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摘要 蛋白质寡聚在许多生理过程中起着非常重要的作用, 分析蛋白寡聚化有利于深层次解析蛋白质-蛋白质/配
体相互作用、信号转导以及疾病发生相关机制等生物学过程. 近年来, 随着一些新兴技术的涌现, 实时、动态、活

体观测蛋白与蛋白相互作用的研究已成为热点. 通过提高时间分辨率和空间分辨率, 可以更准确地观察和研究蛋

白质的动态行为和相互作用. 同时, 新兴技术与算法的结合进一步扩展了对蛋白质在时间和空间尺度上的研究范

围, 使我们能更深入地探索蛋白质结构与功能之间的关系. 本文首先简要介绍了寡聚蛋白质的分类和形成机制, 随
后从蛋白标记技术和活体检测技术两个方面综述了用于分析蛋白复合体寡聚化的几种主要技术以及其研究进展.
最后, 展望了蛋白质寡聚化研究的发展前景, 希望为研究者在选择适合的分析技术时提供一些理论参考.
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蛋白质寡聚是一种普遍存在的生理过程, 大约30%
的蛋白质以寡聚体的形式存在于活细胞中. 在亚分子

水平上, 多肽链由氨基酸残基组成, 并通过扭曲折叠形

成特定的空间结构[1]; 在分子水平上, 多个蛋白质单体

聚集形成同源或异源寡聚物复合体[2,3], 并在酶活性的

调节、信号转导、细胞黏附等过程中发挥重要作用.
例如, Hays和Watowich[4]使用TPR-MET(一种RTKc-
MET的功能活性癌蛋白衍生物)探究了寡聚化对受体

酪氨酸激酶(receptor tyrosine kinases, RTKs)活性的影

响, 通过比较寡聚体TPR-MET和单体cytoMET的催化

活性(kcat), 发现寡聚体TPR-MET比单体cytoMET的kcat
值增加了3倍, 表明寡聚化可能通过改变受体构象从而

导致寡聚受体活性增加. 刘剑峰教授研究团队[5]对控制

G蛋白偶联受体(G protein-coupled receptor, GPCR)信号

模式之间平衡的潜在机制进行了研究. 他们选取血小

板激活因子受体(platelet-activating factor receptor,
PAFR)作为A类GPCR的代表, 发现通过交联稳定PAFR
寡聚体可增加G蛋白活性, 并显著降低β-arrestin募集和

激动剂诱导的内化. 相反, β-arrestin的募集可以减少

PAFR的寡聚化, 从而影响下游信号的偏向性. 整合素

是一类异跨膜蛋白, 由α和β两个亚单位组成, 在细胞外

基质和细胞内的细胞骨架之间起着桥梁作用. 研究表

明, 在细胞黏附的过程中, 这两个亚单位通过寡聚化形

成异二聚体, 从而介导细胞与基质的黏附[6]. 此外, 寡聚

化还可以提高蛋白质在局部空间的浓度, 赋予蛋白质

更高的稳定性, 并使蛋白质在分子识别过程中具有高

特异性[7].
近些年, 蛋白质寡聚化领域的研究已取得丰硕的

成果, 这些成果离不开技术的支持, 如免疫共沉淀(co-
immunoprecipitation, Co-IP)、酵母双杂交、蛋白片段
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互补分析技术(protein fragment complementation assay,
PCA)等. 尽管这些技术是目前研究蛋白质之间相互作

用最为常用的方法, 但它们仍然存在一定的局限性, 例
如, Co-IP技术可能检测不到亲和力较低以及瞬间的蛋

白质相互作用, 也无法确定蛋白质结合过程中是否存

在中间物质参与; 酵母双杂交可能会出现假阳性或假

阴性结果[8]; PCA可能会由于分裂目标蛋白片段而影响

蛋白结构和功能[9]. 尽管以上几种技术在研究蛋白相互

作用领域发挥了重要作用, 但同时也会存在一些许限

制. 近年来, 随着科技的进步, 对蛋白质寡聚化的研究

也出现了革新, 研究者逐渐致力于从实时、动态、活

体的角度来研究蛋白与蛋白之间的相互作用, 为了提

高实验数据的质量, 从蛋白的标记水平、成像水平以

及分析算法水平等都出现了不同程度的更新. 本文简

要介绍了蛋白质复合体寡聚化的意义, 并重点介绍了

用于蛋白质复合体寡聚化分析的技术及其研究进展.
最后, 展望了蛋白复合体寡聚化的研究前景.

