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RNA 结合蛋白的组学解析与功能探索★ 
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(北京大学化学与分子工程学院化学生物学系  北京大学合成与功能生物分子中心  北京 100871) 

摘要  转录后调控在生理过程中占据十分重要的地位, 其分子机制包含大量的核糖核酸(RNA)与蛋白质之间的相互作

用. 在 RNA 的整个生命周期中, RNA 结合蛋白(RBPs)是相当关键的参与者和执行者, 影响了细胞生理过程的运行及机

体稳态的维持. 研究 RNA 结合蛋白质组, 可以为发掘生物标志物、寻找疾病治疗的靶标提供重要信息. 近年来, 捕捉

RBPs 的手段推陈出新, 从只能富集特定 RNA 的结合蛋白发展至可以实现全局性的 RBPs 鉴定, 并对 RBP 的性质如空

间分布、翻译后修饰所产生的影响进行了探索. 聚焦于 RBPs 的组学解析手段以及功能蛋白质组探索, 介绍现有的技

术, 总结技术特点并分析其所存在的问题, 最后展望 RBP 组学研究技术改进的方向和应用前景.   
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RNA-Binding Proteome Analysis and Functional Explorations
★
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Functional Biomolecules Center, Peking University, Beijing 100871) 

Abstract  Post-transcriptional regulations play a critical role in diverse biological processes, and a series of RNA-protein 
interactions are involved in their underlying mechanism. RNA-binding proteins (RBPs) are key participants and executors in 
entire life cycle of RNA, affecting the operation of biological processes and the maintenance of cellular homeostasis. The 
RNA-binding proteome profiling therefore provides crucial information for discovering biological markers and targets of 
diseases. An array of RBPs capturing methods have been developed in recent years, ranging from profiling binding proteins 
of specific RNA to unbiased global RBPs identification, and even to exploring the functional aspects of RBPs such as spatial 
distribution and/or post-translational modifications. This review will focus on tool development for RBP proteomics and 
functional proteome characterization, and finally discusses bottlenecks and future prospects of this exciting direction of RBP 
proteomics. 
Keywords  RNA-binding proteins; RNA binding proteome; phase separation; spatial distribution; post-translational modifi-
cations 

   
1  引言 

核糖核酸(RNA)作为一种重要的遗传信息载体, 在
生长发育、衰老及疾病等生理、病理过程中都具有重要

的作用. 随着转录后调控在细胞生命过程中的重要性被

逐渐发掘, 围绕 RNA 的分子机制研究, 尤其是针对

RNA-蛋白质之间相互作用的探索, 对于解析细胞复杂

的动态变化越来越关键 [ 1 ] .  RNA 结合蛋白 (RNA- 
binding proteins, RBPs)是细胞中一类能够结合 RNA 的

特定蛋白质, 其完整地参与了 RNA 的生命周期, 对细

胞生理过程的运行及机体稳态的维持具有关键性的作

用[2]. RBP 通过与 RNA 的动态相互作用, 控制其生物发

生和周转从而影响RNA的多种功能, 包括RNA剪接[3]、

多腺苷酸化[4-5]、mRNA 的稳定化[6]、RNA 转运和定位[7]、

RNA 编辑以及化学修饰[8]等转录后调控的相关过程(图
1), 一些RBPs还会兼具多种功能[9], 如RBFOX1既影响

稳定化也影响翻译. 除此之外, RBP 还会影响共翻译蛋

白的折叠和定位以及蛋白复合物的组装[10-11].  
RBP 与 RNA 的相互作用涉及氢键、范德华力以及

两者的三级结构等多种因素 .  为了能够特异地结合

RNA, RBP通常含有一个或多个结合区域, 即RNA结合

域(RNA-binding domain, RBD), 一些 RBPs 中不同的结

合域还会协同工作[12]. 常见的 RBDs 有 RNA 识别基序

(RRM), KH 结合域[13]和锌指结合域[14]等. 大多数 RBPs
还包含内在无序区域(intrinsically disordered regions, 
IDRs), 其中部分 IDRs 也会参与结合 RNA, 但目前对

IDRs 与 RNA 相互作用的研究尚不充分[15]. 也有一些

RBPs 缺乏已知的 RNA 结合域, 使得难以通过结合域的  
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图 1  RNA 结合蛋白的主要功能. RNA 结合蛋白参与 RNA 的整个生命周期, 包括选择性剪接、转运、稳定化、加工、翻译及降解等过程, 并参

