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APEX/APEX2邻近标记方法在膜蛋白研究中的应用
刘云1  臧奕2*  李佳1,2*

(1中国药科大学, 南京 210009; 2中国科学院上海药物研究所, 上海 201203)

摘要      膜蛋白(membrane proteins, MPs)参与人体内各种复杂的生命活动, 了解MPs的结构、

功能以及它们的相互作用网络是揭示相关蛋白如何参与复杂的生物学过程的前提。随着蛋白结构

预测、结构解析等方面的一系列技术的不断发展, 结构获得破解的MPs的数量一直在稳步增加, 但
是, 关于MPs结构和功能的信息仍然非常稀缺。近年来, 基于工程抗坏血酸过氧化物酶(engineered 
ascorbate peroxidase,  APEX/APEX2)的邻近蛋白标记技术被广泛应用于探索MPs的亚细胞定位、解

析MPs的拓扑结构, 追踪MPs的动态迁移过程, 以及寻找MPs的相互作用蛋白, 该方法为空间受限的

MPs的系统分析提供了一种高通量的方法。该综述归纳总结了APEX/APEX2依赖的邻近标记方法

在MPs研究中的应用, 为MPs的深入研究提供了方法和技术参考。
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The Application of APEX/APEX2-Based Proximity Labeling in MP Research
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Abstract       MPs (membrane proteins) are involved in various complex life activities in human body. Under-
standing the structure, function and interaction network of MPs is the premise of revealing how the proteins partici-
pate in complex biological processes. With the continuous development of a series of technologies in protein struc-
ture prediction and analysis, the number of MPs whose structures have been cracked has been increasing steadily. 
However, information about the structure and function of MPs is still very scarce. Recently, the proximity labeling 
technology based on engineering ascorbate peroxidase (APEX/APEX2) has been widely used to explore the sub-
cellular localization and topology of MPs, track the dynamic migration of MPs, and find the interacting proteins 
of MPs. This method provides a high-throughput method for the system analysis of space constrained MPs. This 
review summarizes the application of APEX/APEX2-based proximity labeling in MP research and provides some 
methods and technical references for the in-depth study of MPs.

Keywords       membrane protein; APEX/APEX2; proximity labeling; subcellular localization; topology; pro-
tein-protein interaction

膜蛋白(membrane proteins, MPs)是指分布于细

胞膜、核膜以及细胞器膜等生物膜的蛋白, 包括单

次或多次跨脂质双分子层的整合膜蛋白, 与脂质双

分子层或整合膜蛋白以氢键结合分布于生物膜表面

的外周膜蛋白, 以及与脂分子共价结合插入脂质双

分子层的脂锚定蛋白[1]。据统计, MPs约占人类所有
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基因编码蛋白质的30%[2], 它们通过介导物质运输、

发送和接收化学信号、传播电脉冲、调节细胞内囊

泡转运、控制膜脂组成等方式 , 在组织和维持细胞

器和细胞本身的形态和功能方面发挥重要作用 [3]。

MPs的异常表达或缺失通常与一些严重的疾病, 如
内质网膜蛋白Snx14与小脑共济失调相关 [4]; 内质网

膜蛋白SIGMAR1的缺陷会损害线粒体清除 , 从而引

起自噬相关的疾病[5]; 核膜蛋白LBR和Emerin突变或

核膜缺陷分别与雷诺氏综合征(Reynolds syndrome)、
肌肉营养不良(X-linked Emery-Dreifuss muscular 
dystrophy, X-EDMD)相关等[6-7]。

