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摘  要：创建一种基于荧光检测的 GST-pull down 改进方法，用于蛋白质间相互作用分析．利用已确定具有相互作用

的 Atsttrin 和 TNFR2 蛋白对作为实验对象，分别构建 GST-Atsttrin 和 TNFR2-EYFP 融合蛋白的原核和真核表达体

系．将纯化的 GST-Atsttrin 与 TNFR2-EYFP 蛋白孵育后，经离心收集复合物，通过酶标仪检测其荧光值，从而分析

Atsttrin 和 TNFR2 间的相互作用．通过荧光值的检测成功分析了 Atsttrin 和 TNFR2 间的相互作用，荧光值的检测可代

替传统方法中的 Western blot 分析，从而简化 GST-pull down 分析步骤、降低操作难度、并可对缺乏特异性抗体的靶蛋

白进行有效地分析． 
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An Improved Method of GST-pull Down Based on Fluorescence  

Detection and its Application to the Analysis of the  

Interaction between Atsttrin and TNFR2 
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Abstract：An improved method of GST-pull down based on fluorescence detection was developed and could be applied to 

analyzing protein interaction. Based on the confirmed interaction between TNFR2 and Atsttrin，recombinant expression vec-

tors pGEX-Atsttrin and pEYFP-TNFR2 were constructed. GST-Atsttrin fusion proteins were purified by affinity chromatog-

raphy，and then incubated with TNFR2-EYFP fusion proteins. After centrifugation，the complex was collected，and the inter-

action between Atsttrin and TNFR2-EYFP was analyzed through measuring the fluorescence intensity with multifunctional 

microplate reader. The interaction between Atsttrin and TNFR2 was verified by the detection of the fluorescence after the 

GST-pull down. Compared with the traditional method，the new method was more convenient and could be used to analyze

the target protein without specific antibodies.  

Key words：protein interaction；fluorescence detection；GST-pull down 
 

蛋白质间的相互作用在生物细胞的生命活动中

发挥着重要作用，研究蛋白质间的相互作用，对于蛋

白质功能的分析、疾病机理的阐明和新药的研发具有

十分重要的意义[1–2]．目前常用的研究蛋白质间相互



 

2015 年 2 月           王重喜，等：一种基于荧光检测的 GST-pull down 改进方法的建立

及对 Atsttrin-TNFR2 相互作用的分析 
·35·

 

作用的方法主要有酵母双杂交、GST-pull down、免疫

共沉淀(Co-IP)和荧光能量共振转移(FRET)等[3]．其

中，GST-pull down 技术是利用谷胱甘肽巯基转移酶

(GST)与谷胱甘肽间的特异性结合，研究蛋白质体外

直接相互作用的重要手段[2,4]．其基本原理[3,5]是将目

的蛋白与 GST 标签融合表达，将得到的融合蛋白亲

和固定到谷胱甘肽树脂上当作“诱饵蛋白”，加入另

一种蛋白溶液后，由于蛋白质间的相互作用，可从中

捕获出能与目的蛋白相互作用的“靶蛋白”，而形成

GST-诱饵蛋白–靶蛋白的复合物．收集复合物后通过

SDS-PAGE 或 Western blot 检测靶蛋白的存在，从而

分析证实目的蛋白和靶蛋白间的相互作用．然而，

SDS-PAGE 分析对靶蛋白的测定特异性较低，而

Western blot 检测则步骤繁琐、操作难度较大、成本较

高，而且无法适用于缺乏特异性抗体的靶蛋白(如新

发现的蛋白质或免疫原性较弱的蛋白质)的分析，因

此该方法需进一步改良． 

EYFP 作为 EGFP 蛋白的改进型，可在 500,nm

的激发光激发下产生 528,nm 的发射光，因其易于检

测，荧光强、发光稳定、没有细胞种类和位置上的限

制且载体易于构建，在生物大分子标记和蛋白间相互

作用中都有重要应用[6–7]．实验示意图如图 1 所示． 

 

