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摘 要：液-液相分离（LLPS）作为生物分子凝聚体形成的基础机制，其微观物理特性与材料性质的定量表征

是理解凝聚体功能与调控的关键。该文系统综述了用于解析 LLPS微观形态与物理特征的多种技术方法。在

尺寸与结构表征方面，动态光散射与小角散射技术可原位监测凝聚体成核、生长及内部有序性；冷冻电子显

微镜与原子力显微镜则分别提供了近原子分辨率的超微结构与纳米力学信息。在动力学与流变学表征方面，

微流控平台、荧光相关光谱、单分子追踪、荧光漂白恢复以及光镊技术，从宏观凝聚体融合到单分子扩散，

多尺度揭示了凝聚体的黏度、界面张力及分子交换速率。在分子构象与相互作用方面，核磁共振、傅里叶变

换红外、圆二色及拉曼光谱等光谱学方法，可在残基水平分辨凝聚态中蛋白质的二级结构变化与分子间弱相

互作用的化学本质。此外，基于质谱的蛋白质组学方法可系统解析凝聚体的分子组成与互作网络，而荧光各

向异性技术则可探测凝聚体内纤维的分子取向。最后，针对凝聚体的电化学特性，如毫秒级电泳闪离技术等

zeta电势测定方法，为生物分子相互作用与生理功能提供了参考。上述技术的综合应用与交叉验证，为从分

子到介观尺度全面构建LLPS的物理化学图景提供了坚实支撑。
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Abstract：Liquid-liquid phase separation（LLPS） serves as the fundamental mechanism underlying 
the formation of biomolecular condensates，and the quantitative characterization of their microscopic 
physical properties and material characteristics is crucial for understanding condensate function and 
regulation.  This paper systematically reviews a comprehensive array of analytical techniques for dis⁃
secting the microscopic morphology， physical features， and molecular grammar of LLPS systems.  
For size and structural characterization，dynamic light scattering and small-angle X-ray/neutron scat⁃
tering enable in situ monitoring of condensate nucleation，growth kinetics，and internal ordering； 
cryo-electron microscopy and cryo-electron tomography provide near-atomic resolution ultrastructural 
visualization of condensate interiors in their native hydrated state，while atomic force microscopy de⁃
livers nanomechanical information including Young's modulus and adhesion forces.  Regarding dy⁃
namics and rheological characterization，microfluidic platforms coupled with fluorescence microsco⁃
py offer precise control over phase separation conditions and real-time tracking of condensate forma⁃
tion and maturation； fluorescence correlation spectroscopy and single-molecule tracking resolve the 
diffusion coefficients and mobility of individual molecules both within and outside condensates； fluo⁃
rescence recovery after photobleaching quantifies the exchange dynamics and apparent viscosity of the 
condensed phase； optical tweezers enable direct measurement of interfacial tension，zero-shear vis⁃
cosity，and fusion kinetics； micropipette aspiration provides complementary viscoelastic character⁃
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ization； and particle-tracking microrheology probes the local mechanical environment inside conden⁃
sates.  For molecular conformation and weak intermolecular interactions，nuclear magnetic resonance 
spectroscopy reveals residue-level structural ensembles and transient contacts that drive phase separa⁃
tion； Fourier-transform infrared，circular dichroism，and Raman spectroscopy resolve changes in 
protein secondary structure（α-helix，β-sheet，random coil） and identify the chemical nature of driv⁃
ing forces such as π-π stacking，hydrogen bonding，hydrophobic interactions，and cation-π inter⁃
actions.  Mass spectrometry-based proteomics approaches， including immunoprecipitation-mass 
spectrometry，crosslinking mass spectrometry，and proximity labeling coupled with quantitative pro⁃
teomics，systematically map the molecular composition and interaction networks of condensates.  Flu⁃
orescence anisotropy and linear dichroism imaging probe the molecular orientation of amyloid fibrils 
and the ordered alignment of filaments within condensates.  Furthermore，to address the electrochem⁃
ical properties of condensate interfaces，ratiometric pH-sensitive fluorescent dyes and genetically en⁃
coded pH sensors quantify the proton gradients across condensate boundaries； membrane potential 
probes reveal condensate-induced changes in cellular membrane potential； zeta potential measure⁃
ments via millisecond flashing electrophoretic separation，electrophoretic light scattering，microelec⁃
trophoresis，and microfluidic free-flow electrophoresis characterize condensate surface charge； and 
novel electrical sensing platforms based on graphene field-effect transistors enable direct detection of 
the electric double layer formed at condensate interfaces.  In addition to experimental approaches，
bioinformatic prediction tools and sequence-based algorithms facilitate the identification of phase-sep⁃
arating proteins，while multiscale molecular dynamics simulations， spanning all-atom and coarse-
grained representations，provide complementary insights into the sequence determinants and thermo⁃
dynamic driving forces of LLPS.  The integrated application and cross-validation of these experimental 
and computational techniques provide robust support for constructing a comprehensive physicochemi⁃
cal picture of LLPS from the molecular to the mesoscopic scale.
Key words：liquid-liquid phase separation；biomolecular condensates；membraneless organelles；
analytical methods；single-molecule fluorescence；zeta potential；coarse-grained simulation
液-液相分离（LLPS）是指蛋白质、核酸等生物大分子在特定条件下自发地从均一溶液中分离为富

