增强子 

互作关系的核心增强子筛选策略逐渐成熟. 早期研究 

主要依赖染色质构象捕获技术(如Hi-C, ChIA-PET等) 
产生的数据, 通过构建增强子调控网络并计算网络中 

各节点的中心性指标, 成功识别具有关键调控作用的 

核心增强子 [15,106]. 这些研究为理解增强子间的调控机 

制奠定了重要基础. 然而, 传统Hi-C技术在分辨率方面 

存在一定局限性, 难以精确捕获更细微的染色质互作 

关系. 为克服这一技术瓶颈, 研究者开发一系列基于 

单细胞测序数据的创新算法. 其中, Cicero等算法利用 

scATAC-seq数据预测增强子-增强子互作关系, 显著提 

高分析的分辨率和精确度 [107,108]. 在此基础上, eNet算 

法通过整合单细胞多组学数据构建增强子网络, 进一 

步提升核心增强子的识别效率 [17,109,110]. 这些方法不仅 

揭示增强子之间复杂的协同调控关系, 也为深入理解 

基因表达调控的层级性机制提供崭新视角. 

2.2.4 增强子功能位点的精准定位 

深度学习算法在功能基因组学领域取得重大突 

破, 通过深度挖掘表观遗传特征、DNA序列信息以及 

三维染色质结构等多维数据中蕴含的潜在调控规律, 
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能够精确定位增强子的关键功能区域, 为后续实验筛 

选提供更精准的指导 .  例如 ,  以DNABERT [111]和 

GET [112]等为代表的方法, 基于“预训练-微调”范式, 能 

够以细胞类型特异性的方式, 在单核苷酸分辨率水平 

预测转录因子结合位点和遗传变异效应. DeepSTARR 
基于UMI-STARR-seq数据, 通过深度学习揭示增强子 

功能的内在规律: 增强子中心区域的基序对活性贡献 

最大, 而同一基序在不同位置的功能效果会有差异, 
这种差异主要受侧翼序列和相邻基序间距的影响 [113]. 
DeepTFBU则进一步聚焦于量化转录因子结合位点及 

其侧翼序列对增强子活性的贡献程度, 并能预测特定 

突变如何影响增强子功能 [114]. 这些技术进展将传统增 

强子预测的分辨率从数百碱基对显著提升至不足10个 

碱基对的功能区域, 显著提升功能元件筛选的精确度. 

3 实验筛选 

高通量技术的高速发展, 为增强子的大规模功能 

性筛选提供众多可用的工具. 通过对假定的增强子元 

件进行各类功能实验, 可以有效地筛选和鉴定出在发 

育或疾病等各种生物学过程中起到重要作用的功能性 

增强子. 

3.1 高通量报告基因分析 

增强子序列中包含的特定DNA基序, 通过与转录 

因子结合来实现基因表达调控的功能 [115]. 因此, 使用 

基于报告基因的检测方法可以测定假定增强子序列对 

异源报告基因表达的驱动能力, 达到直接检测增强子 

活性的目的(图3A). 
MPRA和STARR-seq等高通量大规模平行报告分 

析方法使得在全基因组范围内直接定量增强子活性成 

为可能 [116~119]. 在以增强子为重点的众多报告实验设 

计中, 方法上的主要差异在于增强子与报告基因的相 

对位置, 以及报告体系是否整合在基因组中. 具体来 

说, MPRA利用微阵列合成增强子序列, 并使用条形码 

表征每个增强子, 因此通常用于较短序列(<200 bp)的 

分析; STARR-seq [120]依据增强子不依赖方向性和相对 

位置发挥作用的特征, 将增强子序列置于启动子下游, 
利用增强子自身转录本的丰度直接表征增强子的活 

性, 并且不再受限于条形码的数量, 能够大幅度地提高 

检测的通量. 此外, 上述检测方法均依赖于瞬时转染的 

文库递送方式, 在应用方面受限于细胞类型, 而基于慢 

病毒感染的lentiMPRA技术 [121,122]不仅在重复性和适 

用性方面具有更大的优势, 还充分考虑基因组内的环 

境, 因此能更准确地预测调控元件的功能. 此外, AR-
BITER系统 [123]实现基于腺相关病毒(adeno-associated 
virus, AAV)的体内高通量报告实验, 有效筛选出小鼠 

