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摘 要 : GTPase Ran 能连接并水解 GTP，是许多代谢途径的重要调节物 。 GTPase Ran 在

真核细胞中一系列的生物过程，如DNA 复制、 RNA 的转录和加工(或修饰)、 核质转远、有丝分裂

和减数分裂的开始和结束的控制 、 及其间纺锤体的组装、 染 色体的正确分配、核膜破裂和重组中 ，

都起重要的作用 。
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Ran(Ras-related nuclear)[1 .21也称为 TC4，最初是

作为人类 cDNA 的一个可译框而被发现，并首先从

人类畸胎瘤细胞系中分离纯化得到的一种蛋白质，

根据其大小(216 个氨基酸残基)及其规范的序列基元

DTAGQE而被确认为 Ras 相关的 GTPase ， 分子量是

24kDa ， 在真核生物从酵母到人都高度保守[3 .4 1 。 在

HeLa 细胞中， Ran 是 Ras 家族中表达最丰富的成员，

占细胞蛋白总量的 0.4% [21 。 与 Ras 家族的其他成员

相比，其 C 末端缺乏一个作为翻译后异戊二烯化受

体位点的半脱氨酸残基，而拥有一个酸性 C 末端序

列 DEDDDL ， 这是 Ran 的作用基础[5.61 。

Ran 和 Ras 一样 ， 有活性的 RanGTP 和无活性

RanGDP 的浓度受 Ran 的调节物 GEF(guanine nucle­

otide exchange factor)平日 RanGAP(RanGTPase activat­

ing protein )精密调控 。 GEF 、 RCC 1 (regulator of 

chromosome condensation 1 )可增加与 Ran 相连的

GDP 转化成 GTP， RCCl 通过组蛋白 H2AJ2B 和染色

体紧密连接，当有游离的 GTP 存在时，它在染色

体的周围产生较高浓度的 RanGTp[2l o Ran 本身的

GTPase 活性较低， 但可被位于核孔胞质面的

RanGAPl 激活，使GTPase活性增加 10倍[η 。 RanBPl

(Ran binding protein 1)是一种分子量为 23kDa 的蛋白

质，本身没有 GAP 活性，但它可以作为 GEF 抑制

剂降低RCCl 的活性，从而间接提高 GDP和 GTP 的

比值[81 ( 图 lB) 。

Ran 在真核细胞的一系列生物过程中，如 DNA

复制 、 RNA 的转录和加工、 RNA 和蛋白质从核孔

1、，

复合物的转运、 有丝分裂和减数分裂的控制，尤其

是纺锤体的组装、 染色体的正确分配、核膜破裂和

重组等方面，都有一定的作用 。

1 Ran 在核质转运过程中的作用
真核细胞中的离子和分子量小于40-60kDa的物

质能够通过核孔复合体(nuclear pore complex , NPC) 

的水溶性通道被动扩散， 而大多数大于 40-60kDa

的大分子蛋白则以主动运输的形式穿过 NPC 。 实验

证明，蛋白质和 RNA 的内输和外运分别由核定位信

号(nucl ear localization signal, NLS)和核外输信号

(nuclear export signal, NES)的短氨基酸片段所介导。

内输蛋 白 ß(importin ß)家族成员在蛋白质或

RNA 的内输 / 外运过程中作为受体 。 内输蛋白 α

(importinα)能够识别富含赖氨酸的 NLS，井能通过

其N末端序列连接到 importin ß 上的 IßB(importin ß 

binding)区，即在核内输过程中 importinα 识别并连

接带有核定位信号 的底物蛋白，然后再连接

importin ß 形成三聚体复合物。在胞质中 RanGTP 直

接和 importin ß 连接， 并通过与 RanBPl 相互作用而

保持稳定 ， 位于 NPC 胞质面的 RanGAPl 水解

RanGTP，破坏 RanGTP/importin ßlRanBP 1 复合体，

释放出 RanBPl ， 从而促进 RanGDP 、 importin ß 和
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A 

