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摘要 膜受体蛋白质机器通过动态翻译后修饰调控蛋白质复合物组装, 以时空特异的方式精准地控制细胞的

生物学表型. 基于质谱的蛋白质组学目前已经成为动态翻译后修饰和蛋白质复合物分析的主流技术平台. 本课题

组以化学生物学工具赋能质谱技术为研究思路, 围绕着生理、病理环境中的膜受体蛋白质机器动态酪氨酸磷酸

化修饰和蛋白质复合物取得了一些重要进展: 通过化学探针捕获与富集相互作用的蛋白质, 鉴定了在肿瘤微环

境中的配体-膜蛋白受体相互作用与免疫过程中酪氨酸磷酸化介导形成的蛋白质机器; 另一方面, 通过开发活细

胞中的化学生物学工具, 描绘了特定时空条件下膜受体蛋白质机器调控的动态复合物与磷酸化级联过程.
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1 引言

膜受体能够感知细胞的环境, 包括神经递质、激

素和药物, 调控多种多样的生物学表型, 其异常调控

与癌症等疾病紧密相关
[1]. 蛋白质通常通过与其他蛋

白质相互作用, 形成蛋白质机器来实现其功能. 蛋白

质的相互作用网络比转录组和蛋白质组更为复杂多

变, 能够迅速响应外界环境的变化, 以精确调控关键的

生物学表型. 膜受体蛋白质机器的形成通过多种高度

动态的翻译后修饰来实现快速的调节
[2]: 酪氨酸磷酸

化能够导致下游蛋白质依次发生磷酸化, 形成磷酸化

级联反应, 这种连锁反应有助于放大初始信号, 从而

促进细胞内的信号传递; 酪氨酸磷酸化也能被特定的

蛋白结构识别, 二者的相互作用是膜受体蛋白质机器

组装的一种结构基元. 这些特性相互交织, 构成了复

杂的蛋白质机器结构, 极大地丰富了蛋白质编码基因

的分子形态和功能多样性. 因此, 系统性地分析这些

受体复合物机器, 有助于我们深入理解细胞间和细胞

内的信号转导过程, 以及它们在生理和病理状态下是

如何被组织和调节的.
基于质谱(mass spectrometry, MS)的蛋白质组学已

成为蛋白质复合物分析的主流技术平台, 其中亲和纯

化-质谱方法(affinity purification-MS, AP-MS)是分析

蛋白质复合物的经典策略. 该方法通过特异性抗体或
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免疫标签从细胞裂解物中将目标蛋白质与其相互作用

的蛋白质一起亲和纯化, 再进行MS鉴定. 过去20年, 前
人采用AP-MS方法对人类和其他模式物种中的蛋白

质复合物进行了大规模分析, 构建了以细胞质蛋白质

复合物为主的蛋白质相互作用数据集
[3]. 然而, 由于

AP-MS是基于细胞裂解液的体外分析方法, 无法分析

活细胞状态的动态蛋白质相互作用, 并且不适用于疏

水性膜蛋白质复合物的分析. 面向真实环境中蛋白质

复合物高度时间、空间特异的挑战, 各种基于质谱研

究受体蛋白质复合物的新型蛋白质组学方法不断开

发, 如共分馏-质谱(co-fractionation-MS)[4]、热邻近共

聚集(thermal proximity coaggregation)[5]、邻近标记

(proximity labeling)[6]等. 在此背景下, 本课题组围绕

着真实环境中膜受体复合物开展了一系列的化学生物

学和蛋白质组学工作, 包括但不限于间接/直接蛋白质

复合物、细胞外蛋白质复合物、翻译后修饰依赖的蛋

白质复合物、时空蛋白质复合物和整个信号通路的蛋

白质组装(图1). 本文将对本课题组近年来的相关工作

进行总结.

