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核质转运异常与神经退行性疾病
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摘要: 核质转运过程作为真核细胞的基本生命活动之一, 对细胞生理和病理过程都至关重要。大量证据表明,

核质转运异常是神经退行性疾病的关键致病因素, 而核质转运障碍的调控机制对于阐明神经退行性疾病的发病机

制和干预治疗至关重要。本文搜集 20年来核质转运异常在神经退行性疾病发病机制中的相关研究, 综述在肌萎缩

脊髓侧索硬化症/前额颞叶痴呆、亨廷顿舞蹈症和脊髓小脑共济失调等神经退行性疾病中的核质转运现象和涉及的

调控机制, 进一步探讨在目前研究中存在的问题并提出建议, 为神经退行性疾病的致病机制和药物靶标研究提供理

论依据。
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Abstract: Nucleocytoplasmic transport is the basic cellular activity of eukaryotic cells, which plays a role in

cell physiological and pathological processes. A large amount of evidences indicate that impaired nucleocytoplasmic

trafficking has emerged as a mechanism contributing to the pathology of neurodegenerative diseases. The regulation

of nucleocytoplasmic transport is crucial to elucidate the pathogenesis and intervention in the neurodegenerative

diseases.This article summarizes the evidences in disturbed nucleocytoplasmic transport of neurodegenerative diseases

in the past two decades, further explores the directions and provides a theoretical basis for the pathogenesis and

drug targets in neurodegenerative diseases.
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核质转运 (nucleocytoplasmic transport, NCT) 作

为真核细胞的基本生命活动之一, 对细胞生理和病理

过程都至关重要。该过程与货物蛋白 (cargo protein)

携带的出入核信号 (nuclear export signal, NES; nuclear

localization signal, NLS)、货物蛋白和核质转运受体的

修饰、Ran蛋白、核孔蛋白等因素密切相关。核质转运

异常会造成货物蛋白在细胞中发生错误定位从而破坏其

正常生理功能, 进而引发各种疾病, 如神经退行性疾病、

癌症和炎症等[1,2]。目前, 全球有 4 700多万人受到神

经退行性疾病的影响, 随着人口老龄化形势的日益严

峻, 这一数字还会增加。在常见的神经退行性疾病中,

肌萎缩脊髓侧索硬化症 (amyotrophic lateral sclerosis,

ALS)、前额颞叶痴呆 (frontotemporal dementia, FTD)、
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亨廷顿舞蹈症 (Huntington's disease, HD)、脊髓小脑共

济失调 (spinocerebellar ataxias, SCAs)、阿尔茨海默症

(Alzheimer's disease, AD) 等疾病的致病机制都和核质

转运异常直接相关[3-5]。本文在 PubMed、Springer 和

EBSCO等数据库中进行了 20年来关于核质转运与神

经退行性疾病的文献检索, 综述了核质转运异常在神

经退行性疾病发病机制中的作用, 揭示核质转运异常

可能是神经退行性疾病的共同致病机制, 但具体调控

机制并不相同, 从而为神经退行性疾病潜在治疗药物

靶标提供依据。

1 核质转运过程的生物学基础

货物蛋白的核质转运需要穿过核膜 (nuclear

envelope, NE) 上具有分子筛功能的核孔复合体 (nuclear

pore complex, NPC)。NPC是一种大型蛋白复合物, 由30

多种 (500～1 000多个) 核孔蛋白 (nucleoporins, Nups)

构成[6]。货物蛋白出入细胞核的方式主要有两种, 一种

是分子量小于40～50 kDa的小分子物质以被动扩散的

方式通过NPC; 而另外一种是分子量超过此范围或直

径大于6 nm的生物大分子则需核质转运受体和RanGTP

[Ran (ras-related nuclear protein) in complex with GTP]

