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CPP32 研究进展

姚潇叶棋浓·在仕取

(陕西师范大学生命科学学院 西安 710062 .军事医学科学院生物工程研究所 北京 100071) 

J用亡 (Apoptosis) ，或称编程性细胞死亡

(Programmed Cell Death , PCD) ， 在胚胎发育、

免疫系统形成、 内环境稳定等方面起重要作用。

PCD 是一种由基因控制的自主性细胞死亡过

程，它的发生受激素、神经、免疫等因素的调控，

其分子机制极为复杂。在 PCD 分子生物学的

研究中，许多蛋白酶尤其是许多蛋白酶同源物

的发现，使蛋白酶在细胞调亡中的重要作用越

来越为人们所关注。 目前发现的一类井成为研

究热点的是 ICE Onterl eukin- 1 ß Converti ng 

enzyme)家族蛋白酶旧。该家族蛋 白酶属于天

冬氨酸特异的半脱氨酸蛋白酶 (aspartate spe

cific cysteine protease , ASCP) ， 围绕活性中心

位点半肮氨酸的氨基酸残基是保奇的，都为

QACRG 五肤，分子内都含有分子量约为 20kD

(P20) 和 10kDCP10)两个亚单位。这两个亚单

位是这些酶发挥生物学活性所必需的，五肤序

列在 P20 亚单位中。目前发现的 ICE 家族成员

包括 :ICE 、 Nedd2 、 CPP32 、 Mch2 、 Mch 3 、 Mch4 、

Mch5 、 Mch6 、 CAP 、 TX ， ICEre1 -11I 等，它们与

所有调亡细胞的死亡有关[气其中 CPP32 (cys

teine protease P32)在调亡过程中起着非常关

键的作用，对其研究也越来越多。

一、 CPP32 的发现及其特征

1994 年 Fernander-Alnemri 等问利用

RT-PCR 技术，从人 T 淋巴细胞文库中筛选到

了 CPP32 基因(又叫 Yama ， apopain). 分为

CPP32α 和 CPP32日 ; 同样， Tewari 等[。从人脐

静脉内皮细胞文库 中筛选到了 CPP32日。

CPP32α 与 CPP32日的可读框均由 831 个核昔

酸组成，编码 277 个 氨 基酸，分子量约为

32kD。它们在第 395 和 794 位的核昔酸不同，

第 395 位核背酸的不同不改变所编码的氨基

酸，而第 794 位核昔酸的不同使编码氨基酸由

天冬氨酸 (CPP32α)变成了谷氨酸 (CPP32阳，

但两者功能相同 。人 CPP32 基因定位于染色体

4q33-q35 . 1 处[目。 CPP32 在免疫细胞、脑和胚

胎起源的细胞中高水平表达。Juan 等问克隆得

到了鼠 CPP32日基因，它在脾中高水平表达，在

脑、肺、肝、肾等中表达水平较低。鼠 CPP32日基

因组 DNA 长约 20kb ，包括 7个外显子和 6 个

内含子，定位于鼠 8 号染色体中间区域 。

二、 激活 CPP32 的蛋白酶

正常情况下，胞质中 CPP32 以无活性的分

子量约为 32kD 的 CPP32 酶原 (pro-CPP32 ) 

存在，只有当细胞进行调亡时才变为有活性的

CPP32 。撒话是一个产生 P20月10 杂二聚体的

蛋白水解事件。

到目前为止，发现激活 CPP32 的蛋白酶有

本文承蒙军事医学科学院生物工程研究所苏国富

研究员审阅，特表谢意 。
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Granzyme B (GranB ) 、 ICE 、 Mch4 、 Mch2α 、

CAP.GranB 是由细胞毒 T 淋巴细胞和自然杀

伤细胞表达的一种与细胞质颗粒体 (granule)

相关的丝氨酸蛋白酶，这些细胞通过 GranB 的

释放可快速降解 DNA 和诱导靶细胞调亡[7]

(见图1)。在体外，GranB 切割 CPP32 酶原产生

有活性的 20kD 大亚单位和 10kD 小亚单位，

该加工发生于 CPP32 两个亚单位 IETDS 序列

的 D 与 S 氨基酸处[飞在重建的细胞体系中，

是人源 ICE 家族的同源物，由 19kD 和 13kD

两个多肤组成，类似于 Mch2α 。在鼠体内 CAP

可激活 CPP32 酶原，变成有活性的 CPP32 。

CAP 的活性可被阻止细胞调亡的牛症病毒蛋

白 CrmA(cytokineresponse modified antigen) 

