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摘要 泛素化是真核细胞中重要的蛋白质翻译后修饰过程，通过靶向蛋白质降解或其他信号途径参与多种细胞功能 . 底物蛋

白的多聚泛素化修饰是一个持续的过程，其中不仅涉及复杂泛素系统相关酶的参与，而且存在更为复杂的结构上相互作用

与泛素链组装机理 . 不同的泛素链修饰决定了底物蛋白下游的不同命运，泛素结合酶E2在泛素链形成中的重要作用受到越

来越多的关注 . 对泛素链形成机理的深入研究与认识有利于发现与泛素系统相关的疾病靶点和利用泛素化调控方法进行治

疗 . 本综述总结了E2和E3如何决定不同泛素链形成的机制和相关的结构信息，以及两种不同的泛素链组装机制 .
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泛素化（ubiquitination）是真核细胞中一种十

分重要的蛋白质翻译后修饰过程，其最重要的功能

为靶向底物蛋白被26S蛋白酶体降解，此外也可以

通过改变蛋白质结构、功能、定位、组装等参与细

胞信号传导、细胞周期调控等多种功能［1-5］ . 泛素

系统调控的广泛性也使其参与许多疾病进程［6］ . 泛

素（ubiquitin，Ub）是由 76 个氨基酸组成的高度

保守的分子质量较小的蛋白质，通过泛素激活酶

E1 （ubactivating enzyme， E1）、泛素结合酶 E2

（Ub conjugating enzyme， E2）、泛素连接酶 E3

（Ub ligase，E3）参与的E1-E2-E3酶级联反应传递

到底物蛋白表面，这个过程连续进行，进而在底物

上形成多聚泛素链修饰 . 被泛素化修饰的底物随后

参与不同的细胞过程，其命运主要由底物蛋白的泛

素链所决定［7-9］，因此研究泛素链形成的机理具有

重要的意义 . 底物蛋白可以在某一个或多个赖氨酸

位点被泛素化，而泛素本身有 M1、K6、K11、

K27、K29、K33、K48和K63等8个可以形成泛素

链连接的位点，因此底物的泛素化修饰存在多种形

式，每一种泛素化修饰可能对应调控不同的细胞功

能，这种复杂性为探究泛素链的形成提出了挑战，

也激发了人们研究泛素链形成机理的兴趣 .

目前在人类细胞中发现了两个 E1 （Uba1 和

Uba6）、约 40 个 E2 和 600 余个 E3［10-11］，共同调节

细胞中上万种底物蛋白的泛素化修饰 . 泛素向底物

蛋白的传递是一个较为复杂的过程（图1） . 首先，

E1 在 ATP 的作用下催化 Ub 的 C 端腺苷酸化，将

Ub激活形成Ub-AMP复合物，该复合物随后攻击

E1 的活性位点 Cys 残基，通过硫酯键连接形成

E1~Ub复合物；然后，E2识别结合E1~Ub复合物，

活化的Ub通过硫酯键连接被传递到E2的活性位点

Cys 残基，形成 E2~Ub 复合物；最后，E3 识别结

合 E2~Ub 复合物与底物蛋白，将泛素传递到底物

蛋白，通常情况下Ub C端与底物蛋白或受体泛素

上Lys侧链氨基连接形成异肽键 . 此过程重复连续

进行进而在底物上形成多聚泛素链 . 在此三步泛素

传递过程中，最后一步Ub由E2~Ub复合物向底物

的传递反应为限速步骤，在细胞中 E2 主要以

E2~Ub 复合物的形式存在［12］ . E3根据结构和作用

特点可分为 RING （really interesting new gene）、

HECT （homologous to E6-associated protein C

terminus）和RBR（RING-between-RING）三类 . 其

中RING型E3占据大多数，包括RING和U-box两

个亚类，HECT E3约30个，RBR E3有10余个［13-15］.
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E2~Ub复合物中Ub向底物的传递在不同类型

E3 的催化作用下存在两种不同的机制 . 其一是在

RING型E3的作用下，RING E3催化E2~Ub通过结

构上的变化将活化的Ub直接传递到底物［16］；另一

种是在HECT或RBR型E3的作用下，活化的Ub先

被传递到E3的活性位点Cys残基，通过硫酯键结

合形成E3~Ub复合物，然后E3~Ub复合物将Ub传

递到相应的底物［17-18］ . 对于前一种机制，泛素链的

形成主要由E2决定，而在第二种机制下，泛素链

的形成主要由相应的 HECT/RBR E3 决定 . 细胞中

E3大多为 RING型E3，因此在与RING型E3的共

同作用下，E2在泛素链形成的过程中起到关键性

作用［19］ . 近些年，E2在泛素链形成中的重要作用

受到越来越多的关注 . 本文综述了泛素链形成机理

的研究进展，涉及E2与不同类型E3的共同催化作

用和不同的泛素链组装机制 .

