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摘要 NEDD8 (neural precursor cell-expressed developmentally downregulated 8)分子是一类结构上与泛素相似的分子，参与蛋
白质翻译后修饰，这一过程被称为 Neddylation．Neddylation的发生机制与泛素化相似，需要 E1、E2、E3介导的一系列酶促
反应．Neddylation修饰在 Cullin-Roc类泛素连接酶的活性调控中具有至关重要的作用，与泛素化研究相比，在真核细胞内仅
发现了很少的能被 Neddylation修饰的底物，Neddylation的生理功能也有待深入研究．
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泛素(ubiquitin)是一种由 76个氨基酸组成的多
肽，可共价结合并修饰细胞内多种蛋白质，大部分

多泛素化蛋白能被 26 S蛋白酶体识别而降解，这
种蛋白质翻译后修饰已经成为当今细胞分子生物学

研究的热点，2004年的诺贝尔化学奖颁发给三位
生化学家, 他们发现了泛素介导的蛋白质降解途
径．随着越来越多的泛素蛋白被报道，各种类泛素

的修饰蛋白也被不断发现，如 SUMO (small
ubiquitin-related modifier)、NEDD8 (neural precursor
cell-expressed developmentally downregulated 8)、
Atg8(autophagy gene 8)和 Atg12等．依赖泛素及类
泛素蛋白的翻译后修饰已经被证实参与几乎所有细

胞内的调控过程，如细胞周期、信号传导、免疫识

别、细胞凋亡、细胞增殖与分化、蛋白质转运、器

官起源、炎症、抗原呈递、内质网调控、DNA修
复以及应激反应等等[1～3]．本文将重点介绍 NEDD8
以及它介导的 Neddylation过程．

1 NEDD8
NEDD8最初的报道是在小鼠胚胎的脑组织中

高度富集的新的 mRNA [4]，RNA 印迹实验表明
NEDD8 在发育过程中表达下调．在成人组织中
NEDD8在心脏和骨骼肌中特异表达．特异性抗体
实验分析检测到 NEDD8可表达为 6 ku单体和与其

他蛋白质结合的高分子质量聚合体或 NEDD8多聚
体．免疫细胞化学实验表明，NEDD8在细胞核中
高度表达，在细胞质中表达相对较弱．相对地，泛

素在细胞核和细胞质中表达基本一致．NEDD8是
由 81个氨基酸编码的蛋白质，它和泛素具有 60%
的一致性和 80%的相似性，在酵母和植物中其同
源基因被称为 Rub1，它可以产生并且连接到少量
的细胞内蛋白质上[5]．NEDD8和 Rub1的晶体结构
已经被解析出来，总体结构与泛素相似，主要的区

别仅在两者表面区域具有不同的静电势能面，所以

与其他发现的类泛素分子相比，NEDD8的结构与
泛素是最为接近的[6]，大多数真核生物(植物、动
物、真菌) 中 NEDD8 高度保守，因此 NEDD8 在
真核细胞中具有十分重要的功能[6～9]．NEDD8特异
性地与底物蛋白相结合的修饰过程被称为

Neddylation．Neddylation异常可以导致人类的神经
退行性疾病[10, 11]和癌症[12, 13]．
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2援1 NEDD8活化酶(E1)
与泛素分子类似，成熟的 NEDD8分子需要经

过活化才能修饰底物，这个过程是由 NEDD8活化
酶完成的．NEDD8 活化酶 (E1) 是由 APPBP1 和
UBA3形成的异源二聚体，APPBP1和 UBA3分别
构成泛素活化酶的氨基和羧基端．APPBP1-UBA3
首先在 ATP和 Mg2+作用下，催化 NEDD8羧基端
Gly76的腺苷酰化．然后催化半胱氨酸(UBA3 上

Cys216)和 NEDD8 C端之间形成硫酯中间物．催化
二者的 N端及 C端分别与泛素活化酶的相应结构
高度相似，活化消耗 ATP[21]．遗传研究发现，在不

同的物种中，APPBP1和 UBA3具有相同的生物学
功能．用 RNA 干扰技术封闭秀丽隐杆线虫中的
APPBP1和 UBA3的表达，以及小鼠中 UBA3基因
的定点删除，均导致胚胎致命性死亡．表达温度敏

感性基因 APPBP1的仓鼠细胞，在非适宜的温度

Fig. 1 The pathway of neddylation[14]

图 1 Neddylation 的通路[14]

