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细胞质浓度：细胞生物学的老问题、新参数
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摘要：细胞质浓度是细胞生理的重要参数，影响几乎所有生化反应，参与调节细胞生物学过程。近年来，随着显

微技术、微流控技术以及合成生物学的发展，研究细胞质浓度的工具不断涌现，促进了对细胞质浓度稳态的调控

机理及细胞质生物学的探索，增强了对细胞质浓度参与细胞生理调控的理解。本文介绍了监测细胞质浓度的新方

法、新数据，归纳了细胞质浓度稳态调控机制，总结了细胞质浓度在生理生化过程中发挥的作用，从理论和实验

角度探讨了细胞质浓度异质性的功能和调控机制，介绍并扩充了细胞质浓度在反应速率、稳态调节中的理论研

究。目前对于细胞质浓度的研究在稳态决定机制、与其他生理过程的相互作用及合成生物学中的应用方面还有诸

多难题亟待突破。细胞质浓度的探究正逐渐形成一个活跃的研究领域，在多学科交叉、理解生命、人类健康、合

成细胞等方面将有重大进展。
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Abstract: Cytoplasmic concentration is an important parameter in cell physiology, influencing almost all 

biochemical reactions, playing key roles in regulating various cellular biological processes. However, studying 

cytoplasmic concentration has been particularly challenging due to its inherent complexity, the difficulty of direct 

manipulation, and the lack of precise measurement techniques for intact cells. In recent years, advances in microscopy, 
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microfluidics, and synthetic biology have led to the development of novel tools for studying cytoplasmic concentration, 

such as Quantitative Phase Microscopy, Stimulated Raman Scattering Microscopy, and Genetically Encoded Multimers 

for single-particle tracking, etc. These advanced tools have enabled researchers to explore the regulation of cytoplasmic 

concentration, mechanism of the concentration homeostasis, and their influences on cellular physiology, providing 

deeper insights into their roles in physiological regulations. In this review, we explore both historical and recent 

advances in methods and overview data regarding cytoplasmic concentration, summarize the molecular and systematic 

mechanisms that govern its homeostatic regulation, and highlight its roles in physiological and biochemical processes. 

Specifically, we discuss the key biological processes that influence cytoplasmic concentration, including mitotic 

swelling, genome dilution, protein synthesis and degradation, and importantly, the heterogeneity of cytoplasmic 

concentration that arises from local subcellular structure and thermodynamic fluctuation. Furthermore, we expand on 

connections between cytoplasmic concentration, cellular aging, signal transduction, cellular differentiation, and 

microtubule assembly dynamics. Additionally, we explore the theoretical interpretation of cytoplasmic concentration in 

reaction kinetics and its homeostatic regulation, providing evidence from both experimental and theoretical studies on 

the prevalence of diffusion-limited reactions in biological systems. Despite these advances, significant challenges 

remain in fully understanding underlying mechanisms of cytoplasmic concentration homeostasis, its complex 

interactions with other physiological processes, and its potential applications in synthetic biology. Research on 

cytoplasmic concentration is rapidly evolving into an active field of study, promising major breakthroughs in 

understanding fundamentals of cellular life, improvement of human health, and engineering of synthetic cells.

Keywords: cytoplasmic concentration; homeostatic control; protein synthesis; biomass; reaction rate; negative 

feedback regulation; diffusion limit

一百多年前，埃德蒙·威尔逊在他所著的现

代生物学史上里程碑式的教科书《细胞》［1］中写

道：“从物理化学的角度出发，细胞是一个由胶体

组成的复杂系统……是一个具有异质性的多相系

统……作为胶体系统，原生质体从形态学、生理

学乃至物理化学的角度来说，都是一个极其复杂

的问题。”这段话点出了当时生物学研究的困境：

人们可以从整体观察细胞，但对其中的分子机理

和细节却几乎一无所知。

一百多年间，我们对细胞的探索不断更新迭

代：在认识细胞的过程中，发展出了一系列研究

思路和技术方法。细胞生物学也从对细胞形态和
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行为的描述，发展出对组成细胞的元件的描述［2］。

