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【摘要】目的 本研究旨在系统性地鉴定黑色素瘤特异性超级增强子(SE)，并阐明其在维持肿瘤恶性表型中的作用，为精准肿瘤治疗提供新靶点和理论框架。方法 
本研究通过整合多组学分析与实验验证，系统阐明黑色素瘤特异性SE相关基因的生物学功能。结果 本研究共鉴定出1703个黑色素瘤特异性SE相关基因，在黑色素
细胞分化、上皮-间质转化(EMT)、伤口愈合及PI3K-Akt信号通路等关键肿瘤相关生物学过程中显著富集(P<0.05)。此外，研究进一步证实SE驱动谱系转录因子MITF
与SOX10的表达，其表达水平可被JQ1显著抑制(P<0.05)，且与不良临床预后正相关(P<0.05)。RNA-seq分析表明，SE抑制可广泛干扰代谢、增殖与细胞死亡等关
键通路，其中58个JQ1调控基因与患者总生存期显著相关。功能实验证实抑制SE活性可有效抑制黑色素瘤细胞增殖、克隆形成并诱导细胞凋亡。结论 SE通过驱动
黑色素瘤发生与进展中的关键基因表达，成为极具潜力的治疗靶点，为新型治疗策略的开发提供新方向。
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Abstract: Objective This study aims to systematically characterize melanoma-specific super-enhancer (SE) and elucidate their role in sustaining tumor phenotypes, 
providing new therapeutic targets and a framework for precision oncology. Methods This study delineates the function of melanoma-specific SE-associated genes 
through integrated multi-omics analysis and experimental validation. Results This study identified 1,703 melanoma-specific SE-associated genes, which were 
significantly enriched (P<0.05) in key tumor-related processes and pathways such as melanocyte differentiation, EMT, wound healing, and PI3K-Akt signaling. 
Based on these findings, we further demonstrated that SE activity drives the expression of lineage transcription factors MITF and SOX10, whose expression was 
significantly suppressed by JQ1 (P<0.05) and positively associated with poor clinical outcomes (P<0.05). RNA-seq analysis demonstrated that SE inhibition broadly 
disrupted critical pathways including metabolism, proliferation, and cell death. Consequently, 58 JQ1-regulated genes showed significant association with overall 
survival. Functionally, SE inhibition consistently suppressed proliferation, colony formation, and induced apoptosis in melanoma cells. Conclusion SE drive critical 
gene expression in melanoma progression, representing promising therapeutic targets and novel treatment avenues.
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　　黑色 素 瘤 是 源 自黑 色 素 细 胞 的高 度 恶 性 肿 瘤 [ 1 ]。 尽 管
BRAF/MEK靶向治疗和免疫检查点抑制剂显著改善部分患者预
后，但异质性、耐药性及免疫逃逸等因素仍显著限制治疗效
果[2-3]。深入阐明其分子调控机制、识别关键致癌驱动因素，
对推动精准治疗策略的发展具有重要意义。
　　在黑色素瘤等高度异质性恶性肿瘤中，表观遗传调控
是驱动肿瘤进展的关键非遗传因素[4]。超级增强子(super-
enhancer,SE)作为一类富集BRD4、MED1、p300等共激活因
子的强效顺式调控元件，因其在调控肿瘤相关基因高表达中
的核心作用而受到广泛关注[5]。SE不仅参与正常发育与分化过
程，也在多种肿瘤中通过激活癌基因异常表达，促进肿瘤发生
与进展[6]。
　　SE因其组织特异性，已成为潜力显著的新型肿瘤治疗靶
点。研究表明，SE相关基因广泛参与维持恶性表型、免疫调

