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摘要 Pup-蛋白酶体系统 （Pup-proteasome system，PPS） 是原核生物的一种翻译后蛋白质修饰降解体系，在去酰胺酶

（deamidase of Pup，Dop）和蛋白酶体辅助因子A（proteasome accessory factor A，PafA）两种酶的作用下，原核生物类泛素

蛋白（prokaryotic ubiquitin-like protein，Pup）可以标记靶蛋白，并介导靶蛋白经蛋白酶体降解。在分枝杆菌中PPS参与氧

化应激、营养缺乏、热激、DNA损伤等多种应激反应，并在金属离子稳态调控、毒素-抗毒素系统（toxin-antitoxin system，

TA system）的调节以及抵抗宿主免疫等过程中发挥作用。PPS与结核分枝杆菌（Mycobacterium tuberculosis，Mtb）的持留

性和致病性直接相关，因此PPS中的PafA、Dop和蛋白酶体均是抗结核药物开发的新靶点，筛选针对PPS的小分子抑制剂

将成为新型抗结核药物研发的一个新途径。此外，PafA催化的蛋白质Pup化被应用于生物技术的研发，形成了一种新的邻

近标记技术——基于Pup化的邻近标记技术（pupylation-based interaction tagging，PUP-IT），应用于蛋白质相互作用的研究。

本文综述了Pup-蛋白酶体系统的作用机制及其生物学功能研究的进展，并探讨了该系统在抗结核药物和生物技术研发中的

应用前景。
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泛素-蛋白酶体通路是真核生物中一种重要的

蛋白质修饰降解途径，在一些原核生物中则存在原

核类泛素蛋白 （prokaryotic ubiquitin-like protein，

Pup），通过Pup共价标记靶蛋白可以介导靶蛋白经

蛋白酶体降解，这种原核蛋白修饰降解系统被称为

Pup- 蛋 白 酶 体 系 统 （Pup-proteasome system，

PPS）［1］。PPS 广泛存在于分枝杆菌和其他放线菌

属，参与调控许多重要的代谢途径和生理功能。结

核分枝杆菌（Mycobacterium tuberculosis，Mtb）是

危害人类健康的传染性病原体，在Mtb对抗宿主的

免疫防御、维持在宿主细胞内的生存与持留过程

中，PPS起着重要的作用［2］。随着Mtb耐药菌株的

产生和传播，人们迫切需要开发新的抗结核靶向药

物。鉴于PPS中的一些关键成员是Mtb和相关菌属

特有的，并在Mtb感染和致病过程中发挥重要的作

用，该系统是一个有价值的抗结核新药研发靶标。

目前已发表的中英文综述着重关注于PPS关键成员

的蛋白质结构和作用机制，除了PPS的作用机制，

本文还对PPS的调控机制、生物学功能及其在生物

技术研发中的应用等方面的研究进展进行了综述。

1　Pup-蛋白酶体系统

在 2000年左右，人们先后发现在红串红球菌

（Rhodococcus erythropolis）［3］、 耻 垢 分 枝 杆 菌

（Mycobacterium smegmatis，Msm）［4］、Mtb［5］、天

蓝色链霉菌（Streptomyces coelicolor）［6］和弗兰克

氏菌（Frankia）［7］等存在蛋白酶体，直到 2008 年

研究人员才发现了类似泛素的标签蛋白——原核类

泛素蛋白Pup［8］。通过Pup标记靶蛋白可以介导靶

蛋白经蛋白酶体降解，形成了一种原核蛋白质翻译

后修饰降解系统——PPS［1］。在该系统中主要发生

以下 4步反应（图 1）。a. Pup的活化：由去酰胺酶

（deamidase of Pup，Dop）将C端为谷氨酰胺的Pup
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（PupQ） 转化为 C 端为谷氨酸的 Pup （PupE），从

而使 Pup 活化［9］；b. 靶蛋白的 Pup 化：由连接酶

——蛋白酶体辅助因子 A （proteasome accessory 

factor A，PafA）催化PupE C端的谷氨酸侧链与靶

蛋白赖氨酸的 ε氨基之间形成一个异肽键，使靶蛋

白Pup化［9-10］；c. Pup化蛋白质的降解：Pup标签被

分 枝 杆 菌 蛋 白 酶 体 ATP 酶 （mycobacterial 

proteasomal ATPase，Mpa）的N端卷曲螺旋结构域

识别，驱动Pup化的靶蛋白解折叠，然后经由蛋白

酶体降解［11-12］；d. 去Pup化：Dop发挥去Pup化酶

的活性，从Pup化的靶蛋白或其降解片段中解离释

放出 PupE，解离出的 PupE 可以再参与蛋白质

Pup化［13］。

PPS主要存在于放线菌门和硝化螺旋菌门的细

菌谱系中，包括人类病原体Mtb和天然抗生素的主

要来源天蓝色链霉菌等［14］。在大多数放线菌中，

Pup-蛋白酶体相关基因在基因组上的编码顺序通常

为mpa-dop-pup-prcB-prcA-pafA（图2）。Pup编码基

因 Pup 与蛋白酶体编码基因 prcB-prcA 在同一个操

纵子上，位于蛋白酶体编码基因 prcB-prcA 上游；

有的物种中mpa和dop之间以及prcA和pafA之间被

Fig. 1　Mycobacterial Pup-proteasome system
图1　分枝杆菌Pup-蛋白酶体系统

（a）Pup的活化：由去酰胺酶Dop将PupQ转化为PupE；（b）靶蛋白的Pup化：由连接酶PafA催化PupE与靶蛋白形成一个异肽键使靶蛋白Pup

化；（c） Pup化蛋白的降解：Pup标签被蛋白酶体ATP酶Mpa识别，驱动Pup化的靶蛋白解折叠后经由蛋白酶体降解；（d）去Pup化：Dop发

挥去Pup化酶的活性，从Pup化的靶蛋白或其降解片段中解离释放出PupE。

Fig. 2　Genomic organization of Pup-proteasome system genes in Mycobacterium
图2　分枝杆菌中Pup-蛋白酶体系统的基因排布

Mycobacterium tuberculosis：结核分枝杆菌；Mycobacterium smegmatis：耻垢分枝杆菌；Corynebacterium glutamicum：谷氨酸棒状杆菌。
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不相关的基因分隔开。尽管蛋白酶体基因在放线菌

