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哺乳动物转录因子 DNA 结合谱 

谷光明, 王进科 

东南大学生物电子学国家重点实验室, 南京 210096 

摘要: 基因差异表达是生物发育和对刺激作出应答的分子基础, 转录因子在这种基因差异表达中发挥着重要

的调控作用。因此, 要弄清楚转录因子调控基因差异表达的机理, 就必须鉴定出它们全部的靶基因并构建其操

纵的转录调控网络。对基因组 DNA 的序列特异性结合是转录因子调控基因转录的关键环节, 因此, 要鉴定转录

因子的靶基因, 就必须从它们与 DNA 相互作用的分子水平, 鉴定它们能够识别并结合的全部 DNA 序列, 即转

录因子 DNA 结合谱。近年来随着 DNA 微阵列芯片和高通量 DNA 测序技术的产生和快速发展, 出现了建立转

录因子体内及体外 DNA 结合谱的一系列革命性的新技术, 对该领域的研究带来重大影响。这些新技术主要包

括建立转录因子体内 DNA 结合谱的染色质免疫沉淀 -芯片技术 (ChIP-chip)和染色质免疫沉淀 -测序技术

(ChIP-Seq), 以及建立转录因子体外 DNA 结合谱的双链 DNA 微阵列芯片技术(dsDNA microarray)、指数富集配

体系统进化-系列分析基因表达技术(SELEX-SAGE)、结合-n-测序技术(Bind-n-Seq)、多重大规模并行 SELEX

技术 (MMP-SELEX)、凝胶迁移实验 -测序技术 (EMSA-Seq)和高通量测序 -荧光配体互作图谱分析技术

(HiTS-FLIP)。文章将对这些新技术做一综述。 

关键词:  哺乳动物转录因子; DNA 结合谱; DNA 微阵列芯片; 高通量 DNA 测序 

DNA-binding profiles of mammalian transcription factors 

GU Guang-Ming, WANG Jin-Ke 
The State Key Laboratory of Bioelectronics, Southeast University, Nanjing 210096, China 

Abstract:  The differential gene expression is the molecular base of development and responses to stimuli of organisms. 
Transcription factors (TFs) play important regulatory roles in this kind of differential gene expression. Therefore, to eluci-
date how these TFs regulate the complex differential gene expression, it is necessary to identify all target genes of them and 
construct the gene transcription regulatory network controlled by them. DNA binding is a key step for TFs regulating gene 
transcription. Therefore, in order to identify their target genes, it is indispensable to identify all possible DNA sequences 
that can be recognized and bound by TFs at the molecular level of their interactions with DNA, i.e., construction of the 
DNA-binding profiles of TFs. In recent years, along with the development of DNA microarray and high-throughput DNA 
sequencing techniques, there appeared some revolutionary new techniques for constructing DNA-binding profiles of TFs, 
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which greatly promotes studies in this field. These techniques include ChIP-chip and ChIP-Seq for constructing in vivo 
DNA-binding profiles of TFs, dsDNA microarray, SELEX-SAGE, Bind-n-Seq, MMP-SELEX, EMSA-Seq, and HiTS-FLIP 
for constructing in vitro DNA-binding profiles of TFs. This paper reviewed these techniques. 

Keywords: mammalian transcription factor; DNA-binding profile; DNA microarray; high-throughput DNA se-
quencing 

转录因子是参与基因表达调控的一类重要的细

胞核蛋白质。转录因子分为基础转录因子和调控性

转录因子两类, 其中基础转录因子与RNA聚合酶在
转录起始位点附近的启动子区形成转录机器, 实现
基因的转录, 而调控性转录因子一般与位置多样的
增强子序列结合, 再通过形成增强体与转录机器相
互作用, 实现基因转录的调控。调控性转录因子控
制复杂多样的生物学过程, 在生物对环境和生理刺
激作出应答, 以及生物的物种差异发育过程中发挥
重要作用。例如, 少数几个调控性转录因子就可以
使高度分化的体细胞实现基因组重编程, 逆转为与
胚胎干细胞相似的诱导性多能干细胞(Induced pluri-
potent stem cells, iPS cells)[1~3]。调控性转录因子基因

的突变、活性异常以及其DNA结合靶点序列的多态
性等, 与人类众多疾病的发生发展、个体疾病的易
感性等关系非常密切。如p53与癌症[4, 5], NF-κB与炎
症和肿瘤[6]。 

调控性转录因子一般是序列特异性DNA结合蛋
白, 在人基因组中已鉴定出的 2 000 多个转录因子
中[7], 有 700多个转录因子就属于调控性转录因子。
已经证明这些转录因子控制着生物应答及物种发育

过程中的基因差异表达, 因此要弄清楚这些转录因
子调控基因差异表达的分子机理, 就必须鉴定出这
些转录因子全部的靶基因并构建其操纵的转录调控

网络。DNA序列特异性结合是这类转录因子调控基
因转录的关键环节 , 因此 , 要鉴定它们的靶基因 , 
就必须从它们与DNA相互作用的分子水平, 鉴定出
它们能够识别并结合的全部DNA序列, 即转录因子
DNA结合谱。此外, 调控性转录因子与不同的DNA
结合靶点之间的相互作用具有不同的特异性和亲和

性, 这些差异形成了对基因表达的一种精密微调机
制。因此, 完整地揭示一个转录因子的所有DNA结
合靶点, 以及转录因子对这些DNA结合靶点的结合

特异性及亲和性, 即绘制转录因子DNA结合谱, 对
于揭示转录因子与不同DNA序列结合的柔性分子机
理、弄清转录因子对众多靶基因的精密调控机制是

必不可少的。 
转录因子 DNA 结合谱研究的重要价值主要体

现在以下两方面：一是可以依据转录因子 DNA结合
谱信息精确而全面地鉴定转录因子在基因中的所有

功能性DNA结合靶点及其调控的靶基因, 进而绘制
转录因子操纵的转录调控网络; 二是依据DNA结合
谱及转录因子与DNA结合的柔性分子机理, 可以指
导设计人工转录因子、小分子转录因子模拟物以及

