
FOXM1（Forkhead box protein M1）是 Fork原
head box转录因子家族的成员之一[1]，它与细胞增

殖、衰老、DNA损伤修复、再生和肿瘤等许多生理
病理过程都有密切关系[2,3]。FOXM1转录因子与细
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摘 要院建立基于生物素 AP-tag标签的 FOXM1真核表达载体, 利用生物素与链霉亲和素的高特异性尧高亲和
力的结合性质对 FOXM1蛋白进行纯化, 为后续鉴定其互作分子的研究奠定基础遥 分别构建真核表达载体
pcDNA3.1-AP-FOXM1和大肠杆菌生物素连接酶 BirA 真核表达载体 pcDNA3.1-BirA袁将 pcDNA3.1-AP-FOXM1
和 pcDNA3.1-BirA共转染人胚肾 293T(HEK293T)细胞袁用银染及 Western印迹检测细胞裂解液袁确定相关蛋白
表达曰用链霉亲和素琼脂糖珠纯化生物素标记的 FOXM1袁并考察 FOXM1的互作蛋白是否可以同时被洗脱下
来遥 研究发现构建的生物素标签真核表达体系能有效表达生物素化的目标蛋白 FOXM1曰该蛋白在 Western印
迹尧pull-down等实验中可实现无需抗体的一步法应用曰该体系可用于 FOXM1互作蛋白的鉴定和功能分析遥 结
果表明建立了基于生物素 AP-tag标签的 FOXM1真核表达体系袁 为 FOXM1互作蛋白与功能的深入研究奠定
了技术基础遥
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Abstract: To construct the eukaryotic expression vector for biotin AP-tagged FOXM1 and purify the biotin-
labeled FOXM1 based on the high specificity, high affinity interaction between biotin and streptavidin will
provide a foundation for the follow-up identification of FOXM1-interacting proteins. The eukaryotic expres原
sion vectors pcDNA3.1-AP-FOXM1 and pcDNA3.1-BirA containing E. coli biotin ligase (BirA ) were con原
structed respectively and co-transfected into HEK 293T cells. The expression of the biotin-labeled FOXM1
in the cells was confirmed by silver nitrate staining and Western-blot with HRP-labeled Streptavidin. The
biotinylated FOXM1 was purified with streptavidin agarose beads and the efficiency of the pull -down of
FOXM1 -interacting proteins were also analyzed. The constructed eukaryotic expression system produced
biotinylated FOXM1 in cells. This protein enabled a one -step method for detection and purification of
FOXM1 in Western-blot and pull-down experiments without using antibodies. The establishment of eukary原
otic expression system of biotinylated FOXM1 provided a technical foundation for the identification of
FOXM1-interacting proteins and the study of FOXM1 functions.
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胞周期、细胞增殖、细胞的复制和有丝分裂有关[4,5]。
FOXM1参与小鼠多能性的干性维持，是参与干细
胞多能性维持的一个新因子[6]。FOXM1是 DNA损
伤后维持基因组稳定性的重要因子，正常细胞中

的 FOXM1能够通过刺激应急基因表达，激活细
胞周期检查点[7]。通过认识以 FOXM1为核心、依
靠蛋白互相作用形成的调节网络，对于全面描述

FOXM1在细胞中的生物学功能，具有十分重要的
价值。

串联亲和纯化的方法是蛋白质组学研究常用

方法之一，然而串联亲和纯化法往往造成内源目

的蛋白流失，重复多次的洗脱步骤无法获取较弱

且短暂互作的生物信号[8]。因此建立更加高效、灵
敏、简便的蛋白纯化检测方法, 将为蛋白质相互
作用的研究提供一个前期的技术基础。AP-tag是
指将目的蛋白的 N端或 C端加上由 15个氨基酸
残基组成的小标签, 该小标签可被生物素连接酶
BirA（biotin ligase）特异性识别并在目的蛋白标签
上的赖氨酸残基共价结合生物素[9],生物素连接酶
BirA可与链酶亲和素通过非共价键结合, 结合力
Kd值高达 10-15 mol/L[10]。这一特性使得生物素-链
霉亲和素系统可广泛应用于生物技术领域[11耀13]。本
文关于生物素化标签 FOXM1的构建, 不仅实现
了蛋白一步纯化的快速简便方法，而且实现了

