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陈良怡教授, 北京大学分子医学研究所细胞分泌和代谢研究室主任, 博士生

导师。目前的研究兴趣主要集中在为在体研究开发新的高时空分辨率的

荧光成像技术。陈良怡教授实验室利用这些新技术, 以斑马鱼和小鼠为模

型, 研究血糖的调控及糖尿病的发病机制。作为通讯作者, 陈良怡教授已

经在Dev Cell、Cell Res、Proc Natl Acad Sci USA、Biophys J、Biomed Opt 
Express、Diabetes及Diabetologia等期刊上发表多篇论文。自2012年以来, 陈
良怡教授开始以资深教员身份服务于Faculty of 1000 Biology的神经信号传

导机制部, 还多次受邀在学术团体如OSA、SPIE和Biophysical Society组织的

各种国际学术会议上做特邀报告。

可兴奋细胞胞吐胞吞的耦联机制
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摘要      调节型胞吐存在于神经元、内分泌细胞和外分泌细胞等可兴奋细胞以及免疫细胞等

特化细胞中, 是复杂而精确调节的分泌过程。其作用广泛, 与神经信号传递、激素释放、免疫反应

等重要的生理活动密切相关。调节型胞吐发生后, 在分秒的时间尺度上, 可兴奋性细胞快速启动与

胞吐发生位置密切相关的调控型胞吞, 回收细胞膜脂质和囊泡的膜蛋白, 迅速清除分泌位点上由于

胞吐而留下的蛋白以利于下一轮的分泌, 回收并填充可释放囊泡库, 维持细胞膜的平衡。该文先分

别介绍可兴奋细胞中胞吐和胞吞的主要模式, 然后探讨了它们之间耦联的机制。
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 Abstract      Regulative exocytosis, existing in the excitable cells including neurons, endocrine cells and 
exocrine cells, is precisely regulated and mediates important physiological activities such as neurotransmitters 
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细胞内待分泌的生物分子包裹在脂质双层膜