转录因子诱骗子等基因转录治疗药物分子。但截至

目前, 在已鉴定的 700 多个人调控性转录因子中, 
几乎没有一个转录因子的所有 DNA 靶点及靶基因
得到彻底而明确地表征, 这成为当前构建基因转录
调控网络面临的最大障碍。为解决这一难题, 近年
来随着 DNA微阵列芯片和 DNA高通量测序技术的
产生和快速发展, 出现了建立转录因子体内及体外
DNA 结合谱的一些革命性新技术, 对该领域的研究
带来重大影响。 

转录因子DNA结合谱根据研究的途径不同, 分
为转录因子体内 DNA 结合谱和转录因子体外 DNA
结合谱。下面就这两种结合谱的基本概念和主要研

究方法, 以及这些研究方法的优缺点予以概述。 

1  体内结合谱 

转录因子体内DNA结合谱是指转录因子在细胞
内实际结合的所有DNA靶点。绘制转录因子体内
DNA结合谱目前主要依赖于染色质免疫沉淀(Chro-
matin immunoprecipitation, ChIP)及其下游检测技术
(图 1)。ChIP技术由Orlando等[8]于 1997 年创立, 该
技术的基本流程为：培养细胞、诱导转录因子高表

达、甲醛交联(固定处于结合状态的转录因子蛋白与
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DNA)、裂解细胞、超声打碎染色质DNA、借助免疫
沉淀富集与转录因子结合的DNA片段[9, 10], 最后再
通过下游检测技术分析富集的DNA片段。分析通过
染色质免疫沉淀富集的DNA的方法很多, 如传统的
狭缝杂交和聚合酶链反应(Polymerase chain reaction, 
PCR)扩增 [11, 12]; Southern杂交 [8, 13]及 ChIP克隆
(ChIP-cloning)[14], 但这些技术的通量低, 只能识别
个别DNA靶点及靶基因。2000 年Ren等[15]首次应用

ChIP-芯片(ChIP-chip)技术在全基因组范围内鉴定了
转录因子Gal4和Ste12的结合位点。2006年Wei等[16]

首次将ChIP-配对端点双标记测序技术 (ChIP with 
paired-end tags, ChIP-PET)用于分析转录因子p53的
ChIP富集 DNA片段。  2007 年 Johnson等 [17]和

Robertson等 [18]首次用ChIP-测序(ChIP- sequencing, 
ChIP-Seq)技术分析转录因子NRSF和SATA1 的ChIP
富集DNA片段。ChIP-chip、ChIP-PET及ChIP-Seq的
产生, 使ChIP富集DNA片段的分析进入高通量时代, 
实现了转录因子结合位点的全基因组分析鉴定。 

随着ChIP-PET、ChIP-chip[19, 20]和ChIP-Seq技术
在转录因子体内结合谱研究中的应用, 近年来绘制
出许多重要转录因子的体内DNA结合谱。例如, 用
ChIP-PET技术研究了细胞重编程及胚胎干细胞多能
性相关转录因子Oct4、Nanog及c-Myc的DNA靶点和
靶基因[21]; 用ChIP-chip技术研究了转录因子Sox2、
Oct4、Nanog、c-Myc、Klf4、Sall4及STAT3的体内
DNA结合靶点和靶基因[22~26]; 用ChIP-Seq技术研究
了转录因子Oct4、Sox2、Nanog、c-Myc、Klf4、STAT3、
Smad1 及n-Myc的体内DNA结合靶点和靶基因 [27, 

28]。这些研究获得了该类转录因子体内DNA结合谱
及靶基因的大量信息, 使得构建该类转录因子的靶
基因调控线路[29~31]及网络[21, 32~35]取得了巨大的进展。

依靠这些技术, 也研究了其他重要转录因子的体内
DNA 结合谱和靶基因, 如p53[16, 36~40]、p63[41, 42]、

NF-κB[43~46]、Sp1[37]、CREB[47~49]、E2F1[50]、ERα[51~56]、

CRP[57]、STAT1[58, 59]、STAT2[59]、STAT3[25, 60]、STAT4[61]、

STAT5[62]、HNF1α[63]、HNF4α[63, 64]、HNF6[63]、

Smad2/3[65] 、 PPARγ[66] 、 PPARγ/RXR[67, 68] 。 与

ChIP-chip 相比较而言, ChIP-PET和ChIP-Seq是一种
对ChIP 富集DNA的无偏检测技术 , 能够完整显示
ChIP富集DNA包含的信息[48, 69, 70]。并且, ChIP-Seq
具有分辨率更高、不受生物芯片上预先设定的基因

组区域的限制、成本不断降低及通量迅速增高等优

势 , 因而更适合目前高通量绘制DNA结合谱的需
求。因此 , ChIP-Seq已经基本上取代ChIP-chip和
ChIP-PET, 成为研究转录因子、RNA聚合酶、核小
体等DNA结合蛋白体内结合靶点的主打技术[69]。 

ChIP技术最大的优点是该技术是一种体内技术, 
绘制的转录因子DNA结合谱是一类体内DNA结合
谱[9]。原理上ChIP技术所捕获的DNA是细胞内与转
录因子发生结合的DNA, 这些DNA应是具有调控功
能的DNA, 但实际情况却并非这样理想。首先, ChIP
实验对抗体的品质要求高, 品质较差的抗体以及免
疫沉淀环节的低严紧性洗涤往往造成非特异性DNA
的沉淀, 产生高背景和假阳性。另外, ChIP技术由于
受实验原理的限制, 只能鉴定出某种转录因子在一
种细胞中一个很短时间(甲醛交联点)内处于结合态
的DNA, 很难反映出一种转录因子在不同组织细
胞、不同发育阶段、不同刺激状态下所作用的全部

