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摘　要：p53 作为肿瘤抑制因子在维持机体内稳态和抑制肿瘤发生发展中起到关键作用。超过半数的人类

肿瘤中都存在 p53 的突变。突变的 p53 具有“获得性功能”，反而促进肿瘤的发生、转移和耐药。MDM2
和 MDMX 是两个最主要的 p53 负调控蛋白，二者是同源蛋白，可以独自或以异二聚体的方式调控 p53。在

多种刺激信号下，MDM2/MDMX 异二聚体对 p53 的负调控作用被抑制，使得 p53 活化进而激活下游复杂

的信号网络，维持细胞内稳态。磷酸化修饰是 MDMX 调节的重要方式之一，对其自身的稳定性、核定位

以及与 MDM2、p53 的相互作用均有影响。该文对以上内容进行简要综述，并对现有治疗靶标和小分子化

合物进行讨论，为进一步开发新的有效的肿瘤治疗策略提供思路。

关键词：p53 ； MDM2/MDMX 异二聚体； MDMX 磷酸化； 肿瘤治疗

中图分类号：Q71 ；R73　　文献标志码：A

Advances in regulation of p53 by MDM2/MDMX heterodimer  
and MDMX phosphorylation

WANG Bing1,2,3, WANG Ju-Fang1*
(1 Key Laboratory of Space Radiobiology of Gansu Province & Key Laboratory of Space Radiobiology of Gansu Province and 
Key Laboratory of Heavy Ion Radiation Biology and Medicine of Chinese Academy of Sciences, Institute of Modern Physics, 

Chinese Academy of Sciences, Lanzhou 730000, China; 2 University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China; 
3 John B. Little Center for Radiation Sciences, Harvard T.H. Chan School of Public Health, Boston, MA 02115, USA)

Abstract: The tumor suppressor p53 plays a critical role in guiding homeostasis and restraining the initiation or 
progression of cancer. Many human tumors carry p53 mutations with novel phenotypes which have contributed to 
tumor progression, metastasis and increased drug resistance, and these forms are referred to as mutant p53 gain-of-
function. The two major essential negative regulators of p53 are MDM2 and MDMX. These homolog proteins work 
in co-ordination or individually which dictates the turnover of p53 upon diverse cell stress signal. And activated p53 
assist in maintaining the cellular homeostasis through transactivating multiple target genes. Studies have shown that 
phosphorylation of MDMX can affect its degradation, intracellular localization and interaction with MDM2 and p53 
and thus regulate p53. This review concentrates on the role of phosphorylation of MDMX and the interaction with 
MDM2 in regulation of p53. In addition, the review discusses the current anti-tumor therapeutic targets and small 
molecules, along with the potential and effective therapeutic targets to restore p53 activity.
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1　p53研究史

