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摘  要 : 基因的表达在多个层次受到严格的控制，其中转录水平的调控是控制基因表达的重要环节之一。近

几年，随着分子生物学研究方法的不断发展，转录调控的研究方法学也出现了新的变化。本文综述了基于作者

所在课题组对链霉菌次级代谢调控研究过程中优化和改进的转录调控研究方法，如基于 SYBR Gold 的凝胶阻

滞实验，基于荧光标记和毛细管电泳检测的足迹法，基于报告基因的直接调控关系分析等；同时也对研究调控

蛋白和靶启动子相互作用的新方法进行了阐述，如表面等离子共振技术和等温滴定量热测定技术等。这些转录

调控研究方法的优化和总结，能够帮助研究者开展相关研究。 
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Progress in transcriptional studies 
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Abstract:  Gene expression exhibits temporal and spatial patterns to response environmental changes and growth cycle. 
Gene expression is under strict control at different levels among which control at transcription level is the predominant 
mode, especially in prokaryotes. In this review, we summarized the new developments of methods used in transcriptional 
studies, including modifications and improvements of the classic methods, such as gel-shift assay, DNA foot printing, and 

综  述
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in vivo reporter system. In addition, we introduced examples to apply new methods, such as surface plasmon resonance 
(SPR) and isothermal titration calorimetry (ITC) to characterize protein-DNA, ligand-protein, and ligand-protein-DNA 
interactions. The collection of these methods and their application could guide and accelerate relevant studies. 

