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摘要 非组蛋白的赖氨酸和精氨酸残基上的甲基化修饰已经被证明是一种普遍的蛋白质翻译后修饰方式，在生命活动中发挥

重要作用．甲基化修饰方式的多样性以及它们与其他修饰之间的交互作用(crosstalk)复杂但精细地调控了基因表达、蛋白质

活性及稳定性、DNA 复制及基因组稳定性、RNA 加工等多种功能．本文将对非组蛋白的甲基化修饰特征进行总结，归纳近

些年来已报道的甲基化修饰酶、修饰位点及这些位点的生物学功能，并将特别阐述不同蛋白质修饰之间的交互作用，概述鉴

定非组蛋白甲基化修饰的方法．
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组蛋白的翻译后修饰是重要的表观遗传调控方

式之一．组成核小体的 4 种组蛋白 H2A、H2B、

H3 和 H4 上都可以发生多种修饰形式，包括丝氨

酸 / 苏氨酸 / 酪氨酸上的磷酸化；赖氨酸上的泛素

化、乙酰化；赖氨酸 / 精氨酸上的甲基化等．这些

修饰方式或单独、或相互组合形成“组蛋白密码”

(histone code)，调控与染色质相关的多种生命活动.

组蛋白甲基化修饰主要发生在赖氨酸或精氨酸

的侧链氨基上．甲基化修饰酶可以特异性地催化组

蛋白不同位点上的甲基化反应．相对于磷酸化、乙

酰化等修饰而言，甲基化修饰形式多样，功能更为

复杂．利用 S- 腺苷甲硫氨酸(S-adenosylmethionine,

SAM) 作 为 供 体 ， 赖 氨 酸 可 以 发 生 me1

(mono-methyl)、 me2 (di-methyl)、 me3 (tri-methyl)

3 种修饰形式；而精氨酸能够发生一和二甲基化修

饰，其中二甲基化修饰又根据 2 个甲基基团添加在

相同或者不同胍基氮原子上，分别称为对称二甲基

化(symmetric di-methyl arginine，SDMA)和不对称

二甲基化修饰(asymmetric di-methyl arginine，ADMA).

这些不同的修饰依据修饰位点、修饰方式的不同影

响染色质的性质、激活或抑制基因表达．

近十几年来，越来越多的非组蛋白上也被发现

可发生甲基化修饰，表明甲基化修饰很可能作为一

种普遍的蛋白质翻译后修饰形式调控蛋白质的功

能．特别引起大家关注的是，很多转录因子可发生

甲基化修饰，暗示着非组蛋白的甲基化修饰从广泛

意义上参与了表观遗传调控．

本综述中，我们将对已经发现的非组蛋白的甲

基化修饰进行总结，重点归纳近年来发现的甲基化

修饰的位点、甲基化修饰酶以及这些位点的生物学

功能．我们还将阐述不同类型的蛋白质修饰之间的

交互作用(crosstalk)，并对目前鉴定蛋白质甲基化

修饰的方法进行概括．

1 非组蛋白赖氨酸残基上的甲基化修饰

赖氨酸残基上发生的甲基化修饰主要是由一类

含有 SET 保守结构域的蛋白质完成的，目前已经

有 50 多种人源相关蛋白质归入这一家族 [1]．另外

还发现了无 SET 结构域的 DOT1L 酶，其可以完成

H3K79 的甲基化修饰．
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自从 1964 年首次发现组蛋白可以被甲基化修

