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细胞骨架和cAMP/PKA信号通路的互动效应调控

细胞行为的研究进展
黄帅帅  王宇多  王  萍*

(宁波大学医学院, 宁波大学转化医学中心; 浙江省病理生理学技术研究重点实验室, 宁波 315211)

摘要      细胞骨架的运动变化是一个多蛋白和多步骤参与的复杂过程。研究表明, 环状腺苷酸

(cyclic adenosine monophosphate, cAMP)作为第二信使, 参与调控多种细胞信号转导, 从而调控细胞

骨架重排过程及其介导的细胞分裂、迁移、分化和黏附等。然而, 另有文献报道, 细胞骨架纤维排

列首先通过影响信号通路中蛋白激酶的活性, 进而影响细胞行为。该文结合课题组的实验结果就

细胞骨架和cAMP信号通路互动效应调控细胞行为的研究进展作一综述。

关键词      cAMP; 细胞骨架; 细胞行为; 信号通路

      

Interactive Effects Between Cytoskeleton and cAMP/PKA Signaling 
Pathway in Regulation of Cell Behavior

Huang Shuaishuai, Wang Yuduo, Wang Ping*
(Center for Translational Medicine, Ningbo University School of Medicine; Zhejiang Provincial Key 

Laboratory of Pathophysiology, Ningbo 315211, China)

Abstract      Cytoskeleton arrangements are complex processes, which involved many proteins and multi-
steps. Cytoskeleton rearrangement-mediated cell behaviors are regulated by the protein kinases in cAMP signaling 
pathway, whereas, the contrast results are showed in some reports. Combined with our research, this review sum-
marized the interactive effects between cytoskeleton and cAMP signaling pathway in regulation of cell behavior.
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细胞骨架作为真核细胞中的动态蛋白纤维网状

结构, 由微丝(microfilaments, MF)、微管(microtubules, 
MT)和中间纤维(intermediate filaments, IF)构成。MF
是由肌动蛋白聚合而成的多聚体, 广泛存在于真核

细胞应力纤维、黏着斑、伪足和收缩环中, 其结构

组成单元球状肌动蛋白(globular actin, G-actin)在ATP
和多种微丝相关蛋白的作用下, 通过与丝状肌动蛋

白(filamentous actin, F-actin)不断组装和解聚的转换, 

参与调控细胞形态改变、黏附、迁移和胞质分裂等

行为。MT由α-tubulin和β-tubulin聚合组成, 在微管

相关蛋白的作用下组装形成中空管状结构, 在细胞

内物质运输与胞质分裂中扮演重要角色。早期研究

认为, MF和MT在细胞中发挥的功能相对独立。然

而近年来大量文献表明, MF和MT细胞骨架相互联

系、相互依赖, 共同参与调控细胞行为。MT的重

排影响黏着斑和应力纤维结构的装配[1], MT受解聚
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凋亡细胞内Ca2+内流, 调控细胞骨架MF的解聚和

质膜下“环状”MT结构的形成[10], 抑制cAMP/PKC/
MARK/CREB信号通路, 从而抑制其下游蛋白cyclin 
A、 cyclin D1和Bcl-2基因的表达[11-12], 抑制细胞增殖

和侵袭能力[13], 最终诱导细胞凋亡; 同时, 细胞骨架

actin和tubulin亚型基因的表达也被显著抑制[14](图
1)。由此可见, cAMP和细胞骨架纤维排列之间存在

紧密的联系。本文就cAMP信号通路与细胞骨架纤

维排列之间的互动效应作一综述。

1   cAMP/PKA信号通路对细胞骨架的调控
1.1   PKA结构

PKA是由两个催化亚基(PKA-cat)和两个调节

亚基(PKA-reg)组成的变构酶。细胞未受刺激时, 
PKA-cat与PKA-reg结合, PKA活性受抑制; 细胞受刺

激后, 第二信使cAMP与PKA-reg结合并通过构型改

变释放PKA-cat, 从而实现其催化作用[15]。PKA调节

的活性十分广泛, 尤其是对MF、MT和细胞骨架相

关蛋白的调节[16]。

1.2   cAMP/PKA/MLC途径

肌球蛋白轻链(myosin light chain, MLC)在细胞

形态改变、细胞运动和肌肉收缩中扮演重要的作用。

MLC受肌球蛋白轻链激酶(myosin light chain kinase, 
MLCK)和Rho相关卷曲螺旋形成蛋白激酶(Rho as-
sociated coiledcoil forming protein kinase, ROCK)磷 酸