图 1 基于荧光检测的 GST-pull down方法示意图 

Fig. 1  Schema of the GST-pull down based on fluores-

cence detection 

本实验选用已确定能发生相互作用的蛋白对

Atsttrin 和肿瘤坏死因子受体 2(Tumor necrosis factor 

receptor 2，TNFR2)
[8–9]作为实验对象，分别构建 GST-

Atsttrin 原核表达载体和 TNFR2-EYFP 真核表达载

体，并在大肠杆菌及哺乳动物细胞中进行表达．将原

核表达的 GST-Atsttrin 融合蛋白亲和固定到 GST 树

脂上，再向其中加入含有 TNFR2-EYFP 融合蛋白的

细胞裂解液．因 Atsttrin 和 TNFR2 间的相互作用而

形 成 树 脂 -GST-Atsttrin-TNFR2-EYFP 复 合 物 ，在

GST 树脂的重力作用下瞬时离心可以得到该复合

物．最后利用 EYFP 的荧光特性，在多功能酶标仪上

用 500,nm 的激发光激发，检测 528,nm 发射光的荧

光值，即可实现对蛋白质间相互作用的分析． 

1 材料与方法 

1.1 材料 

1.1.1 细胞、质粒及菌株 

人正常乳腺细胞(HBL100)、非洲绿猴肾成纤维

细胞(COS-7)、质粒 pGEX-6p-3 及 pEYFP-N1 均为本

实验室保存；质粒 pMD18T-Atsttrin 为实验室前期构

建；大肠杆菌(Escherichia coli)JM109 和 BL21(DE3)

由本实验室保存． 

1.1.2 主要试剂 

Pfu DNA 聚合酶、T4 DNA 连接酶，TaKaRa 公

司；核酸 Marker、质粒提取试剂盒、琼脂糖凝胶 DNA

回收试剂盒，北京康为世纪公司；High-Affinity GST 

Resin，南京金斯瑞生物科技有限公司；BCA 蛋白定

量试剂盒和 IPTG，北京索莱宝公司；细胞培养基，

Gibco 公司；细胞胎牛血清，杭州四季青公司；核酸限

制性内切酶、蛋白 Marker、TuroFect 细胞转染试剂，

Fermentas 公司；实验所用其余试剂均为进口或国产

分析纯试剂．引物合成及序列测序由北京英潍捷基

公司完成． 

NETN 细 胞 裂 解 液：20,mmol/L Tris-HCl(pH 

8.0)，100,mmol/L NaCl，1,mmol/L EDTA，体积分数

为 0.5%的 NP-40． 

1.2 方法 

1.2.1 质粒 pEYFP-TNFR2 构建及鉴定 

根据 Uniprot 提供的 TNFR2 胞外域蛋白序列

(P20333)和 NCBI 提供的 TNFR2 基因序列(Gene 

ID：7133)，克隆其胞外域 23 到 257 位部分．利用

Primer 5.0软件设计引物扩增 TNFR2，酶切位点用下

划线表示，P1：5'-TAGGAATTCGCCACCATGTTGC 

CCGCCCAGGTG-3'(EcoRⅠ)，P2：5'-GGAGGATCC 

GAGTCGCCAGTGCTCCCTTCAG-3'(BamHⅠ) ．实

验中选用人正常乳腺细胞(HBL100)的 cDNA 作为模

板，扩增目的基因 TNFR2．将 PCR 产物和载体

pEYFP-N1 分别双酶切，切胶回收，经 T4,DNA 连接

酶连接后转化 E. coli JM109 感受态细胞．经卡那霉

素抗性筛选，挑取单克隆进行菌落 PCR 及双酶切验

证，验证正确后经测序鉴定． 
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1.2.2 质粒 pGEX-Atsttrin 构建及鉴定 

