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RelA/p65磷酸化：驱动癌症进展的关键修饰

曹 硕，孙许涛，吴思雨，毛彩云，宋运佳*
(黑龙江中医药大学基础医学院，哈尔滨 150000)

摘要：p65磷酸化是NF-κB信号通路的重要调控机制，广泛参与了细胞增殖、凋亡、炎症和免疫应答等

多种生理病理的调控。p65磷酸化能够诱导多种与癌症相关的基因表达，同时通过影响细胞存活与凋

亡来影响癌症的进展。在癌症中，NF-κB通路通常异常激活，尤其是p65磷酸化还影响了肿瘤环境中的

炎症，进一步推动癌症进展。因此，p65磷酸化被认为是多个癌症类型中的潜在治疗靶点，通过影响

其活性有望阻止肿瘤的生长和扩散。
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Phosphorylation of RelA/p65: a crucial modification
driving cancer progression
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Abstract: Phosphorylation of p65 serves as a critical regulatory mechanism in the NF-κB signaling pathway,
playing a significant role in the regulation of various physiological and pathological processes including cell
proliferation, apoptosis, inflammation, and immune responses. Phosphorylation of p65 can induce the
expression of genes associated with cancer and impact cell survival and apoptosis, thus influencing cancer
progression. Aberrant activation of the NF-κB pathway, particularly phosphorylation of p65, is commonly
observed in cancer, affecting inflammation within the tumor microenvironment and further driving cancer
progression. Therefore, phosphorylation of p65 is considered a potential therapeutic target in various types of
cancer, with the potential to inhibit tumor growth and metastasis by modulating its activity.
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核因子-κB(nuclear factor-κB，NF-κB)蛋白家族

是一类关键的转录调节因子，存在于大多数细胞

类型的细胞质中，通过调节靶基因表达的方式在

多种生理和病理活动中发挥调控作用，如炎症和

免疫反应、细胞增殖和分化以及肿瘤等[1,2]。哺乳

动物NF-κB家族包括5个成员，分别为p65(NF-κB3/
RelA)、p105/p50(NF-κB1)、p100/p52(NF-κB2)、

RelB和c-Rel。其中，p65和p50依赖的位于各自氨基

末端附近的Rel同源结构域(Rel homology domain，
RHD)形成的异源二聚体，是NF-κB最普遍也是目

前被研究得最多的形式[3,4]。p65蛋白的RHD对识别

p65所调控基因的特定DNA序列具有至关重要的作

用，与 p 6 5蛋白羧基末端的转录激活结构域

(transactivation domain，TAD)一起参与p65靶基因的
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调控，当调控异常时会导致癌症等多种疾病发生[5]。

