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神经酰胺转运蛋白在非囊泡转运中的作用机制

许佳丽,  郭  军*

(南京医科大学基础医学实验教学中心,南京  210029)

摘要  神经酰胺转运蛋白( ceramide transfer protein, CERT)是介导神经酰胺( ceramide)非囊泡转运的
载体.它包括 3个功能区域: PH、FFAT 和 START. PH 和FFAT 分别发挥高尔基体和内质网的靶向作

用,羧基端的START 主要用于与神经酰胺结合. CERT 的转运受多种因素的调节, 依赖于 PKD和

PP2CE诱导的丝氨酸重复区域( SR)的磷酸化和去磷酸化,氧化应激刺激的 CERT 三聚体形成,以及

PI4KÓB催化的高尔基体接头 PI4P的生成等. CERT 功能障碍会导致细胞易受氧化应激的损害.本

文拟从CERT 的结构、作用及其调节机制 3方面进行综述,揭示 CERT 的研究进展.
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Molecular Mechanism of CERT in Non-vesicular Transfer

XU Jia-Li, GUO Jun
*

( Laboratory Center for Basic Medical Sciences, Nanjing Medical University, Nanjing  210029, China )

Abstract  Ceramide transfer protein ( CERT) has been identified as a key factor in non-vesicular transfer of
ceramide from ER to Golgi apparatus. CERT contains several funct ional domains including a PH ( pleckstrin

homology) domain, a FFAT ( two phenylalanines in an acidic tract) mot if and a START domain. Among these

regions, the PH and FFAT are responsible for the targeting the Golgi apparatus and ER, respectively. The C-

terminal START domain is capable to bind ceramide. The transportation of ceramide is regulated via several

mechanisms, such as the phosphorylation and dephosphorylation of serine repeat domain, in which protein

kinase D and PP2CE are involved. Oxidative stress is known to induce the rapid format ion of a stable CERT
homotrimer complex. PI4P, which is the product ion of phosphorylated PI by PI4KÓB, also plays a role in the
regulation of CERT. Loss of functional CERT can cause the plasma membrane susceptibility to react ive oxygen

species and results in enhanced oxidat ive damage to cellular proteins. In this review, recent progresses of the

study in CERT structure, function and regulat ion will be summarized.
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  神经酰胺转运蛋白 ( ceramide transfer protein,
CERT)又称 GPBP$26, 是 Goodpasture 抗原结合蛋白

(Goodpasture antigen-binding protein, GPBP)的一种裂

剪变体. GPBP 能与 Goodpasture 自身抗原即胶原

IVA3的非胶原性羧基端 NC1 结合并将其磷酸化.

CERT 和 GPBP(又称 CERTL)都是细胞内亲水蛋白

质,它们分别由 598个氨基酸残基和 624 个氨基酸

残基组成, 都含有 PH、FFAT 和 START 结构域, 和 1

个丝氨酸重复区域 ( serine repeat, SR) . 另外, CERT

还比 GPBP少 1个富含丝氨酸的区域, 称为 SR2, 它

包含 26个氨基酸残基
[1]
. 目前, 对于 SR2的功能尚

不明了. COL4A 3BP 是正式命名的编码 GPBPsP
CERTs 的基因. 人类 COL 4A3BP 基因在染色体

5q1313区域,涵盖 17个外显子, 大小约130 kb.转录

CERTPGPBP$26的 COL4A 3BP 基因不含第 11 个外

显子 (编码 SR2 的区域) . 体内和体外实验证实,

GPBP 和 CERT 能够催化神经酰胺在质膜系统间的

定向转运.



GPBP和 CERT 在横纹肌和脑组织中高表达, 在

胎盘、肺、肝脏中低表达. 有研究发现, GPBP(而非

CERT) ,在早期的胚胎发育中有抗凋亡作用,且对大

脑、骨骼肌的正常发育有重要作用
[ 2]
. 和 GPBP 相

比, CERT 在肾脏、胰腺和癌细胞中高表达.

