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摘要 内质网相关蛋白质降解途径(ERAD)，即蛋白质分泌过程中错误折叠或未折叠的蛋白质在内质网中被识别并逆向运输
到细胞质经聚泛素化后由蛋白酶体降解的过程．自从发现该途径后对其机制的阐明一直处于不断探索的阶段．近年来，对

ERAD底物识别、逆向运输和泛素化新组分的发现以及新技术的应用，使得该途径的具体分子机制更加清晰．本文全面梳理
并综述了内质网应激响应、ERAD降解过程与机理的最新进展，并对模式蛋白底物和最新研究方法进行了总结，以期展示该
领域的研究概况．
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真核细胞中，内质网是分泌蛋白质合成和成熟

的重要场所，富含协助蛋白质折叠和修饰的各种分

子伴侣、折叠酶等．由于转录翻译失败、基因突变

或不同条件压力(强还原剂或热激条件)等原因，蛋
白质会发生错误折叠并聚集在内质网中，引起内质

网压力，从而影响细胞正常功能，甚至会引起严重

疾病[1]．常见疾病如糖尿病和神经变性疾病如帕金

森症、亨廷顿症等均与错误折叠蛋白质在内质网聚

集密切相关．例如囊性纤维化跨膜传导因子

(CFTR)在内质网聚集会导致囊性纤维化疾病 [2]．

Gedalya等[3](2015年)研究发现，早老素 1(presenilin 1)
P264位点突变导致该蛋白在内质网不能正确折叠
从而成为诱导阿尔茨海默症的关键因素．真核细胞

内调控内质网压力的途径主要有两种，即非折叠蛋

白响应(UPR)和内质网相关降解途径(ERAD)．前者
借助细胞内的一系列信号转导反应，上调分子伴侣

和折叠酶的表达量来提高蛋白质的折叠能力；后者

则通过逆转运方式将最终不能正确折叠的蛋白底物

运出内质网进一步由细胞质的泛素蛋白酶体系统降

解．内质网中蛋白质折叠与降解的动态平衡不仅对

于细胞存活起着非常关键的作用，而且是许多疾病

研究的重要靶点．另外，ERAD途径在酵母至哺乳
动物中是保守的，这说明它是真核细胞的基本生物

学过程[4]．近年来，ERAD途径中新组分的不断发
现和相关分子机制的逐步阐明，使得该途径成为细

胞生物学研究中备受关注的领域．本文主要以真核

模式生物酿酒酵母为例重点阐述内质网 ERAD途
径中的底物识别、定位、逆运输及蛋白酶体降解机

理，同时也总结了 ERAD研究的模式底物及研究
方法等进展．

1 内质网应激响应

内质网是分泌型蛋白质合成、转运和加工的

“中央处理器”，如质膜受体、离子通道、分泌型激

素和胞外酶等均在内质网中折叠成熟，然后运送至

细胞相关部位发挥各自功能．分泌型蛋白质的新生

多肽链依赖 N端信号肽定位到内质网膜蛋白 Sec61
通道上转运入内质网，再经信号肽酶的剪切、低聚

糖转移酶的糖基化修饰、分子伴侣及折叠酶等促进

折叠的共同作用，最终形成成熟的蛋白质．同时，
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如图 1所示，新合成的多肽链进入内质网后进
行折叠和修饰形成具有生物学功能的蛋白质．在这

一过程中分子伴侣 Bip/Kar2 通过与未折叠蛋白质
的疏水区结合，防止蛋白质间相互聚集同时又协助

蛋白质折叠．当内质网内存在大量未折叠蛋白质

时，更多的 Bip/Kar2 从内质网压力感受器———跨

膜蛋白 Ire1 上解离下来，使游离的 Ire1 增加，于
是 Ire1形成二聚体，导致自身磷酸化而活化[5]．活

化后的 Ire1 二聚体能特异地剪切位于细胞质中的
hac1 mRNA(hac1u)内含子，该内含子在不同真核生
物中大小从 20～300nt 不等 [6]．随后，剪切后的

hac1 mRNA(hac1i)由 tRNA连接酶连接后翻译成具
有活性的 b-ZIP型转录因子 Hac1，然后该因子定
位至细胞核并结合到染色体 DNA上的 UPRE区进
而上调 UPR相关基因表达．这些基因主要编码内
质网分子伴侣和折叠酶类，如 Bip/Kar2、二硫键异
构酶 Pdi1 和凝集素类蛋白 CNX/CRT 等．在哺乳
动物中，UPR 响应还包括 PERK 途径和 ATF6 途
径[7]．若蛋白质持续不能正确折叠将进入 ERAD途

