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细胞周期蛋白依赖性激酶2的功能及其抑制剂的研究
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摘要      细胞周期蛋白依赖性激酶2(cyclin-dependent kinase 2, CDK2)是CDK家族中的重要成

员之一。CDK2的表达或功能异常与多种疾病(如肿瘤、病毒复制与感染、免疫缺陷性疾病和雄

性不育等)发生机制密切相关。CDK2抑制剂已成为抗肿瘤药物研发中的一个重要靶点。该文对

CDK2在细胞周期调控、细胞增殖、细胞分化、细胞凋亡中的作用机制以及CDK2抑制剂的研发

进行综述。
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Abstract       CDK2 (cyclin-dependent kinase 2) is one of the most important members of the CDK family. 
The abnormal expression or function of CDK is closely related to the pathogenesis of various diseases, such as 
tumors, viral replication and infection, immunodeficiency diseases, and male sterility. CDK2 inhibitors have been 
become a very attractive target in the research of anti-tumor drugs. Here, this artical reviewed the mechanisms of 
CDK2 in cell cycle regulation, cell proliferation, cell differentiation and cell apoptosis, as well as the development 
of CDK2 inhibitors.
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自上世纪70年代 , 哺乳动物的细胞周期调控机

制已逐渐被明晰。细胞周期的完成 , 主要依赖于细胞

周期蛋白依赖性激酶 (cyclin-dependent kinase, CDK)
的激活与表达。CDK属于丝 /苏氨酸蛋白激酶家族 , 

是一类相对较小的蛋白质, 分子量仅有30~45 kDa, 包
括200~350个氨基酸。目前 , 已发现有13个CDK家

族成员 (CDK1~13), 根据每种CDK发挥的特定生物

学作用 , 大体分为两类 : 一类主要参与细胞周期调

综述
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控 , 包括CDK1、CDK2、CDK4、CDK6等。CDK2
和CDK4主要作用于细胞周期的G1期和S期 , 启动

DNA复制 , 诱发有丝分裂 ; 另一类主要参与转录调

节 , 包括CDK3、CDK7、CDK8、CDK9、CDK10。
CDK7、CDK8、CDK9与不同的周期蛋白结合 , 通
过调节RNA聚合酶 II的磷酸化修饰调控细胞周期相

关基因的转录过程。CDK11结合相应的周期蛋白 , 
在RNA剪切中发挥作用[1]。

CDK2是CDK中的一个高度保守的亚型 , 在真

核细胞中 , CDK2主要分布在细胞质、中心体、细

胞核、高尔基体、细胞质膜以及核内体中。CDK2
定位于12号染色体 (12q13), 由298个氨基酸组成 , 其
cDNA全长约为897个碱基 , 相对分子量为33 kDa。
CDK2由氨基酸残基互相交替折叠成的2个叶片组成, 
小叶为体积较小的N末端 , 由1~82位氨基酸组成5个
反向平行β折叠和1个α螺旋 ; 大叶为体积较大的C末
端, 主要由83—297位氨基酸组成6个α螺旋和1个小β
折叠。两叶通过一段有弹性的铰链区相连 [2], 两叶之

间有1个裂口, 包含由Lys33和Asp145调节的ATP结合

位点、催化中心和镁离子螯合位点。CDK2还含有

一小段序列相当保守 , 称为PSTAIRE序列。该基序

富含甘氨酸, 包含Thr14和Tyr15, 非常接近ATP的γ-磷
酸 , 促进磷酸化并与周期蛋白结合 [2]。基于CDK2的
特定结构及其专属的蛋白功能 , 本文从以下几方面

进行综述。

1   CDK2在细胞周期中的作用
1.1   细胞周期中的关键因子

细胞周期调控依赖的调控因子主要有三大类 : 
CDK、细胞周期蛋白 (cyclin)、细胞周期蛋白依

赖性激酶抑制剂 (cyclin-dependent kinase inhibitor, 
CDKI)[3]。

细胞周期的正常运转主要依赖于各种CDK的

时相性激活和其对相应底物的磷酸化修饰。而这些

蛋白激酶的激活 , 取决于一类呈细胞周期特异性累

积表达与分解的蛋白质—cyclin。即细胞周期的

调控主要依赖于 cyclin与CDK组成的蛋白激酶复合

物来完成。CDK-cyclin复合物是活性激酶 [4-5]。1983
年发现第一个cyclin, 之后在真核生物细胞中又陆续

发现了cyclin A~H。不同的cyclin在细胞周期不同时

段中出现。其中, cyclin D在G1/S期表达; cyclin A在S
期表达; cyclin B在G2/M期表达; cyclin C、cyclin E在

G1期各有不同的表达 ; cyclin E在静止期表达。由于

在cyclin E缺失时, 即使其他cyclin和相关CDK处于正

常水平, 静止期细胞也不能从G0进入S期[6], 因此保持

cyclin E含量的正常水平 , 不仅是细胞周期有序进行

的关键 , 而且也是细胞周期G1/S期过渡的关键限制

因素。

CDKI属于细胞周期的负调控因子 , 主要归为

Cip/Kip家族和 INK4家族。Cip/Kip家族成员主要有

p21WAF1/cip1、p27cip1、p57kip2等抑制因子。这些抑制

因子一方面通过与 cyclin的竞争 , 单独与CDK结合 , 
抑制cyclin的作用 , 阻滞细胞周期 ; 另一方面也可与

cyclin-CDK复合物结合 , 对CDK起到抑制作用 , 干扰

细胞周期[3]。

1.2   细胞周期调控机制核心——CDK2
在有丝分裂信号刺激下 , G1早期CDK4/6与 cy-

clin D结合形成的复合物 , 初步磷酸化成为视网膜

母细胞瘤蛋白 (retinoblastoma protein, pRb), 促使细

胞释放出少量的转录因子E2F。G1晚期E2F进入细

胞核内激活cyclin E和cyclin A转录, CDK2在整个细

胞周期中稳定持续表达。而单独的CDK2通常是没

有活性的。CDK2的激活主要有两种机制: (1) 与细

胞周期各时相对应的cyclin结合形成异源二聚体, 这
是激活CDK2的首要条件; (2) 形成二聚体复合物后, 
wee1激酶和CDK活化激酶 (CDK-activiting kinase, 
CAK)会磷酸化CDK2第14位的苏氨酸 (Thr14)、第

