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摘要    病毒寄生于宿主细胞中, 需要不断地适应和改变宿主的环境. 它们能够编码多

种多功能蛋白质, 这些蛋白能与宿主蛋白发生一系列的相互作用以完成病毒的各种功

能. 迄今, 尽管许多病毒的基因组已测序完成, 但由于受到病毒影响而发生相应改变的

宿主蛋白组、宿主蛋白翻译后修饰, 以及蛋白酶剪接过程还未被完全阐明. 近年来新兴

的高通量技术, 如基于质谱技术的定量或半定量蛋白组方法, 已被广泛应用于病毒宿主

相互作用的研究中, 且有望在上述领域取得突破性进展. 本综述主要探讨蛋白质组学研

究中的病毒颗粒蛋白质组学, 病毒结构蛋白质组学和病毒影响的宿主蛋白质组学等病毒

蛋白质组学中的前沿领域. 
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各种病毒学研究虽然具有不同程度的生物危害

性, 但其在生物学研究中的地位却是无法替代的. 以

前的研究极大地加深了人们对病毒蛋白结构、功能以

及与宿主蛋白相互作用等方面的理解. 更重要的是, 

这些研究从一定程度上阐释了病毒在基因表达调控、

分子伴侣调控、阻遏蛋白-操作基因相互作用、DNA

复制、转录延伸和终止、RNA 剪接、免疫调控以及

细胞癌化等方面对宿主的影响[1]. 但目前为止, 仅对

少数的病毒蛋白质进行了深入的研究, 而有关病毒

自身蛋白质以及其与病毒宿主蛋白质相互作用的具

体机制尚不完全清楚.  

蛋白质组学是一种新兴的高通量分析技术, 它

与基因组学方法相结合, 能在总体层面上阐释蛋白-

蛋白相互作用以及细胞生物学事件, 有助于发现各

因子之间全新的联系. 特别是基于质谱的蛋白质组

学方法, 它不仅能深入分析单个蛋白, 还能对总体蛋

白表达谱进行分析 [2,3]. 但是, 蛋白质组学方法也有

一定的局限性, 如蛋白质本身的复杂性、亚细胞定位

的不均一性以及高丰度蛋白对低丰度蛋白鉴定的干

扰等 [4,5]. 近年来, 差异蛋白质组学和定量蛋白质组

学方面的进展从一定程度上解决了上述问题, 有望

成为蛋白质研究的又一有力工具. 

过去的几十年中, 蛋白质组学在病毒学中的应用

引起了人们的广泛关注. 针对病毒感染的宿主研究阐

释了诸多病毒宿主相互作用的分子事件, 为病毒相关

疾病的诊断和治疗提供了重要线索. 本文总结了病毒

颗粒蛋白质组学研究和病毒宿主相互作用, 同时介绍

了应用于病毒学研究的各种相关蛋白质组学技术.  
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1  病毒颗粒蛋白质组学 

病毒的基因组包裹在带正电的蛋白衣壳中以适

应宿主环境. 在某些情况下, 病毒颗粒甚至具有更外

层的荚膜层和囊膜层. 尽管蛋白衣壳是由病毒编码

的蛋白所构成, 但是病毒被膜同时包含了病毒蛋白

和来自宿主的成分, 包括蛋白质和碳水化合物. 病毒

利用这些构件完成感染、复制及传播, 包括组装、释

放、传染、附着、渗透和去衣壳等过程[6]. 因此对病

毒蛋白构件的研究有利于阐释病毒结构和病毒附着

及侵入宿主的机制.  

与真核细胞蛋白组相比, 病毒蛋白组相对简单

而保守. 然而, 目前人类只对极少数的病毒蛋白组有

较明确的认识. 常规的病毒颗粒蛋白质组学研究包

括病毒颗粒纯化, 基于去垢剂的样本变性, 基于电泳

的蛋白质分离, 以及基于免疫杂交或 Edman 降解测

序的蛋白质鉴定[7]. 近年来, 多种技术的联用成为一

种有效的策略. 例如, 通过蛋白质双向凝胶电泳和质

谱技术联用(称为“鸟枪法”)可以获得大量的病毒蛋白

信息. 另一种方法, 利用多种蛋白酶酶解全病毒颗粒

或溶解病毒蛋白. 所得的蛋白提取物被降解为肽段, 

并通过蛋白质单向凝胶或多向液相色谱进行分离 , 

最终进行质谱鉴定. 这两种方法都需要专门的数据 

库和生物信息学算法, 以鉴定肽段碎片和相当的蛋

白质. 这些技术的联用已在病毒蛋白质组学研究中

表现出极大的应用价值(表 1).  

1.1  无包膜病毒 

目前, 也有一些蛋白质组学研究致力于分析无

包膜的真核细胞病毒, 其中研究得最为深入的是腺

病毒. 2002 年, 一项研究利用单向和双向色谱与质谱

联用, 分离和鉴定了 5 型腺病毒颗粒的蛋白构件. 在

154 个肽段中共鉴定得到 11 个病毒蛋白. 尽管 23 kD

的病毒蛋白酶只在双向色谱策略中被鉴定到, 其他

主要病毒蛋白构件都在单向和双向色谱策略中同时

被鉴定得到 [8]. 该研究认为 , 液相色谱串联质谱法

(LC-MS/MS)为鉴定全病毒(含有 10 个以上拷贝数的

病毒)蛋白提供了有力的工具.  

