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摘要: 蛋白质二硫键异构酶 (protein disulfide isomerase, PDI, 又称PDIA1) 是蛋白质二硫键异构酶家族的原型蛋

白, 主要存在于内质网中, 可以通过酶活性和分子伴侣功能帮助蛋白正确折叠, 参与生理或病理过程。脊髓侧索硬

化症 (amyotrophic lateral sclerosis, ALS) 是一种神经退行性疾病, 以蛋白异常聚集为主要特征。近年来有研究者发

现ALS患者有 PDI突变体, 并证实 PDI蛋白在ALS疾病发生发展过程中有重要作用。本文重点综述 PDI蛋白在

ALS研究中的进展, 以期为ALS疾病的治疗提供新靶点。
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Abstract: Protein disulfide isomerase (PDI), also named PDIA1, is an archetype member of protein disulfide

isomerase family, which mainly exists in endoplasmic reticulum and plays an important role in pathophysiological

progress via enzyme activity and molecular chaperone function helping protein folding correctly. Amyotrophic

lateral sclerosis (ALS) is a kind of neurodegenerative diseases characterized by abnormal protein aggregation.

Recently, PDI mutants have been found in ALS patients and the important role of PDI protein in the development

of ALS has also been confirmed. Here, we focus on the recent studies of PDI in ALS hoping to provide a novel

target for the treatment of ALS.
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蛋白质二硫键异构酶 (protein disulfide isomerase,

PDI) 家族属于硫氧还蛋白 (thioredoxin, TRX) 超家族。

PDI家族有 20多个成员, 包括 PDIA1、PDIA3等, 其中

PDIA1是该家族的原型蛋白, 一般称为PDI。PDI主要

存在于内质网 (endoplasmic reticulum, ER), 具有分子

伴侣功能, 帮助蛋白正确折叠, 形成天然构象。当在某

些病理情况下出现蛋白折叠错误或未折叠时 , 会引

起 ER 应激 (ER stress)、氧化应激、未折叠蛋白应答

(unfolded protein response, UPR) 和内质网相关降解

(ER-associated degradation, ERAD) 等 , PDI 在这些过

程中具有重要的调节作用。脊髓侧索硬化症 (amyo‐

trophic lateral sclerosis, ALS) 是一种神经退行性疾病,

主要特征是蛋白折叠错误、异常聚集, 并引起ER应激

等反应, 最终导致神经元病变甚至死亡。近年来, 人们

在 ALS 患者中发现了 PDI 突变体 , 并证实了 PDI 在

ALS疾病中的重要作用, 其不仅可抑制ALS相关蛋白
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的异常聚集, 而且可影响神经生长和突触功能等。本