1 RING型E3催化途径中E2的决定性作用

1.1 E2的结构特征与RING型E3的催化作用机制

E2含有一个约由150个氨基酸残基组成的核心

催化结构域，称为UBC（ubiquitin-conjugating）结

构域，其大小约为Ub的 2倍，UBC结构域中含有

E2唯一的活性位点Cys（图2） . 部分E2在UBC结

构域中含有重要的插入序列 （例如 Ube2R1、

Ube2G2）或者 N 端/C 端延伸序列（例如 Ube2S），

少数E2含有一个与UBC结构域相连的附加结构域

（例如 Ube2K） 或是大的多结构域蛋白的一部分

（例如Ube2O） . E2在泛素化修饰途径中发挥重要

作用，不同的E2参与调控不同系统和器官的泛素

化 途 径 ， 研 究 表 明 ， 小 鼠 Ube2I、 Ube2L3、

Ube2N、 BIRC6 等 E2 基因敲除会引起胚胎致

死［20-24］， 而 敲 除 Ube2A、 Ube2B 等 则 会 导 致

不育［25-26］ .
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Fig. 2 Structure of E2 Ube2G2 UBC domain
图2 E2 Ube2G2 UBC结构域结构

（PDBID：2CYX） .
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Fig. 1 Process of ubiquitin transfer
图1 泛素的传递过程
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大多数E2既可以与RING型E3结合也可以与

HECT型E3结合 . 核磁共振（NMR）和晶体学研究

发现，E2中的经典E3结合表面位于UBC结构域，

该表面由UBC结构域中螺旋 1、环 4和环 7的残基

组成，可以与RING或HECT结构域结合，同时该

表面与E1结合表面有部分重合［27-28］ . 在与RING型

E3 结合时，RING 上保守残基（Arg、Lys 或 Asp）

与E2环7和Ub C末端的主链基团间形成氢键，定

位Ub C末端的亲核攻击［29-30］ .

RING 型 E3 与 E2~Ub 复合物结合催化其构象

由“开放式”转变为“闭合式”，激活E2~Ub复合

物的反应性，进而将Ub传递到E3识别的底物蛋白

上 . 由于Ub的C末端（72~76位氨基酸残基）具有

高度柔韧性，像一根可摇动的绳连接E2和Ub，因

此形成的E2~Ub复合物构象随着Ub C末端的变化

而动态变化 . 当E2与Ub在结构上基本无接触时形

成的构象称为“开放式”构象，此时 E2~Ub 复合

物的反应活性低，细胞中 E2~Ub 复合物大多以此

种构象存在 . 而当Ub以 I44为中心的疏水口袋区域

与E2交叉螺旋区域接触时形成的构象称为“闭合

式”构象，此时E2~Ub复合物转移Ub到Lys的反

应活性高［31］ . 通常情况下，RING 型 E3 通过与

E2~Ub 复合物结合，可以促进 E2~Ub 复合物的构

象转变，从而促进 Ub 传递到底物的 Lys，而

E2~Ub复合物与HECT或RBR型E3的结合不能促

进类似的构象转变而提高赖氨酸反应性［32-33］ . 在没

有RING型E3的情况下，E2~Ub复合物转移Ub到

Lys的反应活性可能取决于其自身形成“闭合式”

构象的趋势［34］ . 在少数情况下也存在特殊的作用

机制，研究表明，Ube2S~Ub复合物在没有E3的情

况下其自身形成“闭合式”构象的趋势很高，可以

催化非E3依赖型多聚泛素链的形成［35］，而在与对

应 E3 APC/C 共同作用时，APC/C 的 RING 结构域

亚基 （Apc11） 不影响 E2 反应性，反而两个非

RING 亚基 （Apc2 和 Apc4） 可以促进 Ube2S 的激

活［36］，具体作用机制还有待研究 .

1.2 链引发与链延伸过程E2与RING E3的作用

机制

大部分E2在RING型E3的协同作用下催化Ub

转移到底物蛋白或受体泛素的Lys残基，连接形成

异肽键 . 底物上多聚泛素链修饰可分为链引发和链

延伸两个过程 . 链引发过程即底物在某一Lys位点

的单泛素化，涉及到底物在哪个位点形成泛素化修

饰 . 链延伸过程即供体泛素向受体泛素不断转移，

从而促进泛素链的延长，涉及到形成多聚泛素链的

类型 . 不同泛素链类型介导被泛素化修饰的底物参

与不同的细胞途径，如K48和K11连接多聚泛素链

通常靶向底物蛋白至蛋白酶体使其被降解，而K63

连接多聚泛素链参与 NF-κB 信号途径介导的免疫

反应调节、DNA损伤耐受等过程 . 泛素链特异性抗

体等为解密泛素链类型提供有效工具［37］ . 相应地，

E2可以分为链引发E2和链延伸E2，有些E2既可

以作为链引发E2也可以作为链延伸E2. 在与RING

型E3共同作用下，E2对于决定底物的多聚泛素链

修饰起到关键作用 .

1.2.1 链引发过程E2与RING E3的作用机制

链引发E2对底物的泛素化修饰作用基于结构

特点与相互作用 . Ub 类似物 SUMO 的唯一 E2

Ube2I （Ubc9），可以在没有E3的情况下，直接将

SUMO 传递到底物位于环上或未结构化区域的ψ-

K-X-D/E结构（ψ为大的疏水基团，X为任意氨基

酸）中的Lys上［38-40］，特定序列定位Lys亲核攻击

Ube2I Cys 活性位点处连接的 SUMO. 在 E2 Ube2T

和RING E3 FANCL的催化作用下，底物 FANCD2

可以在特定的Lys位点被单泛素化修饰，参与调节

范可尼贫血 DNA 修复途径［41］ . 酵母 Rad6/Rad18

（E2/E3）共同催化底物 PCNA在K164位点被单泛

素化修饰，调节复制后DNA损伤修复相关信号通

路［42-43］ . 有研究发现Rad6对应的人同源E2 Ube2A

中Q93E突变可能与智力残疾相关，该突变不影响

Ube2A 结合泛素的能力但使其催化活性受损，E3

Rad18的作用也不能恢复其反应性，可能是由于该

突变干扰了底物Lys去质子化所需的催化微环境，

影响了Lys的亲核攻击而阻断了泛素转移过程［44］ .