化, 通过与F-actin相互作用, 参与诱导应力纤维形成

和黏着斑装配, 从而调控细胞内伪足运动[17-18]。有研

究表明, cAMP/PKA信号通过调节MLCK和ROCK
活性, 参与调控MLC介导的细胞运动。一方面, 
cAMP/PKA信号通过磷酸化β-磷脂酶C(β-PLC), 抑
制三磷酸肌醇(inositol 1,4,5-triphosphate, IP3)受体

活性, 参与调节细胞内Ca2+释放, 从而形成Ca2+/钙
调素, 结合并上调MLCK活性, 最终诱导MLC磷酸

化水平上调[19]; 另一方面, cAMP介导的PKA激活

也可以通过抑制RhoA活性, 下调其下游效应分子

ROCK的活性, 从而抑制MLC的去磷酸化[20]。因

此, MLCK和ROCK活性受PKA信号调控, 通过调

节MLC磷酸化水平影响其介导的细胞骨架运动。

Bogatcheva等[21-22]在研究MLC与内皮细胞通

透性之间的关系时发现, 脂多糖(lipopolysaccharide, 
LPS)通过诱导MLC磷酸化, 促进细胞通透性增加, 
下调诱导内皮屏障功能; 然而, 小RNA技术沉默

剂诺考达唑(nocodazole)的强力解聚导致巨噬细胞

中伪足结构的破坏[2]。Shirasaka等[3]为了研究MF和
MT在破骨细胞中的作用, 观察到MF大量聚集于破

骨细胞的褶皱边缘, 而正常情况下MT有两种分布形

态: 一种是从微管组织中心(microtubule organizing 
center, MOTC)向细胞四周发射的丝状网络结构, 另
一种则是与肌动蛋白丝形成环状分布于细胞外围, 
包绕着整个细胞; 然而有趣的是, MF破坏剂cytocha-
lasin D处理细胞后, 分布于细胞基质的MT丝状网络

结构聚集形成环状结构, 而环绕于细胞外围的MT结
构发生破坏; 使用MT解聚剂作用于破骨细胞后, MF
和MT结构均发生明显破坏。由此可见, MF和MT结
构网络在维持细胞行为中密不可分。

MF和MT不仅在稳定细胞形态、承受外力刺

激、维持细胞内部结构有序性中起重要作用, 而且

还参与调控细胞迁移、黏附、分裂以及细胞内信号

传递。其中, cAMP介导的信号通路与细胞骨架之间

存在的互动效应与细胞增殖、凋亡、黏附、迁移等

细胞行为密切相关, cAMP依赖的蛋白激酶A(cAMP-
dependent protein kinase, PKA)作为cAMP依赖的主

要靶向蛋白, 参与了这些过程。研究发现, cAMP/
PKA信号与肿瘤发生发展密切相关, 并且参与介导

缺氧环境诱导的肿瘤细胞上皮间质转化(epithelial-
mesenchymal transition, EMT)过程[4]。然而, Huynh
等[5]发现, PKA参与介导肿瘤抑制因子TGFβ抑制的

早期肿瘤转移和浸润过程。Mckenzie等[6]在研究中

发现, 迁移的卵巢癌SKOV-3 EOC细胞伪足前缘部

位有大量的活性PKA聚集; 然而, PKA活性抑制剂

H89作用后, 细胞迁移显著性下调; 进一步通过三维

细胞外基质培养模型(three-dimensional extracellular 
matrix)证明, PKA锚定于伪足前缘并且呈活化状态

是维持细胞迁移运动所必需的。Tkachenko等[7]的研

究进一步阐述了PKA介导的伪足收缩运动机制, 他
们认为, PKA通过磷酸化作用激活RhoA, RhoA激活

后除了进一步激活下游通路外, 还增强与Rho二磷

酸鸟苷解离抑制因子(Rho guanosine diphosphate dis-
sociation inhibitor, RhoGDI)的结合能力, 从而反向抑

