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生物技术与方法                                                               

基于谷胱甘肽-磁性微粒的 GST融合蛋白纯化体系的
建立 

朱晶晶 1, 杨柳 2, 杨磊 1, 陈超 1, 2, 崔亚丽 1, 2 
1 西北大学生命科学学院, 西安 710069 
2 国家微检测系统工程技术研究中心, 西安 710069 

摘  要: 本研究将还原型谷胱甘肽(GSH)共价结合在异硫氰酸根末端磁性微粒表面, 制备了具有超顺磁性的谷胱甘肽-

磁性微粒亲和介质, 以表面修饰有谷胱甘肽的磁性微粒为载体, 建立了谷胱甘肽巯基转移酶(GST)融合蛋白的纯化体

系。对 100 μL 细胞裂解液纯化体系所需磁性微粒用量、谷胱甘肽-磁性微粒与细胞裂解液的孵育时间、清洗条件等进行了优

化。以聚丙烯酰胺凝胶电泳对融合蛋白的纯度进行了检测, Bradford 方法对融合蛋白进行了定量测定, 对纯化得到的目

的蛋白进行了 Western blotting 分析。结果表明, 每毫克异硫氰酸根末端磁性微粒对 GSH 的固定化容量为 150 μg, 10 mg

谷胱甘肽-磁性微粒可满足 100 μL 细胞裂解体系中目的蛋白的纯化, 最佳孵育时间为 40 min, 对 GST 融合蛋白的平均纯化

量为 516 μg。本方法快速、简便, 基于磁性微粒的分离还可实现自动化, 对 GST 融合蛋白的纯化具有很好的应用前景。 
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Abstract: We established a purification system for glutathione-S-transferase (GST) fusion protein using glutathione coupled 
magnetic particle. Glutathione was coupled covalently to the surface of magnetic particles with isothiocyanate functional groups. Cell 
lysate, containing the fusion protein, was then incubated with these glutathione coupled magnetic particles at room temperature. 
Unbound and non-specifically bound proteins were removed by wash steps. Subsequently, the GST-fusion protein was eluted from 
the magnetic particles by the addition of reduced glutathione. The resulting fusion protein was tested for purity using SDS-PAGE and 
demonstrated by Western blotting. The concentration of the fusion protein was measured by Bradford method. Both the conditions for 
incubation and washing were optimized. The results showed that 150 μg glutathione could be bound on 1 mg of particle surface and 
10 mg of the glutatione-coupled magnetic particles was suitable for 100 μL lysate, the optimal incubation time for reaction between 
particles and lysate was 40 min. The magnetic particles could help purify efficiently GST-fusion protein with a yield of around 
516 μg fusion protein per 10 mg particles. Magnetic particles can be successfully used in a simple, rapid and reliable method for the 
purification of GST-fusion proteins. 
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融合标签技术是一种基于报告基因的重组

