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摘   要   

分子间的相互作用特别是蛋白质间相互作用几乎存在于机体每个细胞的生

命活动过程，生物路径及其底层分子事件。蛋白质相互作用网络的定性和定量研

究在探查和研究细胞行为、发展治疗疾病的新疗法过程中具有重要作用。构建蛋

白质相互作用网络，特别是动力学网络不论是在科学认识上还是在实验技术上以

及在药物设计等领域中，都有重大意义。本文详细描述了构建生物分子相互作用

动力学参数数据库（KDBI）。该数据库收集了文献中报道的实验得出的有关蛋白

与蛋白、蛋白与核酸、蛋白与配体、核酸与配体之间相互反应的动力学参数信息。

并采用生物信息学方法建立了 27 条超过 2 层关系的蛋白质相互作用动力学网络

作为这个数据库动力学研究细胞过程的全新应用。 

 

关键词： 蛋白质相互作用  动力学网络  生物信息 
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ABSTRACT 

Interactions between molecules, especially protein-protein interactions are 

implicated in almost every cellular process, biological pathways and their underlying 

molecular events. Qualitative and quantitative study of protein interaction networks is 

believed to play key roles in the exploration and engineering of cell behavior and in 

the development of novel therapeutics to combat diseases. Developing the 

protein-protein interaction network especially Kinetic data interaction network is not 

only important to research on science but also to experiment technology even drug 

design. In this article, we construct kinetic protein-protein interaction networks based 

on Kinetic Data of Bio-molecular Interaction database (KDBI) to facilitate both 

qualitative and quantitative study of cellular processes. KDBI is a collection of 

experimentally determined kinetic data of protein-protein, protein-nucleic acids, 

protein-ligand, nucleic acids-ligand binding or reaction events described in the 

literature. Based on KDBI, totally 27 kinetic protein-protein interaction maps of more 

than 2 levels are created with bioinformatics method as its novel application for 

quantitative study of cellular processes. 

 

Key words:  protein-protein interaction   kinetic network   bioinformatics 
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1． 前言 

 

人类基因组计划发现了大量的新基因，然而生命现象的阐明仅仅依靠基因

组序列是远远不够的。相对于静态的基因，其编码的产物——蛋白质是动态的，

具有时空性和调节性，是生物功能的重要体现者和执行者。蛋白质是生命功能的

物质基础，其存在方式、表达水平、以及相互作用等，都与生物功能密切相关。

蛋白相互作用一直以来都是现代生物学领域研究的热点及难点。随着基因组学的

发展，蛋白质组学逐渐成为分子生物学的研究重点，蛋白质这个与人类疾病最直

接相关的基因产物受到更多人的重视。蛋白质相互作用网络的破坏和失稳，可能

引发细胞功能障碍，因此，蛋白质相互作用网络的建立有助于发展网络动态模型，

寻找合适的药物作用靶点，将为新药开发提供理论依据。 

现代生物技术为蛋白质的研究提供了强有力的手段。电泳层析等技术以后，

一些新的技术如 X 光衍射、质谱、核磁共振等在蛋白研究中的重要作用日益显

现。一些高通量的技术也相继出现，能在更短的时间里鉴定出更多的蛋白质及其

相互作用关系，如双杂交系统（two-hybrid system）、蛋白芯片(protein chip)、以

质谱为基础的蛋白质复合物纯化技术、相关 mRNA 表达谱等技术。这些实验产

生了大量的生物数据，急需用高效的手段存储、处理、分析。数据库存储成了最

有效的手段。于是随着生物技术和信息技术的发展，产生了大量的生物数据库，

蛋白质研究甚至包括整个生命科学的研究都正经历着一场前所未有的变革。利用

电脑存储和处理数据的强大功能，可以把实验数据有序保存起来，并与基础理论

结合起来，探索实验及人的分析能力难以解决的问题。另一方面，电脑分析后产

生的新理论或新的模型又可以通过实验得以验证。当基因组学发展成为蛋白质组

学，蛋白质组学进一步发展到更复杂的系统生物学时，有时真实的实验变得难以

操作，就要依靠计算机模型模拟了。这就促进了交叉学科——生物信息学的兴起

和发展。 

生物信息学（Bioinformatics）——指用计算机辅助数据管理的方法来收集、

分析、再现生物的信息以了解生命过程的学科 (Computer-assisted data 

management discipline that helps us gather，analyze，and represent 

biological information in order to understand life's processes)。该学
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科以信息科学、计算机科学、数学、比较生物学、统计学等学科的观点和方法，

