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摘要 目的 为了制备不同链种类、不同链长及磷酸化修饰的泛素样品。方法 本文主要以生物酶法为手段对以上样品的

制备路线进行阐述。制备的主要方法分为两种，一是采用逐次添加的方式达到泛素链延长的目的，二是通过一次酶反应制

备混合的多聚泛素链，然后对不同链长的泛素链进行纯化分离。结果 以上两种策略都能达到制备多聚泛素链的目的。进

一步，通过对泛素进行磷酸化修饰，制备了磷酸化的泛素样品。通过K11和K48的泛素酶制备了K11/K48分支链泛素。

结论 基于以上泛素链的制备路线，可以进一步对不同链接形式的不同亚基进行磷酸化修饰等翻译后修饰，也可以通过在

特定亚基进行同位素标记及在特定位点引入小分子探针，进而进行NMR和FRET的测定。综上所述，本方法将为从事泛素

信号通路和泛素生化研究的科学家提供借鉴和帮助。
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泛素（ubiquitin，Ub）是细胞中一类重要的信

号蛋白。泛素的“泛”指的是它在细胞中普遍存

在，并广泛参与调节细胞的生理功能。泛素蛋白行

使功能主要过程包括：a. 写入（writing），在泛素

连接酶E1、泛素结合酶E2、泛素连接酶E3的顺序

作用下，对蛋白质等底物（substrate）进行泛素化

修饰；b. 读取（reading），泛素本身与不同的靶蛋

白相互结合，募集上下游的蛋白质，启动相应的信

号 通 路 ； c. 擦 除 （erasing）， 被 去 泛 素 化 酶

（deubiquintase， DUB） 去 泛 素 化 ， 终 止 其 作

用［1-4］。目前已知能够与泛素蛋白结合的靶蛋白

（target protein） 有上千种，它们的结构和功能各

异，泛素与靶蛋白的结合通过构像选择机制进行，

而泛素之所以能够实现与众多靶蛋白的结合，主要

原因是泛素单体存在动态结构，泛素链的亚基间存

在丰富的动态结构［5-10］。

泛素的结构决定它的功能，而决定其结构的有

以下几个原因。首先，泛素之间可以通过共价连接

形成二聚泛素以及更长的多聚泛素链。一个泛素蛋

白有 7 个赖氨酸 （分别是 K6、K11、K27、K29、

K33、K48和K63），加上氮端的氨基，共有8种方

式可以和另一个泛素蛋白的碳端羧基形成异肽键。

这些链接方式，可以同种连接形成不同长度的泛素

链。然而，泛素间也可以不同连接的方式形成分枝

状的连接，形成各种不同的组合方式，这些连接方

式的亚基较少。不同连接方式的多聚泛素链，其亚

基之间的四级结构不同，使它们能够与不同的靶蛋

白结合，参与调控不同的细胞功能。如K48连接的

泛素链能够与蛋白酶体的泛素受体结合，参与蛋白

质降解［11-12］。其次，泛素单体之间的极弱相互作

用，使泛素链中两个相邻亚基之间形成动态的四级

结构。泛素单体之间的非共价相互作用 （KD≈
5 mmol/L）［8］，以共价连接形成的泛素链中两个相

邻亚基能够达到这个有效浓度。这样的相互作用，

使亚基之间能够处于不同的构象。如K63连接的二

聚泛素 （K63-diUb），可以有打开 （open）、闭合

（close）、部分打开（partially open） 3 种互变的构

象［7］，它们分别结合不同的靶蛋白，介导不同的

∗并列第一作者。

∗∗通讯联系人。

Tel：010-62758440，E-mail：Tang_Chun@pku.edu.cn

收稿日期：2021‑09‑26，接受日期：2021‑11‑01



覃凌云，等：泛素链的体外制备、磷酸化修饰与标记方法2022；49（8） ·1587·

功能，K63-diUb 的不同构象，能够分别与激活和

抑制NF-κB信号通路的靶蛋白结合。总之，由于共

价连接方式的不同、各亚基之间非共价相互作用的

存在，使得泛素链的四级结构多样复杂。泛素链通

过构象选择性机制，在与特定的靶蛋白相结合时，

使得某一种构象得以稳定。通过诱导契合机制，使

结合更加紧密。最后，启动相应的信号通路。

泛素除了能够靶向底物从而实现不同的生理功

能，自身也能够被修饰，比如乙酰化、磷酸化、

ADP- 核糖基化、磷酸核糖化、脱酰胺作用、

SUMO修饰和琥珀酰化。以上这些定点修饰进一步

增加了泛素网络的复杂性［2］。本文结合实验室研

究较为成熟的磷酸化修饰为例来说明磷酸化对泛素

网络的影响［9］。目前已有研究发现泛素链的四级

结构可以受到泛素磷酸化的调节，从而有可能改变

泛素的信号系统。泛素蛋白的Ser65能够被PINK1

（PTEN-inducing kinase 1）磷酸化，磷酸化诱导泛

素蛋白在生理温度下出现两种不同的结构，分别称

为 收 缩 态 （retracted state） 和 舒 张 态 （relaxed

state）［13-15］。这两个态的出现，使泛素链的结构也

发生更为复杂的变化。已经有研究发现，大部分

E1、E2泛素酶利用磷酸化泛素时，泛素化底物和

生成泛素链的活性降低，而少部分E1、E2泛素酶

的活性增强［16-17］，也就是说泛素单体一旦被泛素化

后，可以影响写码器（writer）的活性。PINK1能

够磷酸化泛素链中的任意亚基，以及结合在底物上

的泛素，这些泛素一旦被磷酸化后，能够影响去泛

素化酶的活性，大部分的去泛素化酶活性下降，而

