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Fas /F
a s L 凋 亡 作 用 机 制

郭淑贞 夏宁邵

(厦门大学肿瘤细胞工程国家专业实验室 厦门 3 61 0 0 5)

机体如何消除识别 自身抗原的 T 细胞
,

以

维持周边血免疫耐受 ? 如何消除免疫反应后过

剩的致敏 T 细胞
,

实现免疫下调 ? 这些免疫调

节过程都有细胞表面分子 Fa s 及其受体 Fa s L

介 导 的 程 序性 细 胞 死 亡 (p r o g r a m m e d e e ll

De
a th

,

P C D )的参与
「‘〕

。

它们还与多种疾病的发

生 密 切 相关
,

如 系统 性 红 斑 狼疮闭
、

丙 型 肝

炎川
、

艾滋病 [’]
。

某些病毒即通过诱导产生无活

性的 Fas 或 Fas L 来达到复制 自我
,

逃避宿主

免疫防御的 目的
〔5〕

。

在一些抗癌药物的作用过

程中也观察到它们对 Fa s / F a s L 的依赖性
,

如

阿霉素
、

氨 甲蝶吟
。

分属于 T N F / T N F 受体超

家族的 F a s L / F a s 已成为程序性细胞 死亡
,

亦

称细胞调亡研究中的热点之一
。

本文仅从 Fa s /

Fa s L 的表达调控
,

存 在形式
,

结合蛋 白
,

相关

蛋 白酶等方面来讨论它 们诱导细胞凋亡的机

制
。

这对弄清它们在生理
、

病理条件中的作用
,

进一步认识细胞凋亡调控网络有重大意 义
,

并

为相关疾病的诊断治疗提供新方法
。

一
、

Fa S
/ F a S L 的表达

及其存在形式
在 F as 基 因 启 动 区序 列 中 没 有常见 的

T A T A
、

G C 或 C CA A T B o x e s ,

而 于更上游的

位置有转录 因子 A P
一

1
、

Et
s 及 N F

一

IL 6 的结合

位点
。

其中 N F
一

IL 6 的结合序列共有六处
,

在第

一外显子中还另有两处
,

由此可以推测 N F
一

IL 6

对 Fa s
基因表达有一定调控作用闭

。

已知
,

流感

病毒感染 的 H el a 细胞通过一种双链 R N A 激

活的蛋白激酶对 N F
一

IL 6 进行磷酸化修饰
,

使

其 D N A 结合能力升高
,

导致相关基因表达量

上升
。

对 N F
一

IL 6 在其他条件下的作用
,

及 A P
-

1
、

E t s
的功能还有待认识

。

Fa s
基因启动区还存

在 两 种 序列 多 态性
:

一 为 沉 默子 中
一

1 3 7 7 位

CG
一

C A
,

改变了转录 因子 S P
一

1 的结合位点
; 二

为 增 强 子 中
一

6 70 位 G A
一

G G
,

使 核转 录 元 件

G A S 的结合位点被破坏川
。

这无疑也是 Fa s
基

因表达调控的一部分
。

除转录水平外
,

F as 还存在 m R N A 剪接水

平上的调节
。

C a s e in o
等人分离三种 Fa s m R

-

N A 变体
,

其中 F a s T M D e l缺失跨膜区段
,

F as
-

D el Z 和 F a s D e l3 在胞 内区缺失
,

缺失区段 皆为

内含子所在位置
,

证明这些 m R N A 变体是 由

m R N A 前体经选择性剪接形成
,

它们的蛋白产

物都是可溶性 Fa s (s F a S )
,

有一定调亡抑制作

用仁8 ]
。

免疫荧光检测发现 Fa s D e lZ 和 Fa s D e l3
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的产物 位于 胞外
,

