
核仁是细胞核内最大的可见结构。它既是一

个动态的区域，又是一个稳定的区域，这取决于组

成它的分子性质和数量。该结构的主要功能是核

糖体的生物发生，这一过程涉及 rDNA的转录、rRNA
的加工和核糖体蛋白的组装［1-3］。核仁由 3种成分

组成：纤维中心（fiber center，FCS）、致密纤维成分

（dense fiber composition，DFC）和颗粒状成分［4］。在

过去的30年里，核仁已经被证明是多种新功能的场

所，包括信号识别、颗粒组装、小RNA修饰、细胞周

期控制等［5-6］。核仁是一个多功能的无膜细胞器，所
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图1 APEX2介导的邻近蛋白生物素化方案

Figure 1 APEX2⁃mediated biotinylation of adjacent pro⁃
teins

以解析活细胞中核仁的蛋白质组，将有助于了解核

仁中各种生物学事件是如何动态且有序 进行。在核

仁蛋白中核仁纤维蛋白（fibrillarin，FBL）是一种重要

的蛋白质，其序列和功能在整个进化过程中一直保

守［7］。通常在细胞间期，可以在FCS和DFC之间的

转换区检测到FBL，在那里发生 rDNA转录，以及在

DFC中检测到 rRNA前加工发生在真核细胞中［4］。

因此，FBL通常作为核仁的标记物。

无膜细胞器很难用传统方法进行分离和解

析。虽然利用生化分离细胞器的方法可以获得特

定细胞器的蛋白质，但在分离过程中可能会使样品

受到污染和一些关键成分丢失，从而造成获得的蛋

白质组学信息不完整。克服了上述缺点的邻近生

物素标记技术结合质谱检测已成为鉴定细胞器蛋

白质组成成分及相互作用的理想方法［8］，其完全绕

过了生化分离和细胞器纯化。在H2O2存在下，抗坏

血酸过氧化物酶（engineered ascorbate peroxidase，
APEX2）催化生物素苯酚（biotin phenol，BP）转化为

生物素⁃苯氧基自由基，使生物素与短半径内的富电

子氨基酸侧链共价连接（图1）。生物素标记的蛋白

质使用链霉亲和素磁珠纯化，然后由质谱分析。在

这种情况下，生物素标记只需1 min，生物素⁃苯氧基

自由基寿命短（<1 ms），标记半径小（<20 nm）。基于

APEX2邻近标记的这种优点，所以有可能提供更高

的空间和时间特异性［9-10］。此外，由于蛋白质间的

相互作用距离很短，所以对核仁特定蛋白FBL进行

标记，所获得的蛋白质组就包含了核仁和FBL邻近

的所有蛋白质。故这种方法可以对核仁蛋白质组

进行全面和准确的鉴定。

本研究利用邻近生物素标记技术结合质谱分

析检测了核仁蛋白质组，通过质谱鉴定到了 837个
差异蛋白且生物学过程多与核仁相关。结果显示

了邻近生物素化标记的优点，从而为更深入了解核

仁内的分子组成和功能提供基础。

1 材料和方法

1.1 材料

小鼠胚胎干细胞细胞株mESC（南京医科大学

沙家豪教授惠赠）；DMEM/F⁃12、Neurobasal培养基

（Gibco公司，美国）；N2、B27、丙酮酸钠（sodium pyru⁃
vate）、NEAA、Glutamax、Neurobasal、Penicillin/Strep⁃
tomycin（Gibco 公 司 ，美 国 ）；CHIR ⁃ 99021、
PD0325901（Selleck公司，美国）；白血病抑制因子

（Lif）（Millipore公司，美国）、胰岛素、多聚⁃L⁃鸟氨

酸、生物素苯酚、叠氮化钠（sodium azide）、抗坏血酸

钠（sodium ascorbate）、Trolox（Sigma公司，美国）；Li⁃
pofectamine Stem Transfection 转染试剂、层粘连蛋白

