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摘要 RNA的空间分布对多种细胞生物学功能起着决定性作用, 故绘制RNA的亚细胞空间分布图谱具有重要研

究意义. 但传统的生化方法很难富集无膜包被的亚细胞空间的RNA, 而邻近标记技术的开发为不同亚细胞空间特

别是无膜细胞器内的RNA与蛋白的分离纯化提供了一种有效的方法. 本文主要介绍了基于过氧化物酶、生物素

连接酶、miniSOG酶和PafA酶开发的邻近标记技术的特点, 并总结了各种邻近标记酶的优缺点以及在RNA邻近

标记方面的应用.
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真核细胞RNA的空间分布在细胞增殖、细胞命

运决定、胚胎发育、疾病发生等生理病理过程中发挥

重要的作用
[1,2]. 细胞将特定RNA分子富集在不同的亚

细胞空间, RNA的亚细胞定位取决于RNA序列、RNA
结合蛋白、分子马达和亚细胞结构等, 细胞功能受到

RNA和蛋白质亚细胞定位的严格调控
[3]. 近年来各种

RNA研究技术得到迅速发展, 如高通量测序RNA检测

技术
[4,5]

、RNA结构解析技术
[6]
、RNA结合蛋白研究

技术
[7]
、细胞影像解析技术

[8]
、RNA化学标记技术

[9]

等, 但是有效标记不同亚细胞空间RNA的技术有限.
对于具有封闭膜包被的亚细胞空间, 如细胞核、

线粒体、突触小体、外泌体等细胞器可以通过密度梯

度离心法进行分离纯化, 进而分离纯化相应亚细胞器

内的RNA[10~13]. 但是利用传统机械离心法很难富集无

膜封闭的亚细胞空间的RNA, 如相分离形成的各种无

膜小体
[14]

、线粒体外膜、细胞内膜等亚细胞空间的

RNA. 所以需要一种适用于活细胞的、具有高时空分

辨能力的富集亚细胞空间RNA的方法. 邻近标记技术

的出现成为了解蛋白质、RNA相互作用和细胞内定

位模式的一种有价值的方法
[15]. 邻近标记技术依赖于

酶催化底物来标记细胞分子, 通常将酶与空间定位的

诱饵蛋白融合, 在活细胞中进行亚细胞空间定位, 邻

近标记酶催化底物分子连接到邻近的蛋白质或RNA
上

[16], RNA邻近标记技术可以用于研究不同亚细胞空

间RNA的定位与富集.
邻近标记技术使用的标记酶主要有过氧化物酶和

生物素连接酶, 过氧化物酶有APEX[17], APEX2[18]和
HRP[19], 生物素连接酶有BirA[20], BioID[21], BioID2[22],
BSUA[16], TurboID[23], miniTurboID[23]

等. 除了过氧化

物酶与生物素连接酶外, miniSOG[24]
和PafA[25]

等酶也
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被用于邻近标记. 近些年来, 利用这些标记酶发展出各

种邻标记细胞的方法
[26](图1A). 邻近标记反应发生在

活细胞内, 通常标记范围在几十纳米以内, 因此, 邻近

标记特别适合用于捕获不同空间位置动态与瞬态的

RNA和蛋白, 为了解细胞不同亚细胞空间的RNA和蛋

白的定位及其位置关系提供了有力的工具
[15]. 本文详

细介绍了不同酶介导的邻近标记方法的特点及其在

RNA邻近标记方面的应用与发展.

1 过氧化物酶介导的RNA邻近标记技术

过氧化物酶介导的RNA邻近标记是将亚细胞定

位的诱饵蛋白与过氧化物酶在活细胞中融合表达, 利

用诱饵蛋白的定位将过氧化物酶引导到目标亚细胞空

间. 用于邻近标记技术的过氧化物酶主要有APEX,
APEX2和HRP. 在H2O2的存在下, 过氧化物酶能迅速

将惰性小分子底物生物素-苯酚转化为具有短暂活性

图 1 RNA邻近标记技术. A: 邻近标记技术的研究进展; B: 过氧化物酶介导的RNA邻近标记技术; C: 生物素连接酶介导的
RNA邻近标记技术; D: miniSOG CAP-Seq RNA邻近标记技术; E: PUP-IT邻近标记技术
Figure 1 RNA proximity labeling technology. A: Recent advances in RNA proximity labeling technology; B: the RNA proximity labeling methods
based on peroxidase; C: the RNA proximity labeling methods based on biotin ligase; D: the CAP-Seq RNA proximity labeling methods based on
miniSOG; E: the PUP-IT proximity labeling methods
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的标记物自由基(<1 ms), 这些高活性的自由基可以共

