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技术与方法                                                              

不同蛋白标签对 LMO2 融合蛋白沉淀实验的影响 

袁伟, 孙伟, 杨爽, 闫继东, 翟春利, 杜君, 王兆琦, 安迪, 朱天慧 
南开大学医学院分子遗传研究室, 天津 300071 

摘  要: 融合蛋白沉淀技术是一种用来研究蛋白质相互作用的新的体外实验技术, 通常利用蛋白亲和标签与探针蛋白

融合表达来钓取未知相互作用蛋白或验证已知蛋白间的相互作用, 其中以谷胱甘肽巯基转移酶(GST)标签最为常用。

LMO2(由 LIM only 缩写得名, 也称 Ttg-2 或 Rbtn2)是一种小分子量难溶蛋白。利用原核系统分别表达了含有 GST 和麦

芽糖结合蛋白(MBP)两种标签的 LMO2 融合蛋白, 发现 GST-LMO2 融合蛋白以包涵体的形式表达, 而 MBP-LMO2 融合

蛋白则能够以可溶形式表达, 而且 MBP-LMO2 的表达量明显高于 GST-LMO2 融合蛋白。将可溶性的 MBP-LMO2 融合

蛋白和复性后的 GST-LMO2 融合蛋白分别用于钓取 K562 细胞中 LMO2 的结合蛋白, 结果显示二者都可以结合 K562

细胞中内源性的 GATA1 蛋白, 而 MBP-LMO2 融合蛋白捕获的 GATA1 蛋白明显多于复性后的 GST-LMO2 融合蛋白。

这一结果提示, 在研究一些分子量小、疏水性强的蛋白质时改变标签蛋白可能是一种有益的尝试。 

关键词 : 蛋白质沉淀技术 , 谷胱甘肽巯基转移酶 , 麦芽糖结合蛋白 , LMO2 

Effect of Different Tags on Pulldown Assays Implemented by 
LMO2 Fusion Protein 
Wei Yuan, Wei Sun, Shuang Yang, Jidong Yan, Chunli Zhai, Jun Du, Zhaoqi Wang, Di An, and  
Tianhui Zhu 
Laboratory of Molecular Genetics, College of Medicine, Nankai University, Tianjin 300071, China 

Abstract: Pulldown assay is an in vitro method for studies of protein-protein interactions, in which tagged proteins are usually  
expressed as the bait to enrich other proteins that could bind to them. In this technology, the GST tag is broadest used for its modest 
size and hydrophilic property. In most cases, the GST tag could increase the hydrophility of the fusion protein and help to avoid the 
formation of inclusion bodies. However, in the other few cases, the target protein may be strongly hydrophobic or have complicated 
structures that were hard to fold and assemble in correct conformations without champerons, and even the existence of GST tag could 
not make them soluble. These proteins were always expressed as inclusion bodies and had no functions. LMO2 was a small molecular 
weight and insoluble protein, in this study, GST system and MBP system were used to express GST-LMO2 and MBP-LMO2 fusion 
proteins, respectively. We found that GST-LMO2 fusion protein was expressed as inclusion bodies whereas MBP-LMO2 fusion pro-
tein was expressed in soluble form. Moreover, the production rate of MBP-LMO2 was also much higher than GST-LMO2. Then 
MBP-LMO2 fusion proteins and renatured GST-LMO2 fusion proteins were used as bait in pulldown assay to study the interaction 
between LMO2 and endogenous GATA1 in K562 cells. Western blot analyses showed that both of these proteins could bind to    
endogenous GATA1 in K562 cells, but recovered GATA1 protein by MBP-LMO2 fusion protein was much more than GST-LMO2 
fusion protein. These results suggest that using of MBP system is a helpful attempt in the case of studying small molecular weight, 
strong hydrophobic proteins. 
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蛋白质相互作用存在于机体每个细胞的生命活