耳蜗基因的调控增强子, 为时空特异性的功能性增强 

子筛选提供强有力的工具. 
基于报告基因的检测方法可以一定程度上反映增 

强子的活性, 因为合成的增强子序列具有一定的增强 

子功能, 例如包含转录因子结合位点或者具有可以被 

转录的特性 [124], 并且近期开发的scMPRA [125]可以在单 

细胞水平实现报告基因和转录组的同时检测, 可进一 

步拓展到在组织中进行细胞类型特异性调控元件的活 

性检测. 但是, 这些方法通常只关注于序列本身的特 

征, 而忽略细胞内源环境下的其他特征对增强子活性 

的影响, 例如组蛋白修饰和染色三维结构等 [126]. 同时, 
由于合成序列的长度限制, 通常只能探究增强子的部 

分核心序列 ,  而忽略侧翼序列对增强子活性的影 

响 [113,114]. 

3.2 基于CRISPR的高通量筛选 

基于CRISPR的基因编辑技术是功能基因组学研 

究中不可或缺的工具 [127,128]. 利用Cas蛋白及其一系列 

变体, 对增强子位点进行敲除、抑制、激活等扰动, 
从而实现对增强子在其内源环境中生物学功能的 

探究. 
基于CRISPR基因编辑的高通量筛选技术已经被 

广泛应用于大规模的功能性增强子筛选中(图2B). 增 

强子不同于编码基因, Cas9切割造成的少量碱基缺失 

难以造成其功能异常, 因此, 除了在一些关键位点的 

研究中以高覆盖度的sgRNA靶向特定区域进行单次切 

割外 [129,130], 大多数对增强子的功能扰动通常基于 

CRISPRi/CRISPRa系统实现, 即使用失活的Cas9蛋白 

(dCas9)链接不同结构域进行表观基因组编辑, 以实现 

对整个增强子区域的活性抑制或激活 [18,131]. 
由于CRISPRi系统存在抑制效率有限且不均一、 

sgRNA靶向区域限制等问题, 目前也有研究使用双 

CRISPR系统(dual-CRISPR)进行基于增强子敲除的高 

通量筛选. 具体来说, 通过同时引入两条靶向增强子两 

端的gRNA (paired gRNAs, pgRNAs), 进行增强子片段 
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的敲除 [132~134]. 这种编辑方式能够充分破坏增强子上 

的转录因子结合位点, 进而大幅提升对于编辑事件的 

响应. 
体外CRISPR筛选技术在通量、可操作性、实验 

图 3 高通量筛选功能性增强子概览. A: 基于报告基因的高通量检测方法(MPRA和STARR-seq); B: 基于CRISPR的高通量筛 
选及其多维读数输出 
Figure 3 Overview of high-throughput screening for functional enhancers. A: Reporter gene-based high-throughput detection methods (MPRA and 
STARR-seq); B: CRISPR-based high-throughput screening and multi-omic read-out  
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成本和时间等方面具有较大的优势, 但考虑到增强子 

的细胞类型特异性, 以及自然生理环境的复杂性, 在 

体内进行CRISPR筛选逐渐成为研究增强子在发育和 

疾病中生物学功能的强有力工具. 例如, 在研究造血系 

统发育调控时, 通过在造血干细胞中靶向组织特异性 

或发育调节增强子, 移植到小鼠体内提供分化环境, 
并检测产生的成熟细胞谱系, 最终成功筛选出谱系特 

异性增强子 [135]; 在研究肢体发育相关的增强子ZRS上 

的序列变异时, 使用构建的体内增强子报告模型, 在小 

鼠受精卵中引入变异, 并通过报告基因的表达判断其 

胚胎肢端的发育情况 [136]. 
此外, 碱基编辑器 [137]和先导编辑器 [138]等基因编 

辑技术的开发和广泛使用, 为CRISPR高通量筛选展现 

出更广阔的前景. 例如, 在研究位于增强子等调控元件 

内的大量疾病相关遗传变异时, 碱基编辑和先导编辑 

能够更精确、更灵活地引入十几个碱基甚至单碱基分 

辨率的扰动, 直接形成“突变-调控元件-表型”的因果关 

系, 在疾病致病机制研究方面展现出巨大的潜力. 

