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CDKs 功能的分子结构基础

王彦明* 左嘉客

(上海市计划生育科学研究所 200032) 

真核细胞的细胞周期主要由一些相关联的

Ser/1、hr 蛋白激酶所调控， 它们都包含有一个

催化亚单位CDK (cyc1in-dependent kinase)和

一个调节亚单位周期蛋白 (cyc1in ) 。 细胞周期

中的重要事件，如细胞生长， DNA 复制以及

细胞分裂都分别受不同的 cyclin-CDK 复合物

调节。例如，在 G1 相，由 cyc1inD-CDK4

和 cyclinD-CDK6 调节细胞 生长F 在 G1/S

过波期和 S 相 ， cyclinE-CDK2 和 cyclinA­

CDK2 调节 DNA 复和J; 在 G2 和 M 相，由

cy clin A-CDK 1 (cdc2 ) 和 cyclinB-CDKl 调节

细胞分裂(见表 1 )。

褒 1 CDK 的主要特性及其细胞功能

CDK 分子量(KD ) 调节亚单位

CDK 1 34 Cyclin B 
Cyclin A 

CDK 2 33 Cyclin A 
Cyclin E 

CDK 3 36 ? 

CDK 4 34 Cyclin D 

CDK5 35 P 35 
Cyclin D ? 

CDK6 40 Cyclin D 

CDK7 12 Cyclin H 
P58- GTA 50- 100 ? 

一、 CDKs 功能研究的概况

单独的 CDKs 亚基是没有蛋 白激酶活性

的， cyclin 与之结合可使 CDK 激酶活性 部分

活化。已知 Cyclins 有许多种，组成了一个 蛋

白质家族， 其相对分子量在 30 KD 到 45 KD 

之间(长约 200 到 400 个氨基酸) ，均具有一个

cyclin boxo CycIinA 和 cyclin B1 尚 具有一

个 destruction box g Cyclin box 介导 cyclin

和 CDK 之间的结合， destruction box 为依赖

泛蛋白的蛋白酶识别位点。 Cyclin box 在

CKI 

P 21WAF1 jOIPl 

P 21'VAFljCIPl 

P 27K1P1 

? 
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主要的细胞功能

启动有丝分裂

调节 DNA 复制

pRb 的磷酸化

调控 G1 相

pRb 的磷酸化

参与脑细胞代谢作用

pRb 的磷酸化

激活其他的 CDK

抗增殖

cyclinA , B , D 和 E 之间的相似性约为30 ‘ J

50%0 CDKs 也构成一个蛋白质家族，从

CDK1 到 CDK7 之间的同源性约为 40一75% ，

均含有一个约 300 个氨基酸的保守性催化核

心， 与其他真核细胞蛋白激酶相似。

Cyclin-CDK 复合物的完全活化还得依赖

激酶 CAK (CDK-activating kinase)和特定磷

酸醋酶。 前者将 CDK 分子 T-loop 上 Thr 160/ 

161 残基磷酸化[l ]，后者将 CDK N 末端 ATP

结合区域的 口lf 14 和 Tyr15 两个残基去磷酸

化。在细胞周期 G2 相时， Thr1 4 和 Tyr15
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磷酸化水平升高，与 cyc l inB 量的升高大致平

行(2] ; 在 G2 相末 ， Thr1 4 和 Tyr1 5 去 磷 酸

化， 届时 cyc1inB-CDK 1 复合物的激酶活 性

急剧升高，促使细胞进入 M 相。

Cyclin-CDK 复合物形成及活性调节的机

制是极其复杂而精细的，涉及到多种激酶和磷

酸醋酶的复杂相互作用。促进 CDK Thr160j161 

磷 酸化的 CAK 本身就是一 种新确定的

cyclin-CDK 复合物，由一种 CDK 相关蛋白

MO 15(CDK7) ( 3 ， 4 ] 和 一种 cyclin ( cyclinH) 

