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摘要 膜蛋白占哺乳动物蛋白质组的30%，占所有药物靶点的60%。它们的功能相互作用是细胞进行多种生物功能的基础，

分析膜蛋白相互作用对了解这些生物功能的具体机制十分重要。膜蛋白相互作用具有依赖细胞膜环境、空间不对称、强度

较弱、高度动态和作用位点多样等特征，需要借助原位分析技术来真实反映其结构基础和动力学等信息。本文系统性总结

了目前可被用于原位分析膜蛋白相互作用的技术，如免疫共沉淀 （Co-IP）、邻近连接技术 （PLA）、双分子荧光互补

（BiFC）、共振能量转移、邻近标记（PL）技术、冷冻电子断层成像（Cryo-CT）、原位交联质谱（In situ XL-MS）、拉曼光

谱（Raman spectroscopy）、电子顺磁共振（EPR）、核磁共振（NMR）、结构预测技术等，并且对各项技术的优缺点进行了

评述；基于自身相关研究基础，进一步讨论了这些技术在应用中的关键问题和发展趋势，指出了借助多种技术联用可以克

服单一技术的局限性，为膜蛋白领域研究提供了宝贵参考。
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膜蛋白是一类能够结合或整合到细胞膜或细胞

器膜上的蛋白质，是生命体的重要组成部分［1］。

在哺乳动物中，膜蛋白约占整个蛋白质组的

30%［2］；在美国食品药品监督管理局 （Food and 

Drug Administration， FDA） 批准的抗疾病药物

中，约有 60% 靶向膜蛋白［3］。膜蛋白通常并非孤

立地发挥作用，而是作为受体与其他配体发生蛋白

质-蛋白质相互作用来实现其生物功能［4］。膜蛋白

相互作用的主要生物功能包括：a. 物质转运，例如

细菌多药外排泵——周质连接蛋白AcrA、内膜转

运蛋白 AcrB、外膜通道蛋白 TolC （AcrAB-TolC）

组装成复合体排出抗生素［5］；b. 信号转导，例如

跨膜G蛋白偶联受体与激动剂结合后，活化G蛋白

复合体从而激活胞内下游效应物［6］；c. 催化反应，

例如 ATP 合成酶借助跨膜质子动力，通过复合体

旋转过程合成ATP［7］；d. 细胞识别与黏附，例如整

合素蛋白异源二聚体既可以结合细胞外基质蛋白，

又可以连接到细胞骨架，从而介导细胞与细胞外基

质的黏附［8-9］；e. 细胞通讯，例如连接蛋白组装成

六聚体通道，两端分别嵌入两个相邻细胞，帮助细

胞交换小分子物质［10］。更重要的是，膜蛋白相互

作用的异常往往与多种疾病的发生相关，例如感

染、癌症和神经退行性疾病等［11-12］。以近期肆虐

的新型冠状病毒感染为例，严重急性呼吸综合征冠

状 病 毒 2 （severe acute respiratory syndrome 

coronavirus 2， SARS-CoV-2） 通过结合细胞膜上

的血管紧张素转化酶 2 （angiotensin converting 

enzyme 2，ACE2）来入侵细胞［13-14］。糖蛋白激素

α多肽（glycoprotein hormone α polypeptide，CGA）

则可与上皮生长因子受体（epidermal growth factor 

receptor，EGFR）相互作用来激活EGFR信号，使

得胃癌细胞在化疗中存活［15］。α突触核蛋白 （α

-synuclein， α-syn）第 129位丝氨酸残基磷酸化会

增强其与 Rab-3A （Ras-related protein Rab-3A） 相

互作用，抑制 Rab3A 的 GTP 水解酶活性，导致 α
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-syn在膜上累积，从而诱导帕金森病的发生［16-20］。

