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PAI-2 的裂解机制尚不清楚。有人认为，转谷

氨酷胶酶的活性与细胞凋亡有关，可能参与催化底

物 PAI-2 的裂解作用。 但研究发现，对照组和实验

组细胞株中该酶的活性均低，用 Northern 杂交法亦

未检测到组织中该酶的mRNA，而且将 NB4 细胞与

该酶一起培养 ， PAI-2 的分子量并未减少。 因此 ，认

为凋亡过程中的 PAI-2 裂解并非转谷氨眈胶酶的催

化作用所致[叫。 Kaufmann 等发现，聚腺昔二磷酸
核糖多聚酶(PARP)之类的蛋白裂解不需要蛋白质

的合成，因此，凋亡过程中 PAI-2 的变化可能属蛋白

质裂解特性。 由于裂解后的 PAI-2 仍具纤溶抑制活

性，同时，其与纤溶酶原激活物的结合位点位于分子

的 C端，故裂解多半发生在分子的 N-端，并使 PAI-

2 的分子量减少 10 000。

虽已证明凋亡过程中存在 DNA 降解，但直到

最近才发现一些大分子蛋白质和 rRNA 特异性裂

解。 并且已有多种实验证明存在凋亡相关蛋白裂

解:①凋亡细胞或其提取物中结合蛋白的染料减少，

可反映蛋白合成停止的同时蛋白裂解仍正常进行。

②蛋白合成酶抑制物可阻碍细胞凋亡及其 DNA 降

解。③ICE 是线虫 C elegans 细胞凋亡基因 ced-3 的

同系物，该基因的过度表达将导致哺乳动物细胞发

生凋亡。然而，在白血病患者骨髓中检测到 PAI-2

的裂解，证实了凋亡相关蛋白酶的特异性裂解( 1 2 ) 。

虽然体外研究证实细胞内 PA凹的裂解产物可作为

人早幼粒白血病细胞凋亡的标志，并在白血病骨髓

液中检测到 PAI-2 的裂解产物，但是 PAI-2 的特异

裂解部位尚不清楚，同时，由于不同蛋白酶的作用 ，

各种类型白血病的情况可能不同。因此，细胞内

PAI-2 的裂解机制和其裂解产物能否用于白血病分

类及其治疗效果监测还需进一步证实[ 1 3 .14 ) 。
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摘 要

纤溶酶原激活物(PA)系统是体内重要的蛋白

溶解复合物系统，主要参与降解细胞外基质。 纤溶

酶原激活物抑制剂 (PAI) ，主要有 PAI-l ， PAI-2 ，是

纤溶酶原激活物 t-PA 和 u-PA 的有效抑制物。最近

研究证明，PAI 与细胞凋亡存在较密切的关系 :PAI-

1 和 PAI-2 可抑制细胞凋亡的发生;细胞内 PAI-2

的裂解产物可作为细胞凋亡的标志等。
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PlSINK4B高表达对人黑色素瘤细胞 Gl /S 进程的阻滞

及与 MAPK 信号相关性之初探 头

刘军柳惠图 H 浮信脊骨祷高萍

(北京师范大学生命科学学院细胞增殖与调控生物学教育部重点实验室 北京 100875) 

愈益增多的研究表明，细胞周期引擎分子抑制

因子 CKI( cdk inhibitor)在细胞周期运转的调控中.

发挥重要作用。 P15 1N!倒是 CKI 中 INK4 家族成员

之一，它通过抑制 CyclinD-Cdk 的活性，将细胞阻断

在 G1 期 (1 ) 。 己知有丝分裂原激活蛋白激酶 ( Mito

gen-activated protein Kinase)在介导具有酷氨酸激酶
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的细胞表面受体的信号通路中发挥作用。 生长因子

