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摘要 蛋白质泛素化对真核细胞内几乎所有生理过程都具备调控作用。新的泛素化与去泛素化酶的发现、功能机制研究及

相关化学分子干预是该领域的重要科学命题。针对泛素化与去泛素化酶的化学探针开发促进了人们对于蛋白质泛素化的形

成、募集、信号传导及脱除过程中所涉及生化事件的理解。本文总结了近年来针对泛素化与去泛素化酶化学探针的发展，

归纳了不同类型探针的化学结构及合成方法，并讨论了它们的各类应用，包括筛查泛素依赖的信号传导系统、监控泛素相

关酶活性、辅助泛素相关的识别和催化过程的分子机制解析等。
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蛋白质泛素化是一种广泛存在于真核生物中的

翻译后修饰，介导将泛素（ubiquitin，Ub）——由

76个氨基酸组成的蛋白质，通过共价键的方式连

接到蛋白质底物上。泛素化生成依赖一套级联酶促

反应：泛素活化酶（E1）活性半胱氨酸在 ATP 供

能下与泛素C端羧基形成E1-Ub硫酯中间体；泛素

缀合酶（E2）识别 E1-Ub 并取代 E1 形成 E2-Ub 硫

酯中间体；泛素连接酶（E3）催化将泛素 C 端与

底物赖氨酸侧链氨基缩合，形成酰胺键（最经典的

连接方式，也称“异肽键”）。去泛素化酶

（DUB） 则通过水解异肽键，将泛素从底物上脱

除［1］。人类细胞一共编码了 2种E1酶、40余种E2

酶、600 余种 E3 酶和百余种 DUB 酶，以上 4 类酶

相互协调，构成了复杂的泛素酶学系统（图1）。

泛素含有7个赖氨酸（Lys）侧链氨基与1个N

端氨基，可以进一步形成泛素链，包括同源多聚泛

素化（共 8种链接类型）、异源混合或分叉等多种

组成形式［2-3］。泛素也可以被磷酸化、酰基化

等［4］。最近研究还发现泛素化修饰可以发生在丝

氨酸［5］、苏氨酸［6］、半胱氨酸［7］和非蛋白底物如

脂多糖上［8］。这些复杂的泛素信号受到了泛素生

成酶和去泛素化酶系统精密协调，调控了蛋白质降

解、DNA损伤修复、炎症反应等几乎所有生理过

程［9］，其功能失调将会导致多种重大疾病的发生，

如癌症与神经退行性疾病等［10-15］。

发现并鉴定特定泛素化的功能、阐明泛素化发

生及去除的酶促催化机理对于认知高等生命过程的

多维度调控，开发疾病靶向干预策略十分关键。但

现有的遗传学技术难以获取结构精准的复杂泛素修

饰蛋白、难以实现泛素的分型检测及动态追踪，限

制了对参与特定过程的泛素化酶系统与去泛素化酶

的鉴定及功能研究；并且大量泛素化酶和去泛素化

酶构象柔性动态，缺少有效的研究工具用于酶学机

制解析。化学探针作为一类可用于探测活性酶的工

具［16-19］，近期被发展并愈来愈多的用于研究泛素

化过程的微观机制［20-22］。本文旨在总结针对泛素

化与去泛素化酶的化学探针及其应用。
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1　泛素化学探针的设计与合成

