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孪蛋白与真核生物DNA复制起始
代尚昆＃  贺晓艳＃  刘硕硕＃  邓  磊  王碧莹  范丽菲*

*

(内蒙古大学生命科学学院, 呼和浩特 010021)

摘要      真核生物DNA复制起始受多种协同机制的严格调控, 以保证DNA复制起始在每个细

胞周期内仅发生一次。其中, 孪蛋白(Geminin)介导的一系列对DNA复制起始抑制的机制为高等真

核生物所特有, 对真核生物遗传物质忠实、稳定的传递至关重要。该文以孪蛋白与真核生物DNA
复制起始的关系为核心, 简要介绍了真核生物DNA复制起始的过程以及孪蛋白的结构、时空调控, 
详细论述了目前发现的孪蛋白参与真核生物DNA复制起始调控的途径及其机制, 对前人的研究成

果进行了总结, 并提出了一些关于未来孪蛋白研究方向的思考。
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Geminin and Eukaryotic DNA Replication Initiation

Dai Shangkun#, He Xiaoyan#, Liu Shuoshuo#, Deng Lei, Wang Biying, Fan Lifei*
(School of Life Sciences, Inner Mongolia University, Hohhot 010021, China)

Abstract       To ensure the initiation of DNA replication occurs only once per cell cycle, the initiation of DNA 
replication of eukaryotes is strictly regulated by multi-cooperative mechanisms. One mechanism is the Geminin mediated 
inhibition of DNA replication initiation, which is limited to higher eukaryotes and is vitally important for the faithful and 
stable transition of genetic material. Here, focusing on the relationship between Geminin and eukaryotic DNA replication 
initiation, we simply introduce the process of eukaryotic DNA replication initiation and the structure, spatio-temporal 
regulation of Geminin. Additionally, we detailedly discuss the way and mechanism of how Geminin regulates or inhibits 
eukaryotic DNA replication initiation. At last, we briefly summarize the opinions displayed and raise several questions 
about Geminin and eukaryotic DNA replication initiation, which require further researches and explorations.

Keywords       Geminin; DNA replication initiation; regulatory pathway; molecular mechanism 

真核生物的DNA(deoxyribonucleic acid, DNA)复
制, 起始于染色体上的多个DNA复制起始位点(DNA 
replication origins), DNA复制起始过程可以人为地划

分为两个独立的步骤﹕ 解旋酶装载[(helicase loading), 
又称执照过程(licensing)]以及解旋酶激活(helicase 

activation)[1]。首先, 当细胞进入G1期后, ATP结合的

DNA复制起始位点识别复合体(origin recognition 
complex, ORC)识别并定位到DNA复制起始位点上, 
然后募集ATP结合的Cdc6(cell division cycle 6), 两者

共同组装成ORC-Cdc6复合体。然后, 通过ORC与
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Cdc6之间的相互作用募集两个Cdt1(cdc10-dependent 
transcript 1)/Mcm2-7(minichromosome maintenance 
2-7)复合体, Cdc6结合的ATP的水解导致Mcm2-7双
六聚物分别装载到复制起始位点上, 从而形成前复

制复合体(pre-replication complex, pre-RC), 最终完成

解旋酶装载过程[1-2]。当细胞进入S期后, DDK(Dbf4-
dependent Cdc7 kinase)磷酸化Mcm2-7, 从而导致

Cdc45(cell division cycle 45)和Mcm2-7的相互作用 ; 
S-CDK(S-phase Cyclin-dependent kinase)与Sld2、Sld3
靶向作用, 并介导Sld2、Sld3与Dpb11相互作用, 最
终导致GINS(Slf5-Psf1-Psf2-Psf3 complex)、DNA 
Polε(DNA polymerase ε, DNA Polε)到Mcm2-7的募集, 
从而激活Mcm的解旋酶活性, 完成解旋酶激活过程
[2]。最后, Mcm2-7以Cdc45和GINS(go ichi ni san)为辅

