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相分离介导细胞内短距离囊泡运输
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摘要      细胞内的囊泡运输大致分两类, 一类是经典的马达蛋白与细胞骨架依赖性的长距离

运输, 另一类是局域的短距离运输。短距离运输也有明确的方向, 却不依赖马达蛋白或细胞骨架, 
长期以来科研人员对短距离囊泡运输的原理缺乏清晰的理解。以突触囊泡(synaptic vesicle, SV)的
定向转运为例, 该研究发现了一种新的由相分离介导的、钙信号调控的、定向的运输方式。具体

来讲, 一个名为Pclo(Piccolo)的支架蛋白, 通过与囊泡发生受钙信号调控的相分离, 一方面介导囊

泡从储备池的提取, 另一方面促进囊泡在活性区的栓系。此外, 该研究还发现, 在普通的动物细胞

中, TFG(Trk-fused gene)的相分离可以介导COPII(coat protein complex II)囊泡从内质网(endoplasmic 
reticulum, ER)到内质网–高尔基体中间体(ER-Golgi intermediate compartment, ERGIC)的转运。因此, 
相分离提供了一种普适的介导短距离囊泡定向运输的方式。
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Phase Separation Mediates Short-Distance Vesicle Transport in Cells
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Abstract       Cellular vesicles are moved via two distinct routes: the canonical motor-powered transport, 
which moves along cytoskeletons typically over long distances, and local and short-distance transport. The short-
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distance transport is also with directions but does not involve molecular motors and cytoskeletons. The molecular 
mechanisms underlying short-distance vesicle transport are totally unknown. Using SV (synaptic vesicle) transport 
as a paradigm, this study discovers a new way of short-distance vesicle transport mediated by phase separation in 
a Ca2+-regulated and directional manner. Specifically, a scaffold called Pclo (Piccolo) in the presynaptic bouton un-
dergoes phase separation with SV. On the one hand, Pclo can extract SVs from the reserve pool, on the other hand, 
Pclo can facilitate SV tethering on the active zone. In addition, this study further finds a protein called TFG (Trk-fused 
gene) can facilitate COPII (coat protein complex II) vesicles transport from ER (endoplasmic reticulum) to the 
ERGIC (ER-Golgi intermediate compartment) via phase separation. Therefore, phase separation may be a general 
mechanism for short-distance vesicle transport in cells.

Keywords       phase separation; membraneless organelles; vesicle transport; synaptic vesicle cycle 

