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蛋白质复合物表达纯化技术的研究进展
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摘要      蛋白质复合物作为细胞的功能分子, 在生物体信号传递及功能调控中发挥重要作用, 
复合物结构的解析对于研究蛋白间相互作用的分子机制、预测蛋白功能、预测药物靶标以及药物

设计都具有重要意义。目前蛋白质复合物的纯化方式主要有三种: 纯化获得复合物单一组分后在

体外进行组装形成稳定复合体; 将复合物全部组分表达至同一宿主中, 使复合物在体内发生组装; 
纯化内源蛋白质复合物。该文归纳综述了当前蛋白质复合物纯化的三种方式, 以期为蛋白复合物

纯化技术的发展及其他重要蛋白复合物结构的研究提供参考。
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Abstract       Protein complex, the functional molecule of cell, appears to play a central role in signal transduc-
tion and functional regulation of organism. The structure of protein complex is of great significance for studying the 
molecular mechanism of protein-protein interaction, predicting protein function, discovering potential drug targets 
and contributing to drug design. Three methods are mainly used for purifying protein complexes so far. One major 
technique is to obtain complex components separately and assemble in vitro; another is co-expression of protein com-
ponents in the same host cell following by assembling in vivo; the third one is purification of endogenous protein com-
plexes, notably through the use of knock-in method. Here, this study summarizes three major techniques for isolating 
protein complex and anticipates to provide reference for further researches on important protein complex structure.
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蛋白质是生命的物质基础, 是细胞的功能分

子。蛋白与蛋白间发生相互作用产生一系列级联反

应, 实现对蛋白自身功能的调控以及下游信号的传

递与反馈, 而这种相互作用的实现需要不同蛋白间

发生位点特异性识别, 形成短暂或长期存在的功能

复合体[1]。由于蛋白质结构是功能的基础, 因此确定

蛋白质复合物的结构对于研究蛋白间相互作用的分

子机制、蛋白功能预测、蛋白设计以及临床药物发

现至关重要[2-4]。其中, 高效的纯化技术和手段是复

合物结构解析的基础和关键。

蛋白纯化的目的是将具有生物学活性和天然

结构的目的蛋白从全细胞组分中分离出来, 进而深
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入研究蛋白间相互作用活性位点、作用机制、结构

与功能之间的联系。蛋白纯化的主要方式是体外

纯化, 即把目的蛋白在大肠杆菌、酵母细胞、昆虫

细胞及哺乳动物细胞等非自体系统中异源过表达[5], 
操作简单且能获得大量蛋白, 但对于与宿主细胞组

织相容性较差的部分蛋白[6], 内源纯化更为合适。相

较于蛋白单体, 蛋白复合物的纯化更为复杂, 需要多

个蛋白进行组装并形成稳定的复合物。目前科学家

已经成功解析出多种蛋白质复合物的结构, 如催化

组蛋白H3K4甲基化的人源混合谱系白血病 (mixed-
lineage leukaemia, MLL)家族的甲基转移酶蛋白复

合体 [7]、丙型肝炎病毒 (hepatitis C virus, HCV)的结

构蛋白E1E2复合体 [8]、T细胞表面受体TCR/pMHC
复合物 [9]以及染色质重塑复合物PBAF(polybromo-
associated BRG1-associated factor, PBAF)复合物 [10]

等, 这些蛋白复合物结构的解析使我们能够在原子

水平上观察到蛋白间相互作用的新机制, 为临床疾

病的研究以及后续药物的研发提供思路。蛋白复合

物的纯化技术大致可以分为以下三种: (1) 分别纯化

蛋白复合物的组分, 在体外适宜条件下进行组装, 孵
育形成稳定的蛋白复合物; (2) 将蛋白复合物的全部

组分在细胞内共表达, 蛋白的组装发生在细胞内, 形
成稳定复合物后被体外纯化; (3) 纯化内源蛋白复合

物, 如利用CRISPR/Cas基因敲入(knock-in)技术[11-13], 
对细胞或动物基因敲入纯化标签用以蛋白纯化, 或
直接从全细胞组分中分离目的蛋白复合体。本文在