Western 印迹检测 FOXM1 蛋白无需一抗的一步
法快速检测，为蛋白功能的深入分析及互作蛋白

的研究奠定了前期技术基础。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器

大肠杆菌 阅匀缘琢购自北京百泰克生物技术有
限公司，真核表达质粒 pcDNA3.1(-)和 HEK 293T
细胞为本实验室保存，链霉亲和素琼脂糖珠

（streptavidin sepharose high performance)购自美国
GE通用电气公司生命科学部，链霉亲和素原HRP
购自 Beyotime，DMEM 培养基（美国 Invitrogen 公
司）、胎牛血清 FBS（美国 Hyclone公司）; DNA回
收试剂盒和质粒提取试剂盒购自天根生化科技北

京有限公司，内切酶、T4 DNA 连接酶购自美国
New England Biolabs公司，FOXM1 一抗购自美
国 Santa公司 (Santa Cruz SC-502)，Rabbit二抗购
自 GE，茁-actin抗体购自中国 Beyotime公司 (Be原
yotime aa128), 茁-catenin抗体购自美国 Santa公司
（Santa Cruz SC-7963）。

1.2 方法

1.2.1 pcDNA3.1-BirA重组表达载体的构建及鉴定
CTAB/NaCl法提取大肠杆菌基因组，以大肠

杆菌基因组为模板扩增 BirA (GenBank: M15820.1）
片段。以上游引物 5忆-CGAATTCATGAAGGATA-
ACACCGTGCCACTG-3忆和下游引物 5忆-CGGATC原
CGGTAGAAGAGGTCAGACTACGC-3忆扩增片段长
为 960 bp（下划线处分别为 EcoR I、BamH I酶切
位点）。根据 TOYOBO高保真酶说明书进行 PCR
扩增，PCR反应条件：94 益预变性 5 min，然后以
98 益 30 s，58 益 30 s，68 益 1 min的条件进行 30
个循环，68 益延伸 10 min回收 1 000 bp左右的扩
增产物。扩增产物与载体 pcDNA3.1(-)分别经
EcoR I、BamH I酶切后链接。转化 DH5琢感受细胞，
挑取单克隆振荡过夜培养，按照质粒提取试剂盒说

明书提取质粒后进行酶切鉴定，经测序分析（上海

生工）证实其正确性，并命名为 pcDNA3.1-BirA。
1.2.2 pcDNA3.1-AP-FOXM1重组表达载体的构
建及鉴定

以 pCMV-hFOXM1（NCBI: NM_202003.1）为模
板，以上游引物 5忆-GGAATTCATGTCCGGCCT原
GAACGACATCTTCGAGGCTCAGAAAATCGAAT -
GGCACGAAACTAGTATGAAAACTAGCCCCCGT -
CG -3忆和下游引物 5忆 -CCCAAGCTTCTACTG原
TAGCTCAGGAAT -3忆扩增全长人的 FOXM1 的
cDNA序列（下划线处分别为 EcoR玉、Hind芋酶切
位点）。根据 TOYOBO高保真酶说明书进行 PCR
扩增，PCR反应条件：94 益预变性 5 min，然后以
98 益 30 s，58 益 30 s，68 益 3 min的条件进行 30
个循环，68 益延伸 10 min 回收 2 400 bp 左右的
扩增产物。扩增产物与载体 pcDNA3.1(-)分别经
EcoR I、Hind III酶切后链接。转化 DH5琢感受细
胞，挑取单克隆振荡过夜培养，按照质粒提取试剂

