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一种特异识别 !"#$启动子的人工转录因子的构建

赵兴卉 朱旭东" 刘 娟 饶相君 黄培堂
（北京生物工程研究所，北京 !%%%4!）

摘 要 转录因子是真核表达调控中非常重要的一类反式作用因子，通常由 D+E结合域与效应域两部分组成，而
锌指结构是 D+E结合域的常见组成单元。人工转录因子就是基于转录因子的这种结构特点，人为地选择针对特
定序列的 D+E结合域与具有特定作用的效应域组合而成。利用噬菌体展示技术，筛选到与 ,’5%启动子上 "1.序
列特异结合的锌指结构，再连接 FGH!的 FIEJ域构建了一种人工转录因子。转染实验表明它对 ,’5%下游的报告
基因的表达有很显著的抑制作用。
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转录因子（62:BLC2;./;(B M:C/(2，6N）是一类反式作
用因子，能够与真核基因启动子中的顺式元件发生

相互作用，因而在真核基因表达调控中至关重要［!］。

通常而言，天然的转录因子至少由两部分组成，即

D+E结合域（D+E31;B@;BO @(0:;B）与效应域（9MM-C/(2
@(0:;B）。D+E结合域通过对 D+E上特异位点的识
别与结合使转录因子精确地定位，从而使得效应域

可以有的放矢地针对特定区域起作用。常见的效应

域有激活域（EC/;P:/;(B @(0:;B）和抑制域（I-.2-LL;(B
@(0:;B）等等，分别对 D+E 的转录起到激活或抑制
的作用［$］。根据转录因子的这种结构特点，我们可

以设计人工转录因子，特异地识别并结合我们感兴

趣的靶序列，并依照我们的需要起到激活或抑制转

录的作用。

天然转录因子中，最常见的 D+E结合域是锌指
结构。锌指结构是一种自然界广泛存在的蛋白质结

构基序（Q(/;M）［&］，每一个锌指单元由大约 &%个氨基
酸组成，形成反平行的!折叠片与一个"螺旋，通常
每一个锌指通过"螺旋（被称为识别螺旋）外侧的氨
基酸来识别 D+E双螺旋大沟中的相连的 &1.序列，
并可通过氢键作用与相应的碱基结合［5］。实验表明

每个"螺旋外侧有 # R 4个氨基酸位点与该锌指结
合 D+E的特异性及 SD值有密切联系［#，8］。多个锌
指可以串联成簇，从而识别并结合较长的 D+E序列

区域。

为了能够在理论上针对任意给定的 D+E序列
都能得到与之特异结合的锌指结构，我们采用噬菌

体展示技术来构建锌指库以便筛选。目前已有多种

构建用于锌指筛选的噬菌体展示文库的策略［4 T !&］。

我们 采 用 的 是“两 部 分 互 补 法”（ J;.:2/;/-3
C(0.)-0-B/:2U 0-/=(@）［"］。
常见的转录因子效应域有具有转录激活作用的

.8#、’V!8以及在本实验中使用的有抑制转录作用
的 FGH! 的 FIEJ域。FGH! 是一种重要的转录抑
制因子，是 3(4!基因的产物。经研究知 FGH!的第
! R 4#氨基酸就具有全部的转录抑制活性，这 4#个
氨基酸是具有高度同源性的序列，称为 FIEJ 域
（F2>..-)3:LL(C;:/-@ 1(?），几乎存在于所有真核生物
中［!5］。

本文利用上述噬菌体展示锌指文库筛选到特异

识别并结合 ,’5% 启动子的锌指，连接 FGH! 的
FIEJ域构建人工转录因子。通过活性的检测实验
证实其对 ,’5%启动子下游报告基因的表达抑制作
用显著。

% 材料与方法

%&% 材料
%&%&% 载体、菌株与细胞株：质粒 .WJ3!W,CNP，噬



菌体 !"#$%& 为本室俞炜源教授和刘志刚博士惠
赠，质粒 ’()!（*）+, )-./ 012345、’(6#+7483549、’*6+
,$、’2:;<#="（ >）分别购自 ?54@1A-与 B8CD354A18公
司。大肠杆菌菌株 E!"%F、G6"+H9I1，以及 J19-细胞
株为本室保存。

