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  随着基因组学的发展, 对生命的研究逐渐由获取基因

的序列信息过渡到揭示基因编码蛋白质的功能。蛋白质是

生命活动的执行者, 它通过自身或与核酸之间的相互作用 ,

参与细胞的信号传导、增殖、分化、代谢调节及免疫等多种生

命过程。了解蛋白质的相互作用, 对更深入地研究各种复杂

的生命现象, 揭示生命的奥秘 , 有着重要的意义。

迄今为止, 人们建立了多种方法研究蛋白质的相互作

用。有经典的酵母双杂交( Y2H) 和噬菌体展示; 近来发展的

免疫共沉淀( Co-IP) 、串联亲和纯化( TAP) 和荧光共振能量转

移( FRET) ; 此外 , 还有表面等离子共振、原子力显微技术等生

物物理学方法。这些方法为蛋白质相互作用的研究提供了

丰富的检测手段 , 但多是一些体外试验方法,Y2H 只能研究

核蛋白,FRET 也因灵敏度低而受到限制。由于人们越来越

希望了解细胞内实时发生的蛋白质复合体组装、定位、迁移、

降解等动态过程, 一种新的方法———蛋白片段互补( PCA) 便

应运而生。PCA 不仅能检测蛋白质相互作用, 还能进行体内

蛋白质相互作用的动态追踪。笔者介绍了这一方法的原理、

目前应用于此的报告蛋白, 并在此基础上阐述了该方法的应

用价值。

1  PCA 原理

试验证明 , 许多蛋白如果分割成2 个片段后, 单个片段

都没有活性 , 蛋白质的功能丧失, 但当这2 个片段充分靠近

时, 蛋白质功能可以恢复。PCA 就是基于此将一个功能蛋白

报告蛋白合理地分割成N 端和C 端2 个片段, 分别与目标蛋

白连接。如果2 个目标蛋白相互作用, 则报告蛋白片段互相

靠近和重新折叠, 功能得到恢复[ 1 - 2] 。图1 以荧光蛋白为例

示意了这一原理。

2  报告蛋白的选择

报告蛋白的功能是否得到重组是判断蛋白质相互作用

的标准 , 因此, 报告蛋白的选择和分割是PCA 技术的关键, 否

则极易产生假阳性结果。报告蛋白的选择应严格遵循一个

原则, 即其折叠必须完全依赖于目标蛋白之间的交互作用。

1994 年 ,Johnsson 最先利用泛素( Ubiquitin) 作为报告蛋白检测

体内的蛋白质相互作用[ 3] , 后来 , 人们依照这个原则发展了

多种报告蛋白系统, 主要是一些高灵敏和容易检测的酶和荧

光蛋白等( 表1) 。

注 :1 表示待检测蛋白 A 和 B 分别与荧光蛋白2 个片段融合 ;2 表

示蛋白质 A 和 B 的相互作用使荧光蛋白2 个片段相互靠近 ;3

表示荧光蛋白重新组合成完整的 GFP 分子 , 并发出荧光。

Note :1 represents the fusion of detecting protein A and B and 2 fragments

of fluorescent protein ; 2 represents the mutual approach of 2 fluores-

cent protein fragments caused by the i nteraction of protein A and B ;

3 represents the recombined GFP molecular by fluorescent protein

and its emissive fluorescence .

图1 荧光蛋白片段互补原理示意

Fig .1 Complementarity principleof fluorescent proteinfragments

表1 几种报告蛋白及其检测方法和应用

Table 1 Several kinds of reporter proteins andtheir detection methods and

applications

报告蛋白

Reporter protein

检测手段

Detecting means

应用

Application
二氢叶酸还原酶 Dihydrofo-

late reductase
荧 光; 补 充 dhfr
敲除

鉴定、定位、定量[4 - 5]

β- 半乳糖苷酶 β-galactosi-
dase

吸光度 鉴定、定量[ 6]

β- 内酰胺酶β-lactamase 荧光 ;吸光度 鉴定、定量[ 7]