饰后，大量的组蛋白甲基化修饰位点及其功能被报

道，形成了一个组蛋白修饰的调控网络．这些甲基

化酶如何通过修饰组蛋白上特定的赖氨酸位点而影

响染色质结构以及调控基因表达的相关综述较多，

这里不再赘述[2-3]．值得注意的是，直到近十几年

来才首次发现了非组蛋白上也可以发生赖氨酸上的

甲基化修饰，这其中研究最为透彻的是著名的肿瘤

蛋白 p53．不同的实验室发现其在不同的赖氨酸位

点可发生动态修饰，调控 p53 的相应功能．SETD7

催化 p53 上第 372 位赖氨酸上的一甲基化 (简称

K372me1，下同)，激活 p53 的转录活性，并可阻

止 SMYD2 催化的 p53K370me1 修饰 [4]． 同时，

PR-SET7/SET8 介导 p53 上第 382 位赖氨酸上也可

以发生 me1 和 me2 修饰———K382me1 将导致 p53

转录活性抑制 [5]；K382me2 则被 p53 结合蛋白

53BP1 的 Tudor 结构域识别，其不参与 p53 转录活

性的调控，却可帮助增加 p53 的蛋白质稳定性[6]．

另有研究表明，G9a 或 GLP 可以催化 p53K373me2

修饰，降低两者的蛋白质水平都会增加细胞凋亡，

表明该修饰对 p53 的抑制作用[7]．

自从首次发现 p53 蛋白能够被甲基化修饰以

来，越来越多的非组蛋白底物及其对应的催化酶被

挖掘出来．通过 PhosphositePlus 数据库(简称 PSP，

www.phosphosite.org)统计结果可以看到，已经发现

有超过 500 个人源蛋白质中的近 1 050 个赖氨酸甲

基化位点．对目前报道的甲基化酶与非组蛋白底物

的数据进行归纳，可以发现以下几个特征：

a．一个底物上可以有多个位点被甲基化，相

应的甲基化酶呈现多元性，不同的修饰位点功能不

同． 最典型的例子仍为 p53 蛋白 ,另外还包括

JAK-STAT 信号通路因子 STAT3、DNA 甲基化酶

DNMT1 和重要转录因子 NF-资B 的 RelA 亚基．以

NF-资B 信号通路为例，该转录因子通过结合不同的

基因调控炎症、天然免疫、细胞增殖等生命活动．

研究表明，SETD7 可以甲基化 RelA 的 K37 位，在

肿瘤坏死因子 TNF琢 的刺激下可增强 RelA 与相关

基因启动子的结合能力[8]；SETD7 还可以一甲基化

RelA 的 K314/K315 位，促进与靶基因结合的 RelA

蛋白的降解，抑制 NF-资B 活性[9]．另外，NSD1 可

以甲基化 RelA 的 K218/K221 位，激活 NF-资B 转

录活性[10]．RelA 还发现能够被 SETD6 在 K310 位

一甲基化修饰，K310me1 可以被另一甲基化酶

GLP 上的 Ankyrin 重复序列所识别，从而稳定 GLP

对 H3K9 的甲基化修饰，维持在免疫细胞中非炎症

下 NF-资B 靶标基因的表达抑制 [11]；炎症应激下

S311 被 PKC灼 磷 酸 化 ， 可 抑 制 GLP 结 合 到

K310me1 上，从而激活靶基因的表达[12]．

b．可甲基化非组蛋白的修饰酶种类较少，但

同一个酶可以催化多种底物；部分催化位点序列具

有保守型，但多数位点没有序列规律．目前发现的

能够修饰非组蛋白的酶为 17 种，能够催化多种底

物的酶主要集中在 SETD7/SET9 和 EHMT2/G9a

上．SETD7 除了修饰 H3K4me1，还能够修饰 20

余种非组蛋白底物(表 1)；而 G9a 除了负责修饰

H3K9me2，还被报道可以修饰 17 种其他蛋白质底

物[13]．一个有趣的现象是，对比 SETD7 催化不同

底物的修饰位点，p53、ER琢、E2F1 上的位点与组

蛋白 H3K4 附近的位点比较相似，可归纳为[R/K]

[S/T]Kme(R：精氨酸；K：赖氨酸；S：丝氨酸；

T：苏氨酸；me：甲基化修饰)，但其他 SETD7 的

催化位点序列不符合上述规律．甲基化酶如何保证

非组蛋白底物修饰位点的特异性是未来需要研究的

问题．

c．非组蛋白甲基化底物虽然数量较多，但大

多集中于基因转录调控因子和核蛋白质上．一些报

道还揭示胞质蛋白也可被甲基化修饰，表明甲基化

修饰功能的多样性．

d．甲基化酶可以甲基化蛋白自身及其他表观

遗传修饰酶，调控蛋白质稳定性或酶活性．G9a 和

GLP，可以发生自身甲基化；SETD7 可以甲基化

乙酰化酶 PCAF、去乙酰化酶 SIRT1、DNA 甲基化

酶 DNMT1、甲基化酶 SUV39H1；G9a 可以甲基化

修饰 DNMT3A．

e．甲基化修饰除了通过结合或招募不同的蛋

白质来发挥功能外，还可以通过“接收或发送”信

号给其他修饰位点来协同调控生物功能．这种不同

修饰之间的相互调控称为交互作用(crosstalk)．详

细内容将在下面章节阐述．

2 非组蛋白精氨酸残基上的甲基化修饰

精氨酸残基上发生的甲基化修饰主要是由含高

度保守甲基转移酶(methyltransferase，MTase)结构

域的蛋白质完成的，被称为 PRMT 家族蛋白．目

前发现有 10 种人源蛋白质，其共同结构特征表现

为含有 1～2 个 MTase 结构域、1 个 茁 桶型结构区

和 1 个蛋白二聚区[14]．虽然精氨酸甲基化酶种类较

少，但它们除了催化组蛋白上的多个精氨酸位点
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酶 非组蛋白底物 修饰位点 功能
SETD7 p53 K372me1 入核，转录激活，增加其乙酰化，稳定蛋白质
/SET9 RB1 K873me1 增加 RB1 与 HP1 相互作用，转录抑制