15位的酪氨酸 (Tyr15)和第161位的苏氨酸 (Thr161), 
但此时 CDK2仍不具有激酶活性 ,  尚需蛋白磷酸

水解酶 cdc25A去磷酸化 Thrl4和Tyrl5, 彻底激活

CDK2。活化的cyclin E-CDK2复合物协同磷酸化的

底物因子 (如Rb、cdc6、NPAT和P107等 ), 促使细胞

通过G1/S检验点, 驱动细胞正常分裂, 顺利进入S期。

若此时细胞周期检验点出现DNA受损或复制异常 , 
CDKI则被激活 , 使cyclin E-CDK2复合物失去活性 , 
相应底物不能磷酸化, 细胞周期暂时停滞, 等待相关

因子修复受损细胞后, 再重新进入细胞周期。在S期, 
cyclin E含量达到最高峰值, 随后cyclin E-CDK2复合

物通过S期激酶相关蛋白2(S-phase kinase-associated 
protein 2, Skp2)和SCF复合体 (一种F-box蛋白 )形成

Skp2-SCF, 介导泛素化降解, cyclin E开始减少, 最终

消失。同时由cyclin A取代cyclin E与CDK2结合, 启
动DNA复制。DNA复制结束后 , 细胞通过S期检验

点进入G2期 , cyclin B与CDK1结合 , 形成分裂促进
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因子(mitosis-promoting factor, MPF), MPF被活化后, 
细胞进入M期 , 完成细胞有丝分裂的所有过程 (图
1)。

2   CDK2在细胞增殖中的作用
细胞增殖是高度受控的细胞生命活动过程。

CDK2在细胞内通常保持无活性状态 , 但在与 cyclin 
E(E1、E2)、cyclin A(A1、A2)以及CDK抑制剂p21、
p27和 p57等相互作用时 , 会呈现波动变化。Foxo
环状RNA(circ-Foxo3)通过与p21(CDK2抑制剂 )和
CDK2形成三元复合物 , 可延缓细胞增殖 , 主要是因

为circ-Foxo3与p21和CDK2的相互作用 , 增强了p21
与细胞核中cyclin E/A和CDK2结合, 形成的cyclin E/
A-CDK2复合物具有催化活性[7]。PRR14基因沉默后, 
通过增加p21和p27的表达, 降低CDK2的mRNA和蛋

白质水平 , 引起细胞周期G1期阻滞 [8]。此外 , CDK2
与特定癌症类型的增殖有着直接联系。单核细胞趋

化蛋白 1-诱导蛋白 1在人神经母细胞瘤细胞中过表

达 , 通过降低 cyclin A、cyclin B、cyclin D、cyclin 
E表达 , CDK2和CDK4以及 pRb的磷酸化水平阻断

细胞G1/S周期检查点 , 可引起癌细胞在G1期停滞 [9]。

WTAP(wilms’ tumor 1-associating protein)对肾癌细

胞有促进增殖作用, 其中CDK2的表达与WTAP的表

达呈显著正相关性。WTAP与CDK2转录本的3′-UTR
结合 , 增强了CDK2的表达和mRNA的稳定性 , 从而

显示出协同的致癌作用 [10]。神经性戊聚糖1(neuro-
nal pentraxin 1, NPTX1)过度表达会抑制结肠癌细胞

中cyclin A-CDK2的活性 , 下游细胞周期磷酸化过程

受阻, 进而抑制增殖[11]。另外, 高三尖杉酯通过抑制

胰岛素受体底物4(insulin receptor substrate 4, IRS4)
蛋白质水平的表达 , 抑制PI3K/AKT通路的激活 , 进
而抑制cyclin E-CDK2的激活, 使细胞周期阻滞在G0/
G1期 , 从而有效地抑制了黑色素瘤耐药细胞A375R
的增殖[12]。可见, CDK2通常具有促进细胞增殖的作

用。

然而 , CDK2并非对于所有细胞的增殖都是必

需的 , 如CDK2的缺失并没有改变多囊肾病引起的

肾囊肿的形成和生长 [13], CDK2、CDK4、CDK6三
重敲除的小鼠胚胎仍能正常地生长发育 [14]。已证

实 , CDK1在CDK2不存在时 , 可补偿其正常活性。

CDK1对CDK2、CDK4、CDK6功能的补偿是CDK2
缺陷型细胞可以继续增殖的原因 [15], CDK1可结合

cyclin E并重塑CDK2的功能。敲除CDK2也会导致

CDK1的早期转录激活 [16]。因此 , 推测CDK1可能对

体细胞增殖有独特作用, 而CDK2除具有促进细胞增

殖的功能外, 仍应探究其他生物学功能。

3   CDK2在细胞分化中的作用
在人体各种状态和不同类型的细胞中 , 细胞分

化具有维持终末分化的不可逆性、阻断细胞永生化

和肿瘤发生的作用。细胞增殖和分化在正常发育过

程中呈负相关 , 因此细胞退出细胞周期是进行终末

分化的必要步骤。如肠上皮细胞进行分化时 , 必须

在抑制肠上皮细胞G1期增殖的基础上才能完成其

终末分化 , 而过表达CDK2对上皮细胞的分化起到

抑制信号通路的作用 [17]。PI3K(磷脂酰肌醇-3激酶)/
AKT(蛋白激酶 B)/FOXO1(forkheadO1)/p27(CDK2
内源性抑制剂 )信号通路具有促进细胞生长增殖 , 诱