荧光素酶Luciferase 生物发光 鉴定[8]

荧光蛋白Fluorescent protein 荧光 鉴定、定位、定量[9 - 14]

2 .1  二氢叶酸还原酶( PHFR)  DHFR 催化二氢叶酸还原

成四氢叶酸 , 是核酸合成中一种重要的酶, 缺失会造成细胞
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生长障碍。Remy 阐述了 DHFR 报告蛋白的 2 种检 测方

法[ 4 - 5] 。一种是存活试验:DHFR 敲除的细胞用2 种融合蛋

白质粒共转染, 并用缺少核苷的培养基筛选, 只有目标蛋白

存在相互作用, 细胞才能够生长。这种方法只能检测目标蛋

白是否有作用, 无法得知作用部位、动态过程。另一种是荧

光检测方法:DHFR 片段分别与目标蛋白融合共转染细胞, 再

用荧光标记的底物氨甲蝶呤处理细胞。由于氨甲蝶呤只能

与完整的DHFR 结合, 清洗掉未结合的氨甲蝶呤之后检测细

胞的荧光, 就知道目标蛋白是否相互作用, 并且能显示作用

部位以及动态过程。但是, 抗肿瘤药物氨甲蝶呤破坏细胞正

常的生理功能, 在一定程度上使蛋白质结合受到影响。

2 .2 β- 半乳糖苷酶  大肠杆菌中的β- 半乳糖苷酶可以分割

为△ω和△α2 个片段, 分别与2 个相互作用的蛋白融合表达

时, 能诱导2 个片段发生互补使半乳糖苷酶活性得到重组。

β- 半乳糖苷酶互补适用于哺乳动物细胞, 而且酶联反应能将

信号放大, 灵敏度高, 可以通过生化、荧光及化学发光的检测

进行定量。但是这种方法不能进行体内实时检测, 要裂解细

胞体外检测酶活性, 并且需要优化酶反应时间和底物数量 ,

避免因酶底物反应时间太长产生的假阳性结果。

2 .3 绿荧光蛋白( GFP)  GFP 是多管水母中的一种蛋白

质, 被蓝紫光激发发出肉眼可见的绿色荧光。由于在各种细

胞中都能表达, 对细胞无毒害且不影响细胞正常功能, 并且

不需要底物和足够灵敏的信号强度 ,GFP 广泛用于各种细胞

的基因表达检测和蛋白质定位分析。2000 年,Ghosh 把 GFP

分成2 段分别与亮氨酸拉链序列连接, 在体外和体内都观察

到了亮氨酸拉链诱导的荧光蛋白重新组装[ 9] , 论证了荧光蛋

白作为报告蛋白的可行性。此后, 开始用荧光蛋白作为PCA

报告蛋白检测、定位和追踪蛋白质相互作用, 也称为双分子

荧光互补( Bi molecular Fluorescence Complementation ,BIFC) 。

3  PCA 的应用

3 .1 检测和追踪蛋白相互作用 2002 年,Hu 首次用 BIFC 研

究bZIP 和 Rel 转录因子家族的相互作用[ 10] , 并在此基础上

发展了多色荧光互补, 不仅能同时观察细胞内的多蛋白复合

物的相互作用, 还能反映蛋白质相互作用之间的强弱关系。

用BIFC 研究哺乳动物bFos 、bJun 和bATF2 转录因子二聚体 ,

发现正常细胞倾向于形成bFos-bJun 异二聚体, 胁迫条件下

则更多地形成 Jun- ATF2 二聚体, 这 印证了以 往的研究 :