个别增加［17-21］，也就是说可以影响擦除器（eraser）

的活性。从细胞水平上来看，包括癌症、衰老和神

经退行性疾病等，PINK1 和 pUb 的水平都显著增

加［22-24］。然而到目前为止，PINK1和pUb扮演的生

理功能角色还远未确定［25］。因此这些定点修饰的

样品制备也成为了泛素自身修饰研究最基础的

步骤。

泛素链的样品制备对泛素的结构和功能研究具

有决定作用。目前对于泛素链的制备主要分为生物

酶法制备和化学合成两种方式。生物酶法制备指的

是以下制备途径。首先，在E1的作用下形成E1-泛

素硫酯中间体。接下来泛素被转移至E2上形成E2-

泛素硫酯中间体，通常这一步骤的中间体能够特异

性识别泛素的Lys侧链氨基或者M1氨基。但是对

于部分链类型，E2-泛素硫酯中间体仍会在E3的帮

助下特异性识别泛素的待链接位点。通过以上的

E1-E2-E3级联反应，完成不同泛素链的链接过程。

如果上述的级联过程特异性不专一，还可以通过去

泛素化酶DUB特异性降解上述非特异性的链接方

式。化学合成指的是采用蛋白多肽固态合成的方

式，将泛素分成不同的几段，然后定点引入到待修

饰的Lys侧链，从而实现制备不同链接方式的多聚

泛素。清华大学刘磊等［26-27］采用化学合成的方式，

已经在K27、K48和K63多聚泛素制备方面做了大

量工作。接下来，本论文将主要讨论采用生物酶来

制备各种形式的泛素样品，其中由于K27的特异性

E2和E3酶缺失，将不予讨论。

1 材料与方法

1.1 E1、E2、E3及DUB酶的纯化

泛素链制备涉及到的各种E1、E2、E3及DUB

酶所对应的泛素链类别见表1。各种酶的氨基酸图

式见图1。E1酶［28-29］可用于所有的泛素链的合成。

K6、K29、K33 3 种连接方式的 E2 共用一种酶

UBE2L3［30］，但是其 E3 酶各不相同，分别是

NIeL［31-32］、UBE3C［33］和AREL1［34］。K11的E2为

UBE2S-UBD［35］，Cezanne 能够特异性降解 K11 泛

素链［35］。K48的E2为E2-25K［36］，OTUB1能够特

异性降解K48泛素链［37］。K63的E2为 ScUbc13和

ScMMS2两种酵母E2的融合蛋白［38］，AMSH能够

特异性降解K63泛素链［34］。M1的E2为UBcH5c［39］，

E3 为 HOIP-RBR-C［40］。以上各种酶所构建的质粒

转入 BL21 宿主中，挑单克隆菌落，由 1 ml 至 1 L

进行逐级扩大培养。当 A600达到 0.6~1.0 时，加入

IPTG 终浓度为 0.2 mmol/L，低温（18℃）诱导过

夜。为了尽量减少纯化过程对酶活的影响，全程的

纯化过程需要低温条件下进行。由于上述酶都带有

His或者GST亲和标签，因此上述酶的纯化可以分

为两类进行。His标签的缓冲液体系为：缓冲液A

（20 mmol/L tris、pH 8.0，300 mmol/L NaCl，10%

甘油），缓冲液B（缓冲液A + 1 mol/L咪唑）。GST

标签的缓冲液体系为：缓冲液A （20 mmol/L磷酸

盐、pH 7.3，300 mmol/L NaCl，10%甘油），缓冲

液B（20 mmol/L tris、pH 8.0，10%甘油）。样品经

亲和柱纯化后，需要过排阻色谱进行进一步纯化，

缓冲液体系为 20 mmol/L tris、pH 8.0，150 mmol/L

NaCl，10% 甘油。一般来说，经过亲和纯化和排

阻色谱纯化后，酶的纯度已经能够满足泛素多聚体

的链接。
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1.2 非DUB参与的泛素链制备

多聚泛素制备采用的是体外生物酶法反应来制

备多聚泛素。在生物酶法制备泛素链中，又分成了

两种制备方式。一种是不采用DUB来制备泛素链，

由于K6、K11、K29、K33在酶法反应过程中会生

成其他非特异形式的泛素链，因此将近端亚基端的

赖氨酸突变成精氨酸以封闭非特异性的连接方式，

对远端亚基端也进行封闭（但是不能封闭需要连接

的Lys位点）。另外，远端亚基的C端还需加入一

个天冬氨酸（D77）将G76进行封闭。各种泛素链

所需的近端亚基和远端亚基的Lys突变方案见表2。

以K48泛素链为例，反应体系设置为：0.5 mmol/L

Ub-K48R、0.5 mmol/L Ub-77D、250 nmol/L E1、

5 μmol/L E2、 40 mmol/L Tris-HCl、 20 mmol/L

ATP、10 mmol/L PBDM （磷酸肌酸）、0.002 U 磷

酸肌酸激酶、0.5 mmol/L Ppase （无机焦磷酸化

酶）、10 mmol/L MgCl2、0.5 mmol/L DTT，pH8.0，

在25℃条件下反应6 h左右（其他的链接方式的反

应体系以K48为参考）。二聚泛素链接成功后，如

果需要再延长泛素链，再用YUH1酶［41］对远端的

Fig. 1 Schematic diagram of the amino acid structure of E2, E3 and DUB (UniProt ID and the corresponding amino acid
number are shown in the brackets)

