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[摘要] 免疫共沉淀(CO—immunoprecipitation)技术是检测蛋白质问相互作用的经典方法，也是较常用的方法。文章对 

近1O余年有关免疫共沉淀技术的原理和应用及其优缺点的分析进行文献综述。 
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[Abstract] Co—immunoprecipitation technology is classical me~od to examine the interaction among proteins，also a common 

method．The paper made a literature review，which referred to the principle of CO—in~munoprecipitation technology and its merit or 

flaw． 
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蛋白质问的相互作用控制着大量的细胞活动事件，如细 

胞的增殖、分化和死亡。通过蛋白质问相互作用，可改变细 

胞内蛋白质的动力学特征。如底物结合特性、催化活性；也 

可产生新的结合位点，改变蛋白质对底物的特异性；还可失 

活其它蛋白质，调控其它基因表达。因此，只有使蛋白质问 

相互作用顺利进行，细胞的正常生命活动过程才有保障。由 

于蛋白质问相互作用具有如此重大的意义，因此其检测方法 

的研究也备受重视 由生化方法。如蛋白质亲和层析(protein 

affinity chromatography)、亲和印迹(affinity Honing)、免疫沉 

淀(immunoprecipitation)及交联(cross—unking)，发展到当今 

的分子生物学方法，如以基因文库为基础的蛋白探测(pro— 

tein probing)、噬菌体显示(phage display)及双杂交系统(two 

— hybrid system)等。另外，还发展了可定性和定量检测蛋白 

质问相互作用的简便又快捷的方法，如表面胞质团共振(Sill'- 

face pl~smon resonance)等。通过这些方法的联合使用，实验 

得出的蛋白质问的相互作用的结论显得更为可靠 J。 

1 免疫共沉淀基本原理 

细胞裂解物中加入抗体，这样可与已知抗原形成特异的 

免疫复合物，若存在与已知抗原相互作用的蛋白质，则免疫 

复合物中还应包含这种蛋白质，经过洗脱，收集免疫复合物， 

然后分离该蛋白质，对该蛋白质进行N端氨基酸序列分析， 

推断出相应的核苷酸序列。将包含活性物质的组织或细胞 

构建成cDNA文库，以上述核苷酸序列为探针从 cDNA文库 

中分离出cDNA克隆。 

1．1 免疫共沉淀技术的主要步骤 

1．1．1 用磷酸盐缓冲液洗3O块 10 cm培养板上的适宜细 
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胞。刮去每块板上的细胞到 1 ml冰冷的 EBC裂解缓冲液 

中。 

1．1．2 将每毫升细胞悬液转移到微量离心管中，在微量离 

心机上4℃以最大速度离心 15 min。 

1．1．3 收集上清(约3O rn1)并加入3O 的适当抗体，4℃ 

摇动免疫沉淀物 I h。 

1．1．4 加入0．9 ml的蛋白质A—Sepharose悬液，4℃摇动 

免疫沉淀物30 rain。 

1．1．5 用含900mmol／LNaC1的 NETN洗蛋白A—Sepharose 

混合物，再重复洗5次。最后，用 NETN洗 1次。 

1．1．6 吸出混合物的液体部分。加入800 的1 x SDS胶 

加样缓冲液到球珠中，煮沸4 min。 

1．1．7 将样品加入到大孔的不连续SDS—PAGE梯度胶中， 

在 10 mA的恒定电流下电泳过夜。 

1．1．8 通过考马斯蓝染色观察蛋白质泳带。 

1．1．9 从胶上切下目标带，将其放到微量离心管中，用1 Inl 

50％乙腈洗两次，每次3 min。 

1．1．10 用胰蛋白酶消化胶中的蛋白质，再将肽电洗脱。 

1．1．1 1 通过窄孑L高效液相色谱分离肽。将收集的肽在ABI 

477A或494A机器上进行自动Edman降解测序。 

2 免疫共沉淀技术的应用 

2．1 肿瘤 鼻咽癌细胞中p53相结合蛋白质的分离与鉴 

定：免疫共沉淀与 LC2ESI2MS／MS分析相结合的方法对 

HNE1细胞蛋白条带3鉴定的p53相互作用蛋白之一 HSP78 

进行了验证。首次在鼻咽癌细胞中鉴定了9个 p53结合蛋 

白，为阐明鼻咽癌中p53蛋白聚集及失活的机制提供了重要 
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依据和线索。方法：在含 2 mg细胞总蛋 白的 1 ml抽提缓冲 

