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摘要    锌指蛋白能够特异性识别目标 DNA 序列, 常被作为分子靶向因子用于定点核酸

编辑以及定点转录调控等方面, 具有十分广泛的应用前景. 然而, 目前常规采用的实验方

法得到的锌指蛋白通常结合的目标 DNA 序列较短, 结合能力不强, 因而一直难以高效运

用在核酸序列与调控蛋白在基因组上的原位互作等方面的研究中. 为了解决这个问题, 本

研究构建了一个高通量筛选系统, 利用 N4 噬菌体 gp8 毒蛋白和 LacZ 作为报告基因, 以

300 bp 以上的 DNA 长片段为靶标, 来筛选能够结合多位点的锌指蛋白组合, 提高锌指蛋

白应用的精确度以及效率. 该系统针对小鼠 Nrxn-1启动子区域进行了锌指蛋白文库筛

选, 得到了具有序列选择特异性的混合锌指蛋白库, 并对筛选结果进行了初步功能验证. 

研究表明, 本系统具有简便快捷的特点, 不仅大幅度缩短了筛选时间, 而且减少了因靶标

序列 DNA 片段较长而不得不反复设计多位点结合锌指蛋白造成的成本浪费; 筛选得到的

锌指蛋白库具有较高的长片段 DNA 靶标结合能力和一定的序列特异性, 并且能够在真核

细胞内特异地结合目标 DNA 序列. 因此, 本研究建立的新型锌指筛选系统不仅可以广泛

应用于高通量筛选, 而且在 DNA-蛋白相互作用的研究中也具有重要意义. 
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锌指蛋白是真核细胞中广泛存在的一类 DNA 结

合蛋白, 由可识别特异性 DNA 序列的保守的锌指单

元域和发挥调控作用的效应结构域组成. 根据其保

守结构域的特点, 可将锌指蛋白分为 C2H2, C4, C6 型, 

其中最为广泛研究的为 C2H2 型, C2H2 型锌指能够特

异性识别一个三联体碱基, 常被用于作为人工锌指

设计的模板. 每个锌指单元包含一个螺旋和片层

结构, 通过螺旋-1, 3 和 6 位的氨基酸与 DNA 发生

作用[1,2].  

利用锌指单元的 DNA 结合能力, 将串联的锌指

与转录因子或限制性内切酶相结合, 可分别用作锌

指转录因子(zinc finger transcription factors, ZF-TFs)

和锌指核酸酶(zinc finger nucleases, ZFNs), 从而进行

基因表达控制或基因编辑, 具有重大的科研与医疗

价值[3~8]. 锌指转录因子通过锌指蛋白与转录激活因

子或转录抑制因子的融合表达, 从而特异性地调控

内源基因的转录水平[5,8]. 目前, 常用的转录激活因

子有单纯性孢疹病毒 (herpes  s implex  v i rus )的 
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VP16( 也称 Vmw65, herpes simplex virus protein 

vmw65)结构域和 NK-B 的 P65 亚基等; 常用的转录

抑制因子有KOX1(又称ZNF10, zinc finger protein 10)

的 KRAB(Krüppel associated box)亚基和 Mad mSIN3

的结合结构域等[8]. 锌指转录因子在许多内源基因如

ERBB2(v-erb-b2 avian erythroblastic leukemia viral 

oncogene homolog 2)与 ERBB3(v-erb-b2 avian erythr- 

oblastic leukemia viral oncogene homolog 3)的表达调

控中都取得了较好的成效[4,5]. 锌指核酸酶技术则是

将一对靶位点相距 5~7 bp 的锌指蛋白分别与限制性

内切酶 FokⅠ融合表达, 当两个锌指蛋白分别与各自

的靶位点结合后, FokⅠ二聚化产生酶切活性继而定

点剪切双链 DNA, 然后利用细胞内的同源重组

(homology-directed repair, HDR)或非同源末端连接

(nonhomologous end joining, NHEJ)这两种修复机制, 

来实现对目标基因的插入、敲除或突变, 该技术的产

生有效解决了传统的基因靶向技术效率低的问题 . 

在基础科研的许多研究领域, 利用锌指核酸酶技术

已经能够对果蝇 (Drosophila melanogaster)、线虫

(Caenorhabditis elegans)和小鼠(Mus musculus)等多种

模式生物进行各种成功的基因修饰. 在临床应用方

面, 锌指核酸酶已经成为一种非常有力的分子靶向

药物. 在抗 HIV(human immunodeficiency virus)的治

疗中 , 通过锌指蛋白设计能够结合 HIV 受体

CCR5(C-C chemokine receptor type 5)并阻断其生物

活性的酶, 目前已经能够对原始T细胞和造血干细胞

上 CCR5 进行特异性失活, 从而激活 T 细胞抵抗 HIV

的能力, 使得此类细胞不再成为 HIV 病毒的攻击对

象[7]. 锌指核酸酶也可用于改进 T 细胞免疫疗法的治

疗效果, 即通过锌指核酸酶技术使T细胞受体编码基

因失活, 提高肿瘤特异性的 T 细胞的获得效率. 此外, 

锌 指 核 酸 酶 也 可 与 诱 导 多 能 干 细 胞 (induced 

pluripotent stem cell, iPS cell)等技术相结合, 从而在

自身器官移植等治疗手段中中扮演重要的角色. 