制RhoA活性。因此, 这种调控RhoA活性的平衡机

制为调控迁移细胞行为奠定基础。此外, 小RNA技

术抑制PKA基因表达, 细胞减数分裂期纺锤丝遭破

坏, 细胞周期受阻, 诱导细胞走向凋亡[8-9]。

我们的前期研究发现, 抗肿瘤药物通过诱导
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MLCK或ROCK2基因表达后, MLC磷酸化水平下调, 
内皮细胞通透性也显著性下调, 因此, 他们初步认为

LPS通过MLCK和ROCK2激活MLC调控细胞骨架重

排, 下调内皮细胞通透性, 从而增强内皮细胞屏障功

能; 进一步研究发现, AC/PKA激活剂逆转了LPS诱
导的上述过程。由此可见, cAMP/PKA信号通过调

控MLCK或ROCK活性, 进而改变MLC磷酸化水平, 
激发细胞骨架重排, 促进内皮细胞屏障功能。

1.3   cAMP/PKA/ Rac1途径

Rac 1参与调控生长因子诱导的actin细胞骨架

动态平衡, 诱导膜突触与片状伪足的形成[23]。为了

研究Rac 1介导的细胞骨架重排机制, Logue等[24]使

用免疫荧光技术标记HEK 293细胞内的F-actin, 发现

只有在Ca2+升高到一定浓度时, 受A型激酶锚定蛋白

(A-kinase anchoring protein, AKAP)锚定的PKA才会

参与磷酸化含IQ基元的GTP酶激活蛋白2(IQ motif 
containing GTPase activating protein 2, IQGAP2), 招
募Rac 1蛋白参与形成PKA/IQGAP2/Rac 1信号复合

体, 从而调节actin细胞骨架。

Rac1蛋白虽然不受PKA的直接磷酸化, 但PKA
可以通过其作用底物蛋白酪氨酸磷酸酶(PTP-PEST)

活性的改变来调节Rac1活性[25-26]。Sastry等[25]在研

究中发现, 成纤维细胞中PTP-PEST过表达后Rac1
活性下调, 从而抑制血小板衍生生长因子(platelet-
derived growth factor, PDGF)诱导的细胞膜突触形成

和细胞流动性增加。Espejo等[26]在此基础上进一步

研究发现, PTP-PEST基因敲除后, Rac1活性显著性

增加, 细胞的迁移能力增强, 细胞之间的黏着连接减

弱; 相反, PTP-PEST过表达则抑制Rac1的活性, 从而

抑制上皮细胞运动。因此认为, PKA通过调节PTP-
PEST, 从而调节Rac1介导的细胞骨架改变。

此外, 最新研究表明, 除了PTP-PEST, PKA还可

以通过刺激P21活化激酶(p21-activated kinase, PAK)
来调节Rac1活性[27-28]。PAK作为一种丝氨酸/苏氨酸

激酶, 在肿瘤组织中呈高表达状态, 其N-端的CRIB
结构域受Cdc42/Rac1活化, 诱导肿瘤细胞骨架纤维

重组, 并促进细胞浸润和转移[29]。蔡松旺等[30]为了

研究PAK在肺癌A549细胞侵袭及迁移中的作用, 使
用小RNA干扰技术抑制细胞内PAK基因表达, 发现

细胞骨架应力纤维丝明显减少, actin皱缩, 癌细胞的

扩散和侵袭能力下调。此外, Baumer等[31]和Del等[32]

发现, β1-PAK交换因子(β1-PAK-interacting exchange 

图1  CREB介导的细胞行为

Fig.1  CREB mediated cell behavior
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factor, β1-Pix)通过与PAK结合后形成复合体, 激活