Table 2 The construction strategy of the distal and
proximal subunits of different di-ubiquitin

Link type

M1-diUb

K6-diUb

K11-diUb

K29-diUb

K33-diUb

K48-diUb

K63-diUb

Proximal subunit

GUb

Ub-K6R-K48R

Ub-K11R-K63R

Ub-K11R-K29R-K48R

Ub-K11R-K33R-K48R-K63R

Ub-K48R

Ub-K63R

Distal subunit

Ub-77D

Ub-K48R-77D

Ub-K63R-77D

Ub-K11R-K48R-77D

Ub-K11R-K48R-K63R-77D

Ub-77D

Ub-77D

Table 1 E1, E2, E3 and DUB are involved in the synthesis of different ubiquitin chains

Link type

E1

E2

E3

ATP regeneration

Reaction buffer

Time/temperature

Non-specific link

DUB

Lys6

UBE1

UBE2L3

NleL

ATP 10 mmol/L, 10 mmol/Lphosphocreatine, creatine kinase 0.002 U/ml, inorganic-pyrophosphatase 0.5 μmol/L

40 mmol/LTris-HCl, pH 8.5, 10 mmol/LMgCl2, 0.5 mmol/LDTT

3 h, 37℃

50% K6,

50% K48

OTUB1

Lys11

UBE1

UBE2S-UBD

3 h, 37℃

90% K11,

10% K63

AMSH

Lys29

UBE1

UBE2L3

UBE3C

O/N, 37℃

25% K29, 60%

K48, 10% K11, 5% other

OTUB1, AMSH, Cezanne

Lys33

UBE1

UBE2L3

AREL1

O/N, 37℃

35% K33, 35% K11,

20% K48, 5% other

OTUB1, Cezanne

Lys48

UBE1

E2-25K

6 h, 25℃

Lys63

UBE1

Ubc13- MMS2

6 h, 25℃

M1

UBE1

UBcH5c

HOIP

3 h, 25℃
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D77水解，然后以二聚泛素作为近端，以带有D77