2 受体膜蛋白质膜外区复合物的发现

细胞间的通讯主要通过分泌蛋白质和质膜蛋白质

来实现, 这对于协调细胞增殖、迁移和分化等关键细

胞活动至关重要. 在正常组织中, 细胞通过精确控制

信号配体(如生长因子、细胞因子和趋化因子)与特定

细胞表面受体的结合, 来维持细胞的稳态和组织的正

常功能. 然而, 这些信号通路的异常调控与多种疾病

的发生密切相关, 尤其是在肿瘤微环境中, 生理配体

与受体之间的相互作用失衡会促进癌症的生长和转

移. 因此, 深入研究细胞间的配体-受体相互作用不仅

有助于我们理解基础生物学, 还能为药物开发提供潜

在的靶点. 尽管质谱技术的发展为识别细胞裂解物中

的蛋白质-蛋白质和小分子-蛋白质相互作用提供了可

能, 但要无偏倚且明确地识别配体-受体相互作用仍然

是一个挑战. 这主要是因为这些相互作用具有瞬时性,
且分析质膜蛋白质时需要面对疏水性和低丰度等挑

战. 此外, 细胞表面蛋白质通常需要在生理环境中, 即
活细胞或组织内, 才能展现出其特有的结合特性. 因

此, 开发可靠的方法, 以便在生物背景下系统地识别

这些细胞间信号复合物, 是该领域研究的关键. 这样

的方法将有助于更全面地理解细胞通讯的复杂性, 并

为疾病的诊断和治疗提供新的策略.
近年来, 新兴的原位蛋白质复合物鉴定技术能够

直接提供生物过程中真实发生的蛋白质相互作用信

息. 原位交联质谱技术虽然在捕获低亲和力的蛋白质

相互作用方面具备一定优势, 但其灵敏度受到交联效

率低下和样品复杂性的限制
[7]. Wollscheid等通过“基

于配体的受体捕获”技术, 如TRICEPS[8]和HATRIC[9],
实现了在活细胞上的选择性配体-受体交联, 但这些方

法需要大量纯化的配体和细胞, 限制了其在原代细胞

研究中的应用. 最近开发的μMap[10]等邻近标记方法为

绘制目标蛋白质的细胞表面蛋白质复合物提供了独特

的工具. 然而, 这些假设驱动的方法需要事先确认目标

蛋白质, 进而以目标蛋白质为实验设计的核心, 捕获其

相互作用组.
为了克服这些限制, 本课题组

[11]
开发了一种名为

相互作用引导交联(interaction-guided crosslinking,
IGC)的无预先假设的化学蛋白质组学策略, 旨在全面

揭示活细胞上的原位细胞间信号复合物. 这项工作设

计了三种具有配体偶联基团、交联基团和生物素基团

的三功能探针. 这些探针的间隔臂长度约为60 Å, 非常

适合蛋白质间的交联. 在IGC方法中, 首先利用活化酯

或肟连接将细胞条件培养基中的分泌蛋白质组与探针

结合. 当分泌配体蛋白质与活细胞表面的受体结合后,

图 1 (网络版彩图)膜受体蛋白质机器示意图. 膜受体蛋白
质机器通过胞外域特异地结合对应配体, 胞内域通过磷酸化
等翻译后修饰, 产生高度动态的时空变化
Figure 1 (Color online) Schematic of the membrane receptor protein
machinery. The membrane receptor protein machinery binds to the
corresponding ligand specifically through the extracellular domain. The
intracellular domain has highly dynamic changes in time and space
upon post-translational modifications such as phosphorylation.
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洗去未结合的蛋白质. 随后, 配体-受体复合物可以在

生理条件下通过紫外线照射或添加Cu(I)催化剂选择

性地原位交联. 交联的复合物通过链霉亲和素珠富集,
经酶消化后通过液相色谱-串联质谱分析鉴定(图2).
IGC方法只需10 ng的分泌配体, 即可在少至10万个活

