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摘要：黏着斑是细胞与细胞外基质之间重要的黏附结构，对于细胞黏附、信号传导和细胞迁移起着重

要作用。通过感知外界机械力并将其转化为细胞内信号，黏着斑使细胞能够感知和响应环境变化，其

结构也在发生动态变化，如同人类行走的“脚步”。深入了解黏着斑的结构和功能，对于揭示细胞生

理和病理过程具有重要意义。本文概述了黏着斑结构与功能的最新研究进展，着眼于黏着斑动态结构

变化中蛋白-蛋白相互作用、机械力以及液-液相分离的调控，同时也对黏着斑研究领域中未来的研究

方法和研究内容进行了展望。
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Abstract: Focal adhesions (FAs) are subcellular structures mediating cell-extracellular matrix adhesion that
play crucial roles in signal transduction and cell migration. By sensing and converting external mechanical
forces into intracellular signals, FAs allow cells to perceive and respond to environmental changes. FAs
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dynamic nature resembles the “footsteps” of human walking. Understanding the structure and function of FAs
is significant in unraveling cellular physiology and pathology. This review provides an overview of the recent
advances in the understanding of FA structure and function, focusing on protein-protein interactions,
mechanotransduction, and liquid-liquid phase separation in regulating the dynamic remodeling of FAs.
Additionally, future research directions and methodologies in the field of FAs research are also discussed.
Key Words: integrin; liquid-liquid phase separation; protein-protein interaction; cytoskeleton; cell adhesion;
cell microenvironment

细胞的运动和迁移是许多重要生理和病理过

程的基础，如胚胎发育、组织修复、免疫反应和

癌症转移等[1]。当细胞迁移或变形时，其表面与细

胞外基质的连接处形成一种被称为“黏着

斑”(focal adhesions, FAs)的特异化亚细胞结构，就

如同我们人类的脚步一样(图1A)，为细胞的运动提

供关键的机械支撑[2]。黏着斑形成于细胞表面与细

胞外基质的连接处。这一过程涉及细胞质膜表面

的整合素受体(integrin)与细胞外基质建立牢固的连

接，并通过“由内向外”和“由外向内”双向的

信号传递，调控细胞内外的交流[3]。黏着斑的形成

引起以下变化：(1)影响细胞外部微环境，改变细

胞外基质的特性；(2)调节细胞膜和细胞骨架的动

态变化，影响细胞与基质的黏附性、细胞形态和

机械受力，进而影响细胞的运动能力；(3)参与调

控细胞内部信号通路，调节各种激酶的活性，控

制细胞内蛋白质的表达和运输，从而调控细胞的

增殖、分化、凋亡和迁移等活动和行为。此外，

黏着斑还作为细胞内外物理信号转导的桥梁，能

将外界的机械力信号转化为化学信号，从而调节

细胞的生理和病理状态[2,4]。

由于黏着斑对于细胞功能的重要性，其结构

的异常变化与包括癌症在内的多种疾病密切相

关[1,5]。在肿瘤细胞侵袭和转移过程中，黏着斑的

形成促进细胞的黏附、迁移和侵入，并调节肿瘤

细胞的增殖和凋亡，同时也调控肿瘤细胞微环境

的变化[6]。黏着斑相关信号通路的异常激活可以促

进肿瘤细胞的侵袭和转移，并使肿瘤细胞对化疗

和放疗等治疗手段产生耐受性[7]。在血管内皮细胞

和心肌细胞中，黏着斑的结构异常往往会引发心血

管疾病的发生，如动脉粥样硬化、心肌梗死和心衰

等[8]。黏着斑结构和功能的紊乱还会影响骨细胞的功

能和代谢，从而导致骨质疏松症的发生和发展[9]。

在细胞运动和迁移过程中, 黏着斑的结构需要

不断地变化和重构(图1B)。在细胞运动时，细胞运

动前端出现新生黏附结构(nascent adhesion)[10]，这

些小的黏附结构(<1 μm)可以在几分钟内成熟为较

大的黏着斑(几个μm), 为细胞提供支持，帮助细胞

A：HeLa细胞中黏着斑与微丝骨架的分布：微丝的末端连接到黏着斑上；绿色代表黏着斑, 采用paxillin的抗体标记， 红色代表微丝，采用phal-
loidin标记；B：细胞中黏着斑的模式示意图：红色线条代表微丝, 绿色斑块表示黏着斑；细胞在运动过程中，细胞前端会不断地形成黏着斑并

且成熟，而细胞后端的黏着斑会不断解聚；连接成熟的黏着斑之间的微丝聚集成束，形成应力纤维

图1 细胞黏着斑及模式示意图
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在基质上行进；同时，这些新生黏附结构甚至成

