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细胞周期素依赖性激酶25研究进展

王颖 综述　王韵 3审校

　　【摘要】　细胞周期素依赖性激酶25属于小丝氨酸/苏氨酸周期素依赖性激酶家族成员 ,虽与其他

成员序列具有同源性 ,但功能却完全不一样 ,即与细胞周期关系不大 ,却在中枢神经系统的发育和神

经元正常功能的维持中发挥重要作用 ,并与一些退行性疾病及药物成瘾有密切联系 ,是神经系统中重

要的蛋白激酶之一 ,可能成为防治中枢神经系统疾病的靶分子。现就细胞周期素依赖性激酶25的一

些最新研究进展进行综述。
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　　真核细胞的细胞分裂周期 (cell division cycle ,Cdc)

受磷酸化/脱磷酸化事件调控 ,参与调控的分子成员

由 Cdc2同源催化亚单位和属于细胞周期素家族成员

的调节亚单位细胞周期素组成。由于这些激酶需要

与细胞周期素结合才具有激酶活性 ,因此称为周期素

依赖性激酶 (cyclin2dependent kinase ,Cdk) 。Cdk5 最早

是从筛选 Cdc2相关激酶中得到的[1 ] ,属于小丝氨酸/

苏氨酸周期素依赖性激酶家族成员 ,它与人的 Cdc2

和 Cdk2同源性分别为 58 %和 62 %。尽管该酶与细胞

分裂周期激酶有高度同源性 ,也可以与细胞分裂周期

素 D1、D2结合 ,但结合后没有激酶活性 ,与细胞分裂

周期也没有关系 ,却与神经系统发育、神经元正常功

能的维持密切相关 ,参与发育过程中神经元的迁移、

神经突起的生长、轴突运输、胞吐、药物成瘾等 ,在该

激酶家族中可谓“标新立异”。现重点介绍 Cdk5研究

的最新进展。

Cdk5的细胞学定位

Cdk5蛋白由 292个氨基酸残基组成 ,相对分子质

量为 33×103 ,与小鼠 Cdk1激酶氨基酸序列同源性为

58 %。在不同种属 (人、牛、大鼠、小鼠)之间 ,氨基酸

序列同源性达到 99 % ,表明该蛋白在脊椎动物中是高

度保守的。

1. Cdk5 在细胞系中的表达 : Cdk5 在细胞系中的

转录体表达含量高 ,在Nalm6 (前B细胞白血病) 、T98G

(胶质母细胞瘤) 、SKNSH(神经母细胞瘤) 、WI38 (双倍

体人纤维母细胞) 、SAOS2 (骨肉瘤) 、293 (腺病毒转化

的人肾上皮细胞)和 Hep G2 (肝癌) 9 种细胞系中也都

能检测到 Cdk5的蛋白表达。

2. Cdk5在组织中的表达分布 :对于 Cdk5 在组织
中的表达情况 ,研究者发现 Cdk5 mRNA在成年鼠脑内

表达最高 ,在肾、胸腺、结肠、睾丸、卵巢、空肠、回肠和

十二指肠有中等程度的表达 ,肝、心脏、脾、胃和肺几

乎不表达。Ino H等[2 ]对 Cdk5 在神经系统的分布进
行了细致的研究 ,发现 Cdk5 转录体几乎存在于整个

中枢和外周神经系统的神经元 ,但是也有例外 ,如小

脑粒细胞 ;Cdk5在一些大神经元 ,如海马的锥体细胞、

小脑蒲肯野细胞、皮层神经元、脊髓运动神经元、脑干
和外周感觉神经元等表达更高 ,提示其大量 mRNA可

能聚集在胞体中。此外 ,他们发现 Cdk5 不仅分布在

胞浆内 ,也分布在细胞核中 ,如小脑蒲肯野细胞核内、

分子层一些未知细胞核内、外周神经系统的感觉神经

元细胞核内 ,但没有在核仁中检测到 Cdk5的信号。

Cdk5的激酶活性

与传统的细胞周期素依赖性激酶不同 ,Cdk5虽然

可以同 cyclin D1、cyclin D2结合 ,但是并没有激酶活
性。Cdk5的激酶活性分布局限 ,主要存在于脑内。

1. Cdk5 激酶活性调节因子 p35 和 p39 :大部分

Cdk5以单体形式存在 ,没有激酶活性 ,只有与调节因

子 p35或 p39结合才表现酶活性 ,而 p35和 p39主要

存在于脑和神经元细胞系。p35和 p39可以单独活化

Cdk5 ,二者的氨基酸序列同源性达 57 % ,这就不免使

人产生疑惑 ,为什么脑内要存在两种功能相似的分子

呢 ? Zheng等研究发现 ,P35蛋白和 mRNA水平在成年

大鼠脑内表达更高 ,而 p39 主要在脊髓中表达。p35

结合及活化 Cdk5的能力更强。在神经系统发生过程

中 ,二者的表达开始时间和表达区域都很相似 ,但 p35

在喙侧前脑表达水平高 ,提示在端脑的形态发生上主
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要是 p35发挥作用。Ko J 等[3 ]进一步证实 ,p35 缺失
(p352/ 2)小鼠对 Cdk5的功能影响更严重 ,p39 代偿性