1  CERT的结构

CERT 是一种 68 kD的亲水蛋白质.氨基酸序列

分析显示, CERT 含有 PH ( pleckstrin homology) 和

FFAT ( two phenylalanines in an acidic tract ) 结构域, 分

别发挥高尔基体和内质网的靶向作用. 同时, 其羧基

端有 1个START ( StAR-related lipid transfer) 结构域,

主要用于与神经酰胺结合
[ 3]
( Fig11) .以下详细介绍

这 3部分的结构与功能:

111  PH结构域

PH是 1个含有约 120 个氨基酸残基的蛋白质

模块,由 7个反向平行 B-折叠夹层和 1 个位于 C端

的 A螺旋构成. PH 与位于高尔基体上的磷脂酰肌醇

- 4- 磷酸 ( phosphatidylinosito-l 4-monophosphate, PI4P)

识别结合,使 CERT 靶向运输至高尔基体. 磷脂酰肌

醇磷酸( PIPs)亚型在各细胞器的分布不同.缺陷 LY-

A细胞内 CERT 的 cDNA 有突变, 使其第 67个氨基

酸残基由甘氨酸突变成谷氨酸( G67E) . 这一突变破

坏了 PH 与 PI4P 结合的能力.需要强调的是, PIPs细

胞内的分布还不足以完全解释 CERT 对细胞器定位

的特异性.

Fig. 1 Domain structure of GPBP and CERT   GPBP and CERT both contain several functional domains including PH domain,

FFAT motif, START domain and SR motif, but GPBP ( A) has 26 more amino acid residues ( SR2) than CERT ( B)

112  START结构域

START 是一个由约 210个氨基酸残基组成的蛋

白质模块.人类基因组有 15个 START 结构域, 无脊

椎动物和植物也有,而单细胞真核生物和原生生物

几乎没有这一结构域. 细胞中的长链神经酰胺由于

其高度疏水性而牢固地嵌在膜上. START 能够有效

地将神经酰胺从膜上提取出来, 使它在内质网和高

尔基体间的转运变得十分容易和迅速. START 与神

经酰胺的结合率是 1B1, 它能转运 C14、C16、C18、

C20-神经酰胺,但不能结合有更长酰基链的神经酰

胺. CERT 对二酰基甘油( diacylglycerol, DG)的转运

活性是神经酰胺的 5% ~ 10%, 虽然两者结构相似.

CERT 不能转运神经鞘氨醇或胆固醇. Kudo 等
[ 4]
研

究了 CERT 的START 结构域的脱辅基形式和不同酰

基链长的神经酰胺形成复合物的晶体结构. 在这些

结构中, START 形成 1个长两性分子腔,将 1分子神

经酰胺包埋.在长腔的末端,神经酰胺的酰胺和羟基

形成 1个有特殊氨基酸残基的氢键网络, 它在神经

酰胺立体结构特异识别中起关键作用. 神经酰胺的

2条脂肪链( 1条是神经鞘氨醇的主链,另 1条是酰

胺- 酰基链)被这个腔的疏水壁包围,腔的大小和形

状限制了能够被转运的神经酰胺的长度. 这些结构

特征是 CERT 识别神经酰胺,并且区分不同型别的

神经酰胺的基础.

113  FFAT结构域

FFAT 是一个短肽基序,它的功能是与内质网的

Ò 型膜 蛋白 ( vesicle-associated membrane protein-

associated protein, VAP)相互作用. 哺乳动物有 2个

VAP,即VAP-A和VAP-B.两者有约 60%的氨基酸是

相同的,能形成同源二聚体和异源二聚体,在许多组

织中广泛的表达. VAP-A 和VAP-B的亲水区域定位

在内质网的胞质面.在 VAP和 FFAT 形成的晶体中,

2个 VAP 和 2条 FFAT 肽链在 VAP 的接口处相连,

FFAT 的苯丙氨酸残基在 VAP 的疏水口袋与之结

合, FFAT 的天冬氨酸残基在 2条 FFAT 肽链之间形

成对称的氢键. FFAT 的突变破坏了它与 VAP 的相

互作用,影响神经酰胺的转运.

2  CERT介导的神经酰胺非囊泡运输的分

子提取和转运模型

  神经鞘磷脂类( sphingomyelin, SM)是真核细胞

的主要成分,它们可以发挥信号分子、物质分子、膜

受体调节分子的作用, 对维持细胞脂质稳态和生物

膜的稳定性有重要作用. 神经酰胺对细胞也有重要

作用, 它能调节细胞生长变异, 诱导细胞凋亡等.

CERT 转运神经酰胺是神经鞘磷脂合成的关键步骤.
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神经酰胺从内质网到高尔基体的转运至少有两条途

径:主要是ATP依赖的非囊泡转运,辅以不依赖ATP

的囊泡运输
[ 5]
.

