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在 96孔微孔板模式下检测活性转录因子 

引言 

基因表达调控 

生物差异经常是由基因表达差异引起。尽管当前可使用多种高

度先进的技术来研究基因表达，但是只有少数分子工具可以用

来研究基因表达调控的过程和机制。转录因子代表了一类重要

的基因表达调控因子。这些特殊蛋白质含有 DNA 结合域，可能

也包括配体结合域和蛋白质结合域。转录因子通过与基因启动

区的特异 DNA 序列结合调节基因表达。转录因子蛋白结合域与

RNA 聚合酶以及其它调控蛋白相互作用调节转录因子活性，最

终可对基因表达进行控制。自动磷酸化或通过相邻结合蛋白的

去磷酸化作用也可对转录调控因子活性发挥作用。这些结合活

动可以在单个细胞中，通过上调或下调特定基因的转录过程，

“打开”或“关闭”某些特定基因。特定 DNA 序列的转录因子

亲和力和特异性可能受到配体与配体结合域相结合的影响。因

此，多数在细胞中的转录因子都处于一个非活性状态，等待着

配体和辅助激活因子蛋白的信号刺激以及外部因素刺激。这些

外部刺激因素可能包括小分子、激素、多肽、维生素和/或脂

肪酸。多种信号传导通道可能由一个或多个刺激因素激发，达

到特定转录因子组的激活峰值。然后转录因子组调控基因表

达，对刺激因素作出反应。因此，多种转录因子可以激活调节

下游目的基因诱导表达。因为 2000 个以下的转录因子管理和

控制着所有细胞生理机能，所以基因表达调控复杂、精彩、简

洁。 

 

图 1：位于邻近 TATA 框或基因启动序列的基因调控区（转录因

子结合位点）的示意图。该图描述转录因子结合对基因表达的

影响，在此例中， mRNA 的产生从 TNF-α基因编码处开始转录。 

分析转录因子对不同刺激因素的反应有助于分析众多信号传

导通路，也因此对全局细胞过程有更深的理解。当前，转录因

子作为药物靶点的重要性越来越得到人们的认识，目前许多领

先的制药公司已计划并积极开展发现新的转录因子药物靶点

研究（例如Roche, Glaxo Smith Kline, Millenium）。同样，其它

公司正在寻求将修饰型转录因子开发成治疗药物（例如Johnson 

and Johnson, Sangamo, Ariad）。一些包括aspirin,Accutane, 

Cyclosporin A, Lovastatin,Synthroid和Tamoxifen等重要药物就

是通过与转录因子作用而发挥疗效的。 

当前测量转录因子活性的方法不是很充足。测量转录因子活性

的传统方法包括凝胶迁移检测（1）和报告基因检测（2）。然

而，这些方法的一些严重缺点限制了其检测效率，特别是在高

通量和多色成像应用中。 

这些传统方法比较费力费时，其固有特性不能适应现代实验室

的研究需求。开发能使用高通量和低通量两种模式来测量激活

转录因子的新检测方法以便利用转录因子筛选技术的显著潜

力是有必要的。 

Alpha Innotech 公司已开发出新型微孔板检测技术，在许多不

同范围的样品中提供包括表达蛋白以及培养细胞和组织等的

快速转录因子活性测量技术。这种微孔板检测产品基于一项设

计优美简洁的专利技术基础上。对于每次检测，建立转录因子

探针。该探针含有一个双链蛋白质结合域，一个单链捕捉区和

一个生物素标记。蛋白质结合区的序列已经采用公共和私有数

据库来优化，以便提供高亲和力和特异性结合位点。在探针中

加入一个核提取样品，转录因子能够结合到双链 DNA 区域，因

此，使用一定量的核酸酶保护此区域以防降解。一旦结合发生，

把专利核酸酶添加进来，仅消化没有受蛋白结合保护的探针双

链区域。 



 

