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摘要：泛素化是真核生物最普遍最重要的翻译后修饰之一，控制基因转录表达、细胞生长死亡、分子

运输、代谢、发育和免疫反应等大多数生理过程。经典泛素系统的通路和机制越来越明晰，同时非经

典的泛素化也逐渐被发现。本文将对经典泛素系统进行简单回顾，并且对非蛋白底物泛素化、非赖氨

酸位点泛素化、非经典E3泛素连接酶等最新非经典泛素化进行阐述。
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Abstract: Ubiquitination is one of the most common and important post-translational modifications in
eukaryotes, controlling most cellular processes, such as gene transcriptional expression, cell growth and death,
molecular transport, metabolism, development and immune response. In recent years, the pathways and
mechanisms of the classical ubiquitin system have become increasingly clear, while non-classical
ubiquitination has also been gradually discovered. Here, we will briefly review the classic ubiquitin system,
and describe the latest non-classical ubiquitination, including non-protein substrate ubiquitination, non-lysine
site ubiquitination and non-classical E3 ubiquitin ligases.
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1 泛素系统概述

泛素化是最基本的蛋白质翻译后修饰之一，

几乎调节真核生物中每一个关键的细胞过程。泛

素(ubiquitin，Ub)是一种具有76个氨基酸的高度稳

定的蛋白质，因为其在真核生物中普遍存在而得

名。Ub的结构包含具有C端柔性尾巴的β-grasp折叠

和几个疏水表面，从酵母到人类高度保守。泛素

化是特定的三步酶促级联反应，可以将泛素共价

连接到蛋白质底物上。通常是泛素C末端的甘氨酸

残基与蛋白底物赖氨酸的ε-氨基形成异肽键并连接

在一起[1]。泛素连接底物蛋白质的过程至少由三种

酶协同进行：Ub激活酶(E1)、Ub结合酶(E2)和Ub
连接酶(E3)[2]。其中，E3泛素连接酶特异性识别底

物并控制修饰过程，在泛素系统中非常关键。E3
泛素连接酶具有不同的与E2结合方式和泛素转移

催化机制，一般分为三大类：RING结构域E3泛素

连接酶、HECT结构域E3泛素连接酶、RBR结构域

E3泛素连接酶[3]。如图1所示，RING结构域E3通过

招募带有Ub的泛素结合酶E2，E3使E2与底物靠

近，催化E2将Ub转移到底物的赖氨酸残基上[4]。
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HECT结构域E3首先与带有Ub的E2结合，再与E2
携带的Ub形成硫酯键共价连接，然后E3将Ub转移

给底物，催化底物泛素化[5]。RBR结构域E3包含两

个RING结构域，两个结构域之间以IBR(in-between
RING)结构域相连，催化底物泛素化时，RING1结
构域与带有Ub的E2连接，随后Ub转移到RING2的
活性半胱氨酸残基上形成共价中间体，最后

RBR催化Ub从RING2结构域转移到底物上[6]。

2 非经典泛素化

2.1 非蛋白底物泛素化

在以往的研究中，蛋白质一直被认为是泛素

化的唯一底物，但最近的研究将泛素化底物延伸

到蛋白质以外的分子。

细菌入侵细胞的过程中，宿主的E3泛素连接

酶线性泛素链组装复合物(linear ubiquitin chain
assembly complex，LUBAC)在泛素外壳中产生线

性多聚泛素，它们为抗菌和促炎提供信号平台。

LUBAC合成的多聚泛素分别招募Optineurin和
Nemo激活异体自噬 ( au tophagy)和核因子 -κB
(nuclear factor kappa-B，NF-κB)信号通路，抑制细

菌增殖[7]。但是LUBAC需要通过细菌上已存在的

泛素来进行自身招募，说明细菌的泛素外壳需要

一系列的E3泛素连接酶共同产生。此外，细菌上

的泛素化底物一直没有定论，有猜想认为泛素是

直接与细菌蛋白结合，也可能是细胞内泛素化的

蛋白与细菌结合[8]。Otten等[9]报道了一种在沙门氏

菌感染过程中的非蛋白底物泛素化。RNF213是公

认的最大的人类E3泛素连接酶，相对分子质量接

近600 000，参与脂滴形成、细胞死亡和NF-κB信号

转导等重要生理过程。如图2所示，细胞被细菌感

染时，E3泛素连接酶RNF213催化细菌脂多糖

( l ipopolysaccharide，LPS)泛素化，并且招募

LUBAC，触发细胞自主免疫，而在敲除RNF213的
细胞中，LPS则不会发生泛素化[9]。这表明RNF213
在LPS泛素化过程中发挥重要作用。RNF213催化

