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摘要: Caspase 是一类与凋亡密切相关的蛋白水解酶家族, 以 Caspase前体酶原的形式存在大多后生动物的细胞中。Caspase

在凋亡信号的作用下首先激活启动型 Caspase引发 Caspase级联反应,然后通过活化的执行型 Caspase裂解特异性底物导致细胞

凋亡。Caspase的活化是导致细胞凋亡的中心环节,位于 Caspase级联反应上游的启动型 Caspase的和下游的执行型 Caspase 有着

明显不同的活化机制。
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ABSTRACT: Caspase belongs to proteolytic enzymes family closely related to cell apoptosis, which exists in most metazoan cells as its

preemzyme and plays an important role in apoptosis. Under the influence of apoptosis signals, caspase first activates initiator caspase, resulting in

cascade reaction of caspase, and then splits specific substrates by executioner caspase activated to induce cell apoptosis. So the activation of cas-

pase was the central component for inducing apoptosis, and there are different activating mechanisms between initiator caspase and executioner

caspase.
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Caspase是一类半胱氨酸蛋白水解酶, 具有半胱氨酸激活

位点和底物裂解位点。Caspase 家族的一个重要的共同点就是

特异性地断开目的蛋白天冬氨酸残基后的肽链。Caspase 是细

胞凋亡的核心成分,在程序性细胞死亡中起到重要作用。Cas-

pase在凋亡信号的作用下可以引发 Caspase 级联反应, 根据它

们进入凋亡途径的位点不同可分为启动型 Caspase和执行型

Caspase。启动型 Caspase在细胞死亡途径中首先被激活,然后

通过逐级活化再激活执行型 Caspase,活化的执行型 Caspase通

过裂解特异性底物导致细胞凋亡。研究表明启动型 Caspase

和执行型 Caspase具有不同的活化机制,本文就将这两种活化

机制做一概述。

1 Caspase的结构和分类

Caspase通常以无活性的酶原形式存在大多数后生动物细

胞中, 其家族成员在氨基酸序列、结构及酶的特性上均相似。

该酶原是一个分子量为 30- 50ku 的单一多肽, 由三个结构域

构成,分别为 N 端前域、20ku 的大亚基单位和 10ku 的小亚基

单位。酶原分子被激活后, 大小亚基解离并重新组装为四聚

体形式的活性复合物,两个小亚基单位在中间,两个大亚基单

位在外周, 每个异二聚体包含一个催化位点[1- 2]。在各种

Caspase酶原之间 ,大小亚基的同源性较高, 而N 端前域的同源

性较低,因而 N 端前域成为区别 Caspase家族各成员的重要指

标。目前已发现该家族中有 16个成员, 其中第 11、12、14 来源

于鼠科动物[ 3]。由于 Caspase 本身可以自我活化并相互激活,

因此凋亡过程一旦触发, 即呈现级联放大效应。根据 Caspase

在级联反应上下游的位置及功能的不同可将 Caspase 家族大

致分为两种类型: I 型 Caspase, 又称为启动型 Caspase( Initiator

Caspase) , 包括 Caspase- 2、Caspase- 8、Caspase- 9、Caspase- 10

等,位于 Caspase级联反应的最上游, 能在其他蛋白辅助因子

的参与下发生自我活化并激活下游的 Caspase; II型 Caspase, 又

称为执行型 Caspase ( Executioner Casepase) , 包括 Caspase- 3、

Caspase- 6、Caspase- 7 等,其作用在于特异性地裂解底物使细

胞发生生化及形态学改变, 最终导致细胞凋亡。除此之外, 还

有一类 Caspase包括 Caspase- 1、Caspase- 4、Caspase- 5、Caspase

- 13、Caspase- 14 等,主要参与细胞因子介导的炎症反应并在

死亡受体介导的细胞凋亡途径中起辅助作用[ 4]。

2 Caspase酶原的激活

Caspase酶原本身没有水解活性, 必须通过酶原的活化才

能导致细胞凋亡。因此 Caspase 酶原的活化是引起细胞凋亡

调控过程的中心环节。最新研究表明在 Caspase 的级联反应

