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针对蛋白质转运的研究方法进展
王哲1  徐平勇1,2*

(1中国科学院生物物理研究所, 北京 100101; 2中国科学院大学生命科学学院, 北京 100049)

摘要      蛋白质在核糖体被翻译出来后通过转运在细胞内的区室形成特殊定位和极化分布, 
这对于蛋白质发挥正常功能至关重要。新型标记技术和成像策略的出现能够直接观察到细胞内蛋

白质的转运过程, 以及用于研究转运调控的分子机制。该文着重于综述研究蛋白质转运的技术与

方法策略。
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Abstract       Special localization and polarization distribution of protein which are achieved by trafficking 
after translation in ribosome is essential to maintain normal function of proteins. The emergence of novel labeling 
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1   引言
细胞的功能承担者主要是蛋白质。大部分研究

者都关注蛋白质的功能、修饰以及在细胞生命活动

中承担的角色。但是, 蛋白质在核糖体被翻译出来
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后通过转运过程在细胞内的特殊定位和极化分布来

发挥功能, 但是对蛋白质的转运过程和调控还了解

的不多。分泌细胞又是如何调控蛋白在分泌系统中

的成熟和释放, 也一样亟待解决。有研究表明, 细胞

的囊泡转运系统有非常复杂的类型[1]。而在神经细

胞中, 突触的可塑性和学习、记忆等多种现象相关, 
而这些现象的机制都涉及了受体蛋白和离子通道蛋

白在膜上的分布改变, 是蛋白质转运的一方面。因

此, 对这个过程的研究是对细胞生命活动理解的重

要步骤。针对所研究的问题需要灵活选择什么样的

研究方法。总体而言, 蛋白质的转运是一个动态过

程, 对于这个动态过程的研究, 最直观的就是用荧光

显微镜观察。选用什么标记分子, 怎么样做脉冲追

踪, 如何降低荧光背景, 如何诱导转运过程的发生, 
以及化学生物学在此类实验的应用, 都是实验设计

需要考虑的方面。本文重点关注这几部分研究蛋白

质转运的方法和策略。

2   目的蛋白的标记分子
研究目的蛋白的转运行为特性, 要求研究者可

以直接观察到目的蛋白。标记蛋白可视化通常都需

要对蛋白实现荧光标记, 现有的荧光标记一般是荧

光蛋白、荧光染料和量子点。

2.1   荧光蛋白

二十世纪九十年代, 绿色荧光蛋白(GFP)基因

首次被克隆[2]和表达[3], 很快就被用于活细胞内目的

蛋白的标记和观察[4-5]。随着之后的研究和发展, 荧
光蛋白成为实验室最常用的荧光标记手段。而且之

后也逐渐获得了越来越多不同类型的GFP的突变体[6]