助因子, 发挥解旋酶活性, 解开DNA双螺旋, 然后募集

DNA复制元件开始DNA的复制[2-3]。

为了协调成百上千个DNA复制起始位点上的

DNA复制起始过程, 真核生物进化出一套严格的调

控机制, 保证每个DNA复制起始位点在每个细胞周

期内仅仅“开火(firing)”一次, 染色体的DNA片段既

不能重复复制、也不能不复制, 从而保证真核生物

基因组DNA的完整性和遗传的稳定性[1]。总的来

说, 真核生物有以下几种控制DNA复制起始执照

过程的途径﹕ (1)CDKs(cyclin-dependent kinases)介导

Mcm(minichromosome maintenance)发生磷酸化, 从染

色质上解离(酵母中被转运至细胞核外); (2)CDKs介导

Cdc6发生磷酸化, 转运至细胞核外(酵母中发生降解); 
(3)G2/M转换期活性升高的CDKs通过阻止pre-RC的组

装, 从而阻断DNA的重复复制; (4)对Cdt1的调节, 包括

CDKs依赖的对Cdt1转录水平的调控, 以及泛素−蛋白

酶体系统(ubiquitin-proteasome system, UPS)依赖的对

Cdt1的降解﹕ SCF-Skp2复合体途径、DDB1-Cul4复合

体途径[3-4]。此外, 高等真核生物中存在的孪蛋白通过

结合Cdt1, 从而抑制Cdt1执照活性的途径。 基于孪蛋

白对真核生物DNA复制起始抑制的重要作用, 下面将

就目前发现的孪蛋白参与调控DNA复制起始的机制

进行整理、论述。

1   孪蛋白的结构与功能
1.1   孪蛋白的结构

孪蛋白是一种大小约为25 kDa的蛋白质, 最初

是在非洲蟾蜍卵提取物中进行有丝分裂期可降解

的蛋白质筛选时发现的[5]。利用删除突变、晶体结

构等方法, 根据孪蛋白各区域的功能, 可以将孪蛋

白划分为﹕ 降解结构域、神经分化结构域、DNA复

制抑制结构域、Brahma结合结构域[6-9]。降解结构

域包括降解盒子(destruction box, DB)和核定位信号

(nuclear localization signal, NLS), 降解盒子能被有

丝分裂时期的后期促进复合体(anaphase promoting 
complex/cyclosome, APC/C)识别, 从而介导孪蛋白

的降解。非哺乳动物的NLS是一种二重核定位信

号(bipartite nuclear localization signal, B-NLS), 哺乳

动物的NLS则是位于中央区域的精氨酸−精氨酸−
赖氨酸(arginine-arginine-lysine, RRK)序列, 并且非

洲蟾蜍突变的B-NLS会导致孪蛋白在细胞质中的

异常积累, 不能被正常降解[5-6,9]。神经分化结构域

(neutralizing domain, ND)能够诱导未定型的胚胎细

胞分化成神经元, 但ND对孪蛋白抑制DNA复制不

是必需的[6-7]。孪蛋白DNA复制抑制结构域包括中

央卷曲螺旋结构域(central coiled-coil domain)和Cdt1
结合结构域。孪蛋白的卷曲螺旋结构域由两个通过

左手超螺旋结合的α螺旋构成, 参与蛋白的寡聚化作

用, 比如孪蛋白二聚体的形成等[5-6,8]。Cdt1结合结构

域则是孪蛋白与Cdt1结合的主要区域, 人孪蛋白的

Cdt1结合区域位于氨基酸残基76~160, 并且缺失氨

基酸残基145~160的人孪蛋白不能抑制DNA复制起

始; 因此, 人孪蛋白中结合Cdt1的结构域中的氨基酸

残基145~160对Cdt1执照活性、DNA复制起始的抑

制是决定性的, 并且非洲蟾蜍孪蛋白的氨基酸残基

140~160(对应于人孪蛋白氨基酸残基132~152)对染

色质复制抑制是至关重要的[5-6,8-9](图1)。
1.2   孪蛋白的功能

孪蛋白既能抑制DNA的复制, 也能参与调控发

育过程中细胞的增殖与命运决定[10]。孪蛋白可以结

合并抑制Cdt1的执照活性, 阻止Mcm2-7到pre-RC的
组装, 抑制DNA复制起始, 从而调控DNA复制[4]。孪

蛋白参与发育过程中细胞增殖与命运决定的途径包

括﹕ (1)孪蛋白结合并阻断Six3(Six homebox 3)、HOX
转录因子的活性, 从而调控视网膜细胞的增殖、体

轴的模式形成; (2)在神经分化过程中, 孪蛋白与SWI/
SNF(switch/sucrose non-fermentable)染色质重塑复合

体的Brg1、Brahma催化亚基结合, 抵消它们促进碱

性螺旋–环–螺旋蛋白(basic-helix-loop-helix, bHLH)依
赖的靶基因转录激活作用, 使神经祖细胞保持未分
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化的状态; (3)孪蛋白直接与HOX基因增强子区域的

Polycomb复合体的Scmb1相互作用, 抑制HOX基因的

表达; (4)在神经板发育过程中, 孪蛋白通过Brm和两

个卷曲螺旋蛋白ERNI、BERT相互作用, 调控早期神

经板标志物Sox2的表达[11-12]。

除此之外, 孪蛋白对维持小鼠胚胎细胞的多能

性、神经细胞系的建立是必要的[13]。孪蛋白在小鼠

皮质发育过程中有重要作用, 孪蛋白可以调控皮质

神经祖细胞的数量和神经元的形成[10]。孪蛋白对小

鼠精原细胞的增殖很重要, 但不参与精原细胞的分

化[14]。

2   孪蛋白的时空调控与DNA复制起始
2.1   孪蛋白的表达调控

孪蛋白在转录水平是由RB/E2F(retinoblastoma/
elongation factor 2)途径调控的, RB协同E2F介导对孪

蛋白启动子的调控[15-16]。RB在G1/S期转换时磷酸化、

失去活性, E2F通过结合孪蛋白启动子上的E2F应答

序列激活孪蛋白的表达; RB在M/G1期转换时去磷酸

化、激发活性, RB/E2F复合体通过结合孪蛋白第一

个外显子下游的部分序列抑制孪蛋白的转录[15-16]。

另外, 孪蛋白还可以通过介导自身启动子区域的组

蛋白修饰, 改变染色质结构, 从而抑制E2F的结合能

力, 也就是说孪蛋白可以通过负反馈调节控制自身

的转录、表达[17]。

在真核生物中, 孪蛋白可以由三种不同的E3泛
素连接酶介导其通过UPS(ubiquitin-proteasome system)
降 解﹕ PcG(polycomb group)复 合 体1、RDCOXB4复
合体(Roc1-Ddb1-Cul4a-HOXb4)、分裂期的后期促

进复合体。PcG复合体1利用其组分Scmh1与孪蛋

白相互作用; HOXb4与Roc1-Ddb1-Cul4a泛素连接

酶核心组分组装成RDCOXB4复合体, HOXb4介导

该复合体与孪蛋白的相互作用; 分裂期的APC/C则
是通过识别孪蛋白的降解盒子从而结合孪蛋白; 结

(A)

(B)

Human Geminin

Human Cdt1

D-Box B-NLS*

PIP-Box+D Skp2 Cy

DB(black)

ND M-NLS Coiled-coil Brm-binding

N

N

C

C

Destruction CSII

CPII CTII

DNA/ORC/Cdc6 binding?

