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摘要 Alice Ting实验室开发的抗坏血酸过氧化物酶(engineered ascorbate peroxidase，APEX)，相对于经典的辣根过氧化物酶
(horse radish peroxidase，HRP)，其酶活性不再受细胞内蛋白质定位的影响，可以在几乎所有的亚细胞区域保持活性，这使其
在研究亚细胞尺度以及活细胞水平生物学问题时极具优势．目前，基于 APEX的二氨基联苯胺(diaminobenzidine，DAB)染色
标记技术已经成功地实现对全细胞、亚细胞器和蛋白质水平的电镜成像．同时，与质谱技术结合，基于 APEX的活细胞生物
素邻近标记方法也极大地推动了亚细胞器蛋白质组学，以及目标蛋白在特定时空条件下邻近蛋白质组学的研究发展．本文将

从以上两个方面阐述 APEX技术的基本原理及最新应用进展，并讨论和展望其在实际应用中存在的局限性和挑战．
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蛋白质的亚细胞定位对其发挥特异的生物学功

能是至关重要的，但由于缺乏有效的研究手段，在

亚细胞器尺度研究蛋白质定位与功能的关系仍然是

极具挑战性的科学技术难题．2012年，美国科学
家 Alice Ting实验室通过位点突变的方法改造野生
型抗坏血酸过氧化物酶 (ascorbate peroxidase，
APX)，筛选获得了单体性好、催化活性高的 APX
(enhanced APX)，即 APEX [1]．这种新型的抗坏血

酸过氧化物酶，相对于经典的辣根过氧化物酶

(horse radish peroxidase，HRP)，其酶活性不再受细
胞内蛋白质定位的影响，可以在几乎所有的亚细胞

区域保持活性．他们利用基于 APEX的二氨基联
苯胺(diaminobenzidine，DAB)染色标记方法对细胞
内主要的亚细胞器(如线粒体、内质网等)进行了电
镜成像，获得了衬度好和分辨率高的图像．2013
年，他们又将 APEX应用于以活细胞生物素邻近
标记为基础的亚细胞蛋白质组学研究中[2]，成功鉴

定了 495个人类线粒体基质中的蛋白质，其中 31
个是之前未报道的定位于线粒体的蛋白质，证明其

与质谱技术良好的兼容性．Pagliarini等[3]在这一成

果发表不久就以“ Hallmarks of a new era in
mitochondrial biochemistry”为题回顾了线粒体研究
的历史并认为 Ting实验室的这一研究开创了线粒
体研究的新纪元．2015年，该实验室利用酵母表
面展示技术进一步对 APEX 进行改良，得到活性
更好的升级版 APEX2[4]．同年，Nature Methods 的
技术编辑 Marx [5]在“Technology Future”专栏为基
于 APEX2 的蛋白标记技术撰写了主题文章
“Mapping proteins with spatial proteomics”，重点展
望了该技术在亚细胞器蛋白质组学领域巨大的应用

前景．因此，APEX/APEX2 技术的出现为科学家
在亚细胞尺度以及活细胞水平研究生物学问题打开
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了一扇窗户．下面本文将对 APEX/APEX2技术在
基于 DAB标记的电镜成像和基于活细胞生物素邻
近标记的亚细胞蛋白质组与邻近蛋白质组的应用原

理及相关应用研究进行逐一梳理综述．

1 APEX技术在电镜标记中的应用
1援1 电镜标记方法简述和 APEX/APEX2 介导
DAB染色原理

电镜成像是生命科学研究中常用的技术，目前

电镜标记方法主要包括免疫胶体金标记技术 [6]、

DAB染色标记技术[7]、金属离子配体探针技术[8-9]、

光电联合技术 [10]以及染色体电镜断层拍摄

(chromatin dye with electron-microscope tomography，
ChromEMT)技术[11]等．免疫胶体金标记是最常用的