3.3 多维读数的CRISPR筛选技术 

传统的CRISPR筛选通常需要特定表型作为筛选 

的指标, 因而只能提供单一或有限的表型读数. 单细胞 

分辨率的多组学测序、空间成像和空间测序等高新技 

术的发展为探究增强子功能提供更多维、更有效的方 

案 [139]. 
单细胞水平的单一组学和多组学技术已被广泛应 

用在多种细胞类型的检测中, 将CRISPR筛选作为一个 

额外的维度引入, 为深入解析增强子的调控机制提供 

新的机会(图3B).  目前 ,  已有多种技术能够实现 

CRISPR筛选与单细胞技术的联合使用, 其技术重点主 

要在于受扰动细胞的身份识别, 例如直接捕获sgRNA 
本身 [140], 或者利用标签化 [141]或自转录 [142]的mRNA转 

录本来表征sgRNA. 
根据所结合的单细胞技术的不同, 以及目标的不 

同, 与增强子筛选相关的单细胞CRISPR筛选技术可以 

分为以下几种: 
(ⅰ) 单细胞筛选与基因表达: 增强子的功能一般 

通过调控其靶基因实现, 因而确定增强子的靶基因是 

研究增强子功能的重点. 通过在全基因组范围分析每 

个扰动对转录组的影响, 可以鉴定出增强子的直接和 

间接靶基因, 以及下游的其他转录程序, 实现增强子- 

基因-表型的关联 [143~145]. 更进一步地, CRISPRai Per-
turb-seq采用组合的双向扰动, 在同一细胞中同时对两 

个位点分别采用激活和抑制扰动, 充分研究多个增强 

子如何相互作用来调节共享靶基因的表达 [146]. 
(ⅱ) 单细胞筛选与染色质可及性: 开放的染色质 

是活性增强子的重要特征. Perturb-ATAC和Spear- 
ATAC等方法 [147,148]在单细胞水平探究每个扰动导致 

的染色质变化, 识别出影响染色质状态的关键转录因 

子, 将转录因子-染色质状态-细胞表型进行关联. 此 

外, 靶向增强子的CRISPR筛选及其染色质状态检测, 
将有助于解析增强子在不同细胞类型和不同时间点的 

活性变化, 以及增强子之间复杂的调控关系. 
(ⅲ) 单细胞筛选与三维基因组学: 增强子通过形 

成染色质环来发挥远端调控功能, 并且受到拓扑结构 

域(topologically associating domains, TAD)的严格限 

制 [149]. 通过在扰动细胞中检测染色质三维结构, 可以 

高效识别染色质和核拓扑结构的调控因子. Perturb- 
tracing [150]利用条形码RNA表征gRNA, 并利用基于成 

像的3D基因组学技术检测单个细胞内不同尺度的染 

色质结构变化. 这将有助于识别疾病发生发展中特异 

的基因组三维结构变化, 为疾病特异性增强子的筛选 

提供新的表型策略, 并为大规模探究多个增强子协同 

调控的机制提供新的可能. 
(ⅳ) 单细胞筛选与空间组学: CRISPR筛选结合单 

细胞空间转录组技术, 在分析细胞内部转录程序的同 

时, 进一步保留复杂组织的空间结构, 尤其对探究癌 

症中肿瘤细胞与免疫细胞的相互作用和微环境调控具 

有重大意义. Perturb-map [151]利用蛋白质标签来表征 

gRNA, 结合多重成像与10×空间转录组学技术, 实现 

CRISPR扰动、基因表达和空间位置信息的匹配; Per-
turb-FISH [152]采用基于成像的空间转录组学技术, 利用 

荧光原位杂交技术对单个细胞内的gRNA和mRNA进 

行检测, 实现扰动与基因表达及肿瘤-免疫相互作用等 

空间表型的深度关联. 这些技术将为深入探究增强子 

的时空特异性提供新的策略, 使在复杂组织中直观地 

研究增强子在发育和癌症发生过程的调控作用成为 

可能. 
(ⅴ) 单细胞筛选与多组学: 通过对扰动细胞的多 

组学数据进行联合分析, 能够大规模探究增强子在发 

育或疾病中的作用机制. 例如, MultiPerturb-seq [153]同 

时检测单细胞转录组与表观组, 不仅可以建立单个增 
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强子-基因-表型的因果关联, 还可以探究多个增强子 

内部的相互作用, 绘制增强子和基因的复杂调控网络; 
此外, ECCITE-seq [154]同时检测转录组、表面蛋白和克 

隆型特征, 提供更丰富的细胞层面的表型注释. 

