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热休克蛋白和蛋白水解酶与生物的应激反应

伍月在徐存检

(河南师市大学生命科学学院 新乡 453002) 

1962 年，法国学者 Ritossa 在研究果蝇多

线染色体时发现，果蝇一旦经热或化学处理，就

会诱导其多线染色体产生一些特异的染色体膨

大 ， 即撤活一些基因的表达[IJ 。这些基因的表达

产物热休克蛋白 (HSP) 已被纯化[2] ，基因也逐

渐被分离[飞 以后进一步研究发现，几乎所有生

物，当受到各种应撒因子(生物、生理、物理、化

学等)剌激时，其细胞和生物体会合成一套保守

的多肤即热休克蛋白 ，从而保护生物免受应激

胁迫的损害，这一系列的代谢变化，就是生物的

热 休克反应 (HSR) ，也称为生物的应激反应

(s t ress response) ，它是生物在长期的进化过程

中保留下来的自我保护机制[巧 。

热休克蛋白白 一些最保守的蛋白家族构

成。热休克蛋白家族包括构成性和诱导性成员 。

构成性热休克蛋白 (HSC)含量比较丰富，存在

于正常细胞中，它们主要在细胞的正常发育、分

化和代谢中发挥作用[川];诱导性热休克蛋白

(HSP)在生物的应激反应中合成，主要在保护

生物免受应激胁迫的损害中发挥作用 [6.7J 。

通常，诱导表达热休克蛋白 (HSP) 的信号

是"异常"蛋白质(即变性蛋白质)的出现[飞在

体内能充分诱导热休克蛋白合成的处理，在体

外也能使蛋白质损伤或变性。因此，象高浓度乙

醇，重金属离子，氨基酸类似物，瞟口令霉素等这

些可导致蛋白质变性的物质，都可诱导一个热

休克样的反应【9. I OJ 。另外，外来蛋白和/或变性

蛋白在胞内的累积也可诱导很多类型的细胞合

成热休克蛋白 [8 .11 J 。

现在研究发现， HSPs 至少可通过两个最

一般的途径，去帮助细胞处理胁迫造成的多肤

链的损伤。第一，HSPs 能促进变性蛋白质的降

解。这些受损蛋白的快速降解可以减少其与功

能蛋白发生有害联系，可以防止不榕蛋白的有

害积累 ，并可以释放无功能多肤中的氨基酸从

而合成其他新的功能蛋白。实际上，一些 HSPs

本身固有蛋白水解活性，而一些 HSPs 在蛋白

水解中起辅助作用 [9J 。 第二 ， HSPs 能使胁迫损

伤的变性蛋白质复性。已知一些 HSPs 是"伴侣

分子"(chaperone) ，与变性蛋白质结合，阻止变

性蛋白质的聚合并促进其正确的重新折叠。实

际上，很多热休克蛋白的分子伴侣功能与它们

的蛋白水解功能是重叠的，即它们既能够降解

机体受损伤后产生的变性蛋白质，又能够作为

分子伴侣结合在变性蛋白质上防止蛋白质的聚

集，并帮助变性的蛋白质恢复其天然结构和活

性。这种重叠性就大大提高了 HSPs 在应激反

应中的作用效率 。但是，为什么一些变性蛋白走

降解途径，而一些走复性途径， 目前还不清楚。

有作者认为，当蛋白发生可逆变性时，它们会在

HSPs 的协助下走复性途径; 当 蛋 白发生不可

逆变性时，它们会在 HSPs 及其他蛋白(酶)的

感谢北京师范大学生命科学学院薛绍自教授对本

文的指导和审改。
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参与下走降解途径【1气

下面，本文主要集中讨论一下真核生物和

原核生物中，负责降解应激反应中受损多肤的

热休克蛋白和蛋白水解酶。

一、大肠杆菌 CE. coli) 中参与

变性蛋白降解的热休克

蛋白和蛋白水解酶

在大肠杆菌中，大部分变性蛋白在胞质内

降解是由蛋白水解酶 La 和蛋白水解酶 Ti 完成

的。两者都是 ATP 依赖的蛋白水解酶，正常情

况下，两者都是构成性表达，但当细胞处于应激

条件下时，它们又呈现出诱导性表达，表达量比

