
蛋白质是由氨基酸以“脱水缩合”方式组成的

多肽链经过盘曲折叠形成的具有一定空间结构的

物质。蛋白质分子上的氨基酸序列和由此形成的

立体结构造成了蛋白质结构的多样性。生物体的

生理功能主要由细胞中的蛋白质执行和调节［1］。绝

大部分蛋白质都不是单独发挥作用，而是通过蛋白

质与蛋白质之间的相互作用（protein⁃protein interac⁃
tions，PPI）来实现［2］。异常的蛋白质相互作用会导

致细胞毒性乃至疾病发生。研究显示PPI参与了细

胞凋亡［3］、抑郁症［4］、癌症［5］、先天性心脏病［6］等疾病

的发生，因而检测PPI对于研究疾病的发病机制非

常重要。目前，基于生物化学、微生物学、分子生物

学、生物物理学和生物信息学的知识和技术，科学家

已经建立了多种检测蛋白质相互作用的方法［1］，本文

对这些方法及其优缺点进行系统性总结。

1 基于生物化学与分子生物学的研究方法

1.1 酵母双杂交（yeast two⁃hybrid，Y2H）系统

Y2H系统是由Fields和 Song［7］开发的一种细胞

内遗传方法，是通过激活报告基因表达来检测 PPI
的有效手段［8］。转录因子GAL4包含N端的DNA结

合域（binding domain，BD）和 C 端的转录激活域

（activation domain，AD）。单独的AD或BD并不能激

活转录反应，而二者在空间上足够靠近时即可行使

转录因子功能［9］。将诱饵（Bait）蛋白X与BD融合，

猎物（Prey）蛋白Y与AD融合，当诱饵蛋白X与猎物

蛋白Y因相互作用而结合时，AD端与BD端也在空间
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上相互靠近从而激活下游报告基因的转录（图1）。
Y2H系统广泛用于检测不同物种中任何两种

蛋白质之间的物理相互作用［10］，具有高度敏感性，

应用广泛。 Sun等［11］使用Y2H系统鉴定出与沙眼

衣原糖原合酶相互作用的HeLa细胞蛋白，Shi等［12］

通过Y2H系统鉴定了小鼠精子发生过程中与 cAMP
依赖性蛋白激酶（cAMP⁃dependent protein kinase，
PKA）调节亚基Ⅰα（regulatory subunit Ⅰ α，RIα）相
互作用的蛋白，Omagari等［13］使用Y2H测定法评估

了 691种化合物拮抗人甲状腺受体（the human thy⁃
roid receptor，hTR）的活性。Y2H系统的一个常见问

题是Y2H诱导的报告基因的自动激活，导致结果可

能存在高假阳性［14］，因为当某些蛋白质本身可以激

活Y2H报告基因转录时，无论是否存在任何PPI，都
会激活报告基因，从而产生阳性结果［15］。

1.2 免疫共沉淀（co⁃immunoprecipitation，Co⁃IP）
Co⁃IP实验可以通过直接或间接的方式识别

PPI［16］。Co⁃IP是根据抗原和抗体特异性结合的原

理［17］，当细胞在非变性条件下被裂解时［18］，细胞内

存在的许多PPI被保留下来。如果用蛋白质X的抗

体免疫沉淀X，那么在体内与X偶联的蛋白质Y也

能被沉淀下来，从而形成抗体⁃蛋白质X⁃蛋白质Y的

三元或多元复合物。洗涤掉与蛋白质X没有相互作

用的蛋白后，再用洗脱液将互作蛋白复合物从珠子

（Beads）上洗脱下来，便得到免疫共沉淀产物（图

2），产物既可用Western blot检测已知蛋白，也可用

质谱技术鉴定未知蛋白［19］。

Co⁃IP技术使用非变性剂裂解细胞，细胞内存在

的PPI被最大限度地保留下来。基于抗原抗体原理

的Co⁃IP技术可以比较准确地检测出与目的蛋白相

互作用的蛋白质，如 Jia等［20］联用Co⁃IP与质谱技术

（Co⁃IP/MS），鉴定出23种与母羊卵巢提取物中FecB
特异性作用的蛋白质。但是Co⁃IP也有其局限性：

无法判断PPI是直接还是间接的，且不能分辨瞬时

作用和低亲和力的PPI。
1.3 Pull⁃down

Pull⁃down实验适用于检查两种纯化蛋白质之

间的直接PPI并评估亲和力的程度［21］。谷胱甘肽⁃S⁃
转移酶（glutathione⁃S⁃transferase，GST）蛋白是一种

广泛使用的亲和标签［22］，GST Pull⁃down实验是利用
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GST与固定在树脂上的谷胱甘肽（glutathione，GSH）
结合的原理，通过重组技术将GST与诱饵蛋白融合，

