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摘要      G蛋白偶联受体激酶(GRK)是G蛋白偶联受体(GPCR)信号通路的负性调节因子。近

来的研究发现, GRK除了磷酸化G蛋白偶联受体使其脱敏外, 还能与其他非受体底物结合, 功能呈

现多样性。GRK5是GRK家族成员之一, 该研究探索了GRK5在细胞周期和有丝分裂中的作用, 结
果显示：在细胞内干扰GRK5的表达导致分裂中期的细胞数目增多和细胞凋亡。进一步的研究发现, 
干扰GRK5的表达导致有丝分裂中期的染色体不能正常排列到赤道板, 而对分裂后期染色质分离以

及胞质分裂没有影响。在细胞内干扰GRK蛋白家族的另一个成员GRK2对有丝分裂则没有明显影

响。该研究提示GRK5是细胞有丝分裂的重要调控蛋白。
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G蛋白偶联受体(G protein coupled receptor, GPCR)
是种类最多的受体超家族 , 它们具有7次跨膜螺旋结

构特征, 介导多种配体信号, 包括神经递质、激素、气

味及其它小分子 , 是多种药物的靶点。G蛋白偶联受

体激酶(G protein coupled receptor kinases, GRKs)是体内

一类重要的丝/苏氨酸激酶, 能够磷酸化GPCR, 从而参

与调节GPCR信号, 调节多种配体及药物的作用[1-2]。

GRK5是GRK家族重要一员, 广泛分布于心、脑、

肺等器官, 介导多种GPCR信号转导[3-4]。最近研究报

导, GRK5还能与许多非受体底物结合, GRK5与IκBα
结合, 调节NFκB转录活性[5]。体外实验证明, GRK5还
能够与肌动蛋白[6]以及DNA[7]结合。我们最近的研究

发现, GRK5可以通过调控肌动蛋白细胞骨架调节神

经元的形态生成[8]。这些研究提示, GRK5的功能具

有多样性, GRK5在体内功能的实现, 不仅是对GPCR
信号的调节, 其自身也可能是重要的信号分子。

真核细胞的有丝分裂过程是一个受到精确调控的

动力学变化的过程。在细胞分裂过程中, 染色体在赤道

板的正确排列和分离是细胞遗传物质稳定性的保障。

遗传不稳定将会导致遗传病和肿瘤的发生[9-13]。在有丝

分裂中期, 在微管蛋白的动力调节下, 染色体排列到赤

道板, 到后期两个染色单体的着丝粒分开, 纺锤丝把两

条染色单体拉向两极[14-15]。在有丝分裂过程中 , 很多

蛋白都锚定于着丝粒上, 对细胞周期的程序转换有调

节作用[16-17]。染色体乘客复合体(chromosomal passenger 
complex, CPC)是近来研究较多的可以与染色体结合并

调控细胞有丝分裂的蛋白复合体 , 主要由Aurora B激

酶、着丝粒中心蛋白(inner centromere protein, INCENP)、
Survivin及Borealin/DasarB等蛋白组成[18]。采用荧光

定位标记染色显示 , CPC在有丝分裂过程中呈动态分

布 , CPC在着丝粒上的准确定位对染色体在赤道板的

排列和分离具有重要调节作用[19]。Survivin蛋白在有

丝分裂中期迅速转位到着丝粒 , 并通过与 INCENP的
相互作用将Aurora B锚定到着丝粒上, 实现Aurora B对
底物蛋白的磷酸化作用 , 调节细胞分裂过程[20-22]。近

来, Zheng Yixian研究组[23]发现, Survivin到着丝粒的定

位受去泛素化酶USP9X的调节。USP9X使Survivin的
63位的赖氨酸去泛素化 , 使Survivin从着丝粒上解离。

当USP9X的表达被抑制后, Survivin无法从着丝粒上解

离 , 导致有丝分裂中期染色体无法正确排列到赤道板

上 , 姐妹染色体分离时部分染色体滞后。我们实验室

基因芯片检测结果显示, 下调GRK5后, 多个细胞周期

相关的基因表达改变 (数据未显示 ), 同时下调GRK5, 
可以抑制细胞增殖 [24], 提示GRK5可能参与了细胞周

期的调控 , 在本研究中我们探索了GRK5在细胞周期

及有丝分裂中的作用。

1   材料与方法
1.1  材料

1.1.1　细胞　　Hela细胞购自美国American Type 
Culture Collection公司。
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1.1.2　主要试剂　　MEM培养液和DMEM培养液购

