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摇 摇 Cathepsin 是一类广泛存在于真核细胞中的蛋

白酶类,目前已经发现的 Cathepsin 家族成员有近 20
种。 大部分的 Cathepsin 家族成员定位于溶酶体类

酸性囊泡,同时依赖酸性 pH 环境发挥酶催化活性。
该家族成员根据酶活性中心的不同氨基酸残基以及

催化底物差异,可以分为:(1)半胱氨酸组织蛋白

酶,包括 Cathepsin B,Cathepsin C,Cathepsin H,Ca鄄
thepsin F,Cathepsin K,Cathepsin L,Cathepsin O,Ca鄄
thepsin S, Cathepsin V, Cathepsin X, Cathepsin W;
(2)天冬氨酸组织蛋白酶,包括 Cathepsin D, Ca鄄
thepsin E;(3)丝氨酸组织蛋白酶,包括 Cathepsin A,

Cathepsin G。 其中,Cathepsin D 属于天冬氨酸蛋白

酶的胃蛋白酶家族,占溶酶体内蛋白酶的 11% ,占

全脑酸性蛋白酶的 90% ,是 Cathepsin 家族中重要一

员[1 - 2]。 由于 Cathepsin D 能够在多种生理或病理

过程中发挥重要作用,近年来日益受到关注。

1摇 Cathepsin D 的合成和成熟过程

摇 摇 Cathepsin D 是一种可溶性的肽链内切酶,在粗

面内质网( rough endoplasmic reticulum,RER)中被合

成最初的前 - 前体酶原形式, pre鄄pro鄄Cathepsin D。
人类细胞中,pre鄄pro鄄Cathepsin D 共有 412 个氨基

酸,N 末端带有 20 个氨基酸的分泌信号肽。 该信号

肽在 Cathepsin D 被转运出内质网时被剪切,形成相

对分子质量 52 000 的 pro鄄Cathepsin D。 pre鄄pro鄄Ca鄄
thepsin D 第 134 和 263 位点的天冬氨酸残基上,有
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两个糖基化位点,在剪切掉信号肽的同时,这两个糖

基化位点被氨基糖基化修饰,形成糖基化鄄Cathepsin
D。 随 后, 糖 基 化鄄Cathepsin D 被 转 运 至 高 尔 基

体[3]。 这两个糖基化位点在折叠的 pre鄄pro鄄Cathep鄄
sin D 表面相隔甚远,因此,存在被同时糖基化或被

分别单个糖基化的情况。 目前的研究认为,单个糖

基化或双糖基化并不影响 Cathepsin D 的蛋白折叠

或活化过程。 但对于 Cathepsin D 向溶酶体系统囊

泡的转运过程来说,糖基化修饰是必要条件,只有糖

基化修饰后的 Cathepsin D 才能被正确转运[4]。
Cathepsin D 到达高尔基体后,糖基化鄄Cathepsin

D 被再次共价修饰。 该过程中,第 6 位的甘露糖位

点被进一步磷酸化,形成甘露糖鄄6鄄磷酸基团(man鄄
nose鄄6鄄phosphate group,M鄄6鄄P 基团)。 该 M鄄6鄄P 基

团能够被高尔基体内的阳离子非依赖的甘露糖鄄6鄄
磷酸 受 体 ( cation鄄independent mannose鄄6鄄phosphate
receptor,CI鄄M6PR)所识别。 在 CI鄄M6PR 的帮助下,
pro鄄Cathepsin D 被包装、分选、运输,并进入晚期内

吞体[5]。 此外,阳离子依赖型的甘露糖鄄6鄄磷酸受体

(cation鄄dependent mannose鄄6鄄phosphate receptor,CD鄄
M6PR)也参与了 Cathepsin D 从高尔基体到内吞体

的转运过程[6]。 此外,pro鄄Cathepsin D 还能通过结

合 pro鄄saponin、sortilin 受体等分子,通过非 M鄄6鄄P 依

赖通路运输到晚期内吞体[7 - 8]。
内质网合成 pre鄄pro鄄cathepsin D 蛋白,其 N 端带

有约相对分子质量 4 000 的信号肽( signal peptide,
S)及蛋白前体片段(propeptide,P)。 pre鄄pro鄄cathep鄄
sin D 在转运至高尔基体后,信号肽 S 被剪切,形成