40年前，p53 (tumor protein 53) 作为SV40 (Simian 
virus 40, 猿猴病毒 40) 的伴侣蛋白以原癌基因的身

份被发现 [1-2]。随后的研究发现，p53 并非原癌基因，

而是重要的肿瘤抑制因子。超过半数的人类肿瘤中

都存在 TP53基因的突变。伴随 TP53遗传突变的李 -
法美尼综合征患者肿瘤发生风险极高 [3]。正常生理

状态下，p53 蛋白的表达水平很低；应激状态下，

p53 作为转录因子激活下游复杂的信号网络，响应

细胞刺激，维持基因组稳定和机体内稳态。

1.1　p53的结构与功能

人源 p53 蛋白是由 TP53 基因编码，由 393 个

氨基酸构成，分为 5 个结构域。N 端 (-NH3，氨基端 ) 
有两个转录激活结构域和脯氨酸富集结构域，脯氨

酸富集结构域包含 5 个 PXXP 模体 (P 为脯氨酸，X
为任意其他氨基酸 )，负责与其他蛋白的相互作用 [4]；

中间是 DNA 结合结构域，特异性结合靶基因启动

子区域的特异性 DNA 序列，进而开启同源四聚体

化，激活其转录活性；另外，C 端 (COO-，羧基端 ) 
的调节结构域可以非特异性结合 DNA[5]。此外，

p53 还有核定位和核输出序列。核定位序列介于

DNA 结合结构域和四聚体结构域的中间，核输出

序列定位于四聚体结构域 [6]。

 p53 蛋白主要是作为转录因子发挥其强大的调

控功能。细胞受到不同的刺激后，如 DNA 损伤、

氧化应激、原癌基因过度激活、核糖体压力、缺氧、

端粒缩短等 [7]，p53 通过多重磷酸化、乙酰化和其

他翻译后修饰迅速被活化，募集共激活复合物

p300/CBP 等共同激活下游靶基因 [8]。p53 可以通过

激活p21参与细胞周期阻滞和衰老，激活PUMA (p53 
up-regulated modulator of apoptosis) 参与凋亡，激活

Atg10 (autophagy related 10) 和 FoxO3 (forkhead box 
O3) 参与自噬等 [9]。越来越多的证据显示，轻微的

生理波动，如葡萄糖或其他营养成分和活性氧等水

平变化也可以活化 p53，激活 TIGAR (TP53-inducible 
glycolysis and apoptosis regulator) 等一系列下游因子

以维持正常的氧化应激和细胞代谢水平 [10]。

除了作为转录因子的功能，位于胞浆的 p53 还

可以通过蛋白质间相互作用发挥功能。当小鼠受到

全身照射时，细胞中的 p53 会转移到线粒体外膜，

与 BCL-2 (B-cell lymphoma 2) 家族的蛋白相互作

用，通透化线粒体外膜，触发线粒体膜间隙中促凋

亡因子的释放，诱导凋亡 [11]。

1.2　p53与人类疾病

p53 的转录活性可以同时改变至少上百个基因

的表达，调控着复杂的下游信号网络，对基因组稳

定性和细胞命运有着巨大的影响。p53 的突变或丢

失都与癌症的发生密切相关。此外，p53 的异常表

达还可以导致过早衰老和一些神经退行性疾病，如

帕金森病和阿尔茨海默病等 [12-13]。

TP53 是人类肿瘤细胞中发生突变率最高的基

因，绝大多数突变是错义突变。通过国际癌症研究

会的 TP53 突变数据库对 21 587 例体细胞突变进行

分析发现 [14]，在人类肿瘤中，绝大多数突变都发生

在 p53 DNA 结合结构域，并且明显影响着 p53 的转

录激活能力。这些突变被大致分成两大类：DNA 接

触突变和构象突变。R175、 R273、 R248 (R为精氨酸 ) 
是其中的三个热点突变位点。R273H (H 为组氨酸 ) 
为DNA接触突变，在不影响 p53整体构象的情况下，

改变 p53 特异性结合 DNA 的能力。R175H 为构象

突变，导致 p53 DNA 结合结构域的构象部分或全

部消失。野生型 p53 具有肿瘤抑制功能，但是突变

p53 会出现“获得性功能”，促进肿瘤发生、转移、

化疗耐受或其他新功能。人结肠癌细胞中的 p53 
R248W (W 为色氨酸 ) 和 R273H 突变体可以选择性

地分泌富集 miR-1246 的外泌体。这些外泌体被邻

近的肿瘤相关巨噬细胞摄入，触发巨噬细胞依赖于

miR-1246 的重编程，分泌更多 TGF-β (transforming 
growth factor β)，产生一种抗炎的免疫抑制微环境，

促进肿瘤的发展和转移 [15]。

2　MDM2/MDMX 异二聚体

在生理状态下，p53 蛋白的表达水平很低，并

且是动态变化的 [16]。在细胞受到刺激后，位于 p53 
N 端的 Ser15 和 Ser18 等位点被磷酸化， MDM2/
MDMX 不能与 p53 结合进行泛素化降解 [17] ；同时

