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摘要  Tn5是一种细菌转座子。经改造的Tn5能够高效地切割DNA, 同时连接上特定的接头序列, 因而广泛应用于高通量

二代测序文库构建中。CUT&Tag (Cleavage Under Target & Tagmentation)是一种改进的研究蛋白质与DNA互作的技术, 

具有重复性好、信噪比高及操作简便等优点。该技术采用pA (Protein A)或pG (Protein G)与Tn5形成融合蛋白, 定位于特定

抗体(用于识别目标蛋白), 利用Tn5的特性, 在目标位点附近打断DNA的同时引入测序接头, 随后提取DNA, 再进行PCR扩

增即可获得测序文库。但不同类型的抗体与pA或pG的亲和力不同, 因此限制了部分抗体在CUT&Tag技术中的应用。为克

服这一局限, 该文构建了pG与Tn5的融合蛋白表达载体, 通过原核表达及亲和纯化的方式获得pG-Tn5重组蛋白; 并以RNA

聚合酶II (Pol II)特异性抗体Pol II Ser5P (小鼠IgG1型抗体和兔IgG型抗体)为例, 在模式植物拟南芥(Arabidopsis thaliana)

中评估pA-Tn5与pG-Tn5在不同类型抗体的CUT&Tag测序文库构建中的效果。结果表明, IgG1型抗体与pG-Tn5的亲和力更

高, 构建的文库质量更好, 而IgG型抗体与2种酶的亲和力相当; 同时, 较低起始量的植物材料也能获得较好的效果, 证明

了CUT&Tag的应用优势。该研究优化了CUT&Tag技术, 可为后续CUT&Tag实验中针对不同抗体时Tn5融合蛋白的选择提

供参考。 
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高通量测序技术的发展为生物学研究带来巨大

变革, 极大地提升了我们获取基因组结构、基因表达

调控和遗传变异等信息的能力。测序前的文库构建工

作是获得高质量数据的关键因素之一。在二代测序中, 

常规文库构建主要包括DNA或RNA片段化、末端修

复、测序接头连接、片段大小筛选和PCR扩增等过程, 

步骤较为烦琐。基于Tn5转座酶复合物建立的文库构

建方法则具有简便且易操作的优点。Tn5是一种细菌

转座子 , 包括2个几乎相同且倒置的元件 IS50L和

IS50R, 其中IS50R编码有活性的转座酶, Tn5通过

“剪切-粘贴(cut-and-paste)”的方式催化转座元件的

易位, 在切割DNA的同时将转座元件插入靶DNA中

(Lovell et al., 2002)。野生型Tn5的转座效率较低, 经

过改造的Tn5则可以高效切割DNA, 同时为DNA两端

加上接头 , 因此广泛应用于高通量测序文库构建

(Picelli et al., 2014), 如转录组和ATAC-seq (鉴定染

色质开放区域) (Buenrostro et al., 2013; Di et al., 

2020)。 

染色质免疫共沉淀(chromatin immunoprecipita-

tion, ChIP)技术是检测蛋白质与DNA结合的实验技

术 (王泓力和焦雨铃 , 2020)。基于此技术开发的

ChIP-seq可以在全基因组范围内检测蛋白质与DNA

的相互作用(Schmidt et al., 2009), 但该方法存在背

景信号偏高, 以及由于甲醛交联和染色质在免疫沉淀

过程中的溶解而产生假阳性的问题(Kharchenko et 

al., 2008; Kaya-Okur et al., 2019)。Steven Henikoff

实验室先后于2017年和2019年发表了CUT&RUN和

CUT&Tag两种改进的免疫沉淀技术, 均展现出良好

的可重复性以及信噪比(Skene and Henikoff, 2017; 

Kaya-Okur et al., 2019), 随后他们又对技术进行全

·技术方法· 
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面优化(Thakur and Henikoff, 2018; Brahma and 