介导的主动运输通过NPC[7-9]。货物蛋白出入细胞核的

结构基础是自身的出入核信号 (NES和NLS)。货物蛋

白通过出入核信号与核质转运受体结合, 才能以货物-

核质转运受体蛋白复合体的形式出入细胞核[10]。而核质

转运受体在货物蛋白的核质转运过程中发挥了决定性

的作用。Karyopherin是一类与核孔主动运输有关的核

质转运受体蛋白家族, 包括 importin α (karyopherin α,

KPNA) 和 importin β (karyopherin β, KPNB) 两个家族。

Importin α能够识别经典 NLS, 但没有穿梭功能 , 需

要由 importin β携带入核。Importin α一端连接被运载

的货物蛋白 , 另一端连接 importin β形成货物蛋白和

importin α/β蛋白复合物, 再与RanGDP (Ran in complex

with GDP) 结合, 识别和结合核孔蛋白后, 进入细胞核。

随后, 在细胞核内的染色体浓缩调节因子 [regulator of

chromosome condensation 1, RCC1; 或称Ran鸟苷酸交

换因子 , guanine nucleotide exchange factor (GEF) for

Ran, RanGEF] 的作用下, RanGDP转换成RanGTP (Ran

in complex with GTP), 使得 importin α和货物蛋白分

别从蛋白复合物中解离, 完成货物蛋白的入核, 这个过

程称之为 importin α/β经典入核途径。进入细胞核的

importin α在输出蛋白细胞凋亡敏感性蛋白 (cellular

apoptosis susceptibility, CAS) 的协助下返回胞浆[11]。

Importin β具有穿梭核膜的功能, 除了结合 importin α

外 , 还可结合非经典 NLS (比如脯氨酸-酪氨酸 NLS,

PY-NLS) 或 NES。 Importin β和 RanGTP 结合返回细

胞质进入下一轮运输。在Ran GTPase激活蛋白 (Ran

GTPase activating protein, RanGAP) 和核孔蛋白 (Ran

binding protein 1/2, RanBP1/2) 的帮助下, 使进入细胞

质的RanGTP水解转换成RanGDP[12], 进入下一轮的运

输 (图1)。以下将分别从不同类型的神经退行性疾病出

发, 阐述核质转运异常对这类疾病致病机制的影响。

2 ALS/FTD

ALS是一种进行性运动功能丧失的致死性神经退

行性疾病[13,14]。目前, 越来越多的证据表明ALS与另

外一种表现为言语障碍及行为异常的神经退行性疾病

FTD 在临床表现、病理机制及基因遗传上有很多关

联[15-17]。ALS和 FTD共同的发病基因主要有第 9号染

色体开放阅读框 72 基因 (chromosome 9 open reading

frame 72, C9orf72) 和 UBQLN2, 其中 C9orf72 基因突

变的发病率更高 , 高达 80% 左右 , 而 RNA 结合蛋白

TDP-43 (TAR DNA-binding protein 43) 和RNA结合蛋

白 FUS (fused in sarcoma) 是 ALS 和 FTD 病理学包涵

体的主要组成成分[18]。下文将分别从共同发病基因

C9orf72以及共同包涵体组成成分TDP-43和FUS三个

方面阐述ALS/FTD疾病的核质转运异常。

2.1 C9orf72基因对 ALS/FTD疾病核质转运的影响

位于 9号染色体开放阅读框 72基因 (C9orf72) 非编码

区的GGGGCC (G4C2) 六核苷酸重复序列 (hexanucle‐

otide repeat expansion, HRE) 异常扩增被认为是导致

遗传性ALS及FTD的重要致病因素[16]。在C9orf72突

变的ALS/FTD果蝇模型中发现, 细胞核膜结构遭到破

坏, 导致RNA在核内异常聚集[19]。HRE RNA具有神

经毒性, 抑制正常的入核转运 (import) 却增强出核功

能 (export)[20]。在表达HRE的果蝇模型、C9orf72 ALS

患者诱导性多能干细胞和患者组织中均发现 , Ran‐

GAP蛋白 (人类 RanGAP1蛋白) 高度亲和 HRE RNA,

调控RanGTP在细胞核的浓度, 进而影响核质转运过

程 , 而过表达 RanGAP 蛋白能够有效抑制 C9orf72

HRE诱发的细胞毒性[20]。另有研究表明, RanGEF (又

称RCC1, 和RanGAP蛋白作用相反) 的核质分布浓度

在 C9orf72 ALS/FTD 患者的成纤维细胞中受到影

响[21], 这一结果在果蝇模型中也得到了验证[22]。同样,

敲低RanGEF蛋白能够拯救C9orf72 HRE诱发的神经

退行性症状。在偶发性的FTD和C9orf72 ALS/FTD患

者组织中, importin α (KPNA4) 异常聚集在细胞质, 并

且表达量下调[23], 而过表达入核蛋白 importin α或敲低

出核蛋白 exportin或改造出入核信号均能改善神经退

行性症状[20]。

研究表明 , 核孔复合物 NPC 的结构蛋白 NUP50

和 NUP153 功能丧失能够增加果蝇的神经退行性症
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状, 但NUP107、NUP160和NUP98-96功能缺失后抑制