1.2  包膜 DNA 病毒 

病毒蛋白组最早被确定的 DNA 病毒是鲶鱼疱疹

病毒(ictalurid fish herpes virus). 在该研究中, 纯化的

病毒颗粒通过 NP-40 增溶, 然后通过凝胶分离, 电印

迹以及包括胰蛋白酶在内的多种蛋白酶酶解蛋白条

带, 得到大量肽段片段, 最后利用 MALDI-MS 对所

得肽段片段进行分析, 并将所得肽指纹在 Swiss-Prot 

表 1  基于 MS 的蛋白质组学策略鉴定的病毒蛋白质组 

病毒 宿主 
蛋白质组学鉴定 
蛋白数(新蛋白数) 

鉴定的宿主 
蛋白数 

分离方法/质谱 文献 

5 型腺病毒 人 11(2) NDa) RPLC/LC-ESI-MS/MS [8] 

鲶鱼疱疹病毒 鱼 16(ND) ND 1D-GE/MALDI-MS [9] 

牛痘病毒 人 80(13) 24 2D-LC(SCX 和 RP)/ESI-MS/MS [10] 

牛痘病毒 人 75(10) 23 2D-LC(SCX 和 RP)/ESI-QTOF-MS [11] 

牛痘病毒 人 63(2) ND 
1DE 或 RPLC/ MALDI-TOF/TOF-MS, LC-ESI-QTOF-MS 或

LC-ESI-QIT-MS 
[12] 

人巨细胞病毒 人 21(6) ND 负黏度-正密度梯度离心; 1D-GE/MS [13] 

鼠巨细胞病毒 鼠 58(20) 7 1D-GE/nano-RP-HPLC-ESI-QTOF-MS [14] 

EB 病毒 人 41(ND) 6 ICAT/MS/MS [15] 
Kaposi 肉瘤相关疱疹 

病毒 
人 24(5) 21 1D-GE/nano-RP 偶联 ESI-MS/MS [16] 

恒河猴病毒 猴 33(3) ND 2D-LC(SCX 和 RP)/ESI-MS/MS [17] 

白斑综合征病毒 虾 18(14) ND 1D-GE/MALDI-TOF ESI-MS [18] 

白斑综合征病毒 虾 45(13) ND RPLC/MALDI-TOF/TOF-MS [19] 

SARS 冠状病毒 人 4(4) ND 2D-GE/LC-ESI-MS [20] 

Ⅰ型人类免疫缺陷病毒 人 14(ND) 253 1D-GE/MALDI-TOF RPLC-ESI-MS/MS [21] 

Ⅰ型人类免疫缺陷病毒 人 10(ND) 12 RPLC-MS/MS [22] 

鼠 γ 疱疹病毒 68 鼠 17(5) 5 1D-GE/LC-MS/MS [23] 

人巨细胞病毒 人 71(12) 70 2D-LC(SCE 和 RP)/FTICR/MR 和 LC-MS/MS [24] 

a) ND: 未定 
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数据库中进行搜索. 最终, 该病毒蛋白质组学研究鉴

定得到了包括成熟衣壳蛋白、蛋白酶、C3HC4 型锌指

蛋白以及肌动蛋白在内的 16 个结构蛋白[9]. 上述质谱

和序列数据库检索联用的策略已经在解析包括痘类病

毒和疱疹病毒在内的 DNA 病毒的蛋白酶解产物中被

广泛应用.  

虽然多数痘类病毒的基因组已测序完成, 但只有

少数研究致力于全面地分析牛痘病毒的蛋白构件[25]. 

尽管早期的蛋白质组学研究尝试解析纯化的牛痘病毒

蛋白构件, 但却没能完整地鉴定到病毒颗粒的蛋白

构件, 这可能受制于当时落后的病毒纯化方法和蛋

白鉴定方法. 近年来, 3 个独立的科研小组利用不同

的技术、设备和酶解方法, 全面解析了具有传染性的

成熟牛痘病毒颗粒的蛋白构件[10~12]. Resch 等人[10]利

用 SDS 或尿素变性、固相萃取分离和 LC-ESI-LTQ

傅里叶变换质谱鉴定到 80 个病毒编码蛋白, 在早期

由基因组测序得到的 218 个牛痘病毒基因中占 37%. 

在鉴定到的蛋白中, 有 13 个蛋白(H5, F8, E3, E6, A6, 

N1, C22, A11, A19, M1, A50, E9 和 F4)未被报道过.  

在过去几年中, 对疱疹病毒的研究加深了人们对

病毒结构和早期病毒蛋白功能的认识[26]. 目前, 蛋白

质组学方法已经用于多种疱疹病毒的研究中, 包括

beta 疱疹病毒中的人巨细胞包含体病毒(HCMV)[13]和

鼠巨细胞病毒[14]以及 gamma疱疹病毒中的EB病毒[17], 

Kaposi 肉瘤相关疱疹病毒(KSHV)[16,27,28], 恒河猴病

毒(RRV)[17]和鼠 gamma 疱疹病毒 68(MHV68)[29]. 尽

管 1 型单纯疱疹病毒(HSV-1)的病毒学行为已被广泛

研究, 但目前关于其所属的 alpha 疱疹病毒的蛋白质

组学研究还未见报道.  