图1   CDK2调节有丝分裂过程(根据参考文献[93]修改)
Fig.1   Regulation of CDK2 in process of mitosis (modified from reference [93])
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导分化等作用。从机理上讲 , cyclin E1、CDK2是
PI3K/AKT信号通路的下游蛋白质 , 因此抑制 cyclin 
E1/CDK2的激活可将细胞周期阻滞在G1期 , 诱导

分化 [18]。一种全反式维甲酸衍生物ATPR(4-amino-
2-trifluoromethyl-phenyl retinate)通过抑制AKT磷酸

化 , 在蛋白质和mRNA水平上调FOXO1A和 p27的
表达 , 并下调 cyclin E和CDK2的蛋白质表达 , 诱导

人胃癌细胞SGC-7901的细胞阻滞和分化 [19]。可见 , 
CDK2的缺失可能会导致分化途径的重新激活 , 这
可在治疗急性髓系白血病 (acute myeloid leukemia, 
AML)良好预后效果中得到验证。AML的一个显

著特征是白血病或髓细胞在发育不成熟阶段停止

生长。YING等 [20]发现 , CDK2通过激活PRDX2抑制

髓细胞的分化 , 而当泛素连接酶KLHL6使其发生蛋

白酶体降解时 , 可有效地诱导 5个主要患者来源的

AML样品的粒细胞分化。只有CDK2发生泛素依赖

的蛋白酶体降解 , 才伴有AML细胞分化 , 因此抑制

CDK2是克服分化阻滞的关键策略, 且该方法已成功

应用于临床治疗AML。这说明 , CDK2具有抑制细

胞分化的作用。

AML细胞中 CDK2抑制分化的研究 , 可指导

CDK2抑制剂在白血病靶向新疗法中的未来应用。

对CDK2功能的研究 , 可与对 cyclin的研究平行进

行, 但在AML的治疗研究中, CDK2的泛素依赖性蛋

白酶体降解方式与 cyclin是不相关的。只是 , 目前

CDK2在这些过程中降低的机制仍然成谜, 还需要更

广泛的调查研究。

4   CDK2在细胞凋亡中的作用
细胞周期调控系统通过检验点的方式调控细胞

周期 , 其间若有细胞损伤 , DNA损伤反应(DNA dam-
age response, DDR)将细胞停在G1/S边界 , 以修复受

损的DNA, 保持细胞基因组的完整 [21]。研究表明 , 
cyclin和CDK参与了DDR[22-23]; 在DDR中, CDK2具有

独特的作用 , 不能被其他CDK所补偿 , 因CDK2的敲

除会直接导致DNA的损伤 [24]。DDR在G1/S检验点通

过CDK2抑制增殖 , 主要有两种机制 : (1) p53的积累

导致p21转录上调 , 随后通过抑制cyclin D1/CDK4和
CDK6以及cyclin E-CDK2复合体的活性, 阻滞细胞周

期[25]; (2) 以cdc25A为降解靶点, 导致wee1在Thr14和
Tyr15持续抑制CDK2磷酸化 , 阻断细胞进入S期 [27]。

若损伤严重无法修复细胞 , 则发生DDR诱导凋亡。

细胞凋亡受多种细胞信号所调控 , 属高度协调的细

胞自杀方式。按凋亡信号来源来分 , 细胞凋亡途径

主要分为两类 : (1) 由细胞因子和死亡受体之间相

互作用触发而激活caspase-8的外源凋亡途径; (2) 通
过线粒体膜通透性改变 , 向细胞质中释放细胞色素

C(cytochrome C)和多种凋亡因子(如促凋亡蛋白Bax
和抗凋亡蛋白Bcl-2)的内源途径 [26]。尽管细胞凋亡

的具体机制尚不明晰, 但已证实, 蛋白激酶家族与凋

亡过程是密切相关的。这其中比较有代表性的激酶

包括但不限于PI3K/AKT信号通路中的激酶 (以下游

CDK2为主)、丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated 
protein kinase, MAPK)超家族成员和PKC家族成员

以及c-Abl等[27]。

4.1   CDK2的抗凋亡作用

CDK2在细胞凋亡中的作用 (促凋亡或抗凋亡 ), 
已引发广泛的讨论。在很多情况下, CDK2与细胞周

期阻滞和抗凋亡密不可分。临床研究已表明 , 蒽环

类药物化疗 , 可导致癌症患者心脏细胞数量减少或

者细胞大小减少而萎缩。蒽环类药物阿霉素 (Doxo-
rubicin, DOX)可诱导转录因子FOXO1在Ser249发
生CDK2活性依赖的磷酸化 , 进而导致细胞死亡介

体 (Bim)转录 , Bim与促凋亡靶基因Bcl-2相互作用

诱导心肌细胞凋亡和萎缩 [28]。高良姜素 (Galangin)
对MCF-7人乳腺癌细胞增殖的抑制 , 与 cyclin D3、
cyclin B1、CDK1、CDK2和CDK4蛋白表达下调

阻滞细胞周期有关 [29]。泛素连接酶 1(constitutive 
photomorphogenic 1, COP1)介导细胞存活、生长和

发育 , 与肿瘤抑制因子p53相互作用 , 诱导泛素化和

降解。用针对COP1短发夹RNA(shRNA)的慢病毒

下调COP1表达或沉默COP1, 导致p53活化, 诱导p21
表达 , 降低CDK2水平 , 发生p53依赖的细胞周期阻

滞和凋亡[30]。这表明, CDK2具有抗凋亡作用。扑草

净 (prometryn)是一种三嗪类轻中度除草剂 , 对人体

具有致癌性。检测用扑草净处理过的细胞, p53蛋白

质表达水平升高 , cyclin A和CDK2的表达水平降低 , 
抗凋亡蛋白Bcl-2的表达明显降低 , 促凋亡蛋白Bax
的表达明显增加。这证实 , 扑草净可能通过影响参

