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摘   要：蛋白质是机体进行生命活动的主要承担者，研究蛋白质的亚细胞定位及蛋白质之间的相

互作用对了解蛋白质功能、阐述机体内分子机制至关重要。邻近标记技术是最新发展的能够在活细

胞中检测蛋白质相互作用的有效方法之一。相较于传统研究蛋白质相互作用的方法，邻近标记技术

具有灵敏度高、特异性强和背景低等优势，被广泛应用于病原与宿主间蛋白质的相互作用研究中。

本文对近些年生物素连接酶 BirA 及其突变体的发展和应用进行了综述，阐述了几种经典生物素连

接酶的作用原理，以期进一步明确基于 BirA 及其突变体的邻近标记技术在病原-宿主间蛋白质相互

作用鉴定中的重要作用。 
关键词：蛋白质；相互作用；邻近标记；BirA；生物素 
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Abstract: Proteins serve as the primary executors of cellular activities in organisms, and thus 
investigating the subcellular localization and interactions of proteins is crucial for understanding 
protein functions and elucidating the molecular mechanisms in organisms. Proximity labeling is 
a recently developed effective method for detecting protein-protein interactions in live cells. 
Compared with the conventional methods for studying protein-protein interactions, proximity 
labeling demonstrates high sensitivity, strong specificity, and low background and is widely 
employed in the research of protein-protein interactions between pathogens and hosts. This 
article reviews the recent progress in the development and applications of the biotin ligase BirA 
and its mutants and elucidates the functioning principles of several classical biotin ligases. This 
review aims to clarify the role of proximity labeling based on BirA and its mutants in 
identifying protein-protein interactions between pathogens and hosts. 
Keywords: protein; interaction; proximity labeling; BirA; biotin 

 
现代分子生物学的主要研究方向之一是解

析蛋白质的互作网络。鉴定蛋白质之间的互作关

系是研究生物蛋白互作网络的关键，在此基础上

才能更好地研究和解释细胞内分子信号通路及

其作用。传统情况下，免疫沉淀-质谱联用技术

(immunoprecipitation-mass spectrometry, IP-MS)
是常用的测定蛋白与蛋白之间的互作的方法，然

而此技术需要经过严苛的裂解条件来检测蛋白

质互作(protein-protein interaction, PPI)，因此会

遗漏大部分较弱的互作关系。而近年来被广泛应

用于 PPI 研究的邻近标记技术能够克服这一缺

点，表现出较大的应用前景。 

邻近标记技术常用的两类标记酶为工程抗

坏血酸过氧化物酶(engineered ascorbate peroxidase, 
APEX)和大肠杆菌生物素连接酶(BirA)。然而，

基于 APEX 的邻近标记方法需要使用具有细胞

毒性的过氧化氢作为反应底物，限制了其在活细

胞内、蛋白质间相互作用研究上的应用；基于

BirA 的邻近标记方法也存在催化效率低和标记

温度高等缺点。随着研究的深入和不断完善，研

究者设计并合成了多种改良后的 BirA 突变体(图
1)，如 TurboID，其在室温条件下仅需 10 min 就

能够对蛋白质进行无毒且充分的生物素标记，克

服了 APEX 和 BioID 的缺陷(图 2)。目前基于这
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些突变体的邻近标记技术，即生物素邻近标记

技术(biotin proximity labeling, BPL)已被广泛地

用于动植物以及微生物领域的蛋白质互作关系

研究。 
 

 
 

图 1  基于 BirA 的邻近标记技术的发展简史 
Figure 1  Development history of proximity labeling technology based on BirA. 

 

 
 

图 2  基于 BirA 的邻近标记技术与其他标记技术的比较 
Figure 2  Comparison of BPL based on BirA with other labeling techniques. 
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1  基于 BirA 及其突变体邻近标

