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真核生物蛋白可以通过与各种小分子物质或蛋白质相结合的方式被修饰。在众多的修饰

方式当中有一种就是与泛素蛋白或泛素样蛋白（UBL）相结合，采用这种修饰方法可以对多种

生理过程进行调控。UBL蛋白可以控制被修饰蛋白与其它生物大分子（比如蛋白酶体或染色

质）间的相互作用。各种UBL系统都会使用相应的酶来催化修饰反应，不过这些修饰反应中

大部分都是暂时的。有越来越多的证据表明这种UBL修饰途径来自原核生物的硫转移酶系统

（sulphurtransferase system）及相关酶类。而且，在真核生物的共同祖先中，类似于UBL连接

酶和UBL去连接酶的蛋白也是广泛存在的，这些证据都说明UBL修饰系统不是起源于真核生物。

真核细胞内的蛋白都会经历各种翻译后修饰，这些修饰过程极大地扩展了蛋白的功能多样

性和动力学多样性。蛋白可以通过与磷酸基团、甲基化基团、乙酰基团或某些蛋白质基团（通

常这种连接方式都是短暂的）相连接的方式被修饰。而泛素蛋白修饰方式就是上述与蛋白质相

连的修饰方式中第一个被发现的。现在，我们已经对这种修饰途径研究得非常透彻了。泛素

蛋白是一小分子蛋白，它在真核生物界非常保守，但是在真细菌界（Eubacteria）和古细菌界

（Archaea）都不存在。泛素蛋白还可以与上千种不同的蛋白结合。

泛素化过程是一个复杂的过程（背景知识框1）。UBL修饰途径也与泛素化修饰途径类似。

参与UBL修饰途径的酶虽然各不相同，但在进化上都与参与泛素化途径的酶具有相关性。由于

泛素蛋白与UBL蛋白具有相同的三维核心结构——β-抓握折叠（β-grasp fold）结构——这说

明各种不同的UBL修饰系统都源自一个共同的祖先。

一、泛素样蛋白的起源与功能

泛素蛋白

连接机制
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泛素蛋白（图中绿色圆圈所示）是由76个氨基酸残基组成的多肽，它可以被一系列的酶

促反应活化，进而与底物靶蛋白相连接（如图中箭头所示）。UBL修饰系统采用的也是类似途

径。

有三种酶——E1、E2和E3——参与了泛素修饰反应，这包括多泛素蛋白合成反应，即在一

个泛素蛋白的基础之上再添加好几个泛素蛋白（如图中括号所示）。

E1酶负责活化泛素蛋白、E2酶通过转硫醇作用从E1酶处获得泛素蛋白，并将其与底物蛋白

相结合，然后E3酶将泛素蛋白与底物连接（在某些情况下会先形成一种硫酯中间产物，然后再

与底物结合）。所有真核生物编码的E2和E3同工酶种类非常多，其中E2同工酶有几十种，而E3
同工酶则多达数百种。这样，细胞就能对多种蛋白进行各种方式、特异性的修饰和调节，而且

这些修饰调控作用也都会受到严密的时空调控。

泛素蛋白的C末端通常都经由酰胺键（amide linkage）与靶蛋白的氨基团连接在一起。最

常见的连接是与靶蛋白赖氨酸的ε氨基团相连，不过也可以与靶蛋白的N末端相连。此外，最近

还发现泛素蛋白可以与靶蛋白上的半胱氨酸、丝氨酸和苏氨酸相连。在多泛素链中，一个泛素

蛋白分子的赖氨酸侧链与另一个泛素蛋白的C末端相连，如此反复形成多泛素链。泛素蛋白含有

7个赖氨酸残基，所有这些赖氨酸残基都可以参与上述多泛素链的合成过程。

泛素蛋白的C末端含有甘氨酸残基，在泛素蛋白与其它蛋白相连之前，该残基必须被活

化。最初，C末端被E1酶腺苷酰化，随后E1酶的半胱氨酸侧链攻击泛素蛋白的C末端，形成E1-
泛素蛋白硫酯中间产物。然后被活化的泛素蛋白被“移交”给E2酶活性位点中的半胱氨酸残

