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半胱氨酸蛋白酶抑制剂 Stefins 的功能研究进展
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摘要：Stefins 是半胱氨酸蛋白酶抑制剂超家族 (Cystatins) 的一个分支，属于Ⅰ型 Cystatins，在人类中主要包括 Stefin A 和

Stefin B。Stefins 具有多种生物学功能 ：Stefin B 的基因突变与翁 - 隆病 (Unverricht-Lundborg disease，EPM1) 的发生紧密相关 ；

Stefins 参与淀粉斑的形成，在阿尔茨海默病的发生、发展中发挥重要作用 ；近年来关于 Stefins 在肿瘤的发生、发展、侵袭、

转移中的作用备受关注。本文就 Stefins 的功能研究进展作一综述。
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Abstract: Stefins family is a branch of cystatin superfamily, which apparently acts as inhibitors of cysteine proteases, belonging 
to type I cystatins. Stefin A and stefin B are the main two kinds of stefins in human beings. Stefins has many biological functions: 
the gene mutation of stefin B is closely related to the development of Unverricht-Lundborg disease (EPM1); Stefin A and stefin B 
participate in the formation of the amyloid plaque, which play an important role in the development of Alzheimer's disease; Stefins 
may also involve in the genesis, development, invasion and metastasis of tumor. This review elucidates the advances in biological 
function of stefins. 
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		  蛋白酶根据其水解机制和活性结构分为天冬氨酸蛋白

酶、基质金属蛋白酶 (matrix metalloproteinases，MMPs)、丝

氨酸蛋白酶和半胱氨酸蛋白酶 (cysteine proteinases，CPs) 4

种。其中，半胱氨酸蛋白酶是溶酶体中的胞内蛋白酶，参

与细胞外基质 (extracellular matrix，ECM) 降解、细胞凋亡、

免疫调节和血管生成等，其功能与活性受到内源性抑制

剂即半胱氨酸蛋白酶抑制剂超家族的严格调控。Cystatins

超家族通过抑制 CPs 的活性参与多种生理及病理过程 [1-2]。

随着对该家族成员氨基酸序列同源性、催化机制和活性

部位结构特点的深入研究，目前在高等真核生物中报道

的 Cystatins 超 家 族 至 少 存 在 5 大 类， 即 Stefin、Cystatin、

Latexin、Fetuin 和 Kininogen 家 族。 其 中，Stefins 家 族 的 结

构与功能是近年的研究热点。

1 Stefins的结构与分布

		  Stefins 是 Cystatins 超家族内唯一的一类细胞内抑制剂，

包括原有的 Stefin A(Cystatin A) 和 Stefin B(Cystatin B) 两类。

Turk 等 [3] 于 1986 年从人类肝内上皮样细胞和血细胞中分离

获得 Stefin A，其主要分布在上皮细胞及淋巴组织等部位。

Stefin B 则广泛分布于各种细胞和组织，是一种广谱的细胞

内蛋白酶抑制剂 [4]。除此之外，Stefins 家族里一些新成员

Stefin C、Stefin D1、Stefin D2 也相继在牛、猪等动物中分离，

但在人类的分离及定位还在研究之中 [5]。Stefins 被称为Ⅰ型

细胞内的半胱氨酸蛋白酶抑制剂，包括一个 Cystatins 样的

结构域。人的 Stefin A 分子量约为 11 kU，是由 98 个氨基酸

组成的单链酸性蛋白，其基因位于 3q21 染色体，有 3 个外

显子和 2 个内含子。Stefin A 在上皮细胞、多形核白细胞和

淋巴组织中浓度较高，特别是在上皮组织中分布较丰富 [6]。

人的 Stefin B 基因也包含 3 个外显子和 2 个内含子，是一种

含 98 个氨基酸残基的单链中性蛋白，编码基因位于染色体

21q22.3，分子量约为 11 kU，分布于各种细胞核及细胞质

中，与 Stefin A 高度同源 [7]。Stefin A 与 Stefin B 通过调控胞

内溶酶体蛋白酶的活性从而调控蛋白转换和酶原、激素原

的加工 [8]。虽然 Stefins 缺乏分泌到细胞外的信号序列，早

期认为其主要在胞内起作用，但近年来在一些患者的腹水、
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血清、支气管黏液或唾液中检测到 Stefin A、Stefin B 蛋白的