下游分子Cdc-42和Rac1, 诱导丝状伪足形成, 从而介

导肿瘤细胞的扩散和侵袭。Chahdi等[27]使用定点突

变载体W43K(丧失与PAK结合能力的β1-Pix SH3m)
和L238R/L239S(丧失GEF活性的β1-Pix DHm)处理

人肾小球系膜HMC细胞, 发现Cdc-42和Rac1蛋白

均不能被激活, 进一步通过PKA定点突变位点研究

发现, PKA通过磷酸化β1-Pix Ser-516与Thr-526位
点, 从而结合PAK发挥功能。这些结果表明, PAK受

PKA活化并通过调控其下游分子Rac1, 在肿瘤细胞

的浸润和转移中发挥重要作用。

1.4   cAMP/PKA/RhoA途径

Ras同源基因家族成员A(Ras homolog gene family 
member A, RhoA)作为一个小GTP酶蛋白, 通过激活

其下游激酶ROCK信号, 参与调控细胞伪足运动, 从
而诱导细胞迁移[33]。

RhoA诱导的细胞迁移与MF重排密切相关。

早期研究报道, RhoA在细胞迁移中参与调控细胞

应力纤维的形成, 其Ser-188位点可以直接受PKA磷

酸化。新近文献表明, PKA抑制细胞内应力纤维的

聚合和组装, 从而诱导细胞形态和运动的改变, 然
而, 这种作用被G14V RhoA组成型激活突变体所逆

转[34-35]。Jones等[36]在研究中发现, 前列腺癌上皮细

胞中, PKA介导的RhoA Ser-188磷酸化诱发神经内

分泌样表型(neuroendocrine-like phenotype)快速分

化; 然而, 这种变化受ROCK抑制剂Y-27632所逆转。

他们因此认为, PKA通过磷酸化RhoA Ser-188位点

抑制RhoA活性, 从而进一步抑制ROCK活性, 最终

诱导前列腺肿癌上皮细胞分化成神经内分泌样表

型。Jia等[37]在研究植物雌激素染料木黄酮改善血管

内皮细胞发生功能的分子机制中发现, 该药物显著

性抑制了thrombin诱导的cAMP水平下调、MLC磷
酸化水平增加和应力纤维形成, 从而下调单层内皮

细胞通透性, 维护内皮细胞障碍功能; 然而, 这些作

用被RhoA或ROCK抑制剂所逆转。他们因此认为, 
木黄酮通过刺激cAMP/PKA信号, 从而抑制RhoA/
ROCK活性, 最终逆转thrombin诱导的内皮细胞紊乱

功能。这些报道表明, RhoA/ROCK信号在PKA调控

细胞行为改变过程中扮演了重要角色。                                                                                     
深入研究发现, 在迁移细胞中RhoA活化并向

细胞膜褶皱样运动部位聚集, 活化的RhoA通过调节

下游底物ROCK的活性, 从而激活单丝氨酸蛋白激

酶(LIM kinase, LIMK), 最终激活丝切蛋白(cofilin), 
介导应力纤维聚合和组装[38-39]。Aslam等[20]发现, 
cAMP/PKA通过抑制CPI-17和RhoA/ROCK信号分

子, 激活MLCK, 调节MLC去磷酸化, 进而抑制内皮

细胞收缩, 增强内皮细胞屏障功能。深入研究发现, 
血浆中介素(intermedin)通过下调人脐静脉内皮细胞

HUVECs的RhoA/ROCK通路的活性, 进而诱导MLC
磷酸化和应力纤维丝的减少, 导致内皮细胞屏障功

能的失活。由此可见, cAMP/PKA通过RhoA/ROCK
信号通路介导了细胞的收缩抑制。

1.5   cAMP/PKA/VASP途径

血管扩张刺激磷蛋白(vasodilator-stimulated phosp-
hoprotein, VASP)是Ena/VASP蛋白家族的主要成员, 
作为一种肌动蛋白结合蛋白, 通过参与肌动蛋白丝

