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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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最初有关 E2F- 1 的功能的研究，已经确定

它的 cDNA 序列的几个结构域(见图 1) 。它的

pRb 结合结构域缺少典型的与 pRb 结合 leu 

x-cys-x-Gl u 特征序列 。 而这种特征序列存在于

RB 结合蛋白如致癌基因蛋白 E1A ， T 抗原和

E7 等中 。 所以 E2F 与 RB 的相互作用采取了不

同的方式。

二、 E2F 家族

1993 年， !v町等人∞用 E2F-1 的 DNA 结

合结构域的 DNA顺序设计的探针，去寻查

437 

89 19 1 409426 

DNA 结合结构域 RB 结合结构域

图 1 E2F 蛋白质结构lJ J

Hela 细胞的 cDNA 文库 。 发现了一种具有 E2F

性质的新的蛋 白，命名为 E2F- 2 。 它和 E2F- 1 相

比有 46 %的 氨基酸是相同的 。 特别是它与

DNA 和 RB 结合的结构域部分与 E2F- 1 相比

较是保守的。 与此同时，Lees . j. A 等[6)分离到

了两个不同于 E2F- 1 的 cDNA 克隆 。 其中一个

与 E2F-2 ，完全一致 。 另一个称为 E2F- 3 o Lees. 