集相和稀相的热力学过程［1-3］。其驱动力来源于固有无序区或模块化结构域介导的多价弱相互作用，包

括π-π堆积、阳离子-π作用、疏水作用和静电互补等［4-7］。当大分子浓度超过饱和浓度后，系统会形

成微米级、具有流动性的液态凝聚体，典型例子包括核仁［8-10］、应激颗粒［11-14］、P颗粒［15-17］以及转录调

控［18-21］相关的无膜细胞器。这些凝聚体能够选择性富集特定客户分子、加速生化反应或隔离有害蛋白，

从而参与基因表达调控、信号转导和应激适应。然而，当凝聚体稳态被打破时，凝聚体转化为病理性

淀粉样纤维聚集体，与肌萎缩侧索硬化症［22-25］、阿尔茨海默病［26-28］等神经退行性疾病和多种肿瘤［29-30］的

发生发展密切相关。

然而，凝聚体固有的动态性、异质性及多组分复杂性，对其物理表征提出了严峻挑战，亟待发展

高时空分辨率、多维度且能原位测量的技术体系。本文围绕凝聚体的微观形态与物理性质，从凝聚体

检测与结构解析、内部材料性质测定、分子构象与相互作用鉴定、表面电荷与电化学属性表征等维度，

系统梳理了当前应用于LLPS研究的主流与新兴物理化学技术，并探讨了这些技术在揭示凝聚体形成与

功能机制中的独特贡献。

1 液-液相分离的微观形态与物理表征技术 
1. 1　动态光散射与小角散射　

动态光散射通过监测散射光强度来推算粒子的水合半径及粒径分布。当蛋白浓度逐渐跨越相分离

阈值时，蛋白形成凝聚体，凝聚体平均粒径增长，多分散性指数增加，能够捕捉到凝聚体成核，且无

需任何标记。但该方法不能用于高浓度、多重散射的环境。基于溶液中凝聚体的布朗运动导致散射光

强度随时间涨落，通过自相关函数可提取凝聚体的扩散系数，进而利用 Stokes-Einstein方程计算流体

力学半径［31-32］。Iserman等［31］通过动态光散射测定了 Ded1p及其截短变体（Ded1ΔN、Ded1ΔC）和突变体

（Ded1-IDRm）在不同温度下的平均流体力学半径，将粒径突然增大的温度定义为凝聚起始温度（Tonset）。
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Ge等［32］通过动态光散射对无标签PC-FUS凝聚体的粒径分布和组装动力学进行了时间分辨率测量，发

现FUS存在两个临界浓度：在约 200 nmol/L处，单体（直径~10 nm）骤变为尺寸约 300~500 nm的纳米团

簇，其大小不随时间粗化；在约 1 µmol/L处，进一步形成微米级凝聚体，且纳米团簇始终先于凝聚体

出现并持续共存。

小角X射线散射则可提供更高分辨的纳米尺度结构信息［17，33-34］。例如，Fu等［33］通过小角X射线散射

对纺锤形凝聚体内的纤维堆积方式进行了研究，发现纤维间距随葡聚糖浓度增加而减小，呈现出更紧

密的六角堆积，证实了葡聚糖的拥挤效应增强了内部有序性。Rawlinson 等［34］通过小角 X 射线散射

（SAXS）分析 P1、P3、P3-D289N、P3-KRm 验证各蛋白均富含无序区域，P3-KRm 最为伸展，P3-
D289N最为致密，P3介于其间，而 P1主要以闭合状态存在，以上构象差异与各蛋白在RNA结合及细

胞无膜细胞器靶向上的功能获得与丧失高度吻合，揭示了 N端和 C端区域间的长程相互作用在调控 P
蛋白多功能性中的核心作用。Kimball等［17］利用 SAXS结合粗粒化分子动力学模拟，对两种单克隆抗体

（mAb2和mAb3）在接近液-液相分离临界时的短程吸引强度（K）和团簇大小分布进行了定量表征，发现

相同条件下mAb3平均团簇尺寸是mAb2团簇尺寸的28. 6倍，从而从分子间相互作用和微观结构层面揭

示了mAb3优先发生液-液相分离的机制。

1. 2　微流控与动力学测定　
在液-液相分离与生物分子凝聚体的体外重构及定量表征中，微流控技术凭借其对微小体积流体

的精确操控能力，已成为解析相分离热力学与动力学的重要平台。同时，微流控装置可与荧光显微镜

联用，实时监测单个凝聚体的形成、生长、融合及向淀粉样纤维的液-固转变全过程，为化学动力学

分析和相变机制研究提供毫秒至小时尺度的连续、高通量数据。Morris等［35］采用微流控水包油型微液

滴捕获平台，通过控制液滴在室温下逐渐脱水收缩来逐步升高内部蛋白浓度，进而对Aβ40在液-液相

分离凝聚体内的聚集动力学进行了精确解析，该模型将淀粉样纤维的形成描述为由以下核心微观步骤

组成的级联反应：一次成核是指单体Aβ40在均相溶液中自发发生构象转变并组装形成初始纤维核的过

程；二次成核是指已形成的纤维表面催化溶液中单体发生构象转变并生成新纤维核的自催化过程，负

责纤维质量的快速扩增。Dada等［36］通过微流控液滴捕获平台，对α-突触核蛋白液-液相分离临界浓度

及凝聚体内淀粉样纤维形成的浓度条件进行了精确测定，确定了相分离起始浓度约为 527~604 µmol/L，
而纤维化起始浓度约为 660 µmol/L，他们进一步验证了包含二次成核的模型能够准确描述所有浓度和

