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　　细胞的氧化还原状态随细胞内各种生理过程发
生变化 ,例如 ,正在增殖的细胞与分化细胞相比 ,更
需要处于还原状态 ;细胞内氧化还原环境的变化对
于细胞周期或细胞凋亡都十分重要。细胞内的氧化
还原 状 态 主 要 由 细 胞 内 氧 化 还 原 型 辅 酶 如
NAD ( P) H2NAD ( P)和还原型谷胱甘肽2氧化型谷胱
甘肽 ( GSH2GSSG) 浓度决定。另外 ,硫氧还蛋白及
其相关蛋白也是维持细胞内氧化还原状态的二硫键
还原酶。

1 　硫氧还蛋白

1 . 1 　硫氧还蛋白的发现
硫氧还蛋白 ( Thioredoxin , Trx) 是细胞内可溶

性、对热稳定、具有氧化还原活性的酸性小分子
(12 ku)蛋白质。Trx 最初是作为大肠杆菌 ( Esche2
richi a col i)核糖核酸还原酶的电子供体而被发现[1 ] 。
Trx 广泛存在于从原核生物到包括人在内的真核生
物体内[2 ] 。植物的细胞质、叶绿体、线粒体和细胞核
中均含有 Trx。Wolo siuk 等[3 ] 从菠菜叶中分离到
Trx2f ( FBPase specific t hioredoxin ) 、 Trx2m

( NADP + 2malate dehydrogenase t hioredoxin ) 和
Trx2c (cytosol t hioredoxin) ;Johnson 等[4 ] 在小麦籽
粒中发现 Trx2h ( Trx for heterot rop hic) ,存在于异
养组织中 ( heterot rop hic tissue) 。人体内只含有 3

种广泛表达的 Trx : Trx1、Trx2 和 Txl1。大肠杆菌
中含有两种可溶性的 Trx ,酵母中含有两种可溶性
的 Trx 和一种线粒体特有的 Trx。

1 . 2 　硫氧还蛋白结构
很多物种 Trx 蛋白氨基酸序列长度为 105～110

个氨基酸不等 ,并且与大肠杆菌 Trx 有 27 %～69 %

的序列相似性。Trx 含有 5 个β折叠和 4 个α2螺旋 ,

β折叠被α2螺旋包围形成一个紧密的球形结构 (图
1) ;由两个半胱氨酸残基组成的高度保守的活性中
心 (CXXC)位于β2 折叠和α2 螺旋之间 ,这种折叠模

式叫做 Trx 折叠[ 5 ] 。Trx 利用活性中心一侧的疏水
区与靶蛋白结合 ,活性中心周围氨基酸序列的变化
决定 Trx 与靶蛋白结合的特异性。除了活性中心
外 , Trx 还含有一些高度保守的氨基酸 ,对于维持
Trx 的三维结构起重要作用。

Trx 的氧化还原活性依赖于高度保守的活性位
点 CGPC( Cys2Gly2Pro2Cys) ,两个半胱氨酸经过可
逆的氧化过程 ,将自身的巯基转化为二硫键 ,同时将
还原力传给含有二硫键的底物。无活性的氧化态
Trx 则被硫氧还蛋白还原酶 ( TrR) 在还原因子
NADP H 的存在下还原[ 2 ] 。

图 1 　Trx 的二级结构图 ( PDB :1ert)

深色代表α螺旋 ,浅色代表β折叠。活性位点的两个 Cys (还原态) 的

原子用球棍模型标出 ,蛋白质的氨基羧基末端同时标出

1 . 3 　硫氧还蛋白生理功能
广泛表达的硫氧还蛋白作为蛋白质二硫键的还

原酶 ,参与很多生理过程 ,发挥重要生物学功能 ,包
括调节抗氧化作用 [ 6 ] 、抗胁迫作用 [ 7 ] 、细胞凋亡过
程 [ 8 ] 、调节转录因子 DNA 结合活性 [ 9 ]以及免疫应
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答[10 ]等。Trx 还和很多疾病相关 ,如阿尔茨海默氏
症、癌症[11 ]等。

