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的二聚体不能向下游传导信号所致。

胚胎着床的成功起始及随后的蜕膜化过程，需

要胚胎和子宫之间协调的相互作用，这是一系列分

子共同参与的结果。 gp130 ;Jak/STAT 信号转导通

路的一些成分，如 LIF、 IL-llR、 STAT 基因敲除小

鼠模型的建立明确了这些因子在着床和蜕膜化过程

中的重要调节作用[4 ， 12 ， 26] 。 因此，了解 gp130 ;Jakl

STAT信号转导通路及其在着床过程中的作用机

理，对于解决人类的不孕症及计划生育等有很大的

帮助。 但是对信号通路的各个成分在着床过程中所

起的作用，与此信号通路相关的细胞因子之间的相

互联系，以及此信号通路与其他信号通路之间的关

系还需要我们进一步去研究。
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泛素一蛋白水解酶复合体通路

在卵母细胞减数分裂和受精中的作用 铃

霍立军范衡宇陈大元孙青原"

(中国科学院动物研究所计划生育生殖生物学国家重点实验室 北京 100080) 

摘要泛素-蛋白水解酶复合体通路(Ubiquitin- proteasome pathway , UPP) 高效快速并高度

选择性地降解特定的蛋白质，从而参与控制多种重要的细胞生物学过程。 在卵母细胞减数分裂和

受精过程中，该通路通过降解细胞周期中的关键因子，如细胞周期蛋白、细胞周期蛋白依赖性激酶

抑制因子等细胞周期调控因子，从而参与卵母细胞生发泡破裂、第一极体排放、MII 阻滞的维持和

克服等过程，使细胞通过特定的检验，点 。 此外，

UPP 也与丝裂房、活化蛋白激酶通路、 Polo 样激

酶、成熟促进因子、蛋白激酶 C、钙调蛋白依赖激

酶 E 等减数分裂关键调节因子相王作用来参与卵

母细胞减数分裂成熟和受精。 一些周期蛋白(如
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后期促进复合体的某些亚单位等)还充当泛素连接酶成分，直接参与泛素化过程。

哺乳动物卵母细胞在卵巢中停滞在第一次减数

分裂前期的双线期， ap生发泡 (germinal vesicle , GV) 