Neddylation 的主要通路包括 NEDD8 前体活化的过程，通过 E1

(UBA3-APPBP1)激活，与 E2(UBC12)结合，通过 E3连接到底物上

的 Neddylation过程以及相反的去 Neddylation过程．

2 Neddylation的过程以及相关的酶
在真核细胞中，已经鉴定出许多功能与泛素相

似的蛋白质分子，其中 NEDD8与泛素高度同源，
在类似泛素化的反应过程中，它通过共价修饰与底

物结合，在这一过程中涉及一系列酶的级联反应，

但是参与的酶与泛素化过程并不完全相同，如

图 1[14]．与泛素化相似，NEDD8可以通过其 C 端
第 76 位的甘氨酸与底物的赖氨酸共价结合．
NEDD8的前体分子在其 76位的甘氨酸后存在一个
或多个残基需要通过 C端的水解酶去除，这一反
应需要通过 UCH-L3催化，这与泛素是相同的[15, 16].
最近发现 NEDP1(即 DEN1 或 SENP8)可以起到与
UCH-L3相同的作用 [17, 18]．成熟的 NEDD8 分子可
以通过其 C端的甘氨酸与 UBA3半胱氨酸活性位
点形成一个高能量的硫酯键，UBA3是 NEDD8活
化酶(E1) (APPBP1和 UBA3组成的异源二聚体)的
催化亚单位且具有 ATP 依赖性．而后，活化的
NEDD8被转移到 UBC12的半胱氨酸活性位点并形
成硫酯键，最后，NEDD8与底物的赖氨酸残基形
成异肽键，如图 2[19]．底物的去 Neddylation是由去
Neddylation 酶介导的，去 Neddylation 后 NEDD8
分子重新进入循环．去 NEDD8可由 COP9信号体
(COP9 signalosome,CSN)催化完成．作为细胞内蛋
白酶，CSN 参与 Cullins 为基础的泛素连接酶 E3
的调节，Cullins通常作为 SCF泛素连接酶 E3的骨

架成分．CSN可与 CUL1和 RBX1/ROC1/ HRT1相
互作用，并通过 CSN5中 JAMM结构域的金属蛋
白酶活性将 NEDD8/RUB1从 CUL1上解离，并参
与泛素链的解聚，因此，CSN是以 Cullins为基础
的泛素连接酶 E3的重要调节因子[20]．
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图 2 NEDD8修饰的生化反应过程
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下，表现为 DNA合成和有丝分裂偶联的丧失．表
达温度敏感性基因 UBA3的秀丽隐杆线虫的胚胎，
在非适宜的温度下，表现为胞质分裂的多种缺陷．

2援2 NEDD8结合酶(E2)
通过转酯反应，活化的 NEDD8 分子从

NEDD8活化酶 UBA3亚单位转移到 NEDD8结合
酶(E2) UBC12 上，形成 NEDD8-UBC12 硫酯中间
体．UBC12是目前已知唯一一个参与 Neddylation
修饰过程的 E2[22]．它是主要的核蛋白之一，它既

可定位到核孔复合物(nuclear pore comp lex, NPC)
的胞浆侧，又可定位于 NPC的核质侧．
2援3 NEDD8 连接酶(E3)
实验表明，绝大多数 NEDD8定位到靶分子的

过程需要连接酶( E3)的参与．现已发现 NEDD8连
接酶(即 Rbx1，Dcn1，Mdm2，SCFFBXO11，c-Cbl)均
可与 UBC12 作用，促进体内外的 Neddylation 过
程．与泛素化过程已知的大量的 E3相比，已知的
Neddylation E3数目有限．
2援4 去 Neddylation及前体加工酶
如前所述， NEDD8 分子是以前体形式合成

的，其伸展的 C端需要进一步加工以暴露第 76位
甘氨酸基团与底物相结合，此功能是由前体加工酶

完成的．UCH-L3是 NEDD8和泛素共同的前体加
工酶．NEDD8的特异性前体加工酶 NEDP1 是一
种双功能酶，除加工 NEDD8前体外，它还可以将
NEDD8分子从底物上解离出来(即去 Neddylation)，
重新进入 Neddylation循环[17, 18]．去 Neddylation 酶
研究比较清楚的是 CSN5(又称作 JAB1)，CSN5是
COP9复合体的第五亚基，它能使 Cullin分子发生
去 Neddylation．实验表明，在许多组织中，CSN
能促进 Cullin的活性，进一步说明在 Neddylation
和去 Neddylation 循环过程中 Cullin 是必不可少
的[23]．CSN最初是通过遗传学方法在拟南芥植物细
胞中发现的，它是光形态发生过程中的抑制因子．

CSN 参与真核细胞多种生命过程及细胞发育过
程．目前发现，CSN在泛素 /26 S蛋白酶体系统中
具有多种作用，除了将 NEDD8/Rub1从 Cullin 中
解离的活性外，还具有去泛素化活性和蛋白激酶

