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有丝分裂期 MPM-2 磷蛋白家族及其调控因子
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摘要 由于有丝分裂磷蛋白单克隆抗体(血totic .Qhosphoprotein 皿onoclonal antibody-2 , MPM-

2)识别很大一组在M期特异磷酸化的蛋白质，因而引起研究者的极大兴趣。该抗体亦成为研究 M

期功能性磷蛋白的重要工具。多个MPM-2磷蛋白已经定住在各种有丝分裂装直上，女口中心体、着

丝粒、纺锤体、染色体骨架及中体等，显示MPM-2磷蛋白在调控有丝分裂进程方面所扮演的重要

角色。结合作者的工作和这一领域的相关研究，概述了 MPM-2磷蛋白的细胞周期分布特点及其在

细胞有丝分裂期进程中的重要功能，重点介绍MPM-2磷酸化位点的研究状况以及到目前为止已鉴

定的 MPM-2 磷蛋白家族成员的基本情况，并总结了 MPM-2 磷蛋白相关调控因子的研究进展。
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20 世纪 80 年代初期， Davis 等[1]建立的→株单

克隆抗体引起了细胞生物学界的广泛注意。他们使

用 HeLa有丝分裂期细胞提取物免疫小鼠，并通过杂

交瘤筛选获得一株特异识别有丝分裂细胞的单克隆

抗体。因为在免疫印迹中识别多个在有丝分裂期被

特异磷酸化了的蛋白质，这一抗体被命名为有丝分

裂磷蛋白单克隆抗体-2(皿itotic 卫hosphoprotein 皿ono­

clonal antibody 咽 2 ， MPM-2)。这株单抗，因其对

有丝分裂细胞的强反应性很快便成为在荧光染色中

识别问期和分裂细胞的有效工具。特别是， MPM-

2在免疫印迹中不但可辨认分裂细胞蛋白样品中的多

个条带，表明其特异识别一组与细胞分裂相关的蛋

白质，而且还发现这一抗体所识别的抗原决定簇是

磷酸化的。 MPM-2特异结合一大类只在有丝分裂期

被磷酸化了的蛋白质这一重大发现给了细胞生物学

家极大鼓舞，因为它无疑地提供了一个可能分离出

人们寻找己久的"有丝分裂因子"的方向。以后

的很多研究便是围绕确认MPM-2抗原决定簇的氨基

酸一级结构以及鉴定研究被MPM幽2特异识别的单个

蛋白质以及在有丝分裂中的作用而进行。

1 MPM-2 特异识别一组在有丝分裂期磷

酸化的蛋白质

通常情况下，单克隆抗体只识别一种或少数几

种蛋白质， MPM-2 识别的蛋白质却超过 50 种，这

些蛋白质拥有共同的抗原决定簇，含有一个磷酸化

的丝氨酸或苏氨酸。拥有该抗原决定族的蛋白质称

MPM-2 磷蛋白(MPM-2 phosphoprotein)或 MPM-2 抗

原(MPM-2 antigen) ，所有 MPM-2 磷蛋白共同组成

MPM之磷蛋白家族(MPM-2 phosphoprotein family) 。

MPM-2抗原在有丝分裂期磷酸化的特点已在许

多真核生物中得到了证实，包括人类、咕齿类、禽
类、蛙、昆虫、线虫 [1] 、果蝇 [2] 、曲霉属[ 3] 等，

表明 MPM-2抗原决定簇表位在物种进化过程中的高

度保守性及其功能上的重要性。

对细胞 4 个周期时相的间接免疫荧光结果表明

MPM-2 磷蛋白主要存在于有丝分裂期细胞中(罔1，

本实验室未发表资料)。某些 MPM-2 磷蛋白还存在

于如中心体、着丝粒、纺锤体及中体等有丝分裂装

置上[4] 。另外，细胞在核辐射作用 F脱离有丝分裂

期进入问期的同时，前期细胞核 L能被 MPM-2 识

别的、与有丝分裂相关的磷酸化决定族位点会随之

消失[5] 。因此， MPM-2 磷蛋白特异性地存在于有

丝分裂期细胞的事实表明该磷酸蛋门家族与有丝分

裂进程相关。

免疫印迹结果也显示MPM-2抗原存在于有丝分

裂期[IJ。在最初的免疫印迹结果lt1 ， Davis 等口]得到

了 16 个分子量不连续的 40 至大于 200 kDa 范围的
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图 1 MPM-2 磷蛋白的细胞周期分布

使用 MPM -2 对 H E p-2 细胞进行间接免疫荧光染色 。 间期细胞( 111 ter) 只有微弱的荧光染色 ， 前中期 ( P ro)细胞中染色逐渐增强 ， 染色