目和硝化螺旋目的物种中广泛存在，但是在棒杆菌

属 的 部 分 物 种 如 谷 氨 酸 棒 状 杆 菌

（Corynebacterium glutamicum）的基因组中则没有

蛋白酶体编码基因［15］。此外，介导 Pup 化蛋白质

降解的蛋白酶体辅助因子在不同物种中存在差异，

如古菌中的蛋白酶体活化核苷酸酶 （proteasome-

activating nucleotidase，PAN）、红球菌中的ATP酶

组 成 环 状 复 合 物 （ATPase forming ring-shaped 

complexes，ARC）和分枝杆菌的 Mpa，但它们都

发挥相同的作用，将底物蛋白解折叠成无序结构并

使蛋白酶体20S核心颗粒的门控通道打开［16］。

1.1　蛋白质的Pup化和去Pup化
Pup蛋白存在于分枝杆菌和其他放线菌属中，

由60~70个氨基酸组成，其氨基酸序列与真核泛素

没有同源性。Pup蛋白的序列同源性比较表明，不

同菌属Pup蛋白的C端区域序列保守，都含有双甘

氨酸基序，N端区域的序列则差异很大（图3）［17］。

Pup蛋白的N端部分介导Pup化蛋白的降解，引导

Pup化蛋白进入Mpa六聚体中央通道，被Mpa解折

叠后经由蛋白酶体降解。缺失 N 端 8 个氨基酸的

Pup可以标记靶蛋白，但是Pup化的靶蛋白不能被

蛋白酶体降解［18-19］。Pup是一种本质上无序的蛋白

质，其C端含有疏水-亲水序列的特征，具有非常

弱的螺旋二级结构倾向。核磁共振 （nuclear 

magnetic resonance，NMR）和生化实验表明，Pup

的C端 30个残基与PafA和Dop相互作用［20-22］，负

责与PafA和Dop的结合（图3）。

PafA 和 Dop 都属于羧氨连接酶家族，包含 N

端和C端两个结构域，两个结构域之间靠一段灵活

的环（Loop）结构连接［23］。在Dop和PafA中，较

大的N端结构域由大约 400多个残基构成（PafA：

410，Dop：425）。该结构域的中心是一个扭曲的β

折叠，六股β链（β1~4、β6、β7）以反平行取向形

成一个凹面，又称为 β折叠摇篮，β折叠凸面被一

簇α螺旋包围。从β链的C端和N端延伸的Loop结

构封闭β折叠凹面的一端，另一端开放形成凹槽，

凹槽内排列着从 β 折叠摇篮伸出的保守残基［24］。

Dop和PafA的N端结构较为相似，C端结构差别较

大。Dop 和 PafA 的 C 端结构域约有 70 个残基，

PafA的C端由2个α螺旋（α12、α13′）和1个三股

β 折叠（β10~12）组成；Dop 的 C 端由 3 个 α 螺旋

（α12、α13、α14）和 1个三股 β折叠（β10~12）组

成［24］（图4）。另外，Dop与PafA结构上最大的差

别是，Dop的N端结构域中在α1和β2之间比PafA

多了一段约40个氨基酸的Loop结构，被称为Dop-

Loop［9］（图4a中箭头所示）。

PafA 和 Dop 虽然在结构上十分类似，但在功

能上却有很大的差异性。PafA 是唯一的 Pup 连接

酶，能够催化靶蛋白赖氨酸 （lysine，Lys） 残基

Fig. 3　Sequence homology alignment analysis of Pup
图3　Pup的序列同源性比对分析

M. smegmatis：耻垢分枝杆菌；M. immunogenum：免疫原分枝杆菌；M. tuberculosis：结核分枝杆菌；M. mulieris：羞怯动弯杆菌；           

M. luteus：藤黄微球菌；C. glutamicum：谷氨酸棒状杆菌；C. aurimucosum：金黄色棒状杆菌。
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和 PupE C端谷氨酸之间形成异肽键，从而使靶蛋

白 Pup 化，此过程需要 ATP 的结合和水解，产生

ADP 和磷酸化的 PupE 中间产物［25］。对 Pup-PafA

复合物的研究表明，Pup通过疏水相互作用和盐桥

作用结合到 PafA 的保守凹槽上 （长度为 40~        

50 Å）［20］。在与PafA结合后，Pup的C端经历了一

个过渡状态，从基本无序的自由状态过渡到两个解

析良好的正交螺旋 H1 （S38-L47） 和 H2 （A51-

Y58）［20-21］。螺旋 H1 与 PafA 的螺旋 α8、α9 和 α10

一起形成了一个四螺旋束，将Pup固定在Pup结合

凹槽的较低部分［20］。Ofer 等［26］ 认为二聚体是 

PafA 的活性形式，PafA 是变构酶，底物能诱导 

PafA发生变构反应，二聚体中的两个PafA能同时

结合底物，一分子底物与 PafA 结合后能增强另一

分子底物的结合，因此底物蛋白的Pup化可以通过

PafA的变构机制在酶活水平上进行调节。Dop具有

去酰胺活性，能够将 PupQ 转化为 PupE，从而使

Pup 具有连接能力。Dop 还能有去 Pup 化的活性，

能够去除共价连接在靶蛋白赖氨酸残基上的PupE，

从而使 PupE 能够再循环利用。Dop 在去酰胺/去

Pup化过程中也需要ATP作为辅助因子。与Dop结

合后，Pup由无序状态转变为具有两个螺旋（H1：

D44-V53；H2：N57-S64） 的有序状态。Dop-Pup

复合物结构表明，Dop 链 β7 链前的 Loop 结构

（F208-K220） 通过与 T217 形成强氢键参与和 Pup 

C端残基（Q71）的结合［27］。Pup与PafA和Dop相

互作用，通过 PafA和Dop的催化来完成靶蛋白的

Pup化和去Pup化过程（图4）。

1.2　Pup化蛋白质的降解

真核生物 26S蛋白酶体是一个多亚基复合体，

负责胞浆和细胞核中的蛋白质降解。26S蛋白酶体

可分为两个亚复合物：19S 调控粒子 （regulatory 

particle， RP） 和 20S 核 心 粒 子 （core particle，

CP）［28］。20S CP是由 4个堆叠的七聚环（α7β7β7α7）

组成的桶形复合体，其中 α亚基和 β亚基均是 7种

不同的类型［29］。原核生物的蛋白酶体 20S 核心颗

粒与真核生物相似，也是由四个堆叠环组成的桶状

结构［30］。两个外环是由7个相同的α亚基组成的复

合体，提供了底物传递的入口；两个内环是由7个

相同的β亚基组成的复合体，形成了蛋白酶体的活

性位点［5］。在组装的过程中，α亚基和 β亚基先组

成半蛋白酶体，两个半蛋白酶体之间的 β亚基和 β

亚基再相互连接，同时进行自催化加工［15，31］，β亚

基的N端前肽通过自我裂解，暴露出具有催化作用

的亲核攻击位点苏氨酸（threonine，Thr），Thr 在

全蛋白酶体中为催化残基［32］。大部分原核生物的

Fig. 4　Crystal structures of the Dop-PupQ and PafA-PupE complexes
图4　Dop-PupQ和PafA-PupE复合物的晶体结构

