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摘要 目的　为了从一系列旨在降解靶蛋白的化合物中筛选出高效的蛋白质水解靶向嵌合体（PROTAC），本文建立了一个

稳定的高通量PROTAC筛选方法。方法　Nanoluc荧光素酶有LgBiT和HiBiT两个亚基组成，通过将HiBiT标签与mCherry

（红色荧光蛋白）、目的蛋白、Halo标签融合表达，LgBiT与GFP（绿色荧光蛋白）融合表达，利用GFP与mCherry的共定位

情况可直观评价Nanoluc荧光素酶的组装情况，而通过监测Nanoluc的活性可以指示目的蛋白的含量。利用慢病毒包装系统

构建稳定过表达 GFP-LgBiT 和 HiBiT-mCherry-Target-Halo 的细胞系，使用可募集 Halo 标签融合蛋白被 Cul2-Rbx1-EloBC-

VHL 复合体降解的 HaloPROTAC3 诱导 HiBiT-mCherry-Target-Halo 降解，进一步利用蛋白质免疫印迹 （Western blot）、

Nanoluc荧光素酶活性分析系统和流式细胞术分别评价HaloPROTAC3诱导底物降解的效率。结果　HaloPROTAC3高效降解

HiBiT-mCherry-Target-Halo，并呈现浓度和时间依赖性。结论　本文建立了一种联合Nanoluc技术和荧光分析的PROTAC筛

选策略，用HaloPROTAC3作为阳性对照，可以快速评价PROTAC分子使底物蛋白被降解的效率，实现对PROTAC的“优

化选择”或者“优中选优”，为最终PROTAC的开发应用提供保障。
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蛋白质水解靶向嵌合体（PROTAC）是人工构

建的一个大分子复合物工具，它一端是结合泛素连

接酶的配体，另一端是让细胞内目的蛋白（target）

结合的配体，中间通过连接链 （linker） 连接。

PROTAC能够诱导目的蛋白被泛素化标记，后经泛

素-蛋白酶体途径降解。该技术利用细胞自身的降

解机制使致病蛋白质发生降解，可作为癌症、自身

免疫疾病和神经系统疾病等的一种新型治疗方法，

拥有巨大的应用前景［1-6］。传统小分子化合物通过

占据目的蛋白活性区域，抑制蛋白质的功能，而不

含有蛋白质结合活性区域的蛋白质靶点被认为是

“不可成药的靶点”或“难成药靶点”，如转录因

子、支架蛋白等［7-10］。与传统小分子药物不同的

是，PROTAC药物不需要与致病靶点紧密、长时间

结合，具有降解“不可成药”靶点的优势。据

Arvinas公司估计，目前的“不可成药”靶点中有

80% 的靶点可以被 PROTAC 分子靶向。此外，

PROTAC这一技术具有底物选择性、组织特异性和

克服耐药性等一系列优点，受到了学术界和工业界

的广泛关注［8，11-12］。但是，目前PROTAC的反复迭

代与优化主要基于经验进行，针对新靶点开发

PROTAC很大程度上依赖于大量的化合物合成与高

通量的筛选策略，因此稳定、高通量的筛选策略是

PROTAC开发成功的必要条件。

Nanoluc是一个经过基因工程改造的生物发光

报告基因，其蛋白质产物 （Nanoluc®萤光素酶）

能够与新型底物——furimazine作用，产生高强度、

辉光型发光信号。该类生物发光反应不依赖ATP，

自发光背景低，光信号更强，同时抑制背景发光以

获得最高检测灵敏度［13-14］。NanoBiT （Nanoluc 
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binary technology）技术将Nanoluc萤光素酶重组表

