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细胞凋亡中 Ca2 +的分子靶点①
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摘要 :Ca2 + 是细胞凋亡中一个重要的信号因子。凋亡时 Ca2 + 的靶点涉及蛋白酶、核酸内切酶、转谷氨酰胺酶以及维持质膜磷

脂对称性的酶类等。对 Ca2 + 的分子靶点的研究有助于阐明细胞凋亡效应期的分子机制。
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　　Ca2 + 是哺乳动物细胞最重要的信号因子 ,有调

控细胞多种生理功能的作用 ,包括调节细胞生长、发

育及死亡。近来 ,在细胞凋亡研究中也发现有 Ca2 +

稳态失调的发生。早期的工作显示许多凋亡模型中

内源性核酸内切酶的激活为 Ca2 + 依赖性 ,此后大量

的研究发现胞内 Ca2 + 稳态失调是细胞凋亡中一个保

守的生化事件 ,提示 Ca2 +参与了凋亡中的信号转导。

Ca2 +的分子靶点涉及信号转导因子、蛋白酶、核酸内

切酶以及维持质膜磷脂对称性的酶类等。本文就

Ca2 +在凋亡中的分子靶点及作用机制作一综述。

1 　Ca2 +活化的蛋白酶

多种胞内蛋白水解酶作为凋亡效应期的执行者 ,

在介导细胞凋亡过程中起关键作用。其中半胱氨2门
冬氨酸蛋白酶 (caspase) 家族是目前凋亡研究的一个

焦点 ,caspase 家族的级联反应是许多细胞凋亡的共

同通路 ,另一个半胱氨酸家族是广泛存在于各组织的

钙激活中性蛋白酶 (简称钙蛋白酶 , calpain) ,通过

Ca2 +激活及自裂解而表现出蛋白水解酶活性。在许

多凋亡模型中都发现有 calpain 的过表达及快速激

活 ;在一些凋亡细胞中 , calpain 的特异性抑制剂可阻

止凋亡的发生 1 ,2 。细胞内的 calpain 以酶原形式存

在 ,其活性受到严格调控 ,其中 Ca2 + 的活性调节最为

重要。胞内游离 Ca2 + 浓度 ( Ca 2 + ]i) 提高到一定程

度就导致 calpain 的构象变化而表现出蛋白水解酶活

性 ,足量的 Ca2 + 存在条件下也会引起 calpain 的自溶

及暴露其活性部位。此外 ,calpain 的活性还受内源

性抑制剂 calpastatin 的调节。

在 caspase 家族的级联激活中 ,caspase 3 是级联

反应的必经之路 ,然而研究发现其活化出现在凋亡晚

期 ,提示有不同于 caspase 的蛋白酶参与了凋亡效应

的执行。大量的研究表明 calpain 是另一类作为凋亡

效应分子的蛋白酶 ,其作用机制可能涉及 : ①执行与

caspase 级联反应相似的任务 ; ②与某个 caspase 平行

发挥作用 ; ③调节凋亡相关蛋白的功能 ,如 p53、

P KC、c2jun、c2fos 等 ; ④在凋亡中降解细胞结构及骨

架。calpain 的主要作用对象是细胞骨架蛋白。受体

蛋白以及蛋白激酶。2 个半胱氨酸蛋白酶家族 cas2
pase 和 calpain 在细胞凋亡中的相互作用也引起了研

究者的兴趣。calpain 的内源性抑制剂 calpastatin 是

calpain 的裂解底物。有报道表明在凋亡早期 calpas2
tatin 的高分子量及低分子量形式也能被 caspase 降

解 ,提示 calpastatin 的灭活是 2 个蛋白酶系统交互作

用的结果。caspase 的级联反应不仅激活自身 ,而且

参与了 calpain 活化 3 。最近 ,Chua 报道 calpain 能直

接降解 caspase 7、8、9 ,导致级联反应中 caspase 3 的

活化受到遏制 ,因此 ,calpain 可能在 caspase 级联激活

及凋亡中起负性调节因子作用 4 。目前对上述研究

结果还不能做出合理的解释 ,相信对 2 个半胱氨酸蛋

白酶家族的深入研究将有助于揭示凋亡效应的发生

机制。

核支架 (nuclear scaffold ,NS) 蛋白酶是另一个在

凋亡中被激活的 Ca2 + 依赖性蛋白酶。最初发现分离

的细胞核中 ,层素 (lamin) 在 Ca2 + 作用下的迅速降解
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与 NS 蛋白酶有关。糖皮质激素诱导的胸腺细胞凋

