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蛋白质相互作用实验技术的最新进展 
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摘要: 蛋白质相互作用的研究, 是揭示生物体正常生长发育及其应对各种生物或(和)非生物胁迫的分子机制及

其调控网络的重要途径。文章综述了近年来发展起来的研究蛋白质相互作用的常用实验性方法, 如酵母双杂交

系统、串联亲和纯化、免疫共沉淀、GST Pull-down、双分子荧光互补、荧光共振能量转移、表面等离子共振

分析, 介绍了其原理、发展进程, 并分析了其优缺点。 
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Abstract:  Protein-protein interactions play key roles in the development of organisms and the response to biotic and 
abiotic stresses. Several wet-lab methods have been developed to study this challenging area,including yeast two-hybrid 
system, tandem affinity purification, Co-immunoprecipitation, GST Pull-down, bimolecular fluorescence complementation, 
fluorescence resonance energy transfer and surface plasmon resonance analysis. In this review, we discuss theoretical prin-
ciples and relative advantages and disvantages of these techniques,with an emphasis on recent advances to compensate for 
limitations. 
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生物体是一个复杂的有机体。生物分子如蛋白

质、DNA、RNA、脂类、多糖等常常同类分子间或(和)
不同分子间形成结构复合体 , 执行特定的生物功
能。蛋白质间的相互作用及其构建的作用网络, 在
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很多生命过程中发挥着至关重要的作用。研究蛋白

质之间的相互作用对于深入了解细胞功能的分子机

制具有重要的意义。而蛋白质相互作用的研究可以

分为实验性的方法技术和生物信息学的分析预测以

及专业蛋白质相互作用数据库的构建[1,2]等。本文综

述了常用的蛋白质相互作用实验性技术的理论基

础、最新进展及其优缺点, 并绘制了多种技术的作
用原理示意图。 

1  蛋白质相互作用的实验技术 

不同蛋白质相互作用分析技术具有各自的优点

和缺点, 特别是在灵敏度和特异性方面。较高的灵
敏度意味着可以检测到较弱的相互作用, 而高特异
性则说明初步得到的相互作用结果是比较可信的。 

1.1  酵母双杂交系统 

酵母双杂交系统(Yeast two-hybrid system, Y2H)
由Fields 和 Song 在 1989年首次建立使用[3]。它的理

论基础是很多真核生物的转录因子如酵母Gal4 由两

个具有不同功能的结构域组成：转录激活结构域

(Transcriptional activation domain, AD)和DNA 结合
结构域(DNA binding domain, BD)。两种待检测蛋白
分别和AD、BD融合表达, 如果两者之间存在相互作
用 , 就有可能使AD和BD结构域结合 , 行使转录功
能[3](图 1)。 

酵母双杂交系统的主要优点是简便、易用、费

用低廉, 能检测到瞬时或较弱的蛋白质相互作用[4]; 
但酵母双杂交系统也有一些缺点, 比如较高的假阳
性 [5], 不能真实反映蛋白质在自身细胞中的相互作
用, 表达的融合蛋白最终要运送到酵母细胞核, 而
有些蛋白可能具有其他亚细胞定位信号肽等。 

为了克服上述缺点, 很多改进方法和技术使得
双杂交系统不仅可以运用于酵母细胞, 还可以运用
在哺乳动物细胞和细菌中[6,7]。Luo等[8]分别将p53蛋
白和GAL4 DNA 结合结构域、SV40 T抗原和VP16
转录激活结构域融合, 在哺乳动物细胞中转染共表
达, 证明了p53和SV40 T抗原存在相互作用。这种方
法克服了酵母表达系统的限制 ,  可以在动物 

 

 
 

图 1  酵母双杂交系统检测蛋白质相互作用示意图 
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细胞体系中研究蛋白质在细胞核内的相互作用。而

Split TEV方法克服了细胞核的限制, 可以研究在各
个亚细胞部位发生的蛋白质相互作用[9]。 

酵母双杂交系统仍然是运用比较多的检测和验

证蛋白质相互作用的方法之一[10]。酵母双杂交系统

在很多物种的蛋白质互作组(Protein interactome)得
到了广泛应用, 如酵母[11,12]、线虫[13]、果蝇[14]、人

类[15]、水稻[16]。 

1.2  串联亲和纯化 

串联亲和纯化(Tandem affinity purification, TAP)
是一种常用的纯化蛋白复合体的方法。Rigaut等 [20]

