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林家凌, 于1983年获北京大学物理学学士学位, 1986年获北京大学生物化学

硕士学位, 1994年获美国田纳西大学生物化学博士学位, 1998年在美国得克

萨斯农工大学Arthur E. Johnson实验室完成博士后研究。现为美国俄克拉

荷马大学健康科学中心生物化学与分子生物学系终身教授、美国俄克拉荷

马Stephenson肿瘤中心研究员。主要从事膜蛋白生物化学、物理学及结构

学领域的研究, 关注细胞凋亡过程中Bcl-2家族蛋白的在线粒体膜上的构象

变化、相互作用及功能, 揭示了关键凋亡调控膜蛋白复合体形成的新机制, 
特别是确定了Bax寡聚物的部分结构及其在线粒体外膜上形成促凋亡蛋白

孔道的分子机制, 并于2007年和David Andrews、Brian Leber一起提出了“共
镶嵌模型”(embedded together model), 系统地描述了生物膜对Bcl-2家族蛋白

结构及生物功能所起的不可替代的重要作用。
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摘要      细胞凋亡是一个重要的生物学过程, 对细胞命运及稳态的调控起着关键作用。B细胞

淋巴瘤-2(Bcl-2)家族蛋白是凋亡途径的重要组分, 其功能异常与多种疾病相关, 包括癌症、神经退

行性疾病和自身免疫疾病等。近十年涌现了大量关于Bcl-2家族蛋白生理功能及结构的报道, 加深

了我们对Bcl-2家族蛋白的作用机制及其病理意义的认识, 且在过去几年中, 许多针对不同Bcl-2成
员的药物已经被开发并进入临床阶段。但Bcl-2家族蛋白功能和结构的复杂性及多样性导致该研

究领域仍有大量问题尚待解决。该文总结了目前关于Bcl-2蛋白家族结构和功能的知识, 还讨论了

Bcl-2蛋白作为有效分子治疗靶点的药理学意义。
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Physiological Function and Structural Basis of Bcl-2 Family Proteins

Feng Jianyu1, Zhu Yushan1, Chen Quan1, Lin Jialing2*
(1College of Life Sciences, Nankai University, Tianjin 300074, China; 

2Department of Biochemistry and Molecular Biology, University of Oklahoma Health Sciences Center, Oklahoma 73126, USA)

Abstract       Apoptosis is an important biological process that plays a key role in the regulation of cell fate 
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and homeostasis. The B-cell lymphoma-2 (Bcl-2) family proteins are important regulators of the apoptotic pathway, 
and their dysfunction is associated with a variety of diseases, including cancer, neurodegenerative and autoimmune 
diseases. In the past decade, a large number of research work on the physiological functions and atomic structures 
of Bcl-2 family proteins have been reported, which has deepened our understanding of the molecular mechanism 
and pathological significance of Bcl-2 family proteins. Recently, new drugs targeting different Bcl-2 proteins have 
been developed and used in clinics or tested in clinical trials. However, the complexity and diversity in functions 
and structures of Bcl-2 family have left many unsolved problems. This article summarizes current knowledge of the 
structure and function of Bcl-2 family proteins and discusses the pharmacological significance of Bcl-2 proteins as 
effective therapeutic targets.

