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邻近标记在蛋白质组学中的发展及应用

苏　 田ꎬ　 韩　 笑ꎬ　 刘华东∗

(西安交通大学生命学院线粒体生物医学研究所ꎬ 西安 ７１００４９)

摘要　 人体内各种复杂的生命活动离不开蛋白质之间的相互作用ꎮ 这种相互作用具有瞬时性和结

合力弱等特点ꎬ并受到多种动态调节ꎬ特别是蛋白质翻译后修饰( ｐｏｓｔ￣ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓꎬ
ＰＴＭ)ꎮ 传统的亲和质谱检测方法存在蛋白纯化的局限性ꎬ在高效检测到动态变化方面存在不足ꎮ
邻近标记是一种能够给与靶蛋白质瞬时靠近ꎬ或者互作(邻近)的蛋白质加上生物素的技术ꎬ它与

质谱检测技术的联合使用能检测细胞过程中弱的、瞬时的蛋白质相互作用ꎬ有效解决上述问题ꎮ 本

文综述了基于生物素的邻近标记方法的发展现状ꎬ从依赖于融合序列的生物素标记开始ꎬ依次介绍

有关生物素连接酶、过氧化物酶及其进化后的 ２ 代标记方法等经典生物素标记的方法和原理ꎬ比较

各个方法间的差异和优缺点ꎻ也列举了一些近年来新出现的标记方法ꎬ如将生物素连接酶进行拆

分、鉴定蛋白质在不同复合物中功能的方法、抗体靶向的标记方法ꎬ以及其他来源的生物素连接酶

突变体ꎬ例如枯草芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ)的 Ｃ 端氨基酸突变的生物素连接酶ꎬ能够应用在苍蝇

和蠕虫中的生物素连接酶突变体ꎮ 本文对这些方法进行归纳总结ꎬ旨在为初步接触该领域的科研

工作者提供参考ꎬ同时也希望能够提供一些新的思路ꎬ推动蛋白质相互作用组学的发展ꎮ
关键词　 蛋白质之间的相互作用ꎻ 邻近标记ꎻ 蛋白质翻译后修饰ꎻ 生物素标记
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第 １ 期 苏　 田等:邻近标记在蛋白质组学中的发展及应用

　 　 蛋白质除了作为细胞骨架、催化酶及信号分子之

外ꎬ更是复杂蛋白质￣蛋白质相互作用(ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎꎬ ＰＰＩ)网络中的节点ꎮ 以 ＰＰＩ 为研究对象

的蛋白质相互作用组学在疾病的发病机制、靶点确

定、早期诊断和治疗中均发挥重要作用ꎮ 然而ꎬＰＰＩ
大多以蛋白质翻译后修饰调节ꎬ是一个动态调节的过

程ꎬ具有瞬时性、弱相互作用和多因素调节等特点ꎮ
这些特点使得传统的检测和富集方法ꎬ例如ꎬ亲和纯

化质谱 ( ａｆｆｉｎｉｔｙ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙꎬ ＡＰ￣
ＭＳ) [１]、 免 疫 共 沉 淀 ( ｃｏｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎꎬ Ｃｏ￣
ＩＰ) [２]ꎬ并不能完全反映细胞内的真实情况ꎮ

邻近标记法是新近发展的能够在活细胞中检测

瞬时和弱相互作用的有效方法之一ꎮ 随着近年来的

发展ꎬ邻近标记法也在不断地更新进步ꎮ 例如ꎬ含有

特定序列的融合蛋白标记[３]、大肠杆菌中的生物素

连 接 酶 突 变 体 的 非 序 列 依 赖 标 记 ( ｂｉｏｔｉｎ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ＢｉｏＩＤ) [４]、过氧化物酶的生物素标记