DNA靶点。除此之外, 抗体和转录因子蛋白的结合
也受众多因素的干扰, 使得部分蛋白质结合的DNA
也难以被ChIP捕获。例如, 增强体中的其他蛋白质
可能屏蔽转录因子与抗体的结合, 导致部分DNA信
息流失。另外 , 从ChIP获得的DNA长片段 (一般
200~500 bp)中确定转录因子的精确DNA结合靶点
(一般 6~10 bp)也比较困难。近年来的研究还表明, 
有些转录因子常常表现出能够结合非经典的DNA序
列 , 要从ChIP片段中确定这类DNA靶点 , 难度更
大。 

综上所述, ChIP技术很难反映转录因子在基因
组中的所有DNA结合信息[72], 相应地难以显示出所
有靶基因信息。此外 ChIP技术绘制的体内DNA结合
谱基本上没有反映出转录因子对各DNA靶点结合的
亲和性信息, 而转录因子与不同DNA结合靶点相互
作用的特异性和亲和性差异, 可能形成转录因子对
不同靶基因表达的精密微调。截止目前, 借助ChIP
技术鉴定的转录因子靶基因数量还比较有限, 难以
绘制出转录因子完整的靶基因转录调控网络。尽管

基于ChIP的体内结合谱研究技术还存在上述缺点 , 
但ChIP技术仍然是目前研究转录因子体内结合靶点
的难以替代的核心技术, 因此该技术在转录因子体
内结合谱的研究中仍将发挥重要作用。 
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图 1  ChIP 技术流程图 
培养细胞、诱导转录因子高表达、甲醛交联(固定处于结合状态的转录因子蛋白与DNA)、裂解细胞、制备核裂解物、超声打碎染色质
DNA、免疫沉淀富集转录因子结合的DNA片段, 最后再通过下游检测技术分析富集的DNA片段。下游检测技术包括普通PCR(检测个
别位点, 通量低)、荧光定量PCR(检测个别位点, 通量低)、DNA微阵列芯片(如启动子微阵列芯片、CpG岛微阵列芯片、tiled-DNA微
阵列芯片等)、PET克隆测序、高通量DNA测序(如Roche/454 FLX、Illumina/Solexa Genome Analyzer、Applied Biosystems SOLiD system, 
特别是Illumina/Solexa Genome Analyzer)等[71]。 
 

2  体外 DNA结合谱 

鉴于体内DNA结合谱存在的缺陷, 近年来转录
因子体外 DNA 结合谱的研究得到了越来越多的重
视。由于脱离了特定实验材料(如细胞、组织)的限制, 
体外结合谱研究的实验过程处于完全人工控制的环 

境中, 避免了体内一些复杂的环境因素如其他因子

的干扰等, 从而能够完整地显示出转录因子蛋白与

DNA 结合的各种重要信息, 如特异性、亲和性、经

典模体(Canonical motif)、非经典模体(Noncanonical 

motif)、半位点、间隔序列及加和效应等。同时, 通 
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过使用随机组合DNA序列, 体外结合谱研究能够发
现一个转录因子结合的所有 DNA 序列以及对各序
列的相对亲和性, 因此能绘制出信息完整的高分辨
率DNA结合谱, 这种结合谱对鉴定功能靶点及靶基
因非常重要。目前, 转录因子体外 DNA结合谱绘制
主要依靠双链 DNA微阵列芯片(dsDNA microarray)
技术、与指数富集配体系统进化技术 (Systematic 
evolution of ligands by exponential enrichment, 
SELEX)相结合的高通量 DNA 测序技术, 以及最新
出现的高通量测序 -荧光配体互作图谱分析 (High- 
throughput sequencing fluorescent ligand interaction 
profiling, HiTS-FLIP)技术。 

2.1  双链 DNA微阵列芯片 

dsDNA微阵列芯片也称蛋白结合微阵列芯片
(Protein-binding microarray, PBM), 最早报道于 1999
年, 当时美国Harvard大学Bulyk实验室在Affymetrix公

司原位合成的单链DNA微阵列芯片的基础上, 采用
引物退火再进行DNA聚合酶延伸的办法制备dsDNA
微阵列芯片[73]。该类芯片在玻片表面固定成千上万

的双链DNA探针分子(如含有 10 碱基随机组合序列
的 410个探针), 每个探针分子上都含有一个待考察
的与某一转录因子蛋白可能结合的DNA位点; 将一
种转录因子蛋白与这样的dsDNA微阵列芯片反应 , 
就可以在一次实验中获得该转录因子蛋白与大量

DNA位点的结合信息, 包括结合的特异性及相对亲
和性(图 2) [74]。目前, 随机组合序列(k-mer)高密度
dsDNA微阵列芯片已经成功地用于绘制转录因子的
体外DNA结合谱[75~77], 使得转录因子及其他DNA结
合分子的体外DNA结合谱研究取得了巨大的进展[78, 

79]。截止 2009年, Bulyk实验室已经运用PBM技术成
功绘制了 104 个小鼠转录因子蛋白的精细DNA结合
谱 [ 8 0 ] ,  这 对 认 识 大 量 转 录 因 子 的 

 

 
 