生物研究领域中的一个研究分支受到微生物中的

分子机器［3］和遗传相关的酶促反应［4］的启发，发

展出了理解细胞分子功能和机制的分子生物学［5］。

在过去四十年间，分子生物学和体外重构的生物

化学承担了大部分解析细胞元件的使命：从基因

元件的刻画［6］、基因产物的解析［7］、基因编辑和

改造［8］，到调控模块规律的探究［9-11］。

在研究进程中，我们对于组成细胞的分子做

了深入的探索，但似乎又陷入了另一个困境——

由于生物系统的复杂性，我们往往不得不把分子

从细胞质的物理环境中剥离出来：例如利用纯化

的重组蛋白研究分子之间的相互作用［12］。由于客

观条件的限制，这类研究在一定程度上忽略了细

胞内分子所处的物理环境对分子的影响。然而，

越来越多的证据表明，细胞质的物理环境对分子

功能有至关重要的影响［13-24］。这提醒我们，需要重

新审视生物学研究，从系统角度看待问题。

体外重构系统忽略的一个重要物理参数是细

胞质浓度［25-27］，即单位体积内参与生命活动的分子

的数量。通常情况下，我们指生物大分子（如蛋

白质、脂类、核酸、多糖等）、代谢产物（如糖

类、氨基酸等）、离子（如钾离子、氯离子等）浓

度的总和。细胞质浓度能够修饰、改变诸多细胞

功能和性质，使之能发挥其生物学功能：从细胞

生长和代谢的角度来说，细胞质浓度是生物质合

成和降解平衡作用的产物［13］；从跨膜运输的角度

来说，细胞质浓度是物质内吞外排、水分子进出

的综合结果［28-30］；与此同时，细胞质浓度参与改变

生物化学反应速率和平衡［31］，也参与影响细胞核

和其他细胞器的生理调控［32］。

然而细胞质浓度的研究也面临挑战。首先，

包裹细胞质的细胞膜限制了物质进出，使我们难

以对细胞质浓度进行直接操控［13］；其次，由于细

胞质浓度是一个衍生量，需要通过定量其他物理

量后计算获得，因此细胞质浓度难以精确测量。

近年来，随着光学系统和微流控技术的发展，我

们 对 细 胞 质 浓 度 的 测 量 有 了 新 的 方 法 和 策

略（图1）。

本文中，我们将从细胞质浓度的测量方法，

细胞质浓度和细胞生理，细胞质浓度的理论三个

方面来探讨，力图归纳近年来关于细胞质浓度研

究的重要突破和进展。

1 细胞质浓度的测量方法

1.1 密度梯度离心法

在单细胞测量方法发展之前，最广泛应用的

细胞浓度的测量或筛选方法是利用浮力和离心力

平衡实现的密度梯度离心法。 1970 年，Leland 

Hartwell［33］利用酵母细胞在细胞周期中密度的差

异，使用密度梯度离心，实现了对有丝分裂期酵

母细胞的分离。在血液研究中，密度梯度离心也

作为常用的分离以及诊断方法，用于获得不同类

型的血细胞［34-35］。在密度梯度离心的前期，细胞会

按照其相对沉降系数（与细胞尺寸有关）进行分

离，经历速率区带离心分离［36］，随着离心时间推

移，被分离的细胞会突破速率区带离心阶段，最

终到达其等密度点［图 1（a）］。密度梯度离心的优

势在于可以一次性对大量细胞按其浮力密度进行

分离，但可能存在以下问题：①梯度材料的选择

会影响分离的效果；②离心时间过长，细胞可能

会因为对梯度材料产生应激反应，或吸收梯度材

料（如蔗糖等）而产生密度变化［33］。

1.2 细胞裂解法

利用细胞裂解法测定细胞内容物的浓度是最

直接的手段。通过物理或化学方法裂解细胞，释

放细胞内容物，或通过细胞固定，对胞内物质进

行特异性染色，从而计算得到胞内分子的含量。

对生物分子浓度的测量方法主要包括 Bradford 染

色［37-38］、FITC 染色［39］（蛋白质）、碘化丙啶染

色［40］（RNA）、SYTOX Green染色［41］（DNA）等。

获得细胞内各类物质的含量后，物质的浓度

（C）可根据式（1）求得：

C =  A / V （1）

式中，A为单个细胞的内物质含量；V为细胞

体积。

常用的测量细胞体积的方法包括：①库尔特

粒度计［42］；②流式细胞术［43］（哺乳动物细胞：前
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图图1　细胞质浓度的测量方法

