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摘 要：利用紫外激光交联和免疫沉淀技术(UV laser crosslinking and immunoprecipitation，

UV—X—IP)分析原核表达的酿酒酵母热激因子(heat shock factors，HSFs)和片段化的基因组靶

DNA的相互作用。分别在ScSSAl、ScSSA4启动子区和编码区设计引物对免疫沉淀的DNA进行

PCR分析。结果发现，紫外激光交联和免疫沉淀DNA库中富集了ScSSAl、ScSSA4启动子区

HSF结合的DNA片段，而没有编码区DNA，表明HSF特异结合了靶DNA。从未经紫外激光交

联样品的免疫沉淀DNA库中未获得相应PCR扩增产物，说明紫外激光在酿酒酵母HSF与靶

DNA之间形成共价结合中起重要作用。
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Abstract：In this manuscript，in vitro recombinant yeast heat shock factor-target DNA interactions

were examined by using UV laser crosslinking and immunoprecipitation(UV—X-ChIP)．PCR

analysis was performed to detect specific enrichments of known HSF—targets in

immunoprecipitated DNA with primers prospectively distributed in promoter and coding domains

of ScSSAl and ScSSA4．PCR results showed the DNA fragment libraries from samples UV—

crosslinked and immunoselected with antibody against HSF specially contained upstream

promotor domains of ScSSA 1 and ScSSA4 rather than encoding domains DNA。and implied the

binding of HSF to target DNA fragments．Morever，there were no PCR products observed in the

control DNA，of the control which lacked UV laser crosslinking，and revealed UV laser

crosslinking playing a key role in forming covalent complexes of HSF-targets DNA．
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酿酒酵母热激因子(heat shock factors，HSFs)

