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【摘要】  细胞对力学刺激做出相应的反应很大程度上取决于细胞自身的结构，细胞内丰富的力学蛋白在响应外界力

学信号刺激中也起着关键作用。液-液相分离（liquid-liquid phase separation, LLPS）是蛋白质或蛋白质-RNA 复合物自发分

离形成两个不同的“相”的过程，即共同存在的低浓度相和高浓度相。研究发现无膜细胞器通过LLPS来形成并维持自身结

构，并调节内部的生化活动。LLPS作为一种细胞内调节生物大分子生化反应的新机制，在调控细胞力学蛋白响应中发挥

着至关重要的作用。它通过生物大分子之间的多价相互作用形成高浓度的液相凝聚体，进而调控细胞内一系列生命活

动。已有研究表明多种细胞力学蛋白通过LLPS响应外界力学信号，进而影响细胞生长、增殖、扩散、迁移、凋亡等生物学

行为。除了介绍细胞力学、液-液相分离的发生机制外，本综述还从含 LIM 结构域的蛋白 1（LIM domain-containing protein
1, LIMD1）相分离调控黏着斑成熟和力学信号转导、闭锁小带蛋白(zonula occludens, ZO) 相分离调控细胞间紧密连接、

Hippo信号通路的力学蛋白相分离调控细胞增殖和凋亡等方面介绍细胞力学蛋白相分离的最新进展。LLPS的提出不仅解

释了细胞内无膜细胞器的形成机制，更为理解细胞内生理或病理的生物学功能提供了新的解题思路。但LLPS驱动黏着斑

和细胞边缘动力学的分子机制仍然不完全明了，体外条件下的LLPS能否在机体生理条件下发生仍未明确，通过LLPS解释

细胞内多种分子的相互作用仍存在困难，这些方向的研究有待开展。
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【Abstract】  The cellular response to mechanical stimuli depends largely on the structure of the cell itself and the
abundance  of  intracellular  cytomechanical  proteins  also  plays  a  key  role  in  the  response  to  the  stimulation  of  external
mechanical  signals.  Liquid-liquid  phase  separation  (LLPS)  is  the  process  by  which  proteins  or  protein-RNA  complexes
spontaneously separate and form two distinct "phases", ie, a low-concentration phase coexisting with a high-concentration
phase. According to published findings, membrane-free organelles form and maintain their structures and regulate their
internal  biochemical  activities  through  LLPS.  LLPS,  a  novel  mechanism  for  intracellular  regulation  of  the  biochemical
reactions of biomacromolecules, plays a crucial role in modulating the responses of cytomechanical proteins. LLPS leads
to  the  formation  of  highly  concentrated  liquid-phase  condensates  through  multivalent  interactions  between
biomacromolecules,  thereby  regulating  a  series  of  intracellular  life  activities.  It  has  been  reported  that  a  variety  of
cytomechanical proteins respond to external mechanical signals through LLPS, which in turn affects biological behaviors
such  as  cell  growth,  proliferation,  spreading,  migration,  and  apoptosis.  Herein,  we  introduced  the  mechanisms  of
cytomechanics  and  LLPS.  In  addition,  we  presented  the  latest  findings  on  cytomechanical  protein  phase  separation,
covering such issues as the regulation of focal adhesion maturation and mechanical signal transduction by LIM domain-
containing protein 1 (LIMD1) phase separation, the regulation of intercellular tight junctions by zonula occludens (ZO)
phase separation, and the regulation of cell proliferation and apoptosis by cytomechanical protein phase separation of the
Hippo signaling pathway. The proposition of LLPS provides an explanation for the formation mechanism of intracellular
membraneless  organelles  and  supplies  new  approaches  to  understanding  the  biological  functions  of  intracellular
physiology  or  pathology.  However,  the  molecular  mechanisms  by  which  LLPS  drives  focal  adhesions and  cell-edge
dynamics  are  still  not  fully  understood.  It  is  not  clear  whether  LLPS  under in  vitro conditions  can  occur  under
physiological conditions of organisms. There are still difficulties to be overcome in using LLPS to explain the interactions
of multiple intracellular molecules. Researchers should pursue answers to these questions in the future.
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液-液相分离（liquid-liquid phase separation, LLPS）在

