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紫外交联和蛋白免疫共沉淀技术的演进与创新*
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摘要 RNA结合蛋白（RBPs）在细胞中广泛存在，在多种生物学过程中发挥着重要作用。紫外交联和蛋白质免疫共沉淀

（UV cross-linking and immunoprecipitation，CLIP）技术是一种用于鉴定蛋白质直接结合RNA的技术。随着高通量测序技术

的发展，CLIP技术已成为鉴定RNA结合蛋白所结合的具体RNA种类和序列的关键方法。为了满足不断增长的科研需求，

CLIP技术经历了多次改进，衍生出多种版本，如HITS-CLIP、PAR-CLIP和 iCLIP等。日益完善的CLIP技术在揭示新型蛋

白质-RNA相互作用、解析RNA修饰和调控机制等方面具有重要价值，在RNA生物学研究中不可或缺。本文详细回顾了这

些技术的演进与创新，比较了它们的优势与局限性，探讨了近年来CLIP技术在非经典蛋白质-RNA相互作用的研究中的应

用，并展望了CLIP技术在未来RNA生物学中的创新应用与发展方向。
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蛋白质与RNA的相互作用是mRNA转录、剪

接、运输、翻译和降解等所有 RNA 活动的基础，

调控了细胞的生存、复制、分化和逆境抵抗等生命

活动的方方面面［1］。细胞内存在大量的RNA结合

蛋白 （RNA-binding protein，RBP）。这些 RBP 一

部分可以通过经典的RNA结合结构域，如RNA识

别基序（RNA recognition motif，RRM）、K同源结

构域（K homology domain，KH）、冷休克结构域

（cold shock domain，CSD）、类 Sm 结构域 （like-

Sm domain，LSM） 等［2］直接结合 RNA，另一部

分可以通过非经典的 RNA 结合结构域［3］实现与

RNA 的结合。紫外线交联和蛋白质免疫共沉淀

（UV cross-linking and immunoprecipitation，CLIP）

技术是鉴定RBP所结合的RNA的种类和序列的一

种常用技术。CLIP技术的核心原理是通过紫外线

照射细胞，使RBP与其直接结合的RNA之间形成

共价交联，随后对靶蛋白进行免疫沉淀或亲和纯

化，进而将交联到靶蛋白上的RNA进行高通量测

序。得到的测序结果不仅可以分析出目标蛋白质所

具体结合的RNA种类和序列，还可以得到蛋白质

在 RNA 上结合的位置以及基序（motif）等信息。

CLIP的具体操作步骤大致分为细胞紫外交联、细

胞裂解、靶蛋白的免疫沉淀、RNA纯化与测序等

多个步骤（图 1）。CLIP-Seq技术起源于 1990年代

后 期［4］， 随 着 二 代 测 序 技 术 （next generation 

sequencing，NGS）的出现，CLIP技术得到了极大

的发展，从早期的高通量测序结合RNA免疫共沉

淀 （high-throughput sequencing of RNA isolated by 

crosslinking immunoprecipitation， HITS-CLIP）［5］、

光激活核苷增强交联及免疫共沉淀（photoactivatable 

ribonucleoside-enhanced crosslinking and 

immunoprecipitation，PAR-CLIP）［6］，单核苷酸分

辨 率 交 联 和 免 疫 共 沉 淀 （individual-nucleotide 

resolution CLIP，iCLIP）［7］，再到近些年的增强型

交联和免疫共沉淀 （enhanced CLIP，eCLIP）［8］、

简 化 型 交 联 和 免 疫 共 沉 淀 （simplified CLIP，

sCLIP）［9］、基于 spyTag 的交联和免疫共沉淀

（spyTag-based CLIP，SpyCLIP）［10］、变性交联和免
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疫共沉淀 （denaturing CLIP，dCLIP）［11］，以及交

联、连接和杂交测序（cross-linking，ligation，and 

sequencing of hybrid，CLASHs ）［12］ 等，CLIP-seq

技术在不断进行演进和优化，整体朝着操作更简单

高效、测序结果覆盖度更高、实验误差更低的方向

发展。本综述对CLIP实验中的多个重要步骤进行

了梳理和分析，并总结了技术的变化及其未来的发

展方向。

1　靶蛋白-RNA复合体的富集与纯化

1.1　紫外交联

紫外交联步骤是CLIP实验的第一步。高能的

紫外线（如254 nm波长的UVC紫外线）激发了部

分核苷酸（主要是尿嘧啶核苷酸［3，13-16］）和部分

氨基酸（主要是苯丙氨酸（phenylalanine，F）、赖

氨 酸 （lysine， K） 和 甘 氨 酸 （glycine， G）

等［3，13-16］）的原子基团，使它们进入高能活跃状

态，在空间距离足够近的条件下，它们发生共价结

合，释放能量回到稳定状态［17］。紫外交联使得

RBP和其直接结合的RNA之间形成共价键，共价

键的形成使得蛋白质与RNA之间的结合可以承受

严苛的清洗条件，以便尽可能地清除背景RNA和

非特异性结合的RNA［4］。

影响蛋白质和RNA之间共价交联效率的因素

有两个——紫外线的波长和交联总能量。使用的常

见紫外波长有254 nm和365 nm，如HITS-CLIP［5］、

iCLIP［7］ 和 eCLIP［8］ 使用 254 nm 的 UVC 紫外线，

但 UVC 交联的效率较低［6］。PAR-CLIP［6］ 使用 

365 nm的UVA紫外线或者特殊情况下使用 310 nm

紫外线波长［18］（图 2）。365 nm的UVA波长较长，

但需要配合 4-硫尿苷（4-thiouridine，4-sU）、6-硫

基鸟嘌呤（6-thioguanine，6-sG）等核苷酸类似物

使用［6］。4-sU和 6-SG可以加入到细胞培养基中并

被细胞吸收随后被掺入到新合成的RNA中。这类
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Fig. 1　Core steps of UV cross-linking and immunoprecipitation (CLIP)
图1　交联免疫沉淀（CLIP）的核心步骤（https://app.biorender.com）

RBP：RNA结合蛋白（RNA binding protein）。
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核苷类似物在 365 nm的紫外线下具有极高的交联