Henikoff, 2019; Meers et al., 2019)。与传统的ChIP- 

seq相比, CUT&RUN和CUT&Tag具有显著优势。其

一是ChIP-seq实验中通过超声打断的方式使DNA片

段化, 这种片段化的过程受交联强度、超声设备和条

件的限制 , 影响了ChIP-seq的重复性和信噪比

(Schmidt et al., 2009), 而CUT&RUN和CUT&Tag通

过酶切的方式使DNA片段化, 极大地提高了可重复

性 ; 其二是 ChIP-seq 的实验周期为 3–5 天 , 而

CUT&RUN和CUT&Tag最快仅需1天即可完成文库

构建 , 实验周期极大缩短 (Skene and Henikoff, 

2017; Kaya-Okur et al., 2019)。此外, CUT&Tag比

CUT&RUN更具有优势, 即建库过程中不需要人工加

测序接头, 加接头的过程在酶切反应中就已经完成。 

CUT&Tag的高信噪比和便捷性在于利用Protein 

A和Tn5融合表达的pA-Tn5, 直接处理细胞核中的染

色体, 将目的蛋白免疫识别、结合DNA纯化及文库构

建等简化为一个步骤。Protein A是一种来自金黄色葡

萄球菌细胞壁的蛋白, 这是一种特异性配体, 可与许

多物种IgG的Fc区结合(Lindmark et al., 1983)。因此, 

用Protein A和IgG抗体的亲和性使得与其融合表达的

Tn5也具备了更高的靶向性, 同时Tn5的转座酶活性

可以直接给DNA片段两端添加测序接头。但不同类型

的免疫球蛋白与Protein A和Protein G的亲和力具有

较大差异(Dancette et al., 1999)。例如, 小鼠(Mus 

musculus)源的IgG1型抗体与Protein A的亲和力较

弱, 与Protein G的亲和力较强; 而兔源的IgG型抗体

与Protein A和Protein G的亲和力则相当。因此在

CUT&Tag实验中, 对于不同的抗体类型应当采用不

同融合表达类型的Tn5进行免疫沉淀。 

近年来, CUT&Tag已经广泛应用于植物尤其是

组蛋白修饰研究中。例如 , 利用CUT&Tag在棉花

(Gossypium hirsutum)中对组蛋白修饰H3K4me3等

进行系统分析(Tao et al., 2020)。组蛋白修饰作为一

种表观遗传修饰, 在植物生长发育和应对环境胁迫中

均发挥重要作用(杨同文和李成伟, 2014; 杜康兮等, 

2018; 陈 威 等 , 2019) 。 因 此 , 在 植 物 中 优 化

CUT&Tag技术具有重要应用价值。本研究以模式植

物拟南芥(Arabidopsis thaliana)为实验材料 , 利用

RNA聚合酶II (Pol II)的Ser5P抗体(特异性识别CTD

七肽重复序列中5位丝氨酸磷酸化的RNA聚合酶II, 

小鼠IgG1型和兔IgG型)进行CUT&Tag实验, 结果呈

现了抗体类型与pA-Tn5和pG-Tn5的亲和力差异, 以

及对构建DNA文库效果的影响, 研究结果可为后续

CUT&Tag实验中的抗体选择提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

载体: 3× Flag-pA-Tn5-FI和pAG/MNase (Skene and 

Henikoff, 2017; Kaya-Okur et al., 2019)。 

菌株 : 大肠杆菌 (Escherichia coli)菌株DH5α, 

C3013。 

植物材料: 拟南芥(Arabidopsis thaliana L.)哥伦

比亚生态型(Col-0)。拟南芥种子先用70%乙醇表面消

毒30秒, 然后加入次氯酸钠溶液(稀释8倍)消毒10分

钟 , 无菌水冲洗4–5次后均匀播种于1/2MS培养基

上。在4°C放置2天后移至光照培养箱中培养, 培养温

度为22°C, 光周期为16小时光照/8小时黑暗, 光照强

度为150 μmol·m–2·s–1。 

接头引物由上海生工合成(HPLC纯化)。Bottom: 

5′P-CTGTCTCTTATACACATCT-3′, 5′磷酸修饰; 10-

30: 5′-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGA- 
GACAG-3′; 1031: 5′-GTCTCGTGGGCTCGGAGAT- 

GTGTATAAGAGACAG-3′。 

PCR扩增引物由广州天一辉远合成 (HPLC纯

化)。pAG/MNaseRP-F′: 5′-AGATGACCATGATTAC- 

GCCAACAACTTATAAATTAGTCATCAACGGG-3′; 
pAG/MNaseRP-R′: 5′-CCACCGAATTCTTTATCGT- 
CATCTACGGCTGGCGTCAAC-3′; pA/Tn5RP-F′: 5′- 
TGGCGTAATCATGGTCATCT-3′; pA/Tn5RP-R′: 5′-G- 