盒说明书提取质粒后进行酶切鉴定，经测序分析

（上海生工）证实其正确性，并命名为 pcDNA3.1-
AP-FOXM1。
1.2.3 AP-tag标记的 FOXM1在 HEK 293T细胞
内的生物素化

将 HEK 293T细胞置于 6 cm培养皿的完全培
养基中生长，即 DMEM、10%的胎牛血清、1%青链霉
素，细胞密度长至 60%耀80%时，混合 65 滋L 2 mol/L
CaCl2，pcDNA3.1-BirA 和 pcDNA3.1-AP-FOXM1
按照 1︰1的比例混合进行转染（各 5 滋g），补充灭
菌水到 500 滋L，充分混匀，加入 2伊HBS 500 滋L，吹
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图 2 pcDNA-AP-FOXM1的构建及鉴定
(A) PCR扩增 hFPXM1 cDNA; (B)酶切鉴定重组 AP-FOXM1
质粒

Fig.2 Construction and identification of pcDNA-AP-
FOXM1
(A) Homo FOXM1 cDNA amplified by PCR; (B) Identification
of pcDNA-AP-FOXM1 by restriction enzyme digestion

图 1 pcDNA-BirA的构建及鉴定
(A) PCR扩增 BirA; (B) 酶切鉴定重组 BirA质粒
Fig.1 Construction and identification of pcDNA-BirA
(A) BirA amplified by PCR; (B) Identification of pcDNA-BirA
by restriction enzyme digestion

打至微乳白色（50次左右），加入到 HEK293T细胞
中。同时分别转染 pcDNA3.1 -AP -FOXM1 和
pcDNA3.1-BirA，设置阴性对照。转染 6耀8 h后换新
鲜的完全培养基，细胞转染 36耀44 h后收集细胞。
1.2.4 生物素化 FOXM1的一步纯化法

细胞转染 36耀44 h后弃培养基上清，用预冷
的 1伊PBS溶液清洗 1耀2次，再加入 1 mL PBS，用
细胞刮刀迅速把铁壁细胞刮下并转移到 1.5 mL
离心管，短暂离心 20耀30 s后去上清，加入 300 滋L
IP裂解液（Tris-HCl 50 mmol/L、NaCl 100 mmol/L、
EDTA 2.5 mmol/L、EGTA 2.5 mmol/L、NP40 0.5%、
Glycerol 5%、Sodium Vanadate 0.1 mmol/L、NaF
1 mmol/L、茁-glycerophosphate 10 mmol/L、Cocktail
1%、PMSF 1 mmol/L)，在冰上充分裂解 30 min，4 益、
13 000 r/min离心 10 min，将上清液转移到新的离
心管中，取 200 滋L裂解液与 100 滋L链霉亲和素
琼脂糖珠在 4 益层析柜中用旋转混合仪旋转共孵
育 1 h，1 000 r/min离心 2 min，弃上清，加入 1 mL
预冷的 1伊PBS溶液，洗涤 4次，以除去非特异性结
合，最后弃上清，向链霉亲和素珠子中加入 100 滋L
IP裂解液加入适量的 1伊上样缓冲液，100 益 20 min
蛋白变性，13 000 r/min 离心 1 min，留上清液，将
上清液分成等量两份，一份经 12% SDS-PAGE并
用 AgNO3染色，另一份做Western-blot 分析。
1.2.5 Western-blot 分析

将处理好的样品以每孔 80 滋g的上样量进行
SDS-PAGE电泳，然后电转移蛋白至 PVDF膜，用
5%脱脂奶粉的 TBST室温封闭 1 h。使用 FOXM1
和 茁-catenin一抗和二抗进行相应的免疫反应，使
用 SA-HRP进行生物素化蛋白检测。用 TBST洗
后，化学发光试剂显影 1耀2 min，定影，用 茁-actin
作内参验证蛋白的含量。