Keywords:  transcription regulation, promoter, regulatory proteins, interaction 

基因表达调控是现代分子生物学研究的中

心课题之一。要了解生物的生长、分化规律，

形态结构特征及代谢功能，就必须对基因表达

调控的“适时”、“适量”控制机制进行深入研究，

掌握了基因调控机制，就等于掌握了一把揭示

生物学奥秘的钥匙。基因表达调控主要表现在

转录水平、转录后水平、翻译水平和翻译后水

平几个层次；其中，转录水平的调控是基因表

达调控的关键，尤其在原核生物中[1]，这也充分

体现了基因表达调控的最经济控制原则。 

反式作用因子和顺式作用元件的相互作用

是转录水平基因表达调控的分子基础。反式作

用因子主要指调控蛋白、sigma因子等；顺式作

用元件主要指转录因子结合位点 (TFBS)、核心

启动子等[2]。因此，转录水平调控的主要研究内

容是发现目标启动子的反式作用因子、发现反

式作用因子在目标启动子结合的顺式作用元件

以及两者之间的相互作用。其主要步骤是：首

先通过体内、体外实验确定直接调控关系；然

后在分子层面上阐明相互作用的顺式元件在启

动子上所处的位置 [3]；最后分析反式作用因子

及其顺式作用元件相互作用的动力学特征。本

实验室一直从事链霉菌次级代谢调控的研究，

深刻认识到研究方法的进步能够直接加速研究

的进展。因此，本文将主要综述本实验室对传

统的转录调控研究方法进行的优化和改进，以

期帮助研究者采用新的方法更好地开展相关 

研究。 

1  体外相互作用研究 

研究一个调控蛋白的调控作用，一般首先

对其进行敲除和过表达，观察哪些基因的表达

可能受到该调控蛋白的影响；然后进一步分析

这一影响是敲除和过表达的直接效应还是间接

效应。主要研究策略是用体外试验证明调控蛋

白和受调控基因启动子之间是否有直接相互作

用 。 采 取 的 研 究 方 法 为 凝 胶 阻 滞 实 验 

(Electrophoretic mobility shift assay，EMSA)[4]、表

面等离子共振实验 (Surface plasmon resonance，

SPR)[5]和等温滴定量热测定 (Isothermal titration 

calorimetry，ITC) 实验[6]等证实二者可以在体外

特异结合。下面将分别对这些方法进行阐述。 

1.1  基于 SYBR Gold 的凝胶阻滞 (EMSA) 
实验 

凝胶阻滞分析是用来研究启动子区域与调

控蛋白的相互作用的经典方法，通常首先将放

射性 32P标记的 DNA探针与纯化蛋白，或提取

物中的蛋白混合物一起孵育，然后在非变性凝

胶中分析该结合反应产物。与游离 DNA探针相

比，蛋白-DNA探针复合物的迁移率将降低，因

此，将会在曝光后的电泳胶中观察到 DNA条带

的“阻滞”[4,7]。但是，由于很多实验室不具备使

用放射性同位素的条件，且同位素对实验人员

也可能会造成一定的伤害，因此该技术目前只

能在国内条件比较成熟的实验室使用。为了避

免同位素使用的这些不利因素，我们实验室开
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发了基于 SYBR Gold (Life technologies) 染色