LPS泛素化过程中，主要依赖于RZ-finger结构域，

而不是RING结构域，这与之前关于RNF213的非

RING自泛素化结论一致。蛋白质泛素化通常是修

饰在氨基或者羟基上，分别产生酰胺或酯连接的

复合物，但是LPS的核心组成部分不包含适合泛素

化的氨基。通过体外纯化RNF213重组蛋白发现，

RNF213需要在ATP、E1和E2同时存在时，才能催

化从宿主细胞中提取的细菌上的LPS泛素化，从而

证实了该泛素化遵循经典的反应模式。同时，

RNF213还泛素化了纯化的LPS和脂质A，证实了

RNF213是LPS真正的E3泛素连接酶，并揭示了

LPS泛素化修饰是在脂质A。
在真核生物中，同样发现了非蛋白底物泛素

化。Sakamaki等[10]报道了一种生物膜组分上的磷脂

酰乙胺醇(phosphatidyl ethanolamine，PE)泛素化。

他们首先从酿酒酵母中纯化出了疏水泛素，并确

定该泛素修饰发生在膜组分中，使用磷脂酶D处理

证明泛素是与磷脂结合。他们进一步研究发现，

当泛素C-末端第76位甘氨酸(Gly76)被删除时，泛

素化无法被检测到。这些结果表明，在酵母中泛

素分子的Gly76与磷脂结合，同时在HeLa细胞中也

检测到类似的修饰。又通过质谱检测泛素连接底

物确认泛素C末端多肽连接的是PE。将酵母膜组分

密度梯度离心，最终泛素化的PE(Ub-PE)定位到酵

母的液泡(vacuole)和内吞体，在HeLa细胞中Ub-PE
也定位于核内体(endosome)和溶酶体。如图3所
示，Ub-PE是由典型的泛素系统酶Uba1(E1)、
Ubc4/5(E2)、Tul1(E3)(RING结构)催化，将泛素分

子转移到核内体和酵母中的PE，Ub-PE还可以被

图1 三类E3泛素连接酶催化机制
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Doa4去泛素化，进而调节ESCRT组分的招募[10]。

PE的泛素化在生理条件下就会发生，且在氮饥

饿、mTOR抑制、溶酶体损伤等情况下加强。此

外，其他的类泛素蛋白NEDD8和ISG15也可以与磷

脂共价结合，因此脂质正在成为一种新的泛素化

底物。

2.2 非赖氨酸位点泛素化

几十年来，赖氨酸残基侧链上的ε-氨基被认为

是发生泛素化的唯一典型位点，但近几年其他氨

基酸上的非赖氨酸泛素化已经得到证实，并被报

道可以调节多种生理活动[11]。例如，HECT结构域

E3泛素连接酶神经前体细胞表达发育调控样基因4
(neural precursor cell-expressed developmentally
down-regulated gene 4-like，NEDD4L)对肿瘤坏死

因子受体作用因子3(TNF receptor associated factor
3，TRAF3)的半胱氨酸泛素化，启动其他E3泛素

连接酶修饰底物，正向调节抗病毒天然免疫[12]。

小鼠γ-疱疹病毒蛋白mK3是一种病毒RING结构域

类E3泛素连接酶，对组织相容性复合体Ⅰ(major
histocompatibility complexⅠ，MHCⅠ)类分子的重

链(HC)尾巴上的丝氨酸、苏氨酸或赖氨酸进行泛

素修饰，每个残基都会诱导HC快速降解，从而阻

断宿主细胞的免疫检查[13]。此外，翻译起始的甲

硫氨酸游离氨基或底物的第二位氨基酸(去除甲硫

氨酸的情况下)可以作为N端泛素化位点[14]。

图2 沙门氏菌脂多糖(LPS)泛素化机制

图3 磷脂酰乙胺醇(PE)泛素化模型
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3 非经典E3泛素连接酶