是酵母热激反应的转录调控因子。在热激，酸、碱、

高渗透压、重金属离子等逆境条件下，HSF形成三

聚体并与热激蛋白基因热激元件(heat shock ele—

ment，HSE)结合，诱导热激蛋白基因的表达[I-23，

促进新生肽的转运、折叠、组装、定位以及变性蛋白

质的复性和降解等，从而提高生物的耐逆境能

力[3-5]。因此，分析HSF与靶DNA的相互作用对

揭示其转录调控机理具有重要意义。

目前，研究蛋白质一DNA相互作用的传统实

验方法是DNA凝胶滞留分析(EMSA)和Dnase I

足迹法(DNase I foot—printing)。这些方法均依赖

于蛋白质与靶DNA片段的高亲和力。因此，只能

用于分析蛋白质与个别高亲和力DNA的相互作

用，不能用来研究弱亲和力蛋白质与DNA的相互

作用[6]。紫外激光(266 nm)被认为是零距离的交

联剂，紫外激光器发出的连续高能量光子能使蛋白

质氨基酸残基和靶DNA碱基之间形成稳定的共价

键，而且交联效率高[7]。紫外激光交联结合免疫沉

淀技术在研究蛋白质与DNA的相互作用方面已取

得了一些成果[8叫3|，但在酿酒酵母HSF与靶DNA

的相互作用研究中报道甚少。作者以酿酒酵母

HSF为模式蛋白，研究HSF和ScSSAl和ScSSA4

上游启动子区靶DNA的相互作用，这为研究其它

蛋白质与DNA相互作用及分离转录因子的基因组

结合位点提供了一条新途径。

1材料与方法

1．1菌株与质粒

酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae，strain

Y190)，表达酿酒酵母HSF的宿主菌为Escherichi—

a coli TGl(E．coli TGl)和HSF的表达载体

pQE30／yHSF，均由云南省资源生物保护与利用重

点实验室提供。

1．2主要药品

IPTG和Taq酶购于TaKaRa公司(中国大

连)；蛋白酶抑制剂为Roche公司产品；Ni—NTA—

Agarose购于Qiagen公司；Protein-A-Agarose购

于Santa Cruz公司；Poly(dldC)购于Sigma公司

(USA)。

1．3方法

1．3．1 酵母基因组DNA的提取在100 ml。酿酒

酵母菌(ODeoo 2．0)的培养物中加入1．5 mL 50

mmol／L的KHzPO。，在液氮中反复碾磨细胞，并转

入灭菌离心管中，再加入225 U的细胞裂解酶，30

℃裂解30 rain。超声波破碎细胞并使染色质片段

化为100～500 bp，离心收集上清液，获得染色质粗

提物。100肚L染色质粗提物的DNA片断被纯化后

溶于20“L TE缓冲液中。用1．0 g／dL琼脂糖凝

胶电泳分析2弘L上述DNA含量及片段的大小。

1．3．2原核表达酿酒酵母HSF的Ni亲和柱纯化

与Western分析 E．coli TGl(pQE30／yHSF)用

LB培养基培养至OD6∞一0．7时，加终浓度为0．5

mmol／L的IPTG，在25℃继续诱导表达4 h。用超

声波破碎细胞，上清液过0．22||m孔径的滤膜，滤

液被转移至灭菌过的离心管中，并加入100“L 50

×蛋白酶抑制剂贮存液，混匀。加3 mL Ni—NTA—

Agarose于上述滤液中，4℃培养l h。将Ni—NTA-

Agarose充填于亲核层吸柱中，先用6～10个柱体

积的洗脱缓冲液洗Ni—NTA—Agarose，再用终浓度

为40 mmol／L咪唑的洗脱液洗亲核柱。最后分别

以l mL咪唑终浓度为100、200、300、400 mmol／L

的洗脱液洗亲核柱4次，收集洗脱液。纯化的蛋白

质经10．0 g／dL的聚丙烯酰胺凝胶电泳检测。转移

聚丙烯酰胺凝胶上的蛋白质于PVDF上，进行

Western印迹分析。

1．3．3紫外激光交联和免疫沉淀 在1．5 mL离

心管中依次加入0．5弘g HSF、0．25 pg酵母基因组

DNA、0．5弘g Poly(dIdC)和2×结合缓冲液使终体

积为50弘L。混匀并离心片刻，39℃热激15 min

后，混合物直接进行紫外激光交联和免疫沉淀富集

HSF-DNA复合物[13|。纯化的DNA被溶于20“L

TE缓冲液中用于PCR分析。

1．3．4 PCR扩增分别在ScSSAl和ScSSA4启

动子区和编码区设计引物如下：

ScSSAl—307／314：5'-TCAACTAAAATCTG—

GAGAAAA一3’，5'-CGGAACGTTTAGAAGCTGT

CATT一3’；ScSSAl+1893／1899：5'-GGTGCTCCT

CCAGCTCCA一3’。5'-TCAACGGTTGGACCTTC

A一3’；SCSSA4--301／308：5’一AACTCACCGGGCAA

AAGA一3 7，5’一AATGTAATAGGTTTCAAAG一3’；

ScSSA4+1668／1672：5’一TCTGTGAGCGAA AATA—

ACTT一3’，5’一TCTTCACCCACCTTCTCC-3’。

PCR反应体系为20耻I。：2肛L 10×PCR buff—

erl 2“L 25 mmol／L MgCl2；1．6 ttL 10 mmol／L

dNTPs；2肛L弓l物1(1 tlmol／L)；2肛L弓I物2(1

牡mol／L)；1肛I。DNA，0．2肛L Taq(5 U／ttL)；力Ⅱ灭

菌双蒸水至20“L。PCR反应条件为94℃预变性

5 min，然后94℃变性20 S，49～56℃退火20 S，72

℃延伸20 S，循环数为35，用10 g／dL的聚丙烯酰
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胺凝胶电泳检测扩增产物。

2 结果与分析

2．I酵母基因组DNA的提取及片段化

用超声波破碎酿酒酵母细胞并使染色质片段

化，纯化的DNA溶于TE，取2“L DNA溶液，经

1．0 g／dL琼脂糖凝胶电泳分析(见图1)。图l中

M为DNA标准分子量；l为4“g纯化的酵母基因

组DNA，其片段长度在100～500 bp之间。从100

mL酵母细胞培养物中共提取了20肚g DNA。

M表示1“g DNA相对分子质量标记(DGL2000 Marker·100

～2000碱基对)；1表示大约4弘g酵母基因组DNA，片段长度

为i00～500 bp。

图l酵母基因组DNA的提取

Fig．1 Isolation of yeast genomic DNA

2．2 HSF融合蛋白质的初步纯化

超声波破碎后的E．coli TGl(pQE30／yHSF)