在中期细胞(M e t a)达到高峰，后期细胞( Ante) 虽染色强度减弱 ， 仍然保持明亮 ， 末期细胞(Telo)只显示弱染色。表明 MPM-2 瞬蛋

白主要存在 f有丝分裂期 。

~ 

66 

~ 

图2 4种细胞株中期(M)和间期(1)细胞提取物MPM-2兔症印

迹分析

显示仅有几条免疫条带出现在各问期细胞中， 而大量的免疫条带

出现在 M 期 。 同 时 . MPM-2 所揭示的有丝分裂期磷酸化蛋 白在

不同细胞类型巾的蛋白质谱有所不同 。 如某蛋 臼质条带(粗箭头

所不). 在 HE p -2 细胞和 293 细胞的 M 期中存在 : 同样位置处 ，

HeLa 细胞和 7402 细胞的 M 期中却没有这一条带出现。 此外， 某

些蛋白质条带 ， 虽然存在-j- 4 手中 M 期细胞中 ， 但蛋 臼质的表达

量显著不同 (细箭头所不) 。

MPM-2 抗体反应性蛋白质。 本实验室使用 4 种不同

的细胞提取物 、 相同的蛋白质上样量、 完全平行的

实验条件进行免疫印迹的结果显示 ， 在 20 至大于

220 kDa 范围 内检测到 30 多条免疫印迹条带(图 2 ，

本实验室未发表资料) ， 图 2 显示了不同细胞中所获

得的免疫条带的数目和蛋白质量的 比较 。 显然 ， 仅

有几条免疫条带出现在各问期细胞中，而大量的免

疫条带出现在 M 期细胞中 。 同时 ， MPM-2 所揭示

的有丝分裂期磷酸化蛋白在不同细胞类型中的蛋白

质谱有所不同 。 例如一些低分子量(粗箭头所示)的

蛋白质条带，在 HEp-2 细胞和 293 细胞的 M 期中存

在;同样位置处， HeLa 细胞和 7402 细胞的 M 期

中却没有这些条带出现 。 此外 ， 一些蛋白质条带，

虽然存在于 4 种 M 期细胞中， 但蛋白质的表达量显

著不同(细箭头所示) 。 由于所用细胞提取物分别取

自组织来源不同的单层培养的正常细胞或肿瘤细

胞，这些磷酸化蛋白的表达差异一方面反映了有丝

分裂期细胞磷酸化时的组织特异性 ; 另一方面，也

可能反映了某些肿瘤细胞的特异磷酸化现象 。

2 MPM-2 磷蛋白家族
MPM-2 识别一个大的有丝分裂磷蛋白家族 ，

约有成员 50 多个[门。表 l 列举了大部分已知的 MPM-

2 磷蛋 白 。 这些蛋 白质从其功能上可 以分为两大

类 ， 有丝分裂调控因子和与细胞分裂相关的结构蛋

白 。 有丝分裂调控因子又可细分为:

(1) 激酶类 。 如抑制 cdc2 激酶活性的 Mytl 和
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李 宏等:有丝分裂期 MPM-2 磷蛋白家族及其调控因子

表 1 己鉴定的 MPM-2磷蛋白

MPM-2 抗原 来源 可能的功能

促后期复合物(APC)

果蝇微管相关蛋 Asp

J主体蛋白

Cdc25 

Cdc25A 

Cdc25B 

Cdc25C 

Cdc2 相关激酶 (CrkRS)

酷蛋白激酶 II(CKII)

果蝇微管相关蛋臼

(DMAP85) 

Xenopus 

Drosophila 

Paramecium 

Xenopus 

Human 

Human 

Human 

Human 

Unknown 

Drosophila 

调控 cyclinB 降解

促进中心体微管组织

中心活性

与 MOTCs 活性有关

调控 Cdc2 活性

调控G/S 转换

调控 S/G2转换

调控 cdc2 活性

转录与剪切

蛋白质磷酸化

参与微管装配等

DNA 拓扑异构酶 IIα lndian Muntjac 染色质凝聚

真核翻译起始l主l子(eIF4B) Human 未知

Golgi 装配蛋白 55 Human 高尔基体去组装

INCEP Unknown 与染色体配对有关

透明质体蛋白， p62 Human 与人类疾病有关

Ki-67 Human 核的崩解与重建

动粒相关蛋白(KRMP1) Human 中心体分离等

微管相关蛋白 I(MAP l) Human 与微管的作用

微管相关蛋白 4(MAP4) Human , 中心体等成分

微管相关蛋白 lB Xenopus 与退行性疾病有关

(MAPIB) 