RB1 K810me1 减弱 RB1 与 Cdk 相互作用，抑制 Rb 磷酸化
ER K302me1 稳定蛋白质，转录激活

DNMT1 K142me1 蛋白质稳定性

STAT3 K140me2 转录抑制
RelA K314/K315me1 促进 RelA蛋白降解，抑制 NF-资B 转录激活
RelA K37me1 转录激活

FoxO3 K271me1 蛋白质稳定性，转录激活
E2F1 K185me1 蛋白质稳定性

AR K632me1 转录激活
TAT K51me1 转录激活

MYPT K442me1 稳定蛋白质，减弱磷酸化，抑制 E2F1 转录活性

Yap K494me1 影响 Yap 亚细胞定位，调控 Hippo 信号通路
ARTD1 K508me1 促进 ADP 核酸糖的合成，招募到 DNA损伤的位点

SUV39H1 K105/K123me1 抑制酶活性

Pdx1 K131me1 转录激活
FXR K206me1 转录激活

SIRT1 N端多个位点 抑制 SIRT1 与 p53 相互作用

Sox2 K119me1 转录抑制，蛋白质稳定性
TAF7 K5me1 未知

PCAF 6 个修饰位点 未知

TAF10 K189me1 未知

茁-Catenin K180me1 蛋白质稳定性

HIF琢 K32me1 转录抑制
HIF2琢 K29me1 转录抑制

EZH2 STAT3 K180me1 转录激活
GATA4 K299me1 蛋白质相互作用，转录抑制

JARID2 K116me2 改变 PRC2 构象，增强其酶活性
ROR琢 K38me1 蛋白质稳定性

G9a G9a K239me1 蛋白质相互作用，复合物形成

CDYL1 K125me1 蛋白质相互作用

p53 K373me2 转录抑制

MyoD K104me1 转录抑制
MEF2D K267me1 转录抑制

Reptin K67me1 转录抑制

DNMT3a K47me2 蛋白质相互作用，复合物的形成
C/EBP茁 K39me1 转录抑制

SMYD2 Hsp90 K531/K574me1 二聚体和复合物的形成
PTEN K313me1 抑制其肿瘤抑制因子活性，加速癌细胞增殖
ER琢 K266me1 转录抑制

p53 K370me1 转录抑制
RB1 K860me1 蛋白质相互作用

NSD1 RelA K218me1/K211me2 转录激活

SMYD3 VEGFR1 K831 增强其激酶活性
MAP3K2 K260me1 蛋白质相互作用

SET8 p53 K382me1 转录抑制

PCNA K248me1 蛋白质相互作用

NUMB K158/K163me2 蛋白质相互作用
SETD6 RelA K310me1 转录抑制

SETDB1 TAT K50/K51me1 抑制 LTR 转录活性，削弱 cdk 与 TAT RNA 结合
SETD1A Hsp70 K561me2 调控亚细胞定位，影响蛋白质相互作用

METTL21A Hsp70 K561me3 蛋白质相互作用

METTL22 Kin17 K135me3 影响其与染色质的结合
GLP p53 K373me2 转录抑制

RB1
PARP1

K810me1
K528me1

增强磷酸化，促 E2F1 转录活性，调控细胞周期

增强核糖基化活性

Table 1 Summary of lysine methylation on non鄄histone proteins in human
表 1 人源非组蛋白的赖氨酸甲基化修饰
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酶 非组蛋白底物 修饰位点 功能

