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摘要 泛素化是存在于真核生物中一种重要的翻译后修饰过程，参与调控包括蛋白质降解在内的多种生命活动。实现这一

调控过程需要将一个由76个氨基酸组成的泛素蛋白共价连接到底物蛋白上。同时，泛素本身也存在多种翻译后修饰，包括

泛素化、磷酸化、乙酰化等，进一步丰富了泛素的修饰类型，决定了底物蛋白不同的命运。近年来，伴随着第65位丝氨酸

磷酸化泛素蛋白参与调控线粒体自噬这一突破性进展，泛素蛋白其余磷酸化位点的功能研究也获得越来越多的关注。本文

根据目前已有的国内外研究和报道，总结了泛素蛋白已知的磷酸化修饰位点，梳理了泛素蛋白第12位和66位苏氨酸、第57

位和 65位丝氨酸等位点的磷酸化修饰对其生物物理特性带来的改变，并对相应修饰位点所涉及的生物学功能调控进行了

综述。
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1　泛素及泛素化修饰

泛素 （ubiquitin，Ub） 是一个由 76 个氨基酸

组成的小型信号蛋白，广泛存在于真核生物中［1］。

泛素蛋白通过三步酶促反应被连接到底物蛋白上，

被称为泛素化［2］。泛素化既可作为一种降解信号，

将受损伤的、有害的或不需要的蛋白质送达26S蛋

白酶体降解，也可以作为非蛋白降解信号，参与调

控包括胞吞作用、DNA损伤修复和转录等在内的

许多重要生命过程［1］。泛素信号极其复杂，可以

被含有泛素识别结构域（ubiquitin-binding domain，

UBD）的受体蛋白分类识别，从而将信号进一步

传递到下游不同的生物学途径［3］。在其功能发挥

结束后，这些泛素化修饰又需要专门的去泛素化酶

（deubiquitinase，DUB）将其清除，从而实现这一

调控过程的终止。

泛素化的调节作用是多方面的，涵盖了几乎所

有的细胞生命活动，因为它在蛋白质降解及细胞信

号传导中起着不可替代的作用。同时，泛素化或去

泛素化过程的异常也和多种疾病的发生发展有关，

如肿瘤、自身免疫性疾病及神经退行性疾病。目

前，蛋白质组学分析已在 9 200种人类蛋白质上发

现了至少 63 000 个泛素化修饰位点［4］。从生物化

学的角度来讲，泛素化是由一种包括泛素活化酶

（E1）、泛素缀合酶（E2）和泛素连接酶（E3）在

内的三种酶级联作用下实现底物的共价修饰过程。

在这一系列酶促反应的催化下，泛素蛋白羧基端

76 位甘氨酸 （glycine） 与底物蛋白的赖氨酸

（lysine）残基之间形成肽键而共价相连［5-6］。人类

基因组上一共含有：2 个 E1 基因，包括 Uba1 和

Uba6；约30个E2；超过600个E3。其中，E3泛素

连接酶在底物蛋白识别中起主要作用，因此，泛素

化过程的特异性主要由泛素连接酶所决定。

泛素蛋白表面的7个赖氨酸及其氨基端甲硫氨

酸（methionine）位点都可以被泛素化，从而形成

包含单个、多个单泛素化，以及同质、混合、分支

等多种类型具有复杂拓扑结构的多聚泛素链［7］
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（图1）。第48位赖氨酸连接类型（K48）的多聚泛