1 蛋白质寡聚化的分类及形成机制

1.1 蛋白质寡聚化的分类

蛋白质是具有特定构象的大分子, 其形成时亚基

的数量和排列方式被称为蛋白质的层级结构. 蛋白质

的层级结构分为4个级别, 分别是一级结构、二级结

构、三级结构和四级结构. 其中, 四级结构是由多个蛋

白质亚基相互作用而形成的复合体结构. 寡聚蛋白质

是指具有四级结构的蛋白质, 其中多个亚基通过非共

价相互作用(如氢键、离子键、范德华力等)结合在一

起, 形成一个功能完整的复合体. 寡聚蛋白质常常具有

特定的结构, 并与其功能密切相关, 譬如, 在细胞内参

与信号传导、酶活性调控、基因调控等生物学过程中

均发挥重要作用[10]. 寡聚蛋白质可以被理解为多个蛋

白质单体按照一定排列方式形成的同源或异源寡聚体.
这种组合可能包含相同多肽链的亚基、具有不同氨基

酸序列的多肽链, 甚至包含不同的生物聚合物(如核酸

等). 且不论是同源还是异源寡聚物, 这种自然的寡聚

现象均会受到其配体、温度和其他蛋白质的影响[11].
许多研究表明, 大多数受体并不以单体发挥作用, 而是

在相应的配体介导下组装成二聚体或高阶寡聚体形

式[12]. 这种组装机制可以通过促进细胞中的下游信号

传导级联反应来传递信号[13], 而细胞表面受体通过二

聚化或高阶寡聚化被激活通常被认为是信号传导的第

一步[14](图1). 在蛋白质寡聚物中, 同源寡聚物形成的频

率可能高于异源寡聚物, 最常见的状态是二聚体和四

聚体[15], 如促甲状腺素释放激素受体(thyrotropinreleas-
ing hormone receptor, TRHR)、组胺受体(histamine
receptor, HR)和生长激素受体(growth hormone receptor,
GHR)等已被证明主要以同二聚体存在[16]. 3-磷酸甘油

醛脱氢酶(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase,
GAPDH)[17]、干扰素λ-2(recombinant interleukin 28A,
IL28A)[18]、水通道蛋白(aquaporin, AQP)等主要以同

四聚体存在[19]. 异源寡聚化指的是几种不同的蛋白分

子或者相同蛋白的不同亚型间的相互作用, 常见于异

源二聚体和异源四聚体. 如研究表明G蛋白偶联受体能

够以异二聚体形式发挥功能[20], 脑组织中的γ-氨基丁

酸B型受体(γ-aminobutyric acid B receptor, GABABR)
能够通过异源二聚体形成异源四聚体发挥功能[21].

1.2 蛋白质寡聚化的形成机制

寡聚化蛋白形成的机制可以概括为4种类型: 结构

域交换、配体诱导寡聚、界面点突变以及翻译后修

饰[11]. 其中, 结构域交换通常是将单体蛋白质的一个

图 1 (网络版彩色)配体诱导表皮生长因子受体二聚化过程
Figure 1 (Color online) Ligand-induced epidermal growth factor receptor dimerization process
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结构域与相同蛋白质肽链的相似结构域交换从而形

成低聚物, 低聚蛋白的交换结构域可以很大(第三球状

结构域)或很小(α-螺旋或β-折叠片), 结构域交换可以

作为寡聚蛋白进化的一种手段, 通过单体和寡聚态之

间的变换进行功能转换[22]. 当然有些交换也可能只是

作为一种拯救蛋白稳定性的机制而出现, 而不一定是

由功能本身驱动, 即交换的过程是为了稳定寡聚蛋白

的多亚基复合物[11]. 寡聚化蛋白形成第二种机制是配

体通过诱导蛋白寡聚从而激活其活性. 研究表明, 许多

膜受体蛋白能够被配体结合并激活. 例如, 表皮生长因

子受体(epidermal growth factor receptor, EGFR)是一

个典型的在配体诱导下发生二聚化来激活功能的受

体. 根据细胞类型、表达水平以及配体和受体的组合

模式的差异, 配体结合除了可以诱导二聚化外, 还可

以稳定已存在的二聚体, 形成高阶寡聚化体, 或者调

节与其他膜蛋白的异二聚化[23]. 寡聚化的第三个过程

是界面点突变, 它可以理解为蛋白质氨基酸序列的改

变或残基的去除. 据研究报道, 约25%的蛋白质和40%
的酶具有辅助或中断寡聚物形成的界面区域.因此, 插
入或删除位于界面区域的残基可以区分单体、二聚

体和寡聚体[11]. 例如, 半胱氨酸蛋白酶抑制剂hCC(hu-
man cystatin C), 其生物活性形式是单体状态, 然而在

细胞运输过程中会通过区域交换发生二聚化并失去

其抑制活性, 当hCC发生点突变后, 除了使其构象更加

稳定外, 也避免了发生二聚化以及聚集的现象, 从而促

进其功能的发挥[24]. 寡聚化的最后一个过程是翻译后

修饰(posttranslational modifications, PTM), 翻译后修

饰是一种通过大量的化学修饰形成活性折叠蛋白的

现象. 据报道, 二聚体界面上的磷酸化和糖基化以及2
个亚基之间的二硫键的形成是少数蛋白质低聚化的

诱导机制[25]. 例如, 当Tau蛋白被过度进行磷酸化修饰

后, 会诱导Tau蛋白超磷酸化并形成大量寡聚体, 从而

导致阿尔茨海默病的发生[26]. 综上所述, 蛋白质形成

寡聚体结构远不是简单的几个蛋白单体的聚合过程,
而包含了许多复杂的细节步骤. 目前对蛋白质寡聚化

机制的研究主要受限于技术和方法的限制, 一些更为

细致的过程尚未得到深入解析. 因此, 我们期待技术

与方法的革新, 以便更深入地研究这种机制. 这将有

助于我们更好地理解蛋白质寡聚化的原理和功能, 并

可能为相关领域的疾病治疗和药物开发提供新的思

路和策略.

