
Fig. 1 Different linkages of ubiquitylation
图 1 泛素化修饰种类
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摘要 底物蛋白的多聚泛素链修饰参与调节多种生命运动过程(包括蛋白质降解、自噬、DNA损伤修复、细胞周期、信号转
导、基因表达、转录调节、炎症免疫等)．去泛素化酶通过水解底物蛋白的单泛素和泛素链修饰，对泛素相关过程进行反向
调节．人类基因组中约含 90余种去泛素化酶，它们通过对自身酶活性和底物识别特异性的调节，实现了对细胞内复杂泛素
过程的精密且层次性的调控．本文针对去泛素化酶对不同泛素链的识别选择性，综述目前已知泛素链水解酶的选择性和产生

机制．
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泛素化(ubiquitylation)是一种真核细胞中广泛
存在的蛋白质翻译后修饰．该修饰通过泛素蛋白

(ubiquitin，Ub)C端羧基和底物蛋白赖氨酸侧链氨
基共价连接形成异肽键．目前泛素化修饰已被报道

参与蛋白质降解、自噬、DNA损伤修复、细胞周
期、信号转导、基因表达、炎症免疫等重要生命过

程[1-2]．质谱组学研究表明，细胞内不仅存在底物蛋

白质的单泛素化修饰，还存在以泛素自身 N端氨基

和赖氨酸侧链氨基为异肽键连接位点的多聚泛素化

修饰(Met1、Lys6、Lys11、Lys27、Lys29、Lys33、
Lys48、Lys63)．这些多聚泛素化修饰依据链接类
型的不同又可分为同源多聚泛素链和异源多聚泛素

链，前者指单一泛素链上仅存在一种链连接类型，

后者则包含多种不同连接类型的混合泛素链以及多

位点的分叉泛素链修饰[3](图 1)．
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Fig. 2 Layers of DUB specificity
图 2 去泛素化酶识别多样性

泛素化修饰的多样性使其能够参与大多数生命

活动的调控．例如，Lys48泛素链修饰的底物蛋白
能被 26S蛋白酶体识别并降解．Lys63泛素链能在
非蛋白降解过程如信号转导中发挥重要作用．不仅

如此，Lys11、Lys63和Met1泛素链调节 NF-资B活
性参与炎症免疫过程．Lys6泛素链在线粒体自噬
中发挥了关键作用．组蛋白上 Lys27和 Lys63泛素
链修饰能应答 DNA损伤修复．目前，除了 Lys63
泛素链，另外 7种类型泛素链几乎都参与了蛋白质
降解过程[4]．除此之外，分叉泛素和混合泛素修饰

参与的生理过程还有待进一步研究[5]．

真核细胞的泛素化水平通过 E1-E2-E3酶合成
系 统 和 去 泛 素 化 酶 (deubiquitinating enzymes，
DUBs)系统共同调控 [6]．E1 激活酶在 ATP 供能下
自身半胱氨酸和泛素 C端甘氨酸反应形成高能硫
酯中间体，活化 Ub；E2结合酶通过同样的硫酯中
间体将 Ub 转移到自身半胱氨酸上；E3 连接酶分
别识别 E2和底物蛋白，催化底物蛋白赖氨酸侧链
氨基亲和进攻 E2硫酯形成异肽键，从而实现底物
蛋白的泛素修饰．目前人体中已发现有 2 种 E1
酶、40种 E2酶和大约 600种 E3酶．而与泛素化
过程相反，DUBs通过水解底物蛋白上的单泛素和
泛素链修饰，对泛素相关过程进行反向调节．人类

基因组中编码约 90余种去泛素化酶 [7]．根据结构

相似性和作用机制，可将 DUBs 分为以下 5 种类
型：泛素羧基末端水解酶家族(ubiquitin C-terminal
hydrolases，UCHs)、卵巢肿瘤相关蛋白酶(ovarian
tumour proteases，OTUs)、泛素特异性加工酶家族
(ubiquitin-specific proteases, USPs)、machado-Josephin
蛋白酶家族(MJD)和 JAB1/MPN/Mov34蛋白酶家族
(JAMM)．其中，UCH、USP、OTU 和 MJD 家族
属于半胱氨酸蛋白酶，JAMM 家族属于锌金属蛋
白酶．

与种类丰富的 E3酶不同，人源 DUBs总量不
足 E3 酶数量的 1/6．然而，它们仍能够精确地、
层次性地调控细胞内不同的泛素相关过程：包括对

泛素链的特异性识别、泛素链外切酶和内切酶活性

选择 [8-9]、蛋白质底物特异性识别、特异性去除

底物单泛素化、水解泛素前体生成自由 Ub 单体
等[10-12](图 2)．这就表明，去泛素化酶系统内存在一
套独特的特异性识别底物和泛素链的密码，解析这

套密码对于我们研究生命过程调控机理、寻找新的

药物靶点、疾病诊断和治疗均具有重要意义．本文

针对已发现的 90 余种去泛素化酶，总结了每种
DUB能够选择性识别的泛素链，并对产生选择性
的泛素链水解酶的作用机制进行系统综述．
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1 泛素羧基末端水解酶 (UCHs) 家族
迄今为止，人类基因组已发现 4 种隶属 UCH

