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摘要 转录因子是一类具有序列特异性的双链 DNA结合蛋白．在哺乳动物细胞中，一个转录因子可以调控多个靶基因，一
个基因也同时受到多个转录因子的调控，从而形成复杂的基因表达网络调控机制．在蛋白质水平检测特定状态下组织或细胞

中的转录因子活性对深入研究基因表达调控的分子机制具有重要的意义．针对 TRANSFAC数据库提供的 226个小鼠转录因
子的 PSSM，设计了 240个转录因子结合探针，构建了可以在蛋白质水平同时检测约 200个小鼠转录因子的微阵列芯片，实
验结果显示：a．针对含有不同 DNA结合结构域的 7个转录因子，进行依赖于抗体的转录因子活性检测，结果证明该芯片具
有良好的特异性；b．针对 NF资B转录因子纯品，芯片的检测灵敏度可以达到 0.5 nmol/L，线性范围为 0.5～ 20 nmol/L，表明
芯片具有较高的灵敏度和良好的定量能力；c．针对经典的 IKK，JNK信号通路和 JAK/STAT信号通路，该芯片可以检测到
其关键转录因子的活性变化，证明芯片的可靠性；d．针对小鼠前脂肪细胞系 3T3-L1的分化，该转录因子活性芯片不但检测
到了已经报道的活性发生变化的转录因子，如 PPAR家族和 C/EBP家族外，还发现了以前没有报道过的 SRF等，充分显示
了芯片技术的高通量优势和发现新数据的能力．
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随着人类第一号染色体的序列公布[1]，标志着

“人类基因组计划(HGP)”正式全部完成，在 HGP
的带动下，包括小鼠，水稻，酵母等几十种模式生

物的基因组序列也公布于世[2]，生物学家的研究重

点逐渐地由基因组学向功能基因组学过渡．包含转

录调控，转录后加工，翻译调控，翻译后修饰等几

个核心层次的基因表达调控，无疑在功能基因组研

究领域中占据了重要的位置．近年来，高通量

DNA甲基化检测[3]和 microRNA研究[4]的兴起使基

因表达调控变得更加神秘和复杂．

转录因子介导的转录调控掌控着基因表达的第

一道关卡．转录因子是细胞内一类重要的调控蛋

白，其特异地结合基因组 DNA的顺式作用元件以
调节基因的转录过程．在哺乳动物细胞中，如人和

小鼠，编码基因不到全基因组 10%的转录因子通
过复杂的网络调控机制，严谨地控制超过 20 000
个基因的表达情况，一个转录因子调控多个靶基

因，同时一个基因也会受到多个转录因子的组合调

控．转录因子以重要的角色参与了包括肿瘤发生，

细胞分化等几乎所有的生物学过程[5]，尤其是日本

京都大学 Yamanaka 教授 [6, 7]最近发表的 Oct4、
Sox2、Myc和 Klf4可以逆转体细胞成为干细胞的
科研成果，使生物学家对转录因子的兴趣又上升到

了一个新的高度．

转录因子的检测可以分为 4 个层次：mRNA
水平，可以通过表达谱芯片或 RNA 印迹进行分
析；蛋白质的量，可以通过Western blot法进行分
析；结合活性水平，可以通过凝胶滞留实验

(EMSA)进行分析；激活活性水平，通常用报告系
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统进行研究．由于基因表达调控网络的存在，使转