在 1999年首次报道了利用TAP技术分离纯化蛋白复
合物。此后, 利用TAP技术大规模分析不同物种中蛋
白质相互作用的报道已有很多[17~19]。传统的TAP标
签蛋白由Protein A 、TEV 蛋白酶可剪切序列和钙调
蛋白结合肽(Calmodulin-binding peptide, CBP)组成
[20] (图 2a)。TAP技术通过两步亲和纯化来减少非特
异性蛋白结合。首先, TAP标记的蛋白复合物通过第
一个标签Protein A 特异性结合到IgG 琼脂珠 , 经
过清洗后 , 用TEV 蛋白酶孵育IgG 琼脂珠以释放
结合的蛋白复合物 , 随后复合物通过第二个标签
CBP结合到钙调蛋白琼脂珠(Calmodulin beads), 再
次清洗后 ,  洗脱钙调蛋白琼脂珠结合的蛋白混合
物[20] (图 2c)。分离纯化的蛋白通过串联质谱、免疫
杂交等方法进行鉴定分析。 

与其他方法相比, TAP具有如下优点：首先, TAP
能减少非特异性蛋白结合; 其次, TAP能保留蛋白复
合物在细胞内的修饰和结合状态。而TAP的缺点是
需要较多的样本材料来提取蛋白 , 价格比较昂贵 , 

不能高效检测到瞬时或较弱的蛋白质相互作用[21]。 
泛素化是常见的蛋白质翻译后修饰, 对于调节

蛋白质的丰度和功能具有重要作用[22]。泛素化往往

会在强变性条件下丢失, 因此不能用常规方法分离
纯化来鉴定泛素化蛋白。Tagwerker等[23]于 2006 年
报道了一种新型的TAP标签HB, HB标签蛋白主要由
RGSH6 、6×His和BIO 3个标签蛋白组成, 能兼容强
变性条件如 8M尿素、 6M氯化胍 , 分别使用
Ni2+-Sepharose和streptavidin-agarose两步纯化HB融
合蛋白; 而使用HB标记泛素后, 成功从酵母中鉴定
出 258 个泛素化标记蛋白。另外, 低分子量标签蛋
白如SH-TAP、Flag-HA等空间结构很小, 可以尽量
减少标签蛋白对蛋白质互相作用可能存在的干扰。 

为了适应不同的实验需要, 研究人员开发了不
同的 TAP 标签。表 1 列举了常用的 TAP 标签并简
单评价了其优点。 

1.3  免疫共沉淀 

免疫共沉淀 (Co-immunoprecipitation, Co-IP)利
用抗体和抗原之间特异性的识别和结合, 通过一步
亲和纯化, 分离出抗原蛋白和含有抗原蛋白的复合
物(图 2, b 和 d)。商业化的通用标签蛋白(如 Flag、
HA、c-myc、Protein A、GFP、6×His 等)的单克隆抗
体减少了制备步骤, 缩短了实验周期。而将抗体直接
或间接连接到亲和树脂、琼脂珠、磁珠等固相支持

物上能进一步减少孵育时间, 提高结合和析出效率。 
和常用的Co-IP 标签蛋白相比, GFP蛋白相对分

子量较大(27 kDa), 常用于和目的蛋白融合以观察
目的蛋白在细胞和组织器官中的表达分布或亚细胞

定位等 [33~35] , 很少作为Co-IP的标签蛋白。最近 , 
 
表 1  常用 TAP 标签及其评价 

标签名 相对分子量(kDa) Tag-1 Tag-2 剪切酶 评价 参考文献

AC-TAP 20 Protein A CBP TEV 最常用的 TAP tag [20] 
GS-TAP 19 Protein G SBP TEV 第二常用的亲和 tag [24, 25]

LAP 36 EGFP S-peptide/6xHIS TEV/HR3C 利用 EGFP观察蛋白表达和亚细胞定位等 [26] 
SF-TAP 5 StrepII FLAG - 标签蛋白小, 降低干扰 [27] 
SH-TAP 5 SBP HA - 标签蛋白小, 降低干扰 [28] 