期 。 当卵母细胞受到适宜信号刺激(在哺乳动物中

为促性腺激素)后恢复减数分裂，生发泡破裂 (ger­

minal vesicle breakdown , GVBD) 、染色质凝集、纺锤

体组装、排出第一极体并发育到 MII 期，此时卵母

细胞的发育再次阻滞。 随着每次的性周期生物体排

出 MII 期卵母细胞。 受精或孤雌活化以后， MII 期

卵母细胞恢复第二次减数分裂并最终排出第二极

体。 在此过程中，由第一次减数分裂向第二次减数

分裂转换以及第二次减数分裂阻滞克服的分子机制

是细胞生物学家研究的热点问题。 在这两个过程中

的共同规律是:成熟促进因子 (Maturation-promot-

ing factor ，扣1PF)失活，不同之处是 MAPK 只在第二

个过程后才逐渐失活。 泛素-蛋白水解酶复合体通

路(Ubiquitin，ιproteasome pathway , UPP)在这两个过

程中均发挥着重要的调节作用[ 1 J 。

高度保守的 UPP 是依赖于 ATP、非溶酶体途

径的蛋白质降解途径，它能高效快速并高度选择性

地降解特定的蛋白质，从而参与控制多种重要的细

胞生物学过程，在此过程中 ，多聚泛素化的降解信号

的形成对蛋白水解酶复合体依赖的蛋白水解是必需

的[2J o UPP 通路的发现被认为是细胞周期调控、细

胞恶性转化和免疫学研究的转折点。 四P 在特定

时间选择性地降解细胞周期调节的关键因子，从而

通过细胞周期的特定检验点。 近年来对 UPP 在细

胞周期中的作用有了较多的了解，而减数分裂中存

在一些比较特殊的阻滞点。 下面我们就对近年来有

关 UPP 在卵母细胞减数分裂成熟和受精过程中的

作用进行简要的评价和展望。

一、 泛素-蛋白水解酶复合体系统简介

泛素-蛋白水解酶复合体系统主要由泛素、各种

连接酶及蛋白水解酶复合体组成。 泛素为 76 个氨

基酸组成的分子量为 8.45KD 的一种球型蛋白，从

酵母到哺乳动物中都高度保守且分布广泛。 泛素连

接酶的作用是将泛素共价交连到靶蛋白赖氨酸 E 氨

基上。 该酶包括泛素活化酶 El (ubiquitin-activating 

enzyme) 、泛素偶连酶 E2 (ubiquitin-carrier proteins 

or ubiquitin-conjugating enzymes , Ubc' s) 和泛素连

接酶 E3 (ubiquitin ligase) ，每一类又有不同的亚类，

其功能不同[3J 。 泛素通过三步机制连接到靶蛋白

上。 首先 El 利用 ATP 水解释放的能量活化泛素 ，

其半脱氨酸与泛素的梭基端偶连形成稳定的 El -泛

素硫脂键中间体。 所有的泛素化修饰都是由它完成

的，El 基因缺失是致死的。不同 E2 的半脱氨酸硫

氢基接受活化的泛素形成第二个中间体(即 E2-泛

素) 。 而 E3 与 E2 共同将泛素与靶蛋白通过异肤键

相连。 在此复杂的反应中，泛素 48 位赖氨酸的E:-氨

基必需进一步泛素化形成多聚泛素化后才能被蛋白

水解酶复合体识别和水解。 26S 的蛋白水解酶复合

体由 30 多种不同的蛋白质组成。 现在认为它至少

含有 9 种不同的蛋白酶活性，由位于中央的 20S 的

水解酶活性核心和两端两个 19S 帽状结构组成。

19S 帽状结构是 26S 蛋白术解酶复合体的特异识别

部位，能特异识别多聚泛素化靶蛋白的泛素链并与

之结合，借助 ATP 水解释放的能量改变靶蛋白构

象，并将其运至 20S 7](解核心的柱状通道中，从而将

靶蛋白水解为短肤或氨基酸，而泛素链则在去泛素

化酶的作用下与底物解离。

二、 upp 在卵母细胞减数分裂

成熟过程中的作用

UPP 可以高度选择性地降解细胞内特异性蛋

白，如细胞周期蛋白，细胞周期蛋白依赖性激酶抑制

因子等细胞周期调控因子，从而使细胞通过特定检

验点。 一些周期蛋白(如后期促进复合体某些亚单

位等)还充当泛素连接酶成分，直接参与泛素化过

程。

1 . upp 在卵母细胞 GVBD 过程中的作用

UPP 与卵母细胞突破第一次减数分裂前期阻

滞有关。 蛋白水解酶复合体的 20S水解酶活性中心

至少具有三种蛋白酶的活性:膜蛋白酶样活性 ，靡蛋

白酶样活性和肤基-谷氨酌基水解活性。 早期的研

究发现，康蛋白酶的抑制剂白胃素( leupeptin)可以

阻断海星的成熟诱导激素 1 -甲基腺瞟岭(1-methy­

ladenine)诱导的海星卵母细胞 GVBD，说明廉蛋白

酶活性是启始减数分裂所必需的 。 进一步的研究发

现，蛋白水解酶复合体的抑制剂肤基精氨酸 (pep­

tidyl-argininals )或 MG115 也可以通过抑制蛋白水

解酶复合体的廉蛋白酶活性而抑制 GVBD，并通过

抑制Cdc2上 T14 的去磷酸化而抑制Cdc2激酶的

激活[4J 。 向海星卵母细胞中注射蛋白水解酶复合

体抗体也可以抑制 GVBD 和Cdc2激酶 T14 的去磷
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酸化[ 5 J 。 这些结果提示负责 Cdc2激酶中 T14 位点