PRMT1 Sam68 P3 motif 280～339aa 促进出核，使 HIV RNA向胞质输出

MRE11 GAR 554～680aa 核酸外切酶活性

53BP1 GAR 1319～1480aa DNA断裂修复中招募到染色质

BCR R198 抑制 PI3K信号通路，促进 B 细胞分化

ER 琢 R260 调控 p85 和 Src 结合，招募 FAK

TAF15 RGG repeats TAF15 亚细胞定位，调控基因表达

RUNX1 R206/R210 抑制与 SIN3A的结合，调控基因表达

SPT5 R681/R696/R698 与 RNA聚合酶域和启动子的结合

DVL3 GAR motif 抑制 Wnt 信号通路

FOXO1 R248/R250 抑制磷酸化，增加蛋白质稳定性和转录活性

PFKFB3 R131/R134 增加蛋白质稳定性

E2F1 R109 抑制 PRMT5 对其修饰，促细胞凋亡

FOXO1 R248/R250 抑制磷酸化，增加蛋白稳定性和转录活性

G3BP2 R432/R438/R452/R468 调控其与 DVL3 的结合，增加磷酸化

TRF2 R17 调控端粒的长度和稳定

EBNA1 325～376aa 蛋白质亚细胞定位

SLM-1 GAR motif 抑制其与 RNA poly(U)结合能力

BTG1/TIS2 未知 调控 PRMT1 酶活性

Ash2L R296 未知

IFN琢/茁 IC domain 未知

ILF3 C 端区域 未知

SAF-A 778～793aa 未知

CF Im59 C 端区域 未知

CF Im68 GAR motif 未知

hnRNP A1 R194 未知

SMAD6 R74/R81 调控 BMP 信号通路

HnRNPUL1 RGG/RG motif 蛋白质相互作用，调控 DNA损伤修复

Smurf2 R232/234/237/239 蛋白质稳定性，调控 TNF-茁 信号通路

PRMT2 ER 琢 AF-1 未知

外，还可以催化非常多的非组蛋白底物上的精氨酸

位点(根据 PhosphoSitePlus 统计，近 1 300 个人源

蛋白中的 2 000 多个位点被鉴定出来)．与赖氨酸

甲基化修饰相似，精氨酸的甲基化修饰也具有几大

特点：

a．已发现的精氨酸甲基化酶催化底物大多具

有一个富含甘氨酸 - 精氨酸的模 体 (glycine-

Arginine-rich motif，GAR)，该区域是精氨酸酶的

主 要 催 化 位 点 ．RNA 结 合 蛋 白 hnRNPA1、

hnRNPU、SmD1、snRPB 等都富含这一模体而可

被 PRMT 酶进行甲基化修饰，通过影响 RNA 与蛋

白质相互作用，在 RNA 加工过程中进行功能调

控． 其他的如在 DNA 损伤修复中发挥作用的

MRE11 和 53BP1 蛋白都含有 1 个 GAR 模体，

GAR 中精氨酸的甲基化修饰可帮助它们增强 DNA

损伤区域的蛋白募集及修复活性．

b．一个底物可以被不止一种 PRMT 酶所催

化．例如 PRMT1 和 PRMT5 都可以甲基化 SPT5、

ASH2L 和 E2F1 等蛋白，甚至两种酶可修饰相同位

点，表明 PRMT 家族酶对底物识别的特异性略差

于 SET 家族酶．

c．PRMT 酶数量较少，但除了 PRMT10 外，

PRMT1-PRMT9 都能够催化非组蛋白的精氨酸甲基

化(表 2)[14]．特别是 PRMT1 和 PRMT5，迄今分别

已被发现了 25 个和 19 个非组蛋白底物，其中以

RNA 相关蛋白质为主．

Table 2 Summary of arginine methylation on non鄄histone proteins in human
表 2 人源非组蛋白的精氨酸甲基化修饰
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酶 非组蛋白底物 修饰位点 功能

GST GAR motif 未知

PRMT3 RPS2 GAR motif 未知

PRMT4 CBP/p300 R2142 与 GRIP1 相互作用，调控蛋白质活性，基因表达

Sox9 HMG domain Cyclin D1 基因表达和细胞周期

Hsp70 R469 招募 TF域H，转录激活

SMARCC1 R1064 调控基因表达，调控肿瘤细胞迁移和代谢

RUNX1 R223 与 DPF2 互作，抑制 miR-223 的表达

U1C PGM motif 未知

SmB PGM motif 未知

SAP49 PGM motif 未知

PABP1 R455/R460 未知

CA150 PGM motif 与 SMN的结合，调控 RNA剪接

PRMT5 SPT5 R698 抑制 SPT5 与 RNA聚合酶域的相互作用

EBNA-2 R325～376 调控与 SMN的结合，调控基因表达

RelA R30me2 激活 NF-资B 活性，调控基因表达

CBP-1 R234 下调 DNA损伤引起的细胞凋亡

p53 R333/R335/R337 增加靶向基因的特异性

PDCD4 R110 肿瘤细胞增殖

SHP R57 调控蛋白质相互作用，抑制基因表达

SmB GAR motif 介导成熟 snRNPs 的组装

RAF R563 减少 ERK1/RK2 磷酸化，促细胞分化

EGF receptor R1175 增加 Y1173 磷酸化，招募 SHP1，降低 ERK活性

E2F1 R111/R113 蛋白质稳定性，增加 DNA结合活性，调控基因表达

EBNA-1 325～376aa 蛋白质亚细胞定位

HoxA9 R140 表皮细胞炎症反应中白血球粘连分子 ELAM表达

SmD1 GAR motif 未知

SmD3 GAR motif 未知

PRMT9 SAP145 R508 蛋白质相互作用，调控可变剪接

CF Im68 GAR motif 未知

Ash2L R296 未知

MBP R170 未知

PRMT6 Pol 茁 R83/R152 增强 DNA聚合酶活性，促进碱基切除修复

HIV Tat 49～63aa 抑制其反式激活作用

AR Akt 识别域 抑制磷酸化，神经退行性变化

HMGA1a R57/R59 未知

PRMT6 R35 未知

PRMT7 G3BP2 4 个位点 调控 G3BP2 与 DVL3 的结合，增加 LRP6 磷酸化

DVL3 GAR motif 抑制 DVL3 在 Wnt 信号通路中的作用

PRMT8 PRMT8 R58/R73 未知

EWSR1 RGG repeats 未知

d．精氨酸甲基化修饰与其他修饰之间也存在

交互作用．这种修饰形式主要对 RNA 加工、转录

延伸、DNA 损伤修复等细胞活动产生影响．具体

的内容将综合赖氨酸甲基化修饰的章节一起讨论．

续表 2

1019· ·



生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys. 2015; 42 (11)

