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相符。Brundel等研究显示，在人心房组织中IKATP下调与 Kir6．2 

的改变有关，因而 Kit6．2 mRNA水平的改变可能是房颤患者心 

房肌 IKAre改变的分子基础。心肌细胞可能通过减少 Kir6．2基 

因的表达，以阻止电重构和 ADP及 AERP缩短，这实际上是心 

肌细胞对快频率心房收缩的一种适应性反应。Gao F的研究结 

果显示，PAF组 Kir6．2的 mRNA表达较 SR组显著升高，可能是 

房颤时心房肌缺血 ，ATP}肖耗增加，细胞内ADP产生增多，可激 

活 Kir6．2通道，使外向钾电流短期内增加，导致 ADP和 AERP 

缩短，从而参与电重构的形成。 

心房电重构的发生与心房肌钾离子通道5种亚型的电流的 

变化 、通道蛋白合成、通道 mRAN表达的改变密切相关 ，因此，研 

究钾离子通道与心房电重构的关 系有利于明确房颤的发 生 

机制。 
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【摘要】 通过研究蛋白质一蛋白质的相互作用，能够更好地注释蛋白质功能，解码生命现象。蛋白质相互作用研究方法的快速 

发展与不断完善为蛋白质间相互作用的研究奠定了坚实基础。本文对"-3前研究蛋 白质相互作用的主要技术方法，包括酵母双杂交 

技术，GST pull—down技术，免疫共沉淀技术、串联亲和纯化技术等多种研究方法进行综述。 
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[Abstract] Protein functi。n can be identified and sone phenomena of life can be elucidated by the study of protein—protein interac— 

tion·The techniques on protein—protein interactions have been developped and improved
． The subject of this paper is to review the classIcaL 

and especially recent methods of study protein—protein interactions such as Yeast Two—Hybrid System
，GST pull—down，CO—immunoprecipi— 

tation，tandem affinity purification． 
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随着生命科学研究的快速进展，人们发现基因组的序列信 

息并不能够完整解释各种生命过程及现象，而蛋白质作为细胞 

活性及功能的主要参与者，在生命过程 中具有不可替代作用。 

随着蛋白质研究的逐步深入，人们对蛋白质与蛋白质相互作用 

(protein—protein interaction，PPI)的研究也越来越引起广泛兴 

趣。蛋白质作为参与生命活动的主要物质，在生命个体生长繁 

殖、细胞凋亡与坏死及新陈代谢等生命过程中，均发现蛋白质相 

互作用起到了重要作用。因此，研究蛋白质相互作用具有重要 

的生物学意义。有助于从系统角度全面理解各种生物学过程， 

有助于探索疾病的发生发展，预测和评价相应疾病的治疗技术 ， 

同时还有助于寻找新 的药物靶标，为新药研发开展新的通路。 

迄今已发展了包括酵母双杂交系统，GST pull—down技术，免疫 

共沉淀技术、串联亲和纯化联合质谱分析等多种研究方法，为蛋 

白质相互作用的研究提供了有效的技术工具 ．2 J。 

1 酵母双杂交技术(yeast two—hybrid system) 

