
Ca2 + /CaM 依赖的有丝分裂进程可能的分子机理

KP Lu and AR Means 

有丝分裂的调控

近几年米， 对于细胞增殖调控的理解有了相当大

的进展， 这要归因于一种主要的真核细胞周期调节因

子的鉴定， 它是一种芽、/丝氨酸蛋白激酶， 称之为
P 34cdc2。这种蛋白首先在啤酒酵母 (S . cereviseae ) 

中确定为 CDC 28 基因的产物， 后来在粟酒裂殖防一 句

(S. pombe )中确定为 cdc 2 基因的产物。在其他种类

中也发现有 P 34c川蛋白激酶， 表明在功能上 的 高

度保守。促成熟因子(MPF)是一种多蛋白的复合物，

其中包含 P 34cllc 2 和周期 素 B (图 1 ) 0 P 34c，1 c 2 蛋

白激酶是 MPF 的催化亚基， 被认为调控着所有其
核细胞的有丝分裂和减数分裂。 P 34c，l c 2 蛋 白激酶

的活性是在转录后水平上， 由其自各氨酸和苏氨酸残基

的磷酸化与去磷酸化， 以及由它和各种周期素蛋白质
相互作用所调节。 在整个细胞周期中有丝分裂周期素

的浓度发生变化， 当细胞进入增殖周期时升高， 在晚
Gz 期达到与 P 34cllCZ 结合 的临界浓度 ， 而在有丝

分裂中期时则急剧地降解。 P 34c'lc 2 与周期素结合

后，即成为酶氨酸磷酸化的底物 (在裂殖酵母是 Tyr

15) 。研究表明两种细胞周期调节的蛋白激酶 ， Wee 1 

和 mik 1 ， 参与了 P 34cllc2 的 酶氨酸磷酸化， 从而

产生无活性的 P 34c'lcZ。在 GdM 转变期间 ， 粟酒

裂殖酵母 cdc 25 基因(其他系统中存在同源基因 )编

码的磷酸酸氨酸磷酸酶， 通过与 B 型周期素结合和/
或蛋白质磷酸化而被激活。活化的 cdc 2罚5 蛋白特异地
去除 P 34抖c'ω，1ω1

P 34俨c巾ωz 蛋白激酶活化。脊椎动物中 P 34"<1 c 2 的

另一种重要的抑制性修饰是第 14 位苏 氨 酸磷酸化。

此苏氨酸在 G2 期磷酸化，而在 M 期则去磷酸化。 由

于 Wee 1 激酶和 cdC25 磷酸酶在体外分别使丝/苏氨

酸和自各氨酸残基磷酸化和去磷酸化， 似乎这些酶也可

能负贡调节 P 34C(lc2 的 Thr 14 的磷酸化状态。

最近证实， cdc 25 在构巢曲莓 (A. nidulans ) 中

的同源物是 nimT cdc 25 基因的产物。这两种蛋白在

氨基酸序列水平上共有 50%的一致性。温度敏感株

t 气 耐用w\麦芒>y- 飞
、____ __ _- - P34cdc2水平、--

4….....---…….-…咽---- --------图 1 MPF 和 NIMA 活性的细胞

周期依赖性调节

nimT 23 存在一个突变的 nimT cdc 25 , 并在限制性

温度下阻断在 G2 期， 其 P 3 4c<1C2 的酷氨酸处于磷酸

化状态。阻断 解除后 ， P 34c，lc 2 激酶的路氨酸去磷

酸化而被激活， 导致细胞进入有丝分裂。 然而， 在构

巢曲 :每中 ， P 34c <1 C 2 激酶的活化对于引发有丝分裂

是必需的， 但不是足够的， 还需要 nimA 基因编码的

NIMA 蛋白激酶的激活。 NIMA 激酶是一种细胞周期

依赖性蛋白激酶 ， 能磷酸化 萨酷蛋白 ， 但不能磷酸化

H 1 组蛋白 ， 它在 M 期活性比在 S 期高 20 倍{图 1 )。

细胞染色体凝袋的起动和纺磁体极体微管的核聚化，

通常都需要 NIMA 活化。 nimA 的温度敏感突变在限

制温度下导致细胞阻断在 G2 期。 阻断期间 ， P 34c,lc2 

激酶的路氨酸去磷酸化并完全活化， 表明 P 34cdc 2 的

活化并不需要 NIMA。当返回允许温度后，阻断的

细胞 迅速且同步地进入有丝分裂， 证明 NIMA 激酶

活性对于进入有丝分裂是必需的。这些结果揭示，

P 34c<1 c2 和 NIMA 蛋白激酶两者的活化都为构巢曲每

有丝分裂的起动所需。

有丝分裂的结束需要 MPF 的失活， 即需要有丝

分裂周期素的降解。有丝分裂中期末周期素发生急剧

降f睬。在 体外， 加入有活性的 P 34cllc2 蛋白激酶，

可以诱发间期非洲爪煽卵细胞的 周期索降解， 说明

MPF 活化对终止中期可能起若负反馈作用。周期素的

降解伴随周期素-泛素结合物 (Cyclin-ubiquitin con j-

本文译自 "Endocr in e R eview s" 14 (1) , 40 , 
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ugates ) 的形成。 此外， 所有有丝分裂周期素均含一个