电镜标记方法，该方法分为去垢剂透膜后标记或者

切片后标记两种．前者会在不同程度上破坏膜结

构；而后者抗原保存受到损害，抗体标记效率差，

容易造成假阳性．金属离子配体探针技术利用的是

某些蛋白具有促进金属沉淀产生的特性，由于金属

沉淀具有很高的电子密度，从而在样品上产生衬

度．目前已有多种蛋白质被证实可以促进金属沉淀

的产生，如金属硫蛋白(metallothionein，MTH)[8-9]、

细菌铁蛋白(ferrtin)[12]等．光电联合技术是将光镜成

像与电镜成像结合起来，通过光镜定位并筛选荧光

标记的目标分子，然后根据光镜信息在电镜下搜索

并定位光镜定位的目标位置进行电镜成像．目前有

多种不同的光电联合方式，如冷冻样品光电联合技

术[13]、超分辨光电联合技术[14-15]以及 Tsien实验室
开发的 Click-EM 技术 [16]等．ChromEMT 技术是
Shea[11]实验室在 2017 年报道的一种全新的电镜标
记技术，他们将新型染色质染料与电镜断层成像结

合，通过 ChromEMT技术首次实现人类活细胞的
细胞核中染色质的 3D成像．

DAB染色标记技术是通过细胞融合表达某一
标签，促使 DAB单体发生聚合，由于 DAB 聚合
物可以被 OsO4着色从而实现标记．该方法在标记

前既不需要透膜也不需要切片，很好地避免了胶体

金标记方法的缺陷．常用于促发 DAB聚合的方法
有两种，一种是基于光猝发，另一种是基于过氧化

物酶催化．光猝发的单价氧离子氧化 DAB生成聚
合物方法包括 MiniSOG 法、 4Cys-ReAsH 法和
Halo/SNAP/CLIP tag-TMR 法．MiniSOG 是一类
荧光蛋白，在光激发下发射荧光并且产生单价氧离

子 [17-19]．4Cys-ReAsH 法是在细胞中表达相应的融

合蛋白使其融合表达含有 4个 Cys的肽段，而后孵
育底物荧光素衍生物 ReAsH．结合在肽段上的
ReAsH 在激光的照射下生成单价氧离子 [20-21]．

Halo/SNAP/CLIP -TMR 法是在细胞中表达含有
Halo/SNAP/CLIP标签的融合蛋白，通过与其荧光
小分子底物 TMR结合，在激光的照射下生成单价
氧离子[22]．这三种方法都需要激光照射产生单价氧

离子，由于光的穿透能力有限，所以不适合分析厚

度大的样品．另外，MiniSOG反应性能(产生荧光
的能力和产生单价氧离子的能力 )较弱，而
4Cys-ReAsH 法和 Halo/SNAP/CLIP tag-TMR 法需
要孵育相应的小分子配体，不可避免地带来非特异

性结合，且 ReAsH对细胞有毒性，所以这三类标
记方法的应用受到了一定的限制[1, 22]．

基于过氧化物酶催化 DAB染色标记方法是在
过氧化氢(H2O2)存在的条件下，过氧化物酶可以催
化 DAB形成 DAB聚合物，进而被 OsO4染色实现

标记(图 1a)．HRP是最为经典的过氧化物酶[23-26]，

但 HRP 功能结构域中包含 4 个二硫键以及 2 个
Ca2+结合位点，导致其在 Ca2+浓度低和还原性环境

中(如胞浆)不能正常发挥作用[25]．因此，基于 HRP
的 DAB染色标记方法在电镜中的应用存在比较大
的限制．Alice Ting实验室为了解决上述缺陷，曾
尝试将 HRP结构中的二硫键去掉，使其能够在胞
浆和其他亚细胞结构中普遍起作用，可惜未获得成

功 [1]．此后他们通过调研发现另外一种植物来源

的，且不存在二硫键和 Ca2+结合位点的过氧化物

酶，即 APX[27]．不过，野生型的 APX是组成型的
同源二聚体，这可能会影响到相连目的蛋白的定位

和功能[1, 28]，而且其催化活性也弱于 HRP．因此他
们通过对野生型 APX进行一系列的定点突变，最
终成功地获得了催化活性高、单体性好的 APX突
变体(K14D、E112K、W41F)，并将其命名为 APEX
(enhanced APX)．更重要的是，APEX可以在几乎
所有的细胞结构中保持活性，所以极大地推动了

DAB染色标记方法在电镜成像中的应用．根据所
标记的对象我们分别对全细胞的标记、对细胞器的

标记和对蛋白质的定位相关的研究进展综述如下．

1援2 APEX技术介导的电镜成像标记应用进展
1援2援1 全细胞标记

神经元之间连接方式的研究是理解大脑工作原

理的基础．应用电镜三维重构技术可以获得高分辨

率和大尺度的样品三维结构[29]，基于 APEX技术制
备的电镜样品，在不破坏组织和细胞结构的情况下
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Fig. 1 A schematic diagram and work flow depicting the peroxidase鄄mediated DAB staining for EM imaging
图 1 过氧化物酶介导的 DAB染色标记及电镜成像

(a)基于过氧化物酶的 DAB染色标记的原理图．(b) APEX2介导的 DAB染色标记实现对 STIM1蛋白的电镜成像(C：胞浆；N：细胞核；

ER：内质网；STIM1：CRAC通道门控蛋白).