组成问。在海星、爪始和哺乳动物中 ， cyclin­

H-CDK7 复合物能够迅速促使 CDK 1-cyclin­

AjB 复合物中 T-loop 的 Thr1 60j 16 1 磷酸

化。 Cyclin-CDK 复合 物中 Thr 14 和 Tyr15

的磷酸化和去磷酸化，也由相应的激酶和磷酸

醋酶调节。在裂殖酵母 (S.pombe) 中 ， Weel 是

使 Tyr 15 磷酸化的激酶，由于 Weel 能使多肤

底物的 Thr 和 Tyr 均磷酸化，曾认为它是一种

具双重专一性的激酶，负责 Thr1 4 和 Tyr1 5

的磷酸化。 有趣的是，体外实验证实 Weel 只

具有磷酸化 Tyr15 的作用，因此推测存在另

外一种能够促使 Thr1 4 磷酸化的激酶。 CDC-

25 是一种具双重专一性的磷酸醋酶， 负责

Thr14 和 Tyr15 的去磷酸化，从而提高 cyc­

lin-CDK 复合物的活性。 CDC2 5 的磷酸醋酶活

性于 M 相迅速升高 (6]。在临近 M 相时， 导致

CDC25 磷酸化的激酶被活化 ， 而导致它去磷

酸化的醋酶被抑制。越来越多的现象表明 ， 活

化 CDC25 的激酶可能就是cyclinB--CDK1 ，

它们两者之间相互作用形成的正反馈机制可以

用来解释 M 相成批 CDK 1 去磷酸化和活化的

原因。

CKIs (CDK inhib itors) 是调节 CDK 活性

的另一类重要因子，对 cyclin-CDK 起抑 制作

用(见表 1 ) 。 到目前为止， 所发现的 CKIs 可

归为一个多家族，分别在细胞周期的相应时 相

中起作用。

二、晶体结构研究
CDKs 所固有的那种复杂而精细的调节机

制 ， 以及 cyclin-CDK 复合物在细胞生长、

DNA 复制 、 有丝分裂和减数分裂过程中所承

担的重要角色， 使 CDK 家族成为蛋白结晶图

谱学研究中的一个重要对象。

1. 催化亚基 CDK2 晶体结构

199 3 年 ， De Bondt 等解析了人催化亚基

CDK2 晶体结构[汀 ， 为理解 CDKs 功能的调节

机制奠定了基础。 CDK2 主要参与细胞周期

G1 到 S 相过渡的调控， 其晶体结构显示 它由

两叶组成= 较小的 N 端叶 (N-terminal lobe) 

包括 5 个反平行的自-折叠片 层结构和一个大

的 α-螺旋 (α1 ) ; C-端叶 (C-terminal lobe) 包

括一个假四 α-螺旋 (α2 、 α3、 α 4 、 α6) ，一

个小的自-带(自 6一日 的， 以及另外两个 α-螺旋

(α5 、 α7 ) 。在 α-螺旋、自-折叠或者它们两者

之间有 12 个连接区域 (L 1-L 12) 。经比较， 发

现 CDK 的这些核心结构(包括自-折叠和 α-螺

旋束结构) ， 与 PKA 的非常相似。 ATP 结合

位点、 催化中心及侯离子萤合位点均处在两叶

之间的催化裂缝中(见图 1 )。

图 1 CDK2 二级结构模式图

(引自 Dc Bondt, H .L. et al. , 1993 , Naturc , 
363 :597) 

K 为催化拌J P 为磷酸锚着点J M 为 Mg2+ 签合

位点1 T ):; Thr 160 . 
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通过与 PKA 结构的比较，揭示了 CDK2