ATGACGATAAAGAATTCGGTGG-3′。 

抗体: Pol II Ser5P (小鼠IgG1型)购自MBL Life 

science (Cat No.MABI0603); Pol II Ser5P (兔IgG型)

购自Abcam (Cat No.ab5131)。 

所有缓冲液及试剂配方见表1。 

1.2  pG/Tn5表达载体的构建 

以3× Flag-pA-Tn5-FI作为模板, 通过PCR扩增含有

Tn5的线性化载体 (引物 :  pA /Tn 5RP-F ′和pA / 

Tn5RP-R′); 以pAG/MNase作为模板, 通过PCR扩增

Protein G片段(引物: pAG/MNaseRP-F ′和pAG/ 

MNaseRP-R′); 用重组酶进行同源重组获得pG/Tn5 
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表1  缓冲液 

Table 1  Buffer used in this study 

Buffer Component Concentration Buffer Component Concentration

HEGX buffer NaCl 0.8 mol·L–1 HBC buffer Tris-HCl, pH7.5 20 mmol·L–1 

  Glycerol 10%   Sucrose 352 mmol·L–1

  TritonX-100 0.2%   MgCl2 8 mmol·L–1 

  HEPES-KOH, pH7.2 20 mmol·L–1   TritonX-100 0.08% 

  EDTA 1 mmol·L–1   β-mercaptoethanol 8 mmol·L–1 

Storage buffer NaCl 0.8 mol·L–1   Glycerol 20% 

  Glycerol 10% 10× binding buffer HEPES-KOH, pH8.0 20 mmol·L–1 

  Tris-HCl, pH7.5 50 mmol·L–1   KCl 100 mmol·L–1

  EDTA 0.2 mmol·L–1   CaCl2 10 mmol·L–1 

  DTT 2 mmol·L–1   MnCl2 10 mmol·L–1 

Annealing buffer Tris-HCl, pH7.0 5 mmol·L–1   Spermidine 5 mmol·L–1 

  EDTA 0.5 mmol·L–1 Blocking buffer HEPES-KOH, pH7.5 20 mmol·L–1 

  NaCl 50 mmol·L–1   NaCl 150 mmol·L–1

5× Tagmentation buffer TAPS-NaOH, pH8.5 50 mmol·L–1   Spermidine 0.5 mmol·L–1 

  MgCl2 25 mmol·L–1   BSA 0.1% 

Lysis buffer HEPES-KOH, pH7.2 50 mmol·L–1   EDTA 2 mmol·L–1 

  NaCl 150 mmol·L–1 Wash buffer HEPES-KOH, pH7.5 20 mmol·L–1 

  EDTA 1 mmol·L–1   NaCl 150 mmol·L–1

  TritonX-100 1%   Spermidine 0.5 mmol·L–1 

  Glycerol 10%   BSA 0.1% 

  β-mercaptoethanol 5 mmol·L–1   Pepstatin A 1 μg·mL–1 

  Pepstatin A 1 μg·mL–1   Aprotinin 1 μg·mL–1 

  Aprotinin 1 μg·mL–1   PMSF 1 mmol·L–1 

  PMSF 1 mmol·L–1 TE buffer Tris-HCl, pH8.0 1 mmol·L–1 

HBB buffer Tris-HCl, pH7.5 25 mmol·L–1   EDTA 0.1 mmol·L–1 

  Sucrose 0.44 mol·L–1 Dissolution buffer NaCl 300 mmol·L–1

  MgCl2 10 mmol·L–1   EDTA 1 mmol·L–1 

  TritonX-100 0.1%    

  β-mercaptoethanol 10 mmol·L–1    

EDTA: 乙二胺四乙酸; DTT: 二硫苏糖醇; PMSF: 苯甲基磺酰氟; BSA: 牛血清白蛋白; TAPS-NaOH: 用氢氧化钠调节pH的三羟

甲基甲胺基丙磺酸; HEPES-KOH: 用氢氧化钾调节pH的4-羟乙基哌嗪乙磺酸 

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid; DTT: 1,4-dithiothreitol; PMSF: Phenylmethanesulfonyl fluoride; BSA: Bovine serum 

albumin; TAPS-NaOH: Trimethylhydroxymethyl amino propane sulfonic acid to regulate pH with sodium hydroxide; HEPES- 

KOH: 4-hydroxyethyl piperazine ethanesulfonic acid to regulate pH with potassium hydroxide 
 

