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参与细胞凋亡的核酸酶

柴云飞 张学军

(中国科学院上海生命科学研究院生物化学与细胞生物学研究所 上海 200031) 

细胞凋亡，或者称之为程序化细胞死亡，是一种

参与了生物机体许多过程的细胞去除机制，例如胚

胎的发育、幼体的变态以及肿瘤的抑制等。其特征

为细胞骨架的扰乱、细胞蒙古附力降低 、伴随细胞皱缩

所产生的细胞质和细胞核的固缩、膜发泡、核内沿核

周缘染色质聚集，继而是染色质的降解，产生 200bp

及其倍数的特征性梯度(DNA ladder) 以及形成凋亡

小体。

染色质的降解是凋亡过程一个重要的生化标

志，已经被很详细地研究了。 DNA 降解基本上是两

个过程，涉及了一个以上核酸内切酶。在核降解的

早期阶段，染色质被剪切成 50 - 300kb 较大的片断

区域，这一步通常是由结合在基质附着部位， Matrix

Associated Region , MAR 的核酸内切酶催化的，基质

附着部位是 DNA 结合到核骨架的区域，因此核酸

酶可以紧密的结合到染色质上。第二个阶段涉及广

泛的 DNA 降解，通常产生寡聚核小体 DNA 片段。

到目前为止，已经知道有 20 多个参与凋亡的核

酸内切酶，大致可以分为三类 : DNase 1 家族，

DNase II 家族， Caspase 依赖的核酸内切酶( caspase 

activated DNase CAD) 。

一、 DNase 1 家族核酸内切酶

这个家族核酸内切酶的共同特点是，活性依赖

于Ca2 + ， Mg2 + 参与，单独只有 Mg2 + ,Co2+ ， Mn2 + 时

也有活性，Zn2+ 可以抑制其活性。 它们在很宽的 pH

范围内都有活性，最佳的 pH 是 7-8。 它们可以产

生 3 ' -磷酸单链和双链 DNA 切口， TUNEL 检测呈

阳性[ J ] 。 到目前为止，已发现的这个家族核酸内切

酶包括 DNase 1 , DNase X , DNase γIDNase Y , 

DHP1IDNAS1L2 ,DHP2IDNAS1L3 , LS-DNase。

DNase 1 是 DNase 1 家族核酸内切酶中最典

型的一个，也是最早被纯化和结晶的。 DNase 1 最

初是从膜腺和腮腺中纯化的，在肾脏、膜腺 、小肠中

高表达。它的活性依赖于Ca2 + 和 Mg2 + ，并且在 pH

中性时有最大的活性。 Tschopp 发现胸腺细胞核的

抽提物具有核酸酶的活性，与 DNase 1 的功能和免

疫抗原性非常相似，在凋亡的过程中起作用，并且认

为这个酶具有针对核小体之间连接部位的特异

性[2] 。但是 Walker 的结果和 Tschopp 的结果恰好

相反，他们认为这个 DNase 1 并没有针对核小体之

间连接部位的特异性[3] 。 在晶状体形成而发生的凋

亡过程中，DNase 1 通常出现在这些细胞核内，但是

它的活性看上去并不与 DNA 的降解相关[4] 。还有

一些情况下，虽然Ca2 + It\.也2 + 依赖的 DNase 1 活性

出现升高，但是 DNase 1 并没有转移到核内 [5] 。

Parri sh 首先克隆了人的 DNase 1 家族另外一

个基因，因为它定位 于 X-染色体，所以称为

DNase X [6] 0 DNase X 编码 302 个氨基酸，与人的

DNase 1 有 39 % 同源性，在心脏和肌肉组织中高表

达。 这个基因全长 10 .2凶，由 10 个外显子组成，而

人的 DNase 1 是由 9 个外显子组成，并且都有 8 个

编码的外显子[7] 0 DNase X 的过表达导致核小体间

的 DNA 降解和 caspase 的激活。 DNase X存在两个

潜在的 臼spase 酶切位点，但是 DNase X 既不能在体

内又不能在体外被 caspase 剪切。在凋亡开始之后，

DNase X 从细胞质转运到细胞核内，相互之间聚集

形成不可溶的复合物。

Sikorska 克隆了一个染色体结合的核酸内切酶

DNase Y，这个基因全长 17恼，编码 310 个氨基

酸[8] 0 DNase Y 有一个 25 个氨基酸的真核信号肤，

这个肤是由带电荷的 N-末端，一个疏水的核心，以

及 Ala-Leu-Ser 的剪切位点组成，剪切掉这段肤会产

生一个 33kD 的成熟蛋白 。 DNase Y 还有两段核定

位信号肤，一个位于真核信号肤后 14 个氨基酸的核

定位信号肤，另一个位于 C末端，与 SV40 的核定位

信号肤相似。 DNase Y 与 DNase 1 有 42% 的同源
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性，同样也有 9 个外显子，但由于 DNase Y 外显子

之间被较大的内含子隔开，所以 DNase Y 基因大于

17kb 而 DNase 1 基因小于 4恼。 序列分析表明

DNase Y 与大鼠的 DNAS1L3具有同源性。 Shioka­

wa 从凋亡的胸腺细胞核中分离到了一个核酸内切

酶，称为 DNase γ ， 与 DNase Y 是相同的蛋白 (9) 。

Rodriguez[ 10 ) 和 Zeng[ ll ) 克隆了 DHP1(DNase 1 
Homologue Protein 1) 和 D四2 的 cDNA，分别编码

299 和 305 个氨基酸，与 DNase 1 分别有 56% 和

46% 的同源性。 这两个基因分别位于 16 和 3 号染

色体，DHP1 在脑中高表达，而 DHP2 在肝脏中高表

达。 Baron[ 1 2) 克隆了人和 鼠的一个核酸酶的基因

一一LS-DNase，也是一个 DNase 1 同源蛋白 。 它在

许多组织都有表达 ，并且在肝脏和脾脏的巨噬细胞

的集落中高表达。

在正常细胞中有 DNase 1 的存在，它与肌动蛋

白单体结合并且抑制 DNase 1 降解 DNA 的活性。

肌动蛋白是 ICE( interlukin 1 ß-converting enzyme) 

