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摘要 细胞内的生物活动复杂且动态, 依靠蛋白质之间相互作用形成的动态网络完成细胞内与细胞间的信息传

递和交流. 因此, 研究蛋白质相互作用对于揭示蛋白质的功能尤为重要. 本团队在蛋白互作研究领域深耕多年, 先
后开发并利用多种蛋白系统性互作研究技术对细胞和生命体内的重要蛋白网络进行功能解析和机制探索, 主要

研究集中在端粒稳态及调控、基因组损伤修复及细胞内重要信号通路调控机制等方面. 本文首先阐述了目前常

用的蛋白质相互作用技术及其特征, 随后以本课题组主要研究成果为例说明这些技术如何推动生物学相关研究

领域的发展; 最后总结了人工智能技术对于本领域的促进作用, 以及蛋白互作领域未来的发展方向. 本综述旨在

展现蛋白质相互作用技术的开发如何促进功能基因组学研究的深入发展, 以及用实例展现科技人员一如既往坚

持科技创新的重要意义.

关键词 蛋白质相互作用技术, 邻近标记, 蛋白互补分析技术

蛋白质是生命活动的基础, 依靠蛋白质之间相互

作用(protein-protein interaction, PPI)形成的信号网络

完成复杂且动态的生物活动
[1]. 人体内的PPI非常复

杂: 目前已知人类基因组中蛋白编码基因为两万多

个
[2], UniProt数据库中收录的蛋白则超过20万种

[3], 而
PPI的数目则进一步指数递增

[4]. IntAct数据库(https://
www.ebi.ac.uk/intact)中收录的人源PPI条目超过76
万

[5], 而STRING数据库(https://string-db.org/)[6]和Bio-
GRID数据库(https://thebiogrid.org)[7]中收录的PPI均超

过100万. 而植物的蛋白组平均包含约36795个蛋白, 其
中已鉴定到的蛋白-蛋白互作对数量在75000~150000
之间

[8,9]. PPI的丰富性不仅来源于蛋白种类的多样, 对

于单个蛋白来说, 其可变剪接、翻译后修饰, 以及蛋白

突变等因素均可能影响其蛋白互作种类
[10]. 此外, 蛋

白互作组具有时空特异性, 在不同组织细胞、不同发

育阶段、不同生理病理状态下, 均存在较大差异
[11~13].

然而, 由于研究方法的局限性, 目前已发现的PPI仅是

全部互作的冰山一隅, 瞬时及微弱的蛋白质间相互作

用目前仍难以鉴定, 仍有大量未知的蛋白互作有待发

掘. 同时, 实验平台和分析方法的差异所产生的大量

批次效应和数据噪声, 使得对不同PPI数据集进行均一

化仍面临较大困难. 因此, 蛋白互作研究技术的开发将

是开展功能基因组学的关键所在, 也直接决定了蛋白

组学研究的深度.
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按技术原理可将鉴定PPI的策略大致分为以免疫

共沉淀(co-immunoprecipitation, co-IP)、导向性多肽库

(oriented peptide library, OPL)为代表鉴定细胞外PPI的
技术, 和以酵母双杂交(yeast two-hybrid, Y2H)、蛋白

互补分析技术(protein-fragment complementation assay,
PCA)、生物素邻近标记技术为代表的鉴定细胞内PPI
的技术(表1). 本文以上述PPI互作技术的先后发展历

程作为顺序, 回顾蛋白互作研究领域的演变过程.

1 鉴定细胞外蛋白质相互作用

免疫共沉淀是PPI研究中应用最广泛的技术之一,
通过抗原-抗体之间的高亲和力, 将诱饵蛋白bait捕获

在固相化基质上, 同时bait的互作蛋白也被结合并沉

淀下来(图1). 该方法可偶联质谱使用, 使得一次实验

可以高效鉴定到大量目的蛋白的潜在互作蛋白
[14].