前者增加 2-4 倍 [13- 1 5) 。

1. 蛋白水解酶 La

蛋白水解酶 La ，又称 Lon 蛋白水解酶

(Lon) ，具有 ATP 依赖性，由 4 个相同的亚基

组成，每一亚基 783 个氨基酸 。 对其活性位点的

抑制剂研究和突变分析表明，它是一种新的丝

氨酸蛋白水解酶[16- 1 8) 。

Lon 具有双重作用。首先，Lon 催化一些关

键调节蛋白的降解[四川，其中对 SulA 和 RcsA

研究的最为清楚。如 DNA 一旦受损伤，SuIA

的合成增加，就可抑制细胞分裂。损伤被修复后

SulA 合成受到抑制， Lon 快速降解 SuIA ，使得

分裂继续进行;在应撤反应中， Lon 促进异常蛋

白质的降解。它的底物有刀豆氨酸蛋白 ，瞟岭霉

酷基肤，错义蛋白质和无义片段[19.20) 。实际上，

大肠杆菌中大约有一半以上的异常蛋白质降解

是由 Lon 负责的。

一个有趣的矛盾存在于 Lon 蛋白水解酶

对底物的识别方面。虽然 Lon 催化像 SulA 这

样的底物在很大的特异性，但是，任何一种蛋白

质，一旦失活，几乎都能被 Lon 识别 。 根据 Lon

这种对异常蛋白质的优先识别性，以及可被热

或其他胁迫诱导推测，Lon 的作用在于减少胁

迫过程中的变性蛋白质 。然而，与野生型细胞相

比， Lon 突变体对热并不敏感，并且像野生型那

样对热有同样的耐受性，因此，Lon 蛋白水解酶

在应激反应中的详细作用和作用机制还有待进

一步研究。

2. 热休克基因 DnaK 、 DnaJ 、 GrpE 、 GroEL

和 GroES

无论是 Lon-还是 Lon +大肠杆菌，当其调

控热休克基因表达的因子 σ32发生突变，不但造

成 HSPs 表达量的减少，而且还影响异常蛋白

质的蛋白水解过程[2 1 ) 。 另外，一些热休克基因，

如 DnaK 、 DnaJ 、 GrpE 和 GroEL 的突变，都可

导致变性蛋白质降解过程的阻断[川。这说明，

除 Lon 外，其他一些 HSPs 在异常蛋白的降解

中也发挥重要作用 。

近来一些工作表明，蛋白水解底物，Lon 和

其他 HSPs 间有着一些直接联系 。 DnaK 、 GrpE

和 Lon 能与快速降解变性蛋白的碱性磷酸酶

突变株产生共沉淀〔削。 另外，用亲和色谱法可

使异常蛋白质与 Lon 、 DnaK 、 GrpE 和 GroEL

结合[叫。在后者的研究中，GroEL 和 DnaK 与

蛋白水解底物直接结合。 Lon 与蛋白水解底物

是独立地结合还是同 HSPs 形成一复合物 ，目

前还不清楚。

HSPs 不仅能与 Lon 合作发挥重要降解作

用。而且(在 Lon- 中 ) ， HSPs 的过量表达可增

强对脯氨酷片段的水解[2 1 . 22) 。 另外， DnaK 、

DnaJ 和 GrpE 是一些非 Lon 底物的蛋白降解

所必需的，或许 HSPs 与几种不同的蛋白水解

酶协作促进异常多肤链的降解 。

HSPs 还可独立地形成蛋白水解复合物，

并对细胞内各种蛋白水解底物流动和转运产生

影响。例如， DnaK 、 DnaJ 、 GrpE 、 GroEL 和

GroES 突变体内都有大量的 RNA 聚合酶亚基

聚集成不溶性复合物，在野生型细胞中，这些亚

基因不形成不溶性复合物而被快速降解掉。所

以， HSPs 可能通过抗聚集作用来防止亚基聚

集形成的抗降解构型。

以上研究表明 :HSPs 、 DnaK 、 DnaJ 、 GrpE 、

GroEL 和 GroES 促进胞内蛋白水解可能有两

种不同途径。一方面 ， HSPs 能够与蛋白水解酶
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复合物直接结合形成复合物，或保持底物处于