Jun- ATF2在细胞胁迫条件下能调节一系列基因的表达[ 11] 。

一般认为,ATF2 和c-Jun 都定位于细胞核内, 受胞外环境信

号刺激时被蛋白激酶磷酸化 , 形成c-Jun- ATF2 二聚体激活多

种靶基因, 包括c-Jun 自身的表达。BIFC 研究发现,ATF2 含

有一个出核信号肽和2 个核内定位信号 , 使它能在核内和胞

质之间转移。与c- Jun 形成二聚体阻止了 ATF2 从核内到胞

质的转移 , 这对c-Jun 启动子的激活是必须的。同时, 在维甲

酸诱导的细胞分化和紫外线诱导的细胞凋亡过程中, 均观察

到c-Jun 依赖的ATF2 细胞核内定位, 说明c-Jun/ ATF2 通过胞

内定位的动态改变和转录激活来相互调节[ 12] 。

鸟苷酸结合调节蛋白( Guanine Nucleotide Binding Regula-

tory Protein ,G 蛋白) 是细胞信号转导途径中一个重要的分子 ,

由α、β和γ亚基组成。Hynes 等利用BIFC 方法研究G 蛋白亚

细胞定位在信号传导中的作用。研究发现,β1γ、β2γ复合体存

在于质膜 ,β5γ复合体存在于细胞质或内膜系统, 暗示β亚基

的不同亚型决定了βγ复合物在细胞中的定位[ 13] 。此外, 研

究证明, 在信号转导过程中,βγ复合物不同的组合方式能调

节G 蛋白对信号分子识别的特异性。Stacy 用多色荧光互补

技术比较了人胚肾细胞中γ亚基不同亚型与β1 亚基的作用

强度, 发现γ12 最强,γ1 最弱; 还说明不同的细胞中, 起主导作

用的复合体形式不一样, 决定了信号转导的特异性[ 14] 。

PCA 能捕捉瞬时、低亲和性的蛋白质相互作用。细胞的

分泌途径中, 膜蛋白许多瞬时的蛋白质相互作用参与了蛋白

质折叠、修饰、转运和分选过程。Nyfeler 用 BIFC 检验细胞分

泌过程中的蛋白质相互作用 , 发现 ERGIC-53 能与 MCFD2 相

互作用 , 也能通过lectin 结构域与组织蛋白酶Z 相互作用, 如

果把lectin 结构域选择性突变 , 就会大大降低它与组织蛋白

酶Z 的相互作用 , 暗示lectin 糖链介导了 ERGIC-53 和组织蛋

白酶Z 的相互作用[ 15] 。此外 ,PCA 还可以用于细胞内 RNA

的定位和定量研究。目前, 对基因表达动态的研究多局限于

检测报告基因的翻译, 少部分是直接检测 mRNA 的动态改

变: 在mRNA 中整合多拷贝 MS2 衣壳蛋白结合序列, 并表达