组成的囊泡中, 移动到细胞膜附近, 通过囊泡膜与细

胞膜融合而排出细胞外的过程, 叫做胞吐。细胞胞

吐有组成型(constitutive)和调节型(regulative)两种[1]。

所有的真核细胞都存在组成型胞吐, 其分泌不受外

界刺激的调节, 主要作用是更新细胞质膜脂和蛋白

的组成, 调节细胞外基质, 释放营养成分和信号分子

等[1-2]。调节型胞吐存在于神经元、内分泌细胞和

外分泌细胞等可兴奋细胞以及免疫细胞等特化细胞

中。当细胞受到胞外信号刺激时, 分泌囊泡与细胞

膜发生融合并将囊泡内的内容物释放出去[3-4]。调节

型胞吐是复杂而精确调节的分泌过程, 其作用广泛, 
与神经信号传递、激素释放、免疫反应等重要的生

理活动密切相关。

胞吞是与胞吐相对应的基本生命现象, 是细胞

与外界交换物质的重要途径, 介导外界营养摄取和

细胞膜脂质和膜蛋白回收, 维持细胞膜平衡和细胞

形态、控制生长分化、调节胞内信号转导过程、吞

噬致病菌等的重要功能[5]。细胞需要摄取的大分子、

膜成分与蛋白分子通过细胞膜内陷形成小囊, 接着

通过脂双层融合、切断形成独立的囊泡进入细胞内

部, 完成物质的循环利用。最经典的例子是低密度

脂蛋白通过结合细胞膜上的低密度脂蛋白受体[the 
low-density lipoprotein (LDL) receptor], 经由依赖于

网格蛋白(clathrin)的途径进入细胞内累积。非可兴

奋细胞上的胞吞过程大多数是组成型的, 速度比较

缓慢, 空间上随机发生。与非可兴奋性细胞不同, 可
兴奋性细胞上存在着调控型的胞吞。它在胞吐发生

后快速启动, 在空间位置上胞吞与胞吐的位置密切

相关, 回收细胞膜脂质和囊泡的膜蛋白, 迅速清除分

泌位点上由于胞吐而留下的蛋白以利于下一轮的分

泌、回收并填充可释放囊泡库, 维持了细胞的活性

和持续感受刺激的响应能力并维持细胞膜的平衡[6]。

胞吞受到抑制时, 由于胞吐也会受到抑制会导致神

经突触的短时程抑制[7]。可兴奋细胞的胞吞如何与

胞吐在时间和空间上耦联的机制一直以来并不清

楚, 本文先分别介绍可兴奋细胞中胞吐和胞吞的主

要模式, 然后探讨它们之间耦联的机制。

1   胞吐的机制和不同模式
1.1   胞吐的机制

可兴奋细胞去极化后, 细胞膜上电压依赖的钙

通道打开, 产生瞬时钙离子内流, 胞内钙浓度升高, 
启动调控型的囊泡胞吐[2,8-9]。

囊泡在细胞膜附近锚定、启动、膜融合的过

程中, 有多种调节蛋白的参与。其中, 最核心的蛋白

包括SNARE[soluble NSF attachment protein (SNAP) 
receptor]蛋白复合体(细胞膜上的syntaxin、SNAP-
25(synaptosomal-associated protein-25)和囊泡膜蛋

白VAMP(vesicle associated membrane proteins)组成、

SM蛋白 [Sec1/mammalian uncoordinated (Munc)-
18-1)]、Munc13、synaptotagmin和complexin等[10-11]。

这些蛋白在真核细胞中非常保守, 其中, SNARE蛋
白是为囊泡膜融合提供能量的核心分子[12]。

胞吐发生的过程大致可以分为4个步骤[10]: 
(1)细胞膜上的 syntaxin蛋白分别与 SNAP-25或
Munc18-1发生1:1的结合, 形成syntaxin/SNAP-25/
Munc18-1复合物。(2)囊泡到达细胞膜下发生锚定时, 
囊泡上的VAMP2(也称synaptobrevin-2)蛋白插入复

合物中。来自于囊泡膜的synaptotagmin 1参与调节

复合物的形成, 协助了囊泡的锚定。(3)囊泡膜和细

胞膜之间形成松散的SNARE复合体螺旋结构, 将囊

泡与细胞膜进一步拉近, 并有complexin协调参与复

合体的组装, 称为启动。此时的囊泡距离细胞膜很

近, 能够感受钙的升高后发生囊泡与细胞膜的融合, 
所以对应于电生理记录中的立即可释放囊泡库。(4)

and hormones release. Following exocytosis, coupled endocytosis occurs within seconds to minutes at spatially 
correlated sites to retrieve vesicular membrane and proteins on the plasma membrane. The rapid clearance of the 
vesicle membrane and protein from the exocytic sites will facilitate the next round exocytosis of vesicles at the 
release sites, balance of surface membrane homeostasis and secretory vesicles recycling. Here we review different 
modes of exocytosis and endocytosis, and explore the mechanisms of spatiotemporal exo-endocytosis coupling 
based on the current knowledge and our recent experimental data. 
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随着钙离子的流入, Munc18-1脱离, 松散的SNARE
复合体继续以拉链形式折叠, 螺旋折叠一直发生到