1.1　泛素化学探针的定义

化学探针一般包含3个部分，识别元件、反应

基团和报告基团［23］（图 2）。识别元件提供了探针

与研究目标相互作用的特异性。当探针与目标蛋白

接近后，反应基团便可以共价连接目标蛋白，起到

“捕获”的作用。报告基团（如荧光基团、生物素

（biotin）等）起到捕获目标蛋白后的监控、检测或

分离纯化的功能。

1.2　泛素化学探针的设计原理

泛素化学探针依据反应基团类型主要分为：基

于活性的共价反应探针 （activity-based probes，

ABP）和光交联探针。ABP可直接与活性位点（泛

素酶系统中主要是半胱氨酸）反应形成共价键（图

3）。如氯代物、溴代探针通过亲核取代反应与Cys

结合［24-25］，Ub-醛基 （Ubal）、Ub-炔基 （Ub-Prg）

探针则可与Cys发生 1,2-加成反应［16，26-27］。α,β-不

饱和羰基、α,β-不饱和磺酰基等麦氏受体基团与

Cys发生1,4-加成反应［17，24］。

光交联探针包含光激发的高反应性基团（图

3）。当探针与泛素酶通过非共价相互作用靠近时，

外加光照使探针产生高反应性的自由基或卡宾等中

间体［28-31］，此类中间体可通过对邻近C—H键的插

入实现探针与目标蛋白间的共价连接。常用的活性

基团有芳基叠氮化合物、二氮丙啶及二苯甲

酮等［32］。

1.3　泛素化学探针的合成方法

1.3.1　识别元件中泛素模块的合成

泛素模块可以通过化学全合成来获得（图4）。

将泛素从46位丙氨酸（Ala）拆分，利用固相多肽

合成法制备 Ub(1-45) 和 46 位 Ala 替换成 Cys 的     

Ub(A46C-G76)两个片段，再通过自然化学连接反

应拼接，随后通过脱硫将连接位点还原为Ala［33］。

也 可 在 通 过 合 成 体 系 中 添 加 伪 脯 氨 酸

（pseudoproline） 和 二 甲 氧 基 苄 基 二 肽

（dimethoxybenzyl dipeptide） 等 聚 集 破 坏 试 剂

（aggregation breakers） 一 次 性 固 相 合 成 全 长

泛素［34-36］。

化学半合成法制备泛素模块的关键是获取便于

后续模块接入的泛素硫酯或泛素酰肼。如内含肽

（intein）剪接法，大肠杆菌中表达Ub-intein融合蛋

白可通过分子内氨基到巯基的酰基转移生成硫酯中

间体，随后在外源硫醇的作用下生成Ub-硫酯［37-38］；

Adams等［39］发现将泛素C端突变为Cys Ub(G76C)
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Fig. 1　Ub enzymatic system
图1　泛素酶学系统

泛素酶学系统主要由泛素活化酶E1、泛素缀合酶E2、泛素连接酶E3与去泛素化酶DUB构成。
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Fig. 2　The component of Ub-based chemical probes
图2　泛素化学探针的组成

泛素化学探针一般包括识别元件、反应基团和报告基团。
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Fig. 4　Total chemical synthesis and conjugation strategy of Ub module
图4　通过纯化学策略合成和连接泛素模块

纯化学策略通过多肽固相合成方法获得泛素模块，通过3种可能的策略与其他模块连接。NCL，自然化学连接（native chemical ligation）；
RSH，某种硫醇的缩写。
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Fig. 3　The mechanism of Ub-based chemical probes
图3　泛素化学探针的原理

泛素化学探针一般可通过1,2-加成、1,4-加成、亲核取代、卡宾插入反应捕获目标蛋白。
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后，也可经历分子内氨基到巯基的酰基转移过程生