录因子研究的各个层次间没有必然的相关性，所以

针对每个层次开发高通量的检测手段，对全方位研

究转录因子有着重要的意义．本文构建的转录因子

活性芯片就是在结合活性水平开发的高通量分析方

法．EMSA 是经典的在体外研究转录因子的方
法[8]，其结果可靠，为大家所公认，但却存在通量

低，耗时费力的缺点．近年来出现的通过 ELISA
技术来检测转录因子的方法[9]在一定程度上弥补了

EMSA的劣势，可以较方便地检测在某生物学过程
中的转录因子活性变化，但其依赖于转录因子的抗

体，部分地限制了该技术的应用．目前，通过结合

位点分析，可以对共调控一簇基因的转录因子进行

生物信息学预测[10]，对深入研究转录调控的机制提

供了一定的线索，但其预测的准确率有待于进一步

提高．综上所述，开发一种检测转录因子活性的高

通量实验技术对洞察基因表达调控的网络机制至关

重要[11]．

本 课 题 组 的 前 期 实 验 采 用 OATFA
(Oligonucleotide array-based transctription factor
assay)技术实现了在微阵列芯片上检测 AP1，NF资B
和 SP1三个转录因子的活性[12]．本研究将 OATFA
技术应用在小鼠模型上，构建了可以检测约 200个
转录因子的小鼠转录因子活性谱芯片 (MOUSE
OATFA)，实验结果表明，我们成功地开发了一种
在蛋白质水平高通量检测转录因子活性的稳定、可

靠的微阵列芯片平台．

1 材料与方法

1援1 材料

小鼠 RAW264.7和 3T3-L1细胞株为清华大学
医学系统生物学研究中心冻存；LPS(Salmonella
Minnesota)购自美国 Sigma 公司(Cat#. L6261)；小
鼠干扰素 -酌 (IFN酌, 107 U/mg)购自美国 PeproTech
公司(Cat#. 315-05)；重组转录因子纯品 NF资B(p50)
购自美国 Promega公司(Cat#. E3770)；转录因子抗
体 AP1(sc-1694x)、C/EBP琢(sc-61)、HNF1(sc-8986)、
HNF4 (sc-8987)、NF1 (sc-5567)、NF资B (sc-372x)、
PPAR酌 (sc-7196)、SRF (sc-335)和 STAT1 (sc-346)
购自美国 Santa Cruz公司；SmartArrayTM芯片点样

仪、LuxScanTM 10K激光共聚焦芯片扫描仪、芯片
清洗仪、芯片杂交盒、和 DNA点样液均为博奥生
物有限公司产品；数据分析用软件 LuxScanTM 3.0
为博奥生物有限公司产品．

1援2 实验方法

1援2援1 细胞培养及处理． 小鼠巨噬细胞系

RAW264.7用含 10%胎牛血清，100 mg/L链霉素和
100 U/ml 青霉素的 RPMI 1640 培养基进行培养，
当细胞长至 80%左右时，用终浓度为 500 滋g/L的
LPS进行刺激，收集刺激 2 h 的细胞样品进行实
验．小鼠前脂肪细胞 3T3-L1用含 10%小牛血清，
100 mg/L链霉素和 100 U/ml 青霉素的 DMEM 培
养基进行培养，当细胞长至 80%左右时，用终浓
度为 50 U/ml的 IFN酌进行刺激，收集刺激 20 min
的细胞样品进行实验．在分化研究时，当 3T3-L1
细胞长满 48 h 后，转到含 10%胎牛血清，
0.5 mmol/L 3- 异丁基 -1- 甲基黄嘌呤 (IBMX)，
1 滋mol/L地塞米松和 1.7 滋mol/L胰岛素的 DMEM
培养基中进行诱导分化，48h后用含 10%胎牛血清
的 DMEM培养基继续培养 24 h，收集细胞进行实
验．所有细胞均在 37℃，CO2浓度为 5%的培养箱
中培养．

1援2援2 芯片探针的设计及芯片的点制．

芯片探针的设计模板来源于商品化的

TRANSFAC誖 Professional r8.2数据库中的转录因子
结合位置权重矩阵 PSSM [13] (http://www.biobase.
de)．探针设计过程采用模拟退火的算法[14, 15]，对探

针的退火温度(Tm)、二级结构形成、灵敏度和特异
性进行综合评分，最终确定探针的序列．针对每个

转录因子设计一个“探针组”，其中包括 3 条探
针．“探针 1”为固定在芯片上的探针，长度为
30 nt，其 5忆端进行氨基修饰；“探针 2”与“探针
1”序列完全互补；“探针 3”中除了 30 nt与“探
针 1”完全相同的序列外，还在 3忆端增加了 T7启
动子通用引物序列(5忆 CCCTATAGTGAGTCGTA-
TTACCCC 3忆)．“探针 2”和“探针 3”经过体外
退火形成转录因子结合探针，其中包含了 1～2个
转录因子核心结合序列．除了针对转录因子设计的

