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摘要  第二信使 cAMP 在细胞信号转导中起着重要作用. 但为什么相同的 cAMP 信号可以诱导不同的
生理反应. 20年前, cAMP信号区域化的提出, 似乎解答了这一疑惑. cAMP区域化使得空间上不同的蛋
白激酶A (PKA)池能够被不同地活化. 同时也使得人们对 cAMP通路复杂性和重要性有了新的认识, 使
其再度成为生命科学的研究热点. cAMP/PKA 信号转导区域化是由蛋白激酶 A 激酶锚定蛋白(AKAPs)
和磷酸二酯酶(PDEs)来维持的, 前者可以结合 PKA和其他的信号转导蛋白; 后者可以水解 cAMP, 终止
PKA活性. PDE4是 PDEs同工酶超家族的成员之一, 不仅参与区域化的 cAMP信号通路的调控, 而且还
在整合与其他主要信号转导通路的反应网络中起重要作用. 本文对 PDE4的分类、基因表达与调控、作
用的系统与区域进行了回顾, 重点对 PDE4作用的具体分子与机理以及 PDE4发挥功能的调控方式进行
了总结, 并结合本室的研究对 PDE4在大鼠颗粒细胞成熟及 cAMP信号区域化中的作用进行了综述.  
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在过去的半个世纪里 , 人们已经确定第二信使 
cAMP 及其通路的绝大多数组分参与了信号转导, 这 
使得我们能够在分子和原子水平上理解它们的功 
能 [1]. 但令人感到迷茫的是, 为什么相同的cAMP信 
号可以诱导不同的生理反应 [2]. cAMP是普遍存在的 
第二信使, 通过腺苷酸环化酶(adenylyl cyclase, AC) 
的作用而产生于质膜的胞质面, 主要通过蛋白激酶 A  
(protein kinase A, PKA)发挥作用, 控制细胞的许多事 
件, 如运动、生长、代谢、收缩和突触可塑性等[3~7].  
cAMP 一旦产生, 使其失活的惟一途径是通过磷酸二 
酯酶(PDEs)的作用将其降解为 5′- AMP[3~7]. 因此, 在 
特定细胞中所表达的不同 PDEs对 cAMP信号通路具 
有重要的调节作用[2,7]. 

20年前, Buxton和 Brunton对心肌细胞进行一系 
列研究时就已认识到cAMP信号转导是区域化的 [4] .  
现在研究人员已经将其拓展到许多其他类型的细 
胞 [5]. cAMP信号区域化概念的出现, 使得研究胞内 
cAMP 的时空动力学成为必然 . 最近 , Houslay 和 
Adams[7]利用荧光共轭能量转移(fluorescence reso- 
nance energy transfer, FRET)和 cAMP门控离子通道 
(cAMP-gated ion channels, CNG)等方法对活细胞进 
行监测, 发现胞内 cAMP浓度在空间和时间上都存在 
梯度 .  这种 cAMP 区域化差异使得空间上不同的 
PKA 池能够被不同地活化. 尽管 cAMP/PKA 信号转 
导通路可被多种刺激所激活 , 但细胞反应的特异性 
主要依赖于信号复合体的形成以及被定位到不同位 

点(区域化)[8]. 这种特异性可以通过信号转导分子在 
亚细胞结构域的特定定位获得[9]. cAMP/PKA信号转 
导区域化是由蛋白激酶 A 锚定蛋白(A-kinase an- 
choring proteins, AKAPs)和 PDEs 来维持的, 前者可 
以结合 PKA 和其他的信号转导蛋白; 后者可以水解 
cAMP, 限制其扩散, 终止PKA活性 [8] . 各种PKA同 
工酶通过 AKAPs被锚定于胞内特定位点, 而 AKAPs 
的表达又是呈细胞特异性方式. 因此, AKAPs在胞内 
的不同分布允许不同的 PKA同工酶对胞内 cAMP 梯 
度进行识别和反应, 并修饰局部的目标蛋白, 这样就 
获得了区域化的作用 . 信号转导酶区域化是细胞信 
号转导特异性的重要机制 , 它们可以与骨架蛋白和 
锚定蛋白互作 [10]. 目前已经发现AKAPs能够整合由 
蛋白激酶、磷酸化酶、信号通路酶和其他调节蛋白组 
成的整个信号通路复合体 [10] , 而且也已经确定PKA 
的定位受AKAPs调控, 所以其也调控 PDEs在胞内的 
分布. cAMP 的这种梯度依赖于 ACs 和 cAMP-PDEs 
的活化与定位 [3]. 大量的研究表明, ACs及受体是不 
均匀地分布于质膜的表面 [5] , 且PDEs定位于不同的 
胞内位点是为了适应cAMP的降解 [3]. 研究结果还表 
明 , 区域化诱导产生具有生物学作用的胞内和膜功 
能蛋白是呈底物特异性的[11,12]. 另外, 人们已经发现,  
PDEs 活化不仅存在于胞质, 而且也存在于各种膜、 
核及细胞骨架[3,12]. 因此, cAMP在时空上呈现的梯度 
依赖于锚定的PDE蛋白 [7 ,12] . 事实上 , 局部PDEs活 
化决定了胞内 cAMP不均匀的梯度, 随后被与 AKAP 
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结合的 PKA 分子所“阅读”, 巩固了 cAMP 信号转导 
的区域化.  