径最终运出内质网被蛋白酶体降解．另外，Hac1
还可降低蛋白质的合成量、扩展内质网膜结构及上

调 ERAD 以调节内质网压力 [8]，这也说明 UPR 与
ERAD途径共同调节分泌途径中的折叠和降解能力
的平衡．

尽管很多分子伴侣和折叠酶致力于蛋白质折

叠，仍有许多新合成的多肽链进入内质网后无法形

成正确的构象．不同蛋白质错误折叠程度不同、起

因各异，如突变、化学毒物、蛋白结构复杂或分子

伴侣紧缺等均能引起内质网压力[5]．另外，我们通

过检测低等真核生物里氏木霉(Trichoderma reesei)
本源蛋白分泌过程中内质网压力响应发现，分泌初

期会引起显著的 UPR 响应，但随后 UPR 响应降
低，该现象以前也有报道[9]，说明自身蛋白的合成

分泌也会引起内质网压力，因此，该机制的深入探

索有助于加深内质网功能的了解．

2 ERAD降解机理
内质网中蛋白质的折叠由严格的质量控制系统

细胞具有严格的蛋白质质量控制系统，只有经过正

确折叠和修饰达到天然构象的蛋白质才能运出内质

网并经囊泡运输到高尔基体，最后送达目标细胞器

或分泌到细胞外[5]．

Fig. 1 Overview of the ER stress responses in eukaryotes
图 1 真核细胞内质网压力响应示意图
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2援1 底物识别

ERAD途径的首要步骤是底物识别过程，且底
物的降解程度取决于底物的识别水平，因此这一过

程受严格的控制．若错误折叠蛋白质不能完全检测

到，则会引起错误折叠蛋白质聚集，最终影响细胞

正常生理功能；相反，如果 ERAD过于活跃，则
会大量降解折叠中间产物或正确折叠蛋白质进而严

重影响细胞的生长存活，如溶酶体水解酶在内质网

合成过程中过度降解会引起溶酶体相关疾病，如高

雪氏病等[12-13]．故 ERAD底物的识别对于保持蛋白
质成熟和降解的平衡尤为重要．

蛋白质折叠的中间产物和最终错误折叠的蛋白

质在结构上存在一定的相似性———本应包埋在蛋白

质内部的疏水区暴露在外面．暴露疏水区的蛋白质

之间发生聚集而引起折叠失败．为了防止蛋白质分

子的聚集，分子伴侣如 70 ku的热休克蛋白 Hsp70
家族(Bip/Kar2)与疏水区结合，促进多肽链折叠．
Hsp70 家族分子是 ATP依赖型的分子伴侣，其结
构包括 N端的核苷酸结合结构域(NBD)和 C 端的
多肽链底物结合结构域(SBD)．在 Hsp40 或 DnaJ
辅助下 Hsp70由 ATP状态转变成 ADP状态，从而
对蛋白质底物具有强亲和性．最近研究显示，核转

换因子 NEFs可将 Hsp70 再转换为 ATP状态，使
其与底物亲和性降低，从而从底物上释放出来[14]．

当底物与 Hsp70 相互作用时间过长，就被招募到
ERAD 途径中的 E3 泛素连接酶 Hrd1 复合物上被
识别[15]．因此，Hsp70在 ERAD底物识别和筛选中
具有重要作用．

