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双分子荧光互补技术在神经系统变性疾病蛋白质寡聚化研究中的应用
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摘要：神经系统变性疾病(ND)的病理特征是蛋白质聚集在细胞内或细胞外形成异常的堆积体而导致神经毒性。双分子荧光互补

技术(BiFC)是研究 ND相关蛋白质寡聚化分子机制的重要工具。与其他技术不同的是，BiFC不但可以在生理环境中对蛋白质 -蛋

白质之间的相互作用进行可视化检测，而且能够提供详细的亚细胞定位信息。本文通过综述 BiFC技术的原理、优缺点及其在 ND

研究领域中的应用进展，探讨该技术对揭示寡聚体和包涵体形成原因方面的潜力，为神经系统疾病开发新的治疗策略提供重要

参考。
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Bimolecular Fluorescence Complementation Method for the Study of Protein
Oligomerization in Neurodegenerative Diseases

Neurodegenerative diseases (ND) are characterized by the aberrant accumulation of misfolded and aggregated proteins

inside or outside the cells which would lead to the neurotoxicity. It is proved that the bimolecular fluorescence complementation assay

(BiFC) might be an excellent method of exploring the aberrant protein-protein interactions (PPI) that involved in ND. BiFC could provide

detailed information for the subcellular localization of the PPI and can be carried out in a physiological environment which is different
from other techniques. This review focused on the application and progression of BiFC in the field of ND by analyzing the formation of

the characteristic oligomeric species, advantages and disadvantages and inclusion bodies in order to make some references for the

treatment of ND.
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细胞中的蛋白质 -蛋白质相互作用（protein-protein interac-

tions，PPI）决定着细胞的命运，许多疾病都与异常的 PPI有关。

神经系统变性疾病（neurodegenerative diseases，ND），如阿尔茨

海默病（Alzheimer disease，AD）、帕金森病（Parkinson disease，
PD）、亨廷顿病（Huntington disease，HD）、脊髓小脑性共济失调

（spinocerebellar ataxia）等，它们的共同病理特征是细胞质、细

胞核或细胞外出现大量蛋白质包涵体。这些包涵体由错误折叠

的蛋白质聚集而成，最终形成不溶性的核或胞质淀粉样蛋白沉

积物。在 ND中，PPI的类型和发生位置的改变可以促成蛋白质
包涵体的形成，这一过程涉及多种多样的蛋白质，但却遵循类

似的途径。因此，研究参与形成特征性包涵体的 PPI对于理解
ND 发病的分子途径非常重要。双分子荧光互补（bimolecular

fluorescence complementation，BiFC）是新近开发出的一种研究

活细胞中 PPI的技术，它在 ND病理过程中蛋白质寡聚化的分

子机制研究中发挥重要作用[1]。

1 ND中的蛋白质聚集和细胞毒性

ND 发病机制中广泛接受的 " 淀粉样蛋白假说（amyloid
hypothesis）"认为：蛋白质错误折叠和聚集成有序的纤维状结

构，引发异常 PPI，进而造成神经功能损伤[2]。当蛋白质不具有

正常的功能性结构时，就不能有效地被分子伴侣检测到，也不

能被泛素 -蛋白酶体系降解，因而发生异常和有害的相互作

用。在这时，异常蛋白质一般可自发形成稳定富含 茁-折叠的不

溶性淀粉样蛋白沉积物，这一过程中产生一些被称为 "寡聚体

（oligomeric species）"的小一些的可溶性的蛋白聚合物，它们是

形成淀粉样蛋白原纤维的前体，或是淀粉样蛋白形成级联途径

所产生的中间体[3]。研究表明，可溶性的淀粉样蛋白寡聚体很可

能是主要的致病性结构，而不是成熟的淀粉样蛋白原纤维。不

同 ND中的淀粉样蛋白寡聚体都能穿透细胞膜和脂双分子层，

使细胞出现功能异常或死亡，这可能是它们共同的和主要的细

胞毒性作用[4]。而疾病特异性蛋白的致病机理可能在于在上游

途径中增加错误折叠的、潜在的淀粉样蛋白的量。
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已有很多研究来探索不同 ND中蛋白质聚集的原因，虽然