亡中也发现 lamin B1 的降解是通过 Ca2 + 介导的机

制 ,且外源性 Ca2 + 能促进其降解。NS 蛋白酶抑制剂

不仅能阻止胸腺细胞核中 lamin 的降解 ,还能抑制细

胞皱缩、组蛋白 H1 及 DNA 的降解 ,提示 NS 蛋白酶

的活化可能与核酸内切酶的活化有关 5 。lamin 是构

成核纤层的蛋白质 ,在核膜内表面对核孔起支架作

用 ,同时对染色质可能有定向和组织作用。lamin 的

水解是凋亡中的常见现象 ,并且可能是凋亡细胞形态

学改变的原因之一。caspase 及 NS 蛋白酶都能催化

其降解 ,但有报道认为 , caspase 对 Ca2 + 稳态失调诱

导的凋亡中 lamin 的断裂不起作用 ,而 NS 蛋白酶抑

制剂在 Fas 抗体介导的凋亡中 ,只能部分阻止 lamin

的降解 5 ,6 ,提示存在 2 条独立的 lamin 降解途径 ,分

别在不同因素诱导的凋亡中发挥作用。NS 蛋白酶

主要定位于核区 ,在胸腺细胞内 ,bc122 基因还可调节

其活性。对 NS 蛋白酶的分离纯化工作正在进行。

2 　Ca2 +激活的核酸内切酶

核酸内切酶的激活导致 DNA 在核小体间的断

裂是细胞凋亡中最典型的生化事件 ,目前对凋亡过程

中染色体断裂的机制尚认识不足。Neamati 等认为 ,

特定的染色体相关蛋白 ,如拓扑异构酶 II ,lamin B ,

histone H 相继被 caspase 和其他蛋白酶水解后 ,会导

致染色体上核酸内切酶作用位点的暴露 7 。核酸内

切酶可分为酸性 ,Mg2 + 依赖性和 Ca2 + 、Mg2 + 依赖性

3 种 ,其中 Ca2 + 、Mg2 +依赖性核酸内切酶对凋亡过程

中 DNA 片段的形成最为重要 ,在许多凋亡模型中都

能观察到其活性的升高。

对 Ca2 + 、Mg2 + 依赖性核酸内切酶的寻找、纯化

及克隆工作己陆续开展起来。1991 年 , Gaido 等报道

了一种低分子量核酸酶 (NUC18) ,其活性与凋亡过

程中 DNA 降解有关 8 。NUC18 属 Ca2 + 依赖性 ,

Zn2 + 及 A TA 可抑制其活性而阻止 DNA 断片的形

成。纯化后的 NUC18 氨基酸序列与亲环蛋白 (cyl2
cophilin)家族有惊人的同源性。人类重组亲环蛋白

A、B 均显示出与 NUC18 相同的 Ca2 + 、Mg2 + 依赖性

核酸内切酶活性。亲环蛋白能降解单链、双链以及超

螺旋 DNA ,还能在双链线性 DNA 上产生 3’2OH 末

端。

DNA 酶 I (DNase I)是另一个凋亡过程中激活的

Ca2 + 、Mg2 + 依赖性核酸内切酶。将 DNase I 加入分

离的细胞核中可观察到核小体片段的产生。在研究

Fisher 344 鼠肌细胞凋亡中发现 9 ,随着年龄增加 ,

细胞舒张期 Ca2 + 浓度的提高 ,则 DNase I 活性相应

增强 (312 倍) 。DNase I 广泛存在于各种细胞的粗面

内质网、高尔基复合体及分泌小泡内。在凋亡细胞的

核周区也发现 DNase I 的存在。凋亡时内质网结构

的改变及核变形可能促进核周区 DNase I 的进入 ,发

挥其内切核酸酶作用。G2actin 是 DNase I 的胞质内

抑制物 ,caspase 对它的降解是 DNase I 活化机制之

一。近年的研究已经鉴定并克隆了人类 DNase I 家

族的 4 个成员 , 包括 DNase I 以及 DNAS1L1、

DNAS1L2、DNAS1L3。虽然其表达的组织部位不尽

相同 ,但DNAS1L 蛋白和 DNase I 具有同样的催化活

性、Ca2 + 依赖性及 DNA 结合特性。有关人类重组

DNase I 及其变异体在临床中应用的研究也成为凋

亡中酶学研究的一个热点问题。

此外 ,还有一些其他 Ca2 + 依赖性核酸内切酶的

报道 ,但大多缺乏深入的研究 ,如 NP42～50 , NUC70

等。由于复杂的调节机制 ,对核酸内切酶的分离鉴定

一直受到限制。然而 ,核酸内切酶所催化的 DNA 降

解在凋亡中有着重要的生理意义。坏死细胞的染色

体断裂是局限性的 ,其蛋白酶、核酸酶及 DNA 大分

子物质的释放将引发一系列的炎症反应和自身免疫

反应 ,而核酸内切酶的功能对于保持机体在凋亡中的

稳态具有重要作用。

3 　磷脂酰丝氨酸的暴露及吞噬识别

作为吞噬细胞识别凋亡细胞和凋亡小体的标志 ,

磷脂酰丝氨酸 (phosphatidylserine , PS) 从质膜内表面

的翻转暴露也是一个 Ca2 +依赖性的过程。正常情况

下 ,磷脂对称分布于质膜上 ,磷脂酰胆碱与神经鞘磷

脂位于质膜外表面 ,磷脂酰乙醇胺及 PS 则局限于质

膜内表面。在细胞凋亡的早期 ,质膜的脂质对称性丧

失 ,PS 从质膜内表面翻转 ,暴露于质膜外表。关于凋

亡时 PS 暴露的机制 ,目前认为主要与非特异性的磷

脂翻转 (flip2flo) 有关 10 。研究表明 ,非特异的磷脂

双分子层转运是一个 Ca2 + 依赖性的过程 ,提高胞内

Ca2 +浓度 (如用毒胡罗卜素耗竭内质网钙池) 能有效

抑制磷脂正常转运 ,导致质膜磷脂的重新分布及 PS

的暴露。

PS的外露是凋亡中的一个早期现象 ,其主要功

能是作为识别信号启动非炎性的吞噬细胞识别功能。

外露的 PS 作为一种潜在的抗原 ,诱导抗磷脂抗体的

产生 ,从而加强凋亡小体及质膜出芽泡的免疫原性 ,
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介导巨噬细胞和周围的正常细胞的识别及吞噬功能。