分类 酵母 哺乳动物 功能

识别 Yos9 OS9, XTP3-B 底物识别

Kar2 BiP 分子伴侣，底物识别

Hrd3 SEL1 底物识别，稳定 Hrd1

Der1 Derlin-1, Derlin-2, Derlin-3 底物识别，将底物转移给 Hrd1

Hrd1 HRD1, gp78 E3泛素连接酶

Doa10 TEB4 E3泛素连接酶

Ubc6 Ubc6, Ubc6e E2泛素结合酶

Ubc7 UBE2G1, UBE2G2 E2泛素结合酶

Cdc48 p97/VCP 底物的逆运输和膜抽离

Npl4 NPL4 Cdc48辅助因子

Ufd1 UFD1 Cdc48辅助因子

Png1 PNG1 去糖基酶

Rpn11 POH1 去泛素化酶

Ubp6 USP14 去泛素化酶

泛素化 Usa1 HERP Hrd1和 Der1低聚化

逆向运输 Ubx2 UBXD8 Cdc48招募因子

降解 Rad23 HR23a/b 泛素结合蛋白

监控，一旦蛋白质出现错误折叠，便会被特定组分

识别并逆向运输到细胞质中，经泛素化后被蛋白酶

体降解，这一途径即为 ERAD途径[10]．ERAD存在
于所有的真核细胞中，且近 1/3的蛋白质都进入分
泌途径并在内质网腔成熟，故 ERAD途径的研究
对于认识蛋白质合成分泌及细胞功能尤为重要[5, 11].
如图 1所示，持续不能正确折叠的蛋白质被甘露糖
苷酶 Htm1识别修饰，进一步由 Yos9 识别并定位

至内质网膜蛋白 Hrd1复合物上，随后逆向运输到
细胞质中被 26S 蛋白酶体降解．大量分子参与到
ERAD途径中发挥不同作用，它们在进化上相对保
守，广泛存在于酵母到哺乳动物中，目前许多组分

已经被鉴定(表 1)．根据 ERAD途径的功能，其基
本过程主要分为底物识别、定位、泛素化、逆向运

输和蛋白酶体降解等步骤．

Table 1 Conserved components required for ERAD
表 1 ERAD途径相关保守元件
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蛋白质的糖链信号是引发 ERAD的关键因素，
然而，对于单独的糖链信号能否充分引起 ERAD
响应，目前仍处于探索阶段，因为糖链外的位置也

可能是重要因素．我们利用带有不同糖基化和无糖

基化的蛋白质来研究内质网压力响应下的分泌情

况，发现糖链有无都可一定程度上引起 ERAD，但
是无糖基化蛋白在不能正确折叠时如何被识别目前

还不能确定．我们也尝试将 Os9 基因敲除来探索

底物的识别机制，发现缺失 OS9后，糖基化蛋白
在强分泌压力下也会发生胞内降解，因此是否存在

有别于凝集素类的底物识别因子在 ERAD信号识
别上起到重要作用，还需要深入研究．

2援2 ERAD定位
错误折叠的蛋白底物进入 ERAD途径后便定

位到泛素连接酶复合物上．内质网主要的 E3泛素
连接酶有 Hrd1和 Doa10两大类，然而也可能存在

分泌途径中约有 70%蛋白质需 N-糖基修饰才
能达到最终构象，同时，多肽链的糖基化状态也是

检测其折叠情况和导向 ERAD的信号(图 2)．初始
多肽链进入内质网剪去信号肽序列后，低聚糖转移

酶 OST便将糖链 Glc3Man9GlcNAc2(Glc 为葡萄糖，
Man为甘露糖，GlcNAc为 N-乙酰葡糖胺)转移到
多肽链 Asn-X-Ser/Thr基序的天冬氨酸残基上(X代
表除脯氨酸外的任意氨基酸)．随后被葡萄糖苷酶
Gs玉(GH63家族)和 Gs域(GH31家族)移去 A分支
(图 2 中糖链最左侧分支)上的 2 个葡萄糖分子 [16]，

使糖链变为单葡萄糖形式的 GlcMan9GlcNAc2．该

糖链能被凝集素类分子伴侣———钙联蛋白(CNX)和
钙网蛋白(CRT)识别，从而促进糖蛋白进一步折
叠．Gs域可将糖链进一步移去第三个葡萄糖分子
使其变为 Man9GlcNAc2 形式．此时，多肽链若折

叠正确，则从 CNX/CRT上脱离并运出内质网继续
分泌，多肽链若发生错误折叠或未折叠成熟，就被

UDP-糖蛋白葡萄糖基转移酶 UGGT重新加上 1分
子葡萄糖形成糖链 GlcMan9GlcNAc2，然后再次被

CNX/CRT识别促进折叠，这个过程即为钙联蛋白

/钙网蛋白(CNX/CRT)循环[17]．多肽链如果折叠时

间过长或最终不能正确折叠，便会被 琢-甘露糖苷
酶Mns1除去糖链 B分支上的最后一个甘露糖，使
得糖链变为Man8GlcNAc2，这是蛋白质退出折叠循

环的信号．带有该糖链的多肽链会被甘露糖苷酶复

合物 Htm1识别，进一步除去 C分支上的最后一个
甘 露 糖 形 成 末 端 为 琢-1, 6- 甘 露 糖 残 基 的
Man7GlcNAc2 糖链形式，这是触发 ERAD 降解的
信号[18](图 2)．通过这种“糖链时钟”机制，错误
折叠的多肽链便进入 ERAD途径．随后，多肽链
被凝集素类蛋白 Yos9的腔结构域识别．Yos9属于
Hrd1泛素连接酶复合物的一部分．酵母中的 Yos9
有一个 N端 6-磷酸甘露糖同源结构域(MRH)和 C
端低聚化结构域，其中 MRH能识别 Man7GlcNAc2