此对蛋白质复合物的表达纯化方式加以综述, 以期

为后续其他重要蛋白复合物结构的研究提供参考。

1   体外组装, 纯化蛋白复合物
蛋白质复合物的体外重构是研究分子间相互

作用、探究蛋白功能的重要手段[14]。蛋白单体体外

纯化的实现使得复合物的纯化成为可能, 最为简单

直接的方式便是在蛋白复合物各组分已知的前提

下, 分别异源过表达组分蛋白, 获取到正确折叠的活

性单体蛋白后, 在体外适宜缓冲液及一定强度刺激

信号下实现功能复合物的组装[15-17]。组装成稳定复

合体后, 清除体系内其他多余单体以提高目的样本

纯度, 在此过程中各组分蛋白的比例、组装条件与

纯化方式的选择都至关重要。

当选用体外组装的方式纯化蛋白复合物时, 首
先要对蛋白复合物各组分有充分了解, 如各组分的

组成, 其蛋白表达偏好性, 适用的宿主细胞种类等, 
且蛋白的组装发生在体外, 因而要了解复合物各蛋

白结合比例与组装条件。2018年HUGHES等[18]研究

者将全长瞬时受体电位离子通道5(transient receptor 
potential vanilloid 5, TRPV5)在酵母细胞中表达, 在
大肠杆菌中扩增表达钙调蛋白 (calmodulin, CaM), 
分别纯化后将两种蛋白按照120׃的摩尔比孵育 , 并
添加10 mmol/L CaCl2促进TRPV5-CaM复合物组装 , 
最终获得高纯度目的蛋白复合物。IVIC等 [19]研究

者分别纯化蛋白复合物组分核输入蛋白 7(importin 
7, Imp7)、核输入蛋白β(importin β, Impβ)和组蛋白

1.0(histone 1.0, H1.0), 并将这三种蛋白按摩尔比为

1.2的比例混合׃1׃1 , 并置于冰上孵育 , 随后加入终浓

度为0.1%的戊二醛使复合物交联辅助稳定蛋白复合

物。2016年GONG等[20]将N-端带有MBP标签的固醇

调节元件结合蛋白1的C-端调控域 (C-terminal regu-
latory domain of Sre1, Sre1-CTD)质粒表达在大肠杆

菌中, 将N-端带有10× His标签的固醇调节元件结

合蛋白裂解激活蛋白C-端WD40结构域(C-terminal 
WD40 domain of Scp1, Scp1-WD40)的质粒表达在昆

虫细胞中, Sre1-CTD和Scp1-WD40按照11.2׃的摩尔

比在体外进行组装, 形成稳定复合物。

蛋白复合物的体外重建是分子生物学研究中

的重要部分[21], 分别纯化蛋白复合物组分, 在体外适

宜条件下组装形成稳定配合物这一纯化方式使诸多

蛋白间相互作用的分子机制被发现[22-23]。这一简单

高效的纯化手段推动了蛋白纯化领域的发展, 但此

种方法应用的前提是对复合物各组分已有充足的研

究, 除此以外也有诸多限制, 如蛋白复合物的单一组

分独自表达在异源环境中时, 可能会因为脱离稳定

的功能基团而发生自身蛋白稳定性的改变, 产生蛋

白高聚或自身异常折叠的现象, 以及复合物组分纯

化后难以组装形成稳定功能基团的现象[24]。同时, 
对于复合物组分复杂的大分子来讲, 纯化步骤过于

繁杂, 难以使全部蛋白组分的纯化进程保持同步, 实
验周期较长且费时费力。

2   体内组装, 纯化蛋白复合物
纯化蛋白质复合物的另一种主要方式是共表

达策略, 即将蛋白复合物的各组分同时表达在同一

宿主细胞中, 此时蛋白各组分在宿主内组装形成稳

定复合物, 而后通过亲和层析及凝胶过滤色谱法进
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一步分离纯化目的蛋白复合物[25-26]。共表达策略结