家族的去泛素化酶基因，包括 UCH-L1、UCH-L3、
UCH-L5 和 BAP1(BRCA1-associate protein1)．这 4
个家族成员均存在一个保守的 UCH催化结构域(约
230个氨基酸)，其中，UCH-L1和 UCH-L3只包含
这 1个功能结构域，而 UCH-L5则由 N端 UCH结
构域(UCH-L5N)和 C端延伸结构域两部分组成．
BAP1定位在核内，其组成结构中还包括一段核定
位信号[13]．

UCH-L1 作为被发现的第一个 UCH 家族去泛
素化酶，主要作用于泛素前体(Ub adducts)，该酶
切开 Ub C端与一些未折叠短肽形成的化学键，产
生泛素单体[14]．UCH-L3作用机制与之类似，通过
水解泛素 C端连接的离去基和短肽，生成自由单
泛素[15]．尽管体外实验表明这 4种 UCH去泛素化
酶全长蛋白均不具备水解泛素链的能力(表 1)，但
当 UCH-L5 参与组成 19S调节颗粒后(26S蛋白酶
体一个亚单位 )，便能水解泛素链；BAP1 在和
BARD1 蛋白 (BRCA1-associated RING domain)的
RING 结构域相互作用后也能够调节转录辅因子
HCF1(host cell factor 1)的多聚泛素化[16-17]．

UCH-L1、UCH-L3与 UCH-L5的晶体结构[18-20]

显示， UCH 家族中存在一个关键的交叉环
(crossover loop)结构，该结构对于 UCH 家族去泛
素化酶的底物识别特异性起到了关键作用：

UCH-L1在未连接泛素时，交叉环阻碍活性位点使
蛋白处于失活状态；而当泛素前体结合到催化位

点，UCH-L1构象发生改变，环的直径增宽进而暴
露活性位点，水解底物．UCH-L3的交叉环则更加
柔性，在不结合底物时完全不可见，和泛素底物相

互作用时，环状结构则会包裹泛素 C端的离去部
分，帮助底物定位到酶催化中心[21]．尽管 UCH家
族蛋白均不具备独立水解泛素链的能力，但体外实

验结果表明：随着交叉环链长的增加，UCH结构
域水解 Lys 48 diUb的能力也逐渐增强．UCH-L5N
能够将 Lys 48 diUb水解成单泛素，而 UCH-L1和
UCH-L3 则不具备这样的活性．此外，降低
UCH-L5N交叉环长度能降低水解 diUb的活性；增
加 UCH-L1和 UCH-L3的交叉环长度能增加其水解
活性．然而，UCH-L5全长蛋白因其 C端结构域包

含的 KEKE基序自抑制 N端 UCH结构域活性，导
致全长 UCH-L5单独存在时不能水解泛素链．

除了长度因素，环链的柔韧程度也是影响

UCH对异肽键的催化活性和底物特异性的重要因
素之一[22]．一定长度的交叉环限制了能进入到活性

催化区域 P忆位点(protein conjugating binding site)的
底物大小，由于这一原因，UCH-L1、UCH-L3 以
及未和相应伴侣蛋白作用的 UCH-L5、BAP1 均只
能水解泛素连接的小分子和短肽，并不参与水解泛

素链和泛素化蛋白．因此，关注 UCH-L5和 BAP1
在和各自伴侣蛋白相互作用时，交叉环结构的构象

变化是阐明 UCH家族对泛素链的水解选择性和产
生机制的必要条件．

2 卵巢肿瘤相关蛋白酶家族

人类卵巢肿瘤相关蛋白酶(OTU)家族包含 16
个成员，根据序列相似性可将它们细化为 4个亚家
族：Otubain亚家族(OTUB1和 OTUB2)；OTUD亚
家族 (OTUD1、OTUD2/YOD1、OTUD3、OTUD4、
OTUD5/DUBA、 OTUD6A、 OTUD6B、 ALG13)；
类 A20 亚 家 族 (A20、 Cezanne、 Cezanne2、
TRABID、VCPIP)和 OTULIN 亚家族 (OTULIN)．
其中，大部分 DUB 除了包含核心 OTU 结构域之
外，还拥有一个或多个泛素结合结构域(ubiquitin
binding domain，UBD)．相比于 USP 家族，OTU
家族大部分成员都具有很强的泛素链识别选择性

(表 1)．然而，这种选择性和特异性并非绝对存在，
当增加酶浓度、延长孵育时间后 OTUs最终会水解
所有类型泛素链[23]．

不同的异肽键连接方式导致泛素链具有多种多

样的构型，这种多样性使得 DUBs水解泛素链的机
理也会不同．在水解二泛素过程中，2个泛素亚基
都会与 DUB催化结构域作用，我们将远端泛素(提
供羧基的泛素分子，Distal Ub)靶向的 DUB催化位
点称为 S1位点，近端泛素(提供赖氨酸侧链氨基或
N端氨基，proximal Ub)靶向的 DUB催化位点称为
S1忆位点．一般来说，远端泛素在二泛素形成中只
提供 C 端羧基，在 8 种泛素链保持相似的构型，
因此 S1位点与泛素的相互作用并不能很好地解释
去泛素酶的水解选择性，但与 S1忆位点相互作用的
近端泛素需要提供不同位置的氨基形成异肽键和肽

键，因此，近端泛素的空间指向和定位是我们理解
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去泛素化酶水解选择性机理的关键因素之一．总体