跨膜区将能量传递给囊泡膜和细胞膜, 发生膜融合, 
打开融合孔。

Synaptotagmin是钙离子感受器, 胞质区具有

C2A、C2B结构域, 可以和Ca2+结合发生构象改

变[13]。当synaptotagmin 1与Ca2+结合后, 其C2A和

C2B结构域能够部分插入细胞膜[14-15], 一方面拉近

了囊泡膜与细胞膜之间的距离, 另一方面改变细

胞膜的弯曲度, 减少膜融合所需的能量[16]。C2B结
构域还可以结合细胞膜上的磷酸肌醇4,5-二磷酸

(phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate, PIP2), 其亲

和性在与钙离子结合的状态下大大提高[17-18]。因

此, synaptotagmin 1也被认为与囊泡锚定在细胞膜

的特定位置有关。Synaptotagmin 1可以与syntaxin、
SNAP-25分别结合, 或结合syntaxin/SNAP-25二聚

体, 在Ca2+的作用下它们之间的结合更加紧密[19]。

Synaptotagmin与SNARE复合体的C-端相互作用, 结
合位点靠近SNARE蛋白的跨膜区[20]。因此, 当突变

SNAP-25的C-端氨基酸时, 减弱与synaptotagmin的结

合能力, 显著抑制调节型分泌[21]。在synaptotagmin
与SNARE蛋白的相互作用中, 另外一个重要蛋白

是complexin, 它与synaptotagmin的共同相互作用调

控了分泌。Complexin以α-螺旋的形状与syntaxin
和VAMP结合, 将SNARE复合体的组装钳制在中间

态[22]。Synaptotagmin与这个复合体的结合可以解除

这种钳制状态[23-24]。由于complexin和synaptotagmin
都能与组装的SNARE蛋白结合, 它们在结合的过程

中相互竞争[22,24], Ca2+的流入使得synaptotagmin将
complexin从复合物中移除, 从而调控了Ca2+内流与

分泌的同步性, 因此钙离子依赖的synaptotagmin结
合也被认为是促进囊泡的快速融合的最后一步。最

后, synaptotagmin与SNARE蛋白在C-端的相互作用, 
也可能调节囊泡融合孔的形成、打开、扩张等动力

学特性, 影响了分泌速度和胞吐的类型[20,25]。

1.2   不同的胞吐模式  
囊泡与细胞膜融合时有三种方式, 分别是

Full-Collapse Fusion、Kiss-and-Run和Compound 
Exocytosis。经典的胞吐模式Full-Collapse Fusion是
囊泡膜完全塌陷变平融合进细胞膜, 从而快速释放

所有的囊泡内容物。在这种模式下, 囊泡膜脂质和

蛋白会在细胞质膜上完全扩散。

Kiss-and-Run是一种非传统的分泌方式, 囊泡

胞吐时通过一个短暂存在的、直径很小的一个融

合孔释放内容物, 而囊泡的膜与蛋白保持原有的形

态, 不与细胞膜融合。在短暂开放几毫秒后, 融合孔

关闭, 囊泡与细胞膜分离, 完成回吞。尽管多种观测

手段都已经在神经和内分泌细胞上证明了Kiss-and-
Run的存在, 但其分子机制和生理功能仍不明晰。

Compound Exocytosis是第三种特殊形式的分

泌, 表现为除了与细胞膜融合外, 囊泡之间也发生融

合。多数情况下, 复合胞吐先由第一个囊泡与细胞

膜的融合。之后, 细胞深处的囊泡再与这个与细胞

膜融合, 但结构还未完全消失的囊泡发生次级融合。

在某些细胞里, 多个囊泡之间也可以在与细胞膜接

触之前相互之间发生融合, 再作为一个整体与细胞

膜发生融合。尽管其分子机制仍不清楚, 通常认为, 
SNARE蛋白复合体及与其相互作用的蛋白也参与

了Compound Exocytosis, 而这种类型的胞吐也被认

为提高了细胞的分泌效率。

2   胞吞的模式和机制
可兴奋细胞上, 囊泡以不同模式与细胞膜

融合。在融合完成后数秒内, 在融合位点附近会

发生与之相耦联的胞吞, 包括网格蛋白介导的胞

吞、囊泡完全回收的Kiss-and-Run及巨胞吞(bulk 
endocytosis)三种形式。即使是同一种细胞, 不同的

刺激强度会诱发不同类型的胞吞, 胞吞具备可塑能

力[6]。以听觉区耳蜗核的神经末梢为例, 如单个动

作电位的弱刺激可以诱发一个或者几个突触囊泡分

泌, 伴随着一个时间常数为1~3 s的快速相胞吞。而

中等程度刺激如一小串动作电位或者一个20 ms的
去极化刺激可以诱发时间常数为10~30 s的慢速胞

吞和巨胞吞。最后, 强烈刺激如长时程高频动作电

位刺激或10个10 Hz的20 ms去极化刺激可以同时诱

发出快速、慢速和巨胞吞[6]。应用特异的抑制剂或

者是基因沉默方法抑制clathrin介导的胞吞途径时, 
可以抑制绝大多数的慢速相胞吞。因此, 网格蛋白

clathrin介导的胞吞被认为是慢速相胞吞最主要的

贡献模式。慢速相胞吞在几乎所有的可兴奋细胞

的大多数的刺激下都会发生, 所以传统的网格蛋白

clathrin介导的胞吞被认为是最重要的胞吞模式。但

是, 在神经和内分泌细胞上, 抑制clathrin介导的胞吞

并不阻止快速胞吞的发生, 表明快速胞吞主要是由
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Kiss-and-Run和巨胞吞所介导的[6]。