PDEs有 11 个不同的家族, 其中 8 个家族能产生
30 多种同工酶, 水解cAMP[3,13,14]. 这种成员的多样
性表明了其功能的复杂性 , 具体表现在以下两个方
面: 一是与胞内定位有关, 即特定的PDE同工酶调控
特定的胞内过程; 二是特定的同工酶能被其他信号
转导通路所调控. 因此, PDEs在控制cAMP信号转导
空间上的完整性及整合各种胞内其他信号转导系统

与cAMP及cGMP信号转导系统之间的信息传递过程
中具有非常重要的作用[7]. PDE4 就是个典型的例子, 
它是PDE蛋白酶超家族的成员之一, 专门水解cAMP. 
最近, PDE4 催化单元结构的阐明使得我们可以从分
子水平上了解其催化作用的方式 , 如底物和抑制剂
的选择性与特异性. PDE4由 4个不同的基因编码, 至
少可以产生 16 种同工酶, 每个同工酶又具有特异的
N端结构域. PDE4 通过其胞内特异性定位对不同功
能和空间的cAMP池进行控制. PDE4位于一个十字路
口, 可以整合在空间上位于不同区域的各种cAMP信
号通路[7]. 本文将对PDE4的分类、基因表达与调控、
作用的系统与区域进行回顾, 重点对PDE4 作用的具
体分子与机理、PDE4 发挥功能的调控方式及其在
cAMP信号通路区域化和颗粒细胞成熟中的作用进行
总结.  

1  PDE4的分类 
PDE4 是 PDEs 同工酶超家族的成员之一, 由 4 

个不同的基因所表达 , 其中许多同工酶是功能特异 
的, 在不同组织中表达, 参与不同的信号传递通路,  
调节特异的生理和病理过程. 一般情况下, PDEs 可 
通过离子交换层析分离, 并根据氨基酸序列、酶动力 
学特征、催化和调节特征、底物特异性、细胞分布和 
对抑制剂的敏感性等进行分类. 除酵母 PDEs外(它们 
属于不同的家族), 所有 PDEs的羧基端均含有一个保 
守的催化结构域(约 270个氨基酸)[13,14]. PDE4羟基端 
结构域与二聚化作用相关, 起调节结构域的作用, 是 
磷酸化的靶点 . 催化结构域侧面的调节结构域是细 
胞内信号感受器, 当其接受到信号后 PDEs 便会改变 
构象 , 以致于抑制结构域不再对催化作用产生抑制 
作用. 成对的调节区域, 紧位于催化位点的 N 端, 是 
绝大部分已知PDE家族的重要特征 [1,7]. 例如, PDE4 
具有两个独特的模块(UCR1 和 UCR2), 对催化活性 

起调节作用. 功能性 PDE4 同工酶可以分为 3 大类,  
即长链的、短链的和超短链的[15]. 长链同工酶以两个 
模块为特征, 它们在 4个 PDE4亚家族中都是保守的,  
且位于催化结构域的 N′端, 被命名为上游保守区域 1 
和 2 (upstream conserved regions 1 and 2, UCR1和 
UCR2). 与长链同工酶相比, 短链同工酶缺少 UCR1,  
而超短链同工酶不仅缺少 UCR1, 而且 UCR2也被剪 
切过 . PDE4 蛋白酶的命名是采用 1995 年建立的 
PDEs 蛋白酶超家族官方命名方法, 用阿拉伯数字表 
示 PDE 家族, 紧接着用一个大写的字母表示家族中 
的基因 , 随后一个阿拉伯数字表示来自于同一个基 
因的剪切体[7,16], 如PDE4D3 表示PDE第 4 家族D基 
因剪切体 3.  

2  PDE4基因的表达与调控 
PDE4 又称为 cAMP 特异性 PDEs, 咯利普兰 

(Rolipram)敏感性 PDEs 或 PDEⅣ等, 是果蝇 dunce 
基因的同源基因. 在哺乳动物基因组中, 4个 PDE4基 
因存在于不同的染色体上[17]. 研究还发现, 果蝇和哺 
乳动物 PDE4 基因是由多个转录单元和多个启动子 
组成的 [18] . 例如, 人类PDE4D等位基因位于 5q12,  
长 150 kb, 至少有 4个转录单元. 作为启动子的内含 
子一般不到 20 kb. 其他的 PDE4 基因也具有类似的 
复杂性, 只有一些较小的差异. 这种精细结构使得不 
同的 PDE4 基因有多个转录产物, 如 PDE4A 有 4~5 
个转录产物, PDE4B有 4个, PDE4C有 3个, PDE4D 
有 5个或更多. 总的来说, 人类 PDE4基因至少有 16 
个可读框(ORF). 毫无疑问, 多启动子的存在是组织 
发育特异性表达所必需的 , 如同胞外不同刺激产生 
的调节作用[1~3].  

在哺乳动物细胞中已经确定有 16~18 种不同的 
PDE4 同工酶或剪切体的表达[18], 这些剪切体在结构 
上由位于调节结构域侧面的高度保守的催化结构域 
所组成, 其特征性结构域位于其N′端及C′端. 现在已 
经在原子水平上确定了 PDE4B 催化结构域的结构,  
为其他 PDE4, 甚至其他 PDE家庭成员的催化结构域 
的建模铺平了道路. PDE4中UCR1/UCR2结构主要起 
调节结构域的功能 ,  控制着催化结构域的构象 .  
UCR1由约 60个氨基酸组成, UCR2由约 80个氨基酸 
组成. 这两个模块通过连接区域 1 (LR1)连接在一起 
的. LR1由约 24个氨基酸组成, 在 4个 PDE4亚家族 
中是不同的. UCR1 通过 LR2 与催化单元连在一起,  
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它的组成和大小(10~28个氨基酸)在 4个PDE4亚家族
中也不同. 催化单元由约 315 个氨基酸组成, 形成 3
个不同的亚结构域. 然而, C端区是每一个亚家族特
有的, 其作用目前还不清楚[1,17].  