而言，OTU家族去泛素化酶倾向于通过以下几种
机理实现对泛素链的水解选择性．

2援1 UBD作为 S1忆位点导致选择性水解泛素链
UBD是一大类非共价结合泛素蛋白的模块化

结构域，在 E1-E2-E3酶系统、泛素底物蛋白与去
泛素化酶中广泛存在．在 DUBs 识别泛素链过程
中，近端泛素通过靶向 UBD实现所需的空间指向
和定位，促使 OTU催化结构域能够快速识别泛素
链并水解异肽键．例如，OTUD1能够特异性水解
Lys63泛素链，但 UIM结构域(一种 UBD类型)的
缺乏会导致 Lys63特异性识别降低，OTUD2选择
性识别 Lys11、Lys27、Lys29和 Lys33泛素链，截
断 C端 ZnF结构域或者对锌结合氨基酸进行突变，
会导致其对 Lys27、Lys29 和 Lys33 泛素链识别降
低[23]，TRABID和 Lys33二泛素的复合物晶体结构
显示锚蛋白重复域(ankyrin-repeats domain)作为一
种 UBD形成 S1忆位点，使得去泛素化酶选择性水
解 Lys33 泛素链 [24]．此外，TRABID 蛋白 N 端
UBD NZF1能形成结合近端泛素和远端泛素的二齿
配体，辅助 TRABID 水解 Lys29、 Lys33 泛素
链[25]．已知的 OTU家族中至少一半成员蛋白质序
列包含至少 1个 UBD．因此，UBD造成泛素链水
解酶的水解选择性是一种被广泛认可的 DUBs选择
性产生机制．不仅如此，其他去泛素化酶家族中也

存在一些 DUBs采用相同的机制水解泛素链．
2援2 DUBs通过特异性识别泛素序列水解泛素链

2013年，Komander 等发现 OTUD2 通过识别
Lys11 泛素链序列水解 Lys11 二泛素 [23]．突变

Lys11 附近的 Phe4、Val5、Thr7、Leu8、Thr12、
Ile13和 Leu15残基均使得 OTUD2水解 Lys11二泛
素能力显著下降．OTUD2和 Lys11 di-ub的复合晶
体结构显示，近端泛素 Lys11上游的 4个氨基酸和
下游的 2个氨基酸促进了异肽键作用到 OTU结构
域催化中心上．然而晶格的形成似乎影响了酶和泛

素的结合，Phe4、Val5 和 Leu15 这几个在体外生
化实验中潜在的、能对序列识别产生重要影响的几

个氨基酸并未显示出明显有序的结构．

2援3 OTUD亚家族核心结构域影响水解泛素链
除了 UBD能够形成 S1忆位点，OTU催化结构

域还可以通过催化中心限制异肽键构象，使得近端

泛素和 OTU结构域相互作用形成 S1忆位点．这种

构象的产生依赖于 3 个 loop 结构：Cys loop、His
loop 和 V loop．在 OTUD1 和 OTUD3 中， 3 个
loop与催化结构域的 N端螺旋共同靶向近端泛素
形成 S1忆位点，而 OTUD2催化结构域的 C端螺旋
在结构上也发挥类似作用．序列分析 OTUD1、
OTUD2、OTUD3 后发现，尽管组成 His 和 Cys
loop结构的氨基酸序列多变，但蛋白质结构具有很
高的表面序列保守性，这种保守和变化共存的性质

导致了酶的水解选择性．OTUB1 和 OTUB2 均不
含有 UBD结构域[23]，未连接泛素时均处于自抑制

状态，和泛素相互作用后通过变构调节能产生水解

活性．有趣的是，尽管这 2个蛋白序列相似，但它
们具有完全不同的水解泛素选择性(表 1)．Kessler
和 Ren 等 [26]发现，OTUB2 和 OTUB1 之间选择性
差异的产生源于蛋白 N端区域，OTUB1的 N端螺
旋结构能够辅助识别 Lys48 近端泛素，而 OTUB2
缺乏这一末端区域．OTULIN是特异性水解线性泛
素链的 DUB，它的水解特异性一方面来源于其 N
端螺旋参与形成 S1忆位点，另一方面源于催化中心
存在一个识别线性近端泛素 Glu16区域，能够作为
双齿配体增强酶催化活性．

2援4 存在 S2位点辅助结合泛素
在 OTUD2 识别泛素链的过程中，S2 位点由

OTUD2 C端形成 琢螺旋的 2个疏水氨基酸 Ile292
与 Val295组成，将这 2位点同时突变为 Gln后发
现突变体和野生型 OTUD2水解 Lys11二泛素链的
活性变化不大，但野生型 OTUD2水解 Lys11三泛
素和 Lys11四泛素的速率明显快于 S2位点突变的
OTUD2．这说明 S2位点主要功能体现在辅助结合
更长的 Lys11 泛素链 [23]．此外，研究还发现

TRABID N端存在的多个 NZF结构域也同样起到
稳定多聚泛素链的作用．

2援5 翻译后修饰影响水解泛素链活性

DUBs蛋白的翻译后修饰也是影响其水解泛素
链活性的重要因素之一．例如，真核细胞表达纯化

的 OTUD5蛋白能够水解多种泛素链，而在大肠杆
菌中重组表达的 OTUD5并未显示任何水解异肽键
的能力．进一步实验结果表明，OTUD5 Ser177位
的磷酸化修饰是影响其水解泛素链活性的重要因

