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对于相互作用蛋白的研究，有助于了解蛋白在细胞内如 

何发挥其生理功能。在人类基因组计划草图公布以后 ，基于 

蛋白质组学的蛋白谱研究逐渐得到重视，在此背景下，蛋白 

质相互作用的研究也逐步受到关注。对于蛋白质组学研究范 

围内所有 蛋 白质 的相 互作用 的研 究，被称作 “相互作用 

组”⋯。相互作用组学研究正在成为继基因组学，蛋 白质组 

学研究之后又一个通往生命奥秘道路上的里程碑。人类基因 

组包括有大约30 000个基因，通过一系列的基因剪接和翻译 

后修饰，理论上可以产生 10。种蛋白质。在这些蛋白质中， 

虽然有一小部分不需要与其他蛋白质相互作用就可以单独发 

挥其生理功能，但是绝大多数的蛋白质必须与其他蛋白质发 

生相互作用，形成一个复杂的相互作用网络，参与到无数个 

影响细胞结构和功能的生理过程 中，这些生理过程包括：细 

胞周期调控、细胞分化、蛋白质折叠、信号通路、转录、翻译 

和翻译后修饰以及物质运输等。因此，传统的孤立的研究蛋 

白质的结构和功能已经很难全面地揭示生命现象中生物功能 

的精确调控过程和影响生命变化的分子基础。 

在免疫系统里 ，因为各种免疫器官、免疫组织、免疫细 

胞都是散布在不同的空间，免疫分子的表达也具有时相性， 

细胞之间的接触不可能是持久的，所以在免疫系统的进化过 

程中，形成了很多由受体和配体等蛋白质相互作用所触发的 

信号通路，这些信号通路网络直接参与调控免疫反应的发生、 

发展和结束。 

近2O年来 ，通过将分子生物学、生物化学、免疫学以及 

生物信息学和蛋白质组学理论和研究成果的有机结合，发展 

出了许多有效地研究蛋白质相互作用的方法。我们拟从免疫 

学研究的角度，从近些年的经典免疫学文献着手，对免疫系 

统中蛋白质相互作用的研究方法进行综述，主要包括免疫共 

沉淀技术，pull—down技术，表达克隆，Far Western blot，酵母 

双杂交系统和蓝色温和胶技术。 
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1 免疫共沉淀技术 

免疫共沉淀技术是以抗体和抗原之间的专一性为基础的 

用于研究蛋白质相互作用的经典方法，是确定两种蛋白质在 

完整细胞内生理性相互作用的有效方法。其原理是：当细胞 

在非变性条件下被裂解时，完整细胞内存在的许多蛋白质一蛋 

白质问的相互作用被保留了下来。如果用蛋白质 x的特异抗 

体免疫沉淀 x，那么与 X在体内结合的蛋白质 Y也能沉淀下 

来，随后可以通过双向电泳以及生物质谱技术对 目的蛋白进 

行鉴定。这种方法常用于确认两种蛋白是否在体内结合，也 

可用于寻找新的相互作用蛋白。免疫共沉淀技术的优点为： 

(1)相互作用的蛋白质都是经翻译后修饰的，处于天然状态， 

可以分离得到天然状态的相互作用蛋 白复合物；(2)蛋白的 

相互作用是在自然状态下进行的，可以避免人为的影响。缺 

点为：(1)可能检测不到低亲和力或者瞬间的蛋白质一蛋白质 

相互作用；(2)两种蛋白质的结合可能不是直接结合 ，而可能 

有第三者在中间起桥梁作用 ；(3)必须在实验前预测 目的蛋 

白，以选择最后检测的抗体，所以，若预测不正确 ，实验就得 

不到结果。 

Hudoff等 使用免疫共沉淀技术，并结合亲和层析和双 

向电泳的方法 ，鉴定 出了 CD28家族的一个新成员 ICOS， 

ICOS是T细胞活化的一个共刺激分子；Ge~tenbeek等 通过 

免疫共沉淀技术 ，鉴定 出了 DC—SIGN(DC．specific ICAM一3 

grabbing nonintegrin)分子，它能够与 ICAM-3结合促进免疫突 

触的形成，还可以与包括 HIV一1在 内的多种病毒和细菌等微 

生物结合，是近些年研究比较热门的一种 C型凝集素；另外 

这个实验室还是通过免疫共沉淀技术筛选到了 MGL在 T细 

胞表面的受体 CD45l4j，MGL通过改变 CD45的活性，来改变 

T细胞的功能，从而实现对 T细胞免疫反应的负调节。Zhu 

等 运用免疫共沉淀技术鉴定出 galectin-9作为 Tim一3的配 

体，与Tim．3相互作用，诱导Thl细胞死亡，从而负调节TH1 

细胞免疫反应；Chen等 利用免疫共沉淀技术和生物质谱技 

术筛选到能够与 CD24发生相互作用的 Siglec一10，并进而发现 

Siglec-10与 CD24的相互作用能够选择性抑制由损伤引起的 

免疫反应(damage—induced immune responses)，从而使得机体 

能够 区分 DAMPs(damage—associated molecular patterns)和 

PAMPs(pathogen—associated molecular patterns)。 

2 Pull-down技术 

Pul1．down技术是研究细胞内蛋白质与蛋白质之间相互作 

用的一个非常重要的工具，能够在体外判定两个或者多个蛋 

白质之间的物理相互作用，既可以被用来确证之前通过其他 

办法得到的相互作用蛋白(例如酵母双杂交系统和免疫共沉 
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淀技术等等)，也可以被用作筛选一些未知的相互作用蛋白。 