为何必须与 cycIin 结合后才具备活性的两个

主要原因 z 首先， 在 cyc1in 未结合的情况下，

CDK 催化亚单位催化裂缝中 ATP 的 日-γ 磷酸

键处于一种无法被底物瓷基亲核攻击的状态p

其次是其 T-loop(第 146-166 残基)在催化裂

缝处形成一种空间障碍，影响了底物接 近 CDK

的催化位点。 CDK2 与 PKA 结构的主要差别

在于 CDK2 的 L 12 连接区中有一个小的 α-螺

旋，称为 αL 12(第 146-151 残基) ， 是 CDK2

所特有的，它将 ATP 结合位点和] T-loop 维系

在一起。De Bondt 等人预测 ， cycIin 的结合能

抵消 αL ，12 的上述影响， 使 T-loop 离开催化

部位， 届时 ATP 结合区 的构象类似于 PKA

的。

在 CDK 2-Mg2 + ATP 复合物的晶体三维结

构图谱上， ATP 在两叶之间裂缝处与氨基酸

残基结合， 即其嘿岭碱基被结合在位于小叶的

自一折叠和连接向 5、 α2 的 L7 环的一个疏水

性口袋中， ATP 的磷酸基团与 LYs33 、 Asp1 45

以及自 1 和自2 之间富含甘氨酸的一段环状连

接区形成离子键和氢键结合。每个磷酸残基提

供一个氧与钱离子结合。根据 CDK2 _Mg2 + 

ATP 复合物中 γ 磷酸基团的位置，推测蛋白

底物可能结合在两个叶片间的裂缝处，以便使

底物经基能靠近 ATP 的 γ 磷酸基团。 令人感

兴趣的是， CDK2 结合蛋白底物的核心区域几

乎完全被一个大环 T-loop (包括 Thr160 磷酸

化位点在内)所掩盖，使得底物无法靠近 CDK2

催化位点。 CDK 的抑制性磷酸化位点 Thr1 4

和 TYr1 5 位于 自 1 和自 2 折叠间富含甘氨酸的

L2 环中部， 由于 Thr14 的程基和 ATP γ-磷

酸基团靠得很近，所以该位点的磷酸化会直接

影响 ATP 结合;相形之下， Tyr 15 的瓷基与

ATP 相隔较远，因此， 还不清 楚这个部位的

磷酸化是否会对 ATP 的结合产生影响。激活性

磷酸化位点 ThrI 60 位于 T田loop 上， 它的磷

酸化可能有利于解除 T-loop 的抑制作用。通过

突变研究证明， CDK2 N 端叶几个氨基取簇的

突变都会影响到 cyclinA 的结合，所以 N 端可

能与 cyc1inA 形成多位点的相互作用 。

2. CyclinA-CDK 2 复合物晶体结构

1995 年， Jeffrey 等人通过解析部分活化的

cyc1inA-CDK 2 复合物晶体结构[町，对 De­

Bondt早先的一些推测给予了有力的支持。为得

到稳定的 cyclinA-CDK 2 复合物晶体，他们首

先对 cyclinA 的 N 端进行了部分降解， 获得

了一个易于结晶的稳定的 cyclinA 蛋白结构域

(29KD， 残基 173-432 )。这一片段，含有

cyclin 家族所共有的 cyclin box 序列，保留了

cyclinA 与 CDK2 结合并部分激活 CDK2 的功

能。由于 CDK2 T-loop 上的 Thr160 残基未被

磷酸化， 所以该复合物只具有部分的活性。经

分析，其结合 ATP 的方式与 PKA 极其相似，

T-loop 离开催化裂缝，暴露催化部位，利于底

物结合 ; Thr 160 处在易被磷酸化的位置上，这

可能是 CDK2 结合 cyclin 后才能被 CAK 磷酸

化的原因 ; Thr1 4 和 Tyr15 进一步移 向催化

裂缝，如果它们被磷酸化，会阻碍 ATP 的 γ-磷

酸基团转移到底物上。

为何 CDK 结合 cyclin 后会发生上述的这

些变化的呢? 经丙氨酸扫描(alanine scanning) 

