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综  述 

大规模平行报告基因测定：一种分析基因表达调控的新技术 

袁萌 1,2,3，李辉 1,2,3，王守志 1,2,3 

1.农业农村部鸡遗传育种重点实验室，哈尔滨 150030 

2.黑龙江省普通高等学校动物遗传育种与繁殖重点实验室，哈尔滨 150030 

3.东北农业大学动物科学技术学院，哈尔滨 150030 

摘要：大规模平行报告基因测定（massively parallel reporter assay，MPRA）是一种可以同时研究基因组数千

个调控元件活性的高通量分析方法。该方法在传统的荧光素酶报告基因载体上引入一段具有唯一标识的条形

码，通过二代测序技术对转染前的 DNA 条形码和转染后的 mRNA 条形码进行测序，用 mRNA 和 DNA 条形

码读数的比值来分析顺式调控元件的活性。自 MPRA 提出以来，已被广泛应用于基因组顺式调控元件和功能

性变异的鉴定、转录后调控对表型的影响等方面的研究。本文对 MPRA 的发展历程、基本原理、实验流程、

统计分析方法以及在顺式调控元件和转录后调控方面的应用进行了综述，并对其发展前景进行了展望，

以期为相关领域研究人员了解与应用 MPRA 提供有益参考。  

关键词：大规模平行报告基因测定；基因表达调控；顺式调控元件；转录后调控 

Massively parallel reporter assay: a novel technique for 

analyzing the regulation of gene expression 

Meng Yuan1,2,3, Hui Li1,2,3, Shouzhi Wang1,2,3 
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3. College of Animal Science and Technology, Northeast Agricultural University, Harbin 150030, China  

Abstract: Massively parallel reporter assay (MPRA) is a high-throughput analysis method that can simultaneously inves-

tigate the activity of thousands of regulatory elements in the genome. MPRA introduces a uniquely identified barcode on a 
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conventional luciferase reporter gene vector, sequences the DNA barcode before transfection and the mRNA barcode after 

transfection by next-generation sequencing technology, and uses the ratio of mRNA and DNA barcode reads to analyze the 

activity of cis-regulatory elements. Since MPRA was proposed, it has been widely used in the identification of genomic 

cis-regulatory elements and functional variants, the effect of post-transcriptional regulation on phenotypes and so on. In this 

review, we summarize the development history, basic principles, experimental procedures and statistical analysis methods of 

MPRA, and its applications in post-transcriptional regulation and cis-regulatory elements. It also provides prospects for its 

development and useful references for researchers in related fields to understand and apply MPRA. 

Keywords: massively parallel reporter assay; gene expression regulation; cis-regulatory elements; 

post-transcriptional regulation 

基因表达调控一直是现代分子生物学基础研究的热点之一，其过程十分复杂，可分为染色质水平、

转录水平、转录后水平、翻译水平和翻译后水平等调控[1,2]。转录和转录后水平上的调控是基因表达调

控的重要部分，转录水平主要指特定顺式调控元件（cis-regulatory elements，CREs）与反式作用因子

（trans-acting factors）相互作用而调控基因的表达。CREs 是一段可调节基因表达的 DNA 序列，主要

包括启动子、增强子和沉默子，它本身不编码任何蛋白质，但能够提供与反式作用因子相互作用的位

点，进而参与基因表达调控[3,4]。因此，CREs 的变异可能会通过改变转录因子结合位点来调控基因表

达。转录后水平是指转录形成的前体信使核糖核酸（pre-mRNA）经过加工修饰成为信使 RNA（mRNA）

的过程，其主要包括 RNA 剪切、RNA 编辑等[5~8]。pre-mRNA 在加工修饰的过程发生突变不仅会影响

RNA 剪切[9]、RNA 编辑[10]等过程，还可能影响 mRNA 稳定性[11]，从而影响基因表达。目前，大多采

用传统的双荧光素酶报告基因检测变异位点的调控活性，但每次只能检测单个变异位点，无法做到高

通量检测[12~17]。 

 

全基因组关联研究（genome-wide association study，GWAS）已被广泛用于检测与人类疾病和动植

物经济性状相关的遗传变异的筛选，目前已经发现了大量的显著相关变异位点，但大多数变异位点位

于基因组非编码区内，通过影响 CREs 来调控基因表达[18~20]。由于变异位点间存在强烈的连锁不平衡

（linkage disequilibrium，LD），使得从众多变异位点中鉴别具有调控活性的变异位点（因果变异）具

有很大的挑战性[21,22]。大规模平行报告基因测定（massively parallel reporter assay，MPRA）是解决这

一难题的有效方法，该技术能够高通量检测 GWAS 关联信号区域中突变位点的等位基因活性差异，与

基因编辑技术相结合能对功能性变异进行功能鉴定和验证，以鉴定可能的因果变异[23]。自 MPRA 提

出以来，已广泛应用于人类疾病研究中，如鉴定与疾病相关调控元件的功能性变异，分析转录后调控

对疾病的影响等[24~28]。本文对 MPRA 的发展历程、基本原理、实验流程、统计分析方法以及在 CREs

和转录后调控方面中的应用进行了总结，并对其发展前景进行了展望，以期为相关研究及其应用提供
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参考。 

