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摘要    细胞凋亡是一种遗传决定的在多细胞生物生长发育和稳态维持中发挥重要作用的细

胞程序性死亡. 正常细胞中细胞凋亡程序受精细调控, 而肿瘤、自身免疫性疾病等多种疾病的

发生与细胞凋亡的失调密切相关, 因此对其分子机制的研究备受关注. 在过去的 20 多年研究

中, 发现很多凋亡相关的蛋白质被翻译后机制调控, 包括蛋白质剪切、转位、蛋白质相互作用

和各种翻译后修饰等, 这些正是蛋白质组学的研究范畴. 近年来, 蛋白质组学技术飞速发展, 

并与遗传学和化学生物学等学科交叉, 推动了功能蛋白质组学和化学/药物蛋白质组学的发

展, 并被迅速地应用于细胞凋亡研究领域, 有对细胞凋亡研究产生重要影响的潜力. 本文综

述了近年来本实验室及国际上运用蛋白质组学技术和策略研究细胞凋亡的主要进展, 同时展

望了蛋白质组学在凋亡研究领域的方向和挑战. 
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科学的发展往往依赖于不同学科的交叉以及新

技术的推动. 细胞凋亡作为生物医学领域最热门的

问题之一, 其发展也得益于其他多个学科的发展. 细

胞凋亡是基因控制的细胞自杀程序, 以清除机体内

冗余和异常的细胞, 从而维持多细胞生物组织稳态[1]. 

凋亡程序的缺陷与肿瘤、自身免疫性疾病和心肌肥厚

等多种疾病相关, 而凋亡加速则与退行性病变、免疫

缺陷和不育症有关[2]. 目前, 细胞凋亡已成为近十几

年来生物医学研究中发展最快的领域之一. 从分子

机制到疾病表型, 细胞凋亡拥有独到的学术内涵和

较成熟的研究方法. 但若追溯到细胞凋亡研究伊始, 

会发现有多种学科的研究策略和技术推动了细胞凋

亡研究的发展, 使其从学术萌芽逐步发展到现在的

水平. 

20 世纪 60 年代, 细胞凋亡研究主要是现象描述. 

该阶段, 得益于光学显微镜和电子显微镜技术的发

展. 细胞凋亡的形态学特征, 如 DNA 断裂、细胞质

浓缩、核固缩、染色质浓缩、细胞肿胀发泡、骨架坍

塌、凋亡小体形成等被发现, 并在此基础上提出了

apoptosis 概念[1,3,4]; 1977 年, 对模式生物秀丽隐杆线

虫(Caenorhabditis elegans)的研究发现, 线虫 1090 个

体细胞中有 131 个会发生凋亡[5,6], 为凋亡的基因控

制的分析奠定了基础[5]. 随后, 在发现一系列控制秀

丽隐杆线虫细胞凋亡的关键基因的基础上, 陆续发

现了人类同源基因[7]; 20 世纪 80 年代早期, 基因转位

和融合基因是白血病发病学研究的热点. 在淋巴瘤
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中发现了 Bcl-2 基因[8]. 随后, Bcl-2 家族的成员被逐

一发现[9]. 可知, Bcl-2 家族是细胞凋亡线粒体通路的

主要调控者[9]; 而线粒体通路上一些关键成分的发现

依赖于生物化学技术的巧妙利用. Liu 等人[10]借助基

于色谱的蛋白质纯化策略发现了细胞色素 C 等线粒

体途径的关键成分 . 同时 , 外源性凋亡途径也在对

Fas 蛋白相互作用的分析中逐步被解析[7,11,12]. 对免

疫学 CTL 杀伤机制的研究发现, 粒酶可以诱导细胞

发生非自发性凋亡[3,13,14]. 综上所述, 细胞凋亡研究

的重要进展得益于显微镜、生物化学和分子生物学等

技术以及模式生物、肿瘤学、遗传学和免疫学等众多

学科的推动. 那么蛋白质组学在细胞凋亡研究中发

挥什么作用呢? 

细胞凋亡, 作为细胞的一种基本生命活动, 受到

众多调控因子的复杂、精细地调控[15]. 越来越多的基

因被证实与凋亡有关. 前基因组时代, 常逐一分析基

因或蛋白在特定凋亡程序中的变化及作用. 然而, 借

助后基因组学的技术手段, 可以研究一整套的基因

或蛋白在特定凋亡程序中的变化. 因此更容易发现

凋亡程序中新的分子. 很多研究利用基因芯片分析

凋亡中转录组的变化, 发现成百上千个基因的变化, 

包括调控凋亡的重要基因[16,17]. 然而, 在抗肿瘤治疗

等细胞毒性应激时, 细胞的翻译系统会受到抑制, 再

加上翻译后修饰等因素的影响, 很难确定基因水平

的变化会在多大程度上与蛋白质相对应[18]. 最近, 蛋

白质组学技术在蛋白质的差异定量分析、翻译后修饰

的分析等领域飞速发展, 激发了用化学蛋白质组学和

功能蛋白质组学分析细胞凋亡分子机制的尝试[19~23]. 