价连接到邻近的内源蛋白或RNA上. 然后加入还原淬

灭剂溶液去除H2O2后标记反应终止, 最后使用链霉亲

和素磁珠富集被生物素标记的RNA分子, 进行高通量

测序或其他分析
[27]. 过氧化物酶介导的RNA邻近标记

具体技术流程(图1B): 过氧化物酶与诱饵蛋白融合表

达后定位在特定亚细胞空间, 向细胞内加入生物素苯

酚探针, 加入H2O2后1 min就能完成RNA邻近标记反

应, 终止反应后, 裂解细胞, 提取RNA, 富集被生物素

标记的RNA进行高通量测序分析.

1.1 APEX过氧化物酶

APEX是一种来源于植物的工程化抗坏血酸过氧

化物酶. APEX可以催化四氧化锇固定的细胞内的

DAB显色剂聚合和沉淀, 最初用于细胞结构超分辨电

子显微镜成像
[28]. 自从2013年Ting课题组

[17]
报道了使

用APEX实现线粒体蛋白质组图谱的时空特异性绘制

以来, APEX介导的邻近标记技术在蛋白质亚细胞标

记方面得到了广泛的应用. APEX在H2O2的存在下将

底物生物素-苯酚催化为具有短暂活性的自由基, 共价

连接在邻近的蛋白分子上, 由于生物素-苯氧自由基不

具有透膜性, 所以APEX对于膜封闭的亚细胞室(如线

粒体和自噬体)的蛋白质组学分析是非常有利的. 2015
年, Ting课题组

[18]
利用酵母展示技术筛选到具有更高

活性的APEX蛋白突变体APEX2, APEX2蛋白有一个

氨基酸突变位点A134P, 它与APEX蛋白具有相同的化

学催化反应. APEX2对邻近标记反应具有更高的活性

和敏感性. Huang等人
[29]

进一步将APEX2蛋白进行改

造, 通过一个氨基酸突变位点C32S, 进一步提高了

APEX2标记蛋白的稳定性. APEX的主要优点是它在

还原性细胞环境中(如胞浆)仍然保持其催化活性 ,
APEX的应用并不局限于有膜包被的细胞器, 它已被

成功地用于绘制纤毛
[30]

、压力颗粒
[31]

、线粒体外

膜
[18]

、内质网-质膜接触点
[32]

、线粒体基质
[33]

、线粒

体膜间隙
[34]

等亚细胞空间的研究. 为了实现对亚细胞

空间RNA的邻近标记 , 基于APEX过氧化物酶的

APEX-RIP[35]技术、Proximity-CLIP[36]技术、APEX-
Seq[27]技术相继被开发.

1.2 APEX-RIP RNA邻近标记技术

为了研究不同亚细胞空间RNA的转录组, 2017年,

Ting课题组
[35]

利用APEX可以邻近标记不同亚细胞空

间蛋白的特点发明了一种APEX-RIP方法, 实现了亚细

胞空间RNA的邻近标记与富集. 该方法利用APEX2邻
近标记目标亚细胞空间的蛋白, 然后通过化学交联的

方法将RNA与蛋白质稳定结合在一起后, 使用链霉亲

和素磁珠将被生物素标记的蛋白与RNA富集起来, 最

后将富集到的RNA进行纯化测序, 从而实现高通量的

亚细胞空间转录组测序. APEX-RIP技术可以从多种

亚细胞空间分离RNA, 包括线粒体基质、细胞核、胞

浆和内质网等, 还进一步富集到位于线粒体内质网连

接处的RNA以及核纤层位置处的RNA, 通过测序得知

其特异性和灵敏度都比较好. APEX-RIP技术操作简

单, 但是由于RNA与蛋白之间的化学交联, 很难得到

完整性良好的RNA, 故而RNA测序数据的质量难以得

到充分保障.