合了体内与体外蛋白纯化的优势, 既保留了体外纯

化的简便高效, 又能够利用宿主细胞的内源环境为

目的蛋白复合物的组装提供场所和必需物质, 极大

提高了复合物组装的效率和稳定性[27]。

目前, 共表达纯化的方式主要有两种, 第一种

是将蛋白复合物各组分分别克隆至不同的表达载体

上, 将这些带有目的基因的载体质粒同时转染至同

一宿主细胞内, 各组分蛋白在细胞内转录翻译并在

细胞内发生相互作用, 形成目的蛋白复合物[28-29], 这
一方法是蛋白共表达纯化的常用策略。当多种表

达载体在同一宿主内共同表达时, 不同载体间的启

动子互不干扰, 载体携带的目的基因可以相对独立

地正确完成转录和翻译过程。但这种方法对选取的

载体也有一定要求, 第一是共表达所用载体的抗生

素标记要有所不同[30], 当不同抗性的质粒同时转染

时, 多种抗性的存在可以提高转染的阳性率。2021
年WANG等 [31]将复合物组分Epo1的C-端部分残基

和Bem3的N-端部分残基的 cDNA序列分别构建至

pET28b和pET21b两种带有不同抗性的载体上, 同时

转染至大肠杆菌中, 进而获得Bem3-Epo1蛋白复合

物。第二是选用载体的拷贝数需相似, 尽量减少因

载体拷贝数而引起的各蛋白组分表达量间的差异[29]; 
2019年 , DONG等 [32]将TCR组分克隆至高表达载体

pCAG中, 同时将C-端带有SBP和Flag标签的CD3亚基

全长序列也构建至高表达载体pcDNA3.4中, 以人胚

胎肾细胞HEK 293F为异源表达宿主 , 将含有CD3和
TCR复合物的两种质粒同时转染到细胞中使蛋白共

表达。第三是当选用杆状病毒感染昆虫细胞进行蛋

白表达时 , 则无需考虑质粒载体的抗性与拷贝数 [33]。

ZHUANG等 [34]将目的蛋白复合物组分D1多巴胺受

体(D1-dopamine receptors, D1R)、刺激性G蛋白DN_
Gαs、Gβ1和Gγ2的杆状病毒按照11׃1׃1׃的比例同时

在Sf9昆虫细胞中共表达, 在5 μmol/L SKF配体和丙

酮酶存在的条件下, D1R-Gs复合物组分在细胞膜上

组装并形成稳定的功能复合物。 
第二种常用方法是将目的蛋白所有组分的

cDNA构建至同一个表达载体中, 随后将带有多种

蛋白基因序列的质粒转染至宿主细胞内, 各组分蛋

白在细胞内转录翻译, 并实现复合物的组装, 形成稳

定的目的蛋白复合物[30,35-36]。此种方法所用的表达

载体分为两种, 即多转录单元多基因表达载体与单

转录单元多基因表达载体。前者具有多个独立的

转录单元, 每个转录单元有自己的启动子, 蛋白间

的表达相对独立, 不受其他蛋白的限制, 常用的多

转录单元多基因表达载体有pETDuet-1、pFBDM、

pFL、pKDM、pUCDM等[37-38]。2023年, ZAHM等[39]

选取人核分裂周期蛋白80(nuclear division cycle 80, 
Ndc80)复合物的两端氨基酸残基进行密码子优化, 
并将其导入具有多个启动子的pETDuet-1载体中, 同
时在两端引入半胱氨酸残基促进二聚体形成, 最终

得到稳定的Ndc80c loop异源二聚体。但多转录单元

多基因表达载体也有部分缺点, 如各个转录单元内

蛋白的表达量不均一, 蛋白表达数量有限, 转录单元

间的启动子可能会彼此间产生干扰, 影响蛋白的正

确转录与翻译等。

单转录单元多基因表达载体是能够容纳多种

蛋白的cDNA序列, 但启动子只有一个的载体。载体

中所有蛋白的转录翻译由同一启动子调控, 最终形

成融合蛋白 , 常用的单转录单元多基因表达载体有

PSTCm9、pETM-14、pRS42X-LNK等 [40]。2020年 , 
WU等 [41]解析了羟甲基戊二酰辅酶A还原酶降解蛋

白1(hydroxymethylglutaryl-goA reductase degradation 
protein 1, Hrd1)泛素连接酶复合物介导蛋白降解的