动过程中, 从 DNA 的复制、转录、翻译到细胞的代

谢过程、信号传导以及细胞周期的调控, 蛋白质相

互作用都在其中发挥核心作用。蛋白质间相互作用

的研究作为了解蛋白质生物功能的重要手段, 已经

成为蛋白质组学中最主要的研究内容之一[1,2]。 

融合蛋白沉淀技术是一种行之有效的研究蛋白

质相互作用的体外实验技术, 常用于大规模筛选新

的相互作用蛋白、确定相互作用结构域以及验证已

知蛋白间的相互作用[3−5]。该技术通常利用蛋白亲和

标签与探针蛋白融合表达来钓取相互作用蛋白。目

前常用的蛋白标签有谷胱甘肽巯基转移酶(GST)标

签、六聚组氨酸(His6)标签、硫氧还蛋白(Trx)标签等。

其中 GST 标签是目前应用最为广泛的亲和标签, 相

应的融合蛋白沉淀技术被称为 GST 沉淀技术(GST 

pulldown), 主要是通过探针蛋白与 GST 标签的融合

表达, 利用 GST 与谷胱甘肽交联树脂 Sepharose-4B

的亲和性, 从细胞抽提物中分离纯化出与探针蛋白

相互结合的蛋白质。GST 标签通常能够增加蛋白质

的可溶性 , 但对于一些蛋白质 , 尤其是自身较难溶

的蛋白质, 通过该系统表达的融合蛋白也往往以不

溶的包涵体形式存在, 而溶解复性后的融合蛋白通

常没有活性或活性很低, 给后续的沉淀实验带来很

大的困难。 

与 GST 沉淀技术原理相似, 与麦芽糖结合蛋

白(MBP)标签融合的探针蛋白也可以通过交联直链

淀粉亲和树脂(amylose resin)纯化出相互作用的蛋

白质, 我们称之为 MBP 沉淀技术(MBP pulldown)。

MBP 蛋白亲水性很高 , 常用于目标蛋白的可溶表

达, 有研究表明 MBP 标签在改善蛋白质溶解性、

促进蛋白质正确折叠方面比其余几种标签都要有

效[6]。但关于 MBP 沉淀技术在检测蛋白质间相互

作用中的应用以及与 GST 沉淀技术的比较研究 , 

目前尚未见报道。本文分别表达了 GST-LMO2 融合

蛋白和 MBP- LMO2 融合蛋白, 利用 GST 沉淀技术

和 MBP 沉淀技术证明了 LMO2 与 K562 细胞中内

源性的 GATA1 蛋白的相互作用, 并对两种技术的

优缺点进行了比较, 为融合蛋白沉淀技术的应用提

供新的思路。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
人髓样白血病细胞系 K562、大肠杆菌 DH5α为

本实验室保存。RPMI1640 及胎牛血清购自 Gibco

公司。原核表达载体 pMAL-c2x 和 amylose resin 购

自 New England Biolabs 公司。原核表达载体

pGEX-5X-1 和 Glutathione Sepharose 4B 凝胶购自

Pharmacia Biotech Co 公司。IPTG 和考马斯亮蓝

R250 购自 TaKaRa 公司。GATA-1、LMO2 特异性抗

体购自 Santa Cruz 公司, 二抗购自 Promega 公司, 

ECL Western Blot 检测试剂盒购自 Pharmacia 公司。

带 有 LMO2 基 因 不 同 编 码 模 式 的 模 板 质 粒

(pcDNA-6B-LMO2)为本实验室自制。 

1.2  方法 
1.2.1  重组质粒的构建 

将 LMO2 的编码区片段从模板质粒切下, 以正

确读框与原核表达载体 pGEX-5X-1、pMAL-c2x 连

接 构 建 原 核 表 达 质 粒 pGEX-5X-1-LMO2 和

pMAL-c2x-LMO2。 

1.2.2  GST-LMO2 和 MBP-LMO2 的诱导表达 

将原核表达质粒 pGEX-5X-1-LMO2 和 pMAL- 

c2x-LMO2 分别转化到 DH5α中, 涂布于含氨苄青霉

素 50 μg/mL 的 LB 培养平皿中, 于 37oC 培养过夜。

次日挑单菌落培养, 当 OD600=0.4~0.6, 转入大瓶培

养, 37oC 培养至 OD600 约为 0.6 时, 加入 IPTG 至终

浓度为 0.1 mmol/L, 30oC 诱导培养 6 h。收集诱导菌, 

按 10:1 的比例加入细胞裂解液 STE buffer(50 
mmol/L Tris-Hcl pH 7.9, 0.5 mmol/L EDTA, 50 
mmol/L NaCl, 5% Glycerol), 超声破碎, 离心收集上