4 功能验证与机制解析 

4.1 增强子的功能验证 

大规模的功能实验为增强子的大批量筛选提供快 

速高效的方案, 然而, 这些方法仍具有一定的局限性, 
需要用进一步的功能实验进行补充: 首先, MPRA鉴定 

所得的功能性增强子仅考虑了序列本身的信息, 需要 

进一步评估其在内源性基因组背景中的作用 [126]; 其 

次, CRISPR筛选具有较高的背景噪音 [155], 例如存在大 

量无功能的gRNA等, 需要对筛选出的功能性增强子 

进行进一步验证; 最后, 以gRNA的富集作为唯一读数 

的CRISPR筛选仅能对表型相关的位点进行筛选, 但无 

法同时探究其功能, 而多维读数的CRISPR筛选常常受 

限于技术和成本而无法扩大规模, 并且目前大多只能 

检测单个组学 [156,157], 因此, 还需要在单个增强子层面 

进行完整的功能机制探究. 
对高通量筛选出的功能性增强子进行进一步验证 

和探究, 首先需要在对应的系统中进行单个增强子的 

编辑 [15,105]: 对于功能缺失型增强子, 可使用CRISPRi 
抑制增强子活性, 或者使用CRISPR-Cas9敲除整段增 

强子序列; 对于功能获得型增强子, 通常使用CRIS-
PRa激活增强子区域, 或者使用CRISPR-Cas9敲入增强 

子、转录因子结合序列或特定突变. 
为了将功能性增强子与表型直接联系起来, 需要 

对增强子编辑后的细胞株进行各种表型的检测. 例如, 
检测细胞的活力以表征细胞增殖表型 [158]; 检测IC 50以 

表征细胞的药物响应表型 [159,160]; 将免疫细胞与癌细 

胞进行共培养, 以检测癌细胞免疫逃逸功能 [161]等; 对 

于调控神经相关基因的增强子, 可以在干细胞中敲除 

该增强子并在定向分化诱导后检测神经元的分化程 

度 [105]; 对于影响肿瘤生长相关的增强子, 除了在相应 

癌细胞系中检测癌细胞的克隆增殖能力, 还可以进行 

增强子敲除后在体内检测肿瘤生长情况 [48]; 对于与发 

育相关的增强子, 通常需要在个体层面验证增强子与 

表型的关联, 例如对于多指畸形相关的增强子ZRS, 可 

在小鼠受精卵中引入相关的序列变异, 并判断其胚胎 

肢端的发育情况 [136]. 

4.2 增强子的作用机制 

增强子通过调控其靶基因, 从而与各种表型产生 

联系 [162]. 为找到增强子调控的靶基因, 对于单个增强 

子编辑后的细胞株, 一般通过qPCR对靶基因表达进行 

定量检测, 以验证增强子扰动对于基因表达水平的影 

响 [15]. 此外, 由于一个增强子可能调控多个基因 [163], 
为寻找更多直接靶基因或受到影响的下游基因, 可以 

对单个增强子扰动的细胞株进行RNA-seq以在全基因 

组范围内寻找发生转录水平变化的基因. 
增强子发挥其转录调控作用通常包括几个方面: 

(ⅰ) 转录因子的结合. 增强子序列上可能包含一个或 

多个转录因子结合位点, 增强子结合转录因子并招募 

转录复合物, 促进靶基因表达. 通过检索增强子序列 

上的转录因子结合基序 ,  以及使用ChIP-seq [ 1 6 4 ] ,  
CUT&Tag [165]或FitCUT&RUN [166]等实验验证相应蛋白 

的结合, 可以进一步确定增强子的核心活性区域. (ⅱ) 
具有染色质相互作用. 增强子作为远端调控元件, 通过 

与启动子形成远程接触, 在物理上靠近靶基因促成调 

控 .  CTCF和黏连蛋白、多梳蛋白复合物、YY1、 

eRNA等都可能参与调节染色质的物理接触. 通过 

Hi-C [167]及其一系列衍生技术如HiChIP [168], capture 
Hi-C [169], ChIATAC [170]等检测全局或与特定特征相关 