自GIBCO公司。胎牛血清(FBS)购自Hyclone公司。

LipofectamineTM RNAiMAX购于Invitrogen公司。抗

GRK2和GRK5的多克隆抗体购自Santa Cruze公司。

抗centromere以及 tubulin抗体从Sigma公司购得。抗

组蛋白酸磷酸化抗体(p-H3)购自Millipore公司。FITC
和Cy3偶联的荧光二抗购自 Jackson Immol/Lunore-
search公司。DAPI从Sigma公司购得。IRDye 800CW
和700CW偶联的抗鼠 IgG抗体由Rockland公司购得。

Tunel染色试剂盒购于Cell Signal公司。

1.1.3　主要仪器　　激光共聚焦扫描显微镜(LSM-510)
为Zeiss公司产品。细胞培养盘和培养板购自Falcon公
司。Mini Protein II蛋白电泳仪、蛋白转移槽购自Bio-
Rad公司。硝酸纤维素膜购自Amersham Biosciences公
司。

1.2  方法

1.2.1　siRNA的合成　　干扰人GRK2和GRK5的
小干扰RNA寡核苷酸GRK2 siRNA、GRK5 siRNA1
以及GRK5 siRNA2由 Invitrogen公司合成。GRK5 
siRNA1的干扰序列为: 5’-AGU AGA AGU CGU CGU 
CUG UGU GGUC-3’; GRK5 siRNA2的干扰序列为 : 
5’-UCA GGC AGU AUC GAG UGC UAG GAAA-3’; 
GRK2 siRNA的干扰序列为: 5’-GUU CCA GAA AUU 
CAU UGA GAG CGAU-3’。
1.2.2　细胞培养和siRNA、质粒转染及检测　　Hela
细胞用含10% FBS的DMEM培养液传代培养, Hela
细胞以5×104/孔接种于24孔板中进行siRNA转染实

验。4 µL LipofectamineTM RNAiMAX和5 µL浓度为

20 µmol/L的siRNA分别加入100 µL Opti-MEM中并

静置5 min。将两种溶液混合后再于室温静置20 min。
将混合液加入培养的细胞中, 混匀。56 h或者72 h后, 
进行细胞分裂期染色体观察实验。siRNA干扰效

率, 采用Western blot方法通过相应一抗以及IRDye 
800CW和700CW偶联的二抗检测, 用Odyssey红外

图像系统进行图像采集。

1.2.3　细胞免疫荧光染色　　Hela细胞用4%多聚甲

醛室温固定10 min, PBS洗两次 , 每次5 min, 采用1% 
BSA、1% FBS、1% Saponin封闭打孔30 min, 4 ºC一
抗孵育过夜, PBS洗三次, 每次5 min, 二抗室温孵育一