2021年Huttlin等人
[13]

在HEK293T细胞和HCT116细胞

中外源表达HA/FLAG标签的蛋白, 并采用大规模的亲

和沉淀偶联质谱(affinity purification-mass spectrome-
try, AP-MS)实验捕获这些蛋白的互作组, 命名为Bio-
Plex 3.0, 其中包含HEK293T细胞中14586个蛋白间的

118162个互作, 以及HCT116细胞中的5522个蛋白的互

作组数据.
免疫共沉淀最大的优势在于无需对细胞进行基因

层面的操作, 因此对于难以被转染、侵染的原代细胞

或者临床组织, 免疫共沉淀是鉴定PPI的首选方法. 但

是该方法仍存在一些局限, 包括: (ⅰ) 裂解液对膜蛋白

等部分蛋白溶解性差, 导致其难以被纯化并鉴定; (ⅱ)
该方法检测的蛋白互作发生在裂解液中, 与细胞内并

不相同, 一些仅在特定胞内位点或信号通路影响下发

生的互作可能被遗漏; (ⅲ) 弱互作、瞬时互作难以被

鉴定; (ⅳ) 严格的洗涤条件下部分互作信息会丢失
[4];

(ⅴ) 存在非特异性结合, 导致背景蛋白的富集, 影响实

验结果的准确性.
此外, 由于体内存在修饰的蛋白质比例较低, 利用

免疫共沉淀方法对此类蛋白鉴定存在困难. 且由于蛋

白质之间的相互作用通常由一些具有特征性的基序介

导, 免疫共沉淀方法也无法对此类蛋白进行鉴定. 为了

弥补免疫共沉淀存在的诸多缺陷, 本课题组早在1993
年就利用自主开发的OPL技术, 成功发现了著名的

SH2结构域可以与磷酸化酪氨酸基序结合
[15], 并解析

了酪氨酸激酶与底物的相互作用特征
[16], 开启了信号

表 1 各种蛋白质相互作用方法比较

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

蛋白质相互作用方法 优势 缺点

免疫共沉淀 检测自然状态下蛋白质的相互作用
不能检测瞬时蛋白互作和低亲和力蛋白互作; 检测到的可能

不是蛋白间直接相互作用

酵母双杂交技术
检测活细胞内相互作用; 可以应用于

高通量筛选

不能反映人源细胞内相互作用; 无法反映膜蛋白、无序蛋
白、分泌蛋白等相互作用; 无法检测蛋白翻译后修饰; 依赖文
库进行高通量筛选; 假阳性率高; 不能检测瞬时蛋白互作

荧光共振能量转移
能够实时监测分子相互作用; 灵敏度高;

可以进行定量分析

受到蛋白间距离的限制, 不适用于大蛋白复合体或其他复杂
体系; 应用受限于部分细胞结构, 存在非特异荧光信号和背景

荧光信号的干扰

双分子荧光互补
直接可视化细胞内蛋白互作; 对细胞扰动小;

操作简单; 灵敏度高

存在假阳性信号; 受细胞环境影响, 可能影响荧光复合体的
形成和稳定性; 蛋白质标记片段的插入可能引起蛋白质结构

改变; 定型分析蛋白互作存在与否, 无法量化强度

高斯荧光素酶片段互补
分子量小、灵敏度高、半衰期短; 可以检测细胞内

动态变化并量化强度
受细胞环境影响, 依赖于蛋白折叠, 存在假阳性信号及

背景噪声

邻近连接技术 细胞内可视化蛋白间相互作用
非特异性连接存在, 存在假阳性信号; 标记可能会影响蛋白质

的结构和功能

基于过氧化物酶的邻近
标记技术

分辨率高; 能够反映活细胞原位的蛋白质
间相互作用; 灵敏度高; 适用于高通量筛选

具有细胞毒性, 无法应用于个体水平; 较高的背景噪声和非特
异性标记; 标记时间过短, 难于捕获生物学过程中的动态互作

变化; 融合表达APEX2可能会影响某些蛋白的正确定位

基于生物素连接酶的邻近
标记技术

分辨率高; 能够反映活细胞原位的蛋白质间相互
作用; 灵敏度高; 适用于高通量筛选; 特异性高;

