
Reviews and Monographs 综述与专论

生物化学与生物物理进展
Progress in Biochemistry and Biophysics
2024，51（11）：2805~2820

www.pibb.ac.cn

诱导同源蛋白质二聚化的方法*

郭俊霞 1，3） 刘 森 1，2）**

（1）湖北工业大学生命科学与健康工程学院，工业发酵省部共建协同创新中心，武汉 430068；
2）湖北工业大学生命科学与健康工程学院，发酵工程教育部重点实验室，武汉 430068；

3）湖北微生元生物科技有限公司，鄂州 436006）

摘要 同源蛋白质二聚化是一种普遍的现象，在许多生物过程中发挥着关键作用。多数细胞事件，如信号转导、转录辅因

子募集、酶激活，甚至致病途径，都通过同源蛋白质-蛋白质相互作用受到显著调节。调控同源蛋白质二聚化过程和了解其

分子机制对于生物医学应用以及剖析复杂的生物调控网络至关重要。邻近效应或分子的物理接近效应是生物过程中必不可

少的调节因素，可以通过诱导二聚化方法来控制。基于临近诱导的化学诱导二聚化（chemically induced dimerization，CID）

系统与光诱导二聚化（light induced dimerization，LID）系统为调节二聚化蛋白质的功能提供了强大的工具，并得到逐步发

展。近年来，金属离子、核酸和分子主客体系统被提出作为正交控制同源蛋白质二聚化的新方法。本综述阐述了通过CID

系统、LID系统以及超分子化学的手段诱导同源蛋白质二聚化的方法与应用，以期为今后同源蛋白质二聚化的应用发展提

供一些参考与思路。
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二聚体蛋白质是自然界中最简单且迄今为止最

丰富的蛋白质组装形式［1］。蛋白质二聚化是蛋白

质相互作用形成功能组装的关键生物学过程，可以

赋予蛋白质多种不同的结构和功能优势，包括提高

稳定性、调节活性和增加复杂性［2］。蛋白质二聚

化包括同源蛋白质二聚化与异源蛋白质二聚化。其

中，同源蛋白质二聚化是一种更加常见的现象，因

为单个蛋白质自组装的内在倾向性很高［3］。

蛋白质二聚化可以调节酶激活、信号转导以及

致病途径等一系列生物学过程［4］。蛋白质二聚化

的调控是生物体在自然环境内在或外在因素刺激下

生长发育的重要过程，因此，调控蛋白质二聚化过

程和了解其分子机制代表了研究的前沿，并为生物

医学应用以及剖析复杂的生物调控网络提供了重要

信息。

邻近效应或分子的物理接近效应是生物学中普

遍存在的调节机制，可以通过诱导二聚化方法来控

制。尽管新工具不断涌现，但诱导二聚化的基本原

理保持不变：在化学物质或光的刺激下，两种蛋白

质被人为地拉近距离。与传统的遗传扰动相比，诱

导二聚化方法的操作具有优越的时空分辨率，因此

更适合研究动力学和时空受限过程［5］。诱导二聚

化系统主要根据其二聚化触发因素而有所不同。化

学诱导二聚化 （chemically induced dimerization，

CID）系统基于与两个相同蛋白质（同源二聚化）

或两个不同蛋白质（异源二聚化）相互作用的小分

子［6］ 。 光 诱 导 二 聚 化 系 统 （light induced 

dimerization，LID）采用光敏蛋白，在光照下发生

构象变化，从而诱导蛋白质相互作用［7］。此外，

近年来还出现了金属离子、核酸和分子主客体系统

等超分子化学控制蛋白质二聚化的方法。所有这些

物理或化学元素的作用是将二聚体蛋白结合在一起

诱导二聚化，从而激活或抑制生物事件。与调控异

源蛋白质二聚化应用相关的研究参见相关综         
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述［8-9］，本文将围绕通过CID系统、LID系统以