MPs在广泛的生物过程中起着至关重要的作

用, 它不仅是基础研究的重要方向, 而且已经成为

药物开发的关键靶点, 在现有的药物靶点中, MPs占
50%以上[8]。然而, 迄今为止人们对MPs结构与功能

的认识只是冰山一角, 对MPs的深入探索急不可待。

MPs的特殊膜定位, 导致膜蛋白的纯化难以实现, 且
膜蛋白抗体的灵敏度和特异性难以满足实验要求。

因此, 蛋白研究的一系列经典方法并不适用于对膜

蛋白的研究。为了深入研究膜蛋白结构与功能, 人
们开发了一种新方法—邻近蛋白标记技术[9], 其中

基于工程抗坏血酸过氧化物酶(engineered ascorbate 
peroxidase, APEX/APEX2)邻近蛋白标记方法是当前

应用最多的方法。APEX/APEX2依赖的邻近蛋白标

记方法非常适用于活细胞中蛋白质的研究, 可以在

更具生理学相关性的条件下进行研究相关蛋白质

在细胞内所处的环境[10], 所以该方法对于难以纯化

的膜蛋白是一种优选的研究方法。APEX/APEX2依
赖的邻近蛋白标记方法是一种高效的、高灵敏度

的、高时空分辨率的蛋白质研究方法。近年来, 该
方法已经被广泛应用于鉴定候选蛋白的膜定位, 描
绘已知膜蛋白的动态迁移过程, 以及发现候选膜蛋

白的蛋白–蛋白相互作用(protein-protein interactions, 
PPIs)[11]。

1   基于APEX/APEX2的邻近标记方法
邻近标记依赖于将底物转化为活性自由基的

酶, 活性自由基促进邻近的蛋白质与生物素共价结

合。目前, 有多种酶被应用于邻近标记, 主要包括生

物素连接酶和过氧化物酶[12]。根据所使用的酶, 将
邻近标记方法进行分类(表1)。其中, APEX/APEX2
是邻近标记应用最广泛工具酶。

1.1   APEX邻近标记的原理及特点

APEX是一种来源于植物的工程抗坏血酸过

氧化物酶[13], 经H2O2活化后, APEX催化其底物生物

素–苯酚转化为短效(<1 ms)且高活性的自由基, 该
自由基可与附近内源性蛋白质中富含电子的氨基

酸(如酪氨酸、色氨酸、组氨酸等)共价结合[14], 使
得这些蛋白质带上生物素标记(图1)。反应可通过

去除H2O2或加入淬灭缓冲液而停止[15], 随后可使用

链霉亲和素珠分离所得生物素化蛋白质, 并通过质

谱进一步分析。此外, APEX可催化二氨基联苯胺

(diaminobenzidine, DAB)的聚合和沉淀, 使用四氧化

锇(OsO4)固定, 可用于电子显微镜观察到表达APEX
的结构。

APEX相对于其他邻近标记方法具有很多优

势 , 与BioID相比 , APEX反应更加迅速 (<1 min), 标
记半径更小(<20 nm)[16], 且APEX几乎不影响相关蛋

表1   不同酶依赖的邻近标记方法

Table 1   Proximity labeling based on different enzyme

指标

Target
生物素连接酶

BioID
工程抗坏血酸过氧化物酶

APEX/APEX2

Enzyme activity Biotin ligase Peroxidase

Relative molecular mass 27-35 kDa 27 kDa

Labeling time 15-18 h 1 min

Incubation time 15-24 h 30-60 min

H2O2 activation Not required Required

Labeling substrate Biotin Biotin-phenol

Half-life of free radicals mins < 1 ms

Advantages Versatility, simple High activity

Disadvantages Time-consuming, instability, impairment
on protein functions

Possibility of cell oxidative damage, dosage control required
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白本身的功能。一方面, APEX可以通过电子显微镜