DNA 技术, 其主要过程是利用重组 DNA 技术在靶

蛋白编码基因的 3′端或 5′端融合某种标签的编码基

因, 通过适宜的宿主来表达重组蛋白质[1-5]。表达的

重组蛋白质可以通过其融合的标签与包被在固相基

质上的特异配基结合而使重组蛋白质得以纯化[6]。

谷胱甘肽巯基转移酶(GST)融合标签就是其中的一

种且是目前应用最为广泛的亲和标签之一[7]。GST

融合蛋白的亲和纯化法最早由 Smith 和 Johnson 于

1988年提出[8]。目前, 国内外纯化 GST融合蛋白主

要是用亲和柱层析法[9-13], 但这种方法较为耗时, 且

成本较高。磁性微球技术的发展, 提供了一种新的

分离系统。磁性微球具有超顺磁性, 在外加磁场的

作用下, 其能够快速地从悬液系统中分离出来。撤

去外加磁场后, 又能够重新分散至悬液系统。根据

GSH对 GST融合蛋白的亲和性质, 以磁性微粒为载

体, 借助外加磁场, 可以实现从细胞裂解液中快速

纯化 GST 融合蛋白的目的。目前, 国外已有公司研

制了用于纯化 GST融合蛋白的磁性微粒并得到了实

际应用[14-16]。但国内利用 GSH和磁性微粒系统进行

GST 融合蛋白的纯化方法方面的研究较少。表面带

有异硫氰酸根活性功能基团的磁性微粒可快速、高

效地固定生物分子[17]。本研究以苯二异硫氰酸酯为

双功能偶联试剂, 将还原型谷胱甘肽固定在磁性微

粒表面, 通过磁性微粒表面 GSH 与融合蛋白的亲

和作用, 借助外加磁场, 系统开展了对融合蛋白纯

化的研究, 并对纯化结果进行了分析鉴定。最终建

立了一种简便、快速、高效的纯化 GST 融合蛋白

的体系。 

1  材料和方法 

1.1  主要材料、试剂与仪器 
含 pGEX-RBP-J 重 组 质 粒 的 大 肠 杆 菌

BL21(DE3)由第四军医大学遗传与发育教研室惠赠, 

异硫氰酸根末端磁性微粒购自陕西北美基因股份有

限公司 , 还原型谷胱甘肽(GSH)购自上海鼎国生物

有 限 公 司 , DTNB 试 剂 购 自 Sino-American 

Biotechnology, 抗 GST标签单抗购自 Genescript, 氨

苄青霉素和 IPTG购于 Sigma, 乙醇胺及 Bradford试

剂购自 Sigma, SuperSignal® West Femto Maximum 

Substrate Trial Kit购自 Pierce。 

ZHWY-2102C 型恒温振荡器(上海智城分析仪

器制造有限公司)、8453 型紫外分光光度计(Agilent)、

5451D 型离心机(Eppendorf)、磁性分离器-8 孔(陕西

北美基因股份有限公司 )、ELX 800UV 型酶标仪

(Bio-TEK)、凝胶成像系统(UVP)、DYCZ-24D 型双

垂直电泳槽(北京六一仪器厂)。 

1.2  方法 
1.2.1  评价方法的建立 

1)异硫氰酸根末端磁性微粒表面还原型谷胱甘

肽定量检测方法的建立: GSH 是属于含有巯基的、

小分子肽类物质, 是由谷氨酸、半胱氨酸和甘氨酸

结合而成的三肽 , 半胱氨酸上的巯基为其活性基

团。5,5-二硫代双(2-硝基苯甲酸)(DTNB)即 Ellman 

试剂 , 与巯基反应后置换出硫硝基苯甲酸 , 简称

TNB, 微碱性条件下, 在 412 nm处呈强吸收峰[18]。

根据此原理, 在 GSH与异硫氰酸根末端磁性微粒孵

育后, 磁性分离, 利用紫外-可见光分光光度计测定

上清液在 412 nm处的光吸收值, 计算出未结合到磁

粒表面的 GSH。并根据以下公式得出偶联于异硫氰

酸根末端磁性微粒表面的 GSH量: 

磁性微粒表面 GSH 固定量=加入的 GSH 质量−

上清中剩余 GSH的质量 

2) GST 融合蛋白定性及定量检测方法的建立:

采用聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE), 考马斯亮

蓝染色对融合蛋白的纯度进行了分析。小牛血清白

蛋白(BSA)作为标准蛋白, 利用 Bradford 法[19]对纯

化结果做了定量分析。 

1.2.2  谷胱甘肽-磁性微粒的制备及异硫氰酸根末

端磁性微粒与 GSH孵育时间的确定 

取 1 mg异硫氰酸根末端磁性微粒置于 2 mL离

心管中。将离心管置于磁性分离器上磁性分离, 弃

去未磁性结合的上清(此后简称上清), 加入 300 μL

偶联缓冲液(50 mmol/L PBS, pH 7.0)及 200 μL GSH

溶液(1 mg/mL, 溶于偶联缓冲液)。37 oC、180 r/min

摇床中孵育, 将各离心管置于磁性分离架上磁性分



1256    ISSN1000-3061  CN11-1998/Q              Chin J Biotech               August 25, 2009  Vol.25  No.8 

  