2.1   网格蛋白clathrin介导的胞吞

Clathrin介导的胞吞(clathrin-mediated endocytosis, 
CME)是研究得最清楚的经典胞吞形式, 在酵母、

线虫、果蝇、大鼠、小鼠等物种中保守存在, 整个

过程涉及到数量庞大的相关蛋白的参与, 包括60
多个进化上保守的蛋白, 是一个精确调控的复杂

过程[26]。Clathrin介导的胞吞的最大特点是形成了具

有clathrin衣被的胞吞囊泡。Clathrin由25 kDa的轻链

和190 kDa的重链组成, 三 条轻链和三条重链在彼此

相互作用下形成三聚体形式的clathrin, 称为clathrin 
triskelion。这些clathrin三聚体在多种衔接蛋白和辅

助蛋白以及自身的相互作用下聚集, 形成由六边形

或五边形组成的足球状笼型结构。在哺乳动物细胞

中一个成熟的、典型的clathrin衣被囊泡大约80 nm, 
含有至少60个clathrin三聚体[27]。

在胞吞的过程中, 许多不同的跨膜受体蛋白

等货物蛋白(cargo protein)通过衔接蛋白(adaptor 
protein)被包裹到clathrin衣被小泡(clathrin coated 
vesicles, CCV)中。Clathrin介导的胞吞可以回收多

种不同的货物蛋白, 进化上也产生了不同的衔接蛋

白和辅助蛋白(accessory protein), 这些多样性的辅助

分子也使得clathrin介导的胞吞可以识别不同的货物

蛋白, 具有广泛的适应性。有些衔接蛋白可以识别

多种不同的膜受体, 例如AP2(adaptor complex 2)蛋
白, 通常被认为是clathrin介导的胞吞过程中最重要

的货物识别蛋白; 相反, 还有一些衔接蛋白特异性地

识别膜受体, 例如Dab2和ARH蛋白, 它们识别LDL
受体并专一性地介导它的回收[28]。Clathrin衣被囊

泡依赖衔接蛋白, 可以对不同膜蛋白选择性地回收。

然而, 像AP2这样能够与不同受体蛋白结合的衔接

蛋白如何对膜蛋白选择性地回收并不清楚, 另外, 
CCV是否具有类似内涵体的蛋白分选功能也没有定

论[5]。

Clathrin介导的胞吞可分成五个步骤。(1)成
核: FCHO蛋白自身二聚化形成香蕉状的弯曲形状, 
识别细胞膜曲率, 并与细胞膜上的PIP2结合并插入

细胞膜, 还能协助维持细胞膜的浅曲率弯曲[29-30]。

在成核过程中还有EPS15(epidermal growth factor 
receptor substrate 15)与intersectin蛋白的参与, 它们

含有EH结构域和SH3结构域的脚架蛋白(scaffolding 
protein), 能够与很多蛋白发生相互作用, 参与了AP2

和clathrin的多聚化[31-32]。(2)货物选择: AP2被EPS15
招募, AP2本身也可与细胞膜上的PIP2结合[33], 在与

其相互作用下多聚化。AP2通过它的μ亚基识别并与

膜受体等货物蛋白结合, 将受体富集在AP2聚集区, 
并且AP2本身也在与货物蛋白的结合作用中稳定并

进一步聚集。它可以招募clathrin、Dab2及Epsin等
货物特异性的衔接蛋白和AP180等辅助蛋白[34], 完
成对货物蛋白的识别和选择。Epsin蛋白能够楔状

插入细胞膜, 加大膜弯曲[35]。此外, 许多衔接蛋白和

辅助蛋白既能和AP2结合又能与clathrin结合, 进一

步招募和稳定clathrin结构。(3)clathrin衣被的组装: 
细胞中的clathrin三聚体被AP2和其他辅助蛋白不断

招募, clathrin多聚化形成的衣被结构比较刚性, 可
以维持并介导了膜弯曲的进一步进行。如果没有招

募到足够多的clathrin, AP2聚集的起始结构就不能

够进一步成熟[30]。伴随clathrin的招募与膜的逐渐弯

曲 , amphiphysin、SNX9(sorting nexin-9)、endophilin
这些BAR(bin-amphiphysin-rvs)蛋白家族的成员逐渐

被招募, 它们的结构呈月牙状, 能够感受细胞膜的深

度弯曲, 并和FCHO蛋白类似地插入弯曲的双层膜

并维持膜形状的稳定[36]。(4)剪切: 成熟后的clathrin
衣被囊泡在dynamin的作用下剪切与细胞膜分离。

Dynamin是GTP酶 , 它受到 amphiphysin、SNX9、
endophilin蛋白的招募, 这些BAR蛋白家族的成员含

有的SH3结构域可以结合dynamin的多脯氨酸残基区

域, 而促使它来到clathrin衣被囊泡与细胞膜连接的

位置[37]。在这里, dynamin聚集围绕着衣被小泡的脖

子, 并利用GTP水解发生构象的变化, 实现剪切[38-39]。

Dynamin是实现剪切的重要分子, 它的招募也控制

了clathrin衣被结构的寿命时间, 而且使clathrin衣被

囊泡最终发挥了回收膜货物的功能[40]。(5)脱衣被: 
从细胞膜上脱离下来的clathrin衣被小泡要在胞质

中脱去衣被, 下一步才能与内涵体结合或重新利用。

脱衣被的过程是在auxilin、GAK(cyclin G-associated 
kinase)、HSC70(heat shock 70 kDa protein)等蛋白作

