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细胞外的信号如何向细胞内传递，然后引

起细胞相应的反应，历来是细胞生物学的一个

重要研究课题。目前已知的有Ras 蛋 白、G蛋白 、

磷脂曹先肌醇等多条信号通路，各信号通路之间

的协同和抑制作用组成了细胞内信号调控的复

杂网络， 从而实现细胞各种各样的功能。 与细

胞增殖、 癌变关系较为密切的是 Ras 蛋白信号

通路[11，近年来获得了该通路所有的联系蛋

白， Raf-l 蛋白激酶位于 Ras 蛋白的下 游， 不

仅传递 Ras 蛋白有关的信号 ， 同时还与胞内其

他蛋白相互作用，实现信号的分边和调控。

Raf 蛋白 激酶分为 A-Raf、 B-Raf、 C

Raf-l 三种亚类 ， 与细胞多种功能关系最为密

切的是 C-Raf-l o C-Raf-l 蛋白由 648 个氨基

酸组成，分子盖为 70 kDa，活化后具有丝氨酸

/苏氨酸激酶活性，氨基端为调节区， 含辞指

结构， 援基端为激酶区。为叙述方便， 下面分

专题介绍 Raf 蛋白激酶的不同功能。

f 一、 Raf 蛋白激酶与细胞增殖

表皮生长因子 (EGF) ， 血小板衍生生长因

子 (PDGF)剌激细胞增殖的第一步， 是引起生

长因子受体的酷氨酸蛋白激酶 (Tyrosine prot

ein kinase , TPK)活化，增殖信号通过中间蛋

白 ， 到达 R邸， Ras 与 Raf-l N 端结合[ Z] ， 使

Raf-l 蛋白 Ser.. Thr 磷酸化。磷酸 化的 Raf-l

蛋白具有 Ser/Thr 激酶活性， 磷酸化 MEK

(MAPKK) ，使信号向下游传递。不 同生长因

子活化 Raf-l 蛋白激酶时，被磷酸化的氨基酸

不同。 EGF、膜岛京使 Raf-l 蛋白 Ser 磷酸化

而激活"，4 1，而 PDGF 使 Ser ， Tyr 磷酸化， 在

NIH 3 T 3 和 CHO 细胞中， PDGFß 受体还能

直接磷酸化 Tyr 而激活 Raf-l 蛋白激酶(5J 。

无论正常或肿瘤细胞， 很难检测JJJ C-raf-l 

基因突变，说明该基因所编码 Raf-l 蛋白激酶

在细胞功能调控中比 Ras 作用更为重要。 Ras

蛋白是 TPK 信号的汇合点 ， 而 Raf一1 蛋白激

酶可能是一个更为重要的汇合点，能整合蛋白

激酶 C (PKC ) 的信号。对不同的细胞研究， 未

能解决 Ras 与 PKC 的信号传递关系。 从 NIH

3 T3 和 rat-l 细胞中发现， Ras 仅介导膜岛素和

PDGF 引起的丝裂原蛋白激酶 (mitogen activ

ated protein kinase , MAPK)活性，而与佛波

脂 (PMA ) 引起 MAP 激酶活性无关(6J。基因转

染实验发现 ， NIH 3 T3 细胞在 PMA 刺激下，

PKCα 能直接激活 Raf-l 蛋白激酶，激活作用

是通过磷酸化 499 位的 Ser 实现的 ， 将 499 或

259 的 Ser 突 变成 Ala ， PKCα 就不能 激活

Raf-l 蛋白激酶，但 ras.. lck 仍能激活突变的

Raf-l 蛋白激酶(7J 。 利用重组蛋白 ， 进行体外

磷酸化实验，也直接证实 PMA 激活 MAPK 需

PKC 和 Raf-l(句。以上实验表明 g 细胞内存在

由 PKC→Raf-l→MAPKK 的信号通路。 cAMP

调控作用也与 Raf 蛋白激酶有关，在神经嗜铅

细胞瘤 (PC 12) 细胞中， B-Raf 蛋白激酶能活

化 MEK-l (MAPKK) , cAMP 通过抑制J B-Raf 

蛋白激酶，阻止其 与 Ras 蛋白结合而 抑制

MAPK 的活化[81.