素链是细胞中最主要的泛素类型 （占比通常>

50%）［8］，其作用是将底物蛋白质靶向蛋白酶体进

行降解［1］。相比之下，通过第 63位赖氨酸连接的

泛素链（K63）作为第二丰富的类型，调控多种非

降解功能［9］。另外还有包括M1、K6、K11、K27、

K29以及K33在内的多种“非经典”多聚泛素链，

分别参与调控不同的生命过程。

除了底物及泛素蛋白的赖氨酸和泛素的氨基端

的甲硫氨酸残基之外，近年来的研究发现丝氨酸

（serine）、 苏 氨 酸 （threonine） 及 半 胱 氨 酸

（cysteine）残基也可以和泛素羧基端的甘氨酸共价

结合，形成以酯键相连的泛素化修饰。McCrory

等［10］发现，在小鼠RAW264.7细胞内，R848诱导

的TLR7/8信号通路中，Myddosome复合物内多个

成员上的若干丝氨酸和苏氨酸残基都可以检测到与

泛素蛋白羧基端的甘氨酸残基之间形成的酯键连

接，这些位点包括泛素的第 12、14、22位苏氨酸

和第 20位丝氨酸残基，IRAK4的第 175位丝氨酸；

IRAK2的第 136、168位丝氨酸和第 163位苏氨酸，

以及 MyD88 的第 141 位苏氨酸残基。已经发现若

干泛素连接酶具备通过酯键进行泛素化修饰的能

力，如E3泛素连接酶HOIL-1可以催化泛素蛋白羧

基端甘氨酸残基与另一个泛素蛋白的第 12位苏氨

酸、第 20位丝氨酸、第 22位苏氨酸残基之间形成

酯键［11］，另外，LUBAC复合体泛素连接酶能催化

泛素蛋白之间通过羧基端甘氨酸和第 55位苏氨酸

之间形成酯键［12］，猜测也是复合体中的HOIL-1所

为［13］。MycBP2是一个新型泛素连接酶，仅含有一

个环指结构域（RING finger domain），但是具有酶

催化活性，能直接将泛素通过酯键连接到底物蛋白

的苏氨酸上［14］。此外，E2 泛素缀合酶 UBE2J2 也

能通过酯键进行泛素化修饰［15］。综上所述，近年

来的新发现将蛋白质上的泛素化位点从赖氨酸及泛

素氨基端的甲硫氨酸扩展到了丝氨酸、苏氨酸，甚

至半胱氨酸残基上［16］。

泛素蛋白自身的进一步修饰可以产生更复杂的

调控信号，参与调控更多样的生命过程，最终导致

多种不同的调控结果，这也与真核生物复杂的细胞

内外环境和精细严密的调控过程是一致的。这些多

样 多 层 次 的 泛 素 修 饰 类 型 统 称 为 泛 素 密 码

（ubiquitin code）［17］。

2　泛素的翻译后修饰

除了修饰底物蛋白及形成泛素链之外，泛素本

身也具有许多种类的翻译后修饰位点。目前的研究

表明，泛素蛋白本身的翻译后修饰可分为三大类，

包括泛素及类泛素化修饰，乙酰化修饰以及磷酸化

修饰（表1）。

泛素蛋白的赖氨酸残基可以被类泛素蛋白

（ubiquitin-like protein， UBL） 修 饰［18］ ， 例 如

SUMO或NEDD8［5］。热休克和蛋白酶体的抑制能

促进泛素的 SUMO 化修饰，表明 SUMO 化泛素蛋

白在应激反应中的作用，但尚不清楚这种修饰对泛

素活性，以及对底物蛋白功能的影响［19］。

此外，泛素蛋白还可以被化学基团所修饰，如

其部分赖氨酸位点可以发生乙酰化修饰，通过空间

位阻或表面特性（如电荷）的变化影响泛素的功

Fig. 1　Ubiquitin structure and ubiquitylation types
图1　泛素蛋白及泛素化修饰类型

（a）泛素蛋白表面的7个赖氨酸位点，1个N端甲硫氨酸位点及其C端甘氨酸位点的分布情况；（b）多种泛素化修饰类型，包括单位点、多位

点的单泛素化，以及同质、混合、分支等多种泛素链。
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能。有研究发现，细胞中可以检测到泛素蛋白第