达成两部分肽段，一部分为LgBiT （18 ku），另一

部分为 1.3 ku 的肽段（SmBiT）。在对小肽段研究

过程中，发现不同序列的1.3 ku肽段对于LgBiT的

亲和力存在差别。与LgBiT具有极强亲和作用的肽

段，被命名为 HiBiT （11 aa 的小亚基）。HiBiT 标

签可以方便构建到目的蛋白的N端、C端或者中间

的任何位置。如果将融合 HiBiT 标签的靶蛋白与

LgBiT共表达，由于HiBiT与LgBiT具有很强的亲

和力，可自发互补结合，形成具有催化活性的

Nanoluc®萤光素酶，在底物存在的情况下，可产

生明亮的发光信号。发光信号强度与HiBiT标签结

合蛋白在细胞中的含量成正比，线性范围超过7个

数量级，在数小时内均可产生稳定的辉光型信号。

如果在产生发光信号的细胞中加入靶蛋白的

PROTAC，就可以诱导靶蛋白的降解，并利用荧光

素酶系统检测到化学发光信号的降低［15-16］。

由于 Nanoluc®萤光素酶的活性依赖于 HiBiT

融合蛋白与LgBiT的组装效率，如果采用瞬时转染

的方法，质粒的质量、转染条件（转染比例和转染

试剂）、实验批次都会影响细胞内Nanoluc®萤光素

酶的活性，进而对筛选平台的建立及后续的筛选产

生很大的影响。由于Nanoluc®萤光素酶的活性非

常高，初始筛选过程中，如果 PROTAC 的活性不

足够高，可能会漏掉一些具有潜力的 PROTAC 分

子。另外，以往建立的基于HiBiT标签筛选技术往

往缺少评价标准，不能很好指示新筛选 PROTAC

的降解效率。

为了建立更为稳定可靠的基于HiBiT标签的高

通量蛋白质降解筛选技术，本文将LgBiT融合绿色

荧 光 蛋 白 GFP， 将 HiBiT 融 合 红 色 荧 光 蛋 白

mCherry 和 Target，然后构建了稳定过表达 GFP-

LgBiT 和 HiBiT-mCherry-Target-Halo 的细胞系，建

立了一种联合Nanoluc和荧光分析的降解剂筛选平

台。通过观测GFP与mCherry的共定位情况，可以

直观评价Nanoluc®萤光素酶的组装情况，后期还

可通过流式细胞术评价 PROTAC 诱导底物降解的

效率。HaloPROTAC3 是 Promega 公司推出的一个

可募集HaloTag®标签融合蛋白与Cul2-Rbx1-EloBC-

VHL 复合体的 PROTAC 分子，可诱导 HaloTag®标

签融合蛋白被细胞内源 VHL （von Hippel-Lindau）

泛素连接酶降解［17］。通过使用HaloPROTAC3诱导

靶 蛋 白 降 解 ， 进 一 步 利 用 蛋 白 质 免 疫 印 迹

（Western blot） 和报告基因分析系统分别评价

HaloPROTAC3 诱导底物降解的效率。综合分析，

本文初步建立了 PROTAC 的筛选平台，通过以

HaloPROTAC3作为阳性对照，可以预期从针对靶

蛋白的化合物库中筛选到高效降解底物蛋白的降

解剂。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　试剂与耗材

氨苄西林、二甲基亚砜、二硫苏糖醇 （1,4-

dithiothreitol，DTT）购自Aladdin公司；白色96孔

细胞培养板购自碧云天公司；青霉素-链霉素双抗

购自 Hyclone 公司；Opti-MEM®I 低血清培养基、

0.05% 胰蛋白酶/EDTA、嘌呤霉素 （puromycin）、

潮霉素（hygromycin） B溶液、1640培养基、胎牛

血清、胰蛋白酶购自 Gibco 公司；蛋白胨、琼脂

粉 、 酵 母 粉 购 自 Oxide 公 司 ； Nano-Glo® 

EndurazineTM  Live  Cell  Substrate （N2570） ，

HaloPROTAC3（GA3110）购自Promega公司。

感受态 DH5α、PCR mix、胶回收试剂盒、质

粒提取试剂盒、同源重组试剂盒购自擎科生物；细

胞培养用DMSO购自Sigma Aldrich公司。

1.1.2　仪器

GloMax® Discover System，型号：GM3000；

超高分辨率共聚焦显微镜：德国 Carl Zeiss 公司；

超净工作台：北京德天佑科技发展有限公司；台式

高速离心机：德国Eppendorf公司；台式低温高速

离心机：德国 Heraeus 公司；PCR 仪：美国 BIO-

RAD公司；pH计：美国ORION公司；SDS-PAGE

电泳仪：美国Bio-RAD公司；X射线摄影暗盒：广

东粤华医疗器械有限公司；CO2 培养箱：德国

Heraeus公司；倒置显微镜：日本OLYMPUS公司；

凝胶电转移装置：美国 Bio-RAD 公司；报告基因

检测仪：Turner biosystems 公司；FACS Calibur 流

式细胞仪：美国Becton-Dickinson公司；图像分析

仪（desitometer GS710）：美国Bio-RAD公司。

1.2　方法

1.2.1　载体构建

LgBiT序列由擎科公司合成，通过同源重组的

方式连接入 eGFP-N1 载体，LgBiT-eGFP 进一步通

过同源重组的方式连接入 pQCXIH 慢病毒载体

（Invitrogen）；HiBiT序列为GTGAGCGGCTGGCG-

GCTGTTCAAGAAGATTAGC，Flag标签分别被设

计到PCR的引物中，与mCherry序列同源重组的方
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式连接入pCDH-MCS-T2A-Puro-MSCV（CD522A-1）