与无膜细胞器的形成[3-9]. 图示包括相关过程涉及的部分 RBPs 基因名 
Figure 1  Function of RNA-binding proteins. RNA-binding proteins are involved in the entire life of RNA, including selective splicing, transport, stabili-
zation, processing, translation and degradation, as well as the formation of membrane-less organelles[3-9]. The Figure includes the gene names of some 
RBPs involved in the relevant process

特点对这类蛋白进行归类. 结合域对 RBP 在生理过程

中的调控起到了极为关键的作用, 其“打开”和“封闭”

往往意味着RBP对于RNA底物的特定识别能力的有无. 
因此, 从结合域层面研究 RNA 和 RBP 的作用模式非常

重要.  
RBP 往往会受到其它蛋白或者小分子的协作调控, 

才能正常行使其功能 [15], 例如 m6A 的 writer 蛋白

METTL3 通常需要有 METTL14 作为 RNA 底物识别元

件共同协作, 以及其它一些辅助蛋白共同组成复合物, 
才能正常行使其修饰功能[16]. 另外由于 RNA 和蛋白质

性质的显著不同(例如电性、溶解度等), 特定条件下

RNA-RBP 复合物及相关的分子可能会形成一些独立存

在的细胞内颗粒, 如Stress Granule(应激颗粒)、P body (P
小体)等 [17-19]. 在神经系统中 , 一些 RBPs 或其目标

mRNA 发生突变会损害 RNA 转运和翻译过程, 从而形

成难以被高效清除的 RNA 或蛋白相关颗粒, 这也被认

为是一系列神经退行性疾病的诱因 [20]. TDP43, FUS, 
hnRNP A2/B1, hnRNP A1 等 RBPs 的突变会导致肌萎缩

侧索硬化(ALS)的发生[21-23]. 另外, ATXN1/2的poly Q区

域异常增加会导致脊髓小脑性共济失调 [24-25]. 除了

mRNA 的结合蛋白之外, tRNA 的结合蛋白 SMN1 的失

调也会直接影响到剪接体的功能, 进而导致脊髓性肌萎

缩的发生[26].  
RBP所涉及的功能表型往往与组织特异性有关, 其

对于基因表达的调控作用, 在免疫过程中具有重要功 
能[27]. 2021 年, 李华兵课题组[28]利用 CRISPR-Cas9 基因

筛查系统排查了巨噬细胞中的 800 多个 RBPs, 发现

m6A 甲基化酶 METTL3 在巨噬细胞抗感染的过程中起

到了关键作用. 他们通过进一步测序找到了其靶向的

mRNA, 最终揭示了 METTL3 加速靶向的 mRNA 降解, 
促进巨噬细胞活化的新机制. 2022 年, Turner 课题组[29]

发现 RNA 结合蛋白 ZFP36 和 ZFP36L1 限制了活化的

初始 CD8＋T 细胞的分化速率以及由此产生的细胞毒性

淋巴细胞的效力. RBP 直接与 NF-κB, Irf8 和 Notch1 转

录因子和细胞因子(包括 IL-2)的 mRNA 相结合, 进而通

过 CD28 共刺激以实现完整的 T 细胞激活和分化过程. 
FMRP (Familial mental retardation protein)是一个发现于

神经细胞中的 RBP, 2022 年 Hanahan 课题组[30]的研究表

明该蛋白在多种癌症肿瘤组织中的天然高表达, 与癌症

细胞的抗杀伤和扩散能力相关. 因此, FMRP 可以作为

重要的可调控因子, 用于协调多方面的抗肿瘤免疫反应

屏障.  
RBPs是一类重要的生物标志物, 自20世纪 70年代

起, 就有学者针对 RNA 与其的相互作用发展相应的研

究工具[31-33], 以期揭示其结构与功能的特性. 该研究领

域覆盖面逐渐从 mRNA 的结合蛋白, 延伸至非编码

RNA, 如 rRNA、tRNA 的结合蛋白. 交联方式也从单纯

的紫外光交联发展至与荧光、点击化学、化学交联和邻

近标记等多方式联用的标记富集方法. 本综述将聚焦于

RBP 组学研究技术手段, 介绍捕捉 RBPs 的工具特点, 
分析其优势及局限性, 并拓展至 RBP 的性质如亚细胞

分布以及翻译后修饰的系统研究. 最后对 RNA 结合蛋

白质组的研究进行总结和展望.  