细胞中鉴定所对应的受体. 所需的配体量仅为前人方

法的千分之一, 并且所需细胞量降低了一个数量级,
其灵敏度和选择性能够系统地鉴定细胞分泌组和表面

组之间形成的配体-受体复合物.
本课题组采用IGC技术研究了胰腺癌细胞微环境

中细胞因子的相互作用网络. 首先利用探针标记胰腺

癌细胞的条件培养基, 然后与糖代谢标记的原代胰腺

星状细胞共孵育. 通过比较孵育前后胰腺星状细胞的

蛋白质组, 鉴定了参与胰腺星状细胞相互作用的分泌

蛋白质. 然后使用IGC方法鉴定这些分泌蛋白质的受

体膜蛋白质, 此研究共鉴定出癌细胞向星状细胞传递

的36种分泌配体蛋白配体和星状细胞表面的6种受体.
通过对这些可能的相互作用进行定量评分, 推测尿激

酶型纤维蛋白溶酶原激活因子(PLAU)蛋白质极有可

能参与了胰腺癌细胞微环境中的细胞通讯. 进一步的

验证实验确定了PLAU能激活胰腺星状细胞的丝裂原

活化蛋白激酶(MAPK)和蛋白激酶B (AKT)信号通路,
促进细胞增殖. 使用IGC方法在寻找到了神经纤毛蛋

白1 (NRP1)这一在胰腺癌中高表达的受体, 并确认了

与PLAU之间有强相互作用(Kd = 9.5 nM). 此研究为在

起始材料受限的情况下系统探索新的配体-受体对和

发现关键的细胞间信号传导事件提供了一种新颖的化

学蛋白质组学研究工具
[11].

图 2 (网络版彩图) 使用IGC策略鉴定配体-受体复合物. (a) IGC策略示意图. 用三功能探针标记条件培养基中的分泌蛋白, 在
配体特异地与对应受体结合后, 使用光或者化学交联的方法共价交联发生相互作用的配体-受体对. 生物素化的配体-受体交
联复合物使用强清洗条件富集后使用液相色谱-串联质谱联用(LC-MS/MS)定量分析. (b) 鉴定胰腺癌肿瘤微环境中的配体-受
体复合物. (c) 胰腺癌细胞通过PLAU-NRP1相互作用促进胰腺星状细胞细胞增殖示意图

[11]

Figure 2 (Color online) Dentifying ligand-receptor complex by IGC strategy. (a) Schematic of the IGC strategy. Secreted proteins in conditioned
medium are labeled with trifunctional probes. After the ligands bind specifically to the corresponding receptors, the interacting ligand-receptor pairs
are covalently crosslinked using photo or chemical cross-linking methods. The biotinylated ligand-receptor cross-linked complexes are enriched using
strong washing conditions and then quantitatively analyzed using liquid chromatography mass spectrometry/mass spectrometry (LC-MS/MS).
(b) Ligand-receptor complexes identification in the microenvironment of the pancreatic cancer. (c) Schematic of pancreatic cancer cells promoting the
proliferation of pancreatic stellate cells through PLAU-NRP1 interaction [11].
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3 受体膜内区蛋白质机器的发现

蛋白质酪氨酸激酶是细胞通讯的关键组分, 它们

是一类功能多样的信号蛋白质, 负责协调细胞迁移、

存活、增殖等重要生物过程. 这些激酶的异常信号转

导与多种人类疾病相关, 尤其在癌症中扮演着驱动因

素的角色
[12]. 目前, 已有超过50种酪氨酸激酶抑制剂

被美国食品药品监督管理局(FDA)批准用于癌症治疗,
其中格列卫是最早成功的分子药物之一. 酪氨酸激酶

信号的传递通常从细胞膜上的受体酪氨酸激酶(RTK)
或非受体酪氨酸激酶(nRTK)开始. 这些激酶通过磷酸

化邻近的酪氨酸残基来启动信号级联, 形成蛋白质相

互作用模块的结合位点, 招募含有SH2 (Src homology
2)等酪氨酸磷酸化识别结构域的蛋白质, 并进一步传

递信号
[13]. 尽管已有超过40000个酪氨酸磷酸化位点

被报道, 但其中只有少数部分被明确地与特定的信号

级联相关联, 更多酪氨酸磷酸化位点的调控功能以及

介导的相互作用有待进一步阐明.