的 EMSA实验，并取得了良好的效果[8]。即 DNA

探针扩增后无需标记，直接和蛋白进行相互作

用，进行非变性凝胶电泳分析，然后再将胶置

于 1/10 000的 SYBR Gold稀释液中染色，SYBR 

Gold 一旦与 DNA 探针结合，可以使荧光增强  

1 000 倍以上，其量子产率为 0.6，最后用常规

的 300 nm的紫外成像仪，可清晰观察到金色条

带 (图 1A)。由于 EMSA实验本身不需要昂贵的

设备，我们又解决了它对同位素的依赖问题，

目前该实验能够在常规实验室开展。 

1.2  表面等离子共振 (SPR) 实验 
表面等离子共振是利用入射光以临界角入

射到两种不同折射率的介质界面(如玻璃表面的

金属镀层) 时产生渐次波，渐次波与金属的自由

电子耦合则发生表面等离子共振，从而使反射

光在一定角度内减弱甚至完全消失的物理现象 

(反射光完全消失时的入射光角度为共振角，也

称 SPR角)[9]。因此可以通过获取生物反应过程

中样品的共振角的动态变化，得到 DNA探针和

调控蛋白之间相互作用的特异性信号[10]，并且

可以通过不同浓度的DNA探针和调控蛋白之间

相互作用，得到它们相互结合的动力学参数。

本实验室将委内瑞拉链霉菌 jadJ 启动子通过生

物素固定在芯片上，用 Biacore 3000分析了非典

型应答调控蛋白 JadR1 对 jadJ 启动子的结合参

数，并进一步分析了非典型应答调控蛋白的效

应物杰多霉素 (Jadomycin) 对 JadR1 结合 jadJ

启动子的影响 (图 1B)[11]。同时，SPR实验还能

够方便地分析调控蛋白和小分子效应物的结合

参数，我们用 Biacore 3000分析了委内瑞拉链霉

菌调控的蛋白 JadR*对不同杰多霉素及其生物

合成中间体的结合能力，最终发现中间体 DHR

是 JadR*的最佳效应物[12]。SPR 技术具有取代

EMSA 的显著优势，如目前 GE 推出的 Biacore 

T200，具有 EMSA 无可比拟的检测灵敏度，能

在极低样品量的情况下完成DNA探针和调控蛋

白之间相互作用的动力学分析。 

1.3  等温滴定量热测定 (ITC) 实验 
当物质相互结合时，会产生热量或吸收热

量。因此确定相互作用反应过程中热力学参数

的变化可以对相互作用的动态过程进行定量的

描述。等温滴定量热测定  (Isothermal titration 

calorimetry，ITC) 技术是一种监测由结合成分

的添加而起始的化学反应的热力学技术，目前，

该技术已经成为鉴定生物分子间相互作用的金

标准。由于它通过高灵敏度、高自动化的微量

量热仪连续、准确地监测和记录一个变化过程

的量热曲线，所以可以得到结合常数 (Ka)、结

合位点数 (n)，结合焓 (ΔH)、熵 (ΔS)、恒压热

容 (ΔCp) 等相关参数[13]。这些信息为我们提供

了生物分子相互作用的真实写照[6]。本实验室用

NANO-ITC 2G (TA instruments) 对一些调控蛋白

结合靶启动子的结合参数进行了详细的表征[14]；

另外我们还用该设备对调控蛋白结合效应物小

分子的相关参数进行了分析 (图 1C)，展示了外

源抗生素 JdB 对天蓝色链霉菌 ScbR2 的结合情

况，数据表明，它们近似 1∶1的结合[14]。这充

分表明 ITC 技术在相互作用相关参数的获取方

面明显强于 SPR和 EMSA。但是 ITC和 SPR实

验都需要昂贵的相关设备和专业的技术人员，

另外 ITC 实验还需较高浓度的目的蛋白来获得

可检测的反应热，这些在一定程度上限制了它

们在转录调控研究中的使用。 
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图 1  体外验证调控蛋白和 DNA 探针相互作用 
Fig. 1  Regulatory proteins and DNA probe interaction in vitro. (A) The EMSA results stained by SYBR Gold. Each 
lane contained the same concentration of probe. 1–7: contain increasing concentrations of regulatory protein 
respectively. (B) Dose-response curves of the inhibition by JdB of the binding of JadR1 (150 nmol/L) to the promoter 
of jadJ[11]. (C) ITC analysis of the binding of ScbR2 to JdB[14]. 

 

2  体内调控关系研究 

上述的体外研究方法，能够充分确定调控

蛋白对靶启动子是直接调控还是间接调控。但

是，展开以上体外实验的瓶颈是很多调控蛋白

在大肠杆菌中不能以可溶的形式重组表达、纯

化，或者表达量不足以开展体外实验。为了解

决这一问题，我们建立了确定调控蛋白和靶启

动子直接或者间接调控关系的体内研究方法。

因为在体内环境中，细菌存在热激蛋白等能够

保证重组蛋白的部分可溶性；同时，在异源宿

主，还能够有效避免间接调控的影响。我们建

立的在异源宿主中探索调控蛋白和靶启动子调

控关系的方法见图 2A[15]，首先构建用靶启动子

启动 luxCDABE 报告基因的质粒  (图 2A 的 

pOkasOlux)，转入大肠杆菌后能够检测到发光 

(图 2B)；然后用另一个与之兼容的质粒表达调

控蛋白转入大肠杆菌后 (图 2A 的 pScbR2)，如

果调控关系是直接效应，便能够观察到发光受

到明显的激活或者抑制 (图 2B)。另外，如果该

调控蛋白能够响应效应物，还可以进一步添加

效应物，分析添加不同浓度的效应物后，调控蛋白

对启动子产生的不同调控效应。本实验室用这一表

征方法分析天蓝色链霉菌 ScbR2 蛋白和 JadR2 蛋

白对 kasO启动子的抑制情况 (图 2B)[15]，并且通

过进一步添加效应物 JdB，分析了 JdB诱导 ScbR2

在 kasO启动子去除抑制的过程 (图 2C)[14]。通过

这种在异源宿主体内研究调控蛋白对靶启动子活

性的影响，可分析出调控蛋白对靶启动子的直接

效应，充分排除了其他间接的扰动。 
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图 2  异源宿主体内调控蛋白和启动子之间的调控关系研究 
Fig. 2  The regulation relations of regulatory proteins and the promoter in heterologous hosts. (A) A schematic 
representation of the two compatible plasmids. (B) The effects of ScbR2 and JadR2 on kasO promoter in E. coli[15]. 
(C) Investigation of the interactions of JdB with ScbR2 using the Lux reporter system in E. coli[14]. 
 

