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摘要 泛素化是最具多样性的蛋白质翻译后修饰之一，广泛参与蛋白质降解、细胞信号转导、DNA损伤修复等重要的生物

学过程 . 其中，泛素的8个位点（M1、K6、K11、K27、K29、K33、K48、K63）都可以与另一个泛素分子的C末端结合，

形成结构复杂的泛素链 . 不同结构泛素链的功能不同 . 由于缺乏检测泛素链的特异性工具，许多类型泛素链的功能尚未清

楚 . 已开发的泛素连接特异性抗体等亲和试剂为研究泛素链提供了重要的分析工具 . 本文综述了目前已报道的几种泛素连接

特异性抗体的开发以及应用，同时总结了其他可分析泛素链的特异性亲和工具，例如Affimer、基于UBD的荧光传感蛋白

等 . 同时，本文还对开发泛素连接特异性抗体所需抗原的获得方法进行了简单的介绍 .
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蛋白质泛素化是真核细胞内最为普遍和复杂的

翻译后修饰之一，调节众多的细胞功能［1-2］ . 一个

含有 76 个氨基酸残基的泛素（ubiquitin，Ub）通

过泛素活化酶 （ubiquitin-activating enzyme，E1）、

泛素结合酶 （ubiquitin-conjugating enzyme，E2）、

泛素连接酶（ubiquitin Ligase，E3）的级联反应，

其C末端通过异肽键连接到蛋白质底物上，即为蛋

白质的泛素化 . 在此基础上，若多个泛素分子通过

E1-E2-E3的级联反应，其C末端连接到底物-泛素

复合物的泛素分子N端（Met1）或者 7个K （K6、

K11、K27、K29、K33、K48、K63） 中的任意一

个，即形成了多聚泛素链（polyubiquitin chains） .

相对于其他连接泛素链，通过K48和K63连接

形成的泛素链在生物体内丰度较高，并且对这两种

连接类型泛素链研究较多，所以一般称这两种连接

类 型 泛 素 链 为 经 典 泛 素 链 （typical ubiquitin

chains），其余连接类型 （M1、K6、K11、K27、

K29、 K33 连 接） 泛 素 链 称 为 非 经 典 泛 素 链

（atypical ubiquitin chains）［3-4］ . 受限于现有的研究

方法和工具，非经典泛素链的功能知之甚少 . 目前

广泛使用泛素突变体和质谱鉴定泛素链连接类型 .

一般将泛素上的一个或者多个K突变成R，即可以

得到不同的泛素突变体［5］，在体外使用这些泛素

突变体进行泛素化反应，限制了特定连接类型泛素

链的延伸［6-8］；或者在细胞中通过泛素突变体的过

表达阻断特定类型的聚泛素化［9-10］，从而判断被修

饰底物上的泛素链连接类型 . 但是由于泛素突变体

与野生型泛素不同，因此可能影响泛素和其他蛋白

质的相互作用，不能反映正常泛素的功能 . 并且在

泛素的敲除、敲减、敲入实验中，由于不能消除体

内野生型泛素的影响，有时会使分析变得更加复

杂 . 质谱对于泛素链的定性和定量分析具有深远的

意义［11］ . 利用胰蛋白酶消化，产生在修饰的 K 位

点上含有“diGly”标签的特异泛素多肽，通过鉴

定带有“diGly”标签的特异泛素多肽可以鉴定泛

素链的连接类型 . 另外，通过离子强度，可以相对

定量各种泛素链的丰度，若使用同位素标记的泛素

多肽作为内参，还可以定量各种泛素链的丰

度［12-13］ . 不断改进的质谱技术，如使用紫外光解离

的质谱可以同时测定组成泛素链的泛素分子数目

（即泛素链长度）和连接类型［14］ . 质谱对所测定的

蛋白质的纯度、质量要求较高，所以对于测定内源
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的泛素链，特别是丰度较低的泛素链，首先需要使

用亲和试剂进行富集，并对仪器的灵敏度有较高要

求 . 此外，对于异型泛素链，质谱检测能力下降，

仅限于测定两个相邻K （如K27/K29）连接的泛素

链，若在一定程度对泛素分子进行修饰或改造［15-17］

或者结合其他方法［18］，该系统可以分析一些通过

较远 K 连接的异型泛素链，如 K11/K48 或者 K11/

K63泛素链 . 但是泛素突变体和质谱都不能观察泛

素链在亚细胞内的定位 .

除了使用泛素突变体和质谱鉴定泛素链的连接

类型，还可以使用泛素连接特异性抗体等亲和工

具 . 泛素连接特异性抗体等可以通过蛋白质印迹检

测泛素链的连接类型，避免了使用泛素突变体和质

谱的繁琐，并且可以用于富集特定连接类型的泛素

链，联合质谱对泛素链进行定性定量分析，应用于

免疫荧光等显微成像分析，可观察细胞中不同连接

类型泛素链与其修饰底物的共定位 . 由此表明泛素

连接特异性抗体等亲和工具可以在一定程度上弥补

泛素突变体和质谱的不足，为研究泛素化提供不可

或缺的重要工具 . 本文综述了泛素连接特异性抗体

和其他分析泛素链亲和工具的开发和应用，以及泛

素链蛋白的获取，并讨论了检测其余连接类型泛素

链和泛素磷酸化修饰等亲和工具的开发和不同工具

的联合使用对于解密泛素链的意义 .

1 泛素链的总体认识

泛素是一个由 76个氨基酸残基组成、高度保

守的小分子质量蛋白质（PDB： 1ubq），其中 8个

位点可以形成泛素链，分别是 M1、K6、K11、

K27、K29、K33、K48和K63（图1） . 泛素链根据

连接类型可分为同型泛素链 （homotypic ubiquitin

chains）、混合泛素链 （mixed ubiquitin chains） 和

分支泛素链（branched ubiquitin chains），其中混合

泛 素 链 和 分 支 泛 素 链 统 称 为 异 型 泛 素 链

（heterotypic ubiquitin chains）（图 2） . 如果都在同

一位点的氨基酸残基（K或者M1）上延伸泛素链，

则为同型泛素链；若在泛素链延伸中，至少有一个

连接位点改变了，则为异型泛素链 . 异型泛素链

中，若每一个泛素分子至多只能被一个泛素分子修

饰，则为混合泛素链，若泛素链上的一个泛素分子

同时被两个或者更多的泛素分子修饰，则为分支泛

素链 .