以 pMD18T-Atsttrin 为模板，通过 PCR 方法扩增

Atsttrin 基因．所用引物为 P3：5'-TCGGGATCCGAAAA 

TCTGTATTTTCAGGGCCCGCAGGCTTCCTGCTGT 

G-3'(BamHⅠ)，P4：5'-CCGCTCGAGTTATGGGATT 

GGACAGCAGC-3'(XhoⅠ)．为方便在今后的引物中

切割去除 GST 标签，在上游引物中引入 TEV 蛋白酶

的切割位点(斜体部分)．将 PCR 产物和 pGEX-6p-3

载体分别双酶切，切胶回收，连接转化 E. coli JM109

感受态细胞．经氨苄青霉素(Amp)抗性筛选后，利用

菌落 PCR、双酶切及测序鉴定阳性克隆． 

1.2.3 GST-Atsttrin 融合蛋白的诱导表达和优化 

重组质 粒 pGEX-Atsttrin 转化 E. coli BL21 

(DE3)，将转化后的重组表达菌株接种于含 Amp 

(100,µg/mL)的 LB 液体培养基中，37,℃振荡培养过

夜后以 2%接种量接种于 50,mL 含 Amp(100,µg/mL)

的新鲜 LB 液体培养基中(250,mL 摇瓶)，于 37,℃培

养至 A600 为 0.6～0.8 时(约 2,h)，加入终浓度为

1.0,mmol/L 的 IPTG，30,℃诱导培养 4,h．同时以空质

粒 pGEX-6P-3 转化 E. coli BL21(DE3)诱导培养作为

阴性对照． 

诱导时间优化：在 30,℃条件下，加入终浓度为

1.0,mmol/L 的 IPTG 诱导培养，分别诱导 1、2、4、6、

8,h 后取样用于 SDS-PAGE 分析． 

诱导剂浓度优化：分别加入终浓度为 0.2、0.4、

0.6、0.8、1.0,mmol/L 的 IPTG，30,℃诱导培养，用

SDS-PAGE 分析目的蛋白表达情况． 

1.2.4 GST-Atsttrin 融合蛋白纯化 

诱导完毕，4,℃离心收集菌体，用 PBS 洗涤 3

次．每 100,mg湿菌体加 3.3,mL PBS 将菌体重悬并超

声破碎，4,℃、12,000,r/min 离心 30,min 收集上清液，

并用 0.45,µm 滤膜过滤．用 4,℃预冷的 PBS 平衡

GST 树脂后，将上清液蛋白上柱纯化．再次用 4,℃预

冷的 PBS洗涤杂蛋白后，取少量与 GST-Atsttrin 融合

蛋白结合的 GST 树脂用于 SDS-PAGE 分析，其余

4,℃储存用于后续实验． 

1.2.5 细胞转染及 TNFR2-EYFP 融合蛋白的制备 

按照脂 质 体 转染试剂说明书操 作 ，将 质 粒

pEYFP-TNFR2 转染 COS-7 细胞．培养 24,h 后，弃培

养基，用 PBS 洗涤细胞两次，加入 1.0,mL 细胞裂解

液(4,℃预冷)，置于冰上裂解 30,min 后，13,000,r/min

离心 10,min 收集上清液蛋白． 

1.2.6 GST-Atstttrin 和 TNFR2-EYFP 相互作用 

将 50,µL 1.2.4 节所得 GST 树脂加入到 500,µL 

1.2.5 节所得上清液蛋白中，置于旋转摇床，4,℃孵育

12,h．800,r/min 短暂离心 20,s 后弃上清液蛋白，用

1,mL NETN 细胞裂解液(4,℃预冷)重复洗涤 3次，用

200,µL PBS吹悬树脂．将所得树脂加入到 96孔荧光

检测板中，在多功能酶标仪(Bioteck)上用 500,nm 的

激发光激发，检测 528,nm 发射光的荧光值． 

2 结 果 

2.1 重组质粒 pEYFP-TNFR2 和 pGEX-Atsttrin 的

构建及鉴定 

  以 HBL100 细胞的 cDNA 为模板，用引物 P1 和

P2 扩增 TNFR2 基因，并定向克隆到载体 EcoRⅠ和

BamHⅠ之间．PCR 后可扩增出与预期大小相符的目

的条带，且重组质粒经双酶切可检测到目的条带(图

2(a))．另一方面，以 pMD18T-Atsttrin 为模板，用引

物 P3 和 P4扩增 Atsttrin 基因并亚克隆到 pGEX-6P-3

质粒中．重组质粒经 XhoⅠ和 BamHⅠ双酶切后可检

测到与预期大小相符的目的条带(图 2(b))．进一步

通过测序证实，重组质粒 pEYFP-TNFR2 和 pGEX-

Atsttrin 均构建成功． 

 