6、48位赖氨酸位点的乙酰化，这种修饰并不影响

E1对泛素的激活和向底物的转移，但这两个位点

的乙酰化明显影响包括K11、K48和K63等多聚泛

素链的形成［20］。

除了乙酰化修饰，泛素蛋白的丝氨酸、苏氨

酸，以及酪氨酸（tyrosine）残基可被磷酸基团修

饰，从而形成多种不同的泛素密码。被修饰的底物

蛋白可以参与到不同的生命过程，最终走向不同的

结局。

接下来，本文将针对泛素蛋白磷酸化修饰的国

内外研究现状进行分析总结。

3　泛素磷酸化的国内外研究现状

根据国内外已有的质谱数据，目前已知的泛素

蛋白表面磷酸化位点包括第 7、12、14、22、55、

66位苏氨酸，第20、57、65位丝氨酸和第59位酪

氨酸［5］。已有研究证明上述部分磷酸化位点参与

调控真核生物重要的生命过程。

3.1　第65位丝氨酸磷酸化泛素（pS65-Ub）
已有的研究表明，泛素蛋白第 65位丝氨酸的

磷酸化调节 PINK1-Parkin 介导的线粒体自噬［21］。

这是磷酸化对泛素进行功能调节的第一个证据，激

发了人们研究泛素磷酸化生物学功能的热情。泛素

蛋白第 65位丝氨酸位点的磷酸化修饰也是到目前

为止研究最深入、最广泛的位点。PINK1 （PTEN 

induced putative kinase1）和Parkin是调控线粒体自

噬极为关键的蛋白质。PINK1作为一种丝氨酸/苏

氨酸激酶，可以磷酸化泛素蛋白的第 65位丝氨酸

和Parkin Ubl结构域中的第65位丝氨酸 ［22］。Parkin

是一个E3泛素连接酶，可催化线粒体外膜蛋白的

泛素化。Parkin 分布于细胞质内［23］，且高表达于

脑、骨骼肌、心肌以及肝脏等组织中［24］。当线粒

体受损时，PINK1在线粒体外膜上积累，从而将该

区域的泛素蛋白磷酸化。定量质谱结果显示，

pS65-Ub在正常的人类细胞中占总泛素蛋白<0.1%，

但在线粒体损伤剂处理的细胞中增加到2%［25］，晶

体结构分析显示PINK1的198位酪氨酸与泛素蛋白

的第47位甘氨酸形成氢键，并与第44位异亮氨酸

形成疏水相互作用。PINK1激酶结构域的C叶激活

片段与泛素蛋白构象中的柔性第 65位丝氨酸相接

触，有助于将第 65位丝氨酸放置在磷酸盐接受位

置［26］。同时，受损的线粒体附近被磷酸化的泛素

蛋白会通过相互作用以纳摩尔亲和力募集自抑制状

态的 Parkin，随后，PINK1 进一步介导 Parkin Ubl

结构域中第 65 位丝氨酸残基磷酸化，从而激活

Parkin 潜在的 E3 泛素连接酶活性。当处于自抑制

状态下，Parkin 的 E2 结合位点及其半胱氨酸活性

位点分别被其Ubl结构域和RING2结构域所掩盖；

第 65 位丝氨酸磷酸化的泛素蛋白与 Parkin 的结合

会促进Parkin结构改变从而释放Ubl结构域，暴露

E2结合位点；而PINK1介导其Ubl第 65位丝氨酸

位点的磷酸化会促进Parkin进一步构象改变，暴露

其半胱氨酸活性位点，完全激活其E3泛素连接酶

活性（图 2），从而通过泛素化受损线粒体外膜蛋

白，招募自噬受体，促进受损线粒体的自噬降解过

程［27］。深入的结构研究发现，pS65-Ub 在溶液中

具有两种构象，即松弛态和收缩态：主要构象（松

弛态）的晶体结构类似于普通泛素；次要构象（收

缩态）的β5链滑移，从而稳定了第73位亮氨酸和

第 74 位精氨酸残基，并改变了核心处 β折叠结构  

β5、β1、β3的相互作用，导致泛素的羧基端向核

心缩回。这种三级结构的变化将进一步影响泛素亚

基在多聚泛素链中的四级排列［28］。

泛素的磷酸化修饰带来的构象变化明显影响其

结构和生物物理特性。pS65-Ub主要构象的生物物

理特性与普通泛素无较大差异，而次要构象的特性

则有较大变化。这种 pS65-Ub 能抑制 E2/E3 的功

能：pS65-Ub 会影响 E2 的激活以至于对多聚泛素

链的形成产生影响。例如，人 UBE2R1 （cdc34）、

UBE2E1 （UbcH6） 等介导的多聚泛素链组装被

pS65-Ub抑制。除了对E2激活的影响外，pS65-Ub

Table 1　Modification sites on ubiquitin
表1　泛素上的修饰位点

修饰类型

泛素及类泛素化

泛素蛋白磷酸化

泛素蛋白乙酰化

修饰位点

M1、K6、K11、K27、K29、K33、K48、K63、T12、T14、S20、T22

T7、T12、T14、S20、T22、T55、S57、Y59、S65、T66

K6、K11、K27、K33、K48、K63

生物学功能

蛋白质降解、DNA损伤修复、免疫信号转

导、内吞等

线粒体自噬、DNA损伤修复、应激反应等

生物学功能未知，但会抑制泛素链的生成
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还可以影响 E2 酶 UBE2D1、UBE2D3 与 E3 连接酶