上调也不能完全替代 p35的功能 ;相反 ,p35可以完全

代偿 p39的功能 ,p39缺失也没有明显的缺陷。p35和

p39均缺陷的小鼠 ,没有 Cdk5激酶活性 ,缺陷表型与

Cdk5缺陷小鼠一样 ,说明不论是否存在 Cdk5其他调

节因子 ,至少在发育过程中 ,两种调节因子对 Cdk5的

影响是不能被其他分子代替的。

2. Cdk5活化的机制 : (1) p35引起 Cdk5活化的机

制。p35氨基末端的氨基酸残基与激酶的结合和活化
有关 ,150～291位氨基酸残基可以活化 Cdk5 ,其中 150

～200位的氨基酸残基与 Cdk5结合 ,而离体活化 Cdk5

还需要 279～291 位氨基酸残基。尽管 p35的序列与

细胞周期素几乎没有一致性 ,也不具有周期素所特有

的周期素盒子 (cyclin box) ,但是计算机模型 (computer

modeling)和突变研究预测 p35活化 Cdk5的机制可能

与细胞周期素活化其他激酶的机制相似。最近对

Cdk5和 p25 (p35羧基末端 208个氨基酸残基)复合体

晶体结构的研究也证实 ,p25在与 Cdk5作用时 ,其形

成的折叠结构类似于周期素盒子的折叠结构。Cdk5

的 159位丝氨酸决定着 Cdk5和 p35相互作用的特异

性 ,如果换为苏氨酸则 Cdk5不能结合 p35 ,但是 ,如果

替换为丙氨酸则不影响二者的结合 ,也不影响 Cdk5

的激酶活性。(2) Cdk5磷酸化对激酶活性的影响。对

于周期素依赖性激酶来说 ,要使它们完全激活需要与

细胞周期素结合及磷酸化激酶 T环上的苏氨酸或丝

氨酸残基两个事件的协同作用 ,这样才能解除 T环形

成的障碍 ,打开催化位点 ,允许底物进入 ,从而表现激

酶活性。完全激活 Cdk5 是否也遵循这些原则呢 ?

