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摘要 细胞通过内质网(endoplasmic reticulum, ER)-质膜(plasma membrane, PM)之间的膜接触点(简称为ER-PM连

接区)进行脂类传递和钙信号转导. 该连接区占据神经元胞体处质膜表面积的12%, 且是肌肉细胞兴奋-收缩偶联

所必须的. 当前对神经元中该区的动态特征及生物学功能还所知甚少, 对兴奋性细胞中该区中的蛋白质图谱也了

解得比较有限. 而作为连接区内介导ER-PM互作的蛋白质机器, 钙池释放钙通道钙释放激活钙(calcium release-
activated calcium, CRAC)通道在兴奋性细胞中的调控、生理和病理作用也有待进一步阐明. 近年来, 超分辨成像,
光遗传学技术及蛋白邻近标记技术的出现, 为回答这些问题提供了有力的工具. 本文因而总结了ER-PM连接区的

动态观测与蛋白质组学鉴定, 及肌肉细胞的CRAC通路等研究方向上的最新进展, 并对后续相关研究进行了初步

的展望.
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真核细胞的一个重要特征是具有多种膜性细胞

器
[1], 如内质网(endoplasmic reticulum, ER)[2]、高尔基

体、线粒体、溶酶体. 为应对胞内外刺激以维持生命

活动的正常进行, 细胞需要通过细胞器互作来进行物

质和信息的交流, 进而协调各个细胞器所介导的各种

生物学过程. 细胞器及质膜之间的互作是通过它们之

间存在的10~30 nm的间隙实现的. 而这些介导细胞器

互作的间隙部位被称为膜接触点(membrane contact
site, MCS)[1]. 虽然最早有关细胞器互作的报道可以追

溯到20世纪50年代
[3], 但由于技术手段的限制, 人们对

其结构、蛋白组成和功能的认知都比较有限, 甚至曾

普遍认为两个细胞器之间的交流是通过胞浆蛋白实现

的. 借助新近发展出来的基因编辑、光遗传、超分辨,
及邻近标记等新型技术手段, 人们对各种膜接触点和

它们所涉及的生理功能开始有了更深入的了解, 细胞

器互作及其功能也逐渐成为热点研究领域.
细胞器互作最常涉及的一个细胞器是ER. ER负责

细胞内蛋白质和脂质的合成以及蛋白质的折叠, 同时

又是动物细胞内最主要的钙库. ER是动物细胞中最大

的膜系统, 从核包膜延伸至细胞边缘, 并与多种细胞器

和细胞质膜发生互作, 当前了解最多的是ER与质膜

(plasma membrane, PM), 核膜和线粒体之间膜接触
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点
[4]. 其中内质网-质膜连接区是细胞响应胞内外刺激

关键部位, 目前已知的发生在该膜接触点处的生物学

过程主要是脂类转运和钙信号转导等
[5].