清液及沉淀, 取适量进行 SDS-PAGE 电泳, 考马斯

亮蓝染色。 

1.2.3  融合蛋白 GST-LMO2 的纯化 

纯化按 Pharmacia Biotech Co 公司说明书进行。

将包涵体溶解于含 0.3% SKL 的 PBS 缓冲液中, 过

滤后经 Glutathione Sepharose 4B 亲和层析进行纯化, 

用 PBS 缓冲液 4oC 透析过夜除去 SKL。 

1.2.4  融合蛋白 MBP-LMO2-C 的纯化 

纯化按 New England Biolabs 公司说明书进行。

将过滤后的细菌上清液上样到 amylose resin 凝胶柱

上 , 用缓冲液 A (20 mmol/L Tris-HCl pH 7.9,     
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0.2 mol/L NaCl, 1 mmol/L EDTA) 洗去非特异结合

的蛋白质, 然后用 12 个柱床体积的缓冲液 B (20 
mmol/L Tris-HCl pH 7.9, 0.2 mol/L NaCl, 1 mmol/L 
EDTA,  10 mmol/L Maltose)洗脱融合蛋白 , 流速

1.5 mL/min。对洗脱得到的蛋白质用 PBS 缓冲液, 

4oC 透析除去麦芽糖。纯化后融合蛋白取 0.5 μg 进

行 10 % SDS-PAGE, Western blotting 验证其表达。 

1.2.5  沉淀实验 

利用 mRIPA(50 mmol/L Tris-HCl pH 7.5、150 mmol/L 

NaCl 、 1% Triton X-100 、 5% DOC 、 10 μg/mL 

Aprotinin、10 μg/mL Leupeptin、1 mmol/L PMSF)法

裂解 1×108 K562 细胞提取细胞蛋白。将等量纯化后

的 GST 融 合 蛋 白 或 MBP 融 合 蛋 白 分 别 与

Glutathione Sepharose 4B 或 amylose resin 孵育结合  

2 h, 充分洗脱未结合蛋白质后, 即得到结合有 GST

融合蛋白的 Glutathione Sepharose 4B 颗粒或含有

MBP 融合蛋白的 amylose resin 颗粒。分别与等量的

K562 细胞提取物于 4°C 翻转结合过夜。用结合缓冲

液(12.5 mmol/L HEPES pH 7.4, 120 mmol/L NaCl, 
0.1 mmol/L EDTA, 0.05% NP-40, 1 mmol/L DTT,   
1 mmol/L PMSF, 2 mg/mL aprotinin, 0.5% bovine 
serum albumin, 10 μmol/L ZnSO4)洗涤颗粒 5 次, 每

次 10 min。用 15 μL SDS 加样缓冲液煮沸洗涤后的

颗粒进行 SDS-PAGE, 凝胶考马斯亮蓝染色或

Western blotting 检测与 LMO2 结合的蛋白质。 

1.2.6  Western blotting 印迹分析 

样品进行 SDS-PAGE 后, 电转移至硝酸纤维素

膜, 然后用 5%脱脂奶粉 4oC 封闭过夜, 弃溶液, 加

入用 5%脱脂奶粉稀释的一抗, 室温孵育 1 h, TBST

洗膜 3 次后, 加入用 5%脱脂奶粉稀释的二抗, 室温

轻摇 1 h, TBST 洗膜 3 次后, 用化学发光法显色    

5 min, 压片显影。 

2  结果 

2.1  GST-LMO2 融合蛋白在 E. coli 中的表达和 
纯化 

DH5α/pGEX-5X-1-LMO2 经 IPTG 诱导表达 4 h

后, 进行 SDS-PAGE 电泳, 考马斯亮蓝染色。与未诱

导菌比较, 在相对分子量约 43 kD 处出现明显的诱

导蛋白带 , 同预期的 GST-LMO2 融合蛋白大小一

致。电泳胶薄层扫描(Fig. 1)显示: 诱导表达的目的

蛋白约占菌体总蛋白的 40%。经超声破碎细胞, 离

心分别收集上清和沉淀进行 SDS-PAGE 电泳, 结果

发现上清中几乎没有 GST-LMO2 融合蛋白, 其绝大

部分以包涵体形式存在。通过改变 IPTG 诱导浓度, 

改变诱导温度, 改变诱导时间等方法优化表达条件

均未获得可溶的目的蛋白表达。因此, 我们尝试从

包涵体中纯化 GST-LMO2 融合蛋白。 

 

图 1  GST-LMO2 融合蛋白的表达 
Fig. 1  Expression of GST-LMO2 from in E. coli DH5α 

Total protein of induced DH5α/pGEX-LMO2 without (lane 1) and with 
(lane 2) IPTG; supernatant (lane 3) and precipitate (lane 4) of the lane 2 
lysate; supernatant (lane 5, 7, 9) and precipitate (lane 6, 8, 10) of 27°C, 