熟的黏着斑也可能发生退化或解聚，从而调控细

胞运动的方向和速度[11]。因此，研究黏着斑的动

态变化，包括黏着斑的形成、成熟、退化和解聚

等，对于理解黏着斑在生理和病理条件下如何发

挥功能至关重要。本综述将重点介绍黏着斑的动

态调控过程以及在其中发挥着重要功能的几个因

素，并对相关研究的未来发展进行展望。

1 黏着斑的组成及动态调控

在细胞运动中，黏着斑的高度动态变化起着

关键作用。黏着斑的动态变化通常发生在几分钟

到几十分钟之间。在从新生到解离的整个过程

中，黏着斑的组分与细胞骨架的连接都发生了改

变，蛋白-蛋白相互作用、机械力以及相分离在其

中扮演着重要的角色。

1.1 黏着斑的核心蛋白组分及相互作用

成熟黏着斑中已鉴定到的蛋白质大约有两百

多种[12,13]。这些蛋白质在黏着斑中的分布是高度有

序的，在靠近细胞膜的垂直方向上呈现出特定的

分层结构[14]，其中由黏着斑核心蛋白介导的大量

蛋白-蛋白相互作用对于定位各类蛋白组分到达整

合素附近起着重要的作用(图2)。
黏着斑的形成依赖于细胞膜上的整合素受

体。整合素受体是由α亚基和β亚基组成的二聚

体。在黏附结构形成之前，整合素受体呈现自抑

制状态，来自细胞内部或者外部的信号可以激活

整合素。活化后的整合素通过其胞外结构域与细

胞外基质紧密结合，并发生集蔟化聚集，进一步

增强整合素与细胞外多聚化基质的相互作用，从

而达到整合素的完全激活状态。同时，在细胞内

部，整合素通过结合talin和kindlin这两个支架蛋

白，进一步招募IPP(ILK-PINCH-parvin)三元复合

物、paxillin、vinculin等蛋白质，介导黏着斑与细

胞微丝骨架(F-actin)的动态连接(图2)。
1.1.1 Talin

在黏着斑的空间结构上，靠近细胞膜的是

与整合素受体直接结合的两类蛋白质——talin和
kindlin。它们都包含FERM(4.1蛋白、Ezrin、
Radixin和Moesin)结构域(图2)，分别和整合素β亚
基胞内区域中的两个保守的“NPxY (N代表

Asparagine，P代表Proline，x代表任意氨基酸，Y
代表Tyrosine)”序列结合 [15]。Talin由氨基端的

FERM结构域(头部区域)以及羧基端的十三个Rod
结构域(尾部区域)组成，头部与尾部区域折叠成自

抑制的状态 [ 1 6 ]。结构生物学和生物化学研究表

明，talin对于整合素的激活至关重要[17]。当talin通
过FERM结构域与整合素靠近跨膜区的第一个

“NPxY”结合后，整合素跨膜区发生异构调控，

影响整合素α亚基和β亚基的结合，从而打开整合

素的自抑制构象，整合素与胞外基质的结合进一

步加强。此外，talin的FERM结构域也可以与细胞

虚线表示已知的蛋白质之间的相互作用

图2 黏着斑中重要蛋白质的结构域示意图
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膜上的磷脂分子结合，帮助talin锚定在整合素附

近，促进整合素的激活和黏着斑的形成[18]。

由于talin存在自抑制构象，talin自抑制的打开

以及打开后的蛋白-蛋白相互作用必须受到精确的

调控。其中，机械力发挥了重要的调控作用。新

生黏着斑形成后，talin受机械力的作用，多个Rod
结构域的螺旋束折叠被打开，暴露出vinculin以及

微丝的结合位点，而vinculin的结合则进一步促进

微丝骨架在黏着斑的聚集，从而介导黏着斑的成

熟[19]。最近的研究发现，talin在介导黏着斑解离的

过程中也起着关键性作用(详情见下文1.2.1部分)。
由此可见，在黏着斑的整个动态调控过程中，从

早期的整合素活化到黏着斑的成熟，再到整合素

的解聚，talin都是重要的调控因子。

1.1.2 Kindlin
Kindlin是最早定位到黏着斑的蛋白质之一，

其家族成员包括kindlin1、kindlin2和kindlin3，它

们在蛋白序列和结构域组成上具有高度相似性，

但在不同的组织细胞中表达[20]。Kindlin结合在整

合素β亚基远离跨膜区的第二个“NPxY”。结构

生物学研究表明，kindlin与整合素的相互作用还需

要额外的“TTV”序列(Threonine-Threonine-
Valine，苏氨酸-苏氨酸-缬氨酸)，解释了talin和
kindlin能够分别与两个“NPxY”结合的结构机