(ａｎ ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬ ＡＰＥＸ) [５]ꎬ以及现在的

ＢｉｏＩＤ２[６]、ＡＰＥＸ２[７]、来源于枯草芽孢杆菌中的生物

素连接酶的标记( ｆｒｏｍ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓꎬ ＢＡＳＵ) [８] 和

依赖于抗体靶向的邻近标记[９]ꎮ 这些不断改进的

邻近标记方法推动了蛋白质相互作用组学的发展ꎮ
本文总结归纳近些年的邻近标记法ꎬ对其原理和方

法进行基本的阐述并对比各方法的优缺点ꎬ为初步

接触该领域的科研工作者提供参考ꎮ

１　 经典邻近标记方法

１􀆰 １　 生物素连接酶(ＢｉｒＡ)与生物素(ｂｉｏｔｉｎ)
２００１ 年ꎬＰａｒｒｏｔｔ 等人利用亲和素( ａｖｉｄｉｎ)和生

物素之间强烈的特异性结合ꎬ提出 ＢｉｒＡ 能够催化生

物素标记蛋白质[１０]ꎮ ＢｉｒＡ 是一种生物素连接酶ꎬ存
在于大部分微生物体内ꎬ分子量约为 ３５􀆰 ５ ｋＤꎬ能够

介导乙酰辅酶 Ａ 羧化酶亚基ꎬ将蛋白质序列中的特

定赖氨酸残基生物素化ꎬ并且转录调节生物素合成

操纵子[１１￣１７]ꎮ ＢｉｒＡ 有 ３ 个结构域ꎬ分别是:Ｎ 端结

构域、Ｃ 端结构域以及中心催化结构域ꎮ 其中ꎬ中心

催化 结 构 域 负 责 结 合 三 磷 酸 腺 苷 ( ａｄｅｎｏｓｉｎｅ
ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬ ＡＴＰ)及靶蛋白质[１６ꎬ １８ꎬ １９]ꎮ 其作用机

制如 Ｆｉｇ.１ 所示ꎬ在 ＡＴＰ 的作用下ꎬＢｉｒＡ 能够催化

ＡＴＰ 和生物素反应形成 ５′￣ＡＭＰ￣ｂｉｏｔｉｎꎬ并将其保持

在催化中心[１８]ꎮ 之后ꎬ靶蛋白中赖氨酸残基的 ɛ 氨

基会和 ＢｉｒＡ 的反应中心结合ꎬ将 ５′￣ＡＭＰ￣ｂｉｏｔｉｎ 的

生物 素 以 酰 胺 键 结 合 形 式 转 移 到 靶 蛋 白 质

上面[４ꎬ １２]ꎮ

在早期的邻近标记方法中ꎬ ｄｅ Ｂｏｅｒ 设计了红系

特异核蛋白转录因子(ＧＡＴＡ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ １ꎬ ＧＡＴＡ￣
１)和一段含有 ２３ 个氨基酸的多肽的融合蛋白质ꎮ 该

多肽来自于能够被 ＢｉｒＡ 介导生物素化的合成肽库ꎬ
在多肽上面有特定的赖氨酸残基ꎮ 将该融合蛋白和

ＢｉｒＡ 在小鼠红白血病(ｍｏｕｓｅ ｅｒｙｔｈｒｏｌｅｕｋｅｍｉａꎬＭＥＬ)
细胞中共表达时ꎬ在 ＢｉｒＡ 的催化下ꎬ该多肽上的赖氨

酸残基能被生物素化ꎬ并且给 ＧＡＴＡ￣１ 蛋白加上生物

素ꎮ 再利用辣根过氧化物酶 标 记 链 霉 亲 和 素

( ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ￣Ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬ ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ￣
ＨＲＰ)对生物素化的蛋白质进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹检

测[３]ꎮ 利用此技术ꎬ他们检测到与目标蛋白质 ＧＡＴＡ￣
１ 相互作用的分子ꎬ从而找到其潜在的分子靶点ꎬ并
且证明 ＧＡＴＡ￣１ 蛋白与多肽序列融合后ꎬ蛋白质的特

异性生物素化不会对蛋白质的结合特性产生影响[３]ꎮ
这是最早报道的邻近标记方法ꎬ也是 ＢｉｏＩＤ 的前身ꎮ

２００８ 年ꎬＦｅｒｎａｎｄｅｚ￣Ｓｕａｒｅｚ 等[１２ꎬ １８]把这种能够被

ＢｉｒＡ 标记的序列称为受体序列( ａｃｃｅｐｔｏｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬ
ＡＳ 序列或是 ｂｉｏｔｉｎ ａｃｃｅｐｔ ｐｅｐｔｉｄｅꎬＢＡＰ)ꎮ 为了研究

蛋白质 Ａ 和 Ｂ 在细胞内是否相互作用ꎬ正如 Ｆｉｇ.１
所示ꎬ将目标蛋白质 Ａ 与 ＢｉｒＡ 构建融合蛋白质ꎬ目
标蛋白质 Ｂ 和一段 ＢＡＰ 序列融合ꎬ并在细胞中共表