CRAC通道是一种典型的介导ER和PM互作的蛋

白质机器. 经典的CRAC通道由ER膜上的开关元件

STIM1(stromal interaction molecule 1)和PM上的钙通

道亚基Orai1组装而成. STIM1钙感受器是内质网上的

单次跨膜蛋白, 其N端位于内质网一侧的部分含有能

感知钙离子(calcium ion, Ca2+)水平变化的结构域, 而

其位于胞浆的C端区域则含有能与Orai1结合的结构

域. 而Orai1是位于细胞质膜上的一种四次跨膜蛋白,
以六聚体的形式发挥作用

[6]. 当细胞膜上的G蛋白偶

联受体或络氨酸激酶受体被激活后, 会通过诱导产生

三磷酸肌醇(inositol 1,4,5-triphosphate, IP3), 后者结合

并激活内质网上的IP3受体, 引发内质网中的Ca2+的释

放, 造成内质网Ca2+水平的降低, Ca2+从STIM1的钙结

合域上解离. STIM1因而发生构象的变化、寡聚化, 迁
移至内质网膜与质膜连接区, 结合并激活质膜上的

Orai1通道亚基, 引发胞外的Ca2+内流, 该过程即SOCE
(store-operated calcium entry). 经由SOCE进入细胞的

Ca2+最终会使内质网钙库重新充满, 细胞恢复静息状

态并维持其正常的钙稳态
[6]. SOCE是几乎所有非兴奋

细胞中引发钙内流的主要机制, 是细胞内钙信号的重

要来源, 调节诸多生理功能, 如免疫反应、分泌、细

胞迁移和组织发育等
[6]. 越来越多的证据表明, SOCE

在包括神经元、骨骼肌细胞和心肌细胞在内的兴奋细

胞中也普遍存在并发挥重要的功能
[7~10]. CRAC信号与

神经元的功能请参看另一篇综述
[11], 本文将着重讨论

肌肉细胞中的内质网-质膜连接区及其中CRAC通路.

1 肌肉细胞内质网-质膜连接区中的CRAC
信号及功能

1.1 肌肉细胞内质网-质膜连接区的发现

膜接触点结构是在肌肉细胞中被首次发现的 .
1957年, 人们首次通过电子显微镜(电镜, electron mi-
croscope, EM)观察到肌肉细胞的内质网与质膜间存

在紧密接触的区域, 并将这些区域命名为心肌细胞的

二联管区(dyads)或骨骼肌的三联管区(triads)[12]. 这

些特化的结构实际上就是内质网-质膜之间的膜接触

点. 随后几年在其他动物细胞, 如神经元细胞
[13,14]

、

小鼠成纤维细胞
[15]

、非洲爪蟾卵母细胞
[16]

等中, 也

陆续发现了类似结构的存在. 在不同细胞中对ER-
PM之间接触点的命名有所不同, 如在神经元细胞中

被称为SSC’s(subsurface cisterns), 在酵母细胞中被

称为cortical ER[17], 在果蝇光感受细胞中被称为SRC
(subrhabdomeric cisternae)[18], 而在植物细胞中则被

称为EPCS (ER-PM contact sites)[19,20]等. 为了叙述方

便, 在本文中将之称为内质网-质膜连接区(ER-PM
junctions).

1.2 肌肉细胞的钙信号通路

心肌细胞的二联管区或骨骼肌细胞的三联管区为

肌肉细胞内特化的ER-PM连接区, 由肌肉细胞的质膜

深度内陷形成T管(transverse tubules), 与交界处的肌

质网(junctional sarcoplasmic reticulum, jSR)所组成.
该连接区是介导肌肉细胞中特有的兴奋-收缩偶联(ex-
citation-contraction coupling, ECC)的关键部位. 肌肉细

胞肌膜表面发生去极化后, 位T管上的电压门控L型钙

离子通道(CaV)发生构象变化, 直接或间接的激活位于

jSR上的兰尼碱受体(ryanodine receptors, RYRs). 后者

介导由肌质网向胞浆的钙释放, 最终引起肌节的收

缩
[21].
上述兴奋收缩偶联所引发的钙释放会导致肌质网

钙水平下降,理论上细胞也需要某种机制,如SOCE,引
发钙内流, 进入胞浆的Ca2+通过肌质网上的钙泵(SR
Ca2+ ATPase, SERCA)泵入肌质网, 来反馈性地恢复肌

质网钙水平. 的确, 几个研究团队分别在分离的小鼠完

整趾长伸肌
[9]
、啮齿动物胚胎心肌细胞

[22]
、新生鼠心

肌细胞
[8]
及成年大鼠心肌细胞

[23]
中检测到了SOCE. 后

续的研究工作则在肌肉细胞中证实了介导SOCE的
STIM1和Orai1这两个CRAC通道元件的存在

[24,25]. 进

一步的工作则表明肌肉细胞中SOCE的大小与STIM1
及Orai1的表达量或功能直接相关. 例如, Stiber等人

[26]