240个“探针组”外，还设计了作为质量控制的 4
个 HNC探针(只包含“探针 1”)和 4个 BNC探针
组．用于芯片实验的“探针库”包括了 240个转录
因子结合探针和 4个 BNC双链探针(“探针 2”和
“探针 3”的退火产物)．

所有探针都在上海生工生物技术公司合成，然

后以 20 滋mol/L的浓度溶于 DNA点样液中．探针
经 SmartArrayTM芯片点样仪点制在经过醛基修饰的

光学基片上，每个探针重复 2 个点，点间距为
200 滋m，每张芯片共包含 22行、24列．点制好的
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芯片通过探针上的氨基和芯片表面的醛基发生的希

夫碱反应进行固定化处理，然后室温干燥保存

备用．

1援2援3 细胞核蛋白的制备．采用美国 Pierce 公司
NE-PER誖 Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents
试剂盒，按照试剂盒说明书进行核蛋白的提取．收

集细胞后，加入适量的含有蛋白酶抑制剂的

CER玉，混匀后在冰上放置 10 min，加入 CER域，
在冰上放置 1 min后，16 000 g离心 5 min，取上清
转到预冷的 Eppendorf管内．在离心沉淀下来的细
胞核中加入含有蛋白酶抑制剂的 NER，充分混匀
后，冰上放置 10 min，再混匀，重复 4 次后，
16 000 g离心 10 min，收集上清．提取出的细胞核
蛋白和胞浆蛋白采用美国 Pierce 公司 BCATM

Protein Assay Kit试剂盒进行浓度测定，分装后保
存在-80℃．
1援2援4 转录因子活性芯片的检测流程． a．结合：
含 240个转录因子结合探针的“探针库”与细胞核
蛋白(或转录因子纯品)在含有 polydIdC的缓冲液中
进行结合反应，反应体系为 20 滋l，室温反应 1 h．
b．分离：将上述的结合混合物进行 1.5%琼脂糖凝
胶电泳分离，电泳条件为 12 V/cm，室温电泳
30 min，电泳缓冲液为 0.5伊TBE．将含有 DNA-转
录因子复合物的凝胶部分切下，通过 QIAGEN公
司 QIAEX域誖 Gel Extraction Kit 试剂盒进行 DNA
的回收纯化 ． c ． 单引物扩增 (single primer
amplification，SPA)：以回收的 DNA 作为模板，
利用荧光(Cy5和 Cy3)标记的引物(5忆GGGGTAAT-
ACGACTCACTATAGGG 3忆)进行单引物扩增．d．
杂交：将分别标记不同荧光的配对样品的扩增产物

同时加入含有 3伊SSC、0.2%SDS、5伊Denhart’s和
25%甲酰胺的杂交缓冲液中，42℃杂交 12～16 h．
然后在芯片清洗仪中用洗液玉(2伊SSC、0.2%SDS)、
洗液域(0.2伊SSC)分别洗 4 min，离心甩干芯片．
e．图像获得和数据处理：芯片扫描采用 LuxScanTM

10K激光共聚焦芯片扫描仪，芯片上的信号强度使
用 LuxScanTM 3.0软件进行提取．针对芯片上每个
探针的 2个重复点计算平均值，代表该探针的信号
强度．每张芯片中两个通道的信号值采用中位值线

性归一化方法，得到每个探针的比值(ratio)．多次
实验的比值采用 t检验进行显著性分析，当多次实
验比值的平均值大于(或等于)1.5并且 P值小于(或
等于)0.05时，该探针对应的转录因子被认为其活
性发生了显著的变化．

1援2援5 基于抗体的转录因子结合特异性检测．结合

反应按照 1援2援4中步骤进行．然后向反应体系中加
入某特定转录因子的抗体，4℃反应 2 h，同时制备
一份只加正常 IgG(不加抗体)的样品作为阴性对
照．通过 Protein A(或 G)包被的磁珠将抗体 -转录
因子 -结合探针的复合物收集回来．回收复合物中
的探针进行后续的 SPA扩增和杂交，扩增和杂交
按照 1援2援4中步骤进行．
1援2援6 转录因子的 ELISA 检测(TF-ELISA)．具体
操作步骤参考本研究小组已经发表的文献[12]．针
对每个转录因子，包被在 96孔板上的序列分别为：
AP1, CTCGACCCGAATGAGTCAGCATGAGTAG-
TG; C/EBP琢, AATATTGCCCAACCAACATTGCG-
TAAGGAC; NF资B, GGAGGGACTTTCCAAGAGG-
GACTTTCCAAG; PPAR酌, AGCGTACAGGGTCA-
AAGGTCAAGGCTCAAG; SRF, CTCGGTATGCC-
CATATATGGTAGTACCGGA; STAT1, GATCTTC-
CCGTAAGTCCTTCCCGGAACGTC．