Poon等在 1997年发现 ,Cdk5与 p25的相互作用可以

使未磷酸化的 Cdk5的 T环完全伸展 ,与发生磷酸化

的 Cdk22cyclin2A的构象完全一样 ;而且可以磷酸化几

乎全部 Cdk激酶的 Cdk7/ cyclin H复合体 (CAK)不能
磷酸化 Cdk5 ,所以得出磷酸化不影响 Cdk5活化的结

论。但是另一方面 ,让人感到困惑的是 ,其他细胞周

期激酶/周期素复合体很快就可以被激活 ,而 Cdk5需

要与 p25孵育几个小时才能达到最大活化水平 ,磷酸

化的 Cdk5/ p25复合体要比未磷酸化的复合体活性高

出 5倍。进一步的研究也发现 ,虽然 CAK不能磷酸化

Cdk5 ,但是酪蛋白激酶 I (casein kinase I)却可以磷酸

化 Cdk5 ,159位的丝氨酸和其后的丙氨酸和谷氨酸残

基恰好构成酪蛋白激酶的磷酸化位点 ,与其他周期激
酶一样 ,159 位的丝氨酸同样也是 Cdk5 的磷酸化位

点[4 ]。这些证据都说明 Cdk5磷酸化后也可以促进其

活化。

3. Cdk5 激酶的作用底物 : Cdk5 属于脯氨酸指向

性 (proline2directed)激酶 ,可以磷酸化丝氨酸和苏氨酸

残基。其作用底物均含有一致性序列 (S/ T) PX( K/ H/

R) , S或 T是可以进行磷酸化的丝氨酸或苏氨酸残

基 ,X代表任意的氨基酸 , P 是 + 1 位上的脯氨酸残

基。+ 1位的脯氨酸残基是必需的 ,而且在 + 3 位最

好有一个碱性 ( basic)残基。目前为止 ,发现的 Cdk5

的激酶底物各种各样 ,大约有十几种 ,包括 Tau、

ERBB、pRb、actin 结合蛋白 caldesmon、神经纤维蛋白

NF2M和 NF2H等。Cdk5 的调节因子 p35 或 p39 是否

赋予了 Cdk5底物的特异性 ,目前还不清楚。

Cdk5在中枢神经系统中的作用

11Cdk5与中枢神经系统的发育有关 : 基因打靶

研究表明 ,P35/ Cdk5激酶活性与正常神经元的迁移、

轴突形成及哺乳类动物的皮层发育有关。(1) Cdk5/

p35参与分化神经元的神经突起的生长 :Cdk5/ p35的
激酶活性随中枢神经系统的发生过程而增强 ,表明

Cdk5在神经元分化过程中起作用。进一步研究发现 ,

在轴突形成过程中 ,Cdk5和 p35出现重新分布 ,从发

育神经元的胞体迁移到生长锥上 ,这种新的定位与

Cdk5调节轴突形成过程中的细胞骨架动力学有关。
Cdk5的负显性突变体 (dominant2negative mutants)和 p35

反义质粒都可以抑制突起的生长 ;相反 ,若过表达

Cdk5或 p35 ,则突起将会变长。但是 ,研究者也发现 ,

只有当神经元生长在含 laminin的介质上时 ,Cdk5/ p35

与轴突延伸才有这种较好的时空相关关系 ,当神经元

只生长在多聚赖氨酸上时 ,这种相关关系就不存在

了。而且 ,Cdk5 或 p35 的反义寡核苷酸抑制其表达

时 ,只选择性抑制那些可以被 laminin 强化的轴突延

伸 ,并不改变那些小突起的伸展[5 ] ,其他研究也支持

尽管 Cdk5与轴突发育有关 ,但是它并不是轴突生长

所必需的观点[6 ]。(2)与皮层正常板层结构的形成有

关 :成年哺乳动物的六层板层结构是通过神经元的正

确迁移而形成的。在 p35或 Cdk5缺失突变的小鼠中 ,

神经元的迁移模式不再遵循“inside2out”模式 (即早期

神经元在深层 ,晚期神经元向外迁移) ,导致皮层板层

结构严重紊乱 ,Cdk5缺失突变小鼠在出生前死亡。对

p35突变小鼠的进一步研究发现 ,最早生成的皮层板

层神经元 (cortical neuron)的迁移是正常的 ,但是随后

生成的神经元却只能停留在这些神经元的下面 ,表明

p35/ Cdk5在皮层神经元超越已经存在的神经元而向

表面迁移的过程中是非常重要的[7 ]。以上研究表明 ,

p35/ Cdk5激酶活性在神经元迁移及皮层板层结构的
正确形成中起了重要的作用[8 ,9 ]。应该指出的是 ,

Cdk5缺失突变比 p35缺失突变的表型缺陷更严重 ,而

且是致死性的 ,在出生前即死亡 ,而 p35 突变小鼠可

以存活 ,这可能是由于在 p35 缺失小鼠中 ,其他调节

分子如 p39起了一定的代偿作用[3 ]。
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2. Cdk5与神经退行性病变有关 :微管相关蛋白如

Tau蛋白和神经丝蛋白的异常磷酸化与几种神经退行

性病变 ,如阿尔茨海默病、Down′s综合征、进行性核上

瘫、帕金森氏病等有关。这些退行性疾病的显著特点

是出现神经纤维缠结 ,后者是由于 Tau蛋白的过度磷

酸化形成的。参与 Tau蛋白磷酸化的激酶是 p252Cdk5

复合体。过度表达人 p25的转基因小鼠中 Tau蛋白和

神经丝蛋白高度磷酸化 ,细胞骨架紊乱 ,特别是在杏

仁核、丘脑/下丘脑和皮层中更为严重 , calpain 裂解

p35为 p25 ,可以使 Cdk5发生重新定位并增强其稳定

性及激酶活性 ,促进 Tau 蛋白的异常磷酸化效应 ,导

致细胞骨架破坏及神经元凋亡。在阿尔茨海默病患

者脑中 Cdk5/ p25 的异常增高主要出现在前额叶皮

层。阿尔茨海默病的另一个特点是淀粉样病变 ,是由

amyloid2β(Aβ)肽的过度聚集而形成的。用 Aβ肽处理

原代神经元可以活化 calpain ,后者促进 p25生成 ,导致

Tau蛋白过度磷酸化。Cdk5抑制剂可以减轻 Aβ肽引

起的神经毒性变化 ,进一步证明在神经毒性条件下

Cdk5可以促进神经退行性病变的发生过程。另一项

研究发现 ,Jun N末端激酶 (jun N2terminal kinase ,JNK)