种子条件下的动力学数据，而其与初级成核速率常数的比值，在凝聚体的局域高浓度环境下，纤维表

面的二次成核成为了驱动快速纤维增殖的主要途径。Stender等［37］开发了一种名为Capflex的毛细管流动

实验方法，用于对蛋白质液-液相分离进行高通量、定量化的热力学与动力学表征。该方法可同步监

测液滴形成与成熟动力学，并可通过泰勒分散分析测定相分离蛋白与调控分子的结合亲和力，已成功

应用于Ddx4n1、RP3/ssDNA复合凝聚体及α-突触核蛋白等不同体系的关键参数测定。

1. 3　荧光共振能量转移　
当荧光供体分子的发射光谱与受体分子的激发光谱存在重叠，且二者空间距离小于 10 nm时，受

激发的供体可通过非辐射偶极⁃偶极耦合将能量转移给受体，导致供体荧光减弱而受体荧光增强。Choi
等［1］通过将 3′-Cy3和 5′-Cy5双标记的RNA双链预杂交后引入多相肽凝聚体，经光谱串扰校正后计算

校正 FRET效率，对多相R10/K10/D10凝聚体内、外相中RNA双链的杂交状态与解离热力学进行了定

量解析，研究表明，单链RNA优先分配进入内相，而双链RNA则倾向分配于外相，这一差异驱动了内

相更强的解旋酶样活性，揭示了多相凝聚体中分区与解离热力学耦合对RNA杂交状态空间调控的关键

作用。Shan等［38］通过荧光共振能量转移技术，发现METTL3与DDB1和 SUV39H1/H2存在直接互作，证

实 METTL3/METTL14可作为 CRL4的适配器介导 SUV39H1/H2的泛素化降解，从而阻止 H3K9me3在核

仁中累积以维持液-液相分离。Hardy等［39］通过荧光寿命成像-荧光共振能量转移技术，发现 cAMP诱导

RIα形成凝聚体后，其内在无序连接区中的抑制性序列仍与具有催化活性的PKA-C保持直接的物理结

合，形成一种非经典的全酶构象，从而将活性PKA-C限制在凝聚体内以维持胞质的低水平PKA信号。

1. 4　特征扩散系数与黏度测定　
1. 4. 1　荧光相关光谱　荧光相关光谱通过记录微小共聚焦体积（~1 fL）内荧光涨落来解析分子的扩散
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系数D=wxy
2/（4τ）［40-42］，尤其适合区分游离蛋白与凝聚体内束缚态蛋白［32，43］。荧光交叉相关光谱还能定量

两种分子在凝聚体内外的互作程度，确证凝聚体内部为高度拥挤但仍保持流动性的稀疏网络结构。Ge
等［32］利用荧光相关光谱对掺杂了 20 nmol/L Cy3-FUS的系列浓度PC-FUS溶液进行了扩散时间测量，通

过自相关函数拟合得到各组分对应的流体力学直径，确认了 3种截然不同的分子状态：低于 200 nmol/L
时仅见快速扩散的单体（~10 nm），200 nmol/L~1 µmol/L之间出现缓慢一个数量级的中等尺寸团簇，超