记技术的发展 
1.1  BirA 和 BirA* 

BirA 是最早被发现的生物素连接酶，它可

使生物素和 ATP 进行反应生成一种中间体——
生物素酰-5′-AMP (Bio-5′-AMP)，Bio-AMP 与

BirA 通过氢键结合，并且可与靶蛋白上特定的

赖氨酸发生生物素化反应形成酰胺键[1]。理论上

BirA 可作为生物素连接酶应用于邻近标记中，

但由于 Bio-5′-AMP 和 BirA 间的结合强度过高，

导致其和靶蛋白的结合变弱，催化效率低，限制

了 BirA 的应用。1986 年，Buoncristiani 等[2]发

现 R118G 单氨基酸突变(BirA*)使 Bio-5′-AMP
和 BirA*的亲和力大大降低，从而可有效地将

Bio-5′-AMP 释放到周围空间中，进而标记 BirA*
空间意义上的邻近蛋白。2004 年，研究人员运

用该策略在体外和大肠杆菌中成功对 BirA 的底

物——乙酰辅酶 A 的亚基生物素羧基载体蛋白

(biotin carboxyl carrier protein, BCCP)之外的蛋

白质进行了邻近标记[3]。 
1.2  BioID 

2012 年 Roux 等[4]成功在 BirA*的基础上开

发了一种用于真核细胞邻近蛋白标记的新技  
术——BioID (图 3A)，并应用该技术鉴定出多种

与层粘连蛋白-A (laminin-A, LaA)存在相互作用

的蛋白质。BioID 技术的主要内容为：将生物素

连接酶与诱饵蛋白进行融合后在目的细胞中表

达，加入外源生物素后，生物素连接酶将对与诱

饵蛋白存在相互作用的蛋白质和邻近蛋白质进

行生物素化标记，利用生物素和链霉亲和素间的

高亲和力富集并纯化被标记的蛋白，通过质谱分

析等常规方法鉴定被生物素化的蛋白质，进而获

取可能与诱饵蛋白存在相互作用的蛋白组信息。

后期的研究发现，BioID 与诱饵蛋白融合表达可

能会干扰诱饵蛋白与目标蛋白结合，为此 Kim
等[5]改进了 BioID 方法：他们将 BirA 人源化并

突变了其生物素催化结构域(R40G)内的一个保

守残基，得到了一个更小的生物素连接酶，基于

此酶的邻近标记方法被称为 BioID2，其生物素

化靶蛋白的效率明显增强，且标记范围较 BioID
更大。 
1.2.1  2C-BioID 和 Split-BioID 

鉴于 BioID 和 BioID2 方法中仍有一些蛋白

存在与生物素连接酶融合表达后功能异常的问

题，Chojnowski 等 [6]开发出了双组分 BioID    
(2 component BioID, 2C-BioID)的方法(图 3B)，
该方法将诱饵蛋白和生物素连接酶分别表达，经

诱导后二聚化形成生物素连接酶-诱饵蛋白复合

体，可对邻近蛋白进行标记。de Munter 等[7]将

目标蛋白分裂成两个互补的片段，将这两个片段

分别与生物素连接酶的调节亚基和催化亚基进

行融合后在细胞中进行共表达，只有当蛋白磷酸

酶 PP1 的两个亚基形成二聚体时，目标蛋白和 PP1
才能正常行使功能，特异性地标记该复合物附近

及相互作用的蛋白，该技术被称为 Split-BioID (图
3C)。该技术不需要额外添加诱导试剂，在一定程

度上克服了 BioID2 非特异性背景较强的弊端。 
1.2.2  XL-BioID 

BioID 虽然能够把与诱饵蛋白邻近的蛋白

质生物素化，但当诱饵蛋白分子量较大时，由

于空间位阻等原因，远离生物素邻近标记酶的

一端或不在 BioID 10 nm 范围内的互作蛋白往

往不能被有效地标记，虽然可以通过改变

BioID 位置来对另一部分互作蛋白进行标记，

但会增加影响诱饵蛋白正常功能的风险，在技

术上也存在一定的挑战。为克服这些问题，

Geoghegan 等[8]将体内蛋白交联和 BioID 相结

合，创造出了互作蛋白富集率更高的临近标记

方法 XL-BioID (图 3A)，该方法通过使用琥珀 
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图 3  基于 BirA 的邻近标记技术的工作原理图 
Figure 3  Working schematic of proximity labeling technique based on BirA. A: Classic and XL-BioID. B: 
2C-BioID. C: Spilt-BPL. D: ProtA-Turbo. 
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酰丙酸(dithio-bis-succinimidyl propionate, DSP)
共价连接与诱饵蛋白邻近但未被生物素化的蛋