蛋白质泛素化调节众多的生物学过程，泛素链

是决定其修饰的底物参与不同信号通路的重要因

素，此为泛素密码的定义 . 研究不同泛素链的组

装、去组装、编辑和解读，是解译泛素密码的重要

内容 . 很多泛素链组装特异性由 E3 决定，这里的

E3 通 常 是 指 HECT （homologous to E6AP C-

terminus） 和 RBR （RING-in-between-RING） 家族

的 E3. 对于 RING （really interesting new gene） 家

族的E3，由于泛素是从E2直接传递到底物，所以

其参与形成的泛素链特异性一般由E2决定［19］ . 泛

素链形成后，可以被包含泛素结合域 （ubiquitin

Fig. 2 Types of ubiquitin chains
图2 泛素链类型

（a）同型泛素链；（b）混合泛素链；（c）分支泛素链.

Fig. 1 8 sites forming ubiquitin chains in ubquitin
图1 泛素分子上可形成泛素链的8个位点

（PDB：1ubq，使用PyMOL软件分析）
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binding domains，UBDs）的底物所识别，泛素结

合域可以区分不同连接类型和长度的泛素链拓扑结

构，从而将结构中所编辑的信息解读出来，调控不

同的细胞过程 . 另外，泛素化是一个可逆的过程，

泛素链以及泛素与底物蛋白之间的连接可以被去泛

素化酶 （deubiquitinating enzyme， DUB） 切除，

使足够的泛素分子能重新参与泛素化过程［4］ . 其

中，一些 DUB 可以高度特异地切除泛素链连

接［20］ . E1、E2、E3，包含 UBD 的底物和 DUB 构

成了泛素链在组装、识别和去组装的三层特异

性［21］，同时也分别对应泛素密码的“writer”、

“reader”和“eraser”. 在泛素化过程中，一种泛素

链可能被其他具有不同拓扑结构的泛素链所替换，

从而改变了所修饰底物的命运，该过程即为泛素链

的编辑 . DUB和E3以及一些因子有序地参与泛素

链的编辑，使得编辑过程非常复杂［19］ .

此外，泛素和泛素链还可能被磷酸化和乙酰化

修饰以及类泛素化修饰 . 类泛素化修饰包括SUMO

（small ubiquitin-like modifier protein） 修 饰 和

NEDD8 （neural precursor cell expressed，

developmentally downregulated 8）修饰［18］等 . 由于

这些修饰与不同长度、不同连接泛素链的多种组

合，大大增加了泛素密码的多样性和复杂性［22］，

每种修饰都可能明显地改变泛素信号的结果 . 虽然

蛋白质翻译后修饰有很多种，但对泛素磷酸化和乙

酰化修饰研究较多，而且泛素是否被甲基化修饰或

者糖基化修饰，目前还不清楚 . 泛素及泛素链上的

S、T和Y位点可以被磷酸化，目前研究主要集中

在S65磷酸化，其主要与线粒体的质量控制有关 .

蛋白质激酶 PINK1 （PTEN-induced putative kinase

1） 可以磷酸化泛素 S65，磷酸化的泛素可以使

Parkin （一种与帕金森病密切相关的泛素连接酶）

变构而被活化，被磷酸化泛素修饰后而活化的

Parkin，最终激活线粒体自噬，清除受损伤的线粒

体［23-25］ . 磷酸化的泛素分子不影响其与E1、E2的

结合，但会抑制其和E2的解离以及随后形成泛素

链的功能，并且会减弱去泛素化酶对包含S65磷酸

化泛素分子的泛素链去组装能力［26］ . 泛素分子上

的K位点可以被乙酰化修饰，已经在泛素的K6和

K48检测到乙酰化修饰［27］，K6乙酰化的泛素可以

稳定被单泛素化修饰的组蛋白 H2B［28］ . 由于乙酰

化修饰与泛素连接竞争使用K位点，所以泛素乙酰

化修饰可能会影响泛素链的延伸［28］ . 泛素及泛素

链的 K 位点（K6、K11、K27、K48 和 K63）还可

以被SUMO修饰［18］，并且泛素和泛素链也可以修

饰SUMO链，形成了一个相对复杂的交叉网络 . 针

对泛素及泛素链磷酸化和乙酰化修饰以及类泛素化

修饰的特异性组装、识别和相应的生物学功能仍需

要更多研究和发现 .

目前，K48、K63泛素链已经得到广泛深入的

研究，并且证实K48泛素链主要靶向蛋白质经26 S

蛋白酶体降解［1］，而 K63 泛素链在蛋白质转运、

激酶信号转导、DNA损伤应答等生物学过程中发

挥非降解作用［29］ . 所有泛素连接类型都共存于细

胞中，并且不同泛素链的丰度有差别 . 组学研究发

现K48泛素链的丰度最大，其次为K63泛素链，虽

然各种泛素链的丰度在细胞不同时期会有差异，但

这两种泛素链的丰度在细胞中超过泛素链总量的一

半，而K27和K33泛素链的丰度很低［3，11］ . 此外，

对非经典泛素链的功能也有一定了解［4，18，29-30］，如

K11、K63和M1泛素链都参与细胞周期的调控［31］

和NF-κB的活化［4，32-34］，其中K11泛素链还是有效

的降解信号，并且还有其他的功能［35］，K6泛素链

与线粒体的质量控制有关［36］，K27 泛素链参与

DNA损伤应答［37］和固有免疫［38-40］，K29泛素链为

Wnt 信号的抑制剂［4］，K33 泛素链调节蛋白质转

运［41］ . 虽然近年来对非经典泛素链的功能研究逐

渐增多，但对于K6、K27、K29和K33泛素链的更

多功能仍需要深入的研究 .

