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摘 要 染色体三维结构的研究已成为当前生物学研究的热点，而高通量染色体构象捕获技术(high-

throughput chromosome conformation capture, Hi-C)以其准确率高、应用范围广、操作简单成为研究基因表

达、调控和染色体三维空间结构的关键技术，在此基础上催发了染色体领域(chromosome territory, CT)、染色

体区室(chromatin compartment A/B)、拓扑结构域(topological associated domain, TAD)等结构的发现。Hi-C

技术在辅助基因组组装、探究基因功能、判断致病基因等方面都有广泛的应用。本文综述了Hi-C技术的发

展过程及其在三维基因组研究中的重要作用，对照了该技术与其他测序技术的异同，详细介绍其应用前景、

操作原理以及在推动染色质三维结构探索方面发挥的作用，结合当前先进的创新技术与科研经验，提供了

关于Hi-C技术的全面简介。
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Abstract The research of the three-dimensional structure of the chromosome has became a hot spot in biology

research. The high-throughput chromosome conformation capture (Hi-C) has become the key technology in the

study of gene expression, regulation, and three-dimensional structure of chromosome with its high accuracy, wide

application, and simple operation. On this basis, it has prompted the discovery of chromosome territory (CT),

chromosome compartment (Compartment A/B), and topological structure domain (TAD). It has been widely used

in assisting genome assembly, exploring gene function, and judging pathogenic genes. This paper introduces the

development process of Hi-C technology and its important role in the study of the three-dimensional genome

compared with other sequencing technology. The application prospect, principle, operation, and development of

Hi-C technology are introduced in detail. Combined with the advanced innovative technology and scientific re-

search experience, this paper aims to provide a comprehensive and concise introduction of Hi-C technology.
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染色质是生物遗传信息的载体，是解决生物遗