3  确定作用位点的研究 

确定了调控蛋白和靶启动子的直接调控关

系后，需要进一步在分子层面详细阐释调控蛋

白在靶启动子上的结合序列和该序列在启动子

上所处的具体位置。而研究结合序列在启动子

上的位置的必要前提是确定该启动子的转录起

始位点。其中确定调控蛋白在靶启动子上的结

合序列的常规技术为足迹法 (Footprinting)[4]；

确定转录起始位点的常规技术为 S1 mapping实

验、引物延伸实验和 5′-RACE 实验 [4]。由于

5′-RACE 实验有常规的试剂盒，下面就本实验

室改进的基于荧光标记和毛细管电泳分析的足

迹法和 S1 mapping进行阐述。 

3.1  足迹法 
Footprinting 是确定 DNA 结合蛋白在 DNA 

分子上的结合序列的经典遗传学方法。其原理

是：将调控蛋白结合的双链 DNA探针片段进行

单链单末端标记，与纯化的 DNA结合蛋白在体外

进行结合，然后加入 DNaseⅠ对 DNA-蛋白质复

合物进行随机切割，产生一系列不同长度的 DNA

片段，其相邻片段只相差一个核苷酸 (图 3A)。其

中被 DNA结合蛋白特异结合的序列由于空间位

阻等多种效应，不能被 DNaseⅠ切割，因此在放

射自显影图谱上，DNA梯度条带在相应于 DNA

结合蛋白的结合区中断，从而形成一空白区，如

果同时将Sanger ddNTP终止法测序反应产物进行

PAGE 和同位素曝光后，便可读出调控蛋白在

DNA的结合序列[4,16-17]。 

传统的经典同位素 Footprinting实验需要经

历标记同位素、做 PAGE 胶、电泳、显影和曝

光等流程，需要大约两周甚至更长的时间；不

仅实验周期长，且同位素的放射性危害比较大，

因此限制了此方法的应用。目前，我们在国内

首先对基于毛细管的 Footprinting技术进行了探

索：其原理和步骤与传统方法大致相同，只是

将 5′端 32P同位素标记替换为 HEX、FAM等荧

光末端标记；酶切后，将 PAGE 胶分离替换为
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毛细管分离；将显影曝光等步骤通过毛细管电

泳的荧光检测器来实现。用 ABI 3730xl毛细管

电泳，只需要 2 h就完成了结果的输出；另外由

于 ABI 3730xl是 96通道批量模式，可以同时完

成更多的结合条件的平行实验，增加了实验的

成功率，同时也扩大了该方法的使用范围。 

为了建立基于荧光标记和毛细管检测的

Footprinting 方法并验证该方法的可靠性，首先

我们用该方法对已报道的 γ-丁酸内酯受体 ScbR

对 scbA启动子的结合序列进行了分析。Takano

等通过传统的同位素标记的 Footprinting实验证

实，ScbR 能够特异结合在 scbR-scbA 启动子的

A位 (Site A) 和 R位 (Site R) (图 3B)[18]。我们

异源表达了 ScbR 蛋白，合成了末端 FAM 荧光

标记的探针，通过 PCR得到 321 bp的 scbR-scbA

启动子区域。然后进行结合、酶切等实验，通

过 ABI3730xl 测序仪的毛细管电泳分离和荧光

检测器监测分析，结果如图 3C所示，可以清晰

地看到 ScbR在 scbR-scbA启动子区域有两个结

合位点；我们进一步通过毛细管电泳用内标法和

ddNTP 终止法测序确定 ScbR 结合的具体序列，

内标采用 ROX500 (ABI)，结果如图 4A所示，可 
 

 
 

图 3  足迹法确定 DNA 的结合序列 
Fig. 3  Footprinting to determine the DNA binding sequence. (A) A schematic representation of footprinting. (B) 
Footprinting results of ScbR binding the A site and R site of scbR-scbA promoter using isotope labeled method[18]. (C) 
Footprinting results of ScbR binding the A site and R site of ScbR-scbA promoter using fluorescent FAM labeled 
probe and capillary electrophoresis detection. 
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图 4  毛细管电泳确定结合序列的具体位置 
Fig. 4  Determination of the specific binding site by capillary electrophoresis. (A) ROX 500 sequencing internal 
standard used to determine the binding sites of OA and OR. (B) ddNTP sequencing method used to determine the 
binding site of OA. 