成硫酯结构，之后利用肼解反应可制备Ub(1-75)酰

肼；除此以外，泛素模块也可通过酶法合成获得。

利用泛素水解酶YUH1水解泛素缀合物会生成硫酯

中 间 体 ， 因 此 将 Asp 添 加 至 泛 素 C 端 后 向             

Ub(1-77D)中加入肼与 YUH1 可获得 Ub(1-76)酰

肼［40］。利用 E1 活化泛素生成的 E1-Ub 活性中间

体，外源加入大量硫醇也可以高效制备泛素

硫酯［41-52］。

1.3.2　泛素模块与识别元件中其他模块的连接

基于化学合成的泛素硫酯结构，目前共有3种

辅助连接策略（图4）。a. 使用N端带有巯基修饰的

甘氨酰结构作为辅基，此类辅基与Lys侧链缩合后

可与泛素硫酯通过NCL反应进行连接，且在连接

完成后可脱除［53］。如1-(2-硝基-4,5-烷氧基苯基)-2-

巯基乙基、1-(2,4-二甲氧基苯基)-2-巯基乙基、2-氨

基氧乙硫醇等结构［54］。Ai等［55-56］通过该策略合成

了 C 端具有明确修饰结构的全长 β2 肾上腺素受

体［57］及H2B K34Ub等。b. 将 γ或 δ-巯基赖氨酸引

入底物蛋白中以替代待修饰Lys，发生自然化学连

接（native chemical ligation，NCL）反应后通过脱

硫恢复 Lys 侧链［58-59］。相较于甘氨酰辅助连接策

略，巯基赖氨酸连接策略速度更快。c. Liu 等［60］

近期发展了利用结构为Ub(46-76)~Ub(1-45)的异泛

素（isoUb）单元用于多泛素链的合成。采用不同

连接方式（K6、11、27、29、33）的异肽键被预

先构筑，而N端的Cys结构与C端的酰肼结构可用

于 isoUb单元的聚合。借助该策略，K11/K48分叉

六泛素（456个氨基酸）已被成功获取。

利用非天然氨基酸嵌入法可将类半胱氨酸辅助

引入到底物蛋白中以辅助和泛素硫酯连接（图5）。

Virdee 等［61］成功将一种被光敏基团保护的 γ巯基

赖氨酸引入到重组蛋白中，光照脱除保护基后，该

重组蛋白可通过 NCL 反应与泛素硫酯进行连接，

并在脱硫恢复天然Lys侧链。此外，可将叔丁氧羰

基 （t-butyloxy carbonyl，Boc） 保护的 Lys 直接引

入到底物蛋白中后，并使用烯丙氧基羰基（Alloc）

对底物中其他氨基进行掩蔽，随后脱除待修饰Lys

上的Boc保护基并连接泛素硫酯，最后再将剩余的

Alloc保护基脱除以得到最终产物［62］。
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Fig. 5　Semi-synthesis and conjugation strategy of Ub module
图5　通过半合成策略获得和连接泛素模块

半合成策略主要通过内含肽剪接法获得泛素模块，通过2种可能的策略与其他模块连接。
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此外，构筑非天然异肽键兼具模拟真实结构和

获取方便的特点，能够在体外大量制备，因而被研

究者们广泛采用［63-68］，发展了以下策略：a. 二硫键

活化连接策略［69-70］（图6a）；b. 基于1,3-二氯（溴）

丙酮交联剂用于连接［71-72］（图6b）；c. 基于双功能

分子如乙酰氨基甲基保护的 2-((2-氯乙基)氨基)乙

烷-1-硫醇（CAET）或乙酰氨基甲基保护的 2-((2-

氯乙基)氨基)苯乙烷-1-硫醇的半合成方案，此类双

功能分子在与泛素化位点Lys突变为Cys的底物反

应后，进一步基于硫 NCL 连接泛素硫酯［40- 41，73］

（图 6c，d）；d. 点击化学连接策略［74-75］（图 6e）；

e. 巯基-烯基加成连接策略［76］（图6f）；f. 马来酰胺

基团也可用于连接泛素模块与底物［77］（图 6g）； 

g. Brik等［78］通过化学合成法获得了C端带有氧亚

胺基团的泛素模块，其可以与带有乙醛基修饰的底

物蛋白连接（图6h）。

1.3.3　反应基团的引入

麦氏受体、卤原子等多数用于捕获催化半胱氨

酸的反应基团可通过泛素硫酯的直接氨解引

入［24，79］（图 7a，b）。最近，一种基于手足口病病

毒蛋白酶的半合成手段也被用来获取不同类型的泛

素化学探针［80］（图7c）。部分特殊反应基团的引入

则需借助其他反应，例如在Ub-Dha探针的制备过

程中，泛素的 Gly76 首先被突变为 Cys。随后，    

2,5-二溴己二酰胺被用于消除巯基并产生具有反应

活性的α,β-不饱和羧酸结构［19］（图7d）。
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图6　泛素模块的生物正交连接策略

泛素模块可以通过生物正交化学的方法与其他模块进行连接。
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光交联基团亦有多种引入方法。含二氮丙啶的

亮氨酸可经SPPS直接掺入泛素［81］（图 7e），含二

苯甲酮基团的对苯甲酰-L-苯丙氨酸（Bpa）则可通

过遗传密码子嵌入被添加至泛素中（图7f）［28］。此

外，将泛素特定位点的氨基酸突变为Cys并使之与

含有二氮丙啶的溴代小分子反应也可在泛素上引入

二氮丙啶基团［82］。

2　泛素化学探针的应用

2.1　发现及鉴定去泛素化酶

在目前已知的 7种DUB家族中，除 JAMMs家

族 外 ， UCHs、 USPs、 MJDs、 OTUs、 ZUP1 和

MINDY 家族活性位点都为 Cys，可被带有亲电基

团的探针捕获。1987 年，Hershko 等［83］发现 Ubal

对于游离Ub从泛素化底物中的释放具有显著抑制

作用。1997年，Lam等［16］通过Ub-CN探针从蛋白

酶 体 的 19S 调 节 亚 基 中 捕 获 到 全 新 的 DUB、

UCH37［84-85］。Borodovsky 等［17］ 在 2001 年报道了

Ub-VS探针，并从哺乳动物的26S蛋白酶体中捕获

到USP14。随后，更多针对DUB的活性探针被开

发出来，包括 HA-Ub-Cl、 HA-Ub-Br2、 HA-Ub-

Br3、HA-Ub-VME、HA-Ub-VSPh 和 HA-Ub-VCN

等（图 3）。2013年，Ekkebus等［26，86］报道了一种

在泛素C端引入炔基的DUB探针Ub-Prg。该探针

表现出了极强的对于催化Cys的选择性。2018年，

Kwasna 等［87］和 Haahr 等［88］分别独立利用该探针

从细胞裂解液中捕获了一种新的DUB ZUSFP，其

被证明不属于任何一种已知的DUB家族。2020年，

该探针也被用于病原菌OTU家族DUB的筛查［89］。

为研究DUB对泛素链的选择性切割，一系列

基于泛素二聚体的活性探针被开发出来，这类探针

也被称作基于泛素异肽键的活性探针 （ubiquitin 

Isopeptide activity-based probes， UIPP）。在 2012
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图7　化学反应基团的引入