1 p65的磷酸化

p65的翻译后修饰可精细调控NF-κB的转录激

活功能，并在相关疾病的发生和发展过程中发挥

重要作用。目前的研究多集中于p65的磷酸化修饰

及相关的各种激酶，涉及整个通路的信号传递过

程。p65磷酸化的异常能直接导致NF-κB的整个通

路信号传递异常，进而引起相关疾病的发生。因

此，其调控失常与多种恶性疾病发生密切相关。在目

前的临床应用中，p65磷酸化已经是克感利咽口服

液、栀子苷以及黄芩苷等药物治疗的重要靶点[6-8]。

p65含有多个结构域。RHD结构域位于第19-
306位氨基酸，呈β筒样二级结构，是Rel家族的标

志。晶体衍射技术发现，RHD结构域包含N末端结

构域、DNA结合结构域、二聚体结构域、NF-κB抑
制蛋白(inhibitor of NF-κB，IκB)结合位点以及核定

位序列(nuclear localization sequence，NLS)亚结

构[9]。TAD结构域位于第428-551位氨基酸，主要

负责p65的转录活性调节。TAD是一个富含酸性氨

基酸的两性结构域，包含了TA1和TA2两个亚结构

域。TA1位于靠近C末端第520-549位氨基酸。TA2
位于第429-520位氨基酸，存在于NLS和TA1之间。

上述不同部分共同构成p65，对NF-κB通路进行精

准和复杂的调控[10]。

1.1 p65的磷酸化位点研究

p65磷酸化是NF-κB翻译后修饰研究领域关注

的重点。目前已经在p65上鉴定到了18个丝氨酸和

5个苏氨酸的磷酸化位点以及多个相关的激酶。这

些位点的磷酸化会导致p65的转录水平增加或降

低，进而导致NF-κB通路被激活或抑制。同时，还

发现多种刺激物能从不同通路激活p65的磷酸化修

饰，为响应这些刺激信号，胞质和细胞核中的p65
在活化与非活化之间转化，从而改变自身定位和

生物功能。总之，p65磷酸化在NF-κB活性调控中

发挥着重要的作用(表1)。
1.1.1 RHD内的磷酸化位点

位于RHD结构域内的丝氨酸S276是第1个被发

现的p65磷酸化位点，可由多种激酶介导。首个发

现也是目前研究最充分的一种主要的p65磷酸化激

酶是蛋白激酶A(protein kinase A，PKA)的催化亚基

PKAc。Zhong等[11]证明，PKAc通过非共价作用与

NF-κB-IκB复合物中的IκB-α和IκB-β结合而维持非

活化状态，当受到NF-κB激活剂如LPS的诱导时

IκB降解，导致与之结合的PKAc非cAMP依赖性激

活以及随后的p65 S276磷酸化。值得注意的是，只

有这种来自NF-κB-IκB复合物的PKAc所介导的磷

酸化才能有效提高NF-κB的转录活性，同时，其核

易位以及与DNA的结合不受影响。肿瘤坏死因子-
α(tumor necrosis factor-α，TNF-α)刺激单核细胞时

PKAc也会磷酸化p65的S276残基，但该过程是氧化

应激依赖性的，具体表现为在没有活性氧(reactive
oxygen species，ROS)存在的情况下，NF-κB转录活

性降低。同样的，NF-κB核易位和与DNA的结合不

受影响。这有助于确定在炎症性疾病中调控NF-κB
的新的机制[12]。除PKAc外，丝裂原应激相关激酶

1(mitogen-and stress-activated kinase 1，MSK1)也以

ROS依赖性方式磷酸化p65[13]。在TNF-α处理的小

鼠成纤维细胞中，细胞核内NF-κB p65的S276被
MSK1磷酸化，以增强NF-κB的转录活性，但ROS
清除可以阻碍MSK1与p65之间的相互作用[13,14]。此

外，在人MDA-MB-231细胞中，紫外线诱导的

p65的反式激活主要依赖于MSK2而不是MSK1在
p65 S276位点的磷酸化，该蛋白激酶通过正向调控

NF-κB活性促进细胞存活 [ 1 5 ]。需要说明的是，

PKAc在胞质中磷酸化该位点，而MSK1/2介导的磷

酸化发生在细胞核中。

丝氨酸/苏氨酸激酶Pim-1与肿瘤发生的控制有

关，S276在TNF-α刺激下能快速被Pim-1磷酸化，从

而抵抗细胞因子信号抑制剂1(suppressor of cytokine
signaling 1，SOCS1)依赖性泛素化及随后的降解。

并且Pim-1诱导的p65 S276磷酸化有助于稳定和激

活p65并且可保护细胞免受TNF-α诱导的凋亡[16]。

Wang等[17]发现，Pim-1抑制剂SMI-4a预处理可降低细

胞核中的p65上调和LPS诱导的S276磷酸化水平，

这是SMI-4a抑制巨噬细胞产生细胞因子的原因，

提示S276激酶途径可能成为LPS诱导的急性肺损伤

的潜在治疗靶点。幽门螺杆菌J99先前未表征的促炎

蛋白JHP940又称为细胞易位激酶A(cell translocating
kinase A，CtkA)，也是一种丝氨酸/苏氨酸蛋白激

酶。CtkA具有细胞易位活性，能够易位到HeLa细
胞中并以激酶依赖性方式上调NF-κB活性，高度保
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守的S276残基磷酸化后触发p65的构象变化，引起

增强转录激活因子p300/CBP的募集，最终使p65的
转录活性增强。这种调控作用的发现将有助于理

解幽门螺杆菌感染时炎症的发生机制：高度保守

的S276残基磷酸化后触发p65的构象变化，引起增

强转录激活因子p300/CBP的募集，最终使p65的转

录活性增强[18]。因此，甘查尔酮A[19]等抗炎物通过

抑制S276磷酸化来阻止p65亚基与p300/CBP的相互

作用可导致NF-κB反式激活减少，从而发挥抗炎

效果。

另外，还有其他一些激酶能催化p65 S276磷酸

化，如核糖体S6激酶(ribosomal S6 kinase，RSK)
p90和蛋白激酶C(protein kinase C，PKC)。RSK p90是
HT-29结肠上皮细胞中ERK1/2的下游靶激酶，能够