糖链．最近发现，高等真核生物 Os9的 C端结构域
还包括一个特异的“哺乳动物特异插入点”

(mammalian-specific insets)，该区域能与另一分子
伴侣 Grp94结合参与 ERAD[19]．对糖链识别机制的

研究将有助于深入理解蛋白质底物如何进入 ERAD
途径．

Fig. 2 The recognition mechanism of misfolded N鄄linked glycoproteins in the ER
图 2 内质网内错误折叠的 N鄄糖基蛋白质识别机制
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2援3 底物泛素化

E3泛素连接酶 Hrd1或 Doa10与 E2泛素结合
酶 Ubc7共同作用将底物泛素化．泛素是由 76个氨
基酸组成的短肽，能够通过异肽键结合到底物赖氨

酸残基的 着 氨基上．泛素本身含有的赖氨酸残基
(K6、K11、K27、K29、K33、K48和 K63)可通过
与另一泛素分子的 K48交联形成聚泛素化链．4个
以上泛素分子组成的聚泛素链形成蛋白酶体的降解

信号，且聚泛素化链的长度能够影响底物与蛋白酶

体的相互作用，调节底物的降解程度[23]．参与泛素

化的酶类主要有 3 种：E1泛素激活酶(Uba1)、E2
泛 素 结 合 酶 (Ubc6/Ubc7)、 E3 泛 素 连 接 酶
(Hrd1/Doa10)(图 4)．泛素分子首先被 E1激活，即
E1水解 ATP将泛素分子腺苷化，然后与 E1 活性
中心的半胱氨酸残基间形成一个高能硫酯键，接着

通过硫酯键的形式将泛素转移至 E2的保守半胱氨

酸上，随后，E3催化泛素分子从 E2转移到蛋白底
物上．E2上的 E3结合位点与 E1结合位点几乎重
叠，因此 E2需从 E3上解离下来后才能继续装载
泛素，经过数轮的转移反应即可形成聚泛素化链．

其中，E3 主要由 RING 指、U-box 和 HECT 3 个
结构域组成，RING指和 U-box负责将泛素分子添
加到底物上，而 HECT 通过与泛素形成硫酯键使
其自身泛素化．最终聚泛素化的底物被蛋白酶体降

解，聚泛素化链被去泛素化酶降解成游离的泛素分

子，进入下一轮的底物泛素化过程，实现了泛素的

循环利用[24]．

2 种 E3 泛素连接酶 Hrd1 或 Doa10 都包括
RING指结构域，但在 E2 泛素结合酶的选择上存
在不同．Doa10 与泛素结合酶 Ubc6 和 Ubc7 共同
相互作用催化底物的聚泛素化，而 Hrd1只与 Ubc7
结合．Ubc6的尾部锚定在内质网膜上，而 Ubc7是

其他泛素连接酶参与 ERAD．Stolz 等 [20]最近在酵

母中鉴定了一种新型的泛素连接酶 Ubr1，能够在
Hrd1和 Doa10缺失条件下将 50%的交配信息素转
运子突变体 Ste6*和 70%的囊性纤维化跨膜传导调
节子 CFTR降解，这也进一步证明内质网中存在多
种底物降解机理．ERAD途径可以根据蛋白质发生
错误折叠的部位分为 3 类，即 ERAD-L(错误折叠
的蛋白质区域位于内质网腔中)、ERAD-M(位于内
质网膜中)和 ERAD-C(位于内质网膜的细胞质面)[21]

(图 3)．ERAD-L 途径中，底物由内质网腔内的
Hsp70家族 Yos9、Hrd3或 Bip 腔结构域识别，随
后结合底物的 Yos9 与 Hrd3 将底物靶向定位到
Hrd1 泛素连接酶复合物上．而 ERAD-M途径中，
底物可直接被 Hrd1 的跨膜结构域识别，再到达
Hrd1和 Hrd3、Usa1、Der1三者中的一个组分组成
的复合物上．ERAD-C中的泛素连接酶是 Doa10，
因此在细胞质面发生错误折叠的膜蛋白底物被靶向

