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G蛋白偶联受体失敏的分子机制
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摘 要: G蛋白偶联受体( GPCRs)受到激动剂持续刺激时易发生失敏.受体内化是GPCRs 失敏重要分子机制.

GPCRs在 G 蛋白偶联受体激酶( GRKs)、第二信使调节激酶等作用下发生磷酸化, 磷酸化的 GPCRs 与抑制蛋白

( arrestins)结合后导致受体与 G蛋白失偶联,并通过胞吞由细胞膜表面向膜内转移, 从而因 GPCRs 的内化而表

现为失敏.
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Molecular Mechanism of G Protein-coupled Receptors Desensitization
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Abstract: Desensitization may occur in G protein-coupled receptors( GPCRs) when agonists exist cont inuously. In-

ternalization is an important mechanism of GPCRs desensit ization. Phosphorylat ion of GPCRs happens under the ac-

tion of G protein-coupled receptor kinases( GRKs) or the second messenger dependent kinases. The combinat ion of

phosphorylated GRCPs and arrestins leads to the decoupling of GRCPs with G protein, then GRCPs transfer to the in-

ternal surface of cell membrane and thus desensitization of GRCPs occurs.
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  G 蛋白偶联受体( G protein-coupled receptor,

GPCRs) 是一大类具有重要生理功能的受体.

GPCRs如阿片受体、5-羟色胺受体、肾上腺素能受

体等在激动剂持续刺激时易发生转导信号的快速

衰减, 称为失敏( desensitization) . GPCRs 失敏的发

生机制包括受体磷酸化后与 G蛋白失偶联、受体

内化、受体 mRNA 和蛋白合成减少以及受体降解

增加. 本文将扼要综述近年来 GPCRs失敏的分子

机制特别是受体内化的研究进展.

1  GPCRs的磷酸化

  细胞内激酶对受体共价修饰的结果是受体的

磷酸化, GPCRs磷酸化后即与异三聚体的 G蛋白

发生快速失偶联.目前普遍认为,第二信使调节激

酶(如 PKA、PKC)和 G蛋白偶联受体激酶( G pro-

tein-coupled receptor kinases, GRKs)均可使位于细

胞内环 GPCRs羧基端尾区的丝氨酸、苏氨酸残基

磷酸化. GRKs家族成员选择性地作用于激动剂活
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化的受体并使之磷酸化,从而促进抑制蛋白与受

体结合,导致受体与异三聚体 G 蛋白失偶联
[1]
.

与之不同, 第二信使调节激酶不仅可以使激动剂

活化的受体磷酸化, 也可以使未活化的受体磷酸

化;第二信使调节激酶介导的受体磷酸化可能是

低浓度激动剂引起 GPCRs失敏的主要机制.但第

二信使调节激酶和 GRKs 的活性并非相互独立,

因为在嗅觉系统, 抑制其中任一家族激酶均导致

嗅觉受体失敏的消失
[ 2]
.

1. 1  第二信使调节激酶介导的受体磷酸化
第二信使调节激酶 PKA和 PKC属磷酸基转

移酶, 能崔化 ATP 的磷酸基转移至含特异性氨基

酸共同序列蛋白的丝氨酸和苏氨酸残基. GPCRs

活化使细胞内 cAMP、Ca
2+
和二酰甘油含量增高,

第二信使调节激酶被活化,并通过介导下游目的

蛋白磷酸化而参与 GPCRs的信号转导.这些激酶

也对位于细胞内环和羧基端尾区的 GPCRs 磷酸

化位点进行反馈调控.例如 B2-AR活化的 PKA至

少对受体两个磷酸化位点之一产生应答,导致受

体失敏.一个位点在 B2-AR 第三细胞内环的 G蛋

白结合区, 另一位点在 B2-AR羧基尾部近端. PKC

活化也导致许多与 Gi 和 Gq蛋白偶联的 GPCRs

磷酸化和失敏. 尽管如此,第二信使调节激酶介导

的受体失敏机制也远不如GRKs 介导的受体失敏

机制那样重要.

1. 2  GRKs介导的受体磷酸化

1. 2. 1 GRKs的结构和分类

GRKs由 7个结构上有同源序列的家族成员

组成. 每种 GRK 都含有共同的功能结构, 包括一

个中心崔化区、一个底物识别和含有 G蛋白信号

调节蛋白( regulators of G protein signaling, RGS) -样

结构的氨基末端区、以及一个作用于胞膜的羧基

末端区.根据序列和功能的相似性可分为三个亚

家族.