（a）通过直接氨解引入Michael受体基团获得Ub-VS探针。（b）通过直接氨解引入溴原子获得Ub-Br2探针。（c）通过手足口病病毒蛋白酶合

成Ub-PA探针。（d）通过2,5-二溴己二酰胺消除巯基获得Ub-Dha探针。（e）通过多肽固相合成法引入二氮丙啶基团。（f）通过遗传密码子法

嵌入二苯甲酮基团。
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年 ， Iphöfer 等［90］ 设 计 并 报 道 了 K48-UIPP 与    

K63-UIPP 两种探针确定了多种 DUB 的作用偏好

性。考虑到部分DUB的链选择性也依赖于对近端

泛素模块构象的识别，含有两个完整Ub单元的di-

Ub 探针随后也被开发出来。McGouran 等［91］ 在

2013年利用叠氮基与炔基的点击化学反应制备了

覆盖全部8种连接方式的di-Ub探针（图8a）。这些

探针在细胞裂解液中共捕获到 29种DUB，且表现

出了较好的选择性。

针对非Cys依赖的 JAMM家族DUB，Hameed

等［92］于2019年报道了一种带有锌离子螯合剂8-巯

基喹啉的单泛素探针，被证明可以抑制26S蛋白酶

体中的 Rpn11，同时也在 HeLa 细胞裂解液中捕获

到了POH1、AMSH和AMSH-LP三种 JAMMs家族

的DUB。

为捕获具有底物特异性的DUB，研究人员开

发出了同时包含泛素化底物与泛素识别模块的探

针。Meledin 等［93］合成了 α-globin-Ub-Dha 探针并

成功在红细胞裂解液中筛查到了USP15、USP14、

USP5 和 UCHL3 可去除 α-globin 泛素化 （图 8b）。

此外，将H2A-Ub-Dha探针组装进核小体，证明了

可以捕获核小体 H2A K119 位点泛素化的特异性

DUB Calypso/ASX［94］。最后，基于二硫键的可逆

交联型泛素工具已被证明可用于捕获HeLa细胞裂

解液中的DUB［95］。此外，为研究DUB在细胞内的

定位，Gui 等［96］和 Mandal 等［97］研发出了带有细

胞穿透肽和荧光标记的单泛素工具。

2.2　解析去泛素化酶的工作机制

泛素化学探针也被广泛应用于阐明DUB的工

作机制。1999 年 Johnston 等［98］ 利用 Ubal 解析了

YUH1-Ubal 复 合 物 的 结 构 。 后 来 ， Ubal （与

USP7［99］ 、 USP14［100］ ） 、 Ub-VME （ 与

UCHL3［20］） 和 Ub-PA （vOTU［26］、 UCHL5［21］、

USP30［101］）也被广泛用于与多种 DUB 复合物的

晶体结构解析，并阐释了不同家族DUB催化域的

特征结构。

多种链类型的二泛素结构探针被合成以研究

DUB 酶对于不同链型泛素链的选择性来源。

Mevissen 等［1］ 构造了异肽键中含有麦氏受体的

K11型二泛素探针，与特异性识别K11型泛素链的

DUB Cezanne交联以建立了反应模型（图 8c）。随

后，他们使用了含有Dha结构的M1型二泛素探针

获取了特异性识别M1型泛素链的DUB OTULIN交

联复合物晶体结构［102］。对于通过S1、S2口袋识别

泛素链型的DUB，Bekes等［103］开发了含有端炔结

构的 K48 型二泛素，并获取了其与木瓜样蛋白酶

PLpro的复合物结构，解释了PLpro对于K48型泛

素链的识别与反应过程（图8d）。对于分叉型泛素

链的识别特异性，Deol等［104］合成了多种连接方式

的分叉型三泛素模拟物，解析了DUB UCH37介导

的三泛素底物识别、去分叉化以及协同蛋白酶体降

解底物的工作过程（图8e）。
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图8　用于捕获DUB与解析工作机制的探针