1 MPRA 发展历程 

从发展历程来看，MPRA 技术发展可分为两类：第一类是基于有条形码的常规 MPRA 及其改进方法；

第二类是基于无条形码的 STARR-seq 及其改进方法。表 1 总结了两类 MPRA 技术及其改进方法的目标序

列来源、载体、转染方式、应用及其优缺点等信息。 

2009 年，Patwardhan 等[29]首次提出一种以单核苷酸为研究对象对启动子进行高通量功能分析的方法，

该方法需要大规模平行合成 DNA 序列并对其进行测序。在此基础上，Melnikov 等[30]于 2012 年在对两种诱

导型增强子（合成 cAMP 调节增强子和病毒诱导的干扰素 β 增强子）变异位点的研究中提出了 MPRA 这

一技术。自此，随着 MPRA 技术的普及和发展，适用于各种实验的 MPRA 被不断的开发出来。2013 年，

Arnold 等[31]开发了一种可以在全基因组范围内直接定量评估数百万候选增强子活性的技术——STARR-seq

（self-transcribing active regulatory region sequencing）。与有条形码的 MPRA 相比，STARR-seq 技术通过

调控序列与启动子的相互作用来驱动报告基因和序列自身进行转录，调控序列的转录本作为标签而不需要

条形码序列，使实验操作更为简便。在 STARR-seq 基础上，Vanhille 等[32]于 2015 年开发了 CapSTARR-seq

技术，该技术克服了 STARR-seq 在哺乳动物中由于基因组过于复杂而使文库制备困难和测序深度过深的问

题，为哺乳动物中增强子活性的研究提供了一种快速且经济的方法。至 2016 年为止，MPRA 仅能在有限

的细胞类型中检测短 CREs 的活性差异。为此，Shen 等[33]开发了 AAV MPRA（adeno-associated virus MPRA）

技术以扩大 MPRA 的应用范围，该技术通过将 DNA 文库包装成 AAV，使文库可以转导至广泛的组织中，

从而能对任何可被 AAV 感染的组织或器官进行 MPRA；同年，Inoue 等[34]开发出一种基于慢病毒的 MPRA

技术，即 lentiMPRA（lentivirus-based MPRA），该技术可用于任何被慢病毒有效感染的细胞，这使 MPRA

技术在生物学上的应用范围进一步扩大[35]。2018 年，Kalita 等[36]开发了一种检测调控序列内等位基因特异

性表达的简化方法，称为 BiT-STARR-seq（biallelic targeted STARR-seq）。该方法在反转录中引入了单分

子标签（unique molecular identifiers，UMI），使得克隆和转化步骤中不会出现由于文库的复杂性而导致的

误差，从而提高检测等位基因特异性表达的能力；同年，Wang 等[37]提出了基于 ATAC-seq（assay for 

transposase accessible chromatin with high-throughput sequencing）和 STARR-seq 的 ATAC-STARR-seq 技术，

该技术可直接从开放染色质区域捕获目标片段，无需进行寡核苷酸合成，可以分析较长目标片段的活性。

有研究表明，转录因子对 DNA 甲基化水平的敏感性普遍存在差异，但这种差异敏感性是否会转化为基因

表达差异尚无定论[38]。因此，Lea 等[38]于 2018 年开发了 mSTARR-seq（methyl-STARR-seq）技术，主要用

于研究 DNA 甲基化对数十万个基因片段（数百万个 CpG 位点）的调控作用，为分析 DNA 甲基化与基因
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表达水平之间的因果关系提供了有力工具。为了探索 CREs 和区域染色质是否以复杂的序列相互作用，以

及它们与基因表达是否存在因果关系，Maricque 等[39]于 2018 年开发了 patchMPRA（parallel targeting of 

chromosome positions by MPRA）技术，该技术的关键点在报告基因产生的 mRNA 有两种不同的条形码：

一个是用于指定 CREs 的 CREs 条形码（cBC）；另一个是用于指定报告基因位置的基因组条形码（gBC），

这使 patchMPRA 能够在不同的染色体位置测量同一组 CREs，从而研究局部 CREs 和区域染色质对基因表

达的调控作用。2023 年，Zhao 等[40]基于 patchMPRA 技术[39]的两种条形码模型开发了一种 scMPRA

（single-cell MPRA）技术，可检测具有细胞类型或细胞状态特异性的 CREs，解决了传统的 MPRA 难以鉴

定细胞类型或细胞状态特异性的 CREs 这一难题。由于在单细胞中回收 mRNA 的效率较低，因此可以从

mRNA 回收效率方面改进 scMPRA。 
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表 1 不同 MPRA 技术的比较  

Table 1 Comparison between different MPRA 

方法 

有无

条形

码 

目标序列

来源 
载体 

转染

方式 
应用 优缺点 

参考

文献 

常规 MPRA 有 合成、基

因剪切或

DNA 捕

获 

MPRA 载

体 

电或

化学

转染 

鉴定基因组顺

式调控元件、

分析转录后调

控对表型的影

响 

需要条形码，不会造成

测序结果的偏差；实验

操作繁琐 

[30] 

AAV MPRA 有 DNA 捕

获 

腺病毒载

体 

电转

染 

体内分析顺式

调控元件活性 

可将 DNA文库转导至体

内，开展体内 MPRA 研

究 

[33] 

lentiMPRA 有 ChIP-seq 慢病毒载

体 

化学

转染 

分析调控元件

活性 

用于任何能被慢病毒感

染的细胞，扩展 MPRA

应用范围 

[34] 

patchMPRA 有 公司合成 pGL4.23 载

体 

电转

染 

检测区域染色

质和顺式调控

元件对基因表

达的影响 

在全基因组范围内研究

区域染色质与顺式调控

元件对基因表达的影响 

[39] 

scMPRA 有 公司合成 MPRA 载

体 

电或

化学

转染 

分析细胞类型

和状态对顺式

调控元件活性

的影响 

检测具有细胞类型或细

胞状态特异性的顺式调

控元件；mRNA 回收率

低 

[40] 

