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植物转录因子与DNA互作研究技术 
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摘要  转录通过调控下游基因的时空特异性表达影响植物生长发育。在转录调控机制的解析过程中, 转录因子与DNA的相

互作用是关键的一环。近年来, 研究者利用酵母单杂交(Y1H)和凝胶阻滞迁移率实验(EMSA)检测转录因子能否直接结合

DNA; 而瞬时表达技术则是一种检测转录因子对下游基因调控作用的便捷方式。该文对Y1H、EMSA和瞬时表达技术的原

理、实验方法和相关注意事项进行详细阐述, 以期为转录因子与DNA的互作研究提供参考方法。 
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植物按照中心法则完成遗传信息的转录和翻译。

不同基因型的个体通过将DNA转录为RNA, RNA进

一步翻译为蛋白质, 从而表现出不同的表型。其中, 

起始转录步骤的成功与否影响着后续步骤(如RNA的

可变剪接以及翻译)的进行(Latchman, 2005)。因此, 

转录在植物生命过程中发挥至关重要的作用。此外, 

转录还能调控基因的组织特异性表达以及基因表达

对特定信号的响应, 进而影响器官的分化以及植物对

环境的适应性。转录过程一直是生命科学研究中的热

点问题。近年来, 大量研究从转录调控的角度解析了

植物对热、冷和干旱等胁迫信号以及对外源光信号的

响应机制(Pu and Brady, 2010; Nakashima et al., 

2014; Ohama et al., 2017; 杨立文等, 2019)。在转录

调控机制的解析过程中, 酵母单杂交(yeast one hy-

brid, Y1H)、凝胶阻滞迁移率检测(electrophoresis 

mobility shift assay, EMSA)和瞬时表达是行之有效

的技术手段。 

Y1H和EMSA是检测转录因子能否直接结合

DNA的常用技术。Y1H是酵母双杂交的衍生技术, 用

于分析转录因子与DNA之间的相互作用, 以研究真

核细胞中的基因表达调控(Li and Herskowitz, 1993)。

在Y1H分析系统中 , 将特定顺式作用元件构建到

pLacZ2μ酵母表达载体上, 将编码转录因子的cDNA

构建到pB42AD酵母表达载体上。将上述2种融合表达

载体共转化至酵母细胞中, 此时转录因子若能结合在

顺式作用元件上, 则会启动下游报告基因的表达。目

前, Y1H技术主要用于鉴定DNA结合位点, 筛选潜在

的DNA结合蛋白(转录因子), 因操作简单且耗时短受

到研究者的青睐。然而, 在利用Y1H分析转录因子与

DNA的结合时可能受到酵母内源表达激活物的影响, 

即存在假阳性问题。此外, 由于融合蛋白对酵母细胞

有毒性或者在酵母系统中不能稳定表达等原因, Y1H

会产生假阴性结果。在实际操作中, 可通过设置严格

的对照实验减少假阳性和假阴性结果的干扰。EMSA

是另一种研究转录因子与DNA结合的实验技术, 可

用于定性和定量分析。通常将纯化的蛋白和同位素或

生物素标记的DNA探针共同孵育, 然后在非变性聚

丙烯凝胶上电泳, 从而将DNA-转录因子复合物与不

结合的探针分离。由于分子量变大, DNA-转录因子复

合物比不结合的探针迁移速度慢, 因此转录因子结合

标记探针后使自由探针含量减少。研究者通常按照上

述2个标准判断转录因子是否结合DNA。然而, EMSA

很难鉴定低亲和力的结合元件; 也无法鉴定蛋白复合

体与DNA之间的结合。此外 , 作为体外检测手段 , 

·特邀专家方法·
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EMSA不能反映体内蛋白与DNA的结合。 

瞬时表达体系是检测转录因子对下游基因调控

作用(促进或抑制)的技术方法。通常包括本氏烟草

(Nicotiana benthamiana)和拟南芥(Arabidopsis tha-

liana)原生质体2种操作体系。利用本氏烟草瞬时表达

体系分析转录因子对基因的表达调控时, 将融合编码

转录因子cDNA的双元表达载体以及融合特异基因启

动子-LUC报告基因的表达载体共同转化烟草叶片。

若转录因子调控该基因的表达, 那么下游报告基因

LUC的表达将发生变化, 进而导致其编码的荧光素酶

活性改变, 可通过体外喷施荧光素酶底物进一步检测

这种变化。利用拟南芥原生质体瞬时表达体系分析转

录因子对基因的表达调控时, 首先将编码转录因子的

cDNA构建至pUC18-3HA载体上, 然后将特异基因启

动子序列构建至pGreenII0800-LUC载体上。pG-

reenII0800-LUC载体含有编码萤火虫荧光素酶(LUC)

