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摘   要：锌簇家族蛋白即 Zn2Cys6 类锌指蛋白，是真菌中特有的一类蛋白，它们属于转录因子类，

广泛参与真菌中初级和次级代谢、胁迫应答和细胞分裂等生命活动的调控。锌簇蛋白主要包括 N
端的 DNA 结合结构域、中间的调节结构域和 C 端的酸性区域，其中 DNA 结合结构域包含锌指基

序并负责结合靶基因的启动子。目前已经解析了多个锌簇家族转录因子 DNA 结合结构域的三维

结构，并发现该家族中一些蛋白能够参与调控多个基因的表达，但缺乏对其结构、动力学和功能

关系的全面分析。本文综合分析了不同锌簇蛋白与 DNA 结合的结构特征，总结其结构域与功能

的关系，指出锌簇蛋白研究的重要方向，旨在为锌簇家族蛋白的深入研究提供思路。 
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Abstract: Zinc cluster proteins, or Zn2Cys6 binuclear cluster proteins, are a family of transcription 



 

 

 

吴绍文等 | 微生物学报, 2022, 62(8) 2917 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

factors unique to the fungal kingdom. They are involved in diverse cellular processes of fungi, such as 
primary and secondary metabolism, stress response, and cell division. Zinc cluster proteins contain the 
DNA binding domain at the N-terminus, the regulatory domain in the middle, and the acidic activating 
domain at the C-terminus. The DNA binding domain, comprising a zinc finger motif, is responsible for 
binding to promoters of the target genes. At the moment, the three-dimensional structures of the DNA 
binding domains of some zinc cluster transcription factors have been resolved, and some proteins in this 
family have been verified to regulate the expression of multiple genes. However, no comprehensive 
report on the structures, dynamics and functions of them is available. Therefore, we analyzed the 
structural characteristics of different zinc cluster proteins, summarized the relationship between the 
domains and functions, and pointed out the future research focuses, hoping to provide a reference for 
in-depth research on zinc cluster proteins in the future. 

Keywords: fungi; zinc cluster protein; structure; conformational dynamics; function 
 

