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免疫共沉淀概述

相关服务：Co-IP 蛋白互作检测服务

免疫共沉淀（Co-IP）是利用抗原与抗体之间的专一性作用为基础，用于研究蛋白质与蛋白质之间相互作用的经典

方法。利用免疫共沉淀可以检测两个已知蛋白之间的相互作用，或者利用已知蛋白寻找与之相互作用的未知蛋白。

相较于其他分子间相互作用检测方法（GST pull down 等），免疫共沉淀实验的优势在于蛋白的结合在细胞内完成，

能够反应天然状态下的蛋白质相互作用，结果更加真实可靠。

实验原理

当细胞在非变性条件下被裂解时，完整细胞内存在的许多蛋白质-蛋白

质相互作用被保留了下来，假如细胞内存在 XY 蛋白复合物，用 X（X

也称为诱饵蛋白）的抗体免疫沉淀 X，那么与 X 在体内结合的蛋白质 Y

（Y 也称为靶蛋白）也被沉淀下来。因此在细胞裂解液中加入 X 的抗体

沉淀蛋白 X，随后利用蛋白印迹（western blot，WB）检测沉淀中是否存在蛋白 Y，如果存在，则说明细胞内存

在 XY 蛋白复合物，即蛋白 XY 存在相互作用。

Co-IP 实验流程

免疫共沉淀实验流程为：收集蛋白样品—诱饵蛋白抗体沉淀诱饵蛋白—SDS-PAGE 分离蛋白—WB 检测是否存在

靶蛋白。详细实验操作流程请至“免疫共沉淀实验操作流程及注意事项”查看。

http://www.detaibio.com/Co-Immunoprecipitation.html
http://www.detaibio.com/material-western-blot.html
http://www.detaibio.com/topics/mygcd-1.html
http://www.detaibio.com/
mailto:Sales@DetaiBio.com
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收集蛋白样品

蛋白样品通常通过裂解细胞得到。Co-IP 实验通常有两种，一种为内源性蛋白相互作用验证，另外一种为非内源性

蛋白相互作用验证，内源性相互作用是指两蛋白相互作用在细胞内发生，即通过质粒共转染的方式将两种蛋白转染

至同一细胞内表达，表达完成后收集细胞进行裂解得到蛋白样品。非内源性相互作用两蛋白相互作用在细胞外发生，

即将含有靶蛋白的动植物组织、器官进行预处理及细胞裂解获得细胞裂解液，随后将诱饵蛋白（通常为重组表达纯

化获得）加入细胞裂解液中，得到蛋白样品。

沉淀诱饵蛋白

利用磁珠偶联抗体沉淀诱饵蛋白：在样品中加入磁珠偶联抗体，抗体会与诱饵蛋白结合，利用磁铁将磁珠拉下，同

时诱饵蛋白会一起被沉淀出来。如果存在与诱饵蛋白的相互作用的靶蛋白，也会被沉淀下来。如果没有诱饵蛋白的

特异性抗体，可以给诱饵蛋白加上标签（Myc、HA、Flag 等），然后利用标签抗体沉淀蛋白。

SDS-PAGE 及 WB 检测

得到沉淀后，需要验证沉淀中是否存在相互作用蛋白。先利用 SDS-PAGE 将蛋白复合物分离，随后利用 WB 检测

是否存在靶蛋白（如果靶蛋白的分子量是已知的，可以直接用 SDS-PAGE 检测是否存在靶蛋白）。

实验对照设置

为了确保最终得到的结果是天然状态下的相互作用，而不是由于某些方面造成的人工相互作用（也就是“假阳

性”），在 Co-IP 的实验设计过程中，需要设置正确的对照。

假设 Co-IP 实验的实验组为“磁珠+抗 X 抗体+靶蛋白 X+目的蛋白 Y”，则可能出现的“假阳性”及对应需要设置

的实验对照如下表所示：

http://www.detaibio.com/
mailto:Sales@DetaiBio.com
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可能出现的“假阳性” 需要设置的对照实验

磁珠与蛋白 X 非特异性结合 “磁珠+抗体 X+抗体 Y”

磁珠与蛋白 Y 非特异性结合 “磁珠+蛋白 Y”

抗 X 抗体和 Y 非特异性结合 “磁珠+抗体 X+蛋白 Y”

抗 X 抗体（或磁珠）会和细胞裂解液内其它蛋白结合 “磁珠+抗体 X+未转染质粒的宿主细胞裂解液”