(electron microscope, EM)和时空分辨蛋白质图谱用

于细胞内特异性蛋白质成像, 另一方面, APEX的快

速动力学使得APEX依赖的邻近蛋白标记技术可以

更高效、更灵敏地识别目的蛋白的相互作用蛋白[17]。

1.2   APEX2是APEX的优化突变体

APEX标记方法的应用存在一个最主要的局限

性, 即APEX的酶活性相对较低, 当APEX以低水平

表达时, 其与DAB和生物素–酚的反应几乎无法检

测。在某些情况下可以通过增加表达量来改善, 但
是对于许多构建的融合蛋白来说, 极高水平的过表

达对细胞可能是有害的。

酵母相关实验发现了一种APEX的优化突变

体—APEX2(A134P) [18]。与APEX相比, APEX2的过

氧化物酶活性高得多。通过显微镜观察到许多细胞

以非常低的水平表达APEX2, 这种低表达的APEX2
在细胞内仍具有高生物素化活性, 并且不会引起明显

的细胞形态或功能异常。此外, APEX2还提高了对内

源性蛋白质的标记效率和EM成像的敏感性。因此, 
APEX2已经完全替代了APEX, APEX2介导的邻近蛋

白标记技术是一种更优化的蛋白研究方法。

2   APEX2标记方法在MPs研究中的应用
APEX2是确定体内蛋白质分子环境的重要技

术。APEX2-融合蛋白的多个拷贝可能位于不同的

环境中, 并且每个融合蛋白在标记时间内提供信号, 
由于标记反应迅速, 该方法非常适合于研究动态生

物系统中不断变化的蛋白分子。APEX2标记的高特

异性和膜不渗透性表明该方法可以用于活细胞亚细

胞区域蛋白质组的标记[15]。目前人们已经将APEX2
与质谱等多种方法联用, 以用于研究难以纯化的

MPs。利用APEX2标记不仅可以验证膜蛋白的定位、

描绘膜蛋白的动态迁移, 还可以发现膜蛋白的相互

作用蛋白(表2)。
2.1   APEX2标记方法鉴定MPs的定位与拓扑结构

蛋白质定位与其在细胞或组织中的特定功能

相关, 将蛋白质定位信息映射到其细胞超微结构背

景对细胞生物学研究具有重要意义。APEX2既可以

作为电子显微镜标记, 也可以作为活细胞亚结构域

内蛋白质组分的标记酶。APEX2已经被广泛应用于

鉴定蛋白的膜定位, 如内质网膜、线粒体膜以及神

经元质膜等, 不仅能很好地保存细胞超微结构, 而且

具有显著的EM对比度。

Sigma-1受体 (Sigma-1 receptor, S1R)是一种编

码 223个氨基酸的内质网跨膜蛋白。有研究报道 , 
S1R不仅存在于内质网膜中 , 还存在于核膜 , 且关于

内质网膜内S1R确切拓扑结构的报道相互矛盾 , 但
是均缺少明确的证据。在一项研究中 , 研究者在

图1   APEX/APEX2邻近蛋白标记示意图

Fig.1   Schematic representation of APEX/APEX2-based proximity labeling
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S1R缺失的神经元细胞系中表达S1R-GFP-APEX2
后, 通过将APEX2技术与金/银染色法相结合来提高

EM分辨率, 并通过应用连续切片策略来解卷积S1R
的三维核分布, 获得了高质量的EM成像。该图像清

楚地显示了细胞核中的S1R[19]。对序列和横截面的

进一步分析表明, 虽然S1R出现在核内, 但实际上存

在于从核膜向内部凹陷的核质网中。另一项研究中, 
研究者构建了S1R不同截短肽段与APEX2融合蛋白, 
以经典的含有内质网跨膜结构域的蛋白Sec61B为
对照, 根据金/银染色增强电镜的结果, 得到全长S1R
的N-端面对胞质而C-端面对内质网腔的结论[20]。

APEX2标记方法的应用, 一方面为S1R蛋白提供了

更全面的定位信息, 另一方面为S1R蛋白的拓扑结

构提供了更明确的答案。这些发现为解读S1R在调

节细胞核活动中的功能提供了新的方向。

由核染色体编码的富含谷氨酸的蛋白质MGARP
是一种线粒体定位蛋白 , 该蛋白在类固醇组织 (卵
巢、睾丸和肾上腺)和视觉系统中高度表达[21-23], 参
与类固醇生成 , 并通过调节新皮质神经元的线粒体

分布和运动来负性介导新皮质发育 [24]。根据生物信

息学预测 , 并利用细胞和生化方法证实其位于线粒

体内 , 但没有直接明确的证据表明其确切位置 [25]。

研究者构建了MGARP-APEX2融合蛋白 , DAB染色

后 , 结合EM, 精确地显示MGARP位于线粒体内膜 /
嵴膜中 , 同时构建了MGARP截短突变体 -APEX2融
合蛋白, 以Mito-Tracker染色为对照, 证实了MGARP
在线粒体中的定位取决于其结构完整性 ,  并且