（ThermoFisher Scientific 公司，美国）；小鼠抗FBL抗

体、兔抗Biotin抗体（ABCAM公司，英国）；鼠抗HA
抗体（MBL公司，日本）；BCA 蛋白浓度测定试剂盒

（杭州碧云天公司）；链霉亲和素磁珠（ThermoFisher
Scientific公司，美国）。

色谱仪（Easy⁃NLC 1200，ThermoFisher Scientific
公司，美国），质谱仪（LTQ Orbitrap Fusion Lumos，
ThermoFisher Scientific公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 N2B27培养基配置

配置 N2B27 培养基混合液需加入 480 mL
DMEM/F ⁃ 12、470 mL Neurobasal、5 mL N2、10 mL
B27、5 mL Glutamax、10 mL NEAA、10 mL 丙酮酸钠、

10 mL Penicillin/Streptomycin。
1.2.2 小鼠胚胎干细胞的培养

首先培养皿中先后加入多聚⁃L⁃鸟素酸，10 mg/mL
层粘连蛋白在 37°培养箱各包被 1 h。小鼠胚胎干

细 胞 在 含 3 μmol/L CHIR ⁃ 9902、1 μmol/L
PD0325901、1 000 U/μL Lif、12.5 μg/mL 胰岛素的

N2B27培养基中，于 37 ℃ 5% CO2 条件下进行培

养，每天换液，2~3 d后传代。

1.2.3 构建PB⁃HA⁃APEX2⁃FBL过表达载体

以小鼠 cDNA为模板，PCR扩增出目的片段，经

NotⅠ和EcoRⅠ酶切后与同样酶切的PB载体连接，

经转化，涂板，筛选阳性克隆。提取质粒经酶切鉴

定后，送公司测序验证。

1.2.4 构建FBL过表达细胞系

将处于对数期生长的mESC细胞接种于6 cm皿

中，当细胞密度达到 70%时，转染 PB⁃HA⁃APEX2⁃
FBL 过表达质粒，转染步骤按 Lipofectamine Stem
Transfection操作说明进行，转染后24 h内加入2 μg/mL
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嘌呤霉素药筛，2 d后观察细胞状态，若存活细胞数量

较多，应提高药物浓度，将存活的细胞克隆进行传代，

取部分细胞进行Western blot和免疫荧光鉴定。

1.2.5 细胞爬片的免疫荧光实验

提前将无菌盖玻片放于细胞培养皿中，待细胞

培养到合适形态时，将培养基去除，并用 4%PFA常

温固定细胞 15 min，随后用 0.1%PBST通透 20 min，
5%羊血清封闭 2 h，一抗（FBL稀释比 1∶200，HA 稀

释比 1∶500）4 ℃孵育过夜，二抗室温孵育 2 h，0.1%
PBST清洗3次后50%甘油封片，共聚焦显微镜拍照

并保存图片。

1.2.6 基于APEX2的邻近生物素标记技术

参照Branon等［11］报道的方法进行。将稳定表

达APEX2⁃FBL的mESC细胞培养在2个10 cm皿中，

实验分为两组：①实验组，加入 500 μmol/L的生物

素苯酚，37 ℃孵育 2 h；②对照组，不加生物素苯

酚。提前配好淬灭剂溶液，将 10 mmol/L 叠氮化

钠，10 mmol/L 抗坏血酸钠，5 mmol/L Trolox 溶于

PBS。培养基中加入10 μL 100 mmol/L H2O2，室温反

应 1 min。迅速去除培养基，加入 500 μL提前配制

的淬灭剂洗涤细胞3次，PBS清洗3次。加入细胞裂

解液提取蛋白。

1.2.7 Western blot检测蛋白表达水平

将1.2.6中两组细胞进行裂解，用BCA蛋白测量

试剂盒测定蛋白浓度，蛋白变性后备用。取 20 μg
蛋白用于上样，并转印至硝酸纤维素膜（nitrocellu⁃
lose filter membrane，NC），5%脱脂奶粉溶液室温封闭