3 不同修饰方式之间的交互作用

真核生物中，蛋白质在行使功能的不同阶段会

发生形形色色的翻译后修饰，这些修饰彼此联系，

相互影响，产生不同的生物学效应．下面我们分别

举例说明甲基化修饰与不同修饰之间的交互作用．

3.1 甲基化鄄甲基化交互作用

与磷酸化、乙酰化等修饰方式不同，甲基化修

饰不改变蛋白质的电荷性质，而往往是作为一个标

记，通过招募不同的蛋白质识别该位点，达到产生

不同生物学效应的目的．甲基化修饰的交互作用主

要发生在相同位点的不同修饰形式之间，或者相互

临近的位点之间． 仍以 p53 蛋白为例，其上的

370、372、373、382 位均可发生一甲基或二甲基

修饰[4-7, 15-16]．SMYD2 催化的 K370me1 抑制靶基因

的转录，但 K370me2 则可以招募 53BP1 蛋白促进

p53 靶基因转录，并且这两种修饰都可以被临近的

K372me2 所抑制．

除了 53BP1 结合 p53K370me2 以外，L3MBTL1

和 PHF20 蛋白也可以通过 MBT (methyl-binding

domain)结构域分别识别 K382me1和 K382me2．

L3MBTL1 结合 p53K382me1 会导致基因表达抑

制[15]；PHF20 结合 p53K382me2 则会稳定 p53 并促

进基因转录[16]．更有趣的是，PHF20 蛋白上还含有

一个 Tudor 结构域，该结构域可识别 K370me2，

从 而导致识别 该位点的 PHF20 分子与 识别

K382me2 的 PHF20 分子形成同源二聚体，协调促

进 p53 的转录激活活性[16]．p53 蛋白甲基化之间的

crosstalk 机制建立了一个精细调控的网络，为 p53

功能的多样化提供了可能．

3.2 甲基化鄄磷酸化交互作用

非组蛋白底物上甲基化与磷酸化修饰之间的交

互作用是目前为止报道得最多的一种通讯方式．这

两种修饰的联系多发生于相近的丝氨酸 / 苏氨酸与

赖氨酸 / 精氨酸之间，且磷酸化与甲基化功能相互

排斥．比如转录因子 FOXO1 可以被激酶 AKT 在

S253 位磷酸化，促进其由细胞核向细胞质转移，

进而泛素化后被蛋白酶体降解．在氧压力作用下，

PRMT1 可以甲基化修饰 FOXO1 的 R248/R250 位

点，抑制了 S253 的磷酸化发生，从而增强 FOXO1

的蛋白稳定性和转录活性，导致细胞凋亡 [17]．而

SETD7 可以催化 JAK 信号通路因子 STAT3 的

K140me2，影响 Y705 的磷酸化，负调控 STAT3

活性[18]．

类似的作用机制发生在脊延髓肌萎缩症

(SBMA)中．AKT 对雄激素受体 AR 中 S792 的磷

酸化，与 PRMT6 对 R787/R789 的甲基化相互抑

制[19]．视网膜母细胞瘤蛋白 RB1 是一个重要的肿

瘤抑制因子，其通过 Cdk 激酶磷酸化来影响细胞

周期．在 DNA 损伤发生时，SETD7 可以甲基化

K810 位，阻碍 Cdk 对 S807/S811 的磷酸化，导致

细胞周期阻滞[20]．

甲基化与磷酸化之间的“交叉对话”除了影响

蛋白质的功能，还调控蛋白质的稳定性． 对

DNMT1 的调控就是实例之一．SETD7 甲基化

K142 位，促进其降解，而 AKT 对 S143 的磷酸化

使其蛋白质水平稳定[21]．无独有偶，Wong 实验室

发现了胚胎干细胞关键转录因子 Sox2 有类似的调

控方式．在胚胎干细胞分化早期，SETD7 甲基化

Sox2K119，使 Sox2 泛素化水平增加进而促进降

解，而在胚胎干细胞维持自身干性时，AKT 对

Sox2T118 的磷酸化修饰占主导，使 Sox2 蛋白水平

更稳定，从而更好地维持其干性[22]．

当然，甲基化与磷酸化之间的交互作用不一定

相互拮抗．也有一些报道发现两者之间的“通讯”

可以远程发生，并协调作用．如最新的一篇报道显

示，肿瘤抑制蛋白 PTEN 可以被 SMYD2 在 K313

位甲基化修饰，该修饰促进了 AKT 对 PTEN 蛋白

S380 的磷酸化修饰，两种修饰协同作用，促进癌

细胞增殖，从而减弱其在 PI3K-AKT 信号通路中的

肿瘤抑制功能[23]．血管内皮生长因子 VEGFR-2 的

激酶结构域中 K1041 位可以发生甲基化修饰，这

一修饰对于 Y1052 位上的自磷酸化以及激活的酶

活性是必需的[24]．目前，蛋白质甲基化修饰是如何

影响远距离的磷酸化修饰其作用机制仍不清楚，有

可能是通过招募其他蛋白质或改变局部构象来调

控的．

3.3 甲基化鄄乙酰化交互作用

组蛋白上甲基化与乙酰化之间的交互作用有较

多的报道，由于两种修饰可以位于同一位点或不同

位点上，因此影响方式多种多样．非组蛋白上甲基

化 - 乙酰化的交互作用鲜有报道，这里仅举个例阐

述．SETD7 催化的 p53K372 甲基化可以增加其临

近的 K373 和 K382 上的乙酰化修饰[25]．乙酰化水

平的增加有可能是通过增加 p53与乙酰化酶

p300/CBP 或 Tip60 的相互作用引起的，也可能是

通过影响去乙酰化 SIRT1 与 p53 的结合造成的．

另一个例子是雌激素受体 ER琢 可以被 SMYD2 在
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K266 位甲基化，抑制其与染色质的结合及对基因