1   细胞内短距离囊泡运输的需求
囊泡运输是细胞中物质运输的一种不可或缺的

方式。通常来讲, 囊泡以货物的形式被马达蛋白识别, 
并沿着细胞骨架进行定向运输 [1-2]。细胞内也有局域

的短距离运输囊泡的需求 , 但是我们对这种运输方式

的原理几乎一无所知。比如高尔基体不同腔室之间

的囊泡运输, 只经历数百纳米的路程[3-4]。又如在突触

前膜 , 突触囊泡 (synaptic vesicle, SV)需要从突触小结

内部转运到细胞膜附近以实现囊泡与质膜的融合以

及神经递质的释放, 这个距离也只有数百纳米[5-7]。对

这种局部的、短距离的定向运输 , 基于马达蛋白与细

胞骨架的运输方式可能并不参与其中。一方面 , 马达

蛋白依赖性转运的条件比较苛刻 , 除了马达蛋白和细

胞骨架外 , 通常还需要接头蛋白、小G蛋白、ATP等
因子的协调 [2,8], 对短距离运输来说 , 这可能并不是一

种经济有效的方式; 另一方面 , 如上描述的两种场景 , 
细胞骨架似乎并未涉及其中 [9-11], 对马达蛋白的抑制

也并未导致运输异常 [12]。自由扩散是另一种潜在的

运输方式 , 却无法满足方向性的需求。因此 , 我们推

理应该有其他的方式来介导短距离囊泡运输。

2   突触前膜——研究蛋白质相分离与囊

泡互作的经典模型
突触前膜是研究囊泡运输的一个经典模型。

SV可被马达蛋白(驱动蛋白)带动沿着细胞骨架 (微
管)从胞体转运到轴突末梢(突触小结)[13-14]。对 SV
沿着轴突转运过程的研究直接促成了驱动蛋白的

发现 [15], 以及对马达蛋白依赖性的长距离囊泡运输

的原理的发掘[1-2,8]。那么对SV在突触小结内部的组

织与移动的研究 , 很可能推动我们揭开短距离囊泡

运输的神秘面纱。

在一个成熟的突触小结中 , SV被组织成三个亚

群 , 形成三个不同的功能区 [16-19], 它们分别是 : 维持

在轴突内部远离细胞膜的储备池(reserve pool), 其中

SV数目占比达SV总数的80%以上; 锚定在突触前膜

活性区 (active zone)的即刻可释放池 (readily releas-
able pool, RRP), SV数目占比<5%; 以及在储备池和

RRP之间穿梭的循环池 (recycling pool)。SV在突触

小结中循环 , 静息状态下处于储备池中的SV需要经

历栓系(tethering)、锚定(docking)、启动(priming)才
能到达活性区, 构成RRP。 只有RRP中的SV才能直

接响应突触激活后流入的钙信号 , 实现与细胞膜的

融合(fusion)以及神经递质的释放[7,20]。膜融合后, 活
性区的RRP需要被储备池中的SV及时补充。

SV在突触小结中并非孤立存在 , 一方面SV本

身包被着许多蛋白, 另一方面SV所处的空间环境充

满着拥挤的蛋白质 [21-22]。虽然不同亚群的SV在组

成上并没有太大区别, 但是不同亚群的SV与不同的

蛋白质相偶联 , 而且不同蛋白质也参与到不同亚群

的SV的维持当中。比如 , 对突触蛋白 (synapsin)进
行遗传敲除或者抗体封闭都会特异性地导致储备

池的减少 , 而不影响已经定位在活性区的SV[17,23]。

相反地 , 如果对活性区的支架蛋白 , 如Rab3互作蛋

白(Rab3 interacting molecule, RIM)、RIM结合蛋白

(RIM binding protein, RIMBP)、 ELKS(a protein rich 
in glutamate, leucine, lysine and serine)等进行遗传

干扰, 则会使SV不能定位到活性区, 而储备池的SV
不受影响[24-25]。

突触是一个高度特化的结构 , 突触内部有着非

常精细的结构和功能分区 [26-27]。传统的观点认为 , 
生物膜包裹的细胞器是将细胞进行分区的基本方

式。近些年大分子相分离和无膜细胞器的发现极大
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地扩充了我们对细胞分区的认识 [28-31], 这种不依赖