以及海肾荧光素酶(REN)的基因序列。REN基因由

35S启动子驱动, 其编码的REN与底物反应产生的荧

光读数(LUCRenilla)作为内参。LUC基因由外源插入的

基因启动子驱动, 其催化底物产生的荧光值读数为

LUCFirefly。以LUCFirefly/LUCRenilla比值表示转录因子对

基因的转录调控作用。目前, 瞬时表达体系由于其操

作简便和表达效率高等优点备受研究者青睐。此外, 

相比获得永久性的转基因材料, 瞬时表达的外源基因

不会遗传给下一代, 因而生物安全性很高。 

1  实验材料 

Y1H: 包括酵母(Saccharomyces cerevisiae) EGY48

菌株(Clontech)、pLacZ2μ和pB42AD酵母表达质粒

(图1A, B)。其中, pLacZ2μ连接增强复制的特异元件; 

pB42AD连接转录因子的编码区序列。 

EMSA: 包括表达质粒(图1C)、携带表达质粒的BL21

大肠杆菌菌株和DNA探针序列。 

瞬时转化体系: 包括3–4周苗龄的本氏烟草(Nicotiana 

benthamiana D.)叶片以及拟南芥(Arabidopsis tha-

liana L.)莲座叶片。在烟草体系中, 利用双元表达载

体质粒以及连接启动子片段或特异元件的植物表达

载体(图1D, E)进行瞬时转化。在拟南芥原生质体体系

中, pUC18-3HA连接编码转录因子的cDNA; pGree-

nII0800-LUC连接特异基因启动子片段或特异元件

(图1F, G), 用于原生质体瞬时转化。 

2  试剂及配方 

(1) Y1H所需试剂包括YPD酵母全营养培养基、One- 

step溶液、酵母缺陷型培养基(SD)、棉子糖、半乳糖、

10× BU盐以及5-溴-4-氯-3-吲哚-β-D-半乳糖苷(X- 

gal)。相关试剂的配方如下。 

 YPD酵母全营养培养基: 20 g·L–1 Difco pep-

tone、10 g·L–1酵母抽提物和20 g·L–1葡萄糖。相

关试剂均购自OXOID公司。 

 SD培养基: 6.7 g·L–1 YNBOXOID、20 g·L–1葡萄

糖(Cat No.GAO188)、20 g·L–1琼脂以及缺少色

氨酸和尿嘧啶的氨基酸混合物 (DO/Trp-Ura) 

(Cat No.630427)。 

 显色SD培养基: 在SD培养基(不包含葡萄糖)中

加入1× BU盐、2%半乳糖、1%棉子糖和80 

μg·mL–1 X-gal。其中, 10× BU盐: 37.1 g·L–1 

Na2HPO4和30 g·L–1 NaH2PO4。相关试剂均购

自Sigma公司。 

 One-step溶液(现用现配): 2 mL 1 mol·L–1 LiAc 

(Sigma)、8 mL 50% PEG3350 (Cat No.BCBX- 

6102) 以 及 76.9 µL β- 巯 基 乙 醇 (Cat No. 

M8210)。 

(2) EMSA所需试剂包括: 5× TBE、6% TBE凝胶、生

物素标记试剂盒(Thermo Scientific, Cat No.89818)、

EMSA试剂盒(LightShift, Cat No.20148)和化学发光

核酸检测试剂盒(Thermo Scientific, Cat No.89880)。

其中, 相关试剂的配方如下。 

 5× TBE: 54 g·L–1 Tris、27.5 g·L–1硼酸以及0.5 

mol·L–1 EDTA (pH8.0)。 

 6% TBE凝胶(25 mL): 2.5 mL 5× TBE、5 mL 

30%丙烯酰胺 (Cat No.A3291)、 17.325 mL 

ddH2O、150 μL 10% APS (Cat No.MKCG5404)