活性．

3 能被 Neddylation修饰的底物
最早被鉴定能被 Neddylation 修饰的底物是

Cullin 家族成员，包括酿酒酵母中的 Cdc53 (即
CUL1的同源分子)[24]和人类细胞中的 CUL4A[25]．

Cullin的功能是作为支架蛋白聚集蛋白质泛素化修
饰必需的多个亚基，其 N端通过与接头蛋白和底
物受体结合募集底物分子，C端则与含有 RING结
构域的 Rbx1/Roc1或 Rbx2/Roc2相互作用募集 E2
形成复合体形式的 E3，从而催化底物分子的泛素
化．Cullin 介导形成的泛素连接酶是最大的泛素
E3亚家族．现在已知，几乎所有 Cullin家族的成
员(包括酿酒酵母中的 Cdc53、CUL3和 RTT101[26]，

稷酒酵母中的 PCU1、PCU3和 PCU4[27]，哺乳动物

中的 CUL1、 CUL2、 CUL3、 CUL4A、 CUL4B、
CUL5)都能被 Neddylation 修饰，修饰位点位于
Cullin的 C端保守的赖氨酸残基[28, 29]．一个例外是

分裂后期促进复合物(APC)与 Cullin相对应的亚单
位 APC2，不能被 Neddylation修饰[30]．Neddylation
已被证实是调控 Cullin-Rbx1泛素连接酶活性的重
要机制．在这一修饰过程中，Rbx1 被认为是
Neddylation的 E3[31]．

Cullin 不是唯一一类能被 NEDD8 修饰的分
子．有趣的是，许多能被 Neddylation修饰的分子，
或者是泛素 E3的底物或者是 E3的组成部分．例
如，抑癌基因 p53上的赖氨酸不仅能被 RING结构
的蛋白 Mdm2 泛素化修饰，也能被 Mdm2
Neddylation 修饰 [32, 33]．许多核糖体蛋白既能被

Neddylation修饰，也能被泛素化修饰[34]．BCA3 [35]

和 APP胞内结构[36]是确认能被 Neddylation修饰但
不参与泛素化通路的分子．表 1总结了目前发现的
Neddylation底物及修饰的生物学效应．
有研究者通过蛋白质组学的方法大规模地筛选

与 NEDD8相关的分子，并得到了一系列可能参与
Neddylation修饰过程的蛋白质，包括：a．Cullins；
b．与 Cullin-Roc类泛素连接酶相关的蛋白质，包
括含 F-box、BTB 结构域、WD40重复的蛋白质；
c．与 Neddylation 通路有关的酶和调控因子：
Nub1，p120CAND1等；d．与泛素 -蛋白酶体通路相
关的分子：蛋白酶体 19 S调节颗粒的 Rpt6亚基、
泛素连接酶 BRE1A、EDD1、HUWE1 等 [35]．这

些数据为进一步深入研究类泛素修饰过程

Neddylation 提供了重要的研究线索．蛋白质组学
国家重点实验室近期的研究揭示了一类新的 HECT
类 E3活性调控机制，发现 Nedd4家族成员 Smurf1
的WW结构域连接区可结合 CKIP-1蛋白，并被其
显著激活，进而负调控骨形成．这是首次发现

WW 连接区具有重要的生物学调控功能，由于
Nedd4家族所有成员均含有 1～3个 WW连接区，
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Neddylation底物 Neddylation位点 Neddylation连接酶 Deneddylation酶 Neddylation的生物学效应 参考文献

Cullins和其相关蛋白
Parc和 Cul7(内源)

C端保守的 Lys Rbx1, Dcn1 COP9 signalosome
(CSN)(内源)

促进构象改变 , 抑制
Cullin 与它的抑制因子
CAND1 的相互作用,激
活泛素 E3的活性

[28, 29, 31, 37]

p53(内源) Lys370,Lys372,Lys373 Mdm2和 SCFFBXO11 NEDP1(内源或
体外过表达)

抑制 p53的转录因子活性 [33]

p73(内源) Mdm2 NEDP1(内源或
体外过表达)

抑制 p73的转录因子活性 [32]

Mdm2(内源) Mdm2 [33]

pVHL(内源) Lys159 抑制 pVHL与 CUL2复合
体相互作用

[38, 39]

BCA3(内源) 多个 Lys NEDP1(内源) 促进 BCA3 与 SIRT1 的
相互作用,抑制 NF-资B的
转录活性

[35]

EGFR(内源) 多个 Lys C-cbl 激活 EGFR 的泛素化, 下
调 EGFR蛋白水平

[40]

AICD(体外过表达) 多个 Lys 抑制 AICD 与转录因子
Fe65的相互作用,以及复
合物的转录活性

[36]

L11和其他核糖体蛋
白(体外过表达)

NEDP1(内源,
外源,体外过表达)

增强核糖体蛋白的稳定性 [34]