过 1 µmol/L后扩散进一步减慢，对应更大的凝聚体颗粒。Sun等［43］通过荧光相关光谱对体外不同尺寸

CKAP4凝聚体中分子的扩散动力学进行了定量分析，以荧光素标记的CKAP4适配体为荧光探针，测量

了各尺寸凝聚体的自相关曲线，结果显示，小凝聚体（<1 µm）内分子的扩散时间（253. 7 µs±33. 7 µs）显

著大于大凝聚体（103. 2 µs±19. 4 µs）及稀溶液（66. 6 µs±25. 5 µs），表明小凝聚体内部分子运动更慢、

分子间相互作用更强。这一发现揭示了小尺寸凝聚体具备更高的稳定性与机械强度，为其通过界面张

力有效重塑微管分支提供了物理基础。

1. 4. 2　单分子追踪　单分子追踪是一种基于单分子定位显微镜（如光激活定位显微镜或随机光学重建

显微镜）的超分辨成像与动态分析技术，其核心原理是对目标生物分子进行稀疏的荧光标记，通过高斯

拟合精确定位单个分子的中心位置（精度可达数十纳米级），并在连续帧间将定位点连接为单个分子的

运动轨迹，通过对轨迹的均方位移分析，可提取单个分子的扩散系数、受限面积、运动模式等动力学

参数，从而在纳米精度和毫秒时间分辨率下揭示蛋白在活细胞复杂微环境中的真实动态行为［44-46］。

Zhang等［45］通过渗透裂解胞饮泡将量子点导入U2OS细胞胞质，结合单粒子追踪与共聚焦成像，对应激

颗粒组装过程中活细胞内纳米级探针的扩散动力学进行了定量研究，发现应激颗粒凝聚体的形成增加

了胞内空间异质性及拥挤程度，并首次在活细胞中证实了降低胞内扩散能直接促进应激颗粒组装，而

破坏微管相关的主动运输则会阻碍应激颗粒凝聚体的融合和生长。在 Jackson等［46］的研究中，该技术被

用于探究 N-WASP 在神经元突触前区的动力学，将光转换荧光蛋白 mEos3. 2融合到 N-WASP 的 N 端，

并在海马神经元中表达，连续成像获取大量单分子轨迹，分析发现，N-WASP在突触前隔室中具有极

高的运动性，证实了N-WASP在凝聚体或突触前区仍维持流体状动态特征。Hoffmann等［44］通过超快速

单分子追踪技术，在活细胞中对内源性标记的PDZD8蛋白进行了实时成像与轨迹分析，发现PDZD8在

ER-线粒体接触位点形成动态凝聚体，其单分子在凝聚体内呈现显著的瞬时停滞，且该相分离行为依

赖于内在无序区。

1. 4. 3　荧光漂白恢复　荧光漂白恢复（FRAP）实验通过在凝聚体中心区域用高功率激光猝灭中心一个

区域（盘状、条带、整体）的荧光，监测指数函数拟合的荧光恢复曲线，获得蛋白质重排的特征扩散时

间，转换为蛋白质的表观扩散系数 D=R2/τ［32，40，47］，可以计算凝聚体内部的 η=kBT/（6πDa）［40，47-48］。Choi
等［1］通过测量荧光分子在光漂白后的扩散恢复速率证实了多相凝聚体的外相黏度低于内相，表明局部

黏度越低、分子扩散越快。Ge 等［32］开发了一种名为单团簇捕获的全内反射荧光成像平台，对单个

PC⁃FUS纳米团簇进行实时荧光漂白后恢复测量，发现纳米团簇在 30 min内即停止粗化并维持在约 500 
nm，纳米团簇内部分子快速交换，光漂白后恢复扩散系数（Dapp）约为 1. 6~2. 2×10⁻⁴ µm²/s，表明其具有

液态特征和与凝聚体相当的分子运动性。

1. 4. 4　光镊技术　液态凝聚体的标志性特征之一是融合后迅速变为球形并降低总表面积。光镊技术

利用高度聚焦的激光束捕获和操控单个凝聚体，通过控制两个凝聚体的接触与融合，直接测定界面张

力、内部黏度和应力松弛特征［1，31，49-54］。Feric等［52］通过分析凝聚体融合弛豫动力学的反毛细管速度以及

利用粒子追踪微流变学直接测量黏度，对体外纯化的核仁蛋白NPM1和FIB1凝聚体的黏度进行了测定，

发现NPM1凝聚体的黏度约为 0. 74 Pa·s，呈单纯粘性液体；而FIB1凝聚体则表现出粘弹性，其内部探

针粒子运动呈亚扩散，且凝聚体会随时间老化并变得更加固态。Ghosh和Zhou［54］通过双陷阱光镊技术，

通过监测光阱检测到的力差来实时追踪凝聚体融合过程中边缘距离的减小，并将力衰减曲线拟合，发

现由松散堆积的无序聚合物链组成的凝聚体融合最快，而由紧密堆积的结构域蛋白组成的凝聚体融合

最慢；融合速度由大分子堆积密度决定，而非单独由表面张力或黏度主导，且堆积密度的差异源于组

分大分子的结构紧凑程度。

1. 4. 5　微量移液抽取　微量移液抽取（MPA）被提出作为测量凝聚液黏度和表面张力的工具。Rog⁃
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geveen等［55］通过将微管吸吮过程分解为 4个流动区域，基于低雷诺数斯托克斯流和泊肃叶流的粘性耗

散分析，并引入拉普拉斯界面压力项，对蛋白质凝聚体的吸入动力学进行了理论建模，推导出一个描

述吸入长度 Lp（t）随时间平方根变化的解析方程，利用该模型，仅需拟合不同施加压力下的 Lp（t）数据，

可计算凝聚体的黏度和表面张力，并进一步给出了当外部稀相黏度不可忽略时的修正模型。Huang
等［56］通过微量移液吸取技术，对光响应凝聚体与蛋白质体在紫外光刺激下的跨膜传输机制进行了研究，