常规 STARR-seq 无 基因剪切 STARR-seq

载体 

电或

化学

转染 

鉴定增强子和

沉默子 

无条形码序列，可能会

造成测序结果的偏差；

操作简单 

[31] 

CapSTARR-seq 无 基因剪切 STARR-seq

载体 

电转

染 

鉴定哺乳动物

增强子和沉默

子 

解决了哺乳动物因基因

组过于复杂而使文库制

备困难和测序深度过深

的问题 

[32] 

BiT-STARR-seq 无 公司合成 pGL4.23 载

体 

电转

染 

检测不同等位

基因特异性表

达 

反转录引入 UMI 解决了

因文库复杂性而导致的

误差 

[36] 

ATAC-STARR-seq 无 ATAC-seq STARR-seq

载体 

电转

染 

检测基因组染

色质开放区对

转录调控活性 

可检测来自开放染色质

片段的活性；文库比基

因剪切的文库具有更高

的覆盖率 

[37] 

mSTARR-seq 无 基因剪切 mSTARR-s

eq 载体 

化学

转染 

研究 DNA 甲

基化对基因表

达的影响 

在全基因组内高通量检

测调控元件甲基化对基

因表达的影响 

[38] 

2 MPRA 基本原理、实验流程及统计分析 

2.1 MPRA 基本原理 

简单来说，MPRA 是一种升级版的荧光素酶报告基因分析法[41,42]。荧光素酶报告基因检测是一种

以荧光素（luciferin）为底物检测萤火虫荧光素酶（firefly luciferase）活性的研究系统，萤火虫荧光素

酶将荧光素催化氧化成氧化荧光素的过程中会产生生物荧光 [43]，可用于启动子结构和活性分析、
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miRNA 与靶基因的靶向互作研究、转录因子与启动子调控机制研究以及其他信号转导通路研究等；方

法是将特定的目标调控元件（增强子、启动子等）克隆到报告基因的载体中，构建成荧光素酶报告载

体，然后瞬时转染至细胞中，培养 48 小时后回收细胞，用荧光测定仪（也称化学发光仪）测定荧光素

酶活性[43]。有条形码的 MPRA 则是以荧光素酶报告基因为基础，在报告基因的 3'端添加遗传条形码（一

种随机寡核苷酸序列，可唯一标记匹配的目标序列），使得同一时间内可分析多个序列的调控活性[44]。

一旦将构建好的 DNA 文库转染至细胞中，启动子就会驱动调控元件序列及其独特的条形码表达，通

过二代测序技术量化条形码的转录效率来分析目标序列的调控活性，而非量化荧光素酶的发光 [42]。

STARR-seq 技术在报告基因的 3'端引入目标序列，有调控活性的目标序列作用于启动子使目标序列进

行自转录，通过二代测序技术量化目标序列的转录效率以分析其调控作用[31]。就两种技术相比而言，

STARR-seq 与 MPRA 的主要区别是条形码的有无，STARR-seq 不需要条形码，因此实验操作较简便，

但该技术中报告基因与目标序列之间的稳定性可能会造成测序结果的偏差，而 MPRA 技术中的条形码可以

很好的解决这一问题，但该技术实验操作较繁琐[35,45]。 

2.2 MPRA 实验流程 

有条形码的 MPRA 实验流程主要由 5 部分构成：（1）构建 DNA 文库。在微阵列中合成目标 DNA

序列和条形码序列，将其连接后克隆至 MPRA 载体后，将通用启动子和开放阅读框（荧光素酶或绿色

荧光蛋白等）克隆至目标 DNA 序列与条形码之间形成最终的 DNA 文库；（2）构建输入文库。通过

二代测序技术对 DNA 文库中的条形码进行测序形成输入文库（DNA-seq）；（3）转染。将 DNA 文库

转染至细胞后，开放阅读框和条形码进行转录表达；（4）构建输出文库。转染一段时间后，收集细胞

中的 mRNA，对条形码进行测序形成输出文库（RNA-seq）；（5）统计分析。整理 RNA-seq 和 DNA-seq

结果，通过它们读数的比值（RNA-seq/DNA-seq）反映目标 DNA 序列的相对表达量以分析其调控功能

（图 1 A）。 

与有条形码的 MPRA 相比，无条形码的 STARR-seq 技术的实验流程较为简便，主要由以下 5 部分

组成：（1）构建 DNA 文库。通过基因组剪切等技术获得目标 DNA 片段，将其克隆至 STARR-seq 载

体的开放阅读框（荧光素酶或绿色荧光蛋白等）和 PloyA 尾之间形成 DNA 文库；（2）构建输入文库。

通过二代测序技术对 DNA 文库中的目标 DNA 序列进行测序形成输入文库（DNA-seq）；（3）转染。

将 DNA 文库转染至细胞中，有调控活性的目标 DNA 序列作用于启动子而促进该目标序列的自转录；

（4）构建输出文库。转染一段时间后，收集细胞中的 mRNA，对目标 DNA 序列的转录本进行测序形

成输出文库（RNA-seq）；（5）统计分析。整理 RNA-seq 和 DNA-seq 结果，通过它们读数的比值

（RNA-seq/DNA-seq）反映目标 DNA 片段的相对表达量以分析其调控功能（图 1 B）。 
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图 1 MPRA 基本流程图 