基，再在E3酶的共同作用下，催化靶蛋白泛素化反应。E3酶在识别靶蛋白底物的过程中起到了

关键性作用（不过有些UBL途径不需要E3酶的参与）。在泛素化修饰途径中，还有一些不同的

E3酶可以催化泛素蛋白与被单泛素化修饰或多泛素化修饰的靶蛋白相连接。这些E3酶有时也被

称为E4酶（尤其是在延伸多泛素侧链时）。去泛素化酶（DUB）可以将靶蛋白上的泛素蛋白水

解下来，由于DUB酶的存在，泛素化作用只能是暂时的。

这种由泛素蛋白和其它UBL蛋白负责的动态修饰过程构成了一个可逆的“开关”，来控制

底物蛋白的不同功能状态，调控细胞内的多种生理活动过程。

泛素蛋白于1975年被首次发现。之后的10年间，我们对泛素修饰系统的进化前体分子

（evolutionary precursors）进行了深入的研究。泛素蛋白被认为是真核生物蛋白中最保守的蛋

白之一，但直到最近都还没有很好的、足够灵敏的序列比对方法在细菌蛋白质中发现序列相似

的蛋白质。不过，近两年技术方法的快速发展彻底改变了这种情况。首先，序列比对方法变得

更为先进了，因而发现了许多泛素蛋白以及泛素修饰系统参与蛋白之间的相似之处，也发现了

很多细菌蛋白之间的相似之处；其次，结构测定研究发现，在很多原核蛋白、真核蛋白中都有

泛素样折叠结构，不过这些蛋白之间在序列上的相似性很低；第三，在对次级代谢产物和酶辅

因子，比如原核生物里的硫胺素（thiamine），即维生素B1等的机理分析中发现了UBL蛋白的

激活与连接机制。

背景知识框1：泛素蛋白连接机制
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图1 细胞中依赖泛素化修饰的生理途径。细胞中的蛋白与一个泛素蛋白相连接，即单泛素化修饰作用可以让被修饰

的蛋白被泛素结合结构域（UBD）识别。这个识别过程对于细胞的生理过程来说非常重要。在泛素化修饰过程中

通常就是一个赖氨酸位点被修饰。不同的多泛素蛋白侧链具有不同的结构，这些结构可以被UBD结构域和去泛素

化酶所识别。其它的信息，比如泛素化修饰作用在细胞中的定位信息也能影响泛素化修饰的生理结果。第48位赖

氨酸侧链被泛素化修饰后通常都与蛋白酶体相结合，诱导降解过程发生，不过它也能以非蛋白水解机制调控转录过

程。第63位赖氨酸侧链被泛素化修饰后参与信号转导途径、膜蛋白转运途径、细胞内吞途径和DNA修复途径。底

物特异性的单泛素化修饰机制能调控上述所有过程和染色质调控的基因转录过程。本图尚未介绍泛素蛋白与底物蛋

白混合连接或多位点连接的机制。

这些研究进展说明，泛素系统是由各种早就在原核生物里存在的、经历了多样化改变的组

成元件和反应体系进化而来的。

在泛素修饰过程中存在的多样性非常奇特，修饰的结果取决于泛素蛋白是以单体形式还是

多聚体形式与靶蛋白相连接（图1）。各种不同的泛素蛋白间的连接形式决定了被修饰蛋白的

命运。当靶蛋白被多泛素化途径修饰之后会与26S蛋白酶体这种多亚基蛋白酶复合物结合，然

后被降解，靶蛋白降解后泛素蛋白会被循环利用。细胞利用这种途径降解那些“多余的”蛋白

质，以保证细胞周期的正常进行，保证转录调节、蛋白质含量、信号转导甚至昼夜节律等的正

确性。泛素化修饰也有非降解作用，比如介导膜蛋白内吞作用和蛋白质胞内运输作用、参与染

色质介导的转录调节作用、DNA修复作用以及信号复合体合成等等。泛素化途径与细胞内这么

多的功能都有关系，这就不难解释为什么我们会发现越来越多的疾病都与泛素化途径失调有关

了。这些疾病包括癌症、Angelman综合征等严重智力障碍疾病，帕金森氏病、阿尔茨海默病和

亨廷顿氏病等神经变性性疾病以及II型糖尿病等等。
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1. 泛素样蛋白及其相关蛋白结构域

对UBL蛋白及其相关蛋白结构域的研究缘起于上世纪80年代末。当时发现了一种干扰素诱

导的、分子量为15KDa的蛋白产物——ISG15。该蛋白在序列上与泛素蛋白有高度的相似性——

可以通过共价结合的方式修饰其它蛋白。后来发现ISG15蛋白是表1中所列举的一系列UBL蛋
白中第一个被发现的UBL蛋白。尽管如此，直到目前为止我们对它的功能还是知之甚少，至今

才发现了ISG15蛋白的E1酶（即ISG15活化酶）和E2酶（即ISG15连接酶）（背景知识框1）。

这些酶与ISG15蛋白一样，也都是被I型干扰素诱导表达的。我们用小鼠模型研究发现，蛋白经

ISG15蛋白修饰之后，可以表现出抗病毒作用，这也符合ISG15蛋白通过I型干扰素诱导表达的特

性。I型干扰素是机体先天免疫系统对病毒作出反应而产生的活性蛋白。

与泛素蛋白一样，9种UBL蛋白都是通过共价连接的方式连接到靶生物大分子（大部分是

蛋白）上从而对其进行修饰的。表1列出了UBL修饰系统常见的靶蛋白（不过该表并不完整）。

泛素系统可以对酵母细胞中超过1000多种的不同蛋白质进行修饰，有一些UBL修饰途径，比如

SUMO（小类泛素修饰因子）修饰途径的靶蛋白非常多，而且靶蛋白之间差异非常大。而另一

些UBL修饰途径的靶蛋白范围则非常有限，比如UBL蛋白酵母蛋白Atg12似乎只有一个靶蛋白

Atg5，Atg8蛋白只与一种特殊的磷脂——磷脂酰乙醇胺（phosphatidylethanolamine）相结合。

表1 已知的和预测的UBL蛋白及其相关活化酶和连接酶

UBL蛋白
与泛素蛋白

的相似度

E1酶（UBL
活化酶）

E2酶（UBL
连接酶）

备注

已知的UBL蛋白

泛素蛋白 100 Uba1 (UBA6) 很多 其前体由多种基因编码

Rub1 
(NEDD8)