的染色质接触, 或利用4C [171]检测与给定位点有接触 

的所有染色质区域, 可以直接识别增强子与靶基因之 

间或增强子簇内部的染色质相互作用. (ⅲ) 增强子通 

过转录过程产生eRNA. eRNA可以作为调控因子直接 

调控靶基因的转录 [51], 也可以通过形成或维持染色质 

环而促进增强子对靶基因的激活 [172,173]. 利用GRO- 
seq [174], GRO-cap [175], PRO-seq [176]等检测新生转录本 

的方法可以检测到不稳定的eRNA转录本, 利用RIC- 
seq [172]可以直接检测RNA-RNA相互作用, 继而确认 

eRNA在转录调控中发挥的作用. (ⅳ) 多个增强子共 

同参与靶基因调控. 多个增强子可能以增强子簇的形 

式, 通过不同的机制精确调控靶基因的表达. 例如, 多 

个增强子可能在调控同一基因时发挥冗余作用, 因而 

敲除单个增强子的效应可能较轻微, 而对整个冗余增 

强子簇的敲除会显示出明显的表型 [14,133]; 超级增强子 

之间可能存在层次结构或者形成调控网络, 其中枢纽 

增强子负责协调其他增强子来共同调控靶基因, 因而 
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敲除枢纽增强子能够显著破坏超级增强子的功 

能 [15,110]; 在空间上聚集的超级增强子也可能通过形成 

相分离的凝聚物, 为转录调控提供相对隔离的反应环 

境和高浓度的转录相关因子, 以维持关键基因的稳健 

转录 [177]; 超长距离的增强子簇可能同时包含加和、协 

同等多种增强子相互作用的模式, 形成一个多层嵌套 

的复杂调控网络 [16]. 

4.3 增强子相关的新兴实验技术 

近年来, 新兴实验技术的发展, 为功能性增强子的 

功能机制探究开辟新的方向. 
增强子和启动子相互作用形成的染色质环可以作 

为识别增强子和靶基因功能连接的方法, Hi-C等染色 

体构象捕获技术通过交联DNA与蛋白质, 基于DNA打 

断和临近连接来识别物理空间上靠近的染色质相互作 

用. 在此基础上, 新一代单细胞三维基因组学技术如 

scSPRITE [178], scNanoHi-C [179]和Droplet Hi-C [180]等可 

以高通量检测单细胞内的高阶染色质相互作用, 解决 

在复杂组织样本中存在的细胞异质性问题, 并且分辨 

出单个细胞内基因组结构随时间动态的变化; 同时结 

合转录组检测的HiRES [181], scCARE-seq [182], LiM-
CA [183], 以及在此基础上进一步提高通量的GAGE- 
seq [184], Paired Hi-C [180], dscHi-C multiome [185]等方法, 
能够将染色质结构的变化与特定的功能表型联系起 

来; 此外, MUSIC技术 [186]的发展使分析多重染色质相 

互作用(包括DNA-DNA, DNA-RNA或RNA-RNA)成为 

可能. 
在eRNA探究方面, 新兴的scGRO-seq [187]和Reap-

TEC [188]方法可以检测单细胞水平的eRNA转录, 为活 

性增强子的识别和功能机制解析开辟新途径. 在组蛋 

白修饰探究方面, TACIT和CoTACIT [189]实现单个细胞 

内多种组蛋白修饰的同时检测, 对于探究发育过程中 

的细胞异质性和表观遗传机制具有重要价值 ;  Si-
Tomics [190]技术可以在活细胞内模拟特定的组蛋白修 

饰分布, 并检测与其发生相互作用的蛋白质组与基因 

组, 从而揭示不同生理条件下的超级增强子介导的染 

色质动态调控. 此外, ENGRAM [191]技术创新性地利用 

DNA序列记录多种细胞信号, 为研究增强子活性和调 

控过程提供新视角. 
在疾病研究领域, 为了将癌症驱动突变与细胞行 

为和临床表型建立直接的因果联系, DEFND-seq [192]等 

技术在单细胞水平同时捕获DNA变异和RNA表达, 而 

ASAP-seq及其扩展的DOGMA-seq [193]和GoT-ChA [194] 

等多模态检测技术的发展, 能够将基因型与染色质状 

态、基因表达、表面蛋白表达等功能表型联系起来, 
用以识别癌细胞特异的转录调控机制. 