的泛素单体作为远端亚基再作酶反应。以此类推，

可以得到满足实验要求的不同链长样品。最后用阳

离子亲和柱（Source-S柱，GE Healthcare）对反应

产物进行分离。

1.3 DUB参与的泛素链制备

另一种生物酶法制备方式是采用DUB来降解

生成的非特异性链接泛素链。因此，此种方法的泛

素材料可以直接使用野生型泛素。在E1、E2、E3

反应以后，会得到不同聚合程度的泛素链。如果反

应时间越长，得到的聚合程度会越高。因此，可以

根据实验预期的泛素聚合程度，大致确定反应时

间。以二聚泛素为例，对于M1、K48和K63来说，

由于没有非特异性的泛素链产生，因此可以直接用

阳离子亲和柱 （Source-S 柱） 对反应产物进行分

离。对于K6、K11、K29、K33来说，由于存在或

多或少的非特异性链接，因此需要用对应的DUB

酶作进一步的处理。DUB 酶的反应量一般以

Ub∶DUB = 200∶1 加入，反应温度为 25℃或者

37℃，过夜反应。

1.4 磷酸化泛素的制备

PINK1 来源于体虱（phPINK1），其制备方法

在之前已有描述［13］。对于野生型泛素的磷酸化反

应，反应体系中泛素、phPINK1和ATP的摩尔浓度

比为1∶0.01∶50。反应的缓冲液体系为：20 mmol/L

HEPES， 150 mmol/L NaCl， 5 mmol/L DTT，

5 mmol/L MgCl2，pH 7.4。反应温度设置为 25℃，

过夜反应。最后用阳离子亲和柱（Source-Q柱）对

反应产物进行分离。用质谱 （Agilent G6530Q-

TOF）进行鉴定。当需要对泛素链中部分亚基进行

磷酸化修饰时，有两种方案可供选择。一是先对待

修饰的亚基进行磷酸化修饰，然后再按照 1.2的方

法进行泛素链的制备，此过程需要注意的是磷酸化

以后的泛素可能会降低泛素链的酶活反应；第二种

方案是将不进行磷酸化修饰的亚基 S65 位进行突

变，先按照 1.2的方法制备泛素链，然后再进行磷

酸化反应。具体的实施方案根据实验的具体情况

而定。

1.5 分支型泛素链的制备

上述讨论的都是同型多聚泛素，但细胞内也同

样普遍存在着异型多聚泛素。异型多聚泛素也分为

混合型和支链型。以三聚泛素为例说明，Ub1、

Ub2、Ub3代表三聚泛素的 3个亚基。混合型泛素

链指的是Ub1通过其G76与Ub2的8个可能位点形

成二聚，然后 Ub2 的 G76 与 Ub3 的剩余 7 个位点

（除去Ub1/Ub2已经形成的聚合类型）继续延长泛

素链，理论上混合型泛素链有 56种形式。分支型

泛素链指的是Ub1和Ub2都通过其G76与Ub3的 8

个可能位点中的两个位点形成共价连接，形成分支

状，理论上分支型泛素链有28种形式［42］。目前异

型泛素链的结构特征及功能研究已经被报道，已鉴

定的异型泛素链包括 K11/K48、M1/K63、K29/

K48、K11/K63 和 K48/K63 泛素链［32，43-44］。其中

K11/K48分支型泛素链已经被证实能够促进其修饰

的底物被蛋白酶体识别降解［45］。本文以本课题组

正在研究的K11/K48分支泛素链为例，阐述其制备

路线。其制备路线可以采用两种：一是首先制备

K48二聚泛素，然后以K48二聚泛素为基础，通过

合成 K11 二聚泛素的方法合成 K11/K48 分支泛素

链；二是首先制备K11二聚泛素，然后再引入K48

链接。上述各个步骤的反应条件与二聚泛素的反应

条件一致，具体反应体系不再赘述。

2 结 果

2.1 非DUB参与的泛素链制备结果

在二聚泛素的链接过程中，为了控制链长，在

近端亚基端引入 D77。为了避免形成非特异性链

接，将引起非特异性链接的 Lys 突变成 Arg。以

K63 的多聚泛素制备为例，K63-diUb 及 K63-triUb

的蛋白质胶图及质谱图见图2。这种策略可以精准

控制多聚泛素的形成，从而实现对不同亚基的结构

和功能研究。比如在研究二聚泛素磷酸化的过程

中，需要表征不同亚基的磷酸化特征以及磷酸化以

后蛋白质结构的变化，可以选择先对待研究亚基进

行磷酸化，然后再进行二聚反应。对于反应过程中

特异性较差的K29和K33而言，进一步发现其特异

性的E3酶对泛素的精准制备显得尤为重要。同时

有文献表明［46］，将泛素的 7个Lys全部突变成Arg

后 （简称为 K0-Ub），K0-Ub 的 1H-15N-HSQC 谱图

相较于野生型泛素而言发生了一定程度的化学位移

扰动，对K0-Ub的溶液结构解析发现，其骨架结构

与野生型泛素仍然保持一致。因此认为Lys突变为

Arg并不会引起泛素结构的变化。

2.2 DUB参与的泛素链制备结果

为了减少Arg突变对泛素体系的影响，可以选

择使用DUB的方式来制备泛素链。这种方式制备

的泛素链能够更加真实地模拟细胞内形成的泛素体

系。M1、K6、K11、K29、K33、K48和K63的反
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应体系结果见图3a。如果E2/E3的特异性高，可以

在反应完成后不加 DUB 处理，比如 M1、K48 和

K63的链接形式。以M1的多聚反应为例，如果需

要进一步的分离，需要过Source-S柱进行进一步纯

化（图3b，c）。图3b中显示的纯化柱为手动制作，

能够填装更多填料，且柱子呈细长，因此具有较好

的分离效果。Source-S柱经过改良，保证了不同链

长的分离效果，且在阳离子柱洗脱过程中，应将洗

脱梯度尽可能的降低。取M1-diUb的纯化谱峰用作

质谱鉴定，鉴定结果显示M1-diUb的表观分子质量

与理论分子质量完全一致（图3d）。用此种方法制

备的泛素链低聚产物会占较大比例，如果需要制备

更高聚的产物，可以将反应的基础单元monoUb替

换为 diUb甚至是 triUb。另外，可以适当延长反应

时间以及增加酶量。以K48泛素链为例，反应体系

原 设 置 为 ： 0.5 mmol/L Ub、 250 nmol/L E1、

5 μmol/L E2-25K，反应条件为 25℃，6 h。调整后

可 设 置 为 ： 0.5 mmol/L Ub、 500 nmol/L E1、

10 μmol/L E2-25K，反应条件为 25℃，12 h。为了

尽可能防止副产物的产生，反应体系应保持新鲜，

即在适当的反应时间后，可以继续添加酶量，也可

以将反应体系作粗纯化后得到只含有泛素的产物，

然后再继续加入其他材料进行反应。

2.3 磷酸化泛素制备结果

野生型泛素在 PINK1 激酶的作用下，能够高

效地生成磷酸化泛素。对野生型泛素和磷酸化泛素

分别进行质谱和 phos-Tag 蛋白胶的鉴定 （图 4a，

b）。质谱结果显示，磷酸化泛素的相对分子质量正

好增加了 79 u，符合磷酸根的相对分子质量。

Phos-Tag蛋白胶结果显示，pUb的条带明显高于野

生型泛素，说明pUb的磷酸根与胶中的Mn2+结合，

减 缓 了 pUb 的 迁 移 速 率 。 此 外 ， 也 用 核 磁
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Fig. 2 Mass spectra of di- and tri-K63 polyUb
The upper and lower figures respectively indicate the mass spectrums of K63-diUb and K63-triUb, and the theoretical molecular mass is consistent

with the apparent molecular mass.
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1H-15N-HSQC 谱图表征了野生型泛素的磷酸化速