由此可见，分析膜蛋白相互作用对了解生物功能和

疾病产生机制十分重要。

相比于其他蛋白质之间的相互作用，膜蛋白相

互作用具有以下几个特点：a. 依赖细胞膜环境，膜

蛋白通常具有高度疏水的跨膜结构域，必须借助细

胞膜的磷脂双分子层环境来维持正确的结构和功

能［1，21］，细胞膜上复杂的脂质、聚糖、蛋白质等

成分还可能参与膜蛋白的相互作用［22-23］；b. 空间不

对称，包括膜蛋白在内的细胞膜成分在细胞不同位

置分布不均匀，且在膜内外两侧分布不对称，使膜

蛋白相互作用在特定位置发生［22］；c. 相互作用较

弱，膜蛋白的相互作用通常较弱，在细胞膜上通过

聚集来加强微弱的相互作用［4，22］；d. 高度动态，

细胞膜是高度动态的结构，其上的膜蛋白等成分在

不断地合成、降解、转运和重分布，导致膜蛋白的

相互作用较为短暂，且可以随着细胞内外环境变化

而改变［22，24］；e. 作用位点多样，膜蛋白相互作用

可能发生在胞外域、胞内域或跨膜域，相对于膜的

位置不同增加了相互作用的多样性［25-26］。

许多传统的蛋白质相互作用分析技术，例如酵

母双杂交、噬菌体展示、拉下实验、蛋白质芯片等

皆属于非原位分析技术，需要更换蛋白质表达体系

或提纯蛋白质等操作，难以保持膜蛋白原有的结构

和膜环境。因此，膜蛋白相互作用更为依赖原位分

析技术来真实反映其结构基础和动力学等信息。部

分原位分析技术需要针对目标膜蛋白设计标记或抗

体，如免疫共沉淀 （co-immunoprecipitation，Co-

IP）、 邻 近 连 接 技 术 （proximity ligation assay，

PLA）、双分子荧光互补（bimolecular fluorescence 

complementation，BiFC）、共振能量转移和邻近标

记（proximity labeling，PL）技术等，考虑到膜蛋

白相互作用位点的多样性，这些技术应当根据相互

作用发生的具体位置和结构信息来设计标记或抗

体［27］，以满足标记或抗体的作用条件，同时设置

适当对照来避免对膜蛋白定位和相互作用的影响；

另一些技术则无需对膜蛋白进行标记或使用抗体，

如冷冻电子断层成像 （cryo-electron tomography，

Cryo-ET）、拉曼光谱（Raman spectroscopy）、电子

顺磁共振（electron paramagnetic resonance，EPR）、

核磁共振（nuclear magnetic resonance，NMR）、原

位 交 联 质 谱 （in situ cross-linking mass 

spectrometry， In situ XL-MS） 和结构预测技术

等［28］。目前，国内外尚未有综述讨论过此类分析

技术。本文系统性总结了目前可被用于原位分析膜

蛋白相互作用的技术，并且对其各自的优缺点进行

了评述。此外，本文还基于作者在原位分析技术领

域的研究基础，进一步讨论了这些技术在应用中的

关键问题和发展趋势，为未来相关研究提供参考。

1　基于标记的膜蛋白原位分析技术

1.1　免疫共沉淀（Co-IP）
Co-IP是一种经典的捕获相互作用蛋白质的技

术。该技术通过非变性的方式裂解细胞来保持蛋白

质在细胞内的生理状态和相互作用，再用特异性抗

体沉淀目标蛋白质，目标蛋白质结合的蛋白质便可

以一起被沉淀下来［29］，随后利用质谱或免疫印记

法等技术进行鉴定［30］。Co-IP捕获的蛋白质复合体

的相互作用发生在细胞内部，且蛋白质没有经过额

外标记或修饰，是生理条件下的原位相互作用［31］。

但是，该技术难以检测微弱的相互作用，无法分辨

蛋白质之间是否直接相互作用，也不能提供相互作

用的动力学性质［32］。

该技术适用于大量筛选和鉴定与目标蛋白质相

互作用的蛋白质，例如Wei等［33］联用免疫沉淀-质

谱和 Co-IP，鉴定肌浆网/内质网钙离子 ATP 酶 2

（sarco/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2，

SERCA2） 与 西 格 玛 非 阿 片 类 细 胞 内 受 体 1

（Sigma non-opioid intracellular receptor 1，Sigmar1）

相互作用，并证实SERCA2的Q615是它们结合的

关键残基。在使用该技术时，应当注意：a. 采用温

和的裂解条件，冰上裂解细胞，裂解液中应加入蛋

白酶抑制剂（如抑肽酶、亮抑酶肽）和磷酸酶抑制

剂（如Na3VO4、NaF），以防止蛋白质降解和去磷

酸化；b. 验证抗体的特异性，并使用对照抗体（如

正常小鼠 IgG、正常兔 IgG），以排除非特异性结

合［29，31，34］。目前，Co-IP技术发展的方向主要是通

过设计抗体或调整步骤来提高分离得到复合物的特

异性［34］。

1.2　邻近连接技术（PLA）
PLA是一种成熟且普遍适用的蛋白质相互作用

分析技术。该技术分别采用两种一抗来特异性结合

两个目标蛋白质，接着用一对寡核苷酸链标记的二

抗结合一抗，并加入一段与二抗上寡核苷酸链互补

的连接寡核苷酸链。当两个目标蛋白质足够接近

时，二抗上的寡核苷酸链与连接寡核苷酸链互补杂

交，在连接酶作用下形成封闭环状DNA。该DNA

经扩增后，加入荧光标记的检测寡核苷酸链与其互
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补配对来产生荧光信号，实现对相互作用蛋白质的