作用的底物，被 ICE 剪切过的肌动蛋白既不能抑制

DNase 1 的作用，也不能像完整的肌动蛋白那样聚

合成微丝( 1 3) 0 Calpain (钙蛋白酶)是一类半脱氨酸

蛋白酶，它可以水解许多内源蛋白例如神经肤，细胞

骨架蛋白等。 Calpain 的抑制剂可以抑制神经细胞

的死亡和肌动蛋白的断裂，而 caspase 的抑制剂能够

有效的延缓神经细胞的死亡，但是不能阻止肌动蛋

白的剪切和 DNA 的降解，表明 Calpain 类似的酶在

神经细胞凋亡中有很重要的作用，并且肌动蛋白的

剪切和其后发生的 DNA 降解相关( 1 4 ) 。 脑组织受伤

后，受伤部位的 细胞发生凋亡，这些细胞中的

DNase 1 去抑制，主要伴随着肌动蛋白的超聚合，同

样也有肌动蛋白的解聚和 caspase 介导的肌动蛋白

的水解[ 1 5) 。 但是，DNase 1 的许多肌动蛋白结合位

点在 DNase 1 类似的蛋白中并不保守，即使结构上

有相同的肌动蛋白结合序列，也不能保证它们的活

性能够被肌动蛋白抑制， Baron 指出 DNase Y 的活

性不能被肌动蛋白抑制[ 12 ) 。

Cidlowski[ 16 )从胸腺组织中分离了一个分子量

18kD 的核酸内切酶，称为 NUC18。 这个酶的活性

依赖于Ca2 + 和 Mg2+ ，并且被 Zn2 + 抑制 。 NUC18 与

亲环素( cyclophilin ) 具有同源性[ l7 ] ， 亲环素具有一

定的核酸酶的活性 。 但是亲环素与已知的核酸酶之

间，没有相同的金属离子结合位点和催化位点，所以

它可能具有不同的催化机制。 最近的工作表明， 亲

环素的核酸酶活性 ，是蛋白质复性过程中不正确的

折叠形成的假象。 NUC18 与分离的细胞核作用，不

能产生典型的凋亡的 DNA 的断裂形式，所以这个
酶的作用还不是很清楚( 1 8 ) 。

二、 DNase II 家族核酸内切酶

这一类核酸内切酶的共同特点是它们的活性不

依赖于Ca2 + 和 Mg2 + ， 并且在酸'性 pH 的情况下具有

最大的活性[ l9 ] 。 DNase E 编码 360 - 364 个氨基

酸，分子量大约 40 - 60kD。 没有活性的 DNase II 
的前体是由三个亚基组成，经过翻译后修饰，丢失了

几个短肤，三个不同的亚基形成有 DNase 活性的异

三聚体。 DNase n 是一种溶酶体的酸性蛋白酶，在

体外，DNase n 在 NaAc 和 EDTA 的条件下有活性，

在 pH4.6 - 5 具有最大的核酸酶活性，可以产生

DNA 双链断裂和具有 3'-磷酸化末端的单链断裂。

Yasuda( 20 )纯化了一个 32kD 具有核酸酶活性的蛋

白，在肝 、肾 、脏 、肺等许多组织中都能够检测到它的

活性，所以它是一个广泛表达的核酸酶。 Eastman

首先指出 DNase II 参与了凋亡过的 CHO 细胞 DNA

的断裂 ，在酸性 pH 的情况下具有大量的Ca2 + 非依

赖的核酸内切酶的活'性(2 1 ) 。

Torriglia( 22 )最先在晶状体细胞分化过程中发现

了 LEI几-DNase n 这一有趣的途径。 这个途径最

重要的分子是 LEl o LEI (leukocyte elastase inhibi­

tor，白细胞弹性蛋白酶抑制剂) 属于Serpin ( serine 

prot臼se inhibitor ，丝氨酸蛋白酶抑制剂)超家族。

和许多 serpin 一样， LEI 有抑制丝氨酸蛋白酶的活

性。当它以自然状态存在的时候， LEI 抑制弹性蛋

白酶，组织蛋白酶 G，可能还有其他一些丝氨酸蛋白

酶的活性。 LEI 在酸性 pH 环境下，或者是受到弹

性蛋白酶类似的蛋白酶的作用，而发生翻译后修饰，

修饰后的 LEI 分子量减小，失去了丝氨酸蛋白酶抑

制剂的作用，出现了类似 DNase II 的核酸酶活性，

由于是从 LEI 转变来的，称为 L-DNase II ，并且具

有和 LEI 相同的最适 pH 和离子依赖性。 L-DNase

E 与 DNase II 的区别有: L-DNase II 的活性被乙酸

抑制，在中性 pH 的时候具有 一半的活性:它的活性

被 Zn2+ 所抑制 ，但 DNase n 对 Zn2 + 不敏感;它的活

性不依赖 caspase 而是依赖丝氨酸蛋白酶。 在一些

情况下凋亡的诱导同时引起了 LEI 合成的增加。

在体外重组的 LEI 对于分离纯化的细胞核没有作

用，但是翻译后的激活的形式可以诱导细胞核固缩，

DNA 降解以及产生寡聚核小体的 DNA ladder 0 L­

DNase II 的抗体可以抑制 DNA 的降解。 正常的细
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胞中 NUC70(LEI 与弹性蛋白酶复合物)在细胞质

