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靶向家蚕丝素重链基因的
锌指蛋白结构域的人工构建
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摘　要：将多个可特异识别并结合ＤＮＡ的锌指单体串联在一起即可构成锌指蛋白结构域，若将其与不同的功
能域因子融合，则会构建出有很多用途的人工蛋白分子，从而实现对基因组的各种定点修饰或调控。以家蚕丝

素重链基因为研究对象，首先利用ＺｉｎｃＦｉｎｇｅｒＴｏｏｌｓ软件筛选到了一个合适的靶标位点，再采用模块组装技术，
通过酶切、片段回收、连接、转化等步骤成功将多个锌指单体串联在一起，构建出一对靶向家蚕丝素重链基因

特定位点的由４个锌指单体组成的锌指蛋白结构域，这为将来定点修饰或改造家蚕丝素基因，进一步提高蚕丝
质量和产量，以及大幅度提升家蚕生物反应器对外源蛋白的表达能力打下了良好的基础。
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　　锌指是构成锌指蛋白 （ＺＦＰ）结构域的基本单
元，为广泛存在于多种蛋白质中的蛋白基序，可特

异介导蛋白质与核酸或其它蛋白质的相互作用。将

多个可特异识别并结合 ＤＮＡ的锌指单元串联在一
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起后即构成ＺＦＰ。若将ＺＦＰ与锌指激活因子 （Ｚｉｎｃ
ｆｉｎｇｅｒａｃｔｉｖａｔｏｒ）、锌指抑制因子 （Ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｒｅ
ｐｒｅｓｓｏｒ）、锌指核酸甲基化酶 （Ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｍｅｔｈｙ
ｌａｓｅ）、锌指核酸酶等不同的功能结构域融合，可
构建出有很多用途的人工蛋白分子，从而实现对基

因组的各种定点修饰或调控［１］。其中锌指核酸酶

的研究报道较多，由于其可通过锌指蛋白和特定

ＤＮＡ位点结合，从而将核酸酶带入该部位，对附
近的ＤＮＡ链进行酶解切割，从而可达到诱导 ＤＮＡ
特定位点的双链断裂，大大提高同源重组的发生概

率等。该技术因其具有高效和特异性的特点而受到

广泛关注和研究，已经在多种物种 （如果蝇、线

虫、斑马鱼、大鼠等）中得到应用，近年来已经

有多篇研究成果在 Ｎａｔｕｒｅ，Ｓｃｉｅｎｃｅ，ＮａｔｕｒｅＢｉｏ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ等杂志上发表［２－４］。

ＺＦＰ结构域通常由３～６个 Ｃ２Ｈ２类型的锌指
重复单元串联而成，其基本骨架大多来自人或小鼠

的天然锌指蛋白 ＺＩＦ２６８。通常每个锌指可直接特
异识别和结合 ＤＮＡ双螺旋中某一条单链上的３个
连续核苷酸 （一个三联子），而由多个锌指串联形

成的ＺＦＰ结构域则可识别更长的靶标序列，同时
也大大增加了ＤＮＡ靶向修饰的特异性［１］。

家蚕是一种重要的经济昆虫，其可吐丝结茧，

为丝绸原料的重要来源，同时家蚕也是世界上研究

较多的一种高效的生物反应器［５］，如能对其丝素

基因进行修饰或改造，我们就有可能进一步提高蚕

丝质量和产量，也就有可能对家蚕生物反应器进行

更好的改造升级。因此本研究主要报道我们课题组

以家蚕丝素重链基因为研究对象，采用模块组装技

术成功构建出靶向家蚕丝素重链基因特定位点的一

对由４个锌指单元组成的ＺＦＰ。

１　材料和方法
１１　质粒和酶

用于组装锌指蛋白 （ＺＦＰ）结构域的所有质粒
均源自美国 Ａｄｄｇｅｎｅ公司的 ＭｏｄｕｌａｒＡｓｓｅｍｂｌｙＫｉｔ
ｖ１０试剂盒，本实验中所使用的酶都是购自 ＴａＫａ
Ｒａ公司。
１２　构建方法

主要采用模块组装方法，具体参考文献 ［６］，
本实验以家蚕丝素重链基因为研究对象，首先利用

网 上 Ｚｉｎｃ Ｆｉｎｇｅｒ Ｔｏｏｌｓ 软 件 （ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗｓｃｒｉｐｐｓｅｄｕ／ｂａｒｂａｓ／ｚｆｄｅｓｉｇｎ／
ｚｆｄｅｓｉｇｎｈｏｍｅｐｈｐ）确定靶基因上合适的位点，获
得的位点为６个核苷酸的间隔序列，在其左右各含