及最近出现的超分子化学的手段诱导同源蛋白质二

聚化的方法与应用进行综述。诱导同源蛋白质二聚

化方法的原理如图1所示。

1　化学诱导二聚化（CID）

CID的概念是由Belshawl等［10］提出的，随后，

概念类似的化学诱导同源二聚体系统被提出［11］。

CID的基本原理是一个小分子控制一对蛋白质或结

构域的二聚化，同时结合两个蛋白质并使它们靠

近［12］。CID 系统中的小分子与靶蛋白形成三元复

合物，可以结合到各种位点，包括“热点”与“变

构位点”，小分子通过调节蛋白质接近度而发挥作

用。小分子诱导二聚化的通用作用机制为：结合和

共定位两个生物大分子结合伴侣以产生二聚体复合

物；在具有生物学意义的方向上排列结合伴侣；协

调广泛的分子间相互作用网络［13］。按其特征分类，

诱导二聚化的小分子有两类：分子胶和二价分

子［14］。分子胶是指依赖目标蛋白的二级结构特征

控制蛋白质 - 蛋白质相互作用 （protein-protein 

interaction，PPI）的单价小分子，没有明显的连接

体，而二价分子具有三个组成部分，包括两个官能

团和一个连接体。同源CID系统中小分子的相关信

息见表1。

1.1　分子胶诱导同源蛋白质二聚化

早在 1993 年，Spencer 等［15］指出，大环天然

产物具有一种独特的功能，可以充当分子胶，将两

种彼此之间几乎没有亲和力或亲和力很弱的蛋白质

结合在一起。在 2000年之前，就出现了利用大环

天然产物诱导同源蛋白质二聚化的例子，FK506合

成二聚体-FK1012 可以促进 FKBP12 同源二聚化，

或者环孢菌素合成二聚体-(CsA)2可以诱导亲环蛋

白质二聚化［16］。此外，在同一时期非大环天然产

物也作为分子胶被合理使用，Farrar 等［17］使用天

然产物香豆霉素形成 Raf-1-GyrB 融合体的同源二

聚体。而之后用于诱导同源蛋白质二聚化分子胶的

发现，大多具有偶然性，或者通过大量的筛选并经

过一系列验证才得以被发现。

2012年，Graves等［18］通过小分子库筛选，发

现小分子 RO-2443 对 P53-MDMX 和 P53-MDM2 相

互作用表现出相似的抑制活性，MDM2和MDMX

是P53肿瘤抑制因子的负调节因子，是有希望的癌

症治疗靶点［19］。在检查RO-2443和MDMX之间相

互作用的机理研究中，核磁共振光谱、静态光散射

和动力学分析的结果表明，RO-2443可能充当分子

胶 来 诱 导 MDMX 二 聚 化 。 分 辨 率 为 1.8 Å 的

MDMX/RO-2443 共晶证实了这一预测，RO-2443

占据MDMX的 P53结合口袋形成二聚体并嵌入中

央空腔，其中两个RO-2443分子被两个蛋白质的相

互作用包围，四个单体排列成一对二聚体。RO-

2443的两个氯吲哚基团和相应蛋白质单体的Tyr66

残基之间形成了广泛的芳香堆积相互作用，这是聚

合物形成的关键相互作用。此外，RO-2443 与

Gln71残基形成两个氢键相互作用。由于分子胶将

两个MDMX二聚体拉得更近，aLys93（a链）残基

与 bGlu70 （b 链）残基相互作用，aGlu58 和 bGlu58

形成氢键相互作用，从而稳定二聚体。

2019年，Wojtaszek等［20］使用特殊的酶联免疫

吸附测定筛选了大约 10 000种结构多样的化合物，

发现化合物 JH-RE06充当分子胶的角色，有效阻碍

REV1-REV7相互作用。REVI与REV7是诱变性跨

病变合成 （mutagenic translesion synthesis，TLS）

过程中的重要蛋白质，TLS 可导致化疗耐药，因

此，靶向 TLS 是使肿瘤对化疗药物敏感的有效方

法［21］。共晶结构研究表明，JH-RE-06 诱导 REV1

二聚化。在嵌合 REV1 碳端结构域 （chimeric 

REV1 C-terminal domain，cREV1 CTD）二聚体中，

两个REV7结合口袋彼此面对，形成用于 JH-RE-06

结合的深腔。单体的碳端结构域 （CTD） 由 JH-

RE-06的酰基链和一个大的 1,4-二氢喹啉酮基团引

Fig. 1　Principle diagram of inducing homologous protein 
dimerization method

图1　诱导同源蛋白质二聚化方法原理图
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出，cREV1 CTD和 JH-RE-06之间存在大量的疏水

相互作用。aGln105和 bSer114的侧链与 JH-RE06的

1,4-二氢喹啉酮部分的氢键受体基团形成直接极性

相互作用。两个单体的C端尾部相互配对，形成反

向平行 β 折叠片层，用于结合 JH-RE-06。具体而

言 ， bLys69、 bGlu72 和 bAsp75 残 基 与 aGlu75、
aTyr112 和 aThr115 形成氢键以稳定 cREV1 CTD 二

聚体。JH-RE-06诱导二聚体的形成屏蔽了REV7结

合表面，从而阻断了REV7和REV1 CTD之间的相

互作用。进一步的体外和体内药效学研究表明，

JH-RE-06 与顺铂联用增强了顺铂对多种细胞系的

毒性，并减少了小鼠异种移植人黑色素瘤的

体积［22］。

2017年，Zak等［23］开展了百时美施贵宝公司

（BMS）在其专利中公开的几种程序性死亡受体 1

（programmed death-1，PD-1） /程序性死亡受体配

体 1 （programmed death-ligand 1， PD-L1） 非 肽

PPI抑制剂的机制研究，发现小分子BMS-202充当

分子胶的角色，可以诱导并稳定PD-L1同源二聚体

的形成，从而阻断 PD-1/PD-L1 相互作用。PD-1/

PD-L1是关键的免疫检查点，其相互作用的调节代

表了肿瘤免疫治疗的重要策略。核磁共振实验表

明，BMS-202 直接与其靶蛋白 PD-L1 结合，但不

结合 PD-1。此外，结果还表明，BMS-202诱导形

成约 30 ku 的复合物，这与 PD-L1 和 BMS-202 的    

2∶1复合物的质量一致。进一步的晶体结构分析

证实，BMS-202作为分子胶诱导PD-L1的二聚化。
aAsp122 和 aLys124 与 BMS-202 形成氢键，bGlu58、
bASP61、bAsp122和 bTyr123残基与 aTyr56、aGlu58、
aAsp61 和 aArg113 形成氢键。BMS-202 的联苯环