用下进行的。完整的clathrin衣被结构十分稳定, 需
要外界的能量才能将其解聚, HSC70蛋白是ATP酶, 
利用ATP水解的能量将clathrin衣被解聚下来[41], 而
auxilin和GAK蛋白协助了它的招募[42]。在衣被囊泡

脱衣被的过程中需要招募磷脂酶synaptojanin, 转化

膜上的磷脂酰肌醇, 改变了衣被小泡的膜脂成分[43], 
帮助AP2、Epsin、AP180等结合PIP2的辅助蛋白从
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膜上的解聚[33,35]。 Clathrin囊泡从启始、形成到最

后的剪切、解聚, 是一个复杂的过程, 其中需要招

募许多蛋白, 因此整个过程比较缓慢[27]。应用荧光

显微镜成像方法可以实时地看到clathrin衣被结构的

形成和组装过程, 通过分析它们的荧光强度和寿命

(lifetime)可以得到其形成的动力学。Loerke等[40,44]在

哺乳动物细胞中逐个分析clathrin衣被结构, 并得到

了它们的平均寿命约为60~90 s。所以, clathrin衣被

结构的组装是一个慢速的过程。

与clathrin衣被囊泡组装的慢速过程相对, 神经和

内分泌细胞上与调节型分泌耦联的CME速度大概在

3~15 s[45-46]。例如, 应用膜片钳技术测量细胞膜电容

变化, 去极化刺激在视网膜双极细胞中引起了CME
和clathrin不依赖的胞吞, 时间常数分别约为9.5 s和
1 s[46]。在海马神经元中, 利用实时荧光成像观察到