2 结 果

2援1 转录因子活性芯片的构建

针对 TRANSFAC数据库提供的 226个小鼠转
录因子结合 PSSM，采用了模拟退火的算法，设计
了 260个“探针组”，每个探针组包含 3条探针，
同时还设计了作为杂交对照的 HNC和作为结合对
照的 BNC．为了进行探针的优化筛选，把这些对
照探针和 260个转录因子结合探针点制成微阵列芯
片，然后将每个探针进行扩增标记，与芯片进行单

独杂交分析，去掉有交叉杂交和杂交信号强度弱的

探针，最后保留 240个转录因子结合探针，可以检
测约 200个小鼠的转录因子．
小鼠转录因子活性芯片进行检测时主要分为 4

个步骤(图 1)：a．结合．把 240个转录因子结合双
链探针与 4个 BNC双链探针混合在一起作为“探
针库”，将这个探针库与 5 滋g从细胞或组织中提取
的核蛋白在结合缓冲液中进行孵育，同时加入适量

的为减少非特异结合的 polydIdC，使核蛋白中的转
录因子与其对应的双链探针充分结合．b．分离．
采用琼脂糖凝胶电泳的方式将混合物中未结合的游

离探针去除，将若干转录因子 -DNA的结合复合物
进行试剂盒回收，将复合物中的 DNA纯化出来．
c．扩增和标记．利用通用的荧光标记引物，采用
单引物扩增(SPA)的方法，对回收的 DNA进行扩
增标记．虽然 SPA技术的扩增倍数不高，但其在
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HNF1、NF资B和 NF1，芯片上所有为其设计的结
合探针都得到了明显的富集(图 2)，而在没有加任

何抗体的阴性对照杂交图片中，看不到非特异的杂

交信号．对于 STAT(signal transducer and activator

Table 1 Classification of seven selected TFs detecting the binding specificity

扩增前后可以保持良好的定量关系，使实验结果更

加准确可靠．d．芯片杂交和数据分析．将分别标
记不同荧光的来自于两个样品的核酸探针混合在一

起，与芯片进行杂交．

2援2 转录因子活性芯片的结合特异性检测

在 TRANSFAC 数据库中，根据转录因子的
DNA结合结构域的不同，将转录因子主要分为 4
个大类(Superclass)．为了检测芯片上的探针与其对
应的转录因子之间的结合特异性，我们从 4大类转
录因子中随机选择了 AP1，HNF1等 7个转录因子
(表 1)，在核蛋白与“探针库”的结合反应结束后，
通过各自的抗体将转录因子 -DNA复合物免疫沉淀
下来，然后回收复合物中的 DNA进行扩增、标记
和杂交，通过芯片上的信号来判断芯片的结合特异

性(图 2)．
在哺乳动物细胞中，转录因子和其结合序列之

间存在交叉结合的现象，尤其在具有同样 DNA结
合结构域的转录因子家族中，即一个转录因子可以

结合序列相似的多个 DNA片段，同一个 DNA序
列有时也可以被多个转录因子结合．对于转录因子Fig. 1 The MOUSE OATFA direct comparison

assay (DCA) procedure

AP1 NF1 NF资B STAT1 HNF1 HNF4 PPAR酌
Subfamily JUN/FOS — — — HNF1 HNF4 PPAR

Family AP1-like NF1 Rel STAT Homeo domain only Thyroid hormone receptor-like

Class bZIP SMAD/NF1 RHR STAT Homeo domain Cys4

Superclass Basic domains Beta-scaffold Helix-turn-helix Zinc-finger

Fig. 2 Antibody鄄based individual TF assay in nuclear extracts
To test the binding specificity of physiological TFs in cellular nuclear extracts, we constructed the antibody-based individual assay. Seven transcription