另一个应用多种蛋白质组学方法研究包膜 DNA

病毒的例子是白斑综合征病毒(white spot syndrome 

virus, WSSV). WSSV具有长达 305 kb的环状 DNA和

181 个预测的可读框(open reading frame, ORF). 2002

年, Huang 等人[18]通过蛋白凝胶分离 WSSV 病毒蛋白, 

共有 24 个蛋白条带被剪切、酶解, 并进行 MALDI- 

TOF 和电喷射离子化串联质谱分析. 最终鉴定得到

18 个能与可读框匹配的蛋白, 其中的 14 个蛋白具有

未知功能 . 除 vp121 外 , 其余鉴定到的蛋白都在

WSSV 感染中晚期表达; 在新鉴定得到的 14 个蛋白

中, VP466 被进一步鉴定为衣壳蛋白. 有趣的是, 在

最近的一项研究中, 利用等比重标记的相对或绝对

的定量方法(iTRAQ™)分析病毒蛋白在 WSSV 颗粒

中的定位[19]. 在该研究中, Li 等人[19]报道了 45 个病

毒蛋白, 其中 13 个蛋白与 WSSV 的相关性是首次报

道. 鉴定得到 23个包膜蛋白和 6个核衣壳蛋白, 包括

12个新型的包膜蛋白和2个核衣壳蛋白. 该研究是定

量蛋白质组学技术成功应用于分析病毒蛋白定位的

范例.  

1.3  包膜 RNA 病毒 

与应用蛋白质组学技术研究 DNA 病毒较多相

比, 利用蛋白质组学进行 RNA 病毒研究相对较少, 这

可能与 RNA 病毒结构简单, 病毒蛋白数量少有关. 

因此, 应用高通量的蛋白质组学方法研究 RNA 病毒

似乎没有必要. 目前在包膜 RNA 病毒的蛋白质组学

研究中 , 关于呼吸综合征相关的冠状病毒 (SARS- 

CoV)和 1 型获得性免疫缺陷病毒(HIV-1)的解析较

为深入. 

2004 年, Zeng 等人[20]利用单向蛋白凝胶和 ESI 

MS/MS 联用以及两相液相色谱和 ESI MS/MS 联用的

策略, 解析了 SARS 病毒的蛋白构件. 纯化的 SARS

病毒样本来自被 BJ-01 株感染的 Vero E6 细胞. 他们

鉴定到全部 4 个预测的结构蛋白(nucleocapsid [N], 

spike [S], membrane [M]和 envelope [E]), 同时发现 M

蛋白的一个新型磷酸化位点. 在该研究中, 凝胶依赖

和凝胶不依赖方法联用的策略展示出快捷互补的特

点, 提示其在其他病毒研究中可能存在潜在的应用

前景. 另一个关于 SARS 病毒的蛋白质组学研究发现

了 3 个全新的病毒蛋白, 分别是 S, N 和 M 蛋白. 在 S

蛋白糖基化修饰的研究中, 通过对比原始的和去糖

基化酶 PNGase F 处理的肽段质谱数据, 发现 4 个糖

基化位点. 值得一提的是, 凝胶电泳和质谱分析也鉴

定到一些较短的N蛋白亚型[30]. 这些研究都表明, 病

毒特异性蛋白的质谱鉴定可以有效地应用于筛选病

毒、病毒感染细胞以及包含病毒的体液.  

另一个研究得较多的 RNA 病毒是逆转录病毒

HIV. HIV 病毒通过特异性攻击巨噬细胞和 CD4+ T 细

胞危害宿主免疫系统. 多个研究组在 HIV 病毒颗粒

中鉴定到宿主蛋白. 有研究尝试利用液相色谱与质

谱联用的策略整体性地分析HIV-1蛋白组. 他们进一

步利用传统的生物化学方法证明已知的病毒蛋白和

宿主蛋白, 以及新型蛋白构件在 HIV 病毒颗粒中的

存在[21]. 另一个研究小组获得了来自人单核巨噬细

胞的高纯度 HIV 病毒[22]. 通过液相色谱和质谱联用
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鉴定得到大量宿主蛋白, 包括 33 个已知蛋白. 这些

蛋白质在宿主细胞中参与了细胞骨架装配、细胞黏

附、胞内运输、分子伴侣、代谢、泛素依赖降解以及

免疫调控等多个生理过程. 另一些鉴定到的蛋白, 如

annexins, annexins结合蛋白, Rab 蛋白和其他一些蛋白

参与了胞膜构成, 囊泡运输及晚期内吞体的功能性活

动; 而 apolipoprotein E 则参与了胆固醇转运, 免疫调

节以及细胞生长分化调控. 以上结果有助于对 HIV

装配、感染和病原学特点的研究.  

1.4  噬菌体 

噬菌体是数量最多、多样性最强的生命形式, 它

在微生物世界中有着不可或缺的地位. 迄今已有大

量研究致力于解析噬菌体的蛋白构件. Savalia 等人[31]

利用液相色谱和电喷雾电离质谱法联用策略解析了

一种新型的大肠杆菌噬菌体(phiEco32)的蛋白构件, 

发现 2 个病毒蛋白(ECF 家族σ因子和 RNA 聚合酶结

合蛋白)能够与宿主 RNA 聚合酶相互作用. 其中, 

ECF 家族σ因子对于某些病毒基因的转录起重要作

用, 而 RNA 聚合酶结合蛋白(能够抑制转录活性)的

具体作用机制还需进一步研究. Robert 等人[32]利用等

点聚焦联合 MALDI-TOF 解析了大肠杆菌噬菌体 T1. 