发现在STIM1功能丧失小鼠的肌纤维中, SOCE显著减

小. Dirksen团队将小鼠肌管中的STIM1敲低后,检测到

SOCE几乎消失,而回补hSTIM1后, SOCE完全恢复. 同
时, 他们还验证了Orai1的功能丧失性突变——E106Q
也使肌管中的SOCE消失

[27]. 这些工作表明, 肌肉细胞

中的SOCE也是由STIM1和Orai1介导的.
兴奋性细胞的各种反应, 如动作电位的产生以及

肌肉的收缩等的速度较快(毫秒~秒级别), 而CRAC通
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道介导的钙信号则是一种激活速度相对较慢的生理过

程(分钟级别)[28]. 针对这一问题, 几个团队发现兴奋性

细胞中会表达一种STIM1剪接异构体STIM1L[29,30]. 与
STIM1相比, STIM1L在C端多出了一段由106个氨基酸

组成的具有actin结合能力的肽段. 在细胞骨架的帮助

下, STIM1L在静息时即与Orai1共定位, 结合但不激活

Orai1. 在肌肉细胞中, STIM1L因此可以略过STIM1的
大部分的激活、聚集及重定位到ER-PM连接区结合

Orai1等较耗时的步骤, 实现对Orai1的快速激活
[30]. 但

后续的一个报道则发现, 超表达在STIM1-STIM2双敲

除的成纤维细胞的STIM1L介导SOCE的速度反而更

慢
[ 31 ] . 因而还需要更多的工作来验证肌肉细胞中

CRAC通道激活速度更快的假说正确与否. 尽管如此,
上述工作仍提示肌肉细胞里可能存在一些特有的调控

因子来增加CRAC通道的激活速度.

1.3 CRAC信号在肌肉细胞中的生理功能及调控

当前对CRAC通道在肌肉细胞中的生理功能了解

的还比较有限. Rosenberg团队
[32]

的工作表明, CRAC通
道与心脏的节律性有关. 他们发现STIM1和Orai1大量

存在于窦房结细胞, 而敲除STIM1的窦房结细胞中的

静息钙水平和肌质网钙库钙水平均会降低 . 而且

STIM1敲除的小鼠表现出心脏起搏的改变和心率的显

著性降低, 但是具体的调控机制仍需要进一步的研究.
而在骨骼肌细胞上的工作则表明, SOCE信号与肌质网

钙稳态的维持有关,以敲减SOCE相关蛋白或超表达无

功能Orai1突变蛋白等方式降低肌肉细胞的SOCE功能

后, 会降低细胞维持内质网钙水平的能力, 使得连续去

极化引发的钙释放不断降低. 这会造成连续刺激引发

的肌肉收缩能力下降, 进而导致SOCE缺陷的转基因

小鼠的耐力下降
[26,33,34]. 而通过超表达Orai1增加

SOCE后, 则可以减轻小鼠在重复高频刺激下的肌肉

疲劳
[35].
还有一些研究则表明, CRAC通道介导的SOCE信

号与肌肉的发育密切相关. SOCE缺陷的小鼠骨骼肌

分化受损
[36~38], Orai1骨骼肌特异性敲除小鼠在发育

过程中缺少了抗疲性Ⅰ型纤维
[34]. Orai1功能缺失患

者的腓肠肌则几乎完全缺失Ⅱ型肌纤维
[39]. 在小鼠骨

骼肌中敲除STIM1后, 小鼠表现出严重的发育迟缓和

围产期致死
[37]. 这些结果表明SOCE在肌肉生长和分

化中起着核心作用, 精准的SOCE对骨骼肌的正常发

育和功能都至关重要. 小鼠骨骼肌发育过程中STIM1
表达含量升高, 钙库中的钙水平和SOCE也随之升

高
[40]. 而在心肌中则相反, Hill和Rosenberg团队

[29,41]