Keywords        Bcl-2; pro-apoptotic protein; anti-apoptotic protein

1842年, 德国科学家Karl Vogt首次提出细胞凋

亡的理论。到了1885年, 解剖学家Walther Flemming
对程序性细胞死亡过程进行了更准确的描述。而在

1965年, 昆士兰大学的John Kerr使用电子显微镜将组

织中的细胞凋亡与创伤性细胞死亡区分开来[1]。随

后, 阿伯丁大学的Alastair Currie及其研究生Andrew 
Wyllie与Kerr共同研究, 并于1972年在《英国癌症杂

志》上发表了一篇开创性的文章[2]。在该文中, 为
了将发育过程中自然发生的细胞死亡同组织急性损

伤引起的坏死区分开, 他们采用了同校希腊语教授

James Cormack的建议, 把自然发生的细胞死亡过程

称为“细胞凋亡”, 即“Apoptosis”, 以取代Kerr之前所

使用的“程序性细胞坏死”。在希腊语中, “凋亡”意
味着树叶从树上坠落或花瓣从花朵上脱落。。

《中国细胞生物学学报》创刊于1979年。那

个年代, 学生从老师那里学到的“细胞死亡”是什

么呢？以下引用麻密(作者之一在北京大学生物系

1979级本科的同学)所记的翟中和老师的《细胞生

物学》“第六章 细胞的衰老与死亡”的笔记:
细胞的衰老和生命的延长目前已成为一门专

门的学问。细胞的衰老是有机体生命活动的普遍规

律, 机体内每时每刻都不断地有细胞在死亡, 也有新

的细胞不断产生, 这是新陈代谢的规律……对于高

等生物来说, 细胞的衰老和死亡并不等于有机体的

衰老和死亡, 其中的关系是复杂的……机体死亡时

某些细胞还是有生命力的, 如HeLa细胞一直传到现

在, 今后还会无限地传下去……类坏死: 细胞从衰老

到死亡的一个特定的生命过程, 对有机体起保护作

用。

从那以后, 细胞死亡特别是细胞凋亡的研究便

进入了快行道。20世纪70~80年代, Sydney Brenner、

John Sulston和H. Robert Horvitz成功追踪了线虫

(Caenorhabditis elegans)的整个胚胎细胞谱系, 当中

涉及了对细胞命运的研究。如Horvitz在2002年发

表的《虫子的生与死》一文中所说, “除了成虫体内

找到的在发育过程中产生的959个细胞外, 还有131
个在发育过程中出现的细胞在成虫体内找不到了。

这些细胞的消失是因为它们经历了程序性细胞死

亡。”David Vaux、Suzanne Cory和 Jerry Adams在
1988年的标志性研究描述了人类癌症基因bcl-2的
抗细胞凋亡功能[3]。Horvitz实验室的Hilary Ellis等
[4]和Chand Desai等[5]首次发现了编码凋亡诱导蛋白

的基因: ced-3和ced-4; 而Michael Hengartner等[6]发

现了一种具有相反作用的基因: ced-9, 该基因的产

物与bcl-2相似。1993年, Horvitz实验室的Junying 
Yuan和Shai Shaham等[7]发现, 白细胞介素1-β转换

酶(也就是我们现在所说的半胱天冬酶“Caspase”)
是CED-3酶的哺乳动物同源物, 是该蛋白酶家族的

第一个成员。1997年, Wang实验室的Liu等[8]、Zou
等[9]和Li等[10]发现了一种类似于CED-4的蛋白质, 
命名为Apaf-1(凋亡蛋白酶激活因子), 体外生化实

验表明, 该因子参与线粒体凋亡途径中细胞色素C
依 赖 的Caspase-3活 化。2002年, Sydney Brenner、
Horvitz和 John E. Sulston由于发现了控制细胞凋亡

的基因而被授予了诺贝尔医学奖。这些调控凋亡

的基因虽然是在研究线虫的过程中被发现的, 但是, 
如上所述, 细胞凋亡过程从线虫到哺乳动物都很保

守, 因此这些基因的同源物在人体的发育、生长等

过程中发挥着同样重要的作用。

1   细胞凋亡途径

细胞凋亡是一种细胞程序性死亡的过程, 以清
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除衰老、多余或功能失调的细胞, 对于多细胞生物

的发育和稳态调控至关重要[11]。如果细胞凋亡受到

抑制, 会引起癌症或自身免疫疾病的发生; 而过度的

细胞凋亡则会导致神经退行性病变, 以及加重中风、

心肌梗死和脑外伤后的缺血再灌注损伤[12-15]。因此, 
细胞凋亡必须受到严格调控, 而深入了解细胞凋亡

机制对于这些疾病的治疗是很重要的。

近年来研究已经证实, 细胞主要有两条调控细

胞凋亡的信号通路, 即受体介导的细胞凋亡途径(外
源途径)和线粒体介导的细胞凋亡途径(内源途径)
(图1)。在受体介导的凋亡途径中, 细胞表面的死亡

受体被对应的胞外死亡配体激活后, 信号传至胞内

产生级联放大信号。定位于膜上的死亡受体在胞

外区域富含有半胱氨酸, 在胞质区域含有与细胞凋

亡相关的结构域—死亡结构域。当配体与死亡

受体在细胞膜表面结合后, 会促进膜上受体的三聚

化, 然后通过其C-端胞质死亡结构域募集接头蛋白

FADD, 进一步募集蛋白降解酶原Pro-Caspase-8, 诱
导其自身活化切割并产生活化的蛋白降解酶Cas-
pase-8, 激活更多的Caspase家族蛋白, 如Caspase-3
和Caspase-9, 进而切割更多的蛋白质并使细胞瓦解

凋亡。

线粒体介导的细胞凋亡内源途径主要响应细

胞内部产生的应激信号, 如细胞核DNA损伤、线

粒体去极化、内质网蛋白非折叠以及如生长激素

缺乏等。该细胞凋亡途径主要依赖线粒体并受线

粒体蛋白(主要是Bcl-2家族蛋白)的调节[16-19]。当

Bcl-2家族的两种促凋亡蛋白Bax和Bak使线粒体

外膜通透化时, 线粒体膜间隙蛋白如细胞色素C、
SMAC和Omi等释放到细胞质中[20-21], 细胞色素C促
进Apaf-1的寡聚化, 并由Apaf-1寡聚体募集并活化