定位到 Doa10上[22]．

Fig. 3 Distinct endoplasmic reticulum鄄associated degradation (ERAD) pathways
图 3 不同内质网相关降解(ERAD)途径
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2援4 底物逆向运输

底物经 Yos9、Hrd3、Der1 等传递给 Hrd1 复
合物并泛素化后，在 Usa1、Ubx2和 Cdc48等因子

作用下逆向运出内质网，即为逆向运输(图 5)．
Hrd3属单次跨膜蛋白，N端结构域位于内质网腔
中负责结合底物，而 C端结构域锚定在内质网膜

Fig. 5 The retrotranslocon mechanism of substrates
图 5 底物逆向运输机制

细胞质中可溶性的泛素结合酶，通过锚定蛋白

Cue1 结合到内质网膜(图 3)．Cue1 的 U7BR 区是
特定的 E2 结合结构域，具有结合 Ubc7 的 3 个 琢
螺旋．然而对于 Ubc7 的作用机制目前仍在探究

中，有研究发现 U7BR能够增强 Ubc7与 RING指
结构域的亲和性促进泛素传递，因此 U7BR很可能
是 Ubc7发挥作用的关键因子[25]．

Fig. 4 The ubiquitylation mechanism of substrates
图 4 底物泛素化机制

:泛素分子; : E1泛素激活酶; : E2泛素结合酶; : E3泛素连接酶.E3

内质网腔

内质网膜

细胞质

1.定位 2.低聚化

Hrd1

Os9

Hrd1 Hrd1

3.E3自身泛素化

Hrd1 Hrd1

内质网腔

内质网膜

细胞质

Hrd1 Hrd1 Hrd1 Hrd1 Hrd1

Cdc48
Ufd1

Npl4

6.底物抽出

Cdc48

Ufd1Npl4

4.底物泛素化5.招募 Cdc48

E1 E2

Hrd1

去泛素化酶

ATP+
E1 SH

E1 S

E2 E1 SH

E2 S

E3

E3

E3 S

E2

Lys

Lys

AMP+PPi
SH

544· ·



闫孟节, 等：内质网压力响应相关的蛋白质降解2016; 43 (远)

中参与底物的定位和传递．Der1 具有 4 个跨膜结
构域，锚定在内质网膜上起到传递作用．Usa1穿
梭在内质网膜上，其 C端结构域结合 Der1，N端
结合 Hrd1，发挥桥梁作用将底物传递给 Hrd1．底
物传递到 Hrd1后便被泛素化[26]．同时 Usa1细胞质
面的 2个跨膜片段能够促进 Hrd1的低聚化．有研
究表明，Usa1的 H片段敲除后使得 Hrd1无法低聚
化，从而导致底物 CPY* 无法降解 [27]．低聚化的

Hrd1形成跨膜通道，对于底物的逆向运输十分重
要[28]．Cdc48是保守的六聚体 AAA-ATP酶，可为
底物的逆向运输提供动力，但其本身游离在细胞质

中，需在 Ufd1-Npl4辅因子二聚体及内质网整合膜
蛋白 Ubx2 的协助下招募至内质网膜．其中，
Cdc48的 N端结构域与 Ubx2 的 UBX 结构域相结
合使其定位在内质网膜上．同时 Cdc48 与泛素化
的底物结合，并在 ATP水解提供的能量下像一个
分子棘齿一样将底物从内质网膜上抽出[29]．Cdc48
大量存在于细胞质和细胞核中，除了在 ERAD 中
发挥重要作用，还调节其他细胞功能，如参与细胞

周期控制、细胞分化、膜融合和 DNA修复等[30]．

2援5 蛋白酶体降解

26S蛋白酶体是细胞质中约 2.5Mu的大分子机
器，由 2 个 19S 调节微粒(RP)的帽子结构和 1 个
20S水解催化中心(CP)的圆筒结构组成(图 6)．RP
包括圆环状底座(base)和盖(lid)结构，底座的功能
是消除蛋白底物折叠痕迹并将其运送到 CP中，而
盖结构的功能是在底物降解前将聚泛素链切除[31]．

底座结构包括 3 个非 ATP酶亚基(Rpn1、Rpn2 和

Rpn13)和 6 个不同的 AAA + ATP 酶亚基 (Rpt1～
Rpt6)，后者组成的异六聚体 ATP环能够随着 ATP
水解引起构象改变为底物的传递提供推力．而盖结