过程中,上游的启动型Caspase和下游的执行型 Caspase有着明

显不同的活化机制[5]。启动型 Caspase 以单体酶原的形式存

在,必须通过形成二聚体才能产生活性。而执行型 Caspase的

前体酶原就是以二聚体的形式存在, 它通常需要上游 Caspase

蛋白酶或其它蛋白酶的水解激活。

2. 1 启动型 Caspase的活化

启动型 Caspase酶原以非活性的单体形式存在于细胞内,

在细胞调亡信号的作用下, Caspase 通过 N端募集结构域募集

Caspase酶原形成多蛋白激活复合物, 使得 Caspase酶原局部浓

度升高,水解活性增强从而完成自我活化。而这一活化复合

物的形成依赖于调亡信号刺激的发生, 根据凋亡信号刺激途

径的不同可将启动型 Caspase 的活化方式分为外源性激活途

径( Extrinsic pathway)和内源性激活途径( Intrinsic pathway) [ 5] ,这

两种激活途径最终都要通过执行型 Caspase 的活化来完成凋

亡的发生。
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2. 1. 1 外源性激活途径(以 Caspase- 8, Caspase- 10 为例)

外源性激活途径即为死亡受体介导的凋亡通路。该通路

在发育,免疫系统以及免疫系统介导的肿瘤切除等方面是相

当重要的。死亡受体属于 TNF 超家族的成员, 位于细胞膜表

面,为 型跨膜蛋白, 包括细胞外的半胱氨酸富集区和胞膜内

的死亡结构域 ( Death domain, DD)。死亡结构域用于接受死

亡信号和募集衔接子蛋白, 其中衔接子蛋白这此起中间桥梁

的作用,一方面衔接子蛋白通过其死亡结构域与死亡受体的

死亡结构域相结合;另一方面, 衔接子蛋白通过其氨基端的死

亡效应结构域( Death effect domain, DED)与 Caspase原域中的死

亡效应区相结合, 于是形成了由受体、衔接子和 Caspase酶原

构成的复合体。在此过程中, Caspase酶原局部区域浓度上升,

相邻的Caspase可以形成二聚化, 水解活性增强,从而完成Cas-

pase酶原本身的自我活化, 继而诱发细胞凋亡。在死亡受体通

路中, Fas(也称 CD95)介导的凋亡通路最为典型[ 6, 7]。3 个 Fas

受体与一个 Fas三聚体配体结合后, Fas 通过其胞内的死亡结

构域与其衔接子蛋白 FADD( Fas associated protein with death do-

main)羧基端的死亡结构域相互作用, 募集细胞中的 FADD, 同

时FADD的死亡效应结构域与 Caspase- 8 酶原中的死亡效应

结构域相互作用, 从而募集细胞中的 Caspase- 8 酶原形成由

Fas、FADD、和 Caspase- 8 构成的死亡诱导信号复合体 ( Death-

inducing signing complex, DISC) [8]。在 DISC 中, Caspase- 8 通过

蛋白质与蛋白质之间的相互作用形成二聚体, 两个二聚体分

子可以相互识别,相互作用, 互为底物进行交叉切割反应。并

且切割反应有一定的顺序, 首先大小亚基之间的连接区被切

割从而改变了大亚基与 N 端序列的构型, 当大亚基与 N端前

域之间的连接区被切除, 成熟的活性 Caspase- 8 四聚体就释

放到细胞质, 然后作用于效应型 Caspase, 引发 Caspase 级联反

应。研究表明, Caspase- 8 几乎能激活所有凋亡级联反应下游

的 Caspase。

Caspase- 10 也是死亡受体介导细胞凋亡的一个启动者,

Caspase- 10 的激活途径与 caspase- 8 相似, 但 Caspase- 10 是

否可以功能性替代 Caspase- 8 至今仍存在争议。实验发现,

在 Caspase- 8 缺陷的 lurkatT 细胞系中发现 Caspase- 8 是死亡

受体介导凋亡所必须的,同时这一细胞系中的 Caspase- 10 水

平也下降了[ 9,10]。但若用足量的 Caspase- 10 来转染这些细

胞,又发现这一细胞系又对死亡受体介导的细胞死亡途径相

当敏感[ 11]。若重组死亡受体 DR4 和 Caspase- 10 同时对细胞

进行转染,该细胞系又对死亡受体介导的细胞死亡途径不敏

感[12]。总之, Caspase- 8 和 Caspase- 10 尽管有很多相似之处,

但它们在一些特殊的死亡受体介导的细胞凋亡途径中起不同

的作用。

FLIP( Caspase抑制蛋白) 与 Caspase- 8 序列相似, 但缺乏

Caspase- 8 的半胱氨酸残基接触反应位点。FLIP能与 Caspase

- 8 一起竞争性地结合辅助因子 FADD, 阻止 Caspase 的激活。

Chang[ 13,14]及其同事的工作表明: 高浓度的 FLIP 抑制 Caspase

- 8 的活化; 而低浓度时则可以与 Caspase- 8 形成异二聚体,

促进 Caspase- 8 的活化,这也进一步确定了 Caspase- 8 必须是

首先形成二聚体的活化机制。

2. 1. 2 内源性激活途径(以 Caspase- 9, Caspase- 2 为例)