细胞毒性低

存在一定程度的假阳性(可能是邻近蛋白, 非直接蛋白间互
作); 有随机标记产生的背景; 低丰度蛋白的捕捉受到生物素

连接酶活性的影响
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转导通路模块化研究的新时代. 该技术可与蛋白芯片

技术结合发展为导向性多肽库芯片(oriented peptide
array library, OPAL)[17], 进一步高效筛选鉴定多种结

构域的识别基序和寻找激酶在细胞内的潜在底物. 利

用人工合成的库, 能够特异性寻找蛋白质的特征性修

饰以及蛋白质相互作用的界面, 并能帮助鉴定蛋白质

间瞬时相互作用. 此技术丰富了信号转导研究的蛋白

互作基础
[18], 搭建了实验室里可广泛使用的第一代蛋

白相互作用平台, 并将其用于探测端粒蛋白间的相互

作用
[19].

2 鉴定细胞内蛋白质相互作用

酵母双杂交技术, 最早由Fields和Song在1989年建

立
[20]. Y2H的报告系统包括酵母转录因子的DNA结合

结构域(binding domain, BD)和转录激活域(activation
domain, AD), 以及在完整BD-AD复合体驱动下转录

的报告基因; 单独的AD和BD并不能激活转录反应, 当
AD和BD分别与互作的蛋白对形成融合蛋白时, 互作

蛋白对的结合使AD和BD在空间上靠近, 激活报告基

因的表达
[21](图2). 2020年, Luck等人

[22]
采用Y2H构建

了迄今最大的人类蛋白间二元物理互作组——HuRI,
包含8000种蛋白间的53000个高置信互作 . 然而, 酵母

中蛋白的翻译后修饰与哺乳动物有很大不同, 同时PPI
也可能缺乏必要的辅助因子或上游信号, 使Y2H技术

具有一定局限性, HuRI鉴定的高置信互作仅占已知的

11%[23]. 因此, 目前更加倾向于在人类细胞中利用类似

酵母双杂交的方法进行蛋白质相互作用组的筛选和

鉴定.
随着20世纪90年代对荧光蛋白的结构生物学、生

物物理学和生物化学的深入研究, 荧光共振能量转移

(fluorescence resonance energy transfer, FRET)方法被

开发出来(图3). 1997年, Miyawaki等人
[24]

首先报道了

采用不同变体绿色荧光蛋白(green fluorescent protein,
GFP)在活体HeLa细胞中实时观察蛋白互作的方法, 绿
色发射光GFP、黄色发射光GFP分别与钙调素、钙调

素结合多肽M13融合表达, 在钙离子的存在下, 钙调素

与M13的相互结合促使两种GFP相互靠近并发生荧光

共振能量转移, 导致发射光波长发生改变. 然而, 未发

生FRET的发射光与FRET发射光容易形成串扰, 仅在

强互作蛋白对中FRET信号才不会被掩盖. 此外, 由于

FERT的荧光信号检测需要特定仪器, 所检测分子的空

间距离需要<10 nm, 且无法与组学方法联用进行大规

模筛选. 因此, 仍需开发可以应用于人类细胞且能兼

容大规模筛选的蛋白互作方法.
蛋白互补分析技术是一种基于bait和prey蛋白分

别与两个互补的报告蛋白片段融合的技术, 当它们在

空间上靠近时重新组装, 并恢复完整蛋白的功能, 此

报告蛋白可以是酶或荧光蛋白. 酶活性或荧光信号的

恢复可以作为bait和prey蛋白之间相互作用的指标(图
4). PCA技术不仅可以在活细胞内检测PPI, 还可以检

测包括不同亚细胞区室内或细胞器, 不同刺激条件诱

导下形成的PPI. 目前已经开发的PCA技术衍生物有很

多, 包括双分子荧光互补(bimolecular fluorescence
complementation, BiFC)、高斯荧光素酶蛋白片段互补

测定技术(Gaussia luciferase protein-fragment comple-
mentation assay, GLuc PCA)等被应用于多种不同研究