Middle-WHD C-WHD

MCM binding

GSII

CPII

Replication inhibition

CTII
Licensing inbition

Licensing

A﹕ 人孪蛋白的结构。D-Box﹕ 降解盒子; B-NLS*﹕ 二重核定位信号, *表示这个区域仅在非哺乳动物中存在; ND﹕ 神经分化结构域; M-NLS﹕ 哺乳

动物核定位信号; Coiled-coil﹕ 孪蛋白的中央卷曲螺旋结构域;  CSII﹕ Cdt1结合第二接触面区域; CPII﹕ Cdt1结合第一接触面区域; CTII﹕  Cdt1结合

第三接触面区域; Brm-binding﹕ 结合Brahma(Brm)催化亚基的区域。B﹕  Cdt1的结构。PIP-Box﹕ PCNA结合基序盒子; D﹕ 降解基序; Skp2﹕ Skp2的
识别位点; Cy﹕ Cy基序精氨酸−精氨酸−亮氨酸; DB(black)﹕ 三个降解盒子; Middle-WHD﹕ 中央翼型螺旋结构域; C-WHD﹕ C-末端翼型螺旋结构域; 
GPII﹕ 孪蛋白结合第一接触面区域; GSII﹕ 孪蛋白结合第二接触面区域; GTII﹕ 孪蛋白结合第三接触面区域。

A﹕ the structure of human Geminin. D-Box﹕ destruction box; B-NLS*﹕ bipartite nuclear localization signal,* means this region only appears in non-
mammalian; ND﹕ neutralizing domain; M-NLS﹕ mammalian nuclear localization signal; Coiled-coil﹕ central coiled-coil domain of Geminin; CSII﹕ Cdt1 
secondary interface interaction region; CPII﹕ Cdt1 primary interface interaction region; CTII﹕ Cdt1 tertiary interface interaction region; Brm-binding﹕ 
regions of binding Brahma (Brm) catalytic subunit. B﹕ the structure of Cdt1. PIP-Box﹕ PCNA-interaction motif box; D﹕ degron motif; Skp2﹕ recognition 
site of Skp2; Cy﹕ Cy-motiff RRL; DB(black)﹕ three destruction box; Middle-WHD﹕ the middle winged helix domains; C-WHD﹕ the C-terminal winged 
helix domains; GPII﹕ Geminin primary interface interaction region; GSII﹕ Geminin secondary interface interaction region; GTII﹕ Geminin tertiary 
interface interaction region.

图1   人孪蛋白和Cdt1的结构

Fig.1   The structure of human Geminin and Cdt1

中
国
细
胞
生
物
学
学
报



代尚昆等﹕ 孪蛋白与真核生物DNA复制起始 1695

合有上述三种E3泛素连接酶的孪蛋白会通过UPS
发生降解[9,18]。但是, 孪蛋白的细胞周期性变化, 主
要是由APC/C介导的, 而PcG复合体1、RDCOXB4
复合体介导的孪蛋白的降解, 主要与维持造血干细

胞(hematopoietic stem cells, HSCs)的活性相关[18-19]。

APC/C活性的周期性变化, 对孪蛋白的调控至关重

要﹕ APC/C在G1期激活, 介导孪蛋白降解; APC/C在
G1/S期转换时失活, 孪蛋白开始积累, 并在S期、G2期、

M期部分时期持续表达; APC/C在细胞分裂中后期转

换时激活, 导致孪蛋白大量降解[9]。

2.2   孪蛋白细胞周期依赖性的核质穿梭(nucleo-
cytoplamic shuttling)