与荧光蛋白相连的 MS2 衣壳蛋白,mRNA 与衣壳蛋白、荧光

蛋白形成大的多聚蛋白复合体。但是, 未结合的荧光蛋白产

生的高背景降低了试验的灵敏度。Maria 发展了PCA 方法在

细菌中对RNA 的检测和定位[ 16] : 真核起始因子eIF4A 有2 个

球形结构域片段, 能与特异的 RNA 适配子结合。将 GFP 分

成2 段 , 分别通过linker 与eIF4A 的2 个片段融合, 在细胞中

共表达后,RNA 与eIF4A 结合, 促使荧光蛋白片段互相靠近 ,

重组发出荧光。用这个系统对细胞中的RNA 进行追踪和定

位, 同时, 产生的重组荧光蛋白的分子数与细胞中 RNA 的分

子数相关, 据此可以对细胞中的RNA 进行定量研究。

3 .2  cDNA 文库筛选和基因功能鉴定  与酵母双杂交

( Yeast Two Hybrid ,Y2H) 一样 ,PCA 也是一种高通量的蛋白质

文库筛选方法,PCA 技术最早的应用之一就是设计筛选与目

标蛋白质特异相互作用的分子。Arndt 设计了2 组互补的亮

氨酸拉链序列文库, 用 DHFR PCA 进行筛选, 找出了有很强

相互作用的亮氨酸拉链序列[ 17] 。Amstutz 用PCA 结合核糖体

展示, 筛选出了一类与 MAP 激酶同源物特异结合的 DARPins

新型支架蛋白, 它能特异性结合JUNK2 , 却不能结合与JUNK2

高度同源的JUNK1[ 18 - 19] 。

酵母双杂交系统需要目标蛋白质在细胞核内发生相互

作用。即使将膜蛋白整合转移到细胞核的信号肽 , 疏水的膜

蛋白在细胞核水环境中也容易错误折叠。因此, 很难用酵母

双杂交法来大规模筛选膜蛋白的相互作用。但是,PCA 可以

大规模地筛选胞质蛋白或膜蛋白的相互作用。把泛素分为2

个片段, 其中一个片段与转录因子连接 , 膜蛋白再与这2 个

片段相连, 就成了一个改进的细胞膜上进行的酵母双杂交系

统。相互作用的膜蛋白使泛素依赖的蛋白酶水解释放转录

因子进入细胞核, 激活报告基因的表达。Miller 首次用这种

方法大规模筛选了膜整合蛋白的相互作用, 并用SVM 方法

对这些相互作用进行分类, 得到了具有高可信度的膜蛋白相

互作用数据[ 20] 。在细胞生长、蛋白质合成、凋亡等许多细胞
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应答过程中 , 有许多细胞表面受体及效应因子参与, 蛋白激