液中，加入1 正常兔血清和30 protein G—Sepherose 4B 

珠子，4℃、振荡 2 h，9000 r／min离心 5 min去除珠子以消除 

非特异结合蛋白，保留上清液。在上清液中加入5 兔抗人 

p53抗体和30 protein G—Sepherose 4B珠子，4℃，振荡过 

夜，900o r／min离心 5 min去上清液，保留珠子。TBST缓冲 

液洗涤含免疫复合物的珠子4次，每次 5 min，离心收集珠 

子。以BSA取代p53抗体作为对照 J。人肝癌中热休克蛋 

白70(HSP70)与 r63的相互作用：用免疫组织化学染色法， 

从12例肝癌组织中筛选 HSP70与 p53均呈阳性表达的标 

本，并以免疫共沉淀法提取之 ，然后用 SDS—PAGE及 West- 

em blot分析双阳性标本中两种蛋白的存在形式。检测到 12 

例肝癌组织中有 3例为双阳性，用抗 HSP70mAb免疫共沉淀 

的样品，可检测到 p53蛋白。用抗 p53mAb免疫共沉淀的样 

品也可检测到 HSP70蛋白，证明人肝癌中 p53与 HSP70以复 

合物的形式而存在 ，此可为肝癌的发病机制及免疫治疗的研 

究提供新的思路”J。肿瘤的异质性(Heterogeneity)是指单 

克隆起源的肿瘤细胞在生长过程中其侵袭能力、生长速度、 

对激素的反应、对抗癌药物的敏感性等方面能形成不同表型 

亚克隆的特性 J。肿瘤异质性是肿瘤研究的一个重要方向， 

对解释肿瘤基础及临床研究中出现的诸多问题具有重要意 

义。 

随着分子生物学技术的发展，对于肿瘤异质性的研究方 

法已从形态学深入到细胞生物学、分子遗传学、分子病理学 

等方面，但其分子水平的研究多处于基因水平，而对蛋白质 

方面的研究甚少。由于蛋白质是生命活动的执行者和体现 

者，细胞各种重要的生理过程都是以蛋白质问相互作用来实 

现的，因此通过研究蛋白质的相互作用来探讨肿瘤异质性， 

将更直接、全面揭示异质性的发生机理及调控过程。免疫共 

沉淀用于细胞异质性分析在操作上亦需注意以下几点 ：(1) 

细胞全蛋白的质量浓度要足够，至少要高于 10 mg／ml，这样 

沉淀物洗脱液中的蛋白质才能达到足够的质量浓度以用于 

电泳。(2)SDS—PAGE一定要尽量用大块的胶，因为只有经 

过足够长距离的电泳才能使样品各成分充分分开，以便于进 
一 步分析、提取和测序。免疫共沉淀法用于细胞异质性的分 

析，操作简单，结果直接明了，自动化分析快速且排除人为影 

响因素，分离后胶上蛋白质能有效 回收，有利于后续的测序 

等分析工作。因此借助于免疫共沉淀法来研究肿瘤异质性 

的分子机制元疑是一条很好的途径，随着这一研究方法的完 

善，它将在细胞异质性的研究中发挥重要作用 J。 

2．2 酶与病毒 端粒酶(或端粒体酶)是一种能延长端粒末 

端的核糖蛋白酶，主要成分是RNA和蛋白质，其含有引物特 

异识别位点，能以自身 RNA为模板，合成端粒 DNA并加到 

染色体末端，使端粒延长，从延长细胞的寿命甚至使其永生 

化-6 J。根据目前的研究，端粒酶至少有 3个亚单位组成， 
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RNA亚单位 TR(telomerase RNA)、端粒酶催化亚单位 TERT 