存在与变化 [9-10]。

2 Stefins的生物学功能

2.1		 Stefins 与组织蛋白酶　哺乳动物中的木瓜蛋白酶类即

属于组织蛋白酶，组织蛋白酶既能够水解一些前体蛋白 ( 酶

原和激素原 ) 从而生成其活性形式，也能激活其他蛋白水解

系统而参与人体的多种生理功能 [11]。半胱氨酸蛋白酶抑制

剂可以通过可逆性竞争性抑制组织蛋白酶，保护细胞免受

内源或外源性蛋白酶水解，调控细胞内外蛋白水解的平衡，

从而参与蛋白质的分解代谢、细胞增殖、细胞分化、细胞

凋亡、感染与免疫、血管生成及肿瘤侵袭、转移等多种生

理病理过程。因此，针对这类蛋白酶抑制剂的研究可为许

多重大疾病的防治提供新思路和新靶点。在 Stefins 家族中，

Stefin B 对组织蛋白酶 L 的抑制作用较强，而对组织蛋白酶

D、E 和 G 的抑制作用较弱。在生理状态下，蛋白酶及其抑

制剂之间维持一种动态平衡，共同调控相关生理功能。而

在一些疾病比如肿瘤进展中，靶酶及其内源性抑制剂之间

的平衡遭到破坏，蛋白酶抑制剂活性下降，蛋白酶活性增

高，从而影响并加剧肿瘤的发生发展 [12]。

2.2 	 Stefin B与 翁-隆 病(Unverricht-Lundborg disease，EPM1)

　EPM1 是 进 行 性 肌 阵 挛 性 癫 痫 (progressive myoclonusepil 

epsies，PME) 中发生率最高的一种疾病，为常染色体隐性

遗传性神经元变性疾病，患者常从 6 ~ 15 岁开始出现运动

失调并逐步发展，最终导致智力退化、意向性震颤、发音

困难等严重症状 [13]。Lehesjoki 和 Koskiniemi[14] 报道了位于

染色体 21q22.3 的 EPM1 基因缺损是其发病的重要原因，该

基因的编码产物即是 Stefin B。Stefin B 基因发生突变导致其

编码的 Stefin B 蛋白丧失正常功能从而导致该病的发生。正

常情况下，Stefin B 基因的启动子区域一段含有 12 个核苷酸

重复序列 (5’-CCCCGCCCCGCG-’) 的拷贝数一般为 2 ~ 3，

EPM1 患者中却发现多数病人的等位基因出现这一突变类

型，呈现高拷贝数，甚至高达 30 个。目前报道至少存在 12

种Stefin B基因突变影响EPM1的发病，其中既有由于Stefin 

B基因碱基突变后影响剪接位点，也有突变导致编码氨基酸

残基改变和引起蛋白翻译或者读码框改变 [15-17]。Pinto等 [18]

