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摘要 网格蛋白介导型胞吞作用(clathrin-mediated endocytosis, CME)是代谢产物、激素、蛋白质和某些病毒进

入细胞的主要途径. 前期研究已报道超过50种胞吞辅助蛋白(endocytic accessory proteins, EAPs)参与到CME的进

程中, 但是其复杂的分子调控机制仍有待厘清. 近年来显微成像技术及CME抑制剂的发展为更好地解析CME的
分子机制提供了机会. 本文重点介绍了哺乳动物细胞中CME的分阶段调控机制以及CME抑制剂的开发现状.
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网格蛋白介导型胞吞作用(clathrin-mediated endo-
cytosis, CME)作为货物入胞的主要途径, 不仅参与调

控细胞的营养摄取和信号转导, 也具有调节细胞免疫

应答和维持内环境稳态的功能
[1,2]. 越来越多的证据表

明, CME的功能失常与多种疾病密切相关, 包括神经

发育疾病、心血管疾病和癌症等. 此外, 包括艾滋病

毒、登革病毒、丙型肝炎病毒、新冠病毒在内的多种

病毒通过该途径进入细胞. 因此, 深入解析CME的分

子机制, 并开发可用于调控CME功能的分子工具, 能

够为相关重大疾病的诊疗提供科学依据, 已经成为一

个重要的国际前沿研究领域.

1 CME的分阶段调控机制及检测手段

CME的进程是网格蛋白(clathrin)在细胞质膜上组

装形成网格蛋白包被小窝(clathrin-coated pit, CCP), 进
而内凹闭合并脱离质膜形成包裹着货物的网格蛋白包

被囊泡(clathrin-coated vesicle, CCV)的过程(图1)[3]. 除
了clathrin, 此过程还受到胞吞货物

[4]
、磷脂酰肌醇家

族化合物(phosphatidylinositol phosphates, PIPs)[5]以及

超过50种胞吞辅助蛋白(endocytic accessory protein,
EAP)[6]的高度调控. CME进程可大致分为5个阶段, 分
别是启动、稳定、成熟、脱离质膜和解除包被(图1).
不同的调控因子在CME的各个阶段中发挥着独立或

重叠的功能,赋予了CME一定的弹性.以下主要介绍哺

乳动物细胞中CME的分阶段调控机制及其检测手段.

1.1 CME的分阶段调控机制

衔接蛋白AP2是启动CME的关键因子
[7], 并且研
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究表明其可能与脚手架蛋白(scaffolding protein)
FCHo1/2, Eps15及intersectin1/2结合形成一个启动

CME的先驱复合结构
[8]. Clathrin不直接与细胞膜相互

作用, 而是通过与质膜上的衔接蛋白结合而被招募, 其
中AP2是招募网格蛋白最主要的衔接蛋白. 在CME启
动阶段, 胞质中的AP2通过结合质膜上的磷脂酰肌醇

(4,5)二磷酸(phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate, PI
(4,5)P2)发生从封闭到开放的构象变化