和细胞核内都有分布，而 NUC30(L-DNase II) 只有

在细胞凋亡的时候才在细胞核内发现。另外，不同

的细胞发生凋亡的时候，这个酶都会转运到细胞核

内。因此这个酶具有改变活性并且参与细胞凋亡过

程的能力 。

在乙醇诱导的色素视网膜上皮细胞和星形抱菌

素诱导的鼠淋巴细胞的凋亡过程中， L-DNase II 被

激活[划 ，而长时间培养诱导产生的凋亡中却没有这

些酶的活性。 这可能是与一些 LEI 相互作用的蛋

白有关，例如弹性蛋白酶。 AP-24 也是凋亡过程中

被激活的类似弹性蛋白酶的一种蛋白酶[24] 。在紫

外线或者 TNF 的诱导下， AP-24 被激活。 AP-24 可

以紧密的结合 LEI，但是无法确定 AP-24 是否能够

激活 LEI 转变为 L-DNase II 。

最近， Famulski [ 25] 在 Hela 细胞中发现一种酸性

核酸酶，在不同诱导条件下而产生凋亡的过程中被

激活。 这个核酸酶和 L-DNase II 不同 。 它在乙醇

中有活性，对 Zn2+ 不敏感，但是同 L-DNase 还是有

一些共同的特征，因为它们的激活同样都是 c出pase

非依赖的。 不过，到目前为止，对这个 DNase 的分

子机制还不是很了解，所以也不能排除第三类形式

的 DNase II 。

三、 caspase 依赖的核酸内切酶

这一类核酸内切酶的共同特点是它们的活性依

赖于激活的臼spase 的作用，并且具有 Mg2 + 的依赖

性[26] 。一个目前普遍接受的观点，凋亡的剌激引起

臼spase 的激活，它的天冬氨酸残基部位被剪切，

臼spase 通常以非活性的前体出现在活细胞中，激活

的 caspase 剪切和降解许多细胞内的重要蛋白 。

En缸i [27 ]从小鼠的淋巴细胞中纯化了一个 40kD 的

核酸酶，因为它的活性依赖于臼spase，所以称为

CAD。 在增殖的细胞而不是从凋亡的细胞中的抽提

物中，有一个具有抑制 CAD 活性的蛋白 ，称为

ICAD (inhibitor of CAD) ，分子量大约 35kD。

Halenbeck[ 28 ]从人的细胞中纯化了 CPAN ( caspase­

activated nuclease ) , CPAN 与 CAD 具有同源性。

Liu [ 29] 纯化了 DFF(DNA fragrnent factor) 0 DFF 包

括两个亚基 :DFF45 和 DFF40 0 DFF45 与 ICAD 具

有同源性，可以被臼spase-3 剪切成 3 个 121白的片

段 ;DFF40 与 CAD 具有同源性，不能被臼spase-3 剪

切。 DFF45 与 DFF40 是以聚合物的形式一起被分

离纯化的 ， DFF 异二聚体经 caspa臼-3 处理后，

DFF45 被剪切下来，而使 DFF40 具有核酸酶的活

性，导致 DNA 的断裂。

小鼠和人的 CAD 分别由 344 和 338 个氨基酸

组成。它们氨基酸序列之间相当保守，但是与