尽管其敏感性和动态范围还有局限, 但该领域仍有

很大的进展. 本文综述了本实验室及国际上运用蛋

白质组学研究小分子化合物诱导细胞凋亡、凋亡的调

控基因及 caspase 底物等方面的进展, 并展望了本领

域所面临的挑战和发展方向.  

1  小分子化合物诱导的细胞凋亡 

很多小分子化合物, 包括化疗药物及一些环境

污染物, 均可诱导细胞凋亡. 这些小分子化合物往往

会通过触发 DNA 损伤, 进而引起线粒体外膜通透性

开放, 释放细胞色素 C, 促使 Apaf-1 与 caspase-9 相

互作用并诱发 caspase 链的活化, 特别是 caspase-3 的

活化, 最终导致细胞发生凋亡[24]. 然而, 诱导细胞凋

亡的触发信号往往有显著差异, 发生凋亡的细胞环

境也不尽相同, 因此每种凋亡的分子机制和信号通

路往往有所不同. 明确不同小分子化合物诱发细胞

凋亡的分子机制, 可以为新药的研发及环境污染物

的毒副作用的研究提供重要信息. 蛋白质组学结合

其他生物化学技术, 有利于构建化学刺激触发的调

控网络、信号传导链和代谢通路, 显示出其在化学

刺激诱导的细胞凋亡过程中, 在药物靶标的鉴定、

分子机制的分析以及化合物的毒副作用研究方面的

价值[20,23,25].  

肿瘤的发生发展和治疗中, 肿瘤耐药现象的出

现, 往往伴随肿瘤细胞凋亡的缺陷, 因此通过诱导肿

瘤细胞凋亡来杀死肿瘤细胞是肿瘤治疗的核心策略

之一[2,26]. 但是, 肿瘤细胞凋亡的信号分子调控网络

非常复杂, 单一的药物治疗往往效果不佳. 肿瘤的治

疗需要发展不同作用机制的新化疗药物, 特别是对

常规治疗药物无效的患者而言[27]. 药物研发是个漫

长的过程, 药物靶标的确认往往成为药物研发和合

理用药的限速步骤, 而蛋白质组学可以提供很多有

价值的信息. 例如, 三氧化二砷通过诱导白血病细胞

分化和凋亡, 治疗全反式维甲酸耐药及复发的急性

早幼粒细胞性白血病(acute promyelocytic leukemia, 

APL)患者[28], 从而使 APL 成为第一种可以被治愈的

急性髓细胞性白血病. 但三氧化二砷的直接分子靶

点尚不清楚. 最近, Zhang 等人[29]用生物素标记三氧

化二砷, 分离获得与三氧化二砷相互作用的蛋白质, 

证实了砷剂在细胞内可以直接结合癌蛋白 PML- 

RARα, 而未标记的三氧化二砷则能竞争性抑制此种

结合. 进一步研究发现, PML-RARα癌蛋白的 PML 部

分含有锌指结构域, 生理条件下与锌结合, 砷在较高

浓度下可以竞争性替换锌与蛋白结合, 诱导蛋白质

构象变化和多聚化, 促进其与 UBC9 之间的相互作用, 

使癌蛋白更容易被 SUMO 修饰, 继而发生泛素化修

饰而被蛋白酶体降解. 癌蛋白的降解最终导致白血

病细胞走向分化和凋亡. 三氧化二砷与全反式维甲

酸均作用于 PML, 但是结合位点不同, 这为药物之

间的联合应用提供了信息基础. 另如, 基于蛋白质表

达谱差异发现和寻找 GAD 的靶标[30]. GAD 是从灵芝

中分离出的三萜类化合物的主要成分[31], 可以抑制

多种肿瘤细胞的增殖, 诱导细胞凋亡, 被认为是其抗
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肿瘤效应的基础. Yue 等人[30]利用 2DE 分析了 GAD

处理的肿瘤细胞的蛋白质变化情况, 发现 14-3-3 等

21 个蛋白发生了明显改变. 进一步, 利用药物靶标

分析程序分析这些蛋白, 发现 14-3-3 家族蛋白可能

和 GAD 结合. 表面等离子体共振仪显示, 14-3-3ζ 可
以直接结合 GAD. 而且, 这些利用蛋白质组学技术

发现的蛋白中有 14 个蛋白存在紧密的直接或间接的

相互作用, 其他蛋白可以较松散地与之相互作用. 借

助蛋白质组学手段, 发现了 GAD 的靶标蛋白. 

对药物作用机制的阐明一直是药物研发中重要

的一个环节, 及时准确地阐明先导化合物的作用机

制, 可以加速药物研发的进程并显著降低研发费用. 