Journals.im.ac.cn 

离 5 min, 保留上清并标为 Pre。加入 500 μL清洗液

吹吸混匀, 磁性分离, 保留上清并标为Wash1; 重复

清洗 2次, 2次清洗的上清分别标为 Wash2、Wash3。

根据 1.2.1 中 1)的定量方法对 Pre、Wash1、Wash2

及 Wash3溶液中的 GSH进行定量。并进一步根据公

式 1对磁性微粒表面结合的 GSH进行定量。制备好

的包被有 GSH 的异硫氰酸根末端磁性微粒(谷胱甘

肽-磁性微粒)用乙醇胺进行封闭反应 2 h, PBS清洗 3

次。封闭后的磁粒用于后续纯化实验。为确定 GSH

与异硫氰酸根末端磁性微粒的孵育时间 , 分别取  

1 mg的异硫氰酸根末端磁性微粒于 10支离心管中, 

各加入偶联缓冲液 300 μL及 GSH(1 mg/mL, 溶于偶

联缓冲液)200 μL, 37 oC、180 r/min摇床中孵育 2、4、

6、8、10、12、14、16、18、20 h, 清洗步骤同上, 磁

性分离, 收集上清, 根据 1.2.1 1)中的定量方法对磁

性微粒表面结合的 GSH进行定量。 

1.2.3  GST融合蛋白的诱导表达及细胞裂解液的制备 

将经过GST融合蛋白质粒转化的大肠杆菌涂布

于含氨苄青霉素的 LB 平板上, 从平板上挑取单个

菌落于 3 mL新鲜 LB培养基中, 37 oC、180 r/min摇

床中过夜培养。然后将其以 1:100 的接种量接种于

含氨苄青霉素(1:1000)的 LB液体培养基中, 37 oC、

200 r/min摇床中培养 2 h左右, 当其在 600 nm处的

吸收值 OD600为 0.6~0.8 时, 加入 IPTG 至终浓度为

0.1 mmol/L, 25 oC、200 r/min摇床中过夜培养, 诱导

融合蛋白的表达。离心收获菌体, 加入细胞裂解液

(50 mmol/L Tris-HCl, pH 7.9, 0.5 mmol/L EDTA, 50 
mmol/L NaCl, 5% 甘油)[7]重悬, 反复冻融 2次, 超声

波破碎至清亮, 离心收集上清。SDS-PAGE分析其融

合蛋白的表达形式。 

1.2.4  GST融合蛋白纯化条件的优化 

GST 融合蛋白纯化的原理主要在于 GST 与

GSH 之间酶和底物的特异性的作用力[8]。根据此原

理使用谷胱甘肽-磁性微粒与细胞裂解液及结合液 

(50 mmol/L PBS, 200 mmol/L NaCl, 5%甘油, pH 7.0), 

25 oC、150 r/min摇床中孵育后, 清洗液洗去杂蛋白, 

用洗脱液(50 mmol/L Tris, 10 mmol/L GSH, pH 8.0)[6]

竞争性洗脱 GST 融合蛋白, SDS-PAGE 对纯化结果

进行分析。 

1)不同磁粒用量对蛋白纯化量的影响: 分别取

4、5、6、7、8、9、10、11 mg的谷胱甘肽-磁性微

粒于 8支离心管中, 各加入结合液 400 μL和含 GST

融合蛋白的细胞裂解液 100 μL, 25 oC、150 r/min摇

床中孵育 40 min。将各离心管置于磁性分离架上磁

性分离 5 min, 弃去上清。加入 500 μL清洗液吹吸

混匀, 磁性分离, 弃上清; 重复清洗 2次。清洗完后

加入 200 μL洗脱液, 25 oC、150 r/min摇床中洗脱  

15 min; 重复洗脱 1 次。最后收集并合并洗脱液用

Bradford法测定洗脱液中蛋白含量。 

2)不同结合时间对蛋白纯化量的影响: 分别取

10 mg 的谷胱甘肽-磁性微粒于 6 支离心管中, 各加

入结合液 400 μL和含 GST融合蛋白的细胞裂解液

100 μL, 25 oC、150 r/min摇床中孵育 10、20、30、

40、50、60 min, 清洗和洗脱步骤同上。Bradford法

测定洗脱液中蛋白含量。 

3)清洗缓冲液的选择: 分别取 10 mg的谷胱甘肽-

磁性微粒于 2支离心管中, 各加入结合液 400 μL和含

GST融合蛋白的细胞裂解液 100 μL, 25 oC、150 r/min

摇床中孵育 40 min, 分别用清洗液 1(PBS)和清洗液

2(PBST)清洗 3 次, 然后洗脱(步骤同上)。收集洗脱

液, 用 SDS-PAGE分析比较其清洗效果。 

1.2.5  纯化体系的验证 

1)Western blotting 鉴定纯化产物: 纯化产物经

SDS-PAGE 分离后, 转印到 PVDF 膜上, 加入 5%的

脱脂牛奶进行封闭, 封闭并清洗后加入标记有辣根

过氧化物酶(HRP)的抗 GST标签单抗 25 oC孵育 4 h, 

清洗, 显色, 暗室中曝光。 

2)GST 融合蛋白纯化体系的稳定性验证: 使用

优选条件重复纯化 5 次 , 用以检测此体系的重复

性。SDS-PAGE分析其纯化纯度并用 Bradford法进

行定量。 

2  结果 

2.1  异硫氰酸根末端磁性微粒表面偶联的

GSH 的量   
通过 1.2.1 1)的方法测定 GSH 在磁性微粒表面

的偶联效率, 偶联量随反应时间的变化如图 1 所示, 

1 mg 异硫氰酸根磁性微粒最多可偶联 GSH 的量为
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150 μg, 在 10 h内磁性微粒表面固定 GSH量与偶联