Fig. 1　Methods for measuring cytoplasmic concentration

500



第 6 卷 www.synbioj.com

向散射；酵母：侧向散射）；③显微方法（如光学

切片的3D重构［44-45］和荧光排斥法［46］等）。

细胞裂解法的主要缺点是需要破坏细胞，因

而不能对细胞进行进一步培养和检测。此外，目

前的检测手段大多只能满足细胞群体水平的研究

（流式细胞术除外），不能进行单细胞水平的检测，

不能获得不同细胞之间的异质性。

1.3 悬浮微通道共振传感器

随着微流控技术的进步，对多层微流控系统的

开发日益成熟。由于这类系统能与光、声、电等系

统耦合，使得许多此前难以实现的微观操作成为可

能。Scott Manalis的研究团队基于此进一步发展出

了悬浮微通道共振传感系统［47-48］。该系统的核心原

理在于微机械结构的固有共振频率随其负载质量变

化而变化，因此可以通过测量加载细胞后固有共振

频率的变化来计算细胞密度。具体而言，这种系统

配备了带有内置微通道的微型悬臂传感器，细胞或

颗粒物进入微通道时，悬臂的质量分布改变，悬臂

的共振频率发生变化［图 1（b）］。这种变化能够被

极其精确地测量出来，以此计算出细胞的质量［47］。

此外，通过替换两种具有已知密度差异的悬

浮液，并结合阿基米德原理，可以进一步测量出

细胞的体积［47］。根据密度定义式 ρ = m/V将测得的

质量和体积相除，获得单个细胞的密度。这种方

法具有极高的精确性和灵敏度，能够检测单个细

胞的微小质量变化（精度达到飞克级别），并应用

于研究细胞生物学特性，例如细胞生长、代谢变

化、疾病诊断（如按密度区分癌细胞与正常细

胞）等。

1.4 定量相位显微镜

近年来，对精确测量单细胞细胞内容物的需

求促进发展出了一系列研究细胞质浓度的单细胞

技术手段。这些方法中，显微成像技术能够尽可

能地保留细胞内部的空间信息，成为最常用的一

类方法。显微成像过程中，对比度是成像清晰度

的关键，在实验过程中可以通过染色来增强对比

度，但是染色过程会引入实验操作产生的噪声，

并且活细胞的荧光成像受到光漂白、光毒性等多

种因素影响［49-50］，限制了对细胞内容物的进一步

解析［51］。

定量相位成像（quantitative phase imaging， 

QPI）技术［图 1（c）］使我们可以在不破坏细胞的

前提下，通过显微镜直接观察未染色活细胞的内

部细节，获得形态、厚度、细胞内复杂程度等

信息［52-53］。

当入射光通过样品发生散射时，其相位发生

变化。相位信息与样本的厚度、折射率、三维结

构等物理性质有关，此时引入参考光使其与散射

光发生干涉，就能够放大相位差信号［图 1（c）］，

捕捉到精准的细节［54］。在明场条件下，对普通显

微镜进行改装即可获得具备基础功能的定量相位

显微镜。利用干涉原理，可以避免使用染色、加

标记等可能破坏细胞活性的操作来测量细胞的物

理性质，在活细胞培养过程中实现对细胞内部活

动，如囊泡运输、染色质浓缩、细胞质浓度局部

变化等动态监测，以及对细胞周期性变化、细胞-

细胞之间通信活动的动态追踪［52-54］。

1.5 受激拉曼散射显微镜

拉曼散射技术使我们在不染色的前提下对细

胞内各组分的浓度做出解析，而不局限于对胞内

物理性质总体的描述。当入射光照射到物质上时，

光子与物质中的原子相互作用并向四周散射。在

该过程中，若光子的能量不发生变化，称为弹性

散射或瑞利散射；若光子与原子间发生了能量交

换，光子的频率和波长发生变化，称为拉曼

散射［55］。

受激拉曼散射显微技术（stimulated Raman 

scattering microscopy，SRS microscopy）利用外部

激光光束（即泵浦光）与原子发生非弹性相互作

用，对产生的散射光进行监测。如果散射光的频

率降低，称为斯托克斯光；反之，如果频率增加，

则称为反斯托克斯光［56］。由于不同原子在其局部

化学键环境中拥有特定的振动频率，因此不同物

质能够通过受激拉曼散射区分开来：当泵浦光与

原子碰撞产生斯托克斯光，若产生的频率差正好

匹配被检测原子的固有振动频率就会产生共振现

象，并与光路中的斯托克斯激光叠加，从而被放

501



合成生物学 第 6 卷

大检出［图 1（d）］［57］。通过调节不同频率的泵浦光

或斯托克斯激光，可以检测出被照射分子的拉曼

光谱。由于每种分子都有独一无二的拉曼光谱，

所以可以通过检测细胞各部分的拉曼光谱来绘制

细胞内部不同物质的分布图［图1（d）］。

样品内部的光散射会导致普通受激拉曼散射显

微镜出现异质性信号衰减，这限制了其在精确测量

单细胞质量及细胞质浓度方面的应用［58］。为了突破

这一限制，2022年Oh Seungeun等发明了归一化拉

曼成像技术（normalized Raman imaging，NoRI），

这种方法通过归一化的数据处理手段有效解决了样

品内部光散射引起的问题，精确测量脂质、蛋白质

和水的浓度［57，59-60］。

具体来说，为了将拉曼散射强度的变化转换

成物质浓度，研究人员利用 SRS 显微镜对已知浓

度的蛋白质、脂质和水的标准样品进行测量，获

得了 3×3分解矩阵。随后，将分解矩阵应用于平场

校正后的样品图像，获得蛋白质、脂质和水的原

始浓度，再将每个体素除以三者的总和以实现数

据的归一化处理［图 1（d）］。通过这种方式，NoRI

技术不仅能够修正因样品内部光散射导致的强度

变化，还能将受激拉曼散射显微图像转化为绝对

浓度值，从而实现对单细胞内细胞质浓度的高分

辨率测量，并揭示蛋白质、脂质和水的空间分布

特性［60］。

1.6 通过分子扩散推断

在非理想溶液中，分子间的相互作用（如吸

引力、排斥力、静电力等）会导致扩散系数成为

浓度的函数，见式（2）：

DC = D0 f (C ) （2）

式中，C为溶液浓度；D0为溶液浓度为 0时探

针分子的扩散系数；f (C ) 为溶液浓度为 C 时的修

正数。如果修正数 f (C ) 与溶液浓度C呈单调关系，

易通过扩散系数求得溶液浓度。

细胞质是多尺度混合的复杂系统，浓度和扩

散系数的关系并不简单，并且细胞质内的分子扩

散往往表现出空间限制或具有黏弹性的特性。一

般地，分子运动的均方距离（<r2>）与时间 t具有

以下关系［见式（3）］：

< r2 >  =  2dD tα （3）

式中，d为扩散的维度；D为扩散系数。在简

单的布朗运动中，指数 α=1；而细胞质中的扩散并

非简单的布朗运动［13，32，61-62］，其有效扩散系数（已

知均方距离和时间并假设α=1时，通过上式计算获

得的扩散系数）具有时间尺度依赖性，被称为异

常扩散。大多数游离的生物大分子表现出亚扩散

的运动模式（即 α<1），而主动运输的生物大分子

又表现出超扩散的运动模式（即 α>1）。因此，并

不能进行简单的有效扩散系数 - 细胞质浓度

换算［63］。

尽管如此，细胞质浓度和分子扩散关系密切，

而细胞质浓度导致的细胞生理变化也往往通过分

子扩散变化来实现。因此，对细胞质中分子扩散

的研究具有重要意义。下面我们将展开介绍几种

细胞质研究中分子扩散的实验手段。

1.6.1 单颗粒追踪

最直接的分子扩散测量方式是对单个分子进

行追踪。然而，由于游离的生物大分子运动速度

过快，并且在活体内，单个荧光蛋白分子往往亮

度太低难以和背景荧光区分开来，目前的成像系

统很难同时达到足够帧频和检测灵敏度来实现对

活细胞内单个分子的追踪实验。

2018年，Liam Holt课题组［64］利用能在胞内自

组织形成具有固定单体数量的蛋白复合体颗粒，

发明了“遗传学编码的多聚体复合物”技术

（genetically encoded multimer），简称 GEM。该技

术将蛋白质单体与荧光蛋白在胞内融合表达，并自

组装成具有固定大小的荧光纳米颗粒［图 1（e）］。

GEM的发明解决了多个技术上的问题：

首先，GEM 具有理想的单颗粒追踪的尺寸。

GEM选取具有固定单体数量、形状和尺寸的蛋白

质复合体作为模板，其中包括 Pyroccocus furiosus

包壳体蛋白复合体和Aquifex aeolicus荧光素合成酶

复合体。这两种融合蛋白在胞内分别形成由 120个

或 60个单体组成的直径为 40 nm或 20 nm的颗粒。

在这个尺寸下，细胞质内 GEM 的有效扩散系数

（1 s）约为 0.1～1 μm/s，即 1 s位移 1 μm左右，适

合现代荧光共聚焦显微镜拍摄。其次，由于每一

个 GEM 包含几十至上百个荧光蛋白分子，单个

GEM纳米颗粒的亮度比普通荧光蛋白高约两个数

量级，使得帧/毫秒的显微拍摄成为可能。此外，

荧光分子数量众多，GEM 的荧光漂白效应很低，
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适合长时拍摄。最后，由于GEM可以在宿主细胞