效率，其交联蛋白的效率是 254 nm下的普通核苷

酸的交联效率的数百倍［6］。尽管PAR-CLIP有更高

的紫外交联效率，但是因为需要额外加入 4-sU，

增加了操作的复杂度，因此，基于UVC紫外线的

交联仍广泛应用在大部分CLIP技术中。

交联能量也是决定蛋白质-RNA交联效率的重

要因素，不同的CLIP方法使用的能量不一样，例

如PAR-CLIP使用UVA辐射下的360 mJ/cm²的能量

强度［6］，iCLIP使用UVC辐射下150 mJ/cm²的能量

强度［7］，eCLIP和dCLIP使用UVC辐射下400 mJ/cm²

的能量强度［8，11］。总体上来讲，目前所有的CLIP

方法使用的交联能量强度分布在100~500 mJ/cm²之

间。能量的选择需要根据具体的适用操作环境来优

化和选择。由于紫外线穿透能力不强，即便是在同

样的能量强度数值下，样品的厚度、样品溶液的深

度、样品距离紫外灯管的距离都会影响实际的交联

效果。在实际操作中，这些因素都应该予以考虑，

确保实验的可重复性。例如，紫外线在水溶液中的

穿透能力很差，因此在对细胞进行紫外交联时，是

否保留覆盖在细胞上的培养基或者磷酸盐缓冲液

（phosphate-buffered saline，PBS）是一个需要着重

考虑的因素。在PAR-CLIP实验中，细胞在完全去

除培养基的条件下进行紫外交联［6］；在 iCLIP、

eCLIP 等其他 CLIP 方法中，细胞在 PBS 中进行紫

外交联［7］，而加入的 PBS 的量在不同方法之间并

不一致。我们建议在完全去掉培养基或者仅加入恰

好覆盖细胞表面的 PBS 的情况下进行紫外交联。

因为紫外线的波长较短，溶液越深，抵达细胞的紫

外线越少，交联效果越差。第一次实验之前，建议

用电泳或者蛋白质印迹法（Western blot）检测目

标蛋白质的条带位移（shift）程度的方式筛选出最

佳的交联能量。比如，将不同的UV交联条件处理

的细胞进行 Western blot，在转膜时保留上样孔和

浓缩胶（上层胶），对整张膜进行典型的RBP （如

HNRNPC）在上样孔和浓缩胶处的迁移条带的检

测。交联效果越好，则迁移条带的颜色越深。

1.2　靶蛋白富集

CLIP实验本质上是通过对靶蛋白的富集和纯

化来获得其直接结合的RNA。目前，大部分CLIP

实验采用 Protein G或 Protein A磁珠（beads）偶联

靶蛋白抗体的方法来对靶蛋白进行免疫沉淀

（immunoprecipitation，IP）。磁珠自身结合的 RNA

以及靶蛋白的相互作用蛋白所结合的RNA会造成

严重的背景RNA污染，因此，后续需要严苛地清

洗以降低背景RNA。大部分CLIP方法采用含有高

浓度的盐离子、去垢剂甚至一定浓度蛋白质变性剂

的缓冲液进行磁珠的清洗，因而对抗体结合抗原强

度的要求较高。当无法获得可用于免疫沉淀的高质

量抗体时，可以将靶蛋白质接上标签序列，随后利

用标签抗体或者相应的亲和基质富集靶蛋白质。

可供融合表达的标签根据其后续的纯化方式分

为两种。第一种为“免疫结合标签”。Flag、HA等

小肽标签，通过与对应的抗体结合来实现靶蛋白的

免疫沉淀。其本质依然是基于抗原-抗体的结合，

这种结合能够承受的清洗条件的严苛程度有限，与

直接使用靶蛋白的抗体在清洗条件的选择上没有本

质区别。第二种是“亲和结合标签”。生物素

（Biotin）-亲和素（Avidin）之间的结合强度是目前

已知的自然界最强大的配体-受体之间的结合能力，

而 HaloTag 蛋白与底物小分子之间可以形成共价

键，进而可以承受最严苛的蛋白质变性剂的清洗。

这一类标签的适用于不基于抗原-抗体结合的纯化

方式，可以承受极其严苛的清洗条件，因此可以带

来更低的背景。下面着重对标签的类别与特点进行

分析和总结。

1.2.1　免疫结合标签

常见的Flag、HA、V5等免疫结合标签利用了

抗体与抗原相互结合的特性［19］。它们是来自于病

毒或者低等多细胞生物的外源肽段，一般与所研究

的细胞内的蛋白质不具有同源性，因此特异性很

强。另一方面，这些多肽标签经过多年的商业化改

造和筛选，已经获得了很高亲和力的单克隆抗体。

商业化的单克隆抗体能够很高效地富集靶蛋白质，

而且能抵抗轻度到中度的变性溶液环境，在以往的

研究中使用较多。但由于抗体与抗原的结合高度依

赖于二者的三维结构，而这种结构无法承受高浓度

的蛋白质变性剂处理。因此，对于含有强结合蛋白

的靶蛋白来说，这种方法不是最佳选择，因为这些

结合蛋白也可能与 RNA 结合，从而导致假阳性

结果。

1.2.2　亲和结合标签

亲和结合标签（affinity tag）一般是基于配体-

受体结合的标签，可以承受更高强度的蛋白质变性

剂的清洗，包括：BioTag、Strep-tag、6×His-tag及

HaloTag等。BioTag是常见的亲和结合标签，其本

质是基于 Biotin 与 Avidin 高强度结合的系统［20］。

BioTag又叫 AviTag，AviTag是一段长度为 15 个氨
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基酸的短肽，可以被来自于大肠杆菌的BirA蛋白

