
癌变·畸变·突变　　1999 年第 11 卷第 3 期　　　　　　　　　　　　　　Carcinogenesis Teratogenesis and Mutagenesis Vol 11 No 3 1999

UEV蛋白 ,一个保守的类泛素结合酶蛋白家族①
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摘要 　泛素 (Ubiquitin)是一个高度保守的蛋白。泛素结合酶参与各种真核生物的代谢过程。泛素结合过程中所必需的泛素

结合酶在真核生物中是高度保守的。近几年来 ,人们发现了一组与泛素结合酶具有较高同源性的蛋白 ,包括 MMS2 ,CROC -

1 等。但这组蛋白都不具有泛素结合酶与泛素结合的活性半胱氨酸残基 ,它们被命名为泛素结合酶变体蛋白 (Ubiquitin2conju2
gating E2 enzyme Variant U EV) 。有实验表明 ,U EV 蛋白参与真核生物的细胞分化 ,细胞周期调节 ,DNA 修复等过程 ,而且与

肿瘤发生有关。U EV 蛋白的发现提示 ,泛素结合过程可能存在着一种新的调节过程。
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　　泛素是一种高度保守的 ,含 76 个氨基酸的蛋白 ,

常常是通过与其它蛋白进行共价结合而发挥生物学

作用。泛素结合酶参与多种真核生物的代谢过程 ,包

括核糖体的合成 ,酵母交配型 ( mating type) 的调节 ,

细胞周期的调控 ,DNA 的修复 ,以及其他的过程。泛

素与泛素激活酶 ( E1)结合后被激活 ,能够与泛素结合

酶 (Ubiquitin conjugating enzyme ,UBC 或 E2) 上的半

胱氨酸残基形成硫酯键而相结合 ,UBC 再将泛素传

递给靶蛋白。在某些反应中 ,还需要泛素连接酶 ( U2
biquitin ligase enzyme , E3) 帮助 UBC 确定特定的靶

蛋白 (1) 。真核生物 UBC 的氨基酸序列是高度保守

的 ,尤其是在与泛素结合的活性半胱氨酸残基及其周

围区域序列 (2) ,它们的核心三级结构也是保守的 (3) 。

1997 年 ,人们得到了一个能够转录激活 f os 基

因启动子的蛋白 CROC - 1 (4) 。之后 ,又在从酵母到

人的各种真核生物中发现了 CROC - 1 的同源蛋白 ,

包括 MMS2 ,hMMS2 ,W99958 , L77699 , AA246265 ,

Ce Y54E5 , U37919 , T88528 , L38756 (5) 。人们主要

对 CROC - 1 ,MMS2 ,hMMS2 进行了研究发现这些

蛋白不仅彼此之间具有较高的同源性 ,而且这些蛋白

与 UBC 也有显著的氨基酸序列同源性 ,它们的大小、

二级和三级结构也与 UBC 相似。但是这些蛋白不具

有 UBC 高度保守的泛素结合基序中的活性半胱氨酸

残基 ,因此也就没有 UBC 结合泛素的活性。此外 ,还

发现这些蛋白在一些生物功能中是可以相互替代的 ,

因此有人认为这些蛋白属于一个保守的类泛素结合

酶蛋白家族 (6) ,也有人称它们为泛素结合酶变体蛋

白 ( Ubiquitin2conjugating E2 enzyme Variant .

U EV) (5) 。下面就将这一新蛋白家族中的 MMS2 ,

CROC - 1 的有关分子生物学研究进展做一简要的综

述。

1 　MMS2 和 hMMS2

1. 1 　MMS2

MMS2 是酵母中的 U EV 蛋白 ,它是因为能够对

酝母的 m ms2 - 1 突变进行功能互补而被分离的 (7) 。

MMS2 又称为 YG17 - YEAST(5) 或 YGL087C(8) 。

m ms2 基因定位于酵母染色体 7 , 位于 m ad1 和

snr10 之间 ,含有一个内含子。位于内含子中的一段

剪接序列是高度保守的 (7) 。

MMS2 蛋白有 137 个氨基酸 ,分子量 15. 5 KDa。

实验发现第一个外显子所编码的 3 个氨基酸对

MMS2 非常重要 , 因为去除了第一个外显子后 ,

MMS2 就不能够弥补 mms2 - 1 突变株的 MMS 敏感

性性状。MMS2 的 C 端三分之二的片段与几乎所有

的 UBC 有着显著的同源性 ,同 UBC 一样 ,也富含脯

氨酸 (在 137 个氨基酸中占 12 个) ,尤其是中间的三

分之一部分 (在 41 个氨基酸中占 8 个) 。但如前所

述 ,MMS2 缺乏 UBC 中关键的活性半胱氨酸残基及

其周围的保守序列。

在酵母中有 3 个 DNA 修复上位群 , 分别是

RAD3 ,RAD6 , RAD52 (9) 。其中 , RAD6 群中的 rad6
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基因编码 UBC2 蛋白。而 mms2 无义突变可引起酵