另外，有关异型泛素链的组装和识别及其功能

正成为新的研究热点 . 理论上，有56种混合泛素链

和28种分支泛素链［42］，而且泛素链可以在泛素部

分多于2个氨基酸残基位点进行分支，所以异型泛

素链的种类可能更多 . 如已经鉴定的K11/K48分支

泛素链可由泛素连接酶后期促进复合物/细胞周期

体（anaphase-promoting complex /cyclosome，APC/

C）组装并修饰APC/C底物；如细胞周期调控子，

加强这些控制子在有丝分裂期被蛋白酶体识别而快

速被降解［16］；还有作用于NF-κB信号的K63/M1泛

素链［43］；可以促进底物降解但不是靶向蛋白酶体

的K29/K48泛素链［44］；参与蛋白酶体降解［45］和调

节 NF-κB 信号［17］的 K48/K63 泛素链 . 有趣的是，

虽然都是 K48/K63 分支泛素链，但由于被不同的

E3组装，其底物和拓扑结构不同，所参与的细胞

过程也不同 . 由此可见，目前我们对异型泛素链的

研究仍然处于早期阶段，还有很多问题仍没有研究

清楚 . 因为异型泛素链较为复杂［29，46］，所以更加

需要有合适的方法和工具解密泛素链 .
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2 泛素连接特异性抗体

2.1 K48连接泛素链特异性抗体

2008年，Newton等［47］首次报道了泛素连接特

异性抗体，开发的K48连接泛素链特异性抗体可用

于蛋白质印迹、免疫沉淀、免疫荧光和免疫组织化

学 . 他们从最少多样性的二价Fab噬菌体抗体库［48］

中筛选抗K48连接泛素链的特异性克隆 . 由于从该

库中筛选出抗K48连接泛素链特异性抗体的亲和力

比较低，所以需要优化亲和力 . 在抗K48连接泛素

链的抗体中，重链CDR3对K48连接泛素链的识别

起主要作用，因此在重链 CDR3 增加额外的多样

性 . 将从第一代库中筛选出的最高亲和力、最大特

异性的抗体克隆转变单价的形式，并以此为模板，

在重链CDR3引入额外的多样性，并由此构建了第

二代抗体库 . 从第二代库中筛选出对K48-diUb有最

大亲和力的Fab克隆Apu2.07（Kd = 1.2 nmol/L） .

由于需要在蛋白质印迹、免疫沉淀和免疫荧光

等实验中检测抗体特异识别和结合K48泛素链的能

力，这些实验需要使用二抗进行信号放大和检测，

而二抗具有种属特异性，因此首先将得到的Fab转

换成全长的 IgG. 该特异性抗体（已转换全长的人

IgG）能应用于蛋白质印迹分析纯化的K48泛素链

和检测各种细胞裂解物中的K48泛素链，并且在免

疫沉淀实验中能将过表达的K48泛素链修饰的NF-

κB 抑制蛋白 α（inhibitor of NF-κB α，IκBα）拉下

来，这些结果证明该抗体能用于蛋白质印迹和免疫

沉淀分析 . 使用质谱分析该抗体免疫沉淀的细胞裂

解物，发现裂解物中含有 K48、K63 和 K11 泛素

链，进一步表明K48连接泛素链特异性抗体在免疫

沉淀实验中可以将包含了K48泛素链修饰的蛋白质

底物拉下来，但是这些底物可能还被其他连接类型

的泛素链所修饰，这说明该K48连接泛素链特异性

抗体可用于免疫沉淀，但是不能区分包含K48泛素

链修饰的底物上整体泛素链修饰的情况：仅有同型

的K48连接泛素链？还是包含K48连接的异型泛素

链？或者是两者的组合 .

使用该抗体进行免疫荧光分析K48泛素链在细

胞内的分布，发现细胞核和细胞质均被染色，并且

在细胞核内核仁的染色程度更弱些，这符合K48泛

素链可以靶向 26S蛋白酶体导致底物降解的功能 .

最后使用该特异性抗体证明了受体相互作用蛋白1

（receptor-interacting protein 1，RIP1）和白介素1受

体 相 关 激 酶 1 （interleukin-1 receptor-associated

kinase 1，IRAK1） 这 2 个底物在体内经过泛素编

辑，先被K63泛素链修饰，后被K48泛素链修饰，

最终靶向蛋白酶体被降解 . 在研究体内的 RIP1 和

IRAK1 的泛素编辑过程和所参与的信号通路中，

也证明了K48连接泛素链特异性抗体用于分析体内

泛素信号的能力 .

2.2 K63连接泛素链特异性抗体

2008 年，两个实验室分别报道了不同的 K63

连接泛素链特异性抗体［47，49］ . Wang 等［49］使用传

统的杂交瘤技术，以 U63U （泛素肽 （71~76，

RLRGG）的C端通过K63连接到另一泛素肽（58~

66，DYNIQKEST））结合血蓝素为免疫原，最终

筛选出特异性识别 K63 泛素链的 HWA4C4 mAb

（IgG2a） . ELISA 和 Biocore 分析 HWA4C4 对于模

拟其他7种连接泛素链的泛素分支多肽没有交叉反

应性，证实该抗体对 U63U 有高的特异性 （Kd=

8.8 nmol/L） . 进一步通过蛋白质印迹分析该抗体对

体外合成泛素链的特异性，发现该抗体特异性识别

K63泛素链，但是对高浓度的游离泛素有弱的反应

性 . 通过泛素突变体的过表达和特异性组装K63泛

素链的E2——Ubc13的敲减更进一步证明了该抗体

的特异性 . 为了证明抗体的另一个重要的特性——

灵敏度，分别在体外和离体的情况下检测了两种

K63泛素链修饰的可自泛素化蛋白：TNF受体关联

因子 6 （TNF receptor-associated factor 6，TRAF6）

和丝裂原活化蛋白激酶激酶激酶 1 （MAP kinase

kinase kinase 1，MEKK1），最终结果表明该抗体

对K63泛素链具有很好的特异性和用于检测内源底

物的能力 . 在证明该抗体能够灵敏地检测K63泛素

链修饰底物的同时，也表明了MEKK1被K63泛素

链 修 饰 需 要 Ubc13、 TRAF2 （TNF receptor-

associated factor 2） 和 IκB 激酶 γ （IκB kinase γ，

IKKγ），但不清楚MEKK1泛素化是直接还是间接

需要TRAF2.