内源性激活途径也就是线粒体介导的凋亡途径, 该通路

在生物体应答于电离辐射、化疗药物、DNA 损伤、线粒体破坏

以及发育阶段的死亡信号刺激等方面是非常重要的。细胞色

素 c存在于细胞线粒体内膜上, 除了参与电子传递外, 在细胞

凋亡中也起着非常重要的作用。线粒体外膜上存在 MPT 孔,

该孔由膜外在蛋白(如ANT)和膜内在蛋白(如电压依赖通道,

VDAC)组成。当通道开放时,分子量 1. 5KD的分子能自由通

过[ 15]。当细胞内 Ca2+ 浓度过高,凋亡蛋白 Bax、氧化剂以及神

经酰胺等物质刺激线粒体外膜 MPT 受体时, MPT 孔其将长期

处于开放状态, 水和溶质进入线粒体基质中,渗透压的不平衡

引起基质肿胀外膜破裂, 释放细胞色素 c、凋亡诱导因子等。

细胞色素 c从线粒体内膜释放到胞质中另一条途径是膜通道

的开放并不伴随细胞器的膨胀[ 16]。进入胞液的细胞色素 c在

ATP 存在的情况下与凋亡蛋白酶活化因子 ( Apaf - 1)的 WD40

结构域结合, Apaf - 1 氨基端的 Caspase 激活募集结构域

( CARD)与 Caspase- 9 酶原N 端原域中的 CARD通过蛋白与蛋

白之间的相互作用,以 1 1 的比例募集胞质中的 Caspase- 9 酶

原。Apaf- 1 能与 ATP 结合, 并且使其水解, 所释放的水解产

物和细胞色素 c可共同促进 Apaf- 1 的聚合, 从而形成一个可

以激活 Caspase- 9 酶原的活性复合体[17]。与 Caspase- 8 相

似,当 Caspase- 9 酶原被募集在一起时, 由于局部浓度的升

高,水解活性上升,从而自我活化。活化的 Caspase- 9 又可激

活下游的 Caspase- 3, Caspase- 7 等, 启动 Caspase 级联反应,

诱导细胞凋亡。

三维结构表明 Caspase- 9 的活性四聚体只有一个活性位

点,这可能与二聚体表面的原子空间排布及碰撞有关
[ 5]
。Cas-

pase- 2 与 Caspase- 9 类似, Caspase- 2 对于细胞应答于 DNA

的损伤是必须的, 但其活化并不需要Apaf- 1 的参与。

2. 2 执行型 Caspase的活化(以 Caspase- 7, Caspase- 3 为例)

