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免疫共沉淀概述

免疫共沉淀(Co-IP)的基本策略是利用抗原与抗体之间的专一性作用为

基础，从而用于研究蛋白质与蛋白质之间的相互作用的经典方法。免

疫共沉淀技术的发展经历了几个阶段。早期，研究人员利用凝胶电泳

来分离出免疫共沉淀蛋白：将抗原溶液加入琼脂糖之类的小孔内，并

在邻近小孔内加入抗血清，之后随着抗原抗体的扩散，大分子进入凝胶内，两者之间产生相互作用，形成复合物，

通过抗原和抗体的扩散从而形成浓度梯度并在最适浓度处形成多分子网络复合物，最终大分子蛋白复合物从溶液中

析出。随着社会的发展，免疫共沉淀技术不断完善。分离免疫共沉淀复合物的方法改进为促进多聚体反应，使得免

疫复合物从溶液中析出。20 世纪 70 年代中期，人们开始使用固相反应，利用固定在金黄色葡萄球菌表面的蛋白 A

吸附抗体，再与相应的抗原结合。随着科技发展，目前这方法已经改进为利用表面固定蛋白 A 或蛋白 G 的微球来

分离抗原抗体复合物，以达到检测抗原或目标蛋白的目的。

免疫共沉淀原理

免疫共沉淀的实验原理为：若用蛋白质 X 的抗体免疫沉淀 X，那么与 X 在体内结合的蛋白质 Y 也能沉淀下来。目前

多用 proreinA 预先结合固化在琼脂糖微珠上，使之与含有抗原的溶液及抗体反应后，琼脂糖微珠上的 proreinA

与抗体 Fc 特异性结合，由于抗体抗原特异性，沉淀蛋白 X；溶液中有和蛋白 X 相互作用的物质，就能沉淀下来。

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

 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
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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。

优势与局限性

优势

 蛋白质以翻译后被修饰的天然状态存在;

 可以检测体外和细胞内的相互作用

 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;

 可以分离得到天然状态下的相互作用蛋白复合体。

局限性
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 灵敏度不如亲和色谱来的高;

 假阳性率较高，试验需要设置正确的对照

 两种蛋白质的结合可能不是直接结合，而可能有第三者在中间起桥梁作用;

 必须在实验前预测目的蛋白是什么，以选择最后检测的抗体，所以，若预测不正确，实验就得不到结果，

方法本身具有冒险性;

 由于蛋白质形成复合物以后，某些表位就会被掩盖，因此可能导致使用某一种 pull-down 抗体，无论怎么

增加抗体浓度，也极少能将不到一半的目标蛋白复合物沉淀出来，如有必要最好使用多种不同抗体分别进

行 Co-IP;

 由于检测的是天然状态，因此在不同的时间和不同的处理下，Co-IP 拉下来的蛋白复合物都可能是不同的，

当然随着实验次数的增加，得到的蛋白复合物成员也会越来越庞大。

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。

更多阅读

免疫共沉淀实验操作步骤及注意事项

Co-IP 实验常见问题解析

http://www.detaibio.com/topics/mygcd-1.html
http://www.detaibio.com/topics/co-immunoprecipitation-faq.html
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