可获得神经元的高清电镜图像．如 Joesch等[30]通过

在特定神经元中表达 APEX2 并介导 DAB 染色，
先采用低分辨率来快速获得整个组织的全部图像信

息，而后只对具有神经元连接的小范围区域进行高

分辨率成像，用自动分割识别算法重构获得了组织

内神经元分布及神经元连接的高清图像．

1援2援2 细胞器标记

和 HRP相比，APEX可以用于标记各种细胞
器及亚细胞区域，如线粒体基质、内质网、细胞

核、线粒体内外膜区域、中间丝分布区域以及细胞

间隙连接等[1]．基于此优势，Ting实验室借助基于
APEX的电镜成像揭示了线粒体内膜上 Ca2+转运蛋

白 MCU(mitochondrial calcium uniporter，MCU)的
拓扑学结构．而此前，MCU在线粒体内膜上的拓
扑学结构两个研究组一直存在争论，De Stefani
等[31]认为MCU的 N端和 C端朝向线粒体基质，而
Baughman等[32]认为 N端和 C端朝向线粒体内外膜
之间的空间．Ting实验室通过将 APEX 分别融合
到 MCU的 N端和 C端，通过 DAB染色标记和电
镜成像，发现无论 APEX 在 MCU 的 N 端还是 C
端，线粒体基质中都有很强的 DAB信号，这强有

力地说明了 MCU的 N端和 C 端均朝向线粒体基
质[1]．这一发现为研究线粒体 MCU摄取 Ca2+的分

子机制迈出了重要一步[33]．

除了 Alice Ting的实验室，基于 APEX技术对
与亚细胞器相关的研究，在其他实验室也有不断的

文献报道．Zhu等 [34]利用 APEX技术标记线粒体，
探究线粒体移植在治疗肺缺氧时导致的高血压的机

制．Wong等[35]同样用 APEX技术标记线粒体，研
究高尔基体蛋白(golgins)作为连接蛋白介导膜结构
在线粒体周围聚集的机制．Salo 等 [36]利用内质网

(ER)蛋白 Hsp47连接 APEX以标记 ER结构，研究
ER 和脂滴 (lipid droplet)膜连接的分子机制．Liu
等 [37]用 APEX2 技术标记酵母高尔基体，研究
Nvj2p在形成和促进内质网 /高尔基体之间膜连接
中的作用．

1援2援3 蛋白质定位

APEX技术介导的电镜成像除了可以对亚细胞
结构进行高分辨成像，同样也能探究某个蛋白质的

定位．作者所在实验室通过将 APEX2连接到
STIM1的 C端实现了对 STIM1蛋白在 ER上的定
位标记和电镜成像(图 1b)．目前，基于 APEX技术
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研究蛋白质定位的文献报道也有不少．例如：

a．Marceau等[38]将 APEX2连接到调控登革热病毒
(dengue virus)复制的关键蛋白 STT3B 上，通过
DAB标记可以发现 STT3B定位于 ER膜上，且在
登革热病毒感染的细胞中，STT3B聚集于登革热
病毒诱导的囊泡体周围，直观地揭示了 STT3B在
登革热病毒感染中的作用．b．Zumthor 等 [40]通过

将 APEX2与网格蛋白(clathrin)融合表达在肠兰伯
式鞭毛虫细胞(giardia lamblia)中，发现 clathrin 并
没有聚集在新形成的网格蛋白有被小窝 (clathrin
coated pit，CCP)上，而是聚集在细胞膜和内吞囊
泡(peripheral vacuoles)之间的连接点上．而在经典
的 clathrin介导的内吞中 clathrin是聚集在 CCP周
围协助 CCP组装[39]，Zumthor 等[40]的这一发现拓

展了对 clathrin 的功能以及 clathrin 介导内吞的认
识．c．Shvets 等 [41]将 APEX 连接到细胞膜蛋白
CD9 上，发现除了在陷窝(caveolae)的位置，沿着
细胞膜有一条清晰的 DAB 信号，直观地展示了
caveolae对内吞的货物具有高度的选择性．d．Shi
等 [42]将 APEX2 介导的 DAB 染色标记与 FIB-SEM
(focus ion beam scanning electron microscopy，
FIB-SEM)结合，成功获得线粒体动态相关蛋白
(MiD49/51、Mff、Fis1和Mfn2)在细胞中的 3D定位.