的转录．但在雌激素的刺激下，K266 位的甲基化

被去甲基化酶 LSD1 去除，从而增强 p300/CBP 对

ER琢 的乙酰化，促进其转录活性[26]．

3.4 反式交互作用 (trans鄄crosstalk)
上述三种交互作用都是发生在同一种蛋白质上

的，其实不同蛋白质上不同修饰之间的交互作用也

早有报道．最有名的例子是 H2B 上的泛素化修饰

可以影响 H3K4 和 H3K79 的二、三甲基化修饰．

对于非组蛋白的 trans-crosstalk，例如 Wnt 信号通

路的信号传导．Wnt 蛋白通过结合受体蛋白

Frizzled 或 LRP5/LRP6，起始 茁-catenin 信号通路，

促进基因转录，调控胚胎和组织发育．此过程中，

PRMT1/PRMT7 催化该信号通路上 G3BP2 蛋白上

的多位点甲基化，从而促进 GSK3 介导的 LRP6

S1490 磷酸化，稳定 茁-catenin 蛋白，正调控 Wnt

信号通路[27]．

4 甲基化修饰的重要生物学功能

非组蛋白的甲基化修饰在多种细胞生命活动中

发挥重要作用．鉴于已经发现的底物主要集中在转

录因子、DNA 复制 / 损伤修复、RNA 加工、细胞

周期及染色质修饰蛋白质等，我们将围绕以下几个

方面重点介绍．

4.1 细胞内的核质转移

蛋白质的出核或入核序列上往往含有几个带有

正电荷的赖氨酸或者精氨酸残基，因此可以预见该

序列位点上的甲基化修饰可以改变相应蛋白质的核

质定位．实验结果显示，非甲基化修饰的 Hsp70

和 p53 蛋白在细胞核和细胞质中都有分布，而甲基

化修饰后的蛋白质则主要在细胞核中发挥功能．癌

细胞中 SETD1A 催化 Hsp70 蛋白 K561me2，促其

入核后与 Aurora B 激酶结合并增强其激酶活性，

促进了肿瘤细胞的增殖[28]．PRMT1 修饰转录因子

SMAD6 上精氨酸的甲基化，促其入核后激活与骨

形成相关的基因表达 [29]．在 Hippo 信号通路中，

SETD7 甲基化转录因子 YAP K494 位，促使该蛋

白在胞质中停留，平衡其磷酸化后的核转入信号[30].

