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细胞周期调控的关键是几个不可逆的转换

点。细胞周期蛋白依赖性蛋 白激酶家族

(cyclin-dependen t kinases , CDKs )对这些转

换点有重要调节作用 [1归。

近来发现在哺乳动物细胞周期调控中存在

多种起抑制作用的蛋白质， 即 CKI (cyclin­

dependent kinase inhibitor) : P21 对多种

CDK-cyclin 复合物均有抑制作用 ; P27 是在

转化生长因子自 (TGF ß) 引起的生长阻滞及细

胞接触抑制中起作用的 CKI ， 与 P21 同属一

家族; P 16INK4 特异性抑制J CDK 4-cyclinD 复

合物活性， 其家族另一成 员是 P15INK4B。此

外，酵母中 CKI 还有 FAR 1 和 P40 ， 分别抑

制J Cdc28-CLN_ 和 Cdc 28-CLB 活性 (CLN 和

CLB 分别是 G1 cyclin 和 B 型 cyclin) ;此外

还有 PHO 81，它抑制J PHO 85-PHO 80 活性 ，

后者是与磷酸酶基因表达有关 的 CDK-cyclin

复合物。所以，细胞周期负调控存在三种形

式z 细胞周期蛋白 (cyclin) 的降解; CDK 磷酸

化状态的改变 ; CDK 与 CKI 的结合刊]。

一、细胞周期蛋白的降解

细胞周期蛋白是一类可结合并 激 活 CDK

的蛋白质，都具有"cyclin 盒 (cyclin box ) 飞

该区域与 CDK 的结合、活化有关。

细胞周期蛋白的降解是导致 CDK 失活的

途径之一，但目前无论是在酵母还是高等真核

细胞中 G 1 cyclin 的降解机制还不清楚，而对

有丝分裂期 cyclin 降解的机制了解相对较多。

这种降解受细胞周期调节，由蛋白酶体

(proteosome)介导，依赖遍在蛋白 (ubiquitin ) 。

所有 cyclin 的降解必须先与遍在蛋白结合， 而

多聚遍在蛋白链的形成是降解所必需的。 A型

和 B 型 cyclin 都在 N-末端含有降解盒 (des­

truction box ) ， 该区域如突变可抑制其与遍在

蛋白结合，由此不被蛋白酶体 (proteosome) 降

解。 cyclin B一Cdc2 可促进细胞周期蛋白降解。

该激酶复合物如失活可使细阻周期蛋白难以降

解。Cyclin A-Cdc 2 可阻滞细胞周期蛋白降解，

在 DNA 折叠成染色休前防止有丝分 裂促进因

子 (MPF， 其催化亚基为 CDK) 过早失活[付。

二 、 CDK 磷酸化

状态的改变

CDK 活化除需要与细胞周期蛋白结合外，

还需要 CDK 一个保守的苏 氨酸残基(人类

Cdc 2 中为 Thr 161 , CDK 2 中为 Thr 160) 的

磷酸化。这种磷酸化可加强与细胞周期蛋白的

结合。 CDK 也可因该 Thr 残基脱磷酸化而失

活，这种作用与磷酸酶有关。在哺乳动物细胞

中， Cdc 2 的磷酸化 Thr 161 可被磷酸酶-1 水

解而脱磷酸，导致激酶失活。

CDK 还可因 N-末端两个位点(人 Cdc 2 

和 CDK 2 中为 Thr 14 和 Try15) 的磷酸化而

被抑制。这种抑制性磷酸化水平与 cyclin B 水

平的升高相平行，使 CdC2-cyclin B 保持非活

性状态， 直到 Thr14-Tyr15 在 G2 末期脱磷

酸化而激活 Cdc 2[4] 。

在 Cdc2 中 TYr1 5 的磷酸化是由 Wee 1 

激酶催化的。 Wee1 是双重特异性蛋白激酶，

可作用于丝氨酸/苏氨酸及酷氨酸残墓。本身
以非磷酸化为活性形式 ， 被 Nim 1 激酶磷酸化

后丧失活性 9 Wee 1 对 Cdc 2 的活性抑制呈剂
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量依赖性[ 5] 。 Thr14 的磷酸化与 Tyr 1 5 磷酸

