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摘  要 :  Fightless I (FLII) 是一个在肿瘤中高表达的蛋白，前期研究提示 FLII 可能参与核质转运过程，为鉴

定 FLII 是否与核膜结合蛋白相互作用，构建 GST-FLII、GST-LRR 融合蛋白重组质粒并转化至大肠杆菌 Rosetta 

进行诱导表达，使用 GST 琼脂糖珠进行融合蛋白的纯化。通过 SDS-PAGE 对纯化蛋白进行验证之后，利用

GST-pull down 及免疫共沉淀技术证明了 FLII 与 Importin β、Nup88 蛋白的相互作用，并鉴定 FLII 上的 LRR

结构域为相互作用区域。研究结果提示 FLII 可能参与了 Importin β 的部分生物学作用，为进一步分析 FLII 与

Importin β、Nup88 的生物学功能奠定了基础。 
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Interaction of Flightless I with Nup88 and Importin β 
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Abstract:  High expression of Fightless I (FLII) is associated to multiple tumors. Based on our previous study that FLII 

might be involved in the nuclear export, we assessed the possible interaction of FLII with the nuclear envelop associating 

proteins Importin β and Nup88. We first constructed GST-FLII, GST-LRR recombinant plasmids and transformed them into 

生物技术与方法



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  August 25, 2015  Vol.31  No.8 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1248 

the Rosetta strain to produce GST-FLII, GST-LRR fusion protein. After purification of these proteins, GST-pull down, as 

well as co-immunoprecipitation, were used to test the interaction of FLII with Importin β and Nup88. FLII interacted with 

Importin β and Nup88, and FLII LRR domain is responsible for these interactions. Thus, FLII may play a role in nuclear 

export through interaction with Importin β and Nup88. 

Keywords:  molecular biology, RNA traffic, GST-pull down, CO-IP, FlightlessⅠ, Importin β, Nup88 