传进化问题的关键。2001年，人类基因组计划(Col-

lins et al., 2003)的完成意味着生命科学的研究进入

新的时代，越来越多的遗传信息被破译。科学家们

努力探索遗传物质调控生命活动的机制，由于技术

上的限制，只能对染色体形态进行初步观察，但从一

维线性基因组的角度不足以精确锁定染色体发生变

异的位置或揭示基因组的调控模式 (Feuk et al.,

2006)，因而还有诸多问题亟待解决。如果将人类体

细胞中 23对染色体上的全部DNA首尾相连，其长度

可达 2 m，但是人类体细胞的细胞核直径只有 6 μm，

且细胞核内还含有蛋白质等其它物质。在如此小的

空间内，DNA 必然要经过高度浓缩和折叠 (Rao et

al., 2014)。为明确染色质在三维空间的结构及其在

调控基因表达中的作用，2002年，Dekker等首次将染

色体构象捕获技术 (chromosome conformation cap-

ture, 3C)应用到酵母细胞的研究中，发现不同功能结

构域的存在。3C可以检测任意两个基因座之间相互

表1 3C技术与其它技术的对比

Table 1 Comparison between 3C technology and other technologies

技术名称

Technical

classifica-

tion

3C

4C

5C

Hi-C

ChIA-

PET

全称

Full name

染色体构象捕获技术

Chromosome conforma-

tion capture

环状染色质构象捕获

技术

Circular chromosome

conformation capture

3C碳拷贝技术

Chromosome conforma-

tion capture carbon

copy

高通量染色体构象捕

获技术

High-throughput chro-

mosome conformation

capture

基于双末端测序的染

色质交互分析

Chromatin interaction

analysis by paired-end

tag

原理

Theory

甲醛交联，DNA邻近连接，DNA纯化，正向的PCR

测序

Formaldehyde crosslinking, Proximity dependent

DNA ligation, DNA purification, Forward PCR

甲醛交联，DNA邻近连接，反向PCR，芯片分析或

通过添加适配器排序

Formaldehyde crosslinking, Proximity dependent

DNA ligation, Reverse PCR, Chip analysis or se-

quenced by adding adapter

甲醛交联，DNA邻近连接，DNA纯化，多重PCR

Formaldehyde crosslinking, Proximity dependent

DNA ligation, DNA purification, Multiplex PCR

甲醛交联，细胞溶解，限制酶消化，生物素标记，邻

近连接，反向交联，超声处理，添加适配器，PCR和

测序

Formaldehyde crosslinking, Cell lysis,Cut with re-

striction enzyme, Biotin labeling, Proximity ligation,

Reverse crosslinking, Sonication, Add adapter, PCR

and sequencing

甲醛交联，细胞溶解，超声处理，ChIP，特定连接子

的邻近连接，MMEI或ECOP15I消化，添加适配器，

PCR和测序

Formaldehyde crosslinking, Cell lysis, Sonication,

ChIP, Proximity dependent specific linker ligation,

MMEI or ECOP15I digestion, Add adopter, PCR and

sequencing

通量

Throughput

一对一

One to one

一对多

One to

many

多对多

Many to

many

所有对所

有

All to all

多对多

All to all

特点

Features

邻近连接

Proximity liga-

tion

反向PCR

Reverse PCR

多个序列相互

作用

Interact with

multiple se-

quences

无差别的全基

因组测序

Undifferentiated

whole-genome

sequencing

噪声评估

Noise assessment
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作用频率，但是具有定量而非定性测定的局限性