factors including AP1, HNF1, HNF4, NF1, NF资B, PPAR酌 and STAT1 covering all the four superclasses were chosen. The probes with white letters

were all specially designed for the corresponding TFs. For AP1, the probes with red letters were for some other bZIP TFs whose binding sequences also

included the whole or half AP1-site．

TF-capture probe library

TFs
in sample

TFs
in control

Free probes Free probes

Complexes
Cy3Cy5
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b. Separation
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& Labeling

d. Hybridization
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针对小鼠巨噬细胞系 RAW264.7，我们对不同
含量的核蛋白提取物进行了芯片测试．利用 5 滋g
核蛋白进行实验，得到的各探针的比值与 1 滋g,
2 滋g, 10 滋g 核蛋白之间的相关系数分别为 0.95,
0.98和 0.98，并发现利用 5 滋g核蛋白可以得到最

佳的实验效果．使用 5 滋g核蛋白提取物，我们进
行了 3次独立的重复实验，3次实验结果的聚类分
析非常相似，并且每 2次实验间的相关系数可以达
到 0.99(图 4)，说明小鼠转录因子活性芯片具有良
好的重复性．

of transcription)家族，其 DNA结合序列非常接近，
通过转录因子活性芯片无法将各成员之间有效地区

分，针对 STAT家族，芯片上共设计了 4条探针，
由于各探针与 STAT1转录因子之间结合能力的差
异，只有其中一个探针被显著地富集出来．HNF4
和 PPAR酌 都属于 Cys4 锌指蛋白 家族，与
COUP-TF三者之间的 DNA结合序列非常相似，但
通过 HNF4和 PPAR酌的抗体富集出来的探针却不
尽相同，说明各探针与转录因子的结合能力并不一

致．在转录因子 AP1的检测结果中，富集的探针
中除了 mmu-007、mmu-027和 mmu-028三个特异
的探针外(白色标注)，还包括了 mmu-025(红色标
注)等 5个探针，序列分析显示，在这 5个探针中
都含有一个(5忆 TGAC/GTCA 3忆)或半个(5忆 TGAC 3忆)
AP1 的结合位点，可以被 AP1 蛋白中的 JUN 或
FOS 亚基单独结合，这 5 个探针对应的转录因

子，如 MAF和 NRF，与 AP1一样，同属于 bZIP
家族．

2援3 转录因子活性芯片的灵敏度、定量能力和重

复性

通过商品化的转录因子纯品 NF资B(p50)，我们
对小鼠转录因子活性芯片的灵敏度和定量能力进行

了检测，实验结果如图 3所示．通过 NF资B转录因
子的纯品实验，芯片上 4个为其设计的探针都得到
了明显的富集．通过纯品实验中富集探针的 DNA
序列，利用 MDscan 和 WebLogo 软件，绘制了
NF资B 的结合矩阵，与经典的 NF资B 结合序列
(5忆 GGGAATTTCC 3忆)得到了很好的吻合．利用
NF资B 纯品蛋白，我们进行了浓度依赖的定量检
测，发现芯片检测 NF资B 的灵敏度为 0.5 nmol/L，
比本课题组的前期研究[12]提高了一个数量级，线性

区间为 0.5～20 nmol/L．

Fig. 3 Detection of sensitivity and quantitative ability by purified NF资B (p50)
(a) Hybridization picture. The probes enriched by purified NF资B were labeled as Cy3 (green fluorescence) and TF-capture probe library was directly

labeled as Cy5 (red fluorescence). The probes within the white frame were designed for NF资B. (b) Binding matrix of NF资B based on the experimental

data with the aid of MDscan (http://mdscan.stanford.edu) and WebLogo (http://weblogo.berkeley.edu). (c) Quantitative curve of purified NF资B in which

y axis was the enriched ratio. (d) Sensitivity of microarray using purified NF资B. Brown column stood for the concentration whose enriched ratio was

significantly (*) higher than the before．
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另外，一个研究得很清楚的模型是干扰素 酌
(IFN酌)介导的 JAK/STAT 信号通路． IFN酌 与细胞
表面的受体结合后，激活在细胞内表面与其相互作