DNase 1 ,DNase II 没有同源性。 小鼠和人的 CAD

分别有 14 和 11 个半肮氨酸残基。 缺少 C末端的

15 个氨基酸的小鼠的 CAD 仍有 DNase 的活性，但

是它不能进入到细胞核内剪切染色体 DNA，表明

CAD 的 3-329 氨基酸足够产生 CAD 的 DNase 活

性，而 330-344 位的氨基酸是起到核内转运的作用。

ICAD经过不同的剪接方式而产生了两种大小不同

的形式， ICAD-L 和 ICAD-S[到]。 全长的 CAD

(ICAD-L)是一个 331 个氨基酸，等电点 pH4.5 ，分

子量 45kD 的蛋白 。 较短的形式( ICAD-S) 由 ICAD­

L 的 1-265 氨基酸组成。 在人和小鼠细胞中 ICAD­

S 与 ICAD-L 有同样的表达水平。 ICAD-S ， ICAD-L 

有两个相同的 caspase 识别位点， 117 和 224 位的氨

基酸。重组的 ICAD-L ， rCAD-S 在高温和强去污剂

的情况下仍有活性，可以紧密的结合 CAD，从而抑

制 DNase 的活性和 DNA 的降解。 C出pase-3 可以降

低 ICAD 与 CAD 的结合力，从而破坏它们的 CAD

抑制剂作用。 caspase-7 也有类似的作用，但是其他

臼spase 却没有这个作用[3 1 ] 0 ICAD-L ， ICAD-S 中一

个或两个回spase 识别位点上的 Asp 被 Glu 替代的

点突变，仍具有抑制 CAD 的 DNase 活性的作用[泣]。

caspase并不能影响 ICAD-L 双突变的抑制活性，即

使是 117 位点或者 224 位点的单突变在 c臼pase 剪

切后，仍具有显著的抑制 CAD 作用，意味着 ICAD

上臼spase 识别的两个位点都必须剪切，才能释放

CAD，使其具有活性。 组蛋白 Hl 或者 HMG核蛋白

可以显著提高 caspase 处理后的 DFF 的核酸酶活

性[33 ] 。 但是没有被 caspase 剪切的 DFF 的核酸酶活

性不能被组蛋白所影响。 这可能是组蛋白从 DFF

异二聚体上移走了 DFF45 片段从而提高 DFF40 的

核酸酶活性。

ICAD 不仅具有抑制 CAD 的核酸酶活性的作

用，而且还具有 CAD 的分子伴侣的作用，帮助纠正

CAD 的错误折叠构象。 在体外表达的 CAD 会聚集

在一起，形成没有活性的不可溶的聚合物。 有

ICAD-L 存在的情况下 ，合成的 CAD 与 ICAD-L 结

合形成聚合物。 这个聚合物经过 caspase-3 的处理

后，会产生有活性的 CAD。 在 ICAD 突变的细胞系

和 ICAD 基因缺失的小鼠的胸腺细胞中，凋亡细胞

并没有 DNA 的降解。 这些结果表明在体外 CAD
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聚集在一起，是因为 CAD 本身无法纠正错误的折