MGARP的跨膜和N-端区域对其定位和功能至关重

要。APEX2标记还被多次应用于鉴定其他线粒体

蛋白的膜定位。LIN等 [26]研究人员将APEX2标记和

聚焦离子束扫描电子显微镜 (cyro-focused ion beam 
scanning electron microscopy, FIB-SEM)联用 , 在3D
细胞超微结构背景下观察到Mff和hFis1分布在线粒

体外膜。APEX2标记方法不仅适用于细胞器膜蛋

白的研究 , 还适用于神经元质膜蛋白的研究。HI-
RABAYASHI等 [27]研究人员通过将APEX2与相关光

连续切片电子显微镜 (correlated light-serial scanning 
electron microscopy, CoLSSEM)联用 , 提高了连接多

尺度神经元投射的准确性和可行性 , 能够在体内特

别“突出”从树突棘到轴突的单个神经元的质膜。

即使是膜蛋白被锚定在特定的膜结构域内, 
APEX2标记技术也同样可以获得相关蛋白的精确定

位信息, 这是探索一种全新蛋白的生理功能的最为

关键的一步, 为膜蛋白等一些较难研究蛋白相关的

研究工作提供了一种新的方法。同时, 作为一种蛋

白定位的鉴定方法, 可以为尚未完全明确定位的蛋

白补充更为明确的蛋白定位证据, 且能够更广泛地

发现蛋白在细胞内的多区域定位。

2.2   APEX2标记描绘MPs的动态迁移

蛋白质在体内从合成、利用到降解是一个动

态的过程, 所以并不是所有的膜蛋白都是一直锚定

在膜上的, 膜蛋白在细胞内的动态过程是时间和空

间的结合。蛋白结构测定相关的实验方法能够解析

生物膜上的静态蛋白质–蛋白质复合物, 但缺乏对

无序、柔性结构域以及动态相互作用相关的解析。

APEX2标记可以更加详细与精准地描绘蛋白在细胞

表2   APEX2标记在膜蛋白研究中的应用

Table 2   The application of APEX/ APEX2-based proximity labeling in MPs research
膜蛋白

MPs
应用

Applications
参考文献

References
S1R Subcellular localization, topology, PPIs [19-20,37]
MGARP Subcellular localization, topology [25]
Mff, hFis1 Subcellular localization [26]
B2AR Dynamic migration, PPIs [29]
AT1R Dynamic migration, PPIs [32]
JAM-C Dynamic migration, PPIs [33]
hTAC Dynamic migration, PPIs [34]
B2R Dynamic migration, PPIs [35]
BLT2 PPIs [36]
Snx14 PPIs [4]
VAPB PPIs [39]
Emerin PPIs [40]
INC Dynamic migration, PPIs [42]
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内实现一系列功能的动态迁移过程。

人类基因组包含约5 000个整合膜蛋白, 其中G
蛋白偶联受体(G protein-coupled receptors, GPCRs)
超过800个[1,28]。近年来, GPCR研究取得了重大进

展, 尤其是在受体结构、动力学和药理学研究方面。

GPCR相关药物在FDA批准的药物中占30%以上。

尽管如此, GPCR信号转导的许多主要方面仍不完全

确定, 传统的GPCR信号分析方法存在单通路检测、

有限的时间分辨率等局限性。LOBINGIER等[29]研究

者以经典的GPCR之一—β2肾上腺素能受体(Beta-
2 adrenergic receptor, B2AR)验证APEX2邻近蛋白标

记方法的高时空分辨率, 相关报道于2017年在Cell发
表。他们通过分析异丙肾上腺素激活B2AR-APEX2
后不同时间点生物素化的蛋白质, 揭示了B2AR在激