和以及来自其他海洋发光生物的荧光蛋白[7-8], 根据

其不同的光学特性而适应于不同类型的实验。

2.2   荧光小分子

利用化学小分子染料通过各种方式对蛋白标

记, 从而使转运过程可视化。相比较荧光蛋白而言, 
小分子荧光染料具有多种显著的优势。(1)分子量小, 
对蛋白的功能和运动特性影响较小。(2)荧光染料的

光稳定性更好, 荧光强度也更高。但是小分子荧光

染料的最大劣势在于对特定蛋白的标记较荧光蛋白

复杂, 除了通过化学生物学的方式将染料化学偶联

到特定的序列肽段上, 还可以使用两种染料FlAsH-
EDT2和ReAsH-EDT2, 这两种染料能够特异性结合

含有四个半胱氨酸残基的肽段, 并且从无荧光转变

为发绿色和红色荧光[9]。(3)由于存在非共价结合的

荧光染料与目标蛋白动态结合的化学平衡问题, 自
由存在的未结合染料分子具有强的背景荧光, 使得

记录到的荧光信号不一定表征目标蛋白的定位。

2.3   量子点

量子点是一种半导体材料颗粒, 尺寸仅为几个

纳米。这种材料具有光致发光的特性, 且其发光频

率可以通过改变其尺寸和大小来调整。量子点具有

高亮度和高稳定的优良特性。最近, 已经有研究把

量子点用于神经细胞中受体蛋白的转运追踪[10-11]。

量子点的高稳定性有利于长时间的荧光观察, 而其

发光波长的易调节使得方便与多色标记。但是, 如
何标记目的蛋白、如何使量子点进入细胞以及降低

量子点的毒性是量子点能否广泛用于荧光标记的关

键。通过对目的蛋白生物素标记, 再以链霉亲和素

偶联的量子点标记, 研究突触后囊泡运输。例如, 利
用该方法揭示了可溶性淀粉样蛋白-β(sAβ1-42)如何

抑制突触后囊泡运输, 继而导致AD的新机制[12]。利

用DNA的互补配对也可以用来实现对特性蛋白质

的标记[13]。对甲型流感病毒进行标记, 从而观察到

病毒是怎么利用细胞的自噬元件入侵细胞内, 使人

们更好地理解病毒入侵和细胞自噬之间的关系[14]。

3   基于化学生物学的标记方法
化学生物学的标记方法, 常用的方式(如SNAP-

tag等)是利用酶促反应, 将带有荧光基团小分子的底

物共价偶联到目的蛋白上。SNAP-tag来源于人的

O-6-烷基鸟嘌呤DNA烷基转移酶(hAGT), 能够结合

O-6-苄基鸟嘌呤[15]。将hAGT与目的蛋白融合表达, 
然后用膜通透的用荧光基团修饰的O-6-苄基鸟嘌呤

孵育, 使hAGT将底物偶联到酶的活性位点的半胱氨

酸残基上[16]。由于起初所使用的hAGT融合蛋白与

内源的hAGT区分度不够, 造成较高的背景信号。所

以需要使用hAGT缺陷的细胞或者在标记前用针对

内源hAGT的抑制剂处理细胞[17]。后来, 研究者获得

了SNAP-tag来代替hAGT, SNAP-tag是基于噬菌体

展示技术直接进化获得的hAGT的突变体[18], 比野生

型的hAGT分子量更小, 但是催化反应速度是原有

的50倍[19], 大大降低了荧光背景。之后又获得另一

种突变CLIP-tag[20]。CLIP-tag优先使用苄基胞嘧啶

作为底物, 减少内源hAGT引来的背景。CLIP-tag和
SNAP-tag可以共用, 实现双色标记。
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相比较其他的化学生物学方式标记, 由于SNAP-
tag是对酶蛋白自身标记, 所以不需要额外表达酶蛋