1.3 Proximity-CLIP RNA邻近标记技术

2018年, Benhalevy等人
[36]

发明了一种Proximity-
CLIP技术, 首先将活细胞内的RNA标记上4-硫尿苷

(s4U), 通过紫外光(λ>310 nm)将RNA和蛋白质进行交

联, 该技术对邻近亚细胞空间RNA富集的原理与上述

APEX-RIP相同, 只是将原来的化学交联变成物理交

联, 减少了对RNA的干扰. 研究人员利用Proximity-
CLIP技术实现了细胞核、细胞质、细胞-细胞结合界

面三个亚细胞空间的RNA与蛋白的富集检测, 成功检

测到多个RNA与蛋白的结合位点, 并发现位于细胞-细
胞结合界面的mRNA在3′非翻译区大多数含有CUG蛋
白结合的序列元件. 紫外交联在生物素反应之前进行,
从而大大缩短了蛋白质生物素化和蛋白质-RNA连接

之间的时间间隔, 减少了RNA的扩散和RNP重排. s4U
的掺入增强了RNA与蛋白质之间的交联反应, 从而不

需要对细胞进行化学固定和通透, 不会干扰RNA的定

位. s4U的掺入还会使测序文库中特异性结合位点处发

生T到C的转变, 更有利于准确分析蛋白与RNA特异性

结合位点, 消除测序中的背景噪音, 提高测序分辨率.

1.4 APEX-Seq RNA邻近标记技术

2019年, Ting课题组
[27]

发现,过氧化物酶APEX2可
以直接对RNA进行邻近标记, 并开发了APEX-seq技
术. 该技术通过将APEX2与诱饵蛋白融合表达, 将

APEX2定位在目标亚细胞空间. 向细胞中加入生物素-
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苯酚探针, 在H2O2催化1 min后就可以将目标区域的

RNA进行生物素标记. 研究人员利用APEX-seq技术绘

制了包括细胞核、核仁、核纤层、细胞质、线粒体基

质、线粒体外膜、内质网、内质网外膜与核孔在内的

九个不同亚细胞空间的转录图谱. APEX-seq技术检测

到的序列信息可达到单碱基分辨率, 可对亚细胞空间

的RNA特征进行精确描述.
Padrón等人

[ 31 ]
也通过体内和体外实验验证了

APEX2标记RNA的效果, 并对内质网膜的胞质面、细

胞质、细胞核三个亚细胞空间的RNA进行了邻近标

记及测序, 并以细胞质RNA为参照, 鉴定出内质网膜

的胞质面有601个显著变化的基因, 细胞核有196个显

著变化的基因. 作者又将APEX-seq技术与蛋白质组学

联用, 对mRNA翻译起始复合物的成分进行了鉴定, 发
现eIF4A1 RNA螺旋酶位于43S复合体前沿, 同时还利

用APEX-seq技术鉴定了相分离形成的压力小体内的

RNA及蛋白质组成,这说明APEX-Seq技术可以为研究

相分离小体中RNA与蛋白质的相互作用及动态变化

提供有利的工具.

1.5 APEX-PS邻近标记技术

最近, Ting课题组
[37]

结合APEX邻近标记技术和相

分离的RNA集合蛋白富集技术开发了一种APEX-PS
技术, 该技术能实现相分离无膜细胞器中RNA结合蛋

白的大规模分析, 成功鉴定出791个细胞核内的RNA
结合蛋白. APEX-PS技术具有很高的特异性和灵敏度,
可鉴定出局部区域低丰度的RNA结合蛋白, 还具有分

析RNA结合强弱的潜力.