低频刺激会引发时间常数分别约为3 s和10 s的两个

胞吞过程, 都依赖于clathrin[47]。当刺激增强时, 胞
吞过程变成单指数过程, 时间常数约为15 s, 同样

是CME[48]。而胰岛细胞中, 用紫外光分解钙离子螯

合物(photolysis of caged-Ca2+)或者一串去极化刺激

来使细胞内钙离子浓度上升时, 同样观察到依赖于

clathrin和不依赖clathrin的两种胞吞, 时间常数约为

5 s和0.5 s[45]。在非可兴奋性细胞上一个空间随机、

缓慢形成的clathrin衣被结构和CME内吞过程以及

在可兴奋细胞上如何与调节型分泌在时间和空间上

耦联在一起的分子机制至今仍然不清楚, 有待进一

步阐明。

2.2   巨胞吞

在强烈的刺激下, 出现一种巨胞吞, 表现为大

片细胞膜内凹形成类似内涵体的结构, 而后囊泡从

这些内涵体中通过出芽过程形成。它首先在蛙类的

神经–肌肉接头中被发现, 之后在中枢神经系统的

各种突触以及胰岛β细胞中均被观察到。强去极化

刺激引发的大量钙内流触发巨胞吞, 其启动不依赖

于网格蛋白clathrin。在某些细胞中巨胞吞依赖于

dynamin, 但是在dynamin基因敲除小鼠的海马神经

元中用电镜同样可以观察到大量的巨胞吞结构。因

此, 巨胞吞的生理意义及分子机制有待进一步阐明。

3   胞吐和胞吞的耦联机制
为了维持细胞持续的分泌能力、对外界刺激的

迅速响应、与环境的物质沟通以及细胞的正常形态

等, 胞吞胞吐需要密切地耦联在一起[6]。时间上, 在
可兴奋细胞受到外界刺激发生胞吐后的几秒到几分

钟之内就会伴随发生与之相耦联的胞吞过程[45,49]。

空间上, 有些胞吞胞吐发生在同一位置, 如Kiss-and-
Run。另外, 有些胞吞就发生在胞吐位置的周围, 如神

经突触上的胞吐位置是活性区(active zone), 而胞吞

位置是周围活性区(peri-active zone)[3]。

目前的研究发现, 在时间和空间上介导胞吞

和胞吐发生的分子可能包括突触活性区的支架

蛋 白(scaffolding proteins)、Ca2+及Ca2+的 感 受 器

synaptotagmin蛋白、膜脂质PIP2等
[50]。

3.1   活性区蛋白耦联胞吞胞吐

在神经突触中, 囊泡融合集中地发生在突触前

膜的活性区, 它是电子显微镜所观察到的包含电子

致密物质的一片细胞膜区域。活性区在脊椎动物的

中枢神经系统突触中呈大约200~500 nm直径的盘

状区, 这里集中了大量的囊泡[51]。突触前膜活性区

包含了大量的支架蛋白, 它们具有多个结构域, 可以

通过蛋白–蛋白相互作用或蛋白–脂质相互作用招募

不同蛋白来稳定结构, 从而将活性区组织起来。五

个进化上保守的支架蛋白构成了活性区的核心蛋

白, 包括ELKS(也叫作CAST1)、liprin、 RIM(Rab3 
interacting molecule)、RIM-BP(RIM binding protein)
和Munc13。此外, piccolo与bassoon两个具有多功能

域的大蛋白也是活性区的重要组成蛋白[52-53]。

活性区的蛋白与胞吐密切相关。如活性区的

RIM蛋白可以和G蛋白Rab3结合, 调控了囊泡的运

输与锚定[54]。而Munc13参与改变SNARE/SM蛋白

复合体组装的构象, 从而调控了囊泡的启动和膜融

合过程[55]。另外, RIM蛋白及RIM-BP通过与电压依

赖的钙离子通道相互作用将钙离子通道集中在活性

区[56], 使得锚定在细胞膜下的囊泡与钙通道联系在

一起, 促进了分泌的快速进行。

活性区核心蛋白ELKS也在其他可兴奋细胞如

胰岛β细胞和PC12细胞中表达, 并与致密大囊泡在

细胞质膜上连续融合的位点共定位[57-58]。在PC12肾
上腺嗜铬细胞中, ELKS还与RIM和bassoon等活性区

蛋白共定位; 过表达ELKS促进PC12细胞钙依赖的

细胞分泌[57]。此外, ELKS还在成纤维细胞中被发现

较高表达在细胞的生长前端[59], 并与微管的定位有

关。另外, α-liprin(LAR protein tyrosine phosphatase-
interacting protein-α)、RIM、Munc13、RIM-BP也
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在其他非神经的内分泌细胞中有表达[51], 暗示了它

们一起参与调控空间特异性的激素分泌。

另一方面, 活性区支架蛋白还与胞吞相关。

ELKS通 过 与basson和piccolo蛋 白 相 互 作 用, 连
接actin及actin聚集的调控蛋白[50], 包括Cdc42和
NWASP(neuronal Wiskott-Aldrich syndrome protein)
等, 而后两者又与clathrin衣被囊泡中的重要脚架蛋