控及耐药过程[7]，并在白血病[8]、神经母细胞瘤[9]及肺癌[10]等
肿瘤中驱动关键致癌通路。然而，SE在黑色素瘤中的全局调
控网络、核心靶基因及其对肿瘤进展与预后的系统性影响，仍
有待深入揭示。
　　此外，SE对药物干预高度敏感，为表观遗传靶向治疗提
供可行策略[11]。多种靶向SE核心组分的抑制剂(如BET抑制剂
JQ1、dBET1，CDK7抑制剂THZ1)已在临床前或早期临床阶
段展现出对多种肿瘤具有显著疗效[12]。因而，系统解析黑色素
瘤中SE调控网络，有望为靶向SE的个体化治疗提供理论基础
与实践依据。
　　本研究整合多组公开H3K27ac ChIP-seq与RNA-seq数
据，通过识别黑色素瘤特异性SE及其靶基因，并结合功能实
验与药理干预，系统解析其在肿瘤进程与预后中的作用，旨在
为黑色素瘤的预后评估与靶向治疗提供新策略。
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1  资料与方法
1.1 数据来源与生物信息学分析
1.1.1 数据来源  本研究从GEO获取黑色素瘤及正常黑色素细
胞系的H3K27ac ChIP-seq与A375细胞系RNA-seq数据，并从
TCGA与GTEx获取黑色素瘤及正常皮肤组织的RNA-seq数据。
1.1.2 SE及相关基因的鉴定  本研究从GEO数据库下载5株黑
色素瘤细胞系及1株正常黑色素细胞的H3K27ac ChIP-seq 
FASTQ数据。SE的鉴定流程包括：使用Bowtie2将序列比对至
GRCh38参考基因组，MACS2进行显著峰识别，用SE排序识别
算法拼接12.5 kb内的增强子并按H3K27ac信号强度排序，以
信号曲线斜率>1界定SE，最终通过ROSE2输出SE相关基因。
1.1.3 差异表达分析  RNA-seq原始基因表达计数数据经edgeR
包TMM归一化后，采用R语言的limma包中voom函数进行均
值-方差建模，生成适用于线性建模的表达矩阵。随后构建设
计矩阵，利用lmFit拟合线性模型，并经eBayes贝叶斯修正，
筛选差异表达基因。
1.1.4 GO富集分析  GO富集分析采用R语言clusterProfiler包完
成，设定经Benjamini-Hochberg校正后的P值<0.05为显著富
集标准。
1.1.5 KEGG通路富集分析  KEGG通路富集分析使用R语言
clusterProfiler包完成，以经Benjamini-Hochberg校正后的P
值<0.05作为显著富集标准。
1.1.6 GSEA富集分析  使用R语言clusterProfi ler包中的
gseKEGG函数进行MSigDB的C2.KEGG基因集富集分析。设定
置换次数为1000，并以FDR<0.25作为显著富集标准。
1.1.7 生存分析  基于TCGA黑色素瘤数据，采用单因素Cox回
归分析(P<0.05)筛选预后相关基因，并通过森林图展示结果；
进一步利用Kaplan-Meier法分析关键基因的生存差异，并绘
制生存曲线。
1.2 实验材料及方法
1.2.1 主要试剂及耗材  A375细胞系购自普诺赛生物；细胞培
养相关试剂(胎牛血清、青霉素/链霉素、胰酶、PBS)购自美仑
生物；功能实验所用试剂盒(CCK-8、ROS、细胞凋亡、细胞
固定与染色)分别购自碧云天生物和联科生物；SE抑制剂(JQ1, 
THZ1, dBET1)购自MedChemExpress；RNA提取、逆转录及
qRT-PCR相关试剂盒购自诺唯赞生物。
1.2.2 细胞培养  用含10%胎牛血清、1%青霉素/链霉素的
DMEM培养基，于37℃、5% CO2恒温培养A375人恶性黑色素
瘤细胞系。
1.2.3 qRT-PCR  本研究采用qRT-PCR法检测JQ1干预后A375细胞
中MITF与SOX10的转录水平。细胞经JQ1(2、4μmol/L)处理24
小时后，按试剂盒说明提取总RNA并逆转录为cDNA，使用以下
引物进行扩增：MITF-F: 5’-CAGTCCGAATCGGGGATCG-3’，
M I T F - R :  5 ’ -T G C T C T T  C A G C G G T T G A C T T T- 3 ’ ；
SOX10-F: 5’-CCTCACAGATCGCCTACACC-3’，SOX10-R: 
5’-CATATAGGAGAAGGCCGAGTAGA-3’。
1.2.4 半数抑制浓度(Half Maximal Inhibitory Concentration, 
IC50)检测  将对数生长期的A375细胞按8×10³/孔接种于96
孔板；贴壁后，分别给予不同浓度JQ1、THZ1、dBET1或等
量DMSO处理24小时。之后，采用CCK-8法检测：每孔加入
100μL含10% CCK-8的培养基，37℃孵育2小时，于450nm波
长下测定OD值。