图 2  dsDNA 微阵列芯片技术 
首先原位合成单链 DNA 微阵列, 再将通用引物与单链 DNA 上的恒定序列复性, 之后用 DNA 聚合酶延伸形成 dsDNA 微阵列。对
dsDNA微阵列进行 Sybr Green I染色, 再将 Tag标记(如 6×His、GST)的 DNA结合蛋白(转录因子)和红色荧光标记的抗 Tag抗体先后
与 dsDNA微阵列孵育。经过双色荧光扫描, 获取探针密度信号(Sybr Green I染色信号)与 DNA结合蛋白结合信号, 以探针密度信号校
正 DNA结合蛋白结合信号, 获得可相互比较的 DNA结合蛋白与大量 DNA序列的结合信息, 即相对亲和性, 并筛查出与 DNA结合蛋
白能够结合的所有 DNA序列, 即结合谱。 
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DNA结合特异性、亲和性等生物学特征发挥了重要
作用。这些研究还表明 PBM技术可高通量鉴定转录
因子蛋白的顺式调控元件和绘制转录调控网络。 

与ChIP-chip技术相比较, dsDNA微阵列芯片技
术获得的体外结合位点信息能够精确反映ChIP-chip
获得的体内结合位点信息。不仅如此, dsDNA微阵列
芯片技术还能发现大量ChIP-chip不能够显示的结合
位点信息[82]。此外, dsDNA微阵列芯片技术能够高分
辨率反映转录因子与DNA靶点相互作用的规律, 如
相邻核苷酸间的加和性及核苷酸与氨基酸间的作用

关系 , 可识别出转录因子能够结合的所有DNA序
列。利用dsDNA微阵列芯片技术绘制的体外DNA结
合谱, 可用于提取转录因子的DNA结合模体、预测
转录因子的DNA结合靶点、指导设计和筛选人工转
录因子、小分子转录因子模拟物以及转录因子诱骗

子等。截止 2011年, PBM技术已经成功绘制出了 415
个蛋白及其复合物 (几乎全部是转录因子 )的体外
DNA结合谱, 这些数据被系统地储存在专门的数据
库UniPROBE(Universal PBM Resource for Oligonu-
cleotide-Binding Evaluation)中[83,84]。 

我们实验室从 2003 年就开始了基于dsDNA微
阵列芯片绘制转录因子DNA结合谱的相关研究。我
们提出了 3 种基于发卡引物的dsDNA微阵列芯片制
备技术[85~87], 并以这些技术制备的dsDNA微阵列芯
片研究了转录因子NF-κB与大量DNA结合位点的相
互作用[88]。结果发现NF-κB对部分突变DNA位点仍
具有高亲和力 , 推测这些位点若在基因组中存在 , 
则可能是NF-κB的潜在DNA结合靶点, 其上下游临
近基因有可能是NF-κB的靶基因。通过对人基因组
的全基因组扫描, 发现这些位点确实在基因组中有
分布, 从而将这些位点预测为NF-κB的假定DNA靶
点, 同时将这些位点附近的基因预测为NF-κB的假
定靶基因。通过文献检索, 发现部分预测的靶基因
已经被实验研究鉴定为NF-κB的真实靶基因 (如
NFKB2、NFKBIA、BCL2和VEGFC等); 同时我们从
文献未证实的预测靶基因中选择了部分疾病相关基

因, 并做了ChIP-PCR检测研究, 发现这些基因确实
受NF-κB的调控 , 为其真实靶基因 (如 STAT1、
MIA-53、HFE-625、LTBP-1等)(尚未发表)。这些研
究提供了一种利用dsDNA微阵列芯片鉴定转录因子
靶基因的新策略。 

虽然 dsDNA微阵列芯片功能强大, 但目前使用
dsDNA 微阵列芯片进行转录因子 DNA 结合谱的研
究还受到一些不利因素的限制。例如, dsDNA 微阵
列芯片的研究需要设计并制备高密度 dsDNA 微阵
列芯片, 而目前能够制备高密度DNA微阵列芯片的
公司只有美国 Affymetrix 和 NimbleGen 两家, 定制
一张含有 1 048 576个探针(包含所有可能 10碱基随
机组合序列)的高密度 dsDNA 微阵列芯片, 其价格
不低于 3 万元, 加上蛋白、一抗及荧光标记二抗等
试剂, 一次 dsDNA 微阵列芯片结合实验的费用在 4
万元左右。若一个转录因子蛋白做 3个重复实验, 测
定一个转录因子蛋白结合谱的最少费用将达 12 万
元。当 DNA结合位点的长度较大时, 一张芯片很难
容纳所有探针, 不得不分片, 而这将影响实验中不
同探针间的可比性 , 并且进一步显著增高实验费
用。因此, 基于 dsDNA 微阵列芯片绘制转录因子
DNA结合谱的研究还存在成本高、实验环节烦琐等
不足, 依靠 dsDNA微阵列芯片绘制大量转录因子的
体外 DNA结合谱目前还面临一定的困难。 

2.2  基于 SELEX和 DNA克隆测序的传统技术 

2.2.1  SELEX-克隆测序技术 

SELEX技术是指从随机寡核苷酸文库中筛选出
对给定靶分子具高亲和力的寡聚物, 从而推论出那
些对DNA或RNA结合蛋白具有很高亲和力的配体。
这些经SELEX筛选出的高亲和序列可应用于多项研
究以及疾病的诊断和治疗等[89]。图 3 为该技术的流
程图。用于筛选转录因子DNA结合序列时, 该技术
的基本步骤为：先体外化学合成一个两端带有PCR
引物复性位点, 中间含有待筛选随机序列的单链寡
核苷酸文库, 通过单引物复性及聚合酶延伸, 形成
双链DNA文库, 再将文库与转录因子蛋白混合, 形
成“DNA/蛋白质”复合物, 分离出复合物中的DNA, 
并以其为模板进行PCR扩增, 进行下一轮筛选过程; 
通过重复的筛选与扩增, 最后得到高亲和力和高特
异性的DNA分子。该过程中, 最关键一步就是如何
将“DNA/蛋白质”复合物从游离DNA中分离出来, 
经典的筛选技术有凝胶阻滞法[90]、亲和层析法[91]等。 