2 APEX技术在活细胞邻近标记中的应用

2援1 活细胞邻近标记技术简述及 APEX/APEX2介
导的邻近标记原理

活细胞邻近标记技术不仅可以研究蛋白质之间

的相互作用，还可以结合质谱技术研究亚细胞结构

的蛋白质组，为理解蛋白质分子机制和亚细胞结构

的生物学功能提供了强有力的研究手段．最早的邻

近标记方法可以追溯到 21 世纪初，当时 van
Steensel等[43]报道用大肠杆菌 DNA腺嘌呤甲基化转
移酶发展的 DamID方法，用于探究蛋白质与 DNA
之间的相互作用．此后这种研究思路也推动了蛋白

质的邻近标记技术的探索和发展．先于 APEX技
术的活细胞临近标记方法有两种：基于生物学连接

酶 BIA的邻近标记方法(BioID方法)和基于辣根过
氧化物酶的邻近标记方法(HRP方法)．BioID方法
是利用经基因工程改造的生物素 (biotin)连接酶
BirA* 将 biotin 连到相邻蛋白的 Tyr 侧链上 [44-46]实

现对邻近蛋白质的 biotin标记．BioID方法第一次
真正实现在活细胞中探测蛋白质相互作用及亚细胞

结构蛋白质组，所以在细胞生物学的不同领域得到

广泛应用[47]．但该方法标记时间过长(6～24 h)，因
此不能用来研究短时程生物过程中的分子事件．同

时，biotin修饰的蛋白质在细胞中长时间的滞留可
能会影响蛋白质功能以及造成细胞毒性．此外，

BirA* 催化形成的反应中间体 Biotin-AMP 不是自
由基[46]，其半衰期长达几分钟，这意味着邻近标

记的空间范围可能会很大，造成蛋白标记的假阳性

比较高[2, 48]．HRP方法则是利用 HRP标记的抗体或
者将 HRP与目的基因融合表达，外源加入 biotin
偶联的芳香叠氮类化合物或者 biotin偶联的酪胺化
合物，在 H2O2存在的条件下，HRP催化底物生成
的自由基可以与邻近蛋白共价相连从而使这些蛋白

带上 biotin标签[49-52]．但这个方法也有其局限性：

a．如前文所述，HRP结构中含有二硫键，在胞浆
和其他还原性环境的亚细胞区域中会失去催化活

性，所以它的应用只局限于研究细胞膜外蛋白[47-48].
b．HRP标记的空间范围达到 200～300 nm,最终得
到的假阳性结果仍然比较多[53]．c．该技术中使用
的酪胺衍生物或者芳香族叠氮化合物生 成的自由

基可以穿过膜结构，从而造成非特异性标记[52, 54]．

由于 APEX 可以在所有亚细胞结构和胞浆中
保持酶活性，基于 APEX 的邻近标记技术的应用
性更为广泛．同时，Ting实验室还对 biotin偶联化
合 物 进 行 了 筛 选 ， 最 终 确 定 生 物 素 酚

(biotin-phenol，BP)在 APEX 介导的的邻近标记中
具有很好的效果[55-56]．如图 2所示，在 H2O2存在情

况下，APEX/APEX2催化 BP生成 biotin偶联的苯
氧自由基，这些自由基可以与相邻蛋白质上电子密

度较高的氨基酸如 Tyr、Trp、His 和 Cys 相连(实
验发现 BP自由基与 Tyr相连为主)从而使邻近蛋白
带上 biotin标签．Biotin修饰的蛋白质通过偶联链
霉亲和素(streptavidin)的珠子进行亲和富集，富集
得到的蛋白质经过 SDS-PAGE 分离，进一步胶内
酶解，最后利用质谱技术对 biotin 修饰的蛋白质
进行鉴定，得到目标蛋白质的邻近蛋白质组．基