SPA 8 3×Flag CBP TEV 标签蛋白小, 降低干扰 [29] 
Flag-HA 3 Flag HA - 标签蛋白小, 降低干扰 [30] 

CHH 14 CBP 6×His和 3×HA - 3个标签蛋白, 可选择使用 [31] 
TAPa 26 Protein A 9×myc/6×His HR3C HR3C在 4℃有高活性 [32] 

HB 6或者 11 RGS6H和
6×His 

BIOH TEV或无内切酶 兼容强变性条件, 保留蛋白的修饰状态 [23] 
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图 2  TAP、Co-IP 融合蛋白结构和 TAP、Co-IP 流程示意图 
(a)：AC-TAP 融合蛋白示意图; (b)：Flag融合蛋白示意图; (c)：TAP流程示意图; (d)：Co-IP流程示意图。 

 
Rothbauer等[36]将小分子量的 13 kDa骆驼GFP结合多
肽(GFP-binding peptide, GBP)共价交联到N-羟基琥
珀酰亚胺 -琼脂糖 (N-hydroxysuccinimide-sepharose), 
并将其命名为GFP-nano-trap; 利用GFP-nano-trap能
特异性分离GFP融合蛋白及其复合物。随后这种方

法在拟南芥[37]、哺乳动物细胞系[38]、线虫[39]、果蝇[40]

等都有成功报道。很多实验室通常积累了大量的

GFP融合蛋白的转基因材料, 因此这一新型高效小
抗体将会大大促进包括蛋白质相互作用在内的一系

列研究。 
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Co-IP与TAP相比, 同样可以保留蛋白质的修饰
和结合状态, 同时所需的样本量较少, 实验成本较
低, 减少了纯化步骤, 能检测到瞬时和较弱的蛋白
相互作用, 但Co-IP特异性较低, 洗脱混合物中往往
含有较多的非特异结合蛋白。因此, Co-IP检测到的
潜在相互作用蛋白需要通过BiFC、FRET等其他方法
进一步验证[2, 41]。 

1.4  GST Pul-down 

GST Pull-down 是一种常用的研究蛋白质在生
物体外相互作用的实验技术。GST Pull-down和免疫
共沉淀基本原理相似：首先诱饵蛋白(Bait protein)
和GST蛋白(Glutathione-S-transferase)在细菌、动物
细胞等体系中融合表达, 利用GST和谷胱甘肽亲和
树脂之间的高亲和性 , 将诱饵蛋白固化在树脂上 , 
而固化的诱饵蛋白可以捕获细胞裂解物中的互作靶

蛋白[42]。 
和Co-IP相比, GST Pull-down的融合诱饵蛋白往

往是在外源系统中表达, 可能会缺少某些翻译后修
饰, 并且和靶蛋白的结合发生在体外环境, 不能精
确反映内体的相互作用; 但GST Pull-down 外源表
达系统简单易用、蛋白表达周期短, 且GST融合蛋白
和谷胱甘肽有很高的亲和性, 易分离出大量融合蛋
白进行批量实验[43]。 

1.5  双分子荧光互补 (Bimolecular fluorescence 
complementation, BiFC) 

双分子荧光互补(Bimolecular fluorescence com-
plementation, BiFC)是一种检测活细胞内蛋白质相互
作用的技术, 在很多物种中得到了应用。双分子荧
光互补原理是将荧光蛋白分成两个无独立功能的片

段 , 分别与bait蛋白和prey蛋白融合表达 , 如果bait
融合蛋白和prey融合蛋白存在相互结合作用, 而这
种结合促使荧光蛋白的两个片段相互作用发出荧 
光[44,45] (图 3)。 

Ghosh等[45]通过将细菌两个反向平行的亮氨酸

拉链分别融合到GFP的无功能的两个片段发现了
BiFC现象。Hu等[46]在哺乳动物系统系中利用EYFP
证实BiFC能应用于蛋白质相互作用的研究。随后很
多研究人员开发了不同的荧光报告系统 , 如N-  
terminal GFP-S65T+ C-terminal CFP[47]、mRFP1- 
Q66T[48]、mCherry[49]等。不同荧光蛋白的结合使用

