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功能由基因决定，受到核内遗传物质的控制。

而细胞的决定和分化则是在不同的细胞质对细

胞核的不断作用下， 才能逐步进行。核质之间

的相互作用先建立特定的基因表达状态，从而

选择性表达发育调控挂因或分化基因。发育调

控基因产物一旦进入)j包质，就可改变原来的基

因表达环境，使细胞核进入新的基因表达状

态 ， 选择表达新的发育调控基因。 如果新的发

了I调控基因的产物再影 111句细胞核，改变原来的

基因表达状态， 其它的发育调控基因的表达就

可使胚胎细胞进一步分化。在发育过程中，细

胞质和细胞核的这个相互作用不断进行，使控

制发育程序的不同基因 群在特定的 时空中表

达 ， 受精卵分裂产生的子细胞才能不断决定和

逐步分化 ， 最后形成组成个体所必须的各种细

胞类型。
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高等真核细胞蛋白质磷酸化与细胞
周期G，向 S期过渡的调控

王瑞虹 薛绍 白

(北京师范大学生物系 北京 100875 )

真核生物细胞周期运行涉及三个时期过渡

( Phase tra nsitions) 的调控 : 1 ‘ Go 向G1 期过夜 ，

2. Gj 向 S 期过渡 ， 3. G2 向 M 期过渡等的调
控(1) 。 近年来，对调控 Gj 向 S 月1过渡的生化

事件的研究结果表明，转录和转录后水平上的

调控机制在其中起重要作用。通过磷酸化与去

磷酸化而参与 G1 向 S 期过读调节的蛋向主要

有: pRB (retin oblastoma gene product，视网膜

母细胞瘤基因蛋白)， p 107(pRB related p r o

tein , pRB 相关蛋白)， P53 , RPA (replicati~ 
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on protein A ， 复制蛋白 A)，周期蛋白 A

(Cyclin A) ， 周期蛋白 E ( Cyclin E) , P33cd k2, 

以及转录因子 E 2 F o 

一、 参与 G1 向 S 期过渡调节
的 p 33 cdk2 (cyc1in -dependent 

kinase 2 ， 依赖周期蛋白激酶 2)

和周期蛋 白

以人 HeLa 细胞和小鼠 NIH 3 T 3 细胞为

模型发现 ， cdk 家族巾 的 cdk 2 mRNA 在 晚

G 1 期或早 S 期出现， P 33 cd k2 的组蛋白 Hl

激酶活性亦在晚 G l 期和早 S 期士升 ， 在 M

期下降。 P33c d k2 与周期蛋白 A 形成的复合物

可以影响 DNA 复制 [Z]，调控着高等真核生物

细胞由 G l 向 S 期过渡。

与调控 G2 向 M 期过渡的 p 34 cdc2 相似 ，

p 33 0川的 Thr-1 4 和 Tyr-15 必需去磷酸化，

而 Thr-161 磷酸化， 且需与周期蛋白 A 结合，

之后才显示组蛋白 H1 激酶活性。 Thr-161 的

磷酸化是由 CAK(p 34cdc2 activa ting kinase) 