但是, 制约锌指蛋白应用的一个重要限制因素

是“脱靶效应”(off-target effect), 即锌指蛋白由与基

因组内的其他位点进行非特异性结合, 而造成错误

切割, DNA 区域产生突变, 甚至可能出现较大的细胞

毒性等后果. 因此, 如何在短时间内获得与靶位点结

合能力强且特异性强的锌指蛋白成为一个亟待解决

的问题.  

目前获得针对特定靶序列的锌指单元的途径主

要有模块化装配法[9~12]和文库筛选法(开源法) 2 种. 

文库筛选法因为能够获得足够数量的候选分子而受

到广泛的关注[9]. 迄今为止, 已经建立的多种锌指单

元的筛选方法, 在实际应用中均存在一定的不足. 体

外筛选方法, 如噬菌体展示和指数富集配基的系统

进化(systematic evolution of ligands by exponential 

enrichment, SELEX)都需要做多轮筛选, 工作量大且

耗时较长[13~19]; 芯片技术需要特定的专业知识和分

析技能, 从而应用范围受到限制 [20~22]; 其他的基于

细菌或者酵母的单杂交或双杂交系统都源于

Hochschild 实验室构建的体系[23~25]. 在这类系统中, 

锌指结构域与 RNA 聚合酶的一个亚基结合, 而报告

载体的 DNA 靶序列位于启动子上游. 如果锌指单元

能够特异性地结合靶序列, 则会招募 RNA 聚合酶, 

激活下游的报告基因表达 [26~30]. 然而目前这类系统

的靶序列设定主要仍为小片段 DNA, 以长片段 DNA

为靶序列的筛选方法并不多见.  

近年来, DNA-蛋白相互作用研究领域的成果越

来越多地提出了进一步在细胞内进行互作研究的必

要性. 尤其针对 DNA 特异性区域的染色质纯化研究, 

目前通常采用的方法是在目标区域插入外源性的多

个乳糖操纵子(LacO), 再通过亲和层析得到目标区

域相关 DNA 与其相互作用的蛋白. 这个方法由于需

要在原有 DNA 中加入外源性乳糖操纵子, 有可能会

破坏原有的染色质环境, 因此一直受到各种质疑. 理

想的替代方式是采用 DNA 序列特异性结合蛋白代替

乳糖操纵子系统来纯化目标染色质区域. 然而, 由于

所使用的多是单个锌指单元, 其结合力有限, 同时单

个单元的靶序列在细胞中也可能会被蛋白包裹从而

导致这种替代方法中的 DNA 序列特异结合蛋白能力

不足, 无法满足 DNA-蛋白相互作用领域的更多研究

要求. 所以需要采用较长的靶序列, 增加锌指蛋白结

合的可能性, 也同时增强锌指蛋白的结合力.  

一直以来, 噬菌体编码蛋白都被广泛用于文库

的筛选系统. 其中 gp8 是一个由大肠杆菌 N4 噬菌体

编码的 71 个氨基酸的肽段[31]. gp8 能够结合大肠杆菌

DNA 聚合酶Ⅲ的滑动钳装载复合物 , 并在感染    

30 min 后抑制细菌的 DNA 复制[31]. 上述特点使得

gp8 能够作为细菌单杂交系统的筛选报告基因. 为了

实现对长片段靶序列的锌指筛选, 本研究以 gp8 作为

正筛选报告基因 , 以-半乳糖苷酶(-galactosidase, 
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LacZ)基因作为负筛选报告基因构建了单杂交筛选系

统. 本研究采用 Barbas 模块(Barbas Modules)构建人

工四锌指蛋白随机库[32,33], 并以小鼠 Nrxn-1基因启

动子区域为靶序列进行筛选. 通过一轮正筛选和一

轮负筛选获得有选择性的锌指蛋白混合文库, 并利

用生物化学和细胞生物学等手段验证了其结合能力

和特异性. 实验结果表明, 筛选获得的锌指蛋白对靶

序列具有较高结合能力和一定的特异性.  

1  材料与方法  

1.1  锌指随机文库与载体的构建 

人工四锌指蛋白随机文库的构建方法同

Gonzalez 等人[3], 库容约为 106.  