载体 （Invitrogen），构建表达 HiBiT-mCherry 的慢

病毒载体，Halo 序列克隆自 pFN18a-His-HALO，

与Target序列进一步同源重组构建入上述载体，构

建表达 HiBiT-mCherry-Target-Halo 的慢病毒载体，

HiBiT-mCherry-Target-Halo 载体突变缺失 HiBiT 后

获得mCherry-Target-Halo慢病毒载体，各引物序列

如表1所示。

1.2.2　慢病毒包装与细胞稳定株筛选

a. 将目的基因构建到相应的慢病毒载体上；

b. 将构建好的慢病毒载体与病毒包装载体

psPAX2 （Addgene，12260），pMD2.G （Addgene，

12259） 按照 4∶3∶1 比例转染过夜贴壁培养的

HEK293T细胞；

c. 转染24 h和48 h后各收集一次病毒上清作为

病 毒 液 。 0.45 μm 滤 器 过 滤 后 测 定 感 染 复 数

（multiplicity of infection，MOI），超滤管浓缩后

储存；

d. 使用 LgBiT-GFP 病毒液，感染 HEK293T 细

胞24 h，加入hygromycin筛选1周，荧光显微镜下

观测到细胞表达绿色荧光蛋白，维持 hygromycin

浓度为250 mg/L继续培养；

e. 进一步使用 Flag-HiBiT-mcherry/Flag-HiBiT-

mcherry-Target-Halo 病毒液，感染 24 h 后加入

puromycin（1 mg/L）筛选1周，通过荧光显微镜和

Western blot实验验证目的蛋白表达。

1.2.3　Western blot

a. 以恒压 160 V 进行SDS凝胶电泳约 1 h，电

泳后将凝胶取下；

b. 将凝胶上的蛋白质电转至硝酸纤维素膜

（NC膜）上（150 mA，根据目的蛋白的大小不同，

电转时间也不同）；

c. 将NC膜转移至封闭液（50 g/L的脱脂牛奶

TBST溶液）室温封闭1 h；

d. 加入HRP标记的小鼠二抗体（抗体稀释比

例为1∶4 000），温室孵育 1 h；

e. 1×TBST洗膜3次，每次5 min；

f. 采用化学发光法检测，利用显影液和定影液

显示胶片上的蛋白质印记。

1.2.4　共聚焦分析定位

a. 稳 定 转 染 细 胞 系 使 用 Hoechst 33342       

（10 mg/L）染色15 min，PBS洗5 min，重复1次；

b. 多聚甲醛固定 15 min，PBS 洗 5 min，重

复2次；

c. 共聚焦显微镜下拍照。

1.2.5　EndurazineTM Live Cell Substrate处理和检测

a. 在白色96孔组织培养板（碧云天，FCP968）

中将表达NanoBiT®萤光素酶的细胞铺板；

b. 将含有细胞的孔板放入 37℃、5% CO2培养

箱，过夜孵育；

c. 将 EndurazineTM在细胞培养基中稀释100倍，

通过换液的方式加入到细胞，在 37℃下孵育 1~     

2 h，以在培养基中积累底物（furimazine），添加

测试化合物并使用 GloMax® Discover System 设置

不同时间点进行跟踪检测；

d. 实验中设置溶剂对照用于归一化或比较。

Table 1　Primer sequence

Name

LgBiT

LgBiT-GFP

Flag-HiBiT

mCherry

Halo

ΔHiBiT

Sequence

Forward: CAGATCTCGAGCTCAAGCTTATGGTCTTCACACTCGAA

Reverse: GGATCCCGGGCCCGCGGTACCGTGCTGTTGATGGTTACTC

Forward: GTACGCTTAATTAACGGATCCATGGTCTTCACACTCGA

Reverse: GGGGGGCGGAATTCCGGATCCTTACTTGTACAGCTCGT

Forward: GATACTAGAGCTAGAGCTAGCATGGACTACAAAGACGATGACG

ACAAGCTTGTGAGCGGCTGGCG