内表达并自组装，免去了其他纳米颗粒递送技术

上的困难及被内吞小体包裹等导致的测量偏差。

除了细胞质GEM以外，目前还有细胞器及细

胞核特殊定位的GEM系统，可在不同亚细胞定位

中测量分子扩散速率［65］。

1.6.2 荧光相关光谱

荧光相关光谱技术也是常见的分子扩散测量

方法。该技术精确测量一个极小体积内荧光分子

的数量，并通过测量该荧光分子数量随时间的自

相关性来研究分子运动［图 1（f）］［66］。简单来说，

如果分子运动快，分子在检测体积快速进出，自

相关性衰减得快；如果分子运动得慢，自相关性

衰减得慢。为了精确测量荧光分子数量，该检测

体积的长度尺度通常在衍射极限附近；且荧光分

子的浓度在皮摩尔/升到纳摩尔/升范围。

荧光相关光谱可以检测微秒到毫秒的时间尺

度，因此相比单颗粒追踪技术可以测量尺寸更小、

运动更快的荧光分子，例如荧光标记的蛋白甚至

小分子的运动行为。荧光相关光谱可以实现亚细

胞水平的测量，定量检测特定亚细胞空间，甚至

进行膜表面的测量［67］，也可以通过对同一亚细胞

定位进行多次反复的时序性检测［62］。

1.6.3 荧光漂白后恢复

荧光漂白后恢复技术利用了荧光分子在高强

度光辐照后发生光漂白的现象，监测漂白区域荧

光水平的恢复，来探究分子扩散的速率。由于荧

光漂白是不可逆的过程，光漂白区域的荧光恢复

只能通过该区域外的荧光分子扩散补充至该区域

来实现［68］。通过将荧光恢复动态拟合至扩散恢复

模型，可以求得扩散速率。但由于荧光漂白后恢

复蕴含多种假设，例如在光漂白区域附近的扩散

是均质化的，以及分子以布朗运动的方式进出光

漂白区域等等，在理解其结果时需要格外小心。

1.7 拥挤度生物传感器

生物大分子及其结合水等会形成相当的排除

体积，在生物大分子浓度高的体积内产生分子拥

挤，因此细胞内拥挤度亦反映细胞质浓度。分子

拥挤影响着分子扩散速率以及大分子之间的结

合［27］，同时还影响着蛋白质、核酸的折叠和构象

变化等过程［69］。生物大分子的扩散系数［70］，或者

荧光探针的结合［71］都一定程度上反映细胞内拥挤

度，但是这两种方法都受到细胞内黏度或者分子

间相互作用的影响，不依赖分子扩散的拥挤度生

物传感器则可以排除黏度的干扰。

一类拥挤度生物传感器利用了荧光共振能量转

移（fluorescence resonance energy transfer，FRET）

原理。荧光分子（供体）的轨道电子吸收光之后从

基态跃迁到激发态再回到基态时，会发出特定波长

的荧光，此时如果存在一个邻近的荧光分子（受

体），且其吸收光光谱与供体的发射光光谱有重叠，

那么供体激发态的能量会以非辐射的偶极子-偶极子

耦合方式转移到受体分子上，导致受体分子从基态

跃迁到激发态并回到基态，发射与供体荧光波长不

同的荧光［72］。荧光共振能量转移的发生与两个荧光

分子之间距离的 6次方成反比，因此对微小距离的

变化十分敏感。利用可旋转、折叠的柔性聚合物如

聚乙二醇（PEG）或非结构蛋白等连接两个荧光分

子，可以形成一个拥挤度生物传感器［图1（g）］。当

拥挤度变高时，两个荧光分子的距离变短，FRET

发生，此时供体的荧光衰减，受体的荧光激发，供

体与受体荧光的比例可以反映细胞质内拥挤程度。

拥挤度生物传感器的两个荧光分子一般不自缔合，

不与细胞内的化学成分发生反应，也不受细胞内渗

透压的影响，是研究细胞质结构的有效工具［73］。

2 细胞质浓度和细胞生理

在大多数情况下，特定细胞种类的细胞质浓

度是稳定的［74］。在一些自然状态或人为干预下，

细胞质浓度会发生变化（表 1）。细胞质浓度的改

变可能导致全局生化行为和细胞生理的变化。下

面总结导致细胞质浓度改变的原因及其带来的细

胞生理学后果。

2.1 有丝分裂肿胀

尽管细胞质浓度在同一类型的细胞间差异很

小［74］，但对于单个细胞来说细胞质浓度在时间维

度上会有一定的浮动［81］。一个著名的例子是，在

细胞周期的有丝分裂期，细胞的体积会迅速增大
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10%～30%，而细胞质浓度也会相应降低 10%～

