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膜窑的区室化调节功能及药物设计策略探讨

傅玲琳* 许梓荣 JHA Rajeev K. 

(浙江大学动物科学学院，教育部动物分子营养学重点实验室，杭州 31(029)

摘要 膜客是脂泣的一种特殊类型，在哺乳动物的内皮细胞、脂肪细胞及平滑肌细胞质膜

上分布尤为丰富。近年来对于膜窑的区室化调节与生理功能及其应用于药物设计方面的研究日益

受到关注，女口利用基因剔除、荧光共振能量转移等技术研究客蛋白功能及膜客内信号蛋白的互相

作用，从而为新型药物的设计打下理论基础。

关键词 !摸害:害蛋白:信号转导:药物设计

膜捍(caveolae)和脂夜都是细胞膜上富含胆固醇

和鞠磷脂的脂质有序结构域，其中膜害是一种特殊

的脂夜结构，通常在细胞质膜形成内陷的小窝。现

已被确认为斗中细胞器。早在 1955 年，日本学者

Yamada采用透射屯镜首次观察到细胞质膜土存在→

些小囊泡[ll ，之后人们一直认为它们的主要功能是

参与跨膜物质转运。直到 20 世纪 90 年代，随着膜

轩表面标i~蛋白二→窑蛋白(caveolin ， CA V)的发现，

膜窑作为信号转导枢纽的作用也 H益受到人们的重

视。近期研究集中于膜容是一种能进行区室化信号

转寻(compartmentalizing signal transduction)的膜系

统，它们在大多数细胞表面形成了一个特殊的内吞

和外排的分割空间，能够引入分子将其分配到细胞

内的特定部位:它们又能把分子运到细胞外，划分

各样的信号活动。膜害信号传递起始的平台调控细

胞多重生物学功能，许多学者正深入开展研究，以

期寻求更为合理的传送途径来设计药物以达到更为

有效的治疗目标。

1 膜害与害蛋白的结构特征

膜害直径为 50-100 n日1，囊状或烧瓶状的细胞

质膜内|唱做区，主要由胆固醇、糖基鞠磷脂、黯

磷脂和需蛋白组成。广泛存在于许多类型的哺乳动

物细胞中，尤其在内皮细胞、脂肪细胞及平滑肌细

胞质膜仁的分布更为丰富。近期在兔和豚鼠视网膜

L皮细胞质膜也发现有膜害的存在[2] 。许多信号分

r均聚集在膜需区， l~日各种受体酷氨酸激酶、非受

化氮合成酶(eNOS) 、 RAS 等。膜害主要参与胆固

醇运输、内吞与跨细胞运转过程、细胞增殖与迁移

以及整合调控信号转导过程[3J 。

轩蛋白(CAV)是膜窑的主要结构蛋白，为形成
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图 1 害蛋白基因家族[41 (改绘)
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图 2 窑蛋白白1α分子拓扑结构示意图[41 (改绘)

凹陷结构所必需。 CAV 支架区(caveolin scaffolding 

domain , CSD)与许多信号分子连接，起负调节作

用。 CAV 基因家族有 3 个成员: CAV-l 、 CAV-2 和

CAV-3 , CAV-l 与CAV-2又分别有各自的亚电(图 1) 。

CAV-l 、 CAV-2 在多数类型细胞中共同表达，而

CAV-3 的表达具有肌细胞特异性14J 0 最近有研究表

明， CAV-3 在鸡胚早期发育过程中主要分布于生肌

节和神经胶质问。 CAV-lα 具有奇特的拓扑结构，

其 N 端与 C 端均朝向胞内，中|、日j跨)J莫疏水区域(MS)

在膜内形成发夹结构:支架区与 CAV寡聚体形成有

关，井调控信号分子的活性状态;N 端的 Tyr14 位

点可被酷氨酸磷酸、化， C 端的棕榈眈化位点具有锚

定 CAV 作用(图 2)[4] 。
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2 膜窑的区室化调节作用