的解聚和聚合, 介导细胞迁移和黏着等过程。王婷婷

等[40]报道, VASP主要位于细胞间连接处、黏着连接

处以及细胞膜上动态性较高的区域, 参与调节细胞

骨架相关的各种细胞行为, 如成纤维细胞的迁移、

血小板的聚集和神经细胞轴突的形成等。

VASP作为PKA的一个重要底物, 在actin细胞

骨架重塑和细胞迁移中扮演重要角色。Zhang等[41]

在研究PKA调控的VASP在细胞迁移中的作用机制

中发现, 趋化因子PDGF通过磷酸化VASP Ser157位
点激活VASP, 并且伴随着PKA的激活和内皮细胞迁

移率的显著性上调; 然而, 转染VASP-S157A后逆转

了上述现象, 因此, 他们初步认为, PDGF通过激活

PKA, 进而增加VASP磷酸化水平, 促进细胞迁移。

通过免疫荧光技术进一步发现, 片状伪足数量显著

增加, VASP大量聚集于迁移细胞片状伪足前缘, 若
破坏PKA和AKAP的结合, PDGF诱导的这些现象被

逆转。因此, 他们认为, PKA与AKAP结合并活化, 促
进VASP磷酸化和定位于伪足前缘, 参与介导PDGF
诱导的内皮细胞迁移。由此可见, VASP在PKA介导

的细胞行为调控中发挥重要作用。

Lee等[42]为了研究VASP在二磷酸腺苷(adenosine 
diphosphate, ADP)诱导胶质细胞膜褶皱样运动和趋

化性中的作用, 首先使用ADP作用于胶质细胞, 发现

ADP能够快速上调细胞内的cAMP水平, 并且诱导

VASP的Ser-153位点磷酸化, 同时伴随着胶质细胞膜

褶皱样运动的形成和趋化性增强。其次, 他们分别

使用PKA抑制剂H89和PKA信号通路激动剂forsko-
lin作用于BV2胶质细胞, 发现H89可显著抑制VASP
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的磷酸化和细胞趋化性; 相反, forskolin活化PKA后, 
VASP的磷酸化水平升高, 细胞膜褶皱样运动和趋化

性显著下调。最后, 他们通过小RNA技术沉默VASP
基因表达, 发现ADP诱导的细胞膜褶皱样运动被显

著抑制, 表明VASP受PKA磷酸化调控, 在ADP诱导

的细胞膜褶皱样运动的形成和趋化性中起重要作

用。

Lebrand等[43]为了研究Ena/VASP蛋白在片状伪足

和丝状伪足形成中所发挥的作用, 首先根据Ena/VASP
蛋白的EVH1结构域, 构建与其特异性结合的FP4配
体基元载体, 并在此基础上分别构建FP4-Mito(将
胞内Ena/VASP移位至线粒体)、FP4-CAAX(将胞内

Ena/VASP移位至细胞膜)和AP4-Mito突变载体(FP4
的苯丙氨酸位点突变成丙氨酸, 丧失功能), 转染至

海马神经元细胞并通过免疫荧光定位观察。结果发

现, FP4-Mito转染后, 细胞丝状伪足和actin肌动蛋白

丝数量与野生型相比均显著下调, 而在FP4-CAAX
转染后效果相反; 进一步研究发现, AP4-Mito转染后

促进forskolin诱导的丝状伪足生长, 相反, FP4-Mito
处理后呈现抑制作用。由此可见, Ena/VASP参与

PKA介导的actin细胞骨架网络调控。

1.6   cAMP/PKA/LASP1途径   
LIM与SH3结构域蛋白1(LIM and SH3 protein 

1, LASP1)作为一个肌动蛋白结合蛋白, 其Ser-146位
点受cAMP/PKA信号磷酸化, 参与调控细胞骨架纤

维排列[44]。Zhang等[45]在研究中发现, 通过基因敲除

技术构建LASP1–/–基因敲除小鼠模型, 该模型小鼠

与对照组LASP1(+/+)相比, 损伤修复能力与肿瘤形

成能力较强, 并且来源于LASP1–/–小鼠的成纤维细胞

(embryonic fibroblasts, MEFs)在体外培养时迁移能

力与贴壁能力显著增强, 黏着蛋白表达水平显著升

高。因此, 他们认为, LASP1在MF介导的细胞黏着

和迁移过程中, 存在负性调节作用。Butt等[46]为了研

究LASP1和细胞转移之间的关系, 通过构建LASP1 
S146D模拟磷酸化突变体, 转染至乳腺癌PTK-2细
胞系后, 再通过细胞迁移实验发现, LASP1 S146D模