约相对分子质量 52 000 的 pro鄄cathepsin D。 同时,
Asn70 和 Asn199 两个糖基化位点被进一步磷酸化

修饰,形成 M鄄6鄄P 基团,被 M6PR 受体识别并转运至

晚期内吞体,并去除前体片段 P,形成相对分子质量

48 000 中间体。 随着囊泡成熟,晚期内吞体逐步酸

化,中间体 Cathepsin D 被进一步剪切,暴露其蛋白

水解关键位点 Asp33 和 Asp231,最终形成具有相对

分子质量 14 000 轻链 和 34 000 重链的成熟 Cathep鄄
sin D(见图 1)。

摇 摇 虽然晚期内吞体和溶酶体之间没有非常清楚的

界限标志,但目前公认这两类囊泡的 pH 具有一定

差异[9 - 10]。 晚期内吞体的 pH 大约 5. 0 ~ 5. 5,溶酶

体内 pH 则更低[9]。 到达内吞体后的 pro鄄Cathepsin
D 经过多种蛋白水解酶类的进一步加工,从 M鄄6鄄P
受体上解离并脱去除磷酸基团,最终经过剪切形成

Cathepsin D 成熟体[11 - 12]。 其中,最先发生的蛋白

水解过程是 pro鄄Cathepsin D 的 44 个氨基酸前体肽

的去除,产生相对分子质量 48 000 的中间体单链,

该过程确保了蛋白后续的正常折叠、激活和运

输[11,13]。 随着溶酶体成熟过程中囊泡内 pH 的持续

降低,相对分子质量 48 000 的中间体单链进一步经

过 Cathepsin B 和 Cathepsin L 等蛋白水解酶剪切,最
终产生成熟 Cathepsin D。 成熟 Cathepsin D 包括一

条位于 N 端的相对分子质量 14 000 的轻链和一条

位于 C 端的相对分子质量 34 000 的重链,两条链之

间借疏水作用相互关联[14 - 15]。
在成熟的过程中, Cathepsin D 重链和轻链之间
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的特定区域被去除 7 个氨基酸残基,形成具有蛋白

水解酶活性的 Cathepsin D 成熟结构[16]。 因此,有

假说认为,pro鄄Cathepsin D 表面可能由于这些氨基

酸构成一种 茁 折叠结构,而这一结构可能具有特殊

的功能。 而另一些实验则表明,用无关的序列取代

Cathepsin D 的该 茁 折叠结构,并不影响 Cathepsin D
向溶酶体的正常转运和最终的酶活性。 但 茁 折叠

结构被替代后的 Cathepsin D 无法被识别并剪切,导
致最 终 形 成 的 Cathepsin D 呈 现 稳 定 的 单 链 结

构[17 - 18]。 因此可以推断,轻链和重链之间的 茁 折

叠结构可能是产生 Cathepsin D 双链被识别的重要

结构,但该结构并不参与影响蛋白水解酶活性。 该

茁 折叠结构是否还具有其他功能,有待于进一步

研究。

2摇 Cathepsin D 的蛋白结构

摇 摇 Cathepsin D 广泛存在于多种真核细胞,不同物

种的 Cathepsin D 序列相对保守。 人源 Cathepsin D
与羊 Cathepsin D 蛋白序列具有 85%的相似度,与小

鼠 Cathepsin D 具有 79% 相似度[19]。 以人源性 Ca鄄
thepsin D 蛋白为例,其催化位点含有两个关键的天

冬氨酸残基,分别位于轻链上第 33 和重链上的第

231 位[20]。 与肾素( rennin)、凝乳酶(chymosin)、胃

蛋白酶原( pepsinogen) 等其他天冬氨酸蛋白酶类

似,成熟的 Cathepsin D 具有双亚基结构,主要由 茁
片层和一个长且深的活性中心裂缝构成。 Cathepsin
D 的每一个亚基都带有一个关键的活性部位的天冬