发现凝聚体在膜上内陷，产生瞬时渗透压差为跨膜传输提供驱动力。

1. 4. 6　原子力显微镜　原子力显微镜可对吸附在基底上的凝聚体进行力学压痕实验，直接测量杨氏

模量和表面张力［33，43，57-60］。Sun等［43］通过原子力显微镜对触发胞内力学感受器CKAP4凝聚所需的固体应

力条件进行了定量研究，确定了引发CKAP4相分离的最小力为 2 nN，且凝聚可在 10 nN力下 40 min内

完成，而间歇性应力则无效，结果揭示了CKAP4对固体应力的大小和弹性均具有严格依赖性。例如，

Liao等［59］利用原子力显微镜，结合胶体探针（直径约15 µm）对6xPSD多组分蛋白质凝聚体进行了力学表

征，发现凝聚体呈现两种截然不同的松弛模式：短时间（t<9 ms）的指数衰减和长时间（可达 10 s）的幂律

衰减，短时指数松弛归因于可移动蛋白质的局部扩散重排，而长时幂律松弛则由该网络中弱键的结合

与解离动力学主导。

1. 5　荧光各向异性技术　
借助对荧光分子跃迁偶极矩取向的探测，可解析生物分子凝聚体中纤维和蛋白质的分子取向与排

列有序性［33，61-62］。Fu等［33］通过偏振荧光显微镜和即时分子取向显微镜对纺锤形凝聚体内部的纤维取向

进行了分析，发现纺锤形凝聚体内纤维沿长轴高度有序排列，且在葡聚糖作用下从双极构型转变为更

有序的均一构型。Morelli等［62］通过荧光检测线性二色性成像，结合 ThT染色分析了 hnRNPA1A凝聚体

界面处原纤维的取向，发现硫黄素T分子（其跃迁偶极矩与原纤维长轴平行）被平行于凝聚体界面的激

发光优先激发，直接证明了 hnRNPA1A 淀粉样原纤维在凝聚体界面处呈平行于界面的有序排列。

Molliex等［61］通过硫黄素 T荧光检测和荧光各向异性技术，对 hnRNPA1及其突变体在液-液相分离条件

下的纤维化动力学进行了分析，发现疾病相关突变体D262V在凝聚体中迅速形成ThT阳性的淀粉样纤

维，而野生型纤维化缓慢；并发现低复杂度结构域和RNA识别基序RRMs的多价RNA结合能力协同增

强了hnRNPA1的LLPS。
1. 6　冷冻电子显微镜　

冷冻电子显微镜可在近原子分辨率下原位观察细胞内无膜细胞器的三维超微结构，而无需外源标

记［63-66］。Yu等［64］结合冷冻电子断层扫描在近生理状态下对 TDP-43小体的三维结构进行了原位高分辨

解析，显示小体具有厚度约（320±20） nm的环状壳层，其内部呈网状密度，与体外重构的相分离区室

的网状结构相似；而核心区域的分子密度低于周围核质，该结果直接证明了小体是一种由多孔网状壳

层包裹液态核心的无膜区室，部分分子可自由通过壳层进行交换。Ianiro等［65］利用冷冻透射电子显微镜

对 PEO₂K-b-PCL₁₀K嵌段共聚物在体外溶剂切换法自组装形成的囊泡进行了结构表征，确认了凝聚体

前驱体的存在及其向囊泡的转化，直观展示了液-液相分离在最终自组装结构形成中的决定性作用。

Yuan等［66］通过冷冻电子显微镜结合全原子分子动力学（AAMD）模拟，对Z-FF肽的液-液相分离及后续

自组装过程进行了研究，发现该肽首先通过LLPS形成无序的凝聚体，随后发生融合和聚并，逐步组织

成纳米纤维前体，并最终演化为稳定的纤维结构。Franzmann等［63］通过冷冻电子断层扫描技术，对酵母

Sup35 蛋白形成的凝胶状凝聚体的内部超微结构进行了研究，发现其由无定形的多孔网状结构组成，

平均孔径约为10 nm。

1. 7　质谱分析相互作用网络　
基于质谱的蛋白质组学方法可系统解析生物分子凝聚体的分子组成、相互作用网络与动态构

象［34，43，64，67-68］。Dai等［68］通过基于温敏性 RLP多肽上临界溶解温度相行为的离心分离策略，结合电感耦

合等离子体质谱，对凝聚体形成前后细胞裂解液中稀相的离子分布变化进行了定量分析，得到了凝聚

体可显著富集Mg²⁺和Ca²⁺，从而导致胞质中这两种离子浓度分别降低约 2倍和 1. 4倍的结论。Sun等［43］

通过免疫沉淀-质谱联用技术对固体应力诱导CKAP4相分离后的分子互作网络进行了鉴定，结合液相

色谱-串联质谱分析及GO功能注释，揭示这些差异蛋白主要富集于细胞骨架相关通路，特别是微管蛋
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白和肌动蛋白，证实了CKAP4凝聚体在应力条件下直接与微管骨架系统发生物理互作。Rawlinson等［34］

对 GFP、GFP-P1和 GFP-P3相互作用蛋白进行免疫沉淀，经胰蛋白酶消化后进行液相色谱-串联质谱

分析，结果显示 P3和 P1分别有 410和 377个显著富集的互作蛋白，拥有高度重叠的 MLO 蛋白互作网

络，提示 P1和 P3共享保守的蛋白结合界面。随后通过交联质谱对RABV P1、P3及其功能获得性突变

体P3-D289N和功能缺失性突变体P3-KRm的相互作用网络进行了比较解析，结果显示，突变影响了N
端和C端结构域间及域间的分子内/分子间接触。

为全面捕获凝聚体内瞬息万变的蛋白质组成，邻近标记酶融合到目标蛋白上，在活细胞中短时加

入生物素底物，使凝聚体内的邻近蛋白被共价标记，结合质谱鉴定可绘制高时空分辨率的相分离互作

组［64，67］。Yu等［64］利用APEX2邻近标记技术结合稳定同位素标记定量蛋白质组学，对 TDP-43球壳小体

内部的分子组成进行了鉴定，发现了 HSP70 分子伴侣家族 5 个成员（HSPA1A、HSPA1L、HSPA5、
HSPA6、HSPA8）均被富集 6~16倍，成为核心的主要组分，而mRuby2标记的活细胞荧光成像进一步验