细胞核核膜对DNA重复复制有着重要的抑制

作用, 重要的DNA复制因子一旦被转运至核膜外, 
只有等到有丝分裂核膜破裂后才能接近DNA[20]。孪

蛋白是一核内蛋白质[9], 在非洲蟾蜍(Xenopus)卵提

取物、禽类细胞、人癌细胞中, 孪蛋白均需转运至

细胞核, 才能发挥其在S期的执照抑制作用[21-25]。

在非洲蟾蜍卵提取物中的研究发现, 位于非洲

蟾蜍孪蛋白N-末端的B-NLS对孪蛋白的细胞核定位

是至关重要的, 孪蛋白能在细胞周期中进行核质穿

梭[25]。还有研究发现, 非洲蟾蜍卵提取物中的细胞, 
一旦进入细胞分裂中期后, 核膜发生破裂, 孪蛋白被

激活的APC/C泛素化, 大部分孪蛋白通过UPS发生降

解, 但是却有一部分单泛素化的孪蛋白“逃离”降解的

命运; 但是这些孪蛋白失活不能和Cdt1结合, 伴随着

细胞分裂末期核膜的重建, 这些孪蛋白随之进入细

胞核重新被激活, 结合并抑制Cdt1的执照活性[22-23]。

在禽类细胞中, 孪蛋白也同样进行细胞周期依

赖性的核质穿梭﹕ 在G1期, 孪蛋白定位于细胞质, 不
能发挥核内蛋白的功能; 在S期, 孪蛋白通过NLS的
作用期转运至细胞核, 发挥执照抑制的作用; 在M期

向下一个G1期转换时, 孪蛋白通过保守的核输出信

号(nuclear export-signal, NES), 在Crm1帮助下又被

转运至细胞质, 并且这种NES只在非哺乳动物中孪

蛋白中存在[24]。

在人癌细胞中, 同样也存在孪蛋白细胞周期依

赖性的核质穿梭﹕ G1期, 孪蛋白在NLS和DB的引导

下转运至细胞质; 此外, 在G1期, Cdt1可以与孪蛋白

直接结合, 介导孪蛋白转运至细胞核[21]。

因此, 不同物种的细胞, 都可以通过孪蛋白细

胞周期依赖性的核质穿梭, 实现对孪蛋白的蛋白翻

译后水平的调控, 虽然穿梭机制因细胞种类、所处

环境而异。但是孪蛋白的核质穿梭机制, 对实现孪

蛋白作为一种核内蛋白质适时、适地地发挥期执照

抑制功能是至关重要的。

 

3   Cdt1:Geminin复合体分子开关与DNA
复制起始

孪蛋白最初被认为可以通过阻止Mcm2-7复合

体参与pre-RC的装载, 从而抑制DNA复制起始[9]。

Wohlschlegel等[4]在293T细胞以及体外DNA复制系

统中, 利用免疫沉淀(immunoprecipitation)等方法证

明﹕ 无论在体内还是体外, 孪蛋白都能和Cdt1紧密结

合, Cdt1作为执照因子对Mcm参与pre-RC组装是必

需的, 而结合孪蛋白的Cdt1执照活性被抑制, 不能介

导Mcm复合体的有效组装。

后来, Lutzmann等[26]利用非洲蟾蜍卵提取物发

现, 在G1期, 孪蛋白和Cdt1能以复合体的形式被募

集到染色质上, 进而募集Mcm2-7组装成pre-RC, 完
成执照过程; 进入S期后, 大量的孪蛋白被募集到

染色质上, 与染色质上结合的Cdt1或Cdt1﹕Geminin
复合体相互作用, 从而抑制Cdt1的执照活性。因

此, 他们首次提出了Cdt1﹕Geminin可能以一种分子

开关(molecular switch)机制, 发挥孪蛋白的DNA复

制起始抑制作用﹕ Cdt1﹕Geminin复合体的化学计量

数, 决定着Cdt1是处于执照活性开启的激活复合体

(activation complex, A复合体)状态, 还是处于执照

活性关闭的抑制复合体(inhibition complex, I复合

体)状态, 细胞周期依赖性的A复合体、I复合体的

转换就如同一个分子开关控制着Cdt1的执照活性、

Mcm2-7的装载以及最终的DNA复制过程[26]。

近年来, 科学家通过对Cdt1﹕Geminin复合体晶

体结构的分析, 使孪蛋白抑制Cdt1执照活性的分子

机制得到解释[27-28]。Lee等[27]通过分析小鼠末端截

除 的 tGeminin(truncated Geminin)和 tCdt1(truncated 
Cdt1)构建的Cdt1﹕Geminin复合体的结晶结构, 首次

发现了Cdt1﹕Geminin复合体由两分子tGeminin和一

分子tCdt1构成一个异源三聚体(heterotrimer), 并形

成了两个接触面(interface)。并且他们认为, 小鼠

孪蛋白C-末端残基129~149(对应于非洲蟾蜍孪蛋

白的氨基酸残基140~160), 是通过空间位阻(steric 
hindrance)抑制了Mcm2-7到Cdt1的装载, 从而抑制执

照过程[9,27]。
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但鉴于 Lutzmann 等 [26]报道 , Cdt1﹕Geminin
复合体理应还有一种存在形式。Marco等[28]通

过 分 析 人 末 端 截 除 的 孪 蛋 白htGeminin(human 
truncated Geminin)和htCdt1(human truncated Cdt1)
构建的Geminin﹕Cdt复合体的结晶结构, 发现两个

htCdt1﹕htGeminin异源三聚体结合形成了异源六

聚体(heterohexamer)。更为重要的是, 他们发现

Cdt1﹕Geminin异源六聚体的形成, “遮蔽”了对Cdt1执
照活性很重要的一些残基。他们还证明, 异源六聚

体的形成, 对孪蛋白完全抑制Cdt1的执照活性是决

定性的。值得注意的是, Marco等[28]提出的这种模型

和Lutzmann等[26]提出的模型相一致, Cdt1﹕Geminin
异源三聚体代表了A复合体, Cdt1﹕Geminin异源六聚

体代表了I复合体。

综上所述, 可以对Cdt1﹕Geminin复合体的分

子开关模型进行总结﹕ Cdt1﹕Geminin复合体可以

以 异 源 三 聚 体(Cdt1﹕2×Geminin)、 异 源 六 聚 体

[2×(Cdt1﹕2×Geminin)]两种构象存在。在异源三聚

体中, Cdt1中与执照活性密切相关的氨基酸残基处

于构象上的“暴露”状态, 因此Cdt1能够发挥其执照

因子的作用; 而在异源六聚体中, Cdt1与执照活性

密切相关的氨基酸残基处于构象上的“遮蔽”状态, 
因此, Cdt1不能够发挥其执照因子作用[26-28]。所以, 
Cdt1﹕Geminin异源三聚体、异源六聚体之间的转换