MDM2 开始降解自身和 MDMX，使 p53 累积活化，

并迅速激活下游相应的靶基因。这涉及一系列复杂

的调控过程以确保 p53 的功能，包括控制 p53 蛋白

的稳定性 [18]、核内的转运和停留 [19]、四聚体化 [20]、

翻译后修饰等 [21]。同时，持续高水平的 p53 会开启

PUMA、BAX 等凋亡相关基因的转录，引发细胞凋

亡。因此，需要一个灵敏而快速的系统负反馈 p53
的信号，使细胞在响应刺激后能够迅速回到稳态。

在 p53 诸多负反馈调节机制中，最核心的调控机

制是由 MDM2/MDMX 这一对同源异聚复合蛋白实

现的。
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2.1　MDM2和MDMX的结构与功能

MDM2 N 端的 p53 结合结构域可以结合到 p53
的转录激活结构域，阻碍 p53 与其共转录激活因子

的结合，抑制 p53靶基因的激活 [22] (图 1)。另一方面，

MDM2 C 端的 RING（really interesting new gene) 结
构域具有 E3 (ubiquitin ligase) 泛素连接酶活性，可

以泛素化降解 p53和MDMX，其自身也可被泛素化。

同时，MDM2 是 p53 的靶基因，表达水平受到 p53
的调控。在 Mdm2C462A (C 为半胱氨酸，A 为丙氨酸 ) 
突变的小鼠模型中，MDM2 E3 泛素连接酶的活性

消失，在胚胎发育过程中不能有效控制 p53 的活性，

出现胚胎致死现象 [23]。

作为 MDM2 的同源蛋白，MDMX 的结构与

MDM2 相似 ( 图 1)，但是 MDMX 的 RING 结构域没

有 E3 泛素连接酶活性，不能单独泛素化降解 p53，
可以通过与 MDM2 的 RING 结构域结合共同泛素

化降解 p53。同时，MDMX 缺少核定位和核输出序

列，在没有与 MDM2 或其他可入核蛋白结合的情

况下，MDMX 只能定位在细胞质中 [24]。在未受刺

激的细胞中，p53 由于 MDM2 RING 结构域介导的

泛素化维持在较低的水平。MDMX 占据 p53 的转

录激活结构域，使p53不能被激活。细胞受到刺激后，

p53 不能被 MDM2 泛素化降解，蛋白水平升高并活

化， 同时 MDM2 作为 p53 的靶基因大量表达，更有

效地泛素化 MDMX，使其无法占据 p53 的转录激

活结构域，确保 p53 的全面激活。

MDMX 和 MDM2 虽然具有很高的同源性，但

是它们在负调节 p53 中的作用并不能彼此代偿。小

鼠体内研究显示，敲除 MDM2 后出现 p53 依赖的

胚胎致死现象，杂合敲除 MDM2 的小鼠与敲除 p53

的小鼠杂交后，胚胎致死现象得到很大程度的缓

解 [25]。当小鼠敲除 MDMX 后同样出现胚胎致死现

象，与 MDM2 类似，通过与 p53 缺失的小鼠杂交

可以得到 MDMX 和 p53 双敲除的小鼠 [26-27]。尽管它

们的 MDMX 或 MDM2 是完整的，单独敲除 MDM2
或 MDMX 的小鼠死于胚胎，表明 MDMX 和 MDM2
在调控 p53 的过程中不能替代对方。

2.2　MDM2与MDMX 独立调控p53
前期实验表明，MDMX 和 MDM2 可以分别独

自调控 p53。MDM2 可以泛素化降解 p53、协助

p53 核输出进行降解或抑制 p53 的转录活性等；另

一方面，MDMX 主要通过与 p53 转录激活结构域结

合抑制 p53，抑制其转录激活活性。因此，MDM2
和 MDMX 必须利用空间和时间上的差异，独立执

行对 p53 的调控。在胃肠道的平滑肌细胞中特异

性条件敲除 MDM2 可以导致胚胎致死，但是敲除

MDMX 并没有出现胚胎致死现象或其他病理缺

陷 [28]，在心肌细胞中也得到了类似的结果 [29]。这

表明 MDMX 和 MDM2 在全身调控 p53 时的确存在

空间差异。MDM2 敲除小鼠通过诱导凋亡导致胚胎

致死，MDMX 敲除小鼠同样导致胚胎致死，但是

没有出现明显的细胞凋亡现象，仅出现细胞周期阻

滞 [27]。这表明MDM2可以抑制p53诱导凋亡的能力，

但 MDMX 可能抑制 p53 诱导细胞周期阻滞的能力。

2.3　MDM2/MDMX 异二聚体调控p53
越来越多的证据显示，MDMX 和 MDM2 形成

异二聚体后可以更有效地调控 p53。单体 MDM2 E3
泛素连接酶的活性非常低，其活性需要与 MDMX 
RING 结构域的相互作用 [30-31]。酵母双杂交实验发

