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摘  要: 受体介导的内吞作用是目前公认的生物体摄取生物大分子的途径,而网格蛋白介导的内吞又是最主

要的受体介导方式.结合国内外最新报道, 介绍了网格蛋白和衔接蛋白的结构、分子特性和功能;从衔接蛋白、

网格蛋白的招募;包被小凹的内陷、缢缩和包被液泡的芽殖和包被液泡的脱壳等过程, 阐释了网格蛋白介导的

内吞作用机制.
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Abstract: Receptor-mediated endocytosis is the principal route which organisms uptake the biological mass

molecular. While the clathrin-mediated endocytosis is the main way of the receptor-mediated endocytosis. The

adaptor proteins and clathrin. s atomic structure, molecular organizat ion and functions are detailed. The mechanism

of clathrin-mediated endocytosis from the recruitment of adaptor proteins and clathrin, the invagination of coated

pits, constriction and budding of vesicle, the uncoating of vesicle are reviewed.
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  膜运输是与生物发生、细胞器膜的形成和细

胞器间物质交流紧密相连的一个过程. 内吞作用

(endocytosis)是目前公认的生物体摄取生物大分

子的主要途径, 它是 1964年 Roth等在研究埃及

伊蚊卵子摄取卵黄蛋白超微结构时首次观察到

的.卵黄物质开始沉积时, 滤泡上皮收缩, 呈现凹

窝,凹窝内充满卵黄物质后形成液泡进入卵母细

胞
[ 1]
. 包被小凹 ( coated pit ) 和包被液泡 ( coated

vesicle) 的内吞作用即为受体介导的内吞作用

( receptor-mediated endocytosis) . 包被液泡外面骨架

为网格蛋白( clathrin) , 里面为衔接蛋白( adaptor) .

网格包被液泡存在于所有具核的细胞中,它们是

蛋白质和脂类从质膜运到胞内的方式, 也是蛋白

质和脂类从反式高尔基 网状物 ( trans-Golgi

network,TGN)到核内体的载体. 网格蛋白在调控

质膜蛋白组成中起重要作用, 研究它对明确细胞

和周围环境是如何相互作用; 促有丝分裂

(mitogenic)信号的转导; 细胞对营养的摄取;建立

细胞外环境细胞特性( identity)包括与免疫系统的

作用和维持细胞内环境的稳定性有重要的意义.
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网格蛋白是非常热门的研究领域, 目前在原子结

构、分子特性、作用机制等方面取得了重大进展,

本文结合国内外的最新报道, 综述了网格蛋白介

导的内吞作用机制
[ 2~ 4]

.

1  网格蛋白

1964年Roth等在研究埃及伊蚊卵子摄取卵

黄蛋白时,首次发现包被液泡,在研究泡膜上小凹

( invagination)时,发现硬毛状的外壳( coats) , 在电

镜下呈五边形、六边形排列闭合双层的足球状的

晶体结构,其外径600~ 2000 ! ,晶格顶点相距 160

! ; 1976年Pearse 用 SDS-PAGE研究外壳蛋白成分

时,将其中 180~ 190 kD 的蛋白带命名为网格蛋

白.网格蛋白形似蜘蛛,由 3根大链在顶部聚合而

成,也称为三脚复合蛋白( triskelion) ,其每根腿长

约475 ! , 厚约 20 ! , 腿的中部有一膝状弯曲, 把

它分成规则的三体. 大链和辅助蛋白相结合形成

中心( hub) .从中心到弯曲部称为近腿; 从弯曲部

到远端成为远腿. 每根腿由一个 190 kD的大链和

一个 25 kD的小链在顶点处相连.网格蛋白的中

心位于每个晶格顶点,腿沿两边伸展,膝位于相邻

的顶点,每个多边形的边由两个反平行的近腿组

成,远腿的末端伸向笼形的中心,通过一个相对短

B铰链连接到衔接蛋白耳状物
[ 3, 4]

.