表达载体, 转入大肠杆菌菌株DH5α中扩增并通过测

序鉴定。提取质粒并转入菌株C3013中, 鉴定后于

–80°C冰箱保存备用。 

1.3  Tn5、pA-Tn5和pG-Tn5的诱导表达及亲和

纯化 

根据已发表文献中的方法(Picelli et al., 2014)进行一

定调整。取过夜培养的菌液至新的LB培养液中, 加入

抗生素, 18°C培养10–12小时(OD值约为0.6)后加入

IPTG诱导表达。随后利用HEGX buffer重悬菌液, 超

声破碎细胞后用几丁质凝胶进行亲和纯化 , 利用

intein切除几丁质结合结构域, 分别获得Tn5、pA-Tn5

和pG-Tn5, 用储存缓冲液透析, 于–80°C冰箱中保存

备用。 

1.4  pA-Tn5和pG-Tn5的酶活测定 

参考已发表文献中的方法(Kaya-Okur et al., 2019), 

将1030、1031和Bottom Oligo用退火缓冲液溶解, 配

成浓度为200 μmol·L–1的工作液。将200 μmol·L–1的

1030、1031 oligo分别与Bottom oligo等体积混合, 得
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到1030/Bottom和1031/Bottom双链接头 , 将1030/ 

Bottom和1031/Bottom等体积混合, 得到100 μmol·L–1

混合接头。取pA-Tn5和pG-Tn5各10 μL, 分别加入

0.78 μL 100 μmol·L–1混合接头, 混匀后室温静置1小

时, 组装得到pA-Tn5/接头复合物和pG-Tn5/接头复

合物。取3 μL pA-Tn5/接头复合物或pG-Tn5/接头复

合物、4 μL 5× Tagmentation buffer及50 ng拟南芥基

因组DNA (底物), 用dH2O补足至20 μL, 37°C反应30

分钟。加2 μL 0.2% SDS终止反应, 得到片段化DNA。

采用琼脂糖凝胶电泳观察基因组DNA被酶切的情况。 

1.5  pA-Tn5和pG-Tn5的CUT&Tag 

参考已发表文献中的方法(Kaya-Okur et al., 2019), 

收集在1/2MS培养基中培养2周的拟南芥幼苗地上部

分, 用液氮研磨。用30 mL Lysis buffer重悬2 mL样

品, 混匀, 冰上静置10分钟。用1层100目和1层200

目滤网过滤悬液, 过滤液于4°C、3 200 ×g离心20分

钟。去除上清, 用1 mL HBB buffer洗涤细胞核沉淀, 

然后4°C、4 000 ×g离心5分钟。去除上清, 用1 mL 

HBC缓冲液悬浮沉淀, 分装成每管50 μL, 然后4°C、

6 500 ×g、离心5分钟。去除上清, 加100 μL结合缓

冲液重悬沉淀。取10 μL磁珠 (BioMag Plus conca-

navalin A-coated beads, Cat No.86057-10), 用5× 

Binding buffer洗磁珠, 快速混匀, 置于磁力架上静置

20秒, 用5× Binding buffer洗涤2次, 去除上清。用

10 μL Binding buffer悬浮磁珠, 加入上述细胞核(重

悬于100 μL Binding buffer)中, 摇晃10分钟使磁珠与

细胞核充分结合。置于磁力架上静置1分钟, 去除上

清, 每管加1 mL Blocking buffer, 室温摇晃5分钟, 

去除上清。加入配制好的200 μL Antibody buffer (1%

对应抗体的Wash buffer), 4°C孵育2小时。去除上清, 

用1 mL Wash buffer洗涤沉淀, 去除上清, 重复2次。

加入200 μL Wash buffer和10 μL pA-Tn5/接头复合

物或pG-Tn5/接头复合物, 保证磁珠与液体在充分混

匀的情况下室温旋转孵育或者期间手动轻轻震荡混

匀1小时, 磁力架上静置1分钟后吸去上清。再用1 mL 

Wash buffer洗涤, 去除上清, 重复洗涤5次。加入

100 μL Tagmentation buffer, 37°C摇床孵育1小时。

加入4.5 μL 0.5 mol·L–1 EDTA、5.5 μL 10% SDS和

1 μL 20 mg·mL–1蛋白酶K, 55°C反应30分钟; 然后

70°C孵育20分钟, 使蛋白酶K失活。每个文库加入

300 μL CTAB, 65°C反应15分钟, 冰上静置1分钟。加

入500 μL酚氯仿异戊醇PCI (24:25:1, v/v/v)混合液提