55
Uba3–Ula1异
源二聚体

Ubc12 其底物是cullins蛋白和p53蛋白

FUBI即
MNSF-β 
或FAU

38 NI NI 源自核糖体蛋白前体

FAT10 32和40† UBA6 NI 含有一β-grasp fold结构，底物不明

ISG15 32和37† UBE1L UBCH8 由I型干扰素诱导生成

Smt3 
(SUMO1、
SUMO2及
SUMO3)

18
Uba2–Aos1
异源二聚体

Ubc9
SUMO分子由3至4种脊椎动物基因

编码，视其物种不同而异

Atg8 ND Atg7 Atg3
在人体中已知有3种亚型，含有

β-grasp fold结构

Atg12 ND Atg7 Atg10 与Atg8有-20%的相似度

Urm1 ND Uba4 NI
与小分子硫运载蛋白MoaD 和ThiS
有关，含有β-grasp fold结构

UFM1 ND UBA5 UFC1 含有β-grasp fold结构
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正如前面提及的那样，大部分的UBL修饰途径使用的酶都是类似的。UBL蛋白连接的主要

途径似乎源自一个古老的生物合成途径（我们将会在下文中对该途径进行介绍）。该途径中的

酶和蛋白质修饰因子经过了好几轮扩增和多样化改变才变成了今天丰富多彩的UBL修饰途径。

不过在几条特殊的UBL修饰途径中还是存在几种例外的UBL连接机制。比如有一种泛素蛋白水解

酶，它不仅能够将泛素蛋白从底物蛋白上裂解下来，也能起到完全相反的作用，将泛素蛋白连

接到靶蛋白上。还有一些UBL连接酶来自纤毛虫（ciliates）。我们通过序列分析在纤毛虫中发

现了一类具有自我剪接功能的多聚蛋白，它们形成了一系列种类各不相同的UBL结构域以及具

有自我剪接功能的细菌内蛋白样（BIL）结构域。这些多聚蛋白的编码基因可能起源于一个编码

多聚蛋白的基因，然后在进化过程中又获得了编码BIL结构域的基因。

BIL结构域的N末端具有一个丝氨酸或半胱氨酸残基，这些氨基酸残基可以激活肽键重

排机制（peptide-bond rearrangement），通过该机制将BIL结构域上游末端氨基酸肽酰基链

（peptide acyl chain）的N转变成O（在N末端是丝氨酸时）或转变成S（在N末端是半胱氨酸

时）。这种重排机制起始于裂解和自我间接反应。在BIL-泛素蛋白样蛋白（BUBL）中的BIL结
构域内开始N→S酰基转换，该转换过程可能促进了自身催化进程中对底物硫酯（thioester）的

亲核攻击（nucleophilic attack）作用，从而将上游UBL蛋白连接到被修饰靶分子上。如果攻击

基团是靶蛋白质的赖氨酸侧链，就会得到按照背景知识框1中介绍的那种标准方式进行连接的修

饰产物，不过反应过程中没有E1、E2或ATP的参与。值得注意的是，在BUBL前体蛋白BIL结构

域上游的序列不是UBL蛋白必需的。因此，可能会有很多蛋白修饰因子，它们并不与泛素蛋白

相关，但是可能在结构域的上游起到与BIL结构域相类似的作用。

还有很多其它相关的泛素蛋白，这些蛋白中的泛素样结构域（ubiquitin-l ike domain, 
ULD）属于多肽的一部分，但通常它们既不参与任何反应，也不会与靶蛋白发生共价结合。这

种ULD结构域赋予所属蛋白（与可转移UBL类似的蛋白）与某些特殊靶蛋白相结合的能力。有

本表中列举的UBL蛋白都来自酿酒酵母（如果酿酒酵母中有这些蛋白）和脊椎动物（如果酿酒酵母
中没有这些蛋白）。如果在酿酒酵母中和脊椎动物中皆存在，则在酿酒酵母UBL蛋白后的括号中显
示脊椎动物UBL蛋白。对于E1酶和E2酶，如果酿酒酵母中有这些蛋白则显示酿酒酵母中酶。UBA6
蛋白要比Uba1蛋白的种系分布范围窄的多。
ND：经由标准的BLAST程序没能发现相似性；NI：没有发现；†表示两个结构域各自的相似度。