白, 只需要直接在目的蛋白末端直接融合SNAP-tag或
者CLIP-tag。SNAP-tag标记技术被用于研究细胞核中

的核糖体小亚基, 通过稀疏的染料底物孵育, 实现对

单个核糖体小亚基的标记和追踪[21], 之前对于核糖体

亚基生物合成的生物化学和分子细节已经有了一定

的了解, 这为之后对核糖体的运输和输出动力学的

进一步了解提供了研究方法。用SNAP-tag和CLIP-
tag双色标记E-钙黏素和Na、K-ATP酶观察转运行

为, E-钙黏素比Na、K-ATP酶有更快的传递速度, 而
且不能被通常阻滞大多数蛋白转运的19 °C所阻断。

这表明, 细胞中存在的不同运输类型的运输囊泡[22]。

细胞内的磷酸泛酰巯基乙胺基转移酶可以将

辅酶A上的磷酸泛酰巯基乙胺转移到酰基载体蛋白

的保守丝氨酸残基上, 而且该酶耐受CoA末端硫醇

的广泛修饰, 允许将广谱荧光团转移至标记蛋白质

上, 且目的蛋白的识别序列可以缩小至12个甚至8个
氨基酸残基[23-24]。基于此也发展出另一种识别序列

很短(相比于SNAP-tag)的标记方式。将12个氨基酸

残基的A1 tag、EGFP和Smoothened(Smo)三者融合

表达, 选择性标记细胞膜上的Smo蛋白, 研究其膜上

的转运过程, 回答了初级纤毛上的Smo蛋白的来源

问题[25]。这种蛋白标记方式也同样可以用来研究其

他类型的膜蛋白的内化, 比如GPCR。GPCR作为细

胞间信息交流最重要的信号受体分子, 涉及多种细

胞的生命过程, 而且大部分的药物都是以GPCR作为

受体的。研究GPCR受体的内吞和上膜对于理解细

胞GPCR的信号调控机制非常重要[26], 对于药物的研

发和机制研究也具有重要意义。

4   针对内源蛋白质的标记方式
通常在细胞内标记某一蛋白质时, 都是通过外

源表达融合蛋白的方式。对于某些蛋白质而言, 过
表达会显著影响细胞的生存状态和生命过程, 出现

相应的过表达表型[27]。这种情况下实验结果则不

能排除可能的未知影响因素, 而且不能表征细胞内

该蛋白质的表达水平。因此, 采用胞内抗体的方式

就能实现对内源蛋白质的标记和活细胞成像。通

过噬菌体展示技术, 筛选出具有对GTP结合构象的

GTP酶-Rab6有特定亲和力的胞内抗体。Rab6在高

尔基体和转运中间体上使GTP结合构象。通过这个

方式实现对特定的Rab6转运追踪[28]。但是对于通常

的scFv, 需要形成二硫键稳定构象, 而细胞内表达的

scFv获得正确构象相对困难[29]。所以, 利用与免疫

球蛋白相似的纤连蛋白III型结构域(FN3)代替, FN3
的折叠不需要二硫键, 结构更稳定, 同样可以通过噬

菌体展示技术筛选获得高亲和力的FN3片段。这表

明, FN3可以代替scFv作为胞内抗体的选择[30]。

当然对于内源性的蛋白质的标记并不局限于

使用胞内抗体, 而且对某一特定蛋白质的胞内抗体

不容易获得。从CRISPR技术出现之后, 研究者可以

在实验室内方便得到各种类型的敲除、敲入细胞系。

因此, 直接在目的蛋白的基因组序列中敲入荧光蛋

白或者可以被识别的特定序列, 即可实现对内源蛋

白质的成像观察。但是对于敲入完整的荧光蛋白序

列, 效率相对较低。为此, 研究者又发展出能够荧光

自补的荧光蛋白[31]。通过在mNeonGreen(mNG)的第

十到第十一个β折叠片之间插入32个柔性氨基酸, 然
后通过随机突变, 筛出荧光强度明显增强的mNG2。
通过这种方式获得的mNG2(1~10)和mNG2(11)具有

这样的自行相互补充为完整荧光蛋白的特性(图1), 
而且单独的mNG2(1~10)几乎无荧光。通过敲入16
个氨基酸片段mNG2(11), 以及过表达mNG2(1~10)
片段来实现细胞内的内源蛋白标记成像。这种标记

方式敲入的片段很小(16个氨基酸残基), 相比较胞

内抗体而言, 背景荧光很低, 在成像过程中只要转染

过表达mNG2(1~10)片段, 操作方便。

5   脉冲追踪的方法
对于活细胞内、通常在任何时间内观察到的

细胞内标记蛋白都处于动态合成、转运、降解等状

态, 在细胞中的定位往往出现在整个转运途径, 会在

细胞中的很多位置都观察到荧光。在细胞中直接动

态监测蛋白质从合成后转运到亚细胞器的过程具有

挑战性。因此, 对于蛋白质的转运追踪, 采取一个巧

妙的脉冲追踪方式是非常重要的。在标记类型中, 
我们知道可以直接利用染料FlAsH-EDT2和ReAsH-
EDT2特异性标记四半胱氨酸基序, 有研究者通过对

AMPA受体的羧基末端插入四半胱氨酸基序, 从而

研究新合成的AMPA受体的转运[32]。通过短暂添加

荧光染料对蛋白质进行部分染色, 实现了一种简便

易行的脉冲追踪方式。这种标记方式可以避免过强

的荧光信号, 同时减少新生成的蛋白质对观察的影
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响, 但是并不能排除完全成熟的蛋白质信号干扰。