叠，而细胞质中的 ICAD-L 可以提高 CAD 的正确构

象。与 ICAD-L 相比， ICAD-S 对产生有活性的 CAD

作用较弱，意味着起到 CAD 分子伴侣作用的是

ICAD-L 而不是 ICAD-S，因此可以解释细胞中 CAD

(DFF40) 仅仅只与 ICAD-L ( DFF45 ) 形成复合物。

ICAD-L 可以提高变性的 CAD 的复性，也证明了它

的分子伴侣作用。 伴侣蛋白通常都有很广泛的靶

子，可以帮助纠正这些蛋白的折叠。 然而 ICAD-L

并不能提高其他蛋白的复性，表明它是 CAD 特异性

的分子伴侣。

结语

在正常细胞中，一种或多种核酸内切酶同时以

非活性状态存在。 它们或者是与对应的抑制剂相结

合，从而封闭其活性位点，在凋亡刺激后蛋白酶将抑

制剂从这些核酸酶上切除 ， 释放核酸酶，恢复降解

DNA 的活性，如 CAD 和 ICAD ， DNase 1 和肌动蛋

白;或者是以没有活性的前体存在，在凋亡刺激后转

变为可以剪切染色体 DNA 的核酸酶， 如 LEI 转变

为 L-DNase II 途径，不同的细胞凋亡的时候会激活

不同的核酸酶，不同的诱导方式也会使相同的细胞

激活不同的核酸酶，因此核酸酶的激活是一个细胞

和诱导方式特异性的过程。

在凋亡过程中，核小体之间的断裂并不是一个

保守的步骤。 在许多细胞和组织中，凋亡的时候并

没有核小体之间的 DNA 断裂。在产生 DNA ladder 

的细胞中，所有剪切染色体连接区域的酶都参与了

凋亡过程。 然而，所有的凋亡细胞的 DNA 都有大

片段的断裂，可能参与这最初断裂阶段的酶是凋亡

过程必要的和保守的。 这些酶可以结合或者是接近

被攻击的位点。 因此，它也可能与核骨架和 ssb 的

形成有关。 一旦 DNA 被剪切，构象产生变化 ，产生

较大的片段，使染色体更多的位点容易受到进一步

的作用，从而可能产生核小体之间的 DNA 断裂。

DNA断裂的第二个阶段可以被一个核酸内切酶催

化，也可以被几个酶共同作用。 目前检测这个过程

的方法只有 DNA ladder 的方法，所以无法确定到底

有几个酶参与了这一过程。 如果许多酶同时存在于

核内，不太可能只有一个酶参与了这一过程。

染色体 DNA 断裂可以加速凋亡细胞死亡，但

是在某些情况下凋亡细胞死亡，而染色体的 DNA

并没有被降解。 caspase 的激活是凋亡途径中很关

键的一步，并且 caspase 激活后，也有不同的途径杀

死细胞。 但spase 可以通过水解包括参与复制，转

录，翻译过程的蛋白，细胞骨架蛋白 ， 以及激酶 ，磷酸

酶在内的许多重要的细胞内蛋白，导致细胞凋亡。

但是，由于形成单链断裂而起始的 DNA 断裂，可能

不依赖于 caspase , caspase 的激活并不是凋亡过程必

须的。 这些不依赖于 calpain 的过程中有其他的蛋

白酶如 calpain ， proteasome 以及丝氨酸蛋白酶的参

