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由于重组蛋白扩增和纯化技术和产品的日益丰富，重组蛋白近年来使用大大的

增加。使用重组标签蛋白有利于纯化和检测的优势现在已经被广泛的知晓。一

般来说，在蛋白表达流程的第一步，是将靶基因克隆进入合适的表达载体。接

下来，将表达载体转化进入合适的宿主系统，进行接下来的表达分析。

现在可以使用的宿主系统种类多样，包括可以进行培养的细菌、酵母、植物、

细丝真菌、昆虫和哺乳动物细胞，以及转基因动物和植物。每种宿主系统都有

各自的优点和缺点，在最终决定选择哪一种宿主时，考虑这些优缺点非常重

要。在您的特定蛋白最初筛选和最佳表达条件确定之后，您可以扩大规模纯化

生产，获得大量的靶蛋白，进行下游的应用，如功能分析和结构研究。

由于在表达蛋白的标签和亲和柱料的配基之间存在高特异性吸附，标签蛋白的

纯化相对简单省时。您可以仅使用一步就获得较高的纯度——亲和纯化一般可

以达到 95%以上的纯度。如果您需要更高的纯度，可能需要进一步的纯化。

克隆          细胞培养          筛选        规模放大纯化       
结构和 
        引导设计

                                                             
功能研究
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从靶基因到纯化蛋白之旅



谷胱甘肽 -S转移酶 (GST) 基因融合系统是表达、纯化和检测 E. coli

生产的GST标签蛋白的多功能系统。GST标签蛋白的代表性特征是，

与谷胱甘肽SepharoseTM色谱柱料的谷胱甘肽配基高特异性结合，因

而一步洗脱靶分子的纯度可以超过 90%。GST标签可能也增加了靶

蛋白的溶解性和稳定性。GST相对来说比较大，相对分子量 (M
r
) 为

26 000。GST标签蛋白含有特殊的剪切序列，纯化后使用不同的蛋

白酶可以比较简单的去掉 GST标签。

GST标签蛋白的纯化在非常温和的条件下进行，有效地保护了靶蛋

白的功能和抗原性。GST标签经常用来补充组氨酸标签，或在表达

过程中组氨酸标签不能得到可溶蛋白时，作为代替标签。

GST标签蛋白



生产高产量的标签蛋白
的 pGEX载体
GST基因融合系统整合 pGEX质粒，可以进行日本血吸虫

GST融合的基因或基因片段的可诱导、高等级细胞内表达。

在E. coli内表达，在胞浆内产生具有标签的蛋白，GST部分

在氨基端，而感兴趣的蛋白在羧基端。

现在有十三种 pGEX载体。其中九种载体具有可扩展的多

克隆位点 (MCS)，此位点含有六个限制性内切酶位点。可

扩展的多克隆位点方便之处在于，使用多种可获得的

lambda载体构建文库，从中获得扩增的cDNA，插入进行

非直接克隆。

通用电气医疗集团提供具有位点特异剪切编码识别序列的

pGEX载体，可以被PreScissionTM蛋白酶、凝血酶蛋白酶和

因子 Xa蛋白酶识别 (参见本页 pGEX载体的序列图)。

在此序列图中，虽然所有三种读码框的终止编码没有被描

述，所有十三种载体在三种读码框的多克隆位点下游都有

终止编码。
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GST标签膜蛋白的可溶性
筛选策略

特色产品：GST SpinTrap 纯化模块，GST检测模块

溶解性是膜蛋白提取的最关键步骤之一。有效的溶解确保了具有生物活性膜蛋白的高产量，为成功的纯化铺平了道路。

为了使目标膜蛋白有效的溶解，经常必须筛选一系列去污剂，然后选择适合特定靶蛋白和其纯化策略的最好的去污剂。

GST SpinTrapTM柱子用来对 GST标记膜蛋白 (GST-ecoKch) 进行六种不同去污剂的快速、同时筛选。
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1. 使用GST检测模块，在96孔板规格，应用1-氯 -2，4-