除了上述所说的小分子荧光染料, 人们还发展

出其他的多种类似方式, 比如TimeSTAMP系统[33]。

TimeSTAMP系统是依次在目的蛋白羧基端依次偶

联YFP的氨基端片段, NS3蛋白酶识别位点, NS3蛋
白酶结构域, NS3蛋白酶识别位点, YFP的羧基端片

段。由于酶的识别和剪切, 融合蛋白断裂为多个肽

段碎片, 并随后在细胞内降解。由于YFP不能组装

成完整荧光蛋白, 所以在通常情况下细胞内没有荧

光信号。但是一旦使用膜通透的NS3蛋白酶抑制剂

就会使融合蛋白保留, 不被酶切, 新合成的蛋白随着

折叠和成熟, 组装为完整YFP, 产生荧光。相比较而

言, 特异性小分子荧光染料会对所有目的蛋白进行

标记, 包括成熟的静止蛋白, 而这种标记方式只会使

加入抑制剂后合成的新生蛋白产生荧光。

传统的用于研究蛋白质转运和分泌途径的可

视化脉冲追踪方式, 利用的是温度敏感性VSVG蛋

白突变体(VSVG-ts045)。VSVG-ts045在较高的温

度下(40 °C)是单体形式, 而到了32 °C又变为三聚

体[34]。单体的VSVG不能离开内质网, 而三聚体的

VSVG可以自由地从内质网转运到高尔基体[35]。利

用这种特性, 当细胞在40 °C培养12 h后, VSVG-
ts045-GFP几乎都定位于内质网, 而降到32 °C后使

其从内质网中迅速释放出来, 囊泡中相对大量的转

运蛋白质使得转运囊泡清晰可见。分泌系统具有一

种特性, 就是在低温(15 °C)条件下, 转运囊泡被限制

进入高尔基体, 从而在内质网–高尔基体中间区(ER-
Golgi intermediate compartment, ERGIC)积累, 而当

在20 °C条件下孵育又会使蛋白质滞留于反式高尔

基体网络[36]。因此, 通过调整培养细胞的温度, 就可

以实现对细胞内转运蛋白在分泌途径上的精细调

控, 从而方便完成脉冲追踪试验[37]。

研究者开发出与利用使VSVG-ts045蛋白质滞

留在内质网上的脉冲追踪方式相似的系统, 通过将

目的蛋白束缚在某一细胞器或者区域上, 然后突然

释放。这样的系统有RUSH和CUTE。RUSH系统利

用了链霉亲和素结合蛋白(SBP)与链霉亲和素的亲

和性小于生物素与链霉亲和素的亲和性。细胞表达

一个锚定在内质网膜上的链霉亲和素, 比如通过添

加跨膜结构域和KDEL序列使其稳定置于内质网上, 
同时表达带荧光的目的蛋白融合有SBP基序。在正

常培养条件下, 目的蛋白的SBP基序与链霉亲和素

的锚定蛋白结合, 从而在内质网上积聚, 当在培养

条件下外加生物素, 生物素与SBP基序竞争结合链

霉亲和素, 从而使目的蛋白从内质网上释放出来[38]

(图2)。这与VSVG-ts045所达到的效果类似, 但是比

VSVG-ts045更好的地方在于, 生物素不具有细胞毒

性, 同时不需要对培养温度进行调整, 避免了因此带

来的对细胞生命活动的潜在影响。

CUTE系统和RUSH一样是利用SBP和生物素

与链霉亲和素的竞争性结合。与RUSH系统不同的

是, 报告蛋白后融合表达多拷贝SBP, 而且其信号定

位序列(NLS等)位于SBP内部或者紧跟SBP, 当细胞

共表达可溶性的链霉亲和素时, 两者相互结合形成

多聚体, 从而掩盖定位信号序列。一旦在细胞培养

液外加生物素, 就会使多聚体解离, 暴露定位信号, 
即可观察蛋白向某个特定的细胞器或者细胞结构的

转运过程[39]。相比RUSH系统, CUTE系统使用可溶

性的链霉亲和素, 不需要锚定在某个结构上, 操作起

来更加方便。这个系统还扩大了其对蛋白质转运过

图1   mNG2(1~10)和mNG2(11)的荧光自补行为(根据参考文献[31]修改)
Fig.1   Self-complementation of mNG2 (1-10) and mNG2 (11) (modified from reference [31])
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程的研究范围, 因此可以实现对分泌途径之外的蛋