果蝇的神经退行性症状 , mRNA 出核复合物 TREX

(transcription-export) 中的成分 REF1 (RNA and export

factor binding protein 1) 功能缺失后也能够部分缓解

神经退行性症状[24]。编码核孔复合物 NPC结构蛋白

的GLE1基因在ALS患者细胞内发生突变, 影响mRNA

出核[24-26], 而且该基因在 HD 疾病中也被报道影响核

质转运[27]。在 ALS 和 FTD 疾病模型中 , RanGAP1、

NUP205 和 NUP107 等核孔蛋白也发生了异位[16,28-30],

这说明核孔蛋白对于货物蛋白的出入核至关重要。另

有研究表明 , HRE RNA 影响跨膜核孔蛋白 POM121

(nuclear pore membrane protein 121) 在核内的表达, 进

而影响NUP133、NUP107和NUP50等其他核孔蛋白表

达水平, 从而改变核转运通路导致细胞死亡[31]。

HRE虽然插入到了 C9orf72中的内含子中, 但是

正义链和反义链都可作为模板翻译, 形成 poly-GA (甘

氨酸-丙氨酸)、poly-GR (甘氨酸-精氨酸)、poly-GP (甘

氨酸-脯氨酸)、poly-PR (脯氨酸-精氨酸) 和 poly-PA

(脯氨酸-丙氨酸) 5 种二肽重复蛋白 (dipeptide repeat

proteins, DPRs), 而这些不同多肽重复会结合包括

Nup54和Nup98的核孔蛋白, 改变 Ran GTPase细胞定

位 , 从而导致核质运输障碍[20,32-38]。在表达 GR 和 PR

重复二肽的 C9orf72 ALS 模型中会形成应激颗粒

(stress granules, SGs), 14种不同的Nups都会错误定位

在SGs中, 从而破坏核质转运, 通过使用药物或者遗传

操控可以减少SGs, 拯救核质转运的功能[39,40]。最近研

究表明, poly-GR和 poly-PR可能通过应激等机制间接

影响核质转运过程[41]。

综上所述, 在 C9orf72 ALS/FTD动物模型和患者

来源的神经细胞中, 核质运输障碍是细胞毒性的关键

驱动力, 是ALS/FTD疾病发生和发展的重要原因。另

外, 转运蛋白功能可能依赖于不同的细胞类型, 而神经

细胞可能对核转运缺陷更敏感。有意思的是, 核转运

蛋白还具有其他功能如蛋白伴侣作用 , 能够减轻

C9orf72诱发的毒性作用或在FUS和TDP-43形成的聚

集体中发挥作用。

2.2 TDP-43 蛋白的异常定位对 ALS/FTD 疾病的影

响 TDP-43蛋白是一种泛素化表达的多功能DNA和

RNA结合蛋白, 由TARDBP基因编码, 大小为 43 kDa,

在健康人群细胞内主要分布在细胞核, 在ALS和 FTD

患者中异常分布于细胞质并形成聚集体[42]。TDP-43

蛋白在细胞质的异常聚集是导致 95% ALS 和 45%

FTD患者的主要原因[43-45]。而实际上, TDP-43胞质异

常定位和聚集体的形成也是其他神经退行性疾病包括

HD、AD 和帕金森病 (Parkinson's disease, PD) 的典型

特征, 表明核质转运异常是这类疾病的共有特征[46-52]。

TDP-43 含有一条经典的富含精氨酸、赖氨酸的

NLS (classic NLS, cNLS) 信号 , 其入核过程主要由异

Figure 1 Classic nucleocytoplasmic transport mechanisms. Left: Importin α/β mediated import; Right: Export. In the presence of RanGTP,

exportins bind NES containing protein as cargo or importin α into the cytoplasm. NLS: Nuclear localization signal; NES: Nuclear export signal;

RanGDP: Ran in complex with GDP; RanGTP: Ran in complex with GTP; RCC1: Regulator of chromosome condensation 1; CAS: Cellular

apoptosis susceptibility; RanGAP: Ran GTPase activating protein; RanBP1/2: Ran binding protein 1/2
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二聚体 importin α1/β1 介导[53,54]。在 ALS 或额颞叶变

性 (frontotemporal lobe degeneration, FTLD) 患者中 ,

TDP-43的 cNLS虽然没有发生突变, 但是该入核信号

缺失后会导致 SGs的形成[55,56], 这说明NLS在TDP-43

入核和SGs形成过程中起到了重要作用。研究表明, 下

调转运因子CAS和核质转运受体karyopherin β1后, 能

够引起 TDP-43在细胞质的异常聚集。此外, TDP-43

和KPNA相互作用, 但仅下调单个的 karyopherin α并

不影响 TDP-43的核转运, 这表明 TDP-43是通过经典

NLS进入细胞核, 且多个 karyopherin α共同发挥作用。

TDP-43包含一条富含亮氨酸的NES但不依赖exportin 1

(XPO1,也被称作 chromosomal maintenance 1, CRM1)