文重点总结 PDI蛋白在ALS疾病中的研究进展, 以期

为ALS疾病的治疗提供新思路。

1 PDI简介

PDI由P4HB (prolyl 4-hydroxylase subunit beta) 基

因编码, 是脯氨酸-4-羟化酶P4H蛋白的 β亚基, 故又称

P4HB。PDI主要由活性结构域和底物结合结构域构成,

整体呈U型排布, 其亚细胞定位不局限于ER, 也存在

于其他部位, 并具有生物活性包括二硫键异构酶活性和

分子伴侣功能等。基于对PDI蛋白结构和功能的认识,

人们也找到了许多PDI的调节剂如LOC14、16F16等。

1.1 PDI的结构 PDI蛋白分子量约为 57 kDa, 主要

包含 4个TRX样结构域 (a、b、b'和 a') 以及羧基末端 c。

a和 a'是活性结构域, 包含活性位点CGHC; b和 b'是底

物结合结构域, 通过疏水作用力与底物结合, 其中 b'在

底物结合过程中具有更重要的作用。c末端有KDEL

序列, 使 PDI滞留于 ER中。b'和 a'之间的连接区称为

x-linker, 由 19个氨基酸组成; x-linker可与 b'结构域的

底物结合位点结合, 有 capped和 uncapped两种状态而

影响底物结合。PDI蛋白整体呈U型或马蹄形, 活性

结构域 a和 a'相对, 底物结合结构域 b和 b'位于内侧。

PDI蛋白结构如图1所示。

X射线衍射和高速原子力显微镜分别从晶体和液

态的角度观察到氧化型和还原型两种不同状态的人源

hPDI蛋白: 氧化型 PDI蛋白结构较开阔, 而还原型较

紧凑[1,2]。氧化型是指PDI蛋白活性位点CGHC中的半

胱氨酸残基的巯基形成二硫键, 还原型是指半胱氨酸

残基的巯基处于游离状态。氧化型PDI蛋白可形成二

聚体, 二聚体中间是很大的疏水空间, 同时又有多个活

性位点, 因此可容纳更大的底物分子, 或多个二聚体同

时工作完成底物蛋白的氧化折叠[2]。还原型 PDI与底

物可能的作用模式为活性位点C1GHC2中的C1与底物

巯基结合形成二硫键, C2再打开此二硫键[3]。微粒体

甘油三酯转运蛋白 (microsomal triglyceride transfer

protein, MTP) 是异源二聚体, 由MTP的 α亚基和 β亚

基组成, 其中 β亚基就是PDI蛋白。PDI与MTP的α亚

基相互作用时整体结构开阔 , CGHC 处于还原态[4]。

因此, 有研究者认为 PDI主要有底物结合和不结合两

种状态, 而不是氧化型和还原型[4]。

虽然PDI蛋白有多个结构域, 但作为一个整体, 这

些结构域是协调一致的。b和 b'会增强 a和 a'的活性, a

和 a'对于 b 和 b'结合大分子底物也至关重要。另外 ,

PDI与底物的相互作用方式是多样的, 这可能受到底

物驱动和氧化还原环境的影响。

1.2 PDI的功能 “PDI既是酶又是分子伴侣”的概念

是王志珍院士在 1993年首次提出的[5]。PDI的酶学分

类编号是EC:5.3.4.1, 通过活性位点CGHC形成分子间

或分子内二硫键, 发挥二硫键异构酶活性, 如PDI通过

酶的催化作用使变性的RNase形成正确二硫键并恢复

活性[6]。PDI的分子伴侣功能是指蛋白辅助功能, 辅助

分子内不存在二硫键和巯基的蛋白正确折叠更能体现

PDI的分子伴侣特性。例如 P4H的 α亚基主要和底物

结合发挥酶解作用, 而 β亚基即 PDI主要通过分子伴

侣功能辅助 α亚基更好地发挥作用。Tsai等[7]通过研

究PDI对霍乱毒素的调节作用, 提出PDI是“氧化还原

依赖的分子伴侣”。霍乱毒素A1亚基从毒素上分离后,

由ER进入胞浆的过程需要PDI辅助, 这依赖于还原型

PDI, 因此认为PDI是氧化还原依赖的分子伴侣。

对 PDI蛋白来说, 酶或分子伴侣是功能上的定义,

氧化、还原或异构二硫键是结构上的定义, 两者并不矛

盾。PDI的 a和 a'结构域活性位点CGHC主要体现其

酶活性和氧化还原状态, b和 b'结构域的底物结合功能

主要体现其分子伴侣作用。对于某一底物来说, PDI蛋

白各结构域之间通过协作的方式来发挥其生物功能。

作为一个集酶活性和分子伴侣功能于一身的蛋白 ,

PDI注定是个多功能的重要大分子。

1.3 PDI的亚细胞定位 PDI蛋白主要存在于ER, 但

也出现在ER以外的区域如细胞外、细胞膜、细胞质、细

胞核等。Detwiler课题组[8]在 1992年首次发现 PDI可

从血小板分泌且具有生物活性, 后来发现血小板分泌的

PDI对血栓的形成有调节作用。除了血小板以外, 还有

很多细胞也都可以分泌PDI蛋白, 如神经元、胶质细胞

Figure 1 Overall structure of human protein disulfide isomerase

(hPDI). A: Major structural domains of hPDI including a-b-b'-x-a'-c.