用于文库筛选和蓝白斑鉴定的锌指载体

pQE30-Amp-LacZ 由 pQE30(Qiagen, 德国)改造而成, 

Lac 启动子通过 pCR2.1-TOPO(Invitrogen, 美国)亚克

隆获得 ( 引物为 Plac-F: 5′-CATCTCGAGGCGCC- 

CAATACGCAAAC-3′, Plac-R: 5′-ATGGAATTCC- 

CTGTGTGAAATTGTTATC-3′), 多克隆位点由 1 对

引物退火后经由 XmaⅠ和 SpeⅠ酶切位点连接而成

( 引物为 Mcs-F: 5′-GATCCGATCCCGGGACCGG- 

TACTAGTCTCGAGA-3′, Mcs-R: 5′-AGCTTCTCG- 

AGACTAGTACCGGTCCCGGGATCG-3′). 正筛选使

用的载体为 TOPO-gp8-LacZ, 由 AclⅠ(NEB, 美国)

切除 pCR2.1-TOPO 载体的青霉素抗性基因后获得, 

非特异序列位于启动子与 LacZ 编码序列之间. 对于

负筛选使用的 TOPO-Gen-LacZ 载体, 庆大霉素基因

从 pFAST-bac 载体 PCR 得到 (引物序列 Gen-F: 

5′-AGCCGGCCGCTATGTTACGCAGCAGCAACGA
T-3′, Gen-R: 5′-AGCCCATGGTTAGGTGGCGGTA- 

CTTGGG-3′), 并通过 EagⅠ与 SphⅠ酶切位点插入到

载体中, 同时也去除了卡那霉素抗性基因. 锌指蛋白

表达的载体为 pGEX-4TM, 通过把 pQE30-LacZ 的多

克隆位点连入 pGEX-4T-1 载体获得. 正筛选报告载

体 TOPO-gp8 是将 gp8 人工合成基因(GENEWIZ, 北

京)克隆至 TOPO-LacZ 的 XhoⅠ和 XbaⅠ之间获得. 

靶序列位于 BamHⅠ和 XhoⅠ之间. 细胞实验使用载

体为 pEGFP-N3, 锌指与 P65 转录活性蛋白激活结构

域融合表达(位于 XhoⅠ与 KpnⅠ之间)[34], 锌指位于

C 端, 与 P65 之间有一个 SV40 核定位信号.  

1.2  蛋白表达与纯化 

谷胱甘肽 S-转移酶 (glutathione S transferase, 

GST)与锌指的融合蛋白按如下方法表达: 含有锌指

表达载体的 BL21(DE3)感受态在 LB(Luria-Bertani)培

养基中(氨苄青霉素 50 μg/mL)经过 37℃培养至 A600

为 0.6, 加入诱导剂异丙基 --D- 硫代半乳糖苷

(isopropyl -D-1-thiogalactopyranoside, IPTG, 购自

Sigma-Aldrich, 美国 )至终浓度为 1 mmol/L, 并在

16℃低温诱导 16 h. 细胞收集后在低盐缓冲液    

(20 mmol/L Tris-HCl, 150 mmol/L NaCl, pH 7.0)中重

悬. 超声裂解后, 18516×g 离心 20 min 获得上清, 并

按照glutathione-sepharose(Thermo Scientific, 美国)的

标准程序进行纯化.  

1.3  EMSA 实验 

靶标区域Nrxn-1(7)与Nrxn-1(+923k)的DNA

探针由 M13 引物(序列为 M13 F: 5′-GTAAAACGAC- 

GGCCAGT-3′, M13R: 5′-GGAAACAGCTATGACC- 

ATG-3′)从相应负筛选报告载体中扩增获得, 长度为

136 bp, Nrxn-1(357)靶序列片段与负对照片段

(enhanced green fluorescent protein, EGFP)片段分别

从小鼠基因组与 pEGFP-N3 载体 PCR 获得(引物分别

为 P435F: 5′-AGTGCTAGCACTGTCAGGAAAGC- 

ACCTTGGGAG-3′, P435-R: 5′-GTACTCGAGAGAG- 
CCTACTGAGCATGCCCAAGC-3′, EGFP-F: 5′-ATG- 
GTGA GCAAGGGCGAGGAGC-3′, EGFP-R: 5′-GTT- 

GTACTCCAGCTTGTGCCCCAG-3′). EMSA 反应体

系为 15 μL, 缓冲液含有 50 mmol/L Tris, 150 mmol/L 

NaCl, pH 8.0, 5%甘油 , 1 mmol/L 二硫苏糖醇

(dithiothreitol, DTT)和 0.1% NP-40(NonidetP-40). 锌

指蛋白与 30~50 ng DNA 探针 37℃孵育 0.5 h 后, 用

8%非变性聚丙烯酰胺胶在 0.5×Tris-硼酸缓冲液中电

泳 2 h, 溴化乙锭(ethidium bromide, EB)染色成像.  