和 aTyr56 残基之间存在 p-p 堆积相互作用，将

BMS-202 分子和 PD-L1 二聚体锁定到位，生成稳

定的三元复合物。这些发现促成了Muszak等［24］、

Liu 等［25］、 Ouyang 等［26］、 Wang 等［27］ 和 Song

等［28］ 最近报道的 PD-L1 二聚体分子胶的发现。

Zhang等［29］也利用BMS-202作为模式分子，发现

了一系列靶向PD1/PD-L1相互作用的新型抑制剂。

2006年，Ladenson等［30］从美洲骆驼中分离出

一种咖啡因特异性、仅重链的抗体片段 （anti-

caffeine VHH，Ac-VHH）。该抗体片段具有三个互

补 决 定 区 （complementary determinant region，

CDR）界面，可以用于控制合成细菌受体的激活

以及用于以咖啡因依赖性方式控制糖尿病模型动物

的血糖。他们通过等温滴定量热法以及体积排阻色

谱法确定了 Ac-VHH 与咖啡因的化学计量比为       

2∶1。直至 2019 年，通过分辨率为 2Å 的咖啡因/

Ac-VHH共晶结构才确定了其结构基础：每个二聚

体结合埋藏在界面处的一个咖啡因分子，即咖啡因

作为分子胶诱导Ac-VHH二聚化。在Ac-VHH中，

咖啡因结合由来自两个不同VHH分子的高度刚性

的CDR1和CDR3形成的空腔中，并触发它们的二

聚化［31］。

多胺是天然存在的小聚阳离子烷基胺，在许多

生物学过程中发挥重要作用，包括胚胎发育、细胞

周期以及细胞增殖、分化和凋亡［32］。鸟氨酸脱羧

酶（ornithine decarboxylase，ODC）是多胺合成途

径中的第一个限速酶，ODC活性和多胺的细胞水

平对细胞增殖以及肿瘤疾病的发生和发展至关重

要，因而ODC已被公认为是一种致癌酶，是一种

真正的药物靶点。因此，多胺通路的ODC抑制剂

和负调节因子可能有益于治疗许多癌症。此外，在

体内，ODC的活性还受到蛋白抑制剂鸟氨酸脱羧

酶 抗 酶 1 （ornithine decarboxylase enzyme 1，

OAZ1）的调节。本课题组通过结合阳性筛选与阴

性筛选建立了计算流程，并使用该计算流程筛选了

可能抑制ODC活性、阻断ODC-OAZ1相互作用并

增强ODC非功能性二聚化的多用途配体［33］。通过

结合不同的实验测定，确定了三种多用途ODC抑

制剂 ODC-MPI-1、ODC-MPI-2 与 ODC-MPI-3。其

中，我们证明了ODC-MPI-1是一种有前途的候选

药物，进而试图对其与ODC相互作用的结合模式

进行更深入的探究。对接模型结果表明，ODC-

MPI-1 与 Cys360 具有直接相互作用，突变后，

ODC-C360A的活性不能被ODC-MPI-1抑制，间接

证实ODC-MPI-1应该与ODC的这个底物结合口袋

结合。虽然晶体结构暂未获得，但ODC-MPI-1可

能是潜在的分子胶，通过诱导ODC同源蛋白质二

聚化进而发挥其抑制作用。ODC-MPI-1 可能具有

更高的应用价值，因为它不仅靶向ODC二聚体界

面从而抑制其酶催化活性，还抑制了 ODC-OAZ1

的PPI相互作用。这种多用途配体抑制剂可能产生

较少的反馈补偿，进而产生更加有效的治疗效果，

具有更广阔的临床应用前景。

1.2　二价分子诱导同源蛋白质二聚化

2000 年，不同于传统 CID 系统的基于甲氨蝶

呤（MTX）的二聚化系统在体外被开发研究［34］。

叶 酸 类 似 物 （BisMTX） 与 二 氢 叶 酸 还 原 酶 

（dihydrofolate reductase，DHFR） 结合非常紧密，
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抑制了这种关键酶在核苷酸生物合成中的功能。