(Dekker et al., 2013)，成为Hi-C技术的基础。

Lieberman-Aiden等(2009)以整个细胞核为研究

对象，通过大规模平行测序法并结合生物信息学，研

究 DNA 在空间中任意两点之间的互作关系。将染

色体的构象总结为类似“分型球”的模型，成为从技

术上突破对三维基因组学认知障碍的开端，确定了

Hi-C技术具有绘制基因组三维立体构象的能力，使

三维基因组学研究达到认识染色体结构组成和基因

表达调控的高度。

1 Hi-C概述

Hi-C技术属于 3C的高通量版本但并不是唯一

的衍生版本，除此之外还有 4C (circularized chromo-

some conformation capture)技术(Marieke et al., 2006)、

5C (carbon-copy chromosome conformation capture)技

术(Dostie and Dekker, 2007)以及ChIA-PET (chroma-

tin interaction analysis using paired end tag sequenc-

ing) (Li et al., 2010; 2017)等技术。如果说 3C用于测

定两个特定的基因座之间的相互作用频率称为“一

对一”的话，4C的“一对多”则是能够评估某一特定的

位点与其它任意基因位点之间相互作用的方法，而

5C是 3C技术的另一种变体，它支持引物的多样性，

能够测定多个位点与多个位点之间的相互作用，即

“多对多”。除此之外，将 3C 与染色质免疫沉淀

(chromatin immunoprecipitation, ChIP) 相结合形成

ChIA-PET，可以测定与特定的蛋白质相结合的全基

因组染色质相互作用。与其它的 3C衍生技术相比，

ChIA-PET需要构建的文库复杂度更低，能够以较少

的读取次数识别交互作用。Hi-C技术的出现极大地

促进了三维基因组学的发展，表 1清晰地展示了相关

技术的对比。

科学家将Hi-C技术的基本原理总结为“proximi-

ty-dependent ligation”，即邻近连接(图 1)。将细胞或

新鲜组织样本与甲醛交联后，用限制酶进行消化，以

生物素标记产生的 DNA 末端，将之置于稀溶液中，

以有利于邻近 DNA 片段末端在同一复合物中的随

机再连接(Dekker, 2006)。这样得到的 DNA 样品含

有最初在空间上较紧密片段组成的连接产物。通过

剪切DNA片段构建Hi-C文库，进行 PCR和 Illumina

Hiseq测序。

组织破碎

Smashing tissue

甲醛固定交联

Crosslink with

formaldehyde

限制酶消化

Cut with restriction enzyme

邻近连接

Proximity ligation

细胞悬液

Cell suspensions

图1 Hi-C实验流程

Figure 1 The experimental process of Hi-C

Hi-C的实验阶段对条件要求严格，限制酶消化、

生物素标记和连接条件都是不可忽视的。就培养中

的细胞而言，细胞培养基的组成、甲醛交联的时间长

短、黏附细胞的收集以及细胞的渗透环境都关乎结

果的准确性(Belton et al., 2012)。科学家们追求更高

品质的Hi-C结果，因此在原来技术的基础上不断进

行改进。制备新鲜甲醛并在使用前进行一定倍数的

稀释有助于提高重现性，防止甲醛失控聚合(Gondor

et al., 2008)。获取交联细胞时，从培养皿中直接手工

刮取可以使得DNA保持完整，刮取的同时还可以在

显微镜下评估交联板以记录细胞外观(Makhija et al.,

2016)。交联过程在细胞悬浊液中进行可以提高回

收率(Golloshi et al., 2018)。Nagano等(2015) 发现在

细胞核中连接平末端可以消除限制性片段长度偏

差，扩大染色体内部和染色体之间接触的范围，还可

以增强对结构特征的检测。核内连接在更大的距离

范围内可以更一致地捕捉染色质相互作用，并显著

降低实验噪声和偏倚。张香媛等(2017)通过优化Hi-
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C实验中的交联、酶切、限制性内切酶的失活等关键

步骤，制备了更高质量的Hi-C文库，使Hi-C流程更

加高效、稳健、可靠。

2 Hi-C与三维基因组

Hi-C技术的发展促进了人们对基因组、转录组

的研究，通过设置不同的分辨率和通量，可以解释细

胞核内染色质的折叠组装、结构划分以及组件作用

规律。Hi-C的数据以N2矩阵的形式展示了N个染色

质位点与 N-1个染色质位点之间的互作关系，其中

蕴含着庞大的数据量，为更好地利用文库中的信息，

科学家们将基因组划分为等长的窗口，成为 bin，bin

窗口的长度即为分辨率，窗口越小则基因组区域划

分得越细致。随着分辨率的提高，现有的研究已经

证明组成染色质的层级结构单元由大到小依次为：

当分辨率为 1 Mbp时可构建 3D空间立体模型，识别

出 CT 结构；当分辨率为 100 kbp 时，能够区分 Com-

partment A/B；当分辨率为 20~40 kbp时，可以观察到

TAD 结构；当分辨率为 1~10 kbp 时，分析的对象是

Loop结构。如图 2所示的染色质结构在各个层级上

发生的改变和修饰都会影响基因组的整体表达和调

控。

增强子-启动子环

Enhancer-promoter loop

增强子-沉默子环

Enhancer-silencer loop

绝缘子-绝缘子环

Insulator-insulator loop

A B C D

图2染色质的层级结构(Ning et al., 2019 )

注: A: 染色体领域; B: 染色体区室; C: 拓扑关联结构域; D: 染色质环

Figure 2 The hierarchical structure of chromatin (Ning et al., 2019 )

Note: A: Chromosome territory; B: Chromosome compartment; C: Topological associated domain; D: Chromatin loop