用于捕获DUB的探针：（a）针对不同泛素链类型的DUB探针；（b）针对特定底物结构的DUB探针。用于解析DUB工作机制的探针：（c）含

有麦氏受体的二泛素探针可用于解释DUB对不同链型泛素链的选择性来源；（d） diUb-PA可用于解析DUB催化结构域；（e）分叉型三泛素

模拟物被用于解析DUB对于三泛素底物的作用过程；（f）含有麦氏受体的三泛素探针被用于解释DUB特定反应方向的原因。
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对于DUB对底物的特异性识别，研究者合成

了对应底物的泛素化模拟物用于形成复合物。如

Morgan等［72］模拟泛素化H2B的结构，将模拟物组

装为核小体，并解析了其与DUB SAGA的复合物

结构。有特定反应方向如内切或外切的DUB工作

机制也通过泛素化学探针被解析。Paudel等［105］分

别合成了包含K11、K48和K63型三泛素结构的探

针，并将麦氏受体置于远端泛素与中间泛素的异肽

键连接位置，通过与 DUB USP9X 交联说明了

USP9X 对于不同链型的泛素链有多种特定的切割

模式（图 8f）。Zheng等［73］通过双功能分子CAET

合成了OTUD2-Ub-K27Ub作为K27型泛素链解偶联

中间体模拟物，揭示了DUB OTUD2中的ZnF结构

域在裂解K27型泛素链时发挥的重要功能，即结合

K27型diUb受体泛素基团与定位被埋藏的异肽键。

2.3　发现及鉴定泛素化酶

泛素连接酶E3一般可分为4类：RING（really 

interesting new gene） 型、HECT （homologous to 

E6-AP carboxy terminus） 型 、 RBR （RING-

between-RING） 型和 RCR （RING-Cys-relay） 型。

HECT型E3酶和RBR型E3由于含有活性Cys，可

被活性探针捕获。其中，Ub-VME、Ub-VS被证明

可用于捕获RBR型E3酶［106-107］，Ub-PA被证明可用

于捕获 HECT 型 E3 酶 （图 9a）［108］。为了通过 E2-

E3间的相互作用捕获E3酶，E2酶也被添加到探针

的识别模块中。Pao等［109］于2016年设计并合成了

E2-Ub-AVS探针，通过体外实验证明了其可被用于

捕获帕金森病相关的 RBR 型 E3 酶 PARKIN （图

9b）。利用该探针进行体外活性检测，研究者证明

了仅当 Ser65磷酸化泛素存在的情况下，Ubl结构

域Ser65磷酸化的PARKIN才具有转硫酯活性。次

年，Byrne等［110］通过进一步研究证明了该工具也

可用于NEDD4、UBE3C等HECT型E3酶的分析。

2018 年，Pao 等［6］使用 E2-Ub-AVS 探针分析

了神经母细胞瘤细胞提取物中分离得到的 E3 酶。

在分析并获得了 80%已知的HECT/RBR型E3酶的

同时，意外地富集到了 MYCBP2。通过晶体学数

据建立了其催化泛素转移至底物苏氨酸的工作模

型：该 E3 酶中含有两个催化 Cys，它们通过硫酯

中间体“接力”将泛素转移至底物上。MYCBP2

后来被归类为RING-Cys-relay（RCR）型E3酶。
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图9　用于捕获E3酶的探针

（a）Ub-Prg；（b）E2-Ub-AVS；（c）E2-Ub-Dha；（d）含有二苯甲酮基团的E2-Ub光交联探针。
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含有E2-Ub结构的活性探针同样可以用于筛查