• import叶 o importìn a • RanGTP 0 RanGDP • Ran 
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图 1 Ran在核内输(A)外运(c)中的作用及 RanGTP/GDP 循环(B)

importinα/ 含 NLS 的运输物及 PIO 一起装配成内输

复合体。复合体通过 importin 日 和 NPC 蛋白的相互

作用停靠在 NPC 上，接着通过 NPC 运输入核。在

核内高浓度的 RanGTP 环境中 ， importin ß 结合

RanGTP ， 使 importin ß 从复合体上分离，触发

importinα 与内输物质分开[9] ， 然后 importinα 与

importin ß 超家族中的 Cas 蛋白作用 ， 重新回到，胞

质， RanGTP/importin ß 复合体也从核转运到胞质 ，

在内输循环过程中被重复利用(见图 lA)。相反 ， 核

内富含亮氨酸的 NES 物质在高浓度 RanGTP 中被

importin ß 家族中的 CRMl 识别， 在核内形成 NESI

CRM l/RanGTP 三聚复合体， 从 NPC 转运到胞质，

这个过程不需要 GTP 7.K解，到细胞质内在 RanGAPl

和 RanBPIlRanB凹 的作用下水解 GTP ， 导致三聚体

解聚，释放外输物质[10 ， 11] (见图 l C ) 。

核内外较高的 RanGTP 浓度梯度是决定核质转

运方向所必需的 。 线虫的免疫荧光检测[ 1 2]蛙卵提取

物内形成的问期核用计算机模拟和芽殖酵母蛋白

YrblP 制成的传感器 YRC(yellow fluorescent protein­

Y rb 1 p-cyan fluorescent protein)检测 [13]以及诺丹明标

记的Ran注射果蝇胚胎[14]等方法都证明RanGTP的浓

度核内高于核外 。 我们用激光共聚焦显示大、小鼠

卵生发泡中的 Ran 浓度比胞质中高很多(待发资料) 。

RanT24N(24 位的苏氨酸被天门冬氨酸取代)不

连接GTP ， 对 GDP 的亲和力也较低 ， 它和 importinß

结合后很少与 importinα 和 PI0 相作用 ， 在含有核

定位信号的蛋白内输中不起作用 ， 甚至还可能通过

结合 importin ß 而部分抑制内源 Ran 介导的内输过

程。 RanT24N 还与 RCCl 形成稳定的复合物，抑制

其转换活性 ， 阻止 NLS- 运输物质在核质内的释放

和核外输需要的核内高 RanGTP 浓度的产生 ， 破坏

外输过程中所需因子 ， 包括内输蛋白的循环。 如果

在核组装的早期加入 RanT24N，会阻止核膜组装完

成后的核质转运。 RanQ69L(69 位谷氨酸被亮氨酸

取代 ， 不能进行 GTP 7.K解)完全抑制 NLS 介导的核

蛋白 内输[ 1 5] 。这说明核、质转运过程中 RanGTPI

RanGDP 的变换活性是必需的 。

所以 RanGTP 和 RanGDP 在细胞中正确的空间

定位及其正常的活性变换是确保运输因子携带运输

的底物在核质问单向运输所需要的， Ran 是核质转

运过程中重要的可溶性转运因子之一 。

2 Ran 在纺锤体组装中 的作用

对许多有机体来说， 在有丝分裂开始的时候核

膜破裂， 胞质和核质的内容物混合 ， 使间期 Ran 系

统形成的空间结构消失 。 在整个有丝分裂过程中

RCCl 连接在染色体上，作为 Ran 的核昔酸互换因

子，使染色体周围产生高浓度的 RanGTP 0 RanGTP 

与染色体以依赖于和不依赖于 RCC l 两种形式直接

连接 ， 在纺锤体的组装中起重要作用 [14 ， 16 ， 1 7] 。 研究

证明，在缺少染色体或中心体的情况下， RanGTP 

在减数分裂期的爪蜡卵提取物中也能剌激形成纺锤

体样结构[ 1 4 ， 1 8 ] 。

通过RNA干涉(RNAi)去除线虫二到四细胞胚胎

中的 Ran ， 不能形成正常的纺锤体， 85% 的胚胎染

色体定位错误， 分裂后两个子细胞间经常出现染色

体数目的改变，说明着丝粒与有丝分裂纺锤体微管

连接错误，使染色体不能平均分配，而中心体的位

置和数量正常 ， 星体微管也看不出任何异常。 用同

样方法抑制 RCCl 的产生，胚胎染色体定位错误，

分裂后子细胞染色体数目不相同:使胚胎的

RanGAP 缺失 ， 第一次细胞分裂就出现染色体不正

确分配，结果一团没完全解聚的染色体分布在细胞

外周 。 说明 RanGTP/RanGDP 转换对正常纺锤体形

成和功能发挥具有决定作用 [12 ， 14] 。

在体外 ， RanGTP 首先激发微管星体产生 ， 紧

接着纺锤体从星体产生 ， RanGTP 利用某种机制确

保染色体定位于纺锤体中心， 通过 RCCl 连接到纺

锤体微管上 ， 确保染色体的平均分配。 在爪蜡卵提

取物中加入精子 ， 提供一个微管星体形成和 M后期

核膜组装的模型来研究 Ran 在这一变化过程中的作

用 。 加入 R anQ69L ， 或通过特异性 RCCl 产生

RanGTP ， 结果精子中心体形成大微管星体，阻止

NuMA 蛋白从星体到核的重新分布， 还阻止染色体
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问期

湾(
-

• 
有丝分裂均j

• 
Â Ran-GTP _ 核转运受体 o细胞核

>< 染色体 · 纺锤体组装因子 / 削'