小时, PBS洗三次, 每次5 min, 最后用封片剂封片。在

Hela染色体观察实验中采用DAPI孵育10 min, 使用的

一抗为anti-p-H3, FITC偶联的anti-centromere抗体以及

anti-tubulin抗体 , 二抗为Cy3-M。细胞Tunel染色按试

剂盒提供的步骤进行。

1.2.4　激光共聚焦显微镜观测以及采图　　Hela细胞

荧光免疫染色封片后采用激光共聚焦显微镜观察, 63
倍油镜(63×1.3 NA)下用双通道(488, 543 nm)或是三

通道(488, 543, 633 nm)激发光激发样品扫描。FITC
的激发波长为488 nm, 测定波长510~530 nm, Cy3的激

发波长为543 nm, 测定波长560 nm, DAPI激发波长为

405 nm, 测定波长为420 nm。

1.2.5　数据分析　　所有的数值都用平均值±标准误

(mean±SEM)表示。采用Student’s-t检验两组间比较。

2   结果
2.1  下调GRK5的表达导致分裂期细胞增多

为了研究GRK5对细胞周期的影响 , 我们采用

siRNA干扰GRK5表达。首先 , 将一个针对GRK2以
及两个针对GRK5不同靶区的siRNA转染到Hela细胞

中 , 56~72 h后采用Western blot检测干扰效率 , GRK2
以及GRK5的两个siRNA都能有效降低相应蛋白的表

达, 而actin的蛋白量基本没有变化(图1A)。我们采用

细胞免疫荧光染色的方法, 用DAPI标记细胞核, 用组

蛋白3磷酸化 (p-H3)抗体检测处于分裂期的细胞。细

胞处于分裂期时, 组蛋白3会被Aurora B磷酸化, 是细

胞处于分裂期的标志之一 [25-26]。在Hela细胞中 , 下调

GRK5的表达以后 , p-H3阳性细胞显著增多 , 而下调

GRK2的表达 , 处于分裂期的细胞数与对照组相比没

有显著差异(图1B和图1C)。结果表明 , 下调GRK5的
表达使分裂期的细胞增多。

2.2  下调GRK5的表达导致细胞凋亡

细胞周期的异常会诱导细胞凋亡, 因此我们又

进一步检测了下调GRK5后, 对细胞凋亡的影响。采

用Tunel染色检测凋亡的细胞, 统计凋亡细胞所占的

比率。结果表明, GRK5的表达被干扰56 h以后, 凋
亡细胞的数目增多, 两个靶区的凋亡细胞数目比率

分别为对照组的2.84倍和4.21倍, 而GRK5表达下调

72 h以后, 凋亡细胞数目的比率上升, 为对照组的

4.86倍和5.74倍。而GRK2表达下调以后, 凋亡细胞

的数目与对照组相比没有显著差异(图2A和图2B)。
这些结果提示, 下调GRK5的表达, 可导致细胞凋亡。

2.3  下调GRK5的表达导致有丝分裂中期染色体

排列异常

以上结果提示 , GRK5的下调使细胞阻滞在分
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Hela细胞转染GRK2和GRK5的siRNA 56~72 h后。A: Western blot检测GRK2和GRK5 siRNA的干扰效率; B: Hela固定后用抗组蛋白3磷酸化抗

体标记分裂期的细胞(红色), DAPI标记细胞核, Zeiss-510激光共聚焦显微镜扫描采图, 标尺=10 µm; C: 统计组蛋白3磷酸化阳性细胞的比率, 统
计数据来自四次独立实验结果。*P<0.05, 与对照组比较。

Hela cells were transfected with GRK2 and GRK5 siRNA for 56~72 h. A: Western blot detected the knockdown efficiency of GRK2 and GRK5 siRNA. 
B: Hela cells were fixed and detected by anti-p-H3 antibody (mitotic cells, red) and DAPI (nuclear, blue). Images were taken by Zeiss-510 confocal 
microscope, bar=10 µm; C: quantitive result of the percentage of p-H3 positive cells from 4 independent experiments. *P<0.05 vs the cells transfected 

with control siRNA.
图1　下调GRK5的表达导致分裂期细胞增多

Fig.1　Down regulation of GRK5 leads to increased mitotic cells

Hela细胞转染GRK2和GRK5的siRNA 56~72 h后。A: Hela细胞固定后, 用Tunel染色标记凋亡细胞, DAPI标记细胞核, Zeiss-510激光共聚焦显微

镜扫描采图, 标尺=10 µm; B: Tunel阳性细胞的比率, 统计数据来自四次独立实验结果, n=800~1 000。
Hela cells were transfected with GRK2 and GRK5 siRNA for 56~72 h. A: Hela cells were fixed and labeled by Tunel to detect the apoptotic cells. Nu-
clear was labled by DAPI. Images were taken by Zeiss-510 confocal microscope, bar=10 µm; B: quantitive results of the percentage of Tunel positive 
cells from 4 independent experiments (n=800~1 000).