j. A 等分别对 E2F- 2 ， E2F- 3 进行了染色体定

位，其中， E2F-2 位于 1p36 ， E2F- 3 位于 6q22 。

E2F-2 的 E2F-3 都可结合野生型的 E2F 识别

位点。

研究表明， E2F- 1， E2F -2 , E2F- 3 都具有与

pRb 结合的特性，在细胞中，它们均定位于细胞

核中。都具 cyclin /cd k 的结合位点。

1994 年，两个研究小组分别同时克隆出一

个与 E2F-1 有很强同源性的 413 个氨基酸残

基大小的转录因子，称为 E2F- 4 0 它与前三种

E2F 的不同之处在于，它只能和 pRb 相关蛋白

P107 结合，而不能与 pRb 结合。它在整个细胞

周期中各个时期均有表达，而不同于前三种

CE2F-1 ， - 2 ， -3 ) 只是大量出现于 G1-S 过渡时

期。 E2F-4 和 DPl 在 SaoS-2 细胞过量表达可

使细胞从 G1 期至IJ S 期和从 G2 期到 M 期。在

大鼠的胚胎成纤维细胞中，它和激活的 ras 癌

基因作用引起转化，说明 E2F-4 有癌基因的活

性。

1995 年， Hijmans E. M 等克隆了一个与

RB 相关蛋白 p130 结合的具 E扭转录撒活作

用的蛋白，称 E2F- 5 ，它的 cDNA 编码 346 氨基

酸的蛋白，预计分子量为 38Kd。它和 E2F- 4 有

78 %的同源性，但和 E2F- 1 相 比只有 57 %的同

源性 。 E2F-5 像 E2F 家族中的其他成员一样能

和 DP- 1 一起结合 DNA 上的 E2F 识别序列。

E2F- 5 只能和 p1 3 0 结合而不能与 pRb 相结

合，这一点类似于 E2F斗。当 E2F-4 和 E2F-5

过量表达时，主要是分布在细胞质中【的。这一点

也不同于 E2F- 1 ， E2F- 2 ， E 2F- 3。总之 .E2F 家

族的不同成员通过不同的途径对细胞增殖进行

调控，它们在细胞内可能组成一个复杂的网络。

三、 E2F-l 与 DNA 的结合

1993 年， Huber. H. E [7)等人用 DNA 亲和

柱从 Hela 细胞中纯化了与 DNA 结合的蛋白。

将收集峰走 SDS-PAGE 时显示多条蛋白带。用

合成的腺病毒 E2 启动子去探测每个蛋白的

E2F 的 DNA 结合活性，发现结合活性都很低。

然而，将不同的蛋白组份氓合后 E2F 的结合活

性会上升 1 00 至 1000 倍 。 他们得到了五个蛋白

组份，按表观分子量将其分成两组， 60K 左右一

组共有两个蛋白， 50K 左右一组有 3 个蛋白。而

合适的结合活性至少需要每组各出一个蛋白组

成的异二聚体 。 利用 DNA 结合特异性 ， DNA

足迹法，以及和 pRb 结合等特性的研究表明，

那一组 60K 左右蛋白可能就是 E2F。而和它组
成异二聚体的另一组成与 E2F 有很大的不同。

当时，他们并不知道另一组成就是一种随着细

胞分化而减少的转录因子，DRTF斗，即现在普

通称为 DP- 1 的蛋白 。

几乎与此同时，Girli吨川等人从 F9 细胞中

用生化方法纯化出了 DP- 1 蛋 白， 井测出这个
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蛋白的部分氨基酸顺序，利用这个顺序设计的