与细胞周期调节的关键分子—CDK2和改变Bax/
Bcl、caspase 9、caspase 3和PARP等相关蛋白的调

控而导致细胞凋亡 [31]。此外 , WANG等 [32]发现 , 敲
除在乳腺癌细胞中高表达的组织蛋白酶L(cathepsin 
L, CTSL)基因可以阻滞细胞周期和促进凋亡 , 进而
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减缓乳腺癌的发展。在细胞G1/S期 , CTSL可能是

CDK2-AP1的上游负调节剂 , 它通过蛋白水解作用

使CDK2-AP1失活, 减弱或逆转其对CDK2的抑制作

用 , 从而导致乳腺癌的发展。这些结果皆清晰地显

示, CDK2在应答细胞凋亡刺激时起负调控作用。

4.2   CDK2的促凋亡作用

尽管已有研究表明CDK2具有抗凋亡作用 , 但
也有研究显示CDK2也具有促凋亡作用。在DNA不

进行复制时 , cyclin A-CDK2活性在早期凋亡中显著

增强, 抑制CDK2活性可降低凋亡细胞的数量。例如, 
人参二醇通过线粒体膜电位的去极化诱导人肝癌

SK-HEP-1细胞凋亡 , CDK2活性的快速增强上调与

线粒体膜电位去极化密切相关 , 导致线粒体中细胞

色素C从线粒体中释放出来 , 激活下游 caspase级联

反应[33]。另有研究表明, CDK2在紫杉醇诱导的细胞

凋亡过程中 , 作用于线粒体中负责调控其通透性的

上游蛋白, 致使细胞线粒体膜电位丧失, 同时, cyclin 
A的过表达也会协同促进凋亡 [34]。在细胞凋亡过程

中 , CDK2活性上调和激活 , 主要是通过蛋白水解作

用从 cyclin A-CDK2复合物中消除了CDK2抑制剂

p21的蛋白水解引起的[34]。CDK2的激活是耳蜗、肾

脏、胸腺和肝脏等受到各种损伤而破坏细胞线粒体

通透性所必需的条件之一 [35-37]。例如 , 顺铂是一种

广泛用于治疗恶性肿瘤的化疗药物 , 被列入世界卫

生组织的基本药物清单 , 但其主要副作用之一就是

不可逆转的感觉神经性听力丧失 [38]。TEITZ等 [39]发

现 , CDK2是kenpaullone(CDK2和其他激酶抑制剂 )
对顺铂诱导的耳蜗细胞损失和噪声诱导的听力损失

起保护作用的一个主要的、直接的分子靶点。顺铂

诱导后, 通过辅助因子cyclin A上调激活CDK2活性, 
但若CDK2的活性被kenpaullone抑制或敲除CDK2基
因, 则会减少顺铂诱导的线粒体活性氧的产生, 减少

caspase-3/7介导的凋亡激活 , 降低细胞凋亡的程度 , 
减少听力的损伤 , 进而表现出更强的抵抗力。同时 , 
第二代CDK抑制剂AT7519和AZD-5438, 均表现出

对顺铂诱导的小鼠耳毒性有显著的保护作用 [40], 证
明了CDK2的促凋亡作用。另外, RYBAK[41]发现, 抑
制CDK2对多种耳毒性损伤引起的听力损失均有保

护作用, 也证实CDK2可能在有丝分裂后的多种细胞

类型中具有促凋亡作用。顺铂诱导肾细胞死亡 , 主
要依赖于CDK2的激活 , 抑制CDK2可免受减少顺铂

诱导的细胞凋亡 ; Bcl-xL(Bcl-2家族成员 )的Ser73被

CDK2磷酸化, 则是凋亡途径的重要组成部分[35]。顺

铂暴露会引起Bcl-xL的Ser73被CDK2磷酸化 , 导致

抗凋亡蛋白 Bcl-xL转变为类似于Bax/Bak功能

的促凋亡蛋白 [35-36]。在该途径中 , 即使没有额外

的压力 (如顺铂暴露 )也会导致细胞凋亡。此外 , 
SENG等 [36]证明 ,  该途径的上游事件 (即 Bcl-xL
的Ser73被CDK2磷酸化 )是诱导细胞死亡的必要

和充分条件, 而不是Bcl-xL随后的裂解产物。

以上这些研究皆表明 , 在应答细胞凋亡的外界

刺激时 , CDK2可能作为一种新的开关 , 具有抗凋亡

和促凋亡的双重作用 , 可能是由于不同的凋亡信号

和外界条件的刺激, 使激活的CDK2参与到不同的信

号通路中, 磷酸化不同的下游底物, 出现截然相反的

作用。CDK2在某些凋亡途径中的上游作用, 导致线

粒体通透性转变促进凋亡, 但是负责连接CDK2与下

游凋亡途径的信号传导机制尚不清楚。在DDR中 , 
CDK2的活性降低终止了细胞周期 , 从而容许DNA
修复 , 但这一过程受到严格控制 , 确保剩余的CDK2
活性足以修复DNA损伤 ; 损伤范围广并超出CDK2
活性的细胞则会凋亡或衰老 [42]。在修复损伤、衰老