一般情况下， Raf-l 蛋白在细胞溶 质中，

用 ras 和腺病毒 EcA 基因转化人胚胎性视网膜

细胞，被转化的细胞膜上含 Raf-l 蛋白 ， 用

o . 5 mmol/ L NaCl 抽提后 Raf-1 蛋白 激酶活

性仍存在，且不受磷酸酶 1、 2A 影响[lOJ。

对与细胞膜结合的 Raf-l 蛋白激酶的研 究 ，

有助于进一步阐明细胞内各种信号的调控夫
玄7
刁飞。
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兰 、 Raf 蛋 白激惑与 细胞转化

正常细胞转化变成恶性增殖的肿瘤细 i]包 ，

从某和;二:义七况 ， 是三!li l;6l信号通路脱1月节的结

果。虽然 ras 癌基因的点突变就足以 导致肿瘤

细胞的出现， Raf-l 蛋白激~!~作用可能更为重

要。院脂酶 Cγ(PLC y) , PKC吁 ， C-raf-} 基

因共转~~ NIH 3 T 3 细胞不 能使细胞发生转

化. H-ras 与 PLC y , PKC-y 共转染 ， 也不能

使 NIH 3 T 3 细胞 转化，只有 H-ras 与 raf-l

基因共转染 ， 才出现转化细胞[ i l] ， 说明 Ras

与 Raf 并不仅仅是信号通路的上下游关系。

raf 与 src 基因之间可能有协同作用 ， H-ras 和

src 基 囚单独 和 raf-l 基因 转染昆虫 Sf 9 细

胞， 仅有较低的 Raf-l 蛋白澈酶活性，只有

H-ras 和 src 同时转染细胞， Raf-l 蛋白激酶才

完全活化， 出现 p 74 kDa 磷酸化的 Raf-l [1 2 Jo 

肿瘤细胞和能长期增殖的细 胞 ， raf-l 

mRNA 在细胞周期中的表达没有变化，而正常

细胞 raf-l mRNA 表达能随外界信号而变化。 .