探针，分离出 了 DP- l 的 cDNAs 。 用免疫沉淀法

显示出 DP-l 是 pRb (或 PI07)和 E2F/DRTFl

复合物与 DNA 结合的组分，具有与 E2F 位点

特异性 DNA 结合的结构域 。 在此之后，几个研

究小组分别发现了 DP- l 和 E2F- l 与 DNA 结

合及转录激活的协同作用。尽管 DP- l 与 E2F

相比，有着很大区别，但在它们 DNA 结合结构

域的 C 端区域却有着顺序相似性。 二级结构预

测发现了这个顺序相似区域可能形成一种两亲

螺旋，说明它们参与形成异二聚体。而许多己确

定的转录因子，它们在形成二聚体时，并不需要

相互结合的蛋白有这种序列相似性 。 这一点充

分说明 E2F-l 和 DP- l 的 DNA 结合结构域可

能组成一种全新的 DNA 结合结构 。

DP- l 也有其家族。 迄今为止，已确定了有

DP-2 ， DP-3 的存在，并且它们已被克隆并进行

了研究 。

四、 E2F 与 pRb 的相互作用

及 Gl 到 S 期的过渡调控

E2F-l 对 Gl 期-s 期过渡的调控主要是按

下列方式进行的。 pRb 与 E2F- l / DP- l 异二聚

体相结合，抑制了 E2F- l /DP- l 的转录激活作

用。在 Gl 的中后期去磷酸化的 pRb 被 cy

c1 inD/cdk4/6 和 cyc1 inE/cd k 2 所催化而磷酸

化;导致了 E2F- l/DP斗的释放 。 这种异二聚体

与 DHFR ， T K , DNA 聚合酶 α ， cdc2 和 C-myc

等和 S 期 DNA 合成有关的基因启动子上的

E2F 位点结合，激活了它们的转录 。 使细胞进

入 S 期，在 S 期 cyc1 inA/cdk2 催化 E2F- l /DP

l 的磷酸化，这种磷酸化导致了 E2F- l ， DP- l 

与上述基因启动子结合活性的丧失，使这些基

因的转录又受到抑制。但 E2F- l 对细胞增殖控

制的方式，可能远远不是这么简单 。 因为在

E2F-l 的活性被完全抑制的细胞或在缺乏

E2F-l 功能的小鼠中[ 1 1.川，它们的生长发育很

正常，DNA 的合成速度及细胞周期的进程也不

受影响 。 说明， E2F 家族在细胞周期的调控中

存在着不同的路径。 Lukas. J 等人的研究成果

的确说明了这一点。 当分别向静止的细胞注入

E2F- l 、 E2F- 2 、 E2F- 3 时，它们都可单独诱导细

胞进入 S 期。相反，异位表达与 PI07 和 P130

相结合的 E2F 家族成员必须与 DP-l 一起才能

使静止细胞进入 S 期 。

异位的 E2F- 4 和 - 5 主要位于细胞质中 。

Geoffrey 等人[的发现编码 pl07 ， p130 或 DP-2

的表达载体的共转化将导致 E2F-4 和-5 在核

中的定位。而且，E2F- 4 的转录活性也显著地提

高。相反，当该蛋白从核中被释放出时，其活性

随之降低 。 这意味着 E2F- 4 的转录功能依赖于

其细胞的定位 。 同时，当细胞经过 GO 期时内源

E2F- 4 的核/细胞质的比例发生了变化，在 GO

期和 Gl 早期比例很高，而接近 S 期时细胞质

的比例明显提高 。 因此可以认为，细胞在 GO 期

的滞留有赖于 E2F- 4 在核中的浓度，而细胞的

推进需要它从核中的排除。共转化的 pl07 ，

p130 利于 E2F- 4 和 E2F- 5 在核中的定位表明

了它们在 E2F-4 和 - 5 介导的转录抑制中扮演

的重要角色。

五、 E2F 与肿瘤的关系