白，这种共价连接能够耐受苛刻的裂解及洗涤环

境；研究结果表明，相较于 BioID，XL-BioID
能够富集到 10 倍多的邻近蛋白，能够获得更全

面的邻近蛋白信息。 
1.3  BASU 

在一些疾病的发生过程中，RNA 与蛋白质

的互作研究也有着重要的意义。为了寻找能够鉴

定 RNA 互作蛋白质的邻近标记方法，Ramanathan
等 [9]通过分析不同物种中生物素连接酶的序列

以及结构，最终选择了来自枯草芽孢杆菌

(Bacillus subtilis)的生物素连接酶，将其 DNA 结

合区域进行缺失，设计出一个特别的酶—— 
BASU。BASU 能快速生物素化与特定 RNA 基

序结合的蛋白质，通过链霉亲和素富集被生物素

化的蛋白，质谱分析鉴定与 RNA 特定序列相互

作用的蛋白质。相较于 BirA*，BASU 的标记速

率增加了 1 000 多倍，标记能力增加了 30 倍，研

究发现， BASU 在染色质中的催化活性和

BioID/BioID2 相近[10]。 
1.4  TurboID 和 miniTurbo 

限制 BioID 和 BioID2 应用的主要因素是过低

的催化效率(实现充分标记需要长达 18−24 h)[11]，

导致其不适用于动态 PPI 的研究。为了克服该限

制，Kanzler 等[11]通过易错 PCR 结合酵母显示定

向进化技术，设计出了 BirA 突变体 TurboID 和

miniTurbo。TurboID 和 miniTurbo 的标记时间降

低至 10 min[12-13]，因此，TurboID 和 miniTurbo
在研究动态、瞬时互作以及具有微弱、短暂或间

接关联的 PPI 方面具有许多优势，并且成功应用

于哺乳动物细胞[14,15-16]、植物[17-19]、酵母[14,20]、

蠕虫[14]、苍蝇[14]和病毒等多个物种中。 
1.4.1  TurboID 

TurboID 蛋白大小为 35 kDa，相较于 BioID
有 12 个突变位点。TurboID 催化效率极高，10 min

就可以完成 BioID 18−24 h 才能够达到的生物素

标记水平。然而，TurboID 的高催化活性使其可

以利用培养基或补充剂中含有的微量生物素，导

致非特异性背景增加，即使用无生物素配方的培养

基和过滤后的血清也不能完全消除背景标记[21]。除

了背景偏高外，还有一些关于 TurboID 在体外和

体内模型中具有毒性的报道[12,14]，TurboID 在长时

间标记和高生物素浓度情况下可能引起细胞毒

性和高标记背景。 
1.4.2  miniTurbo 

miniTurbo 蛋白大小为 28 kDa，比 TurboID
小 20%，相较于 BirA*有 14 个突变位点并且缺

失了由 63 个氨基酸构成的 DNA 结合域。由于

miniTurbo 体积较小，其可以最大限度地减少对

所融合蛋白正常功能的干扰。与 TurboID 相比，

miniTurbo 背景较低，可以精确控制标记的时间，

但 miniTurbo 活性较低，只有在添加足量的外源

生物素时才能够有效地标记邻近的蛋白，在人类

细胞系或成虫中表达时标记功能并不稳定。 
1.4.3  Spilt-TurboID 

与 Spilt-BioID 在 C 端的分裂位点不同，

Spilt-TuboID 在 TurboID 的 N 端(第 78/79 位氨基

酸 )分裂为两个无功能片段 [22]，在此位点下

Spilt-TurboID 可表现出最高的生物素催化活性，

适用于细胞内特定细胞器或细胞膜与细胞膜之

间的蛋白组学研究。然而 Spilt-TurboID 活性偏

低，需要进行 4 h 的孵育才能获得与 TurboID 相

近的标记效果。 
1.4.4  ProtA-TurboID 

上述的邻近标记方法大多依赖于诱饵蛋白

和生物素连接酶的融合表达，且依赖于稳定的质

粒表达方法，有些特殊蛋白难以表达或在融合表

达后丧失原有的生物学功能，这些问题阻碍着邻

近标记技术的广泛应用。Santos-Barriopedro等[23]

基于金黄色葡萄球菌的 protein A (protA)与 Fc 间

特异且稳定的相互作用，提出了一种新型融合蛋
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白 ProtA-TurboID (图 3D)，此蛋白可通过原核系统

