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一种细胞内快速标记邻近蛋白复合物的新方法

刘　健　周　姗　戴大鹏　蔡剑平

摘　要　目的　构建可诱导、细胞适用性广的细胞内快速标记邻近蛋白复合物新方法。方法　体外合成 ＴｕｒｂｏＩＤ编码基

因，并与 Ｔｅｔ－ｏｎ系统一并插入改造后的慢病毒载体，病毒包装后侵染 ＨｅＬａ细胞以融合表达 ＴｕｒｂｏＩＤ及目的蛋白 ＹＢ１或对照蛋

白 ＧＦＰ。使用不同浓度的强力霉素处理细胞 ２４ｈ以诱导融合蛋白的表达，加入 ５０μｍｏｌ／Ｌ生物素继续培养 １５～１２０ｍｉｎ以使 Ｔｕｒ

ｂｏＩＤ将临近蛋白进行生物素标记，免疫印迹法检测生物素标记的蛋白含量。结果　成功构建了可诱导的 ＴｕｒｂｏＩＤ融合表达慢病

毒载体。获得的病毒侵染 ＨｅＬａ细胞，应用 ０．１２５μｇ／ｍｌ以上的强力霉素即可诱导细胞产生 ＴｕｒｂｏＩＤ融合蛋白。生物素处理

１５ｍｉｎ以上可得到大量生物素标记的蛋白。结论　构建了快速标记邻近蛋白复合物的检测体系———ＴｕｒｂｏＩＤ系统，该系统具有

可诱导、生物素标记迅速及细胞适用性广等优点，可广泛应用于大多数动物及人体细胞内蛋白复合物的筛查研究。
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　　生物体功能的实现需要蛋白质的参与，其中多数
生物学功能的行使必须借助于多种蛋白质间相互配

合，组成蛋白质复合物来实现。研究蛋白质间的相互

作用及定位组成可以更好地理解相关蛋白质的功能和

细胞内外复杂的信号转导网络。近年来，邻近蛋白质

标记方法（ｐｒｏｔｅｉｎ－ｐｒｏｘｉｍｉｔｙｌａｂｅｌｉｎｇ）被越来越广泛地
应用于解析细胞内蛋白复合物的组成

［１，２］
。该方法通

过应用一种可以混杂标记的酶与目的蛋白融合表达，

再添加特定底物，比如生物素，进而使得该酶可以在体

内（ｉｎｖｉｖｏ）共价催化纳米级别范围内的相关内源性蛋
白。已有的邻近标记方法主要分为两大类：一类是以

生物素连接酶为基础，如 ＢｉｏＩＤ、ＢｉｏＩＤ２、ＢＡＳＵ等［３］
；另

一类以过氧化物酶为基础，如 ＡＰＥＸ和 ＡＰＥＸ２。ＢｉｏＩＤ
和 ＡＰＥＸ２是目前应用最为广泛的邻近蛋白质标记方
法，二者各自有其独特的优势。ＢｉｏＩＤ标记方法虽然简
单且无毒，只需加入生物素来起始标记过程，但其生物

素标记反应时间较长，需要１８～２４ｈ，无法捕捉瞬时或
作用力较弱的蛋白复合物。与之相反，ＡＰＥＸ２反应速
度较 ＢｉｏＩＤ迅速，适用范围广，但其标记过程需要对样
品进行 Ｈ２Ｏ２处理，导致有些样品因其毒性作用而无法
适用，同时氧化处理也可能会改变细胞内微环境，从而

破坏某些蛋白与蛋白间的相互作用。

为弥补现有邻近蛋白标记方法的不足，２０１８年

·６２·
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ＡｌｉｃｅＹＴｉｎｇ领导的科研小组通过对 ＢｉｒＡ进行酵母
展示技术定向突变，获得了一种生物素标记时间显著

降低的生物素连接酶———ＴｕｒｂｏＩＤ，该酶在相同条件
下仅需用生物素处理短短 １０ｍｉｎ即可获得与传统
ＢｉｏＩＤ类似甚至更高的标记效率，彻底解决了限制
ＢｉｏＩＤ系统应用的最主要技术瓶颈［４］