酶B( PKB) 就是其中的一个关键分子。Remy 用PCA 从 cDNA

文库中筛选发现了新的PKB 底物和调节因子 hFt1 。PKB 通

过C 端的非催化结构域与hFt1 结合,hFt1 促进 PKB 与其上

游的激酶PDK1 结合 , 增强PKB 的磷酸化活性。进一步研究

发现,hFt1 能通过PDK1/ PKB/ GSK3/ NF- ATc 信号的级联调节

T 细胞的分化, 在发育和疾病过程中能调节PKB 的抗凋亡功

能[ 21 - 22] 。Ding 用类似的方法发现了与PKB 有物理和功能相

互作用的 ACTN4 。用 si RNA 沉默 ACTN4 , 阻止了 PKB 的迁

移、磷酸化和信号转导, 抑制了细胞的增殖, 为 ACTN4 突变造

成的病理过程提供了新的治疗方法[ 23] 。

3 .3 蛋白质设计和药物筛选 由于可以捕捉胞内大量蛋白

质相互作用强度和位置的微小动态变化 ,PCA 在大规模药物

筛选中也有突出的作用。

目前高通量药物筛选方法以药物作用靶点为主要对象 ,

根据细胞和分子水平上样品与靶点结合表现来判断化合物

的生物活性, 快速筛选大量化合物。但由于检测模型建立在

单个药物作用靶分子上, 无法全面反映化合物各种生物活性

特征, 可能使某些药物在预期的治疗目标之外还存在潜在未

知的靶位点, 称为药物的脱靶效应。

常用的 DNA 芯片技术检测药物作用下基因表达水平的

改变, 可以较全面地鉴定药物的活性。但是,mRNA 的改变并

不能完全反映蛋白质的改变, 细胞内定位、构象同样影响蛋

白质的功能。PCA 能直接观察蛋白质复合体数量、时间和空

间的动态改变 , 反映药物对各种细胞通路的激活或抑制作

用, 最大程度上展现药物的生物活性。Mac Donald 选取与细

胞周期、凋亡、有丝分裂、DNA 损伤修复等生理过程有关的蛋

白质复合体, 与EYFP 构建了49 种PCA 报告蛋白, 组合成127

对蛋白质复合体, 对治疗癌症、炎症、心血管疾病和糖尿病等

不同疾病的107 种药物进行活性鉴定。用高分辨率的荧光

数码影像系统检测分析药物处理后细胞内参与各种信号转

导过程的蛋白质复合体数量、定位的改变, 得到了大量数据。

对这些数据进行聚类分析, 发现了与以前认识相一致的小分

子化合物的结构- 功能关系, 即化学结构相似的化合物具有

相似的药理活性[ 24] 。

PCA 为细胞内蛋白质复合物的动态变化提供了大量的

信息, 据此可以预测药物的生物活性和毒性作用。观察发

现, 降血脂药非诺贝特、驱虫药氯硝柳胺等4 种药物与抗癌

药物一样, 影响 Cdc2- Cdc25C、Cdc2- Cdc25A 、p53- p53 等蛋白复

合体数量。笔者预测, 这几种药物具有潜在的抗增殖活性 ,

随后的人肿瘤细胞系药理学试验证实了这种推测, 说明PCA

筛选药物能有效预测化合物的生物活性, 迅速预测和排除与

治疗目标无关、有毒性作用的化合物, 节省人力物力。通过

化学修饰优化先导化合物结构, 增强药物靶向治疗效果, 避

免不良副作用和毒性的产生, 加快药物筛选过程[ 24] 。

除此之外,PCA 的另一个特点是可以根据报告蛋白三维

结构预测其恢复活性所需距离。利用这一点, 用 DHFR PCA

测试哺乳动物细胞二聚促红细胞生成素受体( EpoR) 激活过

程的空间变构模型[ 25] 。此外,EpoR PCA 还能筛选特异性诱

导EpoR 变构过程的小分子。

4  前景与展望

PCA 技术可以看作是传统的酵母双杂交技术的扩展, 无

论是检测方法还是适用范围都比酵母双杂交技术有所进步。

检测手段上 , 由单一报告基因的表达发展为酶活性的重组 ,

可以提供存活试验、酶活性检测、荧光检测等多种检测手段 ;

在适用范围上,PCA 技术不局限于定位于细胞核内的蛋白

质, 同样可以检测定位于胞质和胞膜的蛋白质相互作用, 并

且具有很高的灵敏度, 能检测出瞬时的相互作用, 在原核、真

核和哺乳动物细胞内都能适用; 而且通过报告蛋白的选择和

组合,PCA 技术不仅能研究蛋白质相互作用, 还能研究蛋白

质的变构过程, 以及细胞内 RNA 的定量和动态分析。

PCA 技术已开始用于大规模基因组文库的筛选 , 蛋白质

设计和折叠, 药物筛选, 对 RNA 的追踪与定量研究也正在探

索之中。在把现有技术应用到新的研究中去的同时, 对现有

技术进行积极改进, 如在试验过程中由于信号放大产生的假

阳性, 以及外源蛋白质的过量表达对细胞产生毒害的问题 ,

并发展新的报告蛋白来增强试验的灵敏度, 减少噪音。因

此,PCA 作为一种常见的检测蛋白质相互作用和药物筛选技

术, 应该在生命科学研究领域中得到更广泛的发展和应用。
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俗的历史文化内涵和质朴本色, 刻意追求表演效果和舞台效