途径出核[57]。研究表明, 采用XPO1出核抑制剂 [选择

性核输出抑制剂 (selective inhibitor of nuclear export,

SINE)] 能够适度延长ALS/FTD模型中神经细胞的存活

时间, 并减轻ALS大鼠模型的运动症状, 但对TDP-43

核内水平影响不大 , 而过表达出核蛋白比如 XPO1、

XPO7、NXF1 (nuclear RNA export factor 1) 都能够促

使TDP-43出核, 这说明并不是某一单独出核蛋白调控

TDP-43核转运, 而是多个蛋白联合作用或者也可能是

以被动转运为主[58,59]。TDP-43在细胞质异常聚集会募

集 importin α和Nup62等多种核转运受体和核孔蛋白,

造成RanGAP1、Ran、Nup107、importin α1、importin α3

等蛋白的异常定位, 导致KPNA在细胞核内的耗竭, 从

而引起TDP-43和KPNAs定位失调和功能异常的恶性

循环, 进而造成细胞死亡[49,60-62], 这在C9orf72 ALS/FTD

和偶发性FTD脑组织中也有发现[22]。在FTLD-TDP患

者脑组织中发现, 和正常组相比, CAS和karyopherin α2

(KPNA2) 表达量降低 , 说明 TDP-43 的细胞质异常聚

集还可能和CAS和KPNA2的减少有关[53]。在C9orf72

ALS/FTD果蝇模型中, G4C2或DPRs积累会引起TDP-

43的胞质错位和聚集[61]。最新研究表明, TDP-43细胞

定位可能还和第 136赖氨酸的类泛素蛋白修饰SUMO

(small ubiquitin-like modifier) 有关, 提示致病蛋白的蛋

白后修饰在核定位过程中也起到了一定的作用[63]。

2.3 FUS 蛋白的异常定位对 ALS/FTD 疾病的影响

FUS是一种与 TDP-43类似的RNA结合蛋白, 大小为

53 kDa, 属于核蛋白, 其突变会导致 ALS和 FTD的发

生[64]。大约一半的ALS和 FTD的 FUS突变都发生在

NLS区域, 从而破坏 FUS正常的细胞核定位和胞质聚

集体的形成[65], 这表明核质转运异常是导致疾病发生或

发展的主要原因。FUS的入核过程是通过 transportin-1

(TNPO1)/karyopherin β2 (KPNB2) 识别其自身的脯氨

酸酪氨酸入核信号 (PY-NLS) 进行的[64-68]。FUS-NLS

发生突变、TNPO1结合能力减弱以及FUS入核减少均

具有致病性 , 可导致 ALS 早期发作和疾病的快速发

展[64,69,70]。有证据表明, ALS和FTD患者的入核蛋白包

括 importin β1和 importin β2在大脑和脊髓中均发生异

常表达和定位[53,66,67]。在神经细胞模型和转染的人类

细胞模型中, 下调或抑制TNPO1均能导致FUS的异常

定位, 从而被募集到SGs中[64]。此外, 在FTD-FUS患者

中FUS双甲基化缺失, 取而代之的是无或单甲基化[65],

另外, FUS PY-NLS发生突变, 都会破坏FUS和TNPO1

的结合, 从而抑制核质转运过程[69-72]。研究表明, FUS

蛋白C端酪氨酸残基526的磷酸化能够改变TNPO1和

FUS的相互作用, 从而影响FUS入核过程[73]。此外, 鉴于

importin β型核输入受体还有蛋白伴侣的作用, TNPO1

不仅介导 FUS的入核, 而且可抑制 FUS液相和 SGs的

形成[65]。XPO1是否负责 FUS的出核还存在争议, 但

是下调XPO1或Nup154 (与人类Nup155同源) 的表达

水平可以减少FUS形成的胞质SGs和FUS诱发的细胞

毒性[59,74]。最近的研究表明 , 和 TDP-43一样 , FUS 也

有 2条XPO1介导的出核信号, 但并没有发挥作用, 而

且出核过程不依赖于XPO1、RNA结合和mRNA出核

过程, 这说明FUS的出核也可能依赖于被动运输[63]。

3 HD

HD 是一种多聚谷氨酰胺 (polyglutamine, polyQ)

疾病, 主要症状包括以舞蹈症为特征的运动障碍、认知

功能受损及精神行为异常。亨廷顿基因 (huntingtin,

htt, IT15) 1号外显子存在的高度多态 CAG 重复序列

异常扩增是导致亨廷顿舞蹈病发生的原因, 该基因编

码含多聚谷氨酰胺 htt蛋白在细胞核内聚集是HD的典

型症状[75]。目前, 关于 htt蛋白核质转运的研究主要集

中在以下3个方面:

3.1 出入核信号对于 htt蛋白核质转运的影响 Htt

包含 2条 importin β2依赖的PY-NLS (典型特征是含有

R-X5-PY基团, 下游8～15个氨基酸包括疏水基团或碱性

基团, 两条信号氨基酸位点分别为174～207和1 182～

1 190) 和 1 条富含亮氨酸的 CRM1/exportin 依赖的出

核信号HIV-1 Rev-like NESs (LX2-3LX2-3LXL)[75-77]。研

究表明, htt蛋白N端前17位氨基酸 (N17), 作为经典的

富含亮氨酸和疏水基团的出核信号, 调控 htt蛋白的聚

集体和毒性, 将出核信号保守序列突变后, 可增加 htt

的核内聚集[78-81]。在 HD小鼠模型中, htt蛋白 N端第

13 位和第 16 位 (Ser-13 和 Ser-16) 丝氨酸位点磷酸化

能够抑制全长 htt蛋白的毒性和多肽片段诱发的聚集

体[82], 这可能是 Ser-13和 Ser-16磷酸化水平与 htt的细

胞定位有关[83-85]。与该研究不同的是, 在HD的非神经细

胞HEK293模型和原代小鼠皮质神经细胞模型中, 突变

第 4、7和 14位亮氨酸和第 11位苯丙氨酸均能促进 htt
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入核和聚集体的形成, 但突变Ser-13和Ser-16后 (包括