制[21]。和talin不同，kindlin无法通过与整合素结合

来改变整合素的构象，所以无法直接激活整合素受

体。但kindlin可以与talin协同作用，通过促进整合

素的集蔟化来极大地提高整合素的激活效果[22]。针

对kindlin2的结构生物学研究提供了可能的分子机制

解释，即kindlin的FERM结构域通过F2域互换的方

式形成二聚体，二聚化的kindlin与整合素的结合可

以聚集整合素，从而促进整合素的完全激活[21]。

与 tal in的另一个不同之处在于，kindlin的
FERM结构域的F2域中间特异性地插入了一个PH
结构域(图2)。PH结构域是介导蛋白-磷脂相互作用

的结构模块，细胞实验也表明，该结构域对于

kindlin在黏着斑的定位和功能至关重要[23]。这种结

构域安排使得PH结构域与F2域之间的相对位置较

近，且F2域互换可以影响PH结构域与F2域之间的

相对位置，因此，膜结合和二聚化可能协同影响

kindlin的功能发挥。在黏着斑的形成和成熟过程

中，kindlin通过与ILK(Integrin-linked kinase)结
合，将IPP复合物带到整合素受体附近，从而在黏

着斑的形成和成熟中发挥重要作用 [ 2 4 ]。有趣的

是，ILK的结合位点位于PH与F2之间的连接区

域[25,26]，提示ILK结合可能影响kindlin的膜结合或

二聚化能力。近期的研究发现，kindlin还可以直接

与微丝骨架结合，或与微丝调控蛋白α-actinin结
合，调控微丝骨架的形态，影响细胞的伸展等生

理过程[27,28]。因此，虽然和talin激活整合素的作用

方式不同，kindlin同样在黏着斑的形成、成熟，以

及与微丝骨架的连接这些黏着斑动态变化的不同

阶段都起着至关重要的作用。

1.1.3 IPP复合物

IPP复合物由ILK、PINCH和parvin三种蛋白质

组成 (图2)。 ILK包含Ankyr in Repea t结构域

(ANKRD)和蛋白质激酶结构域。ILK的激酶结构域

并不具备激酶活性 [ 2 9 , 3 0 ]，被认为是伪激酶

(pseudokinase)，其主要功能是介导蛋白-蛋白之间

的相互作用。PINCH家族蛋白(PINCH1和PINCH2)
都由五个LIM(Lin11、Isl-1和Mec-3)结构域构成。

Parvin家族包含α、β、γ三个成员，它们都包含两

个CH(Calponin homology)结构域。ILK在介导IPP
三元复合物的形成中发挥着核心蛋白的作用，它

通过氨基端的ANKRD结合PINCH的第一个LIM结

构域(LIM1)，同时通过羧基端的伪激酶结构域与

parvin的第二个CH结构域(CH2)结合[31]。在IPP复合

物中，ILK、PINCH和pavin还可以分别与多种激酶

蛋白、信号分子以及微丝骨架调控因子相互作

用。因此，IPP复合物通过介导这些相互作用，在

黏着斑中发挥“信息中枢”的关键作用[29]。IPP复
合物中的大多数结构域都被报道参与了蛋白-蛋白

相互作用，但是序列上高度保守的parvin的CH1结
构域和PINCH的LIM2和LIM3结构域却还没有已知

的结合蛋白，这些结构域在IPP复合物功能发挥中

的作用还有待揭示。

ILK、PINCH和pavin被定位到黏着斑之前已

经形成复合物，提示IPP复合物作为一个整体在黏

着斑中发挥功能，但我们对于其作为整体能够发

挥的功能还所知甚少。近期，Vaynberg等[32]和我们

的研究工作[33]解释了IPP复合物的整体功能。形成

三元复合物后， IPP通过位于PINCH羧基端和
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parvin氨基端的两个WH2序列(WASP-homology-2
actin binding motifs)介导微丝骨架聚集成束(F-actin
bundling)，形成应力纤维(stress fiber)，从而加强黏

着斑与微丝骨架的连接，调控细胞的伸展和迁移

等过程。而单一的WH2序列无法介导微丝骨架的

成束，证实了三种蛋白质形成复合物的必要性。

IPP复合物对于微丝骨架的调节同时也受到精确的

调控。Rsu1(Ras suppressor 1)作为重要的癌症相关

基因，通过结合PINCH1的LIM5结构域及WH2序
列，影响WH2序列与微丝的结合，从而抑制IPP复
合物聚合微丝的能力，影响应力纤维的形成，实

现对微丝骨架动态变化的精确调控，从而在癌细

胞的迁移和增殖中发挥作用[33]。

1.1.4 Paxillin
Paxillin是黏着斑中的重要支架蛋白之一，包

含氨基端的五个LD序列(含亮氨酸和天冬氨酸序

列)和羧基端的四个LIM结构域。Paxillin可以与黏

着斑中的众多蛋白质结合，特别是靠近细胞膜构

成黏着斑结构的核心组分talin、kindlin及IPP复合

物(图2)。Paxillin与talin和kindlin有着复杂的相互作

用关系，涉及多个结合位点，包括LIM结构域和

LD序列[34-39]。由于paxillin可以同时和talin以及

kindlin相互作用，其在talin和kindlin激活整合素的

过程中发挥重要的功能[40]。同时，paxillin的LD序
列可以与pavin的CH2结构域结合[41,42]，增强IPP复
合物在黏着斑中的定位。

除了与黏着斑的结构组分相互作用外，

paxillin还与多个重要的信号通路分子相互作用，

主要通过LD序列来介导。例如，paxillin的LD2和
LD4与GIT1(GPCR kinase-interacting protein 1)结
合[43]，参与黏着斑的降解过程。而paxillin的多个