复合物结构。研究者为了获得稳定的Hrd1~Usa1-
Der1-Hrd3复合物 , 在能够表达多种蛋白的质粒载

体Prs42X中插入全长Der1, 融合Hrd1-Usa1及Hrd3
基因序列 , 这四种不同蛋白的转录翻译由GAL1启
动子统一操纵 , 质粒转染入酵母细胞 INVSc1后开

始表达, 并在细胞内组装形成稳定复合物。同年, 
GRABARCZYK[25]将Tof1和Csm3两种蛋白的基因序

列克隆至带有多个克隆位点的pETM-14载体中, 形
成pETM14-Tof1-Csm3或其他截短质粒, 转染入大肠

杆菌后转录翻译形成目的蛋白复合物(表1)。
上面两段简述了蛋白共表达纯化的两种主要

方式, 在实际应用中这两种方式并非完全独立, 而是

相辅相成的, 许多研究者将这两种方法结合起来[42], 
用以提高蛋白复合物的表达量及稳定性。与蛋白的

体外组装相比较, 多种蛋白质粒的构建或共转染的

操作更易实现。体内组装能够提供复合物组分相对

自然的环境, 原核或真核细胞内的固有成分和营养

物质也能够为复合物的组装提供能量和介质。载体

种类与宿主细胞的多种选择也可满足不同蛋白的表

达偏好性。但也有一些困难存在, 如同时过表达多
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种复合物组分蛋白时, 每种蛋白表达量的差异未知; 
某一组分表达量较低, 导致复合物无法形成或形成

的复合物并不完整, 无法获得目的蛋白[43]; 蛋白复合

物形成过程中需要特定的条件而条件未知; 纯化的

蛋白中可能带有杂蛋白等。

3   纯化内源蛋白复合物
以上两种纯化方式均属于重组蛋白的异源过

表达, 适用于蛋白单体或复合物组分稳定且明确的

蛋白。而当某些蛋白复合物稳定性差, 或蛋白复合

物组分未知时, 难以通过异源过表达的方式获得稳

定的天然构象蛋白质, 而且在体外异源过表达某种

或某些蛋白时, 也可能会产生非天然的蛋白间相互

作用[44], 影响实验结果的准确性。此时可以通过内

源纯化的方式, 从细胞中获取天然蛋白, 如对于质

量和体积较大的蛋白复合物如核孔复合物(nuclear 
pore complex, NPC), 可以直接从细胞中进行分离纯

化。如施一公团队[45]从雌蛙卵巢中分选第VI期卵母

细胞, 在卵母细胞细胞膜一侧打孔将其细胞核吸入

到适宜缓冲液中, 清洗核内容物后成功获得了非洲

爪蟾的核孔复合物, 发现了构成细胞质环(cytoplas-
mic ring, CR)的关键组分, 揭示了NPC分子结构的精

细设计和精密组装[46]。除此以外, 随着技术的发展, 
研究者们也可以利用CRISPR/Cas9-knock-in技术向

动物或细胞中内源的目的蛋白基因上添加用于蛋白

纯化的标签, 在不影响蛋白生理功能的情况下, 通过

传统的蛋白纯化手段获得具有天然构象的目的蛋白

以及与目的蛋白稳定结合的功能基团。用这种方式

获得的蛋白质构象稳定, 也可以辅助发现与目的蛋

白产生相互作用的其他未知蛋白[47-48]。

对于内源纯化来讲, 敲入标签的选择至关重

要。标签的选用一般会根据纯化蛋白的宿主细胞不

断优化, 使得选用的标签在宿主细胞中高效特异, 且
宿主细胞内不会包含这些标签的蛋白识别点, 进而

最大限度减少宿主自身蛋白对纯化结果的影响 , 同
时敲入的标签不应影响目的蛋白的结构与功能。当

选用细菌类宿主细胞如嗜热性球菌时 , 因其胞内组

氨酸的蛋白含量及比例相对较低 , 因而可选择技术

成熟、应用广泛、成本低效率高、纯化条件温和

而步骤简单的His融合标签。2018年 , YU等 [47]在嗜

热性球菌MW0414菌株中向氢气进化膜结合氢化

酶 (Hydrogen gas-evolving membrane-bound hydrog-
enase, MBH)复合物的MbhJ亚基N-端一步敲入His9
亲和标签, 利用镍柱纯化获得内源性MBH蛋白复合