2 　硫氧还蛋白相关蛋白( TRP)

有机体内还含有 Trx 样活性中心蛋白质 ,它们

属于硫氧还蛋白相关蛋白 TRP ,被划归为 Trx 超家

族[10 ] (表 1) ,其具体功能尚不清楚 ,可能是参与维持

细胞内稳定的氧化还原状态。

2. 1 　14 ku硫氧还蛋白相关蛋白( TRP14)

J eong 等[12 ] 从人 Hela 细胞系中发现分子质量

为 14 ku 的硫氧还蛋白相关蛋白 TRP14。TRP14

cDNA 编码一个由 123 个氨基酸组成的胞质可溶性

蛋白质 , 含有一个保守的 WCPDC 活性位点。

TRP14 蛋白广泛存在于人的各种组织中 ,尤其在肝

脏、肾脏、胰腺和子宫表达较高。从细菌到人都含有

与 TRP14 基因类似的同源序列 ,因此 , TRP14 是一

类广泛存在且保守的蛋白质。

Woo 等[13 ]测定了人 TRP14 蛋白的晶体结构。

人 TRP14 蛋白与人 Trx 蛋白序列相似性很低

(37 %) ,但却具有类似的空间拓扑结构 ,折叠成一个

紧密的球状结构 (25 nm ×30 nm ×35 nm) (图 2) 。

TRP14 与 Trx 结构上也存在一些不同。第一 ,

TRP14 蛋白对应于 Trx 的α3 螺旋的区域被分成两

个独立的螺旋 (α3 a 和α3 b) ,两个螺旋之间插入 4 个

氨基酸残基。α3 a 向活性位点区域显著迁移 ,这种结

构可能限制 Trx 的底物靠近 TRP14 蛋白的活性位

点 ,从而决定作用底物的特异性。以结构为基础的

序列比对发现 TRP14 的 73～87 位残基 (α3 a 和α3 b

的部分序列) 在 Trx1 序列中找不到同源序列。第

二 , TRP14 的β22α2之间的回环 (loop) 区内插入 7 个

氨基酸残基 ,由此形成的回环结构位于活性位点的

前端 ,并被周围的氢键所稳定。由 7 个氨基酸残基形

成的回环结构很可能参与对特异底物的识别过程。

TRP14 所含的 5 个半胱氨酸 ( Cys43 , Cys46 ,

Cys64 , Cys69 和 Cys110) 中 , 只有两个半胱氨酸

(Cys43 和 Cys46) 形成 CXXC 的活性位点 ,位于α2

螺旋的氨基端。Cys43 的氨基端暴露于溶剂中 ,所以

其巯基很容易与底物结合发生作用 ,并且对外界的

氧化还原作用十分敏感 ,可以被 H2 O2氧化形成二硫

键 ,形成的二硫键又可以被二硫苏糖醇 (D T T)还原。

TRP14 蛋白只能被 1 型硫氧还蛋白还原酶
( TrxR1)还原。TRP14 有二硫键还原酶的活性 ,却

不能还原 RN R ( Ribonucleotide reductase ) 、MSR

(Met hionine sulfoxide) 和 Prx ( Peroxidase) 的二硫

键。在体外条件下 , TRP14 能够在 D T T 或 TrxR1

存在时还原胰岛素 ,并且对这种非生理底物的还原

作用具有浓度依赖性 ,但是 TRP14 的这种还原能力

比 Trx 弱得多。另外 , TRP14 能够还原非生理性底

物催产素和加压素[12 ] 。

图 2 　TRP14 蛋白的二级结构

深色代表α螺旋 ,浅色代表β折叠。活性位点的两个 Cys (氧化态) 的

原子用球棍模型标出 ,蛋白质的氨基羧基末端同时标出