拟磷酸化突变成天冬氨酸和抗磷酸化突变成丙氨酸) 均

未有显著改变[79]。这可能是由于丝氨酸磷酸化受 IκB

激酶 (inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase, IKK)

和酪蛋白激酶 (casein kinase 2, CK2) 调控, 而这些酶的

有效性和选择性太差而不能作为有效的磷酸化方法。

大多数研究采用 SD (丝氨酸突变成天冬氨酸) 和 SA

(丝氨酸突变成丙氨酸) 方法用来模拟磷酸化和去磷酸

化, 而不同的细胞和动物模型的实验背景以及表达条

件的不同, 容易导致实验结果的差异。利用合成蛋白

质模拟真实状态的磷酸化过程可以避免此类问题, 研

究表明半合成的单或双磷酸化Ser-13和Ser-16位点的

htt [正常htt和致病蛋白htt (mutant htt, mhtt)] 均能够抑

制聚集体的形成, 同时促进mhtt进入细胞核[86]。

3.2 核质转运受体和核孔蛋白对 htt 核质转运的调

控 研究表明, htt入核受到 importin β和 TNPO1核转

运受体的调控, 出核受到出核蛋白 1 (exportin 1) 和抑

制剂 leptomycin B的影响[76]。突变 htt能够引起核质运

输一般性损伤[27,87]。在不同的HD模型中, 包括果蝇、小

鼠、诱导性多能干细胞 (induced pluripotent stem cells,

iPSC) 和患者组织, 都检测到核孔复合物NPC的病理

现象, 如Nup62、Nup88、GLE1以及RanGAP1的异常定

位和聚集, 从而导致核内Ran蛋白梯度降低, 改变核质

蛋白的分布[87]。过表达Nups蛋白或采用小分子药物

能够抑制突变 htt和重复序列相关非ATG依赖的翻译

产物 (repeat associated non-ATG translation, RAN) 的毒

性, 而过表达Ran或RanGAP1均能够减弱核质转运损

伤[87], 起到神经保护作用。此外, RanGAP1和核蛋白

Sec13更倾向于结合突变 htt, 而入核蛋白受体 importin

β1、importin 4、importin 7 和 importin 9 则结合野生型

htt[27,88-91]。研究表明, htt出核能力降低可能是导致核

内聚集体形成的主要因素, htt蛋白的N端片段通过结

合XPO1、核孔蛋白TPR进行核质转运, 而含多聚谷氨

酰胺异常扩增的 htt会破坏二者的相互作用和破坏核

膜结构, 从而减少htt的出核和增加核内聚集[27,92,93]。

3.3 其他因素对 htt 核质转运的作用 最近研究表

明 , 和 C9orf72 ALS/FTD 的六核苷酸重复序列一样 ,

HD的CAG重复序列扩增也会产生 4种其他重复多肽

(polyAla、polySer、polyLeu和polyCys), 这些正反义链对

神经细胞具有毒性作用[27,94]。研究发现, RAN影响原代

神经元的蛋白入核过程, 但具体机制并不明确[19,94]。另

有研究表明, HD脑中的胆固醇稳态受到破坏, 导致胆

固醇和脂肪形成过程涉及的相关基因下调, 如固醇调

节元件结合蛋白1和2 (SREBP1和SREBP2)。SREBPs

是由无活性的内质网定位的前体合成的, 其成熟形式

(mSREBPs) 是在 SREBP前体转运到高尔基体经过蛋

白水解产生的, 并与 importin β结合而迅速导入核中。

在 HD 小鼠模型的神经细胞以及 HD 患者细胞中 ,

mSREBPs异常定位在细胞质。研究发现, 突变 htt结

合 SREBP2/importin β 复合体 , 使之隔离在细胞质

中[95]。最近在酵母模型系统中的全基因组筛选结果表

明, 涉及神经变性的核糖体相关质量控制 (RQC) 机制

是 Httex1-103Q 核质分布的关键决定因素, RQC 复合

物的基因缺失会造成Httex1-103Q的核内聚集[96]。

4 SCAs

SCAs是一组以常染色体显性遗传为特征, 临床表

现以共济失调为主的神经系统遗传变性病。作为

SCAs最常见的一种亚型, 脊髓小脑共济失调 3型/马查

多约瑟夫病 (spinocerebellar ataxia type 3/Machado-

Joseph disease, SCA3/MJD, 简称 SCA3) 在我国 SCAs