2.1 染色质领域

Boveri(1909)在研究蛔虫细胞时发明了“染色体

领域(CT)”一词。细胞分裂间期，每一条染色体都会

在细胞核中占据一片特定的区域。而以Hi-C技术为

代表的高通量测序技术的发展为染色质结构的发现

提供了平台，其中 CT 是基因组各级结构的最高水

平，对X染色体的沉默(Deng et al., 2015; Chen et al.,

2016)、DNA的损伤修复(Mehta et al., 2013)和各种细

胞分化过程 (Borden and Manuelidis, 1988; Martou

and Boni, 2000; Solovei et al., 2009)都很重要。随着

对活细胞研究的不断深入，有学者利用Hi-C在Mbp

分辨率下观察到标记物显著振荡运动和形状转换过

程，而且富含活性基因的CT结构变化更活跃，证实

了 CT 在细胞核内并不是一成不变的 (Pliss et al.,

2009)。不同染色体在细胞核中占据不同CT，较小的

染色体通常位于细胞核的内部，较大的染色体则位

于细胞核的外围。然而，有DNA含量相近但基因密

度差异很大的 CT，在核内的位置差别很大，例如人

类 18号染色体和 19号染色体的DNA含量相似(分别

为 85 Mbp和 67 Mbp)，但基因贫乏的 18号染色体通

常出现在细胞核外围，而基因丰富的 19号染色体则

位于细胞核内部(Croft, 1999)。说明基因含量是决定

CT定位的关键因素。此外，同源 CT之间的关系值

得深入研究，目前已经观察到，对于基因密集的较小

染色体，CT的同源关联更为频繁，这一发现可以用

它的位置更偏向于细胞核内部来解释 (Cremer and

Cremer, 2001)。

2.2染色体区室

染色体区室是位于染色质领域的下一层级结

构，将 Hi-C 技术和荧光标记原位杂交技术(fluores-

cent in situ hybridization, FISH)进行结合对同一染色

体上的不同位点进行标记后，观察到在线性距离上

更接近的两个位点在空间上并不是最接近的，这个

结果证实了整个基因组可以被划分为两个不同的区

域，后经完善称为 Compartment A /B (图 3A)。两种

分布在染色体中是交叉存在的，每个区室内部的相

互作用频率会比区室之间的频率高。两个区室所含

碱基的密度不同导致性质也有很大的区别，Com-
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partment A中所含的常染色体较多，(G+C)的含量相

对较高，属于开放区域。而Compartment B则相反，

包含异染色质区域更多，基因的表达量相对较低且

相对封闭(Solovei et al., 2016)。实验过程中发现从

Compartment A 转换到 Compartment B 的基因，其表

达量会降低，从 Compartment B向 Compartment A转

换的基因则相反，仅仅有一少部分的基因会随着这

种转换发生相应的变化，大部分的基因表达并不会

受到影响，这表明Compartment A/B 在决定基因表达

的细胞类型特异模式方面具有协同作用，但不具有

决定性作用(Dixon et al., 2015)。Rao (2014)利用Hi-

C技术与核细胞分析的方法构建人和小鼠的基因图

谱时，在较高的分辨率下重现染色体区室，发现

Compartment A/B 还能够细分为更加精细的结构，在

25 kbp 的分辨率下，Compartment A 还能够分为 A1

和 A2 两个亚组 (Subcompartment)，Compartment B

可划分为B1、B2和B3亚组。

染色体区室A

Compartment A

染色体区室B

Compartment B A

染色质环

Loop

拓扑关联结构域1

TAD1

拓扑关联结构域2

TAD2

B

图3染色质区室和拓扑关联结构域在热图中的示意图

注: A: Compartment A/B 的示意图; B: TAD和Loop结构在热

图中的示意图

Figure3 Schematic diagram of chromatin compartment and topo-

logical domain in heatmap

Note: A: Schematic diagram of Compartment A/B; B: TAD and

Loop structures shown in the heat map

2.3 拓扑关联结构域

Compartment A/B 的下一级别就是拓扑关联结

构 域 (topological associated domain, TAD; 图 3B)。

TAD 内部染色体之间的相互作用频率远高于相邻

TAD之间的相互作用频率，在热图中呈现为强互作

的三角形区域。大量实验证明，TAD通过将增强子

与启动子之间的接触限制在同一个TAD中实现基因

调控和功能调节(Mifsud et al., 2015)，而增强子-启动

子对之间的物理接触似乎足以达到激活基因的目的

(Deng et al., 2012)。Dixon在研究人和小鼠细胞复制

机制的过程中，将Hi-C与 3C、5C和FISH的数据结果

进行比较后发现TAD的边界上富集了阻遏子CTCF

(CCCTC binding factor)、看 家 基 因 (housekeeping

genes)、短散在元件 (short interspersed repetitive ele-

ment, SINE)、粘 连 蛋 白 复 合 物 、H3K4me3 和

H3K36me3 组蛋白修饰位点以及转录起始位点(tran-

scription start sites, TSS)等元件，这些因子在建立基

因组的TAD方面发挥了作用。目前关注最多的两种

蛋白为 CTCF 与粘连蛋白复合物(cohesin complex)，

二者均定位于TAD的边界部分，在间期染色质中发

挥着重要的作用。为了更深入地了解 TAD，克服现

有技术的缺陷，科学家们不断开发更高效的方法，

SpectralTAD (Cresswell et al., 2020)就是其中之一。

它不仅能够自动校对参数，选择合适的测序深度和

分辨率，还能够提高 Hi-C 数据的峰度，是研究 TAD

的有力工具。

2.4染色质环

由于染色质在细胞核内是高度浓缩折叠的，使

得很多在线性距离上距离较远的位点之间互作概率

增加。提高Hi-C的分辨率会出现呈径向对称的焦点

峰，每一个峰代表了两个比相邻基因座之间互作更

强烈的基因座组合，称为染色质环(chromatin loop;