1 h，一抗 4 ℃孵育过夜，0.1%TBST洗膜 3次后加入

相应二抗室温孵育1 h，洗膜后进行曝光。

1.2.8 生物素标记蛋白富集与液相色谱⁃串联质谱

（LC⁃MS/MS）分析［12］

将1.2.7步骤获得的定量蛋白样品进行Western
blot验证。随后用 15 μL链酶亲和素包裹的磁珠对

生物素标记蛋白进行富集和胰蛋白酶解，加入 1%
甲酸（FA）将酶解肽段酸化（pH<3）。将样品放置在

真空浓缩器中蒸发至干，并在C18 StageTips上进行

脱盐，重悬于 0.1%FA中，用LTQ Orbitrap Fusion Lu⁃
mos质谱仪联用 Easy⁃nLC 1200色谱仪进行分析。

采用 60 min线性色谱梯度（3％~ 5％B相 5 s，5％~
15％B 相 23.8 min，15％~28％B 相 21 min，28％~
38％B相7.5 min，38％~100％的B相5 s，再100％的

B相7.3 min），色谱使用的流动相是0.1％FA的A相

和 80％ ACN，0.1％ FA 的 B 相 。 Orbitrap Fusion
Lumos 以依赖数据（DDA）的策略进行数据采集，基

于高能碰撞诱导裂解（HCD）的碎裂模式，质荷比（M/

Z）的扫描范围在350~1 500，分辨率为60 000。
1.2.9 构建NCL⁃RFP基因敲入细胞系

首先根据 NCL 基因序列设计 sgRNA，之后将

sgRNA克隆至载体中，单链DNA由公司合成。随后

将质粒 cas9、sgRNA、单链DNA以1∶1∶1比例各转染

质粒1 μg至提前准备的细胞中，转染24 h后对细胞

进行嘌呤霉素筛选，最后将存活的细胞进行流式分

选，最终得到单克隆细胞系。

1.3 生物信息学分析

用 MaxQuant（version 1.6.2.10）软件对 LC ⁃MS/
MS分析得到的原始数据进行分析，检索的参数如

下：允许2次胰蛋白酶漏切，最少肽段长度为7，错误

发现率（FDR）<0.01，半胱氨酸的脲甲基化为固定

修饰，N端乙酰化和甲硫氨酸氧化为可变修饰。运

用R包“clusterProfiler”进行在线的GO分析（包括

生物学进程、细胞定位和分子功能）和KEGG Path⁃
way分析。GO分析和KEGG Pathway分析的P值校

准采用 Benjamini＆Hochberg 法，FDR<0.05 认为具

有统计学意义。

2 结 果

2.1 构建APEX2⁃FBL过表达的mESC稳定细胞系

首先构建了带有HA标签的APEX2⁃FBL过表达

转座子载体（图2A），将过表达载体与转座酶载体共

转染至mESC细胞中，通过药筛得到高表达APEX2⁃
FBL的稳定细胞株。将此细胞株进行免疫荧光染

色，结果显示其纯度高达95%以上，且HA⁃FBL融合

蛋白定位在核仁中（图2B）。
2.2 对FBL邻近蛋白进行生物素标记

在小鼠胚胎干细胞中，采用邻近生物素化标记

结合质谱检测技术鉴定核仁蛋白质组。Western
blot检测生物素化蛋白，结果显示加入生物素苯酚

处理的实验组检测到大量生物素化蛋白，在没有添

加生物素⁃苯酚的对照组，只有内源性的生物素化蛋

白（图3A）。为了保证实验平行性，实验组和对照组

应具有相同的总蛋白量，所以我们使用抗HA抗体

以及内参Tubulin对细胞裂解液进行免疫印迹，结果

显示质谱前两者总蛋白量是一致的（图3B）。随后，

对生物素富集后的蛋白行了进行质谱鉴定，并通过

MaxQuant（version 1.6.2.10）软件从 Universal Protein
Resource 数据库获得的蛋白质序列对原始数据进行

搜索鉴定。对质谱数据的 Label free quantification
（LFQ）定量值基于Benjamini＆Hochberg FDR 的 stu⁃
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A：APEX2⁃FBL表达载体模式图；B：免疫荧光检测细胞系纯度（×100）。
图2 APEX2⁃FBL稳定细胞系的构建与鉴定