催促而成的。 CAK 分子量约为 200 kD， 是爪

蜡卵提取液中唯一具有激活 p 34 cdc2 和 P33cd k2

的蛋 白 [3]0 CAK 的组成中初步 证实含有与爪

瞻 MO 15 基因产物相同或密切相关的蛋白质。

在 CAK 的纯化制品中总是含 p4OMO15 ， 以抗

P 40 M015 抗体处 理 ， 能抑制 CAK 活性[飞

CAK 活性可被 PP 2 A (protein phosphatase 

2 A ， 蛋白磷酸酶 2 A) 抑制。 cdk 家族 Thr-14

和 Tyr-15 的去磷酸化是由具 磷酸酶活性的

cdc 25 家族承担。在体外， 以 cdc 25 M 2 (the 

homolog of huma n CDC 25 B) 处理，能使与

周期蛮自 A 或 B l 结合 的 P33c d k2 或 p 34 cdc2 

的';rhr-14 和 Tyr-15 去磷酸化，致使组蛋白

H1 激酶活性提高 5 一10 倍 [ 4] 。

周期蛋白 A 的合成活动起始于 S 期初期。

周期蛋白抗体具有抑制细胞 DNA 合成 和进入

M 期的作 用。周期蛋白 A既能与 P 33c<l k 2 结

合，也能与 P34c dc2 结合，但前一复 合物的激

酶活性出现在 S 期， 而后一出现在 G2 期内。

脊椎动物周期蛋白 A 和 B 的亚细胞分布不同，

合成后的周期蛋白 A 很快在细胞核内积 累，

而周期蛋白 B 先存在于细胞质 ， 于有丝分裂起

步时突然向核内转移。 周期蛋白 A 氨基末端

即使缺失 100 个氨基酸残基，不影响它的核定

位，也不影响它与 P 33cd k2 结合和结合后的激

酶活化。相反，截除拔萃末端 15 个氨基酸残基，

或是由于内源周期蛋 白框 (cYclin box)功能域

的部分缺失，均会导致周期蛋白 A 上述 功能

的丢失[6] 。

周期蛋白 A-p 33cdk2 复合物具有与人胸腺

l喻:院脱氧核苦激酶 (human thymidine kinase , 

htk)基因启动子元件(2 5 个碱基对)结合的能力 ，

而后者在 G l-S 期转录调控中起重要作用 [1]。

目前对细胞周期 D 和 E 也开始有所认识。

人们普遍认为周期蛋白 E 与 DNA 复制有关 ，

而周期蛋白 A 似乎具有在周期蛋白 E 降 解后

取代之的功效。周期 蛋白 D 有 DL D2 和

D3 三类之分，它们都在细胞生长并决定是否开

始 DNA 复制(为有丝分裂作出准备)之际出现

的。因此，它们被视作生长因子感受器 (growth

factor sensors ) ，协助细胞 作出有丝分裂的决

定。一旦细胞承诺 DNA 合成 ， 就意味着实现

余下的细胞周期事件， 无需有生长因子剌激来

激发并完成细胞分裂。 这一现象引人深思 ， 因

为癌特征之一正是如此， 它无需外源剌激，自

行决定分裂。已有不少研究小组证实 z 周期蛋

白 D1 基因就是 bcl1 癌基因 (B celllymphoma 

gene)J 周期蛋白 D2 和 D3 具阻止细胞分化的

作用[ 8 ， 9] 。

-、 pRB ,p 107 与 G1 向

S 期过渡的调控

pRB 参与细胞周期运行的调控。在晚 G1

期， S 期， G2 期和 M 期 ， pRB 均处于磷酸化

状态，而于细胞由 M 再跨入 G1 期时， pRB 

被去磷酸化。 在缺失野生型 RB 的早 G1 期细

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志



第 17 卷第 2 J切 细胞生物 学杂志 13 

胞内注入纯 pRB， 可产生一种可逆的 G1 期阻

断现象: 如在越过中 G1 期的细胞内注入

pRB， 则不仅不出现 G1 期阻断，也不影H向 DNA

合成。早 G1期细胞为 pRB 敏感阶段， 正是在

其 pRB 开始磷酸化之前。在 |现 G1 期， pRB 

是周期蛋白-CDK 复合物的一个关 键底物，它

究竟是被周期蛋白 D-CDK 还是 周期蛋白 E

CDK 磷酸化还有待证实; 在 S 期 pRB 是 被周

期蛋白 A-cdk 2 磷酸化。虽然 pRB 被视作调控

细胞增殖的关键之一，但 RB mRNA 的表达却

不受细胞状态的影响 ， 在快速分裂的细胞中有

表达， 在静止细胞中亦是如此[ 1 0] 。

pRB 导致产生 G1 期阻断的 机制 是:1.