和凋亡分叉路中 , CDK2的命运如何？ CDK2调节

自身活性低于修复水平 , 支持衰老或凋亡的阈值多

大？其机制如何？尚需进一步探究。

5   CDK2在疾病中的作用
5.1   CDK2在肿瘤发生中的作用

癌症是一种细胞生长不受控制的状况 , 一般

来说 , 各种类型癌症的发生是由于细胞周期中起作

用的蛋白质过度表达所致。在大量癌症中 , 均存在

CDK2的过度表达 [43-46]。辛伐他汀 (simvastatin, SIM)
通过抑制CDK4-cyclin D1和CDK2-cyclin E1复合

物的表达 , 抑制细胞生长 , 诱导细胞G1期停滞 , 在结

直肠癌中具有抗肿瘤活性 [47]。CUI等 [48]确定了一

种长非编码RNA712(long non-coding RNA NON-
HSAT028712, Lnc712), 通过与热休克蛋白 90(heat 
shock protein 90, HSP90)形成RNA-蛋白质复合物来

调控乳腺癌的增殖。在乳腺癌细胞中 , Lnc712上调

通过HSP90/cdc37/CDK2途径引发乳腺癌细胞的增

殖。药物抑制CDK2或者Zeste同源物增强子 2(en-
hancer of zeste homolog 2, EZH2)可以使雌激素受体

α(estrogen receptor α, Erα)重新表达, 并将三阴性乳腺

癌(triple-negative breast cancer, TNBC)转化为ERα阳
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性 , 使TNBC细胞成为他莫昔芬 (taximofen, TAM)激
素治疗的靶点 [49]。此外 , EZH2在高级别浆液性卵巢

癌 (high-grade serous ovarian cancer, HGSOC)中也普

遍表达 , 并在卵巢癌标本中存在cyclin E1的过表达 ,
或存在相关激酶CDK2基因的扩增 [50]。Cyclin E的
升高通常与CDK2的高表达有关 , 而与cyclin E相关

的多数肿瘤促进作用都需要CDK2的参与 [51]。可见 , 
CDK2是治疗CDK2高表达HGSOC患者的一个可靠

靶点。这说明靶向CDK2可为治愈肿瘤提供更多的

可能性。

CDK2在肿瘤中的作用和机制已有较深入的研

究 , 但还存在一些问题亟待解决。如无法使用大量

人源肿瘤异种移植模型(Patient-Derived tumor Xeno-
graft, PDX)进行体内实验, 对研究成果验证存在可推

翻性。CDK2在所有癌症治疗靶点中不能一概而论 , 
在选择靶点标记物时应谨慎 , 如 cyclin E1对晚期肝

癌发展才是必需的 , 而不依赖于CDK2的活性 [52]; 在
某些情况下直接靶向cyclin E1可能更合适些 [53]。由

于细胞周期中CDK家族成员间的代偿功能 , 某些癌

症会有耐药性或需要持久抑制反应 , 因此需要开发

针对不同癌症类型的双重抑制剂 [54-56], 或探索CDK
抑制剂与不同治疗(放疗、化疗等)方式的联合疗法。

5.2   CDK2在病毒复制与感染中的作用

早期研究认为, 一些DNA病毒能独自编码DNA
聚合酶等DNA复制相关蛋白 , 且能在静止细胞甚至

终末分化的神经细胞中复制 , 其复制与细胞周期无

关 , 不需要CDK的参与。而近期有些研究表明 , 在
病毒感染中 , CDK2起重要作用 , 可参与病毒基因组

的转录和复制。1998年 , 最早证明CDK抑制剂—

Rocovitine和Olomoucin在体外可减少病毒感染 [57]。

2002年 , 发现Rocovitine也能阻止体外神经元中单纯

疱疹病毒-1(Herpes simplex virus type-1, HSV-1)的重

新激活, 且抑制程度与对CDK的抑制程度正相关[58]。

最近 , 证实CDK2是一种HSV-1有效复制所需的细

胞酶 , 并确定为具有抗HSV-1活性的潜在化合物 [59]。

此外 , GARY[60]和HIDETAKA[61]等发现 , 抑制CDK2
及其他CDK的活性 , 可抑制人巨细胞病毒 (human 
cytomegalovirus, HCMV)和人乳头状病毒 (human 
papilloma virus, HPV)的复制。这在EB病毒(epstein-
barr virus, EB virus)的复制中亦有所体现[62-63]。基于

以上对CDK2和病毒复制的研究, 不仅颠覆了病毒复

制与CDK2不相关的猜想 , 而且为CDK2在病毒复制

中的促进 /抑制作用提供了有力证据。至此 , 病毒复

制与CDK2间的关联性重新进入了人们的视野, 有更

多奥妙被发掘出来。

哺乳动物细胞周期中 cyclin和CDK对细胞周

期具有重要的调控作用 , 这些蛋白不仅对细胞自身

功能不可或缺 , 对病毒的增殖也具有抑制或促进作

用。例如, cyclin A过表达能抑制猪细小病毒(porcine 
parvovirus, PPV)的复制 , 低表达则促进PPV的复制 ; 
CDK2过表达能抑制PPV的复制 , 低表达则对PPV
复制无显著影响 [64]。SAMHD1(sterile alpha motif 
and HD domain-containing protein 1)的磷酸化是参

与乙型肝炎病毒 (hepatitis B virus, HBV)感染系统

中病毒复制的重要途径 , SAMHD1磷酸化受 cyclin 
E2-CDK2复合物的控制。在HBV感染过程中 , 降低

CDK2的表达或抑制其激酶活性 , 可降低细胞核中

SAMHD1磷酸化水平, 从而阻断HBV复制[65]。cyclin 
A的过表达能降低重组腺相关病毒的转导效率 , 与
cyclin A过表达将宿主细胞大量底物蛋白招募给