细胞上清液经Ni—NTA—Agarose亲核柱纯化，取20

"L初步纯化的蛋白质样品进行SDS-PAGE分析

(见图2)。

图2中M为蛋白质相对分子质量标记，l为正

对照，即在变性状态下获得的E．coli TGl(pQE30／

yHSF)细胞粗提物，箭头显示HSF条带位置；2为

负对照，E．coli TGl(pQE30)在变性状态下获得的

粗提物，在SDS-PAGE上箭头所示的位置未观察到

蛋白质条带，表明已诱导表达出酿酒酵母HSF；3、4

分别为活性状态下初步亲核纯化的酿酒酵母HSF。

3是采用200 mmol／I。咪唑洗脱液洗脱所得HSF，

同标准质量浓度的BSA比较发现，HSF的质量浓

度约为0．005弘g／／_tL，上样量为0．1弘g。4是采用

100 mmol／L咪唑洗脱液洗脱的HSF，质量浓度为

0．1#g／ptL，上样量为2．0弘g。HSF主要集中在100

mmol／L咪唑洗脱液中。从400 mL的E．coli TGl

(pQE30／yHSF)培养物中可获得0．4 mg酿酒酵

母，HSF。

注：M为蛋白质相对分子质量标记，1表示经IPTG诱导的E

．coli TGl(pQE30／yHSF)细胞粗提物；2表示经IPTG诱导E

．coliTGl(pQE30)菌株的粗提物，为负对照；3表示200

mmol／L咪唑洗脱液洗脱的HSF,4表示100 mmol／I．咪唑洗

脱液中的HSF。上样量为20“I，。箭头显示HSF条带位置。

图2 E．coli TGI(pQE30／yHSF)的诱导表达与初步纯

化

Fig．2 Yeast HSF purified from E．coli TGI(pQE30／

yHSF)

2．3 HSF的Western分析 ．

2．0 bLg上述纯化的HSF样品经10 g／dL SDS-

PAGE电泳后，凝胶上的蛋白质被立即转移到

PVDF膜上，用HSF的单特异性抗体进行Western

blotting分析，见图3。

注：l表示20“L经IPTG诱导E．coli TGl(pQE30／yHSF)表

达酵母HSF的细胞蛋白质粗提物印迹；2表示2ug初步纯化

的E．coli TGl(pQE30／yHSF)表达的酵母HSF的印迹；3表

示负对照。20“L经IPTG诱导E coli TGl(pQE30)表达的蛋

白质粗提物印迹，但没有任何印迹条带。箭头所示为印迹条

带。

图3 HSF的Western blotting分析

Fig．3 Western blotting analysis

图3中1、2分别表示IPTG诱导的E．coli

TGl(pQE30／yHSF)蛋白质粗提物和初步纯化的

HSF显示出的印迹条带，如箭头所示；3表示负对
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照。E．coli TGl(pQE30)的蛋白质粗提物则无印迹