LD序列可以与FAK激酶(focal adhesion kinase)结
合 [ 4 4 ]。FAK和S r c等络氨酸激酶可以磷酸化

paxillin，使paxillin结合vinculin，增加微丝骨架与

黏着斑的连接，促进黏着斑的成熟[45]。Paxillin上
由络氨酸磷酸化位点往往位于LD序列之间的无序

结构区，这些区域如何参与paxillin在黏着斑的功

能发挥还缺乏机制上的解释。鉴于paxillin与多种

蛋白质之间复杂的相互作用关系及其与黏着斑的

动态变化之间的重要联系，对于paxillin介导的蛋

白-蛋白相互作用的调控机制研究还有待进一步

深入。

1.2 黏着斑中的细胞骨架与黏着斑周边蛋白

细胞骨架在黏着斑的动态调控中起着重要作

用。黏着斑的形成需要微丝骨架与黏着斑密切连

接，并且在微丝上由肌球蛋白分子产生的机械力

增大时，黏着斑才能成熟[11]。在黏着斑中，多种

蛋白质与微丝相互作用，包括vinculin、talin、α-
actinin和zyxin/VASP等[2,14]，调节微丝的聚合和聚

集，从而增加黏着斑上的机械力。黏着斑中的蛋

白质分子与微丝骨架的连接并非单一方式，而是

形成复杂的相互作用网络，受到多重调控。IPP复
合物和kindlin也与微丝骨架结合。这些黏着斑核心

蛋白质通过调控微丝的聚合和聚集过程，进一步

影响应力纤维的结构，改变黏着斑上的机械力，

调节蛋白构象和相互作用，从而介导黏着斑的成

熟和形态变化等动态过程，影响细胞的伸展和运

动[28,32]。关于机械力在黏着斑动态调控中的作用将

在下文1.4部分详细阐述。

除了微丝骨架之外，微管系统对于黏着斑的

动态变化过程同样发挥着重要作用。黏着斑周围

的微管，一方面影响微丝骨架在黏着斑附近的结

构，破环黏着斑的稳定性；另一方面介导黏着斑

中的整合素受体发生内吞作用，导致黏着斑的解

聚。目前认为微管通过附着于黏着斑周边的皮层

微管稳定复合物(cortical microtubule stabilizing
complex，CMSC)和KANK蛋白来定位到黏着斑(图
2)，并参与黏着斑结构的动态调控，特别是黏着斑

的解聚过程。

1.2.1 KANK
KANK(kidney ankyrin repeat-containing

protein)家族蛋白能够定位微管到黏着斑周围，调

控黏着斑的动态结构。KANK家族蛋白包含四个成

员，具有相似的结构域组成(图2)。近期的研究表

明，KANK特异性地定位在黏着斑核心区域周围，

形成围绕黏着斑的带状区域[46,47]。KANK的氨基端

含有一个特殊的KN(KANK N-terminus)序列，该序

列能够与talin结合，对KANK的黏着斑定位至关重

要，删除KN序列后的KANK无法围绕在黏着斑周

围。同时，KANK与talin的结合能够影响talin结合

微丝的能力，促进黏着斑的解聚[47]。

作为支架蛋白，KANK通过其卷曲螺旋
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(coiled-coil，CC)区域与CMSC的组分蛋白liprin-β
结合，协助CMSC和微管定位到黏着斑周围[47]。此

外，KANK还可以通过其羧基端的ANKRD与微管

马达蛋白KIF21A结合。由于KIF21A可以直接与微

管结合，使得KANK在微管的定位中发挥着重要作

用。我们最近的研究发现，能够引发肾病综合征

的KANK蛋白的突变(S684F)不直接影响KANK和
KIF21A的结合能力，而是使KANK的ANKRD获得

了结合其他胞质蛋白的病理功能，从而竞争KANK
与KIF21A的生理性结合，引起肾足细胞内黏着斑

和细胞骨架的紊乱 [ 4 8 ]。这项研究进一步说明了

KANK与KIF21A的相互作用对于黏着斑和应力纤

维形成的重要性。

因此，KANK一方面通过与talin结合影响微丝

骨架与黏着斑的连接，另一方面通过与CMSC的相

互作用连接微管骨架，从而在黏着斑中作为连接两

类细胞骨架的枢纽，调控着黏着斑的稳定和解聚。

1.2.2 CMSC
CMSC介导微管结构定位到黏着斑，帮助黏着

斑解聚 [ 4 9 ]。CMSC由包括 l ipr in-α、 l ipr in-β、
ELKS、LL5β在内的多种支架蛋白共同组成(图2)。
ELKS是CMSC中的关键组分之一，含有大量的卷