分析［35］（图 1）。PLA 利用了免疫反应的特异性，

同时具有 PCR反应的灵敏度，不仅可以检测生理

条件下的蛋白质相互作用，也可以捕获短暂的蛋白

质结合［32，35］。其缺点在于寡核苷酸链的非特异性

结合易产生干扰，且标记操作较为困难、样品孵育

耗时，同时无法提供相互作用的直接证据［32］。

与Co-IP相似，PLA适用于大量筛选和鉴定与

目标蛋白质相互作用的蛋白质。例如 Tubbs 等［36］

应用 PLA 检测线粒体相关内质网膜完整性变化，

发现 1，4，5-三磷酸肌醇受体（inositol 1，4，5-

trisphosphate receptor，IP3R）与电压依赖性阴离子

通 道 1 （voltage dependent anion channel 1，

VDAC1）、葡萄糖调节蛋白 75 （glucose-regulated 

protein 75，Grp75）在膜界面的相互作用减少导致

线粒体相关内质网膜完整性破坏。在使用该技术

时，应当注意：a. 抗体的表位不得重叠，且两个一

抗结合位点应位于膜的同一侧；b. 优化渗透剂的类

型以及每次实验的暴露时间至关重要［35，37］。目前，

PLA发展的方向主要有：a. 简化实验操作，提高检

测效率；b. 设计适用于多通道信号输出的寡核苷酸

链，满足高通量检测的需要［37］。

1.3　双分子荧光互补（BiFC）
BiFC是一种利用荧光蛋白的特点来可视化蛋

白质相互作用的技术。该技术将荧光蛋白分成两个

非荧光片段分别连接到目标蛋白质上，当两个目标

蛋白质结合时，片段重组成为完整的荧光蛋白，从

而产生荧光信号，进而实现对相互作用蛋白的可视

化。BiFC的优点在于可以快速直观地通过荧光显

微镜 （fluorescence microscope，FM） 直接观察到

相互作用结果，背景干净、操作便捷，且适用于分

析短暂或较弱的相互作用。然而连接额外的蛋白质

片段可能会影响目标蛋白质的生理功能，且由于发

色团成熟滞后，导致该技术无法实时观察蛋白质相

互作用过程［38］。

BiFC适用于高通量筛选和相互作用的可视化，

易于与其他技术结合使用。例如 Yang 等［39］使用

BiFC 鉴定 Sigmar1 与自噬相关蛋白 14 （autophagy 

related protein 14， ATG14）、突触融合蛋白 17

（syntaxin 17， STX17） 和 囊 泡 相 关 膜 蛋 白 8

（vesicle associated membrane protein 8， VAMP8）

接近，进而发现Sigmar1调节自噬体-溶酶体融合。

Wu 等［40］则使用 BiFC 验证了膜类固醇结合蛋白 1

（membrane steroid binding protein 1，MSBP1）和微

管 相 关 蛋 白 4 （microtubule-associated protein 4，

MARP4） 均 与 ATG8 相 互 作 用 蛋 白 1 （ATG8-

interacting protein 1，ATI1）和ATG8相互作用蛋白

2 （ATG8-interacting protein 2，ATI2） 相互作用，

进而鉴定了MSBP1作为拟南芥网状吞噬途径的自

噬货物，而ATI1和ATI2为其受体。在使用该技术

时，应当注意：a. 确保所选荧光蛋白片段在单独表

达时不产生荧光，避免假阳性；b. 荧光蛋白片段结

合位点应位于膜的同一侧；c. 验证融合蛋白在细胞

中的正确表达和定位［38］。目前，双分子荧光互补

技术发展的方向主要有：a. 通过改变分裂位置，减

少荧光蛋白片段的自组装，从而降低假阳性［41］；

b. 开发基于新荧光蛋白的探针，提高信噪比和特

异性［42］。

1.4　共振能量转移

荧光共振能量转移 （fluorescence resonance 

energy transfer，FRET）是一种基于荧光分子间能

量转移的相互作用检测技术。两个荧光发色基团

（供体-受体对）距离足够近（一般小于10 nm）时，

当供体分子吸收光子激发到更高的电子能态，在回

到基态前，通过偶极子相互作用，供体分子将能量

转移到受体分子［43］（图 2）。要发生 FRET，受体

分子的吸收光谱应与供体分子的发射光谱重叠［44］。

FRET 可以检测纳米级（1~10 nm，部分供受体对

可达20 nm）的接近，技术简单，设备要求低，能

达到纳秒级时间分辨率［45-46］。但是，和其他基于

接近的技术类似，FRET需要仔细设计供受体对的

Fig.1　Schematic diagram of the working principle of PLA
图1　邻近连接技术的工作原理示意图

一抗、二抗分别结合两个目标蛋白质后，加入连接寡核苷酸链，

当两个目标蛋白质足够接近时，连接寡核苷酸链与二抗上寡核苷

酸链互补配对，通过连接酶产生封闭环状DNA后，滚环扩增得到

含大量重复序列的单链，再用荧光标记的检测寡核苷酸链来产生

荧光信号。