生物学中是指蛋白质和核酸等生物大分子在细胞内聚集

的一种特殊状态。细胞中的相分离指的是由弱相互作用

的蛋白质或核酸聚集在一起，当达到一定浓度后产生相

变，形成生物分子聚集物，从而调控一系列生物学反应。

细胞由磷脂，胆固醇和蛋白质组成的细胞膜所包绕，具有

高度的流动性，再加上细胞内部的复杂组成，通常将细胞
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视为黏弹性材料。因此，在力学刺激下，细胞应变是一个

复杂的过程。研究表明，细胞通过多种细胞力学蛋白对

外界的力学刺激做出相应的反应。然而，力学蛋白响应

外界力学刺激的具体机制尚未完全阐明，蛋白相分离也

许会是解释细胞力学响应的全新思路。本综述讨论了

LLPS在细胞力学中的最新研究进展。

 1     细胞力学的介绍

细胞力学是生物力学的一个重要分支，主要研究在

机械荷载作用下细胞的变形及细胞的黏弹性、黏附力等

力学特性，以及外界应力对细胞生长、迁移、分化、老

化、凋亡等生物学行为的调节机制。生物体内具有复杂

的力学微环境，这使得组织内的细胞持续地暴露于外

力[1]，例如流体剪切力、细胞外基质来源的力以及拉伸力

等。细胞感受到力学刺激后，便将这些力学刺激信号转

化为生物信号，从而在特定时间和空间上激活细胞内一

系列的连锁反应，最后影响细胞功能[2]。细胞在受力变形

后显示出增加的应力/应变斜率，在一定范围内，应力与

应变成正相关[3]。

细胞对力学刺激做出相应的反应很大程度上取决于

细胞自身的结构。细胞膜由磷脂、蛋白质和胆固醇构

成。独特的磷脂双分子层结构使其具有高度的流动性，

在应力作用下显示出较高的黏弹性[4]。因此，细胞容易在

力学载荷的刺激下发生变形，进而影响细胞内的生物学

过程。细胞质作为多孔黏性的流体有利于细胞发生缓慢

的变形，相反，这种弹性且类固体样的特性也能够抵抗快

速的变形[5]。除此之外，细胞内细胞骨架网络、细胞核以

及有膜细胞器都可以表现出弹性性质[6-8]。

另外，细胞内丰富的力学蛋白在响应外界力学信号

刺激中也起着关键作用。细胞受外界力学刺激后，细胞

膜上的整合素与钙黏蛋白等被胞外配体所激活，其细胞

内的结构域尾与纤维状的肌动蛋白结合[9-10]。与此同时，

活化的肌球蛋白突起，即肌球蛋白交叉桥，与附近的肌动

蛋白微丝相互作用形成一个复合骨架，在ATP水解驱动

作用下，对细胞外机械力进行转导与响应，细胞内骨架继

而做出一系列变化，从而改变细胞的生物学行为[11-13]。

 2     LLPS的介绍

细胞是生物体结构和功能的基本单元，细胞中的各

种成分在时空上聚集以执行各种功能。为了实现结构和

功能的区室化，细胞进化出了有膜细胞器和无膜细胞

器。有膜细胞器将特定蛋白、核酸等物质通过双层脂质