1.6 APEX邻近标记探针优化

APEX已经广泛应用于动物细胞蛋白的邻近标记.
由于只有生物素-苯酚作为APEX的底物探针, APEX催
化产生的苯氧自由基更倾向于与蛋白进行反应, 限制

了APEX在RNA邻近标记与DNA邻近标记中的应用.
邹鹏团队

[38]
通过化学筛选发现, 共轭芳胺对核酸具有

很好的邻近标记反应, 以及生物素苯胺和生物素萘胺

对RNA与DNA的标记效果优于生物素-苯酚(图2). 他

们将APEX2定位于线粒体基质, 利用生物素苯胺探针

富集到13个线粒体mRNA, 但未富集到细胞质中的

RNA, 说明生物素苯胺可以用于标记亚细胞空间RNA.
生物素-苯酚/苯胺底物探针的细胞通透性差, 很

难穿透酵母这种具有细胞壁的微生物, 所以APEX邻
近标记技术很难用于酵母细胞. 邹鹏团队

[39]
通过化学

改造将生物素替换成点击化学的手柄-炔基, 增加了探

针对酵母的通透性(图2). 将APEX2定位于酵母线粒体

基质中, 利用炔基-苯酚探针标记了线粒体基质内的蛋

白质和RNA, 裂解细胞后, 通过点击化学反应将炔基-
苯酚标记的蛋白和RNA与叠氮生物素结合, 利用链霉

亲和素磁珠富集被标记的蛋白质和RNA. 实验结果表

明, 炔基苯酚探针对酵母线粒体基质的RNA和蛋白的

富集都是可行的, 并鉴定出165种线粒体特异的蛋白.
除了对反应底物探针的优化 , Huang等人

[40 ]
报道 ,

APEX2可催化生物素-苯酚与RNA进行反应, s4U标记

的RNA更容易被APEX2催化标记生物素, 这些探针的

优化使APEX介导的邻近标记具有更高的标记效率.

1.7 辣根过氧化物酶介导的邻近标记

辣根过氧化物酶(horseradish peroxidas, HRP)也可

用做亚细胞空间的邻近标记, 根据标记探针的不同,
HRP邻近标记的方法主要分为两种. 第一种为酶介导

的自由基激活, 即利用生物素-芳基叠氮为探针底物,
在HRP和H2O2催化下产生含氮自由基, 对邻近分子的

活性氢位点和亲核基团(酪氨酸、色氨酸等)进行攻击,
从而实现邻近分子的生物素标记 , 标记范围为

200~300 nm. Kotani等人
[19]

利用HRP鉴定了活细胞中

细胞表面分子簇的成分. 第二种HRP邻近标记的方法

是利用生物素-苯酚作为底物探针, 在HRP和H2O2的催

化下, 惰性小分子底物生物素-苯酚转化为具有短暂半

图 2 APEX邻近标记底物探针(网络版彩图)
Figure 2 The substrate probes of APEX proximity labeling technol-
ogy (color online)
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衰期的高活性自由基, 将生物素-苯酚探针共价连接到

邻近蛋白上, 实现邻近蛋白的生物素标记. Li等人
[41]

将

该方法应用于B淋巴瘤细胞系细胞膜上受体的共组装

分子的检测. HRP不同于APEX, APEX蛋白在所有细

胞空间都具有活性, 但HRP只在氧化环境中有活性,
例如, 在内质网或高尔基体的内腔和细胞膜外区域.
HRP由四个二硫键和两个Ca2+离子结合位点维持 ,
HRP的结构在还原性条件下会被破坏, 因此HRP在还

原性环境(如胞浆)中不起作用, 这限制了其在还原性

细胞空间中的应用
[42].

2 生物素连接酶介导的RNA邻近标记技术

生物素连接酶催化生物素分子连接到邻近蛋白上

实现邻近标记. 常用于邻近标记的生物素连接酶有

BioID, BioID2, BSUA, TurboID和miniTurbo等, 这些

酶都是通过BirA生物素连接酶进化改造得到的BirA*
蛋白. 目前为止, 还没有BirA直接标记RNA的报道, 但
是可以按照APEX-RIP和Proximity-CLIP技术路线, 将

蛋白与RNA固定后, 通过富集被邻近标记的蛋白, 将

与之交联的RNA富集起来并进行高通量测序分析. 有

研究者通过用BoxB适体连接RNA诱饵, 招募噬菌体

λN肽和生物素连接酶BirA*的融合蛋白, 实现RNA结
合蛋白的生物素化, 从而对特定亚空间定位的RNA进
行邻近标记

[16]. 生物素连接酶介导的RNA邻近标记具

体技术流程(图1C): 将BoxB表达在要研究的RNA上,
BirA*与λN标签融合, 利用λN标签能识别BoxB的原理

使BirA*结合在目标RNA的邻近空间, BirA*将生物素

标记在目标RNA的周围蛋白上, 富集被生物素标记的

蛋白与RNA进行质谱检测和高通量测序分析.

