
细胞生物学杂志 Chinese Joumal of Cell Biology 2008, 30: 489-493 http://www.cjcb.org 

Cdk5年35 激酶与肌动蛋白细胞骨架

结合关系的鉴定
张昭军 1 ， 2 齐众 2 * 乔明 强 1 *

('南开大学生命科学学院微生物系，天津 300071 ; 2 香港科技大学生物化学系，香港)

摘要 Cd的， 一种多 功能的丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，其活性只有通过结合其神经特异性

调节亚基才能被激活。 p35 是Cdk5 的两个主要调节亚基之一。 尽管 Cdk5年35 激酶可以调控神经细

胞中肌动蛋白细胞骨架的动态变化，但直到目 前为止 Cdk5年35 激酶与肌动蛋白细胞骨架的结合关

系仍不是很清楚。现利用几种不同的方法对两者的结合关系进行了初步鉴定。目 前的试验结果表

明在鼠脑组织 中肌动蛋白细胞骨架是 Cdk5年35 超大蛋白复合体的一个组分， p35 可以直接结合纤

维状肌动蛋白，这说明在鼠脑组织或神经细胞中 Cdk5 很有可能是通过 p35 结合到肌动蛋白 细胞

骨架上并进一步调控肌动蛋白细胞骨架的动态活动的 。

关键词 Cdk5 ; p35 ; 肌动蛋白细胞骨架

。 细胞周期蛋白依赖性激酶 5 (cyclin dependent 

kinase 5, Cdk匀， CDKs 家族的特殊成员，是一种小分

子、多功能的丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激酶。 Cdk5 最早

是利用生物化学的方法从牛脑组织中分离出来的[l] ，

近年来人们对 Cdk5 的研究取得了巨大进展[2] 。 单体

Cdk5 不具有酶活，必须与其神经特异性调节亚基相

结合才能激发其活性。到目前为止己经发现了 Cd陋

的两个神经特异性调节亚基 : p35 和 p39 (两者的分

子量分别为 35 kDa 及 39 kDa) [3-5] 0 p35 在有丝分

裂期后的神经元细胞或成熟小鼠的脑组织中表达量

最高， Cdk5年35 激酶的活性也最高[呐。 p39 是 p35 的

蛋白类似物，两者在结构及功能上具有一些相似之

处 。 p39 在神经细胞中的时空表达不同于但互补于

p35 ， 说明两者在功能上具有一定的互补性。肌动蛋

白细胞骨架是纤维状肌动蛋白在细胞中的分布网络，

具有维持细胞形状、调控胞质分裂、促进胞内物质

运输、调控细胞茹连及细胞运动等重要功能。有文

献报道 p35 、 Cdk5 及纤维状肌动蛋白三者共存于神

经元细胞的轴突的生长锥部分[8] 。 此外， p39 可与纤

维状肌动蛋白结合，并且其过量表达可以改变纤维状

肌动蛋白在细胞中的分布[9] 。 这些证据说明 Cdk5 、

p35及纤维状肌动蛋白三者很可能存在于向一蛋白复

合体中 。 然而目前为止还未见这方面的相关报道。

本试验利用生物化学的方法分析鉴定了 Cdk5/p35 激

酶与肌动蛋白细胞骨架共存于同一超大蛋白复合体

中，并进一步确定了三者的结合关系，为更深入地研

究 Cdk5/p35 激酶对肌动蛋白细胞骨架的动态调节打

下了基础 。

1 材料与方法

1.1 抗体

试验中所用抗体为:抗·α·肌动蛋白抗体(Sigma) ，

抗 -ß- 肌动蛋白抗体(Sigma) ， 抗 -p35 C- 19 抗体(Santa

Cruz)，抗 -Cdk5 DC17 抗体(Santa Cruz)及抗 -GST 抗

体(Sigma) 。

1.2 DNaseI 处理肌动蛋白细胞骨架组分

鼠脑组织中去污剂不溶性组分的制备:将新鲜

鼠脑( 1 只)取出后先用冰冷的 lxPBS缓冲液冲洗3 次，

然后将鼠脑尽量剪碎， 再用 1Om1 匀浆液(2% Triton 

X-I00 , 10 mmoVL Tris-HCl, pH 7.5 , 2 mmoVL 岛19C12，

混合型蛋白酶抑制剂)将鼠脑组织全部转移至匀浆器

中，充分研磨直至无颗粒状组织为止，此操作在冰上

进行。所得匀浆液先经低速离心(5 000 g, 30 min)去

除相对较大的组织碎片等，然后取上清液， 上清液再

经超高速离心(100000 g, 1 h)后取沉淀部分，因匀浆
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液中含有 2% 的去污剂 Triton X-I00，所以瑜、此组分