素．晶体结构表明，这种选择性差异产生在于磷酸

化修饰介导了去泛素化酶识别底物时构象的改变，

当泛素底物与 OTUD5结合后，磷酸基团能够通过
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多个盐桥键和远端泛素以及 OTU 结构域中的 琢6
螺旋相互作用，允许异肽键进入催化中心并最终释

放反应产物[27]．

此外，尽管人们早已发现 A20在调节炎症免
疫、肿瘤发生过程中扮演着十分重要的角色，但关

于 A20 的机制研究仍然不清楚．体外实验表明
A20作为去泛素化酶，高选择性水解 Lys48泛素链
而不是 Lys63泛素链，与之相反的是体内信号通路
研究则更多表明 A20 特异性水解 Lys63 泛素链．
直到近期才有研究表明，可能是体内 A20的磷酸
化导致了这一实验结果的差异[28]．

除了去泛素化作用，部分去泛素化酶还具有一

些非典型的功能．例如 OTUD4 作为 USP7 和
USP9X 支架蛋白应答 DNA 损伤 [29]．OTUB1 通过
抑制 E2酶信号调节 p53活性，但调节作用与去泛
素化活性无关[30]．

3 泛素特异性加工酶家族(USPs)
USP家族是最大的一类去泛素化酶，包含 56

个成员．它们的催化结构域采用类木瓜蛋白酶

(papain-like)的折叠方式，这种同源保守的催化结
构域使得 USPs大多采用相似的机理水解异肽键．
和其他去泛素化酶家族蛋白相比，USP家族中大部
分成员没有特异识别泛素链的能力，它们似乎对所

有二泛素都具备水解活性，尤其是 Lys6、Lys11、
Lys48 和 Lys63 二泛素．但是大部分 USP 在水解
Lys27泛素链时普遍表现出较低的活性，还有部分
USP在水解 Lys29 泛素链上也存在困难[31](表 1)．
这种无差异性水解泛素链的能力导致部分 USPs
(USP5、USP14)在维持体内单泛素和泛素链动态平
衡中起着重要作用．不过，USP4、USP5、CYLD、
USP14等去泛素化酶通过在催化结构域插入其他结
构序列的方式影响蛋白质的催化活性．例如 USP5
去泛素化酶的 USP domain 中就包含 2 个 UBA 结
构域 [32]，在识别 Lys48 和线性泛素过程中，N 端
ZnF-UBP结构域靶向识别近端泛素(S1忆位点)，而 2
个 UBA结构域和 USP结构域组成另外 3个识别位
点(S1、S2、S3)识别远端泛素．CYLD的 B-box结
构域干扰了 USP结构域折叠，影响其在亚细胞结
构中的定位[33]．

尽管 USPs蛋白水解泛素链的选择性和产生机
制并不明晰，但在功能调节中扮演了十分关键的作

用 ： USP3、 USP12、 USP16、 USP22、 USP26、
USP27、USP44、USP46影响组蛋白泛素化，应答
DNA 损 伤 信 号 和 细 胞 周 期 ．USP2、 USP5、
USP10、USP13、USP29、USP42 调节 p53 信号通
路 ， 影 响 肿 瘤 发 生 ．USP4、 USP8、 USP14、
USP15、USP17、USP19、USP31、USP36、USP37
和免疫调节相关，影响细胞免疫应答(表 1)．因此，
基于 USPs作为新型药物靶点的药物设计研发是目
前人们针对 USPs的主要研究兴趣之一[34]．

4 Machado鄄Josephin蛋白酶家族(MJD)
Machado-Joseph病是一种常染色体显性遗传性

神经系统退化疾病．MJD基因编码 ataxin-3，其正
常功能尚不清楚，可能参与神经系统中蛋白质降解

过程，其多聚谷氨酸链发生扩增导致发病．MJD
家族目前有 4 个成员：ataxin-3、 the ataxin-3 like
protein(ATXN3L)、Josephin-1 和 Josephin-2，它们
的催化结构域 Josephin 结构域同源保守，例如
Ataxin-3 和 ATXN3L 的 Josephin 结构域序列相似
性高达 85%，晶体结构也表明二者结构的相似性[35].
ATXN3L 螺旋 2、3 形成束发针(hairpin)结构，延
伸在蛋白外，结合泛素后构象改变，产生水解酶

活．酶活检测发现这 4种蛋白均能有效水解 Lys48
和 Lys63泛素链(表 1)．

5 JAB1/MPN/Mov34蛋白酶家族(JAMM)
不同于另外四类去泛素化酶亚家族属于半胱氨

酸蛋白酶，JAMM 家族是唯一一类金属蛋白酶．
Zn2+结合在活性位点中心，活化水分子作为亲和基

团进攻异肽键．人类 AMSH 家族中包含 11 个成
员，其中大部分具有水解 Lys63泛素链特异性(表 1).
2008年，Fukai组报道了 AMSH-LP和 Lys63 二泛
素复合物晶体结构，结合 Zn2+的 Ins-2 loop和与周
围 loop连接的 茁6、琢3在蛋白表面形成一个凹面，
靶向近端泛素确保只有 Lys63构象的泛素链能够结
合在该催化中心上．该结构也是首个报道的去泛素