和细胞因子通过 MAPK 通路可作用于基因转录 ，及

参与细胞增殖及凋亡等多种效应(2) 。 因 此探讨

P151NK4B与 MAPK 信号的相关性将有助于深入了解

P151NK4B负调周期进程的作用途径与机理。 但迄今

为止尚未见 P151NK4B在细胞增殖调控中的作用与

MAPK 信号相关性的报道。

我们利用自行构建的高表达 P15lN阳B的人黑色

素瘤 A375 细胞模型观察了 P15 高表达对同步化

A375 细胞 G1/S 进程的阻滞并初步探讨了与

MAPK 信号之相关性。

材料和方法

1. 细胞培养

A375 细胞(由北京市肿瘤防治研究所提供)及转染后的

高表达 P15 1Nf恼和表达空载体的 A375 细胞在 37'C ， 5%C乌

培养箱中培养。 DMEM 培养基中含 10%小牛血清和 100U/

ml 青霉素， 100mglL链霉素。

2 . 细胞同步化

采用 N20-TdR双 阻断法[刀， 对数生长 期细胞用

2.5mmollLTdR 处理 18h，更换新鲜培养基释放 出，装入笑

气罐充入 COZ 及 N20 至压力为 5. 5Kg/crrl ， 37'C继续培养

18h，取出培养瓶轻轻振荡，使 M期细胞脱落悬浮，再继续培

养细胞进入 G1 期 。

3. 3H-TdR掺入

经同步化获得的 G1 期细胞在不同释放时间点用含3H_

TdR(lμCi/ml)的培养基孵育 lh 后， 用冷 PBS 液洗去未掺

入的3H-TdR，用 0. 1NNaOH裂解细胞 ， GF/C 型玻璃纤维膜

抽滤并洗膜后烘干，液闪计数。 掺入强度用 Cpm/106 细胞

表示。

4. Western blotting 

分别收集实验组和对照组细胞(2 x 10勺 ， 离心，加入适

量的细胞裂解液在冰上充分裂解后 ，离心，取上清作为电泳

样品， Folin-盼法测定蛋白质浓度，然后定量(80μg)上样进行

SDS-聚丙烯肮胶凝胶电泳，采用Laemmli 系统， 电泳后电转

移到硝酸纤维素膜上，封闭 。 再分别与一抗溶液(稀释 1000

-2000 倍，其中 ERK 抗体的一抗稀释 300 倍)和辣根过氧

化物酶标记的二抗溶液(稀释 2000 倍)室温下振荡孵育，按

照 ECL 免疫检测试剂盒进行显色，曝光。 实验所用试剂

(CKIP15 , CyclinDl , Cdk4 , CyclinE, P27 及 c-Myc 抗体均购自

Santa Cruz 公司， ERK 和 P-ERK 抗体为中科院动物所陈大

元教授赠送) 。

结果

1. PlSINK.销对人黑色素瘤细胞 GJ→S 期进程的

影晌

己知人黑色素瘤细胞 P15 lt州B缺失，通过基因

重组及转染技术 ，我室成功地构建了 P15 高表达的

人黑色素瘤细胞 MLIK6 和表达空载体的对照组细

胞 MLα[4] ，并通过流式光度术分析，与对照组细胞

相比，实验组 MLIK6 G1 期细胞百分数上升 l1%， S

期细胞百分数下降 15 %[4 ) 。 在上述工作基础上，将

细胞经 TdR-N20 方法同步化，分别获得了同步在
M期的 MLIK6 细胞和 MLC2 细胞，将同步在M期

的细胞在含血清的培养基中培养至 4 h，细胞进入

~ 期(Gj 期同步百分率分别为 74 .3%和76 . 4% )再

继续培养并分别取培养后不同时间的细胞进行 3H_

TdR 掺入。 结果表明，对照组 MLC2 细胞在 M 期

释放后 9 h 进入 S 期，而实验组 MLIK6 细胞在 M

期释放 llh 后才进入 S期，因此实验组细胞进入 S

期和到达 S期高峰的时间后移 2 小时，说明实验组

MLIK6 细胞的 G1 /S 进程受到了抑制，并且从图 1

可见在实验组 MLIK6S 期细胞中，3H-TdR 掺入强

度明显减弱，表明 ONA 合成被抑制 。 与对照组相

比，实验组细胞 M期释放 llh 和 15 h 时 DNA合成

分别抑制了 47%和 60 %( 图1) 。

量 14
'"0 12 
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图 1 PlS INK咄对人黑色素瘤 A37S 细胞 ~→S 期进程的
影晌(横坐标示细胞从 M期释放的时间 h)