人群中占比高达 63%[97,98], 也是一种多聚谷氨酰胺疾

病。本文以SCA3为例, 揭示核质转运缺陷在SCAs致

病机制中的影响。

SCA3其致病基因ATXN3编码的 ataxin-3蛋白是

含有多聚谷氨酰胺 (polyQ) 的胞浆蛋白, 一般情况下,

健康人群 polyQ 重复序列数目在 12～43 之间 , SCA3

患者会增加至 51～91之间[99]。而含有异常扩展 polyQ

的 ataxin-3蛋白在各种致病因素的刺激下进入细胞核,

在核内募集其他多种组分包括转录因子、泛素蛋白酶、

伴侣蛋白或RNA等形成核内包涵体 (这是 SCA3最重

要的标志性病理特征), 从而导致核内转录异常、蛋白

稳态失衡、能量代谢障碍、运输障碍等, 最终引起细胞

凋亡[100-102]。因此, ataxin-3核质转运是SCA3最早期的

病理变化, 是导致核内蛋白包涵体的形成、转录功能异

常等致病过程中的关键因素。对于 ataxin-3蛋白核质

转运异常的相关研究, 最早是由德国Riess教授和美国

Bonini教授的研究团队[103,104]在 1998年分别提出来的。

在随后的 20多年里, 大量证据表明, ataxin-3蛋白在核

内异常定位, 会募集其他组分并诱发核内包涵体的形

成, 导致核内正常生理功能失调[105], 该过程主要受到

出入核信号、ataxin-3蛋白修饰和核质转运受体等因素

的调控。目前关于 ataxin-3蛋白核质转运的研究主要

集中在以下3个方面:

4.1 出入核信号对于 ataxin-3 蛋白核质转运的影响

目前, 已经鉴定出2条出核信号NES77、NES141和1条

入核信号NLS273调控 ataxin-3蛋白的出核和入核[106],

分别位于 N 端 Josephin 结构域 (Josephin domain, JD)

和C端polyQ序列区 (图2)。

Ataxin-3 的 出 核 信 号 NES77 (IQVISNALKV)

是一段疏水序列 , 符合 Yx2–3Yx2–3YxY [其中 Y 代表
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Leu (L)、Ile (I)、Val (V)、Phe (F) 或者 Met (M), x 代

表任意氨基酸] 富含亮氨酸典型出核信号的序列特

征 , 但只含 1 个亮氨酸。另外一个出核信号 NES141

(ELISDTYLALFLAQLQQE) 包含 5个亮氨酸, 但不符

合富含亮氨酸典型出核信号的序列特征。出核转运受

体CRM1主要结合富含亮氨酸和疏水基的出核信号,

而CRM1是否参与 ataxin-3出核还存在争议, 可能还取

决于 ataxin-3 蛋白 N 端的 Josephin 区域和泛素结合

区[107], 最新研究表明, Ran蛋白在CRM1介导的出核过

程中可能起重要作用[108]。Ataxin-3入核信号NLS273

(GTNLTSEELRKRRE) 是典型的含有连续的单簇碱

性氨基酸R或K的入核信号序列, 而阻断该信号能够

抑制 ataxin-3进入细胞核。研究发现, 在SCA3小鼠模

型中, 将外源的NLS连接到 ataxin-3蛋白上 (使更多的

ataxin-3进入细胞核), 能够增加“有毒”包涵体的形成,

加重小鼠的疾病症状; 相反, 将NES融合到 ataxin-3蛋

白上 (使更多的 ataxin-3保留在细胞质内), 则有效地减

少“有毒”包涵体的形成, 减轻小鼠的疾病症状[109]。

4.2 Ataxin-3 蛋白修饰和所处的微环境决定其核质

转运 研究表明, 去泛素化、磷酸化和蛋白酶切割等修

饰以及热应激、氧化应激等微环境决定 ataxin-3蛋白的

核质转运。根据Todi等[110]的报道, 突变ataxin-3蛋白 JD

区域的去泛素化酶活性位点第 14位半胱氨酸 (C14),

使 ataxin-3去泛素化酶活性减弱, 能够阻止 ataxin-3入

核 , 而第 117 位赖氨酸 (K117) 则不参与 ataxin-3 核质

转运。另有研究发现, 通过突变 ataxin-3蛋白 JD区域

的第 29 位丝氨酸 (S29)、泛素结合区域中的第 340 位

(S340) 以及第 352位丝氨酸 (S352), 或加入 CK2或糖

原合成酶激酶 3β (glycogen synthase kinase-3β, GSK3β)