2.1 BirA生物素连接酶

BirA是一种高度保守的生物素连接酶, 它能催化

生物素和ATP产生一种高活性的生物素酰-5′-AMP
(Bio-AMP)中间体, 将生物素连接到特定的蛋白上

[20].
BirA介导的邻近连接策略是将BirA的底物蛋白与诱饵

蛋白融合, 从而将目标融合蛋白标记上生物素, 利用链

霉亲和素系统富集目标蛋白及与其相互作用的生物分

子. BirA的天然底物是生物素羧基载体蛋白(biotin car-
boxyl carrier protein, BCCP), 由于其分子量大, 至少需

要75个氨基酸残基与目标蛋白融合才可以被BirA催化

标记上生物素, 所以通过噬菌体展示技术筛选到的长

度仅为15个氨基酸残基的短受体肽-AviTag, 扩大了

BirA邻近标记的应用范围
[43]. 由于BirA催化标记反应

对蛋白序列具有很强的依赖性, 需要底物蛋白或受体

肽-AviTag的参与, 所以进行邻近标记实验时的操作较

为复杂.

2.2 BioID/BioID2介导的邻近标记

基于BioID的邻近标记技术采用了生物素连接酶

BirA的突变形式BirA*(R118G位点突变), BioID催化生

物素产生高活性的Bio-AMP, BioID相比BirA对Bio-
AMP的亲和力显著降低, 能提前释放Bio-AMP, 更容

易实现对邻近蛋白的生物素标记
[21]. 标记反应发生在

邻近蛋白特定的赖氨酸残基上形成稳定的酰胺键 ,
BioID的标记半径为10 nm左右. BioID邻近标记简单无

毒, 只需提供生物素即可启动标记. 自引入BioID以来,
BioID在培养的哺乳动物细胞

[44]
、植物原生质体

[45]
、

寄生虫
[46,47]

、小鼠
[48]

和酵母
[49]

中的应用已超过100种.
BioID的主要缺点一方面是其催化活性低, 生物

素标记能力差, 标记时间需要18~24 h. BioID对一些

细胞亚空间难以标记, 例如蠕虫、苍蝇或培养的哺乳

动物细胞的内质网腔. 另一方面是BioID含有DNA结
合结构域, 产生的非特异性背景高. 2016年, Kim等

人
[22]

报道了一种改进版本的BioID2, BioID2来源于超

噬热菌 , 在其蛋白催化位点含有一个R40G突变 ,
BioID2的N末端缺少DNA结合域, 分子量为27 kD, 因
此比大肠杆菌BioID小(分子量35 kD), 有利于与诱饵

蛋白的融合定位. BioID2的生物素标记背景低, 需要

更少的生物素催化标记反应, 适用于标记更加广泛的

亚细胞空间.

2.3 BASU介导的邻近标记技术

Khavari课题组
[16]

在研究RNA与蛋白质相互作用

时得到一个新的生物素连接酶突变体BirA*并将其命

名为BASU, BASU来源于枯草芽孢杆菌, 同BioID2一
样缺失DNA结合域, BASU的C端和5′-AMP结合区进

行了一系列突变, 与BioID和BioID2相比生物素催化

活性更高. 以BASU为基础, 一系列邻近标记的方法被

开发出来, 如ChromID[50]
技术, 通过把BASU与特定染

色质读取器融合, 实现对特定区域染色质的邻近标记.
RaPID技术

[16]
也是利用BASU构建出来的, 被用来检测
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与寨卡病毒RNA相互作用的宿主蛋白, 通过用BoxB适
体标记感兴趣的RNA, 招募噬菌体λN肽和生物素连接

酶BASU的融合蛋白, 实现RNA结合蛋白RBP的生物

素化(图1C).

2.4 Turboid/miniTurbo介导的邻近标记技术

生物素连接酶BioID, BioID2和BASU的开发为邻

近标记技术提供了有力的工具, 但这些酶的标记需要

的时间过长(18 h左右). 2018年, Ting课题组
[23]

对BirA
进行定向计划改造得到TurboID和miniTurbo两种新的

生物素连接酶. TurboID分子量35 kD, 有15个氨基酸位

点的突变, miniTurbo有13个氨基酸位点突变并有一些

N端序列被删除, 分子量为28 kD. TurboID和miniTurbo
催化活性大大增加, 催化时间从原来的18 h缩短到

10 min, 极大扩展了生物素连接酶在邻近标记方面的

应用, 并在果蝇和线虫活体中得到有效的邻近标记反

应. 张永亮课题组
[51]

将TurboID应用于抗烟草花叶病

毒免疫受体蛋白N的互作蛋白研究, 首次在植物中构

建了基于TurboID酶的邻近标记系统. Bergmann课题

组
[52]

在拟南芥稳定转化体系和烟草瞬时转化体系中

也验证了TurboID和miniTurbo系统的标记反应.