膜包裹起来以发挥正常的功能。然而，无膜细胞器缺乏

膜结构，却也能自主地控制内部生化活动并与周围的细

胞质发生分子交换。近些年的研究揭示了无膜细胞器发

生的生理学基础。无膜细胞器通过LLPS来形成并维持自

身结构，并调节内部的生化活动[14]。

通过LLPS形成的生物分子聚集物已经成为亚细胞组

织和生化反应时空控制的重要机制[15-16]。LLPS是蛋白质

或蛋白质-RNA 复合物自发分离形成两个不同的“相”的

过程，即共同存在的低浓度相和高浓度相。LLPS的发生

在很大程度上依赖溶液中生物大分子的浓度、溶液所处

的环境以及其物理化学性质，比如：pH、盐离子浓度、温

度以及溶液中存在的其他蛋白质或核酸[17-18]。当溶液中

的生物大分子低于一个特定的浓度时，无论在什么样的

温度和pH等条件下都不能发生相分离。然而，当高于这

一浓度后，在合适的pH以及温度等条件下就能发生

LLPS。在形成生物分子冷凝物后，该体系中便有了两种

存在形式，一种是形成的聚集物中较高浓度的“密”相，另

一种是在溶液中散在低浓度的“稀”相。这两种存在形式

并非一成不变，而可以随着外界条件的变化而发生相互

转化[19-21]。

LLPS是由生物大分子之间的多价相互作用所驱动

的，这类分子之间可以形成互作分子聚集物， 这些聚集

物中分子浓度不断升高，直至达到所在溶液体系的析出

极限后，就会以LLPS的形式从溶液中析出[22]。发生多价

相互作用的蛋白质有其独特的结构特点，较为多见的可

以发生LLPS的蛋白则以内部无序区（internal disordered

region, IDR）为特点，又称低复杂度区（low complexity

region, LCR）[23-25]。LCR是具有相分离能力的蛋白中一类

常见的一级结构域，不能形成一个能量相对较低、单一的

三维折叠结构而呈现出高度的可变性。所以，这些蛋白

的构象能量常常与其一级序列相同，一级氨基酸序列决

定了蛋白的相变能力，典型的决定性因素包括疏水性氨

基酸的组成和模式等[26-28]。

最近的研究表明，LLPS在人类健康和疾病中起着至

关重要的作用。LLPS的生物学功能在细胞生理活动过程

中可以发挥重要作用，例如可以感知环境的变化并对环

境的变化做出快速响应，调节基因表达，控制信号传导以

及促进细胞骨架的形成等 [29 ]。在当有外力作用于细胞

时，细胞骨架结构做出相应调整，力学蛋白发生相分离，

调控细胞的一系列生物学行为。

 3     细胞力学蛋白相分离

 3.1    LIMD1相分离调控黏着斑成熟和力学信号转导

黏着斑（focal adhesions, FAs）是位于上皮细胞紧密连
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接的下方，将细胞与细胞外基质连接起来，并通过肌动蛋