化同时发生，但可能是另一种激酶所作用 。

三、 CDK 抑制 物一一CKI

1. FAR 1 

出芽酵母 (8. cerevis切的的单倍体细胞可

分泌一种特异的肤类外激素， α-因子。该因子

可激活信息传导途径引起基因转录与形态学的

改变，以及细胞周期 G1 期阻滞。 Cdc 28 激酶

是 G l/S 转换所必需，该酶的失活引起 G 1 期

阻滞。 实验表明 、 Cdc28 活性的丧失是由于结

合了一种 CKI，即 FAR10 FAR1 可抑制

Cdc 28-CLN 2 及 Cdc2 8-CLN1 复合物的活

性，且呈剂量依赖性。与 Cdc 2 8-CLN2 结 合

力较差的 FAR1 突变体只有在高浓度下才有

抑制作用，说明这种激酶需与 FAR1 结合才

被抑制。 FAR1 不影响 Cdc28-CLB 活性。另

一种 CKI， p40，可抑制 Cdc 28-CLB , FAR 1 

和 p40 可能分别是 Cdc 2 8 在 G1 期和有丝分

裂期特异的抑制物。

α-因子刺激可激活 MAP 激 酶家 族 成 员

FUS 3，使 FAR1 磷酸化，磷酸化的 FAR 1 才

可与 Cdc 28-CLN2 结合并抑制其活性。 α-因

子还可刺激 FAR1 的转录， 在 细 胞周 期中

FAR 1 在 G1 期水平最高。酵母 α-因子 通过

激活 FAR1 而引起 CDK 活性 抑 制 ， 因此

FAR1 是酵母中将信号传导途径与细胞周期联

系起来的纽带，是外界信号引起细胞周期阻滞

的效应因子[6J 。

2 . p40 

在最初用免疫沉淀法从粗制细胞提取物中

分离芽殖酵母 Cdc28 时，有一 40kd 蛋 白质

(P40) 与 Cdc 28 共沉淀。 p40 可与 Cdc28 激

酶结合并抑制其活性。动力学分析表 明随着

p40 浓度的增加，该酶促反应的最大反应速度

及米氏常数均减小。实验表明 p40 通过与

Cdc28 紧密结合妨碍底 物接 近 酶 的活性 中

心川。

在酵母中 DNA 复制需要 B 型细胞周期蛋

白 (CLB) 0 CLB 5, CLB 6 与 Cdc 28 的结合与

DNA 复制的起始有关。 p40 可与 Cdc 28-CLB 5 

结合并抑制其活性，防止细胞提前进入 S 期产

生复制错误。 p40 在 G 1 晚期因降解而丧失抑

制作用， DNA 得以复制。 p40 不能降解的突

变株不能进入 S 期。与 FAR1 不同. p40 可能

是细胞"内在"调节网络的组成部分，保证 CDK

有序活化[ 8J 。

3. PHO 81 

出芽酵母 S . cerevisiae 中 PHO 5 基因编

码一种酸性磷酸酶。 PH0 5 基因转录随环境中

磷酸根的浓度变化而改变，受转录因子 PH04

调控。 处于高磷酸根条件下， PH04 可被

PHO 80-PH085 (一种 CDK-cyclin 复合物)磷

酸化， 导致 PH05 转录抑制J; 反之， PH04 

呈二I~磷酸化状态，可 诱导 PH05 转录。在磷

酸根饥饿条件下，由于 PHO 80-PH085 复合

物的失活激活了 PH0 4。该复合物的这种失活

是由 PHO 8 1 介导的。PH081 通过与 PHO 80-

PH08 5 特异结合而起抑制作用。无论环境中

磷酸根浓度高低， PH08 1 均与 PHO 80- PHO 

85 结合 ， 但当磷酸根浓度高时可能存在使

PH0 81 失活的因素 ， 所以 PHO 80-PHO 85 可

将 PH0 4 磷酸化，进而阻止 PH05 转录。而

当培养基缺乏磷酸根时， PHO 81 活性恢复，可

抑制 PHO 80-PHO 85 活性，使 PH04 处于非

磷酸化状态而诱导 PH0 5 转录。因此 PHO 81 

也是一种 CKI， 它本身活性可在翻译后水平进

行调控 ， 受环境中磷酸根水平影响。

PH08 1 与哺乳动 物 CDK4 抑制物P16INK

结掏很相似， 都有锚蛋白重复序列 (ankyrin

repeat ) ， 参与蛋白质-蛋白质相互作用，提示

锚蛋白重复序列可 能是CKI 与 CDK-cycIin 复

合物相互作用的一种保守结构域[9J 。

4. p2 1 家族

(1) P21 c1P ljWAFl 在人正常成纤维细

胞中， CDK 与细胞 周期蛋白、增殖细胞核

抗原 (proliferat ing cell nuclear antigen , 
PCNA) 以及 21 kd 蛋白质 (P21)组成四聚体。
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但在转化细胞中， PCNA 与 P21 不与其形成

