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  [摘 要] 蛋白质是生命物质的基础,其通过与其他生物分子形成复合物或蛋白-蛋白相互作用来维持细

胞完整结构和功能,控制不同的生命过程。研究蛋白质相互作用的传统方法具有一定的局限性,邻近依赖生物

素鉴定技术的出现可以在一定程度上弥补缺陷。而进一步优化后的TurboID技术,适用于捕捉微弱/瞬时的蛋

白质相互作用的信号,并且实现了对于特殊细胞类型罕见蛋白、不溶性蛋白及空间特殊蛋白的识别。随着Tur-
boID技术的不断优化,其逐渐在各个领域成为一种有力的研究工具,尤其是在研究各类疾病的发生机制与药物

靶标筛选中发挥重要作用。该文主要总结了TurboID技术及其发展过程,并讨论了其在疾病蛋白质组学中的

应用。
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[Abstract]  Protein

 

is
 

the
 

basis
 

of
 

living
 

substances.They
 

form
 

complexes
 

with
 

other
 

biomolecules
 

or
 

protein-protein
 

interactions
 

to
 

maintain
 

the
 

intact
 

structure
 

and
 

function
 

of
 

cells
 

and
 

control
 

different
 

life
 

processes.The
 

traditional
 

protein
 

interaction
 

research
 

methods
 

have
 

some
 

limitations.The
 

appearance
 

of
 

prox-
imity-dependent

 

biotin
 

identification
 

(BioID)
 

technology
 

can
 

make
 

up
 

for
 

the
 

defects
 

to
 

a
 

certain
 

extent.The
 

futher
 

optimized
 

TurboID
 

technology
 

is
 

applied
 

to
 

capture
 

weak/
 

transient
 

protein
 

interaction
 

signals,and
 

re-
alize

 

the
 

recognition
 

of
 

rare
 

proteins,insoluble
 

proteins,and
 

spatially
 

specific
 

proteins.TurboID
 

technology
 

has
 

been
 

continuously
 

optimized,and
 

it
 

has
 

gradually
 

become
 

a
 

powerful
 

research
 

tool
 

in
 

various
 

fields,espe-
cially

 

in
 

the
 

study
 

of
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

various
 

diseases
 

as
 

well
 

as
 

drug
 

targets
 

screening.In
 

this
 

paper,this
 

TurboID
 

technology
 

and
 

its
 

development
 

process
 

are
 

summarized
 

in
 

detail,and
 

its
 

application
 

in
 

disease
 

pro-
teomics

 

is
 

discussed.
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  细胞是生命的最小单位,而蛋白质是生命物质的

基础。在细胞中蛋白质之间通常会形成复合物及构

建对维持细胞结构、功能完整至关重要的相互作用网

络来控制不同的生理生命过程。为了解释这些过程,
研究蛋白质的相互作用、蛋白质作用的时间及空间分

布则尤为重要。蛋白质-蛋白质的相互作用(PPI)与
生物功能的执行及疾病的发生发展密切相关。探索

隐藏于复杂的细胞信号通路及调控网络下的PPI则

需要克服诸多传统方法的技术缺陷。常见的研究蛋

白互作体的方法有亲和纯化-质谱(AP-MS)和酵母双

杂交[1-2]。利用基于AP技术的方法需要裂解细胞并

且受限于纯化方式,即使可以纯化也会容易出现假阳

性的鉴定污染,并且在蛋白互作体纯化过程中由于严

格的洗涤,那些短暂而微弱的相互作用 可 能 会 消

失[3]。而酵母双杂交试验只能提示2种蛋白质的潜

在相互作用,而不是实际发生在体内的相互作用[3]。
而基于酶的邻近依赖标记技术是一种新的PPI

筛选方法,随着这项技术的不断发展可以一定程度上

弥补传统手段的不足。邻近标记技术(PL)通过将具

有标记功能的工程酶与感兴趣蛋白(诱饵蛋白)融合,
工程酶就可以将目的蛋白邻近以及潜在互作的蛋白

(猎物蛋白)进行共价标记。目前,工程酶主要有3
种:辣根过氧化物酶(HRP)、生物素连接酶(BirA)、工
程抗坏血酸过氧化物酶(APEX)[4]。而利用BirA及
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其突变体的邻近依赖生物素鉴定(BioID)可以鉴定传