融合蛋白可与固相化在载体上的GSH亲和结合［23］，

当与融合蛋白有PPI的蛋白通过层析柱或与此固相

复合物混合时，可被吸附，形成GSH⁃GST⁃探针蛋白⁃
猎物蛋白复合物，从而分离出与探针蛋白有相互作

用的猎物蛋白（图 3），可通过Western blot或质谱技

术鉴定猎物蛋白［24］。

GST Pull⁃down实验可以验证蛋白质之间的直

接PPI，只要猎物蛋白与诱饵蛋白之间有PPI的结构

基础就可以被提取，徐国双等［25］利用GST Pull⁃down
联合质谱技术筛选到39种与H7N9亚型禽流感病毒

（avian influenza virus，AIV）核糖体移码蛋白PA⁃X互

作的候选蛋白，为深入探讨PA⁃X在AIV生命周期中

的作用机制奠定基础。但是GST Pull⁃down是在体

外进行生化反应验证蛋白质的相互作用，不能够

完全反映细胞内蛋白真实的互作状态，且融合蛋

白中的GST标签可能会影响诱饵蛋白原有的折叠

结构［26］。

1.4 串联亲和纯化（tandem affinity purification，TAP）
TAP技术最早由德国Rigaut等［27］发明，并在鉴

定酵母菌蛋白复合物中获得成功，随后被应用于其

他细胞系及组织［28］。TAP技术首先需通过基因工程

给诱饵蛋白的N端或C端加一个 TAP标签［29］，TAP
标签由钙调蛋白结合肽（calmodulin binding peptide，
CBP）⁃ TEV蛋白酶切位点⁃金黄色葡萄球菌蛋白A
的 IgG结合结构域构成［30］。含有TAP标签的融合蛋

白粗提取物通过 IgG亲和柱，温和洗涤后，大多数无

法与诱饵蛋白结合的蛋白质被洗涤掉，IgG亲和柱

上吸附了蛋白A⁃TEV蛋白酶切位点⁃CBP⁃诱饵蛋白⁃
猎物蛋白复合物（图4 A）。加入TEV蛋白酶从蛋白

复合物中切割掉第一标签即蛋白A，从柱中洗涤出

CBP⁃诱饵蛋白⁃猎物蛋白复合物（图4 B）。再将此复

合物通过第 2个含钙调蛋白的柱基质，在钙离子存

在下，CBP就会与钙调蛋白紧密结合，用含有EGTA
的洗脱液进行温和洗脱，即可得到高纯度的诱饵蛋

白⁃猎物蛋白复合物（图4 C）。
TAP技术经过两次洗脱，减少了非特异性的蛋
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图3 Pull⁃down实验原理

Figure 3 Principle of Pull⁃down
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白结合，提高了特异性［31］，Li等［32］通过TAP⁃MS联用技

术，鉴定出了真菌细胞中非常低水平的PPI。TAP标
签种类多样，适用广泛且实用性强，Berneking等［33］利

用 CBP和链霉亲和素结合肽（streptavidin⁃binding⁃
peptide，SBP）标签鉴定与耶尔森菌效应蛋白YopM相

互作用的新蛋白，Tani等［34］利用3×FLAG（DYKDDDDK
肽）标签与人流感病毒血凝素（human⁃influenza⁃virus
hemagglutinin，HA）标签并通过与质谱法相结合，以

