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摘要 泛素化修饰是一种依赖于能量消耗来对底物进行特异性修饰的翻译后修饰方式, 因其能够修饰众多的

底物蛋白而在细胞的各项生命活动中发挥重要作用. 随着对经典泛素化研究的深入, 非经典泛素化修饰逐渐被发

现, 并引起广泛关注. 非经典泛素化是一种新型的泛素修饰方式, 其在修饰过程中底物氨基酸残基的种类、泛素

与底物连接的连接方式、底物类型、酶促反应过程等方面均不同于经典泛素化修饰. 非经典泛素化修饰可参与

调节宿主-病原体互作、自噬、内质网相关降解、神经元活动等众多生命活动. 本综述总结了非经典泛素化研究

的最新进展, 探讨了其在细胞中的作用机制和生物学功能, 为进一步理解泛素化修饰的复杂性及其在生命过程中

的重要性提供了新的视角.
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1 引言

泛素化修饰作为一种重要的蛋白质翻译后修饰,
不仅控制蛋白质的降解, 还调控蛋白质的定位和功能

活性, 广泛参与信号传递、细胞周期、细胞凋亡、免

疫应答等多种生命活动
[1]. 在经典的泛素化修饰过程

中, 泛素分子在泛素活化酶E1、泛素结合酶E2、泛素

连接酶E3等一系列酶的级联催化作用下, 连接在底物

蛋白特定的赖氨酸残基上, 从而实现对底物蛋白的泛

素化修饰
[2]. 泛素化修饰可分为单泛素化和多聚泛素

化修饰. 其中, 多聚泛素化修饰中, 依据泛素分子之间

连接位点的不同, 可形成不同的泛素链类型, 并赋予底

物蛋白不同的生物学功能
[3]. 泛素化修饰与其他翻译

后修饰一样, 是可逆的动态化过程, 其去泛素化过程

由去泛素化酶介导.
长期以来, 在泛素化研究中, 普遍认为泛素仅连接

在底物的赖氨酸残基上, 然而近年来有研究发现泛素

还可以连接在底物的半胱氨酸、丝氨酸和苏氨酸残基

上, 甚至泛素化修饰可以发生在磷脂酰乙醇胺、脂

质、多糖和核酸等多种非蛋白底物上. 同时, 也有研

究报道不需要级联酶促反应和ATP的参与也能够实现

对底物的泛素化修饰. 这些非经典泛素化修饰方式的

发现极大地拓展了我们对泛素化修饰的认识, 凸显了

泛素化修饰的复杂性和多样性.
非经典泛素化修饰是一种有效的调控策略, 在宿

主-病原体互作、自噬、内质网相关降解和神经元活
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动的调节等各项生理过程中发挥重要作用. 深入研究

非经典泛素化的分子机制, 将为理解泛素化修饰的复

杂性提供新的见解, 并为疾病的治疗和控制开发新的

策略和方法.

2 经典泛素化修饰的过程

真核生物泛素-蛋白酶体系统(ubiquitin-protea-
some system, UPS)主要由泛素、泛素活化酶(ubiqui-
tin-activating enzyme, E1)、泛素结合酶E2(ubiquitin-
conjugating enzyme, E2)、泛素连接酶(ubiquitin-ligase
enzyme, E3)、去泛素化酶(Deubiquitination enzymes,
DUB)和26S蛋白酶体组成

[4]. 泛素是一种由76个氨基

酸组成的小分子球状蛋白, 具有高度保守性和稳定性

的特征, 并广泛分布在真核细胞中. 泛素化过程是由

E1、E2、E3催化泛素分子与底物蛋白赖氨酸侧链形

成共价连接的级联反应过程, 该过程可以分为三步

(图1a): ① 激活泛素分子: E1利用ATP水解释放的能

量催化自身酶活中心的半胱氨酸的巯基与泛素分子C
末端的甘氨酸残基的羧基结合形成高能硫酯键. ② 转

移泛素分子: E1将泛素分子转移至E2的半胱氨酸残基

上, 形成E2-泛素复合物. ③ 目标蛋白泛素化: E3识别

特定的需要被泛素化的靶蛋白, 并催化泛素分子末端

的羧基与靶蛋白赖氨酸侧链的氨基连接形成异肽键
[2].