M. DNA marker；1. pEYFP-TNFR2质粒 EcoRⅠ和 BamHⅠ双酶切产

物；2. PCR产物；3. pEYFP-N1质粒 EcoRⅠ和 BamHⅠ双酶切产物 

(a) pEYFP-TNFR2质粒的构建 

 

M. DNA marker；1. pGEX-Atsttrin 质粒 XhoⅠ和 BamHⅠ双酶切产

物；2. PCR 产物；3. pGEX-6p-3 质粒 XhoⅠ和 BamHⅠ双酶切产物 

(b) pGEX-Atsttrin质粒的构建 

图 2 质粒构建 

Fig. 2 The construction of recombinant vectors 
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2.2 GST-Atsttrin融合蛋白的诱导表达 

质粒 pGEX-6p-3 和 pGEX-Atsttrin 分别转化 E. 

coli BL21(DE3)，IPTG 诱导表达，GST-Atsttrin 融合

蛋白诱导表达与可溶性分析如图 3 所示．重组菌株

经 IPTG 诱导后在相对分子质量 4.3×10
4 处可见

GST-Atsttrin 融合蛋白条带(GST 蛋白相对分子质量

约 2.6×10
4，Atsttrin 蛋白相对分子质量约 1.7×

10
4
)．进一步对菌体超声破碎后所获得的上清和沉淀

进行电泳分析，结果显示目的蛋白可溶率达 90%． 

 

M. 蛋白 marker；1，2. 分别为菌体 E.,coli,BL21(DE3)/pGEX-6p-3,IPTG

不诱导和诱导；3，4. 分别为菌体 E.,coli,BL21(DE3)/pGEX-Atsttrin

融合蛋白 IPTG不诱导和诱导；箭头所指为 GST-Atsttrin 融合蛋白 

(a) GST-Atsttrin融合蛋白表达分析 

 

M. 蛋白 marker；1. 全菌体；2. 菌体超声破碎后上清液；3. 菌体超

声破碎后沉淀；箭头所指为 GST-Atsttrin融合蛋白 

(b) GST-Atsttrin融合蛋白可溶性分析 

图 3  GST-Atsttrin融合蛋白诱导表达与可溶性分析 

Fig. 3  SDS-PAGE analysis of the expression and solubil-

ity of GST-Atsttrin fusion protein 

  为进一步优化诱导表达条件，首先将重组菌株

E. coli BL21(DE3)/pGEX-Atsttrin 以 1.0,mmol/L 的

IPTG 30,℃诱导培养8,h，每2,h取样分析．SDS-PAGE

电泳结果显示重组蛋白的可溶性表达量随诱导时间

延长而增加，诱导 6,h 时融合蛋白有最大的表达量

(图 4(a))．进而分别在 30,℃以终浓度为 0.2、0.4、

0.6、0.8、1.0,mmol/L 的 IPTG条件下诱导培养 6,h，结

果表明 0.6,mmol/L 的 IPTG 对菌体诱导效果最好(图

4(b))．对优化后融合蛋白的可溶性进行分析，结果

显示目的蛋白依然具有很好的可溶性(图 5)．因而确

定 GST-Atsttrin 融合蛋白诱导表达的最优条件为

30,℃，以 0.6,mmol/L 的 IPTG 诱导 6,h. Quantity one

软件分析显示可溶性融合蛋白的量可占菌体总蛋白

的 30%以上． 

 

M. 蛋白 marker；1—5. 分别为诱导 1、2、4、6、8,h；箭头所指为

GST-Atsttrin融合蛋白 

(a) 诱导时间优化 

 