当细胞被致癌病毒感染时，E2F 的作用大

体可能是如下方式。腺病毒 EIA 蛋白，SV40 大

T 抗原和人类的乳头状瘤病毒蛋白的 E7 蛋白

都能与 pRb 结合，从而阻断 pRb 与 E2F-l /DP-

1 的结合。而它们参与分离 pRb 的区域都是使

细胞无限增殖所必需的部分 。 因为 pRb 有抑制

E2F-l/DP-l 激活转录的作用，所以当致癌病

毒蛋白与 pRb 结合，就使 E2F- l /DP-l 从 pRb

上释放下来。这使得病毒感染的细胞逃过了正

常的生长控制。这个过程可见图 2[1 3) 。

事实上， Ela 和 SV40 大 T 抗原除了肿瘤

蛋白的功能外，当病毒自身复制，它们也有调控

病毒和细胞基因表达的功能。它们必须克服

E2F- l/DP- l/pRb 的抑制作用。因为 E2F- l/

DP- l 控制的基因都是病毒复制所必须的。当腺
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GD 
从细胞启动子的

转录激活(例如

DHRF, DNA 聚合

酶 α ， cdc2 , B

mvb) 

细胞的增

殖/病毒的复制

图 2 E2F- l /DRTF-l 在细胞周期中的调控作用luJ

病毒感染时，另外一种调控作用是由病毒 E4

转录单位编码的 orf6 /7 蛋白完成的 。 orf6/ 7 可

结合两个 E2F- l /DP- l 异二聚体，使得它们与

DNA 上存在的两个适当距离的 E2F 位点特异

结合。由于这种启动子的方式在病毒基因组常

存在 ， 如 E2a 启动子，所以这种结合方式更加

利于在感染细胞中腺病毒基因表达，从这一点

上看 orf6/7 有点像是病毒编码的异二聚体。

正常的细胞中 E2F 情况如何呢? Singh 等

人发现在大鼠胚胎成纤维细胞中，E2F- l 的过

量表达会导致肿瘤的转化 。 这种转化被确定与

转基因 的 E2F- l 组成型高表达，以及依赖于

E2F 的 基因 的 转录 增加和 . E2F- l /DP- l 与

DNA 结合的加强有关系 。 E2F- l 的癌基因的潜

在作用是依赖于它的 DNA 结合和转录激活结

构域 ，而与 pRb 无关。 这些结果均说明持续的

E2F- l 的表达失控会导致细胞增殖的失控 。

从上述可看出 E2F- l 似乎是个癌基因，然

而，人们也发现了与此相反的证据 。 首先，不像

在许多肿 瘤 中都探测出了 E2F斗的突变，

Nakamu ra 从 406 个癌症病人的 DNA 样品中

利用 PCR 方法 ，在 E2F- l 与 RB 的结合结构域

内，未能探测出任何突变。特别值得提到的 Ya

masaki. L 和 Seth. J 等人的工作[11.12J 。他们将

E2F- l 结构基因的第 3 个外显子上插入 PGK

neo 盒，并使第四个外显子完全缺失。并通过杂

交、自交的方法得到了纯种的 E2F-l十小鼠。这

种小鼠的 E2F- l 基因转录出的蛋白是没有

E2F 活性的 。 他们得到一种无 E2F-l 的等位基

因的纯种小鼠 。 结果发现小鼠缺乏 E2F-l 后生

长和繁殖都正常，只是有辜丸萎缩和外分泌腺

的发育不良 。 但这种小鼠却产生了不常见的肿

瘤 。 这个实验说明当缺乏 E2F- l 也会产生肿

瘤;那么 E2F- l 的作用可能就是抑癌基因，这

与以前发生的结果相比是一种新的发现。说明

E2F- l 在肿瘤发生和抑制方面都有作用。而这

种作用发生主要依赖细胞内 E2F-l 的含量。

六、 E2F- l 与 细胞凋亡 Capoptos is)