可以同时观察多组蛋白组内的相互作用 [50,51]。而

BiFC-FRET将BiFC和FRET检测技术结合 , 能检测
在两蛋白相互作用的基础上与第 3 个蛋白质的相互
作用[52]。 

BiFC和其他分子互补技术相比, 具有明显的优
势, 即能简单方便地通过观察荧光鉴定蛋白质相互
作用, 不依赖外源的荧光素或显色剂等, 能检测到
瞬时或者较弱的相互作用, 并且可以检测到相互作
用的位点[44~46]。但BiFC也有一些缺陷, 比如融合蛋
白的相互结合和荧光发生有一定时间延迟, 一些融
合蛋白的结合是不可逆的, 不能实时反应蛋白质的
结合和分离情况[46]。而这些缺点是未来BiFC技术改
进的方向。 

 

 
 

图 3  BiFC 检测蛋白质相互作用示意图 
 

1.6  荧光共振能量转移(Fluorescence resonance en-
ergy transfer, FRET) 

荧光共振能量转移(Fluorescence resonance en-
ergy transfer, FRET)是一种检测分子间距离的高效
方法, 由Förster在 1948 年首先发现[53], 现已成为一
种检测细胞中分子内或分子间相互作用的有效手

段。FRET在蛋白质相互作用研究的基本原理是分别
将bait蛋白、prey蛋白与相应的供体荧光基团 (如
ECFP)和受体荧光基团(如EYFP)融合, 当 bait蛋白
和prey蛋白相互结合作用时, 供体基团和受体基团
两者之间的距离很近(约 10 nm), 供体基团的发射光
激发受体基团发射荧光[54,55] (图 4)。常用的供体荧光
蛋白和受体荧光蛋白对有BFP-GFP、BFP-EGFP、
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CFP-YFP等[56]。 
FRET与其蛋白质互作技术相比, 其优点如下：

能比较可靠地反映蛋白质相互作用时的距离; 能检
测到瞬时、较弱的蛋白质相互作用; 能同时检测到
两蛋白的细胞分布和作用位点。而缺点是供体蛋白

的激发光谱和受体蛋白的光谱可能存在重叠, 影响
实验结果[57]; 供体蛋白和受体蛋白的空间结构较大, 
限制了两者之间的距离, 导致FRET发生效率低(约
40%), 且易出现假阴性[58]; 供体蛋白和受体蛋白的
荧光亮度可能差异较大, 易导致较高的背景信号。 

 

 
 

图 4  FRET 检测蛋白质相互作用示意图 
 

1.7  表面等离子共振分析 (Surface plasmon reso-
nance analysis) 

表面等离子共振分析是一种新型的生物分析技

术, 不需要对样品进行标记, 通过传感器实时检测
生物分子如蛋白质、寡核苷酸、类脂等[59]。此技术

的核心SPR 生物传感器由 3 部分组成：SPR光学监
测系统、微射流卡盘、传感器芯片。其工作原理是

首先将蛋白质(配体)固定在芯片表面, 通过微射流
卡盘将蛋白质溶液输送到芯片表面, 实时监测溶液
与传感器芯片表面的配体蛋白结合和分离的全过程, 
最后通过配套软件处理监测到的信号, 得出最终的
实验结果[60]。而表面等离子共振分析和质谱分析联

用可以鉴定出和配体蛋白结合的蛋白质序列[61]。主

要优点有：不需要标记样品、实时高效等; 而缺点
是需要分离纯化配体并根据其性质优化与芯片的交

联条件等[60]。 

2  展 望 

在后基因组时代, 研究蛋白质间相互作用及作
用网络成为蛋白质组学的热门课题。在过去的研究

中, 蛋白质相互作用研究的方法和技术取得了很大
进步, 已在多种物种中建立了初步的蛋白质相互作
用网络, 但仍存在着一些问题, 比如通量低、准确度
不高、灵敏度不够等。目前建立的蛋白质相互作用

网络往往局限于生物体发育进程中的某一时空点。

我们相信通过对现有研究方法和技术的改进、不同

方法和技术的结合使用、以及新技术的发明将会不

断完善生命活动中的蛋白质时空互作网络。 
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