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方向，无法直接检测相互作用，且难以避免假阳

性，特别是当研究高密度的膜蛋白时［38］。同时，

该技术的通量较低，且信噪比不够理想［47］。生物

发 光 共 振 能 量 转 移 （bioluminescence resonance 

energy transfer，BRET）供体采用荧光素酶生物发

光，不再需要激发光，能提供更低的背景和更高的

信噪比，然而其供受体对的选择限制较大［47-48］。化

学 发 光 共 振 能 量 转 移 （chemiluminescence 

resonance energy transfer，CRET）则通过化学发光

试剂发光，进一步解决了BRET供受体对选择受限

的问题，具有低背景和高灵敏度［48-49］。作者课题组

曾对FRET分析膜蛋白复合物的组成和相互作用的

研究进行了总结与讨论［50］，并利用单分子荧光技

术观察了细菌多药外排泵AcrAB-TolC的动态装配

过程［51］。

共振能量转移适用于对蛋白质相互作用进行高

时空分辨率检测。例如 Stroik等［52］采用时间分辨

荧 光 共 振 能 量 转 移 （time-resolved fluorescence 

resonance energy transfer，TR-FRET） 高通量鉴定

靶 向 肌 浆 网/内 质 网 钙 离 子 ATP 酶 2a （sarco/

endoplasmic reticulum calcium ATPase 2a，SERCA2

a）与受磷蛋白（phospholamban，PLB）之间相互

作用的化合物。Wan等［53］则采用BRET结合Co-IP

技术，发现了新的组成型 G 蛋白耦联受体 （G 

protein-coupled receptor， GPCR）异源二聚体阿片

受体-食欲素受体 1 （apelin receptor-orexin receptor 

type 1，APJ-OX1R）。在使用该技术时，应当注

意：a. 供体的发射光谱与受体的吸收光谱必须有相

当的重叠，同时供体和受体的激发光要足够分开；

b. 供体和受体之间的距离足够小 （一般小于 10 

nm），且供体和受体的荧光生色团以适当的取向排

列；c. 避免直接激发受体［43-46］。目前，共振能量转

移技术发展的方向主要有：a. 寻找更合适的供受体

对，提高检测性能并拓展适用范围；b. 通过多路共

振能量转移系统同时检测和分析多个目标蛋白质；

c. 设计更实用的检测装置，如开发更灵敏的信号检

测设备，或采用微流控器件、智能手机等使检测更

加便捷［54］。

1.5　邻近标记（PL）技术

PL是一种通过空间接近关系来标记邻近分子

的技术。该技术将邻近标记酶（如过氧化氢酶或生

物素连接酶）与目标蛋白质融合，通过酶催化将邻

近的蛋白质标记上带生物素的短寿命活性基团，最

后通过亲和素磁珠富集生物素标记蛋白进行质谱鉴

定，获得邻近蛋白质的身份和距离（图 3）。PL技

术的时间分辨率较高，可以分析较短暂的相互作用

以及相互作用的动态过程，还可鉴定目标蛋白质的

邻近蛋白质组或相互作用组［55］。然而，不同的邻

近标记酶存在不同的缺陷，如 BioID 时间分辨率

低、TurboID在特定条件下可能有细胞毒性或产生

错误标记等，导致标记酶的选择高度依赖具体应用

场景［56］。

PL技术适用于绘制空间蛋白质图谱或鉴定目

标蛋白质的相互作用组。Paek等［57］采用过氧化物

酶的PL结合同位素标记和质谱技术对活细胞中血

管紧张素 II型1受体和β2肾上腺素受体的激活和内

化进行了定量时间分辨测量，并鉴定出含LMBR1

结构域蛋白 2 （LMBR1 domain-containing protein 

2，LMBRD2）为β2肾上腺素受体信号途径的潜在

调节因子。在使用该技术时，应当注意：a. 使用不

连接的单独或荧光标记的PL酶作为对照并进行充

分的重复实验，并验证融合蛋白在细胞中的正确表

达和定位；b. PL 需要表面带负电的氨基酸残基

（如赖氨酸和酪氨酸），同时标记酶可能会偏向于标

记某些蛋白质，造成相互作用蛋白质未标记的假阴

性；c. 生物素标记强度不一定反映相互作用强度；

d. 通过初步实验优化标记时间［55-56，58］。目前，PL

技术发展的方向主要有：a. 开发新的PL酶来适应

不同的应用场景，或拓展PL酶的融合方式来适应

更丰富的亚细胞定位［59］；b. 通过可调光催化等方

式实现不同尺度的邻近蛋白质组分析。

Fig. 2　 Schematic diagram of the working principle of 
FRET

图2　荧光共振能量转移的工作原理示意图

两个目标蛋白质上分别偶联的荧光基团（供体和受体）足够接近

（≤ 10 nm）时，由于供体的发射光谱与受体的吸收光谱重叠，用激

发光激发供体，其荧光被受体吸收，从而激发受体产生发射光。PIBB Onlin
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2　无标记的膜蛋白原位分析技术