对蛋白水解酶敏感的构型，或使蛋白水解酶本

身处于更有活性的构型，从而使变性蛋白被快

速降解。实际上，与 GroEL 结合的底物处于一

种对蛋白水解酶特敏感的构型[25J 。另一方面，

HSPs 不是直接与蛋臼水解酶作用，而是通过

防止未折叠蛋白质的聚集，增加敏感底物的浓

度，间接促进蛋白水解。

3. 蛋白水解酶 Ti

蛋白水解酶 Ti ，又称 Clp 蛋 白水解酶

(Clp) ，负责大肠杆菌中 15 %的变性蛋白降解，

其分子量为 750KD，由两个不同的亚基 ClpP

和 ClpA 形成异二聚体【26J 0 ClpP 的分子量为

21. 5KD ，在体外，它本身可以作为一种 ATP

依赖的丝氨酸蛋白水解酶，降解肤段和短的多

肤。但是，如果不与 ClpA 结合，它不能降解更

大的蛋白底物。 ClpA 是 ATP 依赖的 Clp 的调

节子，它是一种分子量 83KD 的 ATPase ，在

ATP 存在下，优先与 ClpP 结合 。 ClpA 与 ClpP

的结合及蛋白水解酶对底物的降解，都离不开

ATP 。

与 Lon(其正常底物已知)不同， Clp 的正

常生理作用很难确定 。 但是原核生物的 Clp 和

真核生物的 26S 蛋白水解酶体有很大的结构相

似性[26] ，它们都是圆柱状结构，都与 ATP 依赖

的调节组分联系，并且都识别一些相同的底物，

表明原核生物和真核生物的蛋白水解酶是功能

同源物。然而，这些观察仍然不能阐明 Clp 在大

肠杆菌中的生物学功能。

Cl p 在应激反应中处理受损蛋白质的功能

也是不详的。虽然一经热休克，其催化亚基的合

成增高 2 倍[1 5] ，但 Cl pP 突变体在生长过程中

对热并不敏感，对极端胁迫也不表现升高的敏

感度。同样，在调节亚基 (ClpA)突变体中也观

察不到与胁迫有关的表型。与调节亚基有关的

蛋白质(像 HSP104)对胁迫耐受有很大影响，

但是它们的耐受功能和异常蛋白质降解的关系

尚未搞清楚。

4. 蛋白水解酶 DegP

这是一种热诱导的蛋白水解酶，它对协助

大肠杆菌处理周质中的胁迫损害具有重要作

用。 DegP 是一种周质中的丝氨酸蛋白水解酶，

分子量 48KD，它具有强烈的热诱导性[2飞

DegP 突变阻碍周质中的蛋白降解，但对胞质蛋

白和融合蛋白并无影响[28.29 J。虽然我们对

DegP 了解不多，但它给我们提供了一个很好的

证据:蛋白水解在应激反应中具有重要的生理

作用。

二、真核生物中异常

蛋白质的降解

1.依赖于泛素的蛋白降解系统

真核生物的许多蛋白质是在细胞质中通过

泛素系统降解的 。 在应激反应中依赖于泛素的

蛋白降解功能有两种途径。第一，在这一降解过

程中一些关键的反应由热诱导的蛋白质催化。

第二，泛素系统负责真核生物中大部分应激损

伤的多肤链的修复。当培养细胞面对突然升高

的温度时，在正常情况下长期存在的蛋白质就

会被急剧降解【叫。这种蛋白水解的增高与游离

泛素的减少及多聚泛素一蛋白质复合物的增多

相一致[叫。另外，一个含有温度敏感 E1 酶(泛

素活化酶)的突变株，对温度的急剧升高不能做

出相应的反应，从而不能在高温下生长。

(1)泛索 (ubiquitin) 在大多数真核生

物，泛素先被合成一个多聚蛋白质，随后逐渐变

为单个的泛素单位[3 1 .划。 所有实验证明，这些

多聚蛋白质是热诱导的[3 1 J 。 遗传证据也表明胞

内游离泛素的增多是细胞应激反应的一个重要

部分。虽然在正常温度范围内酵母 (5. cereψISI­

ae)多聚泛素 (UBI4) 突变体生长速度与野生型

酵母的相同，但是，一旦被长久置于较高温度或

饥饿，或氨基酸类似物环境中，它们比野生型要

更为敏感。然而， UBI4 缺失的细胞，并没有丧

失对较短的高温耐受能力 。

在 5. cerevωae 中，多聚泛素基因 UBI4 可

为应激状况下的酵母细胞提供其所需求的泛
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素。正常情况下，泛素 由 UBn 、 UBI2 、 UBI3 基

