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实验原理：来自萤火虫的荧光素酶（Firefly luciferase, LUC）可以分成 N 和 C 两段蛋

白质而没有酶活，将 N 和 C 端各融合另外的两个蛋白质，如果这两个蛋白质在体内可

以互作的话，那么 LUC 的 N 和 C 端将在空间上靠近而恢复酶活，因此可以通过检测

分段的 LUC 可否恢复酶活而判断两个蛋白质之间在体内是否存在相互作用。 

实验目的：检测蛋白质之间的体内相互作用。 
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材料与试剂 

1. 酶标板 (Corning, catalog number: 3197) 

2. 原生质体转化相关试剂 (参阅“水稻原生质体转化”程珂等，2018) 

3. 质粒抽提试剂盒 QIAGEN Plasmid Kits (QIAGEN, catalog number: 10043) 

4. 酶活检测试剂盒 Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega, catalog 

number: E1910) 

 

仪器设备 

1. 酶标仪 

2. 分光光度计 
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实验步骤 

1. 载体构建：本操作系统的载体 PUC19-nLUC 和 PUC19-cLUC 基本结构如图所示 

(图 1) (Chen 等，2008)。 

 

 
图 1. 载体 PUC19-nLUC 和 PUC19-cLUC 基本结构图 

 

按照多克隆位点酶切位点信息，将两个待检测蛋白质分别与 PUC19-nLUC 和

PUC19-cLUC 进行融合连接。 

2. 抽提质粒：按质粒提取试剂盒 QIAGEN Plasmid Kits 的说明书进行高纯度质粒提

取，并测定浓度。 

3. 原生质体转化：制备原生质体并通过 PEG 介导的方法转化质粒(参见“水稻原生质

体的分离及转化”，程珂等，2018)，nLUC 和 cLUC 的质粒各用 10 μg 进行转化，

同时共转化 2 μg 35S:REN (Renilla luciferase)质粒作为内参对照，转化完成后室温

培养 16-20 h。 

4. 将培养完毕的原生质体 150 g 离心 1 min，弃上清。 

5. 加入 100 μl 裂解缓冲液 Passive Lysis Buffer (Dual-Luciferase® Reporter Assa

y System 提供)，混匀 30 s,12,000 rpm, 室温离心 5 min。 

6. 取 50 μl 细胞裂解物到酶标板中，加入 100 μl 底物 Luciferase Assay Reagent II, 

10 s 后用酶标仪测量 LUC 催化底物发出的荧光信号值。 

7. 加入 100 μl 底物 Stop & Glo® Substrate，10 s 后用酶标仪测量 REN 催化底物发

出的荧光信号值。 

8. 计算 LUC 和 REN 的比值，统计分析实验组和对照组之间是否存在显著差异，从而
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判断所检测蛋白质之间是否存在相互作用。 

 

注意事项 

1. 本实验必须要设计严谨的对照。连有目的基因的载体必须分别和另外一个空载体

共转化，同时需要两个空载体之间共转化，以排除背景信号的影响。同时可以转化

一对确定互作的蛋白质来评价系统的有效性。 

2. 必须共转化一个恒定表达的报告基因 (如 35S:REN) 来平衡化各个转化之间的系

统误差和转化效率的差别。 

3. 高纯度的质粒和高效的原生质体转化体系是保证实验成功的关键所在。 

4. 可以将相关元件连接改造到可以进行农杆菌介导的转化的载体上去，从而可以在体

内稳定检测蛋白质之间的相互作用。 
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