Active sites CGHC locate in a and a' domains. Amyotrophic lateral

sclerosis (ALS) related PDI mutants D292N and R300H locate in

the b' domain; B: Crystal structure of oxidized hPDI (PDB code:

4EL1); C: Crystal structure of reduced hPDI (PDB code: 4EKZ)
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等[9]。ALS 患者脑脊液和血液中的 PDIA1 (PDI) 和

PDIA3 (ERp57) 蛋白表达量升高 , 提示 PDI确实可以

分泌出来, 甚至可以作为诊断ALS疾病的生物标记物。

另外 , PDI 和 ALS 的相关蛋白如超氧化物歧化酶 1

(superoxide dismutase 1, SOD1)、核酸结合蛋白TDP-43/

TARDBP (transactive response DNA-binding protein

43 kDa) 的共定位发生在细胞质中, 而不是ER, 这也说

明PDI可以离开ER。

PDI蛋白离开ER的机制目前还不清楚。有研究发

现[10], 过表达 reticulon-4A (NOGO-A) 可以使 PDI离开

ER并进入囊泡, 形成PDI点状复合物, 这对于SOD1G93A

小鼠是有保护意义的。如果将ALS模型小鼠SOD1G93A

中的NOGO-A和NOGO-B敲除, 将导致ALS病情恶化,

这意味着 reticulon-4A可通过调节PDI的分布对SOD1

突变体相关的ALS病情产生保护作用[10]。另有文献报

道[11], 在人神经母细胞瘤细胞SH-SY5H中过表达RTN-

1C (reticulon protein 1-C) 也可使 PDI从 ER进入囊泡,

与此同时PDI活性增加, 亚硝基化水平降低。

1.4 PDI的调节剂 迄今为止, 人们已开发了许多PDI

蛋白调节剂如LOC14、16F16、BMC、异槲皮素等, 它们

或是人工合成或是来自天然化合物, 部分化合物结构如

图 2所示。这些调节剂对神经退行性疾病如亨廷顿病

(Huntington disease, HD)、阿尔茨海默病 (Alzheimer's

disease, AD) 和ALS是有一定神经保护作用的。

LOC14 是作用较强的 PDI 抑制剂 , 半数有效

抑制浓度 (IC50) 值是 0.5 μmol·L-1, 解离常数 Kd 值为

62 nmol·L-1 [12]。构效关系研究发现[12], 硫原子对于

LOC14和 PDI的结合至关重要, 如果把硫原子替换成

氧原子, 将降低两者亲和力。LOC14与 a结构域的可逆

性结合使PDI保持在氧化状态。氧化状态的PDI具有

更好的分子伴侣活性, 有利于蛋白折叠, 缓解ER应激。

LOC14可缓解过表达多聚谷氨酰胺亨廷顿突变蛋白

(mHTT-Q73) 对大鼠中型棘神经元的毒性作用。小鼠

体内的药代动力学研究结果显示, LOC14与血浆蛋白

结合率低, 可通过血脑屏障, 在肝脏和血浆中比较稳

定。LOC14对PDI的特异调节作用以及良好的药代动

力学特性预示着其潜在的成药可能性。

16F16通过不可逆结合 a结构域来抑制 PDI活性,

缓解亨廷顿多聚谷氨酰胺突变蛋白Q103引起的PC12

神经细胞凋亡[13]。Hoffstrom等[13]认为Q103蛋白可使

PDI在线粒体相关的ER膜上聚集, 导致线粒体外膜通

透性 (mitochondrial outer-membrane permeabilization,

MOMP) 增加 , 引起细胞凋亡。PDI的 MOMP 作用可

能与 Bax/Bak蛋白复合物或者 Bcl-2蛋白有关, 16F16

通过抑制该作用发挥细胞保护作用。构效关系研究发

现[13], 16F16结构中的氯乙酰基是主要官能团, 与 PDI

发生共价结合。若将 16F16结构中形成酯键的甲基换

成乙基并不影响其活性。16F16 对 HTT 突变蛋白和

Aβ突变蛋白 (主要引起 AD) 诱导的大鼠脑神经元死

亡都有保护作用。

BMC 是根据 PDI的生物活性结构域 CGHC 设计

的, 可以催化蛋白质分子中二硫键的氧化、还原和异

构[14]。在神经退行疾病如ALS、HD、AD等晚期, 患者

体内可检测到亚硝基化 PDI蛋白分子, 这种 PDI已失

去了生物活性, 如果此时给予 PDI蛋白mimics应可缓

解患者症状[15]。研究发现 , 给予 BMC 可抑制 ALS 相

关SOD1突变蛋白的异常聚集[16]。

2 PDI在ALS疾病中的作用

ALS是一种神经退行性疾病, 成年时发病并伴随

运动神经元快速退化, 主要临床表现是疲惫、肌无力、

肌萎缩直至瘫痪、死亡。目前针对ALS的药物只有利

鲁唑 (riluzole) 和依达拉奉 (edaravone)[17]。利鲁唑是

1995年美国食品药品监督管理局FDA (Food and Drug

Administration) 批准的第 1 个用来治疗 ALS 的药物。

它是苯并噻唑类化合物, 通过抑制脑内兴奋性氨基酸

的释放来发挥神经元保护作用, 其相对安全、不良反应

较轻, 但只能延长ALS患者 2～3个月的生存期, 不能

改善肌肉症状[18]。依达拉奉是一种自由基清除剂, 长

期用于改善脑梗死所致的神经症状, 后来发现它可显

著改善ALS早期症状[19]。2015年, 依达拉奉在日本被

批准用于治疗ALS, 这是第2个针对ALS疾病的药物。

到目前为止, ALS的发病机制并不完全清楚。约

有5%～10%的ALS患者是由多基因突变引起的, 是家

族性的, 称为 fALS (familial ALS); 而大部分患者是散

发性的 , 称为 sALS (sporadic ALS)。其中 , C9ORF72

(chromosome 9 open reading frame 72) 六核苷酸重复

序列和铜锌SOD1基因突变是 fALS最常见的病因, 二

者约共占 fALS 的 50%。TDP-43 和肉瘤融合/脂肪肉

瘤转运蛋白 FUS/TLS (fused in sarcoma/translocated in

liposarcoma protein) 基因突变约各占 fALS的5%。

ALS的主要特征是上述相关蛋白如SOD1、TDP-43、

Figure 2 Structures of PDI modifiers including LOC14, 16F16,

and BMC
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FUS等的错误折叠、异常聚集, 从而引起ER应激、氧化