以计算机和生物电子设备为工具，研究生命中物质的组成、进化、结构与功能的

规律、以及这些物质在生命体中能量和信息的交换或传递，用信息理论技术及数

学和物理的理论方法去理解和阐述生物大分子的存在和生命价值，最终对它们进

行各种处理与应用。通过这些处理和应用，不仅能理解已有的核酸和蛋白质序列

及其功能，而且预测新的基因和蛋白序列及其功能。 

1.1  蛋白质相互作用及其研究意义     

基因数量的有限和基因结构的相对稳定与生命现象的复杂多变之间存在着

巨大反差。这种反差揭示了基因只是遗传信息的载体。要研究生命现象，阐释生

命规律，只了解基因组的结构是远远不够的，需要对生命活动的直接执行者——

蛋白质的有了更深入的研究。蛋白质是生命功能体现者和执行者，是一切生命现

象和生命活动的前提和基础。因此，全面和深入地研究蛋白质的表达量、结构、

性质、相互关系和生物学功能等已成为生命科学研究的迫切需要和重要任务。 

生命体是一个由大量特异的细胞过程所构成的复杂系统。详尽研究这些细胞

过程以及它们之间所进行的信息及能量传递的分子机理是生命科学中至关重要

的问题。随着对生物大分子 DNA/RNA 和蛋白质功能的深入研究，尤其是后基因组

时代新兴学科如基因组学、蛋白质组学和生物信息学等在大范围内对生物大分子

的功能分析，大大地加速了对细胞过程的了解。 

在分子水平上，生命的复杂性主要依赖于特异的蛋白质——蛋白质相互作用

推动各色的生物组织、信号转导、酶活性和产物调节等细胞活动而产生的。这些

细胞功能的调节很大程度上是依靠平衡不同蛋白质作用的结合能力，以及蛋白质

与其它生物分子如核酸分子、配体小分子、金属离子等的结合能力而实现的。因

此，了解蛋白质相互作用的方式、作用强度、上下游的关系将极大地有助于研究

蛋白质的功能、细胞的生命过程和生命发育的探索，并促使我们对疑难杂症的病

理研究和新的药物靶蛋白的发掘。 

在所有生命活动中，蛋白质之间的相互作用是生物体许多生命活动过程的重

要组成部分，是生物体生化反应的基础。它是细胞进行一切代谢活动的基础。蛋

白质间相互作用存在于机体每个细胞的生命活动过程中，生物学中的许多现象如

复制、转录、翻译、剪切、分泌、细胞的增殖、分化和死亡、细胞周期调控、信
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号转导和中间代谢等均受蛋白质间相互作用的调控
[1]
 。 

蛋白相互作用及它们如何一起行使功能是理解生命运动的基础。通过蛋白质

间相互作用，可改变细胞内蛋白质的动力学特征，如底物结合特性、催化活性；

也可产生新的结合位点，改变蛋白质对底物的特异性；还可失活其它蛋白质，调

控其它基因表达，改变蛋白质对其作用底物的专一性等等
[1]
。因此，只有使蛋白

质间相互作用顺利进行，细胞的正常生命活动过程才有保障。因此，建立相互作

用关系网络图，已成为蛋白质组学研究中的热点。  

1．2  蛋白质相互作用的研究方法  

研究蛋白质相互作用传统实验方法包括如酵母双杂交系统（yeast 

two-hybrid system）
[2]
、质谱法(mass spectrometry method)

[3-6]
和蛋白芯片

(protein chips)
[5]
等；近年来，随着计算机科学的发展，计算机模拟（in silico 

modeling）成为蛋白质相互作用中一个有力的工具
[6-7]

，同实验方法相比，计算

生物学方法不仅是实验方法的有价值的补充，且能够弥补目前实验方法难以克服

的缺点
[8]
，而且能扩展实验方法的预测范围；同时，一些重要的分子进化和分子

生物学概念也是在开发这些方法的过程中建立的。 

1.2.1     传统方法 

1.2.1.1   生物物理学方法 

酶联免疫吸附检测法 (ELISA)
[9]
 

体外验证两蛋白质的相互作用是最简单的研究两蛋白质相互作用的方法。如

验证所制备的抗体是否与抗原特异性地结合，要求该方法能:一检测到结合作用，

二排除非特异性结合，于是建立了酶联免疫吸附检测法( ELISA)。 

蛋白质亲和层析法 (protein affinity chromatography) 