RBR型和HECT型E3酶。Xu等［111］于2019年设计

并合成了E2-Ub-Dha探针，其在HeLa细胞裂解液

中成功筛查到了包括 NEDD4、UBE3C、和 UBR5

在内的多种 HECT 型 E3 酶以及两种 RBR 型 E3 酶

ARIH1与ARIH2（图9c）。由于RING型E3酶中不

含有活性Cys侧链，无法与活性探针中的亲电基团

反应，研究人员往往通过在探针中插入光交联基团

的方式来捕获 RING 型 E3 酶 （图 9d）。在 Virdee

等［28］于 2020年设计的E2-Ub光交联探针中，Bpa

被嵌入到泛素基团的 Q31 处。该探针已被用于

HEK293T细胞裂解液中RING型E3酶的筛查。

2.4　追踪泛素级联反应

人体内的泛素级联修饰系统十分复杂，准确监

测这样复杂的动态酶系统是相关研究领域的重要需

求。Mulder等［19］于2016年设计了一种泛素化学探

针 Ub-Dha，并证明了该探针可用于直接追踪 E1-

E2-E3泛素修饰系统的级联过程。由于结构与泛素

相似，该探针可以在E1酶的作用下消耗ATP并生

成活化的UbDha-AMP中间体，并由此进入级联反

应。该探针成功地从HeLa细胞裂解液中捕获到 2

种E1酶（UBE1与UBA6），19种E2酶及2种E3酶

（UBE3A 和 HECTD1）。在后续实验中，研究者利

用相似的方法合成了 NEDD8Dha 探针，并证明了

此类Ubl探针同样可用于追踪相应的级联反应。研

究者还利用电穿孔技术将带有荧光标记的 Cy5-

UbDha导入HeLa细胞中，实现了活细胞内级联酶

活性的监测及级联酶的定位。

2.5　解析泛素化过程的酶学机制

E1 酶激活泛素的机制被较早探明：利用 E1-

ATP复合物的晶体数据，研究者解析了泛素腺苷酸

化过程的机制［112］。E1内部转硫酯过程及Ub向E2

转移过程的机制则较晚被阐明：Hann 等［113］合成

了 Ub-AMSN 和 Ub-AVSN 两种 Ub-AMP 模拟物探

针并分别使之与E1酶结合或交联，由此获得了复

合物释放焦磷酸前与形成硫酯键时的两种构象；

Yuan等［114］则通过构建E1-Ub-E2三元模拟复合物

观察到了泛素与E1、E2酶接触时采取的不同构象，

从而揭示了Ub转移的机制（图10）。
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图10　解析E1酶工作机制的探针

Ub-AMSN和Ub-AVSN两种Ub-AMP模拟物探针可用于解析E1内部转硫酯过程及Ub向E2转移过程。E1-Ub-E2三元模拟复合物则可解析泛素

转移机制。
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含高能硫酯键的E2-Ub中间体不稳定，难以直