因合成，这些基因又都分别编码融合蛋白一­

N-末端为泛素，C-末端为核糖体蛋白 [叫，这些

蛋白在合成后将被降解。泛素与核糖体蛋白的

短暂接触好像是促进核糖体的组装，这表明泛

素可能是其融合的蛋白的分子伴侣[叫。 具体机

制现在还不详，但很可能，泛素是一种既能降解

蛋白质又可作为蛋白质折叠和加工过程中分子

伴侣的热休克蛋白。

(2 )泛亲 共机晦( ubiquitin-conjugati ng 

enzyme E2) 泛素共辄酶(E2) 催化泛素转

移到水解底物上。 现已从不同生物体中发现 30

个以上的基因编码 E2 酶〔叫。 S. cerevisiae 含有

E2 基因的一个必需的亚家族， UBC4 和 UBC5

是其中之二，它们编码几乎相同的热诱导的蛋

白质[3气 UBC4/5 对细胞在应撤状况下的存活

是必需的。 UBC4/5 双突变体不能在高温下存

活，并且对氨基酸类似物非常敏感。除了可被高

温诱导外，铺处理同样可以使 UBC4 和 UBC5

表达量增高[36] 0 UBC4/5 双突变体对俑极为敏

感，表明这些蛋白质也在铺损伤的蛋白质降解

中起作用。

(3) 泛素连接晦 ( ubiquitin- protei n ligase 

E3) 将特定的底物导向依赖于泛素的蛋白

降系统降解需要 E2 酶和 E3 酶 。 到目前为止，

酵母的 Ubrl 蛋白是唯一功能被研究的较清楚

的 E3 酶。 Ubrl 识别含有不稳定 N 末端残基的

底物。Ubrl 蛋白不是热诱导的，Ubr1突变体对

热和其他应撤并不比野生型的敏感，这就表明

N-末端识别规则在应激反应中并不发挥重要

作用。另外，真核生物中某些具有分子伴侣功能

的 HSPs 可能具有 E3 样的功能，将胁迫受损的

蛋白导向降解系统。

(4) 26S 蛋白水解酶 (26S protease) 负

责泛素标记的底物降解的蛋白水解酶是一个大

的、含多个催化亚基的 ATP 依赖性酶，即 26S

蛋白水解酶。这个复合物包括 20S 蛋白水解酶

体和其他几个蛋白质(分子量 35 - 119KD) [3 1 ] 。

其中一个高分子量的哺乳动物 26S 蛋白水解酶

亚基缸，属于一个新的 ATPase 家族口的。 S4 在

第一个 ATP 结合区与大肠杆菌的 ClpA 有着

微弱的同源性，这可能表示 26S 蛋白水解酶是

细菌 Clp 酶的功能同源物 。

虽然 26S 蛋白水解酶的大部分成分并非热

诱导的，但它在应激反应中仍然占有很重要的

地位。蛋白水解酶基因突变的酵母，对高温和氨

基酸类似物都很敏感。

2. 溶酶体蛋白降解系统

真核细胞内的蛋白水解是由有特异性的泛

素蛋白降解系统和非特异性的溶酶体蛋白降解

系统负责的。真核生物中， 90% 以上的长寿命蛋

白和一部分短寿命蛋白，都是在溶酶体中以非

特异性方式被降解的[叫。 从外环境中进入细胞

(通过胞饮和内吞作用)的蛋白质也在其中降

解。然而，最近研究发现， HSC70 可结合到 N­

末端具有 KFERQ 序列的蛋白上，协助其导向

溶酶体，溶酶体蛋白水解酶可再特异地降解这

些蛋白质[40.41] 。胞内蛋白在溶酶体内的降解大

多发生在非应敌情况下。最新研究发现，经热诱

导，溶酶体中一种 65/85KD 的酸性蛋白水解酶

表达量增加，活性增强，并推测其在热休克反应

中的作用可能是彻底降解那些经特异性蛋白降

解系统初步降解的变性蛋白片段，以防产生有

害累积[1 2. 4 2 ] 。

3. 依赖于泛素的蛋白降解系统与溶酶体

蛋白降解系统的联系

依赖于泛素的蛋白降解系统与溶酶体蛋白

降解系统有一定联系 。 溶酶体的蛋白降解作用

也可能依赖于泛素途径，缺少泛素通路成分的

饥饿细胞，其溶酶体蛋白水解率也降低[叫。当

溶酶体蛋白水解酶被抑制后，在溶酶体中就会

发现有泛素化的蛋白质累积[叫。推测，在应撤

条件下，两个蛋白质降解系统可能有两种降解

机制。第一，胞内蛋白只有经泛素化后才能被导

向溶酶体内降解。当细胞发生蛋白质不能与泛

素连接突变时，在高瘟下蛋白降解受抑制。在应

激条件下 ，胞内蛋白特异地被导向溶酶体中有

描述[叫 ， 并且游离的泛素[4 6]和泛素化的蛋白
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质[47]都已在溶酶体中发现。第二，泛萦系统直