特异性识别［21］。BirA 是生物素化酶，可以在

AviTag短肽上添加Biotin［22］，后续可以使用链霉亲

和 素 （Streptavidin） 磁 珠 进 行 特 异 性 富 集 。  

Biotin-Streptavidin之间的结合是目前已知的生物界

最强的非共价结合体系，其解离常数（Kd）可达  

1 015 mol/L，比“抗体-抗原”之间的亲和常数高

大约100万倍［23］。Biotin与Streptavidin结合后，可

以承受高浓度的十二烷基硫酸钠（sodium dodecyl 

sulfate，SDS）、尿素和盐离子［24］。 dCLIP 采用

BioTag系统，使用8 mol/L尿素、2% SDS和1 mol/L 

NaCl依次对 IP后的磁珠进行清洗，获得了极高的

信噪比［11，25］，即优良的信号叠加较小的背景信号。

Strep-tag标签属于一种结构类似Biotin结构的

小肽，可以与改造自结合Biotin的Streptavidin蛋白

的链霉亲和素类似物（Streptactin）蛋白特异性结

合［11］。Strep-tag与Streptactin的结合属于配体-受体

结合的类型［26］。Strep-tag 序列来自于细菌并且解

离常数非常小，因此Strep-tag与Streptactin的结合

具有高特异性和高亲和性的特点，可以承受尿素等

蛋白质变性剂的清洗，适用于多种场景的蛋白质富

集［27］。应用Strep-tag的CLIP方法也能较好排除非

特异性结合RNA和背景RNA的干扰［28］。

6×His标签内的组氨酸能与镍离子等金属离子

发生螯合作用。金属螯合作用能够抵抗高强度的变

性剂作用，如 4% 的 SDS、6 mol/L 的盐酸胍和      

8 mol/L的尿素［29］。应用极端的变性条件，His-tag

纯化能够高效地去除靶蛋白质的相互结合蛋白质、

背景蛋白质、间接结合RNA和背景RNA，达到很

高的特异性。不过，6×His 标签也有一定的缺点，

例如组氨酸本身就是细胞内蛋白质的重要组分，一

些蛋白质也含有多个组氨酸的相似序列，这会导致

非特异蛋白质的结合，但无法通过改变溶液环境去

除。采用 6×His 标签的交联和 cDNA 分析 （cross-

linking and analysis of cDNA，CRAC）技术，是最

早的采用彻底蛋白质变性策略的 CLIP 技术［29］。

CRAC使用 6 mol/L盐酸胍，一种极强的蛋白质变

性剂来进行 His-beads 的清洗，取得了很高的信

噪比［29］。

HaloTag 蛋 白 质 改 造 自 去 卤 代 烷 酶

（haloalkane dehalogenase），改造后的去卤代烷酶可

以与卤代烷小分子实现共价结合［30］，使用提前偶

联有卤代烷小分子的磁珠即可实现对靶蛋白的变性

纯化。共价结合的蛋白质能够对抗所有的变性剂，

高效去除背景信号。但高特异性的代价是引进了很

大的靶蛋白，带来了不可忽视的空间位阻和分子质

量负担。例如HaloTag蛋白具有33 ku的分子质量，

比部分RNA结合蛋白的分子质量都大。过大的分

子质量带来了潜在的靶蛋白质功能基团被封闭以及

细胞定位异常等风险。省略凝胶的连接依赖型交联

和 免 疫 共 沉 淀 （gel-omitted ligation-dependent 

CLIP，Gold-CLIP）利用 HaloTag 蛋白质能共价结

合卤烷烃的特点，将靶蛋白共价富集到含有卤化烷

烃的基质上，后续通过包括8 mol/L盐酸胍、8 mol/L

尿素、10% SDS 在内的严苛清洗条件，取得了极

佳的信噪比和覆盖度［31］。CRAC也采用HaloTag并

取得了类似的效果［32］。

SpyCLIP 则避免了 HaloTag 的缺点。SpyCLIP

利用 SpyTag 和 SpyCatcher 之间的共价结合进行靶

蛋白富集，其中SpyTag是短肽，可以连接在靶蛋

白上［10］。SpyTag 和 SpyCatcher 可以互相结合并自

发形成分子内共价键［33］。将 SpyCatcher 共价交联

到磁珠上后，其共价键结合体系可以承受饱和浓度

的蛋白质变性剂的处理，类似HaloTag。值得注意

的是，SpyTag只有 13个氨基酸，属于短肽，类似

Flag、HA等标签，与HaloTag相比，对靶蛋白的空

间结构影响较小［33］。因此，基于 SpyTag 体系的

CLIP是较为理想的鉴定直接蛋白质-RNA相互作用

的技术方法［10］。不过 SpyCLIP需要纯化具有高活

性的SpyCatcher蛋白，并将SpyCatcher蛋白共价交

联到磁珠上，这增加了实验操作的工作量和复

杂性。

1.2.3　纯化方式的选择

尽管使用共价结合的标签可以获得更低背景的

测序结果，但是外源引入的标签可能会对蛋白质的

正常功能造成干扰。具体的选择需要根据具体的靶

蛋白来确定。在能够获得高质量的可用于 IP的抗

体的情况下，可以优先使用抗体进行 IP。否则，建

议使用StrepTag、SpyTag等小肽标签进行靶蛋白富

集纯化。在条件允许的情况下，为了获得更精确的

结果，可以使用包括抗体、标签配体等多种方式同

时进行CLIP实验。

1.3　磁珠的清洗

CLIP实验操作中会引入大量的背景RNA［34］，

这些RNA主要是与靶蛋白相互作用的蛋白质所结

合的RNA，此外，还会有非特异性吸附到富集基

质（如磁珠）上的RNA，这也构成了背景RNA的

一部分。在CLIP实验中，通常会使用洗涤缓冲液
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（wash buffer）清洗免疫沉淀步骤中的磁珠，以尽

可能地去除背景RNA。由于清洗步骤是CLIP实验

中降低假阳性的关键步骤，因此，洗涤缓冲液的选

择至关重要。

不同的CLIP方法中使用的洗涤缓冲液强度不

同。大致可以分为低强度、中等强度和高强

度3种。

PAR-CLIP使用低强度的洗涤缓冲液，对应的

洗涤缓冲液中的“强度”组分是 300 mmol/L KCl、

0.5% （v/v） NP40［6］。300 mmol/L KCl属于较高浓

度的盐溶液，0.5% NP40属于非变性去垢剂。上述

组合有利于去除部分弱相互作用蛋白以及部分背景

RNA，一定程度提高信噪比，但是对靶蛋白紧密

结合一些相互作用蛋白则没有作用，对与基质非特

异结合的RNA也没有很好的去除效果［34］。

iCLIP使用中等强度的洗涤缓冲液，其洗涤缓

冲 液 中 含 有 1 mol/L NaCl、 1% Igepal CA-630、

0.1% SDS、 0.5% 脱 氧 胆 酸 钠 （sodium 

deoxycholate）［7］等几种成分。后3个去垢剂的组成

强 度 与 染 色 质 免 疫 沉 淀 （chromatin 

immunoprecipitation，ChIP）实验中的细胞裂解液

的强度相近，与1 mol/L的NaCl组合使用，其条件

严苛程度基本接近大部分抗体的承受极限。eCLIP

等后续的类似 CLIP 方法使用与 iCLIP 相似的洗涤

缓冲液成分。尽管这类洗涤缓冲液已经可以去除大

部分靶蛋白的相互作用蛋白以及背景RNA，但是，

如果想去除结合力更强的相互作用蛋白以及尽可能

地去除所有背景RNA，则需要使用更高浓度的离

子型去垢剂（如SDS）或者饱和浓度的盐酸胍和尿

素等蛋白质强变性剂，以及更高浓度的盐溶液，这

种极为严格的清洗条件已经超过了抗体-抗原体系

的承受能力。因此，需要更改靶蛋白富集体系。

dCLIP 使用高强度的洗涤缓冲液，或者称为

“变性级”洗涤缓冲液。这得益于其采用的“生物

素-链霉亲和素”富集系统［11］。其使用的洗涤缓冲

液条件是 8 mol/L 尿素、2% SDS 和 1 mol/L NaCl，

属于近乎完全变性［11］。此条件能完全去除间接结

合的蛋白质，从而去除间接结合的 RNA 和背景

RNA，取得更好的信噪比。但是细胞内有一定内

源水平的Biotin及其修饰蛋白质，它们会带来一定

的背景。共价连接和亲和纯化 （covalent linkage 

and affinity purification，CLAP） 在靶蛋白上融合

了HaloTag标签，同样使用了“高强度”的洗涤缓

冲液。在 90℃ 3min、 2% 十二烷基肌氨酸钠

（sodium lauroyl sarcosinate）和 8 mol/L尿素这种极

为严苛的清洗条件下，CLAP 获得了极佳的信噪

比，排斥了多种被非变性CLIP（如 iCLIP、eCLIP、

HITS-CLIP） 所 误 识 别 的 蛋 白 质 -RNA 相 互

作用［32］。

总体而言，洗涤缓冲液的选择需要根据所使用

的免疫沉淀体系而定，尽可能在可选的范围内选择

更强的洗涤缓冲液。

1.4　RNA片段化

为了获得靶蛋白所结合RNA的序列和位置信

息，一般需要将目标RNA进行片段化处理，即切

除不结合靶蛋白的RNA区段，保留结合区段。一

般使用RNA酶或者广谱性核酸酶将RNA片段化。

核酸内切酶种类包括MNase、RNase T1、RNase A

和RNase I［35］等。MNase是全能核酸酶，能够同时

切割RNA和DNA，没有切割序列特异性。RNase 

T1特异性在鸟嘌呤（guanine，G）之后进行切割，

具 有 RNA 切 割 偏 好 性 。 RNase A 在 胞 嘧 啶

（cytosine，C）和尿嘧啶（uracil，U）之后发生切

割，也具备RNA切割偏好性。而RNase I则没有切

割偏好性，可以切割RNA的任何位置［36］。

RNase A因为难以终止其消化过程，在后续的

实验操作流程中都陆续被替换成其他种类的RNA

酶或广谱性核酸酶。CLIP-seq 使用 15 U （酶活性

单位）和 0.2 U 的 MNase 浓度对 RNA 进行切割测

试，最终选择0.2 U的MNase浓度进行实验，切割

的 RNA 大小范围在 50~100 nt 之间［37］。值得注意

的是，MNase切割RNA是离子依赖性的，很容易

被EDTA等离子螯合剂所失活［37］。PAR-CLIP使用

终浓度为108 U/L的RNase T1进行RNA片段化，反

应条件是 22℃，15 min［6］。iCLIP使用母液浓度为

108 U/L 的 RNase I，使用浓度为 1/50~1/250 （稀释

度），反应条件为37℃，5 min［7］。eCLIP对RNase I

的使用终浓度进行了梯度测试和优化，最终选定  

4 000 U/L的终浓度进行RNA片段化，取得了良好

的效果［8］。 sCLIP 先使用 RNaseT1 （1∶1 000），

10 min，37℃的条件对细胞裂解液中的 RNA 进行

轻微的片段化，然后在磁珠的重悬液中使用           

1∶1 000 RNase I在 37℃处理 5 min对RNA进一步

片段化［9］。dCLIP 也使用母液浓度为 108 U/L 的

RNase I对RNA进行片段化［11］。

每种不同CLIP实验使用的酶种类、酶浓度和

酶反应时间都不一样，因此建议在实际操作中进行

浓度梯度测试。RNA切割效果可以通过示踪性核
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苷酸标记的方式进行。PAR-CLIP 使用 γ-32P-ATP