和定点突变分析证明， CDK T-loop 和 α1

螺旋上的 PSTAIRE 区域(16 个氨基酸的保守

序列)起了非常重要的作用。 PSTAIRE 区域决

定着 cyclin 和 CDK 之间的结合。 cyclin 主要

结合在 CDK 的 N 末端， 其 α3 和 α5 螺旋通

过疏水作用以及在 PSTAIRE 的两端形成氢键

结合 CDK。 这种结合引起下列 后果: 导致

PSTAIRE 旋转 90。左右并迁入催化部位 ; 改变

N端叶的包装态z 使 αL 12 螺旋解开F 更为重

要的是 PSTAIRE 区的构象被 重新调整，使

自-γ 磷酸键处于一种适于底物进行亲核攻击的

状态(见图 2 ) 。

在完全活化的 CDK 激酶中 ， Thr 160 被磷

酸化。该位点被磷酸化后就可与 CDKC 端叶

的一些碱性氨基酸残基间形成离子键，以稳定

T-loop 改变构象后的位 置，届时的状态与
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N-terminal 
helix 

Free CDK2 

Cyclin-CD K2 

图 2 结合 cyclinA 前后'的 CDK2 催化

活性区的构象模式图
(引自 Pin凶， J. , 1995 , Naturc , 376 : 294) 

PKA 更为相似;另外，磷酸化的 Thr1 6 0 通过

离子键与 cyclin 相互作用，使 cyclin-CDK 复

合物结构更为稳定。

3 . CyclinA 结构的摄貌

CyclinA-CDK2 复合物晶体结构的分析，

使我们对 cyclin 的结构有了进一步的认识。 残

基 173-432 组成的 cyclinA 片段是由 12 个 α

螺旋组成的球形结构，它具有两 段分别由 90

个左右的氨基酸(残基 208-303 和残基 309-

399)形成的相似折叠。 每个折叠包括一个右手

性三 α 螺旋束 (αl 、 α2、 α 3 ; α l ' 、 α2 ' 、

α 3 ' ) ， 另外两个 α 螺旋 (α 4、 α5; α4' ， 

α 5') 靠在螺旋束的一侧。该两个重复结构非常

相似， 其 90 个氨基酸中的 78 个氨基酸残基

Ca 原子能相互重叠。除了上述两 个重复结构
的 10 个 α 螺旋外，还有一个 N 端 α 螺旋和一

个 C 端 α 螺旋。 cyclin b ox(残基 209-31 0 ) 包

含 α 1 、 α 2、 α 3 、 α 4 和 α5 螺旋，是 cyclinA

与 CDK 2 相互作用的重要组份。 CyclinA 结构

很保守， 例如， 人 cyclinA 的第一个重复结构

与青蛤 cyclinA 的具有 78%的同源性。值得注

意的是， 第二个重复结构虽然与 cyclin box 

仅有 12%的序列一致性，却 与 TFIIB 和 Rb

蛋 白家族中出现的这类重复结构非常相似[9] 。

综上所述， 我们不难理解， CDK可通过

下列途径被激活或被抑 制J : (1) CDK只有结

合 cyclin 才能被活化; (2) CAK 能催化 cyc­

lin-CDK 复合物 T-loop 上 Thr 160/161 磷酸

化， 使酶活化 ; ( 3 ) 抑制l性磷酸化位点 Thr 14和

Tyr 15 的磷酸化和去磷酸化由激酶 WEE1 和

醋酶 CDC25 分别实现的，从而调节着 CDK 的

功能 ;(4) 通过泛蛋白介导的蛋白酶水解途径，

可使活化的 cyclin-CDK 复合物中的 cyclin 降

解，从而使 CDK 的激酶活性消失J (5) CDK 

抑制因子 (CKI) 结合活化形式的 激酶，形成

cyclin-CDK-CKI 复合物，也是一种使酶失活

的另一途径。
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