Caspase-9[22], SMAC和Omi则使Caspase从一直蛋白

脱离[23], 导致下游的Caspase-3以及核酸酶等被活化, 
随之维持细胞生存的蛋白质和核酸被降解, 细胞凋

亡发生。

细胞凋亡的外源途径和内源途径并不是孤立

存在的, 它们之间存在着交叉联系(cross-talk)。细胞

膜上的死亡受体与配体结合后引起Caspase-8的激

活, 活化的Caspase-8能切割Bcl-2家族中的一种促凋

亡蛋白Bid, 切割后产生的截断片段(tBid)可以转移

到线粒体外膜, 与线粒体外膜结合并激活线粒体外

膜上的Bax和Bak, 引起线粒体外膜通透化, 导致细

胞色素C等促凋亡物质释放, 引发典型的细胞凋亡

反应[24-25]。事实上, 活化的Caspase-8可以切割并活

化下游诸多Caspase家族蛋白以介导细胞凋亡过程, 
所以这个交叉点的参与对于细胞凋亡过程不是必需

的。然而由于在某些细胞(特别是II型细胞)中, Cas-
pase酶活通常情况下处于被抑制状态, 如被IAP家族

蛋白集合抑制。因此, 需要从线粒体释放的另一个

蛋白SMAC, 先结合并中和IAP蛋白, 才能使Caspase
酶得以活化[23]。

Bcl-2家族蛋白在调控线粒体功能和细胞色素

C等的释放中起重要作用[16-19]。Bcl-2家族蛋白主要

有三大类: 抑凋亡蛋白亚家族, 主要包括Bcl-2、Bcl-

图1   调控细胞凋亡的主要信号通路

Fig.1   Main signaling pathway regulating apoptosis
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xL、Mcl-1等, 含有BH1、BH2、BH3、BH4四个功能域; 
促凋亡蛋白亚家族, 也含有BH1、BH2、BH3、BH4
四个功能域, 包括Bax、Bak和Bok等; 另一类促凋亡