SELEX技术曾被广泛应用于从DNA随机文库
中筛选转录因子蛋白结合DNA序列 , 如Sox2[92]、

Oct4[93]、Nanog[94]和c-Myc[95]。但这些研究中, 最终
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富集的DNA都采用传统的克隆测序进行分析, 因此
分析的通量非常低, 往往克隆数在几十个, 最高也
就到几百个, 仅仅反映的是那些亲和性最高的DNA
序列, 而排除了中低亲和性的DNA序列, 所以不能
全面展示一个转录因子蛋白能够结合的各种DNA序

列及其它们的相对亲和性。可以说这是一种分辨率

极低的DNA结合谱。但基于克隆测序的SELEX技术
在快速发现大量转录因子的保守模体或基序

(Consensus)的早期研究中发挥了重要作用。 

 

 
 

图 3  SELEX 技术流程 
合成两端具有PCR引物复性序列、中间具有不同个数随机序列核苷酸的寡核苷酸, 将这种寡核苷酸混合物与DNA结合蛋白(转录因子)
结合; 采用适当的分离技术, 如电泳迁移率变动分析(Electrophoretic mobility shift assay, EMSA)、膜结合过滤、磁珠分离等, 分离结合
型DNA; 结合型DNA进行PCR扩增; 扩增产物用于下一轮结合筛选; 经过 4~6轮筛选, 获得与转录因子具有高结合亲和性的DNA[96]。 
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2.2.2  SELEX-SAGE  

传统SELEX克隆测序的通量非常低, 为了提高
SELEX富集DNA的测序通量, 2002年瑞士生物信息
研究所的Bucher等 [97]提出SELEX-基因表达系列分
析 (SELEX and serial analysis of gene expression, 
SELEX-SAGE)技术。该技术将SELEX程序与SAGE
技术联合起来 , 提高了SELEX富集DNA的测序通
量。SELEX-SAGE的主要原理见图 4。虽然在目前
具有高通量DNA测序技术的情况下, 该技术称不上
真正的高通量, 但该技术在高通量DNA测序技术产
生之前的数年中, 是研究转录因子DNA结合谱最有
效的技术, 产生了大量结合信息, 这些数据被存贮
在专门的数据库中, 至今仍可获取使用[98]。 

 

 
 

图 4  SELEX-SAGE 原理示意图 
SELEX输入 DNA文库由大量的双链寡核苷酸构成, 其中每种寡
核苷酸的两端为 PCR 引物复性位点的恒定序列, 中间为 25 bp
随机序列。在随机序列和 PCR 引物复性序列间设置限制性内切
酶切割位点。完成 SELEX 筛选后, 用限制性内切酶释放中间的
随机序列, 再让它们互相链接, 形成大片段, 用大片段进行克隆
测序, 提高对 SELEX富集 DNA的测序通量。 

2.3  基于高通量 DNA 测序技术的转录因子体外结
合谱研究技术 

2.3.1  高通量 DNA 测序技术 

鉴于高通量DNA测序技术对转录因子结合谱研
究领域产生的重大影响, 在阐述高通量DNA测序技
术在转录因子体外结合谱研究中的应用之前, 有必
要简单介绍一下高通量DNA测序技术。最早的DNA
测序技术为Sanger等发明的双脱氧核苷酸末端终止
法和Gilbert发明的化学降解法[99, 100],  那时的DNA
测序主要用于解码DNA片段的碱基组成信息, 如各
种物种基因组序列的测定, 但随着生命科学的发展, 
DNA测序的目的不仅仅再局限于这一目的, 而更重
要的是通过解码序列而识别一个DNA样品中各种
DNA分子的身份以及它们的丰度。高通量DNA测序
技术的产生, 不但更好地实现第一个目的, 更重要的
是真正实现了第二个目的。因此, 高通量DNA测序
技术快速而广泛地取代DNA微阵列芯片技术, 成为
基因表达和分子相互作用研究的主要工具, 如RNA-
测序(RNA-sequencing, RNA-Seq)及ChIP- Seq。 

目前 , 高通量DNA测序技术平台主要包括
Roche/454FLX、Illumina/Solexa Genome Analyzer和
Applied Biosystems SOLiD system。这 3个技术平台
各有优点, 454FLX的测序片段比较长, 高质量的读
序(read)能达到 400 bp, 因此更多地用于基因组的从
头测序和转录组解析; Solexa测序片段较短(70 bp), 
但序列解码通量更高, 因此Solexa从一产生就在DNA
测序的第二个目的上展示出强大的功能, 目前RNA- 
Seq和ChIP-Seq研究基本上都采用该技术[18, 101~104]。 