抑制剂 , 可以改变 ataxin-3 的磷酸化水平进而调控

ataxin-3的核质转运和包涵体的形成[111], 而这一过程

和NLS没有关联。大量证据表明 ataxin-3蛋白能够被

包括半胱天冬酶 (caspase) 和 Ca2+依赖的蛋白水解酶

(calpain) 切割 , 会产生含有 NLS和异常扩增 polyQ 的

ataxin-3小片段, 而该片段更易于进入细胞核加剧蛋白

聚集体的形成, 比全长 ataxin-3蛋白毒性更大, 因此突

变 ataxin-3的切割被认为是导致SCA3细胞毒性的关键

因素[112-115]。此外, 热应激和氧化应激 (包括过氧化氢

处理) 均能够促进 ataxin-3从细胞质进入细胞核, 可能

受到 JD区域的第 111位丝氨酸 (S111) 的调控, 但这一

过程和去泛素化酶活性、CK2依赖的磷酸化以及NLS

无关[116], 有证据表明Ran GDP/GTP浓度比降低、Nups

的定位错误、importins/exportins的功能改变以及核膜

完整性降低均能够影响氧化应激过程, 这也能很好地

解释为什么氧化应激能够调控 ataxin-3核转运[117]。

4.3 核质转运受体对 ataxin-3核质转运的调控 关于

ataxin-3蛋白的核质转运受体的相关研究发现核质转

运受体 importin α4 (KPNA3) 和 importin-13 (IPO13) 能

够调控 ataxin-3入核, 促使核内包涵体的形成进而加重

疾病症状[109]。在 SCA3果蝇模型和小鼠模型中, 下调

importin α4或过表达XPO1能够缓解疾病症状并减少

包涵体的形成。课题组前期研究[118]发现, 在SCA3细胞

模型中, 以ataxin-3核质转运为靶点, 双硫仑 (disulfiram)

能够加速 ataxin-3入核, 进而加重因入核诱发的细胞凋

亡。过表达 importin α1 (KPNA2) 能够促进 ataxin-3入

核且增加包涵体的数量, 而且GST-pull down实验表明

importin α1和 ataxin-3直接相互作用, 然而 importin α7

却没有发现该作用[119]。以核质转运受体 importin α1

为药物靶点, 双丙戊酸钠通过影响 importin α1的细胞

定位能够直接调控 ataxin-3核质转运以及包涵体的形

成, 并减少 ataxin-3入核诱发的细胞凋亡[120]。以上研

究表明 , 多个 importin α共同参与 ataxin-3 的 importin

α/β经典入核途径。由此可见, 以 ataxin-3蛋白核质转

运为靶点, 能够有效改善SCA3的疾病症状, 是一个非

常有潜力的治疗药物研发靶点。

5 其他神经退行性疾病

AD俗称老年痴呆症, 是一种发病进程缓慢、随着

时间不断恶化的神经退化性疾病, 疾病的进程与大脑

中的 β-淀粉样蛋白质纤维状斑块沉积和 tau蛋白有关。

已有越来越多的直接证据表明, AD的核质转运异常。

在AD患者的大脑中, 带有苯丙氨酸-甘氨酸重复结构

域 (FG结构域) 的Nups在核膜的错误定位与胞质 tau

聚集体相关, 这表明NCT功能在AD中受到破坏, 其具体

机制可能和 tau过度磷酸化 (p-tau) 有关, p-tau与Nup98

直接发生作用, 促进 tau纤维化, 通过堵塞NPC或通过

隔离 Nups 到胞浆抑制 NCT 功能[121]。此外 , 从 AD 患

者脑组织中分离出的细胞核对荧光标记的葡聚糖显示

出更高的渗透性, 这表明NPC的通透屏障或核膜发生

了变化, 且RanGTP在核质浓度梯度降低, 表明主动转

Figure 2 Schematic representation of ataxin-3 protein structure.

Ataxin-3 consists of a globular N-terminal domain named Josephin

domain (JD) with two nuclear export signals (NES) inside, followed

by two Ub-interacting motifs (UIMs), a nuclear localization signal

(NLS), and a flexible C-terminal tail with the polyglutamines tract.

The third UIM only exists one alternative splice variant of ataxin-3
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运过程遭到破坏[122]。在 AD 患者的神经细胞中发现

FG-Nup62核内形态和核蛋白受体 importin α1定位都

发生异常[123,124], 但其他核孔蛋白如 Nup54、POM121、

Nup88、Nup153、Nup133 和 Nup214 并没有明显变化 ,

这表明细胞的核孔复合物并没有遭到完全破坏[121,124]。

脊髓延髓肌萎缩症 (spinal and bulbar muscular

atrophy, SBMA), 又 称 肯 尼 迪 病 (Kennedy disease,

KD), 也是一类多聚谷氨酰胺疾病 , 由于雄激素受体

(androgen receptor, AR) 基因第 1个外显子三核苷酸重

复序列CAG重复扩增导致的X染色体隐性遗传的神

经系统变性疾病[125]。AR蛋白的核转运在SBMA致病

机制过程中起到了重要的作用[126]。研究表明, 含有谷

氨酰胺扩增的AR基因的出核遭受损伤, 这一过程的

出现可能早于核内聚集体。此外, 通过额外的出核信

号促使AR出核, 能够减少核内聚集体的形成以及诱

发的细胞毒性[127]。AR包含一段 75个氨基酸区域 (残

基 743～817) 在 AR 受体结合区域 (LBD) 调控 AR 出

核。此外 , DNA 结合结构域 (DBD) 和铰链区中的残

基也对出核有影响[127]。核转运异常对 SBMA不像对

ALS或者HD疾病的影响那么广泛, Ran相关的核质转

运以及RanGAP1的定位并没有异常, 但SBMA核转运

异常可能和 AR 特异性 S650 磷酸化减弱有关 , 受到

MAPK激酶 4/JNK和MAPK激酶 6/p38应激激酶信号

通路调控[127]。

Figure 3 Representation of the disturbed nucleocytoplasmic transport in several neurodegenerative diseases. ALS/FTD: Impaired RNA

export, disturbed Nups, altered distribution of RCC1/RanGAP1/Ran, mislocalizated GLE1, and importins and stress granule formation in