证了这些 HSP70 蛋白定位在核心内部而非壳层。Patil 等［67］通过 TurboID 邻近标记联合 TMT 定量质谱、

免疫沉淀-质谱以及免疫荧光共定位分析，发现ARID1A N端无序区序列通过驱动 cBAF凝聚体形成来

招募转录相关因子，而DNA结合域则稳定 cBAF与转录因子的直接结合，二者协同保障 cBAF染色质靶

向与活性。

1. 8　光谱学与蛋白质构象变化　
1. 8. 1　核磁共振光谱　核磁共振光谱是一种能够在生理条件下对蛋白质提供残基分辨率原子级结构

信息的关键技术［69-72］。其原理在于，通过监测稀相和凝聚相中蛋白质主链及侧链化学位移的变化，可

以直接评估各残基的二级结构和局部构象核对。在液-液相分离研究中的核心发现是，尽管许多蛋白

质含有的重复序列低复杂性结构域具有组装倾向，但在液态凝聚相中，这些结构域依然保持固有的无

序状态，而非形成刚性结构［70］。此外，结合同位素标记，NMR能够直接探测凝聚相内密集的多价弱相

互作用网络，揭示芳香族、极性及带电残基间的空间邻近关系，从而在不破坏凝聚体结构的前提下解

析驱动相分离的分子语法。Berkeley等［71］利用分裂内含肽介导的分段同位素标记策略，结合魔角旋转

固体核磁共振技术，对HSPB1寡聚体中各结构域的构象与动力学进行了高分辨解析，区分刚性与动态

组分，并结合二维¹³C-¹³C相关谱，发现在寡聚物环境中，HSPB1的N端结构域是刚性的，采用多种异

质构象，而C端结构域则保持高度动态，HSPB1最终形成笼状多分散寡聚体。Reis等［72］采集了可溶态

与LLPS态P7的2D¹HTOCSY、ROESY和¹H，¹³C HSQC谱，通过主链化学位移归属并利用CSI3. 0预测二

级结构倾向，在残基水平上对比了两种状态的构象差异，结果显示，LLPS 态肽呈现典型的 β⁃发夹特

征——由转角分隔的两段伸展链，而可溶态仅显示松弛的类发夹结构。Wang等［69］通过异核NMR波谱，

对Antp同源域与D/E重复序列融合蛋白的自抑制机制进行了研究，证实D/E重复序列通过静电相互作

用与DNA结合域发生动态结合。

1. 8. 2　傅里叶变换红外光谱　傅里叶变换红外光谱的原理是基于分子化学键对红外光的特征吸收，

蛋白质主链酰胺基团的C=O伸缩振动对二级结构高度敏感，通过去卷积和高斯拟合等手段可定量解

析α-螺旋、β-折叠和无规卷曲等构象的相对含量［72-73］。在液-液相分离研究中，傅里叶变换红外光谱的

核心目的是原位鉴定凝聚相与稀相中蛋白质二级结构的差异，判断相分离是否伴随构象转变。Reis
等［72］利用衰减全反射傅里叶变换红外光谱采集酰胺 I带（1 550~1 720 cm⁻¹），通过去卷积定量解析P7在

3 种状态下的二级结构组成，结果表明，可溶态以 1 640 cm⁻¹无规卷曲为主并含少量 1 685 cm⁻¹转角；

LLPS态 β-折叠的含量骤增至约 70%（1 623、1 663 cm⁻¹），结合 1 683 cm⁻¹转角信号，确证了 β-发夹的形

成；而聚集态β-折叠成分大幅降低、无序度增加。

1. 8. 3　圆二色光谱　圆二色光谱的原理是手性分子对左旋和右旋圆偏振光的吸收存在差异，产生的

椭圆偏振光谱在远紫外区（180~260 nm）能灵敏地报告蛋白质主链构象——α-螺旋在 208和 222 nm呈双

负峰，β-折叠在 216 nm呈单负峰，而无规卷曲在 195 nm附近呈强负峰［72-74］。Reis等［72］通过远紫外圆二

色光谱分析了催化肽P7在可溶态、液-液相分离态及聚集体态下的二级结构，结果显示，P7凝聚体则

失去有序特征。该实验直接证明凝聚体可约束柔性肽的构象，将其稳定为规则的 β-发夹结构域。Pow⁃
ell 等［74］通过远紫外圆二色光谱测量了 N-糖基化 K18 及 2N4R tau 在溶液中的二级结构，并记录了 200/
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217 nm椭圆率比值随温度的变化，得到所有糖基化构建体均以无序结构为主、N-糖基化未显著改变 tau
整体折叠状态及温度依赖性构象变化的结论。

1. 8. 4　拉曼光谱　相干反斯托克斯拉曼散射是一种基于分子本征振动光谱的非线性光学成像技术，

以亚微米空间分辨率和视频级速度直接可视化生物样品中特定化学键的分布及其结构变化。蛋白质主

链酰胺Ⅰ带（1 600~1 700 cm−1）的振动频率对二级结构高度敏感：1 570 cm⁻¹为DNA/RNA嘌呤环骨架振

动；1 650 cm⁻¹为蛋白质α-螺旋酰胺Ⅰ带及不饱和脂肪酸顺式双键；1 667 cm⁻¹为蛋白质 β-折叠酰胺Ⅰ
带［75］。Ishibashi等［75］通过相干反斯托克斯拉曼散射光谱成像技术，对细胞衰老过程中核仁蛋白质酰胺