2 蛋白质寡聚化的标记技术

实时、动态、活体地研究蛋白与蛋白相互作用一

直是研究者普遍关注的问题. 在研究蛋白与蛋白之间

的相互作用时, 首先需要确定相互作用的蛋白组分.
除了已知相互作用蛋白之外, 对目标蛋白的未知相互

作用蛋白, 研究者通常会采用计算的方法[27], 如生物

信息学预测[28]和蛋白质相互作用数据库检索[29]等, 以

迅速确定这些组分. 这些方法既能节约时间成本,提高

效率, 又适应大规模数据检测的需求. 在确定了可能的

相互作用组分后, 随后可以通过选择合适的标签或标

记物进行可视化标记来进行验证. 常用的方法包括荧

光蛋白标记、Tag标签标记和生物正交标记等. 这些

标记技术可以将目标蛋白与其他分子或结构连接起

来, 以实现对其动态活体性的可视化观察. 通过这种方

式, 研究者能够更全面地了解蛋白质的相互作用过程,
并进一步深入研究其功能和机制. 在这里, 我们简要总

结了这3种标记技术的原理、应用实例以及优缺点

(表1).

表 1 蛋白质寡聚化标记技术的优缺点
Table 1 Advantages and disadvantages of protein oligomerization labeling techniques

标记技术 标记物类型 优势 缺陷

荧光蛋白标记 荧光蛋白
荧光较为稳定、无毒性、产生荧光
不需要任何外源底物、便于成像等

蛋白分子本身较大, 可能会影响目标
蛋白功能; 荧光易淬灭, 不支持长

时程的观察

Tag标签标记 Halo-tag、SNAP-tag、CLIP-tag等
荧光亮度、稳定性以及靶向性上均
具有优势, 抗淬灭性好, 可以长时程

观察

Tag标签本质还是连接到目标蛋白上
的探针分子, 对较小结构的目标分子

适用性仍有限

生物正交标记
荧光染料、化学基团等, 例如

叠氮基团、生物素、生物亲和素等

分子量小, 通常是化学基团, 可实现
目标蛋白的特异性标记, 准确性高,

不影响生物学功能

设计合适的标记基团较为复杂,
使用的催化剂例如铜离子会对活体

细胞造成毒性
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2.1 荧光蛋白标记

荧光蛋白标记(fluorescent protein labeling)是将不

同颜色的荧光质粒通过转化或转导等方式结合到生物

体中, 待其稳定表达后可观测到荧光且不影响生物正

常生理功能的一种标记方法[30](图2(a)). 由于荧光蛋白

具有荧光稳定、无毒性、产生荧光不需要任何外源底

物、便于成像等优点, 该标记方法被广泛应用于生命

科学领域的研究. Cevheroğlu等人[31]在酵母的GPCR
(Ste2p)中插入EGFP(enhanced green fluorescent pro-
tein)片段, 使用双分子荧光互补技术分析监测EGFP荧
光的生成来确定蛋白质运输过程中受体二聚化的位置,
结果发现, 这些被标记的受体作为单体运输到膜上, 主
要在质膜上进行二聚化或更高阶的寡聚化, 并以二聚

体或寡聚体的形式内化. 此外, Cevheroğlu等人[32]还采

用EGFP、mCherry作为荧光蛋白标签, 对受体进行标

记 , 通过荧光共振能量转移技术来测量从EGFP到
mCherry的能量转移, 以检测受体的寡聚化, 结合双分

子荧光互补实验, 进一步研究了Ste2p的四聚体复合物.
研究结果表明, 在未被配体激活的静止状态下, Ste2p以
四聚体的形式存在于细胞质膜上. 荧光蛋白是研究活

细胞分子间相互作用的强有力工具之一, 还可以通过

检测荧光寿命来探测目标蛋白之间的相互作用. 荧光

寿命(fluorescence lifetime, FLIM)是指荧光分子受激发

后到返回基态的时间, 它可以灵敏地反映激发态分子

之间的相互作用与能量转移, 因此通常将荧光寿命和

荧光共振能量传递(fluorescence resonance energy trans-
fer, FRET)相结合, 精确测量受体分子与供体分子之间

的能量转移过程, 从而确定蛋白互作情况. 例如, Su等
人 [ 3 3 ]利用FRET-FLIM分析了BSK1-GFP和FLS2-
mCherry之间的相互作用. 结果显示, 在添加flg22配体

刺激后, GFP的荧光寿命升高, 表明配体刺激导致

BSK1/FLS2复合物解离. 然而, 荧光蛋白在研究中经历

复杂的光物理转变和有限的成熟过程, 可能导致非荧

光状态的产生, 从而影响寡聚化的测量结果. 近年来,
研究者发现了一种新型红色荧光蛋白mCherry2(一种

mCherry的变体), 相比其他红色荧光蛋白, 它具有更稳

定的荧光、更高的亮度和更高的荧光表达水平. 已经

证明, 在精确定量寡聚化方面, mCherry2表现出优越性

能[34].