曲螺旋区域。ELKS可以与LL5β结合，并通过

LL5β与微管末端蛋白CLASP的相互作用，将微管

连接到CMSC复合物上。同时，LL5β可以通过其

PH结构域与磷脂相互作用，将CSMS带到细胞皮层

附近。Liprin-α和liprin-β同属于liprin家族成员，由

氨基端的卷曲螺旋区域和羧基端的三个连续的

SAM(sterile α motif)结构域构成。两类liprin蛋白可

以通过它们的SAM结构域相互结合形成liprin-α/β
复合物，参与黏着斑的解聚过程[50]。通过liprin-β
和KANK的结合，以及liprin-α的卷曲螺旋区域和

ELKS的相互作用，liprin-α/β复合物协助CMSC以
及微管定位到黏着斑附近。由于目前CMSC相关的

研究还十分有限，对于CMSC如何控制微管在黏着

斑上的锚定和解离都还有待进一步解释。

值得一提的是，CMSC中的多个组分蛋白，包

括 l ipr in-α和ELKS，也是神经突触前膜活性区

(active zone)的重要组成蛋白，在控制钙离子依赖

的神经递质囊泡释放过程中发挥重要的作用。由

于CMSC被发现是细胞中的囊泡释放位点 [ 5 1 ]，

CMSC可能利用liprin-α和ELKS来实现囊泡的释

放。此外，CMSC稳定的微管结构可以为黏着斑的

形成和解离提供物质运输通道。已有研究报道，

在整合素和纤连蛋白(fibronectin)的内吞过程中，

liprin家族蛋白扮演了重要角色[50]。因此，借鉴触前

膜活性区相关蛋白的研究，可以更好地促进对于黏

着斑结构中这一特殊复合物CMSC功能的理解。

1.3 液-液相分离与黏着斑的动态结构

黏着斑是细胞中一类独特的无膜包裹的细胞

结构。有膜细胞器通过膜结构将特定功能的细胞

组分包裹起来，解决了细胞内物质在时间和空间

上的聚集问题，从而发挥特定功能。而在细胞内

存在大量无膜包裹的细胞结构，如核仁、增殖细

胞细胞核中的卡哈尔体(Cajal body)、应激颗粒

(stress granule)等。这些结构虽然没有细胞膜包

裹，但是在细胞质中能够稳定存在，并且与周围

环境进行快速的分子交换。它们为什么能稳定存

在并且发挥功能，这些结构的物理化学本质是什

么，这些问题困扰了细胞生物学界多年。而近年

来提出的相分离机制，为此类无膜细胞结构的形

成和维持提供了理论解释[52,53]。液-液相分离现象

是由于蛋白质或者核酸分子通过多价相互作用，

在原本均一的溶液中产生不同理化性质的另一

相，形成聚集，因此也被称为生物大分子凝聚体

(biomolecular condensates)[54]。
1.3.1 相分离与黏着斑形成

黏着斑结构动态变化的时间尺度在分钟级

别，单纯的扩散效应难以在短时间内实现黏着斑

结构的动态转换，而相分离可以在这一时间尺度

内完成多种蛋白的聚集和解离。另外，黏着斑中

的关键蛋白包括talin、kindlin和整合素，它们之间

的相互作用较弱。例如，talin与整合素相互作用的

解离常数大约几百个μM，kindlin与整合素形成复

合物的解离常数也只有十几μM。这些弱相互作用

如何介导talin、kindlin与整合素受体的稳定结合来

保障机械力的传递? 而相分离的形成依赖的是多价

态的弱相互作用，可以由连续的多个结构域之间

的相互作用介导，或者无序区域(intrinsic disorder
region，IDR)介导形成[55,56]。这些现象都显示，相

分离机制很可能是黏着斑动态结构的形成基础。

黏着斑形成中，相分离所需的多价态相互作
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用如何实现? 由于talin和kindlin都可以通过特定结

构域形成二聚体，而且整合素受体在细胞外基质

多价配体的作用下也可以发生聚集。因此，talin和
kindlin与整合素都可以实现多价态的弱相互作用而

促进液-液相分离的发生；通过相分离的发生，整

合素受体可以快速地在细胞膜上聚集，并且通过

talin和kindlin来进一步富集黏着斑中其他的核心蛋

白分子以及微丝骨架，从而快速地形成黏着斑。

这些假设与部分研究工作相吻合(bioRxiv: https://
doi.org/10.1101/2020.07.10.197400和https://doi.org/
10.1101/2023.03.31.535113)。