有４个三联子组，再分别从现有的试剂盒中寻找含
有能够与各三联子结合的锌指质粒，通过酶切、连

接等步骤组装成可特异结合上述连续４个三联子组
序列的ＺＦＰ。
１３　活性检测

通过细菌双杂交 （Ｂ２Ｈ）系统，在携带有靶
位点 ＤＮＡ序列的报告基因表达体系中检测报告基
因表达的强弱来判定ＺＦＰ的活性。

２　结果与分析
２１　靶标位点的确定

我们选取了家蚕丝素重链基因为研究对象，该

基因的详细结构可参阅 Ｚｈｏｕ等［７］文献，利用网上

ＺｉｎｃＦｉｎｇｅｒＴｏｏｌｓ软件筛选到了一个合适的靶标位
点，在丝素重链基因 ＡＦ２２６６８８中，这个靶标位点
位于６５４６１到６５５２０之间。具体为间隔序列６个
核苷酸，左右各由４个三联子组组成，每个三联子
对应于一个可以与之结合的锌指单体，这样可以构

建一对由４个锌指单体组成的锌指蛋白结构域，可
与该段序列特异结合，如果在末端加上 ＦｏｋＩ，则
可构成锌指核酸酶，能够特意切断该靶标序列，为

了便于后面的表述，我们将准备构建的能够与这对

由４个三联子组组成的序列特异结合的锌指蛋白结
构域分别命名为 Ｆ１ａＦ２ａＦ３ａＦ４ａ和 Ｆ１ｂＦ２ｂＦ３ｂＦ４ｂ，
其中每一个Ｆ代表一个锌指单体，如图１所示。

图１　筛选到的靶标位点序列和拟构建的一对与
之可特定结合的由４个锌指单体组成的锌指蛋白结构域
Ｆｉｇ１　Ｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｔａｒｇｅｔｓｉｔｅｓａｎｄｔｈｅｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒ

ｐｒｏｔｅｉｎｄｏｍａｉｎｆｏｒｍｅｄｂｙ４ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｕｎｉｔｓ

２２　锌指蛋白结构域的人工构建
首先分别选取对应于 Ｆ１ａ、Ｆ２ａ、Ｆ１ｂ、Ｆ２ｂ的

质粒进行酶切，用 ＡｇｅⅠ和 ＢａｍＨⅠ酶切对应于
Ｆ１ａ和Ｆ１ｂ的质粒，获得相应的线形质粒框架，用
ＸｍａⅠ和 ＢａｍＨⅠ酶切对应于 Ｆ２ａ和 Ｆ２ｂ的质粒，
获得相应的相对分子质量在１００左右的锌指单体，
分别纯化线形质粒框架和锌指单体，再经过连接转

化、挑选阳性克隆检测等步骤，即可获得含有

Ｆ１ａＦ２ａ和Ｆ１ｂＦ２ｂ两个锌指单体的质粒，图２为具

２
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体酶切的电泳图。用同样的方法可获得含有

Ｆ１ａＦ２ａＦ３ａ和Ｆ１ｂＦ２ｂＦ３ｂ３个锌指单体的质粒，图
３为分别选取 ４个克隆细胞进行酶切鉴定的电泳
图，均含有一个３００ｂｐ左右的条带，说明３个锌
指单体连接成功。接着再用同样的方法可获得含有

Ｆ１ａＦ２ａＦ３ａＦ４ａ和Ｆ１ｂＦ２ｂＦ３ｂＦ４ｂ４个锌指单体的质
粒，图４为分别选取４个克隆细胞进行酶切鉴定的
电泳图，其中共有６个样品均含有一个４００ｂｐ左
右的条带，说明４个锌指单体连接成功。

图２　带有相应锌指单体质粒的酶切电泳图
Ｆｉｇ２　Ｔｈｅｅｎｚｙｍｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｐｌａｓｍｉｄｗｉｔｈ

ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｕｎｉｔｓ
Ｆ１ａｚ、Ｆ２ａｚ、Ｆ１ｂｚ、Ｆ２ｂｚ代表相应的质粒；Ｓ为 ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ；用ＡｇｅⅠ和ＢａｍＨⅠ酶切Ｆ１ａｚ和Ｆ１ｂｚ，可见到特
别明亮的线形质粒框架条带，用 ＸｍａⅠ和 ＢａｍＨⅠ酶切
Ｆ２ａｚ和Ｆ２ｂｚ，可见到１００ｂｐ左右的锌指单体条带