而 F a s T M D e l 产物 在胞 质

中
,

因此它们对调亡的抑制可能有不同方式
。

这

些 s Fas 除了在红斑狼疮等疾病人体 内有大量

存在外
,

在正常 人体内也能检测到
。

分析 F as /
s Fa s

m R N A 水平的调节 因素对认识体内细胞

凋亡的自我调节有重要意义
。

它们的表达可能

有一定的组织和细胞类型特异性
。

F as L 也有膜结合型和可溶型两种形式
。

但
S F a S L 不是由 m R N A 剪接形成

,

而 由 Z n Z +

依赖性金属 蛋 白酶作用于 m F a S L 近胞外 区
,

经蛋 白水解切割形成仁9 〕
。

这一水解方式可避免

F as L 在 C T L 等细胞表面的聚集而造 成不必

要的损伤
。

较早时 D he in 等人报道
,

经 C D 3 抗

体激活的细胞的培养液即可诱导 Fa s +

靶细胞

的凋亡
,

即 F as L 在其 中以胞外可溶性因子的

形式存在 [l0 〕
。

但据报道
,

鼠的
s F as L 无凋亡诱

导功能
。

二
、

凋亡作用机制

1
.

F a s
分子上的结构域

F a S
分子上的调亡信号传导相关的有四个

重要 区域
:

胞外 的死亡信号激发域 (A c ti va t e d

D o m a in )和诱导 P C D 的抗 Fa s m A b 作用域
;

胞内的死亡抑制域 (In h ib it o r y D o m a in )和死亡

域 (D e a th D o m a in )
。

有关死亡域的研究最多
。

死 亡信号激发域
,

位于 F as N 端的 49 个
a a ,

是 F a S L 与 F a s
特异性结合部位

。

各种
s Fa s

因为保留了这一位点而干扰 F as L 与 m Fas 的

结合
,

起调亡抑制作用〔“〕
。

已知 Fas L 的 Pr
o -

2 0 6
、

T y r 一

2 1 5 和 Fa s
的 A r g

一

8 6 对 它们之 间的

结合至关重要
。

T y r 一 2 1 8 的苯环可能与 Fas 形

成氢键
,

还可能在 Fa s 一

Fas L 之间形成盐桥
,

在

T N F
一

日和 T N F
一。
与其相应受体结合时也有类

似情形
。

有趣的是
,

将 T y r 一21 8 突变为 P he 后
,

突变体对 人类细胞 无毒性却可诱导 鼠细胞凋

亡
,

表明不同物种中 Fas 与 Fas L 的结合方式

有所不同 〔’2 ] 。

诱导 PC D 的抗 Fas m A b 作用域
,

集 中于

F a s N 端 的 4 9 一 1 5 3 a a
段内

。

对其研究较少
,

已

知 的 仅 有 C H
一

11 结 合 的 线性 表 位 为 12 6 一

1 3 5 a a 。

死亡抑制域
,

于 Fas C 末端 的 15 个 aa
,

切

除这一区段可上调 F as 传导 的凋亡信号
,

已发

现它与酪氨 酸蛋 白激酶一一 F A P
一

1 特 异性结

合[13 〕。

高水平表达 F A P 使宿主细胞对 Fa S 凋

亡信号的敏感性降低
,

缺失催化域的 F A P 则失

去这一保护 作 用
。

因此
,

死亡 抑制 域 通过 与

F A P
一

1 的结合
,

启动酪氨酸磷 酸化作 用
,

阻止

调亡的产生
; 而对 Fa S 在免疫反应初期 的共刺

激信号过程有所帮助
仁‘〕

。

但 F A P
一

1 的作用底物

还未 明确
。

2
.