早期研究认为, 在成熟的 T1 病毒颗粒中包含 13~15

个结构蛋白. 该研究中, 双向电泳也解析到相应的

15 个病毒蛋白. 质谱分析鉴定到 4 个高丰度蛋白: 主

要尾蛋白(gp41)、主要衣壳蛋白(gp49)、主要头部亚基

(gp47), 还有一个与主要头部亚基相结合的蛋白(gp48). 

2006 年, Naryshkina 等人[33]完成了对 pYS40(一种能够

裂解 Thermus thermophilus 的有尾噬菌体)基因组测序. 

该病毒基因组长 152372 bp, 包含 170 个预测的可读

框和 3 个转运 RNA 基因. 通过与已知的相似的噬菌体

或细菌的蛋白比较, 预测了 pYS40 1/4 的基因产物的功

能. 这些蛋白的功能包括参与核苷酸补救途径, 如黄素

依赖的胸腺嘧啶核苷酸合酶(flavin-dependent thymi- 

dylate synthase)、胸苷酸激酶(thymidylate kinase)、核

糖核苷酸还原酶(ribonucleotide reductase)和脱氧胞苷

酸脱氨酶(deoxycytidylate deaminase)以及 DNA 复制

过程, 如 DNA 引物合成酶(DNA primase)、A 型 DNA

聚合酶(type A DNA polymerase). 目前, 关于噬菌体

颗粒组成的研究不断增加, 对于噬菌体基因组学及

比较基因组学是十分重要的补充. 

综上, 尽管越来越多的真核细胞病毒和噬菌体

基因组测序已经完成, 但只有其中很少一部分进行

了蛋白质层面的解析. 未知的新基因产物的鉴定不

仅能够帮助人们加深对病毒结构的理解, 还有助于

阐明病毒宿主的相互作用. 更为重要的是, 病毒蛋

白质组学的发展将有助于提高病毒相关疾病的诊断

和治疗水平.  

2  病毒宿主相互作用 

尽管早在 1898 年, Beijerinck[34]发现烟草花叶病

毒(tobacco mosaic virus, TMV)时, 病毒宿主相互作用

的概念便已存在, 但直到电子显微镜、蛋白质生物化

学和核酸测序技术的应用, 病毒宿主相互作用的分

子机制才逐步被阐明. 目前, 大量的研究着力于病毒

蛋白和病毒或宿主蛋白的相互作用, 以及病毒感染

导致的宿主蛋白质组学改变. 虽然已有大量文献报

道病毒宿主蛋白相互作用事件, 但是距离全面理解

不同病毒的各种生物学行为还相去甚远. 由于病毒

感染过程高度复杂, 几乎每一种分子生物学技术都

可以应用于该领域. 如今最常用的解析蛋白相互作

用的策略是酵母菌双杂交体系(Y2H), 以及免疫共沉

淀和质谱联用, 特别是前者适用于任何两个蛋白相

互作用的高通量筛选. 而对于宿主蛋白质组学研究, 

双向凝胶电泳与质谱联用的策略以及稳定同位素标

记技术和质谱联用的策略都得到了很好地应用(表 2).  

2.1  相互作用组学 

常用的在蛋白组层面研究蛋白质相互作用的策

略包括酵母菌双杂交体系和标记蛋白质的免疫沉淀与

质谱联用. 两者的不同点在于: 酵母菌双杂交体系适

用于二元蛋白相互作用分析, 而亲和技术与质谱联用

的策略适合于解析二元或多元的蛋白复合物(图 1).  

2.2  酵母双杂交体系 

有别于基于质谱的蛋白质组学策略, 由 Fields 和

Song[35]于 1989 年发明的酵母菌双杂交体系适于分析

二元蛋白相互作用. 在酵母菌双杂交体系中, 诱饵蛋

白与猎物蛋白能配对结合, 进而检测到同源或异源

蛋白结合. 此外, 酵母菌双杂交体系对于实验条件的

要求不如亲和实验严格, 因为诱饵蛋白和猎物蛋白

的表达量处于相似的水平. 尽管这使得蛋白表达量

处于非生理水平, 但却大大提高了系统灵敏度[36]. 另 
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一方面 , 酵母菌双杂交体系也有其不足 . 首先 , 因

为系统设计的原因, 该体系不能解析多于 2 个蛋白

的复合物 ; 其次 , 因为蛋白在核内表达 , 所以不能

模拟整合在胞膜中的蛋白. 此外, 某些蛋白以及转

录因子能够独立激活报道基因的转录. 同时, 在酵

母菌细胞中, 某些高等生物特有的蛋白翻译后修饰

可能无法进行, 使得这两类蛋白质相互作用无法为

酵母菌双杂交体系所检测[37]. 