Kopytek等［34］利用MTX-DHFR相互作用的广泛结

构信息，选择了对MTX-DHFR结合非必需的MTX

区域，并通过适当长度的接头将其连接到第二个

MTX分子上的同一位点。BisMTX能够引起在体外

纯化的DHFR单体二聚化。

2007 年，同源二聚体系统的概念被提出。人

非胰腺磷脂酶 A2 （non pancreatic phospholipase 

A2，PLA2）是一种参与花生四烯酸和溶血磷脂代

谢的酶，与炎症过程有关。酶的平坦 i-face与磷脂

双分子层紧密相互作用。Zhou 等［35］使用已知的

PLA2 i-face结合吲哚抑制剂，构建了具有不同接头

的同双功能吲哚配体，可以在体外使纯化的酶发生

二聚化。其中效果较好的吲哚配体抑制PLA2活性

的效果比单体吲哚高 5倍，不仅有望作为因PLA2

过度表达引起的类风湿性关节炎的治疗剂，而且有

望作为一种新型CID系统。

2016 年，Tanaka 等［36］和 Waring 等［37］报告了

溴和末端结构域（Bromo and extraterminal domain，

BET）蛋白Brd2、Brd3和Brd4的二价抑制剂。大

多数BET抑制剂（例如，经典的 JQ1和 IBET-762）

通过靶向溴结构域单价结合BET蛋白。二价分子

的应用对于靶向BET蛋白来说是一个有吸引力的

机会，因为所有BET蛋白在其氮端区域都包含两

个不同的溴结构域，称为 BD1 和 BD2。MT 和

BiBETs被发现在分子内结合单个 BET蛋白的两个

结构域。共晶结构和相关生物物理学研究证明，抑

制剂连接两个溴结构域并诱导广泛的分子间 PPI。

在 MT1 中，两个 JQ1 分子使用七个乙二醇单元的

连接体长度（PEG-7连接体）连接在一起。研究发

现，MT1在阻止Brd4与细胞染色质结合方面的效

力比相应的单价抑制剂 JQ1强 100倍。BiBET最初

是为了下调雄激素受体信号传导而开发的，后来发

现它可以同时参与BET蛋白的两个溴结构域。用

这些二价化合物处理的细胞显示出对细胞生长的抑

制，其方式与对BET抑制的敏感性一致，并且效

力显著增强，与强亲和力效应一致。

Maniaci 等［38］于 2017 年将 CID 和 PROTAC 的

概念结合，首先表明，可以使用双功能分子

“homo-PROTAC”将 E3 泛素连接酶二聚化，作为

诱导细胞中E3连接酶降解的策略。双功能分子由

相同的VHL（von Hippel-Lindau）配体（VH032或

VH298）构建，通过 PEG 连接体以对称或不对称

方式连接，以诱导CRL2VHL （一种E3连接酶）二聚

化。鉴定出的最佳降解剂是对称同源蛋白质水     

解 靶 向 嵌 合 体 （proteolysis targeting chimeras，

PROTAC） CM11，在体外对VHL二聚表现出高协

同性，与亚化学计量的作用模式一致。这项工作证

明，CM11是一种快速、有效的PROTAC，可在不

同细胞系中诱导 VHL 深度且持久的降解［39］。随

后，Steinebach 等［40］也应用了相同的模式，设计

了 CRL4CRBN 连接酶的 homo-PROTAC，使化合物

15a成为最活跃的CRBN降解剂。

Table 1　Small molecule information in homologous CID systems
表1　同源CID系统中的小分子信息

FK1012

(CsA)2

FK506结合蛋白

环孢素A结合蛋白

［16］

［16］

小分子 结构式 目标蛋白 参考文献
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香豆霉素

RO-2443

JH-RE-06

BMS-202

Compound 1

Compound 2

Compound 3

Compound 4

Compound 5

咖啡因

DNA旋转酶B

MDMX

跨病变合成聚合酶

程序性死亡受体配体-1

AcVHH

［17］

［18］

［20］

［23］

［24］

［25］

［26］

［27］

［28］

［31］

续表1

小分子 结构式 目标蛋白 参考文献
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BisMTX

吲哚类似物

MT1

Bi-BET

CM11

Compound 15a

二氢叶酸还原酶

脂蛋白相关磷脂酶A2

BrD4BD1

VHL

CRBN

［34］

［35］

［36］

［37］

［39］

［41］

续表1

小分子 结构式 目标蛋白 参考文献

MDMX：鼠双微体蛋白X （murine double minute X）；AcVHH：抗咖啡因重链抗体片段（anti-caffeine-heavy-chain-only antibody fragment 

（VHH））；BrD4BD1：BrD4蛋白的第一个溴结构域（the first bromodomain of BrD4）；VHL：抑癌基因蛋白（von Hippel-Lindau）；CRBN：

cereblon，是E3连接酶泛素复合物中的一种底物识别蛋白。

2　光诱导二聚化（LID）

LID采用光敏蛋白，在光照下发生构象变化，

从而诱导蛋白质相互作用，LID系统中使用的光敏

蛋白主要从光合生物中获得［42］。源自植物和微生

物的多种光敏蛋白可以进行光诱导的同源相互作

用，依靠LID系统，可用于研究多种生物学过程，

包括细胞信号转导、微生物合成以及生物医学应用

等。本文重点关注三种类型的光敏蛋白：光-氧-电

压（light-oxygen-voltage，LOV）结构域蛋白、隐

花色素 2 （cryptochrome 2，CRY2） 和光敏色素，

这些光敏蛋白都已广泛用于控制信号转导途径和其

他生物过程［43-44］。本文将介绍同源LID系统及部分

应用，LID系统的具体信息见表2。

2.1　LOV结构域蛋白

LOV结构域是一种小型（~14 ku）光敏蛋白，

广泛存在于植物、细菌和真菌的光感受器中［45］。

一旦被蓝光激活，LOV结构域的C端 Jα螺旋会在
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几秒钟内与 PER-ARNT-SIM 核心域脱离，构象发