此外，paxillin包含五个LD区域和四个LIM结

构域，这些蛋白-蛋白相互作用模块提供了多价态

结合的基础，提示paxillin也可能参与黏着斑中相

分离的发生。近期多个研究成果表明，paxilin可
以与PIX/GIT1、FAK、talin发生共相分离 [ 57 ,58 ]

(bioRxiv: https://doi.org/10.1101/2022.12.17.520852)，
参与黏着斑的动态调控。有趣的是，paxillin的磷

酸化状态影响着黏着斑的形成和解聚。磷酸化被

认为是调控相分离的发生和决定蛋白质凝聚体性

质的重要方式之一[59]。因此，鉴于paxillin在黏着

斑中与多种蛋白质之间存在复杂的相互作用，并

参与多种蛋白质凝聚体的形成，paxillin的磷酸化

可能通过调控不同凝聚体的物理性质及凝聚体之

间的相互作用方式，在调控黏着斑的动态过程中

发挥多重功能。同时，FAK、Src等激酶在不同性质

的黏着斑蛋白质凝聚体中的活性可能发生变化，使

黏着斑相关的信号传递通路更加高效、动态。

1.3.2 黏着斑内部精细结构组装中的相分离机制

超高分辨率的光学显微镜观察结果显示，黏

着斑具有有序的分层结构。在垂直于细胞膜的方

向上，黏着斑核心区域约为40纳米，由多个特定

蛋白质层构成(图3)：贴近细胞膜的整合素信号层

包含整合素胞内羧基端区域、FAK和paxillin；中

间的机械力传递层包含talin和vinculin；上方的微

丝骨架调节层包含zyxin、血管扩张剂诱导的磷酸

化蛋白(VASP)和α-actinin。黏着斑蛋白如何通过复

杂的相互作用形成这些精细的分层结构? 最近，针

对核仁的研究显示，相分离的发生在形成有序的

分层结构中起着关键性的作用[60]。然而，对于黏

着斑分层结构形成是否需要相分离机制的参与仍

需进一步的研究来揭示。

在黏着斑内部核心区域的每一层中，各蛋白

质组分也不是以均一形式分布，而是存在区域化

的分布，形成大小不一的“小岛”结构[61]。例如，

磷酸化的paxillin和FAK在黏着斑中形成聚集的斑

块结构[62]。而在黏着斑外围，KANK围绕黏着斑的

核心呈现环状化分布，而CMSC则以点状聚集形式

在黏着斑核心区域，蛋白质呈现分层分布的特点。在黏着斑的核心区域(绿色背景)和黏着斑周围(棕色和紫色背景)，蛋白质通过发生液-液相分

离形成的凝聚体，是黏着斑动态调控的分子基础

图3 黏着斑的分层结构模式图
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附着于KANK环状结构周围(图3)。这些观察结果