图2　下调GRK5的表达导致细胞凋亡

Fig.2　Down regulation of GRK5 leads to apoptosis of cells

裂中期, 同时细胞凋亡增多。为了详细研究GRK5对
有丝分裂进程的影响 , 我们采用 siRNA干扰GRK5, 
观察细胞有丝分裂过程中 , 染色质的形态学变化。

采用DAPI标记细胞染色质 , 用细胞荧光免疫标记的

方法标记着丝粒和微管蛋白显示纺锤体形态 , 在激

光共聚焦显微镜下观察细胞分裂过程中染色体在赤

道板排列以及胞质分裂的情况。结果表明 , 两个不

同靶序列的GRK5 siRNA干扰以后, 细胞有丝分裂中
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期染色体不能正常排列到赤道板的细胞数目显著增

多。但是细胞仍然为双极 , 纺锤体形态正常。而在

GRK2被干扰以后染色体排列没有改变 (图3A)。统

计结果也显示, 与对照组相比, GRK5表达下调以后, 
发生染色体排列异常的细胞数目有显著增高 , 而干

扰GRK2的表达后和对照组相比则没有显著差异(图

3B)。接下来 , 我们用同样的方法观察细胞分裂后

期染色体分离和胞质分裂的情况。与对照组一样 , 
GRK5表达下调以后, 染色体可以在纺锤丝牵引下向

两极分离, 表明GRK5表达下调对有丝分裂后期染色

体的分离没有明显影响 , 统计有丝分裂后期发生染

色体分离滞后的细胞数目与对照组相比也没有显著

差异, 干扰GRK2的表达和对照组相比染色体分离也

没有明显影响 (图3C)。由于细胞胞质分裂若发生障

碍, 则会产生双核以及多核细胞, 我们统计了双核以

及多核的细胞数目比率, 结果显示, 对照以及GRK2, 
GRK5干扰组中双核及多核细胞数目比率并没有差

异, GRK5表达的下调并不影响胞质分裂(图3C)。

Hela细胞转染GRK2和GRK5的siRNA 56~72 h后, Hela细胞固定后用centromere抗体标记着丝粒(绿色), 用微管蛋白β-tubulin抗体记纺锤体(红色), 
DAPI标记细胞核与染色质(蓝色), 荧光图用Zeiss-510激光共聚焦显微镜扫描, 标尺=10 µm。A: 有丝分裂中期细胞染色体在赤道板排列的形态; 
B: 统计有丝分裂中期发生染色体错排的细胞比率以及多极细胞的比率, 统计数据来自五次独立实验结果, **P<0.01, 与对照组比较; C: 统计有

丝分裂后期发生染色体分离滞后的细胞比率以及多核细胞的比率, 统计数据来自五次独立实验结果。

Hela cells were transfected with GRK2 and GRK5 siRNA for 56~72 h. Hela cells were fixed and labeled by anti-centromere antibody (green), anti 
β-tubulin antibody (red) and DAPI (blue). Images were taken by Zeiss-510 confocal microscope. A: representative images of chromosome alignment at 
the metaphase plate, bar=10 µm; B: quantitive results of the percentage of metaphase chromosome misalignment and multipolar cells from 5 indepen-
dent experiments, **P<0.01 vs the cells transfected with control siRNA; C: quantitive results of the percentage of anaphase chromosome lagging and 
multi-nucleation cells from 5 independent experiments.

图3　下调GRK5的表达导致有丝分裂中期染色体排列异常

Fig.3　Down regulation of GRK5 leads to the misalignment of chromosome

3   讨论
对GRK生理功能的研究主要集中在GRK催化

磷酸化GPCR, 进而导致GPCR脱敏的作用上。对不

同亚型GRK基因敲除小鼠的研究也进一步确证了

GRK在GPCR信号转导中的重要作用[1]。我们实验

室近来的工作以及其他实验室的工作都发现 , GRK
除了能磷酸化G蛋白偶联受体使其脱敏外 , 还能与

其他非受体底物结合 , 功能呈现多样性 [5-8]。在本研

究中, 我们首次发现GRK5是细胞有丝分裂的重要调

控蛋白: 在细胞内下调GRK5的表达导致分裂期的细

胞数目增多 , 细胞凋亡增多 ; 进一步的研究发现 , 下
调GRK5的表达导致有丝分裂中期的染色体不能正
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常排列到赤道板, 而不影响分裂后期染色质分离以及