微管相关蛋白激酶激酶 MammaJian 

(MEK) 

有丝分裂促进因子 (1 50 Xenopus 

kDa, 250 kDa) 

有丝分裂期 Hl 激酶 Xenopus 

M 期磷酸蛋白 1 和 2 HeLa S3 

M 期磷酸蛋白 7 HeLa S3 

M 期磷酸蛋白 9 HeLa S3 

M 期磷酸蛋白 10 HeLa S3 

如1ytl Human 

NIMA 激酶 A.nidulans 

NUMA 蛋白(238 kDa) Human 

外部致密纤维蛋白(ODFI Boar 

CP85) 

与 M 期进程有关

诱导有丝分裂期

诱导 M 期

与 M 期进程相关

问期与 DNA 复制有关

高尔基体复合物成分

间期定位核仁中

调控 Cdc25 磷酸酶

调控M 期进程

M 期纺锤体组成

调控中心体活性

p42mapk MammaJian 调控 MAP 活性

配对螺旋丝状 tau 蛋白 Human 与返行性疾病有关

(PHF-tau) 

RalBPl 伴侣(POBl)和内 CHO 调控受体介导的内吞

吞蛋白 Epsin

RNA 聚合酶 II Human 与转录有关

纺锤体极体蛋白 (SPB) A.nidulans 与纺锤体运动有关

纺锤体蛋白(205 kDa) Diatom S.turris 调控 M 期纺锤体功能

Weel Xenopus 调控 Cdc25 活性

p55 Human 未知

M 期蛋白 125 kDa Drosophila 未知

鼠来源卵母细胞蛋白 (62 Mouse 与中心体活性有关

kDa) 

34 kDa(核)和 90 kDa C. reinhardtii 与鞭毛再生有关

(鞭毛)

90 kDa 皮质蛋白和 70 T.thermophila 与纤毛组装有关

kDa 纤毛蛋白

235 

Weel[6-7]、促分裂原活化蛋白(MAP)激酶 p42mapk[町、

曲毒属的 NIMA 激酶[9]、此外，还有 Cdc2 相关激

酶 CrkRS，该激酶含有一段富含精氨酸/丝氨酸(RS)