E3酶主要可分为RING、RBR和HECT三个亚家族.
RING家族E3可以直接促进E2与泛素偶联的硫酯键与

底物蛋白反应, 将泛素分子转移至底物, 而RBR和
HECT家族E3首先将泛素从E2转移至自身酶活中心的

半胱氨酸, 形成E3-泛素中间体, 再将泛素转移至底物

蛋白上
[5].

泛素化修饰具有高度选择性主要取决于E3家族

成员对底物识别的特异性
[6]. 连接在底物蛋白上的泛

素链类型决定了底物蛋白的命运以及其参与的生命过

程. 决定形成何种泛素链的因素, 目前认为主要由E2
或E2-E3复合物决定

[7]. 泛素分子自身具有7个赖氨酸

及N端甲硫氨酸, 这些位点都可与另一泛素分子C末端

的甘氨酸残基的羧基以异肽键进行连接, 从而形成

K6、K11、K27、K29、K33、K48、K63、M1连接的

同型、杂合、分支等不同类型的多聚泛素链
[8](图1b).

这些不同类型的泛素链赋予底物蛋白不同的功能, 从

而影响细胞的多种生命活动, 包括信号传递、胞吞作

用、DNA损伤与修复、细胞死亡、细胞免疫、细胞

周期等(图1c).
与其他蛋白质翻译后修饰类似, 泛素化也是一个

可逆的动态过程. 去泛素化酶(DUBs)能够移除底物蛋

白上的泛素分子或泛素链, 从而实现底物的去泛素化

修饰(图1a), 这增加了泛素化修饰在调控蛋白降解和

功能活性方面的高度灵活性
[9]. 有趣的是, 研究发现还

存在一些酶在泛素化系统中发挥着多重功能, 如锌指

蛋白A20同时具有独特的E3连接酶结构域和DUB结构

域, 既可以催化泛素化修饰, 也可以催化去泛素化修

饰
[10]. 这种现象并非是催化混乱, 而是体现了泛素化

调控的复杂性和精密性.

3 非经典泛素化修饰

随着泛素化研究的不断深入, 发现机体内还存在

着一部分不同于经典泛素化修饰特征的形式, 因此称

其为非经典的泛素化修饰
[11]. 非经典泛素化修饰在多

个方面与经典泛素化修饰存在显著差异, 主要体现在

以下3个方面: ① 泛素与底物的连接方式: 经典泛素

化修饰中, 泛素通常通过其C端甘氨酸与底物蛋白的

赖氨酸侧链ε-氨基形成酰胺键. 相比之下, 非经典泛素

化修饰则可以通过多种化学键连接泛素和底物. 例如,
泛素可以与底物蛋白的半胱氨酸、丝氨酸或苏氨酸残

基分别形成硫酯键或氧酯键. ② 修饰底物的类型: 经

典泛素化修饰以蛋白质底物为靶标, 而非经典泛素化

修饰能够修饰非蛋白质分子如磷脂酰乙醇胺、脂质、

多糖等. ③ 泛素化修饰的过程: 经典泛素化修饰依赖

于ATP和E1-E2-E3酶的级联反应, 而非经典泛素化修

饰的过程可以不需要ATP激活泛素分子, 或者仅依赖

单个酶即可完成整个泛素化过程.

3.1 通过酯键而非异肽键连接的泛素化

在泛素化修饰系统中, 以往研究报道的是泛素与

底物的赖氨酸侧链ε-氨基形成酰胺键(图2a). 但研究发

现很多E3能催化泛素通过酯键与底物半胱氨酸、丝

氨酸和苏氨酸残基连接
[12]. 氨基酸残基选择的多样性

和灵活性可能实现更有效的泛素修饰, 特别是对缺乏

赖氨酸残基的底物进行泛素化, 从而扩大了泛素修饰

调控信号传导的复杂性和多样性.
半胱氨酸(Cys)残基在泛素化级联反应中起着重
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要的作用, E1、E2以及E3酶都是通过半胱氨酸以硫酯