场景, 用以解决特定问题. 1994年, Johnson等人
[25]

通过

分裂的泛素酶片段首次建立了PCA. 随后, 二氢叶酸还

原酶(dihydrofolate reductase, DHFR)、甘氨酸酰胺核

糖核苷酸转化酶, 氨基糖苷激酶、TEM β-内酰胺

酶
[26~29]

等也作为报告蛋白应用于PCA研究中, 特别是

图 1 免疫共沉淀原理
Figure 1 Principle of co-immunoprecipitation
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用于筛选新的蛋白互作对. 此外, 荧光蛋白和荧光素酶

是另一组广泛应用的PCA报告蛋白. 例如, BiFC是一

种较好的在活细胞中基于荧光蛋白互补观察PPI的手

段. 2000年, Ghosh等人
[30]

首先证实将GFP分开成两部

分后, 能在体外和大肠杆菌中组装成发出绿色荧光的

完整蛋白; 随后, Hu等人
[31]

将此应用到PPI领域, 他们

将YFP分成两部分并与互作蛋白对bZIP、Rel转录因

子构建成融合蛋白, 观察到完整YFP荧光的形成, 证明

了BiFC的可行性. 本课题组基于蛋白互补分析技术,
成功改善了BiFC技术, 通过与人类ORFeome文库中的

18000个基因cDNA应用相结合搭建了实验室第二代

蛋白质互作技术平台. 利用此技术本课题组鉴定了一

系列端粒结合蛋白、干细胞调控因子及其作用机

制
[32~39]. BiFC具有细胞活体蛋白互作可视化的优势,

能直观、快速地分析活细胞中蛋白质之间相互作用及

定位, 特别是对瞬时蛋白互作有捕捉效应, 所以结合流

式细胞分析能灵敏地检测到微弱和瞬态的相互作用,
在捕捉弱相互作用PPI、观察PPI响应外界条件变化具

有无可比拟的优势. 本课题组长期致力于重复序列

DNA损伤修复研究, 利用BiFC技术发现TPP1维持端

粒稳定性
[40~42]; 发现多个蛋白能够结合到重复序列,

如DAXX结合并调节逆转录转座子的表达
[43], 端粒体

蛋白可以结合端粒外的重复序列
[44], Bend家族蛋白结

合并调控基因组重复序列
[39]

等. 然而, 由于荧光蛋白

片段互补后不可逆转, 容易造成BiFC假阳性信号
[45,46].

此外, 该技术仍不能摆脱对高质量cDNA文库的依赖,
其日常维护难度较高. 高斯荧光素酶由于其分子量

小、灵敏度高、半衰期短等特点也作为报告基因被广

泛使用
[47]. GLuc PCA是一种可逆且灵敏的探测手段,

用于研究动态和瞬时的PPI. 将高斯荧光素酶的N端和

C端片段分别融合到bait和prey蛋白上, 当bait蛋白与

prey蛋白相互作用时, 分裂的荧光素酶片段重构并催

化底物发光, 不仅可以检测PPI动力学, 还可以量化

PPI的相对强度. 相比于BiFC, Gluc PCA互补发光信号

的形成是可逆的, 能够实时反映PPI的动态变化, 更具

优势. 但PCA存在一定程度的背景信号干扰, 以及融合

报告系统可能影响蛋白折叠、定位、互作、功能等缺

点, 因此研究人员仍在寻找在活细胞内检测瞬时和弱

图 2 酵母双杂交原理
Figure 2 Principle of yeast two-hybrid system

图 3 荧光共振能量原理
Figure 3 Principle of fluorescence resonance energy transfer

图 4 双分子荧光互补原理
Figure 4 Principle of bimolecular fluorescence complementation
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相互作用且背景较低的PPI方法.
基于邻近位置关系研究蛋白相互作用的策略近年