于生物膜的大分子凝聚体更加灵活 , 既能特异性地

富集分子形成结构和功能性区室 , 又能快速响应细

胞信号进行动态调控。

在突触前膜中 , 不同的大分子凝聚体相继被报

道 [32-33](图1)。有意思的是 , 这些无膜细胞器以不同

的方式特异性地与有膜的SV相互作用 , 例如 , 突触

蛋白形成的蛋白凝聚体可以与SV形成共定位的凝

聚体[34]; 而由RIM、RIMBP和ELKS形成的活性区凝

聚体, SV则贴附在其表面[35-36]。因此, 不同的突触前

膜蛋白质凝聚体可以将SV组织到不同亚群中 , 从而

定义具有不同功能的SV。我们此前在体外重构了

SV的这两种亚群和类突触小结的多层结构 , 揭示了

相分离如何实现SV区室化的原理 [36]。以介观尺度

的蛋白质凝聚体而非微观尺度的单个蛋白质分子来

理解突触 , 为我们提供了新的视角来检视无膜凝聚

体与有膜的SV的相互作用, 以及无膜细胞器对SV运

动与区室化的调节。

3   Pclo相分离介导突触囊泡定向转运
Pclo(Piccolo)和Bassoon是脊椎动物特异性的巨

型支架蛋白(Pclo全长超过5 000个氨基酸 , Bassoon
近4 000个氨基酸 )[37]。此前的超分辨显微成像结果

显示, Pclo呈现细长拉伸的状态, 且一端朝向活性区, 
另一端伸向轴突内部的储备池 , 整体构象正好使它

成为非常理想的连接储备池和活性区的桥梁 [38]。遗

传学上 , Pclo与Bassoon的敲除导致总SV数量受损 , 
贴附在活性区的RRP与穿梭的循环池SV数目都显

著降低 [39-42]。而突触蛋白只负责储备池的维持 , 活
性区的蛋白只参与RRP的形成。Pclo和Bassoon同时

对多个SV亚群的影响提示这两种支架蛋白可能协

调SV不同亚群之间的交流。

我们采用体外重构的策略 , 纯化了Pclo蛋白的

截短体 , 分别从储备池和活性区两方面探究了Pclo
在SV转运中的作用[43]。

一方面 , Pclo可以富集到突触蛋白的凝聚体

当中 , 与突触蛋白和小单层囊泡(small unilamellar 
vesicle, SUV)形成共定位的凝聚体(图2A)。在钙信

号的刺激下 , Pclo通过相分离驱动凝聚体的所有组

分的重新分配(图 2B)。这时 SUV从原来的突触蛋

白中分离 , 转而与Pclo形成共定位的凝聚体。这个

过程完全由钙信号诱发 , 囊泡的提取效率与Ca2+浓

度呈正相关 , 只需要生理浓度的Ca2+[44-45]就可以诱

导囊泡的部分提取 (图 2D)。这一体外发现与在突

触小结中只要少量SV的调动就足以补充RRP相符

合。Ca2+诱导的囊泡重新定位过程是可逆的 , 过量

EDTA(ethylenediaminetetraacetic acid)处理可以使

得凝聚体的所有组分重新共定位在一起(图2C)。从

大鼠脑内纯化得到的SV也有类似的性质(图2E和图

2F): 在Ca2+诱导前 , 突触蛋白、SV和Pclo共定位在

均一的凝聚体中; Ca2+刺激后, SV与Pclo共定位在突

触蛋白之外的凝聚体中。考虑到SV自身携带大量

A: 突触相分离总结; B: 相分离视野下的突触囊泡循环。

A: phase separation at the synapse; B: synaptic vesicle cycle in the view of phase separation.
图1   突触前膜相分离总结(根据参考文献[32-33]修改)

Fig.1   Phase separation at presynaptic boutons (modified from the references [32-33])
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A~C: 突触蛋白、Pclo、SUV在基础情况(A)、Ca2+刺激(B)或EDTA处理(C)下的分布, 虚线方框选中的凝聚体用于放大分析, 斜线所示位置的荧

光强度用来表征凝聚体不同组分的浓度; D: 不同浓度Ca2+诱导的SUV被Pclo提取的情况比较; E、F: 鼠脑纯化的SV被Ca2+依赖的Pclo提取的情

况; G、H: 胰蛋白酶消化后的SV被Ca2+依赖的Pclo提取的情况。Syn: 突触蛋白; ITSN: 交叉蛋白; PcloC: Pclo的C-端截短体。 
A-C: synapsin, Pclo, and SUV distribution under basal (A), Ca2+ (B) or EDTA (C) conditions. A dashed box is selected for zoom in, and dash lines are 
used to profile fluorescence intensities and concentrations of different components in the condensate; D: SUV extraction by Pclo induced by different 
concentration of Ca2+; E,F: rat brain derived SV extraction by Pclo in a Ca2+-dependent manner; G,H: trypsin digested SV extraction by Pclo in a Ca2+-
dependent manner. Syn: synapsin; ITSN: intersectin; PcloC: C-terminal fragment of Pclo.

图2   Ca2+诱导Pclo将囊泡从储备池里提取出来(根据参考文献[43]修改)
Fig.2   Pclo extracts SVs from the reserve pool condensates in response to Ca2+ (modified from the reference [43])
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蛋白 , 我们用胰蛋白酶消化去除SV表面蛋白 , 余下