为去污剂不溶性组分 。

细胞膜结合的肌动蛋白细胞骨架组分的制备及

DNaseI 的处理:上述去污剂不溶性组分再用 3 rn1 缓冲

液(10% 煎糖， 10 rnrnol/L Tris, 2 rnrnol/L MgC12， 、混合型

蛋白酶抑制剂)将其全部转移至匀浆器中进一步充分

研磨， 然后进行非连续性庶糖密度梯度(上下层的煎糖

浓度分为 10% 及 30%)离心 100 000 g , 3 ho 10% 及

30%庶糖梯度的问介部分为鼠脑组织中细胞膜结合的

肌动蛋白细胞骨架组分[9] 。 此组分用 DNaseI 溶液 (2

μmoνL DNaseI, 20 rnrnol/L HEPES, 2 rnrnol/L MgC12, 5 

rnrnol/L EGTA, 5 rnrnol/L ATP，混合型蛋白酶抑制剂)在

冰上处理 30 rnin后离心(14 仪)() g, 30 rnin)，然后取等量

上清液及沉淀用于蛋白质杂交分析 p35 、 Cdk5 及肌

动蛋白的分布情况。 试验中用 p39 作为与纤维状肌动

蛋白结合的正对照。 抗 -p39 抗体从 Biogenes 公司定

做， p39的肤段DPLVQQRNRENLLRKGRDPPDG作为

抗原。

1.3 Cdk5/p35 蛋白复合体从鼠脑组织膜组分中

的分离

新鲜鼠脑(1只)取出后先用冰冷的 1xPBS缓冲液

冲洗 3 次， 再用 10 rn1 裂解液(50 rnrnol/L Tris-HCl , 50 

rnrnol/L NaCl, 1 rnrnol/L EDTA, 1 mmol/L DTT，混合

型蛋白酶抑制剂)在匀浆器中充分研磨，置于冰上 30

min。匀浆液经初步离心(5 000 g, 45 min)后取上清

液组分， 此组分为鼠脑组织的粗匀浆液。 粗匀浆液

再经超高速离心(1 00 000 g , 1 h) 。 上清液组分用于

大肠杆菌表达的 p35 与肌动蛋白细胞骨架的结合试

验。沉淀组分(P)用于提取 Cdk5/p3 5 蛋白复合体[8] 。

试验中将 5 种不同浓度不同类型去污剂溶在上述的

裂解液中， 然后在冰上处理此膜组分 1 h，处理后的

膜组分再经超高速离心(100000 g, 1 h)，然后分别取

等量a<J上清液(提取液)及沉淀组分用于蛋白质杂交分

析 Cdk5/p35 蛋白复合体的提取效果。

1.4 柱层析分析

0.2% sodium deoxycholate (DOC)提取液经 0.22

μm 的滤器过滤后， 将 100μ1 (约 200μg)样品上样到

Superose 6 柱进行柱层析分析，收集组分并用蛋白质

杂交检测各组分中的 p35 、 Cdk5 及纤维状肌动蛋白

的分布情况。 所用柱层析液为 50 mmol/L Tris-HCl, 

150 rnrnoνL NaCl ， 1 mmol/L EDTA, 1 mmoνLDTT，混

合型蛋白酶抑制剂 。

1.5 Cdk5 或 p35 与纤维状肌动蛋白的体外共沉

· 研究论文 ·

淀试验

质粒pGEX4T- lIp35 及 pGEX4- lICdk5 为实验室

早前构建 。 GST -p 35 , GST - C dk5 及 GST 在 Es­

cherichia coli BL2 1 (DE3)中的诱导表达及纯化参照文

献[10]中的方法。 GST 及其融合蛋白在反应之前需要

在 ATP-G 缓冲液(5 mmol/L Tris-HCl , 0.2 mmol/L 

A TP, 0.1 rnrnol/L CaC12, 0.5 mmol/L DTT, 0.02% NaN3, 

pH 8. 0)中透析共 4 h (中间换一次缓冲液)。纤维状

肌动蛋白是由单体肌动蛋白在 lxKMEI 缓冲液(50

mmollL KCl, 1 mmol/L MgC12, 2 mmol/L EGT A, 10 

mmol/L imadazol , pH 7.0) 中聚合至少 2 h 而成。上

述透析过的 5μg GST及其融合蛋白与 2μmol/L 纤维

状肌动蛋白在室温下混合 1 h，终体积为 100μl。以

等体积、含有 10% 甘泊的 1xKMEI 缓冲液为缓冲进

行超高速离心(100000 g, 30 min)，取等量上清液及沉

淀用于蛋白质杂交分析 。

1.6 p35 与鼠脑组织中肌动蛋白细胞骨架的结合