[9,10], 并通过与

FCHo1/2[11], NECAP1[12]相互作用稳定其开放构象.
Eps15及intersectin1/2的加入促进了AP2的聚集形成

CME位点, 启动clathrin的招募和组装.
货物的招募是CME稳定和成熟阶段的一个重要

过程. 质膜上的AP2处于开放构象, 其表面暴露的货物

结合位点可以与含有特定基序的货物结合, 促进货物

招募的同时也稳定其开放构象. 除了AP2, 大量clathrin
衔接蛋白和脚手架蛋白也被证实可与特定货物结合并

发挥引导货物入胞的功能
[13]. 衔接蛋白与货物蛋白的

相互作用主要通过短线性基序或货物蛋白的共价修

饰, 如磷酸化或泛素化. 以CALM为例, CALM作为v-
SNARE蛋白的衔接蛋白

[14], 可将v-SNARE蛋白整合到

CCV中, 以确保入胞囊泡的靶向和融合.
质膜的内凹是CME稳定和成熟阶段的另一个重

要过程. 其中, 驱使质膜内凹的主要动力可能是网格蛋

白组装形成包被结构后对质膜产生的脚手架效应. 此

外, 体外的生物化学和生物物理学研究表明, 其他因

素也可促进CCV形成过程中的质膜弯曲
[3,15], 例如,

EAP可通过BAR(Bin/Amphiphysin/Rvs)结构域(如en-
dophilin, amphiphysin和SNX9)的脚手架效应, 两亲/疏
水基团(如epsin1和CALM)的楔形效应, 以及CCP有限

空间内衔接蛋白和货物蛋白聚集所产生的拥挤效

应等.
在经典的CME模型中, 已成功装载货物并内凹的

成熟CCP脱离质膜形成CCV的过程主要受到大GTP酶
dynamin和含有BAR结构域蛋白(amphiphysin, SNX9)
的协同调控

[16,17]. Amphiphysin和SNX9具有吸附到弯

曲的细胞膜上并招募dynamin的能力, 被招募的dyna-
min多聚化后形成环状螺旋结构的多聚体, 促使质膜

收缩形成一个连结CCV与质膜的颈部结构, 然后通过

水解GTP使质膜进一步收缩, 切断颈部质膜
[18,19], 释放

CCV入胞.也有报道表明,哺乳动物细胞中脱离质膜阶

段需要肌动蛋白丝的牵引协助.
入胞后, 辅助蛋白auxilin被clathrin招募到CCV上,

并进一步招募热休克蛋白Hsc70[20]. 在ATP存在的条件

下, Hsc70水解ATP破坏clathrin-clathrin互作网络的稳

定性, 使CCV脱去包被, 释放CME功能蛋白得以循环

利用, 同时无包被囊泡与早期胞内体融合启动胞内囊

泡运输. 值得注意的是, 磷脂酰肌醇的磷酸位点转换

在调节CME的各个阶段中也可能具有关键作用
[5,21],

在本文中不做展开叙述.

1.2 CME的检测手段

早期的CME研究大多使用直接或间接的生化分

图 1 网格蛋白介导型胞吞作用示意图
Figure 1 Schematic diagram of CME
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析来测量细胞内货物(如转铁蛋白受体和低密度脂蛋

白受体)的积累
[22], 进而从货物胞吞效率的角度表征

CME的功能. 然而, 这种测量方法无法灵敏检测CME
早期的启动、稳定和成熟阶段的分子调控机制. 事实

上, 这些早期形成阶段的分子调控对于CME的成功与

否具有决定性的作用
[23]. 因此, 开发更灵敏的检测技

术以深入解析CME早期形成的分子调控机制具有重

大意义.
全内反射荧光显微镜(total internal reflection fluor-

escence microscopy, TIRFM)成像分析技术的发展为在

活细胞中灵敏检测CME从启动到稳定, 再到成熟这一

连续的过程提供了可能性. 通过荧光蛋白标记clathrin
或AP2, 并进行活细胞TIRFM延时成像(time-lapsed
imaging), Merrifield课题组

[24]
和Kirchhausen课题组

[7]

实现了对CME进程中各种EAP招募动态的灵敏检测.
在成像的基础上, Schmid和Danuser课题组长期致力于

开发基于Matlab软件分析的CME分析软件平台
[25~27].