"毁灭盒"(destruction box) ， 它是周期萦 N末端的一

段氨基酸序列。该区的点突变抑制了泛素结合， 同时

也阻止了突变的周期素蛋白水解和细胞退出有丝分

裂。 如此看来， 周期素可能是由泛素依赖的蛋白水解

系统破坏的 ， 尽管所涉及的机制尚不清楚。

P 34cdcZ 和NIMA商者的活化需要

Caz+/CaM 

nim T 23 突变体脱离限制性温度后， 如果细胞外

Ca2+ 或细胞内钙调素 (CaM)水平下降，细胞就不再进

入有丝分裂。这提示 ， Ca 2 + 和 CaM可能参与调节

P 3 ，lo<l c2 和/或 NIMA 的活化。 所以 ， Alc CaMj T 

23 和 nim T 23 株的分生抱子在限制温度下阻断在 Gl

期， 当 回到允许温度而有苯菌灵 (benomyl ) 存在时细

胞随即又进入有丝分裂。对照的 nimT 23 细胞或生氏

在诱导培养基的 AlcCaMjT 23 细胞， 在限制温度下

P 3 4c'l刊的路氨酸部位发生确酸化I nimT 23 突变

株转到允许温度后又出现去磷酸化。但是， 当 AlcCa

M j T 23 细胞中 CaM 水平下降时 ， 1t nimT 23 从 G2

期释放 后， P 34colc 2 ~各氨酸化水平保持不变， 表明

降低 CaM 水平阻止 了 p 34 e， Ic ， 酶氨酸去磷酸化。

再则， 不管是阻断在 G，期还是释放后进入有丝分裂 ，

nimT 23 细胞中 NIMA 活性均很高。如果 nimT 23 细

胞得以从 G2 期阻断点通过有丝分裂， 进入下 一个细

胞周期，则升高的 NIMA 活性水平显著降低。这是因

为经过有丝分裂的进程能导致有丝分裂期 NIMA 激酶

高水平活性的下降。相反， 当 AlcCaM 株中 CaM 处

于低水平时， 在 nimT 2 3 阻断点 NIMA 就不再活化，

而诱导 alcCaM 基因表达则可恢复 NIMA的活性。这

些结果证明， 与 G';M 期相关的 NIMA 激酶活性的升

高是需要 CaM 的。 因此，细胞内 CaM 水平对于有丝

分裂期 P 34". l c ， 和 NIMA 两种蛋白激酶的活化似乎都

是很关键的。

由于 Ca'+ 对于进入有丝分裂也是必需的 、 我们研

究了 Ca2 + 浓度对 P 34时< 2 酶氨酸去磷酸化和 NIMA 活

性的影响。不论是在正常生长条件下还是在 2μmoljL

Ca2 + 存在时 ， nimT 23 细胞 在 42"C时均 被阻 断在

G， 期。不过在 2 μmol /L Ca 2+ 存在下， 没有观察到在

nimT 2 3 阻断点 NIMA 活性的升高。外钙浓度增大到

1 mmoljL 时则引起 NIMA 正常活化。减低外钙浓度基

本上能够阻碍 nimT cdc 25 基因产物 P 34c，l c 2 的酶氨

酸去磷酸化， 尽管其抑制作用不如降低细胞内钙 惆

2在' 浓度有效。这可能 要归因子虽然外锦浓度只有

2 nmol/L ， 但仍有细胞内锦残存着。因此可以认为，

细胞外钙参与了 P 34 c•1c2 和 NIMA 蛋白激酶的活化。

尽管没有实验正式证明， 我们推祖国 Ca2+ 和 CaM

是协同作用的。在体外所有 CaM 酶活化的功 能中，

CaH 都是绝对需要的。 对于非肌和平滑肌真核细胞，

CaM 是细胞内 Ca' + 的初级受体， 介导若许多 Ca' + 依

赖性信号的传递过程。 在构巢曲莓'中 ， 细胞生长依赖

于细胞内 CaM 和细胞外 Ca2+ 浓度， CaM 的过量表达

可以降低生长需要的外 Ca2 + 浓度。 降低细胞外钙或

细胞内 CaM 的水平， 对 G2-?-M 期的进程有相似的影

响。 这些结果最清楚的解释是， 细胞外钙进入细胞，

结合并活化 CaM， 形成的 Ca'+ jCaM 复合物参与活化

NIMA 和 p 34"， l e 2 蛋白激酶(图 2 ) 。
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图 2 Ca'+/CaM 调节有丝分裂启动和结束

可能的分子凯制

Ca2+ /CaM 参与这两种有丝分裂激酶的活化， 至

少通过两种机制。 其一， Ca2+jCaM 直接与 NIMA 和

NIMT( 由 nimT cdc 25 基因编码)相互作用 ， 并且成

为这两种激酶的一个调节亚基。其二， 可能通过其他

的 Ca2+ /CaM 依赖性蛋白质作用于 NIMA 和 〈或)

NIMT 而间接起作用 。 而已有的实验数据提示， 在体

内 NIMA 激酶的话化 和 NIMT 对 P 34 cdc 2 的去磷

酸化过程中对Ca2+ jCaM 的需求很可能是间接的。 由

此设想有一种或几种 Ca'+ jCaM 依赖的蛋白质起中介

作用(图 2 )。

在细胞周期调节中 Ca2+ 和 CaM

作用的特异性

为了直接查明进入有丝分裂对 Ca 2 + 和 CaM 的特

殊需求， 根据 nimT 23 和 nimA 5 遗传背景分别构建

了一个 CaM 条件株 (A1 cCaMjT 23 和 AJcCaMjA 日 ，

可以将细胞阻断子 G ， 期的不同点。降低 CaM 阻止
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AlcCaM/ T 23 的 GdM 转变，但对 AJcCaM/A 5 则无