率。同样，通过 S65A 突变的方式，对 M1、K48、

K63diUb的远端亚基和近端亚基的磷酸化速率进行

了表征。通过一系列的磷酸化实验，能够证实不同

泛素链的不同亚基都能够被磷酸化。但是在真实的

细胞环境中，不同亚基的磷酸化速率如何，或者说

不同亚基的磷酸化顺序如何，还需要做系统的

研究。

2.4 分支型泛素链的制备结果

K11/K48分支泛素链制备，首先需要制备K48

二聚泛素。按照上述泛素突变体的制备策略，将远

端亚基的K48突变为R，防止被其他泛素在连接在

48位点，在近端亚基的C端加上氨基酸D77，这是

为了只使远端亚基提供游离的C端，从而控制只形

成二聚泛素。之后，以 Ub-K11R-K48R 突变体为

K11/K48 分 支 型 泛 素 链 的 最 后 一 个 亚 基 。

Ub-K11R-K48R突变体的目的是为了在反应过程中

生成 K11-diUb 和 K48-diUb。然后以表 1 中 K11 的

连接体系为参考，即可生成 K11/K48 分支型泛素

链。但是由于UBE2S-UBD的非特异性作用，除了

能够在K11位点反应，也能够在K63位点反应，因

此会生成 10% 的 K63 连接泛素链。为了除去形成

的 K63 链接泛素链，在最终的反应体系中加入

DUB 酶 AMSH。当然，K11/K48 分支泛素链制备

也可以首先制备K11二聚泛素，之后的制备顺序同

上。两种方式的制备效率相近。图 4d 为 K11/K48

分支泛素链的示意图。将制备好的K11/48-triUb样

品通过 OTUB1 酶分别处理 0、5、15、30、60、

90 min。SDS-PAGE 鉴定见图 4c，可以证实 K11/

48-triUb样品也能够验证OTUB1的酶活效率。
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Fig. 3 Deubiquitinating enzymes participate in the preparation of different types of polyubiquitin chains
(a) The SDS-PAGE gel of different types of polyubiquitin chains. The first lane is the marker, the second lane is the pre-reaction sample without

ubiquitin, and the third lane is the sample after 3 h of reaction. (b) A cationic column for separating polyubiquitin. (c) The protein purification

diagram of M1 polyUb. (d) The mass spectrum of M1-diUb.
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3 讨 论

泛素系统中涉及到的E1、E2、E3及DUB酶的

研究对泛素样品的制备至关重要。由于目前对不同

泛素组合链所需的E2、E3及DUB酶的研究认识仍

然有限，因此对不同泛素组合链结构和功能也不全

面。特别是缺乏对细胞中针对E3连接酶特异性的

泛素化事件的直接鉴定方法［2］。目前关于 K48 和

K63的泛素链研究已经非常深入，但是对于一些非

典型的泛素链的研究仍然有待拓展。Xu等［47］通过

质谱定量分析对酵母细胞中 7种Lys链接的泛素链

比例进行分析，结果显示如下：（10.9±1.9）%

（K6）、（28.0±1.4）%（K11）、（9.0±0.1%）（K27）、

（3.2±0.1%）（K29）、（3.5±0.1）% （K33）、（29.1±

1.9）% （K48） 和 （16.3±0.2）% （K63）。上述证

据意外发现K11与目前研究较为深入的K48链接的

泛素链占比相当，而目前研究知之甚少的K27泛素

链比例也并不是最低的。这还只是单纯的几种链形

成的比例，还没有涉及到更加复杂的拓扑结构、分

支结构和混合结构。这说明对细胞内的泛素研究仍

然需要广泛而基础的研究。一个典型的例子是目前

还无法用酶法来制备的K27泛素链。究其原因有以

下两个方面。一是K27的侧链氨基由于处于被包埋

状态，因此活性中心不易暴露导致其活化难度提

高。二是K27泛素链的E2、E3和DUB酶现有研究

过少，使得K27泛素链无法通过酶促组装进行体外

合成，从而一定程度上阻碍了K27泛素链的结构和

功能研究。

生物酶法制备泛素链的优势在于能够对特异性

的亚基单元进行特异性的修饰与标记。比如磷酸化

修饰、荧光探针标记、顺磁探针标记和同位素标记

等等。以上这些特异性标记对于复杂泛素体系研究

来说至关重要。通过特定亚基的磷酸化修饰，能够

探究磷酸化修饰对泛素局部的构象影响。但是在磷
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Fig. 4 Identification of phosphorylated ubiquitin and branched ubiquitin
(a, b) The mass spectra and phos-Tag gel of Ub and pUb, respectively. (c) The SDS-PAGE gel of OTUB1 degradation of K11/K48 branched ubiquitin

chain at different times. The branched Ub is finally degraded into K11-diUb and Ub. (d) A cartoon schematic diagram of K11/K48 branched ubiquitin

chain.
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酸化样品的制备过程中要注意的是磷酸化对酶联反