胞质分裂。有趣的是, 在细胞内干扰GRK蛋白家族的

另一个成员GRK2对有丝分裂进程则没有明显影响 , 
提示GRK对有丝分裂的调控作用有亚型特异性。

我们的研究发现 , 下调GRK5导致组蛋白H3磷
酸化阳性的细胞数目增高 , 组蛋白H3的磷酸化是细

胞处于分裂期的标志之一, 这一结果提示下调GRK5
会导致细胞发生G2/M期的阻滞。G2/M期的阻滞可

以激活p53, 进而诱导p53依赖的细胞凋亡途径。p53
通过抑制抗凋亡蛋白Bcl-2的功能 , 上调促凋亡蛋白

BAX的表达 , 以及上调p53AIP1、Noxa、PUMA等

促进线粒体释放细胞色素C的蛋白的表达 , 从而导

致细胞的凋亡 [27]。我们通过Tunel染色的方法发现 , 
和我们预期的一致, 下调GRK5的表达可以导致凋亡

细胞数量的增加。

有丝分裂过程中染色体的正确排列和分离对细

胞遗传稳定性具有重要作用。在本研究中我们发现, 
下调GRK5可以导致有丝分裂中期染色体不能正常

排列到赤道板的细胞数目显著增多。在细胞有丝分

裂中期, 染色体要正确排列到赤道板上, 姐妹着丝粒

首先要与发自纺锤体两极的微管蛋白双向结合 , 在
微管蛋白的动力学变化调节下 , 将染色体牵引到赤

道板位置[28]。而某些与微管蛋白单向结合的染色体, 
会被CPC中激活的Aurora B所校正, 直到另一极的微

管蛋白正确结合到着丝粒上 [29-30]。微管蛋白与染色

体着丝粒的捕获结合的异常 , 直接导致染色体在分

离时发生方向错误 [31-32]。以前的研究证明 , 在体外

实验中GRK5可以与微管蛋白相互作用, 并且磷酸化

tubulin[33]。但是在本研究中 , 我们发现GRK5表达下

调以后, 纺锤体形态正常, 在染色体分离过程中发生

染色体滞后的细胞数目没有显著改变, 提示GRK5对
有丝分裂过程中微管蛋白的功能没有明显影响。

定位于着丝粒的染色体乘客复合体 (CPC)是调

控有丝分裂的重要蛋白复合物。CPC在有丝分裂过

程中扮演了重要的角色 , 涉及纺锤体形成、染色体

排列、姊妹染色单体分离、纺锤体检查点信号及

胞质分裂等多种重要功能[22]; 另外, 大量的研究结果

表明CPC各组成蛋白无论在细胞定位还是在功能上

都是相互依存的 , Survivin可以与CPC组成蛋白中的

INCENP以及Aurora B相互作用, 调节CPC到着丝粒

定位 [34]。干扰CPC复合体的成员蛋白Survivin、IN-
CENP、Aurora B的表达或调节Survivin的泛素化修

饰都可以导致分裂中期染色体到赤道板的排列和姊

妹染色体分离的异常 , 以及细胞凋亡的增加 [18-19,23]。

这一现象和本研究中下调GRK5导致分裂中期染色

体到赤道板排列的异常和细胞凋亡的增加的现象是

类似的, 提示干扰GRK5的表达可能影响了CPC复合

体的部分功能, 进而导致了有丝分裂进程的异常。
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The Role of GRK5 in Mitosis

Wang Feifei, Long Hui, Chen Yuejun*, Ma Lan
(The State Key Laboratory of Medical Neurobiology, Shanghai Medical College, Fudan University, Shanghai 200032, China)

Abstract   G protein-coupled receptor (GPCR) kinases (GRKs) are known as a family of serine/threonine 
kinases that desensitize GPCR signaling by phosphorylating agonist-occupied receptors. Receptor phosphoryla-
tion catalyzed by GRK leads to the recruitment of arrestins to the cell membrane and the internalization of GPCRs. 
GRKs are also capable to phosphorylate a variety of non-GPCR substrates and regulate several signaling pathways 
via direct interactions with other proteins in a phosphorylation-independent manner. GRK5 is an important member 
of GRKs. The current study explored potential roles of GRK5 in cell cycle and cell mitosis. Our results showed 
that knockdown of GRK5 arrests cells in metaphase and induces cell apoptosis. Using DAPI labeling chromosome, 
we found that knockdown of GRK5 induces chromosome misalignment but has no effect on cytokinesis. However, 
knockdown of GRK2, another member of GRKs, has no effect on cell cycle and cell mitosis. Our results suggest 
that GRK5 is an important regulator of cell mitosis.
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