CDK2从而削弱腺病毒E4orf6蛋白质在转导中的关

键作用有关 [66]。病毒共价闭合环 (covalently closed 
circular, CCC) DNA是HBV持续存在的基础, 其源于

形成蛋白质 (病毒衣壳 )内松弛的环状 (relaxed circu-
lar, RC) DNA, 驱动着所有病毒基因的表达 , 以维持

病毒的复制。LUO等[67]和LAURIE等[68]的研究表明, 
CDK2可作为病毒衣壳内一种主要内源性激酶, 通过

调节RC DNA的释放, 以控制CCC DNA的形成。这

说明 , CDK2在病毒复制中具有不可替代的作用 , 且
是病毒与宿主细胞抗衡的焦点, 值此, CDK抑制剂作

为抗病毒药物正在开发中。

5.3   CDK2在免疫性疾病中的作用

免疫系统保护人体免受感染、疾病和癌症的

侵袭。T和B淋巴细胞是细胞免疫和体液反应的主

要成分。在免疫性疾病T和 /或B细胞中 , CDK2一般

高表达。间充质干细胞来源的外泌体 (mesenchymal 
stem cells-derived exosomes, MSC-exo)通过上调p27
蛋白质和下调CDK2蛋白质诱导细胞周期停滞 , 表
现出对T细胞的活化和增殖有抑制作用 [69]。类风湿

性关节炎 (rheumatoid arthritis, RA)是一种慢性炎症

免疫疾病 , 其特征是滑膜成纤维细胞增生。果胶毒

素-2(pectenotoxin-2, PTX-2)处理滑膜成纤维细胞后, 
p21与CDK2、CDK6的结合增加 , pRb磷酸化和E2F
转录因子蛋白水平显著降低 , 中断G1期抑制细胞增



郑楠等: 细胞周期蛋白依赖性激酶2的功能及其抑制剂的研究 821

殖。PTX-2可有助于寻找新药物以对抗RA介导的滑

膜成纤维细胞的增生 [70]。系统性红斑狼疮 (systemic 
lupus erythematosus, SLE)是一种以自身反应性T细
胞和 B细胞活化与增殖为特征的慢性自身免疫性

疾病。在 SLE淋巴细胞中 , CDK2表达上调 , CDK
抑制剂 (p27和 p21)表达降低 [71]; 而与CDK2相关的

信号通路PI3K/AKT/GSK3β则上调 [72]。羟氯喹 (hy-
droxychloroquine, HCQ)的抗SLE作用 , 主要与调节

PI3K/AKT/GSK3β途径和干扰素 (interferon, IFN)信
号通路中的CDK2、雌激素受体α(estrogen receptor 
α, ESR1)和CDK1靶点有关 [73], 证实了免疫性疾病中

CDK2的促进作用。寻常型天疱疮 (pemphigus vul-
garis, PV)是一类自发性影响皮肤和黏膜的水疱性免

疫疾病。其体内抗原主要是加强细胞与细胞间黏附

作用的桥粒, 因其与自身钙黏蛋白的抗体有cDNA序

列同源性 , 两者可在表皮细胞上错误地结合而引起

松弛性水疱。这主要是因为PV血清诱导了CDK2表
达积累 , 过表达的CDK2在细胞周期中的磷酸化作

用 , 干扰了抗原与抗体之间的活性、定位以及稳定

性。因此 , 利用Roscovetin对CDK2的抑制作用可以

达到预防PV的新生小鼠模型中的水疱效果[74]。

上述结果 , 尽管均可为CDK2参与免疫性疾病

提供有效证据, 但因CDK2在免疫系统中的作用极其

复杂 , 仍存在很多未知问题。在不同的免疫机制中 , 
与CDK2作用的底物蛋白属何者？ CDK2如何精确

调节如此庞大的免疫系统网络？以CDK2为靶点开

发无细胞疗法治疗免疫性疾病是否可行？欲解决上

述问题, 尚需进一步广泛探究。

5.4   CDK2在不育疾病中的作用

因减数分裂 II期中没有S期 , 所以曾一度认为 , 
CDK2在减数分裂中不如在有丝分裂中的作用显得

那么重要。甚至有研究指出 , CDK2基因敲除 (knock 
out, KO)小鼠可通过CDK1和CDK4的代偿性活动而

表现出接近正常的有丝细胞增殖。然而 , CDK2-KO
小鼠配子缺陷无法进行减数分裂而导致不育 [23-24]。

至此, 减数分裂与CDK2的关系研究才得以关注。

由于子宫内的卵子在减数分裂 I期开始停滞有诸

多争议 , 加之在雌性生殖细胞中是否存在CDK2的作

用？致使CDK2作用下雄性不育的研究成为当前的热

点。生殖细胞减数分裂则是通过周期性激活CDK2活
性而进行的 ; 没有激酶活性 , 单倍体细胞的生成就会

被破坏 , 从而导致不育。CDK2通过磷酸化修饰转变

成P-CDK2, 调节减数分裂粗线期染色体活动进程 [75]。

CDK2活性的丧失 , 则会导致精子细胞停滞在减数分

裂前期的粗线期, 之后, DNA双链断裂不能修复, 染色

体联会或重组异常 , 没有配对的二价体不能交叉 , 就
不能定向移动到赤道板 , 进而使染色单体不能正确分

离到子细胞中, 导致生精异常 [75-77]。CDK的活性往往

与cyclin调节亚基联系在一起, 然而, CDK2在减数分

裂中的活化并非总是需要与cyclin结合。CDK2介导

的精子减数分裂可能是通过不依赖于 cyclin的机制

调控的。蛋白SPY1(Speedy 1), 也被称为Ringo A, 可
通过与 cyclin相同的位点结合来激活CDK2[78-79], 且
与cyclin的激活不同, CDK2的SPY1激活不需要磷酸