Fig.1 MPRA basic flowchart 

A：常规 MPRA 实验流程；B：常规 STARR-seq 实验流程。 



 

8 Hereditas (Beijing)    

  

 

2.3 MPRA 数据分析 

MPRA 是通过输出文库（RNA-seq）的 mRNA 与输入文库（DNA-seq）的 DNA 条形码或目标 DNA

序列读数的比值分析基因组中具有调控活性的序列和变异位点。最初，研究人员通常采用二项式检验

[31]、差分峰值分析[46]、负二项式[47]及线性模型[48]等方法分析测序结果。随着 MPRA 的广泛应用，MPRA

数据分析技术逐渐被开发出来，表 2 总结了相关分析方法的原理和优缺点。2017 年，Kalita 等[49]基于

等位基因特异性定量分析（ quantitative allele-specific analysis of reads ， QuASAR ） [50] 开发了

QuASAR-MPRA，该方法用 β-二项式分布对 RNA 和 DNA 读数进行建模，提供了一种专门用于识别具

有等位基因特异活性的调控序列的统计分析方法。QuASAR-MPRA 虽然考虑了质粒比例的不平衡和测

序误差等问题对测序结果的影响，简化了重复试验的统计分析，但不能通用于活性差异分析。为此，

Myint 等[51]于 2019 年开发出了一种通用于 MPRA 活性差异分析的方法，即 mpralm。该方法基于 voom

方法使用线性模型进行活性差异分析[49]，为需要复杂的数据分析模型的实验设计提供了灵活的分析方

法。mpralm 不仅功能全面，而且优于目前存在的分析方法。虽然 MPRA 实验技术越来越完善，但其数

据分析还存在一定的不足，如：（1）忽略了数据中固有的噪音；（2）采用分析其他实验的数据模型；

（3）现存专用于 MPRA 的分析方法只能用于活性差异分析，并且依赖于 RNA 与 DNA 比率的统计汇

总，限制了实验数据的应用[48]。因此，Ashuach 等[52]于 2019 年开发了 MPRAnalyze 分析框架，该方法

使用图形模型将 DNA 和 RNA 读数联系起来，将数据直接建模为结构化数据。值得注意的是，

MPRAnalyze 内嵌套的广义线性模型使其能灵活应用于各种实验设计。有研究表明，一些为特定 MPRA

技术定制的分析方法，因 MPRA 实验设计的巨大差异、输入文件的复杂性等原因，无法在各种实验数

据分析中相互转换应用[53]。为此，Gordon 等[53]于 2020 年开发了一种基于 Nextflow[54]的 MPRA 数据分

析方法，即 MPRAflow。该方法用 DNA 和 mRNA 测序结果拟合广义线性模型来分析每个被测 CREs

的转录效率。MPRAflow 不仅可用 Python、Bash 和 R 语言自动运行 MPRA 处理代码，而且兼容了高性

能计算（HPC）集群和云计算等多种计算体系，这些计算体系扩大了一些数据分析技术的应用范围 [53]。

同年，为解决由 RNA 二级结构、热力学稳定性和文库复杂性等对 STARR-seq 测序结果的影响，Lee

等[45]开发了一个基于负二项式回归模型的分析方法，称之为 STARRPeaker。该方法不仅可模拟基础转

录效率，而且考虑了潜在的干扰因素。为了识别 MPRA 实验中的负调控元件（NRE），He 等[55]于 2022

年设计了第一个适用于 NRE 识别的程序——Fast-NR，它通过整合测序读数和图形特征，利用

STARR-seq 实验产生的数据检测 NRE。Fast-NR 的应用将加速沉默子功能机制和表观遗传学研究。为

解决数据质量和实验设计问题，Gilliot 等[56]于 2023 年又开发了一个 Python 包，即 FORECAST，该方

法通过基于最大似然法的推断方法和 Flow-seq 实验概率模型对实验和分析参数进行系统的探索，有助

于实验开发和数据的充分利用。 
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表 2 MPRA 数据分析技术的比较  

Table 2 Comparison of MPRA data analysis techniques 

方法 原理 优缺点 
参考

文献 

QuASAR-MPRA 用 β-二项式分布对 RNA 和 DNA 读

数进行建模 

考虑了质粒比例的不平衡和测序误差等问题对测

序结果的影响，简化了重复试验的统计分析；对

等位基因特异性表达以外差异分析具有局限性 

[49] 

mpralm 基于 voom 使用线性模型来分析活

性差异 

通用于 MPRA 活性差异分析，优于目前存在的分

析方法 

[51] 

MPRAnalyze 用图形模型将 DNA 和 RNA 读数联

系起来，将数据直接建模为结构化

数据 

对 DNA 和 RNA 读数中的噪声进行建模，并使用

嵌套广义线性模型控制条形码的特异性噪声，并

利用条形码的多重性提高统计功效 

[52] 

MPRAflow 一种基于 Nextflow的 MPRA数据分

析方法，用 DNA 和 mRNA 测序结

果拟合广义线性模型来分析每个

CRE 的转录效率 

操作简单，扩展一些数据分析方法的应用范围 [53] 