现，MDM2 可以通过 RING 结构域与自身形成同源

p53 Binding，p53结合结构域；Acidic，中心酸性结构域；Zinc，锌指结构域；RING，RING结构域；W，色氨酸模体。

图1  人源MDM2与MDMX蛋白结构和MDMX的磷酸化位点示意图
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复合物或者与 MDMX 形成异源复合物，但是 MDMX
在体内或体外实验中均不能与自身形成同源复合

物 [24,32]。MDMX/MDM2 RING 结构域的结合亲和

力高于 MDM2 同源二聚体的结合亲和力，体外实

验中 MDMX 和 MDM2 形成的异二聚体更稳定 , 也
可以更有效募集 E2 泛素转移酶泛素化 p53[33]。

Huang 等 [26] 在 MDMX RING 结构域引入一个

碱基对的突变 C462A。在 MdmxC462A 突变的小鼠模

型中，MDM2 不受影响，同时保留了 MDMX 与 p53
转录激活结构域的结合能力，因此 MDM2 和 MDMX
均保留了各自调控 p53 的能力，但是 MDMX RING
结构域的突变导致其不能与 MDM2 蛋白结合，阻

止了 MDM2/MDMX 异二聚体的形成。该模型小鼠

不能产生 MdmxC462A/C462A 纯合突变后代，与 Mdm2 或

Mdmx 敲除小鼠类似，出现 p53 依赖的胚胎致死现

象。同期，另一个实验室 Pant 等 [34] 利用敲除 MDMX
整个 RING 结构域的方法阻止 MDM2/MDMX 异二

聚体的形成。与 Huang 的实验结果一致，在完全敲

除 RING 结构域的小鼠模型中同样出现了 p53 依赖

的胚胎致死。这些研究结果表明，不仅 MDMX 和

MDM2 对胚胎存活是必需的，同时两者以异二聚体

调控p53的方式在胚胎发育过程中也发挥关键作用。

3　MDMX 磷酸化修饰及其对p53的影响

MDMX 虽然缺少 E3 泛素连接酶的活性，无

法直接介导 p53 的降解，但是其本身可以通过分子

内部结构的折叠、展开与修饰来调控 p53。其中，

MDMX 的磷酸化在维持自身的稳定性、核定位以

及与 MDM2、 p53 的相互作用中发挥重要作用。人源

MDMX 蛋白潜在的丝氨酸 / 苏氨酸 / 酪氨酸磷酸

化位点有 18 个，目前被报道已知功能的磷酸化位

点有8个 (图1)。MDMX蛋白的结构与MDM2类似，

由 p53 结合结构域、中心酸性结构域 (acidic domain, 
AD)、锌指结构域和 RING 结构域构成。

3.1　p53结合结构域的磷酸化位点：Tyr55、Ser96、
Tyr99

位于 p53 结合结构域的已知功能的磷酸化位点

有 Tyr55 (tyrosine, 酪氨酸 )、 Ser96 (serine, 丝氨酸 )、 
Tyr99。DNA 损伤后，压力应激酪氨酸激酶 c-Abl 
(Abelson tyrosine kinase) 可以磷酸化 MDMX 的 Tyr99
位点，使 p53 从被抑制状态中释放并激活 [35]。Tyr99
的磷酸基团能够与 p53 的 C 末端产生空间位阻，导

致 MDMX 对 p53 的结合亲和力明显降低。这解释

了应激诱导 MDMX 磷酸化后是如何将 p53 从抑制

复合物中释放激活响应 DNA 损伤的 [36]。在 DNA
受到损伤时，被 c-Abl 磷酸化的另一个位点是

Tyr55。Tyr55 的有效磷酸化至少部分地需要 Tyr99
的磷酸化。在非压力状态下，Tyr96 位点被 CDK2/ 
Cdc2 (cyclin-dependent kinase 2/1) 磷酸化，使得 MDMX
更多地定位在胞质中并促进 MDM2 的核输出 [37]。