在 HBL- IOO 细胞中，当抑止 了内摞性

E2F- l 的 活性，使用显性负突变子在依赖四环

素表达载体控制下，即使在培养基血清不足的

情况下，这些负突变子的细胞也不会出现细胞
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惆亡，而对照的细胞在 24 小时内就会出现死

亡。说明 E2F-1 与细胞调亡有关。这种阻止在

某些免疫性缺陷的小鼠中会导致肿瘤，说明了

E2F-1 的肿瘤抑制作用 ，以及细胞调亡与这种

抑制的关系。而 Shan[HJ等使用四环素控制的表

达载体，在 Rat-2 或纤维细胞中过量表达细胞

内源性 E2F- 1 。这种表达加速了细胞进入 S 期，

但随后却会导致细胞调亡。这种细胞调亡的发

生与 E2F-1 之间存在着剂量依赖性的关系。生

长在低血清浓度的细胞对 E2F- 1 的细胞调亡

诱导作用更敏感。这些结果说明存在着一条新

的途径刺撒细胞调亡，它可能和不成熟的进入

S 期有关。

Shan. B[15J等使用酵母双杂交系统。分离了

一些不能与 pRb 结合的 E2F- 1 的点突变。序列

分析可知在 E2F-1 与 pRb 结合的 18 个氨基酸

残基内，五个残基 Tyr41 1. Glu419 , Asp-leu

Phe423-425 是重要，在 E2F 家族中它们也是保

守的。五个氨基酸的任一个突变都会导致 E2F

l 与 pRb 相结合能力的丧失。 这些突变与野生

型相比会加速细胞进入 S 期后随后的细胞调

亡，上述的结果都说明了 E2F- 1 与细胞调亡的

关系。在我们前面提到过的 E2F- 1 -卜小鼠中，

Field. S 等发现了这种小鼠胸腺的增大[lL1 2] ，这

种增大实际上是 T 细胞的过量的积累，造成这

种现象的原因就是由于 T 淋巴细胞成熟阶段

缺乏了细胞惆亡的功能。 这个发现充分说明了

E2F-1 对细胞调亡的调控功能。

七、 E2f 活性 的调控

E2F 看来是一干矛盾的集合体，它既可控

制细胞的增殖，又能诱导细胞的调亡;既能促进

肿瘤的发生，又有抑制肿瘤发生的作用，既有转

录激活作用，又有转录抑制作用 。所有关于这些

矛盾的解释，只能从两个方面入手，一是 E2F

的双重调节功能是相互独立的，二是 E2F 起什

么调节作用与其量的水平有很大关系。 Krek

等[16J的研究已证实， E2F-1 作为细胞周期过程

的调控因子和细胞调亡的调控因子的作用是相

互独立的。 E2F- 1 的转录激活机制我们已熟知，

有关它的相反的一面远远不是我们所知道的那

么简单，实际上， E2F- 1 与 pRb 结合后可与含

E2F- 1 位点的 DNA 相结合，这种结合将 pRb

带到了 DNA 上再与相邻启动子的转录因子结

合，从而阻碍它们的基因转录，这种作用是一种

主动的转录抑制作用，它与 E2F-1 的转录激活

是相独立的。

第二个原因，可能与 E2F 的表达量有重要

关系， E汩的表达量在体内分别在转录水平、转

录后水平受到调控。 E2F-1 的启动子已被分离，

它上面也含有 E2F- 1 的识别位点。因此，在转

录水平上 E2F- 1 的启动子受到依赖于 E2F-1

本身的负反馈调控。在 Go 期和 G1 期结合了
pRb 的 E2F-1 通过与 E2F-1 启动子上的 E2F

位点结合而抑制转录 。 J ohnson. P. G[17 J的研究

说明这个启动子还受到 P1 30 的抑制和 cyclin

依赖的蛋白激酶 D 的激活。当然，实际的控制

可能要比现在知道的更为复杂，对 E2F 的表达

调控可能存在着一个网络，这个网络至少包括

一个癌基因 CcycI inD1 )和几个潜在的肿瘤抑制

基因。

在转录后的水平上， E2F-1 主要是通过与

pRb 及相关蛋白结合而进行调控的。细胞内自

由的 E2F- 1 很少存在，原因就在于 E扭转录后

除了与 pRb 及相关蛋白结合外，自由的 E2F-1

常可被泛素蛋白酶途径 C Ubiqui tin protea

somepathway)的水解作用所水解[18-19J 。这种水

解是在 E2F- 1 的 C 末端的转录激活区，水解后

的 E2F- 1 将失去它的转录激活作用。但是 pRb

以及相关蛋白与 E2F- 1 的结合可保护 E2F-1

免受这种蛋白酶的水解。这说明，细胞内存在这

一种机制，调控 E2F- 1 活性水平的稳定性，从

而满足细胞的正常生理需要。

有关 E2F 的研究已取得了很大的进展。然

而，要有更新的突破，就必须依赖于对 E2F 本

身以及它与 DNA 、 pRb 等相结合的空间结构的

了解 。 由于 E2F- 1 /DP- 1 异二聚体与 DNA 的结
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合可能是一种新的方式，所以对它们空间结构

的研究完全可能提出一种全新的 DNA 与蛋白

结合模式。除此以外，由于 E2F 在细胞周期调

控，肿瘤发生，细胞惆亡以及抑制肿瘤等方面的

重要作用，对于 E2F 的深入研究可能会导致关

于这一系列事件分子机制的新突破。因此，关于

E2F 的研究具有重大的理论意义。

摘 要

转录因子 E2F 在细胞周期调控中起重要

作用。E2F 的活性受到 pRb ，细胞周期素和细胞

周期素依赖性激酶的控制 。 近年来，许多有关

E2F 研究的新进展揭示了 E2F 与肿癌发生、细

胞惆亡、肿瘤抑制等均有密切关系。
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真核基因转录与染色质修饰机制及转录因子间的关系

章正f炎 辞私普

(中国医学科学院、中国协和医科大学 基础医学研究所 北京 100005) 

真核细胞基因的转录调控是真核基因表达

诸级调控中的重要环节 ， 是当前在基因调控研

究中最活跃的领域。基因的表达调控发生在不

同层次上，即转录前的染色质结构水平上的调

控，转录水平的调控 ，转录后调控及翻译水平的

调控等。越来越多的实验证明，染色质的结构状

态对 RNA 聚合酶 E 介导的转录作用具有调节

作用。染色质基本结构单位是核小体，其核心是

由组蛋 白八聚体 (H2A ， H2B ， H3 ， H4 各两个分

子)和包绕于其外周的 DNA 链所构成，核心之

间的连接部位 Cl i nker)是组蛋白 H1.它是与染

色质凝集和折叠有密切关系的组分 。 组蛋白的

去磷酸化和去乙酷化，可引起染色质凝集和折

叠。已知当基因包装于染色质内时，可抑制转录

的发生，而转录激活因子至少可以部分抵消染

色质组装因子所造成的转录抑制作用。因而，转

录因子通过何种途径作用于处于阻抑状态的染

色质模板，而核小体在启动子区域及其他转录

调节区域发生何种变化以有利于转录等等便成

为研究染色质结构和转录关系的热点之一。基

因转录与染色质结构之间的关系甚为复杂，涉

及染色质、RNA 聚合酶 E 复合物、染色质重修

饰机制、染色质组装因子，以及组蛋白乙酷转移

酶和去乙毗化酶等。
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