化酶和异肽键连接泛素链的复合物晶体结构(表 2).
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DUB 基因

水解泛素链能力

PDB ID 生理过程 疾病 备注K6-

Ub2

K11-

Ub2

K27-

Ub2

K29-

Ub2

K33-

Ub2

K48-

Ub2

K63-

Ub2

M1-

Ub2

UCH UCHL1 - - - - - - - - 2etl 突触核蛋白降解 PD

AD

水解 Ub前体[14]二聚体具

有 E3活性
UCHL3 - - - - - - - - 1uch NTd 宫颈癌乳腺癌 水解泛素前体识别类泛素

Nedd8[21]

UCHL5 - - - - - - - - 3ihr 蛋白酶体 TGF-茁
DSB损伤[36]

食管鳞状细胞癌 结合伴侣蛋白后能水解泛

素链[37]

BAP1 - - - - - - - - NT 细胞周期 肺癌乳腺癌 结合伴侣蛋白后能水解泛

素链[13]

OTU OTUD1 - - - - - - +++ - 4bop NT 甲状腺癌 [23, 38]
OTUD2 - ++ +++ +++ +++ (+) - - 4boq 内质网降解 宫颈癌 [23]
OTUD3 +++ +++ +++ - - +++ - - 4bou PI(3)K/Akt 乳腺癌 [39]
OTUD4 - (+) - - - +++ (+) - NT DNA烷基化

损伤修复

NT 作为 USP7和 USP9X支架

蛋白，不发挥 DUB作用[29]

OTUD5 - - - - - - - - 3pfy p53 NT [27]
(P)OTUD5 (+) ++ (+) (+) ++ +++ +++ (+) NT NT NT [27]
OTUD6A - ++ +++ +++ +++ +++ - - NT NT NT [23]
OTUD6B - - - - - - - - NT B淋巴系统 NT [23, 40]
ALG13 - - - - - - - - NT NT NT [23]
OTUB1 - - - - NT +++ (+) NT 2zfy DNA损伤 p53 肺癌、乳腺癌、

前列腺癌

抑制 E2酶信号但不发挥

去泛素化酶活性[30, 41-42]

OTUB2 ++ ++ (+) (+) (+) ++ +++ NT 4fjv

1tff

NF-资B NT [26, 43]

OTILIN - - - - - - - +++ 4ksj

3znv

NF-资B Wnt 肿瘤血管生成 [44]

A20(OUT) - ++ - - - +++ - - 3dkb NF-资B[45-46] NT in vivo水解 Lys63泛素链，

但 in vitro水解 Lys48泛素

链[28]

Cezanne - +++ - - - - (+) - NT NF-资B NT [47]
Cezanne2 - +++ - - - - - - NT NF-资B 肝细胞性肝癌 [48]
VCPIP1/

VCIP135

- +++ - - - +++ - - NT 有丝分裂 NT [23]

TRABID - - - +++ +++ - ++ - 3zrh Wnt NT [24-25, 49]
USP USP1 NT NT NT NT NT NT NT NT NT 中心体复制基

因损伤[50]

非小细胞性肺

癌[51]

调节 FA信号通路中

FANCD2的单泛素化
USP2 +++ +++ + + +++ +++ +++ - 3v6e

3v6c

Fas、p53有丝

分裂

三阴性乳腺癌,

前列腺癌

[52-54]

USP3 NT NT NT NT NT NT NT NT NT DSB抗病毒

免疫

冠心病 去 H2A, H2B单泛素化或

水解 H2A, H2AX K63泛

素链[55-56]

USP4 NT NT NT NT NT NT NT NT 2y6e DNA-DSB

Wnt, NF-资B

TGF-茁, Akt[57]

结直肠癌,骨佩

吉特氏病

自主去泛素化调节应答

DSB修复[58-59]

USP5 +++ +++ - +++ +++ +++ +++ +++ 3ihp DNA-DSB

p53[60-61]

炎症,黑色素瘤,

成胶质细胞瘤

USP6 NT NT NT NT NT NT NT NT NT 囊泡运输 NF-资B

信号

骨囊肿 [62-63]

USP7 +++ +++ + + ++ +++ ++ - 2f1z p53, Akt细胞周

期 DNA损伤

前列腺癌神经

胶质瘤

去泛素化 Rad18[64] PCNA应
答 UV-DNA损伤[65],去泛素

化 H2A, H2AX[66]

Table 1 Summary of DUB linkage selectivity and DUBs mediated functions and diseases
表 1 去泛素化酶水解泛素链能力、相关生理过程和疾病总结
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DUB 基因

水解泛素链能力

PDB ID 生理过程 疾病 备注K6-

Ub2

K11-

Ub2

K27-

Ub2

K29-

Ub2

K33-

Ub2

K48-

Ub2

K63-

Ub2

M1-

Ub2

USP USP8 +++ +++ - - - +++ +++ - 2gfo 免疫调节[67]、

线粒体自噬

非小细胞型肺

癌[68]、库欣病[69]

去泛素化 Parkin,调节线粒

体自噬[70-71]

USP9X NT NT NT +++ NT -[72] - NT NT DNA损伤细胞

周期自噬 TGF-茁
PD, AD淋巴瘤、

亨廷顿舞蹈病[73]、

和 OTUD4相互作用,去泛

素化 ALKBH2, ALKBH3[29]