达ꎮ 如果目标蛋白质 Ａ 和 Ｂ 因为相互作用而靠近ꎬ
在 ＡＴＰ 存在的条件下ꎬＢｉｒＡ 会催化添加生物素在

ＢＡＰ 序列的赖氨酸侧链氨基上[６ꎬ １８]ꎮ 基于生物素

与链霉亲和素( ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ)的结合ꎬ可以检测目标

蛋白质 Ａ 与 Ｂ 是否相互作用ꎮ 该标记方法用途广

泛ꎬ适用于 ｉｎ￣ｖｉｔｒｏ 或 ｉｎ￣ｖｉｖｏ 标记ꎻ既可以检测一个

细胞中的 ＰＰＩꎬ也可以检测 ２ 个不同细胞中的

ＰＰＩ[１０]ꎮ 此后ꎬＡｒｍａｎ Ｋｕｌｙｙａｓｓｏｖ 及合作者通过设计

不同序列的 ＢＡＰꎬ使其易于被液相色谱与质谱联用

( ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈ￣ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒꎬ ＬＣ￣ＭＳ /
ＭＳ)ꎬ或是 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹检测ꎮ 这种基于 ＢｉｒＡꎬ与其

底物 ＢＡＰ 的蛋白质￣蛋白质相互作用检测方法被称

为基于邻近生物素化的质谱检测(ｐｒｏｘｉｍｉｔｙ ｕｔｉｌｉｚｉｎｇ
ｂｉｏｔｉｎｙｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙꎬ ＰＵＢ￣ＭＳ)ꎮ
１􀆰 ２　 ＢｉｏＩＤ 和 ＢｉｏＩＤ２

２００４ 年ꎬ Ｃｈｏｉ￣Ｒｈｅｅ 等人对 ＢｉｒＡ 进行突变研

究ꎬ筛选出 Ｒ１１８Ｇ 的 ＢｉｒＡ(ＢｉｒＡ∗)ꎮ 与 ＢｉｒＡ 仅能生

物素化一种蛋白质相比ꎬＢｉｒＡ∗ 不需要特定的底物

序列ꎬ能够将生物素与体内的大量细胞蛋白质结合ꎬ
同时能和体外的牛血清白蛋白、氯霉素乙酰转移酶、
免疫 球 蛋 白 重 链 和 轻 链 以 及 核 糖 核 酸 酶 Ａ
(ｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅ Ａꎬ ＲＮａｓｅ Ａ)相连ꎬ使得在体内和体外

７３
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Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＢｉｒＡ　 　 Ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ
ｗａｓ ｆｕｓｅｄ ｗｉｔｈ ＢｉｒＡꎬ ａ ｂｉｏｔｉｎ￣ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｉｇａｓｅ ｆｒｏｍ Ｅ. ｃｏｌｉ.
Ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｂ ｗａｓ ｆｕｓｅｄ ｗｉｔｈ ＢｉｒＡ’ｓ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ＢＡＰ. Ｉｆ
ｔｈｅｒｅ ｉｓ ａｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ ａｎｄ Ｂ ｉｎ
ｃｅｌｌｓꎬ ｔｈｅ ｌｙｓｉｎｅ ｉｎ ＢＡＰ ｗｉｌｌ ｂｅ ｂｉｏｔｉｎｙｌａｔｅｄ ｂｙ ＢｉｒＡ ｉｎ ｔｈｅ
ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ＡＴＰ