Ⅰ带的波数位移进行了研究。此外，Zhou等［76］通过拉曼光谱分析，对四肽WXWW在溶液和凝聚体状

态下的分子相互作用进行了研究，发现凝聚体形成后色氨酸的疏水作用显著增强（I1360/I1340比值升高），

氢键和范德华力参与其中，但无明显的阳离子-π相互作用，表明疏水作用、π-π堆积和氢键协同驱动

液-液相分离。

1. 9　凝聚体表面电荷与ζ电位表征技术　
1. 9. 1　pH敏感化学染料与膜电位染料　基因编码和化学合成的荧光探针为解析凝聚体内部的pH梯度

及膜电位变化提供了多维度、高时空分辨率的定量工具［68，77］。Dai等［68］在该研究中综合运用多种荧光探

针，从不同维度解析了凝聚体对细胞电化学平衡的调控。为监测胞内 pH梯度，先后使用比率式染料

C⁃SNARF⁃4⁃AM和基因编码探针 pHluorin，证实凝聚体形成导致细胞质酸化、凝聚体内部碱化。膜电位

评估方面，采用快速响应探针 DI⁃4⁃ANEPPS以及基于 Nernst平衡原理的阳离子染料 ThT和阴离子染料

DiBAC₄（3），一致揭示凝聚体诱发膜超极化。此外，通过融合mEGFP定量胞质蛋白浓度，利用带净负

电荷的 sfGFP 改造序列以检验膜电位变化的可编程性。Yu 等［77］通过比率型荧光染料（C-SNARF-4）成

像，对RLP凝聚体内部的pH进行了实时定量，发现凝聚体在老化过程中呈现从中性到碱性、再回到酸

性的两阶段pH转变，且表面活性剂和带电表面等界面效应可显著调节凝聚体内部的pH。

1. 9. 2　zeta电势测定　凝聚体与稀相之间的电位差可通过电化学电位法测定［77］。Yu等［77］通过电化学

电位法，直接测量了相分离稀相和密相之间的开路电位差，发现老化 2 h的凝聚体相间电位差约为 6. 7 
mV，而老化24 h后降至约2. 2 mV，表明凝聚体老化会削弱相间电化学电位梯度。

表面电荷和 zeta 电势是决定凝聚体稳定性和功能的核心要素。传统的 zeta 电势测定通过 Malvern 
Zetasizer测定仪测定。Malvern Zetasizer 基于激光多普勒电泳原理［33，72，77-79］：带电粒子在电场中迁移时，

入射激光被运动粒子散射后产生频率偏移（多普勒效应），通过检测散射光频率变化计算电泳迁移率，

进而利用 Smoluchowski或Henry方程转换为 zeta电位。例如，Yu等［77］利用该技术（Malvern ZEN3600）比

较了不同老化时间RLP凝聚体的表面电位，发现老化后 zeta电位显著降低，表明表面电荷密度随凝聚

体成熟而下降。

此外还有新颖的 zeta电势检测方法。van Haren等［48］通过微电泳技术，对单个凝聚体在电场中的运

动轨迹进行显微追踪和自动化图像分析，测定了凝聚体的电泳迁移率，并结合Ohshima关于可极化凝

聚体电泳的理论，计算了凝聚体的 zeta电位。研究发现，凝聚体的电泳迁移率具有尺寸依赖性（大凝聚

体迁移更快）。Welsh等［80］结合微流控自由流电泳（µFFE）方法，使凝聚体在垂直于流动方向的电场中发

生偏转，通过量化单个凝聚体的位移来测定其电泳迁移率，从而计算出单凝聚体水平的 zeta电位分布，

研究发现凝聚体 zeta电位的绝对值越高，其抵抗融合和聚结的被动稳定性越强。Hoffmann等［81］利用单

原子层石墨烯对表面电场变化极其敏感的特性，开发了一种基于石墨烯场效应晶体管的全新界面电学

表征方法，当带电生物分子或凝聚体吸附在石墨烯表面并形成双电层时，会通过静电耦合效应诱导石

墨烯中的载流子浓度发生变化，表现为器件的狄拉克点发生位移，以直接探测 synapsin 1凝聚体在界面

处形成的电场梯度。

作者实验室近期开发了无需成像的毫秒级电泳闪离耦合激光诱导荧光检测平台［82］，该平台融合了

毛细管电泳的高分离效率与激光诱导荧光的超高灵敏度，仅需约 10 nL样品体积和纳摩尔浓度的标记

分子，在生理缓冲条件下实现了对天然凝聚体 ζ电位分布的单凝聚体分辨率定量。借助 msFES⁃LIF平

台，Ling等［82］首次揭示了hcGAS⁃dsDNA凝聚体的双峰 ζ电势分布，并发现带有正 ζ电位的凝聚体能够抵

抗负调控因子TREX1的降解。
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2 液-液相分离预测与模拟方法 
2. 1　相分离蛋白预测工具与数据库　