（a）Dop结合ADP和PupQ（37~64）的晶体结构图（绿色为Dop，红色为PupQ37-64，球棍结构为ADP），PDB ID：7OYH；（b）PafA结合ATP

和PupE（32~64）的晶体结构图（青色为PafA，红色为PupE32-64，球棍结构为ATP），PDB ID：4BJR。
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20S CP只有糜蛋白酶活性，但Mtb 20S CP同时具

有酸性蛋白酶、胰蛋白酶和糜蛋白酶活性［33］。分

枝杆菌 20S CP 的 α 亚基 N 端延伸部分由几个疏水

残基组成，在七倍体对称轴的中心相互堆叠，以封

闭 20S CP入口从而形成了有序的门控通道，阻止

底物自由进入蛋白酶体中心区域［15，33］。

原核生物的蛋白酶体中不存在 19S RP，在分

枝杆菌中 Mpa 作为蛋白酶体 ATP 酶，发挥类似于

真核生物中 19S RP的功能［12，34］。Mpa负责将 Pup

化的靶蛋白解折叠成无序结构并协助其进入蛋白酶

体中降解。Mpa由以下4个结构域组成——N端卷

曲螺旋结构域（N-terminal coiled-coil domain）、结

构 域 间 结 构 域 （interdomain）、 ATP 酶 结 构 域

（ATPase domain） 和 C 端 结 构 域 （C-terminal 

domain），这些结构域在组装的六聚体中形成通

道［12］。在通道入口的顶部，Mpa六聚体N端的六

个α螺旋形成了三对卷曲螺旋结构域，此结构域的

主要功能是识别及结合Pup［12］。Pup序列中负责与

Mpa结合的部分位于其21~58位氨基酸（图3）［19，35］。

Pup-Mpa复合物的晶体结构表明，Pup与从Mpa表

面延伸的 N 端卷曲螺旋结构域结合后获得螺旋构

象，两者共同形成一个盘绕线圈环［11］。Pup螺旋与

Mpa螺旋线圈对齐，使Pup的柔性N端向下定位到

Mpa 的中心通道，促使底物进入 Mpa 中解折叠并

进而被蛋白酶体降解［36］。Mpa的结构域间含有两

个 寡 糖/寡 核 苷 酸 绑 定 折 叠 （oligosaccharide/

olionucleotide binding fold，OB）的子域，OB的功

能是促进六聚体的组装和稳定性［12］。Mpa 的 ATP

酶结构域负责Pup化底物的解折叠，该结构域包含

一个保守的芳香族疏水甘氨酸的Loop结构，延伸

到 Mpa 的通道中并与底物直接接触［12，37-38］，通过

上下移动的拉力导致底物解折叠［2，12］，这一过程

是由ATP水解驱动的。C端结构域的甘氨酸-谷氨

酸 - 酪 氨 酸 - 亮 氨 酸 （glycine-glutamine-tyrosine- 

leucine，GQYL）基序能够堆叠到蛋白酶体20S CP

的主环形结构上，与20S CP中的α亚基相互作用，

使门控通道得以开放，蛋白酶体得以激活从而进一

步完成靶蛋白的降解［39］。

细菌Pup化蛋白质降解过程中Pup是否被回收

仍然存在争议。由于Pup介导靶蛋白进入 20S CP，

因此普遍认为Pup标签被降解而不是再循环利用。

蛋白酶体的生化分析实验中能够鉴定出Pup衍生降

解片段，这一现象支持了上面的假设［18］。然而对

Mtb和Msm中 Pup化蛋白质的体内降解研究表明，

Pup可以逃脱降解并通过Dop的去Pup化活性进入

下一轮循环［40］。同时PPS的动力学模拟实验表明，

细菌体内确实发生了Pup的回收，以维持PPS的稳

定和可控运行［40］。Zerbib 等［41］的研究发现，Pup

可以被细菌的蛋白酶体降解，但它缺乏有利的20S 

CP切割位点，因此蛋白酶体对游离 Pup的降解能

力比对 Pup 化蛋白质的降解能力差。Zerbib 等［41］

还证明，在Pup化蛋白降解的过程中，Pup可以逃

脱被降解的命运并保持与降解片段的结合，通过

Dop的去Pup化作用使降解片段上的Pup解离并再

循环利用。Pup再循环使得PPS受到蛋白酶体的反

馈调控，从而使靶蛋白Pup化和降解的这一过程维

持在稳态水平［40］。

2　Pup化的靶蛋白及其识别机制

鉴定Pup化的靶蛋白对认识PPS的生物学功能

具有重要的意义。目前人们通过质谱方法已经对

Msm和Mtb中的Pup化蛋白质进行了鉴定，称之为

Pup化蛋白质组（PUPylome），同时采用多种方法

识别和预测蛋白质的Pup化位点［42-45］。Festa等［46］

分析了 Mtb中蛋白质的PuP化，使用串联质谱

（MS/MS） 技术鉴定了 604 种蛋白质，占 Mtb 

H37Rv菌株总预测蛋白质组的15%，其中检测到存

在Pup化修饰的蛋白质共55个，并确认了Pup化位

点。在 55 个具有可识别 Pup 化位点的蛋白质中，

大多数只有一个Pup化位点。仅有3个蛋白质是例

外，其中 3-酮酰酰载体蛋白还原酶 （3-ketoacyl-

acyl carrier protein reductase，FabG4） 和细菌铁蛋

白 共 迁 移 蛋 白 （bacterioferritin co-migratory 

protein，Bcp）有两个 Pup 化位点，晶体蛋白同源

物（alpha crystallin homologue，HspX）的 8 个 Lys

中的 4个可以被Pup化。Pup化过程发生在靶蛋白

的Lys，靶蛋白中Lys的修饰位置没有表现出偏好

的特定区域（例如 N 或 C 端），并且在修饰的 Lys

附近没有发现明显的保守基序。

Watrous 等［47］分析了 Msm 的 Pup 化蛋白，使

用液相色谱-质谱/质谱联用（LC-MS/MS）技术共

鉴定了245种蛋白质，其中52种蛋白质被证实具有

与Pup化相对应的特征性+243 u修饰的赖氨酸，同

时发现103个候选Pup化靶点和52个确认的Pup化

靶点。在 52 个已确认的 Pup 化蛋白质中，只有一

种 ［Mn］ 超氧化物歧化酶具有多个 Pup 化位点，

其他蛋白质均具有一个Pup化位点。对这些靶点的

进一步分析显示，在Pup化位点处既没有一级序列
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中特定的识别基序，也没有二级结构相似性［47］。