来已经得到充分的拓展. 蛋白质会与邻近的分子形成

氢键、离子键、范德华力与疏水作用等, 这些构成了

PPI的基础. 邻近类技术突破了传统技术的诸多局限

性, 主要包括基于抗体-DNA复合物的邻近连接分析

(proximity ligation assay, PLA)系统、APEX与生物素

连接酶邻近标记系统等.
邻近连接分析是一种高灵敏度的免疫分析检测技

术, 在体内和体外均可使用. 近年来更多地用于检测内

源蛋白相互作用(<40 nm)[48,49]并分析基因状态以及相

应蛋白表达之间的关联, 并更透彻地了解癌症及其他

复杂疾病. 该方法通过一对标记有一段寡聚脱氧核苷

酸(单链DNA)的单克隆或者多克隆抗体的探针(PLA
probe)识别目的蛋白, 当这两个探针识别互作蛋白对

时, 两个探针之间的距离靠近, 产生了所谓的邻近效

应(proximity). 此时, 通过加入一段分别与连接在抗体

上的DNA互补的连接寡聚脱氧核苷酸(connector oli-
gonucleotides), PLA probe上的DNA就会通过配对互

补作用, 与该段DNA互补; 然后在连接酶的作用下,
PLA probe上的片段DNA被连接在一起形成一条新的

DNA片段. 通过荧光PCR可以扩增并对该新的DNA片
段进行定量, 从而对应的定量目标蛋白(图5). 2011年,
美国俄亥俄州立大学的研究人员将传统的荧光原位杂

交与PLA相结合, 能同时观察细胞中的基因数量和蛋

白表达. 由于检测到的是放大后的信号, 因此也可以

用于检测一些较弱的蛋白质间相互作用. 然而PLA技
术较大程度上依赖于合适的内源抗体, 同时不能用于

检测活细胞内的蛋白质间相互作用.
邻近标记(proximity-dependent biotinylation, PDB)

技术对bait诱饵蛋白邻近蛋白进行生物素标记, 联合质

谱对其互作组进行鉴定, 突破了传统技术的诸多局限

性, 可以根据蛋白质与靶标的接近程度来实现对活细

胞中蛋白质的原位标记, 并且在寻找一些瞬时或弱相

互作用蛋白以及一些不溶性蛋白的研究方面有独特优

势. 近年来极大地推动了蛋白质互作及细胞器蛋白质

组学的进展
[4]. 目前应用于邻近标记的酶主要可以分

为两类: 以APEX, APEX2, HRP为代表的过氧化物酶

和包括BirA*[50], BioID2[51], BASU[52], TurboID[53],
miniTurbo[53], ultraID[54], AirID[55], PhastID[56]

等在内的

生物素连接酶(图6). APEX是根据Ting课题组
[57]

从豌

豆抗坏血酸过氧化物酶(ascorbate peroxidase, APX)开
发的. 经工程改造后的突变酶APEX(engineered ascor-
bate peroxidase)可以将许多酚衍生物氧化为苯氧基自

由基, 因此可以与富含电子的氨基酸(例如Tyr, Trp,
His和Cys)在小半径(<20 nm)内共价反应. 当生物素酚

作为APEX的底物时, 突变酶能氧化生物素苯酚, 产生

高活化的苯氧基-生物素自由基并释放其进攻融合邻

近蛋白表面富含电子的氨基酸残基侧链, 使其带上生

图 5 邻近连接测定原理
Figure 5 Principle of proximity ligation assay

图 6 基于邻近依赖性生物素化标记原理
Figure 6 Principle of proximity-dependent biotinylation
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物素酚标记, 然后通过与链霉亲和素偶联进行纯化富