图 2 Ran 在细胞间期和分裂期对微管的调节132 1

解聚。相反，加入RanT24N或用 RanBP l 对抗RCCl

的作用，微管不稳定 ， 星体消失后核不能重建。 这

说明 Ran 在控制微管稳定性方面有特殊功能 ，

RanGTP/GDP 转换在有丝分裂期向间期转变时微管

结构与核组装二者协调变化中可能起一定作用 [19] 。

但 RanGTP 在提纯的微管蛋白亚基中不能剌激

微管聚合 ， 必须有其他更能直接影响微管聚合的因

子存在[20]。体外实验证明 ， Ran 通过调节核运输受

体和核内纺锤体组装因子间的作用来调节纺锤体的

组装 ， importin ß 在间期主要位于核膜， 当核膜破

裂后在细胞内均匀分布 ， 因此认为 : importin ß 和

Ran 一起建立一个纺锤体组装的空间信号，在远离

染色体没有 RanGTP 的地方 ， importin ß 能与纺锤

体组装因子结合 ， 抑制其纺锤体组装活性 ， 在染色

体周围 RanGTP 与 importin 日 结合，游离出纺锤体

组装因子，被调节的因子包括 MAP (microtubule­

associated proteins) 、 TPX2 和 NuMA，它们能够稳

定微管 ， 剌激纺锤体组装[ 1 4 ， 2 1](见图 2) 。 在哺乳动

物细胞中 Ran相关因子RanBPM在中心体和RanGTP

间起连接作用，能在染色体周围剌激微管形成，然

后其他细胞因子(如 XKLP l )将新形成的微管正末端

连接到染色体上，最后由胞质内的动力蛋白、动力

蛋白激活蛋白和 NuMA 组成的复合体将这些连接在

染色体上的微管组装成纺锤体[22-叫 。

因此， RanGTP/GDP在有丝分裂和减数分裂过

程中正确的空间分布及其功能转换是纺锤体正确组

装及其功能发挥所必须的。

3 Ran 在核膜破裂和重组中的作用

核膜破裂和重组都是高度复杂的过程， 包括染

色体、膜、核质和胞质结构的重建。最近认为核

膜破裂是由动力蛋白将由 G2 期进入前期的核膜和中
心体微管连接， 靠动力蛋白的作用使核膜向微管包

裹，对面的核膜则由于张力而出现裂孔， 造成核膜

崩解 。 在这个过程中 ， 核膜是在一种主动的力量作

用下破裂的，这种力量来源于动力蛋白作用的微

管 ， Ran 在微管动力活性平衡中起作用 ， 在核膜破

裂过程中是否以同样的机制起作用还有待研究[2 1 ，25 ] 。

关于核组装的分子机制 ， 尤其是核膜囊泡融合

目前还了解不够。 在线虫胚胎中用双链 RNA干涉除

去 Ran ， 就不能组装核膜。 从爪蜡卵提取物中去掉

RCCl 或 Ran ， 会完全抑制膜囊泡连接到染色体上以

后的所有核膜组装事件。这证明 Ran及其 GTP/GDP

连接形式的转换在核膜囊泡融合过程中是必需的，

或者是介导染色体使染色体剌激己连接上的囊泡融

合所必需的 [21 ， 26] 。

在爪蟠卵提取物中加入包被了 RanGTP 的小

珠，发现在小珠周围有带 NPC 的核膜装配， 并可

对核蛋白进行主动运输， 限制右旋糖昔等大分子物

质通过。 换成野生型 RanGDP 也形成带有 NPC 的双

层膜样结构 ， 发生蛋 白 (如纤层蛋白 B3) 的主动输

入，并形成核纤层。添加 RCCl 能加快核膜形成，

而加入 RanBP l 则抑制核膜囊泡融合， 由于该提取

物中存在 RanGTP/GDP 互换因子 ， 可调节不同连接

物间的互换，这和上面的结果其实是一致 的 。

RCCl 在伪核内高度浓缩 ， 包被了 RanQ69L 的小

珠，连接很少的 RCC l， 而包被了 RanT24N 的小珠

与 RCC l 形成稳定的复合物，几乎与野生型 Ran 一

样积聚 RCCl ，可是两种突变体都不能形成完整的

核膜。 这说明 RCC l 是被 RanGDP连接到小珠上的，

RCCl 转换功能的发挥是囊泡融合需要的。 而包有

谷光昔肤 -S-转移酶(GST)或相关GTPaseRas或Rab5

的小珠不会吸引任何脂类囊泡[26 ， 27] 。

在核组装过程中还包括核蛋白与染色质及膜之

间的相互作用， 其中 Ran 和 RCCl 在染色体上的定

位 ， 决定核膜以及 N PC 在染色体表面形成，

RanGTP 通过将一种核蛋白亚基集中到染色体上，

促进核蛋白间的连接 ， 从而使 NPC 嵌入膜 内 。

RanGTPase 循环还是核膜组装过程中构成 NPC 的蛋

白组装 NPC 所需的 [28 ] 。

因此，核组装过程是 RanGDP 首先在染色质的

表面浓集，促进核膜囊泡的连接， 局部 RCCl 刺激
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产生 RanGTP ， 接着 RanGTP 水解导致囊泡融合，

