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核糖核酸⁃蛋白质复合物规模化富集与鉴定技术的研究进展
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摘要：核糖核酸（ＲＮＡ）在细胞中并非单独存在，从它们产生到被降解的过程中与大量蛋白质发生相互作用，ＲＮＡ
结合蛋白（ＲＮＡ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ， ＲＢＰｓ）能与 ＲＮＡ 结合形成 ＲＮＡ⁃蛋白质复合物（ＲＰ 复合物），并以这种复合物

的形式发挥生理功能。 ＲＮＡｓ 或 ＲＢＰｓ 任一组分的异常与缺失都会影响 ＲＰ 复合物的正常生理功能，从而导致疾病

的发生，如代谢异常、肌肉萎缩症、自身免疫性疾病和癌症。 因此，定性定量分析 ＲＢＰｓ 及其在正常细胞和肿瘤细胞

中与 ＲＮＡｓ 靶标之间的复杂相互作用网络有助于挖掘 ＲＰ 复合物在肿瘤发生发展中的作用，开发肿瘤生物标志物

和新的治疗方式。 要深入研究和理解 ＲＮＡｓ 与 ＲＢＰｓ 的相互作用网络，须依赖组学技术对 ＲＰ 复合物进行大规模

鉴定。 而作为在组学层面系统性解析 ＲＰ 复合物组成、含量和功能的第一步，大规模富集 ＲＰ 复合物极具挑战性。
为了解决这一难题，研究者们发展了各种富集鉴定策略。 该文针对 ＲＰ 复合物富集策略的最新进展进行了综述，包
括紫外光交联和免疫沉淀（ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ， ＣＬＩＰ）及其衍生技术、基于“点击化学”的富集