金复合物 Gold(Ⅲ)复合体作为一种低毒副作用的富

有前景的抗肿瘤药物[32], 对其作用机制的阐明一直

很迫切. Wang 等人[33]利用功能蛋白质组学的方法研

究了抗癌药物 Gold(Ⅲ) Porphyrin 1a 处理的 HONE1

凋亡细胞, 发现多个与能量代谢和 ROS 产生相关的

蛋白发生变化. 进一步用抗氧化的药物 DTT 处理, 

可以阻断 Gold(Ⅲ) Porphyrin 1a 诱导的线粒体通透

性的改变, 显示 ROS 通过调控线粒体跨膜电位在抗

癌药物 Gold(Ⅲ) Porphyrin 1a 诱导的细胞凋亡中发挥

重要作用. 蛋白质组学研究提示, 抗癌药物 Gold(Ⅲ) 

Porphyrin 1a 可能通过直接靶向线粒体发挥治疗效应. 

在该研究中, 尽管未能非常准确地阐明其作用通路, 

但已显示了蛋白质组学无偏见分析的特点. 同时, 由

于蛋白质不能像基因一样扩增, 因此, 首先看到的是

能量代谢通路和氧化反应等高丰度的蛋白质变化 . 

但在某种意义上, 这可能正反映了该药物效应最显

著的部分.  

药物抵抗是化疗药物的主要问题之一. 药物抵

抗可能涉及不同的机制, 目前已经发现许多分子与

之有关, 而确定某个特定细胞环境下的机制往往非

常困难[34]. 利用蛋白质组学分析耐药的细胞株与非

耐药的母本细胞的差异 , 发现发生变化的蛋白质 , 

可以帮助发现耐药的机制. 例如, 五价的锑是治疗

利氏曼原虫的主要药物, 但对其耐药的利氏曼原虫

在世界上多个区域有上升趋势[35]. 从患者体内分离

的耐药与不耐药杜氏利什曼原虫的比较蛋白质组学分

析提示, 在耐药原虫中, 其程序性死亡的蛋白 HSP83

下调和 SKCRP14.1 上调. 进一步研究显示, HSP83 和

SKCRP14.1 可以通过影响线粒体跨膜电位的通透性, 

降低凋亡的敏感性[36].  

另一方面, 药物可能存在副作用, 阐明药物副作

用的分子机制可以为合理用药和避免副作用奠定基

础. 例如, 霉酚酸(mycophenolic acid, MPA)是移植后

广泛应用的免疫抑制剂[37]. MPA 诱导的β细胞毒性是

胰岛移植成功与否的重要因素, 其信号传导机制尚不

清楚. 应用蛋白质组学方法, Park 等人[38]检测了 MPA

处理的凋亡的 RIN-5 细胞 , 发现两维电泳胶图上

RhoGDIα表达下调. 过表达RhoGDIα可以增加细胞的

活力 , 减少 MPA 诱导的 JNK 的活化 . 而沉默

RhoGDIα的表达会增加 MPA 诱导的 JNK 活化. MPA

诱导的细胞凋亡可以被 JNK 抑制剂阻断. 该研究提示, 

MPA 可以诱导胰岛素分泌细胞 RhoGDIα 的表达下

调, 增加 JNK 的活化, 导致细胞凋亡; 而 RhoGDIα/ 

JNK 传导通路可能是预防 MPA 诱导的胰岛细胞凋亡

的靶标.  

同时, 随着工业经济的发展, 环境污染物持续增

加. 一些污染物通过诱导细胞凋亡对有机体产生毒

害. 对这些污染物的蛋白质组学分析可以为保护人

类健康提供有价值的信息 .  环境污染物二口恶 英 

(TCDD)具有广泛毒性, 被称为实验动物中最强的肝

癌诱导剂[39]. 为了系统地分析 TCDD 对肝细胞蛋白

质组的影响, Sarioglu 等人[40]分析了 TCDD 处理前后

的肝细胞蛋白质的表达谱, 发现 VDAC2 的上调表达

依赖于芳香烃受体的有无. 结合近期发现, VDAC2

是凋亡因子 Bak 的重要抑制因子, 提示 VDAC2 可能

在 TCDD 诱导的肝癌发生中发挥了一定作用, 这为

研究 TCDD 的致癌机理提供了新的思路. 肾毒性药

物 1, 2-(dichlorovinyl)-L-cysteine (DCVC)可以被肾脏

的近端小管细胞吸收, 并在近端肾小管细胞中被肾

脏的共轭裂解酶激活产生活性中间体, 引发细胞损

伤[41]. de Graauw 等人[42]用 2D-DIGE分析了 DCVC诱

发的肾脏上皮细胞凋亡初始阶段的蛋白质变化, 发

现 HSP27 的 pI 迁移率改变, 并与其 82 位丝氨酸的磷

酸化相关. 他们进一步发现, 用 SB203580 抑制 p38

可以减少 HSP27 的磷酸化, 加速细胞解离和凋亡. 阻

断 JNK的活化不能阻止DCVC诱导的HSP27磷酸化. 