介导蛋白酶活化受体(protease-activated receptors，
PARs)磷酸化p65。PAR1和PAR2的激活会诱导

表 1 p65中磷酸化位点与其相关功能和疾病总结

磷酸化位点 激酶 功能影响 相关疾病

S276 PKAc 增强NF-κB转录活性，不改变核易位和DNA结合 头颈部鳞状细胞癌

S276 MSK1/2 增强NF-κB转录活性，磷酸化位置在细胞核 ‒

S276 Pim-1 增强NF-κB转录活性，减少细胞凋亡 急性肺损伤

S276 CtkA 增强NF-κB转录活性 人上皮细胞癌

S276 RSK p90 增强NF-κB转录活性 结肠癌

S276 PKCα 增强NF-κB转录活性，调节单核细胞存活 ‒

T254 Pin1 增强NF-κB转录活性 肝细胞癌

T254 GSK-3α、GSK-3β 增强NF-κB转录活性 侏儒症

S205 ‒ 可能为其他磷酸化反应所必需 ‒

S131、T136、S238、
S261、S269、S472 ‒ ‒ ‒

S42、S45 ‒ 抑制NF-κB转录活性 ‒

S536 IKKα/β 增强NF-κB转录活性，改变构象影响其他蛋白结合 ‒

S536 TBK1/IKKε 增强NF-κB转录活性 ‒

S536 ILK 增强NF-κB转录活性 胃癌

S536 RSK1 增强NF-κB下游基因的转录表达 血管炎症

S536 CDK6 直接调节胞质溶胶和细胞核中的p65磷酸化 胸腺和脾脏淋巴瘤

S536 GSK-3β 增强NF-κB转录活性 肺腺癌

S536 IRAK/CaMKⅡ 增强NF-κB转录活性 ‒

S536 CK1α 增强NF-κB转录活性 淋巴样恶性肿瘤

S536 CK1γ1 抑制NF-κB转录活性和下游促炎因子的产生 炎症

S535 CaMKⅣ 增强NF-κB转录活性和抗凋亡基因表达 ‒

S547 ATM 抑制NF-κB转录活性 ‒

S529 CKⅡ 增强NF-κB转录活性 ‒

T505 CHK1 抑制NF-κB转录活性，促进细胞凋亡 肝细胞癌

S468 GSK-3β 抑制/增强NF-κB转录激活功能 肺腺癌

S468 IKKε 增强NF-κB转录活性 ‒

S468 IKKβ 抑制NF-κB转录活性 ‒

T435 ‒ 增强NF-κB依赖性基因的表达 血管源性水肿

T464 PKG 促进p65与PGC-1a相互作用 肝脏脂肪变性

S311 PKCζ 增强NF-κB转录活性，激活下游基因 肝细胞癌

S316 CKI 增强NF-κB转录活性，细胞增殖 肺炎

T308 PKC ‒ ‒

“‒”表示未知
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RSK1和RSK2的核易位，抑制RSK1降低了PAR2但
没有降低PAR1诱导的p65磷酸化；同样，RSK2的
抑制仅阻断了PAR1诱导的p65磷酸化。不过，PAR
激活后是以不依赖ERK的方式减少转录抑制因子

组蛋白去乙酰化酶2(histone deacetylase 2，HDAC2)
与p65的结合，继而增加NF-κB的转录活性[20]，这

对于炎症性肠病和结肠癌具有重要的临床意义。

PKC的常规亚型PKCα是NF-κB的上游激活因子。

在人和小鼠的巨噬细胞中，巨噬细胞集落刺激因

子诱导PKCα激活并依赖S276磷酸化，最终提高

NF-κB的转录活性以及调节单核细胞存活[21]。

除了丝氨酸，RHD内的苏氨酸磷酸化位点T254
也可因应答TNF刺激而被磷酸化修饰，修饰后生

成的磷酸化Thr254-Pro基序能够募集肽基脯氨酰

异构酶1(peptidyl-prolyl cis-trans isomerase NIMA-
interacting 1，Pin1)，Pin1会阻碍p65与IκBα相互作

用并增加其稳定性，导致p65的核积累和增强转录

激活功能，这是通过阻断SOCS-1对p65的泛素化和

其泛素化介导的蛋白质水解来实现的[22]。脂肪酸

合成酶抑制NF-κB活性，不是通过调节p65基因的

转录来调节p65表达，而是通过控制p65在T254位
点而不是S536位点的磷酸化来调节其稳定性[23]。

此外，糖原合成酶激酶-3(glycogen synthase kinase
3，GSK-3)包括GSK-3α和GSK-3β，也被证实能够

磷酸化p65的T254位点，而且这对于软骨细胞的早

期发育至关重要，GSK-3α和GSK-3β敲除的小鼠的

p65磷酸化被抑制，表现出明显的软骨细胞分化损

伤和侏儒症[24]。

Anrather等[25]研究发现，p65上存在多重磷酸

化并且不同丝氨酸残基的磷酸化程度存在差异，

其中S205是磷酸化程度最高的位点，表明205位的

丝氨酸磷酸化可能是发生其他磷酸化反应所必需

的。同时，因为其他位点的磷酸化弥补，单个磷

酸丝氨酸损失不影响p65整体的DNA结合活性。报

告基因实验也显示，单一位点突变不足以完全失

活p65，某个位点的突变只对某些特异刺激有影

响，这暗示了p65上多个位点的差异磷酸化可能是

其靶向特定基因亚群从而特异性响应不同细胞信

号的原因。在此基础上，Lanucara等[26]利用鸟枪法

和靶向质谱策略的组合来定义SK-N-AS神经母细胞

瘤细胞中内源性p65响应TNF-α刺激时的磷酸化时

间动力学，并在p65上鉴定出多个磷酸化位点，包

括7个此前未被描述过的新位点 (S42、S131、
T136、S238、S261、S269和S472)。其中，由PKA
诱导的S45和S238以及由IKKβ诱导的T136、TS131
和S311在p65的异二聚体伴侣p50存在时磷酸化水