集
[58]. 过氧化物酶的标记半径在20 nm内, 一般的蛋白

直径在5~10 nm, 因此除目的蛋白的直接互作蛋白外,
PDB能捕获相邻蛋白复合体的其他组分, 甚至其蛋白

微环境的信息
[ 5 9 ] . 该系统目前也进一步扩展到

APEX2[60]和Split APEX2[61], 增强了此方法的灵敏度.
APEX系统标记最大的优势是标记时间可以短至1分
钟, 且可用于标记核酸

[62]. 但APEX的过氧化氢细胞毒

性强会导致细胞膜的破坏, 因此无法应用于个体水平

的邻近组研究
[63]. 同时极强的标记效率允许极窄的标

记时间窗口, 但也会带来较高的背景噪声和非特异标

记; 同样由于标记时间过短, 难以应用于捕获一些生

物学过程中的动态互作变化, 因此该系统的应用仍存

在局限性.
与APEX系统不同, BioID技术利用蛋白质生物素

连接酶可以通过活化生物素(biotin)形成中间产物生物

素酰-5′-腺苷酸biotinyl-5′-AMP, 将生物素标记到其底

物上
[64]. 经过人工突变, 该连接酶失去对底物的特异

性, 释放的biotinyl-5′-AMP化学性质极不稳定, 可将邻

近的赖氨酸残基侧链的伯胺基团共价标记上生物素酰

化修饰. BirA*的标记作用范围大约为10 nm[50], 该距

离恰好是蛋白质-蛋白质相互作用的距离范围, 因此在

蛋白质组学中具有广泛的应用前景.
BioID技术首先将目的蛋白与生物素连接酶形成

融合蛋白, 经过生物素标记后利用生物素-亲和素系统

可以下拉和纯化周围被生物素连接酶标记的蛋白, 再

通过高通量的方法进一步鉴定出这些蛋白. 目前已报

道了来自多种物种的生物素连接酶, 包括BioID(BirA*[50],
来自Escherichia coli)、BioID2[51](BPL*, 来自Aquifex
aeolicus)和RapID[52](来自Bacillus subtilis)等. 2011年
Roux等人

[50]
利用大肠杆菌中的生物素连接酶BirA蛋

白第118位精氨酸突变成甘氨酸后(R118G, 突变后的

连接酶称为BirA*), 与biotinoyl-5′ AMP亲和力明显减

弱的特性
[65,66], 建立了初代的BioID技术. BirA*生产并

释放高度活化的biotinoyl-5′ AMP分子, 后者扩散时与

周围蛋白的赖氨酸侧链发生反应. 使该蛋白共价结合

生物素, 构成了邻近标记的基础
[50]. 原始的BioID使用

过程中会发现, 大分子量蛋白与靶标的融合通常会影

响正常蛋白的折叠和定位, 长期标记会降低信噪比.
为了降低酶的分子量, 提高靶向效率, 研究人员在超

嗜热菌Aquifex aeolicus中发现了另一种新型的BPL,

这种生物素连接酶与其大肠杆菌同源物相比缺少了

DNA结合结构域, 在结构上更加精简, 这种新型突变

的生物素连接酶称为BioID2, 其标记强度相比于

BirA*有所下降. 随着对于高标记活性酶的需求进一

步增加, 最近报道的BASU, AirID, TurboID, miniTur-
bo等新型生物素酶在活性上有明显的提高, 同时标记

时间也随之进一步缩短, 从最初BirA*需要24小时, 到

BASU, TurboID, UltraID等标记在分钟级别
[53,54], 并且

具有不同优势. 使用在枯草芽孢杆菌中发现的BASU
系统, 在缩短生物素连接酶标记时间的同时, 该系统

也已被证明可识别RNA-蛋白质相互作用. 通过对大肠

杆菌BirA*进行体外分子进化以增强其活性, 产生了

TurboID和miniTurbo变体. 在目前报道的生物素连接

酶中TurboID的标记能力最强, 但它对内源生物素的

利用能力较强, 具有一定的细胞毒性. 目前BioID类技

术已经在许多模式生物和非模式生物的研究中被广泛

应用, 如细菌
[53,67]

、酵母
[53,68,69]

、黏菌
[70,71]

、寄生

虫
[72~76]

、蠕虫
[53]

、苍蝇
[53,77,78]

和小鼠
[79,80]

等, 也广泛

应用于细胞信号通路转导关键蛋白的鉴定
[56].