研究发现，Stefin B 基因敲除小鼠的小脑普肯野细胞出现凋

亡，结合 EPM1 患者体内 Stefin B mRNA 水平降低，而组织

蛋白酶 B 的活性升高，认为上述不稳定的高拷贝的核甘酸

重复序列可能削弱了该基因的表达，从而导致抑制剂和蛋

白酶之间的失衡，导致细胞程序性死亡。

2.3 	 Stefins 与 阿 尔 茨 海 默 病 (Alzheimer's disease，AD)　

阿尔茨海默病是一种以进行性认知功能障碍和记忆损害

为特征的中枢神经退行性疾病。其发病机制中的主流学

说 是 淀 粉 样 蛋 白 (amyloid-β，Aβ) 沉 积 假 说。Aβ 可 以

诱导细胞凋亡和蛋白过度异常磷酸化，促进双股螺旋丝

(paired helical filament，PHF) 形成及细胞内神经原纤维缠

结 (neurofibrillary tangles，NFTs)，从而出现淀粉样老年斑

这一经典的病理变化，导致神经元退行性变。近年来，研

究发现，Stefin B 是一种 Aβ 和 β 淀粉样前体蛋白 (amyloid 

precursor protein，APP) 的伴侣蛋白，能够与 Aβ 和 APP 紧

密结合从而导致 Aβ 形成 [19]。Li 等体外实验表明，在 Stefin 

B 与 Aβ 和 APP 共存于中国仓鼠卵巢细胞 (chinese hamster 

ovary，CHO) 中，可以抑制 APP 的代谢，Stefin A、Stefin B

是淀粉斑的组成成分；而增加组织蛋白酶 B 的活性及减少

组织蛋白酶 B 的抑制剂如 Cystatin C、Stefin B 等有利于清除

Aβ[20]；推测 Stefin B 可能在 AD 的发生、发展中发挥重要作

用。这些研究尚局限于细胞水平，更多的证据还需通过 AD

的研究模型加以深入探讨。

2.4		 Stefins 在肿瘤发生、发展、侵袭、转移中的作用　

Stefin A 是首个报道与恶性肿瘤发生、发展相关的抑制剂，

随后，其与 Stefin B 在恶性肿瘤进展中的作用越来越受到重

视 [21]。在喉癌、食管癌患者中，Stefin A、Stefin B 在肿瘤

组织中的表达明显低于癌旁组织，其表达趋势与转移潜能

存在逆向相关，能够抑制癌细胞侵袭及向远处转移 [22-23]。

Stefins 是通过抑制组织蛋白酶靶酶功能来阻止其对细胞外

基质的水解作用，从而抑制肿瘤侵袭、转移。但是，这种

作用无法解释Stefins在肿瘤患者癌组织和血清中的高表达现

象。Lee等 [24] 研究表明，肝细胞癌 (hepatocellular carcinoma，

HCC) 患者癌组织和血清中 Stefin B 含量升高，且随病变由

肝炎向 HCC 发展而递增，与 HCC 的发展和预后有关。Stefin 

A 高表达水平对肺非小细胞癌是有价值的预后指标 [25]；食管

癌中 Stefin A 明显增加与肿瘤的分级、分期、复发呈正相关，

提示 Stefin A 在食管癌进展中具有促癌作用，还可以作为作

为肿瘤进程和预后标志 [23]。这种的高表达现象可能的原因：

1) 不同病变组织中 Stefins 蛋白的表达存在差异；2)Stefins 对

于半胱氨酸蛋白酶存在可逆性和竞争性的抑制作用，在肿

瘤进展的早期阶段，抑制剂为了抑制蛋白酶含量出现阶段

性降低，随着肿瘤进展，蛋白酶水平持续增高，为了在数

量上平衡组织蛋白酶活性的升高，抑制剂出现反弹性含量

升高；3)Stefins 与蛋白酶的细胞定位可能存在差异，导致组

织蛋白酶活性得不到有效抑制，组织蛋白酶水解加强，反

而促进了癌的浸润发展。可见，抑制剂与靶酶组织蛋白酶

之间的失衡可能是疾病病理发展过程中的根本原因之一 [26]。

有学者们还发现，Stefins 家族成员调控肿瘤不仅仅源于对

组织蛋白的单纯作用，TGF-β 信号、PI3 kinase/Akt 信号转

导介导、细胞凋亡等途径也是 Stefins 调控肿瘤进展的重要

途径 [27]。

2.5 	 Stefins 参与细胞凋亡调控　在黑色素瘤细胞中，Yang

等 [28] 发现，Stefin B 对肿瘤坏死因子相关的凋亡诱导配体

(TNF-related apoptosis-inducing ligand，TRAIL) 介导的凋亡

信号通路具有抑制作用，且无关于内源性组织蛋白酶的作

用，而与增强 Caspase-8 活性相关。Stefin A 大量表达于表

皮角化细胞内，体内外实验结果发现，Stefin A 可以抑制紫

外线诱导的表皮细胞凋亡现象，且发现 Caspase-3 的活性失

调可能是其抑制作用的重要机制之一 [29]。

2.6		 Stefins 的其他功能　Stefin A 参与细胞增殖过程，可

作为增殖异常疾病的治疗靶点，其 mRNA 水平在牛皮癣等

一些皮肤炎症性病变中出现升高 [30]。Stefin A 能够保护皮
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肤，防止过敏性、变应性反应及异位性皮炎等，抑制螨虫

等过敏原中蛋白水解的活性，抑制过敏原刺激下的表皮细

胞释放 IL-8 和 GM-CSF[31]。Stefin B 蛋白能够保护胞质内的

一些蛋白，使细胞骨架蛋白免受半胱氨酸蛋白酶的破坏。

Stefin B 可以通过下调胞内组织蛋白酶 K 的活性来参与调控

破骨细胞的生理功能，进而抑制骨组织吸收过程 [32]。此外，

Stefin B 蛋白与核小体内的组蛋白 H2A.Z、H2B、H3 等存在

交互作用，Stefin B 基因敲除小鼠的胚胎成纤维细胞可以加

速细胞周期的发生，反之，若上调 T98G 细胞核内 Stefin B

的表达量则可以延迟细胞周期发生，此类现象同样可能与

Stefin B 和相应的组织蛋白酶的活性调控有关 [33]。

3 结语

		  对 Stefins 成员在肿瘤发生、发展、侵袭、转移中作用

的研究是近年来研究的热点，肿瘤组织、肿瘤患者的血清

及体液中 Stefins 基因成员的表达与含量各异，揭示其在肿

瘤进展中的重要作用。对这个基因家族成员的生物学功能

展开进一步研究，有助于了解一些重大疾病的发生机制，

并为防治这些重大疾病提供新的诊断分子标记物及潜在的

治疗靶点。
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