抗体的非特异性结合 “normal IgG+蛋白 X+蛋白 Y”

上述为了避免出现“假阳性”的对照称为阴性对照，除此之外 Co-IP 实验还会设置一个阳性对照组（Input 组），

Input 组为直接利用抗体 X（抗体 Y）对细胞裂解液进行 WB 检测，验证细胞裂解液中存在蛋白 X（抗体 Y）。

在某些 Co-IP 实验中，实验人员会把 IP 后的上清分别进行蛋白 X 和蛋白 Y 的 WB 检测，该对照组称为 output 组。

利用内源性 Co-IP 实验为验证两个蛋白是否存在已知作用，如果最终的结果为阳性，则可以证明两个蛋白之间存在

相互作用；但如果结果为阴性，无法证明两个蛋白之间不存在相互作用，也有可能是蛋白在细胞内表达量低等原因

导致。因此在进行内源性 Co-IP 验证两个蛋白是否存在相互作用时，建议先做过表达 Co-IP 作为对照。

免疫共沉淀结果真实性

在免疫共沉淀实验中要保证实验结果的真实性，应注意以下几点：

 确保共沉淀的蛋白是由所加入的抗体沉淀得到的，而并非外源非特异蛋白，单克隆抗体具有特异性强、可

大量生产、易标准化等优点，使用单克隆抗体有助于避免污染的发生；

 要确保抗体的特异性，如果抗体不能和细胞溶解物中的抗原结合，则不会引起共沉淀反应;

 确定蛋白间的相互作用是发生在细胞中，而不是由于细胞的溶解才发生的。

免疫共沉淀技术应用

免疫共沉淀实验可以用于：

 测定两种目标蛋白质是否在体内结合

http://www.detaibio.com/topics/monoclonal-antibody-structure.html
http://www.detaibio.com/
mailto:Sales@DetaiBio.com
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 确定一种特定蛋白质的新的作用搭档

 分离得到天然状态的相互作用蛋白复合物

随着对蛋白质研究的不断深入，人们将免疫沉淀方法与其他方法结合起来，在其基础上衍生出许多较为复杂的技术，

从而使得分析方法更为多样化，它的应用范围也相当的广泛。免疫共沉淀是用来研究蛋白质与蛋白质相互作用的一

种技术，可以应用于蛋白复合物的研究。它可验证蛋白复合物的存在，进而发现新的蛋白复合物；免疫共沉淀技术

与免疫印迹法或质谱等方法结合，用于确定诱饵蛋白-目的蛋白在天然状态下的结合情况，确定特定蛋白质的新作

用搭档。免疫共沉淀实验也可以应用于低丰度蛋白的富集和浓缩。

同时免疫共沉淀技术是一个相对比较经典的探讨蛋白质间相互作用的技术，在现代医学研究中应用范围广泛且可信

度较高。蛋白质之间相互作用渗透于机体每一个细胞的生命活动过程中，生物学中会出现很多现象如复制、转录、

翻译、剪切、分泌、细胞周期调控、信号传导和中间代谢等都受到蛋白质间相互作用的调控。有些蛋白质由多个亚

单位组成，蛋白质之间的相互作用就显得尤为普遍。又有些蛋白质结合得十分紧密；而有些蛋白质却只有短暂的相

互作用。可是不论出现哪些种情况，它们都控制着大量的细胞生命活动的事件，比如细胞的增殖、分化和死亡。且

通过蛋白质之间的相互作用，能改变细胞内蛋白质的动力学特征，比如底物结合特性、催化活性，也可以产生新的

结合位点，对改变蛋白质对底物的特异性有作用，还可以使其他蛋白质失活，其他基因表达得到调控。因此，只有

让蛋白质之间相互作用得以顺利进行，细胞的正常生命活动过程才会得到保障。因为蛋白质之间相互作用具有如此

重大的意义，所以它的检测方法的研究也备受关注与重视。自此以后蛋白相互关系的研究会愈演愈烈，未来不仅仅

可以通过免疫共沉淀技术来证实，还将会有越来越多的先进技术值得去应用和发展。

其他相互作用检测方法

 Gst pull down

 生物膜光学干涉技术（BLI）

 酵母双杂交技术

http://www.detaibio.com/gst-pull-down-service.html
http://www.detaibio.com/Interaction-theory.html
http://www.detaibio.com/topics/yeast-two-hybrid.html
http://www.detaibio.com/
mailto:Sales@DetaiBio.com
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