TRAF6 的结合反应。此外，掺入 pS65-Ub 的多聚

泛素链不易被部分DUB水解［29］。第65位丝氨酸磷

酸化还抑制 UBE2D1 催化的 K11 连接，UBE2N 与

UBE2V1组装成游离K63泛素链，以及HOIP催化

的M1泛素链形成［30］。

研究泛素第 65位丝氨酸的磷酸化修饰对于不

同DUB对不同连接类型泛素二聚体的水解活性发

现，第 65 位丝氨酸磷酸化增加了 OTUB2 介导的

K48泛素二聚体的水解，减少了K63泛素二聚体的

水解；增加了USP4介导的K11和K48泛素二聚体

的水解，减少了 K6、K29 和 K33 泛素二聚体的水

解。综合来看，pS65-Ub 对于大部分 DUB 水解泛

素二聚体起着明显的抑制作用（其抑制效应强于

pS57-Ub），除去对USP2催化的M1泛素二聚体的

水解有明显抑制，pS65-Ub 对于其他 DUB 介导的

M1 泛素二聚体水解几乎没有影响，而对于 USP5

对 K11 连接的水解、USP16 对 K33 连接的水解、

OTUB1和USP21对K48连接的水解起着显著的促

进作用［31］。

3.2　第57位丝氨酸磷酸化泛素（pS57-Ub）
静息状态下，pS57-Ub是真核生物细胞内含量

最高的一类磷酸化泛素蛋白。泛素第 57位丝氨酸

位点的磷酸化最早是在酵母中发现的［32］，随后在

人类乳腺癌组织、黑色素瘤细胞和肺腺癌细胞中也

有发现［30］。第 57位丝氨酸磷酸化不影响E2/E3合

成多种泛素链；而在不同DUB对不同连接类型的

泛素二聚体的水解活性研究中发现，第 57位丝氨

酸磷酸化增加 USP2 介导的 K29 泛素链及 USP4 介

导的K11泛素链的水解。但是，泛素第 57位丝氨

酸位点的磷酸化修饰对于大部分DUB的活性起着

抑制作用，虽然总体抑制强度不如pS65-Ub［31］。

pS65-Ub是细胞中公认的Parkin激活剂，但实

验发现 Parkin 对 pS57-Ub 有更高的选择性。与

pS65-Ub 刺激相比，pS57-Ub 激活的 Parkin 自泛素

化活性高出约2倍。这项研究提出了一个有趣的可

能性，即pS57-Ub可能独立于PINK1和pS65-Ub驱

动 Parkin 介导的线粒体自噬［22］，尽管这一假设尚

未在细胞环境中得到检验。该研究还表明pS57-Ub

是天然Parkin靶标Miro-1（一种线粒体GTP酶，参

与许多生化过程）泛素化的首选底物［33］。

同期的另一项研究发现，泛素在第 57位丝氨

酸位点的磷酸化水平受酵母中Ppz磷酸酶的调节。

Ppz突变体中泛素蛋白的降解速度更快、周转率更

高。已知囊泡降解是酵母细胞中泛素循环的主要途

径。泛素的循环由蛋白质降解机制相关的DUB介

导，这些DUB的突变会导致泛素循环受阻。Doa4

是一种与ESCRT机制相关并在膜蛋白降解前回收

泛素的酵母内体DUB，被认为是在内体上进行多

囊泡体分选之前负责回收泛素的主要去泛素化酶，

对液泡转运及泛素循环调节至关重要。模拟磷酸化

泛素蛋白S57D-Ub能够抑制去泛素酶Doa4的活性，

从而阻止泛素通过内吞途径再循环。但是，模拟磷

酸化的突变体泛素蛋白在细胞内能促进内吞运输速

率及泛素再循环，说明泛素的第 57位丝氨酸位点

被磷酸化后，可能通过内体上的其他DUB来促进

泛素在液泡腔里再循环。基于这些发现，该研究提

出，泛素的第 57位丝氨酸磷酸化可以作为调节开

关来控制泛素沿内吞途径的循环［34］。

最近的研究表明，泛素第 57位丝氨酸位点磷

酸化在酿酒酵母的应激反应中发挥作用，包括氧化

应激反应。Snf1 相关酵母激酶家族中的 Vhs1 和

Fig. 2　Functional domains of the full-length Parkin
图2　Parkin 全长蛋白结构域示意图

全长Parkin的结构域分布情况，Parkin作为一种RBR型E3泛素连接酶，其发挥功能一方面需要RING1结构域与E2相互作用，另一方面需要

其RING2结构域上的半胱氨酸活性位点发挥其酶活；在静息状态下，Parkin的E2结合位点及其半胱氨酸活性位点分别被其Ubl结构域和

RING2结构域掩盖在结构内部；磷酸化泛素蛋白与Parkin的结合及其Ubl第65位丝氨酸位点的磷酸化会导致Parkin构象改变，将其E2结合区

域和含有半胱氨酸的活性中心暴露出来，得以充分发挥其E3泛素连接酶的活性。
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Sks1，是除了 PINK1 之外唯一已知的泛素磷酸化