拟磷酸化突变体导入的细胞迁移率与对照组相比下

调了25%。进一步研究发现, LASP1 S146D模拟磷

酸化突变体转染的细胞株, LASP1蛋白从伪足前缘

和黏着连接处迁移至胞质溶胶。Keicher等[47]在研

究LASP1和PKA的关系时也发现了类似的现象, 他
们使用PKA激活剂处理PTK-2细胞后发现, LASP1

蛋白从黏着连接处移位至胞质溶胶, 而肌动蛋白丝

排列结构并未发生任何改变; 此外, 他们通过构建

LASP1 T156E模拟磷酸化突变体, 转染至细胞后发

现, LASP1与F-actin的结合能力显著下降。综上所述, 
LASP1受PKA磷酸化, 从而通过改变其细胞内定位, 
发挥细胞骨架重组和细胞迁移的功能。

LASP1还可以与黏着斑蛋白Krp或细胞骨架结

合蛋白palladin结合, 从而介导伪足生长和细胞迁移

运动。Spence等[48]在研究中发现, 缺失SH3结构域的

LASP1突变体细胞, 其伪足长度与对照相比显著缩

短, 并且不能参与延伸运动, 细胞的迁移能力显著性

下降; 有趣的是, 通过小RNA干扰技术沉默Krp1或
者LASP1基因表达后也发生了上述现象; 通过免疫

荧光技术进一步研究发现, Krp1和LASP1结合并聚

集于富含F-actin的区域。因此, 他们推测, LASP1通
过其SH3结构域与Krp结合, 参与调控细胞的伪足延

伸运动。Rachlin等[49]在研究中发现, LASP1通过和

actin相关蛋白palladin相互作用, 介导细胞形态变化

和细胞运动。他们使用小RNA技术沉默palladin基
因表达, 发现LASP1聚集于黏着斑, 而不能与肌动蛋

白丝相结合, 伪足的延伸运动也受抑制。由此可见, 
LASP1通过与palladin结合, 介导伪足生长和细胞迁

移运动。

1.7   cAMP/PKA/adducin途径

内收蛋白(adducin)作为一种细胞膜骨架蛋白, 
与血影蛋白spectrin-actin复合体具有较强的结合活

性, 并且被认为是spectrin-actin介导的细胞膜骨架组

装的调控蛋白[50]。研究表明, 内收蛋白受PKA磷酸

化后能够阻断肌动蛋白的聚合, 扮演着类似封端蛋

白的功能。Matsuoka等[51]为了研究内收蛋白介导的

蛋白激酶调控actin细胞骨架的机制, 通过体外实验

证明PKA和PKC均能磷酸化内收蛋白; 进一步研究

发现, PKA磷酸化内收蛋白后可显著下调内收蛋白

与胞衬蛋白fodrin/actin复合体的结合活性, 并促进

胞衬蛋白与actin的相互作用, 而PKC磷酸化内收蛋

白后却无此功能。因此, PKA通过磷酸化内收蛋白

抑制其与胞衬蛋白形成复合体, 从而增强了spectrin
与F-actin的结合作用。

1.8   cAMP/PKA/α4 intergrin 途径

α4整合素(α4 intergrin)作为一种介导细胞核与

细胞外基质连接的跨膜受体, 通过与细胞骨架桩蛋

白(paxillin)等配体作用, 介导细胞迁移运动。Liu等[52]
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研究发现, α4整合素细胞质内结构域与信号受体蛋