1.2.6 银染分析

将处理好的样品以每孔 80 滋g的上样量进行
10% SDS-PAGE电泳。固定：电泳完将胶置于固定
液中固定 20 min，然后用 ddH2O 洗 4 次，每次
2 min。染色：加入 0.2% AgNO3，染色 30 min，然后
用 ddH2O洗 4次，每次 1 min，染色时要避光。显
色：加入显色液，来回摇 15 min。
2 结果

2.1 pcDNA-BirA 重组表达载体的构建及鉴定
以大肠杆菌 DH5匮全基因组 DNA为模板，经

TOYOBO 高保真酶 PCR 扩增获得全长 BirA 基

因。产物经 1%琼脂糖凝胶电泳，目的条带单一，
长度约为 1 000 bp，与标准序列大小相近，且没有
引物二聚体（图 1A）。将该 PCR产物克隆到 pcD原
NA3.1(-)载体，进行转化挑选单克隆菌落，提取质
粒后进行酶切，初步鉴定 BirA 基因插入成功（图
1B），选取其中酶切鉴定成功的两个进行测序，测
序结果与已报道的 BirA 基因序列一致。

2.2 pcDNA-AP-FOXM1重组表达载体的构建
及鉴定

以 pCMV-hFOXM1质粒为模板，经 TOYOBO
高保真酶扩增 FOXM1片段, 产物经 1%琼脂糖凝
胶电泳（图 2A），与预计长度 2 400 bp基本相符。
将该 PCR产物克隆到 pcDNA3.1（-）载体，进行转
化挑选单克隆菌落，提取质粒后进行酶切，初步鉴

定 FOXM1基因插入成功（图 2B），选取其中两个
进行测序，测序结果与已报道的人的 FOXM1基
因序列一致。

2.3 重组质粒在真核细胞中的表达及生物素化

Western-blot分析
将所构建的重组质粒 pcDNA-BirA和 pcD原

NA3.1-AP-FOXM1通过磷酸钙共转染 HEK 293T
细胞，同时提取细胞蛋白，进行Western-blot 印记
分析 AP-FOXM1蛋白的表达水平以及生物素化。

1 200 bp
900 bp

(A) (B)

5 kb

1 kb

5 kb
2 kb

(A)

5 kb
2 kb

(B)
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图 4 洗脱纯化后的蛋白检测
(A) 亲和纯化后生物素的表达检测 ; (B) 亲和纯化后
FOXM1的表达检测
Fig.4 Detection of protein after pull-down
(A) Detection of biotin after pull-down; (B) Detection of biotin
after pull-down

SA-HRP
(A)

FOXM1
(B)

图 3 洗脱纯化前的蛋白检测
(A) 重组质粒转染 HEK 293T细胞后 FOXM1的表达检测;
(B) 重组质粒转染 HEK 293T细胞后生物素的表达检测
Fig.3 Detection of protein before pull-down
(A) Detection of FOXM1 expression in recombinant plasmid
transfected HEK 293T cells; (B) Detection of biotin expression
in recombinant plasmid transfected HEK 293T cells

共转染 pcDNA-BirA和 pcDNA3.1-AP-FOXM1的
HEK 293T细胞和单转染 AP-FOXM1的 HEK 293T
细胞中 FOXM1的表达量上升（图 3A）,而在生物
素的检测中发现只有共转染 pcDNA -BirA 和
pcDNA3.1-AP-FOXM1的 HEK 293T细胞中才能
检测到生物素（图 3B）。实验结果表明重组质粒
pcDNA3.1-AP-FOXM1 能在真核细胞中表达，并
且只有同时表达 pcDNA-BirA和 pcDNA3.1-AP-
FOXM1，AP-FOXM1才能被生物素化。

2.4 生物素化的 AP-FOXM1 一步纯化 West原
ern-blot分析

由于生物素化蛋白可以与链霉亲和素特异性

结合，所以使用链霉亲和素珠子将生物素化蛋白

亲和纯化。亲和纯化后进行Western-blot分析，发
现只有共转染 pcDNA -BirA 和 pcDNA3.1 -AP-
FOXM1 的 HEK 293T细胞中的蛋白样本能检测
到生物素（图 4A）和 FOXM1(图 4B)。