死亡域及其结合蛋白

死亡域 (d e a th d o m a in ,

D D )
,

于 F a s C 端靠

近死亡抑制域的 60 一 7 oaa
,

是 Fa S

和 T N F R
一

1

间的高度保守区
。

Fa S L 激活 F as 后
,

Fas 通过

D D 以蛋 白
一

蛋 白作用方式形成三聚体
,

将死亡

信号传入胞 内
。

在 T N F R 家族其他成员的活

化过程 中也有这一簇集 现象
, s Fas 因缺 失 D D

而无法聚集活化
。

以含有 D D 的 Fas 胞质 区段

为饵基 因
,

通过酵母双杂交系统 及免疫沉淀等

方法
,

从多种
c D N A 文库中检测 F as 特异性结

合蛋白
,

推动了 F a S
诱导凋亡机制的研究

。

最先得到的 Fa s
结合蛋 白是 F A D D[

’‘〕,

通

过其 C 端的 D D 同源 区段与 F as 结合
。

FA D D

过 量表达导致宿主细胞凋亡 的途径与 Fa s 相

似
; 而缺 失 N 端 80 个 aa 的 F A D D 突变体

,

虽

仍 与 Fa S
结合

,

但无法诱导凋亡的产生
,

反而有

抑制作用
,

表明 F A D D 的 N 端有死亡效应结构

域 (d e a t h e ffe c t o :
d o m a in ,

D E D )
。

一9 9 6 年发现

了含 有 D E D 结构 域 的 另 一 蛋 白一一 F LI C E

(M A C H
,

M c h s ) [ ‘5 ] 。

FL ICE 是 IC E / C e d
一

3 半胧

氨酸蛋 白酶 家族 (C as p a s e s )成员
,

它 们作 为细

胞凋亡执行者的作用已有大量报道
。

研究认为
,

潜伏期 F LI C E 酶原 N 端 的两个 D E D 自我结

合
,

处于封闭状态
; 当活化的 FA D D 通过 D E D

与 F L IC E 结 合时
,

可改变它 的 自我封闭状态
,

释放 C 端活性催化域发挥蛋 白酶作 用
。

已证

实
,

F LI C E 可 自我剪接形成 活化 肤
,

并可加工
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活化所有 已 知的 C a s p a s e s ,