UBL蛋白
与泛素蛋白

的相似度

E1酶（UBL
活化酶）

E2酶（UBL
连接酶）

备注

预测的UBL蛋白

BUBL1及
BUBL2

相似度可

变，可高达

80%
NI NI 可能是纤毛虫体内的自我剪接蛋白

UBL-1 40 NI NI 是线虫体内核糖体蛋白的前体物质

SF3A120 30 NI NI
在C末端有UBL结构域，没有连接相

关信息

寡腺甙酸合

成酶
30和42† NI NI

在C末端有UBL结构域，没有连接相

关信息

（续表1）
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一些ULD结构域可以在特定条件下从所属蛋白中被裂解下来，裂解之后甚至还可以与其它蛋白

相连接。比如在细胞经历紫外线伤害后发生的去泛素化酶（deubiquitylating enzyme）USP1内
部ULD结构域的自我裂解作用（autocleavage）。这种裂解作用发生后酶就会被灭活，导致细

胞内单泛素化修饰的PCNA蛋白大量积聚，而这些PCNA蛋白正是细胞进行DNA修复所需要的。

在所有UBL蛋白和ULD结构域中广泛存在的β-grasp fold结构非常古老，可见于各个种系

生物，它可能来自某个早期蛋白质翻译系统里的RNA结合结构。该β-grasp fold结构参与了多种

细胞功能，从为各种酶活性，比如铁硫簇结合活性（iron–sulphur-cluster binding）搭起骨架结

构到蛋白质间的相互作用无所不包。

早期对泛素蛋白开展的研究工作将注意力都放在了泛素蛋白在蛋白质水解过程中的作用上

了。26S蛋白酶体负责将被泛素蛋白修饰的靶蛋白水解。多泛素蛋白侧链与蛋白酶体之间的直接

结合可能是多泛素修饰靶蛋白与蛋白酶体复合物结合的机制。即多泛素蛋白侧链为靶蛋白提供

了一个亲和标签，使其能够与蛋白酶体紧密结合（图2）。在蛋白酶体中具有多种多泛素蛋白侧

链受体，此外还在移动穿梭因子（mobile shuttling factor）这种介导多泛素化修饰靶蛋白与蛋白

酶体相结合的因子中发现了多泛素蛋白结合结构域（polyubiquitin-binding domain）。

2. 泛素样蛋白连接后的结果

图2 经泛素化途径修饰的蛋白通常都会被蛋白酶体降解。泛素－蛋白酶体途径负责降解细胞内数以千计
的各种蛋白质。这些被降解的蛋白质都是一些调节蛋白质，比如转录因子或细胞周期蛋白等，还有一些
折叠发生错误的蛋白和其它异常蛋白也会经由这条途径被降解，以防它们在细胞内堆积起来引起不良后
果。多泛素修饰蛋白也会由蛋白酶体降解。泛素蛋白受体既位于26S蛋白酶体的调控单元（即图中粉红色
结构）中，也位于可以与多泛素修饰蛋白和负责将水解亚单位连接到蛋白酶体复合物上的蛋白酶体亚单
位发生可逆性结合的接头蛋白中。正如图中右侧部分所示，调控单元内的ATP水解酶打开底物蛋白的折叠
结构，并将其输送到20S蛋白酶体核心结构（即图中蓝色和红色环状结构）。在核心结构的内侧存在蛋白
水解位点，在此处底物蛋白被水解成小分子肽段，而泛素蛋白被DUB酶回收，重复利用。
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在泛素蛋白与泛素蛋白结合结构域（UBD）之间发生的特异性的相互作用不仅仅限于泛素

化修饰蛋白与蛋白酶体之间的结合作用。我们在近十年的研究发现，泛素蛋白和UBL蛋白有很

多功能都是通过UBD结构域介导的。比如Vps23/TSG101膜蛋白分类因子中的UBD结构域能介导

细胞对单泛素化蛋白修饰膜蛋白的识别，而去泛素化酶Ubp14/USP5蛋白中的UBD结构域则能够

帮助Ubp14/USP5蛋白特异性识别尚未结合的多泛素蛋白侧链。到目前为止，我们至少发现了16
种UBD结构域，这些结构域之间在三级结构和多肽大小（从30个氨基酸残基至150个氨基酸残基

不等）之间都各不相同。这些不同的UBD结构域让真核生物能够借助泛素蛋白系统完成多种功

能。

UBD结构域与泛素蛋白之间的亲和力通常都比较弱，不过虽然如此，但突变研究还是发

现了它们之间的相互作用。将多个泛素蛋白连接到一起可以明显增强它们与UBD结构域之间的

亲和力，或者与靶蛋白之间的亲和力。其中最突出的例子就是多泛素蛋白与蛋白酶体之间的结

合。Cecile Pickart等人研究了各种长度泛素蛋白对试验底物降解作用的不同抑制程度。结果发

现四聚体泛素蛋白的抑制作用最强，三聚体的抑制很弱，而二聚体泛素蛋白则完全检测不到抑

制作用。这说明四聚体泛素蛋白形成了一个在泛素蛋白单体或低聚体中都不存在的结合决定簇

（binding determinant）。

在UBL修饰途径中研究得最充分的莫过于SUMO途径了。我们通过对SUMO途径中各个

酶之间的相互作用以及它们与其它蛋白质间相互作用的研究又发现了很多有关泛素蛋白与靶蛋

白间相互作用的详细机制。而且我们还利用遗传、生化以及生物物理学等多个学科的研究最终

发现了一个非共价结合的SUMO结合单位——SUMO相互作用基序（SUMO-interaction motif, 
SIM）。SIM基序是一个由9个氨基酸残基组成的多肽（这要比与泛素蛋白结合的结构域小得