图 2：转录因子检测步骤图解 

然后探针的捕捉区与固定在微量滴定板表面的互补寡核苷酸

进行杂交。洗涤后，采用链霉亲和素碱性磷酸酶藕合物和化学

发光底物来检测生物素标记。 

在本应用手册中，我们将演示 4个不同转录因子的检测，并说

明 Alpha Innotech 公司的 FluorChem HD 是测量化学发光信号

的最佳工具。 

材料和方法 

细胞培养和处理 

将 HI-60 细胞放在 DMEM 中生长到近似密度 106 细胞/毫升。分

离细胞，一半细胞用 500 nM 佛波醇十四烷基醋酸脂（PMA）和

100nM 离子霉素（IM）处理。PMA/IM 处理通过诱导生长因子和

转录因子可增强细胞生长和分化（3）。 

核酸提取物准备 

采用 Alpha Innotech 公司根据优化 Dignam 实验方案（5）生

产的核酸提取试剂盒，从受激和非受激 HL-60 细胞

（ATCC#CCL-240）(4))中制备核酸提取物。简单地用离心法收

集培养细胞，在磷酸盐缓冲盐水中洗涤去掉细胞培养基。然后

让细胞在完全低渗细胞溶解缓冲液中膨大，再添加洗涤剂溶液

溶解细胞。采用温和的离心法收集细胞核。去除细胞质（上清

液）。上清液可以存放在-80 摄氏度下用于其它检测项目的分

析。核酸微粒在完全核酸洗涤缓冲液中洗涤 2次，将核蛋白从

DNA 中使用完全萃取缓冲液 1 和完全萃取缓冲液 2 混合物萃取

分离。用离心方法纯化核酸提取物，存放在-80 摄氏度下以备

使用。重要的是待检提取物用 Alpha Innotech 公司的核酸提

取试剂盒制备。用其它厂家或“自制”的试剂盒或试剂来制备

的提取物可能得到不正确的结果。 

Alpha Innotech 公司微孔板转录因子检测 

所有 Alpha Innotech 微孔板转录因子检测试剂盒包括下列溶

液和试剂。值得注意的是检测方案和捕捉微孔板应为通用类

型，因此不同转录因子的检测可以同时在相同微孔板上进行。 

 转录因子结合混合物（Ⅰ和Ⅱ） 

 10 倍稀释洗涤液、杂交缓冲液/加速剂 

 耦合物稀释液 

 链霉亲和素碱性磷酸酶耦合物 

 PCR 微孔板、微孔板密封剂、微孔板盖板 

 化学发光底物 

检测方案包括 4个主要步骤：结合、分解、杂交和检测。 

 结合 

在结合步骤中，核酸提取物首先与结合混合物Ⅰ混合，混合物

Ⅰ是包括背景 DNA 的优化溶液，能减少非特异性核酸结合到标

记 DNA 上。在结合混合物Ⅱ内添加标记 DNA 探针，随后转录因

子结合到标记 DNA 上。 

把 15 微升结合混合物Ⅰ添加到所要求数量的 PCR 板微孔中。3

微升样品稀释液添加到阴性和阳性试剂对照微孔中，3 微升核

酸提取液或组合蛋白添加到包含结合混合物Ⅰ的样品微孔中。

每个微孔彻底混合，轻轻上下移液 2-3 次，用微孔板盖盖住微

孔板。反应物在室温下温育 20 分钟，然后添加 15ul 结合混合

物 2 到含结合混合物Ⅰ的微孔中。微孔内再次混合，在 25 摄



氏度下在热量循环器中温育 20 分钟。 

 分解  

在分解步骤中，把含专有核酸酶的溶液添加到反应中。核酸酶

溶解许多没有被结合的转录因子保护的标记 DNA。溶解液中从

DNA 释放出生物素标记。在溶解缓冲液中稀释溶解液，然后制

备完全溶解缓冲液。除了阳性检测对照微孔，把 25ul 完全溶

解试剂加到所有微孔中。在微孔里混合，然后在 37 摄氏度下

温育 20 分钟。 

 杂交 

在杂交步骤中，将完整的生物素标记 DNA 探针固定在捕捉微孔

板的表面。 

通过在杂交缓冲液中添加杂交加速剂制备完全杂交缓冲液。把

数微升完全杂交缓冲液加到捕捉微孔板的每个微孔中。对每个