过表达磷酸化缺失的 HSP27 突变体, 可以显性负抑

制 HSP27, 加速 DCVC 诱发的蛋白变化和细胞凋亡. 

该研究提示, 促进和保持 p38活化导致的HSP27磷酸

化, 可能是保证细胞黏附, 抑制肾脏上皮细胞凋亡的
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有效策略.  

小分子化合物, 也许不能成为药物或先导化合

物, 但因其特定的生物活性, 可能成为研究复杂生物

系统中未知分子机制和信号传导通路的探针. 如很

多疾病均涉及 ER 应激诱导的细胞凋亡, 但对其分子

机制尚不清楚[43]. Salubrinal是一个小分子, 通过激活

ER 通路上特定的蛋白分子, 保护细胞免于内质网应

激诱导的细胞凋亡[44]. Boyce 等人[45]用 Salubrinal 作

为探针, 研究 ER应激诱发的细胞凋亡蛋白质表达谱, 

发现了细胞内与 ER 应激相关的分子. 他们在二维电

泳图上发现, Salubrinal 处理后一组蛋白质向等电聚

焦的酸性端迁移. 这些蛋白经质谱鉴定为 eEF-2. 向

酸端迁移与磷酸化修饰相一致, 经质谱分析定位其

磷酸化位点为 55-59AA. 并且可以经抗磷酸化抗体

确认. 结果提示, eEF-2 激酶是一个未知的内质网应

激的调控者.  

本实验室先前发现纳摩尔浓度的 NSC606985(一

种新型喜树碱衍生物)通过剪切激活 PKCδ诱导急性

粒细胞性白血病细胞发生凋亡[46]. 随后的体内实验

发现, NSC606985 对白血病小鼠具有治疗作用, 能够

明显延长白血病小鼠的生存期[47]. 以 NSC606985 为

探针诱导白血病细胞凋亡, 以白血病细胞 NB4 为模

型, 动态分析了白血病细胞凋亡过程中的亚细胞器

蛋白质组学变化, 发现一系列在细胞凋亡中表达或

细胞内定位发生变化的蛋白质[18]. 结合生物信息学

的分析, 以 NSC606985 为探针发现的变化的蛋白绘

制了白血病细胞凋亡的可能信号通路网络, 为发现

白血病细胞凋亡的机制提供了大量线索[27]. 根据上

述发现, 以 NSC606985 作为凋亡诱导剂, 发现了酸

性亮氨酸磷酸核蛋白 32b(ANP32B)的剪切片段出现

在发生凋亡的白血病细胞 NB4 的胞浆中. ANP32B 的

剪切发生通过 caspase-3 介导, 是凋亡过程中发生的

普遍现象 , 而 ANP32B 表达沉默会促进细胞的凋  

亡[48]. 在以 NSC606985 为探针的亚细胞水平的蛋白

质组学分析中, 同时发现二氢叶酸还原酶 DHFR 在

白血病细胞凋亡过程中, 会从细胞浆转位到细胞核. 

触发内质网应激药物, 如 brefeldin-A 和 tunicamycin, 

也可以诱导 DHFR 在细胞内发生核转位[49]. 进一步

研究发现, DHFR 在内质网应激诱发细胞凋亡通路中

起重要的调控作用. 另外, 本实验室还发现, 核不均

一性核糖核蛋白 K(hnRNPK)在 NSC606985 诱导的细

胞凋亡中发生蛋白酶体途径的降解 , 而 RNAi 使

hnRNPK 表达沉默, 会促进白血病细胞凋亡[50]. 在上

述研究中, 发现大部分变化的蛋白质出现在凋亡的

晚期. 为了发现凋亡早期的蛋白质, 充分利用了化合

物小分子探针灵活可调的特点, 调整处理白血病细胞

NSC606985 的剂量, 使诱导细胞凋亡发生的时间延

长, 以便于发现凋亡发生早期的分子机制. 借助该

探针并结合定量蛋白质组学技术 , 在白血病细胞

U937 中发现了 NDRG1(N-myc downstream regulated 

gene 1)在凋亡的早期就发生明显的下调, 用 PKCδ
抑制剂 rottlerin 可以阻断 PKCδ蛋白的剪切激活, 并

阻断 caspase-3 的剪切激活, 但不能阻断 NSC606985

诱导的 NDRG1 下调, 提示 NDRG1 发生在 PKCδ 蛋

白剪切激活之前, 是凋亡早期事件. 进一步研究发

现, NDRG1 的下调表达可以促进白血病细胞凋亡, 

而过表达 NDRG1 会降低白血病细胞对凋亡的敏感

性[51].  