在另一项研究中，Poulsen 等［48］在 Msm 中确定了

41 个 Pup 蛋白靶点。在确定的 41 个靶点中，

MSMEG_0643、MSMEG_5258和MSMEG_5335被

发现是 Msm 独有的，在 Mtb 中没有相应的同源

蛋白。

上述对分枝杆菌中Pup化蛋白组的研究，都是

在正常培养条件下进行的。在正常条件下，发生

Pup 化修饰的蛋白质主要分为中间代谢、脂质代

谢、信息通路、细胞壁和细胞膜相关、解毒/毒力、

调节因子等 7 类［49］。其中“中间代谢”、“脂质代

谢”和“解毒/毒力”三类蛋白质的成员较多。解

毒/毒力蛋白包括伴侣蛋白 GroES、 GroEL1 和

GroEL2，其中GroES和GroEL2的Pup化位点已经

被确定［46］。Pup化的靶蛋白参与许多对细胞快速生

长至关重要的途径，如糖酵解、糖异生、氨基酸和

分枝菌酸合成以及翻译。PPS中的关键成员PafA、

Dop、Mpa 也可以被 Pup 化［8，46，50-51］，表明 PPS 具

有自我反馈抑制的调节机制。

已经鉴定的Pup化主要形式是连接在底物Lys 

ε-NH2上的单Pup化，到目前为止没有关于除Lys以

外其他Pup化位点的报道。有的底物能在多个位点

发生单Pup化，例如Mtb中的FabG4和Bcp都有两

个 Pup 化位点，HspX 中 8 个 Lys 中的 4 个可以被

Pup化［46］。Pup含有几个保守的赖氨酸残基（K7、

K31和K61），这些位点的Pup化可以形成多聚Pup

化链［52］。Regev等［53］发现，在体外 Pup可以以单

体形式或多聚 Pup 链的形式与 PafA 相互作用，然

而相较于单体形式而言，PafA对带有多聚Pup链的

亲和力低得多，这为体内Pup主要以单体而非以多

聚Pup链的形式修饰靶蛋白提供了依据。本课题组

的研究发现，PafA可以利用其特有的自催化方式

发生多Pup化，这也是目前关于蛋白质多Pup化的

唯一例证 （详见下文）。大肠杆菌 （Escherichia 

coli，E.coli）中没有 PPS，Cerda-Maira 等［54］通过

在 E. coli 中共表达 PafA 和 PupE 重建 Pup 化系统，

蛋白质组学分析 E. coli 的 Pup 化蛋白组，鉴定了

400多种蛋白质，其中51种蛋白质检测到有Pup化

修饰位点，靶蛋白中有一个或多个赖氨酸位点被

Pup化。一些在Mtb中具有同源物的E. coli蛋白质

如AdhC、Adk、ProS、GroL和SodB是Pup化的靶

蛋白［51］，但是在E. coli和分枝杆菌中的Pup化位点

并不一致［46］。此外，对这些蛋白质比对分析没有

发现赖氨酸修饰位点附近存在一致的识别序列。

在真核生物中，有 600 多种泛素连接酶 E3 决

定底物特异性，而分枝杆菌中只有一种连接酶

PafA，通过其保守凹槽中的活性位点催化Pup与目

标蛋白质的赖氨酸侧链形成异肽链。分枝杆菌的

PUPylome 研究表明，PafA 能够使多种靶蛋白 Pup

化，同时Pup-蛋白酶体通路又具有一定的底物特异

性。虽然在分枝杆菌中尚未发现显著的Pup化位点

识别序列［2］，但这种底物特异性可能与三维结构

对底物位点的识别有关。底物蛋白可能需要某些额

外的化学特征，例如电荷的局部变化、磷酸化、氧

化、错误折叠，甚至其他蛋白伴侣，来协助它们进

行 Pup 化。E. coli 不具有 PPS，在 E. coli 中重建该

系统时，PafA仍然具有识别多种底物蛋白的能力，

因此PafA对底物的选择并不依赖于某种分枝杆菌

中特殊的辅助因素。Regev等［55］的研究认为，在

催化蛋白 Pup 化时位于 PafA 活性位点边缘由

A196~E209构成的延伸环在与底物蛋白结合中起着

重要作用。Yoo 等［56］的研究发现，Dop N 端结构

域中存在而在 PafA N端结构域缺失的无序环——

Dop Loop与去Pup化的底物选择有关。目前，对于

蛋白质Pup化和去Pup化的底物特异性，特别是其

时空选择机制尚缺乏深入的了解，有待进一步的

研究。

3　Pup-蛋白酶体系统的调控机制

Pearce 等［57］ 发现 Mtb 体内 Mpa 的水平受到

PPS的调控，其后 Festa等［46］在Mtb的 Pup化蛋白

组学研究中证明 Mpa 确实是体内 Pup 化底物。

Delley 等［58］进一步研究了 Mpa 的 Pup 化机制，发

现 Mpa 的 Pup 化为单 Pup 化形式，Pup 化位点为

Mpa 中保守的 K591。Pup 化修饰的 Mpa 不能再形

成六聚体，解折叠及介导底物降解的活性都丧失，

但是 Pup 化的 Mpa 可以被 Dop 去 Pup 化后恢复活

性，说明Pup化能可逆地调控Mpa，这是一种控制

细胞内蛋白酶体降解速率、维持蛋白质稳态的重要

机制。

Pup含有几个保守的赖氨酸残基（K7、K31和

K61），以Pup自身的赖氨酸为靶点，在PafA作用

下可以形成多聚Pup化链［53］。Alhuwaider等［52］发

现多聚Pup链无论是以游离的形式还是附着于靶蛋

白上均可以抑制蛋白酶体的功能。这种抑制是由多

聚Pup化链直接与Mpa的N端螺旋卷曲结构域相互

作用引起的。多聚Pup链交叉连接Mpa六聚体的两

个或多个N端螺旋卷曲结构域，阻止底物通过Mpa
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孔进入蛋白酶体 20S CP 中，从而阻止底物降解。