样品，把 50 微升从 PCR 微孔板上转移到含完全杂交缓冲液的

微孔板微孔中。微孔板放置在微孔板振荡器中，在室温下发生

杂交 45 分钟。 

 检测 

洗涤后，结合生物素采用链霉亲和素碱性磷酸酶和化学发光底

物检测。 

微孔用 1倍洗涤缓冲液洗涤 4次，把 100 微升含链霉亲和素碱

性磷酸酶耦合物的检测试剂添加到每个微孔中。室温下温育 30

分钟后，微孔板重新用 1 倍洗涤缓冲液洗涤 4 次。把 75 微升

化学发光底物加到每个微孔中，微孔板在读数前于 37 摄氏度

下温育 30 分钟。 

 用 Tecan Genios 酶标仪测量化学发光信号 

底物温育后，微孔板在 Tecan Genios 微孔板阅读器上于化学

发光模式下按 100 增量设置模式读数。在微孔板上放置盖罩防

止微孔间发生干扰。初始读数后，在阳性对照微孔中添加 25

微升 2M 盐酸淬火。阳性对照微孔产生的高信号可在邻近的低

信号微孔上引起干扰。 

使用 Alpha Innotech 公司的 FluorChem HD 进行化学发光成像 

在 Tecan Genios 酶标仪上读数后，微孔板用 FluorChem HD 在

光围Ⅱ、8 秒曝光时间(sensitivity=54，gain=6.0）)条件下

成像。如果微孔板没有被 Tecan Genios 酶标仪读出，则捕捉

微孔板的第一张图像，阴性对照微孔添加25微升2M盐酸淬灭。

因为这些微孔发出的光线水平高，超过了来自邻近微孔的信

号，所以要求在阳性测试对照微孔中添加终止液。然后获得微

孔板的第二张图像，分析第二张图像的结果。结果用 

AlphaEase HD 软件定量。 

 

图 3：由 FluorChem HD 产生的微孔板图像 

结果 

＃1 号实验：滴定 NF-κ p50 蛋白 

重组 NF-κ p50 蛋白以每孔 150ng 浓度调整到每孔 1ng。每个

浓度样品一式三份，Tecan Genios 酶标仪和 Alpha Innotech

公司的 FluorChem HD 系统用于评价相对光强度单位。图 3 和 4

显示了 Alph Innotech 公司的 FluoChem HD 系统和 Tecan 

Genios 酶标仪任意光学单位测量关系，两种仪器能够检测相对

低浓度的 NF-κ p50 蛋白（图 3）。图 4 描述光强度测量在

FluoChem HD 系统和 Tecan Genios 酶标仪之间的光强度的关联

度（ r2=0.9934）。 

 

图 3：图示相对光学单位（左 X 轴）（Alph Innotech 公司的

FluoChem HD 系统）和标准化成 NF-κ p50 蛋白滴定浓度（X

轴）的 Tecan Genios 酶标仪读数（右 Y轴） 

 

图 4： Alpha Innotech FluorChem HD 成像系统（垂直轴）和 



Tecan Genois 酶标仪（水平轴）之间测量的相对光学单位的关

联度 r2=0.9934 

 

图 5：使用 FluorChem HD 成像系统采集到的数据。在非受激和 

PMA/IM 受激的 HL-60 细胞中测量 NFkB、EGR、PPAR 和 NFI。上

述测量在相同微孔板上进行。数据类似于使用如下 Tecan 系统

所采集的数据。误差范围代表 +/-平均标准变异。 

 

图 6：使用 Tecan Genios 成像系统采集的数据。在非受激的和 

PMA/IM 受激的 HL-60 细胞中测量的 NFkB、EGR、PPAR 和 NFI。

测量在相同微孔板上进行。相似于采用如下 FluorChem HD 系

统所采集的数据。误差范围代表 +/-平均标准变异。 

 