    二硝基苯 (CDNB) 实验，测量纯化的GST标签蛋白酶

  学活性受不同去污剂的影响。

2. 膜蛋白被不同的去污剂溶解和浓缩，这些去污剂不影

  响GST标签的活性。

3. 使用GST SpinTrap纯化模块进行溶解的GST标签膜蛋

  白的纯化。

通过 SDS-PAGE分析膜蛋白的

产量和活性

96孔板
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柱子：GST SpinTrap

样品：500微升GST标记的ecoKch，1:10 （重量体积比) 溶解在5% DDM，

βOG，CHAPS，TweenTM 20，TritonTM X-100，或者 Sarcosyl

结合缓冲液：PBS，pH 7.5

洗脱缓冲液：PBS，0.2%去污剂，10 mM还原型谷胱甘肽，pH 8.0

SDS-PAGE

小结：

溶解 (数据未展示) 和纯化阶段GST标记的 ecoKch的产量，使用 DDM和 Sarcosyl最高。注意 Sarcosyl在 CDNB实验中极大的

降低了GST的活性，因此该结果没有反映存在的GST标记蛋白的真实数量。使用DDM纯化之后的酶活性实验最高。这就显示

了对于膜蛋白溶解性最佳条件选择的简易和快速的方法。

致谢：D. Birse，生物化学和生物物理系，斯德哥尔摩大学，瑞典

DDM OG CHAPS Tween 20 Sarcosyl
Triton
X-100

← GST-ecoKch

(M
r
 × 103)

94

67

43

0.8

0.6

0.4

0.2

0

可溶材料

穿透液

洗脱液



高效率一步纯化

特色产品：GSTrap FF、ÄKTAexplorer、ExcelGel SDS 梯度8-18、Multiphor II 电泳系统、低分子量 -

SDS Marker 试剂盒

使用方便的预装柱结合注射器、泵或者色谱系统，GST标签蛋白的纯化常常可以一步获得。在这个例子中，GSTrapTM FF

1毫升柱子用来纯化GST标记的可溶受体亚单位，一步达到很高的纯化程度。ÄKTAexplorer上使用的预编程UNICORNTM

方法模板，提供了标准的纯化操作规程，可以完全遵从，或者适合您独特需要进行修改。洗脱组分使用凝胶电泳分离

和银离子染色进行分析。

柱子：GSTrap FF 1毫升

样品：8毫升表达 GST标记蛋白的 E. coli细胞胞浆提取物

结合缓冲液：PBS，pH 7.3

洗脱缓冲液：50 mM Tris-HCl，10 mM还原型谷胱甘肽，pH 8.0

流速：1 ml/min

系统：ÄKTAexplorer

SDS-PAGE
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小结：

GSTrap FF和 ÄKTAexplorer上预编程方法模板仅用一个纯化步骤就可以产生高纯度的蛋白。
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标签剪切酶
为了进行靶蛋白特性分析，象GST标签这样的大蛋白经常必须被去除。根据特定的靶蛋白的自然性状的不同，

完全酶切需要的蛋白酶的数量、温度、孵育时间长度也有所差异。

PreScission蛋白酶是特异剪切和去除GST标签的有效的工具酶。PreScission蛋白酶自身具有GST标签蛋白和

人鼻病毒3C蛋白酶，因此使用谷胱甘肽Sepharose亲和柱料，很容易从已经剪切的靶蛋白中去除 (和GST一

起)。由于 PreScission蛋白酶最理想的活性温度是 4 ˚C，剪切可以在低温下进行，增强了靶蛋白的稳定性。

与其它的蛋白酶不同，PreScission蛋白酶的识别位点不是自然存在的序列，这就保证了该酶的高度特异性。

GST标签蛋白的剪切也可以使用识别不同剪切位点的其它蛋白酶进行。因子Xa蛋白酶和凝血酶蛋白酶是丝氨

酸蛋白酶，最佳剪切温度在室温进行。

13

剪切酶

因子 Xa蛋白酶：M
r
 28 000至 30 000

凝血酶蛋白酶：M
r
 37 000

PreScission 蛋白酶：M
r
 46 000

重组蛋白

Sepharose

谷胱甘肽

GST

剪切位点
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标签剪切的优化

特色产品：GSTrap FF、PreScission 蛋白酶、ÄKTAxpress

剪切的最佳条件通过在ÄKTAxpress系统上，使用GSTrap FF和 PreScission蛋白酶，利用GST标签蛋白的柱上剪切

筛选实验，被有效的鉴定。孵育时间以及蛋白酶和标签蛋白的比例不同。剪切蛋白的百分比，通过洗脱的剪切蛋

白的面积和其除以整个总峰面积 (洗脱的剪切蛋白 + 未剪切的蛋白) 共同决定。剪切反应在 4摄氏度进行。

小结：

测得的最佳反应条件是每毫克靶蛋白 20个单位 PreScission蛋白酶，总孵育时间为 8小时。这个最佳反应条件

应用在进一步的研究中。

每毫克蛋白 10个单位 PreScission蛋白酶

每毫克蛋白 20个单位 PreScission蛋白酶

每毫克蛋白 40个单位 PreScission蛋白酶

孵育时间
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特色产品：GSTrap FF、凝血酶蛋白酶、ÄKTAexplorer、ExcelGel SDS 梯度 8-18、Multiphor II 电泳

