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摘要：线粒体相关内质网膜(mitochondria-associated ER membrane，MAM)是线粒体与内质网之间形成

的具有一定功能的动态膜结构。MAM在维持内质网和线粒体正常功能的同时，也广泛参与氧化应

激、脂质代谢、自噬、Ca2+稳态等多种生理和病理生理过程调节。随着研究的开展，透射电子显微

镜、免疫荧光、邻位连接技术、基于分裂绿色荧光蛋白的接触位点传感器等技术逐渐被用于MAM功

能和机制的相关研究，为深入揭示MAM在疾病发生发展中的功能提供了技术支撑。本文主要就目前

MAM相关检测方法作一综述，为更好地开展MAM相关研究提供参考和借鉴。
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Abstract: Mitochondria-associated ER membrane (MAM) is one kind of dynamic structure with certain
functions between mitochondria and endoplasmic reticulum. MAM maintains the normal function of
endoplasmic reticulum and mitochondria, and is also widely involved in the regulation of different
physiological and pathophysiological processes, such as oxidative stress, lipid biosynthesis and trafficking,
autophagy, and calcium homeostasis. With the deepening of research, transmission electron microscopy,
immunofluorescence, proximity ligation assay (PLA) and split-GFP-based contact site sensor (SPLICS) are
provided for detection and analysis of MAM, which provides technical support for further revealing the
function of MAM in the occurrence and development of diseases. The present review mainly summarizes the
recent progress of MAM-related detection methods, so as to provide more information for understanding the
potential function of MAM.
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细胞器互作广泛参与了个体生理和病理生理 过程，已经成为生命科学领域的研究热点。作为
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最早被发现的细胞器互作类型，内质网和线粒体

之间可通过某些蛋白质进行物理连接进而发生动

态互作[1]，两者互作产生的独特的膜结构被称作线

粒体相关内质网膜(mitochondria-associated ER
membrane，MAM)[2]。已有研究表明，MAM在细

胞内环境稳态中扮演着重要角色[2]。MAM的改变

或损伤与糖尿病[3]、肾脏疾病[4]、心血管疾病[5]、

肿瘤[6]、阿尔兹海默症[7-9]等疾病的发生发展关系密

切。随着人们对MAM潜在功能的关注，包括透射

电子显微镜成像法、荧光成像分析检测等在内的

研究内质网与线粒体相互作用的技术方法体系日

渐完善，为更好揭示MAM的生物学功能提供了可

能。本文主要就MAM研究进展及相关检测技术方

法进行综述。

1 MAM概述

1.1 MAM相关蛋白

作为一种独特的膜结构，MAM占所有线粒体

膜的10%~15%。MAM的结构稳定和功能发挥依赖

其结构内部的MAM相关蛋白(表1)，MAM的改变

是细胞适应性稳态调节的结果。同时，MAM也是

多种蛋白质功能发挥的结构基础[10]。MAM中线粒

体与内质网膜之间的物理距离在10~100 nm的范

围[11]。部分蛋白质除维持MAM物理距离外，还参

与Ca2+与胆固醇的转运、细胞自噬、炎性小体形成

等生物学过程，如肌醇1,4,5-三磷酸受体(inositol
1,4,5-trisphosphate receptor，IP3R)、葡萄糖调节蛋

白75(glucose-regulated protein 75，Grp75)以及电压

依赖性阴离子通道 (vol tage-dependent anion
channel，VDAC)共同形成的蛋白复合体IP3R-
Grp75-VDAC，参与Ca2+从内质网至线粒体的转

运，MAM相关蛋白表达的改变可引起MAM距离

和IP3R-Grp75-VDAC复合体结构变化，导致线粒

体钙稳态失衡，进而诱发一系列细胞功能改变。

1.2 MAM与疾病发生发展

MAM受细胞内外环境影响，其改变涉及

MAM相关蛋白构成和结构的动态改变，与多种疾

病发生发展关系密切。神经退行性疾病发生发展

过程中出现的Ca2+稳态失衡、细胞自噬、凋亡水平

增加和炎性小体形成等病理性改变均与MAM功能

表1 MAM相关蛋白及其功能

蛋白质 功能

线粒体融合蛋白2(Mitofusins 2，MFN2) 调节线粒体融合[12]

肌醇1，4，5-三磷酸受体(inositol1,4,5trisphosphatereceptor，IP3R) 调节Ca2+转运[11]

葡萄糖调节蛋白75(glucose-regulated protein 75，Grp75) 调节Ca2+转运[11]

电压依赖性阴离子通道(voltage-dependentanionchannel，VDAC) 调节Ca2+转运[11]