2.1　冷冻电子断层成像（Cryo-ET）
Cryo-ET是一种结合了冷冻电子显微镜（cryo-

electron microscopy，Cryo-EM）和断层成像技术的

先进成像技术。首先，该技术在极低温度下冷冻样

品以固定其生物状态，对于厚度20 μm以内的样品

可以直接通过快速冷冻处理，而厚度20~200 μm的

样品则需要进行高压冷冻［60］；然后，通过电子显

微镜获取不同角度的断层图像；最后，通过计算机

软件重建样品的三维结构。与X射线衍射晶体学、

核磁共振波谱学和冷冻电镜单颗粒分析等传统测定

蛋白质分子三维结构的技术相比，它不需要制备晶

体，可以提供细胞内蛋白质的天然原位信息［61］。

此外，该技术对样品的要求较低，可以实现蛋白质

及复合体的高分辨率三维结构分析［62］，其空间分

辨率可达 3.5 Å。然而，不损伤样品的低剂量电子

束穿透能力有限，生物样品经冷冻后往往还需要使

用聚焦离子束（focused ion beam，FIB）铣削至约

100~300 nm［60］。此外，该技术无法分析相互作用

的动态过程，在图像中鉴别目标蛋白质也存在一定

困难［63］。

Cryo-ET适用于蛋白质及复合体的三维结构分

析。例如，Mühleip等［64］通过Cryo-ET和亚断层图

平均发现弓形虫线粒体 ATP 合酶会组装成环状六

聚体，这对形成其独特的嵴至关重要。Park等［65］

则通过高通量Cryo-ET揭示了沙门氏菌接触宿主细

胞膜并部署 III 型蛋白分泌系统（type III secretion 

system，T3SS）过程的一系列细节。目前，Cryo-

ET技术发展的方向主要有：a. 通过自动化流程及

先进铣削技术，加快切片样本制作，改良断层成像

仪器并实现自动数据采集；b. 将FM和FIB铣削集

成到同一仪器中，以消除样品转移中的污染风险，

并采用相关的超分辨率荧光显微镜-聚焦离子束铣

削技术、基于深度学习的图像识别进行三维定位、

基准标记辅助等方式提高信号的相关性；c. 优化成

像方式，例如使用增强对比度的相位板、根据样品

厚度调节电子束剂量，提高信噪比［66］。

2.2　原位交联质谱（In situ XL-MS）
In situ XL-MS是一种强大的蛋白质组学技术，

用于研究蛋白质或蛋白质复合体的空间结构和相互

作用界面。该技术向生物样品中加入能特异性连接

靠近的氨基酸残基的化学交联剂或光交联剂，在原

位环境下将空间上接近的蛋白质或蛋白质内部的氨

基酸残基连接起来，然后利用质谱技术鉴定这些交

联位点，从而推断出蛋白质的空间结构和相互作用

对象［67］。In situ XL-MS能够以高通量和高灵敏度

的方式解析活细胞内膜蛋白相互作用动态结构信

息［68］。然而，目前的交联剂细胞渗透性较低且需

要较长的反应时间，这可能影响交联效率和细胞状

态［69］。同时，交联质谱提供的是蛋白质碎片信息，

而非完整结构，因此需要结合其他技术（如冷冻电

镜等）对结构解释进行验证［60］。交联质谱的数据

也比传统质谱更加复杂［70-71］。

In situ XL-MS 适用于高通量蛋白质相互作用

组定位及复合体结构解析。例如，Chen等［72］使用

二甲基二十八烷基溴化铵功能化的聚乳酸-羟基乙

酸纳米颗粒将蛋白质交联剂传递到线粒体，通过

In situ XL-MS 确定了 STRING 数据库中不存在的

74 对蛋白质-蛋白质相互作用。在使用该技术时，

Fig.3　Schematic diagram of the working principle of PL
图3　邻近标记技术的工作原理示意图

通过目标蛋白质上融合的邻近标记酶，将邻近的蛋白质标记上生物素，使用链霉亲和素磁珠提取生物素化的蛋白质进行质谱分析，获得邻

近蛋白质的身份和距离。
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应当注意：需选择具有高生物相容性的交联剂以减

