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序列特异的三锌指多肽的构建及其在大肠杆菌中的表达
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摘 要 在获得单一锌指突变体的基础上，以小鼠转录因子 B;C$20 的三锌指 D*E 结合区为模板，利用重叠（FG4H.
(6I）JKL 技术，获得了关键氨基酸位点同时突变的三锌指突变体 B5!$/、$B5!$/。B5!$/、$B5!$/ 分别克隆进 IMK !0
质粒，序列测定正确后，以 IN9O.$3 为表达质粒，在大肠杆菌 +P!%1 中实现了功能性的表达。经 QDQ.JEN9 分析，表

达出了分子量 /#R%SD 的融合蛋白，扫描分析其含量在 $%T左右。菌体经超声波破碎后，对可溶性融合蛋白进行了

纯化得到了游离的目的蛋白，为进一步的 D*E 结合特性分析、杂交转录因子的构建等奠定了基础。
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锌指结构是一种长约 /% 氨基酸的最常见的核

酸识别基序，整个肽段通过锌离子与半胱氨酸和V或
组氨酸的螯合配位形成一种稳定的“指头”样高级结

构。自 !108 年在非洲爪蟾转录因子 35WWWE 中发现

第一个锌指以来，目前已在 82% 多种蛋白中发现

#!%% 多种不同的锌指序列，成为所有 D*E 结合蛋白

中最庞大的一个家族［!，$］，此外锌指结构还是目前为

止唯一的既可识别 D*E，又可识别 L*E 甚至还可以

识别 D*E.L*E 杂交双链的蛋白元件，是研究蛋白.
核酸特别是蛋白.D*E 相互作用的理想对象。早期

的一些经典方法如 D?6X4 W 足迹法、甲基化保护实验

以及晶体结构的分析等发现锌指蛋白以一种特异性

的方式与 D*E 相互作用，每个锌指识别约 / 个碱基

对的特异序列［/，#］，而且在这种 ! Y/ 的识别过程中起

关键作用的是几个保守的氨基酸位点，噬菌体展示

技术则揭示改变这些位置上的氨基酸可以改变整个

锌指的识别特异性［8］。

但是以上这些实验都是一些体外实验，很难真

实地反映体内锌指.D*E 相互作用规律，鉴于此，我

们以小鼠转录因子 B;C$20 的三锌指结合区［#］为材

料，建立了一种体内遗传筛选模型，利用上述模型，

通过对单一锌指识别螺旋中几个保守的氨基酸位点

进行随机突变与筛选，获得了一些识别特异序列如

8Z.NKE、NE3、NK3、NKN./Z等的单锌指突变体（赵志

虎博士论文）。本工作则在此基础上，通过重叠 JKL
对 B;C$20 的三锌指结合区同时进行突变，实现三个

单一锌指突变体的串联，以获得特异性识别 1AI 靶

序列即 8Z.NKENK3NK3./Z、8Z.NE3NK3NKE./Z的三锌

指多肽，从而为利用上述元件构建杂交转录因子、实

现特异基因表达的人为干预奠定基础。

! 材料与方法

! "! 材料

! "! " ! 菌株与质粒：大肠杆菌 D[8!、+P!%1；质粒

IMK!0，IN9O.$3 本 室 保 存，I\]Q.B;C$20，来 源 于

E3KK。

! "! " # 试剂：30(LW、.+4[W、3# D*E 连接酶、36^
D*E 聚合酶、IC, D*E 聚合酶为 JH’:6_4、华美公司

产品。蛋白标准为 JH’:6_4 公司产品，核酸标准、

WJ3N、‘*3J、O._6( 等为华美公司产品。Q4I=6H’X4 #\
为 J=6:6H;@6( 公司产品。

! "# 方法［$，%］

! "# "! 重叠（FG4H.(6I）JKL［0］：JKL 引物设计与合成

为完成 B;C$20 三锌指元件的 $ 次同时突变，我

们设计 !% 条引物，其中 8Z.框内加 .+4[W 位点，/Z.
端添加 30(LW 位点和终止密码 3EE，3NE。



! " #$!： %&’((!!"#$$)(*+(()+)))(*(*+)**+’,&

- " +)(!!： %&’)**)+))+))(*(*))+) (*))’,&

, " +)(!-： %&’+)++(*(*++)++)+((+(*)()))+()*+((((+)++)+(*)+)’,&

. " +)*!!： %&’)(*+)+*(()**)(+*()*(+*++)+(()**+*))+))()(*))+)()))()()’,&

% " +)*!-： %&’)()*(+*()*+((+**()+)(*+ )(+’,&

/ " +(*： %&’+(****++*(*+))*)())(++**())()*)+*++)((()**))*)))()’,&

0 " +)*-!： %&’)**+*))+))(*(*))+) (*))()’,&

1 " +)*--： %&’+)++(*(*++)++()((+ )*)()))+(++*(+((((+)++)+(*)’,&

2 " +)(： %&’+(****++*(*+))*))*)(+(*)())()*)*+++)((()**)))()’,&

!3 " #)!： %&’((!""##$*)(**(+*))**)*+*)**(((*++(****++*(*+))*)’,&

粗体部分为酶切位点，阴影部分为重叠互补区，

下划线为突变碱基。以上引物由上海生工生物技术

公司合成。

重叠 4)5
#67-/1 的 8$( 结合区由三个前后串联锌指组

成，以其为模板，通过 9:;<’=>? 4)5，可获得具有全新

8$( 结合特性的三锌指多 肽。重 叠 4)5 由 , 次

4)5 完成，以中间锌指 #@- 为例。

第一次：在 %3!A 的反应体积中，加入模板：天然

#67-/1 !3BC， 引 物 #$!、 +)*!- 各 %3?DE=，
F$*4!33!DE=GA，*>H-I%J，2.K ,3L，%%K ,3L，0-K
.%L 反应 ,3 循环，回收目的片段。