Figure 2 Construction and identification of APEX2⁃FBL stable cell line

dent t检验，且取实验组比对照组LFQ定量值>4，选
取特异肽段≥1，肽段数 ≥ 2，筛选出 837个差异蛋

白，且根据差异蛋白的实验组 LFQ定量值排序，图4
显示前96个差异蛋白，其中FBL本身位于第20位，

故利用邻近生物素标记技术获取的数据是可信的

（图4）。
2.3 GO分析显示差异蛋白与核仁相关

通过对837个差异蛋白进行GO分析，在生物学

进程（BP）、细胞定位（CC）、分子功能（MF）中发现，

差异蛋白主要富集在核糖核蛋白复合体的生物学

过程（图5A）。KEGG Pathway分析显示差异蛋白与

RNA剪切和核糖体相关（图 5B）。这些结果也与已

报道的核仁功能一致。综上，通过邻近生物素化技

术鉴定核仁蛋白质组是可行的。

2.4 差异蛋白与已发表数据有交叉

为了比较该技术鉴定的核仁蛋白与已报道数

据的重叠情况，将本文数据与Andersen等［13］发表的

核仁蛋白质组学进行比较，结果表明有246个核仁相

关蛋白在两组数据中重叠。此外，本研究鉴定到837
个有统计学意义的蛋白，而Andersen等［13］鉴定到652
个蛋白（图5C）。故通过生物素标记这种方法，我们

鉴定到的核仁蛋白数量多于Andersen等［13］通过蔗糖

梯度离心分离鉴定到的核仁蛋白。

2.5 验证本研究鉴定的相关核仁蛋白

为了进一步验证利用邻近生物素标记技术结

合质谱分析鉴定核仁相关蛋白方法的准确性，选取

了差异蛋白表中第 6位核仁标记物 nucleolin（NCL）
进行免疫荧光验证。首先构建了NCL⁃RFP 敲入细

3
2
2
1

0.5
0

LFQ
值
（
×10

9 ）
AVERAGE（CTRL）
AVERAGE LFQ EXP

Rank：20，FBL

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56 61 66 71 76 81 86 91 96
P < 0.05。

图4 前96个差异蛋白柱形图

Figure 4 Histogram of the first 96 differential proteins
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A：Western blot分析稳定表达APEX2⁃FBL的mESC细胞中的生

物素化的蛋白，红色箭头指的是内源性的生物素化蛋白；B：Western
blot验证用于质谱分析的总蛋白（BP：生物素苯酚）。

图3 Western blot检测mESC中生物素化的蛋白

Figure 3 Western blot detection of biotinylated protein in
mESCs
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胞系，FBL和NCL免疫荧光显示NCL与FBL呈现核