。本研究率先

在国内重建了 ＴｕｒｂｏＩＤ系统，并将其置于 Ｔｅｔ－ｏｎ系
统的调控之下，以精确调控目的蛋白的表达量，随后

将所有表达单元插入改造后的慢病毒载体，借以大大

拓展该系统的细胞适用范围。

材料与方法

１．材料：ＨｅＬａ细胞及 ２９３Ｔ细胞购自美国 ＡＴＣＣ
公司。慢病毒载体 Ｌｅｎｔｉ－Ｃａｓ９－Ｂｌａｓｔ、ＰＳＰＡＸ２及
ＰＭＤ２．Ｇ购自美国 Ａｄｄｇｅｎｅ公司。转染试剂 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００、杀稻瘟菌素、蛋白酶抑制剂（ｈａｌｔｐｒｏ
ｔｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｃｏｃｋｔａｉｌ，ＥＤＴＡ－ｆｒｅｅ）购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司。强力霉素、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８、生物素、碳

酸氢铵、ＴｒｉｔｏｎＸ－１００购自美国 Ｓｉｇｍａ公司。Ｓｔｒｅｐｔａ
ｖｉｄｉｎ－ＨＲＰ购自英国 Ａｂｃａｍ公司。兔抗人 ＹＢ１单
克隆抗体（Ｄ２Ｂ１２）购自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司。兔抗人 ＧＡＰＤＨ单克隆抗体购自上海 Ａｂｍａｒｔ
公司。限制性内切酶、ＤＮＡｌｉｇａｔｉｏｎｋｉｔＶｅｒ２．１、Ｐｒｉｍ
ｅＳＴＡＲ ＭａｘＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ高保真酶购自日本
ＴａＫａＲａ公司。切胶纯化及 ＰＣＲ产物纯化试剂盒购
自美国 Ｏｍｅｇａ公司。

２．基因及引物合成：北京博迈德公司合成载体构
建用引物（表 １）及含 ＴｕｒｂｏＩＤ编码区的插入片段。
该插入片段由多克隆位点 ＭＣＳ（包含 ＢｓｒＧⅠ、ＢｓｔＢ
Ⅰ、ＡｇｅⅠ、ＢＳｕ３６Ⅰ、ＳｆｉⅠ、ＸｈｏⅠ、ＰａｃＩ酶切位点）、
ＴｕｒｂｏＩＤ、ＨＡ标签序列、Ｔｅｔ－ｏｎ系统（含 Ｔｉｇｈｔ启动
子、ＰＧＫ启动子、杀稻瘟菌素抗性基因 ＢＳＤ、Ｐ２Ａ序
列及 ｒｔＴＡ）组成，５′及 ３′末端分别加入 ＫｐｎⅠ及 ＥｃｏＲ
Ⅰ酶切位点（图１）［４～６］。

