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磷酸化对HERG钾通道的调控作用

黄瑞燕综述 林吉进审校

· 157·

【摘要】HERG(human ether—a—go-go—related gene)编码的钾通道介导快速激活延迟整流钾

电流(IK，)。IK，在心肌动作电位复极中发挥极其关键的作用，Ix，的减弱可延长心肌动作电位时

程，导致长QT综合征(LQTS)。HERG突变和HERG钾通道的药物性阻滞是LQTS的常见

原因之一。心脏HERG钾通道功能受众多因素的调控，该通道的磷酸化是重要的调控因素之

一。现有报道证实HERG钾通道的调节由蛋白激酶(protein kinases A、C和protein tyrosine

kinases Src等)介导完成。

【关键词】HERG；磷酸化钾通道；蛋白激酶

心脏HERG(human ether-a-go—go related

gene)钾通道属于电压依赖性钾通道，其介导的

快速激活延迟整流钾电流(Ix，)是人类心肌细胞

动作电位3期快速复极的主要电流。HERG突

变是先天性长QT综合征(LQTS)的主要原因之

一，且一些药物可以通过阻滞该基因编码的

HERG钾通道而诱发致死性心律失常。磷酸化

是离子通道功能包括HERG钾通道的重要调控

因素之一。

1 HERG钾通道

1．1 HERG钾通道与LQTS

HERG钾通道是心脏正常电活动的基础，

HERG突变及药物阻断该通道后可导致心律失

常。LQTS是一类因编码心肌细胞离子通道基因

突变导致心肌细胞动作电位复极时离子流紊乱，

诱发尖端扭转型室速、心室颤动等恶性心律失常

的临床综合征。目前已发现10个与LQTS相关

基因‘1|，其中，HERG突变是先天性LQTS的第

二常见原因。在HERG上已发现400多个突变

位点，均导致LQTS。一些药物因阻滞HERG钾

通道并诱发心律失常而被禁止销售。目前，获得
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性LQTS成为美国FDA终止某些药物上市的主

要原因，是否阻滞心脏I褂成为多种药物应用于临

床前的常规检验项目之一。

1．2 HERG钾通道的调控因素

HERG钾通道是电压门控钾通道中一员，其

功能受多种因素调节，包括肾上腺素能受体对

HERG钾通道调控Ⅲ。肾上腺素能受体是膜蛋

白中一类G蛋白偶联受体，当刺激作用于a．肾上

腺素受体(a。AR)时，通过激活Gq蛋白，引起膜

上磷脂酶C活化后水解4，5一二磷酸磷脂酰肌醇

(PIP：)为第二信使：1，4，5-=磷酸肌醇(IP3)和二

酯酰甘油(DAG)。IP3使胞内钙动员，DAG是蛋

白激酶C(PKC)的生理性激活剂。激活的PKC

与蛋白激酶A(PKA)相互作用，通过不依赖于

PKA或PKC介导的磷酸化的中间因子，减弱

HERG钾通道的激活。而PIP：直接与通道作用

增强I。。。电压门控通道的失活包括N型和C型

失活：前者是N末端远端约20个氨基酸形成的

球体阻塞钾通道孑L内口，使通道失活，即“球一链机

制”，失活较快；后者是通道孑L外口构型变化，使通

道孔关闭，即”门脚机制”，失活较慢。当日，肾上

腺素能受体(B，AR)活化后，通过增加胞内钙离子

浓度及激活PKC，减少C型失活而使得IK，幅度

增大。

2 HERG钾通道的磷酸化

HERG钾通道上含有多个丝氨酸／苏氨酸和
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酪氨酸残基，这些酶町作用于HERG钾通道蛋白