多），它的解离常数介于5 μM至10 μM之间，这也就是说它的亲和力要比常见的UBD高很多。

在SIM基序中间是由3个或4个疏水氨基酸残基组成的结构，该结构的一侧通常是一组酸性氨基酸

残基。SIM基序在SUMO分子疏表面的β2折叠与α1螺旋之间形成β折叠结构，同时SIM基序末

端的酸性氨基酸残基也能与SUMO分子表面的碱性氨基酸残基之间发生相互作用。这种结构与

被大部分UBD结构域识别的泛素蛋白中的β-grasp fold结构完全不同。在β-grasp fold结构中被

识别的区域是泛素蛋白第44位异亮氨酸为中心的一块疏水区域。因此，不同的UBL蛋白都可以

作为接头分子来发挥相似的功能，但它们与靶蛋白相连接的机制却可以各不相同。

很明显，UBL蛋白与靶蛋白之间的连接通常都会促进靶蛋白与其它蛋白之间发生相互作

用。这种泛素化修饰是通过直接参与形成蛋白复合物来发挥作用的（图3a）。蛋白间相互作用

也可以通过UBL导致的靶蛋白结合位点构象改变来实现（图3b）。大部分已知的UBL调节途径

都属于前面所述的图3a类别，只有极少数属于图3b类型。即使只有一小部分细胞蛋白经UBL蛋
白修饰，它们的活性也足以影响细胞的生理功能。正如前文所述，这种非共价结合的UBL蛋白

与靶蛋白之间的相互作用比较弱。不过可以通过多聚泛素蛋白或者UBL蛋白的方式，又或者泛

素蛋白或UBL蛋白与靶蛋白上的多个位点相结合的方式（如图3a、c所示）来增强它们之间的结

合力。经SUMO分子修饰的RanGAP1蛋白与核膜孔复合物（nuclear-pore complex）之间的连

接就是通过这种多价结合的方式完成的。单独的SUMO分子或RanGAP1蛋白都无法与核膜孔复

合物形成紧密连接。
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UBL蛋白发挥作用的另一条途径借助了空间位阻（steric hindrance）机制。靶蛋白上的

UBL蛋白可以阻碍靶蛋白与某些蛋白质间相互结合（图3d）。不过目前这种蛋白间阻碍作用的

例子还比较少。其中的原因可能是UBL蛋白要能很好地发挥空间位阻效应，需要对细胞内的大

多数蛋白都经过修饰才能表现出来。但对于很多蛋白质来说，只有很少一部分得到了修饰。从

原理上来说，只要UBL修饰蛋白还连接在靶蛋白上或者改变了靶蛋白的构象，那么这种空间位

阻效应就还应该存在。

我们最早获悉的有关UBL连接酶起源的信息来自酵母泛素蛋白活化酶E1的氨基酸序列。研

究发现E1蛋白与MoeB这种负责合成钼辅因子（Moco）的大肠杆菌蛋白具有少许序列相似性。

但是在1991年，E1蛋白的序列刚刚被弄清楚时，我们还不知道MoeB蛋白的生化功能。直到上世

纪90年代末，我们才逐渐了解这种钼辅因子合成酶以及硫胺素合成酶的氨基酸序列和生化功能信

图3 UBL蛋白标签的几种常见功能。

a：UBL蛋白修饰后可以促进蛋白间

相互作用，因为UBL蛋白提供了另一个结

合位点。这种调控机制最为经典的例子就

是蛋白多泛素化修饰途径，蛋白经多泛素

化修饰后可以特异性地与含有UBD结构域

的蛋白酶体相结合。b：UBL蛋白修饰后

可以引起靶蛋白构象改变，能够促进（如

图中所示）或者抑制靶蛋白与其它蛋白之

间的相互作用。比如SUMO分子与胸腺嘧

啶-DNA转葡糖基酶（TDG）结合之后就会

引起TDG蛋白的构象改变，导致其与DNA
之间的亲和力降低。c：一个UBL蛋白修饰

之后可以招募一种蛋白，另一个UBL蛋白

修饰之后可以招募另一种蛋白。这种修饰

机制可以是完全相互独立的，即各个UBL
蛋白与靶蛋白上的不同结合位点相结合，

也可以与靶蛋白上的同一结合位点相结

合。比如对PCNA蛋白的SUMO修饰、单

泛素化修饰和多泛素化修饰之后PCNA蛋

白可以与各种不同的其它蛋白质相结合。

d：UBL蛋白修饰可以阻止蛋白间的相互

作用。比如牛痘A40R蛋白的SUMO修饰

就能阻止A40R蛋白单体之间的聚集作用。

3. 泛素样蛋白修饰途径的起源
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息。令人吃惊的是，该途径与泛素蛋白活化途径具有相似之处。这是因为硫胺素合成途径几乎