与。 臼spase 在凋亡过程中至少起到两个作用:扩大

凋亡的信号以及辅助完成细胞的清除过程。 细胞受

到凋亡刺激后，细胞内的离子浓度的改变或者位点

特异性的蛋白酶水解核蛋白 ，导致染色体结构的改

变，起始了一系列的由核酸内切酶介导的降解事件。

因此，在凋亡过程中，很有可能核酸酶不是保守的和

必需的，而保守的步骤只是蛋白水解中的一步。 凋

亡细胞的 DNA 在转移到吞噬细胞前被剪切成片

段，可以避免激活的癌基因和病毒基因转移到吞噬

细胞内 。 另外，剪切的 DNA 片段可以降低其在体

内的免疫反应性。 尽管核酸酶在凋亡过程并不是必

需的，但是通过核酸酶降解 DNA 还是最有效的杀

伤细胞的途径。

摘 要

细胞凋亡是凯体内一种重要而且保守的细胞去

除机制。染色质的降解是凋亡的重要标志之一，它

需要核酸酶的参与 。 到 目前为止，参与凋亡的核酸

内切酶可以分为三类: DNase 1 家族， DNase II 家

族， CAD。 不同的细胞在凋亡的时候会激活不同的

核酸酶，相同的细胞在不同的诱导方式下也会激活

不同的核酸酶，因此，凋亡过程中 ，那些核酸酶的激

活是由细胞种类和诱导方式等特异性所决定的。
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支持细胞在生精细胞凋亡过程中的重要作用

i王 旭莹

(南京大学医学院免疫生物学实验室 南京 210093)

精子的生成过程是一个连续的周期性的过程 ，

这包括二倍体的精原细胞进行一系列的有丝分裂 ，

减数分裂最后分化成为成熟的单倍体精子的过程。

支持细胞(S巳rtolí cell)是生精上皮的一种大细胞，它

从管周肌样细胞所处的基底膜延伸出去，直到生精

小管的管腔内。它的底部与精原细胞相连，胞质的

侧面则形成许多突起将互相联系的生精细胞包围起

来，成熟的精子就从这儿释放出去( 1 ) 。在复杂的动

态生精过程中，支持细胞作为精曲小管的重要组成

部分指挥着生精细胞的一系列动态过程，包括有丝

分裂、减数分裂以及以后的分化。支持细胞通过给

生精细胞提供激素、营养以及生理支持来完成它的
功能[2] 。

辜丸内生精细胞的凋亡在成熟的哺乳动物的辜

丸中是一种正常的现象。 由于生精细胞对支持细胞

的绝对依赖关系[3·4j ，因此支持细胞已经成为研究

调节生精细胞凋亡机制的一个重要对象。现在已经

证实在生精过程中，生精细胞通过生理条件下的凋

亡(aJX)ptosís)使它的数量达到刚好能被支持细胞所

能承担的范围内(3) 。此外，除了正常生理条件下生

精细胞的凋亡外，当用一些有毒物质作用后，比如化

学毒物邻苯二甲酸醋 (MEHP~5) )作用后，或者当促

性腺激素和雄激素撤退时[6] ，或暴露于射线下后f汀，

生精细胞的数量都会显著减少。 而生精细胞的增
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