取DNA, 手动震摇2分钟, 室温静置1分钟, 然后4°C、

12 000 × g离心15分钟。取上清, 加400 μL氯仿, 手动

震摇30秒, 4°C、12 000 ×g离心5分钟。取上清, 加十

分之一体积的3 mol·L–1 NaAc、2.5倍体积的无水乙醇

和1.5 μL Glycoblue, 混匀。–80°C孵育至少2小时, 然

后4°C、12 000 ×g离心15分钟, 去除上清。每个文库

加1 mL冰冻的75%乙醇, 混匀后4°C、12 000 ×g离心

5分钟, 去除上清, 重复1次。吸干液体后风干5分钟, 

加入10–40 μL TE buffer溶解DNA。PCR反应体系: 

50 μL, 反应程序: 72°C3分钟, 用于补平缺口, 95°C 

30秒, 随后95°C10秒, 55°C30秒, 72°C40秒, 14个循

环, 最后72°C5分钟。PCR产物用6%非变性聚丙烯酰

胺胶进行电泳, 110 V, 1小时, 回收大小为150–400 bp

的胶块。将胶块磨碎, 加入300 μL Dissolution buffer, 

室温摇床过夜。室温、7 000 ×g离心5分钟, 缓慢吸取

上清液。在上清液中加入NaAc、无水乙醇和Glycoblue

沉淀文库, 最后用15 μL DEPC H2O溶解DNA。用

Qubit QuantIT (Invitrogen)测定文库浓度, 由上海瀚

宇生物公司在illuminaNovaSeq平台完成二代测序。 

1.6  生物信息学分析 

首先 , 通过FastQC软件 (http://www.bioinformatics. 

babraham.ac.uk/projects/fastqc/)查看测序质量, 并

用cutadapt软件(Martin, 2011)去除测序reads中的接

头序列, 过滤低质量数据。随后, 将过滤后得到的干

净reads采用软件STAR (Dobin et al., 2013)比对至

拟南芥基因组TAIR10, 仅保留唯一比对的reads。然

后 , 用RseQC软件(Wang et al., 2012)中的read_ 

distribution.py工具统计测序reads的分布特征, 利用

deepTools (Ramírez et al., 2016)画出测序reads在

基因上的平均分布图。最后, 用基因组浏览器IGV 

(Thorvaldsdóttir et al., 2013)查看基因上的reads分

布特征。 

2  结果与讨论 

2.1  pG/Tn5表达载体的构建及pA-Tn5和pG-Tn5

的诱导表达与亲和纯化 

我们采用传统PCR扩增方式获得了含有Tn5的载体
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和pG片段, 以3× Flag-pA-Tn5-FI作为模板扩增得到

Tn5转座酶基因片段, 以pAG/MNase作为模板扩增

得到pG DNA片段, 随后用同源重组的方式获得表达

pG-Tn5重组蛋白的pG/Tn5载体(图1A), 通过一代测

序的方式验证重组反应是否成功, 以及融合蛋白序列

是否正确, 随后将构建成功的质粒导入表达宿主菌

C3013。在宿主菌中诱导表达pG-Tn5和pA-Tn5融合

蛋白, 利用pG-Tn5和pA-Tn5蛋白上含有的几丁质结

合结构域进行亲和纯化, 得到高纯度的pA-Tn5 (图

1B)和pG-Tn5 (图1C)。 

2.2  pA-Tn5和pG-Tn5具有与Tn5相近的酶活力 

我们利用相同浓度的pA-Tn5和pG-Tn5在37°C条件

下对大豆(Glycine max)威廉82型(W82)基因组DNA

进行切割, 并观察切割效果, 同时比较Tn5、pA-Tn5

以及pG-Tn5的酶活力 , 发现pA-Tn5和pG-Tn5均具

有可观的酶活力, 并且与Tn5对照酶活相当(图2), 表

明获得的重组蛋白pA-Tn5和pG-Tn5能够用于后续

实验。 

2.3  抗体与酶的亲和力影响CUT&Tag的效果 

利用获得的重组蛋白pA-Tn5和pG-Tn5进行CUT& 

Tag实验, 按照酶的种类、抗体种类、酶的用量以及

植物材料用量分别设置12个实验组(表2)。其中, 实验

组1–6针对小鼠IgG1型抗体评估pA-Tn5与pG-Tn5在

进行CUT&Tag实验中的效果; 实验组7–12针对兔

IgG型抗体评估pA-Tn5和pG-Tn5在进行CUT&Tag实

验中的效果。实验组1–6和7–12分别进行, 每次都设 

 