1989年，Fields 根据转录激活因子 GAL4的特性建立了酵 

母双杂交技术 ，用于研究蛋白质 一蛋 白相质的相互作用。转录 

激活因子 GAL4的 N端是 DNA结合域 (DNA binding domain， 

DNA—BD)，可以与 DNA分子的上游激活序列结合；C端是转录 

激活域(activation domain，AD)，用于激活下游基因的转录。当 

DBD与 AD结构域在细胞内充分接近时，呈现 GAL4转录因子 

活性启动下游基因的转录过程 ，而两个结构域单独分别作用不 

能够激活完整转录反应。在酵母细胞内将诱饵蛋白与猎物蛋白 

的核酸序列分别同 DNA—BD和 AD的核酸序列融合表达，如果 

目的蛋白在细胞内存在相互作用 ，则转录激活因子 GAIA启动 

报告基因的转录表达，通过被调控表达的半乳糖苷酶的活性检 

测目的蛋白相互作用关系。 

酵母双杂交系统在蛋白质 一蛋白质相互作用研究方面，具 

有非常高的灵敏度，特别是在用于研究蛋白质间微弱的、瞬时的 

相互作用时都能够通过报告基因的表达产物敏锐地进行捕获。 

Reddi等 利用酵母双杂交技术研究肝炎 B病毒反式作用因子 

HBx蛋白，结果表明HBx蛋白可以通过其 c末端区域产生 自我 

偶联作用。Shi Y等 2009年利用酵母双杂交系统从分子水平 

研究了酪蛋白激酶 2(CK2)与有丝分裂原和应激活化型蛋 白激 

酶(MSK1)的相互作用关系。发现 MSK1蛋白既与 CK2 调节 

亚基相互作用，也与 CK2 0【催化亚基相互作用；而 CK2 OL催化 

亚基只与 MSK1蛋白C端激酶区相互作用。 

人们在利用酵母双杂交技术进行蛋白质相互作用研究中， 

也同时发现酵母双杂交技术存在不足。一是要求发生相互作用 

蛋白在细胞内的定位较严格，对于存在于胞浆内、细胞膜和通过 

分泌泡分泌到细胞外的蛋白，酵母双杂交均不能检测；二是融合 

表达蛋白存在着影响 目的蛋白折叠和修饰不确定性，特别是在 

研究异源蛋白相互作用时，融合表达蛋 白如果不能正确折叠和 
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修饰，则影响蛋白的活性 ，干扰蛋白质相互作用。 

2 GST pull—down技术 

GST pull—down技术是通过以亲和标签与 目的基因进行融 

合表达作诱饵蛋白，从细胞或组织抽提液中钓出与诱饵蛋白相 

互作用的猎物蛋白。GST融合蛋白pull—down技术在蛋白质相 

互作用研究中主要用于两个方面：一是用于鉴定能与已知融合 

蛋白质相互作用的未知蛋 白质；二是用于鉴定两个已知蛋白质 

之间是否存在相互作用。除 GST融合标签外，人们还开发其他 

许多蛋白标签，如与蛋白 A融合的诱饵蛋白用 固定有 IgG的亲 

和柱进行纯化；与寡聚组氨酸融合的诱饵蛋白用结合金属镍离 

子的色 谱 柱进 行 纯化。Huang等 利用 融合 表 达 GST— 

pl6INK4a蛋白，结合 GST pull—down技术，发现了与 pl6INK4a 

相互作用的新蛋 白质 一ISOC2蛋 白。NPXY(Asn—Pro—X— 

Tyr)序列是蛋 白质受体 内构化基本信号。2009年 Guttman M 

等 利用 pull—down技术研究低密度脂蛋白受体相关蛋白 1 

(LRP1)胞质区 NPXY(Asn—Pro—X—Tyr)序列与阿尔茨海默 

病患者脑部蛋 白相互作用，发现 NPXY(4507)序列与蛋 白质相 

互作用位于磷酸化与非磷酸化酪氨酸位点 ，且结合蛋白质种类 

多，而 NPXY(4473)序列只与少量蛋白质磷酸化的酪氨酸位点 

结合。Ku70蛋 白具有修补双链 DNA断裂和端粒调节功能， 

Hong JP等 利用 pull—down在体外证明 Ku70蛋白与 Ku80蛋 

白具有相互作用，并进一步证明 Ku70蛋白在稻类植物保持染色 

体稳定性与正常生长发育方面是必需的。 

GST pull—down技术具有融合标签蛋白的多样性、可选择 

表达体系的多样性(如细菌、酵母、哺乳动物等)及高通量、高选 

择性的特点，使 pull—down 技术能够研究复杂体系中的蛋白质 

相互作用。但该方法的成功应用需要获得足量的且能够保持蛋 

白质活性的重组融合蛋白，而且避免内源性诱饵蛋白的干扰。 

3 免疫共沉淀技术(CO—immunoprecipitation) 

免疫共沉淀(CO—immunoPrecipjtation)是确定蛋 白质在完整 

细胞内生理性相互作用的有效技术，是利用抗原抗体的特异性 

结合特点来鉴定蛋 白质相互作用的方法。在非变性温和条件下 

裂解细胞，可保持细胞内蛋白质问的相互作用，再加入诱饵蛋白 

抗体产生免疫沉淀反应，则与诱饵蛋白稳定结合的猎物蛋白也 

共同沉淀下来，再通过电泳分离、质谱鉴定具有相互作用的猎物 

蛋白。Operana等 利用免疫共沉淀技术研究 UGT1A蛋白之间 

的相互作用，发现 UGT1A家族蛋白在膜上可形成寡聚体 ，推测 

寡聚体可能影响蛋白质功能与底物选择性。Walker等 利用 

免疫共沉淀技术研究发现死亡蛋白和 p53蛋白在白血病的血细 

胞的细胞质中具有相互作用，而在正常血细胞中则没有。 

免疫共沉淀研究的是存在于正常生理条件下蛋白质间的相 

互作用，可以排除蛋白质过量表达所引起的假阳性 ，是确定蛋白 

质在完整细胞内生理性相互作用的有效方法。但该方法也存在 
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几个缺点，一是制备抗体过程比较繁杂，二是免疫共沉淀的灵敏 