应激、UPR以及ERAD障碍等反应, 导致神经元病变甚

至死亡[20]。在ALS疾病中PDI蛋白表达升高可以抑制

蛋白异常聚集而起到保护作用, 但在疾病晚期时 PDI

也会出现变性如亚硝基化。不仅如此, 最近在ALS中

还发现了 PDI突变基因, 这充分说明 PDI在ALS中的

重要作用。

2.1 ALS中的PDI突变基因 应用DNA测序的方法

在英国及其他欧盟国家的ALS患者中筛选候选基因时,

首次发现 P4HB 基因非编码区的单核苷酸多态性

(single nucleotide polymorphism, SNP) 与 fALS和 sALS

相 关[21]。 P4HB 基 因 的 2 个 SNP 位 点 rs876016 和

rs2070872 与 fALS 存在基因型显著相关性 , 其中

rs876016与ALS (包括 fALS和 sALS) 存在等位基因显

著相关性 , 携带 rs2070872 次要等位基因型 (AG 或

GG) 的 fALS 患者生存时间明显降低。P4HB 的 4 个

SNP位点 rs876017、rs876016、rs2070872和 rs8324分别

位于内含子 4、6以及 3' UTR (untranslated region) 非翻

译区, 存在遗传连锁不平衡。其中AAAC单体型频率

在健康人中较高而在ALS患者中显著降低。7个单体

型 (AGAC、GGGC、AAAA、GAAA、GGAA、AGGC 和

GAAC) 与 fALS显著相关, 1个单体型 (AGGA) 与 sALS

显著相关, 还有1个单体型 (AAGC) 在SOD1阳性 fALS

患者高表达。SOD1是第 1个发现的与ALS相关的基

因, 迄今为止已发现170多个ALS相关的SOD1突变体。

这些SNP位点说明P4HB可能是ALS的危险因素。

应用聚合酶链反应限制性片段长度多态性 (poly‐

merase chain reaction-restriction fragment length poly‐

morphism, PCR-RFLP) 分型法在中国汉族 sALS患者中

也发现了PDI的2个SNP位点: rs876016和rs2070872[22]。

rs876016 (C) 和 rs2070872 (G) 等位基因频率在 sALS

患者中显著升高, rs876016/rs2070872 (C/G) 基因型频率

也与 sALS显著相关, 说明PDI突变基因可能影响 sALS

的发生发展过程。

Gonzalez-Perez 等[23]通过基因测序的方法发现

P4HB基因编码区 (即外显子) SNP位点所导致的 PDI

突变蛋白与ALS相关: 通过DNA测序方法在美国ALS

患者中鉴定出 2个 PDI突变蛋白 p.D292N和 p.R300H,

接着通过外显子测序方法在美国和加拿大ALS患者中

发现了另外 7个 PDI突变蛋白。这些突变蛋白的存在

说明 PDI与ALS密切相关, 可能成为ALS潜在的治疗

靶点。

2.2 ALS相关PDI突变蛋白的活性改变 PDID292N和

PDIR300H是ALS相关的 2个 PDI突变体, 其整体结构没

有太大改变, 但是与底物的结合受到了破坏, 因为突变

位点都位于底物结合结构域 b'[24] (图 1)。PDID292N突变