聚合体。如在 CDK 2-cycIin A 中加入 P21 ，

随着加入量的增多 ， P21 可与 CDK2-cycIinA

形成三聚体。当 P21 达 到一定量时， CDK 2-

cyc1in A 活性突然被抑 制。 Cdc2-cycIinB，

CDK 2-cycIinE, CDK4-cyclinD 也同 样被

P21 抑制。如上述实验巾加入 PCNA 则各激

酶活性不受影响。因此 . P21 是 CDK-cyc1in

广谱抑制物，对 G1/S 转换中所需 CDK 均有

抑制作用，可抑制哺乳动物细胞过度繁殖。

P21 功能丧失可使细胞在负生长信号存在条件

下继续增殖， 因而 p21 可能是一种新的肿瘤

抑制物 [1 0 ， 11) 。

P21 编码基因为 ciP1 (CDK-interacting 

protein-1 ) , 也称 waf1 , 故 P21 又称为

P2 1CIP1/WAF10 其 mRNA在人所有组织中均有

表达， 且在细胞周期各相中无明显改变 [ 12) 。

目前已知两条途径可诱 导 P21 ， 一是由

DNA 损伤激活的依赖 P53 的途径; 二是当细

胞进入 G1 期时由促细胞分裂素激活的不依赖

于 P53 的途径。

在依赖 P53 途径中 ， P21 转录受 p53 诱

导。用 γ-射线照射人二倍体成纤维细胞可引

起 DNA 损伤，同时阻碍细胞进入 S 期。 这时

cycIin E、 cyclin A-CDK 2, cyclin D-CDK4 

活性都被抑制。但照射并不影响细胞周期蛋白

与 CDK 结合， 这里 CDK 活性 的抑制是由于

P21 的产生。这些反应依赖于 P53，如无 P53

则 γ-射线照射不诱导 P21 生成以及 CDK 的

抑制，细胞不停滞于 G1 期。 DNA 内源性损

伤可通过 P53 导致 CDK 2-cycIin E 复合物中

P2 1 含量增加，激酶活性下降。因此 P21 是

P53 生长负调控的中介者， 是联系抑癌基因与

细胞周期调控的桥梁[12] 。

其次 ， 在缺乏野生型 P53 的细胞中 ，虽然

俨射线照射不能诱导 P21 ， 但用血清或血小板

源生长因子 (PDGF)、成纤维细胞生 长因子

型 P53 的 lf常成纤维细胞中也存在。 P21 在

在上述剌激 2 小时后可达峰值，说明它是即刻

早期反应基因 (immediate-early gene , IEG) 。

为什么一个生长抑制基因会是lEG 呢?因为

P21 只有在达到一定量时才引起生长抑制，而

在 G1 早期 ， P21 可阻止新合成的 CDK-cyclin

复合物活性，防止提前进入 S 期[ 13]。另外， 在

骨路肌细胞发育过程中，一种骨路肌特异转录

因子 MyoD 的表达也可剌激 P21 表达.且不

需要 P53 的作用。 P21 的这种表达与骨悟肌

细胞进入 Go 期及细胞分化有关[ 14] 。

(2) P27 K1 P1 P2 1 家族另一成员是

P27 K1P1。它在 TGFß 引 起的 G1 期阻滞及细

胞接触抑制中起作用。 P27K1P1 是进化高度保

守的蛋白质 ， 人与小鼠同源序歹IJ 占 90% 。

P27 K1P1 与 P2 1 具同源性， 其 N-末端 6 0 个氨

基酸残基中 44%与 P21 相同，两者 C-末端都

有二重核定位信号，不同于 P21 的是 P27 K1P1

N 端无铮指结构。

P27K1P1 可与 cyc1in E、 cycIinA-CDK 2 

及 cycIin B-Cdc 2 和 cycIinD-CDK4 复合物

结合并抑制其对底物的磷酸化作用。 cycIin E­

CDK2 及 cycIin D-CDK 4 为由 G1 期进入 S

期限速因素， P27 K1P1 对它们的抑制作用使细

胞不能发生 G l/S 转换， 因而 P27 K1P1 过度表

达可使细胞停滞于 G 1 期。

在增殖细胞及静止细胞中 P27 K1P1 mRNA 

水平相似， TGF 自 刺激或细胞接触抑制时其水

平也不变 ， 这说明外界抗增殖信号对 P27 K 1P1

的调节作用发生于转录后。

P27 K1P1 与 P21 结构相似，因而两者同属

CKI 的同一家族，但它们也有区另IJ: 介导细胞

外信号时， P27 K1 P1 活性在转录后水平调节，

而 P2 1 在转 录水平调节;虽则两者均对 G1

细胞周期蛋白的抑制作用强，对M期细胞周期

蛋白抑制作用 弱，但 P2 7 K1P1 对 cyclin E­

CDK2 作用较强，而 p21 对 cyc1 in A-CDK2 
(FGF) 、 表皮生长因子 (EGF)等生长因 子剌激 较有效[ 15] 。

仍可诱导 P21 的表达。这种诱导在具有野生 (3) P28ICK Lovastatin 可使 HeLa 细
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胞生长阻滞，此时出现高水平失活的 cyc1 in E­
CDK 2.. cycIin A-CDK 2 复合物，说明其中存