第一个亚家族包括 GRK1和 GRK7. GRK1是

视紫质( rhodopsin)激酶, 仅存在于视网膜的光受

体细胞,作用底物是视网膜的视蛋白. 人 GRK7的

基因位于染色体 3q21,长度约 10 kb, 由 4个外显

子组成,仅在视网膜表达,包括所有的视网膜神经

元和椎体外节段. GRK1和 GRK7在人视椎细胞均

有表达.人椎体外节段表达 GRK7而小鼠不表达,

提示在 GRK7可能为 GRK1基因缺失的小口氏病

(一种夜盲症)患者提供正常的光觉
[ 3]
.

第二个亚家族的 GRK2、GRK3又分别称为 B-

肾上腺素能受体激酶 1( B-ARK1)和 B-肾上腺素

能受体激酶 2( B-ARK2) . 将 GRK2、GRK3 的单抗

加入家兔心肌细胞, 异丙肾上腺诱导的受体磷酸

化 77%受到抑制;而 GRK4的单抗却无抑制作用.

鸡神经元也可表达 GRK3样蛋白.

第三个亚家族包括 GRK4 、GRK5 和 GRK6.

GRK4仅在睾丸有高水平的表达. GRK5、GRK6是

两种相关激酶, 它们与 GRK2、GRK3 一样在全身

各组织均有表达.该亚家族成员的作用底物更广,

并具有重复的底物特异性.

1. 2. 2  GRKs的膜向移位

受体未活化时 GRK1-3 存在于胞浆; 受体活

化后 GRK1-3 转移至胞膜并与目的受体结合. 钙

感受器蛋白 recoverin 可调节 GRK1 的活性, 但对

GRK2-6 的活性无调节作用. 未异戊二基化的

GRK2和 GRK3的活性仍部分受异三聚体 G蛋白

亚基的调节. GRK2、GRK3与G蛋白亚基间的作用

是由激酶羧基末端 125个氨基酸的亚基结合区介

导的,该区的氨基酸序列与血小板-白细胞-C激酶

底物( pleckstrin)同源区十分相似. GRK2羧基末端

结合区的过量表达对内源性 GRK2的膜向移位有

一定影响,其机制可能是对游离 G蛋白亚基有扣

押作用.已有人用该区表达产物在培养细胞和转

基因小鼠阻断 GRKs介导的失敏
[ 4]
. 4, 5-二磷酸磷

酯酰肌醇与羧基末端 pleckstrin同源区的结合,也

对该酶的膜向移位有影响.最近证实,分裂原激活

的蛋白激酶( MAPK)导致的 GRK2羧基末端磷酸

化,可减低 GRK2与 GPCRs 底物的结合. 与之相

反, PKC 引起的丝氨酸磷酸化和 c-Src引起的酪氨

酸磷酸化则可增强 GRK2 的活性和膜向移位. 因

而GRK2 的活性受一系列复杂的蛋白磷酸化

调节.

在 GPCRs 未活化的条件下, GRK4、GRK5 和

GRK6也表现出膜向移位. GRK4和 GRK6的棕榈

化发生在羧基末端的胱氨酸残基. 由于蛋白棕榈

化是一种可逆性的翻译后蛋白修饰, GRK4 和

GRK6棕榈化的动态变化对这些激酶的功能活性

有重要影响. GRK5与胞膜间的作用目前认为是

通过该激酶含 46个氨基酸残基的羧基末端与质

膜磷脂间的静电作用介导的. GRK5 的活性不仅

受该酶羧基末端丝氨酸、苏氨酸残基磷酸化影响,

也受该酶与膜磷脂作用的影响
[ 5]
. 与 GRK2不同,

PKC介导的磷酸化会减低 GRK5的活性.另外,钙

调蛋白直接作用于 GRK5 的氨基末端区, 不仅减
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弱了该激酶与受体和磷脂结合的能力, 也抑制了

该酶的活性.

1. 2. 3  GRKs的磷酸化位点
GRKs在 GPCRs上的磷酸化位点位于细胞内

第三环或羧基末端尾区的丝氨酸和苏氨酸残基.

B2-AR 和 M2 乙酰胆碱能受体只有短的羧基末

端,丝氨酸和苏氨酸残基含量相对较少,但扩大的

细胞内第三环区含多个丝氨酸和苏氨本残基; 同

样,一些受体如视紫质和 B2-AR 细胞内第三区相

对较短,但它们的长羧基末端含有数个丝氨酸和

苏氨酸残基. B2-AR羧基末端丝氨酸、苏氨酸残基

和 m2 mAChR 细胞内第三环的突变均能消除

GRKs介导的受体磷酸化.虽然尚不能清楚地识别

GRKs磷酸化基序,但已知位于磷酸化位点近端的

酸性氨基酸有利于 GRK2 介导的磷酸化的发生.

GRKs介导的受体磷酸化可发生在多个位点, 其中

任一位点磷酸化均可导致受体失敏
[6]
. 抑制蛋白

与视紫质、B2-AR 的高亲和力结合需要 GRKs 介

导的磷酸化参与, 但体内外识别的主要 GRKs磷

酸化位点是不一样的; 而次要 GRKs磷酸化位点

的磷酸化, 可以补偿 GRKs主要磷酸化位点的磷

酸化失败.