激酶。通过在大肠杆菌中共表达泛素和酵母激酶，

并使用对 pS57-Ub 特异抗体对裂解物进行免疫印

迹，观察到 Snf1 相关酵母激酶家族中的 Vhs1 和

Sks1的过表达增加了泛素蛋白第 57位丝氨酸位点

的磷酸化水平，表明Vhs1和Sks1作为泛素激酶的

活性。与酵母 Snf1 相关激酶家族同源的人类

AMPK相关激酶家族中的MARK1~4、SIK1、SIK2

在体外激酶活性测定中同样表现出明显的 S57-Ub

磷酸化活性。质谱实验进一步证明了MARK2体外

磷酸化反应的产物中包含泛素蛋白S57位点的磷酸

化［35］。在生物学功能方面，该研究通过构建表达

磷酸化失活突变体 S57A 以及模拟磷酸化突变体

S57D-Ub 的酵母菌株，发现 S57D-Ub 的表达赋予

了酵母对羟基脲的敏感性和对刀豆氨酸、硫代赖氨

酸的抗性。此外，S57D-Ub的表达还增强了对热应

激的长期和急性耐受性。这些发现表明泛素的第

57位丝氨酸磷酸化促进了细胞对各种蛋白质毒性

应激源的耐受性。

AMPK 相关激酶家族是真核生物中极为少见

的含有 UBA 结构域的丝苏氨酸激酶家族（图 3），

这一结构特性也指向了一个有趣的可能性，即

UBA结构域通过捕捉细胞内的泛素蛋白，从而使

得泛素被该家族激酶成员磷酸化。然而 2006年的

一项研究发现，体外纯化的AMPK 相关激酶家族

成员的UBA结构域以及全长的该家族激酶成员与

线性四聚泛素链、K48多聚泛素链、K63多聚泛素

链之间不存在相互作用，也不与类泛素蛋白

NEDD8、SUMO1、SUMO2 以及 SUMO3 相互作

用［36］。从晶体结构分析，激活的 MARK2 蛋白的

UBA结构域与其催化结构域之间更接近，整体的

结构更加紧凑，且体外实验证明UBA结构域缺失

的激酶无法被其上游激酶激活。该项研究提出猜

想，这一家族成员的UBA结构域起到空间构象调

控功能，而非通过结合泛素蛋白来对其激酶活性产

生影响。然而，该研究并没有探究MARK2蛋白的

UBA结构域是否和其他类型的泛素链或其他类泛

素蛋白存在相互作用，因此不能排除该家族成员的

UBA结构域特异性识别并结合其他非典型泛素链

或其他类泛素蛋白的可能性，同时，一些 AMPK

相关激酶家族成员能在离体条件下磷酸化单泛素及

四聚线性泛素链［35］，说明UBA结构域有可能参与

泛素链的识别。总之，这一激酶家族蛋白还需要进

一步更为系统的研究。

目前尚无识别 pS57-Ub 的 UBD 的相关报道，

所以，pS57-Ub的识别机制也不清楚。由于第57位

丝氨酸位于泛素蛋白上相对于第 44位异亮氨酸疏

水区域的另一面，而大多数UBD通过疏水作用与

泛素蛋白的第 44位异亮氨酸疏水区相互作用，因

此该位点的磷酸化不太可能对经典的Ub-UBD相互

作用产生影响［37］。

Fig. 3　Structures of UBA domains of AMPK-related kinases
图3　AMPK相关激酶家族成员的UBA结构示意图

由Phyre2模拟生成的AMPK相关激酶家族成员的UBA结构域，都具有典型的三股α螺旋结构，理论上可以与泛素相互作用。
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3.3　第12位苏氨酸和第66位苏氨酸磷酸化泛素