氨酸残基[20]。 目前认为,这些天冬氨酸残基决定了

水分子的结合位置,并参与激活水分子、转移底物

H + ,随后水解底物的肽键[21]。 一些研究表明,仅仅

突变两个天冬氨酸活性位点之一并不足以使酶失

活,也不影响蛋白水解过程[20]。 此外,无论是否与

抑制剂 pepstatin 结合,成熟 Cathepsin D 与其他天冬

氨酸蛋白酶家族成员具有高度相似的的晶体构

象[21 - 23]。 提示 Cathepsin D 的蛋白水解酶活性可能

受到更多的精细调控,以保证该水解酶在溶酶体内

正常发挥蛋白降解作用。
值得注意的是,Cathepsin D 的蛋白结构受到多

种因素的调控,并且因此影响其蛋白酶活性。 研究

发现,Cathepsin D 在不同 pH 环境下,其晶体结构具

有显著差异。 Cathepsin D 处于 pH 7. 5 的环境中

时,其 N 末端链发生大约 30 魡 的位移,并出现在

pro鄄Cathepsin D 的 茁 折叠结构位置,这种位移导致

其 N 端插入 Cathepsin D 的活性中心裂缝中,并阻碍

底物进入其活性中心。 此外,在重链上的 Glu 5、
Glu 180、 Asp 187 等位点,还可能存在离子依赖的调

控方式,其具体机制有待进一步阐明[23]。

3摇 Cathepsin D 的表达水平和催化活性在正常细胞

中受严格控制

摇 摇 随着胚胎发育,所有组织中 Cathepsin D 表达水

平逐渐升高,提示溶酶体系统随着发育阶段逐步成

熟并参与调控发育进程[8]。 Cathepsin D 表达水平

或者催化活性降低可能导致严重的神经系统功能紊

乱和神经退行性疾病。 针对 Cathepsin D 缺失动物

的研究表明,Cathepsin D 功能缺失小鼠出生后 3 周

左右出现癫痫样痉挛、视觉退化、肠道坏死等表型,
并在出生后 24 d 左右死亡,其脑内神经元中出现大

量蜡样脂褐质聚积,并伴随视网膜和中枢神经系统

神经退行性病变,以及自噬空泡的聚积[24 - 27]。 Ca鄄
thepsin D 缺失果蝇也出现神经元蜡样脂褐质沉积

症[28]。 在人类以及狗、羊等其他哺乳动物中,先天

性 Cathepsin D 表达下降和 / 或无活性蛋白产生的

Cathepsin D 突变同样引起典型的神经元蜡样脂褐

质沉积症[19,29 - 31]。 此外,也有研究显示 Cathepsin D
缺陷与帕金森病可能存在相关性[32]。 这些证据均

提示,Cathepsin D 的蛋白表达水平降低可能导致严

重的细胞功能和系统功能障碍。
另一方面,Cathepsin D 蛋白表达水平升高则可

能与一些致死性疾病相关。 例如,心脏 Cathepsin D
表达和活性的增加诱发心力衰竭,这是可能是由于

Cathepsin D 水解产生一种调节产后心肌病的相对

分子质量 16 000 催乳素[33]。 此外,孤独症病人与

健康人群相比,前额叶皮层、海马、小脑等多个脑区

的 Cathepsin D 蛋白表达水平异常升高,提示 thepsin
D 水平可能与孤独症发病具有一定相关性[34]。 这

些证据提示,Cathepsin D 的表达和活性在细胞中受

到精确严格调控,Cathepsin D 蛋白表达水平或酶活

性异常都可能导致严重的溶酶体相关病变。

4摇 Cathepsin D 的生理功能

摇 摇 与其他天冬氨酸蛋白酶分子相似,Cathepsin D
作为典型的溶酶体蛋白水解酶,在酸性环境下可以

对进入酶催化位点的底物蛋白或多肽进行结合和后

续剪切。 基于这一基本特性,Cathepsin D 能够降解

溶酶体内多种外来抗原和自身的异常蛋白,并参与
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胞内蛋白的降解后再回收[35 - 38]。
依赖其蛋白水解酶活性,Cathepsin D 剪切激