4.2 蛋白质稳定性

赖氨酸的泛素化是蛋白质降解的重要信号，而

赖氨酸上的甲基化修饰则增强了蛋白质的稳定性．

上文中我们已经列举了几个相关例子： p53、

FOXO1 和 DNMT1，另外还有 SETD7 介 导的

FOXO3 甲基化等．而实际上也有报道显示赖氨酸

甲基化可造成蛋白质的降解．视黄酸相关的孤儿核

受体蛋白 ROR琢 可被 EZH2 在第 38 位的赖氨酸上

一甲基化修饰，该修饰为 Cul4-DDB1 泛素连接酶

提供了结合位点，从而促进了 ROR琢 蛋白的泛素

化降解[31]．

4.3 转录调控

组蛋白的翻译后修饰主要调控基因表达，而迄

今为止超过 50%非组蛋白的甲基化修饰作用于转

录因子上． 除了我们熟知的 p53、NF-资B、RB、

ER琢 外，还有很多重要的转录因子受到了甲基化

修饰的调控．例如转录因子 E2F1，在细胞周期、

细胞凋亡和 DNA 损伤应激中发挥作用，其表达异

常与多种癌症的发生紧密相关．研究表明，在 p53

缺失的癌细胞中，SETD7 催化的 E2F1K185me1 甲

基化诱导了 E2F1 的降解，阻止了 DNA 损伤时

E2F1 蛋白水平的增加以及对凋亡靶基因 TP73 的激

活[32]．而非甲基化形式的 E2F1 则更易于被乙酰化

和磷酸化，在 DNA 损伤应激时促进细胞凋亡．另

一个在细胞凋亡中发挥作用的肿瘤抑制因子

NUMB 也可以被 SETD8 在 K158/K163 位二甲基化

修饰．甲基化的 NUMB 削弱了与 p53 的相互作用，

促使 p53 被泛素化降解，抑制了 NUMB-p53 在细

胞凋亡的作用[33]．GATA 是一类重要的转录因子，

在决定细胞分化、组织发育中调控多种基因表达，

而家族成员 GATA4 特异性地调控心肌形态形成．

Pu 等的研究表明，EZH2 可以甲基化 GATA4 K299

位，通过抑制 GATA4 与乙酰化酶 p300 的互作，

抑制其转录活性而负调控心肌形成过程[34]．另有报

道显示，PRMT4 可以甲基化 Sox9，可能通过调控

茁-catenin 信号通路影响软骨内骨化过程[35]．

4.4 DNA复制与 DNA损伤修复

PCNA 是一个高度保守的蛋白质，在 DNA 复

制、染色质重塑、DNA 损伤等过程中都发挥作

用．Takawa 等[36]发现 SETD8 可以催化其 K248 位

的甲基化修饰．甲基化修饰的 PCNA 增加了与内

切酶 FEN1 的互作，可促进冈崎片段加工中 RNA

引物的去除；抑制 PCNA 的甲基化修饰将阻碍冈

崎片段的成熟，减缓 DNA 复制进程，引起 DNA

损伤发生．这一实例证明了甲基化修饰在 DNA 复

制中的重要作用．

另一个例子是 ADP 核糖聚合酶 PARP1，其可

被 SMYD2 所催化，催化位点位于 PARP1 的催化

结构域中．甲基化后的 PARP1 表现出增强的 ADP

核糖基化活性，可抵制 DNA 损伤后对细胞的伤
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害．PRMT6 甲基化 DNA 聚合酶 Pol茁，可增强其