USP9Y NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT 前列腺癌 [74-75]
USP10 NT NT NT NT NT NT NT NT NT 转录调节 p53[76] 肾细胞癌 去泛素化 H2A, H2AZ调节

雄激素基因表达[77]

USP11 +++ +++ + + +++ ++ ++ - NT HR-DSB p53[57] 胰腺癌[78] 去泛素化 酌H2AX和

BRCA2[79]

USP12 NT NT NT NT NT NT NT NT NT 雄激素受体转录

调控 Akt,

Notch[80]

前列腺癌[81] 去泛素化 H2A, H2B[82]

USP13 ++ - - +++ - - ++ - NT JAK-STAT p53,

Akt,自噬

黑色素瘤结直肠

癌、乳腺癌[83]

稳定 PTEN抑制肿瘤发生,

稳定 STAT1应答抗病毒

免疫[39, 84-85]

USP14 NT NT NT NT NT NT NT NT 2ayo

2ayn

Akt, NF-资B突触

传导[86]

上皮性卵巢癌[87-88]

肝细胞癌、

去泛素化 NLRC5调控

NF-资B活性[89]

USP15 NT NT NT NT NT +++ +++ ++ 4a3p TGF-茁 RNA剪

接线粒体自噬

NF-资B[57, 70, 90-91]

恶性胶质瘤 SART3募集 H2B-Ub,去泛

素化 H2B[92]

USP16 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ NT 转录调节细胞周

期 DNA损伤

慢性粒单核细胞

白血病,唐氏综

合症[93]

H2A去泛素化[94],调节

Hox基因表达

USP17 NT NT NT NT NT +++ +++ NT NT 抗病毒免疫

DNA损伤蛋白

运输

乳腺癌[95] [96]

USP18 NT NT NT NT NT - +++ NT NT NF-资B,

JAK-STAT,

玉型 IFN

丙肝,乙肝急性

白血病[97-99]

去泛素化 NEMO, TAK1应

答免疫[100]

USP19 NT +++ NT NT NT ++ +++ NT NT 自噬抗病毒免疫 肌肉萎缩[101] 通过调节 Beclin-1泛素化

实现自噬、抗病毒双功能

调控[102]

USP20 NT NT NT NT NT +++ +++ NT NT 茁2肾上腺受体,

NF-资B

ATR-DNA

NT [103-104]

USP21 +++ +++ NT +++ NT +++ +++ +++ NT 转录起始

NF-资B[106]

NT H2A去泛素化[105]

USP22 NT NT NT NT NT NT NT NT NT 细胞周期 结直肠癌、肺腺

癌[107-108]

H2A, H2B去泛素化

USP24 NT NT NT NT NT NT NT NT NT 紫外损伤 淋巴瘤 PD[109] 稳定DDB2,应答紫外损伤[110]

USP25 +++ +++ ++ ++ ++ ++ ++ - NT 抗病毒免疫

ERAD降解

NT [111-112]

USP26 NT NT NT NT NT NT NT NT NT 蛋白酶降解

HR-DSB

男性不育 [113-115]

USP27 NT NT NT NT NT NT NT NT NT 神经干细胞分化 NT
USP28 NT NT NT NT NT NT NT NT NT DNA损伤检验

点 c-myc降解

结肠癌,乳腺癌,

非小细胞肺癌

[116-117]

USP29 NT NT NT NT NT NT NT NT NT p53, DNA检验

点[118]

NT H2A去泛素化

续表 员
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DUB 基因

水解泛素链能力

PDB ID 生理过程 疾病 备注K6-

Ub2

K11-

Ub2

K27-

Ub2

K29-

Ub2

K33-

Ub2

K48-

Ub2

K63-

Ub2

M1-

Ub2

USP USP30 +++ ++ + + + ++ + - NT 线粒体自噬 PD? [70, 119-120]
USP31 NT NT NT NT NT NT NT NT NT NF-资B NT [121]
USP32 NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT [122]
USP33 NT NT NT NT NT +++ +++ NT NT 茁2肾上腺受体,

先天性免疫,中

心体形成[123]

急性淋巴细胞白

血病

调节 RALB泛素化实现自

噬和先天性免疫应答双调

控[103, 124]

USP35 NT NT NT NT NT NT NT NT NT PARK2相关线

粒体自噬

NT [125]

USP36 NT NT NT NT NT NT NT NT NT 抗病毒免疫、

RNA合成选择
性自噬

NT [126]

USP37 NT +++ NT NT NT +++ + NT NT HR-DSB,
c-myc[127]、

细胞周期

肺癌 调节 cyclin A泛素化调控

细胞周期[128-129]

USP38 NT NT NT NT NT NT NT NT 4rxx NT 哮喘

USP39 没有去泛素化酶活性 NT [130]
USP40 NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT PD[109] 水解泛素前体

USP41 NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT
USP42 NT NT NT NT NT NT NT NT NT p53[131]线粒体自

噬转录调节

骨髓性白细胞[132] 去泛素化 H2B[133]

USP43 NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT
USP44 NT NT NT NT NT NT NT NT NT DNA-DSB纺锤

体装配检查点[134]

NT H2B去泛素化[82]

USP45 NT NT NT NT NT NT NT NT NT DNA修复 NT
USP46 NT NT NT NT NT NT +++ NT 5vcm AMPA[135] 酌-氨基

丁酸神经递质[136]