1.4  染色质 pull-down 实验 

实验材料为 C57B6/L 品系的成年小鼠, 均来自

清华大学实验动物中心. 将小鼠用 2%的戊巴比妥钠

以 0.01 mL/g 腹腔注射, 待小鼠麻醉后先用心脏灌流, 

再用 4%多聚甲醛固定. 取其内脏组织, 匀浆后先用

2%多聚甲醛室温固定 10 min, 再用 0.125 mol/L 甘氨

酸室温孵育 5 min 终止反应. 将组织超声裂解后, 离
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心并将上清加至结合有筛选锌指蛋白的 glutathione- 

sepharose 柱, 4℃孵育过夜后以 15 mmol/L 还原型谷

胱甘肽(Thermo Scientific, 美国)洗脱. 洗脱样品解交

联后用 PCR 进行半定量检测 ( 引物为 357-F: 

5′-CAGTGCAGGTGTTGAGTCC-3′, 357-R: 5′-CGG- 
GATTTAGCCGTGATTGG-3′, 1058K-F: 5′-TCGAG- 
GCACAACACAAAACC-3′, 1058K-R: 5′-AATGCAA- 
GTTCCAACCCCTG-3′).  

1.5  正筛选系统的验证 

对于 gp8 的抑菌实验, 将 50 ng 正筛选报告载体

TOPO-gp8-Nrxn-1(7)转化至 BL21(DE3)菌株 , 复

苏后以 1/100 接种于 5 mL 含有 0.05 mg/mL 卡那霉素

和 IPTG 的 LB 培养基, 培养 10.5 h 后用分光光度计

测定菌液 A600 数值.  

对于正筛选系统的验证实验, 将含有相应锌指

载体和正筛选报告载体的菌 37℃培养过夜后接种于

5 mL LB 培养基 (含 0.05 mg/mL 氨苄青霉素 ,    

0.05 mg/mL卡那霉素以及 IPTG), 17~20 h后测定A600, 

并用 BX51WI (Olympus, 日本)相差显微镜在明场以

40×物镜拍摄菌体形态.  

1.6  负筛选系统的验证 

将 Nrxn-1(7)的锌指载体和负筛选报告载体共

同转化至 DH5感受态细胞中. 热激复苏后, 将菌液

用微量移液器点在 60 mm 培养皿上 ,  其中含有   

0.05 mg/mL 氨苄青霉素, 0.015 mg/mL 庆大霉素,    

1 mmol/L IPTG 以及 0.2 mg/mL 5-溴-4-氯-3-吲哚-  

-D-半乳糖苷(5-bromo-4chloro-3-indolyl--D-galacto- 

pyranoside, X-gal, 购自 Sigma-Aldrich, 美国), 室温

培养 32 h 左右, 直至菌落颜色发生变化.  

1.7  锌指文库的筛选 

首先将含有靶序列的正筛选报告载体转化至

BL21(DE3)感受态细胞, 并制成电击感受态.  

在正筛选过程中, 将四锌指载体库电击转化至

含有报告载体的电击感受态中, 并在 100 mL 含有

0.05 mg/mL 氨苄青霉素, 0.015 mg/mL 庆大霉素以及

0.8 mmol/L IPTG 的 LB 培养基中以 200 r/min 培养

17~20 h. 通常情况下, 100 mL 培养基中有 105~106 个

转化子. 收集菌体后, 提取载体, 并与含有非特异序

列的负筛选报告载体共转至 DH5感受态进行负筛. 

在 150 mm×150 mm 的 LB 平板上(成分同 1.6 负筛选

系统验证)约有 2×103 个菌落. 培养 32 h 后, 挑选 400

个蓝色菌落在终浓度 0.05 mg/mL 氨苄青霉素的 LB

中培养, 提取质粒后, 用 KpnⅠ限制性内切酶去除报

告载体. 将酶切产物转化, 并将复苏的菌直接扩大培

养, 即为最终的负筛混合锌指文库. 整个筛选过程大

约需要 3 天.  