STARRPeaker 通过负二项回归法精确模拟基础转

录率 

考虑了潜在的干扰因素，如：RNA 二级结构、热

力学稳定性和文库复杂性等对 STARR-seq 测序结

果的影响 

[45] 

Fast-NR 通过整合测序读数和图形特征，利

用 STARR-seq 实验产生的数据检测

负调控元件 

用于负调控元件的识别和功能性变异的鉴定 [55] 

FORECAST 通过基于最大似然法的推断方法和

Flow-seq 实验概率模型对实验和分

析参数进行系统的探索 

优化实验设计和数据分析方法 [56] 

3 MPRA 在顺式调控元件及转录后调控中的应用 

3.1 顺式调控元件 

3.1.1 启动子 

启动子是调控基因表达的顺式作用元件之一，它含有 RNA 聚合酶特异性结合和转录起始所需的保守

序列，一般位于结构基因转录起始位点的上游，通过与转录因子结合而调控基因表达[57~59]。因此，启动子

的突变可能会通过改变转录因子的结合位点而调控基因表达。Kircher 等[60]采用饱和诱变 MPRA 分析与疾

病相关的启动子功能性变异，在人肝癌细胞（HepG2）中进行两次生物学重复检测低密度脂蛋白受体基因

（low-density lipoprotein receptor，LDLR）启动子的变异位点，在两次实验中均发现 c.-152C>T 和 c.-142C>T

突变使启动子活性降低，而 c.-217C>T 突变使其活性增强。此外，在人胚胎肾 239T 细胞（HEK293T）和

胶质母细胞瘤中检测端粒逆转录酶基因（telomerase reverse transcriptase，TERT）启动子的变异位点，发现

c.-124C>T、c.-146C>T、c.-45G>T、c.-57A>C 和 c.-54C>A 这 5 个变异位点均使启动子活性增强。Koesterich
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等[61]用 LentiMPRA 在神经干细胞中分析位于启动子区与孤独症谱系障碍（autism spectrum disorder，ASD）

相关的 3600 个新生突变（de novo variant，DNV）对基因表达的调控作用，经过 MPRAflow 和 MPRAnalyze

统计分析，发现 487 个野生型等位基因和 473 个突变型等位基因具有活性增强的趋势，165 个变异为高置

信度变异，但未发现 ASD 疾病中 DNV 富集的明显证据，也没有证据表明来自 ASD 的 DNV 在所有变异中

都增强转录活性，这可能与细胞类型、DNV 数量、测序深度等有关。这为今后研究非编码区 DNV 与神经

发育障碍之间的因果关系提供了参考。Jores 等[62]使用 STARR-seq 分析核心启动子的活性，选取 18,329 个

拟南芥（Arabidopsis thaliana）、34,415 个玉米（Zea mays）和 27,094 个高粱（Sorghum bicolor）核心启动

子构成 3 种文库，分别克隆至有 35S 增强子和无 35S 增强子的两种载体中，分别转染至烟草（Nicotiana 

tabacum）和玉米原生质体中，发现 35S 增强子可使核心启动子的活性增强，且核心启动子在烟草中具有

更强的活性。此外，他们还发现双子叶植物拟南芥的启动子在双子叶植物烟草中活性更强，而单子叶植物

玉米和高粱的启动子在单子叶植物玉米原生质体中表现出更强的活性。该研究揭示了不同类型的启动子与

增强子之间的特定作用，为优化启动子提供了一种可行的实验方法。 

3.1.2 增强子 

增强子是一段位于非编码序列且具有增强基因表达功能的短 DNA 序列，其含有转录因子的结合位点，

增强子通过与转录因子结合而提高靶基因的表达[63]。因此，增强子突变可能会通过影响转录因子结合位点

调控基因表达。目前，MPRA 已被广泛用于鉴定基因组中增强子序列以及其突变对基因表达的调控作用。

Kalita 等 [36]通过 BiT-STARR-seq 对 75,501 个 DNA 片段进行活性差异分析，在人类淋巴母细胞系

（lymphoblastoid cell line，LCL）中进行了 9 次生物学重复，通过 QuASAR-MPRA 分析鉴定出了 2720 个

等位基因活性具有显著性差异的 SNPs。该研究表明了 BiT-STARR-seq 这种简化的高通量报告基因检测方

法分析基因组等位基因特异性表达的可行性，为今后的相关研究提供了一种新技术。Cooper 等[23]用 MPRA

在 HEK293T 细胞中分析 5706 个非编码单核苷酸变异对基因转录活性的影响，这些变异位点来自阿尔茨海

默病（Alzheimer's disease，AD）和进行性核上性麻痹（progressive supranuclear palsy，PSP）的 GWAS 区

域，共发现了 320 个具有调控活性的变异，随后利用 CRISPR 干扰或敲除鉴定并验证了多个风险位点。该

研究表明了 MPRA 和 CRISPR 在高 LD 的复杂位点上分析与疾病相关的非编码区变异的有效性。Lu 等[12]