 

图1  pG/Tn5表达载体的构建及pA-Tn5和pG-Tn5的制备 

(A) 利用PCR及同源重组的方式构建pG/Tn5; (B) pA-Tn5利用几丁质亲和标签的亲和纯化(泳道1–4为纯化前的蛋白混合物, 表

示纯化前带有几丁质结合结构域和intein的pA-Tn5蛋白; 泳道5–8为洗脱后纯度较高的pA-Tn5, 表示纯化后的蛋白; 泳道9: 蛋

白分子量标准); (C) pG-Tn5利用几丁质亲和标签的亲和纯化(泳道1–5为纯化前的蛋白混合物, 表示纯化前的蛋白; 泳道6–8为洗

脱后纯度较高的pG-Tn5, 表示纯化后的蛋白; 泳道9: 蛋白分子量标准) 

 

Figure 1  Construction of the pG/Tn5 expression vector and preparation of pA-Tn5 and pG-Tn5 

(A) pG/Tn5 was constructed by PCR and homologous recombination; (B) pA-Tn5 was affinity purified by the chitin-binding 

domain (lanes 1–4 are the protein mixture before purification,  represents the protein before purification; lanes 5–8 are 

pA-Tn5 with high purity after elution,  represents the purified protein; lane 9: Protein molecular weight marker); (C) pG-Tn5 

is affinity purified by chitin-binding domain (lanes 1–5 are the protein mixture before purification,  represents the protein 

before purification; lanes 6–8 are pG-Tn5 with high purity after elution,  represents the purified protein; lane 9: Protein mo-

lecular weight marker) 
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图2  pA-Tn5和pG-Tn5的活力测定 

泳道1: 大豆基因组DNA+Tn5; 泳道3: 大豆基因组DNA+pA- 

Tn5; 泳道5: 大豆基因组DNA+pG-Tn5; 泳道2、4和6: 大豆基

因组DNA; 泳道7: Marker 

 
Figure 2  Evaluation of the activities of pA-Tn5 and pG-Tn5 

Lane 1: Soybean genomic DNA+Tn5; Lane 3: Soybean ge-

nomic DNA+pA-Tn5; Lane 5: Soybean genomic DNA+pG- 

Tn5; Lanes 2, 4 and 6: Soybean genomic DNA without en-

zyme; Lane 7: Marker 

 
表2  实验组设计 

Table 2  Experimental group design 

Group 
Enzyme 

type 
Antibody 

Dosage 
of Tn5 
(μg) 

Dosage of 
plant ma-
terial (μL)

1 pA-Tn5 Ser5P Mouse IgG1 0.2  150  

2 pA-Tn5 Ser5P Mouse IgG1 1  150  

3 pG-Tn5 Ser5P Mouse IgG1 0.2  150  

4 pG-Tn5 Ser5P Mouse IgG1 1  150  

5 pG-Tn5 IgG 0.2  150  

6 pG-Tn5 IgG 1  150  

7 pA-Tn5 Ser5P Rabbit IgG 0.5  30  

8 pA-Tn5 Ser5P Rabbit IgG 1  150  

9 pG-Tn5 Ser5P Rabbit IgG 0.5  30  

10 pG-Tn5 Ser5P Rabbit IgG 1 150  

11 pA-Tn5 IgG 1  150  

12 pG-Tn5 IgG 1 150  

 