1. 3  其它激酶介导的 GPCRs磷酸化

GPCRs除了作为 PKA、PKC 和 GRKs 磷酸化

的底物,也可以是其它激酶的磷酸化底物.在受体

被激动剂激活的情况下, 酪蛋白激酶 1a 可介导

m3mAChR细胞内第三环区的磷酸化. 另外,酪蛋

白激酶 1a 介导的 m3 mAChR 磷酸化可被无崔化

活性的酪蛋白激酶 1a 突变体或一种针对受体细

胞内第三环区的多肽阻断.酪蛋白激酶 1a 介导受

体磷酸化的机制仍未完全阐明.

2  抑制蛋白

GRKs介导的视紫质或 B2-AR磷酸化尚不足

以使这些GPCRs全部失活, GPCRs失活还需要抑

制蛋白的参与. 第一种抑制蛋白的分子量为 48

kDa, 现在称为视抑制蛋白( visual arrestin) , 它能与

光活化的视紫质结合. 另一种视抑制蛋白样蛋白

称为 B-抑制蛋白 1, 它是体外 GRK2 介导 B2-AR

失敏所需的辅助因子.抑制蛋白参与 GPCRs 失敏

的机制是与磷酸化的 GPCRs 结合导致受体与异

三聚体G蛋白失偶联, 并促进GPCRs内化.

2. 1  抑制蛋白家族成员

至今已发现 4 种抑制蛋白家族成员. 根据序

列同源性、功能和组织分布可将其分为两类: 1)视

抑制蛋白(S 抗原)和椎抑制蛋白 ( X-抑制蛋白或

C-抑制蛋白) . 2) B-抑制蛋白( B-抑制蛋白 1和 B-

抑制蛋白 2) .可能还存在第三类抑制蛋白, 因为

已有部分 D-抑制蛋白和 E-抑制蛋白 cDNA 克隆

的报道
[ 7]
.

视抑制蛋白主要存在于视网膜,在松果腺有

少量表达. C-抑制蛋白在视网膜和松果腺均有高

表达,但主要存在于视网膜椎体光受体.牛视抑制

蛋白含404个氨基酸,并有两种变异多肽. 一种变

异体( p44)的最后 35个氨基酸残基被一个丙氨酸

残基所取代;另一种变异体缺乏由外显子 13编码

的338~ 345氨基酸残基. p44视抑制蛋白变异体

特异性地定位于视杆外节段, 它对视紫质潜在的

抑制性是正常视抑制蛋白的数倍
[8]
.视抑制蛋白

羧基末端区是与其它同分异构体相互区别的特征

性结构.

B-抑制蛋白在视网膜以外有广泛表达, 但以

神经组织和脾脏表达最为丰富. B-抑制蛋白存在

于几种神经通路; 免疫电镜发现 B-抑制蛋白与

GRKs一样主要集中在神经原的突轴,以便调节神

经原的功能.与视抑制蛋白相似, B-抑制蛋白 1和

B-抑制蛋白 2至少各有一种变异体表达
[ 2, 3]

. B-抑

制蛋白 1的变异体在第 333和 334位氨基酸之间

插入了 8个氨基酸残基; B-抑制蛋白 2的变异体

则在第 361和 362位氨基酸之间插入了 11个氨

基酸残基
[ 9]
.

2. 2  抑制蛋白与受体间的结合
抑制蛋白结合的对象是被激动剂激活和

GRKs磷酸化的GPCRs,以拮抗第二信使调节激酶

的磷酸化和非磷酸化的受体. GRKs磷酸化发生在

第三个细胞内环区或受体的羧基末端
[ 10]
.

要结合并阻断不同 GPCRs 亚型的信号转导,

抑制蛋白必须识别并与不同受体的特异区域结

合.支持这种观点的证据有: 1)视抑制蛋白与视紫

质间的相互作用可被代表视紫质细胞内第一和第

三环的合成肽阻断; 2) B-抑制蛋白可与m3mAChR

和 5-羟色胺 2A 受体的细胞内三环区共免疫沉

淀; 3) B2-AR羧基末端并非 B-抑制蛋白结合所必

须.

视抑制蛋白的分子结构分为 3个功能区和 2

个调节区.功能区包括一个受体活化识别区、一个

受体活化第二识别区和一个磷酸盐感受区. 2个

调节区分别为氨基末端调节区和羧基末端调
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节区.