和25 μL TEMED (Cat No.T22500)。 

(3) 瞬时表达体系包括本氏烟草和拟南芥原生质体2

种转化系统。 

 本氏烟草系统所需试剂: LB液体培养基、注射缓

冲液(10 mmol·L–1 MgCl2、10 mmol·L–1 MES 

pH5.7)、乙酰丁香酮 (acetosyringone, AS)、

Triton X-100和荧光素(D-luciferin)。 
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图1  表达载体示意图 

(A) pB42AD (Clontech); (B) pLacZ2µ (Lin et al., 2007); (C) pET-28a (Novagen); (D) pRI-GFP (Jing et al., 2019); (E) pCAM-

BIA1302-LUC (Xu et al., 2019); (F) pUC18-3HA (Chen et al., 2013); (G) pGreenII0800-LUC (Hellens et al., 2005)。MCS: 多克

隆位点; REN: Renilla 
 

Figure 1  Construct maps 

(A) pB42AD (Clontech); (B) pLacZ2µ (Lin et al., 2007); (C) pET-28a (Novagen); (D) pRI-GFP (Jing et al., 2019); (E) pCAM-

BIA1302-LUC (Xu et al., 2019); (F) pUC18-3HA (Chen et al., 2013); (G) pGreenII0800-LUC (Hellens et al., 2005). MCS: Mul-

tiple cloning site; REN: Renilla 
 

 拟南芥原生质体瞬时转化体系所需试剂: W5、

WI、PEG4000和MMG溶液。相关试剂配制方法

参考文献报道(Yoo et al., 2007)。 

3  仪器设备和软件 

 Y1H所需仪器: 30°C摇床、30°C恒温培养箱和超

净工作台。 

 EMSA所需仪器: PCR仪、电泳仪、转膜仪、紫

外切胶仪和化学发光检测仪。 

 在瞬时转化体系中, 1 mL注射器用于烟草叶片瞬

时转染 ; 活体成像系统(NightSHADE, LB985, 

LB941; Berthold)用于LUC荧光检测; 100目细

胞筛、3M魔术贴布以及纸质胶带用于拟南芥原

生质体的分离; Luminometer (GloMax® 20/20)