M. 蛋白 marker；1—5. 分别为 0.2、0.4、0.6、0.8、1.0,mmol/L 的

IPTG诱导；箭头所指为 GST-Atsttrin融合蛋白 

(b) ITPG诱导剂浓度优化 

图 4 诱导表达时间及 IPTG浓度的优化 

Fig. 4 Optimization of the induction time and concentra-

tion of IPTG 

 

M. 蛋白 marker；1. 菌体超声破碎后上清液：2. 菌体超声破碎后沉 

淀；箭头所指为 GST-Atsttrin融合蛋白 

图 5 优化后蛋白可溶性分析 

Fig. 5 Analysis of the solubility of GST-Atsttrin fusion 

protein 
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2.3 GST-Atsttrin融合蛋白的纯化 

将诱导菌体超声破碎后，离心取上清于 GST 亲

和层析柱纯化融合蛋白．SDS-PAGE 分析结果显示：

通过一次亲和层析可除去绝大多数的杂蛋白，但在相

对分子质量为 2.8×10
4 的附近依然存在一条杂蛋白

带，其位置与空质粒 pGEX-6P-3 诱导表达的 GST 产

物相同(图 6，图 3(a))．由此表明重组菌株 E. coli 

BL21(DE3)/pGEX-Atsttrin 在表达融合蛋白的同时，

也会产生一定的 GST 单独表达产物．这很可能是由

于人源基因 Atsttrin密码子与 E. coli偏爱性间所存在

的差异造成翻译出现中断或外源基因 mRNA 不稳定

发生断裂而造成的． 

 

M. 蛋白 marker；1. 菌体超声破碎后上清液蛋白；2. 穿透液；

3.,PBS 洗脱液；4. GST 树脂与 GST-Atsttrin 融合蛋白结合复合物；

箭头所指为 GST-Atsttrin融合蛋白． 

图 6 GST-Atsttrin融合蛋白的纯化 

Fig. 6 Purification of the GST-Atsttrin fusion protein 

2.4 细胞转染及 TNFR2-EYFP 融合蛋白的荧光 

检测 

将质粒 pEYFP-TNFR2 转染 COS-7 细胞，培养

24,h 后，通过荧光显微镜分析 TNFR2-EYFP 目的蛋

白的表达情况，结果如图 7 所示． 

 

(a) 自然光下图片 (b) 荧光激发下图片 

图 7 细胞转染 pEYFP-TNFR2质粒后荧光图片 

Fig. 7  Micrographs of cells transfected with pEYFP-

TNFR2 vector 

转染细胞可观测到明显的荧光，表明融合蛋白在

细胞内可获得很好地表达．进一步收集转染后的细

胞，裂解收取上清获得 TNFR2-EYFP样品，利用多功

能酶标仪对荧光信号进行定量分析，结果如图 8 所

示．结果显示细胞裂解液试剂对荧光值的测定没有

影响；同时，荧光值与融合蛋白 TNFR2-EYFP样品间

具有良好的剂量依赖关系，表明荧光值的强弱可以很

好地反映出 EYFP 融合蛋白的含量高低． 

 

图 8 TNFR2-EYFP融合蛋白的荧光值与其剂量间的关系

Fig. 8 Relationship between the fluorescence of TNFR2-

EYFP fusion protein and its amount 

2.5 Atsttrin和 TNFR2相互作用分析 

  为验证荧光测定方法是否可很好地用于蛋白质

间相互作用的 GST-pull down 分析，首先对 GST-pull 

down 系统所涉及到的 COS-7 细胞及 E. coli 内源性

杂蛋白、GST 标签蛋白及树脂对 EYFP 荧光测定是

否会产生干扰进行了分析．与对照组相比上述“杂

质”均不会对 EYFP 荧光值的测定产生显著性的影

响(图 9(a))．在此基础上，分别将 Atsttrin-GST-树脂

复合物、GST-树脂复合物与转染 pEYFP-TNFR2 的

细胞裂解液共同孵育，短暂离心并用 PBS 清洗 GST

树脂后，于多功能酶标仪中测定 EYFP 的荧光值．与

GST-树脂复合物相比，Atsttrin-GST-树脂复合物在

与 pEYFP-TNFR2 细胞裂解液孵育后，可检测到明显

的荧光信号(图 9(b))，表明 Atsttrin-GST-树脂复合

物可将 TNFR2-EYFP 从细胞裂解液中捕获富集出

来，且荧光检测法能够很好地检测这一过程．改进后

的方法可很好地用于蛋白质间相互作用的分析． 

 