3 光敏化学反应的空间特异性RNA邻近标
记技术

2019年, 邹鹏课题组和王建斌课题组
[24]

利用邻近

标记酶miniSOG开发了一种基于光敏化学反应的特异

亚细胞空间RNA标记技术, 命名为CAP-Seq. 研究人员

通过体外实验比较各种光敏蛋白, 筛选出可用于邻近

标记的光敏蛋白miniSOG. 光敏蛋白miniSOG在蓝光

照射下可产生单线态氧自由基, 迅速进攻鸟嘌呤, 生

成氧化中间体, 含有氨基的生物素探针可以捕获氧化

中间体形成共价产物, 从而完成邻近标记. 单线氧的

扩散距离有限使miniSOG邻近标记发生在附近几十纳

米范围内. 通过将miniSOG定位于线粒体, 成功对线粒

体内15个RNA进行捕获. miniSOG介导的CAP-Seq技
术跳出了原有的过氧化物酶和生物素连接酶介导的邻

近标记体系, 可更加精确地对标记区域进行控制, 具有

更加精确的时间控制, 可以引领新的邻近标记技术的

开发. 光敏化学反应介导的miniSOG CAP-Seq RNA邻
近标记技术具体流程(图1D): miniSOG与诱饵蛋白融

合表达, 在蓝光照射下, miniSOG产生的单线态氧迅速

进攻鸟嘌呤, 生成的氧化中间体被含有氨基的探针捕

获形成共价加成产物, 裂解细胞提取RNA, 富集被标

记的RNA进行高通量测序分析.

4 PUP-IT邻近标记技术

2018年, 庄敏和王皞鹏课题组
[25]

合作开发了一种

新的利用PafA酶的邻近标记系统——PUP-IT(pupyla-
tion-based interaction tagging), 与过氧化物酶和生物素

连接酶介导的邻近标记不同, PafA催化一种被称为

Pup的小蛋白进行邻近的蛋白标记, 这种技术称为

PUP-IT技术. PUP-IT技术利用来源于细菌的Pup连接

酶PafA, 将Pup小分子标记到邻近蛋白上从而实现对

亚细胞空间蛋白的邻近标记. Pup是一个64个氨基酸

残基的小蛋白, 其C端为Gly-Gly-Gln, PafA在Pup的C
末端脱氨基使Gln变成Glu, 形成Pup(E), 在ATP存在下,
PafA催化Pup(E)的C端Glu磷酸化, 并与赖氨酸残基结

合. PafA在目标赖氨酸的两侧没有一致的结合基序,
因此可以将Pup连接到附近的任何赖氨酸残基上, 使

其成为一种有用的邻近蛋白标记酶. 将PUP-IT技术用

于T细胞表面受体CD28的研究, 鉴定出多个与CD28相
互作用的蛋白. PUP-IT邻近标记技术具体流程(图1E):
PafA与诱饵蛋白融合表达, PafA能催化Pup(E)C端Glu
的磷酸化, 而后将该磷酸化的Glu结合到附近猎物蛋

白上, 实现对猎物蛋白的邻近标记.
2020年, 刘冀珑、庄敏和吕鹏飞课题组

[53]
合作将

PUP-IT系统与靶向RNA的CRISPR-dCas13相结合开发

出CRUIS(CRISPR-based RNA-United Interacting Sys-
tem)系统, 用于研究特定RNA空间位置周围蛋白质的

邻近标记, 通过CRUIS系统, 追踪了ACTB mRNA在应

激颗粒中的聚集能力并捕获了与ACTB mRNA结合的

蛋白.

5 Split-PL邻近标记技术

为了提高邻近标记技术的特异性, Split-PL邻近标

记技术被相继开发. 将邻近标记酶通过基因工程的方

法分成两段无活性的蛋白片段, 这两段蛋白在细胞中

分别表达均无标记活性, 只有共表达在细胞中的同一

亚细胞空间才具有邻近标记活性. Split-PL邻近标记技
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术将细胞中两个具有相互作用的诱饵蛋白分别融合到

两个无活性的Split-PL片段上, 相互作用的诱饵蛋白在

细胞中表达后定位于同一细胞空间, 两个Split-PL片段

在同一亚细胞空间相互作用恢复标记活性, 实现对特

定空间的标记.