鉴定与肌动蛋白相关蛋白Arp2有相互作用的蛋白

复合物的成分。TAP技术的局限性主要在于TAP标
签的引入可能会影响靶蛋白和亲和柱的结合，纯化

过程中TEV蛋白酶与EGTA或其他溶剂的使用可能

会干扰复合物的完整性和活性。

1.5 噬菌体展示（phage display technology，PDT）
1985年，Smith［35］利用丝状噬菌体表达外源基

因，首次提出了PDT的概念。PDT的原理是将外源

基因通过基因工程技术插入到编码噬菌体外壳蛋

白的基因序列中，从而在噬菌体的表面表达特定的

外源蛋白［36］。

PDT是在噬菌体展示肽库建立之后才开始广泛

应用到蛋白质相互作用研究中的［37］。该技术的突

破性贡献在于可将基因型与表型紧密连接［38］。龙

晨等［39］利用PDT筛选与草鱼呼肠孤病毒VP39蛋白

相互作用的多肽，经过NCBI比对后发现草鱼基因

组中有 7个基因与筛出的多肽具有同源性，表明其

可能与VP39存在相互作用。

1.6 蛋白质芯片

蛋白质芯片技术是指将蛋白质或多肽等固定

在支持介质表面，捕获能与之特异性结合的待测蛋

白，用于样品成分和蛋白质之间相互作用的分析，
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亦称蛋白质微阵列［40］。张旭东等［41］使用蛋白质芯

片技术结合多变量分析方法分析骨骼肌组织中的

蛋白质变化来进行死亡时间推断。

1.7 双分子荧光互补（bimolecular fluorescence com⁃
plementation，BiFC）

BiFC是通过切割荧光蛋白的特定位点，形成没

有荧光的N⁃端和C⁃端，分别与待研究的目标蛋白融

合表达。若目标蛋白间发生相互作用，两个不完整

的荧光片段则相互靠近形成完整的有活性的荧光

基团，从而在激发光下发出荧光［42］。BiFC测定是一

种将活细胞中PPI可视化的方法［43］。Feng等［44］利用

BiFC技术通过标记内源性蛋白质将秀丽隐杆线虫

中的内源性突触可视化，Don等［45］通过将BiFC与斑

马鱼模型系统相结合，研究肌萎缩侧索硬化症（amyo⁃
trophic lateral sclerosis，ALS）中的蛋白聚集体形成和

定位。

1.8 邻近连接测定（proximity ligation assay，PLA）
PLA也称为Duolink PLA技术，允许在内源性蛋

白质水平上原位（距离 < 40 nm）检测 PPI［46］。该方

法依赖单个一抗与两种假定存在相互作用的蛋白

质的特异性结合。一抗需要来自不同的宿主。含

有互补寡核苷酸的针对两个宿主的二抗附着在一

抗上。如果两种抗原非常接近（可能彼此相互作

用），互补寡核苷酸可以退火，荧光核苷酸可以掺入

单个DNA聚合步骤中（图 5）。在显微镜下，这些反

应显示为点状荧光斑点，表明 PLA反应成功，并提

示两种抗原之间存在 PPI［47］。Jang等［48］利用Co⁃IP

测定和 Duolink邻近连接测定发现耳聋相关蛋白

TMEM43和TASK⁃1蛋白存在直接相互作用［48］。

1.9 邻近依赖性生物素化测定与质谱联用（proxi⁃mity⁃
dependent biotinylation coupled to mass spectrometry，
PDB⁃MS）

在过去 10年中，酶介导的邻近标记（proximity
ligation，PL）技术已成为在活细胞中定位蛋白质和

RNA的强大工具。在这些方法中，工程酶在特定亚

细胞位置表达并催化高反应性小分子中间体的原

位合成，随后扩散并与蛋白质和/或RNA反应产生

共价标记［49］

辣根过氧化物酶（horseradish peroxidase，HRP）
在芳基叠氮化物⁃生物素试剂存在时会产生一种活

性自由基物质，标记距离酶200~300 nm范围内的蛋

白质［50］（图6）。
抗坏血酸过氧化物酶（ascorbate peroxidase，

APEX）在过氧化氢存在下，将外源性添加的生物素⁃
苯酚（也称为生物素基酪胺）转化为高反应性、不稳

定的生物素⁃酚类自由基，进而将其附近的蛋白质生

物素化［51］（图6）。
BioID是基于大肠杆菌中的混杂生物素连接酶

BirA*（R118G 位点被突变）的融合诱饵蛋白，生物

素连接酶通过生物素和三磷酸腺苷生成一种高活

性的生物素酰⁃5′⁃AMP（Bio⁃AMP）中间体，Bio⁃AMP
可以接近依赖性的方式与周围蛋白质上可接近的

赖氨酸侧链反应，使蛋白质生物素化［52］（图6）。
BioID技术相对上述两种方法有简单、无毒的
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A：First affinity column，binding of TAP labeled fusion proteins on IgG agarose affinity columns. B：Second affinity column，binding on a calmodu⁃
lin agarose affinity column. C：Mild elution using eluent containing EGTA.