接获取。因此，研究人员一般利用以氧酯键、二硫

键、硫醚键或异肽键连接的E2-Ub模拟物进行机制

与结构的研究（图11）。例如，E2酶与UbG76C通

过二硫键连接或与Ub-Dha探针通过硫醚键连接产

生的复合物都被证明可用于 E2-Ub 构象的研

究［19，115-116］。此外，在E1酶的作用下，活性Cys突

变为Ser的E2酶UBCH5B可与Ub形成以氧酯键连

接的 E2-Ub 模拟物。利用该模拟物与 HECT 型 E3

酶 NEDD4L 或 RING 型 E3 酶 BIRC7 形成的复合物

晶体，研究者阐释了 Ub 从 E2 向 E3 传递的机

制［117-118］。同理，催化Cys突变为Lys的E2酶可与

Ub通过异肽键相连。利用此类模拟物，研究者获

取了 E2-Ub 与 RING 型 E3 酶 RNF4 及 RBR 型 E3 酶

HOIP形成的复合物的结构［119-120］。

HECT、RBR 和 RCR 型 E3 酶的工作机制包含

两个步骤：将泛素从E2的催化Cys转移至E3的催

化Cys，以及将泛素从E3的催化Cys转移至底物的

待修饰位点。为了研究步骤一，Polo等［121］通过将

UbG76C 与 HECT 型 E3 酶 NEDD4 中催化中心的

Cys的活性巯基通过二硫键连接，获取了E3-Ub的

复合物结构，Nair等［108］则解析了Ub-PA与HECT

型 E3 酶 HUWE1 的复合结构。为了在复合物中引

入E2结构以观察更贴近实际的转硫酯中间体结构，

研究者使用以硫醚键连接的 E2-Ub 模拟物 E2Dap-

UbDha分别与 E3 酶 NEDD4 （HECT 型）和 PARKIN

（RBR型）交联，并通过复合物的化学交联质谱获

知了转硫酯过程中蛋白质的相互作用信息［122］。对

于RCR型E3酶，Mabbitt等［123］利用E2-Ub-AVS探

针捕获了 MYCBP2 并解析了复合物的晶体结构，

从而阐明了反应中MYCBP2的构象重排过程。在

第二个催化步骤中，底物与E3-Ub复合物间的相互

作用往往较为短暂，利用E3-Ub活性探针直接捕获

底物的难度也因此大大增加。为解决该问题，研究

人员开发了顺次交联复合物中各组分的方法。

Kamadurai等［124］在底物Sna3的泛素化位点处引入

叠氮基团，并利用点击化学反应使其与探针偶联。

该探针上同时装载有双马来酰胺手臂，从而可继续

与UbG76C及E3酶Rsp5中的Cys反应并连接。利

用该方法，研究人员解析了 E3-Ub-底物三元复合

物的结构（图12）。

RING型E3酶通过构象变化将E2-Ub中的泛素

直接转移到底物上，且不含可供交联的活性Cys侧

链。Brown等［125-127］使用一种含三个马来酰胺基团

的探针与UBG76C、泛素化位点突变为Cys的底物

及E2酶的催化Cys分别交联，由此获取了E2-Ub-

底物三元复合物的模拟物。研究人员通过冷冻电镜

解析了该模拟物的结构，并以此为出发点获取了

E3酶APC/C在释放抑制蛋白、介导底物泛素化和

介导泛素链延伸过程中的结构信息（图13a）。

利用二硫键交联得到的模拟复合物也可用于研

究 RING 型 E3 酶的工作机制。 Cullin-RING E3

（CRL）是一类在真核生物中调节转录、细胞分裂

等多种生理过程的泛素连接酶。其中，Cullins

（CULs） 通过一个保守的相互作用域 Cullin/RBX

（C/R）结合其同源的含有RING的伴侣RBX，同时

利用 N 端结构域结合用于招募底物的蛋白质［128］。

CRLs 已知受到类泛素蛋白 NEDD8 的调控。Baek

等［129］先将泛素硫酯与底物N端的Cys通过NCL反
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Fig. 11　Probes for studying E2s
图11　解析E2酶工作机制的探针

二硫键、氧酯键、硫醚键、异肽键一般被用于模拟天然E2-Ub中间体中不稳定的硫酯结构。
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应连接，再将该Cys与E2酶的催化Cys通过二硫键

连接，从而获取了 E2-Ub-底物复合物的模拟物。

利用此类模拟物，研究者阐释了 NEDD8 修饰的

CRL1-β-TRCP蛋白复合物通过一系列相互作用促

进泛素从UBE2D家族E2酶向底物转移的机制（图

13b）。

除解析E3酶介导的单泛素化过程外，研究人

员进一步探究了单亚基E3酶通过单一E2偶联酶介

导泛素化的起始与延伸、E3-E3复合体介导的协同

泛素化、多聚泛素链的合成机理等较复杂系统的工

作机制。Ubr1 是一种单亚基的 E3 连接酶，参与

Arg/N-Degron降解途径。Pan等［130］通过化学合成

的方法将 Degron 肽的 K17 氨基与 Cys 相连，随后

利用 NCL 反应将此 Cys 与泛素相连，最后再通过

二硫键将该Cys的侧链与E2酶连接，形成了含二

硫键的泛素链起始阶段的反应中间体模拟物。通过

单颗粒低温电子显微镜解析，观察到了类似帆船的

复合物整体结构。为获得链延伸阶段Ubc2-Ub-Ub-

Degron中间体的模拟物，首先使用小分子CAET与

E2酶和泛素硫酯分别交联，从而形成了E2-Ub模

拟物结构。随后，通过二硫键将化学合成的

UbK48C-K17 Degron底物与CAET上游离的巯基相

连，成功获取了以二硫键连接的 Ubc2-Ub-Ub-

Degron中间体模拟物。通过单颗粒冷冻电镜解析，

观察到了泛素化过程中从起始到延伸阶段的结构迁

移过程，从而提出了Ubr1在链延伸阶段的工作机

制（图13c，d）。

对于 CUL1 和 ARIH1 （RBR 型） 组装形成的

E3-E3 复 合 体 的 协 同 泛 素 化 工 作 机 制 ，             

Horn-Ghetko 等［131］运用多种泛素化学探针进行研

究，包括通过异肽键连接的E2-Ub、含有麦氏受体

的 E2-Ub 与 ARH1 活 性 Cys 的 交 联 复 合 物 、        

Ub-VME 与 ARIH1 的交联复合物以及通过 Dha 模

拟异肽键的泛素化底物与ARIH1交联复合物。综

合以上多种复合物的结构信息阐释了 CUL1 与

ARIH1协同进行底物泛素化的工作机制。
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Fig. 12　Probes for studying E3s （HECT/RBR/RCR）

图12　解析HECT/RBR/RCR型E3酶工作机制的探针

E2Dap-UbDha与HECT/RBR型E3酶交联而可用于模拟E3-Ub-E2中间体。UbG76C与Ub-PA被用于与HECT型E3交联以解析中间体结构。装载双

马来酰胺手臂的探针可用于分别交联底物、E3与泛素。
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K48型的泛素链标记可以令底物被蛋白酶体降