蛋白只含有BH3结构域, 即BH3-only亚家族, 主要包

括Bid、Bim、Bad、Noxa和Puma等。

2   成孔蛋白: 线粒体Bax和Bak和内质网

Bok
在健康细胞里, 促凋亡蛋白Bax和Bak处于非激

活状态。Bax是一种可溶性的蛋白分子, 主要位于细

胞质中, 但当凋亡发生时, 它会从胞质转移到线粒体

并与线粒体膜相结合[26]。Bax的NMR结构表明, 该
蛋白含有9个α螺旋, 其中α2-5和α8, 特别是保守的

BH1、2和3结构域, 形成一个疏水性袋状结构(图2, 
Canonical BH3-binding groove), 而其C-端疏水性区

域形成的α9位于此疏水袋中[27], 这个疏水袋也可与

其他Bcl-2家族蛋白中的BH3结构域结合[18,28-29]。当

细胞受到凋亡刺激时, Bax发生构象变化, 其C-端的

α9被释放, 暴露了疏水袋状结构, 有利于其与其他

Bcl-2分子之间通过BH3结构域而相互作用[30]。这个

结构表明, Bax非激活状态是由自身抑制机制导致

的, 当其他BH3-only蛋白质结合到疏水袋后, α9被暴

露, 并且可以作为跨膜序列插入线粒体外膜, 从而启

动Bax孔道的形成。然而, 通过对处于溶液中和细胞

内的Bax状态的生物物理研究发现, 细胞质和膜外周

的Bax蛋白存在其他构象, 其中一些Bax蛋白的跨膜

序列脱离疏水袋, 从而使得Bax能够与BH3蛋白和膜

相互作用[31-32]。此外, 最新的晶体结构表明, Bax可
以形成同源二聚体, 而同源二聚体之间的α9跨膜序

列和另一个BH3结合位点(不同于典型的BH3结合

疏水袋)相互遮挡, 从而造成(甚至增强)其自抑制状

态[33]。已经报道的研究表明, MEF细胞中能够检测

到该二聚体的存在和其对Bax活性的调控。然而, 这
些结果需要更多的体外和体内系统研究来证实这种

Bax调节机制的普遍性。

与Bax不同, Bak则通过其C-端部分疏水性区

域整合在线粒体外膜上, 其朝向胞质的胞质结构域

中含有典型的BH3疏水袋, BH3蛋白可与之结合进

而使之激活[34-35]。为了使Bak处于非活性状态并抑

制其与BH3-only蛋白结合, Bcl-2家族的抗凋亡蛋

白如Bcl-xL或A1经由它们自身的疏水袋与Bak的
BH3结构域结合[36-37], 从而遮挡Bak疏水口袋达到

抑制其活性的效果; 抗凋亡蛋白也可与BH3-only
蛋白结合使之不能激活Bak[38]。这些基础研究为

BH3结构域模拟药物的开发提供了一个思路。BH3
结构域模拟药物的功能类似于BH3-only蛋白, 可
解除抗凋亡蛋白对促凋亡蛋白的抑制(故可称为

去抑制剂)[39]。在这些药物的作用下, Bak(和Bax
或BH3-only激活蛋白)一旦被释放, 即可激活细胞

(如恶性肿瘤细胞或引起自身免疫的T细胞和B细
胞)中本身处于静息状态的凋亡程序。目前已研

发的BH3模拟物能诱导癌细胞通过凋亡而死亡[40-41]。

然而, 这些化学合成的BH3模拟物的作用机制还没

有完全确定。而一些BH3结构域模拟物能有效抑制

抗凋亡蛋白与tBid形成复合体, 但不能有效抑制它

们与Bim形成复合体, 其原因可能在于Bim有另一个

结构域可以与Bcl-xL等抗凋亡蛋白结合[42], 但Bim与

Bcl-xL之间的双栓锁结构尚不清楚, 尤其是Bim的非

BH3结构域与Bcl-xL结合的方式和位置尚未清楚。

其他BH3蛋白和抑凋亡蛋白复合物的结合方式也尚

未完全阐明, 因为目前所有蛋白复合物的全长结构

还没有一个是确定的, 且有生物学意义的抑制功能

通常发生在膜上[43]。此外, 在线粒体外膜中, 抗凋亡

蛋白直接与Bak或Bax结合, 然而, 这些具有多个BH
结构域的膜蛋白复合物结构完全未知。体外研究表

明, 它们的结合界面超出了BH3疏水口袋界面[44-45], 
使得BH3模拟化学物质在破坏它们的复合物方面效

果较差[46]。而实际情况更为复杂的是, 由Bcl-2家族

蛋白调控Bak活性并不是唯一的分子机制。例如, 晶
体结构研究揭示了一个由锌离子连接的Bak同源二

聚体, 这被认为是Bak的一种非活性形态[47]。而由二

硫键连接的Bak同源二聚体的结构提示了其他调控

机制存在的可能[48]。

与研究了几十年的Bax和Bak相比, Bok是近几

年才被深入研究的, 尽管它在1997年已经被发现为

卵巢促凋亡Bcl-2蛋白[49]。Bok折叠成类似于Bax和
Bak的结构, 但它在体外的成孔能力较差[50]。在正常

细胞中, 它主要定位于内质网上。Bok结构不如Bax
和Bak稳定, 并且其细胞水平始终受内质网相关降解

(ERAD)途径调节[51-52]。当被内质网应激引起的其他

非折叠蛋白质使ERAD不堪重荷时, 多余的Bok蛋白

会转移到线粒体上, 从而将内质网应激传递给线粒

体, 这可以说是一种替代或额外的死亡信号传导机

制[53-55]。当Bok处于线粒体时, 它可能与其他Bcl-2家
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族蛋白相互作用。然而, 这些相互作用是否真的存