近几年来，泛素蛋白苏氨酸位点磷酸化的功能

也被逐步揭示，包括第 12位苏氨酸以及第 66位苏

氨酸。迄今为止，尚未有研究鉴定出泛素蛋白第

12位苏氨酸特异性激酶。早期的研究表明，泛素

第12位苏氨酸的磷酸化（pT12-Ub）有可能通过细

胞 分 裂 后 期 促 进 APC 复 合 体 泛 素 连 接 酶

（anaphase promoting complex） 催化形成 K11 多聚

泛素链，进而调节细胞周期［38］。而近几年来，第

12位苏氨酸的磷酸化修饰因其在调节DNA损伤反

应中的作用而受到关注［39］，研究发现，在组蛋白

H2A的第 15位赖氨酸位点修饰的泛素蛋白上存在

着磷酸化修饰，这一磷酸化位点位于泛素蛋白的第

12 位苏氨酸上。这一磷酸基团的存在通过阻碍

53BP1与组蛋白H2A的相互作用，从而抑制53BP1

通过 NHEJ 修复损伤 DNA 的活性，促进细胞通过

同源重组的方式修复受损DNA。从结构分析来看，

53BP1对泛素的识别需要核小体和泛素将53BP1的

UDR 基序夹在中间，然而，位于 53BP1/NCP-

H2AK15ub复合体中的UDR和泛素的第 12位苏氨

酸磷酸化破坏了这种相互作用（图 4）。该研究还

探究了泛素第 12 位苏氨酸的磷酸化是否影响 E1、

E2、E3和DUB的功能，结果发现 pT12-Ub不能被

去泛素化酶 USP51 切割，同时，这一磷酸化修饰

不影响RNF168催化的染色质泛素化过程。

此外， pT12-Ub 的另一个潜在功能涉及到

HOIL-1 的活性。HOIL-1 作为一种 E3 泛素连接酶

可以催化泛素与底物上的丝氨酸或苏氨酸残基之间

形成氧化酯键。有趣的是，HOIL-1在体外通过泛

素的第 76位甘氨酸和另一个泛素的第 12位苏氨酸

之间形成氧化酯键，从而催化合成泛素二聚体［11］。

最近，一项新的研究证实，除了第 12位苏氨酸之

外，HOIL-1也可以在体外催化泛素蛋白的第14位

苏氨酸、第 20位丝氨酸、第 22位苏氨酸残基的泛

素化［10］。这些研究提出了一种有趣的可能性，即

泛素上这些位点磷酸化的一个潜在作用可能是阻止

它们的泛素化。反过来，这些位点的泛素化也可以

阻止它们的磷酸化。由于相同氨基酸残基的泛素化

和磷酸化是相互排斥的，这可能是蛋白激酶调节

E3泛素连接酶形成酯键的一种方式。针对这一点，

仍然需要后续的研究来证明这种拮抗作用是否成在

于细胞中。

Fig. 4　The regulation of ubiquitin phosphorylation in response to DNA double strand breaks
图4　泛素蛋白磷酸化调控DNA损伤修复机制

泛素蛋白的磷酸化对受损DNA修复过程造成的影响。在细胞外基质硬度低的条件下，激活的MAP4K激酶将泛素蛋白第66位苏氨酸磷酸化，

抑制了RNF8催化的泛素化过程，进而抑制后续受损DNA的修复过程正常进行；另一方面，当泛素蛋白第12位苏氨酸被磷酸化时，RNF8和

RNF168的催化过程并没有受影响，然而53BP1不能与磷酸化泛素化的组蛋白结合，抑制了通过非同源末端连接方式修复受损DNA的过程，

而BRCA1通过同源重组的方式修复受损DNA的过程仍可以正常进行，因此第12位苏氨酸位点磷酸化的泛素蛋白也被认为是在细胞进入S和

G2期时倾向于使用同源重组来修复受损DNA的一个转换信号。
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与第 12位苏氨酸同一年被报道的还有第 66位