30%，细胞质浓度变稀；随着有丝分裂期结束，细

胞体积和细胞质浓度恢复成有丝分裂期之前的状

态。该现象被称为有丝分裂肿胀［46］。有丝分裂肿

胀的成因可能与细胞膜上离子泵的活性有关，其

功能可能与染色体在分配过程中的力学有关，目

前尚无定论，但却是一个在各类哺乳动物细胞中

保守的生理过程［46］。

2.2 基因组稀释

在DNA复制期之前，随着细胞生长，细胞体

积和胞内蛋白质含量都增加，但 DNA 含量不变，

导致 DNA 浓度降低，并且 DNA-蛋白质的比例发

生变化。Zhurinsky等［82］研究 DNA-蛋白质的比例

对裂殖酵母转录水平的影响发现，当细胞体积较

小时，转录速率随着蛋白质含量的增加而增加，

并与 RNA 聚合酶Ⅱ（RNAPⅡ）对基因组的占有

率保持一致。一旦细胞体积超过一个阈值，转录

速率的增量减缓，直至为零；与此同时蛋白质浓

度也因此下降，细胞质内生物大分子浓度总体降

低；而此时，如果给予额外的DNA，转录速率会

再次上升，这意味着在细胞过大时，DNA是限制

转录速率和细胞质浓度的因素［82］。

在DNA成为转录速率的限制因素之前是什么

限制转录速率？研究者们认为可能是RNAPⅡ或者

一类随细胞生长而浓度降低的转录抑制因子决定

转录速率，影响细胞生长［82］［图 2（a）］。Swaffer

等［83］在 2023年的研究证实了RNAPⅡ含量是决定

转录速率的主要限制因素，在细胞体积增长的过

程中，由于总蛋白和RNAPⅡ的含量与细胞体积增

长保持一致，RNAPⅡ对基因组的占有率持续增

加，转录速率稳定提升；当RNAPⅡ的浓度降低或

定位改变时，转录水平便不再与细胞体积增长保

持一致。

与 Zhurinsky 的发现相似的是，Neurohr 等［79］

在出芽酵母和哺乳动物细胞中也发现DNA-蛋白质

比例需要维持在特定的范围，如果细胞长得过大，

基因组稀释超出界限，RNA 与蛋白质浓度下降，

此时蛋白质合成不再能满足大细胞的需求，导致

细胞质稀释，细胞功能与增殖均会受到影响，细

胞进入衰老阶段。该研究提出基因组稀释是导致

细胞质浓度在衰老细胞中变稀的重要因素。

在细胞衰老过程中，细胞质稀释伴随着细胞

体积增大。Chen 等［84］在 2020 年提出细胞体积的

稳态调控机制：在细胞生长过程中，除了总转录

水平随细胞体积增加之外，不同基因的表达对细

胞体积的响应有差异。值得注意的是，在有差异

响应的基因中，细胞周期激活因子的 mRNA 和蛋

白质浓度上升，细胞周期抑制因子的 mRNA 和蛋

表表1　　引起细胞质浓度变化的生理过程

Table 1　　Physiological processes affecting cytoplasmic concentration

细胞生理

有丝分裂肿胀

配子成熟

血细胞成熟

成骨细胞成熟

渗透压

翻译/降解

基因组稀释

衰老

细胞质浓度

（变化前为100%）

80%～90%

增加

增加或减少；血红细胞细胞

质浓度最大；单核细胞其次

50%

64%～155%

10%～200%

cdc28-13突变体：66%

hTERT-RPE1细胞：降低（体

积增至588%）；MCF7细胞：降

低（体积增至262%）

浓度变化原因

未知

排水

血红细胞：血红蛋白大

量合成

细胞分化，体积增加

渗透压改变

人工浓缩、稀释

限制温度培养，细胞周

期停滞，细胞体积增加

Palbociclib处理，细胞

体积增加

后果

未知

配子抗逆性增加

血红细胞携氧量增加

骨骼发育

微管聚合速率变化范围64%～477%；微管解聚速率

变化范围42%～645%

翻译速度先增加后降低，降解速度增加

基因表达激活停滞；基因组稳定性降低

激活p53-p21信号传导；53BP1不再修复DNA损伤；

有丝分裂失败；基因组不稳定性；细胞周期永久退出

参考

文献

[46]

[75-76]

[34,47,

77]

[78]

[15]

[13]

[79]

[80]

Note： This table describes physiological processes that affect cytoplasmic concentration. It also includes the causes for the concentration 

changes，causes for the physiological consequences， and relevant references.
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白质浓度下降。细胞周期激活因子和抑制因子的

差异性表达实现了细胞对其体积的感知，决定了

触发细胞周期的最小细胞体积，维持了细胞体积

的稳定性。Lanz等［85］将这一发现拓展至蛋白质组

水平。他们发现在基因组不断稀释的过程中，不

同蛋白质的表达水平出现了差异。当基因组稀释

超过一定范围时，与衰老相关的蛋白质表达上升、

浓度增加，而与染色质相关的组蛋白表达下降、

浓度降低，这种表达水平的不同使体积大的细胞

更容易遭受复制性衰老以及DNA损伤，从而退出

细胞周期进入衰老［图2（a）］。

2.3 蛋白质的翻译和降解

合成生物大分子是细胞重要的生物学功能之

一，而蛋白质翻译是生物大分子合成的重要一环。

2024年Chen、Huang等［13］发现蛋白质合成本身也

受到细胞质浓度的调控。这意味着蛋白质合成与

降解不但参与细胞质浓度的调节，也受到细胞质

浓度的调控。他们发现蛋白质翻译是一个扩散受

限的生物化学反应，即反应随着细胞质黏度的增

加而降低。相反，蛋白质降解对细胞质黏度则不

那么敏感［图 2（b）］。当细胞质浓度增加时，细胞

质黏度上升，蛋白质的净合成速率（蛋白质翻译

速率−蛋白质降解速率）下降，这意味着蛋白质浓

度有可能通过扩散受限的方式来实现负反馈调节，

实现稳态［13］。

2.4 细胞质浓度的空间异质性

由于存在热力学驱动产生的自组织现象及局

部结构和热力学的涨落，细胞质不是均质的。
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近十多年来有许多研究报道阐释细胞中生物

大分子可以自发地组织成异质性结构，发生相分

离，如 p颗粒［86］、压力颗粒［87］、处理小体［88］、核

仁［89］、转录热点［90］等等。相分离的过程通常是由

多价低亲和力生物大分子介导的，与形成凝聚相

的单体浓度相关［91-92］，且与单体所处环境中的拥挤

剂（或称体积排挤剂）浓度有关［93］。提高单体的

浓度、增加拥挤剂的浓度都有助于凝聚相形成。

在胞内环境中，存在大量不与单体发生相互作用

的生物大分子，这些大分子在一定程度上可以被

认为是惰性的拥挤剂。由于生物大分子的相分离

现象已有许多综述报道［92］，这里不再赘述。值得

注意的是，细胞质浓度可以影响相分离，反过来，

相分离也可能帮助稳定细胞质浓度。Klosin 等［94］

利用可以发生相分离的人造蛋白质发现，稀释相

中蛋白质浓度的噪声会随着凝聚相的生成而降低，

并随着凝聚相的消失而增加。

除了相分离现象以外，细胞质还存在其他异

质性。Garner等［61］发现在不同细胞内定位的分子

扩散速率不同，其扩散系数的差异可达百倍；

Chen、Huang等［13］在非洲爪蟾细胞质中也发现了

类似水平的差异。Garner等［61］发现这种空间上的

异质性并不来源于细胞骨架、细胞周期或温度，

然而，增加细胞外的渗透势会导致异质性水平增

加。他们猜测细胞器片层之间的间隙、无膜细胞

器的阻碍或者局部的活性搅拌都可能会增加扩散

速率在亚细胞空间中的异质性 ［图 2（c）］。细胞内

大分子浓度异质性可能导致局部有效浓度上升，

促进原本难以发生的化学反应在局部高浓度区室

内发生［图 2（c）］，这个效应对于低浓度的反应物

或者酶来说尤为显著［31，95-96］。

2.5 衰老

细胞质浓度调控细胞的生理功能。当细胞体

积超出正常范围时，细胞内蛋白质供应跟不上细

胞体积的增长速度，细胞质稀释，这类细胞表现

出与衰老细胞一致的性状，包括细胞分裂速率减

慢、DNA损伤增加、对信息素敏感性降低和转录

激活停滞等［97-98］。

细胞质浓度降低导致细胞衰老有三个原因：

首先，由于细胞内DNA含量有限，随着细胞

体积增加，DNA结合蛋白含量增加，当细胞超过

一定体积时，与 DNA 结合的蛋白质逐渐饱和，

DNA的含量成为了转录水平的限制因素。在DNA

稀释的细胞中，DNA被其他 DNA结合蛋白占据，

转录因子不能结合到DNA上行使其转录功能，转

录激活困难，引起基因表达失调，细胞不再分裂，

细胞衰老发生［99］。

其次，当细胞体积增加与蛋白质合成不再协

同时，合成蛋白质的速率降低，不稳定蛋白质比

稳定蛋白质降解速率更快，使得不稳定蛋白质比

稳定蛋白质浓度更低，导致细胞对细胞分裂与基

因调控的能力降低［79］。

图图2　细胞质浓度相关的生物学过程

Fig. 2　Biological processes related to cytoplasmic concentration
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最后，细胞衰老与调控因子的浓度及其引起