翻译后修饰是许多蛋白酶的调控方式之一, PDE4
也不例外. PDE4 可以在转录后发生磷酸化作用, 只不
过其磷酸化作用发生于PDE4蛋白酶氨基端的调节结
构域. 当PDE4 中UCR1 发生磷酸化时, 引起酶构象
的改变, 从而影响其活性. PKA, PKB, 丝裂原活化蛋
白激酶 (mitogen-activated protein kinase, MAPK)和
Ca2+/CaM依赖性蛋白激酶(CaM kinase, CaMK)等激
酶都可以催化这些磷酸化, 发挥调节作用[2].  

除了翻译后修饰形成短链PDE4 同工酶的调节外, 
PDE4 的表达在转录水平也可被调节. 现已证明, 在
PDE4B和PDE4D基因中存在cAMP调控的内源启动
子, 可以使PDE4B和PDE4D mRNA及相应的短同工
酶大量增加[1~3]. 另外, mRNA 的稳定性也可以导致
PDE4D和  PDE4B mRNA的整体水平上升 . 存在于
PDE4 基因中的其他启动子也可能被cAMP所调节 , 
如最近研究发现PDE4D3和PDE4D5 mRNA的增加在
cAMP持续升高之后 [2]. 脂多糖 (lipopolysaccharide, 
LPS)对 PDE4B2 的诱导作用是一个正反馈调节, 是
去除cAMP约束作用所必需的, 如在M期或单核细胞
系中LPS刺激引起 PDE4B2 mRNA和蛋白大量增加. 
但在缺失PDE4B的小鼠中, 这种调节作用不存在, 由
LPS刺激产生的肿瘤坏死因子 α (TNFα)减少了
90%[1~3]. Toll受体相关信号通路的激活也可以诱导短
链PDE4B2 同工酶的表达. 事实上已经发现细胞因子
的产生和炎症细胞的活化是受cAMP负反馈调节控制, 
起到了一个门控通路的作用.  

细胞中绝大多数cAMP是由PDE4 家族酶负责水
解的 [1,17,18]. PDE4 同工酶成员具有不同的调节结构 
域, 这就是为什么PDE4 家族存在如此多的同工酶的
原因. 细胞通过不同的PDE4 同工酶成员来适应它所
接触到的大量信号 , 控制不同亚细胞区域内环核苷
酸的累积并整合不同的信号通路. 那么, 为什么在同
一家族内又存在多个基因 , 相应蛋白质的特性和调
节作用又有多大程度的重叠呢? 最近的研究发现 , 
小鼠 4个PDE4基因中只要有一个失活便可以产生意
想不到的表型 , 说明不同PDE基因的功能是不重复
的[19,20]. 另外, 大脑中PDE mRNA的原位表达研究发
现同一个家族的基因呈特异性表达. 例如, PDE4B在

小脑的粒状层中表达 , 而PDE4D在小脑柏金氏细胞
中表达[19~20]. 因此, PDE4 的表达调控方式是呈组织
和发育阶段特异性的.  

3  PDE4作用的系统与区域 
PDE4 在许多组织中都有表达, 如肾、心、肺、

骨骼肌、血管和内脏平滑肌等, 也包括卵巢颗粒细胞. 
在不同的组织表达不同的PDE4 同工酶, 并且在组织
的不同区域和亚细胞区域中呈特异性分布. PDE4 的
N端主要功能是将胞内特异的PDE4 同工酶定位到特
定的信号复合体中或特定的位置, 如PDE4A1 的N端
有两个特征性的螺旋结构[21]. PDE4D基因编码 5个特
征明显的剪切体. 这些剪切体是通过选择性剪切和/
或运用不同的启动子产生的 , 而且这些剪切体具有
不同的调节功能, 定位于不同的亚细胞区域. PDE4D的
5 个剪切体的氨基端有一个结构域, 可以与RACK1
互作, RACK1 是骨架蛋白, 可以与活化的PKC结合; 
PDE4A和PDE4D剪切体具有SH3 互作结构域 [19,20]. 
现有研究认为, 骨架蛋白可以锚定PDE4D到PKAs附
近的高尔基体和中心粒结构上 [19,20]. 尽管这种不同
定位的生理学作用目前还不是很清楚 , 但这些研究
结果表明, PDE4 亚细胞定位在信号区域化中具有重
要的作用[19~22](图 1).  

PDE4同工酶的重要特性是它们能够定位于胞内
特定的位点[2]. PDE4 通过胞内特异性的定位对功能
和空间不同的cAMP池的控制具有极重要的作用. 通
常PDE4通过与特定蛋白结合而发生定位(图 1), 如一
些长PDE4 同工酶含有一个多聚脯氨酸基序, 可以与
Fyn/Lyn激酶的SH3 结构域互作, 是定位于膜上特定
部位和核周边区域所必需的; PDE4D5可以通过其特
定的氨基末端区域与RACK1 互作; PDE4D3 可以与
myomegalin (一个大的骨架蛋白 260 kD)结合并定位
于高尔基体和中心粒区域; PDE4 可以与β-arrestin发
生互作并定位于质膜G蛋白偶联受体(G-protein cou-
pled receptors, GPCRs)附近, 具有双重功能, 即调整
信号分子和受体移动[23,24](图 1). 在过表达β-肾上腺
素受体的细胞中, β-arrestin和PDE4 被转运到膜上, 
而这种易位在胎鼠成纤维细胞(murine embryonic 
f ibroblas ts ,  MEF)中不存在 ,  因为MEF细胞缺失
β-arrestin 1和 2; GPCR-arrestin-PDE4 复合体对受体
信号通路和脱敏性具有非常重要的影响. β-arrestin募
集到磷酸化的受体并使PDEs进入复合体, 从而终止
信号, 阻止复合体进一步进行cAMP信号转导 [23,24] .  
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图 1  PDE4的亚细胞定位及调控[1,2,10,22~26]

细胞是假设的用来表示已知的大分子 PDE4复合体及其亚细胞定位. 修饰的 CNG通道用跨膜结构域束表示, 作为 cAMP生物传感器; PDE4在
EP2附近的定位是用这个生物传感器的研究推断出来的. βar示β-arrestin; β2R表示肾上腺素受体; Gs示异三聚鸟苷结合蛋白 

 
因而它们可以形成局部空间上被限制的信号转导模

块, 起监视胞内 cAMP梯度, 整合其他信号转导系统
的作用.  