1.2.5 细胞增殖实验  细胞铺板同上述1.2.4，细胞完全贴壁后，
分别给予SE抑制剂JQ1 2、4μmol/L及THZ1 0.05、0.1μmol/L
进行干预。干预后24小时进行CCK8检测，方法同上1.2.4。
1.2.6 平板克隆实验  对数生长期A375细胞经胰酶消化、离
心、重悬后计数，按每孔600个细胞接种于6孔板，贴壁后分
别加入JQ1(2、4μmol/L)及THZ1(0.05、0.1μmol/L)干预，
DMSO为对照。培养10~14天，克隆形成且未融合时弃去上
清，PBS清洗3次，4%多聚甲醛固定20分钟，再次PBS洗涤后
以结晶紫染色30分钟，清洗晾干，最终通过酶联斑点成像仪
扫描并计数克隆数。
1.2.7 细胞凋亡检测  将处于对数生长期的A375细胞以3×10⁵ /
孔 接 种 于 6 孔 板 ， 培 养 2 4 小 时 后 分 别 用 指 定 浓 度 J Q 1 ( 2 、
4μmol/L)或THZ1(0.05、0.1μmol/L)处理24小时。收集细胞
上清后，使用PBS洗涤，经Accutase消化并离心收集细胞。
随后用预冷PBS洗涤细胞，以1× Binding Buffer重悬，加入
Annexin V-FITC与PI避光孵育5分钟，最后通过流式细胞术分
析细胞凋亡情况。
1.2.8 ROS检测  细胞按1.2.7方法处理24小时后，与10μmol/L 
DCFH-DA于37℃共孵育30分钟。洗涤、消化并重悬后，通过
流式细胞术检测ROS水平。结果以平均荧光强度表示，并计算
加药组与对照组的相对比值，采用双尾t检验进行统计分析。
1.3 统计学方法  利用GraphPad Prism 8进行统计分析，各组
间结果比较用t检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2  结　果
2.1 肿瘤特异性SE-genes在恶性黑色素瘤中的关键生物学
功能解析  为鉴定黑色素瘤特异性SE相关基因，本研究分析
GEO数据库中5株黑色素瘤细胞系与1株正常黑色素细胞的
H3K27ac ChIP-seq数据(表1)。结果在黑色素瘤细胞系中鉴
定出2030个SE相关基因，其中1703个为黑色素瘤特异性。
GO富集分析显示其显著富集于色素细胞分化、上皮-间质转
化、伤口愈合及细胞迁移等肿瘤恶性相关过程(图1A)。KEGG
通路分析进一步提示其在黑色素合成、转录失调、PI3K-Akt
及Wnt等关键肿瘤通路中显著富集(图1B)。本研究揭示SE在
黑色素瘤发生发展中的核心作用，其靶基因具有作为新型治
疗靶点的潜力。
2.2 SE在促进恶性黑色素瘤细胞谱系身份基因表达中的关键
作用  本研究揭示谱系决定因子MITF与SOX10在黑色素瘤中为
SE驱动型身份基因。在5株黑色素瘤细胞系中均发现其关联的
超级增强子，且二者在肿瘤组织中表达显著高于正常组织(图
2A)，高表达与患者不良预后密切相关(图2B)。机制上，SE抑
制剂JQ1可显著降低MITF与SOX10表达(图2C)，证实其转录
对SE的高度依赖性。结果表明，SE通过直接调控身份基因表
达，在维持黑色素瘤细胞特征中发挥关键作用，并为靶向干预
提供潜在策略。
2.3 SE相关基因表达失调在肿瘤预后中的潜在作用  本研究
基于JQ1处理A375细胞的RNA-seq数据(GSE83592)，筛选出
2002个差异表达基因(图3A)，揭示SE抑制对转录组的广泛影
响。GO分析显示差异基因显著富集于染色质重塑、凋亡、
DNA损伤应答、细胞周期等关键生物学过程；KEGG分析进一
步发现其在染色质重塑、糖酵解、三羧酸循环、铁死亡及细胞
周期等通路显著富集。GSEA证实JQ1显著下调细胞周期、氧
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化磷酸化等促肿瘤转录程序(图3A~图3B)，系统阐明SE通过协
调多通路维持黑色素瘤恶性表型的调控机制。
　　本研究在JQ1调控的差异基因中鉴定出175个黑色素瘤特
异性SE相关基因。基于TCGA队列的单因素Cox分析进一步筛
选出58个与总生存显著相关的基因(P<0.05)。其中VDAC1、
ATP6V0A4、SLC3A2等7个基因高表达与患者不良预后密切相关
(图4)。这些发现系统揭示SE相关基因在黑色素瘤预后评估与靶
向干预中的潜在价值。
2.4 抑制SE活性可有效阻断恶性黑色素瘤细胞的增殖能力  为
验证黑色素瘤特异性SE靶基因功能，本研究采用JQ1、THZ1
与dBET1干预A375细胞。CCK-8实验测得三者24小时IC50
分别为17.57μmol/L、0.042μmol/L与7.65μmol/L。进一