抑制口气

三、 CPP32 的作用底物

到目前为止，发现 CPP32 的作用底物有

GranB 对 CPP32 的加工类似于体夕俨].ICE 能 DNA-PK 、 PARP 、 D4-GDI 、 Mch6 、 Mch2α 、

切割 CPP32 酶原而得到有活性的 P20 和 P10 SREBPs.DNA 依赖的蛋白激酶(DNA-depen-

亚单位。通过这种方式活化的 CPP32 能切割 - dent protein kinase , DNA-PK)至少由三个部

PARP [poly (ADP-ribose) ploymerase] 成为 分组成: 460kD 催化亚单位 (DNA-PKcs)和由

85kD 的调亡片段【飞在许多形式的调亡包括由 两个亚单位组成的异二聚体 Ku。它们参与

放疗、化疗引起的细胞死亡中，均可观察到 DNA 双链断裂修复过程。据研究认为 DNA-

116kD 的 PARP 被切割成 85kD 的片段。这已

被作为调亡过程的特征性标志，因此又叫:用亡

片段。Ca2+离子载体或低氧诱导的细胞死亡可

导致 ICE 蛋白酶活性的增加，然后进一步激活

CPP32。抗调亡蛋白 Bc l - 2 或 Bcl -xL 的过量

表达可抑制细胞调亡和 ICE 、 CPP32 蛋白酶的

激活。在体内，特异性抑制蛋白酶 ICE 将阻止

CPP32 蛋白酶的活化，而特异性的抑制 CPP32

不阻止 ICE 的活化，表 明体内 ICE 作用在

CPP32 的上游[叫。

Mch4 来源于单链酶原，在活性位点含有

QACQG 五肤，而不是上述 ASCP 活性位点含

有的 QACRG。其 N 末端含有 FADD(Fas-as

sociated death domain )样死亡因子结构域，表

明可能与 FADD 相关。 通过 FADD 激活的

Mch4 酶原 (proMch4)可导致下游蛋白酶的活

化。即 Mch4 在五肤 IXXDS 序列的 D 和 S 氨

基酸之间切割 CPP32 酶原，产生有活性的

CPP32 ，并发挥生物学作用[叫。

Mch2a 与以上蛋白酶(GranB ， ICE 、 Mch4 )