2  RNA 结合蛋白的组学研究方法 

为了能够系统性鉴定 RBPs, 研究者们发展了一系
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列技术手段. 捕捉 RBPs 有两个技术关键, 一是需要固

定 RNA-蛋白质的相互作用, 由于其大多为弱的非共价

结合, 为了避免在后续富集时丧失特异性, 常用紫外光

照或化学交联的方式在 RNA 与 RBP 之间构建共价 
键[32-34]. 二是富集 RBPs 的方法, 常用的方法可分为靶

向和无偏两类, 前者是针对具有某种性质的 RNA 设计

富集方法提取复合物从而获得对应的 RBPs, 后者则是

根据 RNA-RBP 复合物本身的物理化学特性进行分 
离[35-37]. 其中, 研究者们还结合邻近标记、化学反应或

者引入非天然的核苷酸进行代谢标记来完成富集[38-39]. 
本节将主要以不同富集方式的角度来介绍 RBPs 的组学

研究方法.  

2.1  依赖特定 RNA 序列捕捉 RNA 结合蛋白 

根据 RNA 序列的独特性, 可以利用寡聚核苷酸互

补配对的方式将复合物富集下来 , 这种策略被称为

RNA“相互作用组”的捕捉. 在 2012 年, Hentze[40]和

Landthaler[41]两个课题组分别独立开发这一方法, 最早

实现了 RBPs 的高通量质谱鉴定. 他们在完成 RNA 与

RBP 的紫外交联后 , 加入带有寡聚胸腺嘧啶的磁珠

(Oligo-dT 珠 ), 从而富集得到带有 poly-A 尾巴的

RNA-RBP 复合物. 经过 RNA 酶解及蛋白酶切后, 采用

基于质谱的方式鉴定其中结合蛋白的信息(图 2a 上). 利
用该策略, 他们在 Hela 及 HEK 293T 细胞系中鉴定到

800 多个 RBPs, 其中不乏一些新的 RBPs. 由于交联后

的复合物能够耐受高盐和活性剂, 该富集可以在严格的

变性条件下进行, 从而去除样品中游离的蛋白. 该策略

已经被广泛地应用于研究 mRNA 的结合蛋白, 对于转

录调控的研究具有重要的作用[42-43]. 
相似的富集策略也被用于 Xist 结合蛋白的鉴定中.  

Xist是一种长的非编码RNA(lncRNA), 在X染色体失活

中具有关键作用, 然而它结合一系列蛋白导致基因沉默

的机制一直难以捉摸. 2015 年, Chang 等[44]利用一组生

物素标记的寡聚核苷酸链(Oligo-Xist)与目标 Xist 杂交, 
并用链霉亲和素富集 RNA-RBP 复合物, 发展了 ChIRP- 
MS的流程(图2a下). 在最终鉴定到的81个 lncRNA Xist
结合蛋白中包含 SPEN 这一关键蛋白, 为后续研究 X 染

色体沉默提供了非常关键的生物标志物. 
这一类针对特定 RNA 设计寡聚核苷酸链的富集策

略, 能够有效地富集某种特定 RNA 的结合蛋白, 主要

对于转录后调控进行研究. 但这种策略难以实现全局性

的 RBPs 鉴定, 对于诸如 rRNA 或者 tRNA 等一类 RNA
的结合蛋白研究存在局限性. 

2.2  邻近标记方法实现 RNA 结合蛋白提取 

随着邻近标记技术的发展, 一些生物素连接酶在标

记时间较短的同时也能够实现混杂标记, 被广泛地用于

蛋白质组学研究中[45]. 由于 RBP 与相互作用的 RNA 在

空间上处在邻近的位置, 研究者们产生了利用这一空间

特性研究 RNA 结合蛋白质组的想法.  
2018年, Khavari发展了RaPID策略, 他们发展了来

源于枯草芽孢杆菌的生物素连接酶 BASU (BirA*  

 
图 2  研究特定 RNA 的结合蛋白质组. (a)利用寡聚核苷酸捕捉 RNA-蛋白复合物[38-39,42]. (b)利用邻近标记酶标记特定 RNA 的相互作用蛋白[43-44]  
Figure 2  Profiling RNA binding proteome of specific RNAs. (a) RNA-protein complexes captured by oligonucleotides[38-39,42]. (b) Proteins interacted 
with specific RNA labeled by proximity labeling enzyme[43-44] 
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mutant engineered from Bacillus subtilis), 并融合在适配