苏氨酸位点的磷酸化。该研究发现，当细胞外基质

硬度低的培养条件下，癌细胞的DNA损伤修复过

程受到显著抑制，对化疗药物的敏感性显著升高。

进一步研究发现，在细胞外基质硬度低的条件下，

感知细胞内外环境变化、调控细胞内外联系的

Hippo 信号通路中的 MAP4K4/6/7 激酶的激活会促

进细胞内泛素蛋白第 66 位苏氨酸位点的磷酸化，

从而抑制 DNA 损伤修复信号通路中 RNF8 合成泛

素链的泛素连接酶活性（图 4），进一步抑制染色

质 泛 素 化 水 平 来 阻 碍 DNA 损 伤 修 复 蛋 白 的

招募［40］。

截止到目前，人们对泛素蛋白的其他磷酸化位

点的生理生化特性以及生物学功能都知之甚少。目

前已有的生化实验证明，泛素第 20位丝氨酸磷酸

化 （pS20-Ub） 增加了 OTUD3 介导的 K11 泛素链

的切割，但减少了 K48 泛素链的切割，增加了

USP8 介导的 K6 泛素链的切割，但减少了 K11 和

K48泛素链切割。与第 57、第 65位丝氨酸磷酸化

泛素蛋白相同，第 20位丝氨酸磷酸化泛素对于大

部分DUB的活性都起到抑制作用，但是对USP8介

导的K6泛素链、OTUD3和USP16的介导K11泛素

链降解起着微弱的促进作用。此外，pS20-Ub还可

以将UBE3C从双特异性E3泛素连接酶转化为K48

特异性连接酶［31］。

4　总结与展望

泛素的泛素化、磷酸化、乙酰化等修饰在蛋白

质翻译后修饰、信号转导、DNA修复等细胞进程

中起着重要作用。在真核细胞中，泛素的磷酸化丰

富了泛素蛋白所承载的的信息量，进一步增加了泛

素密码的复杂性。在多种磷酸化泛素中，pS65-Ub

的结构特征、生物功能、作用机制已经得到了较为

全面并深入的研究和报道，催化第 65位丝氨酸位

点磷酸化的特异性激酶PINK1也已经被鉴定出来，

并进行了深入的研究。相对而言， pS57-Ub、

pT12-Ub等磷酸化泛素的研究还需要进一步深入，

这些泛素蛋白的激酶和磷酸酶以及具体调节机制还

有待研究。在酵母中发现的第 57位丝氨酸的激酶

Vhs1 是该领域的一项突破，但是 pS57-Ub 在人类

细胞中的具体功能还未知，仍需要进一步探究。

目前仍未知磷酸化泛素蛋白是否与某些特定的

重大疾病之间存在着某种联系。已研究的几个磷酸

化位点的修饰还暂时停留在较为微观的层面，能否

与疾病（如癌症）之间建立起联系也是这一领域的

一个探究方向。由于细胞外基质硬度在癌细胞团和

正常组织之间是存在显著差异的，这一差异会导致

细胞内泛素蛋白第 66位苏氨酸位点磷酸化水平的

改变，从而使得DNA损伤修复能力存在差异，这

一差异可能会对病人接受化疗后的效果产生影响，

或许能为病人的治疗效果预判提供参考意见。
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Abstract　 Ubiquitylation, also termed ubiquitination, is one of the most important post-translational 

modifications in eukaryotic cells. It is a process by which a small signaling protein, called ubiquitin composed of 

76 amino acids, is conjugated to protein substrates via an E1-E2-E3 enzymatic cascade. Ubiquitin can be attached 

to lysine, serine, threonine and cysteine residues of its substrates. Ubiquitin itself contains seven lysine residues, 

therefore, ubiquitylation can form various polyubiquitin chains to produce complex ubiquitin codes. 

Ubiquitylation can alter the fates of ubiquitylated proteins including kinase activation, alteration of protein 

localization and proteolysis via the 26S proteasome and is involved in nearly every aspect of biological activities 