少对细胞扰动；与此同时，交联剂需在质谱中易碎

裂以便识别交联位点［67］。目前，In situ XL-MS技

术发展的方向主要有：a. 改进细胞固定技术，减少

交联过程对细胞的扰动，进而拓展交联剂的选择范

围；b. 开发新的交联剂和递送体系，以解决交联剂

穿透性差、反应时间长、生物相容性不佳等问题；

c. 优化交联策略，例如通过多次交联或优化交联参

数来提高检测能力［68］。

2.3　拉曼光谱

拉曼光谱是一种基于拉曼散射现象的振动光谱

技术。当用一定频率的激发光照射物质分子时，少

部分散射光的频率与激发光不相同，其中频率变化

较大的光即为拉曼散射光。由于拉曼散射光的频率

与分子结构有关，拉曼光谱就犹如分子的“指纹”，

可定性、定量探究蛋白质的组成、构象和相互作用

等信息［73］。相比于现有的膜蛋白相互作用原位分

析技术，该技术具有以下显著特点：a. 可从分子结

构角度直接分析蛋白质间的相互作用，例如氢键和

疏水相互作用的强度变化［74］；b. 无损、快速、不

易受水干扰，可在生理环境下对各种类型蛋白质开

展原位、动态、实时分析［75］；c. 无需外源性标记，

对样品自身结构影响小且样品制备简单［76］。已有

课题组尝试将拉曼光谱应用于蛋白质相互作用分

析，例如Schultz课题组［77］分析了不同整合素蛋白

与靶向肽之间的相互作用差异，Xu等［78］实时监测

了细胞色素b5同细胞色素 c、肌红蛋白之间的电子

转移过程。在使用该技术时，应当注意：a. 根据样

品性质和实际检测需要选择合适的激发波长，以获

得更高信噪比的拉曼光谱信号；b. 选择合适的光谱

采集参数，例如积分时间和激光功率等，避免大功

率长时间的激光照射损伤样品；c. 对同一样品进行

多点、多次测量，以确保数据的重现性和可

靠性［73-75］。

目前，拉曼光谱技术发展的方向主要有：a. 采

用表面增强拉曼散射 （surface-enhanced Raman 

scattering， SERS）、针尖增强拉曼光谱术 （tip 

enhanced Raman spectroscopy，TERS）、共振拉曼

散射 （resonance Raman scattering，RRS） 和受激

拉曼散射 （stimulated Raman scattering，SRS） 等

技术，并设计相应的传感器，提高检测灵敏度和信

噪比［79］；例如，作者课题组发展了一系列可显著

增强生物分子拉曼光谱信号的SERS技术，进而实

现了 DNA 构象［80］、细菌种类［81］、细菌气体代谢

物［82］和细菌群体感应信号分子［83］的原位表征；

b. 利用现代信息学方法如机器学习等，简化和加速

光谱数据的分析［84］；本课题组在以往的工作中撰

写了一种基于机器学习级联 （machine learning 

cascade，MLC） 算法，该算法由坐标定位系统、

层次聚类分析、支持向量机和相似性分析四大模块

组成，可快速解析癌细胞的拉曼光谱信号，进而精

准评估其程序性死亡受体配体 1 （programmed 

death-ligand 1， PD-L1）的表达程度［85］。

2.4　电子顺磁共振（EPR）
EPR是一种基于物质中未成对电子自旋特性的

波谱学技术。未成对电子具有自旋磁矩，在外磁场

中发生能级分裂，可吸收特定频率的电磁波，即发

生共振吸收现象。该技术通过检测样品吸收电磁波

后产生的信号，得到关于样品中未成对电子的数

量、自旋状态和距离分布等信息，进而分析蛋白质

相互作用中构象变化的动态过程［86］。该技术的显

著特点包括：a. 可分析蛋白质相互作用中构象的动

态变化；b. 不受分子质量限制，可以处理分子质量

较大的膜蛋白；c. 具有高灵敏度，能够检测在细胞

膜中含量较低的蛋白质［87-88］。该技术已经被用于原

位分析膜蛋白相互作用，例如 Joseph等［89］使用脉

冲偶极电子自旋共振光谱，结合Gd3+-氮氧化物自

旋对，观察到维生素 B12 在 ATP 结合盒转运蛋白

BtuCD （ATP-binding cassette transporter BtuCD） -

周质结合蛋白 BtuF （periplasmic binding protein 

BtuF）转运复合体界面诱导构象转移。在使用该技

术时，应当注意：a. 选择合适的顺磁性自旋标记

物，这些标记物可以与膜蛋白的氨基酸残基连接，

或者与膜结构相连；b. 确保标记物不会干扰膜蛋白

的功能和相互作用［86-88］。目前，EPR技术发展的方

向主要有：a. 发展新的自旋标签，以适用于标记不

同的蛋白质和结构域；b. 开发新的自旋标记方法，

使其可以由非专业有机实验室合成，并克服向细胞

引入外源重组标记蛋白的繁琐步骤［90］。

2.5　核磁共振（NMR）
NMR 是一种基于原子核磁性的波谱学技术。

在强磁场中，原子核发生能级分裂，当吸收与原子

核自旋进动频率相同的电磁辐射时，发生能级跃

迁，产生核磁共振现象。该技术通过测量和分析核

磁共振信号的频率、强度和形状等波谱特征，获取

原子核的种类、数量以及相互作用等信息，进而对

物质的成分和结构进行定性和定量分析，可以检测

蛋白质在细胞内的移动和动态结构［86］。该技术在
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以下方面优势显著：a. 检测蛋白质原子尺度的直接