锌是大量蛋白质发挥正常生理功能所必需

的微量元素，其中锌指蛋白是一类包含锌指

(zinc finger)基序的锌结合蛋白，它们在包括

DNA 识别、RNA 代谢、转录激活、蛋白质折叠

和信号转导等多种生命过程中发挥重要功能[1–5]。

早在 30 年之前，锌指基序首次在非洲爪蟾转录

因子 TFIIIA 中被发现，三维结构解析显示其形

状类似手指。锌指蛋白都含有至少 1 个锌指基

序，能够结合 1 个或多个锌离子从而协调 DNA
结合结构域的折叠[6]。锌指蛋白大多数是转录

调控因子，并且组成了真核生物中最大的转录

调节因子家族之一。根据围绕锌离子折叠形成

的结构及功能不同，锌指转录因子被分成

C2H2、CCHC、Cys4 和 Zn2Cys6 等主要类型(图
1A)[5–7]。其中 Zn2Cys6 是一类真菌中专有的锌指

蛋白，包含 1 个高度保守的 Cys-X2-Cys-X6-Cys- 
X5−12-Cys-X2-Cys-X6−8-Cys 锌指基序(其中 X 代

表任意氨基酸)，基序中的半胱氨酸残基与 2 个

锌离子结合，因此这类蛋白被称为锌簇或锌双

核簇蛋白[6,8]。 
目前已经在曲霉、念珠菌和酵母菌等真菌

中鉴定到大量的锌簇转录因子，它们参与调控

真菌的初级和次级代谢、胁迫应答和细胞分裂

等多个过程[6,9–19]。比如，酵母中的 Gal4、Put3、
Thi2 和 Leu3 蛋白分别参与调控其半乳糖、脯氨

酸代谢及维生素B1和亮氨酸的生物合成[12–15,20]。

AflR 蛋白为黄曲霉、寄生曲霉和构巢曲霉等多种

产毒真菌中黄曲霉毒素合成途径的主要调控转

录因子，参与调控毒素合成基因簇中十几个基因

的表达[21–22]。Pdr1 和 Pdr3 蛋白参与调控芽殖酵母

的耐药性[16,19]。PoxCxrA 蛋白通过调节子囊菌中

纤维素酶的表达来帮助其应对外源胁迫[17]。Mca1
蛋白能够激活减数分裂特异性蛋白 Mfc1 的表 
达，从而保障裂殖酵母减数分裂的正常进行[18,23]。

由于锌簇蛋白在调节真菌生命活动中的重要作

用，在原子水平解析其功能机制对于深入理解真

菌相关的生物学问题具有重要的科学意义。 
锌簇蛋白主要包括 DNA 结合结构域

(DNA-binding domain)、调控结构域(regulatory 
domain)和酸性区域(acidic region，图 1B)，其酸

性区域在少数蛋白中被证明具有转录激活的功

能 ， 因 此 也 被 称 为 激 活 结 构 域 (activation 
domain)。其中 DNA 结合结构域通常又可以分

为 3 个区域：锌指基序(zinc finger motif)、连接

序列(linker region)和卷曲螺旋(coiled-coil)。我

们对一些常见的锌簇蛋白进行序列对比和结构
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域分析显示，除了锌指基序的保守性相对较高

以外，其他结构域的保守性均比较低(图 1B)。
到目前为止，Gal4、Ppr1、AlcR 等多个锌簇蛋

白和 DNA 结合的三维结构已经得到解析[24–32]，

其中结合 DNA 的形式包括同源二聚体和单体。

另外，也有研究表明 2 种不同的锌簇蛋白能够

形成异源二聚体发挥功能[33–34]。本文围绕已经

解析的锌簇蛋白的三维结构进行总结，分析其

DNA 结合结构域的构象动力学及 DNA 结合的

变构调节，并讨论其他结构域的作用，以期为

研究真菌中锌簇蛋白的结构、动力学和功能关

系提供线索和思路。 
 

 
 

图 1  不同类型锌指基序结构对比和锌簇蛋白的序列同源性分析 
Figure 1  The structural comparison of zinc finger motifs and zinc cluster protein sequence alignment. A: 
the representative structures of zinc finger motifs. The structural diagrams of C2H2, CCHC, Cys4 and 
Zn2Cys6 motifs are transcription factor Sp1, HIV-2 nucleocapsid protein, recombinational repair protein 
RecR and transcription factor Gal4, respectively; B: the domain organization and sequence alignment of zinc 
cluster proteins. The sequence alignment of several common zinc cluster proteins (Gal4, Put3, etc.) was 
performed using COBALT (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/cobalt/). The red and blue vertical lines 
represent highly conserved residues and low conserved residues, the gray boxes represent non-conserved 
regions and the red horizontal lines represent gaps. The approximate location of different domains was 
predicted by CD-search (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) and InterPro (http://www. 
ebi.ac.uk/interpro/). 
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1  锌簇蛋白 DNA 结合结构域的结构

特征 
1.1  以同源二聚体形式结合 DNA 的锌簇蛋白 

目前已经解析的三维结构中锌簇蛋白主要以

同源二聚体的形式结合 DNA，这些蛋白包括

Gal4、Put3、Ppr1、Hap1 和 Leu3 (图 2)，都来源

于酵母。其中 Gal4 是第 1 个被研究的锌簇转录因

子，它参与调控酵母的半乳糖和蜜二糖代      
谢[6,24–27,30,35]。我们使用文献报道的 PDIviz 软件[36]

分析了锌簇蛋白与DNA大、小凹槽的结合情况(图
2)。结果显示，锌簇蛋白二聚体与 DNA 结合的复

合物中 Zn2Cys6锌指基序能够识别 2 个 CGG 位点

形成的大凹槽(major groove，5ʹ-CGGNxCCG-3ʹ，
其中 N 代表任意碱基，x 代表可变的碱基数目)。
能够结合DNA大凹槽的锌指基序主要由2个短的