体 λ-N 上, 同时将目标 RNA 与 BoxB 融合[46](图 2b 上). 
由于 λ-N和BoxB可以特异性结合, BASU就能够标记目

标RNA邻近的RBPs, 从而利用链霉亲和素富集该RNA
的结合蛋白质组. 2020年, Yan课题组[47]也采用了BASU
这一邻近标记酶发展了 CARPID (CRISPR-assisted 
RNA-protein interaction detection method). 该策略将

dCasRx 的靶向元件与 BASU 融合表达, 利用 sgRNA 锚

定目标 RNA, 实现了精准的靶向, 稀释掉了非特异性相

互作用带来的噪声干扰(图2b下). 最终他们鉴定到了73
个 Xist 的 RBPs, 其中包括 TAF15 等新发现的相互作用

蛋白.  
除了生物素连接酶之外 , 过氧化物酶 APEX2 

(ascorbate peroxidases, APEX)也被用于特定 RNA 结合

蛋白质组的鉴定中. Ting 课题组[48]分别采用可与 RNA
茎环结构紧密结合的 MS2 标签和无催化活性的 dCas13
蛋白作为靶向人端粒酶 RNA (human telomerase RNA, 
hTR)的元件, 与 APEX2 融合表达, 实现了 hTR 邻近

RNA 相互作用蛋白的标记和富集.  
邻近标记技术能够针对性地研究目标 RNA 的结合

蛋白质组, 可以避免交联效率低带来的问题, 富集操作

较为简单. 但不可否认的是, 该方法需要对细胞进行基

因改造, 难以在难转染细胞系和原代细胞这类复杂的样

本中进行操作. 此外邻近标记酶的标记半径较广, 在拥

挤的细胞环境中, 非直接与 RNA 相互作用的蛋白也有

可能被标记, 给最终的实验结果带来了干扰.  

2.3  代谢非天然核苷酸标记 RNA-RBP 复合物 

为了摆脱寡聚核苷酸链富集的局限性, 实现细胞内

无偏向性的 RBPs 捕捉, 研究者们利用非天然核苷酸代

谢实现了全局性的 RBPs 鉴定.  
2016 年, Bonasio 课题组[49]利用了非天然核苷酸

4-SU (4-硫尿苷)发展了 RBR-ID 方法. 4-SU 可以在 365 
nm 的紫外光照下与蛋白发生交联, RBP 中的交联肽段

在酶切后无法被收集, 导致在质谱上表现出信号减弱或

缺失, 因此可以通过实验组与没有代谢 4-SU 的对照组

进行信号强度比对来鉴定 RBPs(图 3a). 在胚胎干细胞

核内, 他们从肽段层面鉴定到了约 800个RBPs, 并且发

现了一些尚未被研究的结合位点. 该方法不仅实现了无

偏差的 RNA 结合蛋白质组的整体鉴定, 还能够提供

RBP 与 RNA 结合的位点信息. 但是该方法所制备的样

品中存在很多非 RBPs 的肽段, 对于一些本身丰度较低

的蛋白来说, 其交联肽段的信号很容易被淹没, 导致整

体蛋白质组的覆盖度降低.  
另一种用于 RBP 组学研究的非天然核苷酸为带有

炔基的非天然核苷酸 5-EU (5-乙炔基尿苷). 2018 年, 
Esteban 课题组[50]及陈兴课题组[51]分别开发了 RICK 
(RNA interactome using click chemistry)和 CARIC (Click 
Chemistry-assisted RNA-interactome capture)方法. 他们

在细胞中代谢了 5-EU, 在紫外交联 RNA 和相应结合蛋

白后, 利用叠氮与炔基之间的生物正交反应使复合物带

上生物素标签, 从而能够富集 RNA-RBP 复合物并完成

后续质谱鉴定(图 3b). 在 Hela 细胞中, CARIC 鉴定得到

了已知的 mRNA 和非编码 RNA 的结合蛋白, 还发现了

130 个未知的 RBPs. 相比 RBR-ID, 该方法能够将 RBPs
提取出来, 在实现无偏鉴定的同时避免了其他信号的干

扰. 