3.1 完整表征多重磷酸化修饰依赖的膜受体蛋白
质机器

系统解析免疫辅助类受体的酪氨酸磷酸化(phos-
photyrosine, pTyr)依赖的蛋白质机器, 对于理解免疫治

疗中涉及的信号通路至关重要. 然而, 这些膜受体的膜

内区经常含有多个磷酸化位点, 研究各个pTyr位点的

基序特异性相互作用组具有挑战性. 以关键的免疫受

体CD28为例, 其含有超过40个氨基酸的胞质序列和多

个酪氨酸磷酸化位点, 这些位点可以协调多个蛋白质

的结合或共同结合成一个复合物, 调节T细胞的免疫

响应过程
[14]. 不同的酪氨酸磷酸化基序, 长度通常在

10~20个氨基酸之间, 可以协调不同的信号复合物组

装. 然而, 研究这些信号蛋白质的挑战在于人工截断

胞质序列可能会破坏天然结合, 导致AP-MS结果不准

确. 一种替代方法是在目标蛋白质中引入表位标签,
通过细胞刺激和裂解后富集完整的蛋白质复合物, 但

这种方法在研究膜受体时无法精准地控制磷酸化修饰

的程度和位点, 难以建立准确的磷酸化位点与蛋白质

的相互作用关系.
为此, 本课题组合成了三种在特定位点具有pTyr

修饰和光反应的甲硫氨酸类似物(Photo-Met)的全长

CD28膜内区探针, 用于精确捕获CD28胞内域的相互

作用组. Photo-Met侧链上的二氮丙啶基团在紫外线照

射下能够生成高活性的卡宾, 与邻近的相互作用蛋白

共价交联. 随后, 使用链霉亲和素微球捕获交联产物,
并在变性条件下进行充分洗涤(图3a, b). 通过无标定

量的质谱分析, 精准描绘了具有基序特异性的CD28
胞内域直接相互作用组(图3c). 此研究发现了磷脂酶

Cγ1 (PLCG1)通过磷酸化的YMNM基序、蛋白激酶C
θ (PRKCQ)通过磷酸化的AXYRS基序与CD28相互作

用. 此研究通过生物膜干涉技术测定了PRKCQ的C2
结构域与218位点的亲和力(Kd = 70.1 ± 1.4 nM), 并通

过紫外光解离-非变性质谱技术(UVPD-native MS), 表
征了磷酸化相互作用界面. 此研究为进一步剖析CD28
在T细胞信号传导和免疫疗法中的分子机制提供了详

细的分子线索
[15].

3.2 捕获翻译后修饰依赖的蛋白质机器

肿瘤诊断通常使用免疫组织化学或基因组测序来

图 3 (网络版彩图)捕获CD28膜受体蛋白质机器. (a) CD28
交联探针的结构. (b) CD28膜内区复合物捕获的工作流程.
(c) 通过光交联蛋白质组学或标准AP-MS鉴定的PpYAPP基
序相互作用组

[15]

Figure 3 (Color online) Capturing the membrane receptor protein
machinery of CD28. (a) Structure of CD28 crosslinking probe.
(b) Workflow of capturing intercellular protein complex of CD28.
(c) Interactome of PpYAPP motif identified by photo-crosslinking
proteomics and standard AP-MS [15].
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检测异常的磷酸化信号通路, 但这些方法无法全面反

映动态磷酸化酪氨酸信号复合物在癌症信号转导中的

作用. 使用蛋白质复合物作为生物标志物, 指示癌症状

态和治疗反应的潜力尚未被充分挖掘. 然而, 在肿瘤样

本中对磷酸化酪氨酸蛋白质复合物进行无偏分析极具

挑战性. 尽管人类蛋白质组中存在120多种不同的SH2
结构域, 它们对磷酸化酪氨酸基序有天然的亲和力, 并
且已被用于探测细胞或组织裂解物中的磷酸化酪氨酸

蛋白质, 但这些方法在复杂生物样品研究中的应用受

到限制.
为了克服这些限制, 课题组设计了兼具蛋白质结

合、交联以及富集的三功能小分子探针, 并将其与改

造的SH2结构域
[16]