通过 GWAS 在系统性红斑狼疮（systemic lupus erythematosus，SLE）的 91 个风险位点中发现了 3073 个遗

传变异，将其与先前发表的 20 个遗传变异构建了 DNA 文库，转染至由 EB（epstein-barr virus）病毒感染

的 B 淋巴细胞（GM12878）中，发现了 482 个变异具有增强子活性，其中 51 个变异在 27 个风险位点显示

基因型依赖性增强子活性。为进一步探索具有细胞类型特异性的变异，将 DNA 文库转染至人 T 淋巴细胞

瘤细胞（Jurkat）中，鉴定出 92 个等位基因变异，其中有 25%变异在 GM12878 中被鉴定，这为今后的研
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究提供了宝贵的资源。该研究不仅为阐明 SLE 相关的转录调控机制提供了见解，而且为剖析人类复杂疾病

的病因提供了蓝图。Wu 等[64]用 STARR-seq 鉴定猪（Sus scrofa）基因组中的增强子序列，将滇南小耳猪基

因组进行随机剪切构成 DNA 文库，转染至猪肾细胞（PK15）和猪睾丸细胞（ST）量化增强子的活性，在

PK15 和 ST 细胞分别检测到 1015 和 2217 个增强子，其中有 601 个增强子在两个细胞系中均存在，这表明

STARR-seq 可用于在全基因组范围内量化猪增强子的活性。该研究首次应用于猪的全基因组增强子活性量

化图谱的绘制，它将促进猪复杂性状因果突变的鉴定。Sun 等[65]用 STARR-seq 鉴定水稻（Oryza sativa L.）

基因组中的增强子序列，用从 2 周龄日本晴水稻幼苗茎上提取的基因组构建 DNA 文库，转染至原生质体

中，在两次生物学重复试验中，分别发现了 15,208 和 12,210 个具有增强子活性的序列，其中 9642 个序列

在两次重复中均显现出增强子活性。该研究通过功能分析定量鉴定水稻的增强子，为在不同生物学背景下

进一步开展机理研究提供了宝贵资源。 

3.1.3 沉默子 

在遗传学中，沉默子是一段能够结合转录因子（阻遏蛋白）的 DNA 序列，与增强子对 DNA 转录的增

强作用相反，沉默子会抑制 DNA 的转录过程[66]。DNA 上的基因是信使 RNA 合成的模板，而信使 RNA 最

终被翻译成蛋白质。当沉默子存在时，阻遏蛋白结合到沉默子 DNA 序列上，会阻碍 RNA 聚合酶转录 DNA

序列，从而阻碍 RNA 翻译为蛋白质[67]。Doni 等[68]开发了 SSA（simple subtractive analysis）算法以识别人

类基因组内未鉴定的调控元件，用 STARR-seq 技术在 K562 细胞中分析 7500 个未鉴定的调控元件，发现

41.5%具有沉默子活性。为进一步证实结果的可靠性，他们又用 CRISPR-Cas9 技术敲除鉴定的沉默子，发

现其缺失使靶基因表达具有增强的趋势，该研究为全基因组沉默子的鉴定提出了一种通用策略，初步解决

了计算或实验方法在全基因组范围内识别沉默子具有挑战性这一问题。Mouri 等[69]通过 MPRAduo 在全

基因组范围内分析神经元限制性沉默元件，用 8436 个有典型抑制元件 1-沉默子转录因子（repressor element 

1-silencing transcription factor，REST）结合位点的序列和 4430 个无典型 REST 结合位点的序列与 5 种增强

子分别构成 ES（增强子-沉默子）文库，将其转染至 GM12878、HepG2、K562 和人神经母细胞瘤细胞

（SK-N-SH）中，发现 2657 个有典型 REST 结合位点的序列和 486 个无典型 REST 结合位点的序列表现出

活性降低的趋势，该研究结果表明 MPRAduo 能够预测抑制元件 1 的活性及其变异对抑制元件 1 的影响，

为转录因子结合位点的全基因组功能鉴定提供了一个范例。Hussain 等[70]通过 CapSTARR-seq 技术检测小

鼠（Mus musculus）基因组内的沉默子，用小鼠双阳性胸腺细胞的 28,055 个 DNA 酶 I 超敏感位点（DHS）

和 437 个非 DHS 区构建 DNA 文库，克隆至由 3 种不同启动子构成的 STARR-seq 载体，启动子为超核心

启动子 1（SCP1）、人磷酸甘油酸激酶基因普遍存在的强启动子（pPGK）和 T 细胞特异性启动子增强子

对 pRag2-Eα（pR-Eα），将文库转染至来源于小鼠 T 细胞的 P5424 细胞系中，在 SCP1、pPGK 和 pR-Eα
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文库分别检测出1249、672和413个沉默子，其中有15个沉默子在3种文库均被检测到。该研究将STARR-seq