表 １　载体构建用引物列表

引物 引物序列（５′→３′） 用途

ＧＦＰ－Ｃ 正向引物 ＡＡＡＣＡＣＣＧＧＴＡＴＧＧＴＧＡＧＣＡＡＧＧＧＣＧＡＧ（含 ＡｇｅⅠ）
ＧＦＰ扩增引物

反向引物 ＣＣＣＴＣＣＴＴＡＧＧＴＣＴＡＧＡＴＣＣＧＧＴＧＧＡＴＣＣ（含 Ｂｓｕ３６Ⅰ）
ＹＢ１－Ｃ 正向引物 ＡＧＧＧＴＴＣＧＡＡＡＴＧＡＧＣＡＧＣＧＡＧＧＣＣＧＡ（含 ＢｓｔＢⅠ）

ＹＢ１扩增引物
反向引物 ＡＡＡＡＣＣＴＴＡＧＧＣＴＣＡＧＣＣＣＣＧＣＣＣＴＧＣＴ（含 Ｂｓｕ３６Ｉ）

Ｃｔｕｒｂｏ－ｓｅ 正向引物 ＧＣＴＧＴＧＧＡＡＣＴＣＧＣＣＧＴＴＧＧ 上游测序引物

反向引物 ＣＧＴＣＡＧＡＴＣＧＣＣＴＧＧＡＧＡＡＧＧＡ 下游测序引物

　　下划线所示为括号内的酶切位点

图 １　Ｌｅｎｔｉ－ＴｕｒｂｏＩＤ载体的构建路径
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　　３．Ｌｅｎｔｉ－ＴｕｒｂｏＩＤ质粒载体构建：３７℃下使用
ＫｐｎⅠ和 ＥｃｏＲⅠ双酶切 Ｌｅｎｔｉ－Ｃａｓ９－Ｂｌａｓｔ质粒，２％
琼脂糖凝胶电泳后回收 ７．５ｋｂ的片段 ｌｅｎｔｉ－ＮＲ。
ＫｐｎⅠ和 ＥｃｏＲⅠ双酶切含 ＴｕｒｂｏＩＤ编码区的合成片
段，并与酶切的ｌｅｎｔｉ－ＮＲ连接，获得慢病毒质粒载体
命名为 Ｌｅｎｔｉ－ＴｕｒｂｏＩＤ（图 １）。送北京天一辉远生
物技术公司使用表 １中列出的测序引物进行测序分
析，以确保插入的合成基因序列完全正确。

４．ＴｕｒｂｏＩＤ－ＹＢ１及 ＴｕｒｂｏＩＤ－ＧＦＰ融合表达载
体的构建：以人 ＹＢ１ｃＤＮＡ全长质粒克隆及 ｐＥＧＦＰ－
Ｃ１载体（美国 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司）为模板，使用表 １中列
出的扩增引物，利用 ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＭａｘＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒ
ａｓｅ高保真酶分别扩增 ＹＢ１及 ＧＦＰ的开放阅读框编
码区，同时加入预设酶切位点。ＰＣＲ产物经 ２％琼脂
糖凝胶电泳分离后，紫外灯下切取 ＹＢ１及 ＧＦＰ目的
条带并使用切胶纯化试剂盒纯化产物，回收产物分别

使用 ＢｓｔＢⅠ／Ｂｓｕ３６Ⅰ或 ＡｇｅⅠ／Ｂｓｕ３６Ⅰ ３７℃下酶切
１．５～２．０ｈ，产物纯化后与经同样双酶切的 Ｌｅｎｔｉ－
ＴｕｒｂｏＩＤ载体连接，获得融合表达载体 ＴｕｒｂｏＩＤ－ＹＢ１
及 ＴｕｒｂｏＩＤ－ＧＦＰ。

５．慢病毒包装及侵染：６孔板内种植 ４×１０５个
２９３Ｔ细胞，次日参照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００说明书转染
ＴｕｒｂｏＩＤ－ＹＢ１、ＴｕｒｂｏＩＤ－ＧＦＰ及辅助质粒 ＰＳＰＡＸ２
及 ＰＭＤ２．Ｇ，培养 ４８ｈ后收集含病毒培养基并使用
０４５μｍ滤膜过滤后用于后续侵染。取适量病毒加
入到融合度为５０％的 ＨｅＬａ细胞中，培养 ２４ｈ后重悬
细胞于含 ２μｇ／ｍｌ杀稻瘟菌素的 ＤＭＥＭ高糖培养基
中筛选培养 １４天，期间每隔 ２天更换 １次新鲜培养
基。