他们合作开发的cmeAnalysis软件实现了对TIRFM成

像数据中所有clathrin包被结构的荧光强度和寿命分

布的自动检测、追踪和统计. 近期, 他们在cmeAnaly-
s is的基础上进一步开发了更先进的DASC分析方

法
[23], 实现了对成功和失败的clathrin组装的自动区分.

cmeAnalysis结合DASC分析可以全面、客观、准确地

分析CME早期阶段的变化, 在检测EAP功能以及CME
补偿机制方面有更高的灵敏度, 是目前CME研究中前

沿且高效的技术手段.
应用TIRFM成像分析技术, 研究人员发现clathrin

的组装存在着三种命运: (ⅰ) 早期失败组装, 即不稳

定的组装在早期解体; (ⅱ) 晚期失败组装, 即形成了稳

定的包被结构, 但于晚期解体; (ⅲ) 成功组装, 即组装

形成CCV将货物吞入胞内(图1). 值得注意的是, 哺乳

动物细胞中30%~50%的clathrin组装会中途解体
[23]. 导

致CME失败的原因除了相关EAP招募异常及质膜张

力过高等可能阻碍CME正常进程的因素外, 前期研究

还提出了一个货物检查点(cargo checkpoint)的调控机

制: CCP中的货物分子数量如果低于一个阈值, 则CCP
会中途解体或者延缓成熟以招募更多货物

[4,25]. 非神

经元细胞产生的CCP寿命从20~120秒不等(神经突触

上CME的速率可以快几个数量级)[28], CCP寿命的异质

性可能受到EAP招募、膜张力及货物装载的调控.
除了TIRFM成像分析技术, 近年来光电联用显微

成像(correlative light and electron microscopy,
CLEM)[29~31]、TIRFM-结构照明显微镜(structured illu-
mination microscopy, SIM)联用成像

[32]
以及快速原子

力显微镜成像(high-speed atomic force microscopy,
HS-AFM)[33]等也越来越多地被用于CME研究. 这些具

有高分辨率的活细胞显微成像技术的应用, 将进一步

提高对CME时空动态检测的灵敏度, 为阐明CME的复

杂分子调控机制提供有力手段.

2 CME抑制剂的开发

在基础研究方面, 高效的CME抑制剂常被用于货

物入胞途径的特异性研究. 在临床应用方面, Chew等
人

[34]
发现, 阻断CME是一种可以改善人类依赖细胞毒

性介导抗体的临床反应的有效策略; Powell等人
[35]

则

发现, 抑制CME可以减轻类似炎症疼痛的症状. 因此,
开发CME抑制剂无论是在基础研究, 还是在临床应用

上均具有重大意义.
前期对于抑制CME的技术手段已有较多报道, 但

是不足之处也显而易见. 研究表明, 对细胞内环境进行

干扰(如钾离子消耗、高渗处理以及胞质酸化), 虽然

可显著抑制CME[36~38], 但是此类处理对细胞整体环境

造成较大影响, 明显无特异性. 另有许多研究采用基因

沉默、突变或敲除技术, 如敲低clathrin[39,40]和dyna-
min[6]或是重组细胞使之过表达clathrin[22]和dynamin[41]

的突变体等, 虽然也能显著抑制CME, 但是基因手段

的时效性差且无法避免细胞中补偿机制的发生, 不易

转化为治疗用途. 小分子抑制剂和多肽抑制剂的开发

可以在一定程度上实现对CME的快速、可逆且特异

性抑制, 以下主要讨论已知的CME小分子抑制剂和多

肽抑制剂的抑制效果、作用机制和不足之处(表1).

2.1 靶向clathrin的抑制剂

Clathrin重链的N端结构域存在多个EAP结合位

点, 是CME的一个蛋白互作中心
[42], 因而成为开发

CME抑制剂的一个重要标靶. 从17000个小分子文库

中筛选出的Pitstop1和Pitstop2化合物是目前关注较多

的靶向clathrin的CME抑制剂
[43,44], 具体表现为抑制

CCP的生成, 进而抑制转铁蛋白的摄取, 并干扰突触

小泡的循环
[43]. 鉴于Pitstop1的细胞摄取有限, 细胞渗

透性较好的Pitstop2更常被用于细胞实验中
[45]. 结构生
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物学研究表明, Pitstops结合到clathrin重链N端结构域