随着高通量DNA测序技术的飞速发展, 该领域
技术已经对生命科学的发展产生了巨大的影响, 特
别是其对 DNA 分子的序列兼丰度的双重解析能力, 
已经远远超出了 DNA 微阵列芯片技术 , 因而对
DNA 微阵列芯片技术的应用领域产生了前所未有
的冲击。例如, 检测基因表达的 RNA-Seq技术基本
上取代了基因芯片技术。同样, 对 DNA微阵列芯片
技术在转录因子 DNA 结合谱研究领域产生了深刻
的影响, 如 ChIP-Seq 技术基本上取代了 ChIP-chip
技术。在过去的 3年中, 高通量 DNA测序技术对转
录因子体外结合谱的研究亦产生深刻影响, 体现了
其主导的该领域发生的重大变革和未来走向。 
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高通量测序技术的发展远未停止, 例如 Illumina
公司在 2010年又推出了 HiSeq2000测序新技术, 虽
然其测序原理与 Illumina/Solexa Genome Analyzer相
似, 但它融合了最新的光学系统和制造工艺, 该光
学系统采用 2个激光源对微流室进行扫描, 并使用 4
台照相机对 4 种含有末端阻断基团和不同荧光信号
的碱基分别进行记录, 降低了不同碱基之间的信号
干扰, 提高了测序的高精确性和高顺序性。同时, 它
还使用了新颖的双表面成像技术, 增加了微流室的
有效面积 , 从而提高测序产量和降低成本。
HiSeq2000实现了 200 GB的最高测序产量和最快的
数据产生速率。由于 HiSeq2000 测序系统目前尚未
有用于转录因子结合谱研究的报道, 在此我们只做
简单介绍。 

2.3.2  Bind-n-Seq 技术 

2009 年, 美国加州大学基因组中心的Zykovich
等 [105]首次使用SELEX技术联合下游多重平行测序
技术实现了对DNA结合蛋白Zif268 和Aart结合位点
的同时鉴定, 此技术被称之为Bind-n-Seq。图 5为该
技术流程图。该研究首次表明将经典的SELEX技术
与高通量DNA测序技术相结合, 可用于研究转录因
子高分辨率精细DNA 结合模体。 

为了充分利用高通量DNA测序技术巨大的测序
通量, 该技术对不同转录因子蛋白筛选的DNA样品
使用了碱基条形码技术。在测序之前将这些样品混

合, 作为一个测序样品进行测序, 这样可极大地降
低实验成本。传统SELEX-克隆测序实验仅能获得几
十条到数百条DNA序列信息, SELEX-SGAE技术可
获得数千条DNA序列信息 , 而Bind-n-Seq技术首次
将SELEX筛选DNA的序列解码能力提高到数百万条, 
在转录因子体外结合研究中真正实现了结合谱的绘

制。例如在该研究中, 作者同步分析了 28个DNA样
品, 每个样品可获得约 10万个读序(reads)。而且, 通
过使用条形码技术对不同筛选轮数的DNA可同时测
序, 实现了对高、中、低亲和性序列的全波段扫描, 
使那些具有中、低亲和性的序列真正进入DNA与转
录因子相互作用分析的行列, 而这些中、低亲和性
序列对于建立更精确的结合位点模体是非常必要的
[97]。Zykovich等[105]的实验充分证明Bind-n-Seq筛选
中不同序列被测序的频率反映了蛋白质对不同序列

结合的相对亲和性, 因此, 通过数字化的中低测序
频率, 可以发现具有中低亲和性的序列。 

与dsDNA微阵列芯片技术相比, 该技术突破了
dsDNA微阵列芯片技术难以绘制结合位点大于 10 
bp的转录因子的DNA结合谱的限制。对于目前的
DNA微阵列技术而言 , 10-mer的完整目录(1×106个

探针点)是其极限[105]。而很多转录因子的DNA结合
位点大于 10 bp[17]。Bind-n-Seq却不受 10 bp的限制, 
例如在研究转录因子Zif268 和Aart的结合位点时 , 
就使用了 21 bp结合区。也就是说该技术可以用于研
究任意长度DNA结合位点的转录因子。此外, 对于
一个结合位点长度未知的新的DNA结合蛋白 , 
dsDNA微阵列芯片可能难以应付 , 但Bind-n-Seq通
过使用任意长度的随机寡核苷酸文库, 可绘制这种
结合序列未知的转录因子蛋白的DNA结合谱。 

2.3.3  MMP-SELEX 技术 

2010 年, 芬兰赫尔辛基大学Taipale研究组提出
多重大规模并行SELEX(Multiplexed massively par-
allel SELEX, MMP-SELEX)技术, 用于测定人转录
因子结合谱[106]。他们采用此技术绘制了属于 14 种
不同种类的 19 个转录因子的DNA结合谱[106], 并用
体内技术ChIP-Seq实验确证了转录因子NFATC1 和
RFX3 的特异性。该技术的实验原理及流程见图 6, 
该技术实质上是基于微孔板偶联DNA结合蛋白, 进
行高效自动化蛋白结合寡核苷酸筛选的SELEX新方
法, 筛选产物使用高通量DNA测序技术, 如Illumina 
Solexa, 进行解码测定。该研究建立了一套完整的研
究真核转录因子蛋白DNA结合特异性的SELEX筛选
方案和多重测序技术方案, 为该类研究提供了经典
程序, 对该类研究必将产生巨大的推动作用。 

2.3.4  EMSA-Seq 技术 

2011 年, 英国剑桥大学的Udalova、Ragoussis
和美国哈佛大学的Bulyk合作研究, 提出基于凝胶迁
移 实 验 进 行 S E L E X 筛 选 的 E M S A - 测 序
(EMSA-Sequencing, EMSA-Seq)技术, 并将其用于
转录因子NF-κB DNA结合谱的大规模表征[107]。该研

究还将EMSA-Seq技术与dsDNA微阵列芯片技术 
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图 5  Bind-n-Seq 技术流程图 
Bind-n-Seq的底物是含有恒定序列区(Primer A和 Primer B)、3核苷酸条形码区(Bar-coded, BC)以及 21 bp随机序列区(Random sequence)
的寡核苷酸。打上不同条形码的寡核苷酸与不同的转录因子蛋白结合反应, 分离并收集结合型 DNA, 再用短片段读序技术(如 Solexa)
测序。依靠生物信息程序根据条形码对测序片段分类和处理, 产生对应于每种转录因子蛋白的 DNA结合谱, 并制作结合位点模体。 
 