影响，表明 CaM 减少对细胞功能并不是有普遍的破

坏作用。在 AJcCaM/T 23 株中 ， 由低浓度的细胞外

Ca2+ 或细胞内 CaM 引起的 G2 期阻断都伴随有 NIMA

和 P 34 cdc 2 两种蛋白激酶的失 活。为了检查在低

Ca2+或低 CaM 条件下，所有细胞过程是否正常发生，

利用与 M 期特定磷蛋白特异结合的单抗 MPM-2(以

下简称 MPM一2-译者)来测定这种磷蛋白的磷酸化

状态。 当 nimT 23 细胞在限制性温度下阻断在 G2 期

时，经 Western 法分析检测到与 MPM-2 反应的蛋白

质为低水平。与此对照，当 nimT 23 突变株转到允许

温度进入有丝分裂时， MPM-2 的反应蛋白质在数目

和含量两者都有明显增加。这提示，细胞从 nimT 23 

阻断点进入有丝分裂时 ， 许多蛋白质被磷酸化。 把

AJcCaM/ T 23 细胞用抑制性培养基阻断在 G 2 期 ， 与

MPM-2 反应的蛋白质的水平和对照的 nimT 23 细胞

相差不多。 解除 nimT 23 突变的限制性条件后， 检测

到的主要瞬蛋白与解除阻断的 nimT 23 细胞相似， 尽

管某些磷蛋白似乎减少了。 nimT 2 3 细胞培养在低细

胞外钙时也得到相似的结果。这些数据说明， 降低细

胞外钙或细胞内 CaM 水平并不导致蛋白质磷酸化的

普遍降低， 而是特异地影响那些与 GdM 转 变有关的

特定蛋白质的磷酸化和l 去磷酸化。在 AJcCaM/T 23 

株，降低 CaM 或 Ca 2+ 浓度阻 止了阻断在 G2 期的

nimT 23 细胞进入有丝分裂， 同时也抑制 NIMA 和

P 34四lCl 两种蛋白激酶的活化。然而， 同样条件下，

由 G 2 期释放后细胞主要的 MPM-2 反应磷蛋白的棋

式基本上与正常的 CaM 或 Ca2 + 浓度时相同。如果降

低 CaM 或 Ca2+ 浓度会对细胞过程产生一种普遍效应，

则 nimT 23 解除阻断后磷蛋白的模式就会发生大的改

变。由此得出结论， Ca2+和 CaM 两者只是选择性地

参与特异的有丝分裂激酶如 NIMA 和 P 34"阳的话

化。这一令人信服的证据， 说明 Ca 2 +/CaM 在控制细

胞周期进程中起着特异的调节 作用。 Ca2 + 和 CaM 可

以恰如其分地夕IJ入由 Forsbury 和 Nurse 提出的"限速

决定子>>(rate-limiting determinant s) 的 目录中。

对 G2 /M 转蛮中多功能 Ca2 + I CaM 

依赖性蛋白激酶的可能作用

介导 Ca2+ /CaM 影响 NIMA 和/或 NIMT 可能的

候选酶之一是 CaM 激酶， 因为它对海胆卵 有丝分裂