键与泛素结合
[13], 而研究发现蛋白质底物也能通过

Cys通过硫酯键与泛素共价连接(图2b). 胞质中合成的

大部分蛋白需要含有过氧化物酶体靶向序列(peroxi-
some targeting sequences, PTS)才能靶向运输至过氧化

物酶体
[14]. PTS受体识别PTS序列, 将蛋白运送到过氧

化物酶体膜上的转运通道, 进而进入过氧化物酶体,

PTS受体再回到胞质中被循环使用
[15,16]. Pex5p是1型

过氧化物酶体靶向序列(PTS1)的受体, Pex5p需要被泛

素化才能循环参与下一轮蛋白的运输
[17]. 在酵母和哺

乳动物中, E1、E2和E3酶介导Pex5p的N末端半胱氨

酸残基Cys11通过硫酯键与泛素共价连接, 实现单泛素

化修饰
[18~20]. 研究发现这种以硫酯键连接的特殊的泛

素化修饰能阻止Pex5p经典的多聚泛素化和降解, 同

图 1 (网络版彩图)泛素化机制与功能. (a) 经典泛素化修饰的过程; (b) 多聚泛素链的类型; (c) 泛素化修饰的功能
Figure 1 (Color online) Mechanism and function of ubiquitination. (a) The process of classical ubiquitination modification; (b) the type of
polyubiquitin chain; (c) the function of ubiquitination modification.
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时由于硫酯键的不稳定性, 使得Pex5p所形成的非经典

泛素化修饰能被快速移除
[21], 这将进一步的有利于

Pex5p的回收利用
[22]. 此外, 据报道, MIR1和MIR2是

卡波西肉瘤相关疱疹病毒编码的两种E3泛素连接酶,
能泛素化主要组织相容性复合体I(MHCI)分子以促进

其降解. 其泛素化的具体机制是MIR1和MIR2能够催

化泛素与MHCI半胱氨酸残基巯基进行连接形成硫

酯键.
除半胱氨酸外, 泛素还可以通过形成氧酯键连接

到底物的丝氨酸(Ser)和苏氨酸(Thr)残基上(图2c, d).

图 2 (网络版彩图)非经典泛素化修饰的连接方式. (a) 泛素分子C末端甘氨酸与赖氨酸以酰胺键连接. (b) 泛素分子C末端甘
氨酸与底物的半胱氨酸以硫酯键连接. (c) 泛素分子C末端甘氨酸与底物的丝氨酸以氧酯键连接. (d) 泛素分子C末端甘氨酸与
底物的苏氨酸以氧酯键连接. (e) 泛素分子C末端甘氨酸的羧基与磷脂酰乙醇胺头部的氨基以酰胺键连接. (f) RNF213催化泛
素分子与LPS连接. (g) 泛素修饰单链核酸分子
Figure 2 (Color online) Non-canonical ubiquitin linkage. (a) The C-terminal glycine of the ubiquitin is linked to lysine via an amide bond. (b) The C-
terminal glycine of the ubiquitin is linked to the substrate’s cysteine via a thioester bonds. (c) The C-terminal glycine of the ubiquitin is linked to the
substrate’s serine via an oxy-ester bond. (d) The C-terminal glycine of the ubiquitin is linked to the substrate’s threonine via an oxy-ester bond. (e) The
carboxyl group of the C-terminal glycine of the ubiquitin is linked to the amino group of the phosphatidylethanolamine head via an amide bond. (f)
RNF213 catalyzed the linkage of ubiquitin to LPS. (g) Ubiquitin modification of single-strand nucleic acid molecules.
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由于Ser和Thr残基同时也是蛋白质磷酸化修饰的常见

位点
[23], 这预示着在细胞内泛素化修饰和磷酸化修饰

位点的重叠可能存在相互的串扰, 同时也为蛋白质功

能调控提供了新的维度
[24,25]. 有研究发现, 线性泛素

链组装复合物(linear ubiquitin chain assembly complex,
LUBAC)的组分HOIL-1是一种非典型的E3连接酶, 其

能够催化泛素C端与底物蛋白中的Ser和Thr残基之间

形成氧酯键
[26~28]. 此外, 鼠类病毒E3连接酶K3(mK3)

能够招募E2 Ube2j2对MHCI的羟基氨基酸Ser和Thr进
行以氧酯键连接的泛素化修饰

[29], 进而引发MHC-1的
降解

[30]. BCL-2家族成员Bid (BH3 interacting domain
death agonist)蛋白是一种促凋亡启动蛋白, 当接受

凋亡刺激时, 其N末端结构需要被切割, 才能暴露出

BH3结构域, 随后与其他凋亡相关蛋白互作而引发凋

亡级联反应
[31]. 研究发现, 在凋亡过程中, Bid被切割

的N末端的Ser、Thr和Cys位点会发生非经典的泛素

化修饰, 进而导致其被降解, 避免了其在细胞内的累

积
[32].