６．强力霉素诱导浓度筛选：６孔板内种植 ３×１０５

个第５步获得的融合表达 ＴｒｕｂｏＩＤ－ＹＢ１的 ＨｅＬａ细
胞，次日更换新鲜培养基并加入强力霉素，使其终浓

度分别为 ０、０．１２５、０．２５、０．５、１．０和 １．５μｇ／ｍｌ。继
续培养 ２４ｈ后使用含蛋白酶抑制剂的 ＲＩＰＡ缓冲液
裂解细胞，取 ３０μｇ细胞裂解物进行 １２％ ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ电泳。电泳产物利用湿转仪转至 ＰＶＤＦ膜，使
用５％ 脱脂牛奶室温封闭 ６０ｍｉｎ，随后加入含兔抗人
ＹＢ１单克隆抗体（１∶１０００的稀释比例）或兔抗人
ＧＡＰＤＨ单克隆抗体（１∶５０００的稀释比例）的一抗反
应液４℃振荡孵育过夜。次日 ＴＢＳＴ洗 ５次后加入含
有山羊抗兔 ＩｇＧ－ＨＲＰ（１∶４０００）的二抗反应液室温
振荡孵育 １ｈ。ＴＢＳＴ洗 ３次后使用 ＭｉｌｌｉｐｏｒｅＩｍｍｏ
ｂｉｌｏｎＷｅｓｔｅｒｎ试剂盒进行曝光显色，以检测融合蛋白

的表达量。

７．ＧＦＰ表达量的检测：２４孔板内使用含 １０％小
牛血清的 ＤＭＥＭ培养基及添加 ０．５μｇ／ｍｌ强力霉素
的培养基培养第５步获得的融合表达 ＴｒｕｂｏＩＤ－ＧＦＰ
的 ＨｅＬａ细胞，培养２４ｈ后 ＰＢＳ洗涤１次，替换为４％
的多聚甲醛溶液固定细胞 ５ｍｉｎ，加入含 １０ｍｇ／ＬＨｏ
ｅｃｈｓｔ３３２５８的 ＰＢＳ溶液，室温染色 １０ｍｉｎ，倒置荧光
显微镜下观察 ＧＦＰ的表达情况。

８．生物素标记时间筛选：使用含 ０．１２５μｇ／ｍｌ强
力霉素的培养基培养细胞 ２４ｈ以诱导 ＴｒｕｂｏＩＤ－ＧＦＰ
融合 蛋 白 的 表 达，ＰＢＳ洗 涤 细 胞 ２次，使 用 含
５０μｍｏｌ／Ｌ生物素的无血清 ＤＭＥＭ培养基分别处理
ＴｕｒｂｏＩＤ－ＧＦＰ和 ＴｕｒｂｏＩＤ－ＹＢ１两种细胞 ０、１５、３０、
６０和１２０ｍｉｎ。ＰＢＳ洗涤细胞 ２次，使用新鲜配制的
裂解液［５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７４），８ｍｏｌ／Ｌ尿
素，１ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ，１×ＨａｌｔＰｒｏｔｅａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒＣｏｃｋｔａｉｌ，
ＥＤＴＡ－ｆｒｅｅ］裂解细胞。取 ２０μｇ细胞裂解物进行
１２％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳，产物转至 ＰＶＤＦ膜后使
用 ＢＳＡ封闭液［ＰＢＳ中含 １％牛血清白蛋白，０．２％
（ｗ／ｖ） ＴｒｉｔｏｎＸ －１００］室 温 封 闭 ３０ｍｉｎ。按 照
１∶４００００稀释 Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ－ＨＲＰ于 ＢＳＡ封闭液，４℃
过夜孵育。在室温下 ＰＢＳ洗膜 ３次去除未结合的抗
体，使用 ＡＢＳ封闭液［ＰＢＳ中含 １０％牛血清白蛋白，
１％ （ｗ／ｖ）ＴｒｉｔｏｎＸ－１００］封闭５ｍｉｎ。ＰＢＳ洗膜 ３次
后，使用 ＭｉｌｌｉｐｏｒｅＩｍｍｏｂｉｌｏｎＷｅｓｔｅｒｎ试剂盒检测生物
素标记的蛋白。

结　　果
１．慢病毒载体的构建：参照图 １的构建路线，经

测序验证，获得的慢病毒表达载体 ＴｕｒｂｏＩＤ－ＹＢ１及
ＴｕｒｂｏＩＤ－ＧＦＰ的序列完全正确。

２．强力霉素可有效诱导 ＴｕｒｂｏＩＤ与目的蛋白在
细胞内的融合表达：不添加诱导剂强力霉素，细胞内

检测不到融合蛋白 ＴｕｒｂｏＩＤ－ＹＢ１。随着强力霉素使
用浓度的增加，融合蛋白 ＴｕｒｂｏＩＤ－ＹＢ１在细胞中的
表达量呈现出明显的递增关系，仅使用 ０．１２５μｇ／ｍｌ
便可诱导目的蛋白 ＹＢ１的表达，且其表达量与 ＨｅＬａ
细胞内源性表达的 ＹＢ１蛋白接近（图２）。