磷酸弗林蛋白酶酸性氨基酸簇分选2(phosphofurin acidic cluster sorting protein 2，
PACS2)

参与MAM结构的形成、Ca2+转运、脂质合成、自噬和

细胞凋亡[13]

线粒体融合蛋白1(mitofusins 1，MFN1) 调节线粒体融合[14]

动力相关蛋白-1(dynamin-related protein-1，Drp-1) 调节线粒体分裂、Ca2+转运[15]

囊泡相关膜蛋白B(vesicle-associated membrane protein-associated protein B，VAPB) 参与Ca2+转运，调节自噬[16]

蛋白质酪氨酸磷酸酶相互作用蛋白51(protein tyrosine phosphatase-interacting protein
51，PTPIP51)

参与MAM结构的合成，调节Ca2+转运、脂质转运、自

噬[16]

sigma-1受体(sigma-1 receptor，Sig1R) 参与MAM结构的合成，调节Ca2+转运[17]

线粒体分裂蛋白1(fission 1，Fis1) 参与MAM结构的合成，诱导细胞凋亡[18]

B细胞受体相关蛋白31(B-cell receptor-associated protein31，BAP31) 参与MAM结构形成[18]

蛋白激酶RNA样内质网激酶(protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase，
PERK)

参与MAM形成，调节脂质、Ca2+转运、活性氧的交

换[19]

肌醇必需蛋白1α(inositol-requiring protein 1α，IRE1α) 参与细胞凋亡[20]

激活转录因子6(activating transcription factor 6，ATF6) 参与细胞凋亡[20]

α-突触核蛋白(α-synuclein，α-Syn) 维持MAM正常结构[21]

磷酸酶及张力蛋白同源物诱导的蛋白激酶l(PTEN induced putative kinasel，PINK1) 参与线粒体自噬[22]
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异常有关。研究发现，在阿尔兹海默症患者的成

纤维细胞中，线粒体与内质网接触面积增大，线

粒体和内质网之间的交互作用显著增加[23]，MAM
功能出现紊乱[24]。α-Syn突变可导致线粒体形态改

变进而引起MAM的功能下降，而α-Syn过度聚集是

帕金森氏综合征的主要病理学机制[21]。同时，帕

金森氏综合征发病过程中，线粒体形态发生改

变，引起线粒体与内质网的接触面积减少，MAM
功能降低[25]。Sig1R突变伴随MAM功能降低[26]和

Ca2+运输稳态失衡[17]，引起家族性肌萎缩侧索硬

化。MAM受损可引起肌质网与线粒体之间的Ca2+转
运增多，损伤心肌导致心肌细胞死亡[27]和心力衰

竭[28]。此外，MAM还与动脉粥样硬化[29]、糖尿

病 [30 ]等代谢性疾病的发生发展密切相关(图1)，
MAM结构与功能的干预已成为多种疾病的潜在治

疗靶点。

2 MAM检测方法

随着MAM研究的不断深入，MAM检测方法

逐渐完善。包括透射电子显微镜成像技术、荧光

成像技术、SPLICS技术、Ca2+检测技术、PLA技
术、蛋白质印迹法 [ 3 1 ]、二聚依赖荧光蛋白技

术[32]、蛋白质片段互补分析[33]、荧光共振能量转

移技术[34]、免疫共沉淀[22]、质谱和蛋白质组学[35]

等在内的研究方法被广泛应用，为深入揭示MAM
功能及其与疾病发生发展的关系提供了强有力的

技术支撑(表2)。
2.1 透射电子显微镜成像

透射电子显微镜技术可在保证组织样本形态

不变的情况下，直接观察MAM的超微结构，具有

分辨率高、直观性好等优点(图2)。应用透射电镜

成像技术进行MAM形态学观察一般通过测量线粒

体与内质网的接触长度或两者之间的接触距离来

反映MAM的变化情况，进而反映MAM功能变

化。两者之间物理联系区域的增加会相应地增强

MAM的功能。Area-Gomez等[23]测量了电镜下内质

网与线粒体的接触距离，即MAM长度，并将其分

为三个等级：点状接触(<50 nm)、长接触(50~200
nm)、很长接触(>200 nm)，通过量化接触等级来判

断线粒体与内质网的接触情况。与Area-Gomez
等[23]的研究结果类似，Liu等[15]采用测量接触长度

法来反映MAM的功能。不同的是，Liu等[15]的分级

为：较短长度(<200 nm)、中等长度(200~400 nm)
和较长长度(>400 nm)。Filadi等[12]则采用了第二种

图1 MAM改变与疾病发生发展
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量化指标，即测量线粒体和内质网之间的距离，