平显著增加，但继续添加IκBα后又显著降低。这

说明稳态环境时NF-κB-IκB复合物中p65的多个可

用的磷酸化位点受到IκB的掩蔽或在与IκB结合后

构象变化使位点的可及性降低，表明不同p65二聚

体可能受到差异调控从而产生功能特异性。此外，

S42和S45的磷酸化通过降低p65与DNA的结合对

p65转录产生负面影响。

1.1.2 TAD内的磷酸化位点

位于p65反式激活域的TA1亚域的S536被广泛

研究，可受到多种激酶的作用发生磷酸化并影响

下游的生物学功能。Sakurai等[27]通过体外激酶实

验首次发现了p65的S536位磷酸化修饰，利用免疫

共沉淀的方法获得了此修饰的2种激酶——IKKα与
IKKβ，并发现该位点的磷酸化可能是通过改变p65
的构象而影响与其他蛋白质的结合，进而增强转

录。TANK结合激酶1(TANK binding kinase 1，
TBK1)是IKKε的同源物，在酶学上彼此相似，并

且都需要在它们的激活环中磷酸化一个关键的丝

氨酸来维持激酶活性，被鉴定为p65 S536激酶[28]，

并且IKKε和TBK1可能对p65的S536磷酸化的构成

水平有显著影响[29]。

整合素连接激酶(integrin-linked kinase，ILK)是
一种普遍表达且高度保守的丝氨酸/苏氨酸蛋白激

酶，与癌症发生进展有关。虽然ILK不参与LPS诱
导的经典NF-κB信号通路，但却介导S536磷酸化

p65响应LPS来作为NF-κB信号转导的替代激活路

径。幽门螺杆菌是一种与胃炎、消化性溃疡和胃

癌等疾病密切相关的细菌。ILK在幽门螺杆菌感染

的巨噬细胞和胃癌细胞中，通过p65 S536位点的磷

酸化，调节了NF-κB信号通路的激活，进而影响了

TNF-α的产生[30]。DNA损伤剂类抗癌药物多柔比星

和依托泊苷刺激Saos-2-Tet-On-p53细胞后，通过抑

癌因子p53参与MEK1/RSK1通路的上调，激活的

RSK1激酶从细胞质进入细胞核中对p65的S536进
行磷酸化修饰，最终减少NF-κB/IκBα复合体的核

质穿梭、促进NF-κB与同源kappaB增强子的结合以

· 384 · 《生命的化学》 2025年45卷3期 综述



及更强地激活NF-κB下游相关基因的转录表达[31]。

研究发现，血管紧张素Ⅱ(angiotensin Ⅱ，AngⅡ)也能

增加RSK激酶的活性，AngⅡ通过Ras/MEK1/ERK/
RSK信号通路增加了血管平滑肌细胞中p65 S536位
点的磷酸化。这种磷酸化是时间和AngⅡ浓度依赖

性的。AngⅡ诱导的NF-κB激活及随后的促炎因子

如白介素-6(interleukin 6，IL-6)的产生是其引起血

管炎症的原因 [ 3 2 ]。细胞周期蛋白依赖性激酶6
(cyclin-dependent kinases 6，CDK6)是CCD2相关激

酶家族的成员，在人类肿瘤中通常异常表达或激

活。Buss等[33]发现，CDK6能直接调节胞质溶胶和

细胞核中的p65磷酸化，并将其鉴定为一种S536特
异性NF-κB激酶。在Eμ-v-cyclin转基因小鼠模型

中，CDK6水平、S536的磷酸化水平、NF-κB活性

以及胸腺和脾脏淋巴瘤形成均增加，提示CDK6可
能通过NF-κB促进肿瘤形成。此外，在一项对肺腺

癌的研究中发现，在17β-雌二醇(E2)激活的雌激素

受体ERα表达细胞中，p65表现出更快的S468和
S536磷酸化，增强了NF-κB活性。LiCl作为GSK-
3β的拮抗剂，可消除E2增强的TNFα触发的p65的
S468磷酸化，但增加了S536的磷酸化，这种增加

表现为S536位点磷酸化与总p65蛋白比例的增高，

这可能与核内外的信号传递相关[34]。酪蛋白激酶

的一个家族成员CK1α(Casein kinase 1 alpha)在套细

胞淋巴瘤中高表达[35]，并且通过调节B细胞受体相

关信号通路，特别是p65 S536的磷酸化来影响NF-
κB信号通路的激活，进而维持细胞的生存和增殖。

这表明CK1α在NF-κB信号通路中起着上游调控的

作用，影响p65的磷酸化状态。

EB病毒潜伏感染整合膜蛋白1(latent infection
membrane protein 1，LMP1)能通过白细胞介素-1
(interleukin-1，IL-1)受体相关激酶(IL-1 receptor-
associated kinase，IRAK1)来诱导p65 S536磷酸化，