 
图 3  全局性的 RNA 结合蛋白研究手段. (a)利用 4-SU 发展的 RBR-ID 方法[46]. (b)利用 5-EU 结合点击反应发展的 RICK/CARIC 方法[47-48]. (c)利用

相分离实现 RBPs 的提取[50-53] 
Figure 3  Unbiased methods for profiling RNA binding proteome. (a) RBR-ID developed by 4-SU[46]. (b) RICK/CARIC method developed by 5-EU 
combined with click reaction[47-48]. (c) RBPs extraction by phase separation[50-53]   
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非天然核苷酸代谢为 RNA 安装了一个特殊的标记, 
使得我们可以采用更灵活的方式研究 RBPs. 但是相较

于天然核苷酸其无法实现 100%的插入, 使得一些 RNA
的信息被遗漏, 并且非天然核苷酸相关的代谢产物也容

易引起假阳性, 降低了所获 RNA 结合蛋白质组的准确

性和重复性.  

2.4  利用物化性质分离 RNA-RBP 复合物 

实际上, RNA 和蛋白质都具有其独特的物理化学性

质 , 细胞样品中常用于提取 RNA 的方法就是利用

Trizol(酸性硫氰酸胍/苯酚/氯仿)将 RNA 与 DNA 和蛋白

质分离开[52], 可见 RNA-RBP 这一共价复合物肯定拥有

与游离的 RNA 与蛋白质不同的性质. 
2019 年, 三种基于相分离的 RNA-蛋白质相互作用

捕捉技术同期发表. 它们是 XRNAX (protein-crosslinked 
RNA extraction), OOPS (orthogonal organic phase separa-
tion) 技 术 及 PTex (Phenol Toluol extraction) 技 术 . 
XRNAX 及 OOPS 技术采用较为标准的 Trizol 配方, 对
细胞样品进行交联处理后提取间相层 , 进行纯化和

RNA 酶切后获得全细胞的 RBPs(图 3c). 应用 XRNAX
策略, Krijgsveld 课题组[53]在 MCF7, HeLa 和 HEK293 三

种细胞中一共鉴定到 1753 个 RBPs, 并捕捉了亚砷酸盐

应激过程中动态的 RNA 结合蛋白质组. 而 Lilley 课题 
组[54]则利用 OOPS 策略对 U2OS, HEK293 和 MCF10A
三种细胞系进行了定量蛋白质组学分析, 总共鉴定到了

1838 种 RBPs. Beckmann 课题组[55]发展的 PTex 技术采

用了苯酚-甲苯的初始溶剂配方和酸性苯酚, 在不同 pH
下进行顺序富集最后提取得到 RNA-RBP 复合物, 他们

除了哺乳动物细胞外, 还完成了沙门氏菌的 RNA 结合

蛋白质组鉴定. 基于相变分离的研究策略能够兼容不同

类型的 RNA, 可以应用于细菌、细胞甚至组织样品的

RBPs提取, 为RNA-蛋白质相互作用的研究提供了更强

有力的工具.   
上述的 RBPs 富集策略主要都采用的是紫外交联的

方式, 也有一部分研究者会选择甲醛或者戊二醛构建

RNA-RBP 之间的共价键. 然而这两种策略都存在交联

效率较低的问题, 并且会带来额外的蛋白-蛋白交联产

物, 使得非直接相互作用的蛋白也会被提取出来, 降低

了特异性. 2022 年, 我们课题组[56]发展了新的 RBP 组学

研究手段——PhotoCAX(图 3c). 针对核苷酸和氨基酸

的化学性质, 我们开发了新的交联探针 RP-linker. 该策

略利用了 Eosin 光催化产生单线态氧的性质, 细胞经过

蓝光照射后被氧化的酪氨酸残基可以与 RP-linker 上的

氨基反应产生交联产物, 同时 RP-linker 上的呋喃也会

被氧化生成 α,β-不饱和醛与胞嘧啶交联[57-58]. 形成的

RNA-RBP 复合物后续利用 OOPS 中的相分离方法进行

提取. 相比于 OOPS 技术, 该策略在 HEK 293T 细胞系

中鉴定得到了 2044 个 RBPs, 其中有 974 个与前者有交

集, 提高了交联效率. 利用蓝光 LED 进行交联, 提高了

实验的可操作性, 并且该技术采用的光敏剂和交联分子

都是小分子, 能够在后续进行修饰改造, 提供了深入研

究具有特定亚细胞定位的 RBPs 的可能性.  
上述基于物化性质进行相分离提取的策略, 无需进

行基因改造就能够富集不同种类 RNA 的结合蛋白. 不
仅可以对多种类型的样品进行研究, 还可以分析处于不

同时间点或者状态的样品. 这一类全局性的 RBPs 提取

手段, 为 RBP 组学研究拓宽了道路, 目前已经被广泛地

用于各类 RNA 相关的研究当中.  