pRB 专一地与 E2 F 结合，使 E2F 激活转录

的能力丧失 ， 未能提供实现 S 期所需的基因产

物; 2. pRB 未被磷酸化。

pRB 与许多病毒癌蛋白结合，包括腺病毒

E 1 A , 8V 40 和多瘤病毒大 T 抗原以及细小

病毒 E7 蛋白等[1汀，这种结合具 抑制 pRB 阻

止细胞增殖的作用。 pRB 还能通过延缓周期蛋

白 A， E 和 D1 mRNAs 的表达 ， 致使 pRB 未

能磷酸化[ IZ]，使细胞周期的运行受阻断。

p 107 是 pRB 相关蛋白 ，也能与 E1A 和

8V 40 大 T 抗原结合。根据所克隆到的 cDNA

及测序结果表明 ， p 107 与 pRB 非常相似 ， 由

此推测它们具有作为肿瘤阻遏 基因共有 的功

能。 p 107 也是一种磷蛋白 ， 并依赖于细胞周

期 。 如同 pRB ， 其核心结构也是由一个问隔区

连结两个功能域而组成。 pRB 的核 心 区包括

400 个左右氨基酸残基， 间隔区约为 75 个氨基

酸残基 ， 被分隔的两个功能区可独自与大 T 抗

原、 E1 A 等蛋白结合。以 p 107 间隔 区或其

它无关序列取代该 75 个氨基酸残基组成的间

隔区， 并不影响上述功能区的 这 种结合功

能[10]0 p 1 07 核心区含大 约 600 个 氨基 酸残

基 ， 间隔区约为 200 个氨基酸残基，可与 pRB

的问隔区置换而不影响两个功能区与大 T 抗

原和 E1A 的结合，但丧失了与 周期蛋白 A

结合的能力[ 13] 。

由 于 p 107 具有与周期蛋产l A 专一结合的

能力， 反映了 p 1 07 具调控细胞周期的重要 功

能。在 G1 期的人体细胞中 ， pRB 与 E2F 形成

复合物 ， 而进入 8 ~~1 ， 贝I J 形成 E2 F-p107 一

周期蛋白 A 复合物。实际上 ， 在 E2F-P 1 07

-周期蛋白 A 复合物巾尚 含 P 33cdk2 [14]。在人

TK 的启动子上已发现有 P 33cdk2 _周期蛋白

A-p 1 07 复合物结合[ 8] 。

一一-、
E 2F 与 Gl 向 S 期

过渡的调控

E2F 是胞内 DNA 结合蛋白 ， 分子量 60

kD， 一种转录活化因 子[ 15] 。 在 F9 细胞中

发现具类似 E2 F 的转录因子， 称作 DRTF 1 , 

它们均与 DNA 中 5仁TTT88CGC-3' (8 = G , C) 

顺序结合[1町 ， 其 中第 1 ， 2 位和最后一位碱

基的变化并不影响它们与 DNA 的结合 ， 但亲

和力降低。目前已获得一些 E2F 的 cDNA 克
隆[ 17] 。

参与 DNA 结合的区域为 含有碱性 helix

loop-helix 的结构域 ， 显示以二聚体 的形式发

挥作用 。 C-末端的 69 个氨基酸残 基 构成一个

具有酸性结构域特征的转录活化结构域; 有趣

的是与 Rb 结合的结构域被包含于转录活化结

构域中，因此， Rb 与 E2F 结合能阻断 转录

活化结构域的功能， 进而干扰 E2F 活化的转

录能力 。

E2F 能与一些在中、晚 G1 期 被激活的

基因的启动子结合 ， 包括 DHFR (Dihydrofolate 

reductase， 二氢叶酸还原酶) 、 TK (Thymidine

kinase，胸腺 唔咬激 酶) 、 DNA 聚合酶 α 、

cdc 2、胸腺暗腔核昔合成酶和 c-myc 等基因。

DHFR 启动子有两个能与 E2F 结合的位

点，相五重叠， 介于 DHFR (小鼠的)启动子-8

到 + 1 的区间中， 并有一个参与位点识别的起

始片段(-3 到+ 5 ) ， 对提高 DHFR 的转录是必

需的。在 DNA 聚合酶 α 基因启动子上也存在

类似于 E2F 专一结合的 序列 GTTGGCGC ，
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这与 Gj/S 期交界时聚合酶 αmRNA 的增加有

关 。

T K mRNA 水平于 01 /S 期交界处增加。

SV 4 0 病毒:转染可 激活 TK 启动子 ， f史转录增

加 3 - 4 倍 [19 J o P 33cdk2- cyclin A- p 107-

E2 F 复合物可ω 与 TK 基因启 动子上的一个

25 bp 顺序结合，剌激该 ~I~ 因于 G 1 /S 期 交界

处表达。 TK 启动子上. E 2 F ~ï!i 合优点的突变 ，

破坏了 S 期的专一结合， 使 j但i青丧失调控 i二 、人

TK 基因启动子的能力[ 7J 。

cdc 2 mRNA 水平亦是于 GjS 期交界处

增加。 cdc 启动子上 E2F 结合位点的突变 ，

也使得 cdc 2 转录速率受抑，如同培液中未加

血清的细胞表现， 所以 E 2 F 对 cdc 2 基 因的

调节也很重要。

E 2F 同样也调节着 c-myc 的 转 录活

动 [20 J O c-myc 的 E 2F 结合位点在-58 和-65

之间 ， p 2 启动子的上游。以血清刺 激静止细

胞， 4 小时 后的 c-myc 转录增加 3 倍。

胸腺唔吭核营合成酶，核糖核音还原酶，

cyclin A 等基因均也在 G1 /S 相交界 处被激

活 ， 且在它们的启动子区都至 少有一个 E 2F

结合位点。

E2 F 的水平随细胞周期而变。 在静止的

3T3 细胞、 T 细胞或小鼠肝细胞中 几乎没有

E 2 F-1 mRNA ; 经血清刺激 3 T 3 细 胞 ， 或

有丝分裂素刺激 T 细胞，或部分肝切除之后的

肝脏细胞， E 2 F-1 mRNA 水平均于 G1 /S 期

交界处的上述细胞中增加。

在 G1 期 ， E 2 F 与低磷酸 化 状态的 pRB

结合。随着晚 G1 期 pRB 被高度磷酸化， E 2 F

就被释放 ， 导致激活基因的转录活动 [21J 。 故'