α-螺旋组成，每个螺旋分别含有 3 个半胱氨酸，

中间由柔性的环(loop)连接并结合 2 个锌离子。大

量的突变实验表明 6 个半胱氨酸及与锌离子结合

相关的残基在 DNA 结合以及蛋白功能方面具有

重要作用，比如，连接 2 个螺旋的突环中的脯氨

酸提供了局部结构柔性[6]。锌指基序 N 端的柔性

区域、C 端连接区域及卷曲螺旋中的氨基酸残基

可参与结合 DNA 形成的小凹槽(minor groove)，并
通过大、小凹槽共同形成的多位点结合界面来稳

定锌簇蛋白 DNA 复合物。 

 
图 2  以同源二聚体形式结合 DNA 的锌簇蛋白的三维结构 
Figure 2  The structures of homodimeric zinc cluster proteins. A: Gal4, Put3, and Ppr1 recognize inverted 
CGG sites; B: Leu3 recognizes everted CGG sites; C: Hap1 recognizes direct repeat CGG sites; D: structural 
comparison of Gal4. The structure of Gal4 coiled-coil region obtained in the absence of DNA was aligned to 
the DNA-bound form. 
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锌簇蛋白 DNA 结合结构域中连接区域与

卷曲螺旋之间的排列方式各有不同，并导致这

类蛋白与 DNA 结合的构象各异。根据 CGG 位

点结构和朝向不同，可以分为反向[inverted，
5ʹ-CGG(Nx)CCG-3ʹ]、翻转[everted，5ʹ-CCG(Nx) 
CGG-3ʹ]和同向[direct repeat，5ʹ-CGG(Nx)CGG-3ʹ]
这 3 种方式，其中 Gal4、Put3 和 Ppr1 结合反向

CGG 位点(图 2A)，Leu3 结合翻转的 CGG 位点

(图 2B)，而 Hap1 结合同向的 CGG 位点(图 2C)。
Gal4 与 Ppr1 的锌指基序同源性较高，在与 DNA
结合时，它们都主要结合于 DNA 形成的大凹