表达，在无质粒转染和基因操作的情况下与抗体

的 Fc 区域结合，适用于各种特性的细胞系包括临

床样本，可实现对细胞内蛋白质的高特异性标记。 
1.4.5  AirID 

鉴于 TurboID 在长期实验中依然表现出毒

性以及非特异性背景高等缺点，Kido 等[24]基于

大型基因组数据集的祖先酶重建算法开发了一种

新的邻近标记酶 AirID。结果表明，AirID 适用

于细胞内的近距离生物素化实验。与 BioID 和

TurboID 不同，AirID 对细胞的毒性更小，可用

于生物体的长期实验。AirID 和 BioID 的同源性

为 82%，但 AirID 对互作蛋白有着更高的生物素

化效率，并且不会使自身生物素化(这可能是由

于 AirID 的自身特性或 AirID 上缺乏赖氨酸残

基)。AirID 在瞬时转染以及稳定转染细胞中能更

加准确地对互作蛋白质进行生物素化，有望提高

邻近标记方法的准确性。 
BirA 及其突变体的开发与应用意味着邻近

标记技术的革新与发展，为诸多领域中蛋白质间

相互作用的研究提供了有力工具，它们各自具有

独特的优势，也有实际应用中难以避免的劣势。

如表 1 所示，本文对 BirA 及其突变体的优劣势

做了简要总结。 

2  BirA 及其突变体在研究宿主-
病原相互作用方面的应用 

蛋白质是构成一切细胞和组织结构必不可

少的成分，参与几乎所有的细胞活动和生命过

程，如免疫应答、信号转导、基因调节等，都离

不开蛋白质-蛋白质的相互作用。宿主和病原体

是涉及传染病的生命实体，确定病原体和宿主间

蛋白质-蛋白质相互作用有助于了解病原体感染

途径，可加速诊治方案的制定和预防措施的建

立。关于 BirA 及其突变体邻近标记技术在病原

体与宿主蛋白互作研究上的应用，本文将按照细

菌、寄生虫、病毒 3 种病原体的分类展开综述。 

2.1  细菌 
由于邻近标记技术在植物蛋白互作领域的

成功应用，该技术已被证实是研究蛋白质-蛋白

质相互作用的有力工具。因此，邻近标记技术被

越来越频繁地应用于细菌侵入宿主体内引发感

染的过程探究。D’Costa 等[25]利用 BioID 技术成

功筛选出了沙门氏菌和人类细胞存在相互作用

的效应蛋白，确定了 632 种沙门氏菌蛋白与 381 种

人类蛋白质有存在潜在的相互作用，更高效、直

接地获取了沙门氏菌与宿主间蛋白质互作信息，

为研究沙门氏菌效应蛋白的分泌机制提供了理

论基础。研究人员运用 BioID2 鉴定出了 210 个可

能与 Pdlim2 存在相互作用的蛋白质，发现细菌

感染中枢神经系统时影响了 Pdlim2 和 Mprip 蛋

白的表达，进而增强了菌体对宿主血脑屏障的穿

透能力[26]。近期，本实验室将邻近标记技术应

用到猪主要细菌病的基础研究中，并取得一定进

展：Jiang 等[27]通过 TurboID 邻近标记技术，首

次绘制了猪格拉瑟氏菌 OmpP2 蛋白与宿主细胞

互作蛋白质的全景图谱，证实了宿主细胞膜蛋白

CAV1、ARF6 和 PPP2R1A 参与 iPAM 细胞对猪

格拉瑟氏菌的识别与吞噬，从宿主的角度揭示了

猪格拉瑟氏菌入侵宿主细胞的关键蛋白；Hu 等[28]

利用 TurboID 邻近标记技术在 iPAM 细胞中鉴定

出 318 种与胸膜肺炎放线杆菌外毒素 ApxIA 可

能存在相互作用的宿主蛋白，研究发现，在这些

蛋白中，CAV1 可以与 ApxIA 相互作用，参与

ApxI 诱导的 iPAM 细胞凋亡。 
在研究细菌侵入宿主引发感染的过程中，基

于 BirA 及其突变体的邻近标记技术被证明能够

高效、直接地获取有关细菌与宿主间蛋白质互作

信息，为深入理解病原菌入侵机制和相关疾病的

发病机制提供了理论基础。 
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表 1  BirA 及其突变体间的比较 
Table 1  Comparison between BirA and its mutants 
Method Source Size 

(kDa) 
Labeling 
time 

Mutant Strengths Limitations 

BirA*[2] Escherichia 

coli 
35 15–24 h R118G No cytotoxicity Low catalytic efficiency 

to characterize transient 
interactions 

BioID2[5] Aquifex  

aeolicus 
27 15–24 h R40G Low impact on bait 

protein function 
Non-specific background 

XL-BioID[8] Escherichia 

coli 
35 15–24 h Capturing more  

neighboring proteins by 
adding DSPs (dithiobis 
succinimidyl propio 
nate) 

Ability to enrich more 
comprehensive 
neighboring proteins 

Low catalytic efficiency 
to characterize transient 
interactions; need to add 
additional DSP, will add 
non-characteristic 
backgrounds 

2C-BioID[6] Escherichia 

coli 
35 15–24 h The bait protein and BioID 

fused with FRB and FKBP 
proteins respectively 

Facilitates identification  
of protein complex 

Need to add additional 
inducers 

Split-BioID[7] Escherichia 

coli 
35 24 h R118G  

(E256/G257 split site) 
Facilitates identification  
of protein complex; easy 
operation 

Low catalytic efficiency 

BASU[9] Bacillus 
subtilis 

29 15–24 h Mutation of R124G, E323S, 
G325R and deletion of the 
N-terminal DNA-binding 
region (1–65) on the basis 
of BirA* 

High labeling capacity  
and catalytic efficiency 

Can only be used to  
identify RNA and protein 
interactions 

TurboID[14] Escherichia 

coli 
35 10 min Q65P, I87V, R118S, 

E140K, Q141R, S150G, 
L151P, V160A, T192A, 
K194I, M209V, M241T, 
S263P, 130V 

No cytotoxicity; high 
labeling capacity  
and catalytic efficiency; 
identification of transient 
protein interactions 

Non-specific background 

Mini 
TurboID[14] 