对RNA末端进行标记，然后通过放射自显影观察

RNA大小分布［6］；sCLIP用生物素化的腺苷二磷酸

（ADP） 对 RNA 末 端 进 行 标 记 ， 然 后 通 过   

Western blot的方式检测RNA的长度信号［9］。

1.5　膜转印和切膜回收

在大多数的CLIP方法的操作步骤中，在对靶

蛋白结合的RNA片段化之后，下一个步骤是将蛋

白质进行洗脱并通过十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝

胶电泳（SDS-PAGE）分离，随后靶蛋白被转印到

硝酸纤维素膜（NC膜）上。随后，靶蛋白及其上

方的一段膜被切割下来，并进行膜上的蛋白质消化

和RNA的提取。这一步的目的一方面是评估RNA

的片段化程度，另一方面是进一步去除背景RNA。

因为吸附在磁珠上的背景RNA无法跟随RBP转到

NC膜上，所以以此种膜转印的方式去除。这主要

基于 NC 膜的特性——NC 膜对核酸的结合远低于

常用于核酸研究的尼龙膜，但是NC膜拥有对蛋白

质的最大结合能力。此外，由于黏附在磁珠上的接

头序列较短，因此会在靶蛋白条带的下方出现。

基于以上原理，随之而来的关键问题是靶蛋白

或者靶蛋白结合的 RNA 的可视化。在早期的

CLIP［4］以及HITS-CLIP［5］中，使用放射性的 32P标

记的核苷酸来标记靶蛋白上结合的RNA片段，转

膜后使用放射自显影技术来可视化RNA条带或区

域。在红外交联和免疫共沉淀 （infrared-CLIP，

irCLIP）中［38］，近红外染料结合的接头序列被连

接到靶蛋白结合的RNA上，取代了带有危险性的

放射性核苷酸。但是，近红外染料需要专门的成像

设备，这限制了其应用。sCLIP［9］则选取一部分 IP

样品用Biotin-ADP进行RNA标记，这样可以使用

常用的ECL发光体系进行示踪，简化了操作难度。

在 eCLIP［8］中，可视化方法被进一步简化。eCLIP

采用一部分 IP样品进行Western blot的方式，并根

据经验选择靶蛋白条带上方的一段距离进行切膜，

这进一步简化了操作。

然而，由于基于抗体的 IP 无法彻底去除相互

作用蛋白，另一个隐忧是，如果靶蛋白的结合蛋白

也是一个 RBP，就会造成额外的假阳性。大部分

CLIP方法认为这些相互作用蛋白结合的RNA可以

通过SDS-PAGE加转膜然后选择性回收特定分子质

量范围内RNA的方法来去除。但是，如果一个相

互作用蛋白拥有和靶蛋白相近甚至相同的分子质

量，这些污染RNA依然无法去除。因此，采用含

有一定蛋白质变性剂的缓冲液在 IP层面上进行清

洗，才是彻底去除背景RNA和非特异性RNA的最

佳方法。在这种方法有效的前提下，冗长的SDS-

PAGE 和转膜并选择性回收 RNA 的步骤将不再必

需，大大简化了实验操作需要的步骤和时间。

目前，已经有部分CLIP方法省略了繁琐的膜

转印与切膜回收步骤。这些方法主要是采用了高强

度结合标签或共价结合标签的方法。因为膜转印的

前提是蛋白质能够从磁珠上被成功洗脱下来。如果

蛋白质无法从磁珠上洗脱下来，则无法进行SDS-

PAGE。Gold-CLIP 在 RNA 片段化并添加 3'端接头

后，直接进行蛋白酶K的酶切，随后回收RNA并

进行后续建库［31］。TLC-CLIP同样省略了PAGE和

转膜步骤，并发现此步骤的省略并没有显著影响数

据的质量，反而极大地节省了时间［39］。Fbio-CLIP

采用Biotin-Flag串联纯化模式，也省略了PAGE和

转膜步骤［40］。SpyCLIP 由于采用了共价结合的

SpyTag，得以承受变性缓冲液的清洗，同样省略了

PAGE和转膜步骤［10］。

2　RNA建库

2.1　接头连接

建库是二代测序的专用术语，指的是对核酸进

行片段化处理、末端修复以及接头的连接，从而为

上机测序做好准备。RNA建库包括RNA的反转录

和测序接头的连接。CLIP实验富集得到的RNA长

度通常在 20~100 nt之间，属于小片段RNA，其建

库方式可分为两大类：线性建库和环化建库。最早

的CLIP采用的是线性化连接接头的方式。总体流

程是，RNA在磁珠上进行片段化之后，通过SDS-

PAGE 和转膜回收，然后在 RNA 的两侧通过 T4-

RNA连接酶连接上RNA接头［4］。随后在改进版本

中，RNA片段在磁珠上进行3'接头的连接，5'接头

在 SDS-PAGE 和转膜回收 RNA 之后进行，这样规

避了接头二聚体和 T4 RNA 连接酶中携带的细菌

RNA的残留［17］。早期的接头用于PCR扩增以及基

因芯片的杂交。后来随着二代测序的发展，适用于

二代测序仪的接头被应用到上述流程中，由此发展

出第一代高通量的 CLIP-seq 方法学——HITS-

CLIP［5］和CLIP-seq［37］。

不过，HITS-CLIP的建库方式存在严重效率上

的不足。这种不足首先来源于接头之间的互相连接

以及RNA的首尾自连（图2）。PAR-CLIP通过采用

类似microRNA建库的方式解决了这个问题［41］。由
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于商业化的microRNA建库试剂盒中采用了含有特

殊突变的 T4 RNA 连接酶以及特殊处理的接头序

列，避免了接头之间的自连和目的RNA的首尾相

连［42］。PAR-CLIP采用的接头连接方式极大地降低

了副反应的发生［42］。此外，PAR-CLIP没有采用在

磁珠上进行3'端接头连接的方式，而是在提取好最

终的RNA片段后，3'端接头和5'端接头在溶液中依

次连接的方式［6］。CRAC技术也采用类似的线性化

建库方法［29］。

与 PAR-CLIP 同年发表的 iCLIP 则采用了环状

建库的方式［7］。与HITS-CLIP和PAR-CLIP不同的

是，iCLIP的3'端接头为串联组合型接头（图2），

其中一段为用于3'端PCR的接头序列，一段为用于

5'端PCR的接头序列，这两段序列由一段限制性内

切酶BamHI识别序列连接［7］，串联型接头最后连

接上一段随机标签（barcode）序列以标记最初的

cDNA。通过上述串联型接头进行反转录后，使用

CircLigase环化酶将上述 3'端接头为串联组合型接

头的 3'端与 cDNA的 5'端连接起来，实现环化。随

后，加入一段与BamHI识别序列互补的单链DNA，

随后使用BamHI限制性内切酶进行线性化。这样，

线性化后的cDNA两端都实现了接头连接［7］。这种

建库方式一方面实现了cDNA水平上的两侧接头连

接，另一方面可以通过接头连接的序列位置识别在

反转录过程因交联位点残留的寡聚氨基酸的空间位

阻效应造成的反转录中断的位置，这一位置被认为

是RNA直接结合蛋白质的具体位置，进而实现精

准的特定RBP在RNA上的结合序列位置定位和基

序确认［7］。iCLAP［28］、Gold-CLIP［31］、RNA 杂交

和单核苷酸分辨率紫外交联免疫沉淀 （RNA 

hybrid and individual-nucleotide resolution ultraviolet 

crosslinking and immunoprecipitation， HiCLIP）［43］

以及 irCLIP［38］也采用了类似的环化连接方法。
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Fig. 2　Experimental workflows of eCLIP, HITS-CLIP, PAR-CLIP and iCLIP (https://app.biorender.com)
图2　eCLIP、HITS-CLIP、PAR-CLIP和iCLIP的实验流程图（https://app.biorender.com）