构固定在底座上，含有去泛素化酶 Rpn11．当底物
不存在时，底座结构的异六聚体 ATP环呈陡峭的
螺旋状态以利于结合底物；而当结合底物后，异六

聚体 ATP环则改变构象呈较平坦的螺旋状态以利
于底物传送到催化中心，同时 Rpn11 被转移到中
心孔的上方去除底物的泛素分子．最近发现，除了

Rpn11 外还存在另一种去泛素化酶———Ubp6，属
于 60 ku 的泛素特异性蛋白酶(USP)，能够结合在
Rpn1亚基上切割底物与泛素链之间的异肽键．有
趣的是，Ubp6与泛素结合能够抑制 Rpn11的去泛
素酶活性、稳定蛋白酶体的底物传递状态及阻止后

续底物的进入[32]．CP结构是由 4排圆环组成的一
个空心圆筒，外层 2排由 琢亚基组成(琢1～琢7)，内
层 2排由 茁亚基组成(茁1～茁7)．CP含有多种水解
酶类，如胰蛋白酶、胰凝乳蛋白酶和谷氨酰肽类水

解酶等，主要功能是将蛋白质底物降解为小分子[33].
聚泛素化的底物被 Cdc48 复合物抽出内质网

膜后与受体蛋白 Rad23或 Dsk2的 UBA模块结合．
随后运输至 26S蛋白酶体 RP上，经过清除糖链、
泛素链及折叠痕迹后转移至 CP结构降解(图 6)．
Rad23 和 Dsk2 结合底物后分别停靠在蛋白酶体
Rpn1亚基的不同位点，而 Rad23还能与 Png1相结
合．Png1能切割糖蛋白骨架上天冬氨酸残基与 N-
乙酰谷氨酰胺之间的异肽键，将底物上的糖链释

放，从而有利于底物进入蛋白酶体通道的催化位

Fig. 6 The degradation mechanism of substrates by 26S proteasome
图 6 26S蛋白酶体降解机制
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点 [34]．Rad23 具有 2 个 C 端 UBA 模块 (UBA1/
UBA2)和 1个 N端 UBL模块，2个 UBA模块都能
够结合底物的聚泛素链，且 UBA2模块能与 Png1
结合，而 UBL模块能够与蛋白酶体 Rpn1 亚基和
Ufd2 结合从而将底物导向 RP结构上的 Rpn10 和
Rpn13亚基[35]．同时，去泛素化酶 Ubp6可长时间
结合在 Rpn1亚基上，负责将底物的泛素链除去．
蛋白酶体与底物结合的调节受多种因素影响，如最

近发现，Rad23 UBL模块的丝氨酸残基(S47/S73)
磷酸化可阻止底物与蛋白酶体结合，而 Rad23 在
细胞质中发生去磷酸化后，可恢复原始状态，但其

具体磷酸化调节机制仍未探明 [36]；单泛素化的

Rpn10 亚 基 能 够 降 低 Rpn10- 蛋 白 酶 体 及
Rpn10-Dsk2 的联系，从而将蛋白酶体的“高
Rpn10/低 Dsk2”状态转变为“低 Rpn10/高 Dsk2”
状态来调节蛋白酶体与底物的接受效率[37]．虽然蛋

白酶体各亚基和多种受体蛋白的基本功能已经比较

清晰，但是各成分之间的相互调节机制目前仍所知

甚少．

3 模式蛋白底物

不同底物折叠难易程度不同，引起 ERAD 的
程度也不同[38]，故底物的选择对研究 ERAD途径十
分重要．例如，利用黑曲霉(Aspergillus niger)表达
5种不同异源蛋白(白介素 IL-6、组织相容酶原激
活剂 tPA、锰过氧化物酶 MnP1、葡萄糖淀粉酶
GlaGus 和漆酶 Laccase)时，发现它们引起的 derA
和 hrdC表达程度差异很大，且表达 tPA和 Laccase
时引起的 ERAD反应最为强烈[39]．

目前，羧肽酶 Y的突变体 CPY*(第 255 位的
甘氨酸突变为精氨酸)是研究 ERAD最常用的模式
蛋白，属于 ERAD-L类底物．它具有 4 个糖基化
位点，在内质网中易发生错误折叠而被降解．

Benitez 等 [40]利用 CPY* 为底物研究 ERAD 途径，
发现 Yos9既可识别错误折叠的糖蛋白也可识别非
糖基化蛋白质．人类囊性纤维化跨膜传导调节因子