TRP14 能够作为抗氧化剂清除 H2 O2 ,具有过

氧化物酶的作用。但是 , TRP14 在生理条件下并不

能作为细胞内有效的过氧化物酶发挥作用[12 ] 。

TRP14 还参与调节 TN F2α诱导的信号转导途

径[14 ] 。TN F2α能够诱导 J N K(c2J un N2terminal ki2
nase)和 MA P Ks (p38 mitogen2activated protein ki2
nases)因子激活。同样 ,基因敲除而导致的 TRP14

功能缺失也能够激活 J N K 和 MA P Ks。TRP14 蛋

白对于 J N K和 MA P Ks 的上游激活因子 AS K1 (ap2
optosis signal2regulating kinase21) 则既不能激活也

不能抑制[ 14 ] 。TRP14 还能够增强 TN F2α诱导的天

冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 (caspases) 的激活及

后续的凋亡过程。

2. 2 　16 ku 的硫氧还蛋白相关蛋白( TRP16)

Wang 等[15 ]利用 cDNA 差减杂交法从古老的活

化石生物 ———鲎 ( Carci noscorpi us rot undicau d a) 体

内发现分子量为 16 ku 的硫氧还蛋白相关蛋白 (Cr2
TRP16) ,这是迄今为止在这个古老的物种中发现的

第一个硫氧还蛋白相关蛋白质。Cr2TRP16 完整的

cDNA 含有一个长度为 429 bp 的最大的 ORF ,编码

由 143 个氨基酸组成的蛋白质 ,含有 WCPPC 活性

位点。Cr2TRP16 与来自哺乳动物、昆虫和细菌等物
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种的 12 ku 的 Trx 相似性大约为 18 % ,主要的同源

序列集中于与底物相互作用的活性位点区域 ,表明

Cr2TRP16 与硫氧还蛋白在进化过程中分歧较早。

与 12 ku 硫氧还蛋白相比 , Cr2TRP16 分子质量大

4 ku ,多出部分的氨基酸插在活性位点的下游区域。

目前 ,在线虫和锥虫体内均发现与 TRP16 相似的蛋

白 ,它们都含有 WCPPC 活性位点 ,与 Cr2TRP16 的

序列相似性分别为 42 %和 25 %。斑马鱼、河豚和爪

蟾等物种中也发现存在类似的基因序列。虽然 Cr2
TRP16 蛋白在从线虫到人类的进化过程中非常保

守 ,但是 ,果蝇中可能不存在类似基因。或许 ,昆虫

抗氧化机制与其他物种的机制存在差异。

尽管硫氧还蛋白与 Cr2TRP16 在分子质量和活

性位点的序列有显著差别 ,但是 Cr2TRP16 却在功

能上与硫氧还蛋白类似。Cr2TRP16 能够还原胰岛

素 ,具有还原酶的活性 ; Cr2TRP16 能够作为抗氧化

剂保护 DNA 免受活性氧自由基的伤害 ;过表达 Cr2
TRP16 能够调节 N F2κB 依赖的基因的转录 ,参与细

胞内信号转导过程 ;在鲎体内 ,氧化压力的变化对于

免疫应答的调节十分重要 ,提示 Cr2TRP16 可能通

过调节体内的氧化水平 ,调节体内免疫应答。

2. 3 　精子特异性硫氧还蛋白( Sptrx)