策略和基于相分离的富集策略，比较分析了它们的技术原理、优缺点，以方便研究者们选择合适的策略来解决感兴

趣的生物学问题。 该文最后总结了当前的 ＲＰ 复合物富集方法仍然存在富集效率低和操作繁琐等亟需解决的技术

挑战，为富集策略的发展提供了研究方向。
关键词：核糖核酸结合蛋白；紫外光交联和免疫沉淀；规模化富集；生物正交反应；相分离
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ｃｏｖａｌｅｎｔ ｂｏｎｄｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ． Ｔｈｉｓ ｅｎａｂｌｅｓ ＣＬＩＰ ｔｏ ｐｕｒｉｆｙ ＲＮＡｓ ｂｏｕｎｄ ｔｏ ａ ｓｐｅｃｉｆ⁃
ｉｃ ＲＢＰ ｕｎｄｅｒ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｔｈａｔ ａｒｅ ｓｔｒｉｎｇｅｎｔ ｅｎｏｕｇｈ ｔｏ ｐｒｅｖｅｎｔ ｃｏ⁃ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ
ｂｏｕｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｒ ｆｒｅｅ ＲＮＡｓ． Ｓｉｎｃｅ ｔｈｅ ｏｒｉｇｉｎａｌ ｓｔｕｄｙ， ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｖａｒｉａｎｔ ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ
ｄｅｒｉｖｅｄ ｔｏ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｂｏｔｈ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｃｏｎｖｅｎｉｅｎｃｅ． Ｐｈｏｔｏａｃｔｉｖａｔａｂｌｅ ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ⁃ｅｎｈａｎｃｅｄ⁃
ＣＬＩＰ （ＰＡＲ⁃ＣＬＩＰ） ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｓ ａ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇ ｓｔｒａｔｅｇｙ． Ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｐｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄ
ｗｉｔｈ ｐｈｏｔｏａｃｔｉｖａｔａｂｌｅ ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｓ ４⁃ｔｈｉｏｕｒｉｄｉｎｅ （４ＳＵ） ｏｒ ６⁃ｔｈｉｏｇｕａｎｏｓｉｎｅ （６ＳＧ）， ｗｈｉｃｈ
ｅｎａｂｌｅｓ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ＲＮＡ ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇ ｗｉｔｈ ３６５⁃ｎｍ ＵＶ⁃Ａ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ． Ｉｔ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｔｈｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ
ｃｒｏｓｓ⁃ｌｉｎｋｉｎｇ ｂｅｔｗｅｅｎ ＲＮＡ ａｎｄ ＲＢＰｓ ａｎｄ ｉｓ ｐａｒｔｉｃｕｌａｒｌｙ ｖａｌｕａｂｌｅ ｆｏｒ ｓｔｕｄｙｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ
ｂｅｔｗｅｅｎ ＲＢＰｓ ａｎｄ ｎａｓｃｅｎｔ ＲＮＡ． Ｕｓｉｎｇ ａ ｃｌｉｃｋ ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ⁃ａｓｓｉｓｔｅｄ ｓｔｒａｔｅｇｙ， ａｎ ａｌｋｙｎｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ
ｕｒｉｄｉｎｅ ａｎａｌｏｇ， ５⁃ｅｔｈｙｎｙｌｕｒｉｄｉｎｅ （ＥＵ）， ｗａｓ ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｅｄ ｉｎｔｏ ｎａｓｃｅｎｔ ＲＮＡｓ ｖｉａ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｌｉｖｉｎｇ ｃｅｌｌｓ． Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＵＶ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ⁃ｂａｓｅｄ ｃｒｏｓｓ⁃ｌｉｎｋｉｎｇ， ｔｈｅ ａｌｋｙｎｅ⁃
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚｅｄ ＲＮＡ ａｎｄ ｔｈｅ ｂｏｕｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｉｎ ａ ｐｏｌｙ Ａ⁃ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｆａｓｈｉｏｎ ｂｙ ｔｈｅ
ｈｉｇｈｌｙ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｂｉｏｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｃｏｐｐｅｒ （ Ｉ） ⁃ｃａｔａｌｙｚｅｄ ａｚｉｄｅ⁃ａｌｋｙｎｅ ｃｙｃｌｏａｄｄｉｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ａｚｉｄｅ⁃
ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｂｅａｄｓ． Ｔｈｕｓ， ｆｕｌｌ ｌｉｓｔｓ ｏｆ ｂｏｔｈ ｃｏｄｉｎｇ ａｎｄ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅｉｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎｓ ｃａｎ ｂｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ， ｗｈｉｃｈ ｉｓ ａ ｍａｊｏｒ ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｉｃａｌ ａｄｖａｎｃｅ． Ｏｒｇａｎｉｃ ｐｈａｓｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ
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ｍｅｔｈｏｄｓ ｅｘｐｌｏｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｒｏｓｓ⁃ｌｉｎｋｅｄ ＲＰ⁃ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ ａｎｄ ｆｒｅｅ
ＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｄｏ ｎｏｔ ｒｅｑｕｉｒｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ⁃ｂａｓｅｄ ａｌｋｙｎｅ ｌａｂｅｌｉｎｇ ｏｒ ｐｏｌｙＡ⁃ｂａｓｅｄ ＲＮＡ ｃａｐｔｕｒｅ．
Ｅａｃｈ ｍｅｔｈｏｄ ｈａｓ ｕｎｉｑｕｅ ｓｔｒｅｎｇｔｈｓ ａｎｄ ｄｒａｗｂａｃｋｓ， ｗｈｉｃｈ ｍａｋｅｓ ｉｔ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｔｏ ｓｅｌｅｃｔ ｏｐｔｉｍａｌ
ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｑｕｅｓｔｉｏｎ ｂｅｉｎｇ ａｄｄｒｅｓｓｅｄ． Ｗｅ ｈｏｐｅ ｔｈａｔ ｔｈｉｓ ｒｅｖｉｅｗ ｐｏｉｎｔｓ ｏｕｔ ｔｈｅ
ｃｕｒｒｅｎｔ ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｆｕｔｕｒｅ ｄｉｒｅｃｔｉｏｎｓ ｔｏ ｆａｃｉｌｉｔａｔｅ ｆｕｒｔｈｅｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｍｅｔｈｏｄｓ
ｆｏｒ ｌａｒｇｅ⁃ｓｃａｌｅ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＰ⁃ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＲＮＡ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ； ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ； ｌａｒｇｅ⁃
ｓｃａｌｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ； ｂｉｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｒｅａｃｔｉｏｎ； ｐｈａｓｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ

　 　 核糖核酸（ＲＮＡ）是细胞基因组转录的产物，根
据结构和功能的不同可分为编码蛋白质的信使

ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）和非编码 ＲＮＡ（ｎｃＲＮＡ）， ＲＮＡ 参与

很多重要的生命活动，是细胞中必不可少的一类生

物大分子。 ＲＮＡ 在细胞中并非单独存在，从它们产

生到被降解的过程中与大量蛋白质发生相互作用，
在真核细胞中存在上千种 ＲＮＡ 结合蛋白 （ＲＮＡ⁃
ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ， ＲＢＰｓ）与 ＲＮＡｓ 结合形成种类纷

繁复杂的 ＲＮＡ⁃蛋白复合物（ＲＰ 复合物），并以这种

复合物的形式发挥生理功能。 以 ｍＲＮＡｓ 为例，ｐｒｅ⁃
ｍＲＮＡｓ 被转录合成后经过 ５′端加帽、剪接、多聚腺

苷酸化到成熟，再经过出核、定位和翻译到最终被降

解，ｍＲＮＡｓ 的整个生命周期都依赖着多种 ｍＲＢＰｓ
与之结合才能发挥作用［１］。 同时，非编码 ＲＮＡ 也

在 ＲＢＰｓ 的参与下介导组蛋白修饰和基因调控过

程［２］。
　 　 这些功能实现的前提是 ＲＰ 复合物的正确组

装，ＲＮＡｓ 或 ＲＢＰｓ 任一组分的异常与缺失都会影

响 ＲＮＡｓ 的正常功能，从而影响基因表达［３］， ＲＢＰｓ
还有可能通过干扰癌细胞能量代谢使癌症恶化［４］。
这些都会导致生理过程紊乱和疾病的发生，包括代

谢异常、肌肉萎缩症、神经系统疾病、自身免疫性疾

病和癌症［５－７］。 例如，ＲＢＰ ＨｕＲ（ｈｕｍａｎ ａｎｔｉｇｅｎ Ｒ）
的过表达能在转录后水平调节信号通路，使癌细胞

适应恶劣的肿瘤微环境，促进癌细胞增殖。 在体外

使用 ｓｉＨｕＲ 或小分子抑制剂选择性拮抗 ＨｕＲ 或

ＨｕＲ⁃ＲＮＡ 相互作用能显著抑制肿瘤的生长。 因此，
定性定量分析 ＲＢＰｓ 的表达谱及其在正常细胞和癌

细胞中与 ＲＮＡｓ 靶标之间的复杂相互作用网络有助

于挖掘 ＲＰ 复合物在肿瘤发生发展中的作用，并为

开发肿瘤生物标志物和治疗方式提供了新的思路。
　 　 目前研究者们已经不再满足于研究单个 ＲＰ 复

合物的功能，在组学层面上研究和理解 ＲＮＡｓ 与

ＲＢＰｓ 的相互作用是必然趋势。 生物质谱具有灵敏

度高、动态范围宽、通量大的特点，是组学研究的必

要分析手段。 但由于 ＲＮＡｓ 与 ＲＢＰｓ 相互作用的动

态性和网络复杂性，全面系统的阐述 ＲＰ 复合物的

组成及动态变化并非易事。 而作为系统性解析 ＲＰ
复合物组成、含量和功能的第一步，大规模富集 ＲＰ
复合物极具挑战性。 为了解决这一难题，研究者们

发展了各种富集鉴定策略，本文针对 ＲＰ 复合物富

集策略的最新进展进行了综述，比较分析了它们的

技术原理、优缺点及应用，并提出了需要解决的技术

挑战，为富集策略的发展提供新的思路。

１　 ＲＰ 复合物富集策略

　 　 早期在富集 ＲＰ 复合物时通常利用 ＲＢＰｓ 与

ＲＮＡｓ 之间保持天然结合的特性在体外条件下实现