图 3B)，由启动子与增强子的长距离互作产生。环

(loop)是染色质保持结构稳定的关键，也是影响转录

和复制顺利进行的重要因素(Ardakany et al., 2020)。

大部分Loop都很短(< 2 Mbp)，并且在细胞类型之间

以及物种之间(如人和老鼠)具有很强的保守性。启

动子增强子环(promoter-enhancer loop)是最常见的，

与基因激活有关，但并不是唯一的染色质环，增强子

与增强子之间的相互作用、启动子与启动子之间的

相互作用也能够形成复杂的 Loop结构。Loop最显

著的特性是边界中存在一对以聚收敛的方向出现的

CTCF基序。关于 Loop的形成，目前还存在很多的

争议，大多数的科学家相信“环挤压假说(Haarhuis et

al., 2017)”，为了从不同的角度更深入地研究 Loop，
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众多针对染色质环的Hi-C辅助工具出现：Peakachu

(Salameh et al., 2020)能够在3000万染色质间Hi-C读

长中探测到高分辨率Loop，对于研究染色体空间结

构有重要的意义。

3 Hi-C技术的主要应用

3.1染色体三维结构构建

Hi-C技术最典型的应用就是研究染色体的三维

立体结构，构建其三维模型，加深对生物基因组的理

解和研究(图 4)。Dekker (2006) 最先利用 Hi-C技术

研究酵母细胞减数分裂过程中着丝粒和同源染色体

的空间结构，揭示了位于不同染色体上基因位点之

间的相对空间分布，描述Ⅲ号染色体为“一个扭曲的

环状”。之后，Hi-C技术得到更广泛的应用，越来越

多的三维基因组模型被构建出来。Dixon等(2015)绘

制了人的 H1时期的胚胎干细胞以及中内胚层干细

胞 (mesendoderm, ME)、间充质干细胞 (mesenchymal

stem, MS)、神经祖细胞(neural progenitor, NP)、滋养

层细胞(trophoblast-like, TB)的全基因组染色质相互

作用图，发现广泛的染色质重组现象，证实TAD是染

色体区室动态变化的单位，为染色质动力学研究提

供了全局观点。华中农业大学实验室 (Xie et al.,

2015)参考Moissiard等(2012)发表过的拟南芥染色质

全基因组互作数据，对拟南芥的生态型进行了测序

并验证了结果的可重复性，证明Hi-C技术可以用于

植物细胞的组装以及染色质相互作用的测定，测定

结果高度准确。至今，科学家们已经实现了对人、小

鼠、大鼠、哺乳动物、微生物类(真菌和原核生物)、水

稻、玉米、大豆多种动植物的Hi-C测序和分析，促进

了对染色质三维空间结构信息的更深的了解。

3.2 辅助基因组组装

染色质间的互作强度并没有其内部的互作强度

高，而且同一条染色体上近距离基因之间的相互作

用会比远距离的基因作用更强。利用这一原理，科

学家们利用Hi-C辅助基因组组装(Lachesis)，显著提

高基因组组装的准确率(Wang et al., 2020)。Burton

等(2013)证实了Hi-C生成的数据集是一个丰富的远

程信息源，可以用于将基因组序列聚类(cluster)、排

序(order)和定向(orient)到染色体，他在此基础上成功

地利用 Hi-C 技术辅助组装了人和小鼠的基因组。

Xie等(2015)利用Hi-C技术组装了拟南芥的基因组，

表明该技术在植物细胞中同样适用。Bian等(2020)