的工作表明STIM1和Orai1的表达量随着心脏的发育

而下调. 在发育过程中, 对为什么CRAC通道蛋白在不

同肌肉细胞中的表达模式不同这个问题, 当前还不清

楚具体原因. Rosenberg团队的推测是, 在新生心肌细

胞中, T管尚未形成, CaV表达量也较低, 由位于T管的

CaV与位于jSR的RYRs构成的二联体还在发育阶段,
因此需要大量STIM1和SOCE的存在来形成足够的钙

信号来进行心肌的分化和增殖. 而在成年心肌细胞中,
二联体发育完全、速度更快、经典的ECC钙信号通

路替代SOCE来行使功能, STIM1的表达量和SOCE的
功能因此而减弱

[41].
尽管当前对肌肉细胞中CRAC通道的表达及功能

的调节机制的了解不多, 但肌肉细胞中无疑应该存在

一些特有的SOCE调控因子. 有研究发现, 小鼠运动后

的骨骼肌会发生SR和T管的重构, 在新产生的ER-PM
连接区中STIM1和Orai1的共定位显著增加. 而SOCE
的抑制剂则可以降低这种现象的发生频率. 该研究提

示骨骼肌中可能存在特有的调控STIM1和Orai1互作

的机制
[42]. 而有研究则发现或提示骨骼肌特有的一些

蛋白对CRAC通路有调控作用. 例如, 在胚胎期小鼠的

骨骼肌中, 对SOCE有限制作用的蛋白SLN(sarcolipin)
含量较高, STIM1的含量较低. 出生后小鼠的骨骼肌

中SLN的表达下降, STIM1表达上调, SOCE增加
[40].

此外, 骨骼肌SR中大量表达的钙结合蛋白CSQ1(calse-
questrin-1)是骨骼肌中SOCE的负调节蛋白. 在敲低

CSQ1的小鼠骨骼肌中, SOCE显著升高
[43]. CSQ1的作

用机制是通过降低激活态STIM1的聚集程度来减弱

STIM1和Orai1的偶联程度, 进而降低SOCE. 推测

CASQ1调控SOCE功能的生理意义在于防止生理条件

下肌质网Ca2+过载
[44~46]. 最后, 骨骼肌中其他的一些重

要功能蛋白, 如RyRs和MG29(mitsugumin 29), 也被证

实可以调控骨骼肌中的SOCE[47,48]. 除了上述零星的报

道外, 目前还未见在肌肉细胞中CRAC通道调控因子

的系统研究.

1.4 SOCE在肌肉细胞中的病理功能及调节机制

众多肌肉类疾病都与SOCE的异常相关.对骨骼肌

而言, SOCE的异常增加或减少会导致不同临床表型的
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肌病. 管状聚集性肌病(tubular aggregate myopathy,
TAM)是研究中最为熟知的SOCE异常相关的肌病, 表

现为肌肉无力、肌肉疼痛和痉挛等症状. 众多研究表

明TAM与STIM1和Orai1的功能获得性突变有紧密的

联系
[49,50]. 另外, 也有研究提出, SOCE的活性增强可能

与杜氏肌营养不良(Duchenne muscular dystrophy,
DMD)及恶性高热(malignant hyperthermia, MH)的发

病机制相关
[51].

在心肌相关疾病中, 除前述STIM1可能与心率失

常有关的报道外
[ 52 ] . 近十年来 , 陆续有工作表明

STIM1-Orai1介导的SOCE与心肌肥大(cardiac hyper-
trophy)密切相关. 早期的研究表明SOCE通过NFAT通
路激活心肌肥大信号通路

[8]. Voelkers, Ohba和Hulot等
团队的工作也证实了心肌肥大细胞的SOCE增强,并进

一步表明敲减STIM1或Orai1可以减弱内皮素1(en-
dothelin-1, ET-1)或苯肾上腺素(phenylephrine, PE)等诱

导的SOCE的激活和心肌细胞肥大
[24,53,54]. Luo等人

[29]

的研究则显示, 在经主动脉狭窄(transaortic constric-
tion, TAC)诱导的肥大成年心脏中, STIM1和STIM1L
的表达量显著增加; 在持续表达激活状态的STIM1的
心肌细胞中, 发生了心肌肥大. 对Orai1在心肌肥大形