!"!"# 酶与试剂：,K 多核苷酸激酶、,K :;< 连接
酶、限制酶、,-L :;< 聚合酶等分别购自 ?54@1A-、
HD46-M、,-$-*-、N-A48等公司。<,?、O;,?、HN<、链亲
和素、:+!)!细胞培养基以及常规试剂为本室保存
或购自 NDA@-、N-8A48、?54@1A-、(DM24PH*6 公司。
6D’4Q123-@D81,!R%%% 购自 B8CD354A18 公司。J*?+<83D+
!"#+<M为童贻刚教授惠赠。
!"!"$ 试剂盒等：质粒提取、胶回收、?7*产物提纯
试剂盒分别购自 ?54@1A-、SD-A181及 *42T1公司。链
亲和素包被的酶联板购自 *42T1公司。荧光素酶检
测试剂盒 :I-9+6I2DQ15-.1! *1’45315 <..-/ N/.31@购自
?54@1A-公司。
!"# 文库中锌指序列片段的合成与连接
!"#"! 片段的合成：依照文献［F］，设计普通序列 "U
条，含有随机化位点的序列 "%U条，由上海博亚公司
合成。

!"#"# 文库锌指序列片段的连接：6DM"R与 6DMR#的
锌指片段的加磷、退火、连接系常规操作，依照分子

克隆实验指南（第二版）进行。

!"#"$ 片段的 ?7* 扩增：设计引物 6DM+34’：VW+
,7(7((777<(77((77<,((7((<<(<(<+#W（#%M’）
与 6DM+18O：VW+,(,<(7((77(77,,7,(,7,,<<<,(+
#W（R&M’），分别对 6DM"R与 6DMR#的锌指片段连接产
物进行 ?7*扩增，并在片段两端分别引入 !"# $ 与
%&’$ 的酶切位点。?7*的条件为：,-L酶，X"Y退火，
延伸 #%.，做 RV个循环。其他同常规设定。
!"$ 噬菌体展示锌指库的构建
!"$"! 载体片段的制备：质粒 ’JH+"JN2ZC用 %&’ B
与 !"# B消化，回收大片段（约 K=#[M）。
!"$"# 建库载体的构建：?7*扩增之后的 6DM"R 与
6DMR#的锌指片段同样用 %&’ B与 !"# B消化，与上一
步回收的载体片段连接，并乙醇沉淀浓缩去盐。

!"$"$ 电转建库：制备好的转化载体电转大肠杆菌
G6"+H9I1感受态，电转孵育后取部分菌液涂布平板
以记数。其余的菌液 #&Y孵育后，加终浓度 "V\的
甘油，菌体冻存于 ] &%Y。
!"% 靶序列的确定与合成
!"%"! 在含有报告基因的质粒 ’(6#+7483549 的
N0K% 启 动 子 区 域 选 择 一 个 FM’ 序 列 VW+

(7<(<((77+#W，作为筛选的靶位。
!"%"# 依照文献［F］，设计分别用于 6DM"R 与 6DMR#
筛选的靶序列，交上海博亚公司合成，并在其中加入

生物素标记。

N25118"R：
<：VW+MD43D8+<,,,<, (7((<((77 (<((77+#W
H：#W+,<<<,< 7(77,77(( 7,77((+VW
N25118R#：
<：VW+MD43D8+<,,,<, (7<(<((7( (<((77+#W
H：#W+,<<<,< 7(,7,77(7 7,77((+VW
N25118：
<：VW+<,,,<, (7<(<((77 (<((77+#W
H：VW+MD43D8+(7(((77,7 ((77,7,7( <,<<<,+#W
!"& 噬菌体展示锌指库的筛选与特异性鉴定
!"&"! 6DM"R与 6DMR#针对各自靶序列的筛选：文库
6DM"R针对上述合成的片段 N25118"R（<H 退火成双
链），文库 6DMR# 针对上述合成的片段 N25118R#（<H
退火成双链）各进行四轮筛选。噬菌体拯救、效价、

辅助噬菌体的培养等常规操作依照分子克隆实验指

南（第二版）、刘志刚博士论文及文献［F］。
!"&"# 6DM"R与 6DMR#筛选到的产物的重组与再筛
选：重组得到的片段集合针对上述合成的片段

N25118（<H退火成双链）再筛选。筛选、富集、重组以
及 )6BN<检测方法参照文献［F］。
!"&"$ 阳性克隆的特异性鉴定：根据文献［F］，合成
F对生物素标记的序列，每一对也是由 <、H两链退
火而成，每条 <链与 N25118的 <链只相差 FM’靶位
中的一个碱基，H链亦然，并与 <链配对。如 N25118+
@I3-3D48" 两条链的序列是：
<：VW+<,,,<, <7<(<((77 (<((77+#W
H：VW+MD43D8+(7(((77,7 ((77,7,7, <,<<<,+#W
其余类推。根据文献［F］，用 )6BN<来鉴定这些