在 CKI。 该 CKI 为 28 kd 热稳定蛋白 P28ICK ，

可能与 P27 K1P1 同源，对多种 CDK 复合物有

抑制作用 。

P28IC K 活性在细胞周期中存在波动 ， G 1 

期活性最大。它在增殖细胞 G1 早、 中期可通

过抑制 CDK 过早活化 控制 CDK 的活 化时
间 [16J 。

(4) P 16 家族 (P16 family) 如前述， 正

常成纤维细胞中 CDK 4 与 cycIin D、 PCNA

和 P21 组成四聚 体， 但在缺乏活性 Rb 细胞

中， CDK 4 单独与 16 kd 蛋白 (P16INK4)结合 。

与 P21 不同， P1SINK4 在不同组织表达盖不同，

且在细胞周期各相中水平也不同 ， s 期达峰值。
它有四个锚蛋白重复序列， N 端结构与 "cycIin

box" 有同源性。

P16 INK4 特异地结合 CDK4 形成 1 : 1 二聚

体， 它 与 CDK4 结合力较其 他 CDK 高 30 多

倍。 P16INK4 可抑制 CDK 4-cyclin D 对 Rb 蛋

白的磷酸化作用，但不 抑制J CDK2-cycIinD 

活性，说明这种对 CDK 的抑制是有特异性的。

正常细胞中 P16IN K4 是生长负调节因子 ，

与 cycIin D 竞争结合 CDK4，两者相对量决定

CDK4 活性，从而调节 细胞周期。当细胞中

Rb 被 CDK4 磷酸化而失活 时， P16 I NK4 即与

CDK4 结合而起抑制作用 ， 形成 CDK 4-Rb­

P16 负反馈调节环。在缺乏活性 Rb ;"细胞中，

CDK 4 活性不再必需。所以此时 P16INK4 表达

量尽管高，也抑制J CDK4 活性，但这种条件

下却无负反馈调节效应[17J 。

P15I NK4B‘ 是 P16 家族中 另 一 成员。在

TGF 自 剌激的真核细胞中 ， P15INK4B mRNA 

在刺激 2 小时后开始增加， 6 - 8 小时达峰值，

数量可增加 30 倍，而 P16INK4 mRNA 水平则

不变，说明 P15INK4B 也是 TGF 自 诱导细胞周

期阻滞的效应因子之一。 P15INK4B 与 P16INK4

同源，前 50 个氨基;酸与 P16IN K4 有 44% 相

同， 其后 81 个氨基酸区域有)7 %相同。它也

有四个锚蛋白重复序列， 说明该结构特 征是
INK 4 家族的保守性。 P15INK4B 不与 Cdc2、

CDK2、 CDK5 结合， 而特异结合并抑制

CDK4、 CDK 6 与 cyclin D 复合物活性。所以

它是 P1 6 家族中具有调节功能的成员。

前面提到 TGF萨引起的 G1 阻滞可通过对

P27K1P 1 活性的调节， 这一调节是在转录后水

平进行，而 P15INK4B 介导的 TGFß 作用 则发

生于转录水平[ 18J 。

P1 6INK4 基因定位于染色体 9 P21 区域 ，

这是一个肿瘤敏感区域， 实验表明 P16INK4 本

身即是抑癌基因产物[1 日， 20J 。 这一发现不仅成

为联系细胞周期调控与抑癌基因两大领域的纽

带，而且是第一个被发现直接作为肿瘤抑制物