统方法 容 易 忽 略 的 瞬 时、微 弱 的 相 互 作 用。随 着

BioID技术的飞速发展,应用更具有优势的BirA突变

体的技术例如 TurboID、miniTurboID及Split-Tur-
boID,能够更加快速、简单、可靠地了解蛋白质相互作

用并解释其分子功能。本文主要对TurboID邻近依

赖生物素鉴定技术的研究进展进行归纳总结,阐述其

技术原理和在疾病蛋白质组学中的重要作用。
1 邻近依赖生物素鉴定技术的策略

邻近依赖生物素鉴定技术是一种基于生物素连

接酶(BirA)的邻近标记技术。BirA 是一种保守的

酶,相对分子质量大约为35.5
 

kDa,来源于大肠杆菌,
介导生物素与目标蛋白结合[5]。BirA在 ATP存在

的情况下,催化生物素形成活性biotinoyl-5'-AMP中

间体并将其保持在酶活性中心,活性 biotinoyl-5'-
AMP从活性位点脱离后转移到靶蛋白的邻近蛋白表

面的伯胺赖氨酸上,实现蛋白质生物素化。由于BirA
对其靶序列有很高的特异性,其已被用于研究特定的

蛋白质-蛋白质相互作用:BirA融合到诱饵蛋白上,生
物素受体肽(BAP)融合到猎物蛋白上,如果它们之间

能够发生相互作用,猎物蛋白将因为足够接近诱饵蛋

白而被生物素化。为了实现混杂标记,对BirA的活

性位点进行了突变,使其能够在没有BAP的情况下

能够随机生物素化邻近蛋白[4]。而多种相对于BirA
更具 优 势 突 变 体 的 出 现,也 使 得 BioID 技 术 不 断

发展。
2 BioID鉴定技术的发展与分类

2.1 BioID
 

&
 

BioID2 野生型BirA仅能标记一个

蛋白,这对于研究蛋白质之间的相互作用来说远远不

够。2012年ROUX等[6]使用了一种高度混杂的突变

形式的大肠杆菌生物素连接酶:BirA*,其已经成为

PL最常用的工程酶之一。BirA*是对野生型BirA
进行点突变研究,筛选得到的一种大小为35kDa的突

变体BirA*(R118G),依赖BirA*的邻近标记技术

称为BioID。BirA*的活性比BirA高,并且相对于

BirA其与活性biotinoyl-5'-AMP的亲和力更低,能
够更快的释放biotinoyl-5'-AMP,实现以时间依赖性

的混杂蛋白质生物素化。据估计,BirA*的有效标记

半径为10~15
 

nm,并且BirA*的缓慢催化动力学通

常需要18~24
 

h来生成足够的生物素化材料用于蛋

白质组学分析[6-7],这使得其无法捕捉到短暂时间内

蛋白质的相互作用。
2016年KIM等[8]对BioID方法进行了改进提出

了BioID2。来源于超嗜热菌(A.aeolicus)的生物素连

接酶与来源于大肠埃希杆菌的BirA在整体结构上具

有相似之处,将其催化域内的一个保守残基点突变,
得到BirA(R40G)。BirA(R40G)自然缺乏 DNA结

合域,相对分子质量更小,只有大约27
 

kDa。较小体

积的生物素连接酶对融合蛋白的破坏较小并且更有

利于空间定位靶蛋白。BioID2生物素标记时所需要

提供的外源生物素更少、活性更高、时间更短[8-9]。
2.2 TurboID

 