Table 1 Proteins reported to be neddylated
表 1 已经通过实验证明能被 Neddylation修饰的蛋白质

这一机制很可能在其他 Nedd4 家族成员也适用，
从而具有重要的科学意义，这一研究结果已发表于

2008年 8月的 Nature Cell Biology杂志[41]．为进一

步寻找 Nedd4家族 E3的 WW结构域及其连接区
所介导的新底物和 /或新调控分子，蛋白质组学国
家重点实验室通过酵母双杂交技术，以 Nedd4家
族所有 9个成员的WW结构域及其连接区为诱饵
在成人肝脏文库中筛选相互作用蛋白，在得到的近

100个相互作用蛋白中，我们筛到了 NEDD8这个
分子，推测 Nedd4 家族成员可能也参与了
Neddylation修饰过程．

4 Neddylation的生物学功能
已发现能被 NEDD8修饰的蛋白质比被泛素修

饰的蛋白质数目少得多，其原因之一可能与仅发现

了一种 E2结合酶有关．虽然 Neddylation修饰与泛
素化过程相似，但是与泛素化不同, Neddylation修
饰的蛋白质不像泛素化的蛋白质那样能被蛋白质酶

体降解影响底物蛋白的稳定性，而是仅作为一种活

化信号．Neddylation修饰的功能主要体现调节蛋
白质之间的相互作用、调节转录因子的活性以及拮

抗泛素化等．

4援1 调节蛋白质之间的相互作用

第一类被证实能被 NEDD8修饰的底物蛋白是
Cullin家族的分子．Cullin是 SCF复合体或 SCF类
E3的重要组成分子，通过对底物的泛素化过程从
而影响多种细胞的生物学效应如细胞周期调控、转

录、信号转导、DNA 修复等．Cullin 抑制因子
CAND1优先结合未被 Neddylation修饰的 Cullin分
子，Neddylation则可以促使 CAND1与 Cullin的解
离，从而激活 Cullin-Roc泛素 E3的活性．同样地，
pVHL Neddylation阻止了其与 CUL2复合体的相互
作用，从而激活 CUL2依赖性的功能．换句话说，
Neddylation可以与其他翻译后修饰过程竞争．p53
和 EGFR的 Neddylation和泛素化修饰是靶向相同
的赖氨酸残基，EGFR 过度被 Neddylation修饰可
以抑制其泛素化修饰过程．

4援2 调节转录因子活性

研究发现，NEDD8具有修饰和负调节 Mdm2
和 p53 活性的作用．实验显示，Mdm2 能够和
NEDD8结合，而且 Mdm2的存在，会明显增加结
合了 NEDD8 的 p53 的含量．对内源性的 p53 和
Mdm2的检测表明，二者都能够发生 Neddylation，
不过，似乎只有一小部分 p53结合 NEDD8．如果
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用 RNAi来消除 Mdm2，p53 Neddylation的稳定程
度就会降低，从反面证明了 Mdm2 对 p53 和
NEDD8结合的介导作用．同时，研究者利用温度
敏感系统证实，不能 Neddylation的 p53比普通的
p53 有较高的转录活性．过去的研究已经揭示，
DNA损伤会导致 p53磷酸化，进而抑制 Mdm2和
p53的结合而阻断 p53的泛素化，稳定 p53而启动
DNA修复等机制．与之不同的是，Neddylation并
不能被 DNA损伤导致的 p53磷酸化阻断[33]．同时

研究还发现 pVHL的 Neddylation 可以影响 pVHL
类泛素 E3复合体的活性．BCA3的 Neddylation可
抑制 NF-资B的转录因子活性．

5 总结和展望

综上所述，NEDD8参与的生化反应过程是一
系列独特的活化酶级联反应过程，最终使 NEDD8
与底物蛋白结合，完成蛋白质的修饰，从而调节细

胞活动．虽然 NEDD8研究在近 10年取得了很大
的进展，但是还有许多问题有待阐明． 如

Neddylation 的 E2 酶只发现了一种 UBC12，而泛
素化有多种 E2 酶，Neddylation 是否还有其他的
E2？NEDD8与泛素高度同源，已知的 NEDD8的
E3酶只有几个，并且目前发现的 E3只对部分底物
蛋白是必需的，已知的能被 NEDD8修饰的蛋白质
也比被泛素修饰的蛋白质少得多，因此我们有理由

相信还有更多的 Neddylation修饰相关的 E3连接酶
有待发现．此外，NEDD8参与的 Neddylation的过
程关键位点是赖氨酸残基，该残基同时也可以发生

乙酰化、甲基化和泛素化，因此进一步探讨这些翻

译后修饰的动态平衡与交互关系也将有助于更多地

了解和阐明 NEDD8的生物学功能．
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