除了RING结构域E3、HECT结构域E3和RBR
结构域E3以外，在过去十年中科学家们还报道了

一些非经典E3泛素连接酶。

许多细菌病原体可以利用毒力效应因子、去

泛素化酶或直接攻击泛素酶来破坏泛素信号。致

病菌肺炎军团菌利用大约300个效应因子，包括至

少10种参与泛素操纵的蛋白质，在宿主细胞中复

制，促进病原菌的传染性，从而干扰宿主细胞的

细胞功能[15]。SidE效应蛋白家族成员是一种E3泛
素连接酶，这类酶可以发生不依赖于E1、E2的泛

素化，该泛素化被烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

(nicotinamide adenine dinucleotide，NAD)形成的

ADP-核糖基化泛素激活[16]。SdeA是SidE家族成

员，它的催化区域包含两个不同的功能单元，一

个单ADP-核糖基转移酶(mART)结构和一个磷酸二

酯酶结构(phosphodiesterase，PDE)，mART介导Ub
转化为ADP-核糖基化泛素(ADPR-Ub)，PDE通过

磷酸二酯键断裂将ADPR-Ub转化为磷酸核糖泛素

(PR-Ub)，并通过两步转移反应催化PR-Ub与底物

丝氨酸的共价连接[17]。PR-Ub的组分分析结果发

现，它还可能调节自噬、作用于高尔基体或线粒

体蛋白，表明PR-Ub可能对宿主细胞有更广泛更深

远的影响。目前在(未感染的病原菌的)真核生物中

还未发现PR-Ub，但许多SidE效应蛋白在进化上具

有真核生物起源[18]，提示真核生物中可能存在类

似的泛素化机制，为真核生物PR-Ub提供研究基

础。有研究还报道了两种可以逆转PR泛素化的去

泛素化酶(DupA和DupB)，DupA具有一个和SidE高
度同源的PDE结构域，并且对PR表现出更高的亲

和力，所以DupA可以切割PR-Ub，调节SidE催化

PR泛素化的动态过程 [ 19 ]。此外，还有人提出与

SidE共享基因位点的效应基因SidJ可以拮抗SidE的
作用。SidJ具有经典的去泛素酶活性，但不需要催

化半胱氨酸残基，通过切割PR-Ub逆转SidE对底物

的泛素化修饰[20]。但后来证明，SidJ是一种谷氨酰

化酶，它的活性依赖于与钙调素相互作用，细胞

内的Ca2+浓度可以调节其活性。在被肺炎军团菌感

染的细胞中，SidJ介导病原菌液泡表面的SidE谷氨

酰化，从而抑制SidE的泛素连接酶活性，这些靶点

的研究有助于阐明病原菌感染中宿主-病原体相互

作用[21]。

在人类细胞中，也有一些非经典的E3泛素连

接酶被发现。Hewings等[22]利用一种生物素活性探

针(ABPs)，分析HECT/RBR E3的转硫化活性，结

合质谱技术进一步分析神经母细胞瘤细胞提取物

中的E3活性。在实验过程中，他们意外富集到了

33个缺乏HECT/RBR结构域的RING E3泛素连接

酶，并从中挑选了神经元相关的E3泛素连接酶

MYCBP2做进一步研究 [23 ]。MYCBP2有酯化活

性，其中C4520为催化活性位点，对苏氨酸和丝氨

酸具有内在选择性，并且对苏氨酸的选择性更

强。质谱定量结果显示，MYCBP2对苏氨酸的选

择性相比于丝氨酸提高了大约10倍，在肽环境

中，对苏氨酸的选择性也保持了3倍。此外，在

MYCBP2存在下，赖氨酸的基础泛素化被部分抑

制，这表明其缺乏对赖氨酸的活性。MYCBP2包
含两个必需的半胱氨酸，形成串联半胱氨酸，它

们通过硫酯中间体将泛素转移到底物非赖氨酸位

点上，同时降低赖氨酸活性，该过程依赖于一个

封闭的E2-Ub复合物，helix-coil转换促进Ub转移，

根据MYCBP2的结构学特征，将该泛素化机制命

名为RING-Cys-relay(RCR)[24]。MYCBP2的酯化活

性可调节神经发育和轴突完整性，在RCR缺陷小

鼠中，会出现神经发育缺陷，这可能为治疗神经

系统疾病提供新的策略。

4 结语

随着更多非经典泛素化的发现，泛素化底物、

E3泛素连接酶的多样性逐渐展现，更复杂的泛素

网络及其在生物体内的功能和调节机制都需要得

到更加深入的研究。这将为泛素系统研究提供更

多新的方向，也为诸多复杂的生理活动、疾病机

理和临床治疗等提供新的研究思路。可以期待，

未来将会有更多的非经典泛素化被鉴定和研究。

谨以此文纪念中国生物化学和酶学领域的奠

基人邹承鲁先生诞辰100周年
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