Escherichia 

coli 
28 10 min Deletion of the 

N-terminal DNA binding 
region (1–65) on the 
basis of TurboID 

Same as TurboID  
and less impact on bait 
protein function 

Non-specific background 

Split- 
TurboID[22] 

Escherichia 

coli 
35 4 h Split from amino acids  

78/79 on the basis of 
TurboID 

Same as TurboID  
and higher spatial 
specificity 

Low catalytic activity 
compared to TurboID 

ProtA- 
TurboID[23] 

Escherichia 

coli 
35 10 min Fusion of ProteinA  

on the basis of TurboID 
Suitable for a wide range 
of cells; less impact on 
bait protein function 

High non-specific 
background; steps are 
more complex than TurboID 

AirID[24] Ancestral 27 3 h 82% homology with 
TurboID 

Low non-specific 
background 

Low catalytic activity 
compared to TurboID 
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2.2  寄生虫 
2.2.1  弓形虫 

目前全世界最广泛流行的寄生虫主要包括

锥虫、弓形虫以及疟原虫，均能够感染人类。弓

形虫作为顶复门下的一种寄生虫，能够对几乎所

有动物产生慢性感染。弓形虫的内膜复合物

(inner membrane complex, IMC)参与寄生虫入

侵、复制以及运动等多个重要生命过程，Chen
等[29]通过将不同 IMC 蛋白作为 BioID 的诱饵，

鉴定出了 19 种具有不同亚细胞器定位的 IMC 蛋

白。Back 等[30]发现 IMC29 缺失的弓形虫具有严

重的复制缺陷，然后以 IMC29 为诱饵通过 BioID
鉴定出了 8 个从未报道过的 IMC 蛋白，拓展了

IMC 蛋白组信息。 
弓形虫感染宿主的过程中需要寄生液泡在

宿主细胞内进行复制，并通过释放致密颗粒蛋白

(dense granule proteins, GRAs)来促进免疫逃避、

营养吸收和维持寄生液泡的结构。BPL 是鉴定

与 寄 生 液 泡 相 关 蛋 白 的 重 要 手 段 [31-33] 。

Nadipuram 等[34]将 GRA17 和裂殖子蛋白 MAG1
与 BioID 融合鉴定出了弓形虫的一些从未被报

道过的蛋白，并通过 CRISPR/Cas9 基因编辑技

术鉴定出 GRA39 和 GRA55 是维持弓形的虫组

织囊胞形成和正常生长的关键蛋白，这两种蛋白

可以作为潜在的治疗靶点。通过将 BirA*融合至

弓形虫的类椎体蛋白质组，研究人员鉴定出了类

椎体的枢纽蛋白 CPH1 和形成类椎体的必要蛋

白 AC9 和 AC10[35-36]。Engelberg 等[37]在一个称

为顶环的细胞器中发现了几种信号蛋白和含有

卷曲螺旋结构域的蛋白，后者嵌于 IMC 的孔状

结构中。 
2.2.2  疟原虫 

除了弓形虫，顶复门还包括另一种危害巨大

的寄生虫——疟原虫。疟原虫的一部分蛋白和其

他同门寄生虫的蛋白几乎没有同源性，研究难度

很高。恶性疟原虫和伯氏疟原虫基因组自被发现

20 年以来，其蛋白质编码基因目前仍有 1/3 未被

鉴定。在缺乏序列和结构同源性的情况下，可通

过邻近标记技术在自然细胞环境中标记蛋白质

复合物来促进这些未知蛋白的功能研究。

Ambekar 等[38]通过 TurboID 融合蛋白的邻近标

记方法结合基因缺失实验，鉴定出了疟原虫的  
5 个生存必需蛋白：Nup176、269、335、390 和

434，体现出邻近标记在解析蛋白质复合物构成

和鉴定疟原虫蛋白质方面的强大功能。2023 年，

Kimmel 等 [39]以多个未知蛋白作为诱饵利用

BioID 鉴定了与其在一定条件下存在相互作用

的蛋白组，最终找到 4 种在疟原虫 DNA 复制和

有丝分裂中起关键作用的蛋白。棒状体蛋白

(pfARO)在疟原虫入侵宿主细胞过程中不可或

缺。Geiger 等[40]找到了与 pfARO 互作的蛋白

PFAIP，并通过突变 PFAIP 发现其在疟原虫入侵

红细胞的过程中发挥一定的作用。在感染宿主细

胞并完成复制后，疟原虫也有着独特的逃逸机

制 ， Kehrer 等 [41] 将 BirA* 与 嗜 酸 体 蛋 白

MDV1/PEG3 融合，鉴定出多个参与疟原虫逃逸