1.8  RT-PCR 与 Real time-PCR 

将鼠源 N G 1 0 8 - 1 5 细胞系培养至汇合度

40%~60%时 ,  用 VigoFect 试剂(Vigorous Bio- 

technology, 北京)转染 5 μg真核表达载体. 30~40 h后

收取细胞, 根据 TRIzol(Invitrogen, 美国)试剂说明书

提取总 RNA, 并将其中 1 μg 用 TransScrip t® 

First-Strand cDNA Synthesis SuperMix(TransGen, 北

京)试剂进行反转录(42℃, 1 h). Real time-PCR 按照

SsoFast EvaGreen Supermix(Bio-Rad, 美国)说明书进

行. 扩增条件为: 95℃ 3 min; 95℃ 15 s, 62℃ 20 s, 

72℃ 20 s, 45 个循环. 分别检测 Nrxn-1, Nrxn-2, 

Nrxn-3 和-tublin 的表达量, 实验结果用 2∆∆CT 法进

行分析 ,  并用 gapdh 作为内参 (所用引物分别为

Nrxn-1-F: 5′-CCAGCACAACCTGCCAAGAGGAT- 

TC-3′, Nrxn-1-R: 5′-TGGGGCGGTCATTGGGAGG- 
CCAC-3′, Nrxn-2-F: 5′-GGCTCACCTGACGTTAAA- 
CA-3′, Nrxn-2-R: 5′-TCCTTGCCTTTTGTCGGCTG- 
3′, Nrxn-3-F: 5′-GTAGAGGAGTGGCTGCAGGA-3′,  
Nrxn-3-R: 5′-CTTCTCCCCTAGCCGGACA-3′, β-  
tublin-F: 5′-TAGACCCCAGCGGCAACTAT-3′, -  
tublin-R: 5 ′-GTTCCAGGTTCCAAGTCCACC-3 ′,  
gapdh-F: 5 ′-GGTGAAGGTCGGTGTGAACG-3 ′,  
gapdh-R: 5′-CTCGCTCCTGGAAGATGGTG-3′).  

2  结果  

2.1  基于 gp8 和 LacZ 的细菌单杂交筛选系统 

本研究首先检测了不同的菌株在表达 gp8 后的

生长情况发现, 只有 BL21(DE3)菌株具有较高的 gp8

敏感性(表 1). 对 BL21(DE3)菌株内的抑菌生长实验

表明, 通过测量菌液 A600, BL21(DE3)的生长能够受

gp8 的抑制, 在 0.04 mmol/L IPTG 诱导下的 gp8 表达

可完全抑制其生长 , BL21(DE3)被用作正筛的宿主 

(图 1).  
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在正筛选中, 在 gp8 蛋白前构建 DNA 靶标序列, 

组成报告载体 . 将锌指库转化至含有报告载体的

BL21(DE3)菌株. 当锌指蛋白结合到靶序列上时, gp8

的表达受到抑制, 这样具有靶序列结合能力的锌指

蛋白库得到大量扩增(图 2).  

在负筛选中, 含有非特异 DNA 序列的负筛选报

告载体与正筛获得的锌指载体同时转入 DH5菌株

中 . 如果锌指蛋白没有结合非特异序列 , 表达的

LacZ 蛋白能够降解培养基中的底物 X-gal, 使菌落呈

现蓝色; 如果锌指蛋白能够与非特异序列结合, LacZ

的表达将会受到抑制, 菌落呈现白色. 通过负筛选, 

进一步挑选具有较高序列特异性的锌指蛋白库(图 2).  

整个筛选过程仅需 3天左右即可完成. 同目前的

锌指筛选体系相比, 本系统更为方便快捷.  

在正筛选过程中, 将四锌指库(氨苄青霉素抗性)

电转化至含有报告载体(卡那霉素)的 BL21(DE3)细胞, 

并在含有 IPTG 的培养基中培养 17~20 h. 若锌指结

合报告载体中的靶序列, 则会抑制 gp8 的表达, 菌体

得以正常生长. 将菌体收集并提取载体, 与含有非特

异序列的负筛选报告载体(庆大霉素抗性)共同转化

至 DH5细胞中进行负筛选. 特异性较好的锌指不与

非特异序列结合, LacZ 正常表达. 培养 32 h 后, 收集 

表 1  宿主菌的筛选 

菌种 是(√) 否(×)受 gp8 抑制 

DH5 × 

TOP10 × 

JM110 × 

Rosetta × 

BL21(DE3) √ 

 

 

图 1  gp8 蛋白的抑菌作用 

表达 gp8 的 BL21(DE3)菌株在含有不同 IPTG 浓度的 LB 培养基中

进行培养, A600在 10.5 h进行测定. 数据显示为 x ±SD, n=3个生物学 

重复 

蓝色菌落培养, 提取质粒后, 用 KpnⅠ限制性内切酶

特异性去除报告载体, 即得到最终的负筛混合锌指

库. 整个筛选过程大约需要 3 天.  

2.2  筛选系统的验证 

为了验证筛选系统的可行性 , 本研究利用

ZiFiT(zinc finger targeter)网络平台进行锌指序列设

计, 并采用模块化装配法针对小鼠的 Nrxn-1构建了

2 个六锌指蛋白(表 2), 其中 Nrxn-1(7)结合启动子

区域, Nrxn-1(+923k)结合 exon20 区域(标记位置相

对于转录起始位点, 以靠近起始位点一侧命名). 电

泳迁移率实验 (electrophoretic mobility shift assay, 

EMSA)结果表明, Nrxn-1(7)与 Nrxn-1(+923k)都

能特异性结合各自的靶位点(图 3A 和 B).  

在正筛选体系的验证中, 空载体、Nrxn-1(7)

锌指载体以及 Nrxn-1(+923k) 锌指载体分别与

TOPO-gp8-Nrxn-1(7)报告载体转入 BL21(DE3)菌

株, 并在含有不同浓度 IPTG 的培养基中进行培养. 