与启动型 Caspase完全不同,执行型 Caspase以非活性的二

聚体酶原作为前体存在于细胞中[18, 19]。执行型 Caspase 包括

Caspase- 3, Caspase- 7 和 Caspase- 6。它们可以在特定的环境

下由启动型 Caspase或偶尔由其它蛋白酶在分子内部连接区

特异性切割而激活。Caspase- 6 不如 Caspase- 3、Caspase- 7

那样被广泛研究,但因其缺乏相对较长的 N 端序列通常也被

化分为执行型 Caspase。在执行型 Caspase中, Caspase- 7、Cas-

pase- 3 有54%相同的序列,两种 Caspase具有高度相同的结构

和功能[ 20]。Caspase- 7酶原包含303个氨基酸, 有两个接触反

应位点。Caspase- 7 酶原由启动型 Caspase通过其分子内部连

接区的天门冬氨酸残基处的切割才能激活。有文献报道 Cas-

pase- 7的活化机制与 Caspase- 9 有一定的相似性[ 18, 21] , 只是

激活的方式不同。因为 Caspase- 7 以二聚体酶原形式存在。

其活性位点的活性被空间阻碍,直到分子内部连接区被其它

蛋白酶水解切割才显示其活性。而 Caspase- 9 以单聚体酶原

形式存在,只有发生二聚化之后才允许活性位点在相邻二聚

体上重新定位引发 Caspase的激活。

至于执行型 Caspase酶原是二聚体, 而上游启动型 Caspase

酶原在通常情况下是单聚体, 可能与它们的疏水性有关。Cas-

pase- 8、Caspase- 9 的二聚体表面疏水性弱, Caspase- 3、Cas-

pase- 7二聚体表面的有较高的疏水特性。另外执行型 Cas-

pase- 3、Caspase- 7 与启动型 Caspase相比有较短的 N端前导

序列,对于其活化效应也起着非常重要的作用。

3 结论

Caspase的活化在细胞凋亡调控中起核心作用,位于 Cas-

pase级联反应上下游的启动型 Caspase和执行型 Caspase 表现

出不同类型的活化机制。随着生化、结构分析以及细胞生物

学的协同发展, 大大加速了 Caspase 的研究进展, 同时也揭示

了 Caspase 活化的一个共同的功能性机制。尽管启动型 Cas-

pase和执行型 Caspase有不同的活化机制,但二者酶原的功能
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性机制是一致的。激活这两种类型的 Caspase均需要由相邻

二聚体共同构成的一个活性环的重新定位。启动型 Caspase

必须首先发生二聚化才允许其活性位点与临近单体相互作

用,进而通过双方活性位点形成活性环定位二聚体表面来活

化 Caspase。对于执行型 Caspase 来说,活性位点的重定位被二

聚体内部连接区进行空间性的阻挡, 只有当连接区肽段的水

解切割反应发生之后才能使活性环重新定位于二聚体来活化

执行型 Caspase。由此可见 ,切割反应对于执行型 Caspase 的活

化也是有效的。

对于启动型 Caspase的两条通路来说, 外部通路的 Caspase

- 8 介导死亡受体传递的凋亡信号, 内部通路的 Caspase- 9 参

与基因毒试剂诱导的死亡信号, 二者的活化事件并非独立进

行,它们是相互作用相互影响的。激活的 Caspase- 8 能在胞

浆中裂解 Bid , 裂解产物的羧基端片段 tBid转移到线粒体上,

诱导线粒体释放细胞色素 c[22, 23]。从而使死亡受体通路与线

粒体通路相联系起来, 有效地放大了凋亡信号。它们共同引

起启动型 Caspase的活化, 活化的 Caspase- 8、Caspase- 9 又可

激活 Caspase- 3 和 Caspase- 7,继而启动 Caspase级联反应, 诱

导细胞凋亡。

总之, Caspase 介导的细胞凋亡机制错综复杂, 除以上两种

主要途径外,还包含其它激活方式,各种途径之间并非严格独

立,相互之间经常有交叉反应。除上游 Caspase 激活下游 Cas-

pase 外,下游 Caspase 同样可激活上游 Caspase, 它们之间也可

以相互作用 ,如 Caspase- 8 激活 Caspase- 3 酶原, 使之成为活

化的 Caspase- 3, 而 Caspase- 3 又能反过来作用于 Caspase- 8

酶原,产生一个正反馈, 使级联反应放大。

4 展望

Caspase是蛋白水解酶家族, 通常蛋白质的水解通路并不

是蛋白水解本身, 许多蛋白水解级联反应由辅助因子启动。

辅助因子的参与造成蛋白质酶原构象的改变从而使酶原激

活。启动型 Caspase以低浓度的单聚体形式存在于细胞内, 而

协同因子能使 Caspase前体发生聚集, 从而使分子内的自身水

解作用被激活。执行型 Caspase前体在细胞中一某种构象或

复合体的形式存在阻止了其蛋白水解, 协同因子的参与直接

改变了前体构象或除去复合物的抑制成分来激活 Caspase。从

这一观点出发, 执行型 Caspase 的活化机制应该是比较进化

的。并且在凋亡发生事件中, 如果能越过启动型 Caspase 二聚

化的能量障碍,就有可能将双分子之间的相互作用变成单分

子之间的相互作用。一旦有蛋白质水解信号产生, 就可利用

特异性蛋白质的水解驱动 Caspase瀑布式的级联反应。

细胞凋亡的分子生物学机制相当复杂, Caspase 是哺乳动

物细胞凋亡过程中的关键环节[ 24]。在癌症治疗中, 常规方法

如放疗、化疗等对正常细胞产生一定的损伤, 但通过激活与

Caspase启始因子相连的死亡受体复合物或直接激活 Caspase

则可以选择性诱导肿瘤细胞凋亡, 降低对正常细胞的损伤。

因此对 Caspase 作深入的研究,了解其结构、性质, 尤其是具体

通过何种途径被激活,如何加大级联效应导致肿瘤细胞凋亡,

为肿瘤治疗研究有一定的意义。
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