的“clathrin-box”位点, 从而竞争性地影响clathrin与相

关EAP的相互作用
[43]. 但是随后的多篇研究对Pitstop

的抑制特异性及作用机制提出了质疑
[46], 包括: (ⅰ)

Pitstop2在敲除clathrin的细胞中对多种不依赖clathrin
入胞(clathrin-independent endocytosis, CIE)的货物有抑

制作用
[47] ; (ⅱ) 突变“clathrin-box”的关键氨基酸不影

响Pitstop2对转铁蛋白胞吞的抑制作用
[48]; (ⅲ) Pit-

stop2在低于其CME抑制浓度时已表现出明显的细胞

毒性
[49]. 因此, Pitstops作为CME抑制剂的特异性和作

用机制仍有待进一步验证.
质子载体Endosidin9(ES9)[50]是另一种已知靶向

clathrin重链N端结构域的CME抑制剂
[51], 但是ES9的

原子载体特性影响了其作为抑制剂的使用范围. 因此,

前期研究开发了ES9的类似物ES9-17, 可有效降低人

细胞对转铁蛋白的摄取
[52], 以及拟南芥对亲脂性苯乙

烯基内吞示踪剂(FM4-64)的摄取并抑制拟南芥根生

长
[51]. 与ES9相比, ES9-17具有更强的特异性

[50], 是目

前已知的唯一能够可逆抑制拟南芥中CME的小分子

抑制剂
[51].

2.2 靶向dynamin的抑制剂

对CCV脱离质膜起主要调控作用的dynamin也是

筛选CME抑制剂的热门靶标.
(1) Dynasore和Dyngo-4a. Dynasore是从6000个小

分子化合物中筛选出的, 第一个在生化实验中被鉴定

为阻断dynamin1/2 GTPase活性的化合物. 它已经被证

明可以快速和可逆地阻断细胞中的CME[53]. Dynasore

表 1 CME抑制剂

Table 1 Inhibitors of CME

抑制剂类别 抑制剂 作用方式 评价 参考文献

靶向clathrin

Pitstop1 结合clathrin重链N端结构域 细胞摄取有限 [43~49]

Pitstop2 结合clathrin重链N端结构域 特异性存疑, 具有细胞穿透性和细胞毒性 [43~45]

ES9 结合clathrin重链N端结构域 抑制效果受自身质子载体功能影响 [50,51]

ES9-17 结合clathrin重链N端结构域 较ES9更强特异性 [51,52]

靶向dynamin

Dynasore 结合dynamin的GTPase结构域 非特异性 [53]

Dyngo-4a 结合dynamin的GTPase结构域 非特异性 [54,55]

Pyrimidyn6/7 阻碍动力蛋白与磷脂的相互作用,
也阻碍GTP与dynamin的结合

特异性未知 [56]

MiTMAB/OcTMAB 阻碍dynamin与磷脂的相互作用 不影响动力蛋白的组装 [57~59]

RTIL-13 影响dynamin与脂质的相互作用 – [60]

Dynoles 抑制dynamin的GTPase活性
Dynole 2-24比Dynole34-2细胞毒性低, 抑

制效果更好
[61]

双磷酸盐类 结合dynamin的PH结构域结合 特异性未知 [64,65]

Rhodadyn C10/Rhodadyn
D10 抑制dynamin的GTPase活性 – [66]

Imidodyn2 抑制dynamin的GTPase活性 – [59]

氯丙嗪 抑制dynamin的GTPase活性 非特异性, 抑制CIE, 细胞形态发生改变 [47,67~69]

靶向Hsc70 Apoptozole 抑制Hsc70的ATPase活性 阻碍细胞内Hsc70与clathrin的相互作用 [70]

其他小分子
抑制剂

Phenylarsine oxide(PAO) 未知 非特异性, 导致细胞骨架紊乱 [71]

Monodansylcadaverine
(MDC) 未知 非特异性, 干扰肌动蛋白细胞骨架 [47,72,73]

Chloroquine 未知 非特异性 [47,73]