试验

将 3μg GST-p35 及 GST、 25μ GSH-Sepharose

及500 陆 的鼠脑组织裂解液( 100000 g， 1 h离心后的

上清液组分)在室温转动混合 1 h，反应体系中 BSA 的

终浓度为 1 mg/时， 反应总体积为 500 μl。蛋白质结

合液为 50 mmol/L Tris-HCl, 100 mmol/L NaCl, 0.5% 

Triton X-100, 1 mmoνL EDT A, 1 mmol/L DTT，混合

型蛋白酶抑制剂。 反应结束后，用蛋白质结合液漂

洗 GSH-Sepharose 3 次，然后加入 40μ1 1xSDS-PAGE

上样液煮沸 3 min, SDS-PAGE 分离。最后用蛋白质

杂交技术分析两者的结合情况 。

2 结果

2.1 Cdk5/p35 激酶结合于去污剂不溶性的肌动

蛋自细胞骨架组分

为了验证Cdk5年35 激酶是否结合于肌动蛋白细

胞骨架组分，本试验从鼠脑组织中分离了结合于细胞

膜的肌动蛋白细胞骨架组分(图 lA ， b) o DNaseI 是

单体肌动蛋白的结合蛋白，可以用来测定单体肌动蛋

白在溶液中的浓度[ll]，适当浓度的 DNaseI 也可以便

纤维状肌动蛋白或细胞中的肌动蛋白细胞骨架解聚

成单体肌动蛋白，进而将纤维状肌动蛋白的结合蛋白

释放出来。 本试验中用 2 μmol/L DNaseI 处理鼠脑

组织中结合于细胞膜的肌动蛋白细胞骨架组分就可

以将其结合蛋白 p39 释放出来 。 如果 Cdk5/p35 激酶

结合于肌动蛋白细胞骨架，则同样可以通过 DNaseI
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A Ctrl a b 

肌动蛋白 翩翩圃
B _m.一-且L-

肌动蛋臼

p35 撼潇酶唰醺
Cdk5 

p39 

图 1 DNaseI 处理结合于鼠脑组织细胞膜的肌动蛋白细胞骨

架组分

A 鼠脑组织中结合于细胞膜肌动蛋白细胞骨架组分的分离。 Ctr l 、

a 及 b 分别代表鼠脑组织的粗匀浆液、去污剂不溶性肌动蛋白细胞

骨架组分及结合于细胞膜的肌动蛋白细胞骨架组分; B: DNase I 处

理结合于细胞膜的肌动蛋白细胞'自架组分。 NT 代表未用 DNaseI

处理; DT 代表用 DNaseI 处理。 S 和 P 分别代表上消液及沉淀。

。 所导致的肌动蛋白细胞骨架的解聚而将 Cdk5 及 p35

释放出来。 如图 lB 所示，未用 DNaseI 处理的肌动

蛋白细胞骨架组分中只有极少量的肌动蛋白释放出

来， 而 p35 及 Cdk5 则儿乎完全没有被释放出来。但

此组分经2μmol/L DNaseI处理 30 min后则有约 50%

的上述蛋白质被释放出来。这一试验结果说明在鼠

脑组织中 Cdk5年35 激酶与肌动蛋白细胞骨架是结合

在一起的。

2.2 肌动蛋白细胞骨架与 Cdk5/p35 激酶共存于

同一起大蛋白复合体中

DNaseI 处理鼠脑组织肌动蛋白细胞骨架组分的

试验结果表明肌动蛋白细胞骨架与 Cdk5/p35 激酶是

结合在一起的。同时， Cdk5/p35 激酶可以调控许多

与肌动蛋白细胞骨架相关的功能也意味着肌动蛋白

细胞骨架很可能是 Cdk5/p35 超大蛋白复合体的一个

组分[2 ，8 ， 1 2 ] 。 为了验证上述假设，本试验拟用柱层析

技术分析在鼠脑组织中 Cdk5 、 p35 及肌动蛋白细胞

骨架是否共存于同一蛋白复合体中。由于 Cdk5年35

蛋白复合体很大程度存在于细胞膜上[M]，因此本试

验拟从鼠脑组织的细胞膜组分分离 Cdk5年35 蛋白复

合体。众所周知，去污剂可以有效地破坏细胞膜的

磷脂双分子层结构，进而将大部分膜相关蛋白释放出

来。 DOC 是一种强度比较低的阴离子型去污剂，用

0.2% DOC溶液处理鼠脑组织的细胞膜可以将绝大部

A 

B 
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抗-…叫体 |
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158 kDa 44 kDa 
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每p35‘ p25 

