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转录因子 NF-κB 活性检测技术 
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摘要: NF-κB 是一种诱导性转录因子, 广泛存在于各种细胞, 在细胞受到各种刺激时可被激活, 调节大量靶基

因, 因此在很多重要细胞进程, 如细胞生长、分化、凋亡和癌变中均发挥重要作用。自其发现以来的 25 年中, 

NF-κB是生物医学科学各领域中被持续大量深入研究的前沿热点转录因子, 同时也是疾病治疗和药物筛选的重

要靶点。NF-κB 的活性检测是研究其活化和功能首当其冲的实验内容, 因此 NF-κB 的活性检测技术历来受到重

视和不断发展。特别是近几年来, 随着各学科的发展, 出现了多种 NF-κB 活性检测新技术, 如基于双链 DNA

修饰微孔板的类 ELISA 分析、膜结合分析、各种荧光共振能量转移分析、基于内外切酶保护的荧光报告及核

酸扩增分析、基于免疫微球的质谱及流式细胞分析, 以及物理化学分析等。其中有些技术已经对 NF-κB 的研究

发挥了重要作用。文章对近年来发展的各种检测技术进行了分类综述, 以便从事 NF-κB 相关研究的科研人员对

该种转录因子的检测分析技术有一个全貌的了解, 并有益于在其研究中选择恰当合适的实验方法。此外, 对这

些技术的学习和理解, 可能激发研究人员对现有技术的改进和发展新的技术。 
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Techniques for assaying the activity of transcription factor NF-κB 

LING Xiao-Qian, WANG Jin-Ke 
The State Key Laboratory of Bioelectronics, Southeast University, Nanjing 210096, China 

Abstract:  NF-κB is a stimulatory transcription factor that is ubiquitous in almost all kinds of cells. When cells are under 
various stimuli, NF-κB is activated and regulates large numbers of target genes, and thus controls important cellular proc-
esses, ranging from cell growth and differentiation to apoptosis and cancer. Therefore, NF-κB is a forefront hotspot tran-
scription factor that is intensively studied in virtually all fields of biomedical sciences, and becomes a promising target for 
disease therapy and drug screening. The activity detection is the first and inevitable step for the studies of NF-κB activation 
and function.Therefore, the techniques for detection of NF-κB activity have always been paid more attention and continu-
ously developed. Especially in recent year, along with the development of each disciplines, various new techniques have 
been developed, including ELISA-like assays based on dsDNA-coupled plate, filter binding assays, FRETassays, fluores-
cence reporting and nucleic acids amplification assays based on exonuclease and endonuclease, MS and flow cytometry 
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assays based on immunomicrobeads, and other biophysical and electrochemical assays. Some of these techniques have al-
ready played important roles in NF-κB studies. This paper reviewed new techniques developed in recent years by classifica-
tion, in order to providean overview of NF-κB activity assays, which may be helpful for researchers to select appropriate 
techniques used in their studies. Moreover, the learning and understanding of these techniques may inspireresearchers to 
improve currently existing techniques and develop novel methods forthe studies of NF-κB. 

Keywords: transcription factor; NF-κB; activity; assay 

核因子 κB (Nuclear factor-κB, NF-κB)是一类转
录因子(Transcription factor, TF), 因其在 1986年 Sen
和 Baltimore[1]首先从 B 淋巴细胞核抽提物中检出, 
可与免疫球蛋白的轻链基因增强子 κB 结合而被命
名为 NF-κB。其蛋白质家族中有 5 个成员 , Rel 
A(p65)、RelB、c-Rel、NF-κB1(p50和它的前体 p105)
和 NF-κB2(p52 和它的前体 p100)[2~4]。通常 NF-κB
是指家族中的一个同源二聚体或异源二聚体, 细胞
中最常见的是 p50-p65 的异二聚体。NF-κB 在细胞
质中结合到它的抑制因子 IκB 上以不活动的状态存
在; 当细胞受到刺激时, NF-κB的抑制因子 IκB磷酸
化, 从而将 NF-κB 从 IκB 复合物中释放出来, 释放
出来的 NF-κB从细胞质进入细胞核中[5,6], 特异性地
识别并结合其结合位点(称为 κB 位点, 共同基序为
5′-GGGRNYYYCC-3′, 其中 R代表嘌呤, Y代表嘧啶, 
N代表任意核苷酸)[7], 调控其靶基因的转录。 

虽然最初发现于淋巴细胞中, 但后来的研究逐
渐发现 NF-κB 广泛地存在各种组织细胞中, 并且是
一种诱导性转录因子, 可在多种诱导因素(如病毒、
紫外线、脂多糖、肿瘤坏死因子 α、佛波酯、白细胞
介素 6 等)的刺激下被活化, 调控大量的靶基因[8~13]。

大量的研究表明, NF-κB 及其信号通路在很多生物
过程包括先天和适应性的免疫应答[14]、氧化应激反

应、衰老和癌症中扮演着重要的角色。它的失调与

许多免疫疾病以及一些癌症直接相关, 在风湿性关
节炎、哮喘、慢性肠炎病人的病灶部位通常会观察

到高表达活化的 NF-κB[15]。此外, 在急性淋巴母细
胞白血病、前列腺癌以及卵巢癌中都发现了 NF-κB
的组成性激活[16,17]。目前, 还在多种肿瘤中发现存在
NF-κB的非生理性高表达和组成性激活现象[18,19], 同
时还伴随有 IKK的持续激活或 IκB的激活缺陷  等
[20~22]。最近发现 NF-κB与儿童孤独症[23]也存在密切

关系。NF-κB已经成为疾病治疗(如帕金森症[24]、肿

瘤[25,26])和药物筛选的重要靶点。 
由于 NF-κB 在很多生物过程中发挥重要作用, 

针对 NF-κB 家族的研究越来越受到关注, 研究文献
呈逐年快速增长的趋势。事实上, 自发现以来的 25
年中, 转录因子 NF-κB 家族几乎是生物医学科学所
有领域深入研究的对象, 对该转录因子家族功能和
调控的研究一直是免疫学、肿瘤学及分子病理学研

究的前沿, 并且这些研究伴随着分子生物学、基因
工程、系统生物学及计算生物中概念和技术的不断

发展, 从而在阐明 NF-κB 活化的诱因、NF-κB 通路
的组分以及 NF-κB生理和病理功能方面取得了显著
的进展[27]。 

由于 NF-κB 研究的持续热度, 针对其活性检测
及 DNA 结合特异性分析的研究方法和实验技术被
不断发展出来, 促进了 NF-κB 的研究。鉴于研究方
法和实验技术对 NF-κB基础及生物医学应用研究的
重要意义, 本文对近年来发展的各种检测技术进行
了分类综述, 以便从事 NF-κB 相关研究的科研人员
对该种转录因子的检测分析技术有一个全貌的了解, 
并有益于选择恰当合适的实验方法。 

1  检测 NF-κB活性的常规技术 

检测 NF-κB活性的经典技术包括电泳迁移率变
动分析(Electrophoretic mobility shift assay, EMSA)和
酶联免疫吸附测定 (Enzyme-linked immunosorbent 
assay, ELISA)。 

EMSA 是一种使用标记的双链 DNA(dsDNA)探
针来研究转录因子蛋白与 DNA 调控区序列结合的
技术, 可对DNA序列特异性结合转录因子蛋白进行
定性和定量检测, 是目前检测转录因子活性的金标
准技术[28,29]。EMSA 检测中, DNA/转录因子蛋白复
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合体在自然聚丙烯酰胺凝胶电泳(native PAGE)中的
迁移率小于游离 DNA 探针, 从而形成滞后条带, 而
滞后条带的有无及量的多少, 反映了转录因子蛋白
与 DNA 探针的结合活性[30]、转录因子蛋白的表达