体的x-linker阻碍底物接近结合位点, 而突变体PDIR300H

反而更有利于底物结合。ERO1Lα (ER oxidoreductin

1Lα) 与PDID292N的结合增强, 但与PDIR300H的结合减弱,

两者都导致H2O2的生成减少; BPTI (bovine pancreatic

trypsin inhibitor) 与PDID292N和PDIR300H的相互作用改变,

BPTI氧化复活受到抑制[24]。这些数据说明 PDID292N和

PDIR300H突变体蛋白与底物结合力改变将导致其活性

降低。

PDI的氧化还原活性对于ALS疾病至关重要[25]。

在小鼠脑神经瘤细胞Neuro-2a中表达氧化还原敏感的

生物感受器蛋白 (redox biosensor) 的方法显示PDI-WT

具有氧化还原活性, 而活性位点突变体PDI-QUAD (4个

活性位点的半胱氨酸C全部突变为丝氨酸S) 及 2个与

ALS相关的突变体 PDI-D292N、PDI-R300H都没有氧

化还原活性, 但保留了分子伴侣功能[25]。PDI的氧化还

原活性不仅对ALS TDP-43突变体或SOD1突变体引起

的蛋白错误折叠、ER应激、ER-高尔基转运、细胞凋亡

反应有保护作用, 而且对TDP-43突变体胞质错误定位

以及表达SOD1突变体的斑马鱼的运动功能损伤都有

保护意义[25]。与ALS相关的突变体PDI-D292N和PDI-

R300H 由于缺乏氧化还原活性对 TDP-43或 SOD1突

变体所引起的细胞毒性抵抗力降低[25]。

ALS 模型 SOD1G93A小鼠和 ALS 患者脊髓中出现

PDI蛋白亚硝基化 (s-nitrosylation) 即SNO-PDI。SNO-

PDI是指在PDI蛋白活性位点半胱氨酸残基加上NO基

团, 从而使PDI的蛋白酶活性和分子伴侣功能降低。其

他神经退行性疾病如AD、HD等也出现SNO-PDI[26], 说

明 SNO-PDI 是神经退行性疾病中一种常见的现象。

SNO-PDI的产生可能与病理状态下NOS活性增加或

线粒体过度激活产生过多NO有关。另外, 细胞表面PDI

可以通过SNO-PDI的方式帮助NO进入细胞, 从而导致

更多的蛋白亚硝基化[15]。所以SNO-PDI不仅使PDI蛋

白失去活性, 还可能导致其他蛋白亚硝基化而使ALS

病情进一步恶化。

ALS模型SOD1G93A小鼠的小胶质细胞中PDI的升

高与 NOX (NADPH oxidase) 活性增加、ROS (reactive

oxygen species) 水平升高相关, 应用PDI抑制剂抑制其

活性或通过 siRNA敲低 PDI都可降低NOX和ROS活

性[27]。这提示 PDI也与氧化应激密切相关, 且胶质细

胞 PDI蛋白活性升高并不一定有细胞保护作用, 也可

能产生细胞毒性。

2.3 ALS相关 PDI突变蛋白对神经生长的影响 斑

马鱼中表达ALS相关的突变蛋白PDID292N和PDIR300H不

仅会改变运动神经元的形态, 还会影响其功能[24]。表
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达 PDIR300H的斑马鱼神经元轴突变短, 分支增加, 说明