因此，多聚Pup化底物以及多聚Pup链可以反馈抑

制蛋白酶体活性。本课题组［59］的研究发现，PafA

以一种特有的机制发生多Pup化。首先，一个PafA

以分子间方式催化另一个 PafA 的单 Pup 化，然后

已经 Pup 化的 PafA 以分子内方式催化与自身连接

的Pup发生Pup化，从而形成多聚Pup链。在Msm 

Pup 中的三个赖氨酸残基 K7、K31 和 K61 中，K7

和 K31 参与 PafA 多聚 Pup 化过程。 Alhuwaider

等［52］发现PafA的自Pup化仅在缺乏底物的情况下

发生，从而抑制PafA的连接酶活性。在缺乏靶蛋

白的情况下，PafA 通过自 Pup 化抑制其连接酶活

性；当靶蛋白变得充足时，多 Pup 化的 PafA 通过

Dop 被去 Pup 化，产生游离 PupE 和连接酶 PafA。

因此，PafA 的自 Pup 化是一种 PPS 的反馈调控机

制，参与维持胞内蛋白质的稳态。

Dop 和 PafA 蛋白同源性非常高，同属羧氨连

接酶超家族。PafA 能发生自 Pup 化，Dop 与 PafA

结构类似，也可能是 Pup 化的底物。Elharar 等［60］

报道，在营养缺陷时Dop与PafA和Mpa一致，也

会发生蛋白质水平的动态变化，因此认为Dop也是

经由蛋白酶体降解的。Dop的Pup化主要是单Pup

化的方式，但因为Dop有去Pup化酶活性，可能使

单Pup化形式的Dop去Pup化，因此在体外很难检

测到Dop的Pup化。本课题组使用活性中心突变的

Dop （E8A），在体外 Pup 化系统中与 PupE、PafA

和 ATP 共同孵育，发现 Dop （E8A） 可以被 Pup

化，质谱检测发现Pup化的位点在K445位［61］。

4　Pup-蛋白酶体系统的生物学功能

在分枝杆菌和其他放线菌中 Pup-蛋白酶体系

统参与应对多种应激条件，如一氧化氮 （nitric 

oxide，NO）敏感性、氧化应激、营养缺乏、DNA

损伤、热应激等，并在金属离子稳态调控、毒素-

抗毒素（toxin-antitoxin，TA）系统的调节等过程

中发挥作用（表1）。

4.1　调控NO敏感性和氧化应激

Mtb侵入人体后在肺部会被巨噬细胞和树突状

细胞吞噬［62］，控制Mtb感染的一个重要途径是激

活的宿主巨噬细胞通过诱导型一氧化氮合酶

（nitric oxide synthase，NOS） 的活性产生一氧化

氮，以及通过超氧化物生成酶（NOX2）产生活性

氧自由基 （reactive oxygen species，ROS）［63］。在

吞噬体内，NO导致亚硝酸盐的产生，亚硝酸盐可

以质子化，并产生自由基形式的一氧化氮和其他氮

中间体，它们和活性氧一起破坏DNA、脂质和蛋

白质以抑制微生物生长［64］。

Darwin等［50］利用转座子突变来筛查Mtb中活

性氮中间体抗性相关的基因，发现PPS相关基因在

亚硝化应激存活中发挥作用。Mpa和PafA的缺失

会导致Mtb对酸化亚硝酸盐的敏感性增加，减弱了

Mtb 的毒力。此外，dop 和 prcBA 基因敲除也会减

弱Mtb的毒性［65］。Gandotra等［66］发现，蛋白酶体

的活性位点 Thr 突变后，不影响 Mtb 的存活能力，

但影响Mtb在宿主体内的持留。由此可见，PPS在

Mtb的持留性和毒力方面起着重要的作用。

PPS 也参与氧化应激过程［67］。研究发现，与

野生型天蓝色链霉菌菌株相比，Δprc、ΔpafA菌株

对过氧化氢等氧化应激具有较高的敏感性［68］。在

多色链球菌中的研究也发现，ARC、Dop、Pup和

蛋白酶体敲除的突变体对过氧化氢异丙苯的抗性均

降低。麦角硫醇可清除羟基自由基并解毒过氧亚硝

酸盐［69］，研究表明 PPS可以通过调控麦角硫苷生

物合成的过程在氧化应激中发挥作用，有利于巨噬

细胞中的Mtb存活。

4.2　参与营养缺乏应激

4.2.1　氮缺乏

氮代谢的调节旨在确保充足的氮供应，并对氮

限制等环境变化做出快速反应。已知在真核生物中

蛋白酶体可以降解体内变性或错误折叠的蛋白质，

从而为氨基酸循环提供原材料，有助于细胞内的营

养稳态［70-71］。在氮缺乏条件下，Msm 中的 PPS 也

有类似的作用［72-73］。Elharar等［60］发现在氮限制条

件下，pup和prcBA敲除的Msm菌株表现出比野生

型菌株更严重的生长缺陷。他们还发现，氮缺乏会

诱导 Msm 中 PPS 的活性，加速许多细胞质蛋白的

Pup 标记和蛋白酶体降解［60］。因此推测在氮缺乏

期间，当不能通过从头合成或从环境中获得氨基酸

时，PPS通过降解体内非必需的蛋白质分子，为细

菌的氨基酸循环途径提供所需的原料。此外，Msm

中的PPS还通过调节参与氮同化途径的酶水平，在

氮饥饿过程中发挥更具体的作用［74］。PPS 基因座

也能通过间接影响蛋白质量控制途径的转录来调控

氮代谢网络［75］。

4.2.2　碳饥饿

放线菌的 Cdc48 样蛋白（Cdc48-like protein of 

Actinobacteria，Cpa）是一种六聚体ATP酶，类似

Mpa，在体外与 20S CP 和各种辅因子协同参与多
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种生物过程［76］。Cpa基因敲除的Msm菌株在碳饥