30oC, 37°C induced DH5α lysate 

 

将诱导表达的菌体进行超声破碎及 0.3% SKL

裂解, 在离心后的上清液中加入 0.6% Triton X-100

以屏蔽 SKL 影响融合蛋白与谷胱甘肽 Sepharose-4B

介质的亲和结合。GST-LMO2 用 10 mmol/L 还原型

谷胱甘肽洗脱后, 经透析除去 SKL 和谷胱甘肽, 使

可溶性蛋白折叠复性 , GST-LMO2 最终纯度达到

90%以上(Fig. 2)。 

 

图 2  SDS-PAGE 分析纯化的 GST-LMO2 融合蛋白 
Fig. 2  SDS-PAGE analysis of isolated GST-LMO2 

Total protein of DH5α/pGEX-LMO2 without IPTG(lane 1) and with 
IPTG-induced(lane 2), supernatant (lane 3) and precipitate (lane 4) of the 

lane 2 lysate, eluant of GST-LMO2 from glutathione sepharose-4B(lane 5) 
and naturalized GST-LMO2 (lane 6). The arrow marks the position of 

GST-LMO2. Protein marker(M)is as same as that of Fig. 1 
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2.2  MBP-LMO2 融合蛋白的表达和纯化 
将 pMAL-LMO2 重组质粒分别转化到 DH5α中,

阳性转化子经 IPTG 诱导表达 6 h 后, 进行 SDS- 

PAGE 电泳, 考马斯亮蓝染色。与未诱导菌比较, 在

相对分子量约 60 kD 处出现明显的诱导蛋白带, 同

预期的 MBP-LMO2 融合蛋白大小一致。电泳胶薄层

扫描显示: 诱导表达的目的蛋白约占菌体总蛋白的

30%。经超声破碎细胞, 离心分别收集上清和沉淀进

行 SDS-PAGE 电泳 , 结果发现上清中含有大量的

MBP-LMO2 融合蛋白, 说明其绝大部分以可溶形式

存在(Fig. 3A)。 

重组菌裂解液离心上清液经 Amylose Resin 

(New England Biolabs)亲和层析纯化 , 洗脱后收集

融合蛋白。进行 SDS-PAGE, 考马斯亮蓝染色显示获

得了单一的目的融合蛋白(Fig. 3B), 纯度达到 95%

以上。同时将上述样品 SDS-PAGE 后转至 NC 膜, 用

LMO2 特异性抗体进行 Western blot 验证。结果显

示: 超声裂解的上清经 amylose resin 亲和纯化后, 

获得了较纯的 MBP-LMO2 融合蛋白(Fig. 3B)。 

 

图 3  MBP-LMO2 融合蛋白的可溶表达和纯化 
Fig. 3  Expression of MBP-LMO2 fusion protein in soluble 

form in E. coli DH5α/pMAL-c2x-LMO2 
(A) supernatant (lane 1) and precipitate (lane 2) of the total protein 
of induced DH5α lysate; total protein of uninduced DH5α lysate 
(lane 3). Purified MBP-LMO2 fusion protein after elution from 
amylose beads was determined by coomassie blue staining (B) or by 
Western blot (C) using anti-LMO2 antibody 
 

2.3  GST pulldown 和 MBP pulldown 实验验证

LMO2 蛋白与内源性 GATA1 的结合 
将复性后的 GST-LMO2 融合蛋白固化在谷胱甘

肽 Sepharose-4B 亲 和 介 质 上 , 或 是 将 等 摩 尔    

(0.5 nmol) 纯化后的 MBP-LMO2 融合蛋白固化在

amylose resin 亲和介质上充当诱饵蛋白, 再与 1×108 

K562 细胞提取物混合后进行沉淀实验, 4oC 翻转仪

上翻转过夜, 收集沉淀蛋白质复合物利用结合缓冲

液洗涤 5 次后进行 SDS-PAGE 分离, 用 GATA1 特异

性抗体进行 Western blot, 分别以 GST 蛋白和 MBP

蛋白作为阴性对照。MBP-LMO2 实验组曝光 1 min, 

而 GST-LMO2 实验组曝光 2 min。结果显示(Fig. 4), 

MBP-LMO2 实验组沉淀下来的 GATA1 蛋白明显多

于 GST-LMO2实验组, 这说明 MBP-LMO2有更强的

GATA1 结合能力。 

 