的不含表面蛋白的 SV也同样经历Ca2+诱导的重定

位(图2G和图2H)。以上结果提示我们 : Pclo可以响

应Ca2+, 将SV从储备池中调动和提取出来。

机制上 ,  Pc lo本身含有两个磷脂结合结构

域—C2A和C2B[46-47](图3A和图3B)。其中C2B能
不依赖Ca2+结合脂质 , 而C2A只有在Ca2+诱导条件下

才能结合脂质。也就是说 , 在基础情况下 , Pclo有一

定结合囊泡的能力, 这种能力会随着Ca2+的涌入而放

大。我们进而发现 , 在简单体系下 , Pclo有与SUV发

生相分离的能力 (图3C)。这种能力可以被钙信号放

大 , 且高度依赖Pclo与脂质的结合 , 如果用中性的磷

脂或者Pclo的突变体阻断Pclo与脂质的结合 , Pclo与
SUV的相分离则会被破坏(图3C)。相应地, 这种突变

体也无法再从突触蛋白中提取出SUV(图3D~图3G)。
另一方面 ,  Pc lo直接与多种活性区蛋白(如

RIMBP、 ELKS)相互作用 [37,48], 我们定量剖析了Pclo
与RIMBP或ELKS的直接结合 , 并验证了结合的特

异性和选择性 (图4A)。如RIMBP通过SH3结构域与

RIM互作 [35], 但是RIMBP有3个SH3结构域 , RIM与

Pclo分别选择不同的SH3结构域结合 , 从而确保它

们形成统一的整体。我们解析了Pclo与ELKS复合

物的晶体结构 , 这是ELKS这个长的卷曲螺旋 (coiled 
coil)蛋白的首个晶体结构, 也从结构上确定了Pclo的
第三段卷曲螺旋结构域是单体而非以前猜测的二聚

体。疏水相互作用和静电相互作用共同参与到Pclo
与ELKS复合物的形成与稳定中。

通过与RIMBP、ELKS的直接相互作用, Pclo可
以被特异性地富集到由RIM、RIMBP和ELKS形成

的活性区凝聚体中(图4B)。重要的是, Pclo的引入可

以极大地增强囊泡在活性区表面的贴附 (图4C和图

4D), 且Ca2+可以进一步提高囊泡的贴附效率(图4E)。
考虑到Pclo可以从储备池中攫取SV, 已经与Pclo形
成共凝聚体的SV还能否被有效传递到活性区？我

们预先准备了Pclo/囊泡凝聚体和活性区凝聚体 , 再
将它们混合在一起。通过动态监察 , 我们可以清晰

地看到: 一旦两种凝聚体相互接触 , Pclo可以迅速进

入到活性区并与活性区组分形成均匀的共凝聚体 , 
而囊泡则滞留并富集在活性区表面 (图4F), 这契合

了SV栓系在活性区表面的状态。

因此 , 钙信号诱导的Pclo与囊泡的相分离可以

将囊泡从一种凝聚体中提取出来 , 并将其定向地交

付给另一种凝聚体。我们充分利用体外重组的优势, 
在试管中实现了这一过程。这种自下而上的方法可

以使我们清晰了解这一过程的必要条件 , 在整个过

程中, 既没有马达蛋白或者细胞骨架的引入, 也没有

额外注入能量。完全靠着蛋白质与囊泡的自组装以

及细胞内第二信使(Ca2+)的驱动 , 实现了囊泡的定向

运输。这提示我们 , 除了以往熟知的马达蛋白赋能

的运动外, 还有其他囊泡运输方式的存在, 这种以相

分离介导囊泡转运的方式对局域的、短距离的囊泡

运输可能尤其重要。相分离除了能指导分子组装外, 
还有着广泛的功能应用 , 而这些受到细胞信号调控

的动态过程更值得将来深入研究。

4   相分离介导的囊泡运输的普适性
至此 , 我们以突触前膜为样板 , 揭示了 SV是

如何在相分离的介导下从储备池定向转运到活性

区的。这种由相分离驱动的囊泡定向转运很可能

是在细胞内广泛存在的 , 比如COPII囊泡在内质网

(endoplasmic reticulum, ER)与内质网–高尔基体中间

体(ER-Golgi intermediate compartment, ERGIC)之间

的运输。支架蛋白TFG聚集在ER-ERGIC之间, 可能

参与到COPII囊泡的早期分泌过程 [49-52]。通过活细

胞高分辨显微成像, 我们确定了TFG与COPII囊泡形

成共定位的凝聚体, 它们可以一起经历移动、融合、

分裂 (图5A)。进一步体外实验也验证了TFG相分离

的倾向以及TFG凝聚体对囊泡的富集能力(图5B~图
5E)。此外 , 光电联用技术使我们直接观察到了TFG
凝聚体里的COPII囊泡 (图5F)。与SV的定向转运类