但IRAK1的激酶活性不是LMP1诱导的NF-κB激活

所必需的，因此IRAK1被提议作为支架蛋白来募集

p65 S536激酶以增强NF-κB依赖性转录活性，在

LMP1诱导的NF-κB激活途径中，IRAK1与钙调蛋

白依赖性激酶Ⅱ(CaM kinasesⅡ，CaMKⅡ)相互作

用并介导CaMKⅡ激活，激活的CaMKⅡ可以在细

胞质中磷酸化S536位点来激活NF-κB，从而参与

EBV向增殖淋巴母细胞的转化过程[36]。虽然绝大

多数研究数据显示，p65 S536位磷酸化后会对转录

起到激活作用，但也有少量文献表明磷酸化的p
65 S536是NF-κB通路的负调控因子，通过抑制NF-
κB信号传导来防止有害炎症[37,38]。具体地说，酪蛋

白激酶1家族成员CK1γ1通过S536磷酸化抑制NF-
κB转录活性和下游促炎因子的产生，从而抑制被

RNA病毒如仙台病毒激活的视黄酸诱导基因Ⅰ信

号通路及其介导的抗病毒反应，起到负调控先天

免疫的作用[38]。

p65磷酸化是可逆的，即磷酸化的p65可以在去

磷酸化酶的作用下发生去磷酸化。由于p65的去磷

酸化是恢复NF-κB的正常响应能力的关键步骤，其

能在刺激物移除或靶基因表达后结束NF-κB信号，

所以p65的去磷酸化在NF-κB转录激活的调控中也

扮演着重要角色。Chew等 [39]通过基因组规模的

siRNA筛查证明，去磷酸化酶WIP1能将S536去磷

酸化，以此降低p65与p300的相互作用，发挥对

NF-κB的负调控作用。同样的方法也将蛋白磷酸酶

2A鉴定为p65去磷酸化酶，其特异性地使S536去磷

酸化并抑制NF-κB的转录活性[40,41]。此外，一种由

牙龈卟啉单胞菌分泌的卤酸脱卤酶家族丝氨酸磷

酸酶(phosphoserine aminotransferase)SerB，可以特

异性去磷酸化牙龈上皮细胞中p65的S536。SerB能
够与p65结合并与之共定位在细胞质中，促进其去

磷酸化，抑制TNF-α激活的上皮细胞p65核转运，

进而调控炎症途径，并抑制黏膜表面的固有免

疫[42]。

与S536相邻的S535残基可以被钙调蛋白依赖

性激酶Ⅳ(CaM kinases Ⅳ，CaMKⅣ)磷酸化，并且

活性CaMKⅣ与野生型p65的共表达可以导致依托

泊苷诱导的细胞凋亡恢复和细胞Bcl-2蛋白增加，

表明CaMKⅣ磷酸化NF-κB p65在S535上增加了NF-
κB靶基因表达，包括抗凋亡基因Bcl-2，从而抑制

细胞凋亡[43]。依托泊苷类的药物会引起DNA双链

断裂(double strands break，DSB)，当细胞内发生这

样的DNA损伤时，DNA损伤应答信号通路被激活。

该通路中的ATM(Ataxia telangiectasia mutated，一

种DSB形成时介导DNA损伤反应的核激酶)通过其

N端与p65结合并特异性磷酸化p65的S547位点，继

而促进其与HDAC1的相互作用但不影响与DNA的
结合，最终下调NF-κB下游基因的转录[44]。此外，
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在邻近TA2亚域的TA1亚域内的S529能被CKⅡ磷

酸化，而IκBα与p65的结合抑制了这种修饰。当

IκBα降解后，CKⅡ通过磷酸化p65的S529位点，增

强NF-κB的转录活性，进而影响细胞生长[45]。另一

研究发现，NF-κB通路会随年龄增长失调，与年轻

人相比，老年人单核细胞核中的NF-κB水平更高，

这种差异可能与p65 S529的磷酸化有关[46]。

TA2亚域内的T505位点也可发生磷酸化。ARF
作为肿瘤抑制因子是细胞防御癌基因激活的核心

成分。CHK1是一种被ATR(ATM- and Rad3-related)
激激活的下游激酶，可由激酶介导的ARF诱导而磷

酸化，在ARF诱导的细胞中，T505修饰的p65主要

位于细胞核 [47]。其他诱导剂不能激活其磷酸化，

表明ARF诱导的接头蛋白可能也需要将CHK1靶向

特定的底物。ARF对ATR激酶和CHK1的激活在机

制和功能上与DNA损伤后的激活不同。当抗癌药

顺铂处理后细胞发生DNA损伤，T505的磷酸化可

导致NF-κB靶基因Bcl-xL的转录抑制，并诱导促凋

亡基因NOXA[48]。除凋亡外，T505的磷酸化还对许

多细胞过程产生负调控，如自噬、增殖和细胞迁

移，表明磷酸化T505会抑制NF-κB活性和致癌性，

对于p65的肿瘤抑制活性是重要的[48]。CHK1抑制

剂是处于临床试验中的新型癌症疗法，CHK1对
T505位点的磷酸化是ATR有效激活CHK1所必需

的，从而驱动对ATR/CHK1信号通路的依赖，这是

癌细胞在高水平DNA复制应激下生存所必需的，

p65 T505磷酸化位点的突变会破坏DNA复制应激

反应，导致CHK1抑制剂耐药性[49]。

S468位点位于TA2结构域内，能被GSK-3β、
IKKε和IKKβ等激酶磷酸化，修饰后的p65主要发

挥调控NF-κB的转录激活的作用。在未受刺激的

HeLa细胞核中，GSK-3β磷酸化p65的S468位点，并抑

制NF-κB的转录激活功能，以使其维持在基本活性

范围内[50]。而在应答协同刺激的T细胞中，IKKε能
够在细胞核内直接磷酸化p65的S468位点，并增强

下游基因转录[28]。当应答TNF-α和IL-1β等刺激时，

IKKβ能在多种细胞的细胞质中磷酸化p65的S468位
点，该反应发生在IκB-p65复合物内，从而阻止NF-
κB入核[51]。上述S468位点磷酸化后所表现出的多

种活性进一步说明了p65翻译后修饰调控的复

杂性。

T435也位于TAD的TA2内，TNF-α刺激诱导，

可降低p65与HDAC1的相互作用，并选择性增强

NF-κB依赖性基因的表达[52]。Yeh等[53]在研究MEK/
ERK信号通路如何增强顺铂诱导的NF-κB激活中发

现，蛋白磷酸酶4对T435去磷酸化修饰，能增强顺

铂诱导的NF-κB转录活性，造成细胞抗药性的下降

和顺铂抗肿瘤效果的上升，因此在响应顺铂刺激

时p65 T435的磷酸化会导致p65转录激活受到抑制。

Kim等[54]在探讨癫痫持续状态在梨状皮层中所引发

的严重血管源性水肿时，发现伴有SMI-71表达的

内皮细胞中p65 T435的磷酸化增加。通过可溶性

TNF p55受体(sTNFp55R)输注中和TNF-α，抑制内

皮细胞中的p65 T435磷酸化，可以减轻癫痫所诱导

的血管源性水肿和神经元损伤。Zhou等[55]通过突

变实验发现，p65的T464残基对线粒体调控至关重

要。抵抗素通过PKC激活PKG进而磷酸化T464来
激活p65，促进p65与PGC-1a的相互作用。这种相

互作用使PGC-1a失活，减少线粒体含量并诱导肝

脏脂肪变性。

1.1.3 其他区域内磷酸化位点

位于p65 TAD与RHD的连接处的磷酸化位点不

多，目前发现的有S311、S316以及T308三个。

Duran等[56]通过对基因敲除小鼠的研究发现，蛋白

激酶Cζ(protein kinase Cζ，PKCζ)能特异性诱导

p65 S311磷酸化以响应TNF刺激，且该位点的磷酸

化对于NF-κB募集p300/CBP、激活下游IL-6基因的

转录起重要作用。一项对肺炎研究的实验结果显

示，敲除PKCζ基因的小鼠暴露于香烟烟雾和LPS
后的肺炎症状比野生型小鼠轻，这是因为PKCζ可
使p65 S311磷酸化，进而激活NF-κB，敲除PKCζ减
少了炎症的发生[57]。Wang等[58]通过质谱分析表明，