分析系统用于LUC活性检测。在烟草瞬时转化体

系中, 利用indiGOTM (Version 2.0.3.0)软件统计

LUC荧光强度。 
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4  实验设计要求 

4.1  利用Y1H检测转录因子与DNA互作的实验设

计要求 

(1) 确定转录因子可能识别的启动子元件, 利用包含

该元件的启动子序列进行Y1H分析。 

(2) 设置严格的对照实验。对于1组Y1H分析而言, 至

少包括3组阴性对照。即pB42AD/pLacZ2µ、pB42AD/ 

pLacZ2µ重组质粒以及pB42AD重组质粒/pLacZ2µ。

可视具体情况添加1组阳性对照, 以排除假阴性结果。 

4.2  利用EMSA检测转录因子与DNA互作的实验

设计要求 

(1) 选取转录因子可能结合的顺式作用元件以及前后

各5 bp的侧翼序列, 按照同一方向串联3次, 组成探

针。 

(2) 为确定转录因子与特定顺式作用元件结合的特异

性, 需添加竞争组作为对照实验。即利用未标记的野

生型探针和未标记的突变型探针进行EMSA分析。 

4.3  利用瞬时转化体系检测转录因子与DNA互作

的实验设计要求 

(1) 本氏烟草体系: 设置严格的阴性对照。例如, 分析

RGL2对RVE1调控的GA3ox2基因转录的影响时, 需

设计2个对照实验。即GFP/Myc/GA3ox2启动子和

GFP/Myc-RVE1/GA3ox2启动子(Yang et al., 2020)。 

(2) 拟南芥原生质体体系: 与本氏烟草体系相似, 也

需设置严格的阴性对照。 

5  实验程序 

5.1  Y1H检测转录因子与DNA互作 

(1) 酵母细胞的培养: 将–80°C冻存的EGY48酵母菌

株在全营养固体培养基YPD上划线以活化酵母细胞, 

30°C倒置培养1–2天。挑取单克隆接种于10 mL YPD

液体培养基中, 30°C摇床200 rpm振荡培养12小时。 

(2) 酵母感受态的制备: 将酵母菌液分装于1.5 mL离

心管中, 每管1 mL。850 ×g离心5分钟, 去上清。加

入1 mL无菌dH2O重悬酵母。850 ×g离心5分钟, 去上

清。重复2–3次。随后每管加入100 µL One-step溶液, 

振荡重悬, 以获得酵母感受态细胞。 

(3) 质粒共转化: 在酵母感受态细胞中加入pLacZ2μ

和pB42AD融合载体质粒各2.5 µL以及5 µL鲑鱼精

DNA, 振荡混匀。45°C孵育30分钟, 每隔10分钟振荡

重悬1次。然后均匀涂布于SD/-Trp-Ura固体培养基上, 

30°C倒置培养2–4天。 

(4) 酵母显色 : 挑取菌体划线至添加X-gal的SD/- 

Trp-Ura显色平板上, 置于30°C黑暗条件下培养1–2

天。期间观察显色情况并拍照记录(Lin et al., 2007)。 

5.2  EMSA检测转录因子与DNA互作 

(1) 实验前准备。包括纯化重组蛋白及合成DNA探针。 

(2) 标记探针。在合成的DNA探针上标记放射性同位

素32P或生物素。由于生物素不具有放射性以及便于

操作等优点, 近年来人们常使用生物素标记DNA探

针。按照以下顺序配制标记组和竞争组的反应体系。 

标记组: 12.5 μL超纯水, 5 μL 5× TdT缓冲液, 

2.5 μL 1 μmol·L–1未标记的Oligo, 2.5 μL 5 μmol·L–1 

Biotin-11-UTP, 2.5 μL 2U·μL–1 Diluted TdT。 

竞争组: 20 μL超纯水, 2.5 μL 10×结合缓冲液(含

Mg2+), 2.5 μL 50 μmol·L–1未标记的Oligo。 

37°C避光孵育30分钟。加入1.25 μL 0.2 mol·L–1 

EDTA终止反应, 然后加入25 μL氯仿:异戊醇(1:1), 

旋涡振荡混匀, 16 000 ×g离心1–2分钟, 取上清。随

后转移至90°C孵育2分钟, 缓慢降温至60°C, 最后于

60°C孵育30分钟。 

(3) 6% TBE凝胶制备及预电泳。按照配方依次加入各

成分并充分混匀, 注意在灌胶过程中要防止气泡的产

生。待TBE凝胶完全凝固后开始预电泳, 90 V电泳1–2

小时, 电泳缓冲液为0.5× TBE缓冲液。 

(4) 蛋白与探针结合反应。按照以下配方配制结合反

应体系。 

实验组: 50 ng融合蛋白, 0.5–2 μL标记探针, 

6 μL结合反应缓冲液, 用超纯水定容至20 μL。 

竞争组: 50 ng融合蛋白, 0.5–2 μL标记探针, 过

量的野生型未标记探针或突变型未标记探针, 6 μL结

合反应缓冲液, 用超纯水定容至20 μL。 

其中, 结合缓冲液的配方为: 2 μL 10×结合缓冲

液, 1 μL 50%甘油, 1 μL 100 mmol·L–1 MgCl2, 1 μL 

1 μg·μL–1 Poly dI:dC, 1 μL 1% NP-40。 

通常未标记野生型或突变型探针的用量为标记

探针的10倍、50倍和100倍。Poly dI:dC可抑制蛋白
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与DNA的非特异性结合, 避免形成假复合物。 