如上所述, PDE4 除了不同亚细胞分布外, 还可以
与AKAP等许多伴侣蛋白相互作用, 参与PDE4 的胞内
定位. PDE4 定位的改变与细胞刺激有关, 可以调整细
胞内信号转导. 例如, 在血管平滑肌细胞中, PKA和
PKC-Raf-MEK-Erk通路的同时活化使得PDE4D3 的活
化受到调整, 并且膜PDE4D3被定位到这些细胞的胞质
中. 在T 细胞激活过程中PDE4 被特异性的募集到脂筏
上, 终止cAMP的负反馈调节作用, 从而使T 细胞的免
疫能力增强 [27]. 在心肌细胞中 , β-arrestin能够募集
PDE4, 以调节β-肾上腺素受体从Gs 转变为Gi. 在骨骼
和心脏组织中, 密嘧噶啉可以募集PDE4 于高尔基体和
中心粒区域, 与PKA和mAKAP结合以调控PKA的活化
状态. 另外, 在细胞凋亡过程中, caspase-3 能够剪切
PDE4A5 的N端区域, 抑制其SH3 互作结构域, 改变其
胞内定位及其催化活性. 总之, 不同PDE4 同工酶的生
化特性、定位、及其协调而复杂的调控使得PDE4成为
cAMP信号通路的重要元件[16].  

4  PDE4作用的具体分子与机理 
胞外信使与细胞膜上的受体结合通过ACs产生

第二信使开始信号转导. 像cAMP这样的小分子可以
迅速合成, 并扩散到胞质, 从而激活下游的效应器蛋
白, 如CNG离子通道、EPACs和PKA[12]. 这个过程使
得胞外刺激能够影响胞内多种生化过程. 相反, 信号
的终止是由于PDE超家族成员降解局部cAMP. ACs和
PDEs的互作平衡产生cAMP梯度, AKAPs通过PKA定
位决定cAMP信号转导的特异性 , 这使得cAMP在特
定的亚细胞区域内和有限的时间间隔中调节细胞对

外在刺激的反应[25,28]. 直到 20世纪 70~80年代, 第二
代抑制剂的合成才把具有特异性功能的PDE4从其他 
PDEs中区别开来. 一般来说, 用PDE4 选择性抑制剂
处理可以引起细胞内cAMP水平的升高, 从而增强或
抑制远端效应, 这取决于细胞内环境. 然而, 现在还不
清楚PDE4抑制后的功能变化是否是由于cAMP“稳定
状态”的改变. 由于PDE4参与反馈调节作用, 与细胞
脱敏、适应、信号偶联和cAMP信号区域化相关, 所
以 PDE4 被认为是cAMP自我平衡的重要调节因子
[2,3]. 

cAMP是一个小分子, 只需要百万分之一秒就可
以在整个细胞内达到平衡 , 但第二信使的扩散可以
被生理障碍和PDEs的降解作用所阻断[2]. Jrevicius和
Fishmeister检测β肾上腺素对L型通道的活化作用时
发现, cAMP的扩散是有限的, 可以被PDE4 所阻断. 
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Cooper[29]研究发现, ACs不能到达经离子载体进入的
Ca2+至少有两种可能性: 一是Ca2+没有进入ACs附近
的细胞, 表明微结构域存在于环化酶周围, 使人们想
起位于库容性Ca2+内流(capacitative Ca2+ entry, CCE)
通道周围的微结构域; 二是离子载体调节的Ca2+升高

不能模仿与离子通道开关相关的Ca2+转运, 表明一个
动力学微结构域以多种形式Ca2+瞬时现象存在于通

道附近, 在更远的距离上可以被缓冲或稀释[29]. 检测
cAMP微结构域的最直接手段是测量紧靠AC附近的
cAMP. Karpen与其合作者为了研究胞内cAMP的局部
浓度与扩散 , 建立了一种cAMP生物传感器(一种修
饰过的CNG离子通道), 可以检测到微摩尔的cAMP. 
运用这种方法检测胞内cAMP调控的Ca2+流时发现 , 
质膜内cAMP池不能在整个胞质内迅速平衡. 更重要
的是, 他们发现当GPCR与配体结合时PDE4 就被迅
速激活 , 从而调节这种“微结构域”中cAMP的浓度
[1~3]. 因而, PDE4 参与调控cAMP到达质膜附近的效
应器.  

对心肌细胞的研究也发现了类似的cAMP微结构
域效应. 例如, 用β肾上腺素处理心肌细胞, 发现在Z
带和T管重叠的区域更易于累积cAMP, 而这种累积
作用可以被PDE4 所阻断 /清除 , 因为密嘧噶啉是 
PDE4互作蛋白, 可以锚定长PDE4同工酶于L型通道
附近的Z带, RyR和PKA. 在HEK293细胞系中药理学
和选择性siRNA实验发现, AC附近的AKAP, gravin和
PKA可以迅速活化PDE4, 产生瞬时cAMP反应, 避免
PDE4 的cAMP在胞液中慢慢累积[29](图 2). 在静息的
HEK293细胞中, PDE4的活化可以通过cAMP基础水
平的波动来保护GRK2 (G-protein receptor kinase 2)不
受PKA不恰当的磷酸化作用[30]. 用 

 
图 2  HEK-293细胞中cAMP动力学调控因子[6,13,19,20,29,32]
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Gravin 与质膜结合, 可以锚定 PKA, 调节质膜附近的 PDE4 的活性, 
产生一种不同于胞质内传统方法检测到的 cAMP浓度形式. Iso, 去甲
肾上腺素; PGE1, 前列腺素 E1; CNG通道是修饰过的 CNG离子通道,  

作为生物传感器 

前列腺素E1处理HEK293细胞可以观察到cAMP水平
的瞬时升高, 若用PDE4, PKA或AKAP的抑制剂进行
预处理便阻断了质膜下cAMP浓度恢复到基础水平 . 
Gravlin (AKAP250)相关联的PDE4D提供了一个终止
质膜内cAMP信号的途径, 同时伴有局部离子通道或
酶的活化[31]. 