用的 JAK1和 JAK2，然后招募转录因子 STAT1与

IFN酌 受体的胞内部分结合，这时 JAK 会磷酸化
STAT1的酪氨酸残基(Y701)导致 STAT1发生蛋白
质二聚化，二聚化后的 STAT1进入到细胞核中调
节下游靶基因的表达[18]．在本研究中，我们利用终

2援4 转录因子活性芯片在 IKK，JNK信号通路和
JAK/STAT信号通路中的应用

LPS是革兰氏阴性细菌的主要成分，它可以通
过糖脂结构中的脂肪酸链激活细胞的免疫应答引起

内毒素效应，如革兰氏阴性脓血症．当利用 LPS
对细胞进行刺激时，LPS 首先与游离在血清中的
LBP蛋白结合，然后通过细胞表面的 CD14分子介
导 LPS效应．LPS-LBP-CD14三分子复合物与结合

在细胞表面的 TLR受体相互作用后，可以激活下
游的 I资B蛋白激酶(IKK)，IKK磷酸化位于细胞质
中的 I资B，导致 I资B被泛素化降解，使定位在胞浆
中的 NF资B 进入到细胞核中起始下游靶基因的转
录，从而引起一些促炎症因子如 IL1、IL6、IL8和
TNF琢的合成和释放[16]．同时，在 LPS的刺激下，
JNK 通过 MAPK 信号通路被激活，进而磷酸化
AP1使其活性升高[17]．在本研究中，我们利用终浓

度为 500 滋g/L的 LPS刺激小鼠巨噬细胞 RAW264.7
2 h后，收集刺激前后的核蛋白进行转录因子的活
性变化研究，实验结果如图 5所示．在独立的 3次
重复性实验中，共有 4个探针在刺激前后发生了显
著的变化(ratio > 1.5，P < 0.05)，其中 mmu-007和
mmu-012对应的是转录因子 AP1，而 mmu-148和
mmu-150对应的是 NF资B．在考察芯片平台重复性
的自身 -自身的杂交实验中，没有任何一个探针的
比值发生了显著的变化，从另外一个角度上证明了

实验结果的可靠性．通过 TF-ELISA技术，我们对
LPS刺激模型中 AP1和 NF资B转录因子的活性升
高进行了验证，与芯片的结果完全符合．

Fig. 4 Reproducibility of microarray using nuclear
extracts of RAW264.7

(a) Clustering analysis of ratio from 3 independent replicates. (b)

Correlative analysis of ratio from 2 independent replicates.
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Fig. 5 Detection of changed TFs in LPS鄄stimulated RAW264.7 cells
After 2 h of stimulation by LPS (500 滋g/L)，nuclear proteins were extracted from treated and untreated cells and used to perform OATFA analysis. (a)

Hybridization picture in which the DNA enriched from treated cells was labeled with Cy5. The probes oriented by arrows were the changed ones. (b)

Volcano plots depicting fold change (log2 ratio, x-axis) and statistical significance (-log10 P, y-axis)．The red spots on the top right region stood for the

up-regulated TFs (ratio > 1.5, P < 0.05, n=3). (c) List of changed probes. : LPS(-); : LPS(+). (d) Result from antibody-based TF-ELISA validation

assay. (e) Hybridization picture of self-self experiment in which the identical DNA was labeled and hybridized together. (f) Volcano plots from self-self

experiment．
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2援5 转录因子活性芯片在小鼠前脂肪细胞3T3鄄L1
分化中的应用

肥胖是威胁人类健康的国际性难题，可以导致

糖尿病、肿瘤、心脏病等多种并发症，小鼠前脂肪

细胞 3T3-L1向脂肪细胞的分化是研究肥胖最常用
的细胞模型．目前，已经有文章详细研究了

3T3-L1细胞分化过程中基因表达随分化时间的变
化情况[19]，但对于这些表达发生变化的基因调控机

制还不是十分清楚．在本研究中，我们对 3T3-L1
细胞分化 3天时的转录因子活性变化进行了检测，
实验结果如图 7所示．活性上调的转录因子包括
NFAT，PPAR，C/EBP和 GR，下调的转录因子包