(5) 电泳。结合反应完毕后加入5 μL上样缓冲液, 充

分混匀再进行上样。电压90 V, 待指示剂到达胶的3/4

处时即可停止电泳。 

(6) 转膜。将尼龙膜小心取出, 放入0.5× TBE转膜缓

冲液中, 依次按照黑面-纤维垫-2层滤纸-胶-尼龙膜-2

层滤纸-纤维垫-白面的顺序放置, 注意不要有气泡产

生。380 mA工作60分钟。 

(7) 紫外交联。取出尼龙膜用吸水纸吸干水, 蛋白面

朝下放入紫外交联仪中, 紫外交联15分钟。 

(8) 发光检测。将紫外交联后的尼龙膜置于干净的平

皿中, 加入10 mL封闭缓冲液, 轻柔摇动15分钟。轻

轻倒掉封闭缓冲液, 加入8 mL结合/封闭缓冲液, 轻

柔摇动15分钟。将尼龙膜转移至新的平皿中, 加入

10 mL 1×漂洗液, 轻柔漂洗5分钟, 重复漂洗3次。将

尼龙膜转移至新的平皿中, 加入15 mL底物平衡缓冲

液, 轻柔摇动15分钟。取出尼龙膜, 吸干多余的底物

平衡缓冲液, 置于新的平皿中。加入6 mL化学发光底

物至完全覆盖尼龙膜, 静置孵育5分钟。最后, 取出尼

龙膜, 从侧面吸干多余的化学发光底物, 用保鲜膜包

被, 在化学发光成像系统(Bio-step)中曝光5分钟进行

显影。 

(9) 数据分析。通常情况下, 可以从两方面分析EMSA

数据, 即底部的自由探针和位于上方的迁移条带(蛋

白-DNA复合物)。在加入等量标记探针的前提下, 当

蛋白与DNA产生互作时, 底部的自由探针减少, 迁移

条带亮度增强。在此基础上增加未标记野生型探针会

与标记探针竞争蛋白, 此时自由探针条带强度基本不

变, 迁移条带亮度减弱; 而当增加未标记的突变探针

时, 由于蛋白不结合该序列, 突变探针不与标记探针

竞争, 此时自由探针减少, 迁移条带亮度增强(Jiang 

et al., 2016)。 

5.3  瞬时转化体系检测转录因子与DNA互作(本

氏烟草体系) 

(1) 工程菌液的制备。将融合载体和辅助质粒P19分

别转化农杆菌GV3101感受态细胞, 挑取单菌落接种

于含3 mL LB液体培养基(Kan+/Rif+)中, 28°C摇床

200 rpm过夜培养。随后转接至含15 mL LB液体培养

基中, 28°C摇床200 rpm过夜培养。1 500 ×g离心6分

钟, 弃上清, 收集菌体。加入10 mL注射缓冲液重悬

菌体, 2 300 ×g离心6分钟, 弃上清。重复漂洗1–2次。

加入2 mL注射缓冲液重悬菌体, 稀释10–50倍后测

OD600值。每个菌液所需体积(V1)的计算公式: 

V1=0.5×V0/(n×OD600) 

其中, n为稀释倍数, V0为混合菌液总体积。注意: 计

算P19体积时将公式中的系数0.5改为0.3。混合所需

菌液, 加入100–200 μmol·L–1乙酰丁香酮, 用注射缓

冲液定容。28°C孵育3–4小时。 

(2) 烟草瞬时转化。使用1 mL注射器从叶片背面注射

农杆菌, 随后将烟草置于弱光下生长1天, 再于光下

生长1–2天。 

(3) LUC荧光强度检测。将烟草叶片背面朝上置于培

养皿中 , 喷施含0.02% Triton X-100的1 mmol·L–1 

LUC底物(D-Luciferin, Promega), 于活体成像系统

(NightSHADE, LB985, LB941; Berthold)中黑暗处理

10分钟, 荧光拍照曝光10分钟。统计LUC荧光强度

(Cheng et al., 2020)。每个样本至少重复3次。 

5.4  瞬时转化体系检测转录因子与DNA互作(拟

南芥原生质体体系) 

(1) 原生质体的分离。剪取长日照条件(16小时光照/8

小时黑暗)下生长3–4周的拟南芥莲座叶, 用胶带去除

叶片的下表皮后将其放入酶解液里, 22°C避光酶解

1–1.5小时(Wu et al., 2009)。加入等体积的W5溶液, 

轻摇混匀, 用100目细胞筛过滤原生质体到新的管

中。常温150 ×g离心2分钟, 收集原生质体。弃上清, 

加入5–10 mL W5溶液, 冰上放置30分钟沉降原生质

体。小心去除上清, 加入适量预冷的MMG溶液重悬原

生质体。具体操作方法参考文献报道(Yoo et al., 

2007)。 

(2) 原生质体转化和共培养。将含有转录因子的pUC18- 

3HA质粒以及包含启动子或关键元件的pGreenII0800- 

LUC质粒共转化拟南芥原生质体, 具体方法如下。 

在2 mL离心管中加入pUC18-3HA质粒和pG-

reenII0800-LUC质粒各5 μg。然后加入100 μL原生质

体, 用手指轻弹混匀。加入110 μL PEG4000溶液, 用

手指轻弹混匀。室温下孵育15分钟。加入440 μL W5

溶液, 轻轻颠倒混匀, 终止转染过程。150 ×g离心2

分钟, 收集原生质体。弃上清, 加入400 μL WI溶液, 

22°C避光培养16–24小时。 

(3) 双荧光素酶活性检测。采用Dual-Luciferase 
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Reporter Assay System试剂盒(Promega, Cat No. 