Pull—down技术的基本操作流程是先制备 GST融合蛋白， 

然后将其亲和固化在谷胱甘肽亲和树脂上，作为与目的蛋白 

亲和的支持物，目的蛋白溶液过柱，可从中捕获与之相互作 

用的“捕获蛋白”(目的蛋白)，洗脱结合物后通过 SDS—PAGE 

或者生物质谱分析，从而证实两种蛋白问的相互作用或筛选 

相应的目的蛋 白。 

Yoneyama等 为了验证 RIG—I与dsRNA直接的相互作 

用，设计完成了 poly(I：C)一agarose pull—down实验，检测到了 

poly(I：C)与 RIG—I的相互作用，以此说明 RIG—I在病毒复制 

过程中能够起到监测和清除病毒基因组的功能；Brint等 使 

用 GST—pul1．down技术，确定了在IL一1和TLR4信号通路中， 

ST2的抑制效应是通过与 MyD88和 Mal相互作用来实现的， 

以此来维持对内毒素的免疫耐受。 

3 表达克隆 

表达克隆的基本原理是，根据生物信息学分析或者相关 

文献报道，使用表达载体构建一个克隆文库，每一个克隆表 

达一种蛋白，然后在这个克隆文库里筛选感兴趣的蛋白，例 

如相互作用蛋白的筛选 ，抗生素抗性的筛选等等。 

表达克隆的目的是产生大量 的特异的蛋白，因此在构建 

原核表达载体时，应该考虑核糖体结合位点，用以提高目的 

基因的表达量 ；在构建真核表达载体时，则应该考虑一些影 

响目的蛋 白翻译后修饰的特异序列。 

表达克隆在免疫学研究 中应用 比较广泛，常被用于鉴定 

未知的配体或者受体。Zhong等 从人脾脏 cDNA文库中大 

约2 X105个克隆里，筛选到了7个能够活化 IRF3的克隆， 

进一步的序列分析表明在这 7个克隆包括一种之前未见报道 

的蛋 白，并将其命名为 MITA(Mediator of IRF3 Activation)。 

MITA能够调节病毒感染引起的 IRF3活化和 I型干扰素的产 

生，从而在固有抗病毒免疫反应中发挥重要作用；Sedy等 0_ 

将淋巴细胞cDNA文库转化到BJAB和NIH 333细胞系，筛选 

到了能够与 BTLA发生相互作用的蛋白 HVEM，HVEM引起 

BTLA的磷酸化，抑制 T细胞的增殖；cai等 使用 B细胞 

cDNA文库克隆出了 CD160的配体 HVEM，CD160与 HVEM 

发生相互作用，抑制 CD4 T细胞的活化。 

4 酵母双杂交系统 

酵母双杂交系统的基础是真核细胞转录激活因子的结构 

和活性特点。真核转录激活因子的结构都基本相似，由一个 

DNA结合结构域和一个转录激活结构域组成，其中酵母蛋 白 

GAL4就是一个典型的转录激活因子，它由881个氨基酸组 

成，N端1—147位氨基酸含细胞核定位序列和酵母启动子上 

游激活序列的结合结构域，C端 768-881位氨基酸含转录激 

活结构域，可激活转录。这两个结构域相互独立但功能上又 

互相依赖，他们之间只有通过某种方式结合一起才具有完整 

的转录激活因子的活性。根据 GAL4的这一特点，研究者需 

要分别构建包含有结合结构域和激活结构域的酵母融合蛋白 

表达质粒，将已知蛋白与激活结构域融合，将酵母的基因组 
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DNA片段所编码的蛋白与结合结构域融合。当已知蛋白与基 