及活化水平 [31], 并能计算出转录因子蛋白与 DNA
探针的结合常数或解离常数[32,33]。EMSA 实验按照
探针标记物的不同分为：放射性 EMSA[34]、化学发

光 EMSA[35]、普通荧光 EMSA[36]以及近红外荧光

EMSA[37,38]。放射性 EMSA 由于其高灵敏性和极低
的背景而被广泛地用于检测 NF-κB 的活性及其
DNA结合特异性[39,40]。化学放光 EMSA因其非放射
性优点, 也被用于检测 NF-κB的活性, 如华东   等
[41]建立了两种检测 NF-κB的化学发光 EMSA程序。
目前已有各种商业化的检测 NF-κB 的化学发光
EMSA试剂盒, 如：Nonradioactive NF-κB EMSA Kit 
(Viagene Biotech) 、 LightShift Chemiluminescent 
EMSA Kit(PIERCE)。近红外荧光 EMSA以其非放射
性、实验程序简单、检测速度快、灵敏度高、背景

低等优点成为目前成像效果最好的 EMSA技术。高
婧等[42]建立了 3种检测 NF-κB的近红外荧光 EMSA
程序。Li-Cor Biosciences公司提供了一种商业化的
近红外荧光素标记的寡核苷酸：IRDye700 NF-κB共
有序列寡核苷酸, 已被快速大量用于以近红外荧光
EMSA方法检测 NF-κB活性[43~48]。 

ELISA 的基本原理是将受检样本和酶标抗原或
抗体按不同的步骤与固相载体表面的抗原或抗体起

反应, 然后通过洗涤将固相载体上形成的抗原抗体
复合物与其他物质分开, 最后加入酶反应底物, 底
物被酶催化后变为有色产物, 故可根据颜色反应的
深浅定性或定量分析。根据检测目的和操作步骤不

同, ELISA分为直接法、间接法、双抗体夹心法和竞
争法 4种类型。根据酶底物产生的信号不同, ELISA
方法可分为显色法、化学发光法和荧光法。这些不

同种类的 ELISA方法都适于检测 NF-κB活性[49~52]。

ELISA 方法的优点是特异性强、检测灵敏度高、无
放射性同位素污染等, 缺点是检测过程冗长, 且在
使用细胞裂解物作为受检样本时, 不能区分转录因
子蛋白是否具有 DNA结合活性。目前已有各种商业
化的NF-κB ELISA检测试剂盒, 如：PathScan® Total 
NF-κB p65 Sandwich ELISA Kit(Cell signaling tech-
nology)、NF-κB p65(Total)ELISA Kit(Invitrogen)[49~52]。 

近些年, 随着 NF-κB 研究的拓展和深入, 这些
经典技术也凸显出其费时费力、通量低等局限性 , 
因此检测 NF-κB的新技术应运而生。这些新技术主
要包括：基于 dsDNA修饰微孔板的类 ELISA分析、
膜结合分析、荧光共振能量转移、基于外切酶保护

的荧光报告技术、基于酶保护及核酸扩增的检测方

法、寡核苷酸质量标签法、基于流式细胞仪的免疫

分析法, 以及物理化学分析方法等。 

2  基于 dsDNA修饰微孔板的类 ELISA分析
方法 

2.1  DPI-ELISA 

2001年, Renard等[53]提出了基于 dsDNA修饰微
孔板进行 NF-κB检测的类 ELISA方法, 该方法因基
于 DNA 与蛋白质的互作, 有的文献也称为 DNA-蛋
白质互作 ELISA(DNA-protein interaction-ELISA, 
DPI-ELISA[54]), 或转录因子酶联免疫分析(Transcri-
ption factor enzyme-linked immunoassay, TF-EIA[55])。
在该方法中, 首先将含有 NF-κB结合位点(如 GGGA 
CTTTCC)的 dsDNA寡核苷酸固定于微孔板底部, 然
后将蛋白质样品(如细胞核提取物)在微孔板中孵育, 
使NF-κB蛋白结合到 dsDNA上, 经洗涤除去非特异
性结合后, 先后使 NF-κB特异抗体(Antibody, Ab)及
酶[如辣根过氧化物酶(Horseradish peroxidase, HRP)]
标记的二抗与微孔板孵育, 最后加入酶的底物(如四
甲基联苯胺), 通过酶促显色 , 并在特定波长下(如
450 nm)读取分析 OD值, 根据 OD值的大小定量样
本中 NF-κB的活性(图 1)。该分析方法简单实用、无
放射性、重复性高、特异性好 , 比常规的放射性
EMSA 敏感性高 , 可直接将细胞裂解物作为样本 , 
更适于高通量筛选, 因此, 近年来在 NF-κB 研究中
已经被广泛应用。此外, 很多学者对该技术还进行
了改进和发展[56~59], 如 Wang 等[60,61]使用 NOS 基团
修饰的微孔板固定氨基修饰的 dsDNA 以制备

dsDNA修饰微孔板用于检测 NF-κB, 较使用亲合素[55]

或链亲合素 [53,57]修饰的微孔板显著降低了制备

dsDNA修饰微孔板的实验成本。 
由于该技术实用性强, 因此, 该技术已经被广

泛商业化, 多家生物技术公司提供包含全套检测试
剂的试剂盒, 如 NF-κBCombo Transcription factor  
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图 1  DPI-ELISA 技术检测转录因子活性原理示意图 
 
assay kit (Cayman Chemical)[62]、NF-κB ELISA Kit 
(Panomics)、TransAM™ NF-κB Transcription Factor 
Assay Kits(Active Motif)[63,64] 、 BD Mercury™ 
TransFactor NF-κB Kit (BD Biosciences)、NF-κB 
Transcription factor assay kit(Cayman Chemical)、
NF-κB Transcription Factor AssayColorimetric(Che-
micon International)、Colorimetric Enzyme Immuno-
assay for NF-κB(Oxford Biomedical Research)、NF- 
κB Transcription Factor Assay Kit(Rockland Immuno-
chemicals)等。以上试剂盒都使用酶促显色进行信号
检测。 

除使用酶显色底物外, 在最后的检测步骤中也
可以加入化学发光底物(如 ECL或CSPD), 使用光度
计、带化学发光模块的酶标仪(如 Bio-TekSynergy 
HT), 或带冷 CCD 的照相系统(如化学发光成像仪)
检测信号。如 BD TransFactor NF-κB Chemilumi-
nescent Kit及 BD TransFactor NF-κB Family Chemi-
luminescent Kit(BD Biosciences Clontech)、Enzyme 
Immunoassay for NF-κB(Oxford Biomedical Re-
search)、EZ-DetectTM Transcription Factor Kits for 
NF-κB p50/p65(PIERCE)[65], TransAM® NF-κB Chemi 
Transcription Factor ELISA Kits(Active Motif)[66]等试

剂盒。与比色分析相比较, 化学发光灵敏性高(每孔
可检测<10pg的 NF-κB p50)、线性范围宽(0~1000pg 
NF-κB p50/孔, r2>0.99)但其化学发光信号会随时间
延长而衰减[56]。 