3.2　AD结构域的磷酸化位点：Ser289
位于 AD 结构域的 Ser289 虽然并不是定位于 p53

结合结构域，但是被上游激酶 CK1α (casein kinase 1α) 
磷酸化后，可以抑制 MDMX 与 p53 的结合。CK1α
响应 DNA 损伤、生物钟变化、Wnt1 (Wing-less type 
family member 1) 信号通路中 β-catenin 降解等多种

信号磷酸化 MDMX[38]。MDMX 抑制 p53 序列特异

性结合 DNA，需要 CK1α 的共同参与以及 Ser289
的磷酸化。MDMX 的 AD 和 RING 结构域可以稳

定地与 p53 的 DNA 结合结构域相互作用，但是这

种结合仅发生在 MDMX 和 p53 N 端的经典特异性

结合之后，被认为是次级相互作用 [39-40]。

3.3　RING结构域的磷酸化位点：Ser342、Ser367、
Ser403

DNA 双链断裂激活 ATM (protein kinase ataxia-
telangiectasia mutated) 和 Chk2 (checkpoint kinase 2) 
激酶，活化的 ATM 可以磷酸化位于 MDMX RING 结

构域近侧区的三个位点：Ser342、 Ser367 和 Ser403。
这些位点的磷酸化可以保证 MDMX 在响应 DNA
损伤后的有效降解。MDMX 的这三个位点被磷酸化

后，与去泛素化蛋白酶 HAUSP (ubiquitin carboxyl- 
terminal hydrolase 7, USP7) 的结合减少，使得 MDMX
更易受到 MDM2 介导的泛素化降解和蛋白酶体的

降解 [41]。其中，Ser403 可以被 ATM 直接磷酸化，

Ser342 和 Ser367 的磷酸化还需要 Chk2 激酶的参与。

Ser342 和 Ser367 磷酸化后，MDMX 可以与多种 14-
3-3 蛋白亚型结合，促进 MDMX 在核内的累积及其

降解 [42]。蛋白磷酸酶 Wip1 (wild-type p53-ind-uced 
phosphatase 1) 也可以响应 DNA 损伤应答，直接

去磷酸化 Ser403，间接抑制 Ser342 和 Ser367 的磷

酸化，稳定 MDMX，减少 DNA 损伤导致的 MDMX
的泛素化和降解， 抑制 p53 的活性 [43]。        

AMPK (AMP-activated protein kinase) 蛋白激

酶是生物能量代谢调控的关键分子，也可以磷酸化

Ser342。在体外实验中，利用 AMPK 的激活剂 AICAR 
或者葡萄糖剥夺法激活 AMPK，活化的 AMPK 可

以磷酸化 MDMX 的 Ser342 位点，增强 MDMX 和

14-3-3 蛋白的相互作用，抑制 p53 的泛素化，提高
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p53 的稳定性 [44]。

3.4　新的磷酸化位点：Ser314
2016 年，Yuan 实验室 [45] 发现一个新的 MDMX

磷酸化位点 : Ser314。受体酪氨酸激酶家族的表皮

生长因子受体 Her4 (human epidermal growth factor 
receptor 4) 在肿瘤细胞中过表达可以提高 MDM2/
MDMX 异二聚体的稳定性，抑制 p53 的活性。通过

磷酸化蛋白质组学筛选发现，在已知的磷酸化位点

中，MDM2 没有明显的磷酸化，MDMX 的 Ser367
有轻微磷酸化，位于 MDMX 锌指结构域的 Ser314
位点出现了明显的磷酸化。研究发现，Her4 可以通过

激酶 CDK4/6 磷酸化 Ser314 位点，该位点的磷酸化

改变了 MDMX 的构象使其更稳定，同时与 MDM2
结合提高 MDM2/MDMX 异二聚体的稳定性 [45]。随

后，发现受体酪氨酸激酶 AXL 通过 CDK4/6 (cyclin- 
dependent kinase 4/6) 和 p38 磷酸化 Ser314 位点 , 与
Her4 一样可以稳定 MDM2/MDMX 异二聚体，支持