泛素 E3 TRIM21 是自身免疫疾病的主要自身抗原

和先天免疫信号的调节剂，在与E2 Ube2E1的共同

作用下催化 TRIM21 自身作为底物的单泛素化，

Ube2E1上关键残基的作用使TRIM21 Lys被捕获在

Ube2E1活性位点，变构作用下的底物赖氨酸活化

可能触发催化活性［45］ .

少数E2具有特殊的反应性而催化形成非异肽

键连接的泛素化产物 . Ube2W 含有独特的 UBC 结

构域，其C末端区域无序且靠近活性位点，可以与

底物的无序N末端相互作用，将Ub通过肽键连接

到底物N端Met的α氨基，作为链引发E2催化底物

的单泛素化 . 由于Ub的N末端高度结构化，因此

其不能催化泛素链的延伸［46-48］ . 酵母过氧化物酶体

E2 Pex2 可以将 Ub 通过硫酯键连接传递到底物
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Pex5p 和 Pex10p 的 Cys 残 基［49-50］ . Ube2J2 在 与

RING E3 mK3的共同作用下将Ub通过含氧酯键连

接到底物Ser或Thr的羟基上，研究表明其酵母同

源 E2 Ubc6 对 于 无 Lys 底 物 的 降 解 发 挥 重 要

作用［51-53］ .

相对于链延伸过程，链引发的研究难点在于

E2、E3与底物蛋白间复杂的对应关系与相互作用，

潜在的底物蛋白数量多，以及底物通常含有多个可

被泛素化修饰的Lys位点 . 只有极少数底物在特定

位点被泛素化修饰，而且通常情况下只能形成单泛

素化修饰［19］ .

1.2.2 链延伸过程E2与RING E3的作用机制

链延伸过程决定了底物多聚泛素链修饰类型，

链的特异性主要由E2/ RING E3在催化多聚泛素链

延伸的过程中基于结构特点与相互作用所呈递的受

体泛素特定 Lys 位点决定 . 链延伸 E2 Ube2R1

（Cdc34） 家族可催化形成特异性 K48 连接泛素

链［54-55］ . 人的E3中大约一半属于Cullin-RING连接

酶（CRL）家族，参与调控细胞中近20%的蛋白酶

体降解途径［56-57］ . Cdc34 是细胞中一种重要的 E2，

是CRL家族对应的主要E2，在细胞周期调控和信

号转导中发挥重要作用 . Cdc34催化形成K48连接

泛素链的特异性主要由其特殊的“酸性环”结构决

定 . Cdc34含有一个特别位于活性位点远端的保守

插入序列，称为“酸性环”，其与Ub上决定K48泛

素链形成的关键结构Y59-E51环相互作用，进而将

受体 Ub K48 定位至 E2 活性位点处的供体 Ub，从

而催化形成 K48 泛素连接链［49］ . 此外，Cdc34 的

“酸性环”结构可以促进其与E3 SCF之间的相互作

用，同时可以通过抑制 E2 或泛素上电离基团的

pKa 促进 Cdc34 的催化作用［58］ . 除“酸性环”外，

Cdc34还含有酸性C末端延伸序列，其通过静电作

用以纳摩尔级亲和力驱动与SCF Cullin亚基的“碱

性峡谷”结构区域（CRL 家族的保守结构）快速

识别结合，促进泛素链的连续性延伸［59-60］ . 这些特

有的结构和相互作用保证了Cdc34催化K48连接泛

素链形成的效率和保真度 .

Ube2G2家族E2也含有类似Cdc34的靠近活性

位点的保守“酸性环”结构，具有 K48 连接特异

性，其与内质网膜结合，催化在内质网相关降解

（endoplasmic reticulum-associated degradation，

ERAD）过程中从内质网内腔中转运出的错误折叠

多肽形成 K48 连接泛素链修饰［61-62］，与 RING E3

gp78 共同催化相应底物的泛素化降解 . 虽然

Ube2G2 本身与 gp78 RING 区域的亲和力并不高，

但是gp78的非RING区域G2BR能以低纳摩级高亲

和力与Ube2G2的UBC结构域背部（活性位点Cys

的相对面）结合引起变构效应，使Ube2G2的“酸

性环”构象由螺旋形变为打开，这使其对RING结

构域的亲和力提高了约 50 倍，增强 Ube2G2 与

RING结构域的结合，稳定E2~Ub“闭合式”构象

进而促进泛素传递［63-64］ . 但是这种E2/E3高亲和力

不利于泛素链的持续性形成，因为当 E2~Ub 复合

物被 RING E3 激活进而将泛素传递到底物后，E2

需要从E3上解离下来才能重新装载另一个泛素分

子从而进行新一轮传递，同时E3也需要与E2解离

才能结合新的 E2~Ub 复合物 . 而更有趣的是，当

RING 与未结合泛素的游离 Ube2G2 结合时会通过

反馈调节机制引起变构效应，破坏 Ube2G2 与

G2BR间的接触使亲和力降低，从而可以促进游离

Ube2G2 的释放与 Ube2G2-Ub 结合物的交换［65］ .