白和整联蛋白起作用的结构。FAs由幼稚的黏着斑复合

物成熟形成，包含整合素和一些其他分子[30-31]。成熟的

FAs表现出有序的超微结构，其中力传递层夹在整联蛋白

层和肌动蛋白缔合层之间[32]。FAs在细胞扩散和迁移过

程中起着非常重要的作用。

含 LIM 结构域的蛋白 1（LIM domain-containing

protein 1, LIMD1）是含LIM结构域的蛋白家族成员和肿

瘤抑制因子，在细胞内可以作为支架蛋白介导多种蛋白

互作 [33 ]。WANG等 [34 ]的研究证明了力学信号可以诱导

LIMD1在FAs富集并发生相分离，进而调控黏着斑的动态

成熟、机械力学转导以及细胞迁移。免疫荧光染色显示

LIMD1聚集物和FAs的标记分子桩蛋白（Paxillin）产生很

好的共定位。LIMD1聚集物的荧光信号在单个FA内的分

布更偏向于后部，这表明它参与了FAs的成熟过程[32]。体

外纯化蛋白实验也表明了LIMD1可以发生相分离并表现

出类似液滴的特征。LIMD1可以通过相分离选择性地富

集FAs上的特定蛋白组分，从而实现其成熟和功能。当把

LIMD1的IDR区域与FUS上的IDR区域进行交换，合成的

嵌合蛋白仍然能很好地形成生物分子聚集物，这表明了

多价相互作用在LLPS发生过程中的关键作用。然而，当

截断LIMD1的LIM位点和IDR结构域，发现其不能像全长

LIMD1一样修复FAs动力学。

 3.2    ZO相分离调控细胞间紧密连接

细胞连接是指相邻细胞以及细胞与细胞外基质之

间的胞膜接触区特化形成的连接结构。细胞连接对于

维持细胞和组织结构的完整性，加强细胞间的机械关

联和调节细胞功能等方面非常重要 [35]。其中紧密连接

主要存在于上皮细胞间连接的最顶端 ,包括闭合蛋白、

密封蛋白、黏附分子等蛋白，其中闭锁小带蛋白（zonula

occludens, ZO）属于细胞内的连接蛋白，其将肌动蛋白

微丝以及闭合蛋白、密封蛋白、黏附分子的胞内区域

连接起来[36]。

BEUTEL等[37]的研究发现ZO可以通过相分离形成与

细胞膜相互作用的区室化结构，继而选择性地招募紧密

连接相关蛋白，从而促进紧密连接的形成。当在细胞中

过表达ZO后，如果表达量较低，外源表达的ZO可以定位

到了紧密连接位点；如果表达量较高，外源表达的ZO也

可以定位到非紧密连接位点形成液滴并可以发生漂白后

荧光恢复。当使用红海海绵素A（Latrunculin A）抑制肌

动蛋白的聚合后，F-肌动蛋白与ZO形成了高度富集的串

珠状结构；除去Latrunculin A后，便恢复原来的细胞膜环

状结构。

ZO在紧密连接处高度富集后发生相分离，那最开始

的ZO是怎样逆浓度梯度从胞质聚集到紧密连接位点处

呢？SCHWAYER等[38]在发育中的斑马鱼胚胎中发现连接

细胞的肌动球蛋白骨架的张力增大后，便可诱导卵黄囊

胚层内的ZO-1向紧密连接处聚集并发生相分离，从而将

非紧密连接处的ZO-1向紧密连接位点处转运。

 3.3    Hippo信号通路的力学蛋白相分离调控细胞增殖和

凋亡

Hippo信号通路是在黑腹果蝇中经遗传鉴定而发现

的一条发育信号通路，其能响应细胞接触抑制、渗透压应

激以及机械力等多种力学信号，从而调控细胞增殖和凋

亡，影响组织生长和再生修复等生物学行为[39-40]。其中，

血管动素（angiomotin, AMOT）与肾脏和脑蛋白（kidney

and brain protein, KIBRA）作为Hippo信号通路的上游调

控蛋白，其通过相分离富集Hippo信号通路的核心激酶级

联组分丝裂原活化蛋白激酶/支架蛋白复合物（MST/SAV

complex）或大型肿瘤抑制因子/髓鞘相关少突胶质细胞

碱性蛋白复合物（LATS/MOB complex），从而激活

Hippo信号通路。另外，酪氨酸蛋白激酶相关蛋白（Yes-

associated protein, YAP）和具有PDZ结合基序的转录共激

活因子（transcriptional coactivator with PDZ-binding

motif, TAZ）作为Hippo信号通路的下游调控蛋白，同样通