就如同一个分子开关, 控制着Cdt1执照因子的活性。

除此之外, Ode等[29]利用非洲蟾蜍卵提取物, 结
合数学建模、精确测量等方法, 提出了S期孪蛋白

介导的抑制执照过程的“all-or-none”机制, 该机制的

基础是孪蛋白介导的DNA复制起始位点间的相互

协作作用(inter-origin cooperativity, IOC), 从而快速、

稳定抑制执照过程(图2)。
但是, 孪蛋白抑制Cdt1执照活性的分子机制

还有许多问题亟待解决。Cdt1﹕Geminin异源六聚

是通过什么方式抑制Cdt1执照活性的, 是通过抑制

Mcm2-7到Cdt1的装载还是抑制了Cdt1-Mcm2-7到
pre-RC的组装？由于小鼠Cdt1同孪蛋白在异源三

聚体中的第二个接触面的结合能力非常弱[27], 并
且由图1我们可以看出﹕ Cdt1的孪蛋白第二个接触

面结合区域和Cdt1执照活性区域相互重叠, 那么在

异源六聚体中第二个接触面是否发生某种构想变

化, 以“锁住”Cdt1执照活性的重叠区域？除此之外, 
Cdt1﹕Geminin是否还能以其他异源多聚体形式存在, 

并且这些异源多聚体之间转换是如何进行调控的？

虽然还有更多关于Cdt1﹕Geminin复合体的问题等着

我们去探究、证明, 但是Cdt1﹕Geminin复合体作为

一种分子开关, 调控DNA复制起始的机制对DNA复

制是至关重要的。

4   孪蛋白、表观遗传学调控与DNA复制

起始
据报道, 组蛋白乙酰化与执照过程、DNA复制

起始的调控密切相关。较早“开火”的DNA复制起始

位点, 多数位于已转录的、高度乙酰化的基因组染色

质区域, 并且在非洲蟾蜍卵细胞的早期发育过程中, 
组蛋白乙酰化参与DNA复制起始位点的激活[30]。在

哺乳动物细胞G1期, 先于Mcm2-7复合体的组装, 人
结合ORC1的乙酰基转移酶(human acetylase binding 
to ORC1, HBO1)作为Cdt1的共激活子, 以Cdt1依赖

的方式与DNA复制起始位点相互联系, 并能够磷酸

化H4(histone 4), 这对Mcm复合体的装载是至关重

要的[31-33]。无论是人细胞, 还是非洲蟾蜍卵提取物, 
HBO1的删除均会导致Mcm2-7复合体的异常装载, 
并且还会导致H4乙酰化处于低水平, 甚至去乙酰化

(deacetylation); 同时, Cdt1在G1期能够依赖HBO1乙
酰基转移酶的活性, 诱导大规模的Mcm2-7装载所需

的染色质去凝集过程[31]。此外, HBO1在体外至少

能够乙酰化ORC2、Mcm2、Cdc6、孪蛋白等其他

DNA复制起始相关蛋白, 并且HBO1的乙酰化酶活

性是受细胞周期调控的, 其活性在DNA复制起始执

照过程中最高[34]。总之, 依赖于HBOA1组蛋白乙酰

基转移酶(histone acetylase, HAT)活性的Cdt1介导的

染色质去凝集、H4以及DNA复制起始相关的反式

作用蛋白的乙酰化, 最终都会通过改变染色质的结

构, 从而提高染色质DNA复制起始位点对Mcm2-7复
合体等蛋白的接受能力, 进而调控DNA复制起始。

当细胞进入S期以后, 孪蛋白能够高效、特异地

抑制Cdt1诱导的染色质去凝集过程[30]。此外, 组蛋

白去乙酰基酶11(histone deacetylases 11, HDAC11)
能够抑制Cdt1诱导的染色质去凝集、Mcm装载和

DNA重复复制, 而孪蛋白能增强HDAC1与Cdt1的结

合能力[31]。在体外, 孪蛋白在Cdt1存在的情况下, 能
抑制HBO1依赖的H4的乙酰化, 并且这种抑制作用

是在Cdt1-HBO1-Geminin复合体环境下发生的[30-31]。

DNA复制作为一种以DNA为底物的生物化学
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反应, 以核小体为基础的高度浓缩的染色质结构, 必
然会影响DNA复制起始以及随后的DNA复制过程。

因此, 对于染色质中DNA复制起始位点的表观遗传

学调控, 对DNA复制起始的发生是必要的。对孪蛋

白、Cdt1、HBO1、HDAC11等的研究表明, 孪蛋白

可以抑制DNA复制起始正相关的表观遗传学调控

过程, 比如上述的H4的乙酰化、Cdt1介导的染色质

去凝集过程, 从而在表观遗传学水平调控DNA复制

起始[34](图2)。但是, 有关孪蛋白与DNA复制起始表

观遗传学调控的详细机制还有待研究。

5   孪蛋白−执照相关蛋白、孪蛋白翻译后

修饰与DNA复制起始
5.1   孪蛋白−执照相关蛋白与DNA复制起始

此处所述的孪蛋白−执照相关蛋白中的执照相

关蛋白是为叙述方便而命名的, 因为这些蛋白质大

都通过与孪蛋白相互作用, 直接或间接地影响执照

过程。这些蛋白质包括﹕ Six、HOX、Idas等一些典

型的DNA结合蛋白, 下面将分别介绍这些蛋白与孪

蛋白、DNA复制起始的关系。

Six和HOX均能通过和孪蛋白的强烈相互作用

能力, 与Cdt1竞争性结合孪蛋白, 介导Cdt1的释放, 
而被释放的Cdt1则能发挥执照活性, 结合有孪蛋白

的Six、HOX正如前面所述发挥其发育学上的功能, 
这样通过Geminin-Cdt1、Geminin-Six、Geminin-
HOX复合体之间的转换作用, 平衡细胞的增殖、分