（a） eCLIP将单个接头连接在交联RNA片段的3'端，然后在反转录后将第二个接头连接到cDNA的3'端。PCR扩增截断的和可通读的片段，

随后高通量测序以及分析数据。（b）HITS-CLIP则是在交联RNA片段的3'端和5'端加接头后反转录。（c） iCLIP同eCLIP一样在反转录后将第

二个接头连接到cDNA的3'端，并加入一个标签（barcode），先成环后线性化，利用在交联位点引起的cDNA终止来识别RBP-RNA相互作用

的位置。（d）PAR-CLIP使用4-sU（4-thiouridine）和365 nm的紫外线形成RNA与RNA结合蛋白（RBP）复合物，最后利用胸苷（T）到胞苷

（C）在cDNA中的转换来确定相互作用位置。
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eCLIP 作为 ENCODE 计划的官方 CLIP 技术，

对线性化建库方法进行了优化。通过提升T4 RNA

连接酶的浓度 （1 ul/10 ul 体积）、加入高浓度

PEG8000 （终浓度 18%）和DMSO （终浓度 3.2%）

的方式，分别将3'接头和5'接头的连接效率提升至

大于 90% 和大于 70%［8］。加入高浓度 PEG8000 能

进一步提升T4 RNA连接酶的局部浓度，DMSO能

破坏 RNA 二级结构，有利于 RNA 线性化进行连

接。 dCLIP 采用商业化的经过优化的小 RNA

（small RNA） 建 库 试 剂 盒 进 行 DNA 建 库［11］。

FBioCLIP-seq为了避免5'接头连接的低效性，选择

直接反转和扩增文库，在后续扩增中加入5'文库接

头［40］。CLASH 依赖于纯化与选定蛋白质结合的

RNA-RNA 双链，通过连接这两条 RNA 双链形成

嵌合RNA，然后对这些嵌合RNA进行逆转录，它

在实验方法上与CRAP类似，但优化了RNA-RNA

双链的回收［12］。因此，采用线性化的建库方式时，

需要优化RNA接头的连接效率，以减少连接不足

带来的RNA文库复杂度降低和引物二聚体扩增。

此外，还有的CLIP技术对整个建库流程进行

优化，以提高文库完整度和特异性。例如，

SpyCLIP优化了整个线性化建库流程，在3'接头上

加入Biotin，以便反转录能够在磁珠上发生，简化

了操作流程和减少电泳转膜纯化的损失［10］。

iCLIP、eCLIP 和 spyCLIP 等大部分 CLIP 方法均在

接 头 中 引 入 分 子 条 形 码 （unique molecular 

identifier，UMI）标签［7-8，10］。UMIs是独一无二的

身份码，能够消除 PCR 扩增带来的过度复制

（over-duplication），有利于去除 PCR-bias 和评价

PCR 质量，实现 CLIP 在 RNA 水平的定量分析。

UMIs 的引进是建库方式的一大提升。 sCLIP 在

linker 中引起 T7 启动子，直接对 RNA 文库进行扩

增，减少 cDNA连接效率不足而引起的文库复杂度

下降的问题［9］。EasyCLIP 和 TLC-CLIP 在 3'-linker

中引入 polyA 的结构，有利于后续 RNA 纯化，简

化了纯化操作，减少了文库损失［39，44］。可见，

RNA-linker被赋予了越来越多的功能，以不断简化

建库流程，提高文库复杂度。

在两种建库方法中，线性化建库正成为主流。

环化建库的方法操作繁琐、效率较低，且容易造成

较大的样品损失［8］。在 2020年发表的 iCLIP2改进

版中，最终抛弃了环化建库的方法，选择了类似

eCLIP的on-beads线性化建库方法［45］。

2.2　建库方式的演进

RNA 的建库是 CLIP 实验中的关键步骤之一。

总体上来看，每一种CLIP方法都有专属的建库方

式。尽管建库方法是多样化的，但是都包括“接头

的连接”、“反转录”、“RNA 的可视化”、“背景

RNA的去除”等步骤。建库方法的改进主要是在

这些步骤的操作方式、顺序甚至去留上进行了多种

优化改变。表 1总结了目前不同的CLIP方法中采

用的建库方式的核心特点和差异。

Table 1　Differences in library preparation for CLIP-seq methods
表1　CLIP-seq的建库方式差异

HITS-CLIP［46］

CLIP-seq［37］

PAR-CLIP［6］

iCLIP［7］

CLAP［28］

线性建库：RNase A消化，去磷酸，on-beads加3' RNA接头（adapter），5'