于 APEX 技术的邻近标记主要有以下 3 个优点：
a．苯氧自由基的寿命很短，在 1 ms以内，所以理
论上只能标记空间范围在 20 nm 以内的蛋白，和
HRP 方法相比，极大地降低了假阳性的结果．
b．自由基的活性很高，反应速度极快，标记反应
只需要 1 min，所以无论对于瞬时的生物过程还是
长时程的生物过程，APEX技术都能很好地实现邻
近标记[2, 57]．c．由于苯氧自由基不能透膜，所以对
于研究具有膜封闭结构的细胞器蛋白质组，APEX
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Fig. 2 A schematic diagram depicting the proximity labeling in living cells induced by APEX/APEX2
图 2 APEX/APEX2介导活细胞邻近标记的工作模式图

技术具有独特的优势．

目前，基于 APEX 技术的邻近标记方法不仅
成功地应用于离体培养的细胞，也成功地应用于微

生物衣原体[58]、单细胞生物酵母[59]，以及多细胞动

物秀丽线虫 (C援 elegans)和果蝇 [59-60]等．下文将主

要从两个部分来阐述：a．亚细胞结构蛋白质组；
b．目的蛋白在特定时空下的相互作用(和邻近)蛋
白质组．

2援2 亚细胞结构蛋白质组鉴定

亚细胞器蛋白质组的常规分析是通过对细胞内

的亚细胞器进行预分离，再进行后续的蛋白质组分

析来完成的．常规是亚细胞器分离方法往往需要大

量的细胞样品，而且不同亚细胞器之间组分的交叉

污染很难避免，所以往往无法满足科研需求[5, 61]．

APEX介导的活细胞邻近标记方法的出现，为亚细
胞器蛋白质组学提供了新的研究策略，克服了常规

提纯法的缺点，极大地推动了该领域的研究发展．

自 APEX技术报道以来的短短几年中，已有多篇

基于 APEX技术的蛋白质组方面的研究报道，具
体可以分为膜封闭亚细胞结构蛋白质组和非膜封闭

亚细胞结构的蛋白质组两大类．

2援2援1 膜封闭亚细胞结构蛋白质组鉴定

对于用 APEX技术鉴定膜封闭体系中蛋白质
组最早的报道当属 Ting实验室对线粒体蛋白质组
的研究 [61]．由于前文中对此有描述，这里不再赘

述．而 Chen等[60]将 APEX表达于果蝇肌肉细胞的
线粒体基质中，鉴定了果蝇线粒体基质的蛋白成

分，发现 69个以前不曾鉴定到的线粒体基质蛋白，
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这也是 APEX技术第一次在多细胞活体动物上的
应用．2017年，Reinke等[62]报道称将 APEX2分别
表达在秀丽线虫(C援 elegans)的肠细胞、表皮细胞、
体壁肌肉细胞和咽部肌肉细胞这 4种组织的细胞核
和胞浆中，首次在活体动物中系统性鉴定到了具有

组织特异性和亚细胞结构特异性的蛋白质组，为系

统研究不同组织蛋白质组提供了非常有价值的数据.
2援2援2 非膜封闭亚细胞结构蛋白质组鉴定

对于非膜封闭的亚细胞结构蛋白质组的鉴定，

主要的研究思路为，APEX/APEX2 通过融合蛋白
的方式特异地表达在相应的亚细胞结构中，同时要

设计合理的对照，来排除敞开体系中由于 biotin偶
联的苯氧自由基的自由扩散，或者蛋白质的自由流

动而被随机标记的蛋白，降低假阳性结果．

Ting实验室用 APEX 邻近标记方法结合定量
蛋白质组技术，鉴定了完全敞开体系 ER外膜和线
粒体外膜蛋白[63]，他们鉴定到 137个线粒体外膜蛋
白，其中 86%是以前已知线粒体外膜蛋白，而剩
下的 16%是新发现的线粒体外膜蛋白．以及鉴定
到 634个 ER外膜蛋白，其中 89%是以前已知的，
11%是新发现的内质网外膜蛋白，通过比较分析
ER外膜的蛋白质组和线粒体外膜的蛋白质组，找
到了 94个在两者中均有分布的蛋白质，即这些蛋
白质可能是分布于 ER和线粒体接触点上．他们选
取其中的 SYNJ2BP 做了进一步验证，发现
SYNJ2BP 过表达时会增加线粒体和 ER 的接触，
说明 SYNJ2BP确实在 ER和线粒体接触位点的形
成中发挥作用．这项研究工作很好地展示了 APEX
技术鉴定完全敞开体系亚细胞结构蛋白质组的能力.