2  凋亡调控基因 

细胞凋亡过程受到众多基因的精细调控, 如抑

癌基因 p53, Bax及癌基因 Bcl-2 和 Bcl-XL等分别发挥

促进和抑制凋亡的作用 [26,52]. 这些基因影响正常及

癌变细胞对凋亡刺激的敏感性. 其促进和抑制细胞

凋亡分子机制的研究引起了人们的兴趣, 而蛋白质

组学也成为很有效的研究策略.  

Bcl-2 家族是线粒体凋亡途径的仲裁者[53], 其进

化高度保守, 分为 3 类成员: 第一类包括促凋亡成员

Bax 和 Bak, 构成线粒体凋亡通路的大门, 其变构活

化导致线粒体外膜通透性增加和细胞色素 C 释放; 

第二类是 BH3-only 分子, 包括 Bad, Bid 和其他可以

激活 Bax 和 Bak 的分子, Bcl-2 等抗凋亡成员可以与

之相互作用, 使其活性受到抑制; 第三类包括 Bcl-2

和 Bcl-XL 等抗凋亡成员. Bcl-2 家族成员之间的平衡

和相互作用可以决定细胞的生死, 但是 Bcl-2 家族成

员之间的相互作用和激活 Bax 和 Bak 的机制还不清

楚, 是凋亡研究领域的难点[9].  

Kerr 等人[54]用不能转位到线粒体的 Bax 氨基端

21 个氨基酸短肽作为对照, 用其能够转位的突变体

S184V分离Bax相互作用蛋白, 通过生物素标记的上

述肽段富集 Bax 相互作用蛋白, 发现核仁磷蛋白与



王立顺等: 蛋白质组学在细胞凋亡研究中的应用 
 

782 

Bax 相互作用, 基因沉默表达核仁磷蛋白, 细胞凋亡

受到抑制, 从而发现了一个新的调控 Bax 的分子. 另

一个蛋白质组表达分析显示, 沉默基因 CTCF 可上调

Bax 表达, 为理解 CTCF 在乳腺癌细胞系中高表达的

作用及分子机制提供了重要线索[55]. Bak 通常被认为

是线粒体定位蛋白, 与Bax一起在细胞凋亡中控制线

粒体外膜通透性的改变. 但 Hwang 等人[56]用 SILAC

定量蛋白质组学技术分析 anti-fas 抗体诱导的细胞凋

亡的 Jurkat 细胞的核组分, 发现线粒体蛋白 Bak 会被

募集到核凹陷中, 提示在凋亡中Bak可能有新的未知

机制. Danial 等人[57]用凝胶过滤色谱技术分析了肝脏

线粒体 Bad 的蛋白复合体, 发现 Bad 与 PKA, PP1 催

化亚基 WAVE-1, 特别是葡萄糖激酶形成一个全酶

复合体. Bad 是该复合体组装所必需的, 缺乏 Bad 的

肝细胞不能形成该复合体, 并导致线粒体依赖的葡

萄糖激酶活性降低, 葡萄糖对应的线粒体呼吸迟钝. 

葡萄糖缺失导致Bad去磷酸化而被激活, 诱导细胞凋

亡, 使Bad把葡萄糖代谢和细胞凋亡两个通路整合到

一起. Liu 等人[58]在酵母菌双杂交研究中发现, JAB 可

以竞争性地在氨基末端与 Bcl-2/Bcl-XL 和 BH-3-only

成员 BclGs 相互作用, 从而促进凋亡, 沉默 JAB 的表

达, 会降低凋亡的敏感性. Cimmino 等人[59]发现, 过

表达野生型的异天冬氨酸甲基转移酶 PCMT 会使细

胞抗凋亡, 而其反义 RNA 会增加对 H2O2的凋亡敏感

性. 把纯化的 PCMT 与细胞裂解液共孵育, 并经 2DE

和质谱分析, 脱氨基后的 Bcl-XL 被鉴定发现甲基化, 

是PCMT的特异性底物. 被修饰的Bcl-XL不能有效地

阻断促凋亡蛋白的作用, 因此导致细胞死亡. 另外, 

在 Myc 诱导的细胞凋亡的定量蛋白质组学分析中, 发

现Myc 可以降低Bcl-2 和Bcl-XL 的表达, 提示肿瘤细

胞升高表达Bcl-2 和Bcl-XL 可能是其细胞凋亡缺陷的

机制之一[60]. 上述蛋白质组学研究为理解 Bcl-2 家族

的调控及活化机制提供了很多有价值的信息.  