&
 

miniTurboID BioID2相比BioID
技术提高了标记效率,但将猎物蛋白生物素化仍需要

至少16
 

h,这对于捕捉瞬时动态变化仍然是不够的。
2018年BRANON等[9]以起始模板BirA(R118S)基
于易出错的多聚酶链式反应和第五代酵母展示的定

向进化技术,工程化筛选出2种更快的混杂连接酶:
TurboID(35

 

kDa)和miniTurboID(28
 

kDa)。它们催

化混杂蛋白质赖氨酸残基生物素化,而生物素化在生

物体内属于较罕见的翻译后修饰,并且有着具有超高

亲和力的结合伙伴-链霉亲和素。在活细胞内进行

生物素标记后,裂解细胞并将细胞裂解物与链霉亲和

素偶联珠结合,经过严格的洗涤分离得到标记的内源

性蛋白质组。富集后的标记蛋白用胰蛋白酶消化得

到小肽段,然后用液相色谱串联质谱技术(LC-MS/
MS)进行分析,数据可与已建立数据库进行比较分

析,鉴定候选蛋白。
TurboID相对于野生型BirA有15个突变,具有

更好的催化效率和快得多的催化动力学。在ATP与

外源生物素存在的条件下,TurboID在10
 

min就可

以获得BioID/BioID2在18
 

h内相同数量的生物素化

蛋白[7]。miniTurboID 则 相 对 于 野 生 型 BirA 有

13个突变,并缺少 N-末端结构,相对分子质量更小,
所以可以减少对于融合蛋白追踪与功能干扰。mini-
TurboID的催化活性比TurboID低2倍,在缺乏外源

生物素的情况下表现出较低的催化能力,但这可使其

背景干扰更小,更适合紧密的控制窗口和对时间需要

精准控制的邻近标记[4,7,9]。
不同的细胞器会有不同的pH、氧化还原环境等,

这些都可能会影响PL活性。BRANON等[9]比较了

TurboID、miniTurboID和BioID在 HEK
 

293T细胞

的细胞核、线粒体基质、内质网腔和内质网膜中的作

用,评估得出TurboID在4种细胞器中信号强度、标
记效率均优于 miniTurboID 和 BioID。另外,Tur-
boID在蠕虫[9]、秀丽隐杆线虫和黑果蝇[10]及植物(包
括拟南芥、烟草植物等)[11]中能够明显增加生物素标

记。综上可得出结论,TurboID具有高空间分辨率,
在标记识别不溶性蛋白、膜相关蛋白、特殊细胞类型

的罕见蛋白及微弱/短暂的蛋白质-蛋白质相互作用中

具有显著优势。
2.3 Split-TurboID 为了提高生物素鉴定在PL体

系中的空间特异性以及多功能性,拆分PL(Split-PL)
体系 开 始 被 大 众 提 及,包 括 Split-APEX[12]、Split-
BioID[13-14]和

 

Split-TurboID[15]等。将混杂连接酶拆

分成2个本身不具有催化活性的小片段,这2个片段

可因在活细胞中的蛋白质-蛋白质或膜-膜的关联而结
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合,发挥催化活性。Split-PL是绘制细胞器接触位点