包括 C PP 3 2
、

M e h 3

等
〔’‘〕

。

因而认为 Fas
一

Fa s L 结合后
,

Fas 聚集而

活 化
,

在 胞 内通 过 结 合 蛋 白 FA D D 活 化 以

F L Ic E 为链首的 c a s p a s e s 蛋 白酶水解链
,

导致

死亡底物 P A R P
、

U l
一

70 k D a
等的降解

,

形成细

胞 凋亡 特 征
。

这一 假设得 以普遍接受
,

并与

C a s p a s e s
家族 特异性抑制剂 C r m A 抑 制 F a s

m A b 诱导凋亡的现象一致[l7 〕
。

在随后的研究

中发现 F A D D 也可 以 M ch 4 为链首 活化 C as
-

p a s e s 蛋白酶水解链
。

1 9 9 7 年发现了 I
一

F L IC E

(F L A M E
一

l
,

C L A R P
,

Ca s p e r , e 一F L IP
,

C A S H
,

M R IT )
,

与 M e h s
、

FL IC E 高 度 同源
,

有 D E D

结构域但无 C as p a s e
酶活力 [ls 〕

,

这是首例天然

的催化域钝化 的 C as p a s e ,

作为 内源性抑制 剂

调节 Fas / Fas L 凋亡途径
。

他们可能 通过与

F A D D 的结合
,

阻止 F L IC E
、

M e h 4 的活化
,

也

可能对水解链 中下游酶原的活化有所影响
。

但

并非所有的报道都认为它 们对凋亡有抑制 作

用 [ , ’〕
。

在酵母中检 出的另一个含死亡域的 Fa s
结

合蛋白为 R IP
。

但进一步的体内实验及 R IP 基

因敲除 小 鼠模型 表 明 R IP 参 与 了 T N F
一

T N
-

FR I 凋亡途径
,

与 N F
一

K B
、

JN K 的活 化相关
,

与 F a s
途径关系不大

。

19 9 8 年发现了 R IP 的同

源物 R IC K
,

N 端具有 Se
r / T hr

激酶催化域
,

C

端具 有 C A R D 结构 域 (C a s p a s e r e e r u it m e n t

d o m a in ) [, 。〕
。

R le K 的过量表达不能诱导明显的

凋亡但扩大 了 F LI C E 的凋 亡效 应
,

使 FLI CE

酶活性提高
,

与 FLI C E 和 FA D D 共表达的结

果相似
。

另外发现 R IC K 与 C L A R P 特异性结

合
,

认为 R le K 通过 C L A R P 与 FA D D
、

FL IC E

的结合而介 入 Fas 凋 亡信号 复合物 的形 成
。

R IC K 的磷酸化底物可能是 F a s 和 / 或 FA D D
,

已证实体内 Fas 活化后
,

F A D D 发生 Se
r
磷酸

化导致 F L IC E 的活化加速
。

另外报道了两种丝

氨酸 /苏氨酸激酶
:

一是 FA sT[
2‘〕

,

在 Jur ka t T

细胞 中
,

FA S T 在 Fa S 交联后 30 一 60 分钟内即

去磷酸化而活化
,

并以 T IA 为底物
。

T IA 是一

类核 R N A 结合蛋白
,

导致 m R N A 发生剪接方

式的改变
。

已知的抑制或促进细胞凋亡的 B c卜2

家族
、

C as p a s es 家族 中
,

都有许多成 员可经选

择性 m R N A 剪接形成活性亚基
、

无活性亚基或

负调控亚基
。

T IA 可能与这些调节蛋白的 m R
-

N A 结合
,

导致促进凋亡的异构体优先形成
。

有

关 T IA 活化可启动凋亡特征性 D N A lad d e r 、

核裂解的现象 已经证实
。

二是作为细胞周期调

节元件的 C D C Z
,

Fas 反应元件位于
c d c Z 基因

启 动区 [ 2 , 〕
。

H L
一

6 0 经 Fa s m A b 作用后
, e d e Z

m R N A 含量及 CD C Z 激酶活力显著上升
,

导致

组蛋白 H l 激酶迅速活化
,

染色体结构变化
。

1 9 9 6 年 A tk in s o n
等人报道了 F a s

相关的

第三种酶—酪氨酸蛋 白激酶 P5 9 fyn
,

它与死

亡域 中含 T yr 的保守序列 Y X X L 结合 [23 〕
。

尽

管尚未发现 Y X X L 在凋亡过程中有 T yr 磷酸

化现象
,

但认为 p 5 9 fy n
与 F as 特异结合后可能

导致 C D 3 或其他蛋白复合物的 T y r
磷酸化

,

从

而与 C D 3 信号传导途径相联
,

由于 fyn
基因缺

失的 T 细胞仍有一定数量的凋亡
,

因而认为也

有多种酪氨酸激酶参与 F as 途径
。

早在 1 9 9 4 年

就发现体内 Fas 活化后
,

1 分钟 内就有多种特

异性蛋白的酪氨酸磷酸化
,

其中 1 1 6k D a 蛋 白

的变 化 在 各类 细胞 中都 有
,

而 9 7k D a 、

6 6/

6 9 k D a 、

so k D a 、

4 4 kD a 蛋 白在不 同细胞类型中

有所变化山〕
。

特定的酪氨酸蛋白激酶抑制剂不

但阻止了这些蛋白的磷酸化作用也有效抑制了

Fa s 凋亡途径
,

因而酪 氨酸激酶的活化是 Fas

凋亡早期的必要信号之一
,

但对相关激酶及其

生理性底物还知之不多
。

另外
,

联合上面说的死

亡抑制域结合蛋 白 F A P
一

1
,

可知有两类不同效

应的酪氨酸蛋 白激酶
,

决定了细胞对 F a s
诱导

信号的敏感性不同
,

甚至是诱导效应的不同
。

除 Fa s 死亡域的结合蛋 白外
,

还有胞质部

分的其他部分也可能存在结合蛋 白
。

如 F A F
-

1
,

它 没有 D D 同源序列
,

但特异结合 Fas 胞质

区段
,

可能作为凋亡调控中的信号传导分子
,

扩

大凋亡效应
。

K e
nn ed y 等构建了一系列 G S T

-

鼠 Fa s
胞质区段 的融合蛋白

,

找到许多新的结

合蛋白
,

包括一些激酶与 F a s
近膜区段结合

,

使
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Fa s

或 F A D D 发生磷酸化仁, 5〕
。

从结合蛋 白的研 究可知
,

F as L 激 活 Fas

发生寡聚化活化
,

进而通过 F A D D 和某些激酶

性结 合蛋 白激活相 关的 C a s p as es
,

丝 /苏氨 酸

蛋白酶
,

酪氨酸蛋 白酶形成水解链
,

激活某些转

录因子使相关基因异常表达
,

最终裂解死亡底

物造成编程性死亡
,

同时通过这些 蛋白对死亡

过程进行调节
。

态而在生理条件下对 F a s 凋亡信号不敏感 [29 ]
,

通过改变肿瘤细胞这一天 然的
、

可诱导的抗性

机制
,

来达到诱导其凋亡
、

并予以清除的临床效

果
,

将成 为对多数肿瘤 皆有效 的一种治疗新方

案
。

三
、

小 结

在 F as
一

F as L 的作用过 程中
,

有两种蛋 白

结构域起了重要作用
,

即死亡域 D D 和死亡效

应结构域 D E D
。

它们主要参与蛋 白
一

蛋 白相互

识别过程
,

形成一系列功能复合物
,

使信号得以

传递
;
或形成调节分子

,

抑制或促进信号的传导

及效应物 的作 用
。

三级结构 研究表 明 D D 和

D E D 皆由六个反向平行的两性
a
螺旋组成

,

有

相似的整体折叠结构
,

这可能与两者在生理功

能上的相关性有关
。

它们各自在进化上的保守

性都十分显著
。

G ol s te in 等人根据 Fa s 、

T N F
-

R l 及果蝇 re aP
e r 蛋 白之间的同源性对 F a s

这

类膜表 面死亡受体分子的进化发生提出了假

设嘟〕
。

在线虫 C ed
一

4 和病毒 蛋白中也找到 了

D E D 同源序列
,

前者有凋亡促进而后者有凋亡

抑制作用 [2v
,

2 8]
。

这些不仅表明细胞凋亡的诱导

及机制在进化中的保守
,

也体现了凋亡过程及

调控方式在进化中不断复杂多样化
。

在一些与

凋亡无明显关系的蛋白质中也发现有 D D 同源

序列的存在
,

D D 可能还 有其他的生理功能
,

使

凋亡调控与其他生理事件相联
。

在 F as
一

F as L 的过程中还发现有第二信使

小分子神经酞胺和钙离子的参与
,

线粒体C yt C

的释放
,

B c l
一

2 家族成员的调控等
。

及至今天越

来越多 的死 亡受体 (d e a t h r e e e p t o r )及其配体

的发现
,

都需要对 Fa s 一

F a S L 编程性细胞 死亡

途径作进一步的深入研究
,

才能了解其本质
。

至

今
,

已有使用腹腔注射 F a S L
,

在小 鼠体 内清除

F a s
表达细胞而 不产 生肝脏病理性变化 的报

道
。

另外发现大多数肿瘤细胞
,

因维持超氧化状

摘 要

F as (又称 A P O
一

1
,

C D 95 )及其配体 F as L
,

诱导编程性死亡的细胞表面分子
,

参与机体免

疫调节
。

本文主要讨论了 F a s / Fa s L 相互作用

诱导细胞凋亡的可能机制
,

包括表达调控
,

特异

结合蛋白
,

蛋白水解链等
。
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作用于微管的药物介导的细胞周期及凋亡信号通路