同位素标记分离目的RNA，蛋白酶K消化，纯化RNA加5' RNA接头，反

转录，文库扩增PCR

线性建库：Mnase消化，去磷酸，on-beads加3' RNA接头，5'同位素标记

分离目的RNA，蛋白酶K消化，纯化RNA加5' RNA接头，反转录，文库

扩增PCR

线性建库：RNase T1消化，去磷酸，5'同位素标记分离目的RNA，蛋白

酶K消化，纯化RNA，加3' RNA接头，加5' RNA接头，反转录，文库扩

增PCR

环化建库：RNase I消化，去磷酸，on-beads加3' RNA接头以及5'同位素

标记，SDS-PAGE分离目的RNA，蛋白酶K部分消化，带有双接头、酶

切位点和barcode的引物进行反转录，尿素-PAGE进行cDNA分离，cDNA

环化，酶切位点退火配对成双链，限制性内切酶酶切，PCR扩增

环化建库，流程同iCLIP

第一个CLIP-seq方法学

与HITS-seq相似，RNA部分酶切程度更加可控，

Mnase能被金属离子螯合剂迅速失活

利用4-sU等核甘类似物，发生T-C的转化，精准

定位到发生交联的核苷酸位点

RNA和DNA文库都经过大小筛选，步骤较多

使用Strep/His-tag双tag亲和纯化系统，先Strep-

tag纯化，后8 mol/L尿素条件下His-tag纯化，去

除间接相互作用RNA和背景RNA能力强

名称 建库方式 方法学特点
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irCLIP［38］

eCLIP［47］

HiCLIP［43］

seCLIP［48］

FLASH［49］

sCLIP［9］

dCLIP［11］

SpyCLIP［10］

EasyCLIP［44］

环化建库：RNase I和RNase A共同消化，去磷酸，3'连接带有Biotin和荧

光染料的preA-DNA-adapter，SDS-PAGE分离RNA-蛋白质复合物，切出

目标RNA，回收RNA，消化被交联的蛋白质，反转录，环化cDNA，第

一轮PCR，分选目的大小片段，第二轮扩增PCR

线性建库：RNase I消化，去磷酸，on-beads加3' RNA接头，SDS-PAGE

分离目的RNA（切取目的片段及其上方75 ku附近的区域），蛋白酶K彻

底消化，RNA纯化，反转录，cDNA 3'接头连接，PCR扩增和文库大小

筛选

环化建库：RNase I消化，去磷酸，on-beads加被末端封闭的A和B两种  

3' RNA接头，去除B接头的末端封闭，环化连接B接头和目的A RNA，

SDS-PAGE分离RNA，纯化RNA，反转录，酶切位点退火配对成双链，

限制性内切酶酶切，PCR扩增

线性建库，同eCLIP，测试不同的反转录酶对于交联位点的跨越能力

环化建库：RNase I消化，T4PNK去磷酸5'磷酸，3'连接带有两种barcode

和随机序列的FLASH接头，蛋白酶K处理，所有的RNA样本混合纯化，

反转录，去除RNA，环化cDNA，PCR扩增文库

线性建库：RNase T1消化，生物素标记RNA，蛋白酶K消化RNA，纯化

RNA，多聚腺苷酸化RNA，带有oligo（dT）、随机标签（barcode）、接

头和T7启动子的引物进行反转录，cDNA进行体外转录，体外转录RNA 

3'进行接头连接，cDNA合成和PCR文库扩增

线性建库：RNase I消化，去磷酸，5'同位素标记分离目的RNA，蛋白酶

K消化，纯化RNA加3'和5' RNA接头，反转录，文库扩增PCR

线性建库：RNase I消化，去磷酸，连接生物素标记的3'接头，on-beads

反转录，得到cDNA，带有UMIs的接头连接到cDNA 3'-end，PCR扩增

线性建库：去磷酸，连接带有特定荧光标记、ployA的3'接头，连接带有

另一种荧光标记的5'接头，SDS-PAGE分离RNA，oligo（dT）纯化RNA，

反转录，PCR

SDS彻底裂解细胞，无放射性RNA标记，荧光

标记RNA，方便快速定量和质检富集的RNA。

无内切酶切割，环化cDNA通过PCR进行线性化

无RNA标记，根据RNA大小计算预测分布，提

高了3' RNA接头的连接效率和cDNA 3' 接头连

接效率，流程比iCLIP简单，文库损耗小

鉴定结合到靶蛋白的RNA二级结构或结合到同

一个蛋白质的两种RNA

不同的反转录酶对交联位点的跨越能力不同，

反应不一样的交联位点信息

根据不同的tags区分不同来源的样本，混合所有

样本的方式减少了样品之间的误差，简化了后

续操作，是最快捷的建库方法学

在连接接头前对RNA进行扩增，保证文库复杂

度，省略部分纯化步骤

完全变性的条件去除背景，建库流程比较简单

允许完全变性的清洗条件，on-beads操作，省去

凝胶分离纯化步骤；建库引进UMIs，有利于去

除PCR产物中的重复序列

不同荧光标记的RNA可判断两步接头连接的效

率，操作步骤较为简化，文库复杂度保存较好

续表1

名称 建库方式 方法学特点

3　对照实验设计

对照实验是CLIP实验中用于有效校验并滤除

假阳性结果的重要策略。有恰当而优良的对照才能

排除背景信号，减少实验误差。对比不同的CLIP-

seq的对照方式，可以归纳为以下几种类型：

a.使用靶蛋白质敲除的细胞或组织作为阴性对

照组［50］，使用无免疫源性的 IgG［51-53］或者细胞内

不存在的蛋白质的靶标抗体（如Flag等标签抗体）

作为阴性对照组［5，37-38，54-55］。

b.在使用 IgG作为对照但无法得到足够的RNA

文库时，可以选择一些随机序列生成一个 cluster

（一组具有相似特征的生物序列或者数据点的集

合）和 motifs （在 DNA、RNA 或蛋白质序列中反

复出现的特定短序列或结构模式），与实验组的

motif进行比较［44，46］。

c. 在相同实验操作下，选择某种已知 RNA 结

合蛋白的CLIP结果作为对照，以说明抗体富集的

RNA 的特异性［56］。不过这种方法使用频率并

不高。

d. 为了证明 UV 交联蛋白质-RNA 的特异性，

使用没有UV照射的条件作为对照［57］。

e.借鉴ChIP-seq的方式，使用未富集的RNA，

即 Input作为对照［10，58-62］。

对于外源过表达靶蛋白质，因为选用了载体进

行过表达，并且携带标签序列，使用的对照方式比

较局限，一般是以表达标签序列自身或者标签序列

融 合 绿 色 荧 光 蛋 白 （green fluorescent protein，

GFP）的方式作为对照［31］。此外，也可以用不紫

外交联的同一种细胞作为对照组［6］。表达不带有

标签的靶蛋白作为对照组也是一种对照方法［29，63］。

综上，对照组可以根据实际的实验设计进行选
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择。选择的原则是控制变量，最大化减少对照组与