第二次：以 #)!，+)*!! 为引物，以天然 #67-/1
基因为模板，回收目的片段，反应条件同反应 !。

第三次：取反应 !、- 目的产物各 !3?DE= 为模

板，引物 #$!，#)! 各 %3?DE=，F$*4 !33!DE=GA，*>C 酶

-J，按照 2.K ,3L，%3K ,3L，0-K .%L 的条件反应 !3
个循环后，2.K ,3L，%%K ,3L，0-K .%L 反应 -3 个循

环，回收目的片段，获得中间锌指发生突变的突变体

#@-。

第一、二两个锌指发生突变的突变体 #@!- 的突

变换以 #@- 为模板，+)(!!、+)(!- 为引物，其它条

件同 #@! 的突变。, 个锌指均发生突变的突变体

#@!-, 突变分两步进行，先以 #@!- 为模板，#$!、+(*
为引物扩增，再以此扩增产物为模板，#$!、#)! 为引

物完成全部三锌指的突变，-#@!-, 的突变过程同

#@!-,。

% &’ & ’ 克隆质粒、表达质粒的构建：参见参考文

献［/］。

% &’ &( 8$( 序列分析：由上海博亚生物公司操作。

% &’ &) 菌体的诱导表达：挑选单克隆接种培养过夜

按 -M的比例接摇瓶培养（,0K -%3<GD6B）- N %O 至

!"/33 P 3I, N 3I%，加 入 !3M Q4*+ 使 其 终 浓 度 为

!DDE=GA，诱导培养（,3K -%3<GD6B）. N /O，取 %33!A
细菌培养物，!-333<GD6B 离心收菌，沉淀加入 !33!A

双蒸 水 和 !33!A - R 上 样 缓 冲 液，重 悬 后 沸 水 浴

%D6B，室温下冷却后取 !/!A，进行聚丙酰胺凝胶电

泳。积沉胶浓度为 %M，分离胶浓度为 !%M。

% &’ &* +S* 融合蛋白的纯化：细菌培养物超声波破

碎、离心。上清与准备好的 S;?O><EL; .T 充分混合，

一部分转移到层析柱，4TS 洗涤后，用谷胱甘肽洗脱

液洗脱。另一部分先用凝血酶切割，再洗脱分离。

’ 结 果

’ &% +,%’(、’+,%’( 克隆及序列测定

经过 9:;<’=>? 4)5，获突变产物 #@!-,、-#@!-,，

与 ?U)!1 连接后，转入大肠杆菌 VW!32 中。经序列

测定，结果与我们设计的 突 变 序 列 一 致。#@!-,、

-#@!-,、#67-/1 序列比较见图 !。

图 ! 天然 #67-/1 锌指结合区与突变体

#@!-,，-#@!-, 的序列比较

@6C"! *O; L;HJ;BX; XED?><>Y6EB E7 #67-/1 8$( Z6BF6BC
FED>6B [6YO YO; DJY>BYL #@!-,，-#@!-,

’ &’ 表达质粒的构建

取测 序 鉴 定 后 的 ?U)’#@!-,，?U)’-#@!-, 用

#$%\Q、&’(5Q 双酶切，回收目的片段。与用同样两

种限制酶处理后的 ?+]^’-* 连接，完成表达质粒的

构建。

’ &( 表达质粒的鉴定

挑阳性克隆，质粒抽提，&’(5Q，#$%\Q 双酶切，
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产物用 !"#$琼脂糖凝胶电泳检测，出现两条 %&’
带，位置与预测一致，表明获得正确的表达质粒。