5 临床应用 

随着对增强子在疾病发生发展中关键作用的深入 

认识, 针对增强子的治疗策略已成为临床转化研究的 

重要方向. 基于前期对功能性增强子的系统筛选和功 

能验证, 多种治疗策略已进入正式应用或临床试验阶 

段. 这些策略主要包括利用CRISPR技术精准编辑增强 

子区域、干预转录因子与增强子的相互作用、调控增 

强子的表观遗传修饰状态, 以及靶向超级增强子依赖 

的转录调控通路. 这些多层面的治疗策略为疾病的精 

准治疗提供了丰富的干预靶点. 
(ⅰ) CRISPR基因编辑技术通过精准靶向疾病相 

关的增强子区域, 可直接调控基因表达模式(图4A). 
例如, 利用CRISPR-Cas9靶向BCL11A基因的红系特异 

性增强子区域, 对其进行切割, 通过非同源末端连接 

(non-homologous end joining, NHEJ)修复途径引入缺 

失突变(indels), 从而破坏增强子的调控功能. 这导致 

BCL11A在红细胞中的表达降低, 解除了其对胎儿血红 

蛋白(HbF)γ-珠蛋白基因的转录抑制, 使成人红细胞重 

新高效表达HbF [8]. HbF能够替代镰刀型细胞贫血 

(SCD)中突变的β-珠蛋白(HbS), 抑制红细胞镰变, 同 

时弥补β地中海贫血患者因β-珠蛋白合成不足导致的 

贫血问题 [5]. 这种策略通过激活内源性HbF的生理补偿 

机制, 显著改善溶血、缺氧等症状. 相较于直接编辑编 

码基因可能带来的广泛基因组影响, 增强子编辑因其 

高度的细胞类型特异性而更具治疗优势. 目前, 基于 

该原理的CRISPR疗法Casgevy已成功获批上市 [5,6]. 
(ⅱ) 在转录因子-增强子相互作用层面, 多种抑制 

剂的开发为临床治疗提供新的机会. 例如, BET抑制剂 

通过靶向溴结构域蛋白, 抑制其与乙酰化组蛋白(如 

H3K27ac)结合, 阻断增强子驱动的基因表达(图4B). 
pelabresib通过靶向溴结构域蛋白来抑制炎症细胞因 

子基因的表达, 在联合ruxolitinib治疗骨髓纤维化患者 

时展现出显著疗效 [195](NCT04603495). 在临床前研究 

中, 采用纳米乳剂eNano-JQ1进行眼内给药, 有效缓解 
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小鼠创伤性增生性玻璃体视网膜病变的进展 [196]; 使用 

BRD4抑制剂和RET抑制剂的联合治疗在体外和体内 

实验中显示出抑制雌激素及其受体α (estrogen and es-
trogen receptor alpha, ERα)阳性乳腺癌的协同效果 [197]. 
此外, 靶向蛋白降解剂AU-15330通过降解SWI/SNF复 

合物的ATPase亚基, 降低增强子区域的染色质可及性, 
阻断驱动前列腺癌细胞增殖的关键转录因子的结合, 
在前列腺癌模型中展现出显著的抗肿瘤活性 [198]. 

(ⅲ) 在表观遗传修饰方面, 研究主要集中于调节 

增强子的组蛋白修饰和DNA甲基化(图4C). 例如, 组蛋 

白去乙酰化酶(histone deacetylase, HDAC)抑制剂AR- 
42在2型神经纤维瘤病患者中展现出良好的安全性和 

初步的抗肿瘤活性 [199](NCT02569320). DNA甲基转移 

酶(DNA methyltransferases, DNMT)抑制剂guadecita-
bine (SGI-110)在复发/难治性外周T细胞淋巴瘤患者中 

显示出可接受的客观缓解率和毒性特征, 为后续联合 

治疗策略的开发提供重要依据 [200]. 
(ⅳ) 超级增强子依赖的转录调控机制为肿瘤治疗 

提供新靶点(图4D). CDK7/9抑制剂通过靶向作用于转 

录起始和延伸阶段的关键调控激酶——CDK7和 

CDK9, 能够有效抑制由超级增强子驱动的癌基因表 

达. 例如, CDK7抑制剂SY-5609在晚期实体瘤和胰腺 

导 管 腺 癌 的 临 床 试 验 中 显 示 出 乐 观 趋 势  

(NCT04247126), 而CDK9抑制剂Dinaciclib则在复发/ 
难治性慢性淋巴细胞白血病患者中取得良好效果 [201] 