组装成蛋白质-探针偶联物, 称为

photo-pTyr-scaffold[17]. 这种方法利用了光反应的优势,
可以在温和的紫外线下共价捕获细胞中的磷酸化酪氨

酸蛋白质复合物, 而不需要基因操作的特性使其可以

直接应用于临床相关的肿瘤样本(图4). 使用该方法在

细胞水平上表征表皮生长因子(EGF)激活的磷酸化蛋

白质复合物, 在BT-474和MDA-MB-468细胞系中分别

鉴定到了人类表皮生长因子受体2 (HER2)和表皮生长

因子受体(EGFR)驱动的信号转导复合物. 进一步地在

HER2阳性的乳腺癌样本的中, 成功鉴定到了716个被

显著富集的蛋白, 其中包括64个蛋白激酶, 并意外地

发现血小板衍生生长因子受体β (PDGFRB)信号在所

图 4 (网络版彩图) (a) 三功能探针的化学结构和photo-pTyr-scaffold的工作原理. 通过活化酯(蓝色)为SH2结构域引入光反应
基团(紫色)和富集基团(绿色). 所得的探针与肿瘤样本孵育后使用紫外光照捕获蛋白质复合物, 并使用AP-MS定量分析.
(b) photo-pTyr-scaffold从癌症样本中捕获的蛋白质激酶

[17]

Figure 4 (Color online) (a) Chemical structure of the trifunctional probe and the working principle of photo-pTyr-scaffold. The activated ester (blue)
was used for introducing crosslinking group (violet) and enrich group (green). The protein complex was caputurind by incubating the obtained probe
and tumor samples followed by ultravalent light illumination. (b) Protein kinases captured by photo-pTyr-scaffold in the tumor samples [17].
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有样本中均有上调现象. 进一步的研究表明, PDGFRB
信号的上调源于成纤维细胞, 即PDGFR-PDGFRB的信

号转导过程活跃在乳腺癌的肿瘤微环境中. 这一发现

指导了PDGFR抑制剂crenolanib在乳腺癌模型小鼠上

的应用 , 展现出了高效的抑制肿瘤活性 , 揭示了

PDGFRB作为乳腺癌治疗靶点的可能性
[17].

4 受体膜内区蛋白质机器动态变化的表征

在信号转导过程中, 受体膜内区蛋白质机器处于

高度动态变化的状态, 其组成能在数分钟内发生显著

变化
[18]. 基于AP-MS的方法被大量用于受体膜内区蛋

白质机器的研究, 一些经典的工作建立起了基本的基

于酪氨酸磷酸化的蛋白质相互作用网络. 例如, Mann
课题组

[19]
在2005年精准表征了EGFR的各个磷酸化位

点介导的蛋白质相互作用; Pawson课题组
[18]

在2013年,
描绘了在EGFR激活后, 核心支架蛋白质SHC1的磷酸

化位点在不同时间所介导的不同信号通路; Olsen课题

组
[20]

在2019年将这个相互作用网络拓展至整个EGFR
受体蛋白质机器. 在此基础上, 更加精细、规模更大的

AP-MS方法有望为受体膜内区蛋白质机器的研究提

供更加贴近真实细胞体系的、更为完整的蛋白质相互

作用网络. 而面向活细胞内蛋白质机器的质谱方法也

能为体外的相互作用数据提供在活细胞内动态变化的

注解.