2.2 Tag标签标记

尽管荧光蛋白的应用已取得了重大进展, 但由于

亮度和光稳定性相对较低的缺点, 使用荧光蛋白进行

寡聚蛋白质检测仍面临挑战. 为了克服荧光蛋白标记

的限制, 研究者开发了一系列新的分子标记方法, 如

Tag标签标记. 通过将带有基因靶向的Tag序列/标签融

合到感兴趣的分子上, 再利用具有与该Tag序列/标签

稳定结合的特性的有机染料进行标记. 这种混合标记

图 2 (网络版彩色)蛋白质寡聚化的活体标记技术. (a) 荧光蛋白标记原理; (b) Tag标签标记原理; (c) 生物正交反应标记原理
Figure 2 (Color online) In vivo labeling technique of protein oligomerization. (a) Principle of fluorescent protein labeling; (b) Tag label marking
principle; (c) biological orthogonal reaction labeling principle
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方法在荧光亮度、稳定性和靶向性方面都具有优势,
并且可以通过调整荧光染料的浓度实现对目标分子的

稀疏标记[35](图2(b)). 目前使用较多的Tag标签有Halo-
tag、SNAP-tag、CLIP-tag等, 均已被应用于蛋白质分

离和纯化、蛋白质-蛋白质相互作用、体外以及体内

活细胞成像等[36]. 例如, Minner-Meinen等人[37]在植物

中建立了Split-Halo-tag成像实验, 用于检测其在蛋白

相互作用研究中的应用效果. 他们将Halo-tag分裂为N
和C端, 然后将它们分别连接在互作蛋白Cnx1和ABD2
上. 如果两种蛋白发生相互作用, 就会形成完整的

Halo-tag标签. 在加入TMR(tetramethylrhodamine)后,
可以在细胞内观察到荧光信号. 研究结果发现, 与传统

的双分子荧光互补(bimolecular fluorescent complimen-
tary, BiFC)等显微成像技术相比, Split-Halo-tag标记能

够观察到蛋白复合物的局部形成过程以及更多的细

节. 这证明了这种标记方法在活细胞内检测蛋白相互

作用方面的优势. Maurel等人[38]选择使用SNAP-tag对
细胞表面蛋白进行特异性标记, 并成功地应用时间分

辨荧光共振能量转移技术(TR-FRET)研究了细胞表面

的GPCRs寡聚化. 他们获得了A类和C类GPCRs在细胞

表面容易形成二聚体的直接证据. 另外, 在检测蛋白相

互作用以及追踪前体蛋白中, 单一的标签标记常局限

于同种蛋白, 为了实时追踪蛋白复合物中的不同蛋白

质, Mie等人[39]开发了SNAP-CLIP双重标记系统, 成功

在活细胞中标记蛋白质-蛋白质复合物中的两种蛋白

质, 并可以在复合物解离后对每种蛋白质进行追踪. 此
外, 研究者还开发出一种聚集标签(aggregation tag,
AggTag)的荧光方法, 包括基于Halo-tag配体的AggTag
探针P1和基于SNAP-tag配体的AggTag探针P2, 使用共

聚焦成像以及化学交联实验可以在同一细胞中可视化

2种不同的蛋白聚集体, 也就是说这种聚集标签能够在

活细胞中同时进行荧光检测和双正交检测两种不同目

标蛋白质的聚集[40]. 可以看出, 相对于荧光蛋白, 采用

Tag标签对蛋白质进行标记在一定程度上具有优势. 然

而, 这种标记方法需要与外源荧光染料结合, 并且受到

漂洗时长的影响, 在活体成像上往往存在一定的限制.
此外, 与动物细胞相比, 植物细胞由于拥有细胞壁等结

构, 对荧光染料的渗透性要求更高, 因此在一定程度上

限制了Tag标记技术在植物领域的研究. 因此, 开发新

型的荧光探针, 并实现对目标蛋白在活体中的免洗荧

光成像 , 将会是Tag标记技术在植物领域应用的新

突破.