富集，然而利用非内源性 ＲＮＡ 和蛋白质，在非体内

环境的结合会产生相当程度的假阳性结果，高洗涤

强度也会导致 ＲＰ 复合物中结合力低的组分丢失。
而体内条件下形成的 ＲＰ 复合物比通过体外方法获

得的 ＲＰ 复合物更具有生物学相关性，能更真实地

反映体内 ＲＮＡ⁃蛋白质相互作用的生理状态，近年

最新发展的富集策略主要是在体内环境下实现 ＲＰ
复合物的富集。 同样，为了克服因洗脱造成的部分

ＲＰ 复合物丢失的难题，需要增强核酸与蛋白质的相

互作用。 最简单有效的方法就是进行交联（ｃｒｏｓｓ⁃
ｌｉｎｋｉｎｇ），主要分为化学交联和紫外光（ＵＶ）交联。
化学交联通常采用甲醛试剂 一种双功能交联

剂，可轻易渗透细胞并在 ０ ２ ｎｍ 以内的大分子之

间形成可逆的共价键，因而会形成蛋白质⁃蛋白质复

合物干扰 ＲＰ 复合物的鉴定。 紫外光交联则是在

ＲＰ 复合物研究中应用更为广泛的“零距离”交联方

式，ＵＶ 可特异性地引发蛋白质与 ＲＮＡ 之间形成不

可逆的共价交联，从而排除在甲醛交联中不可避免

的蛋白质⁃蛋白质交联，降低结果的假阳性。 ＵＶ 交

联无疑成为体内研究 ＲＰ 复合物的基础，围绕 ＵＶ 交

·７０１·



色 谱 第 ３９ 卷

联诞生了许多经典的研究策略，下面将详细阐述。
１．１　 ＵＶ 交联和免疫沉淀及衍生技术

　 　 ２００３ 年 Ｄａｒｎｅｌｌ 等［８］ 提出了一种用于 ＲＰ 复合

物富集的 ＵＶ 交联和免疫沉淀 （ ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇ ａｎｄ
ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ， ＣＬＩＰ）策略，其目的是捕获并

检测与特定蛋白质结合的 ＲＮＡ 片段，他们使用

ＣＬＩＰ 策略联合 Ｓａｎｇｅｒ 测序鉴定到了 ３４０ 个与小鼠

脑中剪接因子 Ｎｏｖａ１、Ｎｏｖａ２ 相互作用的 ＲＮＡ 序

列。 随后，Ｄａｒｎｅｌｌ 团队又对细节进行了优化［９］，
ＣＬＩＰ 的技术路线是：首先通过 ＵＶ（２５４ ｎｍ）照射使

ＲＢＰ 与 ＲＮＡ 共价交联，然后使用 ＲＮＡ 酶（ＲＮａｓｅ）
温和酶切，与 ＲＢＰ 结合的 ＲＮＡ 会因 ＲＢＰ 的保护而

留下一定长度的片段，再将 ＲＮＡ 片段的 ３′⁃磷酸基

团进行去磷酸化，防止 ＲＮＡ 片段的环化自连接，而
ＲＮＡ 片段的 ５′末端将进行放射性同位素标记（ ３２Ｐ
标记），接着用修饰有目标蛋白质抗体的微球 ／磁珠

将目标 ＲＢＰ 蛋白及 ＲＮＡ 片段富集下来，再使用蛋

白酶 Ｋ 将蛋白质降解，得到的 ＲＮＡ 片段将采用逆

转录⁃聚合酶链式反应技术（ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ⁃
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ， ＲＴ⁃ＰＣＲ）扩增，最后进