p53 是主要的抑癌基因, 被称为基因组的守护

者[52]. 在 DNA 损伤情况下, p53 可以通过转录依赖和

非依赖的方式引起细胞周期阻滞以修复 DNA, 或者

在修复失败条件下诱导细胞凋亡. 而该通路的破坏

会导致肿瘤的发生及对化疗药物的耐药. 例如, p53

在大约 50%的自发性肿瘤中存在突变. 所以, 为了保

证细胞的正常生长, p53 的表达水平和活性受到严密

的调控. 如 p53 在多种刺激下可以发生翻译后修饰, 

影响其稳定性和活性. 但对于 p53 的磷酸化和乙酰化

修饰是否影响 p53 的功能存在争议. 在接受放射治疗

的 p53(K317R)转基因老鼠的胸腺细胞蛋白质表达谱

定量分析发现, 涉及转录、翻译和凋亡等多个通路的

46 个蛋白发生了明显的变化. p53(K317R)的活性比

野生型高, 但是 TNF通路的蛋白表达水平下降, 提示

317 位赖氨酸的乙酰化显著影响 p53 的活性[61]. Tang

等人[62]通过蛋白质组学策略鉴定出 p53 的所有乙酰

化位点, 并发现不能乙酰化的 p53 失去活性, 而乙酰

化的 p53 可以使 Mdm2 不能募集到其反映元件区, 发

生不依赖于磷酸化的活化, 有力地阐明了乙酰化对

p53 活性的影响.  

转录调控是 p53 发挥作用的机制之一. 鉴定 p53

的靶基因对于理解 p53 的功能有重要意义. Gu 等人[63]

比较 p53 诱导表达的人结肠癌细胞 DLD-1 与对照组

细胞的蛋白质表达谱, 鉴定出大量被上调表达的蛋

白. Johnson 等人[64]和 Rahman-Roblick 等人[65]分别比

较喜树碱及丝裂霉素处理的 p53 野生型和缺失的细

胞, 发现了大量的差异蛋白. 除了转录调控, p53 也

可以通过翻译后修饰等机制调控下游基因. 事实上, 

Rahman-Roblick 等人在鉴定 p53 的靶基因中发现除

了转录调控的靶基因外, 还有转录非依赖的靶基因. 

进一步, 用 Pro-Q 染色等策略, 他们还发现了一些磷

酸化修饰蛋白[66]. Orre 等人[67]用 top-down 技术发现

S100A4 的磷酸化修饰依赖于 p53. 这些蛋白质组学

研究为加深人们对 p53 调控及其功能的认识, 进而设

计新的激活 p53 来干预肿瘤的药物提供了新的线索.  

凋亡信号从浆膜到细胞核的传递涉及了一系列

不同的通路和蛋白质修饰, 主要是磷酸化修饰, 磷酸

化修饰导致一系列蛋白激酶的活化. 某些蛋白激酶的

活化可以促进细胞凋亡, 而有些会阻滞细胞凋亡[68]. 

因此, 发现蛋白激酶的底物对于理解凋亡的分子机

制意义重大. 蛋白质相互作用是蛋白激酶发挥激酶

作用的前提, 对于激活下游信号通路非常重要, 因此

通过蛋白质相互作用钓取其蛋白质底物及其调控蛋

白是行之有效的策略. 癌基因融合蛋白 NPM/ALK 可

以诱导发生间变性大细胞淋巴瘤. Galietta 等人[69]运

用免疫共沉淀方法发现包括 PSF 在内的多个

RNA/DNA 结合蛋白与其相互作用, PSF 是 ALK 的底

物, 融合蛋白 NPM/ALK 使 PSF 磷酸化并使其从细

胞核转位到细胞浆, 对肿瘤抗原 GAGE6 的抑制降低. 
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另外, 基于酵母菌双杂交相互作用蛋白研究发现, 整

合素连接激酶 ILK 与 rictor 蛋白可以相互作用. 而

ILK与 Akt的磷酸化有关. 单纯敲除 rictor会减少 Akt 

473 位丝氨酸磷酸化, 而联合敲除 ILK 和 rictor 导致

Akt 473位丝氨酸不能磷酸化, 提示 rictor是 ILK的调

控者[70]. 随着磷酸化蛋白及磷酸化肽段富集策略的

增加和质谱高通量分析磷酸化位点敏感性和通量的

提高, 利用磷酸化蛋白质表达谱分析的策略也成为

很好的选择. 为了更好地理解癌基因 FGFR3 的信号

通路, Kang 等人[71]在持续表达活性形式 FGFR3 突变

体的造血细胞中分析了其磷酸化蛋白质组的变化 , 

鉴定出大量的酪氨酸磷酸化蛋白. 他们发现, FGFR3

可以通过直接磷酸化丝氨酸/苏氨酸激酶 RSK2 的

529 位酪氨酸, 促进未活化的 ERK 与 RSK2 结合, 导

致 ERK 介导的 RSK2 磷酸化和活化, 促进造血细胞

的癌变.  