2.3 生物正交标记

无论是荧光蛋白标记还是Tag标签标记, 许多研究

表明它们在研究蛋白寡聚化方面是可行的. 然而, 从结

构上来看, 荧光蛋白本身是一个相对较大的分子, 在连

接到目标蛋白上时可能造成空间位阻, 进而影响目标

蛋白的结构和功能. 此外, 荧光蛋白只能在目标蛋白的

两端进行标记, 无法实现特异性位点的标记[41]. 对于

Tag标签标记, 所使用的探针通常会在目标蛋白翻译后

与其融合, 但它们相对较大, 例如SNAP/CLIP-tag的分

子量约为20 kD. 当这些标签插入到对目标蛋白功能至

关重要的位置时, 可能会导致功能损害.
为了解决上述问题, 研究人员开发了通过化学反

应对细胞内蛋白质进行特异性标记的方法——生物正

交反应(bioorthogonal reaction)(图2(c)). 该类反应可以

在生理条件下发生, 且不会干扰其他生化反应或造成

损害[42], 其优点是能够准确、可靠地在复杂动态的生

物环境中原位识别生物分子[43]. 因此, 这种反应通常应

用在复杂生物体系中标记蛋白、脂类、糖类等不易或

者不能通过基因方式修饰的生物活性分子. 在蛋白寡

聚化(低聚化)的研究中, 较高且定量的标记率是十分重

要的. Serfling等人[44]用遗传手段将反式-环辛-2-烯赖氨

酸(trans-cyclooct-2-ene lysine*, TCO*)标记在A类和B
类GPCRs上, 并通过在单个TCO*位点上进行双色竞争

性标记, 设计了一种无需生物单体参考即可估算GPCR
寡聚化状态的方法, 从而拓宽了将荧光方法应用于寡

聚化的研究. 胡睿等人[45]首次将AIE(aggregation-in-
duced emission)探针分子用于蛋白质相互作用的检测.
他们将AIE荧光团EPB通过生物正交反应连接到β-内
酰胺酶(β-lactamase)上, 随后对修饰后的β-lactamase进
行光谱和酶活测试, 结果显示经EPB标记的β-lactamase
的四级结构以及催化活性均被保留, 且在与互作蛋白

BLIP的反应中表现较高的荧光信号. 总之, 生物正交

标记技术具有无损、高效和特异性等特点, 因此成为

一种理想的体内外生物标记策略. 在蛋白寡聚化研究

中, 这种标记方法可以克服荧光蛋白标记和Tag标签标

记所带来的影响, 并在敏感受体蛋白的寡聚状态研究

中显示出明显的优势. 然而, 该技术的发展仍面临许多

挑战, 例如设计适用的标记基团较为复杂等. 因此, 我

们期望随着技术的不断发展, 生物正交标记技术能够

克服这些限制, 并更好地应用于蛋白寡聚化及其功能

研究中.
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3 蛋白质寡聚化的活体检测技术

蛋白质作为细胞生命活动的主要参与者, 介导了

几乎所有活细胞中的复杂相互作用. 然而, 在过去的蛋

白质寡聚化检测技术的发展中, 存在一些缺陷, 如受限

于体外检测、高假阳性/阴性率、低灵敏度和无法定量

检测等问题. 此外, 传统的生物化学技术也无法提供足

够的时空信息来揭示蛋白分子在活细胞中的相互作用.
为了克服这些缺点, 研究人员已经开发了一些先进的

技术, 用于检测活细胞中的蛋白质寡聚化. 本文将简要

介绍几种用于活体检测蛋白质寡聚化的技术及其研究

进展, 旨在为研究人员选择适当的蛋白质相互作用技

术提供参考(图3).

3.1 荧光互相关光谱(fluorescence cross-correlation
spectroscopy, FCCS)

荧光互相关光谱是一种由涨落光谱技术(fluores-
cence fluctuation spectroscopy)衍生而来的新兴的单分

子检测技术, 可以分析2种甚至2种以上不同的荧光信

号, 并可以直接反映分子间的相互作用[46]. Tiwari等
人[47]利用FCCS技术成功量化了活细胞中p50/p65异源

二聚体的聚合解离常数Kd, 并通过分析发现, p50/p65的
Kd值在细胞质和细胞核中有所不同, 这也体现了FCCS
技术在量化和分析分子间相互作用上的优势. 此外,
FCCS技术还是研究蛋白寡聚化的强有力工具. Hink等
人[48]在2008年利用FCCS技术分析了拟南芥细胞质膜

上的受体激酶接受信号刺激后形成二聚体的模型. 他

们将ECFP和EYFP分别与BRI1(brassinosteroid insensi-
tive 1 receptor)和BAK1(BRI1-associated receptor kinase
1)融合并在植物中表达, 分析结果显示, 两种蛋白拥有

一致的荧光涨落曲线, 表明在细胞质膜上BRI1和BAK1
可能形成异源二聚体. 同样地, 本课题组也利用FCCS
技术研究了拟南芥BRI1蛋白的寡聚化形式, 研究表明,
BRI1在配体处理后从没有活性的二聚体变成有活性的

二聚体, 并进行信号传递[49]. 随着新技术的不断涌现,
研究者逐渐致力于开发多种技术联用的方法来拓宽

FCCS的应用. 例如, Machan等人[50]使用了一种称为双

色成像全内反射荧光互相关光谱(dual-colour imaging
total internal reflection fluorescence cross-correlation
spectroscopy, DC-ITIR-FCCS)的新型成像方式来研究

CHO(Chinese hamster ovary)-K1细胞膜中的EGFR的二

聚化, 结果显示, 用EGFP和mRFP(monomeric red fluor-

escent protein)标记的分子之间相关水平与二聚体形式

的EGFR一致, 然而单个细胞之间存在相当大的差异;
此外, 他们还指出这种成像模式不仅可以评估单个细

胞之间的差异, 还可以评估单个细胞膜内EGFR二聚体

的分布, 越靠近细胞边界, EGFP的二聚化越多. 综上所

述, FCCS技术在检测分子间相互作用方面具有显著优

势. 随着技术的不断改进, 我们相信FCCS在活细胞蛋

白质寡聚研究中的应用将不断成熟, 并在生命科学研

究中展现出巨大的发展潜力.