5.1 Split-APEX2

Xue等人
[54]

将APEX2蛋白分为两段, NA201和
CA202, 将无催化活性的两个片段分别与FRB及
FKBP12进行融合, 雷帕霉素可以诱导FRB和FKBP12
蛋白进行二聚化, 无活性的两个片段NA201和CA202
二聚化聚合后互补形成具有催化活性的APEX2, 这种

Split-APEX2的方法显示出更好的亚细胞标记特异性.
Ting课题组

[55]
利用酵母展示定向进化技术将200个氨

基酸N端的9个氨基酸位点进行了突变, 得到特异性更

好的两段, 并将该系统命名为sAPEX, 成功应用于细胞

质、线粒体与内质网接触位点等亚细胞空间的RNA
与蛋白的研究.

5.2 split-HRP

HRP蛋白有308个氨基酸, Ting课题组
[56]

通过筛选

得到HRP中的17个剪切位点并进行定向进化, 通过比

较发现213位氨基酸剪切位点的split-HRP(sHRP)催化

活性最高. 将sHRP片段分别融合到Neurexin(NRX)和
Neuroligin(NLG)蛋白上, NRX与NLG跨越突触间隙相

互结合后, sHRP两个片段相互结合, 催化突触间隙的

邻近标记反应. sHRP需要血红素和外源性标记试剂,
这些试剂可以直接添加到培养细胞中, 但在体内传递

效率低. sHRP不仅在培养的细胞中能敏感地观察特定

神经元之间的突触, 也可以检测小鼠大脑中长距离

(~1 cm)连接中的小突触.

5.3 Split-BioID

2017年, De Munter等人
[57]

开发了一种Split-BioID
方法,将BioID分成两段,分开表达后均无催化活性, 两
段分别融合到蛋白磷酸酶PP1的催化亚基和调节亚基

上, 当蛋白磷酸酶PP1在细胞中形成二聚体时, 两段无

活性的BioID聚集在一起组合成有催化活性的生物素

连接酶, 从而对PP1复合物进行邻近标记. Split-BioID
只能标记二聚体邻近的蛋白, 所以标记反应特异性更

强. Schopp等人
[58]

利用Split-BioID鉴定了RNA诱导沉

默复合体miRISC中相互作用的蛋白, 找到新的基因沉

默因子, 说明该术还可用于挖掘蛋白质复合物中分子

间的相互作用.

5.4 Split-TurboID

基于Split-APEX和Split-BioID的邻近标记技术均

已被开发, TurboID的标记速度显著优于BioID且不需

要细胞毒性的H2O2催化, 所以Ting课题组
[59]

基于Tur-
boID发明了Split-TurboID技术, 通过SPELL计算算法

预测, 筛选了14个不同的TurboID分裂位点, 通过体内

体外酶活验证, 最后选定L73/G74作为最佳分裂位点.
利用Split-TurboID技术鉴定筛选到70个之前未报道的

内质网-线粒体接触位点蛋白. Split-TurboID技术的开

发可以实现基于邻近标记技术的相关细胞亚空间群的

蛋白质组分析, 同时具有非常大的潜力应用于RNA的
邻近标记.

6 邻近标记技术的优势与局限性

传统的亲和纯化与RNA测序相结合的方法也可

以用来富集与特定蛋白相互作用的RNA, 如RNA免疫

沉淀测序(RNA immunoprecipitation sequencing, RIP-
seq)[60]. 然而, 亲和纯化的主要限制是在细胞裂解和随

后的洗涤步骤中通常会丢失具有微弱或瞬时相互作用

的分子. 此外, 亲和纯化对于不溶性靶点或缺乏高亲和

力抗体的蛋白质邻近RNA的富集具有挑战性. 邻近标

记技术突破了传统方法的一些限制, 可以获得大量可

溶性蛋白质或者不溶性膜蛋白邻近的RNA并进行高

通量测序鉴定. 邻近标记技术不仅可以富集到不同亚

细胞空间的蛋白质、RNA和DNA等大分子, 还可以捕

捉到传统方法无法检测到的微弱或短暂的细胞分子之

间的相互作用.
邻近标记技术需要将邻近标记酶(27~44 kD)与诱

饵蛋白融合, 融合可能会影响诱饵蛋白的功能、定位

甚至相互作用, 还需要将构建的融合载体通过瞬时转

染或稳定转染到细胞内进行过表达, 诱饵蛋白与邻近

标记酶的过表达可能会产生过度标记而得到假阳性结

果. 此外, 邻近标记酶的选择在很大程度上取决于具体

的应用, 因为每种酶都有自己的优缺点(表1). 例如, 过
氧化物酶APEX, PEX2与HRP介导的邻近标记的优点

是酶的催化标记效率高、标记时间短, 可以在1 min完
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成标记反应, 其缺点是邻近标记反应需要H2O2的催化,
H2O2对活细胞是有毒性的, 对细胞正常生理状态会有

一些影响. 生物素连接酶只需要生物素探针, 对细胞

无毒性, 但是BirA, BioID, BioID2与BSUA这些生物素

连接酶的催化活性低, 催化时间长达18 h, 还会产生一

些标记背景污染.