在, 以及它们是怎么发生并参与凋亡调控的, 目前尚

未清楚[56]。此外, Bok可能在线粒体或其他细胞器上

起着其他作用[57-60]。

3   激活剂: BH3-only蛋白
某些BH3-only蛋白在凋亡细胞中被诱导并活

化, 而在正常细胞中转录受抑制呈低表达状态, 或在

翻译后被修饰(如磷酸化等)抑制呈非活性状态。例

如, 胞内Bid蛋白一般折叠存在于细胞质中, 其活性

被自我抑制, 在凋亡发生时被活化的Caspase-8或其

他蛋白酶切割后产生活性[61]。同样, Bim在正常细胞

中也处于非活化状态, 但其活性受另外一些机制的

调节, 比如其一, Bim的两种主要亚型BimEL和BimL
共享一个肌动蛋白轻链结合片段, 可被隔离在细胞

骨架上[62]。最近发现肌动蛋白轻链能促进Bim同源

二聚化[63]。尽管肌动蛋白轻链-Bim同源二聚体结构

未得到解析, 但研究表明, 肌动蛋白轻链-Bim复合物

诱导Mcl-1至线粒体, 稳定这种抗凋亡蛋白, 从而提

高细胞的凋亡阈值[62-63]。其二, 磷酸化能激活或抑

制Bim[64-65]。其三, 另一种Bim亚型BimS缺乏肌动蛋

白轻链结合片段, 这可能是它在细胞中能保持结构性

凋亡活性的原因[62]。因此, 相比存在于大多数细胞类

型中的BimL和BimEL[66], 受转录调控的BimS很少出

现在正常细胞中。同样地, Noxa和Puma在健康细胞

中也不太表达, 在DNA损伤后由p53诱导转录表达[67]。

Bad被磷酸化抑制, 并与伴侣蛋白14-3-3结合[68]。其

他BH3蛋白如Hrk、Bik和Bmf, 其功能活性是如何被

调控的尚不清楚。

4   共镶嵌(embedded together)模型更新
在共镶嵌模型之前, 大多数模型在很大程度上

忽略了膜在Bcl-2家族蛋白功能调节中发挥的作用。

例如, BH3-only蛋白之所以被如此命名, 是因为这些

蛋白有且仅有的BH3结构域被认为是唯一重要的可

用来结合其他Bcl-2家族蛋白的结构域。无论是抗

凋亡还是促凋亡的多BH结构域蛋白, BH3-only蛋白

都可以结合并抑制或激活它们的功能。但他们忽略

的一个事实是, 大多数Bcl-2家族蛋白含有一个疏水

区结构域, 并且该结构域足够长, 可跨越脂质双分子

层; 或半疏水半亲水, 足以在外周结合脂质双层表

面, 其非极性氨基酸侧链嵌入非极性脂质酰基链之

间, 极性或带电荷的氨基酸侧链则与极性或带电荷

的脂质头部基团结合。共镶嵌模型考虑了这一点, 
并推断BH3-only蛋白和多BH结构域蛋白之间的功

能性相互作用发生在膜上[16]。

tBid是由细胞表面死亡受体激活下游的Cas-
pase-8切割Bid所产生的截短型Bid蛋白, 它随后与多

BH结构域的促凋亡蛋白Bax结合, 诱导其转位到线

粒体上形成复合体及孔洞。直观地说, 这个模型符

合热力学原理, 因为tBid是在大多数Bax存在的活细

胞的细胞质中产生的。然而, 有实验证据推翻了这

一模型。因为在细胞质中由Caspase-8切割产生的

tBid仍然与被切下的另一片段相互作用, 使得该非

共价连接的复合物保持在共价连接的“前蛋白”的非

活性构象中, 其能与Bax结合的BH3结构域螺旋的疏

水侧面朝向蛋白质核心, 因此不能与Bax相互作用。

同样地, 胞质中的Bax也处于无活性构象状态, 其能

与BH3结构域结合的疏水袋被其自身的C末端α9螺
旋覆盖, 而α9螺旋主要由疏水残基形成, 但也含有少

数极性残基, 特别是第184位丝氨酸。总之, 这两个

蛋白质不能相互作用, 且都在非活性的构象中。令

人惊讶的是, cBid(被Caspase切割的Bid)很快转移到

线粒体膜上, 其中tBid由于与膜的相互作用而与另

一片段解离, 从而暴露其BH3结构域; 而此时Bax的
C末端疏水螺旋可能由于与膜的相互作用而从疏水

袋中释放出来。这两个相辅相成的构象变化使得

tBid-Bax的结合成为事实(图2)[69-70]。

与折叠良好Bid蛋白不同[71], NMR研究表明, 有
些BH3-only蛋白在它们独自存在时是无结构的[72]。

如果是这样, Bax的另一个BH3激活因子Bim蛋白也

是非结构化的, 因此BH3结构域总是暴露的, 那么, 
Bim就能直接结合Bax。但是, 关于可溶性的Bax能
否与Bim结合是有争议的。如果细胞质中的可溶性

Bax蛋白与NMR解析的结构状态一致, 那么其C末端

α9螺旋将堵塞其能与BH3结构域结合的疏水口袋, 
从而阻碍了Bim的进入。近年来利用生物物理手段

如NMR和EPR, 揭示了可溶性Bax的柔性构象。特

别是在一些构象状态中, α9螺旋是被甩出BH3口袋

的, 因此BH3口袋将可以与Bim的BH3结构域接触。

或者, Bim可以与Bax上的其他位置结合, 例如通过

NMR研究揭示的一个触发口袋, 它能够结合以一个

α螺旋构象存在的Bim的BH3多肽段, 该结合能够激

活Bax(图2, Trigger pocket)[73]。
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5   Bax孔洞结构
内源性细胞凋亡是由Bax蛋白将线粒体外膜通

透化(mitochondrial outer membrane permeabilization, 
MOMP)引发的。Bax在健康的细胞中是无活性的并

且存在于胞质中。在应激细胞中, Bcl-2家族中的促

凋亡蛋白(如tBid和Bim)被激活后, 反过来激活Bax。
被激活的Bax蛋白发生构象变化并且嵌入到线粒体

外膜(mitochondrial outer membrane, MOM)中。但是

膜嵌合的Bax如何引起MOMP的机制尚不清楚。一

种模型假设单个Bax分子可以通过在MOM上形成大

到足以从线粒体膜间隙(mitochnodria intermembrane 
space, MIS)中释放细胞色素C(CytC)的孔洞[74-76]。另

一种模型表明, 多个Bax分子寡聚化在MOM上形成

更大的孔, 不仅能够释放像CytC(12 kDa)这种小的

MIS蛋白, 而且也能释放像SMAC(25 kDa)这类大的

MIS蛋白。实际上, 超高分辨率成像分析显示, 在凋

亡细胞中的MOM上, 非常大的Bax复合物形成弧状和

环状排列, 相邻或是环绕着直径为数十到数百纳米的

巨大孔洞[77-78]。然而, 这些巨大孔洞是否与比它小很

多的凋亡相关MIS蛋白(如CytC的直径为3 nm)的释放

相关，一直备受争议。最近的文章显示, 这些巨大

的孔洞使线粒体内膜(mitochondrial inner membrane, 

MIM)透过MOM突出, 从而导致线粒体内膜通透

化 (mitochondrial inner membrane permeabilization, 
MIMP)和线粒体DNA(mtDNA)的外排[79-80]。不过, 
MIMP的分子机制仍然全无定论[81]; 并且, 来自凋亡

细胞的mtDNA释放到细胞质会诱导的天然免疫信

号产生, 与细胞凋亡的无免疫反应概念矛盾。

目前关于Bax寡聚体的结构及其形成机制仍然

不清楚。非激活的Bax单体是9个α螺旋组成的球状

束(α1-9)[27]。Bax蛋白一旦被激活, α9插入到线粒体

外膜。2个尾部锚定在线粒体的Bax蛋白利用其α2-5
区域形成由一个Bax的α2(BH3结构域)结合到另一

个Bax的α3′-α4′-α5′形成的口袋(groove)中组成二聚

体(图3, BH3-in-groove dimer)[82]。这种多个二聚体

单元如何组装形成较大的寡聚物仍然是未知的。我

们认为可由在α2-5区域侧面的其他螺旋结构域的相

互作用来连接BH3-in-groove二聚体。例如, 我们发

现2个α9螺旋在线粒体外膜上相互作用, 将2个BH3-
in-groove二聚体连接成为四聚体, 然后通过额外的

α9•α9相互作用得到更高阶的寡聚体[83-84]。此外, α9
二聚化能扩张Bax孔洞来释放更大的线粒体蛋白[83]。

对于Bak, Ruth Kluck实验室[85]发现, 不同于由α2-5
区域形成的稳定的BH3-in-groove二聚体, α1、α6、

图2   线粒体外膜上Bax被BH3-only蛋白激活

Fig.2   BH3-only proteins activate of Bax at the mitochondrial outer membrane
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α7、α8或α9的相互作用会产生不稳定的二聚体, 从
而会产生异源多聚体。这一模型暗示了每个BH3-
in-groove二聚体间(例如, 通过α1•α1或者α9•α9)的相