(NCT01580228). 
综上, 针对增强子的多维度干预策略正推动疾病 

治疗模式向精准化方向革新, 这些策略通过不同分子 

机制重塑病理状态下的基因表达网络. 然而, 增强子 

靶向治疗从实验室到临床仍面临着诸多挑战, 包括靶 

向特异性的优化、给药系统的改进以及潜在副作用的 

评估等. 未来, 随着新型递送载体的开发和基因编辑技 

图 4 增强子相关的治疗策略.  A: 利用CRISPR-Cas9靶向增强子区域, 代表案例如靶向BCL11A的增强子抑制其表达, 从而使 
成人红细胞重新高效表达HbF; B: 靶向转录因子-增强子相互作用, 例如BET抑制剂竞争性结合, 阻断BRD4蛋白与乙酰化组蛋 
白的结合, 进而抑制致癌基因的异常转录; C: 靶向增强子相关的表观遗传修饰, 如去乙酰化酶抑制剂通过恢复染色质可及性, 
重新激活抑癌基因的表达; D: 靶向超级增强子依赖的转录调控, 如CDK7和CDK9抑制剂, 使RNA聚合酶Ⅱ的磷酸化与转录起 
始或延伸受阻, 从而抑制相关基因的表达 
Figure 4 Enhancer-related therapeutic strategies. A: Targeting enhancer regions using CRISPR-Cas9. A representative example involves targeting 
the enhancer of BCL11A to suppress its expression, thereby reactivating high-efficiency fetal hemoglobin production in adult erythrocytes; B: targeting 
TF-enhancer interactions. For instance, BET inhibitors competitively bind to block the interaction between BRD4 protein and acetylated histones, 
consequently inhibiting abnormal transcription of oncogenes; C: targeting enhancer-associated epigenetic modifications. Histone deacetylase 
inhibitors restore chromatin accessibility to reactivate tumor suppressor gene expression; D: targeting super-enhancer-dependent transcriptional 
regulation. For example, CDK7 and CDK9 inhibitors impede phosphorylation of RNA polymerase II and block transcriptional initiation or elongation, 
thereby suppressing expression of associated genes  
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术的完善, 结合人工智能辅助药物设计等创新方法, 有 

望克服这些技术瓶颈, 推动更多增强子靶向治疗策略 

进入临床应用.   

6 总结与展望 

作为基因表达调控的核心元件, 功能性增强子的 

精准识别与机制解析是揭示发育程序与疾病机理的关 

键突破口 [88,110,202,203]. 近年来, 随着单细胞多组学、空 

间表观基因组学、三维基因组学及基因编辑技术的快 

速发展, 功能性增强子的筛选与验证策略取得突破性 

进展. 因此, 本文总结并提出一个多层次、系统化的 

功能性增强子的研究框架(图5). 首先, 通过高通量测 

序绘制染色质可及性、组蛋白修饰、转录因子结合及 

图 5 功能性增强子筛选与验证的研究策略. A: 通过分析染色质可及性、组蛋白修饰、转录因子结合及染色质互作等特征, 
鉴定具有活跃染色质特征的基因组区域, 作为潜在增强子; B: 利用计算模型整合增强子图谱, 解析增强子调控网络复杂性, 初 
步筛选在调控网络中发挥关键作用的调控序列, 作为候选增强子; C: 通过表型导向的高通量实验, 筛选其扰动能显著影响细 
胞或个体表型的DNA元件, 作为表型增强子; D: 对转录调控、细胞功能及个体水平进行系统性功能验证, 确定能特异性调控 
基因表达并引起显著表型变化的调控元件, 作为功能性增强子; E: 评估功能性增强子在疾病治疗中的应用价值, 鉴定在疾病 
进展中发挥关键调控作用且具有良好可干预性的增强子, 作为治疗靶标 
Figure 5 Research strategy for functional enhancer screening and validation. A: Identify genomic regions with active chromatin features as potential 
enhancers by analyzing features such as chromatin accessibility, histone modifications, transcription factor binding and chromatin interactions; B: use 
computational models to integrate enhancer landscapes, resolve the complexity of enhancer regulatory networks, and preliminarily screen regulatory 
sequences that play key roles in the regulatory network as candidate enhancers; C: screen for DNA elements whose perturbation significantly affects 
cellular or organismal phenotypes through phenotype-oriented high-throughput experiments as phenotypic enhancers; D: conduct systematic 
functional validation at transcriptional regulation, cellular function, and organismal levels to identify regulatory elements that can specifically regulate 
gene expression and cause significant phenotypic changes as functional enhancers; E: evaluate the therapeutic potential of functional enhancers and 
identify enhancers that play crucial regulatory roles in disease progression and possess good interventional properties as therapeutic targets  
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染色质互作等多维组学图谱 [64,95,116,204]; 其次, 应用计 