2.5 生物素化 FOXM1互作蛋白检测
已有研究发现 茁-catenin（88 kD）与 FOXM1

蛋白 C 端存在相互作用。通过构建 pcDNA3.1-
BAP-FOXM1（1-224aa）、pcDNA3.1-BAP-FOXM1
（1-353aa）和 pcDNA3.1-BAP-FOXM1（1-748aa）
质粒与 pcDNA3.1-BirA 共转染 HEK 293T细胞，
提取总蛋白，加入链霉亲和素琼脂糖珠做 pull-
down，将得到的产物做 Western-blot，检测已知
FOXM1互作蛋白 茁-catenin。结果如图 5所示，链
霉亲和素琼脂糖珠 pull-down得到了不同长度的
被生物素标记的蛋白片段，用 FOXM1 C-20抗体
检测显示被生物素标记的蛋白为 FOXM1，茁-

FOXM1
茁-actin

(A)

SA-HRP
茁-actin

(B)

图 5 亲和纯化后 茁-catenin的表达检测
Fig.5 Detection of 茁-catenin after pull-down

Transfected in 293T
pcDNA3.1-BirABAP-FOXM1(1-224aa)

BAP-FOXM1(1-353aa)
BAP-FOXM1(1-748aa)

- + + + +
- - + - -

-+---
- - - - +

SA-HRP SA-HRP FOXM1(c-20) 茁-catenin 88 kD

IP: Streptavidin
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catenin 抗体检测显示其与 FOXM1 的 C 端有互
作，与已发表文献结果一致，证实该生物素标记系

统有效而可靠。

2.6 生物素化的 FOXM1硝酸银染色分析
生物素标记相对抗体在研究蛋白相互作用时

具有亲和力高、技术方法简单经济的特点。用

pCDNA3.1 -AP -FOXM1 质粒与 pCDNA3.1 -BirA
共转染 HEK 293T细胞，提取总蛋白,加入链霉亲
和素琼脂糖珠做 pull-down，纯化后的产物经
SDS-PAGE后用硝酸银染色。结果显示在生物素
化 FOXM1蛋白 pull-down产物泳道中，有许多特
异性蛋白条带，暗示在 FOXM1蛋白 pull-down产
物中有多种 FOXM1潜在互作蛋白。硝酸银染色
结果表明我们通过构建 FOXM1蛋白的生物素标
签系统可以有效地用于 FOXM1 互作蛋白研究，
该结果为我们后续对 FOXM1互作蛋白的质谱分
析提供了良好的基础（图 6）。

3 结束语

本文成功构建了可生物素化的 hFOXM1重组
质粒，并实现了一步纯化法和一步 Western-blot
印记法。采用瞬时共转染法，实现了 AP-FOXM1
在哺乳动物细胞内的生物素化，避免了建立稳定

高表达细胞系冗长复杂的步骤，只需 3 d就可获
得生物素化的 AP-FOXM1蛋白复合物。利用生物

素和链霉亲和素高达 10-15 mol/L的 Kd值，使得生
物素化的 AP-FOXM1及其相互结合的蛋白能在
更加严格的洗脱条件和洗脱过程中纯化出来，同

时将弱的、短暂的互作蛋白洗脱去除，使得其特异

性更强，背景更低。

总之，建立了基于生物素 AP-tag 标签的
FOXM1真核表达体系，实现了蛋白一步纯化的快
速简便方法，并实现了Western印迹检测 FOXM1
蛋白无需一抗的一步法快速检测，为蛋白功能的深

入分析及互作蛋白的研究奠定了前期技术基础。
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图 6 硝酸银染色检测 AP-FOXM1
Fig. 6 Detection of AP-FOXM1 by silver nitrate staining
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