图 ２　不同剂量的强力霉素诱导融合蛋白 ＴｕｒｂｏＩＤ－ＹＢ１

在 ＨｅＬａ细胞内的表达
　·８２·
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为进一步验证可诱导性这一特点，对照细胞

（ＴｕｒｂｏＩＤ－ＧＦＰ病毒侵染的 ＨｅＬａ细胞）进行了强力
霉素诱导处理，结果显示，不添加强力霉素时几乎检

测不到 ＧＦＰ的表达，添加 ０．５μｇ／ｍｌ强力霉素处理可
显著提高目的蛋白 ＧＦＰ的表达（图３）。

图 ３　强力霉素可有效诱导对照细胞中 ＧＦＰ的表达
绿色荧光，×２００

　

３．ＴｕｒｂｏＩＤ系统可对目的蛋白及其邻近的蛋白分
子有效标记生物素：使用 ５０μｍｏｌ／Ｌ的生物素处理融
合表达 ＴｕｒｂｏＩＤ－ＹＢ１的 ＨｅＬａ细胞，并使用 Ｓｔｒｅｐｔａ
ｖｉｄｉｎ－ＨＲＰ进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测生物素标记的
蛋白。处理１５ｍｉｎ后两类细胞系中均检测到了大量
生物素标记的蛋白，同时随着孵育时间的延长，被标

记蛋白的数量逐渐增多。将实验组细胞 ＴｕｒｂｏＩＤ－
ＹＢ１同对照组细胞 ＴｕｒｂｏＩＤ－ＧＦＰ中标记的蛋白进行
对比后发现，实验组细胞中可标记更多种类的蛋白，

尤其是在相对分子质量 ＞３５ｋＤａ范围内的条带种类
明显较对照组增多（图４）。

图 ４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测携带生物素标记的蛋白
箭头所指分别为融合表达的 ＴｕｒｂｏＩＤ－ＧＦＰ及 ＴｕｒｂｏＩＤ－ＹＢ１蛋白

　

讨　　论
为研究生物体内蛋白质与蛋白质之间的相互作

用，人们先后发展出了生化分馏技术、酵母双杂交

（ｙｅｓｔｔｗｏｈｙｂｒｉｄａｓｓａｙ，Ｙ２Ｈ）以及以免疫沉淀（ｉｍｍｕ
ｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ，ＩＰ）为代表的亲和纯化（ａｆｆｉｎｉｔｙｐｕｒｉｆｉ
ｃａｔｉｏｎ，ＡＰ）等研究方法，并在国际范围内得到了广泛
应用。然而这些技术都存在一些固有缺陷：不容易捕

捉瞬时或较弱的蛋白相互作用；需要过表达目的蛋

白，因此并不能真实反映相关蛋白复合物在细胞内的

真实情况；细胞裂解液往往会破坏目的蛋白在正常细

胞内的真实分布等
［２，６］
。为弥补这些不足，以 ＢｉｏＩＤ

和 ＡＰＥＸ为代表的邻近蛋白质标记方法应运而生，其
中 ＢｉｏＩＤ技术因其细胞毒性小、标记效率高、适用性
广等优点被大量采用。该技术于 ２０１２年被首次报
道，至今已被超过１００多篇研究用于解析细胞内的蛋
白组成