.Å. : MLC2 细胞 . :MLIK6 细胞

2. PlS刷刷B对晚 GJ 期人黑色素瘤细胞中周期
调控蛋白的影晌

上述实验表明了 P15 1Nl<4B之表达抑制了 Gj /S

的转移和 ONA 合成。 为了探讨其作用环节，进一

步通过 Western blot 分别检测了在晚 G1 期附近
P15 1Nl她对几种调节蛋白的影响。 结果显示出与对

照组 MLC2 相比，在晚 G1 期 (M 期释放 8 小时)的

实验组 MLIK6 细胞中， Cyclin01 、Cdk4 、 Cycl inE 与

C-Myc 癌蛋白水平均受到显著抑制 。 相反， p27 表

达水平却表现出升高(图 2 ) 。

3. PlSI咄咄对晚 G1 期人黑色素瘤细胞中
MAPK 与活化的 MAPK 水平的影晌
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MLC2 MLlK6 

CyclinD1 

CDK4 

CyclinE 

c-myc 

p27CIP1 

图 2 P15 高表达对晚 G1 期人黑色素瘤细胞 (M 期细胞

释放 8h) 中相关调节蛋白的影响

MLα:转染空载体的人黑色素瘤细胞

MLIK6:转染 P1S JNK4日的人黑色素瘤细胞

同时分别提取对照组与实验组晚 G，期细胞(M

期释放 8h)的蛋白，利用 Westem blot 检测细胞中的

MAPK 家族成员中 ERK-l ， ERK-2 及具有活性的

P-ERKl ， P-ERK2 的蛋白水平变化。 结果表明，与

MLC2 细胞相比， MLIK6 细胞中 ERK-l 水平和

ERK-2 水平变化不大，但 P-ERKl 水平却明显低于

MLC2 细胞。 P-ERK2也表现出下降(图 3)。可见

在 PlSINK4B高表达的晚 G1 期的 A37S 细胞中功能性

的 MAPK 表达水平被阻抑。

A 
ERKl --ERK2 

B 1 

P-ERKl ·啕"
·唱"