4.1 信号转导过程的动态蛋白质机器

近年来, 邻近标记技术因其能够特异性标记活细

胞中靶蛋白邻近的大约10 nm半径范围内的蛋白质,
已被广泛用于在蛋白质组的水平研究蛋白质复合物.
尽管经典的邻近标记技术BioID已经在稳定的蛋白质

复合物研究中发挥了重要价值, 但其需要12~24 h才能

获得足够的标记信号, 这限制了其在动态蛋白质复合

物研究中的应用
[21,22]. 为了克服这一限制, TurboID技

术应运而生, 它基于BioID发展而来, 能在短短10 min
内实现生物素标记, 使得研究者能够探索更为动态的

蛋白质复合物
[23]. 与此同时, 基于抗坏血酸过氧化物

酶(APEX)的邻近标记技术也在亚细胞结构蛋白质组

研究中得到了广泛应用
[24]. 与BioID和TurboID相比,

APEX酶在双氧水存在时, 能迅速生成生物素-苯酚自

由基, 并在不到1 min的时间内完成蛋白质标记, 为探

索具有高时空分辨率的动态蛋白质机器提供了可能.
然而, 基于APEX的邻近蛋白质组学方法因其较大的

标记半径, 存在标记背景过高的问题, 因此在探索时

空特异的动态蛋白质机器方面仍面临挑战.
课题组设计并合成了一系列生物素-苯酚类似物,

通过调整苯酚上取代基调节酚羟基的电子密度或使用

苯胺替代苯酚, 使自由基中间体能够形成聚合物, “淬
灭”活性自由基, 实现降低标记半径的目的. 通过考察

12种生物素-苯酚类似物的自由基生成与淬灭特性, 发
现了能够更选择性地标记邻近蛋白质上的酪氨酸残基

的探针BP5和BN2 (图5). 在整合素连接激酶(ILK)稳定

复合物和EGF刺激下的GRB2动态复合物的表征中,
BP5和BN2因其更高的胞质蛋白质复合物标记特异性

而脱颖而出. 利用这两个探针开发了邻近蛋白质组学

方法, 此研究探索了接头蛋白T细胞受体信号抑制因

子1 (STS1)在EGF刺激下的动态相互作用组, 实现了

分钟级的时间分辨解析. 与传统的AP-MS技术相比,
高选择性的邻近标记技术不仅能够呈现相似的时间动

态曲线, 而且对信号转导复合物中的较弱的瞬时相互

作用有良好的覆盖能力. 此研究证明了基于生物素-苯
酚探针BP5和BN2的邻近标记技术, 可以实现在活细

胞中以分钟级的时间分辨率探索动态受体蛋白质机器

的相互作用组
[25].

通过结合基于BP5的分钟分辨率邻近标记技术与

基于SH2超亲体的pTyr肽富集技术, 发展了二维近程

蛋白质组学策略, 实现从同一亲和纯化样本中同时分

析蛋白质复合物及其相关的pTyr位点
[26]. 利用此方法,

对EGF刺激后EGFR信号传导通路中以及内体中动态

的pTyr信号复合物进行定量表征, 发现互作蛋白质和

pTyr位点的时间依赖变化曲线紧密相关. 进一步结合

靶向平行反应监测(PRM)-MS分析, 此研究实现了活

细胞中蛋白质机器位点和复合物的同时时空动态表

征, 为表征活细胞中pTyr介导的蛋白质复合物提供了

高灵敏的分析手段.

4.2 在活细胞“脉冲-追踪”激酶的功能

膜受体蛋白质机器与下游的一系列蛋白通过复杂

的转导通路及相互作用网络, 精细地调节蛋白质功能,
将细胞外部的信号转化为细胞响应. 包括膜受体在内

的蛋白激酶作为这套复杂网络系统的核心, 通过磷酸

化修饰、蛋白质机器组装, 完成生命体与活细胞内的
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精准信息传递过程. 然而原位研究细胞中的磷酸化修

饰需要面对活细胞中磷酸化高度动态、级联激活的挑

战. 具体而言, 目标激酶难以在细胞中被精准地激活,
进而建立激酶活性调节-底物磷酸化变化的调控关系;
激酶激活后数秒到数分钟内产生的磷酸化级联信号需

要依赖高时间分辨率的系统表征方法, 以解析不同磷

酸化修饰信号的时序信息.
传统的基于刺激配体的研究方法受到只有少数激

酶存在天然配体的限制, 而基于化学补救
[27]

、光/化学

遗传学
[28,29]