应体系的影响，换言之，需要注意磷酸化反应和酶

联反应的顺序。在前文中已经提到，磷酸化能够影

响E1、E2、E3和DUB的酶活效率。一般来说磷酸

化会降低酶联效率。因此会优化反应方案，此部分

在前文中也已经提到。在生物体内，泛素链并没有

完全被磷酸化，有文献显示体内的磷酸化水平维持

在约 20%左右［18］。如果需要模拟体内的磷酸化修

饰，可以不需要针对特定亚基进行磷酸化。通过对

野生型泛素链直接进行磷酸化修饰，只需要控制反

应的酶量及时间即可。在特定亚基引入顺磁探针或

者荧光探针，有两种引入方案可供选择。一是用非

天然氨基酸的方法，此种方法需要先制备带有非天

然氨基酸的亚基，然后通过生物酶法制备泛素链。

另一种方案是先在泛素亚基上引入Cys突变，这种

方案为了减少对酶联反应的影响，通常会选择在生

物酶法制备泛素链以后，然后再通过探针与Cys的

反应达到引入的目的。比如本课题组已经成功将

Alexa488 （Thermo Fisher） 和 Cy5 马 来 酰 亚 胺

（maleimide）（GE Healthcare） 引入到 K63-diUb 或

者磷酸化的 K63-diUb 的两个亚基上，然后通过

smFRET 技术探究 K63-diUb 在磷酸化前后的系综

结构差异［6，13］。用同位素分别标记泛素链亚基，

然后通过二维或者三维核磁共振实验研究单个泛素

链的动力学行为和结构特征，从而得到泛素链里每

个亚基的构象特征［35，48］。本课题组也通过在K63-

diUb 上引入顺磁探针，然后通过核磁 PRE （顺磁

弛豫增强）技术探究了K63-diUb系综结构的构象

分布［7］。

除了制备不同种类的泛素链以外，制备带有泛

素链修饰的底物复合体也是泛素研究的重点和难

点。在泛素-蛋白酶体系统中，通常认为由E3连接

酶催化泛素修饰底物的特定位点，换言之，泛素修

饰底物的位置由E3泛素连接酶来确定。那么就引

发了疑问：泛素是否也具有位点选择性？底物上的

Lys位点是否都能够被泛素修饰？目前从识别机制

出发很难回答这些问题。不过有研究人员通过在底

物的不同Lys位点上人为引入泛素化修饰，发现部

分敏感位点的泛素化修饰确实会破坏蛋白质天然结

构的稳定性，并增加了蛋白酶体降解的速度［49］。

同时也有分子动力学研究表明，泛素化修饰底物以

后可能会破坏底物蛋白的稳定性，主要是通过降低

底物的构象熵导致的［50-51］。目前关于泛素修饰底物

的动态识别机制尚需要进一步研究，这就需要对不

同底物的不同位点进行定点的泛素化修饰。对于天

然底物和泛素之间异肽键的构建，有研究人员通过

改进E1、E2和E3酶方法，成功在底物的Lys侧链

ε -氨基上引入了泛素化修饰［49］，清华大学刘磊

等［52］也应用化学合成技术对组蛋白H2B-K34位点

进行泛素化修饰。无论是生物酶法还是化学合成方

法，希望通过不断的改进技术，使得底物的泛素化

修饰具有更强的普适性。总的来说，无论是制备泛

素链，还是制备泛素链修饰的底物复合物体，都需

要化学生物学、蛋白质组学、结构生物学以及细胞

生物学的协同合作，从而才能够系统的阐述泛素构

建的生理网络。

4 结 论

本论文通过E1、E2、E3及DUB参与的方式，

系统地阐述了不同泛素链的制备过程。以体外生物

酶法的制备方式，能够高效高产地得到实验样品，

为后续特定亚基的特异性修饰提供了充足的保障。

在目前的实验过程中，一次酶反应后其长度能够达

到十聚体左右，然后对不同链长的多聚泛素的分离

纯化，即可得到不同链长的泛素链。本文虽然仅对

泛素磷酸化这一泛素自身的修饰作了论述，但同样

适用于制备其他翻译后修饰的样品，比如乙酰化和

甲基化等，当然这主要依赖于特异性修饰酶的深入

研究。本文对K11/K48分支链的论述也同样适用于

其他分支链或者混合链的制备。通过对不同泛素形

式的研究，进而全面且深入地研究泛素系统，对理

解泛素、泛素链及修饰的泛素链在生理网络中扮演

的角色至关重要。

参 考 文 献

[1] Blount J R, Johnson S L, Todi S V. Unanchored ubiquitin chains,

revisited. Front Cell Dev Biol, 2020, 8: 582361

[2] Kliza K, Husnjak K. Resolving the complexity of ubiquitin

networks. Front Mol Biosci, 2020, 7: 21

[3] Swatek K N, Komander D. Ubiquitin modifications. Cell Res,

2016, 26(4): 399-422

[4] Yau R, Rape M. The increasing complexity of the ubiquitin code.

Nat Cell Biol, 2016, 18(6): 579-586

[5] Jussupow A, Messias A C, Stehle R, et al. The dynamics of linear

polyubiquitin. SciAdv, 2020, 6(42): eabc3786

[6] Liu Z, Dong X, Yi H W, et al. Structural basis for the recognition of

K48-linked Ub chain by proteasomal receptor Rpn13. Cell Discov,

2019, 5: 19

[7] Liu Z, Gong Z, Jiang W X, et al. Lys63-linked ubiquitin chain

adopts multiple conformational states for specific target

recognition. Elife, 2015, 4: e05767



·1594· 2022；49（8）生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys.

[8] Liu Z, Zhang W P, Xing Q, et al. Noncovalent dimerization of

ubiquitin.Angew Chem Int Ed Engl, 2012, 51(2): 469-472

[9] Tang C, Zhang W P. How phosphorylation by PINK1 remodels the

ubiquitin system: a perspective from structure and dynamics.