3.2 荧光漂白恢复技术(fluorescence recovery after
photobleaching, FRAP)

荧光漂白恢复技术是一种前沿的活细胞功能成像

技术, 可以在单个细胞水平上揭示蛋白质的功能和相

互作用, 因此被广泛应用于研究细胞膜组分的动态变

化以及蛋白质寡聚化等领域[51]. 例如, Dorsch等人[52]运

用双色FRAP技术研究了GPCRs(肾上腺素β1受体)的寡

聚化. 他们将β1受体分别与CFP(cyan fluorescent pro-
tein)和YFP(yellow fluorescent protein)融合,并在细胞膜

上等量表达. 通过FRAP技术检测β1-CFP的荧光恢复情

况, 结果显示, 加入YFP抗体限制了YFP-β1的移动, 并

且也限制了15%的β1-CFP的运动, 表明β1受体发生了

寡聚化. 此外, 利用FRAP技术可以推测蛋白质寡聚化

的区域和寡聚状态. 例如, Sieber等人[53]运用FRAP技术

观察到带有GFP的突触融合蛋白1A(Sx1A)的荧光漂白

恢复时间比其他自由扩散的单次跨膜蛋白更长, 运动

速率更低, 进一步研究表明, Sx1A蛋白的运动受到

SNARE区域寡聚化的限制. Youn等人[54]运用多光子荧

光漂白恢复技术来测量小热激蛋白sHSP27的扩散速

率, 并通过扩散速率直方图进行分析发现, sHSP27蛋白

至少存在2种扩散速率, 表明sHSP27蛋白在活细胞中至

少存在2种寡聚化状态, 可能与其形成大聚合物和小聚

合物有关. 总之, FRAP技术现已广泛应用于细胞生物

学研究领域, 主要通过计算扩散速率来确定蛋白是否

发生寡聚. 随着新型技术和相应算法的不断涌现, 我们

期望FRAP技术可以运用更好的荧光探针、更精确的

算法以及联合其他显微技术, 从而拓宽其在蛋白寡聚

化研究中的应用.

3.3 单颗粒追踪技术(single-particle tracking, SPT)

为了研究蛋白的寡聚化, 研究者已经开发出许多

不同的技术, 如化学交联、免疫共沉淀和荧光互补技
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术等[55]. 然而, 使用传统技术很难在纳米尺度上以毫秒

级的时间分辨率直接检测活细胞内分子的寡聚状

态[56]. SPT是一种研究活细胞内部生物分子动力学的强

大方法, 通过计算单个荧光颗粒的离散光漂白步骤, 研
究人员可以确定膜蛋白中亚基的数量, 即漂白步数与

每个蛋白质组合的亚基数量相匹配[57~59]. 值得注意的

是, 在实验中需要使用标准的单体荧光蛋白作为对照,

以排除荧光标记之间固有二聚体甚至寡聚体形成的影

响[60]. 当前, SPT技术因其优势已经被广泛使用, 我们团

队致力于在植物中应用此技术来探究活体细胞中膜蛋

白的动态以及存在形式[61,62]. 例如, Wang等人[63]利用

SPT技术测定了拟南芥中铵转运蛋白1;3(AMT1;3)的寡

聚化情况. 他们通过漂白步骤发现, 在正常情况下,
AMT1;3以三聚体形式存在于质膜上. 在高铵胁迫条件

图 3 (网络版彩色)蛋白质寡聚化的活体检测技术. (a) 光互相关光谱(fluorescence cross-correlation spectroscopy, FCCS)的检测区域和荧光涨落

曲线; (b) 单个细胞中感兴趣区域受激光漂白以及检测的荧光恢复曲线; (c) 蛋白质单体和寡聚物之间的动态平衡以及SPT技术在蛋白寡聚化研

究中的应用, 单个荧光团荧光信号的时间过程, 显示一步漂白和两步漂白; (d) smFRET的工作原理, 当两个蛋白质距离十分接近时, 才会发生供

体能量向受体能量的转移; (e) 2个蛋白质中的顺磁中心发生偶极相互作用, 通过DEER可测量两个自旋标记间的精确距离信息
Figure 3 (Color online) In vivo detection technique of protein oligomerization. (a) FCCS detection area and fluorescence fluctuation curve; (b)
fluorescence recovery curves of regions of interest in a single cell subject to laser bleaching and detection; (c) the dynamic balance between protein
monomers and oligomers and the application of SPT technology in the study of protein oligomerization, the time process of the fluorescence signal of a
single fluorophore, showing one-step bleaching and two-step bleaching; (d) working principle of smFRET: The transfer of donor energy to recipient
energy occurs when two proteins are very close together; (e) dipolar interactions occur in the paramagnetic center of the two proteins, and precise
distance information between the two spin markers can be measured with DEER
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下, 质膜上的AMT1;3会聚集成簇并内化到胞质中. 同

样地, Xue等人[64]应用SPT技术分析发现, 非活性的

phot1主要以单体形式存在. 当暴露于蓝光时, phot1发
生二聚化, 而且随着蓝光照射量的增加, 二聚化速率显

著增加, 表明蓝光作为一种物理类配体因子, 诱导phot1
在质膜上形成二聚体, 进而参与信号传递. 此外, Zhang
等人[65]利用拟南芥中NRT1.1T101D突变体和NRT1.1T101A