基本原理是：将感兴趣蛋白偶联到基质上，如 Sepharose 基质上，并用它

从合适的抽提液中筛选能与基质上蛋白结合的蛋白，大部分蛋白通过这样的柱子

后，易在低盐条件下被洗脱掉，然后用高盐、辅助因子、溶剂或十二烷基硫酸钠

(SDS) 洗脱保留的蛋白，保留结合能力强的蛋白比弱的更可能与感兴趣蛋白相互

作用
[10]
。虽然亲和层析是研究蛋白质相互作用的有利工具，但也可能有假阳性结

果：蛋白间的相互作用可能不是直接的，而是通过第三方间接相互作用的；检测

到的相互作用可能是蛋白质静电作用；两种在体内不可能相遇却有着极强的亲和
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力的蛋白，如 DNase I 与肌动蛋白之间的相互作用
[11]
。 

亲和印迹 (affinity blotting) 

类似于 Western blotting
[12]
，将经过 SDS-PAGE 电泳分离后的蛋白样品转移

到硝酸纤维膜上，然后检测哪种蛋白能与标记了的“诱饵”蛋白发生作用。由于

实验中所用含有 SDS 的变性胶将失活大多数蛋白，并使复合物的亚单位分离，

可用非变性胶来解决。影响因素包括蛋白结合到膜上的生物学活性，制备的蛋白

探针等(放射性或生物素标记的蛋白及抗体)。 

免疫共沉淀法 (immunoprecipitation) 

免疫共沉淀法是以抗体和抗原之间的专一性作用为基础的蛋白质间相互作

用的经典方法，也是常用方法。其基本原理是: 细胞裂解物中加入抗体，与抗原

形成特异免疫复合物，经过洗脱后收集免疫复合物，然后进行 SDS-PAGE 及

Western blotting 分析。例如：Filhol 等利用该方法发现酪蛋白激酶 E与抑癌基

因 p53 相关
[13]
。 

交联技术 (cross-linking) 

用于蛋白质相互作用的交联技术可以检测体内或体外的蛋白质相互作用。研

究主要有两方面:（1）分析鉴定相互作用蛋白质复合物的组成；（2）检测能发生

相互作用的蛋白。体内进行的交联技术采用了具有膜渗透性的交联试剂，然后配

合免疫共沉淀技术检测到相互作用蛋白。此种方法比单独使用免疫共沉淀技术的

检测灵敏度高。 

 表面等离子共振技术 (Surface Plasmon Resonance， SPR) 

表面等离子体共振(Surface Plasmon Resonance) 技术，如图 1.1 所示，是一

种全新的研究蛋白质之间相互作用的手段。该技术是利用表面等离子体共振现象

和 SPR 谱峰对金属表面上电介质变化敏感的特点，通过将受体蛋白固定在金属

膜上，检测受体蛋白与液相中配体蛋白的特异性结合。 厦
门
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图 1.1 表面等离子共振检测系统 

Fig 1.1 Surface Plasmon Resonance system 

 

荧光共振能量转移技术 (FRET) 

荧光共振能量转移是指两个荧光发色基团在足够靠近(< 100 埃)时，它们之

间可发生能量转移的现象。由于绿色荧光蛋白（green fluorescence protein， 

GFP）受紫外线激发可以发出绿色荧光，因此它可以作为标记蛋白被广泛用于生

命研究领域。 

1.2.1.2 分子生物学方法 

分子生物学方法的特点是从大量的基因或基因片段产物中筛选能相互作用

的编码蛋白，并且一旦得到目的蛋白，就有可能直接得到该蛋白的编码基因。 

 蛋白质探针技术 (Protein probing) 

基本原理是: 用目的蛋白为探针筛选表达文库， 在硝酸纤维素膜上探测与

该蛋白相互作用的蛋白的编码序列。例如: Blackwood 等利用该方法发现 Myc

与 Max 可相互作用
[14]
。 

 噬菌体展示技术 (Phage display) 

噬菌体呈现技术是目前研究生物分子间相互作用、寻找新靶点、研究开发新

药的极为有用的方法。其原理是将表达多肽的基因与噬菌体表面蛋白的编码基因

融合后，以融合蛋白的形式表达在噬菌体表面的一种方法。最常用的表达系统是

M13 噬菌体。将 cDNA 文库插入噬菌体载体进行表达后，所得到的总体为噬菌体
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展示库。为了得到与诱饵蛋白相作用的目的蛋白，可将该展示库与固定化的诱饵