有趣的是, 有些经典的磷酸化激酶通路, 有时其

功能并不依赖于磷酸化激酶的活性. 例如, Raf 是 Ras

通路上重要的丝氨酸/苏氨酸激酶[72], 但有研究显示, 

缺失 Raf 基因, 尽管通过 B-Raf 可以正常调控 ERK, 

但会引起广泛的细胞凋亡和胚胎致死 [73]. 相似地 , 

Raf-1 沉默的成纤维母细胞对血清撤除、Fas 等诱发

的凋亡高度敏感, 而表达无激酶活性 Raf-1 的突变体

可以挽救这些细胞. 上述结果提示, 凋亡保护作用存

在另一条机制. 为发现 Raf-1 通路新的分子, O'Neill

等人[74]用免疫共沉淀法发现 MST2 蛋白与 Raf-1 相互

作用. 在老鼠或细胞敲除 Raf 会激活 MST2, 导致细

胞凋亡. 在 Raf 敲除的老鼠或细胞中沉默 MST2 的表

达可以阻止凋亡发生, 而过表达 MST2会诱导凋亡的

发生. 提示 MST2 促进细胞凋亡, 而 Raf-1 通过相互

作用抑制 MST2 活性, 进而抑制细胞凋亡. 进一步, 

为了获得 MST2 的下游因子, 他们用 MST2 免疫沉淀

发现了 LATS1[75]. 同时发现, 抑癌基因 RASSF1A 破

坏 Raf1-MST2 复合体 , 并促进 MST2 与其底物

LATS1 的相互作用, 激活的 LATS1 磷酸化并释放转

录调控因子 YAP1, 使 YAP1 从胞浆转位到细胞核与

p73 相互作用, 导致促凋亡靶基因 puma 的表达.  

3  蛋白酶及其底物 

自从人的 caspase-1 被鉴定为线虫凋亡基因

CED-3 的同源物, 关于 caspase 家族的生理功能、底

物、不同激活机制及与疾病关系的研究就层出不穷,

为理解凋亡的分子机制提供了大量信息[7,24]. 值得提

出的是, 作为天冬氨酸特异的蛋白酶, caspase 通过剪

切特异的蛋白质底物在细胞凋亡中发挥关键作用 . 

有些剪切仅仅是细胞凋亡过程中作为蛋白质降解的

一种途径, 并不参与细胞凋亡. 然而, 有一些蛋白质

的剪切, 如 caspases, RB, IAP, PARP 等, 被证明在蛋

白质活化、转位等方面具有重要功能, 对凋亡后期的

细胞膜结构改变、细胞收缩、染色质固缩和凋亡小体

的形成非常重要 [76]. 本实验室近年来先后发现 , 

capase-3 底物白血病融合蛋白 AML-ETO 和 ANP32B

的剪切片段在细胞凋亡中发挥重要活性[77].  

另外, 所鉴定的底物有利于整体上理解酶的作

用规律, 更好地把握蛋白酶的功能特性. 例如, caspase

家族成员在细胞凋亡中发挥了核心作用 . 其中 , 

caspase 的主要执行者 caspase-3 和 caspase-7 由于对特

定的肽段表现出相似的活性, 可能发挥了冗余的作

用 [78]. 然而, 两者的基因敲除老鼠的表型明显不同, 

提示 caspase-3 和 caspase-7 事实上功能不同[79], 但是

缺乏生物化学证据. Walsh 等人[80]用 caspase-3 缺失的

Jurkat 细胞提取物进行蛋白质组学分析 , 发现

caspase-3和 caspase-7具有不同的活性. 清除 caspase-3

的细胞失去了大部分 caspase依赖的蛋白剪切, 只有少

数蛋白发生 cspase-3 非依赖的剪切, 支持 caspase-3 是

凋亡后期主要的执行者. 因此, 识别 caspase底物, 成

为凋亡领域研究的热点之一. 在过去 10 多年中, 已

有数百个 caspase 家族的底物被报道[76,81~83]. 这些底

物通常共享一段 4 个氨基酸的高度保守的序列, 预计

尚有数百个底物还未被发现. 例如, 生物信息学曾对

caspase 底物在整个基因组范围的蛋白质做了预测分

析, 并提供了大量潜在的底物及其剪切位点[84]. 但是, 

这些理论推算的底物还需要实验数据的支持. 因此, 

亟需发展系统分析蛋白质剪切底物的方法. 基于蛋

白质组学新的高通量的蛋白质分离和鉴定方法, 对

在整个基因组范围内 caspase 底物的鉴定发挥了重要

作用.  

Dix 等人[85]建立了一个基于常规凝胶电泳的自

动化的技术平台, 可以在整个基因组直接看到蛋白

质剪切发生的位置和程度. 把正常对照和凋亡细胞

的蛋白质分别用 SDS-PAGE 分离, 未剪切的全长的
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蛋白会出现在对照的泳道中, 而剪切的片段会出现

在凋亡的泳道中, 但分子量较低. 为了鉴定这些蛋白, 

SDS-PAGE 的胶被切成很多条带 , 胰酶消化后用

LC-MS/MS 分析, 同一种蛋白出现在两个泳道的不

同分子量区域即为剪切蛋白的信息. 他们共鉴定出

91个已知的 caspase底物及 170个新的被剪切的蛋白. 