P-ERK2 

2 

_ 44KD 

- 42KD 

2 

mmM 
物
斜

-• 

图 3 P15 高表达对院 G1 期人黑色素瘤细胞(M 期细胞

释放 8h )ERKl ， ERK2和 P.ERKLP.ERK2水平变

化的影晌

A.ERK1 and ERK2 B.P.ERKl and P-ERK2 
1. MLC 2 2. MLIK6 

讨论
1. CKIP15 对细胞周期调节蛋白的影晌

已有资料表明， PlS INK4B对细胞增殖具有抑制

作用，它是细胞周期抑制因子，将细胞阻抑在 G，

期[ 1 ] ，但其作用的分子机理尚有待进一步探讨与阐

明 。 通过3H-TdR 掺入分析表明， PlSINK4B高表达对

人黑色素瘤细胞 A37S G， /S 转移具有延缓与阻抑

作用，并且 DNA 合成被抑制。 为了探讨其作用的

分子机理，我们进一步检测了 PlSlNK4B对 MLIK6 和

MLC2M期细胞释放 8hr ( 即晚 G，期)时的相关周

期调节蛋白水平的影响。 实验表明，与对照组细胞

相比，实验组 MLIK6 细胞中 CyclinDl ， E 和Cdk4

水平均下降。 已知Cdk4/6 是P1SINK4B的靶蛋白，

PlS INK4B与 Cdk4/6 结合抑制了 CyclinD-Cdk4/6 对

pRb 的磷酸化作用，从而作用于 G1 /S 的进程[5) 。

但有关 PlS 高表达引起细胞周期调节蛋白水平的

变化却报道甚少。 我们认为 PlS 在细胞增殖转化

等方面表现出的生理效应必然有其分子基础，它是

一个多因素、多步骤进行网络调节的结果。 在外界

因子的作用下，细胞中分子间作用的改变，可能导致

一些蛋白分子水平发生变化，如在本实验中当

PlS INK4B高表达时，显示出在晚 G1 期 ， CyclinDl 表

达水平明显被阻抑，这可能与同步的 G，期细胞中

有更多的 PlS 与靶蛋白Cdk4 作用，导致与Cdk4 结

合的 CyclinD 释放和去稳定，后者可能通过泛素途

径降解[6)有关。 结合我们已有的实验资料，我们曾

在 PlS 高表达的人黑色素瘤细胞[4 ) 和人肝癌细胞

SSMC-7721 中均观察到 CyclinDl 水平被阻抑(待发

表) ，通过本实验进一步说明了 PlSlNK4B对 G1 期的
阻抑作用，除了已知的可抑制 Cdk4/6 的活性外，还

表现在降低Cdk4/6 的激活因子一一Cycl inDl 的水

平。 Cycl inE 是作用于 G，期的另一个周期蛋白，它

与Cdk2等结合在 G， /S 转换中发挥正调作用[ 7) 。

从我们的实验结果可见，在 PlSINK4B高表达的晚 G1
期细胞中 ， Cycl ir证的水平也被阻抑，鉴于 CyclinE

的作用主要在晚 G，期和 G， /S 期之转换，因此，本

结果也进一步证实了 CyclinE 在 G， /S 转换中的正

调作用。与上述现象相反，在 CKIPlS INK4B高表达

之同时，在晚 G，期人黑色素瘤细胞中另一类 CKI

家族成员 P27KIP ' 的 水平却表现出升高，已知

P27K1P ' 与 CyclinE-Cdk2 结合形成复合物，并抑制其

活性和影响 G， /S 转移 ， 当 PlS INK4B高表达时，一方

面由于 PlS INK份之增加，通过与 Cdk4 作用，可能引

起原来与Cdk4 结合的 P27K1P' 的释放，有资料表明

TGF-ß 诱导 P15 水平高表达时可通过其结合Cdk4-

CyclinD导致P27 释放并且有可能进一步增加P27

与 CyclinE-Cdk2的结合与抑制作用[8] ; 另一方面可
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能与P27 的降解被阻抑有关。 已知细胞内P27 水