时间呈正相关, 10 h反应固定的GSH(149 μg)比 8 h的

固定量(134.5 μg)略有增加。但还原型谷胱甘肽 GSH

性质活泼 , 在空气中即可产生一定程度的氧化 [20],  

形成的氧化型谷胱甘肽 GSSG不具有与 GST融合蛋

白结合的性能。8 h和 10 h偶联反应制备得到的磁

性复合微粒对融合蛋白的纯化量无显著差别(图 2)。

因此, 从磁性微粒表面 GSH 偶联量和偶联过程对

GSH 活性变化 2 方面考虑, 本实验选择了 8 h 作为

磁性微粒和 GSH的偶联制备时间。 

 

图 1  不同孵育时间与谷胱甘肽-磁性微粒结合 GSH 的量

的关系 
Fig. 1  Relation of different incubation time and the binding 
amount of GSH to magnetic particles. 

 

图 2  不同偶联时间制备谷胱甘肽-磁性微粒与融合蛋白

纯化量的关系 
Fig. 2  Relation of glutathione coupled magnetic particles with 
different coupling time and quantity of the GST-fusion protein 
purified by these magnetic particles. 
 
2.2  GST 融合蛋白的诱导表达及裂解结果 

诱导前菌液、诱导后菌液、诱导后细胞裂解液

及纯化结果经 12% SDS-PAGE凝胶电泳的结果分析,

如图 3 所示, 诱导前菌液中, 融合蛋白几乎没有表

达(泳道 1), 而经 IPTG 诱导后的菌液中有融合蛋白

表达(泳道 2)。冻融处理的菌体上清中没有目标蛋白

条带(泳道 3),  但将冻融后菌体经超声破碎后得到

的细胞裂解液进行离心后的上清中有明显目的蛋白

条带(泳道 4), 表明超声破碎后可作为菌体细胞裂解

的主要方法。以谷胱甘肽-磁性微粒可从该裂解液中

纯化得到目的条带(泳道 5~7)。 

 

图 3  GST 融合蛋白在大肠杆菌中的 IPTG 诱导表达及纯

化 
Fig. 3  Expression of the GST fusion protein in E. coli and the 
purification using glutathione coupled magnetic particles. 1: 
before induction; 2: after induction; 3: proteins obtained after 
freeze-thawing of the induced bacterial suspension; 4: proteins 
obtained after freeze-thawing and ultrasonication of the induced 
bacterial suspension; 5−7: purified GST fusion protein; 8: 
protein markers. 
 

2.3  GST 融合蛋白纯化条件的优化 
2.3.1  不同谷胱甘肽-磁性微粒用量对蛋白纯化量的

影响 

为确定纯化 100 μL 细胞裂解液中 GST 融合蛋

白所需的谷胱甘肽 -磁性微粒的最适量 , 分别用

4~11 mg的谷胱甘肽-磁性微粒与 100 μL细胞裂解液

进行孵育纯化。Bradford 法定量可见(图 4), 当加入

的磁粒量大于 10 mg 时, 对靶蛋白的纯化量达到饱

和。10 mg磁粒的纯化量大约为 500 μg。 

 

图 4  谷胱甘肽-磁性微粒用量与融合蛋白纯化量的关系 
Fig. 4  Relation of different amount of glutathione coupled 
magnetic particles and the quantity of the GST fusion protein 
purified by these magnetic particles. 
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2.3.2  不同纯化时间对蛋白纯化量的影响 

为了确定谷胱甘肽-磁性微粒与 GST 融合蛋白

的结合时间, 取 10 mg 谷胱甘肽磁性微粒与细胞裂

解液分别孵育 10~60 min, 对纯化后经清洗洗脱所得

的洗脱液用 Bradford法进行定量。由图 5可知, 40 min

以后纯化量不再增加, 可知在 40 min时纯化量已经达

到饱和, 故本试验中优选的孵育时间为 40 min。 

 

图 5  不同孵育时间与融合蛋白纯化量的关系 
Fig. 5  Relation of the incubation time and the amount of 
protein purified by these magnetic particles. 
 