的合成、转运、聚集／解聚、定位、更新和降解以及

通道门控等位点，改变HERG蛋白磷酸化状态，

调节HERG钾通道的功能。

2．1 PKA介导的HERG钾通道磷酸化

三磷酸腺苷(eAMP)依赖的PKA是丝氨酸／

苏氨酸激酶，胞外信号刺激可提高胞内cAMP浓

度，cAMP结合PKA调节亚基，促使调节亚基和

催化亚基解离，催化亚基磷酸化底物特异的磷酸

化位点。应激状态时，IK，是肾上腺素能／cAMP

介导的心肌复极化中最主要部分，B-肾上腺素刺

激后使cAMP升高，结合到通道蛋白，引起PKA

介导的磷酸化，抑制I。，幅度。HERG蛋白磷酸化

位点位于N端$283和C端$890、$895、S1137，

其相互作用是动态的，其突变(S283A，S890A，

T895A，S1 137A)对IK，有影响，但并不能显著改

变HERG蛋白磷酸化水平[3]。研究发现cAMP

特异性磷酸二酯酶抑制剂Ro一20—1724和腺苷酸

环化酶(AC)激活剂forskolin对HERG蛋白磷

酸化位点的影响，两者可提高cAMP，激活PKA，

直接磷酸化HERG蛋白，减弱I。，，在心脏复极化

过程中起重要作用[4j。当cAMP持续升高时，尽

管cAMP介导的总效应是有效电流净衰减，但如

果PKA介导的途径被选择性抑制，如当HERG

结合钾通道的附属蛋白MiRPl或minKL5j，则肾

上腺索刺激对心肌细胞膜复极化产生有利效

应m]。因此，应激与心律失常存在直接联系，第二

信使通过两条途径对离子通道发挥复杂调控

作用。

目前已鉴定出HERG蛋白与衔接蛋白14-3-

3e存在相互作用f7]。HERG钾通道上PKA磷酸

化位点($283、S1137)能促进14—3—3￡结合，结合

后由于屏蔽细胞内磷脂酶的作用，稳定其磷酸化

状态，使作用于HERG的肾上腺素能效应得以维

持¨]。在LQTS 2家族中，位于HERG钾通道C

端3种新的杂合突变体(G965X，R1 014PfsX39，

V1038AfsX21)可导致蛋白平截和结合14-3—3￡

的PKA磷酸化位点($283、S1137)缺失。虽然突

变体通道仍结合14-3—3￡，但对野生型通道中电压

依赖的超极化转变无反应，显示3个HERG蛋白

突变体的显性负相特性。14-3—3e引起HERG钾

通道平截C端的衰减效应证实了偶联B一肾上腺

素对调节HERG钾通道活性的生理意义[9]。由

cAMP介导的PKA效应参与野生型p，一AR和

14—3—3e相互作用，与HERG钾通道和14-3—3￡的

作用竞争。在转染的细胞和心脏组织中，13．一AR

与14—3—3￡的结合受AC激活剂forskolin刺激而

增强。14—3—3￡与J3．一AR和HERG钾通道的动态

结合构成心脏复极化和不应性的重要的肾上腺素

能调节子[,03。另外，磷酸二酯酶(PDE)抑制剂通

过通道阻滞和PKA介导的磷酸化下调HERG蛋

白的活性而抑制[11|，在PDE的3种抑制剂

(vesnarinone，amrinone和milrinone)中，只有

vesnarinone显示出对IK，的抑制效应。Vinpoce-

tine的抑制效应与vesnarinone相似，能明湿减弱

I。。，但不受PKA抑制剂的显著影响，而且PKA

激动剂对Ix，无效。在转染HERG的CHO—K1细

胞中，vinpocetine和vesnarinone直接阻滞通道，

其对I。，的抑制并不存在PKA依赖的对胞内

PDE的抑制效应。

2．2 PKC介导的HERG钾通道磷酸化

PKC是丝氨酸／苏氨酸和酪氨酸依赖的激

酶。曾有研究PKC介导多个钙离子通道直接磷

酸化的调节机制，但HERG钾通道受PKC介导

的分子机制并非依赖于PKC介导的通道直接磷

酸化，可能是中间信号转导蛋白调节该效应。

PKC的生化功能受丝氨酸／苏氨酸依赖蛋白磷酸

酶(PPl、PP2A和PP2B)抑制n引。2003年，

Thomas等L131鉴定出PKC介导HERG蛋白直接

磷酸化的18个特异的磷酸化突变位点：$26、

T74、T162、T174、S179、$250、$278、$354、T371、

T526，$606，$636，T670，$890，T895，$918，$960

和T1133，所有磷酸化位点为丙氨酸残基置换后

并不出现磷酸化。分子克隆后产生4种结构：i

($26A、T74A、T162A、T174A、T179A)；¨

($250A、$278A、$354A、T371A)；iii(T526A、

$606A、$636A、T670A)；iV($890A、T895A、

$918A、$960A、T1133A)。膜片钳术观察：结构

ii、iii、iV在表达后均能检测到典型的I。，，而结构

i未检出电流。然而，非特异的蛋白激酶激活剂
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佛波酯(PMA)能激活传统的cPKCs(d、p I、p 11、