系统、低分子量 -SDS Marker 试剂盒

纯化和柱上剪切

GST亲和标签的剪切可以在洗脱前在柱上进行，或者在靶分子洗脱后在溶液中进行。为了结合纯化验证柱上剪切的效

率，含有凝血酶蛋白酶识别序列的GST标记蛋白在1毫升GSTrap FF上进行上样。使用该蛋白酶室温孵育16小时后，没

有 GST标记的靶蛋白被洗脱。

柱子：GSTrap FF 1毫升

样品：10毫升表达GST标记的蛋白的 E. coli澄清的细胞浆提取物

结合缓冲液：PBS，pH 7.3

洗脱缓冲液：50 mM Tris-HCl，10 mM还原型谷胱甘肽，pH 8.0

流速：1 ml/min

系统：ÄKTAexplorer 10
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小结:

使用凝血酶蛋白酶有效的柱上剪切GST部分可以和GST纯化过程整合进行。

SDS-PAGE
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组氨酸标签蛋白

组氨酸标签被广泛的使用，因为它们小，几乎不干扰靶蛋白的功能、活

性和结构。固定的金属离子亲和层析 (IMAC) 是纯化组氨酸标签蛋白的

最常用方法。金属离子亲和层析柱料鳌和二价金属离子如镍后带有电

荷，可以选择性地吸附组氨酸标签蛋白，当使用变性条件时，可以用于

从包涵体中不可溶组氨酸标签蛋白的纯化。成功的金属离子亲和层析纯

化可以提供高产量的纯化并且有活性的靶蛋白。

然而，由于许多蛋白有内在的组氨酸和/或半胱氨酸氨基酸残基，其它

的非特异蛋白与靶蛋白一起与金属离子亲和层析柱料发生结合。在这种

情况下，经常必须通过改变溶液中咪唑的浓度，优化结合、清洗和洗脱

条件。增加结合和清洗缓冲液中咪唑的浓度通常降低了非特异性结合，

而降低的咪唑浓度可以有更强的亲和相互作用。关键是要找到正确的平

衡。





高通量表达筛选
的自动化
特色产品：His MultiTrap HP

靶蛋白的高效高通量纯化或者表达筛选的自动化和可重复性操作过程，在药物靶研究中已经成为关键步骤。进行了

两部分研究来测试在液相处理工作站真空系统进行的优化的自动化的操作规程的强度。首先，进行了棋盘格研究测

量可能的交叉反应。组氨酸标签蛋白样品每隔一个孔上样，间隔的一个孔不上任何样品，保持空的状态。在第二部

分，通过在七排中六种不同的组氨酸标签蛋白的重复上样，测定重复程度。洗脱的组氨酸标签蛋白通过SDS-PAGE

进行了分析。

96孔过滤板：His MultiTrap HP

样品：棋盘格研究：两个E. coli样品，一个样品表达六组氨酸标签

重组蛋白 (相对分子量 37 000)，另一个样品没有重组蛋白表达

重复性研究：六种不同的E. coli样品，分别表达不同大小的重组蛋

白 (参见下面的SDS-PAGE)。六个重组蛋白中的两 (2和6) 没有表达。

平衡缓冲液：20 mM Tris-HCl、500 mM氯化钠、20 mM咪唑、

pH 7.4

清洗缓冲液：20 mM Tris-HCl、500 mM氯化钠、25 mM咪唑、

pH 7.4

洗脱缓冲液：20 mM Tris-HCl、500 mM氯化钠、500 mM咪唑、

pH 7.4

液相处理工作站：Hamilton MICROLABTM STAR

真空工作站：MICROLAB STAR基本真空系统 (BVS)

致谢：B. Gallet、M. Noirclerc-Savoye和 T. Vernet，RoBioMol/大分子工程实验室，生物结构 CEA-CNRS-UJF研究所，格勒诺布尔，法国

小结：

自动化方法增加了每一步的通量，具有可以忽略的交叉反应高刚性程度，和孔与孔之间性能的高度一致性。
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简单的一步纯化