槽，而 Put3 靠近卷曲螺旋的连接区域能够形成

小的 β-折叠并结合在 DNA 小凹槽内，Leu3 和

Hap1 分别以螺旋卷曲前端和柔性区域与 DNA
的小凹槽相互作用(图 2)。因此这些锌簇蛋白虽

然都是通过形成同源二聚体的形式结合 DNA，

但是其结合方式有明显的不同。根据结构分析

和 DNA 结合实验，CGG 位点的朝向以及 2 个

位点之间的空间距离被认为是决定锌簇蛋白

DNA 结合特异性的重要因素。除此之外，蛋白

质的结构以及 DNA 中 CGG 位点附近的核苷酸

也能决定 DNA 结合的亲和力[37]。使用大规模、

全基因组层面的研究策略，能够进一步挖掘决

定锌簇转录因子与 DNA 结合特异性的其他因

素[5,10–11]。 

1.2  以单体形式结合 DNA 的锌簇蛋白 
少数锌簇蛋白，例如来源于酵母的 Rgt1、

Upc2、Pho7 和来源于曲霉菌的 AlcR，被认为

能够以单体的形式结合 DNA，其中利用核磁共

振结合约束分子动力学模拟以及 X-射线晶体衍

射分别解析了 AlcR 和 Pho7 结合 DNA 的结构，

证实它们以单体形式结合 DNA[28–29,31–32]。AlcR
的氨基酸序列中不包含帮助形成二聚体的卷曲

螺旋并且锌指基序的第 3 至第 4 个半胱氨酸残

基之间含有延长至 16 个氨基酸的序列。AlcR

以单体形式结合 CGG 位点，分析显示这一位点

延长为 T/AGCGG。与 Gal4 等以同源二聚体形

式结合 DNA 的蛋白相比，AlcR-DNA 结合结构

域的锌指基序由于氨基酸序列的延长而形成  
3 个短的 α-螺旋，并且与 DNA 之间具有更多的

接触位点从而稳定单体与 DNA 之间的结合(图
3A)[29]。最近，Shuman 课题组报道了 Pho7 蛋

白以单体形式与不同 DNA 序列结合的晶体结

构，结构显示 Pho7 分别与 tgp1、pho1 启动子

区域长达 14 个碱基的序列接触(图 3B)[31–32]。

Pho7 与 DNA 的接触界面包含 TCGG 碱基对形

成的大凹槽和其他碱基对形成的 2 个小凹槽。

与 AlcR 不同的是，Pho7 锌指基序的第 3 至第  
4 个半胱氨酸之间只包含 5 个氨基酸序列，并且

它的整个锌指基序与 Gal4 等蛋白类似形成 2 个短

的 α-螺旋。 
比较单体和同源二聚体结合 DNA 的锌簇

蛋白的结构可以发现，其最明显的区别在于是

否需要锌指基序 N 端的柔性区域参与 DNA 的

结合。在以同源二聚体结合 DNA 的锌簇蛋白

中 ， 由 于 螺 旋 卷 曲 结 构 域 能 够 帮 助 稳 定      
蛋白-DNA 复合物，这类蛋白与 DNA 的结合主

要是其锌指基序结合在 DNA 上 CGG 结合位点

形成的大凹槽，或者其卷曲螺旋及锌指基序 C
端的柔性区域参与结合DNA上的小凹槽(图 2)；
而以单体形式结合 DNA 的锌簇蛋白则不同，

AlcR 和 Pho7 的结构显示除了上述结合以外，

它们都需要锌指基序 N 端的柔性区域参与结合

DNA 的小凹槽(图 3)。 

1.3  锌簇蛋白与 DNA 结合的构象变化 
随着蛋白质结构和功能研究的发展，特别

是固有无序蛋白和区域(intrinsically disordered 
proteins and regions, IDPs and IDRs)研究的深

入，人们逐渐认识到除了蛋白质的三维结构以

外，蛋白质的构象动力学对于其行使正常的生 
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图 3  以单体形式结合 DNA 的锌簇蛋白的三维结构 
Figure 3  The structure of monomeric zinc cluster proteins. A: structural comparison of the free and 
DNA-bound forms of AlcR; B: structural comparison of two DNA-bound forms of Pho7. The Pho7 protein 
binds to the promoter DNA of pho1 gene and tpg1 gene, respectively. 