Phenothiazine 阻断dynamin产生抑制效果 非特异性 [34,47,67,73]

Ikarugamycin – 具有细胞毒性, 不抑制CIE [74~76]

多肽抑制剂 Wbox2 结合AP2和SNX9 具有一定的细胞毒性, 但优于Pitstop2 [22]
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得到了广泛的应用, 但是具有明显的非特异性, 可抑制

mTORC1活性并诱导自噬. Dyngo-4a是一种改进的Dy-
nasore结构模拟类似物, 具有比Dynasore更低的细胞毒

性和更强的dynamin1/2抑制作用
[54]. 但是也有报道表

明, Dyngo-4a具有脱靶效应, 会抑制骨髓间充质干细

胞对葡聚糖的巨型胞饮作用
[55].

(2) Pyrimidyns. McGeachie等人
[56]

基于嘧啶结构,
设计了一个小型的Pyrimidyns文库, 并鉴定出Pyrimi-
dyn6和Pyrimidyn7具有较强的CME抑制作用. Pyrimi-
dyn6和Pyrimidyn7不仅能阻碍dynamin与磷脂的相互

作用, 也阻碍GTP与dynamin的结合, 这表明它们通过

双重作用机制同时针对GTPase结构域和PH结构域
[56].

(3) 长链铵盐类. 经预测发现, 长链铵盐的疏水分

子可能通过与PH结构域的相互作用抑制dynamin功
能

[57], 其中十八烷基三甲基溴化铵(octadecyl trimethy-
lammonium bromide, OcTMAB)和十四烷基三甲基溴

化铵(myristyl trimethyl ammonium bromide, MiTMAB)
对dynamin抑制效果最好. MiTMAB为长链的季铵盐结

构
[57,58], 通过与磷脂竞争性结合到dynamin的PH结构

域, 与GTP形成非竞争抑制关系, 显著抑制受体介导

的胞吞
[58,59], 但是不影响dynamin的组装

[58]. OcTMAB
也是一种长链铵盐, 具有与MiTMAB类似的结构和抑

制作用机制. 2007年, 一种新的长链季铵盐RTIL-13被
筛选出来

[60], 其同样在dynamin的PH结构域起作用, 影
响dynamin与脂质的相互作用, 进而抑制CME.

(4) Dynoles及其类似物. Dynoles是以吲哚为母核,
作用在dynamin GTPase结构域的dynamin抑制剂

[61]. 第
一代化合物Dynole 34-2可以有效抑制CME. Tremblay
等人

[62]
在小鼠模型实验中发现, Dynole 34-2与现代化

疗具有高度协同作用, 能有效治疗癌症. Gordon等
人

[63]
在此基础之上又开发出第二代化合物Dynole 2-

24, 其细胞毒性较上一代明显降低的同时也增强了对

细胞中CME的抑制作用.
(5) 双磷酸盐类. 双磷酸盐(bisphosphonates, BPs)

是一种合成的卟啉磷酸盐类似物, 其中阿仑膦酸(alen-
dronate)、唑来膦酸(zoledronate)和依地膦酸(risedro-
nate)都能抑制转铁蛋白的胞吞

[64]. 经过酸性磷脂的滴

定实验验证, BPs能与dynamin2的PH结构域结合, 但

是具体作用机制仍不明确
[64,65].

(6) 其他靶向dynamin的抑制剂. Rhodadyn C10和
Rhodadyn D10以罗丹宁为母核

[66], Imidodyn 2[59]则是

经改造二聚化的酪氨酸磷酸化抑制剂(tryphostins)的
结构后而得, 三者均可抑制dynamin的GTPase活性, 并
抑制转铁蛋白的胞吞. 此外, 抗精神病药物氯丙嗪

(chlorpromazine)[47]也被报道可以通过抑制dynamin的
GTPase活性

[67], 阻断CME. 然而chlorpromazine对CIE
也有抑制作用, 且会改变细胞形态

[68,69].