DNA 结合力和促进其酶活性，可能在碱基切割修

复机制中发挥功能 [37]． 表 2 中我们还提到了

PRMT1 可以甲基化 MRE11 和 53BP1，PRMT5 甲

基化 p53 等，这些例子都证明了在 DNA 相关过程

中非组蛋白甲基化修饰的重要性．

4.5 RNA加工

RNA 的加工非常重要，很多 RNA 相关蛋白质

参与了这一进程．发现精氨酸甲基化酶可以有效地

催化很多 RNA 结合蛋白的甲基化修饰，通过把精

氨酸残基变得更疏水以及空间位阻效应来阻碍

RNA 与蛋白质的结合．报道显示 PRMT5 可以甲基

化 修 饰 多 种 这 类 蛋 白 质 ， 包 括 LSM4、

SmD1/SmD3 和 snRNPs 蛋白．抑制甲基化的发生

将阻止蛋白质入核以及蛋白质复合体的组装．另

外，PRMT1 和 PRMT5 都可以甲基化转录延伸因

子 SPT5，削弱 SPT5 与 RNA 聚合酶域的结合，调

控转录延伸[38]．

5 鉴定新的非组蛋白甲基化底物与甲基化
酶的方法

近十几年来，寻找非组蛋白甲基化修饰的研究

绝 大 多 数 都 是 通 过 个 例 分 析 方 法 (candidate

approach)，这种研究手段具有不确定性，且不易确

定酶与底物之间的联系．因此最近几年，有些实验

室运用甲基化蛋白质组学技术来鉴定更多的非组蛋

白甲基化底物．

首先是通过甲基化位点同源序列比对方法来寻

找新的底物．G9a 甲基化 H3K9 位点，该位点包含

一个 ARK 保守序列．基于该保守序列，Rathert

等[39]发现了 G9a 的其他甲基化底物，包括 CDYL1、

WIZ、ACINUS 等．但由于甲基化修饰序列不具有

高度保守性，因此很多底物无法通过上述方法进行

鉴定．

随后，借鉴泛磷酸化抗体富集磷酸化肽段的经

验，开发出泛甲基化抗体．首先是针对赖氨酸修饰

的泛甲基化抗体，其次是针对精氨酸修饰的泛甲基

化抗体．特别是后者，利用抗体富集修饰蛋白肽段

结合 LC-MS/MS 质谱技术，鉴定出上千个精氨酸

甲基化修饰位点．虽然上述方法可行，但是直接从

细胞粗抽提物中鉴定修饰位点仍然具有背景干扰

高、特异性差、检测灵敏度低等弱点．为此，多种

改良方法被运用于高通量的甲基化蛋白质组学鉴定

中． a．分别针对一、二、三甲基化修饰的高度特

异性泛赖氨酸抗体的制备，以及分别针对单甲基化

(MMA)、对称二甲基 (SDMA)和非对称二甲基

(ADMA)的泛精氨酸抗体的制备．b．细胞培养过

程中加入 3H 同位素标记的甲硫氨酸，使得氨基酸

发生甲基化时被转移酶所利用，修饰后的肽段分子

质量从 14 u 变为 18 u．这种方法避免了由于其他

化学反应造成的甲基化修饰假象，可鉴定出特异性

的甲基化酶催化的修饰位点． c．甲基化抗体免疫

富集后的蛋白质肽段用强阳离子交换树脂进行分

离，把肽段分成多个组分后分别进行电子转移解离

模式(electron transfer dissociation，ETD)的质谱鉴

定．这样既可以提高质谱的检测灵敏度，又可提高

修饰肽段的数量．d．在进行样品处理时，不仅使

用常用的 Trypsin 蛋白酶水解蛋白质，还可同时利

用 Glu-C、Arg-C、糜蛋白酶、弹性蛋白酶分别进

行水解．由于不同蛋白酶的酶切位置不同，这样可

以提高酶切后多肽片段的覆盖率，增加质谱检测的

修饰肽段的数量．

最近，Gozani 等发展了一种通过甲基化识别

结构域来鉴定新的甲基化修饰蛋白质的方法．他们

发现 L3MBTL1 蛋白上含有 3 个串联的 MBT 结构

域，它可以识别几乎所有一、二甲基化修饰的蛋白

质．利用这一原理，他们分别体外表达纯化了野生

型和突变型的 3xMBT 蛋白片段，其中突变型破坏

了该结构域对甲基化修饰底物的识别．结合细胞稳

定同位素标记氨基酸技术(SILAC)，他们从 293T

细胞中鉴定出 21 种新的甲基化修饰蛋白质[40]．该

方法简单、特异性高，缺点是只能鉴定到蛋白质水

平，不能精确确定修饰位点．其他实验室使用类似

的方法，利用 HP1茁 蛋白上的 Chromo 结构域同样

鉴定到 29 种新的甲基化底物，表明这种方法可推

广到其他结合结构域的应用中[41]．

为了直接找到修饰酶与甲基化底物之间的联

系，其他技术也被应用于系统性地鉴定中．蛋白质

芯片可用于某种甲基化酶对上千种潜在底物的大规

模筛选中．修饰的蛋白质底物可以被同位素、荧光

标 记 或 者 甲 基 化 抗 体 所 检 测 ． 目 前 Life

Technologies 公司开发的带有 GST 标记的 9 500 种

蛋白质的芯片为这一技术提供了广阔前景．但该方

法的缺点是无法保证蛋白质芯片上的每一种蛋白质

正确折叠并具有生物活性，因此需要在大规模筛选

后用其他方法进行确认．另一种方法被称为“化学

遗传学”法．该方法借鉴了鉴定激酶磷酸化底物的

策略，通过突变甲基化酶识别 SAM 的位点，从而
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保证该酶只选择性地识别 SAM 的类似物．该类似

物上带有可与其反应的基团(如叠氮键)，从而可以

在化学反应后被 FLAG 抗体或者荧光基团所检测．

目前，Luo 实验室已经进一步将可把甲硫氨酸转变

为 SAM 的腺苷转移酶进行了基因改造，使得甲硫

氨酸的类似物可被改造酶所利用，从而可以在细胞

体内产生大量有效的 SAM 类似物，避免了细胞培

养基中加入不稳定的 SAM 类似物带来的缺陷[42]．

由于这种方法将生理条件下的修饰酶与甲基化底物

偶联起来进行分析鉴定，相信其具有令人欣喜的应

用前景，为将来找到更多新的甲基化位点打下良好

基础．

6 前景展望

非组蛋白上的赖氨酸和精氨酸甲基化修饰已经

被证明是一种普遍的修饰方式，在细胞生命活动中

发挥了多种多样的作用．目前我们所知道的极可能

只是“冰山一角”．在酵母中，发现大约 1.5%的

蛋白质可以发生赖氨酸甲基化修饰，哺乳动物细胞

中近 1%的精氨酸残基上会发生甲基化修饰，但目

前我们所鉴定到的所有甲基化位点不超过 4 000

个．尤其值得注意的是，一些甲基化酶主要定位于

细胞质中(包括 6 个 PRMT 酶可定位于胞质)，一些

甲基化底物是胞质蛋白质．PRMT8 定位于质膜上，

是否有质膜上定位的蛋白质也可以被甲基化修饰？

可以预见，将有更多的新的甲基化位点和新的甲基

化修饰的非核蛋白被鉴定出来，丰富我们对甲基化

蛋白质组学的认识，为全面了解其功能提供帮助．

虽然科学家们发展和改进了很多方法来寻找新

的甲基化修饰位点和修饰蛋白质，目前的方法仍然

不足以帮助我们系统性地掌握所有的甲基化蛋白质

组学信息．因此研发新的方法和试剂是当务之急．

比如进一步加强甲基化识别抗体的特异性，丰富和

改进甲基化修饰蛋白质 / 多肽富集的手段，提高质

谱鉴定甲基化基团的灵敏度和分辨率，整合甲基化

修饰的蛋白质 / 肽段数据库等．

在鉴定到新的更多的甲基化修饰位点的基础

上，如何全面理解甲基化修饰的功能也十分重要．

酶活性的调节往往具有时空性，其催化底物的方式

也具有时空性．不同修饰之间的交互作用如何精细

调控细胞功能？处于内在和外在刺激之下，甲基化

修饰的位点和修饰丰度如何变化？这些变化如何影

响蛋白质功能？另外，许多甲基化酶或者蛋白质甲

基化修饰的异常与人类疾病紧密相关．如何通过理

解其功能找到相应的治疗策略？这些问题的解开将

为我们深入认识蛋白质的甲基化修饰打开大门．
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