(telomerase reverse transcriptase)和 TEP1(telomerase—associ— 

ated protein1)。人类 TERT(hTERT)是由1132个氨基酸残基 

组成的多肽 ，hTEP1可与 p123／Est2p的同源蛋白 hTERT免 

疫共沉淀，并和端粒酶活性有关 。应用免疫共沉淀技 

术，验证新基因AngReml04和糖皮质激素受体特异延伸因子 

(GR—EF)蛋白在哺乳动物细胞中的相互作用，为进一步研 

究 AngReml04的生理功能奠定基础。AngReml04是我们在 

血管紧张素 II(AnglI)刺激人肾小球系膜细胞(MSC)增生和 

硬化过程中获得的上调表达新基因，全长 1690bp，蛋白相对 

分子质量为 37000，是一个多组织广泛表达的基因，在肾小球 

系膜细胞和肾小管上皮细胞均有 AngReml04mRNA表 

达 J。CD81全基因序列编码蛋白可与 HBeAg在酵母细胞 

中相互作用。采用体外免疫共沉淀试验测了HBeAg与CD81 

的相互作用，对深入了解 CD81分子的功能及其在 HBeAg所 

致肝细胞损伤的作用奠定了基础⋯ 。戊型肝炎是由戊型肝 

炎病毒(HEV)感染引起的急性肝炎，症状与甲型肝炎相似， 

但病死率较高。Grp78作为HSP70热休克蛋白家族中的一 

员，主要参与蛋白质在内质网的加工、折叠，包括某些病毒在 

胞内的组装、成熟与转运。前期研究同时揭示 p239可以吸 

附、进入 HepC2细胞并有效阻断野生HEV对HepG2和原代 

培养肝细胞的感染  ̈．】 ，证实了p239含有和HEV相同的细 

胞结合表位。吴小成等  ̈筛选了 p239在肝细胞中的结合 

蛋白，发现 p239与热休克蛋白家族蛋白Grp78／Bip(Grp78) 

有相互作用。 

2．3 信号转导 Wnt信号转导的经典通路，即：Wnt配体与 

细胞表面的复合体LRP6／Frlzzled相互作用后，激活Dishevel- 

ed蛋白进而使细胞质中B一连环蛋白向细胞核聚集 ，从而激 

活下游基因的表达 。正常的Wnt信号传导通路在胚胎发 

育过程中极其 要，而Wnt信号传导通路的异常活化则往往 

导致肿瘤的发生 J。通过免疫共沉淀证实了黑色素瘤相关 

抗原 MAATlpI5与 LRP6之间的相互作用，LRP6为 Wnt受 

体的胞内区，MAATlpl5对Wnt信号通路传导有协同激活作 

用，提示MAATIp15可能参与了Wnt信号通路对黑色瘤的发 

生和转移过程的促进性调节  ̈。促分裂原活化蛋白激酶 

(mitogen—activated protein kinase，MAPK)在植物的胁迫反 

应应答方面占有重要地位。在确定 MAPK级联途径中有关 

激酶的种类时，特别是在与其余相似的激酶进行区分时，免 

疫沉淀法是一种微量、灵敏和特异性强的检测方法，得到了 

广泛的应用。MAPK性抗体是通过识别双磷酸化的苏氨酸 

一 谷氨酸 一酪氨酸三肽模体pTEpY而发生免疫结合的。使 

用某种MAPK的一段特异性序列制备的单一特异性抗血清 

(mono—specificamiserum)可 以直接鉴 定这种特定的 

MAPK 。接头蛋白(adaptor or scaffold protein)是一类只有 

结合域(binding domain)而没有酶活性的蛋白质分子。在细 
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胞的信号转导过程中，接头蛋白通过其结合域将不同的信号 