结合起来, 建立了相互印证的双平台方法(图 7)。 
NF-κB是炎症、肿瘤相关重要转录因子[108, 109]。

NF-κB/Rel家族由RELA(p65)、p50、p52、RELB、
C-Rel等 5 个成员构成, 这些成员间可形成同二聚体

和异二聚体, 通过与基因组中大量不同的DNA序列
相互作用而控制众多靶基因, 因此, NF-κB的DNA结
合谱研究一直深受重视。著名的转录因子数据库

TRANSFAC根据实验报道的NF-κB靶基因中的DNA
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位点得出的其DNA结合模体为GGGRNNTYCC (R：
G、A; Y：C、T; N：G、A、T、C)[110]。2002~2004
年, 英国剑桥大学的Udalova实验室通过EMSA、表
面等离子体共振及dsDNA微阵列芯片研究, 将其模
体 从 传 统 的 GGGRNNTYCC 扩 展 为 GGRRNN-
YYCC[111~113]。2011 年, 她们运用EMSA-Seq和dsDNA
微阵列芯片研究, 又将其模体扩展成RGGRNNHHYY 
(H：A、T、C), 作者将其称为非经典模体。其中运
用 EMSA-Seq研究了包含 RELA的 NF-κB二聚体
(RELARELA、RELAp50、RELAp52)同 522857 个

10-mer 序列的结合, 发现用EMSA-Seq产生的结合
数据与用dsDNA 微阵列芯片产生的结合数据非常
吻合。该研究中还根据新模体RGGRNNHHYY制备
了包含 803条代表“11-mer”DNA序列探针的dsDNA
微阵列芯片, 用该种芯片研究了 9 个NF-κB二聚体
(RELARELA、p50p50、p52p52、RELAp50、RELAp52、
RELBp50、RELBp52、C-Relp50、C-Relp52)的结合, 
证实了EMSA-Seq结果, 并且发现NF-κB家族成员具
有不同的结合谱。 

将 EMSA-Seq体外结合谱与 ChIP-Seq体内结合 
 

 
 

图 6  高通量 SELEX 过程示意图 
蛋白表达：构建要研究的转录因子蛋白的真核表达载体, 并表达成具有 DNA结合域或全长序列转录因子蛋白、链亲和素结合肽(SBP)
和荧光素酶的融合蛋白。其中 DNA 结合域或全长序列转录因子蛋白用于与 DNA 结合, 链亲和素结合肽用于将转录因子蛋白锚定在
链亲和素包被的微孔板上 , 用于筛选和分离结合型 DNA; 荧光素酶用于筛选阳性细胞、定量转录因子蛋白等。表达载体使用
GATEWAY重组克隆系统。配体设计：即待筛选的寡核苷酸, 使用条形码技术使多重样品可共同测序。每种 DNA配体含有 14 bp 随
机序列区和一个 5 bp条形码(Barcode, BC)。为了增加特异性, 每个编码与其他编码至少有 2个碱基的差别。这些可变序列的两侧设计
恒定序列, 该序列包含 Illumina Genome Analyzer测序引物位点和 PCR扩增引物结合区(恒定序列), 这些引物结合序列设计在 5′末端, 
以便容纳部分巢式引物(用恒定序列下的一组箭头显示), 用于每个 SELEX 循环中的 PCR 扩增。高通量 SELEX 筛选：含有所有可能 14 bp
序列的双链 DNA混合物与固定在 96微孔板内的 DNA结合蛋白孵育, 使 DNA与蛋白质结合; 之后洗涤并洗脱, 获得序列更加特异的 DNA
群, 这些 DNA通过 PCR扩增进入下一轮 SELEX筛选或高通量测序。在 PCR扩增环节, 不同的 SELEX循环使用不同的嵌套引物(图中带数
字“2, 3, 4”的一组箭头, 数字表示 SELEX循环数), 以避免污染 DNA的扩增。通过重复筛选过程并计算不同循环数后不同序列的丰度构建
转录因子的特异性。每个循环中, 将多重反应产物混合成单个测序泳道, 使用条形码序列识别来自不同转录因子的 DNA样品。 
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谱相比较, 发现NF-κB在基因组中不仅结合经典模
体, 也结合非经典模体, EMSA-Seq获得的体外结合
谱可很好地解释ChIP-Seq数据, 并且可以帮助预测
NF-κB靶基因调控序列中单核苷酸多态性的功能效
果, 识别基因调控序列中的疾病相关单核苷酸多态
性[46]。该研究提供了一个将转录因子体内结合谱与

体外结合谱进行结合研究的成功范例, 为今后的该
类研究提供了一个很好的策略。 

2.3.5  HiTS-FLIP 技术 

2011 年, 麻省理工学院的Nutiu等[114]研究人员

利用新一代测序仪定量测定DNA-蛋白质结合亲和力, 
提出了研究转录因子D N A结合谱的新技术—— 
HiTS-FLIP。该技术的主要原理及实验流程见图 8所 

示。在该研究中 , 用 HiTS-FLIP 技术研究了酵母
(Saccharomyces cerevisiae)转录激活因子 Gcn4 与
DNA 的结合, 该蛋白是酵母氨基酸饥饿应答的主要
调控者。首先, 制备了一个随机 25 聚体的 DNA 文
库, 将其放入 Illumina Solexa测序仪中, 完成测序。
之后变性 , 剥离测序延伸链 , 利用新的引物和
Klenow酶合成新链。再加入与单体(m)OrBurge结合
的 GCN4 蛋白, 并对蛋白结合进行荧光成像。最后, 
在测序图像上叠加蛋白结合图像, 判定蛋白对各种
序列的结合亲和性。 