此外, 最近有研究报道可将 dsDNA包被的微孔
板 (Cayman Chemical)与近红外荧光标记的抗体
(Li-COR biosciences)相结合, 用于 NF-κB 活性的检
测[67]。这有可能成为 DPI-ELISA方法一个重要的趋
势, 因为在 800 nm的近红外荧光区, 动物的组织、
常用的生化检测载体(如玻片、微孔板、固相膜等)

具有最低的荧光本底, 可使检测的灵敏性和成像效
果达到最佳。 

与 EMSA相比较, 基于 DPI-ELISA的 NF-κB活
性检测方法最显著的优点是可以实现大量样本的快

速高通量检测, 非常有利于 NF-κB 活性抑制药物的
筛选和大量样本的快速测定。和传统 ELISA相比较, 
DPI-ELISA 是在 DNA 与蛋白质相互作用的水平上
检测 NF-κB 活性, 能够检测出细胞内真正处于活化
状态的 NF-κB, 因为与抑制蛋白 IκB 结合的 NF-κB
并不具有 DNA 结合活性 , 是处于非活性状态的
NF-κB。但传统 ELISA检测只是在蛋白质-蛋白质(抗
原-抗体)相互作用水平的检测 NF-κB, 那些与抑制
蛋白 IκB 结合的 NF-κB 也可能与抗体结合, 因此, 
难以反映细胞内真正的 NF-κB活化水平。而且目前
的传统 ELISA NF-κB检测方法基本上都是双抗夹心
法 [49~52], 这就需要制备两种抗不同抗原表位的
NF-κB抗体, 因此检测的成本也很高。 

2.2  ExoⅢ-ELISA 

核酸外切酶Ⅲ(ExonucleaseⅢ , ExoⅢ)作用于
dsDNA, 沿 3′→5′方向逐步切去单核苷酸。ExoⅢ与
底物的每次结合, 只切除最末的几个核苷酸, 从而
对 dsDNA 产生渐进缺失。ExoⅢ最适底物是平末端
或 3′凹陷末端 DNA, 3′突出末端拮抗该酶的切割, 拮
抗程度随 3′突出末端的长度而改变, 4碱基或更长的
突出完全不能被切割。正是因为 ExoⅢ的这些特性, 
它被广泛用于转录因子的足迹分析。2006年, Wang
等[68]发展了 ExoⅢ介导的类 ELISA 分析方法, 用于
检测转录因子的 DNA-结合活性(图 2)。该方法将带
有转录因子结合位点和特殊标记[如地高辛(Digo-
xigenin, DIG)或生物素]的 dsDNA 寡核苷酸固定在
微孔板中, 之后让待检蛋白样品与微孔板孵育, 经 
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图 2  ExoⅢ-ELISA 检测转录因子蛋白示意图 
 
洗涤后用 ExoⅢ处理 , 最后用酶 [如碱性磷酸酶
(Alkaline phosphatase, AP)]标记的抗体(如抗地高辛
抗体)或链亲和素及其显色底物显示信号。该方法被
成功用于 NF-κB 等转录因子的检测。该方法对
DPI-ELISA 的改进之处在于不需要转录因子抗体 , 
这对难以获取抗体的转录因子蛋白的检测非常有

利。但其缺点是 ExoⅢ的不完全切割可能会造成一
定的假阳性; 同时有些转录因子蛋白可能无法有效
阻碍 ExoⅢ的外切, 被 ExoⅢ剥离, 造成假阴性。 

3  膜结合法 

早在 2000 年, Menetski[69]就报道了用硝酸纤维

素膜结合法检测 NF-κB 与 DNA 相互作用。膜结合
法的检测原理是膜只结合蛋白质, 不结合 DNA, 因
此能将与蛋白质结合的DNA滞留在膜上, DNA滞留
量取决于样品中靶蛋白的丰度及 DNA结合活性。由
于滤膜法操作简便快速, 同时又具有较高的敏感度, 
目前已经有基于滤膜法检测 NF-κB活性的商业化试
剂盒, 如 NF-κB Filter Plate Assay(Signosis)[70~72]。

2007 年 , Tonooka 等 [73]将膜结合法与一种可检测

DNA 的化学发光试剂相结合 , 发展了一种可以简
单、快速且高敏感性分析 NF-κB的方法。在该方法
中, 首先让待检蛋白样品与含有 NF-κB 结合位点的
dsDNA探针孵育, 形成 dsDNA-NF-κB复合物, 之后

通过离心过滤将未结合的 dsDNA分离滤除, 再使用
SDS将复合物中的DNA释放出来, 最后在收集的结
合型 dsDNA 中加入化学发光试剂 3,4,5-三甲氧基苯
基乙二醛 (3′,4′,5′-trimethoxyphenylglyoxal, TMPG), 
该试剂能选择性的识别寡核苷酸或 DNA 中的鸟嘌
呤基团, 与其形成化学发光产物 [74], 所以检测到的
发光强度与样本中 NF-κB丰度呈正相关(图 3)。 

该方法不需要任何标记的探针和抗体, 具有仪
器简单、检测限低、线性范围宽等优点, 在核提取
物中最低可以检测到 5 nmol/L的 NF-κB; 敏感度与
其他的方法荧光 EMSA和 ELISA相似[73]。但是, 同
其他的光谱系统一样, 化学发光分析过程也有同样
的缺点, 比如选择性差, 会对一个系列的化合物做
出反应, 而不是针对单个的某一化合物。另一个缺
点是化学发光的发射强度依赖于各种环境因素, 在
不同的环境体系中, 发射强度和时间的曲线有较大
的差别, 所以必须严格控制外界各种因素。 

4  荧光共振能量转移 

荧光共振能量转移(Fluorescence resonance en-
ergy transfer, FRET)是 Perrin在 20世纪初首先发现
的, 1948 年 Foster 创立了理论原理[75,76], 故也称为
Forster 能量转移, 是指两个荧光发色基团在足够靠
近时, 一般为 7~10 nm, 当供体(Donor, D)基团吸收 

 

 
 

图 3  膜结合法配合化学发光检测 NF-κB 活性示意图 
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一定频率的光子后被激发到更高的电子能态, 在该
电子回到基态前, 通过偶极子相互作用, 实现了能
量向邻近受体(Acceptor, A)基团的转移(即发生能量
共振转移)。FRET 是一种非辐射能量跃迁, 通过分
子间的电偶极相互作用, 将供体激发态能量转移到
受体激发态的过程, 使供体荧光强度降低, 而受体
可以发射更强于本身的特征荧光(敏化荧光), 也可
以不发荧光(猝灭荧光), 同时也伴随着荧光寿命的
相应延长或缩短。能量转移的效率和供体的发射光

谱与受体的吸收光谱的重叠程度、供体与受体的跃

迁偶极的相对取向、供体与受体之间的距离等因素

有关。近些年来很多基于 FRET研究蛋白质-DNA相
互作用的方法发展迅速 , 并在生物大分子相互作
用、免疫分析、核酸检测等方面得到广泛应用。各

种 FRET技术也被充分开发用于 NF-κB的检测。 

4.1  FRET技术 

2006 年, Giannetti 等[77]发展了基于 FRET 检测
激活态 NF-κB的方法(图 4)。使用 Cy5(荧光供体)标
记含有 NF-κB 结合位点(GGGACTTTCC)的 dsDNA
探针 , 并将该探针固定于石英玻璃管内壁表面 ; 
NF-κB p50蛋白则使用 BHQ-3(荧光受体)标记, 此为
黑洞淬灭基团(Quencher, Q); 当靶蛋白加入到石英
玻璃管中并与固定于其表面的 dsDNA 探针结合时, 
Cy5 与 BHQ-3 两基团距离足够近, 通过激发光(635 
nm)激发供体基团 Cy5时, 发生高效 FRET, Cy5发出