置IgG为对照。我们对测序数据进行分析, 由于实验

组1的测序量太低将其舍去, 剩余组测序数据中去除

低质量数据和测序接头后得到的有效数据量分别为

4、0.6、7、10、8.5、0.9、13.6、1、11、0.1和25 M。

我们对测序数据的插入片段长度进行分析, 判断Tn5

酶的酶切过程是否正常(以实验组4、6、8和10为例, 

图3)。结果表明, 插入片段长度以10 bp为1个周期逐

级递增, 符合Tn5转座酶识别并切割DNA双螺旋结构

的特点。 

接下来我们使用STAR软件将测序数据与拟南芥

基因组TAIR10版本进行比对 , 比对后的数据用

deepTools作图, 得到CUT&Tag测序reads在基因上

的平均分布(图4)。结果显示, 在小鼠IgG1型抗体中, 

使用pG-Tn5的实验组中能够检测到明显的Pol II结合

信号, 主要分布于转录起始和终止位置; 而pA-Tn5

实验组与对照组IgG的reads分布较为相似(图4A)。结

果表明, 相比pA-Tn5, pG-Tn5与IgG1型抗体的亲和

性更强。在兔IgG型抗体中, pA-Tn5与pG-Tn5均表现

出较好的亲和力, 相比IgG都能检测到Pol II在基因上

分布的信号, 且较低起始量材料也能获得较好的效果

(图4B)。这表明pA-Tn5和pG-Tn5与IgG型抗体的亲和

力相当。同时发现, 实验组5、6以及11、12作为阴

性对照却在基因上有一定信号, 推测可能是由于基

因区域的染色质状态较为开放, 因此更容易被Tn5转

座酶切割。 

通过绘制CUT&Tag数据在基因组上不同区域的

分布比例, 发现各组数据均呈现相同的分布趋势, 即

大部分信号落在外显子编码区上(图5)。 

随后, 我们利用基因组浏览器IGV观察并展示了

不同实验组CUT&Tag数据在个别基因上的分布, 选

取3个基因区段: AT4G14880–AT4G14900区段(图

6A)、磷响应蛋白基因EXO (AT4G08950)附近区段(图

6B)以及蓝光受体基因CRY1 (AT4G08920)附近区段

(图6C)。我们发现其结果与CUT&Tag测序数据在基

因上的平均分布结果类似, 在小鼠IgG1抗体对比实

验中, 其中利用pG-Tn5 (酶量1 μg)的实验组与对照

组相比具有更高的信号。但0.2 μg酶量的pG-Tn5中, 

reads仅分布在少数位置 , 说明酶的用量也会影响

Tn5的作用效果, 酶量较少可能导致得到的DNA序

列复杂度较低。在兔IgG型抗体对比实验中, 相比对

照组 IgG (Group 11–12), 不同类型酶的CUT&Tag 

(Group 7–10)中均检测到Pol II在基因上较强的分布

信号。 

2.4  讨论 

随着测序技术的发展, 二代测序DNA和RNA文库构

建成为分子生物学的常规实验, 在追求实验过程便捷

性的同时, 文库的质量和成本逐渐成为研究者面临的 
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图3  插入片段长度分布 

(A) 实验组4插入片段长度分布; (B) 实验组6插入片段长度分布; (C) 实验组8插入片段长度分布; (D) 实验组10插入片段长度分

布。Group 4、6、8和10同表2。 

 

Figure 3  Library insert size 

(A) Library insert size in experimental group 4; (B) Library insert size in experimental group 6; (C) Library insert size in ex-

perimental group 8; (D) Library insert size in experimental group 10. Group 4, 6, 8 and 10 are the same as shown in Table 2. 
 

 
图4  CUT&Tag信号在基因上的平均分布 

(A) 小鼠IgG1型抗体的CUT&Tag信号在基因上的平均分布; (B) 兔IgG型抗体的CUT&Tag信号在基因上的平均分布。TSS: 转录

起始位点; TES: 转录终止位点 

 

Figure 4  Average distribution of CUT&Tag signals on genes 

(A) Average distribution of CUT&Tag signals on genes of mouse IgG1 antibody; (B) Average distribution of CUT&Tag signals 

on genes of rabbit IgG antibody. TSS: Transcription start site; TES: Transcription end site 



 刘晟宇等: Tn5 转座酶融合蛋白在 CUT&Tag 实验中的优化及评价  609 

 

 

图5  CUT&Tag信号在染色体上的分布 

CDS: 蛋白质编码区; 5′UTR: 5′非翻译区; 3′UTR: 3′非翻译区。TSS和TES同图4。Group 2、3、4、6、7、8、9和10同表2。 
 

Figure 5  Distribution of CUT&Tag signals on chromosome 

CDS: Coding sequence; 5′UTR: 5′ untranslated region; 3′UTR: 3′ untranslated region. TSS and TES are the same as shown in 

Figure 4. Group 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9 and 10 are the same as shown in Table 2. 
 