在 0.6~1 mmol/L 的 IPTG 浓度范围内, 宿主的繁殖能

够被 Nrxn-1(7) 锌 指拯救 . 在转入空载体或

Nrxn-1(+923k)的情况下, 细菌的生长受到明显抑制, 

说明 Nrxn-1(7)锌指能够结合靶序列, 抑制 gp8 合

成(图 3C). 显微成像的结果也进一步证实了这个结

论(图 3D).  

在负筛选体系的验证中, 空载体, Nrxn-1(7)锌

指 载 体 以 及 Nrxn-1(+923k) 锌 指 载 体 分 别 与

TOPO-Gen-LacZ-Nrxn-1(7)报告载体转入 DH5菌
株, 并在含有 IPTG 和 X-Gal 的 LB 平板上培养. 实验

结果表明, 只有转入 Nrxn-1(7)锌指和 TOPO-Gen- 

LacZ-Nrxn-1(7)报告载体的菌落呈现白色 , 说明

Nrxn-1(7)锌指能够与靶序列结合; 而转入空载体

或 Nrxn-1(+923k) 锌指的菌落呈现蓝色 , 因此

Nrxn-1(+923k)不能与 Nrxn-1(7)的靶序列结合(图

3E). 因此, 如果在负筛选报告载体中插入非特异序

列, 即可根据颜色变化去除特异性较低的锌指.  

2.3  针对 Nrxn-1启动子特定位点的锌指筛选 

为了对小鼠 Nrxn-1启动子区域进行锌指筛选, 

本研究构建了一个大小约 106 的人工四锌指随机库, 

靶序列长度为435 bp(357位, 图4). 在正筛选中, 锌 

指库被电击转化至含有正筛选报告载体 TOPO-gp8- 

Nrxn-1(357)的 BL21(DE3)电击感受态, 并在含有 
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图 2  本研究构建的锌指筛选系统示意图 

表 2  Nrxn-1(7)与 Nrxn-1(+923k)锌指蛋白的 DNA 识别区 

 锌指 1 锌指 2 锌指 3 锌指 4 锌指 5 锌指 6 

Nrxn-1α(7) DKSCLNR QKGNLLR WPSNTLR WPSNTLR DPGHLVR QLANLRA 

Nrxn-1α(+923k) HKNALQN TTGNLTV HRTTLTN ISSNLQR QSSSLIR TTGNLTV 

 
IPTG 的培养基中进行培养. 培养获得的菌体在提取

锌指载体后, 又用化学法转化至含有负筛选报告基

因的 DH5α菌株进行负筛选. 在平板上挑取 400 个蓝

色菌落培养后, 即获得负筛的混合四锌指库. 

同时, 为了探究筛选锌指的多样性, 本研究将

14个负筛克隆进行测序, 总共获得7个不同的四锌指

序列, 实验结果表明, 本研究的筛选方法能够在一次

筛选中获得种类较多的锌指蛋白(表 3). 
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图 3  锌指筛选系统的验证 

A, B: Nrxn-1(7)与 Nrxn-1(+923k)能够特异性结合自身靶序列. A 中对照片段中的靶序列为 Nrxn-1的 2 段 18 bp 片段(序列分别为

5′-ATTAACATAGGAATAATT-3′, 5′-GAAGTGCTTGTGGCAAGT-3′), DNA 用量为 30 ng. Nrxn-1(7), Nrxn-1(+923k)与 GST 浓度梯度为

0.04, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 μmol/L. 图 A 左图前 2 泳道和图 B 左图第 1 泳道蛋白浓度为 0.4 μmol/L. 图 A 和 B 右图的蛋白浓度都为 0.25 μmol/L; C: 

BL21(DE3)细胞的生长拯救实验. A600在 17 h 左右测定, 对照组为锌指空载体. 其中对照组为 n=3 个生物学重复; Nrxn-1(7)为 n=5 个生物学

重复; Nrxn-1(+923k)为 n=6 个生物学重复. 数据显示为 x ±SD; D: C 中相应组的显微成像; E: DH5细菌的蓝白斑实验. 报告载体为含有 

Nrxn-1(7)靶序列的负筛载体 

2.4  筛选锌指的结合能力与特异性验证 

为了检测筛选锌指的结合能力与特异性, 本研

究将筛选获得混合四锌指的编码序列连入原核表达

载体 pGEX-4TM, 表达并纯化融合蛋白. 在电泳迁移

率实验(EMSA)中, GST 标签蛋白不能改变靶序列的

迁移率, 而锌指融合蛋白能够靶序列条带明显上升, 

从而说明筛选获得的锌指具有较高的结合能力(图
5A).  