从精子中已经发现 3 种 Spt rx : Spt rx21、Spt rx22

和 Spt rx23。Miranda2Vizuete 等[16 ] 从人精巢中克隆

到属于硫氧还蛋白超家族的一种蛋白质 ,命名为

Spt rx21。Spt rx21 基因编码一个由 486 个氨基酸组

成的蛋白质 ,含有两个结构域 ,即氨基端 375 个氨基

酸残基组成的结构域和羧基端 111 个残基组成的结

构域 ;前者是由起始密码子后的 15 个氨基酸重复 23

次形成的结构域 ,与小麦的富含脯氨酸的蛋白和小

鼠的神经纤维蛋白 H 有一定相似性 ;后者与硫氧还

蛋白相似性较高。Spt rx21 主要在人的精巢组织表

达 ,尤其是在精子细胞内表达量较高。Spt rx21 是以

多聚体形式发挥生物学功能 ,在体外能够还原胰岛

素的二硫键。哺乳动物输精管内精子的发生、附睾

的成熟及细胞骨架的稳定等生理过程都需要大量二

硫键 ,推测 Spt rx21 可能在这些重要的生命过程中发

挥作用。

Sadek 等[ 17 ]从人精巢组织中克隆到第二个组织

特异性表达的硫氧还蛋白相关蛋白 Spt rx22 基因。

Spt rx22 基因位于人 7 号染色体上 ,跨越 51 kb 区域 ,

含有 17 个外显子和 16 个内含子。Spt rx22 基因

ORF 编码一个含有 588 个氨基酸的蛋白质。Spt rx2
2 也含有两个结构域 ,氨基端的硫氧还蛋白结构域和

羧基端的由三个连续重复的 NDP 激酶组成的结构

域。氨基端的结构域含有类似人硫氧还蛋白的保守

残基 Asp226、Trp231、Pro240 和 Gly291 (按人 Trx 的

氨基酸序号) ,但是 ,用于维持空间高级结构或参与

蛋白质相互作用的重要的残基如 Phe211、Ala229、

Asp258 和 L ys281 则发生了突变。Spt rx22 只在人精

巢组织的初级精母细胞及周围的精子细胞内表达 ,

其他精巢组织则不表达。单独表达的 Spt rx22 氨基

端结构域能够在 D T T 的催化下还原胰岛素 ,具有还

原酶活性。Spt rx22 氨基端结构域内还含有多个磷

酸化位点 ,磷酸化可能有助于硫氧还蛋白结构域的

活性位点氨基酸与底物的结合。有趣的是完整的

Spt rx22 蛋白质不具备还原酶活性。这说明完整的

Spt rx22 蛋白质可能不利于氨基端的硫氧还蛋白结

构域活性位点的暴露。

J iménez 等[18 ] 发现了第 3 个 Spt rx23 基因。

Spt rx23 基因位于人 9 号染色体上。在进化过程中 ,

Spt rx23 基因形成一个特殊的睾丸特异性的第 5 外

显子 ;Spt rx23 基因编码的蛋白产物仅含有一个与

Trx 高度同源的结构域。Spt rx23 基因主要在早期

精子细胞内表达 ,在精子形成过程中 ,它定位在顶体

和高尔基体内 ,可能与受精过程顶体所释放的酶的

翻译后修饰有关。

2. 4 　浆细胞特异性硫氧还蛋白相关蛋白

( PC2TRP)

　　Wrammert 等[19 ]利用 cDNA 差减杂交法在鼠浆

细胞内发现了 PC2TRP 蛋白基因。PC2TRP 基因定

位于鼠 13 号染色体上 ,10 个外显子分布于 28kb 的

染色体区域。PC2TRP 基因编码一个由 417 个氨基

酸组成的蛋白质 ,含有三个典型的硫氧还蛋白结构

域 (含有三个 CGHC) 。PC2TRP 基因和蛋白在浆细

胞内呈现高水平表达 ,而在其他组织和细胞中则表

达量较低或不表达。PC2TRP 蛋白在体外条件下 ,

具有硫氧还蛋白的活性。

2. 5 　EF2hand 结合蛋白 1( EFP1)

Wang 等[20 ]利用酵母双杂交的方法筛选狗甲状

腺 cDNA 文库得到一个与甲状腺氧化酶 ( t hyroid

oxidase)相互作用的蛋白质 ,通过数据库相似性搜索
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找到人的同源基因 EFP1 基因。EFP1 基因位于人