白整合素结合, 诱导细胞骨架MF纤维排列发生改

变, 显著上调细胞迁移率。然而, 破坏α4整合素和桩

蛋白复合体后, 细胞迁移能力显著下调。Han等[53]在

研究α4整合素和细胞迁移的关系时发现, α4整合素

Ser-988位点参与调控其与桩蛋白的结合。他们通

过构建α4整合素模拟磷酸化突变体α4整合素S988D, 
转染细胞后发现, α4整合素和桩蛋白的结合能力下

调, 迁移能力受抑制。因此, α4整合素受磷酸化调节

后与桩蛋白的结合活性下调, 最终抑制细胞迁移。

Goldfinger等[54]在此基础上经过深入研究发

现, α4整合素受PKA磷酸化后, 聚集于迁移细胞前

缘伪足, 并且与桩蛋白的结合活性显著下调, 细胞

迁移能力增强。他们首先使用特异性的磷酸化α4
整合素抗体, 发现荧光主要聚集于迁移细胞前缘伪

足中, 而非磷酸化的α4整合素蛋白则随机分布于整

个细胞体和伪足中。其次, 他们通过构建负显性突

变体α4整合素(S988A)抑制其磷酸化水平, 发现伪足

延伸至划痕处的细胞数显著下降, 细胞迁移率显著

下调; 同时, 使用PKA活性抑制剂Rp-cAMP或者H89
处理正常细胞株, 磷酸化的α4整合素蛋白表达量显

著下调, 然而, 在Rp-cAMP或者H89处理表达负显性

突变体α4整合素(S988A)的细胞株中却未发现此现

象。最后, 他们通过α4整合素和桩蛋白共染色进一

步发现, 桩蛋白与α4整合素共同定位于侧向边缘区

(lateral edge)和尾部边缘区(trailing edge); 有趣的是, 
桩蛋白并未定位于磷酸化α4整合素聚集的伪足前缘

(leading edge); 最后, 他们通过构建融合蛋白技术证

明, α4整合素受磷酸化后抑制其和桩蛋白的结合活

性, 从而促进细胞迁移。因此, PKA通过磷酸化作用

使α4整合素从α4整合素/桩蛋白复合体中释放, 转移

至伪足前缘, 在细胞迁移中扮演着十分重要的角色。

1.9   cAMP/PKA/MAP4途径

有研究表明, 微管相关蛋白4(microtubule-associated 
protein 4, MAP4)促进MT组装, 在细胞分裂间期抑制

MT解聚。MAP4作为微管相关蛋白, 具有促进MT组
装和聚合的功能[55]。MAP4受PKA磷酸化后与MT的
结合能力下降, 导致MT稳定性的破坏。Ou等[56]的

最新研究表明, 膀胱癌的恶性程度与MAP4的表达

水平呈正相关。为了进一步研究MAP4与膀胱癌转

移之间的关系, 使用cAMP激活剂dbcAMP作用于人

膀胱癌细胞T24和UM-UC-3细胞, 通过划痕实验发

现, 细胞转移和侵袭能力显著下调, MT骨架网路破

坏, 同时发现MAP4磷酸化水平升高; 然而上述现象

被PKA或者MAP4的小RNA干扰作用所逆转。因此, 
cAMP/PKA信号通过磷酸化MAP4, 从而导致MT细
胞骨架网络破坏, 抑制膀胱癌细胞转移和侵袭能力。