2.3.3  清洗缓冲液的选择 

GST融合蛋白的亲和纯化试验一般选用 PBS进

行清洗, 本实验根据所用的异硫氰酸根末端磁性微

粒的性质, 以 PBS及 PBST分别为清洗缓冲液, 对与

细胞裂解液孵育后的谷胱甘肽-磁性微粒进行清洗, 洗

脱后用 SDS-PAGE 评价清洗效果, 结果如图 6 所示。

用 PBS清洗后的洗脱液中仍有部分杂蛋白条带, PBST

清洗效果较好。故本实验选择 PBST作为清洗缓冲液。 

 

图  6  不同清洗液对谷胱甘肽 -磁性微粒清洗效果的

SDS-PAGE 分析 
Fig. 6  SDS-PAGE analysis of GST fusion protein purified by 
processes using different washing buffer. 1: protein markers; 
2−3: the crude bacterial lysate; 4: proteins eluted from the 
glutathione coupled magnetic particles washed with phosphate 
buffered saline (PBS); 5: proteins eluted from the glutathione 
coupled magnetic particles washed with phosphate buffered 
saline and Tween-20 (PBST). 

2.4  纯化体系的验证 
2.4.1  纯化产物的 Western blotting分析 

为确定纯化产物确为目的 GST 融合蛋白, 本试

验采用Western blotting对纯化结果进行了鉴定评价, 

所用一抗为 HRP(辣根过氧化物酶)标记的抗 GST标

签单抗, 由于已有 HRP 标记, 故试验过程中无需做

常规二抗孵育。由图 7 可以看出在菌体裂解液和洗

脱液中的目标蛋白处有清晰的Western blotting条带, 

而在清洗液的泳道中未见目标条带, 可知所纯化蛋

白为带有 GST融合标签的 GST融合蛋白。 

 

图 7  Western blotting 鉴定结果 
Fig. 7  Demonstration using Western blotting, which the 
purified fusion protein reacts with an anti-GST antibody. 1: the 
crude bacterial lysate; 2: the supernatant of the wash step using 
phosphate buffered saline and Tween-20 (PBST); 3: proteins 
eluted from the glutathione coupled magnetic particles, the first 
eluate; 4: proteins eluted from the glutathione coupled magnetic 
particles, the second eluate. 
 
2.4.2  GST融合蛋白优选纯化系统的重复性 

经过优化实验最终确定的优化条件为 : 对  

100 μL细胞裂解液纯化体系, 谷胱甘肽-磁性微粒的

优选量为 10 mg, 最佳孵育时间为 40 min, 最佳清洗

缓冲液为 PBST。应用此优选条件重复用谷胱甘肽-

磁性微粒纯化 GST 融合蛋白 5 次, SDS-PAGE 对纯

化产物分析可见图 8, 5次纯化所得的 GST融合蛋白

均有较高纯度。Bradford 法对纯化产物定量可见图

9, 5次纯化所得的 GST融合蛋白量均能达到 500 μg 

 

图 8  SDS-PAGE 对 5 次纯化结果进行分析 
Fig. 8  SDS-PAGE analysis of the purified fusion proteins. 
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图 9  对 5 次纯化得到融合蛋白量的测定结果 
Fig. 9  Quantity of the purified GST fusion protein measured 
by Bradford method. 1−5: GST fusion protein purified in 5 repeats. 
 
左右, 平均纯化量为 516 μg。表明本优化体系用于

纯化 GST融合蛋白具有良好的重复性及稳定性。 

3  讨论 

本试验以异硫氰酸根磁性微粒为载体, 在其表

面修饰了还原型谷胱甘肽, 并以此为亲和介质建立

了 GST融合蛋白的亲和纯化系统。偶联有还原型谷

胱甘肽的异硫氰酸根末端磁性微粒用于 GST融合蛋

白的纯化具有良好的吸附性能及特异性, 每 10 mg

磁粒可纯化出大约 516 μg的 GST融合蛋白, 通过对

该体系的可重复性验证表明, 该体系可以稳定地用

于纯化 GST 融合蛋白。与常用柱纯化方法比, 本实

验纯化时间较短, 整个纯化过程可以在 1 h 内完成; 

且无需离心步骤, 借助外加磁场, 建立的纯化方法

可在一个离心管中完成; 可控的小体积洗脱还可保

证融合蛋白的高浓度。此外, 鉴于磁性微粒所具有

的超顺磁性, 本方法为 GST-融合蛋白的自动化纯化

研究奠定了基础。 
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