2.5  计算模拟分析 RNA 结合蛋白 

除了通过实验获取 RBPs 的信息外, 利用计算机模

拟以及分析也逐渐成为 RBPs 的研究手段[59]. 最常见的

分析方式就是根据已知 RNA 结合结构域, 通过数据库

比对寻找规律, 分析蛋白的结构从而推算其与 RNA 结

合的可能性[60-61]. 这种分析方式成功地发现了一些实验

中没有检测到的 RBPs. 然而具有 RBD 相似结构域的蛋

白并不一定与 RNA 有直接相互作用, 并且一些蛋白是

通过 IDR 与 RNA 结合, 很容易在模拟时被忽略[15]. 另
一种 RBPs 的预测方法是基于蛋白-蛋白相互作用网络

完成的, 2017 年 Yeo 课题组[62]报道了新的 RBPs 预测方

法 SONAR (support vector machine obtained from neigh-
borhood associated RBPs). 他们认为, 当一个蛋白能够

与越多 RBPs 发生相互作用, 它就越可能是 RBP. 因此

基于目前已知的所有 RBPs 和目标物种的蛋白-蛋白相

互作用(PPI)网络进行推演, SONAR 鉴定到了人、果蝇和

酵母中新的 RBPs, 并且经 CLIP-seq 分析证实. SONAR
是完全基于已知的数据库, 容易受到数据质量和完整性

的影响, 并且其底层设想存在一定的瑕疵, 容易引起假

阳性. 因此在已知 RBPs 较少或相互作用网络不完整的

体系中, SONAR的应用受限. 因此想要在理论计算层面

对 RBPs 进行更深入地发掘, 我们仍需要更好地理解

RNA-蛋白质相互作用的方式, 丰富 RBPs 的数据库.  

3  空间分辨的 RNA 结合蛋白质组 

上述 RNA 结合蛋白质组的研究, 为我们提供了大

量的信息, 但是其中许多蛋白与 RNA 结合所发挥的功

能, 又或是结合 RNA 对其性质的影响等都还尚未可知. 
因此, 研究者们开始针对 RBP 的一些性质进行功能性

的探索, 例如空间分布[63]. 上文中我们介绍到, RBP 能

够介导 RNA 的出核和转运, 并且参与 mRNA 在内质网

膜上的共翻译过程. 除此之外, 利用 APEX-seq 研究空

间转录组时, Ting 课题组[64]发现线粒体外膜上存在相当

数量的 RNA. 因此 RBP 的空间分布, 对其具体功能的

探索具有相当重要的意义.  
此前曾有研究者利用核质分离的方式研究细胞核

内的 RBPs[65], 但这种方式所获的各组分之间的污染比

较严重, 且无法精确地研究一些特定的亚细胞结构, 尤
其容易丧失细胞器膜上的蛋白信息. 因此在 2021 年, 
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Ting 课题组[66]利用 APEX2 的空间组学研究优势, 结合

OOPS 的 RBPs 提取技术, 发展了 APEX-PS 策略(图 4
上). 利用该策略, 他们得到了细胞核、核仁以及线粒体

外膜的 RNA 结合蛋白质组信息.  
他们在无膜的核仁中鉴定得到大量经典的核仁内

RBPs, 比如核糖体蛋白和 snoRNP 组成蛋白等等. 另外

还发现了九个未知的核仁 RBPs, 其中他们验证了

MIS18A 和 ATAD5, 发现它们的确具有 RNA 结合能力

以及核仁定位. 在嘌呤霉素的处理下, APEX-PS 鉴定得

到 15 个不依赖于核糖体而结合 RNA 的线粒体外膜

RBPs. 其中对 SYNJ2BP 进一步的功能探索中, 他们发

现这一蛋白能够影响 5 个 mRNA 对线粒体外膜的靶向, 
其中 3 个对应的蛋白是氧化磷酸化复合物的重要成分. 
在细胞压力下 , 敲除 SYNJ2BP 会显著延缓这五个

mRNA 靶标的蛋白合成速度, 说明 SYNJ2BP 其可以通

过调控线粒体外膜上特定 mRNA 的翻译从而参与到细

胞压力反馈过程中.  
这一研究充分说明, RBP 空间组的研究能够为我们

解析细胞生理过程的分子机制提供相当重要的信息. 随
着空间蛋白质组学技术的发展, 其可以很好地与 RBPs
提取技术结合起来, 完成这些问题的探索[45]. 例如在应