在心肌细胞中 ,  PDE4D3 磷酸化作用将导致
cAMP动态平衡与cAMP瞬时反应. 若PDE4D3磷酸化
作用被抑制, 则TSH诱导cAMP的瞬时反应增加; 反
过来, 又活化了PDE4D3, 降低cAMP水平, 达到一种
动态平衡 [2,3]. 这种反馈调节不可能通过测量细胞内
总cAMP浓度来发现. PDE4D3 和PKA存在于AKAPs
复合体中, 这些AKAP-PKA-PDE4D复合体存在的功
能是通过PKA磷酸化PDE4D3, 产生反馈调节作用 , 
控 制 c A M P 以 到 达 锚 定 的 P K A .  因 为 
cAMP 的升高可以激活 PKA, 活化的 PKA 可以磷酸
化 PDE4D3等底物, 从而激活 PDE4, 导致局部 cAMP
降低, 使 PKA 恢复到基本活性状态. 别的信号通路
成分很可能也存在于 AKAP-PKA-PDE 复合体中, 因
为 AKAP450和它的剪切体 Yotiao可以与蛋白磷酸酶
1 (protein phosphatase 1, PP1)和 PP2A结合. 最近的
研究也表明, 在心肌细胞中 PDE4D3是复合体的一部
分, 其中包括 Ca2+通道 RyR, PKA, mAKAP和 PP1. 

AKAPs的一个重要特性是其不但可以与PKA互
作, 而且还可以与其他的信号转导蛋白互作. 这些复
合体含有信号终止酶(如PDEs)和信号转导酶(如激酶). 
因此, 这些蛋白酶既能够上调, 也能够下调特异性的
信号转导通路[25]. 目前, AKAP研究的热点是鉴定与
AKAPs相关联的蛋白 . 这可以提供候选蛋白替代
PKA, 有利于我们进一步理解这些AKAP复合体是如
何调控下游生物反应的 . 在心脏功能的调控中 , 
AKAP通过募集PKA和其他的效应器蛋白到胞内特
定区域 , 控制cAMP信号转导的特异性 . 通过cAMP
活化的每个效应器都具有不同的门槛 . 心脏中
mAKAP复合体协调 3 种酶(PKA, PDE4D3 和Epac1), 
以便依据局部cAMP水平在升高或降低时产生恰当的
反应. 最近, 不断增加的AKAPs也被PDE锚定到复合
体中, 使得微结构域中cAMP梯度得到了更好地协调. 
这使得cAMP变化的时空调控变得更加复杂[33]. 

5  PDE4发挥功能的调控方式 
细胞中存在多种控制环核苷酸水解的机制 , 现 

在已经不再认为细胞中的 PDEs是看家酶. PDE4发挥 
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5.2  磷酸化作用 功能的调控除了组织特异性表达和亚细胞定位外 ,  
主要体现在多种不同的活性调节方式 [ 1 9 , 2 0 ] .  随着 PKA 磷酸化作用能够通过 UCR1 的 N 端单个丝 
PDE4B 催化单元晶体结构的确定, 使得我们可以在 氨酸残基活化 4个 PDE4亚家族产生的所有长链同工 
分子水平上理解酶活性的调控机制.  酶[35](图 3). 在哺乳动物细胞中这种磷酸化作用可以 
5.1  分子内互作 增加 PDE4活性约 60%以上, 而 PDE4D3和 PDE4A4 

有更大活性(2~3 倍), 可能与其 N 端的调节作用有关 长链 PDE4s 可以通过 UCR1 N′端位点的磷酸化 
或它们还受别的修饰作用所控制. PKA对长链 PDE4 作用来增加酶的活性 .  进一步研究发现 ,  若将 
同工酶的活化是通过相邻丝氨酸残基的磷酸化作用 PDE4D的UCR1和UCR2从催化结构域中剪切掉, 结 
破坏离子键的结果. PKA对 UCR1的磷酸化作用也被 果导致其活性增加[34]. 另外, UCR2 与抗体结合可以 
认为通过构象改变破坏了 UCR1和 UCR2之间的互作,  增加酶的反应速度 [17], 所以我们认为UCR1 的磷酸 
这与活化构象改变不同 .  P K A 磷酸化也增强了 化作用是通过调节 UCR2与催化结构域的互作, 从而 
PDE4D3和PDE4A4对Mg2+刺激作用的敏感性[34], 这 改变 PDE4构象与活性. 利用酵母双杂交进行进一步 
是 PDE4 活性所必需的. 因为 PDE4 催化结构域结构 分析发现, UCR1 和UCR2 之间彼此互作[15,34], 这种 
紧密, 由 17个α 螺旋组成, 分为 3个亚结构域, 其中 分子内的互作很可能与酶的磷酸化活化机制相 
6~13 螺旋含有能结合两个金属离子的重要残基. 螺 关[15,34]. UCR1/UCR2结构域在PDE4四级结构中具有 
旋 1-7, 8-11和 12-16螺旋形成亚结构域, 使得催化中 重要作用 , 即同时含有两个结构域的剪切体是二聚 
心有不同构象 [1,17]. 在甲状腺细胞系中, TSH可以使 体, 若缺失一个 UCR 的剪切体是单体. 这种二聚化 
PKA 迅速磷酸化 PDE4D3在丝氨酸位点(Ser54), 导致 最重要的作用是把 N′端的构象改变传递到催化结构 
活性增加[2]. 在PDE4D3 中发现的丝氨酸残基及其周围 域, 从而引起相应的构象改变. 因此, UCR1/UCR2结 
的残基不仅存在于所有哺乳动物长链 PDE4 同工酶中,  构域是决定催化结构域多种构象的主要因素 . 最近 
而且在从线虫到人类的进化过程中都是保守的, 表明 研究表明, UCR1亲水性 C端能与 UCR2亲水性 N端 
这个结构域具有重要的功能. 在过表达体系中, 这个位 发生互作. 这种互作实际上是 UCR1 中两个精氨酸 
点的磷酸化作用也引起其他长链 PDE4 同工酶活性的 (PDE4D3中是 Arg98和 Arg100)与 UCR2中一簇负电 
增加[1~3]. 在血管平滑肌和淋巴细胞系中已经发现天然 荷残基(Glu146, Glu147和Asp149 )的互作, 同时表明 
的 PDE4D3和 PDE4D5可以通过磷酸化作用被活化.  UCR1/2 模块与催化单元的互作是通过 UCR2 接触 