的细胞周期调节物。 P1 6INK4 较其他抑癌基因

有两大优势，一是 P1 6IN盯 在肿瘤中缺失比例

较大。 家族性黑色素瘤与 P16 关系密切，文献

报道在有染色体 9P21 缺失的 9 个家族的 36

个患病成员中 33 人 有 P16INK4 突变[21J 。另外 ，

在原发性成神经胶质瘤及其脑转移瘤中都有

p16 缺失。此外在肺癌、乳腺癌、 肾癌、膀胧

癌等均发现有 P16INK‘缺失，总 缺失率可达

40%以上[1 9J o P16INK4 另一优势在于它分子比

较小，约 较 P53 分子小 4 倍， 基因治疗中操

作起来简单， 所以 P16INK飞可为肿瘤的基因治

疗开辟一条新途径。

综上所述，细胞周期负调控可能是不同的

抗肿瘤因子作用的共同途径，这一发现可为肿

瘤的防治，新型抗肿瘤药物的研制提供广阔的

前景。

四、 结语

细胞周期调控是一个复杂的调节网络，包

括正、 负调控。外界因素对细胞的增殖及抗增

殖作用最终都将体现在对细胞周期的影响上。

值得令人注意的是抑癌基因与细胞周期负调控

的关系， 关于这方面的进一步研究可能会导致

肿瘤发生分子机制研究上的突破，具有深远的

理论意义及实际应用价值
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摘 要

调控细胞周期的关键是调节细胞周期蛋白

依赖性蛋白激酶(CDK) 的活性。细胞周期蛋白

可结合并激活 CDK， CDK 活性还可通过磷酸

化作用调节。因此细胞周期负调控包括以下 3

点s ①细胞周期蛋白降解速度; ② CDK 磷

酸化状态F ⑨ CDK 抑制蛋白 (CKI)。酵母中

CKI 包括 FAR 1 , p40、 PH081，哺乳 动物

CKI 有 p21 家族(包 括 P21 、 P27 ) 及 P16 家

族(包括 P16 、 P15)。细胞周期负调控与抑癌

基因密切相关， 是不同抗肿瘤因子作用的共同

途径。
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细胞凋亡的信号转导研究进展

傅涛徐永华

(中国科学院上海细胞生物学研究所 200031) 

在多细胞生物体中，细胞数量的生物稳态

是通过细胞增殖和细胞死亡之间的平衡 来维

持的。目前认为 ， 细胞死亡可分为两大类， 一

类是由各种突发的， 意外的事件所致的细胞死

亡，即病理性细胞死亡，形态学上表现为细胞

坏死。另一类为生理性细胞死亡，又称为编程性
细胞死亡 (programmed ce l1 death ) ， 形态护， J 

表现为细胞凋亡 (apoptosis ) 。 细胞凋亡与细Jl己

的生长、 分化一样属于各具特征的细胞学事件

或过程，它们决定着细胞和组织的基本特征和

命运。这些过程都受到了来自 细胞内和细胞外

的诸多信号的调控。来自细胞内部的信号或信

息有遗传特性、 细胞谱系、 发育 阶段、细胞

周期、 代谢状态、 DNA 受损否等之另iJ。特

别值得一提的是， 近年 来， 以线虫 C. eleg­

ans 为模型在细胞凋亡的基因调控的研究方面
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