信息，可以表征蛋白质柔性或无序区域的残基特征

和弱相互作用［87，91］；b. 能够以纳秒到秒的时间尺

度报告结构和相互作用动态过程，还能分别揭示蛋

白质在细胞内的旋转和平动现象［87，92］。该技术已

经被用于原位分析膜蛋白相互作用，例如 Ward

等［93］利用固态 NMR 等技术检测了大肠杆菌内膜

上感觉视紫红质三聚体的结构，发现在大肠杆菌内

膜和人工膜上形成了不同对称的二维晶格。

Kulminskaya等［94］则利用二维和三维固体NMR的

不 同 组 合 ， 分 析 了 几 丁 质 合 成 酶 A （chitin 

synthase A，CsmA） -细菌叶绿素 a复合物中CsmA

的结构和构象信息。在使用该技术时，应当注意：

a. 膜蛋白分子质量不能太大，NMR的信号灵敏度

和分辨率会随着分子质量的增加而显著下降；b. 确

保样品在NMR实验过程中保持稳定，保持在适当

的环境中，避免变性和降解，在长时间的测量中需

要定期检查样品的状态［87，91-92］。目前，NMR技术

发展的方向主要有：a. 发展新的标记策略、超高场

强磁体、新的脉冲序列和快速NMR采集方法，提

高检测灵敏度［95］。B. 开发更强大的分析工具对

NMR 的数据集进行更精确的数据处理和统计

分析［96］。

2.6　结构预测技术

结构预测技术能够通过计算方法预测蛋白质的

结构和相互作用，可以为实验研究提供重要参考。

以近年来发展较快的AlphaFold为例，它是一种基

于深度学习的蛋白质结构预测模型，其核心在于通

过大规模的生物分子结构数据进行训练，学习分子

间相互作用的关键特征。相比于现有的实验分析技

术，AlphaFold分析速度快、更适用于相互作用的

大规模筛选，以及对相互作用的结构基础进行解

释。 AlphaFold 的特点是多序列比对 （multiple 

sequence alignment，MSA） 结合神经网络架构，

通过分析目标蛋白质的同源序列，捕捉氨基酸之间

的“共进化”信息（即当一个残基发生变化时，与

之相互作用的另一个残基是否也随之变化），揭示

残基之间潜在的空间联系，为后续预测其三维结构

提供基础。首个可预测蛋白质相互作用的版本：

AlphaFold 2 能够应对复杂折叠的蛋白质，还可以

对多亚基蛋白质或蛋白质相互作用进行预测。最新

发布的AlphaFold 3则更进一步，不但能预测包含

特殊氨基酸的蛋白质，还能拓展到蛋白质与DNA、

RNA、抗体、小分子和离子复合物结构的预测以

及共价修饰［97］。在使用此技术时，应当注意：a. 

它输出的模型存在手性出错和产生重叠原子的趋

势，在无序区域可能产生虚假的结构，且无法预测

结构和相互作用的动态信息［98］；b. 作为一种计算

方法，它的预测结果需要经过实际实验进行验证。

3　总结与展望

膜蛋白是进入细胞的门户，也是细胞的控制中

心［99］，其生物学功能往往通过膜蛋白相互作用来

实现［4］。由于膜蛋白定位于细胞的膜结构上，其

结构和功能需要靠膜环境来维持［1，21］，唯有原位

分析技术才能准确探究其相互作用。目前，可用于

原位分析膜蛋白相互作用的技术可以大致分为两

类：a. 基于标记的膜蛋白原位分析技术，其中包括

表1　各原位分析技术产生年代及优缺点概览表

Table 1　The age of each in-situ analytical technology and their advantages and disadvantages

原位分析技术

免疫共沉淀［29，31-32］

邻近连接技术［32，35］

双分子荧光互补［38］

共振能量转移［43-47］

邻近标记技术［55-56］

冷冻电子断层成像［60-63］

原位交联质谱［60，67-71］

拉曼光谱［73-76］

电子顺磁共振［86-88］

核磁共振［91-92］

AlphaFold［97-98］

产生年代

1975

2002

2000

1948

2012

1975

2000

1928

1944

1946

2018

主要优点

相互作用不受影响、高通量

灵敏度高、高通量

直观可视、灵敏度高、背景干净、高通量

时空分辨率高

可分析空间分布及动态过程

能提供细胞结构信息、可观察蛋白质不同状态

灵敏度高、可反映分子结构、高通量

无损、快速、可反映分子结构

可反映构象变化、灵敏度高

时空分辨率高、可反映分子结构、能检测蛋白质定位

速度快、适用广、可解释性强

主要缺点

灵敏度低、无法直接检测相互作用

易受干扰、无法直接检测相互作用

无法实时观察、蛋白质功能可能受影响

存在假阳性、无法直接检测相互作用

需根据场景选择邻近标记酶

鉴别目标蛋白质困难、信噪比低

交联剂渗透性差、反应时间长、信号复杂

灵敏度低、信号复杂

信号复杂

信号复杂、受分子质量限制

可能存在错误、需要实验验证
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Co-IP、PLA、BiFC、共振能量转移和PL技术；b. 