的荧光被荧光受体 BHQ-3吸收, 则在光电仪器上观
察到荧光淬灭。该系统稳定、可重复性高, 激活态
NF-κB p50加入可淬灭 90%的 Cy5荧光。在实际样
品的检测过程中, BHQ-3标记的 NF-κB蛋白可与样
本中的 NF-κB蛋白竞争性结合荧光标记 DNA, 产生
不同效率的 FRET, 以此可判断样品中 NF-κB 蛋白
的活性。该系统的显著优点是可再生性, 即固定于
石英管内的 Cy5-dsDNA探针, 在完成一次结合检测
后 , 经 20%(w/v)SDS 溶液洗涤除去结合的蛋白 , 
Cy5-dsDNA探针可用于再次检测。 

4.2  ExoⅢ-FRET技术 

2005年, Wang等[78]首次将 FRET与 DNA足迹
分析结合, 发展了 FRET 探针 ExoⅢ保护分析法(图
5)。该分析方法中使用的 dsDNA探针在中间含有一
个 FRET 对, 荧光供体为 FAM 基团, 荧光受体为黑
洞淬灭基团 Dabcyl基团。dsDNA探针的 FRET对两
侧含有 NF-κB结合位点。若核提取物中存在 NF-κB, 
则 NF-κB 将结合到 DNA 探针的两个序列特异性结
合位点上, 同时保护了 FRET对不被 ExoⅢ切割脱落, 
近而产生高效的 FRET, 可观察到荧光强度的增加; 
若核提取物中未含有 NF-κB, ExoⅢ对裸露的探针进
行消化, 使 FRET 对分离, 从而产生低效的 FRET。
样本中 NF-κB的丰度与荧光强度呈正相关。该方法
有几个优点：首先, FRET探针的设计、准备和应用
相对简单、灵活 ;  其次 ,  不需要标记靶蛋白 , 

 

 
 

图 4  FRET 检测转录因子 NF-κB 原理示意图 
 

 
 

图 5  ExoⅢ-FRET 技术检测转录因子活性原理示意图 
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保持了靶蛋白的自然特性, 可以直接检测粗核提取
物中的NF-κB活性; 此外, 建立DNA-蛋白质结合和
ExoⅢ消化的理想条件比较简单; 最后, 该分析方法
实验程序简单省时 , 仅包括 DNA-蛋白质结合、  
ExoⅢ消化和停止 3 个步骤, 整个实验过程仅用 30 
min。该方法的缺点是 ExoⅢ的切割不完全或剥离靶
蛋白, 可能造成假阳性和假阴性。 

4.3  RE-FRET技术 

2007 年, He 等 [79]将限制性内切酶(Restriction 
endonuclease, RE)与 FRET 技术相结合发展了检测
NF-κB的新方法(图 6)。该方法中, 在 NF-κB特异性
dsDNA 探针的一条链 5′端标记 FAM 荧光基团作为
荧光供体, 另一条链 3′端标记 TAMRA 荧光基团作
为荧光受体, 当两条寡核苷酸链退火后, 相邻的供
体和受体荧光基团就可以进行高效的 FRET [80,81]。

在探针上 NF-κB 的识别序列(GGGAAATTCC)内嵌
一限制性内切酶的酶切位点(RE site, RES), 如 ApoⅠ
的切点(AAATTC), 当 NF-κB结合到 dsDNA探针上
时, 它的结合阻止了限制性内切酶 ApoⅠ与 dsDNA
探针上酶切位点的结合, 检测系统呈高 FRET 信号; 
而 NF-κB 未结合时, 裸露的探针则被限制性内切酶
ApoI 结合并切割, 供体和受体基团分离, 检测系统

呈低 FRET 信号。该分析方法可以非常灵敏地检测
纯化的 NF-κB p50(0.2~20 pmol), 以及核提取物(如
0.5~10 μg TNFα诱导 20 min的 HeLa细胞核提取物)
和细胞裂解物中的 NF-κB, 灵敏度与 EMSA 相似, 
但却比 EMSA 省时省力, 适于开发高通量平台。还
可以通过寡核苷酸 FRET 探针的设计以避免潜在的
接触介导的淬灭[82]来提高检测的灵敏度。该方法主

要缺点是限制性内切酶的消化效率可能影响检测结

果。此外, 要用于其他转录因子, 可能难以设计内嵌
限制性内切酶切点的 DNA探针。 

4.4  链竞争 FRET技术 

2008年, Wang等[83]发展了基于链竞争的 FRET
技术, 用于检测 NF-κB(图 7)。在该方法中, 首先设
计含有NF-κB结合位点的 dsDNA探针, 其中一条较
长的链在 5 ′端使用荧光基团 (供体基团 )标记
(5 ′Fluorophore-TTGGGACTTTCCCAAGATAGT 
AAG-3′), 另一条较短的互补链则在 3′端使用淬灭基
团(受体基团)标记(5′-CTTGGGAAAGTCCCAA Iowa 
black FQ-3′); 同时设计一个较长的无标记互补单链
作为竞争链 (5 ′-CTTCATATCTTGGGAAAGTCC 
CAA-3′)。在 NF-κB不存在时, 竞争链会竞争性地置
换双链探针中的短链 ,  从而将荧光基团和淬灭 

 

 
 

图 6  ER-FRET 技术检测 NF-κB 活性原理示意图 
 

 
 

图 7  链竞争 FRET 技术检测 NF-κB 示意图 
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基团分开 , 产生低 FRET 信号 ; 若 NF-κB 存在 , 
NF-κB会结合到 dsDNA探针上, 从而稳定了 dsDNA
探针, 竞争链无法置换短链, 使荧光基团和淬灭基
团保持在一起, 产生高 FRET信号。该方法是一个均
相反应, 不需要任何凝胶分离或者固定的步骤, 可
以在 1 h内完成检测, 省时省力; 检测灵敏度高, 检
测极限在纳摩尔范围; 不需要对蛋白进行标记; 在
实验中, 淬灭基团标记探针链与荧光基团标记探针
链的浓度可以灵活调整以达到最大的信噪比。另外, 
该方法可以在高通量微孔板平台和多通道微流体装

置上实现 NF-κB 活性抑制分子(如化学防癌化合物)
的大规模筛选。该方法的不足之处是它属于关灯

(turn-off)检测, 且对环境变化比较敏感。 

4.5  三链核酸 FRET技术 

2009年, Altevogt等[84]发明了检测 NF-κB的三
链核酸 FRET技术(图 8)。该技术中作者设计了含有
NF-κB 结 合 位 点 (GGGGATTTTCCC) 的 回 折
DNA(Backfolding DNA, bfDNA)探针 (类似发卡结
构), 该探针在回折双链区可与另一短寡核苷酸(14 
bp; 同型嘧啶序列)形成三链结构的核酸分子; 并且
在 bfDNA 上引入供体荧光素(Carbostyril, 喹诺酮), 
而在短寡核苷酸上引入受体荧光素 [Ru ( ) Ⅱ