激过程产生的一些无膜细胞器, 如应激颗粒, P body 还

有炎症小体中, 都存在着 RNA 和蛋白质之间的相互作

用[67]. 目前研究无膜细胞器蛋白质组的主要方法是邻

近标记技术, 如果能够将邻近标记酶与无膜细胞器中已

知的标志蛋白融合表达(图 4 中), 利用组学手段解析该

类空间限域中的 RBPs, 对于理解无膜细胞器的形成和

变化有所助益, 特别是神经退行性疾病这类有丰富相变

的体系. 另外, 还可以将分析得到的 RBP 作为靶标, 调
控生理过程, 助力药物研发. 

4  RNA 结合蛋白的翻译后修饰组 

蛋白质的另一重要性质就是翻译后修饰, 其极大地

提高了蛋白的异质性, 使得蛋白具有更为多样的功能. 
对于RBPs来说, 翻译后修饰可能会影响它与RNA的相

互作用, 来调控其在生理过程中的功能. 以神经退行性

疾病为例, RBP 上翻译后修饰的发生或变化是其病理性

变化的关键[68]. 肌萎缩侧索硬化症(ALS)和额颞叶痴呆

(FTD)中有两个极为关键的 RBPs——FUS[ 6 9 - 7 0 ]和

TDP-43[71]. FUS 上具有丰富的修饰位点, 其 N 端低复杂

度区域的丝氨酸/苏氨酸磷酸化在体外实验中能够降低

相分离的程度[72], 而 RRM 区域上的乙酰化能够调控与

RNA 的相互作用[73]. 对于 TDP-43 来说, 糖基化修饰抑

制了其自身的过度磷酸化, 使得其在培养细胞中的溶解

度增加 ,  并提高它对 mRNA 的剪接活性 [ 7 4 ] .  另外

TDP-43 的多聚 ADP 核糖基化修饰(Poly(ADP-ribosyl)- 
ation, PARylation)是其形成应激颗粒的决定因素之一, 
对于神经系统中异常蛋白聚集具有重要调控功能[75]. 

在植物细胞上的研究也同样说明了翻译后修饰对

于RNA-RBP相互作用的影响. 免疫调节RNA结合蛋白

IRR 在上游植物诱导肽受体(Plant Elicitor Peptides Re-
ceptors, PEPRs)激活后能够瞬时去磷酸化 ,  减少与

CPK28 的结合, 抑制正常的选择性剪接. CPK28 的功能

受损导致免疫信号转导和防御能力的增强, 同时反馈调

节 PEPR 的信号转导能力. 因此针对 RBPs 的功能探索 

 
图 4  功能性 RNA 结合蛋白质组的研究手段及展望. 结合邻近标记技术研究亚细胞空间的 RBPs 及结合翻译后修饰富集手段研究 RBP 的翻译后

修饰组 
Figure 4  Tool and prospect of functional RNA binding proteomics. Profiling subcellular RNA-binding proteomes with proximity labeling techniques and 
profiling post-translational modification proteome of RBP with corresponding enrichment methods  
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中, 翻译后修饰是非常值得关注的性质[76].  
在已有的 RNA 结合蛋白质组学研究基础上, Flynn

和 Spitale团队[77]将RBPs与蛋白质翻译后修饰数据库进

行交叉比对, 发现翻译后修饰广泛存在于 RBPs 中, 其
中最为丰富的是磷酸化. 不仅如此, 与 74.5%的蛋白质

的随机翻译后修饰位点相比, RBPs 的翻译后修饰位点

具有明显的保守性, 说明这些位点对于进化过程具有重

要作用 .  在分析疾病相关的数据时 ,  他们发现大量

RBPs 上的翻译后修饰位点与癌症相关. 例如 SF3B1 的

K700E 就是一个突变十分频繁的位点, 谷氨酸突变能够

破坏该位点的泛素化从而影响其与pre-mRNA的相互作

用以及对分支点序列的识别 ,  增加了隐藏位点的剪 
切[78]. 另外 TP53 上 230 位的甲基化对蛋白功能的影响

也十分突出.  
针对单个 RBP 的翻译后修饰分析以及全局性的交

叉比对都揭示了翻译后修饰对 RBP 功能及其在细胞动

态过程的扮演的角色所具有的巨大影响. 然而对于RBP
翻译后修饰组, 目前尚未有较好的研究工具或者富集流

程. 在第二节中, 我们介绍了全局性的 RBPs 分离手段

OOPS, 它能够用于复杂的细胞或者组织样本, 如果将

其和翻译后修饰的富集手段结合起来(图 4 下), 有望实

现 RBP 翻译后修饰组的鉴定, 并针对某一细胞状态或

者特定疾病模型中分析其修饰水平的动态变化. 在所获

得的蛋白质组及修饰信息中, 探索 RBP 参与生理过程

的分子机制.  