无标记的膜蛋白原位分析技术，其中包括 Cryo-

ET、In situ XL-MS、拉曼光谱、EPR、NMR 和结

构预测技术。我们将上述分析技术的产生年代、主

要优点和缺点进行了总结（表1）。

虽然膜蛋白相互作用的原位分析对了解生物功

能和疾病产生机制十分重要，但现有分析技术仍存

在一些普遍短板，例如：a. 现有技术多为对目标蛋

白质上附加的标记进行检测，或基于目标蛋白质之

间的距离开展间接检测，无法直接检测相互作用；

b. 难以在活细胞原本的环境中实现同一膜蛋白的连

续动态监测；c. 通常需要对蛋白质进行标记，或在

检测前对样品进行前处理，可能影响膜蛋白原本的

结构以及相互作用。这些技术短板依然限制着对膜

蛋白原位相互作用的进一步认识和理解。

随着科学研究的发展，新的膜蛋白相互作用原

位分析技术不断涌现，已有的分析技术也在逐步革

新。然而，单一分析技术总归存在其固有缺陷。将

多种分析技术联用，往往可以达到取长补短的效

果，从而获得膜蛋白相互作用更加真实、全面的信

息。例如，In situ XL-MS结合PL技术，可以同时

克服 In situ XL-MS 难以捕获低丰度膜蛋白相互作

用和 PL 技术难以获得全局相互作用信息的缺点，

能实现高通量的空间分辨亚细胞相互作用组分

析［100］；FERT技术结合NMR和人工智能模拟，可

以分别获得膜蛋白相互作用的结构动态信息、蛋白

质界面信息和原子细节信息，获得更加深入的理

解［101］。由此可见，在日益强大的人工智能和多种

多样的原位分析技术加持下，多技术联用将成为未

来发展趋势，借此研究人员有望从多角度、多模

态、跨尺度、动态性层面对膜蛋白相互作用开展更

加深入的研究，从而精准解读这一重要分子事件。
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Graphical abstract

Abstract　 Membrane proteins are integral components of cellular membranes, accounting for approximately 

30% of the mammalian proteome and serving as targets for 60% of FDA-approved drugs. They are critical to both 

physiological functions and disease mechanisms. Their functional protein-protein interactions form the basis for 

many physiological processes, such as signal transduction, material transport, and cell communication. Membrane 

protein interactions are characterized by membrane environment dependence, spatial asymmetry, weak interaction 

strength, high dynamics, and a variety of interaction sites. Therefore, in situ analysis is essential for revealing the 

structural basis and kinetics of these proteins. This paper introduces currently available in situ analytical 

techniques for studying membrane protein interactions and evaluates the characteristics of each. These techniques 

are divided into two categories: label-based techniques (e.g., Co-Immunoprecipitation, Proximity Ligation Assay, 

Bimolecular Fluorescence Complementation, Resonance Energy Transfer, and Proximity Labeling) and label-free 

techniques (e. g., Cryo-Electron Tomography, In situ Cross-Linking Mass Spectrometry, Raman Spectroscopy, 

Electron Paramagnetic Resonance, Nuclear Magnetic Resonance, and Structure Prediction Tools). Each technique 

is critically assessed in terms of its historical development, strengths, and limitations. Based on the authors' 

relevant research, the paper further discusses the key issues and trends in the application of these techniques, 

providing valuable references for the field of membrane protein research. Label-based techniques rely on 

molecular tags or antibodies to detect proximity or interactions, offering high specificity and adaptability for 
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dynamic studies. For instance, Proximity Ligation Assay combines the specificity of antibodies with the 

sensitivity of PCR amplification, while Proximity Labeling enables spatial mapping of interactomes. Conversely, 

label-free techniques, such as Cryo-Electron Tomography, provide near-native structural insights, and Raman 

Spectroscopy directly probes molecular interactions without perturbing the membrane environment. Despite 

advancements, these methods face several universal challenges: (1) indirect detection, relying on proximity or 

tagged proxies rather than direct interaction measurement; (2) limited capacity for continuous dynamic 

monitoring in live cells; and (3) potential artificial influences introduced by labeling or sample preparation, which 

may alter native conformations. Emerging trends emphasize the multimodal integration of complementary 

techniques to overcome individual limitations. For example, combining In situ Cross-Linking Mass Spectrometry 

with Proximity Labeling enhances both spatial resolution and interaction coverage, enabling high-throughput 

subcellular interactome mapping. Similarly, coupling Fluorescence Resonance Energy Transfer with Nuclear 

Magnetic Resonance and AI simulations integrates dynamic structural data, atomic-level details, and predictive 

modeling for holistic insights. Advances in artificial intelligence, exemplified by AlphaFold's ability to predict 

interaction interfaces, further augment experimental data, accelerating structure-function analyses. Future 

developments in Cryo-Electron Microscopy, Super-Resolution Imaging, and Machine Learning are poised to 

refine spatiotemporal resolution and scalability. In conclusion, in situ analysis of membrane protein interactions 

remains indispensable for deciphering their roles in health and disease. While current technologies have 

significantly advanced our understanding, persistent gaps highlight the need for innovative, integrative 

approaches. By synergizing experimental and computational tools, researchers can achieve multiscale, real-time, 

and perturbation-free analyses, ultimately unraveling the dynamic complexity of membrane protein networks and 

driving therapeutic discovery.
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