此外，不经过预先免疫沉淀底物的情况下，该

抗体可以直接检测总细胞裂解物中K63泛素修饰的

底物蛋白，但并未证明该抗体可以用于免疫沉淀

K63泛素链修饰的底物 . 总体来看，采用传统的杂

交瘤技术产生的 K63 连接泛素链特异性单克隆抗

体，其亲和力受到一定的限制，并对高浓度的游离

泛素有较高的交叉反应性 . 由于抗体本身性质的影

响，其应用受到一定制约，特别是不能用于免疫沉

淀K63连接泛素链修饰的底物 .

Vishva M. Dixit实验室在开发K48连接泛素链
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特异性抗体的同时，也开发出了K63连接泛素链特

异性抗体［47］ . 开发的方法同开发 K48 连接泛素链

特异性抗体相同，但是从第二代库所得到最大特异

性的抗 K63 泛素链 （Kd=92 nmol/L） 的 Apu2.16

Fab抗体片段也对K48泛素链有一定的结合力（Kd

=42 μmol/L），所以需要继续提高对K63泛素链的

亲和力 . 采用结构指导亲和力成熟的方法，通过分

析Apu2.16 Fab与K63-diUb的共晶结构，发现轻链

CDR2和重链CDR2是识别K63泛素链表位的重要

组成部分，因此在轻链CDR2和重链CDR2引入序

列多样性以进行亲和力成熟，最终得到 Apu3.A8

（Kd=8.7 nmol/L）等 3 个亲和力进一步提高的 K63

连接泛素链的特异性抗体 . 该抗体应用的验证实验

与K48连接泛素链特异性抗体相似 .

目前，用于研究 K63 泛素链一般采用 Vishva

M. Dixit实验室所开发的K63连接泛素链的特异性

抗体，所以通过合成噬菌体抗体库技术和结构指导

亲和力成熟的策略开发泛素连接特异性抗体，比单

纯采用传统的杂交瘤技术有更大的优势 .

2.3 K11连接泛素链特异性抗体

Vishva M. Dixit 实验室［50］ 继开发了 K48 和

K63连接泛素链特异性抗体后，接着采用相似的技

术和方法开发了 K11 连接泛素链特异性抗体 . 首

先，通过竞争筛选方法，从合成的二价Fab噬菌体

库［51］ 中筛选出 K11 泛素二聚体的特异性克隆

（G3），以此为模板分别在抗体轻链 CDR1 和重链

CDR2引入突变，建立亲和力成熟库，分别筛选得

到最高亲和力的克隆2A3和2E6，然后将2A3的轻

链和2E6的重链重组，最终得到亲和力进一步提高

的 K11 连接泛素链的特异性抗体 2A3/2E6 （Kd=

12 nmol/L） .

在使用该抗体进行体内外分析之前，将Fab抗

体片段转化成全长的 IgG. 通过蛋白质印迹和免疫

沉淀分析，证实该抗体能特异性识别体外酶催化产

生和内源的K11泛素链，与单泛素和其他类型泛素

链没有产生交叉反应 . 通过蛋白质印迹、免疫荧光

显微和亲和纯化分析，验证 K11 泛素链与 APC/C

的关系以及更深入研究K11泛素链在细胞周期调控

中作为降解信号的功能 .

在细胞有丝分裂期，随着APC/C底物的降解，

细胞内的K11泛素链含量逐渐增加；免疫荧光显微

可以观察K11泛素链在纺锤体中部聚集，这些结果

表明K11泛素链参与细胞周期的调控，并由APC/C

组装 . 通过敲减 APC/C 特异的 E2——UbcH10 和

Ube2S 以及 APC/C 的亚基——Cdc27、 Apc11 和

Cdh1，发现细胞内的K11泛素链含量减少，而K48

泛素链含量几乎没有变化；过表达Cdh1和Ube2S，

激活APC/C，发现细胞内的K11泛素链含量上调 .

并且，通过直接调控 APC/C 的活性，进行 K11 泛

素链的动力学分析发现体内的K11泛素链含量依赖

于 APC/C 的活性 . 这些结果表明在人体细胞中

APC/C是组装K11泛素链主要的E3. 这些发现证明

了K11连接泛素链特异性抗体在分析体内泛素化信

号中的应用价值 .

2.4 M1连接泛素链特异性抗体

同 K63、K11 连接泛素链特异性抗体一样，

Matsumoto 等［52］采用噬菌体抗体库技术开发了可

用于蛋白质印迹、免疫沉淀和免疫荧光分析的M1

连接泛素链特异性抗体 . 首先从二价的Fab噬菌体

库中筛选出抗M1泛素二聚体的特异性克隆1E3. 在

亲和力成熟的过程中，考虑到M1泛素链与K63泛

素链的结构具有高度相似性，为了保留对M1泛素

链的特异性，采取了特殊的方法提高抗体对M1泛

素链的亲和力 . 在每个CDR中仅限于单个氨基酸残

基位点上进行 20个氨基酸随机替换的策略引入突

变，并从亲和力成熟库中平行筛选出分别抗 M1-

diUb 和 K63-diUb 的两类克隆，然后只将抗 M1-

diUb的克隆进一步分析 . 这种方法在维持对M1泛

素链特异性的同时，提高了抗体对M1泛素链的亲

和力 . 单突变位点依次经 2个和 3个突变位点随机

组合，最终从亲和力成熟库得到对M1-diUb有最大

特异性和灵敏度的 3 位点突变抗体 1F11/3F5/

Y102L.