老化、蛋白酶体和线粒体功能异常和氧化应激等因素可促进

ND发病[5，6]，导致形成寡聚体的异常 PPI，才是造成细胞毒性的

最关键因素[7]。现已发现基因突变、基因含量增加、翻译后修饰

等因素与蛋白质聚集有关[8]，但是其中涉及的确切的分子细节

仍然知之甚少。在多种 ND疾病模型，如细胞培养物、果蝇和小

鼠中有大的包涵体形成的现象早有报道[9]，然而直接在活细胞

中检测包涵体形成前的寡聚体和原纤维体是近期才实现的[10]，

这主要归功于 BiFC技术的应用。

2 双分子荧光互补技术

双分子荧光互补技术（BiFC）诞生于 2002 年[11]，最初用于

研究碱性亮氨酸拉链（bZIP）和 Rel家族转录因子在 COS-1细

胞中的相互作用，后来经过不断发展，被成功应用到多种模式

生物中，如哺乳动物细胞系、植物、线虫、酵母和细菌。同免疫共

沉淀、蛋白质芯片等体外研究技术相比，BiFC检测的是细胞环

境中的 PPI，更能反映出蛋白质的生理功能[12]。

2.1 BiFC的原理
BiFC将荧光蛋白拆分成两个没有功能的片段，分别和两

个待检测的目标蛋白质融合，表达于同一个细胞中，若目标蛋

白质之间有 PPI，就会带动两个片段互相靠近，两者互补折叠成

准天然构象，从而重建出荧光蛋白活性。结合荧光共聚焦显微

技术，就可以对 PPI形成的蛋白聚合体进行检测和亚细胞定位
[13]。荧光信号强度反映出聚合体数量和结构信息，若 PPI的调

节因素存在，那么信号就会发生变化，这是 BiFC作为筛选调节
PPI的药物分子的依据。
2.2 BiFC的优缺点

BiFC主要有三个优点：（1）选择性强。荧光信号只能由两

个蛋白片段在互补时生成，因而融合蛋白不需要过高的表达

量，接近生理水平即可。（2）简洁直观。荧光复合物可以直接在

活细胞中观测到，不需使用外源试剂来染色，对图像数据的后

处理也很少。（3）灵敏度高。两个片段重建出完整荧光蛋白活性

的过程是不可逆的，可对目标 PPI起稳定化作用，因而特别适

用于检测微弱和瞬时的相互作用。这在 ND研究中是一个突出
的优点，因为目标二聚 /寡聚体可能是蛋白质聚集过程中产生

的一些瞬时的中间体。

然而，荧光基团需要约 10-30 min来成熟才能发光，因而
BiFC不适用于对 PPI进行严格意义上的实时监测。

2.3 BiFC的报告蛋白
BiFC常用的荧光报告蛋白有绿色、青色、黄色和红色荧光

蛋白（GFP、CFP、YFP和 RFP）[14]等。最早使用的 GFP需要 30℃

预孵化，后来开发出一些改进的荧光蛋白，如 cerulean、Venus

以及 sfGFP[15]，其荧光基团在 37℃成熟，这点对于在哺乳动物

细胞模型中研究 ND特别有利。

多色 BiFC技术同时使用具有不同发射光谱的荧光蛋白，

在一次实验中可对多对 PPI进行可视化[16]，可用于评估蛋白复

合体的结合效率、分析 PPI的调控因素、以及观测多蛋白复合

体的动态变化。

2.4 BiFC和其他技术联用

BiFC能够在活细胞中显示出蛋白聚集体，但不能在视觉

上区分出是二聚体还是寡聚体或其它聚合程度更高的聚合物。

为了辨别它们，BiFC技术可以和其它技术联用，如 SDS-PAGE
[17]、免疫沉淀[17]、流式细胞术[18]、FRET[19]和 BRET[20]等。这些联合

技术能提供蛋白聚集体的化学计量组成信息，如 Gandia等[20]

利用 BiFC-BRET技术揭示出 G蛋白偶联腺苷受体 A2A寡聚

物含有两个以上的原聚体。

3 BiFC在神经变性疾病中的应用

ND中异常的 PPI是由蛋白质错误折叠和聚合引起，因此
ND也被称为蛋白性疾病（proteinopathies）。尽管很多体外研究

表明淀粉样蛋白假说是 ND的主要发病机制，活细胞中蛋白质

错误折叠和随后聚集的原因和分子机制目前仍不清楚。BiFC

技术在这一研究领域发挥出很大作用，是研究 ND相关蛋白寡

聚化过程的有力工具。

3.1 BiFC在阿尔兹海默病研究中的应用

阿尔兹海默病（AD）是常见的一种因老化而造成的痴呆

症，患者大脑出现严重的进行性神经元损失。AD的病理特征是

细胞外出现淀粉样蛋白斑块，斑块主要由 茁-淀粉样肽（茁-amy-

loid peptide，A茁）和神经原纤维缠结组成[21]。

AD淀粉样蛋白斑块中的神经原纤维缠结主要由过度磷酸

化的 tau蛋白聚集而成，一些蛋白如 CHIP可以调节 tau的聚集
[22]。Chun等[23]开发出基于 GFP的 BiFC来定量检测 tau蛋白在
细胞内的聚集。他们将 GFP11片段和 tau融合，在细胞中和另

一片段 GFP1-10共表达，GFP因此重建而发出荧光，可用荧光

显微镜或光度仪进行检测或定量。预计此方法将成为研究 tau

装配过程及其调节因素的有力工具。

淀粉样前体蛋白（amyloid precursor protein，APP）是 A茁的
前体，家族性 AD患者体内 A茁水平升高致使发病提前，患者
的 APP基因在 GxxxG 和 GxxxA 二聚化结构域附近有突变。
So等[24]使用 BiFC结合流式细胞术定量测量了突变 APP和野