的基因组不稳定性有关。研究发现在细胞衰老过

程中，G1/S 期抑制因子 Whi5 的积累，染色体外

rDNA环积累导致的G1/S细胞周期蛋白表达缺陷，

引起细胞G1期延迟、持续性DNA损伤和染色体错

误分离，导致基因组不稳定，最终细胞衰老死

亡［98］。此外，这个过程会激活 p53-p21信号通路，

但是此时细胞对 p53的信号不敏感，当 DNA损伤

时，53BP1无法到达 DNA断裂部位进行修复，最

终致使细胞有丝分裂失败以及细胞周期的永久性

退出［80］。

2.6 信号转导

细胞质浓度也参与细胞信号转导的调控。在

丝裂原活化蛋白（MAP）激酶信号通路中，Aoki

等［100］利用与生理浓度相当的拥挤剂，发现当体外

体系中拥挤度增加时，MAP激酶激酶对MAP激酶

的磷酸化速率降低，这意味着在细胞内，MAP激

酶激酶的磷酸化反应也可能是扩散受限的。

细胞有丝分裂周期过程中的信号也受到细胞

质浓度的影响。有丝分裂的周期性振荡主要受到

关键调控因子Cdk活性的调控。具体来说，Cdk与

周期素结合，生成具有激酶活性的 Cdk-周期素复

合体，磷酸化一系列蛋白质底物，从而激活或抑

制细胞周期相关因子，推动细胞周期向前进行。

2024年Huang、Chen等［101］在非洲爪蟾卵细胞质提

取物中发现，细胞周期反应中Cdk对其下游因子的

激活速率常数也受细胞质浓度调控，随着细胞质

浓度的增加而降低。

细胞凋亡过程主要由调节型凋亡蛋白酶Caspase 9

通过自催化形成正向激活回路，从而介导效应子

凋亡蛋白酶Caspase 3/7执行凋亡功能。此外，该回

路也接受包括线粒体表面一系列受体和通道形成

的正反馈回路，以及细胞色素C激活因子的信号等

等。Huang、Chen等［101］将整个回路简化成一个拨

动开关模型，利用产生荧光的Caspase底物，发现

拨动开关的激活速率常数随着细胞质浓度增加而

降低。

值得注意的是，在Huang、Chen等［101］的研究

中，反应速率、反应物浓度和扩散速率三者均参

与影响Cdk活性触发波以及细胞凋亡触发波波速，

但这些因素的综合效应使得触发波速在生理范围

内保持稳定，仅在当细胞质浓度超过生理浓度时，

波速才缓慢下降。

由于参与MAP激酶回路、细胞周期以及细胞

凋亡反应等信号转导过程中的酶和底物各不相同，

参与反应的单元尺寸不同，其机制原理也相差甚

远，可以推断在细胞内存在其他生化反应也是扩

散受限的，并受到细胞质浓度的调控。

2.7 细胞分化

在减数分裂之后，不论是同形配子［图 2（d）］

（如酵母的四分体孢子［75，102］）还是异形配子（尤

其是精子［76］），都会经历剧烈的形态和生理变化。

在这个时期，对于孢子来说是为了抵御潜在的外

界刺激，对于精子来说则是为了增加游动性，细

胞质的体积会被急剧压缩。出芽酵母孢子的细胞

质在透射电镜下呈现更高的电子密度，微观流变

学反映出更高的黏滞性，并且细胞质 pH降低，且

具有更强的高温耐受性［75］。

除了配子以外，血细胞在发育过程中也会发

生密度变化：在血细胞发育终末，血红细胞的密

度最大，嗜中性白细胞居中，单核细胞和其他白

细胞的密度最小［图 2（d）］。成熟的血红细胞具有

更高的血红蛋白浓度及细胞密度［图 2（d）］。在发

生疾病时，例如地中海贫血症，血红蛋白浓度及细

胞密度都会下降［34，47，77］。此外，成骨细胞体积也会

在发育过程中增加将近 10 倍，而其细胞质浓度

减半［78］。

2.8 微管动态

细胞质浓度影响胞内蛋白质复合物组装的动

态过程。微管作为一种高动态聚合物，参与了胞

内细胞器运输、染色体分离等细胞过程，对于真

核细胞功能的实现至关重要，它通过不断进行微

管蛋白的聚合与解聚来实现其生长与收缩［103］。研

究表明，微管蛋白浓度的局部增加有利于加速微

管聚合，同时减缓微管解聚［104］［图 2（e）］。除了

参与微管聚合的局部微管蛋白浓度的改变会对微

管聚合与解聚产生影响之外，Arthur Molines等［15］
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在其 2022年的文章中提出细胞质浓度整体的变化