为了进一步验证筛选系统的有效性, 本研究对

Nrxn-1的+1058k 附近(3 ′非翻译区(untranslated 

region, UTR))一段 51 bp 序列(5 ′-GGTCAGCT- 

GGCACAACTGGAGCAGGGGTTGGAACTTGCATT

T G A G A C A A A G - 3 ′ )进行了锌指筛选 ,  并通过

pull-down 实验与 Nrxn-1(357)筛选锌指进行了对比. 

在 pull-down 实验中, 带有 GST 标签蛋白的锌指能够

与纯化柱结合, 锌指蛋白能够捕获细胞裂解液中的

DNA 片段(图 5B). 将融合蛋白洗脱后, 采用半定量

PCR 和 Real time-PCR 的方法对目的片段的富集进行

检测. 结果表明, 两组筛选获得的锌指蛋白的 pull- 

down 产物中, 对自身的靶序列均有 2~3 倍富集(图

5C~E), 然而对对方的靶序列富集虽然较少, 仍有一

定程度富集. 这种非特异性富集有可能源于体外纯 
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图 4  Nrxn-1的启动子区示意图 

表 3  筛选锌指蛋白 Nrxn-1(357)的 DNA 识别区 

 锌指 1 锌指 2 锌指 3 锌指 4 拷贝数 

1 RNDALTE DCRDLAR SKKALTE SPADLTR 4 
2 SRRTCRA DCRDLAR SPADLTR SPADLTR 4 
3 HKNALQN RSDNLVR SRRTCRA DCRDLAR 2 
4 DPGHLVR QSSSLVR SRRTCRA RSDHLTN 1 
5 HKNALQN QKSSLIA TTGNLTV QKSSLIA 1 
6 TTGNLTV RTDTLRD QKSSLIA ERSHLRE 1 
7 THLDLIR TSGSLVR HRTTLTN RSDHLTN 1 

 
化体系中的条件没有最优化, 当然也可能由于所得

到的锌指蛋白本身的选择性不够.  

2.5  锌指转录因子的胞内功能检测 

为了探究筛选锌指在细胞内的功能, 本研究将

筛选获得的锌指与 P65 转录激活结构域构建融合表

达载体[34,35], 并转染鼠源的 NG108-15 细胞. RT-PCR

与 Real time-PCR 的结果表明, 与空载体相比, 锌指

与 P65 的融合蛋白能够将内源的 Nrxn-1的表达提高

30%左右 , 而单独表达锌指或者 P65 并不能使

Nrxn-1的表达发生显著变化, 说明筛选锌指在胞内

对特定位点具有较强的的特异性结合. 此外, -tublin, 

Nrxn-2 和 Nrxn-3 的表达量没有显著升高, 说明锌指

蛋白与启动子区域的结合具有特异性(图 6).  

3  讨论  

3.1  基于 gp8 和 LacZ 的单杂交系统的优点 

本研究构建的新型细菌单杂交锌指筛选系统具 

有显著优点. 目前的筛选系统主要针对小片段 DNA

靶序列进行. 本系统能够针对长片段 DNA 靶序列筛

选锌指蛋白, 因为长片段 DNA 靶序列具有更多结合

位点, 筛选得到的锌指蛋白, 与以小片段 DNA 为靶

序列的筛选系统得到的锌指蛋白相比, 具有更强的

结合能力.  

此外, 同 SELEX 与 phage display 相比, 本系统

仅需一轮筛选即可获得结合能力强、特异性高的锌指, 

大幅缩短筛选时间, 而且筛选是在细胞环境内进行, 

更好的保证了筛选锌指具有一定的生物活性; 同酵

母系统相比, E. coli 具有生长速度快(代时仅 20 min

左右, 而酵母代时约为 90 min)、转化效率高(通常比

酵母高 2~4 个数量级)和不需要核定位信号等优点. 

与其他细菌单杂交或双杂交系统相比, 本系统还有

以下优势: (ⅰ) 对宿主菌和培养基没有特殊要求. 本

系统所需宿主菌为 BL21(DE3)和 DH5这两种常见 

的菌株 , 转化效率高 , 生长周期短 . 实验所使用的 

培养基也是在各个实验室广泛使用的 LB 培养基, 使

用的药品成本较低. 相对而言, 以 URA3 (orotidine-  
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图 5  筛选锌指的结合能力的体外结合实验 
A: 筛选锌指 Nrxn-1(357)的 EMSA 实验. 蛋白浓度梯度为 0.025, 0.0625, 0.125, 0.3125, 0.625 μmol/L; B: pull-down 实验原理示意图; C: 

Nrxn-1(357)混合锌指与 Nrxn-1(+1058k)混合锌指 pull-down 产物的半定量 PCR 分析; D, E: Nrxn-1(357)混合锌指与 Nrxn-1(+1058k)混 

合锌指 pull-down 产物的 Real time-PCR 分析 

5′-phosphate decarboxylase), HIS3(imidazol- eglycerol- 
phosphate dehydratase)等作为筛选报告基因的筛选系

统则需要特殊基因型的菌株(例如营养缺陷性菌株), 

而且培养基中也需要单独添加或去除某些组分(例如

5-氟尿嘧啶、组氨酸等); (ⅱ) 现存的筛选系统主要针

对较短的 DNA 靶序列, 通常不超过 20 bp, 而本系统

可以筛选结合 300 bp 以上 DNA 靶序列的锌指. 而且, 

在筛选报告基因方面, gp8 具有很强的抑菌作用, 短

时间内即可抑制大肠杆菌的繁殖, 能够有效降低假

阳性率, 加之其编码序列十分简短, 在载体构建中操

作简便.  