昆虫细胞的重组表达实验发现, PDE4B2 蛋白羧 的 [34] . 最初的N端删除研究发现, 去除UCR2, 尤其 
基端 SPS 基序中丝氨酸可以被 MAPK 磷酸化. 进一 是其 N 端部分, 将导致 PDE4 活性增加, 说明 UCR2 
步研究发现, 哺乳动物细胞中过表达 PPE4D3中相似 对 PDE4催化单元的活性有持续抑制作用.  
基序也可以被 MAPK 磷酸化, 导致催化活性被抑制.  

 
 
 
 

 

图 3  PDE4s在信号通路中的位置及其
活性调控[6,13,19,20,29,36~39] 

PDE 蛋白酶在整个网状信号转导图中处于十字路
口 , 具有重要的作用 , 可以整合各种其他的信号
转导通路与 cAMP和 cGMP信号转导通路, PDE4
就是其中最具有代表性的酶 , 图中仅列出了其主
要的调节方式 . 但需注意的是 , 最近对肺动脉平
滑肌细胞的研究发现NO可以诱导 PDE4B的表达;
对卵巢卵泡发育的研究发现卵母细胞分泌的

PDE3B与颗粒细胞分泌的 PDE4D有协同作用
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因而现在认为, PDE4D和其他长链PDE4 同工酶可以
通过MAPK作用形成负反馈调节机制. PDE4 活性的
抑制是通过Raf磷酸化作用诱导的cAMP级联反应所
产生的[2].  

5.3  自我调节 

用cAMP类似物处理肝实质细胞发现, 在这些细
胞中存在快速反馈控制cAMP的机制. 最近, 甲状腺
细胞中的研究也表明, PDE4 可以通过激素被活化, 
这些激素通过依赖PKA机制升高cAMP[19,20]. 若用
PKA抑制剂阻断PDE4D3 磷酸化/活化, 则引起cAMP
信号转导作用增强 , 从而确认在完整的细胞中存在
PKA-PDE4D反馈环[40](图 3). 在表达PDE4D3 的稳定
细胞系中TSH的刺激使得cAMP累积产生一个较大的
变化, 而在缺失磷酸化作用的PDE4D3 细胞系中反应
正常. 这种反馈调节的失活主要影响cAMP信号的强
度, 对信号的持久性没有影响[40].  

一些激素的刺激使得胞内cAMP升高, 引起PDE4 
mRNA增加和PDE4蛋白的合成, 这对PDE4D/A基因最
明显 . 如若 FSH长时间刺激足细胞将引起 PDE4 
mRNA和PDEA1/D2 剪切体增加 100 倍, PDE活性增
加 10 倍. 这种诱导机制存在于绝大多数的细胞中, 
表明cAMP普遍存在反馈调节(图 3). PDE对cAMP信
号转导的反馈作用源于对PDE4D敲除小鼠的研究[41]. 
缺失PDE4D小鼠在青春期生长速度降低了 30%~40%, 
成年小鼠通常比同窝出生的要小些 . 生长速度的减
慢与IGF-1水平的降低有关, 表明GH- IGF1轴被破坏
了. 另外, PDE4D−/−母鼠的受胎力下降, 且同窝小鼠
的大小约为正常的三分之一 . 与野生型同窝小鼠比
较, 这种受精力的降低与排卵率减少 70%~80%相关
[41], 而且PDE4D−/−小鼠的颗粒细胞对促性腺激素
hCG的反应敏感性也降低.  

破坏PDE4D表达也影响呼吸道中毒蕈碱类胆碱
的反应[42]. 缺失PDE4D的小鼠对乙酰胆碱没有反应, 
除了毒蕈碱类胆碱受体的正常补偿以外 , 呼吸道抵
抗力增加. 另外, PDE4可能在M3毒蕈碱受体信号转
导中直接起作用 , 使其可以调节乙酰胆碱的收缩反
应 [42], 再一次表明PDE4D作为信号转导的自我调节
者的作用 . 在cAMP累积被解除管制的病理条件下 , 
PDE4反馈环可能有更重要的作用.  