针对目前BioID技术中各种生物素连接酶的种种

缺点, 本课题组
[56]

近期开发出具有自主知识产权、基

于嗜热古菌Pyrococcus horikoshii生物素连接酶的系统

PhastID. PhastID所采用的新型生物素酶Ph标记活性极

高(最快可以在1分钟内完成标记), 同时分子量小于

TurboID和BioID2等目前最常用的系统, 具有更准确

的胞内定位及标记特征, 是目前兼具快速与最高信噪

比的研究蛋白质间动态相互作用的理想工具. 利用

PhastID技术, 本课题组对衰老相关信号通路“胰岛素-
mTORC1”进行关键蛋白互作网络研究. 通过胰岛素刺

激15分钟前后的快速标记 , 课题组筛选并鉴定了

mTORC1关键激活蛋白Rheb的鸟苷酸交换因子(gua-
nine nucleotide exchange factor, GEF)——一种溶酶体

上的膜蛋白, 填补了该领域20多年的研究空白. 同时,
PhastID也能鉴定到与AMPK互作的膜蛋白AMPKIP1
通过招募磷酸酶ALPP来负调控AMPK信号通路的功

能, 进一步说明其在鉴定信号通路早期事件, 尤其是对

膜蛋白的鉴定方面具有独特优势. 此外, 本课题组将

PhastID应用于热激前后15分钟的核凝集体邻近互作

蛋白网络研究, 结合自主开发的RA算法和基于Phas-
tID的人类已知全部核体蛋白互作网络构建的核体全

景地图(未发表数据), 清晰描述核凝集体作为无膜细
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胞器在蛋白组成与功能上的应激变化趋势, 充分说明

了PhastID在捕捉蛋白质动态互作中的强大功能. 另

外, 由于Ph生物素酶的分子量较小, PhastID技术也非

常适用于大蛋白的原位蛋白网络捕捉. 本课题组利用

同源重组敲入途径将PhastID敲入基因组特定位点成

功构建与内源BRCA2的融合蛋白并分析BRCA2的蛋

白互作网络,解决了大分子量蛋白研究的难题;并通过

PhastID和遗传筛选的方法发现了一个新型的核膜定

位蛋白NUMEN, 证明其具有核酸内切酶3′到5′核酸外

切酶活性, 不仅决定了DNA损伤修复途径NHEJ或HR
的选择问题, 而且通过抑制重复序列的重组保持端粒

等重复序列的稳定性, 对于异染色质重复序列的修复

也起到重要的作用
[81].

3 AI与蛋白质相互作用

计算生物学和机器学习的进步正在帮助预测基于

大量生物数据集的PPI, 可以帮助解释以前未知的蛋白

相互作用. AI通过机器学习算法计算模型, 在包含已知

PPIs、蛋白质结构、序列和功能注释等大型数据集上

训练算法, 学习与PPIs相关的模式和特征, 使它们能够

预测蛋白质之间的潜在相互作用
[82]. 机器学习技术目

前被应用于分析复杂的生物网络, 如蛋白质相互作用

网络, 识别并分析参与细胞过程的模块、通路和关键

蛋白质. 通过机器学习可以对蛋白质进行功能注释分

析, 通过整合包括基因组、转录组、蛋白组和通路信

息, 以注释蛋白质并推断其功能. 此外, 机器学习方法

可以通过分析蛋白质的序列、结构和进化特征来预测

突变对PPIs的影响, 帮助理解遗传变异如何影响疾病易

感性、药物反应和其他表型特征. 此外, 预测PPIs的计

算方法在药物发现和开发中发挥着至关重要的作用.
通过识别蛋白质靶点和潜在的药物候选物, 加速药物

设计和优化的过程, 为各种疾病提供了更有效的治疗

方案. 总的来说, 计算生物学和机器学习技术的整合极

大地扩展了人们预测和理解蛋白质相互作用的能力,
揭示了复杂的生物过程, 并促进了生物医学研究和治

疗方法的进步. 与快速增长的人类蛋白互作组的尺度

相伴随的是, 各类非统一实验平台和分析方法的杂糅

所产生的大量批次效应和数据噪声的引入. 因而, 一个

具有大规模、高质量和均一化特征的PPI数据集以及标

准化的数据处理方案, 将会极大推动相关研究的发展.