发生自身生物素化[４]ꎮ 同时ꎬＢｉｒＡ∗蛋白与野生型

的 ＢｉｒＡ 蛋白相比ꎬ活性相对较高ꎬ使蛋白质发生生

物素化的程度是相似的[４]ꎮ 对 ＢｉｒＡ∗的晶体结构进

行 Ｘ 衍射分析ꎬ发现 Ｒ１１８Ｇ 突变能够显著降低酶促

反应中心对 ５′￣ＡＭＰ￣ｂｉｏｔｉｎ 的结合力[１２ꎬ １５]ꎮ 一旦脱

离催化中心ꎬ５′￣ＡＭＰ￣ｂｉｏｔｉｎ 会与邻近蛋白质上的伯

胺ꎬ例如赖氨酸侧链ꎬ发生共价交联ꎬ给距离 ＢｉｒＡ∗

１０ ｎｍ 周围的蛋白质添加生物素ꎮ 游离的 ５′￣ＡＭＰ￣
ｂｉｏｔｉｎ 非常不稳定ꎬ会快速水解ꎬ无法对远距离的蛋

白质进行标记[１８ꎬ ２０ꎬ ２１]ꎮ 这种不需要将目标蛋白质

与 ＢＡＰ 序列进行融合ꎬ就能给细胞内蛋白质加上生

物素的方法ꎬ称为 ＢｉｏＩＤ(Ｆｉｇ.２)ꎮ

Ｆｉｇ. ２ 　 ＢｉｏＩＤ 　 　 Ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ ｉｓ ｆｕｓｅｄ ｗｉｔｈ
ＢｉｒＡ∗ꎬ ａ ｍｕｔａｎｔ ｏｆ ＢｉｒＡ ｔｈａｔ ｈａｓ ｌｏｓｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ
ｂｉｏｔｉｎｙｌａｔｉｏｎ. Ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ＡＴＰ ａｎｄ ｂｉｏｔｉｎꎬ ＢｉｒＡ∗ ａｄｄｓ
ｔｈｅ ｂｉｏｔｉｎ ｌａｂｅｌ ｏｎｔｏ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ １０ ｎｍ ｔｏ
ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ

大量研究表明ꎬＢｉｒＡ∗标记的最佳时间为 １５~１８
ｈꎬ标记后的蛋白质可以被负载 ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ 的树脂

捕获ꎬ经由质谱分析鉴定ꎮ 从 ２００４ 年到 ２０１６ 年ꎬ
ＢｉｏＩＤ 更是被成功应用于研究哺乳动物细胞和单细

胞真核生物中的多种蛋白质及其作用过程ꎬ并且已

被证明特别适用于研究不溶性或难以接近的细胞结

构ꎬ以及检测蛋白质间相对结合力较弱、结合时间较

短的相互作用[２２]ꎮ
无论是在蛋白质的亚细胞定位还是功能动态调

节等研究方面ꎬＢｉｏＩＤ 都发挥了很大的作用ꎬ人们将

ＢｉｏＩＤ 与高灵敏质谱检测技术结合起来ꎬ用于蛋白

质复合物构型鉴定[２０]、细胞器内蛋白质组分析[２３]