5  总结与展望 

从 2012 年利用 Oligo-dT 磁珠捕捉带有 poly-A 尾巴

的 RNA-RBP 复合物开始, 研究者们已经开发出多种高

通量的 RBPs 鉴定手段, 绘制细胞层面 RNA-蛋白质的

相互作用图谱, 为深入了解转录后调控的分子机制提供

了强有力的工具. 这些 RBP 组学研究工具, 利用不同的

交联方式以固定 RNA-RBP 间的非共价作用, 并采取不

同的富集方式获取 RNA-RBP 复合物. 不论是特定的

RNA 还是无偏的全局 RNA, 都有相应捕捉其结合蛋白

质的手段. 在现有基础上, RBPs 的组学解析还需要从以

下几个方面发展以达成对生理过程的进一步理解.  
在鉴定工具方面, 目前的交联方法还有很大的进步

空间, 即使一定程度上规避了甲醛交联引起的假阳性和

UV 交联的低效, 利用光催化实现共价交联的方式效率

仍有待提升. 从操作层面上看, 多次孵育光敏剂和交联

分子可能对细胞的实时状态仍有影响. 因此发展更安全

高效的交联手段如设计新的交联分子, 对提高 RBPs 的

鉴定效率来说是较为可行的. 在 RNA-RBP 复合物富集

方法上, 可以尝试萃取效率更高的溶剂成分和配比, 缩
短实验流程从而尽可能地降低系统误差. 改进 RBPs 获

取方式, 能够使得最终的数据准确性和可重复性有所提

升.  

另外, 随着转录组和蛋白质组学数据量的爆炸式增

长, 如何发掘组学数据获得有效的信息并针对性地进行

研究十分必要. 因此, 围绕 RBPs 的某种关键性质发展

功能蛋白质组学研究方法也提上了日程. 目前 RBP 的

空间分布与其相互作用 RNA 之间的关系仍是迷雾重重, 
潜在的分子机制有待发掘. 在APEX-PS之外, 需要有更

多的空间蛋白质组学技术应用到该领域 . 不仅如此 , 
RNA 转录后修饰和 RBP 翻译后修饰在 RNA-RBP 相互

作用和细胞过程的所发挥的功能也是值得探索的宝藏. 
目前我们缺乏检测和研究复杂样品中 RBP 翻译后修饰

组的方法. 将转录后调控和翻译后事件联系起来, 能够

帮助我们解析动态过程中 RNA 直接相关的分子机理.  
最后, 验证和分析数据组中的候选蛋白的功能是不

可或缺的. 在上述的 RBPs 鉴定手段中, 有一些不仅能

够获得蛋白质组的信息, 还能获得相应的 RNA 信息. 
解析候选蛋白相互作用的 RNA, 或许能够更好地理解

该 RBP 的功能[10]. 目前已有一系列带有光交联基团的

赖氨酸, 它们可以通过代谢插入或者位点特异地引入活

细胞的蛋白质中, 研究特定蛋白相互作用组学信息. 其
中 Diazrine 基团在 365 nm 的紫外光照下不仅能够交联

相互作用的蛋白质, 还能够交联相互作用的 RNA[79-80]. 
这种交联方式分子间距离短, 能够固定直接的相互作

用. 采用这种针对性的交联方式并结合 OOPS 流程能够

提取相互作用 RNA, 经过测序后绘制该 RBP 的对应的

RNA 图谱. 这样不仅能对所获的 RNA 结合蛋白质组信

息进行验证 , 还使得复杂的蛋白质组信息能够落到

RNA 层面, 更好地解析 RNA-蛋白质相互作用在生理过

程中发挥的功能.  
RNA 结合蛋白的组学解析具有很大的应用潜力, 

其既可以作为 RBP 功能探索的有用工具, 也可以作为

未来药物开发的先导. 但如何能够开发得心应手的工

具, 又如何用好这个工具, 还需要研究者共同努力深耕.  
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