素、细胞因子、生长因子及其受体的前体肽,去掉信

号肽部分,使这些蛋白或多肽最终得以活化。 例如

纤维母细胞生长因子、血纤维蛋白溶酶原、甲状腺球

蛋白、白细胞介素鄄1、骨钙蛋白,催乳素等蛋白和多

肽的激活均依赖 Cathespin D 蛋白水解酶的功能进

行加工而成熟[38 - 42]。 同时,Cathepsin D 可以剪切

和消化主要组织相容性复合体域不可变链,通过调

节其水平影响抗原特异性的 Th1 和 Th2 型 CD4 + T
细胞的活化过程[43 - 44]。 此外,通过对溶酶体内抗原

物质 的 剪 切 和 加 工, Cathepsin D 参 与 抗 原 递

呈[45 - 47]。

5摇 Cathepsin D 与细胞凋亡

摇 摇 目前认为,Cathepsin D 同时参与抗凋亡和促凋

亡通路,可能具有双向调节作用。 在 Cathepsin D 敲

除小鼠的研究中发现,小鼠缺失 Cathepsin D 导致胸

腺和视网膜部位的细胞凋亡,提示 Cathepsin D 可能

在生理情况下具有抗凋亡作用[24 - 26]。 另有研究显

示,将 Cathepsin D 过表达的肿瘤细胞进行异体移

植,这部分移植后的肿瘤细胞凋亡水平明显较

低[48]。 干扰或抑制 Cathepsin D,会导致成神经瘤细

胞对阿霉素的敏感性增高,并诱发凋亡过程[49]。 这

些工作提示,Cathepsin D 可能参与了细胞的抗凋亡

通路。
另一方面,Cathepsin D 也参与细胞促凋亡通路

的调节。 胚胎发育时期,Cathepsin D 主要表达在细

胞发生生理性死亡的区域[50]。 此外,细胞发生凋亡

时,溶酶体膜通透性升高,Cathepsin D 被释放或转

运至细胞质,并作用促凋亡蛋白原 Bid,促使 Bid 激

活。 Bid 被激活后成为有活性的促凋亡蛋白 tBid,
触发促凋亡蛋白 Bax 插入到线粒体膜上,导致线粒

体释放细胞色素 C(Cytochrome C,Cyt C)。 Cyt C 进

而激活下游 caspases9 和 caspase3,从而诱导细胞凋

亡[51 - 56]。 同时,在炎症消退过程中,Cathepsin D 也

可以通过激活 caspase 8,引起嗜中性粒细胞等免疫

细胞凋亡[57 - 58]。 另外,Cathepsin D 也可以通过其

他非 caspases 依赖途径诱发细胞凋亡,即不通过 Bid
的裂解,直接激活 Bax,导致线粒体释放凋亡诱导因

子[59 - 60]。 另一些研究发现,在一些特殊类型细胞发

生凋亡时,成熟 Cathepsin D 出现在细胞核中,可能

参与调节核酸内切酶的激活、调控基因转录[61 - 62]。

6摇 Cathepsin D 在肿瘤细胞中的作用

摇 摇 在肿瘤组织中,Cathepsin D 在癌细胞和间质的

巨噬细胞中的表达水平异常升高[28]。 因此,对肿瘤

细胞中 Cathepsin D 的功能进行研究,有助于进一步

了解 Cathepsin D 在生理和病理情况下的细胞生物

学功能。 针对 Cathepsin D 表达调控的研究发现,肿
瘤细胞系接受多种胞外信号分子,如雌激素,以及胰

岛素样生长因子( insulin鄄like growth factor,IGF)1、
EGF、胰岛素等生长因子的调节。 这些信号分子激

活细胞内下游通路后,并且能够通过上调转录水平,
引起 Cathepsin D 蛋白水平升高[63]。 在肿瘤细胞系

中过表达 Cathepsin D,可能导致 Cathepsin D 在细胞

中异常聚集,并影响其蛋白水解能力。 此外,肿瘤细

胞过表达的 Cathepsin D 能够以 pro鄄Cathepsin D 形

式分泌到细胞外,影响基质细胞功能,参与细胞外基

质成分的降解,并组成和调节肿瘤细胞的微环

境[64]。
间质细胞可以通过分泌多种生长因子、细胞因

子和蛋白酶等细胞外信号,调节肿瘤生长和迁移,并
对肿瘤转移具有重要作用[65 - 66]。 以乳腺癌为例,肿
瘤细胞分泌 pro鄄Cathepsin D,并被肿瘤细胞周边的