和蛋白质相互作用组鉴定等[２２]ꎮ 在 ２０１６ 年ꎬ Ｋｉｍ
等人提出了第二代的 ＢｉｏＩＤꎬ即 ＢｉｏＩＤ２ꎬ一种更小的

生物素连接酶ꎮ 区别于来自 Ｅ. ｃｏｌｉ 的一代 ＢｉｏＩＤꎬ
ＢｉｏＩＤ２ 来源于 Ａ. ａｅｏｌｉｃｕｓ 的 ＢｉｒＡ(Ｒ４０Ｇ)ꎮ Ｋｉｍ 等人

通过对 ＢｉｒＡ 的晶体结构进行分析ꎬ发现来自于 ２ 个

不同种属的蛋白质在结构上具有相似性ꎬ但是来自

于 Ａ. ａｅｏｌｉｃｕｓ 的 ＢｉｒＡ 没 有 ＤＮＡ 结 合 结 构

域[４ꎬ ６ꎬ １５ꎬ ２１ꎬ ２４]ꎮ ＢｉｏＩＤ２ 与第一代相比ꎬ标记效果显

著提高ꎬ能够更灵活地靶向融合蛋白质ꎬ可耐受 ５０
℃高温ꎬ需要加入的 ｂｉｏｔｉｎ 更少ꎬ且对邻近蛋白质的

标记效果更强[６ꎬ １８]ꎮ 因此ꎬＢｉｏＩＤ２ 提高了筛选蛋白

质￣蛋白质结合的效率[６]ꎮ 同时ꎬ他们还证明了

ＢｉｏＩＤ２ 的生物素化范围可以通过调节衔接部位的

柔性进行变化ꎬ从而适应不同研究的标记半径要

求[６]ꎮ 因为其结构较小ꎬＢｉｏＩＤ２ 可以实现更精准的

靶向ꎬ从而实现融合蛋白质的功能ꎮ 此外ꎬ与 ＢｉｏＩＤ
相比ꎬＢｉｏＩＤ２ 的生物素化范围和效率显着增强ꎬ因
此能够检测到第一代连接酶难以生物素化的蛋

白质[６]ꎮ
１􀆰 ３　 ＡＰＥＸ 和 ＡＰＥＸ２

ＢｉｏＩＤ 的广泛应用给蛋白质互作组的动态调节

研究带来了新的活力ꎮ 但是ꎬ仍然存在着标记时间

过长等问题ꎮ 为了解决这些问题ꎬ人们在研究过程

机制的同时ꎬ也在尝试更新关于邻近标记的新方法ꎮ
在 ２０１３ 年ꎬ Ｔｉｎｇ 组首次报道了使用 ＡＰＥＸ 代替

ＢｉｒＡ 可以实现对邻近蛋白质的快速标记[１８ꎬ ２３]ꎮ 正

如 Ｆｉｇ.３ 所示ꎬ在过氧化氢(Ｈ２Ｏ２)的存在下ꎬＡＰＥＸ
能催化生物素￣酪胺(ｂｉｏｔｉｎ￣ｔｙｒａｍｉｄｅ)或生物素￣苯酚

(ｂｉｏｔｉｎ￣ｐｈｅｎｏｌ)产生短寿命的自由基ꎬ例如酚芳基叠

氮衍生物[２５]或酪胺衍生物[２６]ꎮ 这些自由基可以共

价连接到富含电子的氨基酸侧链ꎬ与特定氨基酸共

价反应ꎬ包括酪氨酸(Ｔｙｒ)ꎬ色氨酸(Ｔｒｐ)ꎬ半胱氨酸

(Ｃｙｓ)和组氨酸(Ｈｉｓ) [５ꎬ ２３ꎬ ２７]ꎮ
２０１４ 年ꎬ他们将 ＡＰＥＸ 技术与稳定同位素标记

技术( ｓｔａｂｌｅ ｉｓｏｔｏｐｅ ｌａｂｅｌｉｎｇ ｗｉｔｈ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｉｎ ｃｅｌｌ
ｃｕｌｔｕｒｅꎬＳＩＬＡＣ)相结合ꎬ以大幅减少不需要的背景ꎬ
并实现纳米空间分辨率ꎬ并将该方法应用于绘制线

８３



第 １ 期 苏　 田等:邻近标记在蛋白质组学中的发展及应用

Ｆｉｇ.３　 Ｂｉｏｔｉｎ￣ｐｈｅｎｏｌ(ｂｉｏｔｉｎ￣ｔｙｒａｍｉｄｅ) ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ　 　 Ｂｉｏｔｉｎ￣ｐｈｅｎｏｌ ( ｂｉｏｔｉｎ￣ｔｙｒａｍｉｄｅ) ｉｓ ｃａｔａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＡＰＥＸ ｉｎ ｔｈｅ
ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ Ｈ２Ｏ２ ｔｏ ｆｏｒｍ ｂｉｏｔｉｎ ｐｈｅｎｏｌｉｃ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｐｒｏｘｉｍａｌｌｙ ｒｅａｃｔ ｗｉｔｈ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬ ｓｕｃｈ ａｓ Ｃｙｓꎬ Ｔｙｒ ａｎｄ Ｔｒｐ

粒体膜间隙 ( ｉｎｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｅ ｓｐａｃｅꎬ ＩＭＳ) 的蛋白质

组[５]ꎮ 在之前的研究中ꎬ因为亚细胞结构域不易纯

化ꎬ它们的蛋白质组大多都处于未知状态[５]ꎮ 此次

研究鉴定了 １２７ 种线粒体膜间隙蛋白质ꎮ 其中ꎬ包
括 ９ 种新的线粒体蛋白质ꎬ其鉴定特异性大于

９４％[５]ꎮ 将 ＡＰＥＸ 融合线粒体基质定位序列ꎬＡＹ
Ｔｉｎｇ 团队先后使用该方法鉴定了人类线粒体基质

中的 ４９５ 种蛋白质ꎮ 其中ꎬ包括之前认为与线粒体

不相关的 ３１ 种蛋白质[５ꎬ ２３]ꎮ ＡＰＥＸ 技术的出现给

标记方法注入新的血液ꎬ但是也存在着一定的缺点ꎮ
ＡＰＥＸ 的表达水平需要优化ꎬ当它表达水平过低时ꎬ
标记生物素的活性会降低ꎬ使被标记蛋白质较少ꎬ导
致一些变化无法被检测到ꎮ 在表达水平过高时ꎬ对
细胞有害ꎮ 例如ꎬＡＹ Ｔｉｎｇ 团队发现ꎬ当靶向线粒体

外膜和内质网膜的 ＡＰＥＸ 融合载体过度表达时ꎬ会
引起细胞器聚集[７]ꎮ

２０１５ 年ꎬ出现了新一代的 ＡＰＥＸ 技术ꎮ Ｌａｍ
等[７]通过引入 Ａ１３４Ｐ 的单突变建立升级的 ＡＰＥＸ
技术ꎬ即 ＡＰＥＸ２ꎮ 他们将 ＡＰＥＸ 和 ＡＰＥＸ２ 在人肾