的结构域，可能参与对转录和剪接的调控[川等。

(2) 磷酸酶类。 cdc2 激酶调控子 Cdc25 磷酸

酶[11] 等。

(3) 其他类蛋白质。如可能参与细胞信号转导

途径的泛素结合蛋白 p62[山。在所有增殖细胞中都

出现的细胞核蛋白 Ki-67 ，它在核的崩解与重建中

起作用 [1匀，以及本实验室鉴定的真核翻译起始因子

eIF4B 等 MPM-2 磷蛋白(未发表资料)等。

与细胞分裂相关的结构蛋白包括着丝粒蛋白

INCEP[14J、微管相关蛋白 [15] 。此外，还有一些与

复制、转录和翻译相关的蛋白质，例如己发现了几

种M期磷蛋白(M phosphoprotein , MP酌， MPP7 定

位在 DNA 的复制中心， MPP9 为高尔基复合体的组

成成分，而 MPPI0 及 RNA 聚合酶 II 等则定位在核
仁中 [16-18] 。

2 MPM-2 磷蛋白在有丝分裂过程中的重

要作用
20 世纪 70 年代初期， Rao 等[1引发现与 M 期细

胞融合的间期细胞发生了形态各异的染色体凝聚，

称染色体超前凝聚(premature chromosome con­

densation, PCC)。随后， Matsui 等[20]进行的成熟蛙

卵细胞质诱导未成熟蛙卵细胞成熟的实验结果证实

在M期细胞中存在一种诱导染色体凝聚的因子，称

成熟促进因子(maturation-promoting factor , MPF) 。

20世纪80年代初， MPM-2 问世不久， Yamashita 

等[21]使用小仓鼠肾细胞系 BHK21 的温度敏感突变株

tsBHK21 进行研究发现，在限定温度的条件下，与

M期细胞融合的问期细胞没有早期染色体凝聚现象

发生，表明在该培养条件下 MPF 无活性，与此同

时，也检测不到 MPM-2 磷蛋白的存在:当在允许

温度下，早期染色体凝聚现象发生的同时， MPM-

2 磷蛋白大量出现，显示 MPM-2 抗原与成熟促进因

子的重要相关性。此外， MPM-2 磷蛋白的出现可

以被特异而高效的钙调蛋白抑制剂 W-7 所阻断，而

己知钙调蛋白在有丝分裂期的非组蛋白的磷酸化过

程中起作用，进一步表明非组蛋白在早期染色体凝

聚中的调节作用。在线虫的温度敏感突变细胞株中

也得到与此相类似的实验结果[22] 。
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分离的组分

600kDa 150 kDa 

具 Hl 激酶活性 具 Hl 激酶活性 新的 MPF 活性因子

可被 MPM-2 识别

不能被 PSTAIR 及抗

cyclinB 抗体识别

不能被 MPM-2 识别

可以被 PSTAIR 及抗

cyclinB 抗体识别
新的 MPF 活性因子

圈 3 分离纯化非 Cdc2lcyclinB系统 MPF 活性因子流程圈[24，251

通过凝胶过滤和琼脂糖柱层析，分离得到了 3 种非 Cdc2/cyclinB 系统 MPF 活性因子(粗黑框所示)。

20世纪 90年代初期， p34呻2及其在有丝分裂中

的重要作用的发现极大地促进了蛋白质磷酸化对细

胞周期作用的研究。 Cdc2/cyclinB 的基本代谢调节

途径的确立，使对促有丝分裂因子及其调控机制的

研究基本集中在了这一个调控体系上。然而，制备

了MPM2的实验室始终坚持对MPM-2磷蛋白的研究

并为之做出重要贡献。 Kuang 等[刀]利用孕酣诱导的

卵母细胞成熟过程研究有丝分裂中 MPM-2 抗原与

MPF 活性的关系，发现 MPM-2 抗原的磷酸化与

MPF 的活性的出现相一致。进一步的研究显示至少

3 种 MPM-2 磷蛋白具有 MPF 活性，但不能被特异

性抗 p34cdc2 抗体 PSTAIR 和抗 cyclinB 抗体识别，

表明这些MPM-2 磷蛋白为新的、非 Cdc2/cyclinB 系

统的 MPF 活性因子[24.25](图匀。

对 MPM-2 的研究还进一步发现MPM-2 的磷酸

化体系与 Cdc2/cyclinB 体系的交叉调节作用。成熟

促进因子 Cdc2/cyclinB 的正调控子 Cdc25 磷酸酶上

具有 MPM-2 抗原决定簇位点，并且其磷酸化是

Cdc25 磷酸酶活化的重要事件[11]。此外，两个 Cdc25

磷酸酶的抑制激酶 Weel 和 Mytl 己被鉴定为 MPM-

2 磷蛋白。在其行使抑制 G2/M 转换功能时，与催

化域相结合所必需的 Mytl 的 C 末端上，具有能被

MPM-2 识别的有丝分裂特异的磷酸化位点[6] 0 因

此， MPM-2 磷蛋白不仅有可能独立地启动 M 期，

而且还可以参与 Cdc2 激酶活性的调控。

对于M期诱导， Cdc2 激酶活性与 MPM-2 抗原

磷酸化作用紧密关联，并非完全独立[川。例如:M

期 Cdc2 激酶调控子 Cdc25 磷酸酶[1叭 WeellMytl 激

酶为 MPM-2 抗原[6]; 但将 Cdc2 激酶显微注射到非

洲爪瞻的卵母细胞中却诱导了 MPM-2 抗原的磷酸

化[26]。为了说明这些现象， Kuang 等(未发表资料)

提出了解释M期诱导中 Cdc2 激酶磷酸化与 MPM-2

抗原磷酸化可能的关系模型(图的。

对构巢曲霉菌正常细胞、 S 期阻断和 G2 期阻断

的温度突变体纺锤极体的研究显示纺锤极体蛋白

的MPM-2位点的特异性磷酸化是细胞周期依赖性

的[3]。另外，分离不同时期的 CHO 细胞 M 期纺锤

体并进行免疫学分析，发现微管相关蛋白 MAP凹lB及

MAP4 的磷酸化和去磷酸化与 M 期的进程相关[27]η川7ηI

另外，如用 MPM-2 覆盖 MPM-2 决定簇位点，或

用碱性磷酸酶处理使 MPM-2 抗原脱磷酸化，能消

除M 期中心体的微管成核能力(28] 。综上所述，针

对 MPM-2 磷蛋白的功能研究表明， MPM-2 磷蛋白

不仅可以独立地启动M期，而且还可以调控M期的
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图 4 M期 Cdc2;敖酶活性与 MPM-2决定簇激酶活性的协调作用模式