p65经IL-1β处理后在S316被磷酸化，p65 S316被磷

酸化会导致NF-κB转录激活和细胞增殖。荧光素酶

测定显示，CKI抑制剂D4476显著降低了IL-1β过表

达细胞处理的293C6细胞的NF-κB诱导活性，但对

S316位点突变过表达的细胞无明显影响，表明CKI
是磷酸化p65中S316的激酶，S316的突变会引起

NF-κB的激活和细胞生长减少[58]。p65 T308可以在

磷酸酶抑制剂calyculin A处理下被磷酸化。同时，

Ma等[59]搜索了p65序列的蛋白基序数据库Scansite，
PKC被认为是唯一假定的激酶靶向。
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2 p65磷酸化与癌症的相关研究

p65作为NF-κB复合体的主要亚基，其磷酸化

修饰对癌症的形成和发展具有关键作用。p65磷酸

化促进了NF-κB依赖性炎症因子的表达，如IL-6和
IL-1β。这些因子不仅能增强癌症相关慢性炎症，

还能刺激癌细胞增殖及周围细胞的癌变；p65磷酸

化还可以激活Bcl-2、XIAP等抗凋亡相关基因表达，

从而抑制细胞凋亡；同时激活下游基因，如Cyclin
D1和MMP9，促进细胞周期调控和肿瘤侵袭；还

能调控Akt/mTOR、MEK1/MSK1/p-p65(S276)等多

条信号通路，直接影响其在肿瘤细胞增殖、凋亡

抑制、炎症及肿瘤微环境调节中的功能(图1)。
在众多癌症中，p65与肝癌和肺癌的关系研究

广泛，且均是全球发病率和死亡率最高的恶性肿

瘤之一，所以其具有代表性，其机制研究对临床

治疗具有直接影响。本章节使用肝癌和肺癌最常

见的亚型进行讨论。

2.1 p65磷酸化与肝细胞癌

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma，HCC)是肝

癌的最常见类型，是全球癌症相关死亡的常见原

因。尽管多学科治疗有所改善，但晚期肝细胞癌

的预后仍有较大的进步空间。研究发现，与正常

肝细胞相比，在肝细胞癌瘤SMMC7721细胞中p65
表达更高[60]。Jiang等[61]研究发现，HCC患者肝癌

组织中p65的磷酸化水平升高，通过免疫组化发

现，HCC患者的肝癌组织中S276和S536的磷酸化

水平比非癌组织高。Xu等[62]研究表明，被炎症介

导的抑制蛋白1(Arrestin beta 1，ARRB1)可以增强

p65的活性，并促进其磷酸化，原因是ARRB1通过

与p65结合促进其在S536位点的磷酸化，驱动肝细

胞的恶性增殖。p65在S536位点的磷酸化还会激活

ARRB1启动子和Akt/mTOR信号转导，与肝癌的发

生发展密切相关。Zuo等[63]的最新研究发现，在中

晚期HCC组织中，NF-κB p65高表达，而p65 S536
的磷酸化水平表达不高。体内实验表明p65 S536的
磷酸化模拟突变体(p65/S536D)可以阻止肿瘤进展

和转移。p65 S536磷酸化抑制了NF-κB p65的核转

移，并减少了Bcl-2、PCNA、Ki67抗凋亡因子和细

胞增殖相关因子的表达，以促进细胞凋亡，通过

降低与上皮-间充质转化相关的标记物以及MMP2
和MMP9的表达实现抑制细胞迁移和侵袭。S536在
不同的HCC研究中表达水平不同，可能与所用不

同模型背后的致瘤机制及不同的肿瘤时期有关。

Chen等[64]研究表明，在HCC和正常肝组织中，表

皮生长因子受体(epidermal growth factor receptor，
EGFR)和肿瘤坏死因子α诱导蛋白3(A20) mRNA的
表达水平之间存在显著的正相关性，表明EGFR信
号通路可能影响肝脏中A20的表达，使用MSK1抑
制剂H89预处理细胞可以抑制p65在S276位点的磷

酸化，并降低A20蛋白水平，表明EGFR可能通过

图片展示了p65磷酸化的激酶及其特定位点(左侧)以及p65磷酸化在癌症发生发展中涉及的主要机制(右侧)

图1 p65磷酸化的激酶、位点及其驱动癌症的机制示意图

曹 硕, 等. RelA/p65磷酸化：驱动癌症进展的关键修饰 · 387 ·



MEK1/MSK1/p-p65(S276)信号通路促进A20的表

达，并且这种表达可能与肝癌的发展有关。

Moles等[65]通过创建p65 T505A突变的敲入小

鼠模型，探究了T505位点磷酸化在体内对NF-κB功
能的影响。研究发现，部分肝切除或四氯化碳

(CCl4)诱导肝损伤后的T505A小鼠表现出异常的肝

细胞增殖。这种异常增殖与p65的T505位点在DNA
复制应激或某些DNA损伤剂(如顺铂)处理后被Chk1
激酶磷酸化有关。磷酸化后的p65 T505导致NF-κB
活性受到抑制，限制了肝细胞的异常增殖和DNA损
伤反应，进而对肝脏的再生和癌症发展产生重要影