上皮 ２９３ 细胞 ( ｈｕｍａｎ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ Ｋｉｄｎｅｙ ２９３ ｃｅｌｌꎬ
ＨＥＫ２９３) 中表达ꎬ 在 ｂｉｏｔｉｎ￣ｐｈｅｎｏｌ 的存在下ꎬ 用

Ｈ２Ｏ２ 处理 １ ｍｉｎꎬ并将收集的细胞裂解ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ 印

迹检测结果表明ꎬＡＰＥＸ２ 的活性比 ＡＰＥＸ 更强ꎮ 同

时ꎬ在显微镜下也观察到ꎬ很多转染 ＡＰＥＸ２ 的细胞

虽然表达水平较低ꎬ但是仍具有很高的生物素化活

性ꎮ 在细胞成像研究中能清晰的看到ꎬ用慢病毒感

染细胞ꎬ使其维持在一个较低的表达水平时ꎬ 能够

看到 ＡＰＥＸ２ 具有非常高的生物素化ꎬＡＰＥＸ 则几乎

无法观测到这种效果ꎬ或是生物素化无法被检测到ꎮ
新的 ＡＰＥＸ２ 克服了早先的 ＡＰＥＸ 技术表达水平低、
催化活性差和灵敏度低等问题ꎬ在催化效率和活性

等方面有很大的提升ꎮ ＡＰＥＸ 和 ＡＰＥＸ２ 方法能够

在活细胞中标记蛋白质ꎬ用于鉴定候选的 ＰＰＩｓ 和绘

制亚细胞区室的蛋白质[１８]ꎮ 这种新技术更为快速

和方便ꎬ能够使我们得到以前无法获得的细胞区域

蛋白质组ꎮ

２　 其他邻近标记法

２􀆰 １　 拆分￣ＢｉｏＩＤ
许多蛋白质可以与不同蛋白质组成复合物ꎬ

发挥迥异的功能ꎮ ＡＰ￣ＭＳ 能够鉴定蛋白质间的相

互作用ꎬ却难以揭示该互作所参与的通路ꎮ ＡＰ￣ＭＳ
能够鉴定蛋白质间的相互作用ꎬ但是它却无法鉴

定蛋白质在哪一个途径发挥着功能ꎮ 拆分￣ＢｉｏＩＤ
(Ｓｐｌｉｔ￣ＢｉｏＩＤ)是一种条件蛋白质组学方法ꎮ ＢｉｒＡ∗

分成的两个结构域在足够靠近时激活其生物素标

记能力ꎬ当分别融合在目标蛋白质上时ꎬ可以验证

两种蛋白质间是否相互作用ꎬ进而检测该互作发

挥功能的通路[２８] ꎮ Ｉｓａｂｅｌ Ｍｙｒｉａｍ Ｓｃｈｏｐｐ 等人将

ＢｉｒＡ∗从 ３ 个位点进行拆分ꎬ拆分后的 Ｎ 端的

ＢｉｒＡ∗—ＮＢｉｒＡ∗和 Ｃ 端的 ＢｉｒＡ∗—ＣＢｉｒＡ∗ꎬ能分别

与两个蛋白质融合ꎬ当这两个融合蛋白质因为相

互作用而靠近时ꎬ会形成完整的 ＢｉｒＡ∗ꎬ从而具有

催化活性ꎮ 他们就将 ＮＢｉｒＡ∗和 ＣＢｉｒＡ∗分别和雷

帕霉素受体蛋白 ( ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎꎬ
ｍＴＯＲ) 中 的 ＦＲＢ 结 构 域 ( ＦＫＢＰ￣１２￣ｒａｐａｍｙｃｉｎ
ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎꎬ ＦＲＢ) 与受体蛋白 ＦＫＰＢ ( １２￣ｋＤａ
ＦＫ５０６￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＦＫＢＰ) 融合ꎮ 当加入雷帕

霉素( ｒａｐａｍｙｃｉｎ)时ꎬＦＲＢ 能够和 ＦＫＰＢ 相互作用ꎬ
形成完整的 ＢｉｒＡ∗ꎮ 在生物素的存在下ꎬ能够给周

围的蛋白质加上生物素ꎮ
２０１７ 年ꎬ 该 方 法 被 应 用 于 非 编 码 ＲＮＡ

(ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬ ｍｉＲＮＡ ) 介 导 的 沉 默 通 路ꎮ Ａｇｏ２
(ａｒｇｏｎａｕｔｅ ２ꎬＡｇｏ２)是 ｍｉＲＮＡ 介导沉默的相关蛋白