Ube2G2 与 gp78 间 的 这 种 协 同 相 互 作 用 使 得

Ube2G2与gp78可以快速结合与解离从而促进泛素

链的持续延伸，同时也保证了催化形成K48连接泛

素链的Ube2G2可以选择性与gp78作用靶向相应底

物的泛素化降解 . 许多 E2-RING E3 以低亲和力作

用从而可以快速有效地催化多聚泛素链组装，

Ube2G2与gp78的这种相互作用为解释此种机制提

供了一个很好的模型，E2与RING E3的非经典结

合位点与相互作用对E3特异性与泛素链组装过程

的影响也逐渐受到更多的关注 .

其他链延伸E2的连接特异性同样由其结构特

点决定 . Ube2K 催化形成特异性 K48 连接泛素链，

但其机制与 Cdc34 和 Ube2G2 存在一定差异 . 对人

Ube2K酵母同源物Ubc1的研究发现，Ubc1活性位

点 Cys 附近的两个环上的多个极性残基 （T84、

Q122和A124等）与泛素K48位点附近Y59等关键

位点相互作用，定位受体泛素K48亲核攻击E2活

性位点处的硫酯键，催化形成特异性K48连接泛素

链［66-67］ . Ube2S利用UBC结构域最后一个螺旋中的

酸性残基，通过静电作用识别定位泛素K11附近表

面残基，激活K11亲核攻击Ube2S~Ub复合物活性

位点，决定了 Ube2S 催化的 K11 连接泛素链特异

性，且此特异性可以在没有对应E3 APC/C的参与

下实现，通过底物辅助催化促进特异性泛素链的形

成，受体泛素K11邻近酸性残基E34促进K11去质

子化从而促进其亲核攻击［35，68］ . Ube2N 通过结合

类E2亚基Ube2V1/Ube2V2定位泛素K63，催化形
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成特异性 K63 连接泛素链，进而通过 NF-κB 信号

调节免疫反应［69-70］ . 相关结构研究发现，酵母同源

Mms2 （对 应 人 Ube2V2） - Ubc13 （对 应 人

Ube2N） -供体 Ub 复合物中的 Ub 与邻近的 Mms2-

Ubc13 复合物结合，定位受体泛素 K63 靠近邻近

Ubc13的活性位点，通过Ube2V2的辅助作用定位

受体泛素 K63，决定形成泛素链的特异性 . 此外，

研究发现嗜肺军团菌（legionella pneumophila）可

以通过转谷氨酰胺酶MavC的作用催化Ube2N K92

和K94位点的单泛素化而抑制宿主免疫，提出了一

种通过泛素转谷氨酰胺作用修饰一种关键泛素酶调

节宿主免疫的新机制［71］ .

相对于有连接特异性的 E2， Ube2D 家族

（UbcH5A ~ D）在催化底物泛素化过程中基本没有

选择性，在对应的 RING E3 作用下被激活后可以

将Ub传递到靠近其Cys活性位点的任意Lys，而在

没有 RING E3 作用时其催化活性极低［18］，因此

RING E3 对 Ube2D 家族 E2 的激活十分重要 . 由于

Ube2D家族E2的催化作用无选择性，其在泛素传

递相关体外研究中被广泛应用，但是这对其所对应

的 E3 及底物等研究也提出了一定的挑战 . 此外，

Ube2D 的 背 部 区 域 可 以 与 Ub 相 互 作 用 ， 当

Ube2D~Ub复合物背部结合另一分子Ub时可以增

强与RING E3的亲和力从而促进泛素的传递［72-73］ .

在泛素链延伸的过程中，相应泛素酶的作用主

要识别连接在底物上的泛素链而不是底物本身，即

在多数情况下以Ub分子本身作为底物，因此泛素

链与底物的连接位点通常不影响泛素链的延伸，大

部分的底物蛋白也可以在多个位点被泛素化修饰形

成多聚泛素链 .

泛素链通过链引发与链延伸不同E2顺序作用

的组装过程受到越来越广泛的关注 . 链引发过程具

有较低的Lys特异性，对于多数底物只要其上Lys

位点空间上接触供体泛素即可进行单泛素化修

饰［74］，因此通常底物可以在多个 Lys 位点被泛素

化修饰 . 而链延伸过程一般涉及由E2决定的特异性

受体泛素Lys，这决定了多聚泛素链的特异性，例

如 Cdc34、Ube2N/Ube2V2、Ube2S 作为链延伸 E2

分别可以促进 K48、K63 和 K11 特异性泛素链

延伸 .

1.3 泛素链特异性的决定机制与E2的结构作用

特点

从E2决定泛素链形成的作用机制来看，底物

泛素链修饰的特异性主要取决于基于结构特点的对

供体泛素与受体泛素的定位 . E2~Ub复合物除了通

过硫酯键共价连接，还可以通过较为保守的非共价

相互作用结合定位供体泛素，使其易于被受体泛素

识别与亲核攻击 . E2根据自身结构特点，通常是活

性位点Cys附近的特殊结构或残基，以静电相互作

用等方式识别结合受体泛素特定结构或基团，通过

定位受体泛素特定Lys位点实现泛素链连接的特异

性，有时受体泛素上的特定催化残基可以通过底物

辅助催化作用促进特异性泛素链的形成［35］ . E2对

受体泛素特定Lys的精准定位决定了泛素链连接的

特异性，而无特异性E2，例如Ube2D家族则不存

在对某一特定Lys位点的定位作用 . 具有相同催化

特异性的不同 E2 可能存在不同的作用机制，如

Cdc34和Ube2G2主要通过特定“酸性环”结构催

化形成K48连接特异性泛素链，而Ube2K催化K48

特异性泛素链组装则是基于其活性位点Cys附近极

性残基簇的作用 . 链引发与链延伸E2的分工同样基

于E2的特定结构对不同Lys的定位，链引发E2定

位底物特定结构处的Lys位点，实现对底物的单泛

素化修饰，而链延伸 E2 定位受体泛素特定 Lys 位

点，促进底物上多聚泛素链的组装 .