E1910)进行测定。具体操作方法如下。 

将转化的原生质体200 ×g离心2分钟, 去除上

清。加入80 μL 1× Passive Lysis Buffer, 旋涡振荡混

匀, 冰上静置; 将底物I (Luciferase Assay Reagent 

II, LAR II)以每管15 μL分装至1.5 mL离心管中, 冰上

静置; 将底物II (Stop & Glo® Reagent)静置在冰上。

取5 μL原生质体加入底物I中, 充分吸打混匀, 利用

Luminometer (GloMax® 20/20) 测 定 读 数 I, 即

LUCFirefly; 随后取15 μL底物II加入离心管中, 并轻柔

吸打混匀, 测定读数II (the Renilla luciferase acti-

vity), 即LUCRenilla, 以LUCFirefly/LUCRenilla比值描述转

录因子对基因的表达调控。 

6  注意事项 

6.1  利用Y1H分析转录因子与DNA互作的注意

事项 

(1) 在质粒转化酵母感受态细胞时, 注意加入鲑鱼精

DNA以防止外源质粒被酵母细胞降解。 

(2) 离心获得酵母菌体时, 转速勿超过850 ×g, 以防

影响酵母细胞的活性。 

(3) 整个操作过程在超净工作台上进行, 防止杂菌

污染。 

(4) 注意设置严格的阴性对照和阳性对照实验, 以防

止假阳性和假阴性结果。 

6.2  利用EMSA分析转录因子与DNA互作的注意

事项 

(1) 合成的探针长度在40–60 bp左右, 有利于非结合

探针和蛋白-DNA复合体的分离。 

(2) 标记好的探针若不立即使用, 可保存于–30°C冰

箱中, 再次使用时于冰上融化即可。 

(3) 由于不同转录因子与DNA之间结合的强度不同; 

EMSA的实验结果受到重组蛋白用量、探针浓度以及

缓冲液配方的影响。因此, 在利用EMSA检测转录因

子与DNA之间的结合时要对上述因素进行摸索, 以

确定最佳实验体系。 

(4) 紫外交联后的尼龙膜可在室温条件下放置数天, 

注意在封闭之前勿再次吸湿。 

(5) 在整个EMSA操作过程中, 确保所用器具洁净, 

避免SDS或其它杂质污染。 

6.3  利用瞬时表达体系分析转录因子与DNA互作

的注意事项 

(1) 当检测多个蛋白(转录因子或转录调控因子)对基

因表达的调控作用时, 若转录因子有较强的转录抑制

活性, 则需在转录因子上添加激活结构域(如VP16)。 

(2) 用于烟草瞬时转化体系的农杆菌菌液的浓度为

OD600=0.4–0.6, 以确保农杆菌的活性和较高的转化

效率。 

(3) 用于转化原生质体的质粒浓度≥1.0 μg·μL–1; 减

少质粒中有机物和蛋白的含量, 确保较高的质粒纯

度, 以获得较高的转化效率。 

(4) 原生质体转化过程中, 动作必须轻柔。控制原生

质体浓度在0.5–2×105个·mL–1范围内, 从而确保较高

的转化效率。此外, 注意PEG4000溶液现用现配, 使

用前1–2小时配制, 使其充分溶解。 

(5) 在原生质体瞬时表达体系中, 配制酶解液时, 待

纤维素酶和离析酶溶解后需置于55°C处理10分钟, 

以失活DNA酶及蛋白酶, 促进纤维素酶和离析酶的

溶解。 
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Methods for Examining Transcription Factor-DNA  
Interaction in Plants 
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Abstract  Transcription affects the growth and development of plants through regulating the spatio-temporal expression 

of downstream genes. The interaction between transcription factors and DNA is a key section in the process of exploring 

transcriptional regulatory networks. In the past few years, researchers utilize yeast one hybrid (Y1H) and electrophoresis 

mobility shift assay (EMSA) to examine whether a transcription factor directly interacts with target DNA. In addition, tran-

sient luciferase activity assay provides a convenient method for researchers to test the regulation of transcription factors 

on downstream gene expression. In this paper, we elaborate the principles, methods, and advantages and limitations of 

Y1H, EMSA and transient luciferase activity assay, to provide technical references for exploring the transcription fac-

tor-DNA interactions. 
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