5.4  其他调节方式 

PDE4 的活性调节除了以上几种方式外, 还有一
些其他的调节方式, 如蛋白互作、构象调节及通过负

电荷磷脂和细胞外信号调节激酶(extracellular signal 
regulated kinase, ERK)调节等方式. 20世纪 70年代, 
人们就已经发现PDE可以通过环核苷酸构象改变来
进行调节. 关于PDE4 构象的改变主要是通过UCR2
的作用, 然后通过二聚体把UCR2 的构象改变传递到
催化结构域, 从而引起PDE4 活性的构象调节. 磷脂
酸(PA)是重要的信号转导分子, 但其与转导蛋白互作
却知之甚少. 许多研究表明, PA可以增加PDE4 活性
[7]. PA可以引起各种长链PDE4同工酶显著活化(0.7~3
倍), 但对短及超短同工酶没有影响. 所有PDE4 亚家
族催化单元(除PDE4A)的第 3个亚结构域都含有一个
ERK基序(Pro-Xan-Ser-Pro). 在体外和体内这个丝氨
酸残基可以通过ERK被磷酸化 [43]. 在丝氨酸靶点是
惟一被磷酸化的残基时, ERK对长链PDE4 同工酶的
磷酸化可以产生抑制作用[43]. 与此相一致的是, ERK
作用的丝氨酸残基突变为天门冬氨酸时 , 酶的活性
降低, 类似于ERK磷酸化过程的野生型的酶(约 60%
被抑制). 在完整的细胞中, ERK对长PDE4 同工酶磷
酸化的抑制作用能引起局部cAMP水平升高, 从而活
化PKA, 引起长链PDE4 同工酶的UCR1 中目标丝氨
酸残基的磷酸化作用 , 导致ERK磷酸化作用对长链
PDE4同工酶的抑制作用解除[43,44]. 因此, ERK对PDE4
抑制性调节作用的重要特征是短暂性 , 因为它可以
通过随后的PKA作用迅速逆转过来[45]. cAMP是通过
同工酶Raf-1抑制ERK活化, 并通过同工酶Raf-B活化
ERK[44]. 在特定类型的细胞中通过选择性表达不同
的PDE4和Raf同工酶可以获得cAMP与ERK信号转导
[44], 如在人的大动脉平滑肌细胞中ERK的活化对长
链同工酶PDR4D5的活性调节是很显著的. 但是许多
细胞同时表达这两套PDE4 和Raf同工酶, 导致不同
的信号转导模式, 控制空间上不同的ERK. 

6  PDE4在颗粒细胞成熟中的作用 

颗粒细胞的发育/成熟是卵泡发育的关键. cAMP
在颗粒细胞成熟中起重要作用 , 而颗粒细胞中环核
苷酸信号的失活依赖于cAMP-PDEs. 据报道, PDE4
是大鼠颗粒细胞中主要类型的PDE蛋白 [46] . 在卵巢
中, 卵泡的生长与成熟依赖于垂体促性腺激素(FSH
和LH)的协同作用 .  这两种促性腺激素主要通过
cAMP信号转导发挥作用. 卵巢中cAMP-PDE水平/活
性的改变将导致cAMP和E2 水平的改变, 从而调节卵
巢的功能 .  颗粒细胞是研究细胞内信号转导的 
最好模型 , 我们实验室围绕颗粒细胞的成熟展开了 
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够发育至成熟. 组织学观察发现PMSG处理PDE4D−/− 一系列的研究, 主要集中于 cAMP-PDE4, AC, FOXO 
小鼠 48 h 后卵巢上只存在一些正常的排卵前卵泡,  和 CNG 离子通道等, 并提出了卵巢颗粒细胞中主要 

信使途径模型[46~51](图 4).  和许多结构类似黄体化的卵泡 .  进一步研究发现 
PDE4D−/−小鼠的颗粒细胞的 cAMP 反应性发生了改 在颗粒细胞中, PDE4D 是促性腺激素调控的基 
变 [46]. 用排卵剂量的hCG处理野生型和PDE4D−/−小 因 .  我们在颗粒细胞培养实验中发现 ,  FSH 诱导 

PDE4D蛋白水平呈短暂的、时间依赖性的增加, 与检 鼠时发现, 野生型小鼠卵巢中 cAMP 水平迅速升高 
测到的 PDE4活性变化相一致, 表明 FSH对 PDE4活 (30 min)并随后下降, 与 PDE4D 的诱导合成相一致.  
性的刺激作用与 PDE4D 蛋白合成有关, 而不是存在 PDE4D−/−小鼠卵巢中 cAMP浓度在 1 h时达到最高,  
蛋白的功能性活化. 超排实验研究发现, PMSG 可以 然后保持不变, 表明 PDE4D 的缺失阻止了第二信使 
诱导卵巢中PDE4D mRNA的含量升高[46]. 进一步研 的快速失活. 更重要的是, 卵泡成熟和排卵所需要的 
究发现, 用 hCG 处理成熟的颗粒细胞也可以产生类 基因表达模式被破坏, 表明 PDE4D 负反馈调节对 

cAMP信息通路和细胞分化是至关重要的[53]. 有研究 似的诱导作用. 用 RNase 保护法研究促性腺激素对 
PDE4D mRNA表达及调控时还发现这种诱导作用主 表明, 在 PDE4D−/−颗粒细胞中与黄体化相关的基因 
要是由于短链同工酶 PDE4D1 和 PDE4D2 mRNA 的 可以被 LH/hCG 正常激活, 与 PDE4D−/−小鼠卵巢颗 
累积. PDE4D mRNA稳定性可以增加卵巢总 PDE活 粒细胞黄体化的形态相一致. 在黄体化时, LH峰激活 
性. 用 PDE4 特异性抑制剂 rolipram 处理之后, hCG 了卵母细胞和排卵相关基因的表达程序 . 孕酮受体 
的作用不再明显, 表明只有 PDE4 被活化, 其他 PDE (PR)的表达在这个程序中是关键, 因为 PR−/−卵泡不 
不受促性腺激素刺激作用的影响. 用 PDE4D 特异性 排卵 . 现在普遍认为孕酮及其受体是下游基因表达 
抗体进行蛋白印迹分析进一步表明 hCG 能够刺激颗 所必需的. 为了研究 PR 基因表达是否在 PDE4D−/− 
粒细胞产生 PDE4D1/D2. 因此, 如同其他的内分泌 卵巢中被激活, PR mRNA在 hCG处理后不同时期的 
细胞, 在颗粒细胞中 cAMP/PDE4D 负反馈调节也具 检测结果发现在野生型和杂合子卵巢中表达 PR  
有非常重要的作用.  mRNA, 且在 hCG处理后 1~3 h迅速达到最大值. 但 