酵母菌双杂交体系在病毒蛋白相互作用研究领

域应用广泛. 最新的病毒蛋白相互作用数据库涵盖 

 
表 2  各种病毒研究蛋白质组学策略优点与缺点比较 

方法 应用 优点 缺点 

酵母菌双杂交体系 蛋白质相互作用 
高通量; 适用于同种和异种

分子间相互作用研究 
处于非生理条件下; 低检出率; 不适用于多种分子间相

互作用和翻译后修饰分析 
串联亲和纯化免疫沉淀与

质谱技术偶联 
蛋白质相互作用 

改进后的免疫沉淀; 允许多

种分子间相互作用分析 
低通量; 处于非生理条件下 

双向电泳与质谱技术偶联 蛋白表达分析 
高通量; 广泛应用; 无需同位

素标记 
费力; 受制于 SDS-PAGE 局限的 pI 和分子量范围 

SILAC 蛋白表达分析 
允许全蛋白质组分析;  

低误操作率 
只适用于体外实验 

ICAT 蛋白表达分析 
允许全蛋白质组分析;  

可用于体内研究 
只能分析含半胱氨酸的肽段; 高误操作率 

iTRAQ 蛋白表达分析 
允许全蛋白质组分析;  
可用于体内和体外研究 

高误操作率; 依赖于高敏感性设备 

18O 标记 蛋白表达分析 经济 依赖于高敏感性设备 

 

 

图 1  应用蛋白质组学策略分析规模化蛋白质表达谱研究路线图 
病毒或病毒与宿主相互作用后样本蛋白表达谱通过规模化蛋白质组学策略进行分析(如 2-DE-MS, SILAC, ICAT, iTRAQ 或蛋白矩阵). 

得到的差异蛋白表达谱通过诸如蛋白印记等方法做进一步验证, 可使用系统生物学软件进行系统分析 
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了 T7 噬菌体、牛痘病毒、Kaposi 肉瘤相关疱疹病毒

(KSHV)及水痘-带状疱疹病毒(VZV). 早在 1996 年, 

Bartel等人[38]利用酵母菌双杂交系统在T7噬菌体的全

蛋白水平上鉴定到 25 对蛋白相互作用. 其中, 6 对相

互作用与病毒 DNA 复制和 DNA 包裹相关; 其余几对

都涉及相同的一段多肽序列. 这些结果表明, 酵母菌

双杂交系统在研究蛋白折叠中的重要作用. McCraith

等人[39]通过酵母菌双杂交系统检测了牛痘病毒所有

蛋白两两组合之间的相互作用. 具体而言, 他们构建

了一组包含 266 个假定病毒可读框的酵母菌转化子

作为 Gal4 激活域杂交蛋白. 每个假定病毒可读框所

对应的转化子作为一个 Gal4-DNA 结合域杂交子, 并

且表达双杂交报道基因的二倍体也被事先定义. 在

共计 70000 个组合中, 发现了 37 个蛋白-蛋白相互作

用, 其中有 28 个未曾报道. 这些相互作用的蛋白参

与 DNA 复制、转录、病毒结构与形态发生以及病毒- 

宿主相互作用 . 另有研究报道了疱疹病毒 (包括

Kaposi肉瘤相关疱疹病毒和水痘-带状疱疹病毒)的病

毒内蛋白质相互作用. 将 89 个来自 Kaposi 肉瘤相关

疱疹病毒基因组的可读框用于接受 12000 个病毒蛋

白相互作用的测试, 最终检测到 123 个不重复且能够

相互作用的蛋白组合. 而在水痘-带状疱疹病毒的 69

个可读框及 10000 检测的诱饵猎物对中, 173 个不重

复的病毒内蛋白相互作用关系得到证实. 该实验建

立了一个包含所有预测病毒内蛋白相互作用关系和

已知病毒宿主蛋白相互作用关系的数据库, 预测了 8

个 Kaposi 肉瘤相关疱疹病毒蛋白与 20 个人类蛋白之

间的 20 中相互作用关系[28]. 以上研究表明, 规模化

的酵母菌双杂交体系对蛋白质相互作用的筛选可用

于更为复杂基因组的测序.  

2.3  串联亲和纯化 

2004 年, Dziembowski 等人[40]报道了串联亲和

纯化技术. 该技术需要一段融合的标签, 该标签可

以被蛋白酶切割为两段. 该技术已被广泛用于病毒

学研究中. 利用该技术, Jorba 等人[41]解析了一个在

宿主细胞中形成的包含流感病毒聚合酶的蛋白复合

物. 纯化得到的蛋白复合物包含流感病毒聚合酶的

异源三聚体, 而在该实验中一系列不与流感病毒聚

合酶结合的蛋白被用作对照. 他们通过质谱技术鉴

定复合物中的蛋白构成, 并通过免疫印记实验进行

验证. 在被感染的细胞中, 进一步发现复合物中的

蛋白与病毒核糖核蛋白的亚细胞定位类似, 提示这

些蛋白在病毒感染中可能发挥作用. 后续研究表明, 

大部分与流感病毒聚合酶结合的宿主蛋白是核蛋白, 

它们参与细胞 RNA 合成, 修饰和出核运输; 而另一

小部分蛋白则定位于胞浆, 参与 RNA 翻译和转运. 

该研究所展示的病毒宿主蛋白相互作用表明, 宿主

蛋白不但参与 RNA 的复制和转录, 同时参与了病毒

感染周期的调控. Mayer 等人[42]利用 strep 标记的流

感病毒核蛋白(NP-Strep)和 TAP 标记的流感病毒聚

合酶亚基(TAP tag)为诱饵, 解析了与流感病毒核糖

核蛋白相关复合物. 利用 NP-Strep 共鉴定到 41 个蛋

白, 其中 4 个蛋白在使用 TAP tag 的实验中也被鉴定

到, 分别是 importin-β3, PARP-1 以及另两个聚合酶

相关因子. 该研究验证了 TAP 技术在蛋白复合物解

析中的有效性. 然而相比于其他技术, TAP 的通量性

较低, 限制了该技术的应用.  