和大分子复合物蛋白质组的一种有价值的方法。相

比Split-APEX而言,Split-TurboID不需要添加氧化

剂或辅助因子,而这些往往具有生物毒害。KELVIN
 

CHO等[15]通过SPELL预测将酶分成2个不活跃的

部分,分别克隆为FK506结合蛋白(FKBP)和FK-
BP12-雷帕霉素复合物的结合位点(FRB)融合体片

段,在雷帕霉素诱导下结合。这些片段再结合在不同

的亚细胞室蛋白,则建立了一个雷帕霉素、生物素双

依赖的PL。例如,KELVIN
 

CHO等[15]研究了内质

网-线粒体体系,在这个体系中,内质网与线粒体的紧

密结合使得拆分片段的重建,并在雷帕霉素存在的情

况下增强了这种重建,发挥标记作用,探测接触位点

和特定细胞类型界面的蛋白质组学绘图。
重组Split-TurboID活性低于 TurboID,但在生

物素孵育30
 

min后就能检测到生物素化,并且具有

更大的空间特异性。Split-TurboID可以通过设计特

定的输入信号而适用于更多领域的研究,例如免疫

学、神经学及肿瘤等。TAKANO等[16]将TurboID拆

分为2个Split-TurboID片段,并在星形胶质细胞与

神经元相互作用的突触间隙中重构为功能性 Tur-
boID,提供了一个新的分子框架,以理解突触之间的

连接界面及这些接触如何控制突触的形成和在大脑

中的功能[16-17]。细胞表面的蛋白通常丰度低并具有

高疏水性与异质性,亚细胞室蛋白又存在很大的空间

特异性,这对于研究其蛋白质组存在很大的挑战。而

Split-TurboID就 是 一 个 新 的、有 力 的 工 具,相 比

Split-APEX或Split-BioID具有更强的生物相容性和

更小的偏差。同时,Split-TurboID还可以提高有挑战

性的靶向应用的信噪比,例如特定基因组位点的

dCas9定向PL[18]或特定细胞 RNA的dCas13定向

PL[19]。
3 TurboID技术在疾病蛋白质组学中的应用

p53是一种调节细胞的生长周期、凋亡、衰老的肿

瘤抑制基因,而p53的突变则成为27种癌症发生发

展的驱动因子。而研究最热的p53(R175H)突变型与

细胞基因组稳定性、肿瘤的生长、转移及耐药性密切

相关[20-21]。比对p53(R175H)与野生型p53相互作用

的蛋白质的差异,有助于理解突变型p53作用分子机

制。HU等[21]利用邻近标记技术构建了 miniTur-
boID与p53(R175H)、野生型p53的融合体,利用

LC-MS/MS分 析 相 互 作 用 蛋 白,通 过 GO 富 集 与

KEGG分析发现大部分的互作蛋白都集中在代谢和

遗传信号处理的通路中,而剪接体为最显著富集的

途径。
胃癌是世界上发病率、死亡率最高的恶性癌症之

一,探索肿瘤增殖、侵袭、转移与凋亡的分子机制对发

现靶向药物至关重要。吲地磺胺对多种肿瘤都具有

抑制作用,并已有研究证明吲地磺胺能与 DCAF15
(DDB1与CUL4相关因子15)相互作用,诱导下游底

物降解,从而抑制结肠癌细胞的生长[22]。LU等[23]将

TurboID与DCAF15融合,诱导生物素化标记邻近蛋

白,通过邻近标记技术及后续实验证明了吲地磺胺抑

制胃癌细胞的增殖的作用机制。利用PL技术分析肿

瘤相关蛋白或药物在体内的相互作用网络,分析其作

用机制,有利于发现新的药物靶标与肿瘤治疗靶点。
细胞质中存在病原性或自身DNA会触发天然免

疫系统,产生的危险信号会刺激cGAS-STING信号

通路,诱导产生干扰素而发挥非特异性免疫作用。
MOTANI 等[24] 融 合 STING 与 TurboID,寻 找

STING可能的互作蛋白。利用邻近标记研究发现

STING的激活会导致高尔基体和核内体中许多蛋白

的生物素化,干扰素诱导跨膜蛋白(IFITM3)就是其

中一个,更具进一步研究证明IFITM3的确是STING
的新互作体[24]。IFITM3是一种病毒限制性因子,尤
其是针对RNA病毒,例如 A型流感病毒、西尼罗病

毒、登革病毒等[25]。有趣的是,也有研究表明STING
也对这类病毒具有抑制作用,所以STING

 