'等Cdk5

组分 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55 57 59 61 63 65 67 69 71 

图 2 肌动蛋白细胞骨架是 Cdk5年35 超大蛋白复合体的一个

组分

A: 0.2% DOC 可有效提取鼠脑组织细胞膜结合的 Cdk5/p35 蛋白

复合体。试验中共用了 5 种不同的去污剂[1 % Triton X-I00 , 4% 
CHAPS , 0.2% DOC , 0.1 % 毛地黄皂背(digiton in )及 2% NP-40]去

处理鼠脑组织的细胞膜组分。用抗 -p35 C-1 9 抗体检测了上清液

及沉淀中 p35 的含量。同时用抗 -Cdk5 DC1 7 抗体检测了 0.2%

DOC 鼠脑组织细胞膜提取液中 Cdk5 的含量。 SUp 及 Pel 分别代表

上消液及沉淀组分。 P 为未经处理的鼠脑组织细胞膜组分; B : 柱

层析分析 0 . 2% DOC 去污剂的膜组分提取物。用蛋白质杂交方法

检测了收集组分中的 p35 、 Cdk5 及肌动蛋白的分布。全部 p35 及

部分 Cdk5 和肌动蛋白细胞骨架集中在 29-33 的组分中。部分 Cdk5

则分别以单体及 Cdk5/p25 蛋白二聚体的形式存在于其他组分中。

图中的 p25 是存在于脑组织中的、 p35 在钙蛋白酶的作用下产生

的的竣基端产物，它与 Cdk5 的结合同样具有激酶活性。

分的 p35 及 Cdk5 释放出来(图 2A) o 0.2% DOC 的提 f

取物经柱层析分析后发现 Cdk5年35 蛋白复合体仍然

保持完整，而且肌动蛋白细胞骨架也存在于远大于

670 kDa 的 Cdk5/p35 超大蛋白复合体中(图 2B)。此

试验进一步证明了鼠脑组织中肌动蛋白细胞骨架与

Cdk5/p3 5 激酶存在于同一个超大蛋白复合体中 。

2.3 p35 直接结合肌动蛋白细胞骨架

I上述试验结果表明 Cdk5/p35 激酶与肌动蛋白细

胞骨架共存于同一超大蛋白复合体中。但是目前我

们仍不清楚肌动蛋白细胞骨架是直接结合于 Cdk5/

p35 激酶还是通过复合体中的其他蛋白间接结合的。

为此，本试验拟用纤维状肌动蛋白的体外共沉淀试验

分析两者的结合关系。纤维状肌动蛋白的一个重要

特性是在超高速离心(100000 g, 30 min)的情况下沉

淀下来。 如果某一蛋白质是纤维状肌动蛋白的结合

蛋白，那么在此超高速离心的情况下就会与纤维状肌
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A ---=:E..一 tE
S p S P 