特色产品：HisTrap HP，ÄKTAprime plus

高纯度的组氨酸标签蛋白可以使用色谱系统经过一步纯化获得。在显示的例子中，一步梯度洗脱用来有效的纯化组氨

酸标签蛋白。通过使用 ÄKTAprime plus上优化的操作程序，纯化过程非常简单。

样品：表达组氨酸标签蛋白的澄清的 E. coli匀浆液

柱子：HisTrap HP 1毫升

结合缓冲液：20 mM磷酸、500 mM氯化钠、20 mM咪唑、pH 7.4

洗脱缓冲液：20 mM磷酸、500 mM氯化钠、500 mM咪唑、pH 7.4

系统：ÄKTAprime plus

小结：

35分钟内使用一步洗脱获得了有效的纯化。
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结合柱上重新折叠的
一步纯化
特色产品：HisTrap HP、ÄKTAexplorer、Biacore 系统

一些组氨酸标签蛋白在 E. coli中以包涵体的形式表达。包涵体是缺乏生物学活性的错误折叠的不可溶蛋白聚集物。这

个难题，可以通过使用简单但是有效的方法加以解决，即结合纯化和柱上重新折叠的过程来产生纯化并且具有活性的

蛋白质。组氨酸标签 scFv 57P抗体片断，在E. coli中以包涵体的形式表达，溶解在盐酸呱啶中，在HisTrap HP柱子中

上样。污染物去除后，接着通过将缓冲液更换为非变性缓冲液，使蛋白在柱上发生重新折叠。来自烟草花叶病毒的肽

段和洗脱液 (含有重新折叠的组氨酸标签蛋白) 的结合实验在 BiacoreTM系统上使用表面等离子共振 (SPR) 进行。

样品：10毫升可溶的组氨酸标签单链 Fv抗体片断 (Fab 57)

柱子：HisTrap HP 1毫升

溶解缓冲液：20 mM Tris-HCl、6 M盐酸呱啶、1 mM DTE、1 mM Na
2
-EDTA、0.1 mM PefablocTM、pH 7.5

变性结合缓冲液：20 mM Tris-HCl、5 mM咪唑、500 mM氯化钠、8 M尿素、1 mM DTE、0.1 mM Pefabloc、pH 7.5

重新折叠缓冲液：20 mM Tris-HCl、5 mM咪唑、500 mM氯化钠、500 mM盐酸精氨酸、1 mM还原型谷胱甘肽 (GSH)、1 mM氧化型谷胱甘肽 (GSSG)、pH 7.5