PDI 蛋白影响神经突起的生长。PDIR300H 斑马鱼在

TEER (touch-evoked escape response) 逃跑实验中反应

迟钝、逃跑速度降低, 可能是由于神经肌肉联系受到损

伤所致。在体外实验中还发现[24], PDID292N和 PDIR300H

也会影响小鼠运动神经元NSC-34、大鼠脊髓运动神经

元以及人胚胎干细胞HuESC 3 Hb9::GFP诱导分化的

运动神经元神经突起的生长。

无独有偶 , PDI还可调节背根神经节 (dorsal root

ganglion, DRG) 神经元神经突起的生长 [9]。 P-half-

somite鸡胚细胞表面存在功能性PDI (cell surface PDI,

csPDI)。当DRG生长椎的伪足与P-half-somite细胞表

面接触时会产生排斥反应, 伪足回缩, 生长锥重新定位远

离 P-half-somite细胞。无论应用 siRNA技术敲低 PDI,

还是化学小分子 PACMA31 抑制 PDI蛋白活性 , 都可

使神经元轴突横穿 P-half-somite。进一步研究发现 ,

csPDI可将 P-half-somite细胞外的 NO 转运到 DRG 生

长椎的伪足胞内, NO可能通过亚硝基化MAP1B亚基

LC1, 抑制dynein活性, 从而产生排斥反应, 改变神经生

长方向。这些数据说明 csPDI可通过NO转运作用调

节神经突起的接触抑制行为。

Renthal等[28]通过RNA-seq技术也发现外周神经损

伤后, DRG神经元中 PDI的转录水平发生变化。本课

题组通过 Western blot实验发现, 在坐骨神经损伤后,

DRG组织的PDI蛋白表达量升高。这说明PDI蛋白在

神经发育、神经生长、突触联系等方面发挥着重要作用。

2.4 PDI可抑制 ALS相关蛋白的异常聚集 ALS疾

病模型SOD1G93A小鼠和ALS患者脊髓中PDI表达升高,

在小鼠运动神经元细胞株NSC-34中过表达 PDI可降

低 SOD1异常聚集, 敲低 PDI可增加 SOD1聚集[16], 说

明 PDI蛋白通过抑制 SOD1蛋白异常聚集来阻止ALS

疾病的进展。野生型同源二聚体 SOD1蛋白有 4个半

胱氨酸 (C6、C57、C111、C146), C57 和 C146 形成分子

内二硫键, C6和C111是游离巯基。C111暴露在二聚

体分界面, 可能与突变型 SOD1分子聚合物的形成有

关, PDI对突变型 SOD1聚集的抑制作用可能与 C111

位点有关, 但这需要进一步求证。

SNO-PDI 出现在 ALS 模型 SOD1G93A小鼠和 ALS

患者的脊髓中[16]。亚硝基化使PDI蛋白酶活性降低, PDI

不仅失去正常的保护作用如抑制 SOD1异常聚集, 而

且使ALS病情加重, 这也从侧面印证了PDI在ALS中的

保护作用。在PDI蛋白自身异常的情况下, 如果给予能

够模拟 PDI正常活性的小分子化合物, 应该能够缓解

ALS病情。事实上, 给予BMC确实能抑制SOD1突变

蛋白的异常聚集[16]。BMC是一个小分子 PDI活性模

拟化合物, 可模拟PDI蛋白二硫键异构酶活性和分子伴

侣功能, 有效帮助蛋白折叠, 维护其活性天然构象[14]。