3.2 不以蛋白为底物的泛素化

近年来, 关于非蛋白底物泛素化的发现显著拓展

了当前对泛素化底物范围的认知. 这些发现涉及多种

生物大分子, 包括脂质、糖类、核酸等. 研究发现, 在
酵母和人体细胞的内吞体和液泡(或溶酶体)膜上的磷

脂酰乙醇胺(phosphatidylethanolamine, PE)分子能够发

生泛素化修饰. 其具体机制是在泛素化相关酶Uba1
(E1)、Ubc4/5(E2)和Tul1(E3)催化下泛素的C端甘氨酸

残基与PE的氨基以酰胺键进行连接, 从而实现对PE的
泛素化修饰

[33](图2e). 泛素作为细胞内重要的标记工

具, 能够为细胞对于外来物质的识别提供重要的指向

性. 在细菌感染细胞的过程中, 宿主细胞能够利用泛

素对外来物质进行标记, 其具体标记机制是宿主细胞

内的E3泛素连接酶RNF213能对细菌脂多糖(LPS)的脂

质A (LipidA)部分进行泛素化修饰,其泛素化位点可能

是LipidA的羟基、磷酸基团或两者皆有
[34](图2f). 另

外, 研究发现HOIL-1不仅能够催化泛素化修饰蛋白质

的非赖氨酸残基, 还能够泛素化修饰非蛋白质类的生

物大分子. 在体外反应中, HOIL-1能够对糖原和以α-
1,4-糖苷键连接的麦芽七糖进行泛素化修饰, 其修饰

位点为葡萄糖的C6羟基部分
[35]. 核酸作为一类重要的

生物大分子, 其能够发生与蛋白质类似的修饰, 如甲基

化、乙酰化、磷酸化等. 如同蛋白质的丝氨酸和苏氨

酸, 核酸分子也具有活跃的羟基, 并且已有研究表明

ADPR和NAD的羟基能够与泛素进行连接
[36,37], 这似

乎预示着核酸具有发生泛素化修饰的可能性. 最新研

究表明, 在体外DELTEX家族E3酶能够催化单链核酸

分子3′端的腺嘌呤核苷酸的核糖3′-OH与泛素连接, 并

且这种修饰能够有效避免3′→5′核酸酶的降解
[ 3 8 ]

(图2g). 然而, 核酸分子是否在体内也能被泛素化修饰

以及其在细胞中的生物学功能仍有待进一步研究.

3.3 新型泛素化途径

近年来, 已经有研究表明E1-E2-E3的级联反应和

ATP并不是泛素化途径的必要条件. 这些发现挑战了

对经典泛素化修饰过程的认知, 也为泛素化理论的重

新定义提供了重要依据.
泛素羧基末端水解酶L1 (UCHL1)属于UCH蛋白

酶家族, 在脑中大量表达, 参与了细胞凋亡、学习和

记忆的调控, UCHL1突变导致的功能缺失与多种疾病

相关, 包括神经退行性疾病、癌症和纤维化
[39]. 研究

发现, 虽然UCHL1是一种去泛素化酶, 但在体外能对

单泛素化和双泛素化的α-突触核蛋白进行泛素链的延

长, 形成多聚泛素链. 在这一过程中, UCHL1无需ATP
激活泛素, 而是利用自身的巯基蛋白酶活性直接获得

泛素, 并进一步转移到底物上来实现对底物蛋白的多

聚泛素化修饰
[40] (图3a).

2016年, 有研究发现嗜肺军团菌效应蛋白质SidE
家族能够催化一种不依赖于E1和E2酶的新型泛素化

途径
[41]. 这一发现颠覆了传统认知, 展示了一种不依

赖于E1和E2酶的泛素化机制. 有别于已知的细菌E3连
接酶, SidE家族成员SdeA能够直接催化泛素转移, 无

需借助宿主的E1和E2酶. 在结构上SdeA蛋白具有两个

催化非经典泛素化的关键功能域: ADP核糖转移酶结

构域(mART结构域)和磷酸二酯酶结构域(PDE结构域)
(图3b). 泛素化过程分为两个主要步骤(图3b): 首先,
mART结构域催化NAD+

中的ADP核糖基团转移到Ub
的第42位精氨酸(Arg42)上, 形成单ADP核糖基化的泛

素(ADPR-Ub). 随后, PDE结构域催化ADPR-Ub与底

物蛋白的丝氨酸残基结合, 形成丝氨酸-泛素修饰产

物, 同时释放AMP. 值得注意的是, 在缺乏底物蛋白的

情况下, ADPR-Ub可以水解生成磷酸核糖基化的泛素

(PR-Ub)[42]. 紧随其后, 研究又发现了另一种非典型的
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泛素化机制. 嗜肺军团菌的效应蛋白MavC作为转谷氨