除人类的网格蛋白大链基因有两个拷贝外,

绝大多数生物只有一个拷贝. 此基因在脑组织中

大量表达, 在心脏、骨骼肌和睾丸组织中表达较

少,从低等的酵母到高等的人类, 大链的蛋白由 1

675个氨基酸组成, 其序列高度保守, 只有 1~ 3

个残基的变化.大链通过 4个螺旋束与小链相作

用,小链的 C端朝向顶点, 小链和大链前腿结合

并不是单一的 A螺旋, 而是 A螺旋状的之字形,每

个之字形约由 30个氨基酸组成
[ 4]
. 绝大多数哺乳

动物组织有两种既相关又差异明显的小链.每个

小链分子质量为20~ 26 kD, 其 N端 90 个残基富

含脯氨酸和甘氨酸, 都含有 10个重复序列, 每个

重复序列由 7个氨基酸组成. 呈缠绕 A螺旋 (A

helixcoiled coile) ,其中第 5、6位是保守的, 这 71残

基的中心是小链与大链结合的必要条件
[3]
. 小链

能与 Ca
2+
和钙调蛋白结合, 易磷酸化, 因此, 小链

可能作为调控亚基影响网格蛋白的组装和拆

卸
[ 4]
.

2  衔接蛋白

衔接蛋白顾名思义是起连接作用,它具有膜

结合与定位、识别分类信号和结合肌醇磷酸化的

功能
[ 4]
, 既能连接货物( cargo)、网格蛋白, 还能连

接质膜磷脂头簇( headgroup) . 衔接蛋白位于包被

液泡的内部,现在已发现 4种衔接蛋白( AP1-4) ,

它们都由一对 100~ 130 kD 大亚基(C, B, A, D和 E

中的一对) ,一个~ 50 kD中亚基( L)和一个 17~

20 kD小亚基(R)组成,见下表.

表 1 衔接蛋白的种类及特征

Table 1 The types and characteristic of the adaptors

类型

Types

亚基组成

Subunits

识别受体

Recognize receptors

存在部位

Location

参考文献

References

AP-1 C1 ,B1 ,L1 和R1 6-磷酸甘露糖受体 TGN 包被液泡 [ 3~ 5]

AP2 A,B2 ,L2 和R2
运铁蛋白 transferrin、低密度脂

蛋白和表皮生长因子受体
质膜包被液泡 [ 3~ 6]

AP-3 D,B3 ,L3 和R3 酪蛋白酶 闭合核内体 [ 3, 4]

AP-4 E,B4 , L4 和R4 运铁蛋白、脱唾液酸受体 闭合TGN [ 3, 7]

  在电子显微镜下, 衔接蛋白像一个砖核通过

一个活动的铰链与小/耳状物0相连, 耳状物相当
于大亚基的 C 端, 砖核由大亚基的 N 端及 L和R

亚基组成. 大亚基又由一个主干( 70~ 75 kD)和一

个附枝( ~ 30 kD)组成,它们由一个伸展的易水解

的链相连. 主干主要由A螺旋管( solenoid)组成,附

枝由APB结构混合而成. 衔接蛋白( AP1-4)中对应

的亚基, 其功能相似. A和B亚基介导膜的定位和

网格蛋白与其它组成部分如动力蛋白 dynamin,辅

助蛋白 auxilin, Eps15 等蛋白间相互作用, B链似

乎识别其他内吞信号如 LL 模块; L2 亚基通过结

合/ Yxx�0分类信号, 识别胞质尾区受体和内吞货

物; R2的功能还不清楚
[5, 6]

.
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3  作用机制

网格蛋白的从招募到终解离是非常短暂的过

程. 为了方便理解其作用机制, 可把这个过程分

为: 衔接蛋白和网格蛋白的招募; 包被小凹的内

陷、缢缩和液泡的芽殖; 包被液泡的脱壳几个

过程.

3. 1  衔接蛋白和网格蛋白的招募

在质膜受体胞质尾区分类信号和停靠蛋白

(docking protein)的作用下, 招募 AP2 复合体到高

活性、可饱和、易酶解位点, 启动网格蛋白包被液

泡在质膜的形成
[ 3, 4]

.分类信号( sorting signal )由 4

~ 6个氨基酸短肽组成, 它决定特定的分子在液

泡中运输和最终的归宿,控制 3类细胞表面受体

进入到包被小凹中, 它们分别是: 1)低密度脂蛋白

受体或运铁蛋白受体; 2)表皮生长因子受体或 B

肾上腺素受体; 3) CD4糖蛋白受体. 大多数内在化

受体含有酪氨酸分类信号.酵母双杂交实验证明

AP2衔接蛋白 L亚基 C 末端区域识别/ Yxx�0酪

氨酸内吞分类信号
[ 5]
.