也会对微管的动态组装产生影响。研究者通过改

变细胞外渗透压，使细胞失水或吸水，调节细胞

质浓度，当细胞质浓度增加时，微管聚合与解聚

速率成比例地减缓；当细胞质浓度变低时，微管

聚合与解聚速率成比例变快，并且在这些过程中，

聚合与解聚速率保持一致。他们证明当细胞质浓

度改变时，细胞质黏度的变化决定了微管聚合与

解聚速率，并且这个相关性在真核生物中保守［15］。

这意味着微管聚合与解聚在细胞内均为扩散受限

反应。

3 理 论

如前文所述，细胞质浓度与细胞生理相互影

响，一方面细胞质浓度能够改变细胞质的理化性

质，影响分子运动、化学反应速率；另一方面，

细胞生理也能反过来参与调控细胞质浓度稳态。

本节我们将从三个角度对这两个方面进行理论探

讨。首先，直接受到细胞质分子浓度调控的参数

包括细胞质黏度和分子拥挤度，下文将着重归纳

和阐释细胞质浓度调控黏度和拥挤度的理论研究

（3.1节）。其次，分子浓度改变细胞质内生物化学

反应系统的动力学和平衡，经典体外生物化学实验

研究忽略了细胞质浓度在其中的作用，下文将梳理

产生这些错误认识的原因并提出修正（3.2节）。最

后，细胞也会通过其物理性质产生负反馈稳态调

节实现细胞质浓度稳态，下文将对该调控机制进

行理论阐述（3.3节）。

3.1 细胞质浓度、黏度和拥挤度

水溶液中的生物大分子往往与水分子结合，

使之形成稳定的网状结构，称之为结合水［105］。

Cameron等［106］测量得知每克牛血清白蛋白大约能

结合 4克水分子，并使之不参与渗透响应。这也就

意味着随着蛋白质浓度的增加，结合水在总水分

子中的占比逐渐增加，而游离水的含量会迅速降

低，使得蛋白质或与蛋白质大小相当的分子运动

变得困难，溶液黏度增加。

细胞干重的主要成分包括蛋白质、脂类、核

酸和各种离子。活细胞中，蛋白质自身所占体积

大约为 6%～25%，若考虑结合水所占体积则会更

多。由于空间排斥效应，生物大分子难以穿透分

子及结合水所占的空间，形成排除体积。排除体

积增加了细胞质的拥挤度，与此同时提高了活动

体积中有效分子浓度，在热力学上帮助大分子结

合，促进反应发生［96］。

3.2 反应速率

化学反应的速率主要由两个参数决定，一是

参与反应的反应物浓度（根据质量作用定律），二

是反应速率常数。在细胞中，如果反应物浓度随

着细胞质浓度变化，那么当细胞质浓度增加时，

反应速率会如何变化？

为了讨论这个问题，可以将反应过程分成两

个步骤：①扩散步骤，反应物通过分子扩散相遇，

形成过渡态复合体；②催化步骤，旧键断裂、新

键形成反应发生［图 3（a）］。这两个部分的限速步

骤决定反应发生的速率。

传统的生化研究通过纯化蛋白质来测量反应发

生的速率。一些研究认为，大多数酶促反应中扩散

步骤对反应速率的影响不大［107］。扩散步骤对反应

过程影响显著的前提是催化步骤花费的时间足够

短，即酶的特异性常数（kcat/kM）足够大。假设分子

各向均可参与反应，根据斯莫卢霍夫斯基凝聚理

论，保守的反应速率上限为108～109 L/（mol⋅s）（即

反应速率完全由扩散过程支配）。然而，在体外重

构系统中测得大多数酶促反应的特异性常数约为

106 L/（mol⋅s）［107］，比反应速率上限约低2～3个数量

级。根据这些测量值，一些研究认为催化步骤才是

限速步骤——这类反应属于催化受限反应，而非扩

散受限反应。

然而，越来越多的体内实验证据得到相反的

结论，即不少生化反应在细胞内表现出扩散受限

的特性［13，15，100-101］。到目前为止，该矛盾并未得到

合理解释。为了化解这一矛盾，我们从理论的前

提出发结合了生物系统的复杂性，提出以下七种

可能的解释：

①计算催化速率上限的模型中“分子各向均

可参与反应”的假设并不正确。在酶促反应中，
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由于反应界面往往仅占酶表面积的一小部分，反

应物首次碰撞并不意味着反应发生（与斯莫卢霍

夫斯基凝聚理论的假设不同）。如果酶促反应发生

在蛋白质与小分子之间，经过修正，得到的理论

反应速率最快为 6×106～2×108 L/（mol⋅s）［108］。对于

蛋白质-蛋白质或蛋白质复合体分子之间的反应，

需要更强的修正，理论反应速率最高值会更低，

因此生化反应会比经典模型的预测更容易表现出

扩散受限的特性。

②计算反应速率上限仅考虑反应物从时间 0点

t0到初次相遇所花的时间，若参与反应的分子需要

经过多次相互作用才可形成有效的反应复合物，

则扩散步骤用时需要考虑多次相互作用所花的时

间之和。许多经典的生化反应，如己糖激酶与葡

萄糖的结合过程［109］，符合诱导契合结合理论。酶

和底物需在构象上多次调整匹配，从而形成稳定

的酶-底物复合体［110］。该过程本质上涉及酶与底物

之间的多次短暂相互作用。

③与②相似的是，过渡态复合体也许并不稳

定，容易解聚，造成参与反应的分子需要多次相

遇并形成稳定的过渡态复合体才能发生反应，增

加了扩散步骤在总反应时间的占比。经典的实例

包括动态校正过程中的每一步反应过程［111］，如蛋

白质翻译过程中 tRNA与密码子的配对过程。

④反过来，反应表现出扩散受限的特征（如对

扩散敏感），反应不一定扩散受限。一种可能性是

反应的催化步骤速率，即 kcat也受到细胞质浓度的影

响，并随着浓度增加而降低——例如酶促反应所在

环境黏度升高时，产生催化作用的分子构象变化受

阻，过渡态复合体存在时间增加［69，96］。

图图3　反应可被拆解成扩散步骤和催化步骤

Fig. 3　Reaction can be treated as a two-step process with diffusion and catalytic steps, respectively
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⑤在蛋白质翻译这类多步反应中，出现扩散