步增殖实验显示，JQ1与dBET1呈剂量依赖性抑制细胞增殖
(图5A)，THZ1在0.05~0.1μmol/L浓度下亦显著抑制生长(图
5A)。平板克隆实验进一步证实，JQ1与THZ1可显著削弱细胞
克隆形成能力(图5B)。结果表明，SE活性对维持黑色素瘤细
胞存活与增殖具有关键作用。
2.5 抑制SE活性可促进恶性黑色素瘤细胞凋亡  为探讨SE抑制剂在
诱导恶性黑色素瘤细胞程序性死亡中的作用。本研究评估SE抑制
剂对A375细胞凋亡及ROS水平的影响。流式检测显示，JQ1(2、
4μmol/L)与THZ1(0.05、0.1μmol/L)处理24小时均显著诱导细
胞凋亡(图6A)。此外，两药处理可明显提升细胞内ROS水平(图
6B)。结果表明，抑制SE活性可通过促进氧化应激与细胞凋亡发
挥抗黑色素瘤作用，支持其作为治疗靶点的潜力。

表1 H3K27ac ChIP-seq数据的样本信息
细胞名称	      样本类型	 样本编号	                 BRAF突变	     NRAS突变

CJM	      黑色素瘤	 GSM1953837           无	     无

A375	      黑色素瘤	 GSM2190579           BRAF V600E	    无

UACC257	      黑色素瘤	 GSM1953842           BRAF V600E	    无

SK-MEL-30    黑色素瘤	 GSM1953841           无	     NRAS Q61K

SK-MEL-2	      黑色素瘤	 GSM1953840           无	     NRAS Q61R

NHM	      正常黑色素细胞	 GSM2476348           无	     无

图1 黑色素瘤特异性SE相关基因的功能分析。图1A～图1B：黑色素瘤特异性SE相关基因的G0(A)及KEGG通路富集分析(B)。图2 黑色素瘤谱系基因MITF及
S0X10的表达及功能分析。图2A～图2B：S0X10和MITF在黑色素瘤与正常组织中表达水平的箱线图(A)及表达水平与患者总生存期的Kaplan-Meier曲线(B)；
图2C：JQ1处理对MITF和S0X10表达调控柱状图。图3 黑色素瘤中SE抑制剂调控的SE相关基因的功能分析。图3A～图3B：JQ1处理A375细胞后差异表达基因在
氧化磷酸化通路(A)及细胞周期通路(B)的GSEA分析曲线图。图4(见下页) 恶性黑色素瘤特异性SE相关基因对生存预后的影响。JQ1调控基因与黑色素瘤SE相
关基因交集的预后分析森林图。图5 SE抑制剂对恶性黑色素瘤细胞增殖的影响。图5A：JQ1、THZ1与dBET1对A375细胞增殖的抑制作用；图5B：JQ1与THZ1对