等新兴方法的激酶激活技术难以同时实现

方法的通用性和激酶天然功能的保留. 北京大学陈鹏

课题组
[30,31]

前期报道了一系列基于生物正交剪切反应

的蛋白活性调控技术, 即通过对目标蛋白关键残基的

保护-脱保护, 实现对其活性的原位“关-开”调控. 激酶

催化口袋中的保守赖氨酸, 仅需使用生物正交剪切反

应, 对赖氨酸侧链进行“保护-脱保护”, 即可实现可编

程地操作目标激酶
[32]. 使用这种策略只需要对单个氨

基酸残基进行操作, 尽可能地保留了激酶的天然活性,

能够更加真实地反应激酶在活细胞中的功能. 本课题

组与陈鹏课题组合作, 结合了激酶瞬时激活方法与定

量磷酸化蛋白质组学技术, 开发了激酶“脉冲追踪”技
术DeKinomics[34]. 课题组通过遗传密码子扩展技术将

目标激酶的活性赖氨酸替换为光脱笼基团保护的赖氨

酸衍生物ONPK, 使激酶的活性处于“关闭”状态; 利用

ONP的快速光照脱保护反应, 释放赖氨酸的侧链氨基,
实现目标激酶的瞬时、特异的激活. 运用深度、定量

的酪氨酸磷酸蛋白组学技术, 描述激酶激活后下游磷

酸化的高时间分辨信号转导图景(图6a). DeKinomics
能够达到秒级的时间分辨率, 实现了直接底物与下游

磷酸化信号的分辨 . 在原癌基因酪氨酸蛋白激酶

(SRC)的研究中, 秒级的时间分辨率能够区分直接底

物和下游磷酸化不同的响应速度(图6b). 我们对快速

响应的磷酸化位点进行了体外磷酸化测试, 发现泛素

样修饰物活化酶-1 (UBA1), 非受体型蛋白酪氨酸磷酸

酶11 (PTPN11)等蛋白质是SRC的新底物(图6c). 此研

究证明了在DeKinomics的高时间分辨组学数据中筛

图 5 (网络版彩图) (a) BP5和BN2探针的化学结构及选择性复合物标记原理. (b) 利用ILK复合物对BP5和BN2的标记性能进
行表征. 火山图展示的为邻近标记后的AP-MS结果

[25]

Figure 5 (Color online) (a) Chemical structures of BP5 and BN2 probes and the principle of specific labeling of the protein complex.
(b) Characterization of labeling properties of BP5 and BN2 using ILK complex. Volcano plots indicating the AP-MS results after proximity labeling [25].
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选响应速度最快的磷酸化位点, 是挖掘激酶底物的可

行策略. 相比于Kevan Shokat课题组发展的“凸凹互

补”(bump-and-hole)技术和Benjamin Turk发展的多肽

阵列技术, DeKinomics能够在活细胞的环境中建立激

酶-底物关系, 为激酶底物的相关研究提供了具有生理

相关性的注解.进一步地,此研究证明了DeKinomics是
普适的激酶研究策略, 包括天然的丝氨酸/苏氨酸激

酶、酪氨酸激酶和疾病中的激酶变体. 此外, 泛素E1
连接酶UBA1的Y55位点是此研究新发掘的SRC底物

之一. 超过99%的泛素化修饰都是由UBA1活化
[33], 通

过泛素E2-E3连接酶修饰到蛋白上. 此研究证明了

UBA1的Y55位磷酸化修饰以抑制UBA1形成E1~Ub硫

酯中间体的机制来抑制UBA1的活性, 揭示了在修饰

酶层面的泛素化和磷酸化的串扰(crosstalk)新机制
[34].