质ꎬ参与 ２ 个复合物的形成: ｍｉＲＮＡ 诱导的沉默复

合物(ｍｉＲＮＡ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｃｏｍｐｌｅｘꎬｍｉＲＩＳＣ)和

ＲＩＳＣ 加载复合物(ＲＩＳＣ￣ｌｏａｄｉｎｇ ｃｏｍｐｌｅｘꎬＲＬＣ)ꎮ 核

糖核酸内切酶 ( Ｄｉｃｅｒ ) 属于 ｍｉＲＩＳＣꎬ 而 ＴＮＲＣ６
(Ｔｒｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｒｅｐｅａｔ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｇｅｎｅ ６Ｃ ｐｒｏｔｅｉｎ)属于

ＲＬＣꎮ 通过 Ｓｐｌｉｔ￣ＢｉｏＩＤ 技术ꎬ将 ＣＢｉｒＡ∗ 和 Ａｇｏ２ 融

９３
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合ꎬＮＢｉｒＡ∗分别 Ｄｉｃｅｒ 或 ＴＮＲＣ６ 融合ꎬ成功鉴定了

Ａｇｏ２ 作为不同复合物组分时参与的通路[２８]ꎮ
２􀆰 ２　 新型的 ＢｉｒＡ￣ＢＡＳＵ

２０１８ 年ꎬ Ｒａｍａｎａｔｈａｎ 等[８] 在研究 ＲＮＡ 与蛋白

质之间的相互作用时ꎬ发现一种新型的 ＢｉｒＡ 类似物

ＢＡＳＵꎮ 这是一种来自于 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ 的 ＢｉｒＡ 的

突变体ꎬ去掉了 Ｎ 端 １ ~ ６５ 个氨基酸ꎬ并突变 Ｃ 末

端ꎬ产生了具有类似于大肠杆菌 ＢｉｒＡ∗的 ＳＬＲ 末端

的 ＢＡＳＵꎬ使其能够将标记反应时间减少到 １ ｈꎮ 而

ＢｉｏＩＤ２ 则需要 １８ ｈ 以上的标记时间ꎬ所产生的链酶

抗生物素信号也不如 ＢＡＳＵ 强ꎮ 经研究证明ꎬ
ＡＰＥＸ２ 的标记速度与 ＢＡＳＵ 类似ꎬ但是 ＡＰＥＸ２ 需

要给细胞中加入 ｂｉｏｔｉｎ￣ｔｙｒａｍｉｄｅ 或者是 ｂｉｏｔｉｎ￣ｐｈｅｎｏｌ
和 Ｈ２Ｏ２ꎬ会造成细胞毒性ꎮ 而来自于 Ｅ. ｃｏｌｉ 的

ＢｉｒＡ∗虽然可以研究一些模式生物中的 ＰＰＩꎬ但是标

记动力学较差ꎬＢＡＳＵ 则能够将反应动力学提速至 １
０００ 倍以上ꎬ并将信噪比增大到 ３０ 倍以上ꎮ 同时ꎬ
ＢＡＳＵ 的标记动力学和使用的试剂是无毒性的ꎬ这
表明它可应用于组织中短时间研究[８]ꎮ
２􀆰 ３　 基于二抗 ＨＲＰ 的邻近标记

最近ꎬ Ｂａｒ 等[９]提出ꎬ可以利用抗体将生物素富

集ꎬ并引导到固定的细胞和原代组织中的相邻蛋白

质上ꎮ 他们使用该方法在多种处理条件下ꎬ分析了

细胞和组织类型中的核纤层蛋白 Ａ / Ｃ 的动态相互

作用组ꎬ发现不同组织的核膜组成有相当大的变

化[９]ꎮ 无论是 ＢｉｏＩＤ 还是 ＡＰＥＸꎬ都需要构建 ＢｉｒＡ
或者是 ＡＰＥＸ 与目的蛋白质的融合基因ꎬ这就使得

无法将这些方法应用于原代组织或者是部分现有的

动物模型ꎮ 为了克服这些问题ꎬ他们提出了新的利

用抗体引导的ꎬ基于邻近标记的方法ꎮ 二抗的 ＨＲＰ
在过氧化氢和苯酚生物素的存在下催化产生自由

基ꎬ使得抗体附近的蛋白质生物素化ꎮ 这种方法被

称为抗体识别生物素化 ( ｂｙ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎꎬ
ＢＡＲ)ꎬ以鉴定抗原附近的蛋白质[９]ꎮ 他们将该方