在这个模式巾. MPM-2 激酶和有丝分裂期 Cdc2 激酶通过磷酸化两个不同的有丝分裂磷蛋白家族，从而启动不同的 M 期事件(左侧图

2 个黑方框所不)。进入M 期时(左侧图). Cdc2 激酶与 MPM-2 决定簇激酶之间存在着一个正反馈环，环中. MPM-2 激酶激活 Cdc25

磷酸酶，失i舌 Wee l/Mytl 激酶，同时磷酸化其他的 MPM-2 抗辰，由此造成 Cdc2 激酶活性的剧增。激活的 Cdc2 激酶通过一个未知

的机制反馈l口l米激活 MPM-2 激酶，同时磷酸化其他底物。遵守同样的原则，在 M 期结束期间(右侧图) .周期蛋白失活引起 Cdc2 激

酶失i击，从而引起 MPM-2 激酶的失活，接着引起 We巳 l/Mytl 激酶的激活和 Cdc25 磷酸酶的失活。在这个环中，任何一种成分都可

以作为检验点，控制早成熟 M 期的诱导。

进程，显示 MPM-2 磷蛋白在有丝分裂期中的重要

角色。

3 MPM-2抗原决定簇磷酸位点的研究
最初的结果己经显示MPM-2所识别的抗原决定

簇中含有一个磷酸化的氨基酸[1]。由于 MPM-2 抗原

决定簇的磷酸化对M 期诱导的重要性， MPM-2 决

定簇本身的结构成为人们感兴趣的课题。

Zhao 等[29]在决定簇位点的研究上做出了开创性

的研究。他们对 MPM-2 抗原 p55 蛋白进行磷酸化氨

基酸分析后表明，苏氨酸的磷酸化可能与有丝分裂

事件相关。在 Zhao 耸立的工作基础之上， Westendorf 

等[16]利用噬菌体表达文库法进行决定簇位点的研

究。他们酋先构建出以噬菌体作为载体的 cDNA 表

达文库，将眼菌斑上表达的多肤转移到硝酸纤维素

膜上后用 M 期激酶将多肤磷酸化，再用 MPM-2 进

行筛选检测。对筛选出的 19 条多肤进行序列分析的

结果表明，出现频率最多的氨基酸序列为 L捕第LK 、

(F/T熠盹Q 和蹲撒(I/S)D ， 由此鉴定出在 MPM-2 抗

原决定簇上磷酸化的氨基酸或是苏氨酸(T)或是丝氨

酸(S)，且磷酸化苏氨酸或丝氨酸的 C 端包含一个脯

氨酸(P)残基。 Taagepera 等[8)从 p42mapk(ERK 1) 中

鉴定出 T183Ey185(苏氨酸 183_谷氨酸.酷氨酸185)序列中

的苏氨酸残基被 MAP激酶磷酸化，产生 MPM-2 识

别的磷酸化位点。

Ding 等[30]依据己报道的 MPM-2 抗原决定簇序

列信息，设计并合成了一系列多肤，希望通过将

各个选定的氨基酸替换成丙氨酸，从而考察在介

导 MPM-2 与抗原决定簇的结合中，各个氨基酸所

起的作用。实验结果表明，改变磷酸化苏氨酸残

基 C 末端与之相邻(+ 1 位点)的氨基酸不会影响

MPM-2 的结合，但是改变 -2 或 +2 位点的氨基酸

残基就会减弱 MPM-2 对这一位点的识别。可见，

位于一2 位点的芳香族氨基酸似乎是影响抗体结合

的最关键的氨基酸。二段合成的磷酸化多肤链

(RKEWLTpNFMEDRRC) ，足以被 MPM-2 识别的事

实说明此磷酸化多肤代表了一类典型的 MPM-2抗原

决定簇特征。并由此推测 MPM-2 抗原决定簇是由

"疏水氨基酸残基·丝氨酸(Ser)1 苏氨酸(Thr)- 脯氨

酸(Pro)- 疏水氨基酸残基-中性/碱性残基"组成。

其中，存在于磷酸化 SerlThr-Pro 结构域两侧的氨基

酸残基对于构建最适的 MPM-2识别位点是至关重要
的[ 16 ， 31] 。

Che 等[32]构建了谷脱昔日大 S 转移酶 -19 肤融合蛋

白，其中 19 肤中含有两个代表性的 MPM-2 决定簇序
列，并重叠着两个潜在的微管相关蛋白(microtubule-
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associated protein, MAP)激酶磷酸化位点。通过对