酰胺酶通过转谷氨酰胺反应催化底物蛋白的泛素化修

饰, 而不需要泛素化酶和ATP[43]. 其催化的机制是

MavC的第74位半胱氨酸(Cys74)首先攻击泛素的Gln40,
形成硫酯中间体. 随后, 这个中间体与底物UBE2N(一
种E2酶)的第92位或94位赖氨酸(Lys92或Lys94)侧链的

ε-氨基反应, 形成分子间酰胺键
[44] (图3c).

结核分枝杆菌的效应蛋白丝 /苏氨酸蛋白激酶

(protein kinase G, PknG)被报道是一种全新的泛素修饰

酶, 能催化宿主底物的泛素化修饰并促进其通过蛋白

酶体降解 . 这种非经典的两步级联反应过程如下

(图3d): ① 依赖于ATP水解为ADP而非ATP水解为

AMP提供能量, PknG作为E1通过新型泛素样(Ubl)结
构域结合Ub, 再转移Ub至宿主E2 UbcH7的Lys82残基

上. ② PknG又作为DUB, 水解泛素-UbcH7并释放Ub,
再作为E3催化Ub转移至其底物肿瘤坏死因子受体相

关因子2 (TRAF2)和TGF-β活化激酶1 (TAK1). 综上,
PknG展现出E1、DUB、E3三重活性, 能够靶向宿主

固有免疫系统中的关键蛋白(TRAF2和TAK1), 从而干

扰宿主固有免疫信号通路
[45].

4 非经典泛素化修饰的功能

泛素化修饰作为一种重要的翻译后修饰, 其修饰

图 3 (网络版彩图)新型泛素化途径. (a) UCHL1同时具有连接酶和水解酶活性. (b) SdeA以非经典的两步反应催化磷酸核糖泛
素修饰蛋白底物的Ser上. (c) MavC以转谷氨酰胺酶活性催化泛素的Gln残基与底物蛋白Lys残基相连. (d) PknG具有三重酶活性
Figure 3 (Color online) Novel ubiquitination pathways. (a) UCHL1 possesses both ligase and hydrolase activities. (b) SdeA catalyzes the
phosphoribosyl ubiquitin modification on the Ser residue of protein substrates through a non-canonical two-step reaction. (c) MavC catalyzes the
linkage between the Gln residue of ubiquitin and the Lys residue of the substrate protein through its transglutaminase activity. (d) PknG exhibits triple
enzymatic activities.
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底物的广泛性决定了泛素化修饰能够参与并影响细胞

的各项生命活动
[46,47]. 因此泛素化系统的稳态对于细

胞各项生命活动的正常进行至关重要. 非经典的泛素

化修饰作为一类特殊形式的泛素化修饰, 其在免疫调

节, 细胞内蛋白质的质量控制以及神经系统的生长发

育方面也同样发挥着重要作用.

4.1 宿主免疫防御

泛素系统在宿主细胞抵御细菌感染的过程中扮演

着关键角色, 广泛参与先天免疫和炎症信号的激活. 多
种宿主细胞E3泛素连接酶能够对入侵病原体表面蛋

白进行泛素化, 这种修饰作为一种响应信号, 能够诱发

宿主自噬并清除病原体
[48~50]. 然而, 近期研究表明, 宿

主在防御病原菌感染的过程中还采用了一些非经典的

泛素化策略. Otten团队
[34]

研究发现在沙门氏菌(S. Ty-
phimurium)感染期间, 泛素化靶标还包括非蛋白底物.
他们发现宿主细胞E3泛素连接酶(ring finger pro-
tein213, RNF213)能够以脂多糖(LPS)的脂质A部分为

底物进行泛素化修饰. 这种非典型的泛素化作为一种

抗菌和促炎信号, 启动了LUBAC (线性泛素链组装复

合物)介导的免疫信号传导, 从而有效对抗侵入细胞质

的鼠伤寒沙门氏菌. 研究进一步表明, RNF213介导的

LPS泛素化对宿主细胞的免疫应答至关重要 . 在

RNF213介导LPS泛素化缺失的情况下, 感染鼠伤寒沙

门氏菌后4 h,宿主细胞出现了多方面的免疫功能障碍:
① 无法有效招募关键免疫分子, 包括LUBAC、NF-κB
效应分子(NEMO)、泛素结合自噬受体蛋白Optineurin
和LC3等; ② 自噬受体p62和NDP52的易位受阻. 这些

障碍严重阻碍了宿主细胞的自噬响应, 导致细菌能够

在宿主细胞内存活和增殖
[51].