互作用本身对于Bak(或Bax)寡聚化并不是必要的; 
然而缺乏所有的二聚体间相互作用, 寡聚体和由此

形成的孔洞, 将不会出现[86]。

目前已经提出了不同的模型来解释Bax寡聚化

形成孔洞的机制[87-88]。根据最合理的“蛋白脂质孔”模
型, α4和α5的非极性氨基酸残基位于由α2-5区域形成

BH3-in-groove二聚体的底部表面, 并且嵌入到线粒体

外膜脂质双分子层中, 通过不对称地扩张膜曲度, 从
而弯曲脂质双层并引起膜张力(图3)[18,82-83,89-90]。多个

BH3-in-groove二聚体堆积会产生更大的张力, 最终破

坏膜脂双层结构, 并形成一个“蛋白脂质孔”, 其中围

绕亲水性孔洞的内壁既含有蛋白质也含有脂质[91-92]。

与内壁仅含蛋白质的“蛋白孔”模型相比, 蛋白脂质

孔边缘的脂质放射状排列成胶束结构, 以避免疏水性

酰基链暴露在水环境中(图3)。然而, 在边缘处弯曲脂

质产生的线性张力与孔隙半径成正相关, 并且因此会

不利于膜孔打开。线性张力可以被通过嵌入脂质分

子间的非极性Bax氨基酸残基减弱从而能稳定胶束结

构[88,93]。Bax蛋白除了BH3-in-groove二聚体以外的区

域在膜孔形成过程中的作用仍然处在猜想阶段。“蟹
钳”模型提出这些区域沿着环形孔分布, 或者是位于

线粒体外膜的两侧或者穿透线粒体外膜[93]。尤其是

相同数量的两亲性α6螺旋的疏水残基包埋在线粒体

膜朝向胞质的脂质单层中, 然而相同数量的疏水性

α9螺旋以相反的方向穿过脂双层(图3)。来自邻近

BH3-in-groove二聚体的α6或α9螺旋之间的相互作

用使得这些二聚体聚集在孔洞边缘来稳定孔洞, 并
招募新的二聚体来扩张孔洞[94-97]。

Bax蛋白的α2-5二聚体的晶体结构含有一个由

α4-5区域组成的凹陷状非极性表面[82], 这能很好地

结合由磷脂双分子层形成的凸出状界面。之前的

研究结果表明, 具有正曲率的脂质[例如, 油酰–溶血

磷脂酰胆碱(O-LPC)、油酰–溶血磷脂酰乙醇胺(O-
LPE)]会促进Bax在膜上打孔, 而具有负曲率的脂质

[例如, 二油酰磷脂酰乙醇胺(DOPE)、二油酰甘油

(DOG)]则会阻碍该过程[92,98]。因此, 我们假设α2-5
二聚体与线粒体外膜表面的相互作用使具有正曲

率的脂类聚集, 产生一个凸面来进一步增加蛋白质

和膜之间的接触面积。这能将更多的非极性α4-结
构域上的残基嵌入脂质双层膜的细胞质并产生更

强的膜张力来诱导脂质孔打开(图3)。与晶体结构

相比, 根据化学交联数据提出的α2-4二聚体结构模

型具有一个平坦的非极性表面[83], 可以更好地覆盖

脂质双层的平坦边缘, 从而形成一个更稳定的膜孔

内壁。基于这两种结构, 我们进一步猜测, α2-5二聚

体可以在两种构象之间切换来满足两种功能需求, 
一种具有促使孔洞行成的凹陷表面, 另一种具有稳

定孔洞功能的平坦表面(图3)。
Bax蛋白的α9结构域是一种特殊的跨膜螺旋, 

它既包括非极性氨基酸, 也含有极性氨基酸残基。

我们提出的α9二聚体结构模型拥有被接触面包埋

的大部分非极性氨基酸残基, 剩余的非极性和极性

氨基酸残基分布在表面。我们推测, α9在不同磷脂

分子结构中处于一种单体和二聚体平衡态, 特别是

α9单体在平滑的磷脂双分子层膜中更加稳定, 这类

脂质膜能将更多的非极性氨基酸包裹于非极性环

境中, 从而降低该系统的能量并能补偿包埋少数极

性氨基酸残基所需要的能量消耗。相对于α9单体

而言, α9二聚体在表面上具有较少的非极性氨基酸

图3   Bax孔道结构模型

Fig.3   Model of Bax pore
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残基, 脂质双层包埋α9二聚体的表面时将无法产生