除E2的特有结构外，泛素本身也含有决定泛

素链Lys特异性的结构特征 . 例如，Chong等［54］报

道了泛素的Y59-E51环在K48多聚泛素链形成过程

中的决定性作用，其中 R54 和 Y59 为关键残基位

点，研究发现R54A/Y59A突变会阻断K48特异性

泛素链的形成而引起细胞死亡，因此抑制K48多聚

泛素化也可以考虑作为用于诱导细胞杀伤的新

途径 .

E2中可能还含有促进泛素链组装持续性的关

键结构，而这些结构特征与决定泛素链连接特异性

的结构不同 . 例如，Ube2S Cys附近的核心催化区

域决定K11连接特异性，而其C末端结构域决定了

泛素链延伸的持续性［74］ .

1.4 泛素链组装过程中多个E2与E3的协同作用

在底物多聚泛素链组装的过程中，从E2的催

化作用来看，链引发E2和链延伸E2通常情况下会

分工协作 . 例如，催化形成特异性泛素链的

Ube2N、Ube2S 等链延伸 E2 只能催化泛素链的延

伸，因此对底物的泛素化修饰首先需要相应的链引

发E2催化底物特定位点的泛素化修饰，然后再由

链延伸E2催化泛素链的延长形成多聚泛素链，这

一过程可能涉及单个或多个E3的协同作用 .

Ube2S为E3 APC/C的专用E2，可以共同作用
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催化相关细胞周期蛋白的泛素化降解，进而调节细

胞周期进程［75］ . APC/C 对应调控的底物倾向于形

成 K11 连接泛素链，底物首先在 Ube2C/Ube2D 家

族E2与APC/C的作用下被单泛素化，然后APC/C

重新调整RING亚基而与链延伸E2 Ube2S结合，催

化形成特异性K11连接泛素链，靶向底物的蛋白酶

体降解［74，76］ . 在链引发的过程中，APC/C 通过

RING结构域Apc11与Apc2亚基的WHB结构域与

Ube2C相互作用，其中WHB与Ube2C的背部结合

引起E2的变构效应，可以提高Ube2C的催化效率

而促进泛素转移［77-78］ . 在链延伸的过程中，APC与

Ube2S存在独特的作用机制，Ube2S通过其C末端

延伸序列被APC/C招募，与APC/C的两个非RING

亚基Apc2和Apc4作用，激活与Ube2S结合的泛素

向底物的传递，催化泛素链的延伸 . 而 APC/C 的

RING结构域Apc11在这一过程中发挥非经典功能，

其追踪定位延伸泛素链的远端受体泛素分子，

Apc11的疏水口袋与泛素K48附近和C末端的残基

作用封闭泛素K48位点，促进受体泛素K11位点亲

和攻击 Ube2S 活性位点［79］ . 这种特殊的作用机制

有助于保证 APC/C 对应调节的底物不会在错误的

位置或时间被泛素化降解，而且形成单泛素化修饰

的中间体后，APC/C RING亚基的及时相应调整可

以避免无特异性的 Ube2D 家族催化底物形成不正

确的泛素链［36，80］ . 在对细胞周期的调节中，Ube2S

可以通过自身的泛素化而抑制自身活性，Ube2S活

性是细胞周期内在调节的基础［81］ . 还有研究利用

Ub突变体发现了APC/C隐藏的K48泛素链结合位

点，Apc2亚基的Ub结合“外位点（exosite）”与

K48 连接泛素链的结合可以抑制其招募 E2 Ube2C

的活性从而阻断泛素向E3的转移［82］ .

E3 SCF也可以与多个E2协同作用催化对应底

物特异性泛素链的组装，Ube2D2/D3 作为链引发

E2催化第一个泛素转移到底物，随后Ube2R1催化

K48特异性泛素链延伸［83］ . 有研究还发现SCF在此

过程中可以与另一个 RBR E3 HHARI 共同作

用［84-85］ . 同许多RBR E3一样，HHARI以自抑制状

态存在，其Ariadne结构域与RING2结构域相互作

用导致活性位点Cys被封闭，因而不能催化泛素传

递［86］ . HHARI 可以与 NEDD8 修饰形式的 CRL 结

合而缓解自抑制，HHARI催化CRL对应底物的单

泛素化即链引发过程，随后Ube2R1与CRL作用催

化链延伸形成K48连接多聚泛素链 .

E2 Ube2W催化底物N端Met位点处的单泛素

化修饰，其作为链引发E2催化形成的产物可以作

为Ube2N等链延伸E2的底物，催化相关底物形成

K63 多聚泛素链，在固有免疫应答中发挥重要作

用［87］ . 研究表明RING E3 TRIM21和TRIM5α可能

是此过程的对应底物，其首先在Ube2W的作用下

被单泛素化，随后在Ube2N/Ube2V2的催化下形成

K63多聚泛素链，通过NF-κB信号参与调节相关固

有免疫反应过程［88-89］ . 研究表明，TRIM E3通过独

特的三离子锚定机制，能够在其RING结构域周围

招募包裹一个 Ube2N-Ub 复合体，稳定 Ube2N-Ub

的“闭合式”构象并促进泛素的转移，催化自身的

K63连接泛素链修饰［90］ . 有趣的是，TRIM家族蛋

白在宿主防御病毒感染过程发挥重要作用，作为泛

素E3可以催化重要病毒蛋白的泛素化降解，同时

其自身被K63连接泛素链修饰作为固有免疫调节的

信号，这一过程受到泛素化与去泛素化的精密调

控，协调两个途径共同抵抗病毒感染［89，91］ .