方法用作一种新的高通量分析策略，以定量评估哺乳动物中沉默子的活性，为全基因组沉默子的鉴定和特

征描述提供了一种通用策略。 

3.2 转录后调控 

3.2.1 pre-mRNA 剪接 

在真核生物中，大多数的蛋白质编码基因都是转录为 pre-mRNA 后，通过加工去除非编码区（内含

子）成为 mRNA 后再翻译成蛋白质[71]。剪接是 pre-mRNA 加工过程中的关键步骤，由一个超大蛋白质

复合体（剪接体）催化，识别并作用于内含子与外显子连接处的特定序列（剪接位点），是一个动态

且可调控的过程[72,73]。一般情况下，pre-mRNA 含有多个假定剪接位点，其中的任何一个都可能是剪接

体的对接位点。有相关研究表明，内含子和外显子的突变会通过引起剪接位点的改变而调控基因表达，

进而引发疾病或经济性状差异[74~77]。随着高通量测序技术的发展，MPRA 成为研究 pre-mRNA 剪接的

一种日益流行的方法。Rosenberg 等[9]用 MPRA 探究 200 多万个基因的可变剪接位点，他们将黄色荧光蛋

白衍生物的序列分成两个外显子，并在两个外显子之间引入具有简并序列的内含子，每个内含子都设计两

个相互竞争的剪接位点，并在两个相互竞争的位点之间或远端位点的下游位置插入两个长为 25 bp 的完全

简并序列，由此创建了两个复杂性文库，一个是由 265,137 个序列组成的 5'端剪接位点文库，另一个是由

2,211,739 个序列组成的 3'端剪接位点文库。将文库转染至细胞中，通过机器学习用 RNA-seq 的丰富数据建

立剪接模型，预测人类 SNP 对剪接的影响。值得注意的是，虽然 MPRA 不包括外显子跳跃文库，但该模

型能预测外显子跳跃序列的变异。该研究提出了一个基于合成序列进行 MPRA 的框架，显著提高了对

pre-mRNA 剪接的理解和预测人类自然遗传变异影响的能力。Soemedi 等[78]开发了一种大规模平行剪接

测定（MaPSy）筛选 4964 个外显子致病突变对剪接的影响。实验包括两方面，一个是通过将文库转染

细胞评估突变对体内剪接的影响，另一个是在细胞核提取物中评估突变对体外剪接的影响。选择长度

小于或等于 100 bp 含突变位点的外显子，合成为包含至少 55 bp 的上游内含子和至少 15 bp 的下游内

含子的待测序列，根据测序获得等位基因读数，确定每对等位基因（突变型/野生型）的比率。虽然实

验系统不同，但两种实验得到的结果一致，约有 10%的外显子突变对剪接有影响。该研究首次提出一

种对外显子剪接突变进行大规模分析的新型技术，为大规模鉴定和描述外显子剪接突变提供了便利。  

3.2.2 RNA 编辑 

基因经过转录后和翻译后调控机制会产生不同的蛋白质，使真核生物产生不同的性状[79]。在转录后调

控中，基因的 pre-mRNA 会经历各种加工修饰，如 5'端加帽、剪接、3'端加尾等[80]。RNA 编辑是转录后机

制之一，它能通过编码基因组序列改变 RNA 序列，进而调控基因表达。RNA 编辑主要发生在非编码区，

少数发生在编码区[81,82]。RNA 编辑除了能改变蛋白质序列外，还能影响剪接[83]、RNA 稳定性[84]、翻译
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[85]等。相关研究表明，RNA 编辑与多种疾病相关，如：癌症与肌萎缩侧索硬化症（amyotrophic lateral 

sclerosis，ALS）、帕金森病（Parkinson’s disease，PD）和 AD 等神经退行性疾病[81,86]。因此，鉴定功能

性编辑位点不仅有助于了解主要生物学作用，而且有助于阐明 RNA 编辑与疾病的关系。目前，MPRA

已经用于分析 RNA 编辑。Choudhury 等[10]用 MPRA 筛选调控 mRNA 丰度的 3'UTR 功能性编辑位点，建

立了一个包含 770 个位于 3'UTR 的 A-to-G 编辑位点的文库，通过比较位点在 DNA 文库和 mRNA 文库中

未编辑和编辑的相对富集度，共发现 214 个编辑位点导致报告基因活性的显著变化，这表明相对较多的

3'UTR 编辑位点可能通过参与转录后调控机制调控基因表达。Safra 等[27]采用 MPRA 验证假尿苷（Ψ）的

位点，并分析导致其特异性的因素。该研究采用以 Ψ 为中心的 65 bp 序列和 8 bp 条形码的模式设计了 6411

个序列，将序列克隆至编码区（CDS）的下游形成文库，将文库转染至细胞后，用一种通过作用于 Ψ 而阻

止转录的物质进行处理。因此，可通过高通量测序确定 Ψ 的确切碱基对位置，鉴定可导致尿苷转化为 Ψ 的

DNA 序列和变异，从而破解 RNA 编辑的大部分未知调控密码[42]。这为研究尿苷酸假尿苷化提供了一种高

通量策略。 

3.2.3 RNA 稳定性 

众所周知，储存在 DNA 中的遗传信息会通过 mRNA 传递给蛋白质[87]，但该过程会受到多种水平上的

调控，如：染色质调控、转录调控、转录后调控和翻译调控等。其中，转录后调控中的 mRNA 稳定性是影

响蛋白质丰度的关键性因素，其受 3'UTR 和 5'UTR 影响[88,89]。有研究表明，MPRA 可用于研究 3'UTR 和

5'UTR 序列与 mRNA 稳定性之间的关系[11,90,91]。Siegel 等[92]基于 fast-UTR（massively parallel functional 