实验组的差异，最理想情况下只有一个变量。如此

才能避免实验产生假阳性。另外，阳性对照也非常

重要，在初次进行 CLIP-seq 时，一个很好的阳性

对照是评价实验是否成功的重要标准。阳性对照通

常选择已知的、高丰度的并且容易富集的靶蛋

白质［47，64-65］。

4　CLIP测序数据的峰值分析

与转录组测序和全基因测序不同的是，CLIP

测序产生的序列读段 （reads） 往往聚集分布在

RNA的某个或某些位置，这是因为RBP往往具有

特定的RNA结合位点或序列模式。这一点与ChIP-

seq较为类似。在CLIP测序数据的前期比对中，一

般使用常用的 FastQC［66］ 工具进行质控，使用

cutadapt［67］进行去接头处理，使用 gscripts［8］进行

去重复以及标准化，使用STAR［8］或者Bowtie2［68］

进行序列比对，使用 MACS2［69］等工具进行峰值

识别 （peak calling），使用 Homer［70］进行 motif 分

析，使用CLIP工具包（CLIP tool kit，CTK）［71］等

进行 RNA 结合位点分析。其中，在峰值识别和

RNA结合分析方面，CLIP测序数据需要使用专门

为此类数据开发的软件进行分析。尽管使用基于模

型的ChIP-seq分析2（model-based analysis of ChIP-

seq 2，MACS2） 等常用于 ChIP-seq 的工具也可以

进行峰值识别，但是与专门性软件相比，其准确性

和特异性依然具有较大差距。

目前，已经开发出多种软件用于CLIP测序数

据的峰值识别。一般而言，峰值识别分为两个步

骤，第一个是确定富含序列读段的区域，第二个是

计算所选区域的统计显著性。Piranha［72］将基因组

序列划分为多个小区段，使用零膨胀负二项分布来

计算每个区段的显著性，以区分背景信号，从而提

高峰值识别的准确性。然而，这种方法可能会漏掉

一些表达量较低基因的 RNA。ASPeak［73］ 使用

RIP-input或者RNA-seq的数据来首先评估RNA表

达的分布，对于不表达的DNA区域，则不再计算

显著性。CLIPper［74］使用泊松分布来计算显著性，

并 考 虑 到 峰 值 （peak） 的 高 度 宽 度 等 因 素 。

Pyicoclip［75］和 iCount［7］则通过在用户定义的区域

内随机分配序列读段来计算显著性。

此外，一些特殊的CLIP方法拥有独特的峰值

识别方法。PAR-CLIP技术采用了基于4-sU的交联

策略。在细胞培养基中加入 4-sU，4-sU 会掺入到

新合成的 RNA 中。在 365 nm 的紫外线的照射下，

4-sU可以与结合的蛋白质高效交联。4-sU 还有一

个特点：在反转录过程中，与蛋白质交联的 4-sU

会被反转录成G 而不是A，从而在RNA 链的测序

数据中出现T-C转化的突变。含有这种突变的序列

读段会被认为是真实的峰值。这种独特的模式使得

峰 值 的 寻 找 不 需 要 复 杂 的 峰 值 识 别 算 法 。

PARalyzer［7］便是专门用于分析 PAR-CLIP 测序数

据的工具。后续发现，即便是不发生交联，部分 

4-sU依然有概率在反转录时出现T-C转换。为了消

除这部分假阳性，BMix［76］和wavClusteR［77］两个

软件被开发出来用于过滤非实验因素造成的 T-C

转换。

此外，还有不少工具专门被开发出来以实现

CLIP测序数据的峰值识别。MiClip［78］在峰值识别

过程中采用了隐马尔可夫模型。pyCRAC［79］针对

HITS-CLIP、PAR-CLIP 和 CRAC 优化了全套分析

代码。PureCLIP［80］可以用来分析基于反转录截短

来定位交联位点的CLIP方法的数据，如 eCLIP等。

HITS-CLIP和 PAR-CLIP方法会在测序得到的序列

读段中引入突变，甚至导致某些碱基的删除。而

iCLIP和 eCLIP等技术则会在交联位点处形成截短

的 cDNA。PIPE-CLIP［81］和 CTK 两种工具，同时

在软件中提供了基于上述两种模式的峰值识别和交

联位点筛选的功能。

对于同一个数据，不同的软件分析后得出的结

果可能有所不同。因此，在条件允许的情况下，建

议综合使用多种工具进行分析。

5　RNA序列基序分析

分析靶蛋白结合在RNA上的具体位置是CLIP

实验的重要目的之一。根据对结合位置的分析，可

以得到靶蛋白的RNA序列motif，这是关于靶蛋白

结合RNA的偏好性的重要信息。

在早期的 CLIP 以及 HITS-CLIP 中，由于无法

鉴定蛋白质结合在RNA上的具体核苷酸位置，因

此尽管可以基于RNA片段进行motif分析，但精确

度较低。数据分析发现，反转录酶在通过交联位点

时，容易发生突变。因此，后期发展出来的基于

HITS-CLIP的算法可以根据突变频率进行更精确的

motif分析［82］。

PAR-CLIP由于在反转录层面实现了T-C转化，

因此可以方便地进行motif分析。在 iCLIP和 eCLIP

以及类似的方法中，由于蛋白酶K对靶蛋白进行消
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化后，共价结合在RNA的最后一个或几个氨基酸

无法被消化去除，因此反转录酶遇到未消化的氨基

酸残基会大概率停顿脱落而生成截短的 cDNA，截

短位点反应了交联位点的信息［7-8，83］。这样便可以

进行较为精准的motif分析。

MEME［84］是常用的进行 CLIP 数据 motif分析

的软件。需要注意的是，motif所处的序列可能并

不是正好处在以交联位点为中心的短序列内，也有

可能在交联位点的两侧或附近。因此，为了更准确

地寻找motif，需要以交联位点为中心向两侧进行

扩展。这可以通过 BEDTools［85］的 getfasta 功能来

实现。此外，有些motif的筛选还需要考虑RNA的

二 级 结 构 。 MEMERIS［86］ 、 RNAcontext［87］ 、

Zagros［88］、 CapR［89］、 Graphprot［90］、 ssHMM［91］

等软件均考虑了RNA的二级结构。

6　总结与展望

CLIP技术的本质是鉴定目的蛋白质所结合的

RNA以及蛋白质在RNA上的结合位置。为了实现

这一点，需要减少操作过程中RNA的损失以及增

加被成功建库的 RNA 的种类和数量，与此同时，

还要尽可能减少背景和非特异性结合的RNA。所

有的CLIP方法中的改进和优化都围绕着这两个核

心目标展开。

在 DNA 层次上，与 CLIP 技术类似的是 ChIP

技术。ChIP-seq 技术的本质是对靶蛋白结合的

DNA序列进行富集和测序。有意思的是，在基因

组和转录调控领域的研究中常用的ChIP技术（包

括 ChIP-qPCR 和 ChIP-seq），并没有演进出太多的

方法学改进型或变种，这与形形色色、种类繁多的

CLIP技术方法学形成了鲜明对比。造成这种差异

核心原因在于，ChIP实验采用的甲醛交联可以在

高温下被逆转，也就是所谓的“逆转交联”；但是

UV造成的交联无法被逆转，在RNA需要被逆转录

才能被测序的前提下，交联位点对逆转录的阻碍造

成了RNA建库的复杂性。因此，对建库方法的改

进一直是 CLIP 技术发展中最重要的热点。除了

“无法逆转交联”这一特点外，由于CLIP操作中产

生的 RNA 片段较短（20~100 bp），因此不太适合

RNA-seq 中采用随机引物逆转录方法。大部分

CLIP方法学采用由实验者来合成接头序列以及在

RNA和 cDNA的层次上分别进行两端接头的连接，

这些操作无法导致CLIP的RNA建库利用成熟的商

业化建库试剂盒，繁琐的建库步骤也是CLIP区别

于ChIP-seq的另一大特点。

尽管CLIP技术操作较为繁琐，但经过多年的

发展已经逐渐趋于成熟。多样化的CLIP技术方法

学可以给不同实验条件提供最佳的方法学选择。与

DNA结合蛋白不同，在RBP领域，存在大量的不

具有经典 RNA 结合结构域的 RBP［92］。Baltz 等［93］

通过 oligo （dT）纯化所有与mRNA相互作用的蛋

白质，并且通过严格的洗涤方式破坏非直接的蛋白

质 -RNA 相互作用，最后鉴定出约 800 个结合

mRNA的蛋白质。让人惊讶的是，其中有约 1/3的

蛋白质从未被标注为 RBP，约 15% 的蛋白质在预

测算法中从未被判定具备潜在的 RNA 结合能力。

其中包括一些转录因子、蛋白激酶和一些没有被注

释功能的蛋白质。它们没有具备一定特征的结构

域，因此以非常复杂多样化的方式结合 RNA。

Castello 等［2］用同样的 oligo （dT） 纯化方式，得

到与mRNA直接结合的蛋白质，并通过RNA水解

和胰酶酶切，得到含有RNA残留的肽段，最后通

过质谱的方式鉴定出上千个直接结合RNA的蛋白

质区域。同样的，这些结合RNA的蛋白质也有一

半没有被注释为 RBP。以上这些研究和其他研究

进一步证实了诸多没有被发现的 RBP 的存在［13］。

为了鉴定细胞内所有的RBP，Trendel等［3］建立了

纯化全细胞中所有直接结合RNA的蛋白质的方法。

因为鉴定分辨率限制和蛋白质丰度偏差，他们最后

在 MCF7 中鉴定出了 1 207 个高可信度 RBP，在

HEK293 中鉴定出了 1 357 个高可信度蛋白质，并

且其中也有一部分是未被注释的有RNA结合能力

的蛋白质。有趣的是，他们发现有一群染色质重塑

因子被鉴定为RBP，其中TP53已经被证实可以结

合RNA。进一步说明有许多潜在的RBP未被发现

和研究。

由于不存在经典的RNA结合结构域，对于新

发现的这些RBP，其结合RNA能力的真实性、强

弱以及特异性存在争议。CLIP技术的多样化发展

为严格验证新型RBP的真实性提供了较好的选择。

PRC2 复合体是一个典型的例子。PRC2 是一个催

化组蛋白H3K27me3修饰的多亚基蛋白复合体，曾

被多篇研究认定为可以结合RNA［94］。但是由于前

期研究是基于体外实验来证明其RNA结合特性的，

因此 PRC2 结合 RNA 的能力一直被质疑［95］。    

RIP-seq 技术曾被用来鉴定 PRC2 的结合蛋白［96］。

RIP-seq 的本质是通过传统的蛋白质免疫共沉淀

（co-immunoprecipitation，Co-IP）的方式拉下靶蛋
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白，并对拉下来的RNA进行高通量测序［97］。由于