视抑制蛋白有两个主要的功能区,每个功能

区为 7条绳状的三明治样结构
[10]
; 这两个区即 N

区和 C区分别构成受体活化识别区和第二受体

识别区.视抑制蛋白羧基末端尾部由一个韧性连

接器( flexible linker)与 C区相连,羧基末端与抑制

蛋白N区和 C 区形成不同作用形式来调节它们

的结构.磷酸盐感受器构成的极性核在基础状态

下埋植于N 区与 C 区间形成抑制蛋白分子的支

点.抑制蛋白的极性核结构可能是一个高度保守

的结构.氨基末端和羧基末端调节区的残基也参

与了视抑制蛋白极性核的构成. 从视抑制蛋白的

诱变研究和晶体结构推测,羧基末端与极性核间

的相互作用稳定了视抑制蛋白的基态结构
[ 10]
.但

与受体结合后, 磷酸化受体尾部侵入极性核, 因而

破坏了极性残基并释放出羧基末端的尾部.这就

导致N 区和 C区沿极性核形成的支点重新定向,

有利于受体-抑制蛋白复合物的形成
[ 10]
.

3  GPCRs的内化

受体内化也称作活化受体的细胞膜内扣押,

是近年来的研究热点. GPCRs 内化可能有多种胞

吞( endocytosis)机制参与.

3. 1  GPCRs 胞吞的分子机制

观察发现, 肾上腺素能激动剂处理后,蛙红细

胞表面肾上腺素能受体识别位点丢失; 也就是说

受激动剂活化后, GPCRs从细胞表面消失了
[11]
.

位于细胞表面和内化的 B2-AR 结合位点可

以通过它们在蔗糖梯度溶液中不同的沉降率或它

们的亲水和疏水性配基加以区别
[ 12]
. 内化受体存

在于胞膜的轻泡组分( / light vesicular0 fraction) ,而

细胞表面受体则存在于胞膜的重泡组份( / heavy
vesicular0 fraction ) ;同样,内化 B2-AR 易与疏水配

基结合而不易与亲水配基结合
[ 12]
. 免疫组化证

实, 激动剂活化后细胞表面 B2-AR 发生重新分

布.不同 GPCRs的实验结果表明 GPCRs的内化率

具有不同的受体特异性. 例如 A1腺苷受体内化( t

( 1P2) = 90min)就比 A3腺苷受体内化( t( 1P2) = 19

min)慢,提示GPCRs 内化可能由多种胞吞机制介

导,或者受体亚型间的异质性参与调节了它们与

胞吞衔接器蛋白( endocytic adaptor proteins)结合的

亲和力
[ 13]
.

3. 2  GRKs与 GPCR 胞吞

有学者提出了受体磷酸化可能参与 GPCRs

胞吞. 但实验发现, 缺乏第二信使调节激酶和

GRKs介导受体磷酸化位点的 B2-AR 突变体, 与

野生型的内化无明显差异
[ 14]
. PKA 和 GRKs 抑制

剂处理A431细胞也得出类似的结果. 可见受体磷

酸化不是 GPCRs 胞吞过程所必须的.

早期实验证实,受体第三环区丝氨酸和苏氨

酸残基突变可减少m2 mAChR内化;野生型 GRK2

的过度表达可增加m2mAChR内化,而COS7细胞

非显性GRK2突变体的受体磷酸化和内化都受到

了损害.后来发现, GRK2蛋白在不同细胞的表达

水平是不一样的, COS7细胞中表达最低, 其次是

造血干细胞的衍化细胞.

GRK2在m2 mAChR 内化中起一定的作用,但

B2-AR 突变体缺乏 GRK2磷酸化位点, 推测依赖

GRK2的受体内化对 Gi偶联受体具有特殊性
[ 15]
.

研究已证实GRK2介导的磷酸化在 GPCRs内化中

起一定的作用, 如内皮素 A 受体和 D2 多巴胺受

体. B2-AR-Y326A 突变体的受体在激动剂作用后,

GRK2、GRK3、GRK5 和 GRK6 可促进其内化,

GRK4则可促进未被激动剂活休的受体内化. 不

同亚型GRKs 在促进 mAChR亚型内化中的作用

则更复杂.GRK2促进人m2-m5 mAChR 内化,却不

能促进m1 mAChR内化. GRK4、GRK5和 GRK6促

进mAChR内化的能力在不同 mAChR亚型和细胞

系有所差异.总之, GRKs 介导的磷酸化并非所有

GPCRs 内化所必需,但磷酸化稳定了 GPCRs与其

它细胞成份相互作用的结构状态, 有利于受体内

化发生.

4  结束语

受体内化是GPCRs 失敏的重要分子机制.抑

制蛋白和 GRKs是两类介导受体脱敏的重要可溶

性蛋白, 由它们介导的受体胞吞过程是 GPCRs内

化所必需的,但具体机制并不十分清楚,在某些方

面还存在分歧. 由于 GPCRs是一大类具有重要生

理功能的受体, GPCRs 失敏与许多疾病和病理生

过程有着密切的联系, 因此有关 GPCRs内化的分

子机制有待进一步深入研究.
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