条带。Western分析结果进一步表明，上述纯化的

蛋白质样品中确实含酿酒酵母HSF。

2．4 PCR分析HSF与ScSSAl和ScSSA4启动子

区靶DNA的特异结合

分别在热激基因ScSSAl、ScSSA4的启动子

区和编码区设计引物，用PCR方法分析紫外激光交

联和免疫沉淀DNA片段库中是否特异富集HSF

结合的ScSSAl和ScSSA4启动子区DNA片段。

PCR扩增产物经10 g／dI。的聚丙烯酰胺凝胶电泳

分析，见图4。

注：PC表示正对照，以酵母基因组DNA为模板的PCR扩增产

物。

A：1表示HSF-DNA复合物经紫外激光交联和特异性抗体免

疫沉淀DNA为模板的PCR扩增12、3分别表示试验中设计的

负对照。2表示HSF-DNA复合物经紫外激光交联但在免疫沉

淀中不加抗体的免疫沉淀DNA的PCR扩增；3表示HSF-

DNA复合物不经紫外激光交联，特异性抗体免疫沉淀DNA

的PCR扩增；4表示以等量BSA和酵母DNA片段进行交联，

特异性抗体免疫沉淀DNA的PCR扩增。进行PCR扩增引物

为ScSSAl、ScSSA4的启动子区引物(ScSSAl·307／314，Sc—

SSA4-301／308)。

B：1表示HSF-DNA复合物经紫外激光交联和以特异性抗体免

疫沉淀的DNA为模板，用ScSSAl、ScSSA4的编码区引物(Sc—

SSAl+1893／1899、ScSSA4+1668／1672)进行PCR扩增。

图4 PCR分析HSF与ScSSAl和ScSSA4上游启动子

区的特异结合

Fig．4 PCR determination of HSF-binding upstream

promoters of ScSSAl and ScSSA4

图4中PC为正对照，即以酵母基因组DNA为

模板的PCR扩增。在图4 A中，1表示用1”L紫

外激光交联HSF—DNA复合物和用特异性抗体免

疫沉淀的DNA为模板，用ScSSAl、ScSSA4的启

动子区引物(ScSSAl—307／314，ScSSA4—301／308)

进行PCR扩增，PCR产物与正对照的位置相同。

2、3和4分别为试验中设计的3个负对照：2为

HSF和酵母基因组DNA片段经紫外激光交联但

免疫沉淀中不加抗体的DNA的PCR扩增；3为

HSF和酵母基因组DNA片段不经紫外激光交联、

免疫沉淀DNA的PCR扩增；4为以等量BSA和酵

母DNA片段进行交联，特异性抗体免疫沉淀DNA

的PCR扩增。在上述3个负对照中，和正对照相同

的位置均未获得PCR扩增产物(见图4)。在图4 B

中，PC为正对照；l为1肛L紫外激光交联HSF—

DNA复合物和用特异性抗体免疫沉淀DNA为模

板，分别用ScSSAl、ScSSA4编码区引物(ScSSAl

+1893／1899；ScSSA4+1668／1672)进行PCR扩

增，但未获得PCR扩增产物。结果表明，酿酒酵母

HSF特异结合ScSSAl、ScSSA4的启动子区靶

DNA片段。由于未经紫外激光交联的样品免疫沉

淀不能富集ScSSAl、ScSSA4的启动子区HSF结

合的DNA，说明紫外激光在酿酒酵母HSF与靶

DNA片段之间形成共价结合中起重要作用。

3 结 语

在逆境条件下，酿酒酵母HSF与热激基因启

动子区HSE结合诱导该基因的时空表达，增强细

胞对环境逆境的应答反应能力。紫外激光交联和

免疫沉淀技术可以在极短的时间内凝固HSF—DNA

结合的某一动态过程，也是研究其它转录调控蛋白

质与DNA相互作用及鉴定蛋白质在基因组上的结

合位点的一种实验手段。紫外激光交联和免疫沉

淀技术已从最早用于体外研究不同蛋白质与DNA

的相互作用到体内动态分析蛋白质与基因组DNA

的结合模式及鉴定转录因子在基因组上的结合位

点，而且研究对象已趋向真核生物。

紫外激光(266 rim)被认为是零距离的交联剂，

克服了普通紫外光交联效率很低和甲醛交联剂易

导致蛋白质～蛋白质、RNA—RNA或RNA一蛋白

质的交联的缺点。紫外激光器发出的连续高能量

光子能使蛋白质氨基酸残基和靶DNA碱基之间形

成稳定的共价键，但作为一种复杂的技术在研究不

同的蛋白质与DNA的相互作用时需要探讨紫外激

光交联参数f10,14--15]，如光波长、一个脉冲的能量及

交联时间等，以获得最大的交联效率。同时，减少

激光对DNA造成的损伤。作者应用紫外激光交联

和免疫沉淀技术分析酿酒酵母HSF与ScSSAl和

ScSSA4上游启动子区靶DNA的特异结合，也为研

究其它转录因子与靶DNA的相互作用及分析蛋白

质的基因组结合位点提供了一条新途径。
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