图4 串联亲和纯化原理

Figure 4 Principle of tandem affinity purification
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优势。HRP、APEX与BioID产生的活性自由基或高

能分子会导致相对较大的标记半径，导致不可避免

的假阳性结果［53］。近年来，PDB⁃MS还在不断优化和

更新，例如Kim等［54］改进BioID方法，以BioID2为中

心，能够选择性更强地靶向融合蛋白，对生物素的需

求降低，并表现出对邻近蛋白的标记增强，提高了筛

选PPI的效率。Larochelle等［55］通过TurboID介导的

邻近依赖性生物素化，鉴定酵母中的PPI网络。

基于生物化学与分子生物学的研究方法种类

较多，适用范围和限制也不同，故对这些方法做了

总结（表1）。
2 基于生物物理学的研究方法

2.1 荧光共振能量转移（fluorescence resonance
energy transfer，FRET）

FRET原理是将诱饵蛋白和猎物蛋白分别缀合

供体和受体荧光团，诱饵蛋白和猎物蛋白因相互作

用而靠近，供体和受体的荧光团也在空间上相互

靠近，当两者的距离在 1~10 nm时则诱导 FRET信
号［56］。FRET是两个分子或原子相互作用的物理过

程。供体必须处于激发态，并通过分子间长距离偶

极⁃偶极耦合将能量转移到附近的受体［57］。FRET可
在活细胞中以单细胞分辨率检测到直接PPI［58］。李

慧等［59］通过 FRET技术观测血小板衍生生长因子

对气道平滑肌细胞中RhoA活性的下调作用，Kondo
等［60］利用FRET技术评价尼洛替尼治疗的药物敏感

性验，马廷政等［61］利用 FRET技术检测膜受体与胞

外配体的相互作用。

2.2 表面等离子共振分析（surface plasmon resonance，
SPR）

SPR是基于物质间相互作用所致的芯片表面质

量变化而产生的一种光学现象，能够简单、快速、准

HRP HRP BaitBait

BaitBait
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APEX APEX

BiolDBiolD ATP+ ATP-

H2O2
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图6 基于邻近依赖性生物素化测定与质谱联用检测原理

Figure 6 Principle of proximity⁃dependent biotinylation coupled to mass spectrometry
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确地对分子间作用的强度进行动态监测［62］。SPR由

固定化识别分子、分析物分子和光棱镜 3个主要部

分组成。固定化分子与传感器芯片表面结合，通过

棱镜的入射光波激发金属膜中的电子，形成表面等

离子体，当分析物分子缓冲液流过传感器芯片表

面，分析物分子结合固定化分子，会引起传感器表

面折射率的改变，通过软件检测处理这些信号从而

得到最终分析结果［63］。SPR现象因其对表面折射率

变化的敏感性而受到广泛关注，可用于生物标志物

的高灵敏度检测和快速检测［64］。

2.3 荧光偏振（fluorescence polarization，FP）技术

FP 检测技术是通过分析体系中荧光分子的偏

振信号变化差异，实现对分子间相互作用的研究以

及所选目标物的检测［65］。荧光标记的小分子在溶

液中快速旋转，在被偏振光激发时，发射光保持去

偏振并产生低FP信号。当溶液中的荧光小分子与

靶蛋白结合成为大分子复合物后，复合物的运动会

变慢。当这样的复合体被偏振光激发时，由于复合

体的缓慢运动，大部分发射光被偏振［66］。反应前后

荧光偏振的差异与靶蛋白的浓度成比例［67］，通过荧

光强度和样品浓度制作工作曲线，就可以进行定量

分析。FP允许全自动高通量分析［68］。An等［69］设计

了一个基于荧光偏振的高通量筛选（high through⁃
put screening，HTS）系统来鉴定脂多糖和Caspase⁃4
相互作用的抑制剂。

2.4 等温滴定量热技术（isothermal titration calori⁃
metry，ITC）

ITC的原理是通过检测分子相互作用所释放或

吸收的能量，通过单次滴定实验即可提供完整的热

动力学信息，直接提供结合常数、化学计量比及反

应焓变，揭示蛋白质分子间特异性的相互作用［70］。

滴定前，仪器中的两个量热池（样品池和参比池）的

预设温度相同，两者通过绝热装置隔开。在恒定温

度下，加样针以一定速度向样品池中滴加靶蛋白受

体溶液。靶蛋白受体溶液进入样品池后，因样品池

中的靶蛋白与受体发生相互作用而产生热量变化，

使体系的温度发生改变，从而导致样品池与参比池

之间产生温度差［71⁃72］。ITC无需通过荧光标记或固

定化技术对结合配体进行修饰，实验时间较短、操

作简单，且所需样品用量小，灵敏度及精确度高。

Matilla等［73］使用 ITC揭示化学感觉系统的趋化信号

作用机制，并认为 ITC是研究结合过程的黄金标

表1 基于生物化学与分子生物学的研究方法的优缺点

Table 1 Advantages and disadvantages of research methods based on biochemistry and molecular biology