Fig. 7 Application of MOUSE OATFA in preadipocyte 3T3鄄L1 differentiation
After 2 days of postconfluence in DMEM with 10% bovine serum, 3T3-L1 cells were induced to differentiate by changing the medium to DMEM
containing 10% fetal bovine serum，0.5 mmol/L 3-isobutyl-1-methylxanthine, 1 滋mol/L dexamethasone，and 1.7 滋mol/L insulin．After 48 h this
medium was replaced with DMEM supplemented with 10% fetal bovine serum，and cells were maintained in this medium for another 24 h before
experimentation. (a) Hybridization pictures in which the DNA enriched from differentiated cells was labeled with Cy5．The spots presenting green and
red were the changed ones. (b) Volcano plots depicting fold change (log2 ratio, x-axis) and statistical significance (-log10 P-value, y-axis)．The red spots
on the top right region stood for the up-regulated TFs (ratio > 1.5, P < 0.05, n=3) and green ones on the top left region stood for the down-regulated TFs
( ratio < 0.66, P < 0.05, n=3) after differentiation. (c) Part of changed probes. (d) Result from antibody-based TF-ELISA validation assay. 1: PPAR酌;
2: C/EBP琢; 3: AP1; 4: SRF; 5: NF资B. : 0d; : 3d.

浓度为 50 U/ml 的 IFN酌 刺激小鼠前脂肪细胞系
3T3-L1，为了评估转录因子活性芯片对活性发生快
速变化的转录因子的检测能力，我们选择刺激

15 min，然后收集刺激前后的核蛋白进行转录因子
的活性变化研究，实验结果如图 6所示．在独立的

3次重复性实验中，共有 2个探针在刺激前后发生
了显著的变化(ratio > 1.5，P < 0.05)，2个探针对应
的都是 STAT家族的转录因子．通过 TF-ELISA技
术，我们验证了 STAT1的活性变化，与芯片结果
吻合．

Fig. 6 Detection of changed TFs in IFN酌鄄stimulated 3T3鄄L1 cells
After 15min of stimulation by IFN酌 (50 U/mL)， nuclear proteins were extracted from treated and untreated cells and used to perform OATFA
analysis． (a) Hybridization picture in which the DNA enriched from treated cells was labeled with Cy5．The probes oriented by arrows were the
changed ones. (b) Volcano plots depicting fold change (log2 ratio, x-axis) and statistical significance (-log10 P-value, y-axis)．The red spots on the top
right region stood for the up-regulated TFs (ratio > 1.5, P < 0.05, n=3). (c) List of changed probes. (d) Result from antibody-based TF-ELISA validation
assay．
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括 AP1，NF资B 和 SRF． 其中， C/EBP 家族和
PPAR 家族是最早被发现也是研究最清楚的调控
3T3-L1 细胞分化的转录因子 [20]．AP1，NF资B 和
GR是糖皮质激素响应的转录因子[21]，诱导细胞分