步骤为限速步骤的概率比简单的双分子反应要高。

⑥由于细胞系统的复杂性，对于细胞中的反

应过程来说，参与反应的分子可能以巨大的复合

物形式存在，且弱相互作用、静电作用、氢键、

自由水的缺乏或反应物自身半衰期极短等，都可

能导致分子有效扩散速率远小于单个蛋白质分子

的扩散系数（用于计算斯莫卢霍夫斯基的反应速

率极限），反应更趋向于扩散受限［112-113］。

⑦反应区室化造成局部反应物耗竭，细胞质

浓度上升后，消耗的底物更难通过扩散补充进局

部反应区室中，使底物浓度依赖性呈现出扩散受

限的特征［114］。

这七种解释并不互斥。根据上述讨论，细胞

内的生化反应可能具有扩散受限特征，即扩散速

率本身对反应产生影响。根据斯莫卢霍夫斯基凝

聚理论及 Phillies定律，形成反应过渡态复合体的

速率和扩散系数及反应物浓度相关，见式（4）：

V [φ] = k[φ]φ2 = φ2k[0]e-μφ （4）

式中，φ为细胞质浓度；V [φ]和 k[φ]为当细

胞质浓度为φ时的反应速率及反应速率常数；μ为
受限系数，在 0～∞之间取值。由于细胞质浓度 φ
为 0时反应速率不可测，因此我们将上述关系式写

成与细胞质浓度为生理状态下（φ = 1）速率常数

k[1]有关的表达式，即式（5）：

V [φ] = φ2k[1]e-μ (φ - 1) （5）

式中，μ值根据反应的具体性质而取得不同的

值，从而产生一系列不同形状的反应速率-细胞质

浓度函数曲线［图 3（b）］。μ值越大，反应越趋向

于扩散受限过程。

3.3 细胞质浓度的负反馈调节

前文描述了细胞质浓度上升时，蛋白质翻译

速率呈现先上升后下降的趋势，它与蛋白质降解

的综合效果是：在细胞质浓度小于 1×生理浓度时，

蛋白质浓度上升；而当细胞质浓度大于 1×生理浓

度时，蛋白质浓度下降。这形成了一个负反馈调

节稳态系统：其中，1×细胞质浓度为稳定点，当

浓度偏离稳定点时，系统产生与偏离方向相反的

作用，具有向稳定点恢复的趋势［13］。

其他扩散受限过程也可能产生负反馈稳态调

节，尤其是大尺寸复合物参与的扩散速率慢的反

应。由于参与 mRNA 转录过程的 RNA 聚合酶及

DNA尺寸巨大，转录过程也很可能是一个扩散受

限的过程。不难想象在细胞核内也发生负反馈调

节，即 mRNA 的转录会通过影响核质空间中的

mRNA 浓度，或者通过影响细胞质内生物大分子

浓度，对转录过程自身产生负反馈稳态调节，从

而达到转录速率稳态。

其他负反馈稳态调节可能来自掌管物质进出

的细胞膜通道。这些蛋白质组成的通道内侧随时

接受来自细胞质的浓度信号，也许细胞跨膜运输

的过程也会通过对细胞质物理信号的监测，实现

对物质的选择性通过以及对胞内浓度稳态的调节。

上述这两个可能性仍需实验支持。

4 总结和展望

细胞质承载几乎所有生理生化过程，其浓度

影响几乎所有生物化学反应。从分子层面上看，

改变细胞质浓度不但影响生物大分子的浓度，还

影响其空间分布（区室化、相分离、排除体积）、

扩散速率、反应速率等等。并且由于细胞质包含

各种尺寸、不同性质的分子以及复合体，它的浓

缩或稀释会对不同分子有差异性的影响［13］。从生

物学功能上看，细胞质浓度调控基因表达、决定

细胞衰老、影响细胞抗逆性，可能参与调节细胞

周期、细胞分化和细胞运动。

细胞质浓度是重要的细胞生理参数，长期以

来对它的研究却进展缓慢。一部分原因来自细胞

质浓度本身的复杂性：对于任一生化反应，不直

接参与反应的惰性分子也会改变其反应的表型；

一部分原因来自细胞质浓度的保守性：对于大部

分细胞来说，细胞质浓度稳定，改变细胞质浓度

相对困难；还有一部分原因来自技术的限制：长

期以来缺乏精确测量细胞质浓度的有效手段。

近年来，由于微流控、光学技术和合成生物

学的进步，我们首次获得了高效、精确测量细胞

质浓度的手段［54，60，64，74，81］，得以探索这一困扰百

年而仍未能解决的问题。

细胞质浓度研究尚未解决的问题包括：
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（1）细胞质浓度是如何决定的 尽管细胞质

浓度高度保守，但我们尚不明确细胞质浓度感受

器是否存在。另外，我们尚不了解当细胞获得细

胞质浓度信息之后，哪些机制参与细胞质浓度调

节，这些机制又如何去调控细胞质浓度。根据现

有的实验证据，我们可以得到一些猜想：细胞质

的浓度调节可能与多个生理过程有关，其中包括

生物大分子合成、代谢反应和跨膜运输［13， 30， 46］。

细胞质浓度调节很可能不是单一机制，而是多重

调节下的综合结果。

（2）细胞质浓度与其他生理过程的相互作用

①信号转导。上文中提到，MAP激酶激酶对

MAP激酶的调节属于扩散受限过程，那么，还有

哪些参与信号转导的分子或者调控也可能受到细

胞质浓度影响？

②细胞质浓度与代谢网络。细胞质浓度如何

调控代谢过程，代谢网络的动态变化又如何反过

来影响细胞质浓度？

③细胞骨架和物质运输。Fred Chang课题组等

发现细胞质浓度影响细胞骨架的组装和动态，那

么浓度变化对胞内运输（如囊泡运输或扩散）是

否有直接或间接的作用？

④相分离。理论和实验结果都证实拥挤剂参

与相分离的行为。细胞质的局部浓度变化是否影

响相分离行为？相反，相分离形成的凝聚相又如

何改变局部浓度环境？

⑤应激响应。在酵母孢子形成过程中，细胞

质浓度增加，热激蛋白浓度上升。细胞如何通过

调节细胞质浓度来应对外部环境变化？

⑥空间和时间上的异质性。有越来越多的证

据表明细胞质在局部并不均一，并且随着时间浮

动，存在异质性。局部异质性如何影响细胞的整

体行为？

⑦疾病。在许多血液疾病中，细胞质浓度发

生变化；在神经退行性疾病中也存在类似现象；

癌症细胞的机械强度也有所变化［115-117］。细胞质浓

度异常在这些疾病中是否起到关键作用？我们是

否能利用细胞质浓度调控或者治疗这些疾病？

（3）如何利用细胞质浓度 在合成细胞的研

究中，一个不可忽略的难点是如何保持细胞长期

稳定的合成与分裂。稳态维持是一个系统涌现的

问题，并不能通过研究单个元件的合成组装来实

现。通过对细胞质浓度稳态调节机制的探索，也

许能够获得稳态形成的系统水平逻辑，从而指导

解决合成细胞的稳态维持，实现和优化合成

细胞。

综上，细胞质浓度稳态是一个长期以来未被

解决的老问题，在新技术的加持下，终于有机会

对它进行更全面的探索，并逐渐形成一个活跃的

研究领域。对细胞质浓度稳态的研究将帮助理解

细胞的基本生理过程、辅助合成细胞科学和工程

研究，与此同时，这些探索也将帮助了解和解决

一些疾病状态下产生的细胞质浓度问题，最终找

到治疗疾病的突破口，为人类健康做贡献。
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