利用 annexin2V 特异性封闭暴露的 PS ,可抑制这种

识别与吞噬作用产生。此外 ,暴露于质膜外表的 PS

还参与了一些重要的细胞生理功能 ,如促进凝血级联

反应中酶复合物的形成 ,作为细胞清除过程中的识别

信号以及在细胞融合中发挥作用。在某些肿瘤细胞

表面也发现有暴露的 PS ,这可能与许多实体瘤组织

中巨噬细胞的浸润有关 ,也提示 PS 的暴露可能作为

一种潜在的抗肿瘤治疗手段。

4 　组织转谷氨酰胺酶的活化

转谷氨酰胺酶 ( t ransglutaminase , TG) 是一个

Ca2 +依赖性酶家族 ,能催化蛋白质的酰基转移反应 ,

生成ε(γ2谷氨酰)2赖氨酸或 N ,N2双 (γ2谷氨酰)2多
胺 ,在蛋白质内部或蛋白质之间形成共价交联 ,对蛋

白质进行翻译后修饰。组织转谷氨酰胺酶 ( t TG) 是

一个多功能的 TG家族胞内成员 ,其生理功能涉及细

胞生长、分化及凋亡等各个方面。在细胞凋亡的研究

中发现 ,t TG 是凋亡中可数的几个受诱导的基因之

一 ,其 mRNA 及蛋白质表达水平在凋亡细胞中显著

增强。自发及诱发凋亡率在转染 t TG cDNA 的哺乳

动物细胞中明显升高 ,而在转染 t TG反义cDNA片段

的细胞中显著降低。研究表明 ,t TG的mRNA及蛋白

表达水平与 Ca 2 + ]i 的升高有密切联系 ,t TG的激活

也需要高水平 Ca 2 + ]i 的持续存在 11 。t TG 催化的

Ca2 +依赖性胞内蛋白交联是凋亡过程中的一个重要

生化事件 ,有研究认为 t TG检测较 DNA 断片分析技

术 Tunnel 法能更准确反映出凋亡的发生 12 。

t TG的 Ca2 +依赖性交联酶活性在凋亡过程中主

要参与稳定质膜结构、凋亡小体形成及吞噬作用等。

t TG催化质膜蛋白与细胞内骨架蛋白的交联 ,能稳定

质膜结构 ,防止内容物外漏引起炎症反应及自身免疫

反应。从不同组织中分离的凋亡小体具有很强的抗

蛋白水解、抗变性剂和去污剂的能力 ,这主要归结于

凋亡小体表面多肽通过ε(γ2谷氨酰)2赖氨酸的交联

产生的稳定结构 ,这种抗蛋白水解的能力能允许凋亡

小体在基质中积累。此外 ,有研究显示 t TG 和细胞

内蛋白酶 (caspase 及 calpain) 在凋亡中具有一些共同

的靶蛋白 ,这些蛋白“裂解2聚合”的生理意义还不明

确 ,有观点认为 t TG能防止凋亡过程中蛋白裂解产

物的释放和作为新抗原引发的自身免疫反应。因此 ,

t TG催化的蛋白交联反应被认为是凋亡过程中的一

个保护性机制。t TG是一个多功能的酶 ,除了催化蛋

白交联反应 ,还能结合和水解 GTP、A TP ,作为一个

新的 GTP 结合性蛋白激活磷脂酶 C 而发挥信号传导

作用。研究表明 , GTP 结合蛋白 Gh 的 74 kDα亚基

及 50 kDβ亚基即是 t TG。因此 ,近来的观点认为 ,

t TG不仅是一个凋亡效应分子 ,而且还是一个复杂的

凋亡上游调节因子 13 。

5 　结语