似, COPII囊泡随TFG凝聚体的运输也不依赖于细胞

骨架 (图5G)。因此 , 由相分离介导的短距离囊泡运

输可能具有比较普适的意义。

5   总结与展望
我们通过突触前膜SV从储备池到活性区的定

向运输和动物细胞COPII囊泡的早期分泌两个案例 , 
揭示了相分离对短距离囊泡运输的作用(图6)。与经

典的马达蛋白和细胞骨架介导的运输方式相比 , 相
分离的方式同样具有方向性 , 且受到细胞信号 (如钙

信号)的调控, 但不依赖于更加苛刻的其他多种分子。

需要指出的是 , 相分离介导的定向转运有其适用范

围 , 可能对短距离的运输尤为重要; 而对长距离的运

输, 马达蛋白与细胞骨架的组合仍然起到主导作用。
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A: Pclo的结构域; B: Pclo与突触蛋白和脂质等的相互作用网络; C: Pclo与SUV发生特异性相分离; D~E: 2DAC2A(Pclo的C2A结构域突变体, 同时

含 D4651A和D4657A双突变)不能从储备池中提取SUV; F~G: 2KEC2B(PcloC的C2B结构域突变体, 同时含K4992E和K4994E双突变)在Ca2+条件

下只能从储备池中提取少量SUV, 左下角为代表性凝聚体的3倍放大图。 Syn: 突触蛋白; ITSN: 交叉蛋白。

A: domain organization of Pclo; B: interaction network among Pclo, synapsin, and lipid, etc.; C: Pclo undergoes phase separation with SUV in a specific 
and regulated manner; D-E: 2DAC2A (PcloC with C2A domain mutations D4651A and D4657A) fails to extract SUV from the reserve pool condensate; 
F-G: 2KEC2B (PcloC with C2B mutations K4992E and K4994E) slightly extracts SUV from the reserve pool condensate after Ca2+ stimulation, image at 
the left corner shows a representative zoom in condensate with 3× magnification. Syn: synapsin; ITSN: intersectin. 

图3   Pclo与带负电囊泡发生Ca2+调控的相分离(根据参考文献[43]修改)
Fig.3   Pclo undergoes phase separation with negatively charged vesicles in a Ca2+-regulated manner 

(modified from the reference [43])
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对于相分离介导的短距离运输 , 一个关键的问

题是方向性的决定。以SV为例 , Pclo与活性区相较

于储备池有着更高的结合强度 , 这决定了 SV的流

向。而关于COPII囊泡在ER与ERGIC之间的转运 , 
这里只是初步展示了TFG与COPII囊泡的协同运动 , 
至于TFG在ER和ERGIC中分别与哪些分子相互作

用, 是否有着结合强度的差异, 是否受到以及受到何

种细胞信号的调控, 这些都是将来需要解决的问题。

此外 , 细胞里还有很多短距离囊泡运输的情况 , 
比如COPI(coat protein complex I)囊泡在高尔基堆

(Golgi stack)之间的转运等。一类被称作高尔基体蛋

白 (golgin)的支架蛋白也跟Pclo具有相似之处 , 它们

都具有长长的卷曲螺旋结构 , 也都已知具有捕捉囊

泡的能力。因此 , 将来一个可能的方向是探究高尔

基体蛋白是否以及如何参与到相分离介导的高尔基

堆间的囊泡运输中 , 以及相分离在更加广阔的细胞

生物学过程中的应用。

—致谢

我们衷心感谢中国科学院生物物理研究所张

A: Pclo与其他活性区主要支架蛋白的相互作用网络; B: Pclo被特异性富集到活性区凝聚体中; C: 囊泡贴附在活性区凝聚体表面; D: Pclo促进囊

泡在活性区凝聚体表面的贴附; E: Ca2+进一步增强囊泡在活性区凝聚体表面的贴附; F: 预先形成的Pclo/SUV凝聚体传递SUV到活性区凝聚体

表面。

A: interaction network among Pclo and other active zone scaffold proteins; B: Pclo can be specifically enriched into the active zone condensate; C: 
vesicle coating on the active zone condensate; D: Pclo promotes vesicle tethering on the active zone condensate; E: Ca2+ further enhances vesicle tether-
ing on the active zone condensate; F: preformed Pclo/SUV condensates deposit SUVs to the surface of the active zone condensate. 

图4   Pclo促进囊泡在活性区凝聚体表面的栓系(根据参考文献[43]修改)
Fig.4   Pclo promotes vesicle tethering on the surface of the active zone condensate (modified from the reference [43])
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宏院士课题组及清华大学生命科学学院葛亮教授课

题组在此课题研究过程中的帮助。
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