阳性克隆的特异性。

!"’ 人工转录因子效应域———()*! 的 (+,-域
的合成与克隆

!"’"! $^G"的 $*<H域分段合成：通过 T33’：PP.5. _
1MD _ -2 _ I[核酸与蛋白质序列数据库查找到大肠杆
菌中 (&)"的 $*<H域序列，根据人的密码子偏性对
个别密码子稍做修改，使其更符合在人的细胞中表

达。之后分 F段合成。
!"’"# 合成片段的退火连接及 ?7* 扩增，酶切鉴
定：加磷、退火、连接；之后使用 ,-L :;< 聚合酶扩
增后连入 , 载体，转化 * _ +&,# E!"%F；挑克隆提质
粒，酶切鉴定。均系常规操作，依照分子克隆实验指
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南（第二版）进行。

!"#"$ 序列测定：选酶切片段大小正确的质粒，送
本所 !"#序列分析中心测序。为了标记方便，在以
后的实验中称此序列为 $%&’。
!"% 人工转录因子表达载体的构建
如图 ’，我们设计的人工转录因子由我们筛选

得到的锌指与 $%&’ 的 $(#) 域（这里简记为
$%&’）两部分组成。由于锌指可以特异地识别并结
合 *+,-启动子上的 ./0序列，从而使得 $%&’能够
特异地作用于报告基因（荧光素酶基因）上游的

*+,-启动子，下调报告基因的表达。

图 ’ 人工转录因子的作用机制示意图
1234’ *56785769 :;< =7;852>; >= <9?23;9< :652=282:@

56:;?862052>; =:85>6

在本实验中，分别把人工转录因子全长（锌指部

分 A $%&’的 $(#)域）、人工转录因子 !"#结合域
（即锌指部分）以及人工转录因子效应结构域（即

$%&’ 的 $(#) 域部分）克隆到真核表达载体
08!"#BC’（ A）中，并在其 DEF端 #GH 之后加入 "I*
（核定位信号）。

!"%"! 设计引物，用 JK(的方法在各片段中引入酶
切位点以方便克隆并在恰当的位置引入 #GH起始、
终止密码子与 "I*［’L］。
!"%"& 将各片段连接入 08!"#BC’（ A）构建转染载
体，测序。

!"’ 人工转录因子的活性检测
!"’"! M9@:细胞的培养：M9@:细胞接种于 N, 孔细
胞板，用无抗生素、含 ’-O小牛血清的 !PQP常规
培养。

!"’"& 人工转录因子的有效性检测：待在各孔细胞
的汇合度达到 .-O以上时，用 I20>=985:R2;9 N---转
染，每孔都为质粒 0HIBFK>;56>@与 0(IFG$ 各 N- ;3，
与 ’-- ;3待测质粒共转染。每种待测质粒，重复 B
孔。用 J6>R93: 公司的荧光素酶检测试剂盒（!7:@F
I782=96:?9 (90>6596 #??:S *S?59R）与荧光照度仪
（I7R2;>R9596）来检测报告基因的表达情况。
!"’"$ 人工转录因子的抑制效率检测：除对照外，每
孔都为质粒 0HIBFK>;56>@与 0(IFG$ 各 N- ;3与一系
列质量梯度的人工转录因子全长的表达载体共转染。

每种加量做 B个孔作为重复实验。检测方法同上。

& 结 果

&"! 特异识别、结合 ()*+启动子上 ,-.序列的锌
指的筛选与鉴定

&"!"! 噬菌体展示锌指库的库容估计：通过菌液稀
释，平板记数，得到文库 I2/’N与文库 I2/NB的库容
都为 ’-L T ’-U。
&"!"& 经过筛选、重组之后得到的锌指特异性鉴
定：

图 N 筛得锌指特异性的鉴定
1234N V2;8 =2;396 /2;<2;3 ?0982=2825S :;:@S?9? /S QIW*#

’CDEF:K#H#HHKKFBE；NCDEFH5#H#HHKKFBE；BCDEFHK3H#HHKKFBE；

,CDEFHK#:#HHKKFBE；DCDEFHK#H3HHKKFBE；LCDEFHK#H##3KKFBE；

UCDEFHK#H#H:KKFBE；XCDEFHK#H#HH5KFBE；.CDEFHK#H#HHK5FBE；

’-CDEFHK#H#HHKKFBE（./0 ?9Y79;89 7?9< :? 5:6395 2; ?8699;）

（’ T . :69 R75:39;9?2? ?9Y79;89?，9:8Z 8>;5:2;? ?2;3@9 56:;?252>;