衔接蛋白的招募受以下几个因素的影响: 其

一, 衔接蛋白可以自我组装, 衔接蛋白组装的越

多, L亚基识别 / Yxx�0内吞分类信号的能力越

强
[ 5]
;其二,受磷酸化的调控,衔接蛋白铰链区丝

氨酸和苏氨酸的磷酸化影响衔接蛋白与网格蛋

白、膜结合能力,衔接蛋白磷酸化后不能被装配到

的笼子里.衔接蛋白有两个磷酸肌醇结合位点,一

个位于 A亚基 N 端前 80个氨基酸, 主要是第 55

位、第 56位、第 57位的赖氨酸起重要作用,第 12

位Gly、11位Arg、39位Asn、43位 Lys、53位Tyr、57

位Lys和 61位 Lys是 IP6重要结合位点; 另一个

位于 L2 的C端,通过L亚基第 341、343、356位Lys

起作用
[ 6]
, L2 的T156是另外一个重要的磷酸化靶

标, 它被衔接蛋白相连激酶 ( adaptor-associated

kinase, AAK1)特异性地修饰, 与网格包被液泡共

纯化. Thr156的磷酸化有利于对含有运铁蛋白的

包被小凹的形成、有利于AP2结合到/ Yxx�0和二
亮氨酸/ DPExxxLL0的模块[ 3,8, 9]

, AP2与 PI3P、P( 3,

4) P2磷酸肌醇在肌醇环 D-3位置的磷酸化, 识别

/ Yxx�0模块能力增加;其三,受/ YQRL0肽的影响,
AP2与/ YQRL0肽相连,导致突触性结合蛋白的结

合能力的增加.

质膜招募AP2后, AP2通过铰链区网格蛋白

盒/ L�[ DPE] �[ DPE] 0( �是庞大的疏水残基)与

网格蛋白相作用,组装网格蛋白到质膜上,另外在

弱酸和存在 Ca
2+
条件下, 网格蛋白可以自我组

装;通过附枝域结合 / D�F0模块和其他蛋白, 招
募大量辅助或调控蛋白如 Eps15, AP180, epsin, 突

触特异性蛋白 amphiphysin,辅助蛋白 auxilin, GAK,

AAK 和 synaptojanin 等, 有利于网格蛋白的组

装
[ 3,4, 10]

.但在酵母 Saccharomyces cereviisae 中敲除

衔接蛋白基因,并不消除包被液泡,至少说明在酵

母中,网格蛋白的招募不依赖衔接蛋白
[ 3]
.

3. 2  包被小凹的内陷、缢缩和液泡的芽殖

在离体条件,没有核酸和胞质条件下,平面网

格蛋白网格能转型为弯曲的小凹; 在活体内,内吞

包被液泡也不同程度的弯曲, 似乎在内吞液泡生

长过程中网格蛋白晶格渐进弯曲. 内陷可能是由

于网格蛋白在晶格内或网格蛋白间组装时结构的

改变和重排引起的.

网格蛋白包被液泡的芽殖需要含有 GTP 酶

的动力蛋白,动力蛋白在体外形成指环形或管形,

它是液泡从膜上解离的扳机. 动力蛋白属于大

GTP 酶亚族,在酵母、植物和高等真核生物中高度

保守. 利用失能性突变研究受体介内吞哺乳动物

细胞瞬间转染构建 GTP 超表达时, 发现了动力蛋

白的功能. 动力蛋白具有两方面功能: 其一,在低

离子浓度缓冲液或有人工模板如微管、酸性磷脂

条件下,动力蛋白可以自我组装成单一环状或螺

圈的超分子结构,激活动力蛋白 GTP 酶活性. GTP

结合启动动力蛋白从网格蛋白上重新分配,干扰

它结合部分,在顶部使动力蛋白自我组装到螺旋

环, 形成缢缩包被小凹, 这些螺旋环含有一个由

20个动力蛋白分子组成的螺圈; 其二, 动力蛋白

水解驱使动力蛋白的拆卸. GTP 水解导致全体动

力蛋白环状变紧,最终使包被液泡解离.包被液泡

的芽殖需要 ATP 水解,暗示动力蛋白不足以驱动

液泡的拆卸.动力蛋白通过其 C末端富含脯氨酸

和精氨酸结合到网格蛋白晶格上; 通过/血小板-

白细胞0C激酶( pleckstrin)同源域识别 PI( 3, 4, 5)

P3和 PI( 4, 5) P2 与膜脂直接作用; 通过结合 SH3

域招募突触特异性蛋白和溶血磷脂乙酰转移酶

endophilin. 溶血磷脂乙酰转移酶催化反应的产物

结合花生酸 ( arachidonic acid ) 和溶血磷脂酸

( lysophsphatidic) ,使芽孢脂双层的变形, 有利于包

被小凹的形成
[ 4, 11]

.