成中的作用, 除Voelkers等人
[24]

的研究外, Bartoli等
人

[55]
发现, 在成年心脏中转基因表达失活的Orai1会抑

制压力过载造成的心肌肥大, 以及Orai1抑制剂JPIII具
有使心脏免于压力过载造成的心衰的保护作用. 以上

诸多证据显示, STIM1和Orai1介导的SOCE参与了心

肌肥大的形成, 然而具体的相关机制和调控方式依然

有待进一步探究.
综上, 造成当前对CRAC通道在兴奋性细胞中的

调控机制、生理功能和病理作用等的了解比较有限的

一个主要因素, 是对ER-PM连接区内蛋白质组学解析

还不够深入.

2 内质网-质膜连接区的观测技术

ER-PM连接区的ER膜与PM平行排列, 长度大概

为100~400 nm, 两个膜的距离为10~30 nm[56]. ER-PM
间隙的尺寸超出了一般超分辨显微镜的分辨极限, 因

而对其的检测非常有挑战性. 当前对ER-PM连接区的

观测手段主要有以下几种:
(1) 电镜技术. 早期人们依靠电镜技术认识到了

ER-PM连接区的广泛存在. 近年来, 随着电镜的发展,
冷冻电子断层扫描

[57]
和高分辨率聚焦离子束扫描电

子显微镜断层扫描技术
[58]

实现了以纳米(nm)级甚至埃

(Å)量级对亚细胞区进行3D成像. 运用该技术, De Ca-
milli团队

[59]
系统地描绘了神经元中内质网与其他细胞

器及质膜间的膜接触点. 除了前述对ER-PM连接区的

形态学鉴定外, 科学家们还运用这类技术探究了一些

蛋白如STIM1和Orai1在该区的存在模式
[57,60]. 然而,

该类技术需要花费大量时间将样本固定, 且整个固定

过程可能会损伤细胞结构, 导致实验假象的产生. 在

一些ER-PM连接丰度相对较低的细胞中, 用EM检测

ER-PM连接区的难度更大. 这些问题均使得ER-PM连

接区的研究受到限制.
(2) 化学诱导标记法. 2007年, Balla团队

[61]
将一种

基于化学诱导的标记法应用于活细胞中, 实现了活细

胞ER-PM连接区的动态可视化. 他们在细胞中共表达

了位于PM的融合蛋白组件FKBP12-Mrfp(FK506-bind-
ing protein 12-Mrfp)和位于ER的融合蛋白组件CFP-
FRB(CFP-fragment of mTOR that binds FKBP12). 雷
帕霉素(rapamycin, Rapa)作为一种化学诱导剂使这两

个融合蛋白在细胞的ER-PM连接区发生异二聚化, 从

而在活细胞中指示出ER-PM连接区的位置. 虽然该工

具获得了一定的应用
[62~64], 但该方法需要在细胞中超

表达两种蛋白工具并使用化学试剂处理细胞. 这些操

作很可能使细胞的生理状态发生改变, 如较长时间的

Rapa处理会激活细胞mTOR通路等. 这些缺点限制了

化学诱导标记法在检测ER-PM连接区的动态特性和

功能中的应用.
(3) 荧光标记-MAPPER. 2013年, Liou团队

[65]
制备

了一种基于STIM1的, ER-PM连接区的单元件荧光标

记工具MAPPER(membrane-attached peripheral ER).
MAPPER保留了STIM1的信号肽和跨膜(transmem-
brane, TM)区, 使之能定位在内质网膜上, 还保留了

STIM1的C末端能与质膜结合的富含碱性(polybasic,
PB)氨基酸的区域. 然后将STIM1的内质网内的部分替

换为荧光蛋白, 将STIM1的TM和PB之间的部分换成

FRB和长度适中的连接片段(linker). 最终得到的定位

于内质网的MAPPER同时带有与质膜结合的PB区, 因

而可以特异性地驻留在ER-PM连接区中, 其所带的荧

光可以指示该区的位置及形态. 这一单元件的荧光工

具无需化学试剂的处理即可示踪连接区, 对细胞本身
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的干扰稍小一些, 因而也有一些应用
[66~70]. 但MAP-