2.4  体外 pull-down 实验 

由于酵母菌双杂交系统仅是鉴定蛋白相互作用

的初步筛选实验, 因此, 其可靠性还需其他 pull-down

实验进行验证. 该技术需要在其他生物体中表达其中

一个或两个潜在作用的蛋白, 并同在 C端或 N 端加入

His6 和 GST 标签以便进行后期纯化. 如果仅有一个

蛋白是重组蛋白, 那么另一个蛋白则必须是天然的纯

化产物[37]. 该技术已应用于多项研究中. 近期有报道

利用 GST pull-down 和免疫共沉淀技术研究在 HBV

相关的肝病中垂体肿瘤转化基因-1(pituitary tumor-     

transforming gene 1, PTTG1)的生物学行为[43]. 结果表

明, HBX 蛋白可能通过与 PTTG1 和/或 SCF 结合, 从

而破坏原有的 PTTG1 和 Skp1-Cul1-F-box 泛素连接酶

复合体 (SCF)结合 . 由此可见 , 在病毒学研究中 , 

pull-down 可作为酵母菌双杂交实验的验证实验. 该

技术在研究病毒宿主相互作用中具有重要意义[26].  

2.5  GFP 标签研究动态的病毒蛋白结合 

尽管酵母菌双杂交体系能够高通量地分析蛋白

相互作用, 但是却不能检测病毒感染过程中的动态信

息. 有报道[44]将免疫沉淀方法优化, 通过使用绿色荧

光蛋白, 能检测病毒蛋白结合的动态信息. 该方法包

含用GFP蛋白标记病毒, 在不同感染时期该蛋白在宿

主细胞中的可视化监测, 在不同感染时期利用GFP亲

和柱纯化相互作用蛋白, 利用质谱进行鉴定. 通过该
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方法, 解析了α-virus 的 Sindbis nsP3 蛋白在不同感染

时期与宿主蛋白结合情况. 该研究表明, 宿主蛋白随

着感染的进行不断被募集到包含 nsP3 的复合体上. 在

该过程中, G3BP在感染初期开始就被不断募集到复合

体上; 而 14-3-3 蛋白则在较晚时期才开始募集到复合

体上. 该研究不仅证实了 Sindbis 感染能改变 RNA 运

输, 同时也是新型高通量技术在病毒感染宿主细胞蛋

白质-蛋白质相互作用研究中应用的典型例子.  

2.6  蛋白相互作用筛选与基于RNAi的功能性筛选 

上述技术仅能用于确定蛋白间是否具有相互作

用, 却不能确定蛋白相互作用的生物学意义. 近年来

发展的基于RNAi的基因沉默技术适用于在步入动物

细胞内研究某个蛋白的功能. 现在, 大规模 RNAi 库

已经建立起来, 使得人们可以沉默所有由人类基因编

码的蛋白. 如今, 沉默靶基因 RNA 技术联合生物信息

学分析已有效应用于包括 HIV, 黄病毒(flavivirueses)

和流感病毒等病毒感染中宿主蛋白因子功能的阐述

和分析. 从而使 RNAi 分析和蛋白相互作用分析能够

有机地结合[45]. Brass 等人[46]和 Konig 等人[47]为了筛

选 HIV 感染复制所需的宿主蛋白, 分别鉴定到 184

和 295 个蛋白, 其中 13 个蛋白相同. 通过整合 RNAi 

分析和蛋白相互作用分析数据, 建立了一个 HIV 宿

主相互作用网络, 包括 213 个已确认和 169 个预测的

节点蛋白, 2219 对宿主蛋白相互作用, 318 对宿主蛋

白与 HIV 蛋白相互作用. 这些研究利用 RNAi 技术确

认了 HIV 与宿主相互作用的病毒学表型, 同时也为

解释这些表型提供了线索.  

3  蛋白表达分析 

液相质谱和蛋白质序列数据库搜索的联用已成

功应用于总蛋白表达谱的研究, 主要技术包括: 双向

凝胶电泳(2-DE)和稳定同位素标记(图 2).  

3.1  2-DE 

目前, 因为操作简便和实用性广的特点, 基于 

2-DE 的蛋白分离技术和基于质谱的蛋白鉴定技术的

联合是应用最为广泛的研究全蛋白表达策略. 目前, 

这种策略已经应用于病毒学研究中, 包括 HBV, EBV, 

SARS-CoV, HCV 和 HIV-1. 2008 年, 为了研究 HBV

复制对宿主蛋白表达的影响, Tong 等人[48]应用 2-DE

和质谱联用策略比较和鉴定了在能分泌 HBV 颗粒的

HepG2.2.15 细胞系和其平行到 HepG2 细胞系中差异 

 

 

图 2  酵母菌双杂交系统和串联亲和纯化免疫沉淀法用于病毒蛋白质相互作用研究模式图 
(A) 酵母菌双杂交系统需构建两种质粒(包括一个与转录因子 BD 的 C 末端相融合的诱饵蛋白和一个与 AD 相融合的猎物蛋白), 然后将这两

种质粒转入相应的酵母菌体系中. 如果两种蛋白能够相互作用, BD 和 AD 就能够结合在一起形成具有功能的转录因子. 这种转录因子能够与报

道基因上游启动子中特定的激活序列结合, 并激活它们的转录. 通过对报道基因表达的检测, 蛋白质间的相互作用就能够被监测. 而对于串

联亲和纯化免疫沉淀, 靶细胞会表达一种融合标记, 它包括一个蛋白 A IgG 结合区域和一个被含有 TEV 蛋白酶特定识别的 spacer 间隔开的

CBP 标记; (B) 蛋白相互作用通过串联亲和纯化免疫沉淀步骤. AD: 激活域; BD: DNA 结合域; CBP: 钙调素结合肽; TAP: 串联亲和纯化;  

TEV: 烟草病毒 
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表达的蛋白质. 共鉴定到 62 个差异表达蛋白. 蛋白簇

和信号通路分析发现, 这些蛋白涉及视黄醇代谢、钙

离子结合、蛋白质降解等功能. 该研究为 HBV 和宿主

相互作用以及 HBV 向光的 HCC 发展提供了新观点. 