Biochemistry, 2020, 59(1): 26-33

[10] Wlodarski T, Zagrovic B. Conformational selection and induced

fit mechanism underlie specificity in noncovalent interactions

with ubiquitin. Proc Natl Acad Sci USA, 2009, 106(46): 19346-

19351

[11] Huang X, Luan B, Wu J, et al. An atomic structure of the human

26S proteasome. Nat Struct Mol Biol, 2016, 23(9): 778-785

[12] Luan B, Huang X, Wu J, et al. Structure of an endogenous yeast

26S proteasome reveals two major conformational states. Proc

NatlAcad Sci USA, 2016, 113(10): 2642-2647

[13] Dong X, Gong Z, Lu Y B, et al. Ubiquitin S65 phosphorylation

engenders a pH-sensitive conformational switch. Proc Natl Acad

Sci USA, 2017, 114(26): 6770-6775

[14] Ye S X, Gong Z, Yang J, et al. Ubiquitin is double-phosphorylated

by PINK1 for enhanced pH-sensitivity of conformational switch.

Protein Cell, 2019, 10(12): 908-913

[15] Gladkova C, Maslen S L, Skehel J M, et al. Mechanism of parkin

activation by PINK1. Nature, 2018, 559(7714): 410-414

[16] Swaney D L, Rodriguez-Mias R A, Villen J. Phosphorylation of

ubiquitin at Ser65 affects its polymerization, targets, and

proteome-wide turnover. EMBO Rep, 2015, 16(9): 1131-1144

[17] Wauer T, Swatek K N, Wagstaff J L, et al. Ubiquitin Ser65

phosphorylation affects ubiquitin structure, chain assembly and

hydrolysis. EMBO J, 2015, 34(3): 307-325

[18] Ordureau A, Sarraf S A, Duda D M, et al. Quantitative proteomics

reveal a feedforward mechanism for mitochondrial PARKIN

translocation and ubiquitin chain synthesis. Mol Cell, 2014, 56(3):

360-375

[19] Huguenin-Dezot N, De Cesare V, Peltier J, et al. Synthesis of

isomeric phosphoubiquitin chains reveals that phosphorylation

controls deubiquitinase activity and specificity. Cell Rep, 2016,

16(4): 1180-1193

[20] Sato Y, Okatsu K, Saeki Y, et al. Structural basis for specific

cleavage of Lys6-linked polyubiquitin chains by USP30. Nat

Struct Mol Biol, 2017, 24(11): 911-919

[21] Gersch M, Gladkova C, Schubert A F, et al. Mechanism and

regulation of the Lys6-selective deubiquitinase USP30. Nat Struct

Mol Biol, 2017, 24(11): 920-930

[22] Arena G, Gelmetti V, Torosantucci L, et al. PINK1 protects against

cell death induced by mitochondrial depolarization, by

phosphorylating Bcl-xL and impairing its pro-apoptotic cleavage.

Cell Death Differ, 2013, 20(7): 920-930

[23] Pridgeon J W, Olzmann JA, Chin LS, et al. PINK1 protects against

oxidative stress by phosphorylating mitochondrial chaperone

TRAP1. PLoS Biol, 2007, 5(7): e172

[24] Duan X, Tong J, Xu Q, et al. Upregulation of human PINK1 gene

expression by NFkappaB signalling. Mol Brain, 2014, 7: 57

[25] White K A, Grillo-Hill B K, Barber D L. Cancer cell behaviors

mediated by dysregulated pH dynamics at a glance. J Cell Sci,

2017, 130(4): 663-669

[26] Pan M, Gao S, Zheng Y, et al. Quasi-racemic X-ray Structures of

K27-linked ubiquitin chains prepared by total chemical synthesis.

JAm Chem Soc, 2016, 138(23): 7429-7435

[27] Liang J, Zhang L, Tan X L, et al. Chemical synthesis of diubiquitin-

based photoaffinity probes for selectively profiling ubiquitin-

binding proteins. Angew Chem Int Ed Engl, 2017, 56(10): 2744-

2748

[28] Buchberger A. From UBA to UBX: new words in the ubiquitin

vocabulary.Trends Cell Biol, 2002, 12(5): 216-221

[29] Raasi S, Pickart C M. Rad23 ubiquitin-associated domains (UBA)

inhibit 26S proteasome-catalyzed proteolysis by sequestering

lysine 48-linked polyubiquitin chains. J Biol Chem, 2003,

278(11): 8951-8959

[30] Edelmann M J, Iphofer A, Akutsu M, et al. Structural basis and

specificity of human otubain 1-mediated deubiquitination.

Biochem J, 2009, 418(2): 379-390

[31] Lin D Y, Diao J, Zhou D, et al. Biochemical and structural studies

of a HECT-like ubiquitin ligase from Escherichia coli O157:H7. J

Biol Chem, 2011, 286(1): 441-449

[32] Hospenthal M K, Freund S M, Komander D. Assembly, analysis

and architecture of atypical ubiquitin chains. Nat Struct Mol Biol,

2013, 20(5): 555-565

[33] You J, Pickart C M. A HECT domain E3 enzyme assembles novel

polyubiquitin chains. J Biol Chem, 2001, 276(23): 19871-19878

[34] Michel M A, Elliott P R, Swatek K N, et al. Assembly and specific

recognition of k29- and k33-linked polyubiquitin. Mol Cell, 2015,

58(1): 95-109

[35] Bremm A, Freund S M, Komander D. Lys11-linked ubiquitin

chains adopt compact conformations and are preferentially

hydrolyzed by the deubiquitinase Cezanne. Nat Struct Mol Biol,

2010, 17(8): 939-947

[36] Oh K J, Kalinina A, Bagchi S. Destabilization of Rb by human

papillomavirus E7 is cell cycle dependent: E2-25K is involved in

the proteolysis.Virology, 2010, 396(1): 118-124

[37] Wiener R, Zhang X, Wang T, et al. The mechanism of OTUB1-

mediated inhibition of ubiquitination. Nature, 2012, 483(7391):