16 号染色体上 ,含有 13 个外显子 ,编码一个含有

958 个氨基酸的蛋白质。EFP1 不含有信号肽 ,含有

两个 Trx 结构域 ,第一个 Trx 结构域的活性位点只

含有一个半胱氨酸 (WCGQS) ,第二个 Trx 结构域含

有保守的 WCGFC 的活性位点 ,折叠模式与 Trx 一

致。EFP1 并不能有效地诱导甲状腺氧化酶的表达 ,

提示 EFP1 可能只是参与甲状腺 H2 O2 生成系统内

多蛋白复合物体的成员之一。

2 . 6 　癌细胞内表达的硫氧还蛋白相关蛋白

Kim 等[21 ]从人胃癌细胞内克隆到由前列腺素

E2 诱导表达的硫氧还蛋白相关蛋白 TRP21 基因 ,它

编码一个由 297 个氨基酸组成的蛋白质。TRP21 蛋

白含有一个保守的 Trx 的活性位点 CGPC 和一个

Myb2DNA 结合区的重复序列。TRP21 基因在肾

癌、胃癌和直肠癌组织内表达量较低 ,但是前列腺素

E2 可以促进其表达。TRP21 能够还原胰岛素 ,具有

硫氧还蛋白的活性。TRP21 通过与 B2Myb (诱导细

胞周期 G1 期/ S 期转换的因子) 结合能够抑制 B2
Myb 的活性。TRP21 蛋白的过表达还能抑制哺乳动

物细胞的增殖 ,使细胞停留在细胞周期 G0/ G1 期。

3 　水生生物的 Trx 及其相关蛋白

伴随着基因组计划尤其是人基因组计划的实

施 ,水生生物的基因组与功能基因组学研究也成为

海洋生物学研究一个新热点。目前 ,水生生物基因

组研究重点是对有代表性的鱼、虾、贝及病原微生物

和病毒的基因组进行全序列测定 ,同时进行特定功

能基因的克隆和功能分析。

与陆生生物一样 ,水生生物也随时面临着体内

氧化压力的胁迫。从藻类如衣藻类[22 ]到无脊椎动物

鲎[15 ] 、文昌鱼[23 ] 再到高等动物鱼类 ( S y m p hysodon

aequi f asci at a) [ 24 ] ,这些水生生物体内都含有 Trx 蛋

白参与维持正常的氧化还原状态 (表 1) 。但是 ,目前

对于水生生物的 Trx 及 TRP 蛋白研究较少。除去

上面提到的鲎、斑马鱼、河豚和爪蟾中存在 Cr2
TRP16 蛋白或类似蛋白之外 , Khayat 等[25 ] 从鲶鱼

巨噬细胞内克隆到 CF2TRX 基因 ,编码一个由 107

个氨基酸组成的蛋白质 ,与人 Trx 相似性为 59 %。

CF2TRX 主要在 T 细胞和巨噬细胞系表达 ,可以诱

导 B 细胞的激活和增殖。J iang 等[26 ] 从原索动物文

昌鱼中克隆到 TRP14 基因。文昌鱼 TRP14 蛋白则

主要分布在肝盲囊、肠、卵巢和鳃中 ,其他组织则表

达量较低或不表达 ,呈现一定的组织特异性。在体

外 , TRP14 蛋白可以还原胰岛素 ,具有还原酶的活

性。

Trx 超家族的部分成员在活性位点 CXXC 发生

突变 ,如 C 突变为 U ( Selenocysteine 硒代半胱氨酸 ,

三字母表示为 Sec ,单字母表示为 U) 。Sec 通过 SE2
CIS(Sec insertion sequence) 将终止密码子 T GA 变

为有意义的密码子 U GA ,从而产生硒蛋白 ( Seleno2
protein) 。硒蛋白在插入 Sec 氨基酸残基的上下游

位置通常还含有一个保守的 Cys , 形成 CXXU

(U XXC 或 U XXU ) 的活性位点行使氧化还原酶的