接或间接地参与自体消化空泡的构建、成熟或

功能发挥。例如，一个必须在自体消化泡内降解

的蛋白，可能必须与泛素连接才能被激活;或

者，一个抑制自体消化泡构建的短寿命蛋白，可

能必须通过泛素途径降解来消除其抑制作用和

允许自体消化泡构建的发生。 Dunn 研究发现，

应激诱导后，自体消化泡从粗面内质网的无核

糖体区构建[叫。 这些新生成的自体消化泡发育

成成熟的消化泡要经过一系列复杂过程川，可

能这一复杂过程的每一步都需要泛素的活化和

连接。

仕
【
叩

五
口

这些年，对热休克蛋白和蛋白水解酶的研

究有了很大进展，对其生化特性、相互关系及其

与靶蛋白的关系以及在应激反应中的作用都有

了较多的了解。然而，未知的东西尚很多。下一

步的研究将主要集中在三个方面: (1)在变性

蛋白的复性及降解过程中，热休克蛋白和蛋白

水解酶如何相互协同作用及作用本质; (2) 热

休克蛋白和蛋白水解系统在特定类型细胞和特

定有机体的生理过程中的作用; (3) 从生物进

化的角度阐明生物适应环境(包括生活过程、发

育过程、病理过程等的内外环境变化)的分子机

制。其中，第一个问题是关键 。
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转录因子 E2F 在细胞周期调控中的重要作用

姜另·涂晓明施蕴渝

("中国科学院结构生物学开放实验室 合肥 230026 中国科学技术大学生命科学学院 合肥 230026) 

转录因子 E2F 是细胞周期中 G1 期向 S 期

过渡的重要调控因子。它通过与 pRb 及相关蛋

白等多种依赖细胞周期的蛋白质及酶的相互作

用调控着细胞的增殖。同时，E2F 与肿瘤发生 ，

细胞惆亡以及抑制肿瘤都有着紧密的关系。 因

此，对于它的研究意义重大。本文将从几个方面

对 E2F 研究进展等进行综述。

一、 E2F 的确定及

它的 cDNA 克隆

1986 年 Kovesdi [l)等利用胶滞后 (gel s h if t 

mobilityassay)实验研究腺病毒感染细胞的核

抽提物与腺病毒的 E2 启动子相互作用 时，发

现了一个与 SP1 等已确定的细胞内转录因子

不同的新的转录因子，命名为 E2F。应用足迹法

(Dnase 1 footprinti ng)实验确定了这种转录因

子相结合的 DNA 序列为 TTTCGCGC。同时在

非腺病毒感染的细胞中也探测出了这种转录因

子。说明，这种与 E2 启动子相结合的转录因子

是胞内转录因子。 Yee[2)等进一步确定 E2F 与

DNA 特异性结合后的剌激转录作用。直到

1991 年，分别有几个不同的研究小组发现了

pRb 和 E2F 的相互结合，及这种结合的复合物

与细胞增殖控制的密切关系。利用 E2F 与 pRb

相结合的特性，两个研究小组几乎同时分别从

Nalm6 细胞的 Àgtll 表达文库和 Akata 细胞的

λgtll 的表达文库中，筛选了一个编码 E2F 的

cDNA 克隆[3.4)。这种克隆产物的抗体可与细胞

抽提物中的 E2F 活性蛋白免疫沉淀;当细胞抽

提物与 pRb 抗体免疫沉淀时，这种克隆产物也

能被免疫共沉淀。这种克隆产物表达蛋白也和

含 E2F 识别序列的 DNA 、 RB 蛋白、腺病毒 E4

产物结合。这种克隆产物表达在转染的细胞内

能剌激依赖 E2F 位点的转录。所有结果都说明

这种产物就是 E2F。称之为 E2F-1 。

本课题受中国科学院"九五"基础性研究基金资

助，项目号 :]-6-07.
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