在另一项报道中, 2D-GE-MALDI-TOF-MS 被用来研

究 HBV 相关的肝癌临床标本. 共鉴定到 100 个蛋白, 

涉及 80 个不同的基因产物 . 其中增殖细胞抗原

(proliferating cell antigen)和微管去稳蛋白 1(stathmin 1)

的差异表达通过 Western blot 进一步得到确认. 在一

项关于 EBV 引起的宿主蛋白表达改变的研究中, 以

EBV 转化的 B 淋巴母细胞系(LCLs)为模型, 通过对比

永生化前后的蛋白表达差异, 研究细胞永生化过程中

的关键蛋白. 共鉴定到来自 32 个蛋白点的 20 个不同

蛋白, 包括上调的增殖细胞核抗原(proliferating cell 

nuclear antigen)、核苷二磷酸激酶 A(nucleoside dipho- 

sphate kinase-A)和泛素 C 末端水解酶(ubiquitin C-ter-     

minal hydrolase), 以及下调的泛素连接酶 N(ubiquitin 

ligase N)和微管去稳蛋白[49]. 在对 HIV 研究中, Coiras

等人[50]应用 2-D DIGE 和 MS 联用策略来研究 HIV-1 

tat 蛋白对 Jurkat T 细胞的影响. 有趣的是, 该研究鉴

定得到一系列结构蛋白, 如 actin, β-tubulin, annexin 

Ⅱ, gelsolin, cofilin 和 Rac/Rho-GDI complex, 这些蛋

白对于 HIV 病毒感染的 CD4+ T 细胞持续存活具有重

要意义, 而这也是 HIV 病毒在体内能够不断复制的

原因.  

3.2  SILAC 

新兴的差异蛋白学技术: 细胞培养稳定同位素

标记技术(stable isotope labeling with amino acids in 

cell culture, SILAC)在分析蛋白表达中显示出很高的

应用价值. 在 SILAC 技术中, 细胞通过在含有稳定

低丰度同位素标记的氨基酸(如 15N, 13C 和 2D)或含有

稳定高丰度同位素标记的氨基酸(如 14N, 12C 和 1H)的

培养基中生长, 同时进行标记. 蛋白的丰度通过来自

标记和未标记样本的离子峰的强度来计算, 经常用

于病毒感染宿主细胞后的蛋白表达分析[51]. Mannova

等人[52]应用 2-DE 和 SILAC 技术分析 HCV 对细胞脂

筏蛋白组的影响. 2-DE 鉴定得到 100 个蛋白 , 而

SILAC 技术则鉴定得到 1036 个蛋白, 其中主要涉及

囊泡运输、蛋白转运和信号传导. 通过 RNA 干扰

GTPases Cdc42 和 RhoA 的表达, 发现 HCV 复制水平

也随之上升; 相反, 降低 syntaxin 7 的表达则引起

HCV 复制水平的下降. 而在最近的研究中, Zhang 等

人[53]建立了表达 SARS-CoV 亚基因组复制子的细胞

系, 以筛选 SARS-CoV 复制的抑制因子. 他们利用

SILAC与质谱联用的策略比较SARS-CoV复制子细胞

与其平行的 BHK21 细胞的蛋白表达情况, 以筛选

SARS-CoV RNA 复制中的关键宿主蛋白. 在 1081 个

宿主蛋白中, 74 个蛋白出现明显的表达改变; 其中, 

对参与了细胞生存、应激、增殖、迁移和凋亡的多功

能分子 BCL2-associated athanogene 3(BAG3)做了进

一步研究. 结果显示, RNA 干扰沉默 BAG3 表达能显

著地抑制 SARS-CoV 的复制, 提示其在 SARS-CoV

复制中起关键作用.  

3.3  实验后标记法 

SILAC 技术依赖于在实验前对细胞进行标记, 

只能进行体外实验. 化学同位素标记方法能在细胞

裂解后(实验后标记)对蛋白质和肽段进行标记. 理论

上, 该方法能同时应用于体外和体内实验. 该技术将

蛋白质或肽段的 amine-NH2, thiol-SH 和-COOH 等活

性基团用同位素稳定标记后，对蛋白质样品等量混合

并进行分析. 在该技术中, 同位素编码的亲和标签技

术(isotope-coded affinity tag, ICAT)标记 thiol 基团, 

iTRAQ 技术能标记所有氨类基团, 而 18O 标记在酶解

过程中标记羧基[51]. 对于 ICAT, 尽管对于半胱氨酸肽

段的亲和纯化很大程度上降低了样品的复杂性, 但也

影响了对含有半胱氨酸和胰酶酶切位点肽段的鉴定和

定量. 有研究分别应用 ICAT, 2D-GE及多向液相色谱

联合质谱的策略鉴定被传染性造血组织坏死病毒感

染的大西洋鲑鱼(Salmo salar)中差异表达的蛋白[54]. 