［６，７］
。但该技术仍然存在一些限制因素，主要

体现在标记时间过长（一般要 ＞１６ｈ），且标记效率不
高，因此无法捕获瞬时或相互之间结合力弱的蛋白

质。为解决这些问题，先后衍生出了一系列改良型生

物素连接酶，例如 ＢｉｏＩＤ２、ＢＡＳＵ，但这些方法仍然无
法从根本上解决这些问题

［８，９］
。ＡｌｉｃｅＹＴｉｎｇ科研团

队报道了一种新的 ＢｉｒＡ突变体———ＴｕｒｂｏＩＤ，只需简
单用生物素处理 １０ｍｉｎ，便可获得与传统 ＢｉｏＩＤ类似
甚至更高的生物素标记效率，彻底解决了制约 ＢｉｏＩＤ
技术发展的瓶颈问题

［４］
。自首次报道以来短短 １年

时间内，已被多个研究团队成功应用于植物及酵母等

多个物种
［１０，１１］

。

本研究中笔者成功构建了可以融合表达 ＴｕｒｂｏＩＤ
及目的蛋白的病毒载体系统。与之前的报道类似，仅

对细胞做生物素处理 １５ｍｉｎ以上，便可在 ＨｅＬａ细胞
内检测到大量被生物素标记的蛋白质（图 ４）［４］。另
一方面，相对于最初报道的 ＴｕｒｂｏＩＤ系统，本系统具
有两个突出的特点：（１）目的蛋白的表达量可以精确
控制

［４］
：由于 Ｔｅｔ－ｏｎ系统的引入，ＴｕｒｂｏＩＤ及目的基

因的融合表达完全受制于外加诱导剂———强力霉素

浓度的高低，通过调整诱导剂的加入时间及使用浓

度，可以精确控制目的基因的表达时间及表达量，获

得更贴近于生物体原本状态的实验数据（图 ２）［５］。
（２）细胞适用性更广：ＴｕｒｂｏＩＤ及传统的 ＢｉｏＩＤ多以质
粒为载体，以 ２９３Ｔ细胞为研究对象，这主要是由于
２９３Ｔ细胞具备质粒转染效率高、外源基因表达量高、
细胞生长旺盛等特点。相对于质粒系统，笔者构建的

病毒载体系统以 ｌｅｎｔｉ－ｃａｓ９载体为基础，具备病毒包
装效率高、细胞适用性广的优势，可产生高效价的病

毒，并广泛应用于分裂或原代培养的细胞，而不仅仅

局限于２９３Ｔ这一类细胞［１２，１３］
。

·９２·
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综上所述，本研究建立的ＴｕｒｂｏＩＤ体系提供了一
种新型的探测蛋白质相互作用和空间关系的方法，该

方法可以应用到多种细胞及多个物种，操作简便快

速，可精确控制目的蛋白的相对表达量，具有广阔的

应用前景。
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［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＢｉｏｌ，２０１２，１９６（６）：８０１－８１０

８　ＫｉｍＤＩ，ＪｅｎｓｅｎＳＣ，ＮｏｂｌｅＫＡ，ｅｔａｌ．Ａｎｉｍｐｒｏｖｅｄｓｍａｌｌｅｒｂｉｏｔｉｎｌｉｇ

ａｓｅｆｏｒＢｉｏＩＤｐｒｏｘｉｍｉｔｙｌａｂｅｌｉｎｇ［Ｊ］．ＭｏｌＢｉｏｌＣｅｌｌ，２０１６，２７（８）：

１１８８－１１９６

９　ＲａｍａｎａｔｈａｎＭ，ＭａｊｚｏｕｂＫ，ＲａｏＤＳ，ｅｔａｌ．ＲＮＡ－ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃ

ｔｉｏｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎｉｎｌｉｖｉｎｇｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＮａｔＭｅｔｈｏｄｓ，２０１８，１５（３）：２０７－

２１２

１０　ＺｈａｎｇＹ，ＳｏｎｇＧ，ＬａｌＮＫ，ｅｔａｌ．ＴｕｒｂｏＩＤ－ｂａｓｅｄｐｒｏｘｉｍｉｔｙｌａｂｅｌｉｎｇ

ｒｅｖｅａｌｓｔｈａｔＵＢＲ７ｉｓａｒｅｇｕｌａｔｏｒｏｆＮＮＬＲｉｍｍｕｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ－ｍｅｄｉａ