Bathophenanthroline complex, 钌( )Ⅱ -红菲绕啉复合
物]。为了增强双链螺旋的稳定性, 形成回折结构的
两条寡核苷酸用六乙二醇(L)间隔子连接起来, 这样
既有利最佳杂交 , 又增强三链螺旋的稳定性。当
NF-κB存在时, 可与三链核酸 FRET探针结合, 并置
换掉带有受体荧光素的同型嘧啶序列, 使得受体远
离供体, FRET效率下降。检测反应中供体荧光的增
强或 FRET效率的下降与活性 NF-κB蛋白的丰度相
关。三链核酸 FRET 探针对加入探针溶液的 NF-κB
蛋白非常敏感, 可在 5 min内作出完全响应, 并且在
之后的 85 min内检测体系的荧光强度(360 nm激发、

620 nm发射)不再变化, 维持稳定。该方法的优点是
检测过程是一个均相反应, 而且检测过程非常简单
快捷。缺点是三链探针的制备比较麻烦, 需要序列
的精心设计 , 使其符合三链核酸形成的条件
(Hoogsteen TAT 和 C+GC 三联体), 并且三链杂交形
成稳定的三链螺旋需优化杂交条件。 

4.6  抗体辅助的链竞争 FRET技术 

2001年, Jones等[85]提出检测NF-κB的抗体辅助
链竞争 FRET技术(图 9)。在该技术中将谷胱甘肽转
移酶(Gutathionine stransferase, GST)抗体用 Cy3 标
记, 将含有 NF-κB 结合位点的 dsDNA 探针用 Cy5
标记, 再将 Cy3 标记的 GST 抗体和 Cy5 标记的
dsDNA探针与 GST-融合的 NF-κB p65蛋白共孵育, 
由于 Cy3标记的 GST抗体和 Cy5标记的 dsDNA探
针同时与 GST-融合的 NF-κB p65蛋白结合, 拉近了
Cy3与 Cy5的距离, 产生 FRET。但当加入未标记的
竞争性 dsDNA 分子时, 竞争性 dsDNA 分子竞争性
置换 Cy5标记的 dsDNA探针, 此时通过 FRET效率
的变化, 可评价NF-κB对不同DNA分子结合的亲和
性及特异性。该方法若用 cs124DTPA(Tb)(A terbium 
chelate of carbostyril 124-diethylenetriaminepentaa-
cetic acid)标记 dsDNA探针作为供体, 而用Cy3标记
GST 抗体作为受体, 则可以做时间分辨的 FRET 检
测, 如动态检测不同序列 DNA(特异性和非特异性
序列)对“GST 抗体-GST-p65-dsDNA”三聚体复合
物 FRET 的竞争效果, 评价不同序列对 NF-κB p65
的结合亲和性。上述以 Cy3为供体、以 Cy5为受体
的 FRET系统, 则为稳态 FRET系统, 其检测效果不
及时间分辨 FRET系统。在实际样品的检测中, 样品
中的 NF-κB 蛋白可竞争 GST-p65, 实现样品中
NF-κB蛋白活性的检测。此外, 若将该系统中的GST
改为 NF-κB抗体, 用样品的自然 NF-κB蛋白拉近荧
光标记的抗体和 dsDNA 探针 ,  也可实现样品中 

 

 
 

图 8  三链核酸 FRET 技术检测 NF-κB 示意图 
L: 六乙二醇(Hexaethyleneglycol)。 
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图 9  抗体辅助链竞争 FRET 技术检测 NF-κB 与 DNA 互作示意图 
 
NF-κB活性的检测。 

4.7  CCP- FRET技术 

2012 年, Liu 等[86]发展了基于阳离子共轭聚合

物(Cationic conjugated polymer, CCP)和 ExoⅢ的高
敏感性 DNA-结合蛋白 FRET检测方法(图 10)。CCP
是一种新型荧光分子, 其独特的共轭骨架结构使其
具有一些传统荧光基团不具备的优点。首先它的摩

尔吸光系数大, 荧光量子产率较高; 其次是共轭聚
合物具有分子导线的功能, 可实现荧光信号的放大; 
其侧链上的正电荷可以静电吸附核酸等分子。在该

方法中 ,  设计一条含有靶蛋白结合位点 (Protein- 
binding site, PBS)的 dsDNA探针, 其中 dsDNA探针
的一端具有突出的 3′端和荧光标记(F1)的 5′端, 另一
端为平末端。若样本中没有 DNA 结合蛋白(DNA- 
binding protein, DBP)(如 NF-κB)时, ExoⅢ从平末端
3′端开始消化, 最终只剩下一个单链 DNA 和一些小
的片段, 荧光基团从探针上丢失; 当加入 CCP 时, 
CCP 与未酶解的链结合, 产生低 FRET 信号; 当样
本中存在 DBP 时, DBP 与 DNA 探针结合, 阻止了
ExoⅢ消化, 保护了荧光基团; 当加入 CCP时, 它与
DNA 探针-蛋白复合物之间发生强烈的静电相互作 

用, 产生高 FRET信号。 
该方法可以对纯化的重组 NF-κB 蛋白和 HeLa

细胞核提取物进行高敏感性、高选择性、高比色度

的检测。在核蛋白中, 激活态 NF-κB p50 的检测极限
是 1×10−5 μg/μL, 比之前的报道提高了 5 000多倍[78]。

由于该方法在低 FRET 时, 在紫外透射仪下呈深蓝
绿色荧光, 而在高 FRET时, 在紫外透射仪下呈亮绿
色, 因此是一种开灯(turn-on)检测, 因而优于之前提
到的关灯(turn-off)检测[77,83]。这些特性使得此方法

可用于医学诊断样本的检测。其次, 该方法为均相
分析, 不需要中间处理, 只需混合样本和测试溶液, 
得到的结果使用紫外透射仪直接可见。最后, 该方
法简便、低耗, 只需要在含有靶蛋白结合位点的寡
核苷酸探针上进行荧光标记, 既避免了复杂又昂贵
的双标记或蛋白标记, 又保留了靶蛋白的自然特性, 
而且可以在粗细胞提取物中进行检测[86]。该分析方

法缺点是 ExoⅢ的割不完全或剥离靶蛋白, 可能造
成假阳性和假阴性。 

4.8  近红外荧光-FRET 

2008年, Zhang等[37]设计了含有 NF-κB特异性
结合位点的双链寡聚核苷酸探针 ,  将近红外染料 

 

 
 

图 10  CCP-FRET 技术检测 DNA 结合蛋白原理示意图 
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Cy5.5 作为荧光供体连接于双链寡聚核苷酸的一条
链 3′端, 而将另外一种近红外染料 Cy7 作为荧光受
体连接于互补链上与 NF-κB 特异性结合的部位, 两
种荧光间产生 FRET。作者将这种双链寡聚核苷酸探
针称为寡核苷酸双荧光报告子(ODN)(图 11A)。当样
本中存在 NF-κB p50 时, FRET 的效率发生了改变, 
说明 p50 与双链寡聚核苷酸探针结合, 从而引起了
Cy5.5 和 Cy7 之间距离的改变(图 11B)。同时, 他们
还设计并制备了另两种双近红外素标记的 FRET 探
针, 其中一种为非发光性ODN(Cy5.5/QSY21), 另一
条为发光性 ODN(Cy5.5/800CW)(图 11A)[38]。实验发

现非发光性 ODN 可用于检测体外样品中的 NF-κB
活性(NF-κB p50的加入会极快地导致 Cy5.5荧光增
强), 而发光性 ODN(Cy5.5/800CW)可检测活细胞中
的 NF-κB活性。 