处 Go 期的正常人 T 淋巴细胞， 检测不 !&J raf-l 

mRNA 和 Raf-l 蛋白 z 在 CD3 抗原刺激 G 小

时下， raf-l mRNA 增加 4 倍， 当细胞表达

IL-2 后， raf-l mRNA 继续增 加到 5-1 0 倍，

在 G 1→S 转变期仍 能检测 JJJ raf-1 mRNA 和

Raf-l 蛋白的表达增加z 当洗去 CD3后， Raf-l 

蛋白表达下降[1 8 J 。

-、 Raf 蛋白激酶与发育 、

细胞分化

从鼠 36 个不同组织中提取 RNA ， 检测到

所有组织均表达 raf-l mRNA， 其中以横纹

肌、 大脑 、 胎脑表达最高，表皮、 小肠 、 甲状
腺、 跟踪表达最低【 1 4)。在小鼠牵丸组织中，

早粗线期的精原细胞 C-raf-1 mRNA 表达 最

高 ， 价 F干平家 i轩下降 ~ A-raf 只在串丸问质细胞

中表达 ， 在精细胞友生il才逐渐上升卢-raf 丧达

4 . 。 在 2.6 kb 的 mRNA， 4 ,0 kb mRNA 在租

统期祸尿i面的开始低爪平:丧边 ， 在减数分裂末

期椅子细胞中 ， 2 , 6 kb mRNA 表达大革i增

力jJ [l飞 rat 基囚的不同亚类在椅子发生 过程中

不间表达，可能有独特的说控作用 。果蝇胚胎前

后体轴决定中 ， 需 Torso 蛋白扣 D-Raf 两种蛋

白激酶。 Torso 是内源性 TPK， D-raf 基因和

人 C-raf-l 基因有 65 %同源性， 也含有三个保

守区域， 在正常胚胎发育中自卵产出 1一2 h , 

D-Raf 蛋白就高度磷酸化 s缺乏 Torso 蛋白激

酶活性的胚胎 ， D-Raf 蛋白明显降低，但不改

变其磷酸化状态、 [1 ß J 。 在前脂肪纤维细胞分化

成脂肪细胞过程中 ， C-raf-l 和 A-raf mRNA 

增加 3-6 倍(1 7 ) 。

四、 Raf 蛋白激酶与细胞

编程死亡

细胞编程死亡(programmed cell death , 

PCD)是生物实现其正常功能所必需 的重要事

件， 淋巴细胞发育分化、 肿瘤发生以及许多药

物作用机理都与 PCD 有关。细胞中不仅存在

诱导 PCD 的基因如 P 53、 myc，也存在抗 PCD

的基因如 bcl-2o Bc1-2 蛋白分布在 线 粒体外

膜，内质网和核膜上， 通过抗脂质过氧化作用

而抑制 PCD[ 18 J O bc1-2 和 raf-1 基因能协同作

用，抑制IJ PCD ， 该作用不影响 Raf 蛋白激酶活

性[ 1飞 在 IL-3 剌激 Ba/F 3 细胞增殖过程中，

Raf-l 蛋白 激 酶活性升 高，加 TPK 抑制剂

genistd n ( 20μgjml) 能抑制细胞增殖，但不发

生 PCD， Bc1-2 蛋白表达也不受影响。 Genistein

对 Raf-l 蛋白磷酸化没有影响[叫，有可能通

过抑制 Raf-l 蛋白下游通路起作用。

五、 Raf 蛋 白 激酶与不良因素

的应激反应

从某种意义上说， 可以认为肿瘤细胞抗药

性的出现， 是细胞对抗肿瘤药物的不良刺激的

应激反应。多药抗性(multidrug resistance) 的

一个重要机制是抗药基因 mdrl 的超表达，其
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编码的?在E蛋白能将抗肿瘤药物泵出细院外。

P 黯蛋白在正常人体肝、肾、 血脑屏障等部位

均有分布，说明其正常的生理机能是解除有害

物质对细胞可能造成的伤害。另外紫外线 ， γ

射线照别也能激活 mdr-l 启动子IZi ， zz I ，表明细

胞中存在一种共同的信号机制调控 mdr-l 基因

活化。 Raf-l 蛋白激院与 mdr-l 基因活化有

关 ， v-raf 基因转染鼠肝正常 细胞，使 mdr-l

mRNA 表达明显升高I28 1 . 利 JTI 荧光脂酶报告

基因，证实 NIH 3T3 转 染组胞的 mdr-l 启

动子活化需 C-Raf-l 蛋 白激酶 洁性。人肝癌

HepG 2 细胞有高内源性的 Raf-] 蛋 白激 酶，

mdr-l 启动子基因与 Raf 毁性隐性突变 C-raf

C 4 (能阻止 raf 基因功能)基因共 转染 HepG 2 

细胞 ， m dr 1 启动子活性降低了 20 倍【叫。

紫外线照射引起 DNA 分子中的嗦岭核昔

酸形成二聚体，导致体细胞突变和皮肤癌的出

现。 紫外线照射 HeLaS 3 , HeLa tk- 细胞，

Src TPK 活性升高 ， Raf-l 蛋白激酶活 性也升

高 ， 引起核结合蛋白 APl 的磷酸化， 这种作

用不需要新蛋白合成I矶叫。反义 raf cDNA 转

染人扁平癌 SQ-20 B 细胞，阻断 C-raf-l 基因

功能，被转染细胞不仅对裸鼠的致瘤性降低，

同时对 γ 射线照射更为敏感IZ71. 综 上所述，

药物、 射线等不良因素剌激下， 细胞的应撤反

应是激活与 Raf-l 蛋白激酶有关的信号通路，

协调细胞进行下一步的行动。

摘要

Ras 蛋白信号通路的信号传递蛋白 Raf-l

蛋白激酶， 不仅在该通路中起重要作用，也能

整合 PKC 的信号。 Raf-l 蛋白激酶活化后参与

细胞增殖和转化、细胞编程死亡、 发育和分化，

以及细胞对不良因素的应激反应，是细胞内重

要的、 进化上十分保守的信号分子。
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