可能是参

与对IFITM3的调控而起到抗病毒活性。STING在

天然免疫包括抗病毒免疫中发挥重要作用,维持生命

体的健康,但是STING的过度活化也会导致很多自

身免疫疾病的产生,所以利用TurboID研究STING
的相互作用蛋白尤为重要。
2019年新型冠状病毒(COVID-19)首次出现并迅

速席卷全球,这场全球流行病的病原体冠状病毒被称

为SARS-CoV-2,其肆虐已导致超5亿人感染。而研

究SARS-CoV-2的病毒蛋白在宿主细胞内的行为可

以揭示潜在的发病机制,并帮助治疗药物、疫苗的开

发。通过邻近标记技术探索病毒-宿主互作体为了解

病毒蛋白对宿主细胞的直接影响提供 了 新 途 径。
MAY等[26]利用PL技术,将单个的SARS-CoV-2蛋

白与TurboID融合并构建稳转细胞系,然后进行全细

胞蛋白质组的组学分析和生物素化蛋白的亲和纯化,
再通过质谱鉴定PPIs。识别由于病毒蛋白表达而受

影响的全细胞蛋白质组学变化,并识别单独的病毒蛋

白-宿主细胞蛋白之间的特异的相互作用。将最后得

到的BioID数据集与CLUE临床药物库和FDA批准

的药物进行交叉引用,以确定对COVID-19相关治疗

可能有益的药物,也为揭示SARS-CoV-2的生物学特

性和研发抗病毒药物提供了宝贵的资源[26-27]。
邻近标记技术被广泛应用于癌症、免疫、神经等

领域,为疾病产生的生理病理过程机制、药物发现、靶
向性治疗提供了不可磨灭的贡献。在人体内大脑犹

如一个精密的仪器控制着人体的生命活动,而神经

元、突触就相当于这个精密仪器中至关重要的作用元

件。有研究证明,星形胶质细胞-突触相互作用的功能
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障碍可能会导致精神和神经发育障碍[28]。TAKANO
等[16]将TurboID拆分为2个低活性片段(split-tur-
boID),分别融合表达在星形胶质细胞、神经元突触表

面,而通过突触间隙重构为有活性的TurboID酶。而

利用的Split-TurboID技术的确高度标记出了大脑皮

层神经兴奋性、抑制性神经元与星形胶质细胞之间间

隙中的蛋白质,而识别的蛋白质多数上都是独一无

二。星形胶质细胞中信号通路的异常与多种综合征、
疾病的发病机制相关,例如慢性神经性疼痛、自闭症

和癫痫等[16-17,29]。TurboID技术在其他多种疾病中

也可运用,为发现多种疾病的发病机制、治疗方案与

治疗靶标提供了新的有力手段,极具经济价值。

4 小  结

随着对蛋白质-蛋白质之间相互作用网络的研究

愈发深入,邻近标记技术也被越来越多的研究者应用

在各种领域,比如蠕虫、秀丽隐杆线虫和黑果蝇及植

物中。同时也给研究肿瘤等各种疾病的生理病理机

制与治疗提供了新思路。PL技术主要为3种,依赖

辣根过氧化物酶(HRP)的生物素标记、依赖生物素连

接酶(BirA)的生物素标记及依赖工程抗坏血酸过氧

化物酶(APEX)的生物素标记,但 HRP由于在哺乳

动物细胞质的还原环境中催化活性低且结构不稳定,
逐渐在研究PPI的洪流中退出。而BioID技术相对

于APEX2而言,其不需要额外的催化因子或助氧化

剂,这些往往具有生物毒害性并且可能使细胞为响应

氧化应激而改变全细胞蛋白质组的相互作用,从而改

变细胞的生理机能,出现假阳性结果。BioID也存在

很多不足,例如慢催化动力学、BirA*酶本身具有一

定大小、催化半径小于APEX2等。因此,这也促使研

究者们不断地探索,使得BioID技术不断的优化。

2018年BRANON等[9]提出了TurboID和mini-
TurboID的概念,有效解决了BioID的慢催化动力学

问题,将生物素标记时间缩短到10
 

min,并且证明了

TurboID的高空间分辨率特性,在标记识别不溶性蛋

白、膜相关蛋白、特殊细胞类型的罕见蛋白及微弱/短

暂蛋白质-蛋白质相互作用中具有显著优势。对于酶

催化PL中存在的空间限制,TAKANO等[16]将Tur-
boID进行了拆分,得到了Split-TurboID。若将Split-
TurboID片段融合在不同细胞或亚细胞室表面蛋白

上,蛋白质之间的相互作用能够重构有催化活性的

TurboID,然后分析生物素化蛋白,则可以探测接触位

点和特定细胞类型界面的蛋白质组学。随着 Tur-
boID技术的不断发展与创新,逐渐成为一种有效的

PL技术,在不同领域发挥作用,并广泛应用于PPI的

鉴定、疾病发生机制研究与药物靶点的筛选,为广大

科研工作者提供了新的思路和研究手段,推动生命科

学的不断进步。
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