PER的问题是它们在表达后会持续的定位于连接区,
因而当MAPPER表达量过高时, 会增加细胞中的ER-
PM连接区的数量和尺寸, 还有可能干扰连接区内的蛋

白质机器, 因此使用时要使用低表达的载体.
(4) 光遗传学标记-LiMETER. 2015年, Zhou与

Wang团队
[66]

合作, 对MAPPER进行了进一步的改造,
将其胞浆部分替换为感光元件LOV2(light oxygen vol-
tage-sensing domain, residues 404–546)结构域, 获得了

一种ER-PM的光遗传学标记工具LiMETER(light-indu-
cible membrane-tethered peripheral ER). 在黑暗中,
LiMETER的LOV2将其PB质膜结合区锚定在内质网

附近, 因而LiMETER呈均匀的内质网样分布. 在蓝光

照射后, LOV2将PB区释放出来与质膜结合, LiMETER
经由扩散-驻留(diffuse-trap)的模式转而定位ER-PM连

接区并指示后者的定位及形态特征. 该工具用光开关

的方式同时避免了化学药物的使用, 以及因标记工具

在连接区的长时间驻留而对后者的形态及蛋白质组成

所造成的影响, 是当前对连接区干扰最小的活细胞标

记方式. Zhou团队
[71]

还对LiMETER做了更换质膜结

合区等改造, 使之可以被运用其他膜接触点. 这类工

具有助于对各种细胞的ER-PM连接区进行研究, 特别

是有助于描绘兴奋性细胞在执行生物学功能时ER-
PM连接区的动态变化图谱.

3 ER-PM连接区蛋白质组鉴定与CRAC通
路调控机制研究

跟其他膜接触点一样, 整个ER-PM连接区没有完

整的被膜, 因而很难用传统的方法系统分离鉴定其中

的蛋白质组. 尽管如此, 众多散发的研究工作陆续发

现了很多定位于ER-PM连接区的蛋白, 并进一步揭示

了它们的生物学功能及作用机制(图1). 目前已知的,
在该区内驻留或在某种情况下进入该区的蛋白的功能

主要是参与脂类运输与钙信号转导. 其中与脂类运输

有关的蛋白主要有: 介导磷脂酰肌醇四磷酸(phospha-
tidylinositol-4-phosphate, PI4P)/磷脂酰丝氨酸(phos-
phatidylserine, PS)逆向运输的ORP5和ORP8[72]; 参与

甾醇转运的含有GRAMD(glucosyltransferases, Rab-
like GTPase activators and myotubularins domain)结构

域的蛋白家族
[73,74]; 介导磷脂酰肌醇循环的胞浆脂质

转运蛋白Nir2和Nir3[75~77]; E-Syt家族蛋白(extended sy-
naptotagmin, E-syt)[78], 参与脂质代谢的Sec22b-Syntax-
in1复合物