物。当选用较细菌更为高等的真菌类细胞作为宿

主如酵母真菌时, 为了更好地维持融合标签的特异

性, 纯化获得良好的蛋白, 一般选用串联亲和纯化

(tandem affinity purification, TAP)[50-51]方法, 即在目的

蛋白处knock-in两种不同的融合标签, 通过两次亲和

层析实现蛋白的分离纯化。2020年, WANG等[50]通

过向酵母细胞菌株CB010的Spt20蛋白C-端敲入TAP
标签而纯化得到内源性转录辅助激活复合物SAGA
复合物。2017年, KARUPPASAMY等[53]在Bit2缺陷

的酵母菌株中对雷帕霉素(target of rapamycin, TOR)
编码基因Bit61进行TAP标签标记, 最终获得TORC2
蛋白复合物的结构数据。除TAP标签外, Flag标签也

常被用于酵母细胞内源标记蛋白[54-55], WANG等[56]

向复合物组分之一的SNF6蛋白C-端内源敲入3-Flag

表1   蛋白复合物组分体内共表达载体总结表

Table 1   Summary of in vivo co-expression vectors of protein complex components
载体种类

Type of vectors
载体名称

Vectors
优点

Advantages
限制

Limitations
成功案例

Successful cases

Vectors for co-
expression

pET28b, pET21b, 
pFastBac etc

Promoters function exclusively; 
the target genes can be correctly 
and independently translated

Different antibiotic resistance;
similar vector copy number

[29-30]
[32-34]

Vectors with multiple 
transcription units

pETDuet-1, pFBDM, 
pFL, pKDM, pUCDM 
etc

Multiple transcription units with 
distinct promoters; independent 
expression of proteins

Uneven protein expression within differ-
ent transcription units; limited diversity 
of proteins expression; interference 
among various promoters

[38-39]

Vectors with single 
transcription unit

PSTCm9, pETM-14, 
pRS42X-LNK etc

Same promoters; harmonized 
protein transcription-translation 
levels

The order of protein expression may 
affect the expression level of proteins

[41]
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标签, 获得内源性酵母SWI/SNF复合物, 并利用低温

冷冻电镜解析蛋白结构。

对于真核细胞及哺乳动物的内源蛋白纯化, 则
更多地选用GFP标签、HA标签、Flag标签和GST标
签等, 一般同时选用两种融合标签, 通过两步纯化获

得单一纯净的目的蛋白复合物。一篇在 2022年发

表于Nature上的文章 [57]报道其利用CRISPR-knock-
in技术, 向雄鼠精子阳离子通道(the cation channel of 
sperm, CatSper)复合物的主要组分CATSPER1蛋白