融合蛋白磷酸化的研究结果表明: ME 激酶对其底

物的识别和磷酸化，不仅需要具有推断的 MPM-2抗

原决定簇→级序列信息，而且还依赖于其他额外的

高级结构信息。

综上所述， MPM-2 的识别过程首先要求有一

个磷酸化的抗原决定簇，而且在这一决定簇中包含

的磷酸化苏氨酸或磷酸化丝氨酸及其附近的特殊氨

基酸是极其必要的。除此之外，识别过程还依赖于

额外的结构信息。这说明 MPM-2 除了对抗原决定

簇中的特定磷酸化氨基酸具有特异性以外，还具有

识别额外结构的特异性，这种结构特异性还需进一

步的研究证实。

4 MPM-2磷蛋白的调控因子
有机体通过蛋白激酶和磷酸酶介导的级联放大

反应而产生的磷酸化和去磷酸化事件调控细胞周期

的进程，但是许多蛋白激酶和磷酸酶的作用底物还

没有研究清楚。正如上文所述，一系列实验证据足

以证明，有丝分裂进程中 MPM-2 抗原决定簇的磷

酸化和去磷酸化调控着细胞周期的进行。因此，进

一步研究MPM-2磷蛋白的调控因子将有助于人们更

好地理解细胞有丝分裂进程的调控过程。

4.1 MPM-2 抗原决定簇激酶仙'lPM-2epi阳'pe kinase, 

ME 激酶)

目前，己证明了一些ME激酶可以在体外使蛋

白质磷酸化从而产生 MPM-2 能够识别的位点。虽

然这些激酶都称 ME激酶，也都是磷酸化丝氨酸和

苏氨酸，但并非一类激酶，包括多类激酶，涉及

多条不同的磷酸化途径(表 2) 。

4. 1.1 Cdc2( cell division cyc1e)激酶和 NIMA(never­

in-mitosis in Aspergillus nidulans)激酶 Cdc2 激酶

表 2 己鉴定的 MPM-2抗原决定簇激酶

ME 激酶 底物

Cdc2 激酶 微管相关蛋白 4 和 lB

NIMA 激酶

ME 激酶 H

p42mapk 

NIMA Ki-67 

不确定

不确定

微管相关蛋白 2

高尔基体装配蛋白 55

Polo 类激酶 Cdc25 

微管相关蛋白激酶(MAPK) 不确定

CKII 激酶 DNA 拓扑异构酶

微管相关蛋白激酶激酶 1 和 p42mapk 

2(MEKl ,MEK2) 

·综述.

又称 CDK1(cyc1in-denpendent kinase 1)激酶，是诱

导有丝分裂起始的关键因子。将 Cdc2 激酶加入非

洲爪蜡问期细胞提取物中，会使 MPM-2 对中心体

相关的 MPM-2磷蛋白的识别增强[坷。在体外 CDK1

直接磷酸化多肤片段[161以及许多有丝分裂期蛋白而

表现出 MPM-2 反应性，包括 p42mapk[26] 、 NIMN9]

以及 Ki-67，而 Ki-67 的 MPM-2 决定簇位点的磷酸

化是M期两个重要检验点一一核崩解与核重建所必

需[ 13] 。

NIMA 激酶是曲霉属细胞有丝分裂起始的决定

因子[34]。细菌表达的曲霉属蛋白 NIMA 和超速离心

后的有丝分裂期 HeLa细胞提取物，都可以催化动粒

上的 MPM-2抗原决定簇的复磷酸化。作为 ME激酶

的 NIMA 激酶直接或间接调控着许多关键的有丝分

裂事件，如染色体凝集的起始、纺锤体极体微管的

成核反应[35]、有丝分裂期动粒的组装以及有丝分裂

后期姐妹染色单体的分离[36]等。

Cdc2和 NIMA两种激酶都是有丝分裂起始的决

定因子。在曲霉属细胞中， G，期的 Cdc2 和 NIMA

两种激酶是独立地被激活并行使各自的激酶活性，

而有丝分裂的起始则需要同时激活 Cdc2和 NIMA两

种激酶。 G2 期超磷酸化的 NIMA 中包含着 MPM-2

识别位点，有丝分裂起始时 Cdc2 将其进一步磷酸

化，而磷酸化的 NIMA 又可以增强 Cdc2 的激酶活

性。在 Cdc2 无活性时， NIMA 可以促进染色单体

的凝集:如果 NIMA 未被激活，即使 Cdc2 处于活

化状态也不能起始有丝分裂。这一研究结果表明，

Cdc2 和 NIMA 两种激酶通过彼此激活各自的促有丝

分裂活性而行使其功能，只有这样才可以保证在所

有的间期事件完成之后再启动有丝分裂期[9] 。

4.1.2 Polo类激酶(Polo-like kinase , PIKs) Plks是

一个丝/苏氨酸激酶家族，最初被鉴定为果蝇polo 基

因的编码产物[37]，并在许多不同的真核生物中都发

现了它的同系物。

越来越多的实验证明， polo 类激酶(Plks)也扮

演 MPM-2 激酶的角色。在细胞周期的不同阶段，

将抗 Plk1 的抗体显微注射到 HeLa 细胞中以后，消

除了 MPM-2反应性[38]。果蝇微管结合蛋白 DMAP85

在体外被 Plks 磷酸化以后，产生MPM-2 识别位点，

并从微管上解离，表明 Plks 可能在有丝分裂期调控

微管的装配上起作用[39]。再者，己知 Cdc25 磷酸酶

激活 MPF 活性， Wee1 和 Myt1 抑制 MPF 活性，激

活的MPF进一步促进Cdc25 活性，抑制W四1 和Myt1
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的活性， MacIv町等[40]证实 Plks 参与 MPF 活性的反