自然状态结合缓冲液：20 mM Tris-HCl、10 mM咪唑、500 mM氯化钠、pH 7.5

自然状态洗脱缓冲液：20 mM Tris-HCl、500 mM咪唑、500 mM氯化钠、pH 7.5

流速：1毫升每分钟

系统：ÄKTAexplorer 10
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1.  样品上样

2.  清洗

3.  开始重新折叠

4.  使用自然状态结合缓冲液平衡柱子

5.  开始洗脱

小结：

使用结合纯化和柱上重新折叠过程产生了 14%活性的重新折叠的蛋白。

洗脱缓冲液%

重新折叠的 scFv 57P抗体片断

纯化的混合组分
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与参考细胞削减后反应差异性

SPR sensogram









Strep-标签 II 蛋白

Strep-标签 II 是只有八个氨基酸 (色氨酸-丝氨酸-组氨酸-脯氨酸-谷氨酰

胺-苯丙氨酸-谷氨酸-赖氨酸) 的小标签，分子量仅有1000。Strep-标签 II

的小尺寸是非常有好处的，因为在大多数情况下，它不会干扰结构和功能的研

究，因此，可以不必去除。

Strep-标签 II 与固定在以Sepharose为基础的基质上的Strep-TactinTM配基特异

性结合，产生纯化的靶蛋白。Strep-标签 II与固定配基的结合亲和力比链霉抗

生物素蛋白结合亲和力多大约100倍，使得StrepTactin Sepharose高性能适合

纯化Strep-标签 II 蛋白。纯化在生理条件下进行，使用脱硫生物素温和程度的

洗脱保护了靶蛋白的活性。













麦芽糖结合蛋白 (MBP) 是有用的亲和标签，能够增加获得的标签蛋白的表达等

级和溶解性。MBP标签也可以促进连接蛋白的正确折叠。由于MBP标签增加了

溶解性，标签对于不溶形式聚集的重组蛋白尤其有用 (包涵体)。

亲和纯化在生理条件下进行，使用麦芽糖进行温和洗脱。温和的洗脱保护了

MBP标签蛋白的活性。

MBP标签蛋白













重组蛋白可以设计为含有N-或C-末端亲和标签。在构建中含有两个不同的标

签，靶蛋白可以使用两种不同的亲和色谱柱料进行纯化，这样在垂直的纯化策

略中可以产生更纯的蛋白。

如果不同的标签分别在蛋白的两个末端定位，双标签纯化策略通常可以产生全

长蛋白。如果在标签和靶蛋白之间含有剪切位点，亲和标签可以被剪切。

双标签蛋白









GE imagination at work
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网站: www.gelifesciences.com.cn

电邮: lifesciences@ge.com

免费咨询热线：800-810-9118

通用电气 (中国) 医疗集团

详情请与通用电气 (中国) 医疗集团各办事处联系：

通用电气(中国)医疗集团有权在任何时候，在不另行通知的情况下，不负有任何义务地

改变上述规格和性能，并有权终止该产品的供应。如需要最新信息请与通用电气(中国)

医疗集团在国内的销售代表联系。

香港办事处

香港九龙旺角亚皆老街 8号

朗豪坊办公大楼 12楼

电话：(852) 2100 6314

传真：(852) 2100 6338

北京办事处

北京市经济技术开发区

永昌北路 1号

电话：(010) 5806 9689

传真：(010) 6787 1162

邮编：100176

上海办事处

上海市浦东新区张江高科技园区

华佗路 1号

电话：(021) 3877-7888

传真：(021) 3877-7449

邮编：201203

广州办事处

广州市建设六马路 33号

宜安广场 1212室

电话：(020) 8363 3828-67961, 67956

传真：(020) 8363 3291

邮编：510060

成都办事处

成都市新华大道文武路 42号

新时代广场 12层 A-C单元

电话：(028) 8678 2581

传真：(028) 8678 2582

邮编：610017

西安办事处

西安市南大街 30号

中大国际商务会馆 606号

电话：(029) 8720 3288

传真：(029) 8720 3289

邮编：710002

沈阳办事处

沈阳市和平区和平北大街 69号

总统大厦 C座 907室

电话：(024) 2281 2468

传真：(024) 2281 2121

邮编：110003

青岛办事处

青岛市香港中路 61号

阳光大厦 2208室

电话：(0532) 8572 9111

传真：(0532) 8571 9153

邮编：266071

南京办事处

南京市汉中路 2号

金陵饭店世界贸易中心 1258/1259室

电话：(025) 8450 9386

传真：(025) 8472 3600

邮编：210005

济南办事处

济南市泺源大街 150号

中信广场 618房间

电话：(0531) 8611 6900转 67555

传真：(0531) 8690 7134

邮编：250011

杭州办事处

浙江省杭州市曙光路 122号

世界贸易中心世贸大厦 906室

电话：(0571) 8797 0862

传真：(0571) 8797 0860

邮编：310007

重庆办事处

重庆市渝中区民生路 235号

阳光商务大厦 23层 C座

电话：(023) 6374 9388

传真：(023) 6374 9398

邮编：400010

厦门办事处

厦门市厦禾路 189号

银行中心 1815-1816室

电话：(0592) 268 1280

传真：(0592) 268 1283

邮编：361003

昆明办事处

昆明市三市街 6号

柏联广场写字楼 1005室

电话：(0871) 315 7017

传真：(0871) 315 7289

邮编：650021

南宁办事处

广西省南宁市桃园路 67号

石油大厦 1508室

电话：(0771) 252 1666转 115

传真：(0771) 252 1555

邮编：530022

武汉办事处

武汉市建设大道 568号

新世界国贸大厦 1座 3115/3116室

电话：(027) 6885 5731

传真：(027) 8577 4677

邮编：430022

长沙办事处

长沙市韶山北路 139号

湖南文化大厦 1905室

电话：(0731) 412 9178-72427

传真：(0731) 413 4257

邮编：410011

天津办事处

天津市河西区马场道 59号增 1号

平安大厦 B座 16层 A单元

电话：(022) 5819 2830/31/32/33

传真：(022) 8558 9060

邮编：300203

哈尔滨办事处

哈尔滨市南岗区红军街 15号

奥威斯发展大厦 25层 A座

电话：(0451) 5300 9566-72300

邮编：150001