时核膜的破裂和非洲爪檐卵成熟的起动都是必要的。

最近， 在构巢曲霉中也鉴定到 CaM 激酶， 并且 和脊

惟动物的酶有相似的特性， 尽管在氨基酸 水平只有

29%的相同性。初步证明 ， 这种高度纯化的构巢曲主运

激酶在体外能以 Ca2 + /CaM 依赖方式使纯化的 NIMA

磷酸化。

已表明体外表达的 cdc 25 编码的蛋白质能起到磷

酸胳氨酸磷酸酶的作用 ， 使 P 34 cdc 2 和一种称为

pNPP 的多!汰底物去磷酸化。 然而， 不管在何种条件

下， cdc 25 蛋白的磷酸酶活性总是远低于其它大多数

的磷酸酶氨酸磷酸酶。这提示 cdc 25 蛋白可能需要调

节因子。 Ga 1 akt ionov 和 Beach 的工作表明， B 型周

期素在体内与人 cdc 25 A 蛋白相结合， 在体外贝iI可以

活化 cdc 25 A 和 cdc 25 B 蛋白磷酸酶。此外，

Kumagai 和 Dunphy 也曾报道非洲爪蛤 cdc 25 蛋白

N 末端在 GdM 转变时发生高度磷酸化， 而这种磷酸

化对其胳氨酸磷酸酶活性相当重要。所以， 为了在细

胞内达到最大活性， cdc 25 蛋白可能需要某些外加调

节因子， 如 B 型周期索以及/或翻译后修饰， 诸如蛋

白质的磷酸化。 构巢曲霉的 NIMT 和粟酒裂殖酵母的

周期菜~ B 都能被 CaM 激酶以 Ca2 + /CaM 依赖方式磷

酸化， 但对 NIMT 的磷酸酶活性是否有影响还有待确

定。

为了了解 Ca2 + /CaM 依赖性蛋白激酶 E 在l哺乳动

物细胞周期调控中的作用， Planas-Sil va 和 Means 通

过平切 (truncation )手段构建了该酶不依赖 Ca2+ / CaM 

的形式。 在兔网织红细胞裂解物中表达时， 这种平切

酶是有活性的结构， 与活化的天然酶有类似的特异

性。 利用糖皮质激素诱导的小鼠乳腺肿瘤病毒长末端

重复序列， 把该酶稳定地导入 C 127 小鼠细胞系， 并

建立了称为 CT 11 . 1 的克隆株。地塞米松诱导 CT

1 1. 1 细胞中这种平切酶的 mRNA 水平、 蛋白质水平

和酶活性水平都有短暂性的升高， 而对对照细胞则无

作用。这种酶的短暂性表达在 5-6 小时达最高值 ， 9 

小时后导致细胞有丝分裂完全终止， 有丝分裂图象也

随之消失。 由流式荧光光度术进一步分析这种阻断的

细胞， 发现其中 85 %的细胞处于 GdM 期。利用微管

蛋白的抗体和 MPM-2 单抗进行免疫细胞化学分析，

证明细胞是阻断在 G2 期。令人惊异的是这些阻断在

G2 细胞的 H1 激酶活性与有丝分裂期细胞一样高 ，

提示 G 2 期的阻断可能不应归因于 P 34c巾2 活化的受

阻.