在没有参考基因组的前提下，利用Hi-C技术组装了

一种濒危鱼类的的基因组，对濒危物种的研究提供

了借鉴意义。除此之外，埃及伊蚊(Dudchenko et al.,

2017)和甘蔗(Zhang et al., 2018)等动植物基因组组装

试验也都获得了成功，且准确率高，经济高效。

3.3 探究基因功能和表达差异

Hi-C技术除了能够辅助组装基因组之外，还能

够分析特定基因的功能及其在不同条件下的表达差

异。有科学家在分析秀丽隐杆线虫X染色体和常染

色体在分子水平上的拓扑结构差异时，利用 3C 和

Hi-C相结合的方法生成了全基因组染色质互作图。

发现X染色体上的TAD边界比常染色体的边界更加

明显和丰富，揭示了剂量补偿复合物 (dosage com-

pensation complex, DCC)通过与 REX 位点结合来介

导TAD边界的形成，从而影响X 染色体整体拓扑结

构的过程。它不仅能凝集和分解有丝分裂和减数分

裂期的染色体，而且是调控基因表达的重要元件

(Crane et al, 2015)。

3.4 疾病中的应用

很多疾病的发生都与染色质的空间结构存在着

密切的联系，利用Hi-C技术可以准确地判断基因致

病机制或发现致病基因，辅助制定治疗方案。了解

基因是如何在细胞核中缺失、扩增和失调的，使治疗

策略更有针对性。

在正常人群中，有 5%的人类基因组在结构上是

染色质 Chromosome

染色质3D结构 3D Chromosome structure

互作图谱 The interaction map

物种多样性 Diversity of species

疾病 Disease

致病机制 Pathogenic mechanism

致病基因 Pathogenic genes

Hi-C

探索基因功能

Study genomic functions

凝集素 Lectin

粘合素 Conglutinin

基因组组装

Genome assembly

聚类 Cluster

排序 Order

定向 Orient

其他

other

图4 Hi-C的应用速览

Figure 4 Application of Hi-C
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可变的，形式包括基因组片段的缺失(deletion)、重复

(duplication)、倒位 (invertion)、插入 (insertion)和易位

(translocation)等，统称为基因组结构变异 (structure

variantions, SVs)，作为遗传疾病的主要原因之一备

受关注。随着生物技术的迅速发展，越来越多的证

据证明 SVs 通过作用于 TAD 导致错误表达和病变

(Benko et al., 2011; Spielmanann and Mundlos, 2013)。

不同类型的SVs在Hi-C相互作用矩阵中表现为异常

的信号增强或减弱。因而科学家们推测从Hi-C数据

中观察到的强染色体内信号有助于发现癌症基因组

中的染色体重排和染色质易位。将单细胞Hi-C技术

与其它单细胞转录组和表观遗传学分析相结合，有

助于肿瘤治疗策略的选择，Wu等(2020) 整合分析了

Hi-C数据和 Chip-seq结果后，观察到转录增强子与

癌症基因相关，其中 LcsMYC-1(肺癌特异性增强子

RNA1)可能有助于原癌基因的表达。这些发现加深

了人们对增强子的 DNA、RNA 和蛋白质特性的理

解。

除此之外，Hi-C数据还可以用于重建染色体单

倍型(图 4)，这一发现使针对染色质结构和基因表达

的研究都能够在二倍体的基础上进行。Dixon 等

(2015)利用Hi-C数据集和全基因组测序产生了包含

93.5% H1杂合子变体的染色体跨度单倍型。还观察

到预测的单倍型和成对序列在“长插入”大小的数据

集读取中高度一致，表明重建的单倍型质量很高。

综上所述，Hi-C和其它衍生生物技术的高速发展必

然会为科学家探索基因功能、攻克疾病和推动医学

进步提供有力的支持。

4展望

染色质与生物遗传进化息息相关，其活性与功

能由染色质的三维空间构象决定，Hi-C的出现与发

展为三维基因组学提供了技术支持，人们不断追求

着更高的分辨率以便对染色质有更深的了解。尽管

对染色质和基因的研究已经取得了显著的成就，但

是相比于整个生物基因组来说无异于九牛一毛，未

来还有无限的空间等待着我们去探索。

Hi-C技术的广泛应用极大地促进了生物信息学

的发展，染色质不同的层级结构也为人所知，CT的

存在、活跃的 Compartment A和闭塞的 Compartment

B、TAD内部的显著互作以及与启动子-增强子有着

密切联系的 Loop 结构都是当下研究的热点。随着

人类基因组计划的完成，三维基因组的大门已经敞

开，Hi-C以及其它高通量技术即将发挥更大的作用，

我们需要更进一步地了解染色质三维结构、加快成

果转化，不断改进技术的缺陷，提高精确度和准确

度，为探索更深层次的生物技术提供科学基础，相信

基因组学会在疾病的诊断、靶向药物的研发等方面

都给人可喜的成果。
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