行测序分析就可以得到目标 ＲＢＰ 结合 ＲＮＡ 的种类

以及结合的位点信息，具体流程如图 １。

图 １　 ＣＬＩＰ 技术鉴定 ＲＮＡｓ 蛋白结合位点示意图
Ｆｉｇ． １　 Ａ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＬＩＰ

ｆｏｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ
ｓｉｔｅｓ ｏｎ ＲＮＡｓ

　

　 　 ＣＬＩＰ 技术一经提出就获得了高度关注，但是该

方法也面临着通量低、ＵＶ 存在偏好性、穿透力弱、
交联效率低（大约仅为 １％ ～ ５％）等问题。 尽管可以

通过对组织样品低温研磨和不断混合使 ＵＶ 更高效

地穿透细胞促进样品的均匀交联，但高能量 ＵＶ 长

时间照射可能会导致 ＲＮＡ 的降解［１０］。 在此基础

上，越来越多的研究者投入研究并不断改进，产生了

许多各具特色的衍生 ＣＬＩＰ 技术。
　 　 为了提高交联效率，Ｈａｆｎｅｒ 等［１１］ 发展了一种

光活化核苷增强的 ＣＬＩＰ 策略 （ ｐｈｏｔｏａｃｔｉｖａｔａｂｌｅ⁃
ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ⁃ｅｎｈａｎｃｅｄ ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇ ａｎｄ ｉｍｍｕ⁃

ｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ， ＰＡＲ⁃ＣＬＩＰ）。 他们将光活性更强

的核苷代谢进入 ＲＮＡ，可以使 ＲＮＡ 和蛋白质在更

长波长的 ＵＶ（如 ３６５ ｎｍ）照射下交联。 具有代表

性的核苷有 ４⁃硫代尿苷（４⁃ｔｈｉｏｕｒｉｄｉｎｅ， ４ＳＵ）和 ６⁃
硫代鸟苷（６⁃ｔｈｉｏｇｕａｎｏｓｉｎｅ， ６ＳＧ）， ４ＳＵ 比 ６ＳＧ 的

交联效率更高。 与常规的 ２５４ ｎｍ ＵＶ 交联相比，
ＰＡＲ⁃ＣＬＩＰ 可将交联效率提高 １００ 到 １ ０００ 倍。 此

外，ＰＡＲ⁃ＣＬＩＰ 的另一项优势是，４ＳＵ 与蛋白质发生

交联后，该位点在逆转录时受到非交联寡核糖核苷

酸背景的影响，多达 ７０％ 的 ＲＮＡ 序列中的尿嘧啶

（ｕｒａｃｉｌ， Ｕ）被识别为胞嘧啶（ｃｙｔｏｓｉｎｅ， Ｃ），于是会

得到相对应的 ｃＤＮＡ 序列中的胸腺嘧啶（ ｔｈｙｍｉｎｅ，
Ｔ）到 Ｃ 的突变，由此可推测该位点是 ＲＢＰ 的结合

位点。 但是 ＰＡＲ⁃ＣＬＩＰ 技术也有一定局限性：由于

需要在细胞培养时将 ４ＳＵ 或 ６ＳＧ 代谢进入 ＲＮＡ，
此方法仅限于细胞水平，不适用于组织样品；细胞倾

向于不使用非天然核苷酸类似物，这限制了 ４ＳＵ 或

６ＳＧ 代谢进入细胞的效率；长时间的摄入 ４ＳＵ 或

６ＳＧ 可能会引起细胞毒性［１２］。 因此，仍然需要新的

方法来提高交联效率并且实现对 ＲＰ 复合物的更深

覆盖。
　 　 ＣＬＩＰ 及其衍生技术被广泛应用于酵母、真菌、
哺乳动物的 ＲＮＡ⁃蛋白质相互作用研究中。 值得一

提的是，Ｃａｓｔｅｌｌｏ 等［１３，１４］ 利用 ＵＶ 交联结合 ｏｌｉｇｏ
（ｄＴ）富集与质谱鉴定 ｐｏｌｙ（Ａ） ＲＢＰ，发展了 ＲＩＣ
（ＲＮＡ⁃ｉｎｔｅｒａｃｔｏｍｅ ｃａｐｔｕｒｅ）策略，可以大规模富集