解，然而该多聚泛素链的合成机理最近才被解析。

研究者首先将E2酶UBE2K与泛素通过异肽键连接

形成E2-Ub结构，随后将UBE2K催化中心周围的

Asp 突变为 Cys，与将其与底物 K48 二泛素上的

K48C通过双马来酰胺试剂BMOE交联，从而获取

了Ub-E2-diUbK48的泛素链延伸反应中间体，通过

解析其与E3酶RNF38形成的复合物晶体结构，阐

释了 UbE2K 特异性催化泛素链延伸反应生成 K48

型泛素链的工作机制［132］  （图13e）。

3　总结与展望

本文总结了近期泛素化学探针的发展与应用，

同时强调了发展新技术、新概念对于研究日趋复杂

的泛素生物学的必要性（图14）。研究愈深入，研

究者愈发认识到泛素系统参与生理过程之广泛、信

号功能之全面、作用机制之复杂。非经典泛素链、

混合泛素链与分叉泛素链的功能被逐渐发现，然而

研究者对于此类泛素链参与的生理过程与作用机制

知之甚少。越来越多的E3酶被认知，而难以指出

其作用的特定底物，对于种类繁多的E3酶与DUB

结构特异性的作用过程理解不足。靶向E3酶的肽

类 蛋 白 水 解 靶 向 嵌 合 体 （peptidic proteolysis-

targeted chimeras， PROTACs） 与 分 子 胶

（molecular glue）药物开发为癌症、神经退行性疾

病与免疫类疾病提供了新的研究方向，该领域的发

展离不开更加合理系统的方法，包括对于泛素化过

程的结构研究。为了继续探索泛素系统，仍然需要
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Fig. 13　Probes for studying E3s （RING）

图13　解析RING型E3酶工作机制的探针

（a）三马来酰胺手臂连接的E2-Ub-底物中间体模拟物；（b）二硫键交联E2-底物模拟泛素化中间体；（c）CAET小分子辅助的二硫键交联获

得泛素化中间体；（d）CAET小分子辅助的二硫键交联获得Ubc2-Ub-Ub-Degron结构解析泛素链延伸机制；（e）Ub-E2-diUbK48中间体解析

K48型泛素链延伸结构。

Fig. 14　Acquisition and application of Ub probes
图14　泛素化学探针的合成与应用

泛素化学探针主要可通过化学全合成法与半合成法获得，可用于泛素相关酶的捕获与工作机制解析（PDB ID 7MEX［130］）。
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发展、设计结构更丰富、合成效率更高及应用范围

更广的泛素化学探针。
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Abstract　 Protein ubiquitination is one of the most important post-translational modifications in eukaryotes, 

which controls many key fate-decision processes in cells from division to death. Ubiquitin dynamics and 

homeostasis are strictly regulated by E1-E2-E3 cascade enzymatic system which add ubiquitin to substrate 

proteins through activating, conjugating and ligating steps, and reversely regulated by deubiquitinases that release 

conjugated ubiquitin from substrate proteins. In human, there are approximately 100 deubiquitinating enzymes,   

2 E1 enzymes, 40 E2 enzymes and more than 600 E3 ligases, which form a balanced but complex system remain 

to be unraveled. Chemical probes targeting ubiquitination systems and deubiquitinases have emerged as a 

powerful technique to profile these important proteins and especially extensively extend our knowledge about the 

molecular mechanism of ubiquitination process. This review aims to summarize basic design principles and 

synthetic methods for the chemical probes as well as their biological applications. In the first part, we define the 

composition of chemical probes including the reporter tag, recognition module and reactive group, which can be 

classified further based on the reaction principles of different reactive groups. Then we summarize previously 

synthetic and ligation strategies of recognition modules by total chemical synthesis and semi-synthesis, and 

detailed methods for the incorporation of reactive groups. In the second part, we highlight various biological 

applications for these probes. For profiling deubiquitinases, different scaffolds such as mono-ubiquitin and         

di-ubiquitin were designed based on their mode of action, with the hand of these probes, great progress has been 

made in the study of the multi-layer regulation of deubiquitinases controlling chain length, cleavage direction, 

linkage type, and substrate specificity. Furthermore, we discuss recent work that has brought a giant leap in the 

identification and/or mechanistic characterization of E3 ligases illuminated by activity-based chemical probes. 

Exquisite structural designs help to capture E3 ligases in different catalytic states and novel ubiquitin transfer 

mechanisms were visualized by structural biology. We anticipate great expansion of knowledge in catalytic 

mechanism of E3 ligases from these chemical probes, facilitating the theory-driven drug discovery and, in 

particular, paving the way for highly attractive technologies such as proteolysis-targeting chimeras (PROTACs).
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