in eukaryotic cells. Recent studies indicated that more complicated post-translational modifications can also be 

found on ubiquitin including sumoylation, ubiquitylation, phosphorylation and acetylation. These modifications 

largely increase the complexity of ubiquitin signals. Ser65 of ubiquitin is the first characterized phosphorylation 

site whose biological functions have been extensively studied in human cells. It has been shown that Ser65 

phosphorylation by PINK1 kinase is critical for the activation of Parkin ubiquitin ligase during mitophagy 

induction. The researches on Ser65 phosphorylation of ubiquitin boosted the studies on biological significance of 

the rest phosphorylation sites of ubiquitin. Now it is clear that phosphorylation of Ser57 residue is involved in 

endocytosis and stress responses, including oxidative stress in yeast, whereas phosphorylation of Thr12 and Thr66 

residues plays important roles in DNA damage response. In the case of Ser57 residue, members of the AMPK-

related kinases phosphorylate it, however, mechanisms by which Ser57 phosphorylation regulates endocytosis or 

oxidative stress response are still unclear. Also, no experimental evidences are available in mammalian system 

yet. One interesting fact is that many AMPK-related kinases contain a ubiquitin-associated domain (UBA), 

although some studies suggested these UBA domains do not possess any binding capabilities to polyubiquitin 

chains. However, some of these kinases could phosphorylate the Ser57 residues on the M1 polyubiquitin chain, 

implying these UBA domains do recognize certain polyubiquitin chains. In this review article, we summarized the 

post-translational modification sites of ubiquitin, especially phosphorylation sites and highlighted the biological 

functions of Ser65, Ser57, Thr12, Thr66 phospho-ubiquitin proteins. We also discussed alternations of biophysical 

properties brought by the phosphorylation of ubiquitin. Finally, we proposed a few future research directions 

related to the phosphorylated ubiquitin.
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