4.9  分子信标技术 

2011 年, Vallée-Bélisle 等[87]发展了转录因子信

标技术(Transcription factor molecular beacon, TF-MB) 
(图 12)。TF-MB 的设计是把一个特异的 dsDNA 结
合序列转换成分子开关。首先通过选择一个能够特

异识别靶蛋白的 dsDNA结合序列, 使用软件相对准
确地预测DNA的热力学构象, 然后纳入附加的核酸
序列来创建一个可以在不同的构象之间转换的结

构：一个包含靶蛋白特异的 DNA结合序列的茎环结 

构, 和一个双链信标茎干区, 是一个没有识别元件
的“无结合”结构。在无结合状态下两个“无结合”

结构茎分别标记荧光基团(荧光供体)和淬灭基团(荧
光受体)。靶转录因子蛋白的结合通过群体移动机制
驱使构象平衡转向可结合茎环状态[88], 构象发生转
换时两个“无结合”结构茎分开, 荧光供受体分开, 
红色茎互补配对成双链状态, 靶蛋白与之结合并稳
定该构象, 通过荧光激增来发出信号, 且所检测到
的荧光强度与溶液中靶蛋白的丰度成正比。对转录因

子 NF-κB的检测表明, 该种结构的分子信标可检测纳
摩尔级的蛋白[Kd=53 (12 nmol/L)], 并且具有很好的
特异性, 对NF-κB蛋白能做出快速应答(40 nmol/L)。 

TF-MB 与现存 DNA 结合活性检测的其他方法
相比有着很大的的优势。如, 不使用试剂、没有洗
涤或转移等步骤(如 ELISA/western 印迹), 是均相分
析; 也无需电泳(如 EMSA)、特异性抗体(如 ELISA)
等。其次, 转录因子信标也同样比基于荧光偏振的
检测方法有更多的选择性, 基于荧光偏振的检测方
法仅限于使用高纯度的样品[89]。最后, 基于它们的
结合-诱导的信号激活特性, TF-MB提供了一种理想
的定量探针 ,  用于在体内监测 DNA-结合活性。
TF-MB检测技术的缺点是转录因子信标的设计有一
定的难度, 需要验证效果, 且双荧光标记成本较高。
另外, 温度是影响转录因子信标行为的一个重要因 

 

 
 

图 11  近红外荧光 FRET 检测 NF-κB 示意图 
 

 
 

图 12  转录因子分子信标检测 NF-κB 活性原理示意图 
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素。信标分子在较低温度时可以保持稳定的发夹结

构, 但较高的温度会破坏其稳定的发夹结构, 甚至
使其伸展为随机线状, 此时荧光基团与猝灭基团分
开, 从而发射出荧光。TF-MB的构象还受到环境 pH
的影响。 

5  基于核酸外切酶保护的荧光报告技术 

5.1  ExoⅢ-Sybrgreen染色法 

2006年 Chen等[90]将 ExoⅢ与 SybrgreenⅠ染色
相结合检测转录因子蛋白(图 13)。首先设计 dsDNA
探针, 探针的一端为平末端且含有转录因子结合位
点, 另一端为 5个碱基的 3′突出端, 以防被 ExoⅢ切, 
检测前用 SybrgreenⅠ结合 dsDNA探针, 呈现荧光。
若细胞核提取物中存在转录因子(如 NF-κB), 它将
结合至探针的转录因子结合位点上, 阻碍 ExoⅢ酶
切割 dsDNA 探针, 可观察到高荧光强度; 相反, 若
核提取物中不存在 NF-κB, 裸露的 dsDNA 探针被  
ExoⅢ从平末端 3′端开始消化, 同时 SybrgreenⅠ被
释放, 只能观察到低荧光强度。样本中 NF-κB 活性
与观察到的荧光强度呈正相关。该方法快速、简便、

敏感性高且费用较低 , 除了用于检测序列特异性
DNA结合蛋白以外, 还可用于评估 NF-κB的亲和力, 
因此该技术在科研、医学诊断和药物筛选方面具有

广泛的潜在应用。该方法的缺点是 ExoⅢ的切割不
完全或剥离靶蛋白, 可能造成假阳性和假阴性。此

外, SybrgreenⅠ的结合会导致 DNA刚性增强, 可能
干扰转录因子的结合。 

5.2  ExoⅢ分子开关技术 

2011年, Ma等[91]描述了将化学发光与 ExoⅢ相
结合研究 NF-κB活性的策略(图 14)。该分析方法依
赖于 ExoⅢ的 3′→5′酶活性和作为 DNA 分子光开关
的钌配合物。钌配合物是特指一类在水溶液中不发

光或微弱发光(此时为关状态), 在 dsDNA 存在的状
态下就可以插入双链中而使其荧光免受淬灭, 从而
发光强度大幅度增强的金属配合物, 与结合前相比
荧光增强 104倍(此时为开状态)。首先设计一个内含
NF-κB 结合位点的发夹结构寡核苷酸, 互补配对后
靶蛋白的结合位点位于其开口处。若靶蛋白 NF-κB
不存在, ExoⅢ随即从 3′端对其进行消化, 由于钌配
合物对单链DNA的弱结合性, 只能检测到弱的发光
效应; 若靶蛋白 NF-κB 存在, 则结合至其结合位点
上, 使ExoⅢ无法对探针进行消化, 从而保护了寡核
苷酸的发夹结构, 钌配合物插入其中, 检测到强的
发光效应, 从而可以根据发光强度定量样本中的靶
蛋白。该分析方法灵敏度高、干扰小, 最低可以检
测 nmol级的 NF-κB p50蛋白。钌配合物[Ru(phen)2 

(dppz) ]2+ 被认为是发光性能迄今最好的 DNA 分子
光开关配合物, 但与 DNA 作用的选择性不强, 检测
溶液中加入的防止非特异性结合的鲑鱼精 DNA、
poly(dI-dC)等可能造成背景信号。 

 

 
 

图 13  ExoⅢ-Sybrgreen 染色法检测转录因子活性原理示意图 
 

 
 

图 14  使用分子开关技术检测转录因子活性原理示意图 
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6  基于酶保护及核酸扩增的检测方法 

6.1  ExoⅢ-DNA聚合酶检测法 

2005 年, Fukumori 等[92]发展了一个包括 ExoⅢ
和 Taq DNA聚合酶反应的 DNA-结合蛋白检测新方
法(图 15)。该方法设计一个含有转录因子蛋白(如
NF-κB)结合位点的发卡结构双链探针, 且转录因子
蛋白结合位点位于发卡结构的环旁, 转录因子蛋白
的结合可保护 ExoⅢ对发卡结构的完全切割, 从而
保留发卡引物, 之后使用热启动 Taq 酶延伸, 并在
延伸中渗入荧光染料标记的 dUTP。如无转录因子蛋
白结合, 则 ExoⅢ对发卡结构完全切割, 破坏发卡  
引物, 聚合酶延伸反应无法进行。该方法可以在液
相中完成, 最后通过变性聚丙烯酰胺凝胶电泳观察
荧光条带的强弱以判断样本中转录因子蛋白的丰