MDMX 的入核，保护 MDMX 不被 MDM2 介导的泛

素化降解，提高其稳定性，降低 p53 的转录活性 [46]。

酪氨酸激酶在多种肿瘤中过表达，并与耐药密

切相关。MDMX 的 Ser314 作为多种酪氨酸激酶的

磷酸化位点，在肿瘤发生的信号网络中起到重要作

用，可以作为新的肿瘤治疗靶标。

4　靶向p53、MDM2、MDMX的肿瘤治疗策略

抗肿瘤药物主要集中在恢复或提高 p53 的活性，

目前已开展直接针对 p53 或者干扰 p53 与 MDM2 或

MDMX 结合的小分子化合物的临床试验。APR-246
可以使 R273、R175 或 R248 发生突变的 p53 构象

重新折叠，恢复具有野生型构象的功能，诱导肿瘤

细胞凋亡 [47-48]。AZD1775 (MK-1775) 以 ATP 竞争

的方式抑制 Wee1 激酶。p53 突变的肿瘤细胞往往

存在细胞周期 G1/S 检查点的缺陷，使得肿瘤细胞 
DNA 的复制及损伤修复过程更依赖于 G2/M 检查点 。
作为 G2/M 检查点的关键激酶，Wee1 被 AZD1775
抑制活性后，p53 突变型肿瘤细胞的 DNA 损伤不

能及时修复，造成基因组不稳定性， 导致肿瘤细胞

凋亡 [49]。目前已开展 AZD1775 针对非小细胞肺癌、

卵巢癌等 II期临床试验以及联合吉西他滨、铂类等

药物联用的临床试验 [50]。在肿瘤微环境中再活化

p53 可以激活树突状细胞、巨噬细胞和 CD8+ T 细胞，

逆转免疫抑制状态，提高抗肿瘤的免疫能力 [51]。

Nutlin-3可以结合到MDM2 N端的p53结合区，

阻止 MDM2 与 p53 的结合，在肿瘤细胞中激活 p53，

诱导肿瘤细胞周期阻滞和凋亡 [52]。目前也有一

些特异性结合 MDMX N 端的药物，如 α 螺旋肽

SAH-P53-8 可以干扰 MDMX 与 p53 的结合，已经进

入临床前测试 [53]。双环 β- 脯氨酸单体衍生物也可

以抑制 p53 与 MDM2 或 MDMX 的相互作用 [54]。但

是用 Nutlin-3 处理黑色素瘤只能部分再激活 p53[55]。

因此，仅靶向 MDM2 或 MDMX 与 p53 的相互作用

不足以有效恢复 p53 的活性。另外，新型的纳米药

物如 PMI，一种药物肽段两亲物，其被细胞摄取

和核内累积能力增强，可以在细胞核内与 MDM2、
MDMX 结合，激活 p53 发挥抗肿瘤作用 [56]。Kuser-
Abali 等 [57] 发现一种小分子化合物 JBL5 在体内体

外均可以有效阻止MDM2与MDMX形成异二聚体，

有效激活 p53，可以开发成为新的肿瘤治疗药物。

5　展望

磷酸化作为蛋白质翻译后修饰的一种主要方式

影响着蛋白质的最终功能。MDMX 的不同磷酸化

位点可被多种激酶磷酸化来响应不同的压力信号。

MDMX 的 Ser314 位点可以被多种受体酪氨酸激酶

磷酸化，受体酪氨酸激酶被发现在多种肿瘤中过表

达，同时磷酸化的 Ser314 位点使得 MDM2/MDMX
的异二聚体更加稳定。如果阻止该位点的磷酸化，

应该可以有效提高 p53 的活性，抑制肿瘤。在笔者

实验室的 MdmxS314A 小鼠模型中皮下注射鼠源乳腺

癌细胞，与野生型小鼠相比，肿瘤的发生发展明显

被抑制 [58]。另外，体内体外试验均表明，MDM2 与

MDMX 形成异二聚体可以更有效地调控 p53，如果

以破坏该异二聚体为靶标会比单独靶向 MDM2 或

者 MDMX 与 p53 的结合更有效地激活 p53，这为开

发更有效的肿瘤治疗药物提供了新思路和参考。
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