R75:52>; ?259 8>R0:69< [25Z ’-，?Z>[; 2; : @>[96 8:?9 ;78@9>52<9）

从图中可以看出筛选到的这个锌指序列对于只

改变一个碱基的靶序列的亲和力就有很明显的下降，

表明这个锌指针对目的序列的特异性是非常高的。

&"!"$ 筛得特异锌指的序列测定：测序结果显示筛
选到的这个锌指的 B个指头的!螺旋外侧F’，N，B，D，
L位（这 D个位点是文库的随机化部位）的氨基酸分
别为 "，#，!，G，(（1’）；(，!，"，*，(（1N）；\，#，*，W，
"（1B）。其余框架部分与设计完全一致（测序图
略）。

&"& 抑制因子 /01!的 /234域克隆测序
测序结果与设计的序列完全吻合（测序图略）。

&"$ 人工转录因子的构建
测序结果与设计的序列完全吻合（测序图略）。

&"* 转录因子活性检测
&"*"! 人工转录因子的有效性检测（图 B）：(<S表
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示荧光照度仪的读数。由于本实验使用的是双荧光

报告系统，引入了内标，从而去除了转染效率等因素

的影响，使得 !"#的数值可以更加客观地反映报告
基因（荧光素酶基因）的表达情况。从图 $ 可以看
出，共转染人工转录因子表达载体以后，报告基因的

表达与对照（空白对照，以及只加入空 %&’()$*+
（ ,）的对照）相比都有显著的降低。只加入人工转
录因子的抑制域，报告基因的表达量与只加入

%&’()$*+（ ,）的情况差别不是很大；而只加入人工
转录因子的 ’() 结合域，报告基因表达比只加入
%&’()$*+（ ,）的一组只有轻微的降低。

图 $ 人工转录因子对荧光素酶表达的抑制作用
-./*$ 01%%2344.56 57 893 3:%2344.56 57 ;1&.732<43 <4 < 23%52832

/363 =# <28.7.&.<; 82<64&2.%8.56 7<&8524
+*>;<6?；@*%&’()$*+（ ,）；$*ABC+DA!)> "5E<.6 56;#；

F*G.6& 7.6/32 56;#；H* I68<&8 <28.7.&.<; 82<64&2.%8.56 7<&852

图 F 人工转录因子对荧光素酶表达的
抑制作用的初步定量研究

-./*F J93 23;<8.56 =38K336 23%2344.56 3773&8 <6" L1<68.8# 57
<28.7.&.<; 82<64&2.%8.56 7<&852

!"#"! 人工转录因子的抑制效率检测（图 F）：从图
F可以看出，使用一系列质量梯度的人工转录因子
全长的表达载体与报告基因载体共转染，发现报告

基因的表达随着人工转录因子用量的增加而降低，

荧光素酶表达最高被抑制近 MNO。

$ 讨 论
从荧光素酶的活性检测实验可以看到，人工转

录因子可以显著地抑制报告基因的转录（可以达到

近 MNO）。而仅仅加入 ABC+DA)>) 域却没有如此
显著的抑制作用，说明锌指使得人工转录因子可以

特异地靶向作用位点对于人工转录因子的作用是至

关重要的。我们原先设想，只有锌指蛋白，不加抑制

因子可能也有一定的抑制作用，因为锌指与 0PFN启
动子特异地结合可能会造成空间的位阻作用而使得

有激活作用的转录因子无法起作用；不过从实验的

结果看，单纯的特异结合 0PFN启动子的锌指蛋白对
报告基因的抑制作用是很有限的。

由于构建了锌指库，我们可以针对感兴趣的序

列筛选到与之特异结合的锌指，然后连接效应因子，

构建可以针对我们感兴趣的基因起作用的人工转录

因子。有研究表明合理设计的人工转录因子能够针

对抑癌基因、原癌基因以及病毒的转录表达都起到

相应的调控作用［@，F，Q R M］，一个合适的人工转录因子

甚至可以调节某个基因家族或是整条代谢通路中的

一系列相关产物［@］，因此具有广泛的应用潜力。例

如，在基因表达调控等方面的基础研究领域，人工转

录因子可以通过与顺式元件的作用达到类似基因敲

除的效果；在探讨染色体结构的变化与基因表达联

系方面，人工转录因子也是一个很好的工具。另外，

人工转录因子也可以被应用于肿瘤等疾病的基因治

疗与抗病毒治疗等的应用研究中［@，S，M］。

致 谢 俞炜源教授、刘志刚博士提供了建库与拯

救所需的噬菌体展示载体与辅助噬菌体，刘志刚博

士还在建库方面给予了大量的帮助与建议；童贻刚

教授提供了 T!U标记抗 V+$抗体，在此表示衷心感
谢。
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