Reverse: CTCCTCGCCCTTGCTCACAGAATTCGCGCTAATCTTCTTGAACA

GCCGCCAGCCGCTCAC

Forward: GCTGTTCAAGAAGATTAGCGCGAATTCTGTGAGCAAGGGCGAGG

Reverse: ACTTCCTCTGCCCTCAGCGGCCGCCTTGTACAGCTCGTCCAT

Forward: TGGACGAGCTGTACAAGGCGGCCGCTATGATGAAGAAGAACAAT

Reverse: ACTTCCTCTGCCCTCAGCGGCCGCGGAAATCTCCAGAGTA

Forward: AGACGATGACGACAAGCTTGCGAATTCTGTGAGCAAGGGC

Reverse: GCCCTTGCTCACAGAATTCGCAAGCTTGTCGTCATCGTCTTT
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1.2.6　流式细胞术分析

a. 细胞重悬：细胞处理计数后，用细胞洗液

（含2% BSA的PBS）重悬细胞；

b. 对 照 设 置 ： 空 白 对 照 （ 未 加

HaloPROTAC3）、同型对照 （加 HaloPROTAC3 的

GFP-LgBiT+HiBiT-mCherry）、 待 测 样 本 （ 加

HaloPROTAC3 的 GFP-LgBiT+HiBiT-mCherry-

Target-Halo）每管取100 μl上述重悬的细胞；

c. 上机检测：先测空白管和同型对照管，再测

待测管；

d. 流式细胞术分析结果使用Flowjo_v10.8.1进

行绘图。

2　结果与分析

2.1　慢病毒过表达载体的构建

为了构建联合Nanoluc和荧光分析筛选靶蛋白

降解剂的细胞系，将GFP与LgBiT融合表达，构建

入具有 hygromycin 筛选标记的 pQCXIH 慢病毒载

体，将HiBiT与mCherry-Target-Halo融合表达构建

入具有 puromycin 筛选标记的 pCDH-MCS-T2A-

Puro-MSCV 慢病毒载体，同时构建了分别表达

HiBiT-mCherry 和 mCherry-Target-Halo 的慢病毒载

体作为平行对照（图 1）。通过转染在HEK293T中

将慢病毒载体瞬时过表达，激光共聚焦分析蛋白质

表达的定位情况，发现HiBiT-mCherry-Target-Halo

在细胞膜上特异性表达，LgBiT-GFP呈现出较好的

膜聚集情况，且与HiBiT-mCherry-Target-Halo呈现

共定位；缺失HiBiT的mCherry-Target-Halo仍然在

细胞膜上特异性表达，但LgBiT-GFP不能被募集，

且不与HiBiT-mCherry-Target-Halo呈现共定位（图

2）。说明融合HiBiT的mCherry-Target-Halo可以很

好地与LgBiT-GFP共定位。

Fig. 1　Schematic diagram of the vector
① The pQCXIH vector with GFP and LgBiT; ② the pCDH-MCS-T2A-Puro-MSCV vector with mCherry and HiBiT; ③ the pCDH-MCS-T2A-Puro-

MSCV vector with mCherry-Target-Halo and HiBiT; ④ the pCDH-MCS-T2A-Puro-MSCV vector with mCherry-Target-Halo.

Fig. 2　Co-location analysis of HiBiT-mCherry-Target-Halo and LgBiT-GFP
(a) Co-localization of HiBiT-mCherry-Target-Halo and LgBiT-GFP. (b) Without HiBiT tag, mCherry-Target-Halo no longer recruits LgBiT-GFP.
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随后，为了检测所构建的双载体表达系统能否