白质转运活动的观察。

6   通过FRAP或者光激活光转换降低荧

光背景
直接表达GFP的融合蛋白, 由于细胞中大量存

在固定的成熟蛋白, 往往背景荧光比较高。这种情

况可以通过使用FRAP得以改善。FRAP利用能量

较高的激光照射细胞的某一区域, 使其发生不可逆

的光漂白, 然后用低能量激光观察该区域的荧光恢

复情况。FRAP实验可以获得关于蛋白质转运的两

个参数: 运动分数Mf和扩散常数D。从而不仅仅是

观察蛋白质转运, 同时还可以定量分析蛋白质转运。

这种技术从1998年开始在神经细胞中被用于研究蛋

白质的转运过程[40], 尽管最初这项技术是为了研究

蛋白质在膜上的扩散, 用于说明膜的流动性[41]。在

2000年的一项研究中, 通过联合应用FRAP和VSVG-
ts045方法, 一定程度上揭示了VSVG-ts045在40 °C
条件下积聚在内质网中的原因[42]。这表明, 这个积

聚过程不是通过被固定或者回收的机制实现的。

FRAP技术的光漂白过程会产生活性自由基, 
对细胞产生伤害, 这就让FRAP技术的使用受到了

一定的限制。如果采用光激活荧光蛋白就可以避免

这个问题。第一个被分离鉴定的光转换荧光蛋白是

Kaede[43], 之后又发现了多种不同类型的光激活荧光

蛋白。这些光激活荧光蛋白可以分为两类, 一种是在

光激活条件下发生荧光强度的增强, 另一种则是发生

荧光波长改变(可逆或者不可逆), 即光转换[44]。这项

技术被很好地应用在了蛋白质的转运机制研究中。

淀粉样蛋白前体蛋白(APP)羧基末端融合了paGFP, 
paGFP具有比较低的基础荧光, 但可以用413 nm光

刺激它以产生强烈且稳定的绿色荧光。同时, 表达

与青色荧光蛋白(GalT-CFP)融合的高尔基的标志蛋

白—半乳糖基转移酶, 青色荧光蛋白的荧光被用

来激活paGFP, 就使得可以在反式高尔基体中准确

地光活化APP。研究发现, 大部分的APP快速移动到

溶酶体而没有出现在细胞表面, 然后通过分泌酶样

的切割从溶酶体中被清除[45]。

7   诱导蛋白质相互作用
7.1   小分子诱导相互作用蛋白

诱导蛋白质相互作用常用的经典方法是FKBP/
FRP系统。FKBP蛋白可以特异性识别mTORC1并
抑制其功能。FRP是mTOR上与FKBP发生相互作用

的功能结构域。通常FKBP和FRP不发生相互作用, 
当雷帕霉素加入后, 两者就形成异源二聚体[46]。这

种在化学小分子诱导下的相互作用可以被用来人

为调控两个分子或者复合物的偶联, 特别是当其中

一个为标记的某个蛋白或者亚细胞结构, 而另一个

为分子马达时。这就使得人们可以在诱导条件下可

图2   RUSH系统原理示意图(根据参考文献[38]修改)
Fig.2   Schematic representation of RUSH system (modified from reference [38])
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视化标记物的定向运输。由于这个系统是从哺乳动