应。在民俗旅游开发中, 由于片面追求经济效益, 使传统文

化商品化、庸俗化的现象时有出现。人为地再造民俗节目 ,

使民俗旅游被机械地舞台化、节日化。民俗旅游项目过于庸

俗, 以至失去了民俗的本色与乡土气息。如每晚举行的摩梭

“甲搓体”和对歌表演的民俗旅游项目, 表演过于舞台化, 刻

意迎合外地游客的猎奇需要, 仅仅重视表现民俗的形式, 却

忽略了其文化内涵。

3 .5  资源开发发展日渐单一化   伴随着旅游产业及其配

套设施的进一步发展与完善, 四川泸沽湖地区日益由封闭走

向开放。在外部主流文化的冲击和过度开发的影响下 , 民俗

的变异日益严重, 构成了一种“发展性的破坏”。旅游开发实

际上是多元文化的交汇行为, 但大量旅游者带来的思想观

念、生活方式以及外界信息的进入, 却破坏了旅游地社会、生

产和生活存在的和谐与平衡, 外来文化与凉山地区本土的民

族传统文化产生碰撞, 甚至出现局部对立, 从而干扰了民俗

文化原有秩序和发展进程。旅游开发打破了原来的文化封

闭氛围, 加速了服饰、语言、建筑以及生活习俗等民族传统文

化的变迁, 最后可能导致某些传统民族文化特征被同化或

消失。

4  对策与建议

针对四川泸沽湖景区在民俗旅游资源开发中存在的上

述问题 , 笔者提出建议如下。

4 .1 加大对四川泸沽湖景区的开发投入  在现有基础上 ,

加大对泸沽湖景区的开发投入, 除了改善现有的污水处理、

景区自然景观保护等外 , 加强对当地民俗旅游资源的开发 ,

本着凸显民俗文化内涵、保持民俗事象自身演化规律、力求

真实性、当地社区和村民共同参与的原则, 有效开发泸沽湖

的民俗旅游资源。

4 .2 尊重民俗, 选择合理的开发模式, 因地制宜 开发当地

民俗旅游资源, 不能盲目跟风模仿, 不能胡编乱造, 否则不仅

难以满足游客的需求 , 而且最终会损害当地的利益。尊重民

俗是指民俗旅游资源开发应该尊重民俗自身演化规律 , 尊重

民俗本身的形式、内容和特征等 , 就地取材, 充分发掘当地的

民俗。在此基础上 , 突出当地最有特点的民俗事象, 使之发

展成为展现当地社会生活的历史与现实的窗口。

4 .3 统一、合理地规划科学的整体开发格局  民俗旅游资

源开发是一项非常严肃的科学实践与产业经济活动, 不能马

虎, 必须合理地进行规划。鉴于四川泸沽湖景区的多方融资

开发模式 , 因此在开发规划上还应该统一各利益方思想。在

开发新的民俗旅游项目前, 应当邀请有关专家开展深入细致

地调研 , 进行可行性论证。在开发项目立项后, 再邀请有关

专家和各利益方座谈 , 进行总体开发方案的详细规划。

4 .4 走精品路线, 防止开发中的低俗化、单一化 从国内外

长期的民俗旅游资源开发实践证明 , 在系统开发的基础上 ,

走精品化道路是民俗旅游开发的重要策略。首先 , 要深入挖

掘民俗旅游资源的深厚历史文化内涵, 用当地独特的民族风

情、健康的情趣、丰富的形式, 赋予民俗旅游产品与旅游商品

高尚的文化品位。其次, 必须抓住旅游市场, 了解游客需求 ,

在同质文化和异质文化2 方面下功夫, 一方面可开发原生态

或模拟景观 , 另一方面可开发高品质的民俗表演活动, 为国

内外游客提供满意的民俗旅游项目和旅游商品。

4 .5 在开发的同时, 制定科学、合理的民俗文化环境保护规

划 民俗旅游资源一旦开发过度 , 不注重保护就会枯竭乃至

消失。为了避免发展性破坏, 政府相关部门一方面应及时组

织有关专家确定民俗文化环境保护措施, 正确评估民俗文化

环境的现状 , 规划旅游接待量, 确定民俗旅游发展的最终目

标和阶段性目标, 把民俗文化环境保护与社会经济、文化的

发展协调起来; 另一方面要以政府和媒体的力量, 宣传优秀

的民俗文化 , 向公众进行民族传统道德教育, 增强当地少数

民族意识, 树立民族自信, 使他们能辩证地对待自身传统和

生活方式, 剔除糟粕, 吸取精华, 传承民族优秀的文化传统 ,

改变盲从的行为, 遏制民俗的被同化趋势。

5  结语

民俗旅游资源的开发是一项非常严肃的科学实践与产

业经济活动 , 涉及内容纷繁复杂, 与旅游地的经济、文化、社

会发展关系密切。因此 , 针对四川泸沽湖景区的民俗旅游资

源的开发, 只有在尊重当地民俗、对当地民俗旅游资源价值

的充分认识基础上, 选择可持续发展的战略, 科学规划、合理

开发, 做到民俗文化的开发、利用和保护相结合, 使民俗旅游

真正成为朝阳产业, 积极推动泸沽湖景区的旅游和经济

发展。
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