4.2 病原体逃逸

在病原菌感染宿主过程中, 病原菌利用多种蛋白

分泌系统将效应因子输送到宿主细胞内, 从而操纵宿

主的物质运输、代谢合成、基因表达与翻译等多种生

理过程
[52,53]. 研究发现, 嗜肺军团菌效应因子SidE家族

成员SdeA对宿主细胞内的多种内质网相关蛋白进行

非经典泛素化修饰
[42], 这些蛋白包括参与维持细胞骨

架系统、内质网的发生和囊泡运输的GTPases、
RTN3、RTN4、TEX264、FAM134A、FAM134B和
FAM134C[54~57], 改变其功能活性, 导致宿主细胞内骨

架系统受损,内质网膜发生碎片化
[58],而SidE家族缺失

的突变菌株对宿主的毒力减弱
[59]. 由于这种修饰导致

这些蛋白的功能活性丧失, 进而对宿主细胞产生毒性.
为了保障病原菌能够在宿主细胞的持续性的增殖, 病

原菌能够利用其独特平衡机制, 实现持续抑制免疫反

应而不导致宿主细胞死亡
[60]. 在嗜肺军团菌感染的早

期, 效应因子SdeA通过非经典的泛素化修饰影响宿主

的多条信号通路, 以构建其在宿主内的最适生长环境.
然而, 为避免感染对宿主造成的长期毒性作用而导致

细胞的死亡, 军团菌在感染后期利用其独特的平衡机

制来移除这种泛素化修饰, 从而保障宿主细胞的存活.
其具体机制是嗜肺军团菌分泌的另一个效应蛋白SidJ
可以抑制这种非经典泛素化反应. SidJ是一种依赖于

宿主细胞钙调蛋白(Calmodulin, CaM)的谷氨酸修饰

酶, 能修饰SdeA其mART结构域的谷氨酸残基, 导致

mART结构域酶活性失活, 抑制ADP核糖泛素的形

成
[61]. 此外, 嗜肺军团菌效应蛋白DupA和DupB可充

当磷酸核糖泛素化的特异性去泛素化酶, 调节宿主靶

标的磷酸核糖泛素化水平
[62].

上述非经典泛素化所产生的ADPR-Ub和PR-Ub副
产物往往会扰乱宿主细胞的正常的泛素系统, 极大地

影响宿主细胞的存活
[42]. 因此, 军团菌为避免因宿主

细胞的死亡而对自身的生长所产生不利影响, 军团菌

通过分泌一种新型的磷酰化AMP酶(phosphoryl-AM-
Pylase) LnaB并以肌动蛋白依赖的方式将SidE、
DupA/B水解产生的PR-Ub转化为ADPR-Ub. ADPR-
Ub在ADP-核糖基水解酶(ADP-ribosyl hydrolase,
ARH) MavL作用下水解形成游离的Ub, 从而实现Ub
的回收利用. 这一复杂的机制有效解决了非经典泛素

化修饰所产生的ADPR-Ub和PR-Ub在宿主细胞内的累

积问题, 避免了它们对宿主细胞正常泛素系统的扰乱,
有利于宿主细胞的存活, 对于军团菌的存活和增殖具

有重要作用
[63,64].

结核分枝杆菌(M. tuberculosis, Mtb)作为一种胞内

寄生病原菌, 同样采用多种策略干预宿主细胞的囊

泡转运、细胞死亡和自噬过程, 以逃避宿主先天免

疫并实现其感染、存活、致病和传播
[65]. 效应蛋白

PknG通过非经典的两步级联反应催化宿主底物的泛

素化修饰, 最终抑制宿主NF-κB固有免疫信号通路的

激活, 从而躲避宿主的免疫监视并促进Mtb的胞内

存活
[45].
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4.3 内质网相关降解

哺乳动物中对内质网新生蛋白质的折叠和组装的

监测过程被称为“内质网质量控制”[66]. 通过质量检查

的蛋白质可以离开内质网, 进而被分选和转运到其他

细胞器中、细胞外或细胞膜. 然而, 在内质网中未能

正常成熟或出现功能失调的蛋白质会被转送到胞质溶

胶, 并由26S蛋白酶体降解, 这一过程被称为内质网相

关降解(ER-associated protein degradation, ERAD)[67].
因此ERAD是细胞内对蛋白质质量控制的重要途径.
小鼠γ疱疹病毒蛋白mK3是一种病毒RING-CH型E3连
接酶, 特异性识别并对主要组织相容性复合物I重链