仅从蛋白-蛋白相互作用的角度无法解释。KANK
与talin之间的相互作用无法说明为什么仅含有KN
序列的片段蛋白可以进入黏着斑的核心区域，而

KANK全长蛋白却能够形成特定的带状分布。我们

推测，KANK可能通过相分离形成的凝聚体与黏着

斑核心区域的凝聚体相互作用，形成特殊的“包

裹”结构。蛋白质相互作用导致KANK凝聚体定位

在黏着斑核心区域的外围，而不同凝聚体之间的

性质差异使KANK凝聚体无法与核心区域的凝聚体

相混合。KANK凝聚体的形成既限制了黏着斑的大

小和形态，防止其不受控地增长；也为定位于黏

着斑周围的CMSC提供支撑，防止微管不受控制地

伸入黏着斑核心区域。因此，我们认为黏着斑中

的蛋白质可能通过形成不同类型的相分离模块，

从而迅速、有序地组装形成多层次不均匀结构。同

样，相分离机制也有助于这些结构快速有效地解聚。

1.3.3 相分离调控黏着斑与细胞骨架连接

除了黏着斑形成的核心区域，在黏着斑与微

丝骨架连接的过程中，talin、kindlin和paxillin都可

以通过直接或间接的方式与微丝骨架相互作用。

这些黏着斑核心蛋白的相分离可能在调控黏着斑

中的微丝骨架的生长和聚集等过程中发挥作用。

此外，LIMD1蛋白可以通过液-液相分离来募集微

丝结合蛋白zyxin和VASP，加强黏着斑附近微丝骨

架的形成[63]。

在CMSC中，ELKS也可以发生液-液相分离。

在神经细胞的突触前膜结构中，liprin-α通过与

ELKS的相互作用，调控ELKS形成的凝聚体的物

理学性质，并控制突出前膜上钙离子通道的分

布，从而实现突出前膜神经递质囊泡释放的精准

定位[64-66]。在黏着斑结构中，ELKS和liprin-α的相

分离可能在微管定位到黏着斑附近也有着重要的

调控功能。微管末端蛋白EB和CLIP已被报道可以

在微管上发生液-液相分离[67-69]，这些微管末端蛋

白的相分离可能与CMSC的相分离共同参与微管定

位到黏着斑附近。此外，我们最新的研究发现，

ELKS凝聚体参与调控Rab6标记的囊泡释放，表明

CMSC相分离可能在细胞骨架介导的囊泡运输中起

关键作用[70]。

1.4 机械力的感知与黏着斑结构的动态变化

在黏着斑的动态变化过程中，机械力的作用

不可忽略。力可以改变蛋白质分子的构象，调控

蛋白质之间的相互作用。黏着斑的成熟过程依赖

于机械力的增加，而在消除或解聚过程中，黏着

斑受到的机械力减弱。在众多黏着斑蛋白中，talin
是目前研究最为清晰的机械力感应蛋白[19,71]。Talin
的头部通过整合素与细胞外基质以及细胞膜连接

被固定，而其尾部通过vinculin或者直接与微丝骨

架结合。当微丝上的马达蛋白运动时，会产生机

械力拉伸talin。研究人员利用单分子磁镊技术针对

talin的十三个Rod结构域进行研究，发现这些结构

域对于机械力的响应大不相同。大约5皮牛(pN)的
机械力可以将R3结构域去折叠，而R9结构域在大

于15皮牛的情况下依然保持折叠状态[72]。Talin在
黏着斑中的平均受力水平在5~10皮牛的范围内。

像汽车的“离合器”一样，受力时，talin的多个

rod结构域被打开并与vinculin和微丝结合，增强微

丝骨架与黏着斑的连接。同时，机械力通过talin传
递到整合素，调控整合素的构象，增强其与细胞

外基质结合的活性[73]。KANK与talin的相互作用也

受机械力的调控。在黏着斑周围，机械力较小，

KANK与talin可以形成稳定的复合物；而在黏着斑

核心区域，机械力较大，可能破坏talin上与KANK结
合的R7结构域的折叠，使KANK无法与talin结合[46,74]。

黏着斑中的其他一些蛋白质也被发现可能是

机械力感应蛋白。在生理状态下，机械力可以破

坏FAK的FERM结构域与激酶结构域之间的自抑制

结合，促进FAK的磷酸化和激活[75]。同时，FAK可
以感知细胞外基质的硬度，其磷酸化水平与细胞

外基质的硬度呈线性相关。因此，机械力通过调

控FAK的活性和下游信号通路，对细胞的运动和组

织的修复过程产生重要影响。在这一过程中，talin
和vinculin可以通过与FAK的相互作用，将机械力

的信号转化为FAK的信号通路[76]。IPP复合物也可

以感知机械力的信号来减少黏着斑的消除[77]。另

外，kindlin也被报道可以感知细胞外基质的硬度。

在较硬的细胞外基质环境下，kindlin通过结合脯氨

酸合成酶PYCR1，定位到线粒体中，参与细胞代

谢和增殖[78]。在骨骼细胞中，kindlin2对于维持骨

骼对机械刺激的反应起着不可或缺的作用[79]。基
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于kindlin2蛋白质的三维结构，分子动力学模拟显