在细胞内组装成具有活性Nanoluc®萤光素酶，将

LgBiT-GFP 或/和融合 HiBiT 的不同载体转染入

HEK293T细胞，通过添加EndurazineTM底物检测所

转染细胞的萤光素酶活性，发现共转LgBiT-GFP和

融合HiBiT标签载体的细胞能够产生百万级别的信

号值 （Luminescence），而单转 LgBiT-GFP 载体或

融合HiBiT标签载体，以及共转LgBiT-GFP和缺失

HiBiT标签载体的细胞所产生的信号值非常低（信

号值 100左右）（图 3a）。进一步检测不同时间点、

LgBiT-GFP 和 HiBiT-mCherry-Target-Halo 共表达细

胞的萤光素酶活性，发现EndurazineTM底物可以稳

定持续检测细胞内萤光素酶活性长达 36 h （图

3b）。以上结果说明，利用双表达载体成功建立了

含有双荧光标签且具有 Nanoluc 荧光素酶活性的

细胞。

2.2　稳定细胞系的构建

Nanoluc分析系统具有敏感度高的优点，发光

信号强度与HiBiT标签结合蛋白在细胞中的含量成

正比。稳定的起始HiBiT标签结合蛋白浓度是大容

量化合物库中筛选高效降解剂的前提，但是通过质

粒瞬时转染细胞的方式，难以控制不同批次间的蛋

白质表达情况，对于降解剂的筛选非常不利。因此

本文采取慢病毒感染的方式首先构建了稳定过表达

GFP-LgBiT 的细胞株（图 4）；随后在该细胞株中

进一步感染稳定过表达HiBiT-mCherry-Target-Halo

的病毒，最终建立了同时稳定过表达 GFP-LgBiT

和 HiBiT-mCherry、 GFP-LgBiT 和 HiBiT-mCherry-

Target-Halo的细胞株，并通过测定萤光素酶活性和

Western blot验证了细胞系的构建情况（图5）。

Fig. 3　Luciferase activity detected by reporter gene analysis system
(a) The plasmid was transfected into HEK293T cells for 24 h, and EndurazineTM substrate was added to detect chemiluminescence. (b) The 

chemiluminescence of LgBiT-GFP and HiBiT-mCherry-Target-Halo co-transfected cells was detected at different time points.

Fig. 4　Construction and expression verification of GFP-
LgBiT stable transfer cell lines

(a) The green fluorescence of stable GFP-LgBiT in HEK293T was 

observed under the fluorescence microscope. (b) Western blot analysis 

was performed to verify the expression of GFP-LgBiT in HEK293T 

(GFP-LgBiT) stable cell lines.
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2.3　HaloPROTAC3诱导底物降解/筛选平台的

检测

为了检测所构建的细胞系能否用来筛选降解

剂，使用成熟的HaloPROTAC3分子对所构建的细

胞株进行检测。HaloPROTAC3一端识别VHL，一

端识别Halo标签，可以通过介导内源性VHL E3连

接酶组分泛素化HaloTag融合蛋白，通过泛素化-蛋

白酶体途径降解［17］。结果发现，HaloPROTAC3呈

现浓度和时间依赖地高效降解 HiBiT-mCherry-

Target-Halo，但并不降解 HiBiT-mCherry （图 6）。

通过化学发光检测细胞内的萤光素酶活性进一步证

实了HaloPROTAC3呈现浓度和时间依赖地高效降

解HiBiT-mCherry-Target-Halo（图7）。随后，使用流

式细胞术检测了HaloPROTAC3处理前后的HEK293T

（GFP-LgBiT+HiBiT-mCherry） 和 HEK293T （GFP-

LgBiT+HiBiT-mCherry-Target-Halo）细胞系，结果

Fig. 5　Expression verification of Target proteins in GFP-LgBiT+HiBiT-mCherry，GFP-LgBiT+ HibiT-Mcherry-
Target-Halo stable cell lines

(a) Chemiluminescence detection; (b) Western blot analysis was performed to verify the expression of Target proteins in HEK293T (GFP-LgBiT+

HiBiT-mCherry) and HEK293T (GFP-LgBiT+ HiBiT-mCherry-Target-Halo) stable cell lines.

Fig. 7　Chemiluminescence detection of HaloPROTAC3-induced degradation of HiBiT-mCherry-Target-Halo

Fig. 6　Western blot analysis of HaloPROTAC3 induced degradation of HiBiT-mCherry-Target-Halo
(a) HaloPROTAC3 specifically induces the degradation of HiBiT-mCherry-Target-Halo protein in a concentration-dependent manner;                       

(b) HaloPROTAC3 specifically induces the degradation of HiBiT-mCherry-Target-Halo protein in a time-dependent manner.
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发现，HaloPROTAC3处理不影响两株细胞绿色荧