活后所处环境的动态变化, 充分证实了APEX2邻近

蛋白标记方法可以监测MPs的动态迁移过程。作为

最大的信号受体家族, GPCR介导对各种刺激的生理

反应, 包括激素、神经递质和光[30]。与激动剂结合后, 
GPCR经历一系列级联反应[31]。APEX2标记方法具

有较高的时间分辨率, 能够检测GPCR与相关配体

结合后发生的位置迁移。同年, Cell再次发表了一

项APEX2标记方法应用于解析GPCR信号通路的研

究, 研究人员以血管紧张素II 1型受体(angiotensin II 
type 1 receptor, AT1R)为模型, 在细胞水平稳定表达

AT1R-APEX2融合蛋白, 分别在激动剂(血管紧张素

II)和拮抗剂(氯沙坦)处理后的短时间内的不同时间

点快速采样, 发现了AT1R在内吞过程中的信号传递

功能[32]。

连接黏附分子C(junctional adhesion molecule-
C, JAM-C)是免疫球蛋白超家族的I型整合膜蛋白, 
介导多种内皮细胞功能, 如白细胞跨内皮细胞迁移、

血管生成和血管通透性。在细胞迁移和血管生成过

程中, 动态的JAM-C转运和降解是连接重塑所必需

的。然而, 对于JAM-C动态转运的分子机制及其对

功能的重要性几乎一无所知。研究者使用APEX2标
记来绘制JAM-C在细胞内的运输路线, 并通过比较

WT JAM-C-APEX2与Quad-K JAM-C-APEX2标记的

生物素化蛋白之间的差异, 发现了JAM-C发生泛素

化降解的相关机制[33]。此外, 研究者们同样通过构

建MP-APEX2融合蛋白 , 利用APEX2标记发现了白

细胞介素-2受体的α链(the α chain of the interleukin-2 
receptor, IL-2Rα, 也称为hTAC)和缓激肽2受体 (bra-

dykinin 2 receptor, B2R)的内吞作用以及在质膜上再

循环的动态过程[34-35]。为了深入探索参与hTAC内吞

和细胞内转运的分子 , 他们采用APEX2邻近标记方

法, 原位定位了参与活细胞中hTAC内吞和转运的潜

在蛋白质。 
APEX2标记的一个最显著的优点即可以在活

细胞中对相关蛋白进行标记, 使得APEX2标记方法

可以时空分辨地表征相关蛋白的动态迁移过程, 依
据蛋白所处细胞内定位或环境的变化, 更加清晰地

描绘相关蛋白如何参与生物学进程。对于MPs, 甚
至可以追踪其从合成到锚定在膜结构域的动态迁移

过程, 以及其完成相关任务后被降解的过程。

2.3   APEX2标记筛选MPs的相互作用蛋白

蛋白质分子往往不能仅仅依靠独立的个体实

现其生物学功能, 需要通过与其他多种分子的相互

作用来参与调控细胞生理活动。在对蛋白分子具

体功能及其机制的科学探索过程中, 确定蛋白的具

体亚细胞定位是认识目的蛋白的首要前提, 发现蛋

白–蛋白相互作用(protein-protein interaction, PPI)是
探索目的蛋白生物学功能的重要出发点, 对于揭示

相关膜蛋白如何参与复杂的生物学过程的研究至关

重要。免疫荧光和免疫沉淀等基础实验是考察蛋白

定位和相互作用最常用的方法, 但是有效使用这两

种方法的前提是必须得到相关蛋白的抗体, 而对于

MPs而言, 其抗体的灵敏度和特异性通常难以满足

实验要求。经典的蛋白质谱技术中要求先从活细胞

或组织中纯化相关的蛋白质, 再用串联质谱进行分

析[36]。虽然方法非常有效, 但质谱数据的可信度从

根本上受到纯化蛋白质样品质量的限制, 对于定位

相对特别、结构相对复杂的膜蛋白, 经典的蛋白质

谱技术通常难以完成对蛋白分子的直接研究。通

过对其相互作用蛋白的筛选, 而进一步探索其生物

学功能以及具体分子机制, 这种研究思路适合对于

MPs的研究。APEX2邻近蛋白标记技术为筛选膜蛋

白的相互作用蛋白质提供了一种高效、灵敏的方法。

不仅仅是GPCRs, APEX2标记方法已经被广泛

应用于研究MPs的相互作用蛋白。如前所述的S1R
参与调节多种效应蛋白的活性, 但其信号功能尚不

清楚。最近一项研究中, 使用APEX2邻近蛋白标记

技术结合质谱分析, 对S1R相互作用蛋白进行筛选, 
进而证明了S1R通过与胆固醇的结合诱导了S1R簇
的形成[37]。白三烯B4受体2(leukotriene B4 receptor 
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2, BLT2)是一种主要表达于上皮细胞的GPCR, 在上