母对甲磺酸甲酯 (MMS) 和 UV 中等程度的敏感性 ,

联系到 MMS2 与 UBC 的相似性 ,人们就会联想到 :

MMS2 是否会在 RAD6 DNA 修复途径中起作用 ? 已

有证据表明 : m ms2 无义突变所引起的 MMS 和 UV

敏感性 ,其敏感程度与 RAD6 途径突变是相似的 ;

m ms2 突变下位于 rad 和 rad18 突变 ( RAD18 以与

RAD6 形成复合物的形式参与 RAD6 途径 (13) ) ,而与

rad4 和 rad50 突变具有叠加性 ( RAD4、RAD50 分别

属于 RAD3 和 RAD52 DNA 修复途径 (9) ) ; MMS2 与

UBC 的同源性 ,它可能参与 RAD6 途径所需的泛素

化作用。所以人们认为 MMS2 参与 RAD6 途径 (7) ,

但是 RAD6 途径又有无错复制后修复 ( error2f ree

postreplication repair)和诱变 (mutagenesis)两条途径。

MMS2 具体在哪一条途径中发挥作用呢 ? 我们有二

条理由认为 MMS2 参与无错复制后修复途径 (7) : ①

m ms2 突变并不影响 REV3 所参与的自发性和 UV

所致的诱变 ( rev3 基因编码一种非必需性 DNA 聚合

酶ζ的催化亚单位 (10) ,polζ参与诱变途径 ,它可使停

滞于 DNA 模板损伤处的复制机器绕过阻滞处 ,从而

使突变率上升 (11) ) 。②关于 MMS 和 UV 敏感性 ,

m ms2 突变与 rev3 突变有协同作用。还有实验表

明 , m ms2 突变可能导致无错复制后修复途径的完全

失活 (7) 。又有实验表明 , MMS2 同源蛋白 hMMS2

(下详)的过量表达 ,仅能使 m ms2 突变株对 MMS 的

抵抗力恢复到野生株的水平 ,而不能使之提高。这说

明 MMS2 可能并不是无错复制后修复途径中的限制

性因素 (6) 。此外 , m ms2 突变还可使酵母的自发突变

率上升 30 倍以上 (这可能是因为无错复制后修复途

径阻断 , 使所有的自发性损伤进入诱变途径所

致 (7) ) 。所以 m ms2 基因可能是酵母中被报道过的

最显著的增变基因。

112 　hMMS2

hMMS2 是 人 的 MMS2 同 源 物 , 又 记 为

DDvit (12) , HsU EV - 2 (5) , HsV ITDITR (8) , EDPF -

1 (6) 。hM M S 2 基因尚未在染色体上定位。hM M S 2

CDNA 全长 1535bp。编码蛋白有 145 个氨基酸 ,分

子量 16. 4 KDa。它的氨基酸序列有 5014 %与 MMS2

一致 ( 69/ 137) ,尤其它 N 端一半的氨基酸序列有

65 %的相同 (45/ 69) (6) 。hMMS2 含有 3 个蛋白激酶

C磷酸化位点 (氨基酸 67 ,82 ,116) ,1 个酪蛋白激酶

Ⅱ磷酸化位点 (氨基酸 59) ,1 个酪氨酸激酶磷酸化位

点 (氨基酸 58) , 2 个十四烷酰化位点 (氨基酸 28 ,

92) 。这么多的磷酸化位点 , 说明磷酸化可能对

hMMS2 的生物学作用进行调节。对 hMMS2 进行结

构分析表明 hMMS2 不具有疏水性区域 , 说明

hMMS2 是一种胞质蛋白 ,而不是膜蛋白 (12) 。

实验表明 ,hMMS2 不仅可以补偿酵母 m ms2 突

变株的 MMS 和 UV 敏感性 ,也可以补偿该突变造成