袁金辉 谢 弘

(中国科学院上海细胞生物学研究所 上海 2 0 0 0 3 1 )

有机体及其组织完整性的维持有 赖于增

殖
、

分化和凋亡之间平衡的精细调节
,

某一阶段

的不完全成熟或分化失常或正常的凋亡功能丧

失所造成的生长失控均会导致这种平衡的显著

变化
。

因此
,

可通过激活某一通路使细胞发生周

期阻滞
,

分化或凋亡来控制癌细胞生长
。

微管是细胞骨架的重要组成部分
,

参与了

细胞增殖
、

分化和凋亡 的调控
。

微管由
a 、

日管蛋

白异二聚体自我装配而成并结合有微管相关蛋

白和摩托蛋白(rn o to r p r o t e in s )
。

管蛋白的聚合

和解聚对微管的动力学进行着最基本的调控
。

有许多配体能与管蛋白结合从而影响微管的装

配
。

其中以微管为靶的药物是重要的配体
,

已发

现此类药物是有效的抗肿瘤药物
。

紫杉烷类能

与聚合的管蛋 白作用并抑制 其解聚
,

而长春花

碱类与单聚体的管蛋白结合抑制其聚合
。

研究

表明
,

这些抗微管药物可促使癌细胞发生周期

阻滞及凋亡 〔“」。 如 5 一 gn m ol / L 的紫杉醇足以

使 A 54 9 人肺癌细胞的有丝分裂期延迟
,

且退

出有 丝 分 裂 后 可诱导 凋 亡 [l]
。

如果 以高 于

gn m ol / L 的紫杉醇处理 A 5 49 细胞即可诱导有

丝分裂阻滞并使细胞发 生异常有丝分裂
仁’〕。

我

们以 S M M C
一

7 7 21 人肝癌细胞作为实验材料进

行的一系列研究表 明 [2, 习
,

无论 在体外还是体

内
,

紫杉醇均可以使细胞发生显著的 G :

/ M 期

阻滞
,

继之发生凋亡
。

本文对此类抗微管药物诱

导细胞周期阻滞及凋亡的信号通路作一简要综

述
。

一
、

作用于微管的药物介导

的细胞周期信号通路

细胞的有丝分裂需要通过激活 cy 山n B l
-

C d c Z 激酶复合物启动
,

而在有丝分裂过程中亦

有蛋白激酶被激活
。

Li n g 等的研究发现
,

紫杉

醇诱导的有丝分裂阻滞伴有
。yc hn B l 的积 聚

及 p 34
cd 比
的激活川

。

也有人持不同的看法
,

认为

紫杉醇诱导有丝分裂阻滞后使 p 21 的表达增

高
,

从而使 p 34 cd “ / c yc h n Z复合物的活性受到抑

制 [e]
,

这种矛盾有可能是由实验材料不同所致
。

相似地
,

在
n oc o d az ol e

诱导的有丝分裂阻滞中

R a f
一1 被激活

,

而 且在 多个 位点如 3 2 2
,

4 3 和

25 9 位残基被高度磷酸化川
。

另外
,

p 38 M A PK

在
n oc o d a zo le

诱导的有丝分裂阻滞过程中亦

可被激活 [s]
。 C 一

M o s
是一种丝氨酸 /苏氨酸激

酶
,

尽管认为它只在减数分裂时才表达
,

但 已证

明 c 一

M o s 蛋 白可在体 细胞有丝分裂期积聚而

且可磷酸化管蛋白
,

同时介导 M A P K 通路
。

当
c 一M o s

过表达时可引起中期阻滞
,

在紫杉醇诱

导的有丝分裂阻滞过程 中已证实有
。一

M o s
的

激活和表达 [s,
’1

。

有丝分裂不仅与多种丝氨酸 /

苏氨酸激酶有关
,

而且与丝氨酸 /苏氨酸蛋白磷