化[35]。此外, 近年来研究表明, HOX家族蛋白可以

结合典型的人DNA复制起始位点, 并与DNA复制起

始执照因子相互作用, 从而调控DNA复制起始位点

的活性, 比如HOXD13能与Cdc6作用, 促进pre-RC到
DNA复制起始位点的组装[36]。作为DNA复制起始

抑制因子的孪蛋白, 可以阻断HOX家族蛋白对DNA
复制起始的促进作用[36]。Idas是一类和孪蛋白同

源的DNA结合蛋白, 在孪蛋白、Idas共表达的细胞

中, 孪蛋白与Idas优先通过二者的卷曲螺旋结构域

形成一个头对头的异源二聚体; 在海胆卵提取物中, 
Idas-Geminin复合体与Geminin-Geminin复合体相比, 
Idas-Geminin复合体的执照抑制活性降低, 可能是因

为Idas-Geminin复合体对Cdt1的结合、抑制能力降

低; 在体外培养的人细胞中, Idas的异位表达导致有

G1 S

Cytoplasm

Nucleus

DNA
N N

HBO1

HDAC11

UPS

M

M

Cdc6

Cdc6

ORC ORC

P P

ORC ORC

Ac Ac
Ac Ac

Geminin Cdt1 Inhibition sites of Cdt1
licensing by Geminin Inter-origin cooperativity NPC

在G1期, A复合体(Cdt1﹕Geminin异源三聚体)介导Mcm2-7复合体到DNA复制起始位点的组装, Cdt1协同HBO1介导执照过程的表观遗传调控激

活, 完成执照过程。在S期, I复合体(Cdt1﹕Geminin异源六聚体)抑制Mcm2-7复合体到DNA复制起始位点的组装, 孪蛋白协同HDAC11关闭执照

过程的表观遗传调控激活状态, 邻近DNA复制起始位点发生孪蛋白介导的DNA复制起始抑制的协同作用, 这些孪蛋白介导的一系列DNA复制

起始抑制过程协同Cdc6、Mcm2-7复合体的核输出以及Cdt1的部分降解过程, 共同完成对执照过程的抑制, 防止S期DNA重复复制起始、DNA
重复复制。N﹕ 核小体; NPC﹕ 核孔复合体; M﹕ Mcm2-7复合体; P﹕ 磷酸化; Ac﹕ 乙酰化; UPS﹕ 泛素−蛋白酶体系统。

Durning G1 phase, to achieve licensing, activation complex (Cdt1﹕Geminin heterotrimer) mediates the assembly of Mcm2-7 to DNA replication 
origins, meanwhile Cdt1 cooperates with HBO1 mediating epigenetic activation of licensing. Durning S phase, inhibition complex (Cdt1﹕Geminin 
heterohexamer) inhibits the assembly of Mcm2-7 to DNA replication origins, and Geminin cooperates with HDAC11 to turn off the epigenetic 
activation of licensing, meanwhile inter-origin Geminins mediate the cooperativity of DNA replication initiation inhibition. Cooperating with the 
nuclear export of Cdc6 and Mcm2-7 and partial degradation of Cdt1, Geminin related DNA replication initiation inhibition processes achieve inhibition 
of licensing and prevent DNA replication re-initiation and DNA re-replication. N﹕ nucleosome; NPC﹕ nuclear pore complex; M﹕ Mcm2-7 complex; P﹕ 
phosphorylation; Ac﹕ acetylation; UPS﹕ ubiquitin-proteasome system.

图2   调控DNA复制起始的Cdt1:Geminin复合体分子开关

Fig.2   The molecular switch of Cdt1:Geminin complex regulating DNA replication initiation
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限的DNA重复复制, 但可被孪蛋白表达所抵消[37]。

总之, 因细胞种属、类型、自身状态、外界环

境而异, 某些细胞的执照相关蛋白可以通过与孪蛋

白的相互作用, 直接或间接地来影响Cdt1的执照活

性、DNA复制起始。

5.2   孪蛋白翻译后修饰与DNA复制起始

蛋白的翻译后修饰作用, 如乙酰化、泛素化、

磷酸化等, 对蛋白质的生物学功能有着重要的作用。

孪蛋白在某些细胞的特定生理条件下, 能够发生翻

译后修饰, 对DNA复制起始产生特定的影响。

Kulartz等[38]发现, Hela细胞S期开始后, 靠近孪

蛋白降解盒子(残基23~31)的丝氨酸-45、丝氨酸-49
发生磷酸化。同样, Tsunematsu等[39]则发现, 在Hela
细胞分裂过程中, Aurora-A可以磷酸化孪蛋白降解

盒子中的苏氨酸-25残基, 从而保护孪蛋白免受分裂

后期APC/C依赖的UPS降解, 而稳定存在的孪蛋白

可以通过干扰Cdt1与Skp2的相互作用, 保护Cdt1免
受SCF-Skp2复合体依赖的UPS降解, 从而保证接下

来细胞周期中pre-RC的形成。此外, 在鼠多能干细

胞中, 间期的Emi1(early mitotic inhibitor 1)能够抑制

APC/C的活性, 从而导致孪蛋白逃离有丝分裂后期

APC/C介导的蛋白质降解, 使孪蛋白能够在G1期保

持稳定表达, 更为重要的是稳定表达的孪蛋白能够

中和Brg1介导的染色质重塑过程, 从而打破对Oct4、
Sox2、Nanog的表达抑制, 维持细胞的多能性;  而孪

蛋白可能正如非洲蟾蜍中逃离降解的孪蛋白一样, 
进行了某种翻译后修饰, 在G1期不能和Cdt1结合, 从
而不能抑制Cdt1的执照活性[22-23,40]。在非洲蟾蜍卵