化的地塞米松就是糖皮质激素的一种，对于转录因

子 NFAT和 SRF，目前尚未见相关报道．

3 讨 论

TRANSFAC数据库[13]和 JASPAR[22]是两个国际

公认的转录因子结合位点数据库，其中更以

TRANSFAC应用更加广泛．本研究中，小鼠转录
因子 活性 芯片的 探针 设计部 分就 是基 于

TRANSFAC数据库进行的，芯片探针对转录因子
的检测能力与数据库质量密切相关．随着数据库的

不断更新，我们的转录因子活性芯片也会随之

更新．

基于转录因子结合序列的活性检测，无论是传

统的 EMSA、报告系统，还是本研究中的芯片技
术，对于检测某些哺乳动物细胞的转录因子都有一

个缺陷，就是从实验结果不能精确给出到底是哪一

个转录因子的活性发生了变化，这些技术的直观结

果就是所有能结合在这个序列上的转录因子都有可

能发生了活性变化，例如 HNF4、PPAR和 COUP-
TF，GATA家族，STAT家族等，所以对于芯片上
检测出来的活性发生变化的转录因子，要通过依赖

于抗体的其他技术进行验证，如 TF-ELISA[9]技术或

基于 EMSA技术的 Supershift实验．对本研究中研
制的转录因子活性芯片，比较精确的定位是：一种

在蛋白质水平针对转录因子结合活性进行检测的指

导性的高通量筛选技术，相当于高通量的 EMSA．
与本课题组的前期研究[12]相比，在本研究中构

建的小鼠转录因子活性芯片的主要革新在于：a．
通过严谨的探针设计和实验条件优化，将能够检测

的转录因子由 3个增加到约 200个，真正的使转录
因子的高通量筛选成为可能；b．引入单引物扩增
(SPA)[23]技术，在保持原有定量关系的同时，使检

测 NF资B纯品的灵敏度提高了一个数量级；c．引
入引物末端荧光标记方法，实现了芯片的双通道检

测，使成对样品间的比较更加直接和准确．

目前，研究转录调控水平的生物芯片平台有

mRNA表达谱芯片和 ChIP-chip技术[24]，如果能将

这两种芯片与本研究中的转录因子活性芯片联合使

用，将对深入理解基因表达调控的网路机制产生巨

大的帮助．以小鼠前脂肪细胞 3T3L1分化模型为

例，通过转录因子活性芯片的分析，不但检测到了

已经报道过的 PPAR和 C/EBP 家族，同时也发现
了从未研究过的 SRF、NFAT等转录因子，如果利
用 ChIP-chip技术在全基因组范围内检测 SRF的靶
基因，然后再联合分化前后的 mRNA表达谱芯片
结果，就能精确找出 SRF在脂肪细胞分化中调控
的表达发生变化的功能基因，这将有助于深入研究

SRF在脂肪分化中所发挥的生物学功能，目前本课
题组正在进行相关的工作．

疾病(如肿瘤、老年痴呆症等)发生过程中的生
物标志物筛选对深入了解分子机制，疾病的分子分

型与个体化诊疗、药物开发等领域有着重要的意

义．传统的生物标志物研究一直停留在“量”上，

如哪些基因的 mRNA 表达“量”发生了变化 [25]，

哪些 microRNA的表达“量”发生了变化[26]，随着

生物学研究领域的拓宽和技术的进步，与遗传相关

的 SNP(单核苷酸多态性)检测[27]以及表观遗传学中

的 DNA甲基化逐渐成为了生物标志物筛选的焦点
之一[3]，并具有大规模推广的潜力．随着转录因子

活性检测芯片技术的成熟和推广，可以预见，代表

生物分子生命力的转录因子“活性”检测将成为生

物标志物筛选的又一重要领域．
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Abstract Differential gene expression under particular conditions is tightly controlled at the transcriptional and
post-transcriptional level. Transcription factors (TFs), key regulators at the transcriptional level, constitute a large
and diverse group of double-strand DNA binding proteins which bind close to a target gene to activate or repress its
transcription. Large-scale profiling of active transcription factors is essential to assist investigation into complicated
gene regulatory networks as well as to help global pathway mapping. Here, a reproducible and reliable
high-throughput mouse oligonucleotide array-based platform which can simultaneously explore the activities of
nearly 200 different transcription factors is presented. The array comprises 240 synthetic probes which contain TF
binding sequences based on 226 PSSMs provided by the TRANSFAC誖 database. The binding specificity between
TF and its binding sequence was validated using antibody-based individual TF assay for AP1, HNF1, HNF4, NF1,
NF资B, PPAR酌 and STAT1. Then purified NF资B was used to test the sensitivity and quantitative ability of the
microarray. It could detect as little as 0.5 nmol/L of NF资B protein and maintain linear increase from 0.5 nmol/L to
20 nmol/L. Reproducibility was also explored using nuclear extracts from mouse macrophage RAW264.7 cells.
The correlative coefficient between two independent experiments was 0.99 when using the identical nuclear
protein. The reliability of the platform was then validated using two well studied cell models including
LPS-stimulated MAPK pathway and IFN酌-stimulated JAK/STAT pathway. And finally, the TF profiling
microarray was applied into the study of mouse preadipocyte 3T3-L1 differentiation. In addition to the well studied
C/EBP family and PPAR family, two unknown transcription factors, SRF and NFAT, were also found changed in
the process of adipocyte differentiation. Totally, a reliable microarray platform to profile the mouse transcription
factor activities was successfully constructed.
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