化来启动其功能。SPY1在所有组织中都有表达 , 但
其表达仅在睾丸中显著增加 [80]。另外 , 缺乏Ringo 
A(Ringo家族成员 , 一种不典型的CDK1/2激活剂 )的
小鼠是不育的 [78], 且表现出与CDK2-KO小鼠几乎相

同的减数分裂缺陷 , 包括非同源染色体配对、未配

对的双链断裂、性体和粗线期阻滞 [81]。重要的是 , 
端粒附着在核膜上是减数分裂前期 I同源染色体配

对和重组的先决条件 , 依赖于CDK2与Ringo A的结

合 [82]。因此 , Ringo A可能是CDK2在细胞减数分裂

中的关键激活因子 , 靶向SPY1-CDK2可能会给设计

与开发治疗不育疾病的药物提供重要思路。

目前, 多通过基因敲除来模拟不育的发生机制, 
尽管在老鼠等动物模型中得以证实, CDK2缺失可引

起不育, 但对生殖系统中CDK2作用机制的研究和理

解仍处于初级阶段。如人类睾丸活检病理结果与动

物模型相对照等。遗憾的是, 目前尚无CDK2基因在

男性无精子症人群中的研究, 期待未来有更深入 的

研究。

6   CDK2抑制剂研究与开发
鉴于CDK2在癌症中起到的关键作用, CDK2抑

制剂的设计与开发被视为抗癌药物研发的重要途

径。CDK2通过将ATP中的磷酸基团转移到目标蛋

白质的特定氨基酸上来催化底物的磷酸化, 从而改

变底物蛋白的结构和空间构象[1]。多数CDK抑制剂

是通过与ATP竞争性结合CDK2的ATP结合区域而

发挥抑制作用的(表1)。
从20世纪90年代起, CDK2的抑制剂已经进入临

床研究阶段, 近年来已有更多的CDK2抑制剂问市。

CDK2抑制剂大致可分为三类。第一类: CDK2内源肽
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抑制剂; 第二类: I型抑制剂(正构抑制剂)—竞争性地

靶向激酶构象中的ATP结合位点; 第三类: II型抑制剂

(别构抑制剂)—通过与ATP结合口袋以外的氨基酸

残基结合, 改变CDK2构象, 进而影响其与ATP的结合。

6.1   CDK2内源肽抑制剂

      Cip/Kip家族成员是高等真核生物细胞周期调控

的天然CDKI, 如p27、p21、p57、p107及其衍生肽等[83]。

这类抑制剂通过与cyclin A/E结合, 抑制CDK2活性, 进
而阻断细胞周期, 从而有效地抑制细胞增殖。如p27
不仅能够与CDK2较浅的凹陷部分结合, 而且也能与

较深的裂隙部分结合, 使其构象发生较大改变, 从而

抑制其活性[84]。

6.2   CDK2 I型抑制剂

      目前 , 应用最多的是针对CDK2的ATP结合口

袋的小分子化合物。CDK2的 ATP结合口袋位于

N末端和C末端之间的裂缝中 , 由 21个氨基酸组成

(图2)。研究发现 , CDK2中的 Ilel0、Vall8、Ala31、
Lys33、Phe80、Glu81、Phe8、Leu83、His84、
Gln85、Asp86、Lys89、Glnl31、Leul34、Alal44
和Aspl45等位点 , 在结合ATP的过程中发挥着至关

重要的作用 [85-86]。根据化学结构的不同 , CDK2的
小分子抑制剂主要分为: 嘧啶类、嘌呤类、黄酮类、

十字苞碱类、吲哚类及其衍生物 , 咪唑并吡啶类、

吡唑并吡啶类、吡唑类、噻唑类、哌酮类、吡嗪类、

丁酸内酯类、萜烯类、喹喔啉类及其衍生物等[83-86]。

其中 , 嘌呤类、嘧啶类具有较强的活性和生物多样

性 , 尤其嘧啶类衍生物更易合成 , 其抑制活性更高 , 
倍受青睐。

6.2.1   嘌呤类抑制剂      嘌呤类抑制剂是最早被发现

和应用最广泛的CDK抑制剂之一。嘌呤类抑制剂

主要包括Olomoucine、Roscovitine、Purvalanol及其

衍生物等。最早被发现的嘌呤类抑制剂是Olomou-
cine[87], 一种具有选择性的抑制剂, 对CDK1、CDK2
和CDK5有抑制活性 , 对CDK4和CDK6没有抑制活

性。Roscovitine[88]是对Olomoucine进行结构改造形

成的, 其抑制活性是Olomoucine的17倍。Roscovitine
属于非选择性的抑制剂 , 对CDK1、CDK2、CDK5、
CDK7和CDK9均有抑制作用。此外 , Olomoucine的
衍生物Purvalanol A和B[89], 都显示出很强的抑制活

性, 比Olomoucinc的抑制活性高1 000倍左右。因此, 
嘌呤类抑制剂多是以Olomoucine和Roscovitine为先

导, 通过改变其结构来增加嘌呤类抑制剂的活性, 从
而达到抑制的目的。

6.2.2   嘧啶类抑制剂      2000年, OTYEPKA等[90]通

过CDK嘌呤类抑制剂设计合成出最简单的嘧啶类抑

制剂NU6027。NU6027具有较强的抑制活性 , 特别

是对CDK1和CDK2。NU6027的合成为设计出活性

更高、结构更简单的新型嘧啶类CDK2抑制剂提供

了明确的方向。2003年, SAYLE等[91]以NU6027为基

础 , 通过在嘧啶环的2-位氨基加入含有酰胺或磺酰

胺的苯基基团设计合成出了新的化合物。其对CDK
的抑制活性远远高于NU6027。2006年, CHU等[92]在

NU6027的基础上合成出了R547(5-位芳甲酰基取代

的二氨基嘧啶化合物 ), 具有很强的生物活性 , 在体

外显示出了广谱的抗肿瘤活性。R547能够将肿瘤细

胞的细胞周期抑制在G1或G2期并促进细胞凋亡 , 达
到治疗恶性肿瘤的目的[93]。近年来, 已把嘧啶分子2,4
位中一个氨基替换为嘧啶环、吡啶环、咪唑环、苯环、