存在于所有的细菌当中，而钼辅因子合成途径也存在于大部分的细菌当中，我们认为这些酶系

统在进化等级上要比泛素蛋白连接酶高出很多。

3.1 UBL相关硫载体蛋白

要合成钼辅因子和硫胺素分子，就必须在它们的前体物质中加入硫元素，这就需要一种小

分子硫载体蛋白的帮助。在钼辅因子合成途径中发挥作用的是MoaD蛋白，而在硫胺素合成途

径中发挥作用的是ThiS蛋白。如图4所示，硫元素是从这些硫载体蛋白C末端的硫代羧酸基团

（thiocarboxylate group）上释放出来的。MoaD蛋白和ThiS蛋白都与泛素蛋白一样，在序列

的C末端携带一对甘氨酸残基。这些蛋白的C末端在E1样酶（在MoaD蛋白途径中发挥作用的是

MoeB蛋白；在ThiS蛋白途径中发挥作用的是ThiF蛋白）的腺苷酰化作用之后，就可以将这些蛋

白C末端的甘氨酸羧酸基团转变成硫代羧酸基团。与泛素蛋白一样，MoaD蛋白和ThiS蛋白也都

有一个β-grasp fold结构，不过这两种蛋白在氨基酸序列上与泛素蛋白的相似性都不高。因此，

泛素蛋白、MoaD蛋白和ThiS蛋白都只是结构相似，它们的C末端都可以经E1样酶的腺苷酰化作

用而被激活。

早在2000年左右，我们就根据新发现的泛素蛋白相关修饰因子1（ubiquitin-related modifier 
1, Urm1）的相关信息，对硫输送系统（sulphur-transfer system）与UBL活化系统之间的进化

学亲缘关系进行了深入研究。Urm1蛋白最初是在酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae）中

被发现的，它与MoaD蛋白和ThiS蛋白有关（图4右侧部分）。虽然酿酒酵母缺乏与钼相关的酶

系统，而且它还采用了一种与细菌完全不同的途径来合成硫胺素，但它还是表达了E1样酶——

Uba4蛋白。该蛋白在序列上与ThiF蛋白和MoeB蛋白具有相似性。Uba4蛋白能与Urm1蛋白相结

合，促使Urm1蛋白与其它细胞蛋白发生共价结合。这些研究成果表明Urm1蛋白与Uba4蛋白可

能都是UBL蛋白连接系统的一部分（如果从序列相似程度考虑，它们与细菌的硫输送系统会更

为相近）。不过正如我们下面将要讨论到的那样，Uba4蛋白也在硫输送系统中发挥了作用，因

此，它可能是一种双功酶。鉴于此，Urm1-Uba4系统有可能是一种“分子化石”，它保留了远

古硫输送系统的特征，同时又具有UBL连接酶的活性。

3.2 另一种可能的双功酶——Urm1蛋白

E1样酶在ATP的帮助下活化UBL蛋白C末端的过程与其它腺苷酰化作用过程，比如氨酰

tRNA连接酶（aminoacyl-tRNA synthetases）活化氨基酸的过程非常类似。对UBL蛋白来说，

ATP水解提供的能量被转移到E1-UBL硫酯键（thioester linkage）中去了。不过在被化学活化之

后，表1中所列举的所有已知的UBL蛋白（除了Urm1蛋白之外）同时也都会继续发生酯基转移作

用（transesterification），将能量再转移到E2酶的硫酯键上。唯一例外的是，Urm1蛋白途径没

有使用E1-E2酶系统，而是使用了细菌硫输送系统。Uba4蛋白（即Urm1蛋白途径中的E1酶）含

有一个硫氰酸生成酶同源结构域（rhodanese-homology domain，RHD）。这一点与其它UBL
系统中的E1酶不同（图4）。硫氰酸生成酶和其它几个含有RHD结构域的蛋白都是硫转移酶，

它们通过S-S-H中间体的形式将其活性半胱氨酸位点上的硫转移到靶蛋白上。很多MoeB家族蛋

其白都含有与Uba4蛋白类似的结构，即有一个E1样结构域及与之相应的C末端，还有一个RHD
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图4 UBL修饰途径和硫转
移途径。酵母E1相关蛋白
Uba4的两种活性。在左
侧图中，Uba4蛋白起到
了硫基转移酶的作用，将
硫从RHD结构域形成的过
硫化物转移到Urm1蛋白
的C末端，形成Urm1硫代
羧酸产物，然后将硫转移
给 tRNA分子。在右侧图
中，Uba4蛋白可能经由
Uba4–Urm1硫酯中间产
物催化Urm1蛋白与底物
靶蛋白相连接。虽然可能
是Uba4–Urm1酰基二硫
化物在Urm1修饰途径中
发挥作用，但还是很难解
释为什么在该途径中需要
E1样酶结构域中的半胱氨
酸残基。Nfs1是半胱氨酸
脱硫酶，它负责将硫从半
胱氨酸残基上裂解下来。