4 未来展望

PPI未来的研究势必是分子生物学、结构生物

学、数据科学的相结合. 正如前文中提及的, 在过去

数十年间, 该领域已经积累了以百万计的PPI互作数

据, 这些数据构成了机器学习的基础. 然而, 目前数

据科学预测PPI仍以基于序列和基于结构为主, 基于

现有PPI数据的算法仍鲜有报道
[83]. 一方面, PPI数据

集仍存在高背景、均一化差、批次效应强等缺点, 这
反过来需要实验方法的提升

[84]; 另外一方面, 以Al-
phaFold2为代表的基于序列和结构的算法模型表现

出较大潜力, 可以基于序列特征与共进化信息, 在结

构预测中显示出较好的准确性
[85]; 有研究者将互作蛋

白对的氨基酸序列人为加入linker序列后, 使用Al-
phaFold2成功预测复合物结构, 这也催生了Alpha-
Fold-Multimer[86]多链复合物的结构预测. 基于结构

的PPI预测不仅能帮助判断蛋白互作是否存在, 还能

提供蛋白复合物的结构模型, 量化其结合力
[83]. 但目

前已有的各种算法暂时无法预测蛋白内在无序区域

(intrinsically disordered regions, IDRs)[87], 且对缺乏同

源序列作为算法参考的蛋白表现不佳, 如抗体可变

区-抗原互作
[88]. 同时, 既往实验方法对PPI的描述, 很

难兼顾蛋白质翻译后修饰、蛋白结合辅助因子, 以及

PPI的细胞状态、生理病理情况等时空背景, 这些信

息特征的缺失也使得开发快速有效的算法仍存在巨

大挑战.
除结构外, 我们在对核凝集体的邻近标记数据分

析中发现, 通过比较靶蛋白邻近蛋白网络与已知核体

蛋白组学数据的相似程度, 可以帮助判定靶蛋白在核

内的具体位置. 同时通过对靶蛋白的邻近蛋白组学数

据分析, 我们能够获得更多关于它的功能提示和作用

机制线索, 这非常有助于对这些未知蛋白的潜在功能

研究. 通过对比正常蛋白和疾病相关蛋白的邻近蛋白

组学数据, 我们也能够更加精细地解析疾病的致病机

理, 从而启发未来相关的个性化精准治疗方案. 此外,
未来还可以期待在单细胞水平、个体水平、组织器官

水平上研究蛋白质相互作用. 基于不同蛋白质相互作

用技术间的比较, 邻近标记技术可能是目前较为合适

的技术, 可以进一步拓展邻近标记技术的特异性、标

记效率、拓展标记的应用范围, 提高其在不同生物系

统中的适用性.
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Protein-protein interaction techniques—a powerful tool for
functional genomics
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Cellular activities are complex and robust processes that rely on dynamic networks formed by protein-protein interactions (PPIs) for
intra- and intercellular signaling and communication. The study of PPIs is, therefore, crucial for understanding protein functions and
cell signaling. For the last 30 years, our team has been devoted to developing and employing various PPI techniques to systematically
dissect and explore the components and mechanisms of crucial protein networks in human cells. Our primary research focuses on
crucial intracellular signaling pathways, including regulatory mechanisms of telomere homeostasis, genome damage repair, and stem
cell self-renewal. This review begins by elucidating commonly used PPI tools and their characteristics. Subsequently, it exemplifies
how these techniques have propelled advances in biological research using key research findings from our group as an example.
Finally, it outlines the potential role of artificial intelligence in advancing this field and future directions in PPI research. This
comprehensive review aims to demonstrate how the development of PPI technologies promotes functional genomics research and
underscores the significance of technological innovation in biology.
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