饿条件下可观察到轻微的表型，这表明Cpa可能与

碳限制的应激条件有关［77］。比较蛋白质组学分析

表明，在应激条件下 Cpa 基因敲除的 Msm 与野生

型菌株相比参与翻译和核糖体合成的蛋白质显著积

累［77］。因此，在营养有限的条件下 Cpa 可能与

20S CP结合在核糖体蛋白的分解和去除中发挥作

用，为细菌提供碳循环所需的原料。然而，目前缺

乏生化数据来证明这一假设，需要更多的研究来支

持这个观点。

4.3　参与DNA损伤修复

PPS 在分枝杆菌的 DNA 损伤修复中起作用。

分枝杆菌具有两种 DNA 损伤反应途径——依赖

LexA/RecA 的 SOS 反应和不依赖 LexA/RecA 的途

径。Müller等［78］发现，在 PPS基因座中编码的蛋

白酶体辅助因子 B 和 C （PafBC）是主要的 LexA/

RecA独立途径的转录调节因子。它作为分枝杆菌

DNA损伤反应的主要调节器，上调大多数DNA修

复基因。Müller等［78］还利用丝裂霉素C诱导Msm

的DNA损伤应激，通过对PUPylome进行测定，发

现包括 RecA 在内的 26 个受 PafBC 调控的 DNA 损

伤反应蛋白为Pup化靶蛋白。对丝裂霉素C暴露期

间和去除DNA损伤试剂后恢复阶段RecA蛋白水平

的分析表明，缺乏Pup化或蛋白酶体降解的Msm菌

株不能将RecA恢复到应激前水平［78］。推测在恢复

正常条件后，RecA 与其他几个受 PafBC 调控的

DNA修复蛋白（如EgtD、TopoN、IscS、RuvA等）

被PPS降解，得以从DNA损伤中完全恢复［78］。因

此 PPS 能与 PafBC 转录激活剂协同作用来去除

DNA修复蛋白从而使Msm从DNA损伤中恢复到正

常状态。

4.4　参与金属离子稳态调控

4.4.1　铁缺乏

铁离子是最丰富的辅因子之一，存在于多种酶

中，在氨基酸和嘧啶生物合成、三羧酸循环、电子

传递以及核酸合成等过程中发挥作用［79-80］。细胞内

的铁稳态受到严格调控，胞浆中多余的铁离子以氧

化铁的形式储存在铁储存蛋白——细菌铁蛋白

（bacterioferritin，Ftn）中。细菌铁蛋白是一种能容

纳 4 500 个铁原子的同型 24 聚笼［81］。当游离铁水

平受到限制时，铁离子可以从细菌铁蛋白中释放出

来，以确保以铁离子作为辅因子的酶的活性。研究

表明，Ftn被确定为Pup化靶点，铁限制下铁储备

的动员与 Pup 化有关［82］。Küberl 等［82-83］发现，谷

氨酸棒状杆菌Pup、PafA和Dop敲除菌株在铁限制

培养基中表现出生长缺陷。由于谷氨酸棒状杆菌缺

乏蛋白酶体亚单位，因此Ftn中铁释放不依赖于蛋

白酶体的降解。Küberl等［82］提出Pup化的Ftn通过

ARC解折叠，导致 24聚体的解体和铁的释放。然

后，Pup 化的 Ftn 通过 Dop 的去 Pup 作用产生单体

铁蛋白，从而进入新的铁寡聚化和储存的循环。此

外，在Pup敲除菌株中，铁依赖性蛋白的mRNA水

平显著降低，这表明Ftn的Pup化也通过其他方式

间接参与了铁稳态的调节。

4.4.2　铜稳态

铜是生物体中另一种必需的微量元素，作为辅

助因子维持酶的活性，参与电子传递、反硝化和氧

化呼吸等反应过程［84］。然而，由于活性氧的产生

使得铜在高浓度下是有毒的，因此需要严格调控铜

的稳态［85］。宿主巨噬细胞防御分枝杆菌感染的机

制之一是吞噬体内铜的积累［86］。Festa 等［87］通过

转录筛选首次将 PPS 与铜稳态联系起来。他们将

pafA或mpa基因敲除的Mtb突变株与野生型进行比

较，发现 pafA 或 mpa 基因的敲除使得铜感应阻遏

物 RicR 转录水平下调［87-88］。因此，PPS 通过调控

铜稳态促进Mtb的毒力。

4.5　参与热应激

细菌具有复杂的调节机制，可以诱导热休克伴

侣的表达，从而在热应激期间促进蛋白质正确折

叠，快速适应这种应激环境［89］。细菌胞质中的两

个主要伴侣机制是 GroEL/GroES 和 DnaKJ/GrpE 伴

侣系统，在Mtb中有两个groEL基因座（Rv0440和

Rv3417c），均由阻遏子 HrcA 控制［90］，HrcA 则是

一个Pup化靶蛋白。还有研究表明，由细菌蛋白酶

体与不依赖ATP的细菌蛋白酶体激活剂（bacterial 

proteasome activator，Bpa）形成的替代降解复合物

参与Mtb中DnaK操纵子的调节［91-92］。在分枝杆菌

中，dnaK 基因的转录由热休克抑制因子 HspR 控

制［90］。在正常情况下，HspR与DnaK结合，以抑

制DnaK、其辅伴侣DnaJ、交换因子GrpE和HspR

本身的表达［93］。在热休克条件下，HspR 与 DnaK

分离，Pup 化的 HspR 被 Bpa 招募从而在蛋白酶体

中被降解［92］，而热休克伴侣得以表达［94-95］，从而

有利于细菌生存。Jastrab等［92］也发现，当在45°C

生长时，bpa 敲除的 Mtb 菌株表现出热敏感表型。

因此Bpa通过介导蛋白酶体降解HspR来调节热休

克反应，参与热应激条件下Mtb的生长调控。
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4.6　参与毒素-抗毒素（TA）系统的调节