2008年，Jennifer Schmitz等人开展的一项工作发现，Uba4蛋白的RHD结构域也能形成

过硫化物，并在体外反应中将其末端的硫转移至Urm1蛋白的C末端，形成Urm1蛋白硫代羧酸

产物。E1结构域中的半胱氨酸残基并不是该反应所必需的，Jennifer Schmitz等人也没有发现

Urm1-Uba4硫酯产物。Jennifer Schmitz等人认为，经腺苷酰化作用的Urm1蛋白受到RHD结构

域中过硫化物的攻击，会形成酰基二硫化物中间产物，然后再释放出硫代羧酸产物。他们认为

这就是Urm1蛋白与靶蛋白连接的作用机制。

最近我们还发现了Urm1蛋白途径的一种新功能，即在某些反义tRNA分子的摆动尿嘧啶

（wobble uridine）2号位的O被替换成了S。该途径能控制译码的特异性。Urm1蛋白参与了该

反应，可能起到了硫转运的功能。tRNA分子被Urm1途径修饰的程度是否决定了Urm1途径的功

能还需要我们进一步研究。Urm1蛋白对靶蛋白的修饰作用也能够让tRNA分子被硫醇化，可能

结构域。根据上述以及其它研究结果，我们认为在MoaD蛋白形成的硫代羧酸产物会在MoeB蛋

白相关酶（MoeB-related enzyme）的RHD结构域作用下继续形成酰基二硫化物中间体（acyl 
disulphide intermediate）。由此类推，Urm1-Uba4系统也会用到Uba4蛋白的RHD结构域。

Uba4蛋白的RHD结构域会与Urm1蛋白形成暂时的硫酯中间产物，然后再将硫酯键转移至底物，

因此在反应过程中并不需要E2酶的参与（图4）。在酿酒酵母中，该Urm1蛋白与靶蛋白的连接

过程必需RHD结构域中的半胱氨酸残基参与。
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的途径是通过形成能够释放出Urm1硫代羧酸产物的Urm1-Uba4酰基二硫化物，然后将硫转移到

tRNA。
虽然Uba4蛋白保守的E1结构域中的半胱氨酸残基在体外Urm1硫代羧酸产物形成的过程中

不是必需的，但在体内Urm1蛋白连接的过程中却是必不可少的。该半胱氨酸残基在Urm1-RHD
连接产物（该产物是Urm1蛋白C末端硫代羧酸产物而不是Urm1蛋白与靶蛋白之间的连接产物）

的还原裂解反应中发挥作用。可能是E1样酶的半胱氨酸残基与RHD结构域间进行过硫化物交

换，释放出RHD巯基，攻击Urm1蛋白-腺嘌呤核苷酸（Urm1-adenylate）；又或者是Urm1蛋
白-腺嘌呤核苷酸直接被底物的赖氨酸残基攻击，不过该机制无法解释为什么需要两个Uba4蛋
白活性位点中的半胱氨酸残基。Urm1-RHD二硫化物的还原裂解反应是被E1结构域活性位点的

巯基基团催化完成的，该反应能使RHD巯基再生，能够再次参与形成Urm1硫酯化合物。我们

还不清楚这种Urm1蛋白与靶蛋白间的连接机制是否能真实地反映早期前体物质及其它UBL蛋白

的连接机制。不过我们相信，在UBL蛋白连接酶系统的进化历程中，出现了一种独特的E2样因

子，逐渐使得E1酶丢失了RHD结构域，因此，也去除了过硫化物-硫代羧酸产物（persulphide–
thiocarboxylate）形成的这一副反应。或者，真核生物UBL修饰系统可能来自另一种独特的原核

β-grasp蛋白修饰系统。

3.3 E2酶的缘起与UBL特异性蛋白酶体

E2样酶源自何时，它又是在何时第一次与E1酶形成E1–E2系统用于UBL修饰途径的？早

期的序列比对工作没有在细菌中发现任何与E2酶相关的蛋白，但是最近的研究工作却在同一

DNA“邻居”（即在假定的操纵子中，结构域融合区域或共调控基因中）中发现了大量的E2相
关序列，这些序列包括UBL相关序列、E1样序列或JAMM（JAB1/MPN/Mov34）金属蛋白酶编