发现MFN2敲除前的线粒体和内质网之间的距离最

短为15 nm，并将其定义为紧密接触；MFN2敲除

后，线粒体与内质网之间的距离接触不紧密，大

多呈现为较为松散的接触，最短距离为50~100
nm，两个膜平行延伸至少100 nm，紧密接触的

MAM之间Ca2+转运量较松散接触多。近年来，基

于三维电子显微镜的电子断层扫描三维重建技术

可以重建MAM在内质网与线粒体之间的立体结

构，为MAM的空间形态研究提供了可能[36]。

2.2 荧光成像技术

2.2.1 荧光探针检测技术

荧光探针检测技术采用某种能与目标靶分子

特异结合的探针对细胞样品进行染色，对靶分子

的含量及亚细胞定位进行分析检测。组成MAM的

蛋白质约有上千种 [ 3 7 ]，基于其存在部位分为三

类：特异性存在于MAM中的蛋白质、同时存在于

MAM及其他细胞器中的蛋白质、暂存于MAM中

的蛋白质[38]。Wang等[39]分别用Mito Tracker和ER
Tracker探针标记线粒体和内质网，结合激光共聚

焦显微镜观察及共定位分析，结果显示，血管内

皮生长因子处理人脐静脉内皮细胞后，显著促进

了MAM形成。MAM上还存在IP3R-Grp75-VDAC
复合体等Ca2+通道，可介导Ca2+从内质网向线粒体

转运。使用Fluo-3 AM、Fluo-4 AM、Fura-2 AM[3,4]

等Ca2+探针可以检测细胞内Ca2+水平，进而分析

MAM上Ca2+相关通道蛋白的功能变化，并可实现

活细胞MAM定位和Ca2+动态监测[40]。

2.2.2 免疫荧光检测技术

免疫荧光检测技术 ( immunof luorescence
technique)又称荧光抗体技术，该技术利用抗原与

抗体高度特异性结合的原理，通过检测标记物的

含量，对样品中待检抗原或抗体进行定性、定位

和定量检测。Lopez-Crisosto等[41]用强力霉素诱导

表2 MAM研究技术及其特点

研究方法 名称 优缺点

形态学观察 透射电子显微镜

成像

观察方便、直观；但相对较局限，只能观察平面结构，不能观测到立体细胞器且无法显示动态

变化

荧光探针检测技术 SPLICS 适用于活细胞观察，对细胞器之间的接触极其敏感，可部分检测接触部位动态变化；但免疫荧

光固定可能引入伪影

PLA 对细胞器距离的检测非常灵敏，易检测到已知接触点；但需提前确定检测蛋白以进行共定位

Ca2+检测技术 荧光探针 特异性高、荧光强度高、检测结果更直观

流式细胞术 检测细胞数量多、敏感性高、检测全面

钙成像技术 分辨率高、灵敏度高，可实时监测神经元内Ca2+的变化

A：正常小鼠心脏中紧密接触图像；B：正常小鼠心脏中松散接触图像；M：线粒体；ER：内质网。两者于黄色标注处接触形成MAM

图2 正常ICR小鼠心脏MAM透射电镜成像
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线粒体应激，用两种荧光抗体分别标记内质网和