活性[27 ] 。Tujebajeva 等[28 ] 发现斑马鱼硒蛋白 Sel P

基因 ,它主要在斑马鱼的受精卵和胚胎的卵黄囊呈

现高水平表达 ,但是功能不详。随后 , Kryukov 和

Gladyshev[29 ]在斑马鱼体内发现 18 种含硒的蛋白 ,

其氨基端含有 U XXC 的序列 ,可能行使氧化还原酶

的功能。Thisse 等[ 30 ] 研究了斑马鱼 21 种硒蛋白的

基因 ,发现这些基因均呈现组织特异性表达和发育

阶段特异性表达的模式。Castellano 等[21 ] 在河豚体

内也发现 SelU 蛋白 ; SelU 蛋白还存在于其他鱼类

以及海胆、绿藻和硅藻体中。Novoselov 等[32 ] 发现

了 Fep15 蛋白 ,它只在鱼类体内表达。Fep15 含有

CXXU 活性位点 ,可能行使氧化还原酶的功能。

Shchedrina 等[25 ]从 16 种水生真核生物 (包括 11 种

鱼类、2 种海鞘类、2 种甲壳类和 1 种软体动物) 和 2

种未知的海洋微生物体内发现了一个含有 U XXU

的活性位点的硒蛋白家族 ———SelL 。SelL 蛋白具有

类似 Trx 的折叠模式 ,活性中心 U XXU 位于β折叠

和α螺旋之间的回环 (loop) 区 ,这与 CXXC 序列在

Trx 蛋白的空间结构位置相一致。有趣的是 ,这种

罕见的 SelL 蛋白只是存在于水生生物体内 ,高等哺

乳动物体内未发现类似的序列。利用体外表达系统

发现 ,两个 U 残基可以形成二硒键。SelL 蛋白的 U

残基以氧化态存在 ,不能被 D T T 催化还原 ,暗示在

水生生物及微生物体内可能存在一类特殊的包括还

原 SelL 蛋白在内的还原酶系统。对这种特有的还

原 SelL 蛋白功能研究将有助于深入了解水生生物

的生命现象与本质。
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表 1 　硫氧还蛋白及其相关蛋白的特征比较

蛋白名称 活性位点 物种或组织分布 结构域 还原酶活性

Trx CGPC 广泛存在分布 Trx 结构域 具有

TRP14 CPDC 广泛存在分布 Trx2like 结构域 具有

TRP16 CPPC 广泛存在 (果蝇除外) Trx2like 结构域 具有

Sptrx21 CGPC 精巢 ,尤其是精子细胞
Trx2like 结构域和小鼠的

神经纤维蛋白 H 类似结构域
具有

Sptrx22 CGPC 初级精母细胞及周围的精子细胞
Trx2like 结构域和 3 个重复的 NDP

激酶结构域

单独的 Trx2like

结构域具有

Sptrx23 CGPC 早期精子细胞 Trx2like 结构域 2

PC2TRP CGHC 浆细胞 3 个 Trx 结构域 具有

EFP1 CGQS 和 CGFC 人 ,狗甲状腺 2 个 Trx 结构域 2

TRP21 CGPC 肾癌、胃癌和直肠癌组织 Trx 的活性位点 CGPC 和 Myb2DNA 结合区 具有

CF2TRX CGPC 鲶鱼 T 细胞和巨噬细胞 Trx2like 结构域 2

Sel U XXC
斑马鱼体内呈现组织特异性

表达和发育阶段特异性表达
2 具有

Fep15 CXXU 鱼类体内 2 可能具有

SelL U XXU 水生生物 Trx2like 结构域 2

注 :“2”表示结果尚未确定
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