度不高，受到细胞内诱饵蛋白质浓度限制，只有较高浓度诱饵蛋 

白质才能与抗体结合形成沉淀。三是在验证蛋白质相互作用过 

程中需要进行一系列的清洗操作，因此该方法不能检测到细胞 

中的低亲和与瞬间的相互作用 ，仅适用于在细胞裂解液中保持 

完整生理复合体的蛋白质。 

4 串联亲和纯化技术(tandem affinity purification，TAP J 

1999年 Rigaut等 提出了一种新的分离蛋 白质复合体 的 

方法 一串联亲和纯化技术。该方法利用基因技术在融合蛋白一 

端加入 TAP标签，即钙调蛋白结合肽(calmodulin—binding pep— 

tide，CBP)和蛋 白 A的 IgG结合域 ，用烟草蚀纹病毒 (tobacco 

etch virus，rItEV)蛋白酶切位点将二者连在一起。将 目的蛋白与 

TAP标签 CBP端相连，转染入细胞内融合表达。在非变性温和 

条件下裂解完整细胞，保持在生理条件下 目的蛋 白与内源相互 

作用蛋白质复合体稳定。用 IgG为配基的亲和柱分离纯化，初 

步洗脱杂蛋白后，用含有 TEV蛋白酶的洗脱夜将蛋白质复合体 

切割洗脱下来，获得含有 CBP的 目的蛋 白复合体 ；再与偶联钙 

调素的亲和柱结合，充分洗脱纯化得到复合体，经过凝胶电泳、 

质谱分析鉴定相互作用蛋白质。TAP技术具有融合蛋 白亲和层 

析和免疫共沉淀两种技术的优点 ：细胞内融合表达蛋白质复合 

体避免了非自然条件下的蛋白质相互作用 ，两次特异性亲和层 

析去除了杂蛋白的干扰，提高了研究结果的真实性。而且操作 

过程中洗脱纯化及酶切条件温和 ，很好地维持了蛋 白质复合体 

的结构 ，有利于研究蛋白质相互作用的关系。 

TAP技术操作方便 、结果真实等优点使其在蛋白质相互作 

用研究中应用获得极快发展。Rohila等 利用 TAP技术研究 

水稻蛋白激酶的相互作用蛋白，结果表明56％的具有 TAP标签 

的蛋白激酶发生了蛋白质相互作用，证明了 TAP技术在水稻植 

物中研究蛋白的相互作用是有效的。酪氨酸磷酸酶非受体型底 

物 1(Tyrosine phosphatase non—receptor type substrate一1． 

SHPS一1)是一个跨膜蛋 白，在细胞迁移与增殖 中具有重要作 

用。SHPS一1蛋 白质磷酸化受到胰岛素样生长因子(insulin— 

like growth factor—I，IGF—I)调节。Shen X等” 利用 TAP技术 

研究发现一些与磷酸化的 SHPS一1蛋白质相互作用新蛋 白质， 

包括热激蛋 白、蛋白激酶、磷酸酯酶和一些调节转录与翻译蛋白 

质。其中大多数蛋白质在胰岛素样生长因子(IGF—I)调节下表 

达量上调，少量蛋白质表达量下调。 

5 展望 

随着蛋白质相互作用研究技术发展，用于蛋 白质 一蛋白质 

相互作用研究的方法越来越多。总的来说，选择一种合适的蛋 

白质相互作用研究方法主要从下面几个方面考虑：(1)研究方 

法具有特异性 ，可以鉴定特异的相互作用蛋白质；(2)尽量避免 

假阳性和假阴性的结果；(3)尽量地研究蛋 白质在生理状态下 

的相互作用。随着计算机技术的发展 ，许多研究者通过计算机 

模拟蛋白质相互作用网络 ，发现了更多有相互作用的蛋白质 ，但 

这仍然需要利用以上提到的实验方法进行充分验证。相信在今 

后很长一段时问内，各种方法技术并存，相互问交叉互补，将成 

为蛋白质相互作用研究的主要特点。 
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