B 

GST-p35 ·-盈盈盈疆-
肌动蛋

肌动蛋白

GST 

GST 

肌动蛋

图 3 CdkS 或 p3S 与纤维状肌动蛋白的体外共沉淀

A: -F 表示在反应中未加入纤维状肌动蛋白， +F表示在反应中己加

入纤维状肌动蛋白。 S 和 P 分别代表上清液及沉淀组分 。 GST­

p35 、 GST-Cdk5 及 GST 的检测所用抗体为抗 -GST 抗体(Sigma) ，

肌动蛋白的检测所用抗体为抗 -α- 肌动蛋白抗体(Sigma); B : 图中

Inp u t 占总投入鼠脑组织裂解液的 5%。肌动蛋白的检测所用抗体

为抗 -ß- 肌动蛋白抗体(Sigma) 。

动蛋白一起沉淀下来。 如图 3A 所示， GST-p35 可与

纤维状肌动蛋白一起沉淀下来，而 GST-Cdk5 及 GST

则仍存在于上清液组分中而不与纤维状肌动蛋白结

合。这说明 GST-p35 与纤维状肌动蛋白的结合与

GST标签蛋白是无关的，两者可以共沉淀完全是因为

两者可以直接结合。 此外，外源表达的 GST-p35 也

可以与鼠脑组织中的肌动蛋白细胞骨架直接结合， 而

GST 则不具有此功能(图 3B) 。

3 讨论

GTP 酶的家族成员 (Rho， Racl 和 Cdc42)和 Pak

激酶在调控肌动蛋白细胞骨架的动态活动和细胞形

状等功能方面具有重要的作用 [14， 1 5 J 。同时， Cdk5年35

激酶在轴突生长锥、细胞的片状伪足及线状伪足区

域的分布，表明该激酶具有调控肌动蛋白细胞骨架动

态活动的功能[8J 0 Cdk5/p35 激酶是 Racl 下游调控途

径的靶蛋白，结合有活性的 Racl 以后 Cdk5年35 激酶

可以将 Pakl 磷酸化，同时抑制了 Pakl 的活性 。 这

种磷酸化修饰机制对神经细胞中肌动蛋白细胞骨架

的动态调节具有一定的影响进而影响到细胞的迁移

及生长[8J o WAVEl 是 Arp2/3 蛋白复合体的激活蛋

白，同时也是 Cdk5/p35 激酶的底物。 WAVEl 上存

·研究论文·

在3个Cdk5/p35激酶的磷酸化位点， WAVEl被Cdk5/

p35 激酶的磷酸化在一定程度上抑制了 Arp2/3 蛋白

复合体引发的肌动蛋白的聚合 ， 通过此机制同样表

明 Cdk5/p35 激酶在调控肌动蛋白细胞骨架方面的功

能[ 1 2 J 。另外，免疫细胞化学试验结果表明 p39 也与

肌动蛋白细胞骨架共存于细胞周围的榴皱区域，进一

步肯定了该撤酶在这方面的作用 [9 J 。

在神经细胞中细胞骨架蛋白主要包括中间纤维

蛋白 、微管蛋白及纤维状肌动蛋白等 3 种 。 其中

Cdk5/p35 激酶对中间纤维蛋白的两个家族成员 NF­

M及NF-H的磷酸化可以调控神经细胞的分化及轴突

的生长[山7]，对微管蛋白的结合蛋白 Tau 及 MA凹 的

磷酸化可以调控神经极性及微管蛋白的动态活动[1 8] ，

而对于肌动蛋白细胞骨架， Cdk5年35激酶可以通过对

其底物如 Pakl 、 Src 、 WAVE l 等的磷酸化来调控

肌动蛋白细胞骨架的动态活动[8， 1 2 ， 1町，这些现象说明

Cdk5/p35 激酶具有调控神经细胞骨架蛋白的普遍功

能。本研究利用几种不同的实验手段初步分析鉴定

了 Cdk5/p35 激酶与肌动蛋白细胞骨架的结合关系。

这种结合关系的确定对于进一步研究 Cdk5年35 激酶

调控肌动蛋白细胞骨架动态活动的机制具有重要的

指导意义，同时也为进一步研究 Cdk5/p3 5 激酶与其

他神经细胞骨架蛋白的关系提供了很好的借鉴 。
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张昭军等 : Cdk5/p35 激酶与肌动蛋白细胞骨架结合关系的鉴定

Characterization of Association of Actin Cytoskeleton with 

Cdk5/p35 Kinase 
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('Department of Microbiology, School of Life Sciehce, Nankai University， ηanjin 3000刀， China; 2Department of Biochemistry, Hong 

Kong University of Science and Technolog只 Clear Water Bay, Kowloon, Hong Kong, China) 

Abstract Cdk5 is a small serine/threonine kinase and its activity requires association with its neuronal 

specific regulatory subunits. p35 is one of two regulatory subunits for Cdk5. Although the regulation of actin 

cytoskeleton is one of the most important functions of Cdk5年35 kinase in neuronal central system, it is still unclear 

whether the actin cytoskeleton is associated with Cdk5/p35 kinase. In this study, the association of Cdk5/p35 kinase 

with actin cytoskeleton was characterized using several different methods. The present results demonstrated actin 

cytoskeleton was identified as one major component of Cdk5/p35 macrocomplex and p35 can directly bind to 

fi lamentous actin. Thus we deduce that Cdk5 might associate with actin cytoskeleton via its regulatory subunit p35 

in brain to further regulate the actin cytoskeleton dynamics. 

Key words Cdk5; p35; actin cytoskeleton 
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