蛋白相互作用，目的蛋白被吸附下来，被吸附的重组噬菌体可经由再感染而扩增，

从而得到目的蛋白的插入基因。还有不依赖于宿主细胞的完全在体外展示的技

术，所构建的文库大大超过完整细胞或病毒
[15]
。 

双杂交技术 (Two hybrid system) 

   酵母双杂交系统又称蛋白阱捕获系统，是由 S. Fields 和 O-K Song 等人于

1989 年根据真核转录调控的特点创建的。近几年来，该方法成了研究蛋白质间

相互作用的一种非常有效的分子生物学方法
[16]
。真核细胞的转录因子的 DNA 结合

域（DB）和转录激活域（AD）共同作用时才能使转录正常进行，来自不同转录激

活因子的两种结构域也能使转录正常。可分别使 DB 与 AD 同“诱饵”蛋白（X）

和“猎物”蛋白（Y）形成融合蛋白，并在真核细胞内同时表达。如果两者可以

发生作用，就能使 AD 与 DB 在空间上充分接近，从而激活报告基因的转录。 

1.2.1.3 遗传学方法 

Criekingel W V 和 Beyaert R
[17]
将蛋白质相互作用的研究比作人们对汽车发

动机理的探索，而遗传学方法就像是使某一部件发生缺损，然后检测其对汽车发

动的影响。这就意味着在实验中需要建立特殊的表型。遗传学方法通常用于研究

两个已知蛋白之间的相互作用。 

基因外抑制子(Extragenic Suppressors) 

抑制子有基因内和基因外之分，基因内抑制子是指通过基因自身的一个突变

来抑制其原有的突变，而基因外抑制子是通过另外一个基因的突变来弥补原有基

因的突变的。 

合成致死筛选(Synthetic Lethal Screening) 

合成致死效应是指两个基因同时发生突变时会产生致死效应，而当每个基因

单独发生突变时，则无致死效应。 

这种遗传学方法可以用于分析两个具有相同重要功能的蛋白质之间的相互

作用。合成致死筛选所得到的两种相互作用蛋白可能是同一复合物的两种组分或

是一种蛋白对另一种蛋白有调节作用。 

1．2．2  生物信息学方法 

生物信息学是采用计算机技术和信息论方法研究生命科学中各种生物信息
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的表达、采集、储存、传递、检索、分析和解读的科学， 是现代生命科学与信

息科学、计算机科学、数学、统计学、物理学、化学等学科相互渗透和高度交叉

形成的学科。生物信息学提供了蛋白质相互作用研究的高效方法 

1.2.2.1 根据编码蛋白的基因预测蛋白间相互作用 

系统发育谱(phylogenetic profile) 

这个方法基于假定：功能相关的（functionally related）基因，在完全测

序的基因组中预期同时存在或不存在，这种存在或不存在的模式(pattern）称作

系统发育谱；如果没有序列同源性两个基因的系统发育谱一致或相似，可以推断

它们在功能上是相关的
[18-19]

。 

基因邻接（gene neighborhood） 

在细菌基因组中，功能相关的基因紧密连锁地存在于一个特定区域，这种基

因之间的邻接关系，在进化过程种具有保守性，可以作为基因产物之间功能关系

的指示
[20-22]

。 这种指示只能适用于进化早期的结构简单的微生物。 

基因融合事件 (gene fusion event) 

这个方法基于假设：由于在物种演化过程中发生了基因融合事件，一个物种

的两个（或多个）相互作用的蛋白，在另一个物种中融合成为一条多肽链，因而

基因融合事件可以作为蛋白质功能相关或相互作用的指示。Marcotte 等
[23]

和

Enright 等
[24]
几乎同时建立了这个方法。这个方法的限制是，不能判断发生融合

的蛋白是否“物理”上直接接触，此外，基因融合的机制也可能是复杂多样的。 

1.2.2.2 根据进化过程中蛋白发生的变化预测蛋白间相互作用 

Valencia 等人对发育谱系方法作了进一步改进，发展了 mirror tree 和 i2h

法。他们认为相互作用的蛋白由于进化压力可能会具有相似的进化关系。首先找

到被考查蛋白在不同组织的基因组中的同源蛋白，然后分别比较它们之间的进化

关系，用距离矩阵或相关系数分布进行量化。最后根据蛋白进化的相似程度预测

其相互作用关系。 

镜像树(mirrotree) 

功能相关的蛋白质或同一个蛋白的域之间，受功能约束，其进化过程应该保

持一致，即呈现共进化(co-evolution)特征
[25-26]

。通过构建和比较它们的系统发

育树，如果发现树的拓扑结构显示相似性，这种相似的树被称作镜像树。那么，
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