Co-IP的条件温和，导致拉下的靶蛋白结合有大量

的相互作用蛋白，这些相互作用蛋白也有可能结合

RNA。因此，RIP-seq的结果存在严重的假阳性风

险，与可以承受较强蛋白质变性条件的CLIP相比，

RIP-seq 的结果不足以采信。dCLIP 由于使用了

Biotin-Streptavidin 结合系统，可以承受 8 mol/L 尿

素、2% SDS等严苛的清洗条件，因此可以最大程

度上避免假阳性的产生［11］。Rosenberg 等［25］使用

dCLIP 技术测序了 PRC2 亚基 EZH2 结合的 RNA，

发现EZH2对含有G4结构的RNA具有较强的结合

倾向性，这一发现也被后续的结构生物学研究证

实［98］。然而，Guo 等［32］ 使用 CLAP 技术同样对

EZH2可能结合的RNA进行了测序，却并没有发现

EZH2可以结合含有G4结构的RNA，比如经典的

XIST-RNA。CLAP 同样可以承受 8 mol/L 尿素、

2% SDS以及 1 mol/L NaCl的清洗。这反映出，针

对同一个蛋白质，不同的CLIP方法由于其操作细

节的差异，可能得出完全不同的结果。因此，对于

RBP尤其是非经典RBP的研究，选择多种CLIP方

法进行实验，有助于得到更统一、更真实的结果。

在传统的CLIP技术中，由于操作步骤本身带

来的背景信号问题一直是最严重的问题。Guo

等［32］使用常用的 eCLIP 技术对外源表达的 EZH2

和GFP蛋白分别进行了CLIP测序实验。发现GFP

蛋白结合的RNA的峰值呈现出特异性分布。但是，

GFP作为外源蛋白，没有任何报道证明其可以结合

RNA。此外，作者使用标签抗体在不表达标签融

合PRC2蛋白亚基的样品中进行了 eCLIP，得到的

峰值分布与在表达有标签蛋白的样本中得到的结果

一致。这意味着，常用的CLIP技术中，对照样品

组（比如 IgG对照组）存在严重的背景信号问题，

这种背景信号似乎不能被常用的 eCLIP洗涤液以及

电泳转膜切膜等步骤所去除。这种现象在针对

PRC2 复合体［94］、CTCF［99］、YY1［100］ 等非经典

RBP的研究中尤其突出。

除了上述背景信号问题，CLIP实验的另一大

问题是抗体的特异性。抗体特异性不佳会导致严重

的假阳性结果。这一问题的改进依赖于开发高度特

异性的抗体。然而，开发高度特异性的抗体成本

高、周期长，不具有广泛的可行性。此外，抗体与

靶蛋白的结合还受制于靶蛋白的相互作用蛋白构成

的空间位阻。某种特异性抗体可能在体外与纯化的

单体蛋白质正常结合，但在活细胞内，靶蛋白通常

会与多种相互作用蛋白及RNA结合在一起。互作

分子形成的空间位阻可能阻碍特异性抗体与抗原位

点的结合。这是基于抗体的生物学技术开发中常见

的一种局限性。这种局限性不仅存在于CLIP技术

中，也广泛存在于所有基于非变性条件下的抗体依

赖型生物学实验中。因此，在细胞系以及模式动物

中采用CRISPR-Cas9等技术敲入（knock-in）可以

承受蛋白质变性剂的标签 （如 spyTag、HaloTag

等）是一个更具有广泛可行性的选择。

在CLIP技术未来的改进中，我们认为有以下

几大方向值得期待：第一，为更加彻底地去除背景

信号，应该引入包括SDS、盐酸胍、尿素等蛋白质

变性剂在内的洗涤液。这意味着要么开发具有高结

合力的抗体，要么使用能够承受高强度变性剂的亲

和标签。第二，考虑到 RNA 的副本数量 （copy 

number）多样性和动态性，不能简单地使用类似

ChIP-seq 的标准化 （normalization） 方法。因此，

CLIP测序结果中定量的准确性问题一直无法很好

地解决。我们建议在建库的过程中，使用等体积

RNA样品建库并使用带有UMI标签的接头，或者

在初始的等体积样品中，掺入一定比例的外源

RNA （spike-in）。UMI 或 spike-in 的引入将显著提

高 CLIP 测序中定量结果处理的便利性、准确性。

第三，减少CLIP的操作步骤。我们期待未来的改

进版本能够省略电泳和转膜步骤，并实现在一个

Ep 管中完成反转录和基于 cDNA 的接头连接，从

而进一步增加文库的复杂性，减少目标RNA的遗

漏比例。

蛋白质-RNA相互作用是生命活动的基本形式

之一，越来越多的研究提示，牢固持久或瞬时短暂

的蛋白质-RNA相互作用几乎无处不在，影响着蛋

白质和RNA的诸多功能。CLIP技术经过多年的发

展，不断得到完善，将在RNA结合蛋白研究领域

发挥更重要的作用。
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Abstract　RNA-binding proteins (RBPs) are ubiquitous components within cells, fulfilling essential functions in 

a myriad of biological processes. These proteins interact with RNA molecules to regulate gene expression at 

various levels, including transcription, splicing, transport, localization, translation, and degradation. 

Understanding the intricate network of RBP-RNA interactions is crucial for deciphering the complex regulatory 

mechanisms that govern cellular function and organismal development. Ultravidet (UV) cross-linking and 

immunoprecipitation (CLIP) stands out as a powerful approach designed to map the precise locations where RBPs 

bind to RNA. By using UV light to create covalent bonds between proteins and RNA, followed by 

immunoprecipitation to isolate the protein-RNA complexes, researchers can identify the direct targets of specific 

RBPs. The advent of high-throughput sequencing technologies has revolutionized CLIP, enabling the 

identification of not only the types but also the exact sequences of RNA bound by RBPs on a genome-wide scale. 

The evolution of CLIP has led to the development of specialized variants, each with unique features that address 

specific challenges and expand the scope of what can be studied. High-throughput sequencing CLIP (HITS-CLIP) 

was one of the first advancements, significantly increasing the throughput and resolution of RNA-protein 

interaction mapping. Photoactivatable-ribonucleoside-enhanced CLIP (PAR-CLIP) introduced the use of 

photoactivatable ribonucleosides to enhance cross-linking efficiency and specificity, reducing background noise 

and improving the detection of low-abundance RNA-protein interactions. Individual-nucleotide resolution CLIP 

(iCLIP) further refined the technique, achieving unprecedented precision by resolving individual nucleotides 

involved in RBP binding, which is particularly valuable for studying the fine details of RNA structure and 

function. Despite the remarkable progress, there remains room for improvement in CLIP technology. Researchers 

continue to seek methods to increase sensitivity, reduce technical variability, and improve the reproducibility of 

results. Advances in sample preparation, data analysis algorithms, and computational tools are critical for 

addressing these challenges. Moreover, the application of CLIP to more diverse biological systems, including non-

model organisms and clinical samples, requires the development of tailored protocols and the optimization of 

existing ones. Looking forward, the field of RNA biology is poised to benefit greatly from ongoing innovations in 

CLIP technology. The exploration of non-canonical RNA-protein interactions, such as those involving long non-

coding RNAs (lncRNAs) and circular RNAs (circRNAs), promises to reveal new layers of cellular regulation and 

may lead to the discovery of novel therapeutic targets. Furthermore, integrating CLIP data with other omics 

approaches, such as proteomics and metabolomics, will provide a more comprehensive understanding of the 

dynamic interplay between RNA and its binding partners within the cell. In conclusion, the continuous refinement 

and expansion of CLIP techniques have not only deepened our knowledge of RNA biology but have also opened 

up new avenues for investigating the molecular underpinnings of health and disease. As the technology matures, it 

is expected to play an increasingly pivotal role in both basic and applied research, contributing to the 

advancement of medical science and biotechnology.
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