结肠癌[137] 去泛素化 H2A和 H2B[82]

USP47 +++ +++ - - - +++ +++ -

[138]

NT 碱基修复, Wnt,

氧化应激[139]

NT 去泛素化 DNA聚合酶 茁

USP48 NT NT NT NT NT +++ NT NT NT NT NT [140-141]
USP49 NT NT NT NT NT NT NT NT NT mRNA剪接 NT 去泛素化 H2B[142]

USP50 没有去泛素化酶活性 NT G2/M检验点

应答

骨髓性白细胞 [143]

USP51 NT NT NT NT NT NT NT NT NT 神经干细胞分化 NT [144]
USP52 没有去泛素化酶活性 NT NT NT [145]
USP53 没有去泛素化酶活性 NT NT NT
USP54 没有去泛素化酶活性 NT NT NT
CYLD - - - - - + +++ +++ 2vhf NF-资B、Wnt、

JNK

家族性圆柱瘤,

成神经细胞瘤

[33, 146-147]

USPL1 NT NT NT NT NT NT NT NT NT snRNP,

sno-RNP[148]

NT 去 SUMO化[149]

JA MM PSMD7/

Mov34L

NT NT NT NT NT NT NT NT 2o95 NT NT [150]

AMSH - - NT - NT - +++ - 3rzu

3rzv

EGFR, Myc蛋白

运输

小头畸形 [151-153]

AMSH-LP NT NT NT NT NT - +++ NT 2znr

2znv

蛋白运输 NT [154]

PSMD14 NT NT NT NT NT NT +++ NT NT NHEJ-DSB c-Jun NT [155-156]
EIF3H NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT

BRCC36 NT NT NT NT NT - +++ NT NT HR相关 DNA
损伤

三阴性乳腺癌、

卵巢癌

去泛素化 H2A[156-158]

续表 员
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Table 2 Crystal structures of complexes
of PolyUb chains with DUBs

表 2 去泛素化酶与泛素链复合物晶体结构

链种类 去泛素化酶 PDB ID DUB家族

Met1 OTULIN 4KSL/3ZNZ OTU

Lys29 TRABID 4S22 OTU

Lys33 TRABID 5AF4 OTU

Lys63 AMSH-LP 2ZNV JAMM

Lys63 CYLD 3WXG USP

Met1 CYLD 3WXE/3WXF USP

Met1 diUb

aldehyde

USP21 2Y5B USP

Lys11 OTUD2 4BOZ OTU

6 展 望

蛋白质翻译后修饰被视为中心法则调控规律的

重要补充，实现了真核生物对复杂生命过程的调

控．解密这套生命密码无疑会为人类理解生命过程

起到极大的推动作用[164]．而在众多翻译后修饰过

程中，泛素化凭借能对底物进行多层次修饰(单泛
素、8种泛素链、混合泛素链、分叉泛素链)，与
去泛素化酶协同形成了独特的泛素网络，共同调控

细胞生命过程．去泛素化酶的功能失调与癌症、心

血管、神经退行性等多种重大疾病相关[34, 165-166]．因

此，作为一类新兴的药物研发靶点，理解去泛素化

酶选择性识别泛素链及其产生机制对于我们进行基

于靶点的理性药物设计至关重要．

去泛素化酶早期研究遇到的主要困难是难以获

取大量(毫克量级)、性质均一(单泛素链)、高纯度
的泛素底物．基因重组表达技术无法获得单一修饰

的泛素链，且链的长度不可控．利用酶法(体外加
入特异性 E1-E2-E3酶系统)合成泛素链是一类能大
幅提高产率的方法，近年来研究人员通过改造酶、

定点突变泛素、非天然氨基酸插入等方法已经能够

成功获取除 Lys27泛素链以外其他 7种泛素链[167]．

然而，目前酶法获取泛素链最明显的缺点是纯化困

难，分离的步骤十分繁琐，此外，酶法仍未完全解

决混合链和链长不可控等问题 [168]．相比之下，多

肽 /蛋白质固相全合成和半合成法提供了一种能够
大量获得单一、高纯泛素链的可行思路．最近一系

列新方法的发展使得化学合成法获取泛素链的研究

有了长足的进步[169-173]：2007年，Muir小组[174]利用

溴乙酸在 N，N-二异丙基碳二亚胺(DIC)存在条件
下和赖氨酸侧链氨基发生溴乙酰化的反应制备得到

溴乙酰赖氨酸，光依赖型辅基亲和取代溴原子后在

光照条件下和能泛素硫脂反应，通过 S-N 酰基迁
移反应形成特定位点异肽键连接的二泛素.该合成
方法效率依赖于辅基，因此通过优化辅基分子能够

NT：未有文献报道. +++：很强的水解泛素链活性. ++：较强的水解泛素链活性. +：弱的水解泛素链活性. (+)：背景水解活性. AD：阿尔

茨海默病. PD：帕金森病. DSB：DNA双链断裂. HR：同源性重组. TGF-茁：转化生长因子. p53：人体抑癌基因. NF-资B：转录因子蛋白家

族,参与免疫早期和炎症反应. IFN：干扰素. EGFR：表皮生长因子受体. CtIP：转录因子, CtBP作用蛋白. PCNA：增殖细胞核抗原.

NEMO：NF-资B必要控制子；FANCD2：范科尼贫血 D2蛋白.