ＲＢＰ。 结合生物质谱技术，该策略在人宫颈癌细胞

ＨｅＬａ 中鉴定到 ８６０ 个高置信的 ＲＢＰｓ，极大地补充

了人们对 ＲＢＰｓ 的认知。 然而，这种方法基于 ＲＮＡ
的 ｐｏｌｙ（Ａ）尾巴（主要是 ｍＲＮＡ），而 ｍＲＮＡ 仅占细

胞中 ＲＮＡ 总质量的 ３％ ～ ５％ ［３］。 并且不是所有

ｍＲＮＡ 都带有 ｐｏｌｙ（Ａ）尾巴［１５］， ｐｏｌｙ（Ａ）的长度也

不尽相同［１６］，导致部分 ｍＲＮＡ 也很难被 ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）
捕获。 因此，ＲＩＣ 策略遗漏了大量 ＲＰ 复合物，无法

鉴定 ｎｃＲＮＡ⁃蛋白质复合物乃至全类型 ＲＮＡ⁃蛋白

质复合物。
１．２　 基于“点击化学”的富集策略

　 　 鉴于 ＲＩＣ 策略的局限性，最近一种基于代谢标

记结合“点击化学”反应的 ＲＮＡ 捕获策略能够不依

赖 ＲＮＡ 的 ｐｏｌｙ（Ａ）尾巴，更广泛的富集鉴定 ＲＰ 复

合物。 Ｈｕａｎｇ 等［１７］ 开发的 ＣＡＲＩＣ （ ｃｌｉｃｋ ｃｈｅｍｉｓ⁃
ｔｒｙ⁃ａｓｓｉｓｔｅｄ ＲＮＡ⁃ｉｎｔｅｒａｃｔｏｍｅ ｃａｐｔｕｒｅ）策略能富集

全类型 ＲＰ 复合物，见图 ２。 其主要思路是：首先将
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图 ２　 ＣＡＲＩＣ 策略工作流程示意图［１７］

Ｆｉｇ． ２　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｏｆ ｔｈｅ ｗｏｒｋｆｌｏｗ ｏｆ ｃｌｉｃｋ ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ⁃ａｓｓｉｓｔｅｄ ＲＮＡ⁃ｉｎｔｅｒａｃｔｏｍｅ ｃａｐｔｕｒｅ （ＣＡＲＩＣ） ［１７］

５⁃炔基尿苷（５⁃ｅｔｈｙｎｙｌｕｒｉｄｉｎｅ， ５⁃ＥＵ，简称 ＥＵ）与

４ＳＵ 代谢进同一条 ＲＮＡ 中，ＥＵ 提供了进行点击化

学反应的炔基，然后在 ＵＶ ３６５ ｎｍ 照射下使 ＲＮＡ
与 ＲＢＰ 交联，接着利用叠氮与炔基的生物正交“点
击化学”反应在 ＥＵ 的位置上引入生物素基团，最后

利用生物素与链霉亲和素之间的强相互作用实现细

胞中所有 ＲＰ 复合物的富集与捕获，其中一部分使

用蛋白酶 Ｋ 处理进行 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 分析，另一部分使用

ＲＮａｓｅ Ａ 处理进行蛋白质组学分析。 与之类似的，
Ｂａｏ 等［１８］ 开发的 ＲＩＣＫ （ＲＮＡ ｉｎｔｅｒａｃｔｏｍｅ ｕｓｉｎｇ
ｃｌｉｃｋ ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ）策略也利用代谢标记结合“点击化