图 ( 表达质粒双酶切分析

)*+,( -./01*20*34 .4567. 84896/*/ 3: .;<1.//*34 <98/7*=/
!,%&’ 781>.1；(, <?@ABC)!(D =*+./0.= E6 !"#-F 84= $%&GF；

D, <?@AB(C)!(D =*+./0.= E6 !"#-F 84= $%&GF

! "# 融合蛋白的表达

H%HBI’?@ 结果见图 D。由图可见在分子量为

DJ"K>% 处有目的蛋白条带。经扫描分析表明：重组

蛋白约占菌体总蛋白的 (K$。

图 D 表达产物的 H%HBI’?@ 分析

)*+,D H%HBI’?@ 84896/*/ 3: .;<1.//*34 <13=L20/
! , %G#!（<?@ABC)!(D）2.99 .;01820 M*0N3L0 FIO? *4=L20*34；

( , %G#!（<?@ABC)!(D）2.99 .;01820 M*0N FIO? *4=L20*34；

D , %G#!（<?@AB(C)!(D）2.99 .;01820 M*0N FIO? *4=L20*34；

J , %G#!（<?@AB(O）2.99 .;01820 M*0N FIO? *4=L20*34；

# , I130.*4 739.2L981 M.*+N0 781>.1

! "$ 融合蛋白的纯化

上清用 H.<N813/. JP 亲和层析。一部分用谷胱

甘肽洗脱液洗脱得到纯化的融合蛋白 ?HOBC)!(D，

?HOB(C)!(D。另一部分用凝血酶切割融合蛋白后，

再行洗 脱 分 离，得 到 ?HO 和 游 离 的 目 的 蛋 白，见

图 J。

图 J 蛋白纯化产物的 H%HBI’?@
)*+,J H%HBI’?@ 84896/*/ 3: <L1*:*.= <13=L20*34

!, IL1*:*.= ?HOBC)!(D；(, IL1*:*.= ?HOB(C)!(D；D, IL1*:*.= ?HO；

J , IL1*:*.= C)!(D；#, I130.*4 739.2L981 M.*+N0 781>.1

% 讨 论

外源基因在表达过程中，表达载体的启动子强

弱是一个重要因素。此外诱导后的培养温度、宿主

菌以及外源基因密码子的组成等都会影响基因的表

达［Q，!K］。综合各方面的考虑，我们选择 <?@AB(O 为

表达载体，FIO? 诱导终浓度为 !"K7739RS，诱导后培

养温度 DKT，诱导时间 #N，结果目的蛋白占总蛋白

(K$左右，与前期研究的天然锌指 C*:(UV 以及单锌

指突变体表达水平相当。

C*:(UV 是锌指蛋白家族成员之一，其 %&’ 结合

区属于 W(G( 型经典锌指，D 个串联的锌指结构识别

靶 %&’ 序列 #XB?W?O???W?BDX。与 %&’ 相互作用

时，通过!B螺旋B!、Y D、Y U 位点与 %&’ 大槽上 D 碱

基对特异性接触［D］［!!］。在利用锌指蛋白B%&’ 相互

作用的遗传筛选模型获得单一锌指突变体的基础

上，本文以天然 C*:(UV 三锌指基因为模板，通过重叠

IW- 成功地实现了三锌指关键位置同时突变，序列