该技术能以前所未有的深度识别 DNA 结合蛋
白与海量DNA分子的结合, 并能定量测定结合亲和
力, 获得解离常数。例如, 在 25 聚体的背景下, 可
获得每个 7 聚体的蛋白结合亲和力的 10 万次测定,  

 

 
 

图 7  EMSA-Seq 及 PBM 双平台方法用于绘制 NF-κB 家族二聚体 DNA 结合谱的实验流程 
在 PBM平台中, NF-κB蛋白与固定大量 dsDNA探针的微阵列结合, 获取 NF-κB与大量 DNA序列的结合亲和性数据。在 EMSA-Seq
平台中, NF-κB蛋白与不同序列的 DNA混合物结合, 再通过双色荧光 EMSA分离结合型 DNA和非结合型 DNA; 将结合型 DNA切胶
回收, 进行高通量 DNA测序, 获得 NF-κB与大量 DNA序列的结合亲和性数据。根据双平台数据制作 NF-κB的 DNA结合谱。用 UV
足迹实验验证 EMSA-Seq结果。将 EMSA-Seq绘制的体内结合谱与 ChIP-Seq绘制的体内结合谱相比较, 解释 ChIP-Seq数据, 发现疾
病相关单核苷酸多态性。 



 
962 HEREDITAS (Beijing)  2012 第 34卷 

  

 

 

 
 

图 8  HiTS-FLIP 方法 
HiTS-FLIP示意图。通过合成测序测定微流室内锚定的单链 DNA序列。第二链 DNA剥离并用 Klenow酶和正常 dNTP重新建立 dsDNA
簇。荧光标记的不同浓度的转录因子蛋白(如 Gcn4p)导入微流室, 结合成像。将测序图像与转录因子蛋白结合图像叠加, 可确定蛋白
质结合的 DNA序列, 以及这些序列的结合常数。 
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以及每个 12聚体的 500次测定。在应用 HiTS-FLIP
研究 Gcn4 蛋白的 DNA 结合中, 能确定该蛋白对具
有亚微摩尔亲和性的所有 12聚体序列的解离常数。
因此, 该技术使得高通量DNA测序技术能够直接用
于绘制转录因子蛋白的 DNA 结合亲和性图谱。所
实现的分析深度能够让研究人员了解模体内不同位

置间复杂的相互依赖性。通过捕获弱的以及复杂的

相互作用, 该数据有助于 GCN4 结合的预测, 并揭
示出有着不同表达动力学的 GCN4 调控启动子。这
些数据能够更好地区分体内 Gcn4p 结合位点和调控
靶点, 并显示与 Gcn4p 有着不同的启动子亲和力的
基因有着不同的功能表达动力学。 

HiTS-FLIP 方法使得任何研究人员能将测序仪
器转换成研究 DNA-蛋白质相互作用的工具, 相比
于其他替代工具, 具有几个优势。首先, 它的通量可
达数千万到数亿个结合测定, 远远大于使用其他任
何技术对于结合的测定, 使得位置间复杂的相互依
赖性的分析及较长的或更复杂的结合模体的分析成

为可能。在基于 SELEX 筛选结合测序的方法(如
Bind-n-Seq、MMP-SELEX及 EMSA-Seq)中, 结合亲
和性是通过序列的计数所推导的, 而在 HiTS-FLIP
中, 亲和性是直接通过海量的独立的结合直接测定
的。该技术测定结合的通量非常高, 可将不同蛋白
标记不同荧光, 依靠测序仪测定多重荧光的能力可
在微流室中的同一实验中同步测定多个蛋白的结

合。此外, 还可以在 8 个测序通道中加入 8 种不同
的蛋白, 或在一个测序循环后向某一微流室顺序加
入不同的蛋白, 实现蛋白结合的多重化测定。 

无疑, HiTS-FLIP将转录因子体外结合谱、亲和
谱的测定通量提到一个史无前例的水平, 该技术将
是未来数年中转录因子体外结合谱研究的最前沿、

最先进的技术, 将对转录因子体外结合谱的研究带
来巨大的影响。但是, 目前该技术还受制于价格极
其昂贵的DNA测序仪器, 普通实验室很难企及并用
于日常化研究。随着 DNA测序技术的快速发展, 测
序仪器的普及和测序成本的下降, 这种技术必将成
为研究转录因子体外 DNA结合谱的主要技术。 

3  结 语 

综上所述, 可见DNA微阵列芯片技术和高通量
DNA 测序技术的产生和发展, 对转录因子 DNA 结

合谱的研究产生了重大影响。随着这些技术在转录

因子研究领域的快速应用 , 出现了 ChIP-Seq、
dsDNA微阵列芯片、基于 SELEX结合高通量 DNA
测序(Bind-n-Seq、MMP-SELEX 及 EMSA-Seq), 以
及利用高通量 DNA 测序仪直接测定转录因子结合
谱(HiTS-FLIP)的许多新技术。这些技术既有各自的
优点, 同时也存在自身的缺点, 但就技术的先进性
而言, ChIP-Seq 和 HiTS-FLIP 将是研究转录因子体
内及体外结合谱的最主要的技术。这两种技术都依

赖于高通量 DNA 测序技术, 但 ChIP-Seq 已经在该
领域中普及, 原因是 ChIP-Seq 实验的质量主要取决
于 ChIP, 而不是 Seq, DNA 测序技术的发展对

ChIP-Seq 实验的主要意义在于实验成本的进一步降
低; 而 HiTS-FLIP 则不同, 该实验完全依赖于高通
量 DNA 测序技术 , DNA 测序技术的发展对于

HiTS-FLIP研究来说, 不仅仅是实验成本的降低, 更
重要的是其普及, 使其成为一种常规实验技术。 
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