的自发突变率升高 (6) ,这说明 , hMMS2 可能参与人

细胞内保守的 DNA 无错复制后修复途径。

hMMS2 之所以又叫做 DDvitl ,是因为 Fritsche

等人 (12)曾通过维生素 D3 诱导人血单核细胞得到的

hM M S2 的 mRNA 转录物。Fritsche 等人的研究表

明 , hm ms2 编码蛋白可能参与维生素 D3 诱导单核细

胞和肠细胞进行分化所需的细胞内信号传递。

2 　CROC - 1

CROC - 1 是人的另一个 U EV 蛋白。它是因为

能够转录激活 f os 启动子而被分离出来的 ,又称为

hsU EV - 1 (5) 。croc - 1 基因定位于染色体 20q13. 2

区带 ,至少含有 6 个外显子。此外还发现在染色体

1、2、7 上可能存在 croc - 1 的假基因或与它相关的基

因。人们发现 croc - 1 基因有四种不同型式的转录

物 ,这可能是因为 croc - 1 基因的 3’端不翻译片段中

的 3 个聚腺苷酸位点被分别利用 ,以及进行不同方式

剪接的结果。与这四种转录物相对应的蛋白产物分

别为 CROC - 1A ,CROC - 1AS ,CROC - 1B ,CROC -

1BS。各种类型细胞至少表达其中的一种。它们的 C

端的 90 个氨基酸是一致的 ,其中包含了与 UBC 的泛

素结合域具有同源性的区域。它们的 N 端却是各不

相同的。鉴于各种 UBC 所具有的各自不同的 C 端

或 N 端参与这些 UBC 的生物作用 ,如选择特异的底

物或细胞内定位 (13 ,14) ,因此这四种 CROC - 1 的剪接

变异蛋白所具有的各自不同的 N 端也可能与它们的

生物学作用特异性有关 (5) 。

人们对 CROC - 1B 作了较多的研究 ,发现它具

有二分性结构 :N 端为酸性结构域 ,C 端为碱性结构

域 (4) 。CROC - 1B 与 MMS2 , hMMS2 分别具有

49 %(7)和 9115 %(6)的氨基酸序列一致。它的中心区

域 (氨基酸 116 - 173) 与 UBC 具有较高的同源性。

但是与 MMS2 , hMMS2 一样 ,CROC - 1B 也不具有

活性的半胱氨酸残基 ,而是用一个缬氨酸残基代替

了。CROC - 1B 的 C 端的一个区域 (氨基酸 197 -

214)与转录起始因子 IF ⅡD 的亚基 - TAF Ⅱ250 所

具有的 DNA 结合域 (氨基酸 1225 - 1248) 有 4117 %
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一致和 3715 %由相似氨基酸替代。CROC - 1B 在其

碱性结构域的起始位置还有相互重叠的 cAMP 依赖

性蛋白激酶和 Ca 6 - 钙调蛋白依赖性蛋白激酶的磷

酸化位点 (氨基酸 136 - 140) (4) 。

实验表明 ,CROC - 1 主要分布在细胞核内 ,联系

到 CROC - 1B 具有与 TAF Ⅱ250DNA 结合域相似的

结构以及其酸性结构域可能参与转录激活。因此它

可能有转录因子的功能。但尚未发现 CROC - 1 与

DNA 片段的特异性结合 (4) 。

CROC - 1 可以通过某个信号通路转录激活 f os

启动子。实验表明 ,该信号通路必须具有 DNA 的直

接重 复 增 强 子 序 列 ( direct repeat enhancer se2
quence) (4) 。又有实验发现 , MMS2 和 hMMS2 也都