[79], PI4P磷酸酶Sac1[80]等. 而该区中与钙信

号转导有关的蛋白则主要是介导SOCE信号的CRAC
通道蛋白, 如STIM1, STIM2, Orai1-Orai3[6]; 兴奋细胞

中介导兴奋收缩耦联的CaV和RYRs[81]及相关调控蛋

白JPHs[82]等. 该区内的蛋白还有ER上的钙激活的氯离

子通道TMEM16[83,84], 以及可以结合并激活PM上的酪

氨酸蛋白激酶Src的ER膜蛋白PTP1B[85]
等. 另外, 近期

有研究表明, 电压门控的Kv2钾离子通道能通过ER膜
蛋白VAPs互作而定位于ER-PM连接区

[86], 但相关的生

理功能仍需要被进一步揭示.
ER-PM连接区等膜接触点内的蛋白质组学解析

的难题在蛋白邻近标记技术出现后得到了部分解决.
蛋白邻近标记技术的核心在于利用融合在诱饵蛋白上

的工程酶催化外源底物, 产生半衰期短(<1 ms), 活性

范围小(<20 nm), 带生物素标签和自由基的活性小分

子, 后者会与特定氨基酸(如Tyr, Trp, Cys和His)形成

共价连接,从而将生物素标记到离诱饵蛋白20 nm以内

的蛋白质上, 再通过亲和纯化、免疫印迹和质谱等技

术即可鉴定出相应的蛋白质组
[87]. 用该类技术可以在

活细胞内进行原位蛋白质组学鉴定, 特异性较高. 而

且邻近标记技术的标记范围正好与ER-PM连接区的

间隙尺寸相当, 正好适用于该区内的蛋白质组学鉴定.
Ting团队

[88]
开发的工程化抗坏血酸过氧化物酶2(engi-

neered ascorbate peroxidase 2, APEX2)介导的邻近标记

技术(图1)就被Jing等人
[66]

首次运用到非兴奋性细胞

ER-PM连接区的蛋白质组解析中, 并鉴定出了STIM1
激活增强蛋白STIMATE. 而依赖生物素酶的邻近标记

技术(如BioID)[89]和依赖过氧化物酶的邻近标记技术

(如APEX)[88]则被应用于鉴定位于心肌二联体的蛋白

质组. Marx团队
[90]

将APEX2融合进CaV, 鉴定出在CaV
微环境附近的RAD在静息状态下与CaV结合并抑制

CaV, 而β肾上腺素受体激活后, 随之激活的PKA会磷

酸化RAD而使其脱离CaV, 从而停止对CaV的抑制作

用. 与依赖于APEX的邻近标记相比, 依赖于生物素酶

的BioID邻近标记技术的优势在于可以在动物体内进

行生物素邻近标记. Chen团队
[91]

就在小鼠中将BioID2
敲入到位于二联体的内源JPH2蛋白, 鉴定出了已知和

一些未知的位于二联体的蛋白.
值得注意的是, ER-PM连接区的蛋白质组学研究
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的准确性依赖于诱饵蛋白在ER-PM连接区的特异性

定位, 而包括STIM1在内多数诱饵蛋白并不是100%的

特异性定位于ER-PM连接区. 因而上述在连接区的蛋

白质组学工作含有一定的假阳性结果. 针对这一问题,
研究者引入了split策略, 即将邻近标记酶分成两个无

功能的片段, 分别连接到目的蛋白复合物的两个元件

上. 只有当这两个元件靠得足够近或形成复合物时,
这两个片段才能组装成有功能的邻近标记酶, 特异性

地标记复合物附近的蛋白, 从而可以有效避免假阳性

结果
[92~96]. 其中Ting团队

[95]
开发的Split-TurboID表现

得较为出色, 他们利用该工具得到了ER-线粒体膜接

触点的蛋白质组. Takano等人
[97]

也利用Split-TurboID
鉴定出了位于星形细胞-神经元间隙的蛋白质组. 这类

采用split技术的邻近标记工具能很好地解决特异性问

题, 但仍不能解决在ER-PM连接区超表达这些工具给

该区内蛋白质机器带来的干扰和破坏的问题. 而本团

队
[66]

的LiMETER工具结合新型的邻近标记技术, 则有

望解决这一问题, 为更好地描绘ER-PM连接区的蛋白

质图谱提供帮助.
在兴奋性细胞的ER-PM连接区内, 除了应用上述

邻近标记的工作外, 还未见一些限制更少, 标记更简

单快捷的邻近标记工具, 如TurboID[98]
和BASU[99]

等的

应用. 而该区内与CRAC通道互作的蛋白质组学研究

也还未见报道. 进一步将生物素邻近标记技术引入到

相关横纹肌生理和病理的研究中, 将帮助人们鉴定出

与CRAC通道动态互作的蛋白质组的变化, 为进一步

阐明CRAC通道在兴奋性细胞中的调控及功能提供新

方向.