示，kindlin2在机械力的作用下可以通过F2域的打

开而形成二聚体，并加强与整合素的相互作用，

从而促进黏着斑的形成[80]。由于PH结构域以及ILK
结合位点都插入F2域的中间(图2)，机械力是否会

影响kindlin与IPP复合物以及与细胞膜的结合仍有

待进一步研究。需要指出的是，由于缺乏单分子

力学分析的实验证据，除talin之外的黏着斑蛋白的

机械力感应机制还不清楚。

2 黏着斑动态结构研究的未来

过去数十年的研究使我们对于黏着斑的功能

和结构有了深刻的认识，特别是黏着斑的动态结

构调控过程中蛋白质的组成及它们之间的相互作

用。但是这些相互作用错综复杂的蛋白质，如何

在时间和空间上发生动态变化，形成一个有序、分

层的黏着斑整体结构，我们的了解还十分有限。在

未来的研究中，黏着斑动态结构的研究需要时间分

辨率和空间分辨率上更加精准的观察和分析手段。

2.1 超分辨显微技术

超分辨显微技术的应用使人们认识到黏着斑

的结构是高度有序、分层和分区的。许多组成黏

着斑的蛋白质分子在黏着斑中具有特定的定位和

朝向。例如，通过定位带有氨基和羧基标记的talin，
研究人员揭示了talin在黏着斑中的定位方向[14]。

2015年，Case等[81]利用该技术呈现了vinculin在黏

着斑中不同区域的构象，即非活性的vinculin通过

结合磷酸化的paxillin定位于黏着斑的下层整合素

信号层；而talin结合活化vinculin定位于黏着斑的更

高层，使vinculin直接参与微丝骨架的逆向流动。

除了talin和vinculin之外，其他黏着斑蛋白的

分层及内部细微结构也急需完善。因此，开发和

采用更加优化的超分辨显微成像方法，同时结合

计算机深度学习神经网络模型，以更低的激光功

率、更快的成像速度、更长的成像时程和更高的

分辨率来观测黏着斑内的精细结构，有希望观察

到黏着斑中各类蛋白质更为精细的结构特征[82]。

此外，使用活细胞成像技术，提高灵敏度、降低

光毒性，优化显微成像的算法，可以在更长的时

间范围内获得黏着斑在高时间分辨率情况下的动

态变化信息[83]。

2.2 冷冻电子断层成像技术

冷冻电子断层成像技术 ( c r y o - e l e c t r o n
tomography，cryo-ET)被广泛用于研究亚细胞结

构，并提供接近原子分辨率的信息。在对黏着斑

结构进行的研究中，cryo-ET技术可以直接观察到

黏着斑的三维结构和组成，包括细胞外基质与细

胞内的连接结构、黏着斑蛋白在不同分层及区域

化中的定位和定向、不同成熟阶段黏着斑结构的

变化。与纯化蛋白在体外重构各种黏着斑复合物

相比，cryo-ET技术可以直接观察生理条件下黏着

斑的结构，在三维培养体系下细胞形成的黏着斑

或者动物组织样品中细胞含有的黏着斑。此外，

对比正常组织和病变组织中黏着斑具体结构和组

成的异同，可以在原子水平上深入了解黏着斑中

导致相关疾病发生的蛋白质分子的变化，从而破

解疾病发生机制。

然而，在应用cryo-ET技术研究黏着斑的结构

中也面临一些挑战。由于黏着斑的动态性质，导

致黏着斑结构在大小和形态上存在不均一性。因

此，在采集图像时如何准确定位黏着斑，并在图

像分析中对黏着斑中不同的蛋白质进行甄别存在

一定的困难。为了克服这些技术挑战，需要采取

一系列的措施。例如，优化细胞在载网上的生长

条件，促进明显的黏着斑形成；另外，可以使用

荧光标记黏着斑中特定的蛋白质，并结合光学显

微镜和电子显微镜技术来选取具有相同成熟程度

的黏着斑。

2.3 相分离研究方法

采用超分辨显微镜以及cryo-ET技术可以更加

精准地从微观尺度观察到黏着斑动态调控过程中

的时间和空间上蛋白质的变化，而相分离机制可

以从更高维度的介观尺度上解释这种动态变化的

机理。目前大量研究报道了多种黏着斑核心组分

通过发生相分离，富集黏着斑中的蛋白质组分，

调控黏着斑的形成、成熟和解聚等过程，以及参

与建立黏着斑与细胞骨架的连接。但是，这些蛋

白质发生相分离形成的凝聚体之间的相互作用是

怎样的? 这些凝聚体如何参与构建黏着斑内部分层

及区域化的形成? 定向存在的talin、paxillin和
vinculin如何在不同凝聚体内存在? 它们在联系和

调控不同凝聚体来实现黏着斑动态变化的过程
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中，起着什么作用? 为了回答这些问题，研究者可

以体外重构多组分的黏着斑相分离体系，并研究

不同相之间的相互作用关系，这些研究将加深人

们对于黏着斑动态调控的分子机理的理解。这需

要有更直接的方法在细胞中观察相分离现象。结

合超高分辨显微镜技术和cryo-ET技术，可能可以

实现细胞内观察相分离的现象，以及影响相分离

的突变对于黏着斑动态调控和功能的影响。利用

相分离研究方法来研究黏着斑中蛋白质激酶FAK、
Src等活性的相分离调控机制，也将从一个新的角

度帮助我们理解黏着斑相关信号通路的调控机制。

此外，开发新的相分离技术将有助于研究黏

着斑和其他亚细胞结构之间的相互作用，包括黏

着斑与细胞膜、黏着斑与微丝骨架及微管骨架间

的相互调控。一个可能的技术手段是采用光镊技

术，利用该技术来控制蛋白质凝聚体，可以研究

机械力在黏着斑中相分离调控中的作用。

黏着斑是细胞的“脚步”，黏着斑中的蛋白

质分子在机械力的调控下，通过蛋白质相互作用

以及相分离的发生，和细胞膜、细胞骨架一起发

生着动态又有序的生命活动。随着科研工作者研

究黏着斑脚步的进展，我们对黏着斑结构和功能

的认识也将更加深入，这将有力地支撑对黏着斑

异常相关疾病发生机制的阐释，为这些疾病的治

疗提供新思路和新方法。
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