皮细胞中可增强屏障功能。为了深入探索BLT2定
位于侧膜的分子机制和侧面定位BLT2的生理作用 , 
研究人员使用APEX2邻近蛋白标记技术寻找BLT2
维持横向定位所需的BLT2相互作用蛋白 [38], 确定

了LIN7C对于BLT2在质膜上的定位和上皮细胞中

BLT2依赖性屏障的形成非常重要。Snx14, 是一种

内质网膜蛋白 , 参与维持细胞膜脂质饱和平衡。为

了探索Snx14促进脂质内稳态的具体分子机制, 研究

人员使用油酸处理细胞 , 破坏细胞内脂质平衡状态 , 
诱导Snx14对脂质的调控作用的同时 , 借助APEX2
邻近蛋白标记技术, 筛选Snx14发挥调控脂质平衡功

能时的潜在相互作用蛋白 , 包括脂滴表面相关蛋白

PLIN2、PLIN3和PNPLAP2, 参与脂质 /甾醇生物合

成的蛋白质LPCAT1、LPCAT3和SOAT1, 进一步表

明了Snx14参与调控脂质代谢[4]。

在将APEX2标记方法应用于筛选MPs的相互

作用蛋白的研究过程中 , 研究人员还将该方法进行

了更新优化。囊泡相关膜蛋白–相关蛋白B(vesicle- 
associated membrane protein-associated protein B, 
VAPB)是一种尾锚定蛋白 , 定位于内质网和内核

膜 (inner nuclear membrane, INM)。使用优化的

APEX2(rapamycin- and APEX2-dependent identifica-
tion of proteins by SILAC, RAPIDS)邻近蛋白标记