生变化导致各种信号输出［46］。由于其体积小、普

遍存在的相关生色团辅因子以及作用机制的多样

性，LOV结构域家族的光感受器为大多数目前可

用的LID系统做出了贡献。例如，蓝光可以诱导来

自无隔藻 （Vaucheria frigida） 金黄色素 1 的 LOV

结 构 域 （LOV domain of aureochromel from 

Vaucheria frigida，VfAU1-LOV）二聚化［47］（图 2）。

基于燕麦LOV2结构域（AsLOV2）及其接头蛋白

SspB 的改良光诱导二聚体（iLID）是一对光学异

二聚体。最近，iLID/SspB对被设计为 iLID+tdSspB

系统，可以与SspB串联二聚体结构发生同源相互

作用［48］（图 2）。本课题组也利用LOV2结构域设

计了可光调控的同源二聚体KaiA蛋白（一种蓝藻

生物钟蛋白），并使用该融合蛋白调节KaiC（一种

蓝藻生物钟蛋白）的磷酸化与去磷酸化［49］。

来自滨海红杆菌的EL222光感受器蛋白和来自

真菌链孢霉菌的光敏蛋白Vivid （VVD）光感受器

蛋白都是LOV结构域光感受器家族的成员，它们

对蓝光刺激有反应，并且它们具有类似的光诱导反

应，涉及暴露相互作用表面以进行同源二聚化。由

于许多转录因子以二聚体的形式起作用，EL222和

VVD 被 广 泛 用 于 通 过 同 源 二 聚 化 调 节 基 因

转录［50］。

EL222是一种自然进化的转录因子，包含一个

N 端 LOV 光敏结构域和一个 C 端螺旋-转角-螺旋

（HTH） DNA结合结构域。在黑暗条件下，EL222

在 4α 螺旋基序和 LOV 表面之间表现出抑制性接

触，从而阻止DNA结合［51］。EL222在基因调控中

的应用只需要将 EL222 结合基序掺入所选启动子

中，因为它具有作为转录激活子的天然功能。通过

调整启动子区域EL222结合基序的位置使其远离或

与RNA聚合酶结合序列重叠，可以将启动子设计

为诱导型或抑制型。由于EL222光遗传学系统的简

单性和紧凑性，诱导型和抑制型EL222系统甚至可

以在单细胞内并行表达，以实现双向基因调控。

EL222介导的基因表达已在广泛的应用中建立。鞭

毛旋转调节因子（CheZ）的受控表达会导致大肠

杆菌产生负趋光性［52］，而细菌分裂和细胞形状则

因控制细菌细胞分裂中的关键因子（FtsZ）的表达

而受到干扰［53］。

Vivid （VVD）是来自真菌的最小的含有LOV

的蛋白质，其工程变体（Magnets）已用于控制蛋

白质二聚化。VVD 的结构由 N 端 α 螺旋帽组成，

在暗适应状态下与 LOV 结构域的核心对接。与

EL222 类似，光诱导的结构重新取向消除了 LOV

核心的空间位阻，从而暴露了两个VVD之间用于

LOV-LOV 二聚化的界面［54］。为了使用 VVD，每

个 VVD 都与相同的目标蛋白 （protein of interest，

POI）融合，以便能够重组为同源二聚体，并以蓝

光特异性方式激活蛋白质功能。基于这一原理，构

建了一个非常强大的光调控基因表达系统。此外，

VVD还可用于转化细胞中的非光响应性同源二聚

体，通过用VVD替换其天然二聚化结构域以响应

蓝光。VVD相关工程变体用于控制同源蛋白质二

聚化的其他应用见表2。

2.2　隐花色素2（CRY2）
LID系统中经常使用的一种光依赖性成分是拟

南芥光感受器CRY2。CRY2的光响应性依赖于通

过黄素腺嘌呤二核苷酸（FAD）发色团发生的光化

学反应，该发色团通过构象变化促进同源蛋白质相

互作用，并且不需要添加外源辅因子［55］（图 2）。

然而，各种证据表明，野生型CRY2表现出较差的

聚集效果，这依赖于CRY2蛋白的细胞内浓度和标

签蛋白的类型。为了提高CRY2的聚集效率和潜在

应用，开发了新的基于CRY2的光遗传模块。带有

绿色荧光蛋白（green fluorescent protein，GFP）标

记的 CRY2 E490G 突变体，命名为 CRY2olig，在

光照下显示出快速且可逆的聚集能力和蛋白质功能

的控制［56］。另一种新的聚类系统CRY2clust是通过

在CRY2的碳端标记一个新发现的短肽而开发的，

细胞内CRY2浓度受该短肽的影响较小，即使在低

表达水平下，CRY2clust也能快速有效地聚集［57］。

CRY2clust在控制蛋白激酶、Raf1和其他信号蛋白

的活性方面显示出广泛应用的巨大潜力。

2.3　光敏色素

基于LOV或CRY的系统依赖于蓝光敏感的光

感受器，而光敏色素能够感知红光和远红光，并控

制植物和微生物发育的许多功能。光敏色素超家族

的光敏蛋白感知红光至近红外 （near infrared，

NIR）范围（620~800 nm）的光子，具有更高的光

穿透深度。植物光敏色素和蓝细菌光敏色素都利用

藻蓝蛋白 （phycocyanobilin，PCB） 作为发色团，

这在非光合生物中不是天然可用的；而细菌光敏色

素利用胆绿素 Ixα （BV），可以从哺乳动物细胞中

的血红素合成［58］。不同来源的光敏色素构成了头

对头的二聚体结构，例如来自集胞藻属的蓝藻光敏

色素1（Cph1）在红光下发生二聚化，并在辅因子
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藻蓝蛋白存在下在远红光下发生单体化 （图 2）。

Reichhart 等［59］通过识别和调整 Cph1 的感觉结构

域，介绍了一种红光诱导的蛋白质同源二聚化方

法，这种光诱导的二聚体组装系统可能直接或者通

过多个光受体结构域掺入后形成更大的复合物来调

节细胞黏附、基因转录或细胞骨架等一系列细胞

过程。

耐辐射球菌的细菌光敏色素（DrBphP）形成

头对头平行二聚体，可以在远红光或近红外光照射

下在毫秒之内可逆地转换其构象，无需添加任何外

源辅因子。DrBphP二聚体的C端组氨酸激酶结构

域在红光（660 nm）照射后以约35 Å的间隙分隔。

它们在 NIR （740~780 nm） 照明或黑暗中相互接

近，从而实现融合到 C 端蛋白质的同源相互作

用［60］（图2）。

Table 2　LID system inducing homologous protein dimerization
表2　诱导同源蛋白质二聚化的LID系统

光诱导二聚化系统

VfAu1-LOV

iLID-SspB

EL222

CRY2

CRY2olig

CRY2clust

Cph1

DrBphp

BLADE

Light Off, Inverted-Light Off systems

VVD

yLightOn

paT7P-1

YtvA

Opto-Cre-VVD/Cre-Mag/Flp-VVD/Flp-Mag

发色团

FMN

FMN

FMN

FAD

FAD

FAD

PCB

胆绿素

FAD

FAD

FMN, FAD

FAD

FAD

FMN, FAD

FAD

激发/逆转波长/nm

450/黑暗

450/黑暗

450/黑暗

450/黑暗

450/黑暗

450/黑暗

630/647

660/780

450/黑暗

450/黑暗

450/黑暗

450/黑暗

450/黑暗

450/黑暗

450/黑暗

激发/逆转时间

分

秒

秒

秒~分

秒~分

秒~分

秒~分

毫秒~分

时

-
分~时

时

-
分~时

时

参考文献

［47］

［48］

［50］

［55］

［56］

［57］

［59］

［60］

［61］

［62］

［63］

［64］

［65］

［66］

［67］

FMN：黄素单核苷酸（flavin mononucleotide）；FAD：黄素腺嘌呤二核苷酸（flavin adenine dinucleotide）；PCB：藻蓝蛋白。

CRY2

CRY2

CRY2

CRY2
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Fig. 2　Schematic diagram of photo induced homodimeric interactions between LOV domains, cryptochrome 2, and 
phytochromes