7 总结

邻近标记技术的出现为蛋白质、RNA与DNA的
亚细胞空间定位与相互作用的研究提供了很大帮助,
邻近标记不需要破坏细胞进行复杂的分离, 打破了传

统方法的限制. 各种邻近标记酶的发现与优化推动了

RNA邻近标记技术的飞速发展. 过氧化物酶APEX2、
光敏化学反应酶miniSOG已经被报道可以直接将底物

探针连接到邻近的RNA分子上, 用来富集各种亚细胞

空间的RNA. 生物素连接酶与PafA酶同过氧化物酶一

样可以直接催化底物探针连接到邻近蛋白上, 但还未

发现其与过氧化物酶APEX2一样直接标记邻近RNA
的能力. 这些邻近标记酶都可以通过增加一步RNA与
蛋白质交联的步骤, 通过对邻近蛋白的富集得到与邻

近蛋白交联的RNA.
越来越多的酶被开发应用于邻近标记, 随着各种

技术的开发, RNA邻近标记技术将得到更好的发展,
更多RNA的空间位置与动态信息将会被捕捉. 邻近标

记技术的发展将推动一些重要生命科学问题的解决.
利用邻近标记技术可以绘制分子间相互作用图谱, 使

以前难以获得的生物学信息, 如分子间瞬时相互作用

信息、不溶性诱饵蛋白邻近分子、分子间相互作用的

接触点的研究成为可能.
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表 1 不同邻近标记酶的优缺点

Table 1 Advantages and disadvantages of different proximity labeling enzymes

酶 分子量(kD) 类型 标记时间 优点 缺点

APEX 28 过氧化物酶 1 min 标记时间短; 既可以标记蛋白也
可以标记RNA 标记反应需要的H2O2对细胞具有毒性

APEX2 28 过氧化物酶 1 min 标记时间短; 既可以标记蛋白也
可以标记RNA 标记反应需要的H2O2对细胞具有毒性

HRP 44 过氧化物酶 1 min 标记时间短; 既可以标记蛋白也
可以标记RNA

标记反应需要的H2O2对细胞具有毒性;
在还原性细胞空间中不起作用

BirA 35 生物素连接酶 18 h 无细胞毒性 标记时间长; 标记效率低

BioID 35 生物素连接酶 18 h 无细胞毒性 标记时间长; 标记效率低

BioID2 35 生物素连接酶 18 h 无细胞毒性 标记时间长; 标记效率低

BSUA 29 生物素连接酶 18 h 无细胞毒性 标记时间长; 标记效率低

TurboID 35 生物素连接酶 10 min 无细胞毒性; 标记时间短 如果标记时间未控制好, 标记特异性会下降

miniTurboID 28 生物素连接酶 10 min 无细胞毒性; 标记时间短 如果标记时间未控制好, 标记特异性会下降

miniSOG 12 光敏蛋白 20 min 标记可以用光控制; 标记效率高 标记产生单线态活性氧具有细胞毒性

PafA 53 Pup连接酶 30 min 标记范围小特异性高 PafA分子量大影响在细胞内表达
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Recent advances in RNA proximity labeling

WANG Kai, WANG LiNa, XU XiaoWan, HE YuWei & YANG QingKai
Institute of Cancer Stem Cell, Dalian Medical University, Dalian 116044, China

The spatial distribution of RNA is crucial for diverse cellular functions. However, isolating RNA from a membraneless organelle
remains a challenge. Fortunately, significant advances have been made in proximity labeling (PL) to isolate RNA and/or protein from
membraneless organelles. In this review, we summarize the PL methods using peroxidase, biotin ligase, miniSOG, and PafA.
Following this, we abridge their applications, advantages, and disadvantages in RNA PL.

RNA proximity labeling, subcellular space, RNA enrichment, membraneless organelle
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