成纤维细胞所摄取[67]。 这些 pro鄄Cathepsin D 刺激

成纤维细胞生长,并通过成纤维细胞释放的血管生

成因子促进肿瘤血管再生,促进肿瘤生长和迁

移[48,68]。
此外,被分泌到胞外的 pro鄄Cathepsin D 能够被

肿瘤细胞自身摄取,发挥自分泌调控作用[69 - 70]。 肿

瘤细胞内吞的 Cathepsin D 重新返回酸性的溶酶体

系统囊泡中,并可能通过灭活生长抑素,促进肿瘤细

胞快速生长[71]。 同时,分泌至胞外的 pro鄄Cathepsin
D 与 IGF2 竞争结合受体 M6P / IGF2R,导致 IGF2 游

离并与 IGF1 受体结合,引起促有丝分裂的 IGF1 通

路激活[72 - 73]。 一些研究[70,74 - 75] 提示,pro鄄Cathepsin
D 的 N 段(27 ~ 44 aa)存在一段可能与一种未知的

细胞表面受体发生相互作用的序列,并在结合受体

后发挥促肿瘤细胞有丝分裂功能。 另外,也有研

究[76]发现分泌至胞外的 pro鄄Cathepsin D 能够帮助

碱性成纤维生长因子(basic fibroblast growth factor,
bFGF)等生长因子从细胞外基质上游离,通过升高

游离 bFGF 水平促进肿瘤细胞旁血管生成。
一些临床试验[77 - 79]表明,转移性肿瘤患者的血

浆中,pro鄄Cathepsin D 水平显著升高。 提示肿瘤细
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胞的 pro鄄Cathepsin D 不仅被分泌至细胞外基质,并