的蛋白。细胞出口蛋白 1 (cell export protein 1, 
EXP1)是疟原虫逃逸细胞的关键蛋白之一，研究

者借助 BioID 技术鉴定出 61 种与 EXP1 具有潜

在互作关系的蛋白[42]，并揭示了 EXP1 在维持寄

生液泡完整性中的新作用[43]。一项关于恶性疟原

虫顶质体的研究通过使用 BioID 鉴定出 346 个高

可信度的候选互作蛋白，其中 ATP 结合盒转运

蛋白(ABCF1)被证明是血液期疟原虫生存所必

需的[44]。 
2.2.3  锥虫 

锥虫属于原生动物门，能够寄生在大部分动

物以及人类的血液中、细胞内。锥虫感染者若不

及时治疗阻断感染，生存概率几乎为 0。

Morriswood 等[45]用 BirA 标记了一种在布氏锥虫



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1990 

细胞骨架结构中发现的蛋白质 TbMORN1，发现

了 9 种从未被鉴定过的蛋白质，其中 7 种为新的

双叶蛋白，2 种定位于鞭毛。随后，de Pablos 等[46]

用 BioID 标记了布氏锥虫的两种 RNA 结合蛋白

即 BirA*-RBP9 和 BirA*-RBP10，通过 RNA 测

序确定了 200 多个潜在互作蛋白。借助 BioID，

研究者们还鉴定了调节布氏锥虫极化和运动功

能的蛋白质[47-48]。Schock 等[49]通过 BioID 绘制

了布氏锥虫骨架蛋白 CAP50 的互作蛋白网络，

找到了从未被报道过的、对维持布氏锥虫细胞膜

完整性至关重要的骨架蛋白 CAP52 和 CAP42。
Soto-Gonzalez 等[50]通过 BioID 鉴定出布氏锥虫

线粒体内膜的蛋白转位酶 TbTIM17 的伴侣蛋白

TbTRAP1，首次报道了 TRAP1 在真核生物

translocator of the inner mitochondrial membrane 
(TIM)复合体中的作用。 

基于 BirA 及其突变体的邻近标记技术使

得研究人员能够实时而详细地观察寄生虫蛋白

与宿主蛋白之间的相互作用，其高灵敏度和对

复杂蛋白互作网络的深度洞察，为解析寄生虫

蛋白功能、揭示寄生虫的逃逸机制和宿主的抗寄

生虫免疫应答提供了有力支持。然而，在寄生虫

中不能依赖于单一的方法来鉴定蛋白互作[51]，基

于 BirA 及其突变体的邻近标记技术作为一种新

兴的高通量的研究 PPI 的方法，并不能完全替

代传统方法(如 CO-IP)的地位，只有与传统方法

相辅相成才能更好地发挥 BioID 研究蛋白质互

作的潜力。 

2.3  病毒 
不同于细菌和寄生虫有独立的代谢系统，病

毒依靠宿主细胞完成自身的生命活动，这无疑为

病毒与宿主间相互作用的研究带来严峻挑战。尽

管基于 BirA 及其突变体的邻近标记技术在病 
原-宿主相互作用的研究中已经展示出巨大潜

力，但在病毒学研究领域，该技术的应用仍处于

探索阶段。 
2.3.1  DNA 病毒 

病毒只有寄生于生物体的活细胞中才能生

存和繁殖，在感染宿主细胞后，病毒可通过劫持

细胞的特定蛋白影响细胞正常的信号通路和作

用机制。EB 病毒(Epstein-Barr virus, EBV)的潜

伏性膜蛋白(latent membrane proteins, LMP1)可
通过结构性激活信号通路导致被感染的细胞处

于异常的存活状态，使宿主的非淋巴组织永生

化。Nkosi 等[52]利用 BioID 技术验证了一种与

LMP1存在相互作用的宿主肌动蛋白；后期Rider
等[53]再次应用 BioID 技术鉴定出与 LMP1 相互

作用的 1 862 个蛋白，这些蛋白主要参与蛋白质

的囊泡运输及信号转导，为揭示 EBV 感染宿主

细胞导致病变的机制奠定了基础。 
通常情况下，病毒的复制周期分为 6 个阶

段：吸附、侵入、脱壳、生物合成、组装和释放。

应用 BioID 技术下，多种 DNA 病毒的不同复制

环节机制被成功发现。Bagchi 等[54]发现内质网

膜蛋白复合物亚基 EMC4 和 EMC7 通过与晚期

内体相关的 Rab7 相互作用，促进猴空泡病毒 40 
(simian vacuolating virus 40, SV40)从晚期内体分

选到内质网以引起感染，这是病毒脱壳过程中的

一个重要环节。 
关于病毒的组装过程，Wang 等 [55]利用

BioID 研究了人Ⅰ型博卡病毒(human bocavirus, 
HBoV)非结构蛋白 NP1 的相互作用组，发现宿

主因子 CPSF6 直接与 NP1 相互作用，促进细胞

核中衣壳蛋白编码 mRNA 的成熟，调节 HBoV1
的组装。 

cVAC 是一种细胞质病毒粒子组装复合物，

人巨细胞病毒(human cytomegalovirus, HCMV)蛋
白 pUL103 介导组装复合物 cVAC 的形成过程。

Ortiz 等[56]使用 BioID 鉴定出与 pUL103 存在相

互作用的蛋白，其中，有 13 种病毒蛋白为被膜
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蛋白、核蛋白和 DNA 相关蛋白，有 18 种细胞