测定与设计完全一致。这表明，本文所设计的引物

及重 叠 IW- 条 件 是 可 行 的。根 据 设 计，C)!(D，

(C)!(D 分 别 识 别 #XB?’O?WO?W’BDX和 #XB?W’?WOB
?WOBDX，序列测定及表达成功为进一步开展其体内、

体外 %&’ 结合特性以及两者串联构建识别更长靶

序列 #XB?W’?WO?WOB&&&&B?’O?WO?W’BDX（GFZ 特

异的 %&’ 序列）的六锌指多肽奠定基础。

&’(’&’)*’+（参考文献）

［ ! ］ G.4*>3:: H，?1..4. @’，I*.013>3[/>* H ’( %) , ?.4. :87*9*./：0N. 08;3B

4376 3: <130.*4 <81893+/ 84= 2N*7.18/, *"+’,"’ , !QQ\，!,-（#DDV）：

UKQ ] U!J
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［ ! ］ "#$$%& ’，"($)(*$)+ ,-，.$/0,1 2%3%4#5% 6#+(78#+9#+0 9:;)#+< #+ 4*%

3&:4%#+ 4&)+<(&#34#:+ =)(4:& >>>, =&:; ?%+:3/< ::(@4%<1 !"#$ ’1

ABCD，!（E）：AEFB G AEAH
［ I ］ J)5$%4#(* KJ，J)8: LM1 N#+( =#+0%&7-K, &%(:0+#4#:+：(&@<4)$ <4&/(4/&%

:= ) N#=!EC7-K, (:;3$%? #+ ! 1 A ,1 %&’()&(，ABBA，"#"（DFFO）：CFB

G CAO
［ H ］ L*&#<4@ P，-)+#%$ K)4*)+1 -K, 8#+9#+0 <#4% := 0&:Q4* =)(4:& #+9/(#8$%

3&:4%#+ N#=!EC 1 *+,& -./0 1&.2 %&’ 3%1，ABCB，$%（!!）：COIO G COHA
［ D ］ L*:: R，.$/0 ,1 S%$%(4#:+ := -K, 8#+9#+0 <#4%< =:& 6#+( =#+0%&< /<#+0

&)4#:+)$$@ &)+9:;#6%9 -K, &%5%)$< (:9%9 #+4%&)(4#:+<1 *+,& -./0 1&.2

%&’ TS,，ABBH，&’（"(）：AAAEC G AAAO!
［ E ］ S);8&::U ’，V&#4<(* W V，")+#)4#< X1":$%(/$)& L$:+#+0：, Y)8:&)4:&@

")+/)$ 1!+9 K%Q R:&U：L:$9 S3&#+0 Z)&8:& Y)8:&)4:&@ J&%<<，ABCB
［ O ］ YT S -1 L/&&%+4 3&:4:(:$< =:& ;:$%(/$)& 8#:$:0@，P%#[#+0：J%U#+0

T+#:+ "%9#()$ L:$$%0% J&%<<（中国协和医科大学出版社），ABBB
［ C ］ R:$:5 ,,，S*)8)&:5) N,1 L:+<4&/(4#+0 := -K, 8@ 3:$@;%&)<% &%(:;7