细胞中的研究证明, 孪蛋白在卵细胞减数分裂中的

主要作用是稳定Cdt1, 促进Cdt1的积累, 以适应后续

受精后快速的增殖过程[41]。孪蛋白可能也是通过翻

译后修饰, 逃离降解过程, 并且对减数第一次分裂后

未成熟卵细胞的孪蛋白删除, 并不会导致DNA复制, 
而是造成以后卵细胞成熟、激活过程中Cdt1稳定性

的下降[41]。

综上研究结果, 可以得出以下结论﹕ 孪蛋白在

高等真核生物中, 一方面能作为DNA复制起始的抑

制因子, 在S期结合Cdt1并抑制其执照活性; 另一方

面, 孪蛋白也能作为DNA复制起始的促进因子, 通
过翻译后修饰, 逃离细胞分裂后期的降解过程, 保护

Cdt1免受UPS的降解, 这对某些快速分裂细胞(癌细

胞、生殖细胞)随后的分裂过程中DNA复制起始是

至关重要的。所以, 孪蛋白翻译后修饰对逃离分裂

后期APC/C依赖的UPS降解、稳定Cdt1以及在G1期

阻遏其对Cdt1的抑制活性是至关重要的, 最终保证

高频率的DNA复制起始的发生。值得我们思考并

探究的是, 快速分裂细胞中G1期稳定存在的孪蛋白, 
是否仅仅依靠翻译后修饰来阻止其对Cdt1的活性抑

制？还是有可能依靠前面所述的Cdt1﹕Geminin异源

三聚体, 保证Cdt1免受降解的同时并保证Cdt1的执

照活性？最有可能的是两者的协同作用, 其中详细

的机制等着我们去发现、探索。

6   孪蛋白缺失与DNA复制起始 
对细胞周期同步化的人U2OS细胞, 进行孪蛋

白基因切除(gene ablation), 结果表明, 大多数细胞

可以正常通过S期; 但有执照活性的Cdt1却在G2期

异常积累, 诱导DNA重复复制, 而少量的DNA重复

复制就能激活G2/M检验点, 从而将孪蛋白缺失的

U2OS细胞滞留在G2期
[42]。利用干扰小RNA(small 

interfering RNA, siRNA)干扰人正常细胞、癌细胞

中的孪蛋白表达的结果显示, 孪蛋白表达受到干扰

的人正常细胞、癌细胞都会导致DNA在同一个细胞

周期内重复复制, 并激活CHK1(checkpoint kinase1)
依赖的检验点; 然而利用咖啡因(caffeine)和UCNO1
抑制CHK1依赖的检验点后, 会导致细胞有丝分裂流

产(mitotic abrogation)、DNA重复复制细胞的死亡[43]。

总之, 孪蛋白缺失或耗尽会造成Cdt1执照活性在S
期、G2期的异常激活, 也会造成DNA重复复制起始

以及DNA的过度复制。而在异常的DNA重复复制

过程中, 失控的DNA复制起始位点异常“开火”会导

致合成的DNA单链有缺口, 有缺口的单链DNA在作

为下一轮DNA复制的模板时会造成复制叉的停顿、

DNA链的断裂[42]。这种DNA损伤一方面能够激活

p53依赖的检验点, 从而诱导p21的表达, p21可能通

过抑制CDK2从而抑制DNA的重复复制, 但是这种

现象仅仅发生在Cdt1过表达时, 而孪蛋白缺失造成

的DNA损伤不能够激活p53 DNA损伤检验点; 另一

方面激活CHK1或CHK2依赖的DNA损伤检验点, 
激活的CHK1会磷酸化Cdc25c的丝氨酸-216(serine 
216), 导致Cdc25c停留在细胞核外, 从而使细胞周期

素B(cyclin B)-CDK1(cdc1)的活性得到抑制、激活细

胞周期的G2/M检验点, 将细胞滞留在G2期
[42-48]。如

果因为某种因素CHK1或G2/M检验点的活性受到抑
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制, 那么DNA过度或重复复制的细胞就不会继续积