CFTR 也 是 研 究 ERAD 的 模 式 蛋 白 ， 属 于
ERAD-M 类底物．该蛋白质折叠速率十分缓慢，
正常条件下只有 25%能折叠成功并运出内质网，
而其余部分则进入 ERAD途径被降解，尤其在酵
母中异源表达时几乎 100%被降解[41]．ERAD-M类
底物的另一模式蛋白是羟甲基 CoA 还原酶
Hmg2．它是脂质生物合成中的关键酶，在脂质动
态平衡中受到反馈抑制，当甾醇或其衍生物大量存

在时被迅速降解 [42]．而酵母性表型转录抑制因子

MAT琢2属于 ERAD-C类底物，其 N端的 67 个氨
基酸残基易与降解决定子 Degron结合从而被蛋白
酶体降解 [43].这些模式底物都属于易在不同部位发
生错误折叠的蛋白质，故研究不同类型的 ERAD
需选用不同类型的底物，下表总结了不同类型

ERAD途径研究的常用底物(表 2)．

另外，我们利用纤维素降解真菌自身分泌的主

要水解酶 CBH1和外源蛋白漆酶 LacA作为模式蛋
白来研究 ERAD途径时，发现 CBH1 在分泌前期
会引起显著 UPR 响应和一定程度的 ERAD响应，
且该蛋白发生了部分降解，而 LacA 可持续引起
UPR和 ERAD响应，大部分发生了胞内降解(结果
待发表)．这也说明在研究同一类型蛋白质分泌压
力响应时，采用不同的蛋白底物会有助于 ERAD
机制的深入了解．尤其是，我们使用的 CBH1是折
叠完好且具有生物学功能的蛋白质也有可能靶向定

位到 ERAD途径中，其降解原因和具体降解机制
目前还不清楚，这一现象尽管在其他蛋白如 Hmg2
的分泌过程中也存在．

4 最新研究方法

检测 ERAD途径成员间相互作用的传统方法
有免疫共沉淀、化学交联和密度梯度离心等，这些

方法为研究 ERAD机制奠定了良好基础．而新型
细胞与分子生物学工具的开发，为深入研究 ERAD
途径提供了强有力的帮助．例如，体外重构方法能

精确反应底物识别、泛素化和逆向运输的分子机

制；活体细胞成像技术和光交联定点技术可进一步

阐明体内 ERAD的特定步骤．这些新技术的应用
将为系统展示 ERAD功能和内质网动态平衡提供

分类 底物 注释

ERAD-L CPY* 羧肽酶 Y突变体

琢1-Antitrypsin 丝氨酸蛋白酶抑制剂

ERAD-M CFTR 囊性纤维化跨膜传导调节因子

Hmg2 羟甲 -CoA还原酶

Pdr5* ATP结合盒转运蛋白突变体

ERAD-C MAT琢2 性表型转录抑制因子

Ste6* 交配信息素转运子突变体

Table 2 ERAD substrate
表 2 ERAD模式底物
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便利．

4援1 体外重构

体外重构是通过表达和纯化各途径组分来体

外模拟细胞内分子相互作用关系的技术．它能够

精确反应各分子间的作用，但不足的是只能对已

鉴定的组分进行分析．如 Stein等[44]利用酿酒酵母

(S援 cerevisiae)表达的纯化组分重构了 ERAD-L途径
的关键步骤，这包括模式底物 CPY*和逆向运输的
关键组分 Hrd1、Ubc7、Cue1和 Cdc48复合物等．
然后，通过免疫共沉淀及荧光标签技术模拟 CPY*
与 Hrd1相互作用、Hrd1泛素化、Cdc48复合物与
底物作用等过程．发现 Hrd1利用疏水性的跨膜结
构域片段结合未折叠的多肽，且低聚化的 Hrd1更
有利于结合底物．而 Cdc48 复合物成功将底物从
膜上抽出，且去泛素化酶 Otu1将底物聚泛素链去
除，然后 Cdc48p复合物从底物上脱离．
4援2 活体细胞成像技术