磷酸化的激酶 Weel 或 Myt1可能是蛋白水解酶复

合体的水解底物蛋白，Weel 或 Mytl 的降解与蛋白

水解酶复合体的廉蛋白酶样活性和膜蛋白酶样活性

有关[6 ， 7 J 。 如果向海星卵母细胞核中注射一种钙激

活蛋白酶(Calpain)则可以促进减数分裂的启始[8J 。

1-甲基腺瞟岭可以中和 MG115 对 GVBD 的抑制作

用，高浓度的 L甲基腺嗦岭可加速 26S 蛋白水解酶

复合体的组装和激活，还可促进岛fPF 的激活[9J 。

在两栖类动物中 ，蛋白水解酶复合体的抑制剂异氮

磷( diisopropylfluorophosphate , DFP ) 也可以抑制一

种日本产海瞻蛤(Bufo japonicus)卵母细胞中孕酣诱

导的 GVBD[ 10 J 。 以上都是在低等动物中的研究结

果，但是在哺乳动物中，蛋白水解酶复合体的抑制剂

MG132 和 lactacystin 不 能阻止大鼠卵母细胞

GVBD[ ll J 。 这表明蛋白水解酶复合体对哺乳动物

卵母细胞 GVBD 可能不是必需的。 蛋白水解酶复

合体在哺乳动物与海星和两栖类中卵母细胞 GVBD

中的作用不同，这可能是因为不同动物卵母细胞

GVBD 的诱发机制不同 。

2. UPP 在卵母细胞第一极体排版中的作用与

调节

蛋白水解酶复合体的抑制剂 MG132 和 lacta­

cystin 可以抑制大鼠体外成熟卵母细胞第一极体的

排出，并可以稳定周期蛋白 B 水平，使 MPF 活性升

高。 在处于减数分裂阻滞的大鼠卵母细胞中，蛋白

水解酶复合体定位于核周围 ，一旦恢复了减数分裂，

就向纺锤体区转位。 这可能有助于蛋白水解酶复合

体及时地降解周期蛋白 B[lt J 。 成熟后阻滞于 MII

期的卵母细胞中蛋白水解酶复合体也定位在纺锤体

区。 还有一些蛋白水解酶复合体特异性染色出现在

第一极体上。 卵母细胞减数分裂的恢复需要 扎fPF

的激活，而 MPF 的失活发生在两次减数分裂之间，

并与周期蛋白 B 的降解相关。 MG132 处理的卵母

细胞被阻滞在 MI，提示蛋白水解酶复合体可能对中

期/后期转化是必需的。 这些结果说明蛋白水解酶

复合体的水解活性对 MPF 活性的下调及第一次减

数分裂是必需的。 从卵母细胞的 GV 期到 GVBD

期，蛋白水解酶复合体的蛋白量有所增加，但直到

MII 期没有显著改变。 因此其蛋白质的定位或活性

变化可能与其功能有更为直接的关系。

3. UPP 在卵母细胞 MII 期阻滞过程的作用及

调节

在卵母细胞成熟分裂过程中， UPP 的活性或其

成分发生一系列的变化以适应功能的需要。 蛋白水

解酶复合体的活性在成熟的海星卵中较未成熟的卵

高[ 12 J 。 当海星卵母细胞被 1-甲基腺瞟岭诱导成熟

后，26S 蛋白水解酶复合体的活性规律性变化:先下

降，再升高。 这一活性变化可能与 26S 蛋白水解酶

复合体的组装和去组装过程有关[ 13J 。用免疫杂交

分析爪瞻成熟和未成熟卵母细胞的 20S 蛋白水解酶

复合体，发现两种卵中 20S 蛋白水解酶复合体亚单

位的成分不同 。 并证明 α4 亚单位的一个成分 α4-x1

在 G2 期磷酸化 ，而在 MII 期去磷酸化。 因此 α4-x1

的磷酸化可能与蛋白水解酶复合体在 G2 期活性被

抑制有关，而其亚基的去磷酸化可能与 MII 阻滞克

服时蛋白水解酶的活化有关。 类似的变化也见于金

鱼卵母细胞减数分裂进程中[ 14 ， 15 J 。

阻滞在 MlI期的脊推动物卵母细胞具有稳定

的周期蛋白 B 和高水平的周期蛋白 B/Iαc2 激酶活

性。 MII 阻滞的维持需要 CSF 活性。 Emil 可能是

CSF 活性的必要充分条件[ 16 J 。 此外， CSF 活性也可

能需要 Mos 依赖的 MAPK/p90rsk 途径的激活。

同Orsk 可以磷酸化并激活纺锤体检验点激酶 Bubl ，

后者能够抑制对中期/后期转换所必需的 E3 泛素

连接酶 APC。 因此同Orsk 能够导致中期阻滞，这种

机制从酵母到哺乳动物细胞中都高度保守。 p90rsk

能够诱导脊椎动物卵中 CSF 的阻滞作用暗示在细

胞周期中 MAPK 途径和纺锤体组装检验点间有非

常紧密的关系。 利用免疫共沉淀从卵抽取物中去除

Bubl，则能够阻断 Mos 建立 CSF 阻滞的作用，添加

有活性的 Bubl 则能够恢复这种阻滞作用。 而即使

在缺失 Mos 的情况下，周期蛋白 E/Cdk2也能够诱

导卵抽提物的中期阻滞。 当它表达于 MI 末期的时

候还能抑制周期蛋白 B 降解。 所以 MII 期 CSF 阻

滞的作用可能是周期蛋白 E/Cdk2和 MAPKlBubl

共同作用的结果。 一旦中期阻滞建立起来之后，就

能够在缺失 MAPKlBubl 或周期蛋白 E/Cdk2的情

况下维持。 因此这两个途径可能是相互独立的，每

一个途径似乎都能够阻止 APC 的激活，而 APC 对

周期蛋白 B 的降解和中期转化是必需的[ 17 ， 18J 。

MII 阻滞的爪瞻卵特征是存在高活性的孔。F

和微管形成的纺锤体，两者在蛋白质合成抑制剂存

在时都不稳定。 在 GVBD 时，孔。F 激酶和 MAPK

活性都被激活 。 C以卫7 (也是泛素连接酶的一个成

分)却在此时被磷酸化，并维持其磷酸化状态直到受

精，说明此连接酶复合物的一个重要成分早在

GVBD 时期就被修饰了。这种磷酸化可能对于泛素
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连接酶在此过程中的活性有关。 从 GVBD 早期到