算模型系统解析增强子的调控机制, 包括其时空特异 

性 [82,98,112,205,206]、进化保守性 [103,105]及调控网络结 

构 [16,17,86,90,109]等特征, 从而筛选具有重要调控潜力的 

候选增强子; 接下来, 结合表型相关的高通量实验筛 

选技术 [18,129,145,150,207,208], 进一步确定表型增强子; 随 

后, 通过多样化的功能验证实验, 鉴定关键功能性增 

强子并阐明其作用机制; 最终, 部分功能性增强子有 

望向临床转化, 为疾病治疗提供新靶点. 这种层层递 

进的研究策略不仅显著提升筛选效率、优化研究成 

本, 更有望发现更多类似BCL11A增强子等具有重要临 

床应用价值的功能性调控元件 [5,7,8]. 
尽管已取得显著进展, 功能性增强子研究仍然面 

临着多维度的挑战. 在数据资源层面, 尽管单细胞测 

序和空间表观基因组学技术日新月异, 但受限于技术 

成本和实验复杂度, 高质量数据的获取仍然是一个瓶 

颈. 在计算预测方面, 现有的算法模型在准确性和泛 

化能力上仍有待提升. 在实验验证层面, 现有的高通 

量筛选方法虽然可以在体外大规模评估增强子活性, 

但往往难以完整模拟体内复杂的调控网络和动态变 

化. 在临床转化层面, 尽管许多研究证实疾病相关的遗 

传变异大部分位于增强子等非编码区域, 但将研究发 

现转化为临床应用仍面临诸多技术难题, 如靶向递送 

系统的特异性和安全性、治疗效果的持久性等. 
展望未来, 随着新型技术的不断成熟和自动化实 

验平台的推广应用, 有望实现更多维度、更大规模、 

更低成本的数据获取, 为增强子图谱的绘制提供更全 

面的支持. 通过整合多组学数据并设计更有效的架构, 
特别是结合大语言模型在生物序列分析中的应用, 有 

望构建出更精准的预测模型 [209~212]. 在实验研究方向 

上, 新型的体内验证技术结合实时监测技术, 将有助 

于更准确地解析增强子在生理和病理条件下的调控机 

制 [136,191,213]. 随着基因编辑技术的进步和药物递送系 

统的优化, 未来有机会开发出更多基于增强子调控的 

精准治疗方案. 可以预见, 随着跨学科技术的深度融 

合与临床转化路径的清晰化, 功能性增强子研究将为 

发育生物学和疾病治疗带来颠覆性突破, 最终实现从 

“读懂基因组暗物质”到“改写生命调控密码”的跨越.   
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Enhancers are core regulatory elements in the genome that precisely modulate gene expression, shaping biological development and 
disease progression. Millions of putative enhancers have been nominated based on DNA sequence and epigenetic features, yet 
elucidating their functions and mechanisms remains a major challenge. Recent breakthroughs in technologies such as single-cell 
multi-omics, chromatin conformation capture, spatial omics, and genome editing have provided powerful tools to dissect enhancer 
function. In this review, we elaborate on the concept of functional enhancers—from their role in gene regulation to their impacts on 
cellular, tissue, and organismal phenotypes, as well as their contributions to disease. We systematically summarize the recent advances 
in high-throughput computational and experimental technologies that have significantly improved the identification and interpretation 
of enhancer-mediated regulatory networks in development and diseases. Finally, we propose a strategy for screening and validating 
functional enhancers from vast candidate sequences in the human genome and discuss future directions in enhancer research. 
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