白intersectin和EPS15有相互作用[60]。Intersectin既和

clathrin衣被结构的成核有关, 又能和clathrin衣被结

构中的AP2、stonin2、dynamin等众多蛋白相互作

用[30,33]。这样, 活性区的支架蛋白通过复杂的相互

作用关系, 将clathrin衣被结构与胞吐在空间上耦联

了起来。此外, 胞吞的剪切蛋白dynamin在胞吐中可

能也起作用。动力学研究表明, dynamin可能与囊泡

分泌时融合孔的打开与扩张有关[61]。Dynamin可与

clathrin衣被结构中的intersectin支架蛋白结合, 同时, 
intersectin与胞吐的核心蛋白SNAP-25也有相互作

用[62], 这些分子的联系可能对胞吞胞吐的耦联都有

作用。

3.2   Ca2+、synaptotagmin、PIP2对胞吞胞吐耦联

的调控 
Ca2+是最早被认为耦联了胞吞胞吐的重要因

子[3]。囊泡分泌受到钙离子内流的触发和钙离子浓

度的调控。其中, synaptotagmin 1是囊泡分泌中Ca2+

的感受器, 它能够结合Ca2+, 促进其C2B结构域与细

胞膜上的PIP2结合, 部分插入细胞膜中, 拉近囊泡与

细胞膜的距离, 并通过参与调控SNARE蛋白在C-端
的组装而促进分泌的进行[51]。胞吞也被发现受到

Ca2+的调控, Ca2+浓度的升高能够加速胞吞[63]。Ca2+

还与清除胞吐位置的细胞膜的速度密切相关[64-65]。

在胞吞过程中, clathrin衣被的成熟过程与AP2等许

多衔接蛋白和辅助蛋白的磷酸化与去磷酸化有关, 
这些过程依赖于钙调蛋白calmodulin[66]。去极化刺

激后, 流入细胞内的Ca2+与calmodulin结合, 激活钙

依赖磷酸酶calcineurin, 去磷酸化dynamin I并使其与

syndapin蛋白结合, 从而介导巨胞吞的发生[67]。另外, 
利用calmodulin的抑制剂或者通过敲除calcineurin催
化亚基的实验, 学者们证明, calmodulin和calcineurin
也参与调节快速和慢速胞吞[6]。因此, Ca2+介导的

calmodulin和calcineurin通路可能是耦联胞吞胞吐的

分子基础。

Synaptotagmin 1除了作为Ca2+的感受器调控胞

吐之外, 还作为细胞膜上待回收的典型货物蛋白, 被
clathrin介导的胞吞回收。在synaptotagmin 1敲除的

小鼠中, 胞吞的速度减慢了一倍[68]。在果蝇中, 利用

瞬时紫外光失活synaptotagmin 1蛋白后也完全阻断

了synaptopHluorin的胞吞回收[69], 说明synaptotagmin 
1也参与了胞吞胞吐耦联。但是, synaptotagmin 1是
如何调控胞吞、使它与胞吐相耦联的机制仍不清楚。

细胞膜脂质也和胞吞胞吐的耦联相关。PIP2

是细胞膜上重要的脂质分子, 它与突触前膜活性区

的许多分子相互作用, 此外, 还与细胞膜上的钙离

子通道相互作用, 与活性区的蛋白复合体形成密切

相关[70]。PIP2与分泌囊泡上的synaptotagmin有相互

作用[14], 同时分泌的核心蛋白syntaxin在细胞膜上

与synaptotagmin的相互作用依赖于PIP2
[71], 暗示它

与囊泡在膜上的锚定和分泌的位点有关。这些PIP2

依赖的蛋白相互作用可能参与调节可立即释放囊

泡库(RRP)的大小[72]。胞吞时PIP2调节了clathrin衣
被囊泡的启始、组装、成熟和剪切各个过程, 大量

的clathrin衣被结构相关分子与PIP2结合, 如衔接蛋

白AP2和AP180、膜弯曲的感受和维持蛋白FCHO、

amphiphysin, 辅助蛋白CALM(clathrin assembly 
lymphoid myeloid leukemia)、β-arrestin、Epsin、
synaptojanin和剪切蛋白dynamin等[29,73]; 所以, 细胞

膜上的PIP2是另一个空间上耦联胞吞和胞吐的重要

分子。

3.3   细胞骨架对胞吞胞吐的耦联作用

包括囊泡的多种细胞器通过细胞骨架实现胞

内的运输。细胞骨架主要有三类: 微管(microtubule)、
微丝(microfilament)和中间丝, 其中微管和微丝的研

究相对较多。微管由微管蛋白(tubulin)组装, 微丝由

肌动蛋白(actin)组装, 它们在囊泡转运中起重要的作

用。而它们如何影响分泌囊泡的胞吐与胞吞还不十

分清楚。

从高尔基体出芽后, 新生成的囊泡沿着微管迅

速地到达细胞膜附近, 并沿着微丝运动。人们发现, 
肌动蛋白能够在细胞膜附近聚集, 可能与囊泡正确

地到达细胞膜的位置、锚定和胞吐有关[74]。药物干

扰抑制actin的聚集或抑制马达蛋白myosin, 导致囊

泡的快速和慢速分泌都减少, 而抑制微管聚集只影

响了囊泡分泌的慢速相; 而且阻断actin的聚集或马

达蛋白myosin, 囊泡在整个胞质的运动都受到了抑

制, 而阻断微管聚集只影响了囊泡在核周的运动; 这
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个结果表明, 微丝而不是微管对囊泡在膜下的运输