5 总结与展望

膜受体蛋白质机器是将胞外的细胞因子信号转换

成细胞内的动态修饰信号的关键节点. 本课题组开发

了一系列化学生物学与蛋白组学相结合的方法, 更加

精准地描绘不同时空环境中的膜受体蛋白质机器

(图7). 而且除了膜受体蛋白质机器以外, 如复合物介

导的Wnt信号通路、应激压力下的核糖体动态组成、

蛋白质相互作用介导的细胞间的通讯过程等, 这些新

图 6 (网络版彩图) (a) DeKinomics策略示意图. (b) SRC激酶的高时间分辨的DeKinomics研究. (c) DeKinomics能够分辨直接
底物和下游磷酸化信号. CTNND1为SRC已报道底物, MAPK1为下游转导蛋白质

[34]

Figure 6 (Color online) (a) Schematic of DeKinomics strategy. (b) Highly time-resolved DeKinomics study of SRC kinase. (c) DeKinomics can
distinguish the direct substrate from downstream phosphorylation. CTNND1 and MAPK1 are the direct substrate and the downstream signaling
protein, respectively [34].
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方法也有潜力应用于这些精细的原位复合物调控研究.
伴随着近年来揭示的异常活跃的配体-受体膜受

体蛋白质机器与肿瘤发生发展的关系, 癌细胞与周围

的非癌细胞的协同共生的关系得到了进一步的理解,
肿瘤微环境中也逐渐成为癌症诊断与治疗的研究热点

之一. 由于细胞因子具有高活性、低丰度的特点, 在样

品量受限的肿瘤样本中的全面表征要求分析技术具备

极高的灵敏度. 而精准、系统的配体-受体的相互作用

对的鉴定有望提示更多的肿瘤微环境中可靶向的位

点. 此外, 肿瘤的异质性使得蛋白质在空间上的分布高

度的不均匀, 将空间信息整合至蛋白质组, 可以进一步

理解肿瘤-周质之间的相互连结关系. 因此, 面向这个

生物学过程的化学生物学技术, 如MultiMAP[35]、Su-
FEx[36]等, 结合精准的组织激光切割技术和高回收率

的集成化样品前处理技术, 可以提供生物过程、样品

空间高度特异的蛋白质组学样品, 为解析膜受体蛋白

质机器的参与的生理、病理过程提供前所未有的解析

精度.
尽管蛋白质-蛋白质相互作用、激酶-底物关系在

体外研究层面有了系统层面的认知, 然而在活细胞乃

至活体中膜受体蛋白质机器中的这些修饰与相互作用

过程的时空动态性仍有待进一步的理解. 近年来, 活细

胞中的蛋白质功能扰动技术的出现使得在生理条件下

逐个研究蛋白质空间定位和酶学功能成为可能
[37~40];

不同标记半径的邻近标记技术展现了目标蛋白质的不

同尺度空间信息: 从相互作用蛋白质、大型蛋白质复

合体机器到亚细胞结构的定位
[10,41~44]. 整合高时间分

辨的多维度组学技术, 如磷酸化蛋白质组学、邻近标

记组学, 有望剖析细胞如何在时空上协调蛋白质修饰

和蛋白质相互作用, 并通过膜受体蛋白质机器调控细

胞功能. 发展在活体中的邻近标记等化学生物学技术,
并结合蛋白质组学技术在特定的生物学过程中捕获膜

受体蛋白质机器的变化, 有望建立膜受体蛋白质机器

和病毒免疫、营养摄取等更复杂生物功能之间的联系.
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Abstract: Membrane receptor protein machinery regulates the assembly of protein complexes via dynamic post-
translational modifications, enabling precise spatiotemporal control of cell phenotypes. Mass spectrometry-based
proteomics has become a prevalent technique for analyzing these modifications and protein complexes. We reasoned
that chemical biology tool could empower mass spectrometry-based proteomics to reveal tyrosine phosphorylation
modifications and protein complexes of membrane receptor protein machinery in their native environments. By
capturing and enriching interacting proteins with chemical probes, we identified ligand-receptor pairs and
phosphorylation-mediated protein complexes in the tumor microenvironment and immune process. Additionally, by
developing chemical biology tools in living cells, we depicted the dynamic protein complexes and phosphorylation
cascades regulated by membrane receptor protein machinery under specific spatiotemporal conditions.
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