 
理功能也发挥不可或缺的作用[38–40]。比如，我

们的前期研究发现细胞膜骨架蛋白 4.1G的 C端

结构域能够与核有丝分裂蛋白 NuMA 的一段无

序多肽结合并形成动态模糊复合物[41]；而谷氨

酰胺结合蛋白 GlnBP 在结合和不结合底物谷氨

酰胺时都存在多种状态，底物的结合主要是调

节其构象分布往关闭方向移动[42–43]。通过比较

AlcR 结合 DNA 前后的结构变化可以看出，结

合了 DNA 的 AlcR 发生了明显的构象改变，特

别是其 N 端的柔性区域发生了移动(图 3)。根据

PDIviz 对锌簇蛋白结合 DNA 大、小凹槽的分

析显示 Gal4 等二聚体结合 DNA 的锌簇蛋白中

柔性连接区域大多数没有嵌入 DNA 形成的小

凹槽，只有 Put3 中连接区域靠近 C 端螺旋卷曲

的部分形成 β-折叠并插入 DNA 小凹槽中(图
2A)。然而 Pho7 锌指基序的 N 端和 C 端以及

AlcR 锌指基序 N 端的柔性区域都直接嵌入

DNA 小凹槽，从而与 DNA 大凹槽结合的锌指

基序共同稳定蛋白-DNA 复合物。并且 Pho7 与

不同靶基因的启动子 DNA 结合的构象变化主

要来自于柔性区域的摆动。另外已经解析的

Gal4 未结合与结合 DNA 时的结构与构象比较

也显示其卷曲螺旋的结构发生了变化，不结合

DNA 时 Gal4 的卷曲螺旋呈现伸长的结构，这一

卷曲螺旋由 3 个 α-螺旋及柔性连接组成，在结

合 DNA 后其 C 端发生了明显的移动(图 2D)[44]。 
上述结果说明锌簇蛋白的构象动力学在

DNA 结合过程中也扮演了重要的角色，甚至可

能参与调节 DNA 结合的特异性。但是迄今还没

有锌簇蛋白的动态变化及其与 DNA 结合关系

的详细报道，这也是未来值得研究的一个重要

方向。 

2  锌簇蛋白不同结构域和功能的关系 
前面主要对锌簇蛋白 DNA 结合结构域的

DNA 结合机制进行了详细分析，在这里对锌簇

蛋白不同结构域与功能的关联进行进一步的探

讨，以期为理解其结构和功能关系提供思考。

锌簇蛋白的调控结构域，在这一家族的大多数

蛋白中同源性较低，并且不是所有的锌簇蛋白

都包含这一结构域，但是它被认为在调控转录

活性方面具有重要作用[45]。一些研究表明，这

一结构域的缺失通常会导致锌簇转录因子的组

成性表达。在酿酒酵母血红素激活蛋白 Hap1
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中去除调控结构域的一段氨基酸会导致其在没