细胞迸行各种生物活动时，膜害为其提供一个

局限性的时空区域，有利于各种信号分子的聚集、

接触，以达到更快速有放的级联反应，从而执行特

定的生理生化功能。运今为止，己证明膜害在调节

细胞运输和分j茬，区室化信号转导，胆固醇运输及

细胞增殖、转化、迁移方面发挥着区主化调 11 功
4豆、机

日E 。

2.1 参与调节细胞内运输和分选的机制

细胞进行各种生物活i)J时，膜需内含有动力素

(dynamin)及其他用于识别胞内运输小泡的特异性停

靠和实现相!但细胞器膜融合的分子原件，如I

VAMP2 , NSF 反 SNAP 等。胞外配体与膜害内受

体相瓦作用，通过膜窑小泡的出芽、停靠和融合完

成内吞及跨细胞运转过程。

当 t1蛋白与其膜需内受体 gp60 结合后，活化的

GßY1殷活 Src 酷氨酸激酶活性， Src 引起 CAV-l 与动

力素之各臼磷酸、化及相互结合形成复合物;另一}j

面 Src 调节H几功蚕臼或肌动蛋白结合蛋白(cortactin)的

功能，使)民存小i包沿1故丝或i故管移动，从而介导胞

吞作用。然后， VAMP2 , NSF 和 SNAP 形成复合

物，介导特异性地识别及小泡与相应膜的融合[6] 。

Pelkmans 等[7J认为 CAV 固定的膜结构域可作为内吞

作用的多功能.@$俞及分边的工具，提出 CAV稳定的

膜结构区域分边 r作模电。膜害运输小i包始终包被

稳定的膜整合蛋白(CAV) ，与其他细胞器融合时一

直保持特殊的膜结构域。经辨别不同的区室信号

(如内体 pH 值)，山 Rab5 蛋白调节释放运载物质至

周围膜结构区或滞留于 CAV 国定的膜结构域内，使

胞外不同的运载物质到达不同的细胞器内，实现有

效的分边作用。由于膜害运输小j包与靶细胞器膜作

用的瞬时性与!民区域独立性，它们可不断重复被利

用。

2.2 细胞区室化信号转导

信号蛋白在膜拜内聚集、紧密结合，实现信

号的区主化转导。 G 蚕白偶联的受体(GPCR)-Gs- 腺

背酸环化酶(AC)信号途径及eNOS的参与效应证实了

这 11。。-肾上腺素受体(ß1AR/ß2AR) 、 AC6 、 Gs

Z主 eNOS 均位于膜害内，儿茶酌肢类剌激 ßAR 产生

cAMP，磷酸 E旨酶(PDE)将膜寄外前列腺素剌激受

体 EP2R 产生的 cAMP 区室化隔离[8] 0 内皮细胞在静

息、状态下， eNOS 与 CAV 结合而活性受到抑制:在

受缓激肤等胞外信号剌激EI寸，胞内 Ca2+ 浓度升高，

钙调蛋白与 eNOS 结合， eNOS 与 CAV 解离开，

cAMP 
generated by 

PDE ß ，AR& 民AR

·综述

图 3 心肌细胞膜窑内 GPCR-Gs-AC 信号途径及 eNOS 参与

效应的示意图(改自 Rennolds S. Ostrom 等提供的待发表资料2

The evolving role of Iipid rafts and caveolae in G proteins-coupled 
receptor signaling: Implications for molecular pharmacology) 

eNOS 被激活并促进 NO 合成[9]。由 F各信号分子均

集中于膜害区域内，而 AC6'受 NO 介导的亚硝酷化

拥制，因此eNOS 的激活选择性地抑制了膜捍 cAMP

信使的产生，进而影响 F游分子级联反应(图 3) 。

Oxhom 等lω]在心脏内皮细胞膜管内分离到介寻

细胞凋亡的 caspase-3 酶!息。正常状态 T ， caspase-

9 能调节 caspase-3 的酶活性，引起底物蛋白(Rock l/

PAK2/FAK)正常的水解过程:缺乏胆固醇状态 r ，

caspase-3 离开膜窑区域，使 caspase-3 在时宅上远

离其水解底物，且被激活的 caspase-3 将会移至其他

区域进行无调控的蛋白质水解。由此时见膜'拜区主

化作用对正常信号转导过程的重要性。

2.3 胆固醇运输与信号调节

膜害区胆固醇 -CAV 复合物在维持微区凹陷结

构提发挥信号整合与转运功能中起着重要作用。若

去除胆固醇成分则会破坏膜害结构，并使区域内各

种信号分f分散，进而扰乱 系列信号过程。另

外，膜窑微区所含的游离胆固醇(FC)似乎与信号转

导过程的激活有关。当血小板生长因子(PDGF) 与位

于膜窑内的受体(PDGFR)结合，随着 PDGFR 的自
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身磷酸化，微区内 FC 含量迅速下降;而进行完一