方法 , 不再将APEX2与VAPB直接融合 , 而是分别在

APEX2和VAPB分子上带上FKBP或FRB标签 , 在雷

帕霉素处理后 , 两个标签蛋白迅速结合的同时 , 将
APEX2靶向感兴趣的蛋白质[39]。结合细胞培养中氨

基酸的稳定同位素标记 , 最终在内质网水平上确定

Emerin、TMEM43和ELYS是VAPB的潜在相互作用

蛋白。该方法减小了相对大分子直接融合对目的蛋

白本身定位或功能的影响。这种优化的APEX2邻
近蛋白标记方法也被应用于经典内核膜蛋白Emerin
的研究, Emerin不仅分布在INM, 在内质网中也有

分布。利用RAPIDS标记技术来探测Emerin的环境, 
检测到了LMNA和LAP1等Emerin的已知相互作用

蛋白, 并且发现了Emerin的新的相互作用蛋白—

VAPA[40]。

APEX2标记方法不仅适用于真核生物膜蛋白

的研究, 还适用于对原核生物膜蛋白的研究。许多细

胞内细菌和其他病原体, 如专性细胞内病原体沙眼衣

原体, 生长在含有液泡的膜结合细菌内。由于难以从

受感染宿主细胞中纯化膜组分, 对液泡膜上发生的宿

主–病原体相互作用的理解受到限制[41]。将APEX2与
已知的包涵体膜蛋白INC融合, 联合使用APEX2邻近

标记方法与质谱技术, 研究发生在衣原体液泡或包

涵体膜上的蛋白质–蛋白质相互作用[42], 不仅发现了

CT226和INC之间的相互作用, 而且揭示了细胞被感

染的过程中包涵体膜蛋白发生的变化。

蛋白质是细胞维持生理功能的物质基础, 主要

是通过PPIs实现其功能, 对于难以直接研究的MPs, 
从筛选其相互作用蛋白出发, 由相互作用蛋白的已

知功能, 探索其是否通过相互作用影响其他蛋白的

功能而发挥作用。另辟蹊径, 由机制入手, 深入研究

MPs的生物学功能, APEX2邻近蛋白标记提供了一

种高通量的相互作用蛋白筛选方法, 可以发现相关

蛋白的相互作用蛋白质组, 构建相互作用蛋白网络, 
促进MPs潜在生物学功能的发现, 并扩展已知功能

蛋白的更广泛的潜在生物学功能。

3   总结和展望
3.1   APEX2标记技术不断更新与优化

基于APEX2标记技术高效、灵敏、适用于活细

胞等独特优势, 该方法越来越多地被用于蛋白质的

定位表征、相互作用分子筛选以及亚细胞域蛋白质

组分的鉴定。随着APEX2标记在蛋白研究中的应用

与发展, 该方法也得到了一系列技术上的优化。在

一项磷酸酪氨酸介导的蛋白复合物研究[43]中, 开发

了一种基于高度选择性APEX2邻近蛋白标记方法, 
该方法利用生物素–苯酚类似物探针BP5和BN2更
高效、更选择性地生成自由基并与蛋白质中的酪氨

酸残基结合, 用于绘制具有更高时间分辨率的时空

相互作用蛋白质网络。在另一项研究中, 提出了将

APEX2标签与高压冷冻(high-pressure freezing, HPF)
和冷冻置换(freeze-substitution, FS)结合使用的Cryo-
APEX方法[44], 不仅可以在亚细胞结构域中识别感兴

趣的蛋白质, 而且还可以在结构完整的膜中解析关

于相关蛋白拓扑结构的附加信息, 适用于任何可进

行基因标记的MPs的投射电子显微镜(transmission 
electron microscope, TEM)分析。

3.2   APEX2标记技术的局限性

尽管APEX2标记方法已经得到了一系列优化, 
但是仍然存在一些局限性。首先APEX2标记方法存

在所有邻近标记方法都有的两方面共同的缺点。一
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方面, APEX2标记方法通常都需要构建融合蛋白, 建
立外源过表达体系, 可能产生某些与内源蛋白定位

不一致的异常定位。另一方面, APEX2依赖的邻近

蛋白标记筛选的部分潜在相互作用蛋白有可能只是

与目的蛋白接近而并不存在真实的相互作用, 且不

能确定目的蛋白与潜在相互作用蛋白之间是否是直

接相互作用。因此, 针对APEX2标记的结果, 必须利

用免疫荧光、免疫共沉淀等其他实验方法从多个角

度验证结果的真实性。除此之外, APEX2标记方法

也存在一些特有的局限性, 如疏水效应和H2O2处理

可能导致某些信号转导途径、细胞器动力学、蛋白

质结构和相互作用的氧化损伤, 以及生物素–酚处理

对细胞的影响; 过氧化物标记是针对如酪氨酸等富

含电子的氨基酸, 这类氨基酸在蛋白质中通常是低

丰度的, 如果蛋白中没有可标记的表面暴露的酪氨

酸, 标记可能不会发生。因此, 需要控制好实验条件, 
同时需要确定合适的筛选条件, 兼顾特异性与灵敏

度, 尽量减小实验的假阳性与假阴性。

3.3   APEX2标记技术的前景与展望

虽然APEX2标记技术尚存在一些无法避免的

局限性, 但是总的来说, APEX2标记技术为膜蛋白研

究提供了一种更精确的高通量研究方法, 为促进膜

蛋白的研究提供了更优化的策略，为膜蛋白定位、

结构解析以及相互作用蛋白网络的描绘提供了技

术支持, 为膜蛋白的生物学功能探索以及分子信号

通路研究提供了信息基础, 为寻找更多可以成为药

物治疗靶点的膜蛋白提供了理论依据。MPs是一类

参与维持生理功能的重要蛋白, APEX2标记方法作

为发现与研究MPs的相对先进的方法, 在对MPs的
科研实践中或许已经成为不可或缺的实验方法。期

待今后我们在利用APEX2标记方法研究MPs的过程

中, 不仅可以不断拓展更新相关MPs的数据, 也可以

不断优化更新APEX2标记方法, 以及不断寻找发现

适于MPs研究的新方法。MPs的潜在重要信息仍然

有待我们进一步深入挖掘, MPs的相关研究方法也

有待我们继续开发更新, 希望在各位科研工作者的

后续研究工作中这两个方面的发展可以齐头并进。

任重而道远, 与君共勉。
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