图３　构建含有Ｆ１ａＦ２ａＦ３ａ和Ｆ１ｂＦ２ｂＦ３ｂ
３个锌指单体的阳性克隆电泳鉴定图

Ｆｉｇ３　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｃｌｏｎｅｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｔｈｒｅｅｚｉｎｃ
ｆｉｎｇｅｒＦ１ａＦ２ａＦ３ａｏｒＦ１ｂＦ２ｂＦ３ｂｂｙｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

Ｓ为ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１、２、３、４和 （１）、（２）、（３）、（４）
分别代表挑选的 ４个克隆，用 ＸｍａⅠ和 ＢａｍＨⅠ酶切，
均可获得 ３００ｂｐ左右的条带，表明 Ｆ１ａＦ２ａＦ３ａ和
Ｆ１ｂＦ２ｂＦ３ｂ３个锌指单体均连接成功

图４　构建含有Ｆ１ａＦ２ａＦ３ａＦ４ａ和Ｆ１ｂＦ２ｂＦ３ｂＦ４ｂ
４个锌指单体的阳性克隆电泳鉴定图

Ｆｉｇ４　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｃｌｏｎｅｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｆｏｕｒｚｉｎｃ
ｆｉｎｇｅｒＦ１ａＦ２ａＦ３ａＦ４ａｏｒＦ１ｂＦ２ｂＦ３ｂＦ４ｂｂｙｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ
Ｓ为ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１、２、３、４和 （１）、（２）、（３）、（４）
分别代表挑选的 ４个克隆，用 ＸｍａⅠ和 ＢａｍＨⅠ酶切，
各有 ３个 克 隆 获 得 ４００ｂｐ左 右 的 条 带，表 明
Ｆ１ａＦ２ａＦ３ａＦ４ａ和Ｆ１ｂＦ２ｂＦ３ｂＦ４ｂ４个锌指单体连接成功

２３　活性检测
构建好的２个锌指蛋白结构域 Ｆ１ａＦ２ａＦ３ａＦ４ａ

和Ｆ１ｂＦ２ｂＦ３ｂＦ４ｂ，与标靶位点的结合能力，主要
是通过细菌双杂交系统来检测的［８］，首先分别构

建好相应的质粒，然后共同转进细菌细胞内，进行

共表达，最后观测计算出待测样品的半乳糖苷酶的

活性强度，从而确定构建好的锌指蛋白结构域与靶

标位点的结合能力。由表１可知，锌指蛋白结构域
Ｆ１ａＦ２ａＦ３ａＦ４ａ的半乳糖苷酶的活性单位为１０５２７，
与对照的比值为１４８４，活性相对较高；而锌指蛋
白结构域 Ｆ１ｂＦ２ｂＦ３ｂＦ４ｂ的半乳糖苷酶的活性单位
为８７２６，与对照的比值为１１６，活性相对较低。

表１　锌指蛋白结构域活性分析结果
Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒ

ｐｒｏｔｅｉｎｄｏｍａｉｎａｃｔｉｖｉｔｙ

测试样品 半乳糖苷酶的活性单位 与对照的比值

Ｆ１ａＦ２ａＦ３ａＦ４ａ １０５２７ １４８４

阴性对照１ ７９２５

Ｆ１ｂＦ２ｂＦ３ｂＦ４ｂ ８７２６ １１６

阴性对照２ ７５２４

３　讨　论
蜘蛛丝用途非常广泛，但资源紧缺，故人们一

３
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直尝试使用生物技术的方法改造其它生物体来生产

蜘蛛丝，可惜进程缓慢［９］，目前虽能将蜘蛛丝基因

导入家蚕中生产出蜘蛛丝纤维［１０］，然而产量太低，

原因是家蚕本身要合成大量蚕丝蛋白，占用了体内

过多的氨基酸资源。如文中所描述，我们已成功构

建出一对靶向家蚕丝素重链基因特定位点的由４个
锌指单体组成的 ＺＦＰ，在此基础上我们拟将其与
ＦｏｋⅠ核酸酶功能域融合，使其成为靶向家蚕丝素
重链基因特定位点的锌指核酸酶［１１］，再结合基因

打靶方法［１２］敲掉家蚕丝素重链基因，从而提高转

入的蜘蛛丝基因的表达产量，一旦获得成功，不但

能解决蜘蛛丝纤维资源紧缺的问题，且经济意义重

大。
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