相似，成熟的 Mch2a 能在 IETDS 序列的 D 与

S 氨基酸之间加工 CPP32 酶原，该加工伴随着

CPP32 的活化[11] 。鼠体内激活 CPP32 的蛋白

酶称为 CAP(CPP32 act ivating protease) .CAP 

PKcs 是 SCID (severe combined immune defi

cieucy)基因的产物，该位点纯合突变的动物在

DNA 双链断裂修复中有缺陷 ;Ku 的两个亚单

位负责与不同双链 DNA 末端结合 。 因此，

DNA-PK 是一个重要的哺乳动物 DNA 损伤

修复物质。调亡诱导试剂可降解 DNA-PKcs ，

而 Ku 仍完好无损。 DNA-PKcs 的降解导致

DNA-PK 活性的丧失，随之引发细胞调亡。体

外利用蛋白酶抑制剂表明 DNA-PKcs 的降解

与 CPP32 切割有关，其切割产生的 150kD 的

对段与细胞进行调亡时产生的调亡片段大小一

致。CPP32 切割 DNA-PKcs 的位点在 DEVDN

序列第 2712 位的 D 和 2713 位的 N 氨基酸之

间[13] 。

在多数情况下，1l6kD 的 PARP 被蛋白酶

切割以后，细胞便进入调亡途径，最终导致细胞

死亡。 所以 PARP 也被称为死亡底物 (Death

substrate) . CPP32 能切割 PARP 产生 85kD

的调亡片段，这个过程可被 bcl-2 或牛症病毒

CrmA 蛋白抑制 。 PARP 的切割位点在 DE

VDG 序列中第 216 位的 D 和第 217 位的 G

氨基酸之间E飞PARP 也是一种与 DNA 断裂

修复有关的酶，在维持基因组稳定性方面起重

要作用。
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俨

GranB 

人
飞

ν~、、、

凋亡表型

图 1 蛋白酶级联切割示意图

D4-GDI 是淋巴和骨髓细胞 GTP 酶的调

节物，是造血细胞 GDP 分解抑制物。当 Fas 与

激动抗体 (agonistic antibody) 交联后， Jurkat

细胞内的 D4-GDI 很快被切割成 23kD 的片

段。在体外，大肠杆菌表达的重组 CPP32 也能

切割 D4-GDI 产生 23kD 的片段。D4-GDI 的切

割可被 CPP32 选择性抑制剂 Ac-DEVD-CHO

完全抑制，表明上述 Jurkat 细胞内有 CPP32

的参与。D今GDI 的切割位点位于 DELDS 序列

第 19 位的 D 和第 20 位的 S 氨基酸之间[u] 。

Mch6 酶原和 Lamin 切割酶 Mch2cx 也是

成熟 CPP32 的底物。Mch6 酶原在大小亚单位

之间含有两个可能的加工序列。其中一个为

GranB 的切割位点，另一个为 CPP32 的切割位

点。定点诱变分析表明 CPP32 优先从第 330 位

天冬氨酸处切割 Mch6 酶原，产生分子量约为

37kD 和 10kD 两个切割 片段; Mch2cx 位于

CPP32 下游，通过 CPP32 作用而活化。在体

外， CPP32 可在多个位点切割 Mch2cx 酶原产

生分子量约为 21. 18 ， 13 和 llkD 四种切割产

物。进一步作用将导致 21 和 13kD 产物减少而

18 和 llkD 产物增加，说明后者是成熟 Mch2cx

的大小亚单位。CPP32 加工 Mch2cx 酶原的位

点分别在第 23 、 179 ， 193 位的天冬氨酸处。

CPP32 加工的 Mch2α 能切割 Lamin ，表明已

使 Mch2α 酶原活化。因此 ，CPP32 即是 Mch2α

的作用底物，而激活的 Mch2cx 反过来又可进一

步切割 CPP32 ，形成一个蛋白酶级联切割放大

循环川。

细胞内胆固醇的平衡由称为固醇调节元件

结合蛋白 (sterol -regulatory element binding 

proteins , SREBPs)的蛋白水解作用控制 。在体

外， CPP32在螺旋-环-螺旋亮氨酸拉链结构域

和第一转膜结构域之间的一个天冬氨酸处切割

SREBP- 1 和 SREBP-2 ，释放有转录活性的片

段。在 CHO 细胞中， CPP32 同样以无活性的

32kD 形式存在。当蛋白 激酶抑制剂 Stau

rosproine 诱导 CHO 调亡时，CPP32 被切割为

P20 和 P10 亚单位，形成有活性的蛋白酶。在

这种情况下，与核膜结合的 SREBP- 1 和

SREBP-2 被切割，并且在核提取物中发现有活

性的 N-端转录片段，表明在调亡过程 CPP32

是中心介导物，同时也表明 SREBPs 是 CPP32

的作用底物[1 5] 。

四、在凋亡过程中 CPP32

起核心作用
现有的证据表明，蛋白酶与细胞调亡密切

相关，惆亡似乎是蛋白酶级联切割的过程[16] 。

不同的蛋白酶在不同拥亡阶段发挥功能，有些

在调亡早期行使功能，有些则在晚期发挥作用。

但总的来说，在蛋白酶级联切割过程中，CPP32

处于核心位置，可能发挥非常重要的作用。因此

被称为死亡蛋白酶。不同的蛋白酶分别切割

CPP32 酶原，从而散活 CPP32。活化的 CPP32

进一步又切割不同的底物，导致蛋白酶级联切

割放大[11] ，最终使细胞走向死亡途径。虽然对

CPP3 2 的研究报道已为数不少，对其在调亡过

程中所起的作用也有一定程度的认识，但仍有
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很多问题没有解决，如 CPP32 参与调亡的具体

作用机制、其他与拥亡有关的基因(如抑癌基

因、癌基因、细胞因子等)与 CPP32 的相互关

系，人为地调控 CPP32 活性来防治与凋亡相关

的疾病(如肿瘤)等还有待于人们去探索。相信

随着研究的深入，人们对 CPP32 的作用、功能

会有更加完善的认识，进而为完全阐明调亡的

分子生物学机制奠定基础。

摘 要

CPP32 是一个由 277 个氨基酸组成分子

量约为 32KD 的蛋白酶。编码 CPP32 的基因有

α、日两种形式，但两种基因形式编码的蛋白酶

在功能上相同。CPP32 与细胞悯亡密切相关。

在蛋白酶级联切割的调亡过程中，CPP32 处于

核心位置，可能起非常重要作用 。上游蛋白酶对

其进行切割加工，使其活化;活化的 CPP32又

切割加工下游底物，导致细胞惆亡。
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果蝇卵母细胞决定分子机制的研究

王重赵1生标

(中国科学院上海细胞生物学研究所 上海 200031) 

生殖细胞的发生是连接亲子两代发育的桥

梁，在生物体发育进程中占有极其重要的地位。

其中，动物雄性生殖细胞的主要作用是提供单

倍体基因组;而雌性生殖细胞除此之外，还提供

了几乎全部的细胞质，其中包含胚胎发育所需

的营养物质和胚胎构建所需的位置信息。因此，

研究生殖细胞的发生，特别是雌性生殖细胞的

发生，具有极其重要的意义。

生殖细胞的发生大致包括以下两个阶段:

第一阶段是原始生殖细胞 (Primordina l germ 

cell )迁移至生殖腺中，经过性别快走，建立起两

性的生殖干细胞(Stem cell) ;第二阶段，生殖干

细胞经过一系列的有丝分裂和减数分裂，产生

生殖细胞一一精子和卵子。

研究卵发生的动物模型常用三个 : 具滋昆

虫 (Meroistic insects ) 如果蝇( D rosophil a 

melanogaster) ;无尾两栖类 (Anura n a m p hib

ians) 如爪瞻 (Xenopus) 和胎生哺乳动物 ( Pla

cental mammal s) 。 尽管三者卵发生的途径各

异，但是也拥有许多共性，例如都在发育早期形

成细胞间胞质通道，进行物质和信息交流旧。相

对于其他两种模型来说，果蝇卵的形态发生过

程简单，遗传背景清楚 ，技术方法也比较成熟，

因此许多科学家选择了果蝇作为材料 .研究卵
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