E2F 具以下功能: 1. 大量表达可以刺激细胞

开始 DNA 合成[22 J ; 2 . 与 pRB 结合起 抑制

细胞生长的作用 ; 3. 于 G1/S 期交 界处，

E 2 F / p 107 / cyc1in/cdk 2 复合物形成 ， 并与启

动子联系在一起， 磷酸化起始复合物中的一个

因子而剌激转录， 磷酸化底物之一可能就是复

制l蛋 白 A (RPA) 中 34 kD 组分 [ 23 ] 。

四 、 p 5 3 与 G1 向 S 期

过渡的调控

野生型 p 5 3 为磷酸化蛋白质， 具抑制肿

瘤和调节细胞增殖的功能，表现在: 1.抑制

细胞增殖 ， 使细胞停滞在 G1 期 ; 2. 诱导细胞

凋亡 (Apoptosis ) ; 3. 诱导细胞分化。

p 5 3 虽为胞内磷酸化蛋白 ， 但其磷酸化是

否为细胞周期依赖性还有待确证。酷蛋白激酶

11 (Casein kinase 11 )具体外磷酸化 p 53 C-末

端丝氨酸的作用 ， p 34 cd c2 具磷酸化 p 53312位

丝氨酸的作用， 而双链 DNA 激活的蛋白激酶

(DNA-PK )具磷酸化 p 53中的 7 和 18 位丝氨

酸的作用 。

最近的研究揭示， P 53 阻断细胞于 G 1 期

与其参与转录和 DNA 修复相关。在 DNA 发

生损伤时， p 53 可以产生信号刺激 DNA 修复 ，

直到修复完成。 如果 DNA 损伤不能得到有效

修复或出现畸型 DNA 复制 ， p 53 就诱导 细胞

凋亡。 p 53 参与转录的调节有几种 方式 : 1.

与 p 53 反应元件片段结合，刺激转录，如野生

型 p 5 3 与 p 53 反应元 件结合， 引起 WAF 1

/ CIP 1 (wild-type p 53-activated fragment 1/ 

cdk-interac:ting protein ) 的表达 ，后者可以直接

与 cdk 2 结 合 ， 抑制 cyclin-cdk 2 复合物的酶活

性 ， 从而使细胞停滞在 G1 期内。 2. 在不含有

p 5 3 反应元件的基因上则与 TATA box 结合，

抑制这些基因的转录， 如 c-fos ， c-jun , RB, 

int-6 , PCNA 及 p 53 自身等基因[24 1 0 P 53 也

可结合于 TK 基因的启动子上[叫。 3. 与 RPA

作用，抑制其 DNA 复制功能[叫。此外， P 53 

也具抑制 cyc1in A 表达的作用[叫。

综士所述， 表明细胞周期由 G1 向 S 期过

渡的调控机制很复杂 ， 而这一调节对于控制细

胞的增殖发挥着重要的作用。正常细胞的 G1
期可视作为功能性阶段， 细胞可以分 化或增

殖 ， 多方面定向，而癌细胞的增殖失控 ， 复制

出现时空偏差。 因此揭工细胞 G1 期向 S 期过
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渡调控的秘密 ， 有可能为找到细胞周期正常调

控与异常调控的差别， 以及为阐明癌变及治疗

肿瘤奠定基础。
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高等植物中外源基因表达的转录后调控

李 立巳 白 永豆豆

( 中国科学院上海植物生理研究所 200032 ) 

高等植物中基因表达与调控的分子机和IJ是

细胞和分子生物学研究的重点之一，随着植物

基因克隆技术以及基因转化系统不断完善， 在

高等植物中，外源基因可以通过根癌农杆菌或

直接基因转移导入高等植物细胞并再生成新的

植株，转入的基因存在于每个植物细胞中并能

遗传。 因此转基因植物成为进一步研究基因表

达调控的重耍手段和对象， 这方面的突破与进

展有助于人们将更多的外源基因引入到经济作

物中去并获得高表达、 稳定遗传的转化植物。

在早期的遗传转化工作中， 提高和稳定外

源基因表达的研究大多集中在转录水平的调控

(例如在外源基因的 5'末端连接强启动子 ，在 3'

末端连接有效的终止信号)。这当然因为转录过

程的调控是基因表达调控中最为重要的一环，

转录能否开动是基因能否表达的决定性一步。

但是 ，对于基因的整体表达过程，它包括转录、

初级转录产物的加工、 运输、 mRNA 的翻 译
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