形成带有核孔复合物的核膜。 这样的核膜可进行核

蛋白等核内外物质的主动转运， 虽然 R a n 小于

40kDa，可以通过简单的自由扩散进入细胞核，但

实际上 Ran 向细胞核内的运输是依赖于载体 NTF2

(P I0)的，这一核运输因子在细胞质内与 RanGDP 形

成复合体， 使 NTF2 与 NPC 的亲和力增加而粘附到

NPC 的胞质面， 然后复合体通过 NPC 转运到细胞核

内，在细胞核内 RCCl 的作用下 ， RanGDP 变成

RanGTP，使复合体解聚，释放出 Ran，而 Ran 在

细胞核内的富集要求核内有大量的连接位点，很明

显，这主要来源于 importin 日 家族的转运受体。 这

样，细胞核内外就形成很高的 RanGTP 浓度梯度，

确保核质间物质交换能正常进行[291 。

4 Ran 在 DNA 复制方面的作用

在去膜精子头加入爪蠕卵提取物的核组装实验

中，精子加入后 40min ， DNA 开始复制，这时加

入野生型 Ran(或只有缓冲液)， 40min 后可形成带有

DNA聚合酶辅助因子 PCNA和生物素 -dUTP 的完整

核纤层，表明 S 期正在进行。 在精子加入 40min 时

再加入等量的 RanQ69L 或 RanT24N，核蛋白内输会

受到抑制，但 DNA 仍继续复制 。 加入[α_ 3 2P]dCTP

可进一步定量测定 DNA 的合成 。 RanQ69L 和

RanT24N 分别在核组装反应开始时加入 ， 都没有

DNA 复制，加入野生型 Ran 只有很小的促进作用 。

如果分别在组装后 40min 加入，虽然都有部分抑制

作用，但 DNA 复制仍继续进行 ， 这说明它们只是

对核复制启动后的某些方面有影响。因此指出 ， 在

DNA复制开始后破坏 RanGTP/GDP 的正常变换， 会

减慢或部分抑制 DNA复制。 为了进一步研究 Ran 在

核组装和 DNA复制中的作用， 在爪檐提取物中加入

抗 Ran 的抗体后 4.C培养 lh，用以破坏其中的内源

Ran 蛋白 ，这样处理后加入精子头，形成小的长形

核，只有很弱的纤层蛋白和 PCNA 染色， 没有 DNA

复制。抗 Ran 的抗体产生的影响在加入 RanGDP 后

， 完全恢复，而加入 RanG T P 则恢复较少，表明

RanGDP 是有 DNA 复制能力的核组装特殊需要的
[ 151 

在所有真核细胞中，染色体的复制和分裂受严

格控制，在每一个细胞周期中 DNA只能进行一次复

制。细胞通过调节复制复合体前体(prereplica tion

complexes , pre-RCs)的组装来对其控制 ， 在 G 1 期，

ORC 、 Cdc6 和 Cdtl 按先后顺序连接到染色质上形

成 pre-RC ， 接着 Cdc6 和 Cdtl 将 MCM 解旋酶(一种

基本的 DNA 复制启动因子)连接到 pre-RC 上，依赖

于周期蛋白的激酶2(cyclin-dependent kinases 2, cdk2) 