尽管体外重构能利用一系列纯化组分和化学脂

质膜重复 ERAD 的主要步骤，但却无法展现
ERAD各步骤间及与其他途径间的相互关系．而活
体细胞成像技术能利用遗传手段拓展这一局限．例

如，绿色荧光蛋白(GFP)常被作为分子标签来研究
靶蛋白在细胞内的动态走向．Cabantous等[45]利用

GFP成像特点，在细胞质中表达 GFP蛋白 N端区，
而在内质网中表达与底物融合的 GFP蛋白 C端区，
一旦底物逆运输到细胞质中，GFP蛋白的 N端与
C端结合便会发出荧光信号，这样直接证实了底物
的逆运输过程．Kautto等[46]在里氏木霉中表达带有

GFP标签的 CBH1 突变体，分析了其在细胞内的
定位及其降解过程，这为研究丝状真菌分泌蛋白过

程中 ERAD 响应提供了有效的策略．利用此技术
时，需考虑底物是否具有可溶性，以及 GFP由于
折叠速率缓慢或未预期的翻译后修饰而导致被蛋白

酶体降解．尽管如此，活体细胞成像技术已成为研

究 ERAD途径的重要工具．
4援3 体内位点特异性光交联

位点特异性光交联技术(site-specific crosslinking)
是利用琥珀密码子 UAG和琥珀抑制 tRNA系统进
行蛋白质标记的方法．在该技术中，琥珀抑制

tRNA能够识别 DNA上的琥珀密码子 UAG，从而
在翻译过程中将光敏性物质插入肽链中．例如，在

酵母中表达 CPY* 的同时也一并表达琥珀抑制
tRNA和相应的氨酰 tRNA合成酶，由于 CPY*基
因中包含数个琥珀密码子，这样氨酰 tRNA合成酶

会将带有光敏性二苯甲酮(BPA)的琥珀抑制 tRNA
特异结合琥珀密码子，从而将 BPA插入肽链的特
定位置，在紫外线照射下，BPA 结合的 CPY* 与
相邻蛋白交联发出荧光，从而实时监测底物的降解

过程．Carvalho等[28]利用此技术发现底物是由 Hrd3
传递给 Hrd1，且 Hrd3、Usa1和 Der1都能调节 Hrd1
功能．Mehnert等[47]利用此技术发现，内质网腔内

底物与 Yos9和 Hrd3结合后传递给 Der1，然后通
过 Der1的膜区域与 Hrd1相互作用，进一步将底物
定位到 Hrd1复合物．

5 展 望

生命过程中的细胞不可避免会暴露在各种环境

下，如热激、氧化压力、辐射及其他毒性物质等，

引起蛋白质无法折叠及非特异性聚集从而导致内质

网压力．细胞自身的 UPR响应可以感知内质网压
力引发分子伴侣表达升高促进蛋白质折叠，而

ERAD将错误折叠的蛋白质靶向到蛋白酶体降解，
这两大途径是细胞应对环境压力、调节内质网折叠

能力、维持内质网动态平衡的关键质量控制系统．

近年来，随着组分重构、活体成像及定点光交联等

新技术的发展和应用，ERAD机制的研究取得了很
大进步，尽管如此还有很多疑问待探明．例如，由

于参与 ERAD 过程的很多组分的结构信息并不完
善，导致分子间的具体相互作用细节模糊．此外，

ERAD如何保持自身蛋白不被降解、错误折叠的无
糖基化蛋白如何被识别、病毒如何利用 ERAD途
径避开免疫反应以及 ERAD与细胞其他功能的联
系等，这些都是该领域未来研究的难点．另外，越

来越多的证据也表明，错误折叠蛋白质在内质网中

的聚集与多数致命性疾病的病源及发病机理相关，

如 琢1-抗胰蛋白酶缺乏症、1型糖尿病、囊肿性纤
维化等[2-4]．这些疾病相关问题的解释不仅能加深对

细胞生物学的了解而且能够为治疗相关重大疾病提

供更明确的理论依据．
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Abstract Endoplasmic reticulum associated degradation (ERAD) is a mechanism, which recognizes misfolded
and unfolded proteins of the ER and retrotranslocates them into the cytoplasm for degradation by the
ubiquitin-protesome machinery. Since it was discovered, many researches have conducted to contribute to
understanding the mechanism of this conserved pathway. Recently, with the significant progresses in identification
of new components revolved in substrate recognition, retrotranslocation and ubiquitylation, as well as the
development of new techniques in this area, the specific molecular mechanism of ERAD becomes more clear. The
recent progress in the ER stress response and the roles of the components related to ERAD process are summarized
with focuses on their molecular mechanisms to provide an overview of this field. Also, the model ERAD substrates
and the novel strategies recently developed are included.
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