蛋白与高尔基体转运、蛋白定位和先天免疫机制

相关。 
ICP18 是一种由新加坡石斑鱼虹膜病毒

(singapore grouper iridovirus, SGIV) ORF086R 基

因编码的蛋白质，可调节宿主细胞增殖和病毒组

装。相关研究采用 BioID 方法探究 ICP18 的相互

作用组，发现与 ICP18 相互作用的蛋白能够调节

细胞周期和细胞黏附等多种细胞过程，使这些过

程的发生更有利于病毒的组装，以此促进 SGIV
的复制[57]。 

关于病毒的释放过程，Boruchowicz 等[58]研

究了Ⅰ型单纯疱疹病毒(herpes simplex virus type 
1, HSV-1)糖蛋白 gM 的相互作用组，鉴定出    
2 455 个候选蛋白，其中 35%与蛋白质运输有关，

并发现输出蛋白(XPO6)是 gM 从核膜释放到反

面高尔基网(reverse Gorky net, TGN)过程的必需

蛋白。 
2.3.2  RNA 病毒 

邻近标记技术在研究 RNA 病毒与宿主间蛋

白质相互作用上也显示出巨大的应用潜力。在关

于可感染人类的 RNA 病毒研究中，研究人员利

用邻近标记技术取得了一定的研究成果。 
早在 2015 年，Kueck 等[59]就利用 BirA 融合

人类免疫缺陷病毒Ⅰ型(human immunodeficiency 
virus type 1, HIV-1)的 Vpu 蛋白，证明了 Vpu 蛋

白可在与宿主束缚蛋白形成复合物后和网格蛋

白适配器 AP-1 相互作用，导致束缚蛋白发生内

吞体运输和蛋白酶体降解，进而阻断束缚蛋白对

HIV-1 病毒粒子释放的抑制作用。Gag 蛋白是

HIV-1 的重要结构蛋白，HIV-1 感染后从机体血

液中最早检出的抗体为抗 Gag 蛋白的抗体，因

此该蛋白对获得性免疫缺陷综合征 (acquire 
immune deficiency syndrome, AIDS)的检测有着

重要作用。Ritchie 等[60]和 Le Sage 等[61]使用

BirA*标记的方法鉴定出 50 种可能与 Gag 发生

相互作用的蛋白，获取到 Gag 蛋白在合成、运

输、组装和释放的过程中可能存在相互作用的蛋

白质信息，并且发现了只有缺失结构蛋白基质的

PrGag 蛋白可与 HIV-1 的包膜蛋白 Env 相互作

用，证实了 HIV-1 Gag 蛋白和 DDX17 及 RPS6
蛋白存在相互作用。这些研究为 HIV-1 Gag 蛋白

参与病毒形成的分子机制提供了新的理论，为

HIV-1 相关抗病毒研究和临床防控提供了新的

潜在靶点。 
2018 年，Coyaud 等[62]在 10 种寨卡病毒(zika 

virus, ZIKV)蛋白的 N 端和 C 端添加 Flag-BirA*，
分别表达蛋白后进行 AE-MS 和 BioID，经过分

析，他们共鉴定出 1 224 个蛋白中的 3 033 种相

互作用关系，其中有 60%为在其他病毒感染过

程中已知的相互作用关系。此外，BioID 方法

鉴定出的膜蛋白种类是 AE-MS 的 3 倍，显示

出 BioID 在检测病毒蛋白相互作用方面的强大

功能。 
甲型流感病毒(influenza A virus, IAV)具有

广泛的宿主范围，对公共卫生构成严重威胁。该

病毒通过抑制宿主基因表达来逃避免疫攻击，但

通常不会抑制病毒复制所需的宿主蛋白。相关研

究表明，核糖体移码蛋白 PA-X 与 IAV 感染后宿

主免疫应答的调节有关，PA-X 蛋白 C 端特有的

X-ORF 区是其发挥活性的必需结构。Gaucherand
等[63]假设 X-ORF 是 PA-X 与病毒靶 mRNA 相互

作用的关键区域，利用 BioID 技术将 BirA*和不

同种类的 X-ORF 融合，以此标记和鉴定与 PA-X
存在相互作用的宿主蛋白，发现 PA-X 和细胞

RNA 的加工蛋白相互作用，选择性地剪切新转

录的 mRNA，为后期人们进一步探究流感病毒

抑制宿主基因表达的机制提供了新思路。 
2020 年，Anne-Claude Gingras 团队[64]在预印

本平台 BioRxiv 上发表了一篇关于 SARS-CoV-2 
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与宿主间蛋白相互作用关系的文章，作者用