的N-端插入3-FLAG-EGFP-TEV标签, 从而获得内源

性CatSper复合物, 并通过冷冻电镜确定复合物的高

分辨三维结构(图1)。
综上, 通过CRISPR-knock-in技术向内源目的蛋

白中添加融合标签进行蛋白纯化这一方法推进了内

源蛋白质复合物纯化的进程, 这一技术使得不稳定、

易降解、组分未知及异源表达相容性差的蛋白复合

物的纯化成为可能, 由于融合标签被插入至天然蛋

白中, 因而纯化出的蛋白更接近生理状态下的天然

构象, 最大限度地保留了蛋白在细胞内的初始状态。

但通过knock-in技术内源敲入标签纯化蛋白也有限

制, 如获得knock-in动物或细胞周期较长、目的蛋白

在正常细胞或组织中的表达水平较低, 纯化时往往

需要大量扩增, 纯化成本高昂以及真核细胞内源蛋

白较多, 容易在纯化中造成干扰等(表2)。

4   讨论与展望
在目前的结构生物学研究中, 蛋白纯化仍是非

常基础且重要的一环, 稳定均一蛋白质的体外获得

A: 蛋白复合物各组分分别在不同宿主细胞内表达纯化, 并在体外孵育组装形成稳定复合物; B: 蛋白复合物各组分基因序列克隆至多个质粒

或单一质粒中, 将这些质粒共转染入同一宿主细胞内, 使各组分蛋白在体内组装并通过尺寸排阻色谱法分离获得高纯度稳定复合物; C: 利用

CRISPR-Cas9基因编辑技术向小鼠或细胞内特定位置敲入融合标签, 收集小鼠组织或细胞, 裂解后根据标签种类选择适宜亲和层析柱, 纯化获

得稳定内源蛋白复合物。

A: plasmids containing the components of the protein complex are transfected into distinct host cells separately for expression and purification. These 
protein components are then incubated and assembled under suitable conditions in vitro to form stable protein complexes; B: multiple plasmids or a 
single plasmid cloned with protein complex components are co-transfected into the same host cell, enabling the assembly of proteins in vivo. The mo-
nomeric proteins are subsequently removed by size-exclusion chromatography to obtain pure protein complexes; C: the fusion tags knock-in mice or 
mammalian cells are generated by CRISPR-Cas9 gene editing, by which a specific tag is inserted at either the C or N terminus of the protein complexes. 
Animal tissues or cells are collected and lysed, followed by purification of the protein complexes of interest using appropriate affinity chromatography 
columns based on the protein tag. 

图1   蛋白质复合物的三种纯化技术

Fig.1   Three major purification techniques for protein complexes
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以及蛋白结构解析技术的发展辅助推进了科学家们

从原子水平探究蛋白间相互作用机制、解析生物体

复杂信号网络的进程。高分辨率的蛋白结构一直是

研究者们的目标, 而蛋白结构的清晰度与蛋白样本

的质量密切相关。当前, 蛋白质复合物的纯化存在

许多难点, 包括复合物各组分稳定性未知、组分间

相互作用力较弱或结合时间较短、复合物组分及结

合条件未知等, 这些因素使得完整蛋白复合物的获

得异常困难。

外源过表达获取蛋白复合物的方式主要有体

外组装与体内组装两种, 体外组装的方法简单高效, 
适合于简单的二元或组分已知且易表达的多元复合

物的体外纯化, 但因复合物的组装发生在体外, 因而

对于组装条件的要求十分严格。将复合物各组分共

转染或形成融合蛋白转染入宿主细胞内, 使组装发

生在内源环境中这一方法是对体外组装的改进, 宿
主细胞能够为目的蛋白复合物的形成提供相对天然

的环境与必需的物质, 且复合物的纯化发生在组装

后, 这一顺序也提高了最终获得蛋白复合物的稳定

性。但在蛋白表达时, 不同组分在同一宿主中的表

达量有所差异, 复合物组装的信号通路部分未知, 这
些因素都会影响复合物的质量。为了减少这些因素

的干扰, 科学家们提出了另一种蛋白纯化方法—

内源纯化, 直接将内源蛋白复合物从其本身的固有

位置纯化至体外, 由此得到具有天然构象的蛋白复

合物, 科学家们利用该技术解析核孔复合物等组分

未知的大分子复合物蛋白结构, 推动了生命科学研

究的发展。但这种方法对纯化技术要求较高, 纯化

条件有诸多限制, 纯化成本也较高。

蛋白纯化技术发展至今, 已经帮助科学家们纯

化解析了多种蛋白质复合物的结构, 极大地促进了

结构生物学领域的发展和进步。从原子水平观察蛋

白间相互作用的分子机制也为蛋白功能探索和信号

通路的研究提供基础, 为后续药物靶标的研发提供

理论依据。蛋白纯化技术目前尚存在一些局限, 还
有待完善, 相信在科学工作者们的共同努力下, 我们

定能突破重重难关, 取得突破性的成果。
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