Mick 等 [64-65]将 APEX 与纤毛区聚集蛋白
NPHP3(1-203)融合表达来鉴定纤毛相关蛋白．由于
纤毛是一个非膜封闭的体系，作者在对照组细胞中

表达一种丧失了鞭毛区定位功能的 NPHP3(1-203)
突变体，并使其融合表达 APEX．最终他们鉴定到
622个鞭毛相关蛋白，其中包括很多已知的鞭毛蛋
白，也包括很多以前未知的鞭毛蛋白如 SKA复合
物、四次穿膜蛋白(tetraspanins)等，并免疫荧光实
验确认了这些蛋白质确实分布于鞭毛区．此外，他

们用基于 APEX 的邻近标记技术发现跟野生型相
比，在一种导致 BBSome 在纤毛中异常聚集的突
变体 Ift27-/-中有 57个蛋白质的含量产生了明显的
变化，并通过后续验证发现这 57 个蛋白质中的
CAR 和 b-arrestin2 是 BBSome 的潜在受体，这为
研究 BBSome 和 BBSome 异常导致的诸多疾病提

供了基础信息．

2援3 时空相互作用(和邻近)蛋白质组鉴定
基于苯氧自由基作用半径小、半衰期短的特

点，使得利用 APEX技术探究某一目的蛋白时空
相互作用(和邻近)蛋白质组成为可能，2017年相继
报道的几篇研究工作也成功地验证了这一点．

Chung等 [66]在 2017 年 2 月报道用 APEX 技术
鉴定与 琢突触核蛋白(琢-synuclein，琢-syn)相互作用
(和邻近)的蛋白质．琢-synuclein (琢-syn)是神经细胞
富含的蛋白，参与突出囊泡的形成和转运，但它在

神经元中的异常聚集是引起共核蛋白病如帕金森病

的关键因子 [67-68]．他们通过 APEX 技术鉴定到与
琢-syn相关的 225个蛋白，其中不仅包括内吞及囊
泡转运相关蛋白，也包括很多 mRNA结合蛋白以
及蛋白质合成的相关蛋白，在全细胞水平上系统地

揭示了 琢-syn在神经细胞中异常聚集可能是由多种
因素造成的[66]．

2017年 4月《细胞》(Cell)同期刊登两篇文章，
报道了基于 APEX邻近标记技术在时间和空间尺
度上开展的 GPCR 信号传导分子机制的研究工
作[69-70]，这无疑成为目前为止 APEX邻近标记技术
最耀眼的应用研究成果．GPCR是人类最大膜蛋白
家族，在人类很多生理过程中都起到重要作用，也

是最广泛使用的药物靶点．但 GPCR 信号通路的
分子机制研究是生命科学领域的最具挑战性的难题

之一，主要因为其信号传递是时间依赖的，且高度

复杂的动态过程，即在配体刺激下 GPCR 在亚秒
时间内激活 G蛋白，进而触发下游的磷酸化事件，
募集 茁 拘留蛋白(茁-arrestins)，而后其在网格蛋白
(clathrin) 等 蛋 白 协 助 下 被 内 吞 进 入 核 内 体
(endosome)进而向下游转运等 [71-72]．由于之前缺乏

系统性的研究手段，限制了对这一高度复杂过程分

子机制的认识，而基于 APEX的邻近标记技术为
打破这种限制提供了可能．Lobingier 等 [69]利用

APEX邻近标记技术结合定量质谱方法鉴定了在配
体刺激的不同时间点，GPCR信号传导和内吞各阶
段的标志蛋白 arrestin3、CLTC、VPS35、VTI1B/
EEA1、RDX/OCLN含量的变化，揭示了 GPCR随
配体刺激空间变化的信息．他们还通过将经典的

GPCR蛋白 B2AR与 APEX2融合表达，同时设计
严密的对照实验———在胞浆、细胞膜胞浆侧和

endosome膜上表达 APEX2，制定了一套定量鉴定
GPCR时空特异性相互作用蛋白的方法．他们以一
种人们不太熟知的 GPCR 蛋白 DOR 为研究对象，
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研究在配体刺激的不同时间点(1、3、10、30 min)
与其相互作用的蛋白质组，通过一系列的数据筛