平的调节主要在转译后水平，实验表明白7 蛋白的

降解是影响 P27 在细胞中含量的重要因素，但该蛋

白的降解需要在 thr187 位点上进行磷酸化作用。

Cdk2-CyclinE和 MAPK 均可使其磷酸化[9) 。 在本

实验中，当 P15INK4B高表达时，细胞内 CyclinE和磷

酸化 MAPK水平均表现出下降，它们均有可能引起

实验组细胞中P27K1P1蛋白磷酸化水平下降。 因此，

与对照组细胞相比，实验组细胞中 P27 蛋白之降解

可能受到阻抑，从而显示出P27 蛋白水平上升的现

象。不难看出 P15 的高表达一方面可能抑制 Cy

clinDI-Cdk4 的水平与活性，另一方面可能通过生长

负调因子P27 水平的提高从而进一步加强了对相

关周期蛋白的调节作用，阻滞 G1 /S 转移和抑制 S

期细胞中 DNA 之合成。

Myc蛋白是与增殖密切相关的原癌基因产物，

我们的实验结果显示出在 P15 高表达的同步化晚

G1 期人黑色素瘤细胞中原癌基因产物 C-Myc 的水

平明显被阻抑，这与我们在 P15 高表达的人黑色素

瘤细胞[4) 和人肝癌细胞 SMMC-7721 中 [ 10 ) 所观察

到的 C-Myc 蛋白水平的下降是一致的。 已知 Myc

与 M皿结合形成的转录因子可通过与 P80cdc25A和

P80cdc25B基因调节序列结合并剌激其表达而正调于

细胞周期进程[ 11) 。因此，本实验结果进一步证实了

Myc 蛋白可能通过对细胞周期相关蛋白的调节而

作用于细胞 G1 /S 的进程。

2. MAPK信号 (ERK 通路)在细胞周期 GJ /S

转移中与 PlS 等 CKI 作用相关性

目前已鉴定出多种 MAPK 的亚类，它们分属于

各自不同的通路，其中 Raf-MEK (MAPKK) -MAPK 

(ERK)通路被认为在细胞增殖、分化、发育中发挥

重要作用。 在己纯化的众多 MAPK 成员中，在真核

生物中分布最广的是 ERKl ( P44阳阳1 )和 ERK2

( P42阳阳)，其磷酸化形式分 别 是 P-ERKl

(P46P-阳PK1) 和 P-ERK2 (P44P-阳KP2) 。 通过 West

em blot 我们分别检测了 M 期 释放 8hr ERKl , 

ERK2 及 P-ERKl , P-ERK2蛋白水平，与对照组相

比，在 P15 高表达的 MLIK6 细胞中 ERK 水平变化

不大，但具有活性形式的 P-ERKl 和 P-ERK2 的水

平均表现出下降，显示出 P15 INK4B高表达的同步化

晚 G1 期的细胞中 MAPK 的两个成员 -ERKl 和

ERK2 的活化过程被阻抑。 已知 MAPK 通路中，通

过被激活的 ERKll2，使一些转录因子 、周期调控蛋

白、膜受体激酶等靶蛋白磷酸化，从而发挥在细胞增

殖中的正调作用。实验表明，过表达具有活性的

MEKl 可上调 Cycl inDl 启动子的活性和蛋白质水

平，同时增加 S 期百分数[12)。因此不难看出，在

P15 高表达的晚 G1 期细胞中 ， Cyc1inDl 水平下降与

MAPK通路中 ERKl 和 ERK2活化过程被阻抑是

密切相关的。 此外，有资料表明 MAPK通路可抑制

P27K1P1 、P21CIP1而正调细胞周期进程[13) 。 在鼠成纤

维细胞中表达可诱导的具有组成活性的C-Raf-l 蛋

白使P27KIP1 表达水平大大降低。 体外实验表明 ，

Ras反af 诱导的具有活性的 P-ERK 可磷酸化

P27KIPI ，使P27K1P1不能与 Cdk2结合发挥其抑制作

用[ 14 ) 。 在 PC12 的细胞中 NGF 处理和表达突变的

Ras 或 Raf 将导致细胞分化及高浓度P21CIP1 的积

累 [ 1 5) 。这些迹象表明 :MAPK 通路可磷酸化某些

CKI，导致其功能被抑制而正调于细胞增殖。 我们

的实验首次观察到高表达 P15INK4B的人黑色素瘤细

胞中 P-REKll2水平 降低，后者可能通过降低

P27K1P1的磷酸化作用抑制了 P27 的泛素降解通路，

从而维持P27K1P1在较高水平;另一方面它也有可能

通过抑制 C-myc ，已jun 等转录的作用和影响 G1 期
Cyc1inD 等调节蛋白的水平进一步加强了对细胞周

期 G1 /S 进程的阻抑。但有关 P15 INK4B 降低 P

ERKll2的活性机理尚有待进一步探讨。

摘要

利用 TdR-N20 同步法分别获得 P15 高表达的

MLIK6 和表达空载体的MLC2的 M期细胞和 G 期

细胞， 3H-TdR掺入结果显示，与对照组细胞Mβ相

比，实验组细胞 MLIK6 从 G1 期进入 S期时间延长

见，并且掺入强度明显减弱 ， DNA合成被抑制。进一

步观察了 P15INK4B对 ~/S 相关调控蛋白的影响，在

M期细胞释放 8h(晚 G1 期细胞)后，与对照组阳β

细胞相比，实验组肌亿IK6 细胞中 CyclinDl ， CyclinE, 

臼k4 ，C-Myc 蛋白水平均降低。 相反，白7KIP1 的表达

却上升。 同时探讨了 MAPK 信号在 P15INK彷阻抑

K375 细胞 G1 /S转换中的作用与相关性，结果显示晚

~期的 MLIK6 细胞中 ERKl ，ERK2 水平变化不大，

而具有活性的 P-ERKl 和 P-E阻。均表现出下降。