法应用于鉴定永生化细胞系ꎬ原代细胞培养和原代

细胞中核纤层蛋白 Ａ / Ｃ 的相互作用[９]ꎮ
２􀆰 ４　 ＴｕｒｂｏＩＤ

上述如 ＢｉｏＩＤ 和 ＡＰＥＸ 等标记方法ꎬ都存在着

标记时间过长ꎬ或者是使用具有细胞毒性的化学药

品等问题ꎮ 而在 ２０１８ 年ꎬ Ｂｒａｎｏｎ 等[２９] 提出了基于

酵母定向进化设计的 ２ 个突变生物素连接酶ꎬ
ＴｕｒｂｏＩＤ 和 ｍｉｎｉＴｕｒｂｏꎮ 这 ２ 种酶比 ＢｉｏＩＤ 或者是

ＢｉｏＩＤ２ 的标记效率更高ꎬ能够在 １０ ｍｉｎ 内对细胞进

行无毒害的快速标记ꎮ 同时ꎬ该方法能够应用于苍

蝇和蠕虫ꎬ拓展了研究范围ꎮ Ｂｒａｎｏｎ 等[２９]将酶库里

的酵母表面和荧光激活的细胞分选( ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ￣
ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｃｅｌｌ ｓｏｒｔｉｎｇꎬＦＡＣＳ)结合在一起进化ꎬ并对

之后产生的一系列突变体进行筛选ꎮ 最终ꎬ他们获

得 ２ 个连接酶:ＴｕｒｂｏＩＤ 和 ｍｉｎｉＴｕｒｂｏꎮ 其中ꎬＴｕｒｂｏＩＤ
有 ３５ ｋＤꎬ相较于野生型的 ＢｉｒＡꎬ有 １５ 个突变ꎻ
ｍｉｎｉＴｕｒｂｏ 为 ２８ ｋＤꎬ相较于野生型的 ＢｉｒＡꎬ缺失 Ｎ
末端结构域并且有 １３ 个突变ꎮ 经过研究证明ꎬ他们

发现这 ２ 种酶催化标记的效率高于 ＢｉｏＩＤꎬ在早期检

测到的信号是后者的 ３~６ 倍ꎬ后期则能达到 １５ ~ ２３
倍ꎮ ＴｕｒｂｏＩＤ 也 同 ＢＡＳＵ 进 行 比 较ꎬ 结 果 发 现ꎬ
ＴｕｒｂｏＩＤ 在 １０ ｍｉｎ 内ꎬ标记的蛋白质几乎和后者 １８
ｈ 标记的一样多ꎮ 而 ｍｉｎｉＴｕｒｂｏ 虽然活性比 ＴｕｒｂｏＩＤ
要低 １􀆰 ５ ~ ２ 倍ꎬ但其标记效率仍高于其他标记

方法[２９]ꎮ

３　 问题与展望

邻近标记法是蛋白质动态相互作用检测的有效

方法ꎬ结合高分辨质谱技术ꎬ在揭示细胞内蛋白质功

能调节发挥重要作用ꎬ回答了一些以前无法解决的

问题ꎮ 新型邻近标记蛋白 ＡＰＥＸ２ 和 ＢｉｏＩＤ２ 在标记

能力和标记速度上均有大幅提升ꎬＢＡＳＵ 更进一步

的缩短了标记时间ꎬＢＡＲ 则将临近标记的范围拓展

到了原代细胞上ꎮ 在实际工作中ꎬ我们将 ＡＰＥＸ２ 技

术和抗体靶向的标记技术应用于蛋白质互作中ꎬ期
望能鉴定到一些与靶蛋白瞬时作用的蛋白质ꎬ目前

已经取得了初步的进展ꎮ 值得注意的是ꎬ在使用这

些方法时ꎬ不可避免的会产生一些非特异性吸附ꎬ这
给后续的数据分析造成了一定的困扰ꎮ 如何降低非

特异性吸附ꎬ仍需要进一步的探索ꎮ 目前来说ꎬ邻近

标记方法正在飞速发展ꎬ无论是方法上的增强ꎬ还是

适用范围的拓广ꎬ相信都会为揭示蛋白质功能调节

提供更多方法ꎮ
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