神经酰胺从内质网到高尔基体的依赖 CERT 的

非囊泡运输又有两种机制
[ 6]
. 一种是 CERT 通过内

质网和高尔基体的膜接触点( membrane contact sites,

MCS) , 分别由 FFAT、PH 与 VAP、PI4P 结合, 将内质

网和高尔基体联接起来.然后由 START 提取并转运

1分子神经酰胺.通过对内质网的分析发现,它还可

以与细胞膜、线粒体膜、内含体膜等连接, 表明 MCS

可能是内质网特殊的结构, 涉及与其它细胞器的联

系和物质转运; 另一种机制是, CERT 能够快速的在

内质网和高尔基体中穿梭,先结合后释放神经酰胺,

以达到转运的目的. 当未结合神经酰胺时, START 能

将PH 隐藏起来, 并且暴露FFAT 与内质网上VAP 结

合. 1 分子神经酰胺即被 START 提取出来. 然后

CERT 发生构象变化,打断了 FFAT 与 VAP 的相互作

用,使 CERTP神经酰胺复合物得以从内质网释放, 暴
露PH结构域.紧接着, PH 与PI4P(可能还有Arf1)识

别发挥高尔基体的靶向作用, 神经酰胺被转运至高

尔基体. PI4P也能识别氧类固醇结合蛋白( oxystero-l

binding protein, OSBP )、 PI4P 接 头 蛋 白

( phosphat idylinositol 4-phosphate adapter protein, FAPP)

的PH 结构域, 还需要 G蛋白作为额外的决定因子,

但目前尚不清楚 CERT 的 PH 对高尔基体的定位是

否需要这样1个额外的决定因子.到达高尔基体后,

神经酰胺从 START 结构域释放到高尔基体, 引发

CERT 再次发生构象变化, 隐藏它的 PH, 并暴露

FFAT,使 CERT 能够定向返回内质网膜. 返回途中,

CERT 还能少量地与 SM 合成过程中产生的二酰基

甘油结合并转运它.

细胞若缺失 CERT 将导致严重后果.采用化学

突变法得到缺失功能性 CERT 的突变黑腹果蝇, 它

们体内磷酸乙醇胺神经酰胺和神经酰胺比正常果蝇

减少超过 70%.这些果蝇在 10 d至 30 d内死亡, 而

对照组平均寿命是 75 d到 90 d, 说明 CERT 功能的

缺失, 使胞内神经酰胺水平下降, 导致 SM的合成障

碍,从而影响了生物膜的流动性,加重了氧化应激对

细胞蛋白的损害, 果蝇表现出过早衰老. 因此, 活体

内CERT 对防止氧化应激的损害、维持动物正常寿

命具有重要作用
[ 7, 8]
.

3  CERT转运神经酰胺的调节机制

CERT 在 SR 结构域的磷酸化、去磷酸化, 能调

节神经酰胺从内质网到高尔基体的转运. SR的磷酸

化同时抑制了 PH 与 PI4P 结合以及 START 对神经

酰胺的转运活性, 可以认为是 CERT 从激活状态到

静止状态构象改变的开关
[ 9]
.

最近, 丝P苏氨酸特异的蛋白激酶 D ( protein

kinase D, PKD)家族被发现能将 CERT 的 Ser132磷

酸化, 敲除 PKD1和 PKD2 会减少 CERT 的磷酸化.

CERT 磷酸化后, PH 与 PI4P 的亲和力下降. 有趣的

是, CERT 的过表达能反向调节 PKD的活性, 促进

PKD对其的磷酸化. 这种调节可能是通过 SM 合成

过程中产生的二酰基甘油的作用,它是 PKD的一个

刺激因子.这些证明了 PKD对 CERT 有负性调节作

用,而 CERT 也能调节 PKD的活性
[10]
. CERT 还能被

酪蛋白激酶 Ñ( casein kinase Ñ, CKÑ )磷酸化. 鉴定
这一关键酶的作用并阐明其激活机制有助于明确

CERT 的调节机制
[ 11]
.

磷脂酰肌醇 4-激酶 B( PI4K ÓB)是 PKD作用的

另一底物.它是位于高尔基体的外在膜蛋白. PKD将

PI4KÓB磷酸化激活,活化的 PI4KÓB催化磷脂酰肌

醇( phosphat idyl inositol, PI)磷酸化, 生成 PI4P. 由于

CERT 与高尔基体的相互作用依靠其 PH 结构域与

高尔基体上PI4P 的识别结合,故PKD通过这一途径

也能调节CERT 对神经酰胺的转运
[ 12]
.