ｔｅｄｉｍｍｕｎｉｔｙ［Ｊ］．ＮａｔＣｏｍｍｕｎ，２０１９，１０（１）：３２５２

１１　ＬａｒｏｃｈｅｌｌｅＭ，ＢｅｒｇｅｒｏｎＤ，ＡｒｃａｎｄＢ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｘｉｍｉｔｙ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ

ｂｉｏｔｉｎｙｌａｔｉｏｎｍｅｄｉａｔｅｄｂｙＴｕｒｂｏＩＤｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙｐｒｏｔｅｉｎ－ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃ

ｔｉｏｎｎｅｔｗｏｒｋｓｉｎｙｅａｓｔ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＳｃｉ，２０１９，１３２（１１）：ｊｃｓ２３２２４９

１２　ＳａｎｊａｎａＮＥ，ＳｈａｌｅｍＯ，ＺｈａｎｇＦ．Ｉｍｐｒｏｖｅｄｖｅｃｔｏｒｓａｎｄｇｅｎｏｍｅ－

ｗｉｄｅｌｉｂｒａｒｉｅｓｆｏｒＣＲＩＳＰＲｓｃｒｅｅｎｉｎｇ［Ｊ］．ＮａｔＭｅｔｈｏｄｓ，２０１４，１１

（８）：７８３－７８４

１３　ＲａｎＦＡ，ＨｓｕＰＤ，ＷｒｉｇｈｔＪ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｏｍｅｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇｕｓｉｎｇｔｈｅ

ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ９ｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．ＮａｔＰｒｏｔｏｃ，２０１３，８（１１）：２２８１－２３０８

（收稿日期：２０１９－１１－０８）

（修回日期：２０１９－１１－１２）

（上接第 ２５页）
１１　ＷｕｒｍｂａｃｈＥ，ＣｈｅｎＹＢ，ＫｈｉｔｒｏｖＧ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｏｍｅ－ｗｉｄｅｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆＨＣＶ－ｉｎｄｕｃｅｄｄｙｓｐｌａｓｉａａｎｄｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ

［Ｊ］．Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ，２００７，４５（４）：９３８－９４７

１２　ＨｕｇｈｅｓＳＫ，ＯｕｄｉｎＭＪ，ＴａｄｒｏｓＪ，ｅｔａｌ．ＰＴＰ１Ｂ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ

ｏｆｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｓｉｇｎａｌｉｎｇｂｙｔｈｅａｃｔｉｎ－ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎＭｅ

ｎａ［Ｊ］．ＭｏｌＢｉｏｌＣｅｌｌ，２０１５，２６（２１）：３８６７－３８７８

１３　ＣｈｅｎＤ，ＸｕＬ，ＬｉＸ，ｅｔａｌ．Ｅｎａｈｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｓｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈ

ｐｏｏｒｓｕｒｖｉｖａｌａｎｄａｇｇｒｅｓｓｉｖｅｐｈｅｎｏｔｙｐｅｉｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ

ＤｅａｔｈＤｉｓ，２０１８，９（１０）：９９８

１４　ＨｕＫ，ＷａｎｇＪ，ＹａｏＺ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ

ｐｒｏｔｅｉｎＭｅｎａｉｎｈｕｍａｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａａｎｄｉｔｓｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ［Ｊ］．ＭｅｄＯｎｃｏｌ，２０１４，３１（５）：９３９

１５　ＧｕｒｚｕＳ，ＪｕｎｇＩ，ＰｒａｎｔｎｅｒＩ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌａｓｐｅｃｔｓ

ｏｆｐｒｏｔｅｉｎＭｅｎａｉｎｃｅｒｖｉｃａｌｌｅｓｉｏｎｓ［Ｊ］．ＲｏｍＪＭｏｒｐｈｏｌＥｍｂｒｙｏｌ，

２００９，５０（２）：２１３－２１６

１６　ＯｕｄｉｎＭＪ，ＧｅｒｔｌｅｒＦＢ．Ｓｉｇｎａｔｕｒｅｓｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｍｅｔａｓｔａｓｉｓ：ａＭＥ