7)和新型的nPKCs(艿、￡、1l、e)亚型，而对非典型

的aPKCs(i：、c／入)亚型无影响。该效应可由cPKC

亚型的特异性激活剂thymeleatoxin模仿，其能诱

导HERG的激活，非依赖于PKC介导的通道磷

酸化。同时，共表达8一minK或hMiRPl均不引

起PMA调节的IK，的显著变化。而特异性抑制

PKC却能撤销PMA诱导的HERG蛋白激活。

在PKC介导的磷酸化位点突变缺失后，PMA诱

导的效应仍然存在，而细胞骨架蛋白如肌丝或微

管并不影响PMA对HERG蛋白激活，说明细胞

骨架完整性受PMA对I。，的调节不显著。a，AR

亦通过PKA和PKC介导的非依赖于直接通道

磷酸化作用调节心脏HERG／Ix，的复极化n引，应

用Gt。AR拮抗剂哌唑嗪(20 mM)、PKC抑制剂

(Ro一32—0432 3mM，)或PKA抑制剂(KT5720

2．5mM，)抑制HERG／IK，。当HERG钾通道中

PKA和PKC依赖的磷酸化突变位点缺失时，这

种效应仍然存在。

另外，观察PKC抑制剂bisindolylmaleimide

I(BIM I)与HERG、KvLQTl／minK、IK，直接作

用，发现BIM I阻断I。，，而酪氨酸652丙氨酸

(Y652A)、苯丙氨酸656丙氨酸(F656A)突变位

点减弱该效应，提示BIM I在P环区结合一普通

药物受体，并不明显改变KvLQTI／minK电流，

使用BIM l应考虑非依赖于PKC的效应[1 5|。

2007年，Cockerill等[16]发现PKC介导了表达于

HEK293中通道亚单位的直接磷酸化和毒蕈碱

对l。，的调节。由乙酰胆碱活化的G(aq／11)一M

(3)一毒蕈碱受体，能减弱对电压依赖的激活和失

活仅起微弱作用的I鼬幅度。采用1一oleoyl 2一

acetylglycerol(OAG)刺激PKC，模仿毒蕈碱受体

激活，能增加HERG磷酸化。同时应用BIM I和

下调PKC能使OAG效应消失，但基本磷酸化水

平不变。

2．3 Src调控HERG钾通道

Src家族蛋白酪氨酸激酶(SFK)包括9个蛋

白酪氨酸激酶(PTKs)，通过Src同源性区域

(SH2、SH3)结合底物和磷酸化靶酪氨酸蛋白，酪

氨酸磷酸化能上调HERG的活性，此与PKA和

· 159·

PKC途径相反[1引。新近研究发现广谱PTKs抑

制剂木黄酮(30 myM)、选择性EGFR激酶抑制

剂AG556(10 m1．．tM)和Src抑制剂PP2

(10 mptM)能减弱HERG蛋白酪氨酸磷酸化，显

著抑制IK，；Y475A或Y611A点突变使IK，抑制效

应显著减弱，该效应与PTPs抑制剂正矾酸盐

(1 mM)相反。表明：HERG钾通道不仅由Src

调节，也受EGFR激酶调节；Y475A和Y611A可

能是优先的磷酸化位点；PTKs调节HERG活

性，改变其电生理特性，包括心脏和神经元的动作

电位时程和细胞兴奋性L1 8|。

2．4其他途径的磷酸化

2．4．1 PI一3K／PKB和PI一3K／sGK3途径的磷酸

化磷酸肌醇一3激酶(PI一3K)下游靶点包括血清

和糖皮质激素诱导激酶(SGK)、蛋白激酶B

(PKB)亚型。PKB磷酸化位点位于($890、

$331)，PI一3K／PKB信号途径调节HERG钾通

道[I 9|：PKB的效应比P13K明显，PKB磷酸化介

导通道抑制减弱I。，，而通道活化则增强I。，；PKB

通过药物(Wortmannin，WMN，PI-3K抑制剂)阻

断或分子失活[显性负相PI-3K(dnPI一3K)和显性

负相PKB(dnPKB)]抑制I。，，而组成性激活的

PKB(caPKB)则增强IK，。研究发现，PKB的活化

依赖PI一3K：PI一3K介导PKB活化是WMN敏感

的，而非PI一3K介导PKB活化是WMN非敏感

的。另外，在SGK3上两个共同位点置换色氨酸

为丙氨酸能减弱I褂，但两者突变不能减弱SGK3

的刺激效应，共表达SGK3能稳定IK，激活

状态‘2 0。。

2．4．2 MAPKs途径介导的磷酸化 丝裂原活

化蛋白激酶(MAPKs)是丝氨酸／苏氨酸蛋白激

酶，包括ERKs、Akt、JNK、P38等。HERG钾通

道通过MAPKs激活和Akt失活使细胞DNA

断裂12¨。

2．5磷酸化的逆反应

磷酸化的逆反应，即去磷酸化是由磷酸酶介

导的以磷酸化蛋白为底物，与PTKs共同调节细

胞生长、分化、代谢、细胞周期、细胞通讯、细胞转

移、基因转录、通道活性和免疫反应等[22|。曾有

报道，存在于小胶质细胞中的酪氨酸磷酸酶
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SHP一1在脑损伤时升高，并受集落刺激因子一1激

活，与ERG一1相关并调节其电流[2引。而磷酸酶

除了控制蛋白激酶底物的磷酸化状态，可直接调

节蛋白激酶的活性。

总之，HERG钾通道由一系列蛋白激酶和磷

酸酶介导调节，具有多样化，其调节异常可能引起

心律失常。那么，在众多调节机制中，是否以某一

种方式为主，其他方式为辅；亦或多种方式独立影

响通道功能，仍需进一步研究。
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