非磷酸化突变体研究了NRT1.1的磷酸化状态对侧根发

育过程中的作用. 通过SPT技术和亚基计数分析, 他们

发现, NRT1.1T101D和NRT1.1T101A蛋白都显示出单体和

二聚体的混合状态, 但NRT1.1T101A的二聚体明显多于

NRT1.1T101D, 表明NRT1.1的磷酸化状态对侧根细胞质

膜上单体和二聚体的相互转化有显著影响. 以上这些

研究表明, 通过应用SPT技术, 我们不仅可以检测膜蛋

白的寡聚状态, 而且可以实时监测刺激前后特定分子

的多聚体状态之间的转变. 因此, SPT技术在膜蛋白寡

聚化的研究中具有显著的优越性和实用性.

3.4 单分子荧光共振能量转移技术(single-molecule
fluorescence resonance energy transfer, smF-
RET)

smFRET技术是一种强大的工具, 可以用于报告荧

光探针之间小于10 nm距离的相互作用. 其原理是将2
个相互作用的分子标记上不同颜色的荧光基团, 一个

作为供体提供能量, 另一个则作为受体接收能量, 通过

荧光共振能量转移技术可以研究这种相互作用, 相较

于单个荧光基团标记更具有优势[66]. smFRET技术由庄

小威院士发明, 随后迅速发展, 目前已被广泛应用于研

究生物分子相互作用. 这种技术基于两种主要的实验

配置, 即激光共聚焦显微镜和全内反射荧光显微镜, 前
者适用于检测荧光分子之间距离的群体分布, 而后者

则利用冷藏电荷耦合器件(charge-coupled device,
CCD)进行成像, 其时间分辨率可达毫秒级, 这种高时

间分辨率对于实时检测生物分子间的快速相互作用至

关重要[67]. 此外, smFRET也是一种非侵入性、可视化

且易于实现的技术, 被广泛应用于检测蛋白质的寡聚

化或者蛋白间的互作. 例如, Asher等人[68]利用smFRET
技术研究了GPCRs中A类和B类受体的寡聚状态. 他们

发现, 在低受体密度下, MOR(A类)和SecR(B类)是单体

形式存在的. 然而, 在高受体密度下, MOR仍然是单体

形式, 而SecR则形成相对稳定的复合物, 表明GPCRs受
体复合物的形成不一定完全依赖于受体密度. 尽管

smFRET已经为研究者探索生物学的基本过程提供了

前所未有的能力, 然而传统双色FRET中单个荧光团间

距离的信息不足以完全捕捉许多生物系统的内在复杂

性, 由此出现了多色smFRET技术. 例如, 三色smFRET
技术[69]以及更为先进的四色smFRET技术[70], 用以研究

复杂生物系统中的瞬时相互作用. Hoi等人[71]采用三色

smFRET技术来研究肿瘤抑制蛋白p53四聚化结构域

(tetramerization domain, TD)的寡聚化, 发现TD的两个

单体在低浓度下形成二聚体, 随后两个二聚体在较高

浓度下形成四聚体; 此外, 他们还观察到二聚体中的

TD单体构象与四聚体中的不同, 且在高TD浓度下, 四

聚体的形成速度比二聚体的解离速度更快 . 总之 ,
smFRET技术是学科交叉产生的技术, 它与其他技术的

联合应用必然可解决更多生物难题.

3.5 双电子-电子共振技术(double electron electron
resonance, DEER)

DEER也被称为脉冲电子双共振(pulsed electron
double resonance, PELDOR), 是一种广泛应用的生物

物理技术, 通常用于测量蛋白质上2个自旋标签之间的

距离, 范围为18~60 Å[72]. 其中基于氮氧化物自旋标记

的DEER光谱在研究蛋白质结构以及寡聚状态等方面

较为广泛. 例如, Bleicken等人[73]利用此技术对膜上活

性低聚Bax蛋白的结构进行研究, 在模拟线粒体外膜的

脂质双分子层中通过12个不同自旋标记位置之间的距

离, 共计42个距离, 获得了全长Bax膜中的结构信息, 并
利用这些距离计算出全长活性Bax在膜中的三维结构

模型. 同时, 他们发现, 活性Bax以二聚体的形式存在于

膜上, 每个单体都包含一个更灵活的结构域, 参与二聚

体间的相互作用和孔隙形成. Carrington等人[74]应用

DEER研究了人类肿瘤坏死因子α(tumor necrosis factor
α, TNFα)三聚体的天然构象, 并成功识别出此前未报道

过的三聚体预聚寡聚化(predeoligomerization)构象. 在

这个三聚体构象中, 其中一个单体会向外旋转倾斜, 导
致三聚体解离, 从而阻止了与TNFα受体的结合, 且小

分子可以改变TNFα活性的可能性. 尽管定点自旋标记

(site-directed spin labeling, SDSL)结合DEER可用于探

索生物分子结构, 但目前可用的自旋标记在细胞内的

应用仍存在多种缺陷, 如低自由基稳定性或较长的生

物偶联物等. 因此研究者致力于开发更为实用的自旋

标记标签, 例如苏循成课题组与魏兹曼研究所Goldfarb
教授合作将他们发展的高性能顺磁探针标记BIR1结构
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域同源二聚体用以研究其在细胞内的结构性质, 他们

对比了顺磁标记的BIR1二聚体在体内外环境下的

DEER数据, 结果发现BIR1二聚体在细胞内比在体外更

易解离, 表明DEER是研究细胞内蛋白质结构性质以及

相互作用的一种强有力技术[75].