系列信号过程后 ， PDGF/PDGFR 复合物移出膜窑

区， FC 含量恢复[11] 0 

研究表明，膜害在调节细胞内胆固醇浓度中发

挥重要作用。胞外的胆固醇接受者高密度脂蛋白

(HDL)可调节胞内胆固醇转运至膜害区，再以膜害

作为出口流出。除此之外，膜害还参与将胞内新合

成的胆固醇运往其他质膜区域，因此对维持其他质

膜区的结构与功能也起着一定作用 [12] 。

2.4 对细胞恶性转化与迁移的调控

目前己推测害蛋白 CAV-l 为一抑癌基因。已有

众多研究表明， CAV-l 的高表达能抑制细胞恶性转

化，如经转化的 NIH-3T3 成纤维细胞， CAV-l 表

达量及膜害数量显著下降[13]。但在体内实验结果却

显示，转移的肿瘤细胞中 CAV-l 呈高表达[14] 0 Carver 

等[15]分析原因认为，由于体外培养环境恒定不变，

转化的细胞内 CAV-l 水平一直处于低水平:而体内

的肿瘤细胞转移后需适应新环境以利于其生存，因

而 CAV-l 水平叉上调。这也解释了化疗药物引起多

药耐受性(MDR)的原因，由于肿瘤细胞的生存适应

性，必须使其 CAV-l 表达升高，推测化疗药物可能

通过CAV-l介导的胆固醇流出途径由细胞内转运到细

胞膜，位于细胞膜的药物泵再将药物排出细胞[16] 。

另外，血管内皮生长因子(VEGF)依赖性信号

级联反应和血管新生也受 CAV-l 负调控，而血管新

生是肿瘤侵袭转移过程中极重要的促进因素[1飞因

而可认为膜害调控着细胞恶性转化与迁移的过程。

3 膜害-害蛋白研究方法与药物设计策略
基于膜窑的靶向药物设计，要以寻找各种作用

靶位的研究为基础。可利用基因剔除、荧光共振能

量转移(FRET)等技术研究CAV功能及膜害内信号蛋

白的互相作用，从而确立目标靶位:还可通过改进

分离纯化技术精确得到膜害内目标组分，并结合蛋

白质组学方法，建立不同组织膜窑的药物靶位库。

3.1 分离纯化

目前常用的从组织或组织培养细胞中纯化膜害

的方法大致可分为12J.~几类:①在庶糖梯度中漂浮

非离子去污剂 Triton X-I00 不溶的膜:②在 OptiPrep

梯度中漂浮超声处理的质膜:③组织匀浆的不同离

心分离:④通过离心或免疫吸附从阳离子化硅胶纯

化的内皮细胞质膜中回收膜害。

通过这些方法获得的膜害不大具有可比性，主

要是因为目前还没有一个判断纯度的形态学标准。
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CAV-l 是破碎细胞分离膜害的标记蛋白，但它并不