由于 M1 泛素链与 K63 泛素链的结构高度相

似，因此该抗体在常规的免疫沉淀中对K63泛素链

有明显的交叉反应性 . 在改进免疫沉淀实验中，以

7 mol/L尿素作为变性剂，该抗体对M1泛素链有明

显的特异性 . 使用该抗体在检测体内泛素化过程

中，蛋白质印迹分析细胞裂解物，检测到底物泛素

化的条带，经质谱分析却发现拉下来的裂解物中没

有M1泛素链，表明了当K63泛素链的含量远大于

M1泛素链时，该抗体对K63泛素链有弱的交叉反

应性 . 过表达 LUBAC （linear Ub chain assembly

complex），提高体内M1泛素链含量，从而能使用

该抗体在蛋白质印迹和免疫荧光实验中检测到M1

泛素链 . 值得注意的是，使用质谱分析免疫沉淀下

来的过表达细胞裂解物，其中M1泛素链只有泛素

链总量的75%，还含有较多的K48连接和K63连接
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泛素链，表明拉下来的裂解物中所包含其他连接泛

素链可能来自于同一底物的异型泛素链或者不溶于

7 mol/L尿素的复合物 . 之前已表明M1泛素链参与

NF-κB 信号，使用该抗体证实了在 TNFα刺激下，

胞内M1泛素链上调，并且M1泛素链上调与 IκBα

的降解有关 .

2.5 K11/K48连接泛素链双特异性抗体

在证明K11、K48和K63连接泛素链特异性抗

体用于检测体内泛素化能力时，免疫沉淀下来的裂

解物经质谱分析发现还存在其他连接类型泛素链，

局限于当时的技术和工具，无法确认这些泛素链是

来自同一底物的异型泛素链还是不溶于沉淀试剂的

复合物［47，50］ . 最近，Yau 等［53］开发了 K11/K48 连

接泛素链的双特异性抗体，为解决这些问题提供了

一种有效的方法，更重要的是有助于深入研究

K11/K48泛素链的功能［42］ .

通过已经开发的K11和K48连接泛素链特异性

抗体［47，50］，采用“knobs-into-holes”异型二聚体

的技术［54］，对每种抗体的重链进行修饰和配对得

到K11/K48连接泛素链双特异性抗体 . 重链的可变

区来自 K11 连接泛素链特异性抗体 （克隆 2A3/

2E6）［50］ 和 K48 连接泛素链特异性抗体 （克隆

Apu2.07）［47］，重链恒定区为人类的 IgG1的重链恒

定区 . 在恒定区中，对K11连接泛素链特异性抗体

的重链 CH3 结构域进行了“knob”突变，对 K48

连接泛素链特异性抗体的重链CH3进行了“hole”

突变，带有“knob”和“hole”的半个抗体分别在

CHO 细胞中表达，纯化后在体外组装形成 K11/

K48连接泛素链双特异性的 lgG. 该双特异性抗体同

时结合K11和K48连接，虽然可以特异地检测K11/

K48异型泛素链，但是不能区分是混合泛素链还是

分支泛素链，如可结合K11/K48分支的泛素三聚体

和K11/K48混合的泛素三聚体中K11和K48连接，

并且仅当K11和K48连接的距离较近时，才能结合

到靶标上 .

结合泛素突变体分析，直接证明了 APC/C 合

成的是K11/K48分支泛素链，并非K11/K48混合泛

素链 . 免疫荧光显微发现当有丝分裂期间的APC/C

靶向其底物时，K11/K48泛素链的含量增加；通过

敲减处于有丝分裂期的 APC/C 特异性 E2——

UBE2S，K11/K48泛素链的含量低于检测下限，表

明了有丝分裂期K11/K48泛素链含量增加，并且其

含量取决于UBE2S的存在 . 除了证实K11/K48泛素

链具有细胞周期调控功能之外，还证明了通过抑制

蛋白酶体、HSP70 和 HSP90 造成蛋白质毒性的应

激下，K11/K48泛素链含量增加 . 进一步发现，抑

制 HSP70 和 HSP90 引发了细胞质内易聚集蛋白的

累积，而这些累积的易聚集蛋白广泛地被K11/K48

泛素链修饰，表明了K11/K48泛素链可作为蛋白酶

体的降解信号参与初期蛋白质底物的质量控制，但

是在蛋白质毒性的应激下，K11/K48泛素链调控蛋

白质质量的能力有限，这种有限的调控能力可能与

神经退行性疾病有关 .

Table 1 Ubiquitin chain linkage-specific antibodies
表1 泛素连接的特异性抗体

连接特异性抗体

K48连接泛素链特异性抗体

K63连接泛素链特异性抗体

K63连接泛素链特异性单克

隆抗体

K11连接泛素链特异性抗体

M1连接泛素链特异性抗体

K11/K48连接泛素链双特异

性抗体

特点

对K48-diUb的Kd=1.2 nmol/L

对K63-diUb的Kd=6~8 nmol/L

WB实验中对高度浓度的Ub有反应

对K11-diUb的Kd=12 nmol/L

WB实验中对K63连接的泛素链有弱的交

叉性；

IP实验中，使用7 mol/L尿素作为变性剂

对M1连接泛素链有最大特异性

同时识别和结合相邻的K11/ K48连接

应用

蛋白质印迹、免疫沉淀、

免疫荧光、免疫组织化学

蛋白质印迹、免疫沉淀、

免疫荧光

蛋白质印迹、免疫沉淀、

免疫荧光

蛋白质印迹、免疫沉淀、

免疫荧光

蛋白质印迹、免疫沉淀、

免疫荧光

蛋白质印迹、免疫沉淀、

免疫荧光、免疫组织化学

开发方法（技术）

合成噬菌体抗体库、结

构指导亲和力成熟

合成噬菌体抗体库、结

构指导亲和力成熟

杂交瘤技术

合成噬菌体抗体库、结

构指导亲和力成熟

合成噬菌体抗体库、结

构指导亲和力成熟

“knobs-into-holes”异型

二聚体技术
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3 其他分析泛素链的特异性亲和工具

3.1 Affimer和纳米抗体

除了传统的特异性抗体，还有一些新型的特异

性亲和试剂也被开发出来，用于泛素链连接类型的

鉴定和功能的研究 . Affimer是一类分子质量为12~

13 ku的人工骨架蛋白，与抗体相似，这类蛋白质

能以较高亲和力特异地结合靶分子 . Affimer来源于

两类骨架：第一类基于人蛋白酶抑制剂 stefin A

（human protease inhibitor stefin A），第二类基于植

物半胱氨酸蛋白酶抑制剂 （phytocystatin protein）

（基于这种骨架的 Affimer 早期称为 Adhiron［55］） .

