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蛋白重组技术

生物体系中诸多重要的生物学过程如：DNA合成、基因转录激活、蛋白质翻译、修饰

和定位以及信息传导等均涉及到蛋白质复合体的作用。发现和验证在生物体中相互作用的蛋

白质与核酸、蛋白质与蛋白质是认识它们生物学功能的关键一步。研究蛋白质的相互作用成

为研究蛋白质功能和作用机制的重要的环节之一。如果我们要研究一个蛋白与另一个蛋白或

另外一些蛋白是否具有相互作用，首先就要先找到这个蛋白，再从中找到其他相关联的蛋白，

来达到我们的实验目的。

蛋白互作网络作用

蛋白质与蛋白质之间相互作用构成了细胞生化反应网络的一个主要组成部分，蛋白-蛋

白互作网络与转录调控网络对调控细胞及其信号有重要意义。蛋白质互作网络是由单独蛋白

通过彼此之间的相互作用构成，来参与生物信号传递、基因表达调节、能量和物质代谢及细

胞周期调控等生命过程的各个环节。系统分析大量蛋白在生物系统中的相互作用关系，对于

了解生物系统中蛋白质的工作原理，了解疾病等特殊生理状态下生物信号和能量物质代谢的

反应机制，以及了解蛋白之间的功能联系都有重要意义。

蛋白互作常用方法

如今蛋白质间的相互作用已成为生命科学领域研究的重点，而各种蛋白质间相互作用的

研究方法的飞速发展成为蛋白质研究的重点。现在常用的技术主要包括几类：酵母双杂交方

法、GST-pull down、免疫共沉淀、串联亲和纯化等。根据不同方法的优缺点选择合适的研

究技术。

酵母双杂交：利用基因转录所需的转录因子的两个结构域分别与两种蛋白质结合，如果

这两种蛋白质之间存在相互作用，那么转录因子的两个结构域就能结合到一起，诱导报告基

因表达，通过检测是否有目标基因产物形成，就能判断待检测的两种蛋白质之间是否存在相

互作用。

酵母双杂交系统是一种体内方法，用于识别编码蛋白的新基因与感兴趣的蛋白相互作

用。该双杂交系统是检测相互作用蛋白的遗传和分子方法，该检测是在体内而不是在体外进

行的，这使得检测相互作用蛋白的天然结构成为可能。因此，双杂交系统具有高灵敏度，以

检测微弱和短暂的蛋白质相互作用。
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免疫共沉淀：一种研究蛋白质之间相互作用的特异性强的研究方法。该技术运用特异性

抗体与蛋白特异性结合的原理，通常是蛋白或其复合物与带有标签蛋白的特异性抗体的融合

蛋白相互结合，形成蛋白复合体。用试剂将蛋白质复合体进行溶解，再利用通过亲和色谱柱

对标签蛋白具有特异吸附作用的特性将蛋白复合体分离纯化出来，之后运用 SDS-PAGE、

双向电泳或质谱等技术对分离所获的蛋白进行鉴定。

此方法同样不适用于相互作用蛋白的大规模筛查，但其优势在于能用于确定在生理条件

下在细胞或组织内是否存在与目的蛋白能够结合并作用的蛋白质，亦可运用该方法验证蛋白

间的相互作用。

串联亲和纯化：用于分离复合蛋白，该技术兼备了免疫共沉淀和标准亲和纯化的优点，

成为鉴定和分离蛋白质复合体新途径咽。该研究方法首先将 TAP标签整合于该蛋白质的一

端，标签由一个钙调蛋白结合多肽与蛋白标签组成，亲和柱上的 IgG可与 TAP标签特异性

结合，依次在洗脱液和钙离子的协助下，获得高纯度的目的蛋白复合体。

亲和纯化步骤与 Co-IP 一致，但单标签纯化效率低下，而且残留的杂蛋白较多；因此

逐渐发展成为双标签纯化。亲和纯化可以采用两种标签组合，但值得注意的是，并没有一种

标签组合是百分百理想的。标签的选择主要是根据标签的特性，目的蛋白本身的属性，比如

稳定性、可溶性，以及标签与目的蛋白的融合性。将亲和纯化得到的蛋白复合物联合质谱技

术进行鉴定。

GST-pull down：将诱饵蛋白的编码基因与 GST 标签整合后表达，表达的融合蛋白经

纯化后与有目的蛋白质的溶液孵育。经一定时间的孵育后即会形成 GST-融合蛋白-目的蛋白

复合物，并用谷胱甘肽-Sepharose将其沉淀下来。

GST-pull down 主要有两方面用途：（1）鉴定能与已知融合蛋白质相互作用的未知蛋

白质；（2）验证两已知蛋白质之间是否存在相互作用。该方法特异性较强，也较简便，能

减少一定的假阳性率，也不需要使用同位素等危险物质，在研究蛋白质相互作用中应用广泛。

但该方法不适用于大规模筛查相互作用的蛋白，除此之外，活性融合蛋白的量及避免内源性

诱饵蛋白干扰是该方法成功的关键。

相关产品推荐

天然蛋白 重组蛋白 小分子抗原抗体

Order and Inquiry

http://www.biotyscience.com/Native-protein/
http://www.biotyscience.com/Recombinantprotein/
http://www.biotyscience.com/Smallmolecule/
http://www.biotyscience.com/contact/index.html
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You can place an order or Inquiry through the following methods, and we will contact you

ASAP:

QQ 499854788; 82458988

Email info@biotyscience.com

Tel 010-5365 2239