图 4  MBP 沉淀实验和 GST 沉淀实验 
Fig. 4  MBP pulldown assay and GST pulldown assay 

K562 cells extract was incubated with either MBP-LMO2 fusion 
protein immobilised on Amylose resin or GST-LMO2 fusion   
proteins immobilised on Sepharose-4B. The resin-bound fractions 
were analyzed by SDS-PAGE, then were analyzed by immunoblotting 
using antibody raised against GATA1 
 

3  讨论 

融合蛋白沉淀技术是近年来发展的一个敏感性

和特异性较高的研究蛋白质相互作用的体外实验技

术, 其主要应用于两方面: (1)筛选和钓取与探针蛋

白可能相互作用的未知蛋白; (2)验证与探针蛋白可

能相互作用的已知蛋白。 

本文中使用的探针蛋白 LMO2 蛋白是一种不可

溶蛋白, 在原核表达中稳定性不高[7]。我们首先选用

GST 标签进行 LMO2 蛋白的融合表达, 结果表明

GST-LMO2 融合蛋白主要以包涵体形式表达, 基本

检测不到可溶蛋白。外源蛋白在原核表达中的主要

问题在于包涵体的形成, 研究者们试图通过以下方

法 [8,9]避免包涵体的形成并提高融合蛋白的可溶性: 

1) 低温诱导; 2) 提高诱导时的细胞密度; 3) 缩短诱

导时间; 4) 增大培养物的通风; 5) 在渗透压胁迫下

进行诱导; 6) 使用不同的宿主菌表达。在实验过程

中 , 我们曾参考以上经验 , 改进诱导表达条件 , 但

是效果都不理想。我们也曾经尝试表达带有组氨酸

标签或硫氧还蛋白标签的融合蛋白, 同样是形成大

量的包涵体(数据未显示)。因此只能通过包涵体的变

性溶解、谷胱甘肽 Sepharose-4B 亲和层析纯化、透

析复性等步骤获得可溶性的 GST-LMO2 融合蛋白。

而利用 MBP 亲和标签则非常显著的提高了 MBP- 

LMO2 融合蛋白的溶解度, 避免了包涵体的形成,因
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而可能获得了更多的具天然立体结构的 LMO2 融合

蛋白。将诱导菌的上清液经 amylose resin 亲和介质

纯化 , 采用麦芽糖温和洗脱即获得了大量可溶的

MBP-LMO2 融合蛋白, 避免了去污剂或变性剂对蛋

白质活性的影响。将两种不同标签的融合蛋白应用

于沉淀实验, 我们发现二者都能结合内源 GATA1 蛋

白(已知的 LMO2 相互作用蛋白), 而且 MBP-LMO2

融合蛋白捕获的 GATA1 蛋白明显多于 GST-LMO2 

融合蛋白。这有可能是因为离子去污剂(SKL)的去 

除仍然不能使 GST-LMO2 融合蛋白折叠成正确的

构象。 

我们的实验结果显示 , 相比 GST 标签 , 与

MBP 进行融合表达显著改善了 LMO2 蛋白的溶解

性, 而且纯化后的 MBP-LMO2 融合蛋白用于沉淀

实验可以高效捕获细胞内源性的相互作用蛋白, 避

免了 GST-LMO2 融合蛋白变性、复性带来的干扰。

虽然 MBP 标签比较大, 并有可能由此带来空间位

阻效应, 但该结果表明 MBP 标签在提高探针蛋白

的可溶性的同时并未影响蛋白质本身的功能以及

蛋白质之间的相互作用。下面是两种融合蛋白沉淀

体系的比较。 
 

 GST-LMO2 MBP-LMO2 

产物性质 
及产量 

基本无可溶性蛋白 
可溶性蛋白产量达 
10 mg/L(占80%) 

纯化方式 
复杂, 包涵体变性溶解 
后复性再纯化 

简单, 直接纯化细菌 
裂解上清液 

与已知蛋白

结合能力 
只能捕获到很少的相互作

用蛋白 
能捕获到较多的 
相互作用蛋白 

 

我们的实验结果为融合蛋白沉淀技术这类体外

蛋白相互作用实验中标签的选择提供了新的思路 :  

对于那些疏水性强而且不易检测蛋白活性的探针蛋

白, 我们可以采用基于 MBP 标签的 MBP 沉淀技术, 

增强目标蛋白的可溶性, 从而更加有效的研究蛋白

质之间的相互作用。 
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