足够稳定的能量来平衡包裹极性氨基酸残基时产

生的不稳定能量。因此α9二聚体在位于环形孔边

缘的胶束磷脂结构中会更加稳定, α9二聚体所包含

的部分极性氨基酸残基可以与极性或带电的脂质

分子头部相互作用, 甚至能够伸展到含水通道中。

如果上述推测是正确的, 那么增加膜中的胶束脂质

(如圆锥状O-LPC)或层状脂质[如圆柱状二油酰磷脂

酰胆碱(DOPC)]将分别相应增加或减少α9的二聚化

含量。事实上, 圆锥状的脂质分子能够促进Bax孔
形成[92,98], 可能恰好是由于这类脂质沿着孔边缘形

成了胶束结构, 从而增加α9的二聚化状态。

已有报道表明, Drp1能诱导脂质体膜融合, 在
该过程中形成的的脂质体膜半融合态能促进Bax寡
聚化和膜孔形成[90]。具有正向曲率的倒锥形脂质

分子, 例如LPC能阻止膜半融合中间态的形成, 从而

抑制Bax寡聚化。这与观察到在缺乏Drp1时, LPC
能促进Bax膜孔形成的实验结果相反[92,98]。目前关

于半融合状态的膜是如何促进Bax寡聚化的机制尚

未清楚, 除了半融合膜具备由负曲率的锥形脂质分

子(如心磷脂和油酸)所形成的高度弯曲的膜表面。

之前大多数关于Bax成孔过程的研究都是

在脂质体中进行的, 脂质体的成分参考了从非洲

爪蟾线粒体(外膜和内膜)鉴定出来的磷脂组合

(PC׃PE׃PI׃PS׃CL的比例为477׃9׃9׃28׃)[91]。众所周

知, 线粒膜内外膜的脂质成分不同, 例如, 线粒体具

有的特征磷脂—心磷脂(cardiolipin, CL), 大部分

位于线粒体内膜中。例如, 大鼠肝脏线粒体外膜

PC׃PE׃PI׃PS׃CL׃PA的比例为541׃1׃2׃13׃29׃, 而在其

内膜中的比例则是40[99]0׃18׃3׃5׃34׃。同样已知的是

内膜和外膜的磷脂组分是动态的。例如, Bax插入线

粒体外膜会诱导超氧化物产生和心磷脂的氧化[100]。

这一过程反过来能够破坏心磷脂和细胞色素C的相

互作用, 从而使细胞色素C从线粒体内膜脱离, 并通

过线粒体外膜上的Bax孔洞释放到细胞质中[101-102]。

研究发现, 肿瘤细胞线粒体膜中的胆固醇含量增

加, 胆固醇能抑制Bax向线粒体膜上募集、插入和

寡聚化, 从而导致对细胞凋亡的阻遏[103-106]。因此有

必要重新评估生理学或病理学相关的磷脂组分对

Bax相互作用和孔洞形成的影响。此外, 最近有研

究表明, 线粒体内膜通透性增加依赖位于线粒体外

膜的Bax(或Bak)蛋白[79-80]。然而, 除了在线粒体外

膜上形成孔洞从而允许线粒体内膜突至细胞质中

外, Bax是否在线粒体内膜上也形成孔洞, 以及线粒

体内膜被挤压至细胞质中的动力来源, 还不得而知
[81]。我们假设tBid和Bax能够通过Bax孔洞穿过线

粒体外膜, 然后在线粒体内膜上形成小洞从而允许

水分子进入到线粒体基质中。这一过程产生的渗

透压使线粒体基质扩张, 从而迫使线粒体内膜膨胀

并穿过在线粒体外膜上的Bax孔洞。一旦有更多的

在细胞质中被tBid激活的Bax蛋白转位至线粒体内

膜并参与其上孔洞形成, 就能将其扩展成一个大的

孔洞, 从而释放mtDNA。

6   孔道抑制剂: Bcl-2如何抑制线粒体中

的Bax激活和寡聚化
Bcl-2、Bcl-xL和其他抗凋亡蛋白能够有效抑

制线粒体上的tBid/Bax或Bax/Bax复合体的形成[46]。

Bcl-xL是一种尾部锚定的拓扑结构, 其位于胞质结

构域中的经典疏水口袋能与tBid或Bax的BH3结构

域结合。但有些Bax分子除了有嵌入线粒体外膜的

α9尾部, 还有嵌入膜中α5-α6螺旋发夹, 从而形成多

次跨膜的拓扑结构[44]。而Bcl-2在与膜上的tBid或
Bad相互作用后能从尾部锚定变为多次跨膜构象, 从
而有效抑制促凋亡蛋白[107-108]。另外, Bcl-2被tBid或
Bim活化后能形成或大或小的寡聚化孔洞, 而这是

Bcl-xL不具备的性质[109-110]; 并且, Bcl-2本身也能形

成二聚体[111]。Bcl-2能利用多个区域来结合Bax以
阻止其转变为寡聚体成孔状态[45,112]。由此, 我们推

测, Bcl-2可以转变不同的构象, 并通过与BH3和非

BH3结构域的相互作用来有效抑制线粒体中的tBid、
Bim和Bax的功能。tBid、Bim和Bax的BH3结构域

结合到Bcl-2的经典疏水口袋中, 使尾部锚定的Bcl-2
转变为多次跨膜构象, 该构象的膜嵌合区能够与促

凋亡蛋白中的膜嵌合区结合。抗凋亡细胞因子和促

凋亡细胞因子的胞质结构域也能相互作用从而进一

步稳定复合物。鉴于抗细胞凋亡的Bcl-2和Bcl-xL与
促凋亡蛋白所形成的复合物之间的结构差异, 其相

应的BH3模拟小分子化合物可能需要不同的作用模

式来阻止这些复合物的形成[113-114]。

7   孔洞抑制剂本身能成孔吗？
Bcl-2的结构折叠类似于细菌成孔毒素。抗凋

亡和促凋亡的Bcl-2蛋白都具有Bcl-2的折叠特点。
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电生理学检测方法适用于所有Bcl-2家族蛋白, 但在