响。Shu等[66]研究发现，异油酸碱通过损害PP2A/
I2PP2A相互作用和刺激PP2A依赖性S536位点被去

磷酸化，从而抑制NF-κB并导致HCC细胞凋亡。

p65磷酸化除了影响细胞凋亡和增殖，还可以

促进炎症微环境的形成，导致肝细胞癌的发生和

进展。Pin1在与p65中的磷酸化Thr254-Pro基序结

合后，可诱导p65中S276基序的磷酸化，以介导其

与DNA结合，敲除Pin1可显著抑制p65磷酸化中

T254和S276的表达，从而降低HepG2细胞中NF-κB
的活性，从而抑制HCC肿瘤的进展[67]。

2.2 p65磷酸化与肺腺癌

肺癌是近年来年全球第二大最常见的癌症，其

中非小细胞肺癌是最常见的肺癌类型，约占所有

肺癌病例的85%，而肺腺癌是最常见的非小细胞肺

癌亚型，约占40%[68]。p65磷酸化在肺腺癌中被证

明具有重要的功能调节作用。

E2通过ERα促进肺腺癌细胞增殖和肿瘤生长，

E2增加了表达ERα的细胞中TNF-α受体表达和TNF-
α触发的NF-κB活性，此过程中发现GSK-3β增强了

TNF-α诱导的核p65在S468和S536残基的磷酸化，

尤其是S468磷酸化，促进了NF-κB的转录激活，表

明GSK-3β在E2/TNF-α信号串扰中发挥作用，E2通
过ERα促进肺腺癌细胞增殖和肿瘤生长[34]。砷尽管

有毒，但它也被用作治疗某些疾病的药物。砷诱

导的BRWD3下调抑制肺腺癌细胞增殖并通过p53和
p65通路诱导细胞凋亡，这是因为BRWD3敲低会导

致p65、S276和S536的磷酸化及其下游抗凋亡基因

BIRC3、XIAP和CIAP1的下调 [ 6 9 ]。砷诱导的

BRWD3下调可能对肺腺癌治疗具有潜在意义。这

些结论表明，p65磷酸化在肺腺癌中通常升高，且

其活化与癌细胞增殖、抗凋亡相关。

2.3 p65磷酸化与其他癌症疾病

NF-κB是一种关键的转录因子，能够控制多种

细胞功能，p65作为其亚基，其磷酸化能增强NF-
κB的转录活性，导致下游基因的表达发生改变。

因此，p65磷酸化与多种癌症相关。

APOBEC1互补因子(APOBEC1 complementation
factor，A1CF)能够促进肾癌细胞增殖、抑制细胞

凋亡。这与A1CF抑制p65 S536磷酸化有关。p
65 S536磷酸化下调导致其在细胞核内的积累减少，

进而导致NF-κB下游靶基因IFN-β的表达在转录水

平和蛋白质水平下调[70]。同时，该研究还发现，肾癌

组织中A1CF表达高，p65 S536磷酸化表达下降[70]。

Zhang等[71]在中药方剂黄连界度汤对口腔鳞状

细胞癌细胞系的抗肿瘤研究中发现，黄连界度汤

特异性抑制S468位点的磷酸化，这可能是其具有

抗肿瘤功能的原因之一。

实验发现，重组CtkA能显著增强人上皮细胞

癌中p65 S276的磷酸化但不直接磷酸化p65亚基，

可能通过NF-κB上游元件间接发挥作用[18]。PKA抑
制剂H-89[72]及姜黄素类似物UBS109[73]可以通过抑

制PKAc下调p65 S276的磷酸化，进而抑制头颈部

鳞状细胞癌(squamous cell carcinoma，SCC)的生

长，提示S276激酶途径可能是治疗头颈部SCC的潜

在靶点。

Ma等[74]研究ZCL-082这种含硼化合物，发现

其可以靶向RSK1并抑制p65在S536位点的磷酸化

来抑制NF-κB信号通路，从而在体外和体内达到抑

制淋巴瘤细胞增殖的作用。

PAK5(p21-activated kinase 5)是一种PAK家族的

蛋白激酶，具有多种生物学功能，在细胞信号传

导中扮演着重要角色。PAK5通过促进p65的磷酸化

和核内转移来促进乳腺癌细胞的增殖。PAK5的过

表达增加了p65在细胞核中的分布，而PAK5的沉默

则减少了p65在细胞核中的分布。p65的激活可以

通过直接结合到Cyclin D1的启动子上来增加其蛋

白质表达，从而促进乳腺癌细胞的增殖[75]。Chen
等[76]合成了一系列三聚氰菊糖苷B衍生物，其中化

合物7和13a能够结合IKKβ，抑制p65的磷酸化以及

p65的核转移，最终通过调控NF-κB下游与转移、

凋亡和细胞周期相关的基因表达，发挥抑制乳腺
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癌生长的作用。

Song等[77]研究表明，G蛋白偶联受体C类组5成
员A(G protein-coupled receptor class C group 5 member
A，GPRC5A)在大多数非小细胞肺癌中被抑制。这