(MHC-1)丝氨酸、苏氨酸或赖氨酸残基进行非经典泛

素化修饰, 引发ERAD[30]. 此外, E3泛素连接酶Hrd1p是
一种ER的膜蛋白, 是许多底物的ER相关降解所必需

的, 其能催化ERAD底物NS-1κLC丝氨酸、苏氨酸和

赖氨酸残基的多聚泛素化修饰, 进而控制蛋白NS-
1κLC的周转

[68], 但其功能尚未完全研究清楚.

4.4 调控自噬发生

自噬是细胞降解和循环利用自身物质的过程
[69].

研究发现, 泛素偶联的磷脂酰乙醇胺位于液泡(va-
cuole)和内吞体/多泡小体(multivesicular body)上, 其

作为一种特殊的修饰信号, 招募细胞内负责囊泡运输

的内体分选转运复合体(endosomal sorting complex re-
quired for transport, ESCRT)的组成成员, 如Vps23、
Hse1和Vps27等, 最终导致膜内陷从而促进囊泡的形

成, 并最终运送至溶酶体降解. 营养应激和代谢合成

受到抑制往往会诱导自噬的发生. 在营养应激下磷脂

酰乙醇胺上的泛素化修饰会进一步加强, 这预示着磷

脂酰乙醇胺上的泛素化修饰可能与细胞自噬的发生相

关
[33].

4.5 调节神经系统发育

华勒氏变性(Wallerian degeneration)是轴突损伤后

的程序性变性, 主要发生在中枢和周围神经系统中
[70].

Myc结合蛋白2 (Myc-binding protein 2, MYCBP2)是一

种RING家族E3,在神经退行性疾病中发挥促神经退行

性的作用
[71]. MYCBP2能够泛素化烟酰胺单核苷酸腺

苷酸转移酶(nicotinamide mononucleotide adenylyl-
transferase 2, NMNAT2), 进而影响代谢过程中辅酶

NAD的形成, 参与神经系统的轴突发育和保护
[72]. 与

传统RING家族的所形成E3酶复合物有所不同 ,
MYCBP2组装成非经典的SCF 泛素连接酶复合体, 不
需要Cullin起支架作用, 而是通过其N末端FBD1区域

与衔接蛋白Fbxo45和Skp1结合
[73], 并且MYCBP2以两

个半胱氨酸的转硫醇作用相继转移泛素分子至底物

NMNAT2的苏氨酸羟基上, 从而破坏NMNAT2的稳定

性, 促进Wallerian degeneration[74~76]. 研究表明, 敲除

Skp1或Fbxo45均会引起MYCBP2功能沉默, 使得

NMNAT2稳定, 进而给予轴突保护并增强其响应神经

损伤应激的能力
[77].