DUB 基因

水解泛素链能力

PDBID 生理过程 疾病 备注K6-

Ub2

K11-

Ub2

K27-

Ub2

K29-

Ub2

K33-

Ub2

K48-

Ub2

K63-

Ub2

M1-

Ub2

JA MM CSN5/Jab1 NT NT NT NT NT NT +++ NT 4f7o p53,细胞周期,

JNK

鼻咽癌亨廷顿氏

舞蹈病[159]

CSN复合体组成亚基，

参与类泛素(去 Neddy化)

调节[160-161]

CSN6/ HVIP NT NT NT NT NT NT NT NT 4qft p53, c-Jun, DNA

损伤 HER2-Akt

宫颈癌、结直

肠癌

[162-163]

MPND NT NT NT NT NT NT NT NT NT
PRPF8 NT NT NT NT NT NT NT NT NT

MYSM1 NT NT NT NT NT NT NT NT NT
MJD Ataxin-3 NT NT NT NT NT +++ ++ NT 1yzb

2klz

神经系统蛋白

降解

MJD

Ataxin-3-like NT NT NT NT NT +++ +++ NT 3o65 MJD
JosD1 NT NT NT NT NT ++ ++ NT NT MJD
JosD2 NT NT NT NT NT ++ +++ NT NT MJD

续表 员
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提高获取二泛素能力 [175]．2010年，Brik 小组通过
将 啄-巯基半胱氨酸(啄-mercaptolysine)引入到特定位
点 (Ub Lys 6、Lys 11、Lys 27、Lys 29、Lys 33、
Lys 48、Lys 63位点)替代赖氨酸，然后利用异肽键
连接法(isopeptide chemical ligation，ICL)与另一 Ub
分子的末端硫脂形成共价连接形成异肽键，再通过

脱硫反应去除 啄-巯基半胱氨酸上巯基[176]能够一次

性得到所有连接类型的天然 di-Ub [177]．此外，

Komander 小 组 利 用 正 交 保 护 活 化 连 接 法
(genetically encoded orthogonal protection and
activated ligation，GOPAL)将改造过的 tRNA-氨酰
tRNA合成酶引入 E. coli.，通过基因密码子拓展在
特定 Ub赖氨酸位点上引入 Boc保护的赖氨酸，其
余氨基酸侧链用 benzyloxycarbamate (CBz)保护，
脱 Boc 保护后游离侧链氨基通过 ICL反应结合泛
素硫脂成功地合成 Lys 6和 Lys 29 di-ub，并解析得
到了晶体结构[178]．事实上，该方法也可直接用于

固相合成，在供体泛素的异肽键连接位点引入 Boc
保护的赖氨酸，其余赖氨酸用 CBz 保护，脱 Boc
保护后侧链自由氨基和受体泛素末端硫脂 ICL连
接，也能得到特定位点连接的二泛素．而随着对反

应体系不断的优化，包括添加新的辅基分子和芳基

硫脂，引入假二肽等，人们已经能够较高效地得

到所有单一泛素链，以及各种混合、分叉修饰泛素

链[179-182]．泛素链和泛素探针的另一重要用途是发

展去泛素化酶 assay，用于筛选小分子抑制剂，研
究特异性靶向去泛素化酶的药物．

去泛素化酶在细胞增殖、分化过程中扮演着重

要角色，其功能变化与许多重大疾病(癌症、神经
退行性疾病、传染性疾病)的发生、发展直接相关
(表 1)，因此，去泛素化酶是一大类极具吸引力的、
潜在的药物靶点，筛选这些去泛素化酶的小分子抑

制剂，开发针对去泛素化酶的药物是未来去泛素化

酶研究的一大热点．而且，目前对于去泛素化酶的

功能研究还不够全面，有一大批去泛素化酶的生理

功能仍然不明，阐明这些去泛素化酶的具体生理作

用，验证其是否是好的药物靶点将是去泛素化酶研

究的另一热点．不仅如此，解析去泛素化酶和泛素

链的复合物晶体，从结构和化学层面上来阐明去泛

素化酶水解泛素链的选择性机制，能帮助我们更好

地理解细胞中的泛素调控密码，从而辅助小分子的

理性设计乃至发现新的尚未理解的生命调控机制．
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Selectivity and Mechanism of Polyubiquitin Chain Hydrolases*
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Abstract Ubiquitylation is involved in most part of cellular processes, including protein degradation, autophagy,
DNA damage repair, cell cycle, signaling transduction, gene expression, transcription regulation, inflammation and
immune response. Instead of the formation of ubiquitylation, deubiquitinating enzymes (DUBs) hydrolyze
monoubiquitylation and polyubiquitylation of substrates in response to ubiquitin-mediated pathways. There exits
approximately 90 DUBs in human genome which regulate the enzymatic activity and recognition of substrates to
control with precision the multi-layer complex cellular ubiquitin network. DUBs play diverse roles in cellular
process, their dysfunctions direct to many serious diseases (like cancers, neurodegenerative disorders and infection
diseases). Therefore, DUBs represent novel candidates for target-directed drug development. However, many
physiologic functions of DUBs are still unknown. Whether they recognize different polyubiquitin chains and how
to response signaling transduction accurately are unlear. In this review, we systematically surveyed the selectivity
of the DUBs that we have known in hydrolyzing different ubiquitin chains and their mechanisms.
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