十分重要[75]。微丝在细胞膜下分布丰富, 去极化后, 
胞外Ca2+流入细胞时, 可解聚膜下的微丝网络, 促进

囊泡与细胞膜融合[76]。另一方面, Kiss-and-Run类型

的胞吐又需要肌动蛋白微丝的帮助来维持融合孔不

扩张以及维持整个囊泡的形状[77]。有报道称, 囊泡

上携带的Arp2/3(actin-related proteins)能够促进actin
在囊泡附近成核和聚集, 促进囊泡分泌[78]。总体来

说, 微丝如何在胞吐中起作用仍然有争议。

肌动蛋白微丝在胞吞中参与了内吞囊泡最后

的剪切以及内吞囊泡与细胞膜分离后向胞内的运

输[79-81]。在哺乳动物细胞中, 内吞囊泡的剪切主要

由dynamin完成, actin参与协助剪切; 而在酵母中, 剪
切过程则完全由actin负责[82]。Actin围绕着内吞囊泡

形成丝状网络, 随着actin的生长, 挤压内吞囊泡与细

胞膜的连接处直至分离[81]。随后, 胞吞后的囊泡在

myosin马达蛋白的启动下沿着微丝向胞内运输, 进
行循环利用[79-80]。

Actin及其调节因子, 如Cdc42和NWASP、ABP
蛋白(actin binding protein的一种)等分别与突触活性

区支架蛋白piccolo直接或间接地相互作用[50], Cdc42
和NWASP也和clathrin衣被囊泡的重要组织蛋白

intersectin等相互作用[60]。这些暗示了微丝是突触活

性区与周围活性区之间联通的骨架蛋白, 可能是联

系胞吐与胞吞结构的桥梁。

微管如何影响胞吐和胞吞的分子机制并不明

确。最近的研究表明, 微管可以通过微管连接蛋白

CLASP(cytoplasmic linker associated protein)锚定

到细胞膜下[83]。由于CLASP的一个相互作用蛋白

ELKS是分泌活性区的重要蛋白[59], 我们间接推测微

管可将囊泡运输到活性区。突触活性区上发现了膜

下微管结构, 而且在SMN基因突变的细胞中, 突触

活性区的减少也伴随着微管结构由粗丝或细丝状变

成离散点状的现象[84], 暗示微管与活性区的组织可

能有关。与胞吞相关的, 膜下clathrin衣被结构的慢

速和快速运输依赖于微管[85-86]; 在超分辨荧光显微

成像技术下, 观察到clathrin衣被结构和微管共定位
[87]; 近期结果表明, clathrin衣被囊泡通过AP2衔接蛋

白与α-tubulin乙酰转移酶(α-tubulin acetyltransferase, 
α-TAT)相连, α-TAT对微管进行翻译后乙酰化修饰并

稳定微管结构, 从而介导胞吞囊泡和微管的相互作

用[88]。尽管有这些前期实验报道, 微管蛋白是否耦

联胞吞胞吐以及如何耦联胞吞与胞吐都不清楚。

3.4   胞吞胞吐耦联的新机制

最近, 我们利用全内反射显微镜观察了胰岛素

分泌的INS-1细胞上的胞吞胞吐过程。我们发现了

三种与胞吐时空耦联的CME。第一种是网格蛋白

包裹的小窝在胞吐的位点预先形成, 在胞吐后瞬间

被胞吞回收入细胞; 第二种是预先形成的网格蛋白

包裹的小窝位于胞吐位点附近, 胞吐后迅速运动到

胞吐位置, 然后被吞入。第三种是在胞吐发生后, 在
胞吐位点原位形成网格蛋白包裹的小窝以及胞吞。

第一、 二种介导了与胞吐耦联的快速胞吞, 而第三

种介导了与胞吐耦联的慢速胞吞。进一步研究第二

种网格蛋白包裹小窝的位移机制, 我们发现, 其沿着

细胞膜下的微管纤维移动到胞吐发生的位置。细胞

内钙离子浓度升高触发分泌。另一方面, Ca2+会激

活钙依赖的磷脂酶C(phosphorlipase C, PLC), 从而将

PIP2水解成为带着负曲率的二酰基甘油(diaglycerol, 
DAG)。我们观察到胞吐位点的DAG浓度会暂时升

高, 从而减少局部膜张力, 促进网格蛋白包裹的小窝

向胞吐位置移动。由于DAG可以激活胞吐的重要蛋

白Munc13, 所以我们认为, DAG是一个新的胞吞胞

吐的耦联分子[89]。该机制在其他可兴奋细胞中是否

存在需要进一步证明。

综上所述, 神经突触活性区蛋白、clathrin衣被

结构的脚架蛋白、dynamin、细胞骨架、Ca2+、囊

泡膜蛋白synaptotagmin以及细胞膜上的PIP2等诸多

分子为胞吐胞吞的耦联提供了分子基础。新技术和

新方法的出现将有助于揭示出更多胞吐胞吞的耦联

机制。
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