Affimer的结构包含 4个 β折叠和 1个 α螺旋，骨架

上的 2 个可变环提供与特定靶分子相互作用的表

面，并且 2个可变环的一段短的氨基酸序列可被 9

个氨基酸随机替换，可产生库容量>1010的噬菌体

库 . 通过噬菌体展示技术，可筛选出特异性结合某

一特定靶标的Affimer，并且亲和力可达到纳摩尔

级别 . 相比传统的抗体，Affimer 分子小，比较稳

定，没有PTM和半胱氨酸，在体内不会与其他不

相关蛋白质相互作用，并且较容易地在细胞内表达

等［56］ . 由于Affimer具有这些优点，目前已开发了

一些针对特定靶标的Affimer，不仅应用于传统的

ELISA、蛋白质印迹、亲和纯化、流式细胞术等分

析，还作为蛋白质相互作用的抑制剂，研究相关蛋

白质的功能以及细胞通路，或者应用于更高分辨率

的显微成像等［57］ .

David Komander实验室［58］开发了特异靶向K6

和 K33/K11 泛素链的 Affimer，并且验证了这两种

Affimer能够用于蛋白质印迹、共聚焦显微分析和

蛋白质沉降 . 通过分析K6和K33 Affimer分别和K6

连接的 diUb 和 K33 连接的 diUb 结合的共晶结构，

发现晶体结构中 Affimer 二聚体化，提供 2 个与

diUb结合的泛素结合位点 . 在结构分析指导下，将

相同的 2个Affimer融合，得到了亲和力提高的二

聚体化Affimer. 在蛋白质印迹实验中，二聚体化的

K6 Affimer特异性识别K6泛素链，对其他连接泛

素链的交叉反应变弱 . 此外，二聚体化的 K33

Affimer也能在蛋白质印迹中检测K33和K11泛素

链 （对 K33 泛素链检测信号约为 K11 泛素链 4

倍） . 使用亲和力提高的Affimer，在体外能检测特

异E2或者E3组装的特定连接泛素链，并且使用这

些 Affimer 检 测 两 个 同 源 RBR 家 族 的 E3——

RNF144A和RNF144B组装的泛素链连接类型，发

现这两种E3在体外可以组装K11和K48泛素链 . 将

特异性更高的K6 Affimer用于检测细胞内的K6泛

素链，由于胞内的K6泛素链丰度很低（小于总泛

素链的 1%），所以在总细胞裂解物中没有检测出

K6泛素链 . 经过泛素链的富集，K6 Affimer可以检

测到K6泛素链 . 这些结果证明了K6 Affimer能够特

异性检测体内外产生的K6泛素链的能力 . 通过优

化 K6 泛素链富集的方法，在蛋白质沉降实验中，

可以拉下来包含K6泛素链修饰底物的复合物，并

且发现 K6 Affimer 能拉下来一种泛素连接酶——

HUWE1. 质谱分析拉下来的泛素链组合物，发现组

合物中包含 K11、K48、K6 （26%） 和 K63 连接 .

通过敲减 HUWE1，发现 K6 泛素链的含量降低

75%，说明了 HUWE1 是细胞内组装 K6 泛素链重

要的泛素连接酶 .

除了已开发的K6和K33/K11 Affimer，还有使

用Affimer技术产生特异性抑制SUMO1、SUMO-2/

3介导蛋白质相互作用的Affimer［59］ . 从Affimer噬

菌体库中筛选特异靶向人类 SUMO蛋白亚型的 S-

Affs，由于 Affimer 能够在细胞内表达，所以通过

将所获得的S-Affs在胞内过表达，验证这些S-Affs

在胞内的检测能力 . 发现特异靶向 SUMO-1 和

SUMO-2 的 S-Affs 能在细胞内保持特异性 . 多聚

SUMO-2 通过与 SUMO 靶向的泛素连接酶——

RNF4 （E3 ubiquitin ligase RING finger protein 4）

上 的 SUMO 相 互 作 用 基 序 （SUMO interacting

motifs，SIMs）作用可以增强RNF4的活性，由于

S-Affs可以抑制通过SIM依赖的蛋白质相互作用，

所以在体外通过使用特异性靶向 SUMO-2 的

S-Affs，可以抑制多聚 SUMO-2 的泛素化 . 这些结

果表明特异性靶向 SUMO 蛋白亚型的 S-Affs 也可

以用来研究SUMO与泛素之间的相互修饰 .

纳米抗体（nanobody）也是一种新型的、可用

于研究细胞过程的高亲和力试剂 . 纳米抗体是一种

来 源 于 骆 驼 科 重 链 抗 体 （heavy （H） -chain

antibodies，HCAbs） 重组的单域抗原结合片段

（也称为VHH） . 纳米抗体识别抗原与传统的抗体

不同，传统抗体的表位会形成腔、沟槽或者平面，

而纳米抗体会形成凸的表位，使其非常适合插入到

抗原空腔内，可以识别传统抗体难以到达或者隐藏

的表位 . 此外，相比于抗体的VH环，纳米抗体的

环序列更长［60］ . 另外，一般纳米抗体库容量可以

比较容易达到108~109，多样性大于95%. 同时由于

VHH只有一个可变区，库容在106时也能筛选到特
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异性抗体，但是在普通的Fab和 scFv抗体库中，需

要足够大的库容量才能更容易筛选到抗体 . 纳米抗

体分子质量小（约15 ku），比较稳定，能在活细胞

内表达，并且由于是单域结构，可以通过简单的克

隆方法从天然或者免疫的纳米抗体库中筛选出来 .