8#+)4#:+1 K/($%#( ,(#9< 2%<1，ABBF，’$（AI）：IBCI G IBCE
［ B ］ Z:(U+%@ 2L1 2%(%+4 9%5%$:3;%+4< #+ *%4%&:$:0:/< 3&:4%#+ 3&:9/(4#:+

#+ !4&5(+’&5’. &,0’ 1 6+()24 #’,/(&5),0，ABBH，’"（AA）：HDE G HEI
［AF］ V:&9 .\，]*#4;)&<* ,’，Z:&+8@ -^1 M5%&%?3&%<<#:+ )+9 3/&#=#()4#:+

:= %/U)&@:4#( 4&)+<(&#34#:+ =)(4:&< )< 0$/4)4*#:+%7S74&)+<=%&)<% =/<#:+<

#+ ! 1 &,0’ 1 "(/5,24 ",0 #’,0，ABBH，()：ACD G ABO
［AA］ J)5$%4#(* KJ，J)8: LM1 L&@<4)$ <4&/(4/&% := ) =#5%7=#+0%& \Y>7-K,

(:;3$%? )4 ! 1A ,1 %&’()&(，ABBI，"%’（#’"&）：AOFA G AOFO

*+,-./01.2,3 4,5 678/9--2+, +: ;</99 =2,1>:2,39/-
?98.259 @2.< A8912:21 BCD E91+3,2.2+, ?/+89/.F 2, !"#$%&’#$’( #)*’

NZ,K\ S*/7_#)+0 ", ^#+07’/+ NZ,M N*#7Z/!
（#(’7’)8 9)4/’/:/( ,; #’,/(&5),0,8<，#(’7’)8 AFFCDF，=5’).）

DG-./41. V:& #+5%<4#0)4#+0 4*% -K, 8#+9#+0 3&:3%&4@ := ($)<<#()$ 6#+( =#+0%& 3&:4%#+ N#=!EC，)+ ’) >’>, 4&)+<(&#34#:+ #+4%&=%&%+(%
%?3%&#;%+4 Q)< :+(% /4#$#6%9 4: 9%5%$:3 ) 0%+%4#( <%$%(4#:+ )<<)@ 1 P@ <(&%%+#+0 ) $#8&)&@ #+ Q*#(* 4*% U%@ );#+: )(#9< := 4*% 4*#&9
6#+( =#+0%& =&:; N#=!EC Q%&% &)+9:;#6%9，<:;% <#+0$% =#+0%&< Q#4* +%Q 8#+9#+0 <3%(#=#(#4@ Q%&% :84)#+%91 >+ 4*#< </49@，8@ (:;8#+7
#+0 4*% <#+0$% =#+0%&<，4Q: 4*&%%7=#+0%& 3%34#9%< (-K, NVA!I )+9 !NVA!I Q%&% (:+<4&/(4%9 8@ )+ :5%&7$)3 JL2 4%(*+#‘/% /<#+0
4*% -K, 8#+9#+0 9:;)#+ := N#=!EC )< 4*% 4%;3$)4% 1,=4%& 4*&%% 4#;%< JL2，4*% 3&:9/(4< Q%&% #+<%&4%9 #+4: 3TLAC =:& ($:+#+0 1 X*%
NVA!I )+9 !NVA!I (-K, Q%&% )$<: #+<%&4%9 #+4: 3\W_7!X =:& %?3&%<<#:+ #+ !4&5(+’&5’. &,0’ )=4%& <%‘/%+(#+0 (:+=#&;)4#:+1 X*%
&%</$4 <*:Q%9 4*)4 4*% 4*&%%7=#+0%& 3%34#9%< Q%&% %?3&%<<%9 )4 ) *#0* $%5%$ #+ ! 1 &,0’ ’"AFB 1 X*% =/<#:+ 3&:4%#+ \SX7NVA!Ia
!NVA!I *)5% 4*% &%$)4#5% ;:$%(/$)& Q%#0*4 := IHbFU- )+9 (:+<#<4%9 )8:/4 !Fc := 4*% 4:4)$ <:$/8$% (%$$ 3&:4%#+ )< 9%4%(4%9 8@
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