2.3 靶向Hsc70的抑制剂

Hsc70在CME进程中起到重要的解除包被的功能,
这与其ATPase活性密切相关. Apoptozole是Hsc70蛋白

的一个ATPase抑制剂. 生化研究结果表明, Apoptozole
可与Hsc70, 而非其他类型的热休克蛋白结合

[70]. 细胞

实验结果表明, Apoptozole可破坏细胞内Hsc70与cla-
thrin的相互作用, 有效抑制CME过程中CCV的解离

[70].

2.4 其他小分子抑制剂

氧化苯乙素(phenylarsine oxide, PAO)是一种三价

砷, 能与二硫醇发生特异性反应
[71]. 低剂量PAO即可高

效抑制CME, 但是作用机制尚不清晰. PAO具有一系

列严重的副作用, 可导致细胞骨架紊乱, 并对巨噬和

胞饮作用都会产生影响.
单丹磺酰戊二胺(monodansylcadaverine, MDC)、

氯喹(chloroquine)和吩噻嗪(phenothiazine)都能够通过

影响CCV的形成来抑制CME[47]. 其中MDC是一种竞

争性的转谷氨酰胺酶抑制剂, 能可逆地抑制肌纤维的

成熟, 干扰肌动蛋白细胞骨架组织和动力学
[72]. 目前

MDC和chloroquine产生抑制作用的途径尚不清楚, 但

是有研究表明phenothiazine可能通过阻断dynamin产
生抑制效果

[34,67]. 这些化合物都存在对CME抑制的脱

靶效应和非特异性的问题
[47,73].

Ikarugamycin是一种广谱抗生素
[74], 能够有效抑

制转铁蛋白的胞吞
[75,76]. 虽然ikarugamycin不抑制小窝

蛋白介导型胞吞作用和CIE, 但在低于其CME抑制的

浓度下能观察到细胞毒性, 其作用模式目前尚不清

楚
[76].

2.5 多肽抑制剂

近期本课题组
[22]

通过模拟clathrin的蛋白-蛋白互

作位点设计了一系列多肽, 并筛选出一个模拟“W-
box”位点的多肽——Wbox2. 实验表明, Wbox2可以竞

争性结合AP2和SNX9, 从而快速、可逆且高效地抑制
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CME(图2). Wbox2的开发为CME研究提供了首个工作

机理明确且高效的多肽抑制剂, 也为如何开发CME抑
制剂用于科学研究和疾病治疗指出了一个方向.

3 结论与展望

尽管关于CME的研究已经持续超过40年, 大多数

参与CME进程的蛋白也已经被鉴定出, 但是这些蛋白

如何密切协作, 共同调控CME的分子机制尚不清晰,
尤其是CME早期阶段的分子调控机制还有许多重要

问题有待厘清, 比如: (ⅰ) 货物如何调控CME的启

动、稳定和成熟? (ⅱ) 调控CCP内凹的关键因子有哪

些? 此外, 开发快速且特异性的CME抑制剂迫切且具

有重大意义. 尽管前期研究开发了多种CME抑制剂,
但是如何改进抑制剂的设计以提高其抑制效果和特异

性, 同时降低细胞毒性, 并结合疾病模型进一步开展动

物实验和临床试验以验证其应用转化, 是当前需要努

力的方向. 通过进一步深入探索回答这些问题可以为

研究CME失调引发的疾病以及拓展CME在健康中的

重要性提供新思路.
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Clathrin-mediated endocytosis (CME) is the major route for cells to uptake metabolites, hormones, proteins and some viruses. More
than 50 endocytic accessory proteins (EAPs) have been reported to be involved in CME; however, its complicated regulation
mechanism remains elusive. Recent advances in microscopy imaging and the developments of CME inhibitors provide opportunities
to better resolve the molecular mechanism of CME. This work highlights the step-wise regulation mechanism of CME in mammalian
cells and introduces the developments of CME inhibitors.
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