SNO-PDI以及BMC的数据说明 PDI蛋白完整的生物

活性是其抑制 SOD1突变蛋白异常聚集、发挥ALS保

护作用所必需的。

TDP-43主要存在于细胞核中, 参与 RNA代谢过

程[29]。ALS患者运动神经元细胞质中出现 TDP-43错

误定位和异常聚集, 引起一系列应激反应, 导致细胞功

能异常。TDP-43胞质聚合物已成为ALS的标志。PDI

可通过氧化还原活性抑制TDP-43突变体在细胞质的

错误定位和异常聚集, 从而缓解ALS疾病症状[25]。肉

瘤融合/脂肪肉瘤转运蛋白 FUS/TLS也是一种核酸结

合蛋白, 与TDP-43的正常工作模式和ALS致病模式相

似。PDI与FUS在 sALS和 fALS患者脊髓神经元胞质

中也有共定位, 但两蛋白之间的功能研究并不多[30]。

3 PDI家族其他蛋白在ALS中的作用

PDI 家族除了 PDI, 还有 PDIA3 ( 即 ERp57 或

GRP58)、PDIA12 [即 TMX2 (thioredoxin-related trans‐

membrane protein 2)] 等 20多个成员, 它们至少含有一

个 TRX样结构域, 主要位于 ER上, 辅助蛋白折叠, 调

节ER稳态。目前, 除了 PDI与ALS高度相关外, 还发

现ERp57和TMX2与ALS疾病相关。ERp57与PDI的

同源性高, 结构功能相似, 在ALS中的作用也相似, 可

抑制蛋白异常聚集、影响神经肌肉突触联系等。

TMX2是跨膜型蛋白二硫键异构酶, 对ALS相关基因

C9ORF72引起的细胞毒性有保护作用。

3.1 ERp57 在 ALS 中的作用 ERp57 与 PDI 有高度

同源性, 与 PDI有相似的结构域顺序 a-b-b'-a'-c, a和 a'

的活性位点也是 CGHC。ERp57 和 PDI 不仅结构相

似, 功能也相近。在ALS疾病中, ERp57对SOD1突变

蛋白的异常聚集有保护作用[31]。过表达ERp57可抑制

SOD1异常聚集和由此引起的ER应激、泛素蛋白酶系

统功能异常和细胞凋亡等, 敲低ERp57却能增强这些

细胞毒性[31]。在 sALS 患者脊髓中 , ERp57 和 TDP-43

也有部分共定位[31]。

Gonzalez-Perez 等[23]在 ALS 患者中除了发现 9 个

PDI 突变体外 , 还发现了 7 个 ERp57 突变体包括

ERp57D217N 和 ERp57Q481K 等。ERp57D217N 和 ERp57Q481K

的突变位点分别位于 b和 a'结构域, 它们与钙联蛋白

(calnexin, CNX) 和钙网蛋白 (calreticulin, CRT) 的作用

增强[24]。D217N是一个突变的糖基化位点, 但其意义

尚不清楚[24]。

与 PDIR300H 相似 , 表达 ERp57D217N 和 ERp57Q481K 的

斑马鱼神经元轴突变短 , 分支增加。ERP57Q481K斑马

鱼的运动功能和神经肌肉联系受到损伤[24]。与 ALS
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相关的 PDI突变蛋白相似, 这 2个 ERp57突变蛋白也