累, 最终会介导细胞的凋亡, 并且孪蛋白的下调也会

导致细胞衰老相关的基因的表达[49]。

孪蛋白删除或耗尽对胚胎细胞的影响, 不但会

导致胚胎细胞DNA的重复或过度复制以及在G2期

的滞留, 而且还会影响胚胎细胞的发育[45,50]。孪蛋

白基因切除的小鼠胚胎在八细胞时期DNA过量复

制, 从而导致八细胞时期的细胞均表达滋养层细胞

特异性的标志, 而不表达内细胞团细胞特异性的多

能性标志[50]。用反义寡聚核苷酸干扰非洲蟾蜍胚胎

细胞的孪蛋白表达发现, 孪蛋白耗尽的胚胎细胞能

正常进行早期卵裂, 但是在中囊胚转换(midblastula 
transtion)之后细胞被滞留在G2期, 并且DNA重复复

制激活DNA损伤检验点, 激活的检验点会打乱合子

基因的转录模式, 影响胚胎的发育[45,51]。

果蝇细胞中孪蛋白的敲除, 会导致果蝇基因组

异染色质区域优先重复复制; 人癌细胞中Cdt1过表

达或Cdt1/Cdc6共通过表达, 却会导致先前“开火”的
DNA复制起始位点发生DNA重复复制; 而芽殖酵母

和酿酒酵母的重复复制起始位点分布在基因组内, 
并且在端粒的近端区域有显著增强的DNA重复复

制[52]。

值得注意的是, 利用siRNA敲低人Hela细胞孪

蛋白, 对其细胞周期几乎没有影响, 这主要是因为﹕ 
人Hela细胞执行完执照活性的Cdt1在S期早期快速

被降解, 新合成的Cdt1也快速降解从不积累, 孪蛋白

自S期开始一直存在于染色质上靠近复制起始位点

的序列处, 从而阻断逃离降解或过量合成的Cdt1到
起始位点的组装[53]。而人成纤维细胞从细胞周期中

细胞向G0期细胞转换时, Cdt1和孪蛋白在RNA、蛋

白质水平均下调, 人个别癌细胞系中Cdt1和孪蛋白

在RNA、蛋白质水平均持续过表达, 说明Cdt1和孪

蛋白的调控机制在癌细胞、G0期细胞发生了不同的

变化[54]。有学者报道, 人癌细胞比人正常细胞对孪

蛋白敲低更为敏感[55-56]。那么不同类型细胞对孪蛋

白敲低应答结果的差异, 应该是我们预料之中的, 因
为细胞的种属、来源、所处环境会影响甚至决定细

胞的周期调控过程与机制, 这可能是由于不同类型

细胞中对孪蛋白介导的DNA复制起始的依赖程度

导致的。 因为真核生物中CDKs对Cdc6、Mcm2-7
于S期的调控, 在正常情况下能够抑制DNA重复复

制起始, 孪蛋白很可能在特殊情况下(CDKs因DNA

损伤活性降低), 作为DNA复制起始的抑制因子发挥

作用[4]。

7   小结与展望
DNA复制是生物科学研究的基本内容, 是遗传

物质得以忠实复制、传递的基础。DNA复制起始决

定着DNA复制的时间、空间坐标以及复制频率。研

究、探讨DNA复制起始的调控机制, 对于我们深刻

理解DNA复制生物学的机理、解决DNA复制异常

相关的疾病、应用于基因工程等生物技术领域是非

常重要的。孪蛋白作为高等真核生物中特有的DNA
复制起始抑制因子, 本篇综述以孪蛋白与真核生物

DNA复制起始为思路, 简要介绍了真核生物DNA复

制起始的过程、调控机制, 孪蛋白的结构和功能, 详
细介绍了孪蛋白的时空调控、Cdt1﹕Geminin复合体

分子开关、孪蛋白的表观遗传学调控、孪蛋白和执

照相关蛋白、孪蛋白翻译后修饰参与DNA复制起

始的途径与分子机制, 涵盖了孪蛋白从合成、核输

入、发挥功能的全过程, 最后还介绍了孪蛋白删除

对DNA复制起始、DNA复制、细胞增殖的影响。

综上所述, 参与细胞增殖与发育调控的孪蛋

白在不同种属、不同类型、不同生理状态、不同

环境条件下的细胞中, 采取不同的时空调控模式、

Cdt1﹕Geminin分子开关模式、表观遗传学调控模式、

蛋白质间相互作用的模式、翻译后修饰模式, 并协

同其他DNA复制起始调控机制, 从而调控细胞的

DNA复制起始以及命运决定, 最终保证细胞特异性

的孪蛋白介导的调控模式对该细胞(生物)的增殖、

发育调控最优化。

虽然, 对孪蛋白的研究取得了许多成果, 但是仍

有许多关于孪蛋白与DNA复制起始的问题等着我们

去探讨。最近就有报道发现, 通过突变小鼠孪蛋白

CSII和CPII之间的某些特定氨基酸残基, 得到了一

系列孪蛋白突变体, 其中一种孪蛋白突变体能与野

生型孪蛋白竞争性结合Cdt1, 但在体内却不能抑制

Mcm2-7到DNA的组装, 这种突变体孪蛋白的存在, 能
够导致细胞在一个S期内DNA的过度复制[57]。但是, 
孪蛋白突变体中与Cdt1结合的三个区域都是完整的, 
所以进一步探究这种孪蛋白突变体是如何丧失了执

照过程的抑制能力, 对我们认识孪蛋白的潜在功能是

至关重要的。另外, 还有研究组利用纯化的人DNA
复制起始相关蛋白, 证明孪蛋白不能抑制pre-RC在起
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始位点的起始组装过程, 但是能够抑制Mcm-DNA复

合体从一种盐敏感状态到盐稳定状态的转换, 从而实

现抑制DNA复制起始的作用[58], 这种Mcm-DNA状态

的转换的分子机制以及与上述Cdt1﹕Geminin分子开

关的联系需要进一步的研究。对结合到DNA上的

ORC的晶体结构的最新研究表明, ORC能在细胞周

期内通过“自我抑制”和“活化”两种构象的转化调控

自身的活性[59], 而孪蛋白与Cdt1的结合区域与Cdt1
结合ORC区域是相互重叠的, 所以孪蛋白是否能够

通过Cdt1参与ORC活性的调节, 从而调控DNA复制

起始？总之, 对孪蛋白与DNA复制起始的研究还需

更加深入, 但同时我们也应关注孪蛋白在不同生物

种属、不同细胞类型、不同生理条件下应答机制的

差异性。
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