图2　LOV结构域、隐花色素2、光敏色素的光诱导同源二聚相互作用示意图
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3　超分子化学诱导同源蛋白质二聚化

目前用于诱导同源蛋白质二聚化的强有力化学

方法是使用CID系统。此外，金属离子、核酸和分

子主客体系统等超分子化学方法的应用也得到了探

索。所有这些化学元素通过将两个蛋白质聚集在一

起诱导二聚化，导致生物事件的激活或抑制。

3.1　金属离子诱导同源蛋白质二聚化

Salgado等［68］开发了一种新的方法，金属定向

蛋白自组装（MDPSA），它利用金属-配体相互作

用的强度、方向性和选择性来控制蛋白质二聚化，

在埋藏的金属离子中心周围生成了新的、进化上原

始的蛋白质-蛋白质界面。例如，Salgado等［68］使

用四螺旋束血红素蛋白细胞色素 cb562作为支架蛋

白，应用金属导向的组装来设计同源蛋白，命名为

MBPC1 （一种模式金属蛋白）的二聚化。在细胞

色素 cb562的螺旋表面设计了两个 i/i+4 bis/His基序，

产生了一种称为MBPC1的变体。添加Cu2+导致溶

液中MBPC1的二聚化，铜离子结合蛋白的晶体结

构揭示了由两个具有方形平面几何形状的 Cu2+：

His4 位点连接在一起的反平行二聚体［69］。此外，

金属导向的同源蛋白二聚化反应扩展到包括非天然

配体的使用［70］。细胞色素 cb562变体被设计为具有

单个组氨酸残基和以 i/i+7排列共价连接到半胱氨

酸残基的羟基喹啉螯合物。添加半摩尔当量的二价

金属离子Co2+、Ni2+、Cu2+和Zn2+导致在溶液中形成

二聚体，解离常数约为 10−9 mol/L或更低。镍离子

结合二聚复合物的晶体结构揭示了一个 V 形二聚

体，其中单个镍离子以扭曲的八面体几何结构与两

个单体的组氨酸和羟基喹啉部分结合。有趣的是，

金属离子诱导的蛋白质同源二聚化可以产生类似于

BZIP型转录因子的结构叠加，这为识别生物靶点

提供了潜在的应用前景。利用金属离子诱导蛋白质

二聚是控制生物过程的一种很有前途的方法。尽管

如此，金属-蛋白质相互作用缺乏选择性仍然是利

用 MDPSA 设计蛋白质二聚化系统的一个重要障

碍，通常需要在设计过程中进行试错。通过将蛋白

质表面的金属配位设计与蛋白质-蛋白质界面的计

算设计相结合，可以在一定程度上进行改善这一

缺点。

3.2　核酸诱导同源蛋白质二聚化

G-四链体（G-quadruplex，G4）是由多个G四

分体堆叠而成的四链体结构。在细胞事件中，G4

的形成涉及许多生物过程，如复制、转录、翻译和

端粒维持［71］。因此，G4与蛋白质之间的特异性相

互作用已成为调节生物过程的一种有前途的方法。

研究表明，含有 GT 重复序列的寡核苷酸可诱导

HIV-1 Gag蛋白质二聚化［72］。短寡核苷酸（GT）3或

（GT）8与Gag蛋白的核衣壳（NC）结构域结合，导

致Gag构象发生变化，有利于Gag二聚化。核酸诱

导蛋白质二聚是研究蛋白质功能以及蛋白质二聚状

态与激活之间相互作用的一种新途径，不仅包括

酶，还包括许多其他同源蛋白质二聚化事件。

3.3　分子主客体系统诱导同源蛋白质二聚化

近年来，通过超分子系统调控蛋白质二聚反应

的研究得到了较多的进展。超分子系统在蛋白质二

聚中的应用是基于超分子主体与特定客体分子的非

共价相互作用，同时将其附加在蛋白质上。其中，

超分子宿主分子环糊精和葫芦［8］脲 （cucurbit 

［8］ uril，别称葫芦脲［8］）在缓冲液和活细胞中作

为选择性和可逆控制蛋白质二聚的工具得到了广泛

的研究。超分子系统诱导的蛋白质二聚化的概念首

先是利用附着在合成肽链上的超分子主客体元件来

探索的。

β环糊精可用于诱导蛋白质的同源二聚化［73］。

例 如 ， 用 TMe‑β 环 糊 精 （heptakis(2, 3, 6-tri-O-

methyl)-β-cyclodextrin，TMe-β-CD）对牛血清白蛋

白 （bovine serum albumin，BSA） 进行表面功能

化，使 5,10,15,20-四 （4 磺酸苯基） 卟啉通过与

TMe-β环糊精的络合可逆地控制BSA的同源二聚。

所得到的超分子蛋白质二聚体是稳定的，可以通过

尺寸排阻色谱法从单体蛋白质中分离出来。

葫芦［8］脲是第二个有吸引力的超分子宿主分

子，可以用于可逆性蛋白质二聚化研究［74］。       

葫芦［8］脲在其疏水腔内选择性地同时结合并二聚

两个客体分子，具有较高的亲和力。超分子宿主 

葫芦［8］脲也可以有效地用于可逆切换包含遗传编

码的N端苯丙氨酸-甘氨酸-甘氨酸（FGG）肽基序

的荧光蛋白二聚化。带有 FGG-tag 的蛋白质在 pH

和温度的控制下，内含子系统的自裂解容易产生具

有FGG-tag的蛋白质。FGG-tag与葫芦［8］脲疏水腔

的选择性结合诱导蛋白质二聚化，并通过N端氨基

官能团与葫芦［8］脲的羰基边缘产生关键相互作

用，导致蛋白质二聚化。

葫芦［8］脲诱导的蛋白质二聚化方法已应用于

研究二聚化和胱天蛋白酶（caspase）-9 激活的分子

机制［75］。Caspase-9 是一种凋亡半胱氨酸蛋白酶，

在正常生理条件下主要以其无活性单体形式存在。
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它在辅助因子诱导二聚化后变得活跃，并在细胞凋