物细胞中被筛选出来的, 因此为了避免对内源性的

FKBP/FRP产生影响, 通常都是使用雷帕霉素类似物

作为诱导分子。通过化学诱导异源二聚化, 可以控

制特定蛋白质的位置与转运[47]。细胞内微管的取向

已经被了解得比较清楚, 但是还没有很好的方式鉴

定微丝的取向, 通过FKBP/FRP系统诱导肌球蛋白和

过氧化物酶体之间的相互作用, 观察过氧化物酶体

的定向转运来确定微丝的取向。近端轴突中的肌动

蛋白丝主要以其正端面向细胞体, 而在树突中则有

相同数量的肌动蛋白丝指向任一方向[48]。

FKBP蛋白还具有这样的一种特性, 就是在添加

细胞渗透的FK1012-A下, FKBP相互之间可以形成

多聚体。因为FK1012-A可以和两分子的FKBP蛋白

结合, 所以当细胞表达FKBP和网格蛋白轻链的融合

蛋白时, 就会影响网格蛋白高度有序的三维结构装

配, 从而显著抑制网格蛋白依赖的内吞过程[49]。另

外对FKBP的36位氨基酸进行突变, 使其从苯丙氨酸

突变为甲硫氨酸, 获得的突变体FKBPF36M可以形成

同源二聚体, 且可以在雷帕霉素的衍生物AP21998
作用下解离[50]。根据这种突变的FKBP蛋白的特性, 
设计四个重复的FKBP融合蛋白; 融合蛋白在内质网

中形成多聚蛋白, 这样的聚合蛋白不能被转运至高

尔基体, 从而在内质网中滞留; 添加AP21998可以使

多聚物解离, 蛋白单体向高尔基体转运[51]。

7.2   光诱导相互作用蛋白

对于FKBP/FBP系统, 由于是从哺乳动物细胞获

得的, 因此通过突变及采用雷帕霉素的类似物来避免

对细胞的内源蛋白产生反应, 从而影响细胞的生理状

态。尽管如此, 仍然不能排除可能的化学小分子对细

胞生命活动的影响。于是, 有研究者采用光诱导的相

互作用方式来研究蛋白质的转运。已有的光诱导相

互作用或者光诱导解离的系统有PhyB/PIF[52]、CRY2/
CIB1[53]、UVR8。CRY2/CIB1是光诱导的相互作用, 
可以用来代替FKBP/FRP系统实现对细胞蛋白质转

运到调控, 而且, CRY2/CIB1还可以采取类似于FKBP
的方式破坏网格蛋白依赖的内吞过程以及影响微丝

的聚合[54]。UVR8是一种对UV-B光辐射敏感的二聚

体蛋白, 在该光照条件下, 会诱导二聚体的解聚[55]。

UVR8光致解聚的特性可以同样用来设计光控的蛋白

质分泌系统, 代替小分子诱导[56]。类似于FKBPF36M, 
使用两个重复的UVR8结构域就可以设计光调控分

泌的融合蛋白。虽然光诱导型蛋白聚合或者解聚技

术比起化学小分子诱导更方便简洁, 也较少影响细

胞的生命活动, 但同样也有其劣势。在实际研究过

程中, 对细胞的光毒性、照射波长与荧光分子的激

发光和发射光之间的重叠等, 这些因素一定程度上

限制了光诱导型蛋白聚合或者解聚技术的使用[57]。

8   展望
尽管已经有多种方法被用于蛋白质转运的成

像过程中, 但是这些方法依然都有相应的缺陷。总

体上说, 对于现行的转运研究而言, 灵活地组合使

用上述技术作为实验设计的思路, 能获得更好的

实验结果。随着对很多生命活动生物学机制的阐

明, 也会因此而获得更多的分子操纵工具, 类似于

FKBP、SNAPtag等。研究者可以在分子水平上非

常精细地操控生物活动进程, 方便蛋白质转运的观

察。相比较其他标记方式而言, 荧光蛋白具有独特

的方便操作, 因此受到研究者的青睐。但是, 其光

漂白仍然是限制其使用的最大因素, 特别是在研究

蛋白质转运的实验中, 要求对目的蛋白的连续观察, 
即长时间的激发。因此, 获得更稳定的荧光蛋白依

然是最大的需求。除此之外便是获得不同于传统

荧光蛋白激发和发射波长且更优良的光学性质的

荧光蛋白。

其次, 多数研究蛋白质转运的实验室以细胞系

为研究对象, 但是由于机体是复杂的三维结构, 而蛋

白质转运极为重要的神经细胞其结构更为复杂。通

过挑选相对透明的线虫作为模型, 有研究者已实现

了在体观察囊泡转运[58]。而在2004年开发出了选择

性平面照明显微镜(SPIM), 使整个样品实现高分辨

率、光学切片成像, 并用其观察到了相对不透明的

果蝇的胚胎发生[59]。因此, 怎么构建模拟三维结构

的神经网络模型作为实验或者在组织水平上进行成

像观察, 也将是这一领域最大的一个挑战。
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