1.10   cAMP/PKA/DCX途径

双皮质素(doublecortin, DCX)作为微管相关蛋

白, 在体内和体外实验中已被发现具有稳定MT、导

致MT聚合的作用[57]。Toriyama等[58]在研究中发现, 
PKA促进神经迁移, 在此过程中受DCX所介导。进

一步研究发现, PKA激活剂处理后, DCX Ser-47位点

磷酸化, 伴随着与MT的结合能力下降, 细胞迁移能

力增加。因此认为, PKA通过促进DCX磷酸化, 降低

DCX与MT的结合能力, 从而促进细胞迁移。

然而, 我们的研究发现, PKA并不参与凋亡细胞

内特殊MT结构的形成。凋亡细胞内β-tubulin聚集

于细胞质膜下方, 形成环状MT结构并且包绕着凋亡

小体和片段化的细胞核[14]; 其次, Ca2+内流参与调节

凋亡细胞内特殊环状MT结构的形成; 最后, Ca2+内

流抑制了AC活性和cAMP水平, 然而, 这种抑制现象

被PKC激活剂而非PKA激活剂所逆转[10]。由此可见, 
细胞内cAMP/PKC, 而非cAMP/PKA信号在细胞凋

亡和增殖中起重要作用。

2   细胞骨架纤维排列对cAMP/PKA信号

通路的影响
传统观点认为, 细胞内信号分子通过调控细胞

骨架及其蛋白基因, 从而改变细胞骨架的组成成分

和装配方式, 最终诱导细胞骨架网络发生改变。然

而, 与传统观点不同的是, 细胞骨架MF纤维排列和

相关蛋白的改变能影响细胞内cAMP/PKA信号通

路。细胞骨架结构受解聚剂破坏后, 伴随着cAMP/
PKA下游效应分子的变化, 然而, 这种变化通常只

受MF纤维排列的影响, MT完整性的破坏并不起作

用。COOK等[59]为了研究MF和MT对表皮角化细胞

(normal human epidermal keratinocytes, NHEK)中层

黏连蛋白B2(laminin B2)的影响, 分别使用MF解聚

剂(cytochalasin D)和MT解聚剂(nocodazole)作用于

NHEK细胞, 发现只有cytochalasin D作用后, laminin 
B2合成显著增加, 而MT解聚剂加入无影响。因此, 
MF细胞骨架纤维排列的破坏影响laminin B2的合成

和分泌, 而MT细胞骨架并无影响。
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不同的细胞骨架状态对cAMP/PKA/RhoA/ROCK
信号具有反馈调节作用。Bhadriraju等[60]在研究中发

现, 细胞骨架张力状态的改变通过刺激cAMP/PKA/
RhoA/ROCK信号通路, 介导MLC磷酸化水平改变。

他们使用蛋白印章技术在聚二甲基硅氧烷材质(poly-
dimethylsiloxane, PDMS)的小皿中, 加入微量纤连蛋

白, 制作一些供悬浮细胞黏附、但不足以使细胞完

全铺展的‘‘微型小岛’’, 用以限制细胞骨架张力。结

果发现, 细胞骨架张力受限制时, ROCK活性和MLC
磷酸化水平均呈较低状态, 然而, 若使细胞充分铺展, 
ROCK与肌球蛋白活性恢复至正常水平。深入研究发

现, 细胞骨架张力破坏剂(cytochalasin D或blebbistatin)
处理后, ROCK活性受抑制, 然而这个过程并没有被

组成型突变载体RhoA-V14的转染所逆转。由此可见, 
细胞骨架张力和RhoA/ROCK信号之间存在反馈调节

机制, 在细胞外力与细胞内化学信号的转化中起重

要作用。我们的前期研究表明, 使用cytochalasin D破

坏MF细胞骨架后, RhoA活性显著性下调; 相反, 我们

使用RhoA负显性抑制剂RhoAT19N降低活化的RhoA
水平, 发现细胞骨架排列无明显改变。因此, 细胞骨

架纤维排列的改变对RhoA信号通路具有直接调控作

用。

综上所述, 细胞骨架MF纤维排列改变对cAMP/
PKA信号通路具有负性调控作用。

3   小结与展望
cAMP/PKA作为一条既保守又经典的信号通

路, 通过调控多种下游通路介导细胞迁移、收缩和

黏附等细胞行为(图2)。不同通路之间相互交联, 构
成缤纷复杂的调控体系, 然而, 这些交联的调控作用

最终指向了以MF和MT为基础的骨架网络, 参与调

控肿瘤细胞的发生、发展过程; 同时, 细胞骨架排列

改变对细胞骨架调控蛋白及其信号通路也具有反馈

调节作用。因此, 深入研究肿瘤发生、发展过程中

AMP和细胞骨架之间的互动效应, 并分析其对癌症

靶向研究的分子机制, 将为探索疾病的分子机制奠

定基础, 同时也为人类寻找克服相关疾病的靶向药

物提供新思路。
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