光的平均荧光强度，也不影响 HEK293T （GFP-

LgBiT+HiBiT-mCherry） 红色荧光的平均荧光强

度，而是特异性地下调 HEK293T （GFP-LgBiT+

HiBiT-mCherry-Target-Halo）细胞红色荧光的平均

荧光强度（图8）。

3　讨 论

近年来，小分子化合物的研发受到蛋白质靶点

的限制，而 PROTAC 技术作为革命性的药物开发

手段倍受青睐［2，5-6，8，11］。随着蛋白质组学、测序

技术、组合化学等技术的发展，PROTAC的发现标

准流程也必将产生深远的变化［18］。目前E3连接酶

及其配体的发现远远落后于 PROTAC 分子的开发

进度，当前仅 VHL 和脑苷脂 （cereblon，CRBN）

得以广泛使用。PROTAC活性中间体三元复合物的

形成需要与靶蛋白结合力强的小分子抑制剂，而由

于难成药靶点（如转录因子、支架蛋白）缺乏高亲

和力配体，开发降解此类靶点的 PROTAC 也十分

困难。因此现今开发成熟并处于临床 II 期的

PROTAC ARV-110和ARV-471都是基于成熟的靶点

进行的开发，尚未发挥出PROTAC靶向的优势［19］。

目前，PROTAC的设计与筛选是开发PROTAC

药物的两大瓶颈。PROTAC的前期设计方面，计算

机模拟如 AlphaFold、ProsettaC、动力学模拟等发

展迅速，而结构生物学技术 （X-Ray、冷冻电镜

等）将为三元复合物的结构与 PROTAC 的前期设

计提供更多的理解［18，20-21］。PROTAC的筛选方面，

由于针对新靶点开发的 PROTAC 很大程度上依赖

于大量的化合物合成，而目前公认的金标准是蛋白

质免疫印迹（Western blot）技术。该策略耗时费

力，难以应用到大容量化合物库的筛选过程。其他

的筛选策略还包括基于亲和力的策略（如表面等离

子共振技术 （SPR）、荧光极化亲和力筛选技术

（FP）等），以及基于三元复合体形成的筛选策略

（如Alpha screen），但是这些策略依赖于蛋白质的

体外表达纯化，操作比较麻烦，而且 PROTAC 本

身分子质量比较大，经过体外筛选阳性的化合物未

必能够很好的进入细胞发挥降解作用［14，22］。而基

于HiBiT标签的蛋白质降解筛选技术以蛋白质降解

为终点检测指标，操作简单，灵敏度高，且该方法

支持在同一细胞系中进行筛选和蛋白质降解动力学

研究，易于后期的数据整理和比较，是高通量

PROTAC筛选的理想策略。

4　结 论

本 研 究 构 建 了 稳 定 过 表 达 GFP-LgBiT 和

HiBiT-mCherry-Target-Halo的细胞系，建立了一种

联合Nanoluc和荧光分析的降解剂筛选策略。利用

HaloPROTAC3 诱 导 靶 蛋 白 降 解 ， 进 而 使 用

Western blot、报告基因分析系统和流式细胞术分

别评价HaloPROTAC3诱导底物降解的效率。通过

以HaloPROTAC3为阳性对照，可以快速甄别化合

物库中 PROTAC 诱导底物蛋白降解的效率，实现

“优化选择”或者“优中选优”，为最终 PROTAC

的开发应用提供保障。后期还可以根据需求替换

Target的序列，建立相应的PROTAC筛选平台，通

过以HaloPROTAC3作为阳性对照，可以预期从针

对靶蛋白的化合物库中筛选到高效降解底物蛋白的

降解剂。

Fig. 8　HaloPROTAC3-induced degradation of HiBiT-mCherry-Target-Halo was detected by flow cytometry
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PROTAC Screening Method and Evaluation Based on Nanoluc and 
Fluorescence Analysis Techniques*
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Graphical abstract

Abstract　Objective  To screen efficient PROTAC from a bound of compounds designed to degrade a specific 
target, we established a stable and high-throughput screening system. Methods  The two subunits of Nanoluc, 
HiBiT and LgBiT, was fused with mCherry-target-Halo and GFP, respectively. Colocalization of mCherry and 
GFP indicates the well-assembly of Nanoluc, and the activity of Nanoluc reflects the amount of target protein 
directly. Stable cell lines overexpressing HiBiT-mCherry-Target-Halo and GFP-LgBiT were constructed using 
lentivirus packaging systems. HaloPROTAC3, which recuits Halo tagged protein to Cul2-Rbx1-EloBC-VHL 
Ubiquitin Ligase Complex, was used to induce the degradation of Halo tag fused target protein. Western blot, 
Nanoluc activity analysis, and flow cytometry were used to evaluate the degradation efficiency of HaloPROTAC3.
Results  HaloPROTAC3 induce the degradation of HiBiT-mCherry-Target-Halo effectively in a time and 
concentrition dependent manner. Conclusion  A novel strategy combined with Nanoluc and fluorescence 
analysis for PROTAC screening was developed. With HaloPROTAC3 as a positive control, the strategy provides 
a guarantee for the optimal development and application of PROTAC. 
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