是评价纯度的理想分子，因为 CAV在其中的浓度是

变化的。此外，纯化中所用的物理手段(如阳离

子化硅胶、 Triton X-I00、超声、高 pH 的碳酸盐、

免疫吸附等)可以改变膜害的分子组成，比如，提

取样品所用的某些去污剂可增溶常驻蛋白，使得到

的抽提物中此蛋白质含量下降甚至缺失。

最近有报道利用双水相亲和分配(affinity parti­

tioning)技术纯化内皮细胞的膜害[18， 19]。在 PEGI葡聚

糖双水相系统中，将目标质膜-一抗(anti-CAV)- 二

抗(生物素标记)复合物选择性地亲和分配至结合中性

链亲和素的葡聚糖下相，然后用 Triton X-I00 处理

质膜纯化得到膜害[19] 。

3.2 基因剔除与 FRET 技术

近年来建立的CAV基因剔除小鼠模型可作为研

究 CAV 功能及膜害生理作用的工具。 Drab 等[20]首

先用基因打靶的方法培育出完全消除 CAV-l 基因的

cav-l-/ 小鼠。 CAV-l 基因的缺失，导致 cav-l-/ 小

鼠肺内皮细胞和上皮细胞的膜害完全消失，其他组

织器官(脂肪组织、隔膜、肾、心脏)也均缺乏膜

害。研究结果显示， cav-l-/ 小鼠心血管的 NO 与

Ca2+ 信号途径受损，导致依赖内皮的舒张、收缩与

肌源心律的稳定均表现异常，肺泡隔膜增厚:此

外， cav-l十小鼠还存在肺门脉高压、扩张性心肌

病及间质纤维样变性。但 cav-l-/ 小鼠仍能存活，深

入的研究有待今后进一步开展。 R缸扭i 等[21]意外地发

现 cav-l-/ 小鼠减弱了在脂肪组织中贮存甘油三酸酷

的能力，导致 cav-l-/ 小鼠能抵抗食物引起的肥胖现

象，且其血液中自由脂肪酸和甘油三酸醋的浓度增

加。推测膜窑可能还参与调节脂肪酸的转运过程。

此外，新发展的 FRET 技术可在活细胞生理条

件下研究蛋白质-蛋白质间的相互作用，用于鉴定

膜害区室化作用过程中关键的信号蛋白或作用位

点，为开发基于膜害的新型治疗药物打下理论基础。

3.3 药物设计策略

膜害在内皮细胞中具有跨细胞转运功能，且在

不同组织中表达各异，因此可用于开发组织靶向性

药物和基因载体。通常由于内皮屏障而使药物不能

通过循环血液到达目标组织， Mclntosh 等[22]鉴定了

内皮组织膜害的特殊成分，制备出针对大鼠肺内皮

细胞膜害某一特定组分的单抗 TX3.833，结果显示

经静脉注射后能快速通过内皮屏障， 30 min 后 80%

有效到达肺组织。此研究提示，可根据膜窑的组织

异性设计抗体或配体，并将其与药物偶联，使药物
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迅速有效地通过内皮屏障到达目的组织发挥药效。

此内皮-膜害-靶向技术也可应用于抗肿瘤药物

的设计[16]。制备针对特定肿瘤组织内皮膜害某一靶

点的抗体或针对其膜窑内某一受体的配体，将其与

抗肿瘤药偶联，通过膜害内吞作用使之穿过肿瘤血

管内皮，药物靶向破坏其内皮细胞，血液凝聚堵塞

导致肿瘤组织生存所必需的养分供给不足而梗死:

或者使药物通过膜害跨细胞运输作用透过血管内皮

到达肿瘤细胞内，发挥毒性直接杀死肿瘤细胞。此

外，还可设计 CAV-l 支架多肤模拟物，多月大能与

内皮-氧化氮合成酶(eNOS)结合并持久地抑制其活

性，从而阻断肿瘤血管新生的信号通路。不过，由

于 CAV-l 支架与多种信号分子作用，此类多肤必须

是针对 eNOS 的。总之，对膜害结构与功能的研究

将会为药物设计带来更多的信息与启示。

4 展望

由于害蛋白的发现及基因缺失 cav-l-/ 小鼠模型

的建立，人们对膜窑的研究不断深入，尤其是近几

年己有许多问题得到较清楚的解释。但仍存在不少

有待深入研究的问题:蛋白质如何识别不同的膜

害，进入一个有效区:膜需动力学调节机制:不

同组织中膜窑结构与功能的关系:不同信号途径如

何在膜窑区实现区室化联系:膜害与疾病的关系究

竟如何等。此外，有关基于膜害的药物设计方面还

综述-

处于初步研究与探讨阶段，距离实际的应用还需走

-段漫长的研究之路，尤其是如何寻找合适的作用

靶位及真正达到理想效果，还需众多的实验证据。

膜害结构与功能的研究模型，为今后深入了解其他

脂质微区打下基础，并将给生物学及医学研究带来

深远的理论意义和应用价值。
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Compartmentalized Regulation in Caveolae and Implications for 

Drug Design Strategies 
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(College of Animal Science, Educational Ministη Key Laboratory of Molecular Animal Nutrition, 

Zhejiang Universi纱， Hangzhou 310029, China) 

Abstract As specialized lipid rafts, caveolae are present on many types of mammalian cells , particularly on 

endothelial cells , adipocytes and smooth muscle cells. Recent studies mostly focus on compartmentalized regulation 

and physiological role of caveolae with the aim to develop novel drug delivery strategies. New techniques including 

gene knockout and fluorescence resonance energy transfer pmvide valuable tools for elucidating functions of caveolin 

as well as investigating signaling protein interactions in caveolae, which may benefit for drug design. 
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