抗凋亡蛋白和促凋亡蛋白之间存在明显的差异。我

们通过脂质体染料泄漏实验提示存在由tBid和Bim
诱导的去除C末端跨膜区序列的Bcl-2蛋白孔洞的形

成。那么Bcl-xL、Mcl-1、Bcl-w和A1是否也能形成

类似的膜孔洞呢？如果是, 那为什么这些孔洞没有

杀死细胞？或者, 是否也可以将Bcl-2转变为促凋亡

的BH3-only蛋白或成孔蛋白, 从而改变其在线粒体

的功能[109,115] ？

8   小分子去抑制剂、抑制剂和激活剂及

其应用
ABT系列分子(ABT-737、263和199)是一类在

结构上模拟BH3结构域的化合物, 在体外能以低于

1 nmol/L的亲和强度, 与tBid、Bim、Bax中的BH3
肽竞争性地结合在可溶性的Bcl-2和Bcl-xL的经典疏

水口袋区域[39,113-114]。在体外实验中, 这些化合物能

以大于10 nmol/L的浓度, 对Bcl-2和Bcl-xL阻止线粒

体细胞色素C的释放功能进行有效抑制。然而, 在
活细胞实验中须用5 μmol/L的ABT-737和ABT-263
药物才能抑制线粒体上的Bcl-xL和Bcl-2与tBid的结

合, 但对于其与Bim的结合并没有影响[116-117]。可以

得知, 对于ABT系列化合物的效果, 体外实验与细胞

实验的结果仍存在显著差异。另外, 当ABT-737浓
度高于5 μmol/L时, 可在线粒体上抑制tBid和Bax与
Bcl-xL结合, 再次表明膜结合复合体不仅依靠经典

的BH3疏水袋界面结合。我们认为, ABT系列化合

物能够直接阻止Bcl-2家族成员间经典的BH3结构域

与疏水袋的相互作用, 但不能直接阻断非经典的通

过其他结构域的相互作用。

David Andrews实验室[118]发现, 两个结构上有相

关性的小分子化合物MSN125和MSN50能阻止Bax
介导的体外线粒体外膜通透和细胞凋亡的发生。与

此一致的是, 我们的交联数据显示, MSN50通过α1、
α6、α7-α8和α9相互作用界面, 而非BH3-in-groove
和α2-α3-α4相互作用界面, 来抑制Bax同源二聚化。

David还发现了有效基团—DAN004, 体外线粒体

外膜通透实验中, 它与MSN50/125都能抑制Bax的同

源二聚化, 但有趣的是, 它在细胞实验中表现出细胞

毒性作用的。不过, 低剂量的MSN125可使体外培养

的原代神经元细胞抵抗谷氨酸毒性。因此, 为了增

强对这些化合物对神经元的保护作用并降低其细胞

毒性, 我们有必要分别从生物、物理、化学的角度

更深入全面地研究这些化合物与生物学靶标之间的

相互作用及其对细胞的影响。从长远角度出发, 因
为结构信息的研究能发现有效的结合位点、指导化

合物设计并优化这些化合物以降低由脱靶造成的细

胞毒性作用, 因此, Bax与小分子化合物的复合体结

构分析研究是非常有必要的[119]。而这些化合物小

分子如何阻止Bax二聚体进一步形成多聚体的分子

机制, 也是研究的难点。

Bax从被激活到寡聚化的状态具有逐步发生和

相互依赖的特性[29,83], 对于干扰这一过程的小分子

来说, 存在多个可以干涉的步骤, 从而限制被激活的

Bax分子在线粒体外膜上大量形成寡聚化复合物。

此外, 小分子可能促进Bax寡聚化复合物的错误组

装, 形成失效复合体, 从而不能诱导大的孔洞形成。

为了实现其抑制作用, 以限速步骤为目标是最好的, 
因为这能给抑制剂结合靶点提供充足的时间。此外, 
干预早期关键步骤要比干预后期冗余步骤可以起到

更有效的抑制效果。

9   问题与展望
Bcl-2家族蛋白在细胞凋亡调控中发挥着重要

作用, 但是关于其结构、功能和相互作用模式目前

仍有很多问题。譬如: 激活的Bax/Bak能够形成孔洞, 
但是孔洞是如何形成的？它们形成的是蛋白质孔、

脂质孔还是混合型孔？孔的大小有多大, 需要多少

Bax/Bak分子, 它们在不同类型细胞死亡中的作用是

什么？在孔洞中的Bax/Bak蛋白的膜拓扑结构是什

么？线粒体脂质在孔形成和孔本身中发挥着怎样的

作用？思考并解决这些问题, 有助于深入了解凋亡

调节机制, 并为相关疾病的诊疗提供理论依据。
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