馈控制。

4. 1.3 C阻激酶(casein kin臼e 11) 酷蛋白激酶C阻

是一种丝/苏氨酸激酶，本身在有丝分裂的细胞中引

人注目地被磷酸化，而且拥有众多的底物。经研究

发现， CKII 介导拓扑异构酶 11 磷酸化，在 1469 位

的 Ser位点上产生能被MPM-2 识别的磷酸化位点[41] 。

另有研究证实，定位在染色单体间区域的 MPM-2磷

蛋白 DNA 拓扑异构酶 11α，在连接中期 I 的二价姐

妹染色单体轴时起到染色体哪钉的作用 [42] 。

4.1 .4 MAPK和MAPKK 促分裂原活化蛋白激酶

(mitogen-activated protein kinase, MAPK)首先是作为

一个关键的丝/苏氨酸激酶家族被鉴定出来的，它在

许多不同的信号通路中被激活，进而参与细胞增

殖、分化等过程的调控。 p42mapk ，又称细胞外

信号调控激酶(extracellular signal- regulated kinase , 

ERK) ，是MAPK级联反应途径的重要成员之一，具

有 ME激酶活性，可能在传递细胞外信号到细胞核，

激活与增殖相关的基因转录方面起重要角色[26]。其

次，尽管 MPF 是进入M 期所必需，一旦进入M期

后;就要依赖 p42mapk 途径维持M 期的进程[43] 。

微管相关蛋白激酶激酶(MEKl 和 h但也)，磷酸

化p42mapk产生 MPM-2 反应性[8]0 MEK突变的细胞

延迟 G2 期的进程:用 MEK特异性抑制剂 PD98059

处理 S 期细胞，使细胞阻断在 G2 期。表明 MEK是

G/M 转换期以及 Cdc2 激酶激活及进入M 期所必
需 [44] 0 

4.2 MPM-2 抗原决定簇磷酸酶(MPM-2 epitope 

phosphatase , ME 磷酸酶)

蛋白激酶在调节细胞周期进程中起着极其重要

的作用。然而，调节一个特定蛋白质磷酸化水平的

稳定状态，既需要蛋白激酶，也需要蛋白磷酸酶的

参与。真核生物蛋白磷酸酶(PPs)根据结构、功能

和酶学特性的不同可以划分成 3 大类，分类依据的

是它们在体外对底物的不同作用方式、对特异抑制

剂如冈田酸和微囊藻素的敏感性以及金属离子对其

活性的影响情况[45，46] 。在这些分类中， PPP 和 PPM

磷酸酶家族作用于丝氨酸和苏氨酸，而蛋白酶氨酸

磷酸酶(PTPs)则负责磷酸化酶氨酸的去磷酸化。真

核细胞中含量最多的丝/苏氨酸磷酸酶属于PPP磷酸

酶家族，包括 PPl 、 PP2A 、 PP2B 、 PP4 、 PP5 、

PP6 以及 PP7; 而 PP2C 和与其相关的丙酣酸脱氢

酶磷酸酶则是 PPM 家族的成员。
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与 ME 激酶相比，目前对 ME磷酸酶的了解还

比较有限，这主要是因为以下 3 个复杂条件的限

制: (1) 丝/苏氨酸蛋白磷酸酶作用的底物范围很广:

(2) MPM-2 磷蛋白中可能包含一些与 MPM-2 抗原决

定簇不相关的磷酸化位点，从而导致 MPM-2 磷蛋

白可以被许多种磷酸酶去磷酸化; (3) 将 MPM-2 磷

蛋白中的MPM-2抗原决定簇去磷酸化的究竟是一种磷

酸酶还是多种相似的磷酸酶尚无定论。尽管如此，曲

霉属的遗传学研究表明， PPl 活性对 MPM-2磷蛋白的

去磷酸化从而使细胞完成有丝分裂所必需[47] 。而

且，另一个研究已经证实，至少有一种磷酸酶(PPl

或 PP2A)参与 MPM-2 磷蛋白的去磷酸化[48] 。

4.3 MPM-2 抗原决定簇异构酶(MPM-2 epitope 

isomerase , ME 异构酶)