TA系统是大多数原核基因组中的应激反应因

子，它是由两个相互邻近的基因构成的二元操纵

子，抗毒素基因位于毒素基因的上游，毒素蛋白的

表达抑制细菌的生长，抗毒素蛋白与毒素蛋白结

合，抑制毒素蛋白的毒性作用。在一些外界应激条

件下（如环境压力、质粒丢失或噬菌体感染），不

稳定的抗毒素蛋白易被降解，游离的毒素蛋白可以

通过抑制DNA复制或切割mRNA阻断蛋白合成等

作用方式抑制细菌的生长［96］。TA系统引起的生长

抑制通常是可逆的，随着新抗毒素的合成或毒素的

降解或压力条件释放，细菌恢复正常生长状态。

多项研究表明PPS参与TA系统的调节。Festa

等［46］对标准实验室培养条件下的Mtb的PUPylome

鉴定表明， Rv2035、 DarT、 PhoH2、 VapC17 和

VapC31等五种毒素蛋白以及VapB51抗毒素蛋白可

以被Pup化。对E. coli中共表达PafA和PupE重建

Pup 化系统的 PUPylome 检测表明，VapC4 毒素以

及 MazE9 抗毒素也可以被 Pup 化［54］。此外，Msm

的抗毒素VapB被证明受到PafBC的调控，因此推

测PafBC与TA系统之间也存在着联系［78］。除此之

外，由于生长条件会使 Pup 化蛋白的丰度发生改

变，因此在某些应激压力下可能会有更多的抗毒素

被 Pup 化，从而调节分枝杆菌生长以适应外界环

境［97］。本实验室在Mtb H37Rv染色体中发现了一

个新的 TA 系统，称为 mt PemIK，它由抗毒素 mt 

PemI 和毒素 mt PemK （Rv3098A）组成［97］。我们

的研究发现mt-PemK可以通过Pup化修饰以调节其

自 身 的 稳 定 性 。 其 他 几 种 TA 蛋 白 Rv2801a-

Rv2801c TA 系统中的抗毒素蛋白 Rv2801a 也被确

定为潜在的Pup化靶蛋白［97］。这些结果表明，Pup

蛋白酶体系统参与TA系统的调节，可能通过调控

TA系统的剂量关系，进而抑制或激活毒素蛋白的

功能，参与应激条件下Mtb的生长调控，这为结核

病的防治提供了新思路。

5　Pup-蛋白酶体系统在生物技术研发中的

应用

5.1　Pup-蛋白酶体系统抑制剂的研发

尽管抗生素治疗显著降低了结核病对人群的影

响，但耐药菌株的存在和传播迫切需要开发靶向

Mtb 的新药。PPS 是 Mtb 和相关菌属特有的，对

Mtb致病性至关重要，因此它是抗结核药物研发的

一个新靶标。

作为PPS中唯一的Pup连接酶，PafA是一个有

吸引力的药物靶点。Jiang等［98］发现，当丝氨酸蛋

白酶抑制剂 4-（2-氨基乙基） 苯磺酰氟与 PafA 中

119位的丝氨酸（serine 119，S119）结合时，PafA

的活性被显著抑制［98］。结构分析表明，尽管S119

Table 1　Biological functions of the Pup-proteasome system
表1　Pup-蛋白酶体系统的生物学功能

功能

调控NO敏感性

调控氧化应激

参与营养缺乏应激——氮缺乏

参与营养缺乏应激——碳饥饿

参与DNA损伤修复

参与金属离子稳态调控——铁缺乏

参与金属离子稳态调控——铜稳态

参与热应激

参与毒素-抗毒素（TA）系统的调节

作用机制

PPS相关基因在活性氮中间体应激存活中发挥重要作用

PPS相关基因与对抗氧化应激有关

在氮缺乏期间，PPS可能通过降解体内无用的生物大分子为细菌的氨基酸循环

途径提供所需的蛋白质构建模块

Cpa与碳缺乏的应激条件有关，可能与20S CP在核糖体蛋白的分解和去除中发

挥作用

PPS能与PafBC转录激活剂协同作用去除DNA损伤修复蛋白，从而使Msm在完

成DNA损伤修复后及时恢复到正常状态

铁限制下铁储备的动员取决于Pup化，Pup化的细菌铁蛋白可能通过ARC解折

叠，导致24聚体的解体和铁的释放；Pup化的铁蛋白单体通过Dop去Pup化，回

收进入一个新的铁寡聚化和储存的循环

PPS相关基因与铜稳态的调节密切相关

Bpa通过介导蛋白酶体降解HspR调节热休克反应，参与热应激条件下Mtb的生

长调控

PPS参与TA系统的调节，通过调控毒素-抗毒素系统的剂量关系，进而抑制或

激活毒素蛋白的功能，参与应激条件下Mtb的生长调控
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距离 PafA 催化位点较远，但它位于 PafA 结合