码序列等。在真核生物中，有特殊的JAMM蛋白酶来作为去泛素化酶或UBL特异性蛋白酶。

因此，E2蛋白似乎来自细菌，伴随着UBL蛋白和E1样酶一起发展而来。与经典的UBL系统

E2酶最接近的亚群蛋白可能就是真核生物UBL系统中E2酶的祖先。虽然到目前为止还没有报道

有一个这种原核生物的E2样酶能够与E1酶一起催化UBL与底物间的反应，不过根据其它研究成

果，我们相信肯定会有一些原核生物的E2样酶能够催化这种反应。

DUB蛋白或ULP蛋白通常都是UBL蛋白前体物质C末端反应所必需的蛋白，它们可以将

UBL蛋白从靶蛋白上裂解下来。虽然经序列分析发现有多种JAMM酶与原核细胞里的UBL修饰

系统有关，不过还是有一些JAMM酶只是参与硫转运途径，而不参与UBL修饰途径。比如结核

分支杆菌（Mycobacterium tuberculosis）具有特殊的半胱氨酸合成途径。该途径由E1相关的

MoeZ蛋白催化。途径中含有包含β-grasp结构的CysO硫代羧酸衍生物。JAMM酶编码基因与

CysO编码基因成簇存在，它也许能在半胱氨酸生物合成的最后一步将CysO中的半胱氨酸水解

出来。萤光假单胞菌（Pseudomonas fluorescens）中合成含硫的thioquinolobactin菌属转铁蛋

白（siderophore）需要一名为QbsE的硫转运蛋白参与，该蛋白与MoaD蛋白和ThiS蛋白相关。

不过QbsE蛋白以在双甘氨酸基序（diglycine motif）后添加了两个氨基酸残基的前体物质形式存

在。JAMM蛋白酶可以将QbsE前体蛋白中的这两个氨基酸残基水解掉。因此，真核生物用来去

除UBL蛋白的蛋白酶可能就来自细菌中以β-grasp结构蛋白为基础的生物合成途径，比如UBL蛋
白和E1样酶，可能E2样酶也是如此。
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3.4 E1样酶对非UBL底物的活化作用

腺苷化酶（adenylating enzyme）里的E1样酶超家族蛋白除了能活化β-grasp蛋白的C末

端之外，还能催化一系列的生化反应。最好的例子来自能合成并分泌小分子抗菌素C7（small 
antibiotic microcin C7, MccC7）的肠道细菌。MccC7是一种由大肠杆菌质粒编码的小分子7
肽。MccC7多肽C末端的天冬酰胺酰类似物（isoasparaginyl）与经修饰的腺嘌呤核苷酸之间形

成了氨基磷酸酯键（phosphoramidate）。该连接反应需要同一质粒编码的mccB蛋白的参与，

而mccB蛋白属于E1样酶超家族。因此，这种E1样酶蛋白的底物不是β-grasp蛋白，该酶所修

饰的C末端也与前面介绍的硫转运系统不同，只不过最开始由与E1样酶催化的C末端α羧化物

（α-carboxylate）的腺苷酰化作用比较类似。

将来还会发现多少种UBL蛋白修饰途径或者相似的途径？很多UBL修饰途径无法通过序列

比对的方法被发现，因此可能还有很多β-grasp蛋白或者UBL修饰因子没有被我们发现。令人兴

奋的是，我们在原核生物中发现了大量UBL相关蛋白修饰系统，虽然这些系统中还没有一个系

统经过试验验证。对这些系统进行序列分析发现，有大量的细菌调节子都将所有编码β-grasp蛋
白、E1样蛋白、E2样蛋白以及相关水解蛋白的基因全部集中到一起。此外还发现，不是所有的

E1样蛋白都能与β-grasp蛋白或UBL蛋白发生反应，因此还需要对这些酶的作用进行更深入的

研究。

反过来，可能还存在一种胞内的蛋白间结合机制，该机制并不需要E1样酶和β-grasp蛋白

的参与，比如内蛋白（intein）介导的蛋白反式剪接机制等。在结核分支杆菌中有一种名为Pup
的原核生物泛素样蛋白，该蛋白由64个氨基酸残基组成，它可以在体内对一些特定蛋白进行修

饰，使它们被结合杆菌的蛋白酶体所降解。Pup蛋白既不是β-grasp蛋白也不是UBL蛋白，它通

过C末端的谷氨酰胺位点与靶蛋白的赖氨酸位点相连。Pup蛋白末端的谷氨酰胺在与底物连接时

或连接之前会转变为谷氨酸。类似的酰胺连接反应也见于谷氨酰胺转移酶反应和谷光苷肽合成

途径中的γ谷氨酰半胱氨酸合成酶（γ-glutamylcysteine synthetases）反应。实际上，结合杆

菌里的PafA蛋白与γ谷氨酰半胱氨酸合成酶和谷氨酰胺合成酶在序列上相似性很低。质谱研究

和蛋白质组学研究可能会给我们带来更多的信息。从蛋白质组学这个更宽广的角度来看，蛋白

间的相互连接反应可以看做是细胞调控手段中运用最为普遍，功能最多样的一种方式，我们现

在只是看到了冰山一角而已。
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