活性在 G1 -S 期转变过程中通过 pre-RC 启动 DNA 复

制 ， 还阻止过多 pre -RC 的形成， 从而保证在每个

周期只进行一次 DNA 复制， RanGTP 参与 MCM 到

pre-RCs 的连接过程 ， 调节 DNA 的复制过程。当胞

质中 RanGTP浓度升高ORC和 Cdc6与染色质正常连

接，但 MCM 到 pre-RC s 的连接受强烈抑制。在细

胞核或高度浓缩的核提取物中， 当 RanGTP 的总浓

度下降 MCM 很快被连接到 pre-RC s ，在这种条件

下， DNA 会进行多次复制 。 因此可以推断，在核

组装前较低的 RanGTP浓度使pre-RCs在染色质上形

成，而细胞核形成后 ， 核内较高的 RanGTP 浓度阻

止 pre-RC s 的形成 ， 抑制 DNA 的再复制[叫。在爪

蟠卵周期变化过程中，证明高 RanGTP 浓度和 cdk2

激酶活性促进 DNA 复制启动因子 -MCM 解旋酶与

exportin - l/Crm 1 形成复合体而失去活性。在较低

RanGTP 浓度下，游离的 MCM 能与 S 期染色体结

合 ， 启动 DNA 复制 。 这样， 细胞周期中 RanGTP

浓度变化对确保每一周期只进行一次 DNA复制起重

要作用 [3 1 1 0 Cdk2 激酶活性对 RanGTP 抑制过程起重

要的调节作用，当 Cdk2 的活性被抑制，在胞质中

高浓度的RanGTP不再阻止MCM ~lj pre-RCs 的连接，

同样，如果 Cdk2 激酶无活性， 在细胞核内 MCM

也可以被连接到 pre-RCs 。 这证明 RanGTP浓度变化

不足以阻止 MCM 连接到 pre-RCs ， 而是受 Cdk2 活

性调节的 ， 当 C位2 有活性， RanGTP 有作用 ; Cdk2 

无活性 ， RanGTP 就不再起作用 [301 。 在正常的细胞

周期中 Pre-RCs 只在有丝分裂的晚期和 Gl 期的早期

当 Cdk2 活性低时形成， 当细胞核中 Cdk2 被激活后

它的形成则受到抑制[3 11 。

5 Ran 在 RNA 的转录、加工和运输中的

作用

几乎所有 RNA 在核内产生 ， 并且必须外运到

细胞质 ， 才能在细胞新陈代谢中起作用。 Xpo- t 和

CRMl 都是importin-ß转运受体的大家族成员。 Xpo­

T 直接与它外运的 tRNA 连接 ， 特殊的蛋白连接物

CRMl 连接到象 snRNA 、 特定的细胞 mRNA、未被

剪接的 HIV-l 的逆转录mRNA 和 rRNA 上，介导被

运输物质与核孔复合物间的相互作用。另一种不同
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类型的 RNA 外输受体 TAP(或 NXFl)与它的底物连

接不直接需要 RanGTP ， 在大多数 mRNA 外输中起

作用 。 和其他被 CRMl 外运的蛋白质一样，这些

RNA外输连接物有特殊的核外输信号 。 许多在核加

工过程中与 RNA连接的蛋白质与 RNA一起离开核，