A. 对照(PBS)；B. COS-7细胞裂解液；C. 菌体 E. coli BL21 

(DE3)/pGEX-Atsttrin裂解液；D. GST蛋白；E. GST树脂 

(a) 杂质对荧光值的影响 
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A. 对照(PBS)；B. GST蛋白和树脂结合复合物；C. GST-Atsttrin融 

合蛋白和树脂结合复合物；***表示 P＜0.001 

(b) 相互作用分析 

图 9 Atsttrin和 TNFR2相互作用分析 

Fig. 9 Interaction analysis of Atsttrin and TNFR2  

3 讨 论 

相比酵母双杂交、Co-IP、FRET 等方法，GST-pull 

down 简便易行、实验重现性好，因此在蛋白质相互

作用分析方面得到了广泛的应用．本研究在传统

GST-pull down 方法基础上，对其进行了改进．通过

将靶蛋白与 EYFP 融合表达，以 EYFP 荧光值的检测

代替传统方法中的 SDS-PAGE 及 Western blot 分析，

从而大大简化了 GST-pull down 分析步骤、降低了操

作难度、并可对缺乏特异性抗体的靶蛋白进行有效的

分析．本研究结果显示 EYFP 的荧光值与 EYFP 融合

蛋白的含量间具有良好的剂量依赖关系，且整个实验

体系中可能存在的真核细胞及 E. coli 的内源性物

质、GST 蛋白、亲和树脂、细胞裂解液等“杂质”均

不会对 EYFP 荧光测定产生显著性影响，因此本方法

可很好地通过检测 EYFP 荧光值的大小实现对蛋白

质间相互作用的分析． 

正确空间结构的形成对于蛋白质相互作用的体

外分析十分重要[4]．GST 是 E. coli天然高效、可溶性

表达的蛋白质，在作为融合表达标签时可促进目的蛋

白质二硫键的形成，从而使表达产物折叠形成正确的

空间结构[5，10]．此外，GST 还有利于增强融合蛋白的

翻译效率及稳定性，从而大大提高表达水平[11]．在本

实 验 中 ，经过条件优化，在 30,℃、IPTG 浓度 为

0.6,mmol/L 时诱导培养 6,h，可确保 GST-Atsttrin 融

合蛋白的表达量达到最大(250,mg/mL)，同时可溶性

蛋白比率可高达 90%以上，确保了相互作用分析的正

确性． 

在本实验中选用的研究对象 Atsttrin 是新近报道

的 TNFR2 特异性拮抗蛋白[8-9]．TNFα 作为促炎因

子，在类风湿性关节炎(rheumatoid arthrits，RA)、银

屑病性关节炎(psoriasis arthritsi，PA)、强直性脊柱炎

(ankylosing spondylitis，AS)等免疫系统疾病过程中

起着重要作用[12-13]．相比于 TNFR1，TNFR2 相对有

限的细胞分布，使得 TNFR2 成为更为特异、安全的

治疗靶点[14-15]．Atsttrin 可与 TNFα 竞争对 TNFR2

的结合，从而有效发挥对类风湿性关节炎的高效抑制

作用[8-9]．不仅如此，药物动力学分析表明 Atsttrin 在

体内具有较为理想的消除半衰期和生物利用度，表明

Atsttrin 及其衍生物将是有潜力的抗关节炎新药[8-9]. 

本文改进后的 GST-pull down 方法可为 Atsttrin 蛋白

质序列的进一步优化以及新型抗关节炎新药的筛选

提供一种新的有力手段．此外，在质粒构建时，还在

GST 与 Atsttrin 之间添加了 TEV 蛋白酶的切割位

点，后续亦可通过 TEV 酶切释放 Atsttrin，用于该蛋

白质的制备生产． 
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