生型 APP的二聚化作用，发现两者没有显著差别，说明突变不

会影响 APP的二聚化，因而推测家族性 AD患者 A茁水平的改
变更可能是由于突变影响了 APP的蛋白酶解加工途径所致。
Oh小组[25，26]利用 BiFC揭示 APP和跨膜受体 NOTCH2（N2）相

互作用的细节，不仅在活细胞中对 APP二聚体和 APP-N2异二

聚体进行了可视化，而且显示这些相互作用发生在内质网、高

尔基体和质膜上 [25]。此外，在早老素缺失的成纤维细胞中

APP-N2相互作用依然存在，表明两者相互作用是早老素非依

赖性的[26]。这些例子证明 BiFC在 AD病因研究中是非常有价

值的，不仅可以定量测定聚合物，识别相互作用配体，还可作为

亚细胞定位研究的工具。

3.2 BiFC在帕金森病研究中的应用

帕金森病（PD）的病理特征是黑质中的多巴胺能神经元发

展出进行性损失，剩余神经元中出现被称为 Lewy小体的胞浆
包涵体。虽然多巴胺摄取疗法是研究热点，目前还没有能有效

阻断 PD进展的治疗方法[27]。

琢-突触核蛋白（琢-synuclein，琢-syn）是 Lewy小体的主要成

分。野生型和突变型琢-syn的错误折叠、寡聚化和纤维化在 PD
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病理进展中起关键作用。琢-syn纤维化过程中形成的单体或聚

合体形式的各种中间体对细胞都有毒性，揭示这些中间体形成

的分子机制是引人入胜的研究领域。BiFC技术可以直接对活

细胞中 琢-syn的寡聚化进行显像，荧光信号强度的变化还可用

于研究调节 琢-syn聚合的因素，例如，发现将琢-syn寡聚体稳定
化导致细胞毒性增强，而 HSP70以及格尔德霉素（HSP90的抑

制剂）则通过减少 琢-syn寡聚体的形成来降低这种毒性[10,28]。此

外，BiFC技术还鉴定出 CHIP、NBB衍生物和铁离子也能特异

性抑制 琢-syn的寡聚化[17，29]。这些研究可为开发针对阻断 琢-syn

寡聚化的治疗药物提供指导，而 BiFC则可作为来筛选和鉴定
这些调节剂的工具。

Vidi等[30]用多色 BiFC研究多巴胺 D2和腺苷 A2A受体的

寡聚化以及一些神经系统调节药物对此造成的影响。发现用

D2激动剂喹吡罗刺激后，A2A-D2异二聚体减少了，而用 D2

拮抗剂螺哌隆或 A2A激动剂 MECA处理后则产生相反效果。

因此提出长期接触药物可能导致 A2A-D2受体寡聚化的改变。
3.3 BiFC多聚谷氨酰胺病研究中的应用

多聚谷氨酰胺（polyQ）病包含 HD和 6个不同类型的脊髓

小脑性共济失调，其特点是不同基因中的 CAG束扩增，导致相

应的蛋白质中含有过量的串联谷氨酰胺，它们在细胞核和 /或

细胞质中错误折叠和聚合，造成蛋白质正常功能受损，产生细

胞毒性[31]。在 HD患者不同脑区分布的核聚集体的核心是由突
变的 HTT蛋白形成，聚集体周围环绕着 HTT、TATA结合蛋

白、CREB 结合蛋白、HSP70 以及一些其他的 polyQ 相互作用

蛋白[32]。因此，BiFC可用于研究这些 PPI，为 HTT聚集和毒性作

用的分子机制研究提供新的重要线索。如 Herrera等[33]发现细

胞内 HTT和 琢-syn共聚集，琢-syn调节 HTT的寡聚化，增加含
HTT寡聚体的细胞数量，减少每个细胞中寡聚体的数目但是加

大平均尺寸。这一研究表明各类 ND中的关键致病蛋白之间能

够共聚合并互相影响，共同推动神经变性的病理进程。

4 小结与展望

ND中相关蛋白聚集沉积是其发病原因的关键，这些过程

能够诱发异常的 PPI，扰乱多种生物学过程，最终导致神经元损

伤。然而蛋白聚集体形成的分子机制仍不清楚。ND治疗的主要

限制是通常在非常后的病理阶段才确诊，此时已经发生了神经

细胞重大和不可逆转的损失。普遍观点认为蛋白聚合过程中产

生的中间二聚或寡聚物可能比最终聚合而成的蛋白包涵体的

毒性更大，因此，研究二聚 /寡聚化机制对开发新的 ND 早期

诊断和治疗策略至关重要。BiFC技术在这一领域已逐渐显现

出巨大价值和潜力，可作为一些常规技术的有力补充，因为

BiFC除了对聚合体进行可视化显像外，还能提供精细的亚细

胞定位信息，以及对影响 PPI的因素进行量化分析，为进行更

有针对性的药物筛选提供指导。随着技术的进步，尤其是荧光

报告蛋白的不断改进，BiFC也将不断发展，可以预计，BiFC的

应用将为研发新的 ND干预治疗方案做出重要贡献。
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