上述实验表明，P15INK4B可能通过作用于 G1 期相关的
周期调节蛋白和抑制 ERKl 和 ERK2活性，阻滞 ~/S

转换与抑制 DNA合成。

关键词: PlS lNK4B 细胞周期 有丝分裂原激活蛋

白激酶 人黑色素瘤细胞
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EFFECT OF PlSINK4B EXPRESSION ON THE INHIBITION 
OF G1/S PROGRESSION AND THE RELATION TO MAPK SIGNAL 

PATHWAY IN HUMAN MELANOMA CELLS 铃

LIU ] un LIU Hui Tu" TAl'-.! Xin GAO Ping 

(The Key Laborat01Y of Cell P,.olifertion and Re，♂tlation Biology of Ministl.y of臼ucatlon.

College of Life Science. Beijing Nomral Uniz 

ABSTRACf 

The synchronized M phase cells of MLIK6 and MLC 2 were harvested by the method of thymidine(TdR)and N20 缸resting. The 

result of 3H-TdR in∞η刀ration indiωted that the transition of G1/S of MLIK6 cells was delayed 2h ∞m阳red with the ∞ntrol MLC 2 

cells and the in∞r阳ration rate d民r创纪d obviously . Furthermore. the effect of P15 1阳lHexpression on the SQme G1 内部e related r喀ulatory

protein was studied. When the synchronized cells in M phase were released for 8h( in late G1 phase). the levels of CyclinD1. CyclinE. Cdk4 

and C- Myc were decreased obviously in 岛1LIK6 cells. But the expression of P27K1P1 increased as ∞mpared with that of ∞ntrol MLC 2 

cells. At the same time. the relationship between overexpression of P15 1 t咄咄and fV队PK signal in transition from G1 to S phase of A375 

cells at late G1 phase was studied. ∞mparing with the ∞ntrol MLC 2 cells. the level of ERK1 and ERK2 almost have no change in 

MLIK6 cells . but that of P-ERK1 and P-ERK2 (activated form)were decr臼sed markedly. The results suggest that P15 1咄咄delayed G1 1S 
transition and inhibited DNA synthesis by affecting G1/S phase related regulatory proteins and inhibiting the activity of ERK1 and 

ERK2. 
Key words: P15阴阳B Cell cycle MAPK Hwnan melanoma cells 

• Project supported by the Natural Science Foundation of China(No. 39780014) . the Natural Science Foundation of Beiji咱(No.

7961001) and the Major State Basic Research project( No. G1999053901) 
H 臼πesponding auther . 

MAD2 蛋白在蚕豆细胞周期中的同源定位

马岚 姚健晖顾月华

(中国科学技术大学生命科学学院 合肥 230027)

细胞周期是一个受多种机制调控的高度有序的

过程，检验点调控机制是多种调控机制中的一种，

它可检测微管与染色体的结合，以便在错误发生时

及时阻止后期的启动，让错误得到修复[1-3]。这类

调控蛋白基因最初是从芽殖酵母中被发现，目前至

少有七种具有此类功能的酵母基因被发现，这些基

因包括 : Bubl , Bub2 , Bub3 , Madl , Mad2, Mad3 

和 Mpsl [ 4 ] 。 其中研究最多的一种基因就是 Mad2 0

本文 2002 年 3 月四日收到 .4 月 29 日接受。
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