表1   ATP竞争性CDK抑制剂(根据参考文献[83-94]修改)
Table 1   Competitive CDK inhibitors of ATP (modified from references [83-94])

名称

Name
类别

Category
CDK靶点

CDK targets
研制阶段

Development phase

Favopiridol Flavonoids CDK1,2,4,6,7,9 Clinical II

R-roscovitine Purine CDK1,2,5,7,9 Clinical II

AT-7519 Pyrazole CDK1,2,4,5 Clinical I

AZD-5438 Imidazole pyrimidine CDK1,2,6,9 Clinical I

BAY-1000394 Amino pyrimidine CDK1,2 Clinical II

Dinaciclib Pyrimidine CDK1,2,5,9 Clinical II

Palbociclib Pyrazole and Pyrimidine CDK2,4,6 Listed

R-547 Amino pyrimidine CDK1,2,4,6,7,9 Clinical I

SNS-032 Amino thiazole CDK2,7,9 Clinical I

MK-7965 (Merck) Pyrazole and Pyrimidine CDK1,2,9 Clinical II
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噻唑环等基团 [94], 都具有很强的生物活性和广谱的

抗癌活性。

6.3   CDK2 II型抑制剂

      由于ATP结合口袋在CDK蛋白家族中的高度保

守 , 使得针对ATP结合口袋开发选择性CDK2抑制剂

变得困难重重。因此 , 科学家将目光转向了发展非

ATP结合的CDK2抑制剂。CDK2 II型抑制是通过别

构调节抑制CDK2活性的。别构调节是指某种不直接

涉及蛋白质活性的物质 , 通过与蛋白质活性位点以外

的其他位点 (别构位点 )相结合 , 从而引起蛋白质分子

的构象变化并引起蛋白质活性改变的现象。目前 , 已
发现2个抑制剂新结合口袋 [96]: (1) 由Leu55、Lys56、
Phe80、Asp145、Phe146和Lys33组成 , 位于ATP结
合位点和C-端螺旋的中间 ; (2) 由Leu124、Phe152、
Val154-156、Glu172、Gly176、Thr182、Val184、
Val227-230、Ser232-234和Asp270-Asn272组成, 被5肽
LAALS和TAALS占据 (图3)。此外 , 现已有CDK2的
别构小分子抑制剂 [97-98]和别构多肽抑制剂 [99]成功上

市, 如Imatinib、Sorafenib、BIRb-796、ANS(8-anilino-
1-naphthalene sulfonic acid)[100]和AAL-933等[95]。                

综上 , 随着对CDK2晶体结构认识的深化以及

对CDK2抑制剂研究重大成果的取得 , 将CDK2抑制

剂分成了三类。其中 , 多种 I型抑制剂已进入临床研

究阶段 , 但因CDK激酶在其活性催化部位 (ATP结合

口袋 )有高度的序列相似性 , 这些抑制剂往往并非特

异性抑制CDK2的激酶活性 , 其选择性较差。例如 , 
CDK4在CDK家族中分布最为广泛。CDK2和CDK4
的折叠形式的相似度达到了45%, 其中 , 在ATP结合

位点 , 仅仅有4个氨基酸残基的差别 [101-102]。与传统

型I型抑制剂相比, 别构抑制剂有3个明显的优势: (1)
通过与新发现的别构结合口袋结合而发挥抑制作

用, 而CDK家族成员在此区域存在序列差异, 可实现

对靶标更高的选择性[95]; (2) 较少的不良反应; (3) 低
毒性。但目前, 别构抑制剂使用范围小、临床经验少, 
尚需进一步参考癌症预后情况。相信以别构抑制剂

为研究方向进行定向筛选和结构改造 , 将会获得更

具开发前景的治疗药物。

7   问题与展望
CDK2是细胞周期蛋白依赖性激酶高度保守家

族中的1个亚型, CDK2不但是细胞周期中的关键因

子, 而且在细胞增殖、细胞凋亡、细胞分化和各类

典型疾病中都有不可替代的作用。虽然对CDK2的作

用机制已有很多研究, 但其与CDK家族成员间关系的

研究仍需探究。此外, CDK2抑制剂的研发对于肿瘤

等疾病的治疗具有重要意义。总之, 随着对CDK2的
深入研究, 新的CDK2底物蛋白、调控因子和抑制因

子等必将被逐渐研究明晰, 这不仅有助于更加深刻地

认识细胞周期调控机制, 而且对开发抗癌新药、治疗

肿瘤以及CDK2相关的疾病, 皆具有重大意义。

A: 人源CDK2的晶体结构(PDB ID:1HCK); B: 人源CDK2的ATP结合口袋, I型抑制剂通过与ATP结合口袋中的氨基酸位点结合, 与ATP竞争激酶

活性位点, 改变CDK2构象, 抑制激酶活性。

A: crystal structure of human CDK2 (PDB ID:1HCK); B: human CDK2 ATP-binding pocket. Type I inhibitors competed with ATP for kinase active 
sites by binding to amino acid sites in ATP binding pockets, altering CDK2 conformation, and inhibiting kinase activity.

图2   CDK2的晶体结构和ATP结合口袋

Fig.2   Crystal structure and ATP binding pocket of CDK2

(A) (B)

N-terminal domain

N-terminal domain

ATP binding pocket

C-terminal domainC-terminal domain
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