Cbl家族RING E3参与催化许多受体酪氨酸激

酶 （receptor tyrosine kinases，RTKs） 的泛素化，

研究发现其可以与多个E2相互作用，与Ube2D家

族、Ube2E家族、Ube2N/Ube2V1和Ube2W作用可

以催化 Cbl 的自泛素化，与 Ube2D2、Ube2E1 和

Ube2N/Ube2V1 作用可以催化 Cbl 底物 EGFR 和

SYK 的泛素化，形成的泛素链类型由参与催化的

E2 决定，Ube2D2 可以催化形成 K48 和 K63 连接

链，Ube2N/Ube2V1催化形成K63连接链，Ube2W

则诱导单泛素化［92］ .

有时两个E2/E3对分别独立催化底物的链引发

和链延伸过程，被单泛素化修饰和多聚泛素链修饰

的底物也会介导完全不同的信号通路 . 例如，底物

蛋白 PCNA （proliferating cell nuclear antigen） 在

Rad6-Rad18 （E2-E3对）的催化作用下形成单泛素

化修饰，参与DNA损伤修复过程的信号传导，促

进易错的跨损伤DNA合成损伤耐受过程［43，93］，而

链引发形成的单泛素化PCNA产物可以作为底物在

E2 Ube2N/Ube2V2和E3 Rad5的协同催化作用下形

成K63连接的多聚泛素链修饰，转换到无错损伤旁

路过程介导促进模板转换和参与同源重组机制的

信号［42，94］ .

2 HECT/RBR型 E3催化途径中E3的决定

性作用

在 RING 型 E3 参与催化的机制中，E2~Ub 复

合物中Ub传递到Lys的反应性需依赖于“闭合式”
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构象，而在HECT或RBR型 E3作用时，E2~Ub复

合物中Ub传递到E3活性位点 Cys残基的反应性不

需要形成“闭合式”构象，即在通常的“开放式”

构象下即可将Ub传递到HECT/RBR E3［95-96］，对于

HECT E3的相关研究发现此过程依赖于HECT结构

域中C瓣与Ub的相互作用［97］ . 形成的E3~Ub复合

物中 Ub 尾部变成充分延伸的构象，这与由 RING

E3激活的E2~Ub复合物“闭合式”构象的拓扑结

构十分相似，随后通过 E3~Ub 复合物构象上的调

整将Ub传递到底物［98］ .

2.1 HECT E3参与的催化作用机制

HECT E3上Ub向底物的传递同样可以分为链

引发和链延伸不同过程，有些底物的泛素化修饰涉

及多个 E3 的协同作用 . HECT E3 同 RING E3 一样

可以催化特异性连接多聚泛素链的形成，但在此种

机制下催化形成的泛素链类型取决于HECT E3而

非 E2. HECT E3 E6AP 催化形成 K48 连接泛素链，

Rsp5等NEDD4家族HECT E3倾向于催化底物形成

K63连接多聚泛素链修饰［99］ . 将Rsp5的C末端 62

个氨基酸残基以 E6AP 相应的氨基酸序列替换之

后，Rsp5 即可催化形成特异性 K48 连接泛素链，

说明 HECT E3 C 末端对于催化形成的泛素链类型

具有重要的决定作用，但是具体的机制还有待

研究 .

HECT E3 有时也可以催化形成更为复杂的混

合型泛素链和分支型泛素链 . HECT E3 WWP1催化

底物形成K63特异性连接链，而当泛素链达到约4

个亚基的长度时，由于K63泛素连接链远端的拓扑

约束，WWP1转而催化形成分支的K11和K48连接

链［100-102］ . 不同的泛素链类型决定了底物蛋白的不

同命运，当底物连接较短的K63泛素链时，其参与

非蛋白酶体依赖的途径，而当底物连接K11和K48

分支链时，其最终通过蛋白酶体途径被降解 .

HECT E3 HUWE1和UBR5可以作为链延伸E3催化

被泛素化修饰的蛋白质作为底物的分支泛素链延

伸 . 研究表明HUWE1可以识别由另一个E3 （例如

TRAF6）引发的 K63 连接泛素化的底物，催化从

分支点延伸K48连接泛素链，从而将对应底物的泛

素化命运从非降解转为降解［103］ . 类似地，UBR5

可以将在其他E3 （例如 ITCH和UBR4）作用下被

多聚泛素化修饰的蛋白质作为底物，催化K48连接

分支泛素链的形成与延伸，靶向底物通过蛋白酶体

途径降解［102，104］ .

目前，对于 HECT E3 识别受体泛素的结构基

础认识还不够清晰 . 研究表明HECT E3催化结构域

中N瓣结构含有一个特殊的非共价Ub结合位点即

“外位点”，该位点的突变会影响链延伸过程但不影

响链引发过程和链的特异性，该位点可能与泛素链

中的泛素分子相互作用，间接稳定了靠近活性位点

的受体泛素从而促进泛素链的持续性延伸［105-108］ .