影响神经突起的生长。条件性敲除神经系统ERp57的

小鼠神经肌肉接头形态和肌电图都变得异常, 运动功

能受损, 体重下降, 死亡率增加[24]。神经系统ERp57缺

陷小鼠神经肌肉接头处乙酰胆碱受体表达降低, 说明

肌肉的神经支配减少; SV2蛋白表达改变, 出现异常聚

集, 说明突触功能受损[24]。

在 ALS 疾病的晚期阶段过表达 ERp57 可减少

SOD1 突变蛋白的异常聚集 ; 而在早期阶段 , 过表达

ERp57 的 SOD1G93A小鼠神经肌肉突触联系的损伤延

迟, 运动功能可得到改善[32]。这说明ERp57不是通过

抑制SOD1突变蛋白聚集来保护神经肌肉突触的。蛋

白质组学研究结果显示, 过表达ERp57可能是通过提

高突触蛋白和细胞骨架蛋白水平来发挥神经保护作

用的[32]。

3.2 TMX2 对 ALS 的影响 TMX2 是 PDI 家族中一

类特殊的、滞留在 ER中的跨膜蛋白, 与 ER应激密切

相关。TMX2活性位点是SNDC, 这有别于PDI的活性

位点 CGHC。目前对 TMX2 的研究还比较少。fALS

相关基因C9ORF72六核苷酸重复序列GGGGCC可通

过 RAN (repeat-associated non-AUG) 翻译的方式从正

反两个方向翻译出多聚二肽重复蛋白 (dipeptide repeat

proteins, DPRs)。DPRs 有 5 种 : GA (glycine-alanine)、

GR (glycine-arginine)、PA (proline-alanine)、PR (proline-

arginine) 和 GP (glycine-proline)。其中富集精氨酸的

GR和PR细胞毒性尤为严重, 会引起ER应激和核仁应

激等反应, 是ALS主要的致病因素。多聚PR和GR可

聚集于核仁使其结构和功能改变, 如核仁大小改变、核

仁相关蛋白移位以及核糖体合成障碍, 引起核仁应激

和细胞死亡[33]。

敲低TMX2能显著抑制DPRs (主要是PRs和GRs)

对人类髓系白血病细胞K562和小鼠初级皮层神经元的

细胞毒性[34]。RNA测序技术发现, 在敲除TMX2基因

的细胞中表达 PR50可以使一系列促进生存的UPR通

路基因上调, 钙结合基因和凋亡基因下调[34]。这一初步

结果说明, 下调TMX2对细胞的保护作用可能与DPRs

引起的ER应激反应有关。

Kramer等[34]通过转基因技术从C9orf72 ALS患者

的 iPSCs (induced pluripotent stem cells) 细胞诱导出

iMNs (induced motor neurons) 细胞 , 再通过 shRNA 方

法敲低 iMNs细胞的 TMX2, 结果发现, 降低 TMX2蛋

白表达不仅可以缓解DPRs引起的ER应激, 而且可以

提高 C9-ALS iMNs 细胞的存活率[34]。这一结果再次

证明TMX2对C9orf72-ALS疾病进程的调节作用。

4 小结与展望

随着研究的不断深入, 人们对PDI结构、功能以及

在ALS疾病中的作用有了一定认识。PDI作为ER上

重要的蛋白二硫键异构酶和分子伴侣, 不仅对ALS相

关蛋白的正确折叠具有重要作用, 而且对运动神经元

突起生长以及神经肌肉突触联系都有重要影响。ALS

相关 PDI 突变蛋白和 PDI 蛋白的亚硝基化也会影响

PDI蛋白活性从而成为 ALS疾病的危险因素。另外,

PDI蛋白家族的其他成员如ERp57和TMX2也对ALS

疾病有重要影响。这些数据说明PDI可能成为ALS疾

病治疗的潜在靶点, PDI蛋白调节剂可能为ALS疾病

治疗的药物研发提供新方向。
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