且能够进入循环系统。 这些进入循环系统的 pro鄄
Cathepsin D 发挥着怎样的作用目前尚不清楚,但目

前血浆 pro鄄Cathepsin D 水平与肿瘤组织 Cathepsin D
水平一样,已经作为肿瘤转移和肿瘤浸润的重要预

后评价指标被临床检验广泛应用[80 - 81]。

7摇 Cathepsin D 非蛋白水解酶活性依赖的其他功能

摇 摇 与其他溶酶体半胱氨酸蛋白水解酶(如 Cathep鄄
sin B,Cathepsin L)相比,Cathepsin D 发挥蛋白水解

酶活性需要更低的 pH 环境。 内吞体 - 溶酶体囊泡

以外的胞内环境和胞外环境中,pH 通常为中性甚至

稍偏碱性。 而 Cathepsin D 的成熟和蛋白水解酶活

性均依赖于酸性 pH 环境[11 - 12]。 蛋白组学和细胞

生物学方面的研究[54,82 - 83]提示,Cathepsin D 不仅存

在于合成及成熟相关的各类囊泡中,同样可能存在

于胞外环境和胞质,甚至细胞核中。 这些针对 Ca鄄
thepsin D 的功能研究提示,Cathepsin D 可能在非酸

性环境中发挥着非传统蛋白水解酶的作用。
我们前面提到 Cathepsin D 在细胞凋亡过程中

的作用:凋亡细胞的 Cathepsin D 被从溶酶体内以相

对分子质量34 000的活性形式释放至胞质,与 Bid、
Bax 等凋亡因子结合后,触发下游信号并诱发线粒

体功 能 障 碍, 开 启 Caspases 介 导 的 凋 亡 信 号 通

路[51 - 56]。 其中,Cathepsin D 与 Bid、Bax 结合后,由

于缺少蛋白酶活性依赖的酸性环境,无法对这些蛋

白进行剪切。 因此,细胞凋亡时,处于胞质内的成熟

Cathepsin D 如何与抗凋亡因子或促凋亡因子发生

作用,并参与凋亡级联反应调节,其机制有待于进一

步阐明。
另一些实验[52,54,56,59,84] 发现,使用 Cathepsin D

抑制剂 pepstatin A,仅能够部分抑制 IFN鄄酌、TNF鄄琢、
血清饥饿、氧化应激诱导的细胞凋亡。 而其他研究

表明,无酶催化活性的 Cathepsin D 与正常活性的

Cathepsin D 相比,这种对细胞凋亡的抑制效应并没

有区别[85 - 86]。 将无蛋白酶活性的突变 pre鄄pro鄄Ca鄄
thepsin D 微注射到细胞质中,同样能够引起细胞凋

亡[87]。 同时,实验发现在细胞凋亡过程中,成熟 Ca鄄
thepsin D 离开溶酶体系统囊泡,进入细胞核,并对

一些基因的转录造成影响[62]。 这些研究共同提示,
进入胞质或胞核的 Cathepsin D 可能并非依赖其酶

催化活性参与凋亡调节过程。
肿瘤细胞分泌至胞外微环境的 pro鄄Cathepsin

D,具有类似细胞因子的作用,通过旁分泌和自分泌

途径影响肿瘤细胞的增殖和转移[65 - 66,69 - 70]。 其中,
有研究将缺失蛋白酶活性的 Cathepsin D 突变体

D231N 基因导入 Cathepsin D 缺失的细胞,发现缺失

蛋白酶活性的 Cathepsin D 蛋白同样能够诱导肿瘤

细胞发生迁移和侵袭。 此外,缺失蛋白酶催化活性

的 Cathepsin D 突变体与野生型 Cathepsin D 类似,
具有促进成纤维细胞分裂的作用[88]。 这些证据提

示,Cathepsin D 通过旁分泌和自分泌途径诱导细胞

迁移以及细胞增殖的功能,同样也不依赖其蛋白水

解酶活性[89]。
内吞体及溶酶体中的成熟 Cathepsin D 在酸性

环境中主要发挥蛋白水解作用,参与蛋白降解、生物

大分子的活化及抗原递呈等过程。 此外,各种成熟

阶段的 Cathespin D 可被内质网 - 高尔基体 - 内吞

体或溶酶体释放至胞外,参与细胞外基质的修饰,并
激活某些目前未知受体,参与细胞增殖、血管发生、
肿瘤迁移及细胞代谢调节。 同时,Cathepsin D 存在

胞内释放现象,可通过激活 Bid鄄Bax 信号通路,促使

线粒体细胞色素 C 和 apaf鄄1 释放,进而开启 Caspase
9鄄Caspase 3 相关的凋亡通路,调控细胞生存过程。
此外,核内定位的 cathespin D 可能通过激活核酸内

切酶,促进细胞基因转录和后续蛋白翻译(见图 2)。

8摇 研究前景和展望

摇 摇 Cathepsin D 参与了多种生理和病理过程,是细

胞和机体赖以维持正常运作的关键蛋白酶。 Ca鄄
thepsin D 缺失的哺乳动物神经系统发育异常,在出

生后 2 周左右出现包括颤抖、惊厥和肌肉强直等在

内的神经系统症状[19,25]。 随后,视觉系统、免疫系

统和消化系统出现功能障碍,个体在出生后早期死

亡[24]。 此外,Cathepsin D 与阿尔兹海默病、神经元

蜡样脂褐质沉积病及癌症等多种人类疾病有着密切

的关系。 但目前为止,Cathepsin D 在各种疾病病程

中发挥的作用及其分子机制目前尚不清楚,因此研

究 Cathepsin D 在细胞和组织中的生理及病理功能

对于人类疾病的诊断和治疗具有重要意义。
其中,阐明 Cathepsin D 及其结合蛋白的结构和

调节方式,是开发特异性高、阻断效果好的 Cathep鄄
sin D 抑制剂和调控药物的关键问题。 另外,由于不

同形式的 Cathepsin D 在 pH 中性环境中,对于多种

蛋白可能具有不同于传统认识的非蛋白水解酶功

能。 因此,针对 pH 调节的 Cathepsin D 功能方面的

解析,可能会为针对 Cathepsin D 的研究提供理论基

础和新的临床药物靶点。
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