2.2 RBR E3参与的催化作用机制

RBR 型 E3 为 新 定 义 的 一 类 与 E2 UbcH7

（Ube2L3） 作用的 E3，其含有两个 RING 结构域

（RING1和RING2）和一个中间的锌结合 IBR （in-

between-RINGs）结构域，同时在RING2结构域含

有一个类似于 HECT E3 的保守 Cys 残基 . 作为

RING-HECT E3 杂合体，RBR E3 可以作为 HECT

型E3通过形成E3-Ub中间体发挥催化功能，但不

能发挥类似于RING型E3直接将Ub传递到底物的

催化功能［18，109-110］ . 与帕金森病相关的 PARKIN、

线性泛素链组装复合物 （linear ubiquitin chain

assembly complex，LUBAC） 的中心亚基 HOIP、

HHARI、 TRIAD1 等 均 为 RBR E3. 研 究 表 明 ，

PARKIN、HHARI等许多RBR E3以自抑制状态存

在，需要构象上的变化才能激活［86，111］ . 有研究发

现，位于RBR E3活性位点对侧RING1-IBR结构域

的Ub结合位点，通过Ub结合引起的变构效应有助

于RBR E3自抑制状态的缓解并促进泛素链的持续

性延伸［95，112］ .

同HECT E3相似，RBR E3参与的泛素化修饰

所形成的泛素链特异性取决于RBR E3的催化结构

域 . LUBAC 催化底物形成 M1 连接线性泛素链修

饰，通过 NF-κB 途径调节固有免疫和炎症［113-114］ .

LUBAC 由 HOIP 和 HOIL-1L 两个 RBR E3 亚基组

成，其中只有HOIP具有形成M1连接泛素链的催

化活性 . LUBAC 通过特定作用位点与受体泛素的

作用识别受体泛素 M1，RING2 结构域与 HOIP 的

“线性泛素链决定区”共同创建了一个平台，确保

受体泛素M1的 α-氨基靠近其活性位点， HOIP特

定的组氨酸残基促进M1α-氨基去质子化而亲核攻

击E3活性位点处的供体泛素，催化M1连接特异性

泛 素 链 的 形 成［96，115］ . GDHS （Gordon Holmes

syndrome）患者RBR E3 TRIAD3 （RNF216）中两

个突变影响了该酶的活性，其中R660位点是Ub从

E2 转 移 到 TRIAD3 活 性 位 点 Cys 所 必 需 的 ，

TRIAD3 被发现可以催化潜在 SUMO 化底物形成

K63特异性泛素链修饰，与此前报道的促进底物形

成 K48 泛素链修饰而靶向蛋白降解不一致，说明
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TRIAD3的过表达引起K48连接链增加可能是一种

间接效应［116］ .

3 泛素链组装的顺序加成机制与整体转移

机制

关于泛素链是如何组装的问题，目前主要提出

了两种机制，即顺序加成机制和整体转移机制（图

3） .顺序加成机制指在泛素链组装过程中，每次转

移一个泛素分子到底物，第一个连接到底物上，然

后依次连接到延伸的泛素链远端形成多聚泛素链 .

整体转移机制指泛素链预先在E2或HECT/RBR E3

的活性位点Cys上完成组装，随后被整体转移到底

物上 .

3.1 顺序加成机制

顺序加成机制是细胞中泛素链组装的主要机

制 . 在顺序加成机制中，单个泛素分子陆续被转移

到底物延伸的泛素链上，即每一个反应中间体作为

下一轮链延伸的底物 . 这一机制的有力证据最初通

过 Cdc34-SCF 泛素化体系的动力学研究提出［117］，

即每一个新的泛素化修饰形式（单泛素化、连接2

个泛素分子的底物、连接 3个泛素分子的底物等）

以非同步的滞后期顺序出现，其中单泛素化即链引

发的过程为此体系的限速步骤，一旦第一个泛素转

移到底物，泛素顺序加成的速率（kub-n）远快于从

底物上解离的速率（koff），允许在酶-底物复合物解

离之前发生多次泛素转移，在几秒内可以催化底物

的多聚泛素化 . 在顺序加成机制中，多聚泛素链的

持续性形成过程决定了泛素链的长度进而决定了底

物命运 . 一般情况下，随着泛素链的不断延伸，泛

素链的空间构象更为复杂，从而导致定位远端受体

泛素更加困难而不利于泛素链的持续性延伸 . APC/

C E3 通 过 一 种 被 称 作 持 续 性 亲 和 力 扩 大

（processive affinity amplification，PAA） 的正反馈

机制催化泛素链的组装［118］，转移加成到底物上的

每个泛素分子都会增加被泛素化修饰的底物对

APC/C的亲和力，从而促进链形成过程持续进行 .

CRL E3 的有关研究表明，底物 Lys 泛素化位点与
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Fig. 3 Mechanisms of ubiquitin chain assembly
图3 泛素链的组装机制

（a）顺序加成机制；（b）整体转移机制.
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E2活性位点Cys的距离、E2与泛素链构象上的柔

韧性等因素影响 K48 多聚泛素链形成的持续

性［119］ . 链组装的持续性及泛素化过程受到E2背部

区域与Ub或E3的非共价结合、Ub及相关酶的共

价翻译后修饰及某些更为复杂和特殊的结构上相互

作用等多种方式的复杂调控［73， 120-122］ .