基于序列特征的预测模型通过分析固有无序区长度、π-π接触倾向、净电荷分布等参数，可快速

筛选潜在相分离蛋白。PhaSepDB［83-88］、LLPSDB［86，89-92］和DrLLPS［93-95］等专业数据库整合了已知相分离蛋

白、实验条件及功能注释，为数据挖掘和假设驱动研究提供支撑。Monti 等［96］通过开发 catGRANULE 
2. 0 ROBOT算法，整合蛋白质的理化性质与AlphaFold衍生结构特征，对液-液相分离蛋白质的相分离

倾向进行了单氨基酸分辨率预测，得到了该算法能够准确评估突变对LLPS倾向的影响，并得到显微成

像等实验验证的结论。

2. 2　全原子和粗粒化分子动力学模拟　
全原子分子动力学模拟基于经典牛顿力学，其原理在于利用高分辨率力场刻画成键、范德华及长

程静电等相互作用，从而对蛋白质构象空间进行充分采样，进而理解这些弱相互作用并为相分离提供

分子基础［97-102］。Rauscher和 Pomes［100］进行了最早的全原子模拟，模拟了短弹性蛋白状肽液态，强调组

装态中存在与实验一致的构象无序。

粗粒化分子动力学模拟将多个重原子合并为一个粗粒化珠子，通过简化势能面牺牲部分化学细节，

以大幅减少系统自由度，换取对多链凝聚体系的有效采样，同时保留关键的物理化学特征［101-102］。粗粒

化模型基于HPS⁃Urry残基水平相互作用势，将折叠结构域（如保守螺旋区）作为刚性体处理，而固有无

序区则保持柔性；离子屏蔽效应通过Debye-Hückel静电势引入［69，102-103］。

此前的研究利用全原子和粗粒分子动力学模拟，表征TDP-43 C末端结构域与全长蛋白分离相的结

构、动力学和相互作用［97-99，104］。Xu等［104］通过累计 20 µs的全原子分子动力学模拟，发现TDP-43三聚体

为纤维形成的临界核，四聚体为最小稳定核，且ATP通过π-π、阳离子-π、盐桥和氢键等多重相互作

用结合于原纤维N端以增强 β-折叠和氢键含量。Feito等［105］通过直接共存分子动力学模拟，系统比较了

HPS、 HPS-cation- π、 CALVADOS2、 Mpipi 和 Mpipi-Recharged 五种残基分辨粗粒化蛋白模型对

hnRNPA1低复杂度结构域及其芳香族突变体相行为的预测能力。Berkeley等［71］通过全原子分子动力学

模拟和基于HPS⁃Urry模型的粗粒化共存分子动力学模拟，揭示了HSPB1 N末端结构域被包埋于笼状寡

聚体内部，HSPB1二聚体能完全分配入凝聚体且其N末端结构域对这一分配不可或缺，在分子层面确

立了HSPB1 N末端结构域的可及性是HSPB1调控和参与生物凝聚体的关键决定因素。Wang等［106］通过

优化 Martini 3力场的键合参数（包括主链二面角、侧链取向等），开发了 Martini3-IDP粗粒分子动力学

模型，对内在无序蛋白的构象系综、多结构域蛋白动力学、配体/膜结合及液-液相分离等多种过程进

行了研究，发现该模型能产生更伸展的无序蛋白构象，显著改善实验回转半径的再现，且在不破坏整

体相互作用平衡的前提下，成功描述了涉及无序蛋白的复杂生物分子行为。Zhou 等［76］通过结合

MARTINI粗粒化和CHARMM36m全原子的多尺度分子动力学模拟，发现WRWW的 β-链更稳定且易聚

集形成有序内核，而YRYY的 β-链不稳定、有序核心消散，揭示了强同源π-π相互作用是形成核壳结

构的关键驱动力，并表明液态外壳可阻止水分子渗入以保护有序内核。

3 总结与展望 
尽管当前技术已能对凝聚体的多尺度物理特性进行丰富表征，但该领域仍面临多重挑战与广阔发

展空间。首先，凝聚体的本质是非平衡态的动态系统，目前多数测量仍依赖于平衡态或稳态假设，未

来需发展能捕捉凝聚体形成、老化及溶解全过程中瞬态物理性质变化的时分辨原位测量技术。其次，

单一技术往往只能揭示凝聚体某一侧面的性质，多模式联用技术（如光镊与共聚焦显微镜、微流控与单

分子荧光、冷冻电镜与质谱的跨尺度关联分析）将有助于建立结构-动力学-功能的完整论证。此外，

当前对凝聚体界面的物理化学认知仍十分有限，界面处的电场分布、分子取向、渗透性和表面粘弹性

等关键参数的表征工具亟待开发和普及。最后，从体外重构到细胞内原位测量的跨越是另一重要方向，

例如如何将具有分子水平分辨率的光谱技术、力学测量技术、zeta电势测定技术等适配于复杂的活细

胞环境，实现对内源性凝聚体物理特性的定量解读，将是未来研究的关键突破点。这些方向的发展，

不仅将深化对LLPS基础物理原理的理解，也将为靶向凝聚体的药物设计及人工合成细胞的构建提供定
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量依据和全新思路。
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