annotation of sequences from 3'UTRs）技术分析人类 3'UTR 序列对 mRNA 稳定性的影响，将由 41,288 个

3'UTR 序列构建的文库转染至细胞中，发现 mRNA 稳定性随富含 AU 的元件（AU-rich element，ARE）

的序列长度增加而显著降低。基于这一发现，他们提出一个新的 ARE 分类系统来分析 ARE 对基因表

达和 mRNA 稳定性的影响，发现两次实验结果一致。通过进一步研究包括本构衰变元件（constitutive 

decay element，CDE）在内的其他基序，发现 CDE 茎环的长度对 mRNA 稳定性有显著影响，这表明该

研究不仅可用于 ARE，还可用于分析 CDE。虽然该研究为解析人类 3'UTR 序列中的 ARE 与 CDE 提供

了新策略，但其还有许多局限性，如：实验分析的是 3'UTR 的一个子集，而不是整个基因组；该策略

主要是针对 ARE 和 CDE 而设计的，对于研究其他序列的可行性未知[92]。Jia 等[91]通过 MPRA 分析由

100 多万个 5'UTR 变异组成的文库，文库转染至 HEK293 细胞中，不仅发现上游开放阅读框（uORF）

和下游 GFP 之间的完全随机化的 10 bp 序列会导致 mRNA 翻译能力和稳定性的差异，而且还发现了一

个位于 5'UTR 中非结构化的富含 A 的元件在没有翻译的情况下影响 mRNA 稳定性。该研究结果不仅揭

示了 5'UTR 在控制 mRNA 可翻译性方面的多种序列特征，还揭示了依赖于核糖体和不依赖于核糖体的

mRNA 监控途径。 
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4 结语与展望 

目前，MPRA 已广泛应用于人类疾病或复杂性状的研究，但在动植物上的研究鲜有报道。尽管

MPRA 以其高通量的优势在人类疾病或复杂性状的基因组转录调控和转录后调控等研究中得到广泛

的应用，并取得了显著的进展，但其还有一些局限性，主要体现在如下几个方面：（1）MPRA 无法

识别受调控元件影响的靶基因。MPRA 需要与 eQTL 和 Hi-C 等功能基因组学技术结合使用以识别靶

基因 [42,93]。但当所用细胞为稀有细胞类型和遇到环境扰动时，获得与生物学背景相匹配的数据是具

有挑战性的[42]。Perturb-seq 能很好的解决这一问题，它针对 MPRA 验证的调控元件设计一个与条形

码相关的 gRNA 文库，条形码能调控 gRNA 靶基因的表达[42]。将文库转染至可表达 Cas9 蛋白的细胞

系中，gRNA 扰乱感兴趣的区域，通过 scRNA-seq 分析转录组的数据变化，进而验证调控元件的功能

[94]，并揭示调控元件的靶基因以及相关通路。（2）MPRA 在检测长目标序列受到限制。原因有两点，

一个是寡核苷酸序列的合成能力有限，序列大多在 300 bp 以内，这使 MPRA 大多用于分析短目标序

列的活性差异。虽然 300 bp 足够用于分析特定的转录因子结合位点、局部序列的相互作用等[35]，但

大部分完整的调控元件都大于 300 bp。同时，相关研究表明 MPRA 结果受目标序列长度的影响最大，

随着目标序列的增长，MPRA 检测活性的能力也会增加[38,95]。Klein 等[95]提出了一项用于合成长目标

片段的新技术，即 HMPA。未来，人们可以通过进一步的开发或改进 HMPA 等方法构建复杂且统一

的长目标序列文库，扩大 MPRA 的应用领域和研究深度。另一个是 STARR-seq 虽然能通过随机剪切

和捕获等方法来进行长目标序列的分析，但这些方法都需要大量的 DNA 样本[30,96]。因此，在应用此

种方法研究稀有样本和濒临物种会面临巨大的挑战。（3）载体染色质的不确定性。AAV MPRA 载体

进入细胞后，AAV 基因组会由单链 DNA 转为双链 DNA，然后以环化单体或共聚体外显子的形式存

在，从而获得染色质特性 [97,98]。但人们不清楚衍生染色质是否接受了全套的修饰，不能确定载体是

否能完全再现调控元件的活性特征[44]。lentiMPRA 的载体整合到宿主基因组中会被所有表观遗传修

饰因子标记，但整合位置效应对检测结果有影响 [42]。将报告基因载体特异性插入至宿主基因组可以

改善这一问题[99]，但该方法还没有在 MPRA 中实现。（4）不同实验设计的一致性。随着 MPRA 的

广泛应用，其实验策略越来越多样化，各种策略之间的一致性也成为研究者需要考虑的因素。Klein

等[95]基于经典 MPRA、STARR-seq 和 lentiMPRA 设计了 9 种实验策略，并分析实验结果的一致性。

结果表明，目标序列位于最小启动子 5'UTR 而条形码位于报告基因 3'UTR 的 lentiMPRA、目标序列

和条形码分别位于最小启动子和报告基因 5'UTR 的 lentiMPRA、以 ORI（ the bacterial plasmid 

origin-of-replication）为启动子的 STARR-seq 和经典 MPRA 有良好的一致性，而与以 HSS 为启动子

的 STARR-seq、目标序列和条形码分别位于最小启动子和报告基因 3'UTR 的 lentiMPRA 没有良好的

一致性。这表明实验策略之间存在差异，要求研究者在制定研究策略时要考虑好各方面的因素，避

免引起不必要的误差。 
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MPRA 不仅可以用于研究人类疾病，还能用于研究生物进化的问题。如，结合祖先序列重建法

检测调控元件在进化过程中的活性变化[100]；结合序列扫描法鉴定功能性等位基因并绘制精细图谱 [35]

等。总之，随着科学技术的不断发展，新的研究方法以及技术会不断出现，为基因组学研究带来巨

大的发展空间。MPRA 作为一种高通量、应用范围广的研究基因表达调控的利器，未来在人类疾病、

动植物重要性状的遗传机理解析等领域将得到更广泛的应用。 
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