3.2 整体转移机制

在整体转移机制中，泛素链在E2或E3的活性

位点预先组装，要求泛素链在相应酶预组装的速率

快于链向底物整体转移的速率，E3与底物不需要

长时间结合以形成足够长的泛素链来介导下游信号

通路，从多聚泛素化修饰底物的效率来看是一种理

想的机制 . 整体转移机制最先在HECT E3 E6AP的

相关研究中提出［123］，泛素通过E2 Ube2L3转移到

E6AP 活性位点 Cys，连接到 E6AP 活性位点的 Ub

可以作为受体泛素攻击与 Ube2L3 或 E6AP 连接的

供体泛素的C末端，进而在E6AP活性位点Cys持

续组装K48连接泛素链，随后在E6AP上预先组装

的泛素链被整体转移至底物HHR23A. 动力学研究

证实了 E6AP 和 NEDD4 亚家族 E3 （WWP1 除外）

整体转移机制的可行性［124-126］ .

特定的E2/RING E3催化体系也可以利用整体

转移机制将在E2上预先形成的泛素链转移到底物 .

Ube2G2-gp78 体系显示了整体转移机制的有力证

据［127］，在E3 gp78的催化作用下可以在Ube2G2的

活性位点Cys预先组装泛素链，随后泛素链被整体

传递到底物的Lys形成多聚泛素化修饰 . 泛素链在

Ube2G2活性位点Cys预组装的速率稍快于泛素链

向底物转移的速率，在动力学上证明了整体转移机

制的可行性 . 在这一过程中，gp78的寡聚化倾向有

利于泛素链在 Ube2G2 上的预组装，因为形成的

Ube2G2-gp78异源寡聚体使多个Ube2G2的活性位

点互相靠近，Ube2G2~Ub 复合物中受体泛素 K48

亲和攻击临近的Ube2G2~Ub复合物中硫酯键连接

处的供体泛素 C 末端，促进了泛素链的预组装过

程［64，128］ . 此外，Ube2K也被报道以整体转移机制

在活性位点Cys处预先组装泛素链，链组装的过程

与远端泛素以 I44为中心的疏水口袋和Ube2K UBA

结构域的相互作用使多聚泛素链的构象发生改变

有关［129］ .

还有研究提出了两个不同的E2/E3对相互协作

促进底物 PCNA 多聚泛素化修饰的整体转移机

制［130］ . 首先在RING E3 Rad5的作用下，在Ube2N

的活性位点Cys组装形成K63连接多聚泛素链，然

后预先组装的泛素链被转移到另一个E2 Rad6，随

后在 RING E3 Rad18 的作用下转移到 PCNA 的

K164位点形成多聚泛素化修饰 . 这种整体转移机制

相比于不同E2-E3对分别催化链引发与链延伸的顺

序转移机制具有更高的组装效率 .

4 总结与展望

泛素链的形成是一个十分复杂的修饰过程，链

引发和链延伸过程涉及Ub、泛素酶及底物间复杂

的相互作用，相关结构学、动力学等方面研究逐渐

揭示出泛素链形成的机理 . 在RING型E3参与催化

的泛素化途径中泛素链特异性由 E2 决定，而在

HECT/RBR型E3参与催化时泛素链的特异性由E3

决定 . 泛素链组装主要为顺序加成机制，研究也发

现了某些特定途径以整体转移机制完成泛素链组装

与转移 . 泛素链形成多涉及独特复杂的相互作用与

组装机理，E2-E3多位点相互作用、受体泛素与供

体泛素的定位作用、链引发与链延伸过程不同泛素

酶的参与与分工协作等共同保证泛素链的特异性与

持续性组装［131］，E2的背部Ub结合及底物赖氨酸

活化作用促进泛素链形成等问题近期也备受关注 .

泛素化过程中泛素及泛素转移机制中相关酶的磷酸

化、乙酰化、去酰胺化、ADP核糖化等翻译后修

饰参与进一步调控泛素化信号，使泛素化过程调节

与泛素链形成机制更为复杂［82］ . 泛素复杂的酶级

联系统及泛素链形成的特异性与持续性等相关机理

仍需要深入广泛的研究，使其可以服务于与泛素系

统相关联的疾病的治疗，利用泛素系统这一广泛的

蛋白质翻译后修饰途径找到相关靶点与泛素化调控

方法 .
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Abstract Ubiquitination is an important protein post-translational modification process in eukaryotic cells,

participating in a variety of cellular functions such as protein degradation and signaling pathways. The

polyubiquitination modification of the substrate proteins is a continuous process, which not only involves the

complex participation of enzymes related to ubiquitin system, but also refers to more complex structural

interactions and ubiquitin chain assembly mechanisms. Ubiquitin chain modifications determine the fate of the

downstream substrate proteins. The crucial role of ubiquitin-conjugating enzyme E2 in the formation of ubiquitin

chains has attracted more and more attentions. Understanding of the mechanisms of ubiquitin chain formation is

conducive to the discovery of disease targets and treatment related to the ubiquitin system. In this review, we

summarize the research progress of the mechanisms of ubiquitin chain formation, involving how E2 reacting with

different types of E3 determine the type and the assembly process of ubiquitin chain formed on the substrates,

with complex structural information provided. Two different mechanisms on how ubiquitin chain assembly,

including the sequential addition mechanism and the en bloc transfer mechanism, are also discussed.

Key words ubiquitin chains, ubiquitin conjugating enzyme E2, ubiquitin ligase E3, ubiquitin chain specificity,

ubiquitin chain assembly
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