肤基脯氨酸异构酶(peptidyl-prolyl isomerases, 

PPIase)是一种在原核和真核细胞中都普遍表达的蛋

白质，它最主要的功能是催化肤链的顺反异构化，

从而促进脯氨酸与多肤链 N 末端的结合。近些年

来，有研究发现， PPIase 家族成员之- Pin1.优

先异构丝氨酸或苏氨酸己磷酸化的有丝分裂期磷酸

蛋白， MPM-2 特异性决定簇位点 S/T-P 的磷酸化，

产生了 Pinl 的结合位点，通过Pinl 的结合催化脯氨

酸异构化而诱导了蛋白质构象的改变，并由此改变

蛋白质的酶活性，或蛋白质对磷酸酶去磷酸化作用

的敏感性[31] 。

在 HeLa 细胞中过表达 Pinl ，或者将 Pinl 显微

注射入两细胞阶段的爪瞻卵中，都可以抑制细胞进

入有丝分裂期，而去除 Pinl 则抑制M期的完成 [49] 。

Pinl 与一些有丝分裂期的磷酸化蛋白直接相互作用，

如 Mytl 、 Weel 、 PlkllPlxl 、 Cdc25 和 CKII 等[5叫，

这些蛋白质中的 Ser/Thr-Pro 结构域被 Cdc2 激酶磷

酸化以后，就可以被 Pinl 识别。 Pinl 和 MPM-2 选

择识别相同的磷酸化位点的事实说明， Pinl 介导

的、 MPM-2 磷蛋白磷酸化作用依赖的构象变化很可

能在细胞周期调控中起重要作用[31 ，54] 0 

5 小结
二十余年来，尽管对 MPM-2 磷蛋白家族的研

究己取得了很大的进展，但并没有如预期的那样成

为细胞周期研究、特别是对有丝分裂调控因子的探

索的主攻方向。主要原因一是当时的研究手段的局

限， MPM-2 识别或结合的几十种蛋白质这一特性使
鉴定和提纯其中的任何单一成分极为困难。二是随
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后对酵母，继而发现在所有真核生物中具有普遍性的

Cdc2/p34 的确认，以及进一步确定的 Cdc2/cyclin B 

的细胞周期调控系统，逐渐作为长期以来所谓"有

丝分裂因子"的代表而成为这一领域的研究主线。

而利用酵母这一极好的遗传-突变体系使之相对较为

容易地找出整个调控系统的反应途径，因而得到极

为广泛的研究和应用。同时，人们也发现，至少

这一调控网络的一些主要或上游蛋白质的磷酸化，

与 MPM-2 的抗原决定簇没有直接关系。因此，

MPM-2 的抗原似乎多为周期调控蛋白即传统的有丝

分裂因子的靶蛋白而非调控因子自身。

细胞生物学的新进展和蛋白质组学，特别在细

胞水平或细胞内调控系统的蛋白质组学为 MPM-2的

研究带来新的重要意义。首先，细胞生物学和蛋白

质组学的新方法为研究这种共享一种磷酸化的抗原

决定簇的蛋白家族提供了有效手段和方法:再者，

对MPM-2的不懈研究[55-571也发现了MPM-2抗原中不

止一个的参与 Cdc2/cyclinB 及调控体系的成分，使

研究不同磷酸化途径在周期调控中的作用及特点成

为新的研究热点。最重要的是从真核细胞的调控系

统或网络的角度讲， MPM-2 抗原的存在及其被调

控，显然代表着一个尚未被很好揭示的体系，因而

这个并不"年轻"的抗体向细胞生物学家提出了新

的挑战，显示了对其深入研究的重要意义。
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Abstract Monoclonal antibody MPM-2, which recognizes a large family of mitotic phosphoproteins in a 

phosph。可lation- dependent manner, fully allures our attention. It is suggested that MPM-2 phosphoproteins play an 

important role in regulating mitotic processes for some of the MPM-2 phosphoproteins being present in components 

of the mitotic apparatus such as centrosomes, kinetochores, spindle fibers , chromosomes scaffolds and the midbody. 

In this review, we will integrate our research work with others and summarize the studies on the distribution of 

MPM-2 phosphoproteins and briefly describe related findings for the functional importance of MPM-2 phosphopro­

tein in the mitotic progress. We wi1l provide the results of pa口ial characterization of MPM-2 phosphoepitope and the 

identification and characterization of the MPM-2 phosphoproteins , the studies results on regulators of MPM-2 

phosphoproteins as wel l. 

Key words MPM-2; MPM-2 phosphoprotein; mitosis 
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