miniTurbo 标记了 27 个 SARS-CoV-2 蛋白，检测

到病毒蛋白与 2 242 个宿主蛋白间存在 7 810 种

相互作用，其中有 7 382 种是新发现的相互作用

关系。这些存在相互作用的蛋白中包含 17 个已

知细胞定位信息的宿主蛋白，作者通过这些蛋白

更为准确地分析了病毒蛋白在 A549 细胞中的定

位，描述了这些病毒蛋白对宿主细胞功能产生影

响的潜在机制。此外，邻近标记技术成功检测到

与埃博拉病毒 (Ebola virus, EBoV)基质蛋白

VP40 相互作用的宿主蛋白，证明 GTP 酶 Rab14

是 VP40 在 Hela 细胞中进行胞内运输的新型调

节因子[65]。 

在动物 RNA 病毒的研究中，V’kovski 等[66]

在小鼠肝炎病毒 (mouse hepatitis virus, MHV) 

nsp2 的阅读框内融合了具有 myc 标签的

BirA-R118G 蛋白，并利用反向遗传系统获得了

该重组病毒，发现 MHV 的复制过程与宿主内质

网-高尔基体运输途径、泛素依赖性降解途径以

及 自 噬 相 关 的 代 谢 途 径 密 切 相 关 。 通 过

BirA-R118G 标记接近 MHV 复制转录复合体

(replication transcriptional compounds, RTC)的宿

主蛋白，发现其中有翻译起始因子参与，进一步

说明了冠状病毒翻译起始因子的关键作用以及

MHV RNA 合成与宿主细胞生命过程的空间和

功能联系。 

利用这一革新性的邻近标记技术，人们得以

在时间和空间维度探究病毒蛋白与宿主蛋白之

间的互作关系，为揭示病原体侵入机制、感染过

程中的关键蛋白互作关系以及宿主细胞的应激

反应提供了突破口。该技术的不断创新和发展必

将为病毒学和宿主免疫研究带来更深入的理解，

有望为新型抗病毒药物的开发和治疗策略的制

定提供帮助。 

3  总结与展望 
基于 BirA 及其突变体的邻近标记方法在各

种蛋白互作领域得到越来越广泛的应用。与传统

研究蛋白质互作方法相比，BioID/TurboID 及其

衍生的方法具有无毒性、高催化效率和广泛适

用的优势，这为科研人员研究蛋白互作提供了

方便且高效的手段，使以前难以进行的生物学

研究成为可能。在研究病原与宿主之间的分子

互作和功能关系领域，这些方法也展现出巨大

的应用潜力。 
病毒在入侵细胞或者进入细胞后都需要借

助或劫持宿主蛋白来为自身的复制提供有利条

件，这一入侵过程往往具备时间上的持续性和空

间上的复杂性，给相关研究的开展增加了难度。

BPL 的诞生和发展正在成功应对这一难题：该

技术使得对病原-宿主蛋白质间相互作用进行动

态研究成为可能，揭示了病毒蛋白与宿主蛋白之

间多种相互作用；BPL 能够在宿主细胞感染病

毒的过程中研究病毒蛋白与自身蛋白以及与宿

主蛋白之间更真实的互作关系，而不是在过表达

单一病毒蛋白的细胞中进行分析；通过对病毒生

命活动进行时间性和空间性的详细剖析，BPL
极大地推动了病原-宿主间相互作用机制的研究

进展。 
尽管 BPL 在研究病原-宿主蛋白质互作方

面具有显著优势，然而我们也必须认识到其自

身的一些局限性。邻近标记技术无法直接揭示

被标记蛋白的生物学特性，也不能直接阐明病

原与宿主间相互作用蛋白的生物学相关性，通

常需要利用 siRNA 干扰、CRISPR 基因敲除和

过表达等方法进行验证。在使用 BPL 研究蛋白

互作关系时，还需要仔细考虑被标记蛋白质与

诱饵蛋白之间是否存在直接的互作关系，以及

这种互作是否会对宿主蛋白的转运和功能产生
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影响。因此，在充分利用 BPL 优势的同时，科

研人员也需考虑其局限性，以确保研究结果的

准确性和可靠性。 
总之，随着相对简单、可靠的 BPL 方法的

不断革新，我们相信其能够在未来成为研究病原

与宿主蛋白质组学的主要选择，为疾病机制解

析、药物研发以及诊疗策略的优化开拓崭新的研

究领域。 
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