亡途径中发挥关键作用。Caspase-9 的 N 端含有

FGG基序（FGG-Caspase-9），允许葫芦［8］脲诱导

蛋白质二聚化，这一点通过动态光散射得到证实。

酶的催化活性随着葫芦［8］脲添加量的增加而增加，

直到所有 FGG-Caspase-9 二聚化时达到最大活性。

葫芦［8］脲诱导的 FGG-Caspase-9 二聚体的活性不

仅显著高于分离蛋白的活性，而且优于突变为具有

工程疏水二聚化界面的蛋白质。将竞争肽（FGG）

添加到活性葫芦［8］脲诱导的 FGG-Caspase-9 二聚

体后，酶的酶活性以剂量依赖性方式降低。因此，

葫芦［8］脲-FGG系统的可逆性表明，通过超分子主

客体方法可以完全控制FGG-Caspase-9二聚化和激

活，并且具有用特定小客体分子诱导或抑制蛋白质

二聚化的潜力（图3）。

超分子介导的蛋白质复合物的晶体结构已在 

葫芦［8］脲诱导的蛋白质 14-3-3 （涉及人类疾病，

包括乳腺癌靶标） 二聚化中进行了研究［76］。在   

葫芦［8］脲存在下，将 FGG-tag 与雌激素受体         

α（ERα）的 14-3-3 结合表位的 N 端融合可以简单地

形成二聚肽。葫芦［8］脲诱导的ERα肽二聚通过二

元二价的结合方式显著增强其对蛋白14-3-3的亲和

力。晶体结构表明，该复合物通过多种分子间相互

作用得到良好的稳定［77］（图4）。葫芦［8］脲可以作

为二聚化的超分子诱导剂，从而获得最佳的蛋白质

重组和酶活性，这为研究其他可逆的蛋白质同源二

聚化事件，如二聚化酶和膜受体蛋白提供了很大的

希望。

FGG

FGG

+

:8[8]7

M#�Caspase-9	� #�C��Caspase-9

FGG FGG

Fig. 3　Schematic diagram of homodimerization of N-terminal monomer Caspase-9 with FGG induced by cucurbit [8] uril
图3　葫芦［8］脲诱导N端带有FGG的单体Caspase-9同源二聚化示意图

+

FG
G

:8[8]7

FGG-ERα

14-3-3

14-3-3 14-3-3

P

P P

P
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Fig. 4　Schematic representation of cucurbit [8] uril-induced protein assemblies of phosphopeptide (FGG-ERα) and 
protein 14-3-3

图4　葫芦［8］脲诱导的磷酸肽（FGG-ERα）和蛋白质14-3-3的蛋白质组装的示意图
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4　总结与展望