转导分子连接起来 ，起着承上启下的作用 ，在信号转导级联 

反应中发挥了重要的作用。程小星等“ 通过免疫共沉淀技 

术发现了Bam32与 Hic25具有相互作用，证实可能在激活下 

游分子的信号转导级联反应以及调节细胞的黏附和运动等 

功能中发挥了重要的作用。 

2．4 寄生虫 鼠弓形体表达两种不同增殖细胞核抗原，它 

们在速殖体增长过程中处于不同的亚细胞定位 ，鼠弓形体增 

殖细胞核抗原(TgPCNA)在细胞分裂周期 中TgPCNA1集中 

分布在细胞核，然而TgPCNA2分布在DNA合成期(S期)，在 

有丝分裂和G1期均匀分布在整个细胞。TgPCNA1和2的相 

互影响可以通过免疫共沉淀技术来观察 。Scan Dobson 

等【2 ，通过序列分析发现在恶性疟原虫丝氨酸／苏氨酸磷酸 

酶PP5(瑚PP5)的N一末端外部的催化核心有4个 tetratri— 

copeptide repeats(TPRs)，P P=5需要多不饱和脂肪酸磷酸酶 

的活化作用，免疫共沉淀证明了天然的PfPP5和恶性疟原虫 

的热休克蛋白90(hsp90)之间的相互作用。PfPP5几乎在整 

个恶性疟原虫的红内期表达，它对冈田酸中度敏感。这是寄 

生虫原虫顶复亚f-1 TPR一区域蛋白的第一个例子。TPR区 

域在蛋白质一蛋白质的相互作用中有重要的地位，尤其与 

PP5磷酸酶的调节有关，PfPP5在恶性疟原虫寄生生长与信 

号途径过程中起决定性作用。 

3 免疫共沉淀技术的优点与不足 

在体内蛋白质问相互作用的过程中，免疫沉淀现象是在 

不添加任何成分的细胞裂解物中发生的该方法有以下几个 

优点：(1)与蛋白质亲和层析一样，检测的产物是蛋白质的粗 

提物；(2)抗原与相互作用的蛋白以细胞中相类似的浓度存 

在，避免了过量表达所造成的人为效应；(3)蛋白质以翻译后 

被修饰的天然状态存在；(4)复合物以天然状态存在，蛋白的 

相互作用可以在天然状态下进行，可以避免人为影响，可以 

分离得到天然状态下相互作用的蛋白复合体 。 

但是，这种方法最主要的局限性是需要多克隆抗体或 

mAb，因而对大规模筛选未知蛋白会遇到障碍。免疫共沉淀 

同样不能保证沉淀的蛋白复合物时候为直接相互作用的两 

种蛋白。用于免疫共沉淀的抗体不是总是与操作相合适，与 

Western blotting或者 ELISA相 比容易 出现假 阳性反应 。 

另外灵敏度不如亲和色谱高。 

4 展 望 

免疫共沉淀是以抗体和抗原之间的专一性作用为基础 

的用于研究蛋白质相互作用的经典方法。多抗与抗原有较 

高的亲和性，多抗的多个结合位点可以有助于形成稳定的抗 

原抗体蛋白复合物，单抗的优点是特异性好，缺点是亲和力 

差，当亲和力小于一定程度时，单抗很难用于免疫共沉淀技 

术，并不是所有的单抗都适用于免疫共沉淀反应。免疫共沉 

淀技术是一个比较经典的探讨蛋白质问相互关系的技术，在 
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现代基础医学研究中应用广泛且可信度比较高。蛋白质问 

相互作用存在于机体每个细胞的生命活动过程中，生物学中 

的许多现象如复制、转录、翻译、剪切、分泌、细胞周期调控、 

信号转导和中间代谢等均受蛋臼质问相互作用的调控。有 

些蛋臼质由多个亚单位组成 ，它们之间的相互作用就显得更 

为普遍。有些蛋白质结合紧密。有些蛋白质只有短暂的相 

互作用．然而不论哪种情况 ，它们均控制着大量的细胞活动 

事件，如细胞的增殖、分化和死亡。通过蛋白质间相互作用， 

可改变细胞内蛋白质的动力学特征。如底物结合特性、催化 

活性；也可产生新的结合位点，改变蛋白质对底物的特异性； 

还可失活其它蛋白质，调控其它基因表达。因此，只有使蛋 

白质问相互作用顺利进行，细胞的正常生命活动过程才有保 

障。由于蛋白质问相互作用具有如此重大的意义，因此其检 

测方法的研究也备受重视。蛋白质相互关系的研究以后会 

愈演愈烈，我们小仅仅可以通过免疫共沉淀技术来证实，还 

有很多越来越多fI勺先进技术值得我们去运用和发展。 
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