而且必须重新输入核内 ，被循环应用 。 这些穿梭着

的转运因子的内输通常也需要 importin-ß 样内输受

体 。 因此， RanGTP 在 RNA 外输中直接或间接地

起作用 。

酵母的 tRNA 除位于反密码子环内的核昔酸修

饰和 3' 端 CCA 核昔酸修复之外，所有的 tRNA 的修

饰和加工发生在核 内 ，所以说要产生有活性的

tRNA 必须向核内输入很多的加工和修饰酶类，这

些酶的核内输就可能依赖于 RanGTP剃度。 缺乏 Ran

通路的细胞中会出现带有内含子 ， 但 5' 和 3 ' 端成

熟，所有需要修饰的核昔酸都经过修饰的 tRNA 前

体增加的情况，这可能是由于除起剪接作用的核酸

内切酶外， 在缺乏蛋白 内输的情况下核内能提供足

够的酶使 tRNA 持续产生;也可能是除起剪接作用

的核酸内切酶外， tRNA 加工酶的核内输不依赖

Ran 。

酵母中核糖体蛋白进入细胞核内与 rRNA 前体

组成核糖体前体 ， 然后以核糖体蛋白复合物(RNP)

的形式携带 rRNA 进入细胞质 ， 因此， rRNA 的形

成需要蛋白质不断地向核内运输。 酵母细胞每分钟

产生约 2000 个核糖体， 不考虑将编码核糖体蛋白的

mRNA 转移到细胞质以及 rRNA 前体和核糖体蛋白

mRNA 转录需要的 RNA 聚合酶 I 、 II 、 III在核中

定位时 Ran 的作用， RanGTP 和 RanGDP 之间的循

环变换次数需要每分钟多于 10 5 。

Ran 及其调节物在 mRNA 中的作用不仅是将

RNA外输入细胞质，在酵母 RanGAP 和 RanGEF 发

生突变时mRNA 的代谢过程出现许多加工缺陷，反

映出 mRNA 加工对 Ran 途径的内输过程的需要[32] 。
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Abstract: GTPase Ran, which b inds to and hydrolyzes GTP, is a critical regulator of many metabolic pathways. 

It plays roles in man y b iological aspects of e ukaryotes, such as DNA replicatio n , RNA transcription and processing/ 

modification, nucleocytoplasmic transp o rt of RNA and p ro teins , the e ntry into and out of mitosis or meiosi s , the 

spindle assembly , the correct chromosome se g reg ation, the nuclear e nvelop e breakdown and re-assembly during 

the mitosis and meiosis. 
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