Method
Yeast two⁃hybrid（Y2H）

Co⁃immunoprecipitation（Co⁃IP）

Pull⁃down

Tandem affinity purification（TAP）

Phage display technology（PDT）

Protein chip
Bimolecular fluorescence comple⁃
mentation（BiFC）
Proximity ligation assay（PLA）
PDB⁃MS（HRP）
PDB⁃MS（APEX）

PDB⁃MS（BioID）

Advantage
Detecting physical interactions between
any two proteins in different species
The detected protein interactions are
formed in their natural state

Detecting direct interactions between two
purified proteins
Increased specificity

Tightly linking genotype and phenotype

Microization, high⁃through put
Visualize PPI in living cells

Visualize PPI
Identifying PPI on the surface of living cells
Strong labeling specificity for mitochondrial
proteins
Simple and non⁃toxic

Disadvantage
The automatic activation of reporter genes leads to
high false positives in the results
Unable to determine whether PPI has a direct effect；
unable to detect PPI with instantaneous action and
low affinity
Inability to fully reflect the true interaction state of
intracellular proteins
TAP labeling and eluents during purification pro⁃
cess may interfere with PPI
Limited by the capacity and diversity of peptide
libraries
Excessive cost
Temperature sensitive

Cannot be used for living cells
Large marking radius leads to false positive results
Large marking radius leads to false positive results

Large marking radius leads to false positive results
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准。 Wang等［74］认为 ITC能够提供传统生化测定难

以获得的酶活性信息，并使用 ITC来测量酶抑制剂

的强度、结合模式、缔合和解离动力学。

2.5 微量热泳动（microscale thermophoresis，MST）
MST是一种表征生物分子特性的光学方法，反

映粒子在微观温度梯度中的定向运动［75］。MST检
测设备由Nano Temper公司发明，其工作原理是生

物分子在毛细管中发生热泳动现象，发生相互作用

的生物分子的水化层、分子大小、电荷等性质发生

改变，进而引起反应体系中荧光分布的变化，以检测

相互作用的生物分子间的亲和性［76］。MST允许使用

非常小的样本量（微升范围）进行高通量筛选［77］。热

泳动对分子属性的微小变化十分敏感，适合于蛋白

质、核酸、小分子和离子等多种物质的相互作用研

究［78］。Asmari等［79］通过MST技术测定铁螯合药物

与乳铁蛋白的结合亲和力，预测母乳中铁螯合药物

的分泌。

3 基于生物信息学的研究方法

蛋白质相互作用错综复杂，形成巨大的 PPI网
络，将生物信息学技术运用在 PPI检测中非常重

要。Chen等［80］提出了一种基于序列的新型计算方

法，称为 DCSE（Double Channel⁃Siamese⁃Ensemble）
来预测潜在的PPI。胡嘉伦等［81］采用计算机模拟的

方法，对 2类皂苷（达玛烷型皂苷和齐墩果型皂苷）

和α⁃乳白蛋白的相互作用进行研究，并获得其相互

作用模式的相关图像。

4 总结与展望

PPI 研究方法根据原理大致可分为以下 3种：

①通过抗体或添加表位标签亲和纯化，得到诱饵蛋

白与猎物蛋白的蛋白复合物，再经过免疫蛋白印迹

或质谱分析得到猎物蛋白的信息；②通过基因工程

等手段加入报告基因或荧光信号，表征PPI的发生；

③通过检测发生相互作用的蛋白质分子的光学信

号、热力学变化、电荷改变等的函数变化来表征

PPI。本文介绍的几种方法各有优势与不足，不同的

方法可互为验证，互为补充。相信随着现代技术的

不断发展，会产生更先进、准确的PPI研究方法，为

人类探索生命奥秘提供更先进的工具。
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