过相分离调控靶基因表达。

研究发现，细胞接触抑制通过降低细胞骨架的F-肌

动蛋白水平来促进AMOT的LLPS，从而激活Hippo信号通

路以调控组织生长以及再生修复[41]。在高细胞密度状态

下，F-肌动蛋白水平显著下降，细胞内青色荧光蛋白

（CFP）标记的AMOT（CFP-AMOT）形成聚集体。这些

CFP-AMOT聚集体在荧光漂白后能快速恢复，即表明它

们是通过LLPS形成的生物分子聚集体。进一步研究发现

AMOT的LLPS是由其α-螺旋卷曲结构介导的。体外蛋白

纯化实验发现纯化的重组CFP-AMOT蛋白在体外也能通

过LLPS 形成液状聚集体。当在体外纯化系统中加入F-

肌动蛋白后，CFP-AMOT会结合F-肌动蛋白而不形成聚

集体，这表明F-肌动蛋白可以通过结合AMOT以抑制其

发生LLPS。另外，通过山梨糖醇产生的渗透压刺激可以

诱导细胞内黄色荧光蛋白（YFP）标记的KIBRA（YFP-

KIBRA）形成聚集体[42]。YFP-KIBRA聚集体显示出类似液

体的特征，可以发生漂白后荧光恢复和液滴融合现象，证

明了渗透压应激的确诱导了YFP-KIBRA发生相分离。在

去除渗透压应激后，YFP-KIBRA聚集体消失[41]。体外重

构的YFP-KIBRA聚集体也可以富集Hippo信号通路的关

键组分。
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AMOT 和 KIBRA 可以通过 AMOT 的 PY 基序和

KIBRA 的两个 WW 结构域相互结合[43]。在细胞接触抑

制或渗透压应激下，细胞内KIBRA聚集体和AMOT 聚集

体都能合并成双相AMOT/KIBRA凝聚体。类似于AMOT

或KIBRA单相聚集体，体外重构的AMOT/KIBRA双相缩

合物可以富集MST/SAV复合物、LATS/MOB复合物以及

YAP，表明双相缩合物在浓缩并激活Hippo激酶级联组分

中的潜在作用[41]。

YAP和TAZ是旁系同源物，具有相似的结构域以及

部分重叠的功能，并且类似地受到 Hippo 激酶的调节，是

Hippo信号通路下游的关键转录效应因子[44-45]。已有研究

表明，YAP 和 TAZ 可以通过不同的模式相分离，控制时

间和空间特异性靶基因的表达，从而调控细胞增殖和凋

亡来控制器官大小[46-47]。同时多项研究表明YAP和TAZ

对机械力刺激敏感。CAI等[47]研究报道，在高渗透压刺激

几秒后，细胞内的YAP迅速在细胞质和细胞核中发生相

分离，形成大且圆的生物分子凝聚物，并招募转录因子

TEA域家族成员1（TEAD1）和YAP相关共激活因子（包括

TAZ），从而诱导 YAP 特异性增殖基因的转录。然而，

LU等[48]报告称，TAZ具有更强的相分离能力，在没有高渗

透压刺激的情况下，TAZ仍然可以在细胞中形成相分离

的缩合物以驱动靶基因转录。

 4     小结和展望

在过去的十年中，LLPS逐渐成为一个新兴且有吸引

力的领域。LLPS的提出不仅解释了细胞内无膜细胞器的

形成机制，更为理解细胞内生理或病理的生物学功能提

供了新的解题思路。越来越多的研究逐步揭示了LLPS的

生物学功能，但仍有许多具有LLPS潜力的蛋白质尚待进

一步的研究。

在细胞力学领域，相分离似乎是一种便捷的可以去

调节发生在运动细胞前端事件的时空行为。然而到目前

为止所发现的有限的观察结果还远远不足，LLPS驱动黏

着斑和细胞边缘动力学的分子机制仍然不完全明了，更

广泛且深入的研究亟待开展。除此之外，在进行LLPS研

究上，仍然有一些问题亟待解决。比如体外条件下发生

的LLPS是否真的能在机体生理条件下发生？细胞内多种

分子的相互作用，是否可以通过LLPS解释这种多组分互

作行为？

总而言之，LLPS是一个年轻且发展迅速的领域，相信

随着研究进展，我们能更好地理解LLPS的生物学功能。

新发现可能对理解细胞力学行为和机体病理事件，比如

肿瘤细胞增殖和扩散，具有至关重要的意义。
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