选，最终鉴定到 29 个高度可信的参与 DOR 信号
传递的蛋白，其中包括 2 个泛素化相关蛋白
WWP2 和 TOM1，并通过功能实验验证了 WWP2
和 TOM1确实参与 DOR的降解．Paek等[70]则利用

类似的研究策略在更高的时间分辨率(10 s)下，定
量分析了不同配体刺激时与 GPCR 蛋白 AT1R 和
B2AR相互作用(和邻近)的蛋白质，以及它们随配
体刺激时间长短发生的定量变化，揭示了其信号传

递和 GPCR内吞的时空过程及分子机制，也揭示
了这两种 GPCR蛋白在配体刺激时信号传递和内
吞机制的差异．这两篇文章虽然方法各异侧重点不

同，但共同展示了 APEX技术在探索动态生物过
程时空特异性的分子机制方面的强大能力[73]．

3 讨论与展望

本文重点综述了 APEX技术的发展历程，及
其在基于 DAB染色标记的电镜成像和活细胞邻近
标记的研究应用，展示了它在生命科学研究领域巨

大的应用前景．此外，近年来基于 APEX 技术衍
生发展出来的新技术和新方法也是非常值得关注

的．Xue等[73]基于完整 APEX2发展出一种蛋白质
片段互补 (protein-fragment complementation)技术，
用来在活细胞中研究蛋白质相互作用及鉴定相互作

用位点； Ariotti 等 [74]将绿色荧光蛋白 (green
fluorescent protein，GFP)结合肽(GBP)与 APEX2融
合表达(APEX2-GBP)，成功实现了对 GFP标记的
蛋白质的光电联合成像，并展示了此方法适用于现

代的三维成像技术．

自 APEX技术被报道以来，作者所在实验室
就一直关注该技术的应用和发展．这里，结合文献

报道以及本实验室在 APEX 技术实际应用中得到
的经验和教训，总结如下：a．基于 APEX/APEX2
的 DAB染色标记，都依赖于 DAB 的氧化，这影
响了这一标记方法的定位精度，同时也只能用于常

规固定的样品．b．与融合表达荧光蛋白类似，融
合表达 APEX/APEX2也存在目的蛋白定位不正确
的情况，造成假阳性结果，因此，设置合适的阳性

或阴性对照是至关重要的．c．APEX/APEX2催化
反应依赖于血红素(heme)，所以在血红素缺乏的环
境中 APEX/APEX2无法发挥催化功能．d．邻近标
记反应中，如果蛋白质缺少暴露在表面的可以被生

物素标记的氨基酸，或者某些蛋白被包裹在大的分

子复合体中，会导致邻近标记实验失败，间接产生

假阴性结果．e．尽管 APEX/APEX2介导的邻近标
记范围只有 20 nm，仍存在引入假阳性相互作用蛋
白的可能性．因此，需要设计合理的对照组，来排

除那些与目的蛋白空间距离上邻近但非相互作用的

蛋白质．同时，如果目的蛋白定位信息不明确，直

接使用基于 APEX技术的邻近标记方法是非常冒
险的[2, 22, 75-76]．随着今后对现有 APEX技术局限性不
断地改进和发展，该技术的应用前景将更加巨大．

综上所述，APEX 技术的开发不仅拓展了
DAB染色标记方法在电镜成像领域的应用，同时
也为在活细胞体系中探索亚细胞器的生物学功能以

及研究时空蛋白质组学提供了强有力的新工具．
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Abstract The engineered ascorbate peroxidase (APEX) developed by Alice Ting laboratory, compared with
classical horse radish peroxidase (HRP), can keep active within all cellular compartments, so it has great potential
as a tool for studying the fusion proteins in both subcellular organelles and live cells. Up to now, diaminobenzidine
staining based on APEX tag has been successfully developed for electron microscopy (EM) in whole cells,
subcellular organelles and proteins. Moreover, combined with mass spectrometry technique, APEX-mediated
proximity biotin labeling in living cells greatly promoted the study of subcellular organelle proteomics and
temporal-spatial proteomics. This review focused on the principle of APEX methodology, summarized its latest
applications including EM imaging and spatial proteomics, and discussed its limitations and challenges as well.
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