图 7：作为转录因子丰度的一种量度，在 PMA/IM 刺激的或非受

刺激的细胞上采用 Alpha Innotech FluorChem HD 成像系统

（图 5）和 Tecan Genois 酶标仪（图 6）获得相对光单位。数

值代表每次处理后在一式三份转录因子上获得的平均相对光

学单位。测量在相同微孔板上进行。误差范围代表 +/-平均标

准变异。 

＃2 号实验：检测 NF-k 、EGR、NF-1 和 PPAP 

以 PMA/IM 处理来刺激，或保持未处理状态的 HL-60 细胞应用

多色成像检测，以检测 4个转录因子的相对数量（NF-k 、EGR、

NF-1 和 PPAP）。图 5、6 和 7 中描述的数值代表每次用 PMA/IM

处理或不处理的一式三份转录因子中测定的平均相对光学单

位量度。使用捕捉微孔或检测微孔板完成全部测量，并标准化

成批间变异。PMA/IM 刺激是已知的转录因子向上调节和激活的

诱导因素（4），表示所有 4种受测因子的转录因子丰度的增加，

这由Alpha Innotech公司的 FluorChem HD测量（图5）和 Tecan 

Genios（图 6）测量证明了。 

这两个仪器之间测量类似性通过在 PMA/IM 刺激细胞中测量的

转录因子诱导量级而作进一步评估（图 7）。受激和非受激细胞

的转录因子丰度比率，如 Alpha Innotech 公司的 FluorChem HD

和 Tecan Genios 所测定的值非常近似。受激细胞产生 4.12 倍

的诱导率（NF-kas 由 Alpha Innotech FluorChem HD），而 Tecan 

Genios 报告 4.66 倍诱导率。同样地，NF-1 表现 2.85 倍诱导

率（ Alpha Innotech FluorChem HD），而 Tecan Genios 测定

为 3.00 倍诱导率。 测量的最大分歧在于测定 EGR 的 19.30 倍

诱导率（Alpha Innotech FluorChem HD）， 而 Tecan Genios

酶标仪测定为 25.01 倍诱导率。这都归结于可接受的批间变

异。 

 

图 8：在从 PMA/IM 受激或未受激 HL-60 细胞的滴定核酸提取物

中,CREB 结合位点丰度的诱导率为 8 倍。诱导率用 Alpha 

Innotech 公司的 FluorChem HD 系统（紫色柱状）和 Tecan 

Genios 系统（蓝色柱状）测定。 

HL-60 细胞重新用 PMA/IM 刺激，或保持不处理状态，如材料和

方法一节所描述。将从两种细胞样本总体中得到的 8-2ug 核酸

提取物进行滴定处理，评价 CREB 转录因子丰度。CREB 诱导量

级由受激和非受激细胞的相对光学单位比率表达，如图 8所描

述。由 FluorChem HD 系统和 Tecan Genios 系统测定的 CREB

丰度倍数诱导率近似地一致。另外，两种仪器的测量证实了这

种检测的灵敏度，即在核酸提取物中转录因子结合数量小于 2

微克。这种检测能够在非常小的样品中测量转录因子的活性。

当组织提取中源样品有限时，这是一种重要的特色。 

讨论 

选择灵敏度高、动态范围大和再现水平可接受的一种成像平台

对于产生质量高的可靠数据至关重要。微孔板检测要求在标准

96 孔微孔板模式下对大量平行检测样品进行成像和量化。当把

在多种凝胶模式上普遍进行的检测样品转移到微孔板检测系



统时，研究者选择一种高度集成的检测系统，而没有选择那种

集成困难的系统，则有可能降低成本，改善数据质量。 

可以同时在一个 96 孔微孔板上完成多种转录因子评价和多种

样品处理，这样就增加了再现性和成本效率。与传统转录因子

检测一样，很少有样品材料要求检测呈阳性，在低丰度样品中

96 孔微孔板模式下目的蛋白检测的相关限制条件减少了。检测

罕有转录差异的能力无论与样品数量或生物学丰度有关或无

关，都保证研究者能完成以前不可能完成的研究。另外，成像

系统和检测之间的灵敏度对于数据的成功收集也是至关重要。

FluorChem HD 系统结合了以量子效率加强的真正 16 位相机，

因此灵敏度高并支持化学发光成像（图 9）。 

从微孔板亮度计（Tecan Genios™）和 FlourChem® HD 系统

（Alpha Innotech）获得的结果证明生物成像系统能够采用多

个转录因子基本效价测定工具（Alpha Innotech），测定提取

于培养细胞的核酸提取物中的转录因子的 DNA 结合活性，从而

获取高质量数据。图 1至图 9的信号水平与转录因子在每个核

酸提取物中的样品数量相关联。该数据清楚地表明基于 CCD 成

像系统可以提供灵活的微孔板成像仪替代方案，从而检测化学

发光测试和量化测试结果。FluorChem ®HD 系统附带的捕捉标

准凝胶图像性能显著地提高了该系统在典型实验室环境中的

多种用途。 

尽管微孔板成像系统受到单一平台和功能的局限，但类似

Alpha Innotech 公司的 FluorChem HD 成像仪的成像系统在保

持高水平的完整数据的同时，在实验设计和平台检测方面也非

常灵活。包括由 FlourChem® HD 和 96 孔设计构成的功能强大

而灵敏的转录分析方案在内的整合的筛选平台，使研究人员在

多重检测的模式下能够定量分析转录因子的 DNA 相互作用。 

 

图 9：量子效率和在 FluorChem® HD 仪器中检测器波长的图示。 

FluorChem® HD 是能够以高灵敏度对样品进行成像的真正的

16bit 成像系统。 
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FluorChem®生物成像系统家族转为化学发光、荧光和可见光成像应用而设计。FluorChem®

系列产品结合灵敏度、分辨率和动态范围为客户提供基于凝胶、膜和微孔板检测的优质图像

处理功能。  

 