4 展望

蛋白质是细胞活动的体现者, 也是细胞功能的最

终执行者, 蛋白质的功能发挥通常依赖于与其他蛋白

质或配体结合形成临时或稳定的复合体来执行特定的

生物功能. 在活细胞中, 蛋白质的寡聚化和相互作用对

于细胞的生命活动和功能发挥至关重要. 因此, 在研究

某个蛋白质的结构或功能时, 研究者通常非常关注这

两个方面 , 并开发了许多技术 , 如Co-IP、PCA、

BiFC、酵母双杂交等. 这些技术为研究蛋白质的寡聚

化和相互作用做出了巨大贡献. 然而, 随着科学技术的

不断发展, 研究者发现传统的研究方法存在弊端, 如假

阳性率高、灵敏度低、不能应用于活细胞等问题. 因

此, 更加精确、实时、动态、适用于活体观测的方法

成为研究者关注的焦点. 活体标记技术和显微成像技

术的进步逐渐解决了这些问题. 然而, 无论是哪种技

术, 都存在一定的局限性. 活体标记技术受到光稳定性

差、标签空间位阻大和构建时间长等因素的影响; 成

像技术受到空间和时间分辨率不足、存在非荧光物质

以及统计算法不够准确等限制. 因此, 开发新的算法和

更稳定的标签等对于更深入地探索蛋白质的寡聚化和

相互作用具有重要意义. 我们期待通过改进现有的研

究方法和技术, 结合多种技术的联合使用, 以及开发新

的技术和算法, 来不断完善蛋白质在生命活动中的时

空相互作用网络.
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Technology and research progress on in vivo protein oligomer-
ization detection
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Proteins are large molecules of specific conformations, and their functions vary depending on their structure. As the key
components involved in life processes, proteins often assemble into large complexes called oligomers to execute important
activities. Oligomers are of two types: Homologous and heterologous. The homologous oligomers contain subunits of the
same polypeptide chain, whereas the heterologous ones consist of two or more polypeptide chains with different amino
acids or different biopolymers, such as nucleic acids. These oligomer complexes play significant roles in regulating enzyme
activity, signal transduction, and cell adhesion. Oligomerization can increase protein concentration in local space to provide
higher stability and enhance the specificity in a molecular recognition process. Oligomerization is influenced by factors
such as the types of ligands, proteins, and temperature. For example, receptor proteins are often assembled into dimeric or
higher-order oligomers mediated by their corresponding ligands, which promote downstream signaling cascades to
transmit signals. The formation mechanisms of oligomeric proteins can be categorized into the following four types:
Domain exchange, ligand-induced oligomerization, interfacial point mutation, and post-translational modification. Domain
exchange allows functional conversion between protein monomers and oligomers. Ligands can induce oligomerization to
activate protein activity, as is typically observed in receptor proteins. Interfacial point mutation involves changes in the
amino acid sequence, insertion, or deletion of residues in an interfacial region, which distinguishes different
oligomerization states. Post-translational modifications are essential for functional protein formation, although errors in
modifications can result in the formation and accumulation of abnormal oligomers, which potentially contribute to disease
development. Therefore, analyzing protein oligomerization is crucial for understanding biological processes such as
protein-protein/ligand interactions, signal transduction, and disease-related mechanisms. Researchers have optimized the
study of protein oligomerization from different perspectives, including predicting and identifying interacting proteins,
labeling target proteins, and observing them through imaging. The conventional techniques such as co-immunoprecipita-
tion (Co-IP) and yeast two-hybrid precipitation have some limitations, such as the inability to investigate directly in living
cells as well as the possibility of giving false-positive or false-negative results. In recent years, however, the emergence of
new technologies has enabled real-time, dynamic, and in vivo observation of protein-protein interactions, which has
significantly contributed to the advancements in this field. For instance, the use of more stable and photobleaching-resistant
fluorescent probes, combined with high-speed imaging techniques, has improved the temporal and spatial resolution in
observing the dynamic behavior and interactions of proteins. In addition, the combination of emerging technologies and
algorithms has expanded the scope of protein explored at both temporal and spatial scales, which has deepened our
understanding of the relation between protein structure and function. This review summarizes the classification and
formation mechanisms of oligomeric proteins, as well as highlights several major technologies for analyzing protein
complex oligomerization, and provides an overview of the recent research progress in protein labeling and in vivo detection
technologies. Finally, it offers a prospective outlook on the development of research in protein oligomerization, intending
to provide theoretical references for researchers in selecting appropriate analytical techniques.

protein oligomerization, protein-protein interaction, protein labeling, in vivo determination
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