度。也可以将发卡引物通过环部位固定到固相支持

物上, 延伸经洗涤再观察信号, 后者可以以微阵列
的方式实现转录因子蛋白的高通量检测。该方法的

优点是 Exo-Taq反应步骤简单, 不需要蛋白标记, 不
需要抗体 , 且荧光染料标记的单核苷酸还可以使  
用其他标记, 如生物素、地高辛等代替, 检测系统  
灵活。与依赖抗体的微阵列方法相比, Exo-Taq 反  
应系统中 ExoⅢ活性较抗体稳定且 ExoⅢ的终止反
应可以用于检测很多靶蛋白, 此外, 因为只需常用
酶 ExoⅢ和 Taq DNA聚合酶, 该反应系统耗费低。
与 EMSA、DNA 足迹相比, 该反应可以以均相和微
阵列的形式在 20 min内完成。该分析方法缺点是 Exo
Ⅲ的切割不完全或剥离靶蛋白, 可能造成假阳性和

假阴性, 同时 Taq DNA聚合酶的聚合活性也可能影
响结果。 

6.2  ExoⅢ-定量 PCR检测法 

2007 年, Hou 等[93]将普通的 ExoⅢ与定量 PCR
相结合定量检测 DNA-结合蛋白(图 16)。该分析方法
的原理基本同 ExoⅢ-Sybrgreen染色法, 只是采用荧
光定量 PCR 检测被转录因子结合所保护的 DNA 探
针。检测过程主要分 3个步骤：蛋白质-DNA相互作
用、ExoⅢ切割和实时 PCR 扩增。该分析方法可以
快速、高敏感性、高通量检测纯化的重组蛋白或细

胞提取物中转录因子蛋白, 可定量检测 fmol 浓度的
蛋白。此外, 该分析不需要靶蛋白特异的抗体, 降低
了高通量检测的成本。此方法的缺点是 ExoⅢ的不
完全切割造成的假阳性可能比上述其他基于 ExoⅢ
的方法都严重, 因为 PCR是一个信号放大系统。 

6.3  内切酶-RCA方法 

2009年, Li等[94]发展了在微阵列上通过滚环扩

增(Rolling circle amplification, RCA)定量检测 DNA-
结合蛋白的方法(图 17)。该方法中, 首先将生物素标
记的引物与单链的 DNA 环复性, 形成部分双链区, 
该双链区中紧密排列限制性内切酶位点(RES)和转
录因子结合位点(TFBS)(如 5′-GAATTCGGGACTTT 
CC-3′; 其中 GAATTC为 EcoRⅠ切割位点; GGGAC 
TTTCC为 NF-κB结合位点)。复性后的引物-环复合
物固定于预包被有链亲和素的玻片上。当转录因子

蛋白结合至其结合位点上后, 由于空间位阻限制性
内切酶则无法接触其切割位点, 固定的引物就可以 

 

 
 

图 15  ExoⅢ-Taq 反应检测转录因子蛋白原理示意图 
 

 
 

图 16  ExoⅢ-定量 PCR 相结合检测转录因子蛋白示意图 
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通过单链的环状DNA进行滚环扩增; 若没有转录因
子蛋白结合到转录因子结合位点上, 则限制性内切
酶结合其切割位点, 随后就不会有滚环扩增。因此, 
可以通过滚环扩增的信号高敏感性地检测序列特异

性 DNA-结合转录因子蛋白的活性。滚环扩增的信号
使用一条 Cy3 标记的与扩增序列杂交的寡核苷酸来
报告。此分析方法灵敏度高 , 当蛋白浓度低至 1 
pg/μL 时仍能检测到相对强的荧光信号, 明显比基
于内切酶检测序列特异性 DNA-结合蛋白的方法灵
敏。而且, 当在玻片上点样不同的探针时, 可以在细
胞裂解液中同时检测不同的 DNA结合蛋白。该方法
的缺点是限制性内切酶的低效率酶切可能造成假阳

性; 此外在限制性内切酶长时间的酶切过程中, 转
录因子蛋白可能从 DNA上脱落, 造成假阴性。 

7  OMT- MS技术 

2007 年, Zhang 等[95]提出将寡核苷酸质量标签

(Oligonucleotide mass tag, OMT)用于质谱 (Masss-
pectroscopy, MS)分析检测转录因子蛋白的新方法
(图 18)。首先设计并制备 dsDNA探针, 每种探针具

有相似的结构, 由两端的 PCR 引物复性序列(恒定
序列 A、D)和中间 OMT 序列(B)及转录因子结合位
点(C)序列构成, 每种假定的结合序列都对应一个独
特的 OMT。然后将 dsDNA探针与靶蛋白一同孵育, 
随后加入一抗孵育, 再加入预包被有二抗的磁性微
珠孵育; 孵育结束后将与微珠结合的探针进行 PCR
扩增, 扩增结合后用虾碱性磷酸酶(Shrimp AP, SAP)
失活未使用的 dNTP; 再用延伸引物和延伸混合物
(含有 ddTTP、dATP、dGTP及 dCTP)进行引物延伸
反应, 产生仅有延伸引物和标签序列构成的寡核苷
酸(延伸反应在标签序列结尾处终止), 对寡核苷酸
进行基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱(Mmatrix- 
assisted laser desorption/ionization time of flight-masss-
pectroscopy, MALDI-TOF-MS)分析。该方法不但可
用于 NF-κB的定量检测, 还可以检测 NF-κB纯蛋白
(如重组 p50)以及细胞提取物(如 HeLa 细胞核提取 
物)中 NF-κB蛋白对不同 DNA序列的结合特异性。
此方法的不足之处是需要转录因子抗体、二抗包被

微珠等比较昂贵的实验材料, 此外其检测依赖于质
谱仪。 

 

 
 

图 17  内切酶结合 RCA 检测转录因子蛋白原理示意图 

 

 
 

图 18  OMT-MS 技术检测转录因子原理示意图 
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8  MIA-TF技术 

2010 年, Lin 等[96]发展了一种基于微球免疫分

析检测转录因子活性的方法(Microsphere-based im-
munoassay to measure the activity of transcription 
factors, MIA-TF)(图 19)。该方法中首先将生物素标
记 dsDNA 与蛋白样品混合孵育, 形成 DNA/蛋白复
合物, 之后用亲和素耦联的微球捕获 DNA/蛋白复
合物, 再使微球表面的 DNA/蛋白复合物与蛋白抗
体和荧光标记的二抗结合, 最后用流式细胞仪分析
微球的荧光来报告转录因子活性。该方法的优点是

在不需要核蛋白纯化的前提下检测 96 微孔板中培
养的细胞中 NF-κB的活性, 当核提取物中 NF-κB的
量在 50~1 000 ng时就能检测出荧光激增, 且敏感性
高、非特异性结合低。该方法的不足之处是依赖于

比较昂贵的流式细胞仪, 因此限制了其推广应用。
此外, 该方法还需要高质量转录因子蛋白抗体。该
方法与 2003年 Yang等[97]建立的基于微球的免疫荧

光检测法非常相似。在 Yang等的研究中首先将巯基
修饰的含 NF-κB 结合位点的 dsDNA 连接到聚苯乙
烯微球上 , 再让该蛋白样品与该种微球结合反应 , 
将 NF-κB 捕获到微球表面 , 之后再让微球先后与
NF-κB特异的抗体(抗 p50和抗 p65)以及荧光(Alexa 
Fluor 488)标记的二抗结合反应, 最后用流式细胞仪
检测分析微球。该方法不但可以检测 NF-κB的活性, 
还可以筛选“一球一探针”的微球文库, 鉴定 NF-κB
能够结合的 DNA序列。此外, 还可以使用不同荧光
标记的二抗进行不同转录因子蛋白(如 NF-κB p50和
p65)结合微球的分选。 