C9orf72 mutations; Disturbed the nuclear transport function and TDP-43 localization in DPRs formation; Impaired NPC and altered Nups

and CAS expression level involved in the presence of TDP-43 cytoplasmic aggregates; Damaged FUS import in the presence of aggregates

containing FUS. HD: Intranuclear aggregates of mutant htt sequestering Nups, GLE1, and RanGAP1; Mislocalizated GLE1/RanGAP1/Ran

and mislocalizated SREBPs in the presence of mutant htt; Impaired nuclear export in the presence of mutant htt aggregates. SCA3: Altered

ataxin-3 translocation by posttranslational modification and proteotoxic stress; Ataxin-3 nuclear transport regulated by importins. AD:

Disturbed nuclear import in the presence of mislocalizated tau; Mislocalizated Nups/Ran/KPNA2 in tau cytoplasmic aggregates. SBMA:

Disturbed nuclear export in AR aggregation[19]. ALS/FTD: Amyotrophic lateral sclerosis/frontotemporal dementia; TDP-43: TAR DNA-

binding protein 43; DPRs: Dipeptide repeat proteins; NPC: Nuclear pore complex; FUS: Fused in sarcoma; HD: Huntington's disease; AD:

Alzheimer's disease; SBMA: Spinal and bulbar muscular atrophy; SGs: Stress granules; KPNA2: Karyopherin α2, importin α1; Mataxin-3:

Mutant ataxin-3; mhtt: Mutant htt; XPO1: Exportin 1

·· 1223



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2021, 56(5): 1217 −1228

6 结语和展望

已有越来越多的证据表明, 核质转运障碍是神经

退行性疾病发病机制中的关键起始因素, 核孔蛋白和

核转运受体的损伤往往是这些疾病的典型特征[1]。近

两年发表在《Cell》等杂志的研究成果表明, 细胞的核

质转运通路与疾病的致病蛋白可能存在相互作用, 不

仅表现在核质转运通路对致病蛋白核质转运的影响,

还表现在致病蛋白对RanGTP/RanGDP浓度梯度、Ran

调控蛋白的细胞定位以及核膜结构的破坏等方面, 同

时也会造成核孔的渗透性增强, 减少核输入受体的利

用率, 使更多的胞浆蛋白漏到核内, 导致被动转运功能

受损, 造成恶性循环。对于ALS和 FTD而言, 入核作

用可能比出核影响要大, 抑制入核能够中和入核缺陷

造成的影响。但是在 polyQ疾病中的入核现象研究得

很少 , 出核影响要大些 (图 3)。重要的是 , 入核蛋白

importins具有核转运受体和分子伴侣的双重功能, 这

对于抑制疾病相关的 RNA 结合蛋白 (RNA-binding

proteins, RBPs) 的相变和纤维化是至关重要的 , 如

TDP-43和 FUS。尽管核转运受体仍有许多未了解的

功能, 但这些引人入胜的多功能蛋白已经成为神经退

行性疾病新的治疗靶标。已有证据表明, 出核蛋白抑

制剂包括KPT-350、KPT-335和KPT-276具有神经保护

作用, 而Biogen研发的药物 IIB100 (XPO1抑制剂) 已

经进入临床 I期用于治疗ALS患者[128]。

虽然核质转运与神经退行性疾病的相关研究已经

有了很大的进展, 但仍有许多难题尚未彻底攻克, ①

核质运输缺陷在神经退行性疾病发病机制中的作用尚

未得到充分评估; ② 核质转运障碍是异常聚集体形成

的原因还是结果仍未知; ③ 不同的致病蛋白聚集体是

否破坏相同的核质转运途径, 是否存在一种干预方法

可以应用到所有的神经退行性疾病中仍需要继续探

索[4,129,130]。有意思的是, 核质转运还可能和衰老有直

接关系, 蛋白质和RNA在细胞核和细胞质之间的动态

交换对细胞功能至关重要, 但在正常衰老过程中会慢

慢受损。如果细胞模型不是来源于神经细胞或者还没

有达到衰老的程度, 致病蛋白积累时间不长, 可能对实

验结果也有影响。综上所述, 虽然仍有一些悬而未决

的问题, 但是核质转运异常已被认为是导致神经退行

性疾病的一个重要原因, 这将为神经退行性疾病药物

靶点的突破提供一个新的思路。
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