A375细胞克隆形成的影响。图6 SE抑制剂对黑色素瘤细胞凋亡的影响。图6A～图6B：流式细胞术检测SE抑制剂JQ1、THZ1干预24小时对A375细胞凋亡(A)及细
胞内R0S水平(B)的影响。

1A 1B 2A 2B

5A3B3A2C

5B 6A 6B
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3  讨　论
　　近年来，SE作为驱动肿瘤表型的关键表观遗传元件备受
关注[13]。SE通过富集转录复合物促进身份基因高表达，从而
维持细胞命运[6]。本研究系统解析SE在黑色素瘤中的作用，鉴
定出1703个黑色素瘤特异性SE相关基因，并通过药物干预证
实其在黑色素瘤发生发展中的关键调控功能。
　　SE依赖性转录是肿瘤发生的重要机制，如白血病中的
MYC和乳腺癌中的FOXA1等[14]。类似地，本研究发现MITF和
SOX10在黑色素瘤中亦受SE调控。MITF作为黑色素细胞的主
控转录因子，是典型的谱系依赖基因，其活性依赖于BRD4介
导的SE维持，与既往研究一致[15]。SOX10则协同MITF参与细
胞身份维持、黑色素合成及抗凋亡过程[16]。我们进一步发现
VDAC1、SLC3A2等多个SE相关基因与不良预后相关。VDAC1
定位于线粒体膜，参与氧化磷酸化和ROS生成，是调控肿瘤
代谢重编程的关键分子[17]；SLC3A2则介导氨基酸转运，激活
mTOR通路并促进免疫逃逸，已在多种肿瘤中被证实为不良预
后因子[18]。SE对上述代谢与信号节点基因的调控，强调其在
维持黑色素瘤异常代谢稳态中的重要作用。
　　本研究重点探讨SE活性抑制对细胞命运的影响。JQ1与
THZ1处理均显著抑制A375细胞增殖和克隆形成，其中THZ1通
过抑制CDK7活性选择性干扰SE介导的转录[19]，JQ1则通过阻断
BRD4发挥特异性毒性[20]。值得注意的是，SE抑制剂可诱导ROS
水平升高并促进凋亡，这一发现与近年来关于SE调控氧化还原
代谢的研究结果高度一致[21]。SE调控的代谢基因可维持线粒体

活性与氧化磷酸化过程，一旦SE结构被破坏，细胞将面临线粒
体功能障碍、ATP供能不足及ROS积累[22]。在本研究中JQ1与
THZ1均可诱导ROS水平快速升高，暗示SE通过调控线粒体稳态
在细胞生存中发挥核心作用。除促进促进凋亡外，ROS的过度
积累亦可能诱导铁死亡或细胞焦亡等其它程序性死亡形式[23]，
这提示SE抑制剂不仅通过经典凋亡途径，也可通过调节细胞应
激通路诱发多形式死亡反应，值得后续深入探索。
　　本研究系统阐明SE通过驱动谱系因子及代谢信号通路促
进黑色素瘤进展。药理学抑制SE可诱导细胞凋亡，展现治疗
潜力。未来研究SE与免疫、代谢疗法的协同作用，将为黑色
素瘤精准治疗提供新方向。
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