线粒体相关蛋白，共聚焦显微镜检测发现，在应

激早期，曼德尔共定位系数(即两种荧光蛋白重叠

比例)显著增加，进一步观察发现mitochondria-to-
ER曼德尔系数随强力霉素作用时间持续而增加，

而ER-to-mitochondria的曼德尔系数与强力霉素作

用无时间依赖性关系，提示强力霉素诱导的线粒

体应激引起的MAM接触增加是由于线粒体接近内

质网造成的。

2.3 基于分裂绿色荧光蛋白的接触位点传感器

基于分裂绿色荧光蛋白的接触位点传感器

(split-GFP-based contact site sensor，SPLICS)可用

来检测两个细胞器之间的接触位点。SPLICS传感

器被设计为在单个载体中表达等摩尔量的细胞器

上分别表达spGFP1-10和spGFP11蛋白[42]，即用

spGFP1-10标记内质网，用spGFP11标记线粒体，

当两个膜接近时，会显现出荧光。这个荧光表示

的是两细胞器的接触点，可使用特定的软件进行

量化。使用最小的靶向序列有助于靶向特异性和

对细胞器膜的覆盖，避免了全长融合蛋白过表达

造成的伪影，从而可能干扰细胞的生理 [ 4 3 ]。

SPLICS主要用于异形细胞器的并置，如内质网和

质膜、线粒体和溶酶体等。这一技术可特异性识

别10~50 nm范围内的内质网与线粒体接触[44]。已

有学者通过SPLICS技术证明了内质网和线粒体的

相互作用是一种动态结构，其重构是依据不同的

细胞功能改变的。SPLICS可在生理或病理条件下

将线粒体与内质网的接触可视化，有助于探索疾

病相关基因如何通过调节线粒体和内质网的联系

来影响细胞功能。

2.4 Ca2+检测技术

Ca2+是机体各项正常生理活动不可或缺的离

子，在凝血、肌肉收缩、信号转导等方面发挥重

要作用。内质网是细胞内最主要的Ca2+储存库，内

质网腔中的Ca2+可通过MAM上的Ca2+通道进入线

粒体。内质网膜上IP3R的激活可刺激Ca2+从内质网

腔中释放出来，同时通过线粒体外膜上的离子通

道蛋白VDAC摄取进入线粒体膜间隙，利用活细胞

Ca2+探针可以直接观察到这种现象。研究发现，增

加内质网-线粒体的接触，可以促进Ca2+的单向转

运[27]。MAM接触面积增加可使Ca2+转运增加，从

而激活线粒体内Ca2+依赖的各种功能，如调节肌肉

收缩、神经元兴奋等。同时，MAM距离变远(>30
nm)将降低Ca2+转运速率，距离变近(约15 nm)将促

进Ca2+传递，MAM距离过近(<7 nm)会影响IP3R-
Grp75-VDAC复合体的正常结构，导致Ca2+转运减

少[10]。除了Ca2+探针检测法外，流式细胞术可以一

次性检测大量细胞的Ca2+浓度，敏感度高且分析较

为全面，但不能解释某些复杂的动力学反应[45]。

钙成像技术则是通过荧光指示剂与Ca2+结合前后的

荧光信号强弱不同来观察Ca2+浓度水平的变化，已

应用于活体动物Ca2+浓度动态检测[46]。

2.5 邻位连接技术

邻位连接技术(proximity ligation assay，PLA)
首次报道于2002年，具有高灵敏度的特点[47]。PLA
利用特异性抗体(直接或间接)识别两种感兴趣的蛋

白质，利用与抗体共价连接的特异性DNA引物的

荧光探针进行PCR扩增，可以通过荧光显微镜显示

接近的斑点，进行内源性蛋白与蛋白相互作用的

原位(距离<40 nm)检测。PLA可用来检测MAM相

关蛋白的相互作用情况，同时也可反映MAM数量

以及内质网和线粒体之间的距离。Thoudam等[48]利

用PLA标记内质网靶向和线粒体靶向的蛋白质，发

现敲低丙酮酸脱氢酶激酶4(pyruvate dehydrogenase
kinases 4，PDK4)可导致IP3R-Grp75-VDAC复合体

之间的相互作用减少，证明PDK4直接与IP3R-
Grp75-VDAC复合体相互作用以调节肥胖诱导的

MAM形成。Xue等[49]在高葡萄糖情况下培养了人

近端肾小管上皮细胞，PLA结果显示，VDAC和
Grp75或VDAC和IP3R的相互作用显著减少，破坏

了细胞完整性。而Beaulant等[50]报道称，在肝脏中

过表达胎儿和成人睾丸表达基因1(fetal and adult
testis-expressed 1，FATE1)可导致VDAC1-IP3R1接
触减少，细胞器互作及Ca2+转运受损，与饮食诱导

的肥胖小鼠肝胰岛素抵抗和脂肪变性密切相关。

而强化线粒体内质网互作可防止饮食诱导的葡萄

糖不耐受。

3 总结与展望

作为细胞器间交互而形成的特殊膜结构，
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MAM在细胞内的Ca2+稳态、脂质代谢、炎症反

应、细胞自噬与凋亡等生理与病理生理过程中发

挥重要作用，已经成为生命科学领域尤其是医学

领域重要的研究内容之一。在MAM相关的各种检

测方法中，透射电子显微镜技术可直接观察MAM
结构并可实现MAM间隙测量和ER-线粒体接触点

量化，三维电镜可重建MAM结构，为MAM空间

形态结构的研究提供了便利。透射电子显微镜与

荧光显微镜相结合，可实现结构与功能的研究。

免疫印迹、免疫荧光、质谱、蛋白质组学等方

法，可以对MAM的分子组成进行定性和定量分

析。虽然MAM相关检测方法很多，但是每种方法

都具有一定的局限性，如免疫荧光固定时可能会

引入伪影，影响观察。在实际研究中要根据研究

目的选择合适的一种或几种方法相结合，同时还

要考虑相关方法涉及的仪器设备及人员操作技能

的限制。随着MAM相关研究技术方法的创建和改

进，MAM的研究逐渐深入，最终也会为推动其他

细胞器互作及其在疾病发生发展中的功能研究提

供技术支持和借鉴。
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