MII 期， 直到受精前， cdc2 激酶和 MAPK 活性均匀

地存在于卵中，并受蛋白质合成开关的严格限制，如

果蛋白质合成受到抑制则会诱导 MAPK 和l\1PF 的

灭活并驱动卵母细胞进入间期。 MII 期卵母细胞的

纺锤体一旦到达卵皮质区就不再对蛋白合成抑制敏

感了， MII 期 MAPK 活性也有类似情况。 在此阻滞

期，如1PF激酶活性可明显地分为两部分。一部分取

决于周期蛋白 B 的活跃地转换，接受微管检验点的

调节。 另一部分则很稳定，通过离心或冷激改变了

MII 期卵的成分分布则可灭活 MAPK 并使所有的

周期蛋白 B 完全被降解。 因此 MAPK 可能是通过

阻止周期蛋白 B 进入泛素降解途径从而参与了

CSF 活性 [ 19] 。

三、 upp 在卵母细胞受精过程中的作用

卵母细胞激活时细胞内 ci+ 浓度的升高与蛋

白水解酶复合体的激活有关。 当 用 Ca2 + 载体

A23187 激活爪瞻或海黯卵母细胞时，蛋白水解酶复

合体被激活，提示 Ca2 + 可促使 20S 蛋白水解酶复合

体组装成 26S 蛋白水解酶复合体[犯 ， 21 ] 。 蛋白水解

酶复合体本身通过 29KD 的调节亚单位与 ea2 + 结

合而受 ea2 + 调节[8] 。 此外， UPP 通路的激活与蛋

白酷氨酸磷酸酶的活性有关。 抑制其磷酸酶活性

后，MAPK 去磷酸化、 p34/cdc2 磷酸化、周期蛋白

血和 Mos 的降解都受到抑制[22] 。 所以 upp 通路

某个成分或其激活分子的去磷酸化对其降解活性是

必需的。

在不同的情况下，蛋白水解酶复合体对底物的

降解也是有选择性的。例如阻滞于 MII 的爪瞻卵

母细胞在 ea2 + 载体A23187 的作用下周期蛋白 B1 、

固和 Mos 都被降解 J但在 6-DMAP 的作用下只有

Mos 被降解，周期蛋白 B1 和 B2 保持稳定[23 ] 。 这些

结果说明在不同的条件下蛋白水解酶复合体的底物

特异性不同。

卵母细胞受精时细胞内 ea2 + 浓度升高， ea2 + 与

钙调蛋白 (Calmodulin ， CaM)结合后可以激活钙调

蛋白依赖的蛋白激酶 11 ( ea2 
+ / calmodul in-dependent 

protein kinase II , CaJ\，任\: II) , Ca1\哑\:II 解除了 Emil

对 APC 的抑制作用从而激活 UPP。 然后再通过

UPP 降解周期蛋白 B，下调 MPF 活性，使卵母细胞

通过 MII 期阻滞，完成第二次减数分裂[ 16 ， 24 ] 。 同

时， ea2 + 的激活似乎还能维持 MAPK 的磷酸化活性

状态直到原核形成前，这可能与 MAPK在原核形成

前的功能有关。 在爪瞻中，向 MII 期卵母细胞中注

射活化的CaMK II 会导致泛素依赖的周期蛋白 B

降解和l\1PF 失活，从而把卵从 MII 期阻滞中释放

出来[25 ] 。 因此 CSF 活性可能就是 Ernil 维持的。可

以推测 CSF 的失活与 Cal'v但 II 的作用密切相关。

而卵母细胞受精可以诱导 UPP 的活化， UPP 通过

降解周期蛋白 B 使l\1PF 灭活，同时 UPP 也抑制

MAPK 级联信号途径从而使 UPP 最终被完全激

活，最后卵母细胞突破 CSF对 MII 的阻滞作用而进

入间期并开始准备进行胚胎细胞的有丝分裂。

在中期/后期转换过程中起重要作用的后期促

进复合体( anaphase-promoting complex , APC) 是使

特定底物泛素化的 E3 连接酶复合体。 在卵母细胞

减数分裂过程中， APC 在受精后被激活，介导了蛋

白水解酶复合体对周期蛋白 B[26] 和 MOS[27 ， 28] 的降

解，从而使卵母细胞通过第二次减数分裂中期阻滞

进入间期 。 爪瞻卵母细胞经显微注射 APC 激活剂