有血红素存在的情况下也表现出转录激活，表

明这一区域可能具有氧传感的作用，而在 Leu3
中删除一段相似的区域会导致该蛋白被永久激

活[46–48]。Rse2 和 Rse3 蛋白参与调节柄孢霉中

线粒体损伤的代谢反应，遗传筛选实验发现其

调节结构域的一些突变能够导致下游氧化酶

aox 的组成性表达[49]。另外，Pdr1 和 Pdr3 蛋白

在调控结构域的突变也能够导致其活性增加，

表明这一结构域对于转录激活具有一定的抑制

作用[50–51]。这些研究显示锌簇蛋白的调控结构

域具有多重功能。 
锌簇蛋白 C 端的酸性区域通常又被称为转

录激活结构域，这一结构域与调节结构域类似，

保守性较低。Rse2、Rse3、Pdr1 和 Pdr3 蛋白在

这一区域的突变也能够增加转录活性，但是

Uga3 转录因子中删除最 C 端的 10 个氨基酸却

导致其完全失去转录因子的活性[6,49–51]。这些研

究表明酸性区域在不同的锌簇蛋白中可能扮演

不同的角色。另外，酵母中参与激活支链氨基

酸途径中多个基因表达的锌簇蛋白 Leu3 的 C
端酸性区域能够与蛋白中间区域结合形成一个

自抑制的构象，而 α-异丙基苹果酸的结合能够

导致其构象发生变化解除自抑制，从而释放并

激活酸性区域[48]。这些研究表明在 Leu3、Rse2、
Rse3、Pdr1 和 Pdr3 等锌簇蛋白中调控结构域很

有可能和酸性区域共同发挥作用，它们通过分

子内的相互作用形成自抑制的构象从而处于一

个转录抑制的状态，随着调控分子或其他互作

蛋白的竞争结合，打开其自抑制构象，从而进

入转录激活的状态。另外，磷酸化能够多方面

调节锌簇蛋白质的结构、动力学和相互作用，

一些研究表明主要发生在酸性区域的磷酸化修

饰也能够调节锌簇蛋白的功能[52]。例如 Gal4 蛋白

Ser699 位点的磷酸化与半乳糖的感应相关[53–54]；

Cat8 蛋白在下游基因表达时处于磷酸化状态，

而 War1 和 Put3 的磷酸化分别与酵母对弱酸胁

迫的响应和不同氮源的反应相关[55–58]。磷酸化

是否能够调节锌簇蛋白的自抑制构象从而影响

其活性，也是后续研究应该关注的方向。 
锌簇蛋白的 DNA 结合结构域也受到多种

因素的调节。锌离子是锌簇蛋白折叠和发挥正

常生理功能的关键因素之一，也有一些实验表

明锌离子可以被其他金属离子替代，比如镉和

钙离子。前面我们提到，锌簇蛋白 DNA 结合结

构域中锌指基序的结构大多比较类似(图 2)，而

连接区域变化较大。有研究表明，替换不同锌

簇蛋白的锌指基序不影响其结合目标 DNA 的

特异性，但是其结合强度受到一定的影响，而

同时替换连接区域却能够影响其结合目标

DNA 的特异性，并且一些连接区域的突变能够

导致蛋白不能正常发挥功能 [6,59]。根据前面对

DNA 结合结构域的结构特征分析显示，连接区

域能够结合 DNA 上的小凹槽(图 2–3)，特别是

以单体形式结合 DNA 的锌簇蛋白中，更需要连

接区域插入 DNA 小凹槽中以稳定蛋白-DNA 复

合物(图 3)。因此，在连接区域的关键结合位点

进行突变可能导致锌簇蛋白与 DNA 结合不稳

定，从而影响其功能。另外，DNA 结合结构域

中的螺旋卷曲一方面负责二聚体结构的形成，

另一方面也参与其他蛋白的相互作用。比如，

Gal4 蛋白通过卷曲螺旋与一种 RNA 聚合酶全

酶的组分 Gal11 相互作用，从而共同调节下游

基因的表达[30]。更为重要的是，一些锌簇转录

因子能够通过其 DNA 结合结构域结合多种不

同基因的启动子，从而在多种不同的生理过程

中发挥作用。例如，Hap1 除了能结合晶体结构

中解析的细胞色素 C1 (CYC1)上游启动子以外，

还能够结合胞质过氧化氢酶 T (CTT1)的启动子，

从而保护细胞免受过氧化氢的毒性作用 [27]；
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Pho7 蛋白能够分别结合甘油磷酸转运体 Tgp1、
细胞表面酸性磷酸酶 Pho1 和无机磷酸盐转运

体 Pho84 的启动子并上调相应基因的表达[31–32]。

解析锌簇蛋白准确识别不同基因启动子的分子

机制是理解其多功能性的重要基础，能够为真

菌转录调控的精准设计、次生代谢产物的合成生

物学研究提供理论指导，非常值得进一步探究。 

3  总结与展望 
锌簇蛋白广泛参与真菌的初级和次级代

谢、胁迫应答和细胞分裂等多种生命活动，特

别是一些锌簇家族转录因子被发现能够同时调

节多个生理过程，因此在分子原子层面研究其

功能机制对于理解真菌相关的生物学过程的生

化机理、传染性疾病和农业问题的发生机理具

有重要意义。对目前已经解析的锌簇蛋白 DNA
结合结构域的三维结构进行详细分析显示，其

锌指基序的结构在不同蛋白中差别较小，而柔

性区域的变化较大。相比于以同源二聚体结合

DNA，以单体形式结合 DNA 的锌簇蛋白可能

由于结合界面稳定性的原因，需要参与结合的

DNA 的 CGG 位点序列更长，并且需要其锌指

基序 N 端的柔性区域共同参与与 DNA 的结合。 
已有结构和生物化学实验的结果显示

DNA 上 CGG 位点的朝向、位点之间的空间距

离以及锌簇蛋白 DNA 结合结构域中柔性区域

共同参与决定结合的特异性。然而，目前的研

究结果也表明锌簇蛋白的构象动力学与 DNA
的结合密切相关，特别是以单体形式结合 DNA
的锌簇蛋白在结合 DNA 以后发现了明显的构

象变化，并且在与不同的启动子 DNA 结合时构

象的变化也是不同的。这些结果预示着同一个

锌簇蛋白在结合不同基因的启动子时很有可能

是通过其不同的构象调节来完成的。对锌簇蛋

白构象动力学与 DNA 结合及其特异性开展进

一步研究，对于理解锌簇蛋白结构、动力学和

功能关系具有重要意义。 
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