基于以上优点 , 本研究构建的这一筛选系统  

能够成为适用于大多数生物学实验室的有效技术  

手段.  

3.2  筛选系统的优化 

本研究筛选获得的锌指蛋白虽然已具有较高的

长片段 DNA 靶序列结合能力, 还是存在一定的非特

异性, 可以通过以下几点进一步加以优化: (ⅰ) 提高

蛋白纯度, 可以在 GST-锌指融合蛋白的纯化中, 提 
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图 6  锌指转录因子的胞内功能检测 

A: 锌指转录因子的作用示意图; B~E: NG-108-15 细胞转染后的 Real time-PCR 分析. gapdh 为内参基因. n=3 个生物学重复; *: P<0.05. NLS: 

nuclear localization signal, SV40 核定位信号. 数据显示为 x ±SE 

高蛋白纯度并尽量去除特异性较低的锌指蛋白, 例

如可以采用串联亲和纯化法(tandem affinity purific- 

ation)提纯蛋白, 并在 pull-down 实验中通过加入鱼精

DNA 孵育来去除特异性低的锌指蛋白; (ⅱ) 增加库

容, 本研究使用的锌指库只包括部分四锌指蛋白, 因

此可以通过增加库容提高特异性. 此外, 四锌指在基

因组中的靶位点较多, 如果改为构建六锌指库进行

筛选, 特异性会大大提高; (ⅲ) 降低假阳性率, 在筛

选过程中, 可以通过改变 IPTG 的浓度来调节正筛的

严谨性, 从而增强锌指蛋白的结合能力; 在负筛选中, 

也可以根据颜色的深浅来判断锌指蛋白结合特异性

的高低.  

3.3  筛选系统的应用前景 

本系统筛选获得的锌指蛋白能够特异的结合长

片段靶序列, 具有非常广泛的应用前景. (ⅰ) 用于

DNA 结合蛋白研究, 筛选获得的锌指蛋白因为对靶

序列结合能力强, 用于 pull-down 实验, 可以富集较

多的目的片段, 有助于进一步研究了解靶序列上的

其他结合蛋白; (ⅱ) 用于基因表达调控研究, 筛选获

得的锌指在细胞内可以结合转录因子, 调控细胞内源

基因的表达. 常规筛选方法得到的单个锌指转录因子, 

细胞内的靶位点可能已被其他蛋白占据, 因无法顺利

结合靶位点, 单个锌指转录因子在细胞内的表达容易

失去其应有的生物功能. 而本系统筛选获得的锌指因

为结合位点多, 进入细胞后可以保证与靶序列的结合, 

保持其生物功能完整性; (ⅲ) 本系统也可用于其他生

物学研究, 例如 DNA 与蛋白相互作用的检测.  

4  结论 

综上所述, 本研究成功构建了一个细菌单杂交

锌指筛选系统. 该系统具有高通量、快速以及筛选在

细胞环境进行等优点, 有助于进一步揭示锌指蛋白

与 DNA 结合的内在规律, 更为大规模筛选和 DNA-

蛋白相互作用的研究提供了一个高效的平台.  
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A One-Step Screening System for Multi-Zinc Finger Proteins Targeting a 
Long-DNA Sequence 

LIU Peng1,2, ZHU Tao1,2, LIANG Chen1,2, BAI Bing1,2, GAO GuanJun1 & GUAN JiSong1,2 

1 Laboratory of Molecular Neurobiology, School of Life Sciences, Tsinghua University, Beijing 100084, China; 

2 Tsinghua-Peking Center for Life Sciences, Beijing 10084, China 

 
Engineered zinc finger proteins have been widely used for gene editing and transcriptional regulation. Previously, 
various systems have been utilized in zinc finger screening, but only targeting on sequences no more than 18 bp. 
Here, we present a novel fast screen method, which is a one-hybrid system based on gp8, a phage-encoded inhibitor 
of DNA polymerase III. The whole screening process takes 3 days to identify a batch of zinc finger proteins, which 
could specifically and tightly target on a 300 bp sequence of mouse neurexin1-α promoter. The specificity and 
efficiency of zinc finger proteins were further validated by in vivo and in vitro assays. Our system provides a 
high-throughput, rapid and in vivo method for large-scale screening of zinc finger proteins, which is capable to study 
the protein-DNA interactions.  
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