CaM 激酶结构性形式的表达引起G'2 期阻断的实

验结果， 与前面有关 Ca2+/CaM 和 CaM 激酶在 G 2/M
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期转变中起一定作用的讨论似乎相互矛盾。 一种解释

是 ， CaM 激酶依赖性磷酸化事件对 G，期进程是必需

的， 但随后必不可少的是为 GzlM 转变所需的去磷酸

化。激活型 CaM激酶的持续存在可能阻止一些对有丝

分裂启动至关重要的蛋白质的去磷酸化， 以致细胞不

能进入有丝分裂。这一系统会涉及到 CaM 激酶在 G zI

M 转变期间需要暂时性激活， 跟游离 Cal+ 和 CaM 的

暂时性升高伴随细胞进入有丝分裂的结果是一致的。

这些资料说明，在有丝分裂启动前， 必须实现多种苏/

丝氨酸蛋白质磷酸化与去磷酸化的精确调节。

有丝分裂周期素降解对 Ca2 + jCaM 的需要

曾报道 Ca2+ jCaM 在中期/后期转变 中是必窝的 :

这一转变同时需要 MPF 的失活， 后者的 发生则要归

因于周期素的降解。然而直到最近， 尚没有人提出过

这两个事件之间的可能联系。 由于一种细胞静止因子

(Cytostat ic factor ) 的存在， 脊椎动物的未受精卵阻

断在第二次减数分裂中期。受精后胞质中游离 Cal+ 瞬

时升高，细胞静止因子活性随之消失。有人假设，这种

Ca2+ 咔活化丁 Cal+ 依赖性钙蛋白酶 (Calpain ) ， 随后

钙蛋白酶使原癌基因 C-mos 的产物 p 39mo• 降j睬， 而

p 39 mo• 活性能阻止周期紊降解。但是在体外， 当游离

Cal+ 浓度为 5 mmoljL 时，就能观察到 p 39mos 被钙，蛋

白酶降解， 然而在受精后的完整卵中游离 Cal + 浓度从

不超过 1 . 5 μmoljL o Lorca 等发现 ，阻断在中期的非洲

爪始卵的提取物以微摩尔的游离旬， 就能引起周期萦

B 降解。在 p 39mo• 不降解以及钙蛋白酶抑制剂存在时

也会发生 Ca1 + 诱导的周期素降解。 因此， 钙蛋 白酶和

p 39mo• 似乎不可能介导 Cal + 对周期素 降僻的作用。

为了研究 Ca1+ jCaM 复合物是否参与启动周期素的降

解 .Lorca 等利用了一种能牢固地结合 Ca1+ j CaM (解离

常数 Kd = 1 nmoljL ， 从而抑制 Ca1 + jCaM 依赖性酶活

性的ßk-鸡砂囊肌球蛋白轻链激酶 MLCK (488-511) 。

在提高游离 Ca 1 + 浓度之前加入这种以至终浓度为 100

μmol jL 或更大时 ， 即可阻止周期索降解和 MPF 失活。

相反， 把这种以与 EGTA 或 CaM 同时加入则不起作

用 。 这些结果表明， 非洲爪自信中周期京蛋白水解和

MPF 的失活需要 Ca 1 + jCaM 复合物的形成。歪IJ 目前为

止 ， 尽管只是就减数分裂一种系统 检查了 Ca 1+ j CaM 

在周期京的降解中的作用 ， 但研究也将扩展到有丝分

裂系统。 周期素降解可以解释与中/后期转变相关的

胞质游离钙浓度的瞬时性上升的重要性， 以及为什么

降低哺乳动物细胞的 CaM 水平能够阻止中期/后期转

变 (图 2 ) 。 在这一过程中 Ca1 + jCaM 可能的作用犯尚

待确定 。

有丝分裂结束也与 CaM 浓度降低有关， 尽管 其

作用机制尚待测定。 来源于脊椎动物、植物、 酵母和

粗糙脉f包菌 ( Neurospora crassa)的 CaM 是以 Cal+ 依

赖性方式， 通过泛索联钙调素合成酶 (ubiquityl-cal

modulin synthetase)共价结合到泛素上的。构巢曲霉

CaM 的降解可能像周期索一样，也是通过泛素依赖

性方式蛋白水解的。构巢曲每 CaM 泛紊化 (ubiquiti

nation ) 时与泛索连接位点为 Lys 115 , 因为 Lys 115 

三甲基化可阻止 CaM 泛索化和泛素依赖性蛋白水解。

在进入有丝分裂时， 新合成的 CaM 必然是不被三甲

基化， 或者三甲基化后其三甲基基团能由一种未知酶

迅速除去。 令人感兴趣的是，这种 Ca1+ 依赖的泛素化

过程是否也需要 CaM， 同时此过程在有丝分裂结束时

是否负萤 CaM 的降解。 果真如此的话， 那么在进入

有丝分裂时起重要作用的 Ca1+ j CaM , 在有丝分裂结

束期间则又可促使自身蛋白水解， 并因此逆转其调节

功能。

(杨新林译庄l悔之审校)
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