通路和 Cdk5活化是 Aβ肽引发细胞死亡的始动信号。

最近发现 ,p35上的一段 126 个氨基酸残基可以有效

抑制 Cdk5 的活性 ,称为 Cdk5 抑制肽 (Cdk5 inhibitory

peptide ,CIP) ,该肽还可以抑制 Tau 蛋白的过度磷酸

化 ,对其进一步的研究 ,有助于更好地了解阿尔茨海

默病的发生机制[10 ]。

3. Cdk5与药物成瘾有关 :慢性可卡因给药可以促

进 Cdk5的 mRNA、蛋白水平表达升高 ,并增强其激酶

活性。同时 ,Cdk5的抑制剂可以有效抑制因可卡因反

复给药引起的行为敏化[11 ]。在可卡因成瘾中 ,活化的

蛋白激酶 A(protein kinase A ,PKA)通路通过磷酸化多

种蛋白 ,包括电压和配体门控性离子通道来介导可卡

因的效应。PKA 一个重要的靶蛋白是 DARPP232 ,其

磷酸化可以抑制蛋白磷酸酶 PP21 ,从而延长其底物如

一些离子通道和 cAMP 反应元件结合蛋白 ( cyclic

AMP2response element binding protein ,CREB)等的活性。

但是 Cdk5可以使 Thr75磷酸化 ,恢复 PP21 的活性并

抑制 PKA 活性。因此 , Cdk5 通过磷酸化 Thr75 将

DARPP232由 PP21抑制剂转变为 PKA抑制剂 ,削弱可

卡因效应。在可卡因自身给药大鼠模型上发现 ,戒断

第一天时腹侧被盖区 Cdk5 蛋白表达水平升高 ,但伏

核在戒断期间没有 Cdk5表达水平的改变[12 ]。

与可卡因的研究结果相反 ,在吗啡成瘾时前额叶

皮层的 Cdk5和 p35的表达水平都下降[13 ] ,可能 Cdk5/

p35复合体在与成瘾有关的 PKA通路上所起的调节

作用不同 ,其中神经纤维丝 NF2H的过度磷酸化与 p35

下调有很好的相关性。

另一项关于乙醇和 Cdk5 的研究发现 ,尽管皮层

和小脑中的 Cdk5蛋白水平没有明显变化 ,但是 Cdk5

激酶活性显著增高 ,特别是在皮层 ,可能与乙醇引起

的神经元损伤及酒精性退行性病变有关[14 ]。

结　　语

由于 Cdk5 分布的广泛性及其调节分子的局限

性 ,它在神经系统中的作用正日益得到人们的关注与

研究 ,随着对其作用机制及相应信号通路的深入研

究 ,必将有助于理解中枢神经系统多种病变 ,从而进

行有效的预防和治疗。近来发现一些可以和 p35 结

合的蛋白 ,如分布在肝肾或一些肿瘤细胞系中的

IC5322 ,对于这些蛋白的深入研究 ,也许可以进一步拓

展对 Cdk5功能的认识。
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凝固 ,但是临床出血要比血友病轻得多 ,甚至很少发

生出血。其机制仍有待于阐明。

第一例异常纤维蛋白原血症于 1965年首次报道 ,

截止目前共发现了约 200 个患有该疾病的家系。纤

维蛋白原的功能异常涉及纤维蛋白形成和稳定的所

有重要步骤。将纤维蛋白原转化为不可溶的纤维蛋

白多肽首先需要凝血酶将纤维蛋白原裂解 , 释放出

纤维蛋白多肽 A 和 B , 产生纤维蛋白单体 , 纤维蛋

白单体再进行多聚化。因子 Ý a可以稳定多聚化的纤

维蛋白。异常纤维蛋白原血症是由于可溶性纤维蛋

白原向不可溶的纤维蛋白转化的过程发生了障碍。

最常见的缺陷是纤维蛋白多聚化缺陷。有些异常纤

维蛋白原血症患者产生的纤维蛋白不能被纤溶过程

所溶解 , 这部分患者表现为发生血栓性疾病的倾向。

异常纤维蛋白原血症是常染色体显性遗传性疾病 ,

具有很高的外显率 , 绝大多数为杂合子。约 40 %无

症状 , 45 %～50 %的病例表现为出血性疾病 , 而其

余患者表现为血栓性疾病 , 或同时表现为出血和血

栓形成的倾向。另外还有自发性流产、伤口愈合不

良等临床表现。
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