同源蛋白质二聚化在几乎所有生物过程中都起

着关键作用，调控和了解此过程对于阐明生物系统

的动力学，剖析复杂的生物调控网络以及生物医学

应用具有重要意义。然而，目前仅存在数量有限的

CID与LID系统，对于新的二聚化系统的需求仍然

很高，开发新的二聚化系统将为解决日益复杂的生

物问题铺平道路。对于CID系统，设计具有所需灵

敏度和选择性的新系统依然是蛋白质工程领域的挑

战，创建一个对任何给定配体具有所需灵敏度和特

异性的系统更是一个悬而未决的问题。对于LID系

统，需要将新型光诱导策略与生物工程技术相结

合，为基于细胞的治疗和生物产品的制造提提供创

新的解决方案［78］。

此外，尽管二聚系统被广泛使用，但其性能仍

然存在缺陷。理想的二聚反应体系具有高特异性和

结合亲和力、生物正交性、可逆性、操作简单、时

空分辨率高等特点。当前二聚化系统固有的局限性

仍然对在精确的时间和位置上微调细胞活性提出了

挑战。

CID系统是一种调节蛋白质功能的强大工具，

通过添加化合物即可轻松操作，并可通过控制化合

物的剂量进行调节，而且化学二聚剂可以穿透光无

法到达的组织。与LID系统相对较低的结合亲和力

（KD通常在微摩尔范围内）相比，CID系统诱导的

结合相当稳定（KD在纳摩尔范围内）。然而，此类

试剂难以递送至细胞或从细胞中去除，物质扩散需

要时间，时空调控的选择也有限。通过光诱导蛋白

质二聚化具有独特的优势。光是一种正交刺激并且

高度可调，通过改变曝光的焦点、强度和频率，可

以实现高精度、时空感应，从而实现信号通路或生

物过程的选择性干扰。与化学诱导剂的刺激不同，

光可以更好地控制干扰，并且与许多系统高度兼

容，因为它不需要转运蛋白质到达光感受器，可以

随意施加和去除。光遗传学工具的最大优点，特别

是其非侵入性、可逆性和高时空特异性，弥补了化

学诱导剂触发遗传开关的缺点［79］。LID 系统具有

快速启动动力学、空间分辨率高和可切换可逆性特

点，但可能会受到动态范围有限以及对表达水平和

细胞环境的敏感性的影响。此外，光激活条件，即

波长和强度也是决定性因素，因为短波长导致光的

组织穿透性差，而强照射会对细胞造成光毒性。

设计CID系统具有较高的难度，基于非共价相

互作用的超分子化学为调节蛋白质二聚化提供了一

种有前途的策略。基于超分子系统诱导蛋白质二聚

化具有良好的溶解度和生物相容性，但与客体分子

的相对较低的结合亲和力限制了其在蛋白质上的进

一步应用。例如，最广泛使用的主体分子环糊精与

其客体的结合较弱，KD通常大于 10-5 mol/L。为了

扩展其功能用途，需要对宿主大环进行修饰，从而

赋予蛋白质新的性质。迫切需要开发易于获得的大

环化合物或新大环化合物的修饰技术，这些技术具

有生物相容性，对结构简单的客体部分具有较高结

合亲和力，并且易于修饰。虽然超分子化学已广泛

用于调节蛋白质二聚化，但通过在更多领域应用位

点特异性蛋白质修饰，预计其应用将大大扩展。

现有的大多数CID系统中的小分子是偶然发现

的，或者是对现有化合物的二次开发而设计的，但

我们仍然可以从一些报道中获得一些筛选和合理设

计方向的见解。PPI界面上有一些对相互作用的总

结合能贡献很大的被称为“热点”的关键残基，对

于潜在的 PPI 或者结合亲和力较弱的 PPI，CID 系

统中的小分子可以充当“热点”，通过占据靶蛋白

结合位点来介导蛋白质与蛋白质的结合。因此，可

以通过筛选能够与这些位点良好相互作用的小分子

作为开发 CID 系统的起点。随后，再根据特定的

CID系统，对小分子进行结构修饰以提高其作用力

与协同性。此外，对于未配制的蛋白质靶标，也许

能够使用对接软件找到两种蛋白质之间的互补界面

并设计新型CID系统。近年来，环肽和螺旋肽已经

广泛用于PPI抑制剂的开发和设计，这些肽具有大

的结合界面和令人满意的结合亲和力，使其成为新

型CID系统的有希望的候选者，因此，有理由推测

环肽和螺旋肽将来也可能被开发为CID系统。

此外，化学光遗传学的应用，弥补了CID系统

的一些缺陷。最近，Chen等［80］提出了一种新的化

学光遗传学方法，光开关化学诱导二聚化（photo 

switchable chemically induced dimerization，

psCID），用于通过蓝光以快速且可逆的方式控制

细胞功能。而且，psCID是可调控的，即可以通过

施加不同强度的光照微调蛋白质二聚化和去二聚化

程度。使用这种方法，可以高空间（μm）和时间

（ms）精度控制活细胞中蛋白质的定位和细胞器的

定位。psCID 系统结合了 CID 与 LID 系统的优点，

具有可逆、可调且灵敏，以及具有微米级的高空间

分辨率等特点，对于研究快速生物过程非常有价

值。此外，用于标签融合蛋白的光活化化学诱导二
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聚 化 （photo activatable chemically induced 

dimerization，photo-CID）技术是调节亚细胞蛋白

质易位和PPI最有前途的方法之一，Kowada等［81］

通过将笼状配体应用于BL-tag系统（使用突变β内

酰胺酶的共价蛋白质标记系统）开发了 photo-CID

系统，并证明了其在活细胞中具有高时空分辨率的

亚细胞蛋白质易位中的应用。总而言之，这些诱导

同源蛋白质二聚化的方法为生物医学应用以及解剖

复杂的生物调控网络提供了工具并具有重要意义。
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Graphical abstract

Abstract　Proteins in biological systems rarely act alone, but instead bind with other biomolecules to trigger 

specific cellular reactions. These biomolecules are usually astonishing number of proteins self-assemble to form 

dimers, which are both in a relatively isolated state and in a protein interaction network and cascade. Dimerization 

can endow proteins with various structural and functional advantages, including improving stability, controlling 

the accessibility and specificity of active sites, and increasing complexity. The self-association of proteins to form 

dimers is a very common phenomenon, and the functional importance of homologous protein dimerization cannot 

be overestimated. It provides diversity and specificity in many pathways, and most cellular events, such as signal 

transduction, transcription cofactor recruitment, enzyme activation, and even pathogenic pathways, are 

significantly regulated through homologous protein-protein interactions. The regulation of protein dimerization is 
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an important process for the growth and development of organisms under internal or external stimuli in the natural 

environment. Therefore, regulating the dimerization process of homologous proteins and understanding their 

molecular mechanisms are crucial for biomedical applications and analyzing complex biological regulatory 

networks. Proximity effects or physical proximity effects of molecules are essential regulatory factors in 

biological processes, which can be controlled through induced dimerization methods. The application range of 

induced proximity ranges from manipulating protein folding, activation, localization, and degradation to 

controlling gene transcription or cell therapy. The chemical induced dimerization (CID) system and light induced 

dimerization (LID) system based on proximity induction provide powerful tools for regulating the function of 

dimerized proteins, and have been gradually developed. The concept of CID was proposed as early as 1993. The 

basic principle of CID is that a small molecule controls the dimerization of a pair of proteins or domains, while 

binding two proteins and bringing them closer together. Small molecules in the CID system form ternary 

complexes with target proteins, which can bind to various sites, including “hotspot” and “allosteric sites”. Small 

molecules play a role by regulating protein proximity. The light induced dimerization system uses photosensitive 

proteins to undergo conformational changes under light, thereby inducing protein interactions. Multiple 

photosensitive proteins derived from plants and microorganisms can undergo photo induced homologous 

interactions, and relying on LID systems, they can be used to study various biological processes, including cell 

signal transduction, microbial synthesis, and biomedical applications. In recent years, metal ions, nucleic acids, 

and molecular host guest systems have been proposed as new methods for orthogonal control of homologous 

protein dimerization, expanding the development and application of dimerization systems. In addition, the chemo-

optogenetic approach combines the advantages of CID and LID systems and has also been applied in inducing 

protein dimerization. This review elaborates on the methods and applications of inducing homodimerization of 

proteins through CID system, LID system, and supramolecular chemistry, while discussing the advantages and 

disadvantages of dimerization systems. The development direction of dimerization systems is also discussed, in 

order to provide some reference and ideas for the future application and development of homologous protein 

dimerization.
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