 

图6  利用IGV展示CUT&Tag信号在个别基因上的分布 

(A) 基因AT4G14880–AT4G14900区段的CUT&Tag信号; (B) 磷响应蛋白基因EXO的CUT&Tag信号; (C) 蓝光受体基因CRY1的

CUT&Tag信号。从上至下分别对应实验组2–12的实验数据。 
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Figure 6  Distribution of CUT&Tag signals on individual genes by IGV 

(A) CUT&Tag signal of gene AT4G14880 to AT4G14900; (B) CUT&Tag signals of phosphorus responsive protein gene EXO; 

(C) CUT&Tag signals of blue light receptor gene CRY1. From top to bottom, it corresponds to the experimental data of ex-

perimental groups 2–12. 
 

重要问题。本研究进一步优化现有的CUT&Tag文库

构建方法, 在提高文库构建性价比的同时提升文库质

量, 为后续测序数据分析提供保障。在最初发表的

CUT&Tag技术相关文章中只利用pA-Tn5对组蛋白修

饰的抗体进行免疫共沉淀, 而作者Steven Henikoff

也曾提出利用pA-Tn5进行CUT&Tag实验时, 为保证

其靶向特异性需添加二抗(Kaya-Okur et al., 2019)。

本研究构建并表达了融合蛋白pG-Tn5, 通过对比

pA-Tn5和pG-Tn5在使用小鼠IgG1型抗体和兔IgG型

抗体的CUT&Tag文库构建中的效率, 证明pG-Tn5与

IgG1型抗体的亲和性更高, 但pA-Tn5和pG-Tn5与兔

IgG型抗体的亲和力相近。因此 , 研究者在进行

CUT&Tag实验时应根据使用的抗体选择合适的Tn5

融合蛋白。尽管目前市面上已有pA-Tn5和pG-Tn5的

商业化产品, 但大多售价较高, 不适用于大量文库构

建。我们的研究为科研人员提供了一个可行且实惠的

备选方案。 

在植物研究中, 类似的酶系策略应用研究已有报

道。例如, 在拟南芥中, CUT&RUN技术被用于研究起

始材料较少的胚乳组织中组蛋白修饰H3K27me3的

分布(Zheng and Gehring, 2019)。随后, 基于细胞核

提取而进行的CUT&Tag技术在棉花、油菜(Brassica 

napus)以及水稻(Oryza sativa)中相继建立。与动物细

胞中的结果类似, CUT&Tag具有比ChIP-seq需要的

起始材料更少且操作更简便的优点(Tao et al., 2020; 

Ouyang et al., 2021)。这在我们的研究中也得到证

实。这一特点使得CUT&Tag技术为研究植物中更加

精细的生物学过程的表观遗传修饰变化, 以及对基

因表达的调控(如受精后种子的发育过程)提供了有

力保障。 
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Protein in CUT&Tag 
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Abstract  Tn5 is a bacterial transposon. The engineered Tn5 can efficiently tag DNA while adding the adapter se-

quences. Therefore, it has been widely used in the preparation of high-throughput sequencing libraries. Cleavage Under 

Target & Tagmentation (CUT&Tag) is an improved technology for studying the interaction between protein and DNA, 

which has the advantages of good repeatability, high signal-to-noise ratio, and easy operation. This technology uses 

Protein A (pA) or Protein G (pG) and Tn5 to form a fusion protein, which can locate specific antibodies (the antibody is 

used to identify the target protein) and break the DNA near the target site while introducing sequencing adapters. Then, 

DNA was extracted, followed by PCR amplification to obtain the sequencing library. However, different types of antibodies 

have different affinities for pA and pG, thus limiting the application of CUT&Tag for some antibodies. To overcome this 

limitation, the expression vector of pG-Tn5 was constructed by recombination, and pG-Tn5 recombinant protein was ob-

tained by prokaryotic expression and affinity purification. We used RNA polymerase II (Pol II)-specific antibodies (Pol II 

Ser5P, mouse IgG1 and rabbit IgG) to compare the efficiency of pA-Tn5 and pG-Tn5 in library preparation of CUT&Tag in 

Arabidopsis. The results showed that the IgG1 antibody had higher affinity for pG-Tn5, and the quality of the constructed 

library was better when pG-Tn5 was used. The rabbit IgG antibody has comparable affinities to the two enzymes. A lower 

starting amount of plant material can be applicable in CUT&Tag. This study provides a reference for the selection of Tn5 

fusion proteins against different antibodies in future CUT&Tag experiments. 

Key words  ChIP, CUT&Tag, RNA polymerase II, Tn5 
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