学”反应将生物素标记在 ＲＮＡ 上用于富集鉴定，不
同之处是他们只将 ＥＵ 代谢进 ＲＮＡ，在 ２５４ ｎｍ ＵＶ
条件下交联。 利用这种基于“点击化学”的方法可

以鉴定到除 ｍＲＮＡ 之外的各种类型的 ｎｃＲＮＡ，包
括 长 非 编 码 ＲＮＡ （ ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ，
ｌｎｃＲＮＡ）、微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ， ｍｉＲＮＡ）和核小

ＲＮＡ（ｓｍａｌｌ ｎｕｃｌｅａｒ， ｓｎＲＮＡ），是方法学上的重大

突破。 然而，由于需要将非天然核苷代谢进 ＲＮＡ，
这种策略面临和 ＰＡＲ⁃ＣＬＩＰ 类似的局限性，例如仅

限于细胞水平研究和存在一定的细胞毒性，并且分

析的灵敏性很大程度上取决于 ＥＵ 的代谢标记

效率。
１．３　 基于相分离的富集策略

　 　 早期研究 ＲＮＡ 提取时常采用基于酸性苯酚的

相分离法［１９］。 首先破碎细胞，将核酸蛋白复合物中

的蛋白质变性并释放出核酸，接着采用苯酚抽提，苯
酚的诱导极化作用会使蛋白质内外翻转，疏水性侧

链暴露在外部，极性残基翻转到内部，从而将水相中

的蛋白质萃取出来。 同时，由于 ＤＮＡ 和 ＲＮＡ 在特

定 ｐＨ 值下的溶解度不同，低 ｐＨ 条件下（ｐＨ＜５）的
苯酚使 ＲＮＡ 进入水相，而 ＤＮＡ 维持不溶解的状态。
最终在酸性苯酚萃取下 ＲＮＡ 进入上层水相，而大多

数 ＤＮＡ 和蛋白质则保留在中间层或者下层有机相

中。 最近发展了一系列基于 ＵＶ 交联和相分离原理

的富集策略，交联后的 ＲＰ 复合物会集中在水相与

有机相之间的界面，再经过进一步纯化可以实现 ＲＰ
复合物的分离富集，见图 ３［２０］。 正交有机相分离

（ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｐｈａｓｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ， ＯＯＰＳ）策

略［２１］正是基于这种思路，使用酸性异硫氰酸胍⁃苯
酚⁃氯仿 （ ａｃｉｄｉｃ ｇｕａｎｉｄｉｎｉｕｍ⁃ｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ⁃ｐｈｅｎｏｌ⁃
ｃｈｌｏｒｏｆｏｒｍ， ＡＧＰＣ） 作为有机相，通过连续多次

ＡＧＰＣ 萃取后得到 ＲＰ 复合物，然后通过 ＲＮａｓｅ 消

化 ＲＮＡｓ 获得分配到有机相的 ＲＢＰｓ，最后通过质谱

鉴定在 ＨＥＫ２９３、Ｕ２ＯＳ 和 ＭＣＦ１０Ａ ３ 种人类细胞系

中共鉴定到了 １ ８３８ 个 ＲＢＰｓ，包括 ９２６ 个推定的

ＲＢＰｓ，其中约 ８０％ 的 ＲＢＰｓ 与先前报道的不依赖

ｐｏｌｙ（Ａ）的策略（ＣＡＲＩＣ 和 ＲＩＣＫ）结果一致，这说

明 ＯＯＰＳ 具有更全面的分离富集 ＲＰ 复合体的能

力，此外 ＯＯＰＳ 还可以进行 ＲＮＡ⁃蛋白质相互作用

的动态分析。 另一种基于相分离的策略是苯酚⁃甲
苯萃取（ｐｈｅｎｏｌ⁃ｔｏｌｕｏｌ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ， ＰＴｅｘ）策略［１０］，
不同之处是有机相为 ｐＨ ７ ０ 的苯酚⁃甲苯（５０ ∶５０，
ｖ ／ ｖ）混合溶液。 在这种体系下，ＲＮＡｓ、蛋白质和