Fizzy抗体或 APC 核心亚单位Cdc27 的抗体，或检

验点蛋白 Mad2 (a destruction-box peptide) ，或甲基

化泛素，都能逐渐使细胞通过第一次减数分裂并阻

滞在第二次减数分裂中期。 然而经电激活或用

A23187 处理后，这些细胞的姐妹染色单体不能分

离，并仍然阻滞在 MII 中期，而这两种模拟受精的

处理在对照组卵中能逐步诱导染色体分离。 因此，

APC对第二次减数分裂末期，而不是减数第一次分

裂末期是必需的[29 ， 30] 。 此外， APC 激活剂Cdc20

对受精后 APC 的激活是必需的。 在细胞静止因子

(cytostatic factor , CSF) 阻滞的卵中， APC ( cdc20 )抑

制剂 Ernil 是抑制 APC并阻止减数分裂退出的必要

充分条件[叫 。

四、其他细胞因子对 APC 活性的调节

APC活性的调节是 upp 是否能发挥作用的关

键。 在卵母细胞减数分裂成熟和受精过程中，APC

和活性至少受到四个方面的调节。 1 ，磷酸化和去磷

酸化的调节。 扎在PF 可通过磷酸化Cdc20 和Cdh1 等

APC 的激活物而激活 APcl31 ] ; Plk 至少可以磷酸化

APC 的三个亚单位(APC1 ， 3 和 6)从而激活 APC。

在爪瞻卵母细胞中， Plx1 可中和 microcystin 敏感的

磷酸酶对 APC 的灭活作用[29]0 PKA 通过磷酸化

APC1 和 3 而抑制其活性。 蛋白磷酸酶 1 可在中期

向后期转换时激活 APCo MAPK 通过 p90rsk 磷酸

化 APC 的一个组分Cdc27 而抑制其活性[32] 0 2 , 

APC与底物特异性激活物结合后被激活，如Cdc20
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和Cdhl 等以底物特异性的方式激活 APC，他们在

细胞周期的不同时相与 APC 结合可以选择性地降

解不同的周期蛋白，如 APC-Cdhl 降解周期蛋白 B ，

而 APC-Cdc20 降解周期蛋白 A[33 ] 0 3 ， 在染色体组

装检验点时由 Mad2和 Bub 家族的作用下使 APC

失活。 4 ，通过 Bub2很ENT 复合体系统调节 APC

的活性[31 J 。 对 APC 功能的抑制会使中期向后期的

转换受到影响。 线虫中 APC4的同源物 E孔1830 发

生突变，则卵母细胞不能完成中期向后期 I 的转变，

第一极体不能排出 [34J 。 总之，可以确定的是蛋白质

的磷酸化状态肯定影响 upp 的作用，这需要多种激

酶和磷酸酶的调节。 而蛋白质的合成和降解是否也

能够影响 UPP 的作用还不得而知。 此外，某些分子

还可能通过与 UPP 成分的结合或解离从而影响

UPP 的活性。

五、结语和展望

在卵母细胞减数分裂成熟和受精过程中，多种

不同的细胞周期蛋白及其依赖的激酶相互作用，从

而推动细胞周期的不断转换。 除了蛋白质的合成以

及磷酸化和去磷酸化的修饰之外，某些特异性蛋白

质的选择性降解也起到关键性的作用。 UPP 在特

定时间选择性地降解细胞周期调节的关键因子，并

与ca1任(II 等分子相互作用，参与卵母细胞减数分

裂过程中 GVBD、第一极体排放、MII 阻滞及克服

等，从而使卵母细胞通过减数分裂细胞周期的特定

检验点。一些周期蛋白(如 APC 某些亚单位等)还

充当泛素连接酶成分，直接参与泛素化过程。 但是

在卵母细胞减数分裂成熟和受精过程中 UPP 的作

用和机制，以及与 MoslMAPK/p90rsk、 Plk ， 孔1PF、

PKC、CaMK II 等重要调节分子的关系如何仍有待

于进一步研究。
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