仁共定位（图6）。
3 讨 论

有研究表明 FBL可以通过改变 rRNA 的 2，⁃O⁃
甲基化修饰从而影响细胞过程，这反过来又导致翻

译的变化［14］。核糖体本身可以影响各种mRNA的

相对翻译效率，说明这些影响可以受到核糖体异质

性的调节［15］。FBL的表达水平与 rRNA的合成速率

相关［16］，因此与核仁的大小有关。在过去几年里，

陆续有研究指出 FBL是核糖体形成的关键成分之

一，除了影响细胞的各种过程，也可以影响病理过

程的发展，甚至衰老的动力学［17］，由于ESC细胞具

有无限增殖、自我更新和多向分化的特性，在ESC
细胞中分析核仁蛋白质组以及 FBL的功能是具有

重要生物学意义的。本文分析了在mESC中FBL的

邻近蛋白，从而鉴定mESC中的核仁蛋白质组。

基于APEX2的细胞内生物素标记是筛选邻近

和潜在相互作用蛋白的新方法，已成功地应用于研

究哺乳动物细胞和单细胞真核生物中，并且已被

证明特别适用于研究不溶或不可接近的细胞结构

以及检测微弱或短暂的蛋白质相互作用［18］，例如

核孔复合体［19］、中心体［20］等。本研究通过这种方法

鉴定到 837个差异蛋白，其中有 NPM1核仁蛋白、

mRNA剪接蛋白 SF3A1等与核仁功能相关的蛋白。

此外，GO分析中核仁蛋白的富集以及NCL核仁标记

本研究 Andersen等［13］研究
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C

mRNA processingribonucleoprotein complex biogenesisRNA splicingregulation of mRNA metabolic processribosome biogenesisregulation of translationRNA caabolic processDNA replication

GO Enrichment

BP
CC

MF

0.00 0.05 0.10 0.15

0.00 0.02 0.04 0.06 0.08

0.000 0.025 0.050 0.075

spliceosomal complexnuclear chromatinnuclear speckribonucleoprotein granulecatalytic step 2 spliceosomenudeolar partSm⁃like protein family complexpolysome

mRNA bindingcatalytic activity，acting on RNAATPase activityribonucleoprotein complex bindinghelicase activitytranslation factor activity，RNA bindingsingle⁃stranded RNA bindingmRNA 3′⁃UTR binding

Count
255075
100

⁃Log10（p.adjust）
60
40
20

Spliceosome
RNA transpory

Ribosome biogenesis in eukaryotes
DNA replication
Mismatch repair

0.00
0
0.02

5
GeneRatio

0.05
0
0.07

5
0.10

0

KEGG

KEGG Pathway EnrichmentA B

A、B：差异蛋白的GO分析和KEGG Pathway分析，纵轴表示富集功能，颜色由深至浅表示P值逐渐变大；C：Venen图显示本研究鉴定的差

异蛋白与已发表数据的重叠情况。

图5 生物素标记的核仁相关蛋白的组学分析

Figure 5 The proteomics analysis of biotin⁃labeled nucleolar related proteins

NCL⁃RFP FBL DAPI Merge

图6 免疫荧光检测NCL定位（×80）
Figure 6 Immunofluorescence detection of NCL location（×80）
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物的验证也进一步说明了这种方法的准确性。

关于本研究鉴定出的核仁蛋白多于已报道的

数据，一方面是用传统的密度梯度离心分离方法可

能造成一些关键成分损失，另一方面基于APEX2的
原位生物素标记方法使得在FBL蛋白20 nm范围内

的蛋白质能被生物素标记并且同时保留了蛋白质

之间的空间关系，从而高效富集核仁相关蛋白。但

是由于体内有部分蛋白能够发生内源性的生物素化

以及APEX2⁃FBL蛋白刚合成后未进入核仁前也能够

活化生物素苯酚，从而造成此方法鉴定的蛋白有可能

是非核仁相关的蛋白，所以仍需要在以下几个方面对

该方法进行进一步改进：①将此方法与定量蛋白质组

学技术（例如SILAC、iTRAQ或SWATH）结合使用，以

消除非特异性生物素化蛋白质，并设计多个对照；②
对数据进行严格的统计学分析如提高差异蛋白之间

的倍数以减去背景蛋白。

本研究利用基于APEX2的生物素标记技术结

合质谱分析鉴定了 837个潜在的核仁相关蛋白，该

技术可以扩展到大规模研究无膜细胞器的蛋白质

组及蛋白质与蛋白质的相互作用。
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