是因为p65与视黄酸受体α/β(retinoic acid receptor
alpha/beta，RARα/β)复合并被募集到GPRC5A启动

子处的RA反应元件位点，导致RNA聚合酶Ⅱ复合

破坏并抑制转录，在此过程中，若S276位点突变

抑制结果则不会产生，p65 S276位点的磷酸化是与

RARα/β相互作用和抑制GPRC5A所必需的。

Hong等[78]通过PCR检测显示，黑色素瘤细胞

和组织中 l n c - PKNOX1 - 1显著降低。而 l n c -
PKNOX1-1上调可降低黑色素瘤中IL-8表达并促进

p65在S536位点的磷酸化，p65 S536的磷酸化能够

促进黑色素瘤细胞的增殖、迁移和侵袭，表明lnc-
PKNOX1-1通过调节IL-8和p65磷酸化抑制黑色素

瘤的发展。

3 p65磷酸化与其他修饰相互作用

p65的功能受到多种翻译后修饰的精细调控，

包括磷酸化、乙酰化、甲基化和泛素化等。其中，

磷酸化是最常见且研究最深入的修饰之一，但通

常不会单独发挥作用，而是与其他修饰相互协同

或相互拮抗，构建了一个动态且复杂的调控网络，

精确控制NF-κB通路的活性和功能。

3.1 磷酸化与乙酰化

p65的磷酸化和乙酰化之间的关系密不可分，

表现为p65不同位点的磷酸化能增强K310的乙酰

化。Yao等[79]研究发现，在下腔静脉狭窄术后1天，

磷酸化p65和乙酰化p65的蛋白质表达分别上调了

185.4%和92.4%，表明磷酸化和乙酰化协同发挥作

用。S536位点的磷酸化是p65在K310位点乙酰化的

先决条件[80]。p65的T435位点磷酸化能减弱其与

HDAC1的结合，HDAC1募集减少使p65的乙酰化

水平增加[52]。此外，TNF-α诱导p65在S311位点的

磷酸化抑制了HDAC5介导的p65 K310的去乙酰化，

阻碍HDAC5-p65相互作用并促进PD-L1转录，来促

进NF-κB的激活[81]。以上研究证明，p65磷酸化对

其乙酰化有重要作用。

3.2 磷酸化与泛素化

泛素化与磷酸化修饰之间存在交互作用。三基

序蛋白21(Tr im21)是一种E3泛素蛋白连接酶，

Trim21敲低会减轻角质形成细胞炎症[82]。Trim21与
胞质溶胶中的p65共定位，并通过赖氨酸63(K63)键
物理结合和泛素化p65。Trim21增强了p65与IκB激
酶的相互作用，从而促进了磷酸化p65、核转运和

下游基因激活，这可能是Trim21局部应用显著改

善了咪喹莫特诱导的银屑病样病变的原因。

在CK1γ1存在下，p65和CUL2之间的相互作用

明显增强，CK1γ1介导的p65在S536位点的磷酸化

通过E3泛素连接酶CUL2和COMMD1促进p65泛素

化降解，从而抑制NF-κB转录活性和下游信号通路，

最终对RIG-1信号介导的先天免疫进行负调节[38]。

3.3 磷酸化与其他修饰的关系

除了乙酰化和泛素化，磷酸化还可以与甲基化

协同作用，与糖基化和小泛素相关修饰化(small
ubiquitin-like modifier，SUMO)拮抗作用。磷酸化

与什么修饰类型起到什么作用，取决于修饰位点、

细胞类型及微环境等多种因素。

p65中K310位点的单甲基化可以被组蛋白甲基

转移酶GLP的锚蛋白重复序列识别，该序列在基础

条件下通过GLP介导的组蛋白H3K9二甲基化降低

p65靶基因染色质的开放状态。PKCζ通过磷酸化

p65的S311，阻断GLP与p65 K310单甲基化的结合，

减弱对靶基因的抑制[83]。Silva等[84]使用Thiamet-G
(ThG)处理的小鼠肠系膜动脉中的糖基化水平有所

增加，这与p65 S536磷酸化减少相关联。LPS处理

的小鼠显示出糖基化修饰的NF-κB p65亚单位的减

少，而经ThG处理的小鼠中未观察到这种减少，

p65磷酸化降低可能解释了ThG治疗的抗炎作用。

HCC患者癌组织中的p-p65水平升高，并且SUMO1
表达存在类似现象，而SUMO2/3无此现象。进一

步的临床数据显示，SUMO1与p65的磷酸化水平呈

正相关，表明SUMO1相关的SUMO化p65和S276磷
酸化p65均增加了肝癌细胞的活力和侵袭性，这可

以降低肝癌细胞的凋亡[61]。

4 总结与展望

磷酸化是p65最重要的翻译后修饰方式。本文

总结了多个已知的磷酸化位点，包括S276、S536、
S468等18个丝氨酸和5个苏氨酸，不同位点的磷酸

化能够影响NF-κB在核内的转录活性、DNA结合能
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力和其对靶基因的调控效果。

p65的磷酸化与多种癌症相关，比较常见的有

肝癌与肺癌等。p65磷酸化后会促进NF-κB转录因

子的活化，进而促进一系列与炎症、抗凋亡、细

胞增殖和肿瘤进展相关的基因表达。这是癌症中

p65的磷酸化发挥作用的核心机制。p65的磷酸化

对癌症发展的调节作用是复杂和多样的，这不仅

取决于磷酸化位点，还受其他细胞内外等多种因

素的影响。同时，磷酸化还与其他修饰动态的相

互作用，对生理和病理过程共同产生深远影响。

p65的磷酸化在很多癌症中是促进肿瘤发生发展的

因素，但并不是所有的癌症都会表现出p65水平的

升高。

p65的磷酸化在癌症的发生、发展和治疗中具

有重要意义，进一步研究其机制有助于开发新的

抗癌策略。由于p65磷酸化在癌症中的重要作用，

它成为一个潜在的治疗靶点，深入了解p65磷酸化

及其特异性修饰途径，不仅有助于全面揭示NF-κB
的复杂功能与调控机制，还能为相关疾病的具体

模型提供理论基础。这些研究将为基于肿瘤特定

基因靶向精准治疗开辟新路径，推动抗肿瘤治疗

的个性化与高效化进程。
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