5 总结与展望

近年来发现的非经典泛素化修饰方式, 在修饰位

点、化学键种类、底物类型、催化途径等方面都与经

典的泛素化修饰有所不同, 这催生了泛素化研究领域

的新方向. 然而, 要发现更多非经典泛素化修饰并解

析其对生命活动的调控作用仍然面临诸多挑战. 非经

典泛素化和经典的泛素化均涉及利用泛素分子对底物

进行共价修饰. 这意味着非经典泛素化修饰与经典的

泛素化修饰在细胞内可能以一种混杂的形式存在, 因

此有效区分和解析非经典泛素化修饰需要更为复杂和

精细的研究策略. 在技术上, 目前, 对于翻译后修饰位

点的精确鉴定主要依赖于质谱技术, 而非经典泛素化

修饰相较于传统的泛素化修饰丰度往往较低, 这对于

质谱的灵敏度和精确性提出了更高的要求. 在机制上,
传统的泛素化修饰通常通过异肽键将泛素与底物进行

连接, 对于以非异肽键连接的非经典泛素化修饰的解

析则需要更深入地探索参与反应的位点和形成的化学

键. 在实验设计上, 传统的泛素化遵循酶促级联反应过

程, 而非经典泛素化的催化途径表现出高度多样性, 且
中间过程往往具有瞬时性而不易被捕获, 在实验过程

中较难发现. 这些都使得对非经典泛素化的催化途径

和机制的解析具有极大的挑战, 未来的研究如果能够

有效地解决这些挑战: 提高质谱的灵敏度, 开发特异

性的抗体提高富集效率, 运用人工智能预测反应机理,
增加蛋白的结构解析等, 都将对非经典泛素化的研究

带来巨大突破. 推动非经典泛素化领域的发展需要多

学科交叉, 为解析和利用非经典泛素化修饰提供更多

的理论依据.
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当前在病菌入侵宿主的过程中发现了众多的非经

典泛素化的途径, 如效应因子SdeA、MavC、PknG等
所催化泛素化修饰的非经典途径, 那是否在真核生物

内也存在类似的生理过程? 目前还没有研究报道在真

核细胞内存在类似的酶不依赖于ATP、三酶级联反应

或转硫醇作用而催化泛素修饰底物的非经典途径. 但

有研究将泛素C末端的两个甘氨酸突变的突变体导入

到真核细胞中, 发现细胞依旧能够利用该泛素突变体

对蛋白质进行泛素化修饰, 这预示着真核细胞内可能

存在一类有别于传统的泛素级联反应过程和以赖氨

酸-甘氨酸连接形式的泛素化形式
[78]. 然而, 真核细胞

内调控网络极其复杂, 又由于以非经典途径进行的泛

素化修饰相较于传统的泛素化修饰, 其所占的比例相

对较低且不易与传统的泛素化修饰进行区分, 要发现

真核细胞内以催化泛素化修饰的非经典途径和机制目

前仍具有很大难度. 因此, 在真核细胞内发现并解析这

些区别于传统泛素化的修饰以及明确其修饰的底物将

是未来研究的重点. 此外, 泛素化修饰已经被发现能够

修饰蛋白质、脂质和核酸等众多的生物大分子. 对于

泛素化修饰是否能够修饰更多类型生物分子, 以及明

确其修饰功能以及生理意义将是未来非经典泛素化研

究的重要的方向.
泛素化修饰紊乱在神经退行性疾病和肿瘤等多种

人类疾病中发挥着重要的作用, 非经典泛素化作为一

类特殊的泛素化修饰形式, 明确其是否在人类疾病中

也发挥着重要的作用, 并解析其在疾病发生发展过程

中的作用机制, 这或许将为疾病的预防和治疗提供全

新潜在的治疗靶点和策略. 此外, 基于传统的泛素系

统理论所衍生的蛋白降解靶向嵌合体技术和分子胶等

技术在疾病治疗中已经展现出巨大应用潜力和市场价

值. 因此将这些技术与非经典泛素化进行结合或许能

够更进一步拓宽这些技术的应用, 为疾病的治疗提供

更多选择.
非经典泛素化研究正在改写我们对泛素化系统的

理解并提出新概念, 为泛素化领域开辟了新的研究方

向. 这些研究不仅揭示了泛素化机制的复杂性, 也证

实了泛素系统调控的广泛性. 深入研究非经典泛素化

在生理过程和疾病中的调控作用, 并开发针对非经典

泛素化过程的干预药物, 将为相关疾病的研究和治疗

带来新的希望.
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Abstract: Ubiquitination is an energy-dependent post-translational modification that specifically modifies substrates.
Due to its ability to modify numerous substrate proteins, it plays a crucial role in various cellular activities. With the
deepening of research on canonical ubiquitination, non-canonical ubiquitination modifications have gradually been
discovered and have attracted widespread attention. Non-canonical ubiquitination is a novel form of ubiquitin
modification that differs from canonical ubiquitination in several aspects, including the types of amino acid residues of
the substrate involved in the modification process, the linkage manner between ubiquitin and substrates, the types of
substrates, and the enzymatic reaction processes. Non-canonical ubiquitination modifications can participate in
regulating a multitude of biological activities such as host-pathogen interactions, autophagy, endoplasmic reticulum-
associated degradation, and neuronal functions. This review summarizes the latest advancements in non-canonical
ubiquitination research, discusses its mechanisms of action and biological functions within cells, and provides new
perspectives for further understanding the complexity of ubiquitination modifications and their significance in life
processes.
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