分析发现, 这些蛋白质不管如何剪切, 大多数总会产

生与结构域相关的片段. 结果提示, 产生有效应的蛋

白可能是凋亡中蛋白质剪切的重要功能 . 同时 , 

Mahrus 等人[86]建立了一种方法来特异性地标记蛋白

N 端, 从而富集 N 端肽段以鉴定蛋白酶切的位点. 在

细胞凋亡后, 他们用枯草连接酶把自由的 N 端链接

上生物素肽, 然后用 LC-MS/MS 质谱分析. 他们对

292个蛋白的 333个 caspase样酶切位点进行测序, 发

现酶切位点往往位于表面及环形结构上, 而且很多

蛋白底物之间存在相互作用, 提示 caspase 可能通过

剪切蛋白质复合体和信号网络来诱发凋亡 . 随着

SILAC 和 iTRAQ 等定量蛋白质组学技术的发展[87], 

人们发现新的 caspase 底物和酶切位点也变得越来越

简单 . 相应地 , caspase 的蛋白底物列表越来越长 . 

Luthi 和 Martin[82]建立了一个权威的数据库, 囊括了

大部分已知的 caspase 底物和酶切位点信息, 以利于

分析这些蛋白质的功能, 为相关的研究提供了方便.  

长期以来, 人们一直认为还存在 caspase 之外的

其他蛋白酶在凋亡中发挥作用. Van Damme 等人[88]用

对角线色谱技术和同位素标记技术分析了 anti-fas 处

理的 Jurkat T淋巴细胞. 鉴定了 71个蛋白的 93个酶切

位点. 其中大部分是 caspase 位点. 然而, 35 个位点位

于非天冬氨酸的羧基端, 多是碱性或是疏水的氨基酸, 

提示有其他蛋白酶被激活. 同样, Impens 等人[89]在分

析紫杉醇诱导的非小细胞肺癌的蛋白质剪切位点时发

现, 27 个既包括天冬氨酸的羧基端也包括非天冬氨酸

的羧基端, 提示有非 caspase 的蛋白酶活化.  

在细胞凋亡的非 caspase蛋白酶中, T淋巴细胞和

NK 细胞的蛋白酶粒酶 B 受到广泛重视[13]. 粒酶 B 可

以通过处理 caspase 酶原激活 caspase 家族, 从而在特

定刺激下触发细胞凋亡[14]. 为了在蛋白质剪切底物

中发现粒酶的底物, Bredemeyer等人[90]用粒酶B处理

YAC-1 细胞, 同时用粒酶 B 抑制剂, 进行 DIGE 和串

联质谱分析, 发现了 procaspase-3 及其他一些底物. 

Adrain 等人[91]则用无细胞系统和 2DE 分析粒酶 B 触

发的细胞凋亡. 他们分析了 caspase-3 和 caspase-7 的

存在对蛋白质被剪切的影响, 发现粒酶 B 的作用很

狭窄, 细胞凋亡主要通过 caspase-3 完成.  

线粒体丝氨酸蛋白酶 HtrA2/Omi 是核编码的, 

HtrA2/Omi 带有线粒体定位信号, 介导其进入线粒体

膜间隙. HtrA2/Omi 是细胞凋亡过程中释放入胞浆的

成分之一[92]. HtrA2/Omi 的蛋白剪切活性是 caspase 依

赖和非依赖的细胞凋亡所需要的. 但是, 除了 IAP[93]

外, 尚不清楚 HtrA2/Omi的其他底物. Vande Walle等

人[94]制备了重组的 HtrA2/Omi 和无活性突变体, 处

理 Jurkat 细胞, 经质谱鉴定出 15 个底物和 50 个位点, 

提示 HtrA2/Omi 的蛋白质剪切目标很狭窄, 细胞骨架

蛋白是其首选目标.  

4  结论与展望 

本文主要综述了功能蛋白质组学及化学/药物蛋

白质组学在凋亡研究领域的主要进展. 事实上, 蛋白

质组学在蛋白激酶底物鉴定方面有非常独到的优势. 

这不仅体现在细胞凋亡中, 还包括炎症等其他生物

学过程中, 其通量和敏感性是传统的生物化学方法

所不及的. 在转录因子靶基因鉴定方面可以与基因

芯片、chip-on-chip 等技术互补. 但是, 不能否认蛋白

质组学技术目前的敏感性和通量还有待进一步提高, 

其还不能完全满足整个基因组水平上对蛋白质分析

的要求, 只能分析表达丰度比较高的蛋白质. 因此, 

仍需与各种蛋白质分离技术结合, 从而实现对某个

特定蛋白质组的分析. 

蛋白质组学技术的发展日新月异, 随着磷酸化

等翻译后修饰技术和蛋白质-蛋白质相互作用技术、

蛋白质核酸相互作用以及蛋白质小分子相互作用技

术的进一步发展, 会有更多重要的凋亡调控因子及

调控机制被发现, 从而推动凋亡研究步入新的高度.  
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