PupE C 末端的凹槽中的关键位置。因此 S119 是

PafA抑制剂的潜在靶点。Li等［99］通过建立高通量

筛选技术，发现了两种PafA抑制剂——ST1926和

硫双二氯酚。ST1926通过与Mtb-PafA保守凹槽中

的非保守残基结合起到抑制的作用，硫双二氯酚能

够结合PafA的ATP结合位点从而竞争性抑制PafA

的活性。

Janssen等［100］开发了一种荧光分析试剂，用于

在体外探测Dop的活性，并通过高通量手段筛选靶

向 Dop 的小分子抑制剂。该试剂基于制备的截短

PupE （Pup33-63），其末端 Glu 通过其 γ 羧酸盐连接  

7-氨基-4-甲基香豆素（7-amino-4-methyl coumarin，

AMC）。Dop使Glu-AMC酰胺键断裂并将AMC释

放，产生荧光信号。利用该系统已经筛选了几种有

效的Dop抑制剂，能够在体外抑制Dop的去Pup化

活性［100］。

Pup和Mpa之间的相互作用是PPS的关键环节

之一。DeMott 等［101］将细胞内核磁共振技术用于

筛选阻断Pup和Mpa之间相互作用的药物。他们从

NCI Diversity set III （http://dtp.cancer.gov）文库中

分离出 3 个化合物——MTBA、MTBB 和 MTBC，

这3种化合物能够影响Pup与Mpa的相互作用，从

而抑制Pup化的蛋白质经由蛋白酶体降解，导致分

枝杆菌在一氧化氮胁迫条件下死亡，而且这3种化

合物对哺乳动物细胞的毒性低，对分枝杆菌的作用

效力与目前市场上现有的抗生素相当，在微摩尔剂

量水平就可以抑制分枝杆菌的生长［101］。

Mtb的蛋白酶体也是药物开发的靶点之一，如

何利用Mtb和哺乳动物蛋白酶体之间的生化和结构

差异来寻找物种选择性蛋白酶体抑制剂是关键问

题 。 Zhang 等［102］ 发 现 大 环 肽 （macrocyclic 

peptides）是一种有效的选择性靶向Mtb 20S的抑制

剂。大环肽能剂量依赖性抑制 Mtb 内的 20S 使得

Pup化蛋白质积累，在亚硝化应激下导致非复制性

Mtb 的死亡。最重要的是，大环肽对人肝癌细胞

（HepG2） 没有明显的细胞毒性，这表明它作为

Mtb选择性蛋白酶体抑制剂具有良好的安全性，是

十分有潜力的抗结核药物开发靶点。除此之外，补

骨脂素衍生物（psoralen derivatives）、苯基咪唑衍

生物 （phenylimidazole derivatives） 等均在低微摩

尔浓度下显示出对Mtb蛋白酶体的抑制效力［103-105］。

综上所述，作为 Mtb PPS 中的关键组分，

PafA、Dop和蛋白酶体均是抗结核药物研发的新靶

点，鉴定和筛选以PPS系统为靶向的小分子抑制剂

是研发新型抗结核药物的重要手段。

5.2　基于蛋白质Pup化的生物技术研发

邻近标记技术是一种用于研究蛋白质-蛋白质、

蛋白质-RNA 和蛋白质-DNA 相互作用的时间和空

间精度的高通量方法［106］。对PafA介导蛋白质Pup

化修饰机制的研究表明，该反应具有邻近标记特

性，即PafA可以催化其邻近空间范围内蛋白质上

赖氨酸 ε氨基的Pup化修饰。Liu等［107］开发了基于

Pup 化 的 邻 近 标 记 技 术 （pupylation-based 

interaction tagging，PUP-IT），用于研究蛋白质相

互作用。该方法将 PafA 与诱饵蛋白进行融合，

PafA会将PupE连接到与诱饵相互作用靶蛋白的赖

氨酸上，结合质谱分析可以检测蛋白质之间短暂和

微弱的相互作用。他们将 PUP-IT应用于T淋巴细

胞活化的关键共刺激受体——CD28，验证了已知

的CD28结合蛋白，并发现了多种潜在的CD28互

作蛋白［107］。他们还进一步将PUP-IT应用于细胞外

蛋白——细胞因子 IL-2上，证明该方法可以用于细

胞表面受体与其配体之间的互作研究。Zheng

等［108］利用 PUP-IT 技术系统地鉴定了线粒体相关

泛素连接酶——MARCH5 的互作蛋白，发现

MARCH5也可以定位于过氧化物酶体，参与调控

过氧化物酶体自噬。

在另一项研究中，Zhang 等［109］ 将 PUP-IT 与

CRISPR-Cas13系统相结合，开发了一种新的工具

—— 基 于 CRISPR 的 RNA 联 合 相 互 作 用 系 统

（CRISPR-based RNA-united interacting system，

CRUIS），用于检测活细胞中的RNA-蛋白质相互作

用。在 CRUIS 中，dCas13a 被用作靶向特定 RNA

的追踪器，将PafA与dCas13a融合可以使邻近区域

与该 RNA 结合的蛋白质被 Pup 标记，继而通过质

谱鉴定这些RNA结合蛋白。CRUIS的使用有助于

研究自然状态中 RNA 与蛋白质的相互作用，为

RNA生物学提供了新的技术手段。

最近，Xie 等［110］ 对 PUP-IT 进行了改进，将

PafA 连接酶与连接蛋白 26 （connexin 26，CX26）

融合，发现Pup可以无创、高效地映射和标记小鼠

新皮质中含有 CX26-PafA 的电突触中的邻近蛋白

质。他们应用PUP-IT标记揭示电突触的空间亚细

胞定位，并探讨其在发育过程中的生理功能。因

此，PUP-IT也是探测复杂神经系统电突触模式的

有力工具，对瞬时受体和离子通道的研究也有很大

的潜力。
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PUP-IT具有独特的催化机制，由于激活的Pup

蛋白不能远离PafA进行自由扩散，因此标记半径

有限，这也表明PUP-IT可能具有更干净的标签背

景。尽管 PafA 及 Pup 本身不能穿过质膜，经过特

定的改造PUP-IT也可以成为研究细胞器内蛋白质

互作的合适工具［111-112］。PUP-IT将是生命科学研究

中具有应用发展潜力的邻近标记技术。

6　待解决的关键问题和展望

PPS的发现开启了原核蛋白质修饰降解研究的

新时期。依赖于蛋白酶体的蛋白质修饰降解以前被

认为局限于真核生物中，现在被证明以相似的方式

存在于原核生物中。在过去的十几年中，研究者们

对原核生物PPS展开了深入的研究，并取得了很大

进展，目前该领域还存在一些关键问题有待解决。

a. 蛋白质Pup化和去Pup化的底物识别及其时

空调控机制。目前普遍认为，PafA在体内识别底

物可能不需要其他分枝杆菌特异性辅助因子，且具

有邻近标记特性，但是已有的研究发现又表明蛋白

质的Pup化修饰和去Pup化均存在一定的底物特异

性。PafA和Dop的底物识别机制，特别如何具有

时空特异性，需要进一步的探究。

b. 蛋白质Pup化的生物学功能及其作用机制。

通过介导靶蛋白的 Pup 化和经由蛋白酶体降解，

PPS 参与氧化应激、营养缺乏应激、热激、DNA

损伤修复等多种应激反应过程。然而在没有蛋白酶

体亚单位的谷氨酸棒状杆菌中，铁缺乏的情况下

Pup化的细菌铁蛋白能够通过ARC解折叠，导致自

身 24 聚体的解体和铁的释放，来应对不良环

境［82］。蛋白质 Pup 化是否以这种非蛋白质降解的

方式作用于其他蛋白质复合物还有待阐明。本课题

组的研究发现分枝杆菌中多个TA系统成分可以被

Pup化，Pup蛋白酶体系统参与TA系统调节的机制

和生物学意义还有待阐释。

c. 以PPS为靶点的抗结核药物研发。Mtb感染

导致的结核病给人类健康造成重大威胁，而且Mtb

对临床抗生素治疗产生了耐药性，PPS将是一个有

前景的抗结核新药开发靶点。目前已经筛选出一些

以PafA、Dop和蛋白酶体为靶点的小分子抑制剂，

但是离临床试验还有很长的一段距离。

d. 基于 Pup-蛋白酶体系统的生物技术研发。

基于 PafA 催化蛋白 Pup 化的邻近标记技术研发近

期取得了一系列新的进展，并在科研工作中得到了

应用。今后将PPS与其他系统相结合，在合成生物

学领域开展的新技术研发将令人关注。
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The Mechanism and Biological Functions of Pup-proteasome System*
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Abstract　The Pup-proteasome system (PPS) is a prokaryotic post-translational protein degradation pathway, in 

which prokaryotic ubiquitin-like protein (Pup) is activated by deamidase of Pup (Dop) and covalently linked to 

target proteins by proteasome accessory factor A (Paf A), and then the Pup-labeled target proteins are degraded by 

proteasome. PPS in mycobacteria is involved in the reactions to a various stress conditions, such as oxidative 

stress, nutritional deficiency, heat stress, and DNA damage, and participates in the regulation of metal ion 

homeostasis, toxin-antitoxin system, and host immune resistance. It has been reported that PPS is closely related 

to the retention and pathogenicity of Mycobacterium tuberculosis, therefore the PPS components, PafA, Dop and 

proteasome, have emerged as new targets for anti-tuberculosis drug development. Several small molecule 

inhibitors targeting PPS have been identified as the potential novel anti-tuberculosis drugs. In addition, PafA-

catalyzed protein pupylation has been applied in biotechnology research, and developed into a new proximity 

labeling method, named pupylation-based interaction tagging (PUP-IT), which has been successfully used in the 

study of protein-protein interactions. This article reviews the research progress in the mechanism of action and 

biological functions of PPS, as well as the research progress in PPS inhibitors and PPS biotechnology applications.
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