由于具有这些优点，目前纳米抗体也应用于细胞生

物学的研究［61］，如蛋白质纯化、免疫共沉淀［62］和

分子成像［63］等方面 . 但是目前几乎没有靶向特异

连接泛素链纳米抗体的报道 .

Affimer和纳米抗体具有类似的优点，并且要

获得具有一定特异性和亲和力的Affimer和纳米抗

体，首先需要构建具有一定库容量的库，一般是噬

菌体库 . 是否获得高亲和力的特异 Affimer 和纳米

抗体很大程度上取决于库容量的大小以及所用技术

的筛选条件 .

3.2 基于UBD和DUB的亲和工具

由于泛素结合结构域（UBD）和去泛素化酶

（DUB）具有固有的泛素连接特异性，因此具有特

异性的UBD和DUB可用于鉴定泛素链的连接类型

和研究泛素链的功能［18，64］ .

泛素结合蛋白一般包含由 20~150个氨基酸残

基组成、能够独立折叠的泛素结合结构域，泛素结

合域可以直接与泛素或者泛素链相互作用 . 泛素结

合域具有结构多样性，并且不同结构的泛素结合域

一般有不同的功能［65］ . 目前，已鉴定出超过 20个

不同家族的UBD，其中一些泛素结合域对特定连

接的泛素链具有特异性，如可以优先结合 K63、

K48 和 M1 泛素链的 UBD［66］ . 基于 UBD 对不同连

接泛素链的选择性，开发了UBD偶联荧光蛋白的

荧光传感蛋白，用于体内外检测泛素链的连接类型

以及研究与之关联的功能［67-68］ . 通过使用一段短肽

作为 linker，将 3 个与 K63 泛素链直接结合的泛素

相 互 作 用 基 序 （ubiquitin-interacting motifs，

tUIMs）串联起来（以提高亲和力），得到与 K63

泛素链特异性结合的高亲和力蛋白质 . 在细胞内表

达这种荧光传感蛋白，可以定位 K63 泛素链［67］ .

另外，利用分别对M1和K63连接泛素链有特异性

的UBD偶联荧光蛋白的荧光传感蛋白，在DNA损

伤和自噬等过程中观察到K63泛素链产生和累积的

位置［68］ . 基于UBD的荧光传感蛋白可以在免疫荧

光显微或者高分辨的活体成像中观察到特定类型泛

素链的位置，并且可以通过突变等方法提高亲和

力，也可以作为蛋白质相互作用的抑制剂，影响特

定类型泛素链参与的细胞通路等 . 但局限于目前对

UBD与不同连接泛素链特异性机制的了解以及具

有泛素连接特异性UBD的鉴定，基于UBD的荧光

传感蛋白仅用于很小部分泛素链连接类型的鉴定，

如K63、M1泛素链 . 另外由于很多UBD的特异性

不强，也限制了基于UBD的荧光传感蛋白的开发

和应用 .

人类细胞中大约有100个DUB，基于结构特征

DUB可以分为6大家族，其中OUT（ovarian tumor

proteases）家族的 DUB 具有明显的泛素连接特异

性［20］ . 其中，OTUB1、OTUD1和OTULIN分别对

K48、K63 和 M1 连接具有高度特异性，TRABID

对K29、K33连接具有特异性等［69］ . 利用这些具有

高度特异性的 DUB，可以进行泛素链限制分析

（ubiquitin chain restriction，UbiCRest） . 泛素链限

制分析是通过使用一系列具有互补的泛素连接特异

性的DUB，平行处理泛素化蛋白或者泛素链，然

后通过蛋白质印迹进行定性分析泛素链类型或者定

量内源泛素化蛋白的一种方法［70］ . UbiCRest 可以

快速鉴定泛素链连接类型，因为目前可获得对

K11、K48、K63 和 M1 连接具有高度特异性的

DUB，所以这些 DUB 可用于 K11、K48、K63 和

M1泛素链的鉴定 . 另外，由于具有泛素连接特异

性的DUB在高浓度下，也可以切除其他非特异连

接的泛素链，因此该方法需要严格控制DUB浓度

等反应条件 . 目前泛素链限制分析一般用于分析泛

素二聚体，可能难以检测更长的泛素链 .

4 泛素链蛋白的获取

非经典泛素链在体内的丰度较低，在自然状态

下难以获得高质量、结构均一的泛素链蛋白 . 泛素

链蛋白可以用于泛素链结构和特异性识别分子机制

的研究，并且从噬菌体库中筛选某一连接泛素链的

特异性亲和试剂也需要高质量、结构均一、长度明

确的泛素链蛋白作为抗原 . 所以非经典泛素链以及

杂合泛素链的研究还受限于泛素链蛋白的获取 . 虽

然通过传统的酶学方法已经获得K48、K63［71-73］和

K11连接的泛素链，但由于缺乏特异的酶促合成系

统，不易获得其他连接、长度明确的泛素链蛋白 .

近期蛋白质合成化学的发展为获取各种泛素链蛋白

带来了新的机遇 . 蛋白质化学合成可以克服蛋白质

表达的限制，能够产生预期的设计并且能够在原子

尺度精准修饰蛋白质 . 自然化学连接法［74］以及改

进的多肽酰肼连接法［75］，为化学合成泛素链提供

了有效的方法 . 通过预合成异肽键连接的泛素异构
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体，基于多肽酰肼连接法，可以有效地全合成K27

连接的泛素链（K27-Ub4）和K11/K48连接的分支

泛素链［76］，并有助于深入研究K27泛素链的结构

和特异性识别的分子机制［77-78］ .