ＮＡｂｌｅｔｏｉｎｔｅｒｐｒｅｔａｔｉｏｎ？［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓＣａｎｃｅｒ，２０１７，３（１）：７－９

１７　Ｏｃｈａｌ－ＣｈｏｉńｓｋａＡＪ，Ｏｓｕｃｈ－ＷóｊｃｉｋｉｅｗｉｃｚＥ．Ｐａｒｔｉｃｕｌａｒａｓｐｅｃｔｓｉｎ

ｔｈｅｃｙｔｏｇｅｎｅｔｉｃｓａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｂｉｏｌｏｇｙｏｆｓａｌｉｖａｒｙｇｌａｎｄｔｕｍｏｕｒｓ－ｃｕｒ

ｒｅｎｔｒｅｖｉｅｗｏｆｒｅｐｏｒｔｓ［Ｊ］．ＣｏｎｔｅｍｐＯｎｃｏｌ（Ｐｏｚｎ），２０１６，２０（４）：

２８１－２８６

１８　ＭｃＣｏｎｋｅｙＤＪ，ＧｅｒｔｌｅｒＦＢ，ＭｅｌｕｃｃｉＥ，ｅｔａｌ．ＨｕｍａｎＭｅｎａ＋１１ａｉｓｏ

ｆｏｒｍｓｅｒｖｅｓａｓａｍａｒｋｅｒｏｆｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｐｈｅｎｏｔｙｐｅａｎｄｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｔｏｅｐｉ

ｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ

ｃｅｌｌｌｉｎｅｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００８，１４（１５）：４９４３－４９５０

１９　ＷａｎｇＬ，ＨｕａｎｇＪ，ＪｉａｎｇＭ，ｅｔａｌ．ＣＡＭＫ１ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅｓｉｇｎａｌ－

ｍｅｄｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｏｒｔｉｎｇａｎｄｔｒａｎｓｐｏｒｔｎｅｔｗｏｒｋｉｎｈｕｍａｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ

ｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＨＣＣ）ｂｙｂｉｏｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｅｌｌＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓ，

２０１４，７０（２）：１０１１－１０１６

２０　ＧｕｒｚｕＳ，ＣｉｏｒｔｅａＤ，ＥｍｂｅｒＩ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｐｏｓｓｉｂｌｅｒｏｌｅｏｆｍｅｎａｐｒｏｔｅｉｎ

ａｎｄｉｔｓｓｐｌｉｃｉｎｇ－ｄｅｒｉｖｅｄｖａｒｉａｎｔｓｉｎｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓ，ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ

ａｎｄｔｕｍｏｒｉｎｖａｓｉｏｎ：ａｓｙｓｔｅｍａｔｉｃｒｅｖｉｅｗｏｆｔｈｅｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ［Ｊ］．ＢｉｏＭｅｄ

ＲｅｓＩｎｔ，２０１３，２０１３：１－６

２１　ＰｏｌｌｕｔｒｉＤ，ＧｒａｍａｎｔｉｅｒｉＬ，ＢｏｌｏｎｄｉＬ，ｅｔａｌ．ＴＰ５３／ＭｉｃｒｏＲＮＡＩｎｔｅｒ

ｐｌａｙｉｎＨｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒＣａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，２０１６，１７（１２）：

２０２９

２２　ＸｉａＴＦ，ＣｈｅｎＪ，ＷｕＫ，ｅｔａｌ．ＬｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡＮＥＡＴ１ｐｒｏ

ｍｏｔｅｓｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｍｉＲ－４９７－５ｐ／

ＰＩＫ３Ｒ１ａｘｉｓ［Ｊ］．ＥｕｒＲｅｖＭｅｄＰｈａｒｍａｃｏｌＳｃｉ，２０１９，２３（１６）：

６９１４－６９２６

（收稿日期：２０１９－０９－１０）

（修回日期：２０１９－１１－１４）

·０３·

　·论　　著· ＪＭｅｄＲｅｓ，Ｍａｙ２０２０，Ｖｏｌ．４９Ｎｏ．５　　