图 1 内质网-质膜连接区(ER-PM junctions)部分已知蛋白质机器及其动态变化示意图. A: 静息状态下的ER-PM junctions;
B: 内质网钙库清空后的ER-PM junctions. 其中, 与脂类运输相关的有ORP5/8, 含有GRAMD结构域的蛋白家族, Nir2/3, E-Syt
蛋白家族, Sec22b-Syntaxin1复合物, PI4P磷酸酶Sac1等. 与钙信号转导相关的蛋白则主要是介导SOCE信号的CRAC通道蛋白,
如STIM1, STIM2, Orai1, 以及STIM1的增强子STIMATE; 兴奋细胞中介导兴奋-收缩耦联的电压门控L型钙离子通道(CaV)和兰
尼碱受体(ryanodine receptors, RYRs)及相关调控蛋白JPHs. 此外, 还有TMEM16, TMEM24, Src-PTP1B, KV-VAPs等
Figure 1 Schematic diagram of several known protein machineries at ER-PM junctions and the dynamic changes. A: resting ER-PM junctions;
B: ER-PM junctions after ER Ca2+ store depletion. Among these proteins, ORP5/8, GRAMD, Nir2/3, E-Syt, Sec22b-Syntaxin1 complex and Sac1 are
lipid transfer-related. The proteins which are related to calcium signaling at ER-PM junctions are mainly CRAC channel-associated proteins, such as
STIM1, STIM2, Orai1 and STIM1 enhancer STIMATE. Additionally, CaV and ryanodine receptors (RYRs) which mediate excitation-contraction
coupling in excitable cells as well as the regulator protein JPHs are also involved in calcium signaling. What is more, there are some other proteins at
ER-PM junctions, such as TMEM16, TMEM24, Src-PTP1B, and KV-VAPs
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4 总结与展望

尽管ER-PM连接区在兴奋性细胞中的丰度较高,
并且是最早被发现的膜接触点, 但由于技术手段的限

制, 目前对该区在兴奋性细胞中的动态变化、蛋白质

组成、生物学功能等方面的了解还比较有限. 本团队

合作制备的LiMETER光遗传学标记工具有望帮助揭

示连接区的动态变化. 各种新型邻近标记工具的应用

则有望帮助研究者解析其中的蛋白质组, 进而深入揭

示连接区的生物学功能.

最后, 为深入阐明ER-PM连接区的生物学功能,
相关研究应该适度扩展到该连接区以外, 即质膜外和

ER内. 进一步研究相关细胞因子从胞外和内质网内两

个方向来调控 ER-PM连接区的生物学功能. 例如, 近
年在基因编码的钙指示剂方面的研究突破, 使得细胞

器钙信号转导成为了一个新兴的研究方向
[100]. 在此

基础上, 探究内质网钙信号及钙稳态与CRAC通路的

关系, 以及它们对ER-PM连接区生物学功能的调控

等, 将有望加深对ER-PM连接区的生理和病理作用的

理解.
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Membrane contact sites (MCS) between endoplasmic reticulum (ER) and plasma membrane (PM), named ER-PM junctions, are
crucial for lipid transfer and calcium signaling. ER-PM junction occupies 12% of PM in neurons and is essential for excitation-
contraction coupling (ECC) in muscle cells. Currently, the dynamics and biological function of ER-PM junctions in neurons still
remain elusive, and known information of proteomics within this region is also limited. The regulation and physiological/pathological
function of calcium release-activated calcium (CRAC) channels, well established tethers that mediate ER-PM contacts, are waiting to
be further unraveled. Recent advances in super-resolution imaging, optogenetic technology and proximity labeling provide possible
solutions to address the aforementioned scientific questions. This review summarized recent advances in understanding the dynamics
and proteomics of ER-PM junctions as well as CRAC signaling in muscle cells, and further directions of related research was briefly
discussed.
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