618-622

[38] Brown M, Zhu Y, Hemmingsen S M, et al. Structural and

functional conservation of error-free DNA postreplication repair

in Schizosaccharomyces pombe. DNA Repair (Amst), 2002,

1(11): 869-880

[39] Shi Y, Yuan B, Zhu W, et al. Ube2D3 and Ube2N are essential for

RIG-I-mediated MAVS aggregation in antiviral innate immunity.

Nat Commun, 2017, 8: 15138

[40] Kirisako T, Kamei K, Murata S, et al. A ubiquitin ligase complex

assembles linear polyubiquitin chains. EMBO J, 2006, 25(20):

4877-4887

[41] Yu H A, Kim S G, Kim E J, et al. Characterization of ubiquitin C-

terminal hydrolase 1 (YUH1) from Saccharomyces cerevisiae

expressed in recombinant Escherichia coli. Protein Expr Purif,



覃凌云，等：泛素链的体外制备、磷酸化修饰与标记方法2022；49（8） ·1595·

2007, 56(1): 20-26

[42] Stolz A, Dikic I. Heterotypic ubiquitin chains: seeing is believing.

Trends Cell Biol, 2018, 28(1): 1-3

[43] Wang Q, Huang L, Hong Z, et al. The E3 ubiquitin ligase RNF185

facilitates the cGAS-mediated innate immune response. PLoS

Pathog, 2017, 13(3): e1006264

[44] Liu Z, Chen P, Gao H, et al. Ubiquitylation of autophagy receptor

Optineurin by HACE1 activates selective autophagy for tumor

suppression. Cancer Cell, 2014, 26(1): 106-120

[45] Meyer H J, Rape M. Enhanced protein degradation by branched

ubiquitin chains. Cell, 2014, 157(4): 910-921

[46] Huang T, Li J, Byrd R A. Solution structure of lysine-free (K0)

ubiquitin. Protein Sci, 2014, 23(5): 662-667

[47] Xu P, Duong D M, Seyfried N T, et al. Quantitative proteomics

reveals the function of unconventional ubiquitin chains in

proteasomal degradation. Cell, 2009, 137(1): 133-145

[48] BoughtonAJ, Krueger S, Fushman D. Branching via K11 and K48

bestows ubiquitin chains with a unique interdomain interface and

enhanced affinity for proteasomal subunit Rpn1. Structure, 2020,

28(1): 29-43

[49] Carroll E C, Greene E R, Martin A, et al. Site-specific

ubiquitination affects protein energetics and proteasomal

degradation. Nat Chem Biol, 2020, 16(8): 866-875

[50] Hagai T, Levy Y. Ubiquitin not only serves as a tag but also assists

degradation by inducing protein unfolding. Proc Natl Acad Sci

USA, 2010, 107(5): 2001-2006

[51] Gavrilov Y, Hagai T, Levy Y. Nonspecific yet decisive:

ubiquitination can affect the native-state dynamics of the modified

protein. Protein Sci, 2015, 24(10): 1580-1592

[52] Li J, He Q, Liu Y, et al. Chemical synthesis of K34-ubiquitylated

H2B for nucleosome reconstitution and single-particle Cryo-

electron microscopy structural analysis. ChemBioChem, 2017,

18(2): 176-180



·1596· 2022；49（8）生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys.

In Vitro Preparation of Ubiquitin Chain and Its Phosphorylation Modification
and Labeling Sample

QIN Ling-Yun1,3)*, NIE Ze-Feng1,3)*, TANG Chun2)**

(1)Innovation Academy for Precision Measurement Science and Technology, Chinese Academy of Sciences, Wuhan 430071, China;
2)College of Chemistry and Molecular Engineering, Peking University, Beijing 100871, China;

3)University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China)

Graphical abstract

Abstract Objective In order to prepare ubiquitin samples with different chain types, different chain lengths
and phosphorylation modifications. Methods This study mainly uses the biological enzymatic method to
describe the preparation routes of the above samples. There are two main methods, the first method is to add
ubiquitin monomer one by one and then extend the ubiquitin chain; the second is to prepare mixed polyubiquitin
chains through an enzymatic reaction, and then purify and separate these mixed chains. Results The
experimental results show that both methods can achieve the purpose of preparing polyubiquitin chains. Further,
phosphorylated ubiquitin samples were prepared by phosphorylation of ubiquitin. K11/K48 branched chain
ubiquitin was prepared by K11 and K48 ubiquitinase. Conclusion In short, based on the above preparation route
of the ubiquitin chain, it is possible to further perform post-translational modifications such as phosphorylation
modification on different subunits of different link forms. The site-specific attachment of a prosthetic probe and
isotope labeling on different subunits allowed us to perform NMR and FRET measurements. In summary, these
methods presented here can provide reference and help for scientists involved in Ub research.
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