9  物理化学技术 

9.1  AFM原子力显微镜 

原子力显微镜(Atomic force microscopy, AFM)
是近年来发展非常迅速的一种研究手段, 因为其分
辨率高、样品消耗量少、工作范围宽, 可以在自然
状态(空气或者液体)下对生物医学样品直接进行成
像, AFM 已成为研究生物医学样品和生物大分子的
重要工具之一。2010年, Menotta等[98]报道用原子力

显微镜分析 NF-κB的活性。首先将含有 NF-κB结合
位点的 dsDNA固定到云母片上, 从而建立一个可以
从细胞裂解物中捕获激活态 NF-κB 的表面, 进而达

到从少量的生物样本中检测 NF-κB 活性的目的。
AFM 是一个具有纳米级分辨率和操纵纳米级结构

的强大成像系统, 可以在 pmol蛋白浓度相对定量和
绝对定量 NF-κB, 并可以看到 NF-κB 的形状, 从而
确定是否为激活状态, 比凝胶迁移实验灵敏度提高
了 1 000多倍, 从培养的细胞样本到生物体液细胞都
可以实现 NF-κB 的活性测量, 且整个实验过程无放
射性标记。但该方法也有其不足之处, 首先, 原子力
显微镜价格昂贵 , 普通实验室很难实现 ; 其次 , 原
子力显微镜成像范围较小, 受探头影响大, 速度慢等。 

9.2  邻近闪烁分析(SPA) 

1979年, Hart和Greenwald[99]第一次提出邻近闪

烁分析(Scintillation proximity assay, SPA), Uden-
friend 等[100]使其成为简单而通用的方法。SPA 技术
是一种依赖于内含闪烁体微球的固体均相技术, 当
同位素标记的配体与受体分子结合时, 放射性同位
素分子与内含闪烁体的微球之间距离足够近, 此时
放射性同位素衰变释放出的 β 粒子可以激发微球发
射荧光; 当游离的同位素标记配体与微球距离较远
时, 则不能够激发荧光。使用 SPA 技术研究蛋白质
-DNA 相互作用时有两种不同的方式, 一是放射性
标记转录因子蛋白 (图 2 0 A ) ;  二是放射性标记
DNA(图 20B)。采用放射性标记转录因子蛋白时, 放
射性标记的转录因子蛋白和生物素标记的 DNA 结
合, 形成蛋白-DNA复合物, 再使用链亲和素包被的
SPA 微球捕获该复合物, 拉近 SPA 微球与放射性标
记转录因子蛋白的距离, 此时放射性同位素衰变释
放出的 β粒子激发 SPA微球发射荧光。采用放射性
标记 DNA 时, 放射性标记 DNA 和转录因子蛋白结
合, 形成 DNA/蛋白复合物, 再使用转录因子蛋白抗
体将复合物捕获到蛋白质 A包被的 SPA微球上, 从
而拉近 SPA微球与放射性标记DNA的距离, 使放射
性同位素激发 SPA微球发出荧光。SPA技术较传统
分析蛋白质与 DNA相互作用的方法相比, 在通量、
定量和安全性方面都有很大的优势。该技术的整个

过程无需分离步骤, 只需通过观察检测系统的荧光
强度变化就可以实现目标DNA结合蛋白的定量, 而
且简便快速、灵敏度高、特异性强、且可连续侦测。

该方法的缺点是放射性同位素的使用带来安全性等

问题。此外, 需减少非特异性结合、增加信噪比和 
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图 19  MIA-TF 检测转录因子活性示意图 
 

 
 

图 20  SPA 检测转录因子活性原理示意图 
 
强化检测结果的可靠性。 

9.3  阻抗光谱学 

2011年, Tersch和 Lisdat[101]应用 DNA阻抗传感
器检测转录因子-DNA相互作用。该传感器将巯基修
饰的单链DNA固定到金芯片电极上, 再将互补单链
DNA 杂交复性, 形成 dsDNA 探针, 此时由于 DNA
携带大量负电荷引起传感器电极电荷转移电阻的增

加。然而当转录因子 NF-κB p50结合到 dsDNA探针
上时, 由于蛋白所带电荷对 DNA 电荷的中和作用, 
引起电荷转移阻抗的降低。这种电荷转移阻抗信号

的改变反映了样本中靶蛋白的丰度, 起到检测靶蛋
白的作用。 

10  结 语 

NF-κB 是一种免疫和炎症相关的诱导性转录因
子, 自 1985 年被发现以来, 该转录因子一直是生物
医学科学各领域中被持续、广泛和深入研究的热点

转录因子[27]。近年来, 我们也以转录因子 NF-κB 为
研究对象, 进行了转录因子活性及转录因子与 DNA
相互作用的高通量、高灵敏性检测技术的研究, 发
展了数种转录因子, 特别是 NF-κB 活性检测的新技
术 , 包括优化的化学放光 EMSA[41]及近红外荧光

EMSA[42]实验技术、基于 NOS 基团修饰微孔板的 

DPI-ELISA 实验技术[60,61]、ExoⅢ-ELISA 技术[68]、

ExoⅢ-FRET技术及限制性内切酶-RCA技术[94]。这

些技术都被成功用于 NF-κB 等转录因子的活性检
测。我们首次提出的基于核酸外切酶 ExoⅢ的转录
因子检测技术 (ExoⅢ-FRET), 促进了该领域其他
ExoⅢ相关检测技术的发展, 如 ExoIII-ELISA技术[68]、

CCP-FRET 技术 [86]、ExoⅢ-Sybrgreen 染色法 [90]、   
ExoⅢ分子开关技术等[91]、ExoⅢ-DNA 聚合酶检测
法[92]、ExoⅢ-定量 PCR检测法[93]等, 受到国际同行
的高度评价[102]。 

基于我们对 NF-κB活性检测技术的研究、对该
领域国际上研究现状的深入了解, 以及 NF-κB 活性
检测技术对 NF-κB功能研究和药物筛选的重要意义, 
我们在本文中对近年来发展的 NF-κB活性检测新技
术进行了综述, 这些新技术主要包括 DPI-ELISA 技
术、膜结合检测技术、各种 FRET 检测技术、基于
内外切酶保护的荧光报告及核酸扩增检测技术、基

于免疫微球的质谱及流式细胞分析, 以及物理化学
检测技术等。这些技术为 NF-κB的研究提供了大量
新的可选方法, 可供不同研究领域的研究人员根据
自身的学科特点和仪器设备等选择使用。根据各种

技术的优缺点、实际操作的难易程度和应用的广泛

程度, 以及我们的工作经验, 我们认为近红外荧光
EMSA 技术[42~48]与 DPI-ELISA 技术[53~65,67]特异性
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好、灵敏度高、成本低、操作简便, 是最值得推广
应用和优先使用的 NF-κB活性检测技术。 

最后, 需要指出的是, 本文综述的所有技术都
报道被用于 NF-κB 活性的检测, 但某些方法是专门
针对 NF-κB 活性检测设计的, 如核酸内切酶 FRET
技术 [79]、基于链竞争的 FRET 技术 [83]、三链核酸

FRET 技术 [84]及转录因子信标技术(TF-MB)[87], 其
检测原理可能难以用于其他转录因子, 而有些方法
具有很好的通用性, 可通过改变检测中所用的含有
转录因子结合位点的DNA探针的序列, 用于其他转
录因子的检测 , 如近红外荧光 EMSA 技术、

DPI-ELISA 技术等。因此, 本文综述的 NF-κB 活性
检测技术, 对研究其他转录因子的科研人员也具有
借鉴意义。 
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