因组DNA编码的蛋白之间有相互作用时，就会导致一个含有 

GAL4结合位点的报告基因的表达。 

虽然酵母双杂交技术在研究蛋白质相互作用中应用广 

泛，但是酵母双杂交技术也有其缺点：(1)对相互作用蛋白在 

细胞内的定位要求严格，传统的酵母双杂交技术不能检测定 

位于胞质内、细胞膜和通过分泌泡分泌到细胞外的蛋白，但 

是近来通过对传统酵母双杂交技术的改进，已经实现了对膜 

蛋白和胞质内蛋白的检测；(2)由于某些蛋 白质本身具有转 

录激活功能，从而产生假阳性结果；(3)只能检测两个蛋白之 

间的相互作用。 

Zhong等 通过酵母双杂交的方法筛选与MITA相互作 

用的蛋白，发现了定位于线粒体的 E3泛素连接酶 RNF5。进 

一 步实验表明，病毒感染细胞后，RNF5在线粒体外膜上泛素 

化修饰MITA并引起该蛋白降解，从而抑制了病毒感染诱导 

的 I型干扰素表达以及细胞抗病毒天然免疫反应；Yu等 

使用酵母双杂交技术筛选到能够与抑制型 NK细胞受体 

KLR2DL1相互作用的p—arrestin 2，B—arrestin 2和KLR2DL1的 

结合招募 SHP一1和SHP一2并触发下游的抑制性信号通路，从 

而降低 NK细胞的毒性作用 ，揭示了NK细胞毒性作用的一个 

调控机制。 

5 Far W estern blot 

在 Far western blot(Far WB)技术中，含有 目的蛋白的细 

胞裂解液先被 SDS—PAGE或者 native PAGE分离 ，然后转到硝 

酸纤维素膜(PVDF)。膜上的蛋 白在经历变性和复性之后， 

将膜封闭，接着使用纯化的诱饵蛋白作为探针与膜孵育。如 

果诱饵蛋白与目的蛋白有相互作用 ，那么膜上目的蛋 白存在 

的位置也应该能够检测到诱饵蛋白的存在。 

Far WB的主要优点在于：(1)它允许目的蛋白内源性表 

达在细胞里，而不需要纯化 ；(2)它能够很好的判定两个蛋白 

之间是否存在直接的相互作用。Far WB的主要缺点是它至 

少需要一种一定量的纯化蛋白，并且存在不可避免的非特异 

结合。Far WB主要应用于：(1)鉴定与已知蛋白发生相互作 

用的蛋白；(2)鉴定两个蛋 白之间是否存在一对一的直接相 

互作用，通常是用其他方法筛选后的结果。Far WB还能用于 

研究翻译后修饰对于蛋白之间相互作用的影响，确定发生相 

互作用的结构域。 

Machida等 介绍了一种快速并且简单的Far WB方法， 

使用GST标记的SH2结构域作为探针，检测在细胞信号传导 

磷酸化过程中与 SH2结构域相互作用的蛋白分子。 

6 蓝色温和胶技术 

蓝色温和胶技术(BN—PAGE)最早被引入用于分析线粒体 

膜蛋白和蛋白复合体的技术，现在则常被用来分离和鉴定膜 

蛋白复合物。蓝色温和胶技术体系中各种试剂和溶液均非常 

温和 ，溶液中的蛋白始终保持非变性状态。由于考马斯亮蓝 

G-250的疏水性，使得其能够与体系中的膜蛋白结合，为蛋白 

质提供过量的负电荷 ，因此蛋白质能够根据形状大小 ，而不 



832 ISSN1007—8738细胞与分子免疫学杂志(Chin J Cell Mol Immuno1)2010．26f8 

是根据荷质比泳动，蛋白复合体被分离而在胶上以复合体条 

带呈现。在泳动过程中，蛋白质都带上了负电荷，蛋白质之 

间互相排斥，所以不容易聚集在一起。随后可将蛋白复合体 

条带中的蛋白变性处理后，将蛋 白组分利用 SDS．PAGE分离 

出来 ，进行下一步研究。 

Liu等 通过蓝色温和胶技术对肝癌细胞 HepG2和整合 

有 HBV全基因组的HepG2．2．15细胞同时进行分析，发现了 

特异存在于HepG2．2．15细胞中的蛋白质复合体。通过对这 

一 特异蛋白质复合体进行成分鉴定和进一步的功能验证，筛 

选到新的潜在靶标蛋白，这些潜在的靶标蛋白可能在 HBV复 

制和分泌过程中发挥一定的功能；Swamy等“ 使用蓝色温和 

胶技术对含有 SLP家族(SH2 domain containing leukocyte pro— 

rein)蛋白的数 目、大小形状和相对丰度进行了高通量研究， 

以此来揭示 SLP蛋白在淋巴细胞活化过程中的作用。 

7 结语 

蛋白质之间相互作用的研究对于阐明蛋 白质在细胞 内的 

功能至关重要。虽然鉴定相互作用蛋白的研究方法很多，但 

是各种技术方法都有它自身的局限性，所以为了寻找到一种 

恰当的实验方法，必须仔细分析实验目的和实验室客观条件， 

结合众多技术方法各自的优缺点进行综合考虑。由于蛋 白质 

相互作用的研究很容易出现假阳性和假阴性的结果，所以同 

时选择两种以上的研究方法进行结果的验证是十分必要的。 

另外，在研究蛋白质相互作用过程中，目的蛋白相互作用的 

性质(强相互作用，弱相互作用，暂时性相互作用)以及内源 

表达量高低的判定也相当关键。 

在目前众多相互作用蛋白的研究方法当中，依然有很多 

方面需要改进，这其中包括：(1)如何最大限度的反映出生理 

条件下重要蛋白质之间的相互作用；(2)如何最大限度去除 

非特异的相互作用；(3)蛋白质的提取，特别是膜蛋白的提 

取。因为免疫系统中重要蛋白质之间的相互作用常常涉及到 

膜蛋白之间的相互作用。 
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