PDE4D 基因敲除引起排卵率下降 75%, 并且受 在 PDE4D−/−卵巢中没有检测到 PR mRNA. 进一步 
胎力降低. 为了研究排卵率大幅度降低的原因, Park 研究表明, PDE4D 的失活影响了与排卵相关的基因 

表达 [46] . 因此 , 在颗粒细胞中PDE4D在决定cAMP 等人对 PDE4D-/-小鼠卵巢卵泡的发育进行了研究.  
信号转导的特异性和远端输出中起着非常重要的   结果表明, 从 10 日龄小鼠中取得的未成熟卵巢基本 
作用. 是正常的, 表明缺失 PDE4D不影响早期卵泡的发育.  

但未成熟小鼠(20~30 日龄)的超排实验发现卵泡不能 
 

 

图 4  卵巢颗粒细胞中假设的主要信使
途径[46~52] 

PDE4 蛋白酶在整个网状信号转导图中处于非
常重要的位置, 直接调控着第二信使 cAMP 和
cGMP 的浓度. 除了 PDE4 外, CNG 离子通道, 
sGC, NO, AC, FSH和 Ca2+等也都直接调控颗粒

细胞内第二信使的水平. cAMP 在颗粒细胞成
熟中起重要作用, 而颗粒细胞中环核苷酸信号
的失活依赖于 cAMP-PDEs. Willoughby等人[31]

研究发现, 细胞内 cAMP 波动是由 Ca2+调节的

AC同工酶和 PDE4活性所驱动的. FSH和 Ca2+

可以促进颗粒细胞的成熟, NO和 cGMP也参与
调节颗粒细胞的成熟. 最近研究发现 CNG离子
通道和转录因子 FOXO也参与颗粒细胞的成熟
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垂体激素的分泌可能是PDE4操纵的另一个位点. 
下丘脑 -垂体 -肾上腺轴对PDE4 抑制剂登布茶碱
(Dembuphyllin)非常敏感. 口服或腹腔注射这种抑制
剂后血清中肾上腺皮质酮明显升高 ; 这些抑制剂还
可以刺激LH的释放, 所以可以用这种策略来操纵体
内垂体激素分泌. 由于它们与cAMP信号转导激素有
明显的合作作用, 所以可以用PDE4 抑制剂来放大激
素的刺激作用. GT1 GnRH细胞系实验表明, cAMP信
号转导通路在调节这些细胞的兴奋性上起着核心作

用. GT1 细胞系可以通过持续表达有活性的PDE4D1
来降低cAMP水平, 从而抑制自发的Ca2+波动和内在

有规律的GnRH分泌[54].  

7  结论与展望 
cAMP是细胞中普遍存在的信号分子, 能够调节

许多细胞反应 . 第二信使作用的多样性主要由于
cAMP在不同亚细胞区域内产生、作用和降解; 而信
号转导的特异性是通过细胞调节这些 cAMP 信号的
频率和影响范围的能力而获得的 . 在细胞的整个信
号转导网络中, PDE4 位于重要的十字路口, 不仅参
与区域化的 cAMP信号通路的调控, 而且还在整合与
其他主要信号转导通路的反应网络中起重要作用 . 
关于 PDE4 酶家族的复杂性, 还有大量工作需做. 单
个 PDE4同工酶作用仅能从它们一级结构序列和种间
启动子结构的高度保守性推断出来 , 但仍有许多关
键性问题有待解决, 如特异性 PDE4同工酶在特定细
胞中的功能、与伴侣蛋白相互作用的程度, 以及 N端
调节区域调节作用的结构基础.  

目前 , PDE4 酶引起了人们的广泛关注和重视 , 
尤其是在许多重大疾病领域 , 可以利用这些酶的选
择性抑制剂作为治疗试剂 . 正确评价这个蛋白酶家
族对进一步理解胞内信号转导过程有重要作用 , 如
辅助开发更有效的治疗试剂和阐明特定疾病状态的

分子药理学 . 此外我们还应该注意到其在生殖生理
中的作用, 卵巢功能的丧失是女性不孕的主要原因, 
在不孕妇女中黄体化不破裂卵泡症是相对普遍的现

象. PDE4D KO小鼠的表型表明PDE4D等位基因的失
活可能是引起人类排卵率与生育能力下降的原因 . 
与此同时, 人们已经注意到用PDE4 抑制剂处理卵巢
可以引起卵母细胞成熟和排卵 , 与LH的作用相似
[53~55], 因而可以用这些抑制剂来加强促性腺激素在
卵巢中作用; 相反, 用PDE3 抑制剂处理可以阻断卵
母细胞的成熟而不影响颗粒细胞 [53~55], 因而提供了

一种避孕的新策略 . 所以 , 对卵巢细胞中PDEs进一
步研究将推动生殖生理继续向前发展, 尤其是PDEs
在卵泡发育过程中分子作用机制的研究和特异性

PDEs抑制剂的合成.   
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