最近, 蛋白质磷酸酶 2CE( protein phosphatase

2CE, PP2CE)被证实能够使 CERT 去磷酸化
[ 13]
. PP2CE

是哺乳动物 PP2C家族成员. 它是位于内质网的 Ñ

型跨膜蛋白, 氨基端的疏水跨膜区域嵌在内质网膜

内,羧基端的催化区域面向胞质溶胶. CERT 是

PP2CE的作用底物. VAP-A 是与 PP2CE结合的配偶

体,在 CERT 去磷酸化过程中起支架作用, 它同时与

PP2CE、CERT 作用并刺激 CERT 被 PP2CE去磷酸化.

去磷酸化后 CERT 被激活, 从胞质溶胶靶向运动到

高尔基体,表明PP2CE是神经酰胺转运的激活物.这

一结论通过敲除 PP2CE基因的表达使 SM合成下降

而被证实.因此 PP2CE在调节神经酰胺的转运过程

中起重要作用.

脂筏是膜脂双层内含有特殊脂质和蛋白质的微

区.主要由鞘脂、胆固醇及蛋白质组成. 脂筏的组分

和结构特点有利于蛋白质之间相互作用和构象转

化,脂筏区主要参与信号转导和细胞蛋白转运
[ 14]
.

CERT 的磷酸化还因 SMP胆固醇筏的干扰而抑制.研
究发现, 质膜丢失 SMP胆固醇会使 SR去磷酸化而激

活 CERT. SM 的水平或 SMP胆固醇之间的平衡与
CERT 的活性有关

[ 15]
.但在 PKD、PP2CE调节通路中
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这种脂筏对磷酸化影响机制尚不清楚.

中波紫外线( ultraviolet light, UVB)对人体具有

红斑作用, 能促进体内矿物质代谢和维生素 D的形

成.但它也是一种氧化应激原. UVB 照射或氧化应

激产生的活性氧族能促进 CERT 之间成键, 导致

CERT 形成稳定的三聚体. CERT 三聚体的形成与位

于两端的 PH和 START 结构域无关, 而涉及其中间

区域.因此这并不影响 CERT 在细胞内的运动, 而是

抑制了神经酰胺与 CERT 的结合. SM 的合成由于缺

乏底物神经酰胺而发生障碍, 这改变了细胞膜的流

动性,使细胞更易受氧化应激的损伤.如此形成恶性

循环
[ 15]
.氧化应激所致的这种 CERT 构象改变代表

一种新的下调神经酰胺转运和 SM 合成的机制, 后

果严重.

另外, 用 RNA 干扰技术证明了 OSBP 能刺激

CERT 对神经酰胺转运、SM 的合成
[ 16]
.由于OSBP 也

有FFAT、PH,它能通过与 VAP、PI4P 相互作用直接

或间接地调节 CERT 的活性:以一种短暂的或催化

的方式促进 VAP 多聚化来增进 CERT 与 VAP 的识

别结合; PH 与Arf的相互作用刺激PI4KIIIB,使 PI4P

生成增多, 促进 CERT 向高尔基体的转运. 但是, 另

有研究表明当 OSBP和 FAPP1过表达时则抑制神经

酰胺的转运,它们的 PH 与 Arf1的相互作用干扰了

CERT 的 PH与 PI4P的结合
[ 12]
.

由于 CERT 介导的神经酰胺从内质网到高尔基

体的转运需要消耗能量, 故能量抑制剂也能影响这

一过程
[ 3]
. CERT 对高尔基体定向转移的过程可能消

耗ATP,包括PI4P 的生成.因为在透化处理的 COS7

细胞中, FAPP 的PH 结构域对高尔基体靶向作用需

ATP.ATP 还可能在减弱 CERT 与 PI4P 或 VAP 之间

相互作用时被消耗.神经酰胺从高尔基体的胞质面

转移到腔面过程也需要ATP.

总之, CERT 各功能部分之间协调作用, 在胞质

溶胶内以非囊泡形式, 将神经酰胺从内质网转运至

高尔基体,同时依赖多种机制的调节.但尚存在许多

问题: CERT 与神经酰胺的识别除了基于 START 的

结构,是否还存在其它机制;当神经酰胺到达高尔基

体的胞质面后, 它是如何纳入高尔基体腔面的; SMP
胆固醇筏是如何影响 CERT 磷酸化的.我们相信, 随

着从多方面对 CERT 及相关物质的研究深入, 这些

问题终将解决, 为防治紫外线、氧化应激对机体的损

害等提供新的线索.
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