Ca2 +作为一个重要的胞内信号转导因子 ,参与

了凋亡过程中一些关键点的调节 ,然而 ,Ca2 + 是如何

在分子水平上发挥这些调节功能的具体机制还不甚

明了。今后的研究将致力于 Ca2 + 依赖性蛋白酶及核

酸内切酶在调节凋亡过程中重要生化事件中的作用 ,

以及 Ca2 + 信号系统与凋亡过程中的核心成员 (如 bcl2
2 家族、ced 基因家族、caspases 等) 的相互联系。相信

这些问题的解决 ,会有助于对细胞凋亡分子机制的深

入认识以及为肿瘤等凋亡相关疾病的治疗提供新的

思路。
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摘要 : PTEN/ MMAC1 是位于染色体 10q2313 上的抑癌基因 ,该基因的突变失活与多种肿瘤的发生发展密切相关 ,本文简单概

述该基因的研究进展。

关键词 : PTEN/ MMAC1 ;抑癌基因 ;基因突变

中图分类号 :R7301231 + . 9 　　文献标识码 :A

　　肿瘤的发生是一个多因素、多阶段作用的过程 ,

癌基因的激活与抑癌基因的失活与异常被认为是其

中重要的事件。PTEN/ MMAC1 为近年来发现的一

种抑癌基因 1 ～3 。目前 ,已发现有十多种抑癌基因。

抑癌基因是正常的细胞基因 ,它们具有维持细胞正常

生长、诱导细胞程序化死亡等功能。这些基因的突

变 ,可导致细胞的增殖分化失控 ,增加细胞癌变的可

能性。现有的实验证实 PTEN/ MMAC1 基因的突变

失活与多种肿瘤的发生发展密切相关。PTEN/

MMAC1 在调节细胞的增生和死亡、细胞的转移和粘

连等方面均起重要作用 4 。

1 　PTEN/ MMAC1 的定位、结构特征与命名

在人类多种肿瘤的发生发展中常存在染色体

10q23 及其附近广泛的片断缺失 ,提示染色体 10q23

及其附近可能存在抑癌基因。1997 年 Li 等 1 和

Steck 等 2 几乎同时报道了位于染色体 10q2313 上的

肿瘤抑制基因即 PTEN 1 或 MMAC1 2 ,此后多合称

为 PTEN/ MMAC1 3 。该基因位于染色体 10q23. 3

上 ,包括 9 个外显子 ,长 1 212 bp ;其编码产生的蛋白

质 tep1 位于细胞质 ,由 403 个氨基酸组成 ,含有酪蛋

白磷酸酶 (protein tyrosine phosphatases , PTP) 序列 ,

并与细胞骨架蛋白中的张力蛋白 (tensin)有很大的同

源性 1 - 3 。由于这一基因蛋白的序列与 PTP 和

tensin 有关 ,且基因又定位在染色体 10 上 ,因此取名

PTEN 1 。Steck 等 2 根据该基因在多种肿瘤中有缺

失和点突变 ,又命名为 MMAC1 ( mutated in multiple

advanced cancers) 2 。此后合称为 PTEN/ MMACl 基

因 3 。
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