ＲＰ 复合物分配在上层水相中，ＤＮＡ 和脂质在中间

层，回收水相后与酸性苯酚混合进行多次萃取得到

ＲＰ 复合物。 通过这种分离策略从 ＨＥＫ２９３ 细胞中

鉴定出共 ３ ０３７ 个 ＲＢＰｓ，回收率约为 ３０％ ～ ５０％。
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图 ３　 基于相分离的 ＲＰ 复合物富集方法［２０］

Ｆｉｇ． ３　 Ｐｈａｓｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ⁃ｂａｓｅｄ ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ ｔｏ ｅｎｒｉｃｈ ＲＰ⁃ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ［２０］

为了进一步提高 ＲＰ 复合物的富集选择性，一种新

的策略 ＸＲＮＡＸ （ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｅｄ ＲＮＡ ｅｘｔｒａｃ⁃
ｔｉｏｎ）联合 ＴＲＩｚｏｌ（ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ）试剂相分离

与二氧化硅实现 ＲＰ 复合物的富集［２２］。 ＴＲＩｚｏｌ 常
用于总 ＲＮＡ 分离纯化，能保持 ＲＮＡ 的完整性，主要

成分是苯酚。 ＸＲＮＡＸ 的主要思路是：首先利用

ＴＲＩｚｏｌ将 ＤＮＡ、蛋白质和 ＲＰ 复合物分布在中间层，
回收中间层后通过 ＤＮａｓｅ 消化 ＤＮＡ。 由于硅胶柱

在标准条件下可以保留 ＲＮＡ，但不保留与蛋白质交

联的 ＲＮＡ，通过蛋白酶部分酶解得到 ＲＮＡ⁃肽段复

合物使其可以保留在硅胶柱中，从而有效富集了

ＲＮＡ⁃肽段复合物。 除去非交联的肽段后，对 ＲＢＰｓ
的富集选择性从 ６９％ 增加到 ８９％。 结合在 ３ 种细胞

系（ＭＣＦ７、ＨｅＬａ 和 ＨＥＫ２９３）中的应用结果，共鉴定

到 １ ７５３ 个 ＲＢＰｓ，其中有 ８５８ 个 ＲＢＰｓ 是 ３ 种细胞

系共有的。
　 　 相分离策略不依赖于 ＲＮＡ 特定序列，完全根据

ＲＰ 复合物的理化性质实现分离富集，然而由于利用

了 ＵＶ 交联，相分离策略也面临着 ＵＶ 偏好性、穿透

力弱、交联效率低等问题，而且糖蛋白具有与 ＲＰ 复

合物类似的理化性质，可能会污染富集产物。

２　 总结与展望

　 　 ＲＰ 复合物富集策略的不断创新使方法学取得

了重大进步，从而大大提高了 ＲＢＰ 在不同物种中的

覆盖深度，为基因表达和转录后调控的研究提供了

重要的参考依据。 本文对不同方法的优缺点进行了

比较和讨论，以方便研究者们选择合适的策略来解

决感兴趣的生物学问题。 由于当前的 ＲＰ 复合物富

集方法仍然存在效率低和操作繁琐等问题，因此迫

切需要高效、易于实施并适用于不同类型样品的新

方法。 目前亟待解决的问题包括：１）基于 ＵＶ 或甲

醛的交联策略仍存在选择性和交联效率有限等局

限，因此需要开发新的交联剂或交联策略。 ２）目前

已经成功鉴定出数千个 ＲＢＰｓ，而与 ＲＮＡｓ 的结合

ＲＢＰ 位点鉴定数量却较少（仅报道了几百个）。 因

此，需要更为特异的 ＲＮＡ⁃蛋白质交联策略和高灵

敏度质谱分析方法。 ３） 目前用于验证新发现的

ＲＢＰｓ的方法通量较低，难以满足大规模验证 ＲＮＡ⁃
蛋白质相互作用的重大需求。
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