3. 3  包被液泡的脱壳
包被液泡的脱壳需要 hsc70、辅助蛋白和
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ATP
[ 3~ 5]

. 网格蛋白的大链有两个位点与衔接蛋白

相互作用:一个在近腿或中心;一个在远腿.另外,

hsc70与网格蛋白也在这两个位点相互作用. 脱壳

的机理可能是破坏网格蛋白与衔接蛋白间的作

用
[ 4]
.微注射抗 hsc70 单克隆抗体抑制受体介导

的内吞,阻止配体到核内体,导致配体在网格蛋白

相连的结构上累积说明Hsc70与包被液泡的脱壳

相关. Hsc70 属于 70 kD热激关联蛋白家族 ( heat

shock cognate protein, hsc70) , 在细胞中含量非常

高,占细胞蛋白的 1% ~ 2%, 它具有调节胞内蛋

白的折叠状态;调节蛋白跨内质网、线粒体、溶酶

体和核内体膜的运输;拆卸寡聚复合体;在应激条

件下,阻止蛋白的聚集等功能
[ 15]
.Hsc70 通过 C末

端的/ EEVD0模块与辅助蛋白中 J模块(类似大肠

杆菌中热激蛋白/ Dna-J0 同源域)相作用而表现活

性
[ 12, 13]

.辅助蛋白分子质量为 100 kD,编码它的基

因全长为 2 472 bp,有两个作用域: 一个连接网格

蛋白(由 547~ 814片段编码) ; 一个连接 hsc70(由

815~ 910片段编码) . 辅助蛋白不仅可招募 hsc70

到网格蛋白包被液泡的活性,还可刺激 hsc70 ATP

酶的活性.在体外 hsc70, 介导网格蛋白从包被液

泡上解离.其反应如下:

网格蛋白#酶#ADP#Piy网格蛋白+ 酶+ ADP

+ Pi

过表达 hsc70 突变型, 阻断运铁蛋白受体的

循环,使/装配 ) 拆卸0平衡向装配方向移动. 包被

液泡的脱壳是一个耗能过程, 需要消耗 ATP. 解离

的网格蛋白和衔接蛋白可再循环, 参与下一轮包

被液泡的组装. Hsc70解离网格蛋白, 但不解离衔

接蛋白, 什么因子解离衔接蛋白目前尚不清

楚
[ 16~ 18]

.

4  展望

网格蛋白研究取得了重大进展,但以下问题

尚待进一步探讨: 1)什么蛋白启动质膜、TGN 和核

内体外壳的形成? 又是受什么信号启动? 2)包被

小凹内陷的机理是什么? 3)在不同膜上包被液泡

的芽殖机制是什么? 4)网格蛋白的晶格是如何脱

壳的? 5)什么样的结构转变是使 AP2 中心调节

开启活性状态与非活性状态? 一种可能是 L2 C

末端区引人注目的改变了方向(约 90b) ,从一紧紧

连接中心的支座( rest )到形成一个远离中心的突

出,近似释放一个载有发条的刀片( spring- loaded

blade) .推断这个新形成物 C末端方向平行于膜,

以致它能同时联系膜结合磷酸肌醇前头群的磷酸

盐和跨膜运输蛋白胞质尾区的/ Yxx�0分类信号.

另一种假设 L3C末端区通过 L衔接蛋白被疏松的

限定到中心, 当释放时, 有许多方向,直到在胞质

尾区找到并结合/ Yxx�0序列. 无论哪一种机制都

需要去解释为什么许多不同条件导致 AP2活化.

如L3 连接磷酸化有利于暴露/ Yxx�0结合点. 总

之,随着研究的深入,先进的科学手段的运用,对

网格蛋白介导的内吞作用将得到更详细的阐述.
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