主要的差异蛋白, 如自然杀伤细胞增强因子(natural 

killer cell enhancement factor, NKEF)、组织蛋白酶原

L(procathepsin L)、产超氧化物 NADPH 氧化酶(su- 

peroxide-producing NADPH oxidase)和干扰素诱导病

毒耐药蛋白 Mx(interferon-induced viral resistance 

protein Mx, IFI-Mx), 都与病毒感染过程相关. 2006

年, Go等人[55]应用 ICAT技术分析被 flock house virus

感染的果蝇. 共鉴定到 1500 个宿主蛋白, 包括 150

个上调蛋白及 66 个下调蛋白. 蛋白功能性分析显示, 

差异表达的蛋白涉及细胞增殖、凋亡和代谢信号传导

等. 近期, 有学者分别应用 2D-GE 和 ICAT 技术分析

在SARS-CoV感染的 vero E6细胞中差异表达的蛋白. 

2-DE 法鉴定出 63 个蛋白, 而使用 ICAT 方法共鉴定
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到 322 个蛋白, 其中 119 个上调, 48 个下调, 提示 

ICAT 在鉴定差异蛋白方面具有比传统 2-DE 更高的

灵敏度[56].  

另一个稳定同位素标记方法是 iTRAQ, 它能够

完成病毒感染细胞全蛋白提取物的实时定量. Li 等

人[19]利用 LC 系统和 MALDI-TOF MS/MS 联合对

WSSV 病毒做了进一步的蛋白质组学分析. 其中 7 个

蛋白具有乙酰化的 N 末端. RT-PCR 确定了 13 个新鉴

定到的病毒到蛋白的表达 . 有趣的是 , 他们利用

iTRAQ 技术区分包 WSSV 的膜蛋白与核衣壳蛋白. 

共计成功鉴定到 23 个包膜蛋白和 6 个核衣壳蛋白, 

提示 iTRAQ 是一种高效鉴定病毒蛋白亚细胞定位的

方法. 另一项研究利用 iTRAQ 技术比较了在石斑鱼

虹彩病毒(Singapore grouper iridovirus, SGIV)感染和

非感染条件下, 鲈鱼胚胎细胞系(GEC)的蛋白表达情

况. 共鉴定到 49 个病毒蛋白, 其中 11 个蛋白是首次

报道. 另外, 还鉴定到 743 个宿主蛋白, 这些蛋白可

归类到 218 个不同的蛋白分类中. 因此, 使用 iTRAQ

技术分析 SGIV感染的鲈鱼胚胎细胞系为从蛋白层面

上分析病毒宿主基因产物提供了新思路[57].  

在新兴的同位素标记技术中, 18O 标记技术使用

重水(D2O)作为标记, 因此最为昂贵. 但是, 该技术

的主要缺陷在于需要使用极高灵敏度的质谱来分析

肽段间较低质量的差异, 如 2~4 原子质量单位[58]. 在

最近的研究中, 使用该技术研究 HIV-1 感染的 CD4

淋巴细胞系 CEMx174 中的病毒宿主相互作用. 在

HIV 感染条件下的 CEMx174 蛋白质组学变化通过
18O/16O 标记和 AMT 进行比较. 18O/16O 比率通过高敏

的 FTICR-MS 质谱进行测定. 共鉴定到 3255 个不同

的宿主蛋白, 其中 343 个下调. 蛋白功能分析显示,  

差异蛋白的功能涉及核转运、泛素化、细胞周期及柠

檬酸循环. 研究人员通过 Western blotting 对 CASP3, 

DLD, KPNA3, KPNB1, RAN, TPR 和 UBE1 7 个蛋白

的表达进行了验证[59].  

综上, 尽管目前已报道的病毒宿主相互作用的

高通路分析(HCV, herpesviruses, West Nile virus)令人

鼓舞, 但更多病毒宿主相互作用的研究仅限于低通

量的分析. 已报道的数据仅能给人们一个非常有限

的视角来观察种类繁多且神秘莫测的病毒世界, 因

此仍然需要更多的研究和技术, 以加深人们对病毒

宿主相互作用的认识.  

4  总结与展望 

依托于质谱技术的蛋白质组学飞速发展，不仅促

进了病毒蛋白质组学研究的不断进步, 同时也加快了

对于病毒颗粒相关的宿主蛋白的鉴定. 酵母双杂交体

系、串联亲和纯化技术、体外 pull-down 技术以及名

义沉淀技术用于解析病毒和宿主间的蛋白相互作用. 

而 RNAi 筛选技术则用于初步研究蛋白相互作用的生

物学意义. 新兴的蛋白标记技术与传统的 2-DE 与质

谱联合的策略互补用于在病毒感染条件下宿主全蛋白

水平的改变. 目前, 大多数用蛋白质组学方法鉴定得

到的蛋白相互作用和蛋白差异表达, 仍需进一步验证. 

此外, 有上述蛋白质组学策略所获得的数据将会在今

后 20年急速增加, 这需要更加先进的生物信息学技术

对这些数据建模, 可视化和分析, 进而更加全面地了

解病毒感染过程. 总之, 蛋白质组学技术通过认识病

毒蛋白质结构及其与宿主之间相互的作用, 将为病毒

相关疾病诊断和治疗的发展产生深远影响.  
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