可以转录激活 f os 启动子 ,不过 MMS2 的激活能力

与 CROC - 1 相似 ,而 hMMS2 的激活能力则较低一

与 些 (6) 。

CROC - 1 还可以转录激活 RAF 效应启动子

m dr - 1 (4) ,这表明 CROC - 1 可能参与一系列 RAF

激活基因的转录激活 ,这些基因与细胞的增殖和耐药

性有关。

在 croc - 1 转染的 HT - 29 - M6 细胞中的

CROC - 1 组成性表达 ,可以抑制细胞接触性诱导的

分化 ,并引起更大比例的细胞进入细胞周期 ,并使细

胞停留在 G2 - M 期 ,伴有核内再复制的出现 ,这说明

CROC - 1 可能参与细胞分化和细胞周期的调控。细

胞停留在 G2 - M 期 ,并有核内再复制出现 ,说明

CROC - 1 的组成性表达可使细胞周期的转换过渡发

生故障 (4) 。实验发现 ,内源性 croc - 1 的达是周期性

的 : G1 - S 期表达量最高 ,之后开始下降 ,S 期末和 G2

- M 期降到最低点 ,几乎难以检测到。细胞进入有

丝分裂后 ,表达量又逐渐上升。这不仅说明 CROC -

1 可能参与细胞周期转折的调节 ; 也说明 , 不是

CROC - 1 的高表达量 ,而是其不适时表达破坏了它

对细胞分化和细胞周期的正常调控。还发现 , croc -

1 转染的细胞中 ,有丝分裂激酶 CD K - 1 的表达量虽

然没有改变 ,但其活性却明显下降。鉴于人类免疫缺

陷病毒 HIV 的 VPR 蛋白和 SV40 的大 T 蛋白可以

通过抑制 CD K1 ,使细胞停滞在 G2 - M 期 ,从而导致

无有丝分裂下的多重复制及多倍体的出现 ,有人认

为 , croc - 1 转染细胞停留在 G2 - M 期及核内再复制

出现是 CROC - 1 抑制 CD K1 活性的结果 (5) 。其抑

制机制尚不清楚。不过当 VPR 蛋白抑制 CD K1 活性

时 ,是与其催化亚基 P34 cdc2的过磷酸化有关。

与 hMMS2 相同 , CROC - 1 也可以对酵母

m ms2 突变株的 MMS 和 UV 敏感性进行互补 (8) 。

联系到 CROC - 1 与 hMMS2 有 9115 %的氨基酸序

列一致性 ,使人们想到人的 RAD6 的 2 个同源蛋白

HR6A 和 HR6B。它们有 95 %的氨基酸序列一致性 ,

并且能够对 rad6 DNA 修复和诱变缺陷进行补偿。

因此有人认为 CROC - 1 与 hMMS2 一样 ,也在 DNA

无错复制后修复途径中发挥作用 ,而以上所观察到的

CROC - 1 对细胞的各种影响 ,都来自它在 DNA 修复

中的作用 (6) 。因已知细胞的 G2 期延误和 P34 cdc2过

磷酸化与细胞对 DNA 损伤因子的抵抗力相关 (15) ;且

f os 启动子的活性与保护细胞免受 DNA 损伤因子损

害有关 ,而其保护作用可能要通过复制后修复途径实

现 (16) 。

因此 ,我们似乎可以这样认为 ,虽然 hMMS2 和

CROC - 1 在细胞中的作用不只限于复制后修复 ,但

它们在生化过程中所发挥的基本作用是与 MMS2 相

似的 (6) 。

3 　hMMS2、CROC - 1 与肿瘤发生

通过对 MMS2、hMMS2、CROC - 1 的研究 ,我们

可以大致了解到 ,U EV 蛋白是一族在结构上、功能上

都保守的蛋白。它们可能参与细胞分化 ,细胞周期调

节以及 DNA 修复等过程。由于它们在 UBC 有着相

当高的同源性 ,那么它们的生物学功能是否与泛素系

统有关呢 ! 已证明一些 UBC 因为其活性半胱氨酸残

基被替代而失去活性 ,但是这些失活的 UBC 可以作

为正常 UBC 的显性负性变体而有效地抑制正常

UBC 所进行的泛素化作用 (17) 。此外 , 人们对

TSG101 (它是一种与 U EV 蛋白相似的蛋白 ,其 N 端

与 UBC 有同源性 ,但也缺少 UBC 所必须的活性半胱

氨酸残基。但并不属于 U EV 蛋白 (7) ) 的研究指出 :

TSG101 可能是 UBC 的显性负调节子 (18 ,19) 。因此 ,

人们认为 U EV 蛋白也可能参与对蛋白泛素化的调

节。因为 UBC 可以彼此相互作用 ,形成同二聚体或

异二聚体 (20) ,从而调节这些 UBC 的活性和/ 或底物

特异性。所以 ,U EV 可能是以与特定的 UBC 形成异

二聚体的形式 ,对这些特定的 UBC 的泛素化作用进

行正性或负性调节。比如说 ,MMS2 参与 RAD6 途

径的方式可能是 MMS2 与 RAD6 形成异二聚体 ,然

后将 RAD6 - RAD18 复合物带向复制后修复途径。

实验发现 :酵母 m ms2 突变株在 RAD6 参与的氨基

末端规律蛋白降解和孢子形成两方面都有部分缺陷。
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这也证明了 MMS2 与 RAD6 有着物理性相互作

用 (7) 。

有实验发现 ,在进行分化的 HT - 29 - m6 细胞

中 ,CROC - 1 表达下降 (5) ,而在无限增殖化的经

SV40 转化的人胚肾细胞中 ,CROC - 1 表达上调 (22) ;

hMMS2 的转录水平在大多数正常组织中是很低的 ,

但在某些人类肿瘤细胞系中 ,有着波动的但显著升高

的转录水平 ;CROC - 1 的表达水平在被检查的肿瘤

细胞中都有提高 ,如肺癌 A549、黑色素瘤 G361、结肠

癌 SW480 等 (6) ;同时 croc - 1 基因所在的染色体

20q13. 2 区带在乳腺癌中常有 DNA 扩增 (21) 。这些

结果提示 , U EV 蛋白与某些肿瘤发生有一定关系。

这其中也许存在着一个新的癌变发生机制有待于我

们作进一步的探究。
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