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  August 25, 2015  Vol.31  No.8 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1148 

 

以看出 ScbR 的结合位置 R 位和 A 位分别应该

在 22−52 bp和 155−185 bp；图 4B为 ddNTP终

止法对 A 位进行的末端定位，具体末端为

155−185 bp，和 ROX500内标标记的一致。以上

结果也和文献报道的一致，所以可以得出结论：

基于荧光标记和毛细管电泳的 Footprinting结果

和使用同位素标记得到的结果具有一样的可靠

性。近几年，我们用该技术对天蓝色链霉菌

ScbR2 蛋白和委内瑞拉链霉菌 JadR2 蛋白分别在

相应靶启动子的结合位点进行了成功解析[19]；同

时也将该技术提供给国内同行使用，获得了较

好的研究结果[20-22]。 

3.2  S1 mapping 技术 
确定启动子转录起始位点  (TSS) 最精确

的方法是 S1 mapping 和引物延伸  (Primer 

extention) 实验，这两种方法都用到 PAGE胶分

离和同位素显影曝光[4,16]。同 Footprinting 实验

一样，我们尝试了用毛细管的检测方法替换

PAGE胶分离，用荧光标记替换同位素标记来改

进 S1 mapping实验，成功完成了对 jadW1启动

子的 S1 mapping分析。首先制备 jadW1启动子

区域荧光探针，然后将其与委内瑞拉链霉菌总

的 RNA杂交、酶切后，用 ABI 3730xl进行检测，

毛细管电泳结果见图 5，可以确定 jadW1启动子

的转录起始位点为 jadW1 基因的翻译起始密码

子 ATG上游 114 bp的 G[19]；这一结果和我们用

5′-RACE试剂盒确定的转录起始位点完全一致。

用荧光标记和毛细管电泳的方法进行的 S1 

mapping 试 验 周 期 和 灵 敏 性 都 明 显 优 于

5′-RACE。目前，Chen 等利用该技术完成了相

关的工作[22]。 

 
 
图 5  基于毛细管的 S1 mapping 分析 jadW1 启动子

的转录起始位点[19] 
Fig. 5  The S1 mapping transcription start site of 
jadW1 promoter by fluorescent FAM labeled probe and 
capillary electrophoresis analysis[19]. 
 

4  展望 

转录水平的基因调控是一个极为复杂的过

程，但主要需要在两个方面进行深入研究。一

方面是同一层次之间相互联系与作用，如调控

蛋白与靶启动子之间的关系，主要研究手段也

就是我们文中提到的一些技术，这些技术协同

应用能够充分阐明调控蛋白的调控机理。相信

本实验室对这些技术的改进能够加速研究者对

调控机理的认识；另一方面不同层次之间相互

联系和动态变化，即用动态的调控网络重新阐

释生理现象，相关研究手段有 ChIP-chip/seq、

genomic SELEX、细菌单杂交技术等[23-25]。本文

主要对第一方面的调控蛋白与靶启动子的调控

机理解析展开了系统综述，以期在国内对相关

研究有所帮助。第二方面主要是在系统的组学



王俊阳 等/转录调控研究的方法学进展 

cjb@im.ac.cn 

1149

水平对调控全局展开研究，目前我们也正在努

力地开发方便高效的能够在实验水平上阐明调

控网络的研究手段，即分别建立鉴定特定转录

因子的全局调控靶点方法和发现调控特定启动

子的所有转录因子的方法，以期促进在转录调

控这一前沿领域开展系统研究工作。 
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