5 讨 论

目前已经开发 K48、K63、K11、M1 和 K11/

K48连接泛素链的特异性抗体（表1）和K6连接泛

素链的Affimer，并用于研究相应类型泛素链的功

能 . 这些泛素连接特异性抗体已经商业化，在蛋白

质印迹、免疫沉淀、免疫荧光显微等方面得到应

用，促进了泛素链的深入研究 . 目前，还不能精确

定义非经典泛素链的功能，尤其是胞内丰度低的

K6、K27、K29和K33泛素链，所以开发其余连接

泛素链（K6、K27、K29和K33泛素链）特异性抗

体等亲和工具对于解析非经典泛素链具有重要的意

义 . 但是也应该认识到，开发其余泛素连接特异性

抗体可能要比已报道的泛素连接特异性抗体难度更

大 . 因为泛素分子是一个高度保守的小分子质量蛋

白质，自然情况下在体内较难产生泛素连接特异性

抗体，所以这些特异性抗体的开发主要通过从合成

抗体库中使用噬菌体展示技术筛选出某一特异连接

泛素链的特异性抗体，然后通过亲和力成熟得到亲

和力进一步提高的特异性抗体 . 已开发出来的K48、

K63、K11、M1连接泛素链特异性抗体，不能区分

出同型泛素链和异型泛素链，并且有一定的弱交叉

反应性 . 另外，K11/K48连接泛素链双特异性抗体

不能明确区分杂合和分支泛素链 . 已报道的K6连

接泛素链特异性的Affimer能以较高亲和力特异性

识别K6连接泛素链，但K33连接泛素链特异性的

Affimer却对K11连接泛素链有较明显的交叉反应

性［58］ . 虽然不同连接泛素链的构象不同，但有些

泛素链的构象相似程度较大，导致所开发的抗体和

Affimer不可避免具有一定的交叉反应性 . 对于丰度

较低的泛素链，所开发的抗体的灵敏度要足够高，

才有可能在正常条件下（如非过表达）检测出相应

的泛素连接类型 . 未来其余连接泛素链的特异性抗

体开发应该考虑如何基于抗体结构分析进行亲和力

成熟，使用更加合适的筛选条件筛选出更高亲和力

和灵敏度的泛素连接特异性抗体 .

目前，非经典泛素链，尤其是在细胞内丰度低

的K6、K27、K29和K33泛素链以及异型泛素链的

组装、特异性识别和生物学功能正成为研究泛素密

码的主要热点内容 . 另外，泛素以及泛素链的磷酸

化、乙酰化等翻译后修饰以及包括 SUMO 修饰的

类泛素修饰增加了泛素密码的复杂性，针对这些修

饰的组装、识别和与之关联的功能研究较少，所以

开发出包括抗体在内的特异性识别这些修饰的亲和

试剂具有很大意义，如特异性识别S65磷酸化泛素

的多克隆抗体，在研究 PINK1 依赖的泛素磷酸化

的生理功能中发挥重要作用［79］ . 因为目前缺乏检

测泛素及泛素链翻译后修饰和类泛素修饰的特异性

亲和试剂，所以一般通过质谱鉴定这些泛素修饰 .

对于越来越复杂的泛素密码的解译需要联合使

用多种方法和工具，质谱对于泛素链的研究具有深

远的意义 . 质谱研究泛素信号依赖胰蛋白酶消化，

“Bottom-up”质谱可以鉴别 2个泛素分子之间的连

接类型，但由于胰蛋白酶的充分消化，无法测定泛

素链的长度和复杂的结构［13，46］，“Middle-up”质

谱将胰蛋白酶的消化降低到最低程度，可以测定泛

素链的长度和复杂泛素链的连接类型［80］ . 对于近

年 来 相 继 鉴 定 的 异 型 泛 素 链 ， 主 要 是 依 靠

“Middle-up”质谱进行定性和定量分析［81-82］ . 但质

谱一般只能检测两个相邻K连接的异型泛素链，若

要鉴定距离较远的异型泛素链，如 K48/K63 泛素

链，则需要其他方法的辅助才能鉴定［17］ . 在使用

质谱研究泛素链之前，对于从体内得到的裂解物，

需要使用泛素或者泛素连接特异性抗体、UBD、

DUB等亲和试剂富集某些特定连接泛素链-底物的

复合物［83］，所以可以使用泛素连接特异性抗体结

合质谱分析复杂的泛素链［81］ . 目前对于异型泛素

链的认识一般是基于一些酶和底物，但这些异型泛

素链是怎么组装，如何被特异性识别，发挥哪些具

体功能，又是如何被去组装仍然需要研究清楚，因

此开发异型泛素链的特异性抗体等亲和工具对于解

析复杂的异型泛素链同样具有深远的意义 .
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Affinity Tools for Decrypting The Ubiquitin Chains*
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Abstract Protein ubiquitination is one of the most versatile post-translational modifications, and is widely

involved in multiple cellular processes including protein degradation, cellular signaling transduction and DNA

damage responses. The eight sites (M1, K6, K11, K27, K29, K33, K48, K63) of ubiquitin help to form individual

complex chains by being attached to C-terminus of another ubiquitin molecule. In addition, these different

ubiquitin chains play distinct biological functions. However, functions of most ubiquitin chain types are poorly

understood, due to the lack of tools that enable ubiquitin linkage-specific detection. Affinity reagents such as

ubiquitin linkage-specific antibodies are powerful tools for the studies of the ubiquitin chains. This review focuses

on the development and applications of several ubiquitin linkage-specific antibodies, as well as other specific

affinity tools, which can be used for identifying of ubiquitin chains such as Affimer and UBD-based fluorescent

sensors proteins. This review also briefly introduces the methods of obtaining antigens for the discovery of these

ubiquitin linkage-specific antibodies.

Key words ubiquitin chains, ubiquitin, ubiquitination, ubiquitin linkage-specific antibodies, antibody library

technique
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