核孔复合物是贯穿于核膜上作为细胞核质

物质交换的主要通道，由不同的核孔蛋白形成

巨大的蛋白复合体，跨双层脂质核膜。近年来，

核孔蛋白复合体蛋白 88 (Nup88) 在人卵巢癌、

乳腺癌、结直肠癌肿瘤边缘等其他恶性肿瘤中

过度表达，在胃癌肝癌等实体瘤中也呈高表达，

而在对应的正常组织中则表达较弱，提示其与

肿瘤的侵袭及形成能力密切相关 [1-5]，目前

Nup88 已被提议作为一种肿瘤标志物 [2] 。

Importin β 家族蛋白作为最主要的核质转运受

体，在真核生物中分布广泛。Importin 家族成员

的 N 端可以结合 RanGTP[6]、中部结合核孔蛋白 

(Nups)[7]、C 端结合底物 (Cargo)[8]或接头蛋白 

(Adaptor)[9]，从而将底物带入或带出细胞核。

Importin β家族蛋白在核质转运中起到了极其重

要的作用，因此 Importin β 家族蛋白本身的表达

调控也成为了调节核质转运的一种重要方式。 

Flightless (FLII) Ⅰ 蛋白包含 N 端 15 个重复

的 LRR (Leucine-rich repeat) 结构域和 C 端 5 个

重复的 GLD (Gelsolin-like repeat) 结构域[10]。

LRR 结构域是蛋白与蛋白，蛋白与 DNA/RNA 相

互作用的区域，与 Ras 信号转导通路相关[11-12]，

而 GLD 结构域主要与 actin 相关[13]，然而两种

结构对于结合多种核受体蛋白起转录共调节作

用是必要的[14-20]。前期研究发现 FLII 是一个癌

症相关蛋白，FLII 的相互作用组学提示 FLII 与

多种核转运蛋白相互作用，并鉴定到两个关键

的核质转运蛋白 Nup88 和 Importin β，说明 FLII

可能在核转运过程中起调节作用，或参与其部

分生物学功能。早期研究发现，FLII 参与胚胎

发育[21]、信号转导、免疫应激[12-14,18,22-27]等过程，

并具有与核激素受体 (NR) 协同 NCOA2 和

CARM1 一起发挥作用而激活转录等功能[14]。然

而 FLII 作为一种核激素受体蛋白，其在转录后

的相关功能及作用机制尚未清楚，对 FLII 是否

与核转运蛋白 Importin β、核孔蛋白 Nup88 相互

作用，及是否调节核质转运过程没有相关文献

报道。本文研究通过 GST-pull down 及免疫共沉

淀技术证明了 FLII 与核转运蛋白 Importin β、核

孔蛋白 Nup88 相互作用，并发现 LRR 结构域在

其相互作用过程中起重要作用。为进一步研究

FLII 是否调节核质转运过程及三者之间的生物

学功能奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

肺腺癌细胞 H1299 购于中国科学院上海细

胞生物研究所。原核表达载体 pGEX-4T-1 由实

验室保存。FLII cDNA 购于长沙赢润生物科技

公司。琼脂糖粉购于美国 Invitrogen 公司。限制

性内切酶 (BamHⅠ，Sal )Ⅰ 、T4 DNA 连接酶、

PrimeStar HS DNA Polymerase、DNA marker 购

于 TaKaRa 公司。凝胶回收试剂盒、质粒提取试

剂盒购于天根公司。Importin β，FlightlessⅠ抗



廖声友 等/FlightlessⅠ与核质转运蛋白 Importin β及核孔蛋白 Nup88 的相互作用 

cjb@im.ac.cn 

1249

体购于 Santa Cruz 公司。HRP 偶联鼠二抗购于

Protein Tech Group 公司。胎牛血清购于德国

PAA 公司。DMEM 完全培养基购于 Gibco 公司。

GST 琼脂糖珠购于 GE Healthcare 公司。IPTG、

预染蛋白 marker 和 R250，G250 染色试剂盒购

自斯佳生物公司。 

1.2  方法 

1.2.1  pGEX-4T-1-FLII、pGEX-4T-1-LRR 重

组质粒的构建 

从 NCBI 数据库中检索人 FlightlessⅠ基因

CDS 序列，利用 Primer 5.0 软件设计 FlightlessⅠ

全长与 LRR 结构域片段引物。通过基因序列分

析选择上游引物酶切位点为 BamHⅠ，下游引物

酶切位点为 SalⅠ。引物序列如表 1 所示，由

Invitrogen 公司合成。以 FLII cDNA 载体为模板

利用引物 PCR 扩增 FLII 基因及 LRR 片段，将

扩增的片段用 BamHⅠ与 SalⅠ双酶切后克隆至

同样酶切的 pGEX-4T-1 载体中，用 T4 DNA 连

接酶连接目的片段与载体，经转化后用抗性筛

选阳性克隆，并以双酶切法进行鉴定。选取双

酶切正确的阳性克隆送至 Invitrogen 公司测序。 

 

表 1  GST-FLII 及 GST-LRR 载体构建引物序列 

Table 1  PCR primer sequence for GST-FLII and 
GST-LRR 

Primer name Primer sequence (5–3) 

Primer-F 
ATAGGATCCATGGAGGCCACCGGG
GTGCTG 

FLII-R 
ATAGTCGACAGGCCAGGGCCTTGC
AGAA 

LRR-R 
ATAGTCGACAGTCCTCCGTGAAGA
ACTCGGA 

Restriction sites were underlined. F: forward primer; R: 
reverse primer. 

1.2.2  GST 融合蛋白的诱导表达及融合蛋白的

纯化、Western blotting 鉴定 

将 GST 融合蛋白质粒及表达 GST 的空载体

转化至大肠杆菌 Rosseta 感受态细胞中，在含有

氨苄抗生素的平板上划线，37 ℃过夜培养后挑

取单菌落，将其接种于 10 mL LB 培养液中，

37 ℃振荡培养过夜，第 2 天，按 1∶100 的比例

接种于 100 mL LB 液体培养基中，当 OD600 吸

光值达到 0.6−0.8 时，加入 IPTG 至终浓度为  

0.2 mmol/L，室温诱导 4−6 h；离心收集菌体，

加入含有蛋白酶抑制剂的 EBC 裂解液冰上裂

解菌体 10 min，再进行超声破碎 20 min，4 ℃离

心收集上清，加入 DTT 至终浓度 1 mmol/L。按

照 GE 公司 GST Fusion Protein Spin Purification 

Kit 说明书，0.5 mL 的 GST 珠子悬液，静置    

30 min，待其完全沉降后，10 倍体积的 PBS 清

洗纯化柱，将裂解上清过柱，10 倍体积的清洗

缓冲液清洗纯化柱，然后 3 倍柱体积洗脱缓冲

液洗脱蛋白，利用 SDS-PAGE 及后续的 Western 

blotting 分析蛋白的纯化情况。 

1.2.3  GST-pull down 检测 FLII、LRR 与

Importin β、Nup88 的相互作用 

H1299 细胞经 EBC 裂解液 (含 0.5 mmol/L 

PI、1 mmol/L PMSF) 冰上裂解 30 min 后，4 ℃、

12 000 r/min 离心 30 min，收集上清并用 BCA

法测定蛋白浓度，将纯化的 GST 融合蛋白与

H1299 全细胞裂解液混合，4 ℃旋转孵育过夜，

用 EBC 裂解液清洗珠子 5 次，向所得样品中加

入 2×SDS 上样缓冲液，煮沸 10 min 后进行

Western blotting 检测结合蛋白。 

1.2.4  免疫共沉淀实验 

H1299 细胞中加入 EBC 裂解液冰上裂解细
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胞 30 min，裂解后 12 000 r/min、4 ℃离心 30 min，

收集上清后加入 IgG 和 Protein A/G plusAgarose

进行预洗，BCA 法测定蛋白浓度后将 H1299 细

胞裂解液分成 2 份，每份 1 mg 蛋白量。以 IgG

抗体作为阴性对照，Importin β 抗体为实验组，

细胞裂解液与抗体 4 ℃旋转孵育过夜，18 h 后

加 Protein A/G 琼脂糖珠孵育 4 h，用 EBC 裂解

液清洗珠子 5 次，向样品中加入 2×SDS 上样缓

冲液，煮沸 10 min 后进行 SDS-PAGE、Western 

blotting 检测结合蛋白。 

2  结果 

2.1  pGEX-4T-1-LRR、pGEX-4T-1-FLII 载体

的构建 

PCR 的目的片段双酶切后克隆至 pGEX-4T-1

载体中，经连接转化等步骤筛选阳性克隆，将

阳性克隆质粒进行双酶切鉴定。1%的琼脂糖凝

胶电泳显示 LRR 酶切片段长度约 1 500 bp，FLII

酶切片段长度约 3 800 bp，见图 1 和图 2。表明

目的片段 LRR (图 1) 和 FLII (图 2) 已成功克隆  
 

 
 

图 1  pGEX-4T-1-LRR 载体双酶切鉴定 

Fig. 1  Identification of pGEX-4T-1-LRR by enzyme 
digestion. 1: DNA marker; 2: pGEX-4T-1 plasmid 
digested with BamH and Ⅰ Sal ; 3: LRR fragment Ⅰ

amplified with PCR; 4-7: pGEX-4T-1-LRR positive 
clone digested with BamH and Ⅰ Sal .Ⅰ  

 
 

图 2  pGEX-4T-1-FLII 载体双酶切鉴定 

Fig. 2  Identification of pGEX-4T-1-FLII by enzyme 
digestion. 1: DNA marker; 2: pGEX-4T-1 plasmid 
digested with BamH and Ⅰ Sal ; 3: FLII fragment Ⅰ

amplified with PCR; 4-7: pGEX-4T-1-FLII positive 
clone digested with BamH and Ⅰ Sal .Ⅰ  
 
 

至载体 pGEX-4T-1 中。选取双酶切正确的 LRR

质粒 1 号及 FLII 质粒 2 号进行测序，测序结果

与 NCBI 数据库 FlightlessⅠ基因及 LRR 片段完

全匹配，证明 pGEX-4T-1-LRR、pGEX-4T-1-FLII

质粒构建成功。 

2.2  GST、GST-FLII、GST-LRR 蛋白的诱导

表达及纯化 
将构建好的 GST 标签载体转化到 Rosetta

菌株里，IPTG 诱导菌株表达 GST 融合蛋白，收

集菌体超声破碎裂解细胞，经过过柱纯化洗脱

等步骤，使用 SDS-PAGE 检测纯化效果，蛋白

电泳考马斯亮蓝染色结果见图 3、4。经 IPTG 诱

导后，表达产物在 26 kDa 出现了一条明显的 GST

蛋白条带 (图 3，泳道 2)，并成功将 GST 蛋白纯

化 (图 3，泳道 5)。同样的经 IPTG 诱导后，表达

产物在 172 kDa 和 83 kDa 分别出现了明显的 GST

融合蛋白条带 (图 4，泳道 2 和 10)，并经过纯化

等步骤也成功将 GST-FLII (图 4，泳道 6) 和

GST-LRR (图 4，泳道 14) 融合蛋白纯化。表明

GST 及 GST 融合蛋白已经成功诱导并纯化。 
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图 3  GST 蛋白的诱导表达及纯化 

Fig. 3  Purification and analysis of GST protein. 1: 
non-induced recombinant optimization strain; 2: induced 
recombinant optimization strain; 3: precipitation from cell 
lysate; 4: eluent; 5: purified GST protein; 6: protein 
marker. 
 
 

 
 

图 4  GST-FLII 与 GST-LRR 蛋白的诱导表达 

Fig. 4  Purification and analysis of GST fusion protein. 1: 
GST-FLII non-induced recombinant optimization strain; 2: 
GST-FLII induced recombinant optimization strain; 3: 
GST-FLII whole-cell protein; 4: supernatant from 
GST-FLII cell lysate; 5: precipitation from GST-FLII cell 
lysate; 6: purified GST-FLII protein; 7: eluent; 8: protein 
marker; 9: GST-LRR non-induced recombinant 
optimization strain; 10: GST-LRR induced recombinant 
optimization strain; 11: whole-cell protein; 12: 
supernatant from GST-LRR cell lysate; 13: precipitation 
from GST-LRR cell lysate; 14: purified GST-LRR protein. 
15: eluent. 

2.3  GST-pull down 验证 LRR、FLII 与

Nup88、Importin β的相互作用 

为验证 GST-LRR、GST-FLII 与 Nup88、

Importin β 是否直接相互作用，使用纯化的 GST

蛋白和 GST-LRR、GST-FLII 融合蛋白分别和

H1299 的全细胞裂解液混合并低温孵育过夜，

通过蛋白相互作用的特异性结合，获得与

GST-LRR、GST-FLII 相互作用的蛋白复合物，

并进行 Western blotting 分析。使用 Nup88 抗体

检测结果显示，在 GST 对照中无 Nup88 蛋白条

带存在，而在 GST-LRR、GST-FLII 中有明显的

Nup88 蛋白条带存在，使用 Importin β 抗体检测

结果显示在对照中没有 Importin β 蛋白条带，在

GST-LRR 与 GST-FLII 中都有 Importin β蛋白条

带，见图 5。结果表明 GST-LRR 与 GST-FLII 能

特异性地与 Nup88、Importin β 蛋白结合。因此

验证 FLII 和 Nup88、Importin β 蛋白存在特异 
 

 
 

图 5  GST-pull down 验证 LRR、FLII 与 Nup88、

Importin β 的相互作用 

Fig. 5  Identification of interaction by GST-pull down. 
H1299 cell lysate was incubated with GST and GST 
fusion protein, after separated in SDS-PAGE, protein was 
transferred to PVDF menbrane and incubated with 
anti-Nup88 and anti-Importin β antibody. 
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性的相互作用，并且 LRR 结构域作为相互作用

结构域，发现其可以独立地与 Nup88、KPNB1

蛋白相互作用。 

2.4  免疫共沉淀实验验证 Importin β与 FLII

的相互作用 

为了进一步确认在细胞正常生理状态下

FLII 和 Importin β 存在相互作用，运用免疫共沉

淀实验进行验证。用 Importin β 抗体进行免疫共

沉淀实验，IgG 为阴性对照，分别与 H1299 全

细胞裂解液进行孵育，通过 Protein A/G 琼脂糖

珠沉淀相互作用蛋白复合体，并进行 Western 

blotting 分析。检测结果如图 6 所示，Importin β

抗体检测到免疫沉淀中具有 Importin β 蛋白，说

明免疫沉淀 Importin β 实验正确，同时用 FLII

抗体在免疫沉淀 Importin β 的样品中检测到有

明显的共沉淀 FLII 蛋白条带存在，结果表明内

源 Importin β 与 FLII 存在特异的相互作用，与

GST-pull down 结果相一致。 

 

 
 

图 6  免疫共沉淀实验验证 Importin β 和 FLII 的相

互作用 

Fig. 6  Identification of interaction between Importin β 
and FLII by co-immunoprecipitation. H1299 cell lysate 
was immunoprecipitated with control mouse IgG antibody 
or anti-Importin β antibody, after separated in SDS-PAGE, 
protein was transferred to PVDF menbrane and incubated 
with anti-FLII and anti-Importin β antibody. 

3  讨论 

Flightless  (FLII)Ⅰ  蛋白含有 1 256 个氨基

酸，分子量为 145 kDa，是一个高度保守的蛋白，

编码包括 C-端肌动蛋白结合的类凝溶胶蛋白结

构区域 (GEL domain) 和 N-端富含亮氨酸重复

的蛋白与蛋白结合区域 (LRRs domain)[28-31]。然

而两种结构对于结合多种核受体蛋白起转录共

调节作用是必要的 [14-20]。已有相关文献证明

FLII 参与基因的转录起始，通过蛋白相互作用

直接或间接调节结合到基因的启动子区域，从

而调节转录活性[16,32]。FLII 蛋白在癌细胞中高

表达[33]，而在正常组织中相对表达较弱，表明

FLII 在癌细胞中发挥重要作用。研究中利用

GST-pull down 及免疫共沉淀实验证实 FLII 与

Nup88 及 Importin β 具有特异性的相互作用，首

先纯化出 GST-FLII 蛋白及其相互作用结构域

GST-LRR 蛋白，并与 H1299 全细胞裂解液进行

沉淀。结果显示，FLII 与 Nup88 及 Importin β

都有相互作用，并且发现 LRR 作为相互作用结

构域可以单独与 Nup88 及 Importin β 蛋白相互

作用。Importin β 免疫共沉淀 H1299 全细胞裂解

液，结果显示，Importin β 与 FLII 蛋白在细胞内

也存在特异性的相互作用。其三者的相互作用

与前期蛋白相互作用组学结果相一致，表明

FLII 可能参与了 Nup88 及 Importin β 的部分生

物学功能。 

FLII 的质谱相互作用组学鉴定提示 FLII 与

多种核转运相关蛋白有联系，FLII 作为一种既

可以与 Importin β结合又可以与核孔蛋白 Nup88

结合的相互作用蛋白，在体内可能参与二者在

核转运过程中的功能，然而 FLII 作为一种核激

素受体蛋白是否具有核转运功能还有待进一步

验证。Nup88 作为一种恶性肿瘤的分子标志物，
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而 Importin β 在肿瘤中具有调控作用，因此研究

FLII 蛋白与 Nup88、Importin β 的分子作用机制

具有重要意义。本研究证明 FLII 与核转运蛋白

有特异性的相互作用，并发现 LRR 可以单独行

使其与 